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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】ストレプトコッカス・ピオゲネス（Streptococcus pyogenes）によって引き起こ
される細菌感染の予防および治療のためのストレプトコッカス・ピオゲネス抗原の提供。
【解決手段】ストレプトコッカス・ピオゲネスからの高度免疫血清に反応性の抗原または
その断片をコードする単離核酸分子。該高度免疫血清に反応性の抗原またはその断片、そ
のような抗原の単離方法、およびその特定の使用。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）配列番号1、4-8、10-18、20、22、24-32、34-35、38-40、43-46、49-51、53-54
、57-61、63、65-71、73、75-77、81-82、88、91-94および96-150から選ばれる核酸分子
に対して少なくとも７０％の配列同一性を有する核酸分子、
（ｂ）（ａ）の核酸分子に相補的な核酸分子、
（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸分子の少なくとも１５の連続塩基を含む核酸分子、
（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の核酸分子にストリンジェントなハイブリダイゼーシ
ョン条件下でアニールする核酸分子、
（ｅ）遺伝子コードの縮重を別として、（ａ）、（ｂ）、（ｃ）または（ｄ）に定める核
酸分子にハイブリダイズする核酸分子
よりなる群から選ばれた核酸配列を含む、高度免疫血清反応性の抗原またはその断片をコ
ードする単離核酸分子。
【請求項２】
　配列の同一性が少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９５％、とりわけ１００％で
ある、請求項１に記載の単離核酸分子。
【請求項３】
　（ａ）配列番号64から選ばれる核酸分子に対して少なくとも９６％の配列同一性を有す
る核酸分子、
（ｂ）（ａ）の核酸分子に相補的な核酸分子、
（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸分子の少なくとも１５の連続塩基を含む核酸分子、
（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の核酸分子にストリンジェントなハイブリダイゼーシ
ョン条件下でアニールする核酸分子、
（ｅ）遺伝子コードの縮重を別として、（ａ）、（ｂ）、（ｃ）または（ｄ）に定める核
酸分子にハイブリダイズする核酸分子
よりなる群から選ばれた核酸配列を含む、高度免疫血清反応性の抗原またはその断片をコ
ードする単離核酸分子。
【請求項４】
　（ａ）配列番号3、36、47-48、55、62、72、80、84、95から選ばれる核酸分子、
（ｂ）（ａ）の核酸分子に相補的な核酸分子、
（ｃ）遺伝子コードの縮重を別として、（ａ）、（ｂ）、（ｃ）または（ｄ）に定める核
酸分子にハイブリダイズする核酸分子
よりなる群から選ばれた核酸配列を含む単離核酸分子。
【請求項５】
　該核酸がＤＮＡである、請求項１、２、３または４に記載の核酸分子。
【請求項６】
　該核酸がＲＮＡである、請求項１、２、３、４または５に記載の核酸分子。
【請求項７】
　該核酸分子がゲノムＤＮＡ、とりわけストレプトコッカス・ピオゲネスのゲノムＤＮＡ
から単離される、請求項１ないし５のいずれかに記載の単離核酸分子。
【請求項８】
　請求項１ないし７のいずれかに記載の核酸分子を含むベクター。
【請求項９】
　請求項１ないし７のいずれかに記載の核酸分子によってコードされる高度免疫グロブリ
ン血清反応性の抗原またはその断片の組換え発現用に適合される、請求項８に記載のベク
ター。
【請求項１０】
　請求項８または９に記載のベクターを含む宿主細胞。
【請求項１１】
　請求項１、２、５、６または７のいずれかに記載の核酸分子によってコードされるアミ
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ノ酸配列を含む高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片であって、該アミノ酸配列が
、配列番号151、154-158、160-168、170、172、174-182、184-185、188-190、193-196、1
99-201、203-204、207-211、213、215-221、223、225-227、231-232、238、241-244およ
び246-300よりなる群から選ばれることを特徴とする高度免疫血清に反応性の抗原および
その断片。
【請求項１２】
　請求項３、５、６または７のいずれかに記載の核酸分子によってコードされるアミノ酸
配列を含む高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片であって、該アミノ酸配列が、配
列番号214よりなる群から選ばれることを特徴とする高度免疫血清に反応性の抗原および
その断片。
【請求項１３】
　請求項４、５、６または７のいずれかに記載の核酸分子によってコードされるアミノ酸
配列を含む高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片であって、該アミノ酸配列が、配
列番号153、186、197-198、205、212、222、230、234、245よりなる群から選ばれること
を特徴とする高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片。
【請求項１４】
　表２の縦列「予測される免疫原性アミノ酸」および「同定された免疫原性領域の位置」
のアミノ酸配列を含むペプチド；表２の血清反応性エピトープ、とりわけアミノ酸：
配列番号151の4-44, 57-65, 67-98, 101-107, 109-125, 131-144, 146-159, 168-173, 18
1-186, 191-200, 206-213, 229-245, 261-269, 288-301, 304-317, 323-328, 350-361, 3
74-384, 388-407, 416-425および1-114; 配列番号152の5-17, 49-64, 77-82, 87-98, 118
-125, 127-140, 142-150, 153-159, 191-207, 212-218, 226-270, 274-287, 297-306, 32
5-331, 340-347, 352-369, 377-382, 390-395および29-226; 配列番号153の4-16, 20-26,
 32-74, 76-87, 93-108, 116-141, 148-162, 165-180, 206-219, 221-228, 230-236, 239
-245, 257-268, 313-328, 330-335, 353-359, 367-375, 394-403, 414-434, 437-444, 44
6-453, 456-464, 478-487, 526-535, 541-552, 568-575, 577-584, 589-598, 610-618, 6
24-643, 653-665, 667-681, 697-718, 730-748, 755-761, 773-794, 806-821, 823-831, 
837-845, 862-877, 879-889, 896-919, 924-930, 935-940, 947-955, 959-964, 969-986,
 991-1002, 1012-1036, 1047-1056, 1067-1073, 1079-1085, 1088-1111, 1130-1135, 114
8-1164, 1166-1173, 1185-1192, 1244-1254および919-929; 配列番号154の5-44, 62-74, 
78-83, 99-105, 107-113, 124-134, 161-174, 176-194, 203-211, 216-237, 241-247, 25
3-266, 272-299, 323-349, 353-360および145-305; 配列番号155の15-39, 52-61, 72-81,
 92-97および71-81; 配列番号156の13-19, 21-31, 40-108, 115-122, 125-140, 158-180,
 187-203, 210-223, 235-245および173-186; 配列番号157の5-12, 19-27, 29-39, 59-67,
 71-78, 80-88, 92-104, 107-124, 129-142, 158-168, 185-191, 218-226, 230-243, 256
-267, 272-277, 283-291, 307-325, 331-344, 346-352および316-331; 配列番号158の6-2
8, 43-53, 60-76, 93-103および21-99; 配列番号159の10-30, 120-126, 145-151, 159-16
9, 174-182, 191-196, 201-206, 214-220, 222-232, 254-272, 292-307, 313-323, 332-3
53, 361-369, 389-396, 401-415, 428-439, 465-481, 510-517, 560-568および9-26; 配
列番号160の5-29, 39-45, 107-128および1-112; 配列番号161の4-38, 42-50, 54-60, 65-
71, 91-102および21-56; 配列番号162の4-13, 19-25, 41-51, 54-62, 68-75, 79-89, 109
-122, 130-136, 172-189, 192-198, 217-224, 262-268, 270-276, 281-298, 315-324, 33
3-342, 353-370, 376-391および23-39; 配列番号163の6-41, 49-58, 62-103, 117-124, 1
47-166, 173-194, 204-211, 221-229, 255-261, 269-284, 288-310, 319-325, 348-380, 
383-389, 402-410, 424-443, 467-479, 496-517, 535-553, 555-565, 574-581, 583-591
および474-489; 配列番号164の8-35, 52-57, 66-73, 81-88, 108-114, 125-131, 160-167
, 174-180, 230-235, 237-249, 254-262, 278-285, 308-314, 321-326, 344-353, 358-37
2, 376-383, 393-411, 439-446, 453-464, 471-480, 485-492, 502-508, 523-529, 533-5
56, 558-563, 567-584, 589-597, 605-619, 625-645, 647-666, 671-678, 690-714, 721-
728, 741-763, 766-773, 777-787, 792-802, 809-823, 849-864および37-241, 409-534, 
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582-604, 743-804; 配列番号165の4-17, 24-36, 38-44, 59-67, 72-90, 92-121, 126-149
, 151-159, 161-175, 197-215, 217-227, 241-247, 257-264, 266-275, 277-284, 293-30
7, 315-321, 330-337, 345-350, 357-366, 385-416および202-337; 配列番号166の4-20, 
22-46, 49-70, 80-89, 96-103, 105-119, 123-129, 153-160, 181-223, 227-233, 236-24
3, 248-255, 261-269, 274-279, 283-299, 305-313, 315-332, 339-344, 349-362, 365-3
73, 380-388, 391-397, 402-407および1-48; 配列番号167の18-37, 41-63, 100-106, 109
-151, 153-167, 170-197, 199-207, 212-229, 232-253, 273-297および203-217; 配列番
号168の20-26, 54-61, 80-88, 94-101, 113-119, 128-136, 138-144, 156-188, 193-201,
 209-217, 221-229, 239-244, 251-257, 270-278, 281-290, 308-315, 319-332, 339-352
, 370-381, 388-400, 411-417, 426-435, 468-482, 488-497, 499-506, 512-521および26
1-273; 配列番号169の6-12, 16-36, 50-56, 86-92, 115-125, 143-152, 163-172, 193-20
3, 235-244, 280-289, 302-315, 325-348, 370-379, 399-405, 411-417, 419-429, 441-4
49, 463-472, 482-490, 500-516, 536-543, 561-569, 587-594, 620-636, 647-653, 659-
664, 677-685, 687-693, 713-719, 733-740, 746-754, 756-779, 792-799, 808-817, 822
-828, 851-865, 902-908, 920-938, 946-952, 969-976, 988-1005, 1018-1027, 1045-105
7, 1063-1069, 1071-1078, 1090-1099, 1101-1109, 1113-1127, 1130-1137, 1162-1174, 
1211-1221, 1234-1242, 1261-1268, 1278-1284, 1312-1317, 1319-1326, 1345-1353, 136
6-1378, 1382-1394, 1396-1413, 1415-1424, 1442-1457, 1467-1474, 1482-1490, 1492-1
530, 1537-1549, 1559-1576, 1611-1616, 1624-1641および1-414, 443-614, 997-1392; 
配列番号170の14-42, 70-75, 90-100, 158-181および1-164; 配列番号171の4-21, 30-36,
 54-82, 89-97, 105-118, 138-147および126-207; 配列番号172の4-21, 31-66, 96-104, 
106-113, 131-142および180-204; 配列番号173の5-23, 31-36, 38-55, 65-74, 79-88, 10
1-129, 131-154, 156-165, 183-194, 225-237, 245-261, 264-271, 279-284, 287-297, 3
13-319, 327-336, 343-363, 380-386および11-197, 204-219, 258-372; 配列番号174の4-
20, 34-41, 71-86, 100-110, 113-124, 133-143, 150-158, 160-166, 175-182, 191-197,
 213-223, 233-239, 259-278, 298-322および195-289; 配列番号175の4-10, 21-35, 44-5
2, 54-62, 67-73, 87-103, 106-135, 161-174, 177-192, 200-209, 216-223, 249-298, 3
04-312, 315-329および12-130; 配列番号176の10-27, 33-38, 48-55, 70-76, 96-107, 11
9-133, 141-147, 151-165, 183-190, 197-210, 228-236, 245-250, 266-272, 289-295, 2
97-306, 308-315, 323-352, 357-371, 381-390, 394-401, 404-415, 417-425, 427-462, 
466-483, 485-496, 502-507, 520-529, 531-541, 553-570, 577-588, 591-596, 600-610,
 619-632, 642-665, 671-692, 694-707および434-444; 配列番号177の6-14, 16-25, 36-4
6, 52-70, 83-111, 129-138, 140-149, 153-166, 169-181, 188-206, 212-220, 223-259,
 261-269, 274-282, 286-293, 297-306, 313-319, 329-341, 343-359, 377-390, 409-415
, 425-430および360-375; 配列番号178の4-26, 28-48, 54-62, 88-121, 147-162, 164-20
1, 203-237, 245-251および254-260; 配列番号179の12-21, 26-32, 66-72, 87-93, 98-11
2, 125-149, 179-203, 209-226, 233-242, 249-261, 266-271, 273-289, 293-318, 346-3
54, 360-371, 391-400および369-382; 配列番号180の11-38, 44-65, 70-87, 129-135, 14
0-163, 171-177, 225-232, 238-249, 258-266, 271-280, 284-291, 295-300, 329-337, 3
44-352, 405-412, 416-424, 426-434, 436-455, 462-475, 478-487および270-312; 配列
番号181の5-17, 34-45, 59-69, 82-88, 117-129, 137-142, 158-165, 180-195, 201-206,
 219-226, 241-260, 269-279, 292-305, 312-321, 341-347, 362-381, 396-410, 413-432
, 434-445, 447-453, 482-487, 492-499, 507-516, 546-552, 556-565, 587-604および48
6-598; 配列番号182の4-15, 17-32, 40-47, 67-78, 90-98, 101-107, 111-136, 161-171,
 184-198, 208-214, 234-245, 247-254, 272-279, 288-298, 303-310, 315-320, 327-333
, 338-349, 364-374および378-396; 配列番号183の5-27, 33-49, 51-57, 74-81, 95-107,
 130-137, 148-157, 173-184および75-235; 配列番号184の6-23, 47-53, 57-63, 75-82, 
97-105, 113-122, 124-134, 142-153, 159-164, 169-179, 181-187, 192-208, 215-243, 
247-257, 285-290, 303-310および30-51; 配列番号185の17-29, 44-52, 59-73, 77-83, 8
6-92, 97-110, 118-153, 156-166, 173-179, 192-209, 225-231, 234-240, 245-251, 260
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-268, 274-279, 297-306, 328-340, 353-360, 369-382, 384-397, 414-423, 431-436, 45
2-465, 492-498, 500-508, 516-552, 554-560, 568-574, 580-586, 609-617, 620-626, 6
41-647および208-219; 配列番号186の4-26, 32-45, 58-72, 111-119, 137-143, 146-159,
 187-193, 221-231, 235-242, 250-273, 290-304, 311-321, 326-339, 341-347, 354-368
, 397-403, 412-419, 426-432, 487-506, 580-592, 619-628, 663-685, 707-716, 743-75
1, 770-776, 787-792, 850-859, 866-873, 882-888, 922-931, 957-963, 975-981, 983-9
89, 1000-1008, 1023-1029, 1058-1064, 1089-1099, 1107-1114, 1139-1145, 1147-1156,
 1217-1226, 1276-1281, 1329-1335, 1355-1366, 1382-1394, 1410-1416, 1418-1424, 14
43-1451, 1461-1469, 1483-1489, 1491-1501, 1515-1522, 1538-1544, 1549-1561, 1587-
1593, 1603-1613, 1625-1630, 1636-1641, 1684-1690, 1706-1723, 1765-1771, 1787-180
4, 1850-1857, 1863-1894, 1897-1910, 1926-1935, 1937-1943, 1960-1983, 1991-2005, 
2008-2014, 2018-2039および396-533, 1342-1502, 1672-1920; 配列番号187の4-25, 45-5
0, 53-65, 79-85, 87-92, 99-109, 126-137, 141-148, 156-183, 190-203, 212-217, 221
-228, 235-242, 247-277, 287-293, 300-319, 321-330, 341-361, 378-389, 394-406, 43
7-449, 455-461, 472-478, 482-491, 507-522, 544-554, 576-582, 587-593, 611-621, 6
26-632, 649-661, 679-685, 696-704, 706-716, 726-736, 740-751, 759-766, 786-792, 
797-802, 810-822, 824-832, 843-852, 863-869, 874-879, 882-905および1-113, 210-23
2, 250-423, 536-564; 配列番号188の4-16, 33-39, 43-49, 54-85, 107-123, 131-147, 1
57-169, 177-187, 198-209, 220-230, 238-248, 277-286, 293-301, 303-315, 319-379, 
383-393, 402-414, 426-432, 439-449, 470-478, 483-497, 502-535, 552-566, 571-582,
 596-601, 608-620, 631-643, 651-656, 663-678, 680-699, 705-717, 724-732, 738-748
, 756-763, 766-772, 776-791, 796-810, 819-827, 829-841, 847-861, 866-871, 876-88
2, 887-894, 909-934, 941-947, 957-969, 986-994, 998-1028, 1033-1070, 1073-1080, 
1090-1096, 1098-1132, 1134-1159, 1164-1172, 1174-1201および617-635;
配列番号189の7-25, 30-40, 42-64, 70-77, 85-118, 120-166, 169-199, 202-213, 222-2
44および190-203; 配列番号190の4-11, 15-53, 55-93, 95-113, 120-159, 164-200, 210-
243, 250-258, 261-283, 298-319, 327-340, 356-366, 369-376, 380-386, 394-406, 409
-421, 425-435, 442-454, 461-472, 480-490, 494-505, 507-514, 521-527, 533-544, 56
6-574および385-398; 配列番号191の5-36, 66-72, 120-127, 146-152, 159-168, 172-184
, 205-210, 221-232, 234-243, 251-275, 295-305, 325-332, 367-373, 470-479, 482-48
7, 520-548, 592-600, 605-615, 627-642, 655-662, 664-698, 718-725, 734-763, 776-7
84, 798-809, 811-842, 845-852, 867-872, 879-888, 900-928, 933-940, 972-977, 982-
1003および12-190, 276-283, 666-806; 配列番号192の4-38, 63-68, 100-114, 160-173, 
183-192, 195-210, 212-219, 221-238, 240-256, 258-266, 274-290, 301-311, 313-319,
 332-341, 357-363, 395-401, 405-410, 420-426, 435-450, 453-461, 468-475, 491-498
, 510-518, 529-537, 545-552, 585-592, 602-611, 634-639, 650-664および30-80, 89-1
05, 111-151; 配列番号193の7-29, 31-39, 47-54, 63-74, 81-94, 97-117, 122-127, 146
-157, 168-192, 195-204, 216-240, 251-259および195-203; 配列番号194の5-16, 28-34,
 46-65, 79-94, 98-105, 107-113, 120-134, 147-158, 163-172, 180-186, 226-233, 237
-251, 253-259, 275-285, 287-294, 302-308, 315-321, 334-344, 360-371, 399-412, 42
0-426および32-50; 配列番号195の8-20, 30-36, 71-79, 90-96, 106-117, 125-138, 141-
147, 166-174および75-90; 配列番号196の4-13, 15-33, 43-52, 63-85, 98-114, 131-139
, 146-174, 186-192, 198-206, 227-233および69-88; 配列番号197の4-22, 29-35, 59-68
, 153-170, 213-219, 224-238, 240-246, 263-270, 285-292, 301-321, 327-346, 356-37
1, 389-405, 411-418, 421-427, 430-437, 450-467, 472-477, 482-487, 513-518, 531-5
38, 569-576, 606-614, 637-657, 662-667, 673-690, 743-753, 760-767, 770-777, 786-
802および96-230, 361-491, 572-585; 配列番号198の4-12, 21-36, 48-55, 74-82, 121-1
27, 195-203, 207-228, 247-262, 269-278, 280-289および102-210; 配列番号199の13-20
, 23-31, 38-44, 78-107, 110-118, 122-144, 151-164, 176-182, 190-198, 209-216, 21
9-243, 251-256, 289-304, 306-313および240-248; 配列番号200の5-26, 34-48, 57-77, 
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84-102, 116-132, 139-145, 150-162, 165-173, 176-187, 192-205, 216-221, 234-248, 
250-260および182-198; 配列番号201の10-19, 26-44, 53-62, 69-87, 90-96, 121-127, 1
41-146, 148-158, 175-193, 204-259, 307-313, 334-348, 360-365, 370-401, 411-439, 
441-450, 455-462, 467-472, 488-504および41-56; 配列番号202の5-21, 36-42, 96-116,
 123-130, 138-144, 146-157, 184-201, 213-228, 252-259, 277-297, 308-313, 318-323
, 327-333および202-217; 配列番号203の6-26, 33-51, 72-90, 97-131, 147-154, 164-17
1, 187-216, 231-236, 260-269, 275-283および1-127; 配列番号204の4-22, 24-38, 44-5
8, 72-88, 99-108, 110-117, 123-129, 131-137, 142-147, 167-178, 181-190, 206-214,
 217-223, 271-282, 290-305, 320-327, 329-336, 343-352, 354-364, 396-402, 425-434
, 451-456, 471-477, 485-491, 515-541, 544-583, 595-609, 611-626, 644-656, 660-68
1, 683-691, 695-718および297-458; 配列番号205の5-43, 92-102, 107-116, 120-130, 1
37-144, 155-163, 169-174, 193-213および24-135; 配列番号206の4-25, 61-69, 73-85, 
88-95, 97-109, 111-130, 135-147, 150-157, 159-179, 182-201, 206-212, 224-248, 25
3-260, 287-295, 314-331, 338-344, 365-376, 396-405, 413-422, 424-430, 432-449, 4
78-485, 487-494, 503-517, 522-536, 544-560, 564-578, 585-590, 597-613, 615-623, 
629-636, 640-649, 662-671, 713-721および176-330; 配列番号207の31-37, 41-52, 58-7
9, 82-105, 133-179, 184-193, 199-205, 209-226, 256-277, 281-295, 297-314, 322-32
8, 331-337, 359-367, 379-395, 403-409, 417-432, 442-447, 451-460, 466-472および4
6-62, 296-341; 配列番号208の23-29, 56-63, 67-74, 96-108, 122-132, 139-146, 152-1
59, 167-178, 189-196, 214-231, 247-265, 274-293, 301-309, 326-332, 356-363, 378-
395, 406-412, 436-442, 445-451, 465-479, 487-501, 528-555, 567-581, 583-599, 610
-617, 622-629, 638-662, 681-686, 694-700, 711-716および667-684; 配列番号209の20-
51, 53-59, 109-115, 140-154, 185-191, 201-209, 212-218, 234-243, 253-263, 277-29
0, 303-313, 327-337, 342-349, 374-382, 394-410, 436-442, 464-477, 486-499, 521-5
30, 536-550, 560-566, 569-583, 652-672, 680-686, 698-704, 718-746, 758-770, 774-
788, 802-827, 835-842, 861-869および258-416; 配列番号210の7-25, 39-45, 59-70, 92
-108, 116-127, 161-168, 202-211, 217-227, 229-239, 254-262, 271-278, 291-300およ
び278-295; 配列番号211の4-20, 27-33, 45-51, 53-62, 66-74, 81-88, 98-111, 124-130
, 136-144, 156-179, 183-191および183-195; 配列番号212の12-24, 27-33, 43-49, 55-7
1, 77-85, 122-131, 168-177, 179-203, 209-214, 226-241および63-238; 配列番号213の
4-19, 37-50, 120-126, 131-137, 139-162, 177-195, 200-209, 211-218, 233-256, 260-
268, 271-283, 288-308および1-141; 配列番号214の11-17, 40-47, 57-63, 96-124, 141-
162, 170-207, 223-235, 241-265, 271-277, 281-300, 312-318, 327-333, 373-379およ
び231-368; 配列番号215の9-33, 41-48, 57-79, 97-103, 113-138, 146-157, 165-186, 1
95-201, 209-215, 223-229, 237-247, 277-286, 290-297, 328-342および247-260; 配列
番号216の7-15, 39-45, 58-64, 79-84, 97-127, 130-141, 163-176, 195-203, 216-225, 
235-247, 254-264, 271-279および64-72; 配列番号217の4-12, 26-42, 46-65, 73-80, 82
-94, 116-125, 135-146, 167-173, 183-190, 232-271, 274-282, 300-306, 320-343, 351
-362, 373-383, 385-391, 402-409, 414-426, 434-455, 460-466, 473-481, 485-503, 51
9-525, 533-542, 554-565, 599-624, 645-651, 675-693, 717-725, 751-758, 767-785, 7
92-797, 801-809, 819-825, 831-836, 859-869, 890-897および222-362, 756-896; 配列
番号218の11-17, 22-28, 52-69, 73-83, 86-97, 123-148, 150-164, 166-177, 179-186, 
188-199, 219-225, 229-243, 250-255および153-170; 配列番号219の4-61, 71-80, 83-90
, 92-128, 133-153, 167-182, 184-192, 198-212および56-73; 配列番号220の4-19, 26-3
7, 45-52, 58-66, 71-77, 84-92, 94-101, 107-118, 120-133, 156-168, 170-179, 208-2
16, 228-238, 253-273, 280-296, 303-317, 326-334および298-312; 配列番号221の7-13,
 27-35, 38-56, 85-108, 113-121, 123-160, 163-169, 172-183, 188-200, 206-211, 219
-238, 247-254および141-157; 配列番号222の23-39, 45-73, 86-103, 107-115, 125-132,
 137-146, 148-158, 160-168, 172-179, 185-192, 200-207, 210-224, 233-239, 246-255
, 285-334, 338-352, 355-379, 383-389, 408-417, 423-429, 446-456, 460-473, 478-50
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3, 522-540, 553-562, 568-577, 596-602, 620-636, 640-649, 655-663および433-440, 5
72-593; 配列番号223の4-42, 46-58, 64-76, 118-124, 130-137, 148-156, 164-169, 175
-182, 187-194, 203-218, 220-227, 241-246, 254-259, 264-270, 275-289, 296-305, 30
9-314, 322-334, 342-354, 398-405, 419-426, 432-443, 462-475, 522-530, 552-567, 5
93-607, 618-634, 636-647, 653-658, 662-670, 681-695, 698-707, 709-720, 732-742, 
767-792, 794-822, 828-842, 851-866, 881-890, 895-903, 928-934, 940-963, 978-986,
 1003-1025, 1027-1043, 1058-1075, 1080-1087, 1095-1109, 1116-1122, 1133-1138, 11
68-1174, 1179-1186, 1207-1214, 1248-1267および17-319, 417-563; 配列番号224の6-19
, 23-33, 129-138, 140-150, 153-184, 190-198, 206-219, 235-245, 267-275, 284-289,
 303-310, 322-328, 354-404, 407-413, 423-446, 453-462, 467-481, 491-500および46-
187; 配列番号225の4-34, 39-57, 78-86, 106-116, 141-151, 156-162, 165-172, 213-23
7, 252-260, 262-268, 272-279, 296-307, 332-338, 397-403, 406-416, 431-446, 448-4
53, 464-470, 503-515, 519-525, 534-540, 551-563, 578-593, 646-668, 693-699, 703-
719, 738-744, 748-759, 771-777, 807-813, 840-847, 870-876, 897-903, 910-925, 967
-976, 979-992および21-244, 381-499, 818-959; 配列番号226の19-29, 65-75, 90-109, 
111-137, 155-165, 169-175および118-136; 配列番号227の15-20, 30-36, 55-63, 73-79,
 90-117, 120-127, 136-149, 166-188, 195-203, 211-223, 242-255, 264-269, 281-287,
 325-330, 334-341, 348-366, 395-408, 423-429, 436-444, 452-465および147-155; 配
列番号228の11-18, 21-53, 77-83, 91-98, 109-119, 142-163, 173-181, 193-208, 216-2
27, 238-255, 261-268, 274-286, 290-297, 308-315, 326-332, 352-359, 377-395, 399-
406, 418-426, 428-438, 442-448, 458-465, 473-482, 488-499, 514-524, 543-553, 564
-600, 623-632, 647-654, 660-669, 672-678, 710-723, 739-749, 787-793, 820-828, 83
8-860, 889-895, 901-907, 924-939, 956-962, 969-976, 991-999, 1012-1018, 1024-102
9, 1035-1072, 1078-1091, 1142-1161および74-438; 配列番号229の4-31, 41-52, 58-63,
 65-73, 83-88, 102-117, 123-130, 150-172, 177-195, 207-217, 222-235, 247-253, 29
5-305, 315-328, 335-342, 359-365, 389-394, 404-413および156-420; 配列番号230の4-
42, 56-69, 98-108, 120-125, 210-216, 225-231, 276-285, 304-310, 313-318, 322-343
および79-348; 配列番号231の12-21, 24-30, 42-50, 61-67, 69-85, 90-97, 110-143, 15
5-168および53-70; 配列番号232の4-26, 41-54, 71-78, 88-96, 116-127, 140-149, 151-
158, 161-175, 190-196, 201-208, 220-226, 240-247, 266-281, 298-305, 308-318, 321
-329, 344-353, 370-378, 384-405, 418-426, 429-442, 457-463, 494-505, 514-522およ
び183-341; 配列番号233の4-27, 69-77, 79-101, 117-123, 126-142, 155-161, 171-186,
 200-206, 213-231, 233-244, 258-263, 269-275, 315-331, 337-346, 349-372, 376-381
, 401-410, 424-445, 447-455, 463-470, 478-484, 520-536, 546-555, 558-569, 580-59
7, 603-618, 628-638, 648-660, 668-683, 717-723, 765-771, 781-788, 792-806, 812-8
22および92-231, 618-757; 配列番号234の11-47, 63-75, 108-117, 119-128, 133-143, 1
71-185, 190-196, 226-232, 257-264, 278-283, 297-309, 332-338, 341-346, 351-358, 
362-372および41-170; 配列番号235の6-26, 50-56, 83-89, 108-114, 123-131, 172-181,
 194-200, 221-238, 241-259, 263-271, 284-292, 304-319, 321-335, 353-358, 384-391
, 408-417, 424-430, 442-448, 459-466, 487-500, 514-528, 541-556, 572-578, 595-60
1, 605-613, 620-631, 634-648, 660-679, 686-693, 702-708, 716-725, 730-735, 749-7
55, 770-777, 805-811, 831-837, 843-851, 854-860, 863-869, 895-901, 904-914, 922-
929, 933-938, 947-952, 956-963, 1000-1005, 1008-1014, 1021-1030, 1131-1137, 1154
-1164, 1166-1174および20-487, 757-1153; 配列番号236の10-34, 67-78, 131-146, 160-
175, 189-194, 201-214, 239-250, 265-271, 296-305および26-74, 91-100, 105-303; 配
列番号237の9-15, 19-32, 109-122, 143-150, 171-180, 186-191, 209-217, 223-229, 26
0-273, 302-315, 340-346, 353-359, 377-383, 389-406, 420-426, 460-480および10-223
, 231-251, 264-297, 312-336; 配列番号238の5-28, 76-81, 180-195, 203-209, 211-219
, 227-234, 242-252, 271-282, 317-325, 350-356, 358-364, 394-400, 405-413, 417-42
4, 430-436, 443-449, 462-482, 488-498, 503-509, 525-537および22-344; 配列番号239



(8) JP 2011-15689 A 2011.1.27

10

20

30

40

50

の5-28, 42-54, 77-83, 86-93, 98-104, 120-127, 145-159, 166-176, 181-187, 189-197
, 213-218, 230-237, 263-271, 285-291, 299-305, 326-346, 368-375, 390-395および1-
151;
配列番号240の6-34, 48-55, 58-64, 84-101, 121-127, 143-149, 153-159, 163-170, 173
-181, 216-225, 227-240, 248-254, 275-290, 349-364, 375-410, 412-418, 432-438, 44
5-451, 465-475, 488-496, 505-515, 558-564, 571-579, 585-595, 604-613, 626-643, 6
52-659, 677-686, 688-696, 702-709, 731-747, 777-795, 820-828, 836-842, 845-856, 
863-868, 874-882, 900-909, 926-943, 961-976, 980-986, 992-998, 1022-1034, 1044-1
074, 1085-1096, 1101-1112, 1117-1123, 1130-1147, 1181-1187, 1204-1211, 1213-1223
, 1226-1239, 1242-1249, 1265-1271, 1273-1293, 1300-1308, 1361-1367, 1378-1384, 1
395-1406, 1420-1428, 1439-1446, 1454-1460, 1477-1487, 1509-1520, 1526-1536, 1557
-1574, 1585-1596, 1605-1617, 1621-1627, 1631-1637, 1648-1654, 1675-1689, 1692-16
98, 1700-1706, 1712-1719, 1743-1756および91-263; 配列番号241の4-16, 75-90, 101-1
36, 138-144, 158-164, 171-177, 191-201, 214-222, 231-241, 284-290, 297-305, 311-
321, 330-339, 352-369, 378-385, 403-412, 414-422, 428-435, 457-473, 503-521, 546
-554, 562-568, 571-582, 589-594, 600-608, 626-635, 652-669, 687-702, 706-712, 71
8-724, 748-760, 770-775および261-272; 配列番号242の4-19, 30-41, 46-57, 62-68, 75
-92, 126-132, 149-156, 158-168, 171-184, 187-194, 210-216, 218-238, 245-253, 306
-312, 323-329, 340-351, 365-373, 384-391, 399-405, 422-432, 454-465, 471-481, 50
2-519, 530-541, 550-562, 566-572, 576-582, 593-599, 620-634, 637-643, 645-651, 6
57-664, 688-701および541-551; 配列番号243の6-11, 17-25, 53-58, 80-86, 91-99, 101
-113, 123-131, 162-169, 181-188, 199-231, 245-252および84-254; 配列番号244の13-3
0, 71-120, 125-137, 139-145, 184-199および61-78; 配列番号245の9-30, 38-53, 63-70
, 74-97, 103-150, 158-175, 183-217, 225-253, 260-268, 272-286, 290-341, 352-428,
 434-450, 453-460, 469-478, 513-525, 527-534, 554-563, 586-600, 602-610, 624-640
, 656-684, 707-729, 735-749, 757-763, 766-772, 779-788, 799-805, 807-815, 819-82
6, 831-855および568-580; 配列番号246の11-21, 29-38および5-17; 配列番号247の2-9; 
配列番号248の4-10, 16-28および7-18, 26-34; 配列番号249の10-16および1-15; 配列番
号250の4-11; 配列番号251の4-40, 42-51および37-53; 配列番号252の4-21および22-29; 
配列番号253の2-11; 配列番号254の9-17, 32-44および1-22; 配列番号255の19-25, 27-32
および15-34; 配列番号256の4-12, 15-22および11-33; 配列番号257の10-17, 24-30, 39-
46, 51-70および51-61; 配列番号258の6-19; 配列番号259の6-11, 21-27, 31-54および11
-29; 配列番号260の4-10, 13-45および11-35; 配列番号261の4-14, 23-32および11-35; 
配列番号262の14-39, 45-51および15-29; 配列番号263の4-11, 14-28および4-17; 配列番
号264の4-16および2-16; 配列番号265の4-10, 12-19, 39-50および6-22; 配列番号266の2
-13; 配列番号267の4-11, 22-65および3-19; 配列番号268の17-23, 30-35, 39-46, 57-62
および30-49; 配列番号269の4-19および14-22; 配列番号270の2-9; 配列番号271の7-18, 
30-43および4-12; 配列番号272の4-30, 39-47および5-22; 配列番号273の6-15および14-2
9; 配列番号274の4-34および23-35; 配列番号275の4-36, 44-57, 65-72および14-27; 配
列番号276の4-18および11-20; 配列番号277の5-19; 配列番号278の18-36および6-20; 配
列番号279の4-10, 19-34, 41-84, 96-104および50-63; 配列番号280の4-9, 19-27および8
-21; 配列番号281の4-16, 18-28および22-30; 配列番号282の4-15および21-35; 配列番号
283の4-17および3-13; 配列番号284の4-12および4-18; 配列番号285の4-24, 31-36および
29-45; 配列番号286の12-22, 34-49および21-32; 配列番号287の4-17および22-32; 配列
番号288の4-16, 25-42および7-28; 配列番号289の4-10および7-20; 配列番号290の4-11, 
16-36, 39-54および28-44; 配列番号291の5-20, 29-54および14-29; 配列番号292の24-33
および10-22; 配列番号293の10-51, 54-61および43-64; 配列番号294の7-1および2-17; 
配列番号295の11-20および6-20; 配列番号296の4-30, 34-41および19-28; 配列番号297の
11-21; 配列番号298の4-16, 21-26および9-38; 配列番号299の4-12, 15-27, 30-42, 66-7
2および10-24; 配列番号300の8-17および11-20;および配列番号246の2-19; 配列番号247
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の1-12; 配列番号248の21-38; 配列番号254の2-22; 配列番号255の15-33; 配列番号256の
11-32; 配列番号259の11-28; 配列番号260の10-27; 配列番号261の9-26; 配列番号263の4
-16; 配列番号266の1-18; 配列番号273の12-29; 配列番号276の6-23; 配列番号277の1-21
; 配列番号279の47-64; 配列番号285の28-45; 配列番号287の18-35; 配列番号291の14-31
; 配列番号292の7-24; 配列番号299の8-25; 配列番号300の1-20; 配列番号151の18-33; 
配列番号151の62-72; 配列番号152の118-131; 配列番号154の195-220; 配列番号154の215
-240; 配列番号154の255-280, 配列番号155の72-81; 配列番号156の174-186; 配列番号15
7の317-331; 配列番号158の35-59; 配列番号158の54-84; 配列番号158の79-104; 配列番
号159の33-58; 配列番号159の81-101; 配列番号159の136-150; 配列番号159の173-186; 
配列番号159の231-251; 配列番号161の22-48; 配列番号162の24-39; 配列番号163の475-4
89; 配列番号164の38-56; 配列番号164の583-604; 配列番号165の202-223; 配列番号165
の222-247; 配列番号165の242-267; 配列番号165の262-287; 配列番号165の282-307; 配
列番号165の302-327; 配列番号166の25-48; 配列番号167の204-217; 配列番号168の259-2
76; 配列番号169の121-139; 配列番号169の260-267; 配列番号169の215-240; 配列番号17
0の115-140; 配列番号172の182-204; 配列番号173の144-153; 配列番号173の205-219; 配
列番号174の196-206; 配列番号174の240-249; 配列番号174の272-287; 配列番号174の199
-223; 配列番号174の218-237; 配列番号175の226-249; 配列番号175の287-306; 配列番号
176の430-449; 配列番号177の361-375; 配列番号178の241-260; 配列番号181の483-502; 
配列番号182の379-396; 配列番号184の31-51; 配列番号186の1436-1460; 配列番号186の1
455-1474; 配列番号186の1469-1487; 配列番号187の215-229; 配列番号187の534-561; 配
列番号187の59-84; 配列番号187の79-104; 配列番号188の618-635; 配列番号189の191-20
3; 配列番号190の386-398; 配列番号191の65-83; 配列番号192の90-105; 配列番号192の1
12-136; 配列番号193の290-209; 配列番号194の33-50; 配列番号195の76-90; 配列番号19
6の70-88; 配列番号197の418-442; 配列番号197の574-585; 配列番号198の87-104; 配列
番号198の124-148; 配列番号198の141-152; 配列番号199の241-248; 配列番号200の183-1
98; 配列番号201の40-57; 配列番号202の202-217; 配列番号203の50-74; 配列番号203の6
9-93; 配列番号203の88-112; 配列番号203の107-127; 配列番号205の74-92; 配列番号206
の207-232; 配列番号206の227-252; 配列番号206の247-272; 配列番号207の47-60; 配列
番号207の297-305; 配列番号207の312-337; 配列番号208の667-384; 配列番号210の279-2
95; 配列番号211の179-198; 配列番号213の27-51; 配列番号213の46-70; 配列番号213の6
5-89; 配列番号213の84-108; 配列番号213の112-141; 配列番号215の248-260; 配列番号2
16の59-78; 配列番号218の154-170; 配列番号219の57-73; 配列番号220の297-314; 配列
番号221の142-157; 配列番号222の428-447; 配列番号222の573-593; 配列番号223の523-5
44; 配列番号223の46-70; 配列番号223の65-89; 配列番号223の84-108; 配列番号223の12
2-151; 配列番号224の123-142; 配列番号225の903-921; 配列番号226の119-136; 配列番
号227の142-161; 配列番号228の258-277; 配列番号228の272-300; 配列番号228の295-322
; 配列番号229の311-343; 配列番号229の278-304; 配列番号230の131-150; 配列番号230
の195-218; 配列番号231の53-70; 配列番号232の184-208; 配列番号232の222-246; 配列
番号232の241-265; 配列番号232の260-284; 配列番号232の279-303; 配列番号232の317-3
41; 配列番号233の678-696; 配列番号235の88-114; 配列番号235の464-481; 配列番号236
の153-172; 配列番号236の137-155, 166-184; 配列番号236の215-228; 配列番号237の37-
51; 配列番号237の53-75; 配列番号237の232-251; 配列番号237の318-336; 配列番号238
の305-315; 配列番号238の131-156; 配列番号241の258-275; 配列番号243の107-137; 配
列番号243の138-162; 配列番号243の157-181; 配列番号243の195-227; 配列番号244の62-
7; 配列番号245の567-584を含むペプチドよりなる群から選ばれた高度免疫血清反応性の
抗原の断片。
【請求項１５】
　請求項１～７のいずれかに記載の核酸分子を発現させることを含む、請求項１１～１４
のいずれかに記載のストレプトコッカス・ピオゲネスの高度免疫血清反応性の抗原または
その断片の製造方法。
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【請求項１６】
　請求項８または９に記載のベクターで適当な宿主細胞を形質転換またはトランスフェク
ションすることを含む、請求項１１～１４のいずれかに記載のストレプトコッカス・ピオ
ゲネスの高度免疫血清反応性の抗原またはその断片を発現する細胞の製造方法。
【請求項１７】
　請求項１１～１４のいずれかの高度免疫血清反応性の抗原またはその断片または請求項
１～７のいずれかに記載の核酸分子を含む医薬組成物、とりわけワクチン。
【請求項１８】
　さらに、ポリカチオン性ポリマー、とりわけポリカチオン性ペプチド、免疫促進デオキ
シヌクレオチド（ＯＤＮ）、少なくとも２つのＬｙｓＬｅｕＬｙｓモチーフを含むペプチ
ド、神経刺激性の化合物、とりわけヒト成長ホルモン、ミョウバン、フロイントの完全ま
たは不完全アジュバントまたはこれらの組合せよりなる群から好ましくは選ばれる免疫促
進物質をさらに含む、請求項１７に記載の医薬組成物、とりわけワクチン。
【請求項１９】
　医薬製剤の製造のための、とりわけストレプトコッカス・ピオゲネス感染に対するワク
チンの製造のための、請求項１～７のいずれかに記載の核酸分子または請求項１１～１４
のいずれかに記載の高度免疫血清反応性の抗原またはその断片の使用。
【請求項２０】
　請求項１１～１４のいずれかに記載の高度免疫血清反応性の抗原またはその断片の少な
くとも選択された部分に結合する抗体、または少なくとも有効なその部分。
【請求項２１】
　モノクローナル抗体である、請求項２０に記載の抗体。
【請求項２２】
　抗体の有効な部分がＦａｂフラグメントを含む、請求項２０または２１に記載の抗体。
【請求項２３】
　キメラ抗体である、請求項２０～２２のいずれかに記載の抗体。
【請求項２４】
　ヒト化抗体である、請求項２０～２３のいずれかに記載の抗体。
【請求項２５】
　請求項２０～２４のいずれかに記載の抗体を産生するハイブリドーマ細胞株。
【請求項２６】
　以下の工程：
・請求項１１～１４のいずれかに記載の高度免疫血清反応性の抗原またはその断片を非ヒ
ト動物に投与することにより該動物において免疫応答を開始させ、
・該動物から抗体含有体液を取り出し、ついで
・該抗体含有体液をさらなる精製工程に供することにより該抗体を製造する
ことを特徴とする、請求項２０に記載の抗体の製造方法。
【請求項２７】
　以下の工程：
・請求項１２～１５のいずれかに記載の高度免疫血清反応性の抗原またはその断片を非ヒ
ト動物に投与することにより該動物において免疫応答を開始させ、
・該動物から脾臓または脾細胞を取り出し、
・該脾臓または脾細胞のハイブリドーマ細胞を産生させ、
・該高度免疫血清反応性の抗原またはその断片に特異的なハイブリドーマ細胞を選択およ
びクローニングし、
・該クローニングしたハイブリドーマ細胞の培養により抗体を産生させ、および任意にさ
らなる精製工程を行う
ことを特徴とする、請求項２０に記載の抗体の製造方法。
【請求項２８】
　ストレプトコッカス・ピオゲネス感染の治療用医薬の製造のための、請求項２０～２４
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のいずれかに記載の抗体の使用。
【請求項２９】
　請求項１１～１４のいずれかに記載の高度免疫血清反応性の抗原またはその断片に結合
するアンタゴニスト。
【請求項３０】
　請求項１１～１４のいずれかに記載の高度免疫血清反応性の抗原またはその断片に結合
しうるアンタゴニストの同定方法であって、以下の工程：
（ａ）請求項１１～１４のいずれかに記載の単離したまたは固定化した高度免疫血清反応
性の抗原またはその断片を候補アンタゴニストと、該候補アンタゴニストの該高度免疫血
清反応性の抗原またはその断片への結合に応答して検出可能なシグナルを提供することの
できる成分の存在下、該候補アンタゴニストの該高度免疫血清反応性の抗原またはその断
片への結合を可能にする条件下で接触させ、ついで
（ｂ）該アンタゴニストの該高度免疫血清反応性の抗原またはその断片への結合に応答し
て生成されるシグナルの存在または不在を検出する
ことを含む方法。
【請求項３１】
　請求項１１～１４のいずれかに記載の高度免疫血清反応性の抗原またはその断片のその
相互作用パートナーへの相互作用活性を低減または抑制しうるアンタゴニストの同定方法
であって、以下の工程：
（ａ）請求項１１～１４のいずれかに記載の高度免疫血清反応性の抗原またはその高度免
疫血断片を用意し、
（ｂ）該高度免疫血清反応性の抗原またはその断片に対する相互作用パートナー、とりわ
け請求項２０～２４のいずれかに記載の抗体を用意し、
（ｃ）該高度免疫血清反応性の抗原またはその断片を該相互作用パートナーと相互作用さ
せて相互作用複合体を生成させ、
（ｄ）候補アンタゴニストを用意し、
（ｅ）該候補アンタゴニストと該相互作用複合体との間で競合反応を起こさせ、
（ｆ）該候補アンタゴニストが該高度免疫血清反応性の抗原またはその断片と該相互作用
パートナーとの相互作用活性を低減または抑制するか否かを決定する
ことを含む方法。
【請求項３２】
　請求項１１～１４のいずれかに記載の高度免疫血清反応性の抗原またはその断片の相互
作用パートナーの単離および／または精製および／または同定のための、請求項１１～１
４のいずれかに記載の高度免疫血清反応性の抗原またはその断片の使用。
【請求項３３】
　請求項１１～１４のいずれかに記載の高度免疫血清反応性の抗原またはその断片の発現
に関連する疾患をインビトロで診断する方法であって、請求項１～７のいずれかに記載の
高度免疫血清反応性の抗原および断片をコードする核酸配列の存在または請求項１１～１
４のいずれかに記載の高度免疫血清反応性の抗原またはその断片の存在を検出することを
含む方法。
【請求項３４】
　細菌感染、とりわけストレプトコッカス・ピオゲネス感染をインビトロで診断する方法
であって、請求項１～７のいずれかに記載の該高度免疫血清反応性の抗原および断片をコ
ードする核酸配列の存在または請求項１１～１４のいずれかに記載の高度免疫血清反応性
の抗原またはその断片の存在を検出することを含む方法。
【請求項３５】
　請求項１１～１４のいずれかに記載の高度免疫血清反応性の抗原またはその断片へのペ
プチド結合を生成するための、請求項１１～１４のいずれかに記載の高度免疫血清反応性
の抗原またはその断片の使用であって、該ペプチドがアンチカリンであることを特徴とす
る使用。
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【請求項３６】
　機能性の核酸を製造するための、請求項１１～１４のいずれかに記載の高度免疫血清反
応性の抗原またはその断片の使用であって、該機能性核酸がアプタマーおよびシュピーゲ
ルマーよりなる群から選ばれることを特徴とする使用。
【請求項３７】
　機能性のリボ核酸分子を製造するための、請求項１１～１４のいずれかに記載の核酸の
使用であって、該機能性のリボ核酸が、リボザイム、アンチセンス核酸およびｓｉＲＮＡ
よりなる群から選ばれることを特徴とする使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、単離された核酸分子に関し、該核酸分子はストレプトコッカス・ピオゲネス
（Streptococcus pyogenes）の抗原をコードし、該抗原はストレプトコッカス・ピオゲネ
スによって引き起こされる細菌感染の予防および治療のための医薬の調製に使用するのに
適している。
【背景技術】
【０００２】
　ストレプトコッカス・ピオゲネスはまたＡ群連鎖球菌（ＧＡＳ）とも呼ばれるが、重要
なグラム陽性細胞外細菌性病原体であって、一般にヒトに感染する。ＧＡＳは喉または皮
膚にコロニーを形成し、幾つかの化膿性の感染症および非化膿性の続発症の原因である。
ＧＡＳは主として子供の疾患であり、ヒトで細菌性咽頭炎、猩紅熱、インペチゴおよび敗
血症を含む種々の感染症を引き起こす。何十年にもわたる疫学的研究は、ある種の血清型
がそれぞれ喉または皮膚感染と関連している別個の喉および皮膚株という概念に導いた｛
Cunningham, M., 2000｝。ＧＡＳは、最近、米国で再燃している連鎖球菌中毒性ショック
症候群に関連する壊死性筋膜炎の原因であり｛Cone, L.ら、1987; Stevens, D., 1992｝
、皮膚および軟組織に侵入して組織または四肢の破壊に導く「肉食性（flesh eating）細
菌」として記載されている。
【０００３】
　感染に引き続き、急性リウマチ熱、急性糸球体腎炎および反応性関節炎などの幾つかの
連鎖球菌感染後の続発症がヒトで起こる。急性リウマチ熱およびリウマチ性心疾患は最も
重篤な自己免疫続発症の一つであり、世界中で子供の障害および死亡に導いている。スト
レプトコッカス・ピオゲネスはまた、猩紅熱や壊死性筋膜炎などの幾つかの急性疾患をも
引き起こすことがあり、ツレット症候群、チックおよび運動および注意障害と関連付けら
れている。
【０００４】
　Ａ群連鎖球菌は咽喉炎および咽頭炎の最も一般的な細菌病因であり、一般の医療実践、
季節依存においてすべての診療所受診の少なくとも１６％を占めている｛Hope-Simpson, 
R., 1981｝。それは、年齢が５～１５歳の就学年齢の子供が主として罹患する｛Cunningh
am, M., 2000｝。すべての年齢が、混雑した状況、たとえば学校において該生物の拡散の
影響を被る。ＧＡＳは正常な微生物叢とは考えられていないが、Ａ群連鎖球菌の咽頭保菌
は臨床的な徴候なしで起こりうる。
【０００５】
　Ａ群連鎖球菌は、その炭水化物に基づく血清型のLancefield分類法により区別すること
ができ、または塩酸とともに細菌を沸騰させて抽出することのできる表面タンパク質に基
づいてＭタンパク質に分類される。これにより８０を超える血清型が導かれ、これら血清
型はまた分子的アプローチによっても分類できる（emm遺伝子）。ストレプトコッカス・
ピオゲネスのある種のＭタンパク質血清型は主として咽頭炎およびリウマチ熱と関連して
おり、一方、他のものは主として膿皮症および糸球体腎炎を引き起こすと思われる｛Cunn
ingham, M., 2000｝。
【０００６】
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　咽頭炎および場合により中毒性ショックを引き起こすのに関与していると思われるのは
、Ｃ群およびＧ群連鎖球菌であり、これらは咽喉培養後に区別されなければならない｛Ho
pe-Simpson, R., 1981; Bisno, A.ら、1987｝。
【０００７】
　現在のところ、連鎖球菌感染は抗生物質療法によってのみ治療できる。しかしながら、
抗生物質で治療したものの２５～３０％は疾患の再発を示し、および／または粘膜分泌液
中に該生物を含んでいる。現在のところ、連鎖球菌感染を回避するのに利用できる予防的
な治療（ワクチン）は存在しない。
【０００８】
　それゆえ、連鎖球菌感染を予防または改善するのに有効な治療の必要性が依然として存
在する。ワクチンは連鎖球菌による感染を予防できるのみならず、宿主組織のコロニー形
成をより特異的に予防または改善し、それによって咽頭炎や他の化膿性感染症の発症率を
低下させることができる。リウマチ熱、急性糸球体腎炎、敗血症、中毒性ショックおよび
壊死性筋膜炎などの非化膿性続発症の排除は、急性感染症の発症率および該生物の保菌の
低下の直接の結果である。他の連鎖球菌に対して交差免疫を示すことのできるワクチンは
また、他のすべてのβ溶血性連鎖球菌種、すなわちＡ群、Ｂ群、Ｃ群およびＧ群によって
引き起こされる感染症を予防または改善するのに有用であろう。
【０００９】
　ワクチンは種々の抗原のあらゆるものを含んでいてよい。抗原の例は、全死菌または弱
毒化生物、これら生物／組織のサブ画分、タンパク質、またはその最も単純な形態である
ペプチドである。抗原はまた、グリコシル化されたタンパク質またはペプチドの形態で免
疫系によって認識されることができ、多糖または脂質であるかまたは含んでいることがで
きる。短いペプチドを用いることができる、なぜなら、たとえば細胞障害性Ｔ細胞（ＣＴ
Ｌ）は主要組織複合体（ＭＨＣ）と結合した通常８～１１アミノ酸長の短いペプチドの形
態の抗原を認識するからである。Ｂ細胞は４～５アミノ酸の短い線状エピトープを三次元
構造（コンホメーションエピトープ）と同様に認識することができる。持続された抗原特
異的な免疫応答を得るには、アジュバントが免疫系に必要なすべての細胞が関与する免疫
カスケードを誘発する必要がある。主として、アジュバントは、いわゆる抗原提示細胞（
ＡＰＣ）に作用するが、その作用様式には制限されない。これら細胞はまず抗原と出会い
、ついでプロセシングを受けたまたは修飾されていない抗原が免疫エフェクター細胞へ提
示される。中間の細胞種もまた関与する。適切な特異性を有するエフェクター細胞のみが
増殖性の（productive）免疫応答において活性化される。アジュバントはまた抗原および
同時に注入した他の因子を局所的に保持する。さらに、アジュバントは他の免疫細胞に対
しては化学誘引物質として作用し、または免疫系に対して局所的および／または全身的に
刺激剤として作用する。
【００１０】
　Ａ群連鎖球菌ワクチンを開発するアプローチは、主としてストレプトコッカス・ピオゲ
ネスの細胞表面Ｍタンパク質に集中してきた｛Bessen, D.ら、1988; Bronze, M.ら、1988
｝。ストレプトコッカス・ピオゲネスには８０を超えるＭ血清型が存在し、新たな血清型
が発見され続けていることから｛Fischetti, V., 1989｝、限られた数の血清型特異的な
Ｍタンパク質またはＭタンパク質由来ペプチドの接種は他のすべてのＭ血清型に対する防
御において有効でありそうにないであろう。さらに、Ｍタンパク質はヒト心臓組織と免疫
学的に交差反応するアミノ酸配列を含んでいることが示されており、このことが心臓の弁
の障害がリウマチ熱と関連することを説明すると考えられている｛Fenderson, P.ら、198
9｝。
【００１１】
　ワクチン開発のために考慮されている他のタンパク質、たとえば、発赤毒素、ストレプ
トコッカス・ピオゲネスの体外毒素Ａおよびストレプトコッカス・パラサンギスの体外毒
素Ｂなどが存在する｛Lee, P. K., 1989｝。これら毒素に対する免疫は連鎖球菌の中毒性
ショックの致命的な徴候を予防する可能性があるが、Ａ群連鎖球菌のコロニー形成を防ぐ
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ことはできない。
【００１２】
　上記に記載したタンパク質の潜在的なワクチンのための抗原として並びに幾つかのさら
なる候補としての使用｛Ji, Y.ら、1997; Guzman, C.ら、1999｝は、主として同定の容易
さや利用できる機会に基づく選択の結果である。ストレプトコッカス・ピオゲネスの効果
的で関連性のある抗原を同定することの必要性が存在する。
【００１３】
　本発明者らは、特定の病原体、とりわけスタフィロコッカス・アウレウス（Staphyloco
ccus aureus）およびスタフィロコッカス・エピデルミディス（Staphylococcus epidermi
dis）からの高度免疫血清反応性抗原の同定、単離および製造方法を開発した（WO 02/059
148）。しかしながら、生物学的な特性、病原的機能および遺伝的背景の差異を考慮する
と、ストレプトコッカス・ピオゲネスはスタフィロコッカス株とは区別される。重要なこ
とに、ストレプトコッカス・ピオゲネスからの抗原の同定のための血清の選択はスタフィ
ロコッカス・アウレウスのスクリーニングに適用されるものとは異なる。この目的のため
に３つの主要なタイプのヒト血清が回収された。第一に、好ましくは家庭に小さな子供の
いる年齢が＜４５歳未満の健康な成人を、ストレプトコッカス・ピオゲネスの鼻咽頭での
保菌について試験した。若い子供の相当の割合がストレプトコッカス・ピオゲネスの保菌
者であり、その家族の成員の暴露源であると考えられた。相関的なデータに基づき、スト
レプトコッカス・ピオゲネスの保菌者でない暴露個体（家庭において高い保菌率を有する
子供）に防御（コロニー形成中和）抗体が存在しそうである。関連性のある血清源につい
て選択できるように、抗ストレプトコッカス・ピオゲネスＩｇＧおよびＩｇＡ抗体レベル
を測定する一連のＥＬＩＳＡを細菌溶解液および培養上澄み液タンパク質で行った。高力
価で非保菌者からの血清をゲノムベースの抗原同定に含めた。このヒト血清の選択アプロ
ーチは、保菌または非保菌状態が抗体レベルとは関係しないスタフィロコッカス・アウレ
ウスに対して使用したアプローチとは基本的に非常に異なるものである。
【００１４】
　第二に、咽頭炎を罹患した患者からの血清試料を特徴付け、同じ仕方で選択した。連鎖
球菌感染後の続発症（急性のリウマチ熱や糸球体腎炎など）を罹患した個体から得た血清
試料の第三の群は、主として確認の目的で使用した。この後者の群は、これらの患者にお
いて高レベルの抗体を誘発するエピトープを排除するのに助かる、というのは連鎖球菌感
染後の疾患はＧＡＳによって誘発される抗体と関係があり、心筋などのヒト組織に対して
反応性であるか、または腎臓の糸球体に有害な免疫複合体を形成するのに関与しているか
らである。２つの細菌種、ストレプトコッカス・ピオゲネスおよびスタフィロコッカス・
アウレウスのゲノムは、それ自体幾つかの重要な違いを示す。ストレプトコッカス・ピオ
ゲネスのゲノムは約１.８５Ｍｂを含み、一方、スタフィロコッカス・アウレウスは２.８
５Ｍｂを有する。これらは、それぞれ３８.５％および３３％の平均ＧＣ含量を有し、コ
ードされた遺伝子の約３０～４５％がこれら２つの病原体で一致していない。さらに、こ
れら２つの細菌種は、増殖のために異なる増殖条件および培地を必要とする。ストレプト
コッカス・ピオゲネスが厳格にヒトの病原体であるのに対して、スタフィロコッカス・ア
ウレウスは一定の範囲の温血動物でも感染することを見出すことができる。これら２つの
病原体によって蒙り得る最も重要な疾患の列挙を以下に示す。スタフィロコッカス・アウ
レウスは主として院内日和見感染を引き起こす：インペチゴ、毛包炎、膿瘍、せつ、感染
裂傷、心内膜炎、髄膜炎、化膿性関節炎、肺炎、骨髄炎、熱傷様皮膚症候群（ＳＳＳ）、
中毒性ショック症候群。ストレプトコッカス・ピオゲネスは主として共同体獲得感染症（
community acquired infections）を引き起こす：連鎖球菌咽喉炎（発熱、浸出性扁桃炎
、咽頭炎）、連鎖球菌皮膚感染症、猩紅熱、産褥熱、敗血症、丹毒、肛門周辺蜂巣炎、乳
様突起炎、中耳炎、肺炎、腹膜炎、創傷感染症、急性糸球体腎炎、急性リウマチ熱、中毒
性ショック様症候群、壊死性筋膜炎。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
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【００１５】
　本発明の課題は、ストレプトコッカス・ピオゲネス感染に対するワクチンなどの医薬の
開発のための手段を提供することであった。さらに詳細には、課題は、該医薬の製造に使
用できるストレプトコッカス・ピオゲネスからの核酸分子または高度免疫血清反応性の抗
原の有効で関連性があり、かつ包括的なセットを提供することであった。
【課題を解決するための手段】
【００１６】
　それゆえ、本発明は、
（ａ）配列番号1、4-8、10-18、20、22、24-32、34-35、38-40、43-46、49-51、53-54、5
7-61、63、65-71、73、75-77、81-82、88、91-94および96-150から選ばれる核酸分子に対
して少なくとも７０％の配列同一性を有する核酸分子、
（ｂ）（ａ）の核酸分子に相補的な核酸分子、
（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸分子の少なくとも１５の連続塩基を含む核酸分子、
（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の核酸分子にストリンジェントなハイブリダイゼーシ
ョン条件下でアニールする核酸分子、
（ｅ）遺伝子コードの縮重を別として、（ａ）、（ｂ）、（ｃ）または（ｄ）に定める核
酸分子にハイブリダイズする核酸分子
よりなる群から選ばれた核酸配列を含む、高度免疫血清反応性の抗原またはその断片をコ
ードする単離核酸分子を提供する。
【００１７】
　本発明の好ましい態様によれば、配列の同一性は少なくとも８０％、好ましくは少なく
とも９５％、とりわけ１００％である。
【００１８】
　さらに、本発明は、
（ａ）配列番号64から選ばれる核酸分子に対して少なくとも９６％の配列同一性を有する
核酸分子、
（ｂ）（ａ）の核酸分子に相補的な核酸分子、
（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸分子の少なくとも１５の連続塩基を含む核酸分子、
（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の核酸分子にストリンジェントなハイブリダイゼーシ
ョン条件下でアニールする核酸分子、
（ｅ）遺伝子コードの縮重を別として、（ａ）、（ｂ）、（ｃ）または（ｄ）に定める核
酸分子にハイブリダイズする核酸分子
よりなる群から選ばれた核酸配列を含む、高度免疫血清反応性の抗原またはその断片をコ
ードする単離核酸分子を提供する。
【００１９】
　他の側面において、本発明は、
（ａ）配列番号3、36、47-48、55、62、72、80、84、95から選ばれる核酸分子、
（ｂ）（ａ）の核酸分子に相補的な核酸分子、
（ｃ）遺伝子コードの縮重を別として、（ａ）、（ｂ）、（ｃ）または（ｄ）に定める核
酸分子にハイブリダイズする核酸分子
よりなる群から選ばれた核酸配列を含む単離核酸分子を提供する。
【００２０】
　好ましくは核酸分子はＤＮＡまたはＲＮＡである。
【００２１】
　本発明の好ましい態様によれば、核酸分子はゲノムＤＮＡ、とりわけストレプトコッカ
ス・ピオゲネスのゲノムＤＮＡから単離される。
【００２２】
　本発明に従い、本発明のいずれにもよる核酸分子を含むベクターが提供される。
【００２３】
　好ましい態様において、ベクターは本発明による核酸分子によってコードされる高度免



(16) JP 2011-15689 A 2011.1.27

10

20

30

40

50

疫グロブリン血清反応性の抗原またはその断片の組換え発現用に適合される。
【００２４】
　本発明はまた、本発明によるベクターを含む宿主細胞をも提供する。
【００２５】
　さらなる側面に従い、本発明は、本発明による核酸分子によってコードされるアミノ酸
配列を含む高度免疫血清反応性の抗原を提供する。
【００２６】
　好ましい態様において、アミノ酸配列（ポリペプチド）は、配列番号151、154-158、16
0-168、170、172、174-182、184-185、188-190、193-196、199-201、203-204、207-211、
213、215-221、223、225-227、231-232、238、241-244および246-300よりなる群から選ば
れる。
【００２７】
　他の好ましい態様において、アミノ酸配列（ポリペプチド）は、配列番号214よりなる
群から選ばれる。
【００２８】
　さらに好ましい態様において、アミノ酸配列（ポリペプチド）は、配列番号153、186、
197-198、205、212、222、230、234、245よりなる群から選ばれる。
【００２９】
　さらなる側面に従い、本発明は、表１の縦列「予測される免疫原性アミノ酸」および「
同定された免疫原性領域の位置」のアミノ酸配列を含むペプチド；表２の血清反応性エピ
トープ、とりわけアミノ酸：
配列番号151の4-44, 57-65, 67-98, 101-107, 109-125, 131-144, 146-159, 168-173, 18
1-186, 191-200, 206-213, 229-245, 261-269, 288-301, 304-317, 323-328, 350-361, 3
74-384, 388-407, 416-425および1-114; 配列番号152の5-17, 49-64, 77-82, 87-98, 118
-125, 127-140, 142-150, 153-159, 191-207, 212-218, 226-270, 274-287, 297-306, 32
5-331, 340-347, 352-369, 377-382, 390-395および29-226; 配列番号153の4-16, 20-26,
 32-74, 76-87, 93-108, 116-141, 148-162, 165-180, 206-219, 221-228, 230-236, 239
-245, 257-268, 313-328, 330-335, 353-359, 367-375, 394-403, 414-434, 437-444, 44
6-453, 456-464, 478-487, 526-535, 541-552, 568-575, 577-584, 589-598, 610-618, 6
24-643, 653-665, 667-681, 697-718, 730-748, 755-761, 773-794, 806-821, 823-831, 
837-845, 862-877, 879-889, 896-919, 924-930, 935-940, 947-955, 959-964, 969-986,
 991-1002, 1012-1036, 1047-1056, 1067-1073, 1079-1085, 1088-1111, 1130-1135, 114
8-1164, 1166-1173, 1185-1192, 1244-1254および919-929; 配列番号154の5-44, 62-74, 
78-83, 99-105, 107-113, 124-134, 161-174, 176-194, 203-211, 216-237, 241-247, 25
3-266, 272-299, 323-349, 353-360および145-305; 配列番号155の15-39, 52-61, 72-81,
 92-97および71-81; 配列番号156の13-19, 21-31, 40-108, 115-122, 125-140, 158-180,
 187-203, 210-223, 235-245および173-186; 配列番号157の5-12, 19-27, 29-39, 59-67,
 71-78, 80-88, 92-104, 107-124, 129-142, 158-168, 185-191, 218-226, 230-243, 256
-267, 272-277, 283-291, 307-325, 331-344, 346-352および316-331; 配列番号158の6-2
8, 43-53, 60-76, 93-103および21-99; 配列番号159の10-30, 120-126, 145-151, 159-16
9, 174-182, 191-196, 201-206, 214-220, 222-232, 254-272, 292-307, 313-323, 332-3
53, 361-369, 389-396, 401-415, 428-439, 465-481, 510-517, 560-568および9-26; 配
列番号160の5-29, 39-45, 107-128および1-112; 配列番号161の4-38, 42-50, 54-60, 65-
71, 91-102および21-56; 配列番号162の4-13, 19-25, 41-51, 54-62, 68-75, 79-89, 109
-122, 130-136, 172-189, 192-198, 217-224, 262-268, 270-276, 281-298, 315-324, 33
3-342, 353-370, 376-391および23-39; 配列番号163の6-41, 49-58, 62-103, 117-124, 1
47-166, 173-194, 204-211, 221-229, 255-261, 269-284, 288-310, 319-325, 348-380, 
383-389, 402-410, 424-443, 467-479, 496-517, 535-553, 555-565, 574-581, 583-591
および474-489; 配列番号164の8-35, 52-57, 66-73, 81-88, 108-114, 125-131, 160-167
, 174-180, 230-235, 237-249, 254-262, 278-285, 308-314, 321-326, 344-353, 358-37
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2, 376-383, 393-411, 439-446, 453-464, 471-480, 485-492, 502-508, 523-529, 533-5
56, 558-563, 567-584, 589-597, 605-619, 625-645, 647-666, 671-678, 690-714, 721-
728, 741-763, 766-773, 777-787, 792-802, 809-823, 849-864および37-241, 409-534, 
582-604, 743-804; 配列番号165の4-17, 24-36, 38-44, 59-67, 72-90, 92-121, 126-149
, 151-159, 161-175, 197-215, 217-227, 241-247, 257-264, 266-275, 277-284, 293-30
7, 315-321, 330-337, 345-350, 357-366, 385-416および202-337; 配列番号166の4-20, 
22-46, 49-70, 80-89, 96-103, 105-119, 123-129, 153-160, 181-223, 227-233, 236-24
3, 248-255, 261-269, 274-279, 283-299, 305-313, 315-332, 339-344, 349-362, 365-3
73, 380-388, 391-397, 402-407および1-48; 配列番号167の18-37, 41-63, 100-106, 109
-151, 153-167, 170-197, 199-207, 212-229, 232-253, 273-297および203-217; 配列番
号168の20-26, 54-61, 80-88, 94-101, 113-119, 128-136, 138-144, 156-188, 193-201,
 209-217, 221-229, 239-244, 251-257, 270-278, 281-290, 308-315, 319-332, 339-352
, 370-381, 388-400, 411-417, 426-435, 468-482, 488-497, 499-506, 512-521および26
1-273; 配列番号169の6-12, 16-36, 50-56, 86-92, 115-125, 143-152, 163-172, 193-20
3, 235-244, 280-289, 302-315, 325-348, 370-379, 399-405, 411-417, 419-429, 441-4
49, 463-472, 482-490, 500-516, 536-543, 561-569, 587-594, 620-636, 647-653, 659-
664, 677-685, 687-693, 713-719, 733-740, 746-754, 756-779, 792-799, 808-817, 822
-828, 851-865, 902-908, 920-938, 946-952, 969-976, 988-1005, 1018-1027, 1045-105
7, 1063-1069, 1071-1078, 1090-1099, 1101-1109, 1113-1127, 1130-1137, 1162-1174, 
1211-1221, 1234-1242, 1261-1268, 1278-1284, 1312-1317, 1319-1326, 1345-1353, 136
6-1378, 1382-1394, 1396-1413, 1415-1424, 1442-1457, 1467-1474, 1482-1490, 1492-1
530, 1537-1549, 1559-1576, 1611-1616, 1624-1641および1-414, 443-614, 997-1392; 
配列番号170の14-42, 70-75, 90-100, 158-181および1-164; 配列番号171の4-21, 30-36,
 54-82, 89-97, 105-118, 138-147および126-207; 配列番号172の4-21, 31-66, 96-104, 
106-113, 131-142および180-204; 配列番号173の5-23, 31-36, 38-55, 65-74, 79-88, 10
1-129, 131-154, 156-165, 183-194, 225-237, 245-261, 264-271, 279-284, 287-297, 3
13-319, 327-336, 343-363, 380-386および11-197, 204-219, 258-372; 配列番号174の4-
20, 34-41, 71-86, 100-110, 113-124, 133-143, 150-158, 160-166, 175-182, 191-197,
 213-223, 233-239, 259-278, 298-322および195-289; 配列番号175の4-10, 21-35, 44-5
2, 54-62, 67-73, 87-103, 106-135, 161-174, 177-192, 200-209, 216-223, 249-298, 3
04-312, 315-329および12-130; 配列番号176の10-27, 33-38, 48-55, 70-76, 96-107, 11
9-133, 141-147, 151-165, 183-190, 197-210, 228-236, 245-250, 266-272, 289-295, 2
97-306, 308-315, 323-352, 357-371, 381-390, 394-401, 404-415, 417-425, 427-462, 
466-483, 485-496, 502-507, 520-529, 531-541, 553-570, 577-588, 591-596, 600-610,
 619-632, 642-665, 671-692, 694-707および434-444; 配列番号177の6-14, 16-25, 36-4
6, 52-70, 83-111, 129-138, 140-149, 153-166, 169-181, 188-206, 212-220, 223-259,
 261-269, 274-282, 286-293, 297-306, 313-319, 329-341, 343-359, 377-390, 409-415
, 425-430および360-375; 配列番号178の4-26, 28-48, 54-62, 88-121, 147-162, 164-20
1, 203-237, 245-251および254-260; 配列番号179の12-21, 26-32, 66-72, 87-93, 98-11
2, 125-149, 179-203, 209-226, 233-242, 249-261, 266-271, 273-289, 293-318, 346-3
54, 360-371, 391-400および369-382; 配列番号180の11-38, 44-65, 70-87, 129-135, 14
0-163, 171-177, 225-232, 238-249, 258-266, 271-280, 284-291, 295-300, 329-337, 3
44-352, 405-412, 416-424, 426-434, 436-455, 462-475, 478-487および270-312; 配列
番号181の5-17, 34-45, 59-69, 82-88, 117-129, 137-142, 158-165, 180-195, 201-206,
 219-226, 241-260, 269-279, 292-305, 312-321, 341-347, 362-381, 396-410, 413-432
, 434-445, 447-453, 482-487, 492-499, 507-516, 546-552, 556-565, 587-604および48
6-598; 配列番号182の4-15, 17-32, 40-47, 67-78, 90-98, 101-107, 111-136, 161-171,
 184-198, 208-214, 234-245, 247-254, 272-279, 288-298, 303-310, 315-320, 327-333
, 338-349, 364-374および378-396; 配列番号183の5-27, 33-49, 51-57, 74-81, 95-107,
 130-137, 148-157, 173-184および75-235; 配列番号184の6-23, 47-53, 57-63, 75-82, 
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97-105, 113-122, 124-134, 142-153, 159-164, 169-179, 181-187, 192-208, 215-243, 
247-257, 285-290, 303-310および30-51; 配列番号185の17-29, 44-52, 59-73, 77-83, 8
6-92, 97-110, 118-153, 156-166, 173-179, 192-209, 225-231, 234-240, 245-251, 260
-268, 274-279, 297-306, 328-340, 353-360, 369-382, 384-397, 414-423, 431-436, 45
2-465, 492-498, 500-508, 516-552, 554-560, 568-574, 580-586, 609-617, 620-626, 6
41-647および208-219; 配列番号186の4-26, 32-45, 58-72, 111-119, 137-143, 146-159,
 187-193, 221-231, 235-242, 250-273, 290-304, 311-321, 326-339, 341-347, 354-368
, 397-403, 412-419, 426-432, 487-506, 580-592, 619-628, 663-685, 707-716, 743-75
1, 770-776, 787-792, 850-859, 866-873, 882-888, 922-931, 957-963, 975-981, 983-9
89, 1000-1008, 1023-1029, 1058-1064, 1089-1099, 1107-1114, 1139-1145, 1147-1156,
 1217-1226, 1276-1281, 1329-1335, 1355-1366, 1382-1394, 1410-1416, 1418-1424, 14
43-1451, 1461-1469, 1483-1489, 1491-1501, 1515-1522, 1538-1544, 1549-1561, 1587-
1593, 1603-1613, 1625-1630, 1636-1641, 1684-1690, 1706-1723, 1765-1771, 1787-180
4, 1850-1857, 1863-1894, 1897-1910, 1926-1935, 1937-1943, 1960-1983, 1991-2005, 
2008-2014, 2018-2039および396-533, 1342-1502, 1672-1920; 配列番号187の4-25, 45-5
0, 53-65, 79-85, 87-92, 99-109, 126-137, 141-148, 156-183, 190-203, 212-217, 221
-228, 235-242, 247-277, 287-293, 300-319, 321-330, 341-361, 378-389, 394-406, 43
7-449, 455-461, 472-478, 482-491, 507-522, 544-554, 576-582, 587-593, 611-621, 6
26-632, 649-661, 679-685, 696-704, 706-716, 726-736, 740-751, 759-766, 786-792, 
797-802, 810-822, 824-832, 843-852, 863-869, 874-879, 882-905および1-113, 210-23
2, 250-423, 536-564; 配列番号188の4-16, 33-39, 43-49, 54-85, 107-123, 131-147, 1
57-169, 177-187, 198-209, 220-230, 238-248, 277-286, 293-301, 303-315, 319-379, 
383-393, 402-414, 426-432, 439-449, 470-478, 483-497, 502-535, 552-566, 571-582,
 596-601, 608-620, 631-643, 651-656, 663-678, 680-699, 705-717, 724-732, 738-748
, 756-763, 766-772, 776-791, 796-810, 819-827, 829-841, 847-861, 866-871, 876-88
2, 887-894, 909-934, 941-947, 957-969, 986-994, 998-1028, 1033-1070, 1073-1080, 
1090-1096, 1098-1132, 1134-1159, 1164-1172, 1174-1201および617-635;
配列番号189の7-25, 30-40, 42-64, 70-77, 85-118, 120-166, 169-199, 202-213, 222-2
44および190-203; 配列番号190の4-11, 15-53, 55-93, 95-113, 120-159, 164-200, 210-
243, 250-258, 261-283, 298-319, 327-340, 356-366, 369-376, 380-386, 394-406, 409
-421, 425-435, 442-454, 461-472, 480-490, 494-505, 507-514, 521-527, 533-544, 56
6-574および385-398; 配列番号191の5-36, 66-72, 120-127, 146-152, 159-168, 172-184
, 205-210, 221-232, 234-243, 251-275, 295-305, 325-332, 367-373, 470-479, 482-48
7, 520-548, 592-600, 605-615, 627-642, 655-662, 664-698, 718-725, 734-763, 776-7
84, 798-809, 811-842, 845-852, 867-872, 879-888, 900-928, 933-940, 972-977, 982-
1003および12-190, 276-283, 666-806; 配列番号192の4-38, 63-68, 100-114, 160-173, 
183-192, 195-210, 212-219, 221-238, 240-256, 258-266, 274-290, 301-311, 313-319,
 332-341, 357-363, 395-401, 405-410, 420-426, 435-450, 453-461, 468-475, 491-498
, 510-518, 529-537, 545-552, 585-592, 602-611, 634-639, 650-664および30-80, 89-1
05, 111-151; 配列番号193の7-29, 31-39, 47-54, 63-74, 81-94, 97-117, 122-127, 146
-157, 168-192, 195-204, 216-240, 251-259および195-203; 配列番号194の5-16, 28-34,
 46-65, 79-94, 98-105, 107-113, 120-134, 147-158, 163-172, 180-186, 226-233, 237
-251, 253-259, 275-285, 287-294, 302-308, 315-321, 334-344, 360-371, 399-412, 42
0-426および32-50; 配列番号195の8-20, 30-36, 71-79, 90-96, 106-117, 125-138, 141-
147, 166-174および75-90; 配列番号196の4-13, 15-33, 43-52, 63-85, 98-114, 131-139
, 146-174, 186-192, 198-206, 227-233および69-88; 配列番号197の4-22, 29-35, 59-68
, 153-170, 213-219, 224-238, 240-246, 263-270, 285-292, 301-321, 327-346, 356-37
1, 389-405, 411-418, 421-427, 430-437, 450-467, 472-477, 482-487, 513-518, 531-5
38, 569-576, 606-614, 637-657, 662-667, 673-690, 743-753, 760-767, 770-777, 786-
802および96-230, 361-491, 572-585; 配列番号198の4-12, 21-36, 48-55, 74-82, 121-1
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27, 195-203, 207-228, 247-262, 269-278, 280-289および102-210; 配列番号199の13-20
, 23-31, 38-44, 78-107, 110-118, 122-144, 151-164, 176-182, 190-198, 209-216, 21
9-243, 251-256, 289-304, 306-313および240-248; 配列番号200の5-26, 34-48, 57-77, 
84-102, 116-132, 139-145, 150-162, 165-173, 176-187, 192-205, 216-221, 234-248, 
250-260および182-198; 配列番号201の10-19, 26-44, 53-62, 69-87, 90-96, 121-127, 1
41-146, 148-158, 175-193, 204-259, 307-313, 334-348, 360-365, 370-401, 411-439, 
441-450, 455-462, 467-472, 488-504および41-56; 配列番号202の5-21, 36-42, 96-116,
 123-130, 138-144, 146-157, 184-201, 213-228, 252-259, 277-297, 308-313, 318-323
, 327-333および202-217; 配列番号203の6-26, 33-51, 72-90, 97-131, 147-154, 164-17
1, 187-216, 231-236, 260-269, 275-283および1-127; 配列番号204の4-22, 24-38, 44-5
8, 72-88, 99-108, 110-117, 123-129, 131-137, 142-147, 167-178, 181-190, 206-214,
 217-223, 271-282, 290-305, 320-327, 329-336, 343-352, 354-364, 396-402, 425-434
, 451-456, 471-477, 485-491, 515-541, 544-583, 595-609, 611-626, 644-656, 660-68
1, 683-691, 695-718および297-458; 配列番号205の5-43, 92-102, 107-116, 120-130, 1
37-144, 155-163, 169-174, 193-213および24-135; 配列番号206の4-25, 61-69, 73-85, 
88-95, 97-109, 111-130, 135-147, 150-157, 159-179, 182-201, 206-212, 224-248, 25
3-260, 287-295, 314-331, 338-344, 365-376, 396-405, 413-422, 424-430, 432-449, 4
78-485, 487-494, 503-517, 522-536, 544-560, 564-578, 585-590, 597-613, 615-623, 
629-636, 640-649, 662-671, 713-721および176-330; 配列番号207の31-37, 41-52, 58-7
9, 82-105, 133-179, 184-193, 199-205, 209-226, 256-277, 281-295, 297-314, 322-32
8, 331-337, 359-367, 379-395, 403-409, 417-432, 442-447, 451-460, 466-472および4
6-62, 296-341; 配列番号208の23-29, 56-63, 67-74, 96-108, 122-132, 139-146, 152-1
59, 167-178, 189-196, 214-231, 247-265, 274-293, 301-309, 326-332, 356-363, 378-
395, 406-412, 436-442, 445-451, 465-479, 487-501, 528-555, 567-581, 583-599, 610
-617, 622-629, 638-662, 681-686, 694-700, 711-716および667-684; 配列番号209の20-
51, 53-59, 109-115, 140-154, 185-191, 201-209, 212-218, 234-243, 253-263, 277-29
0, 303-313, 327-337, 342-349, 374-382, 394-410, 436-442, 464-477, 486-499, 521-5
30, 536-550, 560-566, 569-583, 652-672, 680-686, 698-704, 718-746, 758-770, 774-
788, 802-827, 835-842, 861-869および258-416; 配列番号210の7-25, 39-45, 59-70, 92
-108, 116-127, 161-168, 202-211, 217-227, 229-239, 254-262, 271-278, 291-300およ
び278-295; 配列番号211の4-20, 27-33, 45-51, 53-62, 66-74, 81-88, 98-111, 124-130
, 136-144, 156-179, 183-191および183-195; 配列番号212の12-24, 27-33, 43-49, 55-7
1, 77-85, 122-131, 168-177, 179-203, 209-214, 226-241および63-238; 配列番号213の
4-19, 37-50, 120-126, 131-137, 139-162, 177-195, 200-209, 211-218, 233-256, 260-
268, 271-283, 288-308および1-141; 配列番号214の11-17, 40-47, 57-63, 96-124, 141-
162, 170-207, 223-235, 241-265, 271-277, 281-300, 312-318, 327-333, 373-379およ
び231-368; 配列番号215の9-33, 41-48, 57-79, 97-103, 113-138, 146-157, 165-186, 1
95-201, 209-215, 223-229, 237-247, 277-286, 290-297, 328-342および247-260; 配列
番号216の7-15, 39-45, 58-64, 79-84, 97-127, 130-141, 163-176, 195-203, 216-225, 
235-247, 254-264, 271-279および64-72; 配列番号217の4-12, 26-42, 46-65, 73-80, 82
-94, 116-125, 135-146, 167-173, 183-190, 232-271, 274-282, 300-306, 320-343, 351
-362, 373-383, 385-391, 402-409, 414-426, 434-455, 460-466, 473-481, 485-503, 51
9-525, 533-542, 554-565, 599-624, 645-651, 675-693, 717-725, 751-758, 767-785, 7
92-797, 801-809, 819-825, 831-836, 859-869, 890-897および222-362, 756-896; 配列
番号218の11-17, 22-28, 52-69, 73-83, 86-97, 123-148, 150-164, 166-177, 179-186, 
188-199, 219-225, 229-243, 250-255および153-170; 配列番号219の4-61, 71-80, 83-90
, 92-128, 133-153, 167-182, 184-192, 198-212および56-73; 配列番号220の4-19, 26-3
7, 45-52, 58-66, 71-77, 84-92, 94-101, 107-118, 120-133, 156-168, 170-179, 208-2
16, 228-238, 253-273, 280-296, 303-317, 326-334および298-312; 配列番号221の7-13,
 27-35, 38-56, 85-108, 113-121, 123-160, 163-169, 172-183, 188-200, 206-211, 219
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-238, 247-254および141-157; 配列番号222の23-39, 45-73, 86-103, 107-115, 125-132,
 137-146, 148-158, 160-168, 172-179, 185-192, 200-207, 210-224, 233-239, 246-255
, 285-334, 338-352, 355-379, 383-389, 408-417, 423-429, 446-456, 460-473, 478-50
3, 522-540, 553-562, 568-577, 596-602, 620-636, 640-649, 655-663および433-440, 5
72-593; 配列番号223の4-42, 46-58, 64-76, 118-124, 130-137, 148-156, 164-169, 175
-182, 187-194, 203-218, 220-227, 241-246, 254-259, 264-270, 275-289, 296-305, 30
9-314, 322-334, 342-354, 398-405, 419-426, 432-443, 462-475, 522-530, 552-567, 5
93-607, 618-634, 636-647, 653-658, 662-670, 681-695, 698-707, 709-720, 732-742, 
767-792, 794-822, 828-842, 851-866, 881-890, 895-903, 928-934, 940-963, 978-986,
 1003-1025, 1027-1043, 1058-1075, 1080-1087, 1095-1109, 1116-1122, 1133-1138, 11
68-1174, 1179-1186, 1207-1214, 1248-1267および17-319, 417-563; 配列番号224の6-19
, 23-33, 129-138, 140-150, 153-184, 190-198, 206-219, 235-245, 267-275, 284-289,
 303-310, 322-328, 354-404, 407-413, 423-446, 453-462, 467-481, 491-500および46-
187; 配列番号225の4-34, 39-57, 78-86, 106-116, 141-151, 156-162, 165-172, 213-23
7, 252-260, 262-268, 272-279, 296-307, 332-338, 397-403, 406-416, 431-446, 448-4
53, 464-470, 503-515, 519-525, 534-540, 551-563, 578-593, 646-668, 693-699, 703-
719, 738-744, 748-759, 771-777, 807-813, 840-847, 870-876, 897-903, 910-925, 967
-976, 979-992および21-244, 381-499, 818-959; 配列番号226の19-29, 65-75, 90-109, 
111-137, 155-165, 169-175および118-136; 配列番号227の15-20, 30-36, 55-63, 73-79,
 90-117, 120-127, 136-149, 166-188, 195-203, 211-223, 242-255, 264-269, 281-287,
 325-330, 334-341, 348-366, 395-408, 423-429, 436-444, 452-465および147-155; 配
列番号228の11-18, 21-53, 77-83, 91-98, 109-119, 142-163, 173-181, 193-208, 216-2
27, 238-255, 261-268, 274-286, 290-297, 308-315, 326-332, 352-359, 377-395, 399-
406, 418-426, 428-438, 442-448, 458-465, 473-482, 488-499, 514-524, 543-553, 564
-600, 623-632, 647-654, 660-669, 672-678, 710-723, 739-749, 787-793, 820-828, 83
8-860, 889-895, 901-907, 924-939, 956-962, 969-976, 991-999, 1012-1018, 1024-102
9, 1035-1072, 1078-1091, 1142-1161および74-438; 配列番号229の4-31, 41-52, 58-63,
 65-73, 83-88, 102-117, 123-130, 150-172, 177-195, 207-217, 222-235, 247-253, 29
5-305, 315-328, 335-342, 359-365, 389-394, 404-413および156-420; 配列番号230の4-
42, 56-69, 98-108, 120-125, 210-216, 225-231, 276-285, 304-310, 313-318, 322-343
および79-348; 配列番号231の12-21, 24-30, 42-50, 61-67, 69-85, 90-97, 110-143, 15
5-168および53-70; 配列番号232の4-26, 41-54, 71-78, 88-96, 116-127, 140-149, 151-
158, 161-175, 190-196, 201-208, 220-226, 240-247, 266-281, 298-305, 308-318, 321
-329, 344-353, 370-378, 384-405, 418-426, 429-442, 457-463, 494-505, 514-522およ
び183-341; 配列番号233の4-27, 69-77, 79-101, 117-123, 126-142, 155-161, 171-186,
 200-206, 213-231, 233-244, 258-263, 269-275, 315-331, 337-346, 349-372, 376-381
, 401-410, 424-445, 447-455, 463-470, 478-484, 520-536, 546-555, 558-569, 580-59
7, 603-618, 628-638, 648-660, 668-683, 717-723, 765-771, 781-788, 792-806, 812-8
22および92-231, 618-757; 配列番号234の11-47, 63-75, 108-117, 119-128, 133-143, 1
71-185, 190-196, 226-232, 257-264, 278-283, 297-309, 332-338, 341-346, 351-358, 
362-372および41-170; 配列番号235の6-26, 50-56, 83-89, 108-114, 123-131, 172-181,
 194-200, 221-238, 241-259, 263-271, 284-292, 304-319, 321-335, 353-358, 384-391
, 408-417, 424-430, 442-448, 459-466, 487-500, 514-528, 541-556, 572-578, 595-60
1, 605-613, 620-631, 634-648, 660-679, 686-693, 702-708, 716-725, 730-735, 749-7
55, 770-777, 805-811, 831-837, 843-851, 854-860, 863-869, 895-901, 904-914, 922-
929, 933-938, 947-952, 956-963, 1000-1005, 1008-1014, 1021-1030, 1131-1137, 1154
-1164, 1166-1174および20-487, 757-1153; 配列番号236の10-34, 67-78, 131-146, 160-
175, 189-194, 201-214, 239-250, 265-271, 296-305および26-74, 91-100, 105-303; 配
列番号237の9-15, 19-32, 109-122, 143-150, 171-180, 186-191, 209-217, 223-229, 26
0-273, 302-315, 340-346, 353-359, 377-383, 389-406, 420-426, 460-480および10-223
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, 231-251, 264-297, 312-336; 配列番号238の5-28, 76-81, 180-195, 203-209, 211-219
, 227-234, 242-252, 271-282, 317-325, 350-356, 358-364, 394-400, 405-413, 417-42
4, 430-436, 443-449, 462-482, 488-498, 503-509, 525-537および22-344; 配列番号239
の5-28, 42-54, 77-83, 86-93, 98-104, 120-127, 145-159, 166-176, 181-187, 189-197
, 213-218, 230-237, 263-271, 285-291, 299-305, 326-346, 368-375, 390-395および1-
151;
配列番号240の6-34, 48-55, 58-64, 84-101, 121-127, 143-149, 153-159, 163-170, 173
-181, 216-225, 227-240, 248-254, 275-290, 349-364, 375-410, 412-418, 432-438, 44
5-451, 465-475, 488-496, 505-515, 558-564, 571-579, 585-595, 604-613, 626-643, 6
52-659, 677-686, 688-696, 702-709, 731-747, 777-795, 820-828, 836-842, 845-856, 
863-868, 874-882, 900-909, 926-943, 961-976, 980-986, 992-998, 1022-1034, 1044-1
074, 1085-1096, 1101-1112, 1117-1123, 1130-1147, 1181-1187, 1204-1211, 1213-1223
, 1226-1239, 1242-1249, 1265-1271, 1273-1293, 1300-1308, 1361-1367, 1378-1384, 1
395-1406, 1420-1428, 1439-1446, 1454-1460, 1477-1487, 1509-1520, 1526-1536, 1557
-1574, 1585-1596, 1605-1617, 1621-1627, 1631-1637, 1648-1654, 1675-1689, 1692-16
98, 1700-1706, 1712-1719, 1743-1756および91-263; 配列番号241の4-16, 75-90, 101-1
36, 138-144, 158-164, 171-177, 191-201, 214-222, 231-241, 284-290, 297-305, 311-
321, 330-339, 352-369, 378-385, 403-412, 414-422, 428-435, 457-473, 503-521, 546
-554, 562-568, 571-582, 589-594, 600-608, 626-635, 652-669, 687-702, 706-712, 71
8-724, 748-760, 770-775および261-272; 配列番号242の4-19, 30-41, 46-57, 62-68, 75
-92, 126-132, 149-156, 158-168, 171-184, 187-194, 210-216, 218-238, 245-253, 306
-312, 323-329, 340-351, 365-373, 384-391, 399-405, 422-432, 454-465, 471-481, 50
2-519, 530-541, 550-562, 566-572, 576-582, 593-599, 620-634, 637-643, 645-651, 6
57-664, 688-701および541-551; 配列番号243の6-11, 17-25, 53-58, 80-86, 91-99, 101
-113, 123-131, 162-169, 181-188, 199-231, 245-252および84-254; 配列番号244の13-3
0, 71-120, 125-137, 139-145, 184-199および61-78; 配列番号245の9-30, 38-53, 63-70
, 74-97, 103-150, 158-175, 183-217, 225-253, 260-268, 272-286, 290-341, 352-428,
 434-450, 453-460, 469-478, 513-525, 527-534, 554-563, 586-600, 602-610, 624-640
, 656-684, 707-729, 735-749, 757-763, 766-772, 779-788, 799-805, 807-815, 819-82
6, 831-855および568-580; 配列番号246の11-21, 29-38および5-17; 配列番号247の2-9; 
配列番号248の4-10, 16-28および7-18, 26-34; 配列番号249の10-16および1-15; 配列番
号250の4-11; 配列番号251の4-40, 42-51および37-53; 配列番号252の4-21および22-29; 
配列番号253の2-11; 配列番号254の9-17, 32-44および1-22; 配列番号255の19-25, 27-32
および15-34; 配列番号256の4-12, 15-22および11-33; 配列番号257の10-17, 24-30, 39-
46, 51-70および51-61; 配列番号258の6-19; 配列番号259の6-11, 21-27, 31-54および11
-29; 配列番号260の4-10, 13-45および11-35; 配列番号261の4-14, 23-32および11-35; 
配列番号262の14-39, 45-51および15-29; 配列番号263の4-11, 14-28および4-17; 配列番
号264の4-16および2-16; 配列番号265の4-10, 12-19, 39-50および6-22; 配列番号266の2
-13; 配列番号267の4-11, 22-65および3-19; 配列番号268の17-23, 30-35, 39-46, 57-62
および30-49; 配列番号269の4-19および14-22; 配列番号270の2-9; 配列番号271の7-18, 
30-43および4-12; 配列番号272の4-30, 39-47および5-22; 配列番号273の6-15および14-2
9; 配列番号274の4-34および23-35; 配列番号275の4-36, 44-57, 65-72および14-27; 配
列番号276の4-18および11-20; 配列番号277の5-19; 配列番号278の18-36および6-20; 配
列番号279の4-10, 19-34, 41-84, 96-104および50-63; 配列番号280の4-9, 19-27および8
-21; 配列番号281の4-16, 18-28および22-30; 配列番号282の4-15および21-35; 配列番号
283の4-17および3-13; 配列番号284の4-12および4-18; 配列番号285の4-24, 31-36および
29-45; 配列番号286の12-22, 34-49および21-32; 配列番号287の4-17および22-32; 配列
番号288の4-16, 25-42および7-28; 配列番号289の4-10および7-20; 配列番号290の4-11, 
16-36, 39-54および28-44; 配列番号291の5-20, 29-54および14-29; 配列番号292の24-33
および10-22; 配列番号293の10-51, 54-61および43-64; 配列番号294の7-1および2-17; 
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配列番号295の11-20および6-20; 配列番号296の4-30, 34-41および19-28; 配列番号297の
11-21; 配列番号298の4-16, 21-26および9-38; 配列番号299の4-12, 15-27, 30-42, 66-7
2および10-24; 配列番号300の8-17および11-20;および配列番号246の2-19; 配列番号247
の1-12; 配列番号248の21-38; 配列番号254の2-22; 配列番号255の15-33; 配列番号256の
11-32; 配列番号259の11-28; 配列番号260の10-27; 配列番号261の9-26; 配列番号263の4
-16; 配列番号266の1-18; 配列番号273の12-29; 配列番号276の6-23; 配列番号277の1-21
; 配列番号279の47-64; 配列番号285の28-45; 配列番号287の18-35; 配列番号291の14-31
; 配列番号292の7-24; 配列番号299の8-25; 配列番号300の1-20; 配列番号151の18-33; 
配列番号151の62-72; 配列番号152の118-131; 配列番号154の195-220; 配列番号154の215
-240; 配列番号154の255-280, 配列番号155の72-81; 配列番号156の174-186; 配列番号15
7の317-331; 配列番号158の35-59; 配列番号158の54-84; 配列番号158の79-104; 配列番
号159の33-58; 配列番号159の81-101; 配列番号159の136-150; 配列番号159の173-186; 
配列番号159の231-251; 配列番号161の22-48; 配列番号162の24-39; 配列番号163の475-4
89; 配列番号164の38-56; 配列番号164の583-604; 配列番号165の202-223; 配列番号165
の222-247; 配列番号165の242-267; 配列番号165の262-287; 配列番号165の282-307; 配
列番号165の302-327; 配列番号166の25-48; 配列番号167の204-217; 配列番号168の259-2
76; 配列番号169の121-139; 配列番号169の260-267; 配列番号169の215-240; 配列番号17
0の115-140; 配列番号172の182-204; 配列番号173の144-153; 配列番号173の205-219; 配
列番号174の196-206; 配列番号174の240-249; 配列番号174の272-287; 配列番号174の199
-223; 配列番号174の218-237; 配列番号175の226-249; 配列番号175の287-306; 配列番号
176の430-449; 配列番号177の361-375; 配列番号178の241-260; 配列番号181の483-502; 
配列番号182の379-396; 配列番号184の31-51; 配列番号186の1436-1460; 配列番号186の1
455-1474; 配列番号186の1469-1487; 配列番号187の215-229; 配列番号187の534-561; 配
列番号187の59-84; 配列番号187の79-104; 配列番号188の618-635; 配列番号189の191-20
3; 配列番号190の386-398; 配列番号191の65-83; 配列番号192の90-105; 配列番号192の1
12-136; 配列番号193の290-209; 配列番号194の33-50; 配列番号195の76-90; 配列番号19
6の70-88; 配列番号197の418-442; 配列番号197の574-585; 配列番号198の87-104; 配列
番号198の124-148; 配列番号198の141-152; 配列番号199の241-248; 配列番号200の183-1
98; 配列番号201の40-57; 配列番号202の202-217; 配列番号203の50-74; 配列番号203の6
9-93; 配列番号203の88-112; 配列番号203の107-127; 配列番号205の74-92; 配列番号206
の207-232; 配列番号206の227-252; 配列番号206の247-272; 配列番号207の47-60; 配列
番号207の297-305; 配列番号207の312-337; 配列番号208の667-384; 配列番号210の279-2
95; 配列番号211の179-198; 配列番号213の27-51; 配列番号213の46-70; 配列番号213の6
5-89; 配列番号213の84-108; 配列番号213の112-141; 配列番号215の248-260; 配列番号2
16の59-78; 配列番号218の154-170; 配列番号219の57-73; 配列番号220の297-314; 配列
番号221の142-157; 配列番号222の428-447; 配列番号222の573-593; 配列番号223の523-5
44; 配列番号223の46-70; 配列番号223の65-89; 配列番号223の84-108; 配列番号223の12
2-151; 配列番号224の123-142; 配列番号225の903-921; 配列番号226の119-136; 配列番
号227の142-161; 配列番号228の258-277; 配列番号228の272-300; 配列番号228の295-322
; 配列番号229の311-343; 配列番号229の278-304; 配列番号230の131-150; 配列番号230
の195-218; 配列番号231の53-70; 配列番号232の184-208; 配列番号232の222-246; 配列
番号232の241-265; 配列番号232の260-284; 配列番号232の279-303; 配列番号232の317-3
41; 配列番号233の678-696; 配列番号235の88-114; 配列番号235の464-481; 配列番号236
の153-172; 配列番号236の137-155, 166-184; 配列番号236の215-228; 配列番号237の37-
51; 配列番号237の53-75; 配列番号237の232-251; 配列番号237の318-336; 配列番号238
の305-315; 配列番号238の131-156; 配列番号241の258-275; 配列番号243の107-137; 配
列番号243の138-162; 配列番号243の157-181; 配列番号243の195-227; 配列番号244の62-
78; 配列番号245の567-584を含むペプチドよりなる群から選ばれた高度免疫血清反応性の
抗原の断片を提供する。
【００３０】
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　本発明はまた、本発明による１またはそれ以上の核酸分子を適当な発現系で発現させる
ことを含む、本発明によるストレプトコッカス・ピオゲネスの高度免疫血清反応性の抗原
またはその断片の製造方法をも提供する。
【００３１】
　さらに、本発明はまた、本発明によるベクターで適当な宿主細胞を形質転換またはトラ
ンスフェクションすることを含む、本発明によるストレプトコッカス・ピオゲネスの高度
免疫血清反応性の抗原またはその断片を発現する細胞の製造方法を提供する。
【００３２】
　本発明に従い、本発明で定義される高度免疫血清反応性の抗原またはその断片または本
発明で定義される核酸分子を含む医薬組成物、とりわけワクチンが提供される。
【００３３】
　好ましい態様において、医薬組成物はさらに、ポリカチオン性ポリマー、とりわけポリ
カチオン性ペプチド、免疫促進デオキシヌクレオチド（ＯＤＮ）、少なくとも２つのＬｙ
ｓＬｅｕＬｙｓモチーフを含むペプチド、とりわけＫＬＫＬ５ＫＬＫ、神経刺激性の化合
物、とりわけヒト成長ホルモン、ミョウバン、フロイントの完全または不完全アジュバン
トまたはこれらの組合せよりなる群から好ましくは選ばれる免疫促進物質をさらに含む。
【００３４】
　さらに好ましい態様において、免疫促進物質は、ポリカチオン性ポリマーと免疫促進デ
オキシヌクレオチドとの組合せか、または少なくとも２つのＬｙｓＬｅｕＬｙｓモチーフ
を含むペプチドと免疫促進デオキシヌクレオチドとの組合せである。
【００３５】
　さらに一層好ましい態様において、ポリカチオン性ポリマーはポリカチオン性ペプチド
、とりわけポリアルギニンである。
【００３６】
　本発明によれば、医薬製剤の製造のための、とりわけストレプトコッカス・ピオゲネス
感染に対するワクチンの製造のための、本発明による核酸分子または本発明による高度免
疫血清反応性の抗原またはその断片の使用が提供される。
【００３７】
　また、本発明による高度免疫血清反応性の抗原またはその断片の少なくとも選択された
部分に結合する抗体、または少なくとも有効なその部分が本発明により提供される。
【００３８】
　好ましい態様において、抗体はモノクローナル抗体である。
【００３９】
　他の好ましい態様において、抗体の有効な部分はＦａｂフラグメントを含む。
【００４０】
　さらに好ましい態様において、抗体はキメラ抗体である。
【００４１】
　さらに好ましい態様において、抗体はヒト化抗体である。
【００４２】
　本発明はまた、本発明による抗体を産生するハイブリドーマ細胞株をも提供する。
【００４３】
　さらに、本発明は、以下の工程を特徴とする本発明による抗体の製造方法を提供する：
・本発明により定められる高度免疫血清反応性の抗原またはその断片を非ヒト動物に投与
することにより該動物において免疫応答を開始させ、
・該動物から抗体含有体液を取り出し、ついで
・該抗体含有体液をさらなる精製工程に供することにより該抗体を製造する。
【００４４】
　従って、本発明は、以下の工程を特徴とする本発明による抗体の製造方法を提供する：
・本発明により定められる高度免疫血清反応性の抗原またはその断片を非ヒト動物に投与
することにより該動物において免疫応答を開始させ、
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・該動物から脾臓または脾細胞を取り出し、
・該脾臓または脾細胞のハイブリドーマ細胞を産生させ、
・該高度免疫血清反応性の抗原またはその断片に特異的なハイブリドーマ細胞を選択およ
びクローニングし、
・該クローニングしたハイブリドーマ細胞の培養により抗体を産生させ、および任意にさ
らなる精製工程を行う。
【００４５】
　上記方法に従って提供されまたは製造される抗体は、ストレプトコッカス・ピオゲネス
感染の治療のための医薬の調製に用いることができる。
【００４６】
　他の側面によれば、本発明は、本発明による高度免疫血清反応性の抗原またはその断片
に結合するアンタゴニストを提供する。
【００４７】
　そのような本発明による高度免疫血清反応性の抗原またはその断片に結合しうるアンタ
ゴニストは、以下の工程を含む方法により同定することができる：
（ａ）本発明による単離したまたは固定化した高度免疫血清反応性の抗原またはその断片
を候補アンタゴニストと、該候補アンタゴニストの該高度免疫血清反応性の抗原またはそ
の断片への結合に応答して検出可能なシグナルを提供することのできる成分の存在下、該
候補アンタゴニストの該高度免疫血清反応性の抗原またはその断片への結合を可能にする
条件下で接触させ、ついで
（ｂ）該アンタゴニストの該高度免疫血清反応性の抗原またはその断片への結合に応答し
て生成されるシグナルの存在または不在を検出する。
【００４８】
　本発明による高度免疫血清反応性の抗原またはその断片のその相互作用パートナーへの
相互作用活性を低減または抑制しうるアンタゴニストは、以下の工程を含む方法により同
定することができる：
（ａ）本発明による高度免疫血清反応性の抗原またはその高度免疫血断片を用意し、
（ｂ）該高度免疫血清反応性の抗原またはその断片に対する相互作用パートナー、とりわ
け本発明による抗体を用意し、
（ｃ）該高度免疫血清反応性の抗原またはその断片を該相互作用パートナーと相互作用さ
せて相互作用複合体を生成させ、
（ｄ）候補アンタゴニストを用意し、
（ｅ）該候補アンタゴニストと該相互作用複合体との間で競合反応を起こさせ、
（ｆ）該候補アンタゴニストが該高度免疫血清反応性の抗原またはその断片と該相互作用
パートナーとの相互作用活性を低減または抑制するか否かを決定する。
【００４９】
　本発明による高度免疫血清反応性の抗原またはその断片は、該本発明による高度免疫血
清反応性の抗原またはその断片の相互作用パートナーの単離および／または精製および／
または同定に用いることができる。
【００５０】
　本発明はまた、本発明による高度免疫血清反応性の抗原またはその断片の発現に関連す
る疾患をインビトロで診断する方法であって、本発明による該高度免疫血清反応性の抗原
および断片をコードする核酸配列の存在または本発明による高度免疫血清反応性の抗原ま
たはその断片の存在を検出することを含む方法をも提供する。
【００５１】
　本発明はまた、細菌感染、とりわけストレプトコッカス・ピオゲネス感染をインビトロ
で診断する方法であって、本発明による該高度免疫血清反応性の抗原および断片をコード
する核酸配列の存在または本発明による高度免疫血清反応性の抗原またはその断片の存在
を検出することを含む方法をも提供する。
【００５２】
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　さらに、本発明は、本発明による高度免疫血清反応性の抗原またはその断片へのペプチ
ド結合を生成するための該高度免疫血清反応性の抗原またはその断片の使用を提供し、そ
の際、該ペプチドはアンチカリン（anticaline）である。
【００５３】
　本発明はまた、機能性の核酸を製造するための本発明による高度免疫血清反応性の抗原
またはその断片の使用を提供し、その際、該機能性核酸はアプタマーおよびシュピーゲル
マー（spiegelmers）よりなる群から選ばれる。
【００５４】
　本発明による核酸分子はまた、機能性のリボ核酸分子の製造に使用することができ、そ
の際、該機能性のリボ核酸は、リボザイム、アンチセンス核酸およびｓｉＲＮＡよりなる
群から選ばれる。
【００５５】
　本発明は有利にも、複数のヒト血漿プールおよびストレプトコッカス・ピオゲネスのゲ
ノムに由来する表面発現ライブラリーからの抗体調製物を用いてストレプトコッカス・ピ
オゲネスから同定した、単離した核酸分子およびそれによってコードされる高度免疫血清
反応性の抗原およびその断片の有効で関連性があり、かつ包括的なセットを提供する。そ
れゆえ、本発明は、ストレプトコッカス・ピオゲネス感染に対して有効な抗体の調製およ
びストレプトコッカス・ピオゲネス感染に対して有効な化合物の同定の手順に有用なスト
レプトコッカス・ピオゲネス抗原、ワクチン、診断薬および製品という広く切望された必
要性を達成するものである。
【００５６】
　有効なワクチンは、すべての株で発現され、ストレプトコッカス・ピオゲネスの細胞表
面成分に対する高親和性で豊富な抗体を誘発することのできるタンパク質またはポリペプ
チドから構成されていなければならない。抗体は、オプソニン作用のためにＩｇＧ１およ
び／またはＩｇＧ３、および付着の中和および毒性作用のためにいずれのＩｇＧサブタイ
プおよびＩｇＡでなければならない。化学的に定められたワクチンは全細胞ワクチン（弱
毒化または死菌）に比べて明らかに優れているに違いない、なぜならヒト組織と交差反応
したりオプソニン作用を抑制するストレプトコッカス・ピオゲネスの成分｛Whitnack, E.
ら、1985｝は排除することができ、防御抗体および／または防御免疫応答を誘発する個体
タンパク質を選択することができるからである。
【００５７】
　本発明で用いたアプローチは、Ａ群連鎖球菌タンパク質またはペプチドとヒト血清中に
存在する抗体との相互作用に基づいている。ヒト免疫系によってストレプトコッカス・ピ
オゲネスに対して産生されヒト血清中に存在する抗体は、抗原タンパク質のインビボ発現
およびその免疫原性を示している。さらに、前もって選択した血清のプールを用いて細菌
表面ディスプレイ発現ライブラリーによって同定される抗原タンパク質は、第二または第
三のスクリーニングにおいて個々の選択したまたは生成した血清によりプロセシングを受
ける。それゆえ、本発明は、医薬組成物として、とりわけストレプトコッカス・ピオゲネ
スによる感染を予防するワクチンとしての有効で関連性があり、かつ包括的なＡ群連鎖球
菌抗原のセットを提供する。
【００５８】
　本発明による包括的な抗原のセットを同定するための抗原同定プログラムでは、少なく
とも２つの異なる細菌表面発現ライブラリーを幾つかの血清プールまたは血漿画分または
他のプールした抗体含有体液（抗体プール）を用いてスクリーニングする。抗体プールは
、ストレプトコッカス・ピオゲネスの抗原性化合物について試験した血清回収物、たとえ
ば全細胞抽出物および培養上澄みタンパク質に由来する。好ましくは、２つの別個の血清
回収物を使用する：１．非常に安定な抗体レパートリー：非保菌者で以前の遭遇を克服し
たかまたは急性の疾患または徴候を示すことのないストレプトコッカス・ピオゲネスの現
在の保菌者である正常な成人、臨床的に健康な人々、２．病原微生物の存在によって急性
に誘発された抗体：種々の徴候の急性疾患（たとえば、ストレプトコッカス・ピオゲネス
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咽頭炎、創傷感染および菌血症）を罹患した患者。血清は、高度免疫性であるとされ、そ
れゆえ本発明に適用されるスクリーニング法において関連性があるとされるために、複数
のＡ群連鎖球菌特異的抗原と反応することができなければならない。ヒト免疫系によって
連鎖球菌に対して産生されヒト血清中に存在する抗体は、抗原タンパク質のインビボ発現
およびその免疫原性を示すものである。
【００５９】
　本発明に用いる発現ライブラリーは、すべての可能な抗原、たとえばストレプトコッカ
ス・ピオゲネスのすべての表面タンパク質に由来する抗原の発現を可能にするものでなけ
ればならない。細菌表面ディスプレイライブラリーは、細菌宿主膜｛Georgiou, G., 1997
; Etz, H.ら、2001｝での幾つかの選択した外膜タンパク質（LamB、BtuB、FhuA）上のＡ
群連鎖球菌の発現されたペプチド配列の（全）セットを提示する細菌宿主の組換えライブ
ラリーにより表されるであろう。組換え発現ライブラリーを用いる利点の一つは、同定し
た高度免疫血清反応性の抗原がさらなる組換えＤＮＡ法やクローニング工程を必要とする
ことなく該高度免疫血清反応性の抗原を発現するスクリーニングおよび選択したクローン
のコード配列の発現によって即時に産生できることである。
【００６０】
　本発明により記載したプログラムによって同定した抗原の包括的なセットは、１または
それ以上のスクリーニングによりさらに分析される。それゆえ、免疫原性であるとして同
定した選択したペプチドに対して生成させた個体抗体調製物または抗体を用いる。好まし
い態様によれば、２回目のスクリーニングのための個体抗体調製物は、Ａ群連鎖球菌の急
性感染を罹患した患者、とりわけ一定の最小レベルを超える抗体力価、たとえば試験した
ヒト（患者または健康な個体）血清の８０百分順位よりも高い、好ましくは９０百分順位
よりも高い、とりわけ９５百分順位よりも高い抗体力価を示す患者から得る。そのような
高力価の個体抗体調製物を２回目のスクリーニングに用いることにより、ストレプトコッ
カス・ピオゲネスからの高度免疫血清反応性の抗原およびその断片の非常に選択的な同定
が可能となる。
【００６１】
　高処理量のスクリーニング手順の後、組換えタンパク質としてまたは原核生物発現系で
発現することのできない場合にインビトロで翻訳した生成物として発現された選択した抗
原タンパク質、または同定した抗原ペプチド（合成により製造）を、大きな血清コレクシ
ョン（＞１００非感染、＞５０患者血清）を用いて免疫原性の評価のための一連のＥＬＩ
ＳＡおよびウエスタンブロッティングアッセイによる２回目のスクリーニングで試験する
。
【００６２】
　個体抗体調製物（選択した血清であってもよい）は、最初のスクリーニングからすべて
の期待のもてる候補からの高度免疫血清反応性の抗原の選択的な同定を可能にすることが
重要である。それゆえ、好ましくは少なくとも１０の個体抗体調製物（すなわち、選択し
た病原体感染を罹患した少なくとも１０人の異なる個体からの抗体調製物（たとえば、血
清））をこれらの抗原を２回目のスクリーニングで同定するのに用いるべきである。もち
ろん、１０未満の個体調製物を用いることも可能であるが、少ない数の個体抗体調製物で
は工程の選択性は最適ではない。一方、所定の高度免疫血清反応性の抗原（または抗原性
のその断片）が少なくとも１０の個体抗体調製物、好ましくは少なくとも３０、とりわけ
少なくとも５０の個体抗体調製物により認識されるなら、高度免疫血清反応性の抗原はま
た適切な同定に充分選択的である。高度免疫血清反応性の抗原は、もちろん、できるだけ
多くの個体調製物で試験することができる（たとえば、１００を超える、あるいは１,０
００を超える）。
【００６３】
　それゆえ、本発明の方法による高度免疫血清反応性の抗体調製物の関連する部分は、好
ましくは少なくとも１０、さらに好ましくは少なくとも３０、とりわけ少なくとも５０の
個体抗体調製物でなければならない。あるいは（または組み合わせて）、高度免疫血清反
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応性の抗原はまた２回目のスクリーニングに用いたすべての個体抗体調製物の少なくとも
２０％、好ましくは少なくとも３０％、とりわけ少なくとも４０％で同定されてよい。
【００６４】
　本発明の好ましい態様によれば、２回目のスクリーニングのための個体抗体調製物を調
製する（または抗体調製物として用いる）血清は、ストレプトコッカス・ピオゲネス（た
とえば、溶解液、細胞壁成分および組換えタンパク質などのこの病原体の調製物）に対す
るその力価により選択される。好ましくは、病原体の全体（全溶解液または全菌体）を抗
原としてＥＬＩＳＡに用いる場合には、４,０００Ｕを超える、とりわけ６,０００Ｕを超
える全ＩｇＡ力価、および／または１０,０００Ｕを超える、とりわけ１２,０００Ｕ（Ｕ
＝単位、所定の希釈で読みとったＯＤ４０５ｎｍから計算）を超えるＩｇＧ力価であるも
のは選択される。
【００６５】
　連鎖球菌に対してヒト免疫系によって産生されヒト血清中に存在する抗体は、抗原タン
パク質のインビボ発現およびその免疫原性を示すものである。抗体による線状エピトープ
の認識は、４～５アミノ酸の短い配列に基づくことができる。もちろん、これらの短いペ
プチドが所定の抗体をインビボで誘発しうることを必ずしも意味するものではない。この
理由から、定められたペプチド、ポリペプチドおよびタンパク質は、それが選択されたタ
ンパク質に対する抗体をインビボで誘発する能力について動物（主としてマウス）でさら
に試験される。
【００６６】
　好ましい抗原は細胞表面に位置するかまたは分泌され、それゆえ細胞外で接近できるも
のである。細胞壁タンパク質に対する抗体は２つの目的を果たす：すなわち、接着の抑制
および食作用の促進。分泌タンパク質に対する抗体は、毒素またはビルレント成分として
の該タンパク質の機能の中和において有益である。細菌が分泌タンパク質を介して相互に
情報伝達することも知られている。これらタンパク質に対する中和抗体は、連鎖球菌種間
または連鎖球菌種内での増殖促進クロストーク（cross-talk）を妨害するであろう。バイ
オインフォーマティクス分析（シグナル配列、細胞壁局在シグナル、膜貫通ドメイン）は
、細胞表面の局在または分泌を評価するうえで有用であることがわかっている。実験アプ
ローチとしては、対応ペプチドおよびタンパク質を用いたヒト血清からの抗体の単離、お
よび細菌表面ディスプレイスクリーニングにより選択した（ポリ）ペプチドに対する免疫
血清のマウスでの生成が挙げられる。ついで、これら血清を以下のアッセイにおいて試薬
として３回目のスクリーニングに用いる：異なる条件下で増殖させたＡ群連鎖球菌の細胞
表面染色（ＦＡＣＳ、顕微鏡）、中和能（毒素、接着）の決定、およびオプソニン作用お
よび食作用の促進（インビトロ食作用アッセイ）。
【００６７】
　この目的のため、細菌の大腸菌クローンを直接マウスに注射し、免疫血清を採取し、機
能的なオプソニン性抗体または中和抗体について関連するインビトロアッセイで試験する
。別法として、ペプチドまたはタンパク質を基質として用いて特異的な抗体をヒトまたは
マウス血清から精製することができる。
【００６８】
　ストレプトコッカス・ピオゲネスに対する宿主防禦は、主として生得の免疫機構に依存
している。ワクチン接種によりオプソニン性および中和型の高親和性抗体を誘発させるこ
とは、生得の免疫系が細菌および毒素を排除するのを助ける。このことは、本発明による
方法をＡ群連鎖球菌抗原タンパク質の同定のための最適の手段にしている。
【００６９】
　皮膚および粘膜は連鎖球菌の侵入に対する優れた障壁である。しかしながら、一旦皮膚
または粘膜が破られると、非獲得細胞性防禦の最初のラインが補体および食細胞、とりわ
け多形核白血球（ＰＭＮ）を介した協同作用を開始する。これら細胞は侵入する細菌を排
除するうえでの基礎とみなすことができる。連鎖球菌は主として細胞外性の病原体であり
、主要な抗連鎖球菌獲得応答は免疫系の体液部門から生じ、３つの主要な機構により媒体
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される：すなわち、オプソニン作用の促進、毒素の中和、および接着の抑制。オプソニン
作用は、それが有効な食作用に必要であるゆえに特に重要であると考えられている。有効
なオプソニン作用のためには、ＩｇＧ分子のＦｃフラグメントまたは活性化Ｃ３ｂに対す
るレセプターを介してＰＭＮによって認識されるように微生物の表面は抗体および補体因
子で覆われなければならない。オプソニン作用の後、連鎖球菌は食作用を受け、殺菌され
る。細菌の細胞表面上の特異的な抗原に結合した抗体は、ＰＭＮに付着するためのおよび
食作用を促進するためのリガンドとして働く。アドヒーシンおよび他の細胞表面タンパク
質に結合した正に同じ抗体は、接着を中和し、コロニー形成を防ぐことが予期される。そ
れゆえ、本発明により提供されるような抗原の選択は、動物モデルまたはヒトにおける感
染に対する防禦に導くであろうものを同定するのに極めて適している。
【００７０】
　本明細書で使用する本発明による抗原同定法によれば、以下に記載するように、本発明
は驚くべきことに、とりわけストレプトコッカス・ピオゲネスの包括的な新規な核酸およ
び新規な高度免疫血清反応性の抗原およびその断片のセットを提供することができる。一
つの側面によれば、本発明はとりわけ、配列番号1-150に示す配列である高度免疫血清反
応性の抗原をコードするヌクレオチド配列に関し、高度免疫血清反応性の抗原を表す対応
のコードされたアミノ酸配列は配列番号151-300に示してある。
【００７１】
　本発明の好ましい態様によれば、配列番号1, 4-8, 10-18, 20, 22, 24-32, 34-35, 38-
40, 43-46, 49-51, 53-54, 57-61, 63, 65-71, 73, 75-77, 81-82, 88, 91-94および96-1
50に示すヌクレオチド配列に対してその全長にわたって70%の同一性を示す核酸分子が提
供される。最も極めて好ましいのは、配列番号1, 4-8, 10-18, 20, 22, 24-32, 34-35, 3
8-40, 43-46, 49-51, 53-54, 57-61, 63, 65-71, 73, 75-77, 81-82, 88, 91-94および96
-150に示す核酸分子に対してその全長にわたって少なくとも80%または少なくとも85%同一
である領域を含む核酸である。この点、同分子に対してその全長にわたって少なくとも90
%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%または96%同一である核酸分子が特に好ましい。さらに、少
なくとも97%同一であるものが非常に好ましく、少なくとも98%および少なくとも99%同一
であるものが特に非常に好ましく、少なくとも99%または99.5%同一であるものがさらに好
ましく、100%同一性がとりわけ好ましい。さらに、この側面で好ましい態様は、配列番号
1, 4-8, 10-18, 20, 22, 24-32, 34-35, 38-40, 43-46, 49-51, 53-54, 57-61, 63, 65-7
1, 73, 75-77, 81-82, 88, 91-94および96-150に示す核酸によってコードされる成熟ポリ
ペプチドと実質的に同じ生物学的機能または活性を保持している高度免疫血清反応性の抗
原またはその断片（ポリペプチド）をコードする核酸である。
【００７２】
　同一性とは、当該技術分野で知られ本明細書で使用するように、配列同士を比較するこ
とによって決定される、２またはそれ以上のポリペプチド配列間または２またはそれ以上
のポリヌクレオチド配列間の関係である。当該技術分野において、同一性はまた、場合に
応じてポリペプチドまたはポリヌクレオチド配列の鎖のマッチングによって決定される、
そのような配列間での配列の関連性の度合いをも意味する。同一性は容易に計算すること
ができる。２つのポリヌクレオチドまたは２つのポリペプチド配列間の同一性を測定する
多くの方法が存在するが、この語は当業者にはよく知られている（たとえば、Sequence A
nalysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987）。同一性を決
定する好ましい方法は、試験する配列間で最大のマッチングが得られるようにデザインさ
れている。同一性を決定する方法はコンピュータープログラムにコーティングされている
。２つの配列間の同一性を決定する好ましいコンピュータープログラム法としては、これ
らに限られるものではないが、GCGプログラムパッケージ｛Devereux, J.ら、1984｝、BLA
STP、BLASTNおよびFASTA｛Altschul, S.ら、1990｝が挙げられる。
【００７３】
　本発明の他の側面によれば、配列番号64に示す核酸配列に対して少なくとも96%の同一
性を示す核酸分子が提供される。
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【００７４】
　本発明のさらなる側面によれば、配列番号3, 36, 47-48, 55, 62, 72, 80, 84, 95に示
す核酸配列と同一の核酸分子が提供される。
【００７５】
　本発明による核酸分子はまた、第二の選択肢として、上記第一の選択肢として記載した
核酸に少なくとも本質的に相補的な核酸分子であってもよい。本明細書において相補的と
は、ある核酸鎖が第二の核酸鎖とワトソン－クリック型塩基対形成により塩基対を形成す
ることを意味する。本明細書において本質的に相補的とは、塩基対が各鎖の塩基の全部で
は起こらず、あるパーセントの塩基が塩基対を形成しないかまたは間違った塩基対形成を
するものを意味する。正しく塩基対形成するパーセントは、好ましくは少なくとも７０％
、さらに好ましくは８０％、さらに一層好ましくは９０％であり、最も好ましくは９０％
よりも高いいずれかのパーセントである。７０％マッチング塩基のパーセントはホモロジ
ーとして考えられ、この程度のマッチング塩基対を有するハイブリダイゼーションはスト
リンジェントであると考えられることに注意すべきである。この種のストリンジェントな
ハイブリダイゼーションのためのハイブリダイゼーション条件は、Current Protocols in
 Molecular Biology（John Wiley and Sons, Inc., 1987）から採用することができる。
さらに詳細には、ハイブリダイゼーション条件は以下のとおりであってよい：
・ハイブリダイゼーションを、たとえば5xSSPE、5xデンハルト試薬、0.1%SDS、100g/mLの
開裂ＤＮＡ中、68℃で行う
・0.2xSSC、O.1%SDS中、42℃で中くらいのストリンジェンシーの洗浄を行う
・0.1xSSC、0.1%SDS中、68℃で高ストリンジェンシーの洗浄を行う
【００７６】
　ＧＣ含量が５０％のゲノムＤＮＡは約９６℃のＴＭを有する。１％のミスマッチのため
には、ＴＭを約１℃下げる。
【００７７】
　さらに、本明細書に記載するさらなるハイブリダイゼーション条件のいずれも原則とし
て適用することができる。
【００７８】
　もちろん、本発明によって同定されるポリペプチド分子と同じポリペプチド分子をコー
ドするすべての核酸配列分子が所期のコード配列の開示によって包含される、というのは
遺伝コードの縮重は、そのような縮重核酸分子の数が大きい場合であっても所期のポリペ
プチド分子をコードするすべての可能な核酸分子を明白に決定するのに直接適用されるか
らである。このことはまた、所期のポリペプチドの断片がワクチン接種に関連して、たと
えば能動または受動免疫として使用するのに適したポリペプチドをコードする限りにおい
て、かかる断片にも当てはまる。
【００７９】
　本発明による核酸分子はまた、第三の選択肢として、上記で概説した本発明による核酸
分子の第一および第二の選択肢による核酸分子の少なくとも１５塩基の連なりを含む核酸
であってもよい。好ましくは、これら塩基は塩基の隣接した連なりを形成する。しかしな
がら、該連なりが幾つかの塩基によって分断された２またはそれ以上の部分からなること
も本発明の範囲に包含される。
【００８０】
　本発明による核酸分子はまた、第四の選択肢として、上記で概説した第一、第二、およ
び第三の選択肢による本発明の核酸のいずれかとストリンジェントなハイブリダイゼーシ
ョン条件下でアニールする核酸分子であってもよい。ストリンジェントなハイブリダイゼ
ーション条件は典型的には本明細書に記載するものである。
【００８１】
　最後に、本発明による核酸分子はまた、第五の選択肢として、遺伝子コードの縮重を別
として上記で概説した第一、第二、第三、および第四の選択肢による本発明のいずれかの
核酸分子による核酸分子のいずれかとハイブリダイズする核酸分子であってもよい。この
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種の核酸分子は、本発明による核酸分子が本発明による高度免疫血清反応性の抗原または
その断片をコードしているのが好ましいという事実と関連している。この種の核酸分子は
、本発明による核酸分子の検出、それゆえストレプトコッカス・ピオゲネスなどの各微生
物およびこの種の微生物が関係する疾患または疾患状態の診断に特に有用である。好まし
くは、ハイブリダイゼーションは上記第四の選択肢と関連して記載したストリンジェント
な条件下で起こるまたは行う。
【００８２】
　本明細書において用いる核酸分子は、一般にあらゆるリボ核酸分子またはデオキシリボ
核酸分子をいい、修飾していないＲＮＡまたはＤＮＡまたは修飾したＲＮＡまたはＤＮＡ
であってよい。それゆえ、たとえば、本明細書において用いる核酸分子は、とりわけ、一
本鎖および二本鎖ＤＮＡ、一本鎖および二本鎖ＲＮＡの混合物であるＤＮＡ、および一本
鎖および二本鎖領域の混合物であるＲＮＡ、ＤＮＡとＲＮＡを含むハイブリッド分子（一
本鎖または、より典型的には二本鎖、または三本鎖、または一本鎖領域と二本鎖領域の混
合物であってよい）をいう。さらに、本明細書で用いる核酸分子は、ＲＮＡまたはＤＮＡ
またはＲＮＡとＤＮＡの両者を含む三本鎖の領域をいう。そのような領域の鎖は、同じ分
子からまたは異なる分子からのものであってよい。これら領域は、これら分子の１または
それ以上のすべてを含んでいてよいが、より典型的にはこれら分子の幾つかの一定の領域
のみを含んでいる。三重らせん領域の分子の一つは、しばしばオリゴヌクレオチドである
。本明細書において用いる核酸分子なる語は、１またはそれ以上の修飾塩基を含む上記Ｄ
ＮＡまたはＲＮＡを包含する。それゆえ、安定性やその他の理由により修飾した骨格を有
するＤＮＡまたはＲＮＡは、本明細書において用いるに際して「核酸分子」とよばれる。
さらに、イノシンなどの異常な塩基、またはトリチル化塩基などの修飾塩基（２つの例の
みを挙げる）を含むＤＮＡまたはＲＮＡは、本明細書において用いるに際して「核酸分子
」とよばれる。ＤＮＡおよびＲＮＡには当業者に知られた多くの有用な目的にかなう極め
て多数の修飾を施しうることが評価されるであろう。本明細書において用いる核酸分子な
る語は、そのような化学的、酵素的または代謝的に修飾した形態の核酸分子、並びにウイ
ルスおよび細胞（とりわけ、単純な細胞および複合した細胞を含む）のＤＮＡおよびＲＮ
Ａ特性の化学的形態を包含する。核酸なる語はまた、しばしばオリゴヌクレオチドと称さ
れる短い核酸分子をも包含する。「ポリヌクレオチド」および「核酸」または「核酸分子
」は、本明細書ではしばしば同義で用いられる。
【００８３】
　本発明で提供される核酸分子はまた、ストレプトコッカス・ピオゲネスのコード領域の
配列表に示す核酸分子の配列よりも長いものおよび短いものである多数の独特の断片をも
包含し、これらは標準クローニング法により生成することができる。独特であるためには
、断片は他の既知の核酸配列と区別するに充分なサイズでなければならず、選択したスト
レプトコッカス・ピオゲネスの断片をGenBankなどのコンピューターデータベース中のヌ
クレオチド配列と比較することにより容易に決定できる。
【００８４】
　さらに、修飾は、本発明により包含される核酸分子およびポリペプチドに対して行うこ
とができる。たとえば、核酸によってコードされるポリペプチドに影響を及ぼさないヌク
レオチド置換を行うことができ、それゆえ高度免疫血清反応性の抗原またはその断片をコ
ードする核酸分子はいずれも本発明により包含される。
【００８５】
　さらに、本発明によって提供される高度免疫血清反応性の抗原またはその断片をコード
する核酸分子はいずれも、標準クローニング法などの標準法を用い、ストレプトコッカス
・ピオゲネスの調節配列であるか異種の調節配列であるかを問わず所望の調節配列、異種
のリーダー配列、異種のマーカー配列または異種のコード配列に機能的に連結させて融合
タンパク質を生成することができる。
【００８６】
　本発明の核酸分子は、ｍＲＮＡまたはｃＲＮＡなどのＲＮＡの形態、またはたとえばク
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ローニングにより得られまたは化学合成法によりまたはそれらの組合せにより製造された
ｃＤＮＡおよびゲノムＤＮＡを含むＤＮＡの形態であってよい。ＤＮＡは三本鎖、二本鎖
または一本鎖であってよい。一本鎖ＤＮＡは、コード鎖（センス鎖としても知られる）で
あってもよいし、または非コード鎖（アンチセンス鎖ともよばれる）であってもよい。
【００８７】
　本発明はさらに、配列表に示す削減した（deducted）ストレプトコッカス・ピオゲネス
のアミノ酸配列を有する高度免疫血清反応性の抗原およびその断片の断片、アナログおよ
び誘導体をコードする上記核酸分子の変異体に関する。核酸分子の変異体は、天然に存在
する対立遺伝子変異体などの天然に存在する変異体であってもよいし、または天然に存在
することが知られていない変異体であってもよい。そのような核酸分子の天然に存在しな
い変異体は、核酸分子、細胞または生物体に適用するものを含む突然変異誘発法により作
成することができる。
【００８８】
　この観点での変異体には、上記核酸分子とヌクレオチドの置換、欠失または付加によっ
て異なっている変異体がある。置換、欠失または付加には１またはそれ以上のヌクレオチ
ドが関与していてよい。変異体はコード領域または非コード領域またはその両者で変化さ
せることができる。コード領域での変化は、保存的なまたは非保存的なアミノ酸の置換、
欠失または付加を生成する。好ましいのは、配列表に示すストレプトコッカス・ピオゲネ
スの配列であって、そのうちの幾つか、５～１０、１～３、２、１または０のアミノ酸が
置換、欠失または付加された（またはこれらの組み合わせ）ものを有する、変異体、アナ
ログ、誘導体または断片、または断片の変異体、アナログまたは誘導体をコードする核酸
分子である。特に好ましいのは、配列表に示すストレプトコッカス・ピオゲネスポリペプ
チドの特性および活性を変化させないサイレントな置換、付加および欠失である。この観
点から特に好ましいのはまた、保存された置換である。
【００８９】
　本発明によるペプチドおよび断片はまた、好ましくは所期のエピトープの１または２の
アミノ酸がたとえば｛Tourdot, S.ら、2000｝に記載の規則に従って修飾または置換され
た修飾エピトープ並びにそのような修飾エピトープをコードする核酸配列をも包含する。
【００９０】
　エピトープのＴ細胞活性化能を改善、保存または少なくとも有意に妨害しないアミノ酸
交換によって本発明のエピトープから得られるエピトープもまた本発明によるエピトープ
に包含されることは明らかである。それゆえ、本発明のエピトープはまた、ストレプトコ
ッカス・ピオゲネス由来の当初の配列を含んでいないが同じかまたは好ましくは改善され
たＴ細胞応答を誘起するエピトープをも包含する。これらエピトープは「ヘテロクリティ
ック（heteroclitic）」とよばれる；これらエピトープはＭＨＣ／ＨＬＡ分子に対して同
様または好ましくは一層大きな親和性を有する必要があり、当初のエピトープに向けられ
たＴ細胞レセプター（ＴＣＲ）を同様または好ましくは一層強く刺激する能力を有する必
要がある。
【００９１】
　ヘテロクリティックエピトープは合理的なデザインによって、すなわち、たとえば｛Ra
mmensee, H.ら、1999｝によって記載されているようにＭＨＣ／ＨＬＡへの結合への個々
の残基の寄与を考慮に入れ、これをＴＣＲと相互作用する可能性のある残基を系統的に交
換し、得られた配列を当初にエピトープに向けられたＴ細胞を用いて試験することと組み
合わせることによって、得ることができる。そのようなデザインは当業者であれば過度の
実験を要することなく行うことができる。
【００９２】
　他の可能性は、当初のエピトープに向けられたＴ細胞を用いたペプチドライブラリーの
スクリーニングを含む。好ましい方法は合成ペプチドライブラリーのポジショナルスキャ
ニングである。そのようなアプローチは、たとえば｛Hemmer, B.ら、1999｝およびその中
で引用された文献に詳細に記載されている。
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【００９３】
　本発明に由来するアミノ酸配列によって示されるエピトープまたはヘテロクリティック
エピトープに代わるものとして、これらエピトープをミミックする物質、たとえば「ペプ
チデミメチカ（peptidemimetica）」または「レトロ－インベルソ－ペプチド（retro-inv
erso-peptides）」を応用できる。
【００９４】
　改善されたエピトープのデザインの他の側面は、Ｔ細胞を刺激する能力を増大させる物
質でこれらエピトープを調合（formulation）または修飾することである。これらにはＴ
ヘルパー細胞エピトープ、脂質またはリポソームまたはWO01/78767に記載されているよう
な好ましい修飾が含まれる。
【００９５】
　エピトープのＴ細胞刺激能を増大させる他の方法は、免疫促進物質、たとえばインター
ロイキン-2, -7, -12, -18、クラスIおよびIIインターフェロン（IFN）、とりわけIFN-ガ
ンマ、GM-CSF、TNF-アルファ、flt3-リガンドなどのサイトカインまたはケモカインとと
もに調合することである。
【００９６】
　本発明の核酸分子アッセイに関して本明細書でさらに検討するように、たとえば、本発
明の上記核酸分子は、本発明のポリペプチドをコードする完全長のｃＤＮＡおよびゲノム
クローンを単離するため、および本発明の核酸分子と高い配列類似性を有する他の遺伝子
のｃＤＮＡおよびゲノムクローンを単離するため、ＲＮＡ、ｃＤＮＡおよびゲノムＤＮＡ
のハイブリダイゼーションプローブとして用いることができる。そのようなプローブは、
一般に少なくとも15塩基を含むであろう。好ましくは、そのようなプローブは、少なくと
も20、少なくとも25または少なくとも30塩基を有し、少なくとも50塩基を有していてもよ
い。特に好ましいプローブは、少なくとも30塩基を有し、50塩基またはそれ以下、たとえ
ば30、35、40、45、または50塩基を有するであろう。
【００９７】
　たとえば、本発明の核酸分子のコード領域は、既知のＤＮＡ配列を用いてオリゴヌクレ
オチドプローブを合成し、関連するライブラリーをスクリーニングすることによって単離
することができる。つぎに、本発明の遺伝子の配列に相補的な配列を有する標識オリゴヌ
クレオチドを用いてｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡまたはｍＲＮＡのライブラリーをスクリーニ
ングし、ライブラリーのどの成員にプローブがハイブリダイズしたかを決定する。
【００９８】
　本発明の核酸分子およびポリペプチドは、とりわけ核酸分子アッセイと関連してさらに
検討するように、疾患、とりわけヒト疾患の治療剤および診断剤の開発のための試薬およ
び材料として用いることができる。
【００９９】
　オリゴヌクレオチドである本発明の核酸分子は、本明細書で同定したストレプトコッカ
ス・ピオゲネスの遺伝子が全体としてまたは一部として血液などの感染組織に存在および
／または転写されているか否かを決定するため、本明細書に記載した方法、好ましくはＰ
ＣＲに用いることができる。そのような配列はまた、病原体が達成した感染の段階および
感染のタイプの診断においても有用性を有するであろう。この目的や他の目的のため、本
明細書に記載する本発明による核酸の少なくとも一つを含むアレイを用いることができる
。
【０１００】
　本発明による核酸分子は、核酸分子およびこれら核酸分子を含む生物または試料の検出
に用いることができる。好ましくは、そのような検出は診断のため、さらに好ましくはス
トレプトコッカス・ピオゲネスの存在または存在量と関係または連関する疾患の診断のた
めである。
【０１０１】
　ストレプトコッカス・ピオゲネスに感染した真核生物（本明細書では「個体」ともいう
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）、とりわけ哺乳動物、および特にヒトは、様々な方法によりＤＮＡレベルで検出するこ
とができる。ストレプトコッカス・ピオゲネスを他の生物から識別するのに好ましい候補
を得ることができる。
【０１０２】
　本発明は、配列表に示す核酸分子の配列を有する核酸分子の上昇した発現レベルを個体
から単離または得た試料から決定することを含む、ストレプトコッカス・ピオゲネス感染
から生じる疾患の診断方法を提供する。核酸分子の発現は、核酸分子の定量のために当該
技術分野でよく知られた方法のいずれか、たとえば、ＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ、Ｒｎａｓｅ
保護、ノーザンブロッティング、本明細書に記載する他のハイブリダイゼーション法およ
びアレイを用いて測定することができる。
【０１０３】
　本明細書において単離とは、その天然の状態から「ヒトの手により」分離したことを意
味する；すなわち、それが天然に存在するなら、それが当初の環境から変えられているか
または除去されている、またはその両者であることを意味する。たとえば、この語を本明
細書において用いるに際して、生きた生物中にその天然の状態にて天然に存在する天然の
核酸分子またはポリペプチドは「単離」されていないが、その天然の状態の共存する物質
から分離された同核酸分子またはポリペプチドは「単離」されている。単離の一部として
または単離後、そのような核酸分子は他の核酸分子、たとえばＤＮＡと組み合わせて、た
とえば突然変異誘発のため、融合タンパク質を生成するため、および宿主中で増殖または
発現するために用いることができる。単離した核酸分子は、単独またはベクターなどの他
の核酸分子と組み合わせて宿主細胞、培養液または全生物体に導入することができる。宿
主細胞、培養液または全生物体に導入されたら、そのようなＤＮＡは、この語を本明細書
において用いるに際して、なお単離されているといえる、なぜならこれらＤＮＡはそれら
が天然に存在する形態または環境にないからである。同様に、核酸分子およびポリペプチ
ドは組成物、たとえば培地調合物、核酸分子またはポリペプチドをたとえば細胞中に導入
するための溶液、たとえば化学反応または酵素反応のための組成物または溶液に存在する
ことができ、これら組成物は天然には存在しない組成物であり、その中で核酸分子または
ポリペプチドはこの語が本明細書で用いられる意味の範囲において単離されているといえ
る。
【０１０４】
　本発明による核酸は化学的に合成することができる。あるいは、本発明による核酸は当
業者に知られた方法によりストレプトコッカス・ピオゲネスから単離することができる。
【０１０５】
　本発明の他の側面によれば、新規な高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片の包括
的なセットが本明細書に記載の抗原同定法を用いることにより提供される。本発明の好ま
しい態様では、本明細書に記載の核酸分子のいずれかによってコードされるアミノ酸配列
を含む高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片が提供される。本発明の他の好ましい
態様では、配列番号151, 154-158, 160-168, 170, 172, 174-182, 184-185, 188-190, 19
3-196, 199-201, 203-204, 207-211, 213, 215-221, 223, 225-227, 231-232, 238, 241-
244および246-300に示すポリペプチド配列よりなる群から選ばれたアミノ酸配列を含む高
度免疫血清に反応性の抗原の新規なセットおよびその断片が提供される。本発明のさらに
好ましい態様では、配列番号214に示すポリペプチド配列よりなる群から選ばれたアミノ
酸配列を含む高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片が提供される。本発明のさらに
なお好ましい態様では、配列番号153, 186, 197-198, 205, 212, 222, 230, 234, 245に
示すポリペプチド配列よりなる群から選ばれたアミノ酸配列を含む高度免疫血清に反応性
の抗原およびその断片が提供される。
【０１０６】
　本発明で提供される高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片は、配列番号に示すい
ずれかのポリペプチド、並びに配列番号に示すポリペプチドと少なくとも70%の同一性、
好ましくは配列番号に示すポリペプチドに対して少なくとも80%または85%の同一性、さら
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に好ましくは配列番号に示すポリペプチドに対して少なくとも90%の類似性（さらに好ま
しくは少なくとも90%の同一性）、およびさらに一層好ましくは配列番号に示すポリペプ
チドに対して少なくとも95%, 96%, 97%, 98%, 99%または99.5%の類似性（さらに一層好ま
しくは少なくとも95%, 96%, 97%, 98%, 99%または99.5%の同一性）を有するポリペプチド
を含み、そのようなポリペプチドの部分、一般に少なくとも4アミノ酸、さらに好ましく
は少なくとも8アミノ酸、さらに一層好ましくは少なくとも30アミノ酸、さらに一層好ま
しくは少なくとも50アミノ酸、たとえば4, 8, 10, 20, 30, 35, 40, 45または50アミノ酸
を含むポリペプチドの部分も含む。
【０１０７】
　本発明はまた、これら高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片の断片、アナログ、
および誘導体にも関する。そのアミノ酸配列が配列番号に示すものである抗原に言及する
場合の「断片」、「誘導体」および「アナログ」なる語は、そのような高度免疫血清に反
応性の抗原およびその断片と本質的に同じ生物学的機能または活性を保持しているポリペ
プチドを意味する。
【０１０８】
　高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片の断片、誘導体またはアナログは、（１）
１またはそれ以上のアミノ酸残基が保存的または非保存的アミノ酸残基（好ましくは保存
的アミノ酸残基）で置換されており、そのような置換されたアミノ酸残基が遺伝子コード
によってコードされているものであるかまたはコードされていないものであるもの、また
は（２）１またはそれ以上のアミノ酸残基が置換基を含むもの、または（３）成熟した高
度免疫血清に反応性の抗原またはその断片が他の化合物、たとえば、高度免疫血清に反応
性の抗原およびその断片の半減期を増大させる化合物（たとえば、ポリエチレングリコー
ル）に融合しているもの、または（４）付加的なアミノ酸、たとえば、リーダーまたは分
泌配列または成熟した高度免疫血清に反応性の抗原またはその断片の精製に用いられる配
列またはプロタンパク質配列が成熟した高度免疫血清に反応性の抗原またはその断片に融
合しているものであってよい。そのような断片、誘導体およびアナログは、本明細書の教
示から当業者の範囲内であると思われる。
【０１０９】
　本発明はまた、異なるストレプトコッカス・ピオゲネス単離物の抗原に関する。そのよ
うなホモログは本明細書に開示した核酸配列およびアミノ酸配列に基づいて容易に単離す
ることができる。今日、80を超えるＭタンパク質血清型が区別されており、そのタイプ分
けはemm遺伝子の５'末端の可変領域に基づいている（たとえば、Vitaliら、2002を参照）
。それゆえ、抗原の存在はすべてのＭ血清型について決定することができる。さらに、si
c遺伝子について記載されているように（Hoeら、2001）、種々のＭ血清型における特定の
抗原の変動性（variability）を決定することもできる。種々のＭ血清型がそれが引き起
こす疾患の種類に及ぼす影響は最近の論評でまとめられている（Cunningham, 2000）。と
りわけ、２つのグループの血清型を区別することができる：
（１）咽頭炎および猩紅熱を引き起こすもの（たとえば、Ｍ血清型1, 3, 5, 6, 14, 18, 
19, 24）
（２）膿皮症および連鎖球菌皮膚感染症を引き起こすもの（たとえば、Ｍ血清型2, 49, 5
7, 59, 60, 61）。
このことは、ワクチンとしてまたは一般に特定の疾患をターゲティングする医薬として使
用するうえでの抗原の関連性を同定する基礎となりうる。
【０１１０】
　たとえば、CDCのホームページ（http://www.cdc.gov/ncidod/biotech/strep/emmtypes.
htm）からの情報は、種々のＭ血清型の関係を示す系統樹を与えている。さらに関連する
文献は、Vitaliら、Journal of Clinical Microbiology 40:679-681. (2002)（分子的emm
タイプ分け法）、Enrightら、Infection and Immunity 69:2416-2427 (2001)（別の分子
的タイプ分け法（MLST））、Hoeら、The Journal of Infectious Diseases 183:633-639.
 (2001)（多くの異なる血清型における一つの抗原（sic）の変化の例）およびCunningham
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, CLINICAL MICROBIOLOGY REVIEWS 13:470-511 (2000)（GAS病因論に関する概説）である
。上記アドレスにはすべてのemm型が完全に列挙されており、ダウンロードが可能である
。
【０１１１】
　系統樹はWisconsin Package Version 10.1、Genetics Computer Group (GCG)、Madison
 programs Pileup、Distances、およびGrowtreeを逐次使用することにより構築した。基
本的に、シグナル配列の２２残基と８３のさらなるＮ末端残基とを用いてアラインメント
（データベースからの選択配列を含む）に使用した。選択した配列は、新たなemm名称103
-124（以下の表に記載）並びにそれらの最も近接した「古典的な」Ｍタンパク質マッチを
含む。この分析はＣ末端が任意に切り取られている点で限界があるが、これは該系統樹が
オパシティーファクター（opacity factor）陽性株のＭ配列のクラスターをオパシティー
ファクター株陰性のＭ配列から分離している点で典型的な結果である。
【０１１２】
emm型/以前の名称-GenBankアクセス番号-単離された国-最も近接したＮ末端Ｍタンパク質
配列マッチ（%同一性）：
emm103/st2034 U74320 PNG, Bra, Egy, Mal,Nep, NZ, US  M87 (66%)
emm104/st2034 AF056300 PNG, Egy, Mal,Nep, NZ, US M66 (72%)
emm105/st4529 AF060227 Mal, Nep, NZ, US M5 (45%)
emm106/st4532 AF077666 Mal, Egy, Iran, Nep M27G (71%)
emm107/st4264 AF163686 Mal, NZ M25 (52%)
emm108/st4547 AF052426 Mal, Bra, Egy, Ira, NZ M70 (84%)
emm109/st3018 AF077667 Mal, Egy, NZ M28 (74%)
emm110/st4935 U92492 Ind, Bul, NZ, Rus, US M13 (60%)
emm111/st4973 AF128960 Ind, Bra, Nep, US M80 (40%)
emm112/stCmuk16 AF091806 Thi, Bra, Rus, US M27L/77 (59%)
emm113/st2267 AF078068 NZ, Thai, Chi M13 (50%)
emm114/st2967 U50338 US, Can, Gam, NZ, PNG M73 (80%)
emm115/st2980 AF028712 US, Bra, Rus M36 (64%)
emm116/st2370 AF156180 US, Nep, NZ M52 (60%)
emm117/st436 AF058801 US M13 (59%)
emm118/st448 AF058802 US, Bra, Egy, Nep, NZ M49 (79%)
emm119/st3365 AF083874 US, Br, Nep M52 (59%)
emm120/st1135 AF296181 Egy M56 (78%)
emm121/st1161 AF296182 Egy M64 (64%)
emm122/st1432 AF222860 Egy, Rus, Nep M18 (40%)
emm123/st6949AF213451Arg, US, NZM80 (68%)
st1160/emm124AF149048 and AF018178 Egy, Mal, NZM2 (82%)
【０１１３】
略語：Arg, アルゼンチン；Bra, ブラジル；Bul, ブルガリア；Can, カナダ；Chi, チリ
；Egy, エジプト；Gam, ガンビア；Ind, インド；Ira, イラン；Mal, マレーシア；Nep, 
ネパール；NZ, ニュージーランド；PNG, パプアニューギニア；Thi, タイ；Rus, ロシア
；US, 米国、%：血清学的に特徴付けたLancefield型からの予測された５０の成熟Ｎ末端
残基への最も近接した成熟Ｍタンパク質配列のマッチング。
【０１１４】
emm型および配列型：
　多くの場合、emm配列参照株はRebecca Lancefield博士のＭ型コレクションから直接得
られたものである。そのような株はRCLと称する。
【０１１５】
　「emm」で始まる配列は、この型によって示される単離物がCDC連鎖球菌研究所以外に幾
つかの関連研究所によって分析されたことを示している。「新たな」各emm型であるemm94
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～emm124は、重篤な疾患の発現から回収した複数の独立した単離物によって表され、国際
的なGAS関連研究所に入手可能なすべてのタイプ分け血清ストックでタイプ分けすること
のできないＭタンパク質であり、正常ヒト血液中で増殖させることによってインビトロで
食作用阻止特性を示す。「st」（sequence type）で始まるemm配列は、関連研究所のすべ
てによって完全に確認されてはいない。
【０１１６】
GAS遺伝学：
　血清オパシティーファクター陽性（SOF+）株に対する抗血清が株特異的な仕方でOF活性
を示すことは長い間知られてきた。それゆえ、少なくとも60の別個のsof（血清オパシテ
ィーファクター（serum opacity factor））遺伝子を表すsof遺伝子の500-2700塩基可変
領域をGASオパシティーファクター陽性株（および興味深いことに、OF陰性emm12単離物と
emm/M型12とに共通して見出されるホモログ）から分析した。sof遺伝子配列は、emm型内
では通常よく保存されているものの、異なるGAS株の間では顕著に変異していることがわ
かった。それゆえ、重要な株としては、emm1, emm100, emm101, emm102, emm103, emm104
, emm105, emm106, emm107, emm108, emm109, emm11, emm110, emm111, emm112, emm113,
 emm114, emm115, emm116, emm117, emm118, emm119, emm12, emm120, emm121, emm122, 
emm123, emm124, emm13L, emm14, emm15, emm17, emm18, emm19, emm2, emm22, emm23, e
mm24, emm25, emm26, emm27G, emm28, emm29, emm3, emm30, emm31, emm32, emm33, emm3
4, emm36, emm37, emm38, emm39, emm4, emm40, emm41, emm42, emm43, emm44, emm46, e
mm47, emm48, emm49, emm5, emm50, emm51, emm52, emm53, emm54, emm55, emm56, emm57
, emm58, emm59, emm6, emm60, emm61 , emm62 , emm63, emm64, emm65, emm66, emm67, 
emm68, emm69, emm70, emm71, emm72, emm73, emm74, emm75, emm76, emm77, emm78, emm
79, emm8, emm80, emm81 , emm82, emm83, emm84, emm85, emm86, emm87, emm88, emm89,
 emm9, emm90, emm91, emm92, emm93, emm94, emm95, emm96, emm97, emm98, emm99 ,st1
389, st1731, st1759, st1815 , st1967, st1969, st1rp31, st11014, st2037, st204, s
t211, st213, st2147, st1207, st245, st2460, st2461, st2463, st2904, st2911, st29
17, st2926, st2940, st369, st3757, st3765, st3850, st5282, st6735, st7700, st809
, st833, st854, st980584, stck249, stck401, std432, std631, std633, stIL103, stI
L62, stns292, stns554, sts104, stc1400, stc1741, stc36, stc3852, stc5344, stc534
5, stc57, stc6979, stc74a, stc839, stg10, stg11, stg1389, stg166b, stg1750, stg2
078, stg3390, stg4222, stg4545, stg480, stg4831, stg485, stg4974, stg5063, stg6,
 stg62647, stg643, stg652, stg653, stg663, stg840, stg93464, stg97, stL1376, stL
1929およびstL2764が挙げられる。
【０１１７】
　この観点から本発明の特に好ましい態様は、配列表に示す高度免疫血清に反応性の抗原
、その変異体、アナログ、誘導体および断片、および該断片の変異体、アナログおよび誘
導体である。さらに、そのような高度免疫血清に反応性の抗原、その変異体、アナログ、
誘導体および断片、および該断片の変異体、アナログおよび誘導体を含む融合ポリペプチ
ドもまた本発明に包含される。そのような融合ポリペプチドおよびタンパク質並びにそれ
らをコードする核酸分子は、融合タンパク質をコードする組換えポリ核酸を産生および発
現するための標準組換え法を含む標準法を用いて容易に製造することができる。
【０１１８】
　好ましい変異体は、保存的なアミノ酸置換によって参照とは異なっているものである。
そのような置換は、ポリペプチド中の所定のアミノ酸を同様の特性の他のアミノ酸で置換
するものである。保存的置換として典型的なのは、脂肪族アミノ酸Ala, Val, LeuおよびI
le相互間での置換、ヒドロキシル残基SerおよびThrの交換、酸性残基AspおよびGluの交換
、アミド残基AsnおよびGlnの交換、塩基性残基LysおよびArgの交換および芳香族残基Phe
およびTyr間での置換である。
【０１１９】
　この観点から特に好ましいのは、配列表に示すポリペプチドのアミノ酸配列において、
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幾つか、若干、5～10, 1～5, 1～3, 2, 1または0のアミノ酸残基の置換、欠失または付加
またはそれらの組合せを有する、変異体、アナログ、誘導体および断片、および該断片の
変異体、アナログおよび誘導体である。これらの中で特に好ましいのは、本発明のポリペ
プチドの特性および活性を変えることのないサイレントな置換、付加および欠失である。
この観点から同様に好ましいのは保存的な置換である。最も好ましいのは置換されていな
い配列表に示すアミノ酸配列を有するポリペプチドである。特に適したアミノ酸置換は、
本願による配列表に開示した配列のホモログに含まれるものである。それゆえ、本明細書
に開示する抗原またはエピトープの適当な配列誘導体としては、ストレプトコッカス・ピ
オゲネスの１またはそれ以上の株または血清型に存在する１またはそれ以上の変異体が挙
げられる（好ましくは、そのようなホモログ変異に基づく1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,ま
たは10のアミノ酸変化）。そのような抗原は、天然に存在する配列または新たに作製した
人工的な配列である配列を含んでいてよい。これらの好ましい抗原変異体は、そのような
天然に存在する配列変異体に基づいており、たとえば、本発明によるポリペプチドの抗原
性領域の「マスター配列」を形成する。そのようなホモログ変異体または交換の適当な例
は実施例中の表５に示してある。たとえば、１またはそれ以上の変異を導入することによ
り所定のストレプトコッカス・ピオゲネス配列を修正して、この所定の（天然に存在する
）抗原またはエピトープ配列の人工的な（すなわち、天然に存在しない）変異体を作製す
ることができる。
【０１２０】
　本発明による高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片は、好ましくは単離された形
態で提供され、好ましくは均質にまで精製される。
【０１２１】
　本発明の好ましい態様はまた、配列表に示すアミノ酸配列を有するポリペプチドの断片
を含むポリペプチド、および配列表に示すポリペプチドの変異体および誘導体の断片であ
る。
【０１２２】
　この観点から、断片は、上記高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片、およびその
変異体または誘導体、アナログ、断片のアミノ酸配列の全体ではなく一部と完全に同じで
あるアミノ酸配列を有するポリペプチドである。そのような断片は、「自立した構造（fr
ee-standing）」、すなわち他のアミノ酸またはポリペプチドの一部でもなく融合しても
いないか、または一層大きなポリペプチド内部に含まれてその一部または領域を形成して
もよい。また、本発明のこの側面において好ましいのは、本発明のポリペプチドの構造的
または機能的な寄与を特徴とする断片、すなわち、本発明のポリペプチドのアルファ－ヘ
リックスおよびアルファ－ヘリックス形成領域、ベータ－シートおよびベータ－シート形
成領域、ターンおよびターン形成領域、コイルおよびコイル形成領域、可撓性領域、表面
形成領域、基質結合領域、および高抗原性指標領域を含む断片、およびそのような断片の
組合せである。好ましい領域は、本発明の高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片の
活性を媒体する領域である。この観点から最も好ましいのは、本発明の高度免疫血清に反
応性の抗原およびその断片の化学的、生物学的または他の活性を有する断片であり、類似
の活性または改善された活性を有するかまたは所望でない活性の低減されたものを含む。
特に好ましいのは、ストレプトコッカス・ピオゲネスの生存に必須の機能またはヒトにお
いて疾患を引き起こす能力を付与する、レセプターまたは酵素のドメインを含む断片であ
る。さらに好ましいポリペプチド断片は、動物、とりわけヒトにおける抗原性または免疫
原性の決定基を含むものである。
【０１２３】
　抗原性の断片は、それ自体で抗原性であるか、またはハプテンとして提供したときに抗
原性にすることのできる同定された抗原の断片として定義される。それゆえ、１または（
一層長い断片の場合は）幾つかのアミノ酸の交換のみを示す抗原または抗原性断片もまた
本発明で実施することができるが、アミノ酸の交換を有するそのような断片の抗原として
の能力がかかる交換によってひどく損なわれていないこと、すなわち該抗原によってワク



(38) JP 2011-15689 A 2011.1.27

10

20

30

40

50

チン接種された個体において適当な免疫応答を誘起するのに適しており、個体血清からの
個体抗体調製物によって同定されることを条件とする。
【０１２４】
　高度免疫血清に反応性の抗原のそのような断片の好ましい例は、表１の縦列「予測され
る免疫原性アミノ酸」および「同定された免疫原性領域の位置」のアミノ酸配列；表２の
血清反応性エピトープ、とりわけアミノ酸：配列番号151の4-44, 57-65, 67-98, 101-107
, 109-125, 131-144, 146-159, 168-173, 181-186, 191-200, 206-213, 229-245, 261-26
9, 288-301, 304-317, 323-328, 350-361, 374-384, 388-407, 416-425および1-114; 配
列番号152の5-17, 49-64, 77-82, 87-98, 118-125, 127-140, 142-150, 153-159, 191-20
7, 212-218, 226-270, 274-287, 297-306, 325-331, 340-347, 352-369, 377-382, 390-3
95および29-226; 配列番号153の4-16, 20-26, 32-74, 76-87, 93-108, 116-141, 148-162
, 165-180, 206-219, 221-228, 230-236, 239-245, 257-268, 313-328, 330-335, 353-35
9, 367-375, 394-403, 414-434, 437-444, 446-453, 456-464, 478-487, 526-535, 541-5
52, 568-575, 577-584, 589-598, 610-618, 624-643, 653-665, 667-681, 697-718, 730-
748, 755-761, 773-794, 806-821, 823-831, 837-845, 862-877, 879-889, 896-919, 924
-930, 935-940, 947-955, 959-964, 969-986, 991-1002, 1012-1036, 1047-1056, 1067-1
073, 1079-1085, 1088-1111, 1130-1135, 1148-1164, 1166-1173, 1185-1192, 1244-1254
および919-929; 配列番号154の5-44, 62-74, 78-83, 99-105, 107-113, 124-134, 161-17
4, 176-194, 203-211, 216-237, 241-247, 253-266, 272-299, 323-349, 353-360および1
45-305; 配列番号155の15-39, 52-61, 72-81, 92-97および71-81; 配列番号156の13-19, 
21-31, 40-108, 115-122, 125-140, 158-180, 187-203, 210-223, 235-245および173-186
; 配列番号157の5-12, 19-27, 29-39, 59-67, 71-78, 80-88, 92-104, 107-124, 129-142
, 158-168, 185-191, 218-226, 230-243, 256-267, 272-277, 283-291, 307-325, 331-34
4, 346-352および316-331; 配列番号158の6-28, 43-53, 60-76, 93-103および21-99; 配
列番号159の10-30, 120-126, 145-151, 159-169, 174-182, 191-196, 201-206, 214-220,
 222-232, 254-272, 292-307, 313-323, 332-353, 361-369, 389-396, 401-415, 428-439
, 465-481, 510-517, 560-568および9-26; 配列番号160の5-29, 39-45, 107-128および1-
112; 配列番号161の4-38, 42-50, 54-60, 65-71, 91-102および21-56; 配列番号162の4-1
3, 19-25, 41-51, 54-62, 68-75, 79-89, 109-122, 130-136, 172-189, 192-198, 217-22
4, 262-268, 270-276, 281-298, 315-324, 333-342, 353-370, 376-391および23-39; 配
列番号163の6-41, 49-58, 62-103, 117-124, 147-166, 173-194, 204-211, 221-229, 255
-261, 269-284, 288-310, 319-325, 348-380, 383-389, 402-410, 424-443, 467-479, 49
6-517, 535-553, 555-565, 574-581, 583-591および474-489; 配列番号164の8-35, 52-57
, 66-73, 81-88, 108-114, 125-131, 160-167, 174-180, 230-235, 237-249, 254-262, 2
78-285, 308-314, 321-326, 344-353, 358-372, 376-383, 393-411, 439-446, 453-464, 
471-480, 485-492, 502-508, 523-529, 533-556, 558-563, 567-584, 589-597, 605-619,
 625-645, 647-666, 671-678, 690-714, 721-728, 741-763, 766-773, 777-787, 792-802
, 809-823, 849-864および37-241, 409-534, 582-604, 743-804; 配列番号165の4-17, 24
-36, 38-44, 59-67, 72-90, 92-121, 126-149, 151-159, 161-175, 197-215, 217-227, 2
41-247, 257-264, 266-275, 277-284, 293-307, 315-321, 330-337, 345-350, 357-366, 
385-416および202-337; 配列番号166の4-20, 22-46, 49-70, 80-89, 96-103, 105-119, 1
23-129, 153-160, 181-223, 227-233, 236-243, 248-255, 261-269, 274-279, 283-299, 
305-313, 315-332, 339-344, 349-362, 365-373, 380-388, 391-397, 402-407および1-48
; 配列番号167の18-37, 41-63, 100-106, 109-151, 153-167, 170-197, 199-207, 212-22
9, 232-253, 273-297および203-217; 配列番号168の20-26, 54-61, 80-88, 94-101, 113-
119, 128-136, 138-144, 156-188, 193-201, 209-217, 221-229, 239-244, 251-257, 270
-278, 281-290, 308-315, 319-332, 339-352, 370-381, 388-400, 411-417, 426-435, 46
8-482, 488-497, 499-506, 512-521および261-273; 配列番号169の6-12, 16-36, 50-56, 
86-92, 115-125, 143-152, 163-172, 193-203, 235-244, 280-289, 302-315, 325-348, 3
70-379, 399-405, 411-417, 419-429, 441-449, 463-472, 482-490, 500-516, 536-543, 
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561-569, 587-594, 620-636, 647-653, 659-664, 677-685, 687-693, 713-719, 733-740,
 746-754, 756-779, 792-799, 808-817, 822-828, 851-865, 902-908, 920-938, 946-952
, 969-976, 988-1005, 1018-1027, 1045-1057, 1063-1069, 1071-1078, 1090-1099, 1101
-1109, 1113-1127, 1130-1137, 1162-1174, 1211-1221, 1234-1242, 1261-1268, 1278-12
84, 1312-1317, 1319-1326, 1345-1353, 1366-1378, 1382-1394, 1396-1413, 1415-1424,
 1442-1457, 1467-1474, 1482-1490, 1492-1530, 1537-1549, 1559-1576, 1611-1616, 16
24-1641および1-414, 443-614, 997-1392; 配列番号170の14-42, 70-75, 90-100, 158-18
1および1-164; 配列番号171の4-21, 30-36, 54-82, 89-97, 105-118, 138-147および126-
207; 配列番号172の4-21, 31-66, 96-104, 106-113, 131-142および180-204; 配列番号17
3の5-23, 31-36, 38-55, 65-74, 79-88, 101-129, 131-154, 156-165, 183-194, 225-237
, 245-261, 264-271, 279-284, 287-297, 313-319, 327-336, 343-363, 380-386および11
-197, 204-219, 258-372; 配列番号174の4-20, 34-41, 71-86, 100-110, 113-124, 133-1
43, 150-158, 160-166, 175-182, 191-197, 213-223, 233-239, 259-278, 298-322および
195-289; 配列番号175の4-10, 21-35, 44-52, 54-62, 67-73, 87-103, 106-135, 161-174
, 177-192, 200-209, 216-223, 249-298, 304-312, 315-329および12-130; 配列番号176
の10-27, 33-38, 48-55, 70-76, 96-107, 119-133, 141-147, 151-165, 183-190, 197-21
0, 228-236, 245-250, 266-272, 289-295, 297-306, 308-315, 323-352, 357-371, 381-3
90, 394-401, 404-415, 417-425, 427-462, 466-483, 485-496, 502-507, 520-529, 531-
541, 553-570, 577-588, 591-596, 600-610, 619-632, 642-665, 671-692, 694-707およ
び434-444; 配列番号177の6-14, 16-25, 36-46, 52-70, 83-111, 129-138, 140-149, 153
-166, 169-181, 188-206, 212-220, 223-259, 261-269, 274-282, 286-293, 297-306, 31
3-319, 329-341, 343-359, 377-390, 409-415, 425-430および360-375; 配列番号178の4-
26, 28-48, 54-62, 88-121, 147-162, 164-201, 203-237, 245-251および254-260; 配列
番号179の12-21, 26-32, 66-72, 87-93, 98-112, 125-149, 179-203, 209-226, 233-242,
 249-261, 266-271, 273-289, 293-318, 346-354, 360-371, 391-400および369-382; 配
列番号180の11-38, 44-65, 70-87, 129-135, 140-163, 171-177, 225-232, 238-249, 258
-266, 271-280, 284-291, 295-300, 329-337, 344-352, 405-412, 416-424, 426-434, 43
6-455, 462-475, 478-487および270-312; 配列番号181の5-17, 34-45, 59-69, 82-88, 11
7-129, 137-142, 158-165, 180-195, 201-206, 219-226, 241-260, 269-279, 292-305, 3
12-321, 341-347, 362-381, 396-410, 413-432, 434-445, 447-453, 482-487, 492-499, 
507-516, 546-552, 556-565, 587-604および486-598; 配列番号182の4-15, 17-32, 40-47
, 67-78, 90-98, 101-107, 111-136, 161-171, 184-198, 208-214, 234-245, 247-254, 2
72-279, 288-298, 303-310, 315-320, 327-333, 338-349, 364-374および378-396; 配列
番号183の5-27, 33-49, 51-57, 74-81, 95-107, 130-137, 148-157, 173-184および75-23
5; 配列番号184の6-23, 47-53, 57-63, 75-82, 97-105, 113-122, 124-134, 142-153, 15
9-164, 169-179, 181-187, 192-208, 215-243, 247-257, 285-290, 303-310および30-51;
 配列番号185の17-29, 44-52, 59-73, 77-83, 86-92, 97-110, 118-153, 156-166, 173-1
79, 192-209, 225-231, 234-240, 245-251, 260-268, 274-279, 297-306, 328-340, 353-
360, 369-382, 384-397, 414-423, 431-436, 452-465, 492-498, 500-508, 516-552, 554
-560, 568-574, 580-586, 609-617, 620-626, 641-647および208-219; 配列番号186の4-2
6, 32-45, 58-72, 111-119, 137-143, 146-159, 187-193, 221-231, 235-242, 250-273, 
290-304, 311-321, 326-339, 341-347, 354-368, 397-403, 412-419, 426-432, 487-506,
 580-592, 619-628, 663-685, 707-716, 743-751, 770-776, 787-792, 850-859, 866-873
, 882-888, 922-931, 957-963, 975-981, 983-989, 1000-1008, 1023-1029, 1058-1064, 
1089-1099, 1107-1114, 1139-1145, 1147-1156, 1217-1226, 1276-1281, 1329-1335, 135
5-1366, 1382-1394, 1410-1416, 1418-1424, 1443-1451, 1461-1469, 1483-1489, 1491-1
501, 1515-1522, 1538-1544, 1549-1561, 1587-1593, 1603-1613, 1625-1630, 1636-1641
, 1684-1690, 1706-1723, 1765-1771, 1787-1804, 1850-1857, 1863-1894, 1897-1910, 1
926-1935, 1937-1943, 1960-1983, 1991-2005, 2008-2014, 2018-2039および396-533, 13
42-1502, 1672-1920; 配列番号187の4-25, 45-50, 53-65, 79-85, 87-92, 99-109, 126-1
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37, 141-148, 156-183, 190-203, 212-217, 221-228, 235-242, 247-277, 287-293, 300-
319, 321-330, 341-361, 378-389, 394-406, 437-449, 455-461, 472-478, 482-491, 507
-522, 544-554, 576-582, 587-593, 611-621, 626-632, 649-661, 679-685, 696-704, 70
6-716, 726-736, 740-751, 759-766, 786-792, 797-802, 810-822, 824-832, 843-852, 8
63-869, 874-879, 882-905および1-113, 210-232, 250-423, 536-564;
配列番号188の4-16, 33-39, 43-49, 54-85, 107-123, 131-147, 157-169, 177-187, 198-
209, 220-230, 238-248, 277-286, 293-301, 303-315, 319-379, 383-393, 402-414, 426
-432, 439-449, 470-478, 483-497, 502-535, 552-566, 571-582, 596-601, 608-620, 63
1-643, 651-656, 663-678, 680-699, 705-717, 724-732, 738-748, 756-763, 766-772, 7
76-791, 796-810, 819-827, 829-841, 847-861, 866-871, 876-882, 887-894, 909-934, 
941-947, 957-969, 986-994, 998-1028, 1033-1070, 1073-1080, 1090-1096, 1098-1132,
 1134-1159, 1164-1172, 1174-1201および617-635; 配列番号189の7-25, 30-40, 42-64, 
70-77, 85-118, 120-166, 169-199, 202-213, 222-244および190-203; 配列番号190の4-1
1, 15-53, 55-93, 95-113, 120-159, 164-200, 210-243, 250-258, 261-283, 298-319, 3
27-340, 356-366, 369-376, 380-386, 394-406, 409-421, 425-435, 442-454, 461-472, 
480-490, 494-505, 507-514, 521-527, 533-544, 566-574および385-398; 配列番号191の
5-36, 66-72, 120-127, 146-152, 159-168, 172-184, 205-210, 221-232, 234-243, 251-
275, 295-305, 325-332, 367-373, 470-479, 482-487, 520-548, 592-600, 605-615, 627
-642, 655-662, 664-698, 718-725, 734-763, 776-784, 798-809, 811-842, 845-852, 86
7-872, 879-888, 900-928, 933-940, 972-977, 982-1003および12-190, 276-283, 666-80
6; 配列番号192の4-38, 63-68, 100-114, 160-173, 183-192, 195-210, 212-219, 221-23
8, 240-256, 258-266, 274-290, 301-311, 313-319, 332-341, 357-363, 395-401, 405-4
10, 420-426, 435-450, 453-461, 468-475, 491-498, 510-518, 529-537, 545-552, 585-
592, 602-611, 634-639, 650-664および30-80, 89-105, 111-151; 配列番号193の7-29, 3
1-39, 47-54, 63-74, 81-94, 97-117, 122-127, 146-157, 168-192, 195-204, 216-240, 
251-259および195-203; 配列番号194の5-16, 28-34, 46-65, 79-94, 98-105, 107-113, 1
20-134, 147-158, 163-172, 180-186, 226-233, 237-251, 253-259, 275-285, 287-294, 
302-308, 315-321, 334-344, 360-371, 399-412, 420-426および32-50; 配列番号195の8-
20, 30-36, 71-79, 90-96, 106-117, 125-138, 141-147, 166-174および75-90; 配列番号
196の4-13, 15-33, 43-52, 63-85, 98-114, 131-139, 146-174, 186-192, 198-206, 227-
233および69-88; 配列番号197の4-22, 29-35, 59-68, 153-170, 213-219, 224-238, 240-
246, 263-270, 285-292, 301-321, 327-346, 356-371, 389-405, 411-418, 421-427, 430
-437, 450-467, 472-477, 482-487, 513-518, 531-538, 569-576, 606-614, 637-657, 66
2-667, 673-690, 743-753, 760-767, 770-777, 786-802および96-230, 361-491, 572-585
; 配列番号198の4-12, 21-36, 48-55, 74-82, 121-127, 195-203, 207-228, 247-262, 26
9-278, 280-289および102-210; 配列番号199の13-20, 23-31, 38-44, 78-107, 110-118, 
122-144, 151-164, 176-182, 190-198, 209-216, 219-243, 251-256, 289-304, 306-313
および240-248; 配列番号200の5-26, 34-48, 57-77, 84-102, 116-132, 139-145, 150-16
2, 165-173, 176-187, 192-205, 216-221, 234-248, 250-260および182-198; 配列番号20
1の10-19, 26-44, 53-62, 69-87, 90-96, 121-127, 141-146, 148-158, 175-193, 204-25
9, 307-313, 334-348, 360-365, 370-401, 411-439, 441-450, 455-462, 467-472, 488-5
04および41-56; 配列番号202の5-21, 36-42, 96-116, 123-130, 138-144, 146-157, 184-
201, 213-228, 252-259, 277-297, 308-313, 318-323, 327-333および202-217; 配列番号
203の6-26, 33-51, 72-90, 97-131, 147-154, 164-171, 187-216, 231-236, 260-269, 27
5-283および1-127; 配列番号204の4-22, 24-38, 44-58, 72-88, 99-108, 110-117, 123-1
29, 131-137, 142-147, 167-178, 181-190, 206-214, 217-223, 271-282, 290-305, 320-
327, 329-336, 343-352, 354-364, 396-402, 425-434, 451-456, 471-477, 485-491, 515
-541, 544-583, 595-609, 611-626, 644-656, 660-681, 683-691, 695-718および297-458
; 配列番号205の5-43, 92-102, 107-116, 120-130, 137-144, 155-163, 169-174, 193-21
3および24-135; 配列番号206の4-25, 61-69, 73-85, 88-95, 97-109, 111-130, 135-147,
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 150-157, 159-179, 182-201, 206-212, 224-248, 253-260, 287-295, 314-331, 338-344
, 365-376, 396-405, 413-422, 424-430, 432-449, 478-485, 487-494, 503-517, 522-53
6, 544-560, 564-578, 585-590, 597-613, 615-623, 629-636, 640-649, 662-671, 713-7
21および176-330; 配列番号207の31-37, 41-52, 58-79, 82-105, 133-179, 184-193, 199
-205, 209-226, 256-277, 281-295, 297-314, 322-328, 331-337, 359-367, 379-395, 40
3-409, 417-432, 442-447, 451-460, 466-472および46-62, 296-341; 配列番号208の23-2
9, 56-63, 67-74, 96-108, 122-132, 139-146, 152-159, 167-178, 189-196, 214-231, 2
47-265, 274-293, 301-309, 326-332, 356-363, 378-395, 406-412, 436-442, 445-451, 
465-479, 487-501, 528-555, 567-581, 583-599, 610-617, 622-629, 638-662, 681-686,
 694-700, 711-716および667-684; 配列番号209の20-51, 53-59, 109-115, 140-154, 185
-191, 201-209, 212-218, 234-243, 253-263, 277-290, 303-313, 327-337, 342-349, 37
4-382, 394-410, 436-442, 464-477, 486-499, 521-530, 536-550, 560-566, 569-583, 6
52-672, 680-686, 698-704, 718-746, 758-770, 774-788, 802-827, 835-842, 861-869お
よび258-416; 配列番号210の7-25, 39-45, 59-70, 92-108, 116-127, 161-168, 202-211,
 217-227, 229-239, 254-262, 271-278, 291-300および278-295; 配列番号211の4-20, 27
-33, 45-51, 53-62, 66-74, 81-88, 98-111, 124-130, 136-144, 156-179, 183-191およ
び183-195; 配列番号212の12-24, 27-33, 43-49, 55-71, 77-85, 122-131, 168-177, 179
-203, 209-214, 226-241および63-238; 配列番号213の4-19, 37-50, 120-126, 131-137, 
139-162, 177-195, 200-209, 211-218, 233-256, 260-268, 271-283, 288-308および1-14
1; 配列番号214の11-17, 40-47, 57-63, 96-124, 141-162, 170-207, 223-235, 241-265,
 271-277, 281-300, 312-318, 327-333, 373-379および231-368; 配列番号215の9-33, 41
-48, 57-79, 97-103, 113-138, 146-157, 165-186, 195-201, 209-215, 223-229, 237-24
7, 277-286, 290-297, 328-342および247-260; 配列番号216の7-15, 39-45, 58-64, 79-8
4, 97-127, 130-141, 163-176, 195-203, 216-225, 235-247, 254-264, 271-279および64
-72; 配列番号217の4-12, 26-42, 46-65, 73-80, 82-94, 116-125, 135-146, 167-173, 1
83-190, 232-271, 274-282, 300-306, 320-343, 351-362, 373-383, 385-391, 402-409, 
414-426, 434-455, 460-466, 473-481, 485-503, 519-525, 533-542, 554-565, 599-624,
 645-651, 675-693, 717-725, 751-758, 767-785, 792-797, 801-809, 819-825, 831-836
, 859-869, 890-897および222-362, 756-896; 配列番号218の11-17, 22-28, 52-69, 73-8
3, 86-97, 123-148, 150-164, 166-177, 179-186, 188-199, 219-225, 229-243, 250-255
および153-170; 配列番号219の4-61, 71-80, 83-90, 92-128, 133-153, 167-182, 184-19
2, 198-212および56-73; 配列番号220の4-19, 26-37, 45-52, 58-66, 71-77, 84-92, 94-
101, 107-118, 120-133, 156-168, 170-179, 208-216, 228-238, 253-273, 280-296, 303
-317, 326-334および298-312; 配列番号221の7-13, 27-35, 38-56, 85-108, 113-121, 12
3-160, 163-169, 172-183, 188-200, 206-211, 219-238, 247-254および141-157; 配列番
号222の23-39, 45-73, 86-103, 107-115, 125-132, 137-146, 148-158, 160-168, 172-17
9, 185-192, 200-207, 210-224, 233-239, 246-255, 285-334, 338-352, 355-379, 383-3
89, 408-417, 423-429, 446-456, 460-473, 478-503, 522-540, 553-562, 568-577, 596-
602, 620-636, 640-649, 655-663および433-440, 572-593; 配列番号223の4-42, 46-58, 
64-76, 118-124, 130-137, 148-156, 164-169, 175-182, 187-194, 203-218, 220-227, 2
41-246, 254-259, 264-270, 275-289, 296-305, 309-314, 322-334, 342-354, 398-405, 
419-426, 432-443, 462-475, 522-530, 552-567, 593-607, 618-634, 636-647, 653-658,
 662-670, 681-695, 698-707, 709-720, 732-742, 767-792, 794-822, 828-842, 851-866
, 881-890, 895-903, 928-934, 940-963, 978-986, 1003-1025, 1027-1043, 1058-1075, 
1080-1087, 1095-1109, 1116-1122, 1133-1138, 1168-1174, 1179-1186, 1207-1214, 124
8-1267および17-319, 417-563; 配列番号224の6-19, 23-33, 129-138, 140-150, 153-184
, 190-198, 206-219, 235-245, 267-275, 284-289, 303-310, 322-328, 354-404, 407-41
3, 423-446, 453-462, 467-481, 491-500および46-187; 配列番号225の4-34, 39-57, 78-
86, 106-116, 141-151, 156-162, 165-172, 213-237, 252-260, 262-268, 272-279, 296-
307, 332-338, 397-403, 406-416, 431-446, 448-453, 464-470, 503-515, 519-525, 534
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-540, 551-563, 578-593, 646-668, 693-699, 703-719, 738-744, 748-759, 771-777, 80
7-813, 840-847, 870-876, 897-903, 910-925, 967-976, 979-992および21-244, 381-499
, 818-959; 配列番号226の19-29, 65-75, 90-109, 111-137, 155-165, 169-175および118
-136; 配列番号227の15-20, 30-36, 55-63, 73-79, 90-117, 120-127, 136-149, 166-188
, 195-203, 211-223, 242-255, 264-269, 281-287, 325-330, 334-341, 348-366, 395-40
8, 423-429, 436-444, 452-465および147-155; 配列番号228の11-18, 21-53, 77-83, 91-
98, 109-119, 142-163, 173-181, 193-208, 216-227, 238-255, 261-268, 274-286, 290-
297, 308-315, 326-332, 352-359, 377-395, 399-406, 418-426, 428-438, 442-448, 458
-465, 473-482, 488-499, 514-524, 543-553, 564-600, 623-632, 647-654, 660-669, 67
2-678, 710-723, 739-749, 787-793, 820-828, 838-860, 889-895, 901-907, 924-939, 9
56-962, 969-976, 991-999, 1012-1018, 1024-1029, 1035-1072, 1078-1091, 1142-1161
および74-438; 配列番号229の4-31, 41-52, 58-63, 65-73, 83-88, 102-117, 123-130, 1
50-172, 177-195, 207-217, 222-235, 247-253, 295-305, 315-328, 335-342, 359-365, 
389-394, 404-413および156-420; 配列番号230の4-42, 56-69, 98-108, 120-125, 210-21
6, 225-231, 276-285, 304-310, 313-318, 322-343および79-348; 配列番号231の12-21, 
24-30, 42-50, 61-67, 69-85, 90-97, 110-143, 155-168および53-70; 配列番号232の4-2
6, 41-54, 71-78, 88-96, 116-127, 140-149, 151-158, 161-175, 190-196, 201-208, 22
0-226, 240-247, 266-281, 298-305, 308-318, 321-329, 344-353, 370-378, 384-405, 4
18-426, 429-442, 457-463, 494-505, 514-522および183-341; 配列番号233の4-27, 69-7
7, 79-101, 117-123, 126-142, 155-161, 171-186, 200-206, 213-231, 233-244, 258-26
3, 269-275, 315-331, 337-346, 349-372, 376-381, 401-410, 424-445, 447-455, 463-4
70, 478-484, 520-536, 546-555, 558-569, 580-597, 603-618, 628-638, 648-660, 668-
683, 717-723, 765-771, 781-788, 792-806, 812-822および92-231, 618-757;
配列番号234の11-47, 63-75, 108-117, 119-128, 133-143, 171-185, 190-196, 226-232,
 257-264, 278-283, 297-309, 332-338, 341-346, 351-358, 362-372および41-170; 配列
番号235の6-26, 50-56, 83-89, 108-114, 123-131, 172-181, 194-200, 221-238, 241-25
9, 263-271, 284-292, 304-319, 321-335, 353-358, 384-391, 408-417, 424-430, 442-4
48, 459-466, 487-500, 514-528, 541-556, 572-578, 595-601, 605-613, 620-631, 634-
648, 660-679, 686-693, 702-708, 716-725, 730-735, 749-755, 770-777, 805-811, 831
-837, 843-851, 854-860, 863-869, 895-901, 904-914, 922-929, 933-938, 947-952, 95
6-963, 1000-1005, 1008-1014, 1021-1030, 1131-1137, 1154-1164, 1166-1174および20-
487, 757-1153; 配列番号236の10-34, 67-78, 131-146, 160-175, 189-194, 201-214, 23
9-250, 265-271, 296-305および26-74, 91-100, 105-303; 配列番号237の9-15, 19-32, 1
09-122, 143-150, 171-180, 186-191, 209-217, 223-229, 260-273, 302-315, 340-346, 
353-359, 377-383, 389-406, 420-426, 460-480および10-223, 231-251, 264-297, 312-3
36; 配列番号238の5-28, 76-81, 180-195, 203-209, 211-219, 227-234, 242-252, 271-2
82, 317-325, 350-356, 358-364, 394-400, 405-413, 417-424, 430-436, 443-449, 462-
482, 488-498, 503-509, 525-537および22-344; 配列番号239の5-28, 42-54, 77-83, 86-
93, 98-104, 120-127, 145-159, 166-176, 181-187, 189-197, 213-218, 230-237, 263-2
71, 285-291, 299-305, 326-346, 368-375, 390-395および1-151; 配列番号240の6-34, 4
8-55, 58-64, 84-101, 121-127, 143-149, 153-159, 163-170, 173-181, 216-225, 227-2
40, 248-254, 275-290, 349-364, 375-410, 412-418, 432-438, 445-451, 465-475, 488-
496, 505-515, 558-564, 571-579, 585-595, 604-613, 626-643, 652-659, 677-686, 688
-696, 702-709, 731-747, 777-795, 820-828, 836-842, 845-856, 863-868, 874-882, 90
0-909, 926-943, 961-976, 980-986, 992-998, 1022-1034, 1044-1074, 1085-1096, 1101
-1112, 1117-1123, 1130-1147, 1181-1187, 1204-1211, 1213-1223, 1226-1239, 1242-12
49, 1265-1271, 1273-1293, 1300-1308, 1361-1367, 1378-1384, 1395-1406, 1420-1428,
 1439-1446, 1454-1460, 1477-1487, 1509-1520, 1526-1536, 1557-1574, 1585-1596, 16
05-1617, 1621-1627, 1631-1637, 1648-1654, 1675-1689, 1692-1698, 1700-1706, 1712-
1719, 1743-1756および91-263;
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配列番号241の4-16, 75-90, 101-136, 138-144, 158-164, 171-177, 191-201, 214-222, 
231-241, 284-290, 297-305, 311-321, 330-339, 352-369, 378-385, 403-412, 414-422,
 428-435, 457-473, 503-521, 546-554, 562-568, 571-582, 589-594, 600-608, 626-635
, 652-669, 687-702, 706-712, 718-724, 748-760, 770-775および261-272; 配列番号242
の4-19, 30-41, 46-57, 62-68, 75-92, 126-132, 149-156, 158-168, 171-184, 187-194,
 210-216, 218-238, 245-253, 306-312, 323-329, 340-351, 365-373, 384-391, 399-405
, 422-432, 454-465, 471-481, 502-519, 530-541, 550-562, 566-572, 576-582, 593-59
9, 620-634, 637-643, 645-651, 657-664, 688-701および541-551; 配列番号243の6-11, 
17-25, 53-58, 80-86, 91-99, 101-113, 123-131, 162-169, 181-188, 199-231, 245-252
および84-254; 配列番号244の13-30, 71-120, 125-137, 139-145, 184-199および61-78; 
配列番号245の9-30, 38-53, 63-70, 74-97, 103-150, 158-175, 183-217, 225-253, 260-
268, 272-286, 290-341, 352-428, 434-450, 453-460, 469-478, 513-525, 527-534, 554
-563, 586-600, 602-610, 624-640, 656-684, 707-729, 735-749, 757-763, 766-772, 77
9-788, 799-805, 807-815, 819-826, 831-855および568-580; 配列番号246の11-21, 29-3
8および5-17; 配列番号247の2-9; 配列番号248の4-10, 16-28および7-18, 26-34; 配列番
号249の10-16および1-15; 配列番号250の4-11; 配列番号251の4-40, 42-51および37-53; 
配列番号252の4-21および22-29; 配列番号253の2-11; 配列番号254の9-17, 32-44および1
-22; 配列番号255の19-25, 27-32および15-34; 配列番号256の4-12, 15-22および11-33; 
配列番号257の10-17, 24-30, 39-46, 51-70および51-61; 配列番号258の6-19; 配列番号2
59の6-11, 21-27, 31-54および11-29; 配列番号260の4-10, 13-45および11-35; 配列番号
261の4-14, 23-32および11-35; 配列番号262の14-39, 45-51および15-29; 配列番号263の
4-11, 14-28および4-17; 配列番号264の4-16および2-16; 配列番号265の4-10, 12-19, 39
-50および6-22; 配列番号266の2-13; 配列番号267の4-11, 22-65および3-19; 配列番号26
8の17-23, 30-35, 39-46, 57-62および30-49; 配列番号269の4-19および14-22; 配列番号
270の2-9; 配列番号271の7-18, 30-43および4-12; 配列番号272の4-30, 39-47および5-22
; 配列番号273の6-15および14-29; 配列番号274の4-34および23-35; 配列番号275の4-36,
 44-57, 65-72および14-27; 配列番号276の4-18および11-20; 配列番号277の5-19; 配列
番号278の18-36および6-20; 配列番号279の4-10, 19-34, 41-84, 96-104および50-63; 配
列番号280の4-9, 19-27および8-21; 配列番号281の4-16, 18-28および22-30; 配列番号28
2の4-15および21-35; 配列番号283の4-17および3-13; 配列番号284の4-12および4-18; 配
列番号285の4-24, 31-36および29-45; 配列番号286の12-22, 34-49および21-32; 配列番
号287の4-17および22-32; 配列番号288の4-16, 25-42および7-28; 配列番号289の4-10お
よび7-20; 配列番号290の4-11, 16-36, 39-54および28-44; 配列番号291の5-20, 29-54お
よび14-29; 配列番号292の24-33および10-22; 配列番号293の10-51, 54-61および43-64; 
配列番号294の7-1および2-17; 配列番号295の11-20および6-20; 配列番号296の4-30, 34-
41および19-28; 配列番号297の11-21; 配列番号298の4-16, 21-26および9-38; 配列番号2
99の4-12, 15-27, 30-42, 66-72および10-24; 配列番号300の8-17および11-20;および配
列番号246の2-19; 配列番号247の1-12; 配列番号248の21-38; 配列番号254の2-22; 配列
番号255の15-33; 配列番号256の11-32; 配列番号259の11-28; 配列番号260の10-27; 配列
番号261の9-26; 配列番号263の4-16; 配列番号266の1-18; 配列番号273の12-29; 配列番
号276の6-23; 配列番号277の1-21; 配列番号279の47-64; 配列番号285の28-45; 配列番号
287の18-35; 配列番号291の14-31; 配列番号292の7-24; 配列番号299の8-25; 配列番号30
0の1-20; 配列番号151の18-33; 配列番号151の62-72; 配列番号152の118-131; 配列番号1
54の195-220; 配列番号154の215-240; 配列番号154の255-280, 配列番号155の72-81; 配
列番号156の174-186; 配列番号157の317-331; 配列番号158の35-59; 配列番号158の54-84
; 配列番号158の79-104; 配列番号159の33-58; 配列番号159の81-101; 配列番号159の136
-150; 配列番号159の173-186; 配列番号159の231-251; 配列番号161の22-48; 配列番号16
2の24-39; 配列番号163の475-489; 配列番号164の38-56; 配列番号164の583-604; 配列番
号165の202-223; 配列番号165の222-247; 配列番号165の242-267; 配列番号165の262-287
; 配列番号165の282-307; 配列番号165の302-327; 配列番号166の25-48; 配列番号167の2
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04-217; 配列番号168の259-276; 配列番号169の121-139; 配列番号169の260-267; 配列番
号169の215-240; 配列番号170の115-140; 配列番号172の182-204; 配列番号173の144-153
; 配列番号173の205-219; 配列番号174の196-206; 配列番号174の240-249; 配列番号174
の272-287; 配列番号174の199-223; 配列番号174の218-237; 配列番号175の226-249; 配
列番号175の287-306; 配列番号176の430-449; 配列番号177の361-375; 配列番号178の241
-260; 配列番号181の483-502; 配列番号182の379-396; 配列番号184の31-51; 配列番号18
6の1436-1460; 配列番号186の1455-1474; 配列番号186の1469-1487; 配列番号187の215-2
29; 配列番号187の534-561; 配列番号187の59-84; 配列番号187の79-104; 配列番号188の
618-635; 配列番号189の191-203; 配列番号190の386-398; 配列番号191の65-83; 配列番
号192の90-105; 配列番号192の112-136; 配列番号193の290-209; 配列番号194の33-50; 
配列番号195の76-90; 配列番号196の70-88; 配列番号197の418-442; 配列番号197の574-5
85; 配列番号198の87-104; 配列番号198の124-148; 配列番号198の141-152; 配列番号199
の241-248; 配列番号200の183-198; 配列番号201の40-57; 配列番号202の202-217; 配列
番号203の50-74; 配列番号203の69-93; 配列番号203の88-112; 配列番号203の107-127; 
配列番号205の74-92; 配列番号206の207-232; 配列番号206の227-252; 配列番号206の247
-272; 配列番号207の47-60; 配列番号207の297-305; 配列番号207の312-337; 配列番号20
8の667-384; 配列番号210の279-295; 配列番号211の179-198; 配列番号213の27-51; 配列
番号213の46-70; 配列番号213の65-89; 配列番号213の84-108; 配列番号213の112-141; 
配列番号215の248-260; 配列番号216の59-78; 配列番号218の154-170; 配列番号219の57-
73; 配列番号220の297-314; 配列番号221の142-157; 配列番号222の428-447; 配列番号22
2の573-593; 配列番号223の523-544; 配列番号223の46-70; 配列番号223の65-89; 配列番
号223の84-108; 配列番号223の122-151; 配列番号224の123-142; 配列番号225の903-921;
 配列番号226の119-136; 配列番号227の142-161; 配列番号228の258-277; 配列番号228の
272-300; 配列番号228の295-322; 配列番号229の311-343; 配列番号229の278-304; 配列
番号230の131-150; 配列番号230の195-218; 配列番号231の53-70; 配列番号232の184-208
; 配列番号232の222-246; 配列番号232の241-265; 配列番号232の260-284; 配列番号232
の279-303; 配列番号232の317-341; 配列番号233の678-696; 配列番号235の88-114; 配列
番号235の464-481; 配列番号236の153-172; 配列番号236の137-155, 166-184; 配列番号2
36の215-228; 配列番号237の37-51; 配列番号237の53-75; 配列番号237の232-251; 配列
番号237の318-336; 配列番号238の305-315; 配列番号238の131-156; 配列番号241の258-2
75; 配列番号243の107-137; 配列番号243の138-162; 配列番号243の157-181; 配列番号24
3の195-227; 配列番号244の62-78; 配列番号245の567-584を含むペプチド、および該配列
の少なくとも6、好ましくは8を超える、とりわけ10を超えるアミノ酸を含む断片よりなる
群から選ばれる。これら断片はすべて、個々に、およびそれぞれ独立に、本発明の好まし
く選択された側面を形成する。
【０１２５】
　特定の抗原のすべての線状の高度免疫血清に反応性の断片は、少なくとも１０アミノ酸
の長さの１アミノ酸ずつ重複する一連のペプチドによるタンパク質抗原の全体の配列の分
析によって同定することができる。その後、非線状エピトープは、発現された完全長タン
パク質またはそのドメインポリペプチドを用いた高度免疫血清によるタンパク質抗原の分
析により同定することができる。天然のタンパク質とは独立に３Ｄ構造を形成するのにタ
ンパク質の個々のドメインで十分であるとの仮定のもと、組換えまたは合成により製造し
た個々のドメインポリペプチドの高度免疫血清による分析は、マルチドメインタンパク質
の個々のドメイン内でのコンホメーショナルエピトープの同定を可能にする。ドメインが
線状エピトープとともにコンホメーショナルエピトープを有する抗原の場合は、線状エピ
トープに対応するペプチドを用いた競合実験を用いてコンホメーショナルエピトープの存
在を確認することができる。
【０１２６】
　本発明はまた、とりわけ、上記断片をコードする核酸分子、該断片をコードする核酸分
子にハイブリダイズする核酸分子、とりわけストリンジェントな条件下でハイブリダイズ
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する核酸分子、および該断片をコードする核酸分子を増幅するためのＰＣＲプライマーな
どの核酸分子にも関することが評価されるであろう。これらの観点から、好ましい核酸分
子は、上記で検討した好ましい断片に対応する核酸分子である。
【０１２７】
　本発明はまた、核酸分子または本発明の核酸分子を含むベクター、本発明のベクターで
遺伝子操作した宿主細胞、および組換え法による高度免疫血清に反応性の抗原およびその
断片の製造にも関する。
【０１２８】
　極めて様々な発現ベクターを用いて本発明による高度免疫血清に反応性の抗原またはそ
の抗原を発現させることができる。一般に、核酸を保持、増殖または発現して宿主中でポ
リペプチドを発現するのに適したいずれのベクターをもこの観点での発現に用いることが
できる。本発明のこの側面によれば、ベクターは、たとえば、プラスミドベクター、一本
鎖または二本鎖ファージベクター、一本鎖または二本鎖ＲＮＡまたはＤＮＡウイルスベク
ターであってよい。本明細書に開示した出発プラスミドは、市販のもの、公的に利用でき
るもののいずれであってもよく、または利用できるプラスミドからよく知られた刊行物公
知の方法の通常の応用によって構築することができる。ある側面において好ましいベクタ
ーは、本発明の核酸および高度免疫血清に反応性の抗原またはその断片の発現のためのも
のである。宿主細胞中の核酸構築物は、組換え配列によってコードされる遺伝子産物を製
造するために常法により用いることができる。別法として、本発明の高度免疫血清に反応
性の抗原およびその断片は、通常のペプチド合成機によって合成により製造することがで
きる。成熟タンパク質は、適当なプロモーターの制御下、哺乳動物細胞、酵母、細菌、ま
たは他の細胞で発現することができる。本発明のＤＮＡ構築物に由来するＲＮＡを用い、
細胞不含の翻訳系を用いてそのようなタンパク質を製造することもできる。
【０１２９】
　宿主細胞は、本発明の核酸分子を導入し、該核酸分子を発現させるべく遺伝子操作する
ことができる。適当な宿主の代表例としては、連鎖球菌、ブドウ球菌、大腸菌、Streptom
ycesおよびBacillus subtillis細胞などの細菌細胞；酵母細胞およびAspergillus細胞な
どの真菌細胞；Drosophila S2およびSpodoptera Sf9細胞などの昆虫細胞；CHO, COS, Hel
a, C127, 3T3, BHK, 293およびBowesメラノーマ細胞などの動物細胞；および植物細胞が
挙げられる。
【０１３０】
　本発明はまた、本発明によって提供される核酸分子によってコードされる高度免疫血清
に反応性の抗原またはその断片を宿主細胞から発現させることを含む、ストレプトコッカ
ス・ピオゲネス高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片の製造方法をも提供する。本
発明はさらに、ストレプトコッカス・ピオゲネス高度免疫血清に反応性の抗原またはその
断片を発現する細胞の製造方法であって、適当な宿主細胞を本発明によるベクターで形質
転換またはトランスフェクションして、形質転換またはトランスフェクションした細胞に
該ベクターに含まれる核酸分子によってコードされるポリペプチドを発現させることを含
む方法を提供する。
【０１３１】
　本発明のポリペプチドは融合タンパク質などの修飾した形態で発現させることができ、
分泌シグナルのみならず付加的な異種の機能的領域を含んでいてよい。それゆえ、たとえ
ば、付加的なアミノ酸、とりわけ荷電アミノ酸の領域を該ポリペプチドのＮ末端またはＣ
末端に付加して、精製の際またはその後の取り扱いまたは貯蔵の際の宿主細胞の安定性お
よび抵抗性を改善することができる。また、精製を容易にするために領域を該ポリペプチ
ドに付加することができる。そのような領域は該ポリペプチドの最終的な調製の前に除去
することができる。とりわけ分泌または排出させるため、安定性を改善するため、または
精製を容易にするためにポリペプチドにペプチド残基を付加することは、当該技術分野で
よく知られた常法である。好ましい融合タンパク質は、ポリペプチドを可溶化または精製
するのに有用な免疫グロブリンからの異種領域を含む。たとえば、EP-A-O 464 533（対応
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カナダ2045869）は、免疫グロブリン分子の定常領域の種々の部分を他のタンパク質また
はその部分とともに含む融合タンパク質を開示している。医薬の発見においては、たとえ
ば、アンタゴニストを同定する高処理量スクリーニングアッセイの目的でタンパク質を抗
体のＦｃ部分に融合させている。たとえば、｛Bennett, D.ら、1995｝および｛Johanson,
 K.ら、1995｝を参照。
【０１３２】
　ストレプトコッカス・ピオゲネス高度免疫血清に反応性の抗原またはその断片は、硫酸
アンモニウムまたはエタノール沈殿、酸抽出、陰イオンまたは陽イオン交換クロマトグラ
フィー、ホスホセルロースクロマトグラフィー、疎水性相互作用クロマトグラフィー、ヒ
ドロキシルアパタイトクロマトグラフィーおよびレクチンクロマトグラフィーを含む、よ
く知られた方法により組換え細胞培養液から回収および精製することができる。
【０１３３】
　本発明による高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片は、化学的合成により、並び
に生物学的手段により製造することができる。後者は、本発明による核酸を含むベクター
による宿主細胞のトランスフェクションまたは形質転換、および当業者によく知られた条
件下でのトランスフェクションしたまたは形質転換した宿主細胞の培養を含む。この製造
法はまた、製造すべきポリペプチドを精製または単離するための精製工程をも含んでいて
よい。好ましい態様において、ベクターは本発明によるベクターである。
【０１３４】
　本発明による高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片は、生物または生物由来のポ
リペプチドを含む試料中での該生物の検出に用いることができる。好ましくは、そのよう
な検出は、診断のため、さらに好ましくは疾患の診断のため、最も好ましくはグラム陽性
菌、とりわけ連鎖球菌、ブドウ球菌およびlactococciよりなる群から選ばれた細菌の存在
または存在量と関連する疾患の診断のためである。さらに好ましくは、微生物は、ストレ
プトコッカス・アガラクチエ（Streptococcus agalactiae）、ストレプトコッカス・ニュ
ーモニエ（Streptococcus pneumoniae）およびストレプトコッカス・ミュータンス（Stre
ptococcus mutans）よりなる群から選ばれ、とりわけ微生物はストレプトコッカス・ピオ
ゲネスである。
【０１３５】
　本発明はまた、正常レベルおよび異常レベルの決定を含む、細胞および組織中の本発明
の高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片のレベルを検出するための定量および診断
アッセイなどの診断アッセイにも関する。それゆえ、たとえば、正常な対照組織試料と比
較してポリペプチドの過剰発現を検出するための本発明による診断アッセイは、たとえば
、感染の存在を検出するため、および感染生物を同定するために用いることができる。宿
主由来の試料中のポリペプチドのレベルを決定するのに用いることのできるアッセイ法は
、当業者にはよく知られている。そのようなアッセイ法としては、ラジオイムノアッセイ
、競合結合アッセイ、ウエスタンブロット分析およびＥＬＩＳＡアッセイが挙げられる。
これらのうち、ＥＬＩＳＡはしばしば好まれる。ＥＬＩＳＡアッセイでは、まずポリペプ
チドに特異的な抗体、好ましくはモノクローナル抗体を調製することを含む。さらに、該
モノクローナル抗体に結合するレポーター抗体を一般に調製する。レポーター抗体は、放
射能試薬、蛍光試薬または酵素試薬、たとえば西洋ワサビペルオキシダーゼ酵素などの検
出可能な試薬に結合している。
【０１３６】
　本発明による高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片はまた、アレイの目的のため
、またはアレイと関連して用いることもできる。さらに詳細には、本発明による高度免疫
血清に反応性の抗原およびその断片の少なくとも一つを支持体に固定化する。該支持体は
典型的に様々な高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片を含み、それにより本発明に
よる高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片の一つまたは幾つかおよび／または異な
る高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片を用いることによって、多様性を生み出す
ことができる。そのようなアレイ並びに一般にアレイを特徴付ける性質は、該支持体また
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はその表面上の別個のまたは前もって定めた領域または位置に別個のポリペプチドが固定
化されるという事実である。この理由から、あるアレイの別個の位置または領域でのいか
なる活性も特定のポリペプチドと相関付けることができる。支持体上に固定化される異な
る高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片の数は、わずか１０から数１０００の異な
る高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片までにわたる。ｃｍ２当たりの高度免疫血
清に反応性の抗原およびその断片の密度は、好ましい態様において、ｃｍ２当たりわずか
１０ペプチド／ポリペプチドからｃｍ２当たり少なくとも４００の異なるペプチド／ポリ
ペプチド、さらに詳しくはｃｍ２当たり少なくとも１０００の異なる高度免疫血清に反応
性の抗原およびその断片である。
【０１３７】
　そのようなアレイの製造は当業者には知られており、たとえば、米国特許第号5,744,30
9号に記載されている。アレイは好ましくは少なくとも第一表面（first surface）を有す
る平面で多孔性または非多孔性固体支持体を含む。本明細書に開示する高度免疫血清に反
応性の抗原およびその断片は該表面に固定化される。好ましい支持体材料は、とりわけガ
ラスまたはセルロースである。このアレイが本明細書に記載した診断応用のいずれにも用
いられることもまた本発明の範囲内である。本発明による高度免疫血清に反応性の抗原お
よびその断片とは別に、本発明による核酸分子もまた本明細書に記載のアレイの生成に用
いることができる。このことは、抗体、好ましくはとりわけ本明細書に記載のモノクロー
ナル抗体からなるアレイにも当てはまる。
【０１３８】
　さらなる側面において、本発明は、本発明による高度免疫血清に反応性の抗原およびそ
の断片、その誘導体または断片のいずれかに向けられた抗体に関する。本発明は、たとえ
ば、モノクローナル抗体およびポリクローナル抗体、キメラ抗体、一本鎖、およびヒト化
抗体、並びにＦａｂフラグメント、またはＦａｂ発現ライブラリーの産物を含む。抗体が
キメラ抗体であること、すなわち、異なる部分が異なる種に由来するかまたは少なくとも
各配列が異なる種から取られたものであることは本発明の範囲内である。
【０１３９】
　本発明の配列に対応する高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片に対して産生され
る抗体は、動物に高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片を直接注射することによっ
て、または動物、好ましくは非ヒトに高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片を投与
することによって得ることができる。そのようにして得た抗体は、ついで高度免疫血清に
反応性の抗原およびその断片自体に結合するであろう。このようにして、高度免疫血清に
反応性の抗原およびその断片の断片しかコードしない配列であっても全体の高度免疫血清
に反応性の抗原およびその断片に結合する抗体を得るのに用いることができる。そのよう
な抗体は、ついで高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片を発現する組織から該高度
免疫血清に反応性の抗原およびその断片を単離するのに用いることができる。
【０１４０】
　モノクローナル抗体を製造するには、連続的な細胞株培養によって産生される抗体を提
供する当該技術分野で知られた方法を用いることができる（最初に｛Kohler, G.ら1975｝
に記載）。
【０１４１】
　一本鎖抗体の産生のために記載された方法（米国特許第4,946,778号）を、本発明によ
る免疫原性の高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片に対する一本鎖抗体を産生させ
るべく適合させることができる。また、トランスジェニックマウス、または他の哺乳動物
などの他の生物を、本発明による免疫原性の高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片
に対するヒト化抗体を発現するのに用いることができる。
【０１４２】
　別法として、ファージディスプレイ法またはリボソームディスプレイを利用して、各標
的抗原を有することについてスクリーニングしたヒトからのリンパ球のＰＣＲ増幅したｖ
遺伝子のレパートリーか、または抗原刺激を受けていないライブラリーのいずれかから、
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高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片に対する結合活性により抗体遺伝子を選択す
ることができる。｛McCafferty, J.ら、1990｝；｛Marks, J.ら、1992｝。これら抗体の
親和性はまた、チェインシャフリングにより改善することができる｛Clackson, T.ら、19
91｝。
【０１４３】
　２つの抗原結合ドメインが存在する場合は、各ドメインは異なるエピトープに対して向
けられてよく、「二重特異性」抗体と呼ばれる。
【０１４４】
　上記抗体は、本発明の高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片を発現するクローン
を単離または同定するため、または該高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片を精製
するため、アフィニティークロマトグラフィーによる単離および／または精製のために固
相支持体に該抗体を付着させることによって用いることができる。
【０１４５】
　それゆえ、とりわけ本発明の高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片に対する抗体
は、感染症、特に細菌感染症、とりわけストレプトコッカス・ピオゲネスによる感染症を
抑制および／または治療するのに用いることができる。
【０１４６】
　高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片は、抗原として、エピトープとして、また
は免疫学的に等価な誘導体をも包含し、これは本発明の特別の側面を形成する。本明細書
において用いる「抗原として等価な誘導体」は、高度免疫血清に反応性の抗原およびその
断片またはある種の抗体によって特異的に認識されるその等価物を包含し、該抗体は本発
明によるタンパク質または高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片に対して産生され
たときに病原体と哺乳動物宿主との間の相互作用を妨害する。本明細書において用いる「
免疫学的に等価な誘導体」は、適当な製剤中で用いたときに脊椎動物において抗体を産生
するペプチドまたはその等価物を包含し、該抗体は病原体と哺乳動物宿主との間の相互作
用を妨害するように作用する。
【０１４７】
　高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片、たとえば抗原としてまたは免疫学的に等
価な誘導体またはその融合タンパク質は、マウスまたは他の動物、たとえばラットやニワ
トリを免疫すべく抗原として用いることができる。融合タンパク質は、高度免疫血清に反
応性の抗原およびその断片に安定性を付与することができる。抗原は、たとえばコンジュ
ゲートにより免疫原性の担体タンパク質、たとえばウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）または
キーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬＨ）と結合させることができる。あるいは、タ
ンパク質または高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片の複数のコピーを含む抗原性
ペプチド、または抗原としてまたは免疫学的に等価な高度免疫血清に反応性の抗原および
その断片は、担体の使用をなくすべく免疫原性を改善して十分に抗原性にすることができ
る。
【０１４８】
　抗体またはその誘導体は、個体における免疫原性を少なくするために修飾するのが好ま
しい。たとえば、個体がヒトである場合、抗体は「ヒト化」するのが最も好ましく、その
際、たとえば｛Jones, P.ら、1986｝または｛Tempest, P.ら、1991｝に記載されているよ
うに、ハイブリドーマ由来抗体の相補性決定領域はヒトモノクローナル抗体中に移植され
る。
【０１４９】
　遺伝子免疫（genetic immunization）における本発明のポリヌクレオチドの使用は、適
当な送達法、たとえば筋肉中へのプラスミドＤＮＡの直接注入、特定のタンパク質担体と
複合体を形成したＤＮＡの送達、リン酸カルシウムによるＤＮＡの共沈、種々の形態のリ
ポソーム中へのＤＮＡの封じ込め、パーティクルガン（particle bombardment）｛Tang, 
D.ら、1992｝、｛Eisenbraun, M.ら、1993｝およびクローニングしたレトロウイルスを用
いたインビボ感染｛Seeger, C.ら、1984｝を用いるのが好ましいであろう。
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【０１５０】
　さらなる側面において、本発明は、本発明による高度免疫血清に反応性の抗原およびそ
の断片のいずれかに結合したペプチド、およびそのようなペプチドの製造方法に関し、そ
の際、該方法は本発明による高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片の使用を特徴と
し、基本的な工程は当業者に知られたものである。
【０１５１】
　そのようなペプチドは、技術の状態に従った方法、たとえばファージディスプレイまた
はリボソームディスプレイを用いて生成することができる。ファージディスプレイの場合
、基本的にペプチドのライブラリーはファージの形態で生成され、この種のライブラリー
を標的分子、本発明の場合は本発明による高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片と
接触させる。標的分子に結合したペプチドは、その後、好ましくは標的分子との複合体と
して各反応から除去する。結合特性がある程度まで特別に実現させた実験的な設定、たと
えば塩濃度などに依存することは当業者には知られている。標的分子に結合したペプチド
をより高い親和性またはより大きな力でライブラリーの非結合成員から分離した後、およ
び任意に標的分子を標的分子とペプチドとの複合体から除去した後、各ペプチドを引き続
き特徴付けることができる。特徴付けに先立ち、任意に増幅工程を、たとえばペプチドコ
ードファージの増幅によって行う。特徴付けは、好ましくは標的結合ペプチドのシークエ
ンシングを含む。基本的にペプチドはその長さに制限されるものではないが、約８～２０
アミノ酸の長さのペプチドが各方法から得られるのが好ましい。ライブラリーのサイズは
約１０２～１０１８、好ましくは１０８～１０１５の異なるペプチドであるが、これに限
られるものではない。
【０１５２】
　高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片の特別の形態は、いわゆる「アンチカリン
（anticalines）」と呼ばれるものであり、このものはドイツ特許出願DE 197 42 706に記
載されている。
【０１５３】
　さらなる側面において、本発明は、本発明による高度免疫血清に反応性の抗原およびそ
の断片のいずれかと相互作用する機能性の核酸、およびそのような機能性の核酸の製造方
法に関し、その際、該方法は本発明による高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片の
使用を特徴とし、基本的な工程は当業者に知られたものである。機能性の核酸は好ましく
はアプタマーまたはシュピーゲルマー（spiegelmers）である。
【０１５４】
　アプタマーは、一本鎖または二本鎖のいずれかであり、標的分子と特異的に相互作用す
るＤ－核酸である。アプタマーの製造または選択は、たとえばヨーロッパ特許EP 0 533 8
38に記載されている。基本的に以下の工程を行う。まず、核酸の混合物、すなわち潜在的
なアプタマーを用意し、その際、各核酸は典型的に幾つかの、好ましくは少なくとも８の
その後にランダム化されるヌクレオチドのセグメントを含む。この混合物を引き続き標的
分子と接触させると、核酸分子は候補混合物と比べて標的に対するより増大した親和性や
より大きな力に基づいて標的分子に結合する。結合した核酸分子は、その後に混合物の残
りから分離する。任意に、かくして得られた核酸を、たとえば複製連鎖反応を用いて増幅
させる。これらの工程を数回繰り返して最終的に標的に特異的に結合した核酸の比率の増
大した混合物を得、ついで該混合物から最終的な結合核酸を任意に選択する。これらの特
異的に結合する核酸はアプタマーと呼ばれる。アプタマーの生成または同定の方法のいず
れの段階においても、個々の核酸の混合物の試料を取り出してその配列を標準法を用いて
決定できることは明らかである。たとえば定められた化学基を導入することによりアプタ
マーを安定化することは本発明の範囲内であり、このことはアプタマーを生成する当業者
には知られているものである。そのような修飾は、たとえば、ヌクレオチドの糖残基の２
’位へのアミノ基の導入であってよい。アプタマーは現在、治療剤として用いられている
。しかしながら、かくして選択または生成したアプタマーを標的の確認のためおよび／ま
たは医薬、好ましくは小分子に基づく医薬の開発のためのリード化合物として用いること
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も本発明の範囲内である。このことは実際には競合アッセイにより行われ、その際、標的
分子とアプタマーとの間の特異的な相互作用は候補医薬によって抑制され、それゆえ標的
とアプタマーとの複合体からアプタマーを置換すると各医薬候補は標的とアプタマーとの
間の相互作用の特異的な抑制を可能とし、もしも相互作用が特異的であれば該候補医薬は
少なくとも原理的に標的を阻止し、それゆえそのような標的を含む各系において標的の生
物学的な利用または活性を低減させるであろうことが推定される。かくして得られた小分
子は、ついでさらなる誘導体化および修飾に供してその物理特性、化学特性、生物学的特
性および／または医薬的特性、たとえば毒性、特異性、生分解性およびバイオアベイラビ
リティーを最適にすることができる。
【０１５５】
　シュピーゲルマーおよびその生成または製造は同様の原理に基づいている。シュピーゲ
ルマーの製造は、国際特許出願WO 98/08856に記載されている。シュピーゲルマーはＬ－
核酸であり、これはアプタマーがＤ－ヌクレオチドであるのに対してＬ－ヌクレオチドか
ら構成されることを意味する。シュピーゲルマーは、生物学的系において非常に高い安定
性を有し、アプタマーに匹敵してそれが向けられた標的分子と特異的に相互作用するとい
う事実によって特徴付けられる。シュピーゲルマーを生成するプロセスでは、Ｄ－核酸の
不均質集団を生成し、この集団を標的分子の光学的対掌体、本発明の場合では、たとえば
、本発明による高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片の天然に存在するＬ－エナン
シオマーのＤ－エナンシオマーと接触させる。引き続き、標的分子の光学的対掌体と相互
作用しないＤ－核酸を分離する。しかしながら、標的分子の光学的対掌体と相互作用する
Ｄ－アミノ酸を分離し、任意に決定および／またはシークエンシングし、その後にＤ－核
酸から得られた核酸配列情報に基づいて対応するＬ－核酸を合成する。これらの標的分子
の光学的対掌体と相互作用する上記Ｄ－核酸と配列に関して同一であるＬ－核酸は、標的
分子の光学的対掌体よりも天然に存在する標的分子と特異的に相互作用するであろう。ア
プタマーを生成する方法と同様、種々の工程を数回繰り返し、それゆえ標的分子の光学的
対掌体と特異的に相互作用する核酸を富ませることも可能である。
【０１５６】
　さらなる側面において、本発明は、本発明による核酸分子のいずれかと相互作用する機
能性の核酸、およびそのような機能性の核酸の製造方法に関し、その際、該方法は本発明
による核酸分子およびそのそれぞれの配列の使用を特徴とし、基本的な工程は当業者に知
られたものである。機能性の核酸は好ましくはリボザイム、アンチセンスオリゴヌクレオ
チドおよびｓｉＲＮＡである。
【０１５７】
　リボザイムは触媒的に活性な核酸であり、好ましくはＲＮＡからなり、基本的に２つの
残基を含む。第一の残基は触媒活性を示し、一方、第二の残基は標的核酸、本発明の場合
は本発明による高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片をコードする核酸との特異的
な相互作用を担う。標的核酸とリボザイムの第二の残基とが、典型的にこれらハイブリダ
イズする２つの鎖上の本質的に相補的な連なりのハイブリダイゼーションおよびワトソン
－クリック塩基対形成によって相互作用すると、触媒的に活性な残基は活性となるが、こ
のことはリボザイムの触媒活性がホスホジエステラーゼ活性である場合に標的核酸を分子
内または分子間で触媒することを意味する。その後、標的核酸がさらに分解されるが、こ
のことは最終的に標的核酸並びに該標的核酸に由来するタンパク質の分解という結果とな
る。リボザイム、その使用およびデザイン原理は当業者に知られており、たとえば、｛Do
herty, E.ら、2001｝および｛Lewin, A.ら、2001｝に記載されている。
【０１５８】
　医薬の製造のためおよび診断剤としてのアンチセンスオリゴヌクレオチドの活性および
デザインは、それぞれ同様の作用様式に基づいている。基本的に、アンチセンスオリゴヌ
クレオチドは塩基相補性に基づいて標的ＲＮＡ、好ましくはｍＲＮＡとハイブリダイズし
てリボヌクレアーゼＨを活性化する。リボヌクレアーゼＨは、ホスホジエステル結合ＤＮ
Ａおよびホスホロチオエート結合ＤＮＡの両者によって活性化される。しかしながら、ホ
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スホジエステル結合ＤＮＡは、ホスホロチオエート結合ＤＮＡを例外として細胞のヌクレ
アーゼによって速やかに分解される。これらの耐性で天然には存在しないＤＮＡ誘導体は
、ＲＮＡとハイブリダイズしてもリボヌクレアーゼＨを抑制しない。換言すればアンチセ
ンスポリヌクレオチドはＤＮＡ ＲＮＡハイブリッド複合体としてのみ効果がある。この
種のアンチセンスオリゴヌクレオチドの例は、とりわけ米国特許第5,849,902号および同
第5,989,912号に記載されている。換言すれば、標的核酸、本発明の場合は本発明による
高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片の核酸分子の核酸配列に基づき、各核酸配列
から原則として導かれる標的タンパク質から、または核酸配列、とりわけｍＲＮＡをその
まま知ることによることのいずれによっても、適当なアンチセンスオリゴヌクレオチドを
塩基相補性の原理に基づいてデザインすることができる。
【０１５９】
　最も好ましいのはホスホロチオエートＤＮＡの短い連なり（３～９塩基）を有するアン
チセンス－オリゴヌクレオチドである。細菌のリボヌクレアーゼＨの活性化には最小３Ｄ
ＮＡ塩基が必要であり、哺乳動物のリボヌクレアーゼＨの活性化には最小５塩基が必要で
ある。これらキメラオリゴヌクレオチドでは、リボヌクレアーゼＨの基質を形成する中央
領域が存在し、該中央領域は、リボヌクレアーゼＨの基質を形成しない修飾ヌクレオチド
からなるハイブリダイズする「アーム」によってフランキングされている。キメラオリゴ
ヌクレオチドのハイブリダイズするアームは、２’－Ｏ－メチルまたは２’－フルオロな
どで修飾されていてよい。別のアプローチでは該アーム中にメチルホスホネート結合また
はホスホルアミデート結合を用いた。本発明の実施に有用なアンチセンスオリゴヌクレオ
チドのさらなる態様は、Ｐ－メトキシオリゴヌクレオチド、部分的Ｐ－メトキシオリゴデ
オキシリボヌクレオチドまたはＰ－メトキシオリゴヌクレオチドである。
【０１６０】
　本発明と特に関連し有用なものは、上記２つの米国特許においてより詳細に記載された
アンチセンスオリゴヌクレオチドである。これらオリゴヌクレオチドは、天然に存在する
５’→３’結合ヌクレオチドを含んでいない。その代わり、これらオリゴヌクレオチドは
２つのタイプのヌクレオチドを有する：リボヌクレアーゼＨを活性化する２’－デオキシ
ホスホロチオエート、および同活性化しない２’－修飾ヌクレオチド。２’－修飾ヌクレ
オチド間の結合は、ホスホジエステル、ホスホロチオエートまたはＰ－エトキシホスホジ
エステルであってよい。リボヌクレアーゼＨの活性化は隣接するリボヌクレアーゼＨ活性
化領域によって達成され、該領域は細菌のリボヌクレアーゼＨを活性化するための３～５
の２’－デオキシホスホロチオエートヌクレオチド、および真核生物、とりわけ哺乳動物
のリボヌクレアーゼＨを活性化するための５～１０の２’－デオキシホスホロチオエート
ヌクレオチドを含む。分解からの保護は、５'および３'末端塩基を高度にヌクレアーゼ耐
性とすることにより、および任意に３'末端ブロッキング基を導入することにより、達成
される。
【０１６１】
　さらに詳細には、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、５'末端および３'末端；および
２’－修飾ホスホジエステルヌクレオチドおよび２’－修飾Ｐ－アルキルオキシホスホト
リエステルヌクレオチドよりなる群から独立に選ばれた１１～５９の５'→３'結合ヌクレ
オチドを含み、その際、５'末端ヌクレオシドは３～１０の隣接したホスホロチオエート
結合デオキシリボヌクレオチドのリボヌクレアーゼＨ活性化領域に結合しており、該オリ
ゴヌクレオチドの３'末端は、逆デオキシリボヌクレオチド、１～３のホスホロチオエー
ト２’－修飾リボヌクレオチドの隣接する連なり、ビオチン基およびＰ－アルキルオキシ
ホスホトリエステルヌクレオチドよりなる群から選ばれる。
【０１６２】
　また、上記で特定したように５'末端ヌクレオシドではなく３'末端ヌクレオシドがリボ
ヌクレアーゼＨ活性化領域に結合しているアンチセンスオリゴヌクレオチドを用いること
もできる。また、５'末端は該オリゴヌクレオチドの３'末端以外の特定の基から選ばれる
。
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【０１６３】
　本発明による核酸並びに高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片は、医薬組成物、
とりわけワクチンとして、またはその製造のために用いることができる。そのような好ま
しい医薬組成物、好ましくはワクチンは、ストレプトコッカス・ピオゲネスによって引き
起こされる、ストレプトコッカス・ピオゲネスと関連する、またはストレプトコッカス・
ピオゲネスに付随する疾患の予防または治療のためのものである。本発明の他の側面にお
いて、本発明は、個体、とりわけ哺乳動物において免疫応答を誘起する方法に関し、該方
法は、該個体に、該個体を感染、とりわけ連鎖球菌感染、最も詳細にはストレプトコッカ
ス・ピオゲネス感染から防御する抗体を生成するのに適した本発明の高度免疫血清に反応
性の抗原およびその断片、またはその断片または変異体を接種することを含む。
【０１６４】
　本発明のさらに他の側面は、個体において免疫応答を誘起する方法に関し、該方法は、
免疫応答を誘起して抗体またはサイトカイン産生Ｔ細胞もしくは細胞障害性Ｔ細胞のいず
れかの細胞媒体Ｔ細胞応答を生成して該個体を疾患（該疾患が個体においてすでに確立さ
れているか否かは問わない）から防禦するため、遺伝子療法または他の仕方により、高度
免疫血清に反応性の抗原およびその断片、またはその断片または変異体を発現させるため
に高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片、またはその断片または変異体を機能的に
コードする核酸をインビボで送達することを含む。遺伝子を投与する一つの方法は、粒子
上のコーティングとしてまたは他の仕方で遺伝子を所望の細胞中に促進することによる。
【０１６５】
　本発明のさらなる側面は、免疫組成物に関し、該組成物は免疫応答を誘起できる宿主中
に導入したときにそのような宿主中で免疫応答を誘起させ、本発明の高度免疫血清に反応
性の抗原およびその断片の抗原をコードし発現する組換えＤＮＡを含む。免疫応答は治療
または予防のために用いることができ、抗体免疫またはＣＴＬやＣＤ４＋Ｔ細胞によって
生成するものなどの細胞性免疫の形態を取ってよい。
【０１６６】
　本発明の高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片またはその断片は、それ自体は抗
体を産生しないが第一のタンパク質を安定化することができ、免疫原性で防禦性の特性を
有する融合タンパク質を生成する補助タンパク質（co-protein）に融合させることができ
る。この融合した組換えタンパク質は、さらに抗原性の補助タンパク質、たとえばグルタ
チオン－Ｓ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）またはベータ－ガラクトシダーゼ、タンパク
質を可溶化しその産生および精製を容易にする比較的大きな補助タンパク質を含んでいる
のが好ましい。さらに、補助タンパク質は免疫系の一般化した刺激を付与するという意味
でアジュバントとして作用してもよい。補助タンパク質は第一のタンパク質のアミノ末端
かまたはカルボキシ末端のいずれかに結合させることができる。
【０１６７】
　また、本明細書に記載の核酸分子またはその特定の断片をストレプトコッカス・ピオゲ
ネス感染の動物モデルにおけるそのような遺伝子免疫実験に用いる方法も本発明によって
提供される。そのような断片は、予防的または治療的な免疫応答を引き起こしうるタンパ
ク質エピトープを同定するのに特に有用であろう。このアプローチは、哺乳動物、特にヒ
トにおけるストレプトコッカス・ピオゲネス感染の予防剤または治療剤を開発するための
、感染に首尾よく抵抗または排除した動物の必要な器官からの特別の価値を有するモノク
ローナル抗体のその後の調製を可能としうる。
【０１６８】
　高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片は、たとえば障害組織への細菌の付着を阻
止することによって細菌の侵入に対して防禦する特異的抗体を産生させるべく宿主のワク
チン接種のための抗原として用いることができる。組織障害の例としては、たとえば、機
械的障害、化学的障害または熱的障害によってまたは内在デバイスの移植によって引き起
こされた皮膚または結合組織の創傷、または粘膜性の膜、たとえば口、乳房、尿道または
膣の創傷が挙げられる。
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【０１６９】
　本発明はまた、適当な担体とともに免疫原性の組換えタンパク質を含むワクチン製剤を
も含む。タンパク質は胃内部では分解されてしまうので、たとえば、皮下、筋肉内、静脈
内、または皮内投与を含む非経口により投与するのが好ましい。非経口投与に適した製剤
としては、抗酸化剤、緩衝液、静菌剤および製剤を個体の体液、好ましくは血液と等張に
する溶質を含む水性または非水性の滅菌注射液；および懸濁化剤または粘稠化剤を含む水
性または非水性の懸濁液が挙げられる。製剤は、単位投与または多回投与容器、たとえば
密封したアンプルおよびバイアル中で提供されてよく、使用直前に滅菌液体担体を添加す
るだけでよい凍結乾燥条件下で貯蔵してよい。ワクチン製剤はまた、製剤の免疫原性を高
めるためのアジュバント系、たとえば水中油系や当該技術分野で知られた他の系を含んで
いてよい。投与量はワクチンの比活性に依存し、常法の実験により容易に決定することが
できるであろう。
【０１７０】
　他の側面によれば、本発明は、ストレプトコッカス・ピオゲネスについて本発明におい
て提供されるもののような高度免疫血清に反応性の抗原またはその断片を含む医薬組成物
に関する。そのような医薬組成物は、ストレプトコッカス・ピオゲネスに対する１または
それ以上の高度免疫血清に反応性の抗原またはその断片を含む。場合により、そのような
ストレプトコッカス・ピオゲネスの高度免疫血清に反応性の抗原またはその断片はまた、
複合医薬組成物における他の病原体に対する抗原と組み合わせることができる。好ましく
は、該医薬組成物は、ストレプトコッカス・ピオゲネスおよび／または該ワクチンにその
抗原が含まれる他の病原体によって引き起こされる感染症を予防または治療するためのワ
クチンである。
【０１７１】
　さらなる側面によれば、本発明は、ストレプトコッカス・ピオゲネスについて上記で同
定したような高度免疫血清に反応性の抗原またはその断片をコードする核酸分子を含む医
薬組成物に関する。そのような医薬組成物は、ストレプトコッカス・ピオゲネスに対する
高度免疫血清に反応性の抗原またはその断片をコードする１またはそれ以上の核酸を含む
。場合により、そのようなストレプトコッカス・ピオゲネスの高度免疫血清に反応性の抗
原またはその断片をコードする核酸分子はまた、複合医薬組成物における他の病原体に対
する抗原をコードする核酸分子と組み合わせることができる。好ましくは、該医薬組成物
は、ストレプトコッカス・ピオゲネスおよび／または該ワクチンにその抗原が含まれる他
の病原体によって引き起こされる感染症を予防または治療するためのワクチンである。
【０１７２】
　医薬組成物は、適当な補助物質、たとえば緩衝物質、安定化剤またはさらなる活性成分
、とりわけ医薬組成物および／またはワクチンの製造と関連して知られている成分を含ん
でいてよい。
【０１７３】
　本発明による高度免疫血清に反応性の抗原、その断片またはそのコード核酸分子のため
に好ましい担体／賦形剤は、所定の高度免疫血清に反応性の抗原、その断片またはそのコ
ード核酸分子に対する免疫応答をさらに刺激する免疫促進化合物である。好ましくは本発
明による医薬組成物中の免疫促進化合物は、ポリカチオン性物質、とりわけポリカチオン
性ペプチド、免疫促進性核酸分子、好ましくは免疫促進性デオキシヌクレオチド、ミョウ
バン、フロイントの完全アジュバント、フロイントの不完全アジュバント、神経刺激性の
化合物、とりわけヒト成長ホルモン、またはそれらの組合せよりなる群から選ばれる。
【０１７４】
　医薬組成物、とりわけワクチンが、本発明による高度免疫血清に反応性の抗原、その断
片および／またはそのコード核酸分子とは別に生物学的にまたは製剤学的に活性な他の化
合物を含むことも本発明の範囲内である。好ましくは、ワクチン組成物は少なくとも１の
ポリカチオン性ペプチドを含む。本発明に従って用いるポリカチオン性化合物は、ＷＯ９
７／３０７２１による特徴的な作用を示すあらゆるポリカチオン性化合物であってよい。
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好ましいポリカチオン性化合物は、塩基性ポリペプチド、有機ポリカチオン、塩基性ポリ
アミノ酸またはその混合物から選ばれる。これらポリアミノ酸は、少なくとも４アミノ酸
残基の鎖長を有していなければならない（ＷＯ９７／３０７２１）。特に好ましいのは、
ポリリシン、ポリアルギニン、および８を超える、とりわけ２０を超えるアミノ酸残基の
範囲に２０％を超える、とりわけ５０％を超える塩基性アミノ酸を含むポリペプチドまた
はその混合物のようなペプチド結合を含む物質である。他の好ましいポリカチオンおよび
その医薬組成物は、ＷＯ９７／３０７２１（たとえば、ポリエチレンイミン）およびＷＯ
９９／３８５２８に記載されている。好ましくは、これらポリペプチドは２０～５００ア
ミノ酸残基、とりわけ３０～２００残基を含む。
【０１７５】
　これらポリカチオン性化合物は化学的にまたは組換えにより製造してよく、あるいは天
然の採取源に由来してもよい。
【０１７６】
　カチオン性（ポリ）ペプチドはまた、｛Ganz, T., 1999｝に概説された特性を有する抗
菌性のものであってもよい。これら（ポリ）ペプチドは、原核生物または動物または植物
起源のものであってよく、化学的にまたは組換えにより製造されてよい（ＷＯ０２／１３
８５７）。ペプチドはまたデフェンシンのクラスに属していてもよい（ＷＯ０２／１３８
５７）。そのようなペプチドの配列は、たとえば、以下のインターネットアドレスのもと
、抗菌配列データベース（Antimicrobial Sequences Database）で見出すことができる。
http://www.bbcm.univ.trieste.it/~tossi/pag2.html
【０１７７】
　そのような宿主防禦ペプチドまたはデフェンシン（defensives）もまた、本発明による
ポリカチオン性ポリマーの好ましい形態である。一般に、好ましくはＡＰＣ（樹状細胞を
含む）によって媒介される獲得免疫系を最終生成物として活性化（またはダウンレギュレ
ーション）することを可能にする化合物はポリカチオン性ポリマーとして用いる。
【０１７８】
　本発明においてポリカチオン性物質として使用するのに特に好ましいのは、カテリシジ
ン（cathelicidin）由来の抗菌ペプチドまたはその誘導体（国際特許出願ＷＯ０２／１３
８５７、参照のため本明細書中に引用する）、とりわけ哺乳動物、好ましくはヒト、ウシ
またはマウスのカテリシジンに由来する抗菌ペプチドである。
【０１７９】
　天然の採取源に由来するポリカチオン性化合物としては、ＨＩＶ－ＲＥＶまたはＨＩＶ
－ＴＡＴ（由来のカチオン性ペプチド、アンテナペディア（antennapedia）ペプチド、キ
トサンまたはキトサンの他の誘導体）または生化学的な製造または組換え製造によりこれ
らペプチドまたはタンパク質に由来する他のペプチドが挙げられる。他の好ましいポリカ
チオン性化合物は、カテリン（cathelin）またはカテリンの関連物質またはカテリンに由
来する物質である。たとえば、マウスカテリンはアミノ酸配列：ＮＨ２－ＲＬＡＧＬＬＲ
ＫＧＧＥＫＩＧＥＫＬＫＫＩＧＯＫＩＫＮＦＦＱＫＬＶＰＱＰＥ－ＣＯＯＨを有するペプ
チドである。カテリンの関連物質またはカテリンに由来する物質はカテリン配列の全部ま
たは一部を含み、少なくとも１５～２０アミノ酸残基を有する。誘導体化は、２０の標準
アミノ酸以外のアミノ酸による天然アミノ酸の置換または修飾を含む。さらに、さらなる
カチオン性残基がそのようなカテリン分子中に導入されてよい。これらカテリン分子は、
抗原と組み合わせるのが好ましい。これらカテリン分子は驚くべきことに、さらなるアジ
ュバントを加えなくとも抗原に対するアジュバントとして有効なことがわかった。それゆ
え、そのようなカテリン分子は、さらなる免疫活性化物質を用いまたは用いることなく、
ワクチン製剤において有効なアジュバントとして用いることが可能である。
【０１８０】
　本発明に従って用いることのできる他の好ましいポリカチオン性物質は、３～７の疎水
性アミノ酸のリンカーによって隔てられた少なくとも２つのＫＬＫモチーフを含む合成ペ
プチドである（ＷＯ０２／３２４５１、参照のため本明細書中に引用する）。
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【０１８１】
　本発明の医薬組成物は、さらに免疫促進性の核酸を含んでいてよい。免疫促進性の核酸
は、たとえば、中性または人工的なＣｐＧ含有核酸、非脊椎動物由来の核酸の短い連なり
、またはある種の塩基の文脈において非メチル化シトシン－グアニンジヌクレオチド（Ｃ
ｐＧ）を含む短いオリゴヌクレオチドの形態であってよい（たとえば、ＷＯ　９６／０２
５５５に記載）。あるいは、たとえばＷＯ０１／９３９０３に記載されているようなイノ
シンおよびシチジンに基づく核酸、またはデオキシ－イノシンおよび／またはデオキシウ
リジンを含むデオキシ核酸（ＷＯ０１／９３９０５およびＰＣＴ／ＥＰ０２／０５４４８
；参照のため本明細書中に引用する）を、本発明のために免疫促進性の核酸として用いる
のが好ましい。好ましくは、異なる免疫促進性の核酸の混合物を本発明に従って用いるこ
とができる。
【０１８２】
　上記ポリカチオン性化合物のいずれかを上記免疫促進性の核酸のいずれかと組み合わせ
ることもまた本発明の範囲内である。好ましくは、そのような組合せは、ＷＯ０１／９３
９０５、ＷＯ０２／３２４５１、ＷＯ０１／５４７２０、ＷＯ０１／９３９０３、ＷＯ０
２／１３８５７およびＰＣＴ／ＥＰ０２／０５４４８およびオーストリア特許出願Ａ１９
２４／２００１（参照のため本明細書中に引用する）の記載によるものである。
【０１８３】
　さらにまたは他の態様として、そのようなワクチン組成物は、本発明による高度免疫血
清に反応性の抗原およびその断片、およびそのコード核酸分子とは別に神経刺激性の化合
物を含んでいてよい。好ましくは、神経刺激性の化合物は、たとえばＷＯ０１／２４８２
２に記載されているように、ヒト成長ホルモンである。また、神経刺激性の化合物を上記
ポリカチオン性化合物および／または上記免疫促進性の核酸のいずれかと組み合わせるの
が好ましい。
【０１８４】
　さらなる側面において、本発明は医薬組成物に関する。そのような医薬組成物は、たと
えば本明細書に記載のワクチンである。医薬組成物はまた、以下の化合物またはその組合
せを含む医薬組成物である：本発明による核酸分子、本発明による高度免疫血清に反応性
の抗原およびその断片、本発明によるベクター、本発明による細胞、本発明による抗体、
本発明による機能性の核酸、および本発明によるアンチカリンなどの結合性ペプチド、本
明細書に記載の方法によりスクリーニングしたアゴニストおよびアンタゴニスト。これに
関連して、これら化合物のいずれも、細胞、組織または生体に使用する非滅菌または滅菌
担体、たとえば主体に投与するのに適した医薬担体と組み合わせて用いることができる。
そのような組成物は、たとえば、培地添加物または治療学的有効量の本発明の高度免疫血
清に反応性の抗原およびその断片および医薬担体または賦形剤を含む。そのような担体と
しては、これらに限られるものではないが、食塩水、緩衝食塩水、デキストロース、水、
グリセリン、エタノールおよびそれらの組合せが挙げられる。製剤は投与方法に適合して
いなければならない。
【０１８５】
　医薬組成物は、たとえば、局所、経口、肛門、経膣、静脈内、腹腔内、筋肉内、皮下、
鼻内または皮内経路による投与を含む、有効で都合のよい仕方で投与してよい。
【０１８６】
　療法においてまたは予防として、活性剤は注射組成物として、たとえば滅菌水性分散液
、好ましくは等張液として個体に投与することができる。
【０１８７】
　あるいは、組成物は、たとえば、軟膏剤、クリーム剤、ローション剤、眼軟膏剤、点眼
剤、点耳剤、口腔洗浄剤、含浸させた包帯剤および縫糸およびエアゾル剤の形態の局所投
与用に製剤化でき、たとえば、保存剤、薬剤の浸透を助ける溶媒、および軟膏剤およびク
リーム剤における皮膚軟化剤を含む適当な通常の添加剤を含んでいてよい。そのような局
所製剤はまた、適合性の通常の担体、たとえば、クリーム剤または軟膏剤のベース、およ
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びローション剤のためのエタノールまたはオレイルアルコールをも含んでいてよい。その
ような担体は、製剤の約１重量％～約９８重量％を構成していてよい；さらに通常には、
そのような担体は、製剤の約８０重量％を構成するであろう。
【０１８８】
　上記療法に加え、本発明の組成物は一般に創傷組織において暴露されたマトリックスタ
ンパク質への細菌の接着を予防するための創傷治療剤として、および抗生物質予防法の代
替としてまたは抗生物質予防法とともに歯科治療において予防的使用のために用いること
ができる。
【０１８９】
　ワクチン組成物は都合よくは注射剤の形態である。通常のアジュバントを免疫応答を促
進するために用いることができる。ワクチン接種に適した単位投与量は０.０５～５μｇ
／ｋｇの抗原であり、そのような投与量は１～３回、１～３週間の間隔で投与するのが好
ましい。
【０１９０】
　指定した投与量の範囲で、本発明の化合物による有害な毒性作用が観察されてはならず
、そのような毒性作用は本発明の化合物を適当な個体に投与することを排除するであろう
。
【０１９１】
　さらなる態様において、本発明は、本発明の上記組成物の１またはそれ以上の成分を充
填した１またはそれ以上の容器を含む診断および医薬パックおよびキットに関する。成分
は、有用な量、剤形、製剤または配合剤中に配合してよい。そのような容器には、ヒトへ
の投与のための医薬製品または生物学的製品の製造、使用または販売を規制する政府当局
の許認可を反映して、該当局によって規定された形態の注意書きが添付されていてよい。
【０１９２】
　本発明に関して、たとえば医薬組成物またはワクチンの使用などの本明細書に開示した
疾患に関連した使用は、とりわけ連鎖球菌、さらに好ましくはストレプトコッカス・ピオ
ゲネスによって引き起こされた、関連したまたは付随する疾患または疾患状態である。こ
の点に関連して、ストレプトコッカス・ピオゲネスは本明細書に開示したものを含む幾つ
かの株を含むことに注意すべきである。本発明により予防および／または治療すべき細菌
感染に関連する、引き起こされたまたは付随する疾患は、ヒトでの細菌性咽頭炎、猩紅熱
、インペチゴ、リウマチ熱、壊死性筋膜炎および敗血症を含む。
【０１９３】
　なおさらなる態様において、本発明は、本発明による高度免疫血清に反応性の抗原また
は核酸のいずれかを用いたスクリーニング法に関する。そのようなスクリーニング法は当
業者には知られており、アゴニストまたはアンタゴニストをスクリーニングすべくデザイ
ンすることができる。好ましくは、本発明では本発明による高度免疫血清に反応性の抗原
およびその断片の相互作用パートナーへの結合を抑制または妨害するアンタゴニストをス
クリーニングする。そのような相互作用パートナーは、天然に存在する相互作用パートナ
ーであっても天然に存在しない相互作用パートナーであってもよい。
【０１９４】
　本発明はまた、化合物をスクリーニングして、本発明の高度免疫血清に反応性の抗原お
よびその断片または核酸の機能、たとえば結合分子との相互作用を促進（アゴニスト）ま
たは阻害（アンタゴニスト）するものを同定する方法をも提供する。スクリーニング法は
高処理量を含んでいてよい。
【０１９５】
　たとえば、アゴニストまたはアンタゴニストをスクリーニングするため、本発明による
核酸分子の相互作用パートナーおよび核酸は、それぞれ、合成反応混合物、細胞の構成成
分、たとえば細胞膜、細胞のエンベロープまたは細胞壁、またはそれらの調製物であって
よく、本発明の高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片に結合する分子を発現する細
胞から調製することができる。この調製物をアゴニストまたはアンタゴニストである候補
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分子の不在下または存在下、標識した高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片ととも
にインキュベートする。候補分子が結合分子に結合する能力は、標識リガンドの結合の低
減に反映される。無償で（gratuitously）、すなわち高度免疫血清に反応性の抗原および
その断片の機能的作用を誘発することなく結合する分子は、良好なアンタゴニストである
可能性が高い。よく結合し、高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片と同じかまたは
密接に関連した機能的な作用を誘発する分子は良好なアゴニストである。
【０１９６】
　潜在的なアゴニストおよびアンタゴニストの機能的な作用の測定は、たとえば、候補分
子と細胞または適当な細胞調製物との相互作用の後にリポーター系の活性を決定し、つい
で該作用を本発明の高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片または高度免疫血清に反
応性の抗原およびその断片と同じ作用を生じさせる分子の作用と比較することによって行
う。この観点から有用なリポーター系としては、これらに限られるものではないが、生成
物に変換された比色標識基質、高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片の機能的活性
の変化に応答するリポーター遺伝子、および当該技術分野で知られた結合アッセイが挙げ
られる。
【０１９７】
　アンタゴニストのアッセイの他の例は、本発明の高度免疫血清に反応性の抗原およびそ
の断片および潜在的なアンタゴニストを膜結合した結合分子、組換え結合分子、天然の基
質またはリガンド、または基質またはリガンドのミメチックと、適当な競合抑制アッセイ
の条件下で混合する競合アッセイである。高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片は
、結合分子または生成物に変換された分子に結合した高度免疫血清に反応性の抗原および
その断片の分子数を正確に決定して潜在的なアンタゴニストの有効性を評価できるように
、放射能または比色化合物などによって標識することができる。
【０１９８】
　潜在的なアンタゴニストとしては、本発明の高度免疫血清に反応性の抗原およびその断
片に結合し、それによってその活性を抑制または消滅させる小さな有機分子、ペプチド、
ポリペプチドおよび抗体が挙げられる。潜在的なアンタゴニストはまた、高度免疫血清に
反応性の抗原およびその断片の機能的な活性を誘起することなく結合分子上の同じ部位に
結合する小さな有機分子、ペプチド、ポリペプチド、たとえば密接に関連したタンパク質
または抗体であってもよい。
【０１９９】
　潜在的なアンタゴニストは、高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片の結合部位に
結合してその場所を占め、それによって細胞の結合分子への結合を妨害して正常な生物学
的活性を妨害する小分子を含む。小分子の例としては、これらに限られるものではないが
、小さな有機分子、ペプチドまたはペプチド様分子が挙げられる。他の潜在的なアンタゴ
ニストとしてはアンチセンス分子が挙げられる。
【０２００】
　他の潜在的なアンタゴニストとしては、アンチセンス分子が挙げられる（これら分子の
記載については、｛Okano, H.ら、1991｝；OLIGODEOXYNUCLEOTIDES AS ANTISENSE INHIBI
TORS OF GENE EXPRESSION；CRC Press, Boca Ration, FL (1988)を参照）。
【０２０１】
　好ましい潜在的なアンタゴニストは、本発明の高度免疫血清に反応性の抗原およびその
断片の誘導体を含む。
【０２０２】
　本明細書において本発明による高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片の活性とは
、それがその相互作用パートナーのいずれかに結合する能力またはその相互作用パートナ
ーのいずれかに結合するそのような能力の程度である。
【０２０３】
　特別の態様において、本発明は、感染の続発症の原因である病原体と哺乳動物宿主との
間の最初の身体的な相互作用を妨害するための本発明の高度免疫血清に反応性の抗原およ
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びその断片、核酸またはインヒビターの使用を提供する。とりわけ本発明の分子は、（i
）留置デバイス上の哺乳動物細胞外マトリックスタンパク質への、または創傷中の細胞外
マトリックスタンパク質へのストレプトコッカス・ピオゲネスの接着の防止；（ii）たと
えば哺乳動物チロシンキナーゼのリン酸化によるタンパク質を媒体した哺乳動物細胞侵入
を阻止して組織損傷を媒体する哺乳動物細胞外マトリックスタンパク質と細菌タンパク質
との細菌接着を阻止すること；（iv）留置デバイスの移植または他の外科的手段以外によ
って開始される感染における病因の正常な進行の阻止に用いることができる。
【０２０４】
　本明細書で提供される配列をコードする各ＤＮＡは、抗菌化合物の発見および開発に用
いることができる。コードされたタンパク質は発現されると抗菌医薬のスクリーニングの
ための標的として用いることができる。さらに、コードされたタンパク質のアミノ末端領
域または各ｍＲＮＡのシャインダルガーノ配列または他の翻訳を容易にする配列をコード
するＤＮＡ配列は、目的とするコード配列の発現を制御するためのアンチセンス配列を構
築するのに用いることができる。
【０２０５】
　アンタゴニストおよびアゴニストは、たとえば、連鎖球菌、とりわけストレプトコッカ
ス・ピオゲネスの感染から生じる疾患、たとえば敗血症を抑制するのに用いることができ
る。
【０２０６】
　さらなる側面において、本発明はアフィニティーデバイスに関し、そのようなアフィニ
ティーデバイスは、少なくとも支持体材料および該支持体材料に結合した本発明による高
度免疫血清に反応性の抗原およびその断片のいずれかを含む。標的細胞または標的分子ま
たは相互作用パートナーに対する本発明による高度免疫血清に反応性の抗原およびその断
片の特異性のゆえ、高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片は、結合条件が満たされ
ることを条件として、該支持体材料に適用したいかなる種類の試料からも相互作用パート
ナーを選択的に除去することを可能にする。試料としては、これらに限られるものではな
いが、発酵ブロス、細胞破砕物、細胞調製物、組織調製物、器官調製物、血液、尿、リン
パ液、分泌液などの生物学的または医学的試料が挙げられる。
【０２０７】
　高度免疫血清に反応性の抗原およびその断片は、マトリックスに共有結合または非共有
結合により結合させることができる。適当な支持体材料は当業者に知られており、セルロ
ース、ケイ素、ガラス、アルミニウム、常磁性ビーズ、デンプンおよびデキストランより
なる群から選択することができる。
【０２０８】
　本発明を以下の図面、実施例および配列表によりさらに説明するが、これらから本発明
のさらなる特徴、態様および利点を見出すことができる。本発明の実施例は本発明を説明
することのみを目的としたものであって本発明を限定することを目的とするものではない
ことが理解されなければならない。
【０２０９】
　表１は、ゲノムストレプトコッカス・ピオゲネスライブラリーおよびヒト血清を用いて
行ったすべてのスクリーニングの要約を示す。
【０２１０】
　表２は、ヒト血清を用いたエピトープ血清学を示す。
【０２１１】
　表３は、５０のストレプトコッカス・ピオゲネス株で同定した抗原の遺伝子分布分析の
要約を示す。
【０２１２】
　表４は、免疫実験に使用した抗原性タンパク質に関する情報を要約したものである。
【０２１３】
　表５は、ストレプトコッカス・ピオゲネスの６つの異なる株での抗原性タンパク質の変
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動性を示す。
【０２１４】
　本明細書において言及する図面について以下に一層詳細に説明する。
【０２１５】
　図１は、ＥＬＩＳＡにより測定したストレプトコッカス・ピオゲネスについてのヒト血
清の特徴付けを示す。
【０２１６】
　図２は、ストレプトコッカス・ピオゲネスＳＦ３７０／Ｍ１の小断片ゲノムライブラリ
ーＬＳＰｙ－７０の断片サイズ分布を示す。５７６のランダムに選択したクローンをシー
クエンシングした後、配列を刈り込んでベクター残基を除去し、種々のゲノム断片サイズ
を有するクローンの数をプロットした。（Ｂ）は、ストレプトコッカス・ピオゲネスの染
色体でのＬＳＰｙ－７０のランダムにシークエンシングしたクローンの同じセットの分布
の模式図である。青色の円は、＋／＋方向で注釈したＯＲＦにマッチングした配列を示す
。赤色の四角は、＋／＋方向で非コード染色体配列に完全にマッチングしたクローンを表
す。緑色の菱形は、相補的またはキメラ配列を有するすべてのクローンの位置を示す。塩
基対での数値による距離を位置付けのために各円形ゲノムにわたって示してある。ライブ
ラリー内の種々のクローンセットの分割を図の下の方に数字およびパーセントで示してあ
る。
【０２１７】
　図３Ａは、ビオチン化ヒトＩｇＧを用いたＭＡＣＳ選択を示す。ｐＭＡＬ９.１中のＬ
ＳＰｙ－７０ライブラリーを、第一の選択では１０μｇのビオチン化ヒト血清（Ｐ４－Ｉ
ｇＧ）を、第二の選択では１μｇを用いてスクリーニングした。負の対照として、スクリ
ーニング用ライブラリー細胞に血清を加えなかった。第一および第二の溶出後に選択した
細胞の数を各選択について示してある。図３Ｂは、ＭＡＣＳによる選択に使用したヒト血
清（Ｐ４－ＩｇＧ）を１：３,０００の希釈で用いたウエスタンブロット分析により分析
した細菌表面ディスプレイによって単離した特定のクローン（１～５２）の反応性を示す
。負荷対照として、同じブロットを１：５,０００の希釈でのプラットホームタンパク質
ＬａｍＢに対する抗体を用いても分析した。ＬＢ、外来ペプチド挿入を有しないＬａｍＢ
を発現するクローンからの抽出物。
【０２１８】
　図４Ａは、遺伝子分布研究のために分析したストレプトコッカス・ピオゲネスのemm型
を示す。図４Ｂは、各オリゴヌクレオチドを用いた遺伝子Ｓｐｙ０２６９の遺伝子分布の
ためのＰＣＲ分析を示す。ＰＣＲ断片の予測されたサイズは１,０００ｂｐである。１～
５０、Ａのもとに列挙したストレプトコッカス・ピオゲネス株；Ｎ、ゲノムＤＮＡを添加
せず；Ｐ、ストレプトコッカス・ピオゲネスＳＦ３１０からのゲノムＤＮＡ（これはライ
ブラリー構築のための鋳型とした）。
【０２１９】
　図５：フローサイトメトリーによるＡ群連鎖球菌の細胞表面上の特異的抗体結合の検出
。図５Ａでは、免疫前のマウス血清およびストレプトコッカス・ピオゲネス溶解液に対し
て産生させたポリクローナル血清をストレプトコッカス・ピオゲネスＳＦ３７０／Ｍ１と
ともにインキュベートし、フローサイトメトリーにより分析した。対照は、ストレプトコ
ッカス・ピオゲネス菌体の表面への二次抗体の非特異的結合のレベルを示す。図５Ｂおよ
び５Ｃのヒストグラムは、それぞれ２つのプラットホームタンパク質ＬａｍＢおよびＦｈ
ｕＡに対する対照血清と比較した抗Ｓｐｙ００１２（Ｂ）抗体または抗Ｓｐｙ１３１５お
よび抗Ｓｐｙ１７９８（Ｃ）抗体の特異的結合による蛍光の増大を示す。
【０２２０】
　図６：ＮＭＲＩマウスを組換えタンパク質の３の連続投与量（５０μｇ／投与）で２週
間間隔にて０日目、１４日目および２８日目に免疫した。負の対照として、マウスをアジ
ュバントの存在下、ＰＢＳで免疫した。Ｍ１タンパク質（Ｓｐｙ２０１８）は攻撃実験の
正の対照とした。細菌の攻撃は５×１０７のストレプトコッカス・ピオゲネスＡＰ１細胞



(60) JP 2011-15689 A 2011.1.27

10

20

30

40

50

の静脈内投与にて行い、マウスの生存をそれぞれ（Ａ）１８日間、（Ｂ）２１日間および
（Ｃ）１９日間、毎日観察した。
【０２２１】
表１：細菌表面ディスプレイによって同定した免疫原性タンパク質
　Ａ、ＩＣ３－ＩｇＧを用いたｌａｍＢでのＬＳＰｙ－７０ライブラリー（１５８８）、
Ｂ、ＩＣ３－ＩｇＡを用いたｌａｍＢでのＬＳＰｙ－７０ライブラリー（１５３９）、Ｃ
、ＩＣ６－ＩｇＧを用いたｌａｍＢでのＬＳＰｙ－７０ライブラリー（１１７３）、Ｄ、
Ｐ４－ＩｇＧを用いたｌａｍＢでのＬＳＰｙ－７０ライブラリー（１１３８）、Ｅ、Ｐ４
－ＩｇＡを用いたｌａｍＢでのＬＳＰｙ－７０ライブラリー（９８１）、Ｆ、ＩＣ３－Ｉ
ｇＧを用いたｂｔｕＢでのＬＳＰｙ－１５０ライブラリー（９９１）、Ｇ、ＩＣ６－Ｉｇ
Ｇを用いたｂｔｕＢでのＬＳＰｙ－１５０ライブラリー（１０３６）、Ｈ、Ｐ４－ＩｇＧ
を用いたｂｔｕＢでのＬＳＰｙ－１５０ライブラリー（６８１）、Ｉ、ＩＣ３－ＩｇＧを
用いたｆｈｕＡでのＬＳＰｙ－４００ライブラリー（５５９）、Ｋ、ＩＣ６－ＩｇＧを用
いたｆｈｕＡでのＬＳＰｙ－４００ライブラリー（５４３）、Ｌ、Ｐ４－ＩｇＧを用いた
ｆｈｕＡでのＬＳＰｙ－４００ライブラリー（２０）、＊、５アミノ酸よりも長い抗原性
配列の予測はプログラムＡＮＴＩＧＥＮＩＣ｛Kolaskar, A.ら、1990｝を用いて行った。
【０２２２】
表２：ヒト血清を用いたエピトープ血清学
　個々のヒト血清との選択したエピトープを表す個々の合成ペプチドの免疫反応性を示す
。反応性の程度をパターン／グレーコードしてある（pattern/grey coded）；白：－（＜
５０Ｕ）、グレー：＋（５０～１１９Ｕ）、斜線：＋＋（１２０～１９９Ｕ）、斜線で交
差：＋＋＋（２００～１０００Ｕ）および垂直に交差：＋＋＋＋（＞１０００Ｕ）。ＥＬ
ＩＳＡ単位（Ｕ）は、ＯＤ５４５ｎｍでの読み取りおよびバックグラウンドに対する補正
後の希釈から計算した。スコア、すべての反応性の合計（すべての＋の数の加算）；Ｐ１
～Ｐ１０血清は急性咽頭炎を罹患する患者からのものであり、Ｎ１～Ｎ１０血清は健康な
成人からのものである。ＰおよびＮは内部対照として用いる。
ペプチド名：ＳＰＯ００１２、ＯＲＦ Ｓｐｙ００１２と注釈；ＳＰＡ０４５０、Ｓｐｙ
０４５０の別の読み枠での潜在的な新規ＯＲＦ；ＳＰＣ０４０６、Ｓｐｙ０４０６の相補
鎖での潜在的な新規ＯＲＦ；ＳＰＮ０００１、非コード領域での潜在的な新規ORF。
【０２２３】
表３：ストレプトコッカス・ピオゲネス株における遺伝子分布
　図４Ａに示す５０のストレプトコッカス・ピオゲネス株を、関連抗原をコードする遺伝
子に特異的なオリゴヌクレオチドを用いたＰＣＲにより試験した。一つの選択したＰＣＲ
断片のＰＣＲ断片を正しいＤＮＡ断片の増幅を確認するためにシークエンシングした。＊
、ストレプトコッカス・ピオゲネスＳＦ３７０（Ｍ１）と比較した株Ｍ８９でのアミノ酸
置換の数。＃、Ｍ８９中に遺伝子が存在しなかったためにシークエンシングに用いた別の
株。
【０２２４】
表４：ＮＭＲＩマウスにおける免疫実験に用いた組換えタンパク質
　組換え抗原を用いた免疫および病原性ストレプトコッカス・ピオゲネスＡＰ１による攻
撃は、実験手順の記載に従って行った。Ａ、動物における免疫実験に使用した組換えタン
パク質に含まれる各抗原のアミノ酸は、完全長タンパク質との関連で示してある。Ｂ、生
存パーセントを防禦として表してあり、括弧内には負の対照（ＰＢＳ免疫）の防禦のパー
セント、ついで正の対照（Ｓｐｙ２０１８）の防禦のパーセントを記載してある。Ｃ、観
察の終了時点ではすべてのマウスが死亡したがマウスが良好な生存を示したという事実に
よりＳｐｙ０２６９を選択した。このことは、１４.６日目（Ｓｐｙ０２６９）、１１.６
日目（ＰＢＳ）および１９.３日目（Ｓｐｙ２０１８）に測定した平均生存時間によって
反映されている。
【０２２５】
表５：ストレプトコッカス・ピオゲネスからの抗原性タンパク質の配列の変異
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　抗原性タンパク質を、実験手順で列挙した６つの異なるストレプトコッカス・ピオゲネ
ス株でのアミノ酸交換について分析した。残基の番号は完全長タンパク質中でのアミノ酸
の位置を示す。Ｓｐｙ１６６６の場合は、ストレプトコッカス・ニューモニエＴＩＧＲ（
ＳＰ０３３４）中の同種遺伝子との比較による変化を列挙してある、なぜなら該遺伝子は
ストレプトコッカス・ピオゲネスとストレプトコッカス・ニューモニエとの間で高度に保
存されているからである。Ａ、ストレプトコッカス・ピオゲネスＳＦ３７０からのタンパ
ク質中のアミノ酸残基。Ｂ、ストレプトコッカス・ピオゲネスＳＦ３７０と異なる場合に
、他の５つのストレプトコッカス・ピオゲネス株からの分析した遺伝子のいずれか一つに
存在するアミノ酸残基。Ｃ、触媒活性に関与するＳｐｙ０４１６の残基。これら残基の変
化は酵素を不活性にすることが予想され、それゆえアラニン、セリン、トレオニンまたは
グリシンと実験的に交換して酵素的に不活性な組換えタンパク質を生成した。
【図面の簡単な説明】
【０２２６】
【図１】図１は、ストレプトコッカス・ピオゲネス特異的なヒト血清の特徴付けを示す。
【０２２７】
【図２】図２は、ストレプトコッカス・ピオゲネスＳＦ３７０／Ｍ１からの小断片ゲノム
ライブラリーＬＳＰｙ－７０の特徴付けを示す。
【０２２８】
【図３】図３は、ビオチン化ヒトＩｇＧを用いたＭＡＣＳによる細菌細胞の選択を示す。
【０２２９】
【図４】図４は、同定した抗原を用いた遺伝子分布研究の一例を示す。
【０２３０】
【図５】図５は、フローサイトメトリーによる細胞表面染色を示す。
【０２３１】
【図６】図６は、同定した組換えストレプトコッカス・ピオゲネス抗原の防禦値を示す。
【０２３２】
実施例
実施例１：ヒト血清からの抗体の調製
　ヒト免疫系によって産生されヒト血清中に存在するＡ群連鎖球菌に対する抗体は、抗原
性タンパク質のインビボでの発現およびその免疫原性を示している。これら分子は本明細
書に記載のアプローチにおいて個体の抗原を同定するうえで必須であるが、該アプローチ
は特異的な抗連鎖球菌抗体と対応のストレプトコッカス・ピオゲネスペプチドまたはタン
パク質との相互作用に基づくものである。関連する抗体レパートリーへのアクセスを得る
ため、ヒト血清を以下から回収した：
Ｉ．咽頭炎、創傷感染および菌血症などの急性ストレプトコッカス・ピオゲネス感染症を
罹患する患者（ストレプトコッカス・ピオゲネスは医学的な微生物試験により病因である
ことが示された）
II．未感染の健康な成人、なぜならＡ群連鎖球菌感染は一般的であり、以前の連鎖球菌と
の遭遇による自然免疫の結果として抗体が存在するからである。
【０２３３】
　一連のＥＬＩＳＡおよびイムノブロッティングアッセイにより血清を抗ストレプトコッ
カス・ピオゲネス抗体について特徴付けた。幾つかの連鎖球菌抗原は、測定した力価が交
差反応性抗体の合計の結果ではないことを示すのに用いた。この目的のため、２つの異な
る抗原調製物を用いた：ＴＨＢ（Todd-Hewitt Broth）増殖培地で一夜培養した（定常期
）ストレプトコッカス・ピオゲネスＳＦ３７０／Ｍ１から調製した全細胞抽出液または培
養上澄み液のタンパク質。ＩｇＧおよびＩｇＡの両抗体レベルを決定した。これら２つの
抗原調製物に対する全抗体力価に基づくイムノブロッティングによりさらに分析するため
に血清を選択した。
【０２３４】
　応答が線状である所定の希釈で力価を比較した（図１）。複数の連鎖球菌成分に対する
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反応性に基づいて血清をランク付け、最高のランクのものをイムノブロッティングにより
さらに分析するために選択した。この広範な抗体特徴付けアプローチは、抗連鎖球菌高度
免疫血清の明確な同定に導いた。
【０２３５】
　最近、ＩｇＧのみならずＩｇＡ血清抗体もＰＭＮのＦｃＲIIIレセプターによって認識
されることができ、オプソニン作用を促進することが報告された｛Phillips-Quagliata, 
J.ら、2000; Shibuya, A.ら、2000｝。ＩｇＡ抗体の主たる役割は主として粘膜表面での
中和である。血清ＩｇＡレベルは、二量体分泌ＩｇＡの質、量および特異性を反映してい
る。この理由から、血清回収物を抗連鎖球菌ＩｇＧについてのみならずＩｇＡレベルにつ
いても分析した。ＥＬＩＳＡアッセイでは高度に特異的な二次試薬を用いてＩｇＧやＩｇ
Ａなどの高親和性タイプから抗体を検出したが、ＩｇＭは省いた。ＩｇＭ抗体の産生は一
次獲得体液応答の際に生じ、低親和性の抗体という結果となるのに対し、ＩｇＧおよびＩ
ｇＡ抗体はすでに親和性成熟を経ており、疾患に対抗または予防するうえで一層価値があ
る。
【０２３６】
実験手順
ペプチド合成
　SyroII合成機（Multisyntech、ヴィッテン、ドイツ）を用いたRinkアミド樹脂（PepChe
m、チュービンゲン、ドイツ）上での標準Ｆ－ｍｏｃ化学を用い、ペプチドを小スケール
（４ｍｇ樹脂；平行して２８８まで）で合成した。配列をアセンブリーした後、ペプチド
をＦｍｏｃ－イプシロン－アミノヘキサン酸（リンカーとして）およびビオチン（Sigma
、セントルイス、ミズーリ；通常のアミノ酸と同様に活性化）を用いて伸長した。ペプチ
ドを９３％ＴＦＡ、５％トリエチルシラン、および２％水を用いて樹脂から１時間かけて
開裂した。ペプチドを真空乾燥し、アセトニトリル／水（１：１）から３回凍結乾燥した
。正しい質量の存在はReflex III MALDI-TOF（Bruker、ブレーメン、ドイツ）での質量分
析により確認した。これらペプチドをさらに精製することなく用いた。
【０２３７】
酵素結合抗体免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）
血清の特徴付けのため：
　ＥＬＩＳＡプレート（Maxisorb, Millipore）を、コーティング緩衝液（０.１Ｍ炭酸ナ
トリウム、ｐＨ９.２）中に希釈した５～１０μｇ／ｍｌの全タンパク質でコーティング
した。血清の３つの希釈液（２,０００×、１０,０００×、５０,０００×）をＰＢＳ－
ＢＳＡ中で調製した。
【０２３８】
ペプチド血清学のため：
　ビオチン標識ペプチドを、製造業者の指示に従ってストレプトアビジンＥＬＩＳＡプレ
ート（ＥＸＩＣＯＮ）に１０μｇ／ｍｌの濃度にてコーティングした。
【０２３９】
　高度に特異的な西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）コンジュゲート抗ヒトＩｇＧま
たは抗ヒトＩｇＡ二次抗体（Southern Biotech）を製造業者の推奨に従って用いた（希釈
：１,０００×）。自動ＥＬＩＳＡ読み取り機（ＴＥＣＡＮ ＳＵＮＲＩＳＥ）でのＯＤ４

０５ｎｍ読み取りに基づいて基質（ＡＢＴＳ）の着色生成物への変換を測定することによ
り、抗原－抗体複合体を定量した。手動でのコーティングの後、内蔵読み取り機（ＧＥＮ
ＩＯＳ，ＴＥＣＡＮ）を備えたペプチドプレートを処理し、Gemini 160 ELISAロボット（
ＴＥＣＡＮ）により分析した。
【０２４０】
イムノブロッティング
　全細菌溶解液および培養上澄み液試料をインビトロ増殖したストレプトコッカス・ピオ
ゲネスＳＦ３７０／Ｍ１から調製した。BioRad Mini-Protean 3 Cell電気泳動系を用いた
ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより１０～２５μｇの全タンパク質／レーンを分離し、タンパク質を
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ニトロセルロース膜（ECL, Amersham Pharmacia）に移した。５％乳中で一夜ブロッキン
グした後、２,０００×希釈の抗血清を加え、ＨＲＰＯ標識抗マウスＩｇＧを検出に用い
た。
【０２４１】
細菌抗原抽出物の調製
全細菌溶解液：細菌を凍結－解凍サイクルを繰り返すことにより溶解した：凍結するまで
（１分）ドライアイス／エタノール混合物上でインキュベート、ついで３７℃で解凍（５
分）：３回繰り返す。この次に超音波処理および遠心分離（３,５００ｒｐｍ、１５分、
４℃）による上澄み液の回収を行った。
【０２４２】
培養上澄み液：細菌を除去した後、一夜増殖した細菌培養液の上澄み液を氷冷エタノール
（１００％）で沈殿させた：１部の上澄み液／３部のエタノールを－２０℃で一夜インキ
ュベートした。沈殿を遠心分離（２,６００ｇ、１５分間）により回収し、乾燥させた。
乾燥したペレットをＥＬＩＳＡについてはＰＢＳ中、またはＳＤＳ－ＰＡＧＥおよびイム
ノブロッティングについては尿素およびＳＤＳ－試料緩衝液中に溶解した。試料のタンパ
ク質濃度をBradfordアッセイにより決定した。
【０２４３】
ゲノムスクリーニングのための抗体の精製
　患者グループおよび非感染グループの両者から５つの血清を、スクリーニング手順に使
用した血清プールに対する全体の抗連鎖球菌力価に基づいて選択した。大腸菌タンパク質
に対する抗体は、熱不活化した血清を全菌体大腸菌細胞（ＤＨ５アルファ、ｐＨＩＥ１１
で形質転換、細菌表面ディスプレイに使用したのと同じ条件下で増殖）とともにインキュ
ベートすることにより除去した。プールし枯渇させた血清からのＩｇＧの高度に富んだ調
製物を、プロテインＧアフィニティークロマトグラフィーにより、製造業者の指示（Ultr
aLink Immobilized Protein G, Pierce）に従って得た。ＩｇＡ抗体もまた、ストレプト
アビジン－アガロース（GIBCO BRL）上に固定化したビオチン標識抗ヒトＩｇＡ（Souther
n Biotech）を用いたアフィニティークロマトグラフィーにより精製した。枯渇および精
製の効率を、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、ウエスタンブロッティング、ＥＬＩＳＡおよびタンパク
質濃度測定によりチェックした。
【０２４４】
実施例２：ストレプトコッカス・ピオゲネスの高度にランダムなフレーム選択した小断片
のゲノムＤＮＡライブラリー
実験手順
連鎖球菌ゲノムＤＮＡの調製
　５０ｍｌのTodd-Hewittブロス培地に凍結スタブ（stab）からのストレプトコッカス・
ピオゲネスＳＦ３７０／Ｍ細菌を接種し、通気および振盪しながら３７℃で１８時間増殖
させた。ついで、培養液を回収し、１,６００×ｇで１５分間遠心分離にかけ、上澄み液
を除去した。細菌ペレットをＰＢＳで３回洗浄し、０.５ｍｌのリゾチーム溶液（１００
ｍｇ／ｍｌ）に注意深く再浮遊させた。０.１ｍｌの１０ｍｇ／ｍｌの熱処理リボヌクレ
アーゼＡおよび２０ＵのリボヌクレアーゼＴ１を加え、注意深く混合し、溶液を３７℃で
１時間インキュベートした。０.２ｍｌの２０％ＳＤＳ溶液および０.１ｍｌのプロテイナ
ーゼＫ（１０ｍｇ／ｍｌ）を加えた後、試験管を５５℃で一夜インキュベートした。つい
で、１／３容量の飽和ＮａＣｌを加え、溶液を４℃で２０分間インキュベートした。抽出
物をミクロ遠心（１３,０００ｒｐｍ）でペレット化し、上澄み液を新たな試験管に移し
た。この溶液をＰｈＯＨ／ＣＨＣｌ３／ＩＡＡ（２５：２４：１）およびＣＨＣｌ３／Ｉ
ＡＡ（２４：１）で抽出した。０.６×容量のイソプロパノールを加えてＤＮＡを室温で
沈殿させ、滅菌パスツールピペットを用いて溶液から巻き取り、８０％氷冷エタノールを
入れた試験管に移した。沈殿を１０－１２,０００×ｇで遠心分離してＤＮＡを回収し、
ついで空気乾燥し、ｄｄＨ２Ｏに溶解した。
【０２４５】
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小さなゲノムＤＮＡ断片の調製
　ゲノムＤＮＡ断片を機械的に切断して、カップ－ホーン（cup-horn）ソニケーター（BB
5カップホーンを備えたBandelin Sonoplus UV 2200ソニケーター、１００％出力で１０秒
パルス）を用いて１５０～３００ｂｐのサイズの断片、または穏やかなデオキシリボヌク
レアーゼＩ（Novagen）処理により５０～７０ｂｐのサイズの断片とした。超音波処理は
、ＤＮＡを１５０～３００ｂｐのサイズ範囲の断片に破壊したときに極めて密集した断片
サイズ分布が生成することが観察された。しかしながら、超音波誘発による流体力学的剪
断力へのＤＮＡの十分な暴露にもかかわらず、その後の断片サイズの低減を効率的かつ再
現可能に達成することはできなかった。それゆえ、５０～７０ｂｐのサイズの断片をNova
genのショットガン開裂キットを用いた穏やかなデオキシリボヌクレアーゼＩ処理により
得た。このキットにより提供されるデオキシリボヌクレアーゼＩの１：２０希釈を調製し
、ＭｎＣｌ２の存在下、６０μｌ容量、２０℃にて５分間消化を行って該酵素による二本
鎖開裂を確実にした。反応を２μｌの０.５Ｍ ＥＤＴＡで停止させ、断片化効率を２％Ｔ
ＡＥ－アガロースゲル上で評価した。この処理の結果、ゲノムＤＮＡはほぼ５０～７０ｂ
ｐ断片に完全に断片化された。ついで、各１００μＭのｄＮＴＰの存在下、Ｔ４ＤＮＡポ
リメラーゼを用いて断片を平滑末端として末端の効率的な平滑化（flushing）を確実にし
た。断片はライゲーション反応に直ちに用いるか、またはその後の使用のために－２０℃
で凍結した。
【０２４６】
ベクターの説明
　ベクターｐＭＡＬ４.３１は、ベータ－ラクタマーゼ（ｂｌａ）遺伝子をカナマイシン
耐性遺伝子と交換してｐＡＳＫ－ＩＢＡ骨格｛Skerra, A.ら、1994｝上に構築した。さら
に、ｂｌａ遺伝子をマルチプルクローニングサイトにクローニングした。成熟ベータ－ラ
クタマーゼをコードする配列の前にｏｍｐＡのリーダーペプチド配列を置いて細胞質膜を
を経た効率的な分泌を可能とした。さらに、成熟ベータ－ラクタマーゼの最初の１２のア
ミノ酸をコードする配列（スペーサー配列）がｏｍｐＡリーダーペプチド配列に続いてお
り、リーダーペプチダーゼ開裂部位の直後の配列の融合が回避されたが、これはたとえば
、この領域の正に荷電したアミノ酸のクラスターが細胞質膜を経た移動を低減ないし不能
にさせるからである｛Kajava, A.ら、2000｝。ＳｍａＩ制限部位はライブラリーの挿入の
ためである。上流のＦｓｅＩ部位および下流のＮｏｔＩ部位は選択した断片の回収に用い
られ、ＳｍａＩ部位にフランキングしている。これら３つの制限部位は、ｂｌａ遺伝子が
－１リーディングフレームで転写されＮｏｔＩ部位の１５ｂｐ後ろで停止する結果となる
ような仕方で１２アミノ酸のスペーサー配列をコードする配列の後ろに挿入される。＋１
ｂｐ挿入によってｂｌａ ＯＲＦは回復され、ベータ－ラクタマーゼタンパク質は産生さ
れ、その結果、アンピシリン耐性も獲得されるようになる。
【０２４７】
　ベクターｐＭＡＬ９.１は、ｌａｍＢ遺伝子をｐＥＨ１｛Hashemzadeh-Bonehi, L.ら、1
998｝のマルチプルクローニングサイトにクローニングすることによって構築した。引き
続き、制限部位ＦｓｅＩ、ＳｍａＩおよびＮｏｔＩを含む配列をｌａｍＢ中、アミノ酸１
５４の後ろに挿入した。この挿入物のリーディングフレームは、ＦｓｅＩおよびＮｏｔＩ
での消化によりプラスミドｐＭＡＬ４.３１から切り出したフレーム選択したＤＮＡ断片
の移動がｌａｍＢおよび各挿入の連続したフレームを生成するような仕方で構築した。
【０２４８】
　ベクターｐＭＡＬ１０.１は、ｂｔｕＢ遺伝子をｐＥＨ１のマルチプルクローニングサ
イトにクローニングすることによって構築した。引き続き、制限部位ＦｓｅＩ、ＸｂａＩ
およびＮｏｔＩを含む配列をｂｔｕＢ中、アミノ酸２３６の後ろに挿入した。この挿入物
のリーディングフレームは、ＦｓｅＩおよびＮｏｔＩでの消化によりプラスミドｐＭＡＬ
４.３１から切り出したフレーム選択したＤＮＡ断片の移動がｂｔｕＢおよび各挿入の連
続したフレームを生成するような仕方で構築した。
【０２４９】
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　ベクターｐＨＩＥ１１は、ｆｌｕＡ遺伝子をｐＥＨ１のマルチプルクローニングサイト
にクローニングすることによって構築した。引き続き、制限部位ＦｓｅＩ、ＸｂａＩおよ
びＮｏｔＩを含む配列をｆｌｕＡ中、アミノ酸４０５の後ろに挿入した。この挿入物のリ
ーディングフレームは、ＦｓｅＩおよびＮｏｔＩでの消化によりプラスミドｐＭＡＬ４.
３１から切り出したフレーム選択したＤＮＡ断片の移動がｆｌｕＡおよび各挿入の連続し
たフレームを生成するような仕方で構築した。
【０２５０】
クローニングおよびフレーム選択のためのライブラリーの評価
　ストレプトコッカス・ピオゲネスのゲノムＤＮＡ断片をベクターｐＭＡＬ４.３１のＳ
ｍａＩ部位にライゲートした。組換えＤＮＡをＤＨ１０Ｂエレクトロコンピテント大腸菌
細胞（ＧＩＢＣＯ ＢＲＬ）にエレクトロポレーションし、形質転換体をカナマイシン（
５０μｇ／ｍｌ）およびアンピシリン（５０μｇ／ｍｌ）を添加したＬＢアガーにプレー
ティングした。プレートを３７℃で一夜インキュベートし、大スケールのＤＮＡ抽出のた
めにコロニーを選択した。代表的なプレートを貯蔵し、コロニーＰＣＲ分析および大スケ
ールシークエンシング用のコロニーのために残しておいた。単純なＰＣＲアッセイを用い
て最初におおまかな断片サイズの分布並びに挿入効率を決定した。シークエンシングのデ
ータから正確な断片サイズを評価し、挿入部位での連結の完全さ並びにフレーム選択の正
確さ（３ｎ＋１則）を評価した。
【０２５１】
クローニングおよび細菌表面ディスプレイライブラリーの評価
　ゲノムＤＮＡ断片をストレプトコッカス・ピオゲネスライブラリーを含むｐＭＡＬ４.
３１ベクターから制限酵素ＦｓｅＩおよびＮｏｔＩを用いて切り出した。ついで、断片の
全集団を、ＦｓｅＩおよびＮｏｔＩで消化しておいたプラスミドｐＭＡＬ９.１（Ｌａｍ
Ｂ）、ｐＭＡＬ１０.１（ＢｔｕＢ）またはｐＨＩＥ１１（ＦｌｕＡ）に移した。８ｂｐ
のＧＣリッチ配列を認識するこれら２つの制限酵素を用い、ｐＭＡＬ４.３１ベクターで
選択したリーディングフレームが各プラットホームベクターで維持される。ついで、この
プラスミドライブラリーをエレクトロポレーションにより大腸菌ＤＨ５α細胞に形質転換
した。細胞を５０μｇ／ｍｌのカナマイシンを添加した大きなＬＢアガープレートにプレ
ーティングし、３７℃で一夜、単一コロニーが明確に視認できる密度に増殖させた。つい
で、細胞をこれらプレートの表面から掻き落とし、新たなＬＢ培地で洗浄し、ライブラリ
ースクリーニングのために－８０℃でアリコートに貯蔵した。
【０２５２】
結果
フレーム選択のためのライブラリー
　ｐＭＡＬ４.３１ベクターでそれぞれ約７０ｂｐ、１５０ｂｐおよび３００ｂｐのサイ
ズの３つのライブラリー（ＬＳＰｙ７０、ＬＳＰｙ１５０およびＬＳＰｙ３００）を生成
した。各ライブラリーについて、約１μｇのｐＭＡＬ４.３１プラスミドＤＮＡおよび５
０ｎｇのストレプトコッカス・ピオゲネスの断片化ゲノムＤＮＡのライゲーションおよび
引き続く形質転換により、フレーム選択後に４×１０５～２×１０６クローンが得られた
。ライブラリーのランダムさを評価するため、約６００のランダムに選択したＬＳＰｙ７
０のクローンをシークエンシングした。バイオインフォーマティクス分析は、これらクロ
ーンのうちごくわずかのみが１回を超えて存在することを示した。さらに、クローンの９
０％が１６～６１ｂｐのサイズ範囲に含まれ、平均サイズは３４ｂｐであることが示され
た（図２）。すべての配列が３ｎ＋１則に従い、すべてのクローンが正しくフレーム選択
されていることが示された。
【０２５３】
細菌表面ディスプレイライブラリー
　大腸菌の表面でのペプチドの提示には、フレーム選択ベクターｐＭＡＬ４.３１からの
ＬＰＳｙライブラリーからの挿入物をディスプレイプラスミドｐＭＡＬ９.１（ＬａｍＢ
）、ｐＭＡＬ１０.１（ＢｔｕＢ）またはｐＨＩＥ１１（ＦｌｕＡ）に移す必要があった
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。ゲノムＤＮＡ断片をＦｓｅＩおよびＮｏｔＩ制限酵素により切り出し、５ｎｇの挿入物
を０.１μｇのプラスミドＤＮＡとライゲートし、引き続きＤＨ５α細胞を形質転換する
と２～５×１０６クローンが得られた。これらクローンをＬＢプレートから掻き落とし、
さらに増幅させることなく凍結させた。
【０２５４】
実施例３：細菌表面ディスプレイゲノムライブラリーおよびヒト血清を用いたストレプト
コッカス・ピオゲネスからの高度に免疫原性のペプチド配列の同定
実験手順
ＭＡＣＳスクリーニング
　所定のライブラリーからの約２.５×１０８の細胞を、５０μｇ／ｍｌのカナマイシン
を添加した５ｍｌのＬＢ培地で増殖させた。発現の誘発は１ｍＭ ＩＰＴＧを３０分間添
加することにより行った。細胞を新たなＬＢ培地で２回洗浄し、約２×１０７の細胞を１
００μｌのＬＢ培地に再浮遊させ、エッペンドルフ管に移した。
【０２５５】
　１０μｇの血清から精製したビオチン化ヒトＩｇＧを細胞に加え、懸濁液を穏やかに振
盪しながら４℃で一夜インキュベートした。９００μｌのＬＢ培地を加え、懸濁液を混合
し、引き続き６,０００ｒｐｍ、４℃にて１０分間遠心分離にかけた（ＩｇＡスクリーニ
ングのためには１０μｇの精製ＩｇＡを用いたが、これらはビオチン化した抗ヒトＩｇＧ
二次抗体を捕捉した）。細胞を１ｍｌのＬＢで１回洗浄し、１００μｌのＬＢ培地に再浮
遊させた。１０μｌのストレプトアビジン結合ＭＡＣＳマイクロビーズ（Miltenyi Biote
ch、ドイツ）を加え、インキュベーションを４℃にて２０分間続けた。その後、９００μ
ｌのＬＢ培地を加え、ＭＡＣＳマイクロビーズ細胞浮遊液を磁石に固定した平衡化ＭＳカ
ラム（Miltenyi Biotech、ドイツ）に負荷した。（ＭＳカラムは１ｍｌの７０％ＥｔＯＨ
で１回、２ｍｌのＬＢ培地で２回洗浄することにより平衡化した。）
【０２５６】
　ついで、カラムを３ｍｌのＬＢ培地で３回洗浄した。磁石を除去した後、細胞を２ｍｌ
のＬＢ培地で洗浄して溶出した。３ｍｌのＬＢ培地でカラムを洗浄後、２ｍｌの溶出液を
同じカラムに２回目の負荷をし、洗浄および溶出のプロセスを繰り返した。この負荷、洗
浄および溶出のプロセスを３回繰り返して２ｍｌの最終溶出液を得た。
【０２５７】
　２回目のスクリーニングは以下のようにして行った。最終溶出液からの細胞を遠心分離
により回収し、５０μｇ／ｍｌのカナマイシンを添加した１ｍｌのＬＢ培地に再浮遊させ
た。培養液を３７℃で９０分間インキュベートし、ついで１ｍＭ ＩＰＴＧで３９分間誘
導した。細胞を引き続き回収し、１ｍｌのＬＢ培地で１回洗浄し、１０μｌのＬＢ培地に
浮遊させた。容量が減ったので、１μｇのヒトビオチン化ＩｇＧを加え、懸濁液を穏やか
に振盪しながら４℃で一夜インキュベートした。その後の工程は１回目の選択のものと全
く同じであった。２回の選択後に選択された細胞を５０μｇのカナマイシンを添加したＬ
Ｂ培地にプレーティングし、３７℃で一夜増殖させた。
【０２５８】
シークエンシングおよびウエスタンブロット分析による選択クローンの評価
　選択クローンを５０μｇのカナマイシンを添加した３ｍｌのＬＢ培地中、３７℃にて一
夜培養し、標準法を用いてプラスミドＤＮＡを調製した。シークエンシングはＭＷＧ（ド
イツ）にて、またはＴＩＧＲ（米国）と協同で行った。
【０２５９】
　ウエスタンブロット分析のため、１０～２０μｇの全細胞タンパク質を１０％ＳＤＳ－
ＰＡＧＥにより分離し、ハイボンドＣ膜（Amersham Pharmacia Biotech、英国）にブロッ
ティングした。ＬａｍＢ、ＢｔｕＢまたはＦｌｕＡ融合タンパク質を、一次抗体として約
１：５,０００に希釈したヒト血清および二次抗体として１：５,０００に希釈したＨＲＰ
結合抗ヒトＩｇＧまたはＩｇＡ抗体を用いて検出した。検出はＥＣＬ検出キット（Amersh
am Pharmacia Biotech、英国）を用いて行った。別法として、一次抗体としてのウサギ抗
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ＦｌｕＡまたはマウス抗ＬａｍＢ抗体をＨＲＰに結合したそれぞれの二次抗体と組み合わ
せて融合タンパク質の検出に用いた。
【０２６０】
結果
ビオチン化Ｉｇを用いたマグネチックアクチベーテッドセルソーティング（ＭＡＣＳ）に
よる細菌表面ディスプレイライブラリーのスクリーニング
　ｐＭＡＬ９.１中のライブラリーＬＳＰｙ７０、ｐＭＡＬ１０.１中のライブラリーＬＳ
Ｐｙ１５０およびｐＨＩＥ１１中のライブラリーＬＳＰｙ３００を、患者血清または健康
な個体からの血清からのビオチン化ヒトＩｇＧおよびＩｇＡのプールを用いてスクリーニ
ングした（実施例１：ヒト血清からの抗体の調製を参照）。選択手順は実験手順の記載に
従って行った。図３Ａは、ＬＳＰｙ－７０ライブラリーおよびＰ４－ＩｇＧを用いたスク
リーニングの代表例を示す。ＭＡＣＳスクリーニングからの１回目の選択後のコロニーカ
ウントから明らかなように、最終的に回収された細胞の合計数は３×１０７細胞から約５
×１０４細胞に劇的に減少したのに対し、抗体を添加しなかった選択は約３×１０３細胞
への減少を示した（図３Ａ）。２回目の選択後でも、同様の数の細胞がＰ４－ＩｇＧで回
収されたのに対し、ヒト血清からのＩｇＧを添加しなかった場合には１０未満の細胞しか
回収されず、この選択がストレプトコッカス・ピオゲネス特異的な抗体に依存しているこ
とを明らかに示していた。スクリーニングの性能を評価するため、約５０の選択クローン
をランダムに取り、同じプールした血清を用いたウエスタンブロット分析に供した（図３
Ｂ）。この分析により、選択クローンの７０％が関連血清中に存在する抗体との反応性を
示したのに対し、ストレプトコッカス・ピオゲネス特異的な挿入物を含まずＬａｍＢを発
現する対照株は同血清と反応しないことが明らかとなった。一般に、反応性の割合は３５
～７５％の範囲にあることが観察された。コロニーＰＣＲ分析は、すべての選択クローン
が予期したサイズの範囲の挿入物を含むことを示した。
【０２６１】
　一層多数のランダムに取り出したクローン（スクリーニング当たり６００～１２００）
のその後のシークエンシングは、スクリーニングに用いたヒト血清によって特異的に認識
される遺伝子および対応ペプチドまたはタンパク質配列の同定に導いた。特定のクローン
が選択される頻度は、選択に用いられ該クローンによって表されるエピトープを認識する
血清中に存在する特異的な抗体の存在量および／または親和性を少なくとも部分的に反映
している。この点で、幾つかのＯＲＦに由来するクローン（たとえば、Ｓｐｙ０４３３、
Ｓｐｙ２０２５）が８０回を超えて取り出され、その高度に免疫原性の特性が示されたこ
とは驚くべきことである。表１は１５の行ったすべてのスクリーニングで得られたデータ
を要約したものである。表１に示すクローンはすべて、単一クローンからの全細胞抽出物
を用いたウエスタンブロット分析により各スクリーニングに使用したヒト血清のプールと
の所定の反応性を示すことが確認されている。表１から明らかなように、プラットホーム
タンパク質によってタンパク質の様々なサイズの断片が表面に提示されるので、同定され
たＯＲＦの別個の領域が免疫原性として同定されている。
【０２６２】
　さらに、細菌表面ディスプレイスクリーニングによって同定された遺伝子の殆どが、ス
トレプトコッカス・ピオゲネスの表面に結合しているかおよび／または分泌されるタンパ
ク質をコードしていることを認識することは有意義なことである。
【０２６３】
実施例４：個体ヒト血清との高度に免疫原性のペプチド配列の反応性の評価
　約１００人の患者および６０人の健康な成人の血清が分析に含まれていた。選択クロー
ンのバイオインフォーマティクス分析後、対応ペプチドをデザインし、合成した。２８を
超えるアミノ酸残基のエピトープの場合は重複ペプチドを製造した。すべてのペプチドを
Ｎ末端ビオチンタグを付して合成し、ストレプトアビジンコーティングＥＬＩＳＡプレー
ト上でコーティング試薬として用いた。
【０２６４】
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　分析は２工程で行った。第一に、ペプチドを個体血清との反応性に基づいて選択したが
、この個体血清は細菌表面ディスプレイのＩｇＧおよびＩｇＡスクリーニング試薬の調製
に使用した血清プール（５つの個体血清）に含まれていたものであった。陽性の反応を示
さないペプチドは、さらなる詳細な研究に含めなかった。第二に、急性の咽頭炎または連
鎖球菌感染後疾患を罹患する患者または健康な成人および子供からの一層多数の前もって
選択していない個体血清を、スクリーニング血清に対して特異的で高度の反応性を示した
ペプチドに対して試験した。抗体レベルをＥＬＩＳＡにより測定し、陽性血清の数および
反応性の程度に基づいて各ペプチドについて計算したスコアにより比較した。ゲノムスク
リーニングからのストレプトコッカス・ピオゲネスエピトープを表す１７４のペプチドと
抗原同定に使用した２０のヒト血清（５つの血清の４つの異なるプールを表す）との血清
反応性の例を表２に示す。ペプチドは高度に広く反応性のものから弱く陽性のものまであ
った。最も反応性のものの中には既知の抗原もあり、その中のあるものはまた鼻咽頭保菌
の動物攻撃モデルでも防禦的である（たとえば、Ｃ５ａペプチダーゼおよびＭタンパク質
）。
【０２６５】
実施例５：ストレプトコッカス・ピオゲネスから同定した高度に免疫原性のタンパク質を
用いた遺伝子分布研究
ＰＣＲによるＡ群連鎖球菌抗原の遺伝子分布
　理想的なワクチンは、当該ワクチンが向けられた標的生物のすべてまたは大部分の株に
存在する抗原であろう。同定したストレプトコッカス・ピオゲネスの抗原をコードする遺
伝子がストレプトコッカス・ピオゲネス株に普遍的に存在するものであるか否かを確立す
るため、目的遺伝子に対して特異的なプライマーを用いて一連の独立のストレプトコッカ
ス・ピオゲネス単離物に対してＰＣＲを行った。図４Ａに示すように、患者に最も頻繁に
存在するｅｍｍ型をカバーするストレプトコッカス・ピオゲネス単離物を得た。プライマ
ーとしてのオリゴヌクレオチドは、もしも可能なら同定したすべての免疫原性エピトープ
をカバーする約１,０００ｂｐの生成物をするよう同定したすべてのＯＲＦについてデザ
インした。すべてのストレプトコッカス・ピオゲネス株のゲノムＤＮＡは、実施例２の記
載と同様にして調製した。ＰＣＲは、Ｔａｑポリメラーゼ（１Ｕ）、２００ｎＭのｄＮＴ
Ｐ、１０ピコモルの各オリゴヌクレオチドおよびキットを製造業者（Invitrogen、オラン
ダ）の指示に従って２５μｌの反応容量にて行った。標準として、条件を個々のプライマ
ーペアに適合させる必要のない限り、３０サイクル（１×：５分、９５℃、３０×：３０
秒、９５℃、３０秒、５６℃、３０秒、７２℃、１×４分、７２℃）行った。
【０２６６】
結果
　免疫原性のタンパク質をコードする同定されたすべての遺伝子を、ストレプトコッカス
・ピオゲネスの５０の異なる株での存在についてＰＣＲにより試験した（図４Ａ）。一例
として、図４Ｂは、示した５０のすべての株とのＳｐｙ０２６９のＰＣＲ反応性を示す。
明らかに見てとれるように、この遺伝子は分析したすべての株に存在している。株Ｎｏ．
８（Ｍ８９）からのＰＣＲ断片をシークエンシングしたところ、ストレプトコッカス・ピ
オゲネスＭ１株ＳＦ３１０と比較して９１７ｂｐのうち２ｂｐのみが異なり、その結果、
これら２つの単離物は１アミノ酸の差異しかないことが示された。
【０２６７】
　分析した合計９６の遺伝子のうち、７０の遺伝子は試験したすべての株に存在し、一方
、２２の遺伝子は試験した５０の株のうち１０を超える株に存在していた（表３）。幾つ
かの遺伝子（Ｓｐｙ０４３３、Ｓｐｙ０６８１）はサイズに変異を示し、すべての株単離
物には存在しなかった。幾つかの遺伝子はサイズに変異を示したが、他の点では試験した
すべての株で保存されていた（たとえば、Ｓｐｙ１３７１）。一つの株からの生成したＰ
ＣＲ断片のシークエンシングおよびその後のＭ１株との比較は正しいＤＮＡ断片の増幅を
確認し、表３に示すようにある程度の配列分散を明らかにした。重要なことには、同定し
た抗原の多くは配列およびサイズにおいてすべての株でよく保存されており、それゆえＡ
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群連鎖球菌による感染を防御するための新規なワクチン候補である。
【０２６８】
実施例６：大腸菌の表面に提示されたストレプトコッカス・ピオゲネスからの高度に免疫
原性のタンパク質／ペプチドで免疫したマウスから得られた免疫血清の特徴付け
マウスからの免疫血清の生成
　ストレプトコッカス・ピオゲネスペプチドに融合したプラットホームタンパク質をコー
ドするプラスミドを有する大腸菌クローンを、５０μｇ／ｍｌのカナマイシンを添加した
ＬＢ培地中、３７℃で増殖させた。一夜培養液を１：１０に希釈し、ＯＤ６００が０.５
となるまで増殖させ、０.２ｍＭ ＩＰＴＧで２時間誘発した。ペレット化した細菌菌体を
ＰＢＳ緩衝液に浮遊させ、氷上での超音波処理により破砕し、粗製の細胞抽出物を得た。
ＯＤ６００測定により、５×１０７細胞に対応するアリコートをＮＭＲＩマウスに静脈内
注射し、ついで２週間後にブースター投与した。第二の注射の１週間後に血清を採取した
。エピトープ特異的な抗体レベルをペプチドＥＬＩＳＡにより測定した。
【０２６９】
抗原のインビトロ発現
　インビトロで増殖したストレプトコッカス・ピオゲネスＳＦ３７０／Ｍ１による抗原の
発現をイムノブロッティングにより試験した。異なる増殖培地および培養条件を試験して
全溶解液および細菌培養上澄み液中の膠原の存在を検出した。予測した分子量および電気
泳動移動度に対応する特異的なバンドが検出されたときに発現が確認されたとした。
【０２７０】
細胞表面染色
　フローサイトメトリー分析を以下のようにして行った。細菌を、イムノブロット分析に
より示される抗原の発現という結果となる培養条件下で増殖させた。細胞をハンクスの平
衡塩類溶液（ＨＢＳＳ）で２回洗浄し、１００μｌのＨＢＳＳ、０.５％ＢＳＡで細胞密
度を約１×１０６ＣＦＵに調節した。５０～１００倍に希釈した抗血清とともに４℃で３
０～６０分間インキュベートした後、未結合の抗体を過剰のＨＢＳＳ、０.５％ＢＳＡ中
での遠心分離により洗浄して除いた。フルオレセイン（ＦＩＴＣ）で標識したヤギ抗マウ
ス二次抗体（Ｆ(ａｂ')２フラグメント特異的）を細胞とともに４℃で３０～６０分間イ
ンキュベートした。細胞を洗浄後、抗体を２％パラホルムアルデヒドで固定した。結合抗
体をBecton Dickinson FACScanフローサイトメーターを用いて検出し、データをコンピュ
ータープログラムCELLQuestでさらに分析した。対照血清には、マウスの免疫前血清、お
よびストレプトコッカス・ピオゲネスのゲノム挿入物を有しない遺伝子ｌａｍＢまたはｆ
ｌｕＡをコードするプラスミドで形質転換しＩＰＴＧ誘発した大腸菌から調製した溶解液
で調製したマウスポリクローナル血清が含まれていた。
【０２７１】
オプソニン食作用（Opsonophagocytosis）アッセイ
　エピトープ特異的な免疫血清を、それがオプソニン食作用を誘発する活性についてＦＡ
ＣＳベースのアッセイで試験した。血清を熱不活化し、ついで抗大腸菌抗体を全菌体大腸
菌（×３）とともにインキュベートすることにより除いた。１０７のAlexa 488標識した
ストレプトコッカス・ピオゲネス細胞を補体源として２～１０％免疫血清および２％ハム
スター血清の存在下で前オプソニン処理し、ついで１０６の食細胞（ＲＡＷ２４６.７ま
たはＰ３８８.Ｄ１マウス単球細胞株）に加えた。細胞混合物を３７℃で３０分間インキ
ュベートした。時間、ＩｇＧ濃度および細菌の補体依存性の取り込みを、フルオレセンス
アクチベーテッドセルソーターで測定した食細胞の平均蛍光強度の増大として記録した。
【０２７２】
殺菌アッセイ
　マウスマクロファージ細胞（ＲＡＷ２４６.７またはＰ３８８.Ｄ１）および細菌をイン
キュベートし、６０分後の生きた細菌の消失をコロニーカウンティングにより決定した。
簡単に説明すると、細菌をハンクスの平衡塩類溶液（ＨＢＳＳ）で２回洗浄し、５０μｌ
のＨＢＳＳで細胞密度を約１×１０５ＣＦＵに調節した。細菌をマウス血清（２５％まで
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）およびモルモット補体（５％まで）とともに１００μｌの合計容量にて４℃で６０分間
インキュベートした。前オプソニン処理した細菌をマクロファージ（マウス細胞株ＲＡＷ
２４６.７またはＰ３８８.Ｄ１；１００μｌ当たり２×１０６細胞）と１：２０の比で混
合し、５００ｒｐｍの回転シェーカー上、３７℃でインキュベートした。各試料のアリコ
ートを滅菌水で希釈し、室温で５分間インキュベートしてマクロファージを溶解させた。
ついで、系列希釈をTodd-Hewitt Brothアガープレートにプレーティングした。プレート
を３７℃で一夜インキュベートし、コロニーをCountermatフラッシュコロニーカウンター
（IUL Instruments）でカウントした。対照血清には、マウスの免疫前血清、およびスト
レプトコッカス・ピオゲネスのゲノム挿入物を有しない遺伝子ｌａｍＢまたはｆｌｕＡを
コードするプラスミドで形質転換しＩＰＴＧ誘発した大腸菌から調製した溶解液で調製し
たマウスポリクローナル血清が含まれていた。
【０２７３】
結果
インビトロ発現および細胞表面染色
　抗原性タンパク質の発現を、ストレプトコッカス・ピオゲネスペプチドに融合したプラ
ットホームタンパク質をコードするプラスミドを有する大腸菌クローンに対して産生させ
た血清を用いることによりストレプトコッカス・ピオゲネスＳＦ３７０／Ｍ１でインビト
ロで分析した。この分析は、ポリペプチドの表面発現をＦＡＣＳ分析により評価するため
にタンパク質がそもそも発現されるのか否かを決定する第一段階の工程であった。インビ
トロ条件下ではすべてのタンパク質が発現されるわけではないことは予想されたが、幾つ
かのタンパク質はウエスタンブロット分析により全細胞溶解液中で検出された（たとえば
、Ｓｐｙ００１２、Ｓｐｙ０１１２、Ｓｐｙ０４１６、Ｓｐｙ０４３７、Ｓｐｙ０８７２
、Ｓｐｙ１０３２、Ｓｐｙ１３１５、Ｓｐｙ１７９８；データは示していない）。幾つか
の抗原性タンパク質についての細胞表面接近可能性（accessibility）は、引き続きフロ
ーサイトメトリーに基づくアッセイにより示された。連鎖球菌を、免疫前血清、またはス
トレプトコッカス・ピオゲネス溶解液またはストレプトコッカス・ピオゲネスペプチドに
融合したプラットホームタンパク質をコードするプラスミドを有する大腸菌クローンに対
して産生させたポリクローナルマウス血清とともにインキュベートし、ついで蛍光標識し
た二次抗体で検出した。図５Ａに示すように、ストレプトコッカス・ピオゲネス溶解液に
対して産生した抗血清はストレプトコッカス・ピオゲネスＳＦ３７０／Ｍ１細胞集団の蛍
光にシフトを引き起こす。抗原Ｓｐｙ００１２（図５Ｂ）、Ｓｐｙ１３１５およびＳｐｙ
１７９８（図５Ｃ）のペプチドに対して産生したポリクローナル血清についてもストレプ
トコッカス・ピオゲネスＳＦ３７０／Ｍ１細胞の同様の細胞表面染色が観察されたが、２
つのピークの検出によって示されるように細菌の亜集団が染色されただけであった。この
現象は、細菌の増殖の際の遺伝子産物の差異的な発現または他の表面分子によって引き起
こされた抗体結合の部分的な抑制の結果である。
【０２７４】
　これら実験は、これらタンパク質がそのシグナルペプチド配列のゆえに輸送されるとい
うバイオインフォーマティクスによる予測を確認し、さらにこれらタンパク質がストレプ
トコッカス・ピオゲネスＳＦ３７０／Ｍ１の細胞表面に定着する（anchored）ことを示し
た。これら実験はまた、これらタンパク質がヒト抗体による認識に利用でき、これらタン
パク質をＡ群連鎖球菌疾患に対するワクチンの開発のための価値ある候補とすることを確
認している。
【０２７５】
実施例７：組換え抗原で免疫したときのＡ群連鎖球菌感染に対する防御的免疫応答
実験手順
抗原性タンパク質をコードする遺伝子のクローニング
　目的とする遺伝子またはＤＮＡ断片を、遺伝子特異的なプライマーを用いたＰＣＲ増幅
によりストレプトコッカス・ピオゲネスＳＦ３７０のゲノムＤＮＡから増幅した。遺伝子
特異的な配列に加え、プライマーは各５'末端に増幅ＰＣＲ産物のディレクショナルクロ
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ーニングを助ける制限部位からなる付加的塩基を含んでいた。プライマーの遺伝子特異的
な配列は長さが１５～２４塩基の範囲であった。得られたＰＣＲ産物を適当な制限酵素で
消化し、適当に消化したｐＥＴ２８ｂ（＋）ベクター（NOVAGEN）にクローニングした。
組換えプラスミドの構築を確認した後、発現宿主としての大腸菌ＢＬ２１ ＳＴＡＲＲ細
胞（INVITROGEN）を形質転換した。これら細胞を、ｐＥＴ２８ｂプラスミドによってコー
ドされる目的遺伝子を効率的に発現すべく最適化する。
【０２７６】
大腸菌での抗原の発現
　組換えプラスミドを有する大腸菌ＢＬ２１ ＳＴＡＲＲ細胞を、５０μｇ／ｍｌのカナ
マイシンを添加したＬＢ培地中、３７℃で対数期まで増殖させた。ＯＤ６００ｎｍが０.
８に達したら、培養液を１ｍＭ ＩＰＴＧとともに３７℃で３時間インキュベートした。
細胞を遠心分離により回収し、凍結－解凍法の組合せにより溶解し、ついでＮＯＶＡＧＥ
ＮからのBug-busterＲ試薬を用いて細胞を破砕した。溶解液を遠心分離により可溶（上澄
み液）画分および不溶（ペレット）画分に分離した。
【０２７７】
大腸菌からの組換えタンパク質の精製
　組換えタンパク質の局在に依存して、異なる精製戦略に従った。可溶画分中の該タンパ
ク質は、細胞破砕後の細胞溶解液の上澄み液をＮｉ－アガロースビーズ（Ni-NTA-Agarose
R、ＱＩＡＧＥＮ）に結合させることにより精製した。発現タンパク質のＣ末端、Ｎ末端
または両末端のペンタヒスチジン（ＨＩＳ）の存在により、該タンパク質はＮｉ－アガロ
ースに結合し、一方、他の混入タンパク質は緩衝液で洗浄することによりカラムから洗浄
除去される。組換えタンパク質は適当な緩衝液中に１００ｍＭイミダゾールを含む溶液に
よって溶出させた。溶出液を濃縮し、Bradfordによりタンパク質濃度についてアッセイし
、ＳＤＳ－ＰＡＧＥおよびウエスタンブロットにより分析した。不溶性画分中のタンパク
質は、８Ｍ尿素を含む適当な緩衝液中にペレットを可溶化することにより精製した。この
精製は、上記可溶性タンパク質について記載したのと同じ材料および手順を用いた変性条
件下（８Ｍ尿素を含む緩衝液中）で行った。溶出液を濃縮および透析してすべての尿素を
逐次的または段階的な仕方で除去した。最終タンパク質を濃縮し、ＳＤＳ－ＰＡＧＥによ
り分析し、Bradford法により測定した。予測された分子量および電気泳動移動度に対応す
る特異的なバンドが検出されたときに発現が確認されたとした。変性剤である尿素の除去
による透析の際に沈殿したタンパク質については、不溶性の封入体を数回洗浄し、マウス
の免疫に直接用いた。
【０２７８】
組換えタンパク質によるＮＭＲＩマウスの免疫およびストレプトコッカス・ピオゲネスＡ
Ｐ１による攻撃
　組換えタンパク質の免疫原性を、ＮＭＲＩマウスおよび感染因子としてストレプトコッ
カス・ピオゲネス株ＡＰ１を用いた実験動物モデルでアッセイした。７～８週齢の１０匹
の雌ＮＭＲＩマウスを５０μｇ／投与の組換えタンパク質で２週間毎に合計３投与にて免
疫した。最初の投与はフロイントの完全アジュバントをアジュバントとし、一方、残りの
２回の投与はフロイントの不完全アジュバントをアジュバントとした。免疫の終了時に採
血して抗体力価をチェックし、その後、致死量のストレプトコッカス・ピオゲネス（５×
１０７病原性菌体）で静脈内（i.v.）攻撃した。攻撃後１８～２１日間、マウスの生存を
スコアリングした。
【０２７９】
結果
組換えタンパク質の発現および精製
　組換えタンパク質発現のために選択した３１のタンパク質のうち２９のタンパク質が精
製に十分なレベルで大腸菌中で産生させることができた。幾つかのタンパク質は可溶性の
タンパク質として発現されたが（表４参照）、幾つかのタンパク質は透析の際に不溶性で
あるか（たとえば、Ｓｐｙ４１６Ｂ、Ｓｐｙ０８７２）または沈殿することがわかった。
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この透析はＳｐｙ００３１、Ｓｐｙ０２９２、Ｓｐｙ７２０などの不溶性のタンパク質の
可溶化後に変性剤の尿素を除去するために行ったものである。これらの場合、洗浄した封
入体を直接マウスに注射して免疫した。一般に、アフィニティー精製は少なくとも８５％
の純度の組換えタンパク質調製物を生成した。
【０２８０】
ＮＭＲＩマウスで組換えタンパク質を免疫後の免疫応答
　表４は、マウスで試験し、実験動物である程度の防禦を示した抗原を列挙したものであ
る。動物における菌血症モデルでも試験したが記載の実験においていかなるレベルの防禦
をも示さなかった組換えタンパク質は当該表に列挙していないが、Ｓｐｙ００１２、Ｓｐ
ｙ１０６３およびＳｐｙ１４９４などのタンパク質は含めてある。病原性細菌は血中に直
接注射しているので、記載の菌血症モデルは侵入性疾患に対するワクチン候補の防禦価を
評価するものである。そのようなＡ群連鎖球菌感染に対して防禦しうる抗体を誘起する組
換えタンパク質は、Ａ群連鎖球菌疾患に対するワクチンを開発するための価値ある候補で
あると考えられる。以前にストレプトコッカス・ピオゲネス攻撃に対して防禦を提供する
ことが示された正の対照であるＳｐｙ２０１８（Ｍ１タンパク質）と比較して、１８日ま
たは２１日後に攻撃実験の終点（表４）を評価したときに幾つかの抗原は同程度の性能を
示した（Ｓｐｙ０４１６、Ｓｐｙ１６０７またはＳｐｙ０２９２）。他のタンパク質は部
分的な防禦効果しか示さなかったが（Ｓｐｙ０７２０、Ｓｐｙ０８７２）、他の抗原と組
み合わせたときに非常に有効であることがわかる（図６）。
【０２８１】
　驚くべきことに、この抗原スクリーニングは、２つの大きなタンパク質、Ｓｐｙ０４１
６およびＳｐｙ１９７２の最初の半分に優先的に免疫原性エピトープを同定した。それゆ
え、防禦領域もまた該タンパク質のＮ末端部に含まれることが推論された。Ｓｐｙ０４１
６の場合は抗原の両部を組換えタンパク質として産生し（Ｓｐｙ０４１６ＡおよびＳｐｙ
０４１６Ｂ；表４参照）、動物実験で試験した。これら実験は、タンパク質Ｓｐｙ０４１
６の最初の半分（表４；Ｓｐｙ０４１６Ａ）のみが動物モデルにおいて防禦を提供し、一
方、タンパク質の第二の半分（Ｓｐｙ０４１６Ｂ）は全く防禦効果を有しないことを示し
、該タンパク質内の一層小さな領域をワクチン候補として明らかに説明した。抗原Ｓｐｙ
１９７２については、完全長タンパク質の最初の半分を組換えタンパク質として産生し、
動物モデルで試験した。
【０２８２】
実施例８：種々の血清型のストレプトコッカス・ピオゲネス株での抗原性タンパク質をコ
ードする遺伝子の変動性
実験手順
ＰＣＲ断片のシークエンシングおよびバイオインフォーマティクス分析
　ストレプトコッカス・ピオゲネス株のＰＣＲ分析は実施例５に記載してある。ＰＣＲ断
片のシークエンシングは遺伝子の変動性の評価を提供し、その結果の要約を表３に列挙し
てある。５つのストレプトコッカス・ピオゲネス株（ＳＦ３７０：Ｍ１；ＭＧＡＳ８２３
２：Ｍ１８；ＳＳＩ－１：Ｍ３；ＭＧＡＳ３１５：Ｍ３；Ｍａｎｆｒｅｄｏ：Ｍ５）から
のゲノム配列を入手できたことにより、抗原の変動性のさらなる評価が可能となった。す
べての配列を、ストレプトコッカス・ピオゲネスＳＦ３７０からの各抗原配列およびスト
レプトコッカス・ピオゲネスＳＦ３７０からの抗原性タンパク質のものとは異なると同定
されたアミノ酸残基を用いてアラインメントした。抗原性タンパク質の幾つかには挿入配
列または欠失配列が検出されたが、この分析には含まれていない。
【０２８３】
結果
　表５は、４つのストレプトコッカス・ピオゲネス株（ＭＧＡＳ８２３２：Ｍ１８；ＳＳ
Ｉ－１：Ｍ３；ＭＧＡＳ３１５：Ｍ３；Ｍａｎｆｒｅｄｏ：Ｍ５）または増幅ＰＣＲ断片
のシークエンシングに用いた株（表３参照）の一つにおいて示された抗原の変わりうると
同定されたすべての位置を示す。バイオインフォーマティクス分析は、抗原性タンパク質
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の幾つかのものは血清型Ｍ１、Ｍ３、Ｍ５、Ｍ１８およびＭ８９の６つの株のいずれにお
いても単一のアミノ酸交換もなしに非常によく保存されていることを示している。この群
に属するタンパク質としてはＳｐｙ０１０３およびＳｐｙ１５３６が挙げられるが、他の
抗原性タンパク質における交換は、サイズ自体の差異から予期されるように小さなタンパ
ク質よりも大きなタンパク質の方が多かった。種々の株を分析したが、単一の残基が他の
株において１を超える他のアミノ酸に交換されることは殆ど観察されなかった。血清型、
臨床所見または地理的位置が様々な一層多数の株における各遺伝子の配列のさらなる分析
は、列挙したアミノ酸残基におけるまたはさらなる残基における可能な変化を確かに同定
することであろう。
【０２８４】
　６つの遺伝子配列のアラインメントにより分析した抗原性タンパク質のうち１つのみが
サイズにおいて相当の程度の変動を示した（Ｓｐｙ１３５７：ＳＦ３７０ ２１７アミノ
酸；ＭＧＡＳ８２３２ ２４５アミノ酸；ＳＳＩ－１ ３２９アミノ酸；ＭＧＡＳ３１５ 
３２９アミノ酸；Ｍａｎｆｒｅｄｏ ２７９アミノ酸）。それゆえ、評価した抗原は配列
においてもサイズにおいても非常によく保存されており、ワクチン開発のための有望な候
補を提供することが明らかである。
【０２８５】
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