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(57)【要約】
バイオフィルムを破壊するか、またはバイオフィルムを
生成する微生物感染を阻害、防止もしくは処置するため
の方法が開示され、上記方法は、1またはこれより多く
の改変ＨＭＧ－ｂｏｘ　１ドメインを有するポチペプチ
ドを、感染に罹患しているかまたは上記バイオフィルム
を有する被験体に投与することを包含する。上記バイオ
フィルムにおけるＤＮＡ足場に結合する微生物タンパク
質と競合させることによって、これらのポリペプチドは
、上記バイオフィルムを不安定にし、免疫系によるバイ
オフィルムの破壊および除去をもたらす。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓの群から選択される１またはこれより多くの置換
を含む、改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメイン。
【請求項２】
改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは前記置換Ｃ４５Ｓ
を含む、請求項１に記載の改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ド
メイン。
【請求項３】
前記改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、前記置換Ｃ
２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓを含む、請求項１に記載の改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉ
ｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメイン。
【請求項４】
請求項１～３のいずれか１項に記載の改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂ
ｏｘ　１ドメインをコードする、単離されたポリヌクレオチドもしくは組換えポリヌクレ
オチド。
【請求項５】
請求項４に記載の単離されたポリヌクレオチドもしくは組換えポリヌクレオチドを含む、
ベクター。
【請求項６】
有効量の、請求項１～３のいずれか１項に記載の改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒ
ｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインおよび／または請求項４に記載の単離されたポリヌクレオチ
ドもしくは組換えポリヌクレオチドおよび／または請求項５に記載のベクターを含む、組
成物。
【請求項７】
バイオフィルム中の微生物ＤＮＡへのデオキシリボ核酸Ｂ　ＩＩ（ＤＮＡＢＩＩ）ポリペ
プチドの結合を阻害するか、競合させるか、または力価測定するための方法であって、該
方法は、該バイオフィルム中の該微生物ＤＮＡと、有効量の、Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およ
びＣ１０６Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ　ｍ
ｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインを含む単離されたポリペプチドもしく
は組換えポリペプチドとを接触させる工程であって、それによって、該微生物ＤＮＡへの
該ＤＮＡＢＩＩポリペプチドの結合を阻害するか、競合させるか、または力価測定する工
程を包含する方法。
【請求項８】
改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、前記置換Ｃ４５
Ｓを含む、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
前記改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、前記置換Ｃ
２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓを含む、請求項７に記載の方法。
【請求項１０】
前記接触させる工程は、インビトロまたはインビボにおいてである、請求項７～９のいず
れか１項に記載の方法。
【請求項１１】
前記バイオフィルムは、Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ　ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａ、Ｅｎｔｅ
ｒｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐｐ．、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ、Ｋｌｅｂ
ｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ、Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｂａｕｍａｎｉｉ
、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅ
ｃｉｕｍ、尿路病原性Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ（ＵＰＥＣ）、無莢膜型Ｈａｅ
ｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ（ＮＴＨＩ）、Ａｇｇｒｅｇａｔｉｂａｃｔｅ
ｒ　ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｍｃｏｍｉｔａｎｓによって形成される、請求項７～１０



(3) JP 2020-513808 A 2020.5.21

10

20

30

40

50

のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
前記方法は、有効量の抗生物質を表面に投与する工程であって、必要に応じてコーティン
グする工程をさらに包含する、請求項７～１１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
表面上でのバイオフィルムの形成を防止するための方法であって、該方法は、該表面と、
有効量の、Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓの群から選択される１もしくはこれよ
り多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメイン
を含む単離されたポリペプチドもしくは組換えポリペプチドとを接触させる工程であって
、必要に応じてコーティングし、それによって、バイオフィルム形成の間に滲出した微生
物ＤＮＡへのＤＮＡＢＩＩポリペプチドの結合を阻害するか、競合させるか、または力価
測定する工程を包含する方法。
【請求項１４】
改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、前記置換Ｃ４５
Ｓを含む、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
前記改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、前記置換Ｃ
２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓを含む、請求項１３に記載の方法。
【請求項１６】
前記接触させる工程は、インビトロまたはインビボにおいてである、請求項１３～１５の
いずれか１項に記載の方法。
【請求項１７】
前記バイオフィルムは、Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ　ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａ、Ｅｎｔｅ
ｒｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐｐ．、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ、Ｋｌｅｂ
ｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ、Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｂａｕｍａｎｉｉ
、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅ
ｃｉｕｍ、尿路病原性Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ（ＵＰＥＣ）、無莢膜型Ｈａｅ
ｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ（ＮＴＨＩ）、Ａｇｇｒｅｇａｔｉｂａｃｔｅ
ｒ　ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｍｃｏｍｉｔａｎｓによって形成される、請求項１３～１
６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１８】
前記方法は、有効量の抗生物質を前記表面に投与する工程であって、必要に応じてコーテ
ィングする工程をさらに包含する、請求項１３～１７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１９】
バイオフィルムを生成する被験体において微生物感染を防止または処置するための方法で
あって、該方法は、有効量の、Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓの群から選択され
る１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－
ｂｏｘ　１ドメインを含む単離されたポリペプチドもしくは組換えポリペプチドを投与す
る工程であって、それによって、微生物ＤＮＡへのＤＮＡＢＩＩポリペプチドの結合を阻
害するか、競合させるかまたは力価測定する工程を包含する方法。
【請求項２０】
改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、前記置換Ｃ４５
Ｓを含む、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
前記改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、前記置換Ｃ
２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓを含む、請求項１９に記載の方法。
【請求項２２】
前記バイオフィルムは、Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ　ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａ、Ｅｎｔｅ
ｒｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐｐ．、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ、Ｋｌｅｂ
ｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ、Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｂａｕｍａｎｉｉ
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、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅ
ｃｉｕｍ、尿路病原性Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ（ＵＰＥＣ）、無莢膜型Ｈａｅ
ｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ（ＮＴＨＩ）、Ａｇｇｒｅｇａｔｉｂａｃｔｅ
ｒ　ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｍｃｏｍｉｔａｎｓによって形成される、請求項１９～２
１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２３】
前記方法は、有効量の抗生物質を前記表面に投与する工程であって、必要に応じてコーテ
ィングする工程をさらに包含する、請求項１９～２２のいずれか１項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願への相互参照
　本出願は、２０１７年３月１５日に出願された米国仮出願番号第６２／４７１，８３４
号への米国特許法第１１９条（ｅ）項の下の利益を主張しており、その内容は、その全体
が参考として本明細書によって援用される。
　背景
【０００２】
　ヒト身体中のバイオフィルムに残留する細菌は、全ての慢性／再発性疾患のうちの約２
／３の原因となる。これらのバイオフィルムは、しばしば、先天性免疫系および適応免疫
系を妨げるＤＮＡ、抗生物質および他の抗細菌薬剤から主に構成される外側の「スライム
」によって、そのバイオフィルムの内側の細菌へのアクセスを獲得することから保護され
る細菌から構成される。バイオフィルムは、身体から感染を一掃することを極めて困難に
する。さらに、バイオフィルムは、しばしば致死的な転帰を伴う急性感染の貯蔵庫として
作用し得る。
【０００３】
　ＤＮＡＢＩＩのタンパク質ファミリーに由来する少なくとも１種のタンパク質は、すべ
て公知のユーバクテリアにおいて見出され、細菌細胞の外側で天然に見出される。それら
タンパク質は、強い先天性免疫応答を誘発する一方で、宿主被験体は、感染の結果として
ファミリメンバーに対する特異的抗体を天然に生成できない。細菌バイオフィルムに伴う
大きな課題は、宿主免疫系および／または抗生物質および／または他の抗微生物物質（ａ
ｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓ）がそのバイオフィルム内で保護された細菌へのアクセスを
獲得できないことである。
【０００４】
　バイオフィルムは、産業の環境においても存在する。例えば、バイオフィルムは、生産
現場からガソリンスタンドの貯蔵タンクまでの石油プロセス課題の広い範囲に影響を及ぼ
す。現場では、硫酸還元バイオフィルム細菌が、硫化水素を生成する（サワーオイル）。
プロセスパイプラインでは、バイオフィルム活性は、フィルタおよび開口部を妨げるスラ
イムを発生させる。バイオフィルムおよびバイオフィルム生物はまた、パイプラインおよ
び石油プロセス装置の腐食を引き起こす。これらの課題は、オイルまたはガス生産施設全
体から、付着するおよび腐食性のバイオフィルム生物が最終製品貯蔵タンクの表面に見出
されてすらいる点まで現れ得る。
【０００５】
　家庭では、バイオフィルムは、微生物増殖を支持する任意の表面の中または表面上に（
例えば、配水管に、食品を用意する表面上に、トイレに、ならびにスイミングプールおよ
びスパに）見出される。
【０００６】
　バイオフィルムは、水処理（家庭用および産業用の両方）の広い範囲に影響を及ぼす。
それらは処理装置の表面上で増殖し得、装置の性能を妨げる（例えば、熱伝達の低下また
はフィルタおよび膜の詰まり）。冷却塔用充填材上で増殖するバイオフィルムは、その充
填材の崩壊を引き起こすに十分な重量を加え得る。バイオフィルムは、非常に特殊なステ
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ンレス鋼ですら腐食を引き起こす。水処理におけるバイオフィルムは、最終製品の価値を
低下させ得る。飲用水配水システム中で増殖するバイオフィルムは、水の審美的品質を低
下させる、潜在的に病原性生物、腐食生物または細菌の住処になっている可能性がある。
【０００７】
　従って、バイオフィルムの保護バリアを破壊して、関連する細菌感染を処置もしくは死
滅させ、そしてそれらを表面および水システムから一掃する必要性が存在する。本発明は
、この必要性を満たし、関連する利点も提供する。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　要旨
　ＨＭＧＢ１（真核生物タンパク質（ｅｕｋｙｏｔｉｃ　ｐｒｏｔｅｉｎ））は、非ヒス
トンクロマチンタンパク質として、４０年前に発見された（Ｇｏｏｄｗｉｎら．　１９７
３）。ＨＭＧＢ１は、ＤＮＡに結合するその能力によって、ＤＮＡ複製、修復および遺伝
子調節を含む、核タンパク質相互作用の全領域における構成要素として機能する遍在的に
発現される核タンパク質である。それはまた、種々のがん、オートファジー（Ｔａｎｇら
．　２０１１）および非標準の分泌経路（Ｌｅｅら．　２０１０）においてタンパク質－
タンパク質相互作用を促進する。ＨＭＧＢ１は主に核に存在するが、それは、いくつかの
細胞タイプ（活性化免疫細胞（マクロファージ、単球、好中球、樹状細胞およびナチュラ
ルキラー細胞）、上皮細胞および線維芽細胞を含む）によって、細胞外空間へと分泌およ
び／または放出され得る（Ｙａｎｇら．　２００７）。細胞外ＨＭＧＢ１は、サイトカイ
ン誘導、ケモカイン様、および血管新生促進機能を示す（Ｍｅｌｌｏｎｉら．　１９９５
ａ；　１９９５ｂ；　Ｐｉｓｔｏｉａ　ａｎｄ　Ｒａｆｆａｇｈｅｌｌｏ　２０１１）　
（Ｒａｎｚａｔｏら．　２００９）　（Ａｂｒａｈａｍら．　２０００；　Ａｇｎｅｌｌ
ｏら．　２００２）　（Ｍａｒｄｅｎｔｅら．　２０１２）　（Ｗａｎｇら．　１９９９
）。それはまた、細菌殺滅（Ｇｏｎｇら．　２００９；　Ｚｅｔｔｅｒｓｔｒｏｍら．　
２００６）、および細胞老化（Ｄａｖａｌｏｓら．　２０１３）に関与する。ＨＭＧＢ１
は、微生物感染と戦うために、好中球によって放出される好中球細胞外トラップ（ＮＥＴ
ｓ）と会合する。
【０００９】
　抗生物質は、細菌感染の処置の第１選択肢である。バイオフィルムは、すべての細菌感
染のうちのおよそ８０％についての必要な構成要素であり、感染性疾患の慢性および再発
性の性質に強く影響を及ぼす。また、バイオフィルムの中の細菌は、抗生物質に対する耐
性が最大１０００倍超である。バイオフィルム媒介性細菌感染の慢性および再発性の性質
は、抗生物質の過剰な使用を要求し、このことは、次に、多数の抗生物質に耐性のある細
菌の冷静にならざるを得ない出現をもたらしている。抗生物質の過剰な使用の結果として
のこの困惑させるような付随的なダメージは、抗生物質療法の失敗および感染を処置する
困難／不能を生じる。また、抗生物質の重大な副作用は、二次感染を生じ得る片利共生微
生物叢に負の影響を及ぼすことである。
【００１０】
　ＨＭＧＢ１は、２つのタンデムＤＮＡ結合ドメイン（ＡおよびＢボックス）、および高
度に酸性のＣ末端テールを有する。ＨＭＧＢ１はモノマーとして機能し、その２つのタン
デムＤＮＡ結合ドメインを使用して、ＤＮＡ副溝の中に結合し、ＤＮＡを曲げる。ＨＭＧ
Ｂ１はまた、浮遊状態の細菌に対して抗微生物活性を有する約３０の酸性アミノ酸残基か
らなるＣ末端ドメインを有する（Ｇｏｎｇら．　２００９）。出願人は、ＤＮＡに結合し
、これを曲げるＤＮＡＢＩＩタンパク質が、多数のヒト病原体によって形成されるバイオ
フィルムの構造に不可欠であることを以前に示した（Ｂｒａｎｄｓｔｅｔｔｅｒら．　２
０１３；　Ｂｒｏｃｋｓｏｎら．　２０１４；　Ｄｅｖａｒａｊら．　２０１５；　Ｆｒ
ｅｉｒｅら．　２０１６；　Ｇｏｏｄｍａｎら．　２０１１；　Ｇｕｓｔａｖｅら．　２
０１３；　Ｉｄｉｃｕｌａら．　２０１６；　Ｊｕｓｔｉｃｅら．　２０１２；　Ｎｏｖ
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ｏｔｎｙら．　２０１３ａ；　Ｎｏｖｏｔｎｙら．　２０１６；　Ｒｏｃｃｏら．　２０
１６）。ＨＭＧＢ１は、ＤＮＡＢＩＩタンパク質と配列相同性または構造相同性を共有し
ないが、いくつかの細菌の機能に関してはインビトロでＤＮＡＢＩＩタンパク質を置き換
えることが示された（Ｐａｕｌｌら．　１９９３；　Ｓｅｇａｌｌら．　１９９４）。出
願人は、ＤＮＡＢＩＩタンパク質がバイオフィルムのｅＤＮＡ依存性細胞外マトリクスを
安定化する一方で、組換えＨＭＧＢ１（ｒＨＭＧＢ１）がインビトロで予め形成された細
菌バイオフィルムを破壊し（表１）、中耳炎（ＯＭ）の実験モデルにおいてＮＴＨＩバイ
オフィルムをチンチラの中耳から一掃し（図１Ａ～１Ｂ）、低減した細菌負荷を直接的に
生じる、マウス気道におけるＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ　ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａバイオ
フィルム発生を阻害する（図２Ａ～２Ｄ）ことを示した。
【００１１】
　ｒＨＭＧＢ１は、バイオフィルムをインビトロおよびインビボで破壊するにあたって有
効であると示されたが、潜在的には宿主に対して有害であり得る強い炎症応答を誘導する
ことも、詳細に示されている。アセチル化、リン酸化、メチル化、グリコシル化、ＡＤＰ
リボシル化、およびシステイン残基の酸化を含むいくつかの翻訳後修飾（ＰＴＭ）は、Ｈ
ＭＧＢ１に関して、その位置（核、細胞質または細胞外）、機能、およびＤＮＡに結合す
る能力を調節することが記載されている（総説（Ｋａｎｇら．　２０１４））。ヒトＨＭ
ＧＢ１は、３個のシステイン残基を２３位、４５位、および１０６位に含み、そのシステ
イン残基の酸化は、その炎症特性に影響を与える（Ｋａｚａｍａら．　２００８）。Ｃ１
０６チオール基およびＣ２３－Ｃ４５ジスルフィド結合を含むＨＭＧＢ１は炎症の引き金
となる一方で、末端が酸化したシステインは、炎症の消散を促進する（Ｙａｎｇら．　２
０１２）。
【００１２】
　本明細書で開示される局面は、Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓの群から選択さ
れる１もしくはこれより多くまたはすべての置換を含む改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ
　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメイン、上記改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ
－ｂｏｘ　１ドメインをコードする単離されたポリヌクレオチドもしくは組換えポリヌク
レオチド、その単離されたポリヌクレオチドもしくは組換えポリヌクレオチドを含むベク
ター、ならびに有効量の、改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ド
メインおよび／または前述の単離されたポリヌクレオチドもしくは組換えポリヌクレオチ
ドおよび／または前述のベクターを含む組成物に関する。いくつかの実施形態において、
上記改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、上記置換Ｃ
４５Ｓを含む。いくつかの実施形態において、上記改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇ
ｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、上記置換Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓを含
む。
【００１３】
　出願人は、Ｃ４５Ｓ組換えＨＭＧＢ１または改変ＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）（「ｍＨＭＧ
Ｂ１（Ｃ４５Ｓ）」）が、既存のバイオフィルムを、インビトロおよびインビボ（２つの
哺乳動物モデルにおいて）の両方で破壊することを示したことを本明細書で示す。インビ
ボでバイオフィルムから浮遊状態へと多量の細菌を分散させることは、目下これらの浮遊
細菌が、潜在的な第２部位の感染を生じる前にはアクセスを有しなかった他の部位へのア
クセスを獲得できる可能性があるという点で潜在的な欠点を有し得る。また、この分散効
果は、敗血症を生じ得る。これらの転帰のいずれも、ｍＨＭＧＢ１では観察されておらず
、バイオフィルム感染の部位に依存して、これらの潜在的落とし穴に議論の余地があり得
るという事実に加えて、これらの潜在的な制限を回避する手段が存在する。
【００１４】
　さらなる局面は、バイオフィルム中の微生物ＤＮＡへのデオキシリボ核酸Ｂ　ＩＩ（Ｄ
ＮＡＢＩＩ）ポリペプチドの結合を阻害するか、競合させるかまたは力価測定するための
方法に関し、上記方法は、上記バイオフィルム中の微生物ＤＮＡと有効量の、Ｃ２３Ｓ、
Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改
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変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインを含む単離されたポリ
ペプチドもしくは組換えポリペプチドまたは上記で開示される組成物のうちのいずれか１
つもしくはこれより多くと接触させる工程であって、それによって、上記微生物ＤＮＡへ
のＤＮＡＢＩＩポリペプチドの結合を阻害するか、競合させるかまたは力価測定する工程
を包含するか、または代わりに上記工程から本質的になるか、またはなおさらに上記工程
からなる。いくつかの実施形態において、上記改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏ
ｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、上記置換Ｃ４５Ｓを含む。いくつかの実施形態において、
上記改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、上記置換Ｃ
２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓのうちの１もしくはこれより多く、またはすべてを
含む。いくつかの実施形態において、上記接触させる工程は、インビトロまたはインビボ
においてである。いくつかの実施形態において、上記バイオフィルムは、Ｂｕｒｋｈｏｌ
ｄｅｒｉａ　ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａ、Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐｐ．、Ｓｔａｐ
ｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ、
Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｂａｕｍａｎｉｉ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇ
ｉｎｏｓａ、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃｉｕｍ、尿路病原性Ｅｓｃｈｅｒｉｃ
ｈｉａ　ｃｏｌｉ（ＵＰＥＣ）、無莢膜型Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａ
ｅ（ＮＴＨＩ）、Ａｇｇｒｅｇａｔｉｂａｃｔｅｒ　ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｍｃｏｍ
ｉｔａｎｓによって形成される。いくつかの実施形態において、上記方法は、必要性のあ
る被験体に、有効量の抗生物質を表面に投与する工程であって、必要に応じてコーティン
グする工程をさらに包含するか、または代わりに上記工程から本質的になるか、またはな
おさらに上記工程からなる。
【００１５】
　なおさらなる局面は、表面上のバイオフィルムの形成を防止するための方法に関し、上
記方法は、上記表面と、有効量の、Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓの群から選択
される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕ
ｐ－ｂｏｘ　１ドメインを含む単離されたポリペプチドもしくは組換えポリペプチドまた
は上記で開示される組成物のうちのいずれか１つもしくはこれより多くとを接触させる工
程であって、必要に応じてコーティングし、それによって、バイオフィルム形成の間に微
生物ＤＮＡへのＤＮＡＢＩＩポリペプチドの結合を阻害するか、競合させるかまたは力価
測定する工程を包含するか、または代わりに上記工程から本質的になるか、またはなおさ
らに上記工程からなる。いくつかの実施形態において、上記改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉ
ｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、上記置換Ｃ４５Ｓを含む。いくつかの実施形
態において、上記改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは
、上記置換Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓを含む。いくつかの実施形態において
、上記バイオフィルムは、Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ　ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａ、Ｅｎｔ
ｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐｐ．、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ、Ｋｌｅ
ｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ、Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｂａｕｍａｎｉ
ｉ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａ
ｅｃｉｕｍ、尿路病原性Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ（ＵＰＥＣ）、無莢膜型Ｈａ
ｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ（ＮＴＨＩ）、Ａｇｇｒｅｇａｔｉｂａｃｔ
ｅｒ　ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｍｃｏｍｉｔａｎｓによって形成される。いくつかの実
施形態において、上記方法は有効量の抗生物質を上記表面に投与する工程であって、必要
に応じてコーティングする工程をさらに包含するか、または代わりに上記工程から本質的
になるか、またはなおさらに上記工程からなる。
【００１６】
　さらなる局面は、バイオフィルムを生成する被験体において微生物感染を防止または処
置するための方法に関し、上記方法は、有効量の、Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６
Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉ
ｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインを含む単離されたポリペプチドもしくは組換えポ
リペプチドまたは上記で開示される組成物のうちのいずれか１つもしくはこれより多くを
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投与する工程であって、それによって、微生物ＤＮＡへのＤＮＡＢＩＩポリペプチドの結
合を、阻害するか、競合させるか、または力価測定する工程を包含するか、または代わり
に上記工程から本質的になるか、またはなおさらに上記工程からなる。いくつかの実施形
態において、上記改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは
、上記置換Ｃ４５Ｓを含む。いくつかの実施形態において、上記改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉ
ｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、上記改変Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ
１０６Ｓを含む。いくつかの実施形態において、上記バイオフィルムは、Ｂｕｒｋｈｏｌ
ｄｅｒｉａ　ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａ、Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐｐ．、Ｓｔａｐ
ｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ、
Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｂａｕｍａｎｉｉ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇ
ｉｎｏｓａ、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃｉｕｍ、尿路病原性Ｅｓｃｈｅｒｉｃ
ｈｉａ　ｃｏｌｉ（ＵＰＥＣ）、無莢膜型Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａ
ｅ（ＮＴＨＩ）、Ａｇｇｒｅｇａｔｉｂａｃｔｅｒ　ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｍｃｏｍ
ｉｔａｎｓによって形成される。いくつかの実施形態において、上記方法は、有効量の抗
生物質を投与する工程をさらに包含するか、または代わりに上記工程から本質的になるか
、またはなおさらに上記工程からなる。
【００１７】
　改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインに対する等価物の
中には、改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ　ｂｏｘ　１のＣ２３Ｓ、Ｃ４５
Ｓ、およびＣ１０６Ｓに相当する１またはこれより多くのアミノ酸位置においてシステイ
ンからセリンへの置換を含む、改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　
２、改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　３、および改変ｈｉｇｈ　
ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　４があることは認識される。改変ｈｉｇｈ　ｍ
ｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　２に関しては、その相当するシステイン残基は、
２３位、４５位、および１０６位において見出される；改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ
　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　３に関しては、その相当するシステイン残基は、２３位、４５位
、および１０４位において見出される；そして改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏ
ｕｐ－ｂｏｘ　４に関しては、その相当するシステイン残基は、４５位、１０４位、１６
４位、および１７８位において見出される。従って、出願人は、Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、お
よびＣ１０６Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ　
ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１に関して開示される前述の局面が、その言及
される位置において１またはこれより多くのシステインからセリンへの置換を有する前述
のｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ種（例えば、Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、
およびＣ１０６Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ
　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　２；Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０４Ｓ
の群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔ
ｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　３；ならびにＣ４５Ｓ、Ｃ１０４Ｓ、Ｃ１６４Ｓ、およびＣ１
７８Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉ
ｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　４）に等しく適用可能であると考える。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】図１Ａ～１Ｂは、ｒＨＭＧＢ１およびｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）が確立された実
験的ＯＭ動物モデルにおいて細菌クリアランスを促進することを示す。希釈剤、５μｇ　
ｒＨＭＧＢ１、または５μｇ　ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）を、ＮＴＨＩに感染して４日後
および５日後のチンチラの中耳に直接送達した。動物を２４時間後に屠殺し、彼らの中耳
を画像化し（図１Ａ）、図１Ａの下に記載される基準に基づいて盲検的にスコア付けした
（図１Ｂ）。バーは、ＳＥＭを表す。＊＊＊Ｐ＜０．００１。画像およびスコア付けは、
ＨＭＧＢ１が、予め形成されたＮＴＨＩバイオフィルムをインビボで一掃し得たことを示
す。
【００１９】
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【図２－１】図２Ａ～２Ｄは、ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）が細菌クリアランスを促進し、
Ｂ．ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａに感染したマウスの気道において炎症応答を増大させないこ
とを示す。Ｃ５７ＢＬ／６マウスに、１０７　ＣＦＵ（ｉ．ｔ．）を感染させ、同時に、
ｒＨＭＧＢ１またはｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）を与えた。１８時間後、（図２Ａ）　Ｂ．
ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａ　ＣＦＵをＢＡＬにおいて定量し、（図２Ｂ）肺へと浸潤する全
宿主細胞を、ＢＡＬにおいて計数し、（図２Ｃ）ＢＡＬ細胞を、抗ＣＤ４５、ＣＤ１１ｂ
およびＬｙ－６Ｇで染色して、好中球移動を測定した。バーは標準偏差を表す。＊Ｐ＜０
．０５；＊＊Ｐ＜０．００５。（図２Ｄ）７２　ｈｐｉで肺を集めた。組織を固定し、パ
ラフィン中に包埋し、切片にし、Ｈ＆Ｅで染色した。すべてのパネルは、１０×倍率を示
す。ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）処置は、ｒＨＭＧＢ１と比較して、Ｂ．ｃｅｎｏｃｅｐａ
ｃｉａ　ＣＦＵおよびインビボでの炎症性細胞浸潤において有意な減少を生じたことに注
意のこと。
【図２－２】図２Ａ～２Ｄは、ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）が細菌クリアランスを促進し、
Ｂ．ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａに感染したマウスの気道において炎症応答を増大させないこ
とを示す。Ｃ５７ＢＬ／６マウスに、１０７　ＣＦＵ（ｉ．ｔ．）を感染させ、同時に、
ｒＨＭＧＢ１またはｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）を与えた。１８時間後、（図２Ａ）　Ｂ．
ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａ　ＣＦＵをＢＡＬにおいて定量し、（図２Ｂ）肺へと浸潤する全
宿主細胞を、ＢＡＬにおいて計数し、（図２Ｃ）ＢＡＬ細胞を、抗ＣＤ４５、ＣＤ１１ｂ
およびＬｙ－６Ｇで染色して、好中球移動を測定した。バーは標準偏差を表す。＊Ｐ＜０
．０５；＊＊Ｐ＜０．００５。（図２Ｄ）７２　ｈｐｉで肺を集めた。組織を固定し、パ
ラフィン中に包埋し、切片にし、Ｈ＆Ｅで染色した。すべてのパネルは、１０×倍率を示
す。ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）処置は、ｒＨＭＧＢ１と比較して、Ｂ．ｃｅｎｏｃｅｐａ
ｃｉａ　ＣＦＵおよびインビボでの炎症性細胞浸潤において有意な減少を生じたことに注
意のこと。
【００２０】
【図３】図３は、ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）が腹腔において好中球移動を促進しないこと
を示す。Ｃ５７ＢＬ／６マウスの腹腔に、４％　チオグリコレート、ｒＨＭＧＢ１、また
はｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）を注射した。その腹膜滲出物内の細胞を、抗ＣＤ４５、ＣＤ
１１ｂおよびＬｙ－６Ｇで染色して、腹腔（ＰＣ）中の全好中球数を決定した。バーはＳ
ＥＭを表す。＊Ｐ＜０．０５。ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）は、ｒＨＭＧＢ１の炎症性活性
を欠くことに注意のこと。
【００２１】
【図４】図４は、細菌性病原体に対するＨＭＧＢ１改変体の抗バイオフィルム効果を示す
。示したＨＭＧＢ１アイソフォーム（２００ｎＭ）を、２４時間でそれぞれのインビトロ
で形成した細菌バイオフィルムに添加した。接種して１６時間後に、バイオフィルムをＬ
ＩＶＥ／ＤＥＡＤ（登録商標）で染色し、次いで、ＣＬＳＭを介して可視化した。画像を
Ｃｏｍｓｔａｔによって分析して、平均厚およびバイオマスを計算した。ＵＰＥＣの代表
画像を（図４Ａ）に示す。コントロールと比較した平均厚のパーセント変化を、（図４Ｃ
）に示す。８００ｎＭ　ｒＨＭＧＢ１および２００ｎＭ　ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）を、
Ｓ．ａｕｒｅｕｓ（ＥＳＫＡＰＥ）バイオフィルム処理に使用した。８００ｎＭ　ｒＨＭ
ＧＢ１およびｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）を、Ｅ．ｆａｅｃｉｕｍ（ＥＳＫＡＰＥ）バイオ
フィルムの処理に使用した。これらを、１６時間のものとは対照的に、それぞれのタンパ
ク質とともに１時間インキュベートした。バイオマス（示さず）は、同一の傾向を示した
。バーはＳＥＭを表す。コントロールと比較した統計的有意差は、対応のないｔ検定で評
価した（＊Ｐ＜０．０５）。ＨＭＧＢ１およびその改変体は、確立されたバイオフィルム
を有意に破壊できた。
【００２２】
【図５－１】図５は、ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）が、抗生物質媒介性殺滅を強化すること
を示す。Ｂ．ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａバイオフィルムを２４時間にわたって予め形成し、
次いで、ミノサイクリン（１ｍｇ／ｍｌ）、ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）（２００ｎＭ）、
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またはｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）（２００ｎＭ）＋ミノサイクリン（１ｍｇ／ｍｌ）とと
もに１６時間にわたってインキュベートした。バイオフィルムを、ＬＩＶＥ／ＤＥＡＤ（
登録商標）で染色し、ＣＬＳＭを介して画像化した。生細胞は、各画像の上半分に示され
、死細胞は、各画像の下半分に示される。ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）およびミノサイクリ
ンの両方の存在下でのみ死細胞が増大することに注意のこと。
【図５－２】図５は、ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）が、抗生物質媒介性殺滅を強化すること
を示す。Ｂ．ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａバイオフィルムを２４時間にわたって予め形成し、
次いで、ミノサイクリン（１ｍｇ／ｍｌ）、ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）（２００ｎＭ）、
またはｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）（２００ｎＭ）＋ミノサイクリン（１ｍｇ／ｍｌ）とと
もに１６時間にわたってインキュベートした。バイオフィルムを、ＬＩＶＥ／ＤＥＡＤ（
登録商標）で染色し、ＣＬＳＭを介して画像化した。生細胞は、各画像の上半分に示され
、死細胞は、各画像の下半分に示される。ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）およびミノサイクリ
ンの両方の存在下でのみ死細胞が増大することに注意のこと。
【００２３】
【図６】図６は、ｒＨＭＧＢ１およびｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）が、実験的ＯＭ動物モデ
ルにおいてバイオフィルム消散を促進することを示す。希釈剤または５μｇ　ｒＨＭＧＢ
１もしくはｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）を、ＮＴＨＩに感染して４日後および５日後のチン
チラの中耳に直接送達した。動物を２４時間後に屠殺し、彼らの中耳を画像化し（図６Ａ
）、（図６Ａ）の下に記載される基準に基づいて盲検的にスコア付けした（図６Ｂ）。バ
ーはＳＥＭを表す。＊＊＊Ｐ＜０．００１。画像およびスコア付けは、ＨＭＧＢ１が予め
形成したＮＴＨＩバイオフィルムのクリアランスをインビボで促進したことを示す。
【００２４】
【図７】図７は、ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）が細菌クリアランスを促進するが、Ｂ．ｃｅ
ｎｏｃｅｐａｃｉａに感染したマウスにおいて気道炎症を増大させないことを示す。Ｃ５
７ＢＬ／６マウスに、１０７　ＣＦＵ（ｉ．ｔ．）を感染させ、同時に、５ｍｇ　ｒＨＭ
ＧＢ１またはｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）を与えた。（図７Ａ）Ｂ．ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉ
ａの凝集物がα－Ｂ．ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａ抗体でプローブした切片において蛍光顕微
鏡によって見えた。１８時間後、（図７Ｂ）ＣＦＵをＢＡＬにおいて定量し、（図７Ｃ）
ＢＡＬ細胞を、α－ＣＤ４５、ＣＤ１１ｂ、およびＬｙ－６Ｇで染色して、好中球移動を
測定した。バーはＳＤを表す。＊Ｐ＜０．０５。（図７Ｄ）７２ｈｐｉで集めた肺組織を
固定し、パラフィン中に包埋し、切片にし、Ｈ＆Ｅで染色した。１０×倍率。ｍＨＭＧＢ
１（Ｃ４５Ｓ）処理は、ｒＨＭＧＢ１と比較して、インビボで、Ｂ．ｃｅｎｏｃｅｐａｃ
ｉａ　ＣＦＵおよび炎症性細胞浸潤における有意な減少を生じた。
【発明を実施するための形態】
【００２５】
　詳細な説明
　定義
　別段定義されなければ、本明細書で使用されるすべての技術用語および科学用語は、本
発明が属する分野の当業者によって一般に理解されるものと同じ意味を有する。本明細書
で記載されるものに類似または等価な任意の材料および方法が本発明の実施または試験に
おいて使用され得るが、好ましい方法、デバイスおよび材料がここで記載される。本明細
書で引用されるすべての技術的刊行物および特許公報は、それらの全体において本明細書
に参考として援用される。本発明が、先行技術のために、このような開示に先立つ権利が
ないという承認として解釈されるべきものは、本明細書中に存在しない。例えば、Ｇｒｅ
ｅｎ　ａｎｄ　Ｓａｍｂｒｏｏｋ編（２０１２）　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ
：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，　第４版；シリーズ　Ａｕｓｕｂｅｌら
編（２０１５）　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂ
ｉｏｌｏｇｙ；シリーズ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　（Ａｃａｄｅ
ｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｉｎｃ．，　Ｎ．Ｙ．）；ＭａｃＰｈｅｒｓｏｎら（２０１５）
　ＰＣＲ　１：　Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ　（ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ　
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ａｔ　Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ）；ＭａｃＰｈｅｒｓｏｎら（
１９９５）　ＰＣＲ　２：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ；ＭｃＰｈｅｒｓ
ｏｎら（２００６）　ＰＣＲ：　Ｔｈｅ　Ｂａｓｉｃｓ　（Ｇａｒｌａｎｄ　Ｓｃｉｅｎ
ｃｅ）；Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ編（１９９９）　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，　Ａ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ；Ｇｒｅｅｎｆｉｅｌｄ編（２０１４）　Ａｎｔ
ｉｂｏｄｉｅｓ，　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ；Ｆｒｅｓｈｎｅｙ（２０
１０）　Ｃｕｌｔｕｒｅ　ｏｆ　Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌｓ：　Ａ　Ｍａｎｕａｌ　ｏｆ
　Ｂａｓｉｃ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ，　第６版；Ｇａｉｔ編（１９８４）　Ｏｌｉｇｏｎ
ｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ；米国特許第４，６８３，１９５号；Ｈａｍｅ
ｓ　ａｎｄ　Ｈｉｇｇｉｎｓ編（１９８４）　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄ
ｉｚａｔｉｏｎ；　Ａｎｄｅｒｓｏｎ　（１９９９）　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙ
ｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ；Ｈｅｒｄｅｗｉｊｎ編（２００５）　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏ
ｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ：　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ
；Ｈａｍｅｓ　ａｎｄ　Ｈｉｇｇｉｎｓ編（１９８４）　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　
ａｎｄ　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ；Ｂｕｚｄｉｎ　ａｎｄ　Ｌｕｋｙａｎｏｖ編（２００
７）　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ：　Ｍｏｄｅｒｎ　Ａ
ｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ；Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　Ｃｅｌｌｓ　ａｎｄ　Ｅｎｚｙｍｅ
ｓ（ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ　（１９８６））；Ｇｒａｎｄｉ編（２００７）　Ｉｎ　Ｖｉｔ
ｒｏ　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ　Ｐｒｏｔｏｃｏ
ｌｓ，　第２版；Ｇｕｉｓａｎ編（２００６）　Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　
Ｅｎｚｙｍｅｓ　ａｎｄ　Ｃｅｌｌｓ；Ｐｅｒｂａｌ（１９８８）　Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃ
ａｌ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，　第２版；Ｍｉｌｌｅ
ｒ　ａｎｄ　Ｃａｌｏｓ編（１９８７）　Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ　Ｖｅｃｔｏｒｓ
　ｆｏｒ　Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌｓ　（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ）；Ｍａｋｒｉｄｅｓ編（２００３）　Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆ
ｅｒ　ａｎｄ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌｓ；Ｍａｙ
ｅｒ　ａｎｄ　Ｗａｌｋｅｒ編（１９８７）　Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｍｅｔｈ
ｏｄｓ　ｉｎ　Ｃｅｌｌ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　（Ａｃａｄｅ
ｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｌｏｎｄｏｎ）；Ｌｕｎｄｂｌａｄ　ａｎｄ　Ｍａｃｄｏｎａｌ
ｄ編（２０１０）　Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　第４版；およびＨｅｒｚｅｎｂｅｒｇら編（１９９
６）　Ｗｅｉｒ’ｓ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎ
ｏｌｏｇｙ，　第５版；ならびに出願時に入手可能であったこれら各々の最新の版を参照
のこと。
【００２６】
　全ての数値の指定（例えば、ｐＨ、温度、時間、濃度および分子量（範囲を含む））は
、（＋）または（－）に１．０または０．１の増分が変動する、適切な場合には、または
代わりに±１５％、または代わりに１０％、または代わりに５％、または代わりに２％が
変動する近似値である。常に明示的に述べられているわけではないが、全ての数値の指定
の前に用語「約（ａｂｏｕｔ）」があることは、理解されるべきである。常に明示的に述
べられているわけではないが、本明細書で記載される試薬が例示に過ぎず、このようなも
のの等価物が当該分野で公知であることも、同様に理解されるべきである。
【００２７】
　本明細書および請求項において使用される場合、単数形「１つの、ある（ａ）」、「１
つの、ある（ａｎ）」および「上記、この、その（ｔｈｅ）」とは、状況が別段明らかに
指さなければ、複数形への言及を含む。例えば、用語「１つのポリペプチド（ａ　ｐｏｌ
ｙｐｅｐｔｉｄｅ）」は、その混合物を含め、複数のポリペプチドを含む。
【００２８】
　本明細書で使用される場合、用語「含む、包含する（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」とは、
組成物および方法が記載された要素を含むが、他を排除しないことを意味することが意図
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される。組成物および方法を定義するために使用される場合の「から本質的になる（ｃｏ
ｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｅｓｓｅｎｔｉａｌｌｙ　ｏｆ）」とは、その意図された使用に関す
る組み合わせにとって、いかなる本質的な重要性な他の要素をも排除することを意味する
ものとする。従って、本明細書で定義されるとおりの要素から本質的になる組成物は、単
離法および精製法に由来する微量の夾雑物および薬学的に受容可能なキャリア（例えば、
リン酸緩衝化生理食塩水、保存剤など）を排除しない。「からなる（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎ
ｇ　ｏｆ）」とは、本発明の組成物を投与するための他の成分の微量の要素および実質的
な方法の工程を超えるものを排除することを意味するものとする。これらの移行句の各々
によって定義される実施形態は、本発明の範囲内である。
【００２９】
　「バイオフィルム（ｂｉｏｆｉｌｍ）」とは、微生物の薄い層もしくは組織化された群
衆であって、それらが分泌および／または放出するポリマー（例えば、ＤＮＡ）と一緒に
、ときに構造（これは有機性または無機性であり得る）の表面に接着し得るものを意図す
る。そのバイオフィルムは、微生物剤（ｍｉｃｒｏｂｉｏｔｉｃｓ）および抗微生物薬剤
に非常に耐性である。それらは、歯肉組織、歯および修復物上に住み、う蝕および歯周病
（歯周プラーク病としても公知）を引き起こす。それらはまた、慢性中耳感染を引き起こ
す。バイオフィルムはまた、歯科インプラント、ステント、カテーテルラインおよびコン
タクトレンズの表面に形成され得る。それらは、ペースメーカー、心臓弁置換物、人工関
節および他の外科的インプラント上で増殖し得る。米国疾病予防管理センターは、院内（
病院で獲得した）感染のうちの６５％超がバイオフィルムによって引き起こされると概算
する。真菌バイオフィルムはまた頻繁に、医療用デバイスを汚染する。それらは、慢性的
な腟感染を引き起こし、免疫系を障害された人々において生命を脅かす全身感染をもたら
す。バイオフィルムはまた、多くの疾患に関与する。たとえば、嚢胞性線維症患者は、抗
生物質耐性バイオフィルムをしばしば生じるＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ感染を有する。
【００３０】
　「ＤＮＡＢＩＩポリペプチドまたはタンパク質（ＤＮＡＢＩＩ　ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄ
ｅ　ｏｒ　ｐｒｏｔｅｉｎ）」とは、ＤＮＡ結合ドメインから構成され、従って、ＤＮＡ
に特異的または一般的な親和性を有するＤＮＡ結合タンパク質またはポリペプチドを意図
する。一局面において、それらは、副溝においてＤＮＡに結合する。ＤＮＡＢＩＩタンパ
ク質の非限定的な例としては、組み込み宿主因子（ＩＨＦ）タンパク質およびＥ．ｃｏｌ
ｉ株Ｕ９３に由来するヒストン様タンパク質（ＨＵ）である。バイオフィルムと関連し得
る他のＤＮＡ結合タンパク質としては、ＤＰＳ（Ｇｅｎｂａｎｋアクセッション番号：Ｃ
ＡＡ４９１６９）、Ｈ－ＮＳ（Ｇｅｎｂａｎｋアクセッション番号：ＣＡＡ４７７４０）
、Ｈｆｑ（Ｇｅｎｂａｎｋアクセッション番号：ＡＣＥ６３２５６）、ＣｂｐＡ（Ｇｅｎ
ｂａｎｋアクセッション番号：ＢＡＡ０３９５０）およびＣｂｐＢ（Ｇｅｎｂａｎｋアク
セッション番号：ＮＰ＿４１８８１３）が挙げられる。
【００３１】
　「組み込み宿主因子（ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ　ｈｏｓｔ　ｆａｃｔｏｒ）」または「
ＩＨＦ」タンパク質とは、それらのＤＮＡを宿主細菌の中に組み込むためにバクテリオフ
ァージによって使用される細菌タンパク質である。これらは、遺伝的組換えにおいて、な
らびに転写および翻訳調節において機能するＤＮＡ結合タンパク質である。それらはまた
、細胞外微生物ＤＮＡに結合する。Ｅ．ｃｏｌｉにおけるＩＨＦタンパク質サブユニット
をコードする遺伝子は、ｈｉｍＡ遺伝子（Ｇｅｎｂａｎｋアクセッション番号：　ＰＯＡ
６Ｘ７．１）およびｈｉｍＤ（ＰＯＡ６Ｙ１．１）遺伝子である。
【００３２】
　「ＨＵ」または「Ｅ．ｃｏｌｉ株Ｕ９３に由来するヒストン様タンパク質（ｈｉｓｔｏ
ｎｅ－ｌｉｋｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｆｒｏｍ　Ｅ．　ｃｏｌｉ　ｓｔｒａｉｎ　Ｕ９３）
」とは、Ｅ．ｃｏｌｉと代表的には関連するヘテロダイマータンパク質のクラスをいう。
ＨＵタンパク質は、ＤＮＡ接合部に結合することが公知である。関連タンパク質は、他の
微生物から単離されている。Ｅ．ｃｏｌｉ　ＨＵの完全アミノ酸配列は、Ｌａｉｎｅら．
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　（１９８０）　Ｅｕｒ．　Ｊ．　Ｂｉｏｃｈｅｍ．　１０３（３）：４４７－４８１に
よって報告された。ＨＵタンパク質に対する抗体は、Ａｂｃａｍから市販されている。
【００３３】
　「微生物ＤＮＡ（ｍｉｃｒｏｂｉａｌ　ＤＮＡ）」とは、バイオフィルムを生成する微
生物に由来する１本鎖または２本鎖のＤＮＡを意図する。
【００３４】
　バイオフィルムを「阻害するか、防止するかまたは破壊する（ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ，
　ｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇ　ｏｒ　ｂｒｅａｋｉｎｇ　ｄｏｗｎ）」とは、バイオフィルム
の構造の予防的または治療的な低減を意図する。一局面において、用語「阻害するか、競
合させるかまたは力価測定する（ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ，　ｃｏｍｐｅｔｉｎｇ　ｏｒ　
ｔｉｔｒａｔｉｎｇ）とは、微生物バイオフィルムの構成要素であるＤＮＡ／タンパク質
マトリクスの形成の低減（例えば、図１に示されるとおり）を意図する。
【００３５】
　「ポリヌクレオチドを曲げる（ｂｅｎｔ　ｐｏｌｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）」とは、一
方の鎖上に小さなループを含み、これが他方の鎖と対形成しない２本鎖ポリヌクレオチド
および末端から末端までの距離が天然の熱揺らぎを超えて短い、すなわち、ネイティブの
Ｂ型２本鎖ＤＮＡに関して１５０ｂｐの持続長を超えて曲がっている任意のポリヌクレオ
チドを意図する。いくつかの実施形態において、そのループは、１塩基～約２０塩基長、
もしくは代わりに２塩基～約１５塩基長、もしくは代わりに約３塩基～約１２塩基長、も
しくは代わりに約４塩基～約１０塩基長であるか、または代わりに、約４塩基、５塩基、
もしくは６塩基、もしくは７塩基、もしくは８塩基、もしくは９塩基、もしくは１０塩基
を有する。
【００３６】
　診断または処置の「被験体」とは、細胞または動物（例えば、哺乳動物またはヒト）で
ある。診断または処置を受ける非ヒト動物は、感染を受けるものまたは動物モデル（例え
ば、サル、ネズミ科（例えば、ラット、マウス）、チンチラ、イヌ科（例えば、イヌ）、
ウサギ科（ｌｅｐｏｒｉｄｓ）（例えば、ウサギ）、家畜、競技用動物およびペットであ
る。
【００３７】
　用語「タンパク質（ｐｒｏｔｅｉｎ）」、「ペプチド（ｐｅｐｔｉｄｅ）」および「ポ
リペプチド（ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ）」は、交換可能に使用され、それらの最も広い意
味において、２もしくはこれより多くのサブユニットアミノ酸、アミノ酸アナログまたは
ペプチド模倣物の化合物をいう。そのサブユニットは、ペプチド結合によって連結され得
る。別の実施形態において、そのサブユニットは、他の結合（例えば、エステル、エーテ
ルなど）によって連結され得る。タンパク質またはペプチドは、少なくとも２個のアミノ
酸を含まなければならず、タンパク質またはペプチドの配列を構成し得るアミノ酸の最大
数に制限はない。本明細書で使用される場合、用語「アミノ酸（ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ）
」とは、天然のおよび／または非天然のまたは合成のアミノ酸のいずれかに言及し得る（
グリシンならびにＤおよびＬ光学異性体の両方、アミノ酸アナログおよびペプチド模倣物
が挙げられる）。ヒト身体において天然に見出される２０種のアミノ酸は、以下の表にそ
れぞれの３文字略語、１文字略語、構造、および相当するコドンの各々とともに示される
：
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【表Ａ－２】

【００３８】
　用語「ポリヌクレオチド（ｐｏｌｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）」および「オリゴヌクレオ
チド（ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）」は、交換可能に使用され、任意の長さのヌク
レオチド（デオキシリボヌクレオチドもしくはリボヌクレオチド、またはこれらのアナロ
グのいずれか）のポリマー形態をいう。ポリヌクレオチドは、任意の三次元構造を有し得
、公知であろうと公知でなかろうと、任意の機能を果たし得る。以下は、ポリヌクレオチ
ドの非限定的な例である：遺伝子または遺伝子フラグメント（例えば、プローブ、プライ
マー、ＥＳＴまたはＳＡＧＥタグ）、エキソン、イントロン、メッセンジャーＲＮＡ（ｍ
ＲＮＡ）、トランスファーＲＮＡ、リボソームＲＮＡ、ＲＮＡｉ、リボザイム、ｃＤＮＡ
、組換えポリヌクレオチド、分枝状ポリヌクレオチド、プラスミド、ベクター、任意の配
列の単離されたＤＮＡ、任意の配列の単離されたＲＮＡ、核酸プローブおよびプライマー
。ポリヌクレオチドは、改変されたヌクレオチド（例えば、メチル化ヌクレオチドおよび
ヌクレオチドアナログ）を含み得る。存在するのであれば、そのヌクレオチド構造に対す
る改変は、そのポリヌクレオチドのアセンブリの前または後に付与され得る。ヌクレオチ
ドの配列は、非ヌクレオチド構成要素によって中断され得る。ポリヌクレオチドは、重合
後に（例えば、標識構成要素との結合体化によって）さらに改変され得る。その用語はま
た、２本鎖分子および１本鎖分子の両方に言及する。別段特定または要求されなければ、
ポリヌクレオチドである本発明の任意の実施形態は、２本鎖形態、およびその２本鎖形態
を構成することが公知であるかまたは推定される２つの相補的な１本鎖形態の各々の両方
を包含する。
【００３９】
　用語「単離された（ｉｓｏｌａｔｅｄ）」または「組換え（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ）
」とは、核酸（例えば、ＤＮＡまたはＲＮＡ）に関して本明細書で使用される場合、それ
ぞれ、高分子およびポリペプチドの天然の供給源に存在する、他のＤＮＡまたはＲＮＡか
ら分離されている分子に言及する。用語「単離された核酸または組換え核酸（ｉｓｏｌａ
ｔｅｄ　ｏｒ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ）」とは、フラグメ
ントとして天然に存在せず、天然の状態では見出されない核酸フラグメントを含むことが
意味される。用語「単離された」とはまた、他の細胞タンパク質から単離されているポリ
ヌクレオチド、ポリペプチドおよびタンパク質に言及するために本明細書で使用され、精
製ポリペプチドおよび組換えポリペプチドの両方を包含することが意味される。他の実施
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形態において、用語「単離されたまたは組換えの（ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｏｒ　ｒｅｃｏｍ
ｂｉｎａｎｔ）」とは、細胞、組織、ポリヌクレオチド、ペプチド、ポリペプチド、タン
パク質、抗体もしくはそのフラグメントが天然で通常は関連している成分、細胞および他
のものから分離されていることを意味する。例えば、単離された細胞は、似ていない表現
型または遺伝子型の組織または細胞から分離されている細胞である。単離されたポリヌク
レオチドは、そのネイティブのまたは天然の環境において、例えば、染色体上で通常は関
連している３’および５’の連続ヌクレオチドから分離される。当業者に明らかであるよ
うに、天然に存在しないポリヌクレオチド、ペプチド、ポリペプチド、タンパク質、抗体
またはそのフラグメントは、それらをその天然に存在する対応物から区別するために「単
離（ｉｓｏｌａｔｉｏｎ）」を要求しない
【００４０】
　用語「等価な、等価物（ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔ）」または「生物学的に等価な、生物学
的等価物（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔ）」は、特定の分子、生物学的
または細胞の物質に言及する場合に交換可能に使用され、望ましい構造または機能性をな
お維持しながら最小限の相同性を有するものを意図する。
【００４１】
　明示的な記載がなくても、そして別段意図されなければ、本発明がポリペプチド、タン
パク質、ポリヌクレオチドまたは抗体に関する場合、このようなものの等価物または生物
学的等価物が、本発明の範囲内にあると意図されることは、推測されるべきである。本明
細書で使用される場合、用語「その生物学的に等価な、その生物学的等価物（ｂｉｏｌｇ
ｉｃａｌｌｙ　ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔ　ｔｈｅｒｅｏｆ）」は、参照タンパク質、抗体、
ポリペプチドまたは核酸に言及する場合の「その等価な、その等価物（ｅｑｕｉｖａｌｅ
ｎｔ　ｔｈｅｒｅｏｆ）」と類義語であることが意図され、望ましい構造または機能性を
なお維持しながら最小限の相同性を有するものを意図する。本明細書で具体的に記載され
なければ、本明細書で言及される任意のポリヌクレオチド、ポリペプチドまたはタンパク
質がまた、その等価物を含むことが企図される。例えば、等価物は、少なくとも約７０％
　相同性もしくは同一性、または代わりに約８０％　相同性もしくは同一性、そして代わ
りに少なくとも約８５％、または代わりに少なくとも約９０％、または代わりに少なくと
も約９５％または代わりに９８％の相同性もしくは同一性を意図し、その参照タンパク質
、ポリペプチドまたは核酸に対して実質的に等価な生物学的活性を示す。別の局面におい
て、その用語は、参照ポリヌクレオチドもしくはその相補体に高ストリンジェンシーの条
件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドを意図する。
【００４２】
　別の配列に対してある種のパーセンテージ（例えば、８０％、８５％、９０％もしくは
９５％）の「配列同一性（ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｉｄｅｎｔｉｔｙ）」を有するポリヌクレ
オチドもしくはポリヌクレオチド領域（またはポリペプチドもしくはポリペプチド領域）
は、整列された場合に、そのパーセンテージの塩基（またはアミノ酸）が、その２つの配
列を比較したときに同じであることを意味する。そのアラインメントおよびパーセント相
同性または配列同一性は、当該分野で公知のソフトウェアプログラム（例えば、Ｃｕｒｒ
ｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ａｕｓｕｂ
ｅｌら編，　１９８７）　補遺３０、第７．７．１８節、表７．７．１に記載されるもの
）を使用して決定され得る。好ましくは、デフォルトパラメーターが、アラインメントに
使用される。好ましいアラインメントプログラムは、デフォルトパラメーターを使用する
ＢＬＡＳＴである。特に好ましいプログラムは、以下のデフォルトパラメーターを使用す
るＢＬＡＳＴＮおよびＢＬＡＳＴＰである：遺伝コード＝標準；フィルタ＝なし；鎖＝両
方；カットオフ＝６０；期待値＝１０；マトリクス＝ＢＬＯＳＵＭ６２；説明＝５０配列
；何でソートするか＝ＨＩＧＨ　ＳＣＯＲＥ；データベース＝非重複（ｎｏｎ－ｒｅｄｕ
ｎｄａｎｔ）、ＧｅｎＢａｎｋ＋ＥＭＢＬ＋ＤＤＢＪ＋ＰＤＢ＋ＧｅｎＢａｎｋ　ＣＤＳ
翻訳＋ＳｗｉｓｓＰｒｏｔｅｉｎ＋ＳＰｕｐｄａｔｅ＋ＰＩＲ。これらのプログラムの詳
細は、以下のインターネットアドレスに見出され得る：　ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇ
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ｏｖ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ＢＬＡＳＴ。
【００４３】
　「相同性（ｈｏｍｏｌｏｇｙ）」または「同一性（ｉｄｅｎｔｉｔｙ）」または「類似
性（ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ）」とは、２つのペプチド間または２つの核酸分子間での配列
類似性に言及する。相同性は、比較目的で整列され得る各配列における位置を比較するこ
とによって決定され得る。その比較される配列における位置が同じ塩基またはアミノ酸に
よって占有される場合、その分子は、その位置において相同である。配列間の相同性の程
度は、その配列によって共有されるマッチするかまたは相同である位置の数の関数である
。「関連しない（ｕｎｒｅｌａｔｅｄ）」または「相同でない（ｎｏｎ－ｈｏｍｏｌｏｇ
ｏｕｓ）」配列は、本発明の配列のうちの１つと３０％未満の同一性または代わりに２５
％未満の同一性、２０％未満の同一性、または代わりに１０％未満の同一性を共有する。
【００４４】
　「相同性」または「同一性」または「類似性」はまた、参照ポリヌクレオチドもしくは
その相補体にストリンジェントな条件下でハイブリダイズする２つの核酸分子に言及し得
る。
【００４５】
　「ハイブリダイゼーション（ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ）」とは、１またはこれより
多くのポリヌクレオチドが反応して、ヌクレオチド残基の塩基間での水素結合を介して安
定化される複合体を形成する反応をいう。水素結合は、ワトソン－クリック塩基対合、フ
ーグスティーン結合によって、または任意の他の配列特異的様式において起こり得る。そ
の複合体は、二重鎖構造を形成する２本の鎖、多重鎖複合体を形成する３本もしくはこれ
より多くの鎖、１本の自己ハイブリダイズする鎖、またはこれらの任意の組み合わせを含
み得る。ハイブリダイゼーション反応は、より広範なプロセス（例えば、ＰＣＲ反応の開
始、またはリボソームによるポリヌクレオチドの酵素的切断）における工程を構成し得る
。
【００４６】
　ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件の例としては、以下が挙げられる：　
インキュベーション温度は約２５℃～約３７℃；ハイブリダイゼーション緩衝液濃度は約
６×ＳＳＣ～約１０×ＳＳＣ；ホルムアミド濃度は約０％～約２５％；および洗浄溶液は
約４×ＳＳＣ～約８×ＳＳＣ。中程度のハイブリダイゼーション条件の例としては、以下
が挙げられる：　インキュベーション温度は約４０℃～約５０℃；緩衝液濃度は約９×Ｓ
ＳＣ～約２×ＳＳＣ；ホルムアミド濃度は約３０％～約５０％；および洗浄溶液は約５×
ＳＳＣ～約２×ＳＳＣ。高ストリンジェンシー条件の例としては、以下が挙げられる：　
インキュベーション温度は約５５℃～約６８℃；緩衝液濃度は約１×ＳＳＣ～約０．１×
ＳＳＣ；ホルムアミド濃度は約５５％～約７５％；および洗浄溶液は約１×ＳＳＣ、０．
１×ＳＳＣ、または脱イオン水。一般に、ハイブリダイゼーションインキュベーション時
間は、５分～２４時間であり、１回、２回もしくはより多くの洗浄工程であり、洗浄イン
キュベーション時間は約１分間、２分間、または１５分間である。ＳＳＣは、０．１５Ｍ
　ＮａＣｌおよび１５ｍＭ　シトレート緩衝液である。他の緩衝液システムを使用するＳ
ＳＣの等価物が使用され得ることは、理解される。
【００４７】
　ポリヌクレオチドに適用される場合の用語「コードする（ｅｎｃｏｄｅ）」とは、その
ネイティブの状態において、または当業者に周知の方法によって操作される場合に、ポリ
ペプチドおよび／またはそのフラグメントのｍＲＮＡを生成するようにそのポリヌクレオ
チドが転写および／または翻訳される場合、そのポリペプチドを「コードする」といわれ
るそのポリヌクレオチドに言及する。そのアンチセンス鎖は、このような核酸の相補体で
あり、そのコードする配列は、そこから導き出され得る。
【００４８】
　本明細書で使用される場合、本明細書で使用される用語「処置する（ｔｒｅａｔｉｎｇ
）」、「処置（ｔｒｅａｔｍｅｎｔ）」などは、所望の薬理学的および／または生理学的
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効果を得ることを意味する。その効果は、障害もしくはその兆候もしくは症状を完全にも
しくは部分的に防止するという点で予防的であり得る、ならびに／または障害および／も
しくはその障害に帰し得る有害効果の部分的もしくは完全な治癒という点で治療的であり
得る。
【００４９】
　「防止する（ｐｒｅｖｅｎｔ）」ことは、障害もしくは効果に罹りやすいシステムまた
は被験体にいてインビトロまたはインビボでその障害または効果を防止することを意図す
る。このようなものの例は、バイオフィルムを形成することが公知の微生物に感染したシ
ステムにおいてそのバイオフィルムの形成を防止することである。
【００５０】
　「薬学的に受容可能なキャリア（ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｌｙ　ａｃｃｅｐｔａ
ｂｌｅ　ｃａｒｒｉｅｒ）」とは、本発明の組成物において使用され得る任意の希釈剤、
賦形剤またはキャリアに言及する。薬学的に受容可能なキャリアとしては、イオン交換体
、アルミナ、ステアリン酸アルミニウム、レシチン、血清タンパク質（例えば、ヒト血清
アルブミン）、緩衝物質（例えば、ホスフェート、グリシン、ソルビン酸、ソルビン酸カ
リウム、飽和植物性脂肪酸の部分グリセリド混合物）、水、塩もしくは電解質（例えば、
硫酸プロタミン、リン酸水素二ナトリウム、リン酸水素カリウム、塩化ナトリウム、亜鉛
塩、コロイド性シリカ、三ケイ酸マグネシウム）、ポリビニルピロリドン、セルロースベ
ースの物質、ポリエチレングリコール、カルボキシメチルセルロースナトリウム、ポリア
クリレート、ワックス、ポリエチレン－ポリオキシプロピレン－ブロックポリマー、ポリ
エチレングリコールおよび羊毛脂が挙げられる。適切な薬学的キャリアは、Ｒｅｍｉｎｇ
ｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，　Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌ
ｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ（この分野における標準的な参考教科書）に記載される。
それらは好ましくは、意図した投与形態、すなわち、経口錠剤、カプセル剤、エリキシル
剤、シロップ剤などに関して選択され、従来の薬学業務と一致する。
【００５１】
　「投与「（ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ）」とは、１用量において、処置の過程全体
を通じて連続してまたは間欠的にもたらされ得る。最も有効な手段を決定するための方法
および投与量は、当業者に公知であり、治療に使用される組成物、治療目的、処置されて
いる標的細胞および処置されている被験体に伴って変動する。単一のまたは多数の投与は
、処置している医師によって選択されている用量レベルおよびパターンで行われ得る。適
切な投与製剤および薬剤を投与するための方法は、当該分野で公知である。投与経路がま
た決定され得、最も有効な投与経路を決定するための方法は、当業者に公知であり、処置
に使用される組成物、処置目的、処置されている被験体の健康状態または疾患ステージ、
および標的細胞または組織に伴って変動する。投与経路の非限定的な例としては、経口投
与、鼻投与、注射および局所適用が挙げられる。
【００５２】
　用語「有効量（ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ　ａｍｏｕｎｔ）」とは、有益なまたは望ましい結
果または効果を達成するために十分な量をいう。治療適用または予防適用の状況では、そ
の有効量は、問題の状態のタイプおよび重篤度、ならびに個々の被験体の特性（例えば、
全身的な健康状態、年齢、性別、体重、および薬学的組成物への耐性）に依存する。免疫
原性組成物の状況では、いくつかの実施形態において、その有効量は、病原体に対する防
御応答を生じるために十分な量である。他の実施形態において、その免疫原性組成物の有
効量は、抗原に対して抗体生成を生じるために十分な量である。いくつかの実施形におい
て、その有効量は、必要性のある被験体に受動免疫を付与するために要求される量である
。免疫原性組成物に関して、いくつかの実施形態において、その有効量は、上記の要因に
加えて、意図された使用、特定の抗原性化合物の免疫原性の程度、および被験体の免疫系
の健康状態／応答性に依存する。当業者は、これらおよび他の要因に依存して、適切な量
を決定し得る。
【００５３】
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　インビトロ適用の場合には、いくつかの実施形態において、その有効量は、問題の適用
のサイズおよび性質に依存する。それはまた、インビトロ標的の性質および感受性、なら
びに使用中の方法に依存する。当業者は、これらおよび他の考慮事項に基づいてその有効
量を決定し得る。その有効量は、実施形態に依存して、１またはこれより多くの組成物投
与を含み得る。
【００５４】
　薬剤および組成物は、医薬の製造において、ならびに従来の手順に従う投与によってヒ
トおよび他の動物の処置のために使用され得る（例えば、薬学的組成物中の活性成分）。
【００５５】
　本発明の薬剤は、任意の適切な投与経路によって治療のために投与され得る。その好ま
しい経路がレシピエントの状態および組成物、ならびに処置されている疾患に伴って変動
することも、認識される。
【００５６】
　固相支持体の例としては、ガラス、ポリスチレン、ポリプロピレン、ポリエチレン、デ
キストラン、ナイロン、アミラーゼ、天然および改変セルロース、ポリアクリルアミド、
斑糲岩および磁鉄鉱が挙げられる。キャリアの性質は、ある程度まで可溶性であるかまた
は不溶性のいずれかであり得る。その支持体材料は、そのカップリングされる分子がポリ
ヌクレオチド、ポリペプチドまたは抗体に結合し得る限りにおいて、実質的に任意の考え
られる構造物構成を有し得る。従って、支持体の構成は、ビーズにおけるように球状であ
ってもよいし、試験管の内表面またはロッドの外表面におけるように円筒状であってもよ
い。あるいは、その表面は、シートまたは試験片などのように平らであってもよいし、ま
たは代わりにポリスチレンビーズであってもよい。当業者は、抗体もしくは抗原を結合す
るための多くの他の適切なキャリアを知っているかまたは慣用的な実験を使用して同様の
ことを確認し得る。
【００５７】
　本明細書で使用される場合、用語「抗体（ａｎｔｉｂｏｄｙ）」、「抗体（ａｎｔｉｂ
ｏｄｉｅｓ）」および「免疫グロブリン（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ）」は、抗体全
体および任意の抗原結合フラグメントまたはその単一の鎖を含む。従って、用語「抗体」
は、免疫グロブリン分子のうちの少なくとも一部を含む任意のタンパク質またはペプチド
含有分子を含む。用語「抗体（ａｎｔｉｂｏｄｙ）」、「抗体（ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ）
」および「免疫グロブリン」はまた、抗原に対する特異的結合を保持する任意のアイソタ
イプの免疫グロブリン、抗体のフラグメントを含み、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ）２、
Ｆｖ、ｓｃＦｖ、ｄｓＦｖ、Ｆｄフラグメント、ｄＡｂ、ＶＨ、ＶＬ、ＶｈＨ、およびＶ
－ＮＡＲドメイン；ミニボディー、ダイアボディー、トリアボディー、テトラボディーお
よびκボディー；抗体フラグメントから形成される多重特異的抗体フラグメントおよび１
またはこれより多くの単離されたものが挙げられるが、これらに限定されない。このよう
なものの例としては、重鎖もしくは軽鎖の相補性決定領域（ＣＤＲ）またはそのリガンド
結合部分、重鎖もしくは軽鎖可変領域、重鎖もしくは軽鎖定常領域、フレームワーク（Ｆ
Ｒ）領域、またはこれらの任意の部分、結合タンパク質のうちの少なくとも一部分、キメ
ラ抗体、ヒト化抗体、１本鎖抗体、ならびに抗体の抗原結合部分および非抗体タンパク質
を含む融合タンパク質が挙げられるが、これらに限定されない。その免疫グロブリン分子
の重鎖および軽鎖の可変領域は、抗原と相互作用する結合ドメインを含む。抗体（Ａｂ）
の定常領域は、宿主組織への免疫グロブリンの結合を媒介し得る。タンパク質名、例えば
、抗ＩＨＦ、抗ＨＵ、抗ＯＭＰ　Ｐ５の前に使用される場合の用語「抗（ａｎｔｉ－）」
は、特定のタンパク質に結合するおよび／または特定のタンパク質に対する親和性を有す
るモノクローナル抗体またはポリクローナル抗体に言及する。例えば、「抗ＩＨＦ（ａｎ
ｔｉ－ＩＨＦ）」は、ＩＨＦタンパク質に結合する抗体をいう。その特異的抗体は、この
抗体が惹起されたタンパク質以外のタンパク質に対する親和性を有し得るかまたはそのタ
ンパク質に結合し得る。例えば、抗ＩＨＦは、ＩＨＦタンパク質に対して特異的に惹起さ
れるが、配列相同性を通じてまたは構造相同性を通じてかのいずれかで関連する他のタン
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パク質にも結合し得る。
【００５８】
　その抗体は、望ましい生物学的活性を示す限りにおいて、ポリクローナル抗体、モノク
ローナル抗体、多重特異的抗体（例えば、二重特異的抗体）、および抗体フラグメントで
あり得る。抗体は、任意の適切な生物学的供給源（例えば、マウス、ラット、ヒツジおよ
びイヌ科）から単離され得る。
【００５９】
　本明細書で使用される場合、「モノクローナル抗体（ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉ
ｂｏｄｙ）」とは、実質的に均質な抗体集団から得られる抗体をいう。モノクローナル抗
体は、各モノクローナル抗体が抗原上の単一の決定基に対して指向されることから、非常
に特異的である。その抗体は、例えば、放射性同位体、検出可能な生成物を生成する酵素
、蛍光タンパク質などで、検出可能に標識され得る。その抗体は、他の部分、例えば、特
異的結合対のメンバー（例えば、ビオチン（ビオチン－アビジン特異的結合対のメンバー
）などのような）にさらに結合体化され得る。その抗体はまた、固体支持体（ポリスチレ
ンプレートまたはビーズなどが挙げられるが、これらに限定されない）に結合され得る。
【００６０】
　モノクローナル抗体は、当該分野で公知のハイブリドーマ技術または組換えＤＮＡ法を
使用して生成され得る。ハイブリドーマは、抗体生成リンパ球および非抗体生成がん細胞
（通常は、骨髄腫またはリンパ腫）の融合から実験室で生成される細胞である。ハイブリ
ドーマは増殖し、特異的モノクローナル抗体の連続サンプルを生成する。抗体を生成また
は選択するための代替技術としては、目的の抗原に対するリンパ球のインビトロでの曝露
、および細胞、ファージ、もしくは類似のシステムでの抗体ディスプライライブラリーの
スクリーニングが挙げられる。
【００６１】
　用語「ヒト抗体（ｈｕｍａｎ　ａｎｔｉｂｏｄｙ）」は、本明細書で使用される場合、
ヒト生殖細胞系列免疫グロブリン配列に由来する可変領域および定常領域を有する抗体を
含むことが意図される。本明細書で開示されるヒト抗体は、ヒト生殖細胞系列免疫グロブ
リン配列によってコードされないアミノ酸残基を含み得る（例えば、インビトロでのラン
ダム変異誘発もしくは部位特異的変異誘発によってまたはインビボでの体細胞変異によっ
て導入される変異）。しかし、用語「ヒト抗体」とは、本明細書で使用される場合、別の
哺乳動物種（例えば、マウス）の生殖細胞系列に由来するＣＤＲ配列が、ヒトフレームワ
ーク配列上へグラフト化されている抗体を含むことは意図されない。従って、本明細書で
使用される場合、用語「ヒト抗体」とは、そのタンパク質の実質的に全ての部分（例えば
、ＣＤＲ、フレームワーク、ＣＬ、ＣＨドメイン（例えば、ＣＨ１、ＣＨ２、ＣＨ３）、
ヒンジ、（ＶＬ、ＶＨ））が、ごく僅かな配列変化またはバリエーションはあるものの、
ヒトにおいて実質的に非免疫原性である抗体をいう。同様に、霊長類（サル、ヒヒ、チン
パンジーなど）、齧歯類（マウス、ラット、ウサギ、モルモット、ハムスターなど）およ
び他の哺乳動物が指される抗体は、このような種、亜属、属、亜科、科に特定的な抗体を
指す。さらに、キメラ抗体は、上記のうちの任意の組み合わせを含む。このような変化ま
たはバリエーションは、必要に応じて、非改変抗体に対するヒトまたは他の種における免
疫原性を保持または低減する。従って、ヒト抗体は、キメラ抗体またはヒト化抗体とは異
なる。ヒト抗体が、機能的に再配列されたヒト免疫グロブリン（例えば、重鎖および／ま
たは軽鎖）遺伝子を発現し得る非ヒト動物または原核生物もしくは真核生物の細胞によっ
て生成され得ることは、指摘される。さらに、ヒト抗体が１本鎖抗体である場合、それは
、ネイティブのヒト抗体において見出されないリンカーペプチドを含み得る。例えば、Ｆ
ｖは、重鎖の可変領域および軽鎖の可変領域を繋ぐ、リンカーペプチド（例えば、２～約
８個のグリシンもしくは他のアミノ酸残基）を含み得る。このようなリンカーペプチドは
、ヒト起源のものと見做される。
【００６２】
　本明細書で使用される場合、ヒト抗体は、その抗体が、例えば、ヒト免疫グロブリン遺
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伝子を有するトランスジェニックマウスを免疫することによって、またはヒト免疫グロブ
リン遺伝子ライブラリーをスクリーニングすることによって、ヒト免疫グロブリン配列を
使用するシステムから得られる場合、特定の生殖細胞系列配列に「由来（ｄｅｒｉｖｅｄ
　ｆｒｏｍ）」する。ヒト生殖細胞系列免疫グロブリン配列に「由来」するヒト抗体は、
このようにして、ヒト抗体のアミノ酸配列とヒト生殖細胞系列免疫グロブリンのアミノ酸
配列とを比較することによって同定され得る。選択されたヒト抗体は、代表的には、ヒト
生殖細胞系列免疫グロブリン遺伝子によってコードされるアミノ酸配列と、アミノ酸配列
において少なくとも９０％同一であり、他の種の生殖細胞系列免疫グロブリンアミノ酸配
列（例えば、マウス生殖細胞系列配列）と比較した場合、そのヒト抗体をヒトであると同
定するアミノ酸残基を含む。ある種の場合に、ヒト抗体は、生殖細胞系列免疫グロブリン
遺伝子によってコードされるアミノ酸配列と、アミノ酸配列において少なくとも９５％、
またはさらに少なくとも９６％、９７％、９８％、または９９％同一であり得る。代表的
には、特定のヒト生殖細胞系列配列に由来するヒト抗体は、ヒト生殖細胞系列免疫グロブ
リン遺伝子によってコードされるアミノ酸配列から１０個以下のアミノ酸差異を示す。あ
る種の場合に、そのヒト抗体は、生殖細胞系列免疫グロブリン遺伝子によってコードされ
るアミノ酸配列から５個以下、またはさらに４個以下、３個、２個、または１個のアミノ
酸差異を示し得る。
【００６３】
　「ヒトモノクローナル抗体（ｈｕｍａｎ　ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｙ）
」とは、ヒト生殖細胞系列免疫グロブリン配列に由来する可変領域および定常領域を有す
る、単一の結合特異性を示す抗体をいう。その用語はまた、組換えヒト抗体を意図する。
これらの抗体を作製する方法は、本明細書で記載される。
【００６４】
　用語「組換えヒト抗体（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｈｕｍａｎ　ａｎｔｉｂｏｄｙ）」
とは、本明細書で使用される場合、組換え手段によって調製、発現、作製または単離され
る全てのヒト抗体（例えば、ヒト免疫グロブリン遺伝子に対してトランスジェニックもし
くはトランス染色体（ｔｒａｎｓｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ）である動物（例えば、マウス
）またはこれらから調製されるハイブリドーマから単離される抗体、抗体を、例えば、ト
ランスフェクトーマ（ｔｒａｎｓｆｅｃｔｏｍａ）から発現するように形質転換された宿
主細胞から単離されたその抗体、組換え、コンビナトリアルヒト抗体ライブラリーから単
離された抗体、および他のＤＮＡ配列へのヒト免疫グロブリン遺伝子配列のスプライシン
グを伴う任意の他の手段によって調製、発現、作製または単離された抗体）を含む。この
ような組換えヒト抗体は、ヒト生殖細胞系列免疫グロブリン配列に由来する可変領域およ
び定常領域を有する。しかし、ある種の実施形態において、このような組換えヒト抗体は
、インビトロ変異誘発（または、ヒトＩｇ配列に対してトランスジェニックな動物が使用
される場合には、インビボでの体細胞変異誘発）に供され得、従って、その組換え抗体の
ＶＨおよびＶＬ領域のアミノ酸配列は、ヒト生殖細胞系列ＶＨおよびＶＬ配列に由来しか
つ関連する一方で、インビボでヒト抗体生殖細胞系列レパートリー内に天然には存在しな
いこともある配列である。これらの抗体を作製する方法は、本明細書で記載される。
【００６５】
　本明細書で使用される場合、キメラ抗体は、その軽鎖および重鎖遺伝子が、代表的には
遺伝子操作によって、異なる種に属する抗体可変領域および定常領域遺伝子から構築され
ている抗体である。
【００６６】
　本明細書で使用される場合、用語「ヒト化抗体（ｈｕｍａｎｉｚｅｄ　ａｎｔｉｂｏｄ
ｙ）」または「ヒト化免疫グロブリン（ｈｕｍａｎｉｚｅｄ　ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌ
ｉｎ）」とは、非ヒト免疫グロブリンに由来する最小の配列を含むヒト／非ヒトキメラ抗
体をいう。大部分については、ヒト化抗体は、レシピエントの可変領域に由来する残基が
、望ましい特異性、親和性および能力を有する、マウス、ラット、ウサギ、または非ヒト
霊長類のような非ヒト種の可変領域（ドナー抗体）に由来する残基によって置換されるヒ
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ト免疫グロブリン（レシピエント抗体）である。ヒト化抗体は、レシピエント抗体におい
てもドナー抗体においても見出されない残基を含み得る。そのヒト化抗体は、必要に応じ
て、免疫グロブリン定常領域（Ｆｃ）のうちの、代表的には、ヒト免疫グロブリンのうち
の少なくとも一部、ヒト抗体に由来する対応して位置したアミノ酸で置換された、フレー
ムワーク領域、定常領域またはＣＤＲにおける１またはこれより多くのアミノ酸を含む非
ヒト抗体も含み得る。一般に、ヒト化抗体は、その同じ抗体の非ヒト化バージョンと比較
した場合に、ヒト宿主において低減した免疫応答を生じると予測される。そのヒト化抗体
は、抗原結合もしくは他の抗体機能に対して実質的に影響を有しない保存的アミノ酸置換
を有し得る。保存的置換のグループ分けとしては、以下が挙げられる：グリシン－アラニ
ン、バリン－ロイシン－イソロイシン、フェニルアラニン－チロシン、リジン－アルギニ
ン、アラニン－バリン、セリン－スレオニンおよびアスパラギン－グルタミン。
【００６７】
　用語「ポリクローナル抗体（ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｙ）」または「ポ
リクローナル抗体組成物（ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｃｏｍｐｏｓｉｔ
ｉｏｎ）」とは、本明細書で使用される場合、異なるＢ細胞株に由来する抗体の調製物を
いう。それらは、特定の抗原に対して分泌される免疫グロブリン分子の混合物であり、各
々が異なるエピトープを認識する。
【００６８】
　本明細書で使用される場合、用語「抗体誘導体（ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｄｅｒｉｖａｔｉ
ｖｅ）」とは、全長抗体または抗体のフラグメントであって、ここでそのアミノ酸のうち
の１またはこれより多くが、アルキル化、ｐｅｇ化、アシル化、エステル形成またはアミ
ド形成などによって、例えば、その抗体を第２の分子に連結するために、化学的に改変さ
れるものを含む。これは、ｐｅｇ化抗体、システインｐｅｇ化抗体、およびこれらの改変
体が挙げられるが、これらに限定されない。
【００６９】
　本明細書で使用される場合、用語「標識（ｌａｂｅｌ）」とは、検出されるように組成
物に直接的または間接的に結合体化される、直接的または間接的に検出可能な化合物また
は組成物（例えば、Ｎ末端ヒスチジンタグ（Ｎ－Ｈｉｓ）、磁性的に活性な同位体（例え
ば、１１５Ｓｎ、１１７Ｓｎおよび１１９Ｓｎ）、非放射活性同位体（例えば、１３Ｃお
よび１５Ｎ）、ポリヌクレオチドもしくはタンパク質（例えば、「標識された（ｌａｂｅ
ｌｅｄ）」組成物を生成するための抗体））を意図する。その用語はまた、挿入された配
列（例えば、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）など）の発現の際にシグナルを提供するポリ
ヌクレオチドに結合体化される配列を含む。用語「標識」は一般に、検出されるべき組成
物に共有結合的に付着される組成物を意図すると同時に、それは具体的には、ある種の条
件（例えば、温度、ｐＨなど）下で蛍光を発することが公知の天然に存在するヌクレオチ
ドおよびアミノ酸、ならびに一般には、検出されるべき組成物中に存在し得る任意の天然
の蛍光を排除する。その標識は、それ自体で検出可能であり得る（例えば、放射性同位体
標識または蛍光標識）か、または酵素標識の場合には、検出可能な基質化合物または組成
物の化学的変化を触媒し得る。その標識は、小規模検出に適切であり得るか、またはハイ
スループットスクリーニングにより適切であり得る。よって、適切な標識としては、磁性
的に活性な同位体、非放射活性同位体、放射性同位体、蛍光色素、化学発光化合物、色素
、およびタンパク質（酵素を含む）が挙げられるが、これらに限定されない。その標識は
、単に検出されてもよいし、定量されてもよい。単に検出される応答は一般に、単に存在
が確認される応答を含むのに対して、定量される応答は一般に、定量可能な（例えば、数
字として報告可能な）値（例えば、強度、偏光、および／または他の特性）を有する応答
を含む。発光または蛍光アッセイでは、その検出可能な応答は、結合に実際に関与するア
ッセイ構成要素と関連した発光団もしくは発蛍光団を直接使用して、または別の（例えば
、レポーターまたはインジケーター）構成要素と関連した発光団もしくは発蛍光団を間接
的に使用して、生成され得る。シグナルを生成する発光標識の例としては、生物発光およ
び化学発光が挙げられるが、これらに限定されない。検出可能な発光応答は一般に、発光
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シグナルの変化または発光シグナルの発生を含む。発光標識アッセイ構成要素の適切な方
法および発光団は、当該分野で公知であり、例えば、Ｈａｕｇｌａｎｄ，　Ｒｉｃｈａｒ
ｄ　Ｐ．　（１９９６）　Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｂ
ｅｓ　ａｎｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ　（第６版）に記載される。発光
プローブの例としては、エクオリンおよびルシフェラーゼが挙げられるが、これらに限定
されない。
【００７０】
　本明細書で使用される場合、用語「免疫結合体（ｉｍｍｕｎｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ）」
とは、第２の薬剤（例えば、細胞傷害性薬剤、検出可能な薬剤、放射活性薬剤、標的化薬
剤、ヒト抗体、ヒト化抗体、キメラ抗体、合成抗体、半合成抗体、または多重特異的抗体
）と会合または連結された抗体または抗体誘導体を含む。
【００７１】
　適切な蛍光標識の例としては、フルオレセイン、ローダミン、テトラメチルローダミン
、エオシン、エリスロシン、クマリン、メチル－クマリン、ピレン、マラカイトグリーン
、スチルベン、Ｌｕｃｉｆｅｒ　Ｙｅｌｌｏｗ、Ｃａｓｃａｄｅ　ＢｌｕｅＴＭ、および
Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄが挙げられるが、これらに限定されない。他の適切な光学的色素、Ｈ
ａｕｇｌａｎｄ，　Ｒｉｃｈａｒｄ　Ｐ．　（１９９６）　Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｆ
ｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｂｅｓ　ａｎｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ
　（第６版）に記載される。
【００７２】
　別の局面において、その蛍光標識は、細胞または組織にまたはその表面に存在する細胞
構成要素への共有結合的付着を促進するように官能化される（例えば、細胞表面マーカー
）。適切な官能基としては、イソチオシアネート基、アミノ基、ハロアセチル基、マレイ
ミド、スクシンイミジルエステル、およびスルホニルハライドが挙げられるが、これらに
限定されず、これらは全て、その蛍光標識を第２の分子に付着させるために使用され得る
。その蛍光標識の官能基の選択は、リンカー、薬剤、マーカー、または第２の標識薬剤の
いずれかへの付着部位に依存する。
【００７３】
　「真核生物細胞（ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ　ｃｅｌｌ）」とは、モネラ界を除く生物界（
ｌｉｆｅ　ｋｉｎｇｄｏｍ）の全てを含む。それらは、膜結合した核を通じて容易に区別
され得る。動物、植物、真菌、および原生動物は、その細胞が、内膜および細胞骨格によ
って複雑な構造へと組織化された真核生物または生物である。最も特徴的な膜結合構造は
、核である。具体的に記載されなければ、用語「宿主（ｈｏｓｔ）」とは、真核生物宿主
（例えば、酵母、高等植物、昆虫および哺乳動物の細胞が挙げられる）を含む。真核生物
細胞または宿主の非限定的な例としては、サル、ウシ、ブタ、マウス、ラット、鳥類、爬
虫類およびヒトが挙げられる。
【００７４】
　通常、核または任意の他の膜結合オルガネラを欠いている「原核生物細胞（ｐｒｏｋａ
ｒｙｏｔｉｃ　ｃｅｌｌ）」とは、２つの領域、細菌および古細菌へと分けられる。染色
体ＤＮＡに加えて、これらの細胞はまた、エピソームといわれる環状ループ中に遺伝的情
報を含み得る。細菌細胞は、非常に小さく、おおよそ動物のミトコンドリアの大きさであ
る（直径約１～２μｍおよび長さ１０μｍ）。原核生物細胞は、３つの主要な形状を特徴
とする：ロッド形状、球状、および螺旋。真核生物のような精巧な複製プロセスを経る代
わりに、細菌細胞は、２分裂によって分かれる。例としては、Ｂａｃｉｌｌｕｓ細菌、Ｅ
．ｃｏｌｉ細菌、およびＳａｌｍｏｎｅｌｌａ細菌が挙げられるが、これらに限定されな
い。
【００７５】
　「ネイティブの（ｎａｔｉｖｅ）」または「天然の（ｎａｔｕｒａｌ）」抗原は、ポリ
ペプチド、タンパク質またはエピトープを含むフラグメントであり、これは、天然の生物
学的供給源から単離されており、被験体において抗原レセプター、特に、Ｔ細胞抗原レセ
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プター（ＴＣＲ）に特異的に結合し得る。
【００７６】
　用語「抗原（ａｎｔｉｇｅｎ）」および「抗原性（ａｎｔｉｇｅｎｉｃ）」とは、抗体
または抗体－リガンド対のメンバーとして作用する他のものによって認識されるべき能力
を有する分子に言及する。「特異的結合（ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｂｉｎｄｉｎｇ）」とは、
抗原と免疫グロブリン重鎖および軽鎖の可変領域との相互作用をいう。抗体－抗原結合は
、インビボで起こってもよいし、インビトロで起こってもよい。当業者は、高分子（タン
パク質、核酸、脂肪酸、脂質、リポポリサッカリドおよびポリサッカリドを含む）が抗原
として作用する可能性を有することを理解する。当業者は、抗体リガンドとして作用する
可能性を有するタンパク質をコードする核酸が、必然的に抗原をコードすることをさらに
理解する。当業者は、抗原が全長分子に限定されないが、部分的な分子をも含み得ること
をさらに理解する。用語「抗原性」は、抗原の特性を有する分子に対する形容詞的に言及
する。その用語は、免疫原性である物質（すなわち、免疫原）および免疫学的非応答性、
またはアネルギーを誘導する物質（すなわち、アネルゲン）を包含する。
【００７７】
　「質変化した抗原（ａｌｔｅｒｅｄ　ａｎｔｉｇｅｎ）」とは、その相当する野生型抗
原のものとは異なる一次配列を有するものである。質変化した抗原は、合成法または組換
え法によって作製され得、翻訳中または翻訳後に、例えば、リン酸化、グリコシル化、架
橋、アシル化、タンパク質分解切断、抗体分子、膜分子もしくは他のリガンドへの連結に
よって差次的に改変される抗原性ペプチドが挙げられるが、これらに限定されない（Ｆｅ
ｒｇｕｓｏｎら．　（１９８８）　Ａｎｎ．　Ｒｅｖ．　Ｂｉｏｃｈｅｍ．　５７：２８
５－３２０）。本明細書で開示される合成抗原または質変化した抗原は、天然のエピトー
プと同じＴＣＲに結合することが意図される。
【００７８】
　本明細書でネイティブまたは野生型の抗原としても言及される「自己抗原（ｓｅｌｆ－
ａｎｔｉｇｅｎ）」とは、その抗原に対する自己寛容性に起因して、その被験体において
免疫応答をほとんどまたは全く誘導しない抗原性ペプチドである。自己抗原の例は、メラ
ノーマ特異的抗原ｇｐ１００である。
【００７９】
　用語「受動免疫「ｐａｓｓｉｖｅ　ｉｍｍｕｎｉｔｙ」」とは、抗体の移行を通じて一
方の被験体から別の被験体へと免疫が移行することをいう。受動免疫は、天然には、移行
抗体が胎児へと移行される場合のように起こり得る。受動免疫はまた、抗体組成物が非免
疫被験体に投与される場合におけるように、人工的に起こり得る。抗体ドナーおよびレシ
ピエントは、ヒト被験体であっても非ヒト被験体であってもよい。抗体は、実施形態に依
存して、ポリクローナルであってもモノクローナルであってもよく、インビトロで生成さ
れてもインビボで生成されてもよく、そして精製されていても部分精製されていても精製
されていなくてもよい。本明細書で開示されるいくつかの実施形態において、受動免疫は
、特定の抗原を特異的に認識するかまたは結合する抗体または抗原結合フラグメントの投
与を通じて、その必要性のある被験体に付与される。いくつかの実施形態において、受動
免疫は、特定の抗原を特異的に認識するかまたは結合する抗体または抗原結合フラグメン
トをコードする単離されたポリヌクレオチドまたは組換えポリヌクレオチドの投与を通じ
て付与される。
【００８０】
　「免疫応答（ｉｍｍｕｎｅ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ）」とは、外来物質に対するリンパ球の
抗原特異的応答に広く言及する。要素「免疫原（ｉｍｍｕｎｏｇｅｎ）」および「免疫原
性（ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃ）」とは、免疫応答を誘発する能力を有する分子に言及する
。全ての免疫原は抗原である；しかし、全ての抗原が免疫原性であるわけではない。本明
細書で開示される免疫応答は、液性（抗体活性を介して）または細胞媒介性（Ｔ細胞活性
化を介して）であり得る。その応答は、インビボで起こってもよいし、インビトロで起こ
ってもよい。当業者は、種々の高分子（タンパク質、核酸、脂肪酸、脂質、リポポリサッ
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カリドおよびポリサッカリドが挙げられる）が免疫原性である可能性を有することを理解
する。当業者は、免疫応答を誘発し得る分子をコードする核酸が、必然的に免疫原をコー
ドすることをさらに理解する。当業者は、免疫原が全長分子に限定されないが、部分的分
子を含み得ることをさらに理解する。
【００８１】
　本明細書で使用される場合、用語「被験体において免疫応答を誘導する（ｉｎｄｕｃｉ
ｎｇ　ａｎ　ｉｍｍｕｎｅ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｉｎ　ａ　ｓｕｂｊｅｃｔ）」とは、当
該分野で十分理解される用語であり、抗原（またはエピトープ）に対する免疫応答におい
て、少なくとも約２倍、より好ましくは少なくとも約５倍、より好ましくは少なくとも約
１０倍、より好ましくは少なくとも約１００倍、さらにより好ましくは少なくとも約５０
０倍、さらにより好ましくは少なくとも約１０００倍の、またはより高い増大が、その被
験体へとその抗原（またはエピトープ）を導入した後に、その被験体へとその抗原（また
はエピトープ）を導入する前の免疫応答（あるとすれば）に対して検出または測定され得
ることを意図する。抗原（またはエピトープ）に対する免疫応答としては、抗原特異的（
またはエピトープ特異的）抗体の生成および抗原（またはエピトープ）に特異的に結合す
る分子を表面上に発現する免疫細胞の生成が挙げられるが、これらに限定されない。所定
の抗原（またはエピトープ）に対する免疫応答が誘導されているか否かを決定するための
方法は、当該分野で周知である。例えば、抗原特異的抗体は、当該分野で公知の種々のイ
ムノアッセイのうちのいずれか（ＥＬＩＳＡ（ここでは例えば、固定化された抗原（また
はエピトープ）に対するサンプル中の抗体の結合が検出可能に標識された二次抗体（例え
ば、酵素標識マウス抗ヒトＩｇ抗体）で検出される）が挙げられるが、これらに限定され
ない）を使用して検出され得る。
【００８２】
　用語「免疫応答を調節する（ｍｏｄｕｌａｔｅ　ａｎ　ｉｍｍｕｎｅ　ｒｅｓｐｏｎｓ
ｅ）」とは、免疫応答を誘導する（増大させる、誘発する）こと；および免疫応答を低減
する（抑制する）ことを含む。免疫調節方法（またはプロトコル）は、被験体において免
疫応答を調節するものである。
【００８３】
　用語「ベクター」とは、外来の遺伝物質を別の細胞へと人工的に運ぶために使用される
ポリヌクレオチド（通常はＤＮＡ）であって、ここでそれは、複製または発現され得るも
のをいう。非限定的な例示的ベクターとしては、プラスミド、ウイルスベクター、コスミ
ド、および人工染色体が挙げられる。このようなベクターは、種々の供給源（細菌供給源
およびウイルス供給源が挙げられる）に由来し得る。プラスミドの非限定的な例示的ウイ
ルス供給源は、アデノ随伴ウイルスである。
【００８４】
　本明細書で使用される場合、用語「組換え発現システム（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｅ
ｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ）」とは、組換えによって形成されるある種の遺伝物
質の発現のための遺伝的構築物に言及する；用語「構築物（ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ）」とは
、この点において、本明細書で定義されるとおりの用語「ベクター」と交換可能である。
【００８５】
　「ＨＭＧドメイン（ＨＭＧ　ｄｏｍａｉｎ）」、「ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒ
ｏｕｐ　（ＨＭＧ）　ｂｏｘドメイン（ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ　（Ｈ
ＭＧ）　ｂｏｘ　ｄｏｍａｉｎ）」、または「ＨＭＧＢ」とは、ＤＮＡの結合に関与する
アミノ酸配列に言及する（Ｓｔｒｏｓら，　Ｃｅｌｌ　Ｍｏｌ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉ．　６
４（１９－２０）：２５９０－６０６　（２００７））。一実施形態において、そのＨＭ
Ｇ－ｂｏｘドメインの構造は、不規則な配列にある３つのヘリックスからなる。別の実施
形態において、ＨＭＧ－ｂｏｘドメインは、タンパク質が非Ｂ型ＤＮＡ構成（ねじれてい
るかまたは巻いていない）を高親和性で結合することを可能にする。ＨＭＧ－ｂｏｘドメ
インは、ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐタンパク質において見出され、これは
、ＤＮＡ依存性プロセス（例えば、転写、複製およびＤＮＡ修復（これらの全ては、クロ
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００１）　Ｂｉｏｃｈｅｍ．　Ｓｏｃ．　Ｔｒａｎｓ．　２９（Ｐｔ　４）：３９５－４
０１）。「ＨＭＧＢ１」は、ＤＮＡの副溝に結合しこれを曲げることが報告されているｈ
ｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ　ｂｏｘ（ＨＭＧＢ）　１タンパク質である。組
換えのまたは単離されたタンパク質およびポリペプチドは、Ａｔｇｅｎｇｌｏｂａｌ、Ｐ
ｒｏＳｐｅｃＢｉｏ、Ｐｒｏｔｅｉｎ１およびＡｂｎｏｖａから市販されている。
【００８６】
　ＨＭＧ－ｂｏｘタンパク質は、種々の真核細胞生物において見出され、配列依存性およ
び配列非依存性のＤＮＡ認識に基づいて、広くは２つの群に分けられ得る；前者は通常、
１つのＨＭＧ－ｂｏｘモチーフを含む一方で、後者は、多数のＨＭＧ－ｂｏｘモチーフを
含み得る。ＨＭＧ－ｂｏｘドメインを含むポリペプチドの非限定的な例としては、以下が
挙げられる：クロマチンのＨＭＧ１（ＨＭＧＢ１）、ＨＭＧ２（ＨＭＧＢ２）、ＨＭＧＢ
３およびＨＭＧＢ４非ヒストン構成要素；差次的な生殖腺形成に関与するＳＲＹ（性別決
定領域Ｙタンパク質）；転写因子のＳＯＸファミリー（Ｈａｒｌｅｙら．　（２００３）
　Ｅｎｄｏｃｒ．　Ｒｅｖ．　２４（４）：４６６－８７）；器官形成および胸腺細胞分
化の調節に関与する配列特異的ＬＥＦ１（リンパ系エンハンサー結合因子１）およびＴＣ
Ｆ－１（Ｔ細胞因子１）（Ｌａｂｂeら．　（２０００）　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａ
ｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　９７（１５）：８３５８－６３）；転写および複製に関与
する構造特異的認識タンパク質ＳＳＲＰ；ＭＴＦ１ミトコンドリア転写因子；ＲＮＡポリ
メラーゼＩによる転写に関与するｎｕｃｌｅｏｌａｒ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　ｆ
ａｃｔｏｒｓ　ＵＢＦ　１／２（上流結合因子）；Ａｂｆ２酵母ＡＲＳ結合因子（Ｃｈｏ
ら．　（２００１）　Ｂｉｏｃｈｉｍ．　Ｂｉｏｐｈｙｓ．　Ａｃｔａ．　１５２２（３
）：１７５－８６）；酵母転写因子ｌｘｒ１、Ｒｏｘ１、Ｎｈｐ６ｂおよびＳｐｐ４１；
真菌の有性生殖に関与するｍａｔｉｎｇ　ｔｙｐｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ（ＭＡＴ）（Ｂａｒ
ｖｅら．　（２００３）　Ｆｕｎｇａｌ　Ｇｅｎｅｔ．　Ｂｉｏｌ．　３９（２）：１５
１－６７）；ならびにＹＡＢＢＹ植物特異的転写因子。
【００８７】
　ＨＭＧ－ｂｏｘドメインを含むポリペプチドの例示的な配列としては、ＮＰ＿００２１
１９（ヒトＨＭＧＢ１）、ＮＰ＿００１１２４１６０（ヒトＨＭＧＢ２）、ＮＰ＿００５
３３３（ヒトＨＭＧＢ３）およびＮＰ＿６６０２０６（ヒトＨＭＧＢ４）が挙げられる。
ヒトＨＭＧＢ１の約９～約７６のアミノ酸残基は、例えば、ＨＭＧ－ｂｏｘドメインを形
成し、約９０～約１３８のアミノ酸残基は、別のＨＭＧ－ｂｏｘドメインを形成する。こ
れら２個のＨＭＧ－ｂｏｘドメインのうちのいずれかを含むＨＭＧＢ１フラグメントは、
本開示の意味の範囲内で、例えば、ＨＭＧ－ｂｏｘドメインを含むポリペプチドをも構成
する。本明細書で記載される例では、組換えＨＭＧＢ１（ヒトに由来し、Ｅ．ｃｏｌｉに
おいて組換え発現され、精製される）は、ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）に対する比較対照（
ｃｏｍｐａｒａｔｏｒ）として使用され、以下の配列を有する：
【化１】

【００８８】
　用語「改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメイン（ｍｏｄｉ
ｆｉｅｄ　ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１　ｄｏｍａｉｎ）」と
は、本明細書で使用される場合、例えば、ヒトに由来するＨＭＧＢ１のコンセンサス配列
ポリペプチド：
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【化２】

に基づいて、２３位、４５位、および／または１０６位におけるシステイン残基の置換を
介して変異されているＨＭＧＢ１をいう。
【００８９】
　改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインの非限定的な例示
的配列としては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：
【００９０】
　ｍＨＭＧＢ１（Ｃ２３Ｓ）：
【化３】

【００９１】
　ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）：
【化４】

【００９２】
　ｍＨＭＧＢ１（Ｃ１０６Ｓ）：
【化５】

【００９３】
　ｍＨＭＧＢ１（Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ　－　二重変異体）：
【化６】

【００９４】
　ｍＨＭＧＢ１（Ｃ２３Ｓ、Ｃ１０６Ｓ　－　二重変異体）：
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【化７】

【００９５】
　ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ、Ｃ１０６Ｓ　－　二重変異体）：
【化８】

【００９６】
　ｍＨＭＧＢ１（Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、Ｃ１０６Ｓ　－　三重変異体）：
【化９】

【００９７】
　これらの改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインをコード
する核酸配列はまた、本明細書中以下で提供される：
【００９８】
　ｍＨＭＧＢ１（Ｃ２３Ｓ）：

【化１０】

【００９９】
　ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）：
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【化１１】

【０１００】
　ｍＨＭＧＢ１（Ｃ１０６Ｓ）：
【化１２－１】

【化１２－２】

【０１０１】
　ｍＨＭＧＢ１（Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ　－　二重変異体）：
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【化１３】

【０１０２】
　ｍＨＭＧＢ１（Ｃ２３Ｓ、Ｃ１０６Ｓ　－　二重変異体）：
【化１４】

【０１０３】
　ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ、Ｃ１０６Ｓ　－　二重変異体）：
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【化１５】

【０１０４】
　ｍＨＭＧＢ１（Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、Ｃ１０６Ｓ　－　三重変異体）：
【化１６】

【０１０５】
　用語「改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメイン」は、ＨＭ
ＧＢ１コンセンサス配列と少なくとも約６０％、または少なくとも約６５％、または少な
くとも約７０％、または少なくとも約７５％、または少なくとも約８０％、または少なく
とも約８５％、または少なくとも約９０％、または少なくとも約９５％、または少なくと
も約９８％または少なくとも約９９％同一性を有するそれらの等価物をさらに包含し、Ｈ
ＭＧＢ１コンセンサス配列に対するアラインメントに基づいて、等価な配列において相当
する位置で同じ置換を含むことは、認識される。
【０１０６】
　改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインの等価物の中には
、改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ　ｂｏｘ　１のＣ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、お
よびＣ１０６Ｓに相当する１またはこれより多くのアミノ酸位置においてシステインから
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セリンへの置換を含む、改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　２、改
変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　３、および改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂ
ｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　４があることは認識される。
【０１０７】
　改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　２を生じる相当するアミノ酸
置換は、ヒトに由来するＨＭＧＢ２のコンセンサス配列のポリペプチド：
【化１７】

に基づいて、２３位、４５位、および／または１０６位におけるシステイン残基で行われ
得る。
【０１０８】
　改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　２ドメインの非限定的な例示
的配列としては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：
【０１０９】
　ｍＨＭＧＢ２（Ｃ２３Ｓ）：
【化１８】

【０１１０】
　ｍＨＭＧＢ２（Ｃ４５Ｓ）：

【化１９】

【０１１１】
　ｍＨＭＧＢ２（Ｃ１０６Ｓ）：
【化２０】

【０１１２】
　ｍＨＭＧＢ２（Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ　－　二重変異体）：
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【化２１－１】

【化２１－２】

【０１１３】
　ｍＨＭＧＢ２（Ｃ２３Ｓ、Ｃ１０６Ｓ　－　二重変異体）：
【化２２】

【０１１４】
　ｍＨＭＧＢ２（Ｃ４５Ｓ、Ｃ１０６Ｓ　－　二重変異体）：
【化２３】

【０１１５】
　ｍＨＭＧＢ２（Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、Ｃ１０６Ｓ　－　三重変異体）：

【化２４】

【０１１６】
　これらの改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　２ドメインをコード
する核酸配列はまた、本明細書中以下で提供される：
【０１１７】
　ｍＨＭＧＢ２（Ｃ２３Ｓ）：
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【化２５】

【０１１８】
　ｍＨＭＧＢ２（Ｃ４５Ｓ）：
【化２６】

【０１１９】
　ｍＨＭＧＢ２（Ｃ１０６Ｓ）：
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【化２７】

【０１２０】
　ｍＨＭＧＢ２（Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ　－　二重変異体）：
【化２８－１】

【化２８－２】

【０１２１】
　ｍＨＭＧＢ２（Ｃ２３Ｓ、Ｃ１０６Ｓ　－　二重変異体）：
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【化２９】

【０１２２】
　ｍＨＭＧＢ２（Ｃ４５Ｓ、Ｃ１０６Ｓ　－　二重変異体）：
【化３０】

【０１２３】
　ｍＨＭＧＢ２（Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、Ｃ１０６Ｓ　－　三重変異体）：



(37) JP 2020-513808 A 2020.5.21

10

20

30

40

【化３１】

【０１２４】
　改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　３を生じる相当するアミノ酸
配列置換は、ヒトに由来するＨＭＧＢ３のコンセンサス配列のポリペプチド：

【化３２】

に基づいて、２３位、４５位、および／または１０４位におけるシステイン残基で行われ
得る。
【０１２５】
　改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　２ドメインの非限定的な例示
的配列としては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：
【０１２６】
　ｍＨＭＧＢ３（Ｃ２３Ｓ）：
【化３３】

【０１２７】
　ｍＨＭＧＢ３（Ｃ４５Ｓ）：
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【化３４】

【０１２８】
　ｍＨＭＧＢ３（Ｃ１０４Ｓ）：
【化３５】

【０１２９】
　ｍＨＭＧＢ３（Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ　－　二重変異体）：
【化３６】

【０１３０】
　ｍＨＭＧＢ３（Ｃ２３Ｓ、Ｃ１０４Ｓ　－　二重変異体）：
【化３７】

【０１３１】
　ｍＨＭＧＢ３（Ｃ４５Ｓ、Ｃ１０４Ｓ　－　二重変異体）：

【化３８】

【０１３２】
　ｍＨＭＧＢ３（Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、Ｃ１０４Ｓ　－　三重変異体）：



(39) JP 2020-513808 A 2020.5.21

10

20

30

【化３９】

【０１３３】
　これらの改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　２ドメインをコード
する核酸配列はまた、本明細書中以下で提供される：
【０１３４】
　ｍＨＭＧＢ３（Ｃ２３Ｓ）：
【化４０－１】

【化４０－２】

【０１３５】
　ｍＨＭＧＢ３（Ｃ４５Ｓ）：
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【化４１】

【０１３６】
　ｍＨＭＧＢ３（Ｃ１０４Ｓ）：
【化４２－１】

【化４２－２】

【０１３７】
　ｍＨＭＧＢ３（Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ　－　二重変異体）：
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【化４３】

【０１３８】
　ｍＨＭＧＢ３（Ｃ２３Ｓ、Ｃ１０４Ｓ　－　二重変異体）：
【化４４】

【０１３９】
　ｍＨＭＧＢ３（Ｃ４５Ｓ、Ｃ１０４Ｓ　－　二重変異体）：
【化４５－１】
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【化４５－２】

【０１４０】
　ｍＨＭＧＢ３（Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、Ｃ１０４Ｓ　－　三重変異体）：

【化４６】

【０１４１】
　改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　２を生じる相当するアミノ酸
配列置換は、ヒトに由来するＨＭＧＢ２のコンセンサス配列のポリペプチド：

【化４７】

に基づいて、４５位、１０４位、１６４位、および／または１７８位におけるシステイン
残基で行われ得る。
【０１４２】
　改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　２ドメインの非限定的な例示
的配列としては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：
【０１４３】
　ｍＨＭＧＢ４（Ｃ４５Ｓ）：
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【化４８－１】

【化４８－２】

【０１４４】
　ｍＨＭＧＢ４（Ｃ１０４Ｓ）：
【化４９】

【０１４５】
　ｍＨＭＧＢ４（Ｃ１６４Ｓ）：
【化５０】

【０１４６】
　ｍＨＭＧＢ４（Ｃ１７８Ｓ）：

【化５１】

【０１４７】
　ｍＨＭＧＢ４（Ｃ４５Ｓ、Ｃ１０４Ｓ　－　二重変異体）：
【化５２】

【０１４８】
　ｍＨＭＧＢ４（Ｃ４５Ｓ、Ｃ１６４Ｓ　－　二重変異体）：
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【化５３】

【０１４９】
　ｍＨＭＧＢ４（Ｃ４５Ｓ、Ｃ１７８Ｓ　－　二重変異体）：
【化５４－１】

【化５４－２】

【０１５０】
　ｍＨＭＧＢ４（Ｃ１０４Ｓ、Ｃ１６４Ｓ　－　二重変異体）：
【化５５】

【０１５１】
　ｍＨＭＧＢ４（Ｃ１０４Ｓ、Ｃ１７８Ｓ　－　二重変異体）：

【化５６】

【０１５２】
　ｍＨＭＧＢ４（Ｃ１６４Ｓ、Ｃ１７８Ｓ　－　二重変異体）：

【化５７】

【０１５３】
　ｍＨＭＧＢ４（Ｃ４５Ｓ、Ｃ１０４Ｓ、Ｃ１６４Ｓ　－　三重変異体）：
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【化５８】

【０１５４】
　ｍＨＭＧＢ４（Ｃ４５Ｓ、Ｃ１０４Ｓ、Ｃ１７８Ｓ　－　三重変異体）：
【化５９】

【０１５５】
　ｍＨＭＧＢ４（Ｃ４５Ｓ、Ｃ１６４Ｓ、Ｃ１７８Ｓ　－　三重変異体）：
【化６０】

【０１５６】
　ｍＨＭＧＢ４（Ｃ１０４Ｓ、Ｃ１６４Ｓ、Ｃ１７８Ｓ）　－　三重変異体）：
【化６１】

【０１５７】
　ｍＨＭＧＢ４（Ｃ４５Ｓ、Ｃ１０４Ｓ、Ｃ１６４Ｓ、Ｃ１７８Ｓ　－　四重変異体）：

【化６２】

【０１５８】
　これら改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　２ドメインをコードす
る核酸配列はまた、本明細書中以下で提供される：
【０１５９】
　ｍＨＭＧＢ４（Ｃ４５Ｓ）：
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【０１６０】
　ｍＨＭＧＢ４（Ｃ１０４Ｓ）：
【化６４－１】

【化６４－２】

【０１６１】
　ｍＨＭＧＢ４（Ｃ１６４Ｓ）：
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【化６５】

【０１６２】
　ｍＨＭＧＢ４（Ｃ１７８Ｓ）：
【化６６】

【０１６３】
　ｍＨＭＧＢ４（Ｃ４５Ｓ、Ｃ１０４Ｓ　－　二重変異体）：
【化６７－１】
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【化６７－２】

【０１６４】
　ｍＨＭＧＢ４（Ｃ４５Ｓ、Ｃ１６４Ｓ　－　二重変異体）：
【化６８】

【０１６５】
　ｍＨＭＧＢ４（Ｃ４５Ｓ、Ｃ１７８Ｓ　－　二重変異体）：
【化６９】

【０１６６】
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　ｍＨＭＧＢ４（Ｃ１０４Ｓ、Ｃ１６４Ｓ　－　二重変異体）：
【化７０－１】

【化７０－２】

【０１６７】
　ｍＨＭＧＢ４（Ｃ１０４Ｓ、Ｃ１７８Ｓ　－　二重変異体）：
【化７１】

【０１６８】
　ｍＨＭＧＢ４（Ｃ１６４Ｓ、Ｃ１７８Ｓ　－　二重変異体）：
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【化７２－１】

【化７２－２】

【０１６９】
　ｍＨＭＧＢ４（Ｃ４５Ｓ、Ｃ１０４Ｓ、Ｃ１６４Ｓ　－　三重変異体）：
【化７３】

【０１７０】
　ｍＨＭＧＢ４（Ｃ４５Ｓ、Ｃ１０４Ｓ、Ｃ１７８Ｓ　－　三重変異体）：
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【化７４】

【０１７１】
　ｍＨＭＧＢ４（Ｃ４５Ｓ、Ｃ１６４Ｓ、Ｃ１７８Ｓ　－　三重変異体）：
【化７５－１】

【化７５－２】

【０１７２】
　ｍＨＭＧＢ４（Ｃ１０４Ｓ、Ｃ１６４Ｓ、Ｃ１７８Ｓ）　－　三重変異体）：
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【化７６】

【０１７３】
　ｍＨＭＧＢ４（Ｃ４５Ｓ、Ｃ１０４Ｓ、Ｃ１６４Ｓ、Ｃ１７８Ｓ　－　四重変異体）：
【化７７】

【０１７４】
　開示を実施するための態様
　出願人は、ＤＮＡＢＩＩタンパク質が、バイオフィルムのｅＤＮＡ依存性細胞外マトリ
クスを安定化する一方で、組換えＨＭＧＢ１（ｒＨＭＧＢ１）が、インビトロで予め形成
された細菌バイオフィルムを破壊し（表１）、ＮＴＨＩバイオフィルムを、中耳炎（ＯＭ
）の実験的モデルにおいてチンチラの中耳から一掃し（図１Ａ～１Ｂ）、そしてマウス気
道においてＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ　ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａバイオフィルム発生を阻
害し、低減した細菌負荷を直接的に生じた（図２Ａ～２Ｄ）ことを本明細書で示す。
【０１７５】
　ｒＨＭＧＢ１は、インビトロおよびインビボでバイオフィルムを破壊することにおいて
有効であることが示されたが、宿主にとって潜在的に有害であり得る強い炎症性応答を誘
導することはまた、十分に記録される。アセチル化、リン酸化、メチル化、グリコシル化
、ＡＤＰ－リボシル化、およびシステイン残基の酸化を含むいくつかの翻訳後修飾（ＰＴ
Ｍ）は、その位置（核、細胞質または細胞外）、機能、およびＤＮＡを結合する能力を調
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節するＨＭＧＢ１に関して記載されている（総説（Ｋａｎｇら．　２０１４））。ヒトＨ
ＭＧＢ１は、２３位、４５位、および１０６位における３個のシステイン残基を含み、そ
のシステイン残基の酸化は、その炎症特性に影響を与える（Ｋａｚａｍａら．　２００８
）。Ｃ１０６チオール基およびＣ２３－Ｃ４５ジスルフィド結合を含むＨＭＧＢ１は、炎
症の引き金を引く一方で、末端で酸化されたシステインは、炎症の消散を促進する（Ｙａ
ｎｇら．　２０１２）。
【０１７６】
　開示された研究において、出願人は、ＨＭＧＢ１の改変体形態（ｍＨＭＧＢ１）を生成
した。ここで出願人は、４５位のシステインをセリンで置換した（Ｃ４５Ｓ）。出願人は
、ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）が、多数のヒト病原体によって形成される、インビトロで予
め形成されたバイオフィルムを破壊する、ＯＭの実験的モデルにおいてＮＴＨＩバイオフ
ィルムを一掃する、およびマウス気道においてＢ．ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａ細菌負荷を低
減することにおいて有効であると同時に、それが炎症性応答を増強しないことを示した。
出願人のデータは、出願人が、多数のヒト病原体に対して望ましい抗バイオフィルム機能
を保持するが、望ましくない、強い炎症促進性応答を高めることにおいて欠陥のあるＨＭ
ＧＢ１改変体（ｍＨＭＧＢ１）を生成したことを示唆する。さらに、この研究は、ＨＭＧ
Ｂ１の他の等価な改変（例えば、Ｃ２３ＳおよびＣ１０６Ｓ）が類似の結果を生じ得るこ
とを示唆する。従って、出願人は、改変Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓを含む三
重変異ＨＭＧＢ１、ならびにＣ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓの群から選択される
１またはこれより多くの改変を含むさらなる変異ＨＭＧＢ１を生成する。
【０１７７】
　出願人のアプローチは、それが耐性機構を発生させるように細菌にさらなる圧をかける
殺菌活性を有する化合物に依拠しないが、むしろバイオフィルム細胞外マトリクスを標的
とし、過剰な炎症の非存在下で疾患の消散をもたらすバイオフィルムの破壊を生じるとい
う点で現代の技術を超える改善である。
【０１７８】
　この方法および組成物は、多数の多様なバイオフィルム媒介性感染（中耳炎、尿路感染
、肺炎、歯肉炎、インプラント周囲炎、歯周炎、嚢胞性線維症、心内膜炎および熱傷創感
染が挙げられるが、これらに限定されない）の処置において有用である。
【０１７９】
　この方法および組成物は、抗生物質または他の抗微生物と組み合わせて、デバイス挿入
の標的部位を「滅菌（ｓｔｅｒｉｌｉｚｅ）」して、デバイス関連感染を防止するために
有用である。
【０１８０】
　Ｃ４５Ｓ組換えＨＭＧＢ１または改変ＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）（「ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４
５Ｓ）」）は、インビトロおよびインビボで（２つの哺乳動物モデルで）の両方で既存の
バイオフィルムを破壊することが示された。インビボでバイオフィルムから浮遊状態へと
多量の細菌を分散させることは、目下これらの浮遊細菌が、潜在的な第２部位の感染を生
じる前にはアクセスを有しなかった他の部位へのアクセスを獲得できる可能性があるとい
う点で潜在的な欠点を有し得る。また、この分散効果は、敗血症を生じ得る。これらの転
帰のいずれも、ｍＨＭＧＢ１では観察されておらず、バイオフィルム感染の部位に依存し
て、これらの潜在的落とし穴に議論の余地があり得るという事実に加えて、これらの潜在
的な制限を回避する手段が存在する。実際に、Ｃ４５Ｓ変異は、分枝状ＤＮＡ構造（細菌
バイオフィルム内の細胞外ＤＮＡは、これらの構造を構成すると考えられる）に対する分
子の親和性を増大し、その炎症応答をも弱め、よってより良好な治療的応答を与えると思
われる。
【０１８１】
　よって、本明細書で開示される局面は、Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓの群か
ら選択される１もしくはこれより多くのまたは全ての置換を含む改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉ
ｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメイン、その改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇ
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ｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインをコードする単離されたポリヌクレオチドもしくは組換え
ポリヌクレオチド、その単離されたポリヌクレオチドもしくは組換えポリヌクレオチドを
含むベクター、ならびに有効量の、その改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－
ｂｏｘ　１ドメインおよび／または前述の単離されたポリヌクレオチドもしくは組換えポ
リヌクレオチドおよび／または前述のベクターを含む組成物に関する。一局面において、
そのポリヌクレオチドはＤＮＡであり、別の局面において、そのポリヌクレオチドはＲＮ
Ａである。そのポリヌクレオチドを原核生物システムまたは真核生物システムにおいて発
現することによってそのｍＨＭＧＢ１ポリペプチドを生成する組換え法がまた、提供され
る。さらなる局面において、そのシステムにおいて生成されるタンパク質が単離される。
従って、本開示はまた、原核生物および真核生物の宿主細胞システムにおいて生成される
ポリペプチドを提供する。いくつかの実施形態において、その改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌ
ｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、置換Ｃ４５Ｓを含む。いくつかの実施形態
において、その改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、
置換Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓを含む。
【０１８２】
　さらなる局面は、バイオフィルム中の微生物ＤＮＡへのデオキシリボ核酸Ｂ　ＩＩ（Ｄ
ＮＡＢＩＩ）ポリペプチドの結合を阻害するか、競合させるかまたは力価測定するための
方法に関し、上記方法は、そのバイオフィルム中の微生物ＤＮＡと、有効量の、Ｃ２３Ｓ
、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む
改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインを含む単離されたポ
リペプチドもしくは組換えポリペプチドまたは上記で開示される組成物のうちのいずれか
１つもしくはこれより多くとを接触させる工程であって、それによって、その微生物ＤＮ
ＡへのＤＮＡＢＩＩポリペプチドの結合を阻害するか、競合させるかまたは力価測定する
工程を包含する。いくつかの実施形態において、その改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　
ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、置換Ｃ４５Ｓを含む。いくつかの実施形態において
、その改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、置換Ｃ２
３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓを含む。いくつかの実施形態において、接触させる工
程は、インビトロまたはインビボにおいてである。いくつかの実施形態において、そのバ
イオフィルムは、Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ　ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａ、Ｅｎｔｅｒｏｂ
ａｃｔｅｒ　ｓｐｐ．、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ、Ｋｌｅｂｓｉｅ
ｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ、Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｂａｕｍａｎｉｉ、Ｐｓ
ｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃｉｕ
ｍ、尿路病原性Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ（ＵＰＥＣ）、無莢膜型Ｈａｅｍｏｐ
ｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ（ＮＴＨＩ）、および／またはＡｇｇｒｅｇａｔｉｂ
ａｃｔｅｒ　ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｍｃｏｍｉｔａｎｓによって形成される。いくつ
かの実施形態において、上記方法は、有効量の抗生物質を表面に投与する工程であって、
必要に応じてコーティングする工程をさらに包含する。
【０１８３】
　なおさらなる局面は、表面上のバイオフィルムの形成を防止するための方法に関し、上
記方法は、ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ　その表面と、有効量の、Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、および
Ｃ１０６Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くまたは全ての置換を含む改変ｈｉ
ｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインを含む単離されたポリペプチ
ドもしくは組換えポリペプチド、または上記で開示される組成物のうちのいずれか１つも
しくはこれより多くとを接触させる工程であって、必要に応じてコーティングし、それに
よって、バイオフィルム形成の間に微生物ＤＮＡへのＤＮＡＢＩＩポリペプチドの結合を
阻害するか、競合させるかまたは力価測定する工程を包含する。いくつかの実施形態にお
いて、その改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、置換
Ｃ４５Ｓを含む。いくつかの実施形態において、その改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　
ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、置換Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓを含む
。いくつかの実施形態において、接触させる工程は、インビトロまたはインビボにおいて



(55) JP 2020-513808 A 2020.5.21

10

20

30

40

50

である。いくつかの実施形態において、そのバイオフィルムは、Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉ
ａ　ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａ、Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐｐ．、Ｓｔａｐｈｙｌｏ
ｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ、Ａｃｉｎ
ｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｂａｕｍａｎｉｉ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓ
ａ、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃｉｕｍ、尿路病原性Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　
ｃｏｌｉ（ＵＰＥＣ）、無莢膜型Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ（ＮＴ
ＨＩ）、および／またはＡｇｇｒｅｇａｔｉｂａｃｔｅｒ　ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｍ
ｃｏｍｉｔａｎｓによって形成される。いくつかの実施形態において、その方法は、その
表面に有効量の抗生物質を投与する工程であって、必要に応じてコーティングする工程を
さらに包含する。
【０１８４】
　さらなる局面は、バイオフィルムを生成する被験体において微生物感染を防止または処
置するための方法に関し、上記方法は、有効量の、Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６
Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉ
ｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインを含む単離されたポリペプチドもしくは組換えポ
リペプチド、または上記で開示される組成物のうちのいずれか１つもしくはこれより多く
を投与する工程であって、それによって、微生物ＤＮＡへのＤＮＡＢＩＩポリペプチドの
結合を阻害するか、競合させるかまたは力価測定する工程を包含する。いくつかの実施形
態において、その改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは
、置換Ｃ４５Ｓを含む。いくつかの実施形態において、その改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉ
ｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、置換Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓ
を含む。いくつかの実施形態において、そのバイオフィルムは、Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉ
ａ　ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａ、Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐｐ．、Ｓｔａｐｈｙｌｏ
ｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ、Ａｃｉｎ
ｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｂａｕｍａｎｉｉ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓ
ａ、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃｉｕｍ、尿路病原性Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　
ｃｏｌｉ（ＵＰＥＣ）、無莢膜型Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ（ＮＴ
ＨＩ）、および／またはＡｇｇｒｅｇａｔｉｂａｃｔｅｒ　ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｍ
ｃｏｍｉｔａｎｓによって形成される。いくつかの実施形態において、上記方法は、有効
量の抗生物質を投与する工程をさらに包含する。
【０１８５】
　改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインに対する等価物の
中には、改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ　ｂｏｘ　１のＣ２３Ｓ、Ｃ４５
Ｓ、およびＣ１０６Ｓに相当する１またはこれより多くのアミノ酸位置においてシステイ
ンからセリンへの置換を含む、改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　
２、改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　３、および改変ｈｉｇｈ　
ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　４があることは、認識される。改変ｈｉｇｈ　
ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　２に関しては、その相当するシステイン残基は
、２３位、４５位、および１０６位において見出される；改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔ
ｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　３に関しては、その相当するシステイン残基は、２３位、４５
位、および１０４位において見出される；そして改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒ
ｏｕｐ－ｂｏｘ　４に関しては、その相当するシステイン残基は、４５位、１０４位、１
６４位、および１７８位において見出される。従って、出願人は、Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、
およびＣ１０６Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ
　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１に関して開示された前述の局面が、その言
及される位置において１もしくはこれより多くのシステインからセリンへの置換を有する
前述のｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ種（例えば、Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５
Ｓ、およびＣ１０６Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉ
ｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　２；Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０
４Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌ
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ｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　３；およびＣ４５Ｓ、Ｃ１０４Ｓ、Ｃ１６４Ｓ、およびＣ
１７８Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂ
ｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　４）に等しく適用可能であると考える。
【０１８６】
　開示を実施するための態様
　ポリペプチド
　本明細書で開示される局面は、Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓの群から選択さ
れる１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ
－ｂｏｘ　１ドメインに関する。いくつかの実施形態において、その改変ｈｉｇｈ　ｍｏ
ｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、置換Ｃ４５Ｓを含む。いくつかの実
施形態において、その改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメイ
ンは、１個、２個または全３個の置換Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓを含む。
【０１８７】
　改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインに対する等価物の
中には、改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ　ｂｏｘ　１のＣ２３Ｓ、Ｃ４５
Ｓ、およびＣ１０６Ｓに相当する１もしくはこれより多くのアミノ酸位置においてシステ
インからセリンへの置換を含む、改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ
　２、改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　３、および改変ｈｉｇｈ
　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　４があることは認識される。改変ｈｉｇｈ　
ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　２に関しては、その相当するシステイン残基は
、２３位、４５位、および１０６位において見出される；改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔ
ｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　３に関しては、その相当するシステイン残基は、２３位、４５
位、および１０４位において見出される；そして改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒ
ｏｕｐ－ｂｏｘ　４に関しては、その相当するシステイン残基は、４５位、１０４位、１
６４位、および１７８位において見出される。従って、出願人は、Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、
およびＣ１０６Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ
　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１に関して開示される前述のポリペプチド局
面が、その言及される位置において１もしくはこれより多くのシステインからセリンへの
置換を有する前述のｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ種（例えば、Ｃ２
３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を
含む改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　２；Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、
およびＣ１０４Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ
　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　３；およびＣ４５Ｓ、Ｃ１０４Ｓ、Ｃ１６４
Ｓ、およびＣ１７８Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉ
ｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　４）に等しく適用可能であると考える。
【０１８８】
　そのタンパク質およびポリペプチドは、精製法、化学合成法および組換え法を含む、当
業者に公知の多くのプロセスによって得られ得る。ポリペプチドは、抗体での免疫沈降の
ような方法、ならびにゲル濾過、イオン交換、逆相およびアフィニティークロマトグラフ
ィーのような標準的技術によって、宿主細胞システムのような調製物から単離され得る。
このような方法論に関しては、例えば、Ｄｅｕｔｓｃｈｅｒら．　（１９９９）　Ｇｕｉ
ｄｅ　Ｔｏ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ：　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｉｎ　Ｅ
ｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　（Ｖｏｌ．　１８２，　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ）を参照の
こと。よって、本発明はまた、これらのポリペプチドを得るためのプロセス、ならびにこ
れらのプロセスによって得られ得るおよび得られる生成物を提供する。
【０１８９】
　そのポリペプチドはまた、市販の自動化ペプチド合成機（例えば、Ｐｅｒｋｉｎ／　Ｅ
ｌｍｅｒ／Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，　Ｉｎｃ．，　Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉ
ｔｙ，　ＣＡ，　ＵＳＡによって製造されるもの、Ｍｏｄｅｌ　４３０Ａもしくは４３ｌ
Ａ）を使用して化学合成によって得られ得る。その合成されたポリペプチドは沈殿され得
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、例えば、高速液体クラマトグラフィー（ＨＰＬＣ）によって、さらに精製され得る。よ
って、本発明はまた、タンパク質の配列および試薬（アミノ酸および酵素）を提供し、そ
のアミノ酸を適切な配向および直線状の配列において一緒に連結することによって、本発
明のタンパク質を化学合成するためのプロセスを提供する。
【０１９０】
　あるいは、そのタンパク質およびポリペプチドは、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら．　（
２０１２）前出において例えば、記載されるように、本明細書で記載される宿主細胞およ
びベクターシステムを使用して、周知の組換え法または変異誘発によって得られ得る。
【０１９１】
　本発明のポリペプチドはまた、種々の固相キャリア（例えば、インプラント、ステント
、パスタ剤、ゲル、歯科インプラントもしくは医療用インプラント）、または液相キャリ
ア（例えば、ビーズ、滅菌もしくは水性の溶液、薬学的に受容可能なキャリア、懸濁物ま
たはエマルジョン）と組み合わされ得る。非水性溶媒の例としては、プロピルエチレング
リコール、ポリエチレングリコールおよび植物性油が挙げられる。抗体を調製するか、ま
たはインビボで免疫応答を誘導するために使用される場合、そのキャリアはまた、特異的
免疫応答を非特異的に増大させるために有用なアジュバントを含み得る。当業者は、アジ
ュバントが要求され、１つを選択するか否かを容易に決定し得る。しかし、単に例証目的
で、適切なアジュバントとしては、フロイント完全および不完全アジュバント、無機塩お
よびポリヌクレオチドが挙げられるが、これらに限定されない。他の適切なアジュバント
としては、モノホスホリルリピドＡ（ＭＰＬ）、Ｅ．ｃｏｌｉの易熱性エンテロトキシン
の変異誘導体、コレラ毒素の変異誘導体、ＣＰＧオリゴヌクレオチドおよびスクアレンに
由来するアジュバントが挙げられる。
【０１９２】
　ポリヌクレオチドおよびベクター
　本明細書で開示される局面は、Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓの群から選択さ
れる１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ
－ｂｏｘ　１ドメインをコードする単離されたポリヌクレオチドもしくは組換えポリヌク
レオチドおよび／またはその単離されたポリヌクレオチドもしくは組換えポリヌクレオチ
ドを含むベクターに関する。いくつかの実施形態において、その改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉ
ｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、置換Ｃ４５Ｓを含む。いくつかの実施形
態において、その改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは
、置換Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓを含む。
【０１９３】
　一般に、遺伝物質（例えば、ＤＮＡまたはＲＮＡ）を１もしくはこれより多くのベクタ
ーへとパッケージングするための方法は、当該分野で周知である。いくつかの実施形態に
おいて、その改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、置
換Ｃ４５Ｓを含む。いくつかの実施形態において、その改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ
　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、置換Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓを含
む。例えば、その遺伝物質は、パッケージングベクターおよび細胞株を使用してパッケー
ジングされ得、旧来の組換え法を介して導入され得る。
【０１９４】
　改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインに対する等価物の
中には、改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ　ｂｏｘ　１のＣ２３Ｓ、Ｃ４５
Ｓ、およびＣ１０６Ｓに相当する１もしくはこれより多くのアミノ酸位置においてシステ
インからセリンへの置換を含む、改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ
　２、改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　３、および改変ｈｉｇｈ
　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　４があることは、認識される。改変ｈｉｇｈ
　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　２に関しては、その相当するシステイン残基
は、２３位、４５位、および１０６位において見出される；改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉ
ｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　３に関しては、その相当するシステイン残基は、２３位、４
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５位、および１０４位において見出される；そして改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇ
ｒｏｕｐ－ｂｏｘ　４に関しては、その相当するシステイン残基は、４５位、１０４位、
１６４位、および１７８位において見いだされる。従って、出願人は、Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５
Ｓ、およびＣ１０６Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉ
ｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１に関して開示される単離されたポリヌ
クレオチドおよびベクターが、そのその言及される位置において１もしくはこれより多く
のシステインからセリンへの置換を有する前述のｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕ
ｐ－ｂｏｘ種（例えば、Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓの群から選択される１も
しくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ
　２；Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０４Ｓの群から選択される１もしくはこれより多
くの置換を含む改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　３；およびＣ４
５Ｓ、Ｃ１０４Ｓ、Ｃ１６４Ｓ、およびＣ１７８Ｓの群から選択される１もしくはこれよ
り多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　４）に等し
く適用可能であると考える。
【０１９５】
　いくつかの実施形態において、そのパッケージングベクターは、レトロウイルスベクタ
ー、レンチウイルスベクター、アデノウイルスベクター、およびアデノ随伴ウイルスベク
ター（必要に応じてＡＡＶ８）が挙げられ得るが、これらに限定されない。そのパッケー
ジングベクターは、細胞への遺伝物質の送達を促進するエレメントおよび配列を含む。例
えば、そのレトロウイルス構築物は、複製能力のないレトロウイルスベクターをパッケー
ジするために必要とされる全てのビリオンタンパク質をトランスでコードし、複製能力の
あるヘルパーウイルスの生成なしに、高力価で複製能力のないレトロウイルスベクターを
パッケージングし得るビリオンタンパク質を生成するために、複製能力のないレトロウイ
ルスゲノムに由来する少なくとも１つのレトロウイルスヘルパーＤＮＡ配列を含むパッケ
ージングプラスミドである。そのレトロウイルスＤＮＡ配列は、そのウイルスのウイルス
５’　ＬＴＲのネイティブのエンハンサーおよび／またはプロモーターをコードする領域
を欠き、ヘルパーゲノムのパッケージングを担うｐｓｉ機能的配列および３’ＬＴＲの両
方を欠くが、外来のポリアデニル化部位（例えば、ＳＶ４０ポリアデニル化部位）、およ
びウイルス生成が望ましい細胞タイプにおいて効率的転写を指向する外来のエンハンサー
および／またはプロモーターをコードする。そのレトロウイルスは、白血病ウイルス（例
えば、モロニーマウス白血病ウイルス（ＭＭＬＶ））、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）
、またはテナガザル白血病ウイルス（ＧＡＬＶ）である。その外来のエンハンサーおよび
プロモーターは、ヒトサイトメガロウイルス（ＨＣＭＶ）即時（ＩＥ）エンハンサーおよ
びプロモーター、モロニーマウス肉腫ウイルス（ＭＭＳＶ）のエンハンサーおよびプロモ
ーター（Ｕ３領域）、ラウス肉腫ウイルス（ＲＳＶ）のＵ３領域、脾臓フォーカス形成ウ
イルス（Ｓｐｌｅｅｎ　Ｆｏｃｕｓ　Ｆｏｒｍｉｎｇ　Ｖｉｒｕｓ）（ＳＦＦＶ）のＵ３
領域、またはネイティブのモロニーマウス白血病ウイルス（ＭＭＬＶ）プロモーターに結
合されたＨＣＭＶ　ＩＥエンハンサーであり得る。
【０１９６】
　そのレトロウイルスパッケージングプラスミドは、プラスミドベースの発現ベクターに
よってコードされる２つのレトロウイルスヘルパーＤＮＡ配列からなり得、例えば、ここ
で第１のヘルパー配列は、同種指向性ＭＭＬＶまたはＧＡＬＶのｇａｇおよびｐｏｌタン
パク質をコードするｃＤＮＡを含み、そして第２のヘルパー配列は、ｅｎｖタンパク質を
コードするｃＤＮＡを含む。その宿主範囲を決定するＥｎｖ遺伝子は、異種指向性、両指
向性、同種指向性、多指向性（ミンクフォーカス形成）または１０Ａ１マウス白血病ウイ
ルスｅｎｖタンパク質、またはテナガザル白血病ウイルス（ＧＡＬＶ）ｅｎｖタンパク質
、ヒト免疫不全ウイルスｅｎｖ（ｇｐ１６０）タンパク質、水疱性口内炎ウイルス（ＶＳ
Ｖ）Ｇタンパク質、ヒトＴ細胞白血病（ＨＴＬＶ）タイプＩおよびＩＩ　ｅｎｖ遺伝子生
成物をコードする遺伝子、前述のｅｎｖ遺伝子のうちの１もしくはこれより多くの組み合
わせに由来するキメラエンベロープ遺伝子、または前述のｅｎｖ遺伝子生成物の細胞質お
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よび膜貫通部分、ならびに望ましい標的細胞上の特異的表面分子に対して指向されるモノ
クローナル抗体をコードするキメラエンベロープ遺伝子に由来し得る。類似のベクターベ
ースのシステムは、他のベクター（例えば、スリーピングビューティーベクターまたはト
ランスポゾンエレメント）を使用し得る。
【０１９７】
　得られるパッケージされた発現システムは、次いで、本明細書で開示される方法局面に
関して詳細に考察される適切な投与経路を介して導入され得る。
【０１９８】
　組成物
　さらなる局面は、有効量の、Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓの群から選択され
る１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－
ｂｏｘ　１ドメイン、ならびに／または前述の単離されたポリヌクレオチドもしくは組換
えポリヌクレオチドならびに／または前述のベクターを含む組成物に関する。いくつかの
実施形態において、その改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメ
インは、置換Ｃ４５Ｓを含む。いくつかの実施形態において、その改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂ
ｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、置換Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１
０６Ｓを含む。
【０１９９】
　改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインに対する等価物の
中には、改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ　ｂｏｘ　１のＣ２３Ｓ、Ｃ４５
Ｓ、およびＣ１０６Ｓに相当する１もしくはこれより多くのアミノ酸位置においてシステ
インからセリンへの置換を含む、改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ
　２、改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　３、および改変ｈｉｇｈ
　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　４があることは、認識される。改変ｈｉｇｈ
　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　２に関しては、その相当するシステイン残基
は、２３位、４５位、および１０６位において見出される；改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉ
ｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　３に関しては、その相当するシステイン残基は、２３位、４
５位、および１０４位において見出される；そして改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇ
ｒｏｕｐ－ｂｏｘ　４に関しては、その相当するシステイン残基は、４５位、１０４位、
１６４位、および１７８位において見出される。従って、出願人は、Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ
、およびＣ１０６Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇ
ｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１に関して開示される組成物局面が、その
言及される位置において１もしくはこれより多くのシステインからセリンへの置換を有す
る前述のｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ種（例えば、Ｃ２３Ｓ、Ｃ４
５Ｓ、およびＣ１０６Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈ
ｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　２；Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１
０４Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉ
ｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　３；ならびにＣ４５Ｓ、Ｃ１０４Ｓ、Ｃ１６４Ｓ、およ
びＣ１７８Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ　ｍ
ｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　４）に等しく適用可能であると考える。
【０２００】
　簡潔には、請求された組成物のうちのいずれか１つを含むが、これに限定されない本開
示の薬学的組成物は、本明細書で記載されるとおりの改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　
ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインを、１もしくはこれより多くの薬学的にまたは生理学的
に受容可能なキャリア、希釈剤もしくは賦形剤と組み合わせて含み得る。
【０２０１】
　周知のキャリアの例としては、ガラス、ポリスチレン、ポリプロピレン、ポリエチレン
、デキストラン、ナイロン、アミラーゼ、天然および改変セルロース、ポリアクリルアミ
ド、アガロースおよび磁鉄鉱が挙げられる。そのキャリアの性質は、開示の目的のために
可溶性または不溶性のいずれかであり得る。当業者は、抗体を結合するために他の適切な
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キャリアについて知っているか、または慣用的な実験を使用して、そのようなものを確認
し得る。
【０２０２】
　このような組成物は、緩衝液（例えば、中性緩衝化塩類溶液、リン酸緩衝化生理食塩水
など）；炭水化物（例えば、グルコース、マンノース、スクロースまたはデキストラン、
マンニトール）；タンパク質；ポリペプチドもしくはアミノ酸（例えば、グリシン）；抗
酸化剤；キレート化剤（例えば、ＥＤＴＡもしくはグルタチオン）；アジュバント（例え
ば、水酸化アルミニウム）；および保存剤をも含み得る。本開示の組成物は、経口投与、
静脈内投与、局所投与、経腸投与、および／または非経口投与のために製剤化され得る。
ある種の実施形態において、本開示の組成物は、静脈内投与のために製剤化される。
【０２０３】
　その組成物の投与は、処置の過程全体を通じて、１用量で、連続的または間欠的にもた
らされ得る。投与の最も有効な手段および投与量を決定するための方法は、当業者に公知
であり、治療に使用される組成物、治療目的および処置されている被験体に伴って変動す
る。単一のまたは多数の投与が、処置している医師によって選択されている用量レベルお
よびパターンで行われ得る。適切な投与製剤および薬剤の投与方法は、当該分野で公知で
ある。さらなる局面において、本開示の細胞および組成物は、他の処置と組み合わせて投
与され得る。
【０２０４】
　ベクター、組換え発現システム、および／または組成物は、当該分野で公知の方法を使
用して宿主に投与される。本開示の組成物のこの投与は、実験的およびスクリーニングア
ッセイのために所望の疾患、障害、もしくは状態の動物モデルを生成するために行われ得
る。
【０２０５】
　簡潔には、請求された組成物のうちのいずれか１つを含むが、これに限定されない本開
示の薬学的組成物は、本明細書で記載されるとおりの１もしくはこれより多くのベクター
または組換え発現システムを、１もしくはこれより多くの薬学的にまたは生理学的に受容
可能なキャリア、希釈剤もしくは賦形剤と組み合わせて含み得る。このような組成物は、
緩衝液（例えば、中性緩衝化塩類溶液、リン酸緩衝化生理食塩水など）；炭水化物（例え
ば、グルコース、マンノース、スクロースまたはデキストラン、マンニトール）；タンパ
ク質；ポリペプチドもしくはアミノ酸（例えば、グリシン）；抗酸化剤；キレート化剤（
例えば、ＥＤＴＡもしくはグルタチオン）；アジュバント（例えば、水酸化アルミニウム
）；および保存剤を含み得る。本開示の組成物は、経口投与、静脈内投与、局所投与、経
腸投与、および／または非経口投与のために製剤化され得る。ある種の実施形態において
、本開示の組成物は、静脈内投与のために製剤化される。
【０２０６】
　本開示の薬学的組成物は、処置または防止されるべき疾患、障害、または状態に適した
様式で投与され得る。投与の量および頻度は、患者の状態、その患者の疾患のタイプおよ
び重篤度のような因子によって決定されるが、適切な投与量は、臨床試験によって決定さ
れ得る。
【０２０７】
　治療法
　本明細書で開示される局面は、治療法に関する。例えば、局面は、バイオフィルム中の
微生物ＤＮＡへのデオキシリボ核酸Ｂ　ＩＩ（ＤＮＡＢＩＩ）ポリペプチドの結合を阻害
するか、競合させるかまたは力価測定するための方法に関し、上記方法は、そのバイオフ
ィルム中の微生物ＤＮＡと、有効量の、Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓの群から
選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒ
ｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインを含む単離されたポリペプチドもしくは組換えポリペプチド
または上記で開示される組成物のうちのいずれか１つもしくはこれより多くとを接触させ
る工程であって、それによって、その微生物ＤＮＡへのＤＮＡＢＩＩポリペプチドの結合
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を阻害するか、競合させるかまたは力価測定する工程を包含する。いくつかの実施形態に
おいて、その改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、置
換Ｃ４５Ｓを含む。いくつかの実施形態において、その改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ
　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、置換Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓを含
む。いくつかの実施形態において、接触させる工程は、インビトロまたはインビボにおい
てである。
【０２０８】
　さらなる局面は、表面上のバイオフィルムの形成を防止するために方法に関し、上記方
法は、その表面と、有効量の、Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓの群から選択され
る１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－
ｂｏｘ　１ドメインを含む単離されたポリペプチドもしくは組換えポリペプチドまたは上
記で開示される組成物のうちのいずれか１つもしくはこれより多くとを接触させる工程で
あって、必要に応じてコーティングし、それによって、バイオフィルム形成の間に微生物
ＤＮＡへのＤＮＡＢＩＩポリペプチドの結合を阻害するか、競合させるかまたは力価測定
する工程を包含する。いくつかの実施形態において、その改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔ
ｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、置換Ｃ４５Ｓを含む。いくつかの実施形態にお
いて、その改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、置換
Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓを含む。いくつかの実施形態において、接触させ
る工程は、インビトロまたはインビボにおいてである。
【０２０９】
　さらなる局面は、バイオフィルムを生成する被験体における微生物感染を防止または処
置するための方法に関し、上記方法は、有効量の、Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６
Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉ
ｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインを含む単離されたポリペプチドもしくは組換えポ
リペプチドまたは上記で開示される組成物のうちのいずれか１つもしくはこれより多くを
投与する工程であって、それによって、微生物ＤＮＡへのＤＮＡＢＩＩポリペプチドの結
合を阻害するか、競合させるかまたは力価測定する工程を包含する。いくつかの実施形態
において、その改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、
置換Ｃ４５Ｓを含む。いくつかの実施形態において、その改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔ
ｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、置換Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓを
含む。
【０２１０】
　いくつかの局面において、Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓの群から選択される
１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂ
ｏｘ　１ドメインを含むポリペプチドは、上記で記載される任意のポリペプチドに対する
生物学的等価物を含むか、または代わりにその等価物から本質的になるか、またはなおさ
らにその等価物からなる。
【０２１１】
　改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインに対する等価物の
中には、改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ　ｂｏｘ　１のＣ２３Ｓ、Ｃ４５
Ｓ、およびＣ１０６Ｓに相当する１もしくはこれより多くのアミノ酸位置においてシステ
インからセリンへの置換を含む、改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ
　２、改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　３、および改変ｈｉｇｈ
　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　４があることは、認識される。改変ｈｉｇｈ
　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　２に関しては、その相当するシステイン残基
は、２３位、４５位、および１０６位において見出される；改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉ
ｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　３に関しては、その相当するシステイン残基は、２３位、４
５位、および１０４位において見出される；そして改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇ
ｒｏｕｐ－ｂｏｘ　４に関しては、その相当するシステイン残基は、４５位、１０４位、
１６４位、および１７８位において見出される。従って、出願人は、Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ
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、およびＣ１０６Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇ
ｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１に関して開示される方法局面が、その言
及される位置において１もしくはこれより多くのシステインからセリンへの置換を有する
前述のｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ種（例えば、Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５
Ｓ、およびＣ１０６Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉ
ｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　２；Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０
４Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌ
ｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　３；ならびにＣ４５Ｓ、Ｃ１０４Ｓ、Ｃ１６４Ｓ、および
Ｃ１７８Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ　ｍｏ
ｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　４）に等しく適用可能であると考える。
【０２１２】
　いくつかの局面において、その単離されたタンパク質もしくは組換えタンパク質は、哺
乳動物タンパク質である。特定の局面において、その哺乳動物タンパク質は、ヒトタンパ
ク質である。
【０２１３】
　上記の方法のうちのいずれかは、被験体に、有効量の、抗微生物物質、抗原性ペプチド
またはアジュバントのうちの１もしくはこれより多くを投与する工程をさらに包含するか
、または代わりにこの工程から本質的になるか、またはなおさらにこの工程からなる。そ
の被験体は、一局面において、非ヒト動物またはヒト患者である。
【０２１４】
　そのポリペプチドは、局所的に、経皮的に、舌下に、直腸に、膣に、眼に、皮下に、筋
肉内に、腹腔内に、尿道に、鼻内に、吸入によって、または経口的に、を含む方法によっ
て投与される。
【０２１５】
　いくつかの局面において、その被験体は、小児患者であり、そのポリペプチドは、その
小児患者のための製剤において投与される。
【０２１６】
　上記の実施形態のうちのいずれかにおいて、そのバイオフィルムは、表１において同定
される微生物に由来する微生物ＤＮＡを含み得る。
【０２１７】
　一実施形態において、そのポリペプチドは、微生物感染に局所的に投与される。
【０２１８】
　一実施形態において、本開示は、必要性のある被験体において免疫応答を誘導または提
供するための方法を提供し、上記方法は、その被験体に、有効量の、Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ
、およびＣ１０６Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇ
ｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインを投与する工程を包含するか、
または代わりにこの工程から本質的になるか、またはなおさらにこの工程からなる。別の
実施形態において、その投与は、免疫応答が望ましい場所に対して局所である。Ｃ２３Ｓ
、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む
改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインの例は、上記で記載
される。いくつかの実施形態において、その改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕ
ｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、置換Ｃ４５Ｓを含む。いくつかの実施形態において、その改
変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、置換Ｃ２３Ｓ、Ｃ
４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓを含む。
【０２１９】
　その単離されたタンパク質もしくは組換えタンパク質は、哺乳動物タンパク質であり得
るか、または特定の局面においては、ヒトタンパク質であり得る。その被験体は、いくつ
かの局面において、非ヒト動物またはヒト患者である。
【０２２０】
　本発明の薬剤および組成物は、他の抗微生物薬剤および／または表面抗原と同時にまた
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は連続して投与され得る。１つの特定の局面において、投与は、感染の部位に局所的に投
与される。投与の他の非限定的な例としては、経皮的に、舌下に、直腸に、膣に、眼に、
皮下に、筋肉内に、腹腔内に、尿道に、鼻内に、吸入によって、または経口的に、を含む
１もしくはこれより多くの方法が挙げられる。
【０２２１】
　一実施形態において、バイオフィルムを破壊するか、またはバイオフィルムを生成する
微生物感染を阻害、防止もしくは処置することにおける医薬の製造のための、Ｃ２３Ｓ、
Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改
変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインを含むか、または代わ
りにこれから本質的になるか、またはなおさらにこれからなる上記のポリペプチドのうち
のいずれかの使用がまた、提供される。いくつかの実施形態において、その改変ｈｉｇｈ
　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、置換Ｃ４５Ｓを含む。いくつ
かの実施形態において、その改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１
ドメインは、置換Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓを含む。
【０２２２】
　これらの方法のうちのいくつかに関しては、接触させる工程は、インビトロまたはイン
ビボにおいて行われ得る。接触させる工程がインビトロにおいてである場合、その方法は
、動物研究または臨床研究の前に本発明の薬剤の有効性を決定する手段を提供し、本発明
の薬剤が、さらなる抗微生物物質と相乗作用的に機能するか否かを決定するために使用さ
れ得る。動物モデルにおいてインビボで行われる場合、その方法は、ヒト患者での研究の
前に、本発明の薬剤の有効性を決定する手段を提供し、本発明の薬剤が、さらなる抗微生
物物質（例えば、抗生物質）と相乗作用的に機能するか否かを決定するために使用され得
る。
【０２２３】
　本発明の方法によって処置され得る微生物感染および疾患としては、表１において同定
される生物、例えば、Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ　ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａ、Ｅｎｔｅｒ
ｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐｐ．、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ、Ｋｌｅｂｓ
ｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ、Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｂａｕｍａｎｉｉ、
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃ
ｉｕｍ、尿路病原性Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ（ＵＰＥＣ）、無莢膜型Ｈａｅｍ
ｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ（ＮＴＨＩ）、またはＡｇｇｒｅｇａｔｉｂａｃ
ｔｅｒ　ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｍｃｏｍｉｔａｎｓによる感染が挙げられる。これら
の微生物感染は、上気道、中気道または下気道（耳炎、副鼻腔炎または気管支炎）に存在
し得るが、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）、慢性の咳嗽、嚢胞性線維症（ＣＦ）および市
中肺炎（ＣＡＰ）の合併症および／または主原因の増悪においても存在し得る。
【０２２４】
　感染は、口腔においても起こり得（う蝕、歯周炎）、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｍ
ｕｔａｎｓ、Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ　ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓ、Ａｇｇｒｅｇａｔｉ
ｂａｃｔｅｒ　ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｍｃｏｍｉｔａｎｓによって引き起こされ得る
。感染は、皮膚にも局在し得（膿瘍、「ぶどう球菌」感染、膿痂疹、熱傷の二次感染、ラ
イム病）、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕ
ｓ　ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａおよびＢ
ｏｒｒｅｌｉａ　ｂｕｒｄｏｒｆｅｒｉによって引き起こされ得る。尿路感染（ＵＴＩ）
も処置され得、代表的にはＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉによって引き起こされる。
消化管（ＧＩ）の感染（下痢、コレラ、胆石、胃潰瘍）は、代表的にはＳａｌｍｏｎｅｌ
ｌａ　ｅｎｔｅｒｉｃａ　ｓｅｒｏｖａｒ、Ｖｉｂｒｉｏ　ｃｈｏｌｅｒａｅおよびＨｅ
ｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉによって引き起こされる。生殖路の感染としては、
代表的にはＮｅｉｓｓｅｒｉａ　ｇｏｎｏｒｒｈｏｅａｅによって引き起こされるものが
挙げられる。膀胱のまたは留置デバイスの感染は、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃ
ａｌｉｓによって引き起こされ得る。移植した補綴デバイス（例えば、人工股関節もしく
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は人工膝関節置換術）または歯科インプラントもしくは医療用デバイス（例えば、ポンプ
もしくはモニタリングシステム）と関連する、代表的には種々の細菌によって引き起こさ
れる感染は、本発明の方法によって処置され得る。これらのデバイスは、本明細書で記載
されるとおりの薬剤でコーティングされ得るか、またはその薬剤と結合体化され得る。
【０２２５】
　Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ａｇａｌａｃｔｉａｅによって引き起こされる感染は、
新生児における細菌敗血症の主原因である。このような感染はまた、本発明の方法によっ
て処置され得る。同様に、髄膜炎を引き起こし得るＮｅｉｓｓｅｒｉａ　ｍｅｎｉｎｇｉ
ｔｉｄｉｓによって引き起こされる感染がまた、処置され得る。
【０２２６】
　従って、本発明の方法に適用可能な投与経路としては、鼻内、筋肉内、気管内、皮下、
皮内、局所適用、静脈内、直腸、鼻、口、ならびに他の経腸および非経口の投与経路が挙
げられる。投与経路は、薬剤および／または望ましい効果に依存して、組み合わされ得る
（望ましい場合）か、または調節され得る。活性薬剤は、単一用量で、または多数の用量
で投与され得る。これらの方法および送達に適切な経路の実施形態は、全身経路または局
所経路を含む。一般に、本発明の方法に適した投与経路としては、経腸経路、非経口経路
または吸入経路が挙げられるが、これらに限定されない。
【０２２７】
　吸入投与以外の非経口投与経路としては、局所、経皮、皮下、筋肉内、眼窩内、嚢内（
ｉｎｔｒａｃａｐｓｕｌａｒ）、髄腔内、胸骨内および静脈内の経路、すなわち、消化管
を経るもの以外の任意の投与経路が挙げられるが、これらに限定されない。非経口投与は
、阻害薬剤の全身送達もしくは局所送達をもたらすために行われ得る。全身送達が望まし
い場合、投与は、代表的には、薬学的調製物の侵襲性もしくは全身に吸収される局所もし
くは粘膜投与を要する。
【０２２８】
　本発明の化合物はまた、経腸投与によって被験体に送達され得る。経腸の投与経路とし
ては、経口送達および直腸（例えば、坐剤を使用する）送達が挙げられるが、これらに限
定されない。
【０２２９】
　皮膚または粘膜を通じてその活性物を投与するための方法としては、適切な薬学的調製
物の局所的適用、経皮的伝達（ｔｒａｎｓｃｕｔａｎｅｏｕｓ　ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏ
ｎ）、経皮的伝達（ｔｒａｎｓｄｅｒｍａｌ　ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ）、注射および
表皮投与が挙げられるが、これらに限定されない。経皮的伝達に関しては、吸収促進剤ま
たはイオン導入法が適した方法である。イオン導入による伝達は、数日間またはより長い
期間にわたって、破壊されていない皮膚を通る電気パルスを介して、それらの生成物を連
続して送達する市販の「パッチ」を使用して達成され得る。
【０２３０】
　本発明の方法の種々の実施形態において、その活性物は、連続的な、毎日、少なくとも
１回／１日（ＱＤ）でおよび種々の実施形態において、１日に２回（ＢＩＤ）、３回（Ｔ
ＩＤ）またはさらに４回、経口投与される。代表的には、その治療上有効な１日用量は、
少なくとも約１ｍｇ、または少なくとも約１０ｍｇ、または少なくとも約１００ｍｇまた
は約２００～約５００ｍｇおよびときには、その化合物に依存して、約１ｇ～約２．５ｇ
程度の多さまでである。
【０２３１】
　投与は、カプセル剤、錠剤、経口懸濁物、筋肉内注射用の懸濁物、静脈内注入用の懸濁
物、局所適用用のゲルもしくはクリーム剤または関節内注射用の懸濁物を使用して、本発
明の方法に従って達成され得る。
【０２３２】
　本明細書で記載される組成物の投与量、毒性および治療上の有効性は、例えば、ＬＤ５
０（集団のうちの５０％に対して致死的な用量）およびＥＤ５０（集団のうちの５０％に



(65) JP 2020-513808 A 2020.5.21

10

20

30

40

50

おいて治療上有効な用量）を決定するために、細胞培養物または実験動物における標準の
薬学的手順によって決定され得る。毒性効果と治療上の効果との間の用量比は、治療指数
であり、それは、比　ＬＤ５０／ＥＤ５０として表され得る。高い治療指数を示す組成物
が好ましい。毒性の副作用を示す化合物を使用してもよいが、非感染細胞に対する潜在的
ダメージを最小限にし、それによって、副作用を低減するために、罹患した組織の部位に
このような化合物を標的化する送達システムをデザインするように注意を払うべきである
。
【０２３３】
　細胞培養アッセイおよび動物研究から得られたデータは、ヒトにおける使用のための投
与量の範囲を製剤化するにあたって使用され得る。このような化合物の投与量は、好まし
くは、ほとんどまたは全く毒性のない、ＥＤ５０を含む循環濃度の範囲内にある。その投
与量は、使用される投与形態および利用される投与経路に依存してこの範囲内で変動し得
る。その方法において使用される任意の化合物に関して、その治療上有効な用量は、細胞
培養アッセイから最初に予測され得る。用量は、細胞培養物中で決定される場合に、ＩＣ
５０（すなわち、症状の最大阻害の半数を達成する試験化合物の濃度）を含む循環血漿濃
度範囲を達成するように、動物モデルにおいて製剤化され得る。このような情報は、ヒト
において有用な用量をより正確に決定するために使用され得る。血漿中のレベルは、例え
ば、高速液体クロマトグラフィーによって測定され得る。
【０２３４】
　いくつかの実施形態において、治療上のまたは予防上の効果を達成するために十分な組
成物の有効量は、約０．０００００１ｍｇ／キログラム体重／投与～約１０，０００ｍｇ
／キログラム体重／投与の範囲に及ぶ。適切には、その投与量範囲は、約０．０００１ｍ
ｇ／キログラム体重／投与～約１００ｍｇ／キログラム体重／投与である。投与は、初期
用量として提供され得、続いて、１またはこれより多くの「ブースター」用量が提供され
得る。ブースター用量は、初期用量の１日後、２日後、３日後、１週間後、２週間後、３
週間後、１ヶ月後、２ヶ月後、３ヶ月後、６ヶ月後または１２ヶ月後に提供され得る。い
くつかの実施形態において、ブースター用量は、以前の投与に対する被験体の応答の評価
後に投与される。
【０２３５】
　当業者は、ある種の因子が、被験体を有効に処置するために必要とされる投与量および
タイミングに影響を及ぼし得ることを認識する（その疾患もしくは障害の重篤度、以前の
処置、その被験体の全身的な健康状態および／もしくは年齢、ならびに存在する他の疾患
が挙げられるが、これらに限定されない）。さらに、治療上有効な量の本明細書で記載さ
れる治療用組成物での被験体の処置は、１回の処置または一連の処置を含み得る。
【０２３６】
　併用療法
　本発明の組成物および関連方法は、他の治療剤の投与と組み合わせて使用され得る。こ
れらとしては、ＤＮａｓｅ酵素、抗生物質、抗微生物物質、または他の抗体の投与が挙げ
られるが、これらに限定されない。
【０２３７】
　いくつかの実施形態において、その方法および組成物は、本開示の組成物と相乗的に作
用するデオキシリボヌクレアーゼ（ＤＮａｓｅ）酵素、例えば、ＤＮａｓｅを含む。ＤＮ
ａｓｅは、ＤＮＡ骨格におけるホスホジエステル結合の切断を触媒する任意の酵素である
。十字型構造のみならず、ＤＮＡの種々の二次構造をも標的とすることが公知のＤＮａｓ
ｅ酵素の３つの非限定的な例としては、ＤＮＡｓｅ　Ｉ、Ｔ４　ＥｎｄｏＶＩＩおよびＴ
７　Ｅｎｄｏ　Ｉが挙げられる。ある種の実施形態において、バイオフィルムを不安定化
するために必要とされる抗ＤＮＡＢＩＩ抗体の有効量は、ＤＮａｓｅと組み合わされた場
合に低減される。インビトロで投与される場合、そのＤＮａｓｅは、そのアッセイに直接
的に、またはその酵素を安定化することが公知の適切な緩衝液中に、添加され得る。ＤＮ
ａｓｅの有効単位用量およびアッセイ条件は変動し得、当該分野で公知の手順に従って最
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適化され得る。
【０２３８】
　他の実施形態において、その方法および組成物は、抗生物質および／または抗微生物物
質と組み合わされ得る。抗微生物物質は、微生物(例えば、細菌、真菌、または原生動物)
を殺滅するかまたはその増殖を阻害する物質である。バイオフィルムは、抗生物質の作用
に対して概して耐性であるが、本明細書で記載される組成物および方法は、バイオフィル
ムが関わる感染を、感染を処置するための旧来からの治療法に敏感にするために使用され
得る。他の実施形態において、本明細書で記載される方法および組成物との組み合わせで
の抗生物質または抗微生物物質の使用は、抗微生物物質および／またはバイオフィルム低
減薬剤の有効量の低減を可能にする。本発明の方法との組み合わせにおいて有用な抗微生
物物質および抗生物質のいくつかの非限定的な例としては、ミノサイクリン、アモキシシ
リン、アモキシシリン－クラブラン酸（ｃｌａｖｕｌａｎａｔｅ）、セフジニル、アジス
ロマイシン、およびスルファメトキサゾール－トリメトプリムが挙げられる。そのバイオ
フィルム低減薬剤との組み合わせでの抗微生物物質および／または抗生物質の治療上有効
な用量は、旧来の方法によって容易に決定され得る。いくつかの実施形態において、その
バイオフィルム低減薬剤との組み合わせでの抗微生物薬剤の用量は、他の細菌感染（例え
ば、感染の原因論がバイオフィルムを含まない細菌感染）において有効であることが示さ
れた平均有効用量である。他の実施形態において、その用量は、その平均有効用量の０．
１倍、０．１５倍、０．２倍、０．２５倍、０．３０倍、０．３５倍、０．４０倍、０．
４５倍、０．５０倍、０．５５倍、０．６０倍、０．６５倍、０．７０倍、０．７５倍、
０．８倍、０．８５倍、０．９倍、０．９５倍、１．１倍、１．２倍、１．３倍、１．４
倍、１．５倍、１．６倍、１．７倍、１．８倍、１．９倍、２．０倍、２．５倍、３．０
倍または５倍である。その抗生物質または抗微生物物質は、その抗ＤＮＡＢＩＩ抗体の添
加の前に、この抗体の添加と同時に、またはこの抗体の添加の後に、添加され得る。
【０２３９】
　他の実施形態において、その方法および組成物は、その細菌感染を処置する抗体と組み
合わされ得る。本明細書で記載される方法および組成物との組み合わせにおいて有用な抗
体の一例は、関連しない外膜タンパク質（例えば、ＯＭＰ　Ｐ５）に対して指向される抗
体である。この抗体単独での処置は、バイオフィルムをインビトロで減量（ｄｅｂｕｌｋ
）しない。この抗体およびバイオフィルム低減薬剤との併用療法は、同じ濃度において単
独で使用されるいずれかの試薬によって達成され得るものより大きな効果を生じる。バイ
オフィルム低減薬剤またはバイオフィルムを低減する方法と組み合わされた場合に相乗効
果を生じ得る他の抗体としては、抗ｒｓＰｉｌＡ、抗ＯＭＰ２６、抗ＯＭＰ　Ｐ２、およ
び抗完全ＯＭＰ調製物が挙げられる。
【０２４０】
　本明細書で記載される組成物および方法は、バイオフィルムが関わる細菌感染を、バイ
オフィルムなしの細菌感染を処置するにあたって有効であるが、他の点ではバイオフィル
ムが関わる細菌感染を処置するにあたって有効ではない一般的治療モダリティーに対して
敏感にするために使用され得る。他の実施形態において、本明細書で記載される組成物お
よび方法は、バイオフィルムが関わる細菌感染を処置するにおいて有効である治療モダリ
ティーと組み合わせて使用され得るが、このようなさらなる治療およびバイオフィルム低
減薬剤または方法の組み合わせは、そのバイオフィルム低減薬剤またはそのさらなる治療
剤のいずれかの有効用量が低減され得るように相乗効果を生じる。他の場合には、このよ
うなさらなる治療およびバイオフィルム低減薬剤または方法の組み合わせは、処置が増強
されるように相乗効果を生じる。処置の増強は、その感染を処置するために必要とされる
時間量がより短くなることによって証明され得る。
【０２４１】
　さらなる治療的処置は、バイオフィルムを低減するために使用される方法または組成物
の前に、またはこれらと同時に、またはこれらの後に追加され得、同じ製剤内で、または
別個の製剤として、含まれ得る。
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【０２４２】
　抗体およびその誘導体
　本開示はまた、本明細書で開示されるＣ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓの群から
選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒ
ｏｕｐ－ｂｏｘ　１を結合するおよび／または特異的に認識する抗体を提供する。
【０２４３】
　改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインに対する等価物の
中には、改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ　ｂｏｘ　１のＣ２３Ｓ、Ｃ４５
Ｓ、およびＣ１０６Ｓに相当する１もしくはこれより多くのアミノ酸位置においてシステ
インからセリンへの置換を含む、改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ
　２、改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　３、および改変ｈｉｇｈ
　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　４があることは、認識される。改変ｈｉｇｈ
　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　２に関しては、その相当するシステイン残基
は、２３位、４５位、および１０６位において見出される；改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉ
ｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　３に関しては、その相当するシステイン残基は、２３位、４
５位、および１０４位において見出される；そして改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇ
ｒｏｕｐ－ｂｏｘ　４に関しては、その相当するシステイン残基は、４５位、１０４位、
１６４位、および１７８位において見出される。従って、出願人は、Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ
、およびＣ１０６Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇ
ｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１に関して開示される抗体局面が、その言
及される位置において１またはこれより多くのシステインからセリンへの置換を有する前
述のｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ種（例えば、Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ
、およびＣ１０６Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇ
ｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　２；Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０４
Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉ
ｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　３；ならびにＣ４５Ｓ、Ｃ１０４Ｓ、Ｃ１６４Ｓ、およびＣ
１７８Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂ
ｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　４）に等しく適用可能であると考える。
【０２４４】
　その抗体は、本明細書で記載される種々の抗体のうちのいずれかであり得、このような
ものの非限定的な例としては、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、キメラ抗体、
ヒト抗体、ベニヤ化抗体（ｖｅｎｅｅｒｅｄ　ａｎｔｉｂｏｄｙ）、ダイアボディー、ヒ
ト化抗体、抗体誘導体、組換えヒト化抗体、またはこれらのうちの各々の誘導体もしくは
フラグメントが挙げられる。一局面において、そのフラグメントは、その抗体のＣＤＲを
含むか、または代わりにそのＣＤＲから本質的になるか、またはなおさらにそのＣＤＲか
らなり、このようなものの例は、本明細書で提供される。一局面において、その抗体は、
検出可能に標識されるか、またはその抗体に結合体化された検出可能な標識をさらに含む
。本明細書で開示されるモノクローナル抗体を生成するハイブリドーマ細胞株がまた、提
供される。上記の実施形態のうちの１もしくはこれより多くを含むか、または代わりにこ
れら実施形態から本質的になるか、またはなおさらに、これら実施形態からなる組成物が
、本明細書でさらに提供される。その抗体およびフラグメントのアミノ酸配列をコードす
るポリヌクレオチド、ならびにその抗体ポリペプチドおよびそのフラグメントを組換え生
成するかまたは化学合成するための方法が、さらに提供される。その抗体ポリペプチドは
、真核生物細胞もしくは原核生物細胞において、または当該分野で公知であり、本明細書
で記載される他の方法によって生成され得る。
【０２４５】
　抗体はまた、当該分野で公知でありかつ文献中に十分記載される従来技術を使用して生
成され得る。ポリクローナル抗体の生成には、いくつかの方法論が存在する。例えば、ポ
リクローナル抗体は、代表的には、適切な哺乳動物（例えば、ニワトリ、ヤギ、モルモッ
ト、ハムスター、ウマ、マウス、ラット、およびウサギが挙げられるが、これらに限定さ
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れない）を免疫することによって生成される。抗原は、その哺乳動物へと注射され、Ｂリ
ンパ球を誘導して、その抗原に対して特異的な免疫グロブリンを生成する。免疫グロブリ
ンは、その哺乳動物の血清から精製され得る。この方法論のバリエーションとしては、ア
ジュバントの改変、投与の経路および部位、部位ごとの注射容積ならびに最適な生産のた
めの動物ごとの部位の数および動物の人道的取り扱いが挙げられる。例えば、アジュバン
トは、代表的には、抗原に対する免疫応答を改善または増強するために使用され得る。大
部分のアジュバントは、流入領域リンパ節への抗原の流し込み放出（ｓｔｏｗ　ｒｅｌｅ
ａｓｅ）を可能にする注射部位抗原デポーを提供する。他のアジュバントは、大きな表面
積に対するタンパク質抗原分子の濃縮を促進する界面活性剤および免疫刺激分子を含む。
ポリクローナル抗体生成のためのアジュバントの非限定的な例としては、フロイントアジ
ュバント、Ｒｉｂｉアジュバントシステム、およびＴｉｔｅｒｍａｘが挙げられる。ポリ
クローナル抗体は、当該分野で公知の方法を使用して生成され得、その方法のうちのいく
つかは、米国特許第７，２７９，５５９号；同第７，１１９，１７９号；同第７，０６０
，８００号；同第６，７０９，６５９号；同第６，６５６，７４６号；同第６，３２２，
７８８号；同第５，６８６，０７３号；および同第５，６７０，１５３号に記載される。
【０２４６】
　モノクローナル抗体は、当該分野で公知であり、文献中に十分に記載される従来のハイ
ブリドーマ技術を使用して生成され得る。例えば、ハイブリドーマは、適切な不死化細胞
株（例えば、骨髄腫細胞株（例えば、Ｓｐ２／０、Ｓｐ２／０－ＡＧ１４、ＮＳＯ、ＮＳ
１、ＮＳ２、ＡＥ－１、Ｌ．５、Ｐ３Ｘ６３Ａｇ８，６５３、Ｓｐ２　ＳＡ３、Ｓｐ２　
ＭＡＩ、Ｓｐ２　ＳＳ１、Ｓｐ２　ＳＡ５、Ｕ３９７、ＭＩＡ　１４４、ＡＣＴ　ＩＶ、
ＭＯＬＴ４、ＤＡ－１、ＪＵＲＫＡＴ、ＷＥＨＩ、Ｋ－５６２、ＣＯＳ、ＲＡＪＩ、ＮＩ
Ｈ　３１３、ＨＬ－６０、ＭＬＡ　１４４、ＮＡＭＡＩＷＡ、ＮＥＵＲＯ　２Ａ、ＣＨＯ
、ＰｅｒＣ．６、ＹＢ２／Ｏ）などが挙げられるが、これらに限定されない）、もしくは
ヘテロ骨髄腫（ｈｅｔｅｒｏｍｙｅｌｏｍａ）、その融合生成物、またはこれらに由来す
る任意の細胞または融合細胞、あるいは当該分野で公知のとおりの任意の他の適切な細胞
株（以下のウェブアドレス、例えば、ａｔｃｃ．ｏｒｇ、ｌｉｆｅｔｅｃｈ．ｃｏｍ（最
終アクセス日：２００７年１１月２６日）におけるものを参照のこと）と、抗体生成細胞
（例えば、単離されたかもしくはクローニングされた脾臓、末梢血、リンパ、扁桃、また
は他の免疫もしくはＢ細胞含有細胞が挙げられるが、これらに限定されない）、あるいは
重鎖もしくは軽鎖の定常領域もしくは可変領域もしくはフレームワークもしくはＣＤＲ配
列を（内因性もしくは異種の核酸として、組換えもしくは内因性の、ウイルスの、細菌の
、藻類の、原核生物の、両生類の、昆虫の、爬虫類の、魚類の、哺乳動物の、齧歯類の、
ウマの、ヒツジの、ヤギの、ヒツジの、霊長類の、真核生物の、ゲノムのＤＮＡ、ｃＤＮ
Ａ、ｒＤＮＡ、ミトコンドリアＤＮＡもしくはＲＮＡ、クロロプラストＤＮＡもしくはＲ
ＮＡ、ｈｎＲＮＡ、ｍＲＮＡ、ｔＲＮＡ、１本鎖、２本鎖もしくは３本鎖、ハイブリダイ
ズしたなど、またはこれらの任意の組み合わせのいずれかとして）を発現する任意の他の
細胞とを融合することによって生成され得る。抗体生成細胞はまた、末梢血から、または
特定の実施形態において、目的の抗原で免疫されているヒトもしくは他の適切な動物の脾
臓もしくはリンパ節から、得られ得る。任意の適切な宿主細胞はまた、本開示の、抗体、
その特異的フラグメントもしくは改変体をコードする異種または内因性の核酸を発現する
ために使用され得る。融合した細胞（ハイブリドーマ）または組換え細胞は、選択的培養
条件または他の適切な公知の方法を使用して単離され得、限界希釈もしくは細胞ソーティ
ング、または他の公知の方法によってクローニングされ得る。
【０２４７】
　必須の特異性の抗体を生成または単離する他の適切な方法が使用され得、組換え抗体を
ペプチドもしくはタンパク質ライブラリー（例えば、バクテリオファージ、リボソーム、
オリゴヌクレオチド、ｃＤＮＡなどが挙げられるが、これらに限定されない）、ディスプ
レイライブラリー；例えば、種々の商業的供給業者（例えば、ＭｏｒｐｈｏＳｙｓ（Ｍａ
ｒｔｉｎｓｒｅｉｄ／Ｐｌａｎｅｇｇ，　Ｄｅｌ．）、ＢｉｏＩｎｖｅｎｔ（Ｌｕｎｄ，
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　Ｓｗｅｄｅｎ）、Ａｆｆｉｔｅｃｈ（Ｏｓｌｏ，　Ｎｏｒｗａｙ））から入手可能な場
合）から、当該分野で公知の方法を使用して選択する方法が挙げられるが、これらに限定
されない。当該分野で公知の方法は、特許文献中に記載され、これら文献のうちのいくつ
かとしては、米国特許第４，７０４，６９２号；同第５，７２３，３２３号；同第５，７
６３，１９２号；同第５，８１４，４７６号；同第５，８１７，４８３号；同第５，８２
４，５１４号；同第５，９７６，８６２号が挙げられる。代替の方法は、当該分野で公知
であるようにおよび／または本明細書で記載されるように、ヒト抗体のレパートリーを生
成し得るトランスジェニック動物を免疫することに依拠する（例えば、ＳＣＩＤマウス、
Ｎｇｕｙｅｎら．　（１９７７）　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　４１：９
０１－９０７　（１９９７）；　Ｓａｎｄｈｕら．　（１９９６）　Ｃｒｉｔ，　Ｒｅｖ
．　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．　１６：９５－１１８；　Ｅｒｅｎら．　（１９９８）　Ｍ
ｕｍｍａ　９３：１５４－１６１）。このような技術としては、以下が挙げられるが、こ
れらに限定されない：　リボソームディスプレイ（例えば、Ｗａｎｅｓら．　（１９９７
）　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ，　９４：４９３７－４９
４２；　Ｈａｎｅｓら．　（１９９８）　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ
．　ＵＳＡ　９５：１４１３０－１４１３５））；単一細胞抗体生成技術（例えば、選択
リンパ球抗体法（「ＳＬＡＭ」）（米国特許第５，６２７，０５２号、Ｗｅｎら，　（１
９８７）　Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ　１７：８８７－８９２；　Ｂａｂｃｏｏｋら．　（１
９９６）　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　９３：７８４３－
７８４８）；ゲルマイクロドロップとフローサイトメトリー（Ｐｏｗｅｌｌら．　（１９
９０）　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．　８：３３３－３３７；１細胞システム（Ｃａｍｂｒｉ
ｄｇｅ，　Ｍａｓｓ．）；　Ｇｒａｙら．　（１９９５）　Ｊ．　Ｉｍｍ．　Ｍｅｔｈ．
　１８２：１５５－１６３；およびＫｅｎｎｙら，　（１９９５）　Ｂｉｏ．　Ｔｅｃｈ
ｎｏｌ．　１３：７８７－７９０）；Ｂ細胞選択（Ｓｔｅｅｎｂａｋｋｅｒｓら．　（１
９９４）　Ｍｏｌｅｃ．　Ｂｉｏｌ．　Ｒｅｐｏｒｔｓ　１９：１２５－１３４）。
【０２４８】
　本開示の抗体誘導体はまた、本明細書で開示される抗体またはそのフラグメントをコー
ドするポリヌクレオチドを、適切な宿主に送達することによって（例えば、乳汁中にこの
ような抗体を生成するトランスジェニック動物または哺乳動物（例えば、ヤギ、ウシ、ウ
マ、ヒツジなど）に提供するために）、調製され得る。これらの方法は、当該分野で公知
であり、例えば、米国特許第５，８２７，６９０号；同第５，８４９，９９２号；同第４
，８７３，３１６号；同第５，８４９，９９２号；同第５，９９４，６１６号；同第５，
５６５，３６２号；同および第５，３０４，４８９号に記載される。
【０２４９】
　用語「抗体誘導体」は、その抗体またはフラグメントの直線状のポリペプチド配列に対
する翻訳後修飾を含む。例えば、米国特許第６，６０２，６８４　Ｂ１号は、抗体（完全
抗体分子、抗体フラグメント、または免疫グロブリンのＦｃ領域に等価であり、増強され
たＦｃ媒介性細胞傷害性を有する領域を含む融合タンパク質、そのように生成された糖タ
ンパク質を含む）の改変されたグリコール形態の生成のための方法を記載する。
【０２５０】
　本明細書で開示される抗体はまた、共有結合的付着が、その抗体が抗イディオタイプ応
答を生成することを妨げないように、その抗体への任意のタイプの分子の共有結合的付着
によって改変される誘導体を含む。抗体誘導体としては、グリコシル化、アセチル化、ｐ
ｅｇ化、リン酸化、アミド化、公知の保護基／ブロッキング基による誘導体化、タンパク
質分解性切断、細胞リガンドもしくは他のタンパク質への連結などによって改変された抗
体が挙げられるが、これらに限定されない。さらに、その誘導体は、１もしくはこれより
多くの非古典的アミノ酸を含み得る。
【０２５１】
　抗体誘導体はまた、植物の一部またはこれらから培養された細胞においてこのような抗
体、改変体の特定の部分を生成するトランスジェニック植物および培養された植物細胞（
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例えば、タバコ、トウモロコシ、およびウキクサが挙げられるが、これらに限定されない
）を提供するために、本明細書で開示されるポリヌクレオチドを送達することによって調
製され得る。例えば、Ｃｒａｍｅｒら．　（１９９９）　Ｃｕｒｒ．　Ｔｏｐ．　Ｍｉｃ
ｒｏｂｏｌ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　２４０：９５－１１８およびその中で引用される参考
文献は、例えば、誘導性プロモーターを使用して、多量の組換えタンパク質を発現するト
ランスジェニックタバコ葉の生産を記載する。トランスジェニックトウモロコシは、商業
生産レベルにおいて、他の組換えシステムにおいて生成されたかまたは天然の供給源から
精製されたものに等価な生物学的活性を有する哺乳動物タンパク質を発現するために使用
されている。例えば、Ｈｏｏｄら．　（１９９９）　Ａｄｖ．　Ｅｘｐ．　Ｍｅｄ．　Ｂ
ｉｏｌ．　４６４：１２７－１４７およびその中で引用される参考文献を参照のこと。抗
体誘導体はまた、抗体フラグメント（例えば、１本鎖抗体（ｓｃＦｖ’ｓ）を含むトラン
スジェニック植物種子（タバコ種子およびジャガイモ塊茎が挙げられる）から多量に生成
されている。例えば、Ｃｏｎｒａｄら．　（１９９８）　Ｐｌａｎｔ　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏ
ｌ．　３８：１０１－１０９およびその中で引用される参考文献を参照のこと。従って、
抗体はまた、公知の方法に従って、トランスジェニック植物を使用して生成され得る。
【０２５２】
　抗体誘導体はまた、例えば、免疫原性を改変するために、あるいは結合、親和性、オン
レート（ｏｎ－ｒａｔｅ）、オフレート（ｏｆｆ－ｒａｔｅ）、結合力、特異性、半減期
、もしくは任意の他の適切な特性を低減するか、増強するか、または改変するために外因
性の配列を付加することによって生成され得る。一般に、非ヒトまたはヒトのＣＤＲ配列
のうちの一部または全ては、その可変領域および定常領域の非ヒト配列がヒトまたは他の
アミノ酸と置き換えられる一方で維持される。
【０２５３】
　一般に、そのＣＤＲ残基は、直接的に、そして大部分は実質的に、抗原結合に影響を及
ぼすことに関与する。抗体のヒト化または操作（ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ）は、任意の公
知の方法（例えば、米国特許第５，７２３，３２３号；同第５，９７６，８６２号；同第
５，８２４，５１４号；同第５，８１７，４８３号；同第５，８１４，４７６号；同第５
，７６３，１９２号；同第５，７２３，３２３号；同第５，７６６，８８６号；同第５，
７１４，３５２号；同第６，２０４，０２３号；同第６，１８０，３７０号；同第５，６
９３，７６２号；同第５，５３０，１０１号；同第５，５８５，０８９号；同第５，２２
５，５３９号；および同第４，８１６，５６７号に記載されるものが挙げられるが、これ
らに限定されない）を使用して行われ得る。
【０２５４】
　抗体の一般的構造は、当該分野で公知であり、ここで簡潔にまとめられるのみである。
免疫グロブリンモノマーは、ジスルフィド結合によって接続される２本の重鎖および２本
の軽鎖を含む。各重鎖は、ジスルフィド結合を介して直接結合される軽鎖のうちの一方と
対形成される。各重鎖は、定常領域（これは、抗体のアイソタイプに依存して変動する）
および可変領域を含む。その可変領域は、３つの超可変領域（または相補性決定領域）を
含み、これらはＣＤＲＨ１、ＣＤＲＨ２およびＣＤＲＨ３と称され、フレームワーク領域
内で支持される。各軽鎖は、定常領域および可変領域を含み、その可変領域は、重鎖の可
変領域に類似の様式でフレームワーク領域によって支持される３つの超可変領域（ＣＤＲ
Ｌ１、ＣＤＲＬ２およびＣＤＲＬ３と称される）を含む。
【０２５５】
　重鎖および軽鎖の各対の超可変領域は、標的抗原を結合し得る抗原結合部位を提供する
ために相互に協働する。重鎖および軽鎖の対の結合特異性は、その重鎖および軽鎖のＣＤ
Ｒ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３の配列によって規定される。従って、特定の結合特異性を
生じるＣＤＲ配列のセット（すなわち、その重鎖および軽鎖のＣＤＲ１、ＣＤＲ２および
ＣＤＲ３の配列）が一旦決定されると、そのＣＤＲ配列のセットは、原則的に、同じ抗原
結合特異性を有する異なる抗体を提供するために、任意の抗体定常領域と連結した任意の
他の抗体フレームワーク領域内の適切な位置へと挿入され得る。
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【０２５６】
　本明細書で提供される抗体の局面のうちのいくつかにおいて、その抗体は、ＤＮＡＢＩ
Ｉタンパク質を、１０－４Ｍ、１０－５Ｍ、１０－６Ｍ、１０－７Ｍ、１０－８Ｍ、１０
－９Ｍ、１０－１０Ｍ、１０－１１Ｍ、または１０－１２Ｍ未満の解離定数（ＫＤ）で結
合する。
【０２５７】
　本明細書で提供される抗体の局面のうちのいくつかにおいて、その抗体は可溶性Ｆａｂ
である。
【０２５８】
　本明細書で提供される抗体の局面のうちのいくつかにおいて、そのＨＣおよびＬＣ可変
ドメイン配列は、同じポリペプチド鎖の構成要素である。本明細書で提供される抗体の局
面のうちのいくつかにおいて、そのＨＣおよびＬＣ可変ドメイン配列は、異なるポリペプ
チド鎖の構成要素である。
【０２５９】
　本明細書で提供される抗体の局面のうちのいくつかにおいて、その抗体は全長抗体であ
る。
【０２６０】
　本明細書で提供される抗体の局面のうちのいくつかにおいて、その抗体はモノクローナ
ル抗体である。
【０２６１】
　本明細書で提供される抗体の局面のうちのいくつかにおいて、その抗体はキメラである
かまたはヒト化されている。
【０２６２】
　本明細書で提供される抗体の局面のうちのいくつかにおいて、その抗体は、Ｆａｂ、Ｆ
（ａｂ）’２、Ｆａｂ’、ｓｃＦｖ、およびＦｖからなる群より選択される
【０２６３】
　本明細書で提供される抗体の局面のうちのいくつかにおいて、その抗体はＦｃドメイン
を含む。本明細書で提供される抗体の局面のうちのいくつかにおいて、その抗体はウサギ
抗体である。本明細書で提供される抗体の局面のうちのいくつかにおいて、その抗体は、
ヒトもしくはヒト化抗体であるか、またはヒトにおいて非免疫原性である。
【０２６４】
　本明細書で提供される抗体の局面のうちのいくつかにおいて、その抗体は、ヒト抗体フ
レームワーク領域を含む。
【０２６５】
　他の局面において、本明細書で提供される抗体のＣＤＲにおける１もしくはこれより多
くのアミノ酸残基は、別のアミノ酸で置換される。置換は、アミノ酸の同じファミリー内
での置換であるという意味において「保存的（ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ）」であり得る
。その天然に存在するアミノ酸は、以下の４つのファミリーへと分けられ得、保存的置換
はそれらのファミリー内で起こる。
【０２６６】
　１）塩基性側鎖を有するアミノ酸：リジン、アルギニン、ヒスチジン。
【０２６７】
　２）酸性側鎖を有するアミノ酸：アスパラギン酸、グルタミン酸。
【０２６８】
　３）非電荷の極性側鎖を有するアミノ酸：アスパラギン、グルタミン、セリン、スレオ
ニン、チロシン。
【０２６９】
　４）非極性側鎖を有するアミノ酸：グリシン、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイ
シン、プロリン、フェニルアラニン、メチオニン、トリプトファン、システイン。
【０２７０】
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　別の局面において、１もしくはこれより多くのアミノ酸残基は、抗体の１もしくはこれ
より多くのＣＤＲに付加されるかまたはそのＣＤＲから欠失される。このような付加また
は欠失は、ＣＤＲのＮ末端もしくはＣ末端において、またはそのＣＤＲ内のある位置にお
いて起こる。
【０２７１】
　アミノ酸の付加、欠失または置換によって抗体のＣＤＲのアミノ酸配列を変動させるこ
とによって、種々の効果（例えば、標的抗原に対する増大した結合親和性）が得られ得る
。
【０２７２】
　このような変動させたＣＤＲ配列を含む本開示の抗体が、その開示された抗体と類似の
特異性および感受性プロフィールでなお結合することは、認識されるべきである。これは
、結合アッセイを通じて試験され得る。
【０２７３】
　抗体の定常領域がまた、変動され得る。例えば、抗体は、任意のアイソタイプ：ＩｇＡ
（ＩｇＡ１、ＩｇＡ２）、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ（ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、Ｉ
ｇＧ４）またはＩｇＭのＦｃ領域とともに提供され得る。定常領域配列の非限定的な例と
しては、以下が挙げられる：
【０２７４】
　ヒトＩｇＤ定常領域，　Ｕｎｉｐｒｏｔ：　Ｐ０１８８０　配列番号３７
【化７８】

【０２７５】
　ヒトＩｇＧ１定常領域，　Ｕｎｉｐｒｏｔ：　Ｐ０１８５７　配列番号３８
【化７９－１】

【化７９－２】

【０２７６】
　ヒトＩｇＧ２定常領域，　Ｕｎｉｐｒｏｔ：　Ｐ０１８５９　配列番号３９
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【０２７７】
　ヒトＩｇＧ３定常領域，　Ｕｎｉｐｒｏｔ：　Ｐ０１８６０　配列番号４０
【化８１】

【０２７８】
　ヒトＩｇＭ定常領域，　Ｕｎｉｐｒｏｔ：　Ｐ０１８７１　配列番号４１
【化８２】

【０２７９】
　ヒトＩｇＧ４定常領域，　Ｕｎｉｐｒｏｔ：　Ｐ０１８６１　配列番号４２
【化８３－１】
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【化８３－２】

【０２８０】
　ヒトＩｇＡ１定常領域，　Ｕｎｉｐｒｏｔ：　Ｐ０１８７６　配列番号４３

【化８４】

【０２８１】
　ヒトＩｇＡ２定常領域，　Ｕｎｉｐｒｏｔ：　Ｐ０１８７７　配列番号４４

【化８５】

【０２８２】
　ヒトＩｇκ定常領域，　Ｕｎｉｐｒｏｔ：　Ｐ０１８３４　配列番号４５
【化８６】

【０２８３】
　本明細書で提供される抗体のうちのいくつかの局面において、その抗体は、迅速な結合
および細胞取り込みならびに／またはゆっくりとした放出を促進するために構造改変を含
む。いくつかの局面において、そのＤＮＡＢＩＩ抗体は、迅速な結合および細胞取り込み
ならびに／またはゆっくりとした放出を促進するために、抗体のＣＨ２定常重鎖領域にお
いて欠失を含む。いくつかの局面において、Ｆａｂフラグメントは、迅速な結合および細
胞取り込みならびに／またはゆっくりとした放出を促進するために使用される。いくつか
の局面において、Ｆ（ａｂ）’２フラグメントは、迅速な結合および細胞取り込みならび
に／またはゆっくりとした放出を促進するために使用される。
【０２８４】
　抗体、フラグメントおよびその等価物は、使用および／または貯蔵のための製剤を提供
するために、キャリア（例えば、薬学的に受容可能なキャリア）または他の薬剤と組み合
わされ得る。
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【０２８５】
　本開示のキメラ抗体、ヒト化抗体または霊長類化抗体は、標準的な分子生物学技術を使
用して調製された参照モノクローナル抗体の配列に基づいて調製され得る。重鎖および軽
鎖免疫グロブリンをコードするＤＮＡは、目的のハイブリドーマから得られ得、標準的な
分子生物学技術を使用して非参照（例えば、ヒト）免疫グロブリン配列を含むように操作
され得る。例えば、キメラ抗体を作製するために、マウス可変領域が、当該分野で公知の
方法を使用してヒト定常領域に連結され得る（米国特許第４，８１６，５６７号）。ヒト
化抗体を作製するために、マウスＣＤＲ領域は、当該分野で公知の方法を使用してヒトフ
レームワークへと挿入され得る（米国特許第５，２２５，５３９号および米国特許第５，
５３０，１０１号；同第５，５８５，０８９号；同第５，６９３，７６２号および同第６
，１８０，３７０号）。同様に、霊長類化抗体を作製するために、マウスＣＤＲ領域は、
当該分野で公知の方法を使用して霊長類フレームワークに挿入され得る（ＷＯ　９３／０
２１０８およびＷＯ　９９／５５３６９）。
【０２８６】
　部分的から完全までのヒト抗体を作製するための方法は、当該分野で公知であり、任意
のこのような技術は、使用され得る。一実施形態によれば、完全ヒト抗体配列は、ヒト重
鎖および軽鎖抗体遺伝子を発現するように操作されたトランスジェニックマウスにおいて
作製される。このようなトランスジェニックマウスの多数の系統が作製されており、これ
らは、種々の抗体クラスを生成し得る。望ましい抗体を生成しているトランスジェニック
マウスに由来するＢ細胞は、融合されて、望ましい抗体の連続生成のためにハイブリドー
マ細胞株を作製し得る（例えば、Ｒｕｓｓｅｌら．　（２０００）　Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
　ａｎｄ　Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　Ａｐｒｉｌ　２０００：１８２０－１８２６；　Ｇａｌｌ
ｏら．　（２０００）　Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｊ．　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎ．　３０：５３４－
５４０；　Ｇｒｅｅｎ　（１９９９）　Ｊ．　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎ．　Ｍｅｔｈｏｄｓ　２
３１：１１－２３；　Ｙａｎｇら．　（１９９９Ａ）　Ｊ．　ｏｆ　Ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ
　Ｂｉｏｌｏｇｙ　６６：４０１－４１０；　Ｙａｎｇ　（１９９９Ｂ）　Ｃａｎｃｅｒ
　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５９（６）：１２３６－１２４３；　Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓ　（１
９９８）　Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｄｒｕｇ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　３１：３３－４２；　Ｇｒｅ
ｅｎ　ａｎｄ　Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓ　（１９９８）　Ｊ．　Ｅｘｐ．　Ｍｅｄ．　１８
８（３）：４８３－４９５；　Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓ　（１９９８）　Ｅｘｐ．　Ｏｐｉ
ｎ．　Ｉｎｖｅｓｔ．　Ｄｒｕｇｓ　７（４）：６０７－６１４；　Ｔｓｕｄａら．　（
１９９７）　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　４２：４１３－４２１；　Ｓｈｅｒｍａｎ－Ｇｏｌｄ　
（１９９７）　Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　Ｎｅｗｓ　１７（１４）；　
Ｍｅｎｄｅｚら．　（１９９７）　Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　１５：１４６－１
５６；　Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓ　（１９９６）　Ｗｅｉｒ’ｓ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ
　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，　Ｔｈｅ　Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ
　Ｉｍｍｕｎｅ　Ｓｙｓｔｅｍ　Ｖｏｌ．　ＩＶ，　１９４．１－１９４．７；　Ｊａｋ
ｏｂｏｖｉｔｓ　（１９９５）　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｙ　６：５６１－５６６；　Ｍｅｎｄｅｚら．　（１９９５）　Ｇｅｎｏｍ
ｉｃｓ　２６：２９４－３０７；　Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓ　（１９９４）　Ｃｕｒｒｅｎ
ｔ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　４（８）：７６１－７６３；　Ａｒｂｏｎｅｓら．　（１９９４）
　Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　１（４）：２４７－２６０；　Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓ　（１９９３
）　Ｎａｔｕｒｅ　３６２（６４１７）：２５５－２５８；　Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓら．
　（１９９３）　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　９０（６）
：２５５１－２５５５；および米国特許第６，０７５，１８１号を参照のこと）。
【０２８７】
　本明細書で開示される抗体はまた、キメラ抗体を作製するために改変され得る。キメラ
抗体は、抗体の重鎖および軽鎖の種々のドメインが、１より多くの種に由来するＤＮＡに
よってコードされるものである。例えば、米国特許第４，８１６，５６７号を参照のこと
。
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【０２８８】
　あるいは、本明細書で開示される抗体はまた、ベニヤ化抗体を作製するために改変され
得る。ベニヤ化抗体は、１つの種の抗体の外側のアミノ酸残基が第２の種の外側のアミノ
酸残基で賢明な方法で置き換えられるかまたは「ベニヤ化（ｖｅｎｅｅｒｅｄ）」され、
その結果、その第１の種の抗体がその第２の種において免疫原性でなく、それによって、
その抗体の免疫原性を低減するものである。タンパク質の抗原性は、その表面の性質に主
に依存することから、抗体の免疫原性は、別の哺乳動物種の抗体において通常は見出され
る残基とは異なる露出した残基を置き換えることによって低減され得る。外側の残基のこ
の賢明な置換は、内側ドメインに対して、またはドメイン間接触に対して、ほとんどまた
は全く効果を有するべきでない。従って、リガンド結合特性は、可変領域フレームワーク
残基に限定される質的変化の結論として、影響を受けないべきである。そのプロセスは、
「ベニヤ化する（ｖｅｎｅｅｒｉｎｇ）」といわれる。なぜなら抗体の外側表面または皮
のみ、質が変化され、その支持残基は妨げられないままだからである。
【０２８９】
　「ベニヤ化」のための手順は、Ｋａｂａｔら．　（１９８７）　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　
ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　ｉｎｔｅｒｅｓｔ，　第
４版，　Ｂｅｔｈｅｓｄａ，　Ｍｄ．，　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏ
ｆ　Ｈｅａｌｔｈによってコンパイルされたヒト抗体可変ドメインの利用可能な配列デー
タ、このデータベースに対する更新、ならびに他のアクセス可能な米国および外国のデー
タベース（核酸およびタンパク質両方）を利用する。ベニヤ化抗体を生成するために使用
される方法の非限定的例としては、ＥＰ　５１９５９６；米国特許第６，７９７，４９２
号；およびＰａｄｌａｎら．　（１９９１）　Ｍｏｌ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　２８（４－
５）：４８９－４９８に記載されるものが挙げられる。
【０２９０】
　用語「抗体誘導体」はまた、２つの抗原結合部位を有する小さな抗体フラグメントであ
る「ダイアボディー（ｄｉａｂｏｄｉｅｓ）」を含み、ここでフラグメントは、同じポリ
ペプチド鎖の中で軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）に接続した重鎖可変ドメイン（ＶＨ）を含む
（例えば、ＥＰ　４０４，０９７；　ＷＯ　９３／１１１６１；およびＨｏｌｌｉｎｇｅ
ｒら．　（１９９３）　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　９０
：６４４４－６４４８を参照のこと）。その同じ鎖上にあるその２つのドメインの間での
対形成を可能にするには短すぎるリンカーを使用することによって、そのドメインは、別
の鎖の相補的なドメインと対形成を余儀なくされ、２つの抗原結合部位を作製する（米国
特許第６，６３２，９２６号（Ｃｈｅｎら）もまた参照のこと。これは、親抗体の超可変
領域へと挿入される１もしくはこれより多くのアミノ酸残基、およびその抗原に対する親
抗体の結合親和性より少なくとも約２倍強い標的抗原に対する結合親和性を有する抗体改
変体を開示する）。
【０２９１】
　用語「抗体誘導体」はさらに、以下を含む：操作された抗体分子、フラグメントおよび
単一ドメイン（例えば、ｓｃＦｖ、ｄＡｂｓ、ナノボディー、ミニボディー、Ｕｎｉｂｏ
ｄｉｅｓ、およびＡｆｆｉｂｏｄｉｅｓならびにＨｕｄｓｏｎ　（２００５）　Ｎａｔｕ
ｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　２３（９）：１１２６－３６；米国特許出願公開ＵＳ　２００６
／０２１１０８８；ＰＣＴ公開ＷＯ　２００７／０５９７８２；米国特許第５，８３１，
０１２号。
【０２９２】
　用語「抗体誘導体」はさらに、「直線状抗体（ｌｉｎｅａｒ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ）
」を含む。直線状抗体を作製するための手順は当該分野で公知であり、Ｚａｐａｔａら．
　（１９９５）　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇ．　８（１０）：１０５７－１０６２に記載さ
れる。簡潔には、これらの抗体は、抗原結合領域の対を形成するタンデムＥｄセグメント
の対（ＶＨ－ＣＨ１－ＶＨ－ＣＨ１）を含む。直線状抗体は、二重特異的または一重特異
的であり得る。
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【０２９３】
　本明細書で開示される抗体は、組換え細胞培養物から、公知の方法（プロテインＡ精製
、硫酸アンモニウムもしくはエタノール沈殿、酸抽出、アニオンもしくはカチオン交換ク
ロマトグラフィー、ホスホセルロースクロマトグラフィー、疎水性相互作用クロマトグラ
フィー、アフィニティークロマトグラフィー、ハイドロキシアパタイトクロマトグラフィ
ーおよびレクチンクロマトグラフィーが挙げられるが、これらに限定されない）によって
回収および精製され得る。高速液体クロマトグラフィー（「ＨＰＬＣ」）はまた、精製に
使用され得る。
【０２９４】
　本開示の抗体は、天然に精製される生成物、化学合成手順の生成物、および真核生物宿
主（例えば、酵母、高等植物、昆虫および哺乳動物細胞が挙げられる）から、または代わ
りに上記に記載されるとおりの原核生物宿主から組換え技術によって生成される生成物を
含む。多くの抗体生成システムは、Ｂｉｒｃｈ　＆　Ｒａｄｎｅｒ　（２００６）　Ａｄ
ｖ．　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｒｅｖ．　５８：６７１－６８５に記載される。
【０２９５】
　試験されている抗体が、タンパク質またはポリペプチドと結合する場合、その試験され
ている抗体および本開示によって提供される抗体は、等価である。試験されている抗体が
、本明細書で開示される抗体がそのタンパク質またはポリペプチド（これとその抗体が通
常反応性である）と結合するのを妨げるか否かを決定することによって、抗体が本明細書
で開示される抗体と同じ特異性を有するか否かを過度に実験なしに決定することはまた、
可能である。その試験されている抗体が、本明細書で開示されるモノクローナル抗体によ
る結合における減少によって示されるように、本明細書で開示される抗体と競合する場合
、その２つの抗体は、同じまたは密接に関連したエピトープに結合する可能性が高い。あ
るいは、本明細書で開示される抗体を、これが通常反応性であるタンパク質と予めインキ
ュベートし、その試験されている抗体が、その抗原に結合する結合する能力において阻害
されるか否かを決定することが可能である。その試験されている抗体が阻害される場合、
おそらく、それは、本明細書で開示される抗体と同じまたは密接に関連したエピトープ的
特異性を有する。
【０２９６】
　用語「抗体」はまた、全ての免疫グロブリンアイソタイプおよびサブクラスの抗体を含
むことが意図される。モノクローナル抗体の特定のアイソタイプは、最初の融合物から選
択することによって直接的に調製され得るか、またはＳｔｅｐｌｅｗｓｋｉら．　（１９
８５）　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　８２：８６５３また
はＳｐｉｒａら．　（１９８４）　Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　Ｍｅｔｈｏｄｓ　７４：３
０７に記載される手順を使用して、クラススイッチ改変体を単離するために、ｓｉｂ選択
技術を使用することによって異なるアイソタイプのモノクローナル抗体を分泌する親ハイ
ブリドーマから二次的に調製され得るかのいずれかである。あるいは、組換えＤＮＡ技術
が使用され得る。
【０２９７】
　本明細書で記載されるモノクローナル抗体の特異性を有する他のモノクローナル抗体の
単離はまた、抗イディオタイプ抗体を生成することによって、当業者によって達成され得
る。Ｈｅｒｌｙｎら．　（１９８６）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３２：１００。抗イディオタ
イプ抗体は、目的のモノクローナル抗体上に存在する特有の決定基を認識する抗体である
。
【０２９８】
　本明細書で開示されるいくつかの局面において、抗体を検出可能にまたは治療上標識す
ることは、有用である。適切な標識は、上記に記載される。抗体をこれらの薬剤に結合体
化するための方法は当該分野で公知である。例証のみの目的で、抗体は、検出可能な部分
（例えば、放射活性原子、発色団、発蛍光団など）で標識され得る。このような標識され
た抗体は、診断技術のために、インビボで、または単離された試験サンプル中のいずれか
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で使用され得る。
【０２９９】
　低分子量ハプテンへの抗体のカップリングは、アッセイにおいてその抗体の感度を増大
させ得る。そのハプテンは、次いで、第２の反応によって特異的に検出され得る。例えば
、ハプテン（例えば、アビジンと反応するビオチン）、またはジニトロフェノール、ピリ
ドキサール、およびフルオレセイン（これらは、特異的抗ハプテン抗体と反応し得る）を
使用することは一般的である。Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ　（１９８８）（前出）
を参照のこと。
【０３００】
　本開示の抗体の可変領域は、ＶＨおよび／もしくはＶＬのＣＤＲ　１、ＣＤＲ　２およ
び／もしくはＣＤＲ　３領域内のアミノ酸残基を変異させて、その抗体の１もしくはこれ
より多くの結合特性（例えば、親和性）を改善することによって、改変され得る。変異は
、部位指向性変異誘発またはＰＣＲ媒介性変異誘発によって導入され得、抗体結合、また
は目的の他の機能的特性に対する効果は、適切なインビトロアッセイまたはインビボアッ
セイにおいて評価され得る。ある種の実施形態において、保存的改変が導入され、代表的
にはＣＤＲ領域内の１個、２個、３個、４個または５個以下の残基が、質変化される。そ
の変異は、アミノ酸置換、付加または欠失であり得る。
【０３０１】
　フレームワーク改変は、例えば、１もしくはこれより多くのフレームワーク残基をその
相当する生殖細胞系列配列へと「復帰変異させる（ｂａｃｋｍｕｔａｔｉｎｇ）」ことに
よって、免疫原性を減少させるために、抗体に対して行われ得る。
【０３０２】
　さらに、本明細書で開示される抗体は、その抗体の１もしくはこれより多くの機能的特
性（例えば、血清半減期、補体結合、Ｆｃレセプター結合、および／もしくは抗原依存性
細胞傷害性）を質変化させるために、Ｆｃ領域内に改変を含むように操作され得る。この
ような改変としては、軽鎖および重鎖のアセンブリを促進するために、またはその抗体の
安定性を増大もしくは低下させるためにヒンジ領域におけるシステイン残基の数を変化さ
せること（米国特許第５，６７７，４２５号）ならびにその抗体の生物学的半減期を減少
させるためにＦｃヒンジ領域におけるアミノ酸変異の数を変化させること（米国特許第６
，１６５，７４５号）が挙げられるが、これらに限定されない。
【０３０３】
　さらに、本明細書で開示される抗体は、化学的に改変され得る。抗体のグリコシル化は
、例えば、抗原に対するその抗体の親和性を増大させるために、抗体配列内の１もしくは
これより多くのグリコシル化部位を改変することによって質変化され得る（米国特許第５
，７１４，３５０号および同第６，３５０，８６１号）。あるいは、抗体依存性細胞媒介
性細胞傷害性を増大させるために、フコシル残基の低下した量を有する低フコシル化抗体
または増大したバイセクト型ＧｌｃＮａｃ構造を有する抗体が、質変化したグリコシル化
機構を有する宿主細胞において抗体を発現することによって得られ得る（Ｓｈｉｅｌｄｓ
ら，　２００２　Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．　２７７：２６７３３－２６７４０；　
Ｕｍａｎａら，　１９９９　Ｎａｔ．　Ｂｉｏｔｅｃｈ．　１７：１７６－１８０）。
【０３０４】
　本明細書で開示される抗体は、抗体またはそのフラグメントと、ポリエチレングリコー
ル（ＰＥＧ）またはＰＥＧの反応性エステルもしくはアルデヒド誘導体とを、１もしくは
これより多くのＰＥＧ基がその抗体または抗体フラグメントに付着される条件下で反応さ
せることによって、生物学的半減期を増大させるためにｐｅｇ化され得る。抗体ｐｅｇ化
は、反応性ＰＥＧ分子（または類似の反応性水溶性ポリマー）とのアシル化反応またはア
ルキル化反応によって行われ得る。本明細書で使用される場合、用語「ポリエチレングリ
コール（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ　ｇｌｙｃｏｌ）」は、他のタンパク質を誘導体化す
るために使用されたＰＥＧの形態のうちのいずれか（例えば、モノ（Ｃ１－Ｃ１０）アル
コキシ－もしくはアリールオキシ－ポリエチレングリコールまたはポリエチレングリコー
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ル－マレイミド）を包含することが意図される。そのｐｅｇ化されるべき抗体は、無グリ
コシル化抗体であり得る。タンパク質をｐｅｇ化するための方法は、当該分野で公知であ
り、本明細書で開示される抗体に適用され得る（ＥＰ　０１５４３１６およびＥＰ　０４
０１３８４）。
【０３０５】
　さらに、抗体は、得られた分子の半減期を増大させるために、その抗体の抗原結合領域
を血清タンパク質（例えば、ヒト血清アルブミン）に結合体化または融合することによっ
て、化学的に改変され得る。このようなアプローチは、例えば、ＥＰ　０３２２０９４お
よびＥＰ　０４８６５２５に記載される。
【０３０６】
　本開示の抗体またはそのフラグメントは、診断剤に結合体化され得、例えば、疾患の発
生もしくは進行をモニターし、そして所定の処置レジメンの有効性を決定するために、診
断上使用され得る。診断剤の例としては、種々のポジトロン断層撮影法を使用する、酵素
、補欠分子族、蛍光物質、発光物質、生物発光物質、放射活性物質、陽電子放出金属、お
よび非放射活性常時性金属イオンが挙げられる。その検出可能な物質は、抗体もしくはそ
のフラグメントに直接的に、またはリンカーを通じて間接的に、のいずれかで、当該分野
で公知の技術を使用してカップリングまたは結合体化され得る。適切な酵素の例としては
、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、また
はアセチルコリンエステラーゼが挙げられる。適切な補欠分子族複合体の例としては、ス
トレプトアビジン／ビオチンおよびアビジン／ビオチンが挙げられる。適切な蛍光物質の
例としては、ウンベリフェロン、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート、
ローダミン、ジクロロトリアジニルアミンフルオレセイン、ダンシルクロリドまたはフィ
コエリトリンが挙げられる。発光物質の例としては、ルミノールが挙げられる。生物発光
物質の例としては、ルシフェラーゼ、ルシフェリン、およびエクオリンが挙げられる。適
切な放射活性物質の例としては、以下が挙げられる：１２５Ｉ、１３１Ｉ、インジウム－
１１１、ルテチウム－１７１、ビスマス－２１２、ビスマス－２１３、アスタチン－２１
１、銅－６２、銅－６４、銅－６７、イットリウム－９０、ヨウ素－１２５、ヨウ素－１
３１、リン－３２、リン－３３、スカンジウム－４７、銀－１１１、ガリウム－６７、プ
ラセオジム－１４２、サマリウム－１５３、テルビウム－１６１、ジスプロシウム－１６
６、ホルミウム－１６６、レニウム－１８６、レニウム－１８８、レニウム－１８９、鉛
－２１２、ラジウム－２２３、アクチニウム－２２５、鉄－５９、セレン－７５、ヒ素－
７７、ストロンチウム－８９、モリブデン－９９、ロジウム－１１０５、パラジウム－１
０９、プラセオジム－１４３、プロメチウム－１４９、エルビウム－１６９、イリジウム
－１９４、金－１９８、金－１９９、および鉛－２１１。モノクローナル抗体は、その抗
体に共有結合的に連結される二官能性キレート化剤の使用を通じて、放射性金属イオンと
間接的に結合体化され得る。キレート化剤は、アミノ酸残基のアミノ基（ａｍｉｔｉｅｓ
）（Ｍｅａｒｅｓら，　１９８４　Ａｎａｌ．　Ｂｉｏｃｈｅｍ．　１４２：　６８－７
８）；スルフヒドリル基（ｓｕｌｆｈｙｄｒａｌ　ｇｒｏｕｐ）（Ｋｏｙａｍａ　１９９
４　Ｃｈｅｍ．　Ａｂｓｔｒ．　１２０：　２１７２６２ｔ）および炭水化物グループ（
Ｒｏｄｗｅｌｌら．　１９８６　ＰＮＡＳ　ＵＳＡ　８３：　２６３２－２６３６；　Ｑ
ｕａｄｒｉら．　１９９３　Ｎｕｃｌ．　Ｍｅｄ．　Ｂｉｏｌ．　２０：　５５９－５７
０）を通じて付着され得る。
【０３０７】
　さらに、本開示の抗体またはそのフラグメントは、治療剤に結合体化され得る。適切な
治療剤としては、以下が挙げられる：タキソール、サイトカラシンＢ、グラミシジンＤ、
臭化エチジウム、エメチン、マイトマイシン、エトポシド、テニポシド（ｔｅｎｏｐｏｓ
ｉｄｅ）、ビンクリスチン、ビンブラスチン、コルヒチン、ドキソルビシン、ダウノルビ
シン、ジヒドロキシアントラシンジオン（ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ　ａｎｔｈｒａｃｉｎ　ｄ
ｉｏｎｅ）、ミトキサントロン、ミトラマイシン、アクチノマイシンＤ、１－デヒドロテ
ストステロン、グルココルチコイド、プロカイン、テトラカイン、リドカイン、プロプラ
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ノロール、およびピューロマイシン、代謝拮抗物質（例えば、メトトレキサート、６－メ
ルカプトプリン、６－チオグアニン、シタラビン、フルダラビン、５－フルオロウラシル
、ダカルバジン（ｄｅｃａｒｂａｚｉｎｅ）、ヒドロキシウレア、アスパラギナーゼ、ゲ
ムシタビン、クラドリビン）、アルキル化剤（例えば、メクロレタミン、チオテパ、クロ
ラムブシル、メルファラン、カルムスチン（ＢＳＮＵ）、ロムスチン（ＣＣＮＵ）、シク
ロホスファミド、ブスルファン、ジブロモマンニトール、ストレプトゾシン、ダカルバジ
ン（ＤＴＩＣ）、プロカルバジン、マイトマイシンＣ、シスプラチンおよび他の白金誘導
体（例えば、カルボプラチン））、抗生物質（例えば、ダクチノマイシン（以前はアクチ
ノマイシン）、ブレオマイシン、ダウノルビシン（以前はダウノマイシン）、ドキソルビ
シン、イダルビシン、ミトラマイシン、マイトマイシン、ミトキサントロン、プリカマイ
シン、アントラマイシン（ＡＭＣ））、ジフテリア毒素および関連分子（例えば、ジフテ
リアＡ鎖およびその活性フラグメントおよびハイブリッド分子）、リシン毒素（例えば、
リシンＡまたは脱グリコシル化リシンＡ鎖毒素）、コレラ毒素、志賀様毒素（ＳＬＴ－Ｉ
、ＳＬＴ－ＩＩ、ＳＬＴ－ＩＩＶ）、ＬＴ毒素、Ｃ３同素、志賀毒素、百日咳毒素、破傷
風毒素、ダイズＢｏｗｍａｎ－Ｂｉｒｋプロテアーゼインヒビター、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎ
ａｓ外毒素、アロリン（）、サポリン、モデシン、ゲラニン（ｇｅｌａｎｉｎ）、アブリ
ンＡ鎖、モデシンＡ鎖、α－サルシン、Ａｌｅｕｒｉｔｅｓ　ｆｏｒｄｉｉタンパク質、
ジアンチンタンパク質、Ｐｈｙｔｏｌａｃｃａ　ａｍｅｒｉｃａｎａタンパク質（ＰＡＰ
Ｉ、ＰＡＰＩＩ、およびＰＡＰ－Ｓ）、Ｍｏｍｏｒｄｉｃａ　ｃｈａｒａｎｔｉａインヒ
ビター、クルシン、クロチン、Ｓａｐａｏｎａｒｉａ　ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓインヒビ
ター、ゲロニン、ミトゲリン（ｍｉｔｏｇｅｌｌｉｎ）、レストリエトシン（ｒｅｓｔｒ
ｉｅｔｏｃｉｎ）、フェノマイシン（ｐｈｅｎｏｍｙｃｉｎ）、エノマイシン（ｅｎｏｍ
ｙｃｉｎ）毒素および混合毒素。
【０３０８】
　さらなる適切な結合体化分子としては、リボヌクレアーゼ（ＲＮａｓｅ）、ＤＮａｓｅ
、アンチセンス核酸、阻害性ＲＮＡ分子（例えば、ｓｉＲＮＡ分子）、免疫刺激性核酸、
アプタマー、リボザイム、三重鎖形成分子、および外部ガイド配列が挙げられる。アプタ
マーは、規定された二次構造および三次構造（例えば、ステム－ループまたはＧ－カルテ
ット）へと折りたたまれる１５～５０塩基長の範囲の小さな核酸であり、小分子（例えば
、ＡＴＰ（米国特許第５，６３１，１４６号）およびテオフィリン（米国特許第５，５８
０，７３７号））、および大分子（例えば、逆転写酵素（米国特許第５，７８６，４６２
号）およびトロンビン（米国特許第５，５４３，２９３号））に結合し得る。リボザイム
は、分子内または分子間のいずれかで化学反応を触媒し得る核酸分子である。リボザイム
は、代表的には、その標的基質の、その後の切断に伴う認識および結合を通じて、核酸基
質を切断する。三重鎖形成機能核酸分子は、三重鎖を形成することによって２本鎖または
１本鎖核酸と相互作用し得、ここでＤＮＡの３本の鎖は、ワトソン－クリックおよびフー
グスティーン塩基対合の両方に依存する複合体を形成する。三重鎖分子は、高い親和性お
よび特異性で標的領域に結合し得る。適切な結合体化分子は、バイオフィルム構造を作ら
ないかまたは安定化しないことを条件として、ＤＮＡに結合する任意のタンパク質をさら
に含み得る；このようなタンパク質のうちの少なくとも部分セットが、本明細書で開示さ
れる薬剤に対する結合の動態を促進し得ることは、想定される。
【０３０９】
　機能的核酸分子は、標的分子が有する比活性のエフェクター、インヒビター、調節因子
、および刺激因子として作用し得るか、またはその機能的核酸分子は、任意の他の分子と
は無関係の新規活性を有し得る。
【０３１０】
　治療剤は、非常に多数の利用可能な方法のうちのいずれかを使用して、直接的にまたは
間接的に、その抗体に連結され得る。例えば、薬剤は、ジスルフィド結合形成を介して、
Ｎ－スクシニル３－（２－ピリジルジチオ）プロピオネート（ＳＰＤＰ）のような架橋剤
を使用して、または抗体のＦｃ領域における炭水化物部分を介して、還元された抗体構成
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要素のヒンジ領域に付着され得る（Ｙｕら．　１９９４　Ｉｎｔ．　Ｊ．　Ｃａｎｃｅｒ
　５６：　２４４；　Ｕｐｅｓｌａｃｉｓら，　「Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ａ
ｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｂｙ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ」，　ｉｎ　Ｍｏｎｏｃ
ｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：　ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　ａｐｐｌｉｃａ
ｔｉｏｎｓ，　Ｂｉｒｃｈら．　（編），　第１８７～２３０頁（Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ
，　Ｉｎｃ．　１９９５）；　Ｐｒｉｃｅ，　「Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｃｈａ
ｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　Ｐｅｐｔｉｄｅ－Ｄｅｒｉｖ
ｅｄ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ」，　ｉｎ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ
：　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，　ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ａｎｄ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ａ
ｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ，　Ｒｉｔｔｅｒら．　（編），　第６０～８４頁（Ｃａｍｂｒｉ
ｄｇｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ　１９９５））。
【０３１１】
　治療剤を抗体に結合体化するための技術は周知である（Ａｍｏｎら，　「Ｍｏｎｏｃｌ
ｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ｆｏｒ　Ｉｍｍｕｎｏｔａｒｇｅｔｉｎｇ　Ｏｆ　Ｄ
ｒｕｇｓ　Ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ」，　ｉｎ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａ
ｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ａｎｄ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ，　Ｒｅｉｓｆｅｌｄら．
　（編），　ｐｐ．　２４３－５６（Ａｌａｎ　Ｒ．　Ｌｉｓｓ，　Ｉｎｃ．　１９８５
）；　Ｈｅｌｌｓｔｒｏｍら，　「Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ｆｏｒ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉ
ｖｅｒｙ」，　ｉｎ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　（第２版）
，　Ｒｏｂｉｎｓｏｎら．　（編），　ｐｐ．　６２３－５３　（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋ
ｋｅｒ，　Ｉｎｃ．　１９８７）；　Ｔｈｏｒｐｅ，　「Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｃａｒｒｉ
ｅｒｓ　Ｏｆ　Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ　Ａｇｅｎｔｓ　Ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐ
ｙ：　Ａ　Ｒｅｖｉｅｗ」，　ｉｎ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　’
８４：　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ａｎｄ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ
，　Ｐｉｎｃｈｅｒａら．　（編），　ｐｐ．　４７５－５０６　（１９８５）；　「Ａ
ｎａｌｙｓｉｓ，　Ｒｅｓｕｌｔｓ，　Ａｎｄ　Ｆｕｔｕｒｅ　Ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ
　Ｏｆ　Ｔｈｅ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｕｓｅ　Ｏｆ　Ｒａｄｉｏｌａｂｅｌｅｄ　
Ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ」，　ｉｎ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎ
ａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ｆｏｒ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ａｎｄ　Ｔ
ｈｅｒａｐｙ，　Ｂａｌｄｗｉｎら．　（編），　ｐｐ．　３０３－１６　（Ａｃａｄｅ
ｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ　１９８５）、およびＴｈｏｒｐｅら，　「Ｔｈｅ　Ｐｒｅｐａｒａ
ｔｉｏｎ　Ａｎｄ　Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　Ｏｆ　Ａｎｔｉｂｏｄ
ｙ－Ｔｏｘｉｎ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ」　１９８２　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　Ｒｅｖ．　６
２：１１９－５８）。
【０３１２】
　本明細書で開示される抗体またはその抗原結合領域は、少なくとも２もしくはこれより
多くの異なる結合部位もしくは標的分子に結合する二重特異的もしくは多重特異的分子を
生成するために、別の機能的分子（例えば、別の抗体またはリガンド）に連結され得る。
その抗体を、１もしくはこれより多くの他の結合分子（例えば、別の抗体、抗体フラグメ
ント、ペプチドもしくは結合模倣物）に連結することは、例えば、化学的カップリング、
遺伝子融合、または非共有結合的会合によって行われ得る。多重特異的分子は、第１およ
び第２の標的エピトープに加えて、第３の結合特異性をさらに含み得る。
【０３１３】
　二重特異的および多重特異的分子は、当該分野で公知の方法を使用して調製され得る。
例えば、その二重特異的分子（ｈｉ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ）の各結合ユ
ニットは、別個に生成され得、次いで、互いに結合体化され得る。その結合分子がタンパ
ク質またはペプチドである場合、種々のカップリング剤または架橋剤は、共有結合的結合
体化に使用され得る。架橋剤の例としては、以下が挙げられる：プロテインＡ、カルボジ
イミド、Ｎ－スクシンイミジル－Ｓ－アセチル－チオアセテート（ＳＡＴＡ）、５，５’
－ジチオビス（２－ニトロ安息香酸）（ＤＴＮＢ）、ｏ－フェニレンジマレイミド（ｏＰ
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ＤＭ）、Ｎ－スクシンイミジル－３－（２－ピリジルジチオ）プロピオネート（ＳＰＤＰ
）、およびスルホスクシンイミジル４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－Ｉ－
カルボキシレート（スルホ－ＳＭＣＣ）（Ｋａｒｐｏｖｓｋｙら，　１９８４　Ｊ．　Ｅ
ｘｐ．　Ｍｅｄ．　１６０：１６８６；　Ｌｉｕら，　１９８５　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ
．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　８２：８６４８）。その結合分子が抗体である場合
、それらは、その２つの重鎖のＣ末端ヒンジ領域のスルフヒドリル結合によって結合体化
され得る。
【０３１４】
　本明細書で開示される抗体はまた、その標的抗原のイムノアッセイまたは精製に特に有
用である固体支持体に付着され得る。このような固体支持体としては、ガラス、セルロー
ス、ポリアクリルアミド、ナイロン、ポリスチレン、ポリビニルクロリドまたはポリプロ
ピレンが挙げられるが、これらに限定されない。
【０３１５】
　その抗体はまた、多くの異なるキャリアに結合され得る。従って、本開示はまた、その
抗体および別の物質（活性または不活性）を含む組成物を提供する。周知のキャリアの例
としては、ガラス、ポリスチレン、ポリプロピレン、ポリエチレン、デキストラン、ナイ
ロン、アミラーゼ、天然および改変セルロース、ポリアクリルアミド、アガロース、およ
び磁鉄鉱が挙げられる。そのキャリアの性質は、本明細書で開示される目的のために、可
溶性または不溶性のいずれかであり得る。当業者は、モノクローナル抗体を結合するため
の他の適切なキャリアについて知っているか、または慣用的な実験を使用して確認し得る
。
【０３１６】
　本明細書で開示される抗体が、本明細書で開示されるポリペプチドを精製するために、
ならびに生物学的に等価なポリペプチドおよび／またはポリヌクレオチドを同定するため
に使用され得る。それらはまた、本明細書で開示されるポリペプチドの機能を改変する薬
剤を同定するために使用され得る。これらの抗体は、ポリクローナル抗血清、モノクロー
ナル抗体、および当業者が精通し、上記で記載されるこれらの調製物に由来する種々の試
薬が挙げられる。
【０３１７】
　同定される遺伝子によってコードされるタンパク質の活性を中和する抗体はまた、この
ような中和抗体をインビボおよびインビトロの試験システムに添加することによって、機
能を示すためにインビボおよびインビトロで使用され得る。それらはまた、本明細書で開
示されるポリペプチドの活性を調節するために、薬剤として有用である。
【０３１８】
　種々の抗体調製物はまた、インビトロまたはインビボで細胞を試験することによって、
同定された遺伝子によってコードされるタンパク質の発現を示すために、ＥＬＩＳＡアッ
セイまたはウェスタンブロットのような分析法において使用され得る。代謝の間のプロテ
アーゼ分解によって生成されるこのようなタンパク質のフラグメントはまた、実験サンプ
ルに由来するサンプルととともに適切なポリクローナル抗血清を使用することによって同
定され得る。
【０３１９】
　さらに、いくつかの実施形態において、本明細書で開示される抗体は、バイオフィルム
を可視化および／または検出するために使用され得る。このような実施形態において、そ
の抗体は、例えば、放射性同位体、検出可能な生成物を生成する酵素、蛍光タンパク質な
どで検出可能に標識されてもよいし、他の部分（例えば、特異的結合対のメンバー（例え
ば、ビオチン（ビオチン－アビジン特異的結合対のメンバー）など）に結合体化されても
よい。次いで、検出可能に標識された抗体は、バイオフィルムがコロニー形成していると
疑われるサンプルに導入され得、そして顕微鏡法または関連した標識を検出することが公
知の他の方法（例えば、分光法、サイトメトリー、または他の一般的技術）を通じて可視
化および／または検出され得る。結合体化した抗体または非標識抗体は、それぞれ、その
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結合体化された部分または抗体を標的化する公知の分析法を通じて、同様に同定され得る
。例えば、いくつかの実施形態において、本明細書で開示される抗体のアイソタイプに特
異的な、検出可能に標識された二次抗体が、バイオフィルムの可視化および／または検出
において使用され得る。
【０３２０】
　キット
　本明細書で記載されるとおりのインビトロおよびインビボでの方法を行うために必要な
薬剤および説明書を含むキットがまた、請求される。よって、本発明は、本明細書で開示
される改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメイン、および本発
明の方法（例えば、組織を集めるおよび／またはスクリーニングを行うおよび／または結
果を分析するおよび／または本明細書で定義されるようにその有効量を投与する）を実施
するための説明書を含み得る、これらの方法を行うためのキットを提供する。これらは、
単独で、または他の適切な抗微生物薬剤と組み合わせて使用され得る。
【０３２１】
　一実施形態において、本開示は、Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓの群から選択
される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕ
ｐ－ｂｏｘ　１ドメインを含むポリペプチド、ならびにバイオフィルムを破壊する、また
はバイオフィルムを生成する微生物感染を阻害するか、防止するかもしくは処置すること
において使用するための説明書を含むキットを提供する。Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ
１０６Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂ
ｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインの例は、上記で記載される。いくつかの実
施形態において、その改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメイ
ンは、置換Ｃ４５Ｓを含む。いくつかの実施形態において、その改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉ
ｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、置換Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０
６Ｓを含む。一実施形態において、そのキットはさらに、アジュバント、抗原性ペプチド
または抗微生物物質のうちの１またはこれより多くを含む。さらに別の実施形態において
、上記キットは、液体キャリア、薬学的に受容可能なキャリア、固相キャリア、薬学的に
受容可能なキャリア、インプラント、ステント、パスタ剤、ゲル、歯科インプラントまた
は医療用インプラントの群から選択されるキャリアをさらに含む。
【０３２２】
　改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインに対する等価物の
中には、改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ　ｂｏｘ　１のＣ２３Ｓ、Ｃ４５
Ｓ、およびＣ１０６Ｓに相当する１またはこれより多くのアミノ酸位置においてシステイ
ンからセリンへの置換を含む、改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　
２、改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　３、および改変ｈｉｇｈ　
ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　４があることは認識される。改変ｈｉｇｈ　ｍ
ｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　２に関しては、その相当するシステイン残基は、
２３位、４５位、および１０６位において見出される；改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ
　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　３に関しては、その相当するシステイン残基は、２３位、４５位
、および１０４位において見出される；そして改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏ
ｕｐ－ｂｏｘ　４に関しては、その相当するシステイン残基は、４５位、１０４位、１６
４位、および１７８位において見出される。従って、出願人は、Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、お
よびＣ１０６Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ　
ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１に関して開示されるキット局面が、その言及
される位置において１またはこれより多くのシステインからセリンへの置換を有する前述
のｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ種（例えば、Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、
およびＣ１０６Ｓの群から選択される１もしくはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ
　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　２；Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０４Ｓ
の群から選択される１またはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ
　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　３；ならびにＣ４５Ｓ、Ｃ１０４Ｓ、Ｃ１６４Ｓ、およびＣ１７



(84) JP 2020-513808 A 2020.5.21

10

20

30

40

50

８Ｓの群から選択される１またはこれより多くの置換を含む改変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉ
ｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　４）に等しく適用可能であると考える。
【０３２３】
　以下の実施例は、例証することが意図されるが、本発明を限定することは意図されない
。
【実施例】
【０３２４】
　実施例１　－　ｍＨＭＧＢＩ（Ｃ４５Ｓ）試験
　出願人は、播種時におよび２４時間で、０．１μｇ／ｍｌ、１μｇ／ｍｌおよび５μｇ
／ｍｌのＨＭＧＢ１を、尿路病原性Ｅ．　ｃｏｌｉ　ＵＴＩ８９によって形成されたバイ
オフィルムに添加した。播種時および２４時間で添加した場合に、ＵＰＥＣバイオフィル
ムの用量依存性破壊が観察された。この情報に基づいて、出願人は、これによって、バイ
オフィルムにおける微生物ＤＮＡへのデオキシリボ核酸Ｂ　ＩＩ（ＤＮＡＢＩＩ）ポリペ
プチドの結合を阻害するか、競合させるかまたは力価測定するための方法を開示し、上記
方法は、そのバイオフィルムにおける微生物ＤＮＡと、有効量の、Ｃ４５Ｓ置換を含む改
変ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメイン（ｍＨＭＧＢ１）を含
む単離されたポリペプチドもしくは組換えポリペプチドとを接触させる工程であって、そ
れによって、その微生物ＤＮＡへのＤＮＡＢＩＩポリペプチドの結合を阻害するか、競合
させるかまたは力価測定する工程を包含するか、または代わりにその工程から本質的にな
るか、またはなおさらにその工程からなる。接触させる工程は、インビトロまたはインビ
ボにおいて達成され得る。そのバイオフィルムを促進するかまたは引き起こす生物の非限
定的な例としては、Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ　ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａ、Ｅｎｔｅｒｏ
ｂａｃｔｅｒ　ｓｐｐ．、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ、Ｋｌｅｂｓｉ
ｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ、Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｂａｕｍａｎｉｉ、Ｐ
ｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃｉ
ｕｍ、尿路病原性Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ（ＵＰＥＣ）、無莢膜型Ｈａｅｍｏ
ｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ（ＮＴＨＩ）、および／またはＡｇｇｒｅｇａｔｉ
ｂａｃｔｅｒ　ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｍｃｏｍｉｔａｎｓのうちの１またはこれより
多くが挙げられる。
【０３２５】
　予備的結果
　ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）は、多数のヒト病原体に対してインビトロでその抗バイオフ
ィルム機能を保持する
　改変体ＨＭＧＢ１（ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ））の抗バイオフィルム機能を決定するた
めに、出願人は、ヒト組換えＨＭＧＢ１（ｒＨＭＧＢ１）および組換え改変体ＨＭＧＢ１
（ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ））を、Ｅ．ｃｏｌｉにおいて発現および精製した。表１にお
いて示されるとおりの多数のヒト病原体によって形成された、インビトロで行った２４時
間バイオフィルムを、５μｇ／ｍｌ　ｒＨＭＧＢ１またはｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）とと
もに１６時間インキュベートした。Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃｉｕｍバイオフ
ィルムを、２０μｇ／ｍｌ　ｒＨＭＧＢ１またはｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）とともに１６
時間インキュベートした。バイオフィルムを洗浄し、ＬＩＶＥ／ＤＥＡＤ（登録商標）染
色で染色し、共焦点レーザー走査型顕微鏡およびＣＯＭＳＴＡＴ分析を使用して分析した
。出願人は、ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）が、コントロールと比較して、平均厚およびバイ
オマスにおいて有意な低減によって示されるとおり、インビトロで予め形成されたバイオ
フィルムの各々を破壊するにあたって有効であることを観察した（表１）。表１に示され
るように、ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）の抗バイオフィルム活性はまた、ｒＨＭＧＢ１のも
のに匹敵した。これらのデータは、４５位においてシステインをセリンに置換することは
、ヒト組換えＨＭＧＢ１の抗バイオフィルム活性を質変化させないことを示唆した。
【０３２６】
　ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）は、２つの異なる動物モデルにおいてインビボでその抗バイ
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　ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）の抗バイオフィルム機能をインビボで試験するために、出願
人は、２つの異なる動物モデルを使用した。第１のモデルにおいて、出願人は、ｒＨＭＧ
Ｂ１およびｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）が、実験的ＯＭの、出願人が十分に確立したチンチ
ラモデルにおいて行ったＮＴＨＩバイオフィルムを一掃する能力を試験した（Ｎｏｖｏｔ
ｎｙら．　２０１１；　２０１３ｂ；　Ｎｏｖｏｔｎｙら．　２０１６）。出願人は先ず
、チンチラ中耳において４日間にわたってＮＴＨＩ株８６－０２８ＮＰバイオフィルムを
確立した。次いで、出願人は、その４日齢のＮＴＨＩバイオフィルムを、２用量（４日目
および５日目；　各５μｇ）のｒＨＭＧＢ１、ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）または希釈剤で
処置した。６日目に動物を屠殺し、その中耳を、任意の残っているバイオフィルムの存在
について盲検的にスコア付けした。希釈剤で処置した動物は、中耳において厚みのある粘
膜バイオフィルムを示した（図１Ａ～１Ｂ）。顕著なことに、ｒＨＭＧＢ１およびｍＨＭ
ＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）は、認識できる骨性隔壁によって示されるように、そのバイオフィル
ムを中耳から一掃するにあたって非常に有効であった（図１Ａ～１Ｂ）。第２のモデルに
おいて、出願人は、ｒＨＭＧＢ１およびｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）が、マウス気道におい
てＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ　ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａのバイオフィルム発生を阻害する
能力を試験した。Ｃ５７ＢＬ／６マウスに、１０７　ＣＦＵのＢ．ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉ
ａを気道内で感染させ、５μｇのｒＨＭＧＢ１またはｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）を同時に
添加した。１８時間後にその動物を屠殺し、気管支肺胞洗浄液（ＢＡＬ）および肺を集め
た。ＣＦＵ（図２Ａ）、全炎症性浸潤（図２Ｂ）、および全浸潤好中球（図２Ｃ）を、Ｂ
ＡＬにおいて計数した。ｒＨＭＧＢ１およびｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）は、コントロール
と比較した場合、ＢＡＬにおける細菌負荷を低減するにあたって有効であった（図２Ａ）
。ｒＨＭＧＢ１は、全炎症性浸潤および好中球の増大から明らかであるように強い炎症性
応答を起こしたが、ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）は、有意に弱い炎症性応答を示した（図２
Ｂ、図２Ｃ）。出願人はまた、感染および処置の７２時間後における肺損傷を評価したと
ころ、ｒＨＭＧＢ１で処置した肺は重篤な炎症および増大した好中球応答を示す一方で、
ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）で処置した肺は非感染マウス肺により似ていることを観察した
（図２Ｄ）。最後に、出願人は、インビボ化学走性モデルにおいてｒＨＭＧＢ１およびｍ
ＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）の炎症活性を検証して、好中球を動員する能力を決定した（Ｏｒ
ｌｏｖａら．　２００７；　Ｐｅｎｚｏら．　２０１０）。Ｃ５７ＢＬ／６マウスに、ｍ
ＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）もしくはｒＨＭＧＢ１のいずれか５μｇ、または１ｍｌの４％　
チオグリコレートを注射した。４時間後、マウスを屠殺し、腹腔洗浄液中の全好中球を定
量した。図３において明らかなように、ｒＨＭＧＢ１が腹腔への好中球動員を誘導したの
に対して、ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）は、好中球を動員しなかった。まとめると、これら
の結果は、ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）が、ｒＨＭＧＢ１の望ましくない炎症促進活性なし
に、細菌のクリアランスを促進することを示した。
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【表１】

【０３２７】
　ＨＭＧＢ１アイソフォーム（５μｇ／ｍｌ）を、２４時間において、インビトロで行っ
た細菌バイオフィルムに添加した。接種の１６時間後（合計４０時間）、バイオフィルム
を洗浄し、ＬＩＶＥ／ＤＥＡＤ（登録商標）で染色し、続いて、ＣＬＳＭを使用して可視
化した。バイオフィルムをＣｏｍｓｔａｔによって分析して、平均厚ａ（ＡＴ）およびバ
イオマスａ（ＢＭ）を計算した。
【０３２８】
　さらなる実験を、ｍＨＭＧＢ１（Ｃ４５Ｓ）の効果を確認するために行った（図４～７
）。
【０３２９】
　実施例２　－　三重変異ＨＭＧＢ１（Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓ）および
他の改変体
　出願人は、Ｃ２３Ｓ、Ｃ４５Ｓ、およびＣ１０６Ｓ置換を含む三重変異ＨＭＧＢ１およ
び他の改変体（例えば、Ｃ２３Ｓ単独を、Ｃ２３ＳおよびＣ４５Ｓを、Ｃ２３ＳおよびＣ
１０６Ｓを、Ｃ４５ＳおよびＣ１０６Ｓを、ならびにＣ１０６Ｓ単独を含むＨＭＧＢ１改
変体が挙げられるが、これらに限定されない）を生成する。これらの改変ｈｉｇｈ　ｍｏ
ｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ－ｂｏｘ　１ドメインは、実施例１と同じ方法に従って有効性
について試験される。本明細書で開示されるＨＭＧＢ２改変体、ＨＭＧＢ３改変体、およ
びＨＭＧＢ４改変体（すなわち、その配列が本明細書中上記で提供される一重、二重、三
重および四重変異体）について同目的の実行が行われる。
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【０３３０】
　均等物
　別段定義されなければ、本明細書で使用される全ての技術用語および科学用語は、本発
明が属する分野の当業者によって一般的に理解されるものと同じ意味を有する。
【０３３１】
　本明細書で例証として記載される本技術は、本明細書で具体的に開示されないいかなる
要素、限定の存在下でも適切に実施され得る。従って、例えば、用語「含む、包含する（
ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」「含む、包含する、挙げられる（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」、「
含む（ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ）」などは、広くかつ限定なしに読まれるものとする。さら
に、本明細書で使用される用語および表現は、説明の用語として使用されているのであっ
て、限定として使用されているのではなく、このような用語および表現の使用において、
示され、記載される特徴またはその一部の任意の均等物を排除するという意図は全くない
が、種々の改変が、請求される本技術の範囲内で可能であることは認識される。
【０３３２】
　従って、ここで提供される材料、方法、および例は、好ましい局面の代表であり、例示
であり、そして本技術の範囲に対する限定として意図されないことは、理解されるべきで
ある。
【０３３３】
　本技術は、本明細書で広くかつ包括的に記載されている。包括的な開示の範囲内に入る
より狭い種および下位の包括的グルーピングの各々はまた、本技術の一部を形成する。こ
れは、任意の主題をその属から削除するという但し書きまたは消極的な限定とともに、そ
の削除される材料が本明細書で具体的に記載されているか否かに拘わらず、本技術の包括
的記載を含む。
【０３３４】
　さらに、本技術の特徴または局面がマーカッシュグループの表現で記載される場合、当
業者は、本技術がまた、それによってマーカッシュグループの任意の個々のメンバーまた
はメンバーのサブグループの表現で記載されることを認識する。
【０３３５】
　本明細書で言及される全ての刊行物、特許出願、特許および他の参考文献は、各々が個
々に参考として援用されるのと同程度まで、それらの全体において本明細書に参考として
明示的に援用される。矛盾する場合には、定義を含む本明細書が優先する。
【０３３６】
　他の局面は、以下の請求項の範囲内に記載される。
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