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(57)【要約】
Ａ型β溶血性連鎖球菌に対するワクチンとその取得方法
は、ｅｍｍ５遺伝子からクローニングされた組換えタン
パク質を予測する。それは、ｅｍｍ５遺伝子は防御能の
ある５２及び８７アミノ酸残基に対応するオリゴヌクレ
オチドの配列を含んでおり、健常人とリウマチ熱患者か
らの抗体とＴリンパ球により同定される１つだけアミノ
酸が異なるＭタンパク質Ｃ末端のエピトープを同定する
シークエンス分子同定の後に単離され、Ｔリンパ球に依
存した抗体による防御反応を発生させることができる。
選択されたエピトープによる自己免疫疾患の発症の予防
は、リウマチ熱で傷害された心組織のＴリンパ球を用い
てインビトロで評価した。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　第１のモデルでは、Ｍタンパク質のカルボキシ末端領域からの５２個のアミノ酸残基（
エピトープＴ、８個の中間残基及びエピトープＢ）から成るセグメント、第２のモデルで
は、Ｍタンパク質のカルボキシ末端領域からの８７個のアミノ酸残基（エピトープＴ、８
個の中間残基、ハイブリッドＴ－Ｂ、８個の中間残基及びエピトープＢ）から成るセグメ
ント、すなわち、いわゆるＭタンパク質カルボキシ領域からのアミノ酸残基を含み、抗体
及びＣＤ４陽性Ｔリンパ球により媒介される免疫応答を誘発することができ、防御的であ
り、自己免疫疾患を発症させないことを特徴とする、Ａ型β溶血性連鎖球菌に対するワク
チン。
【請求項２】
　健常人及びリウマチ熱保有者の、抗体及びＴリンパ球により同定され、１アミノ酸残基
が異なる、Ｍタンパク質カルボキシ末端領域（５２及び８７残基）のシークエンスに関す
る分子同定を行い、リンパ球に依存する抗体による防御的応答を誘発することができるこ
とを特徴とする、請求項１に記載のＡ型β溶血性連鎖球菌に対するワクチン。
【請求項３】
　前記第１モデルにおける、Ｍタンパク質カルボキシ末端領域中の選択された残基（エピ
トープＴ及びＢ）の配列が：
Lys-Gly-Leu-Arg-Arg-Asp-Leu-Asp-Ala-Ser-Glu-Arg-Ala-Lys-Lys-Gln-Leu-Glu-Ala-Glu-
Gln-Gln-Lys-Leu-Glu-Glu-Gln-Asn-Lys-Ile-Ser-Glu-Ala-Ser-Arg-Lys-Gly-Leu-Arg-Arg-
Asp-Leu-Asp-Ala-Ser-Arg-Glu-Ala-Lys-Lys-Gln-Val
であることを特徴とする、請求項１に記載のＡ型β溶血性連鎖球菌に対するワクチン。
【請求項４】
　前記第２モデルにおける、Ｍタンパク質カルボキシ末端領域中の選択された残基（エピ
トープＴ及びＢ）の配列が：
Lys-Gly-Leu-Arg-Arg-Asp-Leu-Asp-Ala-Ser-Glu-Arg-Ala-Lys-Lys-Gln-Leu-Glu-Ala-Glu-
His-Gln-Lys-Leu-Glu-Glu-Gln-Asn-Lys-Ile-Ser-Glu-Ala-Ser-Arg-Lys-Gly-Leu-Arg-Arg-
Asp-Leu-Asp-Ala-Ser-Glu-Arg-Ala-Lys-Lys-Gln-Leu-Glu-Ala-Glu-Gln-Gln-Lys-Leu-Glu-
Glu-Gln-Asn-Lys-Ile-Ser-Glu-Ala-Ser-Arg-Lys-Gly-Leu-Arg-Arg-Asp-Leu-Asp-Ala-Ser-
Arg-Glu-Ala-Lys-Lys-Gln-Val
であることを特徴とする、請求項１に記載のＡ型β溶血性連鎖球菌に対するワクチン。
【請求項５】
　第１段階：組換えタンパク質の生産のために、エピトープＴ及びＢを含む１５６ｂｐ（
５２アミノ酸残基）と２６１ｂｐ（８７アミノ酸残基）の領域（両製剤とも、請求項３及
び４により保護）をクローニングする、
　第２段階：実験動物、好ましくはマウスでの試験、
　第３段階：安全性試験：動物試験及びそれに続くインビトロ試験であって、心臓にリウ
マチ性疾患のある患者の心組織から外科的に摘出した組織片の病巣内Ｔリンパ球の系列を
用いた、ワクチンエピトープによる自己抗原性の防止についての試験（細胞増殖試験及び
サイトカインの測定）、
を行うことを特徴とする、Ａ型β溶血性連鎖球菌に対するワクチンの取得方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願人は、２００５年３月２４日に出願された「Ａ型β溶血性連鎖球菌に対するワク
チン及びその取得方法」に係る特許出願ＰＩ０５０１２９０－２を持っている。この特許
は、その目的が同じ新規なワクチン及び該新規なワクチンを得る新規な方法に係る。
【背景技術】
【０００２】
　前特許出願ＰＩ０５０１２９０－２において、Ａ型β溶血性連鎖球菌のワクチンの技術
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水準について十分に記述した。本発明の主題は同じであるため、この技術水準を再度記述
することにする。
【０００３】
　この分野において知られているように、リウマチ熱（ＲＦ）はＡ型β溶血性連鎖球菌や
化膿連鎖球菌に感染することで引き起こされる。この病気は、遺伝的に感受性が高く、適
切な治療を施されなかった３歳から１８歳の子供に現れる。この病気の初期の臨床的所見
は多発性関節炎（大きな関節の痛み）、次の段階ではシドナム舞踏病とリウマチ性心炎の
２つの主な所見が現れる。
【０００４】
　舞踏病は、リウマチ熱（ＲＦ）を持つ患者の２０から３０％に発症する。影響を受ける
器官は中枢神経系（ＣＮＳ）であり、不随意運動と精神障害が認められる。これらの症状
は適切な処置により消失する。
【０００５】
　リウマチ性心炎は、リウマチ熱（ＲＦ）を持つ患者の約３０から４５％に発症する。初
期症状は心筋の急性心炎を特徴とし、重大影響を及ぼすような、進行性の永久的な弁組織
の損傷を引き起こす。主に影響を受ける弁は僧帽弁、大動脈弁であり、慢性リウマチ性心
疾患（ＲＨＤ）を引き起こす。進行したＲＨＤの治療は、外科的なものになる。７歳から
１２歳というこの病気の発症年齢を考慮すると、弁組織の矯正手術は頻繁に行わなければ
ならず、さもなければ人工弁に置き換えなければならない（Ｓｎｉｔｃｏｗｓｋｉ，１９
９６）。
【０００６】
　ブラジルでは、子供の心臓手術の９０％はリウマチ性弁損傷に起因する。また、大人で
は心臓手術の３０％に相当する（保健省データ，ＤＡＴＡ－ＳＵＳ）。
【０００７】
疫学的特徴
【０００８】
　発展途上国及び低開発国では未だに、リウマチ熱（ＲＦ）と慢性リウマチ性心疾患（Ｒ
ＨＤ）は公衆衛生問題として考えられている。ＷＨＯの最近の報告によると、世界ではリ
ウマチ熱（ＲＦ）の患者は５０００万人以上いると推測され、慢性リウマチ性心疾患（Ｒ
ＨＤ）患者は１４００万人いるとの記録がある。イラン、タイ、中国、ボリビア、パキス
タン、インド、オーストラリア、アルジェリア、エジプト、モロッコでは、慢性リウマチ
性心疾患（ＲＨＤ）の罹患率は、リウマチ熱（ＲＦ）をもつ子供１０００人に対し１０人
以上である。ブラジルでは、１０００人のリウマチ熱（ＲＦ）患者のうち、慢性リウマチ
性心疾患（ＲＨＤ）患者の小児は平均６．５人である。ＷＨＯが２００４年に発表したと
ころによると、年間の連鎖球菌類への感染は１８００万件以上であり、そのうち５０万件
以上は死亡が確認されている。
【０００９】
発症原因
【００１０】
　リウマチ熱（ＲＦ）は、Ａ型β溶血性連鎖球菌や化膿連鎖球菌への免疫的防御反応によ
って引き起こされる自己免疫疾患と考えられている。そして、それは、生物学的模倣メカ
ニズムを介して、個体（この病気に対する感受性を有する）内において、その生物の自己
タンパク質に対する攻撃反応を引き起こす。
【００１１】
　現在では、抗体とＴリンパ球に媒介される免疫は、ヒト組織（心臓、関節、腎臓、脳）
のタンパク質との交差反応に関与しているということが知られている（Ｃｕｎｎｉｎｇｈ
ａｍにより改訂、２０００年；Ｇｕｉｌｈｅｒｍｅら，１９９５年）。これらの交差反応
は特に連鎖球菌のＭタンパク質に、構造的又はアミノ酸残基的に類似していることに起因
している。
【００１２】
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　Ｍタンパク質の配列は、１９８０年代に解析され公表されている（ＭａｎｊｉｌａとＰ
ｈｉｌｉｐｉｓ，１９８４，及び　Ｍｉｌｌｅｒら，１９９８）。いくつかのグループに
よって発表された多くの科学的業績により、病気を引き起こす領域の知見が大いに進歩し
た。
【００１３】
　Ｍタンパク質は、アミノ酸残基の反復配列を含んでおり、アミノ末端部分とカルボキシ
末端部分に細分化される。アミノ末端部分には連鎖球菌のセロタイプを決めているアミノ
酸残基がある。カルボキシ末端部分は異なるセロタイプ間によく保存されており、２回以
上の繰り返しを持つアミノ酸グループがある（Ｆｉｓｃｈｅｔｔｉ，１９９１）。
【００１４】
　アミノ末端領域のいくつかのセグメントは記載されている。なぜなら、それらは、特に
、心臓組織タンパク質との交差反応（Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍにより改訂、２０００年；Ｇ
ｕｉｌｈｅｒｍｅら，２００５年）を介して、該疾病（リウマチ熱及び／又は慢性リウマ
チ性心疾患）の発症に関与しているからである。
【００１５】
　８０年代までは、連鎖球菌とヒト組織のタンパク質の交差反応は、抗体媒介性の免疫反
応のみに起因すると考えられてきたことは興味深い。ＣＤ４陽性Ｔ細胞優勢の心組織中で
は炎症性浸潤を呈するという記述 (Ｒａｉｚａｄａら，１９８３，Ｋｅｍｅｎｙら，１９
８９) から、本出願人は、心臓の傷害はこれらの細胞（ＣＤ４陽性Ｔ細胞）に媒介される
ということを証明した。その証拠は、傷害を受けた弁を外科的に形成する際に得られたＲ
ＨＤ患者の、傷害を受けた心組織（心筋と弁）の断片に浸潤しているＴ細胞から単離した
タンパク質間の交差反応の免疫応答を検出した（Ｇｕｉｌｈｅｒｍｅら，１９９５）こと
である。次に、本出願人は、特にリウマチ性心疾患患者の心組織（心筋、僧帽弁及び／又
は大動脈弁）中に、炎症性サイトカイン（インターフェロンγ，ＩＦＮｇ、及び腫瘍壊死
因子α，ＴＮＦａ）を生産する多くの単核球が存在することを記載した。この研究に関連
のある発見は、心筋中に、炎症を調節するサイトカイン（インターロイキン１０及び４、
ＩＬ－１０、ＩＬ－４）を産生する多数の細胞が存在し、弁組織中に、ＩＬ－４調節サイ
トカインを産生する珍しい細胞が存在するという観察である。この発見は、なぜ連鎖球菌
感染による心筋炎がおおよそ４週間で治癒し、僧帽弁及び／又は大動脈弁の損傷が緩やか
に、進行的、永続的に続くかを示している（Ｇｕｉｌｈｅｒｍｅら，２００４）。
【００１６】
　リウマチ熱が自己免疫疾患であることを考慮すれば、その病因を理解することは、予防
の基本である。なぜなら、それは自己免疫疾患を発症させないという意味で、その病原、
すなわち、Ａ型β溶血性連鎖球菌や化膿連鎖球菌、に対するワクチンを製造することに注
力することにつながるからである。
【００１７】
　Ａ型β溶血性連鎖球菌に対しては、すでに様々なワクチンがある。
【００１８】
　Ｊａｍｅｓ　Ｂ．Ｄａｌｅ博士（テネシー大学研究財団）は連鎖球菌の特異性を与える
、Ｍタンパク質のアミノ末端の配列に基づいてワクチンを製造する研究を行っている。彼
はいくつかの研究成果を発表している（Ｂｅａｃｈｅｙら，１９８７；Ｄａｌｅら，１９
９３；ＤａｌｅとＣｈａｎｇ，１９９５；Ｄａｌｅら，１９９９，ａ，ｂ，ｃ）。そして
、彼はすでに２６種類の異なるセロタイプのモデル動物における応答能の分析をしている
。彼のために出願されたいくつかの特許があり、その中に１９９８年９月１０日に出願さ
れ、２００４年４月６日に特許になった米国特許第６，７１６，４３３号（「Ａ型連鎖球
菌ワクチン」）というものがある。
【００１９】
　最近では、博士のグループは６つのセロタイプのＮ末端セグメントを含んだ組換えタン
パク質の形態にある、６つの異なるセロタイプを含むワクチン製剤を利用した「第１相試
験」の研究成果を発表している。交差反応の対照はヒト組織切片で行われ、体液性応答（
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抗体により媒介）だけを評価した（Ｋｏｔｌｏｆｆ，２００４）。化膿連鎖球菌の２６種
類のセロタイプに対する連鎖球菌の感染を予防するために製造された多価ワクチンは、第
ＩＩ相の臨床試験が進んでいる。
【００２０】
　Ｖｉｎｃｅｎｔ　Ｆｉｓｃｈｅｔｔｉ教授（ロックフェラー大学）は、連鎖球菌特異性
を付与する、Ｍタンパク質のカルボキシ末端残基の配列を基にワクチンを製造する研究を
行っている。Ｍ６タンパク質（Ｎ末端及びＣ末端部分）をコードしている遺伝子をクロー
ニングすることにより、このグループは、５６種類の異なる連鎖球菌のセロタイプが、カ
ルボキシ末端領域のアミノ酸配列において相同性を有することを見出した（Ｓｃｏｔｔら
，１９８５と１９８６）。Ｆｉｓｃｈｅｔｔｉ教授のグループは、ウサギにＭ６タンパク
質のカルボキシ末端領域のペプチドを鼻腔内接種することにより、Ａ型連鎖球菌のコロニ
ーが変化する可能性を示した（ＢｅｓｓｅｎとＦｉｓｃｈｅｔｔｉ，１９８８，ａ　ａｎ
ｄ　ｂ）。ＣＴＢコレラ毒素のサブユニットに共有結合で結合された、共通配列を有する
合成ペプチドを有するワクチンを用いることで、彼らは、マウスの血清及び唾液中に、防
御活性を有する、Ｍタンパク質に特異的なＩｇＡ抗体の形成を誘導した（Ｂｅｓｓｅｎと
Ｆｉｓｃｈｅｔｔｉ，１９９０；　Ｆｌｕｃｋｉｇｅｒら，１９９８）。
【００２１】
　その後の研究で、これらの著者らは、Ｍ６タンパク質のＣ末端部分の全配列を含んだワ
クシニアウイルスをベクターに使用することで、組換えワクチン－ＶＶ：Ｍ６、を製造し
、１回の鼻腔内投与で、異種の連鎖球菌のコロニーが形成されないことを示した。皮内免
疫は無効であった（Ｆｉｓｃｈｅｔｔｉら，１９８５）。結合のコストが高く、ワクシニ
アウイルスを鼻腔内接種に利用するので、前記モデルでは、これらの抗体を、安全に効果
的にそして経済的にも利用しやすいワクチンとして使用することは制限されている。共生
細菌をベクターとして用いた実験も行われた（Ｆｉｓｃｈｅｔｔｉら，１９９３；Ｍｅｄ
ａｇｌｉｎｉら，１９９５）。この共生細菌をワクチンのベクターに用いることは、現在
分析中である。予備的結果は、１５０人の健康なボランティアに経口投与又は鼻腔内投与
でワクチンを投与した場合、そのベクターは安全で十分許容性があるということが示唆さ
れている（Ｋｏｔｌｏｆｆら，２００５）。
【００２２】
　彼の名で出願された特許の中で、１９９５年１月６日に出願され、２００３年８月５日
に特許された米国特許第６，６０２，５０７号（「連鎖球菌Ｍタンパク質からの合成ペプ
チド及びそれから調製されたワクチン」）というものがある。ストレプトコッカス・ゴー
ドニ（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｇｏｒｄｏｎｉｉ）の表面上の融合タンパク質と同
様に発現するＣ末端部分のワクチン製剤は、現在第Ｉ相臨床試験が行われている（ＷＨＯ
，２００６）。
【００２３】
　Ｍ．Ｇｏｏｄ教授は、オーストラリアにおいて、ワクチンへ利用できそうなものとして
、Ｃ末端部分のペプチドを利用するアプローチをしている。オーストラリアは、原住民で
あるアボリジニへの連鎖球菌の感染率が高く、そのことによりリウマチ熱の発症率が高い
地域である。オーストラリアの研究者たちは、免疫されたマウス中において、オプソニン
化した抗体を産生することができる、Ｃ末端の９個のアミノ酸からなるペプチドを同定し
た。この抗体はまた、健常人やリウマチ性疾患の患者の血清中にも存在する（Ｐｒｕｋｓ
ａｋｏｒｎら，１９９４、Ｂｒａｎｄｔら，１９９７）。最近では、そのグループは、オ
ーストラリアでは一般的なセロタイプのアミノ末端部分のセグメントとカルボキシ末端の
セグメントの組合せに関して研究している。これは、Ｊ１４とよばれている（Ｄｕｎｎら
，２００２、Ｏｌｉｖｅら，２００２）。そのグループの最新の研究成果では、Ｊ１４セ
グメント（２９のアミノ酸からなる）は、マウスを用いた実験モデル中での食作用を誘発
することのできる防御抗体の発現に有利に働くことが示された。この防御抗体は、オース
トラリアで流行していた土地から分離した様々な化膿連鎖球菌の株に対するものである。
マウスを用いたｉｎ　ｖｉｖｏでのこれらの実験では、いくつかの製剤において、Ｊ１４
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ペプチドの防御能力が確認された(Ｖｏｈｒａら，２００５、Ｂａｔｚｌｏｆｆら，２０
０５、Ｏｌｉｖｅら，２００５)。
【発明の概要】
【００２４】
　本発明の目的は、Ａ型β溶血性連鎖球菌に対する新規なワクチン及びその新規な製造方
法を提供することである。後者は２つの製剤を提供し、前記方法は、先の特許出願ＰＩ０
５０１２９０－２において出願人により考えられていた取得方法を修飾したものである。
【図面の簡単な説明】
【００２５】
　本発明の、より正しい認識と多くの利点は、以下の詳細な説明と添付の図を組み合わせ
ることで容易に理解できるであろう。
【図１】添付の図１は、第１のモデル（第１の製剤）において選択された残基の配列を示
す。
【図２】添付の図２は、第１のモデル（第１の製剤）において選択された残基の配列を示
す。
【発明を実施するための形態】
【００２６】
　本発明の目的は、Ａ型β溶血性連鎖球菌に対する新規なワクチン及びその新規な製造方
法を提供することである。後者は２つの製剤を提供し、前記方法は、先の特許出願ＰＩ０
５０１２９０－２において出願人により考えられていた取得方法を修飾したものである。
【００２７】
　短く言うと、エピトープＢの配列は、６２０人（健常人とリウマチ熱保有者）の血清中
にある１つのアミノ酸残基が異なる７９の合成ペプチドを分析することで同定された。エ
ピトープＴは、次いで、２５８人（健常人とリウマチ熱保有者）の末梢血の単核細胞を用
いることで同定された。そして、エピトープＢを同定するために試験された７９のペプチ
ドから選択された、Ｍタンパク質のカルボキシ末端部分の３８の合成されたペプチドに対
する試験がされた（Ｇｕｉｌｈｅｒｍｅら，２００６、特許出願ＰＩ０５０１２９０－２
)。
【００２８】
　この特許では、以下のものを含む、合成ペプチド及び／又は組換えタンパク質の形態に
ある２つのワクチンモデルの構築が意図される。
【００２９】
１．１５６ｂｐ（５２のアミノ酸に対応）から成り、エピトープＴに対応する２２残基、
並びにそれに続く８個の中間残基及びエピトープＢの２２残基のアミノ酸配列を意図する
、Ｍタンパク質のカルボキシ末端領域にあるエピトープＴおよびエピトープＢ、並びに、
【００３０】
２．２６１ｂｐ（８７のアミノ酸に対応）から成り、エピトープＴに対応する２２残基、
並びにそれに続く８個の中間残基、ハイブリッドＴ－Ｂエピトープの２７残基及びエピト
ープＢの２２残基のアミノ酸配列を意図する、Ｍタンパク質のカルボキシ末端領域にある
エピトープＴおよびエピトープＢ。
【００３１】
　第１のモデルでは、合成ペプチド及び／又は組換えタンパク質としてのワクチンは、Ｍ
タンパク質のカルボキシ末端領域（エピトープＴ、８個の中間残基及びエピトープＢ）か
らの５２のアミノ酸残基のセグメントを含む。
【００３２】
　添付の図１は、このモデルで選択された残基の配列を示す。
【００３３】
　第２のモデルでは、合成ペプチド及び組換えタンパク質としてのワクチンはＭタンパク
質のカルボキシ末端領域（エピトープＴ、８個の中間残基、ハイブリッドＴ－Ｂ、８個の
中間残基及びエピトープＢ）の８７個のアミノ酸残基のセグメントを含む。
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【００３４】
　添付の図２はこのモデルで選択された残基の配列を示す。
【００３５】
　これらのＭタンパク質のカルボキシ末端領域からのアミノ酸残基は、抗体及びＣＤ４陽
性Ｔ細胞に媒介される応答を誘発させることができ、防御的に働いて自己免疫疾患を引き
起こさない。
【００３６】
　これらの配列は以前に用いられていたワクチンの調製用のものとは異なる。そのことに
ついては、下に示す。
【００３７】
　Ｊａｍｅｓ　Ｂ．Ｄａｌｅは様々なセロタイプのアミノ末端領域を使用した（米国特許
第６，７１６，４３３号）。
【００３８】
　Ｖｉｎｃｅｎｔ　Ａ．ＦｉｓｃｈｅｔｔｉはＭ６タンパク質のカルボキシ末端領域を使
用した（米国特許第６，６０２，５０７号）。それは、６つのグループのポリペプチドか
らなる。グループ４は、本出願人により選択されたエピトープＴとエピトープＢが含まれ
たセグメント（Ｇｕｉｌｈｅｒｍｅら，２００６）の１９アミノ酸残基の成分と同一性を
有する。
【００３９】
　Ｍ．Ｇｏｏｄは、オーストラリアのアボリジニに流行した連鎖球菌株のアミノ末端に結
合されたカルボキシ末端領域を使用した。彼は、本出願人により選択されたエピトープＴ
とエピトープＢ（Ｇｕｉｌｈｅｒｍｅら，２００６）を含むセグメントの１８アミノ酸残
基成分との同一性を示した。その中の１４のアミノ酸残基は、Ｖ．Ａ．Ｆｉｓｃｈｅｔｔ
ｉにより同定された、Ｍ６タンパク質のグループ４と共通のものであった。
【００４０】
第１段階：組換えタンパク質の生産のために、５２アミノ酸残基８７アミノ酸残基の領域
をクローニングする；
第２段階：実験動物、好ましくはマウスでの試験；
第３段階：安全性試験：　動物試験及びそれに続くインビトロ試験であって、心臓にリウ
マチ性疾患のある患者の心組織から外科的に摘出した組織片の病巣内Ｔリンパ球の系列を
用いた、ワクチンエピトープによる自己抗原性の防止についての試験（細胞増殖試験及び
サイトカインの測定）、
からなる革新的なワクチンの新規な製造方法を開示する。
【００４１】
　今回革新されたワクチンは、下に示すようなモデル系に対して有利な点をもたらすとい
うことで、既存のワクチンとは異なっている。
【００４２】
　防御性エピトープの選択は、Ｍ５タンパク質（Ｒｏｂｉｎｓｏｎら，１９９１）を変化
させた、公表された配列をもとに行われた。Ｍ５タンパク質は、病原性のあるエピトープ
（Ｎ末端領域）とＣ末端領域からのエピトープを評価するための合成ペプチドの調製に使
用した（Ｇｕｉｌｈｅｒｍｅら １９９５と２００１）ものであって、該疾病に対して防
御することができるものであり、多くのサンプルを用いたｉｎ　ｖｉｔｒｏの試験で評価
された（６２０人の血清と２５８人のＴリンパ球を使用）（Ｇｕｉｌｈｅｒｍｅら，２０
０６）。
【００４３】
　カルボキシ末端領域（２４０から３５０の残基）を調べることは、わずか１個のアミノ
酸残基が異なる２０アミノ酸からなる７９の合成ペプチドを用いることで行われた。この
方法は独特であり防御性をもつタンパク質領域を見つけるために用いられる（Ｇｕｉｌｈ
ｅｒｍｅら，２００６；特許出願ＰＩ０５０１２９０－２）。
【００４４】
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　交差反応試験は、先に記載したように（Ｇｕｉｌｈｅｒｍｅら，１９９５）、２０人の
ＲＨＤ患者から弁形成術の手術を行う際に得られた心組織中の浸潤性リンパ球の系列をイ
ンビトロで増殖させたものを分析することにより行われた。
【００４５】
　合成ペプチドを用いて行った研究は、Ｍ５株のタンパク質の公表された配列に基づいて
行ったので、組換えタンパク質は、Ｍ５株で生産した（Ｒｏｂｉｎｓｏｎら，１９９１）
。　
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重组蛋白。这是因为emm5基因含有对应于具有保护能力的52和87个氨
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列在鉴定分子后能够通过依赖于T淋巴细胞的抗体产生保护性应答时分离
的蛋白质。使用由风湿热损伤的心脏组织的T淋巴细胞在体外评估通过选
择的表位预防自身免疫疾病的发作。 点域1
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