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Beschreibung
TECHNISCHES GEBIET

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft neuartige Expressionsvektoren, die exogene "Ziel"- bzw. "Tar-
get"-Proteine effizient auf einer mikrobiellen Zelloberflache produzieren kénnen und die das Protein der dul3e-
ren Zellmembran ("cell outer membrane protein") (pgsBCA), das an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt
ist, das von einem Bacillus sp.-Stamm abgeleitet ist, nutzen. Zusatzlich betrifft die vorliegende Erfindung ein
Verfahren zum Exprimieren eines exogenen "Ziel"-Proteins auf einer mikrobiellen Zelloberflache durch Ausnut-
zen des Proteins der auferen Zellmembran (pgsBCA), das an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist,
das von einem Bacillus sp.-Stamm abgeleitet ist.

WISSENSCHAFTLICHER HINTERGRUND

[0002] Vor kurzem ist die Verwendung der Oberflachenexpression zum Produzieren wertvoller exogener Pro-
teine auf Zelloberflachen mit Bakteriophagen, Bakterien und Hefe zum Zweck des Schaffens neuer Vakzine,
des Screenens bzw. Durchmusterns verschiedener Arten von Antigenen und Antikdrpern und zum Fixieren
nutzlicher Enzyme auf Zelloberflachen versucht worden.

[0003] Die Idee des Exprimierens exogener Proteine auf einer Zelloberflache war urspriinglich, antigene Re-
gionen von Peptiden, insbesondere zur grof3technischen stabilen Expression von Vakzinen, zu produzieren.
Gegenwartig werden pathogene Bakterien zufallig mutiert, um Vakzine zu produzieren, und durchmustert, um
Bakterien mit bestandigen und stabilen Titern zu sammeln. Ungliicklicherweise geht jedoch die enzymatische
Aktivitat nach oraler Verabreichung an Menschen und Tiere ausnahmslos verloren. Deshalb sind etliche Stu-
dien durchgefiihrt worden, um dieses Problem zu Giberwinden. Normalerweise wird ein Zelloberflachenprotein
eines Gram-negativen Bakteriums ausgewahlt, und sein Gen wird mit einem antigenen Protein ligiert, welches
dann in geeignete Wirtszellen eingefuhrt wird, so dass Fusionsproteine effizient auf der Zelloberflache produ-
ziert werden. Das rekombinante Protein, das durch dieses Verfahren hergestellt wird, kann ein wirksames An-
tigen sein, weil es auf die Zelloberflache hinausgestreckt bzw. vorgeschoben ("protruded") wird. Es ist insbe-
sondere berichtet worden, dass Gram-negative Bakterien zur Produktion am geeignetsten sind, da die Lipopo-
lysaccharide (LPS) in der auReren Zellmembran die Antigenitat der Proteine, die auf der Zelloberflache expri-
miert werden, verstarken.

[0004] Um exogene Proteine auf einer Zelloberflache zu exprimieren, ist das Vorhandensein eines Sekreti-
onssignals innerhalb der Primarsequenz erforderlich, da dieses die biosynthetisierten Zellproteine durch die
Zellmembran fuhrt. Daneben muss das rekombinante Protein bei Gram-negativen Bakterien auch durch die
innere Zellmembran und den Raum zwischen den Zellmembranen treten, an der duf3eren Zellmembran einge-
fugt und angeheftet und schlief3lich stabil auf die AuRenseite der Zellmembran hinausgestreckt bzw. vorge-
schoben werden.

[0005] Praktischerweise gibt es bestimmte Proteine, die solch ein Sekretionssignal und solch ein Targetie-
rungssignal ("targeting signal") umfassen und stabil auf die Zelloberflache hinausgestreckt werden, beispiels-
weise Zelloberflachenproteine, spezifische Enzyme und Toxinproteine. Exogene Proteine als solche kénnen
erfolgreich auf einer Bakterienoberflache exprimiert werden, wenn diese Sekretions- und Targetierungssignale
mit einem geeigneten Promotor verbunden sind.

[0006] Im Allgemeinen kénnen die Zelloberflachenproteine, die zur Oberflachenexpression von Fremdprote-
inen ausgewahlt werden, grundsatzlich in 4 Arten unterteilt werden, ein Protein der du3eren Zellmembran, Li-
poprotein, Sekretionsprotein und Zelloberflachen-Organprotein ("cell surface organ protein"). Bis jetzt sind die
Oberflachenproteine, die in Gram-negativen Bakterien vorhanden sind, beispielsweise LamB, PhoE und Om-
pA, hauptsachlich eingesetzt worden, um nitzliche Fremdproteine zu produzieren. Jedoch stellen diese Pro-
teine strukturelle Beschrankungen hinsichtlich der GréRe der inserierbaren Proteine, die in die auf die Zello-
berflache hinausgestreckte Schleife inseriert werden, dar. Da die C- und N-Termini der inserierten exogenen
Proteine stereochemisch eng benachbart ("close") sein sollten, kdnnen verbundene Peptide ligiert werden, um
den Abstand zwischen den zwei Termini zu verringern, wenn sie voneinander entfernt sind ("distant").

[0007] Konkret gesagt, falls LamB und PhoE verwendet werden, um ein exogenes Polypeptid, das aus mehr
als 50-60 Aminosauren besteht, zu inserieren, werden strukturelle Beschrankungen heraufbeschworen, die
die Schaffung eines stabilen Proteins auf der Zellmembran verhindern (Charbit et al., J. Immunol., 139:
1658-1664, 1987; Agterberg et al., Vaccine, 8: 85-91, 1990). Obwohl OmpA eingesetzt werden kann, um exo-
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gene Proteine in die hinausgestreckte bzw. hervorgeschobene Schleife einzufihren, kann aufgrund der struk-
turellen Beschrankung tatsachlich nur ein partielles Fragment von OmpA, das ein Minimal-Targetierungssignal
enthalt, hinzugeflugt werden. B-Lactamase ist auf einer Zelloberflache durch Verkniipfen des OmpA-Targetie-
rungssignals mit dem C-Terminus exprimiert worden.

[0008] Vor kurzem wurde herausgefunden, dass das Ice-Nucleations-Protein ("ice-nucleation protein") (INP),
das von Pseudomonas sp. abgeleitet ist, eine dulRere Zellmembran von Gram-negativen Bakterien ist, und es
wurde zur Oberflachenexpression eingesetzt (Jung et al., Nat. Biotechnol., 16: 576-560, 1998; Jung et al., En-
zyme Microb. Technol., 22(5): 348-354, 1998; Lee et al., Nat. Biotechnol., 18: 645-648, 2000). Jung und Kol-
legen exprimierten Levansucrase aufeiner Zelloberflache, wobei sie das Ice-Nucleations-Protein, bestehend
aus dem N-Terminus, der zentralen repetitiven Region und dem C-Terminus, verwendeten und wobei sie das
Levansucrase-Gen mit dem C-Terminus ligierten bzw. verbanden, wahrend sie auch Carboxymethylcellulase
unter Verwendung des Ice-Nucleations-Proteins, bestehend aus dem N-Terminus, der deletierten zentralen re-
petitiven Region und dem C-Terminus, und Fusionieren des Gens mit dem C-Terminus exprimierten, um die
jeweiligen Enzymaktivitaten zu untersuchen. Zusatzlich dazu verwendeten Lee und Kollegen das Ice-Nuclea-
tions-Protein, das gerade den N-Terminus oder den N-Terminus und den C-Terminus, ligiert mit dem Hepati-
tis-B-Virus-Oberflachen-Antigen und dem Hepatitis-C-Virus-Kern-Antigen an jedem Terminus umfasst, zur Ex-
pression auf der Zelloberflache eines Escherichia coli- oder Salmonella typhi Ty21a-Stammes, dann bestatig-
ten sie, dass diese Proteine fir komplexe Lebendimpfstoffe ("complex live vaccines") wirksam waren.

[0009] Lipoproteine sind auch als ein Oberflachenprotein zur Oberflachenexpression eingesetzt worden. Ins-
besondere kdnnen E. coli-Lipoproteine auf der Basis des Sekretionssignals am N-Terminus durch die innere
Zellmembran wandern und sie enthalten L-Cystein an dem Terminus, der direkt mit der auReren Zellmembran
oder inneren Zellmembran verbunden ist. Ein bedeutendes Lipoprotein, Lpp, ist mit der dulReren Zellmembran
am N-Terminus und mit Peptidoglycan (PG) am C-Terminus assoziiert. Daher kbnnen exogene Proteine stabil
auf der Zelloberflache der dulieren Zellmembran exprimiert werden, wenn Lpp mit dem OmpA-Fragment des
Proteins der auferen Zellmembran verbunden wird (Francisco et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 489:
2713-2717, 1992). Diese Eigenschaft ist auch bei einem weiteren Lipoprotein, TraT, verwendet worden, um
Fremdproteine, z.B. das C3-Epitop des Poliovirus, auf einer Zelloberflache zu exprimieren (Felici et al., J. Mol.
Biol., 222: 301-310, 1991). Dariber hinaus ist das Peptidoglycan-assoziierte Lipoprotein (PAL) ausgewahlt
worden, um rekombinante Antigene durch Oberflachenexpression zu produzieren, obwohl es hinsichtlich sei-
ner genauen Funktion noch nicht aufgeklart bzw. erforscht wurde (Fuchs et al., Bio/Technology, 9: 1369-1372,
1991). In diesem Fall ist der C-Terminus von PAL mit der Zellwand und der N-Terminus mit dem rekombinanten
Antikorper ligiert bzw. verbunden, um ein Fusionsprotein auf der Zelloberflache zu exprimieren.

[0010] Obwohl mittlerweile sogar Sekretionsproteine, die die aultere Zellmembran passieren kénnen, als ein
Oberflachenprotein verwendet werden kénnen, ist dies bei Gram-negativen Bakterien noch nicht entwickelt
worden, und nur wenige Arten von Sekretionsproteinen kénnen den Durchtritt durch die auere Zellmembran
in der Gegenwart spezifischer Proteine, die am Sekretionsmechanismus beteiligt sind, unterstitzen. Beispiels-
weise wird Klebsiella sp. Pullulanase als ein Lipoprotein vollstandig in ein Zellkulturmedium sekretiert, nach-
dem sein N-Terminus mit einer Lipidsubstanz substituiert und an die dufRere Zellmembran angeheftet wurde.
Kornacker und Kollegen exprimierten B-Lactamase auf einer Zelloberflache, wenn sie das N-Terminus-Frag-
ment von Pullulanase verwendeten, jedoch wurde das resultierende Fusionsprotein Pullulanase-p-lactamase
unverzuglich auf der Zelloberflache angeheftet, trennte sich dann ungliicklicherweise ins Zellkulturmedium ab.
Dieses Verfahren ist aulRerdem auch ausgenutzt worden, um alkalische Phosphatase, ein Protein des periplas-
matischen Raums, zu produzieren, jedoch wird das rekombinante Protein nicht stabil exprimiert, da wenigstens
14 Proteine fiir die Sekretion erforderlich sind (Kornacker et al., Mol. Microl., 4: 1101-1109, 1990).

[0011] Darlber hinaus hat IgA-Protease, die von der pathogenen Mikrobe Neisseria sp. abgeleitet ist, ein spe-
zifisches Sekretionssystem mit einem Fragmentsignal ("fragment signal"), das am C-Terminus vorhanden ist,
welches bewirkt, dass die Protease, die am N-Terminus vorhanden ist, stabil an die aul3ere Zellmembran an-
geheftet wird. Sobald sie an der duReren Zellmembran ankommt und auf der Zelloberflache hervortritt, wird die
Protease auf der Basis ihrer hydrolytischen Fahigkeit in das Zellkulturmedium sekretiert. Klauser und Kollegen
exprimierten bestandig die B-Untereinheit des Choleratoxins mit einem Molekulargewicht von etwa 12 kDa auf
einer Zelloberflache unter Verwendung dieses IgA-Protease-Fragments (Klauser et al., EMBO J., 9:
1991-1999, 1990). Jedoch wurde die Sekretion des fusionierten Proteins durch die Proteinfaltung, die wahrend
des Sekretionsvorgangs im Zellmembranraum induziert wurde, inhibiert.

[0012] AulRerdem bestehen, im Fall von Gram-negativen Bakterien, die Zell-Unterorgane ("cell suborgans"),
die auf der Zelloberflache vorhanden und zur Oberflachenexpression verwendbar sind, aus Geildeln, Pili und
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Fimbrien etc. Genauer gesagt, sind die B-Untereinheit des Choleratoxins und Peptide, die vom Hepatitis-B-Vi-
rus abgeleitet sind, bestandig unter Verwendung von Flagellin als einer Untereinheit, aus denen Geilkeln be-
stehen, exprimiert und als stark mit ihren Antikdrpern bindend identifiziert worden (Newton et al., Science, 244
70-72, 1989). Dann ist Fimbrin, eine Untereinheit, bestehend aus fadenartigen Fimbrien auf der Zelloberfla-
che, eingesetzt worden, um exogene Peptide zu exprimieren, jedoch sind nur kleine Peptide erfolgreich pro-
duziert worden (Hedegaard et al., Gene, 85: 115-124, 1989).

[0013] Obwohl die Oberflachenproteine von Gram-negativen Bakterien auch schon verwendet worden sind,
um Oberflachenexpression durchzufuhren, sind kirzlich auch die Oberflachenproteine von Gram-positiven
Bakterien zur Oberflaichenexpression verwendet worden (Samuelson et al., J. Bacteriol., 177: 1470-1476,
1995). Jedoch werden sogar in diesem Fall ein Sekretionssignal zum Durchtritt durch die innere Zellmembran
und Trager zur Oberflachenexpression und zur Anheftung auf der Zellmembran bendtigt. In der Tat sind das
Sekretionssignal der Lipase, abgeleitet von Staphylococcus hyicus, und der Membran-Anhaftungstrager
("membrane attachment carrier") von Protein A, abgeleitet von Staphylococcus aureus, eingesetzt worden, um
ein Malaria-Blutstadium-Antigen ("malaria blood stage antigen"), bestehend aus 80 Aminosauren, und Albu-
min-Anheftungsprotein, abgeleitet von Streptococcus-Protein G, zu produzieren und die resultierenden Prote-
ine effizient auf der Zelloberflache zu exprimieren.

[0014] Da sich viele Untersuchungen, wie es oben beschrieben ist, bereits stark auf Oberflachenexpression
mit Gram-negativen Bakterien und Gram-positiven Bakterien konzentriert haben, ist bereits eine Anzahl von
Expressionssystemen zur Produktion wertvoller Proteine entwickelt und fir Patentanmeldungen eingereicht
worden, insbesondere in den USA, Europa und Japan. Im Detail haben 5 Patentfalle die Verwendung von Pro-
teinen der auferen Zellmembran von Gram-negativen Bakterien offenbart (WO 9504069, WO 9324636, WO
9310214, EP 603672, US 5356797), eine Patentanmeldung berichtete tGber die Verwendung von Pili als einem
Zelloberflachen-Organell (WO 9410330), und ein Fall verwendet ein Zelloberflachen-Lipoprotein (WO
9504079).

[0015] Wie es oben dargelegt ist, missen zum Exprimieren exogener Proteine auf einer Zelloberflache unter
Verwendung eines Proteins der duflieren Zellmembran das geeignete Protein der inneren Zellmembran und
das exogene Protein auf einem Genlevel verknipft sein, zur Biosynthese angeregt und auf der duReren Zell-
membran, nachdem sie die innere Zellmembran stabil passiert haben, beibehalten werden. Um dieses Verfah-
ren zu bewerkstelligen, sollte eine innere Zellmembran, die die folgenden Erfordernisse befriedigt, ausgewahlt
werden, dann auf den Trager zur Oberflachenexpression angewandt werden: Vor allem das Vorhandensein ei-
nes Sekretionssignals zum Durchtritt durch die innere Zellmembran, zweitens das Vorhandensein eines Tar-
getierungssignals zur stabilen Anheftung an der au3eren Zellmembran, drittens massive Expression auf der
Zelloberflache und viertens stabile Expression des Proteins, ungeachtet seiner GroRe.

[0016] Jedoch sind Trager zur Oberflachenexpression, die alle diese Erfordernisse erflllen, noch nicht entwi-
ckelt worden. Gegenwartig ist nur den folgenden Nachteilen abgeholfen worden.

[0017] Auf der Basis eines solchen Hintergrunds untersuchten die Erfinder der vorliegenden Erfindung die
Anwendung eines Poly-y-glutamat-Synthase-Gens (pgsBCA), das von einem Bacillus sp.-Stamm abgeleitet
ist, als einen neuartigen Trager zur Oberflachenexpression. Als ein Ergebnis wurde ein neuartiger Expressi-
onsdurchlass ("expression vent") oder ein neuartiges pgsBCA-enthaltendes Gen, das exogene Proteine effizi-
ent auf mikrobiellen Oberflachen produzieren kann, zusammen mit einem Verfahren zum erfolgreichen Expri-
mieren exogener Proteine auf mikrobiellen Oberflachen in einem gro3en Mal3stab, entwickelt.

OFFENBARUNG DER ERFINDUNG

[0018] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist es, ein Verfahren zum Produzieren exogener "Ziel"-Prote-
ine auf einer mikrobiellen Zelloberflache bereitzustellen.

[0019] Genauer gesagt, wurde in der vorliegenden Erfindung ein neuer Oberflachenexpressionstrager, der
Fremdproteine auf den Oberflachen von Gram-negativen und Gram-positiven Mikroben in einem gro3en Mal3-
stab exprimieren kann, aus den Proteinen der duReren Zellmembran, die an der Synthese von Poly-y-glutamat
beteiligt sind, aus einem Bacillus sp.-Stamm ausgewahlt. Dann wurde unter Verwendung dieses Gens ein
Oberflachenexpressionsvektor, der exogene "Ziel"-Proteine oder Peptide auf mikrobiellen Zelloberflachen ex-
primieren kann, konstruiert und in verschiedene Arten von Wirtszellen transformiert, um Zelltranformanten
("cell transformants") zur Oberflachenexpression zu sammeln.
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[0020] Um die Ziele der vorliegenden Erfindung zu erreichen, wird ein Oberflachenexpressionsvektor vorge-
stellt, der ein oder mehrere Gene, die flur einen Poly-y-glutamat-Synthetase-Komplex kodieren, ausgewahlt
aus pgsB, pgsC und pgsA, enthalt.

[0021] Genauer gesagt, stellt die vorliegende Erfindung einen Expressionsvektor zur Produktion eines Ziel-
proteins auf einer mikrobiellen Zelloberflache, der ein oder mehr als zwei Gene, ausgewahlt aus der Gruppe,
bestehend aus pgsB, pgsC und pgsA, das bzw. die fiir einen Poly-y-glutamat-Synthetase-Komplex kodiert (ko-
dieren), und ein Gen, das fur ein Zielprotein kodiert, enthalt, vor. Weiterhin stellt die vorliegende Erfindung ei-
nen Oberflachenexpressionsvektor zum Produzieren eines Zielproteins auf einer mikrobiellen Zelloberflache
vor, worin die pgsB-, pgsC- und pgsA-Gene Nucleotidsequenzen enthalten, die 80% homolog zu jenen in SEQ
ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 bzw. SEQ ID NO: 3 sind.

[0022] Weiterhin wird eine Zelltransformante vorgestellt, die unter Verwendung der oben genannten Expres-
sionsvektoren transformiert ist.

[0023] SchlieBlich stellt die vorliegende Erfindung ein Verfahren zum Exprimieren eines Zielproteins auf einer
mikrobiellen Zelloberflache von Gram-negativen oder Gram-positiven Wirtszellen bereit, wobei das Verfahren
umfasst:

Kultivieren Gram-negativer oder Gram-positiver Bakterien, die mit den oben genannten Expressionsvektoren
transformiert sind.

KURZBESCHREIBUNG DER FIGUREN

[0024] Das oben genannte und andere Ziele, Eigenschaften und Vorteile der vorliegenden Erfindung werden
aufgrund der folgenden detaillierten Beschreibung besser verstanden werden, wenn diese in Verbindung mit
den begleitenden Figuren betrachtet wird, wobei:

[0025] Fig. 1 die Restriktionskarten des Oberflachenexpressionsvektors pGNBCA und des rekombinanten
Expressionsvektors pGNBCA-HB168, die Gram-negative Bakterien als die Wirtszelle in der vorliegenden Er-
findung verwenden, darstellt.

[0026] Fig.2 die Oberflachenexpression des Hepatitis-B-Virus-Oberflachenantigenproteins in einem
Gram-negativen Bakterium, das mit dem rekombinanten Expressionsvektor PGNBCA-HB168 der vorliegenden
Erfindung transformiert wurde, auf der Basis des Durchfiihrens von Western-Blotting und fluoreszenzaktivier-
ten Zellsortierungs-Assays ("fluorescence-activated cell sorting assays") darstellt.

[0027] FEig. 3 die Restriktionskarten des Oberflachenexpressionsvektors pPGNCA und des rekombinanten Ex-
pressionsvektors pPGNCA-HB168 der vorliegenden Erfindung darstellt.

[0028] Fig.4 die Oberflachenexpression des Hepatitis-B-Virus-Oberfachenantigenproteins in einem
Gram-negativen Bakterium, das mit den rekombinanten Oberflachenexpressionsvektoren pGNCA-HB168:A2,
pGNA-HB168:A3 und pGNHB-A:A4 der vorliegenden Erfindung transformiert wurde, auf der Basis der Durch-
fuhrung von Western-Blotting und fluoreszenzaktivierten Zellsortierungs-Assays darstellt.

[0029] Fig. 5 die Restriktionskarten des Oberflachenexpressionsvektors pGNA und des rekombinanten Ex-
pressionsvektors pGNA-HB168 der vorliegenden Erfindung darstellit.

[0030] Fig. 6 die Restriktionskarten des Oberflachenexpressionsvektors pGNCA2 und des rekombinanten
Expressionsvektors pGNHB-A der vorliegenden Erfindung darstellt.

[0031] Fig. 7 die Restriktionskarten des Oberflachenexpressionsvektors pGNC und des rekombinanten Ex-
pressionsvektors pGNC-PreS1 der vorliegenden Erfindung darstellt.

[0032] Fig. 8 das Oberflachenexpressionsmuster des Hepatitis B-Virus-Oberflachenantigenproteins PreS1 in
einem Gram-negativen Bakterium, das unter Verwendung des rekombinanten Oberflachenexpressionsvektors
pGNC-PreS1 der vorliegenden Erfindung transformiert wurde, auf der Basis der Durchflihrung eines Wes-
tern-Blotting-Assays darstellt.

[0033] Fig.9 die Restriktionskarten des Oberflachenexpressionsvektors pHCE1LB:BCA und des rekombi-
nanten Expressionsvektors pHCE1LB:BCA-HB168 der vorliegenden Erfindung darstellt.
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[0034] Fig. 10 das Oberflachenexpressionsmuster der Hepatitis B-Virus-Oberflachenantigendeterminante in
einem Gram-negativen Bakterium, das unter Verwendung des rekombinanten Oberflachenexpressionsvektors
pHCE1LB:BCA-HB168 der vorliegenden Erfindung transformiert wurde, auf der Basis der Durchfihrung von
Western-Blotting und fluoreszenzaktivierten Zellsortierungs-Assays darstellt.

[0035] Fig. 11 die Lebendimpfstoff-Wirksamkeit eines Gram-negativen Bakteriums, das unter Verwendung
des rekombinanten Expressionsvektors pHCE1LB:BCA-HB168 der vorliegenden Erfindung transformiert wur-
de, darstellt.

[0036] Fig. 12 die Oberflachenexpression der Hepatitis B-Virus-Oberflachenantigendeterminante in einem
Gram-positiven  Bakterium, das unter Verwendung des rekombinanten Expressionsvektors
pHCE1LB:BCA-HB168 der vorliegenden Erfindung transformiert wurde, auf der Basis der Durchfihrung von
Western-Blotting und fluoreszenzaktivierten Zellsortierungs-Assays darstellt.

[0037] Fig. 13 die Lebendimpfstoff-Wirksamkeit eines Gram-positiven Bakteriums, das unter Verwendung
des rekombinanten Expressionsvektors pHCE1LB:BCA-HB168 der vorliegenden Erfindung transformiert wur-
de, darstellt.

[0038] Fig. 14 die Restriktionskarten des Oberflachenexpressionsvektors pHE1LB:A und der rekombinanten
Expressionsvektoren pHCE1LB:A-TGEN1 und pHCE1LB:A-PEDN der vorliegenden Erfindung darstellt.

[0039] Fig. 15 das Oberflachenexpressionsmuster des TGE-Virusproteins N, hergestellt von Gram-negativen
(Escherichia coli) und Gram-positiven Bakterien, die unter Verwendung des rekombinanten Oberflachenex-
pressionsvektors pHCE1LB:A-TGEN1 der vorliegenden Erfindung transformiert wurden, auf der Basis der
Durchfiihrung eines Western-Blotting-Assays darstellt.

[0040] Fig. 16 das Oberflachenexpressionsmuster des PED-Virusproteins N, hergestellt von Gram-negativen
und Gram-positiven Bakterien, die unter Verwendung des rekombinanten Expressionsvektors
pHCE1LB:A-PEDN der vorliegenden Erfindung transformiert wurden, auf der Basis der Durchflihrung eines
Western-Blotting-Assays darstellt.

[0041] FEig. 17 die Lebendimpfstoff-Wirksamkeit eines Gram-positiven Bakteriums, das unter Verwendung der
rekombinanten Expressionsvektoren pHCE1LB:A-TGEN1 und pHCE1LB:A-PEDN der vorliegenden Erfindung
transformiert wurde, darstellt.

[0042] Fig. 18 die Restriktionskarten des Oberflachenexpressionsvektors pHCE1LB:A und der rekombinan-
ten Expressionsvektoren pHCE1LB:A-PreS1 und pHCE1LB:A-PreS2 der vorliegenden Erfindung darstellt.

[0043] Fig. 19 die Restriktionskarten des Oberflachenexpressionsvektors pHCE1LB:A und der rekombinan-
ten Expressionsvektoren pHCE1LB:A-PreS1:PreS2 und PHCE1LB:A-L der vorliegenden Erfindung darstellt.

[0044] Fig. 20 das Oberflachenexpressionsmuster von Hepatitis B-Virus-PreS1 und -PreS1:PreS2, produ-
ziert von einem Gram-negativen Bakterium, das unter Verwendung der rekombinanten Expressionsvektoren
pHCE1LB:A-PreS1 bzw. pHCE1LB:A-PreS1:PreS2 der vorliegenden Erfindung transformiert wurde und das
Oberflachenexpressionsmuster des Hepatitis B-Virusproteins L, hergestellt von einem Gram-negativen Bakte-
rium, das unter Verwendung des rekombinanten Expressionsvektors pHCE1LB:A-L der vorliegenden Erfin-
dung transformiert wurde, auf der Basis der Durchflihrung eines Western-Blotting-Assays darstellt.

[0045] Fig. 21 die Restriktionskarten des Oberflachenexpressionsvektors pHCE1LB:A-TNF-a der vorliegen-
den Erfindung darstellt.

[0046] Fig. 22 die Restriktionskarten des rekombinanten Expressionsvektors pGNA-Lipase der vorliegenden
Erfindung und Lipase-Aktivitat, die auf der Zelloberflache eines Gram-negativen Bakteriums, das unter Ver-
wendung des rekombinanten Expressionsvektors pGNA-Lipase transformiert wurde, darstellt.

[0047] Fig. 23 die Restriktionskarten des rekombinanten Expressionsvektors pGNA-Amidase der vorliegen-
den Erfindung und Amidase-Aktivitat, die auf der Zelloberflache eines Gram-negativen Bakteriums, das unter
Verwendung des rekombinanten Expressionsvektors pGNA-Amidase transformiert wurde, exprimiert wurde,
darstellt.
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BESTE WEISE ZUR AUSFUHRUNG DER ERFINDUNG

[0048] Im Nachstehenden wird die vorliegende Erfindung deutlicher beschrieben.

[0049] Das Protein, das vom pgsBCA-Gen kodiert wird, ist ein duReres Zellprotein ("cell outer protein"), das
in Bacillus sp.-Stammen vorhanden ist, und seine Polymersubstanz ist essbar, |8slich, anionisch, biologisch
abbaubar, wobei es an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist und von Bacillus subtilis (IFO3336; Natto.
Biochem. Biophys. Research Comm., 263, 6-12, 199), Bacillus licheniformis (ATCC 9945; Biotech. Bioeng., 4,
430-437, 1998) und Bacillus anthracis (J. Bacteriol., 171, 722-730, 1989) etc. produziert wird.

[0050] Aus dem Natto-Stamm (Bacillus subtilis IFO3336) wurde ein Zellmembranprotein (pgsBCA) abge-
trennt, das aus einer Gesamtzahl von 922 Aminosauren, genauer, 393 Aminosauren, in pgsB, 149 Aminosau-
ren in pgsC und 380 Aminosauren in pgsA, zusammengesetzt war. Ashiuchi et al. berichteten uber die Klonie-
rung des vom Bacillus natto-Stamm abgeleiteten Poly-y-glutamat-Synthetase-Gens, seine Transformation in
Escherichia coli und seine Synthese (Ashiuchi et al., Biochem. Biophys. Research Comm, 263: 6-12, 1999).

[0051] Trotzdem sind die Funktionen des pgsBCA-Proteins, das den Poly-y-Glutamat-Synthetase-Komplex
umfasst, noch nicht im Detail aufgeklart worden. Unter den Proteinen, die den Enzymkomplex bilden, ist we-
nigstens pgsB ein Amidligase-System und interagiert mit der Zellmembran oder der Zellwand an einer spezifi-
schen Aminosaure im Endterminus von pgsB. pgsA hat eine hydrophile Aminosauresequenz, die fiur den
N-Terminus spezifisch ist und einen C-Terminus, der anscheinend als ein Sekretionssignal, Targetierungssig-
nal und Anheftungssignal in Verbindung mit pgsB zum Durchtritt durch die innere Zellmembran funktioniert.

[0052] Die gegenwartigen Erfinder haben aufgezeigt, dass das Protein der dul3eren Zellmembran, das an der
Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, vorteilhaft ist als ein Oberflachenexpressions-Trager und exogene
Proteine auf einer Zelloberflache auf der Basis der Struktur und der Eigenschaften seiner primaren Aminosau-
resequenz exprimieren kann. Es gibt konkret verschiedene Vorteile. Erstens kann das Protein der duf3eren
Zellmembran, das an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, in grolkem Malstab zur Synthese von Po-
ly-y-glutamat und zur extrazellularen Sekretion exprimiert werden; zweitens kann das Protein der duReren Zell-
membran, das auf der Zelloberflache exprimiert wird, das an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist,
wahrend der restlichen Zeitdauer des Zellzyklus stabil erhalten werden; drittens wird das Protein der auleren
Zellmembran strukturell auf der Zelloberflache hinausgestreckt bzw. hervorgeschoben, insbesondere im Fall
von pgsA; viertens stammt das Protein der duReren Zellmembran (pgsBCA), das an der Synthese von Po-
ly-y-glutamat beteiligt ist, von der Zelloberflache eines Gram-positiven Bakteriums und kann auf der Zellober-
flache von entweder einem Gram-positiven oder einem Gram-negativen Bakterium exprimiert werden.

[0053] Die vorliegende Erfindung stellt rekombinante Expressionsvektoren, die zur Expression exogener Pro-
teine auf einer Zelloberflache durch Ausnutzen der Eigenschaft der dufleren Zellmembran, an der Synthese
von Poly-y-glutamat beteiligt zu sein, verwendbar sind, bereit. Genauer gesagt, sind die Oberflachenexpressi-
onsvektoren der vorliegenden Erfindung so entworfen, dass sie ein Sekretionssignal und ein Targetierungssi-
gnal in der Primarsequenz des Proteins der au3eren Zellmembran (pgsBCA), das an der Synthese von Po-
ly-y-glutamat beteiligt ist, enthalten.

[0054] Weiterhin stellt die Erfindung ein Verfahren zum Exprimieren exogener Proteine auf der mikrobiellen
Oberflache von sowohl Gram-negativen als auch Gram-positiven Bakterien bereit, wobei der Oberflachenex-
pressionsvektor verwendet wird, der auf der Ausnutzung der Merkmale des Proteins der au3eren Zellmemb-
ran, das an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, basiert. Genauer gesagt, kann das erfindungsge-
maRe Verfahren zum Herstellen exogener Proteine bestimmte Verfahren, z.B. Ultraschallbehandlung von Zel-
len oder Proteinaufreinigung, weglassen, da exogene Proteine auf der Zelloberflache exprimiert werden, wobei
das Protein der duf3eren Zellmembran, das an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, verwendet wird.

[0055] Deshalb stellt die vorliegende Erfindung verschiedene Verwendungen fiir exogene Proteine, die durch
das Oberflachenexpressionsverfahren hergestellt werden, bereit. Genauer gesagt, ist das vorgeschlagene
Verfahren wirksam zum Produzieren von Antigenen und Antikdrpern, Peptidbibliotheken zum Durchmustern
auf Antigene, Anheftungsproteine oder Adsorptionsproteine und physiologisch aktiven Substanzen etc.

[0056] Zusatzlich zum Protein der dufleren Zellmembran, das an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt
ist, das von einem Bacillus sp.-Stamm abgeleitet ist, kdnnen alle Arten von Oberflachenexpressionsvektoren,
die Gene zur Synthese von Poly-y-glutamat umfassen, in den Rahmen der vorliegenden Erfindung einge-
schlossen werden.
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[0057] Dariber hinaus koénnen die Oberflachenexpressionsvektoren, die das Poly-y-glutamat-Syntheta-
se-Gen in der vorliegenden Erfindung verwenden, auf alle Arten mikrobieller Stdamme zur Oberflachenexpres-
sion angewandt werden. Diese Vektoren kdnnen bevorzugt fiir Gram-negative Bakterien, insbesondere Esche-
richia coli, Salmonella typhi, Salmonella typhimurium, Vibrio cholera, Mycobacterium bovis und Shigella, und
fur Gram-positive Bakterien, insbesondere Bacillus, Lactobacillus, Lactococcus, Staphylococcus, Lysteria, Mo-
nocytogenesis und Streptococcus, eingesetzt werden. Alle Verfahren, die verwendet werden, um exogene Pro-
teine unter Verwendung dieser Stamme herzustellen, kénnen in den Rahmen der vorliegenden Erfindung ein-
geschlossen werden.

[0058] Abhangig von den Erfordernissen kann das Poly-y-glutamat-Synthetase-Gen verandert bzw. manipu-
liert werden, um verschiedene Erkennungsstellen fir alle oder bestimmte Restriktionsenzyme am N-Terminus
oder C-Terminus zu inserieren. Deshalb sind Oberflachenexpressionsvektoren, die diese Restriktionsen-
zym-Erkennungsstellen umfassen, auch innerhalb des Rahmens der vorliegenden Erfindung.

[0059] Genauer gesagt, deckt die vorliegende Erfindung alle Poly-y-glutamat-Synthetase-Gene, die von Ba-
cillus sp.-Stammen abgeleitet sind, ab. Unter diesen wird das pgsA-Gen verwendet, um die Restriktionsen-
zym-Erkennungsstelle am C-Terminus zu inserieren und verschiedene Arten exogener Proteine leicht zu klo-
nieren, wodurch der Oberflachenexpressionsvektor pGNBCA konstruiert wird.

[0060] Die vorliegende Erfindung stellt auch den rekombinanten Oberflachenexpressionsvektor pGN-
BCA-HB168 vor, der eine Antigendeterminante, die einen neutralisierenden AntikOrper gegen ein S-Antigen
bildet, in einer fusionierten Form auf der Zelloberflache eines Gram-negativen Bakteriums exprimieren kann.
Genauer gesagt, ist der Proteinkomplex der duBeren Zellmembran, der an der Synthese von Poly-y-glutamat
beteiligt ist, aus pgsB-, pgsC- und pgs-A-Proteinen zusammengesetzt, dann wird der C-Terminus des
pgsA-Protein-Gens mit dem N-Terminus einer Antigendeterminante ligiert, wodurch ein neutralisierender Anti-
korper gegen das Hepatitis B-Virus-S-Antigen gebildet wird.

[0061] Die vorliegende Erfindung stellt auch die rekombinanten Oberflachenexpressionsvektoren pGN-
CA-HB168, pGNA-HB168 und pGNHB-A vor, die eine Antigendeterminante, die einen neutralisierenden Anti-
kérper gegen ein S-Antigen bilden kann, in einer fusionierten Form auf der Zelloberflache eines Gram-negati-
ven Bakteriums exprimieren kénnen. Genauer ist der Proteinkomplex der auReren Zellmembran ("cell outer
membrane protein complex"), der an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, entweder aus pgsC- und
pgsA-Proteinen oder nur aus pgsA-Proteinen zusammengesetzt, im ersteren Fall wird dann der C-Terminus
des pgsA-Protein-Gens oder, im letzteren Fall, der N-Terminus oder C-Terminus mit dem N-Terminus einer An-
tigendeterminante, die einen neutralisierenden Antikdrper gegen das Hepatitis B-Virus-S-Antigen bildet, ligiert.

[0062] Die vorliegende Erfindung stellt auch den rekombinanten Oberflachenexpressionsvektor pPGNC-PreS1
vor, der eine Antigendeterminante exprimieren kann, die einen neutralisierenden AntikGrper gegen ein S-Anti-
gen in einer fusionierten Form auf der Zelloberflache eines Gram-negativen Bakteriums bildet. Genauer ge-
sagt, ist der Proteinkomplex der au3eren Zellmembran, der an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist,
aus pgsC-Protein zusammengesetzt, dann ist der C-Terminus des pgsC-Protein-Gens mit dem N-Terminus
des PreS1-Antigens aus den Hepatitis B-Virus-Oberflachenantigenen ligiert.

[0063] Die vorliegende Erfindung stellt auch die rekombinanten Oberflachenexpressionsvektoren
pHCE1LB:BCA und pHCE1LB:A vor, die den Oberflachenexpressionsvektor pGNBCA fir ein Gram-negatives
Bakterium modifizieren und sowohl auf Gram-negative als auch Gram-positive Bakterien angewandt werden
kdnnen. Genauer gesagt ist der Proteinkomplex der &ufReren Zellmembran, der an der Synthese von Po-
ly-y-glutamat beteiligt ist, entweder aus pgsB-, pgsC- und pgsA-Proteinen oder nur aus pgsA-Proteinen zu-
sammengesetzt, dann ist der C-Terminus des pgsA-Protein-Gens mit dem exogenen Protein-Gen ligiert.

[0064] Die vorliegende Erfindung stellt auch den rekombinanten Oberflachenexpressionsvektor
pHCE1LB:BCA-HB168 vor, der sowohl auf Gram-negative als auch Gram-positive Bakterien angewandt wer-
den kann und eine Antigendeterminante, die einen neutralisierenden Antikdrper gegen ein S-Antigen bildet, in
einer fusionierten Form auf einer Zelloberflache exprimiert. Genauer ist der Proteinkomplex der duf3eren Zell-
membran, der an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, aus den pgsB-, pgsC- und pgsA-Proteinen
zusammengesetzt, dann ist der C-Terminus des pgsA-Protein-Gens mit dem N-Terminus einer Antigendeter-
minante, die einen neutralisierenden Antikdrper gegen das Hepatitis B-Virus-S-Antigen bildet, ligiert.

[0065] Die vorliegende Erfindung stellt auch den rekombinanten Oberflachenexpressionsvektor
pHCE1LB:A-TGEN1 vor bzw. bereit, der sowohl auf Gram-negative als auch auf Gram-positive Bakterien an-
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gewendet werden kann und Nucleoprotein bzw. Kernprotein N-Protein auf einer Zelloberflache in einer fusio-
nierten Form exprimiert. Genauer ist der Proteinkomplex der &ueren Zellmembran, der an der Synthese von
Poly-y-glutamat beteiligt ist, aus pgsA-Proteinen zusammengesetzt, dann ist der C-Terminus des pgsA-Prote-
in-Gens mit dem N-Terminus des partiellen Nucleoprotein-Gens des porzine transmissible Gastroenteritis
(TGE)-Virus ligiert.

[0066] Die vorliegende Erfindung stellt auch den rekombinanten Oberflachenexpressionsvektor
pHCE1LB:A-PEDN vor bzw. bereit, der sowohl auf Gram-negative als auch Gram-positive Bakterien ange-
wandt werden kann und ein Nucleoprotein N-Protein in einer fusionierten Form auf einer Zelloberflache expri-
miert. Genauer ist der Proteinkomplex der auReren Zellmembran, der an der Synthese von Poly-y-glutamat
beteiligt ist, aus pgsA-Proteinen zusammengesetzt, dann ist der C-Terminus des pgsA-Protein-Gens mit dem
N-Terminus des Nucleoprotein-Gens des porzine Diarrhoe-Erkrankung (PED)-Virus ("porcine diarrhea disease
(PED) virus") ligiert.

[0067] Die vorliegende Erfindung stellt auch die rekombinanten Oberflachenexpressionsvektoren
pHCE1LB:A-PreS1, pHCE1LB:A-PreS2, pHCE1LB:A-PreS1:PreS2 und pHCE1LB:A-L vor bzw. bereit, die so-
wohl auf Gram-negative als auch Gram-positive Bakterien zur Oberflachenexpression von exPreS1, PreS2,
PreS1-PreS2 bzw. gesamtem L-Protein unter den Hepatitis B-Virus-Oberflachen-L (PreS1-PreS2-S)-Protei-
nen in einer fusionierten Form auf einer Zelloberflache angewandt werden kénnen. Genauer ist der Protein-
komplex der aufleren Zellmembran, der an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, aus pgsA-Proteinen
zusammengesetzt, dann ist der C-Terminus des pgsA-Protein-Gens mit dem N-Terminus von PreS1, PreS2,
PreS1-PreS2 bzw. dem gesamten L-Protein ligiert.

[0068] Die vorliegende Erfindung stellt auch den rekombinanten Oberflachenexpressionsvektor
pHCE1LB:A-TNF-a vor bzw. bereit, der sowohl auf Gram-negative als auch Gram-positive Bakterien ange-
wandt werden kann und das TNF-a-Protein in einer fusionierten Form auf einer Zelloberflache exprimiert. Ge-
nauer ist das Protein der aufieren Zellmembran, das an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, aus
pgsA-Protein zusammengesetzt, dann ist der C-Terminus des pgsA-Protein-Gens mit dem N-Terminus des Tu-
mornekrosefaktors a, ein Cytokin, ligiert.

[0069] Die vorliegende Erfindung stellt auch die rekombinanten Oberflachenexpressionsvektoren pGNA-Li-
pase und pGNA-Amidase, die auf Gram-negative Bakterien angewandt werden kénnen und industrielle Enzy-
me, z.B. Lipase und Amidase, in einer fusionierten Form auf einer Zelloberflache exprimieren, vor bzw. bereit.
Genauer ist der Proteinkomplex der duBeren Zellmembran, der an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt
ist, aus pgsA-Proteinen zusammengesetzt, dann ist der C-Terminus des pgsA-Protein-Gens mit dem N-Termi-
nus einer Lipase oder Amidase unter Enzymen zur industriellen Verwendung verknupft.

BEISPIELE

[0070] Praktische und gegenwartig bevorzugte Ausfiihrungsformen der vorliegenden Erfindung werden in
den folgenden Beispielen erlautert.

<Beispiel 1> Konstruktion des Oberflachenexpressionsvektors pPGNBCA

[0071] Um den Oberflachenexpressionsvektor der vorliegenden Erfindung herzustellen, der das pgs-
BCA-Gen fir das Protein der au3eren Zellmembran ("cell outer membrane protein gene pgsBCA"), das an der
Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, das von einem Bacillus sp.-Stamm abgeleitet ist, und der ein
Gram-negatives Bakterium als Wirtszelle verwendet, wurde die gesamte chromosomale DNA von Bacillus sub-
tilis var. chungkookjang (Eingangsnummer: KCTC 0697 BP) gereinigt.

[0072] Das pgsBCA-Gen ist zusammengesetzt aus pgaB als ein DNA-Fragment, das die Nucleotidsequenz
von SEQ ID NO: 1 enthalt, pgaC als ein DNA-Fragment, das die Nucleotidsequenz von SEQ ID NO: 2 enthalt
und pgaA als ein DNA-Fragment, das die Nucleotidsequenz von SEQ ID NO: 3 enthalt, und hat die obenste-
henden konsekutiven bzw. aufeinanderfolgenden Nucleotidsequenzen.

[0073] Um die Gene zu erhalten, die fir den N-Terminus und den C-Terminus der inneren Zellmembran ko-
dieren, die an der Biosynthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, wurde das gesamte Chromosom als die Matri-
ze ausgewahlt, und Oligonucleotide mit der Nucleotidsequenz von SEQ ID NO: 4 (5-gaa caa tgg gct ggt tac tcc
tta tag cct g-3) am N-Terminus und der Nucleotidsequenz von SEQ ID NO: 5 (5-ctc gga tcc ttt aga ttt tag ttt gtc
act-3) am C-Terminus wurden als die Primer verwendet. Dann wurde eine Polymerasekettenreaktion (PCR)
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unter Verwendung der Matrize und der Primer durchgefiihrt.

[0074] Der Oligonucleotid-Primer von SEQ ID NO: 4, der dem N-Terminus entspricht, wurde auch so konstru-
iert, dass er die Erkennungsstelle des Restriktionsenzyms Ncol enthalt, die im Expressionsvektor pHCE19T(ll)
vorhanden ist, wohingegen der Oligonucleotid-Primer von SEQ ID NO: 5, der dem C-Terminus entspricht, so
konstruiert wurde, dass er die Erkennungsstelle des Restriktionsenzyms BamHI, die im Expressionsvektor
pHCE19T(ll) vorhanden ist, enthalt. An diesem Punkt wurde gemessen, dass das amplifizierte Genfragment
eine GroRe von 2,8 kb hat, was von der N-terminalen Region des pgsB-Gens des Proteins der duReren Zell-
membran bis zur C-terminalen Region von pgsA reicht. Das durch die PCR amplifizierte Genfragment wurde
mit den Restriktionsenzymen Ncol und BamHI verdaut und in den mit Ncol und BamHI verdauten, konstitutiv
hohen bzw. hoch exprimierenden Expressionsvektor pHCE19T(ll) inseriert. Als ein Ergebnis davon umfasste
der neue Expressionsvektor, der das Gen fur das Protein der inneren Zellmembran enthalt, das an der Syn-
these von Poly-y-glutamat beteiligt ist, kein Translations-Terminations-Kodon, enthielt eine neue zuséatzliche
Restriktionsenzym-Erkennungsstelle, war etwa 6,5 kb groB3, hatte die Nucleotidsequenz von SEQ ID NO: 6 und
wurde Expressionsvektor pPGNBCA genannt (siehe Fig. 1).

[0075] Der Oberflachenexpressionsvektor wurde in Escherichia coli transformiert, und die resultierende Zell-
transformante bei der International Deposit Organization and Korean Collection for Type Cultures (KCTC: 52
Eoeun-dong, Yusong-gu, Daejon) beim Korean Research Institute of Bioscience and Biotechnology (KRIBB)
am 26. Juli 2001 (Eingangsnummer: KCTC 10025 BP) hinterlegt.

<Beispiel 2> Konstruktion des Oberflachenexpressionsvektors pGNBCA-HB168

[0076] Der rekombinante Expressionsvektor pPGNBCA-HB168, der eine Antigendeterminante, die einen neu-
tralisierenden Antikdrper gegen das Hepatitis B-Virus-S-Antigen bildet, exprimieren kann, wurde unter Verwen-
dung des pgsBCA-Gen fiir das Protein der aueren Zellmembran, das an der Synthese von Poly-y-glutamat
beteiligt ist, das von einem Bacillus sp.-Stamm abgeleitet ist, und eines Gram-negativen Bakteriums als der
Wirtszelle konstruiert.

[0077] Zum Inserieren des Hepatitis B-Virus-S-Antigen-Gens in den Oberflachenexpressionsvektor pGN-
BCA, der ein Gram-negatives Bakterium als Wirtszelle verwendet, wurde das Hepatitis B-Virus-Gen, etwa 1,4
kb grof3, enthalten im allgemeinen Klonierungsvektor pUCS8, als die Matrize ausgewahlt, und Oligonucleotide
mit der Nucleotidsequenz von SEQ ID NO: 7 und der Nucleotidsequenz von SEQ ID NO: 8 wurden als die Pri-
mer eingesetzt. Dann wurde eine Polymerasekettenreaktion (PCR) unter Verwendung der Matrize und der Pri-
mer durchgefiihrt, um das S-Antigen-Gen zu amplifizieren. Als Ergebnis wurde ein 168 bp groRes amplifiziertes
Genfragment erhalten. An diesem Punkt wurden die Primer mit der Nucleotidsequenz von SEQ ID NO: 7 und
der Nucleotidsequenz von SEQ ID NO: 8 auch so konstruiert, dass sie die Erkennungsstellen der Restriktions-
enzyme BamHI und Hindlll enthielten. Dann wurde das amplifizierte S-Antigen-Gen des Hepatitis B-Virus mit
den Restriktionsenzymen BamHI| und Hindlll verdaut und in die bereits vorbereitete C-terminale Region des
Gens fur das Protein der dauReren Zellmembran, das an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, ligiert,
wobei die Translationskodons angepasst wurden. Der resultierende rekombinante Expressionsvektor pGN-
BCA-HB168 ist in Eig. 1 dargestellt.

<Beispiel 3> Oberflachenexpression der Antigendeterminante, die neutralisierende Antikdrper gegen Hepatitis
B-Virus-S-Antigen bildet, wobei der rekombinante Expressionsvektor P GNBCA-HB168 verwendet wird

[0078] Die Oberflachenexpression einer Antigendeterminante, die neutralisierende Antikorper gegen das He-
patitis B-Virus-S-Antigen bildet, wurde unter Verwendung des rekombinanten Expressionsvektors pGN-
BCA-HB168 untersucht.

[0079] Derin Beispiel 2 konstruierte Expressionsvektor wurde in E. coli transformiert und in einem 500 ml-Kol-
ben kultiviert, der 50 ml eines LB-Mediums (5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l Trypton, 5 g/l Natriumchlorid, pH 7,0) und
100 mg/l des Antibiotikums Ampicillin zum Induzieren der Oberflachenexpression enthielt.

[0080] Die bakterielle Expression der Antigendeterminante, die Antikdrper gegen das S-Antigen, fusioniert mit
dem C-terminalen Gen, das an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, bildet, wurde durch Ausfiihrung
von SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western-Immunblotting mit Antikérpern gegen das S-Antigen
identifiziert bzw. bestatigt. Im Wesentlichen wurden die Proteine, die bei der gleichen Zellkonzentration erhal-
ten wurden, denaturiert, so dass experimentelle Proben hergestellt und dann durch SDS-Polyacrylamid-Gele-
lektrophorese untersucht werden konnten, so dass die aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Membran trans-
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feriert wurden. Die resultierende PVDF-Membran wurde dann in einem Blockierungspuffer (10 ml Tris HCI, 5%
Magermilch, pH 8,0) fur eine Stunde bewegt, blockiert, und dann fir 12 Stunden mit einem von der Ziege stam-
menden polyklonalen primaren Antikorper gegen das S-Antigen, der mit dem Blockierungspuffer 1.000-fach
verdunnt war, umgesetzt. Nach Abschluss der Reaktion wurde die resultierende Membran mit der gleichen Puf-
ferldsung gewaschen und 4 Stunden lang mit einem sekundaren Antikoérper, der mit Biotinen konjugiert und mit
dem Blockierungspuffer 1.000-fach verdiinnt war, umgesetzt. Die umgesetzte Membran wurde wieder mit dem
Puffer gewaschen und fiir eine Stunden in ein Avidin-Biotin-Reagens eingetaucht und gewaschen. Die unter-
getauchte Membran wurde durch Zugeben von Substraten und H,0O, und DAB-Reagentien als Farbstoffe ge-
farbt, was eine spezifische Bindung mit den Antikdrpern gegen das S-Antigen und obenstehende Fusionspro-
teine identifizierte bzw. bestatigte (siehe Fig. 2, A). In Fig. 2 ist Bahn 1 die untransformierte Wirtszelle JM109,
wahrend Bahn 2 die Zelltransformante pGNBCA-HB168/JM109 ist. Wie es dargestellt ist, wurde durch den Ex-
pressionsvektor P GNBCA-HB168 eine Fusionsprotein-Bande von etwa 48 kDa produziert.

[0081] Um die Expression einer Antigendeterminante, die neutralisierende Antikbrper gegen das Hepatitis
B-Virus-S-Antigen bildet und die auf der E. coli-Oberflache lokalisiert ist, direkt zu bestatigen, wurde die die
Oberflachenexpression induzierende E. coli-Transformante Ultraschallbehandelt und auf der Basis einer Frak-
tionierung der auReren Membran in die |6sliche Fraktion, die innere Zellmembran-Fraktion und die duRere Zell-
membran-Fraktion aufgetrennt, dann durch Bewerkstelligung von SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und
Western-Immunblotting der Antikérper gegen das S-Antigen untersucht. Im Wesentlichen wurde die E. co-
li-Transformante, die zum Induzieren der Expression des Fusionsproteins auf der Zelloberflache verwendet
wurde, wie es oben beschrieben ist, und nicht transformierte E. coli geerntet, auf die gleiche Konzentration ein-
gestellt und mehrfach unter Verwendung einer Pufferlésung (10 mM Hepes, pH 7,4) gewaschen. Danach wur-
de das Endprodukt ("resultant") in einem Puffer, enthaltend 10 g/ml Lysozym, 1 mM PMSF und 1 mM EDTA,
flotiert, fir 10 Minuten bei 4°C umgesetzt, DNase (0,5 mg/ml) und RNase (0,5 mg/ml) wurden zugegeben, das
Gemisch wurde mit einer Ultraschallsonde ("sonicator") aufgebrochen und die intakten E. coli und Zell-Debris
wurden bei 4°C fir 20 Minuten unter Anwendung von Zentrifugation mit 10.000 x g abgetrennt. Der abgetrenn-
te Zell-Debris von E. coli wurde dann bei 4°C fir 20 Minuten bei 15.000 x g zentrifugiert, und die Protein-hal-
tigen Fraktionen von Periplasma und Cytoplasma wurden gesammelt. Das resultierende Zellpellet wurde in ei-
nen PBS-Puffer (pH 7,4), der 1% Sarcosyl (N-Laurylsarcosinat-Natriumsalz) enthielt, eingetaucht und bei 4°C
fiir 2 Stunden bei 15.000 x g zentrifugiert und abgetrennt. An diesem Punkt wurde der Uberstand in die innere
Membran von E. coli und das Zellpellet des Proteins der dufleren Membran von E. coli fraktioniert, dann auf
der Basis der Durchflihrung von SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western-Blotting unter Verwen-
dung von Antikdrpern gegen das S-Antigen untersucht. Unter den obenstehenden E. coli-Fraktionen wurde
eine Antigendeterminante, die einen neutralisierenden Antikdrper gegen das S-Antigen bildet, auf der duf3eren
Zellmembran identifiziert (siehe Eia. 2; A: das Ergebnis der E. coli-Membran-Fraktion nach Western-Blotting).
Wie in Eig. 2 dargestellt, ist Bahn 1 der nicht-transformierte E. coli-Stamm JM109, Bahn 2 ist die ganze Zelle
der E. coli-Transformante pGNBCA-HB168/JM109, Bahn 3 ist die I6sliche Fraktion der E. coli-Transformante
pGNBCA-HB168/JM109, Bahn 4 ist die innere Zellmembranfraktion der E. coli-Transformante pGN-
BCA-HB168/JM109 und Bahn 5 ist die aulere Zellmembranfraktion der E. coli-Transformante pGN-
BCA-HB168/JM109.

[0082] Durch Durchfihren von fluoreszenzaktivierter Zellsortierungs (FACS)-Durchflusszytometrie wurde ve-
rifiziert, dass eine antigene Determinante, die einen neutralisierenden Antikdrper gegen S-Antigen bildet, auf
der E. coli-Zelloberflache vom C-Terminus des Poly-y-glutamat-Synthetase-Proteins exprimiert worden war.
Zur Immunfluoreszenzfarbung wurde der E. coli, der verwendet worden war, um die Oberflachenexpression zu
induzieren, bei der gleichen Zellkonzentration geerntet und mehrfach unter Verwendung eines PBS-Puffers
(pH 7,4) gewaschen. Das resultierende Zellpellet wurde dann unter Verwendung von 1 ml eines Puffers, der
1% Rinderserumalbumin enthielt, suspendiert und mit von der Ziege stammenden polyklonalen primaren An-
tikérpern gegen das S-Antigen, die 1.000-fach verdunnt waren, bei 4°C 12 Stunden lang umgesetzt. Nach Ab-
schluss der Reaktion wurden die Zellen wieder mehrfach gewaschen, unter Verwendung von 1 ml eines Puf-
fers, der 1% Rinderserumalbumin enthielt, suspendiert, dann bei 4°C 3 Stunden lang mit Biotin-assoziierten
sekundaren Antikdrpern gegen das S-Antigen, die 1.000-fach verdiinnt waren, umgesetzt. Auch die vollstandig
umgesetzten Zellen wurden mehrfach unter Verwendung einer Pufferlésung gewaschen, mit 0,1 ml eines Puf-
fers, der 1% Rinderserumalbumin enthielt, suspendiert, dann mit dem 1.000-fach verdinnten Streptoavi-
din-R-Phycoerythrin-Farbreagens, welches spezifisch flr Biotine ist, gebunden.

[0083] Danach wurden die E. coli-Zellen mehrfach wieder gewaschen und durch Durchfiihrung von fluores-
zenzaktivierter Zellsortierungs-Durchflusszytometrie untersucht. Als ein Ergebnis wurde bestatigt, dass ein An-
tigendeterminante-Protein, das einen neutralisierenden Antikdrper gegen das S-Antigen bildet, im Gegensatz
zu dem nicht-transformierten E. coli, auf der Zelloberflache exprimiert worden war (siehe Eig. 2, B). Wie es in
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Fig. 2 dargestellt ist, stellt die weille Bande den nicht-transformierten E. coli-Stamm JM109 dar, wahrend die
schwarze Bande von der E. coli-Transformante pGNBCA-HB168/JM109 abgeleitet ist. Folglich wurde von dem
nicht-transformierten E. coli-Stamm kein Antigendeterminante-Protein, das einen neutralisierenden Antikérper
gegen das S-Antigen bildet, exprimiert, was jedoch offensichtlich bei der mit dem Oberflachenexpressionsvek-
tor der vorliegenden Erfindung transformierten E. coli-Transformante festgestellt wurde.

<Beispiel 4> Konstruktion des rekombinanten Oberflachenexpressionsvektors pPGNCA-HB101 und Oberfla-
chenexpression einer Antigendeterminante, die neutralisierende Antikdrper gegen Hepatitis B-Virus-S-Antigen
bildet

(1) Ein rekombinanter Expressionsvektor, der eine Antigendeterminante exprimieren kann, die einen neu-
tralisierenden Antikorper gegen das Hepatitis B-Virus-S-Antigen bildet, wurde unter Verwendung des pgs-
BCA-Gens flr das Protein der duf3eren Zellmembran, das an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist,
das von einem Bacillus sp.-Stamm abgeleitet ist, und eines Gram-negativen Bakteriums als der Wirtszelle
konstruiert.

Das pgsCA-Gen hat eine konsekutive Nucleotidsequenz, die die pgsC-DNA von SEQ ID NO: 2 und die pg-
aA-DNA von SEQ ID NO: 3 enthalt.

Um die N-terminalen und C-terminalen Gene, die fir die pgsC- und pgsA-Proteine kodieren, aus dem Gen
fur das Protein der aueren Zellmembran, das an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, zu erhal-
ten, wurde das gesamte Chromosom als die Matrize und Oligonucleotide, die die Nucleotidsequenzen von
SEQ ID NO: 8 am N-Terminus und von SEQ ID NO: 5 am C-Terminus enthalten, als die Primer zur Durch-
fuhrung einer Polymerasekettenreaktion eingesetzt.

Der Primer, der dem N-Terminus entspricht und die Sequenz von SEQ ID NO: 9 enthalt, wurde auch so kon-
struiert, dass er die Erkennungsstelle des Restriktionsenzyms Ndel umfasst. An diesem Punkt umfasste die
amplifizierte Genregion etwa 1,6 kb von der N-terminalen Region des pgsC-Gens flir das Protein der duf3e-
ren Membran, das an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, bis zur C-terminalen Region von pgsA.
Die durch die Polymerasekettenreaktion amplifizierten Gene wurden mit den Restriktionsenzymen Ndel
und BamHI verdaut und in dem schon mit BamHI und Ndel verdauten konstitutiv hoch exprimierenden Ex-
pressionsvektor pHCE19T(ll) inseriert, wodurch ein neuer Expressionsvektor, etwa 5,3 kb grof3, mit neuen
Restriktionsenzym-Erkennungsstellen und ohne Terminationskodon bzw. Stoppkodon am Ende des Gens
fur das Protein der duferen Zellmembran geschaffen wurde, der Expressionsvektor pPGNCA genannt wurde
(siehe Eig. 3).

(2) Der rekombinante Expressionsvektor pPGNCA-HB168, der eine Antigendeterminante, die einen neutra-
lisierenden Antikdrper gegen das Hepatitis B-Virus-S-Antigen exprimieren kann, wurde durch dasselbe Ver-
fahren, wie es oben in Beispiel 2 beschrieben ist, konstruiert. Genauer gesagt, wurde der rekombinante Ex-
pressionsvektor durch Ausnutzung der pgsC- und pgsA-Gene der aulteren Zellmembran aus dem pgs-
BCA-Gen, das an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, und eines Gram-negativen Bakteriums als
der Wirtszelle hergestellt.

Der obenstehend konstruierte rekombinante Expressionsvektor pPGNCA-HB168 ist in Eig. 3 dargestellt.
(3) Die Expression einer Antigendeterminante, die einen neutralisierenden Antikdrper gegen das Hepatitis
B-Virus-S-Antigen bildet, unter Verwendung des Oberflachenexpressionsvektors pGNCA-HB168 wurde
wie folgt untersucht:

Der Oberflachenexpressionsvektor wurde in eine E. coli-Wirtszelle transformiert, und die Expression wurde
unter Verwendung des gleichen Verfahrens, wie es in Beispiel 3 beschrieben ist, induziert. Dann wurde auf
der Basis der Durchfiihrung von SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western-Blotting unter Ver-
wendung von Antikdrpern gegen das S-Antigen festgestellt, dass eine Antigendeterminante, die einen neu-
tralisierenden Antikérper gegen das S-Antigen bildet, fusioniert mit dem pgsCA-Protein der duReren Zell-
membran in der E. coli-Transformante exprimiert worden ist (siehe Fig. 4).

[0084] Wiein Fig. 4 dargestellt, ist Bahn 1 die nicht-transformierte Wirtszelle JM109, wahrend Bahn 2 die Zell-
transformante pGNCA-HB168/JM109 ist. Als ein Ergebnis wurde das fusionierte Protein bzw. Fusionsprotein,
das von dem rekombinanten Expressionsvektor pGNCA-HB168 exprimiert wurde, als eine Bande von etwa 48
kDa identifiziert.

<Beispiel 5> Konstruktion des rekombinanten Oberflachenexpressionsvektors pGNA-HB168 und Oberflache-
nexpression der Antigendeterminante, die einen neutralisierenden Antikdrper gegen Hepatitis B-Virus-S-Anti-
gen bildet

(1) Ein rekombinanter Expressionsvektor, der eine Antigendeterminante, die einen neutralisierenden Anti-
kdrper gegen das Hepatitis B-Virus-S-Antigen bildet, exprimieren kann, wurde unter Verwendung des
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pgsA-Gens fiir das Protein der auReren Zellmembran aus dem pgsBCA-Gen, das an der Synthese von Po-
ly-y-glutamat beteiligt ist, das von einem Bacillus sp.-Stamm abgeleitet ist, und eines Gram-negativen Bak-
teriums als der Wirtszelle konstruiert.

Das pgsA-Gen enthalt die Nucleotidsequenz von SEQ ID NO: 3.

Um die N-terminalen und C-terminalen Gene, die fiir das pgsA-Protein kodieren, aus dem Gen fiir das Pro-
tein der aulieren Zellmembran, das an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, zu erhalten, wurde
das gesamte Chromosom als die Matrize eingesetzt und Oligonucleotide, die die Nucleotidsequenzen von
SEQ ID NO: 10 am N-Terminus und SEQ ID NO: 5 am C-Terminus enthalten, wurden als die Primer zur
Durchfuhrung einer Polymerasekettenreaktion verwendet.

Der Primer, der dem N-Terminus entspricht und die Sequenz von SEQ ID NO: 10 enthalt, wurde auch so
konstruiert, dass er die Erkennungsstelle des Restriktionsenzyms Ndel enthalt. An diesem Punkt war der
amplifizierte Genbereich etwa 1,1 kb von der N-terminalen Region des pgsA-Gens fiir das Protein der au-
Reren Membran, das an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, bis zur C-terminalen Region von
pgsA.

Die durch die Polymerasekettenreaktion amplifizierten Gene wurden mit den Restriktionsenzymen Ndel
und BamHI verdaut und in den schon mit BamHI und Ndel verdauten konstitutiv hoch exprimierenden Ex-
pressionsvektor pHCE19T(ll) inseriert, wodurch ein neuer Expressionsvektor, etwa 4,8 kb grof3, mit neuen
Restriktionsenzym-Erkennungsstellen und ohne Terminationskodon am Ende des Gens fur das Protein der
auleren Zellmembran geschaffen wurde, der Expressionsvektor pGNA genannt wurde (siehe Fig. 5).

(2) Der rekombinante Expressionsvektor pPGNA-HB168, der eine Antigendeterminante, die einen neutrali-
sierenden Antikdrper gegen das Hepatitis B-Virus-S-Antigen bildet, exprimieren kann, wurde durch das glei-
che Verfahren, wie es oben in Beispiel 2 beschrieben ist, konstruiert. Genauer gesagt, wurde der rekombi-
nante Expressionsvektor durch Ausnutzung des pgsA-Gens flir das Protein der duReren Zellemembran aus
dem pgsBCA-Gen, das an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, und eines Gram-negativen Bak-
teriums als der Wirtszelle hergestellt.

Der obenstehend konstruierte rekombinante Expressionsvektor pPGNA-HB168 ist in Eig. 5 dargestellt.

(3) Die Expression einer Antigendeterminante, die einen neutralisierenden Antikdrper gegen das Hepatitis
B-Virus-S-Antigen bildet, unter Verwendung des Oberflachenexpressionsvektors pGNA-HB168 wurde wie
folgt untersucht:

Der Oberflachenexpressionsvektor wurde in die E. coli-Wirtszelle transformiert, und Expression wurde
durch das gleiche Verfahren, wie es oben in Beispiel 3 beschrieben ist, induziert. Dann wurde durch Durch-
fuhrung von SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western-Blotting unter Verwendung von Antikor-
pern gegen das S-Antigen festgestellt, dass eine Antigendeterminante, die einen neutralisierenden Antikor-
per gegen das S-Antigen bildet, die mit dem pgsCA-Protein der dueren Zellmembran fusioniert ist, in der
E. coli-Transformante exprimiert worden war (siehe Eig. 5).

[0085] Wiein Fig. 5 dargestellt, ist Bahn 1 die nicht-transformierte Wirtszelle JM109, wahrend Bahn 2 die Zell-
transformante pGNA-HB168/JM109 ist. Als ein Ergebnis wurde das fusionierte Protein bzw. Fusionsprotein,
das von dem rekombinanten Expressionsvektor pGNA-HB168 exprimiert wurde, als eine Bande von etwa 48
kDa identifiziert.

[0086] Aulerdem wurde die Expression einer Antigendeterminante, die einen neutralisierenden Antikérper
gegen S-Antigen bildet, auf der E. coli-Zelloberflache durch das pgsA-Protein in der duReren Zellmembran
auch auf der Basis der Durchfihrung von fluoreszenzaktivierter Zellsortierung (FACS)-Durchflusszytometrie
verifiziert. Zu diesem Zweck wurde das gleiche Verfahren, wie es oben in Beispiel 3 beschrieben ist, verwen-
det, und eine Antigendeterminante, die einen neutralisierenden Antikérper gegen das S-Antigen bildet, wurde
auf der Zelloberflache detektiert, was von den Ergebnissen fiir die nicht-transformierten E. coli verschieden ist
(siehe Fig. 4). Wie in Fig. 4 dargestellt, ist die weilRe Bande der nicht-transformierten E. coli JM109, wahrend
die schwarze Bande von der E. coli-Transformante pGNA-HB168/JM109 abgeleitet ist. Als ein Ergebnis wie-
sen die nicht-transformierten E. coli keine Expression einer Antigendeterminante, die einen neutralisierenden
Antikérper gegen das S-Antigen bildet, auf, wohingegen die E. coli-Transformante, die mit dem Oberflachen-
expressionsvektor, der nur das pgsA-Gen enthalt, transformiert ist, deutlich die Expression einer Antigendeter-
minante, die einen neutralisierenden Antikorper gegen das S-Antigen bildet, auf der Zelloberflache offenbarte.

<Beispiel 6> Konstruktion des rekombinanten Oberflachenexpressionsvektors pGNHB-A und Oberflachenex-
pression der Antigendeterminante, die einen neutralisierenden Antikérper gegen Hepatitis B-Virus-S-Antigen
bildet

(1) Ein rekombinanter Expressionsvektor, der eine Antigendeterminante, die einen neutralisierenden Anti-
korper gegen das Hepatitis B-Virus-S-Antigen bildet, exprimieren kann, wurde unter Verwendung des N-ter-
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minalen pgsA-Gens aus dem pgsBCA-Gen flr das Protein der duReren Zellmembran, das an der Synthese
von Poly-y-glutamat beteiligt ist, das von einem Bacillus sp.-Stamm abgeleitet ist, und eines Gram-negati-
ven Bakteriums als der Wirtszelle konstruiert.

Das pgsA-Gen enthalt die Nucleotidsequenz von SEQ ID NO: 3.

Um die N-terminalen und C-terminalen Gene, die fir das pgsA-Protein aus dem Gen flir das Protein der
aulleren Zellmembran, das an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, kodieren, zu erhalten, wurde
das gesamte Chromosom als die Matrize eingesetzt, und Oligonucleotide, die die Nucleotidsequenzen von
SEQ ID NO: 11 am N-Terminus und SEQ ID NO: 12 am C-Terminus enthalten, wurden als die Primer zur
Durchfiihrung einer Polymerasekettenreaktion verwendet.

Der Primer, der dem N-Terminus entspricht und die Sequenz von SEQ ID NO: 11 enthalt, war auch so kon-
struiert, dass er die Erkennungsstelle des Restriktionsenzyms BamHI umfasst. An diesem Punkt war die
amplifizierte Genregion etwa 1,1 kb von der N-Terminalen Region des pgsA-Gens fur das Protein der au-
Reren Membran, das an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, bis zur C-terminalen Region von
pgsA. Die durch die Polymerasekettenreaktion amplifizierten Gene wurden mit den Restriktionsenzymen
BamHI und Hindlll verdaut und in den schon mit BamHI und Hindlll verdauten, konstitutiv hoch exprimie-
renden Expressionsvektor pHCE19T(ll) inseriert, wodurch ein neuer, pPGNA2 genannter Expressionsvektor,
etwa 4,8 kb gro3, mit neuen Restriktionsenzym-Erkennungsstellen am Anfang des pgsA-Gens und ohne
Terminationskodon am Ende des Gens fir das Protein der duReren Zellmembran, das an der Synthese von
Poly-y-glutamat beteiligt ist, geschaffen wurde (siehe Fig. 6).

(2) Der rekombinante Expressionsvektor pGNHB-A, der eine Antigendeterminante, die einen neutralisie-
renden Antikérper gegen das Hepatitis B-Virus-S-Antigen bildet, exprimieren kann, wurde auch konstruiert.
Genauer gesagt, wurde der rekombinante Expressionsvektor durch Ausnutzen der N-terminalen Sequenz
des pgsA-Gens flur das Protein der duReren Zellmembran aus dem pgsBCA-Gen des Proteins, das an der
Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, und eines Gram-negativen Bakteriums als der Wirtszelle herge-
stellt.

Um das Hepatitis B-Virus-S-Antigen-Gen in den Oberflachenexpressionsvektor pGNA2 zu inserieren, wo-
bei ein Gram-negatives Bakterium als die Wirtszelle genutzt wird, wurden etwa 1,4 kb des Hepatitis-Vi-
rus-Gens, kloniert im allgemeinen Klonierungsvektor pUC18, als die Matrize ausgewahlt, und Oligonucleo-
tide mit den Nucleotidsequenzen von SEQ ID NO: 13 und SEQ ID NO: 14 wurden als die Primer zur Amp-
lifikation des S-Antigen-Gens durch eine Polymerasekettenreaktion eingesetzt. Zu diesem Zeitpunkt war
die amplifizierte Genregion 1,6 bp grof3. Die Primer mit den Nucleotidsequenzen von SEQ ID NO: 13 und
SEQ ID NO: 14 wurden auch so konstruiert, dass sie die Erkennungsstellen der Restriktionsenzyme Ndel
und BamHI, die im Oberflachenexpressionsvektor pGNA vorhanden sind, enthalten. Die amplifizierten
Gene des Hepatitis B-Virus-S-Antigens wurden mit den Restriktionsenzymen Ndel und BamHI verdaut und
mit der N-terminalen Region des pgsA-Gens aus den Genen der dul3eren Zellmembran, die an der Synthe-
se von Poly-y-glutamat beteiligt sind, im Oberflachenexpressionsvektor pPGNA2 ligiert, der bereits durch An-
passung der Translationskodons vorbereitet worden war. Der konstruierte rekombinante Expressionsvektor
pGNHB-A ist in Eig. 6 dargestellt.

(3) Die Expression einer Antigendeterminante, die einen neutralisierenden Antikdrper gegen das Hepatitis
B-Virus-S-Antigen bildet, unter Verwendung des Oberflachenexpressionsvektors pPGNHB-A wurde wie folgt
untersucht:

Der Oberflachenexpressionsvektor wurde in die E. coli-Wirtszelle transformiert, und Expression wurde un-
ter Verwendung des gleichen Verfahrens, das oben in Beispiel 3 beschrieben ist, induziert. Dann wurde die
Identifizierung einer Antigendeterminante, die einen neutralisierenden Antikdrper gegen das S-Antigen bil-
det, fusioniert mit dem pgsCA-Protein der aueren Zellmembran, die in der E. coli-Transformante exprimiert
wurde, auf der Basis von SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western-Blotting unter Verwendung
von Antikdrpern gegen das S-Antigen durchgeflihrt (siehe Fig. 5).

[0087] Wiein Fig. 5 dargestellt, ist Bahn 1 die nicht-transformierte Wirtszelle JM109, wahrend Bahn 2 die Zell-
transformante pGNHB-A/JM109 ist. Demzufolge wurde das fusionierte Protein, das von dem rekombinanten
Expressionsvektor pPGNHB-A exprimiert wurde, als eine Bande von etwa 48 kDa identifiziert.

<Beispiel 7> Konstruktion des rekombinanten Expressionsvektors pGNC-PreS1 und Oberflachenexpression
der Antigendeterminante, die einen neutralisierenden Antikdrper gegen Hepatitis B-Virus-PreS1-Antigen bildet

(1) Ein rekombinanter Expressionsvektor, der eine Antigendeterminante, die einen neutralisierenden Anti-
korper gegen das Hepatitis B-Virus-S-Antigen bildet, exprimieren kann, wurde unter Verwendung des C-ter-
minalen pgsC-Gens aus dem pgsBCA-Gen fiir das Protein der duReren Zellmembran, das an der Synthese
von Poly-y-glutamat beteiligt ist, das von einem Bacillus sp.-Stamm abgeleitet ist, und eines Gram-negati-
ven Bakteriums als der Wirtszelle konstruiert.
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Das pgsC-Gen enthalt die Nucleotidsequenz von SEQ ID NO: 2.

Um das N-terminale und C-terminale Gen, das fir das pgsA-Protein unter den Proteinen der dul3eren Zell-
membran, die an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt sind, kodiert, zu erhalten, wurde das gesamte
Chromosom als die Matrize eingesetzt, und Oligonucleotide, die die Nucleotidsequenzen von SEQ ID NO:
15 am N-Terminus und von SEQ ID NO: 16 am C-Terminus enthalten, wurden als die Primer zur Durchfih-
rung einer Polymerasekettenreaktion verwendet.

Der Primer, der dem N-Terminus entspricht und die Sequenz von SEQ ID NO: 15 enthalt, war auch so kon-
struiert, dass er die Erkennungsstelle des Restriktionsenzyms Ndel umfasst, die im Oberflachenexpressi-
onsvektor pHCE19T(ll) vorhanden ist, wahrend der Primer, der die Sequenz von SEQ ID NO: 16 enthalt,
so konstruiert wurde, dass er die Erkennungsstelle des Restriktionsenzyms BamHI| umfasst, die im Ober-
flachenexpressionsvektor pHCE19T(ll) vorhanden ist. An diesem Punkt war die amplifizierte Genregion von
der N-terminalen Region des pgsC-Gens flr das Protein der &uReren Membran, das an der Synthese von
Poly-y-glutamat beteiligt ist, bis zur C-terminalen Region von pgsC etwa 0,45 kb grof3. Die durch die Poly-
merasekettenreaktion amplifizierten Gene wurden mit den Restriktionsenzymen BamHI und Ndel verdaut
und in den schon mit BamHI und Ndel verdauten, konstitutiv hoch exprimierenden Expressionsvektor
pHCE19T(ll) inseriert, wodurch ein neuer, pPGNC genannter Expressionsvektor, etwa 4,1 kb grof3, mit neuen
Restriktionsenzym-Erkennungsstellen und ohne Terminationskodon am Ende des Gens fur das Protein der
aulleren Zellmembran, das an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, geschaffen wurde (siehe
Fig. 7).

(2) Der rekombinante Expressionsvektor pGNC-PreS1, der eine Antigendeterminante, die einen neutrali-
sierenden Antikdrper gegen das Hepatitis B-Virus-PreS1-Oberflachenantigen bildet, exprimieren kann,
wurde auch konstruiert. Genauer gesagt, wurde der rekombinante Expressionsvektor durch Ausnutzung
der N-terminalen Sequenz des pgsC-Gens flir das Protein der dueren Zellmembran aus dem pgs-
BCA-Protein-Gen, das an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, und unter Verwendung eines
Gram-negativen Bakteriums als der Wirtszelle hergestellt.

Um das Hepatitis B-Virus-PreS1-Antigen-Gen in den Oberflachenexpressionsvektor pGNC zu inserieren,
indem ein Gram-negatives Bakterium als die Wirtszelle genutzt wird, wurden etwa 1,5 kb des Hepatitis-Vi-
rus-Gens, kloniert im allgemeinen Klonierungsvektor pUC18, als die Matrize ausgewahlt, und Oligonucleo-
tide mit den Nucleotidsequenzen von SEQ ID NO: 17 und SEQ ID NO: 18 wurden als die Primer zur Amp-
lifikation des S-Antigen-Gens durch eine Polymerasekettenreaktion verwendet. An diesem Punkt wurde die
amplifizierte Genregion 356 bp grof3. Die Primer mit den Nucleotidsequenzen von SEQ ID NO: 17 und SEQ
ID NO: 18 wurden auch so konstruiert, dass sie die Erkennungsstellen der Restriktionsenzyme Hindlll und
BamHI, die im Oberflachenexpressionsvektor pGNC vorhanden sind, enthalten. Die amplifizierten Gene
des Hepatitis B-Virus-PreS1-Antigens wurden mit den Restriktionsenzymen Hindlll und BamHI verdaut und
an die N-terminale Region des pgsC-Gens aus dem Gen der duleren Zellmembran, das an der Synthese
von Poly-y-glutamat beteiligt ist, im Oberflachenexpressionsvektor pGNC, der bereits durch Anpassung der
Translationskodons vorbereitet worden war, ligiert. Der im Obenstehenden konstruierte rekombinante Ex-
pressionsvektor pGNC-PreS1 ist in Fig. 7 dargestellt.

(3) Die Expression einer Antigendeterminante, die einen neutralisierenden Antikérper gegen das Hepatitis
B-Virus-S-Antigen bildet, unter Verwendung des Oberflachenexpressionsvektors pGNC-PreS1 wurde wie
folgt untersucht:

Der Oberflachenexpressionsvektor wurde in die E. coli-Wirtszelle transformiert, und Expression wurde un-
ter Verwendung des gleichen Verfahrens, das oben in Beispiel 3 beschrieben ist, induziert. Dann wurde die
Identifizierung einer Antigendeterminante, die einen neutralisierenden Antikérper gegen das PreS1-Antigen
bildet, fusioniert mit dem pgsC-Protein der dufleren Zellmembran, die in der E. coli-Transformante expri-
miert wurde, auf der Basis von SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western-Blotting unter Verwen-
dung von Antikérpern gegen das PreS1-Antigen durchgefiihrt (siehe Fig. 8).

[0088] Wie in Fig. 8 dargestellt, ist Bahn 1 die nicht-transformierte Wirtszelle JM109, wahrend Bahnen 2 und
3 die Zelltransformante pGNC-PreS1/JM109 sind. Als ein Ergebnis wurde das fusionierte Protein, das von dem
rekombinanten Expressionsvektor pGNC-Pre1 exprimiert wird, als eine Bande von etwa 27 kDa identifiziert.

<Beispiel 8> Konstruktion der rekombinanten Oberflachenexpressionsvektoren pHCE1LB:BCA und
pHCE1LB:BCA-HB168 und Oberflachenexpression von Antigendeterminanten, die einen neutralisierenden
Antikoérper gegen Hepatitis B-Virus-S-Antigen bilden

(1) Der rekombinante Expressionsvektor pHCE1LB:BCA, der eine Antigendeterminante, die einen neutra-
lisierenden Antikdrper gegen das Hepatitis B-Virus-S-Antigen bildet, auf einer Zelloberflache exprimieren
kann, wurde unter Verwendung des C-terminalen pgsC-Gens aus dem pgsBCA-Gen flir das Protein der du-
Reren Zellmembran, das an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, das von einem Bacillus
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sp.-Stamm abgeleitet ist, und eines Gram-negativen Bakteriums als der Wirtszelle konstruiert.

Das Plasmid pHCE1LB wurde als Klonierungsvektor ausgewahlt, da es sich replizieren bzw. vervielfaltigen
kann und sowohl in Gram-negativen als auch Gram-positiven Bakterien selektiert werden kann. Der Ex-
pressionsvektor pHCE1LB bestand aus einem konstitutiv hoch exprimierenden HCE-Promotor plus den in
der Klonierungsstelle enthaltenen verschiedenen Restriktionsenzym-Erkennungsstellen, in Gram-negati-
ven Bakterien replizierbare Replikationsstartpunkte ("origins") und Antibiotika-Resistenzmarker fiir Ampicil-
lin. Zusatzlich bestand der Expressionsvektor pHCE1LB aus Replikationsstartpunkten, die in Gram-positi-
ven Bakterien replizierbar sind, die von Lactobacillus sp. abgeleitet sind, und Antibiotika-Resistenzmarkern
fur Chloramphenicol.

Um die N-terminalen und C-terminalen Gene, die fiir das pgsBCA-Protein kodieren, aus den Proteinen der
aulleren Zellmembran, die an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt sind, zu erhalten, wurde das ge-
samte Chromosom als die Matrize eingesetzt, und Oligonucleotide, die die Nucleotidsequenzen von SEQ
ID NO: 4 am N-Terminus und SEQ ID NO: 5 am C-Terminus enthalten, wurden als die Primer zur Durchfiih-
rung einer Polymerasekettenreaktion verwendet. An diesem Punkt war die amplifizierte Genregion von der
N-terminalen Region des pgsB-Gens fir das Protein der duleren Membran, das an der Synthese von Po-
ly-y-glutamat beteiligt ist, bis zur C-terminalen Region von pgsA etwa 2,8 kb grof3. Die durch die Polymera-
sekettenreaktion amplifizierten Gene wurden mit den Restriktionsenzymen Ncol und BamHI verdaut und in
den Expressionsvektor pHCE1LB, der bereits mit BamHI und Ncol verdaut war, inseriert, wodurch ein neuer
Expressionsvektor, genannt pHCE1LB:BCA, etwa 8 kb grof3, mit neuen Restriktionsenzym-Erkennungs-
stellen, ohne Terminationskodon am Ende des Gens flr das Protein der auReren Zellmembran, das an der
Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist und das sowohl Gram-negative als auch Gram-positive Bakterien
als Wirtszelle verwendet, geschaffen wurde (siehe Fig. 9).

(2) Der rekombinante Expressionsvektor pHCE1LB:BCA-HB168, der eine Antigendeterminante, die einen
neutralisierenden Antikdrper gegen das Hepatitis B-Virus-S-Oberflachenantigen bildet, exprimieren kann,
wurde ebenfalls konstruiert. Genauer gesagt wurde der rekombinante Expressionsvektor unter Anwendung
des gleichen Verfahrens, wie es oben beschrieben ist, durch Ausnutzung des pgsBCA-Gens flr das Protein
der aulReren Zellmembran, das an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, und unter Verwendung
eines Gram-negativen Bakteriums als der Wirtszelle hergestellt.

Der im Obenstehenden konstruierte rekombinante Expressionsvektor pHCE1LB:BCA-HB168 ist in Eig. 9
dargestellt.

(3) Die Expression einer Antigendeterminante, die einen neutralisierenden Antikdrper gegen das Hepatitis
B-Virus-S-Antigen bildet, unter Verwendung des Oberflachenexpressionsvektors pHCE1LB:BCA-HB168
und Salmonella typhi Ty21a als dem Gram-negativen Wirt wurde wie folgt untersucht:

Der Oberflachenexpressionsvektor wurde in die Salmonella typhi Ty21a-Wirtszelle transformiert, und Ex-
pression wurde unter Anwendung des gleichen Verfahrens, wie es oben in Beispiel 3 beschrieben ist, indu-
ziert. Dann wurde die Identifizierung einer Antigendeterminante, die auf der Zelloberflache von Salmonella
typhi Ty21a exprimiert wurde, auf der Basis des Fraktionierungsverfahrens der aulReren Membran durch
Abtrennen der I6slichen Fraktion, der inneren Membran-Fraktion und der auReren Membran-Fraktion und
durch Durchfiihrung von SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western-Blotting unter Verwendung
von Antikdrpern gegen das S-Antigen durchgefiihrt. Als ein Ergebnis wurde bestatigt, dass die Produktion
einer Antigendeterminante, die einen neutralisierenden Antikérper gegen das S-Antigen bildet, die mit pgsA
fusioniert ist und einer 48 kDa-Bande entspricht, in der duReren Membran-Fraktion der Salmonella typhi
Ty21a-Fraktionen lokalisiert ist (siehe Fig. 10). Wie in Fig. 10 dargestellt, ist Bahn 1 die nicht-transformierte
Wirtszelle, Bahn 2 ist die ganze Zelle der Zelltransformante und die Bahnen 3, 4 und 5 sind die I8sliche
Fraktion, die innere Membran-Fraktion bzw. die aulRere Membran-Fraktion der Zelltransformante.

[0089] Zusatzlich wurde die Oberflachenexpression einer Antigendeterminante, die einen neutralisierenden
Antikérper gegen das S-Antigen bildet, durch Durchfihrung von fluoreszenzaktivierter Zellsortierung
(FACS)-Durchflusszytometrie verifiziert. Zu diesem Zweck wurde das gleiche Verfahren, wie es oben in Bei-
spiel 3 beschrieben ist, verwendet, das ein Antigendeterminante-Protein auf der Oberflache offenbarte, was
vom Ergebnis fur die nicht-transformierte Salmonella typhi Ty21a verschieden war (siehe Fig. 10). Wie in
Fig. 10 dargestellt, stellt Schwarz ohne einen Pfeil die nicht-transformierte Salmonella typhi Ty21a dar, wah-
rend Schwarz mit einem Pfeil die transformierte Salmonella typhi Ty21a darstellt. Als ein Ergebnis wies die mit
dem Oberflachenexpressionsvektor transformierte E. coli-Transformante eindeutig die Expression einer Anti-
gendeterminante, die einen neutralisierenden Antikdrper gegen das S-Antigen bildet, auf der Zelloberflache
auf.
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<Beispiel 9> Untersuchung von Vakzinwirksamkeit in Mikroben, die eine Antigendeterminante, die neutralisie-
rende Antikdrper gegen Hepatitis B-Virus-S-Antigen bildet, auf der Zelloberflache exprimieren

[0090] Der rekombinante Vektor pHCE1LB:BCA-HB168, in Beispiel 8 flir Oberflachenexpression konstruiert,
wurde in das Gram-negative Bakterium Salmonella typhi Ty21a transformiert, und Expression auf der Zellober-
flache wurde unter Anwendung des gleichen Verfahrens, wie es in Beispiel 3 beschrieben ist, induziert. Danach
wurde die Antigenitat der Antigendeterminante, die einen neutralisierenden Antikérper gegen das Hepatitis
B-Virus-S-Antigen bildet, fusioniert mit dem Protein der duf3eren Zellmembran, das an der Synthese von Po-
ly-y-glutamat beteiligt ist, gemessen.

[0091] Im Wesentlichen wurde der rekombinante Vektor pHCE1LB:BCA-HB168 zur Oberflachenexpression
in Salmonella typhi Ty21a transformiert, und die Expression des oben genannten Antigens wurde untersucht.
Danach wurde einiges des Salmonella-Stammes in die Nasenhdhle von BALB/c-Mausen verabreicht bzw. ap-
pliziert, dann wurde(n) nach mehreren Tagen (1) das Blutserum der Mause gesammelt und das Vorhandensein
von lgG-Antikérpern gegen das S-Antigen im Serum untersucht und (2) die Organe der Mause gesammelt,
dann das Vorhandensein von IgA-Antikdrpern gegen das S-Antigen in der Suspensionsldsung, die verwendet
wurde, um die Organe zu waschen, unter Verwendung einer enzymgekoppelten Immunadsorptionsbestim-
mung (ELISA) untersucht.

[0092] An diesem Punkt wurden die geernteten Zellen mehrere Male unter Verwendung eines PBS-Puffers
(pH 7,4) gewaschen und auf die gleiche Zellkonzentration eingestellt, dann wurden 2 x 10° Salmonella typhi
Ty21a, auf denen die Antigene Oberflachen-exprimiert worden waren, zweimal mit einem dreitagigen Intervall
dazwischen in der Nasenhdhle von 4~6 Wochen alten BALB/c-Mausen verabreicht. Nach 4 Wochen wurden
zwei weitere Injektionen mit einem 3-tégigen Intervall dazwischen verabreicht, dann wurde 2 Wochen spater
das Blutserum der Mause und die Ldsung, die verwendet wurde, um die Organe zu waschen, gesammelt und
auf der Basis des ELISA-Verfahrens unter Verwendung des S-Antigens auf ihre Antikdrpertiter gegen die An-
tigene gemessen (siehe Eig. 11).

[0093] Wie in Fig. 11 dargestellt, zeigt Graph A die IgG-Antikorpertiter gegen die S-Antigendeterminante im
Blutserum: d.h., die Titer der nicht-transformierten Salmonella, Titer der mit dem Expressionsvektor
pHCE1LB:BCA-HB168 transformierten Salmonella und Titer der mit dem Expressionsvektor pHCE1LB:HB168
transformierten Salmonella. In Eig. 11 zeigt Graph B die IgA-Antikdrpertiter gegen die S-Antigendeterminante
in den Organen: d.h., die Titer der nicht-transformierten Salmonella, Titer der mit dem Expressionsvektor
pHCE1LB:HB168 transformierten Salmonella und Titer der mit dem Expressionsvektor pHCE1LB:BCA-HB168
transformierten Salmonella.

[0094] Wie in Fig. 11 gezeigt, wiesen das Blutserum und die Lésung, die zum Waschen der Organe verwen-
det wurde, aus der BALB/c-Mausegruppe, der die mit dem Oberflachenexpressionsvektor pHCE1LB:BCA168
transformierte Salmonella typhi Ty21a-Transformante verabreicht worden war, viel héhere Antikérpertiter be-
zuglich IgG und IgA auf, was von den Ergebnissen der anderen Gruppen verschieden war.

[0095] Demnach wurde bestatigt, dass die Mikroben der vorliegenden Erfindung, die eine Antigendeterminan-
te, die einen neutralisierenden Antikdrper gegen das Hepatitis B-Virus-S-Antigen bildet, auf einer Zelloberfla-
che exprimieren, als ein wirksamer Lebendimpfstoff funktionieren bzw. wirken.

<Beispiel 10> Oberflachenexpression einer Antigendeterminante, die einen neutralisierenden Antikérper ge-
gen das Hepatitis B-Virus-S-Antigen bildet, auf einem Gram-positiven Bakterium, das mit dem Expressions-
vektor pHCE1LB:BCA-HB168 transformiert ist

[0096] Die Oberflachenexpression einer Antigendeterminante, die einen neutralisierenden Antikérper gegen
das Hepatitis B-Virus-S-Antigen bildet, auf dem Gram-positiven Bakterium Lactobacillus casei, das mit dem
rekombinanten Expressionsvektor pHCE1LB:BCA-HB168, der, wie es in Beispiel 8 beschrieben ist, zur Ober-
flachenexpression konstruiert ist, transformiert ist, wurde untersucht.

[0097] Der fur die Oberflachenexpression verwendete rekombinante Expressionsvektor, wie obenstehend
hergestellt, wurde in Lactobacillus casei transformiert und (dieser) in einem stationaren Zustand in einem 500
mi-Kolben kultiviert, der 200 ml eines MRS-Mediums enthielt, plus 50 mg/l des Antibiotikums Chloramphenicol
zum Induzieren der Oberflachenexpression.

[0098] Um die Antigendeterminante, die auf der Zelloberflache von Lactobacillus casei sitzt, zu lokalisieren,
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wurden die Zelltransformanten unter Anwendung des Zellwand-Fraktionierungsverfahrens in Fraktionen, z.B.
das Zell-Cytoplasma und Zellwand etc., aufgetrennt und mittels Durchfihrung von SDS-Polyacrylamid-Gele-
lektrophorese und Western-Blotting unter Verwendung von Antikdrpern gegen das S-Antigen untersucht. Im
Wesentlichen wurden die zum Exprimieren der fusionierten Proteine auf der Zelloberflache induzierte Lacto-
bacillus-Transformante und der nicht-transformierte Lactobacillus auf der Basis der gleichen Zellkonzentration
geerntet, mehrfach unter Verwendung eines TES-Puffers (10 mM Tris-HCI, pH 8,0, 1 mM EDTA, 25% Saccha-
rose) gewaschen, unter Verwendung von destilliertem Wasser, enthaltend 5 mg/ml Lysozym, 1 mM PMSF und
1 mM EDTA, suspendiert, dann mehrmals gefroren und aufgeldst bei -60°C bzw. Raumtemperatur. Die resul-
tierenden Zellen wurden unter Verwendung einer Ultraschallsonde durch Zusatz von 0,5 mg/ml DNase und 0,5
mg/ml RNase aufgebrochen. Danach wurde die Ultraschall-behandelte Zellldsung bei 4°C fur 20 Minuten bei
10.000 x g zur Auftrennung in ein Ganz-Lactobacillus-Pellet ("whole Lactobacillus pellet") (Ganzzellfraktion),
d.h., nicht Ultraschall-behandelt, und Zell-Debris (Uberstand) zentrifugiert, dann wieder bei 4°C fiir eine Stunde
bei 21.000 x g zentrifugiert, um einen Uberstand, enthaltend die cytoplasmatischen Proteine von Lactobacillus,
und ein Zellpellet zu sammeln. Das resultierende Zellpellet wurde in einem TE-Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8,0,
1 mM EDTA, pH 7,4), enthaltend 1% SDS, suspendiert, um die Zellwandproteine (Zellwandfraktionen) von Lac-
tobacillus zu sammeln.

[0099] Jede Fraktion wurde untersucht, um die Orte auf der Zellwand, an denen eine Antigendeterminante
einen neutralisierenden Antikorper gegen das S-Antigen bildete, durch Durchfiihrung von SDS-Polyacryla-
mid-Gelelektrophorese und Western-Immunblotting unter Verwendung von Antikdrpern gegen das S-Antigen
zu bestatigen (siehe Fig. 12A). Wie in Fig. 12 dargestellt, sind Bahnen 1, 3 und 5 der nicht-transformierte Lac-
tobacillus casei, Bahn 2 ist die ganze Zelle von Lactobacillus casei, der mit dem Expressionsvektor
pHCE1B:BCA-HB168 transformiert ist, und die Bahnen 4 und 6 sind die I6sliche Fraktion bzw. Zellwandfraktion
der transformierten Zelle.

[0100] Zusatzlich wurde die Oberflachenexpression der Antigendeterminante, die einen neutralisierenden
Antikérper gegen das S-Antigen bildet, durch den C-Terminus des Poly-y-glutamat-Synthetase-Proteins durch
Durchfiihrung von fluoreszenzaktivierter Zellsortierungs (FACS)-Durchflusszytometrie verifiziert. Zu diesem
Zweck wurde das gleiche Verfahren verwendet, wie es fiir Beispiel 3 beschrieben ist, welches ein Antigende-
terminante-Protein auf der Zelloberflache offenbarte bzw. zeigte, was vom Ergebnis fiir den nicht-transformier-
ten Lactobacillus verschieden ist (siehe Fig. 12B). Wie in Fig. 12B dargestellt, ist die weifle Bande der
nicht-transformierte Lactobacillus, wahrend die schwarze Bande von dem Lactobacillus abgeleitet ist, der mit
dem Expressionsvektor pHCE1LB:BCA-HB168 transformiert ist. Als ein Ergebnis wies die mit dem Oberflache-
nexpressionsvektor transformierte Lactobacillus-Transformante deutlich die Expression einer Antigendetermi-
nante, die einen neutralisierenden Antikdrper gegen das S-Antigen bildet, auf der Zelloberflache auf.

<Beispiel 11> Untersuchung der Vakzinwirksamkeit 2 in Mikroben, die eine Antigendeterminante, die neutrali-
sierende Antikdrper gegen Hepatitis B-Virus-S-Antigen bildet, auf einer Zelloberflache exprimieren

[0101] Der in Beispiel 8 fur Oberflachenexpression konstruierte rekombinante Vektor pHCE1LB:BCA-HB168
wurde in das Gram-positive Bakterium Lactobacillus casei transformiert, und die Expression auf der Zellober-
flache wurde unter Anwendung des gleichen Verfahrens, wie es in Beispiel 3 beschrieben ist, induziert. Danach
wurde die Antigenitat der Antigendeterminante, die einen neutralisierenden Antikérper gegen das Hepatitis
B-Virus-S-Antigen bildet, die mit dem Protein der duf3eren Zellmembran, das an der Synthese von Poly-y-glu-
tamat beteiligt ist, gemessen.

[0102] Im Wesentlichen wurde der fir Oberflachenexpression geschaffene rekombinante Vektor
pHCE1LB:BCA-HB168 in Lactobacillus casei transformiert, (dieser wurde) geerntet, um die gleiche Zellkon-
zentration zu erreichen, und mehrfach unter Verwendung eines PBS-Puffers (pH 7,4) gewaschen. Dann wur-
den der Mundhdhle von 4~6 Wochen alten BALB/c-Mausen dreimal mit einem Tag Abstand dazwischen 5 x
10" Lactobacillus-Zellen, auf denen die Antigene Oberflachen-exprimiert worden waren, verabreicht, dann
wurden nach 4 Wochen 3 weitere Injektionen mit einem Tag Abstand gegeben. Zusatzlich wurden der Nasen-
héhle von BALB/c-Mausen 1 x 10'° Lactobacillus-Zellen, auf denen die Antigene Oberflachen-exprimiert wor-
den waren, zweimal mit einem 3-tdgigen Abstand dazwischen und nach 4 Wochen 2 weitere Injektionen mit
einem 3-tdgigen Abstand dazwischen verabreicht. Zwei Wochen nach den oralen und nasalen Verabreichun-
gen wurde das (1) Blutserum der Mause gesammelt, und die IgG-Antikérpertiter gegen das S-Antigen wurden
untersucht, und (2) die Organe der Mause wurden gesammelt und die IgA-Antikérpertiter gegen das S-Antigen
in der Suspensionslésung, die verwendet wurde, um die Organe zu waschen, unter Verwendung einer enzym-
gekoppelten Immunadsorptionsbestimmung (siehe Fig. 13).
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[0103] Wie in Fig. 13 dargestellt, zeigt Graph A die IgG-Antikoérpertiter gegen die S-Antigendeterminante fir
das Blutserum: d.h., die Titer des mit dem Expressionsvektor pHCE1LB:BCA-HB168 transformierten Lactoba-
cillus in der Gruppe mit nasaler Verabreichung ("nasal administered group"), Titer des mit dem Expressions-
vektor pHCE1LB:BCA-HB168 transformierten Lactobacillus in der Gruppe mit oraler Verabreichung ("oral ad-
ministered group"), Titer des mit dem Expressionsvektor pHCE1LB:HB168 (in dem das pgsBCA-Gen deletiert
ist und von dem HB168 in den Zellen exprimiert werden kann) tranformierten Lactobacillus in der Gruppe mit
oraler Verabreichung und Titer des nicht-transformierten Lactobacillus in der Gruppe mit oraler Verabreichung.
In Fig. 13 zeigt Graph B die IgA-Antikdrpertiter gegen die S-Antigendeterminante fir die Organe: d.h., die Titer
des nicht-transformierten Lactobacillus, Titer des mit dem Expressionsvektor pHCE1LB:HB168 transformier-
ten Lactobacillus, Titer des mit dem Expressionsvektor pHCE1LB:BCA-HB168 transformierten Lactobacillus.
Die Experimente wurden unter Verwendung getrennter Gruppen durchgefiihrt: Gruppe mit nasaler Verabrei-
chung und Gruppe mit oraler Verabreichung.

[0104] Wie es in Fig. 11 gezeigt wurde, wies das Blutserum und die zum Waschen der Organe verwendete
Lésung aus der BALB/c-Mause-Gruppe, der die mit dem Oberflachenexpressionsvektor
pHCE1LB:BCA-HB168 transformierte Lactobacillus-Transformante verabreicht wurde, viel héhere Antikorper-
titer bei IgG und IgA auf, was von den Ergebnissen der Vergleichsgruppen verschieden war.

[0105] Dementsprechend wurde bestatigt, dass die Mikroben der vorliegenden Erfindung, die eine Antigen-
determinante, die einen neutralisierenden Antikérper gegen das Hepatitis B-Virus-S-Antigen bildet, auf einer
Zelloberflache exprimieren, als ein wirksamer Lebendimpfstoff wirken.

<Beispiel 12> Konstruktion des Oberflachenexpressionsvektors pHCE1LB:A

[0106] Ein rekombinanter Expressionsvektor, der eine Antigendeterminante, die einen neutralisierenden An-
tikdrper gegen das Hepatitis B-Virus-S-Antigen bildet, exprimieren kann, wurde unter alleiniger Verwendung
des pgsA-Gens fir das Protein der auleren Zellmembran aus dem pgsBCA-Gen, das an der Synthese von
Poly-y-glutamat beteiligt ist, das von einem Bacillus sp.-Stamm abgeleitet ist, konstruiert: d.h., der Oberflache-
nexpressionsvektor pHCE1LB:A, der Gram-negative oder Gram-positive Bakterien als Wirtszelle nutzen kann.

[0107] Um die N-terminalen und C-terminalen Gene, die fur das pgsA-Protein unter den Proteinen der duf3e-
ren Zellmembran, die an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt sind, kodieren, zu erhalten, wurde das ge-
samte Chromosom als die Matrize eingesetzt, und Oligonucleotide, die die Nucleotidsequenzen von SEQ ID
NO: 10 am N-Terminus und von SEQ ID NO: 5 am C-Terminus enthalten, wurden als die Primer zur Durchfih-
rung einer Polymerasekettenreaktion verwendet.

[0108] An diesem Punkt war die amplifizierte Genregion von der N-terminalen Region des pgsA-Gens fir das
Protein der auBeren Zellmembran, das an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, bis zur C-terminalen
Region etwa 1,1 kb. Die durch die Polymerasekettenreaktion amplifizierten Gene wurden mit den Restriktions-
enzymen Ndel und BamHI verdaut und in den bereits mit BamHI und Ndel verdauten Expressionsvektor
pHCE1LB inseriert, wodurch ein neuer Expressionsvektor, pPGNCA genannt, etwa 6,3 kb grof3, mit neuen Re-
striktionsenzym-Erkennungsstellen, ohne Terminationskodon am Ende des Gens des Proteins der duf3eren
Zellmembran und mit der Fahigkeit, sowohl Gram-negative als auch Gram-positive Bakterien als Wirtszelle zu
nutzen, geschaffen wurde (siehe Eig. 14).

<Beispiel 13> Konstruktion des rekombinanten Oberflachenexpressionsvektors pHCE1LB:A-TGEN1 und
Oberflachenexpression von TGE N-Antigen

[0109] Der rekombinante Expressionsvektor pHCE1LB:A-TGEN1, der ein Nucleoprotein bzw. Kernprotein
(N)-Antigen des Transmissible-Gastroenteritis-Virus (TGE), der Ubertragbare gastrische Erkrankungen bei
Schweinen ("porcine transmissible gastric diseases") auslost, auf einer Zelloberflache exprimieren kann, wur-
de unter Verwendung des pgsA-Gens aus dem pgsBCA-Gen fiir das Protein der au3eren Zellmembran, das
an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, das von einem Bacillus sp.-Stamm abgeleitet ist, und
Gram-negativer oder Gram-positiver Bakterien als Wirtszelle konstruiert.

[0110] Um die Antigendeterminante-Hauptregion ("major antigenic determinant region") der N-Antigen-Gene
des TGE-Virus in den Oberflachenexpressionsvektor pHCE1LB:A, wie er in Beispiel 12 hergestellt wurde, ein-
zuflihren, wobei Gram-negative oder Gram-positive Bakterien als Wirtszelle verwendet wurden, wurden etwa
1,1 kb des TGE-Virus-Gens in den allgemeinen Klonierungsvektor pUC8 kloniert und als die Matrize ausge-
wahlt, und Oligonucleotide mit den Nucleotidsequenzen von SEQ ID NO: 19 und SEQ ID NO: 20 wurden als
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die Primer zur Durchfiihrung einer Polymerasekettenreaktion (PCR) eingesetzt, um das S-Antigen-Gen zu am-
plifizieren. Als ein Ergebnis wurde ein 415 bp groRes amplifiziertes Genfragment erhalten. An diesem Punkt
wurden die Primer mit den Nucleotidsequenzen von SEQ ID NO: 19 und SEQ ID NO: 20 auch so konstruiert,
dass sie die Erkennungsstellen der Restriktionsenzyme BamHI und Hindlll, die im Oberflachenexpressions-
vektor pHCE1LB:A vorhanden sind, enthalten.

[0111] Danach wurde das amplifizierte N-Antigen-Gen des TGE-Virus mit den Restriktionsenzymen BamHI
und HindlIl verdaut und mit der bereits vorbereiteten C-terminalen Region des pgsA-Gens flir das Protein der
auflleren Zellmembran im Oberflachenexpressionsvektor pHCE1LB:A durch Anpassen der Translationskodons
ligiert. Der resultierende rekombinante Expressionsvektor pHCE1LB:A-TGEN1 ist in Fig. 1 dargestellt.

[0112] Die Oberflachenexpression des TGE-Virus-N-Antigens wurde mit E. coli und Lactobacillus unter Ver-
wendung des rekombinanten Expressionsvektors pHCE1LB:A-TGEN1 untersucht. Zu diesem Zweck wurde
der rekombinante Expressionsvektor in E. coli und Lactobacillus transformiert, und die Expression durch das
gleiche Verfahren, wie es oben beschrieben ist, induziert. Die Expression des TGE-N-Antigens, das mit dem
Protein der aueren Zellmembran fusioniert ist, auf der Zelloberflache wurde dann durch Durchflihrung von
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western-Immunblotting unter Verwendung eines Antikorpers ge-
gen das TGE-N-Antigen bzw. das pgsA-Protein bestatigt (siehe Fig. 15).

[0113] Wiein Fig. 15 dargestellt, ist in A Bahn 1 die nicht-transformierte Wirtszelle JM109, und Bahnen 2 und
3 sind die Zelltransformante pHCE1LB:A-TGEN1/JM109, wahrend in B Bahn 1 die nicht-transformierte Wirts-
zelle Lactobacillus casei ist und Bahnen 2 und 3 die Lactobacillus casei-Transformante pHCE1LB:A-TGEN1
sind. Als ein Ergebnis wurde festgestellt, dass die Bande, die dem fusionierten Protein, das von dem Expres-
sionsvektor pHCE1LB:A-TGEN1 produziert wird, entspricht, etwa 57 kDa grof ist.

<Beispiel 14> Konstruktion des rekombinanten Oberflachenexpressionsvektors pHCE1LB:A-PEDN und Ober-
flachenexpression von PED N-Antigen

(1) Der rekombinante Expressionsvektor pHCE1LB:A-PEDN, der ein Nucleoprotein (N)-Antigen des porci-
nen epidemischen Diarrhoe-Virus (PED), der Ubertragbare gastrische Erkrankungen bei Schweinen aus-
I6st, auf einer Zelloberflache exprimieren kann, wurde unter Verwendung des pgsA-Gens aus dem pgs-
BCA-Gen flr das Protein der aulReren Zellmembran, das an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist,
das von einem Bacillus sp.-Stamm abgeleitet ist, und Gram-negativer oder Gram-positiver Bakterien als
Wirtszelle, konstruiert.

Um die Antigendeterminante-Region der N-Antigen-Gene des PED-Virus in den Oberflachenexpressions-
vektor pHCE1LB:A, wie er in Beispiel 12 hergestellt wurde, einzufihren, wobei Gram-negative oder
Gram-positive Bakterien als Wirtszelle verwendet wurden, wurden etwa 1,3 kb des PED-Virus-Gens in den
allgemeinen Klonierungsvektor pUCS8 kloniert und als die Matrize ausgewahlt, und Oligonucleotide mit den
Nucleotidsequenzen von SEQ ID NO: 21 und SEQ ID NO: 22 wurden als die Primer zur Durchfihrung einer
Polymerasekettenreaktion (PCR) eingesetzt, um das S-Antigen-Gen zu amplifizieren. Als ein Ergebnis wur-
de ein 1326 bp grolRes amplifiziertes Genfragment erhalten. An diesem Punkt wurden die Primer mit den
Nucleotidsequenzen von SEQ ID NO: 21 und SEQ ID NO: 22 auch so konstruiert, dass sie die Erkennungs-
stellen der Restriktionsenzyme BamHI und Hindlll, die im Oberflachenexpressionsvektor pHCE1LB:A vor-
handen sind, enthalten.

Danach wurde das amplifizierte N-Antigen-Gen des PED-Virus mit den Restriktionsenzymen BamHI| und
Hindlll verdaut und mit der durch Anpassung der Translationskodons bereits vorbereiteten C-terminalen
Region des pgsA-Gens fir das Protein der auReren Zellmembran im Oberflaichenexpressionsvektor
pHCE1LB:A ligiert. Der resultierende rekombinante Expressionsvektor pHCE1LB:A-PEDN ist in Fig. 14
dargestellt.

(2) Die Oberflachenexpression des PED-Virus-N-Antigens auf E. coli und Lactobacillus wurde unter Ver-
wendung des rekombinanten Expressionsvektors pHCE1LB:A-PEDN untersucht. Zu diesem Zweck wurde
der rekombinante Expressionsvektor in E. coli und Lactobacillus transformiert, und die Expression durch
das gleiche Verfahren, wie es oben beschrieben ist, induziert. Dann wurde die Expression des PED-N-An-
tigens, das mit dem pgsA-Protein der duReren Zellmembran fusioniert ist, auf der Zelloberflache durch
Durchfiihrung von SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western-Immunblotting unter Verwendung
eines Antikorpers gegen das PED-N-Antigen bzw. das pgsA-Protein bestatigt (siehe Fig. 16).

[0114] Wie in Eig. 16 dargestellt, ist in A Bahn 1 die nicht-transformierte Wirtszelle JM109, und Bahnen 2 und

3 sind die Zelltransformante pHCE1LB:A-TGEN1/JM109, wahrend in B Bahn 1 die nicht-transformierte Wirts-
zelle Lactobacillus casei ist, Bahn 2 die Lactobacillus casei-Transformante pHCE1LB:A ist und Bahn 3 die Lac-
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tobacillus casei-Transformante pHCE1LB:A-PEDN ist.

[0115] Wie es in den Figuren beschrieben ist, wurde festgestellt, dass die Bande, die dem fusionierten Pro-
tein, das von dem Expressionsvektor pHCE1LB:A-PEDN produziert wird, entspricht, etwa 90 kDa grof ist.

<Beispiel 15> Analyse der Vakzinwirksamkeit 2 in Lactobacillus, der N-Antigen von TGE-Virus und von
PED-Virus auf der Zelloberflache exprimiert

[0116] Die rekombinanten Vektoren pHCE1LB:A-TGEN1 und pHCE1LB:A-PEDN, die in den Beispielen 13
bzw. 14 fir die Oberflachenexpression konstruiert wurden, wurden in das Gram-positive Bakterium Lactobacil-
lus casei transformiert und Expression auf der Zelloberflache wurde durch das gleiche Verfahren, wie es in Bei-
spiel 3 beschrieben ist, induziert. Danach wurden die Antigenitdten des TGE-Virus-N-Antigens und des
PED-Virus-N-Antigens, die mit dem pgsA-Protein der dulReren Zellmembran, das an der Synthese von Po-
ly-y-glutamat beteiligt ist, fusioniert sind, gemessen.

[0117] Im Wesentlichen wurden die fur Oberflachenexpression geschaffenen rekombinanten Vektoren
pHCE1LB:A-TGEN1 und pHCE1LB:A-PEDN in Lactobacillus casei transformiert, (dieser wurde) geerntet, um
die gleiche Zellkonzentration zu erreichen, und mehrfach unter Verwendung eines PBS-Puffers (pH 7,4) gewa-
schen. Dann wurden 5 x 10 Zellen des Lactobacillus-Stammes, auf dem die N-Antigene Oberflachen-expri-
miert worden waren, dreimal mit einem eintagigen Abstand dazwischen oral und unabhéngig an 4~6 Wochen
alte BALB/c-Mause verabreicht, dann nach einer Woche dreimal mit einem eintagigen Abstand dazwischen
injiziert. Vier Wochen nach der ersten Verabreichung wurde (1) das Blutserum der Mause gesammelt und die
Produktion von IgG-Antikérpern gegen die N-Antigene durch Durchfiihrung von Western-Blotting mit den
N-Antigenen untersucht (siehe Fig. 17).

[0118] Infolgedessen wurde, wie es in Eig. 17 dargestellt ist, festgestellt, dass das Blutserum der
BALB/c-Mause-Gruppe, der die Lactobacillus-Transformante transformiert, entweder mit dem Oberflachenex-
pressionsvektor pHCE1LB:A-TGN1 (A) oder pHCE1LB:A-PEDN (B), verabreicht worden war, Antikérper ge-
gen die N-Antigene umfasste.

<Beispiel 16> Konstruktion des rekombinanten Expressionsvektors pHCE1LB:A-PreS1 und Oberflachenex-
pression von PreS1-Antigen

(1) Ein rekombinanter Expressionsvektor, der das PreS1-Antigen aus dem Hepatitis B-Virus-S-Antigen auf
einer Zelloberflache exprimieren kann, wurde konstruiert, wobei nur das pgsA-Gen fir das Protein der du-
Reren Zellmembran aus dem pgsBCA-Gen, das an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, das von
einem Bacillus sp.-Stamm abgeleitet ist, d.h., der Oberflachenexpressionsvektor pHCE1LB:A-PreS1, der
sowohl Gram-negative als auch Gram-positive Bakterien als Wirtszelle nutzen kann, verwendet wurde.
Um die PreS1-Antigendeterminante aus den Hepatitis B-Virus-Oberflachenantigenen in den Oberflachen-
expressionsvektor pHCE1LB:A, wie er in Beispiel 12 hergestellt wurde, einzufiihren, wobei Gram-positive
oder Gram-negative Bakterien als die Wirtszelle verwendet werden, wurden etwa 1,5 kb des Hepatitis B-Vi-
rus-Gens in den allgemeinen Klonierungsvektor pUC8 kloniert und als die Matrize eingesetzt, und Oligonu-
cleotide, die die Nucleotidsequenz von SEQ ID NO: 17 und SEQ ID NO: 18 enthalten, wurden als die Primer
zur Durchflihrung einer Polymerasekettenreaktion verwendet.

An diesem Punkt wurde das amplifizierte HBV-S-Antigen-Gen mit den Restriktionsenzymen BamHI und
Hindlll verdaut und in den Expressionsvektor pHCE1LB:A, vorbereitet durch Anpassung des Translations-
kodons, am C-Terminus des pgsA-Gens fur das Protein der aulderen Zellmembran ligiert, wodurch ein neu-
er rekombinanter Expressionsvektor, pHCE1LB:A-PreS1 genannt, geschaffen wurde, wie in Fig. 18 darge-
stellt.

(2) Die Oberflachenexpression des HBV-PreS1-Antigens wurde in E. coli unter Verwendung des rekombi-
nanten Expressionsvektors pHCE1LB:A-PreS1 untersucht. Zu diesem Zweck wurde der rekombinante Ex-
pressionsvektor in E. coli transformiert, und Expression wurde unter Anwendung des gleichen Verfahrens,
wie es in Beispiel 3 beschrieben ist, induziert. Dann wurde die Expression des PreS1-Antigens, das mit dem
pgsA-Protein der dufReren Zellmembran fusioniert ist, auf der Zelloberflache durch Durchfiihrung von
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western-Immunblotting unter Verwendung eines Antikdrpers
gegen das PreS1-Antigen bestatigt (siehe Eig. 20, in A).

[0119] Wie es in Fig. 20 in A dargestellt ist, ist Bahn 1 die nicht-transformierte Wirtszelle JM109, und Bahn 2
ist die Zelltransformante pHCE1LB:A-PreS1/JM109.
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[0120] Als ein Ergebnis wurde festgestellt, dass die Bande, die dem fusionierten Protein, das von dem Ex-
pressionsvektor pHCE1LB:A-TGEN1 produziert wird, entspricht etwa 55 kDa grof ist.

<Beispiel 17> Konstruktion des rekombinanten Oberflachenexpressionsvektors pHCE1LB:A-PreS2

[0121] Der rekombinante Expressionsvektor pHCE1LB:A-PreS2, der das PreS2-Antigen aus den Hepatitis
B-Virus-Oberflachen-Antigenen auf einer Zelloberflache exprimieren kann, wurde unter Verwendung des
pgsA-Gens des pgsBCA-Gens fiir das Protein der duf3eren Zellmembran, das an der Synthese von Poly-y-glu-
tamat beteiligt ist, das von einem Bacillus sp.-Stamm abgeleitet ist, und Gram-negativer oder Gram-positiver
Bakterien als Wirtszelle konstruiert.

[0122] Um die Antigendeterminante-Region der PreS2-Antigen-Gene des Hepatitis B-Virus in den Oberfla-
chenexpressionsvektor pHCE1LB:A, wie er in Beispiel 12 hergestellt wurde, einzufiihren, wobei Gram-negati-
ve oder Gram-positive Bakterien als die Wirtszelle verwendet werden, wurden etwa 1,3 kb des Hepatitis B-Vi-
rus-Gens in den allgemeinen Klonierungsvektor pUCS8 kloniert und als die Matrize ausgewahlt, und Oligonuc-
leotide, die die Nucleotidsequenz von SEQ ID NO: 23 und SEQ ID NO: 24 enthalten, wurden als die Primer zur
Durchfiihrung einer PCR verwendet, um das PreS2-Antigen-Gen zu amplifizieren. An diesem Punkt war die
amplifizierte Genregion etwa 165 bp groR3. Die Primer mit SEQ ID NO: 23 und SEQ ID NO: 24 wurden auch so
konstruiert, dass sie die Erkennungsstellen der Restriktionsenzyme BamHI und Hindlll umfassen, die im Ober-
flachenexpressionsvektor pHCE1LB:A vorhanden sind.

[0123] Das PreS2-Antigen-Gen des HBV, das durch die Polymerasekettenreaktion amplifiziert wurde, wurde
mit den Restriktionsenzymen BamHI und Hindlll verdaut und in die C-terminale Region des pgsA-Gens fiir das
Protein der auReren Zellmembran im Oberflachenexpressionsvektor pHCE1LB:A, der bereits verdaut worden
war, um das Translationskodon anzupassen, inseriert, wodurch der neue rekombinante Expressionsvektor
pHCE1LB:A-PreS2 geschaffen wurde, wie er in Fig. 18 dargestellt ist.

<Beispiel 18> Konstruktion des rekombinanten Expressionsvektors pHCE1LB:A-PreS1:PreS2 und Oberfla-
chenexpression von PreS1-Antigen

(1) Ein rekombinanter Expressionsvektor, der eine fusionierte Form des PreS1-Antigens und des PreS2-An-
tigens aus den Hepatitis B-Virus-Oberflachen-Antigenen auf einer Zelloberflache exprimieren kann, wurde
konstruiert, wobei nur das pgsA-Gen fiir das Protein der du3eren Zellmembran aus dem pgsBCA-Gen, das
an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, das von einem Bacillus sp.-Stamm abgeleitet ist, verwen-
det wurde: d.h., der Oberflachenexpressionsvektor pHCE1LB:A-PreS1:PreS2, der Gram-negative oder
Gram-positive Bakterien als die Wirtszelle verwenden kann.

Um die PreS1- und PreS2-Antigendeterminanten aus den Hepatitis B-Virus-Oberflachen-Antigenen in den
Oberflachenexpressionsvektor pHCE1LB:A, wie er in Beispiel 12 hergestellt wurde, einzufihren, wobei
Gram-positive oder Gram-negative Bakterien als Wirtszelle verwendet werden, wurden etwa 1,5 kb des He-
patitis B-Virus-Gens in den allgemeinen Klonierungsvektor pUC8 kloniert und als die Matrize eingesetzt,
und Oligonucleotide, die die Nucleotidsequenzen von SEQ ID NO: 17 und SEQ ID NO: 24 enthalten, wur-
den als die Primer zur Durchfiihrung einer Polymerasekettenreaktion verwendet. An diesem Punkt war die
amplifizierte Region der Gene 522 bp groR.

Die amplifizierten HBV-PreS1:PreS2-Antigen-Gene wurden mit den Restriktionsenzymen BamHI und Hin-
dlll verdaut und in den Expressionsvektor pHCE1LB:A, der durch Anpassen des Translationskodons am
C-Terminus des pgsA-Gens des Proteins der dulderen Zellmembran vorbereitet wurde, ligiert, wodurch der
neue rekombinante Expressionsvektor pHCE1LB:A-PreS1:PreS2 geschaffen wurde, wie er in Fig. 19 dar-
gestellt ist.

(2) Die Oberflachenexpression der HBV-PreS1- und PreS2-Antigene wurde in E. coli unter Verwendung des
rekombinanten Expressionsvektors pHCE1LB:A-PreS1:PreS2 untersucht. Zu diesem Zweck wurde der re-
kombinante Expressionsvektor in E. coli transformiert, und Expression wurde unter Anwendung des glei-
chen Verfahrens, wie es in Beispiel 3 beschrieben ist, induziert. Dann wurde die Expression des
PreS1:PreS2-Antigens, das mit dem pgsA-Protein der &uReren Zellmembran fusioniert ist, auf der Zellober-
flache durch Durchfiihrung von SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western-Immunblotting unter
Verwendung eines Antikdrpers gegen das PreS1-Antigen bestatigt (siehe Fig. 20, in A).

[0124] Wie esin Eig. 20 in A dargestellt ist, istin A Bahn 1 die nicht-transformierte Wirtszelle JM109 und Bahn
3 ist die Zelltransformante pHCE1LB:A-PreS1:PreS2/JM109.

[0125] Als ein Ergebnis wurde festgestellt, dass die Bande, die dem fusionierten Protein entspricht, das von
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dem Expressionsvektor pHCE1LB:A-TGEN1 produziert wird, etwa 60 kDa grof} ist.

<Beispiel 19> Konstruktion des rekombinanten Oberflachenexpressionsvektors pHCE1LB:A-L und Oberfla-
chenexpression von L-Antigen

(1) Der rekombinante Expressionsvektor pHCE1LB:A-L, der eine fusionierte Form bzw. Fusionsform der
PreS1-, PreS2- und S-Antigene aus den Hepatitis B-Virus-Oberflachen-Antigenen auf einer Zelloberflache
exprimieren kann, wurde unter Verwendung des pgsA-Gens aus dem pgsBCA-Gen fur das Protein der au-
Reren Zellmembran, das an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, das von einem Bacillus
sp.-Stamm abgeleitet ist, und Gram-positiver oder Gram-negativer Bakterien als Wirtszelle konstruiert. Die
Primer mit SEQ ID NO: 25 wurden auch so konstruiert, dass sie die Erkennungsstellen der Restriktionsen-
zyme BamHI und Hindlll umfassen, die in dem Oberflachenexpressionsvektor pHCE1LB:A vorhanden sind.
Das amplifizierte L-Gen des Hepatitis B-Virus wurde mit den Restriktionsenzymen Hindlll und BamHI ver-
daut und an die durch Anpassung der Translationskodons vorbereitete C-terminale Region des pgsA-Gens
aus dem Gen der auReren Zellmembran ligiert. Der rekombinante Expressionsvektor pHCE1LB:A-L ist in
Fig. 19 dargestellt.

(3) Die Oberflachenexpression des L-Antigens als ein fusioniertes Antigen bzw. Fusionsantigen, zusam-
mengesetzt aus den PreS1-, PreS2- und S-Antigenen, unter Verwendung des Oberflachenexpressionsvek-
tors pHCE1LB:A-L wurde in E. coli untersucht. Zu diesem Zweck wurde der Oberflachenexpressionsvektor
in E. coli-Wirtszellen transformiert, und Expression wurde unter Anwendung des gleichen Verfahrens, wie
es in Beispiel 3 beschrieben ist, induziert. Dann wurde die Expression des L-Antigens, das mit dem
pgsA-Protein der auflderen Zellmembran fusioniert ist, in der E. coli-Transformante durch Durchfiihrung von
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western-Blotting unter Verwendung von Anitkdrpern gegen das
PreS1-Antigen bestatigt (siehe Fig. 20, B). Wie in Fig. 20 dargestellt, ist Bahn 1 die nicht-transformierte
Wirtszelle JM109, und Bahnen 2 und 3 sind die Zelltransformante pHCE1LB:A/JM109.

[0126] Als ein Ergebnis wurde das fusionierte Protein, das ausgehend von dem rekombinanten Expressions-
vektor pHCE1LB:A-L exprimiert wird, als eine Bande von etwa 86 kDa identifiziert.

<Beispiel 20> Konstruktion des rekombinanten Oberflachenexpressionsvektors pHCE1LB:A-TNF-a

[0127] Der rekombinante Expressionsvektor pHCE1LB:A-TNF-a, der eine fusionierte Form des Tumornekro-
sefaktors a (TNF-a), ein Protein zur pharmazeutischen und klinischen Verwendung, auf einer Zelloberflache
exprimieren kann, wurde unter Verwendung des pgsA-Gens aus dem pgsBCA-Gen fiir das Protein der dul3e-
ren Zellmembran, das an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, das von einem Bacillus sp.-Stamm
abgeleitet ist, und Gram-positiver oder Gram-negativer Bakterien als Wirtszelle konstruiert.

[0128] Um das TNF-a-Gen in den Oberflachenexpressionsvektor pHCE1LB:A, wie er in Beispiel 12 konstru-
iert wurde, einzufiihren, wobei Gram-positive oder Gram-negative Bakterien als die Wirtszelle verwendet wer-
den, wurden etwa 0,5 kb des TNF-a-Gens in den allgemeinen Klonierungsvektor pUC8 kloniert und als die Ma-
trize eingesetzt, und Oligonucleotide, die die Nucleotidsequenzen von SEQ ID NO: 26 und SEQ ID NO: 27 ent-
halten, wurden als die Primer zur Durchflihrung einer Polymerasekettenreaktion verwendet. An diesem Punkt
war der amplifizierte Bereich der Gene 482 bp grof3. Die Primer mit SEQ ID NO: 26 und SEQ ID NO: 27 wurden
auch so konstruiert, dass sie die Erkennungsstellen der Restriktionsenzyme BamHI| und Hindlll umfassen, die
in dem Oberflachenexpressionsvektor pHCE1LB:A vorhanden sind.

[0129] Das amplifizierte L-Gen des Hepatitis B-Virus wurde mit den Restriktionsenzymen Hindlll und BamHI
verdaut und durch Anpassen der Translationskodons mit der C-terminalen Region des Gens der duf3eren Zell-
membran, das an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, ligiert. Der im Obenstehenden konstruierte
rekombinante Expressionsvektor pHCE1LB:A-TNF-a ist in Fig. 21 dargestellit.

<Beispiel 21> Konstruktion des rekombinanten Oberflachenexpressionsvektors pGNA-Lipase und Oberflache-
nexpression von Lipase

[0130] Der rekombinante Expressionsvektor pGNA-Lipase, der das Enzym Lipase auf einer Zelloberflache
exprimieren kann, wurde unter Verwendung des pgsA-Gens aus dem pgsBCA-Gen fiir das Protein der auf3e-
ren Zellmembran, das an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, das von einem Bacillus sp.-Stamm
abgeleitet ist, und eines Gram-negativen Bakteriums als der Wirtszelle konstruiert.

[0131] Um das Lipase-Gen in den Oberflachenexpressionsvektor pGNA einzuflhren, wobei ein Gram-nega-
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tives Bakterium als die Wirtszelle verwendet wird, wurden etwa 0,5 kb des Lipase-Gens in den allgemeinen
Klonierungsvektor pUCS8 kloniert und als die Matrize eingesetzt, und Oligonucleotide, die die Nucleotidsequen-
zen von SEQ ID NO: 28 und SEQ ID NO: 29 enthalten, wurden als die Primer zur Durchfihrung einer Polyme-
rasekettenreaktion verwendet. An diesem Punkt war die amplifizierte Region der Gene 546 bp grof3. Die Primer
mit SEQ ID NO: 28 und SEQ ID NO: 29 wurden auch so konstruiert, dass sie die Erkennungsstellen der Rest-
riktionsenzyme BamHI und Hindlll umfassen, die in dem Oberflachenexpressionsvektor pGNA vorhanden
sind.

[0132] Das amplifizierte L-Gen des Hepatitis B-Virus wurde mit den Restriktionsenzymen Hindlll und BamHI
verdaut und durch Anpassen der Translationskodons mit der C-terminalen Region des Gens der duf3eren Zell-
membran, das an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, ligiert. Der im Obenstehenden konstruierte
rekombinante Expressionsvektor pGNA-Lipase ist in Fig. 22 dargestellt.
(2) Die Oberflachenexpression des Lipase-Gens in E. coli wurde unter Verwendung des rekombinanten Ex-
pressionsvektors pGNA-Lipase untersucht. Zu diesem Zweck wurde der Expressionsvektor pGNA-Lipase
in E. coli transformiert, und Expression wurde durch das gleiche Verfahren, wie es in Beispiel 3 beschrieben
ist, induziert. Danach wurde die enzymatische Aktivitat der Lipase, die auf der Zelloberflache exprimiert
wird, auf einem Agarmedium (1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 0,619% NaCl, 0,5% Gummi arabicum, 1 mM
CaCl, 1% Tricaprylin), enthaltend 1% Tricaprylin anhand Ol-Abbauaktivitat, untersucht. Die E. coli-Transfor-
mante wurde auf dem Agarmedium, enthaltend 1% eines Olsubstrats, ausgestrichen, dann wurde sie in ei-
nem Dauerzustand ("sustained state") bei 37°C fiir 9 Stunden kultiviert.

[0133] Als ein Ergebnis veranderte der Abbau des Olsubstrats (das Medium) der durchsichtigen Bereiche
(siehe Fig. 22), wodurch die Oberflachenexpression der Lipase auf der Zelloberflache bestatigt wurde.

<Beispiel 22> Konstruktion des rekombinanten Oberflachenexpressionsvektors pGNA-Amidase und Oberfla-
chenexpression von Amidase

(1) Der rekombinante Expressionsvektor pPGNA-Amidase, der das Enzym Amidase auf einer Zelloberflache
exprimieren kann, wurde unter Verwendung des pgsA-Gens aus dem pgsBCA-Gen fir das Protein der au-
Reren Zellmembran, das an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, das von einem Bacillus
sp.-Stamm abgeleitet ist, und eines Gram-negativen Bakteriums als der Wirtszelle konstruiert.

Um das Amidase-Gen in den Oberflachenexpressionsvektor pGNA einzuflihren, wobei ein Gram-negatives
Bakterium als die Wirtszelle verwendet wurde, wurden etwa 0,8 kb des Amidase-Gens in den E. coli-Ex-
pressionsvektor pGNA kloniert und als die Matrize eingesetzt, und Oligonucleotide, die die Nucleotidse-
quenzen von SEQ ID NO: 30 und SEQ ID NO: 31 enthalten, wurden als Primer fir eine Polymeraseketten-
reaktion verwendet. An diesem Punkt war die amplifizierte Region der Gene 792 bp groRR. Die Primer mit
SEQ ID NO: 30 und SEQ ID NO: 31 waren auch so konstruiert, dass sie die Erkennungsstellen der Rest-
riktionsenzyme BamHI und Hindlll umfassen, die im Oberflachenexpressionsvektor pPGNA vorhanden sind.
Das amplifizierte L-Gen des Hepatitis B-Virus wurde mit den Restriktionsenzymen Hindlll und BamHI ver-
daut und mit dem Oberflachenexpressionsvektor pGNA in der C-terminalen Region des Gens der duf3eren
Zellmembran, das an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, durch Anpassung der Translationsko-
dons ligiert. Der im Obenstehenden konstruierte rekombinante Expressionsvektor pGNA-Amidase ist in
Fig. 23 dargestellt.

(2) Die Oberflachenexpression des Amidase-Gens in E. coli wurde unter Verwendung des rekombinanten
Expressionsvektors pGNA-Amidase untersucht. Zu diesem Zweck wurde der Expressionsvektor pG-
NA-Amidase in E. coli transformiert, und Expression wurde durch das gleiche Verfahren, wie es flr Beispiel
3 beschrieben ist, induziert. Danach wurde die Enzymaktivitat der auf der Zelloberflache exprimierten Ami-
dase durch Zugabe der E. coli zu 100 mM einer Tris-HCI-Pufferlésung (pH 8,0), enthaltend 10 mM D-AlaNH
als ein Substrat und 0,5 mM CoCl als einen Co-Faktor, untersucht. Genauer gesagt, wurden die E. coli, auf
der die Amidase exprimiert worden war, nach Umsetzung fiir einige Stunden und nachdem der OD-Wert
bei 600 nm fur Zellwachstum 1 als ein Einheitsvolumen ("unit volume") war, unter Verwendung von HPLC
(Hypersil ODS; 250 x 4,6 mm-Saule) untersucht. An diesem Punkt wurden Wildtyp-E. coli und die Zelltrans-
formante, die den Oberflachenexpressionsvektor pGNA enthielt, eingesetzt, um die Enzymaktivitaten der
auf der Zelloberflache exprimierten Amidase zu vergleichen.

[0134] Wie in Eig. 23 dargestellt, wurde festgestellt, dass die E. coli-Transformante der vorliegenden Erfin-
dung 100 Mal mehr Amidase-Aktivitat aufweist als die Kontrollgruppe. Folglich wurde bestatigt, dass das Ver-
fahren zur Oberflachenexpression in der vorliegenden Erfindung Amidase wirksam auf der Zelloberflache ex-
primiert.
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[0135] Wie es im Obenstehenden gezeigt und bestatigt wurde, kdnnen die neuartigen Expressionsvektoren
der vorliegenden Erfindung ein exogenes Protein auf einer mikrobiellen Oberflache durch Nutzung des Prote-
ins der aufReren Zellmembran (pgsBCA), das an der Synthese von Poly-y-glutamat beteiligt ist, das von einem
Bacillus sp. abgeleitet ist, als einem Oberflachenexpressions-Trager wirksam produzieren und kann sowohl auf
ein Gram-negatives als auch ein Gram-positives Bakterium stabil angewandt werden. Die mit dem Oberflache-
nexpressionsvektor transformierte Zelltransformante umfasst eine Insertionsstelle fiir das targetierte exogene
Protein, dann wird die Ligation von Fremdgenen, die fir das exogene Protein kodieren, hergestellt, und es wird
kultiviert, um die Zelloberflachenexpression zu erleichtern bzw. zu erméglichen.

[0136] Die Oberflachenexpressionsvektoren der vorliegenden Erfindung kénnen wirksam zur stabilen und
leicht detektierbaren Oberflachenexpression von verschiedenen exogenen Proteinen auf einer Zelloberflache,
ungeachtet des Zellzyklus, verwendet werden. Folglich kann das vorgeschlagene mikrobielle Oberflachenex-
pressionssystem eingesetzt werden, um verschiedene Antigene, rekombinante Antikérper, rekombinante En-
zyme und Anheftungs- oder Adsorptionsproteine zu produzieren, zum Screening bzw. zur Durchmusterung
verschiedener Antigene und Antikérper und zur Produktion von Enzymen zur biologischen Konversion. Im We-
sentlichen kdnnen die Enzyme auf einer Zelloberflache exprimiert und ohne jegliche Verringerung der Kataly-
sator-Aktivitat verwendet werden, was es erlaubt, die vorliegende Erfindung industriell bzw. gewerblich zum
Zweck der Biokonversion anzuwenden.

[0137] Der Fachmann auf dem Gebiet wird anerkennen, dass die Konzepte und spezifischen Ausfiihrungs-
formen, die in der vorangehenden Beschreibung offenbart sind, leicht als eine Grundlage fur die Modifikation
oder den Entwurf anderer Ausfiihrungsformen verwendet werden kénnen, um die gleichen Zwecke wie die vor-
liegenden Erfindung auszufihren.
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<110> Bioleaders Corporation

M. D. LAB CO,, LTD.

<120>  SURFACE EXPRESSION VECTORS HAVING pgsBCA, THE GENE
CODING POLY-GAMMA-GLUTAMATE SYNTHETASE, AND

A METHOD FOR EXPRESSION OF TARGET PROTEIN AT THE
SURFACE OF MICROORGANISM USING THE VECTOR

<130> E02-009

<150> KR2001-48373
<I51> 2001-08-10

<160> S

<170> Kopatentln 1.7]
<210> 1

<211> 1182

<212> DNA

<213> Bacillus subtilis

<400> ]

AlBLECIZET laclcalial ageciglget gicatacigy ealcygaal allagaaaaa 60
C83ICZACAIC a22aa3DCAT 1GAIPCCCIC CClglicgpy 18aalallan cygealccyc 120
ggaoaaicga clglgacang geigacaace ggaalallas lagaageegg Macaagacl 180
Lllgpaaaaa caacaggaac agaigeaaya algatnact gggacacace ggaggaaaag 240
cCganaaac pgaaaccica ggRRCcgaal alcggagage aaaaagaagl catgagagaa 300
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ACAQEEAA3 92 CQUECIad CRCpaliglc aglgaaigda 1ouCiyitaa cocapalial
cuaalcalet 1lcageaaga acliclgeag geeaalaicy ycpicallyt gaatglua
gaagaccala 1geatglcal GEEACCRACE CARalraad HECagaayuc glitaccect
acaaticett atautgucca (cigicant acagatagly aalalaccla gucliaaa
€333231C32 ANZAACLAAA CACUIDAZIC ACAMGCIR 31AICICIAAT 3allacayal
£3glantac glaaimEa atacalggla fIcccigaty acgclicicl pacgactpggl
glggelcaag caclcggeal 1gacgaagaa acapcalltd agppaalgcl gaatgegecg
ccogalccyy gageaalgag aafclicey Clg'falcaglc cgagegagec tgpgcactlt
eraagepel HECCcgeasa cgacgrlict (Clactiga aramiguan dceigaaaa
gaaatcugil acccgaccga (galccgalc alcalcaiga aclgerReec agaccplgle
galcggacac ageaaticge aaatgacgla ligecliald figaagcaag fgaacigate
(1aalcgglg 23AECANCARI aCCRAICQIa 3a3gcClaly aapasgucaa aalicclgea
2aC3aacige JIacclaga glataagica acagaigdan Nalgpeadll graaagaaa

J§aalgraca accylgical alatggeglc ggeadlanc alggluccec agagecia

A113A323Aa (CCacgaalo caagglaaag cageiculaa ge

<210> 2
211> 447
<212> DNA

<213> Bacillus subtlis
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<400> 2

alg(lcggal cagarniata catcgeacia amagee tacmcxcag reraatutn
SCERaanuan cagggalcgl geegacagpa cligliglac cgggatatt aggacugig
lllaatcage cggiciian macugl ngetapipa geugereac natgtate
glgaaatacg giitalccaa arnargall ligtacgpac geagaaaalt cgclyccaty
Cfgataascag ggatcyicct 1aaaalcgeg (HEarmIc lalacccgal rgraccarn
gaaalcgcag aatlicgagg aatcggealc alcglgecag glntaalige caataccalt
Cagaaacaag gitlaaccal racgticgpa ageacgclge langagcge apcpacciu
gClu{CBlgl ngmacta cltaaut

<210> 3

<2l1> 1140

<212> DNA

<213> Bacillus subtilis

<400> 3

\
31ga3aausy 2acigagen 1Calgaaaag clgcluaage 1gacaaaaca £caaaasaag

3a33ccaala agcacglall tallgeealnt cepatcglil glconal guegetlic

3lglgegcgs gaaaagegea aacgeegaag gicadaacgl aliclgacga Cgracicica

gecicattig taggcgalat taigaiggga cgialglig aaasaglaac ggagcaasaa

§gggragaca glallica ataigligaa cegaiciia gagecicgga Nalglagea
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£8332CMIZ a3aactcCyget aacciatcaa sagaatiata a3Caagcagy ladagayali

catcrgeagd Cgaataagga atcagigaaa glcugaagg alatgaant cacggrucic

3acapCuCcca acadccacgc AAIgEanac gecglicagg gealgaaaga tacpelgga

2aslligCga AgCanaacct 1galaicgil gEapgcgupgal acageltaag (galgepasa

aagaaaalll C2MACCaLad aglcaacggg glancgallg caacyCiigy cinaccyal

giglccyprea aaggiICRC £ECiaadaag aatacgeegy BCgigeigee cgeagalect

gaaalcilca tccclalgal cagaageg 33aaaacalg clgacangt tgnglgeag

tcacacigeg RCCIagagla lpzacaalpal CCAaacgacc £CCagegeea gelgeaaga

gccalglciy algcpupayc 1zacalcalc gleggecale atccgeacgl cnagaaccy

arpaagtal 3taacgEaac cglcatlnc lacagectecg geaacmyt cinpaccaa

gpclggacga pajcaagaga caglgeaclg glicaglale accigaagaa aaalggaaca

goecpctily aaglgacace galcgalalc calgaagcga cacclgeace Iglgaaaaaa

Lacagectla aacagaaaac canaficec gaacigacga aagaciciaa tcgeugg

323gIARAN ACZEAAAACT gaCyiIPal Algalcala ¢1Racaaact 3aaalclaay

<210> 4
<211i> 31

<212> DNA
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<213> Arificial Sequence

<223> PCT primer |

<400> 4

Gaaccargrg clggiiacic cnatageer g

<210> 5
<211> 30
<212> DNA

<213> Anificial Sequence

<220>

<223> PCR primer 2

<400> 5

cleggateel ttagatiua glugicact

<210> 6
<21> 6536
<2i2> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> pOGNBCA vector

<400> 6

galcrcicct tcacagattc ccaatctclr gltaaataac gaaaaagcal caatcaaaac
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gucogcatgl cllictalal lccageadlg (iialagge gacatallga igaagaigeg 120
tatcaccna glaaaaaaag aanigelata agerpelctt UigICgt gara:acng;a 180
taataaaNg aattitcaca cuclgeana aaggagalal accalgggct ggliacical 240
tatagectgt geigicatac tgglcalcyg 2alatlagaa aaacgacgac aicagaanaa 300
Catipalgce CICCCIPtic ppglyaalal 1aacpggealc CECEgaanal cuuciylygac 360
asguclgaca accggaalal (asiagaagce cppllacaag aclgilgeaa aancaacage 420
aacapaigca agaatgalll aclgygacac accggapeaa aagecgarta aacggaaacce 480
Icaggepcce aatalcgeag apcaaasaga agicalgaga gaaacagiag aaagagpauc 540
taacgepalt gicagtyeal weatggclpl taacceagal talcaaalca lcticaygga 600
agaacficig cagpccaala ilcggegicatl iglgaalgit ragaagacc atalgpgatyl 660
calggggcce acgcligatg aaatlgcaga agegatace getacaatic ciataatgy 720
cca(cﬁglc allacagata gigaatlarac cgagliclil 2aacaaaaag €aaaagaacy 730
adacacasaa glcalcamg CI2alaacic asaaallaca galgaglall racglaarmt 840
gaatacatg glattcccig ataacpene tclygcucty galgiggcic aagcacicgg . 900
caltgacgaa gaaacagcal Maaggeaal gelgaalgcg CCRCcagalc cpepageaal 960
gagaaricll ccgelgatca grlecgagega geclgggeac ligliaatg gemigeege 1020
aaacgacgc! lclictacit tgaatalalg gaaacglgla aaagaaalcg gilacccgac 1080
cgalgalccy alcatcalca (2aacCigecg cpeagaccgl gicgalcgga cacageaal 1140
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CCaaalyac gIalincCll alaugasLc aarigaacie aicilaaice ¢ipaaacaac
3gaaccgalc 2IaAaageel algaagangy aaaalicCl geagacanac tgcatgacct
3gaglalaay Icaacsealy adallatyga aNgMaaag aaasgaalge acaaccplgt
Calalatgge pleyeanla realgRIge Cgeagagect aamguaa aaalccacya
A1ac31ggla aaZCALCICE 1A3LCIagLe £Ra3aIEcaa acalelicge alcAgaria
lacatcgeac "1aatiMayg (glactacic agulasil rgeggaasa aacagpeatc
glgccpggeag gacligligl accgggalat laggaclly tglitaatca geeggicti
alitacily ulgclagl gagergelc acnaigha lcglgaaala cugtialce
daainatgd IMEracgg acgeapasaa Hcgelgeca Igeigataac aggeatcgic
Claaaaalcg cgtigalll lclataccey allglaccal Mgaaalcge agaaliicga
ggaalcgpca Icalcgigee aggitiaatt geczatacca Mcagasaca aggritaace
atlacgiicg paageacper geialigage ggagegacct hgeiatcal gugtac
facitaatn 2alglaaggl giglcaaacy algaadaaag 3aclgagert icatgaaaag
ClgClasage lgacazaaca gCasaaaaag aaaaccaala agcacglall latigecait
cegalcgltt nglecuat gucgenic algiggoepg gaaaagegga aacgccgaag
glcaaaacgl aucigacga cgracicica geeicallig laggegatat latgaiggga

CuClalplig 33aasglaac goagcasaaa ggypcagaca glalitlica atargrigaa
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ccgalcria gageclegga Nalgluycs KRaaacing aanacceggt aacciatcaa

3agaaliala 3aCaageaga 133agagall Calcigeaga CEadlaagga alcagigaas

piCiiyaagg 2131gaallt CacgglCIc 2aCARCECCa ACAACCICRC BaIgEatiac

ugCgncagg ECalgaaaga 1acecigga Baalilaega agcassacct tgatalegn

(o

gapcggeal acagCliaay tualgcyana adgadaalll Cglactagaa aglcaacyyy

glaacgallg €AacgeHpgyg Clacceal gIgecguua 2aggmicgr guclanang

aatacgcepg BCalpclgee cgeagalcct $aaalciica tecclatgatl ncagaageg

aaaaaacatg clpacallg! 1gngigcay lcacaclggg gccaagagla (gacaaigal

CCanaceace geCapegeca goilycanga geealgicly algepgpgagc lgacalcaic

glcggccatc alccgeacgl crnopgadccgy angaaglal ataacyggaac cglcaruic

lacagcclcg geaactigl crmigaccaa geclggacga gaacaagaga caglgeacty

glicaglalc accigaapaa uaalggaaca RECCQCIy aagigacacc gatcgalalc

calgaagcga CCCIgeace Ip1aaaasa gacagectia 3acagaaaac canaticpc

gaacigacpa 23gacicias lcecligg 32aglagaag ucggaaaact gacguigal

aligatcata gIEacadact 33221Ctaaa QEAICCICla gaglcgacc! geagpcalge

aageliggct gmiggcye algagagady atllicagec igalacagal (aaalcagaa

cgcagaageg glcigalaaa acagaalng cciggeggea gragegeggl pgleccacct

gaccccalge Cgaacicaga agigaaacge cglagrgccy 3algglagigl gggplciece
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CAIOROAOAO INCPUAACIO CCAPQCAICA AAIAANNCRA aagecicart ceAaagacie

BECCICEL IMAICIZN gliglegpl gaacgeicte cigaglagya caaalcegee

BREACCHRAL 11gIICYIE CAARCACY (CCCPRALRL 1BUCRBRCAR PACECCTRCT

A333CIRCC AZLCAIC3IR MAaayCcagaa ggecalccly 2CRQalggee igegn

1Cracaanct cugmr anueciaa atacaties- atatglaicc gctcalgaga

Caataacccl gataadigel (caaraaral 123a3aagga’ wgagtalgag 1ancasca

ficcgiglcg cccnamee cuungeg gealtiigee Neclghiil tgeicaceca

2aA3CRCIGR 1323321203 aalgClgaa alcaglige gigcacgagl gegliacalc

§33C1Z23IC 1CA3CIGCLY (3AGAICCN gapgagIic geeCCyaaga ACKMIICEa

31gatgagea cliltaaagt telgetalgl ggegepelal tatccegipl tgacgeeggg

Caagagcaac lcgplegeeg catacaclil tci-agaalg acnpgiiga glaaticact

ggeccpteatt flacaacglc grgacigpga aaaccclgpge gitacccaac faatcpgect

[geageacal cceecliicg ccagelggeg (astaglgaa Ragpeccgea cogalcacce

licccaacag tigegeagee igaatggepa alggegecly atgegglall nclectiac

gealciglge ggratiicac accgcealalg glgeactcle aglacaalcl geicigatge

cgcalaglla agCcagecec gacaceegee aacaccegel paceepeccl pacpepci
gcalag g 8 gcg gacggecrg

lctgeleceg gealcegelt acagacaag gl accglc Iccgpgage! geatgigica
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23gemica ccglcalcac CRaaacgcgr Lapacgandg £Eccicglga (acycctat

naragelt aaiglcalga faatdalggt ticliagacg fcaggiggea cllilcggeg

a0alglycyc pgaacccela trguuatt craaata €aticaaata (gratccgel

catgapncaa faacccigal aaalgciica aldataliga aaaaggaaga glatgagtatl

1Ca3CANNC CEIBlegcce Taticeelt nugeggea nugeclc crgliuge

tcaccrapad acpeigglya aaglaaaagd (gelgaagal capligpglg Cacgaglesy

nacalcgan clgualctca acagcgglaa palccligag agllllcgee ccgaagaacg

tiiccaatg atgageactl faaaglict pelatgiggc gegelarnal ceeglatipa

cgeeogucay gapcaacicg glcgecgest acaclalct cagaatgact iggligagla

clcaccaglc acagaaaage alcracgpa 1ggealpaca glaagagaal lalgeagige

igecataacc algagigata acactgegee caacliactt clgacaacga lcpgaggacc

gasggapgcta accgemin fgcacdacal pgggpalcal glaacicgee ligalcgng

pgaaccggag Clgaatgaay ccalaccaaa CgAcgagcsgl gacaccacga lgeclgiape

2alggCaaca aACQULCECa aaciallaac (ERCEancla CHaclClag clccopges

acaaitaala gaciggalgg aggcggataa agligcagga ccaclicige gelcggecct

tccgectggl lgglitallg clgalaaale (gRaRccggl gagegigggl clegeggtal

caligeagea CIgggeccag algglaagee CicCcylalc glaghialcl acacygacggy

o

gagicageca acialggalg aacgaaalag acagatcgel gagalaggiy cclcacigat
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laageautgp taactgicag accaagtna cicatatala cutagatig atugazact
£ 5 gaug

[cattitaa n(aaaagga ictaggigaaa gatccuuir gataaicica T43CCataat

cCcll3acgl gagrincgt tccactgaec (€3QaCCCC £1agraaapa (caaaepalc
g 8 € es

CMEAgal CCIIe 1gCeeglaar Crgeiycily Caancaaana anccaccgcl

3cCagegyle gUIgNIGE CEP3ICaaga QCIBCCAAc! LUlilceys aggraacigp

clicagcaga- gCgragarac -Caaalacigl -celctagly tagecglagt tagpceacca

clicadgaac tciglageac cgeetacala ccicgetety claaicelgl taccagtpgc

'geigccagt gpegataagl cglyicliac cggenpgac caagacyal agilaccgga

laaggegeag cgplegpuct paacggeeesn ticglgcaca cageccaget lgoagcgaac

gacctacacc gaactgapgal acclacageg (gagealiga paaagegeca cgcticcega

Apggaganag pegpacaggl alccgglaag cegeagpglc ggascaggag agcgeacgag

BEapcrcca gpppgaaacyg cclgglalct Matagiccl gleggpme gecacciclg

acligagcgl cpauttgl patgeicgic agguegucay agecalgga aaaacygecag

CaacgCgRee IHttacggl tcciggectt ngciggect mgeicaca tguctiice

lgcgnatce cclgaticlg iggataaccg tattaccgee Migagigag ctgataccge

ICeccgeage cgaacgaccg agegeagega gicagigage gaggaageeg aagagcgecec

aatacgcaaa ccgectlcice chCgCgl'g gcraattcal laa(gcagct ggcacgacag
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glilcccgac 1gQaaagcgg geagrgaycy caacuceaall aatgigagit agelcacica 6420
flaggeacce capgeliiac actitaiget (ccgpelcgl argnegiply paatgigag 6480
cggataacaa 11Cacacay 1aaacagela lgaccaigat Lacyccasge tage 6536
<210> 7

<21i> 29

<21 DNA

<213> Aruficial Sequence

<223> PCR primer 3

<300> 7

cigggalcce aagglatgn geecpuig 29
<210> 8

<211> 30

<212> DNA

<213> Arificial Scquence

<223> PCR primer 4

<400> 8
gaagcnal laggacgalg ggatggpaal 30
Patentanspriiche
1. Expressionsvektor zur Produktion eines Zielproteins auf einer mikrobiellen Zelloberflache, der ein oder
mehr als zwei Gene, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus pgsB, pgsC und pgsA, das bzw. die fiir einen

Poly-y-Glutamat-Synthetase-Komplex kodiert (kodieren), und ein Gen, das flr ein Zielprotein kodiert, enthalt.

2. Expressionsvektor nach Anspruch 1, worin die pgsB-, pgsC- und pgsA-Gene von einem Bacillus
sp.-Stamm, der Poly-y-Glutamat-Synthetase produziert, abgeleitet sind.

3. Expressionsvektor nach Anspruch 1, worin die Nucleotidsequenz der pgsB-, pgsC- und pgsA-Gene 80%
Homologie zu SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 beziehungsweise SEQ ID NO: 3 hat.

4. Expressionsvektor nach Anspruch 1, worin das Gen, das fur das Zielprotein kodiert, ausgewahlt ist aus
Genen, die fur Enzyme, Antigene, Antikdrper, Anheftungsproteine oder Adsorptionsproteine kodieren.
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5. Expressionsvektor nach einem der Anspriiche 1 bis 4, zur Verwendung zum Transformieren Gram-ne-
gativer Bakterien.

6. Gram-negatives Bakterium, das mit dem Expressionsvektor nach Anspruch 5 transformiert ist.

7. Expressionsvektor nach einem der Anspriiche 1 bis 4 zur Verwendung zum Transformieren Gram-posi-
tiver Bakterien.

8. Gram-positives Bakterium, das mit dem Expressionsvektor nach Anspruch 7 transformiert ist.

9. Expressionsvektor nach einem der Anspriiche 1 bis 4 zur Verwendung zum Transformieren von sowohl
Gram-negativen, als auch Gram-positiven Bakterien.

10. Verfahren zur Expression eines Zielproteins auf der mikrobiellen Zelloberflache, wobei das Verfahren
Kultivieren der transformierten Gram-negativen Bakterien nach Anspruch 6 umfasst.

11. Verfahren zur Expression eines Zielproteins auf der mikrobiellen Zelloberflache, wobei das Verfahren
Kultivieren der transformierten Gram-positiven Bakterien nach Anspruch 8 umfasst.

Es folgen 23 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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