
(57)【要約】
グラム陽性菌、例えばエンテロコッカス属、ブドウ球菌属、連鎖球菌属及びバシラス属細
菌由来の MSCRAMM（登録商標）様の特徴を有するタンパク質を同定し且つ単離するバイオ
インフォマティクス法であって、グラム陽性菌によって引き起こされる感染症を予防及び
治療する方法に利用できるバイオインフォマティクス法が提供される。この方法は、配列
情報から、Ｃ末端領域に推定上の LPXTG（配列番号：１）細胞壁選別シグナルを有し且つ
前記タンパク質及び該 LPXTG固定化細胞壁タンパク質を有する MSCRAMM（登録商標）タンパ
ク質と別の構造類似性を有するタンパク質を同定することを含む。本発明を使用して同定
し且つ単離される MSCRAMM（登録商標）タンパク質及びその免疫原性領域は、グラム陽性
菌感染症の診断、予防及び治療に有用な抗体を産生させるのに使用し得る。 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 子 に 結 合 す る グ ラ ム 陽 性 菌 由 来 の LPXTG含 有 細 胞 壁 固 定 化 表 面 タ
ン パ ク 質 の 同 定 方 法 で あ っ て 、 配 列 情 報 の デ ー タ ベ ー ス を 検 索 し て Ｃ 末 端 領 域 に LPXTGモ
チ ー フ を 有 す る グ ラ ム 陽 性 菌 由 来 の 推 定 上 の タ ン パ ク 質 配 列 を 同 定 し 、 同 定 さ れ た 配 列 を
分 析 し て １ 個 又 は そ れ 以 上 の Ｉ g様 折 り た た み 領 域 の 存 在 を 調 べ 、 次 い で 前 記 の 推 定 上 の
タ ン パ ク 質 配 列 を 、 こ の 配 列 が 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 子 に 結 合 す る LPXTG含 有 細 胞 壁 固 定
化 表 面 タ ン パ ク 質 の １ 個 又 は そ れ 以 上 の Ｉ g様 折 り た た み 領 域 を 有 す る 場 合 に 、 細 胞 外 マ
ト リ ッ ク ス 分 子 に 結 合 す る LPXTG含 有 細 胞 壁 固 定 化 表 面 タ ン パ ク 質 と し て 明 確 に 同 定 す る
こ と か ら な る 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 子 に 結 合 す る グ ラ ム 陽 性 菌 由 来 の LPXTG含 有 細 胞 壁
固 定 化 表 面 タ ン パ ク 質 の 同 定 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 グ ラ ム 陽 性 菌 が エ ン テ ロ コ ッ カ ス 属 、 連 鎖 球 菌 属 、 ブ ド ウ 球 菌 属 及 び バ シ ラ ス 属 か ら な
る 群 の 中 か ら 選 択 さ れ る 属 由 来 の も の で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 グ ラ ム 陽 性 菌 が エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ カ ー リ ス (  )、 エ ン テ ロ
コ ッ カ ス ・ フ ェ シ ウ ム (  )、 肺 炎 連 鎖 球 菌 (  
)、 肺 炎 連 鎖 球 菌 (  )、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ミ ュ ー タ ン ス (

 )、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 (  )、 表 皮 ブ ド ウ 球 菌 (
 )及 び 炭 疽 菌 (  )か ら な る 群 の 中 か ら 選 択 さ れ る 種

由 来 の も の で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 推 定 上 の LPXTG含 有 タ ン パ ク 質 配 列 の Ｉ g様 折 り た た み が 、 該 タ ン パ ク 質 の 配 列 を 、 細 胞
外 マ ト リ ッ ク ス 分 子 に 結 合 す る 公 知 の LPXTG含 有 細 胞 壁 固 定 化 表 面 タ ン パ ク 質 の Ｉ g様 折 り
た た み の 配 列 と 比 較 す る こ と に よ っ て 調 べ ら れ る も の で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 推 定 上 の LPXTG含 有 タ ン パ ク 質 が 、 配 列 の 比 較 に 基 づ い た 確 率 値 を 使 用 し て 公 知 の LPXTG
含 有 タ ン パ ク 質 と 比 較 さ れ る も の で あ り 且 つ 推 定 上 の LPXTG含 有 タ ン パ ク 質 が 、 確 率 値 が
＜ 0.25で あ る 場 合 に 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 子 に 結 合 す る LPXTG含 有 細 胞 壁 固 定 化 表 面 タ
ン パ ク 質 と し て 同 定 さ れ る も の で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ る 単 離 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ７ 】
　 タ ン パ ク 質 が 、 SP0368、 SP0462、 SP0463、 SP0464； EF2224、 EF1091、 EF1092、 EF1093、
EF3023、 EF1269、 EF0089、 EF1824、 EF1075、 EF1074、 EF1651、 SMU.610、 SMU.987、 SMU.63
c、 SA2447、 SA2290、 SA2291、 SA2423、 SA0742、 SA0519、 SA0520、 SA0521、 BA0871、 BA525
8、 SERP_GSE_14_6.AA、 SERP_GRE_2_50.AA、 SERP_GSE_9_28.AA、 SEPN_5_124.AA及 び SEPN_8
_63.AAと し て 同 定 さ れ る グ ラ ム 陽 性 菌 タ ン パ ク 質 か ら な る 群 の 中 か ら 選 択 さ れ る も の で あ
る 請 求 項 ６ に 記 載 の 単 離 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 ６ に 記 載 の タ ン パ ク 質 の 単 離 Ａ ド メ イ ン 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 ６ に 記 載 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る こ と が で き る 単 離 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 ６ に 記 載 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 離 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 子 に 結 合 す る グ ラ ム 陽 性 菌 由 来 の LPXTG含 有 細 胞 壁 固 定 化 表 面 タ
ン パ ク 質 の 同 定 方 法 で あ っ て 、 配 列 情 報 の デ ー タ ベ ー ス を 検 索 し て Ｃ 末 端 領 域 に LPXTGモ
チ ー フ を 有 す る グ ラ ム 陽 性 菌 由 来 の 推 定 上 の タ ン パ ク 質 配 列 を 同 定 し 、 同 定 さ れ た 配 列 を
分 析 し て 、 該 配 列 が Ｎ 末 端 に シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 有 し 、 疎 水 性 貫 膜 セ グ メ ン ト を 伴 う Ｃ 末
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端 の 近 く に LPXTGモ チ ー フ を 有 し 且 つ Ｃ 末 端 に 数 個 の 正 帯 電 残 基 を 有 す る か 否 か を 調 べ 、
次 い で 前 記 の 推 定 上 の タ ン パ ク 質 配 列 を 、 該 配 列 が Ｎ 末 端 に シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 有 し 、 疎
水 性 貫 膜 セ グ メ ン ト を 伴 う Ｃ 末 端 の 近 く に LPXTGモ チ ー フ を 有 し 且 つ Ｃ 末 端 に 数 個 の 正 帯
電 残 基 を 有 す る 場 合 に 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 子 に 結 合 す る LPXTG含 有 の 細 胞 壁 固 定 化 表
面 タ ン パ ク 質 と し て 明 確 に 同 定 す る こ と か ら な る 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 子 に 結 合 す る グ
ラ ム 陽 性 菌 由 来 の LPXTG含 有 細 胞 壁 固 定 化 表 面 タ ン パ ク 質 の 同 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 １ １ の 方 法 に よ り 同 定 さ れ た 単 離 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 １ ２ に 記 載 の タ ン パ ク 質 の 単 離 Ａ ド メ イ ン 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 １ ２ に 記 載 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る こ と が で き る 単 離 抗 体 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 １ １ に 記 載 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 離 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 配 列 番 号 ： ２ 、 配 列 番 号 ： ３ 、 配 列 番 号 ： ４ 、 配 列 番 号 ： ５ 、 配 列 番 号 ： ６ 、 配 列 番 号
： ７ 、 配 列 番 号 ： ９ 、 配 列 番 号 ： １ １ 、 配 列 番 号 ： １ ３ 、 配 列 番 号 ： １ ５ 、 配 列 番 号 ： １
６ 、 配 列 番 号 ： １ ９ 、 配 列 番 号 ： ２ ０ ～ ２ ４ か ら な る 群 の 中 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列
及 び 前 記 配 列 の Ａ ド メ イ ン を 有 す る グ ラ ム 陽 性 菌 由 来 の 単 離 LPXTG含 有 細 胞 壁 固 定 化 表 面
タ ン パ ク 質 又 は 前 記 タ ン パ ク 質 由 来 の Ａ ド メ イ ン 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 １ ６ に 記 載 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 離 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 配 列 番 号 ： ８ 、 配 列 番 号 ： １ ０ 、 配 列 番 号 ： １ ２ 、 配 列 番 号 ： １ ４ 、 配 列 番 号 ： １ ６ 及
び 配 列 番 号 ： １ ８ か ら な る 群 の 中 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 又 は そ の 縮 重 を 有 す る グ ラ ム 陽
性 菌 由 来 の LPXTG含 有 細 胞 壁 固 定 化 表 面 タ ン パ ク 質 又 は 該 タ ン パ ク 質 由 来 の Ａ ド メ イ ン を
コ ー ド す る 単 離 核 酸 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 １ ６ に 記 載 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る こ と が で き る 単 離 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 で あ る 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 一 本 鎖 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 ネ ズ ミ 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 及 び ヒ ト モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 か ら な
る 群 の 中 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 抗 体 が ヒ ト 又 は 動 物 に お い て グ ラ ム 陽 性 菌 感 染 症 を 治 療 又 は 予 防 す る も の で あ る 請
求 項 １ ９ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 抗 体 が ヒ ト 又 は 動 物 に お い て 非 経 口 投 与 、 経 口 投 与 、 鼻 腔 内 投 与 、 皮 下 投 与 、 エ ア
ゾ ー ル 投 与 又 は 静 脈 内 投 与 に 適 し た も の で あ る 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 抗 体 を 含 有 す る 単 離 抗 血 清 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 抗 体 と 、 該 抗 体 に よ る 結 合 を 検 出 す る た め の 手 段 と か ら な る 診 断 キ
ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 の 結 合 の 検 出 手 段 が 前 記 抗 体 に 連 結 さ れ る 検 出 可 能 標 識 か ら な る も の で あ る 請 求 項
２ ５ に 記 載 の 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 ヒ ト 又 は 動 物 患 者 に 有 効 量 の 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 抗 体 を 投 与 す る こ と か ら な る グ ラ ム 陽

10

20

30

40

50

(3) JP 2005-538718 A 2005.12.22



性 菌 の 感 染 症 の 治 療 又 は 予 防 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 有 効 量 の 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 抗 体 と 、 製 薬 学 的 に 許 容 し 得 る ビ ヒ ク ル 、 担 体 又 は 賦 形 剤
と を 含 有 し て な る 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 免 疫 原 有 効 量 の 請 求 項 ８ に 記 載 の タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド と 、 製 薬 学 的 に 許 容 し 得 る ビ
ヒ ク ル 、 担 体 又 は 賦 形 剤 と を 含 有 し て な る 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 免 疫 原 有 効 量 の 請 求 項 １ ６ に 記 載 の タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド と 、 製 薬 学 的 に 許 容 し 得 る
ビ ヒ ク ル 、 担 体 又 は 賦 形 剤 と を 含 有 し て な る 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 ヒ ト 又 は 動 物 患 者 に 有 効 量 の 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 抗 体 を 投 与 す る こ と か ら な る グ ラ ム 陽
性 菌 の 感 染 症 の 治 療 又 は 予 防 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 グ ラ ム 陽 性 菌 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 感 染 症 の 診 断 方 法 で あ っ て 、 か か る 感 染 症 を 有 す
る と 疑 わ れ る 生 物 材 料 の 試 料 に 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 抗 体 を 導 入 し 、 次 い で 前 記 抗 体 が 前 記
試 料 中 の 抗 原 に 結 合 す る か 否 か を 調 べ る こ と か ら な る グ ラ ム 陽 性 菌 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ
る 感 染 症 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 ヒ ト 又 は 動 物 に 免 疫 有 効 量 の 請 求 項 ８ に 記 載 の タ ン パ ク 質 を 投 与 す る こ と か ら な る ヒ ト
又 は 動 物 に お け る 免 疫 原 性 反 応 の 誘 発 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 免 疫 原 有 効 量 の 請 求 項 ８ に 記 載 の タ ン パ ク 質 と 、 製 薬 学 的 に 許 容 し 得 る ビ ヒ ク ル 、 担 体
又 は 賦 形 剤 と を 含 有 し て な る ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 グ ラ ム 陽 性 菌 由 来 の 抗 原 を 含 有 す る と 疑 わ れ る 生 物 試 料 中 の グ ラ ム 陽 性 菌 由 来 の 抗 原 の
存 在 の ア ッ セ イ 方 法 で あ っ て 、 （ ａ ） 前 記 試 料 を 、 固 相 免 疫 吸 着 剤 に 結 合 さ れ た 固 相 固 定
化 抗 体 か 又 は 可 溶 性 標 識 抗 体 の 形 の 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 抗 体 の い ず れ か と 同 時 に 含 有 す る
混 合 物 を 形 成 し ； （ ｂ ） 工 程 (ａ )で 形 成 さ れ た 混 合 物 を 、 試 料 中 の 抗 原 を 前 記 の 固 定 化 抗
体 又 は 前 記 の 標 識 抗 体 に 結 合 さ せ る の に 十 分 な 時 間 及 び 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し ； 次 い
で （ ｃ ） 固 相 免 疫 吸 着 剤 に 結 合 さ れ た 標 識 抗 体 を 検 出 す る か 又 は 標 識 可 溶 性 抗 体 を 検 出 す
る こ と か ら な る グ ラ ム 陽 性 菌 由 来 の 抗 原 を 含 有 す る と 疑 わ れ る 生 物 試 料 中 の グ ラ ム 陽 性 菌
由 来 の 抗 原 の 存 在 の ア ッ セ イ 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 さ ら に 洗 浄 、 攪 拌 、 振 盪 又 は 濾 過 工 程 を 含 む 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 グ ラ ム 陽 性 菌 抗 原 を 有 す る と 疑 わ れ る ヒ ト 又 は 動 物 患 者 に お け る グ ラ ム 陽 性 菌 抗 原 の 量
の 監 視 方 法 で あ っ て 、 （ ａ ） 前 記 の ヒ ト 又 は 動 物 患 者 か ら 生 物 試 料 を 採 取 し ； （ ｂ ） 前 記
の 試 料 に 測 定 可 能 量 の 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 抗 体 を 導 入 し ； （ ｃ ） 該 試 料 を 、 抗 体 と 組 み 合
わ せ た 際 に 前 記 の 抗 原 と 抗 体 と を 結 合 さ せ る の に 十 分 な 時 間 及 び 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト
し ； 次 い で （ ｄ ） 該 試 料 中 に 存 在 す る グ ラ ム 陽 性 菌 抗 原 の 量 を 示 す 抗 原 － 抗 体 結 合 の 量 を
測 定 す る こ と に よ っ て 試 料 中 の 抗 原 の 量 を 監 視 す る こ と か ら な る グ ラ ム 陽 性 菌 抗 原 を 有 す
る と 疑 わ れ る ヒ ト 又 は 動 物 患 者 に グ ラ ム 陽 性 菌 抗 原 の 量 の 監 視 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 免 疫 原 有 効 量 の 請 求 項 １ ６ に 記 載 の タ ン パ ク 質 と 、 製 薬 学 的 に 許 容 し 得 る ビ ヒ ク ル 、 担
体 又 は 賦 形 剤 と を 含 有 し て な る 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 グ ラ ム 陽 性 菌 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 感 染 症 の 診 断 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の
タ ン パ ク 質 を か か る 感 染 症 を 有 す る と 疑 わ れ る 生 物 材 料 の 試 料 に 導 入 し 且 つ 前 記 抗 体 が 前
記 試 料 中 の 抗 体 に 結 合 す る か 否 か を 調 べ る こ と か ら な る グ ラ ム 陽 性 菌 に よ っ て 引 き 起 こ さ
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れ る 感 染 症 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 ヒ ト 又 は 動 物 に 免 疫 有 効 量 の 請 求 項 １ ６ に 記 載 の タ ン パ ク 質 を 投 与 す る こ と か ら な る ヒ
ト 又 は 動 物 に お け る 免 疫 原 性 反 応 の 誘 発 方 法 。
　 　 　
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
 ［ 関 連 出 願 の 相 互 参 照 ］
　 本 出 願 は 、 2002年 ９ 月 13日 付 け で 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 60/410,303号 の 優 先 権 を 主 張
す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
  発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 微 生 物 学 、 分 子 生 物 学 及 び 免 疫 学 の 分 野 に 関 し 、 さ ら に 詳 し く は MSCRAMM（
登 録 商 標 ） と し て 知 ら れ て い る 表 面 固 定 化 タ ン パ ク 質 (surface-anchored protein)に 関 し
、 ま た 免 疫 グ ロ ブ リ ン (Ｉ g)様 折 り た た み 領 域 を 含 む 潜 在 的 (potential)タ ン パ ク 質 由 来 の
構 造 的 特 徴 を 検 出 す る こ と に よ り 認 識 可 能 な 細 胞 壁 選 別 シ グ ナ ル を 有 す る グ ラ ム 陽 性 菌 由
来 の 推 定 上 の MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 、 す な わ ち 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 子 に 結 合
で き る タ ン パ ク 質 及 び 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 同 定 す る バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ
ク ス 法 に 関 す る 。 さ ら に ま た 、 本 発 明 は 、 か か る タ ン パ ク 質 を 認 識 す る 抗 体 、 例 え ば ポ リ
ク ロ ナ ー ル 抗 体 及 び モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 、 並 び に モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 を
用 い て 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 に 関 し 、 ま た ヒ ト 及 び 動 物 の グ ラ ム 陽 性 菌 感 染 症 の 診 断 、
治 療 又 は 予 防 に お け る か か る 抗 体 の 使 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 発 明 の 背 景
　 ヒ ト 及 び 動 物 に お い て 無 数 の 感 染 症 を 引 き 起 こ す 可 能 性 が あ る こ と か ら 、 医 薬 及 び 疫 学
の 分 野 で 重 要 に な っ て い る 多 数 の グ ラ ム 陽 性 菌 が 存 在 す る 。 一 つ の こ の よ う な グ ラ ム 陽 性
菌 、 エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ カ ー リ ス （  ） は 、 哺 乳 動 物 の 腸 内 の
共 生 菌 叢 に 属 す る 。 グ ラ ム 陽 性 菌 は ま た 、 細 菌 性 心 内 膜 炎 の 病 原 因 物 質 と し て 長 い 間 知 ら
れ て い る (Murray、 1990年 )。 こ の １ ０ 年 間 で 、 エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ カ ー リ ス （  

） は 、 典 型 的 に 抗 生 物 質 療 法 を 受 け て い る 入 院 患 者 に お い て 感 染 症 を 引 き 起 こ す 日
和 見 性 院 内 病 原 体 と し て ま す ま す 出 現 し て い る 。 こ の 細 菌 の 臨 床 株 は 、 最 も 一 般 的 に 使 用
さ れ て い る 抗 生 物 質 に 対 し て 多 数 の 後 天 的 及 び 内 因 的 に 進 化 さ せ た 耐 性 メ カ ニ ズ ム を 宿 す
場 合 が 多 く 、 腸 内 球 菌 感 染 症 の 治 療 を 困 難 に し て い る (Murray、 1990年 、 1999年 ) (Tailor
、 1993年 )(Huycke、 1998年 )。 多 く の 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 は 、 可 動 遺 伝 要 素 、 例 え ば 小 プ
ラ ス ミ ド 及 び ト ラ ン ス ポ ゾ ン に あ る (Paulsen、 2003年 )。 こ れ は 、 こ の 生 物 か ら 他 の 細 菌
種 へ の 耐 性 決 定 因 子 の 遺 伝 的 伝 達 、 例 え ば 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 （  ）
に 対 す る バ ン コ マ イ シ ン 耐 性 に つ い て 最 近 文 書 化 さ れ た 伝 達 に つ い て 懸 念 を 生 じ て い る (C
DC、 2002年 )。 抑 制 す る こ と が 難 し い 感 染 症 を 一 般 に 引 き 起 こ す さ ら に 別 の グ ラ ム 陽 性 菌
、 例 え ば エ ン テ ロ コ ッ カ ス 属 の 中 の 別 の 細 菌 、 例 え ば エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ シ ウ ム （

 ） 、 並 び に ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 属 の 細 菌 、 例 え ば ス ト レ プ ト コ ッ カ ス
・ ミ ュ ー タ ン ス （  ） 及 び 肺 炎 連 鎖 球 菌 （  
） 、 ブ ド ウ 球 菌 （ Staphylococcus） 属 の 細 菌 、 例 え ば 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 (  

） 及 び 表 皮 ブ ド ウ 球 菌 （  ） 、 並 び に バ シ ラ ス 属 の 細 菌 、 例
え ば 炭 疽 菌 （  ） が 知 ら れ い て る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 哺 乳 動 物 組 織 に 接 着 す る こ と が で き る こ と が 、 微 生 物 感 染 の 定 着 及 び 開 始 の 重 要 な ス テ
ッ プ で あ る 。 し か し 、 微 生 物 接 着 に 関 す る 多 数 の 未 知 の 因 子 に 照 ら し て 、 グ ラ ム 陽 性 菌 の
比 較 的 知 ら れ て い な い 接 着 メ カ ニ ズ ム に つ い て 研 究 し 、 得 ら れ た 情 報 を 利 用 し て 代 替 抗 菌
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療 法 を 開 発 す る た め の 手 段 を 提 供 す る 挑 戦 が 相 変 わ ら ず あ る 。 こ の よ う な 療 法 の 開 発 へ の
１ つ の 侵 入 （ inroad)は 、 上 皮 細 胞 及 び 内 皮 細 胞 の 下 部 の 、 主 と し て コ ラ ー ゲ ン や そ の 他
の 糖 タ ン パ ク 質 か ら な る 複 雑 で 、 動 的 で 且 つ 多 機 能 な 構 造 で あ る ヒ ト 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス
の 存 在 で あ る 。 外 部 環 境 に 対 す る 最 も 外 側 の 層 と し て 、 そ れ は 病 原 性  細 菌 の た め の 主 要
な 接 着 標 的 及 び 入 り 口 で あ る (Foster及 び Hook、 1998年 )(Westerlund及 び Korhonen、 1993
年 )。 ECM成 分 に 特 異 的 に 結 合 す る 多 数 の 細 菌 性 付 着 因 子 が 分 子 レ ベ ル で 特 定 さ れ て い る 。
ま と め て MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 (微 生 物 表 面 成 分 認 識 接 着 性 マ ト リ ッ ク ス 分 子 )
と 呼 ば れ る グ ラ ム 陽 性 菌 由 来 の 一 群 の 関 連 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 は 、 ECMの 主 要 な 成 分 、 例
え ば コ ラ ー ゲ ン 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 、 ラ ミ ニ ン 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 、 ケ ラ チ ン 、 ビ ト ロ ネ
ク チ ン 及 び 骨 シ ア ロ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る (Patti、 1994年 ) (Foster及 び Hook、 1998年 ) (
Tung、 2000年 )(O'Brien、 2002年 )。 MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 は 、 典 型 的 に は 細 胞
質 膜 を 横 切 る Sec-依 存 性 輸 送 用 の Ｎ 末 端 シ グ ナ ル 配 列 と 、 そ の 後 に 続 く ほ と ん ど の 場 合 に
結 合 活 性 を 示 す Ｎ 末 端 Ａ ド メ イ ン と 、 MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 を 結 合 す る 一 群 の
フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に お い て フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 結 合 を 付 与 す る 反 復 Ｂ ド メ イ ン と か ら な る モ
ザ イ ク タ ン パ ク 質 で あ る (Johら 、 1994年 )。 細 菌 細 胞 壁 に 対 す る 共 有 結 合 は 、 細 胞 壁 橋 架
け (spanning)ド メ イ ン が 前 に あ り 且 つ 後 ろ に 疎 水 性 貫 膜 領 域 が あ り 、 そ し て 最 後 に 正 に 帯
電 し た ア ミ ノ 酸 残 基 の 短 い 配 列 か ら な る 細 胞 質 ゾ ル 尾 部 が あ る Ｃ 末 端 に 配 置 さ れ た LPxTG
モ チ ー フ に よ っ て 媒 介 さ れ る (Schneewindら 、 1995年 )(Mazmanianら 、 2001年 )。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 い ず れ に し て も 、 抗 生 物 質 耐 性 細 菌 株 の 発 生 を 増 や す 可 能 性 な し に 効 率 的 且 つ 効 果 的 な
方 法 で 種 々 様 々 な 細 菌 感 染 症 に 対 応 す る 新 規 な 手 段 を 開 発 す る た め に は 、 感 染 症 の 分 野 に
お い て 未 だ 個 々 の 問 題 が あ る 。 さ ら に ま た 、 特 に 入 院 患 者 に お い て 細 菌 株 一 般 及 び 抗 生 物
質 耐 性 株 一 般 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 潜 在 的 な 問 題 に 照 ら し て 、 抗 生 物 質 を 使 用 せ ず に 且
つ 抗 生 物 質 耐 性 菌 株 が 発 生 す る 可 能 性 を 増 大 さ せ る こ と な く 、 こ の よ う な 感 染 症 を 抑 え る
方 法 を 開 発 す る こ と が ま す ま す 重 要 で あ る 。 従 っ て 、 グ ラ ム 陽 性 菌 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ
る 感 染 症 を 特 定 し 、 治 療 し 且 つ 予 防 す る た め の 新 規 な 手 段 を 開 発 し 且 つ こ の よ う な 細 菌 由
来 の 新 規 な MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 で あ っ て グ ラ ム 陽 性 菌 に よ る 感 染 症 の 伝 播 を
治 療 及 び 予 防 す る た め の 新 規 な 方 法 を も た ら す 抗 体 を 生 じ さ せ る で あ ろ う 新 規 な MSCRAMM
（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 を 開 発 す る こ と が 極 め て 望 ま し い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 発 明 の 概 要
　 従 っ て 、 本 発 明 の 目 的 は 、 グ ラ ム 陽 性 菌 に よ り 生 じ る 感 染 症 を 治 療 又 は 予 防 す る 方 法 に
利 用 で き る グ ラ ム 陽 性 菌 由 来 の MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 を 同 定 し 且 つ 単 離 す る バ
イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 本 発 明 の バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス 法 を 使 用 し て 得 ら れ る タ ン パ
ク 質 を 同 定 し 且 つ 単 離 す る こ と 、 及 び そ の 中 の 有 効 な 抗 原 性 ド メ イ ン 、 例 え ば Ａ ド メ イ ン
を 同 定 す る こ と 、 並 び に グ ラ ム 陽 性 菌 に よ り 生 じ る 感 染 症 を 治 療 又 は 予 防 す る 方 法 に お い
て こ れ ら の ド メ イ ン を 利 用 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 目 的 は 、 本 発 明 の バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス 法 を 使 用 し て 単 離 さ れ 且 つ
同 定 さ れ る タ ン パ ク 質 及 び 抗 原 性 ド メ イ ン を 利 用 し て 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 及 び 抗 原 性 領
域 を 認 識 で き る 抗 体 で あ っ て 、 従 っ て グ ラ ム 陽 性 菌 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 病 気 及 び 感 染
症 を 診 断 、 治 療 又 は 予 防 す る の に 有 用 で あ り 得 る 抗 体 を 生 じ さ せ る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 さ ら に ま た 、 本 発 明 の 目 的 は 、 慣 用 の 抗 生 物 質 療 法 の 代 替 法 と し て 使 用 で き 、 従 っ て グ
ラ ム 陽 性 菌 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 感 染 症 を 治 療 又 は 予 防 す る 安 全 且 つ 有 効 な 方 法 を 提 供
す る こ と が で き る 本 発 明 の バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス 法 を 使 用 し て 同 定 及 び 単 離 さ れ る タ
ン パ ク 質 及 び 抗 原 性 ド メ イ ン を 利 用 す る ワ ク チ ン 、 キ ッ ト 及 び 別 の 治 療 法 を 提 供 す る こ と
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に あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 こ れ ら の 目 的 及 び そ の 他 の 目 的 は 、 グ ラ ム 陽 性 菌 、 例 え ば エ ン テ ロ コ ッ カ ス 属 、 ブ ド ウ
球 菌 属 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 属 及 び バ シ ラ ス 属 の 細 菌 の 中 か ら 、 多 数 の そ の 他 の 細 菌 の 中
か ら 、 グ ラ ム 陽 性 菌 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 感 染 症 を 予 防 及 び 治 療 す る 方 法 に 利 用 す る こ
と が で き る MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） 様 の 特 徴 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る バ イ オ イ ン フ ォ
マ テ ィ ク ア プ ロ ー チ を 利 用 す る 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る 。 特 に 、 こ の 方 法 は 、 推 定 上 の
Ｃ 末 端 LPXTG（ 配 列 番 号 ： １ ） 細 胞 壁 選 別 シ グ ナ ル と 、 LPXTG固 定 化 細 胞 壁 タ ン パ ク 質 を 有
す る MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 の 構 造 類 似 性 と を 有 す る タ ン パ ク 質 を 探 索 す る こ と
を 伴 う 。 特 に 、 本 発 明 は 、 例 え ば 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 折 り た た み を 採 用 す る (adopt)領 域 の
位 置 を 確 認 す る す る こ と に よ っ て 、 MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 、 す な わ ち 細 胞 外 マ
ト リ ッ ク ス 分 子 に 結 合 す る こ と が で き る タ ン パ ク 質 を 同 定 し 且 つ 単 離 す る 方 法 を 提 供 し 、
且 つ こ れ ら の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 本 方 法 で 同 定 さ れ る 核 酸 由 来 の こ れ ら の タ ン パ ク 質
の 組 換 え 製 造 を 包 含 す る 。 こ れ ら の Ｉ g折 り た た み 含 有 領 域 は 、 同 じ サ イ ズ 及 び Ｉ g型 折 り
た た み の １ ～ ４ 個 の ド メ イ ン か ら な る 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー （ IgSF） の 解 明
さ れ た （ solved） 結 晶 構 造 （ ～ 50－ 500 aa） に 対 す る 幾 つ か の 連 続 し 且 つ 重 複 す る 一 致 （
match） か ら な る 。 相 同 性 Ｉ g折 り た た み 領 域 は 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 及 び そ の 他 の IgSFタ ン
パ ク 質 に 認 め ら れ る よ う な “ 糸 に 通 し た ビ ー ズ （ beads-in-a-string） ” 配 置 の 連 続 モ ジ
ュ ー ル を 示 す (Leahy、 1996年 )(Sharma、 1999年 )(Hamburger、 1999年 )(Luo、 2000年 )。 例
え ば 、 Ｉ g折 り た た み サ ブ ド メ イ ン (Ｎ ２ 及 び Ｎ ３ )の 縦 列 反 復 は 、 ClfＡ の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ
ン 結 合 ド メ イ ン の 結 晶 構 造 に 認 め ら れ る 。 ClfＡ 及 び 同 様 の 構 造 の ClfＢ の 全 長 Ａ ド メ イ ン
は 、 追 加 の Ｎ 末 端 サ ブ ド メ イ ン Ｎ １ か ら な る (Deivanayagam、 2002年 )(Perkins、 2001年 )
。 配 列 及 び 二 次 構 造 類 似 性 に 基 づ い て 、 類 似 の サ ブ ド メ イ ン 組 織 は ま た 、 別 の MSCRAMM（
登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 、 例 え ば FnbpA、 FnbpB、 Ace及 び Sdrタ ン パ ク 質 中 に も 期 待 さ れ る 。
CNA最 小 コ ラ ー ゲ ン 結 合 性 ド メ イ ン の 解 明 さ れ た 結 晶 構 造 は 、 単 一 の Ｉ g型 サ ブ ド メ イ ン (
Ｎ ２ )か ら な り (Symersky、 1997年 )且 つ Ｃ 末 端 反 復 ド メ イ ン Ｂ １ 及 び Ｂ ２ そ れ ぞ れ は Ｉ g折
り た た み サ ブ ド メ イ ン の 縦 列 反 復 か ら な る (Deivanayagam、 2000年 )。 同 様 の モ ジ ュ ー ル 構
造 が 、 Ｂ ３ 及 び Ｂ ４ 反 復 中 に 期 待 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 、 主 要 な 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 に 結 合 す る こ と が で き る 新 規 な
MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） 様 タ ン パ ク 質 表 面 固 定 化 タ ン パ ク 質 は 、 グ ラ ム 陽 性 菌 、 例 え ば エ ン
テ ロ コ ッ カ ス 属 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 属 、 ブ ド ウ 球 菌 属 及 び バ シ ラ ス 属 の グ ラ ム 陽 性 菌 か
ら 得 ら れ 、 こ の よ う な タ ン パ ク 質 は 、 (i)ClfＡ 及 び CNAの 解 明 さ れ た Ｉ g折 り た た み 結 晶 構
造 並 び に 別 の MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 の 予 測 さ れ た 三 次 構 造 に 構 造 的 に 相 同 性 で
あ り 、 (ii)Ｉ g折 り た た み タ ン パ ク 質 に 認 め ら れ る よ う な 類 似 の β － シ ー ト に 富 む 二 次 構
造 を 共 有 し 且 つ (iii)分 泌 シ グ ナ ル 、 反 復 を 後 ろ に 伴 う 非 反 復 ド メ イ ン 、 及 び Ｃ 末 端 細 胞
壁 固 定 ド メ イ ン と 同 様 の 構 成 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 。 ま た 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 同
定 さ れ る タ ン パ ク 質 の 結 合 は 、 こ れ ら が 種 々 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス (ECM)分 子 、 例 え ば タ
ン パ ク 質 及 び そ の 他 の 成 分 を 標 的 と し 且 つ 結 合 す る こ と を 確 認 し た 。 例 え ば 、 ３ 種 類 の 単
離 タ ン パ ク 質 の ３ 個 は ECMタ ン パ ク 質 に 結 合 し ； ２ 個 は フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン に 結 合 し 且 つ 少
な く と も １ 個 は コ ラ ー ゲ ン 及 び ラ ミ ニ ン に 結 合 す る 。 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 ほ と
ん ど の 分 離 株 に 存 在 す る こ と が 明 ら か に さ れ て お り 、 感 染 中 に 生 体 内 で 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 に 従 っ て 、 MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の 一 般 的 な 特 徴
で あ る と 思 わ れ る 多 数 の Ｉ g折 り た た み 単 位 の モ ジ ュ ー ル 構 造 を 同 定 し 且 つ 単 離 す る 方 法
が 提 供 さ れ る 。 MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 の N-サ ブ ド メ イ ン の 長 さ は 、 典 型 的 に は
～ 150 aaで あ り 、 ま た 本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ る タ ン パ ク 質 、 例 え ば 以 下 に 挙 げ た タ ン パ
ク 質 は 、 そ の Ａ ド メ イ ン に ４ 個 以 上 の Ｉ g折 り た た み サ ブ ド メ イ ン を 収 容 し て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 こ れ ら の 態 様 並 び に 開 示 さ れ た 発 明 の 精 神 及 び 範 囲 に 入 る 別 法 及 び 改 変 は 、 本 明 細 書 及
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び ／ 又 は 本 明 細 書 で 引 用 し た 参 考 文 献 か ら 当 業 者 に は 容 易 に 明 ら か に な る で あ ろ う 。 こ れ
ら の 参 考 文 献 の 全 部 が 、 参 考 と し て 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 図 面 の 簡 単 な 説 明
　 図 １ は 、 本 発 明 に 従 っ て 同 定 さ れ た 種 々 の MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 を 表 す 図 で
あ り 、 該 タ ン パ ク 質 の 種 々 の 領 域 及 び こ れ ら の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 領 域 を 例 示 す る 図 で あ る
。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 図 ２ は 、 本 発 明 の LPXTG含 有 タ ン パ ク 質 の 大 腸 菌 発 現 及 び 精 製 Ａ ド メ イ ン の ク ー マ シ ー
染 色 SDS-PAGEを 例 示 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 好 ま し い 態 様 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 に 従 っ て 、 グ ラ ム 陽 性 菌 、 例 え ば エ ン テ ロ コ ッ カ ス 属 、 ブ ド ウ 球 菌 属 、 ス ト レ プ
ト コ ッ カ ス 属 及 び バ シ ラ ス 属 の よ う な 属 か ら の 細 菌 由 来 の タ ン パ ク 質 、 特 に MSCRAMM（ 登
録 商 標 ） 様 の 特 徴 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 同 定 し 且 つ 単 離 し 、 同 定 さ れ 且 つ 分 離 さ れ た タ ン
パ ク 質 を 利 用 し て 抗 体 を 生 じ さ せ 且 つ グ ラ ム 陽 性 菌 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 感 染 症 を 診 断
、 治 療 又 は 予 防 す る バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス 法 が 提 供 さ れ る 。 一 般 的 に 、 こ の 方 法 は 、
推 定 上 の Ｃ 末 端 LPXTG（ 配 列 番 号 ： １ ） 細 胞 壁 選 別 シ グ ナ ル 及 び ／ 又 は LPXTG含 有 細 胞 壁 固
定 化 タ ン パ ク 質 を 有 す る MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 （ 微 生 物 表 面 成 分 認 識 接 着 性 マ
ト リ ッ ク ス 分 子 ） に 対 す る 別 の 構 造 類 似 物 を 用 い て タ ン パ ク 質 を 探 索 す る こ と を 伴 う 。 好
ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 、 す な わ ち 宿 主 細 胞 の
細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 子 、 例 え ば タ ン パ ク 質 、 炭 水 化 物 及 び そ の 他 の 成 分 に 結 合 す る 表 面
タ ン パ ク 質 〔 但 し 、 こ れ ら の 配 置 さ れ た タ ン パ ク 質 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 折 り た た み を 採 用
す る (adopt)領 域 を 含 有 す る 〕 を 同 定 し 且 つ 単 離 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ れ ら の Ｉ g折 り た
た み 含 有 領 域 は 、 同 じ サ イ ズ 及 び Ｉ g型 折 り た た み の １ ～ ４ 個 の ド メ イ ン か ら な る 免 疫 グ
ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー (IgSF)の 解 明 さ れ た 結 晶 構 造 （ ～ 50－ 500 aa） に 対 す る 幾 つ
か の 連 続 し 且 つ 重 複 す る 一 致 (match)か ら な る 。 相 同 性 Ｉ g折 り た た み 領 域 は 、 フ ィ ブ ロ ネ
ク チ ン 及 び そ の 他 の IgSFタ ン パ ク 質 に 認 め ら れ る よ う な “ 糸 に 通 し た ビ ー ズ （ beads-in-a
-string） ” 配 置 の 連 続 モ ジ ュ ー ル を 示 す (Leahy、 1996年 )(Sharma、 1999年 )(Hamburger、
1999年 )(Luo、 2000年 )。 例 え ば 、 Ｉ g折 り た た み サ ブ ド メ イ ン (Ｎ ２ 及 び Ｎ ３ )の 縦 列 反 復
は 、 ClfＡ の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 ド メ イ ン の 結 晶 構 造 に 認 め ら れ る 。 ClfＡ 及 び 同 様 の 構
造 の ClfＢ の 全 長 Ａ ド メ イ ン は 、 追 加 の Ｎ 末 端 サ ブ ド メ イ ン 、 Ｎ １ か ら な る (Deivanayagam
、 2002年 )(Perkins、 2001年 )。 配 列 及 び 二 次 構 造 類 似 性 に 基 づ い て 、 類 似 の サ ブ ド メ イ ン
組 織 は ま た 、 別 の MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 、 例 え ば FnbpA、 FnbpB、 Ace及 び Sdrタ
ン パ ク 質 中 に 期 待 さ れ る 。 CNA最 小 コ ラ ー ゲ ン 結 合 性 ド メ イ ン の 解 明 さ れ た  結 晶 構 造 は 、
単 一 の Ｉ g型 サ ブ ド メ イ ン (Ｎ ２ )か ら な り (Symersky、 1997年 )且 つ Ｃ 末 端 反 復 ド メ イ ン Ｂ
１ 及 び Ｂ ２ そ れ ぞ れ は 、 Ｉ g折 り た た み サ ブ ド メ イ ン の 縦 列 反 復 か ら な る (Deivanayagam、
2000年 )。 同 様 の モ ジ ュ ー ル 構 造 は 、 Ｂ ３ 及 び Ｂ ４ 反 復 中 に 期 待 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 、 新 規 な MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） 様 タ ン パ ク 質 表 面 固 定 化 タ ン パ ク 質 は 、
グ ラ ム 陽 性 菌 、 例 え ば エ ン テ ロ コ ッ カ ス 属 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 属 、 ブ ド ウ 球 菌 属 及 び バ
シ ラ ス 属 の グ ラ ム 陽 性 菌 か ら 得 ら れ 、 こ の よ う な タ ン パ ク 質 は 、 (i)ClfＡ 及 び CNAの 解 明
さ れ た Ｉ g折 り た た み 結 晶 構 造 並 び に 別 の MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 の 予 測 さ れ た 三
次 構 造 に 構 造 的 に 相 同 性 で あ り 、 (ii)Ｉ g折 り た た み タ ン パ ク 質 に 認 め ら れ る よ う な 同 様
の β － シ ー ト に 富 む 二 次 構 造 を 共 有 し 且 つ (iii)分 泌 シ グ ナ ル 、 後 ろ に 反 復 を 伴 う 非 反 復
ド メ イ ン 、 及 び Ｃ 末 端 細 胞 壁 固 定 ド メ イ ン と 同 様 の 構 成 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 。 ま た
、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る タ ン パ ク 質 の 結 合 は 、 こ れ ら が 種 々 の 細 胞 外 マ ト リ ッ
ク ス 分 子 を 標 的 と し 且 つ 結 合 す る こ と を 確 認 し た 。 例 え ば 、 単 離 タ ン パ ク 質 の ３ 個 は ECM
タ ン パ ク 質 に 結 合 し ； ２ 個 は フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン に 結 合 し 且 つ 少 な く と も １ 個 は コ ラ ー ゲ ン
及 び ラ ミ ニ ン に 結 合 す る 。 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 ほ と ん ど の 分 離 株 に 存 在 す る こ
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と が 明 ら か に さ れ て お り 、 感 染 中 に 生 体 内 で 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 、 MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の 一 般 的 な 特 徴 を 有 す る
多 数 の Ｉ g折 り た た み 単 位 の モ ジ ュ ー ル 構 造 を 同 定 し 且 つ 単 離 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 MSC
RAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 の Ｎ -サ ブ ド メ イ ン の 長 さ は 、 典 型 的 に は ～ 150 aaで あ り 、
ま た 本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ る タ ン パ ク 質 、 例 え ば 以 下 に 挙 げ た タ ン パ ク 質 は 、 そ の Ａ ド
メ イ ン に ４ 個 以 上 の Ｉ g折 り た た み サ ブ ド メ イ ン を 収 容 し て い る 。 本 発 明 の MSCRAMM（ 登 録
商 標 ） タ ン パ ク 質 及 び こ れ ら の Ａ ド メ イ ン の 分 離 及 び こ れ ら に 結 合 す る こ と が で き る 抗 体
の 産 生 又 は 病 気 を 診 断 、 治 療 又 は 予 防 す る 方 法 に お け る 使 用 は 、 米 国 特 許 第 6,288,214号
； 第 6,177,084号 ； 第 6,008,241号 ； 第 6,086,895号 ； 第 5,980,908号 ； 第 5,866,541号 ； 第 5
,851,794号 ； 第 5,840,846号 ； 第 5,789,549号 ； 第 5,770,702号 ； 第 5,652,217号 ； 第 5,648,
240号 ； 第 5,571,514号 ； 第 5,440,014号 ； 第 5,416,021号 及 び 第 5,320,951号 公 報 ； 並 び に
国 際 公 開 第 WO 00/68242号 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る よ う な 別 の MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ
ク 質 を 用 い て 記 載 さ れ て い る も の と 同 様 で あ る 。 前 記 の 参 考 文 献 の 全 部 は 、 本 明 細 書 に 参
考 文 献 と し て 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 、 グ ラ ム 陽 性 菌 の １ 個 又 は そ れ 以 上 の 表 面 固 定 化 MSCRAMM（ 登 録 商 標 ）
タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の 特 徴 的 な モ ジ ュ ー ル 構 造 を 同 定 し 且 つ 分 離 す る た め に 、 推 定 上 の
LPXTG含 有 タ ン パ ク 質 中 に 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 （ す な わ ち Ｉ g様 ） 折 り た た み の 位 置 を 確 認 す
す る 工 程 を 含 む 一 連 の 工 程 が 採 用 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 グ ラ ム 陽 性 菌 種 由 来 の 配 列 情 報 、
例 え ば ア ミ ノ 酸 配 列 及 び ／ 又 は 核 酸 配 列 を 含 む 現 在 知 ら れ て い る デ ー タ ベ ー ス と 共 に 使 用
で き 且 つ LPXTG（ 配 列 番 号 ： １ ） モ チ ー フ 有 す る タ ン パ ク 質 の 位 置 を 確 認 し 、 次 い で 配 列
情 報 を 再 調 査 し 、 分 析 し て 以 下 に 記 載 の MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） と 個 々 の 構 造 類 似 性 を 有 す
る タ ン パ ク 質 を 選 別 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 一 般 的 な 方 法 に お い て 、 該 方 法 の 最 初 の 部 分 は 、 １ 種 又 は そ れ 以 上 の グ ラ ム 陽
性 菌 に 関 す る 配 列 情 報 を 含 む デ ー タ ベ ー ス を 検 索 し て 、 グ ラ ム 陽 性 菌 の 注 釈 付 き ゲ ノ ム 中
の 細 胞 壁 固 定 化 タ ン パ ク 質 に 含 ま れ る LPXTG（ 配 列 番 号 ： １ ） モ チ ー フ を 含 有 す る こ れ ら
の タ ン パ ク 質 の 位 置 を 確 認 す べ き で あ る 。 こ れ は 、 最 初 に 、 例 え ば 配 列 決 定 セ ン タ ー 、 例
え ば TIGR、 NCBlな ど の 多 数 の ウ エ ブ サ イ ト か ら 関 心 事 の １ 種 又 は そ れ 以 上 の グ ラ ム 陽 性 菌
由 来 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 ゲ ノ ム を 得 る こ と に よ っ て 行 わ れ る 。 好 ま し い 方 法 に お い て 、 こ
れ ら の 配 列 は 、 ダ ウ ン ロ ー ド し て 、 電 子 メ モ リ ー に 保 存 し た 後 に 、 ロ ー カ ル シ リ コ ン グ ラ
フ ィ ッ ク ス マ シ ン (SGI)又 は そ の 他 の 適 当 な コ ン ピ ュ ー タ ー 装 置 で 同 定 工 程 を 実 施 す る こ
と が で き る 。 好 ま し い 方 法 に お い て 、 こ の 保 存 情 報 は 、 例 え ば NCBlか ら 得 ら れ る プ ロ グ ラ
ム フ ォ ー ム “ atdb” を 使 用 す る こ と に よ っ て ロ ー カ ル 検 索 可 能 デ ー タ ベ ー ス を 作 成 す る の
に 使 用 さ れ 、 ま た こ の よ う な 検 索 可 能 デ ー タ ベ ー ス は 、 SGIに ロ ー カ ル イ ン ス ト ー ル さ れ
る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
  LPXTGモ チ ー フ は 、 保 存 配 列 情 報 か ら 多 数 の 適 当 な プ ロ グ ラ ム に よ り 同 定 さ れ る 。 例 え
ば 、 こ れ ら の LPXTGモ チ ー フ 含 有 タ ン パ ク 質 は 、 PHI-blastを 使 用 し て 同 定 す る こ と が で き
る 。 PHI-blastは NCBlか ら 得 ら れ 、 再 度 SGI又 は そ の 他 の 適 当 な コ ン ピ ュ ー タ ー 装 置 に ロ ー
カ ル イ ン ス ト ー ル 及 び 保 存 で き る 。 PHI-blastサ ー チ は 、 縮 重 LPXTGパ タ ー ン  L-P-X-[TSA]
-[GANS]（ Ｘ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る ） を 使 用 す る 。 PHI-blastの 正 確 な 鋳 型 (テ ン プ レ ー
ト )は 、 個 々 の 生 物 に 応 じ て 変 化 さ せ る こ と が で き る が 、 い ず れ の 場 合 に も 、 こ の 装 置 は L
PXTGモ チ ー フ を 同 定 す る 方 法 を 含 む 。 そ れ ぞ れ の 生 物 に つ い て は 、 配 列 相 同 性 を 有 し て い
な い ブ ド ウ 球 菌 の 少 な く と も ２ 個 の 公 知 の 細 胞 壁 固 定 化 タ ン パ ク 質 及 び 利 用 で き る 場 合 に
は 標 的 生 物 由 来 の 公 知 の 細 胞 壁 固 定 化 タ ン パ ク 質 を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 LPXTG含 有 タ ン パ ク 質 は PHI-blastの よ う な 適 当 な シ ス テ ム を 使 用 し て 同 定 さ れ 、 得 ら れ
、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） の 特 性 を 有 す る LPXTGモ チ ー フ 含 有 細 胞 壁 固
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定 化 タ ン パ ク 質 の 典 型 的 な 特 徴 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 選 択 す る た め に さ ら に 分 析 さ れ る 。
好 ま し い 方 法 に お い て 、 こ れ ら の 特 徴 は 、 一 般 に Ｎ 末 端 に シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 Ｃ 末 端 の 近
く に あ る LPXTGモ チ ー フ 、 そ の 後 に 続 く 疎 水 性 貫 膜 セ グ メ ン ト 、 及 び Ｃ 末 端 に 数 個 の 正 帯
電 残 基 を 含 む で あ ろ う 。 こ れ ら は 下 記 の よ う に し て 行 わ れ る ：
　 シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 、 任 意 の 適 当 な 同 定 方 法 、 例 え ば “ Identification of prokaryoti
c and eukaryotic signal peptides and prediction of their cleavage sites”  Henrik
 Nielsen、 Jacob Engelbrecht、 Soren Brunak及 び Gunnar von Heijne、
 , 1-6 (1997)、 （ 参 考 文 献 と し て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） に 記 載 の 方 法 を 使 用 し

て 同 定 し 得 る 。 本 方 法 に お い て 、 本 発 明 者 ら に と っ て 好 ま し い シ ス テ ム は  
 の シ グ ナ ル Ｐ 予 測 サ ー バ ー で あ る が 、 別 の 類 似 の シ グ ナ ル ペ

プ チ ド 同 定 方 法 も 使 用 し 得 る 。 LPXTGモ チ ー フ の 位 置 及 び Ｃ 末 端 の 正 帯 電 ア ミ ノ 酸 残 基 の
決 定 は 配 列 の 目 視 検 査 を 使 用 し て 達 成 さ れ る が 、 デ ー タ ベ ー ス を 使 用 し て こ れ ら の 特 徴 の
存 在 を 調 べ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 LPXTGモ チ ー フ の 後 の 疎 水 性 貫 膜 セ グ メ ン ト は ま た 、 こ の よ う
な 領 域 を 予 測 で き る 慣 用 の プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 位 置 を 確 認 し て も よ い 。 一 つ の こ の よ う
な シ ス テ ム の 例 は 、 貫 膜 セ グ メ ン ト の 予 測 に 使 用 で き る

で イ ン タ ー ネ ッ ト で 利 用 で き る TMHMMサ ー バ ー で あ る 。 し か し 、 多 数 の 別 の 適
当 な 予 測 サ ー バ ー が 、 イ ン タ ー ネ ッ ト で 又 は 保 存 し た コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム で 、 例 え ば

で 利 用 で き る T-Mpred、
で 利 用 で き る DASシ ス テ ム 及 び で

利 用 で き る HMMTOPで 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 前 記 の 操 作 に 従 う こ と に よ っ て 、 前 記 の 特 徴 を 含 む 推 定 上 の LPXTG含 有 配 列 を 、 MSCRAMM
（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 、 す な わ ち 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 成 分 を 結 合 で き る 能 力 を 有 す る 可
能 性 が 高 い も の と し て 選 択 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 最 初 の 工 程 に 従 っ て 、 こ の よ う に
し て 同 定 さ れ る LPXTG含 有 タ ン パ ク 質 は 、 結 局 、 推 定 上 の タ ン パ ク 質 又 は そ の Ａ ド メ イ ン
を 発 現 し 且 つ こ の タ ン パ ク 質 又 は そ の ド メ イ ン が 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 成 分 に 結 合 す る か 否
か を 決 定 す る こ と に よ っ て 確 認 さ れ る よ う に 、 少 な く と も 約 90％ の 時 間 で MSCRAMM（ 登 録
商 標 ） タ ン パ ク 質 で あ る こ と が 分 か る こ と が 意 図 さ れ る 。 こ れ は 、 当 該 技 術 で 常 用 さ れ 且
つ 十 分 に 当 業 者 の 能 力 の 範 囲 に あ る で あ ろ う 簡 単 な 結 合 ア ッ セ イ に よ っ て 行 わ れ る 。 さ ら
に 、 最 初 に 位 置 が 確 認 さ れ る 又 は 前 記 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド ／ Ｃ 末 端 ／ 貫 膜 同 定 特 徴 を 使 用
し て さ ら に 選 択 さ れ る LPXTG含 有 配 列 は 、 グ ラ ム 陽 性 菌 由 来 の MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ
ク 質 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 折 り た た み 特 徴 の 存 在 を 確 認 す る た め に 、 以 下 に 示 す よ う に し て
さ ら に 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 同 様 に 、 こ の よ う な 方 法 に お い て 、 LPXTG含 有 細 胞 壁 タ ン パ ク 質 は ま た 、 注 釈 付 き ゲ ノ
ム ヌ ク レ オ チ ド デ ー タ ベ ー ス 、 例 え ば

 の TIGRウ エ ブ サ イ ト （ 総 合 微
生 物 資 源 ） に 置 か れ て い る 注 釈 付 き ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド デ ー タ ベ ー ス を 使 用 し て も 位 置 を
確 認 し 得 る 。 こ れ ら の デ ー タ ベ ー ス に つ い て 、 用 語 “ LPXTG” 又 は “ 細 胞 壁 ” を 使 用 し て
、 関 心 事 の ゲ ノ ム 中 の 細 胞 壁 固 定 化 タ ン パ ク 質 と し て 注 釈 付 け ら れ て い る よ う な タ ン パ ク
質 を 検 索 す る の に 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 最 後 に 、 LPXTGモ チ ー フ 含 有 細 胞 壁 固 定 化 タ ン パ ク 質 は ま た 、 グ ラ ム 陽 性 菌 の 注 釈 が 付
か な い ヌ ク レ オ チ ド ゲ ノ ム に お い て 同 定 し 得 る 。 こ の 場 合 に 、 ゲ ノ ム 配 列 は 、 配 列 決 定 セ
ン タ ー の ウ エ ブ サ イ ト か ら 得 ら れ 、 ま た 該 配 列 は 、 適 当 な ら ば 、 ロ ー カ ル シ リ コ ン グ ラ フ
ィ ッ ク ス マ シ ン (SGI)な ど の コ ン ピ ュ ー タ ー メ モ リ ー に 保 存 し て も よ い 。 遺 伝 子 予 測 は 、 T
IGR製 の Glimmer 2.0の よ う な プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 実 施 し 得 、 こ れ は 個 々 の 生 物 又 は 特 徴
に 適 合 さ せ る た め に 所 望 す る よ う に 部 分 変 更 し 得 る UNIX Cシ ェ ル ス ク リ プ ト に よ り 促 進 す
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る こ と が で き る 。 好 ま し い 方 法 に お い て 、 予 測 さ れ た 遺 伝 子 は 、 適 当 な 翻 訳 プ ロ グ ラ ム 、
好 ま し く は 大 量 の 配 列 を 翻 訳 で き る 翻 訳 プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て ア ミ ノ 酸 配 列 に 翻 訳 さ れ る
。 最 後 に 、 翻 訳 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 前 記 の よ う な 検 索 可 能 な デ ー タ ベ ー ス に ロ ー カ ル
に フ ォ ー マ ッ ト さ れ 、 以 下 に 記 載 の よ う に し て 別 の 分 析 に 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 方 法 に お い て 、 諸 工 程 を 実 施 し 、 そ れ に よ っ て 推 定 上 の LPXTGモ チ ー
フ 含 有 細 胞 壁 固 定 化 タ ン パ ク 質 中 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 （ Ｉ g様 ） 折 り た た み を 予 測 し 、 同
定 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に 従 っ て 、 推 定 上 の LPXTGモ チ ー フ 含 有 細 胞 壁 固 定 化 タ ン パ
ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 次 い で MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 の 特 徴 を 示 す Ｉ g様 折 り た
た み の 存 在 を 調 べ る た め に 分 析 さ れ る 。 こ れ は 、 多 数 の 方 法 で 、 例 え ば (

)で 利 用 で き る ウ エ ブ サ ー バ ー 3D-PSSMを 使 用 し て 入 手 し 得 る よ う
な 折 り た た み 認 識 ソ フ ト ウ エ ア を 使 用 し て 推 定 上 の MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） を 処 理 す る こ と
に よ り 行 わ れ る 。 折 り た た み 予 測 の 別 の 方 法 は 、 本 明 細 書 に 参 考 と し て 組 み 込 ま れ る  Kel
ley LA、 MacCallum RM & Sternberg MJE. Enhanced Genome Annotation using Structura
l Profiles in the Progam 3D-PSSM. J Mol Biol. 2000 Jun 2; 299(2): 499-520で 論 じ
ら れ て い る 。 こ の 方 法 を 使 用 す る と 、 3D-PSSMの ア ウ ト プ ッ ト は 、 公 知 且 つ 公 表 さ れ た MSC
RAMM（ 登 録 商 標 ） と し て 類 似 の ３ Ｄ 構 造 を 採 用 す る 供 試 配 列 の 可 能 性 を 示 す 確 率 Ｅ 値 を 与
え る 。 本 発 明 に 従 っ て 、 公 表 さ れ た Ｉ g様 折 り た た み 構 造 に 対 し て Ｅ 値 ＜ 0.25を 有 す る タ
ン パ ク 質 は 、 予 測 さ れ た Ｉ g様 折 り た た み を 含 有 す る と 考 え ら れ 、 こ の よ う な タ ン パ ク 質
は 、 本 発 明 に に 従 っ て 有 用 な MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 、 す な わ ち 宿 主 細 胞 の 細 胞
外 マ ト リ ッ ク ス 上 の 付 着 因 子 分 子 を 認 識 す る タ ン パ ク 質 と し て 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は こ の よ う に し て 実 施 さ れ 、 そ れ に よ り こ の よ う な グ ラ ム 陽 性 菌 、 例 え ば エ ン テ
ロ コ ッ カ ス 属 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 属 、 ブ ド ウ 球 菌 属 及 び バ シ ラ ス 属 の グ ラ ム 陽 性 菌 由 来
の MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） 様 の 特 徴 を 有 す る タ ン パ ク 質 及 び Ａ ド メ イ ン を 同 定 し 且 つ 生 成 す
る 。 好 ま し い 方 法 に お い て 、 前 記 の よ う に し て 同 定 さ れ た タ ン パ ク 質 又 は そ の 抗 原 性 Ａ ド
メ イ ン は 、 本 明 細 書 に 記 載 よ う に し て 発 現 さ せ 、 精 製 し 且 つ 特 定 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 に 従 っ て 、 バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス ア プ ロ ー チ は 、 グ ラ ム 陽 性 菌 の 中
か ら MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） 様 特 徴 を も つ タ ン パ ク 質 を 同 定 す る の に 使 用 さ れ 、 こ れ ら の 予
測 さ れ た タ ン パ ク 質 が MSCRAMM様 特 徴 を も つ こ と が 明 ら か に さ れ た 。 エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・
フ ェ カ ー リ ス （  ） を 使 用 す る 一 つ の こ の よ う な 場 合 に お い て 、 推
定 上 の Ｃ 末 端 LPxTG細 胞 壁 選 別 シ グ ナ ル を 有 す る 42個 の タ ン パ ク 質 が エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・
フ ェ カ ー リ ス （  ） ゲ ノ ム に お い て 同 定 さ れ た 。 本 方 法 に 従 っ て 、 こ れ ら の タ
ン パ ク 質 は 前 記 の 方 法 で Ｉ g様 折 り た た み の 存 在 を 調 べ る た め に 分 析 さ れ た 。 本 方 法 に 基
づ い て 、 ９ 個 の タ ン パ ク 質 が 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 折 り た た み を 採 用 す る (adopt)領 域 を 含 む
こ と が 認 め ら れ た 。 こ れ ら の ９ 個 の タ ン パ ク 質 に つ い て の Ｉ g折 り た た み 含 有 領 域 は 、 図
１ に 示 さ れ 、 こ れ は 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー (IgSF)の 解 明 さ れ た 結 晶 構 造 （ ～
150－ 500 aa） に 対 す る 幾 つ か の 連 続 し 且 つ 重 複 し た 一 致 (match)か ら な り 、 同 じ サ イ ズ 及
び Ｉ g型 の 折 り た た み の １ ～ ４ 個 の ド メ イ ン か ら な る 。 相 同 性 の Ｉ g折 り た た み 領 域 は 、 腸
球 菌 タ ン パ ク 質 の 大 部 分 を カ バ ー し 得 、 し か も フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン や そ の 他 の IgSFタ ン パ ク
質 に 認 め ら れ る 同 様 の “ 糸 に 通 し た ビ ー ズ （ beads-in-a-string） ” 配 置 の 連 続 モ ジ ュ ー
ル を 示 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の Ａ ド メ イ ン の さ ら な る 発 現 、 精 製 及 び 分 析 を 行 っ た 。 図 ２ に 示 す
よ う に 、 ８ 個 の タ ン パ ク 質 の Ａ 領 域 は 、 SDS-PAGEゲ ル で 予 期 さ れ た よ う に 移 動 し た Ｎ 末 端
His 6 標 識 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 し 、 こ れ に 対 し て EF1091は サ イ ズ で 約 160 kDaの バ ン
ド を 示 し た ； 予 測 さ れ た 113 kDaよ り も 大 き い サ イ ズ の 分 子 で あ っ た 。 お そ ら く は 比 較 的
大 き な サ イ ズ に 起 因 す る と 思 わ れ る あ る 種 の 分 解 が タ ン パ ク 質 EF1091、 EF1824、 EF0089及
び EF3023で 認 め ら れ た 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は ＞ 95％ の 純 度 で あ る
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と 評 価 さ れ た 。 EF1824の 推 定 上 の グ ル コ シ ル ヒ ド ロ ラ ー ゼ ド メ イ ン （ ア ミ ノ 酸 42－ 819)（
こ れ は 、 前 記 タ ン パ ク 質 の 残 部 か ら 別 々 に ク ロ ー ン 化 さ れ 、 発 現 さ れ た ） (図  1)は 大 腸 菌
細 胞 質 の 不 溶 性 画 分 に 認 め ら れ た 。 従 っ て 、 別 の 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 に つ い て 採 用 さ れ
た 在 来 の (native)、 非 変 性 条 件 下 で 金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 精 製 は
、 実 行 で き な か っ た 。 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 さ ら に Maldi-TOF質 量 分 析 に よ り 特 定 さ
れ た 。 SDS-PAGEで 異 常 な 移 動 を 伴 う EF1091を 含 め て ９ 個 の タ ン パ ク 質 全 部 が 、 ア ミ ノ 酸 配
列 か ら 算 出 さ れ る 分 子 量 （ 表 １ ） と よ く 一 致 し た ピ ー ク を 示 し 、 従 っ て フ ル サ イ ズ の タ ン
パ ク 質 が 後 翻 訳 処 理 を 伴 わ ず に 生 成 し て い た こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 二 次 構 造 予 測 及 び CD測 定 （ 表 ２ ） は 、 腸 球 菌 タ ン パ ク 質 に お け る Ｉ g折 り た た み モ ジ ュ
ー ル 構 造 の 発 見 を 支 持 す る 。 両 方 の 方 法 は 、 類 似 し た 高 い 割 合 の β -シ ー ト (～ 50％ )と コ
イ ル 、 並 び に 少 量 の α ら せ ん 、 MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 及 び IgSF全 般 に 認 め ら れ
る よ う な 同 じ 状 態 を 示 す 。 EF1824及 び EF3023に お け る 多 量 の α ら せ ん は お そ ら く は 、 Ｉ g
折 り た た み を 有 す る そ の 比 較 的 短 い 予 測 さ れ た 領 域 を 反 映 し 、 且 つ 残 り の タ ン パ ク 質 が MS
CRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 と 構 造 的 に よ り 離 れ て い る こ と を 示 唆 し て い る と 思 わ れ る
。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 表 １ ． 分 子 サ イ ズ 分 析
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 表 ２ ． 二 次 構 造 要 素 の 概 要
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【 ０ ０ ３ ４ 】
　 EF1099（ Ace） の 他 に 、 EF1269の 一 次 配 列 は 、 明 ら か に MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質
フ ァ ミ リ ー と 関 連 し て い る 。 Aceと 同 様 に 、 そ れ は ２ つ の サ ブ ド メ イ ン の 間 に 保 存 TYTDYVD
モ チ ー フ と 連 結 性 チ ロ シ ン 残 基 を 含 む 相 同 性 Ｎ ２ 及 び Ｎ ３ サ ブ ド メ イ ン を 有 す る 。 ま た 、
Ｎ １ の 欠 如 は Aceに 似 て い る 。 し か し 、 こ れ ら の 配 列 の 残 り は ほ と ん ど 相 同 性 を 共 有 し な
い 。 EF1269の Ａ ド メ イ ン は 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 ClfA、 ClfB、 SdrG、 及 び そ れ ほ ど で は
な い に せ よ FnbpA及 び FnbpBの よ う に 類 似 の Ｎ ２ 及 び Ｎ ３ サ ブ ド メ イ ン か ら 作 ら れ て い る が
、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン を 結 合 す る こ と が で き な い 。 こ の 点 に お い て 、 EF1269は 、 Ｎ ２ 及 び Ｎ
３ サ ブ ド メ イ ン を 含 有 す る SdrD及 び SdrEに 似 て い る が 、 そ れ に つ い て の リ ガ ン ド は ま だ 見
出 さ れ な い 。 こ れ は 、 EF1269 Ｎ ２ 及 び Ｎ ３ サ ブ ド メ イ ン の 最 も 高 い 類 似 性 は SdrE（ 同 一
性 26％ ） の 対 応 領 域 に あ る と い う 本 発 明 者 ら の 知 見 に よ っ て 増 強 さ れ る 。 さ ら に 、 Ｃ 末 端
EF1269配 列 の 残 部 を 作 り 上 げ る 低 い 保 存 (同 一 性 20％ )を 有 す る ２ つ の 推 定 上 の 反 復 (95及
び 109 aa)は 、 SdrE（ EF1269の 375～ 531 aaに わ た っ て 25％ の 同 一 性 ） の Ｂ 反 復 と の 関 連 を
示 す 。 タ ン パ ク 質 EF1091、 EF0089、 EF1092、 EF2224及 び EF1093は 、 腸 球 菌 及 び ブ ド ウ 球 菌
付 着 因 子 に 対 す る 高 い 配 列 同 一 性 を 欠 く こ と か ら 、 前 記 の MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク
質 の 単 な る 相 同 分 子 種 で は な い 。 し か し 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 類 似 の 構 造 構 成 及 び MS
CRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 の よ う な 類 似 の 予 測 さ れ た 折 り た た み を 有 す る 多 数 の β -シ
ー ト に 富 む 二 次 構 造 を 共 有 す る 。 ２ つ の 残 り の タ ン パ ク 質 EF1824及 び EF3023は 、 公 知 の 酵
素 、 グ ル コ シ ル ヒ ド ロ ラ ー ゼ 及 び ヒ ア ル ロ ナ ン リ ア ー ゼ そ れ ぞ れ に 関 連 し た 大 き な 領 域 を
有 し 、 こ れ ら の 領 域 を MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 と 区 別 す る 。 ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ 活
性 は 、 感 染 中 の ヒ ア ル ロ ナ ン 含 有 組 織 に お け る 細 菌 侵 入 及 び 伝 播 に つ い て 重 要 で あ り 及 び
／ 又 は ヒ ト の 腸 内 で の 共 生 寿 命 (commensal life)中 の 細 菌 栄 養 に お そ ら く は 寄 与 す る で あ
ろ う 。 EF1824及 び EF3023の 大 き な 推 定 上 の 触 媒 ド メ イ ン は 、 MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ
ク 質 に 対 す る こ れ ら の 領 域 の 前 記 の 構 造 無 関 係 性 と よ く 一 致 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 主 要 ECMタ ン パ ク 質 に 対 す る 結 合 を ス ク リ ー ニ ン グ す る と 、 本 発 明 者 ら は MSCRAMM（ 登 録
商 標 ） タ ン パ ク 質 EF0089、 EF1091、 EF1092、 EF1093及 び EF2224の ４ つ に つ い て リ ガ ン ド を
認 め た 。 エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ カ ー リ ス （  ） に お け る ２ 個 以 上 の フ ィ ブ リ
ノ ー ゲ ン 結 合 MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 の 存 在 は 、 ４ 種 類 の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 M
SCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 ClfA、 ClfB、 FnbpA及 び FnbpBが 記 載 さ れ て い る 関 連 ブ ド ウ
球 菌 に お け る 知 見 と 一 致 す る (McDevittら 、 1994年 )(Ni Eidhinら 、 1998年 )(Wannら 、 2000
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年 )(Davisら 、 2001年 ； Hartfordら 、 2001年 )。 EF0089及 び EF2224は 、 そ の 長 さ 全 体 に に わ
た っ て MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 と の 強 い 構 造 類 似 性 ： モ ジ ュ ー ル Ｉ g折 り た た み サ
ブ ド メ イ ン を 形 成 す る こ と が 予 測 さ れ る 類 似 の 一 次 組 織 及 び 相 同 性 β -シ ー ト に 富 む 二 次
構 造 を 有 す る 。 公 知 の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 付 着 因 子 と の 比 較 的 低 い 配 列 同 一 性 は 、 リ ガ
ン ド 結 合 に つ い て の 新 規 な 適 合 を 意 味 し 得 る 。 本 発 明 者 ら の 初 期 の 結 果 は 、 EF2224が フ ィ
ブ リ ノ ー ゲ ン の α 鎖 及 び β 鎖 に 結 合 し 、 従 っ て ClfBに 類 似 し て い る こ と を 示 唆 す る (Ni Ei
dhinら 、 1998年 )。 哺 乳 動 物 の 組 織 表 面 は 、 細 菌 接 着 に つ い て 多 数 の 可 能 な リ ガ ン ド を 発
現 す る 。 こ こ で 、 本 発 明 者 ら は Ｉ 型 、 III型 及 び IV型 コ ラ ー ゲ ン 、 ラ ミ ニ ン 、 フ ィ ブ ロ ネ
ク チ ン 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 及 び ビ ト ロ ネ ク チ ン に 対 す る 結 合 を 評 価 し た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 、 PCR法 を 使 用 し て 、 本 発 明 を 使 用 し て 同 定 し 、 分 離 し た タ ン パ ク 質 か
ら Ａ ド メ イ ン を 増 幅 し 得 る 。 PCRオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 例 え ば 下 記 の 表 ３ の オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 使 用 し て 、 EF0089、 EF1091、 EF1092、 EF1093、 EF1099、 EF1269、 EF1824、 EF2224
及 び EF3023由 来 の Ａ ド メ イ ン を エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ カ ー リ ス （  ） V583又
は エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ カ ー リ ス （  ） EF1（ EF1099） ゲ ノ ム DNAか ら 増 幅 し
、 大 腸 菌 発 現 ベ ク タ ー PQE-30（ Qiagen製 ） に サ ブ ク ロ ー ン ニ ン グ し た 。 適 当 な pQE-30系 組
立 て 体 を 含 む (haroboring)大 腸 菌 M15（ pREP4） 培 養 液 の １ リ ッ ト ル 培 養 液 を 、 一 夜 培 養 液
か ら 初 期 ２ ％ 接 種 物 を 用 い て Ｏ Ｄ 6 0 0 ＝ 0.6ま で 増 殖 さ せ た 。 0.4mMイ ソ プ ロ ピ ル -β -d-チ
ア ガ ラ ク ト シ ド （ IPTG） を 用 い て ２ ～ ３ 時 間 誘 導 し た 後 に 、 細 胞 を 遠 心 分 離 に よ り 回 収 し
、 10 mM Tris-Cl、 100 mM NaCl（ pH7.9） に 再 懸 濁 し 、 次 い で － 80℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 前 記 細 胞 を 溶 解 し 、 発 現 タ ン パ ク 質 を 放 出 さ せ る た め に 、 細 胞 を フ レ ン チ プ レ ス に 1200
 PSIの 設 定 し た ゲ ー ジ 圧 を 用 い て ２ 回 通 し て 、 20,000 PSIの 推 定 内 部 細 胞 圧 を 与 え た 。 細
胞 溶 解 液 を 165,000× ｇ の RCF m a x で 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 0.45□ mフ ィ ル タ ー を 通 し て 濾 過 し
た 。 容 量 を 10 mM Tris-Cl、 100 mM NaCl（ pH7.9） で 15mlに 調 節 し 、 こ れ と 同 じ 緩 衝 液 に
溶 解 し た 0.2Mイ ミ ダ ゾ ー ル を 加 え て 、 非 特 異 結 合 を 最 小 限 に す る た め に イ ミ ダ ゾ ー ル 濃 度
を 6.5mMま で 増 大 さ せ た 。 FPLC装 置 （ Pharmacia製 ） に 連 結 し 且 つ 予 め 10mM Tris-Cl、 100m
M NaCl（ pH7.9） で 平 衡 化 し て お い た ニ ッ ケ ル ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム
（ HiTrap chelating、 Pharmacia製 ） に 試 料 を 充 填 し た 。 結 合 タ ン パ ク 質 を 、 10 mM Tris-
Cl、 100mM NaCl（ pH7.9） に 溶 解 し た ０ ～ 100mMイ ミ ダ ゾ ー ル の 直 線 勾 配 を 用 い て 100～ 200
mlに わ た っ て 溶 出 し た 。 タ ン パ ク 質 含 有 画 分 を SDS-PAGEで 分 析 し （ 図 ２ ） 、 25mM Tris-Cl
、 １ mM EDTA（ pH6.5～ ９ ） に 対 し て 透 析 し (精 製 し た タ ン パ ク 質 の plに 応 じ て )、 そ の 後 に
得 ら れ た 試 料 を さ ら に 精 製 す る た め に イ オ ン 交 換 カ ラ ム （ HiTrap Q、 Pharmacia製 ） に 加
え た 。 結 合 タ ン パ ク 質 を 、 25mM Tris-Cl、 １ mM EDTA（ pH6.5～ ９ ） に 溶 解 し た ０ ～ 0.5M N
aClの 直 線 勾 配 を 用 い て 100mlに わ た っ て 溶 出 し た 。 最 後 に 、 タ ン パ ク 質 試 料 を PBSに 対 し
て 広 範 囲 に わ た っ て 透 析 し 、 そ し て ＋ ４ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 別 法 と し て 、 EF1091、 EF1092及 び EF1093を 振 盪 フ ラ ス コ 又 は バ イ オ リ ア ク タ ー 中 で 発 現
さ せ 、 細 胞 を 遠 心 分 離 に よ り 回 収 し 、 得 ら れ た 細 胞 ペ ー ス ト を － 80℃ で 凍 結 し た 。 細 胞 を
、 １ × PBS（ 10mLの 緩 衝 液 /１ g細 胞 ペ ー ス ト ） 中 に 10,000 psiで ミ ク ロ フ ル イ ダ イ ザ ー に
２ 回 通 す こ と に よ っ て 溶 解 し た 。 溶 解 細 胞 を 17,000rpmで 30分 間 遠 心 分 離 し て 細 胞 砕 片 を
除 去 し た 。 上 清 を 、 0.1M NiCl 2 を 充 填 し た ５ -mL HiTrap Chelating（ Pharmacia製 ） カ ラ
ム に 通 し た 。 充 填 後 に 、 カ ラ ム を カ ラ ム の ５ 倍 容 の 10mM Tris(pH8.0)、 100mM NaCl（ 緩 衝
液 Ａ ） で 洗 浄 し た 。 タ ン パ ク 質 を 、 10mM Tris(pH8.0)、 100mM NaCl、 5OOmMイ ミ ダ ゾ ー ル
（ 緩 衝 液 Ｂ ） を ０ ～ 100％ の 濃 度 勾 配 で 使 用 し て 溶 出 し た 。 タ ン パ ク 質 含 有 画 分 を １ × PBS
中 に 透 析 し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） を コ ー ド す る ９ 種 類 の 腸 球 菌 遺 伝 子 が 、 表 ３ に 要 約 し た よ う に エ
ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ カ ー リ ス （  ） 株 の 中 に 偏 在 す る 。 ９ 種 類 の 遺 伝 子 の う
ち の ２ 種 類 は 、 全 て の 菌 株 に 100％ 保 存 さ れ た 。 予 測 さ れ た コ ー ド 化 タ ン パ ク 質 触 媒 ド メ

10

20

30

40

50

(14) JP 2005-538718 A 2005.12.22

E. faecalis
E. faecalis

E. faecalis



イ ン 及 び 比 較 的 低 い 割 合 の MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） 様 タ ン パ ク 質 の 特 徴 を 有 す る ２ 個 の 遺 伝
子 EF1824及 び EF3023が 、 そ れ ぞ れ 16/30株 及 び 23/30株 に 存 在 し た 。 そ の そ れ ぞ れ の 遺 伝 子
に よ っ て コ ー ド さ れ た ９ 種 類 の 腸 球 菌 は 感 染 個 体 中 で 高 め ら れ た 力 価 を 示 し 、 エ ン テ ロ コ
ッ カ ス ・ フ ェ カ ー リ ス （  ） 感 染 中 に 生 体 内 で の 発 現 を 示 唆 し た 。 こ れ ら の タ
ン パ ク 質 は 菌 株 中 で 高 分 布 を 有 す る が 、 誘 導 さ れ た 抗 原 応 答 に は 明 ら か に 差 が あ っ た ； タ
ン パ ク 質 EF1091、 EF1092、 EF1093及 び EF2224は 、 最 も 高 い 力 価 を 示 し た 。 こ れ は 、 生 理 学
的 条 件 に お け る 異 な る 発 現 レ ベ ル に よ る か 又 は 高 免 疫 原 性 表 面 エ ピ ト ー プ 、 従 っ て 強 い 免
疫 応 答 に よ る も の で あ り 得 る 。 興 味 深 い こ と に は 、 最 も 高 い 力 価 を 有 す る ３ 種 類 の タ ン パ
ク 質 (EF1091、 EF1092及 び EF1093） は 、 エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ カ ー リ ス （  ）
ゲ ノ ム 中 の 推 定 上 の オ ペ ロ ン と し て ま と め ら れ る 。 前 記 オ ペ ロ ン は 、 ２ つ の プ ロ モ ー タ ー
共 通 領 域 及 び １ つ の リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 が 前 に あ り 、 従 っ て こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 同 時 翻
訳 さ れ る と 思 わ れ る 。 次 の 遺 伝 子 下 流 の EF1094は 、 推 定 上 の LPxTGト ラ ン ス ペ プ チ ダ ー ゼ  
ソ ル タ ー ゼ を コ ー ド し 、 ま た EF1099（ Ace） は 緊 密 に 連 結 さ れ る 。 MCSRAMM（ 登 録 商 標 ） 様
タ ン パ ク 質 の こ の ク ラ ス タ ー 及 び 推 定 上 の ソ ル タ ー ゼ が 感 染 プ ロ セ ス に お い て ど ん な 役 割
を 有 し 得 る か は 、 今 の 段 階 で は 未 だ わ か ら な い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 　 　 　 　 　 表 ３ ． こ の 研 究 で 使 用 し た 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ １ 】
　 エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ カ ー リ ス （  ） に お け る 幾 つ か の MSCRAMM（ 登 録 商 標
） 様 タ ン パ ク 質 、 例 え ば フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン を 結 合 す る ２ 種 類 並 び に 前 記 の コ ラ ー ゲ ン 及 び
ラ ミ ニ ン 結 合 Aceの 存 在 は 、 エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ カ ー リ ス （  ） が 、 ECM付
着 因 子 の 武 器 庫 (armory)を 有 す る こ と に よ っ て ブ ド ウ 球 菌 及 び そ の 他 の グ ラ ム 陽 性 球 菌 と
似 て い る こ と を 示 唆 す る 。 抗 生 物 質 療 法 の 導 入 以 来 、 エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ カ ー リ ス （
 ） は 、 宿 主 組 織 を 侵 し 且 つ 感 染 症 を 引 き 起 こ す こ と が で き る 有 害 共 生 生 物 か

ら 細 線 を 交 差 さ せ る こ と が で き る 日 和 見 病 原 体 と し て 出 現 す る 傾 向 が 増 大 し つ つ あ る こ と
を 明 ら か に し て い る 。 付 着 因 子 の レ パ ー ト リ ー は 、 感 染 し や す い ヒ ト 宿 主 の 種 々 の ヒ ト 組
織 型 に 定 着 し 、 伝 播 す る た め の 適 合 性 を 高 め 得 る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 グ ラ ム 陽 性 菌 由 来 の 新 規 な MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） 様 タ ン パ ク 質 表 面
固 定 化 タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 (i) ClfA及 び CNAの 解 明 さ れ た Ｉ g折 り た た み 結 晶 構 造 及 び そ
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の 他 の MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 の 予 測 さ れ た 三 次 構 造 に 構 造 的 に 相 同 性 で あ り 、 (
ii)Ｉ g折 り た た み タ ン パ ク 質 に 認 め ら れ る よ う な 類 似 の β -シ ー ト に 富 む 二 次 構 造 を 共 有
す る こ と が で き 且 つ (iii)分 泌 シ グ ナ ル 、 後 に 反 復 を 伴 う 非 反 復 ド メ イ ン 及 び Ｃ 末 端 細 胞
壁 固 定 ド メ イ ン を 有 す る 類 似 構 成 を 有 す る グ ラ ム 陽 性 菌 由 来 の 新 規 な MSCRAMM（ 登 録 商 標
） 様 タ ン パ ク 質 表 面 固 定 化 タ ン パ ク 質 の 同 定 及 び 最 終 的 生 成 を 可 能 に す る 。 ま た 、 こ れ ら
の タ ン パ ク 質 は 、 主 要 な ECMタ ン パ ク 質 、 例 え ば フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 、 コ ラ ー ゲ ン 及 び ラ ミ
ニ ン に 結 合 し 得 、 ま た 種 々 の グ ラ ム 陽 性 菌 種 由 来 の タ ン パ ク 質 に お け る 類 似 性 に よ り 、 こ
れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 交 差 反 応 性 で あ る 抗 体 で あ っ て 且 つ 種 々 の グ ラ ム 陽 性 菌 種 に 認 め ら
れ る 類 似 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る こ と が で き る 抗 体 を 提 供 し 得 る 。 従 っ て 、 さ ら に 以 下 に 記
載 す る よ う に 、 こ の よ う な 抗 体 は 、 種 々 様 々 な 感 染 症 を 同 時 に 診 断 又 は 抑 制 す る の に 有 用
で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 を 使 用 し て 同 定 し 且 つ 単 離 さ れ る タ ン パ ク 質 の ほ か に 、 特 に 、 本 発 明 は 、
本 発 明 の 方 法 を 使 用 し て 得 ら れ る MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） 様 タ ン パ ク 質 か ら 又 は こ れ ら の タ
ン パ ク 質 由 来 の Ａ ド メ イ ン の よ う な 抗 原 領 域 か ら 抗 体 の 産 生 を 意 図 す る 。 “ 抗 体 ” と は 、
抗 原 〔 例 え ば 、 Fab又 は F(ab´ ) 2 断 片 〕 を 認 識 し 且 つ ポ リ ク ロ ナ ー ル 又 は モ ノ ク ロ ナ ー ル
型 で あ る こ と が で き る 完 全 な 抗 体 分 子 又 は そ の 断 片 を 意 味 し 、 ま た 本 発 明 の 抗 体 は 、 本 発
明 の MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 及 び ／ 又 は 前 記 タ ン パ ク 質 、 例 え ば こ れ ら の Ａ ド メ
イ ン 由 来 の 特 異 抗 原 エ ピ ト ー プ を 認 識 で き る で あ ろ う 。 従 っ て 、 こ れ ら の 抗 体 は 、 グ ラ ム
陽 性 菌 由 来 の 感 染 症 を 診 断 、 監 視 、 治 療 又 は 予 防 す る 方 法 に 有 効 で あ ろ う 。 “ エ ピ ト ー プ
” と は 、 抗 体 分 子 と の 免 疫 化 学 結 合 に 関 与 す る 抗 原 決 定 基 を 意 味 す る 。 エ ピ ト ー プ は 、 通
常 は タ ン パ ク 質 分 子 の 化 学 的 に 活 性 な 表 面 群 (例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 類 及 び 場 合 に よ っ て は 糖
側 鎖 )の 中 に 存 在 し 且 つ 特 異 的 三 次 元 構 造 特 性 及 び 特 異 的 帯 電 特 性 を 有 す る 。 本 発 明 の タ
ン パ ク 質 、 又 は 本 明 細 書 に 記 載 の エ ピ ト ー プ 及 び ペ プ チ ド に 関 し て 、 こ の よ う な 用 語 は ま
た １ 個 又 は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠 失 及 び ／ 又 は 付 加 に よ り 天 然 産 タ ン パ ク 質 又 は
組 換 え タ ン パ ク 質 と 異 な る が 、 全 タ ン パ ク 質 に 対 し て 生 じ た 抗 原 に よ っ て 認 識 さ れ る 能 力
を 保 持 す る タ ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド を 包 含 す る と 理 解 さ れ る 。 そ の 例 は 、 完 全 抗 原 又 は そ
の 免 疫 活 性 断 片 の 担 体 ／ 抗 原 融 合 ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 そ の 場 合 に 前 記 抗 原 又 は 断 片 は 、
担 体 ポ リ ペ プ チ ド 内 に 埋 め 込 ま れ る こ と が で き る し 又 は 担 体 ポ リ ペ プ チ ド に い ず れ か の 端
部 に 連 結 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 に 従 っ て 、 単 離 離 及 び ／ 又 は 精 製 さ れ た 抗 体 は 、 本 発 明 の グ ラ ム 陽 性 MS
CRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 か ら 又 は 本 明 細 書 に 記 載 の タ ン パ ク 質 由 来 の Ａ ド メ イ ン 由
来 の エ ピ ト ー プ ペ プ チ ド 配 列 の よ う な 特 定 の エ ピ ト ー プ か ら 産 生 さ せ る こ と が で き る 。 こ
れ ら の 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 又 は ポ リ ク ロ ナ ー ル で あ っ て も よ い し 、 ま た 当 該 技 術 で 周
知 で あ る よ う に か か る 抗 体 を 生 じ さ せ る の に 適 し た 方 法 を 使 用 し て 産 生 さ せ て も よ い 。 発
明 に よ る 抗 体 は 、 宿 主 細 胞 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 成 分 に 対 す る グ ラ ム 陽 性 菌 の 結 合 を 阻 害
す る の に 特 に 有 用 で あ り 、 ま た グ ラ ム 陽 性 菌 の 感 染 症 を 診 断 、 治 療 又 は 予 防 す る の に 特 に
有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 例 え ば 、 ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 に 関 し て 、 こ れ ら の 抗 体 は 、 こ の 場 合 に 宿 主 か ら 回 収 で き
る ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 産 生 さ せ る こ と を 目 的 と し て 、 一 般 的 に 単 離 及 び ／ 又 は 精 製 又 は
組 換 え 生 成 タ ン パ ク 質 （ 又 は こ れ ら の 免 疫 原 活 性 ペ プ チ ド 又 は エ ピ ト ー プ )を 適 当 な 宿 主
に 注 射 す る こ と を 含 む 多 数 の 方 法 を 使 用 し て 産 生 さ せ 得 る 。 例 え ば 、 本 発 明 に 従 っ て 、 単
離 及 び 精 製 さ れ た MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 又 は そ の Ａ ド メ イ ン は 、 ウ サ ギ に 注 射
し て こ の タ ン パ ク 質 を 認 識 す る ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 血 清 を 生 成 さ せ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 従 う モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 は 、 当 業 者 に よ っ て 容 易 に 理 解 さ れ る よ う に 、
適 当 な ハ イ ブ リ ド ー マ を 使 用 し て 生 成 さ せ 得 る 。 好 ま し い 方 法 に お い て 、 本 発 明 の タ ン パ
ク 質 は 、 前 記 の バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス 法 を 使 用 し て 初 め て 同 定 さ れ 、 単 離 さ れ る 。 次
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に 、 該 タ ン パ ク 質 は 、 当 該 技 術 に お い て 普 通 に 知 ら れ て い る 多 数 の 適 当 な 方 法 で 単 離 及 び
／ 又 は 精 製 さ れ る か 、 又 は 該 タ ン パ ク 質 は 配 列 決 定 し た 後 に 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 法 で 使 用 さ
れ る タ ン パ ク 質 は 、 当 該 技 術 に お い て 普 通 に 使 用 さ れ る よ う な 組 換 え 手 段 で 生 成 さ れ 、 次
い で 使 用 の た め に 精 製 さ れ る 。 一 つ の 適 当 な 精 製 方 法 に お い て 、 本 発 明 の 細 胞 壁 タ ン パ ク
質 は 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 （ PAGE） 法 及 び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 並 び に 本
明 細 書 で 論 じ た 方 法 を 含 む 慣 用 の 方 法 を 使 用 し て 単 離 さ れ 、 検 査 さ れ る 。 一 つ の 適 当 な 方
法 に お い て 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 は 、 前 記 の よ う に し て 単 離 さ れ 、 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質
か ら 、 該 タ ン パ ク 質 を ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 し 、 得 ら れ た 混 合 物 を BALB/cマ ウ ス に 注 射 す る
こ と に よ っ て 産 生 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 免 疫 化 方 法 は 、 最 初 の 注 射 （ 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト を 使 用 し て )、 そ の 後 の ３ 週
間 の 間 隔 で の ２ 回 の 追 加 免 疫 注 射 （ 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト を 用 い て )、 及 び 融 合
の ３ 日 前 の ア ジ ュ バ ン ト な し で の １ 回 の 最 終 追 加 免 疫 注 射 (注 射 は 全 て 皮 下 注 射 で あ っ た )
か ら な っ て い た 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 産 生 に つ い て は 、 マ ウ ス を 犠 牲 に し 、 そ の 脾 臓 を 脾 臓 を
無 菌 で 取 り 出 し た 。 抗 体 分 泌 細 胞 を 、 分 離 し 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の 滴 加 を 使 用 し て
骨 髄 腫 細 胞 (NS1)と 混 合 し た 。 融 合 後 に 、 細 胞 を 選 択 培 地 （ ビ タ ミ ン 追 加 DMEM/HAT） に 希
釈 し 、 低 い 濃 度 で マ ル チ ウ エ ル 組 織 培 養 皿 に 塗 布 し た 。 得 ら れ た 融 合 か ら 組 織 上 清 を 、 EL
ISA法 （ マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ エ ル を 被 覆 す る た め に 全 2-ME抽 出 物 を 使 用 し て ）
及 び 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 の 両 方 で 選 別 し た 。 こ れ ら の 陽 性 ウ エ ル か ら の 細 胞 を 増 殖 さ せ 、 １ 個
の 細 胞 を 限 界 希 釈 に よ り ク ロ ー ン 化 し 、 上 清 を ELISA法 及 び 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 の 両 方 に よ る
１ 回 又 は そ れ 以 上 の 選 別 に 供 し た 。 陽 性 ク ロ ー ン を 同 定 し 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を ハ イ ブ
リ ド ー マ 上 清 と し て 回 収 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 、 本 発 明 の バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス 法 を 使 用 し て 得 ら れ る タ ン パ ク 質
及 び ／ 又 は そ の エ ピ ト ー プ 及 び 活 性 領 域 、 例 え ば Ａ ド メ イ ン を 認 識 し 、 結 合 す る こ と が で
き る 抗 体 を 生 成 さ せ 、 こ の よ う な 抗 体 を 以 下 に 詳 細 に 記 載 す る よ う な 多 数 の 診 断 及 び 治 療
用 途 で 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
  
　 本 発 明 の 分 離 抗 体 、 又 は 前 記 の 分 離 タ ン パ ク 質 又 は エ ピ ト ー プ は 、 以 下 に さ ら に 記 載 す
る よ う に 、 細 菌 感 染 症 に 対 す る 能 動 及 び 受 動 免 疫 用 ワ ク チ ン の 開 発 に 利 用 し 得 る 。 能 動 ワ
ク チ ン の 場 合 、 該 ワ ク チ ン は 、 免 疫 原 量 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 又 は そ の 活 性 領 域 あ る い は
前 記 の エ ピ ト ー プ を 提 供 す る こ と に よ っ て 調 製 さ れ 、 従 っ て 本 発 明 に よ る 活 性 ワ ク チ ン は
免 疫 原 量 の タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド を 含 有 し 、 こ の よ う な ワ ク チ ン を 必 要 と す る ヒ ト 又 は
動 物 に 投 与 さ れ る で あ ろ う 。 該 ワ ク チ ン は ま た 、 ワ ク チ ン 技 術 で 知 ら れ 且 つ 常 用 さ れ て い
る 適 当 な 製 薬 学 的 に 許 容 し 得 る ビ ヒ ク ル 、 賦 形 剤 又 は 担 体 を 含 有 し 得 る 。 前 記 の よ う に 、
本 発 明 に 従 っ て 使 用 す べ き 抗 原 の “ 免 疫 原 量 ” と は 、 毒 性 が な い が 、 所 望 の 予 防 又 は 治 療
効 果 が 生 じ る よ う に 免 疫 原 応 答 が 宿 主 中 で 引 き 起 こ さ れ る よ う な 薬 剤 の 十 分 な 量 を 意 味 す
る こ と を 意 図 す る 。 従 っ て 、 必 要 と さ れ る 抗 原 の 正 確 な 量 は 、 患 者 の 種 、 年 齢 、 及 び 全 身
状 態 、 治 療 さ れ る 病 気 の 重 症 度 、 使 用 さ れ る 具 体 的 な 担 体 又 は ア ジ ュ バ ン ト 並 び に そ の 投
与 方 法 な ど に 応 じ て 患 者 か ら 患 者 に 変 化 す る で あ ろ う 。 同 様 に 、 こ の よ う な 抗 原 ワ ク チ ン
組 成 物 の “ 免 疫 原 量 ” は 、 具 体 的 な 状 況 に 基 づ い て 変 化 し 、 適 当 な 免 疫 原 量 は 、 常 用 の 実
験 だ け を 使 用 し て 当 業 者 に よ っ て そ れ ぞ れ の 用 途 で 決 定 さ れ る 。 そ の 用 量 は 、 前 記 組 成 物
が 投 与 さ れ る 個 人 に 合 わ せ て 調 節 さ れ る べ き で あ り 且 つ 個 人 の 年 齢 、 体 重 及 び 代 謝 と 共 に
変 化 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ま た 、 医 薬 組 成 物 と し て 患 者 に 投 与 さ れ る か 又 は 医 療 器 具 又 は 重 合 体 バ イ オ マ テ リ ア ル
を 生 体 外 及 び 生 体 内 で 被 覆 す る の に 使 用 さ れ る 場 合 に は 、 本 発 明 の 抗 体 は ま た 、 こ れ ら の
抗 体 が 宿 主 細 胞 に 付 着 す る グ ラ ム 陽 性 菌 の 能 力 を 妨 害 し 且 つ 感 染 の 伝 播 を 制 限 す る こ と が
で き 得 る こ と か ら 、 有 用 で あ り 得 る 。
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【 ０ ０ ５ １ 】
　 ま た 、 抗 体 は 、 あ る 場 合 に は 、 投 与 さ れ る 患 者 に お い て あ ま り 免 疫 原 性 で な い よ う に 、
必 要 に 応 じ て 変 性 さ せ 得 る 。 例 え ば 、 患 者 が ヒ ト で あ る 場 合 に は 、 抗 体 は 、 例 え ば Jones 
et al.,  321:522-525 (1986) 又 は Tempest et al,  9:266-273 (19
91)に 記 載 の よ う に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 由 来 の 抗 体 の 相 補 性 決 定 領 域 を ヒ ト モ ノ ク ロ ナ ー ル
抗 体 に 移 植 す る こ と “ ヒ ト 化 ” さ せ て も よ い し 、 又 は 例 え ば 、 Padlan, Molecular Imm. 2
8:489-498 (1991)に 記 載 の よ う に し て 、 相 同 性 の ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク 対 応 物 を 模 倣 す る た
め に 免 疫 グ ロ ブ リ ン 可 変 部 の 表 面 暴 露 ネ ズ ミ フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 を 変 化 さ せ る こ と に よ っ
て “ 上 張 り (veneer)” し て も よ い 。 こ れ ら の 参 考 文 献 は 、 本 明 細 書 に 参 考 と し て 組 み 込 ま
れ る 。 さ ら に ま た 、 あ る 状 況 下 で は 、 こ の 組 成 物 の 感 染 症 を 抑 制 又 は 防 止 す る 能 力 を さ ら
に 高 め る よ う に 投 与 さ れ る 場 合 に は 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 適 当 な 抗 生 物 質 と 組
み 合 わ せ る こ と が 望 ま し い も の で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 前 記 抗 体 は ま た グ ラ ム 陽 性 菌 感 染 症 を 治 療 又 は 予 防 す る の に 適
し た 抗 体 を 提 供 す る の に 有 用 で あ る 受 動 ワ ク チ ン と し て 使 用 し 得 る 。 当 業 者 に よ っ て 認 め
ら れ る よ う に 、 ワ ク チ ン は 、 多 数 の 適 当 な 方 法 で 、 例 え ば 非 経 口 （ す な わ ち 、 筋 肉 内 、 皮
内 又 は 皮 下 ） 投 与 又 は 鼻 咽 頭 （ す な わ ち 、 鼻 内 ） 投 与 に よ り 投 与 す る た め に 包 装 し 得 る 。
一 つ の こ の よ う な 方 法 は 、 前 記 ワ ク チ ン を 筋 肉 内 に 、 例 え ば 三 角 筋 に 注 射 す る 場 合 で あ る
が 、 具 体 的 な 投 与 方 法 は 、 扱 う 細 菌 感 染 症 の 性 質 及 び 患 者 の 状 態 に 左 右 さ れ る で あ ろ う 。
前 記 ワ ク チ ン は 、 投 与 を 促 進 さ せ る た め に 製 薬 学 的 に 許 容 し 得 る ビ ヒ ク ル 、 担 体 又 は 賦 形
剤 と 組 み 合 わ せ る こ と が 好 ま し く 、 前 記 担 体 は 通 常 は 、 防 腐 剤 を 含 有 す る か 又 は 含 有 し な
い 水 又 は 緩 衝 生 理 食 塩 水 で あ る 。 前 記 ワ ク チ ン は 投 与 時 に 再 懸 濁 さ せ る た め に 凍 結 乾 燥 さ
せ て も よ い し 又 は 溶 液 状 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 に よ る 抗 体 組 成 物 の 投 与 に 好 ま し い 用 量 は 、 用 量 が 細 菌 感 染 症 を 予 防 又 は 治 療 す
る の に 有 効 で あ る 量 で あ り 、 こ の 量 が 感 染 症 の 性 質 及 び 患 者 の 状 態 に 応 じ て 大 き く 変 化 す
る こ と は 容 易 に 認 め ら れ る で あ ろ う 。 本 発 明 に 従 っ て 使 用 さ れ る べ き 抗 体 又 は 医 薬 の “ 有
効 量 ” は 、 所 望 の 予 防 又 は 治 療 効 果 が 生 じ る よ う な 前 記 薬 剤 の 無 毒 性 で あ る が 十 分 な 量 を
意 味 す る 。 従 っ て 、 必 要 と さ れ る 抗 体 又 は 個 々 の 薬 剤 の 正 確 な 量 は 、 患 者 の 種 、 年 齢 及 び
全 身 状 態 、 治 療 さ れ る 病 気 の 重 症 度 、 使 用 さ れ る 具 体 的 な 担 体 又 は ア ジ ュ バ ン ト 並 び に そ
の 投 与 方 法 な ど に 応 じ て 患 者 か ら 患 者 ま で 変 化 す る で あ ろ う 。 従 っ て 、 具 体 的 な 抗 体 組 成
物 の “ 有 効 量 ” は 、 個 々 の 状 況 に 基 づ い て 変 化 し 、 適 切 な 有 効 量 は 、 常 用 の 実 験 だ け を 使
用 し て 当 業 者 に よ っ て 施 用 の そ れ ぞ れ の 場 合 で 決 定 し 得 る 。 用 量 は 、 組 成 物 が 投 与 さ れ る
個 人 に 合 わ せ て 調 節 さ れ る べ き で あ り 且 つ 個 人 の 年 齢 、 体 重 及 び 代 謝 と 共 に 変 化 す る で あ
ろ う 。 組 成 物 は 、 追 加 成 分 と し て 安 定 剤 又 は 製 薬 学 的 に 許 容 し 得 る 防 腐 剤 、 例 え ば チ メ ロ
サ ー ル 〔 エ チ ル (2-メ ル カ プ ト ベ ン ゾ エ ー ト -S)水 銀 ナ ト リ ウ ム 塩 〕 (Sigma Chemical Comp
any製 、 ミ ズ リ ー 州 セ ン ロ ル イ ス 所 在 )を 含 有 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 抗 体 組 成 物 及 び 前 記 の ワ ク チ ン は ま た 、 適 当 な ア ジ ュ バ ン ト と 共 に 前 記
複 合 体 に 対 す る 免 疫 原 応 答 を 高 め る の に 有 効 な 量 で 投 与 し 得 る 。 例 え ば 、 適 当 な ア ジ ュ バ
ン ト と し て は 、 ヒ ト に 広 く 使 用 さ れ る ミ ョ ウ バ ン （ リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 又 は 水 酸 化 ア ル ミ
ニ ウ ム ） 、 及 び そ の 他 の ア ジ ュ バ ン ト 、 例 え ば サ ポ ニ ン 及 び そ の 精 製 成 分 Quil A、 フ ロ イ
ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 並 び に 獣 医 用 途 に 使 用 さ れ る そ の 他 の ア ジ ュ バ ン ト を 挙 げ 得 る 。
さ ら に 別 の 化 学 的 に 定 義 さ れ る 調 剤 、 例 え ば ム ラ ミ ル ジ ペ プ チ ド 、 モ ノ ホ ス ホ リ ル 脂 質 Ａ
、 リ ン 脂 質 複 合 体 、 例 え ば  Goodman-Snitkoff et at.,  147:410-415 (1991)
 に 記 載 さ れ 且 つ 本 明 細 書 に 参 考 と し て 組 み 込 ま れ る も の 、 並 び に Miller et al., 

176:1739-1744 (1992) に 記 載 さ れ 且 つ 本 明 細 書 に 参 考 と し て 組 み 込 ま れ る プ ロ 手
尾 リ ポ ソ ー ム 内 の 複 合 体 の カ プ セ ル 化 物 、 Novasome（ 商 標 ） 脂 質 小 胞 （ Micro Vescular S
ystems Inc.製 、 ニ ュ ー ハ ン プ シ ャ ー 州 ナ ッ シ ュ ア 所 在 ） の よ う な 脂 質 小 胞 へ の 前 記 タ ン
パ ク 質 の カ プ セ ル 化 物 も 有 用 で あ り 得 る 。
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【 ０ ０ ５ ５ 】
　
　 当 業 者 に よ っ て 認 め ら れ る よ う に 、 本 発 明 の 同 定 さ れ 且 つ 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 及 び こ
れ に 対 す る 抗 体 で あ っ て 該 タ ン パ ク 質 を 認 識 し 、 結 合 で き る 抗 体 は 、 グ ラ ム 陽 性 菌 感 染 症
、 例 え ば エ ン テ ロ コ ッ カ ス 属 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 属 、 ブ ド ウ 球 菌 属 な ど に よ っ て 引 き 起
こ さ れ る グ ラ ム 陽 性 菌 感 染 症 を 治 療 又 は 予 防 す る こ と を 目 的 と し て ヒ ト 又 は 動 物 患 者 に 投
与 す る の に 適 し た 医 薬 組 成 物 に 形 成 し 得 る 。 前 記 に 定 義 し 且 つ 記 載 し た よ う な 本 発 明 の タ
ン パ ク 質 又 は 抗 体 を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 は 、 こ の 技 術 で 常 用 さ れ る 適 当 な 製 薬 ビ ヒ ク ル 、
賦 形 剤 又 は 担 体 、 例 え ば 食 塩 水 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 水 、 グ リ セ ロ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、 そ の
他 の 医 薬 化 合 物 及 び こ れ ら の 組 合 せ と 組 み 合 わ せ て 製 剤 化 し 得 る 。 当 業 者 が 認 め る よ う に
、 使 用 す る 具 体 的 な ビ ヒ ク ル 、 賦 形 剤 又 は 担 体 は 、 患 者 及 び 患 者 の 状 態 に 応 じ て 変 化 す る
で あ ろ う し 、 ま た 種 々 の 投 与 方 法 が 当 業 者 に よ っ て 認 め ら れ る よ う に 本 発 明 の 組 成 物 に 適
す る で あ ろ う 。 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 医 薬 組 成 物 の 適 当 な 投 与 方 法 は 、 局 所 、 経 口 、 肛 門
、 膣 、 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 、 鼻 腔 内 及 び 皮 内 投 与 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限
定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 局 所 投 与 に つ い て は 、 組 成 物 は 、 軟 膏 、 ク リ ー ム 、 ゲ ル 、 ロ ー シ ョ ン 、 点 滴 剤 (例 え ば
点 眼 薬 及 び 点 耳 薬 )、 又 は 溶 液 （ 例 え ば う が い 薬 ） の 形 に 製 剤 化 し 得 る 。 創 傷 包 帯 、 縫 合
剤 及 び エ ア ロ ゾ ー ル に は 、 前 記 組 成 物 を 含 浸 さ せ 得 る 。 前 記 組 成 物 は 、 慣 用 の 添 加 剤 、 防
腐 剤 、 浸 透 を 促 進 さ せ る た め の 溶 媒 、 及 び 皮 膚 軟 化 剤 を 含 有 し 得 る 。 ま た 、 局 所 製 剤 は 、
慣 用 の 担 体 、 例 え ば ク リ ー ム 又 は 軟 膏 基 剤 、 エ タ ノ ー ル 、 あ る い は オ レ イ ル ア ル コ ー ル を
含 有 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 組 成 物 の 別 の 形 、 並 び に 本 発 明 の 別 の 細 菌 表 面 タ ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド 並 び に こ れ ら に
対 す る 抗 体 に 関 す る 組 成 物 、 方 法 及 び 施 用 に 関 す る そ の 他 の 情 報 は 、 MSCRAMM（ 登 録 商 標
） に 関 す る そ の 他 の 特 許 文 献 、 例 え ば 米 国 特 許 第 6,288,214号 公 報 (Hookら )（ 本 明 細 書 に
参 考 と し て 組 み 込 ま れ る ） に 認 め ら れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 従 っ て 生 成 さ れ る 組 成 物 は 、 適 当 な ア ジ ュ バ ン ト と 共 に 患 者 の 免 疫 応 答
を 高 め る の に 有 効 な 量 で 投 与 し 得 る 。 例 え ば 、 適 当 な ア ジ ュ バ ン ト と し て は 、 ヒ ト に 広 く
使 用 さ れ る ミ ョ ウ バ ン （ リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 又 は 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ） 及 び そ の 他 の ア ジ
ュ バ ン ト 、 例 え ば サ ポ ニ ン 及 び そ の 精 製 成 分 Quii A、 フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 RIBI
ア ジ ュ バ ン ト 、 並 び に 研 究 及 び 獣 医 学 用 途 で 使 用 さ れ る そ の 他 の ア ジ ュ バ ン ト を 挙 げ 得 る
、 ま た 、 さ ら に 別 の 化 学 的 に 定 義 さ れ る 調 剤 、 例 え ば ム ラ ミ ル ジ ペ プ チ ド 、 モ ノ ホ ス ホ リ
ル 脂 質 Ａ 、 リ ン 脂 質 複 合 体 、 例 え ば Goodman-Snitkoff et al., , 147:410-41
5 (1991) に よ っ て 記 載 さ れ 且 つ 本 明 細 書 に 参 考 と し て 組 み 込 ま れ る リ ン 脂 質 複 合 体 、 Mil
ler et al., , 176:1739-1744 (1992) に よ っ て 記 載 さ れ 且 つ 本 明 細 書 に 参
考 と し て 組 み 込 ま れ る プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム 内 の 複 合 体 の カ プ セ ル 化 物 、 及 び Novasome（ 商
標 ） 脂 質 小 胞 （ Micro Vescular Systems Inc.製 、 ニ ュ ー ハ ン プ シ ャ ー 州 ナ ッ シ ュ ア 所 在
） の よ う な 脂 質 小 胞 中 の 前 記 タ ン パ ク 質 の カ プ セ ル 化 物 も 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 い ず れ に し て も 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 こ の よ う に 、 グ ラ ム 陽 性 菌 に よ る 結 合 相 互 作 用 を
妨 害 、 調 節 又 は 阻 害 す る の に 有 用 で あ ろ う 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 グ ラ ム 陽 性 菌 感 染 症 予 防
又 は 治 療 す る 組 成 物 及 び 方 法 の 開 発 に お い て 、 並 び に 宿 主 細 胞 に 対 す る 細 菌 の 結 合 及 び 伝
播 の 阻 害 に お い て 具 体 的 な 利 用 可 能 性 を 有 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ：
　
　 本 発 明 に 従 っ て 、 前 記 の よ う な 本 発 明 の バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス 法 に よ っ て 得 ら れ る
タ ン パ ク 質 、 エ ピ ト ー プ 及 び ペ プ チ ド 並 び に こ の よ う な タ ン パ ク 質 、 エ ピ ト ー プ 及 び ／ 又
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は ペ プ チ ド を 認 識 す る 抗 体 を 使 用 す る こ と に よ っ て グ ラ ム 陽 性 菌 に よ る 感 染 症 を 同 定 し 且
つ 診 断 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 に 従 っ て 、 前 記 の 発 明 の 抗 体 は こ の よ う な 感 染 症 を
診 断 す る キ ッ ト に 使 用 し 得 、 ま た こ の よ う な キ ッ ト は 当 該 技 術 で 一 般 的 に 知 ら れ て お り 且
つ 本 発 明 の 抗 体 に 結 合 す る 関 心 事 の 抗 原 又 は 微 生 物 を 検 出 す る の に 常 用 さ れ る 種 類 の も の
で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
  こ れ ら の 診 断 キ ッ ト は 、 一 般 に 本 発 明 の 抗 体 を 、 当 業 者 に 容 易 に 理 解 さ れ る よ う な 該 抗
体 に よ る 結 合 を 検 出 す る の に 適 し た 手 段 と 共 に 含 有 す る 。 例 え ば 、 抗 体 の 結 合 を 検 出 す る
た め の 手 段 は 、 前 記 抗 体 に 連 結 さ れ る 検 出 可 能 な 標 識 を 含 有 し 得 る 。 こ の 場 合 に 、 こ れ ら
の キ ッ ト は 、 １ 種 又 は そ れ 以 上 の グ ラ ム 陽 性 菌 に 感 染 し て い る と 疑 わ れ る 試 料 、 例 え ば 個
体 か ら 、 例 え ば 血 液 、 唾 液 、 尿 、 脳 脊 髄 液 、 尿 生 殖 器 路 、 組 織 、 骨 、 筋 肉 、 軟 骨 又 は 皮 膚
か ら 採 取 さ れ る 試 料 を 得 、 且 つ 該 試 料 に 本 明 細 書 に 記 載 の 抗 体 の １ 種 又 は そ れ 以 上 を 導 入
す る グ ラ ム 陽 性 菌 感 染 症 の 存 在 を 検 出 す る た め の 診 断 方 法 に 使 用 で き る 。 こ の 場 合 に 、 抗
体 の 導 入 後 に 、 試 料 中 の 抗 原 又 は 微 生 物 に よ る 結 合 が あ っ た か 否 か を 、 慣 用 の 手 段 に よ っ
て 、 例 え ば 適 当 な 標 識 に よ っ て 又 は 前 記 抗 体 が 固 体 支 持 体 に 結 合 さ れ 且 つ こ の 結 合 が 試 料
中 の 標 識 抗 原 又 は 微 生 物 の 存 在 を 反 映 す る ア ッ セ イ に よ っ て 調 べ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　
　 本 発 明 に 従 っ て 、 本 発 明 の 別 の 使 用 は グ ラ ム 陽 性 菌 抗 原 、 又 は 該 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 の
量 を 、 前 記 の 抗 原 又 は 抗 体 を 含 有 す る と 疑 わ れ る ヒ ト 又 は 動 物 患 者 に お い て 監 視 す る こ と
に あ り 得 る こ と も 意 図 さ れ る 。 好 ま し い 方 法 に お い て 、 こ れ は 、 ヒ ト 又 は 動 物 患 者 か ら 生
物 学 的 試 料 を 最 初 に 得 る こ と に よ っ て 実 施 し 得 、 ま た 生 物 学 的 試 料 と し て は 、 例 え ば ヒ ト
又 は 動 物 患 者 の 血 液 、 血 清 、 唾 液 、 組 織 、 骨 、 筋 肉 、 軟 骨 又 は 皮 膚 か ら 得 ら れ る 、 感 染 症
に つ い て 日 常 的 に 監 視 さ れ る 適 当 な 試 料 が 挙 げ ら れ る 。 次 に 、 試 料 に は 、 (1)グ ラ ム 陽 性
菌 に 対 す る ヒ ト 又 は 動 物 患 者 の 抗 体 の 量 を 監 視 す る 場 合 に は 、 こ の よ う な 抗 体 を 結 合 す る
で あ ろ う タ ン パ ク 質 又 は そ の Ａ ド メ イ ン の 決 定 可 能 な 量 を 導 入 す る か ； 又 は (2)細 菌 感 染
の レ ベ ル を 監 視 す る こ と が 望 ま れ る 場 合 に は 、 前 記 試 料 に 、 前 記 の よ う な タ ン パ ク 質 に 対
す る 抗 体 の 測 定 可 能 な 量 を 導 入 す る 。 こ の 方 法 に お け る 次 の 工 程 は 、 試 料 中 の 抗 原 及 び 抗
体 が 、 十 分 な 時 間 及 び 条 件 の 後 に 、 結 合 を 達 成 で き 、 試 料 中 に 見 出 さ れ る グ ラ ム 陽 性 菌 の
量 又 は 濃 度 を 反 映 す る で あ ろ う 抗 原 － 抗 体 結 合 又 は こ れ に 対 す る 抗 体 の 量 を 調 べ る こ と が
で き る よ う な も の で あ る 。 所 望 の 方 法 に お い て は 、 量 は 入 院 又 は 治 療 期 間 中 の よ う な グ ラ
ム 陽 性 菌 感 染 症 の 進 行 ／ 寛 解 を 追 跡 す る よ う に 規 則 正 し い 時 間 （ 例 え ば 、 時 間 毎 、 日 毎 な
ど ） で 監 視 し 得 る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　
　 本 発 明 に 従 っ て 、 体 液 （ 例 え ば 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 唾 液 、 尿 、 脳 脊 髄 液 、 生 殖 器 路 ）
又 は そ の 他 の 生 物 学 的 物 質 （ 例 え ば 、 組 織 、 骨 、 筋 肉 、 軟 骨 又 は 皮 膚 ） に 存 在 す る グ ラ ム
陽 性 菌 の 検 出 は 、 グ ラ ム 陽 性 菌 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 急 性 又 は 慢 性 の 感 染 症 の 診 断 方 法
を 構 成 す る こ と が で き る 。 前 記 の 抗 体 は 数 種 の グ ラ ム 陽 性 菌 に 認 め ら れ る エ ピ ト ー プ を 認
識 す る こ と が で き る こ と か ら 、 こ れ ら の 抗 体 は 、 種 々 様 々 な グ ラ ム 陽 性 菌 及 び 病 状 の 診 断
を 可 能 に す る ア ッ セ イ に 使 用 で き る 。 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 又 は ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 は 、 ア
ッ セ イ で 使 用 で き 、 且 つ 前 記 に 挙 げ た よ う な モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の 場 合 に 使 用 で き る 。 こ
の ア ッ セ イ を 使 用 す る こ と に よ り 同 定 さ れ る 検 出 抗 原 は 、 多 数 の 慣 用 の 手 段 、 例 え ば ウ ェ
ス タ ン ブ ロ ッ ト 試 験 及 び そ の 他 の 同 様 の 試 験 に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ に 関 し て 、 こ れ ら の ア ッ セ イ は 、 本 発 明 の 抗 体 を 標 識 さ れ た 形 で 使 用
し 得 る し 、 ま た 標 識 抗 体 の 周 知 の 方 法 の 全 て が 、 例 え ば 限 定 さ れ る こ と な く 酵 素 複 合 体 、
色 素 、 放 射 性 ア イ ソ ト ー プ 、 蛍 光 又 は 粒 状 標 識 、 例 え ば リ ポ ソ ー ム 、 ラ テ ッ ク ス 、 ポ リ ス
チ レ ン 及 び コ ロ イ ド 金 属 又 は 非 金 属 を 用 い た 直 接 標 識 が 意 図 さ れ る 。 多 数 の 抗 体 ア ッ セ イ
シ ス テ ム 、 例 え ば 抗 原 捕 捉 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ も ま た 、 本 発 明 の 範 囲 に 入 る 。 ま た 、 標
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識 さ れ た タ ン パ ク 質 を 必 要 と す る 競 合 免 疫 ア ッ セ イ 又 は 血 清 抗 体 を 検 出 す る た め に 標 識 さ
れ た タ ン パ ク 質 を 使 用 す る ア ッ セ イ も ま た 、 本 発 明 の 診 断 ア ッ セ イ の 意 図 さ れ る 形 で あ る
。 溶 液 中 で 生 じ る 診 断 ア ッ セ イ の 他 に 、 固 定 化 抗 体 又 は タ ン パ ク 質 を 伴 う ア ッ セ イ も 本 発
明 の 範 囲 内 に あ る と み な さ れ る （ 例 え ば 、 Miles et al., Lancet 2: 492, 1968；  Berry 
et al., J. Virol. Met., 34: 91-100, 1991；  Engvall et al., G. Immunochemistry, 8
: 871, 1971, Tom, Liposomes and Immunology, Elsevier/North Holland, New York, N.
Y., 1980；  Gribnau et al., J. of Chromatogr., 376: 175-89, 1986 及 び 本 明 細 書 で 引
用 さ れ る 全 て の 参 考 文 献 参 照 ） 。 本 発 明 で 使 用 す る こ と が で き る 標 識 の 種 類 の 例 と し て は
、 酵 素 、 放 射 性 ア イ ソ ト ー プ 、 蛍 光 化 合 物 、 化 学 発 光 化 合 物 、 生 物 発 光 化 合 物 、 微 粒 子 及
び 金 属 キ レ ー ト が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 当 業 者 は 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 又 は
ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 （ あ る い は 抗 原 ） に 結 合 す る そ の 他 の 適 当 な 標 識 を 知 っ て い る で あ ろ
う し 、 又 は 常 用 の 実 験 を 使 用 す る こ と に よ っ て 上 記 の も の を 確 認 す る こ と が で き る で あ ろ
う 。 ま た 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 又 は ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 （ あ る い は 抗 原 ） に 対 す る こ れ ら の 標
識 の 結 合 は 、 当 業 者 に よ り 普 通 に 知 ら れ て い る 標 準 的 な 方 法 を 使 用 し て 達 成 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ 試 薬 （ 一 般 に 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 、 ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 又 は 抗 原 ）
を 検 出 可 能 に 標 識 で き る 方 法 の 一 つ は 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 、 ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 又 は 抗
原 を 酵 素 に 連 結 す る こ と に よ る 。 こ の 酵 素 は 、 後 で そ の 基 質 に 暴 露 さ れ る と 、 例 え ば 分 光
分 析 手 段 又 は 蛍 光 分 析 手 段 に よ り 検 出 す る こ と が で き る 化 学 的 部 分 を 生 成 す る よ う な 方 法
で 基 質 と 次 々 に 反 応 す る で あ ろ う 。 本 発 明 の 試 薬 を 検 出 可 能 に 標 識 す る の に 使 用 で き る 酵
素 の 例 と し て は 、 リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ブ ド ウ 球 菌 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 デ ル タ -V-ス テ
ロ イ ド イ ソ メ ラ ー ゼ 、 酵 母 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 α -グ リ セ ロ リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ
ナ ー ゼ 、 ト リ オ ー ス リ ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ 、 セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 、 ア ル カ リ
性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ア ス パ ラ ギ ナ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ
、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 ウ レ ア ー ゼ 、 カ タ ラ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス -VI-リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ
、 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 及 び ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た 試 薬 の 存 在 は ま た 、 該 試 薬 を ガ ン マ カ ウ ン タ ー 又 は シ ン
チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー の 使 用 の よ う な 手 段 で 調 べ る こ と が で き る 放 射 線 ア イ ソ ト ー プ で
前 記 試 薬 を 標 識 す る こ と に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 目 的 に 特 に 有 用 な ア イ
ソ ト ー プ は 、 3 Ｈ 、 1 2 5 Ｉ 、 3 2 Ｐ 、 3 5 Ｓ 、 1 4 Ｃ 、 5 1 Cr、 3 6 Cl、 5 7 Co、 5 8 Co、 5 9 Fe及 び 7 5 Seで
あ る 。 モ ノ ク ロ ナ ー ル 又 は ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 蛍 光 化 合 物 で 標 識 す る こ と に よ っ て 、 本
発 明 の 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た 試 薬 の 結 合 を 検 出 す る こ と も 可 能 で あ る 。 蛍 光 標 識 さ れ た 試
薬 を 適 当 な 波 長 の 光 に 暴 露 す る と 、 そ の 存 在 は 色 素 の 蛍 光 に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。
最 も 普 通 に 使 用 さ れ る 蛍 光 標 識 化 合 物 の 中 に 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ロ ー
ダ ミ ン 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン 、 フ ィ コ シ ア ニ ン 、 ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン 、 o-フ タ ル ア ル デ ヒ ド
及 び フ ル オ レ ス カ ミ ン が あ る 。 ま た 、 本 発 明 の 試 薬 は 、 そ れ を 化 学 発 光 化 合 物 に カ ッ プ リ
ン グ さ せ る こ と に よ っ て 検 出 可 能 に 標 識 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 に 、 化 学 発 光 標 識 試
薬 の 存 在 は 、 化 学 反 応 の 経 過 中 に 生 じ る 発 光 の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ っ て 調 べ ら れ る 。
特 に 有 用 な 化 学 発 光 標 識 化 合 物 の 例 は 、 ル ミ ノ ー ル 、 イ ソ ル ミ ノ ー ル 、 theromatic ア ク
リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 ア ク リ ジ ニ ウ ム 塩 及 び シ ュ ウ 酸 エ ス テ ル で あ る 。 同
様 に 、 生 物 発 光 化 合 物 を 、 本 発 明 の 試 薬 を 標 識 す る の に 使 用 し 得 る 。 生 物 発 光 は 、 触 媒 タ
ン パ ク 質 が 化 学 発 光 反 応 の 効 率 を 大 き く す る 生 物 学 的 系 に お い て 認 め ら れ る 化 学 発 光 の 種
類 で あ る 。 生 物 発 光 試 薬 の 存 在 は 、 発 光 の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ っ て 調 べ ら れ る 。 標 識
の 目 的 に 重 要 な 生 物 発 光 化 合 物 は 、 ル シ フ ェ リ ン 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 及 び エ ク オ リ ン で あ る
。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 と 同 時 に 使 用 す る と よ り 大 き な 感 度 を も た ら し 得 る 別 の 方 法 は 、 本 発 明 の モ ノ ク
ロ ナ ー ル 抗 体 又 は ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 低 分 子 量 ハ プ テ ン に 連 結 す る こ と か ら な る 。 こ の
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場 合 に は 、 ハ プ テ ン が 第 二 の 反 応 に よ っ て 特 異 的 に 検 出 さ れ る 。 例 え ば 、 こ の よ う に ビ オ
チ ン （ ア ビ ジ ン と 反 応 す る ） 又 は ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 、 ピ リ ド キ サ ー ル 及 び フ ル オ レ ス カ
ミ ン （ 特 異 的 抗 ハ プ テ ン 抗 体 と 反 応 す る ） の よ う な ハ プ テ ン を 使 用 す る こ と が 一 般 的 で あ
る 。 検 出 可 能 な 未 だ 知 ら れ て い な い 量 の グ ラ ム 陽 性 抗 原 を 含 有 す る 生 物 学 的 試 料 を ア ッ セ
イ で 使 用 す る こ と が で き る 。 標 準 的 に は 、 該 試 料 は 、 液 体 、 例 え ば 尿 、 唾 液 、 脳 脊 髄 液 、
血 液 、 血 清 な ど で あ る か 、 あ る い は 固 体 又 は 半 固 体 、 例 え ば 組 織 、 糞 便 な ど で あ る こ と が
好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 の 診 断 ア ッ セ イ と し て は 、 か か る ア ッ セ イ の キ ッ ト 形 態 が 挙 げ ら れ る 。 こ の キ ッ
ト は 、 場 合 に よ っ て 固 定 化 で き る 前 記 の 抗 体 （ 全 タ ン パ ク 質 又 は Ａ ド メ イ ン の よ う な 活 性
な 免 疫 反 応 性 断 片 又 は そ の 免 疫 原 性 類 縁 体 に 対 し て 生 じ る )、 及 び 生 物 学 的 試 料 を 調 製 し
、 分 析 を 行 う の に 必 要 な 試 薬 及 び 装 置 、 例 え ば 防 腐 剤 、 無 毒 性 緩 衝 液 の よ う な 反 応 媒 体 、
マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 、 ミ ク ロ ピ ペ ッ ト な ど を 含 む 。 前 記 試 薬 （ Ａ b類 及 び ／ 又 は 抗
原 ） は 凍 結 乾 燥 又 は 凍 結 保 存 す る こ と が で き る 。 前 記 の よ う に 、 ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト に
応 じ て 、 抗 体 を 標 識 で き る し 又 は キ ッ ト は さ ら に 体 液 及 び 組 織 中 の グ ラ ム 陽 性 菌 に 対 す る
抗 体 の 検 出 を 可 能 に す る よ う に 関 連 エ ピ ト ー プ を 含 有 す る 標 識 さ れ た タ ン パ ク 質 、 断 片 又
は そ の 類 縁 体 を 含 有 す る こ と が で き る 。 類 縁 体 と は 、 １ 個 又 は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 の 置 換
、 欠 失 及 び ／ 又 は 付 加 に よ り そ の 天 然 に 産 す る も の 又 は 組 換 え 対 応 物 と 異 な っ て い て も よ
い が 、 全 タ ン パ ク 質 に 対 し て 生 じ る 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 能 力 を 保 持 す る タ ン パ ク 質 又
は ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 そ の 例 は 、 全 抗 原 又 は そ の 免 疫 反 応 性 断 片 の 担 体 ／ 抗 原 融 合 ポ リ
ペ プ チ ド で あ り 、 こ の 場 合 に 抗 原 又 は 断 片 は 担 体 ポ リ ペ プ チ ド 内 に 埋 め 込 む こ と が で き る
し 又 は 担 体 ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か の 端 部 に 連 結 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 に よ
る 抗 体 は か か る 類 縁 体 も 認 識 し 得 る 。 キ ッ ト フ ォ ー ム に 組 み 込 む こ と が で き る 免 疫 ア ッ セ
イ の 種 類 は 多 い 。 発 明 の 抗 体 を 利 用 で き る 免 疫 ア ッ セ イ の 幾 つ か の 典 型 的 な 例 は 、 ラ ジ オ
イ ム ノ ア ッ セ イ （ RIA） 及 び イ ム ノ メ ト リ ッ ク ア ッ セ イ (immunometric assay)、 又 は サ ン
ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 “ イ ム ノ メ ト リ ッ ク ア ッ セ イ ” 又 は “ サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ ” と は 、 同 時 サ ン ド
イ ッ チ 、 フ ォ ワ ー ド (forward)サ ン ド イ ッ チ 及 び リ バ ー ス (reverese)サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ
ア ッ セ イ を 包 含 す る こ と を 意 味 す る 。 こ れ ら の 用 語 は 、 当 業 者 に よ り よ く 理 解 さ れ る 。 当
業 者 に は 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 、 ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 及 び ／ 又 は 抗 原 が 現 在 知 ら
れ て い る か 又 は 将 来 開 発 さ れ る か も し れ な い イ ム ノ ア ッ セ イ の 別 の 変 法 及 び 形 に 有 用 で あ
ろ う と い う こ と が 認 め ら れ る で あ ろ う 。 こ れ ら は 、 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る こ と が 意 図 さ
れ る 。 フ ォ ワ ー ド サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ で は 、 試 料 を 最 初 に 抗 原 に 対 す る モ ノ ク ロ
ナ ー ル 又 は ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 (１ 種 又 は 複 数 )を 含 有 す る 固 相 免 疫 吸 着 剤 と 共 に イ ン キ ュ
ベ ー ト す る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 試 料 中 の 抗 原 を 固 相 中 の 固 定 化 抗 体 に 結 合 さ せ る の
に 十 分 な 時 間 続 け ら れ る 。 最 初 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 、 固 相 免 疫 吸 着 剤 を イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン 混 合 物 か ら 分 離 し 、 洗 浄 し て 過 剰 の 抗 原 と 、 試 料 中 に 存 在 し 得 る そ の 他 の 妨 害 物
質 、 例 え ば 非 特 異 的 結 合 性 タ ン パ ク 質 と を 除 去 す る 。 そ の 後 に 、 固 定 化 抗 体 に 結 合 さ れ た
抗 原 を 含 有 す る 固 相 免 疫 吸 着 剤 を 、 可 溶 性 の 標 識 抗 体 （ １ 種 又 は 複 数 ） と 共 に 第 二 の 時 間
イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 第 二 の イ ン キ ュ ベ ー ト の 後 に 、 別 の 洗 浄 を 行 っ て 、 結 合 さ れ な か っ
た 標 識 抗 体 を 固 相 免 疫 吸 着 剤 か ら 除 去 し 且 つ 非 特 異 的 に 結 合 さ れ た 標 識 抗 体 （ １ 種 又 は 複
数 ） を 除 去 す る 。 次 い で 、 固 相 免 疫 吸 着 剤 に 結 合 さ れ た 標 識 抗 体 （ １ 種 又 は 複 数 ） を 検 出
し 且 つ 検 出 さ れ た 標 識 抗 体 の 量 を 元 の 試 料 中 に 存 在 す る 抗 原 の 量 の 直 接 尺 度 と し て 役 立 て
る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 別 法 と し て 、 免 疫 吸 着 剤 複 合 体 と 会 合 し な い 標 識 抗 体 も 検 出 す る こ と が で き 、 こ の 場 合
に そ の 尺 度 は 試 料 中 の 抗 原 の 量 に 反 比 例 す る 。 フ ォ ワ ー ド サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ は 、 例 え
ば 米 国 特 許 第 3,867,517号 ； 第 4,012,294号 及 び 第 4,376,110号 公 報 （ こ れ ら は 本 明 細 書 に
参 考 と し て 組 み 込 ま れ る ） に 記 載 さ れ て い る 。 フ ォ ワ ー ド イ ム ノ メ ト リ ッ ク ア ッ セ イ の 実
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施 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 さ ら に 詳 し く は ： (a) 先 ず 、 試 料 と 、 固 相 結 合 抗 体 （ １ 種 又 は
複 数 ） と の 混 合 物 を 形 成 し 、 該 混 合 物 を 、 試 料 中 の 抗 原 を 固 相 結 合 抗 体 （ １ 種 又 は 複 数 ）
に 結 合 さ せ る の に 十 分 な 時 間 及 び 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 (b)工 程 (a)の イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン の 後 に 、 前 記 混 合 物 に 検 出 可 能 に 標 識 し た 抗 体 （ １ 種 又 は 複 数 ） を 加 え 、 新 た に 得
ら れ た 混 合 物 を 、 標 識 抗 体 を 固 相 免 疫 吸 着 剤 上 の 抗 原 － 抗 体 複 合 体 に 結 合 さ せ る の に 十 分
な 時 間 及 び 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し ； (c)工 程 (b)の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 に 、  混 合
物 か ら 固 相 免 疫 吸 着 剤 を 分 離 し ； そ し て (d)固 相 免 疫 吸 着 剤 上 の 抗 原 － 抗 体 複 合 体 に 結 合
さ れ た １ 種 又 は 複 数 の 標 識 抗 体 を 検 出 す る か 、 又 は 前 記 抗 原 － 抗 体 複 合 体 と 会 合 し な か っ
た 抗 体 を 検 出 す る こ と か ら な り 得 る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 リ バ ー ス サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ で は 、 試 料 を 最 初 に 標 識 抗 体 （ １ 種 又 は 複 数 ） と 共 に イ
ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 に こ れ に 多 数 の 固 定 化 抗 体 を 含 有 す る 固 相 免 疫 吸 着 剤 を 加 え 、 第
二 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 う 。 フ ォ ワ ー ド サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ の 最 初 の 洗 浄 工 程 は 必
要 で な い が 、 洗 浄 は 第 二 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 に 行 わ れ る 。 リ バ ー ス サ ン ド イ ッ チ ア
ッ セ イ は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,098,876号 及 び 第 4,376,110号 公 報 に 記 載 さ れ て い る 。 リ
バ ー ス イ ム ノ メ ト リ ッ ク ア ッ セ イ の 実 施 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 さ ら に 詳 し く は ： (a) 先
ず 、 試 料 と 可 溶 性 の 検 出 可 能 標 識 抗 体 と の 混 合 物 を 、 試 料 中 の 抗 原 を 標 識 抗 体 に 結 合 さ せ
る の に 十 分 な 時 間 及 び 条 件 下 で 形 成 し 、 (b)工 程 (a)の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 の 、 前 記 混
合 物 に 固 相 結 合 抗 体 を 加 え 、 新 た に 得 ら れ た 混 合 物 を 、 標 識 抗 体 に 結 合 さ れ た 抗 原 を 固 相
抗 体 に 結 合 さ せ る の に 十 分 な 時 間 及 び 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し ； (c)工 程 (b)の イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン の 後 に 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 混 合 物 か ら 固 相 免 疫 吸 着 剤 を 分 離 し ； そ し て (d)
固 相 免 疫 吸 着 剤 に 結 合 さ れ た 標 識 抗 体 を 検 出 す る か 、 又 は 固 相 免 疫 吸 着 剤 と 会 合 し な か っ
た 標 識 抗 体 を 検 出 す る こ と か ら な り 得 る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 同 時 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ で は 、 試 料 、 表 面 に 多 数 の 固 定 化 抗 体 を 有 す る 免 疫 吸 着 剤 及
び 標 識 さ れ た 可 溶 性 抗 体 （ １ 種 又 は 複 数 ） を 、 一 度 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 工 程 で 同 時 に イ
ン キ ュ ベ ー ト す る 。 同 時 ア ッ セ イ は 、 一 回 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 必 要 と す る だ け で あ り
、 洗 浄 工 程 を 含 ま な い 。 同 時 ア ッ セ イ の 使 用 が 非 常 に 好 ま し い 。 こ の 種 の ア ッ セ イ は 、 取
り 扱 い 易 さ 、 等 質 性 、 再 現 性 、 並 び に ア ッ セ イ の 直 線 性 及 び 高 精 度 を も た ら す 。 抗 原 、 固
定 化 抗 体 を 有 す る 固 相 免 疫 吸 着 剤 及 び 標 識 可 溶 性 抗 体 （ １ 種 又 は 複 数 ） を 含 有 す る 試 料 を
、 抗 原 を 固 定 化 抗 体 及 び 可 溶 性 抗 体 （ １ 種 及 び 複 数 ） に 結 合 さ せ る の に 十 分 な 条 件 及 び 時
間 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 一 般 的 に 、 で き る 限 り 多 く の 抗 原 を 結 合 す る の に 十 分 な イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン 条 件 を 提 供 す る こ と が 望 ま し い 。 そ の 理 由 は 、 こ れ に よ り 標 識 抗 体 の 固 相 に
対 す る 結 合 が 最 大 に な り 、 そ れ に よ っ て シ グ ナ ル が 増 大 す る か ら で あ る 。 時 間 及 び 温 度 の
典 型 的 な 条 件 は 、 45℃ で ２ 時 間 又 は 37℃ で 12時 間 で あ る 。 抗 原 は 、 典 型 的 に は 固 定 化 抗 体
に 結 合 す る よ り も 迅 速 に 標 識 抗 体 に 結 合 す る 。 そ の 理 由 は 、 標 識 抗 体 が 溶 液 状 で あ る の に
対 し て 、 固 定 化 抗 体 は 固 相 支 持 体 に 結 合 さ れ て い る か ら で あ る 。 こ の た め に 、 標 識 抗 体 は
固 定 化 抗 体 よ り も 低 い 濃 度 で 使 用 し 得 且 つ 標 識 抗 体 に つ い て 高 特 異 活 性 を 用 い る こ と も 好
ま し い 。 例 え ば 、 標 識 抗 体 は ア ッ セ イ 当 た り 約 １ ～ 50ngの 濃 度 で 使 用 し 得 、 こ れ に 対 し て
固 定 化 抗 体 は 抗 体 当 た り の ア ッ セ イ 当 た り 10～ 500ngの 濃 度 を 有 し 得 る 。 標 識 抗 体 は 、 例
え ば 抗 体 の 分 子 当 た り １ 個 の 放 射 性 ヨ ウ 素 、 又 は 抗 体 の 分 子 当 た り ２ 個 以 上 の 多 い 放 射 性
ヨ ウ 素 を 有 す る 特 異 活 性 を 有 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 も ち ろ ん 、 標 識 抗 体 及 び 固 定 化 抗 体 の 特 異 濃 度 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 温 度 及 び 時 間 並
び に そ の 他 の ア ッ セ イ 条 件 は 、 種 々 の 因 子 、 例 え ば 試 料 中 の 抗 原 の 濃 度 、 試 料 の 性 質 な ど
に 応 じ て 変 化 さ せ 得 る 。 当 業 者 は 、 常 用 実 験 を 用 い る こ と に よ り そ れ ぞ れ の 測 定 に つ い て
操 作 及 び 最 適 ア ッ セ イ 条 件 を 決 定 す る こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 多 価 抗 原 を 含 有 す る 試 料 に 関 す る 同 時 イ ム ノ メ ト リ ッ ク ア ッ セ イ の 実 施 に お い て 、 こ の
方 法 は 、 さ ら に 詳 し く は ： (a)試 料 を 、 固 相 結 合 抗 体 及 び 可 溶 性 の 標 識 抗 体 （ １ 種 又 は 複
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数 ） と 一 緒 に 含 有 す る 混 合 物 を 同 時 に 形 成 し ； (b)工 程 (a)で 形 成 さ れ た 混 合 物 を 、 試 料 中
の 抗 原 を 固 定 化 抗 体 及 び 標 識 抗 体 の 両 方 と 結 合 さ せ る の に 十 分 な 時 間 及 び 条 件 下 で イ ン キ
ュ ベ ー ト し ； (c)イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 混 合 物 か ら 固 相 免 疫 吸 着 剤
を 分 離 し ； 且 つ (d)固 相 免 疫 吸 着 剤 に 結 合 さ れ た 標 識 抗 体 を 検 出 す る か 又 は 固 相 免 疫 吸 着
剤 に 会 合 さ れ な か っ た 標 識 抗 体 を 検 出 す る こ と か ら な り 得 る 。 洗 浄 、 攪 拌 、 振 盪 濾 過 な ど
の そ の 他 の 工 程 を 、 勿 論 、 個 々 の 状 況 に 慣 用 又 は 不 可 欠 で あ る よ う に ア ッ セ イ に 付 加 し 得
る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 用 い ら れ て い る 多 数 の 固 相 免 疫 吸 着 剤 及 び 本 発 明 に 使 用 で き る 多 数 の 固 相 免 疫 吸 着 剤 が
存 在 す る 、 周 知 の 免 疫 吸 着 剤 と し て は 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 ガ ラ ス 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ
プ ロ ピ レ ン 、 デ キ ス ト ラ ン 、 ナ イ ロ ン 及 び そ の 他 の 物 質 ； か か る 物 質 か ら 形 成 さ れ る か 又
は か か る 物 質 で 被 覆 さ れ た チ ュ ー ブ 、 ビ ー ズ 及 び マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト な ど が 挙 げ ら
れ る 。 固 定 化 抗 体 は 、 ア ミ ド 又 は エ ス テ ル 連 鎖 に よ る 共 有 結 合 の よ う な 方 法 に よ っ て 又 は
吸 収 に よ っ て 固 相 免 疫 吸 着 剤 に 共 有 結 合 的 に 又 は 物 理 的 に 結 合 す る こ と が で き る 。 当 業 者
は 、 多 数 の そ の 他 の 適 当 な 固 相 免 疫 吸 着 剤 及 び そ の 表 面 に 抗 体 を 固 定 化 す る 方 法 を 知 っ て
い る で あ ろ う し 、 又 は 常 用 実 験 だ け を 使 用 し て そ れ 自 体 確 認 す る こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　
　 前 記 の よ う に 、 本 発 明 に 従 っ て 、 前 記 の 本 発 明 の 抗 体 は 、 キ ッ ト に 使 用 し て グ ラ ム 陽 性
菌 感 染 症 を 診 断 し 得 る 。 こ の よ う な 診 断 キ ッ ト は 当 該 技 術 で は 周 知 で あ り 、 一 般 的 に は 本
発 明 の 抗 体 に 結 合 す る で あ ろ う エ ピ ト ー プ 又 は タ ン パ ク 質 の 存 在 を 調 べ る の に 適 す る よ う
に 調 製 さ れ る で あ ろ う 。 こ れ ら の 診 断 キ ッ ト は 、 一 般 に 本 発 明 の 抗 体 を 、 当 業 者 に 容 易 に
理 解 さ れ る よ う な 抗 体 に よ る 結 合 を 検 出 す る の に 適 し た 手 段 と 一 緒 に 含 む で あ ろ う 。 例 え
ば 、 抗 体 の 結 合 を 検 出 す る た め の 手 段 は 、 前 記 の 抗 体 に 結 合 さ れ る 検 出 可 能 な 標 識 か ら な
り 得 る 。 こ の 場 合 に 、 こ れ ら の キ ッ ト は 、 診 断 方 法 に 使 用 し て 、 細 菌 感 染 症 の 存 在 を 検 出
す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 に 、 こ の よ う な 感 染 症 を 有 す る と 疑 わ れ る 生 物 学 的 試 料 、 例
え ば 個 体 か ら 、 例 え ば 血 液 、 唾 液 、 尿 、 脳 脊 髄 液 、 生 殖 器 路 、 組 織 、 骨 、 筋 肉 、 軟 骨 又 は
皮 膚 か ら 採 取 さ れ る 試 料 を 得 、 該 試 料 に 、 本 明 細 書 に 挙 げ た よ う な １ 種 又 は そ れ 以 上 の 抗
体 を 導 入 し 、 次 い で  試 料 中 の か か る 微 生 物 の 存 在 を 示 す で あ ろ う 抗 体 が 試 料 に 結 合 す る
か 否 か を 調 べ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ま た 、 前 記 の よ う に 、 こ れ ら の キ ッ ト は ま た 、 ヒ ト 又 は 動 物 患 者 の 血 清 中 の 抗 体 又 は 細
菌 性 抗 原 の 量 を 監 視 す る 方 法 に 有 用 で あ り 得 る 。 抗 原 の 量 を 監 視 す る こ と が 望 ま れ る 場 合
に は 、 キ ッ ト は 、 前 記 の よ う な 本 発 明 に よ る 抗 体 を 、 該 抗 体 に 対 す る 結 合 の 量 を 調 べ る 手
段 と 共 に 含 有 す る で あ ろ う 。 試 料 中 の グ ラ ム 陽 性 菌 に 対 す る 抗 体 の 量 を 測 定 す る こ と が 望
ま れ る 場 合 に は 、 キ ッ ト は 前 記 の よ う な 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 又 は エ ピ ト ー プ （ 例 え ば 、
Ａ ド メ イ ン ） を 、 試 料 中 に 存 在 す る 抗 体 に 対 す る こ れ ら の 抗 原 の 結 合 を 検 出 す る 手 段 と 共
に 含 有 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　
　 本 発 明 に 従 っ て 、 グ ラ ム 陽 性 菌 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 感 染 症 を 予 防 又 は 治 療 す る 方 法
で あ っ て 、 か か る 治 療 を 必 要 と す る ヒ ト 又 は 動 物 患 者 に 有 効 量 の 前 記 の 抗 体 を 該 感 染 症 を
治 療 又 は 予 防 す る の に 有 効 な 量 で 投 与 す る こ と か ら な る グ ラ ム 陽 性 菌 に よ っ て 引 き 起 こ さ
れ る 感 染 症 を 予 防 又 は 治 療 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 に 従 っ て 、 前 記 の 慣 用
の 方 法 （ 例 え ば 、 局 所 、 非 経 口 、 筋 肉 内 な ど ） で の 有 効 量 の 本 発 明 の 抗 体 の 投 与 は 、 こ の
よ う に し て ヒ ト 又 は 動 物 患 者 の 細 菌 感 染 症 を 治 療 又 は 予 防 す る 極 め て 有 効 な 方 法 を 提 供 す
る 。 前 記 の よ う に 、 有 効 量 と は 、 細 菌 の 接 着 を 防 止 す る か 又 は か か る 生 物 が 宿 主 細 胞 に 結
合 及 び 定 着 す る の を 阻 害 す る の に 十 分 な 量 で あ り 、 従 っ て か か る 感 染 症 の 治 療 又 は 予 防 に
有 用 で あ る 使 用 量 、 例 え ば 抗 体 力 価 を 意 味 す る 。 ま た 、 こ れ ら の 抗 体 は ま た 、 多 数 の そ の
他 の メ カ ニ ズ ム 、 例 え ば 伝 染 性 微 生 物 の 直 接 殺 滅 、 オ プ ソ ニ ン 作 用 の 増 大 、 形 態 学 的 変 遷
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の 阻 害 な ど に よ る 保 護 効 果 を 示 し 、 従 っ て 有 効 量 の 抗 体 は 保 護 効 果 を 達 成 す る 手 段 が 得 ら
れ る 量 を 包 含 す る で あ ろ う 。 当 業 者 に よ り 認 め ら れ る よ う に 、 感 染 症 を 治 療 又 は 予 防 す る
の に 有 効 で あ る の に 必 要 な 抗 体 力 価 の レ ベ ル は 、 患 者 の 性 質 及 び 状 態 及 び ／ 又 は 事 前 に 存
在 す る 感 染 症 の 重 症 度 に 応 じ て 変 化 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　
　 本 発 明 に 従 っ て 、 ヒ ト 又 は 動 物 に 前 記 の バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス 法 を 使 用 し て 分 離 さ
れ た タ ン パ ク 質 、 又 は こ の よ う な タ ン パ ク 質 の 組 換 え 生 成 体 、 又 は 前 記 の 免 疫 原 性 断 片 、
領 域 又 は エ ピ ト ー プ の 免 疫 有 効 量 を 投 与 し て 免 疫 原 応 答 を 誘 発 す る こ と か ら な る ヒ ト 又 は
動 物 に お い て 免 疫 原 反 応 を 誘 発 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 前 記 の よ う に 、 免 疫 原 反 応 を 得 る
た め に 本 発 明 に 従 っ て 使 用 さ れ る 抗 原 の “ 免 疫 原 量 ” と は 、 免 疫 原 応 答 が 宿 主 で 誘 発 さ れ
所 望 の 予 防 又 は 治 療 効 果 が 生 じ る よ う な 薬 剤 の 無 毒 で あ る が 十 分 な 量 を 意 味 す る こ と を 意
図 す る 。 従 っ て 、 か か る 応 答 を 誘 発 さ せ る の に 必 要 な 単 離 タ ン パ ク 質 の 正 確 な 量 は 、 患 者
の 種 、 年 齢 、 全 身 状 態 、 治 療 さ れ る 病 気 の 重 症 度 、 使 用 さ れ る 個 々 の 担 体 又 は ア ジ ュ バ ン
ト 及 び そ の 投 与 の 様 式 な ど に 応 じ て 変 化 す る で あ ろ う 。 本 発 明 は ま た 、 前 記 の タ ン パ ク 質
及 び エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 を 産 生 す る 方 法 を 意 図 し 、 ま た モ ノ ク ロ ナ ー ル 及 び ポ リ ク
ロ ナ ー ル 抗 体 を 産 生 す る の に 適 し た 方 法 は 上 記 に 詳 し く 説 明 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　
　 本 発 明 に 従 っ て 、 前 記 の 抗 体 及 び 組 成 物 は ま た 、 あ る 種 の 医 療 機 器 及 び 補 綴 器 具 な ど の
そ の 他 の 移 植 材 料 に 関 す る 細 菌 感 染 症 を 治 療 す る か 又 は 該 感 染 症 の 発 生 か ら 保 護 す る の に
利 用 し 得 る 。 本 明 細 書 に 記 載 の 抗 体 及 び ／ 又 は 組 成 物 を 用 い て 都 合 よ く 被 覆 し 得 る 医 療 機
器 又 は 高 分 子 生 体 材 料 と し て は 、 針 、 縫 合 糸 、 代 替 心 臓 弁 、 心 臓 補 助 装 置 、 ハ ー ド 及 び ソ
フ ト コ ン タ ク ト レ ン ズ 、 眼 内 レ ン ズ (前 眼 房 又 は 後 眼 房 )、 そ の 他 の イ ン プ ラ ン ト 、 例 え ば
角 膜 イ ン レ ー 、 人 工 角 膜 、 血 管 ス テ ン ト 、 エ ピ ケ ラ ト フ ァ リ ア ・ デ バ イ ス （ epikeratopha
lia device） 、 緑 内 障 シ ャ ン ト 、 網 膜 ス テ ー プ ル 、 強 膜 バ ッ ク ル 、 歯 科 補 綴 材 、 甲 状 腺 形
成 デ バ イ ス （ thyroplastic device） 、 咽 頭 形 成 デ バ イ ス （ laryngoplastic devices） 、
血 管 移 殖 片 、 軟 及 び 硬 組 織 補 綴 材 、 例 え ば （ 以 下 に 限 定 さ れ な い が ） ポ ン プ 、 電 気 装 置 、
例 え ば 刺 激 装 置 及 び 記 録 装 置 、 聴 覚 プ ロ テ ー ゼ 、 ペ ー ス メ ー カ ー 、 人 工 喉 頭 、 歯 科 イ ン プ
ラ ン ト 、 乳 房 イ ン プ ラ ン ト 、 ペ ニ ス イ ン プ ラ ン ト 、 脳 顔 面 頭 蓋 腱 、 人 工 関 節 、 腱 、 靭 帯 、
半 月 及 び 円 板 、 人 工 骨 、 人 工 臓 器 、 例 え ば 人 工 膵 臓 、 人 工 心 臓 、 義 肢 、 及 び 心 臓 弁 ； ス テ
ン ト 、 ワ イ ヤ ー 、 ガ イ ド ワ イ ヤ ー 、 静 脈 内 及 び 中 心 静 脈 カ テ ー テ ル 、 レ ー ザ ー 及 び バ ル ー
ン 血 管 形 成 装 置 、 血 管 及 び 心 臓 機 器 （ チ ュ ー ブ 、 カ テ ー テ ル 、 バ ル ー ン )、 心 室 補 助 装 置
、 血 液 透 析 要 素 、 血 液 酸 素 付 加 装 置 、 尿 道 ／ 尿 管 ／ 尿 機 器 （ フ ォ ー リ ー カ テ ー テ ル 、 ス テ
ン ト 、 チ ュ ー ブ 及 び バ ル ー ン )、 気 道 カ テ ー テ ル （ 気 管 内 及 び 気 管 開 口 チ ュ ー ブ 及 び カ フ )
、 経 腸 栄 養 チ ュ ー ブ （ 例 え ば 経 鼻 胃 チ ュ ー ブ 、 胃 内 チ ュ ー ブ 及 び 空 腸 チ ュ ー ブ )、 創 傷 ド
レ ナ ー ジ チ ュ ー ブ 、 胸 膜 腔 、 腹 膜 腔 、 頭 蓋 腔 及 び 心 膜 腔 な ど の 体 腔 の ド レ ン 排 出 を 行 う の
に 使 用 さ れ る チ ュ ー ブ 、 血 液 バ ッ グ 、 試 験 管 、 血 液 採 取 管 、 バ キ ュ テ イ ナ ー 、 注 射 器 、 針
、 ピ ペ ッ ト 、 ピ ペ ッ ト チ ッ プ 、 及 び 血 液 チ ュ ー ブ が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い
。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る “ 被 覆 さ れ た ” 又 は “ 被 覆 す る ” と い う 用 語 は 、 前 記 の 抗 体 又 は 組
成 物 を 、 前 記 の 装 置 、 機 器 又 は デ バ イ ス の 表 面 、 好 ま し く は 感 染 症 、 例 え ば グ ラ ム 陽 性 菌
に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 感 染 症 に 暴 露 さ れ る 外 面 に 塗 布 す る こ と を 意 味 す る こ と が 当 業 者
に は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 前 記 の 装 置 、 機 器 又 は デ バ イ ス の 表 面 は 、 タ ン パ ク 質 、 抗 体 又
は 活 性 断 片 で 完 全 に 被 覆 さ れ る 必 要 は な い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 前 記 の よ う に 、 本 発 明 の 抗 体 あ る い は そ の 活 性 部 分 又 は 断 片 は ま た 、 感 染 症 の 原 因 で あ
る 細 菌 と 哺 乳 動 物 宿 主 と の 間 の 物 理 的 相 互 作 用 を 妨 害 す る の に 有 用 で あ り 得 、 し か も ま た
 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 、 コ ラ ー ゲ ン 、 ラ ミ ニ ン な ど に 接 着
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す る 細 菌 の 能 力 を 妨 害 す る の に も 有 用 で あ り 得 る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 患 者 の 治 療
及 び 細 菌 感 染 症 の 防 止 又 は 減 少 の 両 方 に 有 用 で あ り 得 る し 、 あ る い は 住 居 内 医 療 装 置 及 び
人 工 装 具 に お い て こ れ ら を 使 用 す る の に 安 全 に す る た め に こ の よ う な 生 物 の 感 染 及 び 伝 播
を 減 ら す 又 は 撲 滅 す る た め に 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 要 約 す れ ば 、 前 記 の 本 発 明 の 抗 体 は 、 ヒ ト 及 び 動 物 患 者 に お い て グ ラ ム 陽 性 菌 に よ る 感
染 症 を 検 出 、 治 療 又 は 予 防 す る の に 、 あ る い は か か る 生 物 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ 得 る 医 療
機 器 及 び 補 綴 材 の 感 染 症 を 防 止 又 は 減 ら す の に 極 め て 有 用 で あ り 得 る 。 特 に 、 本 発 明 は 、
早 産 新 生 児 、 AIDS及 び 衰 弱 癌 患 者 の よ う な 高 感 受 性 群 に お い て 且 つ 骨 髄 移 植 後 に 特 に 頻 繁
に 起 こ り 且 つ 重 い 高 感 受 性 群 に お い て こ の よ う な 感 染 症 を 治 療 又 は 防 止 す る の に 重 要 で あ
る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 以 下 の 実 施 例 を 、 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 を 例 証 す る た め に 提 供 す る 。 以 下 の 実 施 例 に 記
載 さ れ た 技 法 は 、 本 発 明 の 実 施 に お い て 十 分 に 機 能 す る こ と が 本 発 明 者 ら に よ っ て 知 見 さ
れ た 技 法 を 表 し 、 従 っ て 本 発 明 を 実 施 す る た め の 好 ま し い 形 式 を な し て い る と み な し 得 る
こ と は 、 当 業 者 に よ っ て 認 め ら れ る べ き で あ る 。 し か し 、 当 業 者 に は 、 本 発 明 に 照 ら し て
、 記 載 さ れ て い る 特 定 の 態 様 に お い て 多 数 の 改 変 を 行 う こ と が で き 、 さ ら に 本 発 明 の 精 神
か ら 乖 離 す る こ と な く 同 様 又 は 類 似 の 結 果 を 得 る こ と が で き る こ と が 認 め ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 実 施 例
　 実 施 例 １ ： 　 グ ラ ム 陽 性 菌 由 来 の MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 の 同 定 方 法 並 び に 該
タ ン パ ク 質 の Ａ ド メ イ ン の 発 現 及 び 精 製
　 　 　 Ａ ． グ ラ ム 陽 性 菌 の 注 釈 付 き ゲ ノ ム 中 の LPXTGモ チ ー フ 含 有 細 胞 壁 固 定 化 タ ン パ ク
質 の 検 索
　 　 　 １ ． 配 列 決 定 セ ン タ ー の ウ ェ ブ サ イ ト か ら 、 関 心 事 の 完 全 ゲ ノ ム 配 列 の 複 数 の ア ミ
ノ 酸 配 列 を 得 る 。 こ れ ら の 配 列 を ロ ー カ ル シ リ コ ン グ ラ フ ィ ッ ク ス マ シ ン （ SGI） に 保 存
す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 　 　 ２ ． ロ ー カ ル サ ー チ 可 能 デ ー タ ベ ー ス を 、 NCBIか ら 得 ら れ る プ ロ グ ラ ム フ ォ ー マ ッ
ト dbを 使 用 し て 構 築 し 、 SGIに ロ ー カ ル イ ン ス ト ー ル す る 。   
　 　 　 ３ ． LPXTGモ チ ー フ 含 有 タ ン パ ク 質 を 、 NCBIか ら 得 ら れ 且 つ SGIに ロ ー カ ル イ ン ス ト
ー ル さ れ る PHI-blastを 使 用 し て 同 定 す る 。 PHI-blast検 索 は 、 縮 重 LPXTGパ タ ー ン L-P-X-[
TSA]-[GANS]（ Ｘ は 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る ） を 使 用 す る 。 PHI-blastの テ ン プ レ ー ト は 個 々
の 生 物 に 応 じ て 変 化 す る 。 そ れ ぞ れ の 生 物 に つ い て 、 配 列 相 同 性 を も た な い ブ ド ウ 球 菌 の
２ つ の 公 知 の 細 胞 壁 固 定 化 タ ン パ ク 質 を 使 用 し 、 ま た 入 手 で き な い 場 合 に は 個 々 の 生 物 か
ら 公 知 の 細 胞 壁 固 定 化 タ ン パ ク 質 を 使 用 し た 。   
　 　 　 ４ ． PHI-blastか ら 得 ら れ た LPXTG含 有 タ ン パ ク 質 を 分 析 し て 、 LPXTGモ チ ー フ 含 有
細 胞 壁 固 定 化 タ ン パ ク 質 の 典 型 的 な 特 徴 ： Ｎ 末 端 に シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 後 に 疎 水 性 貫 膜 セ
グ メ ン ト が 続 く Ｃ 末 端 の 近 く に あ る LPXTGモ チ ー フ 、 及 び Ｃ 末 端 の 数 個 の 正 帯 電 残 基 を 含
有 す る タ ン パ ク 質 を 選 択 す る 。 こ れ ら は 以 下 に 記 載 の よ う に し て 行 う ：
　 　 　 シ グ ナ ル ペ プ チ ド ： 　 本 発 明 者 ら は の
シ グ ナ ル P予 測 サ ー バ ー を 使 用 す る 。 こ の 方 法 は 、 “ Identification of prokaryotic and
 eukaryotic signal peptides and prediction of their cleavage sites” . Henrik Nie
lsen, Jacob Engelbrecht Soren Brunak and Gunnar von Heijne, ,
 , 1-6 (1997) に 記 載 さ れ て い る 。   
　 　 　 LPXTGモ チ ー フ の 位 置 ： 　 配 列 の 目 視 検 査
　 　 　 LPXTGモ チ ー フ の 後 の 疎 水 性 貫 膜 セ グ メ ン ト ： 　 本 発 明 者 ら は 貫 膜 セ グ メ ン ト の 予
測 に TMHMMサ ー バ ー を 使 用 す る 。 幾 つ か の
別 の 予 測 ウ ェ ブ サ ー バ ー も 使 用 で き 、 そ の 中 に

10

20

30

40

50

(26) JP 2005-538718 A 2005.12.22

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/

Protein Engineering
10

http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/の
http://www.ch.embnet.org/software/TMPR



の TMpred、 の DAS及 び
 の HMMTOPが あ る 。   

　 　 　 Ｃ 末 端 の 正 帯 電 残 基 ： 　 目 視 検 査
　 　 　 ５ ． 前 記 の 特 徴 を 含 有 す る 配 列 は 、 推 定 上 の LPXTGモ チ ー フ 含 有 細 胞 壁 固 定 化 タ ン
パ ク 質 で あ る 。   
　 　 　 ６ ． 用 語 “ LPXTG” 又 は “ 細 胞 壁 ” を 使 用 し て 、 ウ ェ ブ サ イ ト TIGR（ 総 合 微 生 物 資
源 、 http://www.tigr.org/tigr-scripts/CMR2/CMRHomePage.spl） で 関 心 事 の ゲ ノ ム 配 列
に 細 胞 壁 固 定 化 タ ン パ ク 質 と し て 注 釈 さ れ て い る タ ン パ ク 質 を 検 索 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 　 Ｂ ． グ ラ ム 陽 性 菌 の 注 釈 な し ゲ ノ ム 内 の LPXTGモ チ ー フ 含 有 細 胞 壁 固 定 化 タ ン パ ク 質
の 検 索
　 　 　 １ ． 配 列 決 定 セ ン タ ー の ウ ェ ブ サ イ ト か ら 、 複 数 の ゲ ノ ム 配 列 を 得 る 。 こ れ ら の 配
列 を ロ ー カ ル シ リ コ ン グ ラ フ ィ ッ ク ス マ シ ン (SGI)に 保 存 す る 。   
　 　 　 ２ ． TIGRか ら 得 ら れ る プ ロ グ ラ ム  Glimmer 2.0を 使 用 し て 遺 伝 子 予 測 す る 。 こ れ は
社 内 で 書 か れ た UNIX Cシ ェ ル ス ク リ プ ト で 促 進 さ れ る 。   
　 　 　 ３ ． 予 測 遺 伝 子 を 、 社 内 で 書 か れ た 翻 訳 プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て ア ミ ノ 酸 配 列 に 翻 訳
す る 。 こ の プ ロ グ ラ ム は 大 量 の 配 列 を 翻 訳 す る こ と が で き る 。   
　 　 　 ４ ． 翻 訳 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 Section A.2に お け る よ う に 検 索 可 能 デ ー タ ベ ー
ス に ロ ー カ ル フ ォ ー マ ッ ト す る 。 そ の 後 の 分 析 は Section A.3-5に 記 載 の 通 り で あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 　 Ｃ ． 推 定 上 の LPXTGモ チ ー フ 含 有 細 胞 壁 固 定 化 タ ン パ ク 質 中 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 （ Ｉ g
様 ）  折 り た た み の 予 測
　   　 　 推 定 上 の LPXTGモ チ ー フ 含 有 細 胞 壁 固 定 化 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 折 り た
た み 認 識 ウ ェ ブ サ ー バ ー 3D-PSSM（ ） に 供 す る 。
予 測 の 方 法 は 、 Kelley LA, MacCallum RM & Sternberg MJE. Enhanced Genome Annotatio
n using Structural Profiles in the Programm 3D-PSSM. J Mol Biol. 2000 Jun 2; 299
(2): 499-520に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 3D-PSSMの ア ウ ト プ ッ ト は 、 公 表 さ れ た 構 造 と し て 類 似 の 3D構 造 を 採 用 す る 提 供 配 列 の
確 度 を 示 す 確 率 Ｅ 値 を 与 え る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 公 表 さ れ た Ｉ g様 折 り た た み 構 造 に 対 し て ＜ 0.25の Ｅ 値 を 有 す る タ ン パ ク 質 は 、 予 測 さ
れ た Ｉ g様 折 り た た み を 含 有 す る と み な さ れ る 。 こ れ ら は タ ン パ ク 質 MSCRAMM（ 登 録 商 標 ）
タ ン パ ク 質 と み な さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 に 従 っ て 、 バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ア プ ロ ー チ を 使 用 し て 、 グ ラ ム 陽 性
菌 の 中 か ら 、 特 に エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ カ ー リ ス (  )の 中 か ら MSC
RAMM（ 登 録 商 標 ） 様 の 特 徴 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 同 定 し た 。 推 定 上 の Ｃ 末 端 LPxTG細 胞 壁
選 別 シ グ ナ ル を 有 す る 42個 の タ ン パ ク 質 が 、 エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ カ ー リ ス (  
)ゲ ノ ム 配 列 に お い て 同 定 さ れ た 。 次 い で 、 本 発 明 者 ら は 、 LPxTG-固 定 化 腸 球 菌 タ ン パ

ク 質 の 中 か ら MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 に 対 す る 構 造 類 似 性 を 探 し た 。 ９ 個 の タ ン
パ ク 質 が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 折 り た た み を 採 用 す る 領 域 を 含 有 す る と 予 測 さ れ た 。 図 １ の
Ｉ g折 り た た み 含 有 領 域 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー （ IgSF)の 解 明 さ れ た 結 晶
構 造 (～ 150－ 500 aa)に 対 す る 幾 つ か の 連 続 し 且 つ 重 複 す る 一 致 (match)か ら な り 、 同 じ サ
イ ズ 及 び Ｉ g型 折 り た た み の １ ～ ４ ド メ イ ン か ら な る 。 相 同 性 の Ｉ g折 り た た み 領 域 は 、 前
記 腸 球 菌 タ ン パ ク 質 の 大 部 分 を カ バ ー し 且 つ フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 及 び そ の 他 の IgSFタ ン パ ク
質 に 認 め ら れ る 類 似 の “ 糸 に 通 し た ビ ー ズ （ beads-in-a-string） ” 配 置 の 連 続 モ ジ ュ ー
ル を 示 し 得 る (Leahy、 1996年 )(Sharma、 1999年 )(Hamburger、 1999年 )(Luo、 2000年 )。 Ｉ g
折 り た た み サ ブ ド メ イ ン （ Ｎ ２ 及 び Ｎ ３ ） の 縦 列 反 復 は 、 ClfAの フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 結 合 ド
メ イ ン の 結 晶 構 造 に 認 め ら れ る 。 Ｃ lfＡ 及 び 類 似 構 造 Ｃ lfＢ の 全 長 Ａ ド メ イ ン は 、 付 加 Ｎ
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末 端 サ ブ ド メ イ ン 、 Ｎ １  か ら な る (Deivanayagam、 2002年 )(Perkins、 2001年 )。 配 列 及 び
二 次 構 造 の 類 似 性 に 基 づ い て 、 類 似 サ ブ ド メ イ ン 組 織 が 別 の MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ
ク 質 、 例 え ば FnbpA、 FnbpB、 Ace及 び Sdrタ ン パ ク 質 中 に 期 待 さ れ る 。 CNA最 小 コ ラ ー ゲ ン
結 合 性 メ イ ン の 解 明 さ れ た 結 晶 構 造 は 単 一 の Ｉ g型 サ ブ ド メ イ ン (Ｎ ２ )か ら な り (Symersky
、 1997年 )、 ま た Ｃ 末 端 反 復 ド メ イ ン Ｂ １ 及 び Ｂ ２ そ れ ぞ れ は Ｉ g折 り た た み サ ブ ド メ イ ン
の 縦 列 反 復 か ら な る (Deivanayagam、 2000年 )。 同 様 の モ ジ ュ ー ル 構 造 が Ｂ ３ 及 び Ｂ ４ 反 復
中 に 期 待 さ れ る 。 従 っ て 、 多 数 の Ｉ g折 り た た み 単 位 の モ ジ ュ ー ル 構 造 は 、 MSCRAMM（ 登 録
商 標 ） タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の 一 般 的 特 徴 と 思 わ れ る 。 MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質
の Ｎ － サ ブ ド メ イ ン の 長 さ は 、 典 型 的 に は 、 EF1091及 び EF0089の 大 き な サ イ ズ の Ａ ド メ イ
ン が こ れ ら の Ａ ド メ イ ン の ３ 個 以 上 の Ｉ g折 り た た み サ ブ ド メ イ ン を 収 容 で き る こ と を 示
唆 す る ～ 150 aaで あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 実 施 例 ３ ． 組 換 え 腸 球 菌 MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 断 片 の 発 現 及 び 精 製
　 本 発 明 の 有 用 性 を さ ら に 特 徴 付 け る た め に 、 エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ カ ー リ ス (  

)由 来 の EF1091、 EF1092及 び EF1093タ ン パ ク 質 の Ａ ド メ イ ン 並 び に エ ン テ ロ コ ッ カ ス
・ フ ェ シ ウ ム （  ） 由 来 の Efae 2926、 Efae 2925及 び Efae 2924タ ン パ ク 質 Ａ ド
メ イ ン を ク ロ ー ン 化 し 、 発 現 さ せ 且 つ 精 製 し た 。 ま た 、 EF1824を 大 き な サ イ ズ の タ ン パ ク
質 で あ る と い う 理 由 か ら ２ つ の セ グ メ ン ト 、 EF1824AI(aa 43-819)及 び EF1824AII(aa 820-
1829)に ク ロ ー ン 化 し た 。 EF1824AIは 大 腸 菌 細 胞 質 に 不 溶 性 で あ り 、 ア ッ セ イ か ら 除 外 さ
れ た 。 結 合 さ れ 且 つ 下 線 を 付 さ れ た 配 列 は 、 ク ロ ー ン 化 さ れ た 推 定 上 の Ａ ド メ イ ン を 表 す
。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 　 　 EF1824AI： ア ミ ノ 酸 残 基 43－ 819（ 配 列 番 号 ： ２ ）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 　 　 EF1824AI： ア ミ ノ 酸 残 基 820－ 1829（ 配 列 番 号 ： ３ ）
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【 ０ ０ ９ ５ 】
　 　 　 EF0089A： ア ミ ノ 酸 残 基 36－ 1143（ 配 列 番 号 ： ４ ）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 　 　 EF3023A： ア ミ ノ 酸 残 基 26－ 1024（ 配 列 番 号 ： ５ ）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ７ 】
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　 　 　 EF2224A： ア ミ ノ 酸 残 基 31－ 771（ 配 列 番 号 ： ６ ）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 　 　 EF1269A： ア ミ ノ 酸 残 基 27－ 596（ 配 列 番 号 ： ７ ）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 　 　 EF1091： ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ８ ）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ０ 】
　 　 　 EF1091： ア ミ ノ 酸 残 基 63－ 1067（ 配 列 番 号 ： ９ ）
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【 ０ １ ０ １ 】
　 　 　 EF1091： 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ０ ）
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【 ０ １ ０ ２ 】
　 　 　 EF1092： ア ミ ノ 酸 残 基 28－ 438（ 配 列 番 号 ： １ １ ）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ３ 】
　 　 　 EF1093（ V583） ： ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ２ ）
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【 ０ １ ０ ４ 】
　 　 　 EF1093： ア ミ ノ 酸 残 基 33－ 590（ 配 列 番 号 ： １ ３ ）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ５ 】
　 　 　 Efae2926： ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ４ ）
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【 ０ １ ０ ６ 】
　 　 　 Efae2926： ア ミ ノ 酸 残 基 57－ 734（ 配 列 番 号 ： １ ５ ）
　
　
　
【 ０ １ ０ ７ 】
　 　 　 Efae2925： ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ６ ）
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【 ０ １ ０ ８ 】
　 　 　 Efae2925： ア ミ ノ 酸 残 基 30－ 429（ 配 列 番 号 ： １ ７ ）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ９ 】
　 　 　 Efae2924： ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ８ ）
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【 ０ １ １ ０ 】
　 　 　 Efae2924： ア ミ ノ 酸 残 基 55－ 588（ 配 列 番 号 ： １ ９ ）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ １ 】
　  タ ン パ ク 質 の 発 現 及 び 精 製
　 PCR（ PCR反 応 に 使 用 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 表 ３ に 示 す ） を 使 用 し て 、 EF0089、 EF10
91、 EF1092、 EF1093、 EF1099、 EF1269、 EF1824、 EF2224及 び EF3023由 来 の Ａ ド メ イ ン を エ
ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ カ ー リ ス (  ) V583又 は エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ カ ー リ ス
(  ) EF1（ EF1099） ゲ ノ ム DNAか ら 増 幅 し 、 大 腸 菌 発 現 ベ ク タ ー PQE-30（ Qiagen
製 ） に サ ブ ク ロ ー ン 化 し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 適 当 な pQE-30ベ ー ス の 組 立 て 体 を 含 有 す る 大 腸 菌 M15(pREP4)培 養 物 の １ リ ッ ト ル 培 養 物
を 、 一 夜 培 養 物 由 来 の 初 期 ２ ％ 接 種 物 を 用 い て Ｏ Ｄ 6 0 0 ＝ 0.6ま で 増 殖 さ せ た 。 0.4mMイ ソ
プ ロ ピ ル -β -d-チ オ ガ ラ ク ト シ ド （ IPTG） を 用 い て ２ ～ ３ 時 間 誘 導 し た 後 に 、 細 胞 を 遠 心
分 離 に よ り 回 収 し 、 10mM Tris-Cl、 100mM NaCl、 pH 7.9に 再 懸 濁 し 、 そ し て － 80℃ で 保 存
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し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 細 胞 を 溶 解 し 、 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 を 放 出 さ せ る た め に 、 細 胞 を 1200 PSIに 設 定 し た
ゲ ー ジ 圧 で フ レ ン チ プ レ ス に ２ 回 通 し て 、 20,000 PSの 推 定 内 部 細 胞 圧 を 得 た 。 得 ら れ た
溶 菌 液 を 、 165,000× ｇ の RCFmaxで 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 0.45□ mフ ィ ル タ ー に 通 し て 濾 過 し
た 。 容 量 を 10mM Tris-Cl、 100mM NaCl、 pH7.9を 用 い て 15mlに 調 節 し 、 同 じ 緩 衝 液 に 溶 解
し た 0.2Mイ ミ ダ ゾ ー ル を 加 え て 、 非 特 異 結 合 を 最 小 に す る た め に イ ミ ダ ゾ ー ル 濃 度 を 6.5m
Mに 上 げ た 。 試 料 を 、 FPLC装 置 （ Pharmacia製 ） に 連 結 し 且 つ 予 め 10mM Tris-Cl、 100mM Na
Cl、 pH 7.9で 平 衡 化 し た た ニ ッ ケ ル ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム （ HiTrap c
helating、 Pharmacia製 ） に 装 填 し た 。 結 合 さ れ た タ ン パ ク 質 を 、 100～ 200mlに わ た っ て 1
0mM Tris-Cl、 100mM NaCl、 pH7.9に 溶 解 し た ０ ～ 100mMイ ミ ダ ゾ ー ル の 直 線 濃 度 勾 配 で 溶
出 し た 。 タ ン パ ク 質 含 有 画 分 を SDS-PAGEで 分 析 し （ 図 ２ ） 、 25mM Tris-Cl、 １ mM EDTA、 p
H6.5-9（ 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 の piに 応 じ て ） に 対 し て 透 析 し 、 そ の 後 に さ ら に 精 製 す る
た め に 、 得 ら れ た 試 料 を イ オ ン 交 換 カ ラ ム （ HiTrap Q、 Pharmacia製 ） に 加 え た 。 結 合 さ
れ た タ ン パ ク 質 を 、 100mlに わ た っ て 25mM Tris-Cl、 １ mM EDTA、 pH6.5-9に 溶 解 し た 0-0.5
M NaClの 直 線 濃 度 勾 配 で 溶 出 し た 。 最 後 に 、 タ ン パ ク 質 試 料 を PBSに 対 し て 広 範 囲 に わ た
っ て 透 析 し 、 そ し て ＋ ４ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 ま た 、 EF1091、 EF1092及 び EF1093を 振 盪 フ ラ ス コ 又 は バ イ オ リ ア ク タ ー で 発 現 さ せ 、 細
胞 を 遠 心 分 離 に よ り 収 集 し 、 得 ら れ た 細 胞 ペ ー ス ト － 80℃ で 凍 結 さ せ た 。 細 胞 を 、 ミ ク ロ
フ ル イ ダ イ ザ ー に 10,000 psiで ２ 回 通 し て １ × PBS（ 10mLの 緩 衝 液 /１ gの 細 胞 ペ ー ス ト ）
に 溶 解 し た 。 溶 解 し た 細 胞 を 17,000rpmで 30分 間 遠 沈 し て 細 胞 砕 片 を 除 去 し た 。 上 清 を 、 0
.1M NiCl２ を 装 填 し た ５ mL HiTrap Chelating (Pharmacia製 ) カ ラ ム に 通 し た 。 装 填 後 に
、 カ ラ ム を 、 カ ラ ム 容 量 の ５ 倍 容 の 10mM Tris、 pH8.0、 100mM NaCl（ 緩 衝 液 Ａ ） で 洗 浄 し
た 。 タ ン パ ク 質 を 、 10mM Tris、 pH8.0、 100mM NaCl、 500mMイ ミ ダ ゾ ー ル （ 緩 衝 液 Ｂ ） を
０ ～ 100％ の 濃 度 勾 配 で 使 用 し て 溶 出 し た 。 タ ン パ ク 質 含 有 画 分 を １ × PBSに 透 析 し た 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 実 施 例 ３ ． エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ カ ー リ ス (  )及 び エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ
ェ シ ウ ム (  ） PCR分 析 に 共 通 の MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） 遺 伝 子
　 前 記 の 配 列 の フ ラ ン キ ン グ 領 域 用 の プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ カ
ー リ ス (  )株 由 来 の ゲ ノ ム DNA １ μ ｇ を 増 幅 し た 。 表 １ の ５ 種 類 の エ ン テ ロ コ
ッ カ ス ・ フ ェ カ ー リ ス (  )株 か ら の PCR生 成 物 を 配 列 決 定 し 、 TIGRデ ー タ ベ ー ス
配 列 と 比 較 し た 。 腸 球 菌 MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） Ａ ド メ イ ン 遺 伝 子 生 成 物 を 増 幅 す る の に 使
用 し た プ ラ イ マ ー を 以 下 に 示 す 。
【 ０ １ １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ７ 】
　 腸 球 菌 MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 同 士 の 相 同 性
　 NCBI検 索 エ ン ジ ン を 用 い て 上 記 の AA配 列 を 使 用 し て 検 索 を 行 っ た 。 見 い 出 さ れ た
そ れ ぞ れ の 推 定 上 の 相 同 体 に つ い て 、 得 ら れ た ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 を 示 す 。 ％ 同 一 性 及 び
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blastp



類 似 性 の 両 方 は 、 照 会 配 列 に 厳 密 に 一 致 す る AAの ％ を 示 し 、 こ れ に 対 し て 類 似 性 は マ ッ チ
ン グ 計 算 に お け る 同 類 AA変 化 を 含 む 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 　 　 表 ４ ． エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ カ ー リ ス (  )MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ
ク 質 の エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ カ ー リ ス (  )相 同 体 の 比 較
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ９ 】
　 そ れ ぞ れ の エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ カ ー リ ス (  )MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ
ク 質 由 来 の “ Ａ ” ド メ イ ン ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 blastp（

） 検 索 の ク エ リ ー と し て 使 用 し た 。 示 し た 結 果 は 、 NCBIコ ン ピ ュ ー タ ー で 記 録 し た 。
同 一 性 は 、 対 象 配 列 と ク エ リ ー 配 列 と の 間 の 厳 密 な 一 致 (match)と し て 算 出 さ れ 、 こ れ に
対 し て 類 似 性 は ま た 同 じ 位 置 の 配 列 に 同 類 変 化 を 含 む 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 実 施 例 ４ ． MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 で あ る と 予 測 さ れ た 追 加 の グ ラ ム 陽 性 ア ミ
ノ 酸 配 列
　 予 測 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 折 り た た み を 含 有 す る LPXTGモ チ ー フ 含 有 細 胞 壁 固 定 化 タ
ン パ ク 質 の リ ス ト 。 そ れ ぞ れ の ゲ ノ ム 配 列 に つ い て の 配 列 決 定 セ ン タ ー を 、 括 弧 内 に 示 す
。 ブ ド ウ 球 菌 及 び 表 皮 ブ ド ウ 球 菌 由 来 の CNAの 配 列 を 除 く 全 て の 配 列 は 、 TIGRウ ェ ブ サ イ
ト （ ） 、 総 合 微 生 物 資 源 セ ク シ ョ ン か ら 得 る こ と が で き る 。 表 皮 ブ ド ウ 球 菌
RP64Aゲ ノ ム 配 列 は 注 釈 が 付 か な い 。 し か し 、 前 記 に 挙 げ た 表 皮 ブ ド ウ 球 菌 タ ン パ ク 質 を
コ ー ド す る 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド の コ ー デ ィ ネ ー ト (coordinate)は TIGRウ ェ ブ サ イ ト に よ
り 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 　 　 肺 炎 連 鎖 球 菌 (  ) TIGR4（ TIGR）
　 　 　 SP0462
　 　 　 SP0463
　 　 　 SP0464
　 　 　
　 　 　 エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ カ ー リ ス (  ) V583 (TIGR)
　 　 　 EF2224
　 　 　 EF1099
　 　 　 EF1092
　 　 　 EF3023
　 　 　 EF1269
　 　 　 EF0089
　 　 　 EF1824
　 　 　 EF1091
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　 　 　 EF1093
　 　 　 EF1075
　 　 　 EF1074
　 　 　 EF1651
　 　 　
　 　 　 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ミ ュ ー タ ン ス (  ) UA159（ オ ク ラ ホ マ 大
学 )
　 　 　 SMU.610
　 　 　 SMU.987
　 　 　 SMU.63c
　 　 　
　 　 　 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 (  ) N315（ 順 天 堂 大 学 ）
　 　 　 SA2447
　 　 　 SA2290
　 　 　 SA2291
　 　 　 SA2423
　 　 　 SA0742
　 　 　 SA0519
　 　 　 SA0520
　 　 　 SA0521
　 　 　
　 　 　 炭 疽 菌 (  ) Ames（ TIGR)
　 　 　 BA0871
　 　 　 BA5258
【 ０ １ ２ ２ 】
　 　 　 表 皮 ブ ド ウ 球 菌 (  )株  PR62A（ TIGR） （ 配 列 番 号 ： ２ ０ )
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ３ 】
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Streptococcus mutans

Staphylococcus aureus

Bacillus anthracis

Staphylococcus epidermis



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ５ 】
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【 ０ １ ２ ７ 】
　 実 施 例 ５ ． ３ 種 類 の 代 表 的 な 腸 球 菌 MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 を 使 用 し た 抗 体 産
生 の た め の 免 疫 化 方 法
　 精 製 EF1091、 EF1092及 び EF1093タ ン パ ク 質 を 使 用 し て １ パ ネ ル の ネ ズ ミ 抗 体 を 産 生 さ せ
た 。 手 短 に 言 え ば 、 一 群 の Balb/Cマ ウ ス を 、 溶 液 状 で る か 又 は 表 ５ に 以 下 に 記 載 の よ う に
ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 し た タ ン パ ク 質 １ ～ 10mgの 一 連 の 皮 下 免 疫 処 置 を 施 し た ：
　 　 　 表 ５ ． 免 疫 処 置 ス キ ー ム
　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 　 　 一 次 　 　 　 　 　  0　 　 　 　 ５ 　 　 　 　 皮 下 　 　 　 　 FCA
　 　 　 　 　 　 　 追 加 ＃ １ 　 　 　 14　 　 　 　 １ 　 　 　 　 腹 腔 内 　 　 　 RIBI
　 　 　 　 　 　 　 追 加 ＃ ２ 　 　 　 28　 　 　 　 １ 　 　 　 　 腹 腔 内 　 　 　 RIBI
　 　 　 　 　 　 　 追 加 ＃ ３ 　 　 　 42　 　 　 　 １ 　 　 　 　 腹 腔 内 　 　 　 RIBI
　 　 　
　 犠 牲 時 に 、 血 清 を 採 取 し 、 MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 ACE、 EF1091、 EF1092及 び EF
1093に 対 し て ELISAア ッ セ イ で 力 価 測 定 し た （ 表 ６ ） 。
【 ０ １ ２ ８ 】
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　 慣 用 の 注 射 　 　 日 　 　 　 量 (μ g)　 　 　 経 路 　 　 ア ジ ュ バ ン ト  



　 血 清 ELISA
　 Immulon 2-HB高 タ ン パ ク 質 結 合 96ウ エ ル プ レ ー ト を 、 EF1091、 EF1092又 は EF1093の 精 製
Ａ ド メ イ ン 100ng／ ウ エ ル で 被 覆 し 、 ２ ～ ８ ℃ で 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト を 、 S
katron Skanwasherプ レ ー ト ウ ォ シ ャ ー を 使 用 し て PBS／ 0.5％ Tween 20で ４ 回 洗 浄 し （ 350
μ l/ウ エ ル ） 、 次 い で 及 び １ ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)溶 液 200μ l／ ウ エ ル を 用 い て 室
温 で １ ～ ２ 時 間 ブ ロ ッ ク し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 に 、 プ レ ー ト を 上 記 の よ う に し て
洗 浄 し 、 96ウ エ ル の プ レ ー ト の Ｂ ～ Ｈ 列 の そ れ ぞ れ の ウ エ ル に 100μ lの １ × PBS、 0.05％ T
ween 20、 0.1％ BSA緩 衝 液 を 加 え た 。 次 い で 、 陰 性 対 照 血 清 （ 免 疫 前 Balb/C血 清 ） 及 び 超
免 疫 試 料 を １ × PBS、 0.05％  Tween 20、 0.1％ BSA緩 衝 液 に １ ： 100希 釈 し た 。 200μ lの 陰
性 対 照 血 清 を 、 96ウ エ ル の プ レ ー ト の ウ エ ル Ａ １ 及 び Ａ ２ に 二 重 反 復 試 験 と し て 加 え 、 ま
た そ れ ぞ れ の 希 釈 超 免 疫 試 験 血 清 200μ lを ウ エ ル Ａ ３ ～ Ａ 12に 二 重 反 復 試 験 と し て 加 え た
。 ２ 倍 連 続 希 釈 を Ｈ 列 を 最 後 と す る プ レ ー ト で 行 い 、 残 り の 100μ lを 廃 棄 し た 。 プ レ ー ト
を 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト を 前 記 の よ う に し て 再 度 洗 浄 し 、 次 い で 二
次 抗 体 溶 液 、 ヤ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ gG（ 全 分 子 )－ AP複 合 体  (Sigma Cat. A-5153)の １ ： 5000希
釈 液 を そ れ ぞ れ の ウ エ ル に 加 え （ 100μ l／ ウ エ ル ） 、 そ し て １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 、 プ レ ー ト を PBS／ 0.5％ Tween 20（ 350μ ／ ウ エ ル ） を 用 い て ４
回 洗 浄 し た 。 発 色 溶 液 、 す な わ ち １ Mジ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 pH9.8、 0.5mM MgCl 2 に 溶 解 し
た １ mg/mlの 4-ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ン 酸 (pNPP)を 、 そ れ ぞ れ の ウ エ ル に 加 え (100μ l/ウ エ ル l
)、 プ レ ー ト を 37℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 、 そ れ ぞ れ の
ウ エ ル の 吸 光 度 (Ａ 405nm)を 、 Spectra MAX 190 プ レ ー ト 読 み 取 り 装 置 (Molecular Device
s Corp.製 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ニ ベ ー ル 所 在 )を 使 用 し て 測 定 し た 。 デ ー タ を ソ フ ト ウ エ
ア SOFTmax Pro v.3.1.2.(Molecular Devices Corp.製 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ニ ベ ー ル 所 在
)を 使 用 し て 分 析 し た 。 陰 性 対 照 血 清 の 吸 光 度 の ２ 倍 で あ っ た 超 免 疫 血 清 の 希 釈 液 を 、 超
免 疫 血 清 試 料 の 力 価 と し て 使 用 し た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 　 　 表 ６ ． 犠 牲 時 の 抗 体 力 価
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ０ 】
　 実 施 例 ６ ． エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ カ ー リ ス (  )MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ
ク 質 に 対 す る 抗 体 反 応 性
　 Balb/cマ ウ ス か ら 誘 導 し た (実 施 例 ３ に 記 載 の よ う に し て )抗 血 清 を 使 用 し て 、 エ ン テ ロ
コ ッ カ ス ・ フ ェ カ ー リ ス (  )株 の 表 面 で 自 然 に (natively)発 現 し た EF1091、 EF1
092又 は EF1093を 同 定 し た 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー (流 動 細 胞 計 測 法 )分 析  －  全 細 胞 染 色
　 細 菌 試 料 （ 表 ７ ） を 採 取 し 、 洗 浄 し 、 次 い で ウ サ ギ Ｉ gG (50mg/ml)で ブ ロ ッ ク し た 後 に
ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 血 清 又 は 免 疫 前 血 清 （ 対 照 ） と 共 に １ ： 2000に 希 釈 で イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 血 清 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 、 細 菌 細 胞 を 、 検 出 抗 体 と し て 働 く ヤ ギ -F ( a b ´ )

2 -抗 -マ ウ ス -F ( a b ´ ) 2 -FITC と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 抗 体 を 標 識 し た 後 に 、 細 菌 細 胞
 を FACScaliberフ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よ り 吸 引 し て 、 蛍 光 発 光 を 分 析 し た (励 起 ： 488、
発 光 ： 570)。 そ れ ぞ れ の 菌 株 に つ い て 、 10,000個 の イ ベ ン ト (event)を 集 め 、 測 定 し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
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E. faecalis



　 　 　 表 ７ ． エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ カ ー リ ス (  )及 び エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ
ェ シ ウ ム (  )の 全 細 胞 染 色
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ３ 】
　 EF1091、 EF1092及 び EF1093に 対 し て マ ウ ス で 生 じ さ せ た ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 血 清 が 、 エ ン
テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ カ ー リ ス (  )株 及 び エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ シ ウ ム (  

)の 表 面 で 発 現 さ れ た 天 然 タ ン パ ク 質 を 認 識 す る こ と が フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー (流 動 細
胞 計 測 法 )研 究 で 明 ら か に さ れ た （ 表 ７ ） 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 実 施 例 ７ ． モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 産 生 に つ い て の 免 疫 処 置 方 法
　 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 (mAb)を 産 生 さ せ 、 特 定 す る こ と を 目 的 に 、 方 法 を 策 定 し て 高 親 和
性 で あ り 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 (ECM)の 結 合 を 中 断 し 且 つ 制 限 す る こ と が で き
且 つ 生 体 内 で 治 療 効 果 を 実 証 す る mAbを EF1091、 EF 1092及 び EF 1093に 対 し て 産 生 さ せ た
。 大 腸 菌 で 発 現 さ せ 且 つ 精 製 し た EF1091、 EF1092及 び EF1093 タ ン パ ク 質 を 使 用 し て 、 １
パ ネ ル の ネ ズ ミ モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 産 生 さ せ た 。 手 短 に 言 え ば 、 一 群 の Balb/C又 は SJL
マ ウ ス を 、 溶 液 状 の 又 は 表 ８ に 以 下 に 記 載 の よ う に ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 し た タ ン パ ク 質 １
～ 10□ gの 一 連 の 皮 下 免 疫 処 置 を 施 し た ：
　 　 　 表 ８ ． 免 疫 処 置 ス キ ー ム
　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 　 　 　 ＃ １ 　 　 　 　 　 ０ 　 　 　 ５ 　 　 　 　 　 皮 下 　 　 FCA/RIBI
　 　 　 　 　 　 　 　 ＃ ２ 　 　 　 　 　 ２ 　 　 　 １ 　 　 　 　 　 皮 下 　 　 FCA/RIBI
　 　 　 　 　 　 　 　 ＃ ３ 　 　 　 　 　 ４ 　 　 　 １ 　 　 　 　 　 皮 下 　 　 FCA/RIBI
　 　 　 　 　 　 　 　 ＃ ４ 　 　 　 　 　 ７ 　 　 　 １ 　 　 　 　 　 皮 下 　 　 FCA/RIBI
　 　 　 　 　 　 　 　 ＃ ５ 　 　 　 　 　 ９ 　 　 　 １ 　 　 　 　 　 皮 下 　 　 FCA/RIBI
　 　 　
　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 　 　 一 次 　 　 　 　 　 　 ０ 　 　 　 ５ 　 　 　 　 　 皮 下 　 　 　 FCA
　 　 　 　 　 　 　 追 加 ＃ １ 　 　 　 　 14　 　 　 １ 　 　 　 　 　 腹 腔 内 　 　 RIBI
　 　 　 　 　 　 　 追 加 ＃ ２ 　 　 　 　 28　 　 　 １ 　 　 　 　 　 腹 腔 内 　 　 RIBI
　 　 　 　 　 　 　 追 加 ＃ ３ 　 　 　 　 42　 　 　 １ 　 　 　 　 　 腹 腔 内 　 　 RIBI
　 　 　
　 犠 牲 時 (RIMMS)に 又 は 追 加 免 疫 後 ７ 日 目 に (慣 用 ） 、 血 清 を 採 取 し 、 MSCRAMM又 は 全 細 胞
〔 エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ カ ー リ ス (  )及 び ／ 又 は エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ シ
ウ ム (  )〕 の 免 疫 処 置 に 対 し て ELISAア ッ セ イ で 力 価 測 定 し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 最 終 追 加 免 疫 ３ 日 後 に 、 脾 臓 又 は リ ン パ 節 を 取 り 出 し 、 単 一 細 胞 懸 濁 物 に ほ ぐ し 、 リ ン
パ 球 を 収 集 し た 。 次 い で 、 リ ン パ 球 を P3X63Ag8.653骨 髄 腫 細 胞 株 (ATCC #CRL-1580)に 融 合
し た 。 細 胞 融 合 、 そ の 後 の 平 板 培 養 及 び 栄 養 補 給 を 、  
(Chapter 2、 Unit 2.)の 「 Production of Monoclonal Antibodies protocol」 に 従 っ て 行
っ た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 実 施 例 ８ ． 抗 EF1091モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ 及 び 選 別
　 EF1091融 合 か ら 生 じ た ク ロ ー ン を 、 特 異 的 抗 EF1091抗 体 産 生 に つ い て 標 準 ELISAア ッ セ
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イ を 使 用 し て 選 別 し た 。 陽 性 ク ロ ー ン を 拡 大 し 、 さ ら に フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る 全 細
菌 細 胞 結 合 ア ッ セ イ 及 び Biacore分 析 に よ る EF1091結 合 に お け る 活 性 に つ い て 試 験 し た （
表 ９ ） 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 ELISA分 析
　 Immulon 2-HB高 タ ン パ ク 質 結 合 96ウ エ ル プ レ ー ト （ Dynex製 ） を 、 １ μ g/ウ エ ル の １ × P
BS、 pH7.4溶 解 rEF1091で 被 覆 し 、 室 温 で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 複 数 の ELISAに お い
て 洗 浄 工 程 は 全 て 、 １ × PBS、 0.05％ Tween-20洗 浄 緩 衝 液 を 用 い て ３ 回 行 っ た 。 プ レ ー ト
を 洗 浄 し 、 １ ％ BSA溶 液 を 用 い て 室 温 で １ 時 間 ブ ロ ッ ク し 、 そ の 後 に ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清
試 料 を ウ エ ル に 加 え た 。 プ レ ー ト を 試 料 及 び 関 連 が あ る 対 照 、 例 え ば 媒 体 単 独 と 共 に 室 温
で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 洗 浄 し 、 次 い で １ × PBS、 0.05％ Tween-20、 0.1％ BSAに １ ： 5
000希 釈 し た ヤ ギ 抗 -マ ウ ス Ｉ gG-AP (Sigma製 ) を 二 次 試 薬 と し て 使 用 し た 。 プ レ ー ト を 、
4-ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ン 酸 (pNPP)(Sigma製 )の １ mg/ml溶 液 を 加 え 、 次 い で 37℃ で 30分 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 発 色 さ せ た 。 吸 光 度 を 、 405nmで SpectraMax 190 Plate Read
er (Molecular Devices Corp.製 )を 使 用 し て 読 み 取 っ た 。 Ｏ Ｄ 4 0 5 ≧ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド よ
り も ３ 倍 （ 媒 体 単 独 、 ～ 0.1 OD） を 有 し て い た 抗 体 上 清 を 陽 性 と み な し た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 Biacore分 析
　 分 析 全 体 を 通 じ て 、 流 量 を 10ml/minで 一 定 の ま ま で あ っ た 。 EF1091注 入 の 前 に 、 試 験 抗
体 を チ ッ プ に RAM－ Fc結 合 に よ っ て 吸 着 さ せ た 。 時 間 ０ で 、 EF1091を 30mg/mlの 濃 度 で 、 チ
ッ プ 上 に ３ 分 間 注 入 し 、 次 い で ２ 分 間 解 離 さ せ た 。 分 析 の こ の 相 は 、 mAb/EF1091相 互 作 用
の 相 対 結 合 及 び 解 離 速 度 を 測 定 し た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー  分 析
　 細 菌 試 料 を 収 集 し 、 洗 浄 し 、 次 い で ２ mg/ml濃 度 の mAb又 は PBS単 独 (対 照 )と 共 に イ ン キ
ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 に ウ サ ギ Ｉ gG (50 mg/ml)を 用 い て ブ ロ ッ ク し た 。 抗 体 と 共 に イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 後 に 、 細 菌 細 胞 を 、 検 出 抗 体 と し て 働 く ヤ ギ -F ( a b ´ ) 2 -抗 -マ ウ ス - F ( a b ´ ) 2

-FlTCと 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 抗 体 を 標 識 し た 後 に 、 細 菌 細 胞 を FACScaliberフ ロ ー サ
イ ト メ ー タ ー に よ り 吸 引 し て 、 蛍 光 発 光 を 分 析 し た (励 起 ： 488、 発 光 ： 570)。 そ れ ぞ れ の
細 菌 株 に つ い て 、 10,000個 の イ ベ ン ト (event)を 集 め 、 測 定 し た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 　 　 表 ９ ． ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 の 代 表 例
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【 ０ １ ４ １ 】
　 実 施 例 ９ ． 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス  (ECM） タ ン パ ク 質 に 対 す る 腸 球 菌 MSCRAIVIIVI（ 登 録 商
標 ） タ ン パ ク 質 の 結 合
　 エ ン テ ロ コ ッ カ ス 属 細 菌 か ら 発 現 さ れ る こ れ ら の MSCRAMMが 結 合 す る 潜 在 的 (potential)
細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 を 理 解 す る こ と は 、 治 療 へ の 示 唆 と 共 に 極 め て 生 物 学 的 に
重 要 で あ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 ELISAに 基 づ く 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス リ ガ ン ド の ス ク リ ー ニ ン グ
　 組 換 え タ ン パ ク 質 EF1091、 EF1092及 び EF1093 (表 10) の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 子 と の 結
合 活 性 を 調 べ る た め に 、 96ウ エ ル Costarマ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト (Corning製 )の 二 重 の
ウ エ ル を 、 100μ Lの １ × PBS、 pH7.4（ Gibco製 ） に 溶 解 し た ヒ ト コ ラ ー ゲ ン Ｉ 型 、 II型 、 I
II型 、 IV型 、 Ｖ 型 又 は VI型 （ Rockland Immunochemicals製 )、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 、 フ ィ ブ
ロ ネ ク チ ン 、 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 、 ビ ト ロ ネ ク チ ン （ Sigma製 ） あ る い は エ ラ ス チ ン （ CalBi
ochem） の ２ μ gを 用 い て ４ ℃ で 一 夜 被 覆 し た 。 ウ エ ル を 、 0.05％ Tween 20を 含 有 す る １ ×
PBS、 pH7.4（ １ × PBST） で ４ 回 洗 浄 し た 。 次 い で 、 ウ エ ル を BSA in １ × PBS、 pH7.4に 溶
解 し た BSAの １ ％ (w/v)溶 液 で １ 時 間 ブ ロ ッ ク し 、 次 い で １ × PBSTで ４ 回 洗 浄 し た 。 次 に 、
0.1％ BSAを 含 有 す る １ × PBST（ １ × PBST-BSA） 100μ lに 溶 解 し た 組 換 え タ ン パ ク 質 ５ μ g
を 、 そ れ ぞ れ の ウ エ ル に 加 え た 。 前 記 タ ン パ ク 質 と 共 に 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
後 に 、 ウ エ ル を １ × PBSTで ４ 回 洗 浄 し 、 次 い で そ れ ぞ れ の 組 換 え タ ン パ ク 質 に 対 し て 生 じ
た マ ウ ス  ポ リ ク ロ ナ ー ル  抗 血 清 100□ Lを そ れ ぞ れ の ウ エ ル に １ × PBST-BSAに １ ： 2000の
希 釈 率 で 加 え た 。 抗 血 清 と 共 に 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 、 ウ エ ル を １ × PBST
で ４ 回 洗 浄 し た 。 最 後 に 、 ヤ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ gG－ ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 複 合 体 (Sigma製
) を １ × PBST-BSAで １ ： 2000希 釈 し 、 次 い で 100μ Lを そ れ ぞ れ の ウ エ ル に 加 え た 。 こ の イ
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ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 室 温 で １ 時 間 行 い 、 次 い で ウ エ ル を １ × PBSTで ４ 回 洗 浄 し た 。 そ れ ぞ
れ の ウ エ ル に 100μ Lの １ mg/mL pNP溶 液  (Sigma 104錠 剤 )を 加 え 、 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト す る こ と に よ っ て 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 発 色 さ せ た 。 発 色 は 、 そ れ ぞ れ の
ウ エ ル に 50μ Lの ２ M NaOHを 加 え る こ と に よ っ て 停 止 さ せ た 。 405nm (A405)で の 吸 光 度 を
、 SpectraMax 190 (Molecular Devices製 ) を 使 用 し て 測 定 し た 。 得 ら れ た シ グ ナ ル が バ
ッ ク グ ラ ウ ン ド よ り も 2.5倍 を 越 え て 大 き い 場 合 に は 、 反 応 性 を 陽 性 と し て 記 録 し た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 ま た 、 ECMの 諸 成 分 に 結 合 す る EF0089及 び EF2224（ 表 10） を 、 100□ l PBSに 又 は コ ラ ー
ゲ ン の 場 合 に は ３ ％ 酢 酸 に 溶 解 し た そ れ ぞ れ の ECMタ ン パ ク 質 (ヒ ト ラ ミ ニ ン 、 フ ィ ブ ロ ネ
ク チ ン 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 、 Ｉ 型 、 III型 及 び IV型 コ ラ ー ゲ ン )１ □ gを マ イ ク ロ プ レ ー ト
ウ エ ル （ 96ウ エ ル 、 4HBX、 Thermo Labsystems製 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ マ サ ツ 州 フ ラ ン ク リ
ン 所 在 ） に ４ ℃ で 一 夜 固 体 化 す る こ と に よ っ て 試 験 し た 。 プ レ ー ト を １ 回 PBSで 洗 浄 し 、
次 い で PBSに 溶 解 し た １ ％ BSAで １ 時 間 ブ ロ ッ ク し た 。 ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 に 溶 解 し た ５ 及
び 10□ Ｍ 濃 度 の 精 製 His-標 識 タ ン パ ク 質 50□ lを 加 え 、 次 い で 周 囲 温 度 で 2時 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 プ レ ー ト を PBSに 溶 解 し た 0.05％ Tween 20で ３ 回 洗 浄 し 、 次 い で ブ ロ ッ キ ン グ
緩 衝 液 に 溶 解 し た Hiss-標 識 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 （ Amersham Biosciences Corp.製 、 ニ ュ
ー ジ ャ ー ジ ー 州 ピ ス カ タ ウ エ イ 所 在 ） の １ ： 3000希 釈 液 と 共 に ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 ３ 回 洗 浄 後 に 、 各 ウ エ ル に 、 ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 に 溶 解 し た ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ
複 合 抗 マ ウ ス 抗 体 の １ ： 3000希 釈 液 を 加 え 、 ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 最 後 に 、 0.1M N
aHCO 3  、 １ mM MgCl 2  、 pH9.8に 溶 解 し た ニ ト ロ ブ ル ー テ ト ラ ゾ リ ウ ム (NBT)及 び 5-ブ ロ モ -
4-ク ロ ロ -3-イ ン ド リ ル -リ ン 酸 (BCIP)シ グ ナ ル を 用 い て シ グ ナ ル を 検 出 し た 。 405nmで 吸
光 度 を 、 ELISA読 取 装 置 で 測 定 し た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 　 　 表 10． ECMタ ン パ ク 質 を 認 識 す る MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ５ 】
　 実 施 例 10． エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ カ ー リ ス (  )に 感 染 し た 患 者 か ら の 血 清
は MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を 高 め ら れ た 濃 度 で 含 有 す る
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　 前 記 の エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ カ ー リ ス (  )に 感 染 し た い る か 又 は 感 染 し て
い な い 入 院 患 者 か ら 採 取 し た 腸 球 菌 タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 の 存 在 を 、 若 干 の 変 更 を 加 え
た (Arduino et al., 1994)(Nallapareddy et al., 2000b)に 記 載 の ELISA ア ッ セ イ で 試 験
し た （ 表 11） 。 手 短 に 言 え ば 、 100μ lの PBSに 溶 解 し た そ れ ぞ れ の 精 製 腸 球 菌 タ ン パ ク 質 2
0ngを マ イ ク ロ プ レ ー ト (96ウ エ ル 、 4HBX、 Thermo Labsystems製 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ マ サ
ツ 州 フ ラ ン ク リ ン 所 在 )に ４ ℃ で 一 夜 塗 布 し た 。 プ レ ー ト を 、 １ ％ BSA、 0.01％ Tween20を
用 い て 周 囲 温 度 で １ 時 間 ブ ロ ッ ク し 、 次 い で ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 に 溶 解 し た 血 清 1μ lを 加
え た 。 そ れ ぞ れ の 血 清 を 、 ： 100か ら １ ： 6400ま で の 連 続 希 釈 液 を 用 い て 三 重 反 復 し て 試
験 し た 。 プ レ ー ト を 周 囲 温 度 で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で PBSに 溶 解 し た 0.01％ Twe
en 20で ３ 回 洗 浄 し た 。 セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合 抗 ヒ ト Ｉ gGの １ ： 3000希 釈
液 100μ lを 加 え 、 ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ３ 回 洗 浄 し た 後 に 、 0.1Mク エ ン 酸 塩 － 酢 酸
塩 緩 衝 液 、 pH6.0中 で H 2 O 2 の 存 在 下 で 3,3´ ,5,5´ -テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン (TMB)を 用 い て
周 囲 温 度 で 15分 間 シ グ ナ ル を 検 出 し た 。 ２ M H 2 SO 4 を 用 い て 反 応 を 停 止 さ せ 、 次 い で 450nm
で 吸 光 度 を 記 録 し た 。 適 当 な 対 照 か ら Ａ 4 5 0 n m 値 を 差 し 引 く こ と に よ っ て 力 価 を 測 定 し た
。 血 清 力 価 に つ い て カ ッ ト オ フ レ ベ ル を 調 べ る た め に 、 前 の エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ カ ー
リ ス (  )に 感 染 し て い な い 健 常 者 か ら 得 た ４ 種 の 追 加 の 対 照 血 清 を ア ッ セ イ し
た 。 そ れ ぞ れ の 対 照 血 清 に つ い て 平 均 Ａ 4 5 0 n m 値 の 合 計 及 び ２ 回 の 標 準 偏 差 を 陽 性 力 価 に
つ い て カ ッ ト オ フ と し て 挙 げ た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
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【 ０ １ ４ ８ 】
【 図 １ 】 本 発 明 に 従 っ て 同 定 さ れ た 種 々 の MSCRAMM（ 登 録 商 標 ） タ ン パ ク 質 を 示 し 、 こ れ
ら の タ ン パ ク 質 の 種 々 の 領 域 及 び こ れ ら の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 領 域 を 示 す 。
【 図 ２ 】 本 発 明 の LPXTG含 有  タ ン パ ク 質 の 大 腸 菌 発 現 及 び 精 製 Ａ ド メ イ ン の ク ー マ シ ー 染
色 SDS-PAGEを 示 す 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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革兰氏阳性菌，例如肠球菌，葡萄球菌，链球菌属和芽孢杆菌属细菌来
源的MSCRAMM（TM）样生物信息学方法来识别和并分离具有的特性的
蛋白质，由革兰氏阳性菌提供的生物信息学方法，其可用于预防和治疗
引起的感染的方法中使用。该方法中，序列信息，C-末端，推定的
LPXTG的区域（SEQ ID NO：1）MSCRAMM并具有细胞壁与蛋白质和
LPXTG分选信号固定化细胞壁蛋白（TM）蛋白和另一种结构并鉴定具有
相似性的蛋白质MSCRAMM（R）蛋白质及其免疫原性区域确定和使用
本发明，革兰氏阳性菌感染的诊断孤立的，它可被用于生产用于预防和
治疗有用的抗体。


