
JP  2007-53987  A   2007.3.8

(57)【 要 約 】 　 　 　 （ 修 正 有 ）

【 課 題 】 B. gibsoni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 。

【 解 決 手 段 】 B. gibsoni原 虫 の 分 泌 抗 原 １ （ BgS A 1） タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る D N A ； BgS A 1

遺 伝 子 の 発 現 産 物 （ 組 換 え BgS A 1タ ン パ ク 質 ） ； BgS A 1遺 伝 子 配 列 に 基 づ く 合 成 ペ プ チ ド ；

組 換 え BgS A 1タ ン パ ク 質 と BgS A 1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 用

製 剤 ； 組 換 え BgS A 1タ ン パ ク 質 あ る い は BgS A 1合 成 ペ プ チ ド を 抗 原 と し た 診 断 用 製 剤 ； BgS A

1遺 伝 子 を タ ー ゲ ッ ト に し た D N A 診 断 ； 組 換 え BgS A 1タ ン パ ク 質 あ る い は BgS A 1合 成 ペ プ チ ド

を 用 い た 予 防 用 ワ ク チ ン 製 剤 ； BgS A 1遺 伝 子 を 組 み 込 ん だ 組 換 え ウ イ ル ス ワ ク チ ン ； BgS A 1

遺 伝 子 を 組 み 込 ん だ プ ラ ス ミ ド ワ ク チ ン （ D N A ワ ク チ ン ） 。

【 選 択 図 】 な し
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

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 Ｄ Ｎ

Ａ 。

【 請 求 項 ２ 】

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 Ｄ Ｎ Ａ 。

(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 ３ 】

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 Ｄ Ｎ Ａ 。

(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 ４ 】

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 Ｄ Ｎ Ａ 。

(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 Ｄ Ｎ Ａ

(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 Ｄ Ｎ Ａ

【 請 求 項 ５ 】

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 Ｄ Ｎ Ａ 。

(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 Ｄ Ｎ Ａ

(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 Ｄ Ｎ Ａ

【 請 求 項 ６ 】

請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 及 び プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 組 換 え 体 Ｄ Ｎ Ａ

。

【 請 求 項 ７ 】

請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 組 換 え ウ イ ル ス 。

【 請 求 項 ８ 】

請 求 項 ６ に 記 載 の 組 換 え 体 Ｄ Ｎ Ａ ま た は 請 求 項 ７ に 記 載 の 組 換 え 体 ウ イ ル ス を 含 む 宿 主 。

【 請 求 項 ９ 】

宿 主 が 細 菌 で あ る 請 求 項 ８ に 記 載 の 宿 主 。

【 請 求 項 １ ０ 】

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 １ １ 】

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
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)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 １ ２ 】

請 求 項 １ ０ 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 １ １ 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 (G

ST)リ ー ダ ー タ ン パ ク 質 と か ら な る 融 合 タ ン パ ク 質 。

【 請 求 項 １ ３ 】

請 求 項 ６ に 記 載 の 組 換 え 体 Ｄ Ｎ Ａ ま た は 請 求 項 ７ に 記 載 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 。

【 請 求 項 １ ４ 】

請 求 項 １ ０ 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 １

１ に 記 載 の BgSA1タ ン パ ク 質 の 成 熟 タ ン パ ク 質 、 ま た は 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 融 合 タ ン パ ク

質 を 用 い た 原 虫 感 染 症 の 診 断 方 法 。

【 請 求 項 １ ５ 】

請 求 項 １ ０ 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 １

１ に 記 載 の BgSA1タ ン パ ク 質 の 成 熟 タ ン パ ク 質 、 ま た は 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 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 。

【 請 求 項 １ ６ 】

請 求 項 １ ０ 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 １

１ に 記 載 の BgSA1タ ン パ ク 質 の 成 熟 タ ン パ ク 質 、 ま た は 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 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 治 療 剤 ま た は 予 防 剤 。

【 請 求 項 １ ７ 】

請 求 項 １ ０ 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 １

１ に 記 載 の BgSA1タ ン パ ク 質 の 成 熟 タ ン パ ク 質 、 ま た は 請 求 項 １ ２ 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 原 虫 感 染 症 の 診 断 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 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 Ｄ Ｎ Ａ 、 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 ・

予 防 剤 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 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 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 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 。

【 ０ ０ ０ ４ 】
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　 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 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 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 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 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 im munosorbent 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 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 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 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 上 記 目 的 を 達 成 す る た め に 本 発 明 で は 、 B. gibsoni原 虫 の cD N A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 Ｄ Ｎ Ａ を 見 い だ し た 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 本 発 明 は 、 以 下 の 通 り で あ る 。

［ １ ］ 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 Ｄ Ｎ Ａ 。

［ ２ ］ 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(BgS

A1)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 Ｄ Ｎ Ａ 。

(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

［ ３ ］ 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(BgS

A1)タ ン パ ク 質 の 成 熟 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。

(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

［ ４ ］ 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(BgS

A1)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 Ｄ Ｎ Ａ 。
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(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 Ｄ Ｎ Ａ

(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 Ｄ Ｎ Ａ

［ ５ ］ 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(BgS

A1)タ ン パ ク 質 の 成 熟 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。

(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 Ｄ Ｎ Ａ

(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 Ｄ Ｎ Ａ

［ ６ ］ ［ １ ］ ～ ［ ５ ］ の い ず れ か に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 及 び プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 組 換 え 体 Ｄ

Ｎ Ａ 。

［ ７ ］ ［ １ ］ ～ ［ ５ ］ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 組 換 え ウ イ ル ス 。

［ ８ ］ ［ ６ ］ に 記 載 の 組 換 え 体 Ｄ Ｎ Ａ ま た は ［ ７ ］ に 記 載 の 組 換 え 体 ウ イ ル ス を 含 む 宿 主

。

［ ９ ］ 宿 主 が 細 菌 で あ る ［ ８ ］ に 記 載 の 宿 主 。

［ １ ０ ］ 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

［ １ １ ］ 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

［ １ ２ ］ ［ １ ０ ］ 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 ［ １ １ ］ 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 。

［ １ ３ ］ ［ ６ ］ に 記 載 の 組 換 え 体 Ｄ Ｎ Ａ ま た は ［ ７ ］ に 記 載 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 。

［ １ ４ ］ ［ １ ０ ］ 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 、 ［

１ １ ］ に 記 載 の BgSA1タ ン パ ク 質 の 成 熟 タ ン パ ク 質 、 ま た は ［ １ ２ ］ に 記 載 の 融 合 タ ン パ

ク 質 を 用 い た 原 虫 感 染 症 の 診 断 方 法 。

［ １ ５ ］ ［ １ ０ ］ 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 、 ［

１ １ ］ に 記 載 の BgSA1タ ン パ ク 質 の 成 熟 タ ン パ ク 質 、 ま た は ［ １ ２ ］ に 記 載 の 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 。

［ １ ６ ］ ［ １ ０ ］ 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 、 ［

１ １ ］ に 記 載 の BgSA1タ ン パ ク 質 の 成 熟 タ ン パ ク 質 、 ま た は ［ １ ２ ］ に 記 載 の 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 治 療 剤 ま た は 予 防 剤 。

［ １ ７ ］ ［ １ ０ ］ 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 、 ［

１ １ ］ に 記 載 の BgSA1タ ン パ ク 質 の 成 熟 タ ン パ ク 質 、 ま た は ［ １ ２ ］ 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 原 虫 感 染 症 の 診 断 方 法 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ０ 】

　 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 Ｄ Ｎ Ａ 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 。
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【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ １ １ 】

　 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 Ｄ Ｎ

Ａ に 関 す る 。 こ の Ｄ Ｎ Ａ は 、 B. gibsoni原 虫 の cD N A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 Ｄ Ｎ Ａ が 、 BgSA1タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ

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 Ｄ Ｎ Ａ で あ り 、 121～ 1686番 が 、 成 熟 ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ で

あ る 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 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 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 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 Ｄ Ｎ Ａ で あ る が 、 こ の Ｄ Ｎ Ａ 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 Ｄ Ｎ Ａ 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

【 ０ ０ １ ４ 】

　 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 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 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 Ｄ Ｎ Ａ

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 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 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 Ｄ Ｎ Ａ 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 Ｄ Ｎ Ａ 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

【 ０ ０ １ ７ 】

　 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 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 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 Ｄ Ｎ Ａ

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 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 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 Ｄ Ｎ Ａ 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 Ｄ Ｎ Ａ 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 Ｄ Ｎ Ａ

(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 Ｄ Ｎ Ａ

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 Ｄ Ｎ Ａ (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 Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 Ｄ Ｎ Ａ (b)は 、 Ｄ Ｎ Ａ (a)と 実 質 的 に 同 一 の Ｄ Ｎ Ａ で あ り 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｄ Ｎ Ａ (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 Ｄ Ｎ Ａ で あ っ て も よ い 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 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 Ｄ Ｎ Ａ 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 Ｄ Ｎ Ａ 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 Ｄ Ｎ Ａ

(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 Ｄ Ｎ Ａ

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 Ｄ Ｎ Ａ (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 Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 Ｄ Ｎ Ａ (d)は 、 Ｄ Ｎ Ａ (c)と 実 質 的 に 同 一 の Ｄ Ｎ Ａ で あ り 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｄ Ｎ Ａ (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 Ｄ Ｎ Ａ で あ っ て も よ い 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 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 D N A診 断 に も 使 用 す る こ と

が で き る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 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

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 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 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 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
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(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

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 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 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 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 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 配 列 番 号 １ に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 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 cD N A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 Ｄ Ｎ Ａ 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 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 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 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 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 Ｄ Ｎ Ａ 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 、

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 Ｄ Ｎ Ａ 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 Ｄ Ｎ Ａ 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 Ｄ Ｎ Ａ 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 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 上 記 の よ う な 変 異 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 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 Ｄ Ｎ Ａ 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 Ｄ Ｎ Ａ 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 Ｄ Ｎ 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 の 反 応 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る

Ｄ Ｎ Ａ 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 Ｄ Ｎ Ａ が 得 ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】
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　 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 Ｄ Ｎ Ａ 同 士 、 例 え ば ９ ０ ％ 以 上 の 相 同 性

を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 同 士 が ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ れ よ り 相 同 性 が 低 い Ｄ Ｎ Ａ 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 ６ ０

℃ 、 １ × Ｓ Ｓ Ｃ ， ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 好 ま し く は 、 ０ ． １ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 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 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 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 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 本 発 明 は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 及 び プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 組 換 え 体 Ｄ Ｎ Ａ に 関 す る 。 プ ラ

ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ と し て は 、 例 え ば 、 公 知 の プ ラ ス ミ ド ｐ Ｕ Ｃ 、 ｐ Ｔ Ｖ 、 ｐ Ｇ Ｅ Ｘ 、 ｐ Ｋ Ｋ 、

ｐ Ｔ ｒ ｃ Ｈ ｉ ｓ な ど に 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を 導 入 し た 組 換 え プ ラ ス ミ ド を 挙 げ る こ と が で き る

。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 さ ら に 本 発 明 は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 組 換 え ウ イ ル ス に 関 す る 。 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 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 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 さ ら に 本 発 明 は 、 上 記 本 発 明 の 組 換 え 体 Ｄ Ｎ Ａ 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 、 M DCK細 胞 、 CA1細 胞 、 COS細 胞 、 SF9細

胞 な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 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 Ｂ Ｃ Ｇ

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 Ｄ Ｎ Ａ と し て 配 列 番 号 １ に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を 用 い れ

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 Ｄ Ｎ Ａ を 用 い れ ば 、 改 変 さ れ た BgSA1タ ン パ ク 質 が 得 ら れ る 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 本 発 明 は 、 上 記 本 発 明 の 組 換 え 体 Ｄ Ｎ Ａ 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 （ D N A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

。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 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
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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 Ｐ Ｂ Ｓ 、 蒸 留 水 等 で あ る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 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 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 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 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 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 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 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 】

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 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 。 D N A解 析 ソ フ

ト は MacVector（ Oxford Molecular社 ） を 使 用 し た 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

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 RN Aを 抽 出 し た 。 Total RN A よ り mRN A 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+ RN Aを 精 製 し た 。

以 下 に 述 べ る cD N A libraryの 構 築 と イ ム ノ ス ク リ ー ニ ン グ 及 び cD N A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 μ g の B. gibsoni mRN Aを 鋳 型 と し 、 ZAP-cD N A Synthesis Kit を 用 い て cD

N Aを 合 成 し た 。 得 ら れ た cD N Aを Sepharose CL-2Bゲ ル カ ラ ム に て サ イ ズ 分 画 し た 後 に Uni-Z
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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 M RF'株 に 感 染 さ せ 、 約 ５ ０ 万 個 の cD N

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 、 cD N A 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 。 cD N A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 D N A sequencer (Perkin Elm

er社 )を 用 い て PCR産 物 を 解 析 し cD N A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 。 cD N A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://w w w.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 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

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 BgSA1cD N A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 BgSA1cD N A断

片 を 切 り 出 し 、 大 腸 菌 発 現 用 ベ ク タ ー pGEX-4T-3（ A mersham 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 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

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 D H５ α 株 を 形 質 転 換 さ せ た 後 、 37℃ で ア ン

ピ シ リ ン を 含 ん だ LB培 地 で 培 養 し 、 培 養 液 の O D600nmが 0.3-0.5に 達 し た 時 点 で IPTGを 最 終

濃 度 0.5 m M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 ［ Laem mli 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 ） 。

【 ０ ０ ５ １ 】

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 A mersham

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 μ g 組 換 え BgSA1融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む 溶 液 200μ lと Freun

d's complete adjuvant(Difco社 )200 μ l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 100μ g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 。
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【 ０ ０ ５ ２ 】

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 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

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 】

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 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 】

【 ０ ０ ５ ５ 】

【 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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【 図 １ 】
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【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】

【 配 列 表 】
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