
(57)【要約】
　本発明は、Ｃ．ディフィシルによる感染に特異的なおよびその感染またはワクチンに対
する免疫を付与する抗体、それを同定する方法、医薬の製造方法、およびそれを使用する
患者の処置方法に関する。同じく、患者にワクチン接種する方法、診断用試験方法、およ
び診断用試験キットと共に、ワクチンの有効性を決定する方法を提供する。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 配 列 番 号 ２ ７ 、 配 列 番 号 ２ ８ 、 配 列 番 号 ２ ９ 、 配 列 番 号 ３ ０ 、 お よ び 配 列 番 号 ３ １ よ り
な る 群 か ら 選 択 さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ３ 配 列 を 有 す る 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト
。
【 請 求 項 ２ 】
　 配 列 番 号 ３ ２ 、 配 列 番 号 ３ ３ 、 お よ び 配 列 番 号 ３ ４ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ －
Ｌ ３ 配 列 を 有 す る 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ３ 】
　 配 列 番 号 ２ ７ 、 配 列 番 号 ２ ８ 、 配 列 番 号 ２ ９ 、 配 列 番 号 ３ ０ 、 お よ び 配 列 番 号 ３ １ よ り
な る 群 か ら 選 択 さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ３ 配 列 な ら び に 配 列 番 号 ３ ２ 、 配 列 番 号 ３ ３ 、 お よ び 配
列 番 号 ３ ４ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ － Ｌ ３ 配 列 を 有 す る 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合
性 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ４ 】
　 感 染 中 に ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル （ Clostridium difficile） に よ り 生 成 さ れ
る 少 な く と も 一 つ の 抗 原 に 対 し て ま た は ワ ク チ ン に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 の 少 な く と も Ｃ Ｄ
Ｒ ３ 領 域 の 候 補 配 列 の 同 定 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に 感 染 し た ま た は そ の ワ ク チ ン を 投 与 さ れ た 少
な く と も 一 人 の 患 者 か ら 単 離 さ れ た Ｂ 細 胞 で 、 そ の Ｂ 細 胞 の Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ を コ
ー ド す る 領 域 の 少 な く と も Ｃ Ｄ Ｒ 3領 域 を 配 列 決 定 す る 工 程 ； な ら び に
　 （ ｉ ｉ ） そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 か ら の そ の Ｂ 細 胞 の Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ を コ ー
ド す る 領 域 の 配 列 決 定 さ れ た 少 な く と も Ｃ Ｄ Ｒ 3領 域 を 関 連 付 け て 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・
デ ィ フ ィ シ ル に よ り 生 成 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 抗 原 に 対 し て ま た は ワ ク チ ン に 対 し て 特
異 的 な 抗 体 の 少 な く と も Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 の 一 連 の 候 補 配 列 を 同 定 す る 工 程 で あ っ て 、 そ の 一
連 の 候 補 Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 の 各 々 ま た は そ れ と 少 な く と も ８ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る 配 列 が 、 工
程 （ ｉ ） で 決 定 さ れ た 一 連 の 配 列 に お い て 全 体 で 少 な く と も １ ％ の 頻 度 で 出 現 す る 工 程 ；
を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 そ の Ｂ 細 胞 が 末 梢 Ｂ 細 胞 リ ン パ 球 お よ び 脾 臓 か ら の Ｂ 細 胞 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る も
の で あ る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 そ の 末 梢 Ｂ 細 胞 リ ン パ 球 が そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 か ら の 血 液 か ら 単 離 さ れ た も の で
あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 そ の 少 な く と も 一 つ の 抗 原 が 免 疫 原 で あ る 、 請 求 項 ４ ～ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 が 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に よ る 感 染 に 応 答 す る
顕 著 な 抗 体 応 答 を 示 す 、 請 求 項 ４ ～ ７ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 が 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に よ る 感 染 か ら 回 復 し
た 人 で あ る 、 請 求 項 ４ ～ ８ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 そ の 関 係 付 け 工 程 （ ｉ ｉ ） が 、 そ の 配 列 決 定 さ れ た 少 な く と も Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ
Ｃ Ｄ Ｒ 3領 域 か ら の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 し 、 そ の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 関 係 付 け る こ と
を 含 ん で な る 、 請 求 項 ４ ～ ９ に い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 そ の 関 係 付 け 工 程 （ ｉ ｉ ） が 、 そ の 少 な く と も Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ 領 域 に 含 ま れ る
相 補 性 決 定 領 域 を 同 定 し 、 そ の 相 補 性 決 定 領 域 を 関 係 付 け る こ と を 含 ん で な る 、 請 求 項 ９
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
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　 そ の 相 補 性 決 定 領 域 が Ｃ Ｄ Ｒ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ２ お よ び Ｃ Ｄ Ｒ ３ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る も
の で あ る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 そ の 関 係 付 け 工 程 （ ｉ ｉ ） が 、 そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 に 感 染 す る ク ロ ス ト リ ジ ウ ム
・ デ ィ フ ィ シ ル の 株 、 そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 が ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル で 感
染 し て い る 間 に そ の Ｂ 細 胞 が 単 離 さ れ る 時 点 、 そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 の 年 齢 、 そ の 少
な く と も 一 人 の 患 者 の 性 別 、 お よ び そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 の 人 種 よ り な る 群 の 少 な く
と も 一 つ と さ ら に 関 係 付 け る 、 請 求 項 ４ ～ １ ２ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 そ の Ｂ 細 胞 が 、 そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 が ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル で 感 染 し
て い る 間 に 複 数 の 時 点 で 、 そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 か ら 単 離 さ れ た も の で あ り 、 そ の 関
連 付 け 工 程 （ ｉ ｉ ） が 、 そ の Ｂ 細 胞 が 単 離 さ れ た そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 が ク ロ ス ト リ
ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル で 感 染 し て い る 間 の 時 点 と 関 連 付 け る も の で あ る 、 請 求 項 ４ ～ １ ３
の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 そ の Ｂ 細 胞 が 少 な く と も 二 人 の 患 者 か ら 単 離 さ れ た も の で あ り 、 そ の う ち の 少 な く と も
一 人 が ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に よ る 感 染 か ら 回 復 し た も の で あ り 、 且 つ そ の う
ち の 少 な く と も 一 人 が ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に よ る 感 染 か ら 回 復 し た も の で は
な く 、 そ の 関 連 付 け 工 程 （ ｉ ｉ ） が ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に よ る 感 染 か ら そ の
少 な く と も 二 人 の 患 者 の 回 復 に 関 連 付 け ら れ る も の で あ る 、 請 求 項 ４ ～ １ ３ の い ず れ か に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 そ の Ｂ 細 胞 が 少 な く と も 二 人 の 患 者 か ら 単 離 さ れ た も の で あ り 、 そ の 患 者 が 、 そ の 少 な
く と も 一 つ の 抗 原 を 生 成 す る ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル の 異 な る 株 で 感 染 し て お り
、 そ の 関 連 付 け 工 程 （ ｉ ｉ ） が 、 Ｂ 細 胞 の そ の 配 列 決 定 さ れ た 少 な く と も Ｖ Ｈ お よ び ／ ま
た は Ｖ Ｌ を コ ー ド す る 領 域 を 関 連 付 け し て 抗 体 に 対 す る 一 連 の 候 補 配 列 を 同 定 し 、 そ の 各
々 が ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル の そ の 異 な る 株 に よ り 生 成 さ れ る 少 な く と も 一 つ の
共 通 の 抗 原 に 特 異 的 で あ る か 、 ま た は ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル の そ の 異 な る 株 に
よ り 生 成 さ れ る 異 な る 抗 原 に 特 異 的 で あ る 、 請 求 項 ４ ～ １ ３ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 少 な く と も 一 つ の 抗 原 を 生 成 す る ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に よ る 感 染 の 処 置 用
の 医 薬 の 製 造 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） 請 求 項 ４ ～ １ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 を 行 う 工 程 ； お よ び
　 （ ｉ ｉ ） ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に よ り 生 成 さ れ る そ の 少 な く と も 一 つ の 抗 原
に 特 異 的 な 少 な く と も 一 つ の 候 補 配 列 を 含 ん で な る 少 な く と も 一 つ の 抗 体 を 合 成 す る 工 程
を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 そ の 合 成 さ れ た 少 な く と も 一 つ の 抗 体 を 薬 学 的 に 許 容 し う る 担 体 、 希 釈 剤 、 ま た は 賦 形
剤 と 組 み 合 わ せ る 工 程 を 含 ん で な る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 医 薬 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 少 な く と も 一 つ の 抗 原 を 生 成 す る ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に よ る 患 者 の 感 染 の
処 置 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） 請 求 項 ４ ～ １ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 を 行 う 工 程 ；  
　 （ ｉ ｉ ） ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に よ り 生 成 さ れ る そ の 少 な く と も 一 つ の 抗 原
に 特 異 的 な 少 な く と も 一 つ の 候 補 配 列 を 含 ん で な る 少 な く と も 一 つ の 抗 体 を 合 成 す る 工 程
； お よ び
　 （ ｉ ｉ ｉ ） そ の 少 な く と も 一 つ の 生 成 さ れ た 抗 体 の 治 療 有 効 量 を そ の 患 者 に 投 与 す る 工
程
を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
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　 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に よ り 生 成 さ れ る そ の 少 な く と も 一 つ の 抗 原 に 特 異 的
な 少 な く と も 一 つ の 候 補 配 列 を 同 定 す る デ ー タ ベ ー ス の 作 成 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） 請 求 項 ４ ～ １ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 を 行 う 工 程 ； お よ び
　 （ ｉ ｉ ） そ の デ ー タ ベ ー ス に そ の 方 法 で 作 成 さ れ た デ ー タ を 格 納 す る 工 程
を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に よ り 生 成 さ れ る そ の 少 な く と も 一 つ の 抗 原 に 特 異 的
な 少 な く と も 一 つ の 候 補 配 列 を 同 定 す る レ ポ ー ト の 発 生 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） 請 求 項 ４ ～ １ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 を 行 う 工 程 ； お よ び
　 （ ｉ ｉ ） そ の 方 法 で 作 成 さ れ た デ ー タ を 含 ん で な る レ ポ ー ト を 作 成 す る 工 程
を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 ワ ク チ ン の 有 効 性 の 決 定 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） そ の ワ ク チ ン を 投 与 さ れ た 少 な く と も 一 人 の 患 者 か ら 単 離 さ れ た Ｂ 細 胞 で 、 そ の
Ｂ 細 胞 の Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ を コ ー ド す る 領 域 の 少 な く と も Ｃ Ｄ Ｒ 3領 域 を 配 列 決 定
す る 工 程 ； な ら び に
　 （ ｉ ｉ ） そ の Ｂ 細 胞 の Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ を コ ー ド す る 領 域 の 配 列 決 定 さ れ た 少 な
く と も Ｃ Ｄ Ｒ 3領 域 を 関 連 付 け て 、 そ の ワ ク チ ン に 特 異 的 な 抗 体 の 少 な く と も Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領
域 に 対 す る 一 連 の 候 補 配 列 を 同 定 す る 工 程 で あ っ て 、 そ の 一 連 の Ｃ Ｄ Ｒ ３ 候 補 配 列 の 各 々
ま た は そ れ と 少 な く と も ８ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る 配 列 が 、 工 程 （ ｉ ） で 決 定 さ れ た 一 連 の
配 列 に お い て 全 体 で 少 な く と も １ ％ の 頻 度 で 出 現 す る も の で あ る 工 程 ；
を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 関 連 付 け 工 程 （ ｉ ｉ ） が 、 そ の Ｂ 細 胞 の Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ を コ ー ド す る 領 域 の 配
列 決 定 さ れ た 少 な く と も Ｃ Ｄ Ｒ 3領 域 を 、 そ の ワ ク チ ン で の ワ ク チ ン 接 種 が 保 護 的 免 疫 応
答 を 促 進 す る こ と を 意 図 さ れ た ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル で 感 染 さ れ た 少 な く と も
一 人 の 患 者 か ら 単 離 さ れ た Ｂ 細 胞 の Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ を コ ー ド す る 領 域 の 配 列 決 定
さ れ た 少 な く と も Ｃ Ｄ Ｒ 3領 域 と 関 連 付 け る こ と を 含 ん で な る 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 そ の 関 係 付 け 工 程 （ ｉ ｉ ） が 、 そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 に 感 染 す る ク ロ ス ト リ ジ ウ ム
・ デ ィ フ ィ シ ル の 株 、 そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 が ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル で 感
染 し て い る 間 に そ の Ｂ 細 胞 が 単 離 さ れ る 時 点 、 そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 の 年 齢 、 そ の 少
な く と も 一 人 の 患 者 の 性 別 、 そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 の 人 種 、 お よ び そ の 配 列 決 定 さ れ
た 少 な く と も Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ を コ ー ド す る 領 域 の 相 補 性 決 定 領 域 よ り な る 群 の 少
な く と も 一 つ と さ ら に 関 係 付 け る 、 請 求 項 ２ ２ ま た は ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 そ の 方 法 が 、 そ の ワ ク チ ン で の ワ ク チ ン 接 種 が 保 護 的 免 疫 応 答 を 促 進 す る こ と を 意 図 さ
れ た ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に 対 す る 保 護 的 免 疫 応 答 を 促 進 す る こ と に お け る そ
の ワ ク チ ン の 有 効 性 を 決 定 す る 、 請 求 項 ２ ２ ～ ２ ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 ワ ク チ ン の 有 効 性 を 同 定 す る デ ー タ ベ ー ス の 作 成 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） 請 求 項 ２ ２ ～ ２ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 を 行 う 工 程 ； お よ び
　 （ ｉ ｉ ） そ の デ ー タ ベ ー ス に そ の 方 法 で 作 成 さ れ た デ ー タ を 格 納 す る 工 程
を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 ワ ク チ ン の 有 効 性 を 同 定 す る レ ポ ー ト の 発 生 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） 請 求 項 ２ ２ ～ ２ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 を 行 う 工 程 ； お よ び
　 （ ｉ ｉ ） そ の 方 法 で 作 成 さ れ た デ ー タ を 含 ん で な る レ ポ ー ト を 作 成 す る 工 程
を 含 ん で な る 方 法 。

10

20

30

40

50

(4) JP 2007-527370 A 2007.9.27



【 請 求 項 ２ ８ 】
　 患 者 に お け る ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル 感 染 を 同 定 す る 診 断 用 試 験 方 法 で あ っ て
、
　 （ ｉ ） そ の 患 者 か ら 単 離 さ れ た Ｂ 細 胞 で 、 そ の Ｂ 細 胞 の Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ を コ ー
ド す る 領 域 の 少 な く と も Ｃ Ｄ Ｒ 3領 域 を 配 列 決 定 す る 工 程 ；  
　 （ ｉ ｉ ） そ の Ｂ 細 胞 の Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ を コ ー ド す る 領 域 の そ の 配 列 決 定 さ れ た
少 な く と も そ の Ｃ Ｄ Ｒ 3領 域 を 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に 特 異 的 な 抗 体 の 少 な
く と も Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 に 対 す る 一 連 の 配 列 と 比 較 し 、 そ の 一 連 の Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 の 各 々 ま た は
そ れ と 少 な く と も ８ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る 配 列 が 、 工 程 （ ｉ ） で 決 定 さ れ た 一 連 の 配 列 に
お い て 全 体 で 少 な く と も １ ％ の 頻 度 で 出 現 す る か 否 か を 決 定 す る 工 程 ； な ら び に
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 比 較 工 程 （ ｉ ｉ ） の 結 果 を 関 連 付 け し て 、 そ の 患 者 に ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ
ィ フ ィ シ ル 感 染 が 存 在 す る か 否 か を 決 定 す る 工 程 ；
を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 患 者 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル 感 染 へ の 感 受 性 を 決 定 す る 診 断 用 試 験 方 法 で あ
っ て 、
　 （ ｉ ） そ の 患 者 か ら 単 離 さ れ た Ｂ 細 胞 で 、 そ の Ｂ 細 胞 の Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ を コ ー
ド す る 領 域 の 少 な く と も Ｃ Ｄ Ｒ 3領 域 を 配 列 決 定 す る 工 程 ；  
　 （ ｉ ｉ ） そ の Ｂ 細 胞 の Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ を コ ー ド す る 領 域 の そ の 配 列 決 定 さ れ た
少 な く と も そ の Ｃ Ｄ Ｒ 3領 域 を 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に 特 異 的 な 抗 体 の 少 な
く と も Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 に 対 す る 一 連 の 配 列 と 比 較 し 、 そ の 一 連 の Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 の 各 々 ま た は
そ れ と 少 な く と も ８ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る 配 列 が 、 工 程 （ ｉ ） で 決 定 さ れ た 一 連 の 配 列 に
お い て 全 体 で 少 な く と も １ ％ の 頻 度 で 出 現 す る か 否 か を 決 定 す る 工 程 ； な ら び に
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 比 較 工 程 （ ｉ ｉ ） の 結 果 を 関 連 付 け し て 、 そ の 患 者 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ
ィ フ ィ シ ル 感 染 へ の 感 受 性 を 決 定 す る 工 程 ；
を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 請 求 項 ２ ８ ～ ２ ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 診 断 的 試 験 方 法 を 行 う た め の 診 断 用 試 験 キ ッ
ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に よ る 感 染 に 特 異 的 な お よ び そ れ に 対 す る
免 疫 を 付 与 す る 抗 体 ま た は Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル に 基 づ く ワ ク チ ン で の チ ャ レ ン ジ 後 に 生 成 さ
れ た 抗 体 、 そ れ を 同 定 す る 方 法 、 お よ び そ れ の 使 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル は 、 グ ラ ム 陽 性 の 嫌 気 性 細 菌 で あ り 、 中 程 度 の 下 痢 か ら 劇 症 の 偽 膜 性
大 腸 炎 （ Ｐ Ｍ Ｃ ） の 範 囲 の － 総 称 し て 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル 抗 生 物 質 関 連 下 痢 （ Ｃ Ｄ Ａ Ｄ ）
と 称 さ れ る 一 連 の 疾 患 を 引 き 起 こ す 重 要 な ヒ ト 病 原 菌 と 考 え ら れ て い る 。 Ｃ Ｄ Ａ Ｄ は 、 特
に 高 齢 者 に お い て 、 か な り の 罹 患 率 お よ び 死 亡 率 を 伴 う 、 一 般 的 で 、 医 原 性 の 院 内 疾 患 で
あ る 。 二 つ の 要 因 、 抗 生 物 質 の 投 与 に よ る 常 在 腸 内 細 菌 叢 の 抑 制 お よ び そ の 細 菌 に よ る ２
種 の 高 分 子 量 毒 素 、 毒 素 Ａ お よ び 毒 素 Ｂ の 生 成 が 、 Ｃ Ｄ Ａ Ｄ の 病 原 性 に お い て 主 要 な 役 割
を 果 た し て い る と さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 そ の 細 菌 は 、 病 院 内 に 特 有 の も の で あ り 、 研 究 で は 、 急 性 期 治 療 用 病 棟 に お い て 抗 生 物
質 処 置 を 受 け た 患 者 の 約 ３ 分 の １ が 、 病 院 に い る 間 に 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル に 感 染 す る こ と
が 示 さ れ て い る （ Kyne, L.ら 、 2002, Clin. Infect. Dis. 34(3), pp346-53, PMID: 1177
4082） 。 こ れ ら の 患 者 の う ち 、 半 数 以 上 が Ｃ Ｄ Ａ Ｄ を 発 症 し 、 残 り は 、 症 状 の な い 保 菌 者
で あ っ た 。 Ｃ Ｄ Ａ Ｄ は 、 患 者 の 病 院 滞 在 時 間 を 延 長 さ せ る 主 要 な 要 因 で あ り 、 米 国 に お け

10

20

30

40

50

(5) JP 2007-527370 A 2007.9.27



る こ の 疾 患 の コ ス ト は 、 十 一 億 ド ル ／ 年 を 超 え る と 推 定 さ れ て い る （ Kyne, L.ら 、 上 記 文
献 ） 。 Ｃ Ｄ Ａ Ｄ を 患 う 患 者 は 、 誘 因 抗 生 物 質 の 中 断 と 抗 生 物 質 メ ト ロ ニ ダ ゾ ー ル お よ び バ
ン コ マ イ シ ン の 何 れ か で の 処 置 を 含 む 処 置 に よ く 反 応 す る 。 し か し な が ら 、 バ ン コ マ イ シ
ン 等 の 使 用 は 、 い く つ か の 問 題 を 伴 う た め 、 最 後 の 手 段 の 一 つ で あ る 。 腎 毒 性 、 耳 毒 性 、
骨 髄 毒 性 、 お よ び レ ッ ド マ ン （ red man） 症 候 群 を 引 き 起 こ す の み な ら ず 、 こ の 処 置 法 で
の 問 題 は 、 初 期 の 発 症 を 成 功 裡 に 処 置 し た の ち に 、 Ｃ Ｄ Ａ Ｄ が し ば し ば 再 発 す る こ と で あ
り 、 こ の 再 発 は 、 重 大 な 臨 床 上 の 問 題 を 提 起 す る 。 加 え て 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル は メ ト ロ ニ
ダ ゾ ー ル に 耐 性 に な り つ つ あ り 、 ま た バ ン コ マ イ シ ン に 対 し て 一 部 耐 性 に な り つ つ あ る と
い う 兆 候 が あ り 、 Ｃ Ｄ Ａ Ｄ の 処 置 に お い て 新 規 な 代 替 法 が 必 要 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 そ の 細 菌 の 病 原 性 株 に よ り 生 成 さ れ る 外 毒 素 Ａ お よ び Ｂ は 、 細 胞 毒 性 、 腸 管 毒 性 、 お よ
び 炎 症 性 で あ り 、 こ の 非 侵 襲 性 微 生 物 の 主 要 な 病 原 性 の 要 因 で あ る と 考 え ら れ る 。 し か し
な が ら 、 毒 素 産 生 株 で の 感 染 が 全 て 疾 患 を 発 症 す る も の で は な く 、 さ ら な る 病 原 性 要 因 の
探 索 が 推 進 さ れ て い る 。 細 菌 表 面 に 発 現 し た 抗 原 は 、 病 原 性 要 因 の 候 補 を 提 示 し 、 ま た 、
そ の よ う な タ ン パ ク 質 は 、 コ ロ ニ ー 形 成 の 第 一 ス テ ッ プ に お け る 腸 の 上 皮 層 へ の 接 着 ま た
は 局 所 免 疫 の メ デ ィ エ ー タ ー と の 相 互 作 用 等 の 必 須 の 機 能 を お そ ら く は 仲 介 す る た め 、 重
要 で あ る と 考 え ら れ て い る 。 他 の 多 く の 細 菌 に 共 通 し て 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル は 、 外 側 の 細
胞 表 面 上 で 結 晶 性 ま た は パ ラ 結 晶 性 表 面 層 （ Ｓ 層 ） を 発 現 す る 。 そ の よ う な Ｓ 層 は 、 細 菌
の 外 表 面 上 に 規 則 的 に 配 列 し た 格 子 を 形 成 す る タ ン パ ク 質 ま た は 糖 タ ン パ ク 質 を 含 み 、 ま
た 、 ア エ ロ マ ナ ス ・ サ ル モ ニ シ ダ （ Aeromanas salmonicida） お よ び カ ン ピ ロ バ ク タ ー ・
フ ェ タ ス （ Campylobacter fetus） 等 の 病 原 菌 の 病 原 性 に 必 須 で あ る こ と が 既 に 示 さ れ て
い る 。 一 つ の Ｓ 層 を 含 む 大 部 分 の 細 菌 と は 対 照 的 に 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル は 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ
シ ル 株 の 間 で 見 か け 上 の 分 子 量 が 各 々 若 干 異 な る 糖 タ ン パ ク 質 か ら な る 、 ２ 種 の 重 ね 合 わ
せ ら れ た パ ラ 結 晶 性 Ｓ 層 を 含 む こ と が 知 ら れ て い る 。 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル の 大 部 分 の 株 は 、
３ ２ ～ ３ ８ ｋ Ｄ ａ の も の （ 低 分 子 量 Ｓ Ｌ Ｐ ） と ４ ２ ～ ４ ８ ｋ Ｄ ａ の 二 番 目 の も の （ 高 分 子
量 Ｓ Ｌ Ｐ ） ２ 個 の 主 た る Ｓ 層 タ ン パ ク 質 （ Ｓ Ｌ Ｐ ｓ ） を 発 現 す る 。 低 分 子 量 Ｓ Ｌ Ｐ は 、 免
疫 優 位 で あ る よ う で あ り 、 Ｃ Ｄ Ａ Ｄ を 患 う 患 者 に 最 も 一 般 的 に 認 め ら れ る 抗 原 で あ り 、 全
Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル 細 胞 に 対 し て ウ サ ギ 中 で 育 て ら れ た 抗 血 清 に よ る 細 菌 の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 抽 出 物
中 で 認 め ら れ る 唯 一 の 抗 原 で あ る （ Calabi, E.ら 、 2001, Mol. Microbiol., 40(5) p1187
-99, PMID: 11401722） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 微 生 物 感 染 の 過 程 に お い て 、 免 疫 系 に よ り 種 々 の 順 応 方 策 が 用 い ら れ る 。 そ の よ う な 方
策 の 一 つ で あ っ て 、 お そ ら く 間 違 い な く 最 も 重 要 な も の は 、 抗 体 応 答 の 生 成 で あ る 。 病 原
菌 に よ り 提 示 さ れ る 抗 原 を 結 合 し う る 抗 体 が 生 成 さ れ 、 結 合 し 、 補 足 活 性 化 、 マ ク ロ フ ァ
ー ジ の 動 員 、 お よ び 微 生 物 そ れ 自 体 と の 直 接 的 相 互 作 用 を 介 し て 微 生 物 が 殺 さ れ る 。 所 与
の 抗 原 を 結 合 し う る 抗 体 の 治 療 有 効 性 は 変 動 し 、 こ れ は 、 免 疫 系 に よ る 抗 体 生 成 は 、 感 染
の 過 程 で 成 熟 し 、 感 染 を 成 功 裡 に 撃 退 し た 患 者 の 場 合 に は 、 収 束 （ focussed） さ れ る と い
う 事 実 に 反 映 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 抗 体 応 答 は 、 個 々 の Ｂ 細 胞 は 各 々 構 造 的 に 異 な っ た 抗 体 分 子 を 生 成 す る Ｂ 細 胞 レ パ ー ト
リ ー に よ り 発 現 さ れ る 。 こ の Ｂ 細 胞 ／ 抗 体 レ パ ー ト リ ー の 実 際 の サ イ ズ は 未 知 で あ る が 、
所 与 の 抗 原 に 対 す る 反 応 性 の ラ ン ダ ム ク ロ ー ナ ル 頻 度 は 、 培 養 Ｂ 細 胞 中 、 １ ／ １ ０ ０ ， ０
０ ０ 中 程 度 で あ る （ Nobrega, A.ら 、 Eur J Immunol. 1998 Apr;28(4):1204-15; PMID: 95
65360） 。 感 染 の 過 程 で 、 病 原 菌 と 結 合 し う る 抗 体 は 、 多 数 生 成 さ れ る 鍵 抗 体 を も た ら す
Ｂ 細 胞 集 団 に お け る 変 化 に よ り 、 選 択 さ れ る 。 こ れ ら の 変 化 の 機 構 は 、 ク ロ ー ン 性 拡 大 、
イ ソ 型 ス ィ ッ チ ン グ 、 お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン 可 変 領 域 の 体 細 胞 変 異 を 包 含 す る 。 病 原 体 と
多 重 に 結 合 し う る 抗 体 の 発 生 を も た ら す Ｂ 細 胞 、 Ｂ 細 胞 レ パ ー ト リ ー を 歪 曲 さ せ 、 Ｂ 細 胞
の 比 率 を 変 化 さ せ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル 感 染 症 の 処 置 ／ 予 防 に 対 す る 抗 生 物 質 に 基 づ か な い 治 療 法 は 、 ワ ク チ
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ン 接 種 お よ び 受 動 免 疫 化 に 基 づ く 。 ワ ク チ ン 接 種 処 置 は 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル 表 面 層 タ ン パ
ク 質 も し く は 変 異 株 も し く は 同 族 体 の 免 疫 原 性 フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 核 酸 配 列 ま た は
（ Ｗ Ｏ ０ ２ ／ ０ ６ ２ ３ ７ ９ に 開 示 の よ う な ） 均 等 な ポ リ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト の い ず れ か
を 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 。 受 動 的 免 疫 化 は 、 病 原 体 に よ り 生 成 さ れ る 免 疫 原 に 特 異 的
な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 患 者 に 投 与 す る こ と に よ り 、 通 常 、 達 成 さ れ る 。 一 般 に 、 （ 受 動
免 疫 治 療 は 、 ワ ク チ ン 接 種 に 応 答 で き な い 免 疫 不 全 の 患 者 お よ び 直 ち に 治 療 す る 必 要 が あ
り ワ ク チ ン 接 種 の 効 果 を 待 つ こ と が で き な い 患 者 を 処 置 す る の に 特 に 有 効 で あ る 。 Ｃ ． デ
ィ フ ィ シ ル 感 染 の 場 合 に は 、 （ Ｗ Ｏ ９ ９ ／ ２ ０ ３ ０ ． ４ に 開 示 の よ う な ） 毒 素 中 和 ポ リ ク
ロ ー ナ ル 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ま た は （ Ｗ Ｏ ９ ６ ／ ０ ７ ４ ３ ０ に 開 示 の よ う な ） 細 菌 全 体 と 毒
素 に 対 し て 育 て ら れ た 抗 体 の 患 者 へ の 投 与 に よ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ の よ う に 、 従 来 技 術 か ら 見 る こ と が で き る よ う に 、 患 者 を 処 置 す る た め に 、 免 疫 原 を
ま ず 単 離 精 製 し 、 試 験 動 物 に 投 与 し 、 免 疫 原 に 特 異 的 な 抗 体 を 生 成 す る 細 胞 を ク ロ ー ン 化
す る 。 次 い で 、 そ の ク ロ ー ン に よ り 生 成 さ れ る 抗 体 の 範 囲 を 、 そ れ ら の 治 療 有 効 性 に つ い
て 試 験 し 、 選 択 さ れ た 単 一 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 次 い で 、 患 者 に 投 与 し て 受 動 免 疫 治
療 を 行 う 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 し か し な が ら 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル 感 染 を 処 置 す る こ と を 目 的 と す る 現 在 の 受 動 免 疫 治 療
に 伴 う い く つ か の 問 題 が あ る 。 例 え ば 、 受 動 免 疫 治 療 は 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル 感 染 の 生 存 者
お よ び ワ ク チ ン 接 種 さ れ た 患 者 が 存 在 す る こ と が 必 要 と さ れ る 。 各 々 の バ ッ チ の 抗 体 は 異
な る 可 能 性 が あ り 、 免 疫 治 療 剤 の 標 準 化 と 投 与 に 困 難 が 伴 う 。 さ ら に 、 外 因 性 の 病 因 物 質
（ 例 え ば 、 Ｈ Ｉ Ｖ 、 Ｈ Ｂ Ｖ 、 Ｈ Ｃ Ｖ ， ま た は 未 同 定 病 因 物 質 ） の 患 者 へ の 不 注 意 に よ る 投
与 の 問 題 が 現 実 的 な も の で あ り 、 最 新 の 免 疫 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ が 必 要 で あ る 。 最 後
に 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル が 示 す 株 の 可 変 性 は 、 所 与 の 抗 体 が そ の 菌 の あ る 株 に 対 し て の み 有
用 で あ り 、 他 の も の に 対 し て は 有 用 で な い こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 明 ら か に 、 含 ま れ る 技 術 は や や 複 雑 で 、 不 便 で 、 費 用 が か か り 、 時 間 の か か る も の で あ
る 。 一 般 に 、 そ れ ら は 、 免 疫 原 を 感 染 し て い る 病 原 体 か ら 単 離 し て 、 抗 体 を 発 生 さ せ る た
め に 使 用 さ れ る 。 本 当 に 、 免 疫 原 の 単 離 は 、 特 に そ れ が 、 生 体 外 で は 合 成 で き ず か つ 例 え
ば 、 ワ ク チ ン と し て 使 用 す る た め の 抗 原 と し て 単 離 お よ び 生 成 で き な い 炭 水 化 物 ま た は 複
合 体 非 直 鎖 状 エ ピ ト ー プ （ す な わ ち 、 二 級 、 三 級 お よ び ／ ま た は 四 級 構 造 特 徴 を 有 す る エ
ピ ト ー プ ） を 含 ん で な る 場 合 に 、 極 め て 困 難 で 時 間 が か か る 。 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル の Ｓ Ｌ Ｐ
は 、 種 の 間 で 分 子 量 が 異 な る 糖 タ ン パ ク 質 を 含 む 。 例 え ば 、 特 定 の 抗 原 が 宿 主 の 感 染 に よ
っ て の み 発 現 さ れ る ネ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ル ホ エ ア （ Neisseria gonorrhoeae） 感 染 （ 淋 病 の
病 因 菌 ） と 一 致 し て 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル エ ピ ト ー プ は 生 体 内 で の み 生 成 さ れ 、 生 体 外 で は
合 成 さ れ な い と い う こ と で あ る 。 そ の よ う な 抗 原 は 、 ク リ プ ト 抗 原 の 一 般 綱 に 分 類 さ れ る
。 さ ら に 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル は 、 抗 原 が 使 用 中 に 簡 単 に 分 解 し 且 つ そ れ ら が 表 示 す る エ ピ
ト ー プ が 失 わ れ る の で 、 作 動 し が た い 非 常 に 不 安 定 な 抗 原 を 表 示 す る 。 同 定 お よ び ／ ま た
は 生 体 内 使 用 が 非 常 に 困 難 で あ る か あ る い は 不 可 能 で あ る エ ピ ト ー プ ／ 抗 原 の こ の 範 囲 に
つ い て 、 本 発 明 は こ れ ら の 欠 点 を 克 服 す る も の で あ り 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル に 感 染 し た 患 者
の 抗 体 応 答 中 に Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 が Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル エ ピ ト ー プ に 応 答 し て 発 生 し た 抗 体 を 提 供
す る こ と に よ り 、 解 決 を も た ら す も の で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 さ ら に 、 従 来 技 術 は 、 一 般 に 、 抗 原 に 特 異 的 な 一 連 の 候 補 抗 体 を ま ず 合 成 し 、 そ れ ら を
そ れ ら の 結 合 特 性 に つ い て 試 験 し 、 次 い で 、 結 合 を 最 適 化 す る た め に 、 候 補 の 配 列 を 改 変
す る こ と に よ り 、 抗 体 の 親 和 性 成 熟 の 均 等 物 を 獲 得 し よ う と す る 必 要 が あ る 。 親 和 性 成 熟
（ す な わ ち 、 抗 体 結 合 の 最 適 化 ） の 完 全 な 試 み は 、 数 千 の 様 々 な 抗 体 を 合 成 す る こ と を 必
要 と し 、 そ れ は こ す と が か か り 、 ま た 時 間 の か か る こ と で あ る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 抗 原 を
提 示 す る 病 原 体 で 感 染 さ れ た あ る い は 抗 原 で ワ ク チ ン 接 種 さ れ た 患 者 か ら 得 ら れ る の で 、
全 く 当 然 の こ と な が ら 、 可 変 重 鎖 お よ び 可 変 軽 鎖 の そ れ ら の Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 （ す な わ ち 、 Ｃ
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Ｄ Ｒ － Ｈ ３ お よ び Ｃ Ｄ Ｒ － Ｌ ３ 領 域 ） の 配 列 に よ り 最 も 明 確 に 示 さ れ る よ う に 、 そ れ ら は
既 に 親 和 性 成 熟 を 受 け て い る 。
【 特 許 文 献 １ 】 Ｗ Ｏ ０ ２ ／ ０ ６ ２ ３ ７ ９
【 特 許 文 献 ２ 】 Ｗ Ｏ ９ ９ ／ ２ ０ ３ ０ ． ４
【 特 許 文 献 ３ 】 Ｗ Ｏ ９ ６ ／ ０ ７ ４ ３ ０
【 非 特 許 文 献 １ 】 Kyne, L.ら の 論 文 、 2002, Clin. Infect. Dis. 34(3), pp346-53, PMID
: 11774082
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Calabi, E. ら の 論 文 、 2001, Mol. Microbiol., 40(5) p1187-99, PMID
: 11401722
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Nobrega, A. ら の 論 文 、 Eur J Immunol. 1998 Apr;28(4):1204-15; PMI
D: 9565360
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 に よ り 、 配 列 番 号 ２ ７ 、 配 列 番 号 ２ ８ 、 配 列 番 号 ２ ９ 、 配 列 番 号 ３ ０ 、 お よ び 配
列 番 号 ３ １ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ３ 配 列 を 有 す る 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合
性 フ ラ グ メ ン ト が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 に よ り 、 ま た 、 配 列 番 号 ３ ２ 、 配 列 番 号 ３ ３ 、 お よ び 配 列 番 号 ３ ４ よ り な る 群 か
ら 選 択 さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ － Ｌ ３ 配 列 を 有 す る 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト が 提 供 さ
れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 に よ り 、 同 じ く 、 配 列 番 号 ２ ７ 、 配 列 番 号 ２ ８ 、 配 列 番 号 ２ ９ 、 配 列 番 号 ３ ０ 、
お よ び 配 列 番 号 ３ １ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ３ 配 列 な ら び に 配 列 番 号 ３ ２ 、
配 列 番 号 ３ ３ 、 お よ び 配 列 番 号 ３ ４ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ － Ｌ ３ 配 列 を 有 す る
抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 に よ り 、 ま た 、 感 染 中 に ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル （ Clostridium diffic
ile） に よ り 生 成 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 抗 原 に 対 し て ま た は ワ ク チ ン に 対 し て 特 異 的 な
抗 体 の 少 な く と も Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 の 候 補 配 列 の 同 定 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に 感 染 し た ま た は そ の ワ ク チ ン を 投 与 さ れ た 少
な く と も 一 人 の 患 者 か ら 単 離 さ れ た Ｂ 細 胞 で 、 そ の Ｂ 細 胞 の Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ を コ
ー ド す る 領 域 の 少 な く と も Ｃ Ｄ Ｒ 3領 域 を 配 列 決 定 す る 工 程 ； な ら び に
　 （ ｉ ｉ ） そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 か ら の そ の Ｂ 細 胞 の Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ を コ ー
ド す る 領 域 の 配 列 決 定 さ れ た 少 な く と も Ｃ Ｄ Ｒ 3領 域 を 関 連 付 け て 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・
デ ィ フ ィ シ ル に よ り 生 成 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 抗 原 に 対 し て ま た は ワ ク チ ン に 対 し て 特
異 的 な 抗 体 の 少 な く と も Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 の 一 連 の 候 補 配 列 を 同 定 す る 工 程 で あ っ て 、 そ の 一
連 の 候 補 Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 の 各 々 ま た は そ れ と 少 な く と も ８ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る 配 列 が 、 工
程 （ ｉ ） で 決 定 さ れ た 一 連 の 配 列 に お い て 全 体 で 少 な く と も １ ％ の 頻 度 で 出 現 す る 工 程 ；
を 含 ん で な る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 そ の よ う な 方 法 に お い て 、 そ の よ う な 方 法 に お い て Ｂ 細 胞 源 と し て 使 用 さ れ る 患 者 の 例
は 、 ヒ ト お よ び 他 の 動 物 、 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 ラ ッ ト 、 ヒ ヒ 、 サ ル 、 お よ び 類 人 猿
で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の あ る 実 施 態 様 に お い て は 、 工 程 （ ｉ ） は 、
　 （ ｉ ） （ ａ ） ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に 感 染 し た ま た は そ の ワ ク チ ン を 投 与 さ
れ た 少 な く と も 一 人 の 患 者 か ら Ｂ 細 胞 を 単 離 す る 工 程 ； お よ び
　 （ ｉ ｉ ） （ ｂ ） そ の Ｂ 細 胞 の Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ を コ ー ド す る 領 域 の 少 な く と も Ｃ
Ｄ Ｒ 3領 域 を 配 列 決 定 す る 工 程 ；
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を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 工 程 （ ｉ ） で 決 定 さ れ た 一 連 の 配 列 に お い て 、 全 体 と し て 少 な く と も １ ％ の 頻 度 で 出 現
す る 配 列 が 、 候 補 Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 ま た は そ れ と 少 な く と も ８ ０ ％ の 相 同 性 、 例 え ば ８ ５ ， ９
０ 、 ９ ５ 、 ９ ６ 、 ９ ７ ， ９ ８ ま た は ９ ９ ％ の 相 同 性 を 有 す る 配 列 で あ る 。 配 列 の 相 同 性 は
、 初 期 値 の パ ラ メ ー タ ー で National Center for Biotechnology Information, USA (www.
ncbi.nlm.nih.gov)で の Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ２ プ ロ グ ラ ム （ Tatusova TAら 、 FEMS Microbiol Lett.
 1999 May 15; 174(2); 247-50; PMID: 10339815） を 用 い て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 例 え ば 、 工 程 （ ｉ ） で 決 定 さ れ た 一 連 の 配 列 に お い て 、 全 体 と し て 少 な く と も １ ％ の 頻
度 で 出 現 す る 配 列 が 、 候 補 Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 ま た は そ れ か ら １ ま た は ２ ア ミ ノ 酸 が 変 化 し た 配
列 で あ る 。 一 般 に 、 主 要 な 配 列 の 頻 度 が ８ ０ ％ よ り 大 き い 相 同 性 を 示 す 任 意 の 配 列 の 頻 度
と 共 に 加 算 さ れ 、 １ ％ 以 上 の 頻 度 を 示 す 任 意 の 配 列 が 候 補 配 列 と さ れ る 。 例 え ば 、 第 一 の
配 列 が ０ ． ７ ％ の 頻 度 で 出 現 し 、 そ れ か ら 単 一 の ア ミ ノ 酸 が 各 々 変 化 し た 第 一 、 第 二 、 第
三 お よ び 第 四 配 列 が そ れ ぞ れ ０ ． １ ％ の 頻 度 で 出 現 し 、 し た が っ て 、 全 体 の 出 現 が １ ． １
％ で あ る と 、 （ ０ ． ７ ％ の 頻 度 で 出 現 す る ） 主 要 な 抗 体 配 列 が 、 そ れ 故 、 候 補 Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配
列 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 こ れ は 、 抗 体 が 選 別 に よ り 単 離 さ れ 、 構 造 特 異 的 な 及 び 電 荷 特 異 的 な 状 態 で 特 定 の （ 公
知 の ） 抗 原 と 結 合 す る こ と を 要 す る 、 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー 等 の ベ ク タ ー 中 の 抗 体 の ラ イ
ブ ラ リ ー を 作 製 す る 従 来 技 術 の 方 法 と は 、 根 本 的 に 異 な る 。 そ の 二 つ を 比 較 す る こ と が で
き る 共 通 点 は 、 ラ イ ブ ラ リ ー の 従 来 技 術 の 作 成 方 法 と 引 き 続 く 選 別 は 、 図 書 館 に 行 き 、 本
を 取 り 出 し 、 そ れ が 正 し い も の で あ る こ と を 願 う よ う な も の で あ る と 言 え よ う 。 比 較 し て
、 本 発 明 は 、 図 書 館 に 行 き 、 図 書 館 の 全 て の 本 を 読 み 、 一 つ の 本 が 主 要 で あ る こ と 、 つ ま
り 、 そ の 多 数 の コ ピ ー が 存 在 す る こ と 、 そ れ が 処 置 す べ き 疾 患 に 関 連 す る こ と 、 を 見 つ け
出 す よ う な も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 さ ら に 、 ラ イ ブ ラ リ ー シ ス テ ム の 従 来 技 術 の 使 用 は 、 多 く の 問 題 を 有 し 、 特 に 、 ラ イ ブ
ラ リ ー で 生 成 さ れ た い く つ か の 抗 体 は 、 そ れ ら を 発 現 す る 有 機 体 の 死 を 招 く 可 能 性 が あ り
、 従 っ て 、 簡 単 に 検 出 す る こ と が で き な い 。 こ れ は 、 例 え ば 、 癌 に 特 異 的 な 抗 体 を 探 索 す
る 場 合 に は 特 別 な 問 題 で は な い が 、 宿 主 発 現 系 （ 例 え ば 、 大 腸 菌 ） で 生 成 さ れ る も の に 相
同 的 で あ り う る 病 原 体 か ら の 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 を 探 索 す る 場 合 、 重 要 な 抗 体 は 発 現 で き
な い 。 例 え ば 、 大 腸 菌 を 例 え ば ヒ ト 交 代 の ラ イ ブ ラ リ ー を 発 現 さ せ る た め に 使 用 す る と 、
同 じ く 、 コ ド ン 使 用 法 の 問 題 、 特 定 の ア ミ ノ 酸 に 対 し て ヒ ト で 使 用 さ れ る コ ド ン は 、 し ば
し ば 、 大 腸 菌 ま た は 他 の 宿 主 系 に お け る 同 じ ア ミ ノ 酸 に 対 し て 最 適 の も の で は な い と い う
こ と に 苦 し む 。 こ の こ と は 、 そ の 配 列 中 の コ ド ン は 大 腸 菌 中 で は 極 め て 非 効 率 的 で あ る の
で 大 腸 菌 中 で は 読 み 通 す こ と お よ び 完 全 に 発 現 す る こ と が 不 可 能 で あ る た め 、 重 要 な 抗 体
は 発 現 さ れ な い （ あ る い は 少 な く と も 十 分 な 量 で は 発 現 さ れ な い ） で あ ろ う こ と を 意 味 す
る 。 ラ イ ブ ラ リ ー を ま ず 最 初 に 配 列 決 定 し な く て は な ら な い た め 、 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー の コ
ド ン 最 適 化 は 明 ら か に オ プ シ ョ ン で は な く 、 さ も な い と ラ イ ブ ラ リ ー 使 用 の 主 た る 長 所 を
無 効 に し て し ま う 。 本 発 明 は 患 者 か ら 直 接 の 抗 体 を 配 列 決 定 す る の で 、 こ の 問 題 を 回 避 す
る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 そ の 関 係 付 け 工 程 （ ｉ ｉ ） は 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に 感 染 し て い な い ま た
は そ の ワ ク チ ン を 投 与 さ れ て い な い 患 者 で の 候 補 配 列 の 出 現 に 対 す る 候 補 配 列 の 出 現 を 関
連 付 け る も の で あ り 、 非 感 染 ／ ワ ク チ ン 接 種 患 者 に お い て あ る 配 列 ま た は そ れ ら に 対 し て
８ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る 配 列 が 全 体 と し て １ ％ 未 満 の 頻 度 で 出 現 す る 場 合 に の み 、 そ の 配
列 は 候 補 配 列 で あ る と 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 微 生 物 に よ り 生 成 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 抗 原 が 、 当 然 の こ と な が ら 、 免 疫 原 で あ り う
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る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は 、 以 前 に は 入 手 で き な か っ た 感 染 に 対 す る 抗 体 応 答 を 理 解 す る ユ ニ ー ク な 機 会
を 提 供 し 、 か つ 、 新 規 な 診 断 機 会 お よ び 治 療 機 会 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 特 に 、 本 発 明 の 方 法 は 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル か ら 抗 原 を 単 離 す る 必 要 を 回 避 す る の で 、 複
雑 な 非 直 鎖 状 の エ ピ ト ー プ 、 炭 水 化 物 を 含 む エ ピ ト ー プ 、 ま た は ク リ プ ト 抗 原 の 同 定 に 伴
う 困 難 を 回 避 す る 。 代 わ り に 、 そ の 方 法 は 、 菌 に よ り 生 成 さ れ る １ 以 上 の 抗 原 に 特 異 的 な
抗 体 の 同 定 の 決 定 を 容 易 に す る 。 以 下 に 説 明 す る よ う に 、 本 発 明 の 方 法 は 、 治 療 上 有 効 な
抗 体 の 同 定 を 可 能 に し 、 且 つ 、 抗 体 配 列 の 最 も 重 要 な 部 分 の 同 定 を 可 能 に す る 。 所 与 の 患
者 の Ｂ 細 胞 が Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル で の 感 染 の 過 程 で の 様 々 な 時 点 で サ ン プ リ ン グ さ れ 、 患 者
の 免 疫 シ ス テ ム が 菌 に 対 す る 治 療 上 有 効 量 の 抗 体 が 産 生 さ れ る こ と に 焦 点 が 当 て ら れ る の
で 、 抗 体 配 列 へ の 焦 点 化 が 認 め ら れ 、 Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ 配 列 の Ｃ Ｄ Ｒ 部 分 内 の 可 変
領 域 お よ び 非 可 変 領 域 の 発 達 が 認 め ら れ る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 方 法 は 、 年 齢 、 性 別 お よ び
人 種 等 の 特 定 群 の 患 者 に お け る Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル 感 染 の 処 置 に 最 も 好 適 な 交 替 の 同 定 を 可
能 と す る 。 同 様 に 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル で の 感 染 か ら 回 復 し た 患 者 の 抗 体 配 列 と 感 染 か ら 回
復 し て い な い も の と の 比 較 に よ り 、 有 効 で は な い 抗 体 配 列 （ こ れ は 双 方 の 患 者 に よ り 産 生
さ れ う る ） を 同 定 で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 少 な く と も 一 人 の 患 者 か ら 単 離 さ れ た Ｂ 細 胞 は 、 末 梢 Ｂ 細 胞 リ ン パ 球 （ Ｐ Ｂ Ｌ ） で あ る
こ と が で き 、 ま た 、 少 な く と も 一 人 の 患 者 か ら の 血 液 試 料 で あ る こ と が で き る 。 Ｂ 細 胞 は
ま た 、 他 の ソ ー ス か ら 単 離 す る こ と も で き 、 本 発 明 は そ れ ら の 使 用 に 及 ぶ 。 例 え ば 、 Ｂ 細
胞 は 、 脾 臓 か ら 単 離 で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 抗 体 Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 は 、 「 実 験 」 の 項 に 詳 述 し た よ う に 、 標 準 的 な 手 法 お よ び そ の 最 初 の 部
分 お よ び 終 わ り の 部 分 の 定 義 を 用 い て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 以 下 に 詳 述 す る よ う に 、 抗 体 配 列 は 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル 感 染 し た 患 者 か ら 決 定 さ れ る 。
こ れ ら の 配 列 は 、 Ｂ 細 胞 免 疫 グ ロ ブ リ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 由 来 し 、 そ れ 故 、 発 現 さ れ た 抗 体 お よ
び そ の 中 の レ パ ー ト リ ー を 反 映 す る 。 本 発 明 に 従 っ て 決 定 さ れ た 配 列 は 、 全 抗 体 分 子 の 配
列 で あ る 必 要 は な く 、 そ れ ら は 、 抗 体 結 合 の 原 因 と な る 領 域 を 特 定 す る Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た
は Ｖ Ｌ 配 列 を 少 な く と も 含 む 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 最 初 の 配 列 決 定 に よ り 決 定 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 、 標 準 的 ア ル ゴ ニ ズ ム お よ び ソ
フ ト ウ エ ア パ ッ ケ ー ジ を 用 い て 、 Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ 領 域 に 対 す る 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列
を 決 定 で き る （ 例 え ば 、 www.mrc-lmb.cam.ac.uk/pubseq/, the Staden package and Gap4
 programs; Rodger Staden, David P Judge and James K. Bonfield. Managing Sequenci
ng Projects in the GAP4 Environment. Introduction to Bioinformatics. A Theoretic
al and Practical Approach. Eds Stephen A. Krawetz and David D. Womble. Human Pre
ss Inc., Totawa, NJ 07512 (2003); Rodger Staden, David P. Judge and James K. Bon
field. Analysing Sequences Using the Staden Package and EMBOSS. Introduction to 
Bioinformatics. A Theoretical and Practical Approach. Eds Stephen A. Krawetz and
 David D. Womble. Human Press Inc., Totawa, NJ 07512 (2003)） 。 こ れ ら は さ ら に 特
徴 づ け を し て 、 Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ 配 列 の Ｃ Ｄ Ｒ （ 相 補 性 決 定 領 域 ） 部 分 、 特 に Ｃ Ｄ
Ｒ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ２ お よ び Ｃ Ｄ Ｒ ３ を 決 定 で き る 。 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 し 、 Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 を
同 定 す る 方 法 は 、 周 知 で あ り 、 い か に 詳 述 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ ア ミ ノ 酸 配 列 と 同 様 に 、 い く つ か の 付 加 的 な 情 報 が 関 連 付 け 工
程 で 使 用 で き る ：
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　 （ ｉ ） 患 者 の 感 染 の 原 因 と な る Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル の 株 、
　 （ ｉ ｉ ） 抗 体 試 料 が サ ン プ リ ン グ さ れ た 、 感 染 過 程 で の 時 点 、
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 患 者 の 詳 細 、 年 齢 、 性 別 、 お よ び 人 種 の 一 つ 以 上 、
　 （ ｉ ｖ ） 相 補 性 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） の 範 囲 、 つ ま り 、 直 接 的 抗 原 結 合 ／ 接 触 を 受 け る 抗
体 の 可 変 範 囲 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 そ こ で 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 少 な く と も 一 人 の 患 者 が Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル で 感
染 し て い る （ ま た は ワ ク チ ン 接 種 後 の ） 間 の 複 数 の 時 点 で そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 か ら
単 離 さ れ た も の で あ る Ｂ 細 胞 を 使 用 で き 、 関 連 付 け 工 程 （ ｉ ｉ ） は 、 Ｂ 細 胞 が 単 離 さ れ た
そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 が Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル で 感 染 し て い る 間 の 時 点 と 関 連 付 け る も の
で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 同 様 に 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 少 な く と も 二 人 の 患 者 か ら 単 離 さ れ た も の で あ
り 、 そ の う ち の 少 な く と も 一 人 が Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル に よ る 感 染 か ら 回 復 し た も の で あ り 、
且 つ そ の う ち の 少 な く と も 一 人 が ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に よ る 感 染 か ら 回 復 し
た も の で は な い Ｂ 細 胞 を 使 用 で き 、 関 連 付 け 工 程 （ ｉ ｉ ） は 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル に よ る 感
染 か ら そ の 少 な く と も 二 人 の 患 者 の 回 復 に 関 連 付 け ら れ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 同 様 に 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 少 な く と も 二 人 の 患 者 か ら 単 離 さ れ た も の で あ
り 、 そ の 患 者 が 、 そ の 少 な く と も 一 つ の 抗 原 を 生 成 す る Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル の 株 で 感 染 し た
Ｂ 細 胞 を 使 用 で き 、 関 連 付 け 工 程 （ ｉ ｉ ） は 、 Ｂ 細 胞 の そ の 配 列 決 定 さ れ た 少 な く と も Ｖ
Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ を コ ー ド す る 領 域 を 関 連 付 け し て 抗 体 に 対 す る 一 連 の 候 補 配 列 を 同
定 し 、 そ の 各 々 が Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル の 異 な る 株 に よ り 生 成 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 共 通 の
抗 原 に 特 異 的 で あ る か 、 ま た は Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル の そ の 異 な る 株 に よ り 生 成 さ れ る 異 な る
抗 原 に 特 異 的 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ 領 域 の 配 列 決 定 は 、 ま た 、 周 囲 の 抗 体 フ レ ー ム ワ ー ク を 同 定 す
る た め に 用 い る こ と が で き 、 こ れ は 、 抗 体 の イ ソ 型 を 決 定 す る た め に 用 い る こ と が で き る
。 次 い で 、 こ れ は 、 関 連 付 け 工 程 に お い て 、 特 定 の 抗 体 イ ソ 型 が 特 に 有 用 で あ る か 否 か を
決 定 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 用 語 「 治 療 」 は 、 人 体 ま た は 動 物 体 の す べ て の 疾 患 ま た は 不 調 の 症 状 を 治 癒 、 緩 和 、 除
去 ま た は 減 少 さ せ る こ と あ る い は そ の す べ て の 疾 患 ま た は 不 調 に か か る 可 能 性 を 予 防 ま た
は 減 少 さ せ る こ と を 意 図 す る 全 て の 処 置 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 は 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル 感 染 を 処 置 す る 上 で 有 用 な 抗 体 配 列 を 同 定 す る の に 好 適 で
あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 関 連 付 け 工 程 （ ｉ ｉ ） に お い て 上 記 の 追 加 の 情 報 分 野 を 使 用 す る こ と に よ り 、 例 え ば 、
Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 の み 、 所 与 に 患 者 も し く は 所 与 の 感 染 に い ず れ か ま た は 双 方 か ら の Ｃ Ｄ Ｒ 、 所
与 の 部 位 ま た は 患 者 群 か ら の Ｃ Ｄ Ｒ 、 あ る い は 感 染 過 程 を と お し て 異 な る サ ン プ リ ン グ 時
間 か ら の Ｃ Ｄ Ｒ を 用 い て 、 関 連 付 け を 行 う こ と が 容 易 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 こ れ ら の 関 連 付 け は Ｃ Ｄ Ｒ 特 異 的 で あ る 。 そ の 理 由 は 、 こ れ ら が 抗 体 レ パ ー ト リ ー の 抗
原 結 合 お よ び 配 列 多 様 性 の 原 因 と な る 非 常 に 可 変 性 の 領 域 で あ る か ら で あ る （ フ レ ー ム ワ
ー ク 領 域 を 同 様 に 関 連 付 け 工 程 で 使 用 し て 、 抗 体 イ ソ 型 を 明 ら か に す る こ と が で き る が ）
。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 は 、 広 範 囲 な 用 途 、 例 え ば 、 抗 体 治 療 、 お よ び ワ ク チ ン 研 究 に 有 用 で あ る 。
抗 体 治 療 ：
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　 こ れ は 、 非 免 疫 個 体 （ 例 え ば 、 化 学 療 法 ／ 放 射 線 療 法 を 受 け る 患 者 、 臓 器 移 植 の た め の
免 疫 抑 制 の 患 者 、 糖 尿 病 、 損 傷 等 の 潜 在 的 な 状 態 、 ま た 、 非 常 に 若 い ま た は 非 常 に 年 老 い
て い る こ と に よ る 免 疫 不 全 の 患 者 ） へ の 抗 体 の 受 動 移 動 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 は 、 感 染 を 克 服 し た 患 者 に お い て 過 発 現 Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ 配 列 を 探 索 す る
こ と に よ り 、 免 疫 を 付 与 す る 抗 体 の 配 列 を 決 定 す る た め に 使 用 で き る 。 こ れ ら の 保 護 抗 体
は 、 遺 伝 子 レ ベ ル で 再 合 成 し 、 大 腸 菌 （ ま た は 他 の 発 現 系 ） で 過 発 現 し 、 精 製 す る こ と が
で き る 。 得 ら れ る 精 製 組 換 え 抗 体 は 、 次 い で 、 患 者 に 、 受 動 免 疫 療 法 と し て 投 与 で き る 。
抗 体 は 、 ま た 、 単 に 、 製 造 す べ き 抗 体 の 配 列 を 供 与 す る だ け で 、 Operon Technologies In
c. USA (www.operon.com)等 の 商 業 的 供 給 者 か ら 取 り 寄 せ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 治 療 上 有 効 な 配 列 は 、 関 連 付 け 工 程 （ ｉ ｉ ） で 使 用 で き る い く つ か の 方 法 で 同 定 す る こ
と が で き る ：
　 １ ） Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル 感 染 か ら 回 復 し た 患 者 に お い て 抗 体 配 列 過 発 現 を 探 索 す る こ と に
よ る ― 病 原 体 結 合 し う る 抗 体 を 生 成 す る Ｂ 細 胞 は ク ロ ー ン 性 増 殖 を 行 い 、 そ れ 故 、 高 頻 度
の 抗 体 配 列 は 最 も よ く 病 原 体 に 結 合 し 、 免 疫 を 付 与 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ２ ） Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル 感 染 の 過 程 の 間 、 抗 体 レ パ ー ト リ ー に お け る 変 更 に 従 う こ と に よ
る 。 感 染 の 間 、 抗 体 は 、 成 熟 過 程 を 経 て 病 原 体 結 合 を 改 善 し 、 こ れ は 配 列 変 更 で 特 徴 付 け
ら れ る 。 ま た 、 Ｂ 細 胞 の ク ロ ー ン 性 増 殖 は 、 感 染 が 消 え る 感 染 の 最 終 段 階 で よ り 優 勢 と な
る 。 レ パ ー ト リ ー に お い て 最 も 頻 度 の 高 い 抗 体 が 、 免 疫 療 法 用 の 候 補 と し て 選 択 さ れ る 。
成 熟 過 程 の の ち 、 候 補 抗 体 は 、 鍵 ア ミ ノ 酸 残 基 変 更 が 抗 原 結 合 を 改 善 す る こ と を 示 し 、 こ
の 情 報 が 抗 体 設 計 の 改 善 に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ３ ） Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル 感 染 し た 異 な る 患 者 か ら の レ パ ー ト リ ー の 分 析 に よ り 、 共 通 す る
同 一 の 保 護 抗 体 を 同 定 で き る 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 異 な る 患 者 中 で の そ れ ら の 出 現 が そ れ ら
に 有 利 な 強 い 肯 定 的 な 選 択 ； 従 っ て 、 抗 体 ベ ー ス の 免 疫 に お け る 重 要 な 役 割 を 示 唆 す る の
で 、 免 疫 療 法 に 対 す る 魅 力 的 な 選 択 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ４ ） Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル の 異 な る 株 で 感 染 し た 患 者 か ら の レ パ ー ト リ ー の 分 析 。 こ の 状 況
に お い て は 、 共 通 の 抗 体 配 列 が 双 方 の 株 に 対 す る レ パ ー ト リ ー 中 で 見 出 さ れ た 場 合 、 双 方
の 菌 株 の 処 置 に お い て 有 用 で あ る 、 す な わ ち 、 広 い ス ペ ク ト ル を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ５ ） 配 列 の 親 和 性 成 熟 に 対 す る レ パ ー ト リ ー の 分 析 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ワ ク チ ン 研 究 ：
　 ワ ク チ ン 接 種 は 、 免 疫 系 を 病 原 体 由 来 の 抗 原 で プ ラ イ ミ ン グ （ priming） す る こ と に よ
り 、 感 染 に 対 し て 保 護 す る 。 ワ ク チ ン 接 種 は 、 病 原 体 由 来 の 抗 原 に 、 単 回 ま た は 繰 り 返 し
暴 露 す る こ と に よ り 行 わ れ 、 完 全 な 感 染 過 程 の 有 害 な 効 果 な し に 、 抗 体 の 成 熟 と Ｂ 細 胞 の
ク ロ ー ン 性 増 殖 が 達 成 さ れ る 。 Ｔ 細 胞 の 関 与 も 、 患 者 の ワ ク チ ン 接 種 を 行 う 上 で 非 常 に 重
要 で あ る 。 本 発 明 は 、 実 験 的 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル ワ ク チ ン で 免 疫 過 程 を モ ニ タ ー す る た め に
使 用 で き る 。 対 象 者 に 実 験 的 ワ ク チ ン が 投 与 さ れ 、 Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ 配 列 は か ら 増
殖 さ れ 、 抗 体 レ パ ー ト リ ー は 上 記 の よ う に 分 析 さ れ た 。 ワ ク チ ン 接 種 過 程 の 定 性 的 お よ び
定 量 的 な 評 価 が 可 能 で あ る ：
　 １ ） 実 験 的 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル ワ ク チ ン を 投 与 さ れ た 患 者 群 の Ｖ Ｈ ／ Ｖ Ｌ レ パ ー ト リ ー を
評 価 す る 。 ワ ク チ ン に 応 答 し て 得 ら れ た 抗 体 の 詳 細 な 分 子 解 析 を 行 っ て 、 （ ａ ） 保 護 抗 体
の ク ロ ー ン 性 増 殖 、 （ ｂ ） 異 な る 集 団 に お け る 保 護 抗 体 の 生 成 （ 例 え ば 、 異 な る 遺 伝 子 的
背 景 を 持 つ 民 族 群 、 な ら び に 、 例 え ば 、 年 齢 お よ び 性 別 群 を 変 え て ） お よ び （ ｃ ） ワ ク チ
ン の 長 期 間 の 効 果 、 す な わ ち 、 長 期 間 に わ た る 抗 体 応 答 ― 免 疫 系 に お け る 長 期 間 の 抗 体 記
憶 な ら び に あ ら ゆ る 自 己 免 疫 異 常 、 を 決 定 で き る 。
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【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ２ ） ワ ク チ ン 接 種 が 所 与 の 抗 体 の 頻 度 を 増 大 さ せ る 結 果 と な っ た 場 合 、 抗 体 配 列 を 、 ク
ロ ー ン 化 し 、 発 現 さ せ 、 感 染 の 動 物 モ デ ル で 使 用 す る こ と が で き る 。 抗 体 が 保 護 的 で あ る
場 合 、 そ れ は 、 そ れ 自 体 で 免 疫 治 療 と し て 有 用 で あ る が 、 こ れ は ま た 、 ワ ク チ ン が 、 ヒ ト
対 象 者 を 実 験 的 感 染 に 処 す る こ と な く 、 お そ ら く は 保 護 的 で あ る こ と を も 示 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 同 じ く 本 発 明 が 提 供 す る も の は 、 少 な く と も 一 つ の 抗 原 を 生 成 す る Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル 感
染 の 処 置 用 の 医 薬 の 製 造 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） 本 発 明 に 係 る 方 法 を 行 っ て 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル に よ り 生 成 さ れ る 少 な く と も 一 つ
の 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 の 一 連 の 候 補 配 列 を 同 定 す る 工 程 ； お よ び
　 （ ｉ ｉ ） Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル に よ り 生 成 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 抗 原 に 特 異 的 な そ の 候 補
配 列 を 含 ん で な る 少 な く と も 一 つ の 抗 体 を 合 成 す る 工 程 ；
を 含 ん で な る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 に 係 る 医 薬 お よ び 処 置 方 法 は 、 当 業 者 に 容 易 に 明 ら か で あ る 。 医 薬 は 、 薬 学 的 に
許 容 し う る 担 体 、 希 釈 剤 ま た は 賦 形 剤 を 用 い て 調 製 で き る （ Remington's: The Science a
nd Practice of Pharmacy (1995) Mack Publishing Company, Easton, PA, USA） 。 医 薬
お よ び 処 置 方 法 は 、 薬 学 的 に 有 効 量 の 抗 体 ／ 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト を 用 い て 行 わ れ る 。
適 切 な 用 量 は 、 当 業 者 に 容 易 に 明 ら か で あ り 、 例 え ば 、 用 量 応 答 実 験 に よ り 容 易 に 決 定 し
う る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 同 じ く 本 発 明 が 提 供 す る も の は 、 少 な く と も 一 つ の 抗 原 を 生 成 す る Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル に
よ る 患 者 の 感 染 の 処 置 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） 本 発 明 に 係 る 方 法 を 行 っ て 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル に よ り 生 成 さ れ る 少 な く と も 一 つ
の 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 の 一 連 の 候 補 配 列 を 同 定 す る 工 程 ；  
　 （ ｉ ｉ ） Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル に よ り 生 成 さ れ る そ の 少 な く と も 一 つ の 抗 原 に 特 異 的 な そ の
候 補 配 列 を 含 ん で な る 少 な く と も 一 つ の 抗 体 を 合 成 す る 工 程 ； お よ び
　 （ ｉ ｉ ｉ ） そ の 少 な く と も 一 つ の 合 成 さ れ た 抗 体 の 治 療 有 効 量 を そ の 患 者 に 投 与 す る 工
程 ；
を 含 ん で な る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 同 じ く 本 発 明 が 提 供 す る も の は 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル に よ り 生 成 さ れ る 少 な く と も 一 つ の
抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 に 対 す る 候 補 配 列 を 同 定 す る デ ー タ ベ ー ス の 作 成 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） 本 発 明 に 係 る 方 法 を 行 っ て 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル に よ り 生 成 さ れ る 少 な く と も 一 つ
の 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 の 一 連 の 候 補 配 列 を 同 定 す る 工 程 ； お よ び
　 （ ｉ ｉ ） そ の デ ー タ ベ ー ス に そ の 方 法 で 作 成 さ れ た デ ー タ を 格 納 す る 工 程 ；
を 含 ん で な る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 同 じ く 本 発 明 が 提 供 す る も の は 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル に よ り 生 成 さ れ る 少 な く と も 一 つ の
抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 に 対 す る 候 補 配 列 を 同 定 す る レ ポ ー ト の 発 生 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） 本 発 明 に 係 る 方 法 を 行 っ て 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル に よ り 生 成 さ れ る 少 な く と も 一 つ
の 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 の 一 連 の 候 補 配 列 を 同 定 す る 工 程 ； お よ び
　 （ ｉ ｉ ） そ の 方 法 で 作 成 さ れ た デ ー タ を 含 ん で な る レ ポ ー ト を 作 成 す る 工 程
を 含 ん で な る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 同 じ く 本 発 明 が 提 供 す る も の は 、 ワ ク チ ン の 有 効 性 の 決 定 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） そ の ワ ク チ ン を 投 与 さ れ た 少 な く と も 一 人 の 患 者 か ら 単 離 さ れ た Ｂ 細 胞 で 、 そ の
Ｂ 細 胞 の Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ を コ ー ド す る 領 域 の 少 な く と も Ｃ Ｄ Ｒ 3領 域 を 配 列 決 定
す る 工 程 ； な ら び に
　 （ ｉ ｉ ） そ の Ｂ 細 胞 の Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ を コ ー ド す る 領 域 の 配 列 決 定 さ れ た 少 な
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く と も Ｃ Ｄ Ｒ 3領 域 を 関 連 付 け て 、 そ の ワ ク チ ン に 特 異 的 な 抗 体 の 少 な く と も Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領
域 に 対 す る 一 連 の 候 補 配 列 を 同 定 す る 工 程 で あ っ て 、 そ の 一 連 の Ｃ Ｄ Ｒ ３ 候 補 配 列 の 各 々
ま た は そ れ と 少 な く と も ８ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る 配 列 が 、 工 程 （ ｉ ） で 決 定 さ れ た 一 連 の
配 列 に お い て 全 体 で 少 な く と も １ ％ の 頻 度 で 出 現 す る も の で あ る 工 程 ；
を 含 ん で な る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の あ る 実 施 態 様 に お い て は 、 上 記 の 工 程 （ ｉ ） は 、
　 （ ｉ ） （ ａ ） そ の ワ ク チ ン を 少 な く と も 一 人 の 患 者 に 投 与 す る 工 程 ；
　 （ ｉ ｉ ） （ ｂ ） そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 か ら Ｂ 細 胞 を 単 離 す る 工 程 ； お よ び
　 （ ｉ ｉ ｉ ） （ ｃ ） そ の Ｂ 細 胞 の Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ を コ ー ド す る 領 域 の 少 な く と も
Ｃ Ｄ Ｒ 3領 域 を 配 列 決 定 す る 工 程 ；
を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 関 連 付 け 工 程 （ ｉ ｉ ） は 、 そ の Ｂ 細 胞 の Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ を コ ー ド す る 領 域 の 配
列 決 定 さ れ た 少 な く と も Ｃ Ｄ Ｒ 3領 域 を 、 そ の ワ ク チ ン で の ワ ク チ ン 接 種 が 保 護 的 免 疫 応
答 を 促 進 す る こ と を 意 図 さ れ た Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル で 感 染 さ れ た 少 な く と も 一 人 の 患 者 か ら
単 離 さ れ た Ｂ 細 胞 の Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ を コ ー ド す る 領 域 の 配 列 決 定 さ れ た 少 な く と
も Ｃ Ｄ Ｒ 3領 域 と 関 連 付 け る こ と を 含 ん で い て も い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 上 記 の よ う に 、
　 （ ｉ ） 患 者 の 感 染 の 原 因 と な る Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル の 株 、
　 （ ｉ ｉ ） 抗 体 試 料 が サ ン プ リ ン グ さ れ た 、 感 染 過 程 で の 時 点 、
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 患 者 の 詳 細 、 年 齢 、 性 別 、 お よ び 人 種 の 一 つ 以 上 、
　 （ ｉ ｖ ） 相 補 性 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） の 範 囲 、 つ ま り 、 直 接 的 抗 原 結 合 ／ 接 触 を 受 け る 抗
体 の 可 変 範 囲 、
を 包 含 す る 、 い く つ か の 付 加 的 な 情 報 を 関 連 付 け 工 程 で 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 ワ ク チ ン を 投 与 さ れ た 患 者 か ら 決 定 さ れ た 抗 体 配 列 は 、 ワ ク チ ン が 患 者 に お い て 保 護 的
免 疫 応 答 を 促 進 す る こ と を 意 図 さ れ た Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル で 感 染 さ れ た 患 者 か ら 単 離 さ れ た
抗 体 配 列 と 比 較 す る こ と が で き る 。 そ こ で 、 ワ ク チ ン が 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル そ れ 自 体 に よ
る 感 染 に 応 答 し て も 生 成 さ れ る 抗 体 の 発 生 を も た ら し た か 否 か を 決 定 で き る 。 特 に 、 そ の
比 較 は 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル に よ る 感 染 か ら 回 復 し た 患 者 か ら 決 定 さ れ た 抗 体 配 列 を 用 い て
行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 特 に 、 そ の 方 法 は 、 そ の ワ ク チ ン で の ワ ク チ ン 接 種 が 保 護 的 免 疫 応 答 を 促 進 す る こ と を
意 図 さ れ た Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル に 対 す る 保 護 的 免 疫 応 答 を 促 進 す る こ と に お け る 、 ワ ク チ ン
の 有 効 性 を 決 定 し う る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 同 じ く 本 発 明 が 提 供 す る も の は 、 ワ ク チ ン の 有 効 性 を 同 定 す る デ ー タ ベ ー ス の 作 成 方 法
で あ っ て 、
　 （ ｉ ） 本 発 明 に 係 る 方 法 を 行 っ て 、 そ の ワ ク チ ン の 有 効 性 を 同 定 す る 工 程 ； お よ び
　 （ ｉ ｉ ） そ の デ ー タ ベ ー ス に そ の 方 法 で 作 成 さ れ た デ ー タ を 格 納 す る 工 程
を 含 ん で な る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 同 じ く 本 発 明 が 提 供 す る も の は 、 ワ ク チ ン の 有 効 性 を 同 定 す る レ ポ ー ト の 発 生 方 法 で あ
っ て 、
　 （ ｉ ） 本 発 明 に 係 る 方 法 を 行 っ て 、 そ の ワ ク チ ン の 有 効 性 を 同 定 す る 工 程 ； お よ び
　 （ ｉ ｉ ） そ の 方 法 で 作 成 さ れ た デ ー タ を 含 ん で な る レ ポ ー ト を 作 成 す る 工 程
を 含 ん で な る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】

10

20

30

40

50

(14) JP 2007-527370 A 2007.9.27



　 同 じ く 本 発 明 が 提 供 す る も の は 、 患 者 に お け る ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル 感 染 を
同 定 す る 診 断 用 試 験 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） そ の 患 者 か ら 単 離 さ れ た Ｂ 細 胞 で 、 そ の Ｂ 細 胞 の Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ を コ ー
ド す る 領 域 の 少 な く と も Ｃ Ｄ Ｒ 3領 域 を 配 列 決 定 す る 工 程 ；  
　 （ ｉ ｉ ） そ の Ｂ 細 胞 の Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ を コ ー ド す る 領 域 の そ の 配 列 決 定 さ れ た
少 な く と も そ の Ｃ Ｄ Ｒ 3領 域 を 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に 特 異 的 な 抗 体 の 少 な
く と も Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 に 対 す る 一 連 の 配 列 と 比 較 し 、 そ の 一 連 の Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 の 各 々 ま た は
そ れ と 少 な く と も ８ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る 配 列 が 、 工 程 （ ｉ ） で 決 定 さ れ た 一 連 の 配 列 に
お い て 全 体 で 少 な く と も １ ％ の 頻 度 で 出 現 す る か 否 か を 決 定 す る 工 程 ； な ら び に
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 比 較 工 程 （ ｉ ｉ ） の 結 果 を 関 連 付 け し て 、 そ の 患 者 に ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ
ィ フ ィ シ ル 感 染 が 存 在 す る か 否 か を 決 定 す る 工 程 ；
を 含 ん で な る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 同 じ く 本 発 明 が 提 供 す る も の は 、 患 者 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル 感 染 へ の 感 受
性 を 決 定 す る 診 断 用 試 験 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） そ の 患 者 か ら 単 離 さ れ た Ｂ 細 胞 で 、 そ の Ｂ 細 胞 の Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ を コ ー
ド す る 領 域 の 少 な く と も Ｃ Ｄ Ｒ 3領 域 を 配 列 決 定 す る 工 程 ；  
　 （ ｉ ｉ ） そ の Ｂ 細 胞 の Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ を コ ー ド す る 領 域 の そ の 配 列 決 定 さ れ た
少 な く と も そ の Ｃ Ｄ Ｒ 3領 域 を 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に 特 異 的 な 抗 体 の 少 な
く と も Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 に 対 す る 一 連 の 配 列 と 比 較 し 、 そ の 一 連 の Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 の 各 々 ま た は
そ れ と 少 な く と も ８ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る 配 列 が 、 工 程 （ ｉ ） で 決 定 さ れ た 一 連 の 配 列 に
お い て 全 体 で 少 な く と も １ ％ の 頻 度 で 出 現 す る か 否 か を 決 定 す る 工 程 ； な ら び に
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 比 較 工 程 （ ｉ ｉ ） の 結 果 を 関 連 付 け し て 、 そ の 患 者 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ
ィ フ ィ シ ル 感 染 へ の 感 受 性 を 決 定 す る 工 程 ；
を 含 ん で な る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 診 断 用 試 験 方 法 は 、 例 え ば 病 院 で 患 者 の Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 を 配 列 決 定 し て 、 ど の 患 者 が そ の
菌 に よ る 感 染 に 感 受 性 で あ る か を 決 定 す る た め に 使 用 で き る 。 試 料 中 に 抗 体 特 異 的 な Ｃ ．
デ ィ フ ィ シ ル が 存 在 す れ ば （ Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 の 配 列 決 定 に よ り 決 定 さ れ る ） 、 そ の 患 者 は 、
そ の 菌 に 対 す る 保 護 的 免 疫 応 答 を 持 つ こ と が で き て お り 、 抗 生 物 質 で の 処 置 が 必 要 で は な
い こ と を お そ ら く は 示 す で あ ろ う 。 対 照 的 に 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル 特 異 的 抗 体 を 生 成 し な か
っ た と 同 定 さ れ た 患 者 は 、 免 疫 不 全 で あ り 、 従 っ て 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル 感 染 の 過 程 で 抗 生
物 質 処 置 の 候 補 者 で あ る と 同 定 で き よ う 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 同 じ く 本 発 明 が 提 供 す る も の は 、 本 発 明 に 係 る 診 断 的 試 験 方 法 を 行 う た め の 診 断 用 試 験
キ ッ ト で あ る 。 キ ッ ト は 、 当 業 者 が 患 者 か ら Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 を 同 定 す る こ と を 可 能 に す る 試
薬 （ 例 え ば 、 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ） を 含 み う る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 で 使 用 し う る 抗 体 、 特 に 合 成 抗 体 に 関 し て （ 用 語 「 抗 体 」 は 、 文 脈 が 他 の よ う に
求 め な い 限 り 、 抗 体 の 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト を 包 含 す る と 考 え ら れ る ） 、 抗 体 は 、 抗 体
全 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト で あ り 、 一 般 に 任 意 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ク ラ ス に
属 し う る 。 そ こ で 、 例 え ば 、 そ れ は Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ｇ ま た は Ｉ ｇ Ａ 抗 体 で あ り う る 。 抗 体 ま
た は フ ラ グ メ ン ト は 、 動 物 の も の 、 例 え ば 、 哺 乳 類 起 源 の も の で あ っ て も よ く 、 例 え ば 、
マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ヒ ツ ジ ま た は ヒ ト 起 源 で あ っ て も よ い 。 そ れ は 、 天 然 の 抗 体 ま た は そ の
フ ラ グ メ ン ト 、 あ る い は 、 所 望 な ら ば 、 組 換 え 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 す な わ ち 、 組 換 え Ｄ Ｎ
Ａ 法 を 用 い て 製 造 さ れ た 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 特 定 の 組 換 え 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト と し て 、 （ １ ） 少 な く と も 一 部 が 異 な る 抗 体
由 来 の も の で あ る 、 抗 原 結 合 性 部 位 を 有 す る も の 、 例 え ば 、 一 つ の 抗 体 の 過 可 変 性 ま た は
相 補 性 決 定 り ょ う い き が 第 二 の 異 な る 抗 体 の フ レ ー ム ワ ー ク に グ ラ フ ト さ れ て い る も の （
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例 え ば 、 Ｅ Ｐ ２ ３ ９ ４ ０ ０ 号 明 細 書 に 記 載 の も の ） ； （ ２ ） 非 Ｆ ｖ 配 列 が 他 の 異 な る 抗 体
の 非 Ｆ ｖ 配 列 で 置 換 さ れ た 組 換 え 抗 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト （ 例 え ば 、 Ｅ Ｐ １ ７ １ ４ ９ ６ 号
、 Ｅ Ｐ １ ７ ３ ４ ９ ４ 号 お よ び Ｅ Ｐ １ ９ ４ ２ ７ ６ 号 の 各 明 細 書 に 記 載 の も の ） ； あ る い は （
３ ） 実 質 的 に 天 然 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 構 造 を 有 す る 組 換 え 抗 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト で あ っ て
、 ヒ ン ジ 領 域 が 天 然 免 疫 グ ロ ブ リ ン で 見 出 さ れ る も の と 異 な る 数 の シ ス テ イ ン 残 基 を 有 す
る が 、 組 換 え 抗 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト の 表 面 ポ ケ ッ ト に お け る １ 以 上 の シ ス テ イ ン 残 基 が
天 然 免 疫 グ ロ ブ リ ン 中 に 存 在 す る 他 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 代 わ っ て 存 在 す る も の （ 例 え ば 、 Ｗ
Ｏ ８ ９ ／ ０ １ ７ ８ ２ 号 お よ び Ｗ Ｏ ８ ９ ／ ０ １ ９ ７ ４ 号 の 各 明 細 書 に 記 載 の も の ） が 挙 げ ら
れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 Harlow, E. and Lane, D. ("Using Antibodies: A Laboratory Manual", Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, New York, 1998)等 の テ キ ス ト の 教 示 が 、 抗 体 、 抗 体 フ ラ グ メ
ン ト 、 そ れ ら の 調 製 お よ び 使 用 を さ ら に 詳 述 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 起 源 で あ り う る
。 そ れ は 、 少 な く と も 一 つ の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 で あ り う る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 抗 原 結 合 性 抗 体 フ ラ グ メ ン ト と し て 、 例 え ば 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 Ｆ ａ ｂ ’ も し く は Ｆ ａ
ｂ フ ラ グ メ ン ト 等 の 抗 原 全 体 の タ ン パ ク 質 分 解 性 開 裂 に 由 来 す る フ ラ グ メ ン ト 、 ま た は 組
換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 に よ り 得 ら れ る フ ラ グ メ ン ト 、 例 え ば Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト が 挙 げ ら れ る （ 例 え
ば 、 Ｗ Ｏ ８ ９ ／ ０ ２ ４ ６ ５ 号 明 細 書 に 記 載 の も の ） 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 に 係 る 組 換 え 抗 体 を 生 成 す る こ と が 望 ま れ る 場 合 、 こ れ ら は 、 例 え ば 、 Ｅ Ｐ １ ７
１ ４ ９ ６ 号 、 Ｅ Ｐ １ ７ ３ ４ ９ ４ 号 お よ び Ｅ Ｐ １ ９ ４ ２ ７ ６ 号 の 各 明 細 書 に 記 載 の 方 法 を 使
用 し て 生 成 す る こ と が で き る 。 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 例 え ば 、 ペ プ シ ン ま た は パ パ イ ン で
の 酵 素 的 消 化 に よ る 従 来 手 法 を 使 用 し て 生 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 に 係 る 抗 体 は 、 従 来 法 を 用 い て 、 検 知 可 能 標 識 で 標 識 化 し て も よ く 、 ま た は エ フ
ェ ク タ ー 分 子 、 例 え ば 薬 物 、 例 え ば 抗 菌 剤 も し く は 毒 素 も し く は 酵 素 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト し
て も よ く 、 本 発 明 は 、 そ の よ う な 標 識 化 抗 体 ま た は 抗 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 明 細 書 中 で 議 論 し た 文 献 の 各 々 の 内 容 は 、 そ れ ら の 中 に 引 用 さ れ て い る 文 献 を 含 め て
、 そ れ ら の 全 体 が 、 こ こ に 参 照 と し て 取 り 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 「 Ｐ Ｍ Ｉ Ｄ ： 」 参 照 番 号 が 付 与 さ れ て い る 場 合 、 こ れ ら は 、 US National Library of M
edicineに よ り そ れ ら に 割 り 当 て ら れ た PubMed識 別 番 号 で あ り 、 そ れ か ら 各 々 の 刊 行 物 に
対 す る 完 全 な 文 献 情 報 お よ び 要 旨 が www.ncbi.nlm.nih.govで 入 手 で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 は 、 少 な く と も 一 つ の 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 に 対 す る 候 補 配 列 を 同 定 し 、 ワ ク チ ン
の 有 効 性 を 決 定 す る 形 態 を 、 単 に 例 と し て 示 す 、 添 付 し た 図 面 の い く つ か の 図 を 参 照 し て
、 以 下 の 記 述 か ら さ ら に 明 ら か と な る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 実 　 　 験
　 以 下 の 実 験 は 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル 感 染 し た 患 者 に 免 疫 を 付 与 す る 抗 体 Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た
は Ｖ Ｌ  Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 の 同 定 方 法 を 詳 述 す る 。 こ れ ら の 配 列 は 、 次 い で 、 合 成 抗 体 の 製 造 に
使 用 で き 、 こ れ ら の 合 成 抗 体 は 治 療 の た め に 患 者 に 投 与 す る の に 好 適 で あ る 。 ま た 、 こ の
方 法 で 同 定 し た Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ  Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 が 詳 述 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 同 じ く 、 患 者 に お け る 所 望 の 免 疫 応 答 の 発 生 に お け る ワ ク チ ン の 有 効 性 を 決 定 す る 方 法
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が 詳 述 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 他 に 特 記 し な い 限 り 、 本 明 細 書 中 に 詳 述 し た 全 て の 方 法 は 標 準 的 な 手 順 を 用 い て 、 適 用
可 能 な 製 造 者 の 指 示 書 に 従 っ て 行 わ れ る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 、 分 子 ク ロ ー ニ ン グ 、 操 作 と 配 列 決 定 、
抗 体 の 製 造 、 エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ お よ び ミ モ ト ー プ 設 計 、 細 胞 培 養 な ら び に フ ァ ー ジ 提
示 を 含 む 種 々 の 手 法 に つ い て の 標 準 的 手 順 は 、 McPherson, M.J.ら 、 (1991, PCR: A pract
ical approach, Oxford University Press, Oxford), Sambrook, J.お よ び Russell, D., 
("Molecular Cloning: A Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, New Yo
rk), Huynhお よ び Davis (1985, "DNA Cloning Vol I - A Practical Approach", IRL Pre
ss, Oxford, Ed. D.M. Glover), Sanger, F.ら 、 (1977, PNAS USA 74(12): 5463-5467), 
Harlow, E.お よ び Lane, D. ("Using Antibodies: A Laboratory Manual", Cold Spring H
arbor Laboratory Press, New York, 1998), Jung, G.お よ び Beck-Sickinger, A.G. (199
2, Angew. Chem. Int. Ed. Eng., 31: 367-486), Harris, M.A.お よ び Rae, I.F. ("Gener
al Techniques of Cell Culture", 1997, Cambridge University Press, ISBN 0521 5736
45), "Pharge Display of Peptide and Proteins: A Laboratory Manual" (Eds. Kay, B.
K., Winter, J., and McCafferty, J., Academic Press Inc., 1996, ISBN 0-12-402380-
0)。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 他 の も の の う ち 、 本 明 細 書 中 で 詳 述 さ れ た 方 法 中 で 有 用 な 試 薬 お よ び 装 置 は 、 Amersham
 (www.amersham.co.uk), Boehringer Mannheim (www.boehringer-ingeltheim.com), Clon
tech (www.clontech.com), Genosys (www.genosys.com), Millipore (www.millipore.com
), Novagen (www.novagen.com), Perkin Elmer (www.perkinelmer.com), Pharmacia (www
.pharmacia.com), Promega (www.promega.com), Qiagen (www.qiagen.com), Sigma (www.
sigma-aldrich.com)お よ び Stratagene (www.stratagene.com)の よ う な も の か ら 入 手 で き
る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 種 々 の 文 法 的 形 態 の 用 語 「 抗 体 」 は 、 本 明 細 書 中 で 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 お よ び 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 分 子 の 免 疫 学 的 に 活 性 な 部 分 、 つ ま り 、 抗 体 結 合 部 位 ま た は パ ラ ト ー プ を 含 む 分
子 を 指 す よ う に 使 用 さ れ る 。 そ の よ う な 分 子 は 、 ま た 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 「 抗 原 結 合
フ ラ グ メ ン ト 」 と 称 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 例 示 的 な 抗 体 分 子 は 、 完 全 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 、 実 質 的 に 完 全 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子
お よ び Fab、 Fab'、 F(ab’ ） 2、 scFvお よ び F(v)と し て こ の 分 野 で 公 知 の そ れ ら の 部 分 を 包
含 す る 、 パ ラ ト ー プ を 含 む 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の そ れ ら の 部 分 で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 用 語 「 抗 体 結 合 部 位 」 は 、 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る （ 免 疫 反 応 す る ） 重 鎖 お よ び 軽 鎖 可
変 性 お よ び 過 可 変 性 領 域 か ら な る 抗 体 分 子 の 構 造 的 部 分 を 指 す 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 抗 体 を 生 成 す る Ｂ 細 胞 の 同 定 お よ び 配 列 決 定 な ら び に 得 ら れ た デ ー タ の 分 析 は 、 以 下 の
基 本 的 な 工 程 を 含 む ：
　 （ １ ） ヒ ト 患 者 の Ｂ 細 胞 か ら の Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ を コ ー ド す る 領 域 の 単 離 。
　 （ ２ ） Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ レ パ ー ト リ ー の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 決 定 。
　 （ ３ ） Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ 一 次 ア ミ ノ 酸 配 列 の 決 定 。
　 （ ４ ） コ ン ピ ュ ー タ 内 で の Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 の 抽 出 ― デ ー タ ベ ー ス へ の 加 入 。
　 （ ５ ） Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ レ パ ー ト リ ー に お け る 優 位 な Ｃ Ｄ Ｒ お よ び フ レ ー ム ワ ー
ク の 検 出 。
　 （ ６ ） 優 位 な 抗 体 配 列 か ら の 治 療 用 組 換 え 抗 体 の 構 築 お よ び 製 造 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 １ ． ヒ ト 患 者 の Ｂ 細 胞 か ら の Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ を コ ー ド す る 領 域 の 単 離
　 こ の 方 法 の た め に 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル 感 染 し た ヒ ト 患 者 を 免 疫 さ れ た Ｂ 細 胞 の ド ナ ー と
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し て 選 択 し た 。 選 択 の 基 準 は ：
（ ａ ） 患 者 は 、 例 え ば ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 検 出 可 能 な 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル に
対 す る 明 白 な 抗 体 応 答 を 示 す 必 要 が あ る 。 抗 体 の 試 料 は 、 患 者 の 血 液 試 料 か ら 採 集 さ れ た
。 試 料 を 希 釈 し 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル 由 来 の 抗 原 を 使 用 し て 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に
よ り 免 疫 反 応 に つ い て 試 験 し た 。 そ の よ う な ア ッ セ イ に お い て 、 強 い 抗 体 応 答 を 示 す 患 者
は 、 抗 ヒ ト ポ リ ク ロ ー ナ ル 検 出 抗 体 を 用 い て 検 出 さ れ る よ う な 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル 抗 原 の
明 白 な 認 識 ／ 抗 体 結 合 を 示 す 。
（ ｂ ） 患 者 は 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル 感 染 の 過 程 で 生 存 し 、 こ れ は 、 細 菌 を 中 和 し う る 抗 体 に
対 す る Ｂ 細 胞 応 答 を 発 生 す る 機 会 を 改 善 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 末 梢 Ｂ 細 胞 リ ン パ 球 （ Ｐ Ｂ Ｌ ） を 感 染 し た 患 者 血 液 試 料 か ら 採 集 し た 。 こ の ヘ パ リ ン 化
し た 血 液 を 、 Ｐ Ｂ Ｓ （ 全 部 で ２ ０ ｍ ｌ ） 中 で 希 釈 し 、 ３ ０ ｍ ｌ の 遠 心 管 中 で １ ５ ｍ ｌ Fico
l Hypaque（ Pharmacia; 特 記 し な い 限 り 、 全 て の 薬 品 お よ び 培 地 は Sigma, UKか ら 購 入 し
た ） の ク ッ シ ョ ン 上 に 載 せ た 。 次 い で 、 Ｐ Ｂ Ｌ を 遠 心 分 離 （ ４ ０ ０ ｘ ｇ 、 ５ 分 ） で 収 集 し
、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 で 洗 浄 し 、 再 び 遠 心 分 離 し て 取 得 し た 。 Ｒ Ｎ Ａ は 、 製 造 者 の 指 示 書 ど お り に 従
っ て 、 QuikPrep mRNA精 製 キ ッ ト （ Pharmacia） を 使 用 し て 、 Ｐ Ｂ Ｌ か ら 調 製 し た 。 単 離 さ
れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 逆 転 写 反 応 を 経 て 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 調 製 す る た め に 使 用 し た （ Promegaｃ Ｄ
Ｎ Ａ 合 成 キ ッ ト ） 。 こ れ に つ い て 、 ２ μ ｇ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を １ ６ μ Ｌ の ヌ ク レ ア ー ゼ を 含 ま な
い 水 中 に 再 懸 濁 し 、 ６ ５ ℃ に ３ 分 間 加 熱 し （ 二 次 構 造 を 変 性 し ） 、 次 い で 、 直 ち に 、 氷 上
で １ 分 間 冷 却 し た 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 次 い で 、 以 下 の 混 合 物 に 加 え た ： ８ μ Ｌ の ２ ５ ｍ Ｍ  Ｍ
ｇ Ｃ ｌ 2、 ４ μ Ｌ の ｄ Ｎ Ｔ Ｏ 混 合 物 （ 各 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 三 燐 酸 に 関 し て １ ０ ｍ Ｍ ） 、 １
μ Ｌ の Ｒ Ｎ Ａ ｓ ｉ ｎ ４ ０ ｕ μ Ｌ - 1 の 原 液 、 １ ． ２ μ Ｌ の Ａ Ｍ Ｖ 逆 転 写 酵 素 （ ２ ５ ｕ μ Ｌ - 1

の 原 液 ） 、 ６ μ Ｌ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ｐ ｍ ｏ ｌ μ Ｌ - 1 の プ ラ イ マ ー （ 図 １ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 を 参
照 ） 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 抗 原 結 合 領 域 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 、 次 い で 、 患 者 の Ｐ Ｂ Ｌ か ら 調 製 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 用
い て 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅 し た 。 こ れ の た め に 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 以 下 の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 で 使 用 し 、 重
鎖 ま た は 軽 鎖 由 来 の 抗 体 可 変 領 域 Ｄ Ｎ Ａ を 生 成 し た （ 図 １ 参 照 ） ： ２ ． ５ μ Ｌ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ
、 ３ ３ μ Ｌ の 水 、 ４ μ Ｌ の ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 混 合 物 （ 各 デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 三 燐 酸 に 関 し て ２ ５
ｍ Ｍ ） 、 ５ μ Ｌ の Ｔ ａ ｑ 反 応 緩 衝 液 （ Perkin Elmer） 、 ２ ． ５ μ Ｌ の 等 モ ル プ ラ イ マ ー 混
合 物 （ 各 プ ラ イ マ ー に 関 し て 最 終 濃 度 ２ ０ ｐ ｍ ｏ ｌ ） 、 お よ び ０ ． ５ μ Ｌ の Ｔ ａ ｑ Ｄ Ｎ Ａ
ポ リ メ ラ ー ゼ （ １ ｕ μ Ｌ - 1 、 Perkin Elmer Corp） 。 こ れ ら の 反 応 で 使 用 し た フ ォ ワ ー ド
お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー は 図 １ に 記 載 さ れ て お り 、 そ れ ら の 各 々 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は
表 １ に リ ス ト さ れ て い る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 条 件 は 、 ９ ４ ℃ で １ 分 、 ５ ７ ℃ で １ 分 、 且 つ ７ ２ ℃
で ２ 分 で 、 全 体 と し て ３ ０ サ イ ク ル で あ り 、 サ イ ク ル １ の 前 に 延 長 さ れ た 変 性 （ ９ ４ ℃ で
５ 分 ） お よ び サ イ ク ル ３ ０ の 後 に 付 加 的 な 延 長 工 程 （ ７ ２ ℃ で １ ０ 分 ） を 伴 う 。 Ｐ Ｃ Ｒ は
、 Perkin Elmer 9700 GeneAmp PCR機 を 使 用 し て 行 っ た 。 ５ μ Ｌ の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 物 を １ ％ ア
ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 流 し 、 予 期 さ れ た ３ ９ ３ 塩 基 対 （ ｂ ｐ ） 生 成 物 の 増 幅 を チ ェ ッ ク し た 。
残 り の 生 成 物 を ０ ． ８ ％ 低 融 点 （ Ｌ Ｍ Ｐ ） ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 流 し 、 ３ ９ ３ バ ン ド を 清 潔
な 外 科 用 メ ス を 用 い て 切 り 取 っ た 。 Ｄ Ｎ Ａ を 、 GeneClean II Kit（ Anachem, Luton, UK）
を 用 い て 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル ス ラ イ ス か ら 抽 出 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ は 、 使 用 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー セ ッ ト に 応 じ て 、 二 つ の フ ラ グ メ ン ト 型 ― 各 々 Ｖ
Ｈ お よ び Ｖ Ｌ 領 域 由 来 の も の を 与 え た （ 抗 体 遺 伝 子 用 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト お よ び Ｐ Ｃ Ｒ ス
キ ー ム の 詳 細 に つ い て は 、 そ れ ぞ れ 、 表 １ お よ び 図 １ 参 照 ） 。
表 １ ： Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト の 発 生 お よ び 配 列 決 定 で 使 用 さ れ る プ ラ イ マ ー
。 全 て の 配 列 は 、 ５ ’ か ら ３ ’ 方 向 に 与 え ら れ る 。 プ ラ イ マ ー の 使 用 は 、 上 に お よ び 図 １
に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト は 、 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー ｐ Ｇ Ｅ Ｍ － Ｔ  e
asy（ Promega Corporation） に ク ロ ー ニ ン グ さ れ て 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 を 容 易 に す る 。 こ れ
の た め に 、 ３ μ Ｌ の Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 が 、 製 造 者 の 指 示 書 に 従 っ て 、 QIA quick PCR精 製 ス ピ
ン カ ラ ム （ Qiagen, UK） を 用 い て 、 制 限 の た め に 調 製 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ は 、 ４ ０ μ Ｌ の 緩 衝 液
Ｅ Ｂ 中 で ス ピ ン カ ラ ム か ら 溶 出 し た 。 精 製 し た Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 （ ２ μ Ｌ ） を １ μ Ｌ の ｐ Ｇ Ｅ
Ｍ － Ｔ  easyベ ク タ ー 、 ６ μ Ｌ の 水 お よ び １ μ Ｌ の Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ と 混 合 し 、 混 合 物 を 室
温 で １ 時 間 連 結 し た 。 次 い で 、 連 結 は 、 エ レ ク ト ロ ポ ー レ ー シ ョ ン に よ り 、 エ レ ク ト ロ コ
ン ピ ー テ ン ト な 大 腸 菌 Ｔ Ｇ １ 細 胞 （ Stratagene） に 変 換 し 、 ア ン ピ シ リ ン １ ０ ０ μ ｇ ｍ ｌ
-1Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ （ １ ０ ０ μ Ｍ ） と Ｘ － ｇ ａ ｌ （ ０ ． ０ ０ ６ ％ ｗ ／ ｖ ） を 含 有 す る 寒 天 プ レ ー ト
上 に プ レ ー ト ア ウ ト し た 。 コ ロ ニ ー を ３ ７ ℃ で 一 晩 生 育 さ せ 、 次 い で 、 ４ ℃ で 保 存 し た 。
組 換 え コ ロ ニ ー は 、 こ の 培 地 上 で 白 色 コ ロ ニ ー と し て 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 ２ ． Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ レ パ ー ト リ ー の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 決 定
　 Ｄ Ｎ Ａ を ま ず 、 Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ 組 換 え 大 腸 菌 ク ロ ー ン か ら 調 製 し た 。 こ れ の た
め に 、 個 々 の コ ロ ニ ー を 、 各 々 、 ９ ６ 穴 プ レ ー ト フ ォ ー マ ッ ト を 用 い て 、 ア ン ピ シ リ ン １
０ ０ μ ｇ ｍ ｌ - 1 を 追 加 し た １ ． ２ ｍ ｌ の Ｌ Ｂ ブ ロ ス に 移 し た 。 培 養 物 は 、 ３ ７ ℃ で ２ ４ 時
間 生 育 さ せ た 。 細 菌 細 胞 を 、 ４ ， ０ ０ ０ ｘ ｇ で ３ ０ 分 の 遠 心 分 離 に よ り 取 得 し 、 上 澄 み 液
を 捨 て た 。 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 、 実 質 的 に 製 造 者 の 指 示 書 に 従 っ て 、 Wizard SV 96プ ラ ス
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ミ ド 精 製 キ ッ ト (Promega Corporation)を 用 い て 調 製 し た 。 プ ラ ス ミ ド DNAの 収 率 は 、 典 型
的 に は 、 １ ． ２ ｍ ｌ の ス タ ー タ ー 培 地 あ た り ５ μ ｇ で あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 反 応 は 、 DYEnamic ET 染 料 タ ー ミ ネ ー タ ー サ イ ク ル 配 列 決 定 キ ッ ト （ Am
ersham Pharmacia Biotech） を 用 い て 行 っ た 。 精 製 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ （ ０ ． ５ μ ｇ ） を 、
８ μ Ｌ の DYEnamic ETタ ー ミ ネ ー タ ー 試 薬 プ レ ミ ッ ク ス お よ び １ μ Ｌ の Ｍ １ ３ フ ォ ワ ー ド
お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ ５ μ Ｍ ） と 、 ２ ０ μ Ｌ の 合 計 反 応 用 量 で 混 合 し た 。 次 い で 、
熱 サ イ ク リ ン グ を 、 以 下 の パ ラ メ ー タ ー で 、 GeneAmp PCR system 9700（ Perkin Elmer）
を 用 い て 行 っ た ： ９ ５ ℃ で ２ ０ 秒 ； ５ ０ ℃ で １ ５ 秒 ； ６ ０ ℃ で １ 分 ； ３ ０ サ イ ク ル ） 。 反
応 を 、 ９ ６ 穴 フ ォ ー マ ッ ト 非 ス カ ー テ ッ ド Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト （ AB Gene） を 用 い て 行 っ
た 。 取 り 込 ま れ な か っ た 染 料 タ ー ミ ネ ー タ ー を 、 析 出 を 用 い て 除 去 し た 。 こ れ の た め に 、
エ タ ノ ー ル 試 料 を 、 ２ μ Ｌ の ７ ． ５ Ｍ 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム お よ び ５ ５ μ Ｌ の １ ０ ０ ％ エ タ ノ
ー ル と 混 合 し 、 ３ ０ ０ ０ ｇ で ３ ０ 分 間 遠 心 分 離 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ ペ レ ッ ト を ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル
で 洗 浄 し 、 ２ ０ μ Ｌ の ロ ー デ ィ ン グ 溶 液 中 に 再 懸 濁 し た 。 反 応 物 を 、 製 造 者 の 指 示 書 に 従
っ て 、 MegaBACE 100 DNAシ ー ケ ン サ ー （ Amersham Pharmacia Biotech） を 用 い て 配 列 決 定
し た （ ６ ｋ Ｖ で ２ ０ ０ 分 の 電 気 泳 動 と 共 に 、 ２ ｋ Ｖ 注 入 電 圧 で ３ ０ 秒 ） 。 ク ロ マ ト グ ラ ム
を 、 終 了 お よ び 保 管 の た め に 、 .scfフ ァ イ ル フ ォ ー マ ッ ト を 用 い て 、 エ ク ス ポ ー ト し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 ３ ． Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ 一 次 ア ミ ノ 酸 配 列 の 決 定
　 Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 、 フ ォ ワ ー ド お よ び リ バ ー ス ス ト ラ ン ド の 双 方
に お い て 決 定 し （ Ｍ １ ３ フ ォ ワ ー ド お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を 用 い て ） 、 相 違 点 を 際 立
た せ 、 高 度 の 正 確 さ を 維 持 す る た め に 、 比 較 し た 。 こ れ は 、 Staden プ ロ グ ラ ム 一 式 （ Sta
den, R. (1996) The Staden Sequence Analysis Package. Molecular Biotechnology 5, 
233-241） を 用 い て 行 っ た 。 最 初 に 、 配 列 .scfフ ァ イ ル を ベ ク タ ー 配 列 が 取 り 除 か れ 、 配
列 の 質 が 評 価 さ れ る 、 PREGAPプ ロ グ ラ ム に 入 れ た 。 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 不 明 瞭 で あ る 悪 い 品 質 の
配 列 は 排 斥 さ れ 、 再 度 配 列 決 定 さ れ た 。 フ ォ ワ ー ド お よ び リ バ ー ス ス ト ラ ン ド は 、 GAPプ
ロ グ ラ ム を 用 い て マ ッ チ ン グ さ れ 、 配 列 決 定 さ れ た も の を 含 む 領 域 を 際 立 た せ 、 解 明 し た
。 VHお よ び ／ ま た は VL配 列 の オ リ エ ン テ ー シ ョ ン が 注 目 さ れ 、 翻 訳 用 に フ ォ ワ ー ド リ ー デ
ィ ン グ フ レ ー ム オ リ エ ン テ ー シ ョ ン の み の 生 成 が 必 要 で あ る 場 合 に 、 逆 補 完 さ れ た 。 Ｖ Ｈ
お よ び Ｖ Ｌ 遺 伝 子 配 列 が 、 次 い で 、 ア ミ ノ 酸 配 列 に 翻 訳 さ れ た 。 各 配 列 に は 、 一 意 の 識 別
名 （ 名 称 ） が 与 え ら れ た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 ４ ． コ ン ピ ュ ー タ 内 で の Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 の 抽 出 ― デ ー タ ベ ー ス へ の 加 入
　 Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 を 同 定 す る 一 般 的 な 教 示 は 、 www.bioinf.org.uk/abs/に あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 以 下 の ル ー ル の セ ッ ト が 、 抗 体 配 列 に お け る Ｃ Ｄ Ｒ の 定 義 を 可 能 に す る 。 こ れ ら の 実 質
的 に 一 定 の 特 徴 が 出 現 し な い ま れ な 例 が 存 在 す る （ 例 え ば 、 ヒ ト 重 鎖 配 列 Ｅ Ｕ は 、 Ｃ Ｄ Ｒ
－ Ｈ ３ の 後 に 、 Trp-Glyを 持 た な い ） 。 Cys残 基 が 最 も よ く 保 存 さ れ た 特 徴 で あ る 。
Ｃ Ｄ Ｒ － Ｌ １
開 始 　 　 　 　 ほ ぼ 残 基 ２ ４
前 の 残 基 　 　 常 に Cys
後 の 残 基 　 　 常 に Trp。 典 型 的 に は 、 Trp-Tyr-Gln、 た だ し 、 ま た 、 Trp-Leu-Gln、 Trp-Phe
-Gln、
Trp-Tyr-Leu
長 さ 　 　 　 　 １ ０ ～ １ ７ 残 基
Ｃ Ｄ Ｒ － Ｌ ２
開 始 　 　 　 　 Ｃ Ｄ Ｒ － Ｌ １ の 末 尾 の 後 の 、 常 に １ ６ 残 基
前 の 残 基 　 　 一 般 に 、 Ile-Tyr、 た だ し 、 ま た 、 Val-Tyr、 Ile-Lys、 Ile-Phe
長 さ 　 　 　 　 常 に ７ 残 基
Ｃ Ｄ Ｒ － Ｌ ３
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開 始 　 　 　 　 ほ ぼ 残 基 ３ ３
前 の 残 基 　 　 常 に Cys
後 の 残 基 　 　 常 に Phe-Gly-Xaa-Gly（ 配 列 番 号 ９ ２ ）
長 さ 　 　 　 　 ７ ～ １ １ 残 基
Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ １
開 始 　 　 　 　 ほ ぼ 残 基 ２ ６ （ 常 に 、 Cysの ４ つ あ と ）
前 の 残 基 　 　 常 に Cys-Xaa-Xaa-Xaa（ 配 列 番 号 ９ ３ ）
後 の 残 基 　 　 常 に Trp。 典 型 的 に は 、 Trp-Val、 た だ し 、 ま た 、 Trp-Ile、 Trp-Ala
長 さ 　 　 　 　 １ ０ ～ １ ２ 残 基
Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ２
開 始 　 　 　 　 Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ １ の 末 尾 の 後 の 、 常 に １ ５ 残 基
前 の 残 基 　 　 典 型 的 に は 、 Leu-Glu-Trp-Ile-Gly（ 配 列 番 号 ９ ４ ） 、 た だ し 、 い く つ か の
変 形 物
後 の 残 基 　 　 Lys/Arg-Leu/Ile/Val/Phe/Thr/Ala-Thr/Ser/Ile/Ala
長 さ 　 　 　 　 １ ６ ～ １ ９ 残 基
Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ３
開 始 　 　 　 　 Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ２ の 末 尾 の 後 の 、 常 に ３ ３ 残 基 （ 常 に 、 Cysの ２ つ あ と ）
前 の 残 基 　 　 常 に Cys-Xaa-Xaa（ 典 型 的 に は 、 Cys-Ala-Arg）
後 の 残 基 　 　 常 に Trp-Gly-Xaa-Gly（ 配 列 番 号 ９ ５ ）
長 さ 　 　 　 　 ３ ～ ２ ５ 残 基
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 ５ ． Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ レ パ ー ト リ ー に お け る 優 位 な Ｃ Ｄ Ｒ お よ び フ レ ー ム ワ ー ク
の 検 出
　 デ ー タ ベ ー ス は 、 SQL Server Databaseソ フ ト ウ エ ア （ Microsoft） を 用 い て 構 築 し た 。
こ れ は 、 SQLを 用 い て ク エ リ ー を 行 う デ ー タ ベ ー ス を 可 能 に し 、 ま た 、 Ｃ Ｄ Ｒ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ
２ お よ び Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 を 、 Ｆ Ａ Ｓ Ｔ Ａ フ ォ ー マ ッ ト に お い て デ ー タ ベ ー ス Ｖ Ｈ お よ び ／ ま
た は Ｖ Ｌ 配 列 の 任 意 の 範 囲 か ら 抽 出 す る こ と を 可 能 と し た 。 抽 出 さ れ た Ｃ Ｄ Ｒ は 、 次 い で
、 同 一 ま た は 非 常 に 類 似 の Ｃ Ｄ Ｒ を ブ ロ ッ ク に 一 緒 に グ ル ー プ 化 す る よ う な 方 法 で 、 CLUS
TAL Xを 用 い て 、 多 重 整 列 に 付 し た （ Thompson, J.D., Higgins, D.G.お よ び Gibson, T.J.
 (1994) CLUSTAL W: improving the sensitivity of progressive multiple sequence al
ignment through sequence weighing, positions-specific gap penalties and weight m
atrix choice. Nucleic Acids Research, 22:4673-4680） 。 こ れ か ら 、 繰 り 返 し 出 現 す る
CDRの 頻 度 を 決 定 し 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン レ パ ー ト リ ー 中 の Ｃ Ｄ Ｒ 優 位 性 を 確 立 し た 。 あ る い
は 、 グ ラ フ ィ カ ル ・ イ ン タ ー フ ェ ー ス を 、 Pribiosys（ proBionic EMEA, Amsterdam） を 用
い て 、 使 用 し た 。 ProBiosysは 、 CLUSTAL.phyフ ァ イ ル か ら 系 統 図 を 作 成 し 、 多 数 の 整 列 し
た 配 列 の 中 で 、 関 係 の 迅 速 な 視 覚 的 解 釈 を 可 能 と す る 。 全 過 程 は 、 デ ー タ ベ ー ス エ ン ト リ
ー に 加 え ら れ た 検 索 お よ び 追 加 の 情 報 に 応 じ て 、 病 気 中 の 異 な る 時 点 で サ ン プ リ ン グ さ れ
た 同 一 の 患 者 か ら の Ｃ Ｄ Ｒ に つ い て 、 異 な る 感 染 症 の 患 者 か ら の Ｃ Ｄ Ｒ に つ い て 、 あ る い
は 性 が 一 致 し た 、 年 齢 が 一 致 し た 、 ま た は 人 種 が 一 致 し た 患 者 群 か ら の も の に つ い て 行 わ
れ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 ６ ． 優 位 な 抗 体 配 列 か ら の 治 療 用 組 換 え 抗 体 の 構 築 お よ び 製 造
　 優 位 な 抗 体 配 列 が 所 与 の レ パ ー ト リ ー 中 で 認 め ら れ る と 、 そ の 情 報 を 、 免 疫 を 付 与 す る
Ｃ Ｄ Ｒ お よ び フ レ ー ム ワ ー ク の 存 在 を 推 論 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 選 択 さ れ た Ｖ Ｈ
お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ 配 列 を 同 定 で き 、 そ の 遺 伝 子 配 列 は 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い
て 再 合 成 で き る 。 そ れ は ま た 、 タ ン パ ク 質 発 現 を 改 善 す る た め に 、 ヒ ト 由 来 遺 伝 子 配 列 を
大 腸 菌 用 に コ ド ン を 最 適 化 す る こ と を 可 能 に す る の で 、 こ の こ と は 重 要 で あ る 。 優 位 な Ｖ
Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ 配 列 は 、 ス ペ ー サ ー （ リ ン カ ー ） 配 列 を 用 い て 、 一 緒 に ス プ ラ イ シ
ン グ で き る （ 図 ２ ） 。 scFvと 称 す る こ の 遺 伝 子 カ セ ッ ト は 、 発 現 ベ ク タ ー ｐ Ｅ Ｔ ２ ９ ｂ （
Novagen） 中 に 、 末 端 Ｎ ｄ ｅ Ｉ お よ び Ｎ ｏ ｔ Ｉ 制 限 部 位 を 含 む よ う に 、 再 合 成 で き る 。 ScF
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vＤ Ｎ Ａ は 、 Ｎ ｄ ｅ Ｉ （ Ｖ Ｈ で 切 断 ） ま た は Ｎ ｏ ｔ Ｉ （ Ｖ Ｌ で 切 断 ） で 、 以 下 の 反 応 を 用
い て 切 断 で き る ： ４ ０ μ Ｌ の Ｄ Ｎ Ａ （ ４ μ ｇ ） 、 １ ０ μ Ｌ の 制 限 酵 素 緩 衝 液 Ｄ （ Promega
） 、 ４ ７ μ Ｌ の 水 お よ び ２ μ Ｌ の Ｎ ｄ ｅ Ｉ お よ び Ｎ ｏ ｔ Ｉ 酵 素 （ １ ０ ｕ μ ｌ - 1 ； Promega
） ； ３ ７ ℃ で ４ 時 間 消 化 。 次 い で 、 Ｄ Ｎ Ａ を ０ ． ７ ％ ア ガ ロ ー ス Ｔ Ａ Ｅ ゲ ル 上 で 分 画 で き
、 消 化 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ を ゲ ル か ら 切 り 出 し 、 製 造 者 の 指 示 書 に 完 全 に 従 っ て 、 Geneclean II
キ ッ ト （ Bio 101） を 用 い て 、 ア ガ ロ ー ス ス ラ イ ス か ら 精 製 で き る 。 ｐ Ｅ Ｔ ２ ９ ｂ ベ ク タ
ー Ｄ Ｎ Ａ は 、 上 記 の よ う に 、 Ｎ ｄ ｅ Ｉ お よ び Ｎ ｏ ｔ Ｉ で 切 断 で き る 。 １ μ ｇ の ベ ク タ ー を
、 ８ ． ５ μ Ｌ の 水 に 再 懸 濁 し た １ μ ｇ の 制 限 さ れ た Ｖ Ｌ  Ｄ Ｎ Ａ と 混 合 し 、 １ μ Ｌ の １ ０
ｘ 連 結 緩 衝 液 （ Boehringer Manheim） お よ び ０ ． ５ μ Ｌ の Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ （ ３ ｕ μ ｌ - 1 ；
Boehringer Manheim） を 添 加 し て 連 結 で き 、 引 き 続 き 、 １ ４ ℃ で 一 晩 連 結 反 応 を 行 う 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 全 連 結 反 応 物 を 、 エ レ ク ト ロ ポ ー レ ー シ ョ ン に よ り 、 大 腸 菌 Ｔ Ｇ ２ 細 胞 （ Stratagene, 
UK） に 形 質 転 換 で き る 。 形 質 転 換 体 は 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン （ ２ ５ μ ｇ ｍ ｌ - 1 － Ｔ Ｇ ２ 染 色
体 上 の ｒ ｅ ｃ Ａ ： ： Ｔ ｎ １ ０ に 選 択 的 ） お よ び カ ナ マ イ シ ン （ ５ ０ μ ｇ ｍ ｌ - 1 － ｐ Ｅ Ｔ ２
９ に 選 択 的 ） を 含 む 寒 天 プ レ ー ト 上 で プ レ ー ト ア ウ ト で き る 。 個 々 の ク ロ ー ン か ら 調 製 さ
れ た 組 換 え プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ は 、 上 記 の よ う に 、 Ｎ ｅ ｌ Ｉ お よ び Ｎ ｏ ｔ Ｉ で 消 化 す る こ と
に よ り 、 scFv配 列 に つ い て チ ェ ッ ク で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 組 換 え scFvは 、 大 腸 菌 Ｊ Ｍ １ ０ ９ （ Ｄ Ｅ ３ ） 中 で 過 発 現 し て 精 製 で き 、 従 っ て 、 生 化 学
的 お よ び 生 物 学 的 な 特 徴 づ け が 可 能 と な る 。 組 換 え 体 は 、 ５ ０ μ ｇ ｍ ｌ - 1 の カ ナ マ イ シ ン
を 追 加 し た Ｌ Ｂ プ レ ー ト 上 に 播 く こ と が で き 、 単 一 コ ロ ニ ー を 用 い て 、 ５ ０ μ ｇ ｍ ｌ - 1 の
カ ナ マ イ シ ン を 有 す る Ｌ Ｂ ブ ロ ス の １ ０ μ Ｌ の ス タ ー タ ー 培 地 に 接 種 で き る 。 こ れ の た め
に 、 １ Ｌ の 発 現 培 養 物 を 、 カ ナ マ イ シ ン の 存 在 下 に 、 ３ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で 振 盪 し な が ら 、 ３ ７
℃ で ４ ～ ５ 時 間 か け て 調 製 で き る 。 Ｏ Ｄ 6 0 0 ＝ １ に お い て 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ を 用 い て 誘 導 を 行 う
こ と が で き 、 細 胞 は 、 激 し く 攪 拌 し な が ら 、 さ ら に ３ ～ ５ 時 間 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。
次 い で 、 細 胞 を 遠 心 分 離 （ ４ ０ ０ ０ ｘ ｇ 、 １ ５ 分 、 ４ ℃ ） に よ り 、 取 得 で き る 。 細 胞 ペ レ
ッ ト を １ ０ ｍ ｌ の 新 鮮 な （ ４ ℃ ） 溶 解 緩 衝 液 （ 下 記 ） に 再 懸 濁 し 、 ２ ５ ｍ ｌ  X－ プ レ ス シ
ス テ ム （ AB Biox） を 用 い て 細 胞 破 壊 を す る 前 に 、 － ２ ０ ℃ で 一 晩 保 存 で き る 。

　 ５ ０ ｎ Ｍ ト リ ス Ｈ Ｃ ｌ 　 ｐ Ｈ ８ ． ０
　 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ
　 １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｋ Ｃ ｌ
　 ０ ． １ ｍ Ｍ 　 Ａ Ｅ Ｂ Ｓ Ｆ （ ア ミ ノ エ チ ル ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 ）
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 溶 解 物 は 、 オ ー ク リ ッ ジ 管 中 で 遠 心 分 離 で き る （ ２ ４ ３ ０ ０ ｘ ｇ 、 ４ ℃ 、 ３ ０ 分 ） 。 ペ
レ ッ ト を 、 Silversonラ ボ ブ レ ン ダ ー を 用 い て 、 氷 上 で ２ ０ ｍ ｌ の 氷 冷 溶 解 緩 衝 液 に 再 懸
濁 で き る 。 溶 解 物 を 、 ８ 個 の オ ー ク リ ッ ジ 管 に 分 け 、 各 々 の ア リ コ ー ト を 氷 冷 溶 解 緩 衝 液
中 ３ ０ ｍ ｌ （ 合 計 １ ２ ０ ｍ ｌ ） に 希 釈 で き る 。 包 接 体 を ペ レ ッ ト 化 で き （ ２ ４ ３ ０ ０ ｘ ｇ
、 ４ ℃ 、 ３ ０ 分 ） 、 上 澄 み 液 を 捨 て る 。 各 々 の ８ ペ レ ッ ト を ３ ０ ｍ ｌ の 溶 解 緩 衝 液 に 再 懸
濁 し 、 包 接 体 再 度 遠 心 分 離 （ ２ ４ ３ ０ ０ ｘ ｇ 、 ４ ℃ 、 ３ ０ 分 ） す る こ と に よ り 取 得 で き る
。 こ の 洗 浄 ／ 遠 心 分 離 工 程 は 、 合 計 ５ 回 行 っ て 、 包 接 体 画 分 を 精 製 で き る 。 各 ペ レ ッ ト は
、 １ ５ ｍ ｌ の 氷 冷 水 に 再 懸 濁 で き 、 包 接 体 は － ２ ０ ℃ で 保 存 で き る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ の た め に 、 ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス Ｈ Ｃ ｌ ｐ Ｈ ９ ． ０ 中 の ２ ％ （ ｗ ／ ｖ ） Ｎ
－ ラ ウ リ ル ザ ル コ シ ン （ Ｎ Ｌ Ｓ ） の ２ ０ ０ ｍ ｌ 溶 液 は 、 次 の よ う に し て 調 製 で き る 。 ４ ｇ
Ｎ Ｌ Ｓ を １ ０ ０ ｍ ｌ の 水 に 攪 拌 し な が ら 溶 解 さ せ る 。 １ ０ ｍ ｌ の １ Ｍ ト リ ス ｐ Ｈ ９ ． ０ 原
液 を 加 え て 、 水 で １ ９ ５ ｍ ｌ に す る 。 ５ ｍ ｌ の 包 接 体 ス ラ リ ー を 加 え て 、 室 温 で ３ ０ 分 間
、 激 し く 攪 拌 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 Ｃ ｕ Ｃ ｌ 2 を １ ０ ０ μ Ｍ の 濃 度 に 加 え る 。 こ れ は 、 酸 化 用 触 媒 と し て 働 く 。 リ フ ォ ー ル
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溶 解 緩 衝 液



デ ィ ン グ 反 応 物 は 、 ０ ． ４ ４ μ Ｍ  vaccupボ ト ル ト ッ プ フ ィ ル タ ー ユ ニ ッ ト （ ９ ０ ｍ ｍ 径
、 Gellman Science） を 通 し て 真 空 濾 過 で き 、 ろ 液 を 、 Ｐ Ｌ Ｇ Ｃ １ ０ 膜 を 取 り 付 け た Pelli
con Labscale TFFシ ス テ ム （ Millipore） に 移 す 。 反 応 物 を 、 タ ン ジ ェ ン シ ャ ル フ ロ ー を
用 い て 、 ２ ５ ｍ ｌ に 濃 縮 で き 、 透 過 物 を 捨 て る （ scFvは 残 留 物 に 局 在 す る ） 。 溶 液 は 、 １
０ ｍ M酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム （ Ａ Ａ Ｔ ） ｐ Ｈ ９ ． ０ の ４ ０ ｘ タ ー ン オ ー バ ー 容 量 （ １ Ｌ ） に 対
し て ダ イ ア フ ィ ル ト レ ー シ ョ ン で き る 。 最 後 に 、 抗 体 の 容 積 を 、 １ ０ ｍ Ｍ Ａ Ａ Ｔ ｐ Ｈ ９ ．
０ を 用 い て 、 ５ ０ ｍ ｌ に 希 釈 で き る 。 典 型 的 な タ ン パ ク 質 含 有 量 は 、 １ リ ッ ト ル あ た り ５
０ ｍ ｇ ま で の 収 量 で 、 １ ～ ２ ｍ ｇ ｍ ｌ - 1 で あ っ た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 scFv精 製 の た め に 、 １ ０ ｍ ｌ ベ ッ ド 容 量 の Ｎ ｉ Ｎ Ｔ Ａ ス ー パ ー フ ロ ー ア ガ ロ ー ス Ｑ ｉ ａ
ｇ ｅ ｎ を 、 フ ロ ー ア ダ プ タ ー な し に 、 １ ０ ｍ ｌ の ガ ラ ス カ ラ ム （ Sigma） を 用 い て 、 製 造
者 の 指 示 書 に 従 っ て 、 調 製 で き る 。 カ ラ ム は 、 ５ ０ ｍ ｌ 緩 衝 液 Ｂ （ ６ Ｍ 尿 素 、 ０ ． １ Ｍ Ｎ
ａ 2 Ｈ 2 Ｐ Ｏ 4 、 １ ０ ｍ Ｍ ト リ ス Ｈ Ｃ ｌ ｐ Ｈ ８ ． ０ ） で 平 衡 化 で き る 。 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ
さ れ た scFv（ 上 記 の と お り ） は 、 緩 衝 液 B中 で １ ／ ５ に 希 釈 で き 、 カ ラ ム に 直 接 、 ｍ ｌ ／
ｍ ｉ ｎ で 適 用 で き る 。 ５ ０ ｍ ｌ の 緩 衝 液 Ｂ を 、 カ ラ ム に 適 用 で き （ 流 速 ５ ｍ ｌ ／ ｍ ｉ ｎ ）
、 続 い て 、 緩 衝 液 Ｃ （ 緩 衝 液 Ｂ と 同 じ 組 成 な が ら 、 ｐ Ｈ ６ ． ３ ） を 適 用 で き る 。 精 製 し た
scFvは 、 ２ ５ ０ ｍ M高 純 度 イ ミ ダ ゾ ー ル を 追 加 し た 緩 衝 液 Bを Ａ 2 8 0 ＜ ０ ． ０ ５ ま で 適 用 す
る こ と に よ り カ ラ ム か ら 溶 出 で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 結 果
　 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル に 感 染 し た 患 者 か ら 単 離 さ れ た 末 梢 血 リ ン パ 球 （ Ｐ Ｂ Ｌ ） か ら の 抗 体
遺 伝 子 の 可 変 性 重 鎖 （ Ｖ Ｈ ） お よ び 可 変 性 軽 鎖 が 、 Ｔ Ａ ク ロ ー ン 化 さ れ 、 配 列 決 定 さ れ て
い る 。 各 々 の 場 合 に お い て 、 第 三 の 相 補 性 決 定 領 域 （ す な わ ち 、 Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ３ ま た は Ｃ Ｄ
Ｒ － Ｌ ３ ） が 同 定 さ れ た 。 こ の 領 域 は 、 双 方 と も 、 Ｖ Ｈ 鎖 の 最 も 可 変 性 の 領 域 で あ り 、 そ
の 領 域 は 、 抗 原 結 合 を 決 定 す る 上 で 最 も 重 要 な も の と し て 同 定 さ れ て い る 。 こ の 理 由 で 、
こ の 領 域 は 各 々 の Ｖ Ｈ 鎖 に 対 す る 特 徴 部 分 と し て 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 臨 床 情 報
患 者 Ｄ ０ １ 　 ― 　 可 変 性 重 鎖 （ Ｖ Ｈ ） お よ び 可 変 性 軽 鎖 （ Ｖ Ｌ ） は 、 Ｃ Ｄ Ａ Ｄ の 発 症 後 １
０ 日 で 取 ら れ た Ｐ Ｂ Ｌ か ら 配 列 決 定 さ れ た 。 Ｌ ａ ｂ 結 果 は 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル 毒 素 が 存 在
し た こ と を 確 認 し た 。
患 者 Ｄ ０ ２ 　 ― 　 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ は 、 Ｃ Ｄ Ａ Ｄ の 発 症 後 １ ０ 日 で 取 ら れ た Ｐ Ｂ Ｌ か ら 配 列
決 定 さ れ た 。 Ｌ ａ ｂ 結 果 は 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル 毒 素 が 存 在 し た こ と を 確 認 し た 。 試 料 を 採
っ た 後 の 引 き 続 く ７ 週 に お い て 、 患 者 は そ れ 以 上 の Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル 感 染 を 進 展 さ せ ず 、
感 染 に 応 答 し て 生 成 し た 抗 体 が 保 護 的 で あ っ た こ と を 示 唆 し て い る 。
患 者 Ｄ ０ ３ 　 ― 　 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ は 、 Ｃ Ｄ Ａ Ｄ の 発 症 後 １ ０ 日 で 取 ら れ た Ｐ Ｂ Ｌ か ら 配 列
決 定 さ れ た 。 Ｌ ａ ｂ 結 果 は 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル 毒 素 が 存 在 し た こ と を 確 認 し た 。 試 料 を 採
っ た 後 の 引 き 続 く ３ 週 に お い て 、 患 者 は そ れ 以 上 の Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル 感 染 を 進 展 さ せ ず 、
感 染 に 応 答 し て 生 成 し た 抗 体 が 保 護 的 で あ っ た こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 配 列 決 定 結 果
　 患 者 Ｄ ０ １ は 、 Ｖ Ｈ と Ｖ Ｌ の 双 方 で 高 度 の 収 束 （ focussing） を 示 し た 。 三 つ の 異 な る
Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 が 、 配 列 決 定 さ れ た Ｖ Ｈ の ８ ０ ％ 超 を 構 成 す る 。 配 列 番 号 ２ ７ の Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配
列 を 有 す る Ｖ Ｈ が 、 こ の 患 者 か ら の 配 列 決 定 さ れ た Ｖ Ｈ の ５ ７ ． ８ ％ を 占 め る 。 配 列 番 号
２ ８ の Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 を 有 す る Ｖ Ｈ が 、 全 て の Ｖ Ｈ の １ ３ ． ５ ％ を 占 め 、 配 列 番 号 ２ ９ の Ｃ
Ｄ Ｒ ３ 配 列 を 有 す る Ｖ Ｈ が 、 こ の 患 者 中 の 全 て の 配 列 決 定 さ れ た Ｖ Ｈ の １ ０ ％ を 占 め る 。
三 つ の 異 な る Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 が 、 同 じ く 、 配 列 決 定 さ れ た Ｖ Ｌ の 多 数 を 構 成 し 、 こ れ ら は 、
配 列 番 号 ３ ２ 、 ３ ４ お よ び ３ ３ の Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 で あ る （ そ れ ぞ れ 、 ３ ２ ． ７ ％ 、 １ ５ ． ３
％ お よ び ６ ． ６ ％ の 頻 度 で 出 現 ） 。
【 ０ １ ０ ５ 】
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　 類 似 性 検 索 が 、 デ ー タ ベ ー ス （ Ｆ Ａ Ｂ Ｔ Ｅ Ｃ デ ー タ ベ ー ス ） 内 に 含 ま れ る 他 の Ｖ Ｈ お よ
び ／ ま た は Ｖ Ｌ 配 列 に 対 し て 、 こ れ ら の 共 通 Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ 配 列 を 用 い て 行 わ れ
た 。 そ の デ ー タ ベ ー ス は 、 メ チ シ リ ン 抵 抗 性 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ オ ウ レ ウ ス （ Ｍ Ｒ Ｓ Ａ
） 、 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ア エ ル ギ ノ ー ザ （ 嚢 胞 性 線 維 症 の 原 因 菌
） 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ オ ラ リ ス お よ び バ ン コ マ イ シ ン 抵 抗 性 エ ン テ ロ コ ッ カ ス （ Ｖ Ｒ
Ｅ ） に 感 染 し た 患 者 か ら 単 離 さ れ た Ｐ Ｂ Ｌ の Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ を 含 む 。 そ の 感 染 症
に 対 す る 抵 抗 性 に 関 係 し 、 且 つ 、 そ れ 故 、 そ れ ら の 感 染 症 に 対 す る 治 療 を 行 う た め に 使 用
で き る 抗 体 配 列 を 同 定 す る た め に 、 そ の 類 似 性 検 索 を 行 っ た 。 こ れ ら の 配 列 は 、 Ｗ Ｏ ０ １
／ ７ ６ ６ ２ ７ 号 明 細 書 に 基 づ い て 作 成 さ れ て い る 。 こ れ ら の 全 て に 対 し て 、 単 離 さ れ た Ｖ
Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ 配 列 は 、 感 染 の 過 程 を と お し て 、 抗 体 レ パ ー ト リ ー の ス キ ュ ー イ ン
グ (skewing)を 示 し 、 従 っ て 、 成 熟 し た 、 免 疫 を 付 与 す る VHお よ び ／ ま た は VL配 列 の 正 体
を 明 ら か に し て い る 。 こ れ は 、 典 型 的 に は 、 各 Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ に 対 し て 、 ５ ， ０
０ ０ ～ １ ５ ， ０ ０ ０ 配 列 を 用 い て 行 わ れ て い る 。 健 康 な 個 体 か ら の Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ
Ｌ レ パ ー ト リ ー も ま た 、 比 較 の 目 的 で 、 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 Ｂ Ｌ Ｏ Ｓ Ｕ Ｍ ５ ０ マ ト リ ッ ク ス を 用 い て 、 ７ ０ ％ よ り 大 き い 類 似 性 を 有 す る Ｃ Ｄ Ｒ ３ を
持 つ 抗 体 の 群 を ピ ッ ク ア ッ プ す る こ と が 可 能 で あ っ た 。 配 列 番 号 ２ ７ お よ び ２ ８ の Ｃ Ｄ Ｒ
３ 配 列 （ そ れ ぞ れ 、 表 ２ お よ び 表 ３ ） は 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル に 感 染 し た 患 者 か ら の 他 の Ｖ
Ｈ と の み 、 ７ ０ ％ よ り 大 き い 配 列 類 似 性 を 示 し た 。 他 の 感 染 症 （ Ｃ ． ア ル ビ カ ン ス 、 Ｍ Ｒ
Ｓ Ａ お よ び Ｖ Ｒ Ｅ ） を 有 す る 個 体 か ら の Ｖ Ｈ 配 列 は 、 類 似 の Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 を 示 さ な か っ た
。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 以 下 の 表 に お い て 、 Ｄ で 始 ま る ラ イ ブ ラ リ ー は 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル に 感 染 し た 患 者 由 来
の も の で あ り 、 Ｍ で 始 ま る ラ イ ブ ラ リ ー は 、 Ｍ Ｒ Ｓ Ａ に 感 染 し た 患 者 由 来 の も の で あ り 、
Ｖ で 始 ま る ラ イ ブ ラ リ ー は 、 Ｖ Ｒ Ｅ に 感 染 し た 患 者 由 来 の も の で あ り 、 ま た 、 Ｃ で 始 ま る
ラ イ ブ ラ リ ー は 、 Ｃ ． ア ル ビ カ ン ス に 感 染 し た 患 者 由 来 の も の で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ９ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 配 列 番 号 ２ ９ の Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 を 持 つ Ｖ Ｈ は 、 他 の Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル に 感 染 し た 患 者 お よ
び Ｍ Ｒ Ｓ Ａ に 感 染 し た 患 者 か ら の Ｖ Ｈ と 類 似 性 を 示 し た （ 表 ４ ） 。
【 ０ １ １ ０ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ １ 】
　 患 者 Ｄ ０ １ の Ｖ Ｌ か ら の Ｃ Ｄ Ｒ ３ は 、 ま た 、 そ れ ら に つ い て 類 似 性 探 索 が 行 わ れ た 。 配
列 番 号 ３ ２ お よ び ３ ３ を 持 つ Ｖ Ｌ （ そ れ ぞ れ 、 表 ５ お よ び 表 ６ ） は 、 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル に
感 染 し た 患 者 か ら の Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 と 高 度 の 相 同 性 を 示 す が 、 異 な る 臨 床 的 感 染 症 の 患 者 由
来 の Ｃ Ｄ Ｒ ３ に は 相 同 性 を 示 さ な い 。 配 列 番 号 ３ ４ の Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 を 持 つ Ｖ Ｌ は 、 Ｃ ． デ
ィ フ ィ シ ル 、 Ｍ Ｒ Ｓ Ａ お よ び Ｖ Ｒ Ｅ に 感 染 し た 患 者 か ら 単 離 さ れ た Ｖ Ｌ と 類 似 性 を 示 し た
（ 表 ７ ） 。
【 ０ １ １ ２ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ３ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ４ 】
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【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ５ 】
　 患 者 Ｄ ０ ２ は 、 同 じ く 、 Ｖ Ｈ レ パ ー ト リ ー で 高 度 の 収 束 を 示 し が 、 Ｖ Ｌ レ パ ー ト リ ー で
は 収 束 は そ れ ほ ど 明 確 で は な か っ た 。 二 つ の タ イ プ が 、 こ の 患 者 の Ｖ Ｈ ラ イ ブ ラ リ ー 中 で
優 位 で あ る 。 配 列 番 号 ３ ０ の Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 を 有 す る Ｖ Ｈ が 、 配 列 決 定 さ れ た ク ロ ー ン の ４
５ ． ６ ％ を 占 め 、 配 列 番 号 ３ １ の Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 を 有 す る も の が 、 そ の ラ イ ブ ラ リ ー の ８ ．
８ ％ を 占 め る 。 Ｖ Ｌ ラ イ ブ ラ リ ー に お い て は 、 配 列 番 号 ６ １ 、 ９ ６ お よ び ９ ７ の Ｃ Ｄ Ｒ ３
配 列 を 有 す る 最 も 高 頻 度 に 単 離 さ れ る 三 つ の ク ロ ー ン が 、 そ れ ぞ れ 、 ４ ％ 、 ４ ％ お よ び ４
％ の 頻 度 で 見 出 さ れ た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 Ｆ Ａ Ｂ Ｔ Ｅ Ｃ デ ー タ ベ ー ス に お け る 類 似 性 検 索 は 、 二 つ の 共 通 の Ｖ Ｈ  Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 が
Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル 患 者 に 特 異 的 で あ る こ と を 示 し た （ 表 ８ お よ び 表 ９ ） 。 配 列 番 号 ３ ０ の
Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 を 有 す る Ｖ Ｈ は 、 そ の ラ イ ブ ラ リ ー 中 の 他 の 抗 体 お よ び ラ イ ブ ラ リ ー Ｄ ０ ３
か ら の 抗 体 と 適 合 し た （ 表 ８ ） 。 配 列 番 号 ３ １ の Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 を 有 す る Ｖ Ｈ は 、 ラ イ ブ ラ
リ ー Ｄ ０ ３ か ら の 抗 体 と 適 合 し た （ 表 ９ ） 。
【 ０ １ １ ７ 】
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【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ８ 】
【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ９ 】
　 Ｖ Ｌ の い く つ か を 用 い る 類 似 性 検 索 は 、 配 列 の ク ラ ス タ ー 化 を 示 し た 。 患 者 Ｄ ０ ２ か ら
の Ｖ Ｌ の １ ５ ％ （ ラ イ ブ ラ リ ー Ｄ ５ ２ ） は 、 配 列 番 号 ４ ８ の Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 と の 高 度 の 類 似
性 を 示 し 、 患 者 Ｄ ０ １ か ら の Ｖ Ｌ （ ラ イ ブ ラ リ ー Ｄ ５ １ ） も 、 こ の 配 列 と の 高 度 の 類 似 性
を 示 し 田 （ 表 １ ０ ） 。 同 様 に 、 配 列 番 号 ６ １ の ま わ り の ク ラ ス タ ー は 、 患 者 Ｄ ０ ２ の 配 列
決 定 さ れ た Ｖ Ｌ の １ ３ ％ を 占 め 、 再 び 、 こ れ に 類 似 の ク ロ ー ン が 、 ま た 、 患 者 Ｄ ０ １ 中 で
見 出 さ れ る （ 表 １ １ ） 。 こ れ ら の ク ロ ー ン の い ず れ も が 、 他 の 病 原 体 に 感 染 し た 患 者 か ら
単 離 さ れ た Ｖ Ｌ  Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 と 全 く 類 似 性 を 示 さ な い 。 Ｂ Ｌ Ｏ Ｓ Ｕ Ｍ ５ ０ マ ト リ ッ ク ス
を 用 い る と 、 こ れ ら 二 つ の ク ロ ー ン は 、 互 い に 、 ６ ０ ％ よ り 大 き い 類 似 性 を 示 す こ と が 特
記 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】

10

20

30

40

(28) JP 2007-527370 A 2007.9.27



【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ １ 】
【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ２ 】
　 患 者 Ｄ ０ ３ で は 、 Ｖ Ｈ に つ い て 予 備 的 な 結 果 し か 得 ら れ て い な い が 、 Ｄ ０ １ お よ び Ｄ ０
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２ の 双 方 と 多 く の 類 似 の 配 列 が 示 さ れ て お り 、 報 告 す る 価 値 が あ る 。 ４ ９ の Ｖ Ｈ 配 列 か ら
の デ ー タ の み が 得 ら れ て い る 。 ク ロ ー ン の １ ０ ％ が 配 列 番 号 ２ ７ の Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 を 有 し て
お り 、 こ れ は 、 患 者 Ｄ ０ １ 中 で 最 も 共 通 な 配 列 で あ る 。 Ｖ Ｈ の ８ ％ が 配 列 番 号 ３ １ の Ｃ Ｄ
Ｒ ３ 配 列 を 有 し て お り 、 こ れ は 、 患 者 Ｄ ０ ２ 中 で 最 も 共 通 な 配 列 で あ る 。 Ｖ Ｈ の Ｃ Ｄ Ｒ ３
配 列 の ラ イ ブ ラ リ ー 間 比 較 （ 表 １ ２ ） は 、 １ よ り 多 い Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル に 感 染 し た 患 者 中
で 出 現 す る ８ つ の Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 を 示 し た 。 配 列 番 号 ２ ７ 、 ２ ８ お よ び ３ ７ の Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列
は 、 患 者 Ｄ ０ １ お よ び Ｄ ０ ３ に お い て 出 現 し 、 配 列 番 号 ３ １ ， ９ ０ ， ９ １ ， ７ ９ お よ び ３
０ の す べ て の Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 は 、 患 者 Ｄ ０ ２ お よ び Ｄ ０ ３ に お い て 出 現 す る 。 こ れ ま で の と
こ ろ 、 患 者 Ｄ ０ １ と Ｄ ０ ２ は 、 共 通 の Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 を 全 く 示 さ な い 。 Ｖ Ｌ は 患 者 Ｄ ０ １ と
Ｄ ０ ２ か ら の み 配 列 決 定 さ れ て お り 、 こ れ ら の 患 者 は 、 同 一 の Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 を 全 く 分 け 合
っ て い な い 。
【 ０ １ ２ ３ 】
【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ４ 】
　 ま と め
　 Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル に 感 染 し た 患 者 中 に 多 数 の 特 定 の Ｖ Ｈ  Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 が 存 在 す る こ と
は 、 scFvの 一 部 と し て の VHが 有 機 体 に 対 し て 保 護 的 で あ る こ と を 示 し て い る 。 一 人 よ り 多
い 患 者 に よ り 分 け 合 わ れ て い る Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 は 、 特 異 的 な Ｃ ． デ ィ フ ィ シ ル 配 列 を 示 す 。
患 者 内 で し ば し ば 体 細 胞 変 異 に よ り 高 度 の 相 同 性 を 持 つ 配 列 は 、 類 似 の た だ し 微 妙 に 異 な
る 性 質 を 持 つ 重 要 な 配 列 を 示 し て い る こ と も 特 記 さ れ る 。 こ れ ら の 個 体 か ら の Ｖ Ｈ の Ｃ Ｄ
Ｒ ３ 配 列 は 、 １ ７ 個 の 潜 在 的 に 保 護 的 な Ｖ Ｈ の 同 定 に 導 い た 。 こ れ ら の Ｖ Ｈ  Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配
列 は 、 配 列 番 号 ３ ０ ， ７ ９ 、 ２ ８ 、 ９ １ 、 ４ １ 、 ３ ９ ， ３ ８ ， ２ ７ ， ３ ６ ， ３ ６ 、 ４ ０ ，
３ ７ 、 ９ ０ 、 ２ ９ ， ４ ４ ， ４ ５ お よ び ４ ３ に 対 応 す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 Ｖ Ｌ の 同 様 の 解 析 に よ り 、 ４ ４ 個 の 異 な る Ｖ Ｈ  Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 が 同 定 さ れ た 。 数 が 多 い
の は 、 少 し 異 な る 配 列 を 有 す る Ｖ Ｌ に 導 く 、 抗 体 軽 鎖 で の 体 細 胞 変 異 の 割 合 が 増 加 し て い
る た め で あ る 。 こ れ ら の Ｖ Ｌ  Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 は 、 配 列 番 号 ５ ９ 、 ６ ０ 、 ６ １ 、 ３ ３ 、 ６ ２
、 ６ ３ 、 ６ ４ 、 ６ ５ ， ６ ６ 、 ７ ７ 、 ８ ４ 、 ７ ８ 、 ３ ０ 、 ７ ９ 、 ８ ０ 、 ８ １ 、 ８ ２ 、 ８ ７ 、
５ ７ 、 ７ ４ 、 ８ ５ 、 ３ １ 、 ８ ６ 、 ８ ２ 、 ５ １ 、 ４ ８ 、 ８ ８ 、 ４ ９ 、 ５ ３ 、 ３ ２ 、 ５ ２ 、 ７
０ 、 ７ １ 、 ３ ４ 、 ８ ９ 、 ６ ８ 、 ６ ７ 、 ５ ０ ， ５ ４ 、 ５ ５ 、 ５ ６ 、 ５ ９ ， ５ ８ 、 ９ ６ お よ び
９ ７ に 対 応 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ２ ６ 】
【 図 １ 】 Ｂ 細 胞 か ら の Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ 抗 体 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト の 単 離 お よ び Ｄ Ｎ
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Ａ 配 列 決 定 に 対 す る 一 般 原 理 を 示 す 。 参 照 番 号 １ ０ は 一 次 Ｐ Ｃ Ｒ を 示 し 、 参 照 番 号 ２ ０ は
Ｔ テ イ リ ン グ 原 理 － ラ ン ダ ム オ リ エ ン テ ー シ ョ ン を 用 い る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 ベ ク タ ー へ の ク
ロ ー ニ ン グ を 示 し 、 参 照 番 号 ３ ０ は 、 Ｍ １ ３ フ ォ ワ ー ド お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を 用 い
る フ ォ ワ ー ド お よ び リ バ ー ス ス ト ラ ン ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 決 定 を 示 す 。
【 図 ２ 】 再 合 成 組 換 え 抗 体 遺 伝 子 カ セ ッ ト の 図 を 示 す 。 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ 領 域 は 、 グ リ セ リ
ン － セ リ ン に 富 ん だ リ ン カ ー で 結 合 し て い る 。 各 々 の 可 変 ド メ イ ン は 、 抗 原 結 合 に 関 与 す
る 三 つ の 相 補 性 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） を 含 ん で い る 。
【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 12月 21日 (2005.12.21)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 配 列 番 号 ２ ７ 、 配 列 番 号 ２ ８ 、 配 列 番 号 ３ ０ 、 お よ び 配 列 番 号 ３ １ よ り な る 群 か ら 選 択
さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ３ 配 列 を 有 す る 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ２ 】
　 配 列 番 号 ３ ２ 、 お よ び 配 列 番 号 ３ ４ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ － Ｌ ３ 配 列 を 有 す
る 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ３ 】
　 配 列 番 号 ２ ７ 、 配 列 番 号 ２ ８ 、 配 列 番 号 ３ ０ 、 お よ び 配 列 番 号 ３ １ よ り な る 群 か ら 選 択
さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ３ 配 列 な ら び に 配 列 番 号 ３ ２ お よ び 配 列 番 号 ３ ４ よ り な る 群 か ら 選 択 さ
れ る Ｃ Ｄ Ｒ － Ｌ ３ 配 列 を 有 す る 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ４ 】
　 感 染 中 に ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル （ Clostridium
difficile） に よ り 生 成 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 抗 原 に 対 し て ま た は ワ ク チ ン に 対 し て 特
異 的 な 抗 体 の 少 な く と も Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 の 候 補 配 列 の 同 定 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に 感 染 し た ま た は そ の ワ ク チ ン を 投 与 さ れ た 少
な く と も 一 人 の 患 者 か ら 単 離 さ れ た Ｂ 細 胞 で 、 そ の Ｂ 細 胞 の Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ を コ
ー ド す る 領 域 の 少 な く と も Ｃ Ｄ Ｒ 3領 域 を 配 列 決 定 す る 工 程 ； な ら び に
　 （ ｉ ｉ ） そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 か ら の そ の Ｂ 細 胞 の Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ を コ ー
ド す る 領 域 の 配 列 決 定 さ れ た 少 な く と も Ｃ Ｄ Ｒ 3領 域 を 関 連 付 け て 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・
デ ィ フ ィ シ ル に よ り 生 成 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 抗 原 に 対 し て ま た は ワ ク チ ン に 対 し て 特
異 的 な 抗 体 の 少 な く と も Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 の 一 連 の 候 補 配 列 を 同 定 す る 工 程 で あ っ て 、 そ の 一
連 の 候 補 Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 の 各 々 ま た は そ れ と 少 な く と も ８ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る 配 列 が 、 工
程 （ ｉ ） で 決 定 さ れ た 一 連 の 配 列 に お い て 全 体 で 少 な く と も １ ％ の 頻 度 で 出 現 す る 工 程 ；
を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 そ の Ｂ 細 胞 が 末 梢 Ｂ 細 胞 リ ン パ 球 お よ び 脾 臓 か ら の Ｂ 細 胞 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る も
の で あ る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 そ の 末 梢 Ｂ 細 胞 リ ン パ 球 が そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 か ら の 血 液 か ら 単 離 さ れ た も の で
あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 そ の 少 な く と も 一 つ の 抗 原 が 免 疫 原 で あ る 、 請 求 項 ４ ～ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
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　 そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 が 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に よ る 感 染 に 応 答 す る
顕 著 な 抗 体 応 答 を 示 す 、 請 求 項 ４ ～ ７ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 が 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に よ る 感 染 か ら 回 復 し
た 人 で あ る 、 請 求 項 ４ ～ ８ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 そ の 関 係 付 け 工 程 （ ｉ ｉ ） が 、 そ の 配 列 決 定 さ れ た 少 な く と も Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ
Ｃ Ｄ Ｒ 3領 域 か ら の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 し 、 そ の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 関 係 付 け る こ と
を 含 ん で な る 、 請 求 項 ４ ～ ９ に い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 そ の 関 係 付 け 工 程 （ ｉ ｉ ） が 、 そ の 少 な く と も Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ 領 域 に 含 ま れ る
相 補 性 決 定 領 域 を 同 定 し 、 そ の 相 補 性 決 定 領 域 を 関 係 付 け る こ と を 含 ん で な る 、 請 求 項 ９
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 そ の 相 補 性 決 定 領 域 が Ｃ Ｄ Ｒ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ２ お よ び Ｃ Ｄ Ｒ ３ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る も
の で あ る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 そ の 関 係 付 け 工 程 （ ｉ ｉ ） が 、 そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 に 感 染 す る ク ロ ス ト リ ジ ウ ム
・ デ ィ フ ィ シ ル の 株 、 そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 が ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル で 感
染 し て い る 間 に そ の Ｂ 細 胞 が 単 離 さ れ る 時 点 、 そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 の 年 齢 、 そ の 少
な く と も 一 人 の 患 者 の 性 別 、 お よ び そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 の 人 種 よ り な る 群 の 少 な く
と も 一 つ と さ ら に 関 係 付 け る 、 請 求 項 ４ ～ １ ２ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 そ の Ｂ 細 胞 が 、 そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 が ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル で 感 染 し
て い る 間 に 複 数 の 時 点 で 、 そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 か ら 単 離 さ れ た も の で あ り 、 そ の 関
連 付 け 工 程 （ ｉ ｉ ） が 、 そ の Ｂ 細 胞 が 単 離 さ れ た そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 が ク ロ ス ト リ
ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル で 感 染 し て い る 間 の 時 点 と 関 連 付 け る も の で あ る 、 請 求 項 ４ ～ １ ３
の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 そ の Ｂ 細 胞 が 少 な く と も 二 人 の 患 者 か ら 単 離 さ れ た も の で あ り 、 そ の う ち の 少 な く と も
一 人 が ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に よ る 感 染 か ら 回 復 し た も の で あ り 、 且 つ そ の う
ち の 少 な く と も 一 人 が ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に よ る 感 染 か ら 回 復 し た も の で は
な く 、 そ の 関 連 付 け 工 程 （ ｉ ｉ ） が ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に よ る 感 染 か ら そ の
少 な く と も 二 人 の 患 者 の 回 復 に 関 連 付 け ら れ る も の で あ る 、 請 求 項 ４ ～ １ ３ の い ず れ か に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 そ の Ｂ 細 胞 が 少 な く と も 二 人 の 患 者 か ら 単 離 さ れ た も の で あ り 、 そ の 患 者 が 、 そ の 少 な
く と も 一 つ の 抗 原 を 生 成 す る ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル の 異 な る 株 で 感 染 し て お り
、 そ の 関 連 付 け 工 程 （ ｉ ｉ ） が 、 Ｂ 細 胞 の そ の 配 列 決 定 さ れ た 少 な く と も Ｖ Ｈ お よ び ／ ま
た は Ｖ Ｌ を コ ー ド す る 領 域 を 関 連 付 け し て 抗 体 に 対 す る 一 連 の 候 補 配 列 を 同 定 し 、 そ の 各
々 が ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル の そ の 異 な る 株 に よ り 生 成 さ れ る 少 な く と も 一 つ の
共 通 の 抗 原 に 特 異 的 で あ る か 、 ま た は ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル の そ の 異 な る 株 に
よ り 生 成 さ れ る 異 な る 抗 原 に 特 異 的 で あ る 、 請 求 項 ４ ～ １ ３ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に よ り 生 成 さ れ る そ の 少 な く と も 一 つ の 抗 原 に 特 異 的
な 少 な く と も 一 つ の 候 補 配 列 を 同 定 す る デ ー タ ベ ー ス の 作 成 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） 請 求 項 ４ ～ １ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 を 行 う 工 程 ； お よ び
　 （ ｉ ｉ ） そ の デ ー タ ベ ー ス に そ の 方 法 で 作 成 さ れ た デ ー タ を 格 納 す る 工 程
を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
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　 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に よ り 生 成 さ れ る そ の 少 な く と も 一 つ の 抗 原 に 特 異 的
な 少 な く と も 一 つ の 候 補 配 列 を 同 定 す る レ ポ ー ト の 発 生 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） 請 求 項 ４ ～ １ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 を 行 う 工 程 ； お よ び
　 （ ｉ ｉ ） そ の 方 法 で 作 成 さ れ た デ ー タ を 含 ん で な る レ ポ ー ト を 作 成 す る 工 程
を 含 ん で な る 方 法 。
【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 19年 4月 6日 (2007.4.6)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 配 列 番 号 ２ ７ 、 配 列 番 号 ２ ８ 、 配 列 番 号 ３ ０ 、 お よ び 配 列 番 号 ３ １ よ り な る 群 か ら 選 択
さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ３ 配 列 を 有 す る 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ２ 】
　 配 列 番 号 ３ ２ 、 お よ び 配 列 番 号 ３ ４ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ － Ｌ ３ 配 列 を 有 す
る 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ３ 】
　 配 列 番 号 ２ ７ 、 配 列 番 号 ２ ８ 、 配 列 番 号 ３ ０ 、 お よ び 配 列 番 号 ３ １ よ り な る 群 か ら 選 択
さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ３ 配 列 な ら び に 配 列 番 号 ３ ２ お よ び 配 列 番 号 ３ ４ よ り な る 群 か ら 選 択 さ
れ る Ｃ Ｄ Ｒ － Ｌ ３ 配 列 を 有 す る 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ４ 】
　 感 染 中 に ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル （ Clostridium difficile） に よ り 生 成 さ れ
る 少 な く と も 一 つ の 抗 原 に 対 し て ま た は ワ ク チ ン に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 の 少 な く と も Ｃ Ｄ
Ｒ ３ 領 域 の 候 補 配 列 の 同 定 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に 感 染 し た ま た は そ の ワ ク チ ン を 投 与 さ れ た 少
な く と も 一 人 の 患 者 か ら 単 離 さ れ た Ｂ 細 胞 で 、 そ の Ｂ 細 胞 の Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ を コ
ー ド す る 領 域 の 少 な く と も Ｃ Ｄ Ｒ 3領 域 を 配 列 決 定 す る 工 程 ； な ら び に
　 （ ｉ ｉ ） そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 か ら の そ の Ｂ 細 胞 の Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ を コ ー
ド す る 領 域 の 配 列 決 定 さ れ た 少 な く と も Ｃ Ｄ Ｒ 3領 域 を 関 連 付 け て 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・
デ ィ フ ィ シ ル に よ り 生 成 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 抗 原 に 対 し て ま た は ワ ク チ ン に 対 し て 特
異 的 な 抗 体 の 少 な く と も Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 の 一 連 の 候 補 配 列 を 同 定 す る 工 程 で あ っ て 、 そ の 一
連 の 候 補 Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 の 各 々 ま た は そ れ と 少 な く と も ８ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る 配 列 が 、 工
程 （ ｉ ） で 決 定 さ れ た 一 連 の 配 列 に お い て 全 体 で 少 な く と も １ ％ の 頻 度 で 出 現 す る 工 程 ；
を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 そ の Ｂ 細 胞 が 末 梢 Ｂ 細 胞 リ ン パ 球 お よ び 脾 臓 か ら の Ｂ 細 胞 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る も
の で あ る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 そ の 末 梢 Ｂ 細 胞 リ ン パ 球 が そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 か ら の 血 液 か ら 単 離 さ れ た も の で
あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 そ の 少 な く と も 一 つ の 抗 原 が 免 疫 原 で あ る 、 請 求 項 ４ ～ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 が 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に よ る 感 染 に 応 答 す る
顕 著 な 抗 体 応 答 を 示 す 、 請 求 項 ４ ～ ７ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 が 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に よ る 感 染 か ら 回 復 し
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た 人 で あ る 、 請 求 項 ４ ～ ８ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 そ の 関 係 付 け 工 程 （ ｉ ｉ ） が 、 そ の 配 列 決 定 さ れ た 少 な く と も Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ
Ｃ Ｄ Ｒ 3領 域 か ら の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 し 、 そ の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 関 係 付 け る こ と
を 含 ん で な る 、 請 求 項 ４ ～ ９ に い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 そ の 関 係 付 け 工 程 （ ｉ ｉ ） が 、 そ の 少 な く と も Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ 領 域 に 含 ま れ る
相 補 性 決 定 領 域 を 同 定 し 、 そ の 相 補 性 決 定 領 域 を 関 係 付 け る こ と を 含 ん で な る 、 請 求 項 ９
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 そ の 相 補 性 決 定 領 域 が Ｃ Ｄ Ｒ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ２ お よ び Ｃ Ｄ Ｒ ３ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る も
の で あ る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 そ の 関 係 付 け 工 程 （ ｉ ｉ ） が 、 そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 に 感 染 す る ク ロ ス ト リ ジ ウ ム
・ デ ィ フ ィ シ ル の 株 、 そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 が ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル で 感
染 し て い る 間 に そ の Ｂ 細 胞 が 単 離 さ れ る 時 点 、 そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 の 年 齢 、 そ の 少
な く と も 一 人 の 患 者 の 性 別 、 お よ び そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 の 人 種 よ り な る 群 の 少 な く
と も 一 つ と さ ら に 関 係 付 け る 、 請 求 項 ４ ～ １ ２ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 そ の Ｂ 細 胞 が 、 そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 が ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル で 感 染 し
て い る 間 に 複 数 の 時 点 で 、 そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 か ら 単 離 さ れ た も の で あ り 、 そ の 関
連 付 け 工 程 （ ｉ ｉ ） が 、 そ の Ｂ 細 胞 が 単 離 さ れ た そ の 少 な く と も 一 人 の 患 者 が ク ロ ス ト リ
ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル で 感 染 し て い る 間 の 時 点 と 関 連 付 け る も の で あ る 、 請 求 項 ４ ～ １ ３
の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 そ の Ｂ 細 胞 が 少 な く と も 二 人 の 患 者 か ら 単 離 さ れ た も の で あ り 、 そ の う ち の 少 な く と も
一 人 が ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に よ る 感 染 か ら 回 復 し た も の で あ り 、 且 つ そ の う
ち の 少 な く と も 一 人 が ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に よ る 感 染 か ら 回 復 し た も の で は
な く 、 そ の 関 連 付 け 工 程 （ ｉ ｉ ） が ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に よ る 感 染 か ら そ の
少 な く と も 二 人 の 患 者 の 回 復 に 関 連 付 け ら れ る も の で あ る 、 請 求 項 ４ ～ １ ３ の い ず れ か に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 そ の Ｂ 細 胞 が 少 な く と も 二 人 の 患 者 か ら 単 離 さ れ た も の で あ り 、 そ の 患 者 が 、 そ の 少 な
く と も 一 つ の 抗 原 を 生 成 す る ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル の 異 な る 株 で 感 染 し て お り
、 そ の 関 連 付 け 工 程 （ ｉ ｉ ） が 、 Ｂ 細 胞 の そ の 配 列 決 定 さ れ た 少 な く と も Ｖ Ｈ お よ び ／ ま
た は Ｖ Ｌ を コ ー ド す る 領 域 を 関 連 付 け し て 抗 体 に 対 す る 一 連 の 候 補 配 列 を 同 定 し 、 そ の 各
々 が ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル の そ の 異 な る 株 に よ り 生 成 さ れ る 少 な く と も 一 つ の
共 通 の 抗 原 に 特 異 的 で あ る か 、 ま た は ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル の そ の 異 な る 株 に
よ り 生 成 さ れ る 異 な る 抗 原 に 特 異 的 で あ る 、 請 求 項 ４ ～ １ ３ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に よ り 生 成 さ れ る そ の 少 な く と も 一 つ の 抗 原 に 特 異 的
な 少 な く と も 一 つ の 候 補 配 列 を 同 定 す る デ ー タ ベ ー ス の 作 成 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） 請 求 項 ４ ～ １ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 を 行 う 工 程 ； お よ び
　 （ ｉ ｉ ） そ の デ ー タ ベ ー ス に そ の 方 法 で 作 成 さ れ た デ ー タ を 格 納 す る 工 程
を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に よ り 生 成 さ れ る そ の 少 な く と も 一 つ の 抗 原 に 特 異 的
な 少 な く と も 一 つ の 候 補 配 列 を 同 定 す る レ ポ ー ト の 発 生 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） 請 求 項 ４ ～ １ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 を 行 う 工 程 ； お よ び
　 （ ｉ ｉ ） そ の 方 法 で 作 成 さ れ た デ ー タ を 含 ん で な る レ ポ ー ト を 作 成 す る 工 程
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を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　

(35) JP 2007-527370 A 2007.9.27

ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ デ ィ フ ィ シ ル に よ る 感 染 の 治 療 用 ま た は 予 防 用 薬 剤 の 製 造 用 の 請 求
項 １ な い し ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 原 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト の 使 用 。



【 国 際 調 査 報 告 】
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