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(57)【要約】

【課題】マダニ駆除又はマダニ媒介性感染症の治療若しくは予防に有用な新規ポリペプチ

ド及びポリヌクレオチドを提供する。

【解決手段】前記ポリペプチドは、新規のガレクチンである。前記ポリペプチド、それを

コードするポリヌクレオチド、又はそれを含むベクターは、マダニ駆除又はマダニ媒介性

感染症の治療若しくは予防に有用である。また、前記ポリペプチドに対する阻害剤又は前

記ポリペプチドに対する抗体も、マダニ駆除又はマダニ媒介性感染症の治療若しくは予防

に有用である。

【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 以 下 の ポ リ ペ プ チ ド （ ａ ） ～ （ ｄ ） か ら な る 群 か ら 選 ん だ ポ リ ペ プ チ ド ：

（ ａ ） 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；

（ ｂ ） 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 し か も 、 ガ レ ク チ ン 活 性 を 有 す る ポ リ

ペ プ チ ド ；

（ ｃ ） 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 又 は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換

、 及 び ／ 又 は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 し か も 、 ガ レ ク チ ン 活 性 を 示 す ポ リ ペ プ チ

ド ； 並 び に

（ ｄ ） 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 相 同 性 が ９ ０ ％ 以 上 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を

含 み 、 し か も 、 ガ レ ク チ ン 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 。

【 請 求 項 ２ 】

　 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。

【 請 求 項 ３ 】

　 以 下 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ Ａ ） 及 び （ Ｂ ） か ら な る 群 か ら 選 ん だ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ

る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ：

（ Ａ ） 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 に お け る １ ２ ９ 番 ～ １ ０ ９ ７ 番 の 塩 基 か ら な る 配 列

を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； 及 び

（ Ｂ ） 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 に お け る １ ２ ９ 番 ～ １ ０ ９ ７ 番 の 塩 基 か ら な る 配 列

か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 し か も 、 ガ

レ ク チ ン 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。

【 請 求 項 ４ 】

　 請 求 項 ２ 又 は ３ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 換 え 体 分 子 。

【 請 求 項 ５ 】

　 請 求 項 ２ 又 は ３ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー 。

【 請 求 項 ６ 】

　 請 求 項 ２ 又 は ３ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 換 え 体 細 胞 。

【 請 求 項 ７ 】

　 請 求 項 ６ に 記 載 の 組 換 え 体 細 胞 を 培 養 し 、 そ の 培 養 物 か ら 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ

ド を 採 取 す る こ と を 特 徴 と す る 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 。

【 請 求 項 ８ 】

　 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 認 識 す る 抗 体 又 は そ の 断 片 。

【 請 求 項 ９ 】

　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 抗 体 又 は そ の 断 片 。

【 請 求 項 １ ０ 】

　 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は そ の 断 片 、 請 求 項 ２ 若 し く は ３ に 記 載 の ポ リ ヌ

ク レ オ チ ド 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 組 換 え 体 分 子 、 又 は 請 求 項 ５ に 記 載 の ベ ク タ ー を 有 効 成 分

と し て 含 む 、 医 薬 。

【 請 求 項 １ １ 】

　 マ ダ ニ に 対 す る ワ ク チ ン で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 医 薬 。

【 請 求 項 １ ２ 】

　 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は そ の 断 片 、 請 求 項 ２ 若 し く は ３ に 記 載 の ポ リ ヌ

ク レ オ チ ド 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 組 換 え 体 分 子 、 又 は 請 求 項 ５ に 記 載 の ベ ク タ ー と 、 薬 剤 学

的 又 は 獣 医 学 的 に 許 容 す る こ と の で き る 担 体 又 は 希 釈 剤 と を 含 む 、 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 １ ３ 】

　 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は そ の 断 片 、 請 求 項 ２ 若 し く は ３ に 記 載 の ポ リ ヌ

ク レ オ チ ド 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 組 換 え 体 分 子 、 又 は 請 求 項 ５ に 記 載 の ベ ク タ ー を 、 マ ダ ニ

駆 除 の 必 要 な 対 象 に 、 有 効 量 で 投 与 す る こ と を 含 む 、 マ ダ ニ 駆 除 方 法 。

【 請 求 項 １ ４ 】

　 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は そ の 断 片 、 請 求 項 ２ 若 し く は ３ に 記 載 の ポ リ ヌ
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ク レ オ チ ド 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 組 換 え 体 分 子 、 又 は 請 求 項 ５ に 記 載 の ベ ク タ ー を 、 マ ダ ニ

媒 介 性 感 染 症 の 治 療 又 は 予 防 の 必 要 な 対 象 に 、 有 効 量 で 投 与 す る こ と を 含 む 、 マ ダ ニ 媒 介

性 感 染 症 の 治 療 又 は 予 防 方 法 。

【 請 求 項 １ ５ 】

　 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 試 験 物 質 と を 接 触 さ せ る 工 程 、 及 び

前 記 ポ リ ペ プ チ ド の ガ レ ク チ ン 活 性 を 分 析 す る 工 程

を 含 む 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の ガ レ ク チ ン 活 性 を 修 飾 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。

【 請 求 項 １ ６ 】

　 マ ダ ニ ガ レ ク チ ン 阻 害 剤 を 有 効 成 分 と し て 含 む 、 寄 生 虫 駆 除 剤 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン 、 そ れ を コ ー ド す る 核 酸 分 子 及 び そ れ ら の 利 用

に 関 す る 。

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 マ ダ ニ が 媒 介 す る 動 物 ・ ヒ ト の 病 原 体 が マ ダ ニ 体 内 へ の 侵 入

に 不 可 欠 な 接 着 に 関 わ る タ ン パ ク 質 、 そ れ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び そ れ ら の

使 用 に 関 す る 。 こ こ で 、 動 物 ・ ヒ ト の 病 原 体 と は 、 世 界 的 に 甚 大 な 被 害 を も た ら す ピ ロ プ

ラ ズ マ 症 の 病 原 体 で あ る バ ベ シ ア 原 虫 を は じ め と す る 人 獣 共 通 細 菌 ・ ウ イ ル ス を 指 す 。 具

体 的 に は 、 本 発 明 は 、 こ れ ら の 病 原 体 が マ ダ ニ 個 体 へ の 最 初 の 侵 入 器 官 で あ る 中 腸 上 皮 や

体 内 移 行 経 路 に あ た る 器 官 ・ 組 織 の 細 胞 上 皮 で 発 現 す る ガ レ ク チ ン を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク

レ オ チ ド 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー 、 前 記 ベ ク タ ー を 保 持 す る 組 換 え 体 細 胞

、 組 換 え ペ プ チ ド タ ン パ ク 質 、 及 び 合 成 ペ プ チ ド に 関 す る 。 本 発 明 に よ り 、 バ ベ シ ア 症 を

は じ め と す る 人 及 び 動 物 の 感 染 症 予 防 及 び 治 療 を 目 的 と し た 化 合 物 の 合 成 、 あ る い は そ れ

ら 病 原 体 に よ る 感 染 症 の 治 療 薬 の 開 発 に 応 用 す る こ と が で き る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 地 球 上 に 棲 息 す る ５ ０ ０ 属 １ ５ ， ０ ０ ０ 種 を 越 え る 吸 血 性 節 足 動 物 の 中 で 、 マ ダ ニ は わ

ず か １ ９ 属 ７ ５ ０ 種 （ ５ ％ ） の 弱 小 グ ル ー プ で あ る が 、 ヒ ト 以 外 の 動 物 で は 第 １ 位 、 ヒ ト

で は 蚊 に 次 い で 第 ２ 位 に 重 要 な 感 染 症 媒 介 節 足 動 物 で あ る 。 経 済 的 被 害 か ら も マ ダ ニ と マ

ダ ニ 媒 介 性 疾 病 に よ る 損 害 額 は ウ シ だ け で も 毎 年 ７ ０ 億 米 ド ル 以 上 ［ Ｆ Ａ Ｏ （ Food and A

griculture Organization） １ ９ ９ ５ ］ に の ぼ り 、 そ の 対 策 は 世 界 各 国 で 畜 産 振 興 上 の 最

重 要 課 題 と な っ て い る 。 マ ダ ニ 防 除 の 中 心 は 化 学 療 法 剤 な ど の 薬 剤 利 用 に 深 く 依 存 し て い

る 。 Ｄ Ｔ Ｔ が 開 発 さ れ た １ ９ ５ ０ 年 以 降 、 有 機 リ ン 系 、 カ ー バ メ ー ト 系 、 ピ レ ス ロ イ ド 系

な ど の 化 合 物 が 殺 ダ ニ 剤 と し て マ ダ ニ 防 除 に 使 用 さ れ て き た 。 し か し な が ら 、 薬 剤 の 連 続

使 用 に よ る い わ ゆ る 薬 剤 耐 性 が い ず れ の 薬 剤 に 対 し て も 確 立 さ れ 、 殺 虫 効 果 の 消 失 す る も

の も 少 な く な い 。 さ ら に 、 薬 剤 の 使 用 に は 常 に 人 あ る い は 動 物 へ の 副 作 用 を 考 え な く て は

な ら ず 、 同 時 に 、 食 と 環 境 の 安 全 性 を 脅 か す 薬 物 残 留 問 題 が あ り 、 消 費 者 か ら 敬 遠 さ れ る

傾 向 に あ る 。 そ の う え 、 薬 剤 の 使 用 に は 有 効 性 や 適 用 範 囲 に 加 え て 、 膨 大 な 開 発 コ ス ト の

面 か ら も 限 界 が 生 じ つ つ あ る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 感 染 症 媒 介 者 （ ベ ク タ ー ） と し て の マ ダ ニ は 、 マ ラ リ ア ベ ク タ ー の 蚊 と 比 べ て 、 ウ イ ル

ス 、 リ ケ ッ チ ア 、 細 菌 、 原 虫 、 寄 生 虫 な ど ほ ぼ す べ て の 種 類 の 病 原 体 の 伝 播 に 関 与 す る 他

に 比 肩 し う る も の の な い 優 れ た 疾 病 媒 介 能 を 有 す る 。 ヒ ト で は マ ラ リ ア が 世 界 的 に 猛 威 を

振 る っ て い る こ と は よ く 知 ら れ て い る が 、 動 物 （ 家 畜 ・ 愛 玩 動 物 ） で は マ ラ リ ア に 類 似 し

た 感 染 症 と し て マ ダ ニ が 媒 介 す る バ ベ シ ア 症 が あ る 。 本 症 は 畜 産 ・ 獣 医 学 領 域 で 最 も 被 害

の 大 き い 寄 生 虫 感 染 症 で あ り 、 近 年 で は ヒ ト で の バ ベ シ ア 症 が 世 界 各 国 で 報 告 さ れ 、 新 興

人 獣 共 通 感 染 症 の ひ と つ に あ げ ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 感 染 症 予 防 の 最 大 の 武 器 は ワ ク チ ン で あ る が 、 寄 生 虫 ワ ク チ ン （ 多 大 な 資 金 と 精 力 的 な
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ワ ク チ ン 開 発 に か か わ ら ず マ ラ リ ア で あ っ て も ） の 開 発 は 困 難 を 極 め て い る 。 進 化 し た 生

活 環 を 有 す る 寄 生 虫 で は 、 動 物 ・ ヒ ト の 獲 得 防 御 免 疫 に 関 す る 主 要 な 寄 生 虫 由 来 の 抗 原 や

免 疫 誘 導 機 構 な ど 、 不 明 な 点 が 多 く あ る た め で あ る が 、 と り わ け 重 大 な の は 、 寄 生 虫 は 高

度 に 発 達 し た 免 疫 回 避 機 構 に よ り 宿 主 の 免 疫 監 視 か ら 逃 れ る シ ス テ ム を 発 達 さ せ て お り 、

防 御 免 疫 の 獲 得 が 困 難 な こ と に あ る 。 こ の よ う な こ と か ら バ ベ シ ア 原 虫 に つ い て も 例 外 で

は な く 、 バ ベ シ ア 症 の 発 症 を も た ら す 宿 主 体 内 ス テ ー ジ に 焦 点 を あ て た 研 究 開 発 か ら は ワ

ク チ ン を 生 ま れ て い な い 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 一 方 、 マ ダ ニ の 頻 回 寄 生 に 対 し て 宿 主 が 抵 抗 性 を 獲 得 す る 現 象 を 応 用 し た 獲 得 免 疫 に よ

る マ ダ ニ 防 除 法 が 以 前 か ら 試 み ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 ま た 、 宿 主 へ の 接 触 が 全 く

な い マ ダ ニ タ ン パ ク 質 が マ ダ ニ 感 染 に 対 す る 防 御 抗 原 と な る こ と も 明 ら か に さ れ 、 実 際 に

ワ ク チ ン 抗 原 （ Tick G ARD） （ 非 特 許 文 献 ２ ） と し て 一 部 の マ ダ ニ 媒 介 性 病 原 体 ［ 例 え ば

、 １ 宿 主 性 の マ ダ ニ （ Boophilus microplus） ］ に 対 し て 野 外 応 用 さ れ て い る も の の 、 多

く の マ ダ ニ 媒 介 性 病 原 体 媒 介 者 に 対 し て の ワ ク チ ン は 依 然 と し て 開 発 途 上 に あ り 、 病 原 体

側 の マ ダ ニ 媒 介 性 病 原 体 の 防 除 対 策 も マ ダ ニ と 同 様 に 薬 剤 に 深 く 依 存 し て い る の が 実 情 で

あ る 。 こ の よ う に ２ １ 世 紀 に お け る マ ダ ニ 媒 介 性 病 原 体 に よ る 人 及 び 家 畜 生 産 の 被 害 を 既

存 の 薬 剤 使 用 に よ っ て 防 ぐ こ と は 非 常 に 難 し い 状 況 に あ る 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 マ ダ ニ 媒 介 性 病 原 体 は 宿 主 と マ ダ ニ で 複 雑 な 生 活 環 を 形 成 し て い る 。 牛 バ ベ シ ア 症 の 中

で 最 も 重 篤 な 症 状 を も た ら す バ ベ シ ア 　 ビ ゲ ミ ナ （ Babesia bigemina） の 生 活 環 は 、 宿 主

赤 血 球 に 寄 生 し た バ ベ シ ア 原 虫 （ メ ロ ゾ イ ト ） が 宿 主 体 内 で 分 裂 増 殖 し 、 他 の 赤 血 球 へ の

侵 入 を 繰 り 返 す 。 牛 に お け る ピ ロ プ ラ ズ マ 症 の 発 症 は メ ロ ゾ イ ト に よ る も の で あ る 。 マ ダ

ニ が 媒 介 す る 動 物 間 の バ ベ シ ア 原 虫 感 染 は 、 吸 血 に よ っ て バ ベ シ ア 感 染 赤 血 球 が マ ダ ニ 中

腸 内 に 取 り 込 ま れ 、 ガ メ ト ゴ ニ ー 及 び シ ゾ ゴ ニ ー の 増 殖 を す る 。 唾 液 腺 に 移 行 し た バ ベ シ

ア 原 虫 は ス ポ ロ ゴ ニ ー に よ っ て 増 殖 し 、 生 じ た ス ポ ロ ゾ イ ト 期 の 原 虫 は マ ダ ニ の 吸 血 に よ

っ て 宿 主 体 内 に 侵 入 す る 。 以 上 の よ う に 、 バ ベ シ ア 原 虫 の 生 活 環 を 考 慮 す れ ば 、 誰 し も マ

ダ ニ ス テ ー ジ の 重 要 性 は 理 解 す る こ と が で き る が 、 マ ダ ニ コ ロ ニ ー の 系 統 維 持 の 難 し さ か

ら 、 世 界 的 に も マ ダ ニ ス テ ー ジ の 虫 体 に 特 化 し た 研 究 を 展 開 す る こ と が で き る グ ル ー プ は

限 ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 一 方 、 ガ レ ク チ ン は 、 糖 鎖 構 造 （ ガ ラ ク ト ー ス に 対 す る 結 合 特 異 性 ） を 認 識 す る 動 物 レ

ク チ ン で あ る 。 分 布 は 、 脊 椎 動 物 か ら 線 虫 、 昆 虫 、 海 綿 動 物 な ど の 無 脊 椎 動 物 に も 広 く 存

在 が 知 ら れ て い る 。 ダ ニ ガ レ ク チ ン と し て は 、 例 え ば 、 ヒ メ ダ ニ の １ つ で あ る オ ル ニ ソ ド

ロ ス ・ モ ウ バ タ （ Ornithodoros moubata） 由 来 の ガ レ ク チ ン （ 特 許 文 献 １ ） 、 あ る い は 、

牛 の 東 海 岸 熱 病 の ベ ク タ ー で あ る コ イ タ マ ダ ニ の 一 種 （ Rhipicephalus appendiculatus）

由 来 の ガ レ ク チ ン ［ NCBI (National Center for Biotechnology Information) BLASTP (P

rotein-protein Basic Local Alignment Search Tool) サ ー チ , Accession No. A A060051

） 等 の 塩 基 配 列 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 が 決 定 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ

レ ク チ ン が 媒 介 病 原 体 の 伝 搬 に 必 須 で あ る こ と は い ず れ の マ ダ ニ に お い て も 実 証 さ れ る に

至 っ て い な い 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 「 ナ シ ョ ナ ル イ ン ス テ ィ チ ュ ー ト ・ オ ブ ・ ア ニ マ ル ヘ ル ス ・ ク オ ー タ リ

ー （ ト ウ キ ョ ウ ） (National Institute of Animal Health Quarterly、 Tokyo) ， 1978年

， 18巻 ， 27-38頁

【 非 特 許 文 献 ２ 】 「 プ ラ シ ト ロ ジ ー ・ ト ゥ デ ー （ Parasitology Today） 」 ， （ オ ラ ン ダ 国

） ， 1999年 ， 15巻 ， 258-262頁

【 特 許 文 献 １ 】 国 際 公 開 第 ０ ３ ／ ０ ７ ２ ７ ８ １ 号 パ ン フ レ ッ ト

【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ １ ０ 】
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　 我 々 は 約 ２ ０ 年 来 に わ た っ て 継 代 し て き た 日 本 の 最 優 占 種 で あ る フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ を 用

い て 、 バ ベ シ ア 原 虫 媒 介 に 関 与 す る プ ロ ジ ェ ク ト 研 究 を 推 進 し て き て い る 。 我 々 は マ ダ ニ

個 体 に お け る 病 原 体 伝 搬 機 構 に 着 目 し 、 解 析 の 結 果 か ら バ ベ シ ア 原 虫 が マ ダ ニ 体 内 に 侵 入

す る 際 の 中 腸 上 皮 表 面 の 接 着 分 子 と 想 定 さ れ る ガ レ ク チ ン の 単 離 に 成 功 し た 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 ガ レ ク チ ン は 、 糖 鎖 構 造 （ ガ ラ ク ト ー ス に 対 す る 結 合 特 異 性 ） を 認 識 す る 動 物 レ ク チ ン

で あ る 。 分 布 は 、 脊 椎 動 物 か ら 線 虫 、 昆 虫 、 海 綿 動 物 な ど の 無 脊 椎 動 物 に も 広 く 存 在 が 知

ら れ て い る 。 機 能 的 に は 不 明 な 点 が 多 い が 、 細 胞 周 期 や ア ポ と ー シ ス と い っ た 生 命 現 象 の

基 本 部 分 を 担 う と さ れ 、 更 に 様 々 な 病 態 に 対 し て の 治 療 効 果 を も た ら す こ と が 分 か っ て き

て い る ［ Yang RY and Liu FT. Cell Mol Life Sci. 60:267-276(2003)； 笠 井 ほ か タ ン パ

ク 質 核 酸 酵 素 48:1085-1091(2003)］ 。 特 に ガ レ ク チ ン が 認 識 す る 糖 タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 の

種 類 や 状 態 に よ っ て 、 更 に 作 用 も 異 な る と さ れ て い る 。 こ の よ う な こ と か ら レ セ プ タ ー －

リ ガ ン ド に 介 入 し た 創 薬 に 基 づ い て 場 合 、 マ ダ ニ ガ レ ク チ ン は 、 病 原 体 伝 搬 に お い て 重 要

な 役 割 を 果 た し て い る も の と 推 察 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 は 、 マ ダ ニ 駆 除 及 び マ ダ ニ 媒 介 感 染 症 か ら 人 及 び 動 物 を 守 る た め の 化 合 物 を 提 供

し 、 ウ イ ル ス 、 細 菌 、 原 虫 、 寄 生 虫 な ど の 様 々 な マ ダ ニ 媒 介 性 病 原 体 に 感 染 症 の 防 除 法 を

提 供 す る も の で あ る 。 具 体 的 に は 、 ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン 、 前 記 感 染 防 御 抗 原 タ ン

パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー 、 前 記 ベ ク

タ ー を 保 持 す る 組 換 え 体 細 胞 、 ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン に 対 す る 抗 体 、 並 び に マ ダ ニ

媒 介 性 病 原 体 の 感 染 及 び 増 殖 を 防 ぐ 化 合 物 の 提 供 を 目 的 と す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 発 明 者 は 、 抗 原 変 異 が 宿 主 体 内 ス テ ー ジ に 比 べ て 少 な い ベ ク タ ー ス テ ー ジ に 着 目 し 、

更 に 、 虫 体 そ の も の の 解 析 で は な く ベ ク タ ー 伝 搬 に 欠 か か せ な い 吸 血 後 最 初 に 侵 入 し な け

れ ば な ら な い 中 腸 上 皮 に 何 ら か の 接 着 分 子 が あ る こ と を 想 定 し た 。 発 明 者 は 、 マ ダ ニ の バ

ベ シ ア 原 虫 媒 介 能 は 偶 然 に 成 立 し た も の で は な く 、 長 い 年 月 を か け て 成 立 し た 両 者 の 分 子

間 相 互 作 用 を 基 盤 に し て い る も の と 想 定 し 、 今 回 、 フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ 中 腸 上 皮 へ の 原 虫 接

着 分 子 と し て ガ レ ク チ ン の 関 与 を 突 き 止 め た 。 今 回 単 離 し た マ ダ ニ ガ レ ク チ ン は 、 バ ベ シ

ア 原 虫 に 限 ら ず 、 マ ダ ニ が 媒 介 す る 野 兎 病 、 Ｑ 熱 、 ウ イ ル ス 性 脳 炎 な ど の 伝 搬 防 除 に も 応

用 す る こ と が で き る 。 こ れ ま で 、 マ ダ ニ が 媒 介 す る 病 原 体 の 発 育 ・ 生 存 に お い て ガ レ ク チ

ン が 重 要 で あ る と の 報 告 は な く 、 ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 及 び そ

の 組 換 え タ ン パ ク 質 は 、 マ ダ ニ 媒 介 性 感 染 症 の 予 防 ・ 防 除 を 目 的 と し た 化 合 物 の 作 出 に 有

効 で あ る 。 本 発 明 は 、 マ ダ ニ 媒 介 性 病 原 体 に お け る マ ダ ニ 媒 介 性 病 原 体 の ベ ク タ ー マ ダ ニ

の ガ レ ク チ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 前 記 感 染 防 御 抗 原 タ ン パ ク 質 及 び 前 記 感 染 防 御 抗 原 タ

ン パ ク 質 コ ー ド 領 域 を タ ン パ ク 質 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 精 製 し た 組 換 え ベ ク タ ー マ ダ ニ

の ガ レ ク チ ン の 作 製 に 関 す る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン に 対 す る 抗

体 、 及 び 抗 体 の 作 製 方 法 に 関 す る 。 更 に 、 本 発 明 は 、 前 記 タ ン パ ク 質 の 一 部 を 利 用 し て 作

製 し た 合 成 ペ プ チ ド 及 び 化 合 物 に 関 す る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、

［ １ ］ 以 下 の ポ リ ペ プ チ ド （ ａ ） ～ （ ｄ ） か ら な る 群 か ら 選 ん だ ポ リ ペ プ チ ド ：

（ ａ ） 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；

（ ｂ ） 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 し か も 、 ガ レ ク チ ン 活 性 を 有 す る ポ リ

ペ プ チ ド ；

（ ｃ ） 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 又 は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換

、 及 び ／ 又 は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 し か も 、 ガ レ ク チ ン 活 性 を 示 す ポ リ ペ プ チ

ド ； 並 び に

（ ｄ ） 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 相 同 性 が ９ ０ ％ 以 上 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を

含 み 、 し か も 、 ガ レ ク チ ン 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、
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［ ２ ］ ［ １ ］ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、

［ ３ ］ 以 下 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ Ａ ） 及 び （ Ｂ ） か ら な る 群 か ら 選 ん だ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド

で あ る 、 ［ ２ ］ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ：

（ Ａ ） 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 に お け る １ ２ ９ 番 ～ １ ０ ９ ７ 番 の 塩 基 か ら な る 配 列

を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； 及 び

（ Ｂ ） 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 に お け る １ ２ ９ 番 ～ １ ０ ９ ７ 番 の 塩 基 か ら な る 配 列

か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 し か も 、 ガ

レ ク チ ン 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、

［ ４ ］ ［ ２ ］ 又 は ［ ３ ］ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 換 え 体 分 子 、

［ ５ ］ ［ ２ ］ 又 は ［ ３ ］ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー 、

［ ６ ］ ［ ２ ］ 又 は ［ ３ ］ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 換 え 体 細 胞 、

［ ７ ］ ［ ６ ］ に 記 載 の 組 換 え 体 細 胞 を 培 養 し 、 そ の 培 養 物 か ら ［ １ ］ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ

ド を 採 取 す る こ と を 特 徴 と す る 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 、

［ ８ ］ ［ １ ］ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 認 識 す る 抗 体 又 は そ の 断 片 、

［ ９ ］ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 ［ ８ ］ に 記 載 の 抗 体 又 は そ の 断 片 、

［ １ ０ ］ ［ １ ］ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は そ の 断 片 、 ［ ２ ］ 又 は ［ ３ ］ に 記 載 の ポ リ

ヌ ク レ オ チ ド 、 ［ ４ ］ に 記 載 の 組 換 え 体 分 子 、 又 は ［ ５ ］ に 記 載 の ベ ク タ ー を 有 効 成 分 と

し て 含 む 、 医 薬 、

［ １ １ ］ マ ダ ニ に 対 す る ワ ク チ ン で あ る 、 ［ １ ０ ］ に 記 載 の 医 薬 、

［ １ ２ ］ ［ １ ］ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は そ の 断 片 、 ［ ２ ］ 又 は ［ ３ ］ に 記 載 の ポ リ

ヌ ク レ オ チ ド 、 ［ ４ ］ に 記 載 の 組 換 え 体 分 子 、 又 は ［ ５ ］ に 記 載 の ベ ク タ ー と 、 薬 剤 学 的

又 は 獣 医 学 的 に 許 容 す る こ と の で き る 担 体 又 は 希 釈 剤 と を 含 む 、 医 薬 組 成 物 、

［ １ ３ ］ ［ １ ］ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は そ の 断 片 、 ［ ２ ］ 又 は ［ ３ ］ に 記 載 の ポ リ

ヌ ク レ オ チ ド 、 ［ ４ ］ に 記 載 の 組 換 え 体 分 子 、 又 は ［ ５ ］ に 記 載 の ベ ク タ ー を 、 マ ダ ニ 駆

除 の 必 要 な 対 象 に 、 有 効 量 で 投 与 す る こ と を 含 む 、 マ ダ ニ 駆 除 方 法 、

［ １ ４ ］ ［ １ ］ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は そ の 断 片 、 ［ ２ ］ 又 は ［ ３ ］ に 記 載 の ポ リ

ヌ ク レ オ チ ド 、 ［ ４ ］ に 記 載 の 組 換 え 体 分 子 、 又 は ［ ５ ］ に 記 載 の ベ ク タ ー を 、 マ ダ ニ 媒

介 性 感 染 症 の 治 療 又 は 予 防 の 必 要 な 対 象 に 、 有 効 量 で 投 与 す る こ と を 含 む 、 マ ダ ニ 媒 介 性

感 染 症 の 治 療 又 は 予 防 方 法 、

［ １ ５ ］ ［ １ ］ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 試 験 物 質 と を 接 触 さ せ る 工 程 、 及 び

前 記 ポ リ ペ プ チ ド の ガ レ ク チ ン 活 性 を 分 析 す る 工 程

を 含 む 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の ガ レ ク チ ン 活 性 を 修 飾 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 並 び

に

［ １ ６ ］ マ ダ ニ ガ レ ク チ ン 阻 害 剤 を 有 効 成 分 と し て 含 む 、 寄 生 虫 駆 除 剤

に 関 す る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ５ 】

　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 組 換 え 体 分 子 、 ベ ク タ ー 、 形 質 転 換 体 、 及

び 抗 体 に よ れ ば 、 本 発 明 の 医 薬 、 特 に は マ ダ ニ ワ ク チ ン を 提 供 す る こ と が で き る 。 ま た 、

本 発 明 の 医 薬 、 特 に は マ ダ ニ ワ ク チ ン に よ れ ば 、 例 え ば 、 マ ダ ニ 駆 除 、 又 は マ ダ ニ 媒 介 性

感 染 症 の 治 療 若 し く は 予 防 が 可 能 で あ る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ １ ６ 】

　 以 下 、 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る 。

　 本 発 明 に お け る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 、 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ 、 ス ク リ ー ニ ン グ

、 及 び 塩 基 配 列 の 決 定 等 の 分 子 生 物 学 、 寄 生 虫 学 、 免 疫 学 、 並 び に 生 化 学 的 な 技 術 は 、 J.

Sambrook, E.F.Fritsch & T.Maniatis (1989): Molecular Cloning, a laboratory manua

l, second edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press； Ed Harlow and David Lanc

(1988):Antibodies, a laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press； 獣

医 住 血 微 生 物 学 　 近 代 出 版 （ 1986） ； 獣 医 寄 生 虫 学 、 獣 医 臨 床 寄 生 虫 学 編 集 委 員 会 編 、 文
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英 堂 （ 1998） ； 標 準 医 動 物 学 　 第 ２ 版 ， 医 学 書 院 （ 1998） 等 の 当 業 者 に 良 く 知 ら れ た 文 献

に 記 載 さ れ た 方 法 に 従 っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 ま た 、 Ｄ Ｎ Ａ 解 析 は 、 MacVector（ 登

録 商 標 ） （ コ ダ ッ ク 社 ） 及 び GENETY X（ ソ フ ト ウ ェ ア ー 開 発 社 ） 等 の ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い

て 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に は 、

（ １ ） 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；

（ ２ ） 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 し か も 、 ガ レ ク チ ン 活 性 を 有 す る ポ リ

ペ プ チ ド ；

（ ３ ） 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 又 は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換

、 及 び ／ 又 は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 し か も 、 ガ レ ク チ ン 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ

チ ド （ 以 下 、 機 能 的 等 価 改 変 体 と 称 す る ） ； 及 び

（ ４ ） 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 相 同 性 が ９ ０ ％ 以 上 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を

含 み 、 し か も 、 ガ レ ク チ ン 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド （ 以 下 、 相 同 ポ リ ペ プ チ ド と 称 す る

）

が 含 ま れ る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 （ ア ミ ノ 酸 残 基 数 ＝ ３ ２ ３ ） は 、 フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ

（ Haemaphysalis longicornis） の ガ レ ク チ ン タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 本 明 細 書 に お い て 「 ガ レ ク チ ン 活 性 」 と は 、 ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン タ ン パ ク 質 の

生 物 学 的 活 性 を 意 味 し 、 例 え ば 、 血 球 凝 集 活 性 、 β ガ ラ ク ト シ ド に 対 す る 結 合 活 性 、 あ る

い は 、 マ ダ ニ 媒 介 性 病 原 体 （ 例 え ば 、 バ ベ シ ア 原 虫 な ど ） に 対 す る 結 合 活 性 ［ 好 ま し く は

、 バ ベ シ ア 原 虫 の 表 面 タ ン パ ク 質 （ 特 に は Ｅ Ｍ Ａ ２ 抗 原 ［ Huang X et al. ,　 J Clin Micr

obiol. 41:1147-1151(2003)］ ） と の 結 合 活 性 ］ を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 或 る ポ リ ペ プ チ ド が ガ レ ク チ ン 活 性 を 有 す る か 否 か は 、 公 知 の 方 法 に 従 っ て 、 判 定 す る

こ と が で き る 。 例 え ば 、 或 る ポ リ ペ プ チ ド が 血 球 凝 集 活 性 を 有 す る か 否 か は 、 例 え ば 、 実

施 例 ８ に 示 す よ う に 、 Nowak et al. , Biochem Biophys Res Com mun 68:650-657(1976)に

従 っ て 判 定 す る こ と が で き る 。 或 る ポ リ ペ プ チ ド が β ガ ラ ク ト シ ド に 対 す る 結 合 活 性 を 有

す る か 否 か は 、 例 え ば 、 ラ ク ト ー ス に 対 す る 結 合 能 を 分 析 す る こ と に よ り 判 定 す る こ と が

で き 、 よ り 具 体 的 に は 、 実 施 例 ８ に 示 す よ う に 、 ラ ク ト ー ス を リ ガ ン ド と す る ア フ ィ ニ テ

ィ 精 製 （ 好 ま し く は ラ ク ト ー ス ア ガ ロ ー ス ） に よ り 判 定 す る こ と が で き る 。 或 る ポ リ ペ プ

チ ド が マ ダ ニ 媒 介 性 病 原 体 に 対 す る 結 合 活 性 を 有 す る か 否 か は 、 例 え ば 、 マ ダ ニ 媒 介 性 病

原 体 、 あ る い は 、 そ れ か ら 分 離 し た 化 合 物 （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 ） と の 結 合 能 を 分 析 す る

こ と に よ り 判 定 す る こ と が で き 、 よ り 具 体 的 に は 、 実 施 例 ９ に 示 す 方 法 に よ り 判 定 す る こ

と が で き る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る 「 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 し か も 、 ガ

レ ク チ ン 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 」 と し て は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸

配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 及 び ／ 又 は Ｃ 末 端 に 、 適 当 な マ ー カ ー 配 列 等 が 付 加 さ

れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 し か も 、 ガ レ ク チ ン 活 性 を 有 す る 融 合 ポ リ ペ プ チ ド ； あ る い

は 、 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド と 、 融 合 用 パ ー ト ナ ー と の

融 合 ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 し か も 、 ガ レ ク チ ン 活 性 を 有 す る 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を 挙 げ る

こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 前 記 マ ー カ ー 配 列 と し て は 、 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 確 認 、 細 胞 内 局 在 の 確 認 、

あ る い は 、 精 製 等 を 容 易 に 行 な う た め の 配 列 を 用 い る こ と が で き 、 例 え ば 、 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ タ グ

、 ヘ キ サ － ヒ ス チ ジ ン ・ タ グ 、 ヘ マ グ ル チ ニ ン ・ タ グ 、 又 は ｍ ｙ ｃ エ ピ ト ー プ な ど を 用 い

る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ２ ３ 】

　 ま た 、 前 記 融 合 用 パ ー ト ナ ー と し て は 、 例 え ば 、 精 製 用 ポ リ ペ プ チ ド ［ 例 え ば 、 グ ル タ

チ オ ン Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｇ Ｓ Ｔ ） の 全 部 又 は 一 部 ］ 、 検 出 用 ポ リ ペ プ チ ド ［ 例 え

ば 、 ヘ ム ア グ ル チ ニ ン 又 は β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ α ペ プ チ ド （ Ｌ ａ ｃ Ｚ 　 α ） の 全 部 又 は

一 部 ］ 、 又 は 発 現 用 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 シ グ ナ ル 配 列 ） な ど を 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 更 に 、 前 記 融 合 ポ リ ペ プ チ ド に お い て は 、 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る

ポ リ ペ プ チ ド と 前 記 マ ー カ ー 配 列 又 は 融 合 用 パ ー ト ナ ー と の 間 に 、 限 定 分 解 す る タ ン パ ク

質 分 解 酵 素 （ 例 え ば 、 ト ロ ン ビ ン 又 は フ ァ ク タ ー Ｘ ａ ） で 切 断 す る こ と が で き る ア ミ ノ 酸

配 列 を 適 宜 導 入 す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 本 発 明 の 機 能 的 等 価 改 変 体 は 、 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の １ 又 は 複 数 の 箇 所

に お い て 、 全 体 と し て １ 又 は 数 個 （ 好 ま し く は １ ～ １ ０ 個 、 よ り 好 ま し く は １ ～ ７ 個 、 更

に 好 ま し く は １ ～ ５ 個 ） の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 、 及 び ／ 又 は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を

含 み 、 し か も 、 ガ レ ク チ ン 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 限 り 、 特 に 限 定 さ れ る も の で

は な く 、 そ の 起 源 も フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ に 限 定 さ れ な い 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド の フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ

に お け る 変 異 体 が 含 ま れ る だ け で な く 、 フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ 以 外 の 生 物 （ 例 え ば 、 そ の 他 の

マ ダ ニ 類 、 又 は ヒ メ ダ ニ 類 ） 由 来 の 機 能 的 等 価 改 変 体 が 含 ま れ る 。 更 に は 、 そ れ ら の 天 然

ポ リ ペ プ チ ド （ す な わ ち 、 フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ 由 来 の 変 異 体 、 あ る い は 、 フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ

以 外 の 生 物 由 来 の 機 能 的 等 価 改 変 体 ） を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 元 に し て 、 あ る い

は 、 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 元 に し て 、 遺 伝

子 工 学 的 に 、 コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 人 為 的 に 改 変 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 製 造

し た ポ リ ペ プ チ ド な ど が 含 ま れ る 。 な お 、 本 明 細 書 に お い て 「 変 異 体 」 （ ｖ ａ ｒ ｉ ａ ｔ ｉ

ｏ ｎ ） と は 、 同 一 種 内 の 同 一 ポ リ ペ プ チ ド に み ら れ る 個 体 差 、 あ る い は 、 数 種 間 の 相 同 ポ

リ ペ プ チ ド に み ら れ る 差 異 を 意 味 す る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド の フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ に お け る

変 異 体 、 あ る い は 、 フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ 以 外 の 生 物 由 来 の 機 能 的 等 価 改 変 体 は 、 当 業 者 で あ

れ ば 、 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ

オ チ ド の 塩 基 配 列 （ 例 え ば 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 に お け る 第 １ ２ ９ 番 ～ 第 １ ０

９ ７ 番 の 塩 基 か ら な る 配 列 ） の 情 報 を 基 に し て 、 取 得 す る こ と が で き る 。 な お 、 遺 伝 子 組

換 え 技 術 に つ い て は 、 特 に 断 り が な い 場 合 、 公 知 の 方 法 （ 例 え ば 、 Sambrookら ,＂ Molecul

ar Cloning,A Laboratory Manual＂ ,Cold Spring Harber Laboratory Press,1989） に 従

っ て 実 施 す る こ と が 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ

ク レ オ チ ド の 塩 基 配 列 の 情 報 を 基 に し て 適 当 な プ ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ を 設 計 し 、 前 記 プ

ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ と 、 目 的 と す る 生 物 （ 例 え ば 、 そ の 他 の マ ダ ニ 類 、 又 は ヒ メ ダ ニ 類

） 由 来 の 試 料 （ 例 え ば 、 全 Ｒ Ｎ Ａ 若 し く は ｍ Ｒ Ｎ Ａ 画 分 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー 、 又 は フ

ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー ） と を 用 い て ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） 法 （ Saiki,R.K.ら ,Sci

ence,239,487-491,1988） 又 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 を 実 施 す る こ と に よ り 、 ポ リ ペ

プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 取 得 し 、 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 適 当 な 発 現 系 を

用 い て 発 現 さ せ 、 発 現 し た ポ リ ペ プ チ ド が 、 例 え ば 、 実 施 例 ８ 又 は ９ に 記 載 の 方 法 に よ り

、 ガ レ ク チ ン 活 性 を 有 す る こ と を 確 認 す る こ と に よ り 、 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド を 取 得 す る こ

と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 ま た 、 前 記 の 遺 伝 子 工 学 的 に 人 為 的 に 改 変 し た ポ リ ペ プ チ ド は 、 常 法 、 例 え ば 、 部 位 特

異 的 突 然 変 異 誘 発 法 （ site-specific mutagenesis; Mark,D.F.ら ,Proc.Natl .Acad.Sci.US
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A,81,5662-5666,1984） に よ り 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 取 得 し 、

そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 適 当 な 発 現 系 を 用 い て 発 現 さ せ 、 発 現 し た ポ リ ペ プ チ ド が 、 例 え

ば 、 実 施 例 ８ 又 は ９ に 記 載 の 方 法 に よ り 、 ガ レ ク チ ン 活 性 を 有 す る こ と を 確 認 す る こ と に

よ り 、 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド を 取 得 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 本 発 明 の 相 同 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 相 同 性 が ９ ０ ％

以 上 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 し か も 、 ガ レ ク チ ン 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 限

り 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 本 発 明 の 相 同 ポ リ ペ プ チ ド と し て は 、 配 列 番 号 ２ で 表

さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 し て 、 好 ま し く は ９ ５ ％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は ９ ７ ％ 以 上 、 更 に

好 ま し く は ９ ８ ％ 以 上 、 更 に 好 ま し く は ９ ９ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な

る こ と が で き る 。 な お 、 本 明 細 書 に お け る 前 記 「 相 同 性 」 と は 、 公 開 さ れ て い る デ ー タ ベ

ー ス NCBI（ National Center for Biotechnology Information） の BLASTPサ ー チ (Protein-

protein Basic Local Alignment Search Tool)を 用 い た 結 果 で あ る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 こ れ ら の 本 発 明 の 新 規 ポ リ ペ プ チ ド は 、 種 々 の 公 知 の 方 法 に よ っ て 製 造 す る こ と が で き

、 例 え ば 、 本 発 明 の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 公

知 の 遺 伝 子 工 学 的 手 法 に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 よ り 具 体 的 に は 、 後 述 す る 本 発 明 の

形 質 転 換 体 （ す な わ ち 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 形 質 転 換 体 ） を 、 本 発 明 に よ る

新 規 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 が 可 能 な 条 件 下 で 培 養 し 、 ポ リ ペ プ チ ド の 分 離 及 び 精 製 に 一 般 的

に 用 い ら れ る 方 法 に よ り 、 そ の 培 養 物 か ら 目 的 ポ リ ペ プ チ ド を 分 離 及 び 精 製 す る こ と に よ

り 調 製 す る こ と が で き る 。 前 記 の 分 離 及 び 精 製 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 硫 安 塩 析 、 イ オ ン

交 換 セ ル ロ ー ス を 用 い る イ オ ン 交 換 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 分 子 篩 ゲ ル を 用 い る 分 子

篩 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 プ ロ テ イ ン Ａ 結 合 多 糖 類 を 用 い る 親 和 性 カ ラ ム ク ロ マ ト グ

ラ フ ィ ー 、 透 析 、 又 は 凍 結 乾 燥 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 ま た 、 本 発 明 に は 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 も 含 ま れ る 。 本 発 明 に よ る 前 記 断

片 は 、 本 発 明 に よ る 医 薬 の 有 効 成 分 と し て 、 あ る い は 、 本 発 明 の 抗 体 を 調 製 す る た め の 抗

原 と し て 有 用 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で

あ る 限 り 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 例 え ば 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 に お け

る １ ２ ９ 番 ～ １ ０ ９ ７ 番 の 塩 基 か ら な る 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ［ 例 え ば 、 配 列 番 号

１ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 に お け る １ ２ ９ 番 ～ １ ０ ９ ７ 番 の 塩 基 か ら な る 配 列 か ら な る ポ リ ヌ

ク レ オ チ ド （ す な わ ち 、 ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 （ Ｈ ｌ ｇ ａ ｌ 遺

伝 子 ） ） 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 に お け る １ ２ ９ 番 ～ １ １ ０ ０ 番 の 塩 基 か ら な る

配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 あ る い は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 （ す な わ ち 、

全 長 ） か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ］ 、 あ る い は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 に お け る

１ ２ ９ 番 ～ １ ０ ９ ７ 番 の 塩 基 か ら な る 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト

な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 し か も 、 ガ レ ク チ ン 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す

る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 挙 げ る こ と が で き る 。 な お 、 本 明 細 書 に お け る 用 語 「 ポ リ ヌ ク レ オ

チ ド 」 に は 、 Ｄ Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｎ Ａ の 両 方 が 含 ま れ る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 本 明 細 書 に お い て 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 と は 、 マ ダ ニ 媒 介 性 病 原 体 の ベ ク タ ー マ

ダ ニ の ガ レ ク チ ン を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 等 （ 例 え ば 、 デ フ ォ ル ト す な わ ち

初 期 設 定 の パ ラ メ ー タ を 用 い て ） を 用 い て 計 算 し た と き に ９ ０ ％ 以 上 の 相 同 性 、 好 ま し く

は ９ ５ ％ 以 上 の 相 同 性 、 よ り 好 ま し く は ９ ７ ％ 以 上 の 相 同 性 が 配 列 間 に 存 在 す る と き の み

ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 起 こ る こ と を 意 味 す る 。 通 常 、 完 全 ハ イ ブ リ ッ ド の 融 解 温 度 よ

り 約 ５ ℃ ～ 約 ３ ０ ℃ 、 好 ま し く は 約 １ ０ ℃ ～ 約 ２ ５ ℃ 低 い 温 度 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン

が 起 こ る 場 合 を い う 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 に つ い て は 、 J.Sambrookら 、 Molecular Cl

oninｇ , A Laboratory Mannual, Second Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Pres
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s(1989)に 記 載 さ れ て お り 、 こ こ に 記 載 の 条 件 を 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ス ト リ

ン ジ ェ ン ト な 条 件 と し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を ６ ５ ℃ で 一 晩 実 施 し 、 非 特 異 反 応 を 除

去 す る た め の 洗 浄 を ２ × Ｓ Ｓ Ｃ を 用 い て 室 温 で ５ 分 間 行 っ た 後 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ を 含 む ０

． ２ × Ｓ Ｓ Ｃ を 用 い て ６ ５ ℃ で ３ ０ 分 間 の 洗 浄 を ２ 回 繰 り 返 す こ と な ど が 挙 げ ら れ る 。 な

お 、 ２ Ｘ Ｓ Ｓ Ｃ の 組 成 は 、 ０ ． ３ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 及 び ３ ０ ｍ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ ク エ ン 酸 ナ

ト リ ウ ム （ ｐ Ｈ ７ ． ０ ） で あ る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 本 発 明 の ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 例 え ば 、 以 下 の よ う な

方 法 で 得 る こ と が で き る 。 本 実 施 例 で 使 用 し た マ ダ ニ で あ る 岡 山 株 の フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ （

Haemaphysalis longicornis） は 、 国 立 大 学 法 人 帯 広 畜 産 大 学 ・ 原 虫 病 研 究 セ ン タ ー よ り

得 る こ と が で き る 。 Fujisaki［ Fujisaki et al. , Natl Inst Anim Health Q (Tokyo) 16,

 122-128, (1976)］ ら の 方 法 に よ っ て 成 ダ ニ を 生 産 し 、 ア シ ッ ド グ ア ニ ジ ニ ウ ム － フ ェ ノ

ー ル － ク ロ ロ ホ ル ム （ Acid Guanidinium-Phenol-Chloroform） 法 ［ Chomczynski et al. ,

Anal Biochem 162: 156-159 (1987)］ に て 全 Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 す る こ と が で き る 。 全 Ｒ Ｎ Ａ 　

よ り ｍ Ｒ Ｎ Ａ 単 離 キ ッ ト (Oligotex-dT30； Takara社 ) を 用 い 、 メ ー カ ー の 推 奨 す る 方 法

に 従 っ て ポ リ Ａ
＋

Ｒ Ｎ Ａ を 精 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 成 ダ ニ を 、 グ ア ニ ジ ン 試 薬 、

フ ェ ノ ー ル 試 薬 等 で 処 理 し て 全 Ｒ Ｎ Ａ を 得 た 後 、 オ リ ゴ ｄ Ｔ － セ ル ロ ー ス や セ フ ァ ロ ー ス

２ Ｂ 等 を 担 体 と す る ポ リ Ｕ － セ フ ァ ロ ー ス 等 を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム 法 、 又 は バ ッ

チ 法 に よ り ポ リ Ａ
＋

ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 得 る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 こ の よ う に し て 選 ら れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し て 、 逆 転 写 酵 素 を 用 い て 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を

合 成 し 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 し 、 適 当 な ベ ク タ ー に 組 み 込 ん

で 、 前 記 ベ ク タ ー を 用 い て 大 腸 菌 等 を 形 質 転 換 し て ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る こ と

が で き る 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 適 当 な 制 限 酵 素 と リ ガ ー ゼ を 用 い る 通 常 の 方 法 で ベ ク タ ー に 組 込

む こ と が で き る 。 例 え ば 、 得 ら れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 適 当 な 制 限 酵 素 で 切 断 し 、 適 当 な ベ ク タ

ー Ｄ Ｎ Ａ の 制 限 酵 素 部 位 に 挿 入 し て ベ ク タ ー に 連 結 す る 方 法 な ど が あ る 。 こ の 際 、 後 述 の

ベ ク タ ー 、 宿 主 細 胞 を 用 い て ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 得 る こ と が 出 来 る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 こ の よ う に し て 得 ら れ た ク ロ ー ン 化 Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 、 目 的 の Ｄ Ｎ Ａ を 選 択 す る

こ と が で き る 。 選 択 方 法 と し て 、 イ ム ノ ス ク リ ー ニ ン グ 法 、 プ ラ ー ク ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ

ョ ン 法 、 コ ロ ニ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 等 の 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 得

ら れ た ク ロ ー ン 群 を 、 イ ソ プ ロ ピ ル － １ － チ オ － β － Ｄ － ガ ラ ク ト シ ド （ Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ ） 等 の

誘 導 物 質 に よ り タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ 、 こ れ を ナ イ ロ ン 膜 若 し く は セ ル ロ ー ス 膜 に 転 写 し

、 目 的 タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 又 は 前 記 抗 体 を 含 む 血 清 を 用 い て 免 疫 学 的 に 対 応 す る ク ロ

ー ン を 選 択 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 こ の よ う に し て 調 製 し た ク ロ ー ン か ら 目 的 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 を 決 定 す る こ と が で き る

。 塩 基 配 列 の 決 定 は 、 例 え ば 、 マ キ サ ム ・ ギ ル バ ー ト 法 （ Maxam,A.M. andGilbert, W.,Pr

oc.Natl .Acad.Sci.USA.,74,560,1977） 又 は ジ デ オ キ シ 法 （ Messing, J et al. ,Nucl.Acid

s Res.,9,309,1981） 等 に よ り 行 う こ と が で き る 。 こ れ ら の 原 理 を 応 用 し た 塩 基 配 列 自 動

解 析 装 置 を 用 い て 配 列 を 決 定 す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 得 ら れ た 目 的 Ｄ Ｎ Ａ を ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） 等 の 遺 伝 子 増 幅 法 に よ り 増 幅 す

る こ と が で き る 。 Ｐ Ｃ Ｒ は 、 例 え ば 、 蛋 白 質 核 酸 酵 素 「 Ｐ Ｃ Ｒ 法 最 前 線 ̶ 基 礎 技 術 か ら 応

用 ま で ̶ 」 第 ４ 巻 、 第 ５ 号 、 １ ９ ９ ６ 年 ４ 月 号 増 刊 、 共 立 出 版 に 記 載 さ れ て い る 技 術 に よ

り 行 う こ と が で き る 。 目 的 の Ｄ Ｎ Ａ を ク ロ ー ン 化 又 は 増 幅 し た 後 、 目 的 Ｄ Ｎ Ａ を 回 収 し 、

こ れ を 入 手 可 能 な 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 ん で 、 さ ら に 適 当 な 宿 主 細 胞 に 形 質 転 換 し

、 適 当 な 培 地 中 で 培 養 、 発 現 さ せ 、 目 的 タ ン パ ク 質 を 回 収 、 精 製 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 こ の 際 の ベ ク タ ー と し て 、 プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ 、 ウ イ ル ス 等 の 宿 主 細 胞 に お い て 複 製
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可 能 で あ る 限 り い か な る ベ ク タ ー も 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ 、 ｐ Ｂ Ｒ

３ ２ ５ 、 ｐ Ｕ Ｃ １ １ ８ 、 ｐ Ｕ Ｃ １ １ ９ 、 ｐ Ｋ Ｃ ３ ０ 、 ｐ Ｃ Ｆ Ｍ ５ ３ ６ 等 の 大 腸 菌 プ ラ ス ミ

ド 、 ｐ Ｕ Ｂ １ １ ０ 等 の 枯 草 菌 プ ラ ス ミ ド 、 ｐ Ｇ － １ 、 Ｙ Ｅ ｐ １ ３ 、 Ｙ Ｃ ｐ ５ ０ 等 の 酵 母 プ

ラ ス ミ ド 、 λ ｇ ｔ １ １ ０ 、 λ Ｚ Ａ Ｐ Ｉ Ｉ 等 の フ ァ ー ジ の Ｄ Ｎ Ａ 等 が 挙 げ ら れ 、 哺 乳 類 細 胞

用 の ベ ク タ ー と し て は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 等 の ウ

イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｓ Ｖ ４ ０ と そ の 誘 導 体 等 が 挙 げ ら れ る 。 ベ ク タ ー は 、 複 製 開 始 点 、 選 択 マ

ー カ ー 、 プ ロ モ ー タ ー を 含 み 、 必 要 に 応 じ て エ ン ハ ン サ ー 、 転 写 終 結 配 列 （ タ ー ミ ネ ー タ

ー ） 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 等 を 含 ん で い て も よ い 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 ベ ク タ ー は 、 商 業 的 に 入 手 可 能 な も の を 使 用 す る こ と が で き 、 例 え ば 細 菌 性 の も の で は

ｐ Ｑ Ｅ ７ ０ 、 ｐ Ｑ Ｅ ６ ０ 、 ｐ Ｑ Ｅ － ９ （ Ｑ ｉ ａ ｇ ｅ ｎ ） 、 ｐ Ｂ ｌ ｕ ｅ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ Ｉ Ｉ 　

Ｋ Ｓ 、 ｐ ｔ ｒ ｃ ９ ９ ａ 、 ｐ Ｋ Ｋ ２ ２ ３ － ３ 、 ｐ Ｄ Ｒ ５ ４ ０ 、 ｐ Ｒ Ｉ Ｔ ２ Ｔ （ Ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ

ｃ ｉ ａ ） 、 ｐ Ｅ Ｔ － １ １ ａ （ Ｎ ｏ ｖ ａ ｇ ｅ ｎ ） 、 真 核 性 の も の で は ｐ Ｘ Ｔ １ 、 ｐ Ｓ Ｇ ５ （

Ｓ ｔ ｒ ａ ｔ ａ ｇ ｅ ｎ ｅ ） 、 ｐ Ｓ Ｖ Ｋ ３ 、 ｐ Ｂ Ｐ Ｖ 、 ｐ Ｍ Ｓ Ｇ 、 ｐ Ｓ Ｖ Ｌ 、 Ｓ Ｖ ４ ０ （ Ｐ ｈ

ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｉ ａ ） 等 が あ る 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 複 製 開 始 点 と し て 、 大 腸 菌 ベ ク タ ー に 対 し て 、 例 え ば Ｃ ｏ ｌ ｉ Ｅ １ 、 Ｒ 因 子 、 Ｆ 因 子 由

来 の も の が 、 酵 母 ベ ク タ ー に 対 し て 、 例 え ば ２ μ ｍ Ｄ Ｎ Ａ 、 Ａ Ｒ Ｓ １ 由 来 の も の が 、 哺 乳

類 細 胞 用 ベ ク タ ー に 対 し て 、 例 え ば Ｓ Ｖ ４ ０ 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ウ シ パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス

由 来 の も の を 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、 プ ロ モ ー タ ー と し て ア デ ノ ウ イ ル ス 又 は Ｓ Ｖ ４

０ プ ロ モ ー タ ー 、 大 腸 菌 ｌ ａ ｃ 又 は ｔ ｒ ｐ プ ロ モ ー タ ー 、 フ ァ ー ジ ラ ム ダ Ｐ Ｌ 　 プ ロ モ ー

タ ー 、 酵 母 用 と し て の Ａ Ｄ Ｈ 、 Ｐ Ｈ Ｏ ５ 、 Ｇ Ｐ Ｄ 、 Ｐ Ｇ Ｋ 、 Ａ Ｏ Ｘ １ プ ロ モ ー タ ー 、 蚕 細

胞 用 と し て の 角 多 角 体 病 ウ イ ル ス 由 来 プ ロ モ ー タ ー 等 を 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 選 択 マ ー カ ー と し て 、 大 腸 菌 用 ベ ク タ ー に は 、 カ ナ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 、 ア ン ピ シ リ ン

耐 性 遺 伝 子 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 耐 性 遺 伝 子 等 を 、 酵 母 用 ベ ク タ ー に は 、 Ｌ ｅ ｕ ２ 、 Ｔ ｒ ｐ

１ 、 Ｕ ｒ ａ ３ 遺 伝 子 等 を 、 哺 乳 類 細 胞 に は 、 ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ

遺 伝 子 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 遺 伝 子 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 Ｄ Ｎ Ａ の ベ ク タ ー へ の 導 入 は 、 任 意 の 方 法 で 行 う こ と が で き る 。 ベ ク タ ー は 、 種 々 の 制

限 部 位 を そ の 内 部 に 持 つ ポ リ リ ン カ ー を 含 ん で い る か 、 又 は 単 一 の 制 限 部 位 を 含 ん で い る

こ と が 望 ま し い 。 ベ ク タ ー 中 の 特 定 の 制 限 部 位 を 特 定 の 制 限 酵 素 で 切 断 し 、 そ の 切 断 部 位

に Ｄ Ｎ Ａ を 挿 入 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ お よ び 調 節 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を

適 切 な 宿 主 細 胞 の 形 質 転 換 に 用 い て 、 宿 主 細 胞 に 本 発 明 の ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン を

発 現 、 産 生 さ せ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 宿 主 細 胞 と し て は 、 大 腸 菌 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス 、 枯 草 菌 等 の 細 菌 細 胞 、 ア ス ペ ル ギ ル ス

属 菌 株 等 の 真 菌 細 胞 、 パ ン 酵 母 、 メ タ ノ ー ル 資 化 性 酵 母 等 の 酵 母 細 胞 、 ド ロ ソ フ ィ ラ Ｓ ２

、 ス ポ ド プ テ ラ Ｓ ｆ ９ 等 の 昆 虫 細 胞 、 Ｃ Ｈ Ｏ 、 Ｃ Ｏ Ｓ 、 Ｂ Ｈ Ｋ 、 ３ Ｔ ３ 、 Ｃ １ ２ ７ 等 の 哺

乳 類 細 胞 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 形 質 転 換 は 、 塩 化 カ ル シ ウ ム 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ キ ス ト ラ ン 介 在 ト ラ ン

ス フ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ ー レ ー シ ョ ン 等 の 公 知 の 方 法 で 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 得 ら れ た リ コ ン ビ ナ ン ト タ ン パ ク 質 は 、 各 種 の 分 離 精 製 方 法 に よ り 、 分 離 ・ 精 製 す る こ

と が で き る 。 例 え ば 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 、 ゲ ル ろ 過 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 を 単 独 で 又 は 適 宜 組 合 せ て 用 い る こ と が で き る 。

こ の 際 、 発 現 産 物 が Ｇ Ｓ Ｔ 等 と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ れ る 場 合 は 、 目 的 タ ン パ ク

質 と 融 合 し て い る タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド の 性 質 を 利 用 し て 精 製 す る こ と も で き る 。 例 え

ば ヒ ス チ ジ ン が ６ 個 以 上 並 ん だ ア ミ ノ 酸 配 列 、 い わ ゆ る ヒ ス チ ジ ン ・ タ グ と の 融 合 タ ン パ
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ク 質 と し て 発 現 さ せ た 場 合 、 ヒ ス チ ジ ン ・ タ グ を 有 す る タ ン パ ク 質 は キ レ ー ト カ ラ ム に 結

合 す る の で 、 キ レ ー ト カ ラ ム を 用 い て 精 製 す る こ と が で き る 、 ま た Ｇ Ｓ Ｔ と の 融 合 タ ン パ

ク 質 と し て 発 現 さ せ た 場 合 、 Ｇ Ｓ Ｔ は グ ル タ チ オ ン に 対 し て 親 和 性 を 有 す る の で 、 グ ル タ

チ オ ン を 担 体 に 結 合 さ せ た カ ラ ム を 用 い る ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 効 率

的 に 精 製 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン に 対 す る 抗 体 は 、 以 下 の よ う に し て 調 製 す る こ と が で き る

。

　 前 記 ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン を も と に 作 製 し た 合 成 ペ プ チ ド を 、 適 当 な キ ャ リ ア タ

ン パ ク 質 ［ 例 え ば 、 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｂ Ｓ Ａ ） 又 は キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ グ ロ ビ ン

（ Ｋ Ｌ Ｈ ） ］ と 結 合 さ せ た 複 合 体 を 抗 原 と し て 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ た 方 法 に 従 い 、 例 え

ば 、 マ ウ ス 、 モ ル モ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 等 の 動 物 の 皮 下 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 、 静 脈 に 複 数 回

接 種 し 、 充 分 に 免 疫 し た 後 、 動 物 か ら 採 血 し 、 血 清 分 離 し 、 抗 ベ ク タ ー マ ダ ニ ガ レ ク チ ン

抗 体 を 作 製 す る こ と が で き る 。 こ の 際 、 適 当 な ア ジ ュ バ ン ト を 使 用 す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も 公 知 の 方 法 に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ベ ク タ ー マ ダ

ニ の ガ レ ク チ ン で 免 疫 し た マ ウ ス の 脾 細 胞 と マ ウ ス の ミ エ ロ ー マ 細 胞 と の 細 胞 融 合 に よ り

得 ら れ る ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 し 、 前 記 ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 又 は 前 記 ハ イ ブ リ ド ー

マ を 腹 腔 内 に 投 与 し た マ ウ ス の 腹 水 か ら 調 製 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 免 疫 抗 原 と し て 用 い る マ ダ ニ 媒 介 性 病 原 体 感 染 幼 虫 の ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン は 、

マ ダ ニ 媒 介 性 病 原 体 か ら 抽 出 し た 天 然 タ ン パ ク 質 、 あ る い は 、 組 換 え タ ン パ ク 質 で も よ い

し 、 化 学 合 成 し た も の で も よ い 。 ま た 、 全 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 で も 良 い し 、

前 記 タ ン パ ク 質 の 部 分 構 造 を 有 す る ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト や 他 の タ ン パ ク 質 と の 融 合 タ ン

パ ク 質 で も 良 い 。 ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト は 、 前 記 タ ン パ ク 質 を 適 当 な タ ン パ ク 質 分 解 酵 素

で 分 解 し た 断 片 も 用 い 得 る し 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 の 一 部 を 発 現 ベ ク タ ー に 組

み 込 ん で 発 現 さ せ た 産 物 で も 良 い 。 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 の

一 部 を 他 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 と 連 結 さ せ て 、 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 ん で 発 現

さ せ て 製 造 す る こ と も で き る し 、 ポ リ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 適 当 な キ ャ リ ア タ ン パ ク 質

と 化 学 結 合 に よ り 結 合 さ せ た 上 で 使 用 す る こ と も で き る 。 得 ら れ た 抗 体 の 反 応 性 は 、 酵 素

免 疫 測 定 法 （ Ｅ Ｉ Ａ ） 、 放 射 免 疫 測 定 法 （ Ｒ Ｉ Ａ ） 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 等 の 当 業

者 に よ く 知 ら れ た 方 法 に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 本 発 明 の 医 薬 （ 好 ま し く は 、 マ ダ ニ に 対 す る ワ ク チ ン 、 よ り 好 ま し く は 、 マ ダ ニ 媒 介 性

感 染 症 の た め の 病 原 体 伝 搬 阻 止 ワ ク チ ン ） は 、 有 効 成 分 と し て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 若

し く は そ の 断 片 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 本 発 明 の 組 換 え 体 分 子 、 又 は 本 発 明 の ベ ク

タ ー を 含 む 。 す な わ ち 、 本 発 明 に お い て は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は そ の 断 片 、 本

発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 本 発 明 の 組 換 え 体 分 子 、 又 は 本 発 明 の ベ ク タ ー を 、 そ れ 単 独 で

、 又 は 好 ま し く は 薬 剤 学 的 若 し く は 獣 医 学 的 に 許 容 す る こ と の で き る 通 常 の 担 体 又 は 希 釈

剤 と 共 に 、 マ ダ ニ 駆 除 の 必 要 な 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 （ 特 に は 、 ヒ ト ） に 経 口 的 に 又

は 非 経 口 的 に 投 与 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 本 発 明 の 医 薬 に お け る 前 記 有 効 成 分 で あ る 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は そ の 断 片 、

本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 本 発 明 の 組 換 え 体 分 子 、 又 は 本 発 明 の ベ ク タ ー を マ ダ ニ ワ ク

チ ン と し て 投 与 す る と 、 抗 体 産 生 を 誘 導 す る こ と が で き 、 宿 主 の 再 感 染 防 御 能 を 介 し て ダ

ニ を 駆 除 す る こ と が で き る 。 ま た 、 そ の 結 果 と し て 、 マ ダ ニ 媒 介 性 感 染 症 （ 例 え ば 、 人 獣

の ピ ロ プ ラ ズ マ 症 、 Ｑ 熱 、 又 は ウ イ ル ス 性 脳 炎 な ど ） の 治 療 又 は 予 防 が 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 す な わ ち 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 （ 好 ま し く は 、 マ ダ ニ 駆 除 用 医 薬 組 成 物 、 あ る い は 、 マ

ダ ニ 媒 介 性 感 染 症 の 治 療 又 は 予 防 用 医 薬 組 成 物 ） は 、 有 効 成 分 と し て の 本 発 明 の ポ リ ペ プ
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チ ド 若 し く は そ の 断 片 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 本 発 明 の 組 換 え 体 分 子 、 又 は 本 発 明

の ベ ク タ ー と 、 薬 剤 学 的 又 は 獣 医 学 的 に 許 容 す る こ と の で き る 担 体 又 は 希 釈 剤 と を 含 む 。

本 発 明 に お け る 有 効 成 分 で あ る 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は そ の 断 片 、 本 発 明 の ポ リ

ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は 本 発 明 の ベ ク タ ー は 、 前 記 医 薬 （ 好 ま し く は 、 マ ダ ニ 駆 除 用 医 薬 、 あ

る い は 、 マ ダ ニ 媒 介 性 感 染 症 の 治 療 又 は 予 防 用 医 薬 ） を 製 造 す る た め に 使 用 す る こ と が で

き る 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 本 発 明 の 医 薬 を マ ダ ニ ワ ク チ ン と し て 使 用 す る 場 合 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 と し

て は 、 投 与 対 象 に 投 与 し た 場 合 に 、 前 記 断 片 に 対 し て 免 疫 を 誘 導 す る の に 充 分 な 断 片 で あ

る 限 り 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 当 業 者 で あ れ ば 適 宜 選 択 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 用 い る と 、 試 験 物 質 が 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ガ レ ク チ ン 活

性 を 修 飾 （ 例 え ば 、 抑 制 又 は 促 進 ） す る か 否 か を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 本 発

明 に は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ス ク リ ー ニ ン グ キ ッ ト が 含 ま れ る 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に か け る こ と の で き る 試 験 物 質 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ る

も の で は な い が 、 例 え ば 、 ケ ミ カ ル フ ァ イ ル に 登 録 さ れ て い る 種 々 の 公 知 化 合 物 （ ペ プ チ

ド を 含 む ） 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ・ ケ ミ ス ト リ ー 技 術 （ Terrett , N. K. ら , Tetrahedron,

51, 8135-8137, 1995） 又 は 通 常 の 合 成 技 術 に よ っ て 得 ら れ た 化 合 物 群 、 あ る い は 、 フ ァ

ー ジ ・ デ ィ ス プ レ イ 法 （ Felici, F. ら , J. Mol. Biol. , 222, 301-310, 1991） な ど を 応

用 し て 作 成 さ れ た ラ ン ダ ム ・ ペ プ チ ド 群 を 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、 微 生 物 の 培 養 上 清

、 植 物 若 し く は 海 洋 生 物 由 来 の 天 然 成 分 、 又 は 動 物 組 織 抽 出 物 な ど も ス ク リ ー ニ ン グ の 試

験 物 質 と し て 用 い る こ と が で き る 。 更 に は 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ り 選 択 さ れ

た 化 合 物 （ ペ プ チ ド を 含 む ） を 、 化 学 的 又 は 生 物 学 的 に 修 飾 し た 化 合 物 （ ペ プ チ ド を 含 む

） を 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お い て は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 試 験 物 質 と を 接 触 さ

せ 、 前 記 試 験 物 質 の 存 在 下 に お け る 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ガ レ ク チ ン 活 性 を 分 析 す る

こ と に よ り 、 前 記 試 験 物 質 が 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ガ レ ク チ ン 活 性 を 修 飾 す る か 否 か

を 判 断 す る 。 試 験 物 質 の 不 在 下 に お け る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ガ レ ク チ ン 活 性 と 比 較 し

て 、 試 験 物 質 の 存 在 下 に お け る 前 記 ガ レ ク チ ン 活 性 が 減 少 す る 場 合 に は 、 前 記 試 験 物 質 が

、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ガ レ ク チ ン 活 性 を 抑 制 又 は 阻 害 す る と 判 断 す る こ と が で き る 。

一 方 、 ガ レ ク チ ン 活 性 が 上 昇 す る 場 合 に は 、 前 記 試 験 物 質 が 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ガ

レ ク チ ン 活 性 を 促 進 す る と 判 断 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 ガ レ ク チ ン 活 性 を 抑 制 す る 物 質 （ す な わ ち 、 ガ レ ク チ ン 阻 害 剤 ） は 、 寄 生 虫 駆 除 剤 の 有

用 な 候 補 物 質 で あ り 、 例 え ば 、 マ ダ ニ 駆 除 、 又 は マ ダ ニ 媒 介 性 感 染 症 （ 例 え ば 、 人 獣 の ピ

ロ プ ラ ズ マ 症 、 Ｑ 熱 、 又 は ウ イ ル ス 性 脳 炎 な ど ） の 治 療 若 し く は 予 防 に 用 い る こ と が で き

る 。 ガ レ ク チ ン 阻 害 剤 と し て は 、 例 え ば 、 ガ レ ク チ ン 中 和 抗 体 、 構 造 活 性 相 関 に 基 づ く 親

和 物 を 公 知 の も の と し て 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 本 発 明 に お け る 有 効 成 分 、 す な わ ち 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド （ 好 ま し く は ベ ク タ ー マ ダ

ニ の ガ レ ク チ ン ） 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 組 換 え 体 分 子 、 及 び ／ 又 は ベ ク タ ー 、 あ る い は 、

ガ レ ク チ ン 阻 害 剤 は 、 所 望 に よ り 、 種 々 の 形 態 で 投 与 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 投 与

形 態 と し て は 、 例 え ば 、 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 顆 粒 剤 、 散 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 等 に よ る 経 口 投 与

、 あ る い は 、 注 射 剤 、 点 滴 剤 、 座 薬 な ど に よ る 非 経 口 投 与 を 挙 げ る こ と が で き る 。 本 発 明

の 医 薬 は 、 公 知 の 方 法 に よ っ て 製 造 す る こ と が で き 、 製 剤 分 野 に お い て 通 常 用 い ら れ る 担

体 、 希 釈 剤 、 賦 形 剤 を 含 む 。 例 え ば 、 錠 剤 用 の 担 体 、 賦 形 剤 と し て は 、 乳 糖 、 ス テ ア リ ン

酸 マ グ ネ シ ウ ム な ど が 使 用 さ れ る 。 注 射 剤 は 、 前 記 有 効 成 分 を 通 常 注 射 剤 に 用 い ら れ る 無

菌 の 水 性 も し く は 油 性 液 に 溶 解 、 懸 濁 又 は 乳 化 す る こ と に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。
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注 射 用 の 水 性 液 と し て は 、 生 理 食 塩 水 、 ブ ド ウ 糖 や そ の 他 の 補 助 薬 を 含 む 等 張 液 な ど が 使

用 可 能 で あ り 、 適 当 な 溶 解 補 助 剤 、 例 え ば 、 ア ル コ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル な ど の ポ

リ ア ル コ ー ル 、 非 イ オ ン 界 面 活 性 剤 な ど と 併 用 し て も 良 い 。 油 性 液 と し て は 、 ゴ マ 油 、 大

豆 油 な ど が 使 用 さ れ 、 溶 解 補 助 剤 と し て は 安 息 香 酸 ベ ン ジ ル 、 ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル な ど を

併 用 し て も 良 い 。 そ の 投 与 量 は 、 症 状 、 年 齢 、 体 重 、 及 び ／ 又 は 投 与 経 路 に 応 じ て 適 宜 決

定 す る こ と が で き 、 医 師 の 判 断 及 び 各 患 者 の 状 況 に 応 じ て 決 定 す る こ と が で き る 。 有 効 用

量 は 、 例 え ば 、 イ ン ビ ト ロ に お け る 試 験 又 は イ ン ビ ボ の 動 物 モ デ ル 試 験 系 か ら 導 く こ と が

で き る 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 前 記 タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 抗 体 、 動 物 の 治 療 を 目 的 と し た 治 療 的 化 合 物

、 並 び に そ の 応 用 も 含 ま れ る 。 本 発 明 の ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン タ ン パ ク 質 及 び 核 酸

は 、 マ ダ ニ 媒 介 性 病 原 体 が 属 す る ウ イ ル ス 、 細 菌 、 原 虫 、 寄 生 虫 を 含 む マ ダ ニ 媒 介 性 病 原

体 に よ る 人 又 は 動 物 の 寄 生 虫 病 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 を 目 的 と し た 化 合 物 の 合 成 及 び 治 療 薬

の 開 発 に 応 用 す る こ と が で き る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ６ １ 】

　 以 下 、 実 施 例 に よ っ て 本 発 明 を 具 体 的 に 説 明 す る が 、 こ れ ら は 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る

も の で は な い 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

《 実 施 例 １ ： ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン 塩 基 配 列 の 分 離 及 び 決 定 》

　 フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ （ Haemaphysalis longicornis） の 成 ダ ニ は 、 国 立 大 学 法 人 帯 広 畜 産

大 学 ・ 原 虫 病 研 究 セ ン タ ー よ り 得 る こ と が で き る 。 Fujisaki［ Fujisaki et al. , Natl In

st Anim Health Q (Tokyo) 16, 122-128, (1976)］ ら の 方 法 に よ っ て 成 ダ ニ を 生 産 し 、 以

下 の 操 作 に 供 し た 。 ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 国 際 公 開 W O 03/

072781号 に 記 載 の ヒ メ ダ ニ の ガ レ ク チ ン を コ ー ド す る 塩 基 配 列 情 報 を 利 用 し て 、 フ タ ト ゲ

チ マ ダ ニ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い る Ｐ Ｃ Ｒ 法 に 基 づ い て 取 得 し た 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 す な わ ち 、 成 ダ ニ よ り 市 販 キ ッ ト （ Total RN A Isolation Kit； プ ロ メ ガ 社 ） を 用 い 、

メ ー カ ー の 推 奨 す る 方 法 に 則 り 、 Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し た 。 抽 出 し た Ｒ Ｎ Ａ か ら 市 販 キ ッ ト （ mR

N A Isolation Kit； プ ロ メ ガ 社 ） を 用 い 、 メ ー カ ー の 推 奨 す る 方 法 に 従 い 、 ポ リ Ａ
＋

－ Ｒ

Ｎ Ａ を 精 製 し た 。 市 販 キ ッ ト （ Time Saver cD N A 合 成 キ ッ ト ； フ ァ ル マ シ ア 社 ） を 用 い 、

メ ー カ ー の 推 奨 す る 方 法 に 従 い 、 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 し た 。 フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ ｃ Ｄ Ｎ Ａ

ラ イ ブ ラ リ ー は 、 λ ZapII ベ ク タ ー （ ス ト ラ ー タ ジ ー ン 社 ） を 用 い て メ ー カ ー の 推 奨 す る

方 法 に よ り 作 製 し た 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 ヒ メ ダ ニ ガ レ ク チ ン ｃ Ｄ Ｎ Ａ 塩 基 配 列 か ら 縮 合 プ ラ イ マ ー （ セ ン ス プ ラ イ マ ー ： 5＇ -G A

Y GTN GCN YTNCA Y ATH A A YCCNCG-3＇ ； 配 列 番 号 ７ ） を 設 計 後 、 上 記 マ ダ ニ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ

ー を 鋳 型 に Ｐ Ｃ Ｒ を 実 施 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 は 、 反 応 液 ［ １ ng 成 ダ ニ ｃ D N A、 １ μ mol/Lセ

ン ス 及 び １ μ mol/Lア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー （ M13-20 primer） 、 10m mol/L Tris-HCl (pH8

.3)、 50m mol/L KCl、 1.5m mol/L MgCl 2 、 2.5U A mpliTaq D N A polymerase（ プ ロ メ ガ 社 ）

］ （ ５ ０ μ Ｌ ） を 調 製 し 、 市 販 機 器 （ D N A Thermal Cycler； パ ー キ ン エ ル マ ー 社 ） を 用 い

て 、 ９ ５ ℃ に て ３ ０ 秒 間 、 ５ ５ ℃ に て ３ ０ 秒 間 、 ７ ２ ℃ に て ２ 分 間 の 反 応 を ３ ５ サ イ ク ル

で 実 施 し た 。 増 幅 し た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は 、 ゲ ル 電 気 泳 動 を 行 い 、 増 幅 し た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を Ｄ Ｎ Ａ

精 製 キ ッ ト （ キ ア ゲ ン 社 ） を 用 い て 蒸 留 水 中 に 回 収 し 、 回 収 液 を 直 ち に Ｔ Ａ ク ロ ー ニ ン グ

ベ ク タ ー （ イ ン ビ ト ロ ー ゲ ン 社 ） に メ ー カ ー の 推 奨 す る 方 法 に 従 っ て Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 挿 入 し

、 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド で 大 腸 菌 Ｉ Ｎ Ｖ α Ｆ ＇ （ イ ン ビ ト ロ ー ゲ ン 社 ） の 形 質 転 換 を 行 い 、

Ｘ － Ｇ ａ ｌ （ ナ カ ラ イ 社 ） を 含 む ア ン ピ シ リ ン 含 有 Ｌ ブ ロ ス （ L-amp） プ レ ー ト に 蒔 き 、

白 色 の コ ロ ニ ー を 選 択 す る こ と に よ り 、 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 で 、 β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 欠 損 の

コ ロ ニ ー を 選 択 し た 。

【 ０ ０ ６ ５ 】
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　 選 択 し た コ ロ ニ ー を Ｌ － ａ ｍ ｐ 培 地 で 培 養 し 、 ア ル カ リ 溶 菌 法 に よ り 調 製 し た 組 換 え 体

プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を Ｍ １ ３ リ バ ー ス 及 び フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ

ム 社 ） を 用 い 、 ダ イ タ ー ミ ネ ー タ ー シ ー ク エ ン シ ン グ （ Dye-terminater　 Sequencing） 法

（ ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム 社 テ ク ニ カ ル マ ニ ュ ア ル ） に よ り メ ー カ ー の 推 奨 す る 方 法 に

従 い 反 応 さ せ 、 反 応 産 物 を Ｄ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン サ ー （ D N A sequencer Model 370A, version

1.30； ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム 社 ） を 用 い て 分 析 し 、 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 塩 基 配 列 解

析 の 結 果 か ら 、 遺 伝 子 増 幅 断 片 は 約 ６ ０ ０ ｂ ｐ で あ っ た 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

　 そ こ で ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン を コ ー ド す る 完 全 長 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 得 る た め に 、 更 に

上 記 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 鋳 型 に ５ ＇ の 欠 損 部 位 を Ｐ Ｃ Ｒ で 増 幅 し た 。 上 記 に 記 載 し た

６ ０ ０ ｂ ｐ の 塩 基 配 列 情 報 を 基 に 作 製 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 5＇ － GCGCG G GTTTATATG A A A G

GCCACGTC－ 3＇ ； 配 列 番 号 ８ ） と Ｍ １ ３ リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 実 施 し

た 。 得 ら れ た 増 幅 断 片 を Ｔ Ａ ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 定 法 に 従 っ て 塩 基 配 列 を 決

定 し た 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン を コ ー ド す る 完 全 長 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ 配 列 番 号 １ ） は 、 １ ， ２

３ １ 塩 基 で 構 成 さ れ 、 ５ ＇ に は 非 翻 訳 領 域 に 続 き Ａ Ｔ Ｇ の 開 始 コ ド ン が 、 ま た 、 ３ ＇ に は

真 核 生 物 に 存 在 す る ポ リ ア デ ニ レ ー シ ョ ン 及 び ポ リ Ａ テ イ ル が 確 認 さ れ た 。 塩 基 配 列 か ら

推 定 さ れ る タ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 ２ ） は 、 ３ ２ ３ 残 基 の ア ミ ノ 酸 か ら 構 成 さ れ 、 推 定 分 子

量 は ３ ５ ， ８ ６ ６ Ｄ ａ で あ っ た 。 コ ー デ ィ ン グ 領 域 は 、 １ ２ ９ 位 ～ １ ０ ９ ７ 位 で あ っ た 。

ア ミ ノ 酸 デ ー タ ベ ー ス と の 相 同 性 検 索 （ BlastP） か ら 、 前 記 推 定 ア ミ ノ 酸 構 造 は 、 動 物 由

来 の ガ レ ク チ ン と 類 似 性 を 示 し た 。 最 も 高 い 類 似 性 を 示 し た タ ン パ ク 質 は 、 ラ イ ム 病 の ベ

ク タ ー で あ る コ イ タ マ ダ ニ （ Rhipicephalus appendiculatus） で あ り 、 ５ ５ ％ の 相 同 性 を

示 し た 。 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 保 持 し な い こ と や 、 ２ つ の 糖 結 合 部

位 配 列 を 保 持 す る タ ン デ ム リ ピ ー ト 型 の ガ レ ク チ ン で あ る こ と が 示 さ れ た 。 な お 、 公 知 の

ヒ メ ダ ニ の ガ レ ク チ ン は 、 ア ミ ノ 酸 レ ベ ル に お い て ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン と の 間 に

類 似 性 は な く 、 マ ダ ニ ガ レ ク チ ン と ヒ メ ダ ニ ガ レ ク チ ン と は 、 異 な る 型 の ガ レ ク チ ン で あ

る こ と が 判 明 し た 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

《 実 施 例 ２ ： 組 換 え 体 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る ベ ク タ ー 構 築 の た め の ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ

レ ク チ ン ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 並 び に 組 換 え 体 分 子 及 び 組 換 え 体 細 胞 の 作 出 》

　 実 施 例 １ で 得 ら れ た マ ダ ニ ガ レ ク チ ン を コ ー ド す る 完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 セ ン ス プ ラ イ マ

ー （ 5＇ - ACG G ATCCATGTCA GCA A A G GTCTCA GCCC-3＇ ； Bam HIサ イ ト G G ATCC； 配 列 番 号 ３ ） 及

び ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー (5＇ - ACG A ATTCTA G G ACTGCTG GTGCA GCTTGC -3＇ ； EcoRIサ イ ト G

A ATTC； 配 列 番 号 ４ )を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 に て 増 幅 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 は 、 反 応 液 ［ １ ng 成

ダ ニ ｃ D N A、 １ μ mol/Lセ ン ス 及 び １ μ mol/Lア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー 、 10m mol/L Tris-HCl

 (pH8.3)、 50m mol/L KCl、 1.5m mol/L MgCl 2 、 2.5U A mpliTaq D N A polymerase（ プ ロ メ ガ

社 ） ］ （ ５ ０ μ Ｌ ） を 調 製 し 、 市 販 機 器 （ D N A Thermal Cycler； パ ー キ ン エ ル マ ー 社 ） を

用 い て 、 ９ ５ ℃ に て ３ ０ 秒 間 、 ６ ０ ℃ に て ３ ０ 秒 間 、 ７ ２ ℃ に て ２ 分 間 の 反 応 を ３ ５ サ イ

ク ル で 実 施 し た 。 増 幅 し た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は 、 ゲ ル 電 気 泳 動 を 行 い 、 増 幅 し た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を Ｄ

Ｎ Ａ 精 製 キ ッ ト （ キ ア ゲ ン 社 ） を 用 い て 蒸 留 水 中 に 回 収 し 、 回 収 液 を 制 限 酵 素 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ

及 び Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ で ３ 時 間 酵 素 処 理 し た 。 プ ラ ス ミ ド 発 現 ベ ク タ ー で あ る ｐ Ｔ ｒ ｃ Ｈ ｉ ｓ 発

現 ベ ク タ ー （ イ ン ビ ト ロ ー ゲ ン 社 ） も 、 挿 入 断 片 と 同 様 に 制 限 酵 素 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 及 び Ｅ ｃ ｏ

Ｒ Ｉ で ３ 時 間 酵 素 処 理 し た 。 な お 、 前 記 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｔ ｒ ｃ Ｈ ｉ ｓ は 、 発 現 対 象 ポ リ ペ プ

チ ド を 、 そ の Ｎ 末 端 に （ Ｈ ｉ ｓ ） ６ （ ヘ キ サ － ヒ ス チ ジ ン ・ タ グ ） を 付 加 し た 融 合 ポ リ ペ

プ チ ド と し て 発 現 さ せ る こ と が で き る 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 制 限 酵 素 処 理 し た 挿 入 断 片 及

び ベ ク タ ー を Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ゲ ー シ ョ ン キ ッ ト （ 宝 酒 造 社 ） を 用 い て 、 メ ー カ ー の 推 奨 す る 方

法 に 従 っ て 、 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 挿 入 し 、 大 腸 菌 Ｔ ｏ ｐ １ ０ （ イ ン ビ ト ロ ー ゲ ン 社 ） の 形 質 転 換

を 行 い 、 Ｌ － ａ ｍ ｐ プ レ ー ト に 蒔 き 、 白 色 の コ ロ ニ ー か ら ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン コ

ー ド 領 域 の 挿 入 さ れ た ク ロ ー ン を 選 択 し た 。
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【 ０ ０ ６ ９ 】

《 実 施 例 ３ ： 大 腸 菌 に お け る ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン の 作 出 と 作 出 し た タ ン パ ク 質 の

性 状 》

　 形 質 転 換 し た 大 腸 菌 を ３ ７ ℃ に て 、 ア ン ピ シ リ ン を 含 ん だ Ｓ Ｏ Ｂ 液 （ バ イ オ １ ０ １ ； フ

ナ コ シ ） で 培 養 し 、 Ｓ Ｏ Ｂ 液 の Ｏ Ｄ ６ ０ ０ が ０ ． ５ に 到 達 し た 時 点 で １ ｍ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ イ ソ

プ ロ ピ ル チ オ ガ ラ ク ト シ ド （ Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ ） を 添 加 し 、 更 に ３ 時 間 培 養 を 続 け た 。 経 時 的 に 産

生 さ れ る タ ン パ ク 質 産 生 の 変 化 は 、 １ ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 電 気 泳 動 ［

Laem mli, et al. , Nature 227:680-685(1970)］ を 実 施 し た 後 、 ク マ ー シ ー 染 色 で 確 認 し

た 。 そ の 結 果 、 約 ３ ６ ｋ Ｄ ａ 付 近 に 組 換 え タ ン パ ク 質 の 産 生 が 認 め ら れ 。 ま た 、 同 様 に 実

施 し た 電 気 泳 動 の ゲ ル を 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 （ ア マ シ ャ ム 社 ） に 電 気 的 に 転 写 し た 。 転

写 後 、 膜 を ５ ％ ス キ ム ミ ル ク で ３ ０ 分 間 ブ ロ ッ キ ン グ し 、 次 い で 、 ト リ ス 緩 衝 液 （ Ｔ Ｂ Ｓ

） で １ ０ ， ０ ０ ０ 倍 に 希 釈 さ れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 さ れ た Ｔ ７ モ ノ ク ロ ー ナ ル

抗 体 （ ノ バ ー ゲ ン 社 ） と １ 時 間 反 応 さ せ た 。 な お 、 前 記 Ｔ ７ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 （ Ｈ

ｉ ｓ ） ６ と 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 ツ ィ ー ン 加 Ｔ Ｂ Ｓ （ Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ ） で 洗 浄 し

た 後 、 結 合 し た タ ン パ ク 質 を 基 質 （ Ｎ Ｂ Ｔ ／ Ｂ Ｃ Ｉ Ｐ ； ギ ブ コ Ｂ Ｒ Ｌ 社 ） を 用 い て 可 視 化

し た 。 そ の 結 果 、 こ の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ っ て 、 約 ３ ６ ｋ Ｄ ａ 付 近 に 確 認 さ れ た

組 換 え タ ン パ ク 質 と 反 応 す る こ と が 認 め ら れ 、 組 換 え ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン に （ Ｈ

ｉ ｓ ） ６ が 付 加 さ れ て い る こ と が 確 認 さ れ た 。

【 ０ ０ ７ ０ 】

《 実 施 例 ４ ： 大 腸 菌 か ら の 組 換 え ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン の 精 製 、 及 び 精 製 し た 組 換

え ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン に 対 す る 抗 体 作 製 》

　 組 換 え ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン は メ タ ル キ レ ー ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ イ ン ビ ト ロ

ー ゲ ン 社 ） を 用 い て メ ー カ ー の 推 奨 す る イ ミ ダ ゾ ー ル 溶 出 法 に よ っ て 精 製 し た ［ Tsuji et

 al. , Mol Biochem Parasitol 97: 69-79(1998)］ 。 溶 出 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 遠 心 濃 縮

カ ラ ム （ Centrisart I； ザ ル ト リ ウ ス 社 , cut off 10,000 M W) を 用 い て 濃 縮 し 、 透 析 カ

セ ッ ト （ Slide-A-LyzerT M Dialysis Cassette； ピ ア ス 社 )を 用 い て リ ン 酸 緩 衝 食 塩 液 中 に

て 透 析 を 行 っ た 。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 組 換 え ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 マ ウ ス を 用 い て 以

下 の よ う に 作 製 し た ［ Tsuji et al. , Mol Biochem Parasitol 97: 69-79, (1998)］ 。 透

析 し た 組 換 え ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン ５ ０ μ ｇ を ア ジ ュ バ ン ト （ TiterMax Gold
T M

；

シ ン テ ッ ク ス 社 ） と と も に 皮 下 接 種 し 、 ４ 週 間 後 再 度 同 量 を 接 種 し た 。 再 投 与 ２ 週 後 に 採

血 を 行 い 、 血 清 を － ２ ０ ℃ に 保 存 し た 。 作 製 さ れ た 抗 血 清 は ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ

っ て 、 人 獣 共 通 マ ダ ニ の 組 換 え ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン ３ ６ ｋ Ｄ ａ と 強 く 反 応 す る こ

と が 確 認 さ れ た 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

《 実 施 例 ５ ： イ ム ノ ブ ロ ッ ト 法 に よ る 内 在 性 の ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン の 性 状 》

　 実 施 例 ４ で 作 製 し た マ ウ ス の ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン 組 換 え 体 タ ン パ ク 質 免 疫 血 清

を 用 い て 、 ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン タ ン パ ク 質 抽 出 液 の Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ／ イ ム ノ ブ

ロ ッ ト 法 を 行 っ た 。 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ［ Laem mli, et al. , Nature 227:680-685(1970)］

で 分 離 し た 後 、 定 法 に 従 い ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 （ ア マ シ ャ ム 社 ） に 転 写 し た 。 転 写 後 、 膜

を ５ ％ ス キ ム ミ ル ク で ３ ０ 分 間 ブ ロ ッ キ ン グ し 、 次 い で 、 Ｔ Ｂ Ｓ で １ ， ０ ０ ０ 倍 に 希 釈 さ

れ た マ ウ ス の ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン 組 換 え 体 タ ン パ ク 質 免 疫 血 清 と １ 時 間 反 応 さ せ

た 。 Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ で 洗 浄 し た の ち 、 免 疫 血 清 と 結 合 し た タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め に 、 ア ル カ

リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 さ れ た 抗 マ ウ ス － Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 （ カ ッ ペ ル 社 ） と １ 時 間 反 応 さ せ 、 結

合 し た タ ン パ ク 質 を 基 質 Ｎ Ｂ Ｔ ／ Ｂ Ｃ Ｉ Ｐ （ ギ ブ コ Ｂ Ｒ Ｌ 社 ） を 用 い て 可 視 化 し た 。 そ の

結 果 、 マ ウ ス 血 清 と 反 応 す る 約 ３ ６ Ｄ ａ の 単 一 バ ン ド が 確 認 さ れ 、 マ ダ ニ 抽 出 タ ン パ ク 質

中 の 内 在 性 ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン を 同 定 す る こ と が で き た 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

《 実 施 例 ６ ： 免 疫 組 織 化 学 法 に よ る 内 在 性 ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン の 局 在 》
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　 フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ の 成 ダ ニ を 、 リ ン 酸 緩 衝 液 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） に パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を ４ ％

に な る よ う に 調 製 し た 溶 液 で 、 虫 体 を 固 定 し 、 定 法 に 従 っ て パ ラ フ ィ ン 切 片 を 作 製 し た 。

キ シ レ ン ・ ア ル コ ー ル 系 列 を 通 し た 組 織 切 片 を 、 １ ０ ％ 正 常 ヤ ギ 血 清 で ３ ０ 分 間 ブ ロ ッ キ

ン グ し た 。 組 織 切 片 に Ｐ Ｂ Ｓ で １ ０ ０ 倍 に 希 釈 さ れ た マ ウ ス の ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ

ン 組 換 え 体 タ ン パ ク 質 免 疫 血 清 と 一 晩 反 応 さ せ た 。 Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ （ PBS-Tween20） で 洗 浄 し た

後 、 免 疫 血 清 と 結 合 し た タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め に 、 ビ オ チ ン 標 識 さ れ た 抗 マ ウ ス － Ｉ

ｇ Ｇ 抗 体 （ カ ッ ペ ル 社 ） と ２ ０ 分 間 反 応 さ せ た 。 Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ で 洗 浄 し た 後 、 ペ ル オ キ ダ ー ゼ

標 識 さ れ た ア ビ ジ ン を ２ ０ 分 間 反 応 さ せ 、 Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ で 洗 浄 し た 後 、 基 質 ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ

ン テ ト ラ ハ イ ド ロ ク ロ ラ イ ド （ シ グ マ 社 ） を 用 い て 可 視 化 し た 。 そ の 結 果 、 内 在 性 ベ ク タ

ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン の 局 在 を 示 す 陽 性 反 応 は 、 全 身 性 に 確 認 さ れ 、 特 に 中 腸 上 皮 で の 最

も 強 い 反 応 が 確 認 さ れ た 。

【 ０ ０ ７ ４ 】

《 実 施 例 ７ ： 酵 母 を 用 い た 組 換 え ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン の 作 製 》

　 ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン の 機 能 を 明 ら か に す る た め に 、 酵 母 発 現 系 （ EasySelect P

ichia 発 現 キ ッ ト ； イ ン ビ ト ロ ー ゲ ン 社 ） を 用 い て 、 組 換 え ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン

を 作 製 し た 。 メ ー カ ー の 推 奨 す る プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て セ ン ス プ ラ イ マ ー （ 5＇ - ACG G ATC

CATGTCA GCA A A G GTCTCA GCCC -3＇ ； 配 列 番 号 ５ ） と ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー （ 5＇ - ACG A ATT

CTA G G ACTGCTG GTGCA GCTTGC -3＇ ； 配 列 番 号 ６ ） と を 用 い て ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン の

コ ー ド 領 域 を Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 に て 増 幅 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 物 を ｐ Ｐ Ｉ Ｃ 　 Ｚ Ｂ ベ ク タ ー （ イ ン ビ

ト ロ ー ゲ ン 社 ） に 挿 入 し 、 酵 母 （ Pichia pastorisGS115（ イ ン ビ ト ロ ー ゲ ン 社 ） を 用 い て

形 質 転 換 体 を 作 製 し た 。 選 抜 さ れ て ゼ オ シ ン 耐 性 形 質 転 換 体 か ら 予 備 的 発 現 ス ク リ ー ニ ン

グ に よ っ て 高 発 現 ク ロ ー ン を 選 択 し 、 組 換 え ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン の 大 量 精 製 を 実

施 し た 。 精 製 は 組 換 え ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン に 付 加 さ れ て い る ヘ キ サ － ヒ ス チ ジ ン

・ タ グ （ His-tag） を 利 用 し て 、 実 施 例 ４ に 示 し た 大 腸 菌 発 現 の 組 換 え ベ ク タ ー マ ダ ニ の

ガ レ ク チ ン の 精 製 と 同 様 に 行 っ た 。 酵 母 発 現 の 組 換 え ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン は 分 子

量 ３ ６ ． ５ ｋ Ｄ ａ で 、 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し た 遺 伝 子 か ら 推 定 さ れ る 分 子 量 と 一 致 し た 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

《 実 施 例 ８ ： 組 換 え ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン の 糖 結 合 活 性 》

　 ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン が 属 す る ガ レ ク チ ン フ ァ ミ リ ー の 特 徴 で あ る 、 β ガ ラ ク ト

シ ド に 対 す る 糖 結 合 活 性 を 調 べ た 。 は じ め に 組 換 え ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン の 血 球 凝

集 作 用 を 、 Nowak et al. , Biochem Biophys Res Com mun 68:650-657(1976)に 従 っ て 検 討

し た 。 そ の 結 果 、 組 換 え ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン は 、 ウ サ ギ 赤 血 球 を 濃 度 依 存 的 に 凝

集 さ せ 、 そ の 反 応 は β -gal1.4（ 生 化 学 工 業 ） で 阻 害 さ れ る こ と が 確 認 さ れ た 。 次 に 、 ラ

ク ト ー ス を リ ガ ン ド と し た ア フ ァ ニ テ ィ 精 製 （ 生 化 学 工 業 ） に よ っ て 、 組 換 え ベ ク タ ー マ

ダ ニ の ガ レ ク チ ン は ラ ク ト ー ス ア ガ ロ ー ス に 吸 着 す る こ と が 確 認 さ れ た こ と か ら 、 β ガ ラ

ク ト シ ド 結 合 能 の 保 持 が 確 認 さ れ た （ 図 １ ） 。 図 １ に お い て 、 レ ー ン １ は 、 組 換 え ガ レ ク

チ ン で あ り 、 レ ー ン ２ は 、 フ コ ー ス ア ガ ロ ー ス に 対 す る 非 結 合 画 分 で あ り 、 レ ー ン ３ は 、

フ コ ー ス ア ガ ロ ー ス に 対 す る 結 合 画 分 で あ り 、 レ ー ン ４ は 、 ラ ク ト ー ス ア ガ ロ ー ス に 対 す

る 非 結 合 画 分 で あ り 、 レ ー ン ５ は 、 ラ ク ト ー ス ア ガ ロ ー ス に 対 す る 結 合 画 分 で あ る 。 以 上

よ り 、 ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン は 糖 結 合 能 を 有 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

《 実 施 例 ９ ： 組 換 え ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン と 馬 バ ベ シ ア 原 虫 表 面 タ ン パ ク 質 と の 結

合 活 性 》

　 組 換 え ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン と 馬 バ ベ シ ア 原 虫 表 面 タ ン パ ク 質 と の 結 合 活 性 は 、

イ ン ビ ト ロ （ In vitro） で 培 養 し た 馬 バ ベ シ ア 原 虫 ［ バ ベ シ ア 　 エ ク イ （ Babesia equi）

］ の 宿 主 赤 血 球 内 ス テ ー ジ の メ ロ ゾ イ ト 期 虫 体 を 用 い て 調 べ た ［ Avarzed et al. , J. Cli

n. Microbiol 36:1835-1839(1998)］ 。 す な わ ち 、 ４ ％ ト リ ト ン Ｘ － １ ０ ０ で 処 理 し た バ

ベ シ ア 原 虫 の 可 溶 性 抗 原 （ 及 び 、 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 赤 血 球 膜 の タ ン パ ク 質 ） を Ｓ Ｄ Ｓ

－ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で 分 離 後 、 ポ リ ビ ニ リ デ ン フ ル オ リ ド 膜 （ PV D； ミ リ ポ ア 社 ） に 転 写 し た 。 膜

を ５ ％ ス キ ム ミ ル ク で ３ ０ 分 間 ブ ロ ッ キ ン グ し 、 次 い で 、 組 換 え ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク
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チ ン （ Ｈ ｉ ｓ － ｔ ａ ｇ を 含 む ） と 反 応 さ せ た 。 結 合 能 を 示 す 陽 性 反 応 は 、 西 洋 ワ サ ビ 標 識

Ｈ ｉ ｓ － ｔ ａ ｇ 抗 体 （ ナ カ ラ イ ） 及 び Ｄ Ａ Ｂ （ 3＇ -diaminobenzidine tetrahydrochlorid

e； シ グ マ 社 ） を 用 い て 可 視 化 し た 。 ま た 、 前 記 ガ レ ク チ ン を 反 応 さ せ る こ と な く 、 バ ベ

シ ア 原 虫 の 主 要 表 面 抗 原 で あ る Ｅ Ｍ Ａ ２ 抗 原 ［ Huang X et al. ,　 J Clin Microbiol. 41:

1147-1151(2003)］ を 認 識 す る 一 次 抗 体 と 、 西 洋 ワ サ ビ 標 識 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 と を 順 次

反 応 さ せ 、 陽 性 部 位 を 可 視 化 し た 。 更 に 、 対 照 と し て 、 溶 血 さ せ た ウ マ 赤 血 球 か ら 得 ら れ

た 赤 血 球 膜 を 用 い た 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

　 結 果 を 図 ２ に 示 す 。 図 ２ に お い て 、 レ ー ン １ は 、 ア ミ ド ブ ラ ッ ク 染 色 の 結 果 で あ り 、 レ

ー ン ２ は 、 組 換 え ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン （ Ｈ ｉ ｓ － ｔ ａ ｇ を 含 む ） を 反 応 さ せ た 後

、 西 洋 ワ サ ビ 標 識 Ｈ ｉ ｓ － ｔ ａ ｇ 抗 体 で 可 視 化 し た 結 果 で あ り 、 レ ー ン ３ は 、 抗 Ｅ Ｍ Ａ ２

抗 原 一 次 抗 体 を 反 応 さ せ た 後 、 西 洋 ワ サ ビ 標 識 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 で 可 視 化 し た 結 果 で あ り

、 レ ー ン ４ は 、 対 照 で あ る 。 そ の 結 果 、 バ ベ シ ア 原 虫 表 面 抗 原 と 結 合 す る 分 子 が 検 出 さ れ

、 そ の 中 に は 、 バ ベ シ ア 原 虫 の 主 要 表 面 抗 原 で あ る Ｅ Ｍ Ａ ２ 抗 原 が 含 ま れ て い る こ と が 確

認 さ れ た 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ７ ８ 】

　 本 発 明 は 、 マ ダ ニ が 媒 介 す る 動 物 ・ ヒ ト の 病 原 体 に 起 因 す る 感 染 症 の 防 除 を 目 的 と し た

化 合 物 の 合 成 及 び 治 療 薬 の 開 発 の 用 途 に 適 用 す る こ と が で き る 。

【 配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト 】

【 ０ ０ ７ ９ 】

　 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ～ ８ の 配 列 で 表 さ れ る 各 塩 基 配 列 は 、 プ ラ イ マ ー 配 列 で あ る 。 配 列

番 号 ７ の 配 列 で 表 さ れ る 塩 基 配 列 に お い て 、 第 ６ 、 ９ 、 １ ２ 、 及 び ２ ４ 番 目 の 塩 基 「 ｎ 」

は 、 任 意 の 塩 基 を 意 味 す る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ８ ０ 】

【 図 １ 】 電 気 泳 動 に よ り 、 組 換 え ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン の ラ ク ト ー ス 結 合 反 応 の 結

果 を 示 す 、 図 面 に 代 わ る 写 真 で あ る 。

【 図 ２ 】 電 気 泳 動 に よ り 、 組 換 え ベ ク タ ー マ ダ ニ の ガ レ ク チ ン と バ ベ シ ア 原 虫 表 面 タ ン パ

ク 質 と の 結 合 反 応 の 結 果 を 示 す 、 図 面 に 代 わ る 写 真 で あ る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 配 列 表 】
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