
(57)【要約】
本発明は、 B群連鎖球菌の接着因子をコードする核酸、 B群連鎖球菌の接着因子、およびこ
の用途に関する。具体的には本発明は、このような接着因子であるポリペプチド、および
SEQ ID NO 11～ SEQ ID NO 20からなる群より選択されるアミノ酸配列を含むポリペプチド
、ならびにワクチンの製造におけるこのようなポリペプチドの用途に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 を 含 む 、 好 ま し く は フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 ポ リ
ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 ：
（ a） SEQ ID NO 1～ SEQ ID NO 6か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 と 少 な く と も 70%が 同
一 な 核 酸 ；
（ b） （ a） の 核 酸 と 本 質 的 に 相 補 的 な 核 酸 ；
（ c） （ a） ま た は （ b） の 核 酸 の 少 な く と も 15の 連 続 す る 塩 基 を 含 む 核 酸 ；
（ d） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 で 、 （ a） 、 （ b） 、 ま た は （ c） の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ア ニ ー ル す る 核 酸 ； な ら び に
（ e） 遺 伝 コ ー ド の 縮 重 を 除 い て 、 （ a） 、 （ b） 、 （ c） 、 ま た は （ d） で 定 義 さ れ た 核 酸
と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 可 能 性 の あ る 核 酸 。
【 請 求 項 ２ 】
　 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 を 含 む 、 好 ま し く は 接 着 因 子 ま た は そ の 断 片 を
コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 ：
（ a） Seq ID NO 7、  Seq ID NO 8、 Seq ID NO 9、 ま た は Seq ID NO 10に 記 載 さ れ た 核 酸
配 列 と 少 な く と も 70%が 同 一 な 核 酸 ；
（ b） （ a） の 核 酸 と 本 質 的 に 相 補 的 な 核 酸 ；
（ c） （ a） ま た は （ b） の 核 酸 の 少 な く と も 15の 連 続 す る 塩 基 を 含 む 核 酸 ；
（ d） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 で 、 （ a） 、 （ b） ま た は （ c） の 核
酸 と ア ニ ー ル す る 核 酸 ； な ら び に
（ e） 遺 伝 コ ー ド の 縮 重 を 除 い て 、 （ a） 、 （ b） 、 （ c） 、 ま た は （ d） で 定 義 さ れ た 核 酸
と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 可 能 性 の あ る 核 酸 。
【 請 求 項 ３ 】
　 同 一 性 が 少 な く と も 80%、 好 ま し く は 少 な く と も 90%、 よ り 好 ま し く は 100%で あ る 、 請 求
項 1ま た は 2の ど ち ら か に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ４ 】
　 核 酸 分 子 が 、 16ア ミ ノ 酸 を 含 む ア ミ ノ 酸 モ チ ー フ の 少 な く と も 1個 の リ ピ ー ト を 含 む フ
ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 、 請 求 項 1ま た は 3の ど ち ら か に 記 載 の 単 離 さ
れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ５ 】
　 コ ー ド さ れ た フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 タ ン パ ク 質 が 、 請 求 項 7お よ び 15の ど ち ら か に 記 載
で 特 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 モ チ ー フ の リ ピ ー ト を 19個 含 む 、 請 求 項 4記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分
子 。
【 請 求 項 ６ 】
　 核 酸 分 子 が 、 上 皮 細 胞 、 好 ま し く は ヒ ト 上 皮 細 胞 と 相 互 作 用 す る 接 着 因 子 を コ ー ド す る
、 請 求 項 2ま た は 3の ど ち ら か に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が
　
　
　
　
の ア ミ ノ 酸 モ チ ー フ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ８ 】
　 核 酸 が DNA、 RNA、 ま た は こ の 混 合 物 で あ り 、 好 ま し く は 核 酸 分 子 が ゲ ノ ム DNAか ら 単 離
さ れ る 、 請 求 項 1～ 7の い ず れ か 一 項 記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 1～ 8の い ず れ か 一 項 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ０ 】
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　 ベ ク タ ー が 、 請 求 項 1～ 8の い ず れ か 一 項 記 載 の 核 酸 分 子 の い ず れ か に コ ー ド さ れ た ポ リ
ペ プ チ ド の 組 換 え 体 発 現 に 適 合 さ れ た 、 請 求 項 8記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 9ま た は 10の ど ち ら か に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 、 好 ま し く は 宿 主 細 胞 で あ る 細 胞
。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 1～ 8の い ず れ か 一 項 記 載 の 核 酸 分 子 に コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ
チ ド 、 好 ま し く は フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び /ま た は 接 着 因 子 、 な ら び
に 該 ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 Seq ID NO 11～ 20か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 好 ま し
く は フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び /ま た は 接 着 因 子 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 Seq ID NO 113～ 205か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 好 ま
し く は フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び /ま た は 接 着 因 子 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　
　
　
　
の ア ミ ノ 酸 モ チ ー フ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 好 ま し く は フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 ポ リ ペ プ チ ド
、 お よ び /ま た は 接 着 因 子 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 1～ 8の い ず れ か 一 項 記 載 の 核 酸 分 子 を 発 現 さ せ る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 12～ 15の い
ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 断 片 の 作 製 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 適 切 な 宿 主 細 胞 を 請 求 項 9～ 10の い ず れ か 一 項 記 載 の ベ ク タ ー で 形 質 転 換 す る 段 階 ま た
は ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 12～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ま
た は そ の 断 片 を 発 現 す る 細 胞 の 作 製 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 12～ 15の い ず れ か 一 項 で 定 義 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片 、 ま た は 請 求
項 1～ 8の い ず れ か 一 項 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む 、 特 に ワ ク チ ン で あ る 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 好 ま し く は 、 ポ リ カ チ オ ン ポ リ マ ー 、 免 疫 刺 激 性 デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド （ ODN） 、 合 成 K
LKペ プ チ ド 、 向 神 経 活 性 化 合 物 、 ミ ョ ウ バ ン 、 フ ロ イ ン ド の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト も し く は 不
完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 ま た は こ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 免 疫 刺 激 物 質 を
含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 18記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 薬 物 の 製 造 、 特 に 対 細 菌 感 染 ワ ク チ ン 製 造 の た め の 、 請 求 項 12～ 15の い ず れ か 一 項 記 載
の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 断 片 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 請 求 項 12～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 の 少 な く と も 選 択 的 な
部 分 と 結 合 す る 抗 体 、 ま た は 少 な く と も そ の 有 効 部 分 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 お よ び こ れ ら の
各 断 片 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 21記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 抗 体 を 作 製 す る た め の 、 請 求 項 12～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の
断 片 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
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　 細 菌 感 染 、 特 に ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ア ガ ラ ク テ ィ エ （ Streptococcus agalactiae） 感
染 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 薬 物 を 調 製 す る た め の 、 請 求 項 21ま た は 22の ど ち ら か に 記
載 の 抗 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 請 求 項 12～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片
の 活 性 を 低 下 も し く は 阻 害 す る こ と が 可 能 な 拮 抗 物 質 、 ま た は 請 求 項 12～ 15の い ず れ か 一
項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 可 能 な 拮 抗 物 質 を 同 定 す る 方 法 ：
（ a） 請 求 項 12～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の 、 単 離 ま た は 固 定 化 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド も し く
は そ の 断 片 と 候 補 拮 抗 物 質 と を 、 候 補 拮 抗 物 質 と 該 ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片 と の 結
合 を 可 能 と す る 条 件 で 、 候 補 拮 抗 物 質 と 該 ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片 と の 結 合 に 応 じ
た 検 出 シ グ ナ ル を 提 供 可 能 な 成 分 の 存 在 下 で 接 触 さ せ る 段 階 ； な ら び に
（ b） 拮 抗 物 質 と 対 象 ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片 と の 結 合 に 応 じ て 発 生 し た シ グ ナ ル
の 有 無 、 好 ま し く は 、 ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片 の 活 性 の 阻 害 も し く は 低 下 を 可 能 と
す る 化 合 物 の 存 在 を 示 す シ グ ナ ル の 存 在 を 検 出 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 請 求 項 12～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片
の 、 活 性 の 低 下 も し く は 阻 害 を 可 能 と す る 拮 抗 物 質 を 同 定 す る 方 法 ：
（ a） 請 求 項 12～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 断 片 を 提 供 す る 段 階
；
（ b） 請 求 項 12～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー 、 好 ま し く
は 請 求 項 21ま た は 22の ど ち ら か に 記 載 の 抗 体 を 提 供 す る 段 階 ；
（ c） 候 補 拮 抗 物 質 を 提 供 す る 段 階 ；
（ d） ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド の 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー 、 お よ び 候 補 拮 抗 物 質 を 反 応 さ
せ る 段 階 ； な ら び に
（ e） 候 補 拮 抗 物 質 が ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 阻 害 す る か 、 ま た は 低 下 さ せ る か 否 か を 判 定
す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー に 対 す る 、 請 求 項 12～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の
ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片 の 、 相 互 作 用 活 性 の 低 下 も し く は 阻 害 を 可 能 と す る 拮 抗 物
質 を 同 定 す る 方 法 ：
（ a） 請 求 項 12～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片 を 提 供 す る 段 階
；
（ b） 該 ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片 に 対 す る 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー 、 好 ま し く は 請 求 項 2
1ま た は 22の ど ち ら か に 記 載 の 抗 体 を 提 供 す る 段 階 ；
（ c） 該 ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片 と 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー と を 相 互 作 用 さ せ て 、 相 互
作 用 複 合 体 を 形 成 さ せ る 段 階 ；
（ d） 候 補 拮 抗 物 質 を 提 供 す る 段 階 ；
（ e） 候 補 拮 抗 物 質 と 相 互 作 用 複 合 体 と の 間 に 競 合 反 応 が 起 こ る こ と を 可 能 と す る 段 階 ；
な ら び に
（ f） 候 補 拮 抗 物 質 が 、 ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片 と 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー と の 相 互 作
用 活 性 を 阻 害 す る か 、 ま た は 低 下 さ せ る か 否 か を 判 定 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 請 求 項 26ま た は 27の ど ち ら か に 記 載 の 方 法 で 同 定 さ れ た か 、 ま た は 同 定 可 能 な 拮 抗 物 質
。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 先 行 す る 請 求 項 の い ず れ か 一 項 記 載 の 核 酸 分 子 の 存 在 、 ま た は 先 行 す る 請 求 項 の い ず れ
か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 判 定 す る 段 階 を 含 む 、 細 菌 感 染 、 好 ま し く は Streptoc
occus agalactiae感 染 の イ ン ビ ト ロ 診 断 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 請 求 項 1～ 8の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列
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の 存 在 、 ま た は 請 求 項 12～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片 の 存 在
を 判 定 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 12～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断
片 の 発 現 に 関 連 す る 疾 患 を イ ン ビ ト ロ で 診 断 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 支 持 材 料 、 お よ び 支 持 材 料 に 固 定 さ れ た 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ
ド 、 ま た は 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む ア フ ィ ニ テ ィ 装 置 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片 の 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー を 単 離 お よ び /ま た は 精 製 お よ び /
ま た は 同 定 す る た め の 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片
の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る ペ プ チ ド 結 合 を 生 じ る た め の 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 記 載 の
任 意 の ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 ペ プ チ ド が ア ン チ カ リ ン （ anticaline） を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 33記 載 の 使 用
。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 ア プ タ マ ー お よ び シ ュ ピ ー ゲ ル マ ー か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 機 能 性 核 酸 の 作 製 ま た は
生 成 の た め の 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 抗 原 と し て の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 リ ボ ザ イ ム 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 、 お よ び siRNAか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 機 能 性 リ ボ 核
酸 の 作 製 ま た は 生 成 の た め の 、 請 求 項 1～ 8の い ず れ か 一 項 記 載 の 核 酸 の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 細 菌 の 接 着 因 子 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 、 細 菌 の 接 着 因 子 、 お よ び
さ ま ざ ま な そ の 使 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ア ガ ラ ク テ ィ エ （ Streptococcus agalactiae） ま た は B群 連 鎖 球
菌 （ GBS） は 新 生 児 死 亡 率 の 主 要 原 因 で あ る 。 GBSは 、 推 定 有 病 率 が 年 に 数 千 例 で あ り 、 年
間 死 亡 率 は 米 国 で は 約 10～ 15%で あ る （ Schuchat, 1998） 。 米 国 に お け る 研 究 で は 、 出 生
児 1000人 あ た り 1～ 2例 で あ り （ Zangwill et al., 1992） 、 ま た 欧 州 諸 国 で は 出 生 児 1000
人 あ た り の 罹 患 率 が 0.24～ 1.26例 で あ る こ と が 報 告 さ れ て い る （ Carstensen et al., 198
5; Faxelius et al., 1988） 。 米 国 で は 、 最 大 30%の 妊 娠 女 性 が 、 症 状 を 示 す こ と な く 膣
内 ま た は 腸 内 に 少 な く と も 一 時 的 に GBSを 有 す る （ Schuchat, 1998） 。 こ の よ う な 女 性 か
ら 生 ま れ た 乳 児 は 、 分 娩 時 に GBSの コ ロ ニ ー が 形 成 さ れ る （ Baker and Edwards, 1995） 。
感 染 し た 羊 水 ま た は 膣 分 泌 物 を 吸 引 す る こ と で GBSが 肺 に 達 す る 場 合 が あ る 。 感 染 の 一 般
的 な 徴 候 に は 、 菌 血 症 、 肺 炎 、 お よ び 髄 膜 炎 な ど が あ る （ Spellerberg, 2000） 。 GBSに よ
る 髄 膜 炎 の 犠 牲 と な ら な く と も 、 生 存 者 は 難 聴 、 学 習 障 害 、 な ら び に 運 動 障 害 、 感 覚 障 害
、 お よ び 認 知 障 害 な ど の 神 経 学 的 な 後 遺 症 に 悩 ま さ れ る こ と に な る （ Baker and Edwards,
 1995） 。 現 在 、 妊 産 婦 を 対 象 と し た 抗 生 物 質 に よ る 予 防 が 、 GBSに よ る 新 生 児 疾 患 の 予 防
に 推 奨 さ れ て い る 方 法 で あ る （ Baker et al., 1999） が 、 他 の 連 鎖 球 菌 種 に お け る 抗 生 物
質 耐 性 株 の 出 現 に 伴 い 、 GBSに 絡 む 類 似 の 問 題 が 生 じ る 恐 れ が あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 GBSは 幼 児 の 感 染 に 加 え て 、 高 齢 者 お よ び 免 疫 不 全 者 に お け る 重 要 な 病 原 体 で も あ り 、
浸 潤 性 GBS疾 患 の 発 症 率 は 100,000人 に 約 9人 で あ る （ Farley et al., 1993） 。 こ の よ う な
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感 染 の う ち 死 亡 率 は 30%に の ぼ る 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 重 要 な GBS病 原 性 決 定 因 子 は 、 宿 主 補 体 因 子 C3bの 沈 着 を 防 ぐ こ と で 、 同 菌 の オ プ ソ ニ ン
貧 食 を 阻 害 す る 型 特 異 的 な 莢 膜 多 糖 で あ る （ Rubens et al., 1987） 。 GBSに は 9種 類 の 異
な る 莢 膜 血 清 型 で あ る Ia、 Ib、 お よ び II～ VIIIが こ れ ま で 同 定 さ れ て い る （ Wessels, 199
7） 。 臨 床 的 に 重 要 な 血 清 型 の 莢 膜 多 糖 を 元 に 、 GBSに 対 す る 多 価 混 合 ワ ク チ ン を 開 発 す る
取 り 組 み が 進 行 中 で あ る （ Paoletti et al., 1999; Baker et al., 1999; Baker et al.,
 2000; Paoletti and Kasper, 2002） 。 し か し 、 莢 膜 を 含 む 混 合 ワ ク チ ン に は 、 多 数 の 血
清 型 が 必 要 で あ る こ と 、 適 切 な タ ン パ ク 質 混 合 物 を 同 定 し て 検 証 す る 必 要 が あ る こ と 、 ま
た ヒ ト 組 織 と の 潜 在 的 な 交 差 反 応 を 解 明 す る 必 要 が あ る こ と な ど の 、 克 服 す べ き 技 術 上 の
問 題 が い く つ か あ る （ Korzeniowska-Kowal et al., 2001） 。 GBSの 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 の
使 用 は 、 同 細 菌 に 対 す る ワ ク チ ン の 開 発 に お け る 、 莢 膜 多 糖 に 代 わ る 魅 力 あ る 方 法 で あ る
。 GBSの 表 面 タ ン パ ク 質 Sip、 Rib、 α 、 お よ び β は 、 GBS感 染 に 対 す る 防 御 免 疫 を マ ウ ス に
も た ら す こ と が 既 に わ か っ て い る 。 （ Madoff et al., 1992; Larsson et al., 1997; Lar
sson et al., 1999; Brodeur et al., 2000） 。 血 清 型 V株 の 2種 類 の 特 有 の 表 面 タ ン パ ク
質 に つ い て も GBS感 染 を 防 ぐ こ と が マ ウ ス モ デ ル で 報 告 さ れ て い る （ Areschoug et al., 1
999） 。 ま た GBSの C5aペ プ チ ダ ー ゼ に 対 す る 抗 体 は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ る 細 菌 死 滅 を 引
き 起 こ す こ と が わ か っ て い る （ Cheng et al., 2001） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 GBSと そ の 宿 主 と の 相 互 作 用 は 、 コ ロ ニ ー 形 成 な ら び に 上 皮 お よ び 内 皮 の 表 面 へ の 浸 透
、 お よ び 免 疫 防 御 の 回 避 が 関 与 す る 複 雑 な 過 程 で あ る （ Spellerberg, 2000） 。 連 鎖 球 菌
で は 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 が 、 宿 主 表 面 へ の 接 着 （ Courtney et al., 1994; Cheung et
 al., 1991; Ni et al., 1998; Pei and Flock, 2001） 、 お よ び 免 疫 系 か ら の 防 御 （ Cour
tney et al., 1997; Them et al., 1998; Ringdahl et al., 2000） に 重 要 な 役 割 を 果 た
す こ と が 報 告 さ れ て い る 。 し た が っ て 複 数 の 研 究 で 、 血 清 群 A、 C、 お よ び Gの 連 鎖 球 菌 に
お け る フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 の 分 子 的 基 盤 が 説 明 さ れ て い る （ Fischetti, 1989; Meehan 
et al., 1998; Vasi et al., 2000） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン は 、 血 漿 中 に 高 濃 度 で 見 出 さ れ る 330 kDaの 糖 タ ン パ ク 質 で あ る （ Fus
s et al., 2001; Mosesson et al., 2001） 。 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン は 、 そ れ ぞ れ ジ ス ル フ ィ
ド 結 合 で 連 結 さ れ た 2つ の Aα 鎖 、 Bβ 鎖 、 お よ び γ 鎖 か ら な る ヘ キ サ マ ー で あ る 。 フ ィ ブ
リ ノ ー ゲ ン は 止 血 に 重 要 な 役 割 を 果 た し 、 傷 害 部 位 に お け る 血 小 板 接 着 お よ び 凝 集 に 関 与
す る 。 ま た フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン は ト ロ ン ビ ン に よ っ て 切 断 さ れ て 凝 血 の 主 要 要 素 で あ る フ ィ
ブ リ ン と な る 。 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン は オ プ ソ ニ ン 貧 食 に も 関 連 す る 。 活 性 化 さ れ た 補 体 因 子
C3bの 結 合 を 阻 害 す る こ と で 、 代 替 的 な 補 体 経 路 の 活 性 化 を 阻 害 す る こ と が 報 告 さ れ て い
る （ Whitnack et al., 1984; Whitnack and Beachey, 1985） 。 新 生 児 に み ら れ る 汎 発 性 G
BS感 染 に 対 す る 特 有 の 感 受 性 は 、 相 対 的 な 補 体 欠 損 と 関 連 づ け ら れ て い る （ Mills et al.
, 1979; Edwards et al., 1983） 。 し た が っ て 、 GBSの フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 は 、 新 生 児
に お け る 残 存 性 補 体 活 性 の 阻 害 に 重 要 な 役 割 を 果 た す と 考 え ら れ る （ Noel et al., 1991
） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 複 数 の 研 究 で GBSと ヒ ト の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン と の 相 互 作 用 に つ い て 報 告 さ れ て い る （ Sch
onbeck et al., 1981; Lammler et al., 1983; Chhatwal et al., 1984; Spellerberg et
 al., 2002） 。 し か し な が ら 、 GBSと フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 の 分 子 的 基 盤 は 未 だ 不 明 で あ
る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 GBSは 、 上 皮 細 胞 お よ び 内 皮 細 胞 に 結 合 し て 浸 潤 す る こ と が わ か っ て い る （ Gibson et a
l., 1993; La Penta et al., 1997; Winram et al., 1998） 。 プ ロ テ ア ー ゼ で あ る ト リ プ
シ ン で GBSを 処 理 す る と 、 同 細 菌 の 接 着 性 お よ び 浸 潤 性 は 消 失 す る （ Valentin-Weigand an
d Chhatwal, 1995; Winram et al., 1998） の で 、 GBSの 付 着 因 子 （ adhesin） お よ び イ ン

10

20

30

40

50

(6) JP 2006-520583 A 2006.9.14



ベ ー シ ン （ invasin） は タ ン パ ク 質 性 で あ る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。 付 着 因 子 お よ び イ ン
ベ ー シ ン は 細 菌 表 面 に 位 置 し 、 GBSの 病 原 性 に 重 要 で あ る の で 、 GBSワ ク チ ン を 開 発 す る 上
で 理 想 的 な 標 的 と な る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、 細 菌 感 染 に 対 す る ワ ク チ ン な ど の 薬 物 の 開 発 の 手 段 を 提 供
す る こ と で あ る 。 具 体 的 に は 、 こ の 問 題 は 、 こ の よ う な 薬 物 の 製 造 に 使 用 可 能 な GBSの 新
し い 接 着 物 因 子 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、 第 1の 局 面 で は 、 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 配 列
を 含 む 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 （ 好 ま し く は フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は こ
の よ う な タ ン パ ク 質 も し く は こ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 ） に よ っ て 解 決 さ れ る ：
（ a） SEQ ID NO 1～ SEQ ID NO 6か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 と 少 な く と も 70%が 同
一 な 核 酸 ；
（ b） （ a） の 核 酸 に 本 質 的 に 相 補 的 な 核 酸 ；
（ c） （ a） ま た は （ b） の 核 酸 の 少 な く と も 15連 続 塩 基 を 含 む 核 酸 ；
（ d） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 で 、 （ a） 、 （ b） 、 ま た は （ c） の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ア ニ ー ル す る 核 酸 ； な ら び に
（ e） 遺 伝 コ ー ド の 縮 重 を 除 い て 、 （ a） 、 （ b） 、 （ c） 、 ま た は （ d） で 定 義 さ れ た 核 酸
と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 可 能 性 が あ る 核 酸 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、 第 2の 局 面 で は 、 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 配 列
を 含 む 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 （ 好 ま し く は 接 着 因 子 ま た は こ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 分 子
） に よ っ て 解 決 さ れ る ：
（ a） Seq ID NO 7、 Seq ID NO 8、 Seq ID NO 9、 ま た は Seq ID NO 10に 記 載 さ れ た 核 酸 配
列 と 少 な く と も 70%が 同 一 な 核 酸 ；
（ b） （ a） の 核 酸 に 本 質 的 に 相 補 的 な 核 酸 ；
（ c） （ a） ま た は （ b） の 核 酸 の 少 な く と も 15連 続 塩 基 を 含 む 核 酸 ；
（ d） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 で 、 （ a） 、 （ b） ま た は （ c） の 核
酸 と ア ニ ー ル す る 核 酸 ； な ら び に
（ e） 遺 伝 コ ー ド の 縮 重 を 除 い て 、 （ a） 、 （ b） 、 （ c） 、 ま た は （ d） で 定 義 さ れ た 核 酸
と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 可 能 性 が あ る 核 酸 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 両 局 面 の 態 様 で は 、 同 一 性 は 少 な く と も 80%、 好 ま し く は 少 な く と も 90%、 よ り
好 ま し く は 100%で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 両 局 面 の 別 の 態 様 で は 、 核 酸 は DNAで あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 両 局 面 の さ ら に 別 の 態 様 で は 、 核 酸 は RNAで あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 両 局 面 の 好 ま し い 態 様 で は 、 核 酸 分 子 は 細 菌 か ら 単 離 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 両 局 面 の よ り 好 ま し い 態 様 で は 、 細 菌 は 連 鎖 球 菌 、 ブ ド ウ 球 菌 、 お よ び ラ ク ト
コ ッ カ ス か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 種 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 両 局 面 の さ ら に よ り 好 ま し い 態 様 で は 、 細 菌 は Streptococcus agalactiae、 ス
ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ピ オ ゲ ネ ス （ Streptococcus pyogenes） 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ニ ュ
ー モ ニ エ （ Streptococcus pneumoniae） 、 お よ び ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ミ ュ ー タ ン ス （ St
reptococcus mutans） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 種 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
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　 本 発 明 の 両 局 面 の 最 も 好 ま し い 態 様 で は 、 細 菌 は Streptococcus agalactiaeで あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 の 第 1の 局 面 の 態 様 で は 、 核 酸 分 子 は 、 16ア ミ ノ 酸 を 含 む ア ミ ノ 酸 モ チ ー フ の 少 な
く と も 1個 の リ ピ ー ト を 含 む フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 第 2の 局 面 の 態 様 で は 、 核 酸 分 子 は 、 上 皮 細 胞 と 相 互 作 用 す る 接 着 因 子 を コ ー
ド す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 第 1の 局 面 の 好 ま し い 態 様 で は 、 コ ー ド さ れ た フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 タ ン パ ク
質 は 、 特 定 さ れ た も の か 、 ま た は 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た も の で あ る ア ミ ノ 酸 モ チ ー フ の リ
ピ ー ト を 19個 含 む 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 第 1の 局 面 の よ り 好 ま し い 態 様 で は 、 こ の よ う な リ ピ ー ト は 、 SEQ ID NO 21～ S
EQ ID NO 112か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に コ ー ド さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 第 3の 局 面 で は 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、 SEQ ID NO 21～ SEQ ID NO 21～ 112か ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 を 含 む 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に よ っ て 解 決 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 第 4の 局 面 で は 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、
　
　
　
の ア ミ ノ 酸 モ チ ー フ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に よ っ て 解 決
さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 第 1～ 4の 局 面 の 好 ま し い 態 様 で は 、 核 酸 は DNA、 RNA、 ま た は こ の 混 合 物 で あ り
、 好 ま し く は 核 酸 分 子 は ゲ ノ ム DNAか ら 単 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 第 5の 局 面 で は 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、 本 発 明 の 任 意 の 局 面 の 核 酸 分 子 を 含 む ベ
ク タ ー に よ っ て 解 決 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 ベ ク タ ー は 、 本 発 明 の 任 意 の 局 面 の 核 酸 分 子 に コ ー ド さ れ た ポ リ ペ
プ チ ド の 組 換 え 発 現 に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 第 6の 局 面 で は 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、 本 発 明 の ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 に よ っ て 解
決 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 こ の よ う な 細 胞 は 宿 主 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 第 7の 局 面 で は 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、 本 発 明 の 任 意 の 局 面 の 核 酸 分 子 に コ ー ド
さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 好 ま し く は フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 ポ リ ペ プ
チ ド 、 お よ び /ま た は 接 着 因 子 、 な ら び に こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 に よ っ て 解 決 さ
れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 第 8の 局 面 で は 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、 SEQ ID NO 11～ SEQ ID NO 20か ら な る 群
よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 好 ま し く は フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 ポ リ
ペ プ チ ド 、 お よ び /ま た は 接 着 因 子 に よ っ て 解 決 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の こ の 局 面 の 態 様 で は 、 SEQ ID NO 11～ 16の い ず れ か 1つ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す
る ポ リ ペ プ チ ド （ 好 ま し く は フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 ポ リ ペ プ チ ド ） 、 お よ び /ま た は 接 着

10

20

30

40

50

(8) JP 2006-520583 A 2006.9.14



因 子 は フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の こ の 局 面 の 別 の 態 様 で は 、 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド は 、 上 皮 細 胞 と 相 互 作 用 す
る 接 着 因 子 で あ る 。 さ ら に よ り 好 ま し い 態 様 で は 、 上 皮 細 胞 は ヒ ト 上 皮 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 第 9の 局 面 で は 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、 SEQ ID NO 113～ SEQ ID NO 205か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 解 決 さ れ る 。 あ る 態 様 で は ポ
リ ペ プ チ ド は 、 SEQ ID NO 113～ SEQ ID NO 225の い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も 1
つ を 、 少 な く と も 1つ の 他 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 組 み 合 わ せ て 含 む 。 よ り 好 ま し い 、 少 な く と
も 1つ の 他 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 SEQ ID NO 113～ SEQ ID NO 205の い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列
で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 第 10の 局 面 で は 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、
　
　
　
　
の ア ミ ノ 酸 モ チ ー フ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 解 決 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 第 11の 局 面 で は 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、 本 発 明 の 任 意 の 局 面 の 核 酸 分 子 を 発 現 さ
せ る 段 階 を 含 む 、 本 発 明 の 任 意 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド の 作 製 法 に よ っ て 解 決 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 第 12の 局 面 で は 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、 適 切 な 宿 主 細 胞 を 本 発 明 の ベ ク タ ー で 形
質 転 換 す る 段 階 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 段 階 段 階 を 含 む 、 本 発 明 の 任 意 の 局 面 の ポ リ
ペ プ チ ド お よ び こ の 断 片 を 発 現 す る 細 胞 の 作 製 法 に よ っ て 解 決 さ れ る （ 形 質 転 換 さ れ た 細
胞 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 は 、 ベ ク タ ー に 含 ま れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に コ ー ド
さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る ） 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 第 13の 局 面 で は 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、 本 発 明 の 任 意 の 局 面 で 定 義 さ れ た ポ リ ペ
プ チ ド も し く は こ の 断 片 、 ま た は 本 発 明 の 任 意 の 局 面 の 核 酸 分 子 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 （ 特
に ワ ク チ ン ） に よ っ て 解 決 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 薬 学 的 組 成 物 は 、 好 ま し く は ポ リ カ チ オ ン ポ リ マ ー 、 免 疫 刺 激 性 デ
オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド （ ODN） 、 合 成 KLKペ プ チ ド 、 神 経 刺 激 性 化 合 物 、 ミ ョ ウ バ ン 、 フ ロ イ
ン ド の 完 全 も し く は 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 ま た は こ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る 免 疫 刺 激 物 質 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 免 疫 刺 激 物 質 は 、 ポ リ カ チ オ ン ア ニ オ ン と 免 疫 刺 激 性 デ オ キ シ ヌ ク
レ オ チ ド の 組 み 合 わ せ 、 ま た は 合 成 KLKペ プ チ ド と 免 疫 刺 激 性 デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド の 組
み 合 わ せ の い ず れ か で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 よ り 好 ま し い 態 様 で は 、 ポ リ カ チ オ ン ポ リ マ ー は ポ リ カ チ オ ン ペ プ チ ド で あ り 、 お よ び
/ま た は 神 経 刺 激 性 化 合 物 は ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 第 14の 局 面 で は 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、 薬 物 の 製 造 （ 特 に 対 細 菌 感 染 ワ ク チ ン の
製 造 ） 用 の 本 発 明 の 任 意 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は こ の 断 片 の 使 用 に よ っ て 解 決 さ れ
る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 細 菌 感 染 は Streptococcus agalactiaeの 細 菌 感 染 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
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　 第 15の 局 面 で は 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、 細 菌 感 染 を 予 防 お よ び 治 療 す る た め の 薬
剤 の 製 造 用 の 本 発 明 の 任 意 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド と フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン の 結 合 を 阻 害 す る 分
子 の 使 用 に よ っ て 解 決 さ れ る 。 好 ま し く は 、 細 菌 感 染 は Streptococcus agalactiaeの 感 染
で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 別 の 態 様 で は 、 こ の よ う な 分 子 は 、 本 発 明 の 任 意 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る フ ィ
ブ リ ノ ー ゲ ン 受 容 体 抗 体 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 受 容 体 ミ モ ト ー プ （ mimotope） 、 お よ び フ ィ
ブ リ ノ ー ゲ ン 受 容 体 拮 抗 物 質 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 第 16の 局 面 で は 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、 本 発 明 の 任 意 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド と 上
皮 細 胞 （ 好 ま し く は ヒ ト 上 皮 細 胞 ） と の 結 合 を 阻 害 す る 分 子 の 使 用 に よ っ て 解 決 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 第 17の 局 面 で は 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、 本 発 明 の 任 意 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド ま た
は こ の 断 片 の 少 な く と も 選 択 的 部 分 に 結 合 す る 抗 体 、 ま た は 少 な く と も 抗 体 の 有 効 部 分 に
よ っ て 解 決 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 あ る 態 様 で は 、 こ の よ う な 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 別 の 態 様 で は 、 有 効 部 分 は Fab断 片 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 で は 、 こ の よ う な 抗 体 は キ メ ラ 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 こ の よ う な 抗 体 は ヒ ト 化 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 第 18の 局 面 で は 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、 本 発 明 の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ
細 胞 系 列 に よ っ て 解 決 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 第 19の 局 面 で は 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、 細 菌 感 染 （ 特 に Streptococcus agalacti
aeの 感 染 ） を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 薬 物 の 調 製 用 の 本 発 明 の 抗 体 の 使 用 に よ っ て 解 決
さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 第 20の 局 面 で は 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、 本 発 明 の 任 意 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド ま た
は こ の 断 片 の 活 性 を 低 下 も し く は 阻 害 す る 拮 抗 物 質 に よ っ て 解 決 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 第 21の 局 面 で は 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、 以 下 の 段 階 を 含 む 、 本 発 明 の 任 意 の 局 面
の ポ リ ペ プ チ ド も し く は こ の 断 片 の 活 性 を 低 下 も し く は 阻 害 す る こ と を 可 能 と す る 拮 抗 物
質 を 同 定 す る 方 法 に よ っ て 解 決 さ れ る ：
a） 本 発 明 の 任 意 の 局 面 の 単 離 さ れ た 、 ま た は 固 定 化 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド も し く は こ の 断
片 に 候 補 拮 抗 物 質 を 、 候 補 拮 抗 物 質 と ポ リ ペ プ チ ド ま た は こ の 断 片 の 結 合 に 応 じ た 検 出 シ
グ ナ ル の 提 供 を 可 能 と す る 成 分 の 存 在 下 で 、 候 補 拮 抗 物 質 と ポ リ ペ プ チ ド ま た は こ の 断 片
の 結 合 を 可 能 と す る 条 件 で 接 触 さ せ る 段 階 ； な ら び に
b） 拮 抗 物 質 と ポ リ ペ プ チ ド ま た は こ の 断 片 の 結 合 に 応 じ て 発 生 し た シ グ ナ ル の 有 無 を 、
好 ま し く は 、 ポ リ ペ プ チ ド も し く は こ の 断 片 の 活 性 を 阻 害 も し く は 低 下 さ せ る こ と を 可 能
と す る 化 合 物 を 示 す シ グ ナ ル の 存 在 に よ り 検 出 す る 段 階 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 第 22の 局 面 で は 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、 以 下 の 段 階 を 含 む 、 本 発 明 の 任 意 の 局 面
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は こ の 断 片 の 活 性 を 低 下 ま た は 阻 害 す る こ と を 可 能 と す る 拮 抗 物 質 を
同 定 す る 方 法 に よ っ て 解 決 さ れ る ：
（ a） 本 発 明 の 任 意 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は こ の 断 片 を 提 供 す る 段 階 ；
（ b） 本 発 明 の 任 意 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド の 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー （ 好 ま し く は 本 発 明 の 抗
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体 ） を 提 供 す る 段 階 ；
（ c） 候 補 拮 抗 物 質 を 提 供 す る 段 階 ；
（ d） ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド の 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー 、 お よ び 候 補 拮 抗 物 質 を 反 応 さ
せ る 段 階 ； な ら び に
（ e） 候 補 拮 抗 物 質 が ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 阻 害 す る か 、 ま た は 低 下 さ せ る か 否 か を 判 定
す る 段 階 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 第 23の 局 面 で は 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、 以 下 の 段 階 を 含 む 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド ま た は こ の 断 片 の 、 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー に 対 す る 相 互 作 用 活 性 を 低 下 さ せ る か 、 も し く
は 阻 害 す る こ と を 可 能 と す る 拮 抗 物 質 を 同 定 す る 方 法 に よ っ て 解 決 さ れ る ：
（ a） 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は こ の 断 片 を 提 供 す る 段 階 ；
（ b） ポ リ ペ プ チ ド ま た は こ の 断 片 に 対 す る 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー （ 好 ま し く は 本 発 明 の 抗
体 ） を 提 供 す る 段 階 ；
（ c） ポ リ ペ プ チ ド ま た は こ の 断 片 と 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー の 相 互 作 用 に よ り 、 相 互 作 用 複
合 体 の 形 成 を 可 能 と す る 段 階 ；
（ d） 候 補 拮 抗 物 質 を 提 供 す る 段 階 ；
（ e） 候 補 拮 抗 物 質 と 相 互 作 用 複 合 体 間 の 競 合 反 応 を 可 能 と す る 段 階 ； な ら び に
（ f） 候 補 拮 抗 物 質 が 、 ポ リ ペ プ チ ド も し く は こ の 断 片 の 、 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー と の 相 互
作 用 活 性 を 阻 害 す る か 、 ま た は 低 下 さ せ る か 否 か を 判 定 す る 段 階 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 第 24の 局 面 で は 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、 本 発 明 の 第 22の 局 面 も し く は 第 23の 局 面
の 方 法 で 同 定 さ れ る 、 ま た は 同 定 可 能 な 拮 抗 物 質 に よ っ て 解 決 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 第 25の 局 面 で は 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、 本 発 明 の 任 意 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 存 在 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 判 定 す る 段 階 を 含 む
、 本 発 明 の 任 意 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は こ の 断 片 の 発 現 と 関 連 す る 疾 患 の イ ン ビ ト ロ
診 断 法 に よ っ て 解 決 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 第 26の 局 面 で は 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド も し く は こ の 断 片
を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の 存 在 、 ま た は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド も し く は こ の 断 片 の 存 在 を 判
定 す る 段 階 を 含 む 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド も し く は こ の 断 片 の 発 現 と 関 連 す る 疾 患 の イ ン
ビ ト ロ 診 断 法 に よ っ て 解 決 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 第 27の 局 面 で は 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、 本 発 明 の 任 意 の 局 面 の 核 酸 分 子 、 ま た は
本 発 明 の 任 意 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 判 定 す る 段 階 を 含 む 、 細 菌 感 染 （ 好 ま し く は
Streptococcus agalactiaeの 感 染 ） の イ ン ビ ト ロ 診 断 法 に よ っ て 解 決 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 後 者 の 3つ の 本 発 明 の 任 意 の 局 面 の 好 ま し い 態 様 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 は 、 好 ま し
く は 宿 主 生 物 に 由 来 す る 試 料 を 対 象 に 判 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 第 28の 局 面 で は 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、 支 持 材 料 、 お よ び 本 発 明 の 任 意 の 局 面 の
ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 本 発 明 の 任 意 の 局 面 の 核 酸 分 子 が 支 持 材 料 に 固 定 化 さ れ た も の を 含
む ア フ ィ ニ テ ィ 装 置 に よ っ て 解 決 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 第 29の 局 面 で は 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー を 単
離 お よ び /ま た は 精 製 、 お よ び /ま た は 同 定 す る た め の 、 本 発 明 の 任 意 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ
ド の 使 用 に よ っ て 解 決 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 第 30の 局 面 で は 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る ペ プ チ ド を 生 成
さ せ る た め の 、 本 発 明 の 任 意 の 局 面 の 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 に よ っ て 解 決 さ れ る 。
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【 ０ ０ ６ ６ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 こ の よ う な ペ プ チ ド は 、 ア ン チ カ リ ン （ anticaline） か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 第 31の 局 面 で は 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、 ア プ タ マ ー お よ び シ ュ ピ ー ゲ ル マ ー か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 機 能 性 核 酸 の 作 製 用 の 、 本 発 明 の 任 意 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド の 使 用
に よ っ て 解 決 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 第 32の 局 面 で は 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、 リ ボ ザ イ ム 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 、 お よ び
siRNAか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 機 能 性 リ ボ 核 酸 の 作 製 用 の 、 本 発 明 の 任 意 の 局 面 の 核 酸
分 子 の 使 用 に よ っ て 解 決 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 第 33の 局 面 で は 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は こ の 断 片 の
抗 原 と し て の 使 用 に よ っ て 解 決 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 第 34の 局 面 で は 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、 機 能 性 核 酸 （ 好 ま し く は リ ボ 核 酸 ） の 作
製 ま た は 生 成 用 の 、 本 発 明 の 任 意 の 局 面 の 核 酸 の 使 用 に よ っ て 解 決 さ れ る （ 機 能 性 リ ボ 核
酸 は 、 リ ボ ザ イ ム 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 、 お よ び siRNAか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ） 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 第 35の 局 面 で は 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 問 題 は 、 抗 体 を 生 成 さ せ る か 、 も し く は 作 製 す る
た め の 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド も し く は こ の 任 意 の 断 片 の 使 用 に よ っ て 解 決 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 SEQ ID NO X～ SEQ ID NO Y」 と い う 表 現 は 、 Xお よ び Yを 含 む 、 X～ Y
に 含 ま れ る 任 意 の 配 列 番 号 の 省 略 形 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 発 明 者 ら は 驚 く べ き こ と に GBSの ゲ ノ ム が 、 共 通 の ア ミ ノ 酸 モ チ ー フ を 有 す る 多 様 な 接
着 因 子 を 含 む こ と を 見 出 し た 。 こ の ア ミ ノ 酸 モ チ ー フ は 接 着 因 子 と フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン の 結
合 に 関 連 す る 。 本 明 細 書 で 用 い る よ う に 、 接 着 因 子 は 好 ま し く は 、 微 生 物 と 基 質 の 結 合 に
関 与 す る ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 の 因 子 で あ る 。 好 ま し く は 、 こ の よ う な 微 生 物 は GBS
で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 基 質 は そ れ ぞ れ フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン お よ び 宿 主 細 胞 で あ る 。 本 明
細 書 で 用 い る 接 着 因 子 は 付 着 因 子 ま た は イ ン ベ ー シ ン の 場 合 が あ る 。 共 通 の ア ミ ノ 酸 モ チ
ー フ は 、 ア ミ ノ 酸 の 1文 字 コ ー ド で
　
　
　
　
　
の よ う に 表 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 上 記 の 配 列 か ら わ か る よ う に 、 ア ミ ノ 酸 モ チ ー フ は 合 計 16か 所 存 在 す る 。 モ チ ー フ 位 置
の 一 部 は 、 例 え ば 1位 ま た は 3位 ま た は 4位 な ど の 別 個 の ア ミ ノ 酸 に よ っ て 占 め ら れ て い る
こ と に な る 。 15位 ま た は 16位 な ど の 他 の 位 置 は 、 任 意 の ア ミ ノ 酸 （ 好 ま し く は 天 然 の ア ミ
ノ 酸 ） で 占 め ら れ て い る 場 合 が あ る 。 こ の よ う な 位 置 は 、 上 記 配 列 で 「 X」 で 記 さ れ て い
る 。 さ ら に 別 の モ チ ー フ 位 置 は 、 さ ま ざ ま な ア ミ ノ 酸 で 占 め ら れ る 場 合 が あ る 。 こ の よ う
な さ ま ざ ま な ア ミ ノ 酸 は 、 上 記 モ チ ー フ で 示 さ れ て お り 、 さ ま ざ ま な ア ミ ノ 酸 は 「 /」 で
隔 て ら れ て い る 。 し た が っ て 、 2位 に N、 S、 ま た は Tが 存 在 す る 場 合 が あ る 。 当 業 者 で あ れ
ば 、 上 記 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 任 意 の 順 序 を と る こ と を 理 解 す る の で 、 こ れ は 本 発 明 の 範 囲 に
含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 し た が っ て 本 発 明 は 1つ の 局 面 で は 、 上 記 ア ミ ノ 酸 モ チ ー フ に 関 す る 。 具 体 的 に は 本 発
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明 は 、 こ の ア ミ ノ 酸 モ チ ー フ を 含 む 任 意 の ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。 「 ペ プ
チ ド 」 お よ び 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 表 現 は 、 特 に 明 記 さ れ な い 限 り に お い て 同 義 的 に 用
い ら れ る と 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 後 述 す る よ う に す べ て の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。
ポ リ ペ プ チ ド の 基 本 構 造 は 周 知 で あ り 、 ま た 当 技 術 分 野 の 数 多 く の 教 科 書 お よ び 他 の 出 版
物 に 記 載 さ れ て い る 。 こ の 文 脈 で は 、 こ の 表 現 は 、 ペ プ チ ド 結 合 で 直 鎖 状 に 相 互 に 連 結 さ
れ た 2個 も し く は こ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 任 意 の ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 を 表 現 す る
よ う に 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 。 本 明 細 書 で 用 い る こ の 表 現 は 、 特 に 明 記 し た 部 分 を 除 い て
、 例 え ば ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 お よ び オ リ ゴ マ ー と 当 技 術 分 野 で 一 般 に 呼 ば れ る 短
い 鎖 と 、 多 く の 種 類 の あ る タ ン パ ク 質 と 当 技 術 分 野 で 一 般 に 呼 ば れ る 長 い 鎖 の 両 方 を 意 味
す る 。 当 然 の こ と な が ら 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 20の 天 然 の ア ミ ノ 酸 と 一 般 に 呼 ば れ る 20種 類
の ア ミ ノ 酸 以 外 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 場 合 が あ り 、 ま た 末 端 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 多 く の ア ミ ノ 酸
は 、 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド に お い て 、 プ ロ セ シ ン グ お よ び 他 の 翻 訳 後 修 飾 な ど の 天 然 の プ ロ
セ ス だ け で な く 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 化 学 的 修 飾 法 に よ る 修 飾 を 受 け る 場 合 が あ る 。 ポ リ
ペ プ チ ド 中 に 天 然 に 存 在 す る 共 通 の 修 飾 は 、 本 明 細 書 で 詳 細 に 列 挙 す る に は あ ま り に 数 が
多 す ぎ る が 、 基 本 的 な 教 科 書 、 ま た さ ら に 詳 し く は モ ノ グ ラ フ 、 な ら び に 大 部 の 研 究 論 文
に 詳 し く 記 載 さ れ て お り 、 こ れ ら は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 中 に 存 在
す る 可 能 性 の あ る 既 知 の 修 飾 を 説 明 目 的 で 挙 げ る と す れ ば 、 ア セ チ ル 化 、 ア シ ル 化 、 ADP
リ ボ シ ル 化 、 ア ミ ド 化 、 フ ラ ビ ン の 共 有 結 合 、 ヘ ム 基 の 共 有 結 合 、 ヌ ク レ オ チ ド ま た は ヌ
ク レ オ チ ド 誘 導 体 の 共 有 結 合 、 脂 質 ま た は 脂 質 誘 導 体 の 共 有 結 合 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ
ト ー ル の 共 有 結 合 、 架 橋 、 環 化 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 形 成 、 脱 メ チ ル 化 、 共 有 結 合 の 架 橋 形
成 、 シ ス チ ン 形 成 、 ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸 形 成 、 ホ ル ミ ル 化 、 ガ ン マ -カ ル ボ キ シ ル 化 、 グ リ
コ シ ル 化 、 GPIア ン カ ー 形 成 、 ヒ ド ロ キ シ ル 化 、 ヨ ウ 素 化 、 メ チ ル 化 、 ミ リ ス ト イ ル 化 、
酸 化 、 プ ロ テ ア ー ゼ に よ る プ ロ セ シ ン グ 、 リ ン 酸 化 、 プ レ ニ ル 化 、 ラ セ ミ 化 、 セ レ ノ イ ル
化 、 硫 酸 化 、 ア ル ギ ニ ル 化 な ど の 転 移 RNA介 在 性 の タ ン パ ク 質 へ の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 お よ
び ユ ビ キ チ ン 化 な ど が あ る 。 こ の よ う な 修 飾 は 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 ま た 文 献 に 詳 細 に 記
載 さ れ て い る 。 例 え ば 複 数 の 特 に 一 般 的 な 修 飾 、 グ リ コ シ ル 化 、 脂 質 結 合 、 硫 酸 化 、 グ ル
タ ミ ン 酸 残 基 の ガ ン マ -カ ル ボ キ シ ル 化 、 ヒ ド ロ キ シ ル 化 、 お よ び ADPリ ボ シ ル 化 は 、 例 え
ば PROTEINS-STRUCTURE AND MOLECULAR PROPERTIES, 2nd Ed., T.E. Creighton, W.H. Fre
eman and Company, New York (1993)な ど の 基 本 的 な 教 科 書 で 説 明 さ れ て い る 。 こ の 件 に
関 し て は 例 え ば Wold, F.の Posttranslational Protein Modifications: Perspectives an
d Prospects, pgs.1-12（ POSTTRANSLATIONAL COVALENT MODIFICATION OF PROTEINS, B.C.
 Johnson, Ed., Academic Press, New York (1983)） 、 Seifterら の Meth. Enzymol. 182:
 626-646 (1990)、 お よ び Rattanら の Protein Synthesis: Posttranslational Modificati
on and Aging, Ann. N.Y. Acad. Sci. 663: 48-62 (1992)な ど の 多 く の 詳 細 な 総 説 を 参 照
す る こ と が で き る 。 当 然 の こ と な が ら 、 周 知 か つ 上 述 し た よ う に 、 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ
ド は 常 に 完 全 に 直 線 状 と は 限 ら な い 。 例 え ば ポ リ ペ プ チ ド は 一 般 に 、 天 然 の プ ロ セ シ ン グ
や 、 人 間 の 操 作 に よ る 天 然 に は 起 こ ら な い プ ロ セ シ ン グ な ど の 翻 訳 後 処 理 の 結 果 で あ る 場
合 が あ る 。 環 状 、 分 岐 状 、 お よ び 分 岐 環 状 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 非 翻 訳 的 な 天 然 の プ ロ セ ス
に よ っ て 、 ま た 完 全 合 成 法 に よ っ て 合 成 さ れ る 場 合 も あ る 。 修 飾 は 、 ペ プ チ ド の 主 鎖 、 ア
ミ ノ 酸 側 鎖 、 お よ び ア ミ ノ 末 端 ま た は カ ル ボ キ シ 末 端 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 上 の ど の 位 置 で
も 生 じ る 場 合 が あ る 。 実 際 に ポ リ ペ プ チ ド 中 の ア ミ ノ 基 も し く は カ ル ボ キ シ 基 の い ず れ か
、 ま た は 両 方 を 共 有 結 合 の 修 飾 で ブ ロ ッ ク す る こ と は 、 天 然 お よ び 合 成 の ポ リ ペ プ チ ド に
一 般 的 で あ り 、 ま た こ の よ う な 修 飾 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に も 存 在 す る 場 合 が あ る 。
例 え ば 、 大 腸 菌 ま た は 他 の 細 胞 で 作 ら れ る ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 残 基 は 、 プ ロ テ ア ー
ゼ に よ る プ ロ セ シ ン グ を 受 け る 前 は 、 ほ ぼ 常 に N-ホ ル ミ ル メ チ オ ニ ン で あ る 。 ペ プ チ ド の
翻 訳 後 修 飾 中 に NH 2 末 端 の メ チ オ ニ ン 残 基 は 除 去 さ れ る 。 し た が っ て 本 発 明 は 、 本 発 明 の
タ ン パ ク 質 の メ チ オ ニ ン を 含 む ア ミ ノ 末 端 バ リ ア ン ト と 、 メ チ オ ニ ン を 含 ま な い ア ミ ノ 末
端 バ リ ア ン ト の 両 方 の 使 用 を 対 象 と す る 。 ポ リ ペ プ チ ド 中 に み ら れ る 修 飾 は 、 そ の 作 製 法
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の 関 数 で あ る 場 合 が あ る 。 例 え ば 、 ク ロ ー ン 化 さ れ た 遺 伝 子 を 宿 主 で 発 現 さ せ る こ と に よ
っ て 作 製 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 場 合 、 修 飾 の 性 質 お よ び 規 模 の 大 半 は 、 宿 主 細 胞 の 翻 訳 後
修 飾 能 力 に よ っ て 決 定 さ れ 、 修 飾 シ グ ナ ル が ポ リ ペ プ チ ド ア ミ ノ 酸 配 列 中 に 存 在 す る 。 例
え ば 、 よ く 知 ら れ て い る よ う に 、 グ リ コ シ ル 化 は 、 例 え ば 大 腸 菌 な ど の 細 菌 宿 主 で は 起 こ
ら な い こ と が 多 い 。 し た が っ て 、 グ リ コ シ ル 化 が 望 ま し い 場 合 は 、 グ リ コ シ ル 化 の 可 能 な
宿 主 （ 一 般 に 真 核 細 胞 ） で ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る べ き で あ る 。 昆 虫 細 胞 は 、 哺 乳 類 の
細 胞 と 同 じ 翻 訳 後 グ リ コ シ ル 化 を 行 う こ と が あ る の で 、 昆 虫 の 細 胞 発 現 系 が 、 特 に 天 然 の
パ タ ー ン の グ リ コ シ ル 化 を 有 す る 哺 乳 類 の タ ン パ ク 質 を 効 率 的 に 発 現 さ せ る た め に 開 発 さ
れ て い る 。 似 た よ う な こ と は 他 の 修 飾 に つ い て も 言 え る 。 当 然 の こ と な が ら 同 じ 種 類 の 修
飾 が 、 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド 中 の 複 数 の 部 位 に 同 じ 程 度 か 、 ま た は 多 様 な 程 度 で 存 在 す る 場
合 が あ る 。 ま た 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 多 く の 種 類 の 修 飾 を 含 む 場 合 が あ る 。 一 般 に 、 本
明 細 書 で 用 い る 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 表 現 は 、 こ の よ う な あ ら ゆ る 修 飾 、 特 に 宿 主 細 胞
で ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 さ せ る こ と に よ っ て 組 換 え 的 に 合 成 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に 存 在
す る 修 飾 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ア ミ ノ 酸 モ チ ー フ を 含 む 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る と み な さ
れ る 。 実 施 例 で 詳 細 に 説 明 す る よ う に 発 明 者 ら は 、 GBSが 1コ ピ ー の ア ミ ノ 酸 モ チ ー フ だ け
で な く 、 数 コ ピ ー の モ チ ー フ も 含 む い く つ か の 接 着 因 子 を 含 む こ と を 明 ら か に し た 。 し た
が っ て 、 複 数 の ア ミ ノ 酸 モ チ ー フ を 含 む 、 ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 モ チ ー フ か ら な る 任 意 の
ポ リ ペ プ チ ド は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 例 え ば 、 本 明 細 書 で FbsAと 記 載 さ れ る 接 着
因 子 は 、 わ ず か 1単 位 の ア ミ ノ 酸 モ チ ー フ か ら 、 多 く て 19コ ピ ー の モ チ ー フ を 含 む 場 合 が
あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 の 他 の 接 着 因 子 は 、 本 明 細 書 で PabA、 PabB、 PabC、 お よ び PabDと 記 載 さ れ る 。 「
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 表 現 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 任 意 の 断 片 、 誘 導 体 、 ま
た は 類 似 体 も 含 む と 理 解 さ れ る 。 さ ら に 好 ま し い 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 SEQ ID 11～ 2
0に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 、 誘 導 体 、 ま た は 類 似 体 は 、 （ i） 1つ も し く は 複 数 の ア ミ
ノ 酸 残 基 が 、 保 存 ア ミ ノ 酸 残 基 も し く は 非 保 存 ア ミ ノ 酸 残 基 （ 好 ま し く は 保 存 ア ミ ノ 酸 残
基 ） と 置 換 さ れ た も の （ こ の よ う な 置 換 ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 遺 伝 コ ー ド に コ ー ド さ れ た も の
で あ る 場 合 も あ れ ば そ う で な い 場 合 も あ る ） 、 ま た は （ ii） 1つ も し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸
残 基 が 置 換 基 を 含 む も の 、 ま た は （ iii） 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド が 、 ポ リ ペ プ チ ド の 半 減 期 を
延 長 さ せ る 化 合 物 （ 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） な ど の 別 の 化 合 物 と 融 合 し た も の 、
ま た は （ iv） リ ー ダ ー 配 列 も し く は 分 泌 配 列 な ど の 追 加 的 な ア ミ ノ 酸 が 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド
と 融 合 し た も の 、 ま た は 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド も し く は プ ロ タ ン パ ク 質 の 配 列 の 精 製 に 用 い ら
れ る 配 列 で あ る 場 合 が あ る 。 こ の よ う な 断 片 、 誘 導 体 、 お よ び 類 似 体 は 、 本 明 細 書 に 記 述
さ れ る こ と で 、 当 技 術 分 野 に 含 ま れ る と み な さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 こ の 点 に 関 し て 、 本 発 明 の 特 に 好 ま し い 態 様 は 、 配 列 表 に 記 載 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 バ
リ ア ン ト 、 類 似 体 、 誘 導 体 、 お よ び こ れ ら の 断 片 、 な ら び に 断 片 の バ リ ア ン ト 、 類 似 体 、
お よ び 誘 導 体 で あ る 。 ま た 、 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド 、 バ リ ア ン ト 、 類 似 体 、 誘 導 体 、 お
よ び こ れ ら の 断 片 、 な ら び に 断 片 の バ リ ア ン ト 、 類 似 体 、 お よ び 誘 導 体 、 な ら び に 異 種 ポ
リ ペ プ チ ド を 含 む 融 合 ポ リ ペ プ チ ド は 本 発 明 の 対 象 と な る 。 こ の よ う な 融 合 ポ リ ペ プ チ ド
お よ び タ ン パ ク 質 、 な ら び に こ れ ら を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 融 合 タ ン パ ク 質 を
コ ー ド す る 組 換 え ポ リ 核 酸 を 作 製 お よ び 発 現 さ せ る 標 準 的 な 組 換 え 法 を 含 む 標 準 的 な 手 段
で 容 易 に 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 好 ま し い バ リ ア ン ト は 、 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 が 基 準 と 異 な る も の で あ る 。 こ の よ う な 置
換 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 中 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 が 、 同 様 の 特 徴 を も つ 他 の ア ミ ノ 酸 と 置 換 さ れ る
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置 換 で あ る 。 典 型 的 に は 、 保 存 的 置 換 に み ら れ る 置 換 は 、 脂 肪 族 ア ミ ノ 酸 で あ る Ala、 Val
、 Leu、 お よ び Ile間 の 相 互 の 置 換 で あ り 、 ヒ ド ロ キ シ ル 残 基 で あ る Serと Thrの 交 換 で あ り
、 酸 性 残 基 で あ る Aspと Gluの 交 換 で あ り 、 ア ミ ド 残 基 で あ る Asnと Gln間 の 置 換 で あ り 、 塩
基 性 残 基 Lysと Argの 交 換 で あ り 、 な ら び に 芳 香 族 残 基 で あ る Pheと Tyrの 置 換 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 こ の 点 に 関 し て 、 さ ら に 特 に 好 ま し い の は 、 複 数 、 少 数 、 5～ 10個 、 1～ 5個 、 1～ 3個 、 2
個 、 1個 、 ま た は 0個 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 任 意 の 組 み 合 わ せ で 置 換 、 欠 失 、 付 加 さ れ る 、 配 列
表 に 記 載 さ れ た 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る バ リ ア ン ト 、 類 似 体 、 誘 導 体
、 お よ び 断 片 、 な ら び に 断 片 の バ リ ア ン ト 、 類 似 体 、 お よ び 誘 導 体 で あ る 。 特 に 好 ま し い
の は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 性 質 お よ び 活 性 を 変 化 し な い サ イ レ ン ト の 置 換 、 付 加 、 お
よ び 欠 失 で あ る 。 ま た こ の 点 に 関 し て 特 に 好 ま し い の は 保 存 的 置 換 で あ る 。 ア ミ ノ 酸 配 列
を 有 す る 最 も 極 め て 好 ま し い ポ リ ペ プ チ ド が 、 置 換 を 含 ま な い 状 態 で 配 列 表 に 記 載 さ れ て
い る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 好 ま し く は 、 単 離 さ れ た 状 態 で 、 好 ま
し く は 均 一 に 精 製 さ れ た 状 態 で 提 供 さ れ る 。 ま た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 単
離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 表 に 記 載 さ れ た 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド （ 特 に 成 熟 ポ リ ペ プ
チ ド ） 、 な ら び に 配 列 表 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 少 な く と も 70%が 同 一 な ポ リ ペ プ チ ド 、 配
列 表 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 好 ま し く は 少 な く と も 80%も し く は 85%が 同 一 な ポ リ ペ プ チ ド 、
ま た よ り 好 ま し く は 、 配 列 表 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 少 な く と も 90%の 類 似 性 （ よ り 好 ま し
く は 少 な く と も 90%の 同 一 性 ） ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た さ ら に よ り 好 ま し く は 配 列 表 記 載 の ポ
リ ペ プ チ ド と 少 な く と も 95%、 96%、 97%、 98%、 99%、 ま た は 99.5%の 類 似 性 （ さ ら に よ り 好
ま し く は 少 な く と も 95%、 96%、 97%、 98%、 99%、 ま た は 99.5%の 同 一 性 ） を 有 す る ポ リ ペ プ
チ ド を 含 み 、 な ら び に こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 部 分 も 含 む （ ポ リ ペ プ チ ド の こ の よ う な
部 分 は 一 般 に 、 少 な く と も 5ア ミ ノ 酸 、 ま た よ り 好 ま し く は 少 な く と も 10個 、 15個 、 ま た
は 16個 ま た は そ の 倍 数 （ multiples） を 含 む ） 。 倍 数 は 、 好 ま し く は 16ア ミ ノ 酸 の リ ピ ー
ト の 倍 数 で あ る （ 16ア ミ ノ 酸 は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た ア ミ ノ 酸 モ チ ー フ に 対 応 す る ） 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 ま た は 一 部 は 、 対 応 す る 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド を ペ プ チ ド
合 成 法 で 作 製 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 こ の よ う な 断 片 は 、 完 全 長
の ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 す る た め の 中 間 体 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 断 片 ま た は 一 部 を 使 用 し て 完 全 長 の 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド を 合 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ま た 本 発 明 の こ の 局 面 の 好 ま し い 態 様 に は 、 配 列 表 に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る
ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 、 な ら び に 配 列 表 に 記 載 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の バ リ ア ン ト お よ び 誘 導
体 の 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド が あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 断 片 は 、 前 述 の S. agalactiaeの ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 、 お よ
び こ の バ リ ア ン ト ま た は 誘 導 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 と し て 全 体 的 に は 同 じ で あ る が 、 必
ず し も す べ て が 同 じ と い う わ け で は な い ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 こ の よ う な 断 片 は 「 自 立 形 （ free-standing） 」 で あ る 場 合 が あ り 、 す な わ ち 別 の ア ミ
ノ 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 、 ま た は こ れ ら と の 融 合 体 で は な く 、 一 部 も し く は 領 域 を
形 成 す る 、 よ り 大 き な ポ リ ペ プ チ ド に 含 ま れ る 場 合 が あ る 。 よ り 大 き な ポ リ ペ プ チ ド に 含
ま れ る 場 合 は 、 議 論 の 対 象 で あ る 断 片 は 、 最 も 好 ま し く は 1つ の 連 続 領 域 を 形 成 す る 。 し
か し 複 数 の 断 片 は 、 よ り 1つ の 長 い ポ リ ペ プ チ ド の 内 部 に 含 ま れ る 場 合 が あ る 。 例 え ば 、
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あ る 好 ま し い 態 様 は 、 宿 主 に お け る 発 現 用 に 設 計 さ れ 、 断 片 の ア ミ ノ 酸 末 端 に 融 合 さ れ た
異 種 の プ レ ポ リ ペ プ チ ド 領 域 お よ び プ ロ ポ リ ペ プ チ ド 領 域 、 お よ び 断 片 の カ ル ボ キ シ ル 末
端 と 融 合 さ れ た 追 加 的 な 領 域 を 有 す る 前 駆 体 ポ リ ペ プ チ ド の 内 部 に 含 ま れ る 本 発 明 の ポ リ
ペ プ チ ド の 断 片 に 関 す る 。 し た が っ て 、 本 明 細 書 で 意 図 さ れ る 意 味 の 1つ の 局 面 に お け る
断 片 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 由 来 す る 融 合 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 の 部 分
も し く は 部 分 群 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 代 表 例 は 例 え ば 、 任 意 に 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に お い て
、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 番 号 約 45～ 60、 61～ 76、 77～ 92、 93～ 10
8、 109～ 124、 125～ 140、 141～ 156、 157～ 172、 173～ 188、 189～ 204、 205～ 220、 221～ 23
6、 237～ 252、 253～ 268、 269～ 284、 285～ 300、 301～ 316、 317～ 332、 333～ 348、 410～ 41
4に 由 来 す る 断 片 、 ま た は 任 意 の リ ピ ー ト を 、 単 独 ま た は 表 1お よ び 表 2に 挙 げ ら れ た も の
の 1つ も し く は 複 数 の 組 み 合 わ せ と し て 含 む （ 任 意 選 択 で シ グ ナ ル ペ プ チ ド も し く は LPXTG
モ チ ー フ が 結 合 さ れ る ） 。
【 ０ ０ ９ １ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ２ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ３ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 約 」 と い う 表 現 は 、 い ず れ か の 末 端 で 、 ま た は 両 方 の 末 端 で 少 数 の
ア ミ ノ 酸 、 ま た は 5ア ミ ノ 酸 、 4ア ミ ノ 酸 、 3ア ミ ノ 酸 、 2ア ミ ノ 酸 、 ま た は 1ア ミ ノ 酸 が 大
き い か ま た は 小 さ い 、 特 に 記 載 さ れ た 範 囲 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 断 片 は 例 え ば 、 配 列 表 に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ
ド を 含 む 切 断 型 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は こ の バ リ ア ン ト も し く は 誘 導 体 を 含 む 。 た だ し 、 ア
ミ ノ 末 端 を 含 む 一 連 の 連 続 残 基 （ す な わ ち 連 続 す る 領 域 、 部 分 、 ま た は 一 部 ） の 欠 失 、 カ
ル ボ キ シ ル 末 端 を 含 む 一 連 の 連 続 し た 残 基 の 欠 失 、 ま た は 二 重 切 断 型 変 異 体 の 場 合 で あ れ
ば 2つ の 一 連 の 連 続 し た 残 基 （ 1つ は ア ミ ノ 末 端 を 含 み 、 1つ は カ ル ボ キ シ ル 末 端 を 含 む ）
の 欠 失 を 除 く 。 上 記 範 囲 の 大 き さ を も つ 断 片 は 、 切 断 型 断 片 の 好 ま し い 態 様 で も あ り 、 こ
れ は 、 一 般 に 特 に 好 ま し い 断 片 で あ る 。 宿 主 細 胞 に お け る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 分 解 型
も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 発 明 の こ の 局 面 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 構 造 ま た は 機 能 性 の 属 性 を 特 徴 と す る
断 片 も 好 ま し い 。 こ の 点 に お け る 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ル
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フ ァ ヘ リ ッ ク ス お よ び ア ル フ ァ ヘ リ ッ ク ス 形 成 領 域 、 ベ ー タ シ ー ト お よ び ベ ー タ シ ー ト 形
成 領 域 、 タ ー ン お よ び タ ー ン 形 成 領 域 、 コ イ ル お よ び コ イ ル 形 成 領 域 、 親 水 性 領 域 、 疎 水
性 領 域 、 ア ル フ ァ 両 親 媒 性 領 域 、 ベ ー タ 両 親 媒 性 領 域 、 可 動 性 領 域 、 表 面 形 成 領 域 、 基 質
結 合 領 域 、 お よ び 高 抗 原 性 指 標 領 域 、 な ら び に こ れ ら の 断 片 の 組 み 合 わ せ を 含 む 断 片 を 含
む 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 好 ま し い 領 域 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 に 関 連 す る 領 域 で あ る 。 こ の 点 に 関 し て
最 も 好 ま し い の は 、 類 似 の 活 性 も し く は 改 善 さ れ た 活 性 を 有 す る 断 片 、 ま た は 望 ま し く な
い 活 性 が 低 下 さ れ た 断 片 を 含 む 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 化 学 的 、 生 物 学 的 、 ま た は 他 の
活 性 を 有 す る 断 片 で あ る 。 特 に 好 ま し い の は S. agalactiaeの ヒ ト に お け る 疾 患 を 引 き 起
こ す 能 力 、 お よ び /ま た は S. agalactiaeの 上 皮 細 胞 （ よ り 好 ま し く は ヒ ト 上 皮 細 胞 ） へ の
接 着 お よ び /ま た は 浸 潤 に 介 在 可 能 な 能 力 に 本 質 的 な 機 能 を も た ら す 、 例 え ば フ ィ ブ リ ノ
ー ゲ ン （ FbsAの 場 合 ） 、 ま た は 宿 主 細 胞 （ PabA、 PabB、 PabC、 お よ び PabDの 場 合 ） な ど に
対 す る 受 容 体 活 性 を 含 む 断 片 で あ る 。 さ ら に 好 ま し い ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 動 物 （ 特 に ヒ
ト ） で 抗 原 性 ま た は 免 疫 原 性 決 定 因 子 を 構 成 す る か 、 ま た は 含 む 断 片 で あ る 。 本 明 細 書 で
用 い ら れ る 宿 主 細 胞 は 、 実 施 例 1に 記 載 さ れ た 細 胞 な ど の 、 天 然 宿 主 に よ る GBSの 取 り 込 み
、 ま た は 内 在 化 ア ッ セ イ 法 に お け る GBSの 取 り 込 み を 可 能 と す る 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 試 料 中 の 生 物 ま た は 生 物 群 の
検 出 に 使 用 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 こ の よ う な 検 出 は 診 断 目 的 で あ り 、 よ り 好 ま
し く は 疾 患 の 診 断 目 的 で あ り 、 最 も 好 ま し く は グ ラ ム 陽 性 菌 （ 特 に 連 鎖 球 菌 、 ブ ド ウ 球 菌
、 お よ び ラ ク ト コ ッ カ ス か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 細 菌 ） の 存 在 も し く は 数 度 と 関 連 す る
か 、 ま た は 結 び つ く 疾 患 の 診 断 目 的 で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 微 生 物 は Streptococcus ag
alactiae、 Streptococcus pyogenes、 Streptococcus pneumoniae、 お よ び Streptococcus 
mutansか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 は 、 正 常 レ ベ ル お よ び 異 常 レ ベ ル の 決 定 を 含 む 、 細 胞 お よ び 組 織 に お け る 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 検 出 す る 定 量 ア ッ セ イ 法 や 診 断 ア ッ セ イ 法 な ど の 診 断 ア ッ セ イ
法 に も 関 す る 。 し た が っ て 例 え ば 、 正 常 対 照 組 織 試 料 と 比 較 し て ポ リ ペ プ チ ド の 過 剰 発 現
を 検 出 す る 本 発 明 の 診 断 ア ッ セ イ 法 は 、 感 染 の 存 在 を 検 出 す る （ 例 え ば 感 染 生 物 を 同 定 す
る ） た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 宿 主 に 由 来 す る 試 料 中 の ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 決 定
す る 際 に 使 用 可 能 な ア ッ セ イ 法 は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ 法 に は 、 放 射
免 疫 ア ッ セ イ 法 、 競 合 結 合 ア ッ セ イ 法 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 、 お よ び ELISAア ッ セ イ
法 な ど が あ る 。 中 で も ELISAが 好 ま し い 場 合 が 多 い 。 ELISAア ッ セ イ 法 で は 最 初 に 、 対 象 ポ
リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 （ 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） を 調 製 す る 。 ま た 一 般 に 、
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 結 合 す る レ ポ ー タ ー 抗 体 を 作 製 す る 。 こ の よ う な レ ポ ー タ ー 抗 体 に
、 放 射 活 性 試 薬 、 蛍 光 試 薬 、 ま た は （ 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 酵 素 な ど の ） 酵 素 試 薬
な ど の 検 出 用 試 薬 を 結 合 さ せ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 ア レ イ の 目 的 で 、 ま た は ア レ イ と 関 連 し て 使 用 さ れ る 場 合 も
あ る 。 具 体 的 に は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も 1つ を 支 持 体 に 固 定 化 す る こ と が
で き る 。 こ の よ う な 支 持 体 は 典 型 的 に は 、 1つ も し く は 複 数 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 お
よ び /ま た は こ れ と は 異 な る ポ リ ペ プ チ ド を 用 い る こ と で 多 様 性 が 作 ら れ る さ ま ざ ま な ポ
リ ペ プ チ ド を 含 む 。 上 記 の ア レ イ 、 な ら び に 任 意 の ア レ イ の 特 徴 は 一 般 に 、 支 持 体 上 ま た
は こ の 表 面 の 特 定 の 、 ま た は 事 前 に 決 定 さ れ た 領 域 も し く は 位 置 に 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド が
固 定 化 さ れ て い る と い う こ と で あ る 。 こ の た め 、 ア レ イ の 特 定 の 位 置 ま た は 領 域 に お け る
任 意 の 活 性 を 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド と 相 関 さ せ る こ と が で き る 。 支 持 体 上 に 固 定 化 さ れ る さ
ま ざ ま な ポ リ ペ プ チ ド の 数 は 、 わ ず か 10個 の ポ リ ペ プ チ ド か ら 1000個 の 多 様 な ポ リ ペ プ チ
ド に 至 る 範 囲 を と り う る 。 1 cm 2 あ た り の ポ リ ペ プ チ ド の 密 度 は 、 好 ま し い 態 様 で は 1 cm 2

あ た り わ ず か 10オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 少 な く と も 400個 の 異 種 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ り
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、 具 体 的 に は 少 な く と も 1 cm 2 あ た り 1000個 の 異 種 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 こ の よ う な ア レ イ の 作 製 法 は 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,744,309号 に 記
載 さ れ て い る 。 ア レ イ は 好 ま し く は 、 第 1の 表 面 を 有 す る 、 平 面 状 で 多 孔 性 ま た は 非 多 孔
性 の 固 相 支 持 体 を 含 む 。 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド が 、 こ の 表 面 上 に 固 定 化 さ れ
る 。 好 ま し い 支 持 材 料 は 、 特 に ガ ラ ス ま た は セ ル ロ ー ス で あ る 。 ア レ イ が 、 本 明 細 書 に 記
載 さ れ た 任 意 の 診 断 応 用 に 使 用 さ れ る こ と も 本 発 明 に 含 ま れ る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の
ほ か 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 も 、 上 述 の ア レ イ の 作 製 に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 抗 体
（ 特 に 好 ま し く は 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） で 作 製 さ れ た ア レ イ に も 応
用 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 本 発 明 の 核 酸 （ 分 子 ） と も 称 さ れ る 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は
、 本 発 明 の ア ミ ノ 酸 モ チ ー フ お よ び ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 第
1の 変 形 形 態 で は 、 SEQ ID No. 1～ 10に 記 載 さ れ た 核 酸 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 と 少 な く と
も 70%が 同 一 な 核 酸 （ 分 子 ） の 場 合 が あ る 。 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 が 、 任 意 の 本 発 明 の ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る 任 意 の 配 列 に 関 し て 少 な く と も 70%の 類 似 性 を 有 す る こ と も 本 発 明
に 含 ま れ る 。 好 ま し く は 同 一 性 は 少 な く と も 80%で あ り 、 ま た よ り 好 ま し く は 同 一 性 は 少
な く と も 90%で あ る 。 同 一 性 は 95%、 96%、 97%、 98%、 99%、 ま た は 99.5%の 場 合 も あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 当 技 術 分 野 で 周 知 で 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 同 一 性 は 、 2つ も し く は こ れ 以 上 の ポ リ ペ プ
チ ド 配 列 間 の 、 ま た は 2つ も し く は こ れ 以 上 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の 比 較 に よ っ て 決
定 さ れ る 関 連 性 で あ る 。 当 技 術 分 野 で は 同 一 性 は 、 場 合 に よ っ て は 対 象 配 列 間 の 一 致 率 に
よ っ て 決 定 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 間 の 配 列 関 連 性 の 程 度 も 意
味 す る 。 同 一 性 は 容 易 に 計 算 す る こ と が で き る （ Computational Molecular Biology, Les
k, A.M., ed., Oxford University Press, New York, 1988; Biocomputing: Informatics
 and Genome Projects, Smith, D.W., ed., Academic Press, New York, 1993; Computer
 Analysis of Sequence Data, Part I, Griffin, A.M., and Griffin, H.G., eds., Huma
na Press, New Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, 
G., Academic Press, 1987; and Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. and Devereu
x, J., eds., M Stockton Press, New York, 1991） 。 2つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 、 ま
た は 2つ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 間 の 同 一 性 を 測 定 す る 方 法 が い く つ か 存 在 す る が 、 同 一 性 と
い う 表 現 は 当 業 者 に 周 知 で あ る （ Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje
, G., Academic Press, 1987; Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. and Devereux,
 J., eds., M Stockton Press, New York, 1991; and Carillo, H., and Lipman, D., SI
AM J. Applied Math., 48: 1073 (1988)） 。 同 一 性 を 決 定 す る 好 ま し い 方 法 は 、 検 討 対 象
の 配 列 間 で 最 大 の 一 致 率 を 与 え る よ う に 設 計 さ れ て い る 。 同 一 性 を 決 定 す る 方 法 は 、 コ ン
ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム で 体 系 化 さ れ て い る 。 2つ の 配 列 間 の 同 一 性 を 決 定 す る 好 ま し い コ ン
ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム 法 に は 、 GCGプ ロ グ ラ ム パ ッ ケ ー ジ （ Devereux, J., et al., Nucleic
 Acids Research 12 (1): 387 (1984)） 、 BLASTP、 BLASTN、 お よ び FASTA（ Atschul, S.F.
 et al., J. Molec. Biol. 215: 403 (1990)） な ど が あ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 発 明 の 核 酸 は 、 第 2の 変 形 形 態 と し て 、 上 記 の 第 1の 変 形 形 態 と し て 記 載 さ れ た 核 酸 と
少 な く と も 本 質 的 に 相 補 的 な 核 酸 の 場 合 が あ る 。 本 明 細 書 で 用 い る 「 相 補 的 」 と い う 表 現
は 、 核 酸 鎖 が ワ ト ソ ン -ク リ ッ ク 塩 基 対 合 を 介 し て 第 2の 核 酸 鎖 と 塩 基 対 を 形 成 す る こ と を
意 味 す る 。 本 明 細 書 で 用 い る 「 本 質 的 に 相 補 的 で あ る 」 と い う 表 現 は 、 塩 基 対 合 が 、 個 々
の 鎖 の 塩 基 の す べ て に 対 し て は 生 じ ず に 、 あ る 程 度 の 数 も し く は あ る 程 度 の パ ー セ ン テ ー
ジ の 塩 基 が 対 合 を 形 成 し な い 状 態 か 、 ま た は 誤 っ て 対 合 し た 状 態 を 意 味 す る 。 正 し く 対 合
を 形 成 す る 塩 基 の パ ー セ ン テ ー ジ は 、 好 ま し く は 少 な く と も 70%で あ り 、 よ り 好 ま し く は 8
0%で あ り 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 90%で あ り 、 ま た 最 も 好 ま し く は 90%を 上 回 る 任 意 の パ ー
セ ン テ ー ジ で あ る 。 70%が 一 致 す る 塩 基 は 相 同 性 が あ る と み な さ れ 、 ま た こ の よ う な 規 模
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の 一 致 性 塩 基 対 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が ス ト リ ン ジ ェ ン ト で あ る と み な さ れ る こ と は
重 要 で あ る 。 こ の よ う な ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 条 件 は 、 Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, Inc.,
 1987に 記 載 さ れ て い る 。 具 体 的 に は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 に は 以 下 の よ う な 条
件 が あ る ：
● 例 え ば 5× SSPE、 5× デ ン ハ ル ト 試 薬 、 0.1% SDS、 100 g/mL変 性 DNA中 に お け る 68℃ で の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 。
● 0.2xSSC、 0.1% SDSに よ る 42℃ に お け る 中 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に よ る 洗 浄 。
● 0.1xSSC、 0.1% SDSに よ る 68℃ に お け る 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に よ る 洗 浄 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 GC含 量 が 50%で あ る ゲ ノ ム DNAの T M は 概 算 で 96℃ で あ る 。 1%の ミ ス マ ッ チ に つ き T M は 約 1
℃ 低 下 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 ま た 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 別 の 任 意 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 原 理 的 に 適 用 す
る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 核 酸 は 、 第 3の 変 形 形 態 と し て 、 概 要 を 前 述 し た 本 発 明 の 核 酸 分 子 の 第 1お よ び
第 2の 変 形 形 態 の 少 な く と も 15塩 基 の 連 続 核 酸 を 含 む 核 酸 の 場 合 が あ る 。 好 ま し く は 、 こ
の よ う な 塩 基 は 、 連 続 し た 一 連 の 塩 基 を 形 成 す る 。 し か し 、 こ う し た 連 続 が 、 数 塩 基 で 隔
て ら れ た 2つ も し く は こ れ 以 上 の 部 分 か ら な る こ と も 本 発 明 に 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 核 酸 は 、 第 4の 変 形 形 態 と し て 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
条 件 で 、 本 発 明 の 上 記 の 第 1、 第 2、 お よ び 第 3の 変 形 形 態 の 任 意 の 核 酸 と ア ニ ー ル す る 核
酸 の 場 合 も あ る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 典 型 的 な 条 件 が 本
明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 ま た 本 発 明 の 核 酸 は 、 第 5の 変 形 形 態 と し て 、 遺 伝 コ ー ド の 縮 重 を 除 い て 、 本 発 明 の 任
意 の 核 酸 と 、 概 要 を 上 述 し た 第 1、 第 2、 第 3、 お よ び 第 4の 変 形 形 態 の 本 発 明 の 核 酸 と ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る 場 合 の あ る 核 酸 の 場 合 も あ る 。 こ の よ う な 核 酸 の 存 在 は 、 好 ま し く は 本 発
明 の 核 酸 が 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 し た が っ て 付 着 因 子 お よ び イ ン ベ ー シ
ン を そ れ ぞ れ コ ー ド す る と い う 事 実 を 意 味 す る 。 こ の 種 の 核 酸 は 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 の 検
出 に 、 ひ い て は 同 分 子 の 診 断 に 、 さ ら に は GBSな ど の 個 々 の 微 生 物 、 お よ び こ の よ う な 微
生 物 が 関 与 す る 任 意 の 疾 患 ま た は 疾 患 状 態 の 診 断 に 特 に 有 用 で あ る 。 好 ま し く は ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 上 述 の 第 4の 変 形 形 態 と 関 連 し て 記 載 さ れ た 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条
件 で 生 じ る か 、 ま た は 実 施 さ れ る 場 合 が あ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 一 般 に 、 非 修 飾 型 の RNAも し く は DNA、 ま た は 修 飾
型 の RNAも し く は DNAの 場 合 が あ る 任 意 の ポ リ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ デ オ キ シ リ ボ ヌ
ク レ オ チ ド を 意 味 す る 。 し た が っ て 例 え ば 、 本 明 細 書 で 用 い る 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い
う 表 現 は 特 に 、 1本 鎖 お よ び 2本 鎖 の DNA、 1本 鎖 と 2本 鎖 の RNAと の 混 合 物 で あ る DNA、 な ら
び に 1本 鎖 と 2本 鎖 の 領 域 の 混 合 物 で あ る RNA、 1本 鎖 、 ま た は よ り 典 型 的 に は 2本 鎖 も し く
は 3本 鎖 、 ま た は 1本 鎖 お よ び 2本 鎖 領 域 の 混 合 物 の 場 合 が あ る DNAお よ び RNAを 含 む ハ イ ブ
リ ッ ド 分 子 を 意 味 す る 。 ま た 、 本 明 細 書 で 用 い る 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 表 現 は 、 RN
Aも し く は DNAを 、 ま た は RNAと DNAの 両 方 を 含 む 3本 鎖 領 域 を 意 味 す る 。 こ の よ う な 領 域 中
の 鎖 は 、 同 じ 分 子 に 由 来 す る 場 合 が あ る ほ か 、 異 な る 分 子 に 由 来 す る 場 合 が あ る 。 こ の よ
う な 領 域 は 、 1つ ま た は 複 数 の 分 子 を す べ て 含 む 場 合 が あ る が 、 よ り 典 型 的 に は 、 一 部 の
分 子 の 領 域 の み を 含 む 。 3重 ら せ ん 領 域 の 分 子 の 1つ は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 場 合 が あ る 。
本 明 細 書 で 用 い る 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 表 現 は 、 1つ も し く は 複 数 の 修 飾 型 の 塩 基
を 含 む 上 述 の DNAま た は RNAを 含 む 。 し た が っ て 、 安 定 性 ま た は 他 の 理 由 の た め に 、 DNAま
た は RNAは 、 こ の 表 現 が 本 明 細 書 で 意 図 さ れ る 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 で あ る 。 ま た 、 イ ノ
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シ ン な ど の 一 般 的 で な い 塩 基 、 ま た は ト リ チ ル 化 さ れ た 塩 基 な ど の 修 飾 型 塩 基 を 含 む DNA
ま た は RNAは 、 （ わ ず か 2つ の 例 を 挙 げ た に 過 ぎ な い が ） 本 明 細 書 で 用 い ら れ る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド で あ る 。 当 然 の こ と な が ら 、 当 業 者 に 周 知 の 多 く の 有 用 な 目 的 の た め に DNAお よ び R
NAに は 極 め て 多 様 な 修 飾 が 施 さ れ る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う
表 現 は 、 こ の よ う な 化 学 的 に 、 酵 素 学 的 に 、 ま た は 代 謝 的 に 修 飾 さ れ た 形 状 の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 、 な ら び に ウ イ ル ス お よ び （ 特 に 単 純 お よ び 複 雑 な 細 胞 を 含 む ） 細 胞 に 特 徴 的 な 化
学 的 形 状 の DNAお よ び RNAを 含 む 。 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 表 現 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド と 呼 ば れ る こ と の 多 い 短 い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 含 む 。 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 お よ び 「 核
酸 」 ま た は 「 核 酸 分 子 」 と い う 表 現 は 、 本 明 細 書 で 互 換 的 に 用 い ら れ る 場 合 が あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 明 細 書 に 提 供 さ れ る 情 報 、 な ら び に ク ロ ー ニ ン グ 法 お よ び 配 列 決 定 法 、 ま た は ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド の 合 成 法 を 始 め と す る 既 知 の 標 準 的 な 方 法 （ 例 え ば Sambro
ok et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Ed., Cold Spring Harbor L
aboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (1989)を 参 照 ） を 用 い て 、 本 発 明 に 含 ま れ る
、 S. agalactiaeの ゲ ノ ム 、 お よ び 配 列 表 に 記 載 さ れ た S. agalactiaeの コ ー ド 領 域 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド と 比 較 し て 長 い 場 合 も あ れ ば 短 い 場 合 も あ る 数 多 く の 特
有 の 断 片 を 作 製 す る こ と が で き る 。 固 有 の 断 片 で あ る た め に は 、 選 択 さ れ た 任 意 の S. aga
lactiaeの 断 片 と GenBankな ど の コ ン ピ ュ ー タ デ ー タ ベ ー ス 上 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 比 較 に
よ っ て 極 め て 容 易 に 決 定 さ れ る 、 他 の 既 知 の 核 酸 配 列 と 区 別 す る た め に 十 分 な 大 き さ が な
け れ ば な ら な い 。 こ の よ う な 比 較 探 索 法 は 当 技 術 分 野 で 標 準 的 な 方 法 で あ る 。 多 く の 固 有
の 断 片 が S. agalactiaeに 特 異 的 で あ る 。 典 型 的 に は 、 プ ラ イ マ ー ま た は プ ロ ー ブ と し て
有 用 な 特 有 の 断 片 の 長 さ は 、 配 列 の 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド の 内 容 に 依 存 し て 少 な く と も 約 20
～ 25ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 ま た 断 片 は 、 例 え ば 少 な く と も 約 30ヌ ク レ オ チ ド 、 40ヌ ク レ オ
チ ド 、 50ヌ ク レ オ チ ド 、 60ヌ ク レ オ チ ド 、 75ヌ ク レ オ チ ド 、 80ヌ ク レ オ チ ド 、 90ヌ ク レ オ
チ ド 、 100ヌ ク レ オ チ ド 、 150ヌ ク レ オ チ ド 、 200ヌ ク レ オ チ ド 、 250ヌ ク レ オ チ ド 、 300ヌ
ク レ オ チ ド 、 400ヌ ク レ オ チ ド 、 500ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は こ れ 以 上 の 長 さ の 場 合 が あ る 。
核 酸 断 片 は 、 意 図 さ れ た 目 的 に 応 じ て 1本 鎖 、 2本 鎖 、 ま た は 3本 鎖 の 場 合 が あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 上 述 の よ う に 、 ま た 後 述 さ れ る よ う に 、 本 発 明 に 含 ま れ る S. agalactiaeの ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 修 飾 が 施 さ れ る 場 合 が あ る 。 例 え ば ヌ ク レ オ チ ド の 置
換 は 、 核 酸 に コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に 影 響 を 及 ぼ さ ず に 施 さ れ る 場 合 が あ る の で 、 本
発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 任 意 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。 ま
た 特 定 の ア ミ ノ 酸 置 換 （ お よ び 、 特 定 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 対 応 ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 ）
を 中 性 と す る こ と が で き る こ と が 当 技 術 分 野 で わ か っ て い る （ Robinson W.E. Jr. and Mi
tchell, W.m., AIDS 4: S141-S162 (1990)） 。 こ の よ う な 変 化 は 、 （ 例 え ば 遺 伝 的 多 型 に
起 因 す る ） 対 立 遺 伝 子 変 異 の よ う に 天 然 の 状 態 で 生 じ る 場 合 が あ る ほ か 、 誘 導 的 な 点 変 異
、 欠 失 変 異 、 挿 入 変 異 、 お よ び 置 換 変 異 な ど の 、 人 間 の 介 入 で （ 例 え ば ク ロ ー ン 化 さ れ た
DNA配 列 の 変 異 導 入 に よ っ て ） 作 ら れ る 場 合 が あ る 。 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 、 小 さ な 内 部 欠
失 ま た は 挿 入 、 お よ び 分 子 の 末 端 に お け る 付 加 ま た は 欠 失 な ど の 、 ア ミ ノ 酸 配 列 上 の 小 さ
な 変 化 が 一 般 に 好 ま し い 。 置 換 は 例 え ば Dayhoffら の モ デ ル （ Atlas of Protein Sequence
 and Structure 1978, Nat'l Biomed. Res. Found., Washington D.C.） を 元 に 設 計 す る
こ と が で き る 。 こ の よ う な 修 飾 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 を 生 じ た り 、 サ イ レ ン ト 変 異 を 生
じ た り 、 制 限 酵 素 切 断 部 位 を 修 飾 し た り 、 ま た は 他 の 特 異 的 な 変 異 を 提 供 し た り す る 場 合
が あ る 。 同 様 に 、 こ の よ う な ア ミ ノ 酸 変 化 は 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る 異 な る 核 酸 を 生 じ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の パ ラ メ ー タ に 含 ま れ る 別 の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド は 、 こ の よ う な 修 飾 の 対 象 と な る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 ま た 、 配 列 表 に 記 載 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 の 一 部 は 、 読 み 枠 （ ORF） 、 す な わ
ち S. agalactiaeの コ ー ド 領 域 で あ る 。 各 読 み 枠 に コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 推 定 可 能
な の で 、 ポ リ ペ プ チ ド の 分 子 量 を 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 分 子 量 の 値 か ら 計
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算 す る こ と が で き る 。 任 意 の 選 択 さ れ た コ ー ド 領 域 を 、 標 準 的 な サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 法 な ど
の 標 準 的 な 手 法 で 、 任 意 の 所 望 の 調 節 配 列 （ S. agalactiaeの 調 節 配 列 か 、 ま た は 異 種 の
調 節 配 列 か に 限 ら な い ） に 機 能 的 に 連 結 す る か 、 ま た は 異 種 コ ー ド 配 列 に 連 結 し て 、 本 明
細 書 に さ ら に 記 載 さ れ て い る 融 合 タ ン パ ク 質 を 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ク ロ ー ン 化 に よ っ て 得 ら れ る か 、 化 学 合 成 法 、 ま た は こ
れ ら の 組 み 合 わ せ に よ っ て 作 製 さ れ る mRNAも し く は cRNAな ど の RNAの 形 状 を と り う る ほ か
、 例 え ば cDNAお よ び ゲ ノ ム DNAを 含 む DNAの 形 状 を と り う る 。 こ の よ う な DNAは 3本 鎖 、 2本
鎖 、 ま た は 1本 鎖 の 場 合 が あ る 。 1本 鎖 DNAは 、 セ ン ス 鎖 と し て も 知 ら れ る コ ー ド 鎖 の 場 合
が あ る ほ か 、 ア ン チ セ ン ス 鎖 と し て も 知 ら れ る 非 コ ー ド 鎖 の 場 合 も あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 発 明 の S. agalactiaeの ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る コ ー ド 配 列 は 、 配 列 表 に 記 載 さ れ
た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の コ ー ド 配 列 と 同 一 な 場 合 が あ る 。 こ れ は 、 遺 伝 コ ー ド の 冗 長 度 （ 縮
重 ） の 結 果 と し て さ ま ざ ま な 配 列 を 有 す る 、 配 列 表 に 記 載 さ れ た S. agalactiaeの ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 場 合 も あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 、 配 列 表 に 記 載 さ れ た 配 列 を 含 む S. agalactiaeの ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド そ の も の の コ ー ド 配 列 ； 成
熟 ポ リ ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 と 、 プ レ タ ン パ ク 質 の 配 列 、 プ ロ タ ン パ ク 質 の 配 列 、 ま た は
プ レ プ ロ タ ン パ ク 質 の 配 列 な ど の 、 リ ー ダ ー 配 列 も し く は 分 泌 配 列 を コ ー ド す る 配 列 な ど
の 追 加 的 な コ ー ド 配 列 ； 例 え ば 転 写 に 役 割 を 果 た す 、 転 写 さ れ る が 翻 訳 さ れ な い 配 列 （ 例
え ば 終 結 シ グ ナ ル を 含 む ） 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 、 mRNA安 定 化 エ レ メ ン ト な ど の 非 コ ー ド 性 の
5'側 配 列 お よ び 3'側 配 列 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 追 加 的 な 非 コ ー ド 配 列 と と も に 、
前 述 の 追 加 的 な コ ー ド 配 列 を 含 む 場 合 も あ れ ば 含 ま な い 場 合 も あ る 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド の コ
ー ド 配 列 、 な ら び に 追 加 的 な 機 能 性 を 提 供 す る ア ミ ノ 酸 な ど の 追 加 的 な ア ミ ノ 酸 を コ ー ド
す る 追 加 的 な コ ー ド 配 列 を 含 む 場 合 が あ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 し た が っ て 例 え ば 、
ポ リ ペ プ チ ド に 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 を 促 進 す る ペ プ チ ド な ど の マ ー カ ー 配 列 を 融 合
さ せ る こ と が で き る 。 本 発 明 の こ の 局 面 の あ る 態 様 で は 、 マ ー カ ー 配 列 は 、 多 く が 市 販 さ
れ て い る 特 に pQEベ ク タ ー （ Qiagen, Inc.） な ど の 形 で 提 供 さ れ る タ グ な ど の ヘ キ サ ヒ ス
チ ジ ン ペ プ チ ド で あ る 。 例 え ば Gentz et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 86: 821-82
4 (1989)に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン は 融 合 タ ン パ ク 質 の 簡 便 な 精 製 を 可
能 と す る 。 HAタ グ は 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 作 製 す る た め に 使 用 す る こ と も 可 能 で あ り 、 ま た
例 え ば Wilson et al., Cell 37: 767 (1984)に 記 載 さ れ て い る イ ン フ ル エ ン ザ の 赤 血 球 凝
集 素 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る エ ピ ト ー プ に 対 応 す る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 構 造 遺
伝 子 お よ び こ の 天 然 に 関 連 し た 遺 伝 的 エ レ メ ン ト を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 含 む が こ れ ら
に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 上 記 の 記 述 に 準 じ て 、 本 明 細 書 で 用 い る 「 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
」 と い う 表 現 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 特 に 配 列 表 に 記 載 さ れ た S. agalactiaeの ア ミ
ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 こ の 表
現 は 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 1つ の 連 続 領 域 ま た は （ 例 え ば 、 組 込 型 フ ァ ー ジ も し く
は 挿 入 配 列 、 ま た は エ デ ィ テ ィ ン グ に よ っ て 分 断 さ れ る ） 非 連 続 領 域 を 、 コ ー ド 配 列 お よ
び /ま た は 非 コ ー ド 配 列 を 含 む 場 合 も あ る 追 加 的 な 領 域 と と も に 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
含 む 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 配 列 表 に 記 載 さ れ た S. agalactiaeの 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ
ペ プ チ ド の 断 片 、 類 似 体 お よ び 誘 導 体 を コ ー ド す る 上 述 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の バ リ ア ン ト
に 関 す る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の バ リ ア ン ト は 、 天 然 の 対 立 遺 伝 子 バ リ ア ン ト な ど の 天 然 の
バ リ ア ン ト の 場 合 が あ る ほ か 、 天 然 に 存 在 す る こ と 知 ら れ て い な い バ リ ア ン ト の 場 合 が あ
る 。 こ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 非 天 然 の バ リ ア ン ト は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 細 胞 、 ま
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た は 生 物 に 適 用 さ れ る 方 法 を 含 む 変 異 導 入 法 で 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 こ の 点 に 関 す る バ リ ア ン ト は 、 前 述 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と は 、 ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 、 欠
失 、 ま た は 付 加 が 異 な る バ リ ア ン ト で あ る 。 置 換 、 欠 失 、 ま た は 付 加 に は 、 1個 も し く は
複 数 の ヌ ク レ オ チ ド が 関 与 す る 場 合 が あ る 。 バ リ ア ン ト は 、 コ ー ド 領 域 も し く は 非 コ ー ド
領 域 、 ま た は こ の 両 方 を 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 コ ー ド 領 域 を 変 化 さ せ る こ と で 、 保 存
的 ま た は 非 保 存 的 な ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠 失 、 ま た は 付 加 を 作 る こ と が で き る 。 好 ま し い の
は 、 複 数 、 少 数 、 5～ 10残 基 、 1～ 5残 基 、 1～ 3残 基 、 2残 基 、 1残 基 、 ま た は 0残 基 の ア ミ ノ
酸 が 任 意 の 組 み 合 わ せ で 置 換 、 欠 失 、 ま た は 付 加 さ れ た 、 配 列 表 に 記 載 さ れ た S. agalact
iae配 列 を 有 す る バ リ ア ン ト 、 類 似 体 、 誘 導 体 、 も し く は 断 片 、 ま た は 断 片 の バ リ ア ン ト
、 類 似 体 、 ま た は 誘 導 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 中 で も 特 に 好 ま し い の は
、 配 列 表 に 記 載 さ れ た S. agalactiaeの ポ リ ペ プ チ ド の 性 質 お よ び 活 性 が 変 化 し な い サ イ
レ ン ト の 置 換 、 付 加 、 お よ び 欠 失 で あ る 。 ま た こ の 点 に 関 し て は 、 保 存 的 置 換 も 特 に 好 ま
し い 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 発 明 の さ ら に 好 ま し い 態 様 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 具 体 的 に は 、 配 列 表 記 載 の ア
ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 、 全 長 に 対 し て 少 な く
と も 70%が 同 一 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 ま た こ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 あ る い は 最 も 極 め て 好 ま し い の は 、 本 発 明 の S. agalactiaeの
ポ リ ペ プ チ ド 、 具 体 的 に は 、 配 列 表 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と
、 全 長 に 対 し て 少 な く と も 80%ま た は 少 な く と も 85%が 同 一 な 領 域 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
で あ る （ 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ） 。 こ の 点 に 関 し て は 、 上 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と
、 全 長 に 対 し て 少 な く と も 90%、 91%、 92%、 93%、 94%、 95%、 ま た は 96%が 同 一 で あ る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド が 特 に 好 ま し く 、 ま た 特 に 好 ま し い ポ リ ペ プ チ ド の 中 で も 、 95%が 同 一 で あ
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 特 に 好 ま し い 。 ま た 少 な く と も 97%が 同 一 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、
少 な く と も 95%が 同 一 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 中 で も 極 め て 好 ま し く 、 少 な く と も 98%お よ び
少 な く と も 99%が 同 一 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 特 に 極 め て 好 ま し く 、 少 な く と も 99%ま た は 99
.5%が 同 一 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が よ り 好 ま し い 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 さ ら に 、 こ の 点 に 関 し て 好 ま し い 態 様 は 、 配 列 表 に 記 載 さ れ た DNAに コ ー ド さ れ た 成 熟
ポ リ ペ プ チ ド と 実 質 的 に 同 じ 生 物 学 的 機 能 ま た は 活 性 を 保 持 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 上 記 の 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る 。 こ の 点
に 関 し て 本 発 明 は 特 に 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で 上 述 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 典 型 的 に は 選 択 的 な 条
件 で あ る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 と い う 表 現 は 、 少 な く と も
95%、 ま た 好 ま し く は 少 な く と も 97%が 同 一 な 配 列 間 で の み ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 起 き
る こ と を 意 味 す る 。 特 定 の 配 列 に 関 し て 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で
あ り 、 ま た 本 明 細 書 で 例 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド の 内 容 に し た が っ て 経 験 的 に 決 定 す る こ と
が で き る 。 例 え ば 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 の 典 型 例 は 、 GC含 量 が 55%の 48merに つ い て 42
℃ で の 50%ホ ル ム ア ミ ド お よ び 750 mM NaCl中 に お け る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 、 こ れ に
続 く 55℃ で の 15 mM NaClお よ び 0.1% SDSに よ る 洗 浄 で あ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 例 え ば 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ア ッ セ イ 法 に 関 し て 本 明 細 書 に 追 加 的 に 記 載 さ れ る よ
う に 、 上 記 の 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 RNA、 cDNA、 お よ び ゲ ノ ム DNAに 対 す る ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る こ と で 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
完 全 長 の cDNAク ロ ー ン お よ び ゲ ノ ム ク ロ ー ン を 単 離 す る こ と が で き る ほ か 、 本 発 明 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド と の 配 列 類 似 性 の 高 い 他 の 遺 伝 子 の cDNAク ロ ー ン お よ び ゲ ノ ム ク ロ ー ン を 単
離 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な プ ロ ー ブ の 長 さ は 一 般 に 少 な く と も 15塩 基 で あ る 。 好 ま

10

20

30

40

50

(24) JP 2006-520583 A 2006.9.14



し く は 、 こ の よ う な プ ロ ー ブ は 少 な く と も 20塩 基 、 少 な く と も 25塩 基 、 ま た は 少 な く と も
30塩 基 で あ り 、 ま た 少 な く と も 50塩 基 の 場 合 が あ る 。 特 に 好 ま し い プ ロ ー ブ は 少 な く と も
30塩 基 で あ り 、 50塩 基 ま た は こ れ 未 満 （ 30塩 基 、 35塩 基 、 40塩 基 、 45塩 基 、 ま た は 50塩 基
な ど ） で あ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の コ ー ド 領 域 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 合
成 す る た め の 既 知 DNA配 列 を 用 い た ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 単 離 す る こ と が で き る 。 次 に
、 本 発 明 の 遺 伝 子 の 配 列 と 相 補 的 な 配 列 を 有 す る 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 cDNA
、 ゲ ノ ム DNA、 ま た は mRNAの ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ て 、 プ ロ ー ブ と ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る ラ イ ブ ラ リ ー 中 の 分 子 を 決 定 す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 明 細 書 で は 特 に ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
ア ッ セ イ 法 と 関 連 し て 詳 述 す る 疾 患 （ 特 に ヒ ト の 疾 患 ） の 治 療 法 お よ び 診 断 法 の 開 発 用 の
試 薬 お よ び 材 料 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 場 合 が あ る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た
方 法 （ 好 ま し く は PCR） に 使 用 し て 、 本 明 細 書 で 同 定 さ れ る S. agalactiaeの 遺 伝 子 が 、 血
液 な ど の 感 染 組 織 内 で 全 体 的 ま た は 部 分 的 に 存 在 す る か 、 お よ び /ま た は 転 写 さ れ る か 否
か を 判 定 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 配 列 が 、 病 原 体 の 感 染 段 階 、 お よ び 感 染 の 種 類 の
診 断 に も 有 用 で も あ る こ と が 認 識 さ れ る 。 こ の 目 的 お よ び 他 の 目 的 で 、 本 明 細 書 に 記 載 さ
れ た 本 発 明 の 少 な く と も 1種 類 の 核 酸 を 含 む ア レ イ を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 成 熟 タ ン パ ク 質 ＋ 追 加 的 な ア ミ ノ 末 端 も し く は カ ル ボ キ
シ 末 端 の ア ミ ノ 酸 、 ま た は 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド の 内 部 の ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 成 熟 型 が 複
数 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 か ら 成 る 場 合 ） を コ ー ド す る 場 合 が あ る 。 こ の よ う な 配 列 は 、 前 駆 体
か ら 成 熟 型 へ の タ ン パ ク 質 の プ ロ セ シ ン グ に 役 割 を 果 た す 場 合 が あ り 、 タ ン パ ク 質 の 輸 送
を 可 能 と す る 場 合 が あ り 、 タ ン パ ク 質 の 半 減 期 を 延 長 も し く は 短 縮 す る 場 合 が あ り 、 ま た
は 特 に ア ッ セ イ 法 も し く は 産 生 に 関 す る タ ン パ ク 質 の 操 作 を 容 易 に す る 場 合 が あ る 。 一 般
に は イ ン ビ ボ の 場 合 に 、 追 加 的 な ア ミ ノ 酸 は 、 細 胞 内 酵 素 に よ っ て 成 熟 タ ン パ ク 質 か ら 切
り 出 さ れ る 場 合 が あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 1つ も し く は 複 数 の プ ロ 配 列 と 融 合 し た ポ リ ペ プ チ ド の 成 熟 型 を 有 す る 前 駆 体 タ ン パ ク
質 は 、 不 活 性 型 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る 場 合 が あ る 。 プ ロ 配 列 が 除 去 さ れ る と 、 こ の よ う な
不 活 性 型 の 前 駆 体 は 一 般 に 活 性 化 さ れ る 。 プ ロ 配 列 の 一 部 ま た は 全 体 を 除 去 す る こ と で 活
性 化 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 こ の よ う な 前 駆 体 は プ ロ タ ン パ ク 質 と 呼 ば れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を 機 能 的 に コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 対 象 と す
る （ 融 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 S. agalactiaeの ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 別 の S. agalactiaeま た
は 別 の 生 物 の ポ リ ペ プ チ ド に 由 来 す る 1つ も し く は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 合 成 ポ リ
ア ミ ノ 酸 配 列 の 断 片 を 含 む ） 。 こ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 適 切 な 条 件 で S. agalact
iaeの 他 の ポ リ ペ プ チ ド か ら の ポ リ ペ プ チ ド の 切 断 を 促 進 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る
場 合 も あ れ ば コ ー ド し な い 場 合 も あ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 要 約 す る と 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 好 ま し く は 、 成 熟 タ ン パ ク 質 、 成 熟 タ ン パ ク
質 ＋ リ ー ダ ー 配 列 （ プ レ タ ン パ ク 質 と 呼 ば れ る 場 合 が あ る ） 、 1つ も し く は 複 数 の プ ロ 配
列 （ プ レ タ ン パ ク 質 の リ ー ダ ー 配 列 で は な い ） を 有 す る 成 熟 タ ン パ ク 質 の 前 駆 体 、 ま た は
一 般 に 、 活 性 型 お よ び 成 熟 型 の ポ リ ペ プ チ ド を 生 じ る プ ロ セ シ ン グ 段 階 で 除 去 さ れ る リ ー
ダ ー 配 列 お よ び 1つ も し く は 複 数 の プ ロ 配 列 を 有 す る プ ロ タ ン パ ク 質 の 前 駆 体 で あ る プ レ
プ ロ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 場 合 が あ る 。
【 ０ １ ３ １ 】

10

20

30

40

50

(25) JP 2006-520583 A 2006.9.14



　 本 明 細 書 で 用 い る 「 単 離 さ れ た 」 と い う 表 現 は 、 「 人 の 手 に よ っ て 」 天 然 の 状 態 か ら 分
離 さ れ る こ と を 意 味 す る 。 す な わ ち 、 こ れ が 天 然 の 状 態 で 起 き る 場 合 は 、 そ の 当 初 の 環 境
か ら 変 化 も し く は 除 去 さ れ る か 、 ま た は 変 化 お よ び 除 去 さ れ る 。 例 え ば 、 生 き て い る 生 物
に 天 然 の 状 態 で 存 在 す る 天 然 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 「 単 離 さ れ て い な
い 」 が 、 天 然 の 状 態 で 共 存 す る 材 料 か ら 分 離 さ れ る 同 じ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ
チ ド は 、 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 表 現 の よ う に 「 単 離 さ れ て い る 」 。 単 離 の 一 部 、 ま た は 単
離 後 に 、 こ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 例 え ば 変 異 を 導 入 す る 目 的 で 、 融 合 タ ン パ ク 質
を 形 成 さ せ る 目 的 で 、 な ら び に 宿 主 で 発 現 さ せ る た め に 、 DNAな ど の 他 の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド に 連 結 さ せ る こ と が で き る 。 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 単 独 で 、 ま た は ベ ク タ ー な
ど の 他 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 連 結 し た 状 態 で 、 培 養 物 中 の 、 ま た は 生 物 体 全 体 の 宿 主 細 胞
に 導 入 す る こ と が で き る 。 培 養 物 中 に 、 ま た は 生 物 体 の 宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ て も 、 こ の よ
う な DNAは 、 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 表 現 の よ う に 単 離 す る こ と が で き る 。 と い う の は 、 こ
れ ら は 天 然 の 状 態 ま た は 環 境 に 存 在 し な く な る か ら で あ る 。 同 様 に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お
よ び ポ リ ペ プ チ ド は 、 培 地 製 剤 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も し く は ポ リ ペ プ チ ド の （ 例 え ば 細 胞
内 へ の ） 導 入 用 の 溶 液 、 例 え ば 、 天 然 の 組 成 物 で は な く 、 内 部 に 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド も し く は ポ リ ペ プ チ ド が 、 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 表 現 の 意 味 に お い て 残 る 化 学 的 も し
く は 酵 素 学 的 な 反 応 用 の 組 成 物 も し く は 溶 液 な ど の 組 成 物 中 に 存 在 す る 場 合 が あ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 核 酸 は 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き る 。 あ る い は 本 発 明 の 核 酸 は 、 さ ま ざ ま な
微 生 物 か ら 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 で 単 離 す る こ と が で き る 。 適 切 な 供 給 源 は 例 え ば Strept
ococcus agalactiae、 Streptococcus pyogenes、 Streptococcus mutans、 お よ び Streptoc
occus pneumoniaeで あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 核 酸 は 、 核 酸 、 お よ び 同 核 酸 を 含 む 生 物 体 ま た は 試 料 の 検 出 に 使 用 す る こ と が
で き る 。 好 ま し く は 、 こ の よ う な 検 出 は 診 断 目 的 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 疾 患 の 診 断 目 的
で あ り 、 最 も 好 ま し く は S. agalactiaeの 存 在 も し く は 量 と 関 連 し た 、 ま た は 結 び つ い た
疾 患 の 診 断 目 的 で あ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 真 核 生 物 （ 本 明 細 書 で は 「 個 体 」 と も 呼 ぶ ） 、 特 に 哺 乳 類 （ 特 に ヒ ト ） に 感 染 し た S. a
galactiae菌 は 、 DNAレ ベ ル で さ ま ざ ま な 手 法 で 検 出 す る こ と が で き る 。 S. agalactiaeの
株 間 で 変 動 す る 核 酸 の 領 域 に 注 目 す る こ と で 、 S. agalactiaeの 特 定 の 株 を 区 別 す る た め
の 好 ま し い 候 補 が 得 ら れ る 。 さ ら に 、 S. agalactiaeと 他 の 生 物 と の 間 で 変 動 す る 核 酸 領
域 に 注 目 す る こ と で 、 S. agalactiaeと 他 の 生 物 を 区 別 す る た め の 好 ま し い 候 補 が 得 ら れ
る 。 診 断 用 の 核 酸 は 、 感 染 個 体 の 骨 、 血 液 、 筋 肉 、 軟 骨 、 お よ び 皮 膚 な ど の 細 胞 お よ び 組
織 か ら 得 ら れ る 場 合 が あ る 。 検 出 に は ゲ ノ ム DNAを 直 接 使 用 す る こ と が 可 能 な ほ か 、 解 析
に 先 立 ち 酵 素 を 用 い て PCRで 増 幅 す る こ と が で き る （ Saiki et al., Nature、  324：  163-
166 (1986)） 。 RNAま た は cDNAを 同 様 に 使 用 す る こ と も で き る 。 一 例 と し て 、 本 発 明 の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド の 核 酸 形 成 部 分 に 相 補 的 な PCR用 プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 そ の 存 在 お よ び /ま
た は 発 現 の 同 定 お よ び 解 析 を 行 う こ と が で き る 。 哺 乳 類 （ 特 に ヒ ト ） に 存 在 す る S. agala
ctiaeの 株 の 特 性 解 析 を PCRで 、 原 核 生 物 遺 伝 子 の 遺 伝 子 型 の 解 析 を 元 に 行 う こ と が で き る
。 例 え ば 欠 失 お よ び 挿 入 を 、 標 準 配 列 の 遺 伝 子 型 と 比 較 時 の 増 幅 産 物 の 大 き さ の 変 化 に よ
っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 点 突 然 変 異 は 、 増 幅 DNAと 放 射 標 識 RNAと 、 あ る い は 放 射 標 識
ア ン チ セ ン ス DNA配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と で 同 定 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は
、 一 致 し た 配 列 を RNase Aに よ る 切 断 に よ っ て 、 ま た は 溶 解 温 度 の 差 に よ っ て 一 致 し な か
っ た 2本 鎖 と 区 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 標 準 遺 伝 子 と 、 変 異 を 有 す る 遺 伝 子 間 の 配 列 の 差 は 、 直 接 的 な DNA配 列 決 定 に よ っ て も
明 ら か と な る 。 ま た 、 ク ロ ー ン 化 さ れ た DNAセ グ メ ン ト を 、 特 定 の DNAセ グ メ ン ト 検 出 す る
た め の プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 方 法 の 感 度 は 、 PCRま た は 別 の
増 幅 法 を 適 切 に 用 い る こ と で 大 き く 高 め る こ と が で き る 。 例 え ば 、 配 列 決 定 用 プ ラ イ マ ー
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を 、 修 飾 型 PCRで 生 成 し た 2本 鎖 PCR産 物 ま た は 1本 鎖 テ ン プ レ ー ト 分 子 と と も に 使 用 す る こ
と が で き る 。 配 列 の 決 定 は 、 放 射 標 識 ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る 従 来 の 手 順 で 、 ま た は 蛍 光 タ
グ を 用 い る 自 動 配 列 決 定 法 で 実 施 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 DNA配 列 の 差 に 基 づ く 遺 伝 的 特 性 解 析 は 、 変 性 剤 を 含 む 場 合 も あ れ ば 含 ま な い 場 合 も あ
る ゲ ル 上 の DNA断 片 の 電 気 泳 動 移 動 度 の 変 化 を 検 出 す る こ と で 行 う こ と が で き る 。 小 さ な
配 列 の 欠 失 お よ び 挿 入 は 高 解 像 度 ゲ ル 電 気 泳 動 で 可 視 化 す る こ と が で き る 。 さ ま ざ ま な 配
列 の DNA断 片 は 、 変 性 ホ ル ム ア ミ ド 勾 配 ゲ ル で 区 別 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 異 な る D
NA断 片 の 移 動 度 は 、 特 定 の 溶 解 温 度 ま た は 部 分 溶 解 温 度 に し た が っ て ゲ ル 上 で 異 な る 位 置
に 遅 れ て 現 れ る （ 例 え ば Myers et al., Science, 230: 1242 (1985)を 参 照 ） 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 特 定 の 位 置 に お け る 配 列 の 変 化 も 、 ヌ ク レ ア ー ゼ （ 例 え ば RNase） 保 護 ア ッ セ イ 法 、 お
よ び S1保 護 法 、 ま た は 化 学 的 切 断 法 で 明 ら か に す る こ と が で き る （ 例 え ば Cotton et al.,
 Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 85: 4397-4401 (1985)） 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 し た が っ て 、 特 定 の DNA配 列 の 検 出 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 RNase保 護 、 化 学 的 切
断 、 直 接 DNA配 列 決 定 、 ま た は 制 限 酵 素 の 使 用 （ 例 え ば 制 限 酵 素 切 断 断 片 長 多 型 ； RFLP）
、 お よ び ゲ ノ ム DNAの サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ な ど の 方 法 で 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 よ り 従 来 型 の ゲ ル 電 気 泳 動 お よ び DNA配 列 決 定 に 加 え て 、 変 異 を イ ン サ イ チ ュ ー 解 析 で
検 出 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 遺 伝 子 に 変 異 ま た は 多 型 を 有 す る 細 胞 は 、 例 え ば 血 清 型 の 決 定 を 可 能 と す る さ
ま ざ ま な 手 法 に よ っ て DNAレ ベ ル で 検 出 す る こ と も で き る 。 例 え ば RT-PCRで 変 異 を 検 出 す
る こ と が で き る 。 例 え ば GeneScanな ど の 自 動 検 出 シ ス テ ム に よ る RT-PCRの 使 用 が 特 に 好 ま
し い 。 RNAま た は cDNAも 同 じ 目 的 で PCRま た は RT-PCRに 使 用 す る こ と が で き る 。 一 例 と し て
、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 に 相 補 的 な PCR用 プ ラ イ マ ー を 変 異 の 同 定 お よ
び 解 析 に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な プ ラ イ マ ー を 使 用 す る こ と で 、 個 体 か ら 単 離
さ れ た 遺 伝 子 を 増 幅 す る こ と が で き る （ 次 に 、 こ の よ う な 遺 伝 子 を 対 象 に 、 さ ま ざ ま な 手
法 で DNA配 列 を 明 ら か に す る ） 。 こ の よ う に し て DNA配 列 上 の 変 異 を 診 断 す る こ と が で き る
。
【 ０ １ ４ １ 】
　 本 発 明 は 、 個 体 か ら 単 離 さ れ た 、 ま た は 個 体 に 由 来 す る 試 料 を 対 象 に 、 配 列 表 に 記 載 さ
れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 レ ベ ル の 上 昇 を 決 定 す る 段
階 を 含 む 、 S. agalactiaeの 感 染 か ら 生 じ る 疾 患 を 診 断 す る 方 法 を 提 供 す る 。 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド の 配 列 は 、 例 え ば PCR、 RT-PCR、 RNase保 護 法 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 他 の ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 、 お よ び 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た ア レ イ な ど の 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
定 量 す る 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 の 任 意 の 1つ の 方 法 で 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー 、 本 発 明
の ベ ク タ ー で 遺 伝 子 工 学 的 手 法 で 作 製 さ れ た 宿 主 細 胞 、 お よ び 組 換 え 法 に よ る 本 発 明 の ポ
リ ペ プ チ ド の 産 生 に も 関 す る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 細 胞 に 遺 伝 子 工 学 的 手 法 で 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 取 り 込 ま せ て ポ リ ペ プ チ ド を 発
現 さ せ る こ と が で き る 。 宿 主 細 胞 へ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 導 入 は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 DEAEデ キ ス ト ラ ン を 用 い る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 ト ラ ン ス ベ ク シ ョ
ン 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 陽 イ オ ン 性 脂 質 介 在 型 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト
ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 形 質 導 入 、 ス ク レ ー プ ロ ー デ ィ ン グ 、 遺 伝 子 銃 に よ る 導 入 、 感 染 、 ま た
は 他 の 方 法 で 実 施 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 Davis et al., BASIC METHODS IN
 MOLECULAR BIOLOGY, (1986) and Sambrook et al., MOLECULAR CLONONG: A LABORATORY 
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MANUAL, 2 n d  Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (
1989)な ど の 多 く の 標 準 的 な 実 験 マ ニ ュ ア ル に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 細 胞 内 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド コ ン ス ト ラ ク ト を 従 来 の 方 法 で 使 用 し て 、 組 換 え 配 列 に コ ー
ド さ れ た 遺 伝 子 産 物 を 産 生 さ せ る こ と が で き る 。 あ る い は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 従 来
の ペ プ チ ド 合 成 装 置 で 合 成 的 に 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 成 熟 タ ン パ ク 質 は 、 哺 乳 類 細 胞 、 酵 母 、 細 菌 、 ま た は 他 の 細 胞 で 、 適 切 な プ ロ モ ー タ ー
の 制 御 下 で 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 無 細 胞 翻 訳 系 で 、 本 発 明 の DNAコ ン ス ト ラ ク ト に 由
来 す る RNAを 用 い て こ の よ う な タ ン パ ク 質 を 産 生 さ せ る こ と も で き る 。 原 核 生 物 お よ び 真
核 生 物 の 宿 主 に 使 用 さ れ る 適 切 な ク ロ ー ニ ン グ 用 お よ び 発 現 用 ベ ク タ ー は 、 Sambrook et 
al., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, 2nd Ed., Cold Spring Harbor Laborat
ory Press, Cold Spring Harbor. N.Y. (1989)に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 本 発 明 の こ の 局 面 で は 、 ベ ク タ ー は 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー 、 1本 鎖 も し く は 2本 鎖
の フ ァ ー ジ ベ ク タ ー 、 1本 鎖 も し く は 2本 鎖 の RNAも し く は DNAウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 1本 鎖 も
し く は 2本 鎖 の RNAも し く は DNAウ イ ル ス ベ ク タ ー の 場 合 が あ る 。 プ ラ ス ミ ド は 本 明 細 書 で
は 一 般 に 、 当 業 者 に 周 知 の 標 準 的 な 命 名 法 に 準 じ て 、 小 文 字 の pに 続 い て 、 お よ び /ま た は
大 文 字 お よ び /ま た は 数 字 が 続 く よ う に 表 さ れ る 。 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 出 発 分 子 と な る
プ ラ ス ミ ド は 市 販 さ れ て い る か 、 公 的 に 入 手 可 能 で あ る か 、 ま た は 入 手 可 能 な プ ラ ス ミ ド
を 元 に 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 周 知 の 公 開 さ れ た 手 順 の 常 用 の 応 用 法 で 構 築 す る こ と が で き
る 。 本 発 明 で 使 用 可 能 な 多 く の プ ラ ス ミ ド 、 な ら び に 他 の ク ロ ー ニ ン グ 用 お よ び 発 現 用 の
ベ ク タ ー は 周 知 で あ り 、 当 業 者 で あ れ ば 容 易 に 入 手 で き る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 好 ま し い ベ ク タ ー は 、 特 定 の 局 面 で は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド
の 発 現 用 ベ ク タ ー で あ る 。 一 般 に 、 こ の よ う な ベ ク タ ー は 、 発 現 対 象 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
に 動 作 可 能 に 連 結 さ れ た 、 宿 主 に お け る 発 現 に 有 効 な シ ス 作 用 性 の 制 御 領 域 を 含 む 。 適 切
な ト ラ ン ス 作 用 性 因 子 は 、 宿 主 に よ っ て 提 供 さ れ る か 、 相 補 性 ベ ク タ ー に よ っ て 提 供 さ れ
る か 、 ま た は 宿 主 へ の 導 入 時 に ベ ク タ ー そ の も の に よ っ て 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 こ の 点 に 関 し て 、 特 定 の 好 ま し い 態 様 で は 、 ベ ク タ ー は 特 異 的 な 発 現 を 可 能 と す る 。 特
異 的 な 発 現 は 、 誘 導 型 の 発 現 か 、 あ る 種 の 細 胞 の み に お け る 発 現 、 ま た は 誘 導 的 お よ び 細
胞 特 異 的 な 発 現 の 両 方 の 場 合 が あ る 。 特 に 好 ま し い 誘 導 型 ベ ク タ ー は 、 操 作 が 容 易 な 環 境
因 子 （ 温 度 や 栄 養 添 加 物 な ど ） に よ っ て 発 現 さ せ る た め に 誘 導 可 能 な ベ ク タ ー で あ る 。 原
核 生 物 お よ び 真 核 細 胞 に 用 い ら れ る 構 成 的 お よ び 誘 導 的 な 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 、 本 発 明 の
こ の 局 面 に 適 切 な さ ま ざ ま な ベ ク タ ー は 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 常 用 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 極 め て 多 様 な 発 現 ベ ク タ ー を 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る た め に 使 用 す る こ と が
で き る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー は 特 に 、 い ず れ も 本 発 明 の こ の 局 面 に お け る 発 現 に 使 用 す る
こ と が 可 能 な 、 染 色 体 、 エ ピ ソ ー ム 、 お よ び ウ イ ル ス 由 来 ベ ク タ ー 、 例 え ば 細 菌 の プ ラ ス
ミ ド に 由 来 す る ベ ク タ ー 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ に 由 来 す る ベ ク タ ー 、 ト ラ ン ス ポ ゾ ン に 由
来 す る ベ ク タ ー 、 酵 母 エ ピ ソ ー ム に 由 来 す る ベ ク タ ー 、 挿 入 配 列 に 由 来 す る ベ ク タ ー 、 酵
母 染 色 体 エ レ メ ン ト に 由 来 す る ベ ク タ ー 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス な ど の ウ イ ル ス に 由 来 す る ベ
ク タ ー 、 SV40な ど の パ ポ バ ウ イ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 鶏 痘 （ fowl
 pox） ウ イ ル ス 、 仮 性 狂 犬 病 ウ イ ル ス 、 お よ び レ ト ロ ウ イ ル ス 、 な ら び に コ ス ミ ド や フ ァ
ジ ミ ド な ど の プ ラ ス ミ ド お よ び バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の 遺 伝 的 エ レ メ ン ト に 由 来 す る ベ ク タ
ー な ど を 含 む 。 一 般 に 、 宿 主 で ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る た め の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 維 持
、 増 殖 、 発 現 に 適 切 な 任 意 の ベ ク タ ー を 、 こ の 点 に 関 す る 発 現 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 適 切 な DNA配 列 を ベ ク タ ー に 、 例 え ば Sambrook et al., MOLECULAR CLONING, A LABORAT
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ORY MANUAL, 2 n d  Ed.; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Ne
w York (1989)に 記 載 さ れ て い る 方 法 な ど の 、 さ ま ざ ま な 周 知 お よ び 常 用 の 任 意 の 手 法 で
挿 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 発 現 ベ ク タ ー の DNA配 列 は 例 え ば 、 mRNAの 転 写 を 誘 導 す る プ ロ モ ー タ ー を 含 む 適 切 な 発
現 制 御 配 列 と 動 作 可 能 に 連 結 さ れ る 。 こ の よ う な プ ロ モ ー タ ー の 代 表 例 に は 、 フ ァ ー ジ ラ
ム ダ の PLプ ロ モ ー タ ー 、 大 腸 菌 の lac、 trp、 お よ び tacプ ロ モ ー タ ー 、 SV40の 初 期 お よ び
後 期 プ ロ モ ー タ ー 、 な ら び に レ ト ロ ウ イ ル ス の LTRプ ロ モ ー タ ー が 含 ま れ る が こ れ ら に 限
定 さ れ な い 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 一 般 に 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト は 、 転 写 の 開 始 お よ び 終 結 に 関 与 す る 部 位 を 含 み 、 ま た 転 写
領 域 で は 、 翻 訳 に 関 与 す る リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 を 含 む 。 コ ン ス ト ラ ク ト で 発 現 さ れ る 成 熟
転 写 物 の コ ー ド 部 分 は 、 翻 訳 対 象 の ポ リ ペ プ チ ド の 末 端 に 適 切 に 位 置 す る 翻 訳 開 始 の AUG
、 ま た は GUGや UUGな ど の 他 の コ ド ン を 開 始 コ ド ン お よ び 終 結 コ ド ン に 含 む 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 ま た 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト は 、 発 現 を 調 節 な ら び に 誘 導 す る 制 御 領 域 を 含 む 場 合 が あ る 。
一 般 に 、 い く つ か の 広 く 実 施 さ れ て い る 手 順 で は 、 こ の よ う な 領 域 は 、 転 写 （ 転 写 因 子 、
リ プ レ ッ サ ー 結 合 部 位 、 お よ び 終 結 な ど ） を 制 御 す る こ と で 作 用 す る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 増 殖 用 お よ び 発 現 用 の ベ ク タ ー は 一 般 に 、 選 択 マ ー カ ー お よ び 、 例 え ば Sambrook et al
., MOLECULAR CLONONG、  A LABORATORY MANUAL, 2n d  Ed.; Cold Spring Harbor Laborato
ry Press, Cold Spring Harbor, New York (1989)に 記 載 さ れ た 領 域 な ど の 増 幅 領 域 を 含
む 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 ベ ク タ ー の 宿 主 と な る 適 切 な 細 胞 の 代 表 例 に は 、 連 鎖 球 菌 、 ブ ド ウ 球 菌 、 大 腸 菌 、 ス ト
レ プ ト マ イ セ ス 、 お よ び 枯 草 菌 細 胞 な ど の 細 菌 細 胞 ； 酵 母 細 胞 お よ び コ ウ ジ カ ビ 属 の 細 胞
な ど の 真 菌 細 胞 ； シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の S2細 胞 お よ び Spodopteraの Sf9細 胞 な ど の 昆 虫 細 胞
； CHO細 胞 、 COS細 胞 、 HeLa細 胞 、 C127細 胞 、 3T3細 胞 、 BHK細 胞 、 293細 胞 、 お よ び ボ ー ズ
メ ラ ノ ー マ 細 胞 な ど の 動 物 細 胞 ； な ら び に 植 物 細 胞 が あ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 市 販 さ れ て い る 以 下 の ベ ク タ ー を 例 と し て 紹 介 す る 。 細 菌 に お け る 使 用 に 好 ま し い ベ ク
タ ー に は 、 Qiagen社 か ら 入 手 可 能 な pQE70、 pQE60、 お よ び pQE-9、 Stratagene社 か ら 入 手
可 能 な pBSベ ク タ ー 、 Phagescriptベ ク タ ー 、 Bluescriptベ ク タ ー 、 pNH8A、 pNH16a、 pNH18
A、 pNH46A、 な ら び に Pharmacia社 か ら 入 手 可 能 な ptrc99a、 pKK223-3、 Pkk233-3、 pDR540
、 pRIT5、 お よ び pBR322（ ATCC 37017） な ど が あ る 。 好 ま し い 真 核 ベ ク タ ー に は 、 Stratag
ene社 か ら 入 手 可 能 な pWLNEO、 pSV2CAT、 pOG44、 PXT1、 お よ び pSG、 な ら び に Pharmacia社
か ら 入 手 可 能 な pSVK3、 pBPV、 pMSG、 お よ び pSVLな ど が あ る 。 こ れ ら の ベ ク タ ー は 、 本 発
明 の こ の 局 面 で 使 用 す る た め に 当 業 者 が 入 手 可 能 な 多 く の 市 販 の 周 知 の ベ ク タ ー の 説 明 目
的 で の み 列 挙 し た 。 当 然 の こ と な が ら 、 宿 主 に お け る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ
リ ペ プ チ ド の 例 え ば 導 入 、 維 持 、 増 殖 、 ま た は 発 現 に 適 し た 他 の 任 意 の プ ラ ス ミ ド ま た は
ベ ク タ ー を 本 発 明 の こ の 局 面 で 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 プ ロ モ ー タ ー 領 域 は 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ 「 CAT」 ）
転 写 単 位 な ど の プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 欠 く レ ポ ー タ ー 転 写 単 位 を 、 制 限 酵 素 切 断 部 位 す な わ
ち 候 補 プ ロ モ ー タ ー 断 片 （ プ ロ モ ー タ ー を 含 む 場 合 が あ る 断 片 ） の 導 入 部 位 の 下 流 に 含 む
ベ ク タ ー を 用 い て 任 意 の 所 望 の 遺 伝 子 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。 よ く 知 ら れ て い る よ う
に 、 cat遺 伝 子 の 上 流 の 制 限 酵 素 切 断 部 位 に お け る 、 プ ロ モ ー タ ー 含 有 断 片 の ベ ク タ ー へ
の 導 入 は 、 標 準 的 な CATア ッ セ イ 法 で 検 出 可 能 な CAT活 性 の 産 生 を 可 能 と す る 。 pKK232-8や
pCM7な ど の 、 こ の 目 的 に 適 し た ベ ク タ ー は 周 知 で あ り 容 易 に 入 手 で き る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 発 現 さ せ る た め の プ ロ モ ー タ ー は 、 周 知 か つ 容 易 に 入 手 可 能 な プ ロ モ ー タ ー
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を 含 む だ け で な く 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 用 い て 従 来 の 手 法 で 容 易 に 得 ら れ る プ ロ モ ー タ ー
も 含 む 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 切 な 既 知 の 原 核 生 物 プ ロ モ ー
タ ー は 、 大 腸 菌 の lacIお よ び lacZの プ ロ モ ー タ ー 、 T3お よ び T7プ ロ モ ー タ ー 、 gptプ ロ モ
ー タ ー 、 ラ ム ダ の PR、 PLプ ロ モ ー タ ー 、 な ら び に trpプ ロ モ ー タ ー で あ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 こ の 点 に 適 し た 既 知 の 真 核 生 物 プ ロ モ ー タ ー は 、 CMVの 極 初 期 プ ロ モ ー タ ー 、 HSVチ ミ ジ
ン キ ナ ー ゼ の プ ロ モ ー タ ー 、 SV40の 初 期 お よ び 後 期 プ ロ モ ー タ ー 、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス 「
（ RSV） 」 な ど の レ ト ロ ウ イ ル ス の LTRの プ ロ モ ー タ ー 、 な ら び に マ ウ ス の メ タ ロ チ オ ネ イ
ン -Iプ ロ モ ー タ ー な ど の メ タ ロ チ オ ネ イ ン プ ロ モ ー タ ー で あ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 例 え ば 、 複 製 起 点 、 下 流 の 構 造 配 列 の 転 写 を 誘 導 す る 高 度 に 発 現
さ れ る 遺 伝 子 に 好 ま し く は 由 来 す る プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び ベ ク タ ー へ の 曝 露 後 に 、 ベ ク タ
ー を 含 む 細 胞 の 単 離 を 可 能 と す る 選 択 マ ー カ ー を 含 む 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 異 種 構 造 配 列 を コ ー ド す る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 一 般 に
、 発 現 用 の プ ロ モ ー タ ー に 使 用 可 能 に 連 結 さ れ る よ う に 、 標 準 的 な 手 段 で ベ ク タ ー に 挿 入
さ れ る 。 こ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 転 写 開 始 部 位 が 、 発 現 対 象 ポ リ ペ プ チ ド の 翻 訳
を 開 始 す る AUGの 5'側 に 来 る よ う に 位 置 さ せ る 。 一 般 に 、 開 始 コ ド ン （ 通 常 は AUG） か ら 始
ま る 他 の 読 み 枠 は 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 と 開 始 コ ド ン の 間 に は な い 。 ま た 一 般 に 、 ポ リ ペ
プ チ ド の 末 端 に 翻 訳 停 止 コ ド ン が 位 置 し 、 真 核 宿 主 に お け る 使 用 の た め に ポ リ ア デ ニ ル 化
シ グ ナ ル が コ ン ス ト ラ ク ト 内 に 位 置 す る 。 転 写 さ れ る 領 域 の 3'端 に 適 切 に 配 置 さ れ る 転 写
終 結 シ グ ナ ル は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド コ ン ス ト ラ ク ト に 含 ま れ る 場 合 が あ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 翻 訳 さ れ た タ ン パ ク 質 の 、 小 胞 体 の 内 腔 へ の 、 細 胞 膜 周 辺 腔 へ の 、 ま た は 細 胞 外 環 境 へ
の 分 泌 の た め に 、 適 切 な 分 泌 シ グ ナ ル を 、 発 現 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 組 み 入 れ る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 こ の よ う な シ グ ナ ル は 、 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 内 因 的 な 場 合 が あ る ほ か 、 異 種 シ グ ナ ル
で あ る 場 合 が あ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド は 、 融 合 タ ン パ ク 質 の よ う な 修 飾 型 と し て 発 現 さ れ る 場 合 が あ り 、 ま た 分
泌 シ グ ナ ル だ け で な く 、 異 種 の 他 の 機 能 性 領 域 を 含 む 場 合 も あ る 。 し た が っ て 例 え ば 、 追
加 的 な ア ミ ノ 酸 （ 特 に 荷 電 ア ミ ノ 酸 ） の 領 域 を 、 精 製 時 ま た は 後 の 処 理 お よ び 保 存 時 に お
け る 、 宿 主 細 胞 内 に お け る 安 定 性 お よ び 維 持 を 改 善 す る た め に 、 ポ リ ペ プ チ ド の N末 端 ま
た は C末 端 に 追 加 す る こ と が で き る 。 ま た 精 製 を 容 易 に す る 領 域 を ポ リ ペ プ チ ド に 追 加 す
る こ と が で き る 。 こ の よ う な 領 域 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 最 終 的 な 調 製 に 先 立 ち 除 去 す る こ と
が で き る 。 分 泌 ま た は 排 出 を 可 能 と す る こ と の 、 安 定 性 を 改 善 す る こ と 、 ま た は 精 製 を 促
進 す る こ と な ど を 目 的 と し た 、 ペ プ チ ド 部 分 の ポ リ ペ プ チ ド へ の 付 加 は 、 当 技 術 分 野 に お
け る 周 知 か つ 常 用 の 手 法 で あ る 。 好 ま し い 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 化 ま た
は 精 製 に 有 用 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 由 来 す る 異 種 領 域 を 含 む 。 例 え ば EP-A-O 464 533（ カ ナ
ダ 特 許 で は 2045869に 相 当 ） は 、 別 の タ ン パ ク 質 ま た は こ の 一 部 と 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の
定 常 領 域 の さ ま ざ ま な 部 分 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 に つ い て 開 示 し て い る 。 拮 抗 物 質 を 同 定
す る 薬 剤 開 発 で は 例 え ば 、 高 処 理 能 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 法 を 実 施 す る 目 的 で 、 タ ン パ
ク 質 が 抗 体 の Fc部 分 と 融 合 さ れ て い る 。 こ れ に つ い て は D. Bennett et al., Journal of 
Molecular Recognition, Vol.8, 52-58 (1995) and K. Johanson et al., The Journal o
f Biological Chemistry, Vol.270, No.16、  pp 9459-9471 (1995)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 細 胞 は 典 型 的 に は 後 に 遠 心 し て 回 収 し 、 物 理 的 ま た は 化 学 的 な 手 段 で 破 壊 し 、 結 果 と し
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て 得 ら れ る 粗 抽 出 物 を 後 の 精 製 用 に 保 持 す る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 タ ン パ ク 質 の 発 現 に 使 用 さ れ る 微 生 物 細 胞 は 、 凍 結 融 解 サ イ ク リ ン グ 、 超 音 波 処 理 、 機
械 的 破 壊 、 ま た は 細 胞 溶 解 剤 の 使 用 を 含 む 従 来 の 任 意 の 方 法 で 破 壊 す る こ と が で き る 。 こ
れ ら の 方 法 は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 哺 乳 類 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 複 製 起 点 、 適 切 な プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び エ ン ハ ン サ ー な ど の
発 現 配 列 を 含 む 場 合 が あ り 、 ま た 任 意 の 必 要 な リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 領 域
、 ス プ ラ イ シ ン グ の ド ナ ー お よ び ア ク セ プ タ ー 部 位 、 転 写 終 結 配 列 、 な ら び に 発 現 に 有 用
ま た は 必 要 な 5'隣 接 非 転 写 配 列 も 含 む 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム ま た は エ タ ノ ー ル 沈 殿 、 酸 抽 出 、 陰 イ オ ン ま た は 陽
イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ホ ス ホ セ ル ロ ー ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 的 相 互 作 用
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 、 お よ び レ ク チ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 周 知 の 方 法 で 、 組 換 え 細 胞 培 養 物
か ら 回 収 お よ び 精 製 す る こ と が で き る 。 最 も 好 ま し く は 、 高 処 理 能 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー で 精 製 を 行 う 。 単 離 お よ び /ま た は 精 製 時 に ポ リ ペ プ チ ド が 変 性 す る 場 合 に は 、 タ ン パ
ク 質 を 再 び 折 り た た む 周 知 の 手 法 で 活 性 構 造 を 再 生 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 化 学 合 成 で 、 な ら び に 生 物 工 学 的 な 手 段 で 作 製 す る こ と が で
き る 。 後 者 は 、 当 業 者 に 周 知 の 条 件 に お け る 、 本 発 明 の 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー に よ る 宿 主 細
胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ま た は 形 質 転 換 、 な ら び に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 宿 主 細 胞 ま
た は 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 の 培 養 を 含 む 。 こ の よ う な 作 製 法 は 、 作 製 対 象 の ポ リ ペ プ チ
ド を 精 製 ま た は 単 離 す る こ と を 目 的 と し た 精 製 段 階 を 含 む 場 合 も あ る 。 好 ま し い 態 様 で は
、 こ の よ う な ベ ク タ ー は 本 発 明 の ベ ク タ ー で あ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 別 の 局 面 で は 本 発 明 は 、 本 発 明 の 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド 、 誘 導 体 、 ま た は こ の 断 片 に 対 す
る 抗 体 に 関 す る 。 本 発 明 は 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 キ メ
ラ 抗 体 、 1本 鎖 抗 体 、 お よ び ヒ ト 化 抗 体 、 な ら び に Fab断 片 、 ま た は Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ ー
の 産 物 を 含 む 。 抗 体 が キ メ ラ の 場 合 が あ る こ と 、 す な わ ち 異 な る 部 分 が 異 な る 種 に 由 来 す
る こ と 、 ま た は 少 な く と も 個 々 の 配 列 が 異 な る 種 に 由 来 す る 可 能 性 が あ る こ と は 本 発 明 に
含 ま れ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 本 発 明 の 配 列 に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 動 物 へ の 直 接 注
入 に よ っ て 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 動 物 （ 好 ま し く は 非 ヒ ト ） に 投 与 す る こ と で 得 ら れ る
。 こ の よ う に し て 得 ら れ た 抗 体 は 後 に 、 対 象 ポ リ ペ プ チ ド そ の も の と 結 合 す る 。 こ の よ う
に し て 、 ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 の み を コ ー ド す る 配 列 で あ っ て も 、 天 然 の ポ リ ペ プ チ ド 全 体
と 結 合 す る 抗 体 の 作 製 に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 抗 体 は 後 に 、 こ の よ う な ポ リ
ペ プ チ ド を 発 現 す る 組 織 に 由 来 す る ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る
。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 に 関 し て は 、 細 胞 系 列 の 連 続 培 養 に よ っ て 産 生 さ れ る 抗 体 を
提 供 す る 当 技 術 分 野 で 周 知 の 任 意 の 手 法 を 使 用 す る こ と が で き る 。 例 に は 、 Kohler, G. a
nd Milstein, C., Nature 256: 495-497 (1975); Kozbor et al., Immunology Today 4: 
72 (1983); Cole et al., pg.77-96 in MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, Al
an R. Liss, Inc. (1985); U.S. Patent No. 5,545,403; U.S. Patent No. 5,545,405; U
.S. Patent No. 5,654,403; U.S. Patent No. 5,792,838; U.S. Patent No. 5,316,938; 
U.S. Patent No. 5,633,162; U.S. Patent No. 5,644,036; U.S. Patent No. 5,858,725
に 記 載 さ れ て い る 手 法 な ど の 多 様 な 手 法 が あ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
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　 1本 鎖 抗 体 の 作 製 に 関 し て 記 載 さ れ て い る 手 法 （ U.S. Patent No. 4,946,778） を 、 本 発
明 の 免 疫 原 性 ポ リ ペ プ チ ド 産 物 に 対 す る 1本 鎖 抗 体 を 産 生 さ せ る た め に 応 用 す る こ と が で
き る 。 ま た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 、 ま た は 他 の 哺 乳 類 な ど の 他 の 生 物 を 使 用 し て 、 本
発 明 の 免 疫 原 性 ポ リ ペ プ チ ド 産 物 に 対 す る ヒ ト 化 抗 体 を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 あ る い は フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 で 、 抗 Fabの 保 持 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ た ヒ ト
に 由 来 す る PCRで 増 幅 さ れ た リ ン パ 球 の v-遺 伝 子 の レ パ ー ト リ ー か 、 ま た は 未 感 作 ラ イ ブ
ラ リ ー の い ず れ か に 由 来 す る ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 結 合 活 性 を 有 す る 抗 体 遺 伝 子 を 選 択 す
る こ と が で き る （ McCafferty, J. et al., (1990), Nature 348, 552-554; Marks, J. et
 al., (1992) Biotechnology 10, 779-783） 。 こ れ ら の 抗 体 の 親 和 性 は 、 鎖 の シ ャ ッ フ リ
ン グ に よ っ て 改 善 す る こ と も で き る （ Clackson, T. et al., (1991) Nature 352, 624-62
8） 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 2つ の 抗 原 結 合 ド メ イ ン が 存 在 す る と 想 定 す る と 、 個 々 の ド メ イ ン は 、 異 な る エ ピ ト ー
プ に 対 応 す る 場 合 が あ る （ 「 二 重 特 異 性 」 抗 体 と 呼 ば れ る ） 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 上 述 の 抗 体 を 用 い て ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る ク ロ ー ン を 単 離 ま た は 同 定 す る こ と が で き
る ほ か 、 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 単 離 お よ び /ま た は 精 製 を 目 的 と し た 抗
体 の 固 相 支 持 体 へ の 結 合 に よ っ て 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 し た が っ て 特 に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 用 い て 、 感 染 （ 特 に 細 菌 感 染 、
ま た 特 に S. agalactiaeの 感 染 ） を 阻 害 お よ び /ま た は 治 療 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 誘 導 体 は 、 本 発 明 の 特 定 の 局 面 を 形 成 す る 抗 原 的 に 、 エ ピ ト ー プ 的 に 、 ま
た は 免 疫 学 的 に 等 価 な 誘 導 体 を 含 む 。 本 明 細 書 で 用 い る 「 抗 原 的 に 等 価 の 誘 導 体 」 と い う
表 現 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 対 し 、 病 原 体 と 哺 乳 類 宿 主 間 の 直 接 的
な 物 理 的 相 互 作 用 に 干 渉 す る 特 定 の 抗 体 に よ っ て 特 異 的 に 認 識 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ま た は
こ の 等 価 物 を 含 む 。 本 明 細 書 で 用 い る 「 免 疫 学 的 に 等 価 の 誘 導 体 」 と い う 表 現 は 、 脊 椎 動
物 で 、 病 原 体 と 哺 乳 類 宿 主 間 の 直 接 的 な 物 理 的 相 互 作 用 に 干 渉 す る よ う に 作 用 す る 抗 体 を
生 じ る 適 切 な 剤 形 で 使 用 さ れ る ペ プ チ ド ま た は こ の 等 価 物 を 含 む 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 抗 原 的 も し く は 免 疫 学 的 に 等 価 の 誘 導 体 な ど の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は こ の 融 合 タ ン パ ク
質 は 、 マ ウ ス ま た は ラ ッ ト や ニ ワ ト リ な ど の 他 の 動 物 を 免 疫 化 す る た め の 抗 原 と し て 使 用
す る こ と が で き る 。 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 ポ リ ペ プ チ ド に 安 定 性 を も た ら す 場 合 が あ る 。 抗
原 は 例 え ば 、 免 疫 原 性 担 体 タ ン パ ク 質 、 例 え ば ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） 、 ま た は キ ー
ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン （ KLH） と コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン に よ っ て 連 結 さ せ る こ と が
で き る 。 あ る い は 、 複 数 の コ ピ ー の タ ン パ ク 質 も し く は ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 抗 原 的
も し く は 免 疫 学 的 に 等 価 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 多 数 の 抗 原 ペ プ チ ド は 、 免 疫 原 性 を 改 善 し
て 担 体 の 使 用 を 回 避 す る よ う に 十 分 な 抗 原 性 を 有 す る 場 合 が あ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 好 ま し く は 、 抗 体 ま た は こ の 誘 導 体 は 、 個 体 に お け る 免 疫 原 性 を 低 下 さ せ る よ う に 修 飾
さ れ る 。 例 え ば 個 体 が ヒ ト の 場 合 、 抗 体 は 最 も 好 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 由 来 抗 体 の 相
補 性 決 定 領 域 が 、 例 え ば Jones, P. et al., (1986), Nature 321, 522-525 or Tempest a
t al., (1991) Biotechnology 9, 266-273に 記 載 さ れ た 手 順 で 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
に 移 植 さ れ る よ う に 「 ヒ ト 化 」 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 遺 伝 的 免 疫 化 （ genetic immunization） に お け る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 に は
好 ま し く は 、 プ ラ ス ミ ド DNAの 筋 肉 へ の 直 接 注 入 （ Wolff et al., (1992) Hum. Mol. Gene
t. 1, 363; Manthorpe et al., (1963) Hum. Gene Ther. 4, 419） 、 特 定 の タ ン パ ク 質 担
体 と 複 合 体 を 形 成 し た DNAの 導 入 （ Wu et al., (1989) J Biol. Chem. 264, 16985） 、 DNA
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と リ ン 酸 カ ル シ ウ ム の 共 沈 殿 （ Benvenisty & Reshef (1986) PNAS 83, 9551） 、 さ ま ざ ま
な 形 状 の リ ポ ソ ー ム へ の DNAの 封 入 （ Kaneda et al., (1989) Science 243, 375） 、 粒 子
衝 撃 法 （ Tang et al., (1992) Nature 356, 152; Eisenbraun et al., (1993) DNA Cell.
 Biol. 12, 791） 、 お よ び ク ロ ー ン 化 さ れ た レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い る イ ン ビ ボ 感
染 （ Seeger et al., (1984) PNAS 81, 5849） な ど の 適 切 な 導 入 法 を 利 用 す る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 別 の 局 面 で は 本 発 明 は 、 本 発 明 の 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る ペ プ チ ド 、 お よ び こ の
よ う な ペ プ チ ド の 作 製 法 に 関 す る 。 ペ プ チ ド の 作 製 法 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 を
特 徴 と し 、 基 本 的 な 段 階 は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 こ の よ う な ペ プ チ ド は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ や リ ボ ソ ー ム デ ィ ス プ レ イ な ど の 従 来 技
術 の 方 法 で 作 製 す る こ と が で き る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ の 場 合 は 基 本 的 に は 、 フ ァ ー ジ
の 形 状 を し た ペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 し 、 標 的 分 子 （ こ の 場 合 は 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド ） を ラ イ ブ ラ リ ー に 接 触 さ せ る 。 標 的 分 子 と 結 合 す る ペ プ チ ド を 次 に 、 好 ま し く は 標
的 分 子 と の 複 合 体 と し て 個 々 の 反 応 物 か ら 除 く 。 結 合 特 性 が 、 塩 濃 度 ほ か の 特 別 に 設 け ら
れ る 実 験 条 件 に 少 な く と も あ る 程 度 は 依 存 す る こ と は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 高 親 和 性 す な
わ ち 大 き な 力 で 標 的 分 子 と 結 合 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 ラ イ ブ ラ リ ー の 非 結 合 要 素 と 分
離 し た 後 に 、 ま た 任 意 選 択 で 標 的 分 子 と ペ プ チ ド の 複 合 体 か ら 標 的 分 子 を 除 去 し た 後 に も
、 個 々 の ペ プ チ ド の 特 徴 を 続 い て 明 ら か に す る こ と が で き る 。 任 意 選 択 で 、 特 製 解 析 に 先
立 ち 、 例 え ば ペ プ チ ド を コ ー ド す る フ ァ ー ジ を 増 幅 さ せ る な ど し て 増 幅 段 階 を 実 施 す る 。
特 製 解 析 に は 好 ま し く は 、 標 的 結 合 ペ プ チ ド の 配 列 決 定 な ど が あ る 。 し か し 基 本 的 に は 、
ペ プ チ ド は 長 さ で 制 限 さ れ ず 、 好 ま し く は 約 8～ 20ア ミ ノ 酸 の 長 さ の ペ プ チ ド が 好 ま し く
は 個 々 の 方 法 で 得 ら れ る 。 ラ イ ブ ラ リ ー の 大 き さ は 約 10 1 2 ～ 10 1 8 、 好 ま し く は 10 8 ～ 10 1 5

の 異 な る ペ プ チ ド で あ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 標 的 結 合 ポ リ ペ プ チ ド の 特 定 の 形 状 は 、 い わ ゆ る 「 anticaline」 で あ る 。 こ れ は 特 に ド
イ ツ 特 許 出 願 DE 197 42 706に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 別 の 局 面 で は 本 発 明 は 、 任 意 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 機 能 性 核 酸 、 お よ
び こ の よ う な 機 能 性 核 酸 の 作 製 法 に 関 す る （ 作 製 法 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 を 特
徴 と し 、 基 本 的 な 段 階 は 当 業 者 に 周 知 で あ る ） 。 機 能 性 核 酸 は 好 ま し く は ア プ タ マ ー お よ
び シ ュ ピ ー ゲ ル マ ー で あ る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 ア プ タ マ ー は 1本 鎖 ま た は 2本 鎖 の い ず れ か で あ り 、 標 的 分 子 と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る D-
核 酸 で あ る 。 ア プ タ マ ー の 作 製 ま た は 選 択 は 、 例 え ば 欧 州 特 許 EP 0 533 838に 記 載 さ れ て
い る 。 基 本 的 に は 、 以 下 の 段 階 を 実 施 す る 。 最 初 に 核 酸 の 混 合 物 、 す な わ ち 潜 在 的 な ア プ
タ マ ー を 提 供 す る （ 個 々 の 核 酸 は 典 型 的 に は 、 複 数 の 、 好 ま し く は 少 な く と も 8つ の 続 く
ラ ン ダ ム ヌ ク レ オ チ ド の セ グ メ ン ト を 含 む ） 。 次 に こ の 混 合 物 に 標 的 分 子 を 接 触 さ せ る 。
核 酸 は 、 候 補 混 合 物 と 比 較 し て 、 標 的 に 対 す る 高 親 和 性 に 基 づ い て 、 ま た は こ れ に 対 す る
よ り 強 い 力 に 基 づ い て 標 的 分 子 と 結 合 す る 。 次 に 結 合 核 酸 を 混 合 物 の 残 分 と 分 離 す る 。 任
意 選 択 で 、 こ の よ う に し て 得 ら れ た 核 酸 を 例 え ば ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 で 増 幅 す る 。 こ れ
ら の 段 階 を 、 標 的 と 特 異 的 に 結 合 す る 核 酸 の 比 率 が 高 い 混 合 物 が 最 終 的 に 得 ら れ る ま で 複
数 回 繰 返 す こ と が で き る （ こ れ か ら 、 最 終 的 な 結 合 核 酸 を 次 に 任 意 選 択 で 選 択 す る ） 。 こ
の よ う な 特 異 的 に 結 合 す る 核 酸 が ア プ タ マ ー と 呼 ば れ る 。 個 々 の 核 酸 の 混 合 物 の ア プ タ マ
ー 試 料 を 生 成 ま た は 同 定 す る 方 法 の 任 意 の 段 階 に お い て 、 そ の 配 列 を 標 準 的 な 手 段 で 決 定
可 能 な こ と は 明 ら か で あ る 。 ア プ タ マ ー が 例 え ば 、 ア プ タ マ ー 生 成 の 技 術 分 野 の 当 業 者 に
周 知 の 特 定 の 官 能 基 の 導 入 な ど に よ っ て 安 定 化 可 能 で あ る こ と は 本 発 明 に 含 ま れ る 。 こ の
よ う な 修 飾 は 例 え ば 、 ヌ ク レ オ チ ド の 糖 部 分 の 2'位 に お け る ア ミ ノ 酸 基 の 導 入 に 存 在 す る
場 合 が あ る 。 ア プ タ マ ー は 現 在 、 治 療 薬 と し て 使 用 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 こ の よ う
に 選 択 ま た は 生 成 さ れ た ア プ タ マ ー を 標 的 の 検 証 に 、 お よ び /ま た は 薬 物 （ 好 ま し く は 小
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分 子 を 元 に し た 薬 物 ） 開 発 用 の リ ー ド 物 質 と し て 使 用 可 能 な こ と も 本 発 明 に 含 ま れ る 。 こ
れ は 実 際 に は 、 標 的 分 子 と ア プ タ マ ー と の 間 の 特 異 的 な 相 互 作 用 が 、 標 的 と ア プ タ マ ー と
の 複 合 体 か ら ア プ タ マ ー を 置 換 す る こ と に 伴 い 、 個 々 の 薬 剤 候 補 が 、 標 的 と ア プ タ マ ー と
の 相 互 作 用 の 特 異 的 な 阻 害 を 可 能 と し 、 こ の と き 相 互 作 用 が 特 異 的 な 場 合 に は 、 候 補 薬 剤
が 少 な く と も 原 理 的 に は 、 標 的 を 阻 害 す る の に 、 ひ い て は そ の よ う な 標 的 を 含 む 個 々 の 系
に お け る そ の 生 物 学 的 利 用 能 ま た は 活 性 を 低 下 さ せ る の に 適 し て い る と 想 定 さ れ る 候 補 薬
剤 に よ っ て 阻 害 さ れ る 競 合 ア ッ セ イ 法 で 行 わ れ る 。 次 に 、 こ の よ う に し て 得 ら れ た 小 分 子
を 対 象 に 、 さ ら に 誘 導 体 化 お よ び 修 飾 を 行 い 、 物 理 的 、 化 学 的 、 生 物 学 的 、 お よ び /ま た
は （ 毒 性 、 特 異 性 、 生 分 解 性 、 お よ び 生 物 学 的 利 用 能 な ど の ） 医 学 的 な 特 徴 を 最 適 化 す る
。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 シ ュ ピ ー ゲ ル マ ー と 、 こ の 生 成 ま た は 作 製 は 類 似 の 原 理 に 基 づ く 。 シ ュ ピ ー ゲ ル マ ー の
作 製 は WO 98/08856に 記 載 さ れ て い る 。 シ ュ ピ ー ゲ ル マ ー は L-核 酸 で あ る 。 つ ま り シ ュ ピ
ー ゲ ル マ ー は 、 ア プ タ マ ー が D-ヌ ク レ オ チ ド か ら 構 成 さ れ る の と は 異 な り L-ヌ ク レ オ チ ド
か ら な る 。 シ ュ ピ ー ゲ ル マ ー は 、 生 物 系 で 極 め て 高 い 安 定 性 を 有 す る こ と 、 ま た ア プ タ マ
ー と 同 等 に 、 対 象 と な る 標 的 分 子 に 対 し て 特 異 的 に 相 互 作 用 す る こ と を 特 徴 と す る 。 シ ュ
ピ ー ゲ ル マ ー が 生 成 す る 過 程 で D-核 酸 の 非 均 質 な 集 団 が 作 ら れ 、 こ の 集 団 に 、 標 的 分 子 の
光 学 対 掌 体 （ こ の 場 合 は 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 天 然 の L-エ ナ ン チ オ マ ー の D-エ
ナ ン チ オ マ ー ） を 接 触 さ せ る 。 次 に 、 標 的 分 子 の 光 学 対 掌 体 と 相 互 作 用 し な い D-核 酸 を 分
離 す る 。 し か し 、 標 的 分 子 の 光 学 対 掌 体 と 相 互 作 用 す る D-核 酸 は 分 離 さ れ 、 任 意 選 択 で 決
定 さ れ 、 お よ び /ま た は 配 列 が 決 定 さ れ 、 続 い て 対 応 す る L-核 酸 が 、 D-核 酸 か ら 得 ら れ た
核 酸 配 列 情 報 を 元 に 合 成 さ れ る 。 標 的 分 子 の 光 学 対 掌 体 と 相 互 作 用 す る 前 述 の D-核 酸 と 、
配 列 に 関 し て 同 一 な こ れ ら の L-核 酸 は 、 そ の 光 学 対 掌 体 と で は な く 、 天 然 の 標 的 分 子 と 特
異 的 に 相 互 作 用 す る 。 ア プ タ マ ー 生 成 法 と 類 似 し て 、 さ ま ざ ま な 段 階 を 複 数 回 繰 返 す こ と
で 、 標 的 分 子 の 光 学 対 掌 体 と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る 核 酸 を 濃 縮 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 別 の 局 面 で は 本 発 明 は 、 本 発 明 の 任 意 の 核 酸 分 子 と 相 互 作 用 す る 機 能 性 核 酸 、 お よ び こ
の よ う な 機 能 性 核 酸 の 作 製 法 に 関 す る （ こ の 方 法 は 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 お よ び こ れ ら の 個
々 の 配 列 の 使 用 、 お よ び 当 業 者 に 周 知 の 基 本 的 な 段 階 を 特 徴 と す る ） 。 機 能 性 核 酸 は 好 ま
し く は 、 リ ボ ザ イ ム 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び siRNAで あ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 リ ボ ザ イ ム は 触 媒 活 性 の あ る 核 酸 で あ り 、 好 ま し く は RNAか ら な り 、 基 本 的 に 2つ の 部 分
を 含 む 。 第 1の 部 分 は 触 媒 活 性 を 示 し 、 第 2の 部 分 は 標 的 核 酸 （ こ の 場 合 は 、 本 発 明 の ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 ） と の 特 異 的 な 相 互 作 用 に 関 与 す る 。 標 的 核 酸 と リ ボ ザ イ ム の
第 2の 部 分 と の 相 互 作 用 に 伴 い 、 典 型 的 に は 、 2つ の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 鎖 上 の 本 質 的 に 相 補
的 な 連 続 塩 基 に お け る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ワ ト ソ ン -ク リ ッ ク 塩 基 対 形 成 に よ
っ て 触 媒 活 性 部 分 が 活 性 化 さ れ る 場 合 が あ る （ つ ま り 、 リ ボ ザ イ ム の 触 媒 活 性 が ホ ス ホ ジ
エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 の 場 合 は 、 分 子 内 ま た は 分 子 間 に 標 的 核 酸 を 触 媒 す る こ と に な る ） 。 次
に 、 最 終 的 に 標 的 核 酸 な ら び に 標 的 核 酸 に 由 来 す る タ ン パ ク 質 の 分 解 に 至 る 、 標 的 核 酸 の
さ ら な る 分 解 が 起 こ る 可 能 性 が あ る 。 リ ボ ザ イ ム 、 リ ボ ザ イ ム の 使 用 法 、 お よ び 設 計 原 理
は 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 例 え ば Dohertyお よ び Doudna（ (2001) Ribozyme structures and 
mechanism. Annu. Rev. Biophys. Biomolstruct. 30, 457-475） 、 な ら び に Lewinお よ び H
auswirth（ Ribozyme Gene Therapy: Applications for molecular medicine. 2001, 7: 2
21-8） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 薬 物 製 造 用 の 、 ま た は 診 断 薬 と し て の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 活 性 お よ び 設
計 は そ れ ぞ れ 類 似 の 作 用 機 序 に 基 づ く 。 基 本 的 に ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 塩
基 相 補 性 を 元 に 、 標 的 RNA（ 好 ま し く は mRNA） と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る の で RNase Hを 活 性 化
す る 。 RNase Hは 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル お よ び ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 結 合 DNAの 両 方 に よ っ て 活
性 化 さ れ る 。 し か し 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 で 結 合 さ れ た DNAは 、 細 胞 ヌ ク レ ア ー ゼ に よ
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っ て 容 易 に 分 解 さ れ る （ 例 外 は ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 結 合 DNA） 。 こ の よ う な 耐 性 を も つ 非
天 然 の DNA誘 導 体 は 、 RNAと の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 時 に RNase Hを 阻 害 し な い 。 言 い 替
え る と ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 DNA-RNAハ イ ブ リ ッ ド 複 合 体 と し て の み 有 効 で
あ る 。 こ の 種 類 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 例 は 特 に 、 米 国 特 許 US 5,849,902お
よ び US 5,989,912に 記 載 さ れ て い る 。 言 い 替 え る と 、 個 々 の 核 酸 配 列 が 原 理 的 に 推 定 さ れ
る 標 的 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る 標 的 分 子 の 核 酸 配 列 （ こ の 場 合 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に
対 す る 核 酸 分 子 ） を 元 に 、 ま た は 核 酸 配 列 （ 特 に mRNA） を 明 ら か に す る こ と で 、 適 切 な ア
ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 塩 基 相 補 性 の 原 理 に 基 づ い て 設 計 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 特 に 好 ま し い の は 、 短 い ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト DNA（ 3～ 9塩 基 ） の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド で あ る 。 最 小 3残 基 の DNA塩 基 が 、 細 菌 の RNase Hに 活 性 化 に 必 要 で あ り 、 最 小 5
塩 基 が 、 哺 乳 類 の RNase Hの 活 性 化 に 必 要 で あ る 。 こ の よ う な キ メ ラ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
で は 、 RNase Hの 基 質 を 形 成 し な い 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 「 ア ー ム 」 の ハ イ ブ リ ッ ド
の 形 成 に よ っ て 隣 接 す る 、 RNase Hの 基 質 を 形 成 す る 中 心 領 域 が 存 在 す る 。 キ メ ラ オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 ア ー ム は 、 2'-O-メ チ ル や 2'-フ ル オ ロ な ど に よ っ て 修 飾
す る こ と が で き る 。 別 の 方 法 で は 、 ア ー ム 中 に メ チ ル ホ ス ホ ン 酸 ま た は ホ ス ホ ラ ミ デ ー ト
結 合 が 用 い ら れ て い る 。 本 発 明 の 実 施 に 有 用 な ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 別 の 態
様 は 、 P-メ ト キ シ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 部 分 P-メ ト キ シ オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド
、 ま た は P-メ ト キ シ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 本 発 明 で 特 に 重 要 で 有 用 な 点 は 、 上 記 2つ の 米 国 特 許 で 説 明 さ れ て い る ア ン チ セ ン ス オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 こ の よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 天 然 の 5'3'-連 結 ヌ ク レ オ チ
ド を 含 ま な い 。 む し ろ こ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 2種 類 の タ イ プ の ヌ ク レ オ チ ド を 有 す
る 。 1つ は RNase Hを 活 性 化 す る 2'-デ オ キ シ ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト で あ り 、 も う 1つ は RNase 
Hを 活 性 化 し な い 2'-修 飾 ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 2'-修 飾 ヌ ク レ オ チ ド 間 の 連 結 は 、 ホ ス ホ
ジ エ ス テ ル 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ま た は P-エ ト キ シ ホ ス ホ ジ エ ス テ ル の 場 合 が あ る 。 RN
ase Hの 活 性 化 は 、 3～ 5個 の 2'-デ オ キ シ ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト ヌ ク レ オ チ ド （ 細 菌 の RNase 
Hの 活 性 化 ） 、 お よ び 5～ 10個 の 2'-デ オ キ シ ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト ヌ ク レ オ チ ド （ 真 核 生 物
、 特 に 哺 乳 類 の RNase Hの 活 性 化 ） を 含 む 連 続 的 な RNase H活 性 化 領 域 に よ っ て 達 成 さ れ る
。 分 解 は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 耐 性 の 高 い 5'お よ び 3'の 末 端 塩 基 を 作 製 す る こ と で 、 ま た 任 意 選
択 で 3'末 端 に ブ ロ ッ キ ン グ 基 を 配 置 さ せ る こ と に よ っ て 保 護 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 具 体 的 に は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 5'端 お よ び 3'端 を 、 ま た 2'-修 飾 型 ホ
ス ホ ジ エ ス テ ル ヌ ク レ オ チ ド お よ び 2'-修 飾 型 P-ア ル キ ル オ キ シ ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル ヌ ク
レ オ チ ド か ら な る 群 よ り 独 立 に 選 択 さ れ る 11～ 59個 の 5'3'-連 結 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む （ 5'
端 の ヌ ク レ オ シ ド は 、 3～ 10個 の 連 続 し た ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 結 合 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ
チ ド の RNase H活 性 化 領 域 に 結 合 さ れ 、 ま た 同 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 3'端 は 、 イ ン バ ー テ
ッ ド デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド （ inverted deoxyribonucleotide） 、 1～ 3個 の ホ ス ホ ロ チ
オ エ ー ト 2'-修 飾 型 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 連 続 、 ビ オ チ ン 基 、 お よ び P-ア ル キ ル オ キ シ ホ ス
ホ ト リ エ ス テ ル ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 ま た 、 5'端 の ヌ ク レ オ シ ド が RNase H活 性 化 領 域 に 結 合 さ れ て い な い が 3'端 ヌ ク レ オ シ
ド が 上 述 の よ う な ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 5'端 は
、 こ の よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 3'末 端 で は な く 特 定 の グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 本 発 明 の 核 酸 な ら び に ポ リ ペ プ チ ド は 、 ワ ク チ ン と し て 使 用 可 能 な ほ か 、 ワ ク チ ン の 製
造 に 使 用 可 能 で あ る 。 好 ま し く は 、 こ の よ う な ワ ク チ ン は 、 GBSに 起 因 す る 、 GBSに 関 連 す
る 、 ま た は GBSが 関 与 す る 疾 患 の 予 防 ま た は 治 療 が 目 的 で あ る 。 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 個
体 を 感 染 （ 特 に 細 菌 感 染 、 ま た 最 も 特 異 的 に は 連 鎖 球 菌 感 染 ） か ら 防 御 す る 抗 体 を 作 製 す
る た め に 適 し た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は こ の 断 片 も し く は バ リ ア ン ト を 個 体 に 接 種
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す る 段 階 を 含 む 、 個 体 （ 特 に 哺 乳 類 ） で 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 局 面 は 、 遺 伝 子 療 法 ま た は 他 の 方 法 に よ っ て 、 疾 患 が 個 体 で 既 に 確
立 し て い る か 否 か に か か わ ら ず 個 体 を 疾 患 か ら 防 ぐ た め に 、 抗 体 、 ま た は 細 胞 介 在 性 T細
胞 応 答 （ サ イ ト カ イ ン 産 生 T細 胞 ま た は 細 胞 傷 害 性 T細 胞 の い ず れ か ） を 産 生 さ せ る 免 疫 応
答 を 誘 導 す る こ と を 目 的 と し て 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は こ の 断 片 も し く は バ リ ア ン ト を イ
ン ビ ボ で 発 現 さ せ る た め に ポ リ ペ プ チ ド ま た は こ の 断 片 も し く は バ リ ア ン ト を 機 能 的 に コ
ー ド す る 核 酸 を 導 入 す る 段 階 を 含 む 、 個 体 で 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 方 法 に 関 す る 。 遺 伝 子 を
投 与 す る 1つ の 方 法 は 、 対 象 遺 伝 子 を 、 粒 子 ほ か の コ ー テ ィ ン グ と し て 所 望 の 細 胞 内 に 加
速 し て 導 入 す る こ と で あ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 体 内 で 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 能 力 の あ る 宿 主 に 免 疫 学 的 組 成 物 を 導
入 時 に 、 こ の よ う な 宿 主 で 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 免 疫 学 的 組 成 物 に 関 す る （ 組 成 物 は 、 本 発
明 の ポ リ ペ プ チ ド の 抗 原 を を コ ー ド し て 発 現 す る 組 換 え DNAを 含 む ） 。 免 疫 応 答 は 治 療 的
ま た は 予 防 的 に 使 用 す る こ と が 可 能 で あ り 、 ま た 抗 体 免 疫 、 ま た は CTLも し く は CD4+ T細
胞 を 生 じ る よ う な 細 胞 免 疫 の 状 態 を と り う る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は こ の 断 片 を 補 助 タ ン パ ク 質 と 融 合 す る こ と が で き る 。 補 助
タ ン パ ク 質 は 、 そ の も の が 抗 体 を 産 生 す る 場 合 が あ る ほ か 、 第 1の タ ン パ ク 質 を 安 定 化 さ
せ る 能 力 と 、 免 疫 原 性 お よ び 防 御 的 性 質 を も つ 融 合 タ ン パ ク 質 を 産 生 す る 能 力 も 有 す る 。
こ の 融 合 組 換 え タ ン パ ク 質 は 好 ま し く は さ ら に 、 タ ン パ ク 質 を 可 溶 化 し 、 タ ン パ ク 質 の 産
生 お よ び 精 製 を 促 進 す る 比 較 的 大 き な 補 助 タ ン パ ク 質 で あ る グ ル タ チ オ ン -S-ト ラ ン ス フ
ェ ラ ー ゼ （ GST） や ベ ー タ -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ な ど の 抗 原 性 補 助 タ ン パ ク 質 を 含 む 。 ま た 補
助 タ ン パ ク 質 は 、 全 身 性 の 免 疫 系 の 刺 激 を 妨 げ る と い う 意 味 に お い て ア ジ ュ バ ン ト と し て
作 用 す る 場 合 が あ る 。 補 助 タ ン パ ク 質 は 、 第 1の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 ま た は カ ル ボ キ
シ 末 端 の い ず れ か に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 本 発 明 は 、 Sato, Y. et al., Science 273: 352 (1996)に 記 載 さ れ た よ う な 、 本 発 明 の
ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 免 疫 刺 激 性 の DNA配 列 を 含 む 組 成 物 、 特 に
ワ ク チ ン 組 成 物 、 な ら び に 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 S. agalactiae感 染 の 動 物 モ デ ル に お け る 遺 伝 学 的 免 疫 実 験 な ど に 使 用
さ れ る よ う な DNAコ ン ス ト ラ ク ト 中 で 細 菌 の 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 の 非 可 変 性 領 域 を コ ー ド
す る こ と が わ か っ て い る 、 記 載 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は こ の 特 定 の 断 片 を 用 い る 方
法 を 提 供 す る 。 こ の よ う な 断 片 は 特 に 、 予 防 的 ま た は 治 療 的 な 免 疫 応 答 を 誘 導 可 能 な タ ン
パ ク 質 エ ピ ト ー プ を 同 定 す る 際 に 有 用 で あ る 。 こ の よ う な 方 法 で は 、 哺 乳 類 （ 特 に ヒ ト ）
に お け る S. agalactiae感 染 の 予 防 薬 剤 ま た は 治 療 法 の 開 発 上 、 耐 性 を 良 好 に 示 す か 、 ま
た は 感 染 を 除 外 可 能 な 動 物 の 必 須 臓 器 か ら 特 定 の 価 数 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 が 後 に
可 能 と な る 場 合 が あ る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド は 例 え ば 、 損 傷 組 織 に 対 す る 細 菌 の 接 着 を 妨 げ る こ と で 細 菌 の
侵 入 を 防 御 す る 特 定 の 抗 体 を 産 生 さ せ る た め に 宿 主 へ の ワ ク チ ン 接 種 時 の 抗 原 と し て 使 用
す る こ と が で き る 。 組 織 損 傷 の 例 に は 例 え ば 、 機 械 的 な 損 傷 、 化 学 的 な 損 傷 、 ま た は 熱 に
よ る 損 傷 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 、 ま た は 留 置 装 置 の 設 置 に よ っ て 、 ま た は 口 腔 、 乳 腺 、
尿 道 、 も し く は 膣 な ど の 粘 膜 に お け る 創 傷 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 皮 膚 も し く は 結 合 組 織
に お け る 創 傷 な ど が あ る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 本 発 明 は 、 免 疫 原 性 組 換 え タ ン パ ク 質 と 適 切 な 担 体 を と も に を 含 む ワ ク チ ン 製 剤 も 含 む
。 こ の よ う な タ ン パ ク 質 は 胃 で 分 解 さ れ る 可 能 性 が あ る の で 、 好 ま し く は 例 え ば 、 皮 下 投
与 、 筋 肉 内 投 与 、 静 脈 内 投 与 、 ま た は 皮 内 投 与 な ど の 経 路 で 非 経 口 的 に 投 与 さ れ る 。 非 経
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口 投 与 に 適 し た 製 剤 に は 、 抗 酸 化 剤 、 緩 衝 剤 、 静 菌 剤 、 な ら び に 製 剤 を 個 体 の 体 液 （ 好 ま
し く は 血 液 ） と 等 張 に す る 溶 質 を 含 む 場 合 が あ る 水 性 お よ び 非 水 性 の 滅 菌 済 み 注 射 溶 液 ；
な ら び に 懸 濁 剤 ま た は 濃 化 剤 を 含 む 場 合 が あ る 水 性 お よ び 非 水 性 の 無 菌 性 懸 濁 物 な ど が あ
る 。 製 剤 は 例 え ば 、 密 封 さ れ た ア ン プ ル お よ び バ イ ア ル な ど の 単 位 投 与 容 器 ま た は 複 数 回
投 与 容 器 で 提 供 さ れ る 場 合 が あ る ほ か 、 使 用 直 前 に 滅 菌 済 み の 液 体 担 体 の 添 加 だ け を 必 要
と す る 、 凍 結 乾 燥 状 態 で 保 存 さ れ る 場 合 が あ る 。 ワ ク チ ン 製 剤 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 水
中 油 型 系 お よ び 他 の 系 な ど の 、 製 剤 の 免 疫 原 性 を 高 め る た め の ア ジ ュ バ ン ト 系 を 含 む 場 合
も あ る 。 投 与 量 は 、 ワ ク チ ン の 特 定 の 活 性 に 依 存 し 、 ま た 常 用 の 実 験 法 で 容 易 に 決 定 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 ワ ク チ ン が 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び /ま た は 核 酸 分 子 以 外 に 、 生 物 学 的 ま た は 薬
学 的 に 活 性 の あ る 他 の 化 合 物 を 含 む こ と も 本 発 明 に 含 ま れ る 。 好 ま し く は ワ ク チ ン 組 成 物
は 、 少 な く と も 1種 類 の ポ リ カ チ オ ン ペ プ チ ド を 含 む 。 本 発 明 で 使 用 さ れ る ポ リ カ チ オ ン
化 合 物 は 、 WO 97/30721に 記 載 さ れ た 特 徴 的 な 作 用 を 示 す 任 意 の ポ リ カ チ オ ン 化 合 物 の 場
合 が あ る 。 好 ま し い ポ リ カ チ オ ン 化 合 物 は 、 塩 基 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 有 機 ポ リ カ チ オ ン 、 塩
基 性 ポ リ ア ミ ノ 酸 ま た は こ の 混 合 物 か ら 選 択 さ れ る 。 こ れ ら の ポ リ ア ミ ノ 酸 は 、 少 な く と
も 4ア ミ ノ 酸 残 基 の 鎖 長 を 有 す る べ き で あ る （ WO 97/30721） 。 特 に 好 ま し い の は 、 8ア ミ
ノ 酸 残 基 、 特 に 20残 基 を 超 え る ア ミ ノ 酸 残 基 、 ま た は こ の 混 合 物 の 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 が 20%
を 超 え る （ 特 に 50%を 超 え る ） ポ リ リ シ ン 、 ポ リ ア ル ギ ニ ン 、 お よ び ポ リ ペ プ チ ド の よ う
な 物 質 で あ る 。 他 の 好 ま し い ポ リ カ チ オ ン 、 お よ び こ の 薬 学 的 組 成 物 は 、 WO 97/30721（
例 え ば ポ リ エ チ レ ン イ ミ ン ） 、 お よ び WO 99/38528に 記 載 さ れ て い る 。 好 ま し く は 、 こ れ
ら の ポ リ ペ プ チ ド は 、 20～ 500残 基 （ 特 に 30～ 200残 基 ） の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 ポ リ カ チ オ ン 化 合 物 は 、 化 学 的 ま た は 組 換 え 的 に 作 製 す る こ と が で き る ほ か 、 天 然 の 供
給 源 に 由 来 す る 場 合 が あ る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 陽 イ オ ン 性 （ ポ リ ） ペ プ チ ド は 、 文 献 （ Ganz et al., 1999; Hancock, 1999） で 説 明 さ
れ て い る よ う に 抗 菌 性 を 有 す る 場 合 も あ る 。 こ の よ う な （ ポ リ ） ペ プ チ ド は 、 原 核 生 物 ま
た は 動 物 も し く は 植 物 に 由 来 す る 場 合 が あ る ほ か 、 化 学 的 ま た は 組 換 え 的 に 作 製 す る こ と
が で き る （ WO 02/13857） 。 ペ プ チ ド は 、 デ ィ フ ェ ン シ ン 群 の も の で あ る 場 合 も あ る （ WO 
02/13857） 。 こ の よ う な ペ プ チ ド の 配 列 は 例 え ば Antimicrobial Sequences Database（ ht
tp://www.bbcm.univ.trieste.it/‾tossi/pag2.html） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 こ の よ う な 宿 主 防 御 ペ プ チ ド も し く は 防 御 物 質 は 、 本 発 明 の ポ リ カ チ オ ン ポ リ マ ー の 好
ま し い 形 状 で も あ る 。 一 般 に 、 最 終 産 物 と し て 、 適 応 免 疫 系 の 活 性 化 （ ま た は 抑 制 ） を 可
能 と す る 、 好 ま し く は APC（ 樹 状 細 胞 を 含 む ） が 関 与 す る 化 合 物 を ポ リ カ チ オ ン ポ リ マ ー
と し て 使 用 す る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 本 発 明 で ポ リ カ チ オ ン 物 質 と し て の 使 用 に 特 に 好 ま し い の は 、 カ テ リ シ ジ ン （ cathelic
idin） に 由 来 す る 抗 菌 性 ペ プ チ ド 、 ま た は こ の 誘 導 体 （ 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら
れ る WO 02/13857） 、 特 に 哺 乳 類 の cathelicidin、 好 ま し く は ヒ ト 、 ウ シ ま た は マ ウ ス に
由 来 す る cathelicidinに 由 来 す る 抗 菌 性 ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 天 然 の 供 給 源 に 由 来 す る ポ リ カ チ オ ン 化 合 物 に は 、 HIV-REVま た は HIV-TAT（ 陽 イ オ ン 性
ペ プ チ ド 派 生 物 、 ア ン テ ナ ペ デ ィ ア ペ プ チ ド 、 キ チ ン の キ ト サ ン も し く は 他 の 誘 導 体 ） 、
ま た は 生 化 学 的 も し く は 組 換 え 的 な 産 生 に よ る こ れ ら の ペ プ チ ド も し く は タ ン パ ク 質 に 由
来 す る 他 の ペ プ チ ド な ど が あ る 。 他 の 好 ま し い ポ リ カ チ オ ン 化 合 物 は 、 カ テ リ ン 、 ま た は
カ テ リ ン の 関 連 物 質 も し く は 派 生 物 質 で あ る 。 例 え ば マ ウ ス の カ テ リ ン は 、
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の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド で あ る 。 関 連 カ テ リ ン 物 質 ま た は 誘 導 カ テ リ ン 物 質 は 、
少 な く と も 15～ 20ア ミ ノ 酸 残 基 の 、 カ テ リ ン の 配 列 の 全 体 ま た は 一 部 を 含 む 。 誘 導 は 、 天
然 の ア ミ ノ 酸 と 、 20種 類 の 標 準 ア ミ ノ 酸 に 含 ま れ な い ア ミ ノ 酸 と の 置 換 ま た は 修 飾 を 含 む
場 合 が あ る 。 さ ら に 他 の 陽 イ オ ン 性 残 基 を 、 こ の よ う な カ テ リ ン 分 子 に 導 入 す る こ と が で
き る 。 こ の よ う な カ テ リ ン 分 子 は 、 抗 原 と 結 合 さ せ る こ と が 好 ま し い 。 こ の よ う な カ テ リ
ン 分 子 は 驚 く べ き こ と に 、 別 の ア ジ ュ バ ン ト を 添 加 す る こ と な く 、 抗 原 の ア ジ ュ バ ン ト と
し て も 有 効 で あ る こ と が わ か っ て い る 。 し た が っ て 、 こ の よ う な カ テ リ ン 分 子 を 、 さ ら な
る 免 疫 活 性 物 質 を 使 用 し て も し な く て も ワ ク チ ン 製 剤 で 効 率 的 な ア ジ ュ バ ン ト と し て 使 用
す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る 別 の 好 ま し い ポ リ カ チ オ ン 物 質 は 、 3～ 7残 基 の 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 の リ
ン カ ー で 隔 て ら れ た 少 な く と も 2個 の KLKモ チ ー フ を 含 む 合 成 ペ プ チ ド で あ る （ 参 照 と し て
本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る WO 02/32451） 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は 、 さ ら に 免 疫 刺 激 性 核 酸 を 含 む 場 合 が あ る 。 免 疫 刺 激 性 核 酸 は
例 え ば 、 中 性 ま た は 人 工 的 な CpG含 有 核 酸 、 非 脊 椎 動 物 に 由 来 す る 、 ま た は 非 メ チ ル 化 シ
ト シ ン グ ア ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド （ CpG） を 特 定 の 塩 基 内 容 で 含 む 短 い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
（ ODN） 状 の 短 鎖 連 続 核 酸 （ 例 え ば WO 96/02555） で あ る 。 あ る い は 、 例 え ば WO 01/93903
に 記 載 さ れ た イ ノ シ ン お よ び シ チ ジ ン に 基 づ く 核 酸 、 ま た は デ オ キ シ イ ノ シ ン 残 基 お よ び
/ま た は デ オ キ シ ウ リ ジ ン 残 基 を 含 む デ オ キ シ 核 酸 （ 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ
る WO 01/93905お よ び PCT/EP 02/05448） も 、 好 ま し く は 本 発 明 の 免 疫 刺 激 性 核 酸 と し て 使
用 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 さ ま ざ ま な 免 疫 刺 激 性 核 酸 の 混 合 物 を 本 発 明 で 使 用 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 前 述 の 任 意 の ポ リ カ チ オ ン 化 合 物 が 、 前 述 の 任 意 の 免 疫 刺 激 性 核 酸 と 組 み 合 わ さ れ る こ
と も 本 発 明 に 含 ま れ る 。 好 ま し く は 、 こ の よ う な 組 み 合 わ せ は 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組
み 入 れ ら れ る WO 01/93905、 WO 02/32451、 WO 01/54720、 WO 01/93903、 WO 02/13857、 お
よ び PCT/EP 02/05448、 な ら び に オ ー ス ト リ ア 特 許 出 願 A 1924/2001に 記 載 さ れ て い る も の
の 1つ で あ る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 加 え て 、 ま た は 、 あ る い は 、 こ の よ う な ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド /核
酸 分 子 の ほ か に 神 経 刺 激 性 化 合 物 を 含 む 場 合 が あ る 。 好 ま し く は 神 経 刺 激 性 化 合 物 は 、 例
え ば WO 01/24822に 記 載 さ れ て い る ヒ ト 成 長 因 子 で あ る 。 ま た 好 ま し く は 神 経 刺 激 性 化 合
物 は 、 前 述 の 任 意 の ポ リ カ チ オ ン 化 合 物 お よ び /ま た は 免 疫 刺 激 性 核 酸 と 組 み 合 わ さ れ る
。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 別 の 局 面 で は 本 発 明 は 薬 学 的 組 成 物 に 関 す る 。 薬 学 的 組 成 物 は 例 え ば 、 本 明 細 書 に 記 載
さ れ た ワ ク チ ン で あ る 。 ま た 薬 学 的 組 成 物 は 、 以 下 の 任 意 の 化 合 物 、 ま た は こ の 組 み 合 わ
せ を 含 む 薬 学 的 組 成 物 で あ る ： 本 発 明 の 核 酸 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 本 発 明 の ベ ク タ ー
、 本 発 明 の 細 胞 、 本 発 明 の 抗 体 、 本 発 明 の 機 能 性 核 酸 、 お よ び 本 発 明 の anticalineな ど の
結 合 ペ プ チ ド 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 方 法 で ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 任 意 の 作 動 物 質 お よ び
拮 抗 物 質 。 こ れ と 関 連 し て 、 任 意 の こ れ ら の 化 合 物 を 、 非 滅 菌 担 体 も し く は 滅 菌 済 み の 担
体 、 ま た は 被 験 者 へ の 投 与 に 適 切 な 薬 学 的 担 体 な ど の 細 胞 、 組 織 、 も し く は 生 物 に 使 用 す
る 担 体 と 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 組 成 物 は 例 え ば 、 培 地 添 加 物 、
ま た は 治 療 的 に 有 効 量 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 ま た は 賦
形 剤 を 含 む 。 こ の よ う な 担 体 は 、 生 理 食 塩 水 、 緩 衝 食 塩 水 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 水 、 グ リ セ
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ロ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、 お よ び こ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 む 場 合 が あ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な
い 。 こ の よ う な 製 剤 は 、 投 与 様 式 に 適 し た も の で あ る べ き で あ る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 薬 学 的 組 成 物 は 例 え ば 、 局 所 投 与 、 経 口 投 与 、 肛 門 投 与 、 経 膣 投 与 、 静 脈 内 投 与 、 腹 腔
内 投 与 、 筋 肉 内 投 与 、 皮 下 投 与 、 経 鼻 投 与 、 ま た は 皮 内 経 路 な ど を 含 む 、 任 意 の 有 効 で 簡
便 な 様 式 で 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 薬 学 的 組 成 物 は 一 般 に 、 特 定 の 適 応 症 の 治 療 ま た は 予 防 に 有 効 な 量 が 投 与 さ れ る 。 一 般
に 組 成 物 は 、 少 な く と も 約 10 μ g/kg体 重 の 活 性 薬 剤 量 が 投 与 さ れ る 。 多 く の 場 合 、 組 成
物 は 1回 ま た は 複 数 の 用 量 が 、 1日 あ た り 約 8 mg/kg体 重 を 超 え な い 量 で 投 与 さ れ る 。 好 ま
し く は 、 多 く の 場 合 は 投 与 量 は 1日 あ た り 約 10 μ g/kg～ 約 1 mg/kg体 重 で あ る 。 特 に 哺 乳
類 （ 特 に ヒ ト ） へ の 投 与 に 関 し て は 、 活 性 薬 剤 の 1日 投 与 量 レ ベ ル が 0.01 mg/kg～ 10 mg/k
g（ 典 型 的 に は 約 1 mg/kg） で あ る こ と が 予 想 さ れ る 。 例 え ば 用 量 は 1日 あ た り 1 mg/kgの 場
合 が あ る 。 当 然 の こ と な が ら 最 適 投 与 量 は 、 適 応 症 、 重 症 度 、 投 与 経 路 、 複 雑 な 状 態 な ど
を 考 慮 し て 、 個 々 の 治 療 様 式 お よ び 適 応 症 に 標 準 的 な 方 法 で 決 定 さ れ る 。 い ず れ に せ よ 医
師 は 、 個 体 に 最 も 適 切 な 、 ま た 特 定 の 個 人 の 年 齢 、 体 重 、 お よ び 反 応 に よ っ て 変 動 す る 実
際 の 投 与 量 を 決 定 す る こ と に な る 。 上 記 の 投 与 量 は 、 平 均 的 な 場 合 の 典 型 的 な 量 で あ る 。
個 別 の 場 合 で 、 高 い 投 与 量 ま た は 低 い 投 与 量 が 有 効 な 場 合 が あ り う る こ と は 言 う ま で も な
い 。 そ し て 、 そ の よ う な 量 は 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 治 療 に お い て 、 ま た は 予 防 目 的 で 、 活 性 薬 剤 を 注 射 用 組 成 物 と し て 、 例 え ば 滅 菌 済 み の
水 性 分 散 液 （ 好 ま し く は 等 張 液 ） と し て 個 体 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 あ る い は 、 こ の よ う な 組 成 物 は 、 局 所 投 与 用 に 、 例 え ば 外 用 薬 、 ク リ ー ム 、 ロ ー シ ョ ン
、 眼 軟 膏 、 点 眼 薬 、 点 耳 薬 、 洗 口 液 、 薬 剤 含 浸 包 帯 （ impregnated dressing） 、 な ら び に
縫 合 糸 お よ び エ ア ゾ ル 状 に 製 剤 化 す る こ と が 可 能 で あ り 、 ま た 例 え ば 保 存 剤 、 薬 剤 の 調 製
を 補 助 す る 溶 媒 、 な ら び に 外 用 薬 お よ び ク リ ー ム 中 の 軟 化 剤 を 含 む 適 切 な 従 来 の 添 加 物 を
含 む 場 合 が あ る 。 こ の よ う な 局 所 用 製 剤 は 、 適 合 性 の あ る 従 来 の 担 体 、 例 え ば ク リ ー ム 、
ま た は 軟 膏 基 剤 、 お よ び ロ ー シ ョ ン 用 の エ タ ノ ー ル ま た は オ レ イ ル ア ル コ ー ル を 含 む 場 合
が あ る 。 こ の よ う な 担 体 は 、 製 剤 の 重 量 の 約 1～ 約 98%を 占 め る 場 合 が あ り 、 よ り 一 般 的 に
は 、 製 剤 の 重 量 の 最 大 約 80%を 占 め る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 薬 学 的 組 成 物 は 、 留 置 装 置 と 連 結 し て 投 与 す る こ と が で き る 。 留 置 装 置 に は 、 外 科 的 イ
ン プ ラ ン ト 、 補 綴 装 置 、 お よ び カ テ ー テ ル 、 す な わ ち 個 体 の 身 体 に 導 入 さ れ て 対 象 位 置 に
一 定 期 間 留 ま る 装 置 類 な ど が あ る 。 こ の よ う な 装 置 に は 例 え ば 、 人 工 関 節 、 心 臓 弁 、 ペ ー
ス メ ー カ ー 、 代 用 血 管 、 血 管 カ テ ー テ ル 、 脳 脊 髄 液 シ ャ ン ト 、 尿 管 カ テ ー テ ル 、 連 続 式 携
行 式 腹 膜 潅 流 （ CAPD） カ テ ー テ ル な ど が あ る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 を 留 置 装 置 の 挿 入 の 直 前 に 、 関 連 細 菌 に 対 す る 全 身 作 用 を 達 成 す る た め
に 注 入 し て 投 与 す る こ と が で き る 。 処 置 は 、 手 術 後 に 装 置 の 体 内 留 置 時 間 （ in-body time
） に 継 続 す る こ と が で き る 。 ま た 組 成 物 は 、 連 鎖 球 菌 感 染 を 予 防 す る た め の 任 意 の 外 科 的
処 置 の た め の 術 中 の 覆 い （ perioperative cover） を 拡 大 す る た め に 使 用 す る こ と も で き
る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 整 形 外 科 医 の 多 く は 、 人 工 関 節 使 用 者 は 、 菌 血 症 を 生 じ る 恐 れ の あ る 歯 科 治 療 前 に 抗 生
物 質 に よ る 予 防 を 考 慮 す べ き で あ る と 考 え て い る 。 後 期 深 部 （ late deep） 感 染 は 、 時 に
人 工 関 節 の 喪 失 に つ な が り 、 ま た か な り の 罹 患 率 お よ び 死 亡 率 を 伴 う 重 篤 な 合 併 症 で あ る
。 し た が っ て 、 こ の よ う な 状 況 で は 、 予 防 的 な 抗 生 物 質 の 代 替 物 と し て の 活 性 薬 剤 の 使 用
を 延 長 す る こ と が 可 能 な 場 合 が あ る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
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　 上 記 の 治 療 に 加 え て 、 本 発 明 の 組 成 物 を 一 般 に 、 創 傷 組 織 に 露 出 し た マ ト リ ッ ク ス タ ン
パ ク 質 に 対 す る 細 菌 の 接 着 を 予 防 す る た め の 、 お よ び 抗 生 物 質 に よ る 予 防 に 代 わ る 方 法 、
ま た は 関 連 す る 方 法 と し て の 、 歯 科 治 療 に お け る 予 防 的 使 用 の た め の 創 傷 治 療 薬 剤 と し て
使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 あ る い は 本 発 明 の 組 成 物 を 、 挿 入 直 前 に 留 置 装 置 を 浸 す た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
活 性 薬 剤 は 、 創 傷 ま た は 留 置 装 置 を 浸 す 際 に 好 ま し く は 1 μ g/ml～ 10 mg/mlの 濃 度 で 使 用
す る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 好 都 合 に は 注 射 可 能 な 形 状 で あ る 。 免 疫 応 答 を 高 め る た め に 、 従 来
の ア ジ ュ バ ン ト を 使 用 す る こ と が で き る 。 ワ ク チ ン 接 種 に 適 切 な 単 位 用 量 は 0.5～ 5 μ g/k
gの 抗 原 で あ り 、 ま た こ の よ う な 用 量 が 好 ま し く は 1～ 3回 、 ま た 1～ 3週 の 間 隔 を お い て 投
与 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 所 定 の 用 量 範 囲 で 、 適 切 な 個 体 へ の 投 与 を 除 外 す る よ う な 、 本 発 明 の 化 合 物 に よ る 有 害
な 毒 物 学 的 作 用 が 観 察 さ れ る べ き で は な い
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 上 記 抗 体 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 細 菌 の 存 在 を 検 出 す る た め の 診 断 薬 と し て 使
用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 別 の 態 様 で は 本 発 明 は 、 1種 類 も し く は 複 数 の 本 発 明 の 前 述 の 組 成 物 の 内 容 物 で 満 た さ
れ た 1つ ま た は 複 数 の 容 器 を 含 む 、 診 断 用 お よ び 薬 学 的 な パ ッ ク お よ び キ ッ ト に 関 す る 。
こ の よ う な 内 容 物 は 、 有 用 な 量 、 投 与 量 、 製 剤 、 ま た は 配 合 剤 で 存 在 す る 場 合 が あ る 。 こ
の よ う な 容 器 に は 、 ヒ ト に 投 与 す る 製 品 の 製 造 、 使 用 も し く は 販 売 に 関 連 し た 当 局 に よ る
承 認 を 示 す 、 薬 物 も し く は 生 物 学 的 製 剤 の 製 造 、 使 用 、 ま た は 販 売 を 管 轄 す る 政 府 機 関 に
よ る 、 処 方 形 状 に 関 す る 注 意 書 き を 添 付 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 本 発 明 と 関 連 し て 例 え ば 、 薬 学 的 組 成 物 ま た は ワ ク チ ン の 用 途 な ど の 本 明 細 書 に 開 示 さ
れ た 任 意 の 疾 患 関 連 の 用 途 は 特 に 、 グ ラ ム 陽 性 菌 、 具 体 的 に は 連 鎖 球 菌 、 ブ ド ウ 球 菌 、 お
よ び ラ ク ト コ ッ カ ス か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 細 菌 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ た り 、 関 連 し た
り 、 ま た は 関 与 す る 疾 患 ま た は 疾 患 状 態 で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 こ の よ う な 微 生 物 は S.
 agalactiae、 S. pyogenes、 S. pneumoniae、 お よ び S. mutansか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
。 こ れ と 関 連 し て S. agalactiaeが 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 株 を 始 め と す る 複 数 の 株 を 含
む こ と は 重 要 で あ る 。 ま た 疾 患 は 、 特 に 糖 尿 病 や 肝 不 全 な ど の 慢 性 疾 患 患 者 、 妊 娠 女 性 、
胎 児 、 お よ び 新 生 児 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 任 意 の 患 者 で み ら れ る 疾 患 の 場 合 が あ る 。
本 発 明 の 予 防 お よ び /ま た は 治 療 の 対 象 と な る 細 菌 感 染 と 関 連 す る 、 原 因 と な る 、 ま た は
関 与 す る 疾 患 に は 、 新 生 児 敗 血 症 、 肺 炎 、 お よ び 髄 膜 炎 、 ま た 成 体 の 場 合 で あ れ ば 敗 血 症
や 軟 組 織 感 染 な ど が あ る 。 妊 娠 関 連 感 染 は 、 敗 血 症 、 羊 膜 炎 、 尿 路 感 染 、 お よ び 死 産 で あ
る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 で は 本 発 明 は 、 本 発 明 の 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 を 用 い る ス ク リ
ー ニ ン グ 法 に 関 す る 。 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 当 業 者 に は 周 知 で あ り 、 作 動 物 質 ま
た は 拮 抗 物 質 が ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 本 発 明 の
場 合 は 、 本 発 明 の 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー と の 結 合 を 阻 害 ま た は 予 防 す
る 拮 抗 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 こ の よ う な 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー は 、 天 然 の 相 互 作 用 パ
ー ト ナ ー ま た は 非 天 然 の 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー で あ る 場 合 が あ る 。 好 ま し い 相 互 作 用 パ ー ト
ナ ー は 、 FbsAの 場 合 は フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン ま た は こ の 断 片 で あ り 、 ま た は PabA、 PabB、 PabC
、 お よ び PabDの 場 合 は 、 上 皮 細 胞 （ 好 ま し く は ヒ ト 上 皮 細 胞 ） を 含 む 任 意 の 宿 主 細 胞 で あ
る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
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　 本 発 明 は ま た 、 結 合 分 子 と の 相 互 作 用 な ど の 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド の 機 能 を 促 進 す る 化 合 物 （ 作 動 物 質 ） 、 ま た は 阻 害 す る 化 合 物 （ 拮 抗 物 質 ） を ス ク
リ ー ニ ン グ し て 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ 法 に は 、 高 処 理 能 の ス ク リ ー ニ
ン グ 法 が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 例 え ば 、 作 動 物 質 ま た は 拮 抗 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド お よ び 核 酸 の そ れ ぞ れ の 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー 、 合 成 反 応 混 合 物 、 膜 、 細 胞 エ ン ベ ロ ー
プ 、 も し く は 細 胞 壁 な ど の 細 胞 区 画 、 ま た は こ れ ら の 任 意 の 調 製 物 を 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド と 結 合 す る 分 子 を 発 現 す る 細 胞 か ら 調 製 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 調 製 物 を 、 作
動 物 質 ま た は 拮 抗 物 質 の 場 合 が あ る 候 補 分 子 の 存 在 下 も し く は 非 存 在 下 で 標 識 ポ リ ペ プ チ
ド と イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 候 補 分 子 が 、 結 合 分 子 と 結 合 す る 能 力 は 、 標 識 リ ガ ン ド の 結 合
の 低 下 を 反 映 す る 。 関 連 な く 結 合 す る 分 子 、 す な わ ち ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 性 効 果 を 誘 導 す
る こ と な く 結 合 す る 分 子 は 、 良 好 な 拮 抗 物 質 で あ る 可 能 性 が 極 め て 高 い 。 ポ リ ペ プ チ ド と
同 じ か 、 ま た は 密 接 に 関 連 す る 、 良 好 に 結 合 し て 機 能 性 効 果 を 引 き 出 す 分 子 は 良 好 な 作 動
物 質 で あ る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 潜 在 的 な 作 動 物 質 お よ び 拮 抗 物 質 の 機 能 的 作 用 は 例 え ば 、 候 補 分 子 と 細 胞 、 ま た は 適 切
な 細 胞 調 製 物 と の 相 互 作 用 に よ り レ ポ ー タ ー 系 の 活 性 を 決 定 す る こ と 、 な ら び に こ う し た
作 用 を 、 ポ リ ペ プ チ ド と 同 じ 効 果 を 誘 発 す る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 分 子 に よ る 作 用
と 比 較 す る こ と で 測 定 で き る 。 こ の 点 に 関 し て 有 用 な 場 合 の あ る レ ポ ー タ ー 系 に は 、 産 物
に 変 換 さ れ る 比 色 標 識 さ れ た 基 質 、 機 能 性 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 の 変 化 に 反 応 す る レ ポ ー タ
ー 遺 伝 子 、 お よ び 当 技 術 分 野 で 周 知 の 結 合 ア ッ セ イ 法 な ど が あ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い
。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 拮 抗 物 質 の ア ッ セ イ 法 の 別 の 例 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び 潜 在 的 な 拮 抗 物 質 を 、
膜 に 結 合 し た 状 態 の 結 合 分 子 、 組 換 え 結 合 分 子 、 天 然 の 基 質 も し く は リ ガ ン ド 、 ま た は 基
質 も し く は リ ガ ン ド 模 倣 物 と 、 競 合 阻 害 ア ッ セ イ 法 に 適 切 な 条 件 で 混 合 す る 競 合 ア ッ セ イ
法 で あ る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 結 合 分 子 と 結 合 し た り 、 ま た は 産 物 に 変 換 さ れ た り す る ポ リ
ペ プ チ ド 分 子 の 数 を 正 確 に 決 定 し て 、 潜 在 的 な 拮 抗 物 質 の 有 効 性 を 評 価 す る こ と が で き る
よ う に 、 放 射 活 性 化 合 物 ま た は 比 色 化 合 物 に よ っ て 標 識 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 潜 在 的 な 拮 抗 物 質 に は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る こ と で 、 そ の 活 性 を 阻 害 す る
か 、 ま た は 消 失 さ せ る 有 機 小 分 子 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 抗 体 な ど が あ る 。 潜
在 的 な 拮 抗 物 質 は ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 性 活 性 を 誘 導 す る こ と な く 、 結 合 分
子 の 同 じ 部 位 に 結 合 す る 密 接 に 関 連 す る タ ン パ ク 質 ま た は 抗 体 な ど の 有 機 小 分 子 、 ペ プ チ
ド 、 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 場 合 が あ る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 潜 在 的 な 拮 抗 物 質 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 部 位 に 結 合 し て 占 有 す る こ と で 、 正 常 な 生 物
学 的 活 性 を 妨 げ る よ う な 細 胞 の 結 合 分 子 と の 結 合 を 妨 げ る 小 分 子 を 含 む 。 小 分 子 の 例 に は
有 機 小 分 子 、 ペ プ チ ド 、 ま た は ペ プ チ ド 様 分 子 な ど が あ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 他 の 潜 在 的 な 拮 抗 物 質 に は 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 が あ る （ こ れ ら の 分 子 に 関 す る 記 述 に 関
し て は Okano, J. Neurochem. 56: 560 (1991); OLIGODEOXYNUCLEOTIDES AS ANTISENSE IN
HIBITORS OF GENE EXPRESSION; CRC Press, Boca Raton, FL (1988)を 参 照 ） 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 好 ま し い 潜 在 的 な 拮 抗 物 質 に は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 誘 導 体 な ど が あ る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 は 、 任 意 の 相 互 作 用 パ ー ト
ナ ー と の 結 合 能 力 、 ま た は 任 意 の 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー と の 結 合 能 力 の 規 模 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
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　 特 定 の 局 面 で は 本 発 明 は 、 感 染 の 後 遺 症 に 関 連 す る 、 病 原 体 と 哺 乳 類 宿 主 間 の 初 期 の 物
理 的 相 互 作 用 に 干 渉 す る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 阻 害 剤 の 用 途
を 提 供 す る 。 特 に 本 発 明 の 分 子 は 、 以 下 に 使 用 す る こ と が で き る ： （ i） 留 置 装 置 上 に お
け る 哺 乳 類 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 と の 、 ま た は 創 傷 内 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス タ
ン パ ク 質 と S. agalactiaeと の 接 着 の 予 防 ； （ ii） 例 え ば 、 哺 乳 類 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の
リ ン 酸 化 の 開 始 に よ る タ ン パ ク 質 が 介 在 す る 哺 乳 類 細 胞 の 浸 潤 の 阻 害 （ Rosenshire et al
., Infect. Immun. 60: 2211 (1992)； （ iii） 組 織 損 傷 が 介 在 す る 、 哺 乳 類 の 細 胞 外 マ ト
リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 と 細 菌 タ ン パ ク 質 間 に お け る 細 菌 の 接 着 の 阻 害 ； （ iv） 留 置 装 置 の 移
植 以 外 に よ っ て 、 ま た は 他 の 外 科 的 手 法 に よ っ て 開 始 さ れ た 感 染 に お け る 病 的 変 化 の 正 常
な 進 行 の 阻 害 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る 個 々 の DNAコ ー ド 配 列 は 、 抗 菌 化 合 物 の 発 見 お よ び 開 発 に 使 用 す
る こ と が で き る 。 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る こ と で 、 抗 菌 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ
の 標 的 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 領 域 を
コ ー ド す る DNA配 列 、 ま た は 個 々 の mRNAの Shine-Delgarno配 列 も し く は 他 の 翻 訳 促 進 配 列
を 、 対 象 コ ー ド 配 列 の 発 現 を 制 御 す る た め の ア ン チ セ ン ス 配 列 を 構 築 す る た め に 使 用 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 拮 抗 物 質 お よ び 作 動 物 質 を 例 え ば 、 連 鎖 球 菌 （ 特 に S. agalactiae） の 感 染 に 起 因 す る
疾 患 （ 敗 血 症 な ど ） を 阻 害 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 で 本 発 明 は 、 少 な く と も 1つ の 支 持 材 料 と 、 支 持 材 料 に 結 合 さ れ た 本 発
明 の 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ア フ ィ ニ テ ィ 装 置 に 関 す る 。 標 的 細 胞 、 ま た は 標 的 分 子 も
し く は こ れ ら の 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー に 対 す る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 特 異 性 の た め 、 ポ リ
ペ プ チ ド は 、 結 合 に 対 す る 条 件 が 適 合 し た 場 合 に 、 支 持 試 料 に ア プ ラ イ さ れ た 任 意 の 種 類
の 試 料 か ら の 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー の 選 択 的 な 除 去 を 可 能 と す る 。 試 料 は 発 酵 ブ ロ ス 、 細 胞
デ ブ リ 、 細 胞 の 調 製 、 組 織 の 調 製 、 器 官 の 調 製 、 血 液 、 尿 、 リ ン パ 液 な ど を 含 む が こ れ ら
に 限 定 さ れ な い 、 生 物 学 的 試 料 ま た は 医 学 的 試 料 の 場 合 が あ る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド を マ ト リ ッ ク ス に 共 有 結 合 ま た は 非 共 有 結 合 で 結 合 さ せ る こ と が で き る 。
適 切 な 支 持 材 料 は 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 ま た セ ル ロ ー ス 、 シ リ コ ン 、 ガ ラ ス 、 ア ル ミ ニ ウ
ム 、 常 磁 性 ビ ー ズ 、 デ ン プ ン 、 お よ び デ キ ス ト ラ ン か ら な る 群 よ り 選 択 す る こ と が で き る
。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 本 発 明 を さ ら に 、 特 徴 、 態 様 、 お よ び 利 点 を 引 き 出 す こ と が 可 能 な 以 下 の 図 面 、 実 施 例
、 お よ び 配 列 表 で 説 明 す る 。 実 施 例 は 説 明 目 的 の み で 提 供 さ れ 、 開 示 を 制 限 す る 意 図 は な
い と 理 解 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
実 施 例
実 施 例 1： 実 験 手 順
　 以 下 の 材 料 お よ び 方 法 が 、 特 に 明 記 し な い 限 り に お い て 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 実 施 例
の 全 体 で 用 い ら れ る こ と は 重 要 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
菌 株 お よ び 培 養 条 件
　 GBS 6313株 （ 血 清 型 III） お よ び SS1169株 （ 血 清 型 V） は 標 準 株 で あ り 、 文 献 に 記 載 さ れ
て い る （ Wibawan and Lammler, 1992） 。 GBS 706 S2株 （ 血 清 型 Ia） 、 33H1A株 （ 血 清 型 Ib
） 、 お よ び 176 H4A株 （ 血 清 型 II） は G.S. Chhatwal（ GBF Braunschweig） か ら 提 供 さ れ た
。 GBS O90R株 （ ATCC 12386） は 、 血 清 型 Ia株 O90の 派 生 株 で あ る 。 血 清 群 Ia、 Ib、 II、 III
、 お よ び Vの す べ て の GBS株 は 臨 床 単 離 菌 で あ り 、 感 染 新 生 児 か ら 単 離 さ れ 、 IV群 の GBS株
は 乳 腺 炎 の ウ シ か ら 単 離 さ れ た （ Chhatwal et al., 1984） 。 大 腸 菌 DH5α （ Hanahan, 198
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5） を ク ロ ー ニ ン グ 目 的 で 使 用 し 、 大 腸 菌 BL21（ Dubendorff and Studier, 1991） を FbsA
融 合 タ ン パ ク 質 産 生 用 の 宿 主 と し て 使 用 し た 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 陰 性 の 大 腸 菌 株 CC
118（ Manoil and Beckwith, 1985） を pHRM104誘 導 体 の 宿 主 と し て 、 ま た GBSに 由 来 す る シ
グ ナ ル ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 の ス ク リ ー ニ ン グ に 使 用 し た 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 GBSは 、 1%酵 母 エ キ ス を 含 む Todd-Hewitt酵 母 ブ ロ ス （ THY） で 37℃ で 培 養 し た 。 大 腸 菌
は ル リ ア ブ ロ ス （ LB） で 37℃ で 成 長 さ せ 、 コ ス ミ ド pTEX5236ま た は プ ラ ス ミ ド pET28aま た
は pHRM104を 含 む ク ロ ー ン を 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル （ 15 μ g/ml） 、 カ ナ マ イ シ ン （ 50 
μ g/ml） ま た は エ リ ス ロ マ イ シ ン （ 300 μ
g/ml） の 存 在 下 で 選 択 し た 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 分 泌 性 大 腸 菌 CC118ク ロ ー ン の ス ク
リ ー ニ ン グ は 、 80 μ /mlの X-リ ン 酸 （ Sigma） を 含 む LBプ レ ー ト 上 で 行 っ た 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
抗 体 、 酵 素 、 ペ プ チ ド 、 お よ び ヒ ト タ ン パ ク 質
　 ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 し た ウ サ ギ 抗 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン お よ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 ウ サ ギ
抗 体 は Dako-Biochemicals社 か ら 入 手 し た 。 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 抗 体 は Dia
nova社 か ら 購 入 し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 ヒ ス チ ジ ン タ グ 抗 体 は Roche Diagnostics社 か ら
入 手 し た 。 精 製 ウ サ ギ 抗 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 抗 体 、 ト リ プ シ ン 、 プ ロ ナ ー ゼ 、 ビ ト ロ ネ ク チ
ン 、 ラ ミ ニ ン 、 IgG、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 、 お よ び フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン は Sigma-Aldrich社 か ら
購 入 し た 。 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン （ Sigma） は 、 ゼ ラ チ ン -セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム を 通 過 さ せ て 、
残 存 す る 混 入 性 の フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン を 調 製 時 に 除 い た 。 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 調 製 物 の 純 度 を
、 SDS-PAGEと ク ー マ シ ー 染 色 、 お よ び 抗 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 抗 体 を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ
テ ィ ン グ で 確 認 し た 。 ス ポ ッ ト 膜 解 析 用 、 お よ び 阻 害 実 験 用 の 合 成 ペ プ チ ド を 文 献 （ Fran
k and Overwin, 1996） に 記 載 さ れ た 手 順 で 合 成 し た 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
ク ロ ー ニ ン グ 目 的 に 使 用 す る プ ラ ス ミ ド お よ び コ ス ミ ド
　 GBS 6313由 来 の コ ス ミ ド 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー （ Reinscheid et al., 2001） を 、 GBSに 由
来 す る fbsA遺 伝 子 の 単 離 に 使 用 し た 。 低 コ ピ ー 数 コ ス ミ ド pTEX5236も 、 fbsAを 含 む コ ス ミ
ド の Sau3Aに よ る 部 分 切 断 後 の fbsA遺 伝 子 の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ に 使 用 し た 。 プ ラ ス ミ ド pET
28a（ Novagen） を 、 ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン タ グ で 標 識 し た FbsA、 PabA、 PabB、 PabC、 お よ び Pa
bD融 合 タ ン パ ク 質 の 合 成 に 使 用 し た （ 以 下 の 手 順 で 構 築 ） 。 シ グ ナ ル ペ プ チ ド お よ び 膜 貫
通 ド メ イ ン の コ ー ド 領 域 を 含 ま な い 切 断 型 fbsA遺 伝 子 を GBS 6313の 染 色 体 DNAか ら プ ラ イ
マ ー
　
　
　
お よ び
　
　
　
を 用 い た PCRで 増 幅 し た 。 fbsAの リ ピ ー ト コ ー ド 領 域 を プ ラ イ マ ー
　
　
　
お よ び
　
　
　
で 増 幅 し た 。 fbsAの 非 リ ピ ー ト 領 域 を プ ラ イ マ ー
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お よ び
　
　
　
で 増 幅 し た 。 ク ロ ー ニ ン グ に 使 用 し た NcoIお よ び BamHI制 限 酵 素 切 断 部 位 に 下 線 を 付 し た
。 シ グ ナ ル ペ プ チ ド の コ ー ド 領 域 を 欠 く pabA、 pabB、 pabC、 お よ び pabD遺 伝 子 の 増 幅 （ 膜
貫 通 ド メ イ ン が 存 在 す る 場 合 ） を プ ラ イ マ ー
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
で 行 っ た 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 ク ロ ー ニ ン グ に 使 用 し た NcoI、 XhoI、 お よ び BamHI、 HindIIIの 各 制 限 酵 素 切 断 部 位 に 下
線 を 付 し た 。 PCR産 物 お よ び プ ラ ス ミ ド pET28aを 指 定 の 制 限 酵 素 で 切 断 し 、 連 結 し 、 大 腸
菌 BL21を 形 質 転 換 し た 。 9個 の 内 部 配 列 を 有 す る fbsAを 有 す る プ ラ ス ミ ド pETfbsA-9を 、 pE
TfbsA-19の XbaIに よ る 部 分 切 断 に よ っ て 構 築 し た 後 に 再 連 結 し 、 大 腸 菌 BL21を 形 質 転 換 し
た 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 GBS染 色 体 断 片 の プ ラ ス ミ ド ラ イ ブ ラ リ ー を 、 基 本 的 に 文 献 （ Pearce et al., 1993） に
記 載 さ れ て い る 手 順 で プ ラ ス ミ ド pHRM104中 に 構 築 し た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 GBS 6313の
染 色 体 DNAを 45秒 間 の 超 音 波 処 理 で 分 離 し 、 得 ら れ た 断 片 を ク レ ノ ウ ポ リ メ ラ ー ゼ で 平 滑
末 端 化 し 、 SmaIで 切 断 し た pHRM104に 連 結 し 、 こ の 連 結 混 合 物 で 大 腸 菌 CC118を 形 質 転 換 し
た 。 形 質 転 換 体 を 、 エ リ ス ロ マ イ シ ン お よ び X-リ ン 酸 を 含 む 寒 天 プ レ ー ト に プ レ ー テ ィ ン
グ し 、 3日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ２ ５ １ 】
サ ザ ン 解 析 お よ び ブ ロ ッ ト 解 析
　 GBSの 染 色 体 DNAを 文 献 （ Pospiech, 1995） に 記 載 さ れ た 手 順 で 調 製 し た 。 プ ラ ス ミ ド pH
RM104中 の 挿 入 物 の ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標 識 プ ロ ー ブ を 、 プ ラ イ マ ー
　
　
　
　
に よ る PCRで 得 た 。 同 じ プ ラ イ マ ー を 、 pHRM104誘 導 体 中 の 挿 入 物 の 配 列 決 定 に も 使 用 し た
。 遺 伝 子 fbsA、 pabA/B、 お よ び pabC/Dの そ れ ぞ れ の ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標 識 プ ロ ー ブ を 、 プ ラ
イ マ ー
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に よ る PCRで 得 た 。 GBSの さ ま ざ ま な 臨 床 単 離 菌 に お け る 遺 伝 子 fbsA、 pabA/B、 お よ び pabC
/Dの 分 布 を 解 析 す る た め に 、 個 々 の 染 色 体 DNAを HindIII、 BstEII、 ま た は NcoIで 切 断 し 、
fbsA、 pabA/B、 ま た は pabB/Cの そ れ ぞ れ に 特 異 的 な プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 標
識 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 洗 浄 、 お よ び サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ る 検 出 を 、 Dig標
識 お よ び 検 出 キ ッ ト （ Roche Diagnostics） を 用 い て 、 製 造 業 者 の 指 示 書 通 り に 行 っ た 後
に 化 学 発 光 法 で 検 出 し た 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
さ ま ざ ま な GBS株 に 由 来 す る fbsAの PCR増 幅 お よ び 配 列 決 定
　 GBS 706 S2株 、 33H1A株 、 176 H4A株 、 O90R株 、 お よ び SS1169株 の 染 色 体 か ら fbsA遺 伝 子
を 、 プ ラ イ マ ー
　
　
　
　
に よ る PCRで 増 幅 後 に PCR産 物 の 配 列 を 決 定 し た 。 6313株 に 由 来 す る fbsA遺 伝 子 の ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 、 pTEXfbsAの 2.6 kbの 挿 入 物 の 配 列 を 決 定 し て 得 た 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
fbsA欠 失 変 異 体 の 構 築
　 温 度 感 受 性 プ ラ ス ミ ド pG + host6（ Appligene） を 用 い て 、 GBS 6313株 、 706 S2株 、 お よ
び O90R株 の 各 fbsA遺 伝 子 の 標 的 欠 失 を 行 っ た 。 fbsA遺 伝 子 に 隣 接 す る 2つ の 断 片 を 、 GBS 6
313の 染 色 体 DNAを 対 象 と し た プ ラ イ マ ー 対
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
に よ る PCRで 増 幅 し た 。 プ ラ イ マ ー fbsA_del2お よ び fbsA_del3中 の 相 補 的 DNA配 列 を イ タ リ
ッ ク で 表 し 、 ま た プ ラ イ マ ー fbsA_del1お よ び fbsA_del4中 の BamHIお よ び HindIII制 限 酵 素
切 断 部 位 に 下 線 を 付 し た 。 fbsA隣 接 PCR産 物 を 等 量 で 混 合 し 、 プ ラ イ マ ー fbsA_del1お よ び
fbsA_del4に よ る ク ロ ス オ ー バ ー PCRを 行 っ た 。 結 果 と し て 得 ら れ た PCR産 物 は 、 1つ の DNA
断 片 上 に fbsA隣 接 領 域 を 含 ん で い た 。 ク ロ ス オ ー バ ー PCRの 産 物 お よ び プ ラ ス ミ ド pG + host
6を BamHIお よ び HindIIIで 切 断 し 、 連 結 し 、 大 腸 菌 DH5α を 形 質 転 換 し た 。 結 果 と し て 得 ら
れ た プ ラ ス ミ ド pG + Δ fbsAで 、 GBS 6313株 、 706 S2株 、 お よ び O90R株 を そ れ ぞ れ 形 質 転 換
し 、 エ リ ス ロ マ イ シ ン 寒 天 上 で 30℃ で 成 長 さ せ て 形 質 転 換 体 を 選 択 し た 。 pG + Δ fbsAが 染
色 体 に 組 込 ま れ た 細 胞 を 、 文 献 （ Maguin et al., 1996） に 記 載 さ れ た 手 順 で 、 エ リ ス ロ
マ イ シ ン に よ る 選 択 に よ る 39℃ に お け る 形 質 転 換 体 の 成 長 に よ っ て 選 択 し た 。 各 株 に 由 来
す る こ の よ う な 組 込 み 産 物 の う ち 4つ を 、 プ ラ ス ミ ド pG + Δ fbsAの 切 り 出 し を 促 し て 所 望 の
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fbsA欠 失 を 染 色 体 上 に 残 す た め に エ リ ス ロ マ イ シ ン に よ る 選 択 を 行 う こ と な く 液 体 培 地 で
3日 間 、 30℃ で 連 続 継 代 し た 。 連 続 継 代 物 を 希 釈 し て 寒 天 上 に プ レ ー テ ィ ン グ し 、 1個 の コ
ロ ニ ー を 対 象 に エ リ ス ロ マ イ シ ン 感 受 性 に つ い て 検 討 を 行 っ て pG + Δ fbsA切 除 体 を 同 定 し
た 。 親 株 に あ た る GBS 6313株 、 706 S2株 、 お よ び O90R株 、 お よ び 各 株 に 由 来 す る 10個 の エ
リ ス ロ マ イ シ ン 感 受 性 GBS切 除 体 の 各 染 色 体 DNAを 対 象 に 、 HindIII切 断 後 に 、 プ ラ イ マ ー f
bsA_del3お よ び fbsA_del4を 用 い て 得 ら れ た ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標 識 fbsA隣 接 断 片 を 用 い て サ
ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
pabAお よ び pabB欠 失 変 異 体 の 構 築
　 遺 伝 子 pabAお よ び pabAの 各 欠 失 変 異 体 を GBS 6313で 、 fbsA欠 失 変 異 体 の 構 築 に つ い て 記
載 し た 方 法 で 構 築 し た 。 pabA欠 失 変 異 体 の 構 築 に は プ ラ イ マ ー 対
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
を 使 用 し た 。 ク ロ ス オ ー バ ー PCR後 に 、 結 果 と し て 得 ら れ た PCR断 片 、 お よ び ベ ク タ ー pG + h
ost6を HindIIIお よ び EcoRIで 切 断 後 に 連 結 し 、 プ ラ ス ミ ド pG + Δ pabAを 得 た 。 pabB欠 失 用
の プ ラ イ マ ー 対 と し て
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
を 使 用 し た 。 BamHIお よ び SalI制 限 酵 素 切 断 部 位 に 下 線 を 付 し た 。 ク ロ ス オ ー バ ー PCRで 得
ら れ た 断 片 、 お よ び ベ ク タ ー pG + host6を BamHIお よ び SalIで 切 断 し て 連 結 し 、 プ ラ ス ミ ド p
G + Δ pabBを 得 た 。 次 に プ ラ ス ミ ド pG + Δ pabAお よ び pG + Δ pabBで GBS 6313を 形 質 転 換 し た 。
pabAお よ び pabBの 欠 失 変 異 体 を 作 製 す る 手 順 は 、 fbsA欠 失 変 異 体 の 構 築 時 の 手 順 と 同 じ で
あ る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
一 般 的 な DNAの 操 作
　 制 限 酵 素 に よ る 切 断 、 PCR、 連 結 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ る 形 質 転 換 、 お よ び サ
ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ な ど の 、 DNA操 作 に 関 す る 従 来 の 手 法 は Sambrookら の 文 献 （ Sambrook 
et al., 1989） に 記 載 さ れ た 手 順 で 実 施 し た 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
可 溶 性 1 2 5 I標 識 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン と GBSの 結 合
　 精 製 ヒ ト フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン を 1 2 5 Iで ク ロ マ チ ン T法 （ Hunter and Greenwood, 1962） で
放 射 標 識 し た 。 標 識 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン と GBSの 結 合 を 、 基 本 的 に 文 献 （ Chhatwal et al., 
1983） に 記 載 さ れ た 手 順 で 実 施 し た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 GBSの 一 晩 培 養 物 を 遠 心 し て 沈
殿 を 得 た 後 に 、 0.02% Tween 20 （ PBST） を 添 加 し た リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 で 2回 洗 浄 し 、 600 
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nmに お け る 透 過 率 が 10%に な る よ う に 分 光 光 度 計 で 調 節 し た 。 全 体 で 0.2 mlの 細 菌 の 懸 濁
物 に 、 23 ngの フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン を 含 む 20 μ lの 1 2 5 I標 識 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン を 添 加 し た 。
室 温 で 1時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 連 鎖 球 菌 を 遠 心 し て 沈 降 さ せ 、 1 mlの PBSTで 洗 浄
し た 。 最 後 に ペ レ ッ ト の 放 射 活 性 を ガ ン マ カ ウ ン タ ー （ Packard Instruments） で 測 定 し
た 。 細 菌 に 結 合 し た 状 態 の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン の 量 を 、 細 菌 に 添 加 し た 総 放 射 標 識 フ ィ ブ リ
ノ ー ゲ ン の パ ー セ ン テ ー ジ と し て 算 出 し た 。 阻 害 実 験 で は 、 23 ngの 放 射 標 識 フ ィ ブ リ ノ
ー ゲ ン と 、 0.2 mlの GBS （ T=10%） の 結 合 を 、 さ ま ざ ま な 量 の FbsA融 合 タ ン パ ク 質 、 Bsp融
合 タ ン パ ク 質 、 ま た は 合 成 ペ プ チ ド の 存 在 下 で 決 定 し た 。 各 実 験 を 3通 り で 少 な く と も 3回
繰 返 し た 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
FITC標 識 GBSと 固 定 化 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン の 結 合
　 テ ラ サ キ プ レ ー ト を ヒ ト フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン で コ ー テ ィ ン グ し 、 FITC標 識 細 菌 と 固 定 化 フ
ィ ブ リ ノ ー ゲ ン の 結 合 を 、 Podbielskiら （ Podbielski et al., 1999） の 手 順 で 測 定 し た
。 簡 単 に 説 明 す る と 、 10 μ lの 100 μ g/mlの ヒ ト フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 、 ラ
ミ ニ ン 、 お よ び コ ラ ー ゲ ン Iお よ び IVの 各 ス ト ッ ク 溶 液 を 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 湿 室 で 室 温
で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に こ の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を PBSで 洗 浄 し 、 残 存 す
る 緩 衝 液 を 十 分 除 去 し た 。 GBSの FITC標 識 を 、 指 数 増 殖 期 （ OD 6 0 0 ： 0.5） の 培 養 物 、 お よ
び 定 常 期 （ OD 6 0 0 ： 1.5） の 培 養 物 を 対 象 に 実 施 し た 。 12 mlの 細 菌 培 養 物 を 遠 心 し て 沈 殿
さ せ 、 12 mlの PBSで 洗 浄 し 、 2 mlの FITC溶 液 （ 1 mg/ml FITC、 溶 媒 は 50 mM 炭 酸 ナ ト リ ウ
ム 緩 衝 液 、 pH 9.2） に 再 懸 濁 し た 。 暗 所 で の 20分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 、 遠 心 し て
細 胞 を 沈 殿 さ せ 、 PBSで 2回 洗 浄 し 、 20秒 間 の 超 音 波 処 理 を 行 っ て 細 菌 の 鎖 構 造 を 破 壊 し た
。 細 菌 懸 濁 物 を PBSで OD 6 0 0 が 1.0と な る よ う に 調 整 し 、 ボ ル テ ッ ク ス ミ キ サ ー で 激 し く 攪
拌 し た 後 に 、 使 用 時 ま で 暗 所 で 保 存 し た 。 10 μ lの FITC標 識 GBS懸 濁 物 を 、 さ ま ざ ま な ヒ
ト タ ン パ ク 質 で コ ー テ ィ ン グ し た 各 テ ラ サ キ ウ ェ ル に 添 加 し た 。 37℃ で 60分 間 の イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン 後 に 、 非 結 合 細 菌 を PBSで 5回 の 洗 浄 し て 除 去 し 、 結 合 細 菌 を 0.5%グ ル タ ル ア ル
デ ヒ ド で 5分 間 か け て 固 定 し た 。 こ の プ レ ー ト を 最 後 に PBSで 2回 洗 浄 し 、 各 ウ ェ ル の 蛍 光
を 自 動 Cyto Fluor II蛍 光 リ ー ダ ー （ PerSeptive Biosystems） で 決 定 し た （ 励 起 波 長 ＝ 48
5 nm、 検 出 波 長 ＝ 530 nm） 。 500 μ lの FITC標 識 細 菌 と 37℃ で 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、
細 菌 を PBSで 3回 洗 浄 し 、 細 胞 を 500 μ lの PBSに 再 懸 濁 し 、 コ ー テ ィ ン グ を 施 し て い な い テ
ラ サ キ マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 上 の 10 μ lの 懸 濁 物 の ア リ コ ー ト の 蛍 光 を 測 定 し て 細 菌
の FITC標 識 の 効 率 を 決 定 し た 。 各 ア ッ セ イ 物 を 3通 り で 測 定 し 、 少 な く と も 4回 繰 返 し た 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
融 合 タ ン パ ク 質 の 調 製 お よ び 精 製
　 さ ま ざ ま な FbsA融 合 タ ン パ ク 質 、 な ら び に 融 合 タ ン パ ク 質 PabA、 PabB、 PabC、 PabD、 お
よ び Bsp（ Reinscheid et al., 2002） を 、 組 換 え 大 腸 菌 BL21を 用 い て 、 培 養 物 の 光 学 密 度
が 1.0に 到 達 後 に 1 mM IPTGを 添 加 し て 合 成 し た 。 細 胞 を フ レ ン チ プ レ ス で 破 壊 し 、 融 合 タ
ン パ ク 質 の 精 製 を Ni 2 + ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で Qiagen社 の 指 示 書 に 従 っ て 行 っ
た 。 次 に PabA、 PabB、 お よ び PabC融 合 タ ン パ ク 質 を 、 20 mM Tris/HCl、 pH 8.5で 透 析 し 、
MonoQ陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム （ Amersham/Pharmacia） に ロ ー ド し た 。 0 M～ 1.0 Mの NaCl（ 溶
媒 は 20 mM Tris/HCl） の 直 線 勾 配 を 用 い て 融 合 タ ン パ ク 質 を カ ラ ム か ら 溶 出 し た 。 PabDを
さ ら に 精 製 す る た め に 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 20 mM Tris/HCl緩 衝 液 で 透 析 し 、 MonoS陽 イ オ
ン 交 換 カ ラ ム （ Amersham/Pharmacia） に ロ ー ド し た 。 0 M～ 1.0 M NaCl（ 溶 媒 は 20 mM Tri
s/HCl緩 衝 液 ） の 直 線 勾 配 で PabDを 溶 出 し た 。 最 後 に す べ て の 融 合 タ ン パ ク 質 を PBSで 透 析
し 、 -20℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 コ ロ ニ ー の ス ク リ ー ニ ン グ
　 コ ス ミ ド を 含 む 大 腸 菌 ク ロ ー ン を 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン を 含 む 2枚 の LBプ レ ー ト に 移 し て
一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 翌 日 、 1枚 の プ レ ー ト 上 の コ ロ ニ ー を 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 上 に 6
時 間 か け て 移 し た 。 同 フ ィ ル タ ー 上 の 細 胞 を ク ロ ロ ホ ル ム 蒸 気 で 20分 間 か け て 溶 解 後 に 、
1 mg/mlリ ゾ チ ー ム お よ び 1 mM PMSFを 含 む PBSで 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 膜 を 10%の
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ス キ ム ミ ル ク （ 溶 媒 は リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ PBS） ） で 一 晩 か け て ブ ロ ッ ク 処 理 し た 後 に 、
後 述 す る 手 順 で ヒ ト フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン と の 結 合 を み る た め に プ ロ ー ブ で 処 理 し た 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ ト お よ び ス ポ ッ ト 膜 解 析
　 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 実 験 で は 、 タ ン パ ク 質 を SDS-PAGEで 分 離 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に 電
気 的 に ブ ロ ッ ト し た 。 次 に こ の 膜 を 10%ス キ ム ミ ル ク （ 溶 媒 PBS） で 一 晩 ブ ロ ッ ク 処 理 し た
。 ス ポ ッ ト 膜 実 験 で は 、 16ア ミ ノ 酸 か ら な る ペ プ チ ド を 合 成 し 、 文 献 に 記 載 さ れ た 手 順 で
等 量 の ペ プ チ ド を セ ル ロ ー ス ペ ー パ ー 上 に 直 接 ス ポ ッ ト し た （ Frank and Overwin, 1996
） 。 ブ ロ ッ キ ン グ は 20 mlの カ ゼ イ ン ベ ー ス の ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 （ Genosys Biotechnolo
gies, Cambridge, England） 、 80 mlの Tris緩 衝 食 塩 水 （ TBS） 、 0.05% tween 20、 お よ び
5 gの シ ョ 糖 を 含 む 膜 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 （ MBS） で 行 っ た 。 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 に 関 す る
プ ロ ー ブ 処 理 は 、 後 述 す る 手 順 で 実 施 し た 。
【 ０ ２ ６ １ 】
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 ス ポ ッ ト 膜 解 析 、 お よ び コ ロ ニ ー ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ る フ ィ
ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 の 検 出
　 一 晩 ブ ロ ッ ク 処 理 し た 膜 を 、 2 μ g/mlの ヒ ト フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン と 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 実 験 お よ び コ ロ ニ ー ブ ロ ッ ト 実 験 で は 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン お よ
び 抗 体 を PBSで 希 釈 し 、 ス ポ ッ ト 膜 解 析 で は MBSで 希 釈 し た 。 PBSで 3回 洗 浄 し た 後 に 、 膜 を
抗 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 抗 体 （ 1： 1000； 溶 媒 は PBSま た は MBS） で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 0.05% tween 20 （ PBST） を 含 む PBSで 3回 洗 浄 し 、 PBSで 2回 洗 浄
し た 。 次 に 、 こ の 膜 を ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 ウ サ ギ IgG（ 1： 1000 in PBSま た は MBS） で
1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 PBSTに よ る 3回 の 洗 浄 と 、 PBSに よ る 2回 の 洗 浄 後 に 、 結 合 状 態
の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン を ECLキ ッ ト （ Amersham/Pharmacia） で 化 学 発 光 に よ り 検 出 し た 。 対
照 実 験 で は 、 固 定 化 さ れ た タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド と 使 用 抗 体 と の 間 で 交 差 反 応 は 認 め
ら れ な か っ た 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
オ プ ソ ニ ン 貧 食 ア ッ セ イ 法
　 食 作 用 に 対 す る 耐 性 を 文 献 （ Podbielski et al., 1996） に 記 載 さ れ た 手 順 で 測 定 し た
。 簡 単 に 説 明 す る と 、 成 長 さ せ た GBS培 養 物 を 10 3 コ ロ ニ ー 形 成 単 位 /mlに 調 整 し た 。 100 
μ lの 懸 濁 物 を 300 μ lの ヘ パ リ ン 処 理 ヒ ト 血 液 に 添 加 し 、 反 応 混 合 物 を 周 回 式 回 転 で 37℃
で 3時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 前 後 の ア リ コ ー ト を 段 階 希 釈 し 、 THY寒
天 に プ レ ー テ ィ ン グ し て 一 晩 培 養 し た 。 各 株 に つ い て 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 前 と 、 ヒ ト 血
液 と の 3時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に お け る コ ロ ニ ー 形 成 単 位 の 比 を 算 出 し た 。 各 実 験
は 3通 り で 3回 実 施 し た 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
上 皮 細 胞 と の 接 着 お よ び 内 在 化 の ア ッ セ イ 法
　 GBSの 上 皮 細 胞 に 対 す る 接 着 、 お よ び 上 皮 細 胞 へ の 内 在 化 を 、 基 本 的 に 文 献 （ Caparon e
t al., 1991; Rubens et al., 1992） に 記 載 さ れ た 手 順 で 調 べ た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 A5
49細 胞 を 24ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト に 1ウ ェ ル あ た り 細 胞 が 約 4× 10 5 個 と な る よ う に 移 し
、 10%ウ シ 胎 児 血 清 を 添 加 し た RPMI（ Gibco BRL） 組 織 培 地 で 一 晩 培 養 し た 。 培 地 を 1 mlの
新 鮮 な 培 地 と 交 換 後 に 、 細 胞 に 1ウ ェ ル あ た り 5× 10 6 個 の 連 鎖 球 菌 を 感 染 さ せ 、 37℃ で 2時
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 非 接 着 性 細 菌 は PBSで 3回 洗 浄 し て 除 去 し た 。 接 着 ア ッ セ イ 法 で は
、 次 に ト リ プ シ ン /EDTAを 添 加 し て 上 皮 細 胞 を ウ ェ ル か ら 遊 離 さ せ 、 300 μ lの 滅 菌 水 を 添
加 し て 溶 解 し た 。 溶 解 物 の 段 階 希 釈 物 を THY寒 天 プ レ ー ト に プ レ ー テ ィ ン グ し て 接 着 性 細
菌 を 定 量 し た 。 内 在 化 ア ッ セ イ 法 で は 、 上 皮 細 胞 を 2時 間 の 感 染 後 に 、 ペ ニ シ リ ン G（ 10 U
） 、 お よ び ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ 0.01 mg） を 添 加 し た 組 織 培 地 中 で さ ら に 2時 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し て 、 細 胞 外 に 存 在 す る 細 菌 を 死 滅 さ せ た 。 PBSで 3回 洗 浄 し た 後 に 、 ト リ プ シ ン /E
DTAを 添 加 し て 上 皮 細 胞 を ウ ェ ル か ら 遊 離 さ せ 、 300 μ lの 滅 菌 水 に 溶 解 し た 。 細 胞 内 細 菌
の 量 を 、 溶 解 物 の 段 階 希 釈 物 を THY寒 天 プ レ ー ト に プ レ ー テ ィ ン グ す る こ と で 定 量 し た 。
各 実 験 を 3通 り で 少 な く と も 3回 繰 返 し た 。
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【 ０ ２ ６ ４ 】
　 競 合 試 験 で は 、 50 μ gの 精 製 融 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は 1 μ gの フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン を 含 む 1
 mlの 新 鮮 な 組 織 培 地 を A549細 胞 に 添 加 し た 後 に 、 GBS 6313を 細 胞 に 感 染 さ せ た 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
タ ン パ ク 質 で コ ー テ ィ ン グ し た ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ と A549細 胞 の 相 互 作 用
　 約 108個 の ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ （ 直 径 3 μ m、 Sigma） を PBSで 3回 洗 浄 後 に 、 500 μ lの PBS
に 溶 解 し た 300 μ gの 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は BSAで 4℃ で 一 晩 か け て コ ー テ ィ ン グ し た 。 コ
ー テ ィ ン グ 処 理 後 の ビ ー ズ を PBSで 1回 洗 浄 し た 後 に 、 200 μ lの 10 mg/ml BSA（ 溶 媒 PBS）
で 室 温 で 1時 間 か け て ブ ロ ッ ク 処 理 し た 。 ビ ー ズ を PBSで 2回 、 RPMI＋ 10% FCSで 1回 洗 浄 後
に 、 1 mlの RPMI＋ 10% FCSに 再 懸 濁 し た 。 24ウ ェ ル プ レ ー ト 中 の 約 4× 10 5 個 の A549細 胞 に 3
00 μ lの ビ ー ズ を 添 加 し た 。 細 胞 を 37℃ で 1時 間 （ 5% CO 2 ） イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 PBSで 5回
洗 浄 し 、 3%グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド お よ び 5%ホ ル ム ア ル デ ヒ ド （ 溶 媒 は カ コ ジ ル 酸 緩 衝 液 ） を
含 む 溶 液 で 、 氷 上 で 45分 間 か け て 固 定 し た 。 こ の 試 料 を カ コ ジ ル 酸 緩 衝 液 で 洗 浄 し 、 一 連
の 勾 配 の ア セ ト ン で 脱 水 し 、 CO 2 で 臨 界 点 乾 燥 を 行 っ た 。 次 に 試 料 を 、 厚 さ 10 nmの 金 フ ィ
ル ム で コ ー テ ィ ン グ し 、 走 査 型 電 子 顕 微 鏡 を 用 い て 文 献 記 載 の 手 順 で 観 察 し た （ Reinsche
id et al., 2001） 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
ビ オ チ ン 化 ペ プ チ ド の 合 成
　 Rinkア ミ ド 樹 脂 （ PepChem, Tubingen, Germany） 上 で 、 SyroII合 成 装 置 （ Multisyntech
, Witten, Germany） を 用 い て 標 準 F-moc化 学 法 で ペ プ チ ド を 小 規 模 合 成 し た （ 4 mgの 樹 脂
； 平 行 し て 最 大 288個 ） 。 配 列 を ア セ ン ブ ル し た 後 に 、 ペ プ チ ド を Fmoc-イ プ シ ロ ン -ア ミ
ノ ヘ キ サ ン 酸 （ リ ン カ ー と し て 使 用 ） 、 お よ び ビ オ チ ン （ Sigma, St. Louis, MO； 正 常 ア
ミ ノ 酸 の よ う に 活 性 化 ） で 延 長 さ せ た 。 93% TFA、 5%ト リ エ チ ル シ ラ ン 、 お よ び 2%水 で 1時
間 処 理 し て ペ プ チ ド を 樹 脂 か ら 切 り 離 し た 。 ペ プ チ ド を 真 空 下 で 乾 燥 し 、 ア セ ト ニ ト リ ル
/水 （ 1： 1） で 3回 凍 結 乾 燥 し た 。 正 確 な 質 量 の 存 在 を 、 Reflex III MALDI-TOF（ Bruker, 
Bremen Germany） に よ る 質 量 分 析 で 検 証 し た 。 こ の ペ プ チ ド を 、 そ れ 以 上 精 製 す る こ と な
く 使 用 し た 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
酵 素 結 合 免 疫 ア ッ セ イ 法 （ ELISA）
　 ビ オ チ ン 標 識 ペ プ チ ド （ 10 μ g/ml） で ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ELISAプ レ ー ト （ EXICON） を
製 造 業 者 の 指 示 書 に 従 っ て コ ー テ ィ ン グ し た 。 血 清 を 2種 類 の 希 釈 率 （ 200倍 お よ び 1,000
倍 ） で 検 討 し た 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 特 異 性 の 高 い 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP） 結 合 抗 ヒ ト IgG二 次 抗 体 、 ま た は 抗 ヒ
ト IgA二 次 抗 体 （ Southern Biotech） を 製 造 業 者 の 推 奨 （ 希 釈 率 1,000倍 ） に 従 っ て 使 用 し
た 。 抗 原 -抗 体 複 合 体 を 、 自 動 ELISAリ ー ダ ー （ TECAN SUNRISE） に よ る OD 4 0 5 n m の 読 み 値 を
元 に 、 基 質 （ ABTS） か ら 発 色 産 物 へ の 変 換 を 測 定 す る こ と で 定 量 し た 。 マ ニ ュ ア ル に よ る
コ ー テ ィ ン グ 後 に 、 ペ プ チ ド プ レ ー ト を 、 一 体 型 の リ ー ダ ー （ GENIOS, TECAN） を 付 属 し
た Gemini 160 ELISAロ ボ ッ ト （ TECAN） で 処 理 し て 解 析 し た 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
実 施 例 2： シ グ ナ ル ペ プ チ ド タ ギ ン グ ス ク リ ー ン に よ る S. agalactiaeの 新 接 着 物 の 同 定
結 果
　 血 清 型 IIIの GBS 6313株 を 、 放 射 標 識 ヒ ト ビ ト ロ ネ ク チ ン 、 ラ ミ ニ ン 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ
ン フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 、 お よ び IgGと の 相 互 作 用 に 関 し て 結 合 実 験 で 検 討 し た 。 6313株 は 、
約 50%の 総 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン を そ の 表 面 に 蓄 積 し た 。 検 討 し た 他 の タ ン パ ク 質 の う ち 、 有
意 な 量 （ >5%） で GBS 6313と 相 互 作 用 し た も の は な か っ た 。 細 菌 を ト リ プ シ ン ま た は プ ロ
ナ ー ゼ の い ず れ か で 処 理 し た と こ ろ 、 結 合 状 態 の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン の 量 が 5%以 下 に 減 少 し
た こ と か ら 、 GBS 6313の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 構 造 が タ ン パ ク 質 性 の 性 質 を も つ こ と が わ
か る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
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　 GBS 6313の 大 腸 菌 コ ス ミ ド 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 大 腸 菌 ク ロ ー
ン の 存 在 を 確 認 す る た め の コ ロ ニ ー ブ ロ ッ テ ィ ン グ で ス ク リ ー ニ ン グ し 、 ヒ ト フ ィ ブ リ ノ
ー ゲ ン と 強 力 な 相 互 作 用 を 示 す ク ロ ー ン を 同 定 し た 。 コ ス ミ ド の Sau3Aに よ る 部 分 切 断 と
、 2～ 3 kbの 断 片 の プ ラ ス ミ ド pTEX5236へ の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ の 結 果 、 大 腸 菌 DH5α に フ ィ
ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 を も た ら す 2.6 kbの 挿 入 物 を 有 す る プ ラ ス ミ ド pTEXfbsAが 単 離 さ れ た 。
pTEXfbsAの 挿 入 物 の 配 列 を 決 定 し 、 得 ら れ た 配 列 の 解 析 か ら 1329 bpの 1つ の 読 み 枠 が 同 定
さ れ た 。 fbsAと 命 名 し た こ の 読 み 枠 は 、 S. agalactiaeの フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 タ ン パ ク
質 を コ ー ド す る （ 図 1） 。 fbsA遺 伝 子 の 前 方 に は 、 典 型 的 な リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位
　
　
が 存 在 し 、 後 方 に は 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー （ Δ G° ＝ -18 kcal/mol） に 類 似 の 配 列 が 存 在 す
る 。 fbsAの コ ー ド 領 域 の 解 析 か ら 、 推 定 FbsAタ ン パ ク 質 に は 、 連 鎖 球 菌 の 表 面 局 在 タ ン パ
ク 質 （ 図 1） に 典 型 的 な 特 徴 、 す な わ ち N末 端 に お け る 35ア ミ ノ 酸 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列
（ Nielsen et al., 1997） と 、 C末 端 に お け る 細 胞 壁 ア ン カ ー モ チ ー フ （ LPKTG） （ Schnee
wind et al., 1993） が あ る こ と が わ か っ た 。 fbsA遺 伝 子 は 、 442ア ミ ノ 酸 （ Mr 51319） の
一 次 翻 訳 産 物 を コ ー ド す る 。 こ れ は 翻 訳 後 に プ ロ セ シ ン グ を 受 け て 378ア ミ ノ 酸 （ Mr 4426
0） の 成 熟 タ ン パ ク 質 に な る と 推 定 さ れ る 。 FbsAの 最 も 顕 著 な 特 徴 は 、 そ の 高 度 の 反 復 性
で あ る 。 FbsAは 、 ほ ぼ 同 一 な 16ア ミ ノ 酸 か ら な る 完 全 な リ ピ ー ト を 19個 有 す る 。 19個 中 14
個 は 、 配 列 モ チ ー フ
　
　
か ら な り 、 2個 （ 3お よ び 10） は R14K置 換 を 有 し 、 3個 （ 2、 9、 お よ び 19） は 、 A11V置 換 お
よ び R14K置 換 の 両 方 を 有 す る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 血 清 型 Ia、 Ib、 II、 III、 IV、 お よ び Vの 臨 床 GBS単 離 物 を 対 象 と し た サ ザ ン ブ ロ ッ ト 実
験 を 行 い 、 GBSの fbsAの 存 在 を 解 析 し た 。 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 で 27株 中 25株 で fbsA遺 伝 子
が 検 出 さ れ た こ と か ら （ 図 2） 、 fbsAが さ ま ざ ま な 血 清 型 の GBSに 広 く 分 布 す る こ と が わ か
っ た 。 興 味 深 い こ と に 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 で は 、 fbsA遺 伝 子 の 大 き さ は 個 々 の 株 間 で か
な り 変 動 し て い た 。 大 き さ の 変 動 の 分 子 的 基 盤 を 明 ら か に す る た め に 、 GBS 706 S2株 （ 血
清 型 Ia） 、 33H1A株 （ 血 清 型 Ib） 、 O176 H4A株 （ 血 清 型 II） 、 SS1169株 （ 血 清 型 V） 、 お よ
び O90R株 （ 血 清 型 Ia株 に 由 来 す る 莢 膜 変 異 体 ） の fbsA遺 伝 子 を PCRで 増 幅 し て 配 列 を 決 定
し た 。 得 ら れ た 配 列 の 解 析 か ら 、 GBS 6313株 の fbsAと 高 い 同 一 性 を 示 す 各 PCR産 物 の 1つ の
読 み 枠 の 存 在 が 明 ら か と な っ た （ 図 3～ 7） 。 推 定 FbsAタ ン パ ク 質 の 解 析 か ら 、 全 て の 対 象
の N末 端 に 推 定 シ グ ナ ル ペ プ チ ド が 、 ま た C末 端 に 推 定 細 胞 壁 ア ン カ ー が 同 定 さ れ た 。 サ ザ
ン ブ ロ ッ ト 実 験 か ら 推 定 さ れ る よ う に 、 1つ の タ ン パ ク 質 の 大 き さ は か な り 異 な る 。 fbsA
の 一 次 翻 訳 産 物 は 、 706 S2株 で は 410ア ミ ノ 酸 で あ り （ 図 3） 、 33H1A株 で は 346ア ミ ノ 酸 で
あ り （ 図 4） 、 176 H4A株 で は 186ア ミ ノ 酸 で あ り （ 図 5） 、 O90R株 で は 298ア ミ ノ 酸 で あ り
（ 図 6） 、 ま た SS1169株 で は 618ア ミ ノ 酸 で あ る （ 図 7） 。 図 8に 示 す よ う に 、 1つ の FbsAタ
ン パ ク 質 間 の 異 な る 大 き さ は 主 に 、 個 々 の タ ン パ ク 質 中 の リ ピ ー ト 数 の 差 に よ る 。 図 8は
、 推 定 FbsAタ ン パ ク 質 の 個 々 の リ ピ ー ト が 、 そ の ア ミ ノ 酸 組 成 物 に 差 を 示 す こ と も 示 す 。
し た が っ て 、 さ ま ざ ま な GBS株 の fbsA遺 伝 子 は 、 1つ の リ ピ ー ト コ ー ド 単 位 の 数 が 多 様 で あ
り 、 ま た 組 成 に 柔 軟 性 が あ る よ う で あ る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
実 施 例 3： FbsAは Streptococcus agalactiaeの フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 受 容 体 で あ る
結 果
　 FbsAの 機 能 性 解 析 で は 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド お よ び 膜 透 過 性 領 域 を 欠 く 切 断 型 FbsAポ リ ペ
プ チ ド （ FbsA-19） を 、 大 腸 菌 BL21で ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 合 成 し 、 ア
フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 精 製 し た 。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 実 験 で は 、 FbsA-19が ヒ
ト フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン と 結 合 す る こ と が 判 明 し （ 図 9） 、 FbsAが GBSの フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 受 容
体 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。 FbsAタ ン パ ク 質 の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 領 域 の 位 置 を 確 認 す
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る た め に 、 FbsAの N末 端 お よ び C末 端 の 領 域 を 、 FbsA-Nお よ び FbsA-C融 合 タ ン パ ク 質 と し て
合 成 し 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 に 関 し て 検 討 を 行 っ た 。 図 9に 示 す よ う に 、 FbsA-Nに つ い
て は フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 が 認 め ら れ た が FbsA-Cで は 認 め ら れ ず 、 FbsAの N末 端 の リ ピ ー
ト が フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 に 関 与 す る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 1 2 5 I標 識 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン を 用 い た 競 合 阻 害 実 験 で は 、 さ ま ざ ま な タ ン パ ク 質 を 対 象 に
、 放 射 標 識 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン と GBSの 結 合 に 干 渉 す る 能 力 の 検 討 を 行 っ た 。 対 照 と し て 、 G
BSの 非 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 表 面 タ ン パ ク 質 Bsp（ Reinscheid et al., 2002） を 対 象 に 、
フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン と GBSの 結 合 の 阻 害 に つ い て 検 討 を 行 っ た 。 図 10に 示 す よ う に 、 高 濃 度
の Bspの 添 加 で は 、 GBSの フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン の 結 合 に 作 用 は 認 め ら れ な か っ た 。 し か し 、 高
濃 度 の 精 製 FbsA-19は 、 1 2 5 I標 識 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン と GBS 6313細 胞 の 結 合 を 実 質 的 に 阻 害
し た 。 FbsAの リ ピ ー ト の 数 が フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 に 影 響 す る か 否 か を 解 析 す る た め に 、
リ ピ ー ト が 9個 し か な い FbsA誘 導 体 （ FbsA-9） を 対 象 に 、 GBSと フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン の 結 合 を
阻 害 す る 能 力 に 関 し て 検 討 を 行 っ た 。 興 味 深 い こ と に 、 FbsA-19に つ い て 得 ら れ た フ ィ ブ
リ ノ ー ゲ ン 結 合 の 競 合 阻 害 を 得 る た め に は 、 有 意 に 高 い 濃 度 の FbsA-9を 使 用 し な け れ ば な
ら な か っ た 。 こ の 結 果 は 、 多 数 の リ ピ ー ト は 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン に 対 す る FbsAの 親 和 性 を
高 め る か 、 お よ び /ま た は 高 量 の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン と FbsAの 結 合 を 支 持 す る こ と を 意 味 す
る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 分 子 レ ベ ル に お け る FbsAと フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン の 相 互 作 用 の 特 性 を さ ら に 明 ら か に す る た
め に 、 FbsAに 由 来 す る 合 成 ペ プ チ ド を 対 象 に ヒ ト フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン と の 相 互 作 用 を 検 討 し
た 。 最 初 に 発 明 者 ら は 、 1つ の FbsAの リ ピ ー ト 単 位
　
　
を 対 象 に 、 ヒ ト フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン と 相 互 作 用 す る 能 力 を 解 析 し た 。 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 実 験 で
は 合 成 ペ プ チ ド と ヒ ト フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン の 強 力 な 相 互 作 用 が 認 め ら れ た が 、 同 一 量 の ア ミ
ノ 酸 を 含 む が 順 序 は 異 な る ラ ン ダ ム な ペ プ チ ド で は 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン と の 結 合 は 認 め ら
れ な か っ た （ 図 11） 。 こ の 結 果 か ら 、 1つ の FbsAの リ ピ ー ト 単 位 が 、 特 異 的 な 対 ヒ ト フ ィ
ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 能 力 を 有 す る こ と が わ か る 。 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン と の 結 合 に 不 可 欠 な リ ピ
ー ト 領 域 中 の ア ミ ノ 酸 を 同 定 す る た め 発 明 者 ら は 、 異 な る 位 置 に 1つ の ア ラ ニ ン の 置 換 を
含 む ペ プ チ ド を 合 成 し た 。 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン と の 相 互 作 用 に 関 す る こ れ ら の ペ プ チ ド の 検
討 に よ り （ 図 11） 、 リ ピ ー ト 配 列 の N 2 、 V 3 、 L 4 、 R 6 、 お よ び R 7 が フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン と の 結
合 に 不 可 欠 な こ と が わ か っ た 。 ま た G 1 、 R 9 、 お よ び R 1 4 と ア ラ ニ ン の 置 換 は 、 リ ピ ー ト 単
位 と ヒ ト フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン の 相 互 作 用 を 有 意 に 低 下 さ せ た 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 16個 の ア ミ ノ 酸 配 列 モ チ ー フ に よ る フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 の 包 括 的 解 析 を 実 施 し て 、 リ
ピ ー ト 領 域 内 に お け る 推 定 保 存 的 置 換 を 同 定 す る こ と と し た 。 こ の た め 配 列 モ チ ー フ
　
　
に 由 来 す る 合 成 ペ プ チ ド を 合 成 し 、 膜 上 に 直 接 ス ポ ッ ト し た 。 す べ て の ペ プ チ ド が 1つ の
ア ミ ノ 酸 置 換 に 関 し て 相 互 に 異 な る よ う に し た 。 こ の よ う に し て 、 リ ピ ー ト 中 の 全 ア ミ ノ
酸 を 、 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 20種 類 の ア ミ ノ 酸 と 連 続 的 に 置 き 換 え た 。 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ
ン 結 合 に 関 す る 個 々 の ス ポ ッ ト の 検 証 の 結 果 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン と リ ピ ー ト 単 位 の 相 互 作
用 に 関 し て 複 雑 な 結 果 が 得 ら れ た （ 図 12） 。 G 1 と 他 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 は 、 リ ピ ー ト
の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 を 低 下 さ せ た が 、 結 合 が 完 全 に 消 失 す る わ け で は な か っ た 。 N2S
お よ び N2Tの 置 換 は 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 に 影 響 し な か っ た が 、 N 2 に お け る 他 の 任 意 の
ア ミ ノ 酸 と の 置 換 は 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 を 有 意 に 低 下 さ せ た 。 V 3 お よ び L 4 は 、 他 の ア
ミ ノ 酸 と 置 換 時 に 、 必 ず 結 合 機 能 の 有 意 な 低 下 が み ら れ た 。 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 は E5A
、 E5M、 お よ び E5Qの 置 換 に よ る 影 響 を 受 け な か っ た が 、 こ の 位 置 に 他 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 が
来 る と 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 は 低 下 し た 。 R 6 に お け る 置 換 は 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 の
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喪 失 を 顕 著 に 引 き 起 こ し た が 、 R6A、 R6K、 お よ び R6Wの 置 換 を 有 す る ペ プ チ ド は 、 わ ず か
な 結 合 活 性 を 保 持 し た 。 し か し R 7 と 他 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 と の 置 換 で は 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン
結 合 は 消 失 し た 。 Q 8 は 、 結 合 に 作 用 を 及 ぼ す こ と な く 、 い く つ か の ア ミ ノ 酸 と 置 換 可 能 で
あ っ た が 、 R 9 は Kま た は Wと だ け 、 結 合 に 影 響 す る こ と な く 置 換 可 能 で あ っ た 。 D10A、 D10E
、 D10N、 お よ び D10Qの 置 換 は 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 に 影 響 を 及 ぼ さ ず 、 A11F、 A11I、 A1
1L、 A11V、 お よ び A11Yの 変 化 に つ い て も 同 じ 結 果 が 得 ら れ た 。 E 1 2 お よ び N 1 3 は 結 合 に 影 響
を 及 ぼ す こ と な く 、 さ ま ざ ま な ア ミ ノ 酸 と の 置 換 が 可 能 で あ っ た 。 対 照 的 に R14K置 換 だ け
が 、 ペ プ チ ド の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 を 保 持 し て い た 。 ま た S 1 5 お よ び Q 1 6 は 、 結 合 機 能 を
喪 失 す る こ と な く 、 他 の い く つ か の ア ミ ノ 酸 と 置 換 可 能 で あ っ た 。 ス ポ ッ ト 膜 実 験 の 結 果
か ら 、
　
　
　
　
　
　
の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 モ チ ー フ の 存 在 を 想 定 す る こ と が で き る 。 こ の コ ン セ ン サ ス モ チ
ー フ は 、 他 の 生 物 の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 タ ン パ ク 質 中 に は 同 定 で き な か っ た こ と か ら 、
新 し い タ イ プ の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 部 位 で あ る こ と が わ か る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 ス ポ ッ ト 膜 解 析 の 結 果 か ら 、 2種 類 の 異 な る 合 成 ペ プ チ ド を 対 象 に 、 GBSの フ ィ ブ リ ノ ー
ゲ ン 結 合 阻 害 能 力 の 検 討 を 行 っ た 。 1つ の ペ プ チ ド （ pep_FbsA） は オ リ ジ ナ ル の リ ピ ー ト
単 位 配 列
　
　
　
で あ り 、 も う 1つ の ペ プ チ ド （ pep_R6A） は R6A置 換 を 有 す る も の で あ る 。 ス ポ ッ ト 膜 解 析
で 後 者 の ペ プ チ ド は 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 が 有 意 に 低 下 し て い る こ と が わ か っ た 。 競 合
阻 害 実 験 で は 、 両 方 の ペ プ チ ド を 対 象 に 、 放 射 標 識 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン と GBSの 結 合 の 阻 害
に 関 し て 検 討 を 行 っ た （ 図 13） 。 160 μ Mの pep_FbsAは 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 を 80%阻 害
し た が 、 同 濃 度 の pep_R6Aは 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 を 20%し か 阻 害 し な か っ た 。 以 上 の 結
果 か ら 、 FbsAの リ ピ ー ト 単 位 の 可 溶 型 が フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 を 有 す る こ と が わ か る 。 さ
ら に 、 2つ の ペ プ チ ド 間 に み ら れ る フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 の 阻 害 の 差 か ら 、 ス ポ ッ ト 膜 解
析 の 結 果 が 確 認 さ れ 、 ま た R 6 が フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 に 重 要 な 役 割 を 果 た す こ と が わ か る
。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 GBSの フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 に 対 す る FbsAの 寄 与 を 解 析 す る た め に 、 GBS 6313株 、 706 S
2株 、 お よ び O90R株 の そ れ ぞ れ に つ い て fbsA欠 失 変 異 体 を 作 製 し た 。 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析
の 結 果 、 個 々 の 株 で fbsAが 適 切 に 欠 失 し て い る こ と （ デ ー タ は 示 し て い な い ） が 判 明 し た
の で 、 こ れ ら を 6313Δ fbsA、 706 S2Δ fbsA、 お よ び O90RΔ fbsAと 命 名 し た 。 次 に 変 異 体 お
よ び 親 株 を 対 象 に 、 可 溶 性 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン と 固 定 化 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン と の 結 合 に 関 し て
検 討 を 行 っ た 。 GBS 6313株 、 706 S2株 、 お よ び O90R株 は 、 1 2 5 I標 識 可 溶 性 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ
ン と 約 50%、 8%、 お よ び 12%の 結 合 を 示 し た が 、 各 fbsA変 異 株 の 結 合 率 は 2%未 満 で あ っ た 。
同 様 に 、 FITC標 識 細 菌 を 用 い た 結 合 実 験 で は 、 GBS 6313株 、 706 S2株 、 お よ び O90R株 に 由
来 す る 全 菌 の 約 45%、 15%、 お よ び 24%が 固 定 化 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン と 結 合 し た が 、 固 定 化 フ
ィ ブ リ ノ ー ゲ ン と 相 互 作 用 す る 各 fbsA変 異 株 は 2%未 満 で あ っ た 。 以 上 の 結 果 か ら FbsAが 、
GBS 6313株 、 706 S2株 、 お よ び O90R株 の そ れ ぞ れ に お け る 主 要 な フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 タ
ン パ ク 質 で あ り 、 ま た FbsAが 、 細 菌 と 可 溶 性 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン お よ び 固 定 化 フ ィ ブ リ ノ ー
ゲ ン の 両 方 に 対 す る 結 合 に 関 与 す る と 結 論 で き る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
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実 施 例 4： FbsAは 上 皮 細 胞 と の 接 着 お よ び 同 細 胞 へ の 浸 潤 に 寄 与 し 、 オ プ ソ ニ ン 貧 食 を 阻
害 す る
結 果
　 GBSに よ る オ プ ソ ニ ン 貧 食 防 護 に 関 す る FbsAの 重 要 性 を 解 析 す る た め に 、 GBS 6313株 お
よ び 6313Δ fbsA株 を 対 象 に 、 ヒ ト 全 血 を 対 象 と し た 従 来 の 殺 菌 ア ッ セ イ 法 に よ る 生 存 の 検
討 を 行 っ た 。 ヘ パ リ ン 処 理 し た ヒ ト 血 液 は 、 2つ の 株 に つ い て 100± 30コ ロ ニ ー 形 成 単 位 （
cfu） で 播 種 後 に 両 株 で 成 長 が 認 め ら れ た が 、 3時 間 の 培 養 後 に 6313株 は 2500± 500 cfu/ア
ッ セ イ 法 に 成 長 し た も の の 、 6313Δ fbsA株 は 800± 100 cfu/ア ッ セ イ 法 し か 成 長 し な か っ
た 。 こ の 結 果 は 、 FbsAが オ プ ソ ニ ン 化 の 予 防 に 関 与 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 GBS 6313株 、 706 S2株 、 お よ び O90R株 、 お よ び 各 fbsA欠 失 変 異 体 に つ い て も 、 ヒ ト 肺 上
皮 細 胞 系 列 A549に 対 す る 接 着 能 力 お よ び 浸 潤 能 力 に 関 し て 検 討 を 行 っ た 。 図 14Aに 示 す よ
う に 、 A549細 胞 に 対 す る fbsA欠 失 変 異 体 の 接 着 は 、 親 株 と 比 較 し て 有 意 に 低 下 し た 。 同 様
に 、 fbsA欠 失 変 異 体 が A549細 胞 に 浸 潤 す る 能 力 も 劇 的 に 低 下 し た （ 図 14B） 。 こ の 作 用 を
さ ら に 詳 細 に 解 析 す る た め に 、 GBS 6313が A549細 胞 に 接 着 す る 能 力 お よ び 浸 潤 す る 能 力 を
、 1 μ g/mlの 外 部 添 加 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン の 存 在 下 で 定 量 し た 。 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン の 添 加 は
、 A549細 胞 に 対 す る GBS 6313の 接 着 お よ び 浸 潤 の 90%の 低 下 を 招 い た 。 総 合 す る と 以 上 の
結 果 は 、 GBSで は FbsAと フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン の 結 合 が 、 細 菌 と ヒ ト 上 皮 細 胞 の 接 着 お よ び 同
細 胞 へ の 浸 潤 に 重 要 な 役 割 を 果 た す こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
実 施 例 5： FbsAは ヒ ト で 免 疫 原 性 が 高 い
結 果
　 患 者 に 由 来 す る 5つ の 血 清 を 、 5種 類 の ペ プ チ ド （ 野 生 型 ：
　
　
　
ア ラ ニ ン 変 異 体 ペ プ チ ド ：
　
　
　
　
　
　
　
図 11参 照 ） に 対 す る 抗 体 の 存 在 に 関 し て 解 析 し た 。 リ ピ ー ト 領 域 の 野 生 型 配 列 に 加 え て 、
ア ラ ニ ン 置 換 を 有 す る 4種 類 の ペ プ チ ド が 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 活 性 を 欠 く も の と し て
選 択 さ れ た 。 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン が 結 合 抗 体 に 干 渉 す る か 否 か を 評 価 す る た め に 、 ペ プ チ ド
の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 活 性 の 除 去 を 調 べ る こ と と し た 。 す べ て の ペ プ チ ド を 、 N末 端 に
ビ オ チ ン タ グ が 付 く よ う に 合 成 し 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で コ ー テ ィ ン グ さ れ た ELISAプ レ
ー ト に お け る コ ー テ ィ ン グ 試 薬 と し て 使 用 し た 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 ELISA解 析 を Gemini 160 ELISAロ ボ ッ ト で 実 施 し た 。 IgA抗 体 お よ び IgG抗 体 の レ ベ ル を
、 全 5種 類 の ペ プ チ ド を 含 む 所 定 の 血 清 に 関 し て 示 し た （ 図 15） 。 解 析 用 に 選 択 し た 5つ の
血 清 の う ち 、 主 に 1つ が 、 解 析 対 象 ペ プ チ ド と 極 め て 高 い 反 応 性 を 示 し た 。 野 生 型 と 変 異
体 ペ プ チ ド の 比 較 か ら 、 変 異 体 ペ プ チ ド 2、 3、 お よ び 4が 、 IgA抗 体 と IgG抗 体 の 両 方 と 類
似 の 反 応 性 を 有 す る が 、 野 生 型 ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド 5は 、 す べ て の 血 清 に 十 分 認 識 さ
れ な い こ と が わ か っ た 。 野 生 型 ペ プ チ ド に 関 し て は 、 こ れ は お そ ら く 、 ペ プ チ ド に 対 す る
抗 体 結 合 と 競 合 す る 可 能 性 の あ る ヒ ト 血 清 中 に お け る フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン の 存 在 に よ っ て 説
明 さ れ る 。 ペ プ チ ド 5に お け る 変 異 は 、 抗 体 の 結 合 を 変 化 さ せ た こ と に よ り 反 応 性 を 低 下
さ せ て い た 可 能 性 が あ る 。 興 味 深 い こ と に ペ プ チ ド の 反 応 性 は IgA抗 体 と 極 め て 高 く 、 IgG
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と は そ れ ほ ど 高 く は な か っ た 。 こ の 結 果 は 、 ヒ ト に お け る 抗 体 応 答 が 主 に 、 コ ロ ニ ー 形 成
の 予 防 に 特 に 重 要 な IgA抗 体 の 産 生 に 関 与 す る こ と を 意 味 す る 。 以 上 の 結 果 は 、 FbsAタ ン
パ ク 質 が 感 染 時 に イ ン ビ ボ で 発 現 さ れ る こ と 、 ま た 細 胞 表 面 で ヒ ト 抗 体 と 結 合 し う る こ と
を 強 く 意 味 す る 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
実 施 例 6： シ グ ナ ル ペ プ チ ド タ ギ ン グ ス ク リ ー ン に よ る 他 の S. agalactiaeの 接 着 の 同 定
結 果
　 GBSに 由 来 す る 他 の 付 着 因 子 お よ び イ ン ベ ー シ ン を 同 定 す る た め に 、 GBS 6313の 染 色 体 D
NAを 超 音 波 処 理 し て 断 片 化 し 、 得 ら れ た 断 片 を ク レ ノ ウ ポ リ メ ラ ー ゼ で 処 理 し て 平 滑 末 端
化 し 、 次 に プ ラ ス ミ ド pHRM104に 連 結 し 、 大 腸 菌 CC118を 形 質 転 換 し た 。 X-リ ン 酸 を 含 む LB
プ レ ー ト に よ る ス ク リ ー ニ ン グ 後 に 、 4個 の コ ロ ニ ー の 周 囲 に 広 範 囲 の 青 色 の ハ ロ が 認 め
ら れ た 。 こ れ ら の ク ロ ー ン の プ ラ ス ミ ド を 単 離 し 、 挿 入 領 域 の 配 列 を 決 定 し た 。 得 ら れ た
配 列 の 解 析 か ら 、 4つ の 不 完 全 な 読 み 枠 （ そ れ ぞ れ が シ グ ナ ル ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 で 開 始
さ れ る ） が 同 定 さ れ た 。 こ れ ら の 遺 伝 子 は 、 「 B群 連 鎖 球 菌 に 由 来 す る 潜 在 的 な 付 着 因 子
」 （ otential dhesins from group  Streptococcus） で あ る こ と か ら 、 そ れ ぞ れ pabA
、 pabB、 pabC、 お よ び pabDと 命 名 し た 。 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標 識 プ ロ ー ブ で 4つ の 不 完 全 な 遺
伝 子 を PCRで 増 幅 し た 。 DNAプ ロ ー ブ を 、 大 腸 菌 の GBS 6313コ ス ミ ド 遺 伝 子 バ ン ク の ス ク リ
ー ニ ン グ に 使 用 し 、 pabAと pabBプ ロ ー ブ の 両 方 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 1つ の 大 腸 菌 ク ロ ー
ン 、 お よ び pabCと pabDプ ロ ー ブ の 両 方 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 1つ の 大 腸 菌 ク ロ ー ン が 同 定
さ れ た 。 こ れ ら の ク ロ ー ン か ら コ ス ミ ド DNAを 単 離 し 、 遺 伝 子 pabA～ Dの 全 配 列 を 決 定 し た
。 得 ら れ た 配 列 情 報 の 解 析 の 結 果 か ら 、 pabA遺 伝 子 が pabB遺 伝 子 の 前 方 に 位 置 し （ 図 16）
、 pabC遺 伝 子 が pabD遺 伝 子 に 先 行 す る （ 図 17） こ と が わ か っ た 。 遺 伝 子 pabA、 pabB、 pabC
、 お よ び pabDは 、 そ れ ぞ れ 901ア ミ ノ 酸 、 674ア ミ ノ 酸 、 643ア ミ ノ 酸 、 お よ び 182ア ミ ノ 酸
の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 文 献 （ Nielsen et al., 1997） に 記 載 さ れ た 方 法 に よ り 、 32
ア ミ ノ 酸 、 29ア ミ ノ 酸 、 26ア ミ ノ 酸 、 お よ び 23ア ミ ノ 酸 の 推 定 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を そ れ ぞ
れ タ ン パ ク 質 PabA、 PabB、 PabC、 お よ び PabDで あ る と 推 定 す る こ と が で き る （ 図 16お よ び
17） 。 ま た タ ン パ ク 質 PabAお よ び PabBは 、 個 々 の C末 端 に お い て 配 列 IPMTGお よ び 配 列 IPQT
Gを そ れ ぞ れ 有 し 、 グ ラ ム 陽 性 菌 の 細 胞 壁 ア ン カ ー モ チ ー フ と の 高 い 同 一 性 が 認 め ら れ た
。 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ り 、 遺 伝 子 pabA～ Dが 、 検 討 し た 35の 臨 床 GBS単 離 菌 の 90～ 95%
で 検 出 さ れ た こ と か ら 、 GBSに こ れ ら の 遺 伝 子 が 広 く 分 布 す る こ と が わ か る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
実 施 例 7： PapA～ Dは GBSの ヒ ト 上 皮 細 胞 に 対 す る 接 着 お よ び 浸 潤 に 寄 与 す る
結 果
　 4種 類 の タ ン パ ク 質 の 上 皮 細 胞 に 対 す る GBSの 接 着 に お け る 重 要 性 を 解 析 す る た め に 、 シ
グ ナ ル ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 お よ び 細 胞 壁 ア ン カ ー モ チ ー フ を 欠 く 遺 伝 子 pabAお よ び pabB
を 大 腸 菌 発 現 ベ ク タ ー pET28aに ク ロ ー ン 化 し 、 ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン タ グ を PabAお よ び PabB融
合 タ ン パ ク 質 の C末 端 に 配 し た 。 こ れ と 平 行 し て 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 を 欠 く
遺 伝 子 pabCお よ び pabDを pET28aに ク ロ ー ン 化 し 、 C末 端 に ヒ ス チ ジ ン タ グ を 付 し た 融 合 タ
ン パ ク 質 PabCお よ び PabDを 合 成 し た 。 大 腸 菌 DH5α に お け る プ ラ ス ミ ド の 構 築 後 に 、 同 コ
ン ス ト ラ ク ト で 大 腸 菌 BL21（ DE） を 形 質 転 換 し 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 合 成 を IPTGを 添 加 し て
誘 導 し た 。 次 に さ ま ざ ま な 融 合 タ ン パ ク 質 を Ni 2 + -ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 精
製 し た 。 タ ン パ ク 質 PabA、 PabB、 お よ び PabCを さ ら に 陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で
精 製 し 、 ま た PabDタ ン パ ク 質 を 精 製 し て 、 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 均 一 と し た
。 精 製 タ ン パ ク 質 で ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ を コ ー テ ィ ン グ し 、 ビ ー ズ を ヒ ト 肺 上 皮 細 胞 系 列 A5
49と 相 互 作 用 さ せ た 。 対 照 と し て 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） で コ ー テ ィ ン グ さ れ た ビ
ー ズ も A549細 胞 と 結 合 さ せ た 。 図 18に 示 す よ う に 、 BSAで コ ー テ ィ ン グ さ れ た ビ ー ズ に つ
い て は 、 肺 上 皮 細 胞 と の 相 互 作 用 は 認 め ら れ な か っ た が 、 タ ン パ ク 質 PabA、 PabB、 PabC、
ま た は PabDで コ ー テ ィ ン グ さ れ た ビ ー ズ の 場 合 は 、 A549細 胞 と の 有 意 な 結 合 が 認 め ら れ た
。 こ の 結 果 は 、 タ ン パ ク 質 PabA、 PabB、 PabC、 お よ び PabDが 、 細 菌 と 宿 主 細 胞 の 結 合 に 関
与 す る こ と を 意 味 す る 。 競 合 実 験 で 、 GBS 6313と A549細 胞 の 接 着 、 お よ び 細 菌 の 同 細 胞 系
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列 へ の 浸 潤 を 、 精 製 PabA、 PabB、 PabC、 ま た は PabD融 合 タ ン パ ク 質 の 非 存 在 下 お よ び 存 在
下 で 定 量 し た 。 図 19に 示 す よ う に 、 PabA、 PabC、 お よ び PabDの 添 加 は 、 GBS 6313と の A549
細 胞 の 接 着 能 力 お よ び 同 細 胞 へ の 浸 潤 能 力 を 有 意 に 低 下 さ せ た 。 驚 く べ き こ と に PabBの 添
加 は 、 GBS 6313と A549細 胞 の 接 着 お よ び 同 細 胞 へ の 浸 潤 を 高 め た 。 こ の 結 果 も 、 PabA、 Pa
bB、 PabC、 お よ び PabDが GBSの 付 着 因 子 で あ る と い う 考 え を 支 持 し て い る 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 こ の 作 用 を さ ら に 解 析 す る た め に 、 遺 伝 子 pabAお よ び pabAを そ れ ぞ れ 、 GBS 6313の 染 色
体 か ら 切 り 出 し た 。 結 果 と し て 得 ら れ た 変 異 体 を 対 象 に 、 上 皮 細 胞 に 対 す る 接 着 お よ び 浸
潤 を 検 討 し た 。 親 GBS 6313株 と 比 較 し て 両 変 異 株 で は 、 約 A549細 胞 に 対 す る 接 着 お よ び 浸
潤 が 50%低 下 す る こ と が わ か っ た （ 図 20） 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 総 合 す る と 以 上 の 結 果 は 、 タ ン パ ク 質 PabA、 PabB、 PabC、 お よ び PabDが そ れ ぞ れ GBSの
上 皮 細 胞 に 対 す る 接 着 、 お よ び 同 細 胞 へ の 浸 潤 に 役 割 を 果 た す こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 タ ン パ ク 質 PabA、 PabB、 お よ び PabDが 、 マ ウ ス で 免 疫 応 答 を 惹 起 す る か 否 か を 検 討 す る
た め に 、 精 製 し た PabA、 PabB、 お よ び PabD融 合 タ ン パ ク 質 を マ ウ ス の 皮 下 免 疫 に 用 い た 。
対 象 マ ウ ス に 3週 間 後 に ブ ー ス タ ー 免 疫 を 行 い 、 初 回 免 疫 か ら 6週 間 後 に 血 清 を 回 収 し た 。
PabA、 PabB、 お よ び PabDの 各 融 合 タ ン パ ク 質 の 段 階 希 釈 物 を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に ブ ロ ッ ト
し 、 さ ま ざ ま な タ ン パ ク 質 に 対 す る マ ウ ス 血 清 で プ ロ ー ブ 処 理 し た 。 図 21に 示 す よ う に 、
融 合 タ ン パ ク 質 PabA、 PabB、 お よ び PabDは 、 個 々 の 抗 血 清 に よ っ て 高 感 度 で 検 出 さ れ た こ
と か ら 、 こ れ ら 3種 類 の タ ン パ ク 質 の マ ウ ス に お け る 高 い 免 疫 原 性 が わ か る 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
実 施 例 8： 実 験 手 順 II
菌 株 、 上 皮 細 胞 、 お よ び 成 長 条 件
　 細 胞 系 列 A549（ ATCC CCL-185） お よ び HEL299（ ATCC CCL-137） を American Type Cultur
e Collectionか ら 入 手 し た 。 A549は I型 肺 胞 細 胞 の い く つ か の 特 徴 を 示 す ヒ ト 肺 癌 細 胞 で
あ る 。 HEL299は ヒ ト 繊 維 芽 細 胞 細 胞 系 列 で あ る 。 A549細 胞 と HEL299細 胞 を 、 10%ウ シ 胎 児
血 清 を 添 加 し た RPMIま た は DMEM組 織 培 養 培 地 （ い ず れ も Gibco BRL） で 増 殖 さ せ た 。 組 織
培 養 物 を 湿 潤 大 気 中 （ 5% CO 2 ） で 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
S. agalactiaeの fbsA欠 失 変 異 体 の 作 製
　 S. agalactiaeの O176 H4A株 、 お よ び SS1169株 の fbsA遺 伝 子 を 、 文 献 （ Schubert et al.
, 2002） に 記 載 さ れ た 手 順 で 欠 失 さ せ た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 温 度 感 受 性 プ ラ ス ミ ド pG +

Δ fbsAで S. agalactiae株 を エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 で 形 質 転 換 し 、 エ リ ス ロ マ イ シ ン
寒 天 上 で 30℃ で 成 長 さ せ て 形 質 転 換 体 を 選 択 し た 。 pG + Δ fbsAが 染 色 体 に 組 込 ま れ た 細 胞
を 、 形 質 転 換 体 を 39℃ で 成 長 さ せ て エ リ ス ロ マ イ シ ン 選 択 に よ り 、 文 献 （ Maguin et al.,
 1996） に 記 載 さ れ た 手 順 で 選 択 し た 。 染 色 体 組 込 み 株 を 液 体 培 地 で 30℃ で 5日 間 、 エ リ ス
ロ マ イ シ ン 選 択 を 行 う こ と な く 継 代 培 養 し て プ ラ ス ミ ド pG + Δ fbsAの 切 り 出 し を 促 し 、 所
望 の fbsA欠 失 を 染 色 体 上 に 残 す よ う に し た 。 継 代 培 養 物 の 希 釈 物 を 寒 天 上 に プ レ ー テ ィ ン
グ し 、 エ リ ス ロ マ イ シ ン 感 受 性 に 関 し て 1個 の コ ロ ニ ー を 検 討 し 、 pG + Δ fbsA切 除 体 を 同 定
し た 。 エ リ ス ロ マ イ シ ン 感 受 性 の S. agalactiae切 除 体 の 染 色 体 DNAを HindIIIで 切 断 後 に
、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標 識 fbsAフ ラ ン キ ン グ 断 片 を 用 い て 、 文 献 （ Schubert et al., 2002）
に 記 載 さ れ た 手 順 で サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ で 検 討 し た 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン タ グ 融 合 タ ン パ ク 質 の 調 製
　 タ ン パ ク 質 FbsA-19は 、 S. agalactiae 6313の 完 全 長 FbsAタ ン パ ク 質 で あ り 、 16ア ミ ノ
酸 の 19個 の リ ピ ー ト 単 位 を N末 端 に 含 む が 、 タ ン パ ク 質 FbsA-Nは 、 N末 端 に 19個 の FbsA-19
の リ ピ ー ト を 含 む が C末 端 で は 切 断 型 を 含 む （ Schubert et al., 2002） 。 Bspタ ン パ ク 質
は 、 細 菌 の 形 態 形 成 に 役 割 を 果 た す S. agalactiaeの 表 面 タ ン パ ク 質 で あ り （ Reinscheid 
et al., 2002） 、 本 研 究 に お け る 対 照 と し て 使 用 し た 。 培 養 物 が 1.0の 光 学 密 度 に 到 達 し
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た 時 点 で 、 1 mM IPTGを 添 加 す る こ と で 融 合 タ ン パ ク 質 を 組 換 え 大 腸 菌 BL21中 で 合 成 さ せ
た 。 細 胞 を フ レ ン チ プ レ ス で 破 壊 し 、 Ni 2 + ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で Qiagen社 の
指 示 書 に し た が っ て 融 合 タ ン パ ク 質 を 精 製 し た 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
接 着 お よ び 浸 潤 ア ッ セ イ 法 。
　 A549細 胞 と HEL299細 胞 に 対 す る S. agalactiaeの 接 着 、 お よ び 両 細 胞 へ の 内 在 化 を 、 基
本 的 に A549細 胞 に 関 す る 実 施 例 1記 載 の 手 順 で 調 べ た 。 一 部 の 実 験 で は 、 A549細 胞 を 、 さ
ま ざ ま な 量 の FbsAタ ン パ ク 質 、 ま た は FbsA由 来 ペ プ チ ド と RPMI培 地 中 で 30分 間 プ レ イ ン キ
ュ ベ ー ト し 、 次 に PBSで 3回 洗 浄 し た 。
【 ０ ２ ９ １ 】
FbsAで コ ー テ ィ ン グ し た ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ の 走 査 型 電 子 顕 微 鏡 に よ る 観 察
　 約 1× 10 9 個 の ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ （ 直 径 3 μ m、 Sigma） を 、 25 mM 2-N-モ ル ホ リ ノ エ タ ン
ス ル ホ ン 酸 （ MES） 、 pH 6.8で 3回 洗 浄 し た 。 こ の 半 分 を 500 μ g/mlの FbsA融 合 タ ン パ ク 質
を 含 む 1.0 mlの MES緩 衝 液 に 再 懸 濁 し 、 残 り の 半 分 を 1.0 mlの MES緩 衝 液 に 再 懸 濁 し た 。 こ
の ビ ー ズ を 、 周 回 式 回 転 で 4℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ビ ー ズ を 遠 心 し て 沈 殿 さ せ た
後 に 、 上 清 中 の 残 り の タ ン パ ク 質 の 量 を Bradfordタ ン パ ク 質 ア ッ セ イ 法 キ ッ ト （ BioRad）
で 決 定 し た 。 ビ ー ズ を MES緩 衝 液 で 1回 洗 浄 し 、 10 mg/ml BSA（ 溶 媒 は MES緩 衝 液 ） で 室 温
で 1時 間 か け て ブ ロ ッ ク 処 理 を 行 っ た 。 ビ ー ズ を MES緩 衝 液 で 2回 洗 浄 し 、 RPMI＋ 10% FCSで
1回 洗 浄 し 、 RPMI＋ 10% FCSに 再 懸 濁 し た 。 24ウ ェ ル プ レ ー ト に コ ン フ ル エ ン ト の A549細 胞
を 、 1ウ ェ ル あ た り 2× 10 8 個 の ビ ー ズ と な る よ う に 総 量 1.0 mlを 播 種 し た 。 ビ ー ズ の 単 層
混 合 物 を 大 気 （ 5% CO 2 ） 中 で 37℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を PBSで 5回 洗 浄 し 、
走 査 型 電 子 顕 微 鏡 に よ る 観 察 用 に 3%パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド お よ び 4%グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド （
溶 媒 は 0.1%カ コ ジ ル 酸 緩 衝 液 ） で 固 定 し た 。 走 査 型 電 子 顕 微 鏡 （ Zeiss DSM 962） に よ る
観 察 を 行 っ た 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
実 施 例 9： fbsA遺 伝 子 お よ び タ ン パ ク 質 は 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 に 関 し て さ ま ざ ま な S. 
agalactiae株 に 必 要 で あ る
結 果
　 血 清 型 IIIの S. agalactiae 6313株 で は 、 FbsAタ ン パ ク 質 は 同 株 の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結
合 に 不 可 欠 な こ と が わ か っ た （ 実 施 例 3） 。 fbsA遺 伝 子 は 、 S. agalactiae 6313株 、 706 S
2株 （ 血 清 型 Ia） 、 お よ び 莢 膜 変 異 体 O90R株 で 欠 失 さ せ て あ る （ 実 施 例 3） 。 さ ま ざ ま な 血
清 型 の S. agalactiae株 の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 に 関 す る FbsAの 重 要 性 を さ ら に 検 討 す る
た め に 、 S. agalactiae O176 H4A株 （ 血 清 型 II） 、 お よ び SS 1169株 （ 血 清 型 V） の ゲ ノ ム
か ら fbsA遺 伝 子 を 欠 失 さ せ た 。 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 で 、 前 述 の 株 の ゲ ノ ム に お い て fbsAが
欠 失 さ れ て い る こ と を 確 認 し （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 、 個 々 の 変 異 株 を 、 元 株 の 名 称 に
接 尾 辞 Δ fbsAを つ け て 命 名 し た 。 次 に 、 さ ま ざ ま な S. agalactiaeに お け る フ ィ ブ リ ノ ー
ゲ ン 結 合 タ ン パ ク 質 の 合 成 に お け る fbsA遺 伝 子 の 重 要 性 を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 で 明 ら
か に し た 。 S. agalactiae 6313株 、 O90R株 、 706 S2株 、 O176 H4A株 、 お よ び SS1169株 、 お
よ び こ れ ら の 各 fbsA欠 失 変 異 株 の 等 量 の 培 養 上 清 を SDS-PAGEで 分 離 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス
に ブ ロ ッ ト し 、 次 に フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 タ ン パ ク 質 の 存 在 を 検 討 し た 。 図 22に 示 す よ う
に 、 S. agalactiae 6313株 お よ び 706 S2株 で は 、 培 養 上 清 中 に 有 意 な 量 の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ
ン タ ン パ ク 質 の 存 在 が 認 め ら れ る が 、 S. agalactiae O90R株 、 O176 H4A株 、 お よ び SS1169
株 で は 、 培 養 上 清 中 に 少 量 の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 タ ン パ ク 質 し か 認 め ら れ な い 。 ま た フ
ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 タ ン パ ク 質 の 大 き さ も 、 異 な る 株 間 で は 有 意 に 異 な る 。 し か し FbsAは
、 さ ま ざ ま な S. agalactiae株 に お け る リ ピ ー ト の 単 位 の 数 が 多 様 な 、 高 度 に 反 復 性 の タ
ン パ ク 質 で あ る 。 使 用 し た S. agalactiae株 を 、 fbsA遺 伝 子 中 の リ ピ ー ト 単 位 の 数 の 有 意
差 が 明 ら か に な っ た こ と か ら 、 さ ら な る 研 究 用 に 選 択 し た 。 さ ま ざ ま な 株 の fbsA遺 伝 子 の
配 列 か ら FbsAタ ン パ ク 質 を 、 S. agalactiae 6313株 、 O90R株 、 706 S2株 、 O176 H4A株 、 お
よ び SS1169株 の そ れ ぞ れ に 関 し て 分 子 量 が 51 kDa、 34 kDa、 47 kDa、 20 kDa、 お よ び 71 k
Daと 推 定 し た 。 こ れ ら の 株 の 培 養 上 清 中 の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 タ ン パ ク 質 の 観 察 さ れ た
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大 き さ は 、 さ ま ざ ま な 株 に お け る FbsAタ ン パ ク 質 の 推 定 サ イ ズ に 良 好 に 対 応 す る （ 図 22）
。 さ ま ざ ま な fbsA欠 失 変 異 株 の 培 養 上 清 で 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 タ ン パ ク 質 は 検 出 で き
な か っ た 。 こ の 結 果 は 、 多 様 な 株 に 由 来 す る 培 養 上 清 中 に 観 察 さ れ た フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結
合 タ ン パ ク 質 が FbsAタ ン パ ク 質 で あ る こ と 、 ま た FbsAが 、 検 討 し た 全 株 の 培 養 上 清 に お け
る 主 要 な フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
　 さ ま ざ ま な S. agalactiae株 、 お よ び こ れ ら の fbsA変 異 株 を 対 象 に 、 そ の 表 面 に お け る 1

2 5 I標 識 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 の 検 討 を 行 っ た 。 S. agalactiae 6313で は 、 放 射 標 識 フ ィ
ブ リ ノ ー ゲ ン の か な り の 結 合 が 認 め ら れ た 。 し か し 、 O90R株 お よ び 706 S2株 で は 、 ヒ ト フ
ィ ブ リ ノ ー ゲ ン の 中 程 度 の 結 合 が 認 め ら れ 、 ま た O176 H4A株 お よ び SS1169株 で は ヒ ト フ ィ
ブ リ ノ ー ゲ ン の 弱 い 結 合 が 認 め ら れ た 。 さ ま ざ ま な 株 に み ら れ た フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 の
差 は 、 こ れ ら の 株 の FbsAタ ン パ ク 質 の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 リ ピ ー ト の 数 と 相 関 し な か っ
た 。 し か し な が ら fbsA欠 失 変 異 体 で は 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 は 1～ 3%に 低 下 し た 。 FITC
標 識 細 菌 を 用 い た 結 合 実 験 で は 同 様 に 、 6313株 、 O90R株 、 706 S2株 、 O176 H4A株 、 お よ び
SS1169株 の 全 細 菌 の 約 45%、 18%、 14%、 4%、 お よ び 7%が 固 定 化 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン と 結 合 し
た が 、 固 定 化 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン と 結 合 し た 各 fbsA変 異 株 は 2%未 満 で あ っ た （ 図 23） 。 以 上
の 結 果 か ら さ ら に FbsAが 、 解 析 対 象 の S. agalactiae株 に お け る 主 要 な フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン
結 合 タ ン パ ク 質 で あ る こ と 、 ま た FbsAが 、 細 菌 と 可 溶 性 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン と 固 定 化 フ ィ ブ
リ ノ ー ゲ ン の 両 方 に 対 す る 結 合 に 関 与 す る こ と が わ か る 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
実 施 例 10： fbsA遺 伝 子 お よ び タ ン パ ク 質 は S. agalactiaeの ヒ ト 細 胞 と の 効 率 的 な 結 合 、
お よ び 同 細 胞 へ の 内 在 化 に 必 要 で あ る
結 果
　 S. agalactiae 6313株 、 O90R株 、 706 S2株 、 O176 H4A株 、 お よ び SS1169株 、 な ら び に こ
れ ら の 同 質 遺 伝 的 な fbsA変 異 株 を 対 象 に 、 ヒ ト 肺 上 皮 細 胞 系 列 A549に 対 す る 接 着 能 力 と 浸
潤 能 力 に 関 し て 検 討 を 行 っ た 。 図 24に 示 す よ う に 、 S. agalactiae 6313株 は 、 そ の 多 く が
A549細 胞 と 結 合 し て 同 細 胞 に 浸 潤 し た が 、 O90R株 、 706 S2株 、 お よ び SS1169株 は 、 A549細
胞 に 対 す る 中 程 度 の 接 着 と 同 細 胞 へ の 内 在 化 を 示 す こ と が わ か っ た 。 対 照 的 に 、 S. agala
ctiae O176 H4A株 は 、 極 め て 少 数 が A549細 胞 に 接 着 し て 同 細 胞 に 浸 潤 し た 。 さ ま ざ ま な 株
が A549細 胞 に 対 し て 接 着 し て 浸 潤 す る 際 の 当 初 の 差 と 関 係 な く 、 個 々 の 株 の fbsA遺 伝 子 の
欠 失 は 、 A549細 胞 と の 接 着 お よ び 同 細 胞 へ の 浸 潤 を 、 異 な る 株 間 で 極 め て 低 い が 類 似 の 値
に 低 下 さ せ た 。 A549細 胞 へ の 内 在 化 が ほ と ん ど み ら れ な い こ と が 既 に わ か っ て い る O176 H
4A株 だ け は 、 fbsA遺 伝 子 の 欠 失 は 、 細 菌 の A549細 胞 へ の 内 在 化 に 低 下 は み ら れ な か っ た 。
以 上 の 結 果 は fbsA遺 伝 子 が 、 S. agalactiaeと ヒ ト 上 皮 細 胞 と の 接 着 お よ び 同 細 胞 へ の 内
在 化 に 重 要 な 役 割 を 果 た す こ と を 意 味 す る 。 fbsA遺 伝 子 が 、 S. agalactiaeと さ ま ざ ま な
細 胞 系 列 の 結 合 に 果 た す 役 割 を 評 価 す る た め に 発 明 者 ら は 、 ヒ ト 繊 維 芽 細 胞 細 胞 系 列 HEL2
99を 対 象 に 、 S. agalactiae 6313お よ び こ の fbsA欠 失 変 異 体 の 接 着 お よ び 内 在 化 の 解 析 を
行 っ た 。 図 25に 示 す よ う に 、 6313Δ fbsA株 と HEL299細 胞 の 結 合 、 ま た 細 菌 の 同 細 胞 系 列 へ
の 内 在 化 は 約 90%低 下 し た 。 こ の 結 果 か ら 、 S. agalactiaeと さ ま ざ ま な ヒ ト 細 胞 と の 接 着
お よ び 内 在 化 に fbsA遺 伝 子 が 全 般 的 に 重 要 で あ る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 細 菌 の 接 着 お よ び 内 在 化 に お け る FbsAタ ン パ ク 質 の 役 割 を 評 価 す る た め に 、 FbsA-19融
合 タ ン パ ク 質 に よ る 真 核 細 胞 の 前 処 理 が 、 S. agalactiae 6313の 接 着 お よ び 浸 潤 に 及 ぼ す
作 用 を 評 価 し た 。 タ ン パ ク 質 FbsA-19は 6313株 に 由 来 す る FbsAタ ン パ ク 質 で あ り 、 19個 の
リ ピ ー ト 単 位 を 有 す る 。 図 26に 示 す よ う に 、 A549細 胞 を 高 量 の FbsA-19タ ン パ ク 質 で 前 処
理 す る と 、 S. agalactiae 6313と 同 細 胞 系 列 の 接 着 お よ び 浸 潤 が 実 質 的 に 阻 害 さ れ た 。 重
要 な こ と に 発 明 者 ら は 、 HEL299細 胞 と 細 菌 の 接 着 お よ び 浸 潤 の 低 下 が 相 関 す る こ と も 見 出
し た 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 FbsAタ ン パ ク 質 が フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン と 結 合 す る こ と に つ い て は 既 に 報 告 し た （ 実 施 例 3
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） 。 し た が っ て 発 明 者 ら は 、 S. agalactiae 6313の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン に よ る プ レ イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン が 、 細 菌 と A549細 胞 の 接 着 お よ び 同 細 胞 へ の 浸 潤 に 及 ぼ す 作 用 を 検 討 し た 。 発
明 者 ら は S. agalactiae 6313を 、 0.1 μ g/ml～ 1.0 μ g/mlの フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン で プ レ イ ン
キ ュ ベ ー ト し た と こ ろ 、 細 菌 と A549細 胞 の 接 着 お よ び 同 細 胞 へ の 浸 潤 の 用 量 依 存 性 が 阻 害
さ れ る こ と を 認 め た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。 し か し 、 細 菌 を 顕 微 鏡 で 観 察 し た と こ ろ
、 高 量 の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン の 使 用 時 に は 細 菌 が 凝 集 す る こ と が わ か っ た 。 し た が っ て 、 観
察 さ れ た フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン に よ る 細 菌 の 接 着 お よ び 浸 潤 の 阻 害 は 、 菌 表 面 に お け る FbsAタ
ン パ ク 質 の ブ ロ ッ キ ン グ か 、 ま た は FbsAタ ン パ ク 質 中 の 複 数 の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 部 位
の 存 在 に 起 因 す る 菌 の 凝 集 の い ず れ か に 帰 す る こ と が で き る 。 発 明 者 ら は ま た 、 S. agala
ctiae 6313の 接 着 お よ び 浸 潤 に 対 す る フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン の 影 響 を 検 討 し た 。 し か し 、 10 
μ g/mlの フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン で も 、 細 菌 の 接 着 お よ び 内 在 化 に 対 す る 阻 害 作 用 は 誘 導 さ れ な
か っ た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
実 施 例 11： FbsAで コ ー テ ィ ン グ し た ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ は A549細 胞 と 接 着 す る
結 果
　 FbsAが 、 S. agalactiaeと 宿 主 細 胞 の 相 互 作 用 に 役 割 を 果 た す こ と は 既 に 明 ら か と な っ
た 。 FbsAと 真 核 細 胞 の 相 互 作 用 に 、 さ ら に 別 の 因 子 が 必 要 か 否 か を 調 べ る た め に 、 ラ テ ッ
ク ス ビ ー ズ を FbsA-19タ ン パ ク 質 で コ ー テ ィ ン グ し て ヒ ト A549細 胞 と の 相 互 作 用 を 検 討 し
た 。 対 照 と し て 、 BSAで コ ー テ ィ ン グ し た ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ に つ い て も A549細 胞 と の 相 互
作 用 に 関 し て 解 析 を 行 っ た 。 走 査 型 電 子 顕 微 鏡 に よ る 観 察 で 、 BSAで コ ー テ ィ ン グ し た ラ
テ ッ ク ス ビ ー ズ と A549細 胞 と の 結 合 は ほ と ん ど 認 め ら れ な か っ た が 、 FbsA-19で コ ー テ ィ
ン グ し た ビ ー ズ は A549細 胞 と 多 数 が 結 合 し た （ 図 27） 。 FbsA-19で コ ー テ ィ ン グ し た ビ ー
ズ と 形 質 膜 と の 結 合 は 、 微 繊 毛 と 、 初 期 仮 足 形 成 に 似 た 構 造 体 と の 接 触 が 特 徴 的 で あ っ た
（ 図 27C） 。 場 合 に よ っ て は 仮 足 が ビ ー ズ 表 面 を 囲 む よ う に 見 え た こ と か ら 、 ビ ー ズ が 最
終 的 に 内 在 化 さ れ た こ と が わ か る （ 図 27D） 。 し か し な が ら 、 FbsA-19で コ ー テ ィ ン グ さ れ
た ビ ー ズ の 内 在 化 は 、 ど ち ら か と 言 え ば ま れ に 認 め ら れ る だ け で あ り 、 FbsA-19が 通 常 は S
. agalactiaeま た は FbsA-19で コ ー テ ィ ン グ し た ビ ー ズ の 真 核 細 胞 へ の 取 り 込 み の き っ か
け と な ら な い こ と が わ か る 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
実 施 例 12： 遺 伝 子 pabCお よ び pabDは 同 時 に 転 写 さ れ 、 ま た S. agalactiaeの 臨 床 株 で 保 存
さ れ て い る
結 果
　 pabC遺 伝 子 を 含 む 領 域 の ゲ ノ ム 構 成 を 図 31に 示 す 。 4つ の 遺 伝 子 の 重 複 領 域 を 増 幅 す る
の に 適 し た RT-PCRお よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 pabC遺 伝 子 と gbs0851（ pabD） 遺
伝 子 は 1つ の 転 写 物 と し て 転 写 さ れ る が 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ は metK遺 伝 子 お よ び gbs0853遺
伝 子 （ 図 28） に 関 し て は 独 立 し た 転 写 物 を 生 じ る こ と が わ か っ た 。 こ の 結 果 か ら 、 pabC遺
伝 子 お よ び gbs0851遺 伝 子 の 産 物 が 、 S. agalactiaeと 同 じ か 、 ま た は 類 似 の プ ロ セ ス に 必
要 と さ れ る 機 能 を 示 す 可 能 性 が あ る こ と が わ か る 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 PabCお よ び gbs0851を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 、 GBSの さ ま ざ ま な 血 清 型 お よ び 臨 床 単 離 菌 で
保 存 さ れ て い る か 否 か を 判 定 す る た め に 、 33種 類 の さ ま ざ ま な S. agalactiae株 の 染 色 体 D
NAを 単 離 し 、 遺 伝 子 全 体 を 増 幅 す る 特 定 の プ ラ イ マ ー で PCR解 析 を 行 っ た 。 2つ の 遺 伝 子 pa
bCお よ び gbs0851は 、 検 討 し た 全 株 に 存 在 す る こ と が わ か っ た 。 図 29は 一 例 と し て 、 GBSの
最 も 優 勢 な 血 清 型 （ Ia、 Ib、 III、 お よ び V） を 対 象 と し た PCRの 結 果 を 示 す 。 gbs0851遺 伝
子 は 全 株 か ら 同 じ 長 さ で 増 幅 さ れ た こ と か ら 、 遺 伝 子 の 配 列 お よ び 大 き さ が 保 存 さ れ て い
る こ と が わ か る 。 pabC遺 伝 子 の PCRの 結 果 、 驚 く べ き こ と に 、 解 析 対 象 株 に 依 存 し て 2つ の
異 な る 大 き さ の 産 物 が 増 幅 さ れ る こ と が わ か っ た 。 ま た 大 き さ の 差 は 同 じ 血 清 型 の 株 で も
認 め ら れ た 。 S. agalactiae 6313（ 血 清 型 III） 、 S. agalactiae NEM316（ 血 清 型 III） 、
お よ び S. agalactiae 2003V_R（ 血 清 型 V） の PabCタ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 を 図 30
に 示 す 。 こ の 図 か ら 、 S. agalactiae 6313お よ び S. agalactiae NEM316の PabCタ ン パ ク 質
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は 同 一 で あ る が 、 S. agalactiae 2003 V_Rの PabCに は 明 瞭 な 差 が あ る こ と が わ か る 。 PabC
の 配 列 の 多 様 性 は 、 全 体 的 に 同 タ ン パ ク 質 の N末 端 部 分 に 帰 す る こ と が で き る が 、 C末 端 部
分 は 全 3種 類 の 血 清 型 で ほ ぼ 同 一 で あ る 。 大 き さ に 関 し て 認 め ら れ た 差 は 、 図 29の PCRの 結
果 と も 一 致 す る 。 別 の PCR実 験 で は 、 大 き さ の 差 が 、 遺 伝 子 の 3'末 端 側 で は な く 5'側 に お
け る 配 列 の 多 様 性 に 基 づ く こ と が 確 認 さ れ た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
実 施 例 13： S. agalactiaeの PabCは ヒ ト フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン と 結 合 し 、 真 核 細 胞 へ の 浸 潤 に
関 与 す る
　 最 初 の 実 験 で は 、 PabCが フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン の α サ ブ ユ ニ ッ ト と 結 合 す る こ と が 判 明 し た
（ 図 31A、 C） 。 PabCの ど の 領 域 が フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 に 関 与 す る か と い う こ と を 詳 細 に
明 ら か に す る た め に 、 PabCの タ ン パ ク 質 全 体 、 な ら び に N末 端 部 分 お よ び C末 端 部 分 を 、 ヒ
ス チ ジ ン タ グ 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ せ た 。 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン の 添 加 後 に 、 フ ィ ブ リ
ノ ー ゲ ン 抗 体 と の 結 合 を 検 出 し た （ 図 31B） 。 こ の 実 験 で 、 PabCの 保 存 さ れ た C末 端 部 分 そ
の も の に は フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 活 性 は な い が 、 N末 端 部 分 は 、 完 全 長 タ ン パ ク 質 と 同 等
の 規 模 で 同 活 性 を 十 分 発 揮 す る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ３ ０ １ 】
　 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 結 果 を 確 認 す る た め に 、 同 様 に 精 製 し た PabCタ ン パ ク 質 誘
導 体 を 対 象 に 捕 捉 ELISAア ッ セ イ 法 を 行 っ た （ 図 32） 。 こ の 目 的 で 、 1ウ ェ ル あ た り 2 μ g
の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン で 4℃ で 一 晩 か け て コ ー テ ィ ン グ を 行 っ た 。 高 濃 度 の PabC誘 導 体 の 結
合 活 性 を 、 ヒ ス チ ジ ン タ グ 抗 体 を ベ ー ス と し た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ア ッ セ イ 法 で 定 量 し た 。
捕 捉 ELISA実 験 で 、 PabCタ ン パ ク 質 の N末 端 部 分 が フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 領 域 を 有 す る と い
う 結 果 が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 図 19か ら 、 比 較 的 高 濃 度 の PabCが 、 S. agalactiaeと A549真 核 細 胞 と の 接 着 、 お よ び 同
細 胞 へ の 浸 潤 を 阻 害 可 能 で あ る こ と が わ か る 。 低 濃 度 の 組 換 え PabCタ ン パ ク 質 を 用 い る こ
と で PabCが 、 GBSに 対 す る 接 着 よ り も 浸 潤 を 促 進 す る 可 能 性 が 極 め て 高 い こ と が わ か る （
図 33C、 D） 。 確 認 的 な 結 果 は 、 pabC欠 失 変 異 体 に 関 し て 得 ら れ た （ 図 33A、 B） 。 得 ら れ た
結 果 か ら 、 A549細 胞 へ の 浸 潤 が 減 少 す る こ と も わ か っ た 。 以 上 の 結 果 か ら PabCが S. agala
ctiaeに 浸 潤 体 と し て 作 用 し て 真 核 細 胞 の コ ロ ニ ー が 形 成 さ れ る 可 能 性 が あ る こ と が 示 唆
さ れ る 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 以 下 に 、 本 明 細 書 で 参 照 し た 全 て の 出 版 物 お よ び 文 献 を 記 載 す る 。 こ れ ら の 参 考 文 献 の
全 記 述 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る と 理 解 さ れ る 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
参 考 文 献 リ ス ト
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【 ０ ３ ０ ５ 】
　 本 明 細 書 、 請 求 項 、 お よ び /ま た は 図 面 に 開 示 さ れ た 本 発 明 の 特 徴 は 、 い ず れ も 別 個 に
、 ま た 任 意 に 組 み 合 わ せ る こ と で 、 本 発 明 を さ ま ざ ま な 形 状 で 実 現 す る た め の 材 料 と な る
。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ３ ０ ６ 】
【 図 １ 】 血 清 型 IIIの GBS 6313株 の fbsAコ ー ド 領 域 の DNA配 列 、 お よ び 推 定 FbsAタ ン パ ク 質
。
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【 図 ２ 】 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 の 結 果 。
【 図 ３ 】 血 清 型 Iaの GBS 706 S2株 の fbsAコ ー ド 領 域 の DNA配 列 、 お よ び 推 定 FbsAタ ン パ ク
質 。
【 図 ４ 】 血 清 型 Ibの GBS 33H1A株 の fbsAコ ー ド 領 域 の DNA配 列 、 お よ び 推 定 FbsAタ ン パ ク 質
。
【 図 ５ 】 血 清 型 IIの GBS 176 H4A株 の fbsAコ ー ド 領 域 の DNA配 列 、 お よ び 推 定 FbsAタ ン パ ク
質 。
【 図 ６ 】 GBSの 莢 膜 変 異 体 O90Rの fbsAコ ー ド 領 域 の DNA配 列 、 お よ び 推 定 FbsAタ ン パ ク 質 。
【 図 ７ 】 血 清 型 Vの GBS SS1169株 の fbsAコ ー ド 領 域 の DNA配 列 、 お よ び 推 定 FbsAタ ン パ ク 質
。
【 図 ８ 】 GBS 6313株 （ 血 清 型 III） 、 706 S2株 （ 血 清 型 Ia） 、 33H1A株 （ 血 清 型 Ib） 、 O176
 H4A株 （ 血 清 型 II） 、 O90R株 （ 血 清 型 Iaに 由 来 ） 、 お よ び SS 1169株 （ 血 清 型 V） に そ れ ぞ
れ 由 来 す る FbsAタ ン パ ク 質 の 図 に よ る 比 較 。
【 図 ９ 】 FbsAの フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 ド メ イ ン を 同 定 す る 目 的 に お け る 切 断 型 FbsA誘 導 体
の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 の 結 果 。
【 図 １ ０ 】 精 製 し た 融 合 タ ン パ ク 質 FbsA-19、 FbsA-9、 お よ び Bspの そ れ ぞ れ に よ る GBS 63
13に 対 す る フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 の 競 合 阻 害 を 説 明 す る 図 。
【 図 １ １ 】 FbsAの リ ピ ー ト 単 位 に 由 来 す る 合 成 ペ プ チ ド に よ る フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 の ス
ポ ッ ト 膜 解 析 の 結 果 。
【 図 １ ２ 】 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 リ ピ ー ト 単 位 の ス ポ ッ ト 膜 解 析 の 結 果 。
【 図 １ ３ 】 合 成 ペ プ チ ド に よ る GBS 6313に 対 す る フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 の 競 合 阻 害 を 説 明
す る 図 。
【 図 １ ４ 】 真 核 細 胞 に 対 す る GBS 6313株 、 706 S2株 、 お よ び O90R株 、 な ら び に こ れ ら の 各
fbsA欠 失 変 異 体 の 接 着 （ A） お よ び 浸 潤 （ B） を 説 明 す る 図 。
【 図 １ ５ 】 FbsAペ プ チ ド と ヒ ト 血 清 の ペ プ チ ド ELISAの 結 果 。
【 図 １ ６ 】 GBS 6313の pabA/Bコ ー ド 領 域 の DNA配 列 、 お よ び 推 定 PabA（ nt 319～ 2964） お
よ び PabB（ nt 3087～ 5111） タ ン パ ク 質 。
【 図 １ ７ 】 GBS 6313の pabC/Dコ ー ド 領 域 の DNA配 列 、 お よ び 推 定 PabC（ nt 487～ 2394） お
よ び PabD（ nt 2461～ 3006） タ ン パ ク 質 。
【 図 １ ８ 】 A549細 胞 の 走 査 型 電 子 顕 微 鏡 写 真 。
【 図 １ ９ 】 100 μ g/mlの PabA、  PabB、 PabC、 ま た は PabD融 合 タ ン パ ク 質 の 存 在 下 に お け
る 、 GBS 6313と A549細 胞 の 接 着 、 お よ び 同 細 胞 へ の 浸 潤 を 説 明 す る 図 。
【 図 ２ ０ 】 真 核 細 胞 と GBS 6313お よ び こ の pabAお よ び pabB欠 失 変 異 体 と の 接 着 、 な ら び に
同 菌 体 の 内 在 化 を 説 明 す る 図 。
【 図 ２ １ 】 感 受 性 に 関 し て 抗 PabA、 抗 PabB、 お よ び 抗 PabDの 抗 血 清 を 検 討 し た ウ ェ ス タ ン
ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 結 果 。
【 図 ２ ２ 】 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 タ ン パ ク 質 の 存 在 に 関 す る 、 さ ま ざ ま な S. agalactiae
株 、 お よ び こ れ ら の 同 質 遺 伝 的 な fbsA欠 失 変 異 体 の 培 養 上 清 を 対 象 と し た ウ ェ ス タ ン ブ ロ
ッ ト 解 析 。
【 図 ２ ３ 】 さ ま ざ ま な S. agalactiae株 お よ び こ れ ら の fbsA欠 失 変 異 体 と 、 固 定 化 さ れ た
フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン の 結 合 。
【 図 ２ ４ 】 さ ま ざ ま な S. agalactiae株 お よ び こ れ ら の 同 質 遺 伝 的 な fbsA変 異 株 と 肺 上 皮
細 胞 系 列 A549と の 接 着 お よ び 同 細 胞 系 列 へ の 内 在 化 。
【 図 ２ ５ 】 S. agalactiae 6313株 お よ び 6313Δ fbsAと 繊 維 芽 細 胞 細 胞 系 列 HEL299の 接 着 、
お よ び 同 細 胞 系 列 へ の 内 在 化 。
【 図 ２ ６ 】 FbsAタ ン パ ク 質 が S. agalactiaeの 対 A549細 胞 接 着 に 及 ぼ す 影 響 。
【 図 ２ ７ 】 FbsAで コ ー テ ィ ン グ さ れ た ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ の ヒ ト A549細 胞 に 対 す る 結 合 。
【 図 ２ ８ 】 S. agalactiaeの pabCコ ー ド 領 域 の 転 写 構 成 （ transcriptional organization
） 。
【 図 ２ ９ 】 pabC遺 伝 子 お よ び pabD遺 伝 子 の 存 在 に 関 す る GBS株 の PCR解 析 。
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【 図 ３ ０ 】 さ ま ざ ま な S. agalactiae株 の PabCタ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 。
【 図 ３ １ 】 pabCコ ー ド 領 域 の 制 限 酵 素 切 断 地 図 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 に 関 す る PabCと Gb
s0851融 合 タ ン パ ク 質 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 、 な ら び に ヒ ト フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 中 に お
け る FbsA結 合 部 位 お よ び PabC結 合 部 位 の 同 定 。
【 図 ３ ２ 】 組 換 え PabC融 合 タ ン パ ク 質 の 固 定 化 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン に 対 す る 結 合 の ELISAに
よ る 検 討 。
【 図 ３ ３ 】 S. agalactiae pabC株 の 肺 上 皮 細 胞 系 列 A549と の 接 着 お よ び 同 細 胞 系 列 へ の 浸
潤 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
　 本 明 細 書 で 参 照 さ れ る 図 面 に つ い て 詳 細 に 説 明 す る 。
　 　 （ 図 １ ） 血 清 型 IIIの GBS 6313株 の fbsAコ ー ド 領 域 の DNA配 列 、 お よ び 推 定 FbsAタ ン パ
ク 質 を 示 す 。 推 定 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 （ RBS） に 下 線 を 付 し 、 潜 在 的 な 転 写 タ ー ミ ネ ー タ
ー を 逆 平 行 矢 印 で 示 す 。 推 定 FbsAタ ン パ ク 質 中 で 、 太 字 お よ び イ タ リ ッ ク は 推 定 シ グ ナ ル
ペ プ チ ド 配 列 を 示 し 、 太 字 お よ び 下 線 部 は 細 胞 壁 ア ン カ ー モ チ ー フ LPKTGを 示 す 。 FbsA中
の リ ピ ー ト に 数 字 を 付 し 、 矢 印 で マ ー ク し た 。
（ 図 ２ ） GBSの さ ま ざ ま な 臨 床 単 離 菌 に お け る fbsA遺 伝 子 の 存 在 を 判 定 す る た め の サ ザ ン
ブ ロ ッ ト 解 析 を 示 す 。 血 清 型 Ia、 Ib、 II、 III、 IV、 お よ び Vの 多 様 な GBS株 の 染 色 体 DNAを
そ れ ぞ れ HindIIIで 切 断 し 、 大 き さ で 分 離 し 、 ナ イ ロ ン 膜 に ブ ロ ッ テ ィ ン グ し 、 ジ ゴ キ シ
ゲ ニ ン 標 識 fbsA特 異 的 DNAプ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。
（ 図 ３ ） 血 清 型 Iaの GBS 706 S2株 の fbsAコ ー ド 領 域 の DNA配 列 、 お よ び 推 定 FbsAタ ン パ ク
質 を 示 す 。 推 定 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 （ RBS） に 下 線 を 付 し 、 潜 在 的 な 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー
を 逆 平 行 矢 印 で 示 す 。 推 定 FbsAタ ン パ ク 質 中 で 、 太 字 お よ び イ タ リ ッ ク は 推 定 シ グ ナ ル ペ
プ チ ド 配 列 を 示 し 、 太 字 お よ び 下 線 部 は 細 胞 壁 ア ン カ ー モ チ ー フ LPKTGを 示 す 。 FbsA中 の
リ ピ ー ト に 数 字 を 付 し 、 矢 印 で マ ー ク し た 。
（ 図 ４ ） 血 清 型 Ibの GBS 33H1A株 の fbsAコ ー ド 領 域 の DNA配 列 、 お よ び 推 定 FbsAタ ン パ ク 質
を 示 す 。 推 定 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 （ RBS） に 下 線 を 付 し 、 潜 在 的 な 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー を
逆 平 行 矢 印 で 示 す 。 推 定 FbsAタ ン パ ク 質 中 で 、 太 字 お よ び イ タ リ ッ ク は 推 定 シ グ ナ ル ペ プ
チ ド 配 列 を 示 し 、 太 字 お よ び 下 線 部 は 細 胞 壁 ア ン カ ー モ チ ー フ LPKTGを 示 す 。 FbsA中 の リ
ピ ー ト に 数 字 を 付 し 、 矢 印 で マ ー ク し た 。
（ 図 ５ ） 血 清 型 IIの GBS 176 H4A株 の FbsAコ ー ド 領 域 の DNA配 列 、 お よ び 推 定 FbsAタ ン パ ク
質 を 示 す 。 推 定 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 （ RBS） に 下 線 を 付 し 、 潜 在 的 な 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー
を 逆 平 行 矢 印 で 示 す 。 推 定 FbsAタ ン パ ク 質 中 で 、 太 字 お よ び イ タ リ ッ ク は 推 定 シ グ ナ ル ペ
プ チ ド 配 列 を 示 し 、 太 字 お よ び 下 線 部 は 細 胞 壁 ア ン カ ー モ チ ー フ LPKTGを 示 す 。 FbsA中 の
リ ピ ー ト に 数 字 を 付 し 、 矢 印 で マ ー ク し た 。
（ 図 ６ ） GBSの 莢 膜 変 異 体 O90Rの fbsAコ ー ド 領 域 の DNA配 列 、 お よ び 推 定 FbsAタ ン パ ク 質 を
示 す 。 推 定 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 （ RBS） に 下 線 を 付 し 、 潜 在 的 な 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー を 逆
平 行 矢 印 で 示 す 。 推 定 FbsAタ ン パ ク 質 中 で 、 太 字 お よ び イ タ リ ッ ク は 推 定 シ グ ナ ル ペ プ チ
ド 配 列 を 示 し 、 太 字 お よ び 下 線 部 は 細 胞 壁 ア ン カ ー モ チ ー フ LPKTGを 示 す 。 FbsA中 の リ ピ
ー ト に 数 字 を 付 し 、 矢 印 で マ ー ク し た 。
（ 図 ７ ） 血 清 型 Vの GBS SS1169株 の fbsAコ ー ド 領 域 の DNA配 列 、 お よ び 推 定 FbsAタ ン パ ク 質
を 示 す 。 推 定 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 （ RBS） に 下 線 を 付 し 、 潜 在 的 な 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー を
逆 平 行 矢 印 で 示 す 。 推 定 FbsAタ ン パ ク 質 中 で 、 太 字 お よ び イ タ リ ッ ク は 推 定 シ グ ナ ル ペ プ
チ ド 配 列 を 示 し 、 太 字 お よ び 下 線 部 は 細 胞 壁 ア ン カ ー モ チ ー フ LPKTGを 示 す 。 FbsA中 の リ
ピ ー ト に 数 字 を 付 し 、 矢 印 で マ ー ク し た 。
（ 図 ８ ） GBS 6313株 （ 血 清 型 III） 、 706 S2株 （ 血 清 型 Ia） 、 33H1A株 （ 血 清 型 Ib） 、 O176
 H4A株 （ 血 清 型 II） 、 O90R株 （ 血 清 型 Iaに 由 来 ） 、 お よ び SS1169株 （ 血 清 型 V） の 各 FbsA
タ ン パ ク 質 の 図 に よ る 比 較 。 シ グ ナ ル ペ プ チ ド （ 黒 い ボ ッ ク ス ） 、 壁 透 過 性 領 域 （ WSR；
垂 直 線 ボ ッ ク ス ） 、 細 胞 壁 ア ン カ ー モ チ ー フ （ LPKTG） 、 お よ び 膜 透 過 性 領 域 （ MSR； 斜 線
ボ ッ ク ス ） の 位 置 を 示 す 。 各 タ ン パ ク 質 の リ ピ ー ト 数 を そ れ ぞ れ 示 す 。 灰 色 の ボ ッ ク ス は
配 列 モ チ ー フ
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の リ ピ ー ト を 示 し 、 水 平 線 ボ ッ ク ス は R14K置 換 を 有 す る リ ピ ー ト を 示 し 、 点 線 ボ ッ ク ス は
A11Vと R14Kの 両 置 換 を 有 す る リ ピ ー ト の 位 置 を 示 す 。 E12D置 換 を 有 す る リ ピ ー ト を 、 GBS 
33H1A株 お よ び SS1169株 の FbsAタ ン パ ク 質 の 下 部 に 示 す 。 33H1A株 の FbsAの 上 部 に は 、 1つ
の A11V置 換 を 有 す る リ ピ ー ト を 示 す 。
（ 図 ９ ） FbsA中 に フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 ド メ イ ン を 同 定 す る た め の 、 切 断 型 FbsA誘 導 体 の
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 の 結 果 を 示 す 。 成 熟 FbsAタ ン パ ク 質 （ FbsA-19） 、 FbsAの N末 端 リ
ピ ー ト 含 有 領 域 （ FbsA-N） 、 ま た は C末 端 部 分 （ FbsA-C） を 示 す ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン タ グ 融
合 タ ン パ ク 質 を SDS-PAGEで 分 離 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に ブ ロ ッ ト し 、 ヒ ト フ ィ ブ リ ノ ー ゲ
ン に 対 す る 結 合 を 検 討 し た 。 さ ま ざ ま な コ ン ス ト ラ ク ト に コ ー ド さ れ た 3種 類 の タ ン パ ク
質 の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 活 性 を 、 FbsAの 図 の 下 部 に 示 す 。
（ 図 １ ０ ） 精 製 し た 融 合 タ ン パ ク 質 FbsA-19、 FbsA-9、 お よ び Bspの そ れ ぞ れ に よ る 、 GBS 
6313に 対 す る フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 の 競 合 阻 害 を 示 す 。 FbsA-9は 、 リ ピ ー ト ド メ イ ン に 9
個 の リ ピ ー ト を 含 む 点 が FbsA-19と 異 な る 。 結 合 ア ッ セ イ 法 は 、 1 2 5 I標 識 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ
ン を 用 い て 、 さ ま ざ ま な 濃 度 の 各 融 合 タ ン パ ク 質 の 存 在 下 で 実 施 し た 。 各 実 験 は 少 な く と
も 3通 り で 実 施 し た 。
（ 図 １ １ ） FbsAの リ ピ ー ト 単 位 に 由 来 す る 合 成 ペ プ チ ド に よ る 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 の
ス ポ ッ ト 膜 解 析 の 結 果 を 示 す 。 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 は 、 FbsAリ ピ ー ト モ チ ー フ
　
　
を 含 む ペ プ チ ド 、 お よ び ス ク ラ ン ブ ル 配 列
　
　
を 含 む ペ プ チ ド を 用 い て 検 討 し た 。 リ ピ ー ト モ チ ー フ が 、 1つ の ア ミ ノ 酸 が ア ラ ニ ン と 置
換 さ れ て い る 点 で 異 な る 合 成 ペ プ チ ド を 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 の プ ロ ー ブ と し て 用 い た
。 ス ポ ッ ト 膜 の 脇 に 各 合 成 ペ プ チ ド の 配 列 を 示 す 。 太 字 お よ び 下 線 を 付 し た 文 字 は 、 リ ピ
ー ト モ チ ー フ 内 に お け る ア ミ ノ 酸 置 換 を 示 す 。
（ 図 １ ２ ） フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 リ ピ ー ト 単 位 の ス ポ ッ ト 膜 解 析 の 結 果 を 示 す 。 合 成 ペ プ
チ ド を フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 に 関 し て 検 討 し た （ フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 リ ピ ー ト の 個 々 の
ア ミ ノ 酸 を 、 そ れ ぞ れ 20ア ミ ノ 酸 と 置 換 し た ） 。 垂 直 方 向 の 太 字 は 、 FbsAに 由 来 す る フ ィ
ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 配 列
　
　
を 示 す 。 水 平 方 向 の 文 字 は 、 個 々 の 位 置 に お い て 、 当 初 の ア ミ ノ 酸 の 代 わ り に 合 成 ペ プ チ
ド 中 に 導 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 示 す 。
（ 図 １ ３ ） 合 成 ペ プ チ ド に よ る GBS 6313に 対 す る フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 の 競 合 阻 害 を 示 す
。 結 合 ア ッ セ イ 法 は 、 FbsAに 由 来 す る リ ピ ー ト 単 位 を 有 す る さ ま ざ ま な 濃 度 の ペ プ チ ド pe
p_FbsA（ SEQ ID 211） 、 お よ び リ ピ ー ト 単 位 中 に R6A置 換 を 有 す る pep_R6Aの 存 在 下 で 1 2 5 I
標 識 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン を 用 い て 実 施 し た 。 各 実 験 は 少 な く と も 3回 実 施 し た 。
（ 図 １ ４ ） GBS 6313株 、 706 S2株 、 お よ び O90R株 、 お よ び こ れ ら の 各 fbsA欠 失 変 異 体 の 真
核 細 胞 と の 接 着 （ A） お よ び 同 細 胞 へ の 浸 潤 （ B） を 示 す 。 値 は 、 3通 り で 実 施 し た 少 な く
と も 4回 の 独 立 し た 実 験 の 結 果 を 示 す 。 ま た エ ラ ー バ ー を 示 す 。
（ 図 １ ５ ） ヒ ト 血 清 と FbsAペ プ チ ド と の ペ プ チ ド ELISAを 示 す 。 5種 類 の ビ オ チ ン 化 ペ プ チ
ド （ 野 生 型 ：
　
　
ア ラ ニ ン 変 異 体 ペ プ チ ド ：
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図 11も 参 照 ） で 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で コ ー テ ィ ン グ さ れ た ELISAプ レ ー ト を コ ー テ ィ ン
グ し 、 GBS感 染 者 か ら 採 取 し た 5種 類 の 血 清 を 用 い て 解 析 を 行 っ た 。 患 者 の 血 清 を 1： 200お
よ び 1： 1,000に 希 釈 し て ア プ ラ イ し た 。 IgG抗 体 （ A） お よ び IgA抗 体 （ B） の 検 出 は 、 西 洋
ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 結 合 さ せ た 二 次 抗 ヒ ト 抗 体 で ABTSを 基 質 と し て 行 っ た 。
（ 図 １ ６ ） GBS 6313の pabA/Bコ ー ド 領 域 の DNA配 列 、 な ら び に 推 定 PabA（ nt 319～ 2964）
タ ン パ ク 質 、 お よ び PabB（ nt 3087～ 5111） タ ン パ ク 質 を 示 す 。 推 定 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位
（ RBS） に 下 線 を 付 し た 。 太 字 お よ び イ タ リ ッ ク は 、 推 定 PabAお よ び PabBタ ン パ ク 質 の 推
定 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 示 し 、 太 字 お よ び 下 線 部 は 、 グ ラ ム 陽 性 菌 の 細 胞 壁 ア ン カ ー モ チ ー
フ に 同 一 性 の 高 い 領 域 を 示 す 。
（ 図 １ ７ ） GBS 6313の pabC/Dコ ー ド 領 域 の DNA配 列 、 な ら び に 推 定 PabC（ nt 487～ 2394）
タ ン パ ク 質 、 お よ び PabD（ nt 2461～ 3006） タ ン パ ク 質 を 示 す 。 推 定 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位
（ RBS） に 下 線 を 付 し た 。 太 字 お よ び イ タ リ ッ ク は 、 推 定 PabCお よ び PabDタ ン パ ク 質 の 推
定 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 示 す 。
（ 図 １ ８ ） PabA、 PabB、 PabC、 PabDで そ れ ぞ れ コ ー テ ィ ン グ し た ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ と 2時
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た A549細 胞 の 走 査 型 電 子 顕 微 鏡 写 真 を 示 す 。 BSAで コ ー テ ィ ン グ し た
ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ を 対 照 と し た 使 用 し た 。
（ 図 １ ９ ） 100 μ g/mlの PabA、 PabB、 PabC、 ま た は PabD融 合 タ ン パ ク 質 の 存 在 下 に お け る
、 GBS 6313の A549細 胞 と の 接 着 、 お よ び 同 細 胞 へ 浸 潤 を 示 す 。 GBS 6313の A549細 胞 と の 接
着 （ A） 、 お よ び 同 細 胞 へ の 内 在 化 （ B） は 、 任 意 の 値 を 100%と し 、 さ ま ざ ま な 融 合 タ ン パ
ク 質 の 存 在 下 で 得 た 結 果 を 、 こ の 値 と 関 連 づ け た 。 各 実 験 を 3通 り で 少 な く と も 3回 実 施 し
た 。
（ 図 ２ ０ ） GBS 6313な ら び に pabAお よ び pabB欠 失 変 異 体 と 真 核 細 胞 の 接 着 お よ び 内 在 化 を
示 す 。 GBS 6313の A549細 胞 と の 接 着 （ A） 、 お よ び 同 細 胞 へ の 内 在 化 （ B） は 、 任 意 の 値 を
100%と し 、 GBS変 異 体 6313Δ pabAお よ び 6313Δ pabBに 関 し て 得 ら れ た 結 果 を 、 こ の 値 と 関
連 づ け た 。 各 実 験 を 3通 り で 少 な く と も 3回 実 施 し た 。
（ 図 ２ １ ） 個 々 の 抗 原 を 検 出 す る 段 階 に お け る 感 度 に 関 す る 抗 PabA、 抗 PabB、 お よ び 抗 Pa
bD抗 血 清 の 検 討 を 示 す 。 融 合 タ ン パ ク 質 PabA、 PabB、 お よ び PabDの 段 階 希 釈 物 を ニ ト ロ セ
ル ロ ー ス 上 に ス ポ ッ ト し 、 各 タ ン パ ク 質 に 対 す る マ ウ ス 血 清 の 1： 1000希 釈 物 で プ ロ ー ブ
処 理 し た 。 結 合 状 態 の 抗 体 を 、 抗 マ ウ ス HRP結 合 抗 体 で 標 識 し 、 化 学 発 光 法 で 可 視 化 し た
。
（ 図 ２ ２ ） フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 タ ン パ ク 質 の 存 在 に 関 す る 、 さ ま ざ ま な S. agalactiae
株 、 お よ び こ れ ら の 同 質 遺 伝 的 な fbsA欠 失 変 異 体 の 培 養 上 清 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 の
結 果 を 示 す 。 さ ま ざ ま な S. agalactiae株 、 お よ び こ れ ら の fbsA欠 失 変 異 体 の 濃 縮 培 養 上
清 に 由 来 す る 15 μ gの タ ン パ ク 質 を SDS-PAGEで 大 き さ に よ っ て 分 離 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス
に ブ ロ ッ ト し 、 ヒ ト フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン と の 相 互 作 用 を 検 討 し た 。 ブ ロ ッ ト を ウ サ ギ 抗 フ ィ
ブ リ ノ ー ゲ ン 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 、 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 結 合 さ せ た ヤ ギ
抗 ウ サ ギ 抗 体 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と で 、 結 合 状 態 の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン を 検 出 し た 。 フ
ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 抗 体 複 合 体 の 検 出 に は 化 学 発 光 法 を 用 い た 。
（ 図 ２ ３ ） 固 定 化 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン に 対 す る 、 さ ま ざ ま な S. agalactiae株 お よ び こ れ ら
の fbsA欠 失 変 異 体 の 結 合 を 示 す 。 同 等 の 細 胞 数 の さ ま ざ ま な 株 を 、 テ ラ サ キ プ レ ー ト に 固
定 化 さ れ た フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン と 結 合 し た 細 菌 の
数 を 、 ア ッ セ イ 系 へ の 入 力 菌 数 と 関 連 づ け た 。
（ 図 ２ ４ ） さ ま ざ ま な S. agalactiae株 、 お よ び こ れ ら の 同 質 遺 伝 的 な fbsA変 異 株 と 、 肺
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上 皮 細 胞 系 列 A549の 接 着 お よ び 同 細 胞 へ の 内 在 化 を 示 す 。 同 等 の 数 の 細 菌 を 使 用 し て A549
細 胞 に 感 染 さ せ 、 A549細 胞 に 接 着 し た 菌 数 （ A） 、 お よ び 同 細 胞 に 内 在 化 し た 菌 数 （ B） を
入 力 菌 数 と 関 連 づ け た 。
（ 図 ２ ５ ） S. agalactiae 6313株 お よ び 6313Δ fbsAと 繊 維 芽 細 胞 細 胞 系 列 HEL299と の 接 着
お よ び 同 細 胞 へ の 内 在 化 を 示 す 。 HEL299細 胞 に S. agalactiaeを MOIが 10： 1と な る よ う に
感 染 さ せ 、 細 胞 と 接 着 し た 菌 の 数 と 、 細 胞 へ 内 在 化 し た 菌 の 数 を 入 力 菌 数 と 関 連 づ け た 。
（ 図 ２ ６ ） S. agalactiaeの A549細 胞 に 対 す る 接 着 に 及 ぼ す FbsAタ ン パ ク 質 の 影 響 を 示 す
。 接 着 ア ッ セ イ 法 を 、 さ ま ざ ま な 量 の 精 製 FbsA融 合 タ ン パ ク 質 の 存 在 下 で 実 施 し 、 細 菌 と
接 着 し た 細 胞 の 数 を 入 力 菌 数 と 関 連 づ け た 。
（ 図 ２ ７ ） ヒ ト A549細 胞 に 対 す る 、 FbsAで コ ー テ ィ ン グ さ れ た ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ の 結 合 を
示 す 。 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ を BSA（ A） 、 ま た は FbsA融 合 タ ン パ ク 質 （ B～ D） の い ず れ か で コ
ー テ ィ ン グ し 、 コ ー テ ィ ン グ さ れ た ビ ー ズ と 肺 上 皮 細 胞 系 列 A549の 相 互 作 用 を 走 査 型 電 子
顕 微 鏡 で 解 析 し た 。
（ 図 ２ ８ ） S. agalactiae の pabCコ ー ド 領 域 の 転 写 構 成 を 示 す 。 図 の 上 部 の 名 称 は 、 S. a
galactiae 6313の 全 RNAと の PCR（ A） 、 全 RNAと の RT-PCR（ B） 、 ま た は 染 色 体 DNAと の PCR
（ C） に お い て プ ラ イ マ ー 対 が ア ニ ー ル し た 遺 伝 子 を 示 す 。
（ 図 ２ ９ ） pabC遺 伝 子 お よ び pabD遺 伝 子 の 存 在 に 関 す る 、 GBS株 の PCR解 析 の 結 果 を 示 す 。
1、 S. agalactiae 1137株 （ Ia） ； 2、 S. agalactiae A90/14株 （ Ib） ； 3、 S. agalactiae
 6313株 （ III） ； 4、 S. agalactiae 4416 S3株 （ III） ；  5、 S. agalactiae 4357株 （ V）
； 6、 S. agalactiae 4327株 （ V） を PCRに 使 用 し た 。
（ 図 ３ ０ ） S. agalactiae 6313、 S. agalactiae NEM316、 お よ び S. agalactiae 2003V_R
の PabCタ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 を 示 す 。
（ 図 ３ １ ） S. agalactiaeの pabCコ ー ド 領 域 の 制 限 酵 素 切 断 地 図 （ A） 、 な ら び に フ ィ ブ リ
ノ ー ゲ ン 結 合 に 関 す る PabCお よ び Gbs0851融 合 タ ン パ ク 質 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 の 結
果 （ B） を 示 す 。 融 合 タ ン パ ク 質 を SDS-PAGEで 大 き さ に よ り 分 離 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜
に ト ラ ン ス フ ァ ー し 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ で 検 討 し た 。 結
合 状 態 の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン を 、 ウ サ ギ 抗 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 抗 体 と 、 こ れ に 続 く ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ 標 識 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ 抗 体 で 検 出 後 に 化 学 発 光 で 可 視 化 し た 。 PabCお よ び Gbs0851＝ 完
全 長 の 融 合 タ ン パ ク 質 、 PabC-N＝ PabCの N末 端 の 388ア ミ ノ 酸 、 PabC-C＝ PabCの C末 端 の 222
ア ミ ノ 酸 。 （ C） は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ る 、 ヒ ト フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 中 の FbsA結
合 部 位 お よ び PabC結 合 部 位 の 同 定 を 示 す 。 ヒ ト フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン を SDS-PAGEで 大 き さ に よ
っ て 分 離 し 、 ク ー マ シ ー 染 色 （ 左 の レ ー ン ） を 行 う か 、 ま た は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に ト ラ ン
ス フ ァ ー し 、 FbsA結 合 ま た は PabC結 合 を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ で 検 討 し た 。 結 合 状 態
の 融 合 タ ン パ ク 質 を 、 マ ウ ス 抗 ヒ ス チ ジ ン タ グ 抗 体 と 、 こ れ に 続 く ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合
ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG fab断 片 で 検 出 し 、 化 学 発 光 で 可 視 化 し た 。
（ 図 ３ ２ ） 捕 捉 ELISAア ッ セ イ 法 に よ る 、 固 定 化 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン と 組 換 え PabC融 合 タ ン
パ ク 質 の 結 合 を 示 す 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル を 一 定 量 の ヒ ト フ ィ ブ リ ノ ー ゲ
ン で コ ー テ ィ ン グ 後 に 、 さ ま ざ ま な PabC融 合 タ ン パ ク 質 を 濃 度 を 高 め な が ら 添 加 し た 。 結
合 状 態 の 融 合 タ ン パ ク 質 を 、 マ ウ ス 抗 ヒ ス チ ジ ン タ グ 抗 体 お よ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 ヤ
ギ 抗 マ ウ ス IgG fab断 片 で 検 出 し た 。 発 色 を 、 テ ト ラ メ チ ル -ベ ン ジ ジ ン 基 質 を 添 加 し て 開
始 さ せ 、 H 2 SO 4 を 添 加 し て 停 止 さ せ た 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル の 吸 光 度 を 450 nmで 読 み
取 っ た 。 値 は 、 3回 の 独 立 し た 実 験 （ 各 3通 り で 試 行 ） の 平 均 値 で あ る 。
（ 図 ３ ３ ） S. agalactiae 6313 pAT32株 、 Δ pabC pAT32株 お よ び Δ pabC pATpabC株 の そ れ
ぞ れ と 肺 上 皮 細 胞 系 列 A549と の 接 着 （ A） 、 お よ び 同 細 胞 へ の 浸 潤 （ B） を 示 す 。 細 菌 の 接
着 お よ び 浸 潤 は 以 下 の よ う に 計 算 し た ： 接 着 ＝ 接 着 菌 数 /ア ッ セ イ 法 の 総 菌 数 × 100。 浸 潤
＝ 内 在 化 菌 数 /ア ッ セ イ 法 の 総 菌 数 × 100。 各 実 験 を 3通 り で 少 な く と も 3回 実 施 し た 。 さ ま
ざ ま な 量 の PabCお よ び Bsp融 合 タ ン パ ク 質 の 存 在 下 に お け る S. agalactiae 6313と 真 核 細
胞 の 接 着 （ C） お よ び 浸 潤 （ D） を 示 す 。 図 32の 説 明 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 細 菌 の 接 着
お よ び 浸 潤 を 計 算 し た 。 各 実 験 を 3通 り で 少 な く と も 3回 実 施 し た 。
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【 図 １ － １ 】 【 図 １ － ２ 】

【 図 １ － ３ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ － １ 】 【 図 ３ － ２ 】

【 図 ４ － １ 】 【 図 ４ － ２ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ － １ 】

【 図 ６ － ２ 】 【 図 ７ － １ 】
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【 図 ７ － ２ 】 【 図 ７ － ３ 】

【 図 ８ 】 【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】
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【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ － １ 】

【 図 １ ６ － ２ 】 【 図 １ ６ － ３ 】

(76) JP 2006-520583 A 2006.9.14



【 図 １ ６ － ４ 】 【 図 １ ６ － ５ 】

【 図 １ ６ － ６ 】 【 図 １ ７ － １ 】
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【 図 １ ７ － ２ 】 【 図 １ ７ － ３ 】

【 図 １ ８ 】 【 図 １ ９ 】
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【 図 ２ ０ 】 【 図 ２ １ 】

【 図 ２ ２ 】

【 図 ２ ３ 】 【 図 ２ ４ 】
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【 図 ２ ５ 】 【 図 ２ ６ 】

【 図 ２ ７ 】 【 図 ２ ８ 】

【 図 ２ ９ 】
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【 図 ３ ０ 】 【 図 ３ １ 】

【 図 ３ ２ 】 【 図 ３ ３ 】
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【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 2月 25日 (2005.2.25)
【 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 】
　 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 を 含 む 、 好 ま し く は フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 ポ リ
ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 ：
（ a） SEQ ID NO 1～ SEQ ID NO 6か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 と 少 な く と も 70%が 同
一 な 核 酸 ；
（ b） （ a） の 核 酸 と 本 質 的 に 相 補 的 な 核 酸 ；
（ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 で 、 （ a） 、 ま た は （ ） の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド と ア ニ ー ル す る 核 酸 ； な ら び に
（ ） 遺 伝 コ ー ド の 縮 重 を 除 い て 、 （ a） 、 （ b） 、 ま た は （ ） で 定 義 さ れ た 核 酸 と ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る 可 能 性 の あ る 核 酸 。
【 請 求 項 ２ 】
　 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 を 含 む 、 好 ま し く は 接 着 因 子 ま た は そ の 断 片 を
コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 ：
（ a） Seq ID NO 7、  Seq ID NO 8、 Seq ID NO 9、 ま た は Seq ID NO 10に 記 載 さ れ た 核 酸
配 列 と 少 な く と も 70%が 同 一 な 核 酸 ；
（ b） （ a） の 核 酸 と 本 質 的 に 相 補 的 な 核 酸 ；
（ c） （ a） ま た は （ b） の 核 酸 の 少 な く と も 15の 連 続 す る 塩 基 を 含 む 核 酸 ；
（ d） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 で 、 （ a） 、 （ b） ま た は （ c） の 核
酸 と ア ニ ー ル す る 核 酸 ； な ら び に
（ e） 遺 伝 コ ー ド の 縮 重 を 除 い て 、 （ a） 、 （ b） 、 （ c） 、 ま た は （ d） で 定 義 さ れ た 核 酸
と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 可 能 性 の あ る 核 酸 。
【 請 求 項 ３ 】
　 同 一 性 が 少 な く と も 80%、 好 ま し く は 少 な く と も 90%、 よ り 好 ま し く は 100%で あ る 、 請 求
項 1ま た は 2の ど ち ら か に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ４ 】
　 核 酸 分 子 が 、 16ア ミ ノ 酸 を 含 む ア ミ ノ 酸 モ チ ー フ の 少 な く と も 1個 の リ ピ ー ト を 含 む フ
ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 、 請 求 項 1ま た は 3の ど ち ら か に 記 載 の 単 離 さ
れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ５ 】
　 コ ー ド さ れ た フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 タ ン パ ク 質 が 、 請 求 項 7お よ び 15の ど ち ら か に 記 載
で 特 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 モ チ ー フ の リ ピ ー ト を 19個 含 む 、 請 求 項 4記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分
子 。
【 請 求 項 ６ 】
　 核 酸 分 子 が 、 上 皮 細 胞 、 好 ま し く は ヒ ト 上 皮 細 胞 と 相 互 作 用 す る 接 着 因 子 を コ ー ド す る
、 請 求 項 2ま た は 3の ど ち ら か に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が
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の ア ミ ノ 酸 モ チ ー フ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ８ 】
　 核 酸 が DNA、 RNA、 ま た は こ の 混 合 物 で あ り 、 好 ま し く は 核 酸 分 子 が ゲ ノ ム DNAか ら 単 離
さ れ る 、 請 求 項 1～ 7の い ず れ か 一 項 記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 1～ 8の い ず れ か 一 項 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ベ ク タ ー が 、 請 求 項 1～ 8の い ず れ か 一 項 記 載 の 核 酸 分 子 の い ず れ か に コ ー ド さ れ た ポ リ
ペ プ チ ド の 組 換 え 体 発 現 に 適 合 さ れ た 、 請 求 項 8記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 9ま た は 10の ど ち ら か に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 、 好 ま し く は 宿 主 細 胞 で あ る 細 胞
。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 1～ 8の い ず れ か 一 項 記 載 の 核 酸 分 子 に コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ
チ ド 、 好 ま し く は フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び /ま た は 接 着 因 子 、 な ら び
に 該 ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 Seq ID NO 11～ 20か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 好 ま し
く は フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び /ま た は 接 着 因 子 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 Seq ID NO 113～ 205か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 好 ま
し く は フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び /ま た は 接 着 因 子 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　
　
　
　
の ア ミ ノ 酸 モ チ ー フ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 好 ま し く は フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 ポ リ ペ プ チ ド
、 お よ び /ま た は 接 着 因 子 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 1～ 8の い ず れ か 一 項 記 載 の 核 酸 分 子 を 発 現 さ せ る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 12～ 15の い
ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 断 片 の 作 製 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 適 切 な 宿 主 細 胞 を 請 求 項 9～ 10の い ず れ か 一 項 記 載 の ベ ク タ ー で 形 質 転 換 す る 段 階 ま た
は ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 12～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、
ま た は そ の 断 片 を 発 現 す る 細 胞 の 作 製 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 12～ 15の い ず れ か 一 項 で 定 義 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片 、 ま た は 請 求
項 1～ 8の い ず れ か 一 項 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む 、 特 に ワ ク チ ン で あ る 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 好 ま し く は 、 ポ リ カ チ オ ン ポ リ マ ー 、 免 疫 刺 激 性 デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド （ ODN） 、 合 成 K
LKペ プ チ ド 、 向 神 経 活 性 化 合 物 、 ミ ョ ウ バ ン 、 フ ロ イ ン ド の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト も し く は 不
完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 ま た は こ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 免 疫 刺 激 物 質 を
含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 18記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 薬 物 の 製 造 、 特 に 対 細 菌 感 染 ワ ク チ ン 製 造 の た め の 、 請 求 項 12～ 15の い ず れ か 一 項 記 載
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の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 断 片 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 請 求 項 12～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 ま た は 少 な
く と も そ の 有 効 部 分 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 お よ び こ れ ら の
各 断 片 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 21記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 抗 体 を 作 製 す る た め の 、 請 求 項 12～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 細 菌 感 染 、 特 に ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ア ガ ラ ク テ ィ エ （ Streptococcus agalactiae） 感
染 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 薬 物 を 調 製 す る た め の 、 請 求 項 21ま た は 22の ど ち ら か に 記
載 の 抗 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 請 求 項 12～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片
の 活 性 を 低 下 も し く は 阻 害 す る こ と が 可 能 な 拮 抗 物 質 、 ま た は 請 求 項 12～ 15の い ず れ か 一
項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 可 能 な 拮 抗 物 質 を 同 定 す る 方 法 ：
（ a） 請 求 項 12～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の 、 単 離 ま た は 固 定 化 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド も し く
は そ の 断 片 と 候 補 拮 抗 物 質 と を 、 候 補 拮 抗 物 質 と 該 ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片 と の 結
合 を 可 能 と す る 条 件 で 、 候 補 拮 抗 物 質 と 該 ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片 と の 結 合 に 応 じ
た 検 出 シ グ ナ ル を 提 供 可 能 な 成 分 の 存 在 下 で 接 触 さ せ る 段 階 ； な ら び に
（ b） 拮 抗 物 質 と 対 象 ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片 と の 結 合 に 応 じ て 発 生 し た シ グ ナ ル
の 有 無 、 好 ま し く は 、 ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片 の 活 性 の 阻 害 も し く は 低 下 を 可 能 と
す る 化 合 物 の 存 在 を 示 す シ グ ナ ル の 存 在 を 検 出 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 請 求 項 12～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片
の 、 活 性 の 低 下 も し く は 阻 害 を 可 能 と す る 拮 抗 物 質 を 同 定 す る 方 法 ：
（ a） 請 求 項 12～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 断 片 を 提 供 す る 段 階
；
（ b） 請 求 項 12～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー 、 好 ま し く
は 請 求 項 21ま た は 22の ど ち ら か に 記 載 の 抗 体 を 提 供 す る 段 階 ；
（ c） 候 補 拮 抗 物 質 を 提 供 す る 段 階 ；
（ d） ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド の 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー 、 お よ び 候 補 拮 抗 物 質 を 反 応 さ
せ る 段 階 ； な ら び に
（ e） 候 補 拮 抗 物 質 が ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 阻 害 す る か 、 ま た は 低 下 さ せ る か 否 か を 判 定
す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー に 対 す る 、 請 求 項 12～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の
ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片 の 、 相 互 作 用 活 性 の 低 下 も し く は 阻 害 を 可 能 と す る 拮 抗 物
質 を 同 定 す る 方 法 ：
（ a） 請 求 項 12～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片 を 提 供 す る 段 階
；
（ b） 該 ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片 に 対 す る 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー 、 好 ま し く は 請 求 項 2
1ま た は 22の ど ち ら か に 記 載 の 抗 体 を 提 供 す る 段 階 ；
（ c） 該 ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片 と 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー と を 相 互 作 用 さ せ て 、 相 互
作 用 複 合 体 を 形 成 さ せ る 段 階 ；
（ d） 候 補 拮 抗 物 質 を 提 供 す る 段 階 ；
（ e） 候 補 拮 抗 物 質 と 相 互 作 用 複 合 体 と の 間 に 競 合 反 応 が 起 こ る こ と を 可 能 と す る 段 階 ；
な ら び に
（ f） 候 補 拮 抗 物 質 が 、 ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片 と 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー と の 相 互 作
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用 活 性 を 阻 害 す る か 、 ま た は 低 下 さ せ る か 否 か を 判 定 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 請 求 項 26ま た は 27の ど ち ら か に 記 載 の 方 法 で 同 定 さ れ た か 、 ま た は 同 定 可 能 な 拮 抗 物 質
。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 先 行 す る 請 求 項 の い ず れ か 一 項 記 載 の 核 酸 分 子 の 存 在 、 ま た は 先 行 す る 請 求 項 の い ず れ
か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 判 定 す る 段 階 を 含 む 、 細 菌 感 染 、 好 ま し く は Streptoc
occus agalactiae感 染 の イ ン ビ ト ロ 診 断 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 請 求 項 1～ 8の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列
の 存 在 、 ま た は 請 求 項 12～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片 の 存 在
を 判 定 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 12～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断
片 の 発 現 に 関 連 す る 疾 患 を イ ン ビ ト ロ で 診 断 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 支 持 材 料 、 お よ び 支 持 材 料 に 固 定 さ れ た 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ
ド 、 ま た は 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む ア フ ィ ニ テ ィ 装 置 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片 の 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー を 単 離 お よ び /ま た は 精 製 お よ び /
ま た は 同 定 す る た め の 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片
の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る ペ プ チ ド 結 合 を 生 じ る た め の 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 記 載 の
任 意 の ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 ペ プ チ ド が ア ン チ カ リ ン （ anticaline） を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 33記 載 の 使 用
。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 ア プ タ マ ー お よ び シ ュ ピ ー ゲ ル マ ー か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 機 能 性 核 酸 の 作 製 ま た は
生 成 の た め の 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 抗 原 と し て の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 リ ボ ザ イ ム 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 、 お よ び siRNAか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 機 能 性 リ ボ 核
酸 の 作 製 ま た は 生 成 の た め の 、 請 求 項 1～ 8の い ず れ か 一 項 記 載 の 核 酸 の 使 用 。
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