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(57)【要約】
　本発明は抗原、より具体的には治療法及び／又は予防法のためのワクチン成分として有
用な腸球菌病原体のタンパク質抗原に関する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　疾患の治療に使用される単離ペプチドであって、
　ａ）配列番号１によるＯｒｆ１３配列を含むタンパク質、
　ｂ）前記タンパク質とアミノ酸レベルで少なくとも８０％同一なＯｒｆ１３の相同体、
　ｃ）ａ）又はｂ）に記載の前記タンパク質に由来する免疫原性ペプチド、及び、
　ｄ）ａ）～ｃ）のいずれかに特異的に結合する抗体又はその断片、
から選択される、単離ペプチド。
【請求項２】
　チャネル形成成分である、請求項１に記載のペプチド。
【請求項３】
　前記抗体又はその断片がモノクローナル抗体、ｓｃＦＶ断片及びＦａｂ断片から選択さ
れる、請求項１に記載のペプチド。
【請求項４】
　前記Ｏｒｆ１３の相同体がエンテロコッカス・フェシウム、エンテロコッカス・フェカ
リス、スタフィロコッカス・アウレウス、コアグラーゼ陰性ブドウ球菌、リステリア又は
クロストリジウムの抗生物質耐性株から単離されるプラスミドによってコードされる、請
求項１に記載のペプチド。
【請求項５】
　請求項１～４のいずれか一項に記載のペプチドと、薬学的に許容可能な担体、アジュバ
ント及び／又は希釈剤とを含む医薬組成物。
【請求項６】
　ワクチンである、請求項５に記載の医薬組成物。
【請求項７】
　少なくとも１つのサイトカインを更に含む、請求項５又は６に記載の医薬組成物。
【請求項８】
　ワクチンが筋肉内経路、皮下経路又は吸入経路による投与のために配合される、請求項
５又は６に記載の医薬組成物。
【請求項９】
　細菌によって引き起こされる疾患又は病態、例えば細菌感染症、腸球菌感染症、尿路感
染症、菌血症、細菌性心内膜炎、腹膜炎、創傷感染症及び軟部組織感染症、並びに髄膜炎
、又は肺炎等の予防的治療又は治療的治療のための、請求項１～８のいずれか一項に記載
のペプチド又は医薬組成物。
【請求項１０】
　前記細菌が腸球菌、ブドウ球菌又は連鎖球菌、例えばエンテロコッカス・フェシウム、
エンテロコッカス・フェカリス、スタフィロコッカス・アウレウス、コアグラーゼ陰性ブ
ドウ球菌若しくはストレプトコッカス・ピオゲネス等、又はそれらの抗生物質耐性株から
選択される、請求項９に記載のペプチド又は医薬組成物。
【請求項１１】
　サンプルにおける請求項１に記載のＯｒｆ１３抗原の存在を検出する診断アッセイであ
って、
　ａ）請求項１に記載の抗体又はその断片と、Ｏｒｆ１３を含有すると推測されるサンプ
ルとを混合する工程と、
　ｂ）前記サンプルにおける前記Ｏｒｆ１３抗原と前記抗体又はその断片との結合につい
て混合物をモニタリングする工程と、
を含む、診断アッセイ。
【請求項１２】
　前記抗体又はその断片を固体マトリクスに固定化する、請求項１１に記載の診断アッセ
イ。
【請求項１３】
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　抗菌物質をスクリーニングする方法であって、
　ａ）請求項１に記載の単離ペプチドと、抗菌物質を含有すると推測されるサンプルとを
混合する工程と、
　ｂ）前記単離ペプチドと抗菌候補物質との結合について混合物をモニタリングする工程
と、
を含む、方法。
【請求項１４】
　Ｏｒｆ１３によるチャネル形成に対する前記抗菌候補物質の効果を判定する工程を更に
含む、請求項１３に記載の抗菌物質をスクリーニングする方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は抗原、より具体的には治療法及び／又は予防法のためのワクチン成分として有
用な腸球菌病原体のタンパク質抗原に関する。
【背景技術】
【０００２】
　腸球菌は入院患者の感染症に関連する最も重要な病原体の一つである。とりわけ、最も
臨床的に関連する分離株における多抗生物質耐性決定因子（multiple antibiotic resist
ance determinants）の存在は、場合によっては治療不可能なこれらの感染症に対抗する
代替的な治療戦略及び予防戦略の開発を促している。腸球菌はＤＮＡを獲得し、水平に伝
達する特異的機構を発現しており、これらの特性は病院内での多数の集団発生（outbreak
s）の原因となる。
【０００３】
　細菌接合は、抗生物質耐性遺伝子の伝播を含む、細菌の環境条件の変化への適応を可能
にする最も重要な遺伝子送達手段であり、それにより多抗生物質耐性病原体が発生する。
エンテロコッカス・フェカリス（Enterococcus faecalis）、エンテロコッカス・フェシ
ウム（Enterococcus faecium）、シュードモナス・エルジノーサ（Pseudomonas aerugino
sa）、ストレプトコッカス・ニューモニエ（Streptococcus pneumoniae）及びスタフィロ
コッカス・アウレウス（Staphylococcus aureus）等の多剤耐性病原体は、入院患者及び
免疫抑制患者の抗生物質治療に対して深刻な脅威となっている（非特許文献１）。
【０００４】
　細菌接合系は、細菌性病原体から哺乳動物宿主へのタンパク質（例えば毒性因子、毒素
）の輸送を専門とする特殊化したタイプのＩＶ型分泌系（Ｔ４ＳＳ）である。接合性Ｔ４
ＳＳは、タンパク質に加えてＤＮＡ基質を細胞内輸送するよう進化している（非特許文献
２、非特許文献１）。
【０００５】
　ｐＩＰ５０１は、敗血症及び髄膜炎の原因物質である、ヒト病原体ストレプトコッカス
・アガラクティエ（Streptococcus agalactiae）から初めて単離された広宿主域接合性プ
ラスミドである（非特許文献３）。ｐＩＰ５０１は、糸状多細胞ストレプトミセス及びグ
ラム陰性エシェリヒア・コリ（Escherichia coli）にまで及ぶ、研究されているほぼ全て
のグラム陽性菌を含むグラム陽性菌に由来する任意の既知の可動遺伝要素の接合性プラス
ミド導入について最も広い宿主域を示す（非特許文献４）。プラスミド導入には、１５個
の輸送タンパク質をコードする完全なＴ４ＳＳを含む、プラスミドにコードされる１５ｋ
ｂの導入領域が必要とされる。これらのタンパク質の幾つかは、酵素について幾らか詳し
く特性化されており、例えばＴ４ＳＳ　ＡＴＰアーゼＯｒｆ５及びＯｒｆ１０はＡＴＰの
加水分解によるＤＮＡ輸送過程のエネルギーを供給する。
【０００６】
　Ｏｒｆ７タンパク質は、グラム陽性エンテロコッカス・フェカリス（E. faecalis）及
びグラム陰性エシェリヒア・コリ（E. coli）から単離された、ペプチドグリカンに対す
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る切断活性を有する溶菌性トランスグリコシラーゼであることが実証されている。
【０００７】
　完全なタンパク質間相互作用図が、酵母ツーハイブリッドアッセイ及びプルダウンによ
って、１５個のＴ４ＳＳタンパク質について確立されている。これらのデータに基づいて
、グラム陽性病原体に由来するＴ４ＳＳの最初の分子モデルが開発された（非特許文献５
）。
【０００８】
　Ｔ４ＳＳタンパク質は、導入過程におけるそれらの機能に関してエネルギー供給ファミ
リー、チャネル成分ファミリー、及び推定表面タンパク質又は付着因子という３つのファ
ミリーに分けることができる（非特許文献６）。Ｏｒｆ５及びＯｒｆ１０はエネルギー成
分ファミリーのメンバーであり、Ｏｒｆ１５は表面タンパク質ファミリーの推定メンバー
であり、溶菌性トランスグリコシラーゼＯｒｆ７及びＯｒｆ１３はチャネル成分ファミリ
ーに属する。
【０００９】
　Ｏｒｆ１３については、アグロバクテリウム・ツメファシエンス（Agrobacterium tume
faciens）のＴ－ＤＮＡ導入系のＴ４ＳＳサブユニットＶｉｒＢ８及びＶｉｒＢ１０につ
いて示されているように、膜から遠位に伸びるＴ４ＳＳチャネルの一部に対する足場機能
が提唱されている（非特許文献６）。Ｏｒｆ１３は１つの予測膜貫通ヘリックスを有する
（非特許文献７）。エンテロコッカス・フェカリスのＪＨ２－２細胞画分中では、Ｏｒｆ
１３は抗Ｏｒｆ１３抗体による免疫ブロット法を用いて細胞エンベロープに位置付けられ
た。他のＴ４ＳＳタンパク質とのタンパク質間相互作用は同定することができなかった。
【００１０】
　特許文献１は、Ｔ４ＳＳと相互作用するポリペプチド、特にリケッチア・シビリカ（Ri
ckettsia sibirica）ｒｓｉｂ＿ｏｒｆ．１２６６ポリペプチドをコードする単離核酸を
記載している。
【００１１】
　腸球菌によって引き起こされる感染症が世界的にますます重大な問題となっているため
、これらの病原体に対する新たな治療戦略の開発に多大な労力が費やされている。腸球菌
に対するヒト免疫系の主要な保護防御機構は貪食であり、これは或る特定の腸球菌の表面
構造の直接認識、又は抗体及び補体によるオプソニン化によって起こり得る。
【００１２】
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏで免疫応答をシミュレートし、腸球菌の毒性因子を同定するためにオ
プソニン化貪食アッセイが用いられている。しかしながら、防御免疫応答を誘導する可能
性をもたらすことができ、したがって有望なワクチン標的であり得る抗原は、これまでに
数個しか同定されていない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１３】
【特許文献１】米国特許出願公開第２００５－０２６２１８号
【非特許文献】
【００１４】
【非特許文献１】Grohmann 2006
【非特許文献２】Grohmann et al., 2003
【非特許文献３】Schaberg et al., 1982
【非特許文献４】Kurenbach et al., 2003
【非特許文献５】Abajy et al., 2007
【非特許文献６】Alvarez-Martinez and Christie, 2009
【非特許文献７】Abajy 2007
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
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【００１５】
　したがって、本発明の目的は細菌、特に腸球菌の能動免疫療法又は受動免疫療法のため
の新たな有望なワクチン標的を提供することである。本発明の別の目的は、上記標的をベ
ースとする新規の有効なワクチンを提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００１６】
　その第１の態様によると、これらの目的は、疾患の治療に使用される単離ペプチドであ
って、ａ）配列番号１によるＯｒｆ１３配列を含むタンパク質、ｂ）上記タンパク質とア
ミノ酸レベルで少なくとも８０％同一なＯｒｆ１３の相同体、ｃ）ａ）又はｂ）に記載の
上記タンパク質に由来する免疫原性ペプチド、及び、ｄ）ａ）～ｃ）のいずれかに特異的
に結合する抗体又はその抗原断片から選択される、単離ペプチドを提供することによって
本発明により解決される。
【００１７】
　エンテロコッカス・フェカリスプラスミドｐＩＰ５０１から単離されるＯｒｆ１３は、
ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号ＡＪ５０５８２３．１による以下のアミノ酸配列を有
する：
ＭＳＹＹＦＥＩＲＩＩＬＰＥＥＥＮＱＦＬＮＲＫＬＳＫＳＥＬＳＥＶＴＨＹＬＱＱＫＴＳ
ＲＧＩＰＶＫＦＲＶＧＩＦＲＶＥＤＱＴＫＩＭＳＶＴＬＮＴＫＮＴＫＥＴＤＶＩＮＬＬＬ
ＮＲＶＴＤＱＨＶＬＶＹＬＮＥＰＴＥＰＴＬＮＴＱＥＬＮＲＱＥＬＫＴＳＮＥＲＱＥＩＰ
ＱＴＥＩＰＴＥＴＶＮＥＰＳＶＩＫＫＩＳＫＫＮＱＡＫＱＴＮＳＲＫＥＳＬＳＥＳＩＴＫ
ＫＮＶＰＫＩＨＬＦＩＳＩＬＴＬＦＩＶＬＬＩＧＩＳＶＩＱＱＶＱＬＱＳＶＫＫＥＳＥＬ
ＬＥＥＱＩＥＲＶＫＥＴＤＩＳＱＳＫＩＤＴＦＧＲＹＦＬＴＹＹＦＳＱＥＫＮＱＥＮＹＱ
ＳＳＬＲＴＹＶＳＥＫＶＤＩＳＤＷＫＡＬＧＫＴＬＫＳＶＮＹＹＧＳＥＱＴＫＫＧＹＳＶ
ＥＹＬＬＮＶＳＶＤＮＲＳＫＭＱＫＩＴＦＥＶＥＰＴＫＮＧＦＬＶＴＴＱＰＫＬＴＤＦＳ
ＦＮ（配列番号１）
【００１８】
　加えて、Ｏｒｆ１３相同体が以下のように、２つのエンテロコッカス・フェシウム（E.
 faecium）株：Ｅ１６７９（カテーテル先端分離株）及びエンテロコッカス・フェシウム
（正：E. faecium）プラスミドｐＶＥＦ３（タンパク質ｐ５１）、５つのエンテロコッカ
ス・フェカリス株：ＨＩＰ１１７０４（無名のプラスミド）、エンテロコッカス・フェカ
リスＤＳ５（無名のプラスミド）、エンテロコッカス・フェカリスＲＥ２５（プラスミド
ｐＲＥ２５、ｐＩＰ５０１とほぼ同一のＴ４ＳＳ）、エンテロコッカス・フェカリスＤＳ
５（プラスミドｐＡＭβ１）、及びエンテロコッカス・フェカリスＡＤＭ２４８１８、並
びに１つのストレプトコッカス・ピオゲネス（S. pyogenes）株（プラスミドｐＳＭ１９
０３５）で同定されている。
【００１９】
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【表１】

【００２０】
　したがって、ＯＲＦ１３は例えばエンテロコッカス・フェカリス株及びエンテロコッカ
ス・フェシウム株等の幾つかの病原性細菌に存在すると考えられるため、例えば腸球菌の
能動免疫療法又は受動免疫療法のための有望なワクチン標的である。
【００２１】
　細菌の毒性因子に対する免疫原性及び防御効率の有効な分析に適切な動物モデルは存在
しないため、代わりにオプソニン化貪食アッセイが、哺乳動物のｉｎ　ｖｉｖｏ免疫応答
をｉｎ　ｖｉｔｒｏでシミュレートし、例えば有効な抗細菌ワクチンとすることのできる
腸球菌の毒性因子を同定するために用いられる（Markus Hufnagel, Steffi Koch, Andrea
 Kropec, Johannes Huebner: Opsonophagocytic assay as a potentially useful tool f
or assessing safety of enterococcal preparations. International Journal of Food 
Microbiology 88 (2003) 263-267）。
【００２２】
　Ｏｒｆ１３については、アグロバクテリウム・ツメファシエンスのＴ－ＤＮＡ導入系の
Ｔ４ＳＳサブユニットＶｉｒＢ８及びＶｉｒＢ１０について示されているように、膜から
遠位に伸びるＴ４ＳＳチャネルの一部に対する足場機能が提唱されている（非特許文献６
）。Ｏｒｆ１３は１つの予測膜貫通ヘリックスを有する（非特許文献７）。エンテロコッ
カス・フェカリスのＪＨ２－２細胞画分中では、Ｏｒｆ１３は抗Ｏｒｆ１３抗体による免
疫ブロット解析を用いて細胞エンベロープに位置付けられた。したがって、本発明による
ペプチドは好ましくはチャネル形成成分であり、Ｔ４ＳＳチャネルの一部を構築する活性
を有するのが好ましい。
【００２３】
　また、本発明の別の態様は、本発明との関連で疾患の治療に使用されるＯｒｆ１３ペプ
チドのいずれかに特異的に結合する抗体又はその抗原断片に関する。上記抗体又はその抗
原断片がモノクローナル抗体、ｓｃＦＶ断片及びＦａｂ断片から選択される、本発明によ
るペプチドが好ましい。抗体は更にヒトの又はヒト化した抗体又は断片であってもよい。
抗体を産生する方法は当業者に既知であり、それぞれの文献中に記載されている。
【００２４】
　本発明は、エンテロコッカス・フェカリス、エンテロコッカス・フェシウム、シュード
モナス・エルジノーサ、ストレプトコッカス・ニューモニエ、スタフィロコッカス・アウ
レウス及びコアグラーゼ陰性ブドウ球菌、及びクロストリジウム、リステリア又はストレ
プトコッカス・ピオゲネスの株によって引き起こされる感染症等の細菌感染症、特に複数
の抗生物質に対して耐性を示す株、例えば多剤耐性のエンテロコッカス・フェカリス、エ
ンテロコッカス・フェシウム、シュードモナス・エルジノーサ、ストレプトコッカス・ニ
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ューモニエ、スタフィロコッカス・アウレウス及びコアグラーゼ陰性ブドウ球菌、及びク
ロストリジウム又はリステリアの株によって引き起こされる細菌感染症を治療するために
新たな治療的アプローチを提供する。それぞれの多剤耐性株は文献中にも記載されている
。したがって、本発明の更なる態様は、特に（正：particularly）かかる株の治療を提供
することである。これに関連して、上記Ｏｒｆ１３の相同体がエンテロコッカス・フェシ
ウム、エンテロコッカス・フェカリス又はストレプトコッカス・ニューモニエ（正：S. p
neumoniae）のかかる抗生物質耐性株から単離されたプラスミドによってコードされるの
が特に好ましい。
【００２５】
　また、本発明の別の態様は、本発明によるペプチド（すなわち、配列番号１によるＯｒ
ｆ１３配列を含むタンパク質、上記タンパク質とアミノ酸レベルで少なくとも８０％同一
なＯｒｆ１３の相同体、配列番号１による上記タンパク質若しくは上記相同体に由来する
免疫原性ペプチド、又は配列番号１若しくは上記相同体のいずれかに特異的に結合する抗
体若しくはその抗原断片の少なくとも１つ）と、薬学的に許容可能な担体、アジュバント
及び／又は希釈剤とを含む医薬組成物に関する。好ましくは、上記医薬組成物は細菌感染
症、特に腸球菌感染症の予防に効果的である。
【００２６】
　好ましくは、本発明による医薬組成物はワクチンである。このため、本発明の別の態様
によると、本発明による１つ又は複数のペプチド（すなわち、配列番号１によるＯｒｆ１
３配列を含むタンパク質、上記タンパク質とアミノ酸レベルで少なくとも８０％同一なＯ
ｒｆ１３の相同体、配列番号１による上記タンパク質若しくは上記相同体に由来する免疫
原性ペプチド、又は配列番号１若しくは上記相同体のいずれかに特異的に結合する抗体若
しくはその抗原断片の少なくとも１つ）を薬学的に許容可能な担体、希釈剤又はアジュバ
ントと混合して含むワクチン組成物が提供される。薬学的に許容可能な担体には破傷風ト
キソイド又はジフテリアトキソイドも含まれる。本発明による医薬組成物は、少なくとも
１つのサイトカインを更に含んでいてもよい。
【００２７】
　好適なアジュバントとしては油、すなわちフロイント完全アジュバント又はフロイント
不完全アジュバント；塩、すなわちＡｌＫ（ＳＯ４）２、ＡｌＮａ（ＳＯ４）２、ＡｌＮ
Ｈ４（ＳＯ４）２、シリカ、カオリン、炭素；ポリヌクレオチド、すなわちポリＩＣ及び
ポリＡＵが挙げられる。好ましいアジュバントとしては、ＱｕｉｌＡ及びＡｌｈｙｄｒｏ
ｇｅｌが挙げられる。
【００２８】
　また、本発明の別の態様は、ペプチドが莢膜多糖類等の免疫担体（immunocarrier）に
共有結合又はコンジュゲートした医薬組成物に関する。
【００２９】
　本発明のワクチンは、注射、急速注入、鼻咽頭吸収（nasopharyngeal absorption）、
皮膚吸収（dermoabsorption）によって非経口投与するか、又は口腔（正：buccally）投
与若しくは経口（正：orally）投与することができる。上記ワクチンは筋肉内経路、皮下
経路又は吸入経路による投与のために配合することもできる。
【００３０】
　また、本発明の別の態様は、細菌によって引き起こされる疾患若しくは病態、及び／又
は細菌感染症によって媒介される疾患及び症状、例えば腸球菌感染症、尿路感染症、菌血
症、細菌性心内膜炎、腹膜炎、創傷感染症又は軟部組織感染症、肺炎及び髄膜炎等の予防
的治療又は治療的治療のための本発明によるペプチド又は医薬組成物に関する。好ましく
は、上記細菌は腸球菌、ブドウ球菌又は連鎖球菌、例えばエンテロコッカス・フェシウム
、エンテロコッカス・フェカリス、スタフィロコッカス・アウレウス（S. aureus）又は
ストレプトコッカス・ピオゲネス等、特にそれらの抗生物質耐性株、更に好ましくは複数
の抗生物質に対して耐性を示す株、例えば多剤耐性のエンテロコッカス・フェカリス、エ
ンテロコッカス・フェシウム、シュードモナス・エルジノーサ、ストレプトコッカス・ニ
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ューモニエ及びスタフィロコッカス・アウレウスから選択される。また、本発明の別の態
様は、本明細書に記載の疾患又は病態の予防的治療又は治療的治療のための本発明による
ペプチド又は医薬組成物の使用に関する。
【００３１】
　特に好ましい実施の形態では、細菌感染症、特に腸球菌感染症の危険性がある個体、例
えば乳児、高齢者及び免疫不全者にワクチンを投与する。
【００３２】
　本願で使用される場合、「個体」という用語は哺乳動物を含む。更なる実施の形態では
、哺乳動物はヒトである。
【００３３】
　ワクチン組成物は、好ましくは約０．００１Ｐｇ／ｋｇ～１００Ｐｇ／ｋｇ（ペプチド
／体重）、より好ましくは０．０１Ｐｇ／ｋｇ～１０Ｐｇ／ｋｇ、最も好ましくは０．１
Ｐｇ／ｋｇ～１Ｐｇ／ｋｇの単位剤形で、免疫化間に約１週間～６週間の間隔をおいて１
回～３回投与される。
【００３４】
　また、本発明の別の態様は本発明による医薬組成物、好ましくはワクチンを作製する方
法であって、配列番号１によるＯｒｆ１３配列を含むタンパク質、上記タンパク質とアミ
ノ酸レベルで少なくとも８０％同一なＯｒｆ１３の相同体、配列番号１による上記タンパ
ク質若しくは上記相同体に由来する免疫原性ペプチド、又は配列番号１若しくは上記相同
体のいずれかに特異的に結合する抗体若しくはその抗原断片の少なくとも１つを、上記に
記載の薬学的に許容可能な担体、希釈剤又はアジュバントと混合することを含む、方法に
関する。
【００３５】
　また、本発明の別の態様は、個体における細菌によって引き起こされる疾患若しくは病
態、及び／又は細菌感染症によって媒介される疾患及び症状、例えば細菌感染症、腸球菌
感染症、尿路感染症、菌血症、細菌性心内膜炎、腹膜炎、創傷感染症及び軟部組織感染症
、及び髄膜炎又は肺炎等の治療的治療又は予防的治療のための方法であって、上記個体に
治療的又は予防的な量の本発明による医薬組成物、好ましくはワクチンを投与することを
含む、方法に関する。好ましくは、上記疾患又は症状は腸球菌、ブドウ球菌又は連鎖球菌
、例えばエンテロコッカス・フェシウム、エンテロコッカス・フェカリス、スタフィロコ
ッカス・アウレウス又はストレプトコッカス・ピオゲネス等、特にそれらの抗生物質耐性
株、更に好ましくは複数の抗生物質に対して耐性を示す株、例えば多剤耐性のエンテロコ
ッカス・フェカリス、エンテロコッカス・フェシウム、シュードモナス・エルジノーサ、
ストレプトコッカス・ニューモニエ及びスタフィロコッカス・アウレウス、又はコアグラ
ーゼ陰性ブドウ球菌から選択される細菌によって引き起こされる。
【００３６】
　また、本発明の別の態様は細菌感染症、特に腸球菌感染症に対する免疫応答を脊椎動物
において誘導する方法であって、上記脊椎動物に免疫学的に有効な量の本発明による医薬
組成物、好ましくはワクチンを投与することを含む、方法に関する。
【００３７】
　筋肉内に、皮下に、又は吸入によって治療的に有効な量の本発明による医薬組成物、好
ましくはワクチンを上記脊椎動物に投与することを含む、本明細書に記載の治療及び／又
は予防法のための方法が好ましい。
【００３８】
　個体の免疫系の活性を改善する付加的な抗生物質及び／又は調製物から選択される活性
物質の投与を更に含む、本明細書に記載の治療及び／又は予防法のための方法が更に好ま
しい。
【００３９】
　また、本発明の別の態様は、抗菌物質をスクリーニングする方法であって、ａ）本発明
による単離ペプチド（すなわち、配列番号１によるＯｒｆ１３配列を含むタンパク質、上
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記タンパク質とアミノ酸レベルで少なくとも８０％同一なＯｒｆ１３の相同体、配列番号
１による上記タンパク質又は上記相同体に由来する免疫原性ペプチド）と、抗菌物質を含
有すると推測されるサンプルとを混合する工程と、ｂ）上記単離ペプチドと抗菌候補物質
との結合について混合物をモニタリングする工程とを含む、方法に関する。
【００４０】
　抗菌物質を単離及び合成するための好ましい一戦略は、（例えば蛍光標識、酵素標識、
質量標識（mass label）等を用いて）本発明による単離ペプチドを標識し、抗菌候補物質
と上記ペプチドとの相互作用（例えば結合）による標識の変化を測定することである。別
の代替形態は、例えばＯＲＦ１３のチャネル形成活性を阻害するために使用され得る、Ｏ
ＲＦ１３に結合するペプチドを同定することができるファージディスプレイアッセイであ
る。
【００４１】
　したがって、上記に記載のＯｒｆ１３又はその相同体によるチャネル形成に対する上記
抗菌候補物質の効果を判定する工程を更に含む、本発明による抗菌物質をスクリーニング
する方法が好ましい。
【００４２】
　また、本発明の更に別の態様は、サンプルにおける本発明によるＯｒｆ１３ペプチド（
抗原）又はその相同体（抗原）の存在を検出する診断アッセイであって、ａ）本発明によ
る抗体又はその断片と、Ｏｒｆ１３を含有すると推測されるサンプルとを混合する工程と
、ｂ）上記サンプルにおける上記Ｏｒｆ１３抗原と上記抗体又はその断片との結合につい
て混合物をモニタリングする工程とを含む、診断アッセイに関する。
【００４３】
　上記抗体又はその断片を固体マトリクスに固定化する、本発明による診断アッセイが好
ましい。抗体若しくはその断片、又はＯｒｆ１３ペプチド（抗原）若しくはその相同体（
抗原）の両方又は一方を、（例えば蛍光標識、酵素標識、質量標識等を用いて）診断のた
めに標識することができる。
【００４４】
　多耐性グラム陽性菌は、世界的に院内における継続的で高まりつつある脅威となってい
る。複雑な機構によってこれらの病原体が遺伝情報を交換することが可能となり、とりわ
け耐性決定因子の分布が、それらの院内集団発生及び地方的な蔓延を引き起こす傾向につ
ながる。本発明で提示したように、遺伝子交換に関与する非常に重要な要因の１つである
、いわゆるＩＶ型分泌系の特異的タンパク質は、多くの場合に治療不可能なこれらの感染
症に対抗するために現在利用することのできる弱点である。
【００４５】
　原型的なグラム陽性ＩＶ型分泌系はプラスミドｐＩＰ５０１上に存在し、導入領域の幾
つかのタンパク質がエシェリヒア・コリにおいて発現されている。ウサギ血清をＡＴＰア
ーゼ及び推定チャネル成分をコードする２つのタンパク質、すなわちＯＲＦ１０及びＯＲ
Ｆ１３に対して産生させた。このウサギ血清をオプソニン化貪食アッセイに使用したが、
ＯＲＦ１３に対して産生させた血清は、１０倍の希釈率で相同株に対して９９．２％の致
死を示した。漸増量の精製タンパク質による血清の吸着を用いると、この致死を最大４４
．５％まで阻害することができた。種々の種に由来する株のより大きなコレクションの試
験から、１つのバンコマイシン耐性スタフィロコッカス・アウレウス株及びＵＳＡ３００
　ＣＡ－ＭＲＳＡを含む、２／２（１００％）のエンテロコッカス・フェカリス、２／４
（５０％）のエンテロコッカス・フェシウム、及び５／５（１００％）のスタフィロコッ
カス・アウレウスが、抗ＯＲＦ１３によって１０倍の希釈率で効果的に死滅することが明
らかとなった。ウエスタンブロット分析によって、試験した３つのうち２つのエンテロコ
ッカス・フェカリス株、４つのうち３つのエンテロコッカス・フェシウム株、及び５つ全
てのスタフィロコッカス・アウレウス株のそれぞれにおける交差反応性タンパク質バンド
が実証され、これにより上記株における同様の状況が示される。相同株エンテロコッカス
・フェカリスＪＨ２－２ｐＩＰ５０１（Ｏｒｆ１３タンパク質を発現する）は、３７．５
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ｋＤａにバンドを示した。対照株とは異なり、全てのスタフィロコッカス・アウレウス株
が５０ｋＤａにバンドを示し、他の腸球菌株は５５ｋＤａのバンドを示した。マウス菌血
症モデルを用いた場合、ＯＲＦ１０に対する抗血清を与え、相同エンテロコッカス・フェ
カリス（正：E. faecalis）、並びにエンテロコッカス・フェシウム及びＣＡ－ＭＲＳＡ
株でチャレンジした動物と比較して、抗ＯＲＦ１３を与えた動物においてコロニー数の顕
著な減少が見られた。これらのデータから、ＯＲＦ１３がオプソニン抗原及び防御抗原の
標的であり、したがって多耐性グラム陽性病原体を標的とする広く交差防御性の有望なワ
クチン候補となることが実証される。
【００４６】
　他に規定のない限り、本明細書中で使用される全ての技術用語及び科学用語は、本発明
が属する技術分野の当業者に一般に理解されるものと同じ意味を有する。本明細書中で言
及される全ての刊行物、特許出願、特許及び他の参照文献は、その全体が引用することに
より本明細書の一部をなすものとする。抵触の場合には、定義を含む本明細書が優先され
る。加えて、材料、方法及び実施例は例示にすぎず、限定を意図するものではない。 
【図面の簡単な説明】
【００４７】
【図１】下記実施例によるオプソニン化貪食アッセイの結果を示す図である。白色のバー
：ＯＲＦ１３に対して産生させた未吸着の血清；黒色のバー：精製ＯＲＦ１３タンパク質
で吸着させた抗ＯＲＦ１３血清。図面訳% Killing　致死率（％）anti-Orf13　抗Ｏｒｆ
１３
【００４８】
　配列番号１は、ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号ＡＪ５０５８２３．１による、エン
テロコッカス・フェカリスプラスミドｐＩＰ５０１から単離されたＯｒｆ１３のアミノ酸
配列を示す。
【発明を実施するための形態】
【実施例】
【００４９】
材料及び方法：
　Ｏｒｆ１３は３２２個のアミノ酸からなり（分子量３７４７９．７６Ｄａ）、ｐＩは８
．８６である。ｏｒｆ１３を、アミノ末端７×Ｈｉｓタグを有するエシェリヒア・コリ発
現ベクターにクローニングし（非特許文献５）、過剰発現させ、アフィニティークロマト
グラフィーによって精製した（Goessweiner-Mohr, N., Grohmann, E., and Keller, W.、
未発表データ）。精製タンパク質を使用してウサギを免疫化した。ＯＲＦ７及びＯＲＦ１
０に対して同様に（正：similarly）調製した血清を対照として使用した。
【００５０】
　高度免疫ウサギ血清を、ヒトボランティアから調製した白血球、及び補体源として仔ウ
サギ血清を用いてオプソニン化貪食アッセイによって検査した（Theilacker et al. Mol 
Microbiol 2009）。未希釈の血清を使用する場合、抗ＯＲＦ７血清を用いると３７．７％
の致死が見られ、抗ＯＲＦ８血清及び抗ＯＲＦ１１血清を用いると致死は見られなかった
。しかしながら、ＯＲＦ１３に対する血清は８２．９％の致死をもたらした。エンテロコ
ッカス・フェカリス９型を対照として使用する場合（この株はＴ４ＳＳを含有しないこと
が既知であるため）、抗ＯＲＦ１３血清を用いても僅か１４％の致死しか観察されなかっ
た。
【００５１】
　特異性を確認するために、１０倍の血清希釈率を用い、様々な量の精製抗原を特異的阻
害剤として使用した。１００ｕｇの精製タンパク質による抗ＯＲＦ１３血清の前吸着（Pr
eabsorption）は４５％の阻害をもたらしたが、より少量の阻害タンパク質は、より低い
致死の阻害をもたらした（図１を参照されたい）。これらのデータから、ＯＲＦ１３がオ
プソニン抗体の標的であり、この精製タンパク質による吸着によってＯＲＦ１３に対して
産生させた高度免疫血清の致死能を排除可能であることが確認される。
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【００５２】
　加えて、Ｏｒｆ１３は、２つのエンテロコッカス・フェシウム株：Ｅ１６７９（カテー
テル先端分離株）及びエンテロコッカス・フェシウムプラスミドｐＶＥＦ３（タンパク質
ｐ５１）、５つのエンテロコッカス・フェカリス株：ＨＩＰ１１７０４（無名のプラスミ
ド）、エンテロコッカス・フェカリスＤＳ５（無名のプラスミド）、エンテロコッカス・
フェカリスＲＥ２５（プラスミドｐＲＥ２５、ｐＩＰ５０１とほぼ同一のＴ４ＳＳ）、エ
ンテロコッカス・フェカリスＤＳ５（プラスミドｐＡＭβ１）、並びに１つのストレプト
コッカス・ピオゲネス株（プラスミドｐＳＭ１９０３５）に相同体を有する（上記も参照
されたい）。したがって、ＯＲＦ１３は幾つかのエンテロコッカス・フェカリス株及びエ
ンテロコッカス・フェシウム株に存在すると考えられるため、例えば腸球菌等の病原性細
菌の能動免疫療法又は受動免疫療法のための有望なワクチン標的である。
【００５３】
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