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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
以下の(A)または(B)に示すバベシア・ギブソニ(Babesia gibsoni)の分泌抗原1(BgSA1)タ
ンパク質のシグナルペプチド及び成熟タンパク質をコードするＤＮＡ。
(A)配列表の配列番号２に記載のアミノ酸配列の1～544番を有するタンパク質
(B)配列表の配列番号２に記載のアミノ酸配列の1～544番において、１若しくは数個のア
ミノ酸の置換、欠失、挿入、付加、又は逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつ、抗BgSA
1タンパク質抗体と反応しうるタンパク質
【請求項２】
以下の(C)または(D)に示すバベシア・ギブソニ(Babesia gibsoni)の分泌抗原1(BgSA1)タ
ンパク質の成熟タンパク質をコードするＤＮＡ。
(C)配列表の配列番号２に記載のアミノ酸配列の24～544番を有するタンパク質
(D)配列表の配列番号２に記載のアミノ酸配列の24～544番において、１若しくは数個のア
ミノ酸の置換、欠失、挿入、付加、又は逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつ、抗BgSA
1タンパク質抗体と反応しうるタンパク質
【請求項３】
以下の(a)または(b)に示すバベシア・ギブソニ(Babesia gibsoni)の分泌抗原1(BgSA1)タ
ンパク質のシグナルペプチド及び成熟タンパク質をコードするＤＮＡ。
(a)配列表の配列番号１に記載の塩基配列の52～1686番であるＤＮＡ
(b)配列表の配列番号１に記載の塩基配列の52～1686番からなる塩基配列の相補鎖とスト
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リンジェントな条件下でハイブリダイズし、かつ、抗BgSA1タンパク質抗体と反応しうる
タンパク質をコードするＤＮＡ
【請求項４】
以下の(c)または(d)に示すバベシア・ギブソニ(Babesia gibsoni)の分泌抗原1(BgSA1)タ
ンパク質の成熟タンパク質をコードするＤＮＡ。
(c)配列表の配列番号１に記載の塩基配列の121～1686番であるＤＮＡ
(d)配列表の配列番号１に記載の塩基配列の121～1686番からなる塩基配列の相補鎖とスト
リンジェントな条件下でハイブリダイズし、かつ、抗BgSA1タンパク質抗体と反応しうる
タンパク質をコードするＤＮＡ
【請求項５】
請求項１～４のいずれか１項に記載のＤＮＡ及びプラスミドＤＮＡを含む組換え体ＤＮＡ
。
【請求項６】
請求項１～４のいずれか１項に記載のＤＮＡを含む組換えウイルス。
【請求項７】
請求項５に記載の組換え体ＤＮＡまたは請求項６に記載の組換え体ウイルスを含む宿主。
【請求項８】
宿主が細菌である請求項７に記載の宿主。
【請求項９】
以下の(A)または(B)に示す、シグナルペプチド及び成熟タンパク質を含むバベシア・ギブ
ソニ(Babesia gibsoni)の分泌抗原1(BgSA1)タンパク質。
(A)配列表の配列番号２に記載のアミノ酸配列の1～544番を有するタンパク質
(B)配列表の配列番号２に記載のアミノ酸配列の1～544番において、１若しくは数個のア
ミノ酸の置換、欠失、挿入、付加、又は逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつ、抗BgSA
1タンパク質抗体と反応しうるタンパク質
【請求項１０】
以下の(C)または(D)に示す、成熟タンパク質であるバベシア・ギブソニ(Babesia gibsoni
)の分泌抗原1(BgSA1)タンパク質。
(C)配列表の配列番号２に記載のアミノ酸配列の24～544番を有するタンパク質
(D)配列表の配列番号２に記載のアミノ酸配列の24～544番において、１若しくは数個のア
ミノ酸の置換、欠失、挿入、付加、又は逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつ、抗BgSA
1タンパク質抗体と反応しうるタンパク質
【請求項１１】
請求項９に記載のBgSA1タンパク質のシグナルペプチド及び成熟タンパク質または請求項
１０に記載のBgSA1タンパク質の成熟タンパク質とグルタチオンSトランスフェラーゼ(GST
)リーダータンパク質とからなる融合タンパク質。
【請求項１２】
請求項９に記載のBgSA1タンパク質のシグナルペプチド及び成熟タンパク質、請求項１０
に記載のBgSA1タンパク質の成熟タンパク質、または請求項１１に記載の融合タンパク質
を用いた犬の原虫感染症の診断方法。
【請求項１３】
請求項９に記載のBgSA1タンパク質のシグナルペプチド及び成熟タンパク質、請求項１０
に記載のBgSA1タンパク質の成熟タンパク質、または請求項１１に記載の融合タンパク質
に対する抗血清あるいは抗体を用いる犬の原虫感染症の診断方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
  本発明は、犬のバベシア・ギブソニ(Babesia gibsoni)(以下、B. gibusoniと表記する)
 の分泌抗原１（BgSA1）をコードするＤＮＡ、組換えBgSA1タンパク質或いはBgSA1合成ペ
プチド等に関し、さらにこれらを用いた原虫感染症の診断方法並びに原虫感染症の治療・
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予防剤に関する。
【背景技術】
【０００２】
  B. gibsoniはダニにより媒介される赤血球内寄生原虫であり、本原虫による犬の感染症
（B. gibsoni感染症）はアジア、アフリカ、ヨーロッパ及び北アメリカなど世界中に広く
認められている。日本においても九州から北海道まで全国的にほとんどの地域で発生例が
報告されているが、特に西日本においてその被害が深刻である。
【０００３】
  B. gibsoni感染犬は、食欲不振、睡眠傾向、元気消失、発熱、貧血、嘔吐、血尿、血色
素尿、脾腫、黄疸、ヘモグロビリン血症、血小板減少症、全身性リンパ節腫大などの症状
を示す。発熱は溶血時や単球食細胞系と感染赤血球・原虫との応答時に放出される発熱物
質によって惹起される。血小板の減少は、骨髄での産生抑制、肝臓や脾臓での血小板隔離
、血小板の消費増大、免疫介在性の血小板破壊などに起因すると考えられている。また、
B. gibsoni感染犬は手術や免疫抑制療法実施中に進行性の貧血をもたらして原疾患の回復
や円滑な治療を妨げたりもする。
【０００４】
  犬B. gibsoni感染症の治療は、主としてジミナゼン製剤により行われているが、本製剤
は小脳出血に起因する神経症状や肝障害、腎障害を惹起するなど副作用があるために、そ
の使用が制限されている。
【０００５】
  本原虫感染症の診断は、現在主に血液塗抹標本における原虫の確認により行われている
が、この方法は慢性期の感染犬に対する検出感度が低い問題点がある。一方、蛍光抗体法
による血清学的診断法も用いられているが、他の赤血球内寄生原虫（B. canis）との交叉
反応が認められ、その特異性に問題点がある。
【０００６】
  犬B. babesia感染症の有効なワクチンは未だ開発されていない。その大きな要因として
感染防御に関わる有効抗原の検索が遅れていることが挙げられる。このような背景から、
B. gibsoniの主要抗原の検索、組換えタンパク質を抗原とした感度と特異性が高い診断法
の確立と有効な組換えワクチンの開発が強く望まれている。
【非特許文献１】Fukumoto, S., Xuan, X., Nishikawa, Y., Inoue, N., Igarashi, I., 
Nagasawa, H., Fujisaki, K., and Mikami, T.: Identification and expression of a 5
0-kilodalton surface antigen of Babesia gibsoni and evaluation of its diagnostic
 potential in an enzyme-linked immunosorbent assay. J. Clin. Microbiol. 39:2603-
2609, 2001.
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明の目的は、B. gibsoni原虫の主要抗原遺伝子の検索とクローニングを行い、B. g
ibsoni原虫の主要抗原遺伝子及び主要抗原タンパク質を提供すること、さらには、この遺
伝子を用いて犬B. gibsoni感染症の診断用抗原と予防用ワクチン等を提供することにある
。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
  上記目的を達成するために本発明では、B. gibsoni原虫のcDNAライブラリーを構築し、
B. gibsoni感染犬血清を用いたイムノスクリーニングにより、主要分泌抗原BgSA1をコー
ドする遺伝子を同定・クローニングした。さらに、BgSA1遺伝子を大腸菌で発現させ、そ
の発現産物の抗原性と免疫原性を検討して、本発明のバベシア・ギブソニ(Babesia gibso
ni)のBgSA1タンパク質をコードするＤＮＡを見いだした。
【０００９】
　本発明は、以下のとおりである。
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[１]
以下の(A)または(B)に示すバベシア・ギブソニ(Babesia gibsoni)の分泌抗原1(BgSA1)タ
ンパク質のシグナルペプチド及び成熟タンパク質をコードするＤＮＡ。
(A)配列表の配列番号２に記載のアミノ酸配列の1～544番を有するタンパク質
(B)配列表の配列番号２に記載のアミノ酸配列の1～544番において、１若しくは数個のア
ミノ酸の置換、欠失、挿入、付加、又は逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつ、抗BgSA
1タンパク質抗体と反応しうるタンパク質
[２]
以下の(C)または(D)に示すバベシア・ギブソニ(Babesia gibsoni)の分泌抗原1(BgSA1)タ
ンパク質の成熟タンパク質をコードするＤＮＡ。
(C)配列表の配列番号２に記載のアミノ酸配列の24～544番を有するタンパク質
(D)配列表の配列番号２に記載のアミノ酸配列の24～544番において、１若しくは数個のア
ミノ酸の置換、欠失、挿入、付加、又は逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつ、抗BgSA
1タンパク質抗体と反応しうるタンパク質
[３]
以下の(a)または(b)に示すバベシア・ギブソニ(Babesia gibsoni)の分泌抗原1(BgSA1)タ
ンパク質のシグナルペプチド及び成熟タンパク質をコードするＤＮＡ。
(a)配列表の配列番号１に記載の塩基配列の52～1686番であるＤＮＡ
(b)配列表の配列番号１に記載の塩基配列の52～1686番からなる塩基配列の相補鎖とスト
リンジェントな条件下でハイブリダイズし、かつ、抗BgSA1タンパク質抗体と反応しうる
タンパク質をコードするＤＮＡ
[４]
以下の(c)または(d)に示すバベシア・ギブソニ(Babesia gibsoni)の分泌抗原1(BgSA1)タ
ンパク質の成熟タンパク質をコードするＤＮＡ。
(c)配列表の配列番号１に記載の塩基配列の121～1686番であるＤＮＡ
(d)配列表の配列番号１に記載の塩基配列の121～1686番からなる塩基配列の相補鎖とスト
リンジェントな条件下でハイブリダイズし、かつ、抗BgSA1タンパク質抗体と反応しうる
タンパク質をコードするＤＮＡ
[５]
[1]～［４]のいずれか１項に記載のＤＮＡ及びプラスミドＤＮＡを含む組換え体ＤＮＡ。
[６]
[1]～［４]のいずれか１項に記載のＤＮＡを含む組換えウイルス。
[７]
[５]に記載の組換え体ＤＮＡまたは[６]に記載の組換え体ウイルスを含む宿主。
[８]
宿主が細菌である[７]に記載の宿主。
[９]
以下の(A)または(B)に示す、シグナルペプチド及び成熟タンパク質を含むバベシア・ギブ
ソニ(Babesia gibsoni)の分泌抗原1(BgSA1)タンパク質。
(A)配列表の配列番号２に記載のアミノ酸配列の1～544番を有するタンパク質
(B)配列表の配列番号２に記載のアミノ酸配列の1～544番において、１若しくは数個のア
ミノ酸の置換、欠失、挿入、付加、又は逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつ、抗BgSA
1タンパク質抗体と反応しうるタンパク質
[１０]
以下の(C)または(D)に示す、成熟タンパク質であるバベシア・ギブソニ(Babesia gibsoni
)の分泌抗原1(BgSA1)タンパク質。
(C)配列表の配列番号２に記載のアミノ酸配列の24～544番を有するタンパク質
(D)配列表の配列番号２に記載のアミノ酸配列の24～544番において、１若しくは数個のア
ミノ酸の置換、欠失、挿入、付加、又は逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつ、抗BgSA
1タンパク質抗体と反応しうるタンパク質
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[１１]
[９]に記載のBgSA1タンパク質のシグナルペプチド及び成熟タンパク質または[１０]に記
載のBgSA1タンパク質の成熟タンパク質とグルタチオンSトランスフェラーゼ(GST)リーダ
ータンパク質とからなる融合タンパク質。
[１２]
[９]に記載のBgSA1タンパク質のシグナルペプチド及び成熟タンパク質、[１０]に記載のB
gSA1タンパク質の成熟タンパク質、または[１１]に記載の融合タンパク質を用いた犬の原
虫感染症の診断方法。
[１３]
[９]に記載のBgSA1タンパク質のシグナルペプチド及び成熟タンパク質、[１０]に記載のB
gSA1タンパク質の成熟タンパク質、または[１１]に記載の融合タンパク質に対する抗血清
あるいは抗体を用いる犬の原虫感染症の診断方法。
【発明の効果】
【００１０】
  本発明によれば、B. gibsoni原虫の主要抗原遺伝子であるBgSA1タンパク質をコードす
るＤＮＡを提供することができ、さらに、この遺伝子を用いて犬B. gibsoni感染症の診断
用抗原と予防用ワクチン等を提供することができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１１】
  本発明は、バベシア・ギブソニ(Babesia gibsoni)のBgSA1タンパク質をコードするＤＮ
Ａに関する。このＤＮＡは、B. gibsoni原虫のcDNAライブラリーを構築し、B. gibsoni感
染犬血清を用いたイムノスクリーニングにより同定し、クローニングして配列表の配列番
号１に記載の塩基配列の52～1686番であるＤＮＡが、BgSA1タンパク質をコードするＤＮ
Ａであることを見いだした。尚、塩基配列の52～1686番の内、52～120番は、シグナルペ
プチドをコードするＤＮＡであり、121～1686番が、成熟ペプチドをコードするＤＮＡで
ある。
【００１２】
  さらに、本発明は、バベシア・ギブソニ(Babesia gibsoni)のBgSA1タンパク質に関する
。このタンパク質は、配列表の配列番号２に記載のアミノ酸配列の1～544番を有するタン
パク質及び配列表の配列番号２に記載のアミノ酸配列の24～544番を有するタンパク質で
ある。配列番号２に記載のアミノ酸配列の1～544番の内、1～23番のアミノ酸配列はシグ
ナルペプチドに相当し、24～544番は、BgSA1タンパク質の成熟ペプチドに相当する。
【００１３】
  本発明は、バベシア・ギブソニ(Babesia gibsoni)の分泌抗原1(BgSA1)タンパク質をコ
ードするＤＮＡであるが、このＤＮＡは、具体的には、以下の(A)または(B)に示すタンパ
ク質をコードするＤＮＡであることができる。
(A)配列表の配列番号２に記載のアミノ酸配列の1～544番を有するタンパク質
(B)配列表の配列番号２に記載のアミノ酸配列の1～544番において、１若しくは数個のア
ミノ酸の置換、欠失、挿入、付加、又は逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつ、抗BgSA
1タンパク質抗体と反応しうるタンパク質
【００１４】
  タンパク質(A)は、シグナルペプチド及び成熟タンパク質を含むバベシア・ギブソニ(Ba
besia gibsoni)のBgSA1タンパク質である。
【００１５】
  タンパク質(B)は、タンパク質(A)と実質的に同一のタンパク質であり、本発明のＤＮＡ
は、コードされるBgSA1タンパク質としての活性、すなわち抗BgSA1タンパク質抗体と反応
しうる性質が損なわれない限り、１若しくは複数の位置での１若しくは数個のアミノ酸の
置換、欠失、挿入、付加、又は逆位を含むタンパク質をコードするものであってもよい。
【００１６】
  さらに本発明のバベシア・ギブソニ(Babesia gibsoni)の分泌抗原1(BgSA1)タンパク質
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をコードするＤＮＡは、具体的には、以下の(C)または(D)に示すバベシア・ギブソニ(Bab
esia gibsoni)のBgSA1タンパク質の成熟タンパク質をコードするＤＮＡであることができ
る。
(C)配列表の配列番号２に記載のアミノ酸配列の24～544番を有するタンパク質
(D)配列表の配列番号２に記載のアミノ酸配列の24～544番において、１若しくは数個のア
ミノ酸の置換、欠失、挿入、付加、又は逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつ、抗BgSA
1タンパク質抗体と反応しうるタンパク質
【００１７】
  タンパク質(C)は、シグナルペプチド及び成熟タンパク質を含むバベシア・ギブソニ(Ba
besia gibsoni)のBgSA1タンパク質である。
【００１８】
  タンパク質(D)は、タンパク質(C)と実質的に同一のタンパク質であり、本発明のＤＮＡ
は、コードされるBgSA1タンパク質としての活性、すなわち抗BgSA1タンパク質抗体と反応
しうる性質が損なわれない限り、１若しくは複数の位置での１若しくは数個のアミノ酸の
置換、欠失、挿入、付加、又は逆位を含むタンパク質をコードするものであってもよい。
【００１９】
  さらに本発明のバベシア・ギブソニ(Babesia gibsoni)の分泌抗原1(BgSA1)タンパク質
をコードするＤＮＡは、具体的には、以下の(a)または(b)に示すバベシア・ギブソニ(Bab
esia gibsoni)のBgSA1タンパク質をコードするＤＮＡであることができる。
(a)配列表の配列番号１に記載の塩基配列の52～1686番であるＤＮＡ
(b)配列表の配列番号１に記載の塩基配列の52～1686番からなる塩基配列の相補鎖とスト
リンジェントな条件下でハイブリダイズし、かつ、抗BgSA1タンパク質抗体と反応しうる
タンパク質をコードするＤＮＡ
【００２０】
  ＤＮＡ(a)は、シグナルペプチド及び成熟タンパク質を含むバベシア・ギブソニ(Babesi
a gibsoni)のBgSA1タンパク質をコードするＤＮＡである。
【００２１】
  ＤＮＡ(b)は、ＤＮＡ(a)と実質的に同一のＤＮＡであり、本発明のＤＮＡは、ＤＮＡ(a
) の相補鎖とストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、かつ、抗BgSA1タンパク質
抗体と反応しうるタンパク質をコードするＤＮＡであってもよい。
【００２２】
  さらに本発明のバベシア・ギブソニ(Babesia gibsoni)の分泌抗原1(BgSA1)タンパク質
をコードするＤＮＡは、具体的には、以下の(c)または(d)に示す、バベシア・ギブソニ(B
abesia gibsoni)のBgSA1タンパク質をコードするＤＮＡであることもできる。
(c)配列表の配列番号１に記載の塩基配列の121～1686番であるＤＮＡ
(d)配列表の配列番号１に記載の塩基配列の121～1686番からなる塩基配列とストリンジェ
ントな条件下でハイブリダイズし、かつ、抗BgSA1タンパク質抗体と反応しうるタンパク
質をコードするＤＮＡ
【００２３】
  ＤＮＡ(c)は、バベシア・ギブソニ(Babesia gibsoni)のBgSA1タンパク質の成熟タンパ
ク質をコードするＤＮＡである。
【００２４】
  ＤＮＡ(d)は、ＤＮＡ(c)と実質的に同一のＤＮＡであり、本発明のＤＮＡは、ＤＮＡ(c
)の相補鎖とストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、かつ、抗BgSA1タンパク質抗
体と反応しうるタンパク質をコードするＤＮＡであってもよい。
【００２５】
  本発明のBgSA1遺伝子は、組換えBgSA1タンパク質あるいはBgSA1合成ペプチドの調製に
使用すれことができ、さらにはこの遺伝子をターゲットにしたDNA診断にも使用すること
ができる。
【００２６】
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  本発明は、以下の(A)または(B)に示すバベシア・ギブソニ(Babesia gibsoni)のBgSA1タ
ンパク質に関する。
(A)配列表の配列番号２に記載のアミノ酸配列の1～544番を有するタンパク質
(B)配列表の配列番号２に記載のアミノ酸配列の1～544番において、１若しくは数個のア
ミノ酸の置換、欠失、挿入、付加、又は逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつ、抗BgSA
1タンパク質抗体と反応しうるタンパク質
【００２７】
  前述のように、タンパク質(A)は、シグナルペプチド及び成熟タンパク質を含むバベシ
ア・ギブソニ(Babesia gibsoni)のBgSA1タンパク質である。さらに、タンパク質(B)は、
タンパク質(A)と実質的に同一のタンパク質であり、本発明のBgSA1タンパク質は、BgSA1
タンパク質としての活性、すなわち抗BgSA1タンパク質抗体と反応しうる性質が損なわれ
ない限り、１若しくは複数の位置での１若しくは数個のアミノ酸の置換、欠失、挿入、付
加、又は逆位を含むタンパク質であってもよい。
【００２８】
  本発明は、さらに以下の(C)または(D)に示すバベシア・ギブソニ(Babesia gibsoni)のB
gSA1タンパク質の成熟タンパク質に関する。
(C)配列表の配列番号２に記載のアミノ酸配列の24～544番を有するタンパク質
(D)配列表の配列番号２に記載のアミノ酸配列の24～544番において、１若しくは数個のア
ミノ酸の置換、欠失、挿入、付加、又は逆位を含むアミノ酸配列からなり、かつ、抗BgSA
1タンパク質抗体と反応しうるタンパク質
【００２９】
  前述のように、タンパク質(C)は、バベシア・ギブソニ(Babesia gibsoni)のBgSA1タン
パク質の成熟タンパク質である。さらに、タンパク質(D)は、タンパク質(C)と実質的に同
一のタンパク質であり、本発明のBgSA1タンパク質は、BgSA1タンパク質としての活性、す
なわち抗BgSA1タンパク質抗体と反応しうる性質が損なわれない限り、１若しくは複数の
位置での１若しくは数個のアミノ酸の置換、欠失、挿入、付加、又は逆位を含むタンパク
質であってもよい。
【００３０】
  さらに本発明は、上記BgSA1タンパク質のシグナルペプチド及び成熟タンパク質またはB
gSA1タンパク質の成熟タンパク質とグルタチオンSトランスフェラーゼ(GST)リーダータン
パク質とからなる融合タンパク質を包含する。グルタチオンSトランスフェラーゼ(GST)リ
ーダータンパク質は、BgSA1タンパク質を発現させるに、安定した高発現を可能にし、か
つ発現したタンパク質を可溶性のものとすることができる。
【００３１】
  配列番号１に示す塩基配列を有するＤＮＡは、本発明によりその塩基配列が明らかにさ
れたので、該塩基配列に基づいて作製したオリゴヌクレオチドをプライマーとするPCRに
より、B. gibsoni原虫のcDNAライブラリーから増幅することによって、あるいは通常の固
相法ＤＮＡ合成技術によって、取得することができる。PCRに用いるプライマーは特に制
限されない。
【００３２】
  本発明のＤＮＡは、コードされるBgSA1タンパク質としての活性、すなわち抗BgSA1タン
パク質抗体と反応しうる性質が損なわれない限り、１若しくは複数の位置での１若しくは
数個のアミノ酸の置換、欠失、挿入、付加、又は逆位を含むタンパク質をコードするもの
であってもよい。ここで、「数個」とは、アミノ酸残基のタンパク質の立体構造における
位置や種類によっても異なる。それは、イソロイシンとバリンのように、アミノ酸によっ
ては、類縁性の高いアミノ酸が存在し、そのようなアミノ酸の違いが、タンパク質の立体
構造に大きな影響を与えないことに由来する。
【００３３】
  上記のようなBgSA1タンパク質と実質的に同一のタンパク質をコードするＤＮＡは、例
えば部位特異的変異法によって、特定の部位のアミノ酸残基が置換、欠失、挿入、付加、
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又は逆位を含むように塩基配列を改変することによって得られる。また、上記のような改
変されたＤＮＡは、従来知られている変異処理によっても取得され得る。変異処理として
は、BgSA1タンパク質をコードするＤＮＡをヒドロキシルアミン等でインビトロ処理する
方法、及びBgSA1タンパク質をコードするＤＮＡを保持する微生物、例えばエシェリヒア
属細菌を、紫外線照射またはN－メチル－N'－ニトロ－N－ニトロソグアニジン（NTG）も
しくは亜硝酸等の通常変異処理に用いられている変異剤によって処理する方法が挙げられ
る。
【００３４】
  上記のような変異を有するＤＮＡを適当な細胞で発現させ、抗BgSA1タンパク質抗体と
の反応性を調べることにより、BgSA1タンパク質と実質的に同一のタンパク質をコードす
るＤＮＡが得られる。また、変異を有するBgSA1タンパク質をコードするＤＮＡまたはこ
れを保持する細胞から、例えば配列表の配列番号１に記載の塩基配列のうち、塩基番号12
1～1686からなる塩基配列を有するＤＮＡの相補鎖とストリンジェントな条件下でハイブ
リダイズし、かつ、抗BgSA1タンパク質抗体との反応性を有するタンパク質をコードする
ＤＮＡを単離することによっても、BgSA1タンパク質と実質的に同一のタンパク質をコー
ドするＤＮＡが得られる。
【００３５】
  ここでいう「ストリンジェントな条件」とは、いわゆる特異的なハイブリッドが形成さ
れ、非特異的なハイブリッドが形成されない条件をいう。この条件を明確に数値化するこ
とは困難であるが、一例を示せば、相同性が高いＤＮＡ同士、例えば９０％以上の相同性
を有するＤＮＡ同士がハイブリダイズし、それより相同性が低いＤＮＡ同士がハイブリダ
イズしない条件、あるいは通常のサザンハイブリダイゼーションの洗いの条件である６０
℃、１×ＳＳＣ，０．１％ＳＤＳ、好ましくは、０．１×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳに相当
する塩濃度でハイブリダイズする条件が挙げられる。
【００３６】
  このような条件でハイブリダイズする遺伝子の中には途中にストップコドンが発生した
ものや、活性を失ったものも含まれるが、それらについては、抗BgSA1タンパク質抗体と
の反応性試験によって容易に取り除くことができる。上記のようなBgSA1タンパク質の改
変は、BgSA1タンパク質としての活性を損なわないものであってもよいが、該タンパク質
を認識する抗BgSA1タンパク質抗体との反応性がより高いものであることが好ましい。
【００３７】
  本発明は、本発明のＤＮＡ及びプラスミドＤＮＡを含む組換え体ＤＮＡに関する。プラ
スミドＤＮＡとしては、例えば、公知のプラスミドｐＵＣ、ｐＴＶ、ｐＧＥＸ、ｐＫＫ、
ｐＴｒｃＨｉｓなどに本発明のＤＮＡを導入した組換えプラスミドを挙げることができる
。
【００３８】
  さらに本発明は、本発明のＤＮＡを含む組換えウイルスに関する。本発明のＤＮＡを含
むことができるウイルスには特に制限はないが、例えば、公知のワクシニアウイルスベク
ター、アデノウイルスベクター、センダイウイルスベクター、ヘルペスウイルスベクター
、バキュロウイルスベクターなどを挙げることができる。
【００３９】
  さらに本発明は、上記本発明の組換え体ＤＮＡまたは本発明の組換え体ウイルスを含む
宿主に関する。宿主は、特に制限はないが、例えば、細菌であることができる。細菌とし
ては、例えば、大腸菌、BCG菌、乳酸菌などを挙げることができる。また、組換え体ウイ
ルス感染用細胞として、例えば、公知のVero細胞、MDCK細胞、CA1細胞、COS細胞、SF9細
胞などを挙げることができる。
【００４０】
  本発明のＤＮＡを、適当な発現ベクターに接続し、これによって形質転換されたＢＣＧ
菌やエシェリヒア属細菌等の細胞を培養することによって、BgSA1タンパク質を製造する
ことができる。本発明のＤＮＡとして配列番号１に示す塩基配列を有するＤＮＡを用いれ
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ば、配列番号２に示すアミノ酸配列を有するBgSA1タンパク質が得られる。また、上述の
改変された本発明のＤＮＡを用いれば、改変されたBgSA1タンパク質が得られる。
【００４１】
  本発明は、上記本発明の組換え体ＤＮＡまたは本発明の組換え体ウイルスを有効成分と
して含有する原虫感染症治療用または予防用ワクチンに関する。本発明は、組換えBgSA1
タンパク質あるいはBgSA1合成ペプチドを用いた予防用ワクチン製剤；BgSA1遺伝子を組み
込んだ組換えウイルスワクチン；BgSA1遺伝子を組み込んだプラスミドワクチン（DNAワク
チン）を含む。投与量、投与法は通常の種痘やBCGワクチン等と同様であることができる
。
【００４２】
  さらに、本発明は、上記本発明のBgSA1タンパク質のシグナルペプチド及び成熟タンパ
ク質、BgSA1タンパク質の成熟タンパク質、または融合タンパク質を有効成分として含有
する原虫感染症治療剤または予防剤に関する。即ち、本発明の組換えBgSA1タンパク質あ
るいはBgSA1合成ペプチドを抗原とした治療または予防用製剤を提供できる。本発明のタ
ンパク質又はペプチドを治療、予防剤として用いる場合は、該タンパク質を、１）そのま
ま、又は２）医薬的に許容される担体及び／又は希釈剤とともに、３）更に必要ならば、
下記のような補助剤も加えて、注射器で投与することもできるし、噴霧などの方法で粘膜
からの経皮吸収などで投与してもよい。尚、ここで言う担体とは、例えば、ヒト血清アル
ブミンであり、又、希釈剤とは例えばＰＢＳ、蒸留水等である。
【００４３】
  本発明は、本発明のBgSA1タンパク質のシグナルペプチド及び成熟タンパク質、BgSA1タ
ンパク質の成熟タンパク質、または融合タンパク質を用いた原虫感染症の診断方法に関す
る。本発明の組換えBgSA1タンパク質あるいはBgSA1合成ペプチドを抗原として用いた原虫
感染症の診断方法を提供できる。原虫感染症の診断は、検体、例えば、血清と上記タンパ
ク質との反応性を検査することにより実施することができる。
【００４４】
  さらに、本発明は、本発明のBgSA1タンパク質のシグナルペプチド及び成熟タンパク質
、BgSA1タンパク質の成熟タンパク質、または融合タンパク質に対する抗体を有効成分と
する原虫感染症の治療剤及び予防剤を提供できる。さらに本発明によれば、本発明のBgSA
1タンパク質のシグナルペプチド及び成熟タンパク質、BgSA1タンパク質の成熟タンパク質
、または融合タンパク質に対する抗血清あるいは抗体を用いた原虫感染症の診断方法を提
供できる。即ち、本発明の組換えBgSA1タンパク質とBgSA1合成ペプチドに対する抗血清あ
るいは抗体を用いた治療または予防剤、及び診断方法である。本発明の組換えBgSA1タン
パク質とBgSA1合成ペプチドに対する抗血清は、本発明の組換えBgSA1タンパク質またはBg
SA1合成ペプチドをFreund's complete adjuvant(Difco社)とともにマウス、ウサギ等の動
物に複数回投与し、その後採血することで得られる。さらに、抗体は、得られた抗血清を
適宜精製して得られる。
【００４５】
  抗体を原虫感染症の治療剤及び予防剤として使用する場合、BgSA1を動物に頻回免疫し
て得られた抗血清からIgG分画を精製し（生理食塩水を溶媒にする）、B. gibsoni感染犬
に投与することにより治療及び予防を行うことができる。また、BgSA1に対する単クロー
ン抗体作製した後IgG分画を精製し（生理食塩水を溶媒にする）、B. gibsoni感染犬に投
与することにより治療及び予防を行うこともできる。
【００４６】
  抗血清あるいは抗体を用いた診断方法については、BgSA1に対するウサギ又はマウスポ
リクローナル抗体或いは単クローン抗体を作出し、サンドイッチ法ELISA或いはイムノク
ロマトグラフィック法にてB. gibsoni感染犬の血液中の虫体から分泌されたBgSA1を検出
することができる。
【実施例】
【００４７】
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　以下本発明を実施例に基づいてさらに詳細に説明する。
  なお、発明にあたっては、各種分子生物学、原虫学、免疫学及び生化学的な技術を用い
た。これらの技術は、Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manua
l, Cold Spring Harber Laboratory Press やその他の関連書を参考にした。DNA解析ソフ
トはMacVector（Oxford Molecular社）を使用した。
【００４８】
実施例１
  本発明におけるB. gibsoni BgSA1遺伝子の同定・クローニング・塩基配列解読を記載す
る。
　B. gibsoni NRCPD株[Fukumoto et al., J Parasitol 84: 954-959 (2000)] 感染犬赤血
球よりAcid Guanidinium-Phenol-Chloroform 法[Chomczynski et al., Anal Biochem 162
: 156-159 (1987)]にてTotal RNAを抽出した。Total RNA よりmRNA Isolation Kit (Olig
otex-dT30, Takara社) を用い、メーカーの推奨する方法に従いpoly A+ RNAを精製した。
以下に述べるcDNA libraryの構築とイムノスクリーニング及びcDNAクローンのプラスミド
化(in vivo Excision)はすべてStratagen社の試薬Kitを用い、当社の推奨する方法に従い
実施した。約5 μg のB. gibsoni mRNAを鋳型とし、ZAP-cDNA Synthesis Kit を用いてcD
NAを合成した。得られたcDNAをSepharose CL-2Bゲルカラムにてサイズ分画した後にUni-Z
AP XR Vector armsに挿入し、GigapackIII Gold packaging extractにてパッケージング
を行った。パッケージング産物をE. coli XL1-Blue MRF'株に感染させ、約５０万個のcDN
A クローンを含むlibraryを得た。B. gibsoni感染犬血清（虫体由来の分泌抗原を含有し
ていると考えられる）を正常犬に頻回投与（２週間間隔で５回投与、投与量5ml/回）して
得られた血清を用いて、cDNA libraryをイムノスクリーニングし、約数十個のオーバラッ
プする陽性クローンを得た。これらの陽性クローンをin vivo Excision法にてプラスミド
化(pBluescriptへ変換)した。cDNA断片を含むプラスミドをプラスミド精製キット（Qiage
n社）にて精製した後に、Dye Primer Cycle Sequencing Kit (Perkin Elmer社)を用い、
メーカーの推奨する方法に従いPCRを行った。ABI PRISM 377 DNA sequencer (Perkin Elm
er社)を用いてPCR産物を解析しcDNA断片の塩基配列を決定した。その結果、これら全ての
クローンが同一遺伝子由来であることが判明した。その中で長い断片を持つクローンを以
後の解析に供した。cDNAの全長は1880bpであり、1635bpのOpen Reading Frame (ORF)を有
していることが確認された（配列番号１）。推測されるタンパク質は544残基のアミノ酸
からなり、推定分子量は62約kDaであった（配列番号２）。推測されるアミノ酸配列につ
いてシグナルペプチド検索（http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/）を行ったとこ
ろ、N末端の23残基のアミノ酸がシグナルペプチドであることが想定された。以下、この
遺伝子をBgSA1遺伝子と称する。BgSA1遺伝子より予想されるアミノ酸配列をNational Cen
ter for Biotechnology InformationのBLAST法にて相同性検索を行ったところ、これまで
に報告されている原虫及び他の生物種の何れの遺伝子とも有意な相同性を示さなかった。
【００４９】
実施例２
  B. gibsoni BgSA1タンパク質を大腸菌で発現させるための組換えベクタープラスミドの
構築を記載する。
  B. gibsoni BgSA1cDNA断片（23残基のシグナルペプチドを取り除いた配列）が挿入され
ているpBluescriptプラスミドを制限酵素EcoRIとXhoIで消化することによりBgSA1cDNA断
片を切り出し、大腸菌発現用ベクターpGEX-4T-3（Amersham Biosciences社）のEcoRIとXh
oIサイトに挿入した。プラスミド精製キット(Qiagen社)にて組換えプラスミドpGEX/ BgSA
1を精製した。
【００５０】
実施例３
  大腸菌におけるB. gibsoni BgSA1タンパク質の作出及び作出したタンパク質の性状を記
載する。
　実施例２で得た組換えプラスミドにて大腸菌DH５α株を形質転換させた後、37℃でアン
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ピシリンを含んだLB培地で培養し、培養液のOD600nmが0.3-0.5に達した時点でIPTGを最終
濃度0.5 mMになるように添加し、さらに37℃で４時間培養を続けた。組換えタンパク質の
発現は10%SDS-ポリアクリルアミドゲルで電気泳動［Laemmli et al., Nature 227: 680-6
85 (1970)］を実施した後、クマーシー染色で確認した。その結果、約85kDaの組換えタン
パク質の発現が認められ、GST リーダータンパク質(26kDa)とB. gibsoni BgSA1タンパク
質 (59kDa)の融合タンパク質であることが確認された（図１）。
【００５１】
実施例４
  本発明における大腸菌からの組換えBgSA1タンパク質の精製、及び精製した組換えタン
パク質に対する抗体生成を記載する。
　実施例３で記述した方法により大腸菌で発現させた組換えBgSA1タンパク質をAmersham 
Biosciences社の推奨する方法に従い精製した。精製後の組換えBgSA1融合タンパク質の電
気泳動像を図１に示した。100 μg 組換えBgSA1融合タンパク質を含む溶液200μlとFreun
d's complete adjuvant(Difco社)200 μlを混合した後にBALB/cマウス（８週齢、雌）に
腹腔内接種した。２週間後と４週間後にそれぞれ100μgの組換えBgSA1融合タンパク質をF
reund's incomplete adjuvant(Difco社）と混合し、追加接種を行った。最終接種後２週
目に採血し、血清を-20℃に保存した。
【００５２】
実施例５
  イムノブロット法によるネイティブ（天然型）BgSA1タンパク質の同定を記載する。
　実施例４で得た抗組換えBgSA1融合タンパク質マウス血清を用い、イムノブロット法［T
owbin et al., Proc Natl Acad Sci USA 76: 4350-4354 (1979)］にて天然型BgSA1タンパ
ク質の同定を行った。図２に示すように、B. gibsoni感染赤血球ライセートにおいて59kD
aの特異的バンドが検出された。天然型BgSA1タンパク質の分子量は推定理論値(59kDa)と
同様であった。
【００５３】
実施例６
  本発明における組換えBgSA1タンパク質に対する免疫血清の反応性を記載する。
　イムノブロット法を用いて組換えBgSA1タンパク質に対するB. gibsoni感染犬血清の反
応性を検討した。図３に示すように、組換えBgSA1タンパク質はB. gibsoni感染犬血清と
強く反応することが確認された。このことから、組換えBgSA1タンパク質は犬B. gibsoni
感染症の診断とワクチン候補分子の一つであることが示された。なお、正常犬血清と組換
えBgSA1タンパク質との反応は認められなかった。
【産業上の利用可能性】
【００５４】
  本発明は、犬B. gibsoni感染症の診断用抗原及び予防用ワクチン等の分野に有用である
。
【図面の簡単な説明】
【００５５】
【図１】本発明の発現生成物である組換えBgSA1融合タンパク質を示す電気泳動図。レー
ン１：分子量マーカー。レーン２：精製した組換えBgSA1融合タンパク質。レーン３：精
製したGSTタンパク質。
【図２】組換えBgSA1融合タンパク質免疫血清による天然型BgSA1タンパク質の検出を示す
イムノブロット像。レーン１：B. gibsoni感染赤血球。レーン2：正常犬赤血球。
【図３】組換えBgSA1融合タンパク質とB. gibsoni感染犬血清との反応性を示すイムノブ
ロット像。レーン１：精製した組換えBgSA1融合タンパク質。レーン２：精製したBgSA1タ
ンパク質。
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