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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、新規のシスタチンである。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



(2) JP  2007-259804  A   2007.10.11

【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 （ １ ） 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る １ ９ 番 ～ １ ３ １ 番 の ア ミ ノ 酸 か ら な

る 配 列 、 又 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 ；

（ ２ ） 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る １ ９ 番 ～ １ ３ １ 番 の ア ミ ノ 酸 か ら な る

配 列 を 含 み 、 し か も 、 シ ス タ 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 け る １ ９ 番 ～ １ ３ １ 番 の ア ミ ノ 酸 か ら な る

配 列 、 又 は 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 置 換 、

欠 失 、 及 び ／ 又 は 挿 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 し か も 、 シ ス タ チ ン 活 性 を 示 す ポ リ ペ

プ チ ド ； 又 は

（ ４ ） 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る １ ９ 番 ～ １ ３ １ 番 の ア ミ ノ 酸 か ら な る

配 列 、 又 は 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 相 同 性 が ５ ０ ％ 以 上 で あ る ア ミ ノ 酸 配

列 を 含 み 、 し か も 、 シ ス タ 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 】

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

【 請 求 項 ４ 】

　 請 求 項 ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 形 質 転 換 体 。

【 請 求 項 ５ 】

　 請 求 項 ４ に 記 載 の 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を

製 造 す る 方 法 。

【 請 求 項 ６ 】

　 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 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド

、 又 は 請 求 項 ３ に 記 載 の ベ ク タ ー を 有 効 成 分 と し て 含 む 、 医 薬 。

【 請 求 項 ７ 】

　 マ ダ ニ に 対 す る ワ ク チ ン で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 医 薬 。

【 請 求 項 ８ 】

　 抗 原 虫 剤 で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 医 薬 。

【 請 求 項 ９ 】

　 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 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド

、 又 は 請 求 項 ３ 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 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 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド

、 又 は 請 求 項 ３ 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 １ 】

　 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 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド

、 又 は 請 求 項 ３ 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 ２ 】

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

【 請 求 項 １ ３ 】

　 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 シ ス タ チ ン 活 性 を 分 析 す る 工 程 を 含 む 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の シ ス タ 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 ４ 】

　 シ ス タ チ ン 阻 害 剤 、 又 は 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 抗 体 若 し く は そ の 断 片 を 有 効 成 分 と し て 含

む 、 マ ダ ニ 駆 除 剤 。
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【 請 求 項 １ ５ 】

　 シ ス タ チ ン 阻 害 剤 、 又 は 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 抗 体 若 し く は そ の 断 片 を 有 効 成 分 と し て 含

む 、 マ ダ ニ 媒 介 性 感 染 症 の 治 療 又 は 予 防 剤 。

【 請 求 項 １ ６ 】

　 シ ス タ チ ン を 有 効 成 分 と し て 含 む 、 抗 原 虫 剤 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 マ ダ ニ の シ ス タ 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 の 生 存 に 不 可 欠 な 吸 血 、 及 び こ れ に よ っ て マ ダ ニ 体 内

に 侵 入 す る 動 物 ・ ヒ ト の 病 原 体 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 タ イ レ リ ア 又 は バ ベ シ ア 原 虫 を は じ め と す る 人 獣

共 通 細 菌 ・ ウ イ ル ス を 意 味 す る 。 具 体 的 に は 、 本 発 明 は 、 宿 主 動 物 か ら の 血 液 成 分 の 摂 取

（ す な わ ち 吸 血 ） と 消 化 、 な ら び に 吸 血 に と も な っ て マ ダ ニ 個 体 へ 侵 入 し た 病 原 体 に 対 し

て 、 中 腸 上 皮 や 体 内 移 行 経 路 に あ た る 器 官 ・ 組 織 で 発 現 す る シ ス タ 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 、 マ ダ ニ の

吸 血 の 予 防 と 阻 止 、 ピ ロ プ ラ ズ マ 症 を は じ め と す る 人 及 び 動 物 の 感 染 症 の 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 約 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 約 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 世 界 の 損 害 額 は 、 畜 産 領 域 だ け で も 毎 年 １ ４ ０ 億 米 ド ル 以 上 （

非 特 許 文 献 １ ） に の ぼ り 、 そ の 対 策 は 世 界 各 国 で 畜 産 振 興 上 の 最 も 重 要 な 課 題 の ひ と つ 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 、 シ ナ プ ス 後 膜 作 用 型 の ニ コ チ ン 系 、 ネ オ ニ コ チ ノ イ ド 系 、

神 経 伝 達 物 質 分 解 酵 素 型 の 有 機 燐 系 、 カ ー バ メ ー ト 系 、 ク ロ ル ジ メ フ ォ ル ム 、 神 経 繊 維 膜

作 用 型 の 塩 素 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 、 マ ダ ニ は 、 薬 剤 の 連 続 使 用 に よ る い わ ゆ る 薬 剤 耐 性 を い ず れ の 薬 剤

に 対 し て も 獲 得 し 、 殺 ダ ニ 効 果 が 減 少 あ る い は 消 失 し た 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 、 経 済 動

物 で あ る 家 畜 で は 、 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 や タ イ レ リ ア な ど の 原 虫 に よ る ピ ロ プ ラ ズ マ 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 が 行 わ れ て い る マ ラ リ ア に 対 し 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 タ イ レ リ ア や バ ベ シ ア な ど の

ピ ロ プ ラ ズ マ 原 虫 に つ い て も 例 外 で は な く 、 ピ ロ プ ラ ズ マ 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 ２ ） 。 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 ３ ） と し て 一 部 の マ ダ ニ と マ ダ ニ 媒 介 性 病 原 体

［ 例 え ば １ 宿 主 性 の マ ダ ニ （ Boophilus microplus） と そ の 媒 介 す る ウ シ バ ベ シ ア 原 虫 ］

に 対 し て 野 外 応 用 さ れ て い る も の の 、 こ れ ら の 効 果 は 限 定 的 で あ り 、 他 の ワ ク チ ン 抗 原 と

の 併 用 に よ る 効 果 増 大 の 必 要 性 が 指 摘 さ れ る な ど 、 多 く の マ ダ ニ と マ ダ ニ 媒 介 性 病 原 体 に

対 す る 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 と 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 】

　 シ ス タ チ ン は 、 パ パ イ ン ・ フ ァ ミ リ ー の シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ に 対 し て 阻 害 活 性 を

有 す る イ ン ヒ ビ タ ー 群 で あ る 。 １ ９ ６ ０ 年 代 に 鶏 の 卵 白 か ら 初 め て 報 告 さ れ た 後 、 現 在 、

分 布 は 、 原 虫 、 線 虫 、 昆 虫 、 植 物 、 ほ 乳 類 ま で 様 々 な 生 物 で 広 く 存 在 が 知 ら れ て い る 。 マ

ダ ニ シ ス タ チ ン と し て は 、 ヒ メ ダ ニ の １ つ で あ る オ ル ニ ソ ド ロ ス ・ モ ウ バ タ （ Ornithodor

os moubata） 由 来 の シ ス タ チ ン 、 あ る い は 、 ヒ ト の ラ イ ム 病 の ベ ク タ ー で あ る マ ダ ニ 属 の

イ ク ソ デ ス ・ リ シ ヌ ス （ Ixodes ricinus） と イ ク ソ デ ス ・ ス カ ピ ュ ラ ー リ ス （ Ixodes sca

pularis） 由 来 の シ ス タ チ ン ［ NCBI (National Center for Biotechnology Information)

、 BLASTP (Protein-protein Basic Local Alignment Search Tool) サ ー チ , Accession N

o. A Y521024、 AJ547803、 AF483724］ の 塩 基 配 列 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 が そ れ ぞ れ 決 定 さ れ て

い る （ 非 特 許 文 献 ４ ） 。 ま た 、 米 国 の ヒ ト 、 イ ヌ 、 ネ コ の エ ー ル リ ヒ ア 症 の 病 原 体 （ Ehrl

ichia chaffeensisや Ehrlichia ewingii） の ベ ク タ ー で あ る キ ラ ラ マ ダ ニ 属 の １ 種 の ア ン

ブ リ オ ン マ 　 ア メ リ カ ナ ム （ A mblyom ma americanum） で は 、 シ ス タ チ ン の RN A干 渉 法 に よ

る 機 能 の 解 明 が 試 み ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 ５ ） 。 し か し な が ら 、 マ ダ ニ の シ ス タ チ ン の

全 塩 基 配 列 の 単 離 や 特 性 解 明 に 関 し て 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 ８ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 ベ テ リ ナ リ ー ・ パ ラ シ ト ロ ジ ー (Veterinary Parasitology), （ オ ラ ン

ダ 国 ） ,1997年 , 71巻 , 77-97頁

【 非 特 許 文 献 ２ 】 「 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 ３ 】 「 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

【 非 特 許 文 献 ４ 】 「 ザ ・ ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ イ ク ス ペ リ メ ン タ ル ・ バ イ オ ロ ジ ー （ The Jo

urnal of Experimental Biology） 」 ， （ 英 国 ） ， 2002年 ， 205巻 ， 2843-2864頁

【 非 特 許 文 献 ５ 】 「 バ イ オ ケ ミ カ ル ・ バ イ オ フ ィ ジ カ ル ・ リ サ ー チ ・ コ ミ ュ ニ ケ ー シ ョ ン

ズ 」 （ Biochemical Biophysical Research Com munications） ， （ オ ラ ン ダ 国 ） ， 2005年

， 334巻 ， 1336-1342頁

【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
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【 ０ ０ ０ ９ 】

　 本 発 明 者 及 び そ の 共 同 研 究 者 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 、 そ の 防 除 と こ れ が 媒 介 す る ピ ロ プ ラ ズ マ 原 虫 （ Theileria

orientalis、 Babesia ovata、 Babesia gibsoni） な ど の 疾 病 媒 介 の 予 防 ・ 治 療 に 関 す る プ

ロ ジ ェ ク ト 研 究 を 推 進 し て き て き た 。 近 年 、 本 発 明 者 ら は 、 マ ダ ニ 個 体 に お け る 様 々 な 生

物 活 性 分 子 が 、 マ ダ ニ の 吸 血 ・ 消 化 と 病 原 体 伝 搬 に お い て 果 た す 役 割 と 機 構 の 大 き さ に 着

目 し て き た が 、 今 回 、 解 析 の 結 果 か ら 、 吸 血 ・ 消 化 な ら び に マ ダ ニ 体 内 に 侵 入 す る 原 虫 な

ど の 病 原 体 に よ っ て 中 腸 上 皮 と ヘ モ サ イ ト に お け る 発 現 が 上 方 調 節 さ れ 、 マ ダ ニ の 吸 血 生

理 と 自 然 免 疫 に 関 わ る 分 子 と 想 定 さ れ る シ ス タ チ ン の 単 離 に 成 功 し た 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 シ ス タ チ ン は 、 選 択 的 に ま た 特 異 的 に シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ の 活 性 を 阻 害 す る 細 胞

内 あ る い は 細 胞 外 に 局 在 す る タ ン パ ク 質 で あ り 、 ア ミ ノ 酸 配 列 な ど の 構 造 特 性 の 相 違 に よ

っ て 、 タ イ プ １ ～ ３ の ３ 群 に 分 類 さ れ る 。 分 布 は 、 脊 椎 動 物 の ほ 乳 類 か ら 線 虫 、 昆 虫 な ど

の 無 脊 椎 動 物 、 原 虫 、 植 物 に も 広 く 存 在 が 知 ら れ て い る 。 機 能 的 に は 不 明 な 点 が 残 さ れ て

い る が 、 生 物 の タ ン パ ク 質 の 代 謝 回 転 に 代 表 さ れ る 生 命 現 象 の 基 本 部 分 を 担 う と と も に 、

病 原 体 の 侵 入 、 ガ ン 、 神 経 変 性 疾 患 や ア ポ ト ー シ ス と い っ た 様 々 な 病 態 に お い て 大 き な 動

態 を 示 し 、 重 要 な 役 割 を 有 す る こ と が 判 明 し て い る ［ Dubin G. Cell Mol Life Sci. 62:6

53-669(2005)］ 。 し か し な が ら 、 マ ダ ニ に 関 し て は 、 シ ス タ チ ン が 重 要 で あ る と の 報 告 は

こ れ ま で な か っ た 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 本 発 明 は 、 マ ダ ニ と マ ダ ニ が 媒 介 す る 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 よ る 感 染 症 の 防

除 法 を 提 供 す る も の で あ る 。 具 体 的 に は 、 マ ダ ニ の シ ス タ 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 、 マ ダ ニ の シ ス タ チ ン に 対 す る 抗 体 な ど の 阻 害 剤 、 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 ２ 】

　 本 発 明 者 は 、 偏 性 吸 血 動 物 と し て の マ ダ ニ で は 、 そ の 生 存 に 必 須 の 宿 主 か ら の 吸 血 に と

も な う 中 腸 に お け る 血 液 タ ン パ ク 質 の 消 化 に 働 く シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ な ど の 消 化 酵

素 群 の 活 性 の 高 ま り に 対 し て 、 あ る い は ま た 吸 血 に と も な っ て 侵 入 し て き た ピ ロ プ ラ ズ マ

原 虫 な ど の 各 種 病 原 体 の 侵 入 に 対 し て 、 局 所 的 に 細 胞 上 皮 で 産 生 さ れ る 何 ら か の 応 答 性 の

生 物 活 性 分 子 が あ る こ と を 想 定 し た 。 本 発 明 者 は 、 マ ダ ニ の 吸 血 ・ 消 化 機 構 と 病 原 体 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 分 子 間 相 互 作 用 を 基 盤 に し

て い る も の と 想 定 し て お り 、 今 回 、 フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ に お い て 、 吸 血 、 細 菌 細 胞 外 膜 リ ポ

多 糖 （ LPS） の 接 種 、 な ら び に バ ベ シ ア 原 虫 感 染 に と も な っ て 、 中 腸 に お け る 発 現 が 著 し

く 上 方 調 節 さ れ 、 し か も イ ン ビ ト ロ で 媒 介 バ ベ シ ア 原 虫 の 増 殖 を 抑 制 す る シ ス タ チ ン を 突

き 止 め た 。 こ の よ う な こ と か ら 、 マ ダ ニ の シ ス タ チ ン は 、 マ ダ ニ の 吸 血 に よ っ て 惹 起 さ れ

る 中 腸 に お け る 血 液 タ ン パ ク 質 の 消 化 に 関 わ る 酵 素 の 活 性 調 節 と 、 吸 血 に と も な う 病 原 体

侵 入 と 伝 搬 に 関 わ る 自 然 免 疫 に お い て 、 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る も の と 考 え ら れ る 。 ま

た 、 蛋 白 性 レ ギ ュ レ ー タ ー あ る い は プ ロ テ ク タ ン ト を 活 用 し た 創 薬 を 目 指 す 上 で 、 マ ダ ニ

の シ ス タ チ ン は 大 き な 可 能 性 を 秘 め て い る と 推 察 す る こ と が で き る 。 今 回 単 離 し た フ タ ト

ゲ チ マ ダ ニ ・ シ ス タ チ ン は 、 バ ベ シ ア な ど の ピ ロ プ ラ ズ マ 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 の 吸 血 、 な ら び に マ ダ ニ が 媒 介 す る 病 原 体 の 発 育 ・ 生 存 に お い て 、 シ ス タ チ ン が 重

要 で あ る と の 報 告 は な く 、 マ ダ ニ の シ ス タ 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 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、

［ １ ］ （ １ ） 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る １ ９ 番 ～ １ ３ １ 番 の ア ミ ノ 酸 か
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ら な る 配 列 、 又 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 、

（ ２ ） 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る １ ９ 番 ～ １ ３ １ 番 の ア ミ ノ 酸 か ら な る

配 列 を 含 み 、 し か も 、 シ ス タ 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 け る １ ９ 番 ～ １ ３ １ 番 の ア ミ ノ 酸 か ら な る

配 列 、 又 は 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 置 換 、

欠 失 、 及 び ／ 又 は 挿 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 し か も 、 シ ス タ チ ン 活 性 を 示 す ポ リ ペ

プ チ ド 、 又 は

（ ４ ） 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る １ ９ 番 ～ １ ３ １ 番 の ア ミ ノ 酸 か ら な る

配 列 、 又 は 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 相 同 性 が ５ ０ ％ 以 上 で あ る ア ミ ノ 酸 配

列 を 含 み 、 し か も 、 シ ス タ チ ン 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ；

［ ２ ］ ［ １ ］ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；

［ ３ ］ ［ ２ ］ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー ；

［ ４ ］ ［ ２ ］ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 形 質 転 換 体 ；

［ ５ ］ ［ ４ ］ の 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 工 程 を 含 む 、 ［ １ ］ の ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る 方 法

；

［ ６ ］ ［ １ ］ の ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は そ の 断 片 、 ［ ２ ］ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は ［ ３ ］

の ベ ク タ ー を 有 効 成 分 と し て 含 む 、 医 薬 ；

［ ７ ］ マ ダ ニ に 対 す る ワ ク チ ン で あ る 、 ［ ６ ］ の 医 薬 ；

［ ８ ］ 抗 原 虫 剤 で あ る 、 ［ ６ ］ の 医 薬 ；

［ ９ ］ ［ １ ］ の ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は そ の 断 片 、 ［ ２ ］ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は ［ ３ ］

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 ０ ］ ［ １ ］ の ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は そ の 断 片 、 ［ ２ ］ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は ［ ３

］ 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 １ ］ ［ １ ］ の ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は そ の 断 片 、 ［ ２ ］ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は ［ ３

］ 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 ２ ］ ［ １ ］ の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 又 は そ の 断 片 ；

［ １ ３ ］ ［ １ ］ 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

シ ス タ チ ン 活 性 を 分 析 す る 工 程 を 含 む 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の シ ス タ チ ン 活 性 を 修 飾 す る 物

質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ；

［ １ ４ ］ シ ス タ チ ン 阻 害 剤 、 又 は ［ １ ２ ］ の 抗 体 若 し く は そ の 断 片 を 有 効 成 分 と し て 含 む

、 マ ダ ニ 駆 除 剤 ；

［ １ ５ ］ シ ス タ チ ン 阻 害 剤 、 又 は ［ １ ２ ］ の 抗 体 若 し く は そ の 断 片 を 有 効 成 分 と し て 含 む

、 マ ダ ニ 媒 介 性 感 染 症 の 治 療 又 は 予 防 剤 ； 並 び に

［ １ ６ ］ シ ス タ チ ン を 有 効 成 分 と し て 含 む 、 抗 原 虫 剤

に 関 す る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 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 （ 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 が 可 能 で

あ る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ １ ５ 】

［ １ ］ 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド

　 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 に お け る １ ９ 番 ～ １ ３ １ 番 の ア ミ ノ 酸 か ら な る
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配 列 、 又 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 ；

（ ２ ） 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る １ ９ 番 ～ １ ３ １ 番 の ア ミ ノ 酸 か ら な る

配 列 を 含 み 、 し か も 、 シ ス タ 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 け る １ ９ 番 ～ １ ３ １ 番 の ア ミ ノ 酸 か ら な る

配 列 、 又 は 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 、 シ ス タ 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 に お け る １ ９ 番 ～ １ ３ １ 番 の ア ミ ノ 酸 か ら な る

配 列 、 又 は 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 相 同 性 が ５ ０ ％ 以 上 で あ る ア ミ ノ 酸 配

列 を 含 み 、 し か も 、 シ ス タ 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 ６ 】

　 本 明 細 書 に お い て 「 シ ス タ チ ン 活 性 」 と は 、 フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ の シ ス タ チ ン タ ン パ ク 質

の 生 物 学 的 活 性 を 意 味 し 、 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ （ 例 え ば 、 例

え ば 、 パ パ イ ン 、 カ テ プ シ ン Ｌ ） に 対 す る 結 合 活 性 及 び ／ 又 は 活 性 阻 害 活 性 を 挙 げ る こ と

が で き る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 或 る ポ リ ペ プ チ ド が シ ス タ 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 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の 阻 止 能 を 有

す る か 否 か は 、 例 え ば 、 実 施 例 ４ に 示 す よ う に 、 Roche et al. , Eur. J. Biochem 245:37

3-380(1997)に 従 っ て 判 定 す る こ と が で き る 。 よ り 具 体 的 に は 、 実 施 例 ４ に 示 す よ う に 、

ペ プ チ ド に よ る シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ の 活 性 阻 害 は 、 市 販 の パ パ イ ン や カ テ プ シ ン な

ど の シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ と 混 合 後 、 混 合 後 の プ ロ テ ア ー ゼ が ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ

ニ ル ・ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン － ア ル ギ ニ ン － ７ － ア ミ ド － ４ － メ チ ル ク マ リ ン 基 質 に 対 す る 活

性 を 維 持 し て い る か を 調 べ る こ と に よ っ て 、 判 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 ま た 、 或 る ポ リ ペ プ チ ド が マ ダ ニ 媒 介 性 病 原 体 に 対 す る 増 殖 阻 止 活 性 を 有 す る か 否 か は

、 例 え ば 、 ウ シ バ ベ シ ア 原 虫 を ペ プ チ ド を 含 む 培 養 液 で イ ン ビ ト ロ 培 養 し 、 経 時 的 に ギ ム

ザ 染 色 塗 抹 標 本 を 鏡 検 し て 原 虫 の 増 殖 (パ ラ シ テ ミ ア )を 確 認 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 １ ０ に 示 す 方 法 に よ り 判 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 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 に お け る １ ９ 番 ～ １

３ １ 番 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 配 列 を 含 み 、 し か も 、 シ ス タ 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 を 含 み 、 し か も 、 シ ス タ チ ン 活 性

を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド （ 好 ま し く 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 ） 、 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 又 は そ の １ ９ 番 ～ １ ３ １ 番 の ア ミ ノ 酸 か ら

な る 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 シ グ ナ ル 配 列 及 び ／

又 は 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 、 シ ス タ 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 又 は そ の １ ９ 番 ～ １

３ １ 番 の ア ミ ノ 酸 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 、 シ ス タ 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 ０ 】

　 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 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 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
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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 ２ 】

　 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 又 は そ の

１ ９ 番 ～ １ ３ １ 番 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 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 、 血

液 凝 固 因 子 Ｘ ａ 、 エ ン ト ロ キ ナ ー ゼ 、 Ｔ Ｅ Ｖ プ ロ テ ア ー ゼ な ど ） 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 ３ 】

　 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 に お け る １ ９ 番 ～ １

３ １ 番 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 配 列 、 又 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 挿 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 配

列 を 含 み 、 し か も 、 シ ス タ 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 ４ 】

　 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 又 は そ の １ ９ 番 ～ １ ３ １ 番 の ア ミ ノ 酸 か ら

な る 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 又 は そ の １ ９ 番 ～ １ ３ １ 番 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 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 」 （ va

riation） 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 ５ 】

　 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 又 は そ の １ ９ 番 ～ １ ３ １ 番 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 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 ７ ２ 番 ～ ４ ６ ７ 番 の 塩 基 か ら な る 配 列 ） 、 あ る い は 、 配 列

番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る １ ９ 番 ～ １ ３ １ 番 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 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 １ ２ ６ 番 ～ ４ ６ 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 ,＂ Molecular Cloning, A Laboratory Manual＂ , Cold Spring Har

ber Laboratory Press, 1989） に 従 っ て 実 施 す る こ と が 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 又 は そ の １ ９ 番 ～ １ ３ １ 番 の ア ミ ノ 酸 か ら

な る 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 , Science, 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 、 シ ス タ 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 。
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【 ０ ０ ２ ７ 】

　 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. USA, 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 、 シ ス タ 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 ８ 】

　 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 又 は そ の １ ９ 番 ～ １

３ １ 番 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 配 列 と の 相 同 性 が ５ ０ ％ 以 上 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 し か

も 、 シ ス タ 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 又 は そ の １ ９ 番 ～

１ ３ １ 番 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 配 列 に 関 し て 、 好 ま し く は ７ ０ ％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は ８ ０

％ 以 上 、 更 に 好 ま し く は ９ ０ ％ 以 上 、 更 に 好 ま し く は ９ ５ ％ 以 上 、 特 に 好 ま し く は ９ ８ ％

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 、 Clustal program（ Higgins及 び Sharp, Gene, 73, 237-244, 1988; 並 び

に Thompsonら , Nucleic Acid Res., 22, 4673-4680, 1994） に よ り 、 デ フ ォ ル ト で 用 意 さ

れ て い る パ ラ メ ー タ を 用 い て 得 ら れ た 値 を 意 味 す る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 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 ０ 】

　 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 １ 】

［ ２ ］ 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド

　 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 ６ 番 ～ ４ ６ 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 ７ ２ 番 ～ ４ ６ 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 、 フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ の シ ス タ チ ン 前 駆 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 （ Ｈ ｌ ｃ ｙ ｓ

ｔ 遺 伝 子 ） ） 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 に お け る １ ２ ６ 番 ～ ４ ６ ７ 番 の 塩 基 か ら な

る 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 含 ま な い 成 熟 体 を コ ー 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 ７ ２ 番 ～ ４ ６ ７ 番 又 は １ ２ ６ 番 ～ ４ ６

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 ２ 】

　 本 明 細 書 に お い て 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 と は 、 フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ の シ ス タ チ ン を
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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 Cloning, A Laborator

y Mannual, Second Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press (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 ３ 】

［ ３ ］ 本 発 明 の ベ ク タ ー 及 び 形 質 転 換 体

　 本 発 明 の ベ ク タ ー は 、 本 発 明 に よ る 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 限 り 、 特 に 限 定 さ れ る

も の で は な く 、 例 え ば 、 用 い る 宿 主 細 胞 に 応 じ て 適 宜 選 択 し た 公 知 の 発 現 ベ ク タ ー に 、 本

発 明 に よ る 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 挿 入 す る こ と に よ り 得 ら れ る ベ ク タ ー を 挙 げ る こ と が

で き る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 ま た 、 本 発 明 の 形 質 転 換 体 も 、 本 発 明 に よ る 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 限 り 、 特 に 限

定 さ れ る も の で は な く 、 例 え ば 、 本 発 明 に よ る 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 宿 主 細 胞 の 染 色

体 に 組 み 込 ま れ た 形 質 転 換 体 で あ る こ と も で き る し 、 あ る い は 、 本 発 明 に よ る 前 記 ポ リ ヌ

ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー の 形 で 含 有 す る 形 質 転 換 体 で あ る こ と も で き る 。 ま た 、 本 発 明

に よ る ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し て い る 形 質 転 換 体 で あ る こ と も で き る し 、 あ る い は 、 本 発 明

に よ る ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し て い な い 形 質 転 換 体 で あ る こ と も で き る 。 本 発 明 の 形 質 転 換

体 は 、 例 え ば 、 本 発 明 に よ る 前 記 ベ ク タ ー に よ り 、 あ る い は 、 本 発 明 に よ る 前 記 ポ リ ヌ ク

レ オ チ ド そ れ 自 体 に よ り 、 所 望 の 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 前 記 宿 主 細 胞 と し て は 、 例 え ば 、 通 常 使 用 さ れ る 公 知 の 微 生 物 、 例 え ば 、 大 腸 菌 又 は 酵

母 （ Saccharomyces cerevisiae） 、 あ る い は 、 公 知 の 培 養 細 胞 、 例 え ば 、 動 物 細 胞 （ 例 え

ば 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 、 Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 、 又 は Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 ） 又 は 昆 虫 細 胞 （ 例 え ば 、 Ｂ ｍ Ｎ

４ 細 胞 ） を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 ま た 、 公 知 の 前 記 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば 、 大 腸 菌 に 対 し て は 、 ｐ Ｕ Ｃ 、 ｐ Ｔ Ｖ

、 ｐ Ｇ Ｅ Ｘ 、 ｐ Ｋ Ｋ 、 又 は ｐ Ｔ ｒ ｃ Ｈ ｉ ｓ を ； 酵 母 に 対 し て は 、 ｐ Ｅ Ｍ Ｂ Ｌ Ｙ 又 は ｐ Ｙ Ｅ

Ｓ ２ を ； Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に 対 し て は ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ 又 は ｐ Ｍ Ａ Ｍ ｎ ｅ ｏ を ； Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞

に 対 し て は ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ を ； Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 に 対 し て は ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ を ； Ｂ ｍ Ｎ ４ 細 胞 に 対 し

て は 、 カ イ コ 核 多 角 体 ウ イ ル ス （ Ｂ ｍ Ｎ Ｐ Ｖ ） の ポ リ ヘ ド リ ン プ ロ モ ー タ ー を 有 す る ベ ク

タ ー （ 例 え ば 、 ｐ Ｂ Ｋ ２ ８ ３ ） を 挙 げ る こ と が で き る 。 更 に 、 公 知 の 発 現 ベ ク タ ー と し て

は 、 遺 伝 子 治 療 用 の ベ ク タ ー と し て 使 用 す る こ と の で き る ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 例 え ば 、 レ

ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 又 は セ ン ダ イ ウ イ ル ス 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

［ ４ ］ 本 発 明 の 医 薬

　 本 発 明 の 医 薬 （ 好 ま し く は マ ダ ニ に 対 す る 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 、 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 、 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
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。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 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 、 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 ３ ９ 】

　 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

チ ド も 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 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 ４ ０ 】

　 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 ４ １ 】

　 本 発 明 の 医 薬 （ 特 に は マ ダ ニ ワ ク チ ン ） で は 、 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を ア ジ ュ

バ ン ト 等 と 混 合 し て 、 マ ダ ニ に 対 す る ワ ク チ ン と し て 、 適 当 な 間 隔 で 動 物 （ 例 え ば 、 家 畜

等 ） に 接 種 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 直 接 、 適 当 な 溶 媒 に 溶

解 又 は 懸 濁 し て 使 用 す る こ と も で き る し 、 リ ポ ソ ー ム 中 に 封 入 し た り 、 適 当 な ベ ク タ ー に

組 み 込 ん だ 形 に し て 使 用 す る こ と も で き る 。 ま た 、 必 要 に 応 じ て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド

に 薬 学 的 に 許 容 し 得 る 担 体 を 添 加 し 、 例 え ば 、 注 射 剤 、 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 点 眼 剤 、 ク リ

ー ム 剤 、 坐 剤 、 噴 霧 剤 、 又 は パ ッ プ 剤 等 の 適 当 な 剤 型 に し て 使 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 薬 学 的 に 許 容 し 得 る 担 体 に は 、 当 業 者 に は 周 知 の 溶 媒 、 基 剤 、 安 定 化 剤 、 防 腐 剤 、 溶 解

剤 、 賦 形 剤 、 及 び 緩 衝 剤 等 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 医 薬 に 含 有 さ れ る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド

は 、 こ の よ う な 剤 型 と し た 場 合 、 例 え ば 、 投 与 対 象 の 年 齢 、 性 別 、 疾 患 の 種 類 、 又 は 程 度

等 に 応 じ て 、 そ の 投 与 方 法 及 び 投 与 量 を 適 宜 設 定 し て 使 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 経 口 投 与 に は 舌 下 投 与 を 含 む 。 非 経 口 投 与 と し て は 、 例 え ば 、 吸 入 、 経 皮 投 与 、 点 眼 、

膣 内 投 与 、 関 節 内 投 与 、 直 腸 投 与 、 動 脈 内 投 与 、 静 脈 内 投 与 、 局 所 投 与 、 筋 肉 内 投 与 、 皮

下 投 与 、 及 び 腹 腔 内 投 与 等 か ら 適 当 な 方 法 を 選 ん で 投 与 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

［ ５ ］ 本 発 明 の 抗 体 又 は そ の 断 片

　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 反 応 す る 抗 体 （ 例 え ば 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は モ ノ ク ロ ー ナ

ル 抗 体 ） は 、 各 種 動 物 に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は そ の 断 片 を 直 接 投 与 す る こ と で 得

る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 導 入 し た

プ ラ ス ミ ド を 用 い て 、 Ｄ Ｎ Ａ ワ ク チ ン 法 [Raz, E.ら , Proc. Natl . Acad. Sci. USA, 91,

9519-9523 (1994); 又 は Donnelly, J.J.ら , J. Infect. Dis. , 173, 314-320, (1996） ]

に よ っ て も 得 る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 断 片 を 適 当 な ア ジ ュ バ

ン ト （ 例 え ば 、 フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト な ど ） に 乳 濁 し た 乳 濁 液 を 、 腹 腔 、 皮 下 、 又

は 静 脈 等 に 免 疫 し て 感 作 し た 動 物 （ 例 え ば 、 ウ サ ギ 、 ラ ッ ト 、 ヤ ギ 、 又 は ニ ワ ト リ 等 ） の

血 清 又 は 卵 か ら 製 造 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に 製 造 さ れ た 血 清 又 は 卵 か ら 、 常 法 の ポ

リ ペ プ チ ド 単 離 精 製 法 に よ り ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 離 精 製 す る こ と が で き る 。 そ の よ う
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な 分 離 精 製 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 遠 心 分 離 、 透 析 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム に よ る 塩 析 、 又 は

Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － セ ル ロ ー ス 、 ハ イ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト 、 若 し く は プ ロ テ イ ン Ａ ア ガ ロ ー ス 等 に

よ る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 、 ケ ー ラ ー と ミ ル ス タ イ ン の 細 胞 融 合 法 [Kohler, G.及

び Milstein, C., Nature, 256, 495-497(1975） ]に よ り 、 当 業 者 が 容 易 に 製 造 す る こ と が

可 能 で あ る 。 す な わ ち 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 断 片 を 適 当 な ア ジ ュ バ ン ト （ 例 え

ば 、 フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト な ど ） に 乳 濁 し た 乳 濁 液 を 、 数 週 間 お き に マ ウ ス の 腹 腔

、 皮 下 、 又 は 静 脈 に 数 回 繰 り 返 し 接 種 す る こ と に よ り 免 疫 す る 。 最 終 免 疫 後 、 脾 臓 細 胞 を

取 り 出 し 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 し て ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 ハ イ ブ リ ド ー マ を 得 る た め の ミ エ ロ ー マ 細 胞 と し て は 、 例 え ば 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン － グ ア

ニ ン － ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 欠 損 又 は チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 欠 損 の よ う な マ ー カ

ー を 有 す る ミ エ ロ ー マ 細 胞 （ 例 え ば 、 マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 Ｐ ３ Ｘ ６ ３ Ａ ｇ ８ ． Ｕ １ ）

を 利 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 融 合 剤 と し て は 、 例 え ば 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 利

用 す る こ と が で き る 。 更 に は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 作 製 に お け る 培 地 と し て 、 例 え ば 、 イ ー グ

ル 氏 最 小 必 須 培 地 、 ダ ル ベ ッ コ 氏 変 法 最 小 必 須 培 地 、 又 は Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － １ ６ ４ ０ な ど の 通 常

よ く 用 い ら れ て い る 培 地 に 、 １ ０ ～ ３ ０ ％ の ウ シ 胎 仔 血 清 を 適 宜 加 え て 用 い る こ と が で き

る 。 融 合 株 は 、 Ｈ Ａ Ｔ 選 択 法 に よ り 選 択 す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ の ス ク リ ー ニ

ン グ は 培 養 上 清 を 用 い 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 又 は 免 疫 組 織 染 色 法 な ど の 周 知 の 方 法 に よ り 行 な い

、 目 的 の 抗 体 を 分 泌 し て い る ハ イ ブ リ ド ー マ の ク ロ ー ン を 選 択 す る こ と が で き る 。 ま た 、

限 界 希 釈 法 に よ っ て サ ブ ク ロ ー ニ ン グ を 繰 り 返 す こ と に よ り 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 単 ク ロ ー

ン 性 を 保 証 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に し て 得 ら れ る ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 培 地 中 で ２ ～

４ 日 間 、 あ る い は 、 プ リ ス タ ン で 前 処 理 し た Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ 系 マ ウ ス の 腹 腔 内 で １ ０ ～ ２ ０

日 間 培 養 す る こ と で 、 精 製 可 能 な 量 の 抗 体 を 産 生 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 こ の よ う に 製 造 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 培 養 上 清 又 は 腹 水 か ら 常 法 の ポ リ ペ プ チ

ド 単 離 精 製 法 に よ り 分 離 精 製 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 分 離 精 製 方 法 と し て は 、 例 え

ば 、 遠 心 分 離 、 透 析 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム に よ る 塩 析 、 又 は Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － セ ル ロ ー ス 、 ハ イ ド

ロ キ シ ア パ タ イ ト 、 若 し く は プ ロ テ イ ン Ａ ア ガ ロ ー ス 等 に よ る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 を 挙

げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 ま た 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の 一 部 分 を 含 む 抗 体 断 片 は 、 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 全 部 又 は 一 部 を 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 み 、 適 当 な 宿 主 細 胞 （ 例 え ば

、 大 腸 菌 、 酵 母 、 又 は 動 物 細 胞 ） に 導 入 し て 生 産 さ せ る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 以 上 の よ う に 分 離 精 製 さ れ た 抗 体 （ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む

） に つ い て 、 常 法 に よ り 、 ポ リ ペ プ チ ド 分 解 酵 素 （ 例 え ば 、 ペ プ シ ン 又 は パ パ イ ン 等 ） に

よ っ て 消 化 を 行 な い 、 引 き 続 き 、 常 法 の ポ リ ペ プ チ ド 単 離 精 製 法 に よ り 分 離 精 製 す る こ と

で 、 活 性 の あ る 抗 体 の 一 部 分 を 含 む 抗 体 断 片 、 例 え ば 、 Ｆ （ ａ ｂ ＇ ） ２ 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ

＇ 、 又 は Ｆ ｖ を 得 る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 更 に は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 反 応 す る 抗 体 を 、 ク ラ ク ソ ン ら の 方 法 又 は ゼ ベ デ ら の

方 法 [Clackson, T.ら , Nature, 352, 624-628 (1991); 又 は Zebedee, S. ら , Proc. Nat

l . Acad. Sci. USA, 89, 3175-3179 (1992） ] に よ り 、 一 本 鎖 （ single chain） Ｆ ｖ 又 は

Ｆ ａ ｂ と し て 得 る こ と も 可 能 で あ る 。 ま た 、 マ ウ ス の 抗 体 遺 伝 子 を ヒ ト 抗 体 遺 伝 子 に 置 き

換 え た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス [Lonberg, N. ら , Nature, 368, 856-859 (1994)] に

免 疫 す る こ と で 、 ヒ ト 抗 体 を 得 る こ と も 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

［ ６ ］ 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 並 び に そ の ス ク リ ー ニ ン グ 結 果 物 又 は 本 発 明 の 抗 体 を
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含 む 医 薬

　 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 シ ス タ 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 ３ 】

　 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 ４ 】

　 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 シ ス タ 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 シ ス タ チ ン 活 性 を 修 飾 す る か 否 か

を 判 断 す る こ と が で き る 。 試 験 物 質 の 不 在 下 に お け る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の シ ス タ チ ン

活 性 と 比 較 し て 、 試 験 物 質 の 存 在 下 に お け る 前 記 シ ス タ 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 シ ス タ 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 、 シ ス タ 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 シ ス タ チ ン 活 性 を 促 進 す る と 判 断 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 シ ス タ チ ン 活 性 を 抑 制 す る 物 質 （ す な わ ち 、 シ ス タ 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 。 シ ス タ チ ン 阻 害 剤 と し て は 、 例 え ば 、 シ ス タ 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 ６ 】

　 本 発 明 に お け る 有 効 成 分 、 す な わ ち 、 シ ス タ 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 こ と が で き る 。 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 。 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 ５ ７ 】

［ ７ ］ 本 発 明 の 抗 原 虫 剤

　 本 発 明 の 抗 原 虫 剤 は 、 有 効 成 分 と し て 、 シ ス タ チ ン を 含 む 。

　 本 発 明 に お い て は 、 シ ス タ チ ン を 、 そ れ 単 独 で 、 又 は 好 ま し く は 薬 剤 学 的 若 し く は 獣 医
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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 、 原 虫 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 。 ま た

、 本 発 明 に お け る 有 効 成 分 で あ る シ ス タ チ ン は 、 抗 原 虫 剤 を 製 造 す る た め に 使 用 す る こ と

が で き る 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 本 発 明 の 抗 原 虫 剤 の 適 当 対 象 で あ る 原 虫 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 例

え ば 、 バ ベ シ ア 原 虫 （ 例 え ば 、 ウ シ バ ベ シ ア 原 虫 の バ ベ シ ア ボ ビ ス 、 バ ベ シ ア ビ ゲ ミ ナ 、

バ ベ シ ア オ バ タ 、 イ ヌ バ ベ シ ア 原 虫 の バ ベ シ ア カ ニ ス 、 バ ベ シ ア ギ ブ ソ ニ 、 ウ マ バ ベ シ ア

原 虫 の バ ベ シ ア カ バ リ 、 バ ベ シ ア エ ク イ ） 、 タ イ レ リ ア 原 虫 （ 例 え ば 、 ウ シ タ イ レ リ ア 原

虫 の タ イ レ リ ア オ リ エ ン タ ー リ ス 、 タ イ レ リ ア ブ ッ フ ェ リ 、 タ イ レ リ ア パ ル バ 、 タ イ レ リ

ア ア ヌ ラ ー タ ） を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 本 発 明 の 抗 原 虫 剤 に 用 い る こ と の で き る シ ス タ チ ン と し て は 、 本 発 明 の 新 規 ポ リ ペ プ チ

ド を 使 用 す る こ と が で き る だ け で な く 、 公 知 の 各 種 シ ス タ チ ン を 使 用 す る こ と が で き る 。

前 記 シ ス タ チ ン と し て は 、 脊 椎 動 物 （ 例 え ば 、 ほ 乳 類 ） 、 無 脊 椎 動 物 （ 例 え ば 、 線 虫 、 昆

虫 ） 、 原 虫 、 植 物 に 由 来 す る 天 然 シ ス タ チ ン 、 あ る い は 、 シ ス タ チ ン 活 性 を 有 す る 改 変 タ

ン パ ク 質 を 用 い る こ と が で き 、 タ イ プ ２ に 属 す る シ ス タ チ ン が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 後 述 の 実 施 例 １ ０ に 示 す よ う に 、 本 発 明 の 抗 原 虫 剤 の 有 効 成 分 で あ る シ ス タ チ ン は 、 イ

ン ビ ト ロ で 媒 介 バ ベ シ ア 原 虫 の 増 殖 を 抑 制 す る こ と が で き る 。

　 本 発 明 の 抗 原 虫 剤 は 、 所 望 に よ り 、 種 々 の 形 態 で 投 与 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 前 記 の

［ ４ ］ 本 発 明 の 医 薬 、 あ る い は 、 ［ ６ ］ 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 並 び に そ の ス ク リ ー

ニ ン グ 結 果 物 又 は 本 発 明 の 抗 体 を 含 む 医 薬 に お い て 先 述 し た 形 態 で 投 与 す る こ と が で き る

。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 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 フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ の シ ス タ 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 ２ 】

　 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 。 な お 、 以 下 の 実 施 例 に お い て は 、 各 種 分 子 生 物 学 、 ダ ニ 学 、 節 足 動 物 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, Ｊ ． ら , Molecular

Cloning, a laboratory manual, second edition, Cold Spring Harbor Laboratory Pres

s (1989)、 Harlow E. ら , Antibodies, a laboratory manual, Cold Spring Harbor Labo

ratory Press (1988)や そ の 関 連 書 を 参 考 に し た 。 ま た 、 Ｄ Ｎ Ａ 解 析 ソ フ ト と し て は 、 Mac

Vector
T M

（ Oxford Molecular社 ） を 使 用 し た 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

《 実 施 例 １ ： シ ス タ チ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 単 離 及 び 塩 基 配 列 決 定 》

　 家 兎 を 吸 血 ４ 日 目 の フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ （ Haemaphysalis longicornis） の 雌 成 ダ ニ ５ ０

０ 匹 か ら 、 中 腸 組 織 を 実 体 顕 微 鏡 下 で 摘 出 し た 。 こ れ ら か ら 直 ち に 、 ア シ ッ ド グ ア ニ ジ ニ

ウ ム （ Acid Guanidinium） － フ ェ ノ ー ル － ク ロ ロ ホ ル ム 法 ［ Chomczynski et al. , Anal B

iochem 162: 156-159 (1987)］ （ A GPC法 ） を 用 い て 全 Ｒ Ｎ Ａ を 調 製 し 、 こ の ５ μ ｇ を 使 用

し 、 Ｇ － キ ャ ッ ピ ン グ 法 （ G-Capping法 ） に よ る 完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 を 行 っ た 。 pGCAPベ ク

タ ー ［ Kato et al. , D N A Res. 12: 53-62(2005)］ に ２ 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ が イ ン サ ー ト さ れ た

プ ラ ス ミ ド は 、 フ ェ ノ ー ル 抽 出 後 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 に よ り 回 収 し 、 Ｔ Ｅ 緩 衝 液 に 溶 解 し た

。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド 溶 液 は 、 D H5α コ ン ピ テ ン ト 細 胞 （ Takara社 ） と 混 合 し 、 エ レ ク ト

ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 に よ り 形 質 転 換 を 行 い 、 寒 天 培 地 に 蒔 い て 培 養 し た 。
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【 ０ ０ ６ ４ 】

　 得 ら れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の サ イ ズ は 約 １ ｘ １ ０
５

個 の 形 質 転 換 体 を 含 む も の で 、

直 ち に ラ イ ブ ラ リ ー の 予 備 的 な イ ン サ ー ト 確 認 を 実 施 し た 結 果 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 完 全 長 率 は 、

９ ２ ％ と 極 め て 高 率 で あ っ た 。 作 製 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー に 含 ま れ る 形 質 転 換 体 か ら

順 次 、 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 ・ 精 製 し 、 こ の プ ラ ス ミ ド を 鋳 型 に し て ５ ＇ 端 側 よ り サ イ

ク ル シ ー ケ ン ス 反 応 を 行 い 、 Ｄ Ｎ Ａ シ ー ケ ン サ ー （ ABI社 製 3730型 シ ー ケ ン サ ー ） で ｃ Ｄ

Ｎ Ａ の ５ ＇ 端 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 こ の 中 腸 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 10,000ク ロ ー ン

ず つ 選 択 し 、 ５ ＇ 端 塩 基 配 列 を 決 定 し 、 全 ク ロ ー ン を GenBank（ http://w w w.Ncbi.nih.gov

/BLAST/） デ ー タ ベ ー ス を 用 い て Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｘ 検 索 を 実 施 し た 。 こ の 結 果 を 表 計 算 ソ フ ト

ウ ェ ア （ マ イ ク ロ ソ フ ト Excel） の ワ ー ク シ ー ト 上 で ア ノ テ ー シ ョ ン し 、 ア セ ン ブ ル を 行

っ た 。 そ の 結 果 、 中 腸 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 有 効 ク ロ ー ン を 8,304（ 83%） 含 有 し 、

さ ら に 完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 7,639（ 92%） 含 有 し て い る こ と が 示 さ れ た 。 さ ら に 、 得

ら れ た 有 効 ク ロ ー ン に つ い て ク ラ ス タ ー リ ン グ 解 析 を 行 っ た と こ ろ 、 中 腸 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ

ブ ラ リ ー に 3,433種 類 の 遺 伝 子 （ ク ラ ス タ ー ） が 含 有 さ れ る こ と が 示 さ れ 、 こ の 遺 伝 子 の

中 か ら 、 シ ス タ チ ン を 同 定 し た 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 得 ら れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 全 長 （ 配 列 番 号 １ ） は ５ ６ ９ ｂ ｐ で あ り 、 Ｏ Ｒ Ｆ （ Open Reading F

rame） は ７ ２ 位 ～ ４ ６ ７ 位 に あ り 、 １ ３ １ 残 基 の ア ミ ノ 酸 （ 配 列 番 号 ２ ） を コ ー ド し て い

る こ と が 確 認 さ れ 、 推 定 分 子 量 は １ ２ ． ９ ｋ Ｄ ａ で あ っ た 。 ま た 、 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る

ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る １ 番 ～ １ ８ 番 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 配 列 は 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド で あ り

、 １ ９ 番 ～ １ ３ １ 番 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 配 列 は 、 フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ ・ シ ス タ チ ン 成 熟 体 の

ア ミ ノ 酸 配 列 で あ っ た 。 予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ （ National Center for Biot

echnology Information） の Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 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 他 の 生 物 の シ ス タ チ ン タ ン パ ク 質 に 高 い 相 同 性 を 有 す る こ と が 確 認 さ れ た 。

例 え ば 、 同 じ マ ダ ニ 類 と は 、 オ ル ニ ソ ド ロ ス ・ モ ウ バ タ （ Ornithodoros moubata） の シ ス

タ チ ン と の 相 同 性 は ４ ８ ％ 、 イ ク ソ デ ス ・ リ シ ヌ ス （ Ixodes ricinus） の シ ス タ チ ン と は

４ ０ ％ 、 イ ク ソ デ ス ・ ス カ ピ ュ ラ ー リ ス （ Ixodes scapularis） の シ ス タ チ ン と は ３ ４ ％

の 相 同 性 で あ っ た 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

《 実 施 例 ２ ： シ ス タ チ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 用 ベ ク タ ー の 構 築 》

　 シ グ ナ ル ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る １ 番 ～ １ ８ 番 の ア ミ ノ

酸 か ら な る 配 列 ） を 含 ま な い 、 フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ ・ シ ス タ チ ン 成 熟 体 （ 配 列 番 号 ２ で 表 さ

れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る １ ９ 番 ～ １ ３ １ 番 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 配 列 ） を コ ー ド す る 遺 伝

子 断 片 を Ｐ Ｃ Ｒ 法 に て 増 幅 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を フ ェ ノ ー ル ／ ク ロ ロ ホ ル ム 処 理 し た 後 に 、

エ タ ノ ー ル 沈 澱 法 に て 回 収 し 、 蒸 留 水 中 に 溶 解 し た 。 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ 液 を 制 限 酵 素 EcoRI

で 消 化 し た 後 に 、 電 気 泳 動 に て 分 離 し 、 Ｄ Ｎ Ａ 精 製 キ ッ ト （ Biotechnologies社 ） に て 精

製 し 、 蒸 留 水 中 に 回 収 し た 。 一 方 、 大 腸 菌 発 現 用 ベ ク タ ー pGEX-4T3（ Pharmacia Biotech

社 ） を 制 限 酵 素 EcoRIで 消 化 し た 後 に 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ に て 脱 リ ン 酸 化 処 理 し 、

そ の 後 、 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 と 同 様 な 方 法 に て 精 製 し た 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 精 製 し た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 と ベ ク タ ー と を 、 Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ゲ ー シ ョ ン キ ッ ト （ Takara社 ） を 用 い

て 、 キ ッ ト に 添 付 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 反 応 さ せ た 。 大 腸 菌 D H5α 株 を ラ イ ゲ ー シ ョ ン

反 応 産 物 に て 形 質 転 換 さ せ 、 フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ ・ シ ス タ チ ン 遺 伝 子 Ｏ Ｒ Ｆ 断 片 が ベ ク タ ー

の グ ル タ チ オ ン Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） と 同 一 方 向 に 挿 入 さ れ た 組 換 え ク ロ ー ン

を 選 択 し た 。 プ ラ ス ミ ド 精 製 キ ッ ト （ Qiagen社 ） に て 組 換 え プ ラ ス ミ ド を 精 製 し た 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

《 実 施 例 ３ ： 組 換 え フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ ・ シ ス タ チ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 大 腸 菌 に よ る 発 現 》

　 実 施 例 ２ で 得 ら れ た 組 換 え プ ラ ス ミ ド に て 、 大 腸 菌 D H5α 株 を 形 質 転 換 さ せ た 後 、 ３ ７

℃ で ア ン ピ シ リ ン 含 有 Ｌ Ｂ 培 地 で 培 養 し た 。 培 養 液 の Ｏ Ｄ ６ ０ ０ ｎ ｍ が ０ ． ３ ～ ０ ． ５ に

達 し た 時 点 で 、 イ ソ プ ロ ピ ル チ オ ガ ラ ク ト シ ド （ IPTG） を 最 終 濃 度 が ０ ． ５ ｍ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ
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に な る よ う に 添 加 し 、 更 に ３ ７ ℃ で ４ 時 間 培 養 を 続 け た 。 組 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現 は 、 １

０ ％ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ SDS） － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 電 気 泳 動 ［ Laem mli ら ,

 Nature, 227, 680-685 (1970)］ を 実 施 し た 後 、 ク ー マ シ ー 染 色 で 確 認 し た 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

　 結 果 を 図 １ に 示 す 。 図 １ に お い て 、 レ ー ン １ は 分 子 量 マ ー カ ー 、 レ ー ン ２ は 大 腸 菌 ラ イ

セ ー ト （ Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ 無 添 加 ） 、 レ ー ン ３ は 大 腸 菌 ラ イ セ ー ト （ Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ 添 加 ） 、 レ ー ン ４ は

精 製 し た 組 換 え 融 合 タ ン パ ク 質 （ 実 施 例 ６ 参 照 ） の 泳 動 結 果 で あ る 。

　 そ の 結 果 、 約 ３ ８ ｋ Ｄ ａ の 組 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現 が 認 め ら れ 、 Ｇ Ｓ Ｔ リ ー ダ ー タ ン パ

ク 質 （ ２ ６ ｋ Ｄ ａ ） と フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ ・ シ ス タ チ ン タ ン パ ク 質 （ １ ３ ｋ Ｄ ａ ） の 融 合 タ

ン パ ク 質 （ 以 下 、 組 換 え Ｈ ｌ ｃ ｙ ｓ ｔ 融 合 タ ン パ ク 質 と 称 す る ）

【 ０ ０ ７ ０ 】

《 実 施 例 ４ ： 組 換 え Ｈ ｌ ｃ ｙ ｓ ｔ 融 合 タ ン パ ク 質 の シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 阻 害 の

測 定 》

　 組 換 え Ｈ ｌ ｃ ｙ ｓ ｔ 融 合 タ ン パ ク 質 に よ る シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ の 活 性 阻 害 を 、 市

販 の パ パ イ ン （ SIG M A社 ） 、 ヒ ト カ テ プ シ ン Ｌ （ SIG M A社 ） 、 ヒ ト カ テ プ シ ン Ｂ （ SIG M A社

） を 用 い て 確 認 し た 。 な お 、 パ パ イ ン 及 び カ テ プ シ ン Ｌ は シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ で あ

り 、 カ テ プ シ ン Ｂ は ア ス パ ラ ギ ン 酸 プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 。 酵 素 活 性 の 阻 害 試 験 は 、 リ ン 酸

ナ ト リ ウ ム （ 100 m mol/L） 、 ジ チ オ ト レ イ ト ー ル （ DTT; 1 m mol/L） 、 及 び Ｅ Ｄ Ｔ Ａ （ 2 m

mol/L） を 含 有 す る 反 応 緩 衝 液 を 用 い て 、 溶 解 後 の ｐ Ｈ が 、 パ パ イ ン は ｐ Ｈ ６ ． ５ 、 カ テ

プ シ ン Ｌ と カ テ プ シ ン Ｂ は ｐ Ｈ ６ ． ０ に な る よ う に し て 、 す べ て ０ ． ２ μ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ 溶 液

と し た 。 組 換 え Ｈ ｌ ｃ ｙ ｓ ｔ 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 ０ 、 ０ ． １ 、 ０ ． ２ 、 ０ ． ４ 、 ０ ． ８ 、

又 は １ ． ６ μ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ の 濃 度 に な る よ う に 、 市 販 シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ の ０ ． ２ μ

ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ 溶 液 と 混 合 し た 後 に 、 ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル ・ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン － ア ル ギ

ニ ン － ７ － ア ミ ド － ４ － メ チ ル ク マ リ ン 基 質 （ ペ プ チ ド 研 究 所 ） １ ０ μ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ を 加 え

、 ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 反 応 さ せ た 。 そ の 後 、 蛍 光 マ イ ク ロ リ ー ダ （ Thermo Electron社 ） を

用 い 、 ３ ５ ５ ｎ ｍ の 励 起 光 と ４ ６ ０ ｎ ｍ の 放 射 光 に て プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 測 定 し た 。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 結 果 を 図 ２ に 示 す 。 そ の 結 果 、 組 換 え Ｈ ｌ ｃ ｙ ｓ ｔ 融 合 タ ン パ ク 質 は 高 い シ ス テ イ ン ・

プ ロ テ ア ー ゼ 阻 止 活 性 を 有 し て い る こ と が 示 さ れ た 。 す な わ ち 、 パ パ イ ン 及 び カ テ プ シ ン

Ｌ の 酵 素 活 性 は ０ ． ４ μ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ 以 上 の 濃 度 の 組 換 え Ｈ ｌ ｃ ｙ ｓ ｔ 融 合 タ ン パ ク 質 に よ

っ て 顕 著 に 阻 害 さ れ る こ と が 認 め ら れ た が 、 カ テ プ シ ン Ｂ の 活 性 は 阻 害 さ れ な か っ た 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

《 実 施 例 ５ ： 組 換 え Ｈ ｌ ｃ ｙ ｓ ｔ 融 合 タ ン パ ク 質 の 熱 安 定 性 の 測 定 》

　 ２ ５ ℃ 、 ４ ０ ℃ 、 ５ ０ ℃ 、 ６ ０ ℃ 、 ７ ０ ℃ 、 ８ ０ ℃ 、 ９ ０ ℃ 、 又 は １ ０ ０ ℃ に 組 換 え Ｈ

ｌ ｃ ｙ ｓ ｔ 融 合 タ ン パ ク 質 （ ４ μ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ ） を ５ 分 間 置 い た 後 に 、 そ の ０ ． ８ μ ｍ ｏ ｌ

／ Ｌ 濃 度 液 を 用 い て 、 実 施 例 ４ の 方 法 で 、 市 販 パ パ イ ン ０ ． ２ μ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ 溶 液 に 対 す る

活 性 阻 害 を 検 討 し た 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

　 結 果 を 図 ３ に 示 す 。 そ の 結 果 、 組 換 え Ｈ ｌ ｃ ｙ ｓ ｔ 融 合 タ ン パ ク 質 は ５ ０ ℃ で も 活 性 を

維 持 し て お り 、 ７ ０ ℃ 以 上 の 高 温 で シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る 阻 止 活 性 を 消 失 す

る こ と が 示 さ れ た 。

【 ０ ０ ７ ４ 】

《 実 施 例 ６ ： 組 換 え Ｈ ｌ ｃ ｙ ｓ ｔ 融 合 タ ン パ ク 質 の 抗 血 清 の 調 製 、 及 び イ ム ノ ブ ロ ッ ト 法

に よ る ネ イ テ ィ ブ （ 天 然 型 ） シ ス タ チ ン の 同 定 》

　 実 施 例 ３ で 述 べ た 方 法 に よ り 、 大 腸 菌 で 発 現 さ せ た 組 換 え Ｈ ｌ ｃ ｙ ｓ ｔ 融 合 タ ン パ ク 質

を 、 市 販 の キ ッ ト （ Pharmacia Biotech社 ） に 添 付 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 精 製 し た 。 こ

の １ ０ ０ μ ｇ を 含 む 溶 液 ２ ０ ０ μ Ｌ と 、 フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト （ Adjuvant Complet

e Freund; Difco社 ） ２ ０ ０ μ Ｌ と を 混 合 し た 後 に 、 Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス （ ８ 週 齢 ， 雌 ）

に 腹 腔 内 接 種 し た 。 腹 腔 内 接 種 か ら ２ 週 間 及 び ４ 週 間 経 過 後 に 、 そ れ ぞ れ 、 組 換 え Ｈ ｌ ｃ

ｙ ｓ ｔ 融 合 タ ン パ ク 質 １ ０ ０ μ ｇ を フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト （ Difco社 ） と 混 合 し
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、 追 加 接 種 を 行 な っ た 。 最 終 接 種 後 か ら ２ 週 目 に 採 血 し 、 得 ら れ た 血 清 を － ２ ０ ℃ に 保 存

し た 。 得 ら れ た 抗 組 換 え Ｈ ｌ ｃ ｙ ｓ ｔ 融 合 タ ン パ ク 質 マ ウ ス 血 清 を 用 い 、 イ ム ノ ブ ロ ッ ト

法 ［ Towbin et al. , Proc Natl Acad Sci USA 76: 4350-4354 (1979)］ に て 天 然 型 シ ス タ

チ ン タ ン パ ク 質 の 同 定 を 行 な っ た 。 な お 、 試 料 と し て 、 ４ 日 間 家 兎 を 吸 血 し た 雌 成 ダ ニ の

中 腸 と 唾 液 腺 ラ イ セ ー ト を 使 用 し た 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

　 結 果 を 図 ４ に 示 す 。 図 ４ に お い て 、 レ ー ン １ は 、 分 子 量 マ ー カ ー の 泳 動 結 果 で あ り 、 レ

ー ン ２ 、 ３ は 、 そ れ ぞ れ 中 腸 ラ イ セ ー ト 、 唾 液 腺 ラ イ セ ー ト の 泳 動 結 果 で あ り 、 レ ー ン ４

は 、 組 換 え Ｈ ｌ ｃ ｙ ｓ ｔ 融 合 タ ン パ ク 質 の 泳 動 結 果 で あ る 。 図 ４ に 示 す よ う に 、 中 腸 ラ イ

セ ー ト に お い て 約 １ ５ ｋ Ｄ ａ の 特 異 的 バ ン ド が 検 出 さ れ た 。 天 然 型 シ ス タ チ ン タ ン パ ク 質

の 分 子 量 が 推 定 理 論 値 と 一 致 す る と 考 え ら れ た 。 な お 、 免 疫 前 の 血 清 と 組 換 え Ｈ ｌ ｃ ｙ ｓ

ｔ 融 合 タ ン パ ク 質 や ダ ニ の ラ イ セ ー ト と の 反 応 は 認 め ら れ な か っ た 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

《 実 施 例 ７ ： 天 然 型 シ ス タ チ ン の フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ の 各 発 育 期 と 主 要 内 部 器 官 に お け る 発

現 分 布 》

　 フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ の 卵 、 幼 ダ ニ 、 若 ダ ニ 、 成 ダ ニ の 全 発 育 期 と 、 家 兎 を ４ 日 間 吸 血 し て

半 飽 血 状 態 の 雌 ダ ニ の 主 要 内 部 器 官 に お け る 天 然 型 シ ス タ チ ン の 発 現 分 布 に つ い て 、 常 法

に 従 っ て 、 逆 転 写 酵 素 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ ） 法 に よ り ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 の 分

析 を 実 施 し た 。 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 分 析 の 発 育 期 別 の 結 果 を 図 ５ に 、 臓 器

別 の 結 果 を 図 ６ に 示 す 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

　 図 ５ に お い て 、 記 号 Ｅ Ｇ 、 Ｌ Ａ 、 Ｎ Ｙ 、 Ａ Ｄ は 、 そ れ ぞ れ 、 卵 （ egg） 、 未 吸 血 幼 ダ ニ

（ larvae） 、 未 吸 血 若 ダ ニ （ nympha） 、 未 吸 血 雌 成 ダ ニ （ adult） の フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ の

個 体 （ whole tick） 由 来 の Ｒ Ｎ Ａ の 結 果 で あ る こ と を 意 味 す る 。 ま た 、 図 ６ に お い て 、 記

号 Ｓ Ｇ 、 Ｍ Ｄ 、 Ｏ Ｖ 、 Ｈ Ｃ 、 Ｆ Ｂ は 、 そ れ ぞ れ 、 前 記 フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ の 唾 液 腺 （ saliva

ry glands） 、 中 腸 組 織 （ midguts） 、 卵 巣 （ ovaries） 、 ヘ モ サ イ ト （ hemocytes） 、 及 び

脂 肪 体 （ fat body） 由 来 の Ｒ Ｎ Ａ の 結 果 で あ る こ と を 意 味 す る 。 図 ５ 及 び 図 ６ の 結 果 が 示

す と お り 、 天 然 型 シ ス タ チ ン は 、 全 発 育 期 に お い て 発 現 し 、 雌 成 ダ ニ の 体 内 臓 器 別 で は 、

主 に 中 腸 組 織 、 微 量 が ヘ モ サ イ ト に お い て 発 現 す る こ と が 確 認 さ れ た 。

【 ０ ０ ７ ８ 】

《 実 施 例 ７ ： 天 然 型 シ ス タ チ ン の フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ の 吸 血 に と も な う 発 現 の 増 加 》

　 フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ の 雌 成 ダ ニ を 家 兎 に 吸 血 さ せ 、 吸 血 後 １ 日 目 、 ４ 日 目 、 ７ 日 目 （ 飽 血

） の 雌 ダ ニ 体 内 に お け る 天 然 型 シ ス タ チ ン の 発 現 の 推 移 に つ い て 、 常 法 に 従 っ て 、 Ｒ Ｔ －

Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 の 分 析 を 実 施 し た 。 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 分 析

の 結 果 を 図 ７ に 示 す 。

【 ０ ０ ７ ９ 】

　 図 ７ に お い て 、 天 然 型 シ ス タ チ ン は 、 マ ダ ニ の 吸 血 に と も な っ て 発 現 が 増 大 し 、 飽 血 時

（ ４ ～ ７ 日 目 ） に お い て 発 現 は 最 大 に な る こ と が 確 認 さ れ た 。

【 ０ ０ ８ ０ 】

《 実 施 例 ８ ： 天 然 型 シ ス タ チ ン の 細 菌 リ ポ タ ン パ ク 質 （ Ｌ Ｐ Ｓ ） の 接 種 に と も な う フ タ ト

ゲ チ マ ダ ニ 体 内 に お け る 発 現 動 態 》

　 １ ０ μ Ｌ の ガ ラ ス 毛 細 管 （ Microcap； Drum mond Scientific社 ） の 一 端 を 加 熱 に よ っ て

注 射 針 状 に し た も の を 用 い て 、 リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） に ０ ． １ μ ｇ /ｍ Ｌ に

溶 解 し た Ｌ Ｐ Ｓ （ Sigma社 ） を 、 １ 個 体 当 た り １ μ Ｌ 、 フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ の 未 吸 血 雌 成 ダ

ニ ３ ０ 個 体 の 第 ４ 基 節 付 近 か ら 血 体 腔 内 に 接 種 し た 。 マ ダ ニ は 接 種 後 ６ 時 間 、 ２ ５ ℃ に 静

置 し 、 体 内 に お け る 天 然 型 シ ス タ チ ン の 発 現 の 推 移 を 、 常 法 に 従 っ て Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ

り ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 の 分 析 を 実 施 し た 。 Ｌ Ｐ Ｓ 接 種 の 対 照 と し て は 、 Ｐ Ｂ Ｓ を １ 個 体 当 た り １

μ Ｌ 、 合 計 ３ ０ 個 体 に 接 種 し た 。

【 ０ ０ ８ １ 】

　 結 果 を 図 ８ に 示 す 。 図 ８ に お い て 、 天 然 型 シ ス タ チ ン は 、 Ｌ Ｐ Ｓ の 血 体 腔 接 種 に よ っ て
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発 現 が 対 照 の １ ． ６ 倍 に 増 大 す る こ と が 確 認 さ れ た 。

【 ０ ０ ８ ２ 】

《 実 施 例 ９ ： 天 然 型 シ ス タ チ ン の フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ の イ ヌ バ ベ シ ア 感 染 に と も な う 発 現 動

態 》

　 １ 歳 の 摘 脾 ビ ー グ ル 犬 に イ ヌ バ ベ シ ア （ Babesia gibsoni） の NRCPD株 を 実 験 感 染 さ せ た

 [Fukumoto S.ら , J. Vet. Med. Sci. , 63, 977-981 (2001)]。 原 虫 寄 生 率 （ パ ラ シ テ ミ

ア ） が ５ ％ 以 上 に な っ た と き に 、 雌 成 ダ ニ を 耳 袋 法 で 寄 生 さ せ 、 飽 血 個 体 を 回 収 し 、 ２ ５

℃ 及 び ９ ０ ％ 相 対 湿 度 で 産 卵 さ せ た 。 １ 匹 の 雌 ダ ニ の 産 卵 塊 か ら ふ 化 し ２ ヶ 月 後 の 幼 ダ ニ

に お け る 天 然 型 シ ス タ チ ン の 発 現 の 推 移 を 、 常 法 に 従 っ て Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り ｍ Ｒ Ｎ Ａ

発 現 の 分 析 を 実 施 し た 。 あ わ せ て 、 Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り ダ ニ 体 内 の イ ヌ バ ベ シ ア の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の

発 現 を 調 べ 、 幼 ダ ニ に お け る バ ベ シ ア 感 染 を 確 認 し た 。

【 ０ ０ ８ ３ 】

　 天 然 型 シ ス タ チ ン の 発 現 に 関 す る 結 果 を 、 図 ９ に 示 す 。 図 ９ に お い て 、 天 然 型 シ ス タ チ

ン は 、 イ ヌ バ ベ シ ア 感 染 幼 ダ ニ に お い て 、 発 現 が 非 感 染 幼 ダ ニ の １ ． ８ 倍 に 増 大 す る こ と

が 確 認 さ れ た 。

【 ０ ０ ８ ４ 】

《 実 施 例 １ ０ ： 組 換 え Ｈ ｌ ｃ ｙ ｓ ｔ 融 合 タ ン パ ク 質 の イ ン ビ ト ロ 培 養 バ ベ シ ア 原 虫 に 対 す

る 増 殖 抑 制 効 果 》

　 ウ シ バ ベ シ ア 原 虫 （ Babesia bovis） の イ ン ビ ト ロ 培 養 方 法 ［ Bork S.ら , A m. J. Trop.

 Med. Hyg., 68, 334-340 (2003)］ に 従 っ て 、 ウ シ バ ベ シ ア 原 虫 感 染 血 液 １ ０ ０ μ Ｌ を 非

感 染 ウ シ 赤 血 球 で 希 釈 し て パ ラ シ テ ミ ア を １ ％ に 調 整 後 、 こ の ０ ． １ μ Ｌ に 、 １ 、 ２ 、 又

は ３ μ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ の 濃 度 で 組 換 え Ｈ ｌ ｃ ｙ ｓ ｔ 融 合 タ ン パ ク 質 を 加 え た ０ ． ９ μ Ｌ の 培 養

液 （ Growth medium） を 加 え 、 ２ ４ 穴 の 培 養 プ レ ー ト に て 、 ３ ７ ℃ で ４ 日 間 培 養 し た 。 組

換 え Ｈ ｌ ｃ ｙ ｓ ｔ 融 合 タ ン パ ク 質 を 加 え た 培 養 液 は 、 ０ ． ９ μ Ｌ を 毎 日 更 新 し 、 更 新 直 前

に 培 養 液 の ギ ム ザ 染 色 塗 抹 を 作 製 し て 、 原 虫 寄 生 赤 血 球 数 を 鏡 検 し 、 寄 生 原 虫 の 形 態 と パ

ラ シ テ ミ ア の 推 移 を 検 討 す る こ と に よ っ て 、 ウ シ バ ベ シ ア 原 虫 の 増 殖 に 対 す る 組 換 え Ｈ ｌ

ｃ ｙ ｓ ｔ 融 合 タ ン パ ク 質 の 影 響 を 確 認 し た 。 な お 対 照 と し て 、 組 換 え Ｈ ｌ ｃ ｙ ｓ ｔ 融 合 タ

ン パ ク 質 の 代 わ り に Ｇ Ｓ Ｔ ３ μ Ｌ を 加 え た 培 養 液 で 培 養 し た 系 を 用 意 し た 。

【 ０ ０ ８ ５ 】

　 結 果 を 図 １ ０ 及 び 図 １ １ に 示 す 。 図 １ ０ に お い て 、 組 換 え Ｈ ｌ ｃ ｙ ｓ ｔ 融 合 タ ン パ ク 質

は 、 イ ン ビ ト ロ で 培 養 し た ウ シ バ ベ シ ア 原 虫 の 発 育 を 、 用 量 依 存 的 に 阻 止 す る こ と が 確 認

さ れ た 。 ま た 、 図 １ １ に お い て 、 組 換 え Ｈ ｌ ｃ ｙ ｓ ｔ 融 合 タ ン パ ク 質 暴 露 下 で イ ン ビ ト ロ

培 養 さ れ た ウ シ バ ベ シ ア 原 虫 は 、 寄 生 赤 血 球 内 に お い て 細 胞 変 性 と 核 濃 縮 な ど の 形 態 変 化

を 示 し 、 発 育 と 増 殖 に 異 常 の あ る こ と が 確 認 さ れ た 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ８ ６ 】

　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、 マ ダ ニ （ 特 に は

フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ ） 媒 介 性 感 染 症 の 治 療 又 は 予 防 、 特 に マ ダ ニ ワ ク チ ン の 用 途 に 適 用 す る

こ と が で き る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ８ ７ 】

【 図 １ 】 組 換 え フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ （ Ｈ ｌ ） シ ス タ チ ン （ ｃ ｙ ｓ ｔ ） 融 合 タ ン パ ク 質 の 電 気

泳 動 の 結 果 を 示 す 、 図 面 に 代 わ る 写 真 で あ る 。

【 図 ２ 】 組 換 え Ｈ ｌ ｃ ｙ ｓ ｔ 融 合 タ ン パ ク 質 の シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 阻 害 の 測 定

の 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ３ 】 組 換 え Ｈ ｌ ｃ ｙ ｓ ｔ 融 合 タ ン パ ク 質 の 活 性 の 熱 安 定 性 測 定 の 結 果 を 示 す グ ラ フ で

あ る 。

【 図 ４ 】 組 換 え フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ （ Ｈ ｌ ） シ ス タ チ ン （ ｃ ｙ ｓ ｔ ） 融 合 タ ン パ ク 質 の 電 気

泳 動 （ イ ム ノ ブ ロ ッ ト ） の 結 果 を 示 す 、 図 面 に 代 わ る 写 真 で あ る 。

【 図 ５ 】 天 然 型 シ ス タ チ ン タ ン パ ク 質 の マ ダ ニ の 各 発 育 期 に お け る 発 現 を 示 す グ ラ フ で あ
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る 。

【 図 ６ 】 天 然 型 シ ス タ チ ン タ ン パ ク 質 の マ ダ ニ の 主 要 臓 器 に お け る 発 現 を 示 す グ ラ フ で あ

る 。

【 図 ７ 】 天 然 型 シ ス タ チ ン タ ン パ ク 質 の マ ダ ニ の 吸 血 に と も な う 発 現 の 変 化 を 示 す グ ラ フ

で あ る 。

【 図 ８ 】 天 然 型 シ ス タ チ ン タ ン パ ク 質 の 、 Ｌ Ｐ Ｓ の マ ダ ニ 血 体 腔 へ の 接 種 に と も な う 発 現

の 増 大 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ９ 】 天 然 型 シ ス タ チ ン タ ン パ ク 質 の 、 マ ダ ニ の バ ベ シ ア 感 染 に と も な う 発 現 の 増 大 を

示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 １ ０ 】 組 換 え Ｈ ｌ ｃ ｙ ｓ ｔ 融 合 タ ン パ ク 質 の イ ン ビ ト ロ 培 養 ウ シ バ ベ シ ア 原 虫 （ Babe

sia bovis） に 対 す る 増 殖 抑 制 効 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 １ １ 】 組 換 え Ｈ ｌ ｃ ｙ ｓ ｔ 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 イ ン ビ ト ロ 培 養 さ れ た ウ シ バ ベ シ ア 原

虫 の 発 育 と 増 殖 に 異 常 を も た ら す 結 果 を 示 す 、 図 面 に 代 わ る 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

10



(21) JP  2007-259804  A   2007.10.11

【 配 列 表 】

2007259804000001.app



(22) JP  2007-259804  A   2007.10.11

̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶

フロントページの続き

(51)Int.Cl.　　　　　　　　　　　　　　 ＦＩ　　　　　　　　　　　　　　　　　　テーマコード（参考）

　 Ｃ１２Ｎ　 1/21　　 (2006.01)　　　　　 Ｃ１２Ｎ　 1/21　　　　　　　　　　　４Ｃ０８５

　 Ｃ１２Ｎ　 5/10　　 (2006.01)　　　　　 Ｃ１２Ｎ　 5/00　　　　　Ａ　　　　　４Ｃ０８７

　 Ｃ１２Ｐ　21/02　　 (2006.01)　　　　　 Ｃ１２Ｐ　21/02　　　　　Ｃ　　　　　４Ｈ０４５

　 Ａ６１Ｋ　38/00　　 (2006.01)　　　　　 Ａ６１Ｋ　37/02　　　　　　　　　　　　　　　　

　 Ａ６１Ｋ　48/00　　 (2006.01)　　　　　 Ａ６１Ｋ　48/00　　　　　　　　　　　　　　　　

　 Ａ６１Ｋ　35/76　　 (2006.01)　　　　　 Ａ６１Ｋ　35/76　　　　　　　　　　　　　　　　

　 Ａ６１Ｋ　39/00　　 (2006.01)　　　　　 Ａ６１Ｋ　39/00　　　　　Ｈ　　　　　　　　　　

　 Ａ６１Ｋ　39/002　　(2006.01)　　　　　 Ａ６１Ｋ　39/002　　　　　　　　　　　　　　　

　 Ａ６１Ｐ　33/00　　 (2006.01)　　　　　 Ａ６１Ｐ　33/00　　　　　　　　　　　　　　　　

　 Ａ６１Ｐ　33/02　　 (2006.01)　　　　　 Ａ６１Ｐ　33/00　　１７１　　　　　　　　　　　

　 Ａ６１Ｐ　33/10　　 (2006.01)　　　　　 Ａ６１Ｐ　33/02　　　　　　　　　　　　　　　　

　 Ｇ０１Ｎ　33/50　　 (2006.01)　　　　　 Ａ６１Ｐ　33/10　　　　　　　　　　　　　　　　

　 Ｇ０１Ｎ　33/15　　 (2006.01)　　　　　 Ｇ０１Ｎ　33/50　　　　　Ｚ　　　　　　　　　　

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 Ｇ０１Ｎ　33/15　　　　　Ｚ　　　　　　　　　　

(72)発明者　周　金林

　　　　　　北海道帯広市西１８条南３９丁目　ユニグ・コープレジデンスＡ１１９

(72)発明者　寥　敏

　　　　　　北海道帯広市大空町４－７　松福荘Ｂ４

Ｆターム(参考) 2G045 AA34　AA35　CB01　DA13　DA36　FB02

　　　　　　　 4B024 AA01　AA11　BA19　CA04　DA06　EA04　GA14　HA14

　　　　　　　 4B064 AG23　CA02　CA19　CC24　DA01　DA13

　　　　　　　 4B065 AA01X AA26X AA57X AA87X AB01　AC14　BA02　BA03　CA24　CA44

　　　　　　　　　　 CA46

　　　　　　　 4C084 AA03　AA07　AA13　BA01　BA08　BA21　BA23　CA51　DC32　NA14

　　　　　　　　　　 ZB371 ZB372 ZB381 ZB391 ZC611

　　　　　　　 4C085 AA03　BA99　BB11　CC05　EE01

　　　　　　　 4C087 BC83　CA12　NA14　ZB37　ZB38　ZB39　ZC61

　　　　　　　 4H045 AA10　AA11　AA20　AA30　BA10　BA41　CA50　DA56　DA75　EA20

　　　　　　　　　　 EA31　EA50　FA74


	bibliographic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	overflow

