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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　a)単離されたクロストリジウム・ディフィシル(Clostridium difficile)トキシンA断片
及び/又は単離されたクロストリジウム・ディフィシルトキシンB断片を含むポリペプチド
であって、該ポリペプチドが第1の断片及び第2の断片を含み、
(i)第1の断片がトキシンA繰り返しドメイン断片であり、
(ii)第2の断片がトキシンB繰り返しドメイン断片であり、
(iii)第1の断片が第1の近位末端を有し、
(iv)第2の断片が第2の近位末端を有する、
上記ポリペプチド、並びに
　b)リポソームの形で提示される、QS21である免疫学的活性サポニン画分を含むアジュバ
ント
を含む、免疫原性組成物。
【請求項２】
　前記アジュバントがリポ多糖をさらに含む、請求項1に記載の免疫原性組成物。
【請求項３】
　前記アジュバントがステロールをさらに含み、前記組成物が1:1～1:100 w/w又は1:1～1
:10 w/w又は1:1～1:5 w/wのサポニン:ステロールの比でステロールを含む、請求項1又は
請求項2に記載の免疫原性組成物。
【請求項４】
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　前記ステロールがコレステロールである、請求項3に記載の免疫原性組成物。
【請求項５】
　アジュバントが、
0.1～0.5mgのコレステロール、
0.25～2mgのDOPC、
10μg～70μgの3D-MPL、及び
10μg～70μgのQS21
を含む用量で製剤化されている、請求項1～4のいずれか一項に記載の免疫原性組成物。
【請求項６】
　ポリペプチドがクロストリジウム・ディフィシルトキシンA繰り返しドメイン断片及び/
又はクロストリジウム・ディフィシルトキシンB繰り返しドメイン断片を含む、請求項1～
5のいずれか一項に記載の免疫原性組成物。
【請求項７】
　第1の近位末端及び第2の近位末端がショートリピート-ロングリピート-ショートリピー
ト(SR-LR-SR)部分を破壊しない、請求項1に記載の免疫原性組成物。
【請求項８】
　第1の近位末端がトキシンAのリピート部分VIII(アミノ酸2645～2710)内、例えばトキシ
ンAのアミノ酸2700～2710又は2680～2690の範囲内にある、請求項1～7のいずれか一項に
記載の免疫原性組成物。
【請求項９】
　第2の近位末端がトキシンBのリピート部分II(アミノ酸1927～2057)内、例えばトキシン
Bのアミノ酸1960～1970、1988～1998、又は1867～1877の範囲内にある、請求項1～8のい
ずれか一項に記載の免疫原性組成物。
【請求項１０】
　第1の近位末端がトキシンAのリピート部分VIIIのショートリピート2(アミノ酸2665～26
86)内にあり、第2の近位末端がトキシンBのリピート部分Iのショートリピート3(アミノ酸
1877～1896)内にある、又は第1の近位末端がトキシンAのリピート部分VIIIのショートリ
ピート3(アミノ酸2645～2686)内にあり、第2の近位末端がトキシンBのリピート部分Iのシ
ョートリピート1(アミノ酸1834～1854)内にある、請求項1～9のいずれか一項に記載の免
疫原性組成物。
【請求項１１】
　ポリペプチドが、
(i)配列番号10、配列番号11、配列番号12、配列番号13、配列番号14、配列番号15、配列
番号16、配列番号17、配列番号18、配列番号19、配列番号28、配列番号29、配列番号30、
配列番号31、配列番号32、配列番号33、若しくは配列番号34、若しくは配列番号35、又は
(ii)配列番号10、配列番号11、配列番号12、配列番号13、配列番号14、配列番号15、配列
番号16、配列番号17、配列番号18、配列番号19、配列番号28、配列番号29、配列番号30、
配列番号31、配列番号32、配列番号33、若しくは配列番号34、若しくは配列番号35と少な
くとも90％、95％、98％、99％、若しくは100％の類似性を有する変異体、又は
(iii)配列番号10、配列番号11、配列番号12、配列番号13、配列番号14、配列番号15、配
列番号16、配列番号17、配列番号18、配列番号19、配列番号28、配列番号29、配列番号30
、配列番号31、配列番号32、配列番号33、若しくは配列番号34、若しくは配列番号35の少
なくとも250、280、300、350、380、400、430、450、480、500、530、550、580、若しく
は600個のアミノ酸の断片
を含む、請求項1～10のいずれか一項に記載の免疫原性組成物。
【請求項１２】
　ポリペプチドが第1の断片及び第2の断片を含むポリペプチドであり、
(i)第1の断片がトキシンA繰り返しドメイン断片であり、
(ii)第2の断片がトキシンB繰り返しドメイン断片であり、
(iii)第1の断片が第1の近位末端を第1のリピート部分内に含み、
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(iv)第2の断片が第2の近位末端を第2のリピート部分内に含み、
第1の断片と第2の断片が互いに隣接しており、第1のリピート部分と第2のリピート部分が
互いに構造的類似性を有する、
請求項1～8のいずれか一項に記載の免疫原性組成物。
【請求項１３】
　クロストリジウム・ディフィシル疾患の予防又は処置のための医薬の製造における請求
項1～12のいずれか一項に記載の免疫原性組成物の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、クロストリジウム・ディフィシル（C. difficile）ポリペプチド及びアルミ
ニウム不含アジュバントを含む免疫原性組成物に関する。本発明はまた、ワクチン組成物
、並びに予防若しくは治療における又は医薬の製造における本発明のワクチン及び免疫原
性組成物の使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　C.ディフィシルは、院内腸管感染のもっとも重大な原因であり、ヒトの偽膜性大腸炎の
主要な原因である（Bartlett et al Am. J. Clin. Nutr. 11 suppl:2521-6 (1980)）。C.
ディフィシルに感染した個体の総関連死亡率は、診断から3ヶ月以内で5.99％であると計
算されたが、それより高い死亡率が高齢と関連しており、80歳を超える患者では13.5％で
あった（karas et al Journal of Infection 561:1-9 (2010)）。C.ディフィシル感染の
現在の治療法は、抗生物質（メトロニダゾール及びバンコマイシン）投与であるが、これ
らの抗生物質に耐性を有する菌株が証明されている（Shah et al., Expert Rev. Anti In
fect. Ther. 8(5), 555-564 (2010)）。したがって、C.ディフィシルに対する抗体、及び
/又はC.ディフィシルに対する保護的免疫反応を誘導する能力を有する免疫原性組成物が
必要である。
【０００３】
　C.ディフィシルの腸管毒性は、おもに2つの毒素、トキシンA（ToxA）及びトキシンB（T
oxB）の作用に起因する。トキシンA及びトキシンBのC末端ドメインは繰り返しの単位を含
んでいるが、たとえばトキシンAのC末端ドメインは切れ目なく連続する繰り返し単位で構
成されており（Dove et al Infect. Immun. 58:480-499 (1990)）、こうした理由から、C
末端ドメインを「繰り返しドメイン」と呼ぶことができる。これらの繰り返し部分は、Ho
 et al (PNAS 102:18373-18378 (2005))に記載のように、ショートリピート（SR）及びロ
ングリピート（LR）にさらに分けることができる。
【０００４】
　C. ディフィシル由来の抗原を含む免疫原性組成物は記載されている。WO96/12802及びW
O00/61762及びLyerlyら(Current Microbiology 21:29～32 (1990))は、ハムスターにおい
て保護的免疫反応を誘導するための、トキシンAの断片、特にそのC末端ドメインの断片に
関する。WO9920304は、ホルムアルデヒド中でのインキュベーションにより不活性化され
た同時精製トキシンA及びトキシンBの混合物に関する。WO00/61762は、C. ディフィシル
のトキシンA及びトキシンBの完全長C末端ドメイン又はC末端ドメインの断片のいずれかを
含む免疫原性組成物に関する。同様に、WO2012/163817、WO2012/163811、及びWO2012/163
810は、トキシンA及びトキシンBの可能な断片、並びにそれらの融合タンパク質の開示を
提供する。
【０００５】
　免疫原性が向上した新しい組成物又はワクチンが必要とされている。一つのストラテジ
ーとして、アジュバントを用いて、任意の所定の抗原に対して生じる免疫反応を向上させ
ようと試みられている。例えば、WO2009035707は、C. ディフィシルトキシンA及びBのト
キソイド、並びに水酸化アルミニウム化合物などのアジュバントを含む組成物を記載して
いる。
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【０００６】
　リポ多糖及びQuillajaサポニンの組み合わせを含有するアジュバントが、以前に、例え
ば、EP0671948に開示されている。水中油型エマルジョン自体は、当技術分野においてよ
く知られており、アジュバント組成物として有用であることが示唆されている(EP399843
、WO95/17210)。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】WO96/12802
【特許文献２】WO00/61762
【特許文献３】WO9920304
【特許文献４】WO00/61762
【特許文献５】WO2012/163817
【特許文献６】WO2012/163811
【特許文献７】WO2012/163810
【特許文献８】WO2009035707
【特許文献９】EP0671948
【特許文献１０】EP 399843
【特許文献１１】WO 95/17210
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Bartlett et al Am. J. Clin. Nutr. 11 suppl:2521-6 (1980)
【非特許文献２】karas et al Journal of Infection 561:1-9 (2010)
【非特許文献３】Shah et al., Expert Rev. Anti Infect. Ther. 8(5), 555-564 (2010)
【非特許文献４】Dove et al Infect. Immun. 58:480-499 (1990)
【非特許文献５】Ho et al PNAS 102:18373-18378 (2005)
【非特許文献６】Lyerly et al Current Microbiology 21:29-32 (1990)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　C. ディフィシルに対する適切な免疫反応を提供するワクチン及び免疫原性組成物の必
要性が依然として存在する。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　一態様において、本発明は、クロストリジウム・ディフィシル(C. ディフィシル)トキ
シンA断片及び/又はC. ディフィシルトキシンB断片を含むポリペプチド、並びにリポソー
ムの形で示される免疫学的活性サポニン画分を含むアジュバントを含む免疫原性組成物に
関する。免疫学的活性サポニン画分は、QS21であってもよく、リポ多糖は3D-MPLであって
もよい。適切には、免疫原性組成物は、約50μgの3D-MPL及び約50μgのQS21を含み得る。
【００１１】
　一態様において、本発明は、C. ディフィシルトキシンA断片及び/又はC. ディフィシル
トキシンB断片を含むポリペプチド、並びに水中油型エマルジョンを含むアジュバントを
含む免疫原性組成物であって、前記水中油型エマルジョンが代謝性油、トコール、及び乳
化剤を含む、免疫原性組成物に関する。代謝性油は、約5.35mgの量で存在してもよい。ト
コールは、約5.94mgの量で存在してもよい。適切には、乳化作用物質は、約2.425mgの量
で存在してもよい。適切には、代謝性油はスクアレンであり、トコールはα-トコフェロ
ールであり、乳化作用物質は、ポリオキシエチレンソルビタンモノオレエートである。
【００１２】
　適切には、本発明の任意の態様による免疫原性組成物は、C. ディフィシルトキシンA繰
り返しドメイン断片及びC. ディフィシルトキシンB繰り返しドメイン断片を含み、トキシ
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ンA及びトキシンBを中和する抗体を惹起する。本発明のさらなる実施形態において、免疫
原性組成物は、C. ディフィシルトキシンA断片及びC. ディフィシルトキシンB断片を含み
、その断片の1つがN末端断片であり、その他が繰り返しドメイン断片である。
【００１３】
　適切には、本発明の任意の態様による免疫原性組成物は、配列番号3、配列番号4、配列
番号5、配列番号6、配列番号7、配列番号21、配列番号23、配列番号25、又は配列番号27
のポリペプチド変異体を含む。
【００１４】
　適切には、本発明の任意の態様による免疫原性組成物は、配列番号10、配列番号11、配
列番号12、配列番号13、配列番号14、配列番号15、配列番号16、配列番号17、配列番号18
、配列番号19、配列番号28、配列番号29、配列番号30、配列番号31、配列番号32、配列番
号33、配列番号34、若しくは配列番号35、又はこれらの配列のいずれかの変異体若しくは
断片を含むポリペプチドを含む。
【００１５】
　本発明に係る免疫原性組成物は、肺炎レンサ球菌(Streptococcus pneumoniae)(S. pneu
moniae)、インフルエンザ菌(Haemophilus influenzae)(H.influenzae)、髄膜炎菌(Neisse
ria meningitidis)(N.meningitidis)、大腸菌(Escherichia coli)(E.coli)、カタル球菌(
Moraxella catarrhalis)(M.cattarhalis)、破傷風菌(Clostridium tetani)(C. tetani)、
ジフテリア菌(Corynebacterium diptherieriae)(C. diptherieriae)、百日咳菌(Bordetel
la pertussis)(B. pertussis)、表皮ブドウ球菌(Staphylococcus epidermidis)(S.epider
midis)、腸球菌(enterococci)、及び黄色ブドウ球菌(Staphylococcus aureus)(S.aureus)
からなる群から選択される細菌に由来する抗原などの追加の抗原を含んでもよい。
【００１６】
　一態様において、本発明は、本発明に係る免疫原性組成物及び薬学的に許容される賦形
剤を含むワクチンに関する。
【００１７】
　一態様において、本発明は、C. ディフィシル疾患の処置又は予防における本発明に係
る免疫原性組成物又はワクチンの使用に関する。
【００１８】
　一態様において、本発明は、C. ディフィシル疾患の処置又は予防に用いるための、本
発明に係る免疫原性組成物又はワクチンに関する。
【００１９】
　一態様において、本発明は、C. ディフィシル疾患の予防又は処置のための医薬の製造
における本発明に係る免疫原性組成物又はワクチンの使用に関する。
【００２０】
　一態様において、本発明は、本発明に係る免疫原性組成物又はワクチンを対象に投与す
ることを含む、C. ディフィシル疾患を予防又は処置する方法に関する。
【図面の簡単な説明】
【００２１】
【図１】アジュバントA、QS21を含まないアジュバントA、及びMPLを含まないアジュバン
トAと共に製剤化されたF2で免疫されたハムスターについての抗ToxA及び抗ToxB ELISA結
果を示すグラフである。
【図２】アジュバント非添加F2、又はアジュバントA、アジュバントB、及びミョウバンと
共に製剤化されたF2で免疫されたハムスターについての抗ToxA及び抗ToxB ELISA結果を示
すグラフである。
【図３】アジュバントB、AS04D、アジュバントA、又はアジュバントC中に製剤化された様
々な用量範囲のF2融合タンパク質で免疫された雄及び雌ハムスターのPost I血清について
の抗ToxA及び抗ToxB ELISA結果を示すグラフである。
【図４】アジュバントB、AS04D、アジュバントA、又はアジュバントC中に製剤化された様
々な用量範囲のF2融合タンパク質で免疫された雄及び雌ハムスターのPost II血清につい
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ての抗ToxA及び抗ToxB ELISA結果を示すグラフである。
【図５】アジュバントB、AS04D、アジュバントA、又はアジュバントC中に製剤化された様
々な用量範囲のF2融合タンパク質で免疫された雄及び雌ハムスターのPost III血清につい
ての抗ToxA及び抗ToxB ELISA結果を示すグラフである。
【図６】アジュバントB、AS04D、アジュバントA、又はアジュバントC中に製剤化された様
々な用量範囲のF2融合タンパク質で免疫された雄及び雌ハムスターのPost III 87日目の
血清についての抗ToxA及び抗ToxB ELISA結果を示すグラフである。
【図７】Post I、II、及びIIIの血清における、アジュバントB、AS04D、アジュバントA、
又はアジュバントC中に製剤化された様々な用量範囲のF2融合タンパク質で免疫された雄
ハムスターについての抗ToxA及び抗ToxB ELISA結果を示すグラフである。
【図８】ミョウバン又はアジュバントA中に製剤化された、混合物(ToxA+ToxB)又はF2融合
タンパク質で免疫された雄及び雌ハムスターについての抗ToxA及び抗ToxB ELISA結果を示
すグラフである。
【図９】アジュバントB中に製剤化された、トキシンAのC末端の断片(アミノ酸2387～2706
)、トキシンBのC末端の断片(アミノ酸1750～2360)、又は融合体1、2、3、4、若しくは5で
免疫されたマウスにおける抗ToxA免疫原性を示すグラフである。
【図１０】アジュバントB中に製剤化された、トキシンAのC末端の断片(アミノ酸2387～27
06)、トキシンBのC末端の断片(アミノ酸1750～2360)、又は融合体1、2、3、4、若しくは5
で免疫されたマウスにおける赤血球凝集抑制を示すグラフである。
【図１１】アジュバントB中に製剤化された、トキシンAのC末端の断片(アミノ酸2387～27
06)、トキシンBのC末端の断片(アミノ酸1750～2360)、又は融合体1、2、3、4、若しくは5
で免疫されたマウスにおける抗ToxB免疫原性を示すグラフである。
【図１２】アジュバントB中に製剤化された、トキシンAのC末端の断片(アミノ酸2387～27
06)、トキシンBのC末端の断片(アミノ酸1750～2360)、又は融合体1、2、3、4、若しくは5
で免疫されたマウスからの細胞傷害性阻害力価を示すグラフである。
【図１３】アジュバントB中に製剤化されたF2、F52New、F54Gly、G54New、又はF5 ToxB融
合体で免疫されたマウスについての抗ToxA ELISA結果を示すグラフである。
【図１４】アジュバントB中に製剤化されたF2、F52New、F54Gly、F54New、又はF5 ToxB融
合体で免疫されたマウスについての抗ToxB ELISA結果を示すグラフである。
【図１５】アジュバントB中に製剤化されたF2、F52New、F54Gly、F54New、又はF5 ToxB融
合体で免疫されたマウスにおける赤血球凝集抑制を示すグラフである。
【図１６】アジュバントB中に製剤化されたF2、F52New、F54Gly、F54New、又はF5 ToxB融
合体で免疫されたマウスからのHT29細胞における細胞傷害性力価を示すグラフである。
【図１７】アジュバントB中に製剤化されたF2、F52New、F54Gly、F54New、又はF5 ToxB融
合体で免疫されたマウスからのIMR90細胞における細胞傷害性力価を示すグラフである。
【図１８】(アジュバント非添加)C. ディフィシル　ToxA-Cter(アミノ酸2387～2706)、To
xB-Cter(アミノ酸1750～2360)、及び融合タンパク質で免疫されたマウスについての抗Tox
A ELISA結果を示すグラフである。
【図１９】(アジュバント非添加)C. ディフィシル　ToxA-Cter(アミノ酸2387～2706)、To
xB-Cter(アミノ酸1750～2360)、及び融合タンパク質で免疫されたマウスについての抗Tox
B ELISA結果を示すグラフである。
【図２０】Post II、III、ブースト前、Post IVの血清における、アジュバントB中に製剤
化されたC. ディフィシル　ToxA-Cter(アミノ酸2387～2706)、ToxB-Cter(アミノ酸1750～
2360)、及び融合タンパク質で免疫されたマウスについての抗ToxA ELISA結果を示すグラ
フである。
【図２１】Post II、III、ブースト前、Post IVの血清における、アジュバントB中に製剤
化されたC. ディフィシル　ToxA-Cter(アミノ酸2387～2706)、ToxB-Cter(アミノ酸1750～
2360)、及び融合タンパク質で免疫されたマウスについての抗ToxB ELISA結果を示すグラ
フである。
【図２２】円二色性を用いて測定された、融合体2、3、4、及び5の遠紫外スペクトルを記
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載するグラフである。融合体2についてのスペクトルは、小さな四角形で描かれた点を有
する線で表され、融合体3についてのスペクトルは、小さな菱形で描かれた点を有する線
で表され、融合体4は、円で描かれた点を有する線で表され、融合体5は、十字で描かれた
点を有する線で表されている。
【図２３】円二色性を用いて測定された、融合体2、3、4、及び5の近紫外スペクトルを記
載するグラフである。融合体2についてのスペクトルは、十字で描かれた点を有する線で
表され、融合体3についてのスペクトルは、円で描かれた点を有する線で表され、融合体4
についてのスペクトルは、三角形で描かれた点を有する線で表され、融合体5についての
スペクトルは、小さな菱形で描かれた点を有する線で表されている。
【図２４】円二色性を用いて測定された、融合体F52New、F54Gly、F54New、及びF5 ToxB
の遠紫外スペクトルを記載するグラフである。F52Newについてのスペクトルは、二重十字
で描かれた点を有する線で表され、F54Glyについてのスペクトルは、三角形で描かれた点
を有する線で表され、F54Newは、四角形で描かれた点を有する線で表され、F5 ToxBは、
十字で描かれた点を有する線で表されている。
【図２５】円二色性を用いて測定された、融合体F52New、F54Gly、F54New、及びF5 ToxB
の近紫外スペクトルを記載するグラフである。F52Newについてのスペクトルは、二重十字
で描かれた点を有する線で表され、F54Glyについてのスペクトルは、三角形で描かれた点
を有する線で表され、F54Newは、四角形で描かれた点を有する線で表され、F5 ToxBは、
十字で描かれた点を有する線で表されている。
【発明を実施するための形態】
【００２２】
　本発明者らは、ミョウバンを含まないアジュバント、特に本明細書に記載されたアジュ
バントA及びアジュバントBなどのアジュバントと共に製剤化されたC. ディフィシルトキ
シンA断片及び/又はC. ディフィシルトキシンB断片を含むポリペプチドを含む免疫原性組
成物が、アジュバント非添加C. ディフィシルポリペプチド含有組成物と比較して、C. デ
ィフィシルに対する免疫反応を向上させることを示している。本発明に係る免疫原性組成
物はまた、ミョウバンと共に製剤化されたC. ディフィシルポリペプチドと比較しても、C
. ディフィシルに対する免疫反応を向上させ得る。
【００２３】
ポリペプチド
　C. ディフィシルトキシンA断片及び/又はC. ディフィシルトキシンB断片を含むポリペ
プチドは、適切にはWO9920304に記載されたものなどのホルムアルデヒド中でのインキュ
ベーションにより、不活性化されている精製トキシンA又はトキシンBを含んでもよい。
【００２４】
　ポリペプチドは、C. ディフィシルトキシンA　N末端断片及びC. ディフィシルトキシン
B繰り返しドメイン断片を含んでもよい。ポリペプチドは、C. ディフィシルトキシンA繰
り返しドメイン断片及びC. ディフィシルトキシンB　N末端断片を含有してもよい。ポリ
ペプチドは、C. ディフィシルトキシンA繰り返しドメイン断片及びC. ディフィシルトキ
シンB繰り返しドメイン断片を含んでもよい。
【００２５】
　ポリペプチドは、C. ディフィシルのトキシンA及びトキシンBの完全長N末端及び/若し
くはC末端ドメイン又はその断片のいずれかを含んでもよい。
【００２６】
　一実施形態において、本発明に係る免疫原性組成物におけるポリペプチドは、C. ディ
フィシルのトキシンA及び/又はトキシンBの完全長N末端ドメインを含有しない。一実施形
態において、本発明に係る免疫原性組成物におけるポリペプチドは、C. ディフィシルの
トキシンA及び/又はトキシンBのN末端ドメイン断片を含有しない。
【００２７】
　ポリペプチドは、融合タンパク質であってもよい。例えば、融合タンパク質は、配列番
号36及び37などの融合配列又はWO2012/028741に記載された他の配列を含んでもよい。
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【００２８】
　本ポリペプチドは、第1の断片及び第2の断片を含むものであって、この
(i) 第1の断片はトキシンAの繰り返しドメイン断片である；
(ii) 第2の断片はトキシンBの繰り返しドメイン断片である；
(iii) 第1の断片は、第1のリピート部分内の第1の近位末端を含む；
(iv) 第2の断片は、第2のリピート部分内の第2の近位末端を含む；並びに
この第1の断片と第2の断片は互いに隣接しており、第1のリピート部分と第2のリピート部
分は構造類似性を有する。
【００２９】
　ポリペプチドという用語は、アミノ酸の連続した配列を意味する。
【００３０】
　「トキシンA繰り返しドメイン」という用語は、C. ディフィシル由来トキシンAタンパ
ク質のC末端ドメインを指しており、これは反復配列を含む。例えば、トキシンAタンパク
質のC末端ドメインは、菌株VPI10463 (ATCC43255)由来トキシンAのアミノ酸1832－2710、
及び/又は異なる菌株におけるそれらの同等物を指す。この菌株VPI10463 (ATCC43255)由
来のトキシンAのアミノ酸1832－2710は、配列番号1のアミノ酸1832－2710に相当する。
【００３１】
　「トキシンB繰り返しドメイン」という用語は、C. ディフィシル由来トキシンBタンパ
ク質のC末端ドメインを指す。例えば、トキシンBタンパク質のC末端ドメインは、菌株VPI
10463 (ATCC43255)由来のトキシンBのアミノ酸1834－2366、及び/又は異なる菌株におけ
るそれらの同等物を指す。この菌株VPI10463 (ATCC43255)由来のトキシンBのアミノ酸183
4－2366は、配列番号2のアミノ酸1834－2366に相当する。
【００３２】
　トキシンAの全長N末端ドメインは、菌株VPI10463 (ATCC43255)由来のトキシンAのアミ
ノ酸1-542、及び/又は異なる菌株におけるそれらの同等物でありうる。したがって、「C.
 ディフィシル トキシンAのN末端断片」又は「トキシンAのN末端ドメイン断片」という用
語は、菌株VPI10463 (ATCC43255)由来のトキシンAのアミノ酸1-542の断片、及び/又は異
なる菌株におけるそれらの同等物を指す。菌株VPI10463 (ATCC43255)由来のトキシンAの
アミノ酸1-542は、配列番号1のアミノ酸1-542に相当する。
【００３３】
　トキシンBの全長N末端ドメインは、菌株VPI10463 (ATCC43255)由来のトキシンBのアミ
ノ酸1-543、及び/又は異なる菌株におけるそれらの同等物でありうる。したがって、「C.
 ディフィシル トキシンBのN末端断片」又は「トキシンBのN末端ドメイン断片」という用
語は、菌株VPI10463 (ATCC43255)由来のトキシンBのアミノ酸1-543の断片、及び/又は異
なる菌株におけるそれらの同等物を指す。菌株VPI10463 (ATCC43255)由来のトキシンBの
アミノ酸1-543 は、配列番号2のアミノ酸1-543に相当する。
【００３４】
　C. ディフィシルのトキシンA及びBは、保存されたタンパク質である。しかしながら、
その配列は、菌株間で少し異なっている。その上、異なる菌株のトキシンA及びBのアミノ
酸配列は、アミノ酸の数が異なる可能性がある。
【００３５】
　一実施形態において、トキシンA繰り返しドメイン及び/又はトキシンB繰り返しドメイ
ンは、配列番号1のアミノ酸1832－2710に対して少なくとも90％、95％、98％、99％、若
しくは100％の配列同一性を有する変異体、又は配列番号2のアミノ酸1834-2366に対して
少なくとも90％、95％、98％、99％、若しくは100％の配列同一性を有する変異体である
配列でありうる。
【００３６】
　一実施形態において、トキシンA N末端ドメインは、配列番号1のアミノ酸1-542に対し
て少なくとも90％、95％、98％、99％、若しくは100％の配列同一性を有する変異体であ
る配列でありうる。一実施形態において、トキシンB N末端ドメインは、配列番号2のアミ
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ノ酸1-543に対して少なくとも90％、95％、98％、99％、若しくは100％の配列同一性を有
する変異体である配列でありうる。
【００３７】
　「変異体」は、保存的なアミノ酸置換によって、基準のポリペプチドとは異なるものと
なっているポリペプチドであり、これによってある残基が同じ物理化学的性質を有する別
の残基で置き換えられている。典型的には、このような置換は、Ala、Val、Leu及びIleの
間で；Ser及びThrの間で；酸性残基Asp及びGluの間で；Asn及びGlnの間で：並びに塩基性
残基Lys及びArgの間で；又は芳香族残基Phe及びTyrの間で起こる。
【００３８】
　さらに、アミノ酸ナンバリングは、ある菌株由来のトキシンA（又はトキシンB）と別の
菌株由来のトキシンA（又はトキシンB）のC末端ドメイン又はN末端ドメインの間で異なる
ことがある。この理由により、「異なる菌株における同等物（同等な部分）」という用語
は、基準となる菌株（たとえばC. ディフィシル VPI10463）のアミノ酸に相当するが、異
なる菌株由来の毒素中に見いだされ、したがって異なる番号付けがなされる可能性のある
、アミノ酸を意味する。「同等な」アミノ酸の領域は、異なる菌株に由来する毒素の、配
列のアラインメントを行うことによって、決定することができる。全体を通して与えられ
るアミノ酸番号は、菌株VPI10463の番号を指している。
【００３９】
　ポリペプチド又はタンパク質の「断片」という用語は、そのポリペプチド又はタンパク
質からの連続した部分、例えば少なくとも100、150、180、200、230、250、300、350、38
0、400、450、480、500、530、550、580、又は600アミノ酸の連続した部分を指す。
【００４０】
　C.ディフィシルの「トキシンAのN末端ドメイン断片」とは、トキシンAの全長N末端ドメ
インからの連続した部分、例えば少なくとも100、150、180、200、230、250、300、350、
380、400、450、480、500又は530アミノ酸の連続した部分を指す。C.ディフィシルの「ト
キシンBのN末端ドメイン断片」とは、トキシンBの全長N末端ドメインからの連続した部分
、例えば少なくとも100、150、180、200、230、250、300、350、380、400、450、480、50
0又は530アミノ酸の連続した部分を指す。
【００４１】
　トキシンA繰り返しドメイン断片は、トキシンA繰り返しドメインからの少なくとも100
、200、230、250、300、350、380、400、450、480、500、530、550、580又は600アミノ酸
の連続した部分とすることができる。トキシンA繰り返しドメイン断片は、750アミノ酸未
満、700アミノ酸未満、650アミノ酸未満、600アミノ酸未満、又は580アミノ酸未満の連続
した部分としてもよい。トキシンB繰り返しドメイン断片は、トキシンB繰り返しドメイン
からの少なくとも100、200、230、250、300、350、380、400、450、480、500、530、550
、580又は600アミノ酸の連続した部分とすることができる。トキシンB繰り返しドメイン
断片は、530アミノ酸未満、500アミノ酸未満、480アミノ酸未満、又は450アミノ酸未満の
連続した部分としてもよい。
【００４２】
　「第1の断片」という用語は、トキシンA繰り返しドメインの少なくとも100アミノ酸の
連続した部分、例えば150、180、250、300、350、380、400、450、480、500、530、550、
580、又は600アミノ酸の連続した部分を指す。「第2の断片」という用語は、トキシンB繰
り返しドメインの少なくとも100アミノ酸の連続した部分、例えば200、230、250、280、3
00、350、400、450、又は500アミノ酸の連続した部分を指す。
【００４３】
　「第1の近位末端」という用語は、第1の断片（ToxA断片）の末端であって、第2の断片
（ToxB断片）に共有結合しているか、又は第1の断片と第2の断片の間のリンカー配列に共
有結合している前記末端を指す。「第2の近位末端」という用語は、第2の断片の末端であ
って、一次構造（アミノ酸配列）で第1の断片に最も近い前記末端を指す。
【００４４】



(10) JP 6290918 B2 2018.3.7

10

20

30

　トキシンAのC末端ドメインは、8個のリピート部分（リピート部分I、リピート部分II、
リピート部分III、リピート部分IV、リピート部分V、リピート部分VI、リピート部分VII
、及びリピート部分VIIIと称する）からなる。これらのリピート部分の各々は、さらに、
ショートリピート（SR）及びロングリピート（LR）に分けられる（ロングリピートを持た
ないToxAリピート部分VIIIを除いて）。ロングリピートはそれぞれ、他のロングリピート
とある程度の構造及び配列類似性を有する。同様に、ショートリピートは、互いにある程
度の配列及び構造上の類似性を有する。同様に、トキシンBのC末端ドメインは、SR及びLR
にさらに細分化される5個のリピート部分からなる。リピート部分はそれぞれ、1個のLR、
及び2から5個までのSRを含有する（ロングリピートのないToxBリピート部分Vを除いて）
。本明細書の上で、「リピート部分」という表現は、ToxAの8個のリピート部分（I、II、
III、IV、V、VI、VII、若しくはVIIIと称する）の1つ、又はToxBの5個のリピート部分（I
、II、III、IV、若しくはVと称する）の1つ、又はトキシンA若しくはトキシンB繰り返し
ドメインからの部分リピート部分を指す。本明細書で使用される「第1のリピート部分」
という表現は、トキシンA繰り返しドメイン由来のリピート部分（又はリピート部分の一
部）を指す。「第2のリピート部分」という表現は、トキシンB繰り返しドメイン由来のリ
ピート部分（又はリピート部分の一部）を指す。
【００４５】
　たとえば、ToxAのリピート部分Iは、SRを3個、及びLRを1個含有しており、これらはそ
れぞれ、ToxAの1番目のSRI、ToxAの2番目のSRI、ToxAの3番目のSRI、及びToxAのLRIと称
することができる。
【００４６】
　第1の近位末端は、第1の断片がそのリピート部分の範囲内にあるアミノ酸で終わってい
る場合、「リピート部分」内にあるとみなされる（すなわち、第1の近位末端は、リピー
ト部分の配列の一部だけを含有する）。同様に、第2の近位末端は、第2の断片がそのリピ
ート部分の範囲内にあるアミノ酸で終わっている場合、「リピート部分」内にあるとみな
される。たとえば、第1の近位末端は、第1の断片がVPI10463のアミノ酸1833-1923（両端
を含む）のいずれか1つ、又は別の菌株の同等物で終わっているならば、「ToxAのリピー
ト部分I」内にある。第1の近位末端は、第1の断片が「ロングリピート」又は「ショート
リピート」の範囲内にあるアミノ酸で終わっている場合、「ロングリピート」又は「ショ
ートリピート」内にある。同様に、第2の近位末端は、第2の断片が「ロングリピート」又
は「ショートリピート」の範囲内にあるアミノ酸で終わっている場合、「ロングリピート
」又は「ショートリピート」内にある。
【００４７】
　各ドメインのアミノ酸位置は、菌株VPI10463（ATCC43255）由来のトキシンA及びトキシ
ンBについて定義した。これらの位置は次の通りである（表1）。
【００４８】
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【００４９】
　一実施形態において、トキシンAのリピート部分は、トキシンA（配列番号1）のアミノ
酸1832-1924、1925-2058、2059-2192、2193-2306、2307-2440、2441-2553、2554-2644、
若しくは2645-2710、又はC.ディフィシルの異なる菌株におけるそれらの同等物を指す。
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別の実施形態において、トキシンBのリピート部分は、トキシンB（配列番号2）のアミノ
酸1834-1926、1927-2057、2058-2189、2190-2323、若しくは2324-2366、又はC.ディフィ
シルの異なる菌株におけるそれらの同等物を指す。
【００５０】
　「ショートリピート」という用語は、トキシンA（配列番号1）のアミノ酸1832-1852、1
853-1873、1874-1893、1925-1944、1945-1965、1966-1986、1987-2007、2008-2027、2059
-2078、2079-2099、2100-2120、2121-2141、2142-2161、2193-2212、2213-2233、2234-22
53、2254-2275、2307-2326、2327-2347、2348-2368、2369-2389、2390-2409、2441-2460
、2461-2481、2482-2502、2503-2522、2554-2573、2574-2594、2595-2613、2645-2664、2
665-2686、若しくは2687-2710、又はトキシンB（配列番号2）のアミノ酸1834-1854、1855
-1876、1877-1896、1927-1946、1947-1967、1968-1987、1988-2007、2008-2027、2058-20
78、2079-2099、2100-2119、2120-2139、2140-2159、2190-2212、2213-2233、2234-2253
、2254-2273、2274-2293、2324-2343、若しくは2344-2366、又はC.ディフィシルの異なる
菌株におけるそれらの同等物を指すといえる。
【００５１】
　同様に、「ロングリピート」という用語は、トキシンA（配列番号1）のアミノ酸1894-1
924、2028-2058、2162-2192、2276-2306、2410-2440、2523-2553、若しくは2614-2644、
又はトキシンB（配列番号2）のアミノ酸1897-1926、2028-2057、2160-2189、若しくは229
4-2323、又はC.ディフィシルの異なる菌株におけるそれらの同等物を指すといえる。
【００５２】
　本発明のポリペプチドは、前駆体若しくは融合タンパク質などの、もっと大きなタンパ
ク質の一部であってもよい。複数のヒスチジン残基などの、精製に役立つ配列を含有する
追加のアミノ酸配列、又は組換え体製造中の安定性のための追加の配列を含んでいること
は、多くの場合有利である。さらに、最終的な分子の免疫原性能力を高めるために、外来
ポリペプチド又は脂質テール又はポリヌクレオチド配列を追加することも考慮される。
【００５３】
　「隣接する」という用語は、一次構造において20個以下、15個以下、10個以下、8個以
下、5個以下、2個以下、1個以下、又は0個のアミノ酸で隔てられていることを意味する。
【００５４】
　断片は、第1の断片のN末端が第2の断片のC末端に隣接するように、あるいはまた第1の
断片のC末端が第2の断片のN末端に隣接するように、又は第1の断片のC末端が第2の断片の
C末端に隣接するように、又は第1の断片のN末端が第2の断片のN末端に隣接するように、
配置することができる。
【００５５】
　2つの配列は、それらが30％、50％、 70％、75％、80％、85％、90％、95％、98％、99
％を超える又は100％の配列同一性を有する場合に互いに「配列類似性」を有することに
なる。
【００５６】
　「同一性」という用語は、当技術分野で知られている。同一性は、場合によって、配列
を比較することによって決定される、2つ以上のポリペプチド配列、又は2つ以上のポリヌ
クレオチド配列の間の関係性である。当技術分野において、「同一性」は、場合によって
、一列に並んだポリペプチド又はポリヌクレオチド配列間の一致によって決定される、そ
うした配列間の配列関連性の程度も意味する。「同一性」は、既知の方法によって容易に
計算することが可能であり、その方法にはComputational Molecular Biology, Lesk, A.M
.編、Oxford University Press, New York, 1988; Biocomputing: Informatics and Geno
me Projects, Smith, D.W.編、Academic Press, New York, 1993; Computer Analysis of
 Sequence Data, Part I, Griffin, A.M.及びGriffin, H.G.編、Humana Press, New Jers
ey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heine, G., Academic Press,
 1987; 及びSequence Analysis Primer, Gribskov, M.及びDevereux, J.編、M Stockton 
Press, New York, 1991; 並びにCarillo, H.及びLipman, D., SIAM J. Applied Math., 4
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8: 1073 (1988)に記載のものがあるがそれらに限定されない。同一性を決定する方法は、
テストする配列間で最大の一致を与えるようにデザインされる。さらに、同一性を決定す
る方法は、公開されているコンピュータープログラムで体系化される。2つの配列間の同
一性を決定するためのコンピュータープログラム法には、Needleプログラム、BLASTP、BL
ASTN (Altschul, S.F. et al., J. Molec. Biol. 215: 403-410 (1990))、及びFASTA( Pe
arson and Lipman Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85; 2444-2448 (1988))があるがこれに
限定されない。BLASTファミリーのプログラムは、NCBI及び他のソースから公開されてい
る（BLAST Manual, Altschul, S., et al., NCBI NLM NIH Bethesda, MD 20894; Altschu
l, S., et al., J. Mol. Biol. 215: 403-410 (1990)）。よく知られているSmith Waterm
anアルゴリズムも同一性を決定するために使用することができる。
【００５７】
　一例では、ポリペプチド配列比較のためのパラメーターには下記のものがある：
アルゴリズム：Needleman and Wunsch, J. Mol Biol. 48: 443-453 (1970)
比較行列：BLOSSUM62、Henikoff and Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 89:10915
-10919 (1992)より
ギャップペナルティ：10
ギャップ伸長ペナルティ：0.5
これらのパラメーターを用いた有用なプログラムは、'Needle'プログラムとしてEMBOSSパ
ッケージから公開されている（Rice P.et al, Trends in Genetics 2000 col.16(6):276-
277）。前記パラメーターは、ペプチド比較のためのデフォルトパラメーターである（末
端ギャップに対するペナルティを加えない）。
【００５８】
　一実施形態において、第1のリピート部分及び第2のリピート部分は、互いに高い構造類
似性を有する。2つの配列は、それらの配列同一性が40％、45％、50％又は60％よりも高
い場合に、高い構造類似性を有するとみなされる。高い配列同一性の存在は、配列アライ
メントを可能にするソフトウエア（EMBOSS、Blast、...）を用いて決定することができる
。3Dモデル構造は、あるタンパク質について、それが既知の3D構造を有するタンパク質と
40％、45％、50％又は60％を超える配列同一性を有する場合に、SwissModelウェブサーバ
を用いて忠実に構築することができる。
【００５９】
　一実施形態において、本発明のポリペプチドは、トキシンA又はトキシンBを中和する抗
体を惹起する。別の実施形態において、ポリペプチドはトキシンAを中和する抗体を惹起
する。他の実施形態において、ポリペプチドはトキシンBを中和する抗体を惹起する。他
の実施形態において、ポリペプチドはトキシンA及びトキシンBを中和する抗体を惹起する
。「中和抗体を惹起する」という表現は、その組成物を用いて、哺乳動物、例えばマウス
、モルモット又はヒトを免疫した場合に、その哺乳動物が中和抗体を生成することを意味
する。
【００６０】
　ポリペプチドが毒素に対する中和抗体を惹起するかどうかは、そのポリペプチドを含有
する免疫原性組成物でマウスを免疫し、血清を採取して、血清の抗毒素力価を酵素連結免
疫吸着アッセイ（ELISA）で分析することによって、評価することができる。血清は、免
疫されていないマウスから得られる基準サンプルと比較することができる。この方法の例
は、実施例６に見いだすことができる。本発明のポリペプチドは、そのポリペプチドに対
する血清が、基準サンプルを10％、20％、30％、50％、70％、80％、90％、又は100％を
超える高いELISAの計測値を与えるならば、トキシンAを中和する抗体を惹起している。
【００６１】
　他の実施形態において。本発明のポリペプチドは、C.ディフィシル菌株に対する、哺乳
動物宿主の保護的免疫反応を惹起する。「保護的免疫応答を惹起する」という文章は、本
発明の免疫原性組成物を用いて、マウス、モルモット又はヒトなどの哺乳動物を免疫し、
その哺乳動物がC.ディフィシルによって引き起こされる死から哺乳動物を保護することが
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できる抗体を生成することを意味する。一実施形態において、哺乳動物宿主は、マウス、
ウサギ、モルモット、サル、非ヒト霊長類又はヒトからなる群から選択される。一実施形
態において、哺乳動物宿主はマウスである。他の実施形態において、哺乳動物宿主はヒト
である。
【００６２】
　ポリペプチドが哺乳動物宿主においてC.ディフィシル菌株に対する保護的免疫反応を惹
起するかどうかは、チャレンジアッセイで判定することができる。こうしたアッセイでは
、哺乳動物宿主はポリペプチドによるワクチン接種を受けてから、C.ディフィシルに暴露
することで攻撃を受ける。攻撃後にその哺乳動物が生存する期間を、ポリペプチドで免疫
されていない参照哺乳動物が生存する期間と比較する。ポリペプチドは、そのポリペプチ
ドで免疫された哺乳動物が、該ポリペプチドによる免疫を受けなかった参照哺乳動物と比
べて、C.ディフィシルによる攻撃後に、少なくとも10％、20％、30％、50％、70％、80％
、90％、又は100％長く生存すれば、保護的免疫反応を惹起している。一実施形態におい
て、本発明のポリペプチドは、マウス、モルモット、サル又はヒトからなる群より選択さ
れる哺乳動物において、C.ディフィシルに対する保護的免疫応答を惹起する。一実施形態
において、哺乳動物はマウスであり、別の実施形態において、哺乳動物はヒトである。
【００６３】
　トキシンA及びBのC末端（リピート）ドメインの天然構造は、伸長したβソレノイド様
構造からなる。この構造は、Ho et al (PNAS 102:18373-18378 (2005))で明らかなように
、基本的にβシート構造からなり、少しのαヘリックス構造を伴う。存在する二次構造は
、円二色性（CD）を用いて決定することができる。たとえば、遠紫外領域（190-250nm）
におけるCDスペクトルの形及び大きさを測定し、その結果を既知の構造と比較することに
よって、二次構造を決定することができる。これは、たとえば下記の実施例５に示すよう
に、Jasco J-720分光偏光計にて1nmの分解能及び帯域幅で、178から250nmまで0.01cmの光
路を用いて、実施することができる。
【００６４】
　ある実施形態において、第1の断片は、28％、25％、23％、20％、18％、15％、10％、
又は7％未満のαヘリックス二次構造を含有する。ある実施形態において、第2の断片は、
28％、25％、23％、20％、18％、15％、10％、又は7％未満のαヘリックス二次構造を含
有する。他の実施形態において、第1の断片及び第2の断片はどちらも、28％、25％、23％
、20％、18％、15％、10％、又は7％未満のαヘリックス二次構造を含有する。
【００６５】
　ある実施形態において、第1の断片は、20％、25％、28％、30％、33％、35％、38％、4
0％、又は42％を超えるβシート構造を含有する。ある実施形態において、第2の断片は、
20％、25％、28％、30％、33％、35％、38％、40％、又は42％を超えるβシート構造を含
有する。他の実施形態において、第1の断片及び第2の断片はいずれも、20％、25％、28％
、30％、33％、35％、38％、40％、又は42％を超えるβシート構造を含有する。
【００６６】
　ある実施形態において、第1の近位末端は、トキシンAのリピート部分V（配列番号1のア
ミノ酸2307-2440、若しくは異なる菌株のそれらと同等の部分）、リピート部分VI（配列
番号1のアミノ酸2441-2553、若しくは異なる菌株のそれらと同等の部分）、リピート部分
VII（配列番号1のアミノ酸2554-2644、若しくは異なる菌株のそれらと同等の部分）、又
はリピート部分VIII（配列番号1のアミノ酸2645-2710、若しくは異なる菌株のそれらと同
等の部分）内にある。他の実施形態において、第1の近位末端は、トキシンAのリピート部
分VII（配列番号1のアミノ酸2554-2644、若しくは異なる菌株のそれらと同等の部分）内
にある。他の実施形態において、第1の近位末端は、トキシンAのリピート部分VIII（配列
番号1のアミノ酸2645-2710、若しくは異なる菌株のそれらと同等の部分）内にある。
【００６７】
　ある実施形態において、第2の近位末端は、トキシンBのリピート部分I（配列番号2のア
ミノ酸1834-1926、若しくは異なる菌株のそれらと同等の部分）、リピート部分II（配列
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番号2のアミノ酸1927-2057、若しくは異なる菌株のそれらと同等の部分）、又はリピート
部分III（配列番号2のアミノ酸2058-2189、若しくは異なる菌株のそれらと同等の部分）
内にある。他の実施形態において、第2の近位末端は、トキシンBのリピート部分II（配列
番号2のアミノ酸1927-2057、若しくは異なる菌株のそれらと同等の部分）内にある。他の
実施形態において、第2の近位末端は、トキシンBのリピート部分I（配列番号2のアミノ酸
1834-1926、若しくは異なる菌株のそれらと同等の部分）内にある。
【００６８】
　ある実施形態において、第1の近位末端はロングリピート内にある。第1の近位末端は、
トキシンAのロングリピートV（配列番号1のアミノ酸2410-2440、若しくは異なる菌株のそ
れらと同等の部分）内、又はトキシンAのロングリピートVI（配列番号1のアミノ酸2523-2
553、若しくは異なる菌株のそれらと同等の部分）内、又はトキシンAのロングリピートVI
I（配列番号1のアミノ酸2614-2644、若しくは異なる菌株のそれらと同等の部分）内にあ
る。
【００６９】
　ある実施形態において、第2の近位末端は、ロングリピート内にある。第2の近位末端は
、トキシンBのロングリピートI（配列番号2のアミノ酸1897-1926、若しくは異なる菌株の
それらと同等の部分）内、又はトキシンBのロングリピートII（配列番号2のアミノ酸2028
-2057、若しくは異なる菌株のそれらと同等の部分）内、又はトキシンBのロングリピート
III（配列番号2のアミノ酸2160-2189、若しくは異なる菌株のそれらと同等の部分）内に
ある。
【００７０】
　別の実施形態において、第1の近位末端及び第2の近位末端はいずれもロングリピート内
にある。一実施形態において、第1の近位末端は、トキシンAのロングリピートV（配列番
号1のアミノ酸2410-2440、若しくは異なる菌株のそれらと同等の部分）内、トキシンAの
ロングリピートVI（配列番号1のアミノ酸2523-2553、若しくは異なる菌株のそれらと同等
の部分）内、又はトキシンAのロングリピートVII（配列番号1のアミノ酸2614-2644、若し
くは異なる菌株のそれらと同等の部分）内にあり、第2の近位末端は、トキシンBのロング
リピートI（配列番号2のアミノ酸1897-1926、若しくは異なる菌株のそれらと同等の部分
）内、又はトキシンBのロングリピートII（配列番号2のアミノ酸2028-2057、若しくは異
なる菌株のそれらと同等の部分）内、又はトキシンBのロングリピートIII（配列番号2の
アミノ酸2160-2189、若しくは異なる菌株のそれらと同等の部分）内にある。一実施形態
において、第1の近位末端はトキシンAのロングリピートVII（配列番号1のアミノ酸2614-2
644、若しくは異なる菌株のそれらと同等の部分）内にあり、第2の近位末端はトキシンB
のロングリピートII（配列番号2のアミノ酸2028-2057、若しくは異なる菌株のそれらと同
等の部分）内にある。
【００７１】
　一実施形態において、第1の近位末端はトキシンAのアミノ酸2620-2660の範囲内にある
。一実施形態において、第2の近位末端は、トキシンBのアミノ酸2030-2050の範囲内にあ
る。別の実施形態において、第1の近位末端はトキシンAのアミノ酸2620-2660の範囲内に
あり、第2の近位末端はトキシンBのアミノ酸2030-2050の範囲内にある。
【００７２】
　ある実施形態において、第1の断片は、少なくとも100、150、180、200、240、250、280
、300、330、350、380、400、430、450、480、500又は530個のアミノ酸を含む。ある実施
形態において、第2の断片は、少なくとも100、130、150、180、200、230、250、270、300
、330、350、390、又は400個のアミノ酸を含む。
【００７３】
　ある実施形態において、ポリペプチドはさらにリンカーを含む。このリンカーは、第1
の近位末端と第2の近位末端との間にあってもよいが、あるいは、リンカーは、第1の断片
及び/又は第2の断片の遠位末端を他のアミノ酸配列に連結していてもよい。
【００７４】
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　ペプチドリンカー配列は、第1の断片と第2の断片を隔てるために用いることができる。
このようなペプチドリンカー配列は、当技術分野で周知の標準的な方法を用いて融合タン
パク質に組み入れられる。適当なペプチドリンカー配列は、次の要因に基づいて選択する
ことができる：(1) フレキシブルな伸びたコンフォメーションをとることができること；
(2) 第1の断片及び/又は第2の断片上の機能性エピトープと相互作用しうる二次構造をと
ることができないこと；並びに(3) ToxA及び/又はToxBの機能性エピトープと反応する可
能性のある疎水性若しくは荷電残基がないこと。ペプチドリンカー配列は、グリシン（Gl
y）、アスパラギン（Asn）、及びセリン（Ser）残基を含有することができる。他の中性
に近いアミノ酸、Thr及びAlaなどもリンカー配列に使用することができる。リンカーとし
て有効に使用することができるアミノ酸配列には、Maratea et al., Gene 40:39-46 (198
5); Murphy et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:8258-8262 (1986); 米国特許第4,9
35,233号、及び米国特許第4,751,180号に記載のものが含まれる。リンカー配列は、一般
的に1～約50アミノ酸の長さである。
【００７５】
　ある実施形態において、リンカーは1-20、1-15、1-10、1-5、1-2、5-20、5-15、5-15、
10-20、又は10-15個のアミノ酸を含む。ある実施形態において、リンカーは、グリシンリ
ンカーであって、リンカーは、多数（1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14
、15、17、又は20個）の連続したグリシン残基を含んでいてもよく、あるいはまた、リン
カーは、いくつかのグリシン残基及びいくつかの他のアミノ酸、たとえばアラニンなどを
含んでいてもよい。他の実施形態において、リンカーは1つのグリシン残基を含有する。
【００７６】
　ある実施形態において、本発明のポリペプチドは、大きな融合タンパク質の一部である
。融合タンパク質は、他のタンパク質抗原の免疫原性部分をコードするアミノ酸を追加し
て含有することができる。たとえば、融合タンパク質は、肺炎レンサ球菌（S.pneumoniae
）、インフルエンザ菌（H.influenzae）、髄膜炎菌（N.meningitidis）、大腸菌（E.coli
）、カタル球菌（M.catarrhalis）、破傷風菌（C.tetani）、ジフテリア菌（C.diphtheri
ae）、百日咳菌（B.pertussis）、表皮ブドウ球菌（S.epidermidis）、腸球菌、黄色ブド
ウ球菌（S.aureus）、及び緑膿菌（Pseudomonas aeruginosa）からなる群から選択される
細菌から得られ、又は導き出されるタンパク質抗原の免疫原性部分をさらに含有すること
ができる。この場合、リンカーは第1の断片若しくは第2の断片と、他のタンパク質抗原の
免疫原性部分との間にあってもよい。
【００７７】
　「その免疫原性部分」又は「免疫原性断片」という用語は、その断片が、細胞傷害性T
リンパ球、ヘルパーTリンパ球、又はB細胞によって認識されるエピトープを含んでいるよ
うな、ポリペプチドの断片を指す。好適には、免疫原性部分は、基準配列のアミノ酸の少
なくとも30％、適切には少なくとも50％、特に少なくとも75％、そして特に少なくとも90
％（たとえば95％又は98％）を含有する。一実施形態において、免疫原性部分は、基準配
列のエピトープ領域のすべてを含有する。
【００７８】
　本明細書に記載するC.ディフィシルトキシンA繰り返しドメイン断片及びC.ディフィシ
ルトキシンB繰り返しドメイン断片の特定の融合タンパク質を含む本発明に係る免疫原性
組成物はまた、既知のC.ディフィシルポリペプチド又は断片を含む組成物と比較して、C.
ディフィシルに対する改善された免疫応答を提供することが予想される。
【００７９】
アジュバント
　本明細書に開示する免疫原性組成物は、アルミニウム不含アジュバントと組み合わされ
た少なくとも1つのC.ディフィシルポリペプチドを含む。ポリペプチドは、アルミニウム
又はアルミニウム塩を含まないアジュバント、すなわちアルミニウム不含アジュバント又
はアジュバント系と共に製剤化される。
【００８０】
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　いくつかの実施形態において、C.ディフィシルポリペプチドは、リポソームの形態で提
示される免疫学的活性を有するサポニン画分を含むアジュバントを用いて製剤化される。
アジュバントはさらにリポ多糖を含んでもよい。アジュバントはQS21を含む。例えば、一
実施形態において、アジュバントは、リポソーム製剤中のQS21を含有する。一実施形態に
おいて、アジュバント系は3D-MPL及びQS21を含む。例えば、一実施形態において、アジュ
バントは、リポソーム製剤中の3D-MPL及びQS21を含有する。場合により、アジュバント系
はまたコレステロールを含有してもよい。具体的な一実施形態において、アジュバントは
QS21及びコレステロールを含む。場合により、アジュバント系は、1,2-ジオレオイル-sn-
グリセロ-3-ホスホコリン（DOPC）を含有する。例えば、1つの具体的な例において、アジ
ュバント系は、コレステロール、DOPC、3D-MPL及びQS21を含有する。
【００８１】
　具体的な一例において、免疫原性組成物は、約0.1～約0.5mgのコレステロール; 約0.25
～約2mgのDOPC; 約10μg～約100μgの3D-MPL;及び約10μg～約100μgのQS21を含む用量で
製剤化されているアジュバントを含む。別の具体的な例において、免疫原性組成物は約0.
1～約0.5mgのコレステロール、約0.25～約2mgのDOPC、約10μg～約100μgの3D-MPL、及び
約10μg～約100μgのQS21を含む用量で製剤化されているアジュバントを含む。別の具体
的な製剤において、アジュバントは、約0.1～約0.5mgのコレステロール、約0.25～約2mg
のDOPC、約10μg～約70μgの3D-MPL、及び約10μg～約70μgのQS21を含む用量で製剤化さ
れている。具体的な一製剤において、アジュバントは、約0.25 mgのコレステロール; 約1
.0 mgのDOPC; 約50μgの3D-MPL; 及び約50μgのQS21を含む単一用量で製剤化される。他
の実施形態において、免疫原性組成物は、分割用量（すなわち、前記単一用量製剤の分割
である用量、例えば前記成分（コレステロール、DOPC、3D-MPL及びQS21）の量の2分の1、
前記成分の量の4分の1、又は前記成分の量の別の分割用量（例えば、1/3、1/6など））で
製剤化される。
【００８２】
　一実施形態において、本発明に係る免疫原性組成物は、以前に、例えばEP0671948に開
示された、リポ多糖及びキラヤ（Quillaja）サポニンの組み合わせを含有するアジュバン
トを含む。この特許は、リポ多糖（3D-MPL）をキラヤサポニン（QS21）と組み合わせた場
合の強力な相乗作用を実証した。
【００８３】
　アジュバントはさらに、免疫刺激オリゴヌクレオチド（例えばCpG）又はキャリアをさ
らに含んでもよい。
【００８４】
　本発明における使用のための特に好適なサポニンは、Quil A及びその誘導体である。Qu
il Aは、南米の樹木キラヤ・サポナリア・モリナ(Quilaja Saponaria Molina)から単離さ
れたサポニン調製物であり、Dalsgaardら、1974(「サポニンアジュバント」、Archiv. fu
r die gesamte Virusforschung, Vol. 44, Springer Verlag, Berlin, p243-254)によっ
てアジュバント活性を有すると初めて記載された。Quil Aの精製断片、例えば、QS7及びQ
S21(QA7及びQA21としても知られる)は、Quil Aに関連する毒性なしにアジュバント活性を
保持するHPLCにより単離された(EP 0 362 278)。QS21は、CD8+細胞傷害性T細胞(CTL)、Th
1細胞及び主なIgG2a抗体応答を誘導するキラヤ・サポナリア・モリナの樹皮から誘導され
た天然サポニンであり、本発明の内容において好ましいサポニンである。
【００８５】
　特定の実施形態において、QS21は、外因性ステロール、例えばコレステロールなどでク
エンチされる場合により反応原性の低い組成物において提供される。外因性コレステロー
ルによってQS21がクエンチされる反応原性の低い組成物のいくつかの特定の形態が存在す
る。特定の実施形態において、サポニン/ステロールは、リポソーム構造の形態で存在す
る（WO 96/33739、実施例1）。この実施形態において、リポソームは、中性脂質、例えば
ホスファチジルコリン（室温で好適な非晶質である）、例として卵黄ホスファチジルコリ
ン、ジオレオイルホスファチジルコリン（DOPC）又はジラウリルホスファチジルコリンを
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好適に含有する。リポソームはまた、飽和脂質から構成されるリポソームについてリポソ
ーム-QS21構造の安定性を増大する荷電脂質を含有してもよい。これらの場合、荷電脂質
の量は、好適には1～20％ w/w、好ましくは5～10％である。リン脂質に対するステロール
の比は1～50％ (mol/mol)、好適には20～25％である。
【００８６】
　好適なステロールは、β-シトステロール、スチグマステロール、エルゴステロール、
エルゴカルシフェロール及びコレステロールを含む。特定の一実施形態において、アジュ
バント組成物は、ステロールとしてコレステロールを含む。これらのステロールは当技術
分野で周知であり、例えばコレステロールはMerck Index, 11th Edn., 341頁に動物脂肪
にみられる天然のステロールとして開示されている。
【００８７】
　活性サポニン画分がQS21である場合、QS21:ステロールの比が典型的には1:100～1:1 (w
/w)のオーダーの範囲内、好適には1:10～1:1 (w/w)であり、好ましくは1:5～1:1 (w/w)で
ある。好適には、過剰なステロールが存在し、QS21:ステロールの比は少なくとも1:2 (w/
w)である。一実施形態において、QS21:ステロールの比は1:5 (w/w)である。ステロールは
、好適にはコレステロールである。
【００８８】
　一実施形態において、本発明は、免疫学的活性サポニン、好ましくはQS21を、60μg以
下のレベル、例えば1～60μgのレベルで含む免疫原性組成物の用量を提供する。一実施形
態において、免疫原性組成物の用量は、QS21を、用量あたりおよそ約50μgのレベル、例
えば45～55μg、好適には46～54μg又は47～53μg又は48～52μg又は49～51μg、又は50
μgのレベルで含む。
【００８９】
　別の実施形態において、免疫原性組成物の用量は、QS21を、約25μg、例えば20～30μg
、好適には21～29μg又は22～28μg又は23～27μg又は24～26μg、又は25μgのレベルで
含む。
【００９０】
　別の実施形態において、免疫原性組成物の用量は、QS21を、当たり約10μg、例えば5～
15μg、好適には6～14μg、例えば7～13μg又は8～12μg又は9～11μg、又は10μgのレベ
ルで含む。
【００９１】
　具体的には、0.5 mlワクチン用量体積は、用量あたり25μg又は50μgのQS21を含有する
。具体的には、0.5 mlワクチン用量体積は、用量あたり50μgのQS21を含有する。
【００９２】
　リポ多糖は、リピドAの非毒性誘導体、特にモノホスホリルリピドA、又はより具体的に
は3-脱アシル化モノホスホリルリピドA(3D-MPL)とすることができる。
【００９３】

　3D-MPLはGlaxoSmithKline Biologicals N.A.からMPLという名称で販売されており、本
明細書全体を通してMPL又は3D-MPLと称するものとする。例えば、米国特許第4,436,727号
；第4,877,611号；第4,866,034号及び第4,912,094号を参照されたい。3D-MPLは主にIFN-
□(Th1)表現型を有するCD4＋T細胞応答を促進する。3D-MPLはGB2220211 Aに開示されてい
る方法に従って製造することができる。化学的には、3D-MPLは3、4、5又は6アシル化鎖を
有する3-脱アシル化モノホスホリルリピドAの混合物である。本発明の組成物においては
、小粒子3D-MPLを使用することが好ましい。小粒子3D-MPLは、0.22μmフィルターに通し
て滅菌ろ過できるような粒径を有する。かかる調製物はWO94/21292に記載されている。　
　　　
【００９４】
　したがって、本発明は、リポ多糖、好ましくは3D-MPLを、75μg以下、例えば1～60μg
のレベルで含む免疫原性組成物の用量を提供する。一実施形態において、リポ多糖は用量
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あたり約50μgの量で存在する。
【００９５】
　一実施形態において、免疫原性組成物の用量は、3D-MPLを、約50μg、例えば45～55μg
、好適には46～54μg又は47～53μg又は48～52μg又は49～51μg、又は50μgのレベルで
含む。
【００９６】
　一実施形態において、免疫原性組成物の用量は、3D-MPLを、約25μg、例えば20～30μg
、好適には21～29μg又は22～28μg又は23～27μg又は24～26μg、又は25μgのレベルで
含む。
【００９７】
　別の実施形態において、免疫原性組成物の用量は、3D-MPLを、約10μg、例えば5～15μ
g、好適には6～14μg、例えば7～13μg又は8～12μg又は9～11μg、又は10μgのレベルで
含む。
【００９８】
　一実施形態において、用量の体積は0.5 mlである。別の実施形態において、免疫原性組
成物は、0.5 mlよりも大きい体積の用量に好適な体積、例えば0.6、0.7、0.8、0.9又は1 
mlである。別の実施形態において、ヒトの用量は1 ml～1.5 mlである。
【００９９】
　具体的には、0.5 mlワクチン用量体積は、用量あたり25μg又は50μgの3D-MPLを含有す
る。
　具体的には、0.5 mlワクチン用量体積は、用量あたり50μgの3D-MPLを含有する。
【０１００】
　本発明のいずれかの態様の免疫原性組成物の用量は、好適にはヒト用量を指す。「ヒト
用量」という用語は、ヒトへの使用に好適な体積にある用量を意味する。一般的には、こ
れは0.3～1.5 mlである。一実施形態において、ヒト用量は0.5 mlである。別の実施形態
において、ヒト用量は、0.5 mlより大きく、例えば0.6、0.7、0.8、0.9又は1 mlである。
別の実施形態において、ヒト用量は1 ml～1.5 mlである。
【０１０１】
　本発明の好適な組成物は、最初にMPLを使用しないでリポソームを調製し（WO 96/33739
に記載のように）、続いてMPLを、好適には100nm以下の粒子又は0.22μm膜を通した滅菌
濾過を受けることができる粒子の小粒子として添加するものである。したがって、MPLは
、小胞膜内には含まれない（MPLアウトとして知られる）。MPLが小胞膜内に含まれる組成
物（MPLインとして知られる）もまた本発明の一態様を構成する。C. ディフィシルトキシ
ンA断片及び／又はC. ディフィシルトキシンB断片を含むポリペプチドは、小胞膜内に含
まれてもよいし、又は小胞膜外に含まれてもよい。
【０１０２】
　特定の実施形態において、QS21及び3D-MPLは、免疫原性組成物の用量あたり同じ最終濃
度で存在する。この実施形態の一態様では、免疫原性組成物の用量は、25μgの3D-MPL及
び25μgのQS21、又は50μgの3D-MPL及び50μgのQS21の最終レベルを含む。
【０１０３】
　一実施形態において、アジュバントは、水中油型エマルジョンを含む。例えば、水中油
型エマルジョンは、代謝性油を組み込む油相、及び追加の油相成分、例えばトコールを含
むことができる。水中油型エマルジョンはまた、水性成分、例えば緩衝化生理食塩水溶液
（例えばリン酸緩衝生理食塩水など）を含んでもよい。さらに、水中油型エマルジョンは
典型的には、乳化剤を含む。一実施形態において、代謝性油はスクアレンである。一実施
形態において、トコールはα-トコフェロールである。一実施形態において、乳化剤は、
非イオン性界面活性剤乳化剤（例えば、ポリオキシエチレンソルビタンモノオレエート、
TWEEN80(商標)）である。例示的な実施形態において、水中油型エマルジョンは、スクア
レン及びα-トコフェロールを1 (w/w)に等しい又はそれ未満の比で含有する。
【０１０４】
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　水中油型エマルジョン中の代謝性油は、0.5～10mgの量で存在することができる。水中
油型エマルジョン中のトコールは、0.5～11mgの量で存在することができる。水中油型エ
マルジョン中の乳化作用物質は、0.4～4mgの量で存在することができる。
【０１０５】
　任意の水中油型組成物をヒト投与にとって好適なものとするために、エマルジョン系の
油相は代謝性油を含む必要がある。用語「代謝性油」の意味は当業界でよく知られている
。代謝可能性を、「代謝により変換され得ること」と定義することができる(Dorland's I
llustrated Medical Dictionary, W.B. Sanders Company、第25版(1974))。この油は、レ
シピエントに対して毒性的ではなく、代謝により変換され得る任意の植物油、魚油、動物
油又は合成油であってよい。堅果（ナッツ）、種子、及び穀物は、植物油の一般的な供給
源である。合成油もまた本発明の一部であり、NEOBEE(登録商標)、(植物油源由来のグリ
セロールとココナッツ若しくはパーム核油由来の中鎖脂肪酸（MCT）を用いて製造された
カプリル酸/カプリン酸トリグリセリド)及び他のものなどの市販の油が挙げられる。特に
好適な代謝性油は、スクアレンである。スクアレン(2,6,10,15,19,23-ヘキサメチル-2,6,
10,14,18,22-テトラコサヘキサエン)は、サメの肝油中に大量に認められ、オリーブ油、
小麦胚種油、ぬか油、及び酵母中に少量に認められる不飽和の油であり、本発明における
使用にとって特に好ましい油である。スクアレンは、それがコレステロールの生合成にお
ける中間体であるという事実により、代謝性油である(Merck index、第10版、エントリー
番号8619)。
【０１０６】
　好適には、代謝性油は、0.5～10 mg、好ましくは1～10、2～10、3～9、4～8、5～7、又
は5～6 mg(例えば、2～3、5～6、又は9～10 mg)、具体的には、約5.35 mg又はおよそ2.14
 mg/用量の量でアジュバント組成物中に存在する。
【０１０７】
　トコールは当技術分野で周知であり、EP0382271に記載されている。好適には、トコー
ルはα-トコフェロール又はコハク酸α-トコフェロール(ビタミンEコハク酸塩としても知
られる)などのその誘導体である。好適には、前記トコールは、0.5～11 mg、好ましくは1
～11、2～10、3～9、4～8、5～7、5～6mg(例えば、10～11、5～6、2.5～3.5又は1～3 mg)
の量で存在する。特定の実施形態においては、トコールは約5.94 mg又はおよそ2.38 mg/
用量の量で存在する。
【０１０８】
　水中油型エマルジョンはさらに、乳化作用物質を含む。好適には、乳化作用物質はポリ
オキシエチレンソルビタンモノオレエートであってよい。特定の実施形態においては、乳
化作用物質をPolysorbate(登録商標)80（ポリオキシエチレン(20)ソルビタンモノオレエ
ート）又はTween(登録商標)80とすることができる。
【０１０９】
　前記乳化作用物質は、好適には0.1～5、0.2～5、0.3～4、0.4～3又は2～3 mg(例えば、
0.4～1.2、2～3又は4～5 mg)の乳化作用物質の量でアジュバント組成物中に存在する。特
定の実施形態においては、乳化作用物質は約0.97 mg又は約2.425 mgの量で存在する。
【０１１０】
　一実施形態において、組成物中に存在する具体的な成分の量は、 0.5 mlヒト用量中に
存在する量である。さらなる実施形態においては、免疫原性組成物はヒト用量に好適な容
積であり、この容積は0.5 mlより高く、例えば、0.6、0.7、0.8、0.9又は1 mlである。さ
らなる実施形態においては、ヒト用量は1 ml～1.5 mlである。
【０１１１】
　アジュバントが液体形態であり液体形態のポリペプチド組成物と混合される場合、ヒト
用量中のアジュバント組成物は、例えば、意図される最終容量の約半分、例えば、0.7 ml
の意図されるヒト用量については350μl容量、又は0.5 mlの意図されるヒト用量について
は250μl容量などの、ヒト用量の意図される最終容量の画分にあるであろう。ポリペプチ
ド抗原組成物と混合して最終ヒト用量のワクチンを提供する場合、アジュバント組成物を
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希釈する。そのような用量の最終容量は勿論、アジュバント組成物の最初の容量及びアジ
ュバント組成物に添加されるポリペプチド抗原組成物の容量に依存して変化するであろう
。代替的な実施形態においては、液体アジュバントを用いて、凍結乾燥されたポリペプチ
ド組成物を再構成する。この実施形態においては、アジュバント組成物のヒト用量は、ヒ
ト用量の最終容量とほぼ等しい。液体アジュバント組成物を、凍結乾燥されたポリペプチ
ド組成物を含むバイアルに添加する。最終ヒト用量は0.5～1.5 mlの間で変化してもよい
。
【０１１２】
　水中油型エマルジョンの製造方法は、当業者に周知である。一般的に、この方法は、ト
コール含有油相と、界面活性剤（PBS/ポリオキシエチレンソルビタンモノオレエート溶液
など）とを混合し、続いてホモジナイザーを用いてホモジナイズすることを含む。当業者
には、混合物を2回注射針に通すことを含む方法が、少量の液体をホモジナイズするのに
好適であることは明確でありうる。同等に、当業者であれば、マイクロフルイダイザー（
M110S Microfluidics機器、最大50回通過、最大圧入力6bar（出力圧約850bar）で2分間に
わたる）における乳化プロセスを適合させて、少量又は多量のエマルジョンを製造するこ
とができる。要求される直径の油滴を有する調製物が達成されるまで、得られるエマルジ
ョンの測定を含む慣用の実験によってこの適合を達成することができる。
【０１１３】
　水中油型エマルジョンにおいては、油と乳化剤は水性担体中にあるべきである。水性担
体は、例えば、リン酸緩衝生理食塩水であってよい。
【０１１４】
　好ましくは、本発明の水中油型エマルジョン系は、マイクロメートル以下の範囲の小さ
い油滴サイズを有する。好適には、液滴サイズは直径120～750 nm、より好ましくは120～
600 nmの範囲にあるであろう。最も好ましくは、水中油型エマルジョンは、強度少なくと
も70％の油滴が直径500 nm未満であり、より好ましくは、強度少なくとも80％が直径300 
nm未満であり、より好ましくは強度少なくとも90％が直径120～200 nmの範囲にある、当
該油滴を含有する。
【０１１５】
　一実施形態において、免疫原性組成物は、0.5mlの用量あたり0.125mLのSB62エマルジョ
ン(全体積)、5.35mgのスクアレン、5.94mgのDL-α-トコフェロール、及び2.425mgのポリ
ソルベート80を有する水中油型エマルジョンを含むアジュバントと組み合わされた、3μg
又は10μgの配列番号1～7のいずれでもない。一実施形態において、免疫原性組成物は、0
.5mlの用量あたり5.35mgのスクアレン、5.94mgのDL-α-トコフェロール、及び2.425mgの
ポリソルベート80を有する水中油型エマルジョンを含むアジュバントと組み合わされた、
3μg又は10μgの配列番号1～7のいずれでもない。一実施形態において、免疫原性組成物
は、スクアレン、DL-α-トコフェロール、及びポリソルベート80を有する水中油型エマル
ジョンを含むアジュバントを含有しない。
【０１１６】
免疫原性組成物及びワクチン
　ある実施形態において、免疫原性組成物は、追加の抗原をさらに含有する。ある実施形
態において、追加の抗原は、肺炎レンサ球菌（S.pneumoniae）、インフルエンザ菌（H.in
fluenzae）、髄膜炎菌（N.meningitidis）、大腸菌（E.coli）、カタル球菌（M.catarrha
lis）、破傷風菌（C. tetani）、ジフテリア菌（C. diptherieriae）、百日咳菌（B. per
tussis）、表皮ブドウ球菌（S.epidermidis）、腸球菌、及び黄色ブドウ球菌（S.aureus
）からなる群から選択される細菌に由来する抗原である。他の実施形態において、本発明
の免疫原性組成物は、C.ディフィシル由来の他の抗原、たとえばS層タンパク質（WO01/73
030）を含有していてもよい。場合により、免疫原性組成物は、C.ディフィシル由来の糖
をさらに含んでもよい。
【０１１７】
　さらに、免疫原性組成物を含むワクチンが提供される。このワクチンはさらに、薬学的
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に許容される賦形剤を含有してもよい。本発明の別の態様において、本発明の免疫原性組
成物及びアジュバントを含むワクチンが提供される。
【０１１８】
　本発明の免疫原性組成物を含有するワクチン製剤を用いて、当該ワクチンを全身経路又
は粘膜経路で投与することによって、C.ディフィシル感染を起こしやすい哺乳動物を保護
し、又はC.ディフィシル感染症にかかった哺乳動物を治療することができる。これらの投
与には、筋肉内、腹腔内、皮内、若しくは皮下経路による注射；又は経口/消化管、気道
、尿生殖路への粘膜投与がある。本発明のワクチンは、単回投与として与えることができ
るが、その成分を、同時に併用投与しても、異なる時に併用投与してもよい（たとえば、
肺炎球菌糖コンジュゲートは、相互の免疫反応を調整するために、別々に、同時に、又は
ワクチンのなんらかの細菌タンパク質成分を投与した1-2週間後に、投与することができ
る）。単一の投与経路に加えて、2つの異なる投与経路を使用することもできる。たとえ
ば、糖又は糖コンジュゲートは、筋肉内（IM）又は皮内（ID）投与することができ、細菌
タンパク質は、鼻腔内（IN）又は皮内（ID）投与することができる。さらに、本発明のワ
クチンは、プライミング（初回抗原刺激）用量についてはIM投与し、ブースター（追加免
疫）用量についてはIN投与することができる。
【０１１９】
　ワクチン中の毒素の含量は、典型的には1～250μg、好ましくは5～50μg、もっとも典
型的には5～25μgの範囲内とする。初回ワクチン接種後、対象は、適切な間隔をおいて1
回又は数回の追加免疫を受けることができる。ワクチン製剤は、一般的にはVaccine Desi
gn (“The subunit and adjuvant approach” (eds Powell M.F. & Newman M.J.) (1995)
 Plenum Press New York)に記載されている。リポソーム内カプセル化はFullerton, 米国
特許第4,235,877号に記載されている。
【０１２０】
　本発明のある態様においてワクチンキットが提供されるが、これは、場合によっては凍
結乾燥形態にある、本発明の免疫原性組成物の入ったバイアルを含み、本明細書に記載の
アジュバントの入ったバイアルをさらに含んでいる。本発明のこの態様では、アジュバン
トは凍結乾燥された免疫原性組成物を再構成するために使用されると考えられる。
【０１２１】
　本発明の他の態様は、免疫保護用量の、本発明の免疫原性組成物若しくはワクチンを対
象に投与することを含む、C.ディフィシル感染を予防若しくは治療する方法である。ある
実施形態において、免疫保護用量の、本発明の免疫原性組成物若しくはワクチンを対象に
投与することを含む、C.ディフィシル感染の最初の症状発現及び/又は再発の症状発現を
予防又は治療する方法が提供される。一実施形態において、対象は、マウス、ウサギ、モ
ルモット、サル、非ヒト霊長類又はヒトからなる群より選択される。一実施形態において
、対象はマウスである。別の実施形態において、対象はヒトである。
【０１２２】
　本発明の他の態様は、C.ディフィシルによって引き起こされる感染若しくは疾患の治療
若しくは予防に使用するための本発明の免疫原性組成物若しくはワクチン若しくはキット
である。ある実施形態において、C.ディフィシル疾患の最初の症状発現及び/又は再発の
症状発現の治療若しくは予防に使用するための、本発明の免疫原性組成物若しくはワクチ
ン若しくはキットが提供される。
【０１２３】
　本発明のもう1つの態様は、C.ディフィシル疾患の治療若しくは予防のための医薬の製
造における、本発明の免疫原性組成物若しくはワクチン若しくはキットの使用である。あ
る実施形態において、C.ディフィシル疾患の最初の症状発現及び/又は再発の症状発現の
治療若しくは予防のための医薬の製造に使用するための、本発明の免疫原性組成物若しく
はワクチン若しくはキットが提供される。
【０１２４】
　「C.ディフィシル疾患」は、C.ディフィシルによって放出される毒素により引き起こさ
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れるあらゆる感染症又は疾患を指す。C.ディフィシル疾患の例は、抗生物質に関連する下
痢（AAD）、偽膜性大腸炎及び中毒性巨大結腸であり、これらは生命にかかわるものであ
る。
【０１２５】
　「約」若しくは「およそ」は、本発明の上で、与えられた数字の上下10％の範囲内と定
義される。
【０１２６】
　「含んでいる」、「含む」、及び「含んでなる」という用語は、本明細書では、いかな
る場合も、選択肢として、それぞれ「からなる」、「からなっている」、及び「からなる
」(consists of）という用語で置き換えられるものと本発明者らは意図している。「含ん
でなる」という用語は、「含む」（include）を意味する。したがって、文脈上他の意味
に解すべき場合を除き、「含んでいる」という用語、並びに「含む」及び「含んでなる」
のような語形変化は、当然のことながら、言明された化合物若しくは組成物（たとえば核
酸、ポリペプチド、抗原）若しくはステップ、又は一群の化合物若しくはステップの包含
を意味するが、他のいかなる化合物、組成物、ステップ、又はそれらの一群の除外を意味
するものではない。略語"e.g."（たとえば）は、ラテン語の"exempli gratia"（たとえば
）に由来し、本明細書では、限定されない例を示すために使用される。したがって、略語
"e.g."は、"例えば"（たとえば）という用語と同義である。
【０１２７】
　本明細書において、本発明の「ワクチン」に関する実施形態は、本発明の「免疫原性組
成物」に関する実施形態に適用可能であるし、逆もまた同様である。
【０１２８】
　他に説明のない限り、本明細書で使用されるあらゆる科学技術用語は、本明細書の属す
る技術分野の当業者によって通常理解されるのと同じ意味を有する。分子生物学の一般用
語の定義は、Benjamin Lewin, Genes V, published by Oxford University Press, 1994 
(ISBN 0-19-854287-9); Kendrew et al. (編), The Encyclopedia of Molecular Biology
, published by Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0-632-02182-9); 及びRobert A. 
Meyers (編), Molecular Biology and Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference
, published by VCH Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8)に見いだすことがで
きる。
【０１２９】
　単数の用語“a”、“an”、及び“the” は、文脈上明白に別の指示がない限り、複数
の指示対象を含む。同様に、"or"（又は/若しくは）という単語は、文脈上明白に別の指
示がない限り、"and"（及び/並びに）を包含するものとする。「複数」という用語は、2
個以上を指す。さらに当然のことながら、核酸若しくはポリペプチドに関して与えられる
、すべての塩基サイズ若しくはアミノ酸サイズ、及びすべての分子量若しくは分子質量値
は推定であり、説明のために与えられる。加えて、ポリぺプチド、抗原などの物質の濃度
若しくはレベルに関して与えられる数値限定は、概算であると考えられる。
【０１３０】
　この特許明細書の中で引用された参考文献若しくは特許出願はすべて、参照によりその
全体が本明細書に組み入れられる。
【０１３１】
　以下に示す実施例は、説明だけを目的としており、いかなる形でも本発明の範囲を限定
すると解釈されるべきではない。
【０１３２】
　本明細書に記載する特定の態様及び実施形態が例示目的で示され、本発明の限定として
示されるものではないことを理解されたい。本発明の主要特徴は、本発明の範囲を逸脱す
ることなく種々の実施形態において用いることができる。当業者は、慣用の研究、本明細
書に記載する具体的な手順の多数の等価物を理解し、又はそれを用いて確定することがで
きる。そのような等価物は、本発明の範囲内であるとみなされ、特許請求の範囲に包含さ
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れる。
【０１３３】
　本明細書で言及するすべての刊行物及び特許出願は、本発明が属する分野の当業者のレ
ベルの指標である。すべての刊行物及び特許出願は、その個々の刊行物又は特許出願が参
照により組み込まれると具体的かつ個別的に示されているかのと同程度にまで参照により
本明細書に組み込まれる。本明細書で参照するすべての刊行物は、許容可能な祭壇減にま
で参照により組み入れられる。
【０１３４】
　特許請求の範囲及び／又は明細書における用語「含む（comprising）」と共に用いられ
る場合、単語「a」又は「an」の使用は、「1（one）」を意味しうるが、これは「1又はそ
れ以上（one or more）」、「少なくとも1つ（at least one）」、及び「1又は1を超える
（one or more than one）」の意味とも一致する。
【０１３５】
　本発明を、以下の非限定的な図及び実施例を参照してさらに説明する。
【実施例】
【０１３６】
実験で使用したアジュバント：
アジュバント A
　0.5ml用量あたり、リポソームの形態で提示される50μgのQS21、50μgの3D-MPL、0.25m
gのコレステロール及び1.0mgのDOPCを有するアジュバント。ハムスターの免疫に好適な50
μlの用量は、5μgのQS21、5μgの3D-MPL、0.025mgのコレステロール及び0.1mgのDOPCを
含有する。
【０１３７】
アジュバント B
　0.5ml用量あたり0.125 mLのSB62エマルジョン（総体積）、5.35mgのスクアレン、5.94m
gのDL-α-トコフェロール及び2.425mgのポリソルベート80を有する水中油型エマルジョン
からなるアジュバント。50μl用量は、0.0125mlのSB62エマルジョン（総体積）、0.535mg
のスクアレン、0.594mgのDL-α-トコフェロール及び0.2425mgのポリソルベート80を含む
。
【０１３８】
アジュバント C
　リポソームの形態で提示される25μgのQS21、25μgの3D-MPL、0.25mgのコレステロール
及び1.0mgのDOPCを有するアジュバントである。50μl用量は、2.5μgのQS1、2.5μgの3D-
MPL、0.025mgのコレステロール及び0.1mgのDOPCを含有する。
【０１３９】
GSK アジュバント AS04D
　0.5ml用量当たり50μg MPL及び0.5mg (Al3+合計)を有するアジュバント。50μlの用量
は5μg MPL及び50μg (AL3+合計)を含有する。
【０１４０】
ミョウバン
　0.5ml用量当たり水酸化アルミニウム500μgを有するアジュバント。ハムスター免疫に
好適な50μlの用量は50μg用量当たり50μgを含有する。
【０１４１】
プロトコール
抗ToxA及び抗ToxB ELISA反応：プロトコール（実施例２～４、７及び８について）
　ToxA又はToxB断片（実施例２及び４についてはToxA (2121-2686)及びToxB (1968-2366)
、実施例３、５、６、７及び８についてはToxA (2387-2706)及びToxB (1750-2360)）を、
リン酸緩衝食塩水（PBS）中2μg/ml（ToxAについて）又は1μg/ml（ToxBについて）で、
高結合マイクロタイタープレート（Nunc MAXISORP（商標））上に4℃にて一晩コーティン
グした。そのプレートを、振盪しながら、室温にて30分間、PBS＋1％ウシ血清アルブミン
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）0.05％で、1/100（用量I若しくはIIの後のサンプルについて）又は1/500（用量III後サ
ンプルについて）にあらかじめ希釈した後、さらに2倍希釈を2回マイクロプレート内で行
って、室温（RT）にて30分間インキュベートした。洗浄後、結合したハムスター又はマウ
ス抗体を、PBS-BSA 0.2％-tween 0.05％で1:5000希釈した、Jackson ImmunoLaboratories
 Inc.製のペルオキシダーゼ結合抗マウス（ref: 110-035-003）又は抗ハムスター（ref: 
107-035-142）（「検出抗体」）を用いて検出した。検出抗体を、振盪しながら20℃にて3
0分間インキュベートした。0.1Mクエン酸バッファーpH 4.5、10 mlにつき4 mgのO-フェニ
レンジアミン（OPD） + 5μl H2O2を用いて、室温にて暗黒下で15分間発色させた。50μl
 HClで反応を止め、光学密度（OD）を490 nmで読み取って620 nmと対比した。
【０１４２】
　各個々の血清中に存在する抗ToxA抗体又は抗ToxB抗体のレベルは、各プレートに添加さ
れ、μg/mlで表された血清（対照群Jackson Global IgGに対して較正）と比較して決定さ
れる。ハムスター又はマウス免疫に関して、それぞれの処置群のサンプルについてExcel
ソフトウエアを用いて、幾何平均力価GMTを計算した。
【０１４３】
実施例１
5つのC.ディフィシルToxA-ToxB融合タンパク質のデザイン
　ToxA及びToxBのC末端繰り返しドメインの断片を含有する融合タンパク質（「融合体」
ともいう）をデザインした。これらの融合タンパク質は、ToxAのC末端繰り返しドメイン
の断片、及びToxBのC末端繰り返しドメインの断片、並びにToxA断片のC末端とToxB断片の
N末端との間のジャンクションを含有していた。2つのストラテジーが考案されたが、第1
のストラテジーでは、融合体は、長いソレノイド構造が2つの断片間のジャンクションで
維持されるようにデザインされた。第2のストラテジーでは、融合体の2つの断片は、独立
した正しいフォールディングを可能にするようにリンカーで隔てられる。
【０１４４】
　ToxA及びToxBのC末端部分は、繰り返し配列：ショートリピート（SR）及びロングリピ
ート（LR）で構成されている（PNAS 2005 vol 102 : 18373-18378）。
【０１４５】
　ToxAのC末端ドメインの既知の立体構造の一部が記載されている（PNAS 2005 Greco et 
al., vol 102 : 18373-18378 ; Nature Structural & Molecular biology 2006 vol 13(5
) : 460-461 ; PDB codes : 2F6E, 2G7C and 2QJ6）。
【０１４６】
　ToxA及びToxBのC末端部分の残基の間には2種類の重要な相互作用があると本発明者らは
予想した。第1の相互作用は、LRとその前のSRに含まれる残基の間に生じ、ソレノイド様
構造を維持するために重要である。第2のタイプの相互作用は、LRとその次のSRに含まれ
る残基の間に生じ、この相互作用は毒素の糖鎖結合機能を仲介している。
【０１４７】
　新たな「構造機能」リピートSR-LR-SRを定義した。このリピートの構造は、デザインし
た融合体ではそのまま損なわれずに維持された。
【０１４８】
　ToxA及びToxBのショートリピート（SR）及びロングリピート（LR）の位置を表1に示す
。
【０１４９】
　ToxA及びToxBのC末端ドメインに含まれる”SR-LR-SR"ボックスの一覧を以下の表2に示
す。
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【表２】

【０１５０】
　最終的に、2つのLRの間のSRの数は、長いソレノイド様構造を保持するように、デザイ
ンされた融合体において維持された。
【０１５１】
　融合体のためのジャンクションデザインの前に、2つの作業仮説を設定した：第1の仮説
、融合体が短いほど、融合体が安定して過剰発現される可能性が高い；第2の仮説、"SR-L
R-SR"ボックスの概念にしたがって、開始位置は、上記で定義されたSR-LR-SRボックスの
最初のSRの、正しいフォールディングを確実にするように選択されなければならない。し
たがって、融合体はSR-LR-SRボックスの前にあるSRのはじめから始まる。上記の2つの仮
説によって、3つの開始位置を分析した：ToxAの残基2370、2234、及び2121。
【０１５２】
　開始位置2370は除外された。開始位置2234も除外されたのは、タンパク質の構造的安定
性に重要な、相互作用に関わる残基の1つが保存されていないためである。そのため、デ
ザインされた融合体のすべてが、ToxAの残基2121から始まることが決定された。
【０１５３】
　すべての融合体はToxBの最後の残基で終わることになる。
【０１５４】
　融合体全体を、2つの融合断片の間で長いソレノイド様構造に保つように、4つの融合体
（F1-4）をデザインした。
【０１５５】
　融合体1（F1）及び2（F2）は同じ仮説によってデザインした。ToxA及びToxBのすべての
SRタンパク質配列は、多重アラインメントソフトウェアで比較されていた（ClustalW - T
hompson JD et al. (1994) Nucleic Acids Res., 22, 4673-4680）。類似性の高い配列は
、ToxAの3番目のSR VIII、及びToxBの3番目のSR II、及びToxBの3番目のSR IIIであった
。ToxBの上記2つのSRのうちどちらかを選択するために、ToxBのC末端部分について、部分
的なToxA C末端ドメインの既知の立体構造（PDBコード：2QJ6）を用いて、構造的相同性
モデリング（SwissModelインターフェースを使用 - Arnold K et al. (2006) Bioinforma
tics, 22, 195-201）を行った。ToxAの3番目のSR IIIを用いて、局所構造の最高の重ね合
わせ（SwissPDBViewerを用いて実施 - Guex N et al. (1997), Electrophoresis 18, 271
4-2723）が、ToxBの3番目のSR IIに対して得られた。そこで、2つのジャンクションをデ
ザインした：第1のジャンクションは、ToxAの3番目のSR IIIとToxBの4番目のSR IIとの間
にあり（F1）、第2のジャンクションは、ToxAの2番目のSR VIIIとToxBの3番目のSR IIと
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【０１５６】
　融合体3（F3）をデザインするために、ToxAの部分的なC末端ドメインの既知の構造と、
ToxBのC末端ドメインの予想される構造との間で、全体的な構造の重ね合わせを行った（S
wissModel及びSwissPDBViewerソフトウェアを使用）。ToxAのLR VIIとToxBのLR IIの間に
、最高の重ね合わせが見られた。そこで、この類似したLRの中にジャンクションを作るこ
とにした。連結は、まず第1にToxAとToxBの間で配列が保存されている領域内で、次に、
前のSRと相互作用する残基を融合体のToxA部分の中に保持するように、そして最後に、後
のSRと相互作用する残基をToxB部分の中に保持するように、実施された。
【０１５７】
　融合体4（F4）をデザインするために、ToxBのC末端ドメインを4つの断片に分け、それ
らについてより正確な相同性モデリング（SwissModel）を行った。"SR-LR-SR"ボックスを
完全な状態に保つように、分割を実現した（各ドメインはLRの後に続くSRの末端で終わる
）。これらの断片の予想される構造とToxAの既知の立体構造との間で構造の重ね合わせを
行い、最高の構造の重ね合わせが、ToxBの3番目のSR（SR I）及びToxAの最後のSR（3番目
のSR VIII）について得られた。そこで、ToxAの2番目のSR VIIIとToxBの3番目のSR Iとの
間で連結を行った。
【０１５８】
　最後の融合体（F5）は、融合体の2つの断片の、独立した正しいフォールディングを可
能にするようにデザインされた。ToxAタンパク質の最後の残基とToxBの4番目のSR IIの先
頭との間にリンカーを加えた（常に"SR-LR-SR"ボックスの重要性を考慮した）。外来残基
（グリシン）を1つだけリンカーとして加え、既存の2つのグリシンの間に位置づけた。し
たがって、リンカーは、（ToxAについては）既知の、そして（ToxBについては）予想され
るβストランドで周りを囲んだ3つのグリシン残基からなるともいえる。
【０１５９】
実施例２
F2融合タンパク質:アジュバントA、QS21を含まないアジュバントA、又はMPLを含まないア
ジュバントAによるハムスターの免疫、及びアジュバントB、ミョウバン、又はアジュバン
ト非添加製剤との比較
　16匹のハムスター(雄及び雌の混合)の群を、50μlのアジュバントA、MPLを含まないア
ジュバントA、QS21を含まないアジュバントA、アジュバントB、ミョウバンでアジュバン
ト添加された、又はアジュバント添加されていない1μgのF2融合タンパク質で、0日目、1
4日目、及び28日目に筋肉内に免疫した。抗ToxA及び抗ToxB ELISA力価を、41/42日目(Pos
t III)に収集された個々の血清において決定した。結果は、表3及び4、並びに図1及び2に
記載されている。
【０１６０】
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【０１６１】
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【表４】

【０１６２】
　図1及び2。
図1についての結果：
　F2を、完全アジュバントA、QS21を含まない、又はMPLを含まない同様の製剤と共に注射
した。抗ToxA反応について、QS21が最も効果的であるように思われるとはいえ、MPLとQS2
1のどちらも、付加価値を示している。
　抗ToxB反応について、MPLの効果はあまりはっきりしていないが、QS21除去は、IgG力価
に劇的な効果を生じている。
【０１６３】
図2についての結果：
　アジュバント比較に関して、アジュバントAは、ミョウバン、アジュバントB、又はアジ
ュバント非添加製剤と比較して、有意により高い抗ToxA及び抗ToxB抗体を誘導した。アジ
ュバントBは、アジュバント非添加製剤と比較して、より高い抗ToxA及び抗ToxB抗体を誘
導した。
【０１６４】
実施例３
Pims 20110544　-　アジュバントB、AS04D、アジュバントA、又はアジュバントC中に製剤
化された様々な用量範囲のF2融合タンパク質での雄ハムスターの免疫
　10匹の雄ハムスターの群を、50μl用量のアジュバントB、AS04D、アジュバントA、又は
アジュバントCでアジュバント添加された、0.3μg、1μg、又は3μgのF2融合タンパク質
で、0日目、14日目、及び28日目に筋肉内に免疫した。
　抗ToxA及び抗ToxB ELISA力価を、13日目(post I)、27日目(Post II)、42日目(Post III
 14)、及び84日目(Post III 56)に収集された個々の血清から測定した。
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Pims 20110545　-　アジュバントB、AS04D、アジュバントA、又はアジュバントC中に製剤
化された様々な用量範囲のF2融合タンパク質での雌ハムスターの免疫
　10匹の雌ハムスターの群を、アジュバントB、AS04D、アジュバントA、又はアジュバン
トCでアジュバント添加された、0.3μg、1μg、又は3μgのF2融合タンパク質で、0日目、
14日目、及び28日目に筋肉内に免疫した。抗ToxA及び抗ToxB ELISA力価を、13日目(post 
I)、27日目(Post II)、42日目(Post III 14)、及び84日目(Post III 56)に収集された個
々の血清から測定した。
【０１６６】
図3～7。
【０１６７】
Pims 20110544及び20110545
【０１６８】
【表５】

【０１６９】
【表６】

【０１７０】
【表７】

【０１７１】
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【表８】

【０１７２】
【表９】

【０１７３】
【表１０】

【０１７４】
【表１１】

【０１７５】
【表１２】

【０１７６】
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実施例４
Pims 20120011及び20120008　-　ミョウバン、アジュバントA中に製剤化された、又はア
ジュバント非添加の、F2融合タンパク質、又はトキシンAとトキシンB断片の混合物でのハ
ムスターの免疫
　ミョウバン、アジュバントA中に製剤化された、又はアジュバント非添加の、1μgのF2
融合タンパク質、ポリHisタグを有するF2融合体(F2-Hisタグ付)、又はC-terToxA(2387～2
706)(0.6μg)+C-terToxB(1750～2360)(0.4μg)の混合物で、0日目、14日目、及び28日目
に筋肉内に免疫した。
【０１７７】
　抗ToxA及び抗ToxB ELISA力価を、13日目、27日目、及び42日目(Post III)に収集された
個々の血清において決定した。図8。
【０１７８】
【表１３】

【０１７９】
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【表１４】

【０１８０】
結果:
　F2融合タンパク質での免疫化後、抗ToxA及び抗ToxB抗体が誘導されたが、ToxAとToxBの
混合物でも誘導された。アジュバントAは、他の製剤と比較して、有意により高いELISA力
価を誘導する。
【０１８１】
実施例５
ToxA又はToxB断片及びToxA-ToxB融合体によるマウスの免疫
図9～12
　Balb/Cマウスは実施例１に記載の構築物で免疫した。
【０１８２】
　各群15匹の雌Balb/Cマウスを、アジュバントBでアジュバント添加した、3μg又は10μg
のToxA及びToxBの別々の断片（ToxA C-term (2387-2706) (0.6μg)+C-terToxB (1750-236
0)）により、並びにToxA-ToxB融合タンパク質（実施例３を参照されたい）により、0日目
、14日目、及び28日目に、IM免疫化した。対照群の10匹のマウスは、アジュバントBのみ
のワクチン接種を受けた。
【０１８３】
　42日目に採取した個々の血清で、抗ToxA及び抗ToxB ELISA力価を測定した（Post III）
。
【０１８４】
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　プールしたPost III血清で、赤血球凝集抑制力価を測定した。
【０１８５】
抗ToxA及び抗ToxB ELISA反応：プロトコール
　ToxA及びToxB断片のサンプルを、リン酸緩衝食塩水（PBS）中ToxB断片については1μg/
mlで又はToxA断片については2μg/mlで、高結合マイクロタイタープレート（Nunc MAXISO
RP（商標名））上に4℃にて一晩コーティングした。そのプレートを、振盪しながら、室
温にて30分間、PBS-BSA 1％でブロッキングした。マウス抗血清を、PBS-BSA 0.2％-TWEEN
（商標名）0.05％で、1/1000にあらかじめ希釈した後、さらに2倍希釈をマイクロプレー
ト内で行って、振盪しながら室温にて30分間インキュベートした。洗浄後、結合したマウ
ス抗体を、PBS-BSA 0.2％-tween 0.05％で1:5000希釈した、Jackson ImmunoLaboratories
 Inc.製のペルオキシダーゼ結合AffiniPureヤギ抗マウスIgG (H+L) (ref: 115-035-003)
を用いて検出した。検出抗体を、振盪しながら20℃にて30分間インキュベートした。0.1M
クエン酸バッファーpH 4.5、10 mlにつき4 mg O-フェニレンジアミン（OPD） + 5μl H2O

2を用いて、室温にて暗黒下で15分間かけて発色させた。50μl HClで反応を止め、光学密
度（OD）を490 nmで読み取って620 nmと対比した。
【０１８６】
　血清中に存在する抗ToxA及び抗ToxB抗体のレベルは、基準血清との比較により中間力価
で表される。それぞれの処理群の15サンプルについて（対照群については10サンプル）、
GMTを計算した。
【０１８７】
赤血球凝集抑制アッセイ：プロトコール
　96ウェルU底マイクロプレート内でリン酸緩衝食塩水（PBS）により、プールしたマウス
抗血清（25μl）の2倍希釈を8回連続して行った。
【０１８８】
　そこで、25μlの未変性トキシンA（0.2μg/ウェル）を加え、プレートを室温で30分間
インキュベートした。
【０１８９】
　インキュベーション後、2％に希釈された精製ウサギ赤血球50μlを各ウェルに添加した
。プレートを37℃にて2時間インキュベートした。
【０１９０】
　プレートを目で見て分析したが、血球凝集はウェル内に拡散する赤色細胞として現れ、
血球凝集抑制はウェル内で沈降した赤い点として観察される。
【０１９１】
　抑制力価は、赤血球凝集を抑制する血清の最大希釈度の逆数として定義された。
【０１９２】
細胞傷害性アッセイ
　IMR90線維芽細胞を、イーグル最小基本培地(EMEM) + 10％ ウシ胎仔血清 + 1％ グルタ
ミン + 1％ 抗生物質（ペニシリン-ストレプトマイシン-アンホテリシン）中で、37℃に
て5％ CO2で培養し、96ウェル組織培養プレートに5 x 104細胞/ウェルの密度で播種した
。
【０１９３】
　24時間後、100μlの細胞培地をウェルから取り出した。
【０１９４】
　プールしたマウス抗血清（50μl）の2倍希釈を、8回連続で（実施例５の実験について
）又は12回連続で（実施例６の実験について）細胞培地で行った。
【０１９５】
　そこで、50μlの未変性トキシンB（0.5 ng/ml）を加え、プレートを37℃にて5％ CO2に
より24時間インキュベートした。
【０１９６】
　24時間後に細胞を観察し、円形の細胞の割合を測定した。
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【０１９７】
　阻害力価は、細胞円形化を50％阻害する血清の最大希釈度の逆数として定義された。
【０１９８】
結果：
　抗ToxA抗体は、ToxA断片のみによる免疫後に誘導されたが、5つの融合体のそれぞれに
よっても誘導された。
【０１９９】
　これらの抗体の機能的性質を、赤血球凝集アッセイで調べた。ToxBについては赤血球凝
集は見られないので、このアッセイは、ToxAの評価にのみ適している。
【０２００】
　赤血球凝集抑制は、抗ToxA断片血清、又はそれぞれのToxA-ToxB融合体に対する血清に
ついて認められた。
【０２０１】
　ToxB抗体を使用したELISAも行った。抗ToxB抗体はToxB断片のみによる免疫後に誘導さ
れたが、F2、F3、及びF4融合体によっても誘導された。
【０２０２】
　ToxB断片又はToxA-ToxB融合体で免疫されたマウスから得られた血清を用いて得られた
阻害力価は、対照血清を用いて得られた力価より大きかった。
【０２０３】
実施例６
ToxA-ToxB融合体によるマウスの免疫
　25匹の雌マウスの群を、アジュバントB中に製剤化した3μgのToxA-ToxB融合タンパク質
、又はToxA(6μg)＋ToxB(4μg)の10μgのアジュバント非添加混合物により、0日目、14日
目、及び28日目に、IM免疫した。F2に加えて、他の4つの融合タンパク質構築物F54 Gly (
配列番号21)、F54 New (配列番号23)、F5 ToxB (配列番号25)、及びF52 New (配列番号27
)を使用した。
【０２０４】
　ToxA若しくはToxB断片のサンプルが、高結合マイクロタイタープレート上に、リン酸緩
衝食塩水中1μg/mlでコーティングされる以外は、実施例５に記載の抗ToxA及び抗ToxB EL
ISA反応：プロトコールを用いて、ELISAを行った。ウサギ赤血球を2.5％に希釈した以外
は、実施例５に記載のように、赤血球凝集抑制アッセイを行った。50μlのトキシンBを0.
015μg/mlの濃度で使用した以外は、実施例５に記載のように、ToxB細胞傷害性アッセイ
を行った。さらにToxA細胞傷害性アッセイを以下のように実施した。
【０２０５】
　抗ToxA ELISA及び抗ToxB ELISA力価は、42日目（Post III 14）に収集した個々の血清
において決定した。図13及び14。
【０２０６】
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【表１５】

【０２０７】
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【表１６】

【０２０８】
図15～17。
【０２０９】
　赤血球凝集抑制アッセイを実施例５に記載のように実施した。
【０２１０】
　toxB細胞傷害性アッセイを、プールしたマウス抗血清を8回ではなく12回連続2倍希釈を
実施し、プレートを細胞観察前24時間にわたってではなく一晩インキュベートした以外は
実施例５に記載のように実施した。別のtoxA細胞傷害性アッセイを以下に記載するように
実施した。
【０２１１】
ToxA細胞傷害性アッセイ
　HT29細胞を、DMEM +10％ウシ胎仔血清+1％グルタミン +1％抗生物質（ペニシリン-スト
レプトマイシン-アンホテリシン）中37℃にて5％CO2を用いて培養し、96ウエル組織培養
プレートに5.104細胞／ウエルの密度で播種した。24時間後、細胞培地をウエルから取り
出した。細胞培地においてプールマウス抗血清（50μl）の連続2倍希釈を実施した。



(39) JP 6290918 B2 2018.3.7

10

【０２１２】
　続いて、50μlの未変性トキシンA(0.15ng/ml)を添加し、プレートを37℃にて5％CO2と
共に48時間インキュベートする。細胞を48時間後に観察し、丸形細胞の割合を決定した。
抗ToxA ELISA、抗ToxB Elisa、赤血球凝集抑制及び細胞傷害性アッセイの結果を、上記の
図13～17に記載する。
【０２１３】
実施例７
アジュバント非添加製剤中のC.ディフィシルToxA-Cter、ToxB-Cter又は融合タンパク質に
よるマウスの免疫
　15匹の雌マウスの群を、1又は 3μgのToxA C-ter、ToxB C-ter又はToxA-ToxB融合タン
パク質により、0日目、14日目、28日目及び120日目にIM免疫した。これらの抗原は全てア
ジュバント非添加製剤において注射した。対照群（マウス10匹）には、NaCl単体を注射し
た。
【０２１４】
　抗ToxA及び抗ToxB ELISA力価を、28日目（Post II）、42日目（Post III 14）、120日
目（ブースト前III 87）及び134日目（Post IV 14）に回収した個々の血清において決定
した。図18及び19。
【０２１５】
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【表１７】

【０２１６】
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【表１８】

【０２１７】
実施例８
アジュバントB中に製剤化されたC.ディフィシルToxA-Cter、ToxB-Cter又は融合タンパク
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質によるマウスの免疫
図20及び21。
　15匹の雌マウスの群を、1又は 3μgのToxA C-term（アミノ酸2387-2706）及びToxB C-t
erm（アミノ酸1750-2360）又はToxA-ToxB融合タンパク質により、0日目、14日目及び28日
目及び120日目にIM免疫した。これらのタンパク質は、アジュバントB製剤において注射し
た。
　対照群（マウス10匹）には、アジュバントB単体を注射した。
【０２１８】
　抗ToxA及び抗ToxB ELISA力価を、28日目（Post II）、42日目（Post III 14）、120日
目（ブースト前III 87又はブースト前）及び134日目（Post IV 14）に回収した個々の血
清において決定した。
【０２１９】
【表１９】

【０２２０】
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【表２０】

【０２２１】
実施例９
融合タンパク質のクローニング発現及び精製
発現プラスミド及び組換え菌株
　ToxA及びToxBの部分的C末端ドメインの融合タンパク質（配列番号3、4、5、6、及び7）
及びHisタグをコードする遺伝子を、標準的な手順により、pET24b(+)発現ベクター（Nova
gen）内に、NdeI/XhoI制限酵素部位を用いてクローニングした。CaCl2処理細胞による標
準的な方法にしたがって、大腸菌（E. coli）BLR (DE3)株を組換え発現ベクターで形質転
換することによって、最終的な構築物が作製された（Hanahan D. << Plasmid transforma
tion by Simanis. >> In Glover, D. M. (Ed), DNA cloning. IRL Press London. (1985)
: p. 109-135.）。
【０２２２】
宿主菌株：
　BLR (DE3)。BLRはBL21のrecA派生株である。（DE3）の名称を有する菌株は、IPTG誘導
性T7 RNAポリメラーゼを含有するλプロファージに対して溶原性である。λDE3溶原菌は
、pETベクターからのタンパク質発現のためにデザインされている。この菌株はまた、lon
及びompTプロテアーゼを欠失している。
【０２２３】
遺伝子型：大腸菌（E.coli）BLR::DE3 株、F- ompT hsdSB(rB

-mB
-) gal dcm (DE3) Δ(sr

l-recA)306::Tn10 (TetR) 。
【０２２４】
組換えタンパク質の発現：
　大腸菌（E.coli）形質転換体を寒天プレートから掻き取り、それを用いて200 mlのLBT
培養液 ± 1％ (w/v)グルコース + カナマイシン（50μg/ml）に接種して、0.1～0.2の間
のO.D. 600 nmを得た。培養物を37℃にて250 RPMで一晩インキュベートした。
【０２２５】
　この一夜培養物を、カナマイシン（50μg/ml）含有LBT培地500 mlで1:20に希釈し、37
℃にて250 rpmの撹拌速度で、O.D.620が0.5/0.6に達するまで増殖させた。
【０２２６】
　およそ0.6のO.D. 600 nmで、培養物を冷却してから、1 mMイソプロピルβ-D-1-チオガ
ラクトピラノシド（IPTG; EMD Chemicals Inc., カタログ番号: 5815）の添加によって組
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換えタンパク質の発現を誘導し、23℃にて250 rpmで一晩インキュベートした。
【０２２７】
　一晩（約16時間）誘導した後、誘導後のO.D.600 nmを調べてから、培養物を14000 rpm
で15分間遠心分離し、ペレットを-20℃で別々に凍結した。
【０２２８】
精製：
　細菌のペレットを、500 mM NaCl及びプロテアーゼインヒビター混合物(コンプリート（
Complete）、Roche)を含有する20 mMビシン（bicine）バッファー（pH 8.0）中に再懸濁
した。20000 PSIでフレンチプレスシステムを用いて細菌を溶解させた。可溶性（上清）
及び不溶性（ペレット）成分を、たとえば20 000gで30分間4℃にて、遠心することによっ
て分離した。
【０２２９】
　6-Hisタグのついたタンパク質は、IMACによって非変性条件下で精製された。可溶性成
分を、細菌の再懸濁に使用したのと同じバッファーであらかじめ平衡化したGEカラム（た
とえば15 ml）（Ni負荷）にロードした。カラムにロードした後、カラムを同バッファー
で洗浄した。溶出は、500 mM NaCl及び異なる濃度のイミダゾール（5～600 mM）を含有す
る20 mMビシンバッファー（pH 8.0）を用いて行った。ゲル分析の後、より純粋な画分を
選択して濃縮し、さらなる精製ステップのためにSECクロマトグラフィーにロードした。
【０２３０】
　SDS-PAGEによる純度に基づいて、融合タンパク質を含有する画分を選択し、ビシンバッ
ファー（20mMビシン；150 mM NaCl；5mM EDTAあり又はなし；pH8.0）に対して透析した。
タンパク質濃度は、バイオラッド（BioRad）のDCプロテインアッセイを用いて測定した。
そこで、タンパク質をプールし、0.22μmで無菌濾過して、-80℃で保存した。
【０２３１】
　あるいはまた、IMAC精製に先だって、ロード及び洗浄に2 mMビシンバッファー（pH 8.0
）を用いたDEAE精製ステップを行い、1M NaClを添加した以外は同じバッファーによって
勾配を用いて溶出した。
【０２３２】
実施例１０
個別のC.ディフィシルToxA断片及びToxB断片のクローニング発現及び精製
発現プラスミド及び組換え菌株
　ToxA及びToxBのタンパク質断片（配列番号8及び配列番号9）及びHisタグをコードする
遺伝子を、標準的な手順により、pET24b(+)発現ベクター（Novagen）内に、NdeI/XhoI制
限酵素部位を用いてクローニングした。CaCl2処理細胞による標準的な方法にしたがって
、大腸菌（E. coli）BLR (DE3)株を組換え発現ベクターで形質転換することによって、最
終的な構築物が作製された（Hanahan D. << Plasmid transformation by Simanis. >> In
 Glover, D. M. (Ed), DNA cloning. IRL Press London. (1985): p. 109-135.）。
【０２３３】
宿主菌株：
BLR (DE3)。BLRはBL21のrecA派生株である。（DE3）の名称を有する菌株は、IPTG誘導性T
7 RNAポリメラーゼを含有するλプロファージに対して溶原性である。λDE3溶原菌は、pE
Tベクターからのタンパク質発現のためにデザインされている。この菌株はまた、lon及び
ompTプロテアーゼを欠失している。
【０２３４】
遺伝子型：大腸菌（E.coli）BLR::DE3 株、F- ompT hsdSB(rB

-mB
-) gal dcm (DE3) Δ(sr

l-recA)306::Tn10 (TetR) 。
【０２３５】
組換えタンパク質の発現：
　大腸菌（E.coli）形質転換体を寒天プレートから掻き取り、それを用いて200 mlのLBT
培養液 ± 1％ (w/v)グルコース + カナマイシン（50μg/ml）に接種して、0.1～0.2の間
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のO.D. 600 nmを得た。培養物を37℃にて250 RPMで一晩インキュベートした。
【０２３６】
　この一夜培養物を、カナマイシン（50μg/ml）含有LBT培地500 mlで1:20に希釈し、37
℃にて250 rpmの撹拌速度で、O.D.620が0.5/0.6に達するまで増殖させた。
【０２３７】
　およそ0.6のO.D. 600 nmで、培養物を冷却してから、1 mMイソプロピルβ-D-1-チオガ
ラクトピラノシド（IPTG; EMD Chemicals Inc., カタログ番号: 5815）の添加によって組
換えタンパク質の発現を誘導し、23℃にて250 rpmで一晩インキュベートした。
【０２３８】
　一晩（約16時間）誘導した後、誘導後の600 nmでのO.D.を調べてから、培養物を14 000
 rpmで15分間遠心分離し、ペレットを-20℃で別々に凍結した。
【０２３９】
精製：
　500 mM NaClを含有し、プロテアーゼインヒビター混合物(コンプリート（Complete）、
EDTAなし、Rocheカタログ11873580001)及びベンゾナーゼ（Rocheカタログ 1.01695.0001
）を添加した、20 mMビシンバッファー（pH 8.0）中に、細菌ペレットを再懸濁した。フ
レンチプレスシステムによって2 X 20000 PSIで細菌を溶解させた。可溶性（上清）及び
不溶性（ペレット）成分を、34 000g若しくは48 000gで25～30分間4℃にて遠心すること
によって分離した。上清を集めて、0.22μmフィルターで濾過した。
【０２４０】
　6-Hisタグのついたタンパク質は、IMACによって非変性条件下で精製された。可溶性成
分を、細菌の再懸濁に使用したのと同じバッファーであらかじめ平衡化したGEカラム（た
とえば15 ml）（Ni負荷）にロードした。ロードした後、カラムを同バッファーで洗浄し
た。
【０２４１】
ToxA用：
　溶出は、500 mM NaCl及び異なる濃度のイミダゾール（5～100 mM）を含有する20 mMビ
シンバッファー（pH 8.0）を用いて行った。ゲル分析の後、より純粋な画分を選択して濃
縮し、さらなる精製ステップのために、イミダゾールなしの同バッファーで、SECクロマ
トグラフィー（SUPERDEX(商標名)75）にロードした。
【０２４２】
ToxB用：
　500 mM NaCl及び0.5％デオキシコール酸を含有する20 mMビシンバッファー（pH 8.0）
、又は150 mM NaClを含有する同バッファーで、2回目の洗浄を行った。溶出は、500 mM N
aCl及び異なる濃度のイミダゾール（10～500 mM）を含有する20 mMビシンバッファー（pH
 8.0）を用いて行った。ゲル分析の後、より純粋な画分を選択して5 mM EDTAを添加し、
さらなる精製ステップのために、5 mM EDTAを含有する同バッファーで、SECクロマトグラ
フィー（SUPERDEX（商標名）200）にロードした。
【０２４３】
　SDS-PAGEによる純度に基づいて、ToxA又はToxB断片を含有する画分を選択し、ビシンバ
ッファー（20mMビシン、150 mM NaCl、pH8.0）に対して透析し、タンパク質濃度を、バイ
オラッド（BioRad）のRCDCプロテインアッセイを用いて測定した。そこで、タンパク質を
プールし、0.22μmで無菌濾過して、-80℃で保存した。
【０２４４】
実施例１１
5つのC.ディフィシルToxA-ToxB融合体の分子量評価
　分析超遠心を用いて、遠心力に応じて分子が移動する速度を測定することによって、タ
ンパク質サンプルにおいて異なる種の溶液中で均一性及びサイズ分布を決定する。これは
、沈降速度実験によって得られる異なる種の沈降係数の算出に基づくが、それは分子の形
状及び質量によって決まる。
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【０２４５】
1. AN-60Tiローターを15℃に平衡化しておいた後、タンパク質サンプルをBeckman-Coulte
r PROTEOMELAB（商標名）XL-1分析用超遠心機で、42 000 prmで回転させる。
　a. F1融合タンパク質、500gμ/ml、20mMビシン、150mM NaCl、pH8.0
　b. F2融合タンパク質、500gμ/ml、20mMビシン、150mM NaCl、pH8.0
　c. F3融合タンパク質、500gμ/ml、20mMビシン、150mM NaCl、pH8.0
　d. F4融合タンパク質、500gμ/ml、20mMビシン、150mM NaCl、pH8.0
　e. F5融合タンパク質、500gμ/ml、20mMビシン、150mM NaCl、pH8.0
2. データ収集のため、280nmで5分ごとに160スキャンを記録した。　 
3. C(S)分布を求めるためにSEDFITプログラムを用いてデータ解析を行った。タンパク質
の偏比容の決定は、タンパク質のアミノ酸配列からSEDNTERPソフトウェアを用いて行った
。SEDNTERPを用いて、バッファーの粘度及び密度も求めた。　 
4. 異なる種の分子量は、C(S)分布プロット（濃度-沈降係数）が、混合物のサイズ分布を
特徴付けるC(M)分布（濃度 - 分子量）よりすぐれた生データの表現であることを考慮し
て、C(S)分布プロットから求めた。
【０２４６】
　5つすべてのToxA-ToxB融合タンパク質のC(S)分布から検知された主要分子種の分子量は
、単量体型に相当する。5つの融合体にもっとも適合する摩擦比はいずれも2から2.2の間
である。これは、タンパク質が引き伸ばされた形で溶液中に存在することを示すと考えら
れ、それはタンパク質の構造と一貫するだろう。
【０２４７】
実施例１２
円二色性及び蛍光分光法によるC.ディフィシルToxA-ToxB融合体の二次構造及び三次構造
の評価
　円二色性を用いて、構造的非対称に起因する、左回り偏光と右回り偏光の吸収の差を測
定することによって、タンパク質の二次構造の構成を確定する。遠紫外領域（190-250 nm
）のCDスペクトルの形及び強さは、タンパク質がβシート、αヘリックス、又はランダム
コイル構造を示すかどうかで異なる。所定のタンパク質サンプル中のそれぞれの二次構造
タイプの相対存在量は、基準スペクトルと比較することによって計算することができる。
【０２４８】
　タンパク質サンプルの三次構造は、芳香族アミノ酸の不動性を評価することによって判
定することができる。近紫外領域（250-50nm）でのCDシグナルの観察は、フェニルアラニ
ン、チロシン、及びトリプトファン残基の極性化に起因する可能性があり、タンパク質が
明確に定義された構造にフォールディングされていることのすぐれた指標である。
【０２４９】
　以下のプロトコールを用いた：
1. Jasco J-720分光偏光計で、1 nmの分解能及び帯域幅によって、178から250 nmまで0.0
1 cmの光路を用いて遠紫外スペクトルを測定する。細胞の温度は、Peltier恒温RTE-111セ
ルブロックによって23℃に維持する。測定の間、10L/分の窒素気流を維持する。 
2. Jasco J-720分光偏光計で、1 nmの分解能及び帯域幅によって、250から300 nmまで0.0
1 cmの光路を用いて近紫外スペクトルを測定する。細胞の温度は、Peltier恒温RTE-111セ
ルブロックによって23℃に維持する。測定の間、6L/分の窒素気流を維持する。
【０２５０】
　5つのToxA-ToxB融合タンパク質のすべての遠紫外スペクトルの測定結果（図22）は、α
ヘリックス構造の含量が少なく、βシート構造の含量が多いことを示唆する。また、すべ
てのタンパク質は230 nmで最大を示したが、これは可溶性球状タンパク質にとっては異例
である。このことは、特に、文献で十分に特徴付けられており、αヘリックスがなくてβ
シート及び芳香族アミノ酸の含量が高いことで知られているタンパク質の小グループと関
連付けられる（Zsila, Analytical Biochemistry,391( 2009) 154-156）。それらの詳細
事項は、ToxA-ToxB融合タンパク質に期待される構造と合致する。230 nmに陽性シグナル
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Data Bank）。それらのタンパク質の平均的な二次構造含量は、42％βシート±9％、及び
7％αヘリックス±6％である。これは、ToxA-ToxB融合タンパク質のスペクトルの特徴が
高βシート及び低αヘリックス含有タンパク質に特徴的であることを強く示唆する。
【０２５１】
　5つの融合タンパク質すべての近紫外スペクトルの測定結果（図23）は、芳香族アミノ
酸の少なくとも一部が動かなくなっていることを示し、これはコンパクトで特異的な三次
構造を強く示すものである。さらに、変性させる濃度の尿素でタンパク質を処理すると、
近紫外シグナルが消失したが、これは、こうした特徴的なスペクトルがタンパク質フォー
ルディングに起因することを追加的に示すものである。
【０２５２】
実施例１３
さらに4つの融合タンパク質のデザイン、クローニング、発現、及び精製
　実施例１に記載のデザイン原則によって、さらに4つの融合タンパク質をデザインし、
これらは、F54 Gly (配列番号21)、F54 New (配列番号23)、F5 ToxB (配列番号25)、及び
F52 New (配列番号27)と名付けられた。
【０２５３】
　これらの融合タンパク質は、実施例９に記載の手順にしたがって発現された。
【０２５４】
実施例１４
配列番号21、配列番号23、配列番号25、及び配列番号27に記載のC.ディフィシルToxA-Tox
B融合体の分子量評価
　配列番号21、配列番号23、配列番号25、及び配列番号27に記載の融合体の分子量を、実
施例１１に記載のように測定した。
【０２５５】
　配列番号21、配列番号23、配列番号25、及び配列番号27に記載の4つすべてのタンパク
質融合体の、C(S)分布から決定された主要な分子種の分子量は、それらの単量体型に相当
するものであって、すべてのタンパク質はF1からF5までの融合体と類似した沈降特性を示
す。
【０２５６】
実施例１５
配列番号21、配列番号23、配列番号25、及び配列番号27に記載のC.ディフィシルToxA-Tox
B融合体の二次構造及び三次構造の評価
　配列番号21、配列番号23、配列番号25、及び配列番号27に記載の融合体の二次構造及び
三次構造を、実施例５に記載の方法にしたがって評価した。これらの融合タンパク質に関
する遠紫外CDは図24で見られ、これらの融合体の近紫外スペクトルは図25に見いだすこと
ができる。
【０２５７】
　配列番号21、配列番号23、配列番号25、及び配列番号27に記載のタンパク質の近紫外、
及び遠紫外CDスペクトルの分析は、4つすべてが、F1からF5までの融合体と同じく高率の
βシート構造を有することを示す。それに加えて、近紫外スペクトルの観測は、F1からF5
までの融合体と比較して三次構造で芳香族アミノ酸の位置に有意な差がないことを示す。
【０２５８】
配列
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