
(57)【要約】
　本発明はブドウ球菌による鼻コロニー形成を阻止及び緩和するためのモノクローナル抗
体、及び前鼻孔におけるそれらの使用方法を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ブ ド ウ 球 菌 の 少 な く と も 1つ の 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 少 な く と も 1つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 及 び 粘 膜 付 着 性 担 体 を 含 む 組 成 物 で あ っ て ；
　 鼻 内 点 滴 に よ る 該 組 成 物 で の 患 者 の 処 置 の 結 果 、
　 a） 投 与 後 少 な く と も 12時 間 、 ブ ド ウ 球 菌 に よ る 鼻 の コ ロ ニ ー 形 成 を 生 じ な い か 、
　 b） 鼻 孔 内 の ブ ド ウ 球 菌 コ ロ ニ ー 数 の 認 識 可 能 な 減 少 を 生 じ な い か 、
　 c） 鼻 孔 か ら 採 取 さ れ る 陽 性 培 養 物 の 頻 度 の 認 識 可 能 な 減 少 を 生 じ な い か 、 又 は
　 d） ブ ド ウ 球 菌 感 染 の 頻 度 の 認 識 可 能 な 減 少 を 生 じ な い こ と を 特 徴 と す る 、 前 記 組 成 物
。
【 請 求 項 ２ 】
　 少 な く と も 1つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が マ イ ク ロ カ プ セ ル 封 入 さ れ て い る 、 請 求 項 １ に
記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 粘 膜 付 着 性 担 体 が キ ト サ ン を 含 む 、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 粘 膜 付 着 性 担 体 が ポ リ ス チ レ ン ス ル ホ ネ ー ト を 含 む 、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 粘 膜 付 着 性 担 体 が ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス を 含 む 、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 組 成
物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 少 な く と も 1つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が キ メ ラ 及 び ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら 選 択
さ れ る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 1項 に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 少 な く と も 1つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が ヒ ト の も の で あ る 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １
項 に 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 少 な く と も 1つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が キ メ ラ 及 び ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら 選 択
さ れ る 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か １ 項 に 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 少 な く と も 1つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が ヒ ト の も の で あ る 、 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か １
項 に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 少 な く と も 1つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が A110、 A110 Fc、 MAb-11-232.3、 MAb-11-248.2、
MAb-11-569.3、 A120、 及 び 99-110FC12 IE4か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か 1項
に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 少 な く と も 1つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が IgG、 IgA、 及 び IgMか ら 選 択 さ れ る ヒ ト 重 鎖 定 常
領 域 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ １ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 少 な く と も 1つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が IgG1ヒ ト 重 鎖 定 常 領 域 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ １ １
の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 少 な く と も 1つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 配 列 番 号 1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ １
２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 少 な く と も 1つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 修 飾 Fc部 分 を 含 み 、 該 修 飾 が Fc部 分 を 介 す る モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 非 特 異 的 結 合 を 減 少 さ せ る も の で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ３ の い ず れ か １
項 に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
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　 少 な く と も 1つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が Fab、 Fab’ 、 F(ab’ )2、 Fv、 SFv、 及 び scFv.か
ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ １ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 少 な く と も 1つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が ブ ド ウ 球 菌 表 面 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 、 請 求
項 １ ～ １ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 少 な く と も 1つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が LTAに 特 異 的 に 結 合 す る 、 請 求 項 １ ～ １ ６ の い ず
れ か １ 項 に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 少 な く と も 1つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が ペ プ チ ド グ リ カ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 、 請 求 項
１ ～ １ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 少 な く と も 1つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 病 原 性 抗 原 及 び 付 着 抗 原 か ら 選 択 さ れ る ブ ド ウ
球 菌 表 面 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 、 請 求 項 １ ～ １ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 非 同 一 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 多 数 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ １ ９ の い ず
れ か １ 項 に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 請 求 項 １ ～ ２ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 組 成 物 及 び 薬 学 的 に 許 容 し 得 る 担 体 を 含 む 、 医
薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 有 効 量 の 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 を 患 者 の 鼻 孔 に 点 滴 投 与 す る こ と を 特 徴 と す る
、 患 者 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 液 滴 、 ス プ レ ー 、 粉 末 、 エ ア ロ ゾ ル 、 ミ ス ト 、 ゲ ル 、 ロ ー シ ョ ン 、 ク リ ー ム 、 ペ ー ス ト
、 粒 子 、 又 は ペ レ ッ ト か ら 選 択 さ れ る 形 態 で 組 成 物 を 点 滴 投 与 す る 、 請 求 項 ２ ２ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 組 成 物 が 粘 膜 付 着 剤 を 含 む 、 請 求 項 ２ ２ 又 は ２ ３ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 組 成 物 が 、 分 子 、 ポ リ マ ー 、 及 び 粒 子 か ら 選 択 さ れ る 担 体 に 結 合 す る 、 多 数 の モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 分 子 を 含 む 、 請 求 項 ２ ２ ～ ２ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 組 成 物 が 、 該 少 な く と も 1つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 有 す る か 、 又 は 担 持 す る ミ ク ロ
ス フ ェ ア を 含 む 、 請 求 項 ２ ２ ～ ２ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 組 成 物 が 担 体 を 含 み 、 該 担 体 に 少 な く と も 1つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が マ イ ク ロ カ プ セ
ル 封 入 さ れ て い る 、 請 求 項 ２ ２ ～ ２ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 組 成 物 が 、 天 然 ポ リ マ ー 、 半 合 成 ポ リ マ ー 、 合 成 ポ リ マ ー 、 及 び リ ポ ソ ー ム か ら 選 択 さ
れ る 担 体 を 含 む 請 求 項 ２ ２ ～ ２ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 組 成 物 が 、 ポ リ ホ ス ホ エ ス テ ル 、 デ ン ド リ マ ー 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ （ 乳 酸
） 、 ポ リ ス チ レ ン ス ル ホ ネ ー ト 、 及 び ポ リ （ ラ ク チ ド コ グ リ コ リ ド ） 、 キ ト サ ン 、 ヒ ド ロ
キ シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス 、 タ ン パ ク 質 、 又 は 多 糖 か ら 選 択 さ れ る 担 体 を 含 む 、 請 求 項 ２ ２
～ ２ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 組 成 物 が キ ト サ ン を 含 む 、 請 求 項 ２ ２ ～ ２ ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 組 成 物 が ポ リ ス チ レ ン ス ル ホ ネ ー ト を 含 む 、 請 求 項 ２ ２ ～ ３ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の
方 法 。
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【 請 求 項 ３ ２ 】
　 組 成 物 が 該 少 な く と も 1つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 共 有 結 合 す る 多 糖 を 含 む 、 請 求 項 ２
２ ～ ３ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 少 な く と も 1つ の 抗 ブ ド ウ 球 菌 剤 の 点 滴 投 与 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ２ ２ ～ ３ ２ の い ず れ
か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 抗 ブ ド ウ 球 菌 剤 が リ ソ ス タ フ ィ ン 及 び ナ イ シ ン か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 有 効 量 の 請 求 項 ２ １ 記 載 の 医 薬 組 成 物 を 患 者 の 既 に コ ロ ニ ー 形 成 し た 上 皮 表 面 に 適 用 す
る こ と を 含 む 患 者 の 治 療 方 法 で あ っ て 、
　 該 治 療 の 結 果 、
　 a） 処 置 し た 上 皮 表 面 の ブ ド ウ 球 菌 コ ロ ニ ー 形 成 の 減 少 を 生 じ る か 、 又 は
　 b） ブ ド ウ 球 菌 感 染 の 頻 度 の 認 識 可 能 な 減 少 を 生 じ る こ と を 特 徴 と す る 、
前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 既 に コ ロ ニ ー 形 成 し た 上 皮 が 鼻 、 皮 膚 、 目 、 口 、 及 び 気 道 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ５
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 既 に コ ロ ニ ー 形 成 し た 上 皮 が 鼻 の 前 鼻 孔 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 願 は 2001年 12月 21日 出 願 の 米 国 仮 出 願 60／ 341,806（ 代 理 人 整 理 番 号 7787.6003） に 基
づ き 、 か つ そ の 利 益 を 主 張 す る 。 こ の 仮 出 願 の 開 示 全 体 を 信 頼 し 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に
組 み 入 れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 ブ ド ウ 球 菌 の 感 染 は 、 特 に 病 院 、 学 校 、 及 び 診 療 所 に お け る 、 罹 患 率 及 び 死 亡 率 の 大 き
な 原 因 で あ る 。 特 に 危 険 性 の 高 い 患 者 に は 、 乳 児 、 高 齢 者 、 免 疫 不 全 者 、 免 疫 抑 制 者 、 及
び 頻 繁 な 入 院 を 必 要 と す る 慢 性 疾 患 を 有 す る 者 が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 （ St
aphylococcus aureus） の 多 剤 耐 性 株 の 出 現 は そ の よ う な 感 染 の 適 時 の 阻 止 及 び 治 療 に 対
す る 関 心 及 び 必 要 性 を 増 大 さ せ る 。 実 際 、 "Overcoming Astionicro Oral Resistance"と
題 す る 近 年 の 世 界 保 健 機 構 （ World Health Organization） の 報 告 は 、 薬 剤 耐 性 の 増 加 レ
ベ ル は 、 最 近 10年 の 医 学 の 進 歩 を 侵 食 す る よ う に 脅 か し て い る と い う そ の 懸 念 を 詳 述 す る
。 生 じ た 問 題 の う ち に は 入 院 患 者 に お け る 感 染 が あ る 。 合 衆 国 の み に お い て 、 毎 年 約 14,0
00名 の 人 々 が 病 院 内 で 獲 得 さ れ た 薬 剤 耐 性 細 菌 、 い わ ゆ る 、 院 内 感 染 の 結 果 と し て 感 染 及
び 死 亡 し て い る 。 全 世 界 で は 、 院 内 感 染 の 60％ も が 薬 剤 耐 性 細 菌 に よ っ て 生 じ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 に よ っ て 生 じ る 感 染 に お い て 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 の 主 要 生 態 学 的 適 所 及 び
宝 庫 は ヒ ト 前 鼻 孔 で あ る と 思 わ れ る 。 ブ ド ウ 球 菌 の 鼻 内 輸 送 は 感 染 の 疫 学 及 び 病 因 に お い
て 重 要 な 役 割 を 果 た す （ 13、 22、 31、 48、 66、 69、 70、 72） 。 健 常 被 験 者 に お い て 、 こ れ
ら の 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 鼻 内 輸 送 の 3つ の パ タ ー ン は 経 時 的 に 区 別 す る こ と が で き る ： 約 20％
の 人 々 は 永 続 的 保 持 者 で あ り 、 約 60％ は 断 続 的 保 持 者 で あ り 、 か つ 約 20％ は 見 か け 上 は 黄
色 ブ ド ウ 球 菌 を 保 持 し た こ と が な い （ 31） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ブ ド ウ 球 菌 の 鼻 内 輸 送 は 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 に 感 染 す る 重 要 な 危 険 因 子 で あ る 。 最 も 危 険 性
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関 連 出 願 に 対 す る 相 互 参 照

序 論



の 高 い 患 者 は 、 集 中 治 療 室 （ ICU） に お い て 連 続 血 液 透 析 で 入 院 も し く は 外 来 手 術 を 受 け
て い る 者 、 HIV感 染 者 、 AIDS患 者 、 火 災 の 犠 牲 者 、 治 療 も し く は 疾 患 に よ っ て 自 然 免 疫 が
低 下 し て い る 人 々 、 慢 性 的 に 病 気 も し く は 衰 弱 し た 患 者 、 老 人 集 団 、 免 疫 系 が 未 成 熟 の 乳
児 、 及 び 血 管 内 装 置 を 有 す る 人 々 で あ る （ 13、 22、 24、 31、 32、 38、 48、 70、 72） 。 ICU
患 者 の 研 究 の 1つ （ 18） に お い て 、 入 院 時 に 752名 の 患 者 の う ち に の 166名 （ 22％ ） が 黄 色
ブ ド ウ 球 菌 鼻 保 菌 者 で あ る こ と が 見 出 さ れ た 。 ブ ド ウ 球 菌 感 染 を 発 症 す る 可 能 性 は 非 保 菌
者 に お け る も の よ り も こ れ ら の 患 者 に お い て 有 意 に 高 か っ た （ p＜ 0.0001、 相 対 危 険 性 59.
6） 。 そ の 後 の ブ ド ウ 球 菌 感 染 30症 例 の う ち 28症 例 に お い て 、 鼻 孔 に コ ロ ニ ー 形 成 す る 黄
色 ブ ド ウ 球 菌 株 と 感 染 か ら 単 離 さ れ た 株 と の 間 に 同 一 性 が 見 出 さ れ た 。 さ ら に よ り 顕 著 に
は 、 Mestら （ 42） は 、 ブ ド ウ 球 菌 の 鼻 保 菌 に つ い て 陰 性 で あ る 465名 の 患 者 の 群 に お い て
は 6例 の み が 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 感 染 者 （ 1.3％ ） で あ る の と 対 し 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 の 鼻 培 養 が
陽 性 で あ る ICUに 収 容 さ れ た 19名 の 患 者 の う ち 5名 （ 26％ ） が そ の 後 ブ ド ウ 球 菌 感 染 を 発 症
し た こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 Changら （ 12） は 、 肝 臓 移 植 ユ ニ ッ ト に 収 容 さ れ た 84名 の 肝 硬 変 患 者 を 研 究 し た 。 全 体
と し て 、 39名 （ 46％ ） が 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 の 鼻 保 菌 者 で あ り 、 非 保 菌 者 で は 4％ の み で あ る
こ と と 比 較 し て 、 こ れ ら の 患 者 の 23％ が そ の 後 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 感 染 を 発 症 し た 。 HIV患 者
の 研 究 （ 48） は 、 49％ （ 296名 の う ち の 114名 ） の 患 者 が 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 に つ い て 少 な く と
も 1つ の 陽 性 鼻 培 養 を 有 し て い た こ と を 示 し た 。 201名 の 患 者 の う ち の 34パ ー セ ン ト は 鼻 キ
ャ リ ア で あ る も の と 考 え ら れ 、 こ れ ら の う ち の 38％ が 持 続 性 保 菌 者 で あ り 、 62％ が 断 続 的
保 菌 者 で あ っ た 。 こ れ ら の 患 者 の う ち の 13に お い て 21例 の 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 感 染 の 発 症 が 生
じ た 。 分 子 株 タ イ ピ ン グ に よ り 、 7名 の 感 染 患 者 の う ち 6名 に つ い て 、 感 染 部 位 か ら 単 離 さ
れ た 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 の 株 が 既 に 鼻 孔 か ら 培 養 さ れ て い る も の と 同 じ で あ る こ と が 判 明 し た
。 鼻 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 保 菌 患 者 は 有 意 に 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 感 染 を 発 症 す る 傾 向 が 強 か っ た （ P
＝ 0.04； オ ッ ズ 比 、 3.6； 寄 与 危 険 度 、 0.44） 。 こ の 知 見 は 、 著 者 を し て 、 鼻 保 菌 が HIV患
者 に お け る 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 感 染 の 重 要 な 危 険 因 子 で あ る と 結 論 付 け さ せ た （ 48） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 上 に 論 じ ら れ る よ う に 、 抗 生 物 質 耐 性 は ブ ド ウ 球 菌 感 染 に お け る 主 な 問 題 で あ り 続 け 、
そ の 上 、 前 鼻 孔 が こ れ ら の 株 の 主 要 生 態 学 的 ニ ッ チ で あ る 。 メ チ シ リ ン 耐 性 黄 色 ブ ド ウ 球
菌 （ 「 MRSA」 ） は 十 分 に 文 書 化 さ れ た 公 衆 衛 生 の 問 題 で あ る 。 養 護 ホ ー ム に お い て 実 施 さ
れ た 研 究 の 1つ に お い て 、 滞 在 者 の 29％ が 鼻 孔 内 に 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 を 担 持 し 、 単 離 さ れ た
も の の う ち 31％ が MRSAで あ っ た （ 34） 。 別 の 術 後 腹 腔 内 感 染 の 研 究 に お い て は 、 MRSAが 術
後 腹 腔 内 感 染 に お け る 原 因 性 病 原 体 で あ り 得 、 こ れ が 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 に 関 連 し 得 る も の と
結 論 付 け ら れ た （ 22） 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 現 在 の 技 術 で は ブ ド ウ 球 菌 鼻 コ ロ ニ ー を 消 失 す る の に ム ピ ロ シ ン 軟 膏 が 用 い ら れ る 。 実
際 、 ム ピ ロ シ ン の よ う な 抗 生 物 質 は 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 の メ チ シ リ ン 感 受 性 及 び 耐 性 株 の 両 者
の 鼻 保 菌 の 根 絶 に お い て 鼻 内 抗 菌 剤 と し て 成 功 裏 に 用 い ら れ て い る （ 21、 32、 38、 62、 70
） 。 し か し な が ら 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 の ム ピ ロ シ ン 耐 性 株 が 多 く の 異 な る 地 理 学 的 領 域 に お
い て 出 現 し て い る （ 14、 17、 19、 37） 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 考 察 に 基 づ く と 、 黄 色 ブ ド
ウ 球 菌 及 び 他 の ブ ド ウ 球 菌 の 鼻 保 菌 を 阻 止 又 は 緩 和 す る 非 抗 生 物 質 処 置 に 対 す る 当 該 技 術
分 野 に お け る 必 要 性 が 存 在 す る 。 特 に は 、 哺 乳 動 物 の 鼻 孔 を 直 接 指 向 す る 処 置 に 対 す る 当
該 技 術 分 野 に お け る 必 要 性 が 存 在 す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 発 明 の さ ら な る 目 的 及 び 利 点 は 、 部 分 的 に は 以 下 の 説 明 に お い て 示 さ れ 、 部 分 的 に は
説 明 か ら 明 ら か で あ る か 、 又 は 本 発 明 の 実 施 に よ っ て 学 習 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 目
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的 及 び 利 点 は 添 付 の 請 求 の 範 囲 に お い て 特 に 指 摘 さ れ る 要 素 及 び 組 合 せ に よ っ て 実 現 又 は
達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 前 述 の 一 般 的 な 説 明 及 び 以 下 の 詳 細 な 説 明 の 両 者 が 例 示 的 及 び 説 明 的 の み の も の で あ り
、 請 求 さ れ る も の の よ う な 本 発 明 を 制 限 す る も の で は な い こ と は 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ 、 か つ そ の 一 部 を 構 成 す る 添 付 の 図 面 は 、 本 発 明 の 態 様 を 示 し 、
か つ こ の 説 明 と 共 に 本 発 明 の 本 質 を 説 明 す る 役 目 を 果 た す 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 ブ ド ウ 球 菌 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 を 阻 止 又 は 緩 和 す る 目 的 で の 、 ブ ド ウ 球 菌 感 染 の
合 併 症 の 危 険 性 が 特 に 高 い 者 へ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ MAb） の 投 与 に 関 す る 。 危 険 な 状
態 の 集 団 に は 、 非 常 に 若 い 者 、 非 常 に 高 齢 の 者 、 ブ ド ウ 球 菌 感 染 に 感 染 し や す く す る 様 々
な 状 態 の 患 者 、 又 は 退 院 前 の あ ら ゆ る 患 者 が 含 ま れ る 。 退 院 前 処 置 と し て の MAbの 使 用 は
院 内 獲 得 ブ ド ウ 球 菌 株 の 共 同 社 会 蔓 延 の 阻 害 に 役 立 つ 。 本 発 明 の Mabの 投 与 は 、 既 存 の ブ
ド ウ 球 菌 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 の 緩 和 及 び ブ ド ウ 球 菌 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 の 阻 止 を 含 む 複 数 の 有 益 な
効 果 を 有 し 得 る 。 本 発 明 の MAbは 、 包 括 的 感 染 制 御 プ ロ グ ラ ム の 一 部 と し て 、 集 団 に お け
る MRSA鼻 コ ロ ニ ー 形 成 の 、 し た が っ て 、 蔓 延 及 び そ の 後 の 疾 患 の 減 少 又 は 予 防 に 用 い る こ
と も で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 上 述 の よ う に 、 前 鼻 孔 は ブ ド ウ 球 菌 の 主 要 貯 蔵 所 で あ り 、 ブ ド ウ 球 菌 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 と
コ ロ ニ ー 形 成 さ れ た 個 体 に お け る そ の 後 の ブ ド ウ 球 菌 感 染 と の 間 に 強 い 相 関 が 示 さ れ て い
る 。 コ ロ ニ ー 形 成 さ れ た 者 の 近 く の 個 体 に 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 を 、 又 は ブ ド ウ 球 菌 感 染 さ え 、
広 め る こ と も 可 能 で あ る 。 本 発 明 は コ ロ ニ ー 形 成 さ れ た 個 体 に お け る ブ ド ウ 球 菌 鼻 コ ロ ニ
ー 形 成 を 阻 止 及 び ／ 又 は 緩 和 し 、 そ れ に よ り 、 処 置 さ れ た 個 体 に お け る そ の 後 の 感 染 の 機
会 を 減 少 さ せ る 。 本 発 明 は 、 全 身 に わ た る 上 皮 細 胞 の コ ロ ニ ー 形 成 の 阻 止 又 は 緩 和 に 用 い
る こ と も で き る 。 さ ら に 、 個 体 に お け る コ ロ ニ ー 形 成 の 減 少 は 一 般 集 団 に お け る ブ ド ウ 球
菌 感 染 の 頻 度 全 体 を 減 少 さ せ る 。 共 同 社 会 に お け る ブ ド ウ 球 菌 感 染 の 全 体 的 な 減 少 は 、 抗
生 物 質 耐 性 ブ ド ウ 球 菌 株 、 例 え ば 、 MRSAの 出 現 を 考 え る と 、 特 に 重 要 で あ る 。 鼻 コ ロ ニ ー
形 成 の 減 少 に よ る 新 た な ブ ド ウ 球 菌 感 染 数 の 減 少 は 、 次 に 、 一 般 集 団 内 に 新 規 耐 性 株 が 出
現 す る 割 合 を 低 下 さ せ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 前 鼻 孔 の 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 コ ロ ニ ー 形 成 の 緩 和 及 び ／ 又 は 阻 止 に 単 一 の MAb及
び MAbの 組 合 せ の 両 者 を 使 用 す る 方 法 を 含 む 。 本 発 明 の MAbに は 、 抗 リ ポ タ イ コ 酸 MAb、 抗
ペ プ チ ド グ リ カ ン MAb、 及 び 他 の ブ ド ウ 球 菌 抗 原 に 特 異 的 な MAb、 並 び に こ れ ら の MAbの 変
種 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 変 種 に は 、 同 一 の 抗 原 結 合 部 位 を 含 む が 修 飾 Fc領 域 を 含 む こ れ ら
の MAbの Fc突 然 変 異 体 が 含 ま れ る 。 本 発 明 は 、 上 に 列 挙 さ れ る も の を 含 む 、 ブ ド ウ 球 菌 抗
原 に 特 異 的 な キ メ ラ MAb、 及 び そ れ ら の 使 用 方 法 も 含 む 。 一 態 様 に お い て は 、 こ れ ら の MAb
を 正 常 な 、 又 は 鼻 に コ ロ ニ ー 形 成 さ れ た ヒ ト 被 験 者 又 は 他 の 哺 乳 動 物 の 鼻 孔 に 投 与 し 、 前
鼻 孔 の ブ ド ウ 球 菌 コ ロ ニ ー 形 成 を 阻 止 又 は 緩 和 す る 。 そ の よ う な 処 置 は コ ロ ニ ー 形 成 さ れ
た 個 体 に と っ て 有 益 で あ る だ け で は な く 、 一 般 集 団 に お け る ブ ド ウ 球 菌 貯 蔵 所 を も 減 少 さ
せ 、 し た が っ て 、 そ の 後 の ブ ド ウ 球 菌 感 染 を 減 少 さ せ 、 か つ 上 に 論 じ ら れ る 薬 剤 耐 性 黄 色
ブ ド ウ 球 菌 の 蔓 延 を 制 限 す る 。 し た が っ て 、 患 者 集 団 、 例 え ば 、 入 院 患 者 、 保 健 医 療 提 供
者 、 ブ タ 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 又 は 他 の 家 畜 動 物 （ herded animal） の 全 て 又 は 一 部 へ
の 投 与 は そ の 集 団 の 全 体 的 な 健 康 を 高 め る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 発 明 の 一 態 様 は 、 哺 乳 動 物 の 鼻 孔 に ブ ド ウ 球 菌 の 抗 原 に 対 す る MAbを 投 与 し て ブ ド ウ
球 菌 に よ る 鼻 孔 の コ ロ ニ ー 形 成 を 阻 止 又 は 緩 和 す る こ と に よ っ て ブ ド ウ 球 菌 感 染 を 治 療 す
る た め の 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て は 、 全 身 に わ た る 部 位 で の 上 皮 細 胞 へ
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の 付 着 、 そ れ ら の コ ロ ニ ー 形 成 、 又 は 感 染 を 阻 止 又 は 緩 和 す る の に 抗 － LTA MAbを 用 い る
こ と が で き る 。 こ れ ら の 部 位 に は 、 鼻 、 皮 膚 、 目 、 口 、 及 び 気 道 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の MA
bは 単 独 で 、 又 は 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 こ こ で 用 い ら れ る 場 合 、 完 全 長 抗 体 及 び そ れ ら の 一 部 を 含 む 。
抗 体 は 4本 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 、 2本 の 軽 鎖 及 び 2本 の 重 鎖 を 有 す る 。 各 々 の 鎖 は 2つ の 領 域 、
可 変 領 域 （ 抗 原 認 識 及 び 結 合 を 付 与 す る ） 及 び 定 常 領 域 （ 局 在 化 及 び 細 胞 相 互 作 用 に 関 与
す る ） に 分 割 さ れ る 。 抗 体 の 一 部 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 Fab、 Fab’ 、 F（ ab’
） 2 、 Fv、 SFv、 scFv（ 一 本 鎖 Fv） と い っ た 断 片 を 含 み 、 そ れ は 無 傷 の 抗 体 の タ ン パ ク 分 解
性 開 裂 、 例 え ば 、 パ パ イ ン も し く は ペ プ シ ン 開 裂 に よ っ て 産 生 さ れ る も の で あ っ て も 、 無
傷 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 の cDNAが 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 断 片 を 別 々 に 、 も し く は 同 じ ポ リ ペ プ チ ド の 一
部 と し て 産 生 す る よ う に 操 作 さ れ て い る 組 換 え 法 に よ っ て 産 生 さ れ る も の で あ っ て も よ い
。 本 発 明 の 一 態 様 に お い て は 、 抗 体 は 、 そ れ ら の 抗 体 が ブ ド ウ 球 菌 抗 原 と 結 合 す る よ う に
、 少 な く と も 1つ の 重 鎖 可 変 領 域 及 び 1つ の 軽 鎖 可 変 領 域 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の MAbは ヒ ト 及 び 非 ヒ ト 動 物 抗 体 に 相 当 す る 抗 体 配 列 、 及 び そ れ ら の ハ イ ブ リ ッ
ド を 包 含 す る 。 「 キ メ ラ 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 こ こ で 用 い ら れ る 場 合 、 別 の 分 子 、 例 え ば
、 ヒ ト 抗 体 か ら 誘 導 さ れ る 定 常 領 域 に 融 合 す る 、 動 物 抗 体 、 例 え ば 、 ラ ッ ト 又 は マ ウ ス 抗
体 か ら 誘 導 さ れ る 可 変 領 域 を 有 す る 抗 体 を 含 む 。 キ メ ラ 抗 体 の タ イ プ の 1つ 、 「 ヒ ト 化 抗
体 」 は 、 ヒ ト 可 変 領 域 の 既 知 配 列 と （ 可 能 な 限 り ） 一 致 す る よ う に （ 突 然 変 異 生 成 又 は CD
Rグ ラ フ ト 化 に よ っ て ） 改 変 さ れ た 可 変 領 域 を 有 し て い る 。 CDRグ ラ フ ト 化 は 、 所 望 の 特 異
性 を 有 す る 抗 体 か ら の CDRを ヒ ト 抗 体 の FRに グ ラ フ ト 化 し 、 そ れ に よ り 非 ヒ ト 配 列 の 多 く
を ヒ ト 配 列 で 置 換 す る こ と を 含 む 。 し た が っ て 、 ヒ ト 化 抗 体 は 公 知 ヒ ト 抗 体 の 配 列 と （ ア
ミ ノ 酸 配 列 に お い て ） よ り 緊 密 に 一 致 す る 。 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を ヒ ト 化 す る こ と
に よ り 、 ヒ ト 抗 マ ウ ス 抗 体 、 す な わ ち HAMAの 応 答 の 厳 格 性 が 低 下 す る 。 本 発 明 は 、 さ ら に
、 HAMA応 答 を 、 可 能 な 限 り 、 回 避 す る 完 全 長 ヒ ト 抗 体 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 キ メ ラ 及 び ヒ ト 化 抗 体 の 生 成 を 含 む 、 MAb肺 列 の 操 作 に 関 す る 指 針 は 、 一 般 に 、 Molecul
ar Cloning: A Laboratory Manualに 加 え て Current Protocols in Molecular Biology（ 5
8、 74)） に 記 載 さ れ て お り 、 本 発 明 の 配 列 の 操 作 に よ り 具 体 的 に 関 連 す る 指 針 は 、 Antibo
dy Engineering,、 及 び Antibodies: A Laboratory Manual（ 75、 76） に 見 出 す こ と が で き
、 こ れ ら の 全 て は 参 照 す る こ と に よ り 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は 「 修 飾 抗 体 」 を 含 み 、 こ れ は 、 こ こ で 用 い ら れ る 場 合 、 例 え ば 、 短 縮 又 は 修 飾
さ れ た 抗 体 エ ン コ ー デ ィ ン グ 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド を 含 む
。 そ の よ う な タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド は 本 発 明 の 抗 体 と 同 様 に 機 能 し 得 る 。 他 の 修 飾 、 例
え ば 、 ブ ド ウ 球 菌 に よ る 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 を 阻 止 又 は 緩 和 す る 能 力 を 含 む 、 エ フ ェ ク タ 機 能
を 強 化 し 得 る 他 の 配 列 の 付 加 も 本 発 明 の う ち に あ る 。 そ の よ う な 修 飾 に は 、 例 え ば 、 抗 体
の ア ミ ノ 酸 配 列 へ の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 抗 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 抗 体
ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 1つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 の 代 替 ア ミ ノ 酸 で の 置 換 、 及 び ア イ ソ タ イ プ 又
は ク ラ ス の 切 り 替 え が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 一 態 様 に お い て は 、 抗 体 を そ の Fc領 域 に お い て 細 菌 タ ン パ ク 質 へ の 結 合 を 防 止 す る よ う
に 修 飾 す る こ と が で き る 。 Fc領 域 は 、 通 常 、 免 疫 系 の ア ク セ サ リ ー 細 胞 の 結 合 部 位 を 提 供
す る 。 抗 体 が 細 菌 に 結 合 し 、 そ れ ら を 覆 う と き 、 こ れ ら の ア ク セ サ リ ー 細 胞 は 覆 わ れ た 細
菌 を 認 識 し 、 感 染 に 応 答 す る 。 ア ク セ サ リ ー 細 胞 が 結 合 す る 場 所 に 近 い Fc領 域 に 細 菌 タ ン
パ ク 質 が 結 合 す る 時 、 こ れ ら の 細 胞 の 正 常 な 機 能 が 阻 害 さ れ る 。 例 え ば 、 プ ロ テ イ ン A、
黄 色 ブ ド ウ 球 菌 の 細 胞 膜 内 に 見 出 さ れ る 細 菌 タ ン パ ク 質 は ア ク セ サ リ ー 細 胞 結 合 部 位 に 近
い IgGの Fc領 域 に 結 合 す る 。 そ の よ う に 行 う 上 で 、 プ ロ テ イ ン Aは こ れ ら の ア ク セ サ リ ー 細
胞 の 機 能 を 阻 害 し 、 し た が っ て 、 細 菌 の 消 失 が 妨 害 さ れ る 。 こ の 抗 菌 免 疫 応 答 の 妨 害 を 回
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避 す る た め 、 本 発 明 の 抗 体 の Fc部 分 を ア ク セ サ リ 細 胞 へ の 結 合 を 保 持 し な が ら プ ロ テ イ ン
Aの 非 特 異 的 結 合 を 防 止 す る よ う に 修 飾 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 抗 体 の こ れ ら の 様 々 な 形 態 に 照 ら し て 、 本 発 明 の 抗 体 に は 完 全 長 抗 体 、 そ れ ら の 断 片 、
キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 ヒ ト 抗 体 、 及 び 修 飾 抗 体 が 含 ま れ 、 他 に 指 示 さ れ な い 限 り 包 括
的 に 「 MAb」 と 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の MAbは 「 抗 原 」 に 結 合 し 、 こ れ は 、 こ こ で 用 い ら れ る 場 合 、 ポ リ ペ プ チ ド 配 列
、 非 タ ン パ ク 質 分 子 、 又 は 免 疫 系 が 認 識 す る こ と が で き る あ ら ゆ る 分 子 で あ る 。 抗 原 は 完
全 サ イ ズ の ブ ド ウ 球 菌 タ ン パ ク 質 も し く は 分 子 、 又 は そ れ ら の 断 片 で あ り 得 、 こ こ で 、 断
片 は 完 全 長 タ ン パ ク 質 未 満 を コ ー ド す る 組 換 え 体 cDNAか ら 産 生 さ れ る か 、 又 は 完 全 サ イ ズ
の 分 子 も し く は タ ン パ ク 質 か ら 誘 導 さ れ る 。 そ の よ う な 断 片 は 酵 素 プ ロ セ ス 、 例 え ば 、 タ
ン パ ク 分 解 又 は 加 水 分 解 に よ っ て 産 生 す る こ と が で き る 。 抗 原 は ブ ド ウ 球 菌 タ ン パ ク 質 の
エ ピ ト ー プ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 配 列 で あ っ て も よ く 、 そ の エ ピ ト ー プ は タ ン パ ク 質 の 直 線
ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と 連 続 し て い な く て も よ い 。 発 現 の た め 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の
手 順 に よ り 、 抗 原 を コ ー ド す る DNA配 列 を 同 定 し 、 単 離 し 、 ク ロ ー ン 化 し 、 か つ 原 核 も し
く は 真 核 細 胞 に 移 行 さ せ る こ と が で き る （ 57） 。 抗 原 は 合 成 で 生 成 さ れ た 巨 大 分 子 又 は 免
疫 応 答 を 誘 発 す る そ れ ら の 断 片 で あ っ て も よ い 。 抗 原 は ブ ド ウ 球 菌 タ ン パ ク 質 ア ミ ノ 酸 配
列 の 一 領 域 と 100％ 同 一 で あ っ て も よ く 、 又 は 少 な く と も 95％ 同 一 、 も し く は 少 な く と も 9
0％ 同 一 、 も し く は 少 な く と も 85％ 同 一 で あ っ て も よ い 。 抗 原 は 、 未 変 性 ブ ド ウ 球 菌 分 子
又 は タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 を 誘 発 す る こ と が 可 能 で あ る 限 り 、 ブ ド ウ 球 菌 分 子 又 は タ
ン パ ク 質 ア ミ ノ 酸 配 列 と の 同 一 性 が よ り 低 く て も よ い 。 表 面 抗 原 は 、 そ の 抗 原 が 無 傷 の 細
菌 全 体 の 配 置 に あ る と き 、 す な わ ち 、 そ の 抗 原 が 細 胞 質 の 内 部 に な い と き に 抗 体 に 接 近 可
能 な 抗 原 で あ る 。 病 原 性 抗 原 （ そ れ ら の う ち の 幾 つ か は 表 面 抗 原 で あ る ） は 宿 主 に お い て
疾 患 を 生 じ る 病 原 性 プ ロ セ ス に 関 与 す る 抗 原 で あ る 。 病 原 性 抗 原 に は 、 例 え ば 、 LTA、 ペ
プ チ ド グ リ カ ン 、 毒 素 、 海 馬 采 、 鞭 毛 、 及 び 接 着 抗 原 が 含 ま れ る 。 接 着 抗 原 は ブ ド ウ 球 菌
が 鼻 孔 の 表 面 に 接 着 す る 能 力 に 介 在 す る 。 抗 原 は ブ ド ウ 球 菌 の 非 タ ン パ ク 性 成 分 、 例 え ば
、 炭 水 化 物 又 は 脂 質 で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 ペ プ チ ド グ リ カ ン 及 び リ ポ タ イ コ 酸 は ブ ド
ウ 球 菌 の 細 胞 壁 に 見 出 さ れ る 2つ の 非 タ ン パ ク 性 抗 原 で あ る 。 抗 原 に は 、 そ れ ら が 免 疫 応
答 を 誘 発 す る 限 り 、 非 タ ン パ ク 性 分 子 の 断 片 が 含 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 「 エ ピ ト ー プ 」 と い う 用 語 は 、 こ こ で 用 い ら れ る 場 合 、 抗 体 が 結 合 す る ブ ド ウ 球 菌 抗 原
の 領 域 を 指 す 。 エ ピ ト ー プ は 直 線 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 又 は 細 胞 表 面 巨 大 分 子 内 で 連 続 し て い て
も よ く 、 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 も し く は 非 タ ン パ ク 性 分 子 の 断 片 の 2つ 以 上 の 非 隣 接 領 域 を 含
ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 抗 体 は 、 そ の 抗 体 が ELISAア ッ セ イ に よ る シ グ ナ ル を 背 景 シ グ ナ ル の 少 な く と も 2倍 、 少
な く と も 3倍 、 少 な く と も 5倍 、 又 は 少 な く と も 10倍 高 く 示 す 場 合 、 抗 原 又 は エ ピ ト ー プ に
結 合 、 又 は 特 異 的 に 結 合 す る と 言 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 場 合 、 「 処 置 」 は 既 存 の コ ロ ニ ー 形 成 の あ ら ゆ る 認 識 可 能 な 、 医 学 的
に 有 意 義 の 、 又 は 統 計 的 に 有 意 の 減 少 、 改 善 、 緩 和 、 又 は 根 絶 に 加 え て 、 将 来 的 な コ ロ ニ
ー 形 成 に 対 す る 阻 止 又 は 予 防 を 包 含 す る 。 「 医 学 的 に 有 意 義 の 」 処 置 は 、 患 者 の 状 態 を 改
善 し ； 患 者 の 予 後 を 改 善 し ； 患 者 の 罹 患 も し く は 死 亡 数 を 低 下 さ せ ； 又 は 患 者 集 団 の う ち
で 、 こ こ で 取 り 組 ん で い る 細 菌 感 染 か ら の 罹 患 の 発 生 率 も し く は 死 亡 率 を 低 下 さ せ る あ ら
ゆ る 処 置 を 包 含 す る 。 「 統 計 的 に 有 意 な 」 結 果 の 具 体 的 な 決 定 又 は 同 定 は 用 い ら れ る 統 計
的 検 定 に 依 存 す る 。 当 業 者 の あ る 者 は 用 い ら れ る あ ら ゆ る 統 計 的 検 定 の 文 脈 に お い て 、 そ
の 試 験 自 体 の パ ラ メ ー タ に よ っ て 決 定 さ れ た 統 計 的 に 有 意 の 結 果 を 容 易 に 認 識 す る こ と が
で き る 。 こ れ ら の 公 知 統 計 的 検 定 の 例 に は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 X 2 検 定
（ カ イ 二 乗 検 定 ） 、 ス チ ュ ー デ ン ト t検 定 、 F検 定 、 M検 定 、 フ ィ ッ シ ャ ー 正 確 検 定 、 二 項
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正 確 検 定 、 ポ ア ソ ン 正 確 検 定 、 分 散 の 一 元 も し く は 二 元 反 復 測 定 分 析 、 及 び 相 関 効 率 の 算
出 （ Pearson及 び Spearman） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の MAbは 、 そ の MAbが ブ ド ウ 球 菌 に 曝 さ れ る 前 、 そ れ と 同 時 、 又 は そ れ 以 後 に 投 与
さ れ る と き 、 そ の 曝 露 が ブ ド ウ 球 菌 の 意 図 的 な 点 滴 投 与 の 結 果 で あ ろ う と 一 般 的 な 曝 露 の
結 果 で あ ろ う と 、 ヒ ト 又 は 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 の 鼻 腔 内 の コ ロ ニ ー 数 を 減 少 さ せ る こ と が で き
る 場 合 、 ブ ド ウ 球 菌 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 を 「 緩 和 す る 」 と 言 わ れ る 。 例 え ば 、 MAbは 、 鼻 組 織
の 試 料 か ら 成 長 さ せ る こ と が で き る 細 菌 コ ロ ニ ー の 数 が そ の MAbの 投 与 の 後 に 減 少 す る 場
合 、 コ ロ ニ ー 形 成 を 緩 和 す る も の と 考 え ら れ る 。 MAbは 、 こ こ に 記 載 さ れ る 鼻 コ ロ ニ ー 形
成 ア ッ セ イ に お け る よ う に 、 コ ロ ニ ー の 数 を 少 な く と も 25％ 、 少 な く と も 50％ 、 少 な く と
も 60％ 、 少 な く と も 75％ 、 少 な く と も 80％ 、 少 な く と も 90％ 、 又 は 少 な く と も 100%減 少 さ
せ る と き 、 コ ロ ニ ー 形 成 を 緩 和 す る 。 100％ の 緩 和 を 示 す 別 な 用 語 は 「 根 絶 （ eradication
） 」 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 MAbは 、 鼻 孔 へ の 意 図 的 な 点 滴 投 与 に よ る も の で あ ろ う と 他 の 方 法 に よ る も の で あ ろ う
と 、 そ の MAbが ブ ド ウ 球 菌 に 曝 露 さ れ る 以 前 、 又 は そ れ と 同 時 に 投 与 さ れ る と き 、 哺 乳 動
物 の 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 を 防 止 す る こ と が で き る 場 合 、 ブ ド ウ 球 菌 コ ロ ニ ー 形 成 を 「 阻 止 す る
」 と 言 わ れ る 。 MAbは 、 こ こ に 記 載 さ れ る 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 ア ッ セ イ に お け る よ う に 、 対 照
哺 乳 動 物 と 比 較 し て 本 発 明 の MAbで 試 験 さ れ る 哺 乳 動 物 か ら 採 取 さ れ る 鼻 組 織 の 試 料 又 は
鼻 ス ワ ブ か ら 長 期 間 、 例 え ば 、 12時 間 以 上 、 18時 間 以 上 、 又 は 24時 間 以 上 ブ ド ウ 球 菌 コ ロ
ニ ー が 成 長 で き な い 場 合 、 コ ロ ニ ー 形 成 を 阻 止 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 臨 床 又 は 獣 医 学 の 環 境 に お い て 、 患 者 に お け る 鼻 ブ ド ウ 球 菌 コ ロ ニ ー 形 成 の 有 無 は 適 切
な 細 菌 培 地 で 鼻 ス ワ ブ を 培 養 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ 、 し ば し ば 濃 縮 工 程 を 含 む 。 こ れ
ら の 培 養 物 を ブ ド ウ 球 菌 コ ロ ニ ー の 有 無 に つ い て 採 点 す る 。 こ の タ イ プ の 定 性 ア ッ セ イ 系
に お い て は 、 ブ ド ウ 球 菌 コ ロ ニ ー 形 成 の 阻 止 と 緩 和 と を 区 別 す る こ と が 困 難 で あ り 得 る 。
し た が っ て 、 定 量 ア ッ セ イ 、 例 え ば 鼻 ス ワ ブ 、 の 目 的 で 、 処 置 試 験 の 時 点 で 鼻 コ ロ ニ ー 形
成 に つ い て 陰 性 で あ る 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 の 危 険 性 が 高 い 患 者 が 長 期 間 、 例 え ば 、 12時 間 以 上
又 は 24時 間 以 上 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 に つ い て 陰 性 の ま ま で あ る 場 合 、 MAbは コ ロ ニ ー 形 成 を 「
阻 止 す る 」 。 患 者 か ら 採 取 さ れ る 陽 性 培 養 物 の 頻 度 に 認 識 可 能 な 減 少 を 生 じ る か 、 又 は 本
発 明 の MAbを 投 与 す る 以 前 に ブ ド ウ 球 菌 に つ い て 既 に 陽 性 で あ る 患 者 か ら 鼻 腔 を 拭 う こ と
に よ っ て 回 収 さ れ る 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 の 数 を 有 意 に 低 下 さ せ る 場 合 、 MAbは 患 者 に お け る ブ
ド ウ 球 菌 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 を 「 緩 和 す る 」 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 院 内 感 染 を 含 む 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 感 染 の 頻 度 を 低 下 さ せ る こ と で あ る た め
、 有 効 量 の 点 滴 投 与 に は ブ ド ウ 球 菌 感 染 、 例 え ば 、 全 身 感 染 又 は 外 傷 も し く は 手 術 部 位 で
の 感 染 の 可 能 性 に お け る 認 識 可 能 な 、 医 学 的 に 有 意 義 の 、 又 は 統 計 的 に 有 意 の 減 少 を 示 す
の に 十 分 な も の が 含 ま れ る 。 そ の よ う な 実 証 に は 、 例 え ば 、 動 物 研 究 又 は 、 未 熟 な 乳 児 、
入 院 も し く は 外 来 手 術 を 受 け て い る 者 、 火 災 の 犠 牲 者 、 留 置 カ テ ー テ ル 、 ス テ ン ト 、 関 節
置 換 等 を 受 け て い る 患 者 、 高 齢 患 者 、 及 び 免 疫 系 が 遺 伝 的 、 化 学 的 又 は ウ イ ル ス 的 に 抑 制
さ れ て い る 者 を 含 む 、 危 険 性 の 高 い 患 者 の 臨 床 試 験 が 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の MAbは ブ ド ウ 球 菌 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 を 阻 止 及 び ／ 又 は 緩 和 す る た め
に 投 与 す る 。 「 有 効 量 」 の MAbの 投 与 （ 点 滴 投 与 ） は ： １ ） 投 与 後 少 な く と も 12時 間 、 ブ
ド ウ 球 菌 に よ る 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 が な い こ と 、 2） 鼻 孔 内 の ブ ド ウ 球 菌 の 数 の 認 識 可 能 な 、
医 学 的 に 有 意 義 な 、 も し く は 統 計 的 に 有 意 の 減 少 、 又 は 3） 鼻 孔 か ら 採 取 さ れ る 陽 性 培 養
物 の 頻 度 の 認 識 可 能 な 、 医 学 的 に 有 意 義 な 、 も し く は 統 計 的 に 有 意 の 減 少 、 又 は 4） ブ ド
ウ 球 菌 感 染 の 頻 度 の 認 識 可 能 な 、 医 学 的 に 有 意 義 な 、 も し く は 統 計 的 に 有 意 の 減 少 の い ず
れ か を 示 す 哺 乳 動 物 を 生 じ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
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　 「 点 滴 投 与 （ instillation） 」 は 、 有 効 量 の MAbを 哺 乳 動 物 の 鼻 孔 に 提 供 す る こ と が 可
能 な あ ら ゆ る 送 達 系 を 包 含 す る 。 代 表 的 か つ 非 限 定 的 な 形 式 に は 、 液 滴 、 ス プ レ ー 、 粉 末
、 エ ア ロ ゾ ル 、 ミ ス ト 、 カ テ ー テ ル 、 チ ュ ー ブ 、 シ リ ン ジ 、 ク リ ー ム 用 塗 布 具 （ applicat
or） 粒 子 、 ペ レ ッ ト 等 が 含 ま れ る 。 1種 類 以 上 の 本 発 明 の MAbを 含 有 す る 組 成 物 を 含 む キ ッ
ト で あ っ て 、 そ の 組 成 物 に 適 切 な 送 達 装 置 も し く は 塗 布 具 、 例 え ば ： カ テ ー テ ル 、 チ ュ ー
プ 、 噴 霧 器 、 シ リ ン ジ 、 ア ト マ イ ザ ー 、 又 は ク リ ー ム 、 粒 子 、 ペ レ ッ ト 、 粉 末 、 液 体 、 ゲ
ル 等 の た め の 他 の 塗 布 具 を 含 む キ ッ ト も 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 は 様 々 な 鼻 送 達 ビ ヒ ク ル 及 び ／ 又 は 担 体 を 用 い て 実 施 す る こ と が で き る 。 そ の よ
う な ビ ヒ ク ル は 鼻 腔 内 へ の 点 滴 投 与 後 の 鼻 腔 内 の MAbの 半 減 期 を 増 加 さ せ る 。 こ れ ら の 担
体 は 天 然 ポ リ マ ー 、 半 合 成 ポ リ マ ー 、 合 成 ポ リ マ ー 、 リ ポ ソ ー ム 、 及 び 半 固 形 剤 形 を 包 含
す る （ 41、 44、 45、 55、 56、 61、 63、 64） 。 天 然 ポ リ マ ー に は 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 及 び
多 糖 が 含 ま れ る 。 半 合 成 ポ リ マ ー は 修 飾 天 然 ポ リ マ ー 、 例 え ば 、 キ ト サ ン で あ り 、 こ れ は
天 然 多 糖 、 キ チ ン の 脱 ア セ チ ル 化 形 態 で あ る 。 合 成 ポ リ マ ー に は 、 例 え ば 、 デ ン ド リ マ ー
、 ポ リ ホ ス ホ エ ス テ ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ （ 乳 酸 ） 、 ポ リ ス チ レ ン ス ル ホ ネ
ー ト （ PSSA） 、 及 び ポ リ （ ラ ク チ ド コ グ リ コ リ ド ） が 含 ま れ る 。 半 固 形 剤 形 に は 、 例 え ば
、 ク リ ー ム 、 軟 膏 、 ゲ ル 、 及 び ロ ー シ ョ ン が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 担 体 は MAbの マ イ ク ロ カ
プ セ ル 封 入 に 用 い る こ と も 、 MAbに 共 有 結 合 さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 の MAbは 担 体 粒 子 を 含 む か 、 又 は そ れ に 共 有 的 も し く は 非 共 有
的 に 結 合 し 、 こ れ は 鼻 孔 に 適 用 す る た め に 粉 末 、 ス プ レ ー 、 エ ア ロ ゾ ル 、 ク リ ー ム 、 ゲ ル
等 と し て 処 方 さ れ て い て も よ い 。 一 態 様 に お い て は 、 こ れ ら の MAbは 、 粘 膜 接 着 剤 を 含 ん
で い て も よ い 可 溶 性 フ ィ ル ム 中 の 担 体 粒 子 コ ア に コ ー テ ィ ン グ さ れ る 。 担 体 粒 子 コ ア は 不
活 性 で あ っ て も 可 溶 性 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 は MAbを 薬 学 的 に 許 容 し 得 る 担 体 と 共 に 含 有 す る 医 薬 組 成 物 を も 開 示 し 、 こ れ は
、 例 え ば 、 粉 末 、 ク リ ー ム 、 又 は 液 体 で あ り 得 る 。 薬 学 的 に 許 容 し 得 る 担 体 に は 、 無 菌 の
液 体 、 例 え ば 、 水 、 石 油 、 動 物 油 、 植 物 油 、 ラ ッ カ セ イ 油 、 大 豆 油 、 鉱 油 、 ゴ マ 油 等 を 含
む 油 が 含 ま れ る 。 適 切 な 医 薬 担 体 は Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th Editio
n（ 56） （ こ れ は 参 照 と し て 組 み 入 れ る ） に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て は 、 MAbを 、 そ れ ら の 投 与 に 先 立 ち 、 ポ リ マ ー 、 例 え ば 多 糖 、 又
は 抗 体 に 共 有 結 合 す る あ ら ゆ る 担 体 に 結 合 さ せ る 。 こ の 結 合 は 抗 体 価 を 高 め 、 そ れ に よ り
抗 体 の 有 効 性 を 高 め る の に 役 立 つ 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 呼 吸 器 ウ イ ル ス 感 染 患 者 、 移 植 患 者 、 HIV感 染 患 者 、 火 傷 患 者 、
血 管 内 装 置 を 有 す る 患 者 、 及 び 二 次 感 染 に か か り や す い よ う な 他 の 患 者 に お い て 、 MAb及
び 上 記 調 製 品 を 投 与 す る こ と に よ っ て 二 次 ブ ド ウ 球 菌 感 染 を 阻 止 又 は 緩 和 す る 方 法 で あ る
。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 様 々 な 莢 膜 型 の い ず れ を も 含 む ブ ド ウ 球 菌 の あ ら ゆ る 臨 床 的 単 離 体 に
加 え て 、 メ チ シ リ ン 、 バ ン コ マ イ シ ン 、 ム ピ ロ シ ン 及 び 他 の 抗 生 物 質 に 耐 性 で あ る 株 に よ
る 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 の 阻 止 又 は 緩 和 を も 含 む 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 健 康 管 理 環 境 か ら 解 放 さ
れ た 人 々 、 ブ ド ウ 球 菌 の 抗 生 物 質 耐 性 株 の 主 要 保 菌 者 に お け る 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 を 阻 止 す る
こ と に よ り 、 共 同 社 会 へ の ブ ド ウ 球 菌 の 抗 生 物 質 耐 性 株 の 蔓 延 を 阻 害 す る さ ら な る 利 点 を
有 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 微 生 物 付 着 に お い て 役 割 を 果 た す 抗 原 が MAbが 指 向 す る ブ ド ウ 球 菌 抗 原 の う ち に あ る 。
宿 主 組 織 へ の 微 生 物 付 着 は 多 く の 病 原 体 に よ る コ ロ ニ ー 形 成 に お い て 重 要 な 早 期 工 程 で あ
る 。 微 生 物 が 宿 主 の 非 特 異 的 機 械 的 防 御 を 貫 入 し た 後 、 そ れ ら は 幾 つ か の 異 な る リ ガ ン ド
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を 用 い て 宿 主 の 様 々 な 表 面 受 容 体 に 結 合 す る 。 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 の 幾 つ か の 表 面 分 子 が 細 菌
の 細 胞 へ の 初 期 付 着 に お い て 潜 在 的 に 役 割 を 果 た す こ と が 同 定 さ れ て い る ； こ れ ら に は 、
タ イ コ 酸 、 リ ポ タ イ コ 酸 （ 1、 2、 7、 10、 15、 16、 65、 68） 、 プ ロ テ イ ン A（ 23） 、 フ ィ ブ
ロ ネ ク チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 （ 43、 53） 、 コ ラ ー ゲ ン 結 合 タ ン パ ク 質 （ 23） 、 及 び フ ィ ブ リ
ノ ー ゲ ン 結 合 タ ン パ ク 質 （ 27、 40） が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 付 着 因 子 は 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 が 鼻
粘 膜 細 胞 （ 3、 28、 58） 、 傷 つ け ら れ た 、 も し く は 破 損 し た 皮 膚 （ 5、 50、 51） 、 及 び 内 皮
細 胞 （ 26、 60） に 結 合 し 、 そ れ に よ り 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 又 は 他 の 感 染 を 開 始 す る の に 介 在 し
得 る 。 こ れ ら の 因 子 の そ れ ら の 特 異 的 受 容 体 へ の 結 合 を 研 究 す る た め 様 々 な モ デ ル 系 が 開
発 さ れ て い る （ 5、 28、 30、 57） 。 こ れ ら の 因 子 ／ 受 容 体 相 互 作 用 の 妨 害 は 、 し ば し ば 、
様 々 な 組 織 へ の ブ ド ウ 球 菌 付 着 の 阻 止 を 生 じ る 。 本 発 明 は 前 鼻 孔 内 で の 付 着 に お い て 役 割
を 果 た す ブ ド ウ 球 菌 抗 原 に 対 す る MAbを 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 加 え て 、 本 発 明 の MAbを 結 合 す る 抗 原 は 病 原 性 に お い て 役 割 を 果 た す こ と が あ る 。 例 え
ば 、 ペ プ チ ド グ リ カ ン 及 び LTAは 協 同 し て 全 身 性 シ ョ ッ ク を 生 じ 得 る 。 本 発 明 の MAbを 結 合
す る 抗 原 は 細 菌 の 生 存 に お い て 役 割 を 果 た す こ と も あ る 。 例 え ば 、 ペ プ チ ド グ リ カ ン 分 子
の 変 更 は 抗 生 物 質 耐 性 を 付 与 し 得 る 。 リ ポ タ イ コ 酸 も 二 価 カ チ オ ン の 補 充 に 関 与 し 、 こ れ
も 生 存 を 強 化 す る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の MAbは 前 鼻 孔 に お け る ブ ド ウ 球 菌 の 病 原 性 及 び
／ 又 は 生 存 を 低 下 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 抗 体 は ブ ド ウ 球 菌 の 全 身 感 染 の 排 除 に お い て 非 常 に 有 効 で あ る （ 我 々 の デ ー タ （ 示 さ れ
ず ） 、 及 び 9、 52、 54） 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 研 究 は 、 抗 体 ベ ー ス の ア プ ロ ー チ が フ ィ ブ
リ ノ ー ゲ ン へ の ブ ド ウ 球 菌 の 付 着 の 排 除 に 有 効 で あ り 得 る こ と を 示 し て る （ 51） 。 フ ィ ブ
ロ ネ ク チ ン へ の 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 の 付 着 は 、 ヒ ト 血 漿 か ら 精 製 さ れ た 抗 ブ ド ウ 球 菌 免 疫 グ ロ
ブ リ ン G（ IgG） 抗 体 に よ っ て ア ン タ ゴ ナ イ ズ さ れ た （ 67） 。 付 着 の 阻 止 は 用 い ら れ る ブ ド
ウ 球 菌 単 離 体 へ の IgG結 合 の 程 度 に 直 接 関 連 付 け ら れ た 。 さ ら に 最 近 、 ブ ド ウ 球 菌 の フ ィ
ブ ロ ネ ク チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 （ 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 付 着 の 1つ ） に 対 す る ラ ッ ト 抗 体 が 固 定 化
フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン へ の 放 射 標 識 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 の 付 着 を 減 少 さ せ た （ 59） 。 重 要 な こ と に
は 、 付 着 を 阻 止 し た 抗 体 は オ プ ソ ニ ン 作 用 を 誘 導 す る そ れ ら の 能 力 も 維 持 し て い た （ 59）
。 ウ シ 乳 腺 に 由 来 す る 始 原 上 皮 細 胞 を 用 い る 別 の 研 究 に お い て は 、 全 細 胞 ブ ド ウ 球 菌 ワ ク
チ ン で 免 役 し た ウ シ か ら 採 取 し た 血 清 が 上 皮 細 胞 へ の ブ ド ウ 球 菌 の 結 合 を 阻 害 し た （ 49）
。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 し た が っ て 、 血 清 又 は 血 漿 か ら 抽 出 さ れ た 幾 つ か の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ブ ド ウ 球 菌 の
付 着 及 び コ ロ ニ ー 形 成 を 阻 止 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 を
阻 止 す る 抗 ブ ド ウ 球 菌 MAbは こ れ ま で 記 載 さ れ た こ と は な い 。 既 知 特 異 性 を 有 す る MAbは 変
化 す る 効 力 及 び 血 液 担 持 病 原 体 の 問 題 を 回 避 し 、 特 定 の ブ ド ウ 球 菌 標 的 を 指 向 さ せ て 交 差
反 応 性 の 危 険 性 を 低 下 さ せ る こ と が で き る 。 加 え て 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と は 異 な り 、 MA
bは 標 準 分 子 生 物 学 技 術 に よ っ て 様 々 な Fcタ ン パ ク 質 又 は 修 飾 Fcタ ン パ ク 質 を 提 示 す る よ
う に 修 飾 す る こ と が で き る 。 こ の タ イ プ の 修 飾 は 特 定 の 病 原 体 に 対 す る 抗 体 の 有 効 性 に と
っ て 非 常 に 重 要 な も の で あ り 得 る 。 例 え ば 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 が 体 液 性 免 疫 応 答 を 逃 れ る 機
構 の 一 部 は 抗 体 の Fc部 分 に 結 合 す る プ ロ テ イ ン Aの 能 力 で あ る 。 こ の 結 合 相 互 作 用 は 細 菌
の 消 失 に 介 在 す る 抗 体 の 能 力 を 低 下 さ せ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 加 え て 、 IgG抗 体 の ア イ ソ タ イ プ は 体 内 で の 抗 体 の 局 在 化 及 び 身 体 の 様 々 な 免 疫 調 節 細
胞 、 例 え ば 、 T細 胞 、 樹 状 細 胞 、 及 び マ ク ロ フ ァ ー ジ と の そ の 相 互 作 用 に 対 す る 顕 著 な 効
果 を 有 す る こ と が あ る 。 修 飾 組 換 え 抗 体 は 、 同 じ 結 合 活 性 を 有 し な が ら 体 内 で 異 な る 機 能
性 を 有 す る 抗 体 を 創 出 で き る と い う 利 点 を 有 す る 。 こ の 修 飾 は 、 例 え ば 、 可 変 領 域 を 代 替
IgG定 常 領 域 と 融 合 さ せ 、 し た が っ て 、 抗 体 の ア イ ソ タ イ プ を 変 化 さ せ る こ と に よ っ て 達
成 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
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　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 ブ ド ウ 球 菌 抗 体 の 使 用 は 様 々 な 細 菌 抗 原 に 結 合 す る 様 々 な 特 異 的 MAb
の 提 示 を 可 能 に す る 。 し た が っ て 、 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 に よ る コ ロ
ニ ー 形 成 を 緩 和 又 は 阻 止 し 、 最 終 的 に は 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 の 鼻 保 菌 を 減 少 さ せ る た め の 方 法
で あ っ て 、 こ れ ら の MAbの 1種 類 以 上 を 哺 乳 動 物 の 鼻 孔 に 直 接 点 滴 投 与 す る こ と に よ る 方 法
を 提 供 す る 。 抗 生 物 質 に 対 す る 耐 性 を 発 生 す る た め 、 こ の ア プ ロ ー チ は ブ ド ウ 球 菌 の 長 期
及 び 短 期 管 理 の 両 者 に お い て 最 も 有 効 で あ る こ と を 立 証 す る こ と が で き る 。 外 来 環 境 又 は
院 内 環 境 の 両 者 に お い て 鼻 粘 膜 へ の 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 の 付 着 を 確 実 に 阻 害 す る こ と が で き る
処 置 か ら 、 生 じ る 費 用 節 減 は 院 内 感 染 を 緩 和 又 は 阻 止 す る こ と 及 び 共 同 社 会 へ の 抗 生 物 質
耐 性 微 生 物 の 蔓 延 を 減 少 さ せ る こ と の 両 者 に よ り 著 し い も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 一 部 と し て 、 抗 ブ ド ウ 球 菌 MAbが 我 々 の 研 究 室 で 開 発 さ れ 、 か つ キ メ ラ 化 さ れ
て い る 。 具 体 的 に は 、 実 施 例 1及 び 2に 示 さ れ 、 か つ 連 続 番 号 09／ 097,055（ 参 照 す る こ と
に よ り 明 確 に 組 み 込 ま れ る ） に 記 載 さ れ る よ う に 、 キ メ ラ 抗 ブ ド ウ 球 菌 リ ポ タ イ コ 酸 （ 「
LTA」 ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ A110） が 既 に 評 価 さ れ て い る 。 リ ポ タ イ コ 酸 MAbは 、 上 皮 細
胞 へ の ブ ド ウ 球 菌 の 初 期 付 着 に お け る リ ポ タ イ コ 酸 の 役 割 を 示 唆 す る 報 告 （ 1、 2、 10、 15
、 16、 65） に 基 づ い て 評 価 さ れ た 。 多 く の 研 究 は 、 LTAに よ る 細 菌 の 結 合 が 真 核 細 胞 へ の
多 く の グ ラ ム 陽 性 菌 の 付 着 の 介 入 に お け る 第 1工 程 で あ り 得 る こ と を 示 し て い る （ 1、 6、 1
1、 25、 46、 65） 。 LTAに 対 す る 抗 体 は フ ィ ブ リ ン 血 小 板 凝 血 塊 へ の ブ ド ウ 球 菌 の 付 着 を 阻
止 す る こ と が で き る （ 15） 。 Yokoyamaら （ 71） は 、 ヒ ト 血 清 中 に 存 在 す る 黄 色 ブ ド ウ 球 菌
LTAに 対 す る 抗 体 が 粘 膜 で の コ ロ ニ ー 形 成 を 阻 止 し 得 る こ と を 示 唆 し た 。 Yokoyamaの 研 究
は 、 ブ ド ウ 球 菌 に 自 然 に 曝 露 さ れ て い る 患 者 に お い て 産 生 さ れ る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 ブ ド ウ
球 菌 抗 体 の 役 割 に 取 り 組 ん で い た 。 Yokoyamaは こ こ で 説 明 さ れ る よ う に 産 生 さ れ た MAbを
用 い る こ と も 、 鼻 腔 内 適 用 に MAbを 用 い る 方 法 を 開 示 す る こ と も し な か っ た 。 背 景 と し て
の こ れ ら の 研 究 及 び 我 々 が 産 生 さ せ た 抗 ブ ド ウ 球 菌 MAbを 用 い て 、 本 発 明 は 、 さ ら に 、 前
鼻 孔 内 で の 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 の コ ロ ニ ー 形 成 の 緩 和 又 は 阻 止 に お い て 有 効 で あ る 単 一 の MAb
又 は MAbの 組 合 せ を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 の MAbは ヒ ト の 鼻 孔 内 に 滴 下 す る 。 抗 体 の 鼻 腔 内 投 与 は 幾 つ か
の 状 態 の 処 置 に お い て 有 効 で あ る も の と し て 文 献 内 で 報 告 さ れ て い る 。 IgA対 IgG MAbの 効
力 の 比 較 に お い て 、 Mazanecら は 、 抗 セ ン ダ イ ウ イ ル ス 抗 体 の 鼻 腔 内 適 用 が ウ イ ル ス で の
鼻 腔 内 抗 原 投 与 に 対 す る 有 意 の 防 御 を 付 与 し 、 こ れ ら 2種 類 の ア イ ソ タ イ プ の 効 力 が 等 価
で あ る こ と を 示 し た （ 39） 。 ヒ ト ボ ラ ン テ ィ ア の 歯 へ の 抗 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ミ ュ ー タ
ン ス （ Streptococcus mutans） 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 局 所 適 用 は 常 在 性 S． ミ ュ ー
タ ン ス の 再 コ ロ ニ ー 形 成 を 防 止 し た （ 36） 。 こ の 防 御 は 抗 体 適 用 の 3日 後 に は 見 ら れ た 。
細 菌 感 染 の 異 な る モ デ ル に お い て 、 静 脈 内 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ IVIG） の 鼻 腔 内 投 与 が 肺 炎 の
マ ウ ス モ デ ル に お い て 有 意 の 抗 ブ ド ウ 球 菌 活 性 を 発 揮 し た （ 54） 。 こ の 研 究 に お い て は 、
肺 内 で の 細 菌 の 成 長 を 阻 害 す る た め 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル IVIGを よ り 多 量 に 導 入 し て 鼻 を 介 す
る 肺 へ の 送 達 を 確 実 な も の と し た 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 研 究 は 、 細 菌 の 鼻 コ ロ ニ ー 形 成
を 阻 止 又 は 緩 和 す る た め の 鼻 粘 膜 へ の MAb投 与 の 利 点 を 認 識 し て は い な か っ た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 加 え て 、 本 発 明 の MAbは 、 病 原 体 に 対 す る 抗 体 活 性 を 強 化 す る 免 疫 応 答 に お け る 正 常 支
持 機 構 と は 無 関 係 に 作 用 す る 。 そ の よ う な 支 持 機 構 の 一 例 は 補 体 カ ス ケ ー ド で あ る 。 MAb
が 宿 主 に 全 身 的 に 導 入 さ れ る と き 、 MAbは 循 環 し 、 最 終 的 に 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 。 こ
れ が 生 じ る と き 、 MAb／ 抗 原 複 合 体 は 次 に 補 体 経 路 の 活 性 化 を 誘 発 す る 。 最 終 的 に 、 補 体
カ ス ケ ー ド の 活 性 化 に よ っ て 生 じ る タ ン パ ク 質 が MAbに 結 合 し 、 次 に そ れ が 病 原 体 、 例 え
ば 、 細 菌 の 表 面 上 の 特 異 抗 原 に 結 合 す る 。 こ れ ら の 補 体 タ ン パ ク 質 が MAbに 結 合 す る と き
、 細 菌 は 食 細 胞 に よ る 破 壊 に つ い て マ ー ク さ れ る 。 対 照 的 に 、 本 発 明 の MAbは 鼻 孔 に 投 与
さ れ る 。 宿 主 の こ の 場 所 に お い て は 、 MAbは 補 体 カ ス ケ ー ド に 接 近 す る こ と が な い 。 そ れ
よ り も 、 い か な る 支 持 機 構 の 助 け も な し に ブ ド ウ 球 菌 の コ ロ ニ ー 形 成 を 直 接 阻 止 及 び 緩 和
す る 能 力 が 本 発 明 の MAbに 独 特 の 特 性 で あ る 。
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【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の MAbは 、 ム ピ ロ シ ン 及 び バ シ ト ラ シ ン の よ う な 抗 生 物 質 ； リ ソ ス タ フ ィ ン 、 シ
ソ ジ ム 、 ム タ ノ リ シ ン 、 及 び セ ロ ジ ル ム ラ ミ ダ ー ゼ の よ う な 抗 ブ ド ウ 球 菌 剤 ； ナ イ シ ン の
よ う な 抗 菌 ペ プ チ ド ； 並 び に 他 の ラ ン チ ビ オ テ ィ ク ス 、 又 は あ ら ゆ る 他 の ラ ン チ オ ン 含 有
分 子 、 例 え ば 、 ナ イ シ ン も し く は サ ブ チ リ ン を 含 む 他 の 抗 菌 性 抗 ブ ド ウ 球 菌 剤 と 共 に 投 与
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 提 供 さ れ る 開 示 を 参 考 に し て 、 本 発 明 の MAbの 投 与 は 当 業 者 の ノ ウ ハ ウ 及 び 経 験 の う ち
に あ る 。 特 に 、 必 要 と さ れ る MAbの 量 、 適 切 な 担 体 と の 組 合 せ 、 投 与 ス ケ ジ ュ ー ル 及 び 量
は 、 ク レ ー ム さ れ た 発 明 か ら 逸 脱 す る こ と な し に 、 当 該 技 術 分 野 に お け る 標 準 的 な 知 識 に
基 づ い て 広 範 囲 に 変 化 し 得 る 。 例 え ば 、 投 与 は 毎 日 1な い し 4回 の 範 囲 を と る こ と が で き 、
１ 投 与 当 た り 0.1な い し 20mgを も た ら す 。 具 体 的 に は 、 典 型 的 な 投 与 ス ケ ジ ュ ー ル に お い
て 、 投 与 さ れ る MAbの 量 は １ 投 与 当 た り 0.1－ 3mgで 1日 当 た り 2－ 4回 で あ り 、 こ の 投 与 は 10
8 個 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 の 種 菌 で 有 効 で あ る こ と が 公 知 で あ る も の で あ り 、 こ の 細 菌 の 量 は 動
物 モ デ ル に お い て 100％ コ ロ ニ ー 形 成 を 保 証 す る こ と が 公 知 で あ る も の で あ る （ 30） 。 そ
の よ う な 投 薬 計 画 は 手 術 の た め に 入 院 し て い る 患 者 、 ブ ド ウ 球 菌 感 染 に か か り や す く す る
様 々 な 条 件 に あ る 患 者 、 回 復 期 に あ る 患 者 、 免 疫 系 が 未 熟 な 乳 児 、 又 は 患 者 の 退 院 前 に 対
し て 有 効 で あ る 。 患 者 は 予 防 又 は 他 の 処 置 を 必 要 と す る あ ら ゆ る ヒ ト 又 は 非 ヒ ト 哺 乳 動 物
で あ る 。 代 表 的 な 患 者 に は 、 ヒ ト 及 び 非 ヒ ト 動 物 、 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 イ
ヌ 、 ネ コ 、 ブ タ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ウ マ 、 霊 長 類 ； 肉 牛 及 び 乳 牛 、 バ ッ フ ァ ロ ー 、 ラ ク ダ を
含 む 反 芻 動 物 の 他 に 毛 皮 動 物 、 群 れ を な す 動 物 、 実 験 動 物 、 動 物 園 の 動 物 及 び 家 畜 、 犬 小
屋 及 び 馬 屋 の 動 物 、 家 庭 内 ペ ッ ト 、 並 び に 獣 医 学 的 動 物 を 含 む 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 又 は 他 の
ブ ド ウ 球 菌 の 感 染 又 は 保 菌 を 受 け や す い あ ら ゆ る 哺 乳 動 物 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 を 、 当 業 者 に 本 発 明 の 実 施 方 法 を 教 示 す る 以 下 の 例 に よ っ て さ ら に 説 明 す る 。 以
下 の 例 は 本 発 明 を 単 に 説 明 す る も の で あ り 、 本 発 明 の 特 定 の 態 様 の 様 々 な 有 益 な 特 性 を 開
示 す る も の で あ る 。 以 下 の 例 は 請 求 さ れ る 発 明 を 限 定 す る も の と し て 解 釈 さ れ る べ き で は
な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 表 1は 現 在 ま で の 我 々 の 研 究 室 に お け る MAbを 列 挙 す る 。 こ れ ら の MAbは ブ ド ウ 球 菌 上 の
抗 原 を 指 向 す る 。 よ り 具 体 的 に は 、 こ れ ら の MAbは 表 面 抗 原 を 指 向 す る 。
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ０ 】
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１ 米 国 出 願 09／ 097,055、 及 び 本 願 と 同 時 に 出 願 さ れ る 、 Multifunctional Monoclonal An
tibodies Directed to Peptidoglycan of Gram-positive Bacteria,と 題 す る 関 連 出 願 （
こ れ ら の 両 者 は 参 照 す る こ と に よ り 明 確 に 組 み 込 ま れ る ） を 参 照 の こ と 。   
2 A120は 、 本 願 と 同 時 に 出 願 さ れ 、 か つ 参 照 す る こ と に よ り 明 確 に 組 み 込 ま れ る 、 Opsonic
 Monoclonal and Chimeric Antibodies Specific for Lipoteichoic Acid of Gram Posit
ive Bacteriaと 題 す る 関 連 出 願 に 開 示 さ れ る キ メ ラ MAbで あ る 。   
3 n.t.＝ 未 だ 試 験 し て お ら ず
4 受 付 番 号 PTA－ 2492で 、 2000年 9月 21日 に ATCCに 寄 託 。   
5 別 名 QED 15702（ Biosciences, Inc.）
6 別 名 QED 15703（ Biosciences, Inc.）
7 別 名 QED 15704（ Biosciences, Inc.）
8 こ れ ら の MAbは 、 本 願 と 同 時 に 出 願 さ れ 、 か つ 参 照 す る こ と に よ り 明 確 に 組 み 込 ま れ る 、
Multifunctional Monoclonal Antibodies Directed to Peptidoglycan of Gram-positive
 Bacteriaと 題 す る 関 連 出 願 に も 開 示 さ れ て い る 。   
　 他 の MAb、 特 に は 、 ブ ド ウ 球 菌 の 付 着 、 生 存 又 は 病 原 性 に 関 与 す る 他 の エ ピ ト ー プ を 指
向 す る MAbが 同 様 に 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】

　 こ れ ま で に 、 1998年 7月 15日 出 願 の 米 国 出 願 09／ 097,055（ 参 照 す る こ と に よ り こ こ に 組
み 込 ま れ る ） に 記 載 さ れ る よ う に 、 抗 ブ ド ウ 球 菌 LTAモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ A110） が 開 発
さ れ 、 キ メ ラ 化 さ れ 、 か つ 試 験 さ れ て い る 。 こ の MAbは 、 現 在 、 臨 床 試 験 の た め の 調 製 に
お け る GMP条 件 の 下 で 製 造 さ れ て い る 。 我 々 は こ の MAbの 反 応 性 を 試 験 し 、 表 2に 示 さ れ る
よ う に 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 5型 （ SA5） 及 び 8（ SA8） 全 体 の 他 に 、 非 常 に 毒 性 の 高 い 2型 単 離
体 Hayを 含 む 幾 つ か の 型 の 表 在 性 ブ ド ウ 球 菌 全 体 と 結 合 す る こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 表 2の デ ー タ は 、 プ ロ テ イ ン Gカ ラ ム （ Pharmacia） で 精 製 し た A110を 用 い て 作 成 し た 。
全 細 胞 ELISAア ッ セ イ を 行 い 、 生 菌 に 結 合 す る MAbの 能 力 を 測 定 し た 。 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 5型
、 5－ USU型 、 8型 、 表 在 性 ブ ド ウ 球 菌 株 Hay、 及 び S． ヘ モ リ チ ク ス （ S. hemolyticu） を 含
む 様 々 な 型 の 細 菌 を こ の ア ッ セ イ に お い て 用 い る こ と が で き る 。 一 晩 プ レ ー ト 培 養 か ら の
細 菌 を 35mlの Tryptic Soy Broth（ TSB） に 移 し 、 穏 や か に 振 盪 し な が ら 37℃ で 1.5－ 2.0時
間 成 長 さ せ た 。 次 に 、 1800－ 2000× gで 15分 間 、 室 温 で 遠 心 す る こ と に よ っ て 細 菌 を ペ レ
ッ ト 化 し た 。 上 清 を 除 去 し 、 0.1％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 有 す る 35－ 45mlの リ ン 酸 緩 衝
生 理 食 塩 水 （ PBS） （ PBS／ BSA） に 細 菌 を 再 懸 濁 さ せ た 。 遠 心 に よ っ て 細 菌 を 再 度 ペ レ ッ
ト 化 し 、 上 清 を 廃 棄 し て 、 細 菌 を 650nmで 65－ 70％ の 透 過 パ ー セ ン ト ま で PBS／ BSAに 再 懸
濁 さ せ た 。 こ の 懸 濁 液 か ら 、 無 菌 の 0.9％ 塩 化 ナ ト リ ウ ム （ Sigmaカ タ ロ グ 番 号 S8776、 又
は 等 価 品 ） で 細 菌 を さ ら に 15倍 に 希 釈 し 、 こ の 懸 濁 液 100μ lを 平 底 無 菌 96ウ ェ ル プ レ ー ト
の 複 製 ウ ェ ル に 添 加 し た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 試 験 し よ う と す る 各 々 の MAbを 0.05％  Tween－ 20及 び セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
結 合 プ ロ テ イ ン A（ プ ロ テ イ ン A－ HRP、 Zymed Laboratories） を 1： 10000希 釈 で 含 有 す る P
BS／ BSA（ PBS／ BSA／ Tween／ プ ロ テ イ ン A－ HRP） で 所 望 の 濃 度 ま で 希 釈 し た 。 プ ロ テ イ ン
A－ HRPは 使 用 前 に 室 温 で 30－ 60分 間 MAbに 結 合 さ せ 、 そ れ に よ り MAb－ プ ロ テ イ ン A－ HRP複
合 体 を 生 成 さ せ て 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 の 表 面 上 に 見 出 さ れ る プ ロ テ イ ン Aへ の MAbの 潜 在 的 な
非 特 異 的 結 合 を 最 小 化 し た 。 一 般 に は 、 試 験 MAbの 幾 つ か の 希 釈 を 各 々 の ア ッ セ イ に お い
て 用 い た 。 各 々 の MAb希 釈 か ら 50μ lの MAb－ プ ロ テ イ ン A－ HRP複 合 体 を 複 製 ウ ェ ル に 添 加
し 、 細 菌 及 び MAb－ プ ロ テ イ ン A－ HRP複 合 体 の 混 合 液 を オ ー ビ タ ル シ ェ イ カ ー で 穏 や か に
回 転 （ 50－ 75rpm） さ せ な が ら 37℃ で 30－ 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に 続 い て 、 1800－ 2000× gで 遠 心 す る こ と に よ り プ レ ー ト 内 で 細 菌
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実 施 例 1
MAb A110は 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 及 び 表 在 性 ブ ド ウ 球 菌 （ S. epidermidis） 全 体 と 結 合 す る



を ペ レ ッ ト 化 し た 。 上 清 を ウ ェ ル 及 び 200μ lの PBSか ら 注 意 深 く 除 去 し た 。 BSA含 有 0/05％
Tween-20（ PBS／ BSA／ Tween） を 全 て の ウ ェ ル に 添 加 し て 非 結 合 試 薬 を 希 釈 し た 。 遠 心 に
よ っ て 細 菌 を 再 度 ペ レ ッ ト 化 し 、 上 清 を 除 去 し た 。 100マ イ ク ロ リ ッ ト ル の TMB基 質 （ BioF
x, Inc. カ タ ロ グ 番 号 TMBW-0100-01） を 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 室 温 で 15分 間 反 応 を 進 行 さ せ
た 。 100μ lの TMB停 止 試 薬 （ 450nm Stop Reagent; BioFx, Inc.カ タ ロ グ 番 号 STPR-0100-01
） を 添 加 す る こ と に よ っ て 反 応 を 停 止 さ せ た 。 450nmフ ィ ル タ を 装 着 し た マ イ ク ロ プ レ ー
ト リ ー ダ ー を 用 い て 各 ウ ェ ル の 吸 光 度 を 決 定 し た 。 こ の ア ッ セ イ に お い て は 、 発 色 の 強 度
が 細 菌 へ の MAbの 結 合 に 直 接 比 例 し て い た 。 対 照 ウ ェ ル は 細 菌 及 び MAbな し の プ ロ テ イ ン A
－ HRPを 含 ん で い た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 こ の 改 変 全 細 胞 ELISAプ ロ ト コ ル を 用 い て 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 プ ロ テ イ ン Aを 精 製 A1
10と 混 合 し た 後 、 ATCCか ら そ れ ぞ れ 受 付 番 号 12602及 び 12605で 得 ら れ た 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 5
型 （ SA5） 及 び 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 8型 （ SA8） と 反 応 さ せ た 。 両 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 抗 原 型 は A110 
MAbに 結 合 し た 。 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 抗 原 型 5及 び 8が 通 常 ヒ ト の 感 染 に 関 連 す る た め 、 こ の 知
見 も 重 要 で あ っ た 。 こ の プ ロ テ イ ン Aア ッ セ イ を 用 い て 、 14型 肺 炎 球 菌 に 対 す る MAbは 表 在
性 ブ ド ウ 球 菌 又 は 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 5型 へ の 結 合 を 示 さ な か っ た 。
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
1 生 菌 へ の MAbの 結 合 を 測 定 す る 改 変 ELISA。 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 の 表 面 上 の プ ロ テ イ ン Aは Fc部
分 を 介 し て MAbを 結 合 す る た め 、 我 々 の イ ム ノ ア ッ セ イ は 表 面 プ ロ テ イ ン Aへ の A110の 非 特
異 的 結 合 を 回 避 す る よ う に 改 変 し た 。   
2 正 常 マ ウ ス 血 清 （ NMS） 及 び 肺 炎 連 鎖 球 菌 （ Streptococcus pneumonia） 14型 （ Pn14） に
由 来 す る 多 糖 と 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 反 応 せ ず 、 し た が っ て 、 陰 性 対 照 と し て 用
い た 。   

　 A110は 幾 つ か の グ ラ ム 陽 性 菌 に 由 来 す る リ ポ タ イ コ 酸 単 離 体 に も 結 合 す る 。 表 3は 、 プ
レ ー ト ウ ェ ル が 標 準 技 術 を 用 い て 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 、 S． ミ ュ ー タ ン ス 、 S． ピ オ ゲ ネ ス （ S.
 pyogenes） 及 び 枯 草 菌 （ B. subtillus） を 含 む 異 な る グ ラ ム 陽 性 菌 か ら 単 離 さ れ た LTAで
コ ー テ ィ ン グ さ れ て い る 、 上 記 に よ っ て 改 変 さ れ た ELISAか ら の デ ー タ を 示 す 。 HRPに 結 合
し た ヤ ギ 抗 ヒ ト 重 鎖 及 び 軽 鎖 抗 体 を 二 次 抗 体 と し て 用 い た （ Zymed Inc.） 。 明 ら か に 、 A1
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実 施 例 2
MAb A110は 幾 つ か の グ ラ ム 陽 性 菌 に 由 来 す る LTA単 離 体 に 結 合 す る



10は 試 験 し た 全 て の 細 菌 に 由 来 す る LTAに 結 合 し た 。
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 下 記 実 施 例 3－ 5は 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 に よ る マ ウ ス 前 鼻 孔 の コ ロ ニ ー 形 成 を 阻 止 す る MAbの
能 力 を 評 価 す る 。 実 施 例 6は 結 合 体 と し て の デ キ ス ト ラ ン の 添 加 の コ ロ ニ ー 消 失 に 対 す る
効 果 を 示 す 。 実 施 例 3－ 5は 適 用 前 の 細 菌 と MAbと の 予 備 混 合 物 を 含 む の で 、 下 記 実 施 例 7は
、 MAbを 最 初 に 前 鼻 孔 に 、 次 い で 細 菌 を 導 入 す る と き 、 開 示 さ れ る 抗 LTA及 び 抗 ペ プ チ ド グ
リ カ ン MAbも 有 効 で あ る こ と を 示 す 。 実 施 例 8は 、 鼻 に 適 用 さ れ る MAbが 、 コ ロ ニ ー 形 成 が
抗 体 適 用 前 に 確 立 さ れ た と き で さ え 、 コ ロ ニ ー 形 成 を 緩 和 で き る こ と を 示 す 。 実 施 例 9は
、 マ ウ ス の 鼻 全 体 に お け る MAbの 保 持 に 対 す る 異 な る 担 体 物 質 の 効 果 を 示 す 。 実 施 例 10は P
SSA中 の MAbが 確 立 さ れ た ブ ド ウ 球 菌 コ ロ ニ ー 形 成 を 単 回 投 与 で 緩 和 で き る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ７ 】

　 Kiserら は 、 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 に 影 響 を 及 ぼ す ブ ド ウ 球 菌 因 子 を 研 究 す る た め 、 マ ウ ス に
お い て ブ ド ウ 球 菌 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 モ デ ル を 開 発 し た （ 30） 。 こ の モ デ ル を 用 い て 、 我 々 は
生 理 食 塩 水 （ PBS） 中 の A110の 鼻 腔 内 点 滴 投 与 が 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 を 阻 止 及
び ／ 又 は 緩 和 す る こ と を 示 し た 。 簡 潔 に 述 べ る と 、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン 耐 性 黄 色 ブ ド ウ 球
菌 5型 を 高 塩 度 Columbia寒 天 で 成 長 さ せ 、 莢 膜 形 成 を 促 進 し た 。 そ れ ら の 細 菌 を 無 菌 生 理
食 塩 水 で 洗 浄 し て 培 地 成 分 を 除 去 し 、 抗 ブ ド ウ 球 菌 MAb又 は 無 関 係 対 照 MAbを 様 々 な 濃 度 及
び 組 合 せ で 含 有 す る 生 理 食 塩 水 中 に ～ 10 8 個 微 生 物 ／ 動 物 の 投 与 量 で 再 懸 濁 さ せ た 。 1時 間
の プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 細 菌 を 再 ペ レ ッ ト 化 し 、 生 理 食 塩 水 又 は 抗 体 含 有 生 理 食
塩 水 の い ず れ か に 、 動 物 投 与 量 当 た り 10μ lの 最 終 容 積 で 再 懸 濁 さ せ た 。 ス ト レ プ ト マ イ
シ ン 含 有 水 で 24時 間 維 持 さ れ て い る マ ウ ス を 麻 酔 で 落 ち 着 か せ た 。 鼻 と 接 触 さ せ る こ と な
し に ピ ペ ッ ト 操 作 す る こ と に よ っ て マ ウ ス の 鼻 孔 内 に ブ ド ウ 球 菌 を 点 滴 投 与 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 一 般 に は 、 動 物 を ス ト レ プ ト マ イ シ ン 含 有 水 で 維 持 し な が ら 4な い し 7日 後 、 動 物 を 屠 殺
し 、 鼻 を 外 科 的 に 取 り 外 し て 解 剖 し た 。 鼻 腔 組 織 を 0.5％ Tween-20を 加 え た 生 理 食 塩 水 中
で 激 し く 渦 攪 拌 し て 付 着 細 菌 を 遊 離 さ せ 、 そ の 生 理 食 塩 水 を Columbia血 液 寒 天 及 び ス ト レ
プ ト マ イ シ ン を 含 む ト リ プ シ ン 処 理 ダ イ ズ 寒 天 に 塗 布 し て コ ロ ニ ー 形 成 を 決 定 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 こ の 手 順 に 従 い 、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン 耐 性 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 5型 （ SA5、 1な い し 3× 10 8 ／
マ ウ ス ） を 生 理 食 塩 水 又 は A110を 含 有 す る 生 理 食 塩 水 （ 2－ 3mg精 製 IgG／ 1－ 3× 10 8 個 細 菌
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実 施 例 3
MAb A110と 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 と の プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 を 阻 止 す る



の マ ウ ス 投 与 量 ） 中 で 1時 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 細
菌 を ペ レ ッ ト 化 し 、 生 理 食 塩 水 又 は A110を 含 有 す る 生 理 食 塩 水 （ 10μ l／ マ ウ ス 投 与 量 ）
に 再 懸 濁 さ せ た 。 各 々 10匹 の マ ウ ス に 生 理 食 塩 水 中 の SA5又 は A110中 の SA5を 鼻 内 点 滴 投 与
し た 。 表 4は 、 PBS中 の A110の 鼻 腔 適 用 が ブ ド ウ 球 菌 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 を 阻 止 及 び 緩 和 す る こ
と を 示 す 3つ の 実 験 を 表 に す る 。
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ０ 】

　 我 々 の MAbで 得 ら れ た 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 の 阻 止 が 抗 ブ ド ウ 球 菌 抗 体 に 特 異 的 で あ る こ と を
確 認 す る た め 、 無 関 係 の 対 照 キ メ ラ 化 IgGの ブ ド ウ 球 菌 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 を 阻 止 す る 能 力 を
試 験 し た 。 対 照 は Medi493、 RSVに 対 す る キ メ ラ IgG1 MAbで あ っ た （ 29、 MedImmune） 。 同
じ 実 験 に お い て 、 ブ ド ウ 球 菌 の 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 表 面 抗 原 に 特 異 的 な MAbで あ る MAb-11-232.
3も コ ロ ニ ー 形 成 を 阻 止 す る そ の 能 力 に つ い て 試 験 し た 。 マ ウ ス を UV不 活 性 化 全 黄 色 ブ ド
ウ 球 菌 で 免 役 す る こ と に よ っ て MAb-11-232.3（ QED Biosciences） を 産 生 さ せ 、 そ の MAbは
次 に ペ プ チ ド グ リ カ ン に 結 合 す る こ と が 示 さ れ た 。 こ の 実 験 は 上 述 の 通 り に 行 い 、 そ れ ら
の 結 果 は 表 5に 示 す が 、 こ れ は 生 理 食 塩 水 中 の MAb-11-232.3が マ ウ ス に お い て ブ ド ウ 球 菌
鼻 コ ロ ニ ー 形 成 を 阻 止 及 び 緩 和 し た が 、 生 理 食 塩 水 中 の 抗 RSV MAbに 効 果 は な か っ た こ と
を 示 す 。
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実 施 例 4
鼻 コ ロ ニ ー 形 成 の 阻 止 は 抗 ブ ド ウ 球 菌 抗 体 の 存 在 に 特 異 的 で あ る



【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ １ 】
　 表 5は 、 コ ロ ニ ー 形 成 し た マ ウ ス の 数 及 び コ ロ ニ ー 形 成 し た マ ウ ス 当 た り の 回 復 し た コ
ロ ニ ー の 数 の 両 者 が 抗 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 表 面 抗 原 MAbに よ る 抗 体 特 異 的 様 式 に お い て 減 少 し
た こ と を 示 す 。 生 理 食 塩 水 対 照 及 び 無 関 係 の キ メ ラ 化 IgG対 照 群 に お け る 全 て の マ ウ ス は
黄 色 ブ ド ウ 球 菌 が コ ロ ニ ー 形 成 し た が 、 MAb-11-232.3群 に お い て は 8匹 の マ ウ ス の う ち の 3
匹 の み が コ ロ ニ ー 形 成 し た 。 MAb-11-232.3群 に お け る マ ウ ス 当 た り の 回 復 し た コ ロ ニ ー の
数 は 他 の 2つ の 群 と 比 較 し て 減 少 し た 。 し た が っ て 、 こ の 効 果 は 抗 ブ ド ウ 球 菌 表 面 抗 原 MAb
に 特 異 的 で あ り 、 ブ ド ウ 球 菌 上 の 表 面 プ ロ テ イ ン Aへ の 抗 体 結 合 の 一 般 的 な 結 果 そ の も の
で は な か っ た 。 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 ペ プ チ ド グ リ カ ン に 対 す る さ ら な る MAb、 MAb-11-248.2及
び MAb-11-569.3（ QED Biosciences） を 産 生 さ せ た が 、 こ れ ら は 上 述 の よ う な 黄 色 ブ ド ウ
球 菌 コ ロ ニ ー 形 成 に 対 す る 同 様 の 阻 害 効 果 を 示 す は ず で あ る 。 上 述 の in vivoマ ウ ス モ デ
ル に お け る MAb-11-248.2及 び MAb-11-569.3の 有 効 性 を 確 認 す る 研 究 が 進 行 中 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】

　 我 々 は 、 ブ ド ウ 球 菌 プ ロ テ イ ン Aへ の Fcド メ イ ン の 正 常 な 結 合 を 阻 害 す る よ う に Fc領 域
が 修 飾 さ れ て い る A110の 一 形 態 も 開 発 し て い る 。 Fc変 異 体 抗 体 を 産 生 す る た め 、 プ ロ テ イ
ン Aに 正 常 に 結 合 す る IgG1の CH3ド メ イ ン を 変 異 さ せ た 。 具 体 的 に は 、 所 望 の 変 異 及 び 親 （
非 変 異 ） DNA鎖 を 消 化 す る 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ Dpnlを 含 む 2つ の 相 補 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド の 使 用 に 基 づ く 突 然 変 異 生 成 法 （ 47， 8） を Stratagen, Inc.に よ っ て 提 供 さ れ た プ ロ
ト コ ル に 従 っ て 用 い た 。 突 然 変 異 生 成 プ ロ セ ス に 用 い ら れ た 2つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
配 列 は 以 下 の 通 り で あ る ：
　 IgG1Fc3S： 5’ -GCTCTGCACAACC CT CACGCAGAAGAGCC-3’ （ 配 列 番 号 3） 及 び
　 IgG1Fc3AS： 5’ -GGCTCTTCTGCGTG AG GGTTGTGCAGAGC-3’ （ 配 列 番 号 4） 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 プ ラ ス ミ ド pSUN29、 ヒ ト IgG1コ ー デ ィ ン グ 領 域 を 含 む pSL1180プ ラ ス ミ ド （ Pharmacia）
を こ の 突 然 変 異 生 成 プ ロ セ ス の テ ン プ レ ー ト と し て 用 い た （ 図 1） 。 IgG1Fc3S及 び IgG1Fc3
ASオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を pSUN29、 dNTP、 反 応 バ ッ フ ァ ー 、 及 び PfuTurbo DNAポ リ メ ラ ー ゼ
と 合 わ せ た 。 反 応 を Quickchange Mutagenesis System（ Stratagene） に 記 載 さ れ る 通 り に
行 っ た 。 Dpnl消 化 の 後 、 サ ン プ ル を 水 で 1： 10に 希 釈 し 、 2μ lを 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て Ult
racompetent XL2 Blue細 胞 （ Stratagene） の 形 質 転 換 に 用 い た 。 十 分 に 単 離 さ れ た 個 々 の
細 菌 コ ロ ニ ー の 一 晩 培 養 物 か ら の プ ラ ス ミ ド DNA精 製 （ Qiagen） の 後 、 DNAイ ン サ ー ト を 含
む プ ラ ス ミ ド ク ロ ー ン を EcoRI及 び NotIを 用 い る 診 断 用 制 限 酵 素 消 化 を 用 い て 同 定 し た 。
次 に 、 適 切 な サ イ ズ （ ～ 1000bp） の イ ン サ ー ト を 含 む プ ラ ス ミ ド の DNA配 列 が 所 望 の 変 異
、 H435R及 び Y436Fを 含 む こ と を 確 認 し た 。 こ れ ら の ア ミ ノ 酸 は ヒ ト IgG3ア イ ソ タ イ プ の 相
同 位 置 で 見 出 さ れ る も の と 一 致 す る 。 重 鎖 定 常 領 域 の 最 終 コ ン セ ン サ ス DNA及 び ア ミ ノ 酸
配 列 を 図 2に 示 す 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 突 然 変 異 IgG1定 常 領 域 を A110可 変 領 域 と 合 わ せ て MAb A110 Fcを 作 製 し た 。 具 体 的 に は
、 プ ラ ス ミ ド pSUN30を 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ EcoRI及 び NotI（ New England Biolabs） で
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実 施 例 5
ブ ド ウ 球 菌 を 結 合 す る Fc変 異 体 MAbも 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 を 阻 止 す る
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消 化 し 、 突 然 変 異 IgG1コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 含 む DNA断 片 を Qiaquickス ピ ン カ ラ ム DNA／ ゲ ル
単 離 シ ス テ ム （ Qiagen） を 用 い て ゲ ル 精 製 し た 。 プ ラ ス ミ ド pJRS334は MAb A110を コ ー ド
す る cDNA配 列 を 含 む 哺 乳 動 物 発 現 プ ラ ス ミ ド で あ る 。 プ ラ ス ミ ド pJRS334を EcoRI及 び NotI
で 消 化 し 、 ベ ク タ ー 主 鎖 断 片 を 上 述 の Qiaquickス ピ ン カ ラ ム シ ス テ ム を 用 い て ゲ ル 精 製 し
た 。 こ の pJRS334プ ラ ス ミ ド 主 鎖 、 及 び IgG1変 異 体 イ ン サ ー ト を 製 造 者 の 指 示 （ New Engla
nd Biolabs） に し た が っ て ラ イ ゲ ー ト し 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 産 生 物 で XL2blue細 胞 （ Stratag
ene） を 形 質 転 換 し た 。 プ ラ ス ミ ド ク ロ ー ン を 個 々 の 細 菌 ク ロ ー ン の 一 晩 培 養 物 か ら Qiapr
epシ ス テ ム （ Qiagen） を 用 い て 精 製 し た 。 次 に 、 適 切 な サ イ ズ （ ～ 1000bp） の イ ン サ ー ト
を 含 む プ ラ ス ミ ド の DNA配 列 を 、 ABIシ ー ケ ン サ ー を 用 い る 蛍 光 標 識 DNA配 列 決 定 に よ っ て
決 定 し た 。 プ ラ ス ミ ド pSUN31は 正 し い サ イ ズ 及 び 配 列 の A110抗 体 の Fc変 異 体 、 A110 Fcを
含 ん で い た 。 図 3は pSUN31の 模 式 的 な プ ラ ス ミ ド マ ッ プ を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 pSUN31を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た COS細 胞 が A110 Fc抗 体 を 産 生 す る の か ど う か を 決 定 す る
の に ELISAに よ る 抗 体 産 生 測 定 を 用 い た 。 簡 潔 に 述 べ る と 、 こ の ア ッ セ イ に お い て は 、 抗
ヒ ト IgG抗 体 を 96ウ ェ ル プ レ ー ト の ウ ェ ル に 結 合 さ せ る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た COS細 胞 か
ら の 上 清 を こ れ ら の ウ ェ ル に 加 え 、 次 い で 抗 ヒ ト κ HRP結 合 抗 体 を 添 加 す る 。 HRP部 分 の 存
在 は 、 HRPの 存 在 下 で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 に 450nmで 測 定 可 能 な 吸 光 度 を 有 す る TMB
基 質 （ Kirkgaard & Perry Laboratories） を 用 い て 検 出 す る 。 し た が っ て 、 96ウ ェ ル プ レ
ー ト の ウ ェ ル は 、 上 清 が ヒ ト IgGド メ イ ン 及 び ヒ ト κ ド メ イ ン の 両 者 を 含 む 抗 体 を 産 生 す
る 場 合 に の み 、 バ ッ ク グ ラ ン ド を 上 回 る 450nmで の 吸 光 度 を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 製 造 者 に よ っ て 記 載 さ れ る よ う に 、 Superfect（ Qiagen） を 用 い て 6ウ ェ ル 組 織 培 養 セ ル
に お い て 、 1ミ リ グ ラ ム の プ ラ ス ミ ド pSUN31を COS細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 3日 後 、
上 清 を ELISAに よ る 抗 体 産 生 測 定 に お い て ア ッ セ イ し た 。 抗 体 産 生 ELISAア ッ セ イ は 、 PBS
中 の ヤ ギ 抗 ヒ ト IgG抗 体 （ Pierce） の 1： 500希 釈 液 で コ ー テ ィ ン グ し た 、 96ウ ェ ル マ イ ク
ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ Maxisorp F8； Nunc, Inc.） か ら の 8ウ ェ ル 列 に お い て 行 っ た 。 こ れ
ら の プ レ ー ト を フ ィ ル ム （ 「 感 圧 フ ィ ル ム 」 Falcon、 Becton Dickinson） で 覆 い 、 4℃ で
一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 プ レ ー ト を 洗 浄 溶 液 （ イ ミ ダ ゾ ー ル ／ NaCl／ 0.4％ Tween-20） で 1回 洗 浄 し 、 100μ lの 培
養 上 清 を 2つ の ウ ェ ル に 添 加 し て 、 プ レ ー ト 回 転 装 置 上 、 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 プ レ ー ト を 洗 浄 溶 液 で 5回 洗 浄 し た 。 サ ン プ ル 希 釈 液 （ PBS中 の 10％ FBS） で 1： 800に
希 釈 し た 、 100μ lの ヤ ギ 抗 ヒ ト κ HRP結 合 体 （ Southern Biotechnologies） を サ ン プ ル に
添 加 し 、 プ レ ー ト を プ レ ー ト 回 転 装 置 上 、 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 サ ン プ ル を
洗 浄 溶 液 で 5回 洗 浄 し 、 100μ Lの TMB発 色 基 質 （ Kirkgaard & Perry Laboratories） を ウ ェ
ル 毎 に 添 加 し て 、 プ レ ー ト を プ レ ー ト 回 転 装 置 上 、 室 温 で 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 100
μ Lの Quenchバ ッ フ ァ ー （ Kirkgaard & Perry Laboratories） で 反 応 を 停 止 さ せ 、 各 々 の
ウ ェ ル の 450nmで の 吸 光 度 を 自 動 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ELISAリ ー ダ ー （ Ceres UV900H
I、 Bio-tek、 Winooski、 Vermont） を 用 い て 決 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 陽 性 対 照 と し て 、 親 抗 体 A110を こ の ア ッ セ イ に 含 め た 。 こ の ア ッ セ イ は 、 pSUN31で の CO
S細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン が ヒ ト IgGド メ イ ン 及 び ヒ ト κ ド メ イ ン の 両 者 を 含 む 抗 体 の
産 生 を 生 じ る こ と を 示 す （ 図 4を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 次 に 、 上 清 を 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 リ ポ タ イ コ 酸 （ LTA） 及 び 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 プ ロ テ イ ン A（
SpA） に 結 合 す る 発 現 し た 抗 体 の 能 力 に つ い て ア ッ セ イ し た 。 親 抗 体 A110に 対 し て 、 Fc変
異 抗 体 A110 Fcは 、 LTAに 結 合 す る 能 力 は 保 持 し な が ら 、 も は や プ ロ テ イ ン Aに は 結 合 し な
い も の と 予 想 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 活 性 ア ッ セ イ は 、 PBS 100μ l中 の 1.0μ g黄 色 ブ ド ウ 球 菌 LTA（ Sigma） 、 0.2μ g SpA（ Si
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gma） 、 又 は 0.1μ g SpA（ Sigma） で コ ー テ ィ ン グ さ れ て い る 、 96ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー
プ レ ー ト （ Maxisorp F8； Nunc, Inc.） か ら の 8ウ ェ ル 列 に お い て 行 っ た 。 陰 性 対 照 と し て
、 ウ ェ ル を 1.0μ g BSAで コ ー テ ィ ン グ し た 。 こ れ ら の プ レ ー ト を 感 圧 フ ィ ル ム で 覆 い 、 4
℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト を 洗 浄 溶 液 （ イ ミ ダ ゾ ー ル ／ NaCl／ 0.4％ Tween-2
0） で 1回 洗 浄 し 、 100μ lの 培 養 上 清 を 2つ の ウ ェ ル に 加 え て 、 プ レ ー ト 回 線 装 置 上 、 室 温
で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト を 洗 浄 溶 液 で 5回 洗 浄 し た 。 サ ン プ ル 希 釈 液 （ PBS
中 の 10％ FBS） で 1： 800に 希 釈 し た 、 100μ lの ヤ ギ 抗 ヒ ト κ HRP結 合 体 （ Southern Biotech
nologies） を 各 ウ ェ ル に 添 加 し た 後 、 プ レ ー ト 回 転 装 置 上 、 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 サ ン プ ル を 洗 浄 溶 液 で 5回 洗 浄 し た 後 、 100μ Lの TMB発 色 基 質 （ Kirkgaard & Perry 
Laboratories） を ウ ェ ル 毎 に 添 加 し 、 プ レ ー ト を プ レ ー ト 回 転 装 置 上 、 室 温 で 5分 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 100μ L／ ウ ェ ル の Quenchバ ッ フ ァ ー （ Kirkgaard & Perry Laboratories
） で 反 応 を 停 止 さ せ 、 各 々 の ウ ェ ル の 450nmで の 吸 光 度 値 を 自 動 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー
ト ELISAリ ー ダ ー （ Ceres UV900HI、 Bio-tek、 Winooski、 Vermont） を 用 い て 決 定 し た 。 陽
性 対 照 と し て 、 pJRS334、 親 抗 体 A110を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド 、 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た
哺 乳 動 物 細 胞 か ら の 上 清 を 用 い た 。 こ の ア ッ セ イ は 、 pSUN31で の COS細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン が 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 LTAに 結 合 す る 能 力 は 保 持 す る も の の 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 プ ロ テ イ
ン Aに は も は や 結 合 し な い 組 換 え 抗 体 の 産 生 を 生 じ る こ と を 示 す （ 図 5） 。 こ の ア ッ セ イ は
、 親 抗 体 A110が プ ロ テ イ ン Aに 結 合 し 、 そ れ に 対 し て Fc領 域 に 2つ の ア ミ ノ 酸 変 化 を 有 す る
変 異 抗 体 、 A110 Fc、 は 結 合 し な い こ と も 確 証 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 pSUN31プ ラ ス ミ ド で 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い る 細 胞 株 を 生 成 し た 。 具 体 的 に は
、 CHO細 胞 を エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り 、 PvuI制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ （ New England
 Biolabs） で 消 化 す る こ と に よ っ て 直 線 化 さ れ て い る pSUN31で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 簡
潔 に 述 べ る と 、 25μ gの 消 化 し た pSUN31プ ラ ス ミ ド DNAを 1× 10 7  CHO細 胞 と 、 0.4cmキ ュ ベ
ッ ト 内 の 総 容 積 800μ Lの PBS中 で 混 合 し 、 250mA、 960μ Fの パ ル ス に 晒 し た 。 細 胞 を 100ml
の 非 選 択 培 地 MDM、 10%血 清 （ Hyclone） で 希 釈 し 、 100μ lを 10、 96ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ
ー プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 加 え た 。 24時 間 後 、 培 地 を 96ウ ェ ル プ レ ー ト か ら 除 去 し 、 750μ g
／ ml G418を 含 有 す る 選 択 培 地 、 MDM、 10%血 清 と 置 き 換 え た 。 コ ロ ニ ー が 出 現 し た 後 、 黄
色 ブ ド ウ 球 菌 プ ロ テ イ ン Aへ の 結 合 不 能 及 び 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 LTAへ の 継 続 す る 結 合 能 力 を チ
ェ ッ ク す る こ と に よ り 、 上 清 を 抗 体 の 産 生 に つ い て ア ッ セ イ し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 安 定 な ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト の 抗 体 産 生 及 び 活 性 ア ッ セ イ は 上 述 の よ う に 行 っ た 。 こ れ
ら の ア ッ セ イ は 、 こ の プ ラ ス ミ ド 構 築 体 で の 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン が 、 LTAに 結 合
す る 能 力 は 保 持 す る が プ ロ テ イ ン Aに は も は や 結 合 し な い ヒ ト 化 キ メ ラ Fc変 異 抗 体 、 Ac110
 Fcを 産 生 す る 安 定 な 細 胞 株 の 産 生 を 生 じ 得 る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 上 述 の 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 モ デ ル に お け る PBS中 の MAb A110 Fcの 試 験 の 結 果 を 表 6に 示 す 。
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
1 こ の 群 か ら の 1匹 の 異 常 に 高 度 コ ロ ニ ー 形 成 し た 動 物 は ス チ ュ ー デ ン ト T検 定 に よ っ て 排
除 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 A110 Fc処 置 群 の 全 て の 動 物 が 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 に よ っ て コ ロ ニ ー 形 成 し た と と し て も 、 A
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110 Fc抗 体 は 、 抗 体 を 細 菌 と 共 に 投 与 し た と き 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 に よ る 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 を
緩 和 し た 。 特 に 抗 体 処 置 マ ウ ス に お い て 、 鼻 当 た り の コ ロ ニ ー の 平 均 数 は 生 理 食 塩 水 処 置
マ ウ ス と 比 較 し て 大 幅 に 減 少 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】

　 各 抗 体 ／ 担 体 結 合 体 上 で の 抗 原 結 合 部 位 の 数 （ す な わ ち 、 結 合 価 ） を 増 加 さ せ る た め 、
我 々 は MAbを 様 々 な 担 体 物 質 と 結 合 さ せ て い る 。 我 々 は こ の 抗 体 結 合 を 公 知 抗 体 及 び ブ ド
ウ 球 菌 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 の コ ロ ニ ー 形 成 を 阻 止 す る こ と が 可 能 な あ ら ゆ る 発 見 さ れ た MAbに
つ い て 行 っ た 。 こ の 結 合 手 順 は Leesら （ 35） に 記 載 さ れ る 通 り に 行 っ た 。 簡 潔 に 述 べ る と
、 以 下 の よ う な ヘ テ ロ ラ イ ゲ ー シ ョ ン 技 術 を 用 い て 抗 体 を ア ミ ノ エ チ ル カ ル バ ミ ル デ キ ス
ト ラ ン （ AECMデ キ ス ト ラ ン ） に 結 合 さ せ た 。 N－ ヒ ド ロ キ シ ク シ ン イ ミ ジ ル S－ ア セ チ ル チ
オ ア セ テ ー ト （ SATA、 Bioaffinity Systems、 Roscoe、 ILか ら 購 入 ） を 用 い て 抗 体 を ア セ
チ ル チ オ 化 し 、 大 過 剰 の N－ ヒ ド ロ キ シ ク シ ン イ ミ ジ ル ヨ ー ド ア セ テ ー ト 試 薬 （ Bioaffini
ty Systems） を 用 い て AECMデ キ ス ト ラ ン を ヨ ー ド ア セ チ ル 化 し た 。 抗 体 を 4－ 8倍 モ ル 濃 度
過 剰 の SATAと 1－ 2時 間 反 応 さ せ た 。 AECMデ キ ス ト ラ ン 及 び 抗 体 の 両 者 の 標 識 を 0.15M HEPE
S、 2mM EDTA、 pH7.3に お い て 行 っ た 。 標 識 さ れ た 抗 体 及 び デ キ ス ト ラ ン を 脱 塩 し 、 30－ 60
： 1の モ ル 比 で 混 合 し た 。 pHを 7.5に 上 昇 さ せ 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン 中 25mMと し て 反 応 を 一
晩 進 行 さ せ た 。 S400HR（ Pharmacia） カ ラ ム で の ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 非
結 合 抗 体 を 除 去 し た 。 1.4OD／ mg／ mlを 用 い て 280nMで の 光 学 密 度 を 決 定 す る こ と に よ り 結
合 体 の タ ン パ ク 質 濃 度 を 測 定 し た 。 デ キ ス ト ラ ン 濃 度 は Monsignyら 、 1988の 方 法 を 用 い て
決 定 し た 。 0.2μ  Millex GV装 置 （ Millipore） を 用 い て 結 合 体 を 無 菌 濾 過 し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 予 備 実 験 は 、 高 分 子 量 デ キ ス ト ラ ン に 結 合 し た A110が 非 結 合 A110と 比 較 し て 有 意 に 大 き
な 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 の 凝 集 を 誘 導 し た こ と を 示 し て い る 。 我 々 は 上 述 の 手 順 に よ っ て A110を
デ キ ス ト ラ ン に 結 合 さ せ 、 下 記 表 7に 示 さ れ る よ う に こ の 結 合 MAbを 我 々 の 鼻 コ ロ ニ ー 形 成
ア ッ セ イ に お い て 試 験 し て い る 。
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 A110の デ キ ス ト ラ ン へ の 結 合 は 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 を 阻 止 及 び ／ 又 は 緩 和 す る 抗 体 の 能 力 を
高 め た 。 具 体 的 に は 、 コ ロ ニ ー 形 成 し た マ ウ ス の 数 が 8／ 8（ 対 照 ） か ら デ キ ス ト ラ ン 結 合
サ ン プ ル に お い て は 5／ 8に 低 下 し た 。 さ ら に 、 依 然 と し て 陽 性 で あ る 5匹 の マ ウ ス に つ い
て は 、 回 復 し た コ ロ ニ ー の 数 が 数 倍 低 下 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】

　 上 述 の 全 て の 例 に お い て は 、 鼻 点 滴 投 与 の 前 に PBS中 の MAbを 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 と 共 に プ レ
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ れ が 臨 床 環 境 を 完 全 に 模 倣 し 得 て い な い こ と を 認 め て 、 MAbを マ
ウ ス の 鼻 に 前 点 滴 投 与 し 、 次 い で 細 菌 点 滴 投 与 を す る こ と が で き 、 か つ 依 然 と し て コ ロ ニ
ー 形 成 を 阻 止 す る か ど う か を 調 べ た 。 2つ の 実 験 （ 表 8及 び 9に 要 約 さ れ る ） に お い て 、 マ
ウ ス を 麻 酔 し 、 PBS中 の A110を 鼻 孔 内 に 点 滴 投 与 し た 。 10分 後 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 を 鼻 孔 内
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実 施 例 6
MAb A110の 結 合 は そ の 有 効 性 を 増 加 さ せ る

実 施 例 7
鼻 孔 へ の MAbの 前 点 滴 投 与 は 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 を 阻 止 す る



に 点 滴 投 与 し た 。 5日 後 、 マ ウ ス を 屠 殺 し 、 鼻 を プ レ ー ト 化 し て 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 の 存 在 を
検 出 し た 。
【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 上 述 の も の と 同 じ 方 法 で 、 我 々 の 抗 ペ プ チ ド グ リ カ ン MAb（ MAb-11-232.3） の う ち の 1つ
の 前 点 滴 投 与 も 調 べ た 。 こ の 実 験 の 結 果 を 表 10に 示 す 。
【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
1 こ の 群 か ら の 1匹 の 異 常 に 高 度 コ ロ ニ ー 形 成 し た 動 物 は ス チ ュ ー デ ン ト T検 定 に よ っ て 排
除 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 第 4の 実 験 に お い て は 、 A110を PBS中 で MAb-11-232.3と 組 合 せ 、 上 述 の よ う に 黄 色 ブ ド ウ
球 菌 点 滴 投 与 の 前 に こ れ を マ ウ ス 鼻 孔 内 に 前 点 滴 投 与 す る こ と を 試 み た 。
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【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ １ 】
　 こ れ ら の 実 験 は 、 MAbを 鼻 孔 内 に 前 点 滴 投 与 し 、 次 い で 多 量 の 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 種 菌 を 用
い た 抗 原 投 与 後 の 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 を 阻 止 及 び 緩 和 す る こ と が 可 能 で あ る こ と を 示 す 。 コ ロ
ニ ー 形 成 の 阻 止 の 有 効 性 は 上 述 の よ う な 同 時 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン よ り も 前 点 滴 投 与 で 低 い
が 、 こ れ は 鼻 孔 内 に 点 滴 さ れ た バ ッ フ ァ ー 中 の MAbの 極 端 に 短 い 半 減 期 の た め で あ る と 思
わ れ る 。 実 際 、 我 々 は 、 点 滴 後 5分 で 、 90％ の MAbが も は や 鼻 孔 内 で 検 出 で き な い こ と を 決
定 し て い る （ デ ー タ は 示 さ ず ） 。 我 々 は 、 MAbの 半 減 期 を 実 質 的 に 増 加 さ せ る 目 的 で 、 MAb
の 様 々 な 処 方 で の 鼻 孔 へ の 送 達 に お け る 研 究 を 積 極 的 に 追 求 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】

　 我 々 は 、 確 立 さ れ た 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 の 緩 和 を 援 助 す る の に MAbを 用 い る
こ と も 提 唱 す る 。 こ の 目 的 に 向 け て 、 A110の 鼻 点 滴 が 確 立 さ れ た 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 を 緩 和 で
き る か ど う か を 決 定 す る こ と を 試 み た 。 マ ウ ス に 6× 10 7 個 の 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 を 点 滴 し た 。
細 菌 点 滴 の 1及 び 3日 後 、 生 理 食 塩 水 又 は 生 理 食 塩 水 中 の A110を コ ロ ニ ー 形 成 マ ウ ス の 鼻 孔
内 に 点 滴 し た 。 第 5日 に 、 マ ウ ス を 屠 殺 し 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 の 存 在 の た め に 鼻 を プ レ ー ト
化 し た 。
【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 こ の 例 は 、 コ ロ ニ ー 形 成 個 体 の 鼻 孔 内 に MAbを 点 滴 す る こ と に よ り 、 確 立 さ れ た 鼻 コ ロ
ニ ー 形 成 を 根 絶 及 び 緩 和 す る こ と 可 能 で あ っ た こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ４ 】

　 鼻 粘 膜 の 急 速 な 消 失 は 鼻 治 療 薬 の 投 与 に お け る 主 要 な 技 術 的 障 害 で あ る 。 ヒ ト の 鼻 に お
け る 物 質 の 消 失 時 間 は 約 12－ 15分 で あ る が 、 粘 膜 流 動 が 前 鼻 孔 に 対 し て よ り 後 方 に 存 在 す
る 上 皮 細 胞 上 の 繊 毛 に よ っ て 生 じ る 牽 引 性 に 依 存 す る た め 、 鼻 の 前 方 1／ 3に お い て は 消 失
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実 施 例 8
生 理 食 塩 水 中 の MAbの 複 数 回 投 与 に よ る 鼻 適 用 は 予 め 確 立 さ れ た 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 を 緩 和 す
る

実 施 例 9
MAbへ の 粘 膜 付 着 性 ポ リ マ ー の 添 加 は 鼻 孔 内 の 保 持 時 間 を 改 善 す る



は よ り ゆ っ く り と 生 じ る （ 4、 33） 。 し た が っ て 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 コ ロ ニ ー 形 成 の 阻 止 に
お い て 有 効 な 鼻 濃 度 を 維 持 す る の に MAbの 頻 繁 な 投 与 が 必 要 と な り 、 こ れ は 治 療 費 用 の 増
加 に つ な が り 得 る 。 粘 膜 付 着 性 ポ リ マ ー 、 例 え ば 、 セ ル ロ ー ス 及 び ポ リ ス チ レ ン 誘 導 体 、
キ ト サ ン 、 シ ク ロ デ キ ス ト リ ン 、 並 び に ポ リ － L－ ア ル ギ ニ ン が 様 々 な 策 略 に お い て 鼻 に
投 与 さ れ る 薬 物 の 保 持 時 間 を 増 加 さ せ る の に 用 い ら れ て い る （ 41、 45、 63、 64） 。 し か し
な が ら 、 こ れ ら の 送 達 系 の 大 多 数 は 担 体 薬 物 の 全 身 吸 収 に 焦 点 が 当 て ら れ て お り 、 鼻 粘 膜
に お け る 滞 在 時 間 及 び 活 性 の 増 加 に 明 確 に 合 わ さ れ て は い な い 。 MAbの 滞 在 時 間 を 大 幅 に
増 加 さ せ 、 か つ そ れ ら の 活 性 を 保 存 す る 鼻 送 達 系 は 開 発 中 で あ り 、 そ の 目 標 は 1日 に 1な い
し 4回 の 投 与 の み を 必 要 と す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 最 初 の 研 究 は 4つ の 目 的 と す る 粘 膜 付 着 性 ポ リ マ ー ： キ ト サ ン 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ
ル ロ ー ス 、 ポ リ － L－ ア ル ギ ニ ン 、 及 び PSSAの 相 対 効 力 を 評 価 し た 。 A110を 0.5％ （ w／ v）
の こ れ ら の ポ リ マ ー と 混 合 し 、 マ ウ ス の 鼻 に 滴 下 に よ り 加 え る と き 、 生 理 食 塩 水 投 与 と 比
較 し た 鼻 MAb保 持 に お け る 増 加 を ポ リ － L－ リ ジ ン を 除 く 全 て に つ い て 観 察 し た 。 投 与 後 1
時 間 の 最 大 保 持 が PSSA溶 液 で 達 成 さ れ 、 生 理 食 塩 水 － MAb処 置 し た 鼻 の 43％ に 対 し て 78％
で あ っ た 。 3時 間 で 、 PSSA－ Abミ ク ロ ス フ ェ ア は 最 大 保 持 を 示 し 続 け 、 生 理 食 塩 水 中 の 抗
体 の 15％ と 比 較 し て 46％ 残 存 で あ っ た 。 投 与 後 の 様 々 な 時 間 で 鼻 を 抽 出 し 、 PBS／ Tween-2
0で 洗 浄 し 、 LTA結 合 ELISAア ッ セ イ に お い て 抗 体 を 測 定 し た 。 光 学 顕 微 鏡 に よ る 試 験 で 、 P
SSAと A110を 混 合 す る プ ロ セ ス が 10な い し 50μ mの お お よ そ の サ イ ズ 範 囲 を 有 す る 微 粒 子 を
形 成 す る こ と が 発 見 さ れ た 。 微 粒 子 の 存 在 は 、 封 入 さ れ た 抗 体 が 鼻 か ら よ り ゆ っ く り と 除
去 さ れ る と い う 観 察 に 基 づ く と 、 重 要 な も の で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 PSSA又 は キ ト サ ン と 混 合 さ れ て い る A110の 鼻 腔 消 失 を 3時 間 に わ た っ て 測 定 し 、 図 6に 示
さ れ る よ う に 、 生 理 食 塩 水 － MAb投 与 と 比 較 し た 。 キ ト サ ン （ CS） 及 び PSSAは マ ウ ス の 鼻
に お け る 抗 体 の 保 持 を 長 期 化 し た 。 こ れ ら の ポ リ マ ー の 主 な 保 持 活 性 は 投 与 後 の 最 初 の 1
時 間 以 内 に 生 じ る も の と 思 わ れ 、 生 理 食 塩 水 で の 64％ と 比 較 し て PSSAで 事 実 上 100％ 及 び
キ ト サ ン で 82％ で あ る 。 鼻 か ら の A110消 失 の 速 度 は 3種 類 の ビ ヒ ク ル の 全 て に つ い て 投 与
後 1な い し 3時 間 で 均 等 化 さ れ る も の と 思 わ れ 、 こ れ は 図 6に お け る こ れ ら の 時 点 間 の キ ト
サ ン 及 び PSSAサ ン プ ル 線 の 等 し い 傾 斜 に よ っ て 示 さ れ る 。 し か し な が ら 、 処 置 後 最 初 の 1
時 間 に わ た る こ の 保 持 の 相 違 は 3時 間 で の 鼻 内 の 抗 体 量 の 多 大 な 絶 対 的 相 違 に つ な が り 、
こ れ は こ の 時 点 で の PSSA処 置 マ ウ ス に 残 留 す る 抗 体 量 と 比 較 し た キ ト サ ン 処 置 マ ウ ス に 残
留 す る 抗 体 量 と の 広 が り に よ っ て 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 抗 体 と PSSA及 び CSと の 処 方 に お い て 多 く の 変 数 が 試 験 さ れ て お り 、 こ れ に は ： ポ リ マ ー
分 子 量 、 ポ リ マ ー 濃 度 、 ミ ク ロ ス フ ェ ア サ イ ズ 、 及 び 塩 濃 度 が 含 ま れ る 。 図 7は 、 CS濃 度
の 増 加 が 鼻 内 で の 抗 体 の 保 持 を 増 加 さ せ な か っ た こ と を 示 す 。 図 8は 、 鼻 内 の 抗 体 保 持 に
対 す る ポ リ ス チ レ ン － Abミ ク ロ ス フ ェ ア サ イ ズ の 効 果 を 示 す 。 こ の 図 に お け る 表 示 は ミ ク
ロ ス フ ェ ア 合 成 に お い て 用 い ら れ た PSSAの パ ー セ ン ト を 示 し 、 ミ ク ロ ス フ ェ ア サ イ ズ と 相
関 す る 。 ミ ク ロ ス フ ェ ア サ イ ズ は 0.25％ が 50μ m、 0.5％ が 25μ m、 及 び 1.0％ が 0.5な い し 1
.0μ mと 見 積 も ら れ た 。 こ の 図 に お い て 示 さ れ る よ う に 、 ミ ク ロ ス フ ェ ア サ イ ズ は 鼻 内 で
の 抗 体 の 保 持 を 変 化 さ せ ず 、 広 範 囲 の サ イ ズ の ミ ク ロ ス フ ェ ア が 有 効 で あ り 得 る こ と が 示
唆 さ れ る 。 図 9A及 び 9Bは 、 塩 の 濃 度 及 び タ イ プ が ミ ク ロ ス フ ェ ア 中 の Abの 封 入 能 力 に 影 響
を 及 ぼ す こ と を 示 す 。 こ れ ら の 図 に お い て は 、 水 、 PBS、 又 は 硫 酸 ナ ト リ ウ ム を 互 い に 比
較 し た 。 水 が 最 低 の 封 入 能 力 を 有 し 、 硫 酸 ナ ト リ ウ ム が 最 高 封 入 能 力 を 有 し て い た 。 最 後
に 、 図 10は 、 抗 体 保 持 に 対 す る PSSAの 分 子 量 の 効 果 を 示 す 。 PSSA分 子 量 の 差 は 抗 体 保 持 に
対 し て ほ と ん ど 効 果 が な か っ た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 粘 膜 付 着 性 ポ リ マ ー は 他 の 組 成 物 、 例 え ば 、 ク リ ー ム 処 方 と 合 わ せ る こ と が で き る 。 図
11が 示 す よ う に 、 ク リ ー ム 処 方 単 独 又 は 粘 膜 付 着 性 ポ リ マ ー と の 組 合 せ は 粘 膜 付 着 性 ポ リ
マ ー 単 独 と 同 様 の 様 式 で MAbの 鼻 保 持 を 長 期 化 す る 。
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【 ０ ０ ８ ９ 】
　 図 6の 結 果 は 、 粘 膜 付 着 性 ポ リ マ ー が MAbの 鼻 保 持 を 多 く の 時 間 長 期 化 し 、 そ れ に よ り 黄
色 ブ ド ウ 球 菌 の 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 を 阻 止 す る の に 必 要 な 反 復 投 与 の 頻 度 を お そ ら く は 減 少 さ
せ る こ と を 示 す 。 図 6に 示 さ れ る デ ー タ は 最 も 有 効 な 処 方 、 0.5％ の 500,000MW PSSA及 び 0.
5％ の 460,000MW CS（ PROTOSAN G-213） を 表 す 。 送 達 方 法 が 鼻 の 堆 積 及 び 保 持 も た ら す 可
能 性 が あ る た め 、 様 々 な 鼻 ス プ レ ー 装 置 を MAb送 達 に 対 す る そ れ ら の 影 響 に つ い て 評 価 す
る 。 こ れ ら の 治 療 全 て の 組 合 せ を 試 験 し 、 鼻 MAb保 持 に 最 適 の 処 方 を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】

　 PSSA中 に 単 回 投 与 さ れ た MAbの 効 力 を 鼻 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 コ ロ ニ ー 形 成 の た め の コ ッ ト ン
ラ ッ ト （ cotton rat） 動 物 モ デ ル に お い て 試 験 し た 。 こ れ は 前 に 記 載 さ れ て い る マ ウ ス 鼻
コ ロ ニ ー 形 成 モ デ ル の 変 形 で あ る 。 4な い し 6週 齢 Sigmadon hispidisコ ッ ト ン ラ ッ ト を こ
の モ デ ル に お い て 用 い た 。 同 時 に 、 2％ NaClを 含 有 す る Columbia寒 天 （ CSA） に 凍 結 ス ト ッ
ク か ら の 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 MBT5040株 を 接 種 し た 。 MBT5040は 組 織 か ら 単 離 さ れ た 臨 床 MRSA株
で あ る 。 こ の 株 は Walter Reed Army Medical Center（ WRAMC） に 由 来 す る 。 MBT5040の メ
チ シ リ ン 最 小 阻 害 濃 度 （ MIC） は ＞ 36μ g／ mlで あ る 。 特 定 の 細 菌 株 用 の 薬 物 の MICは そ の
特 定 の 細 菌 株 の 正 常 な 成 長 を 阻 害 す る 薬 物 の 最 小 濃 度 で あ る 。 CSAプ レ ー ト 上 で の 成 長 は
細 菌 周 囲 の 莢 膜 形 成 を 促 進 し 、 そ れ は 次 に 鼻 腔 の よ り 効 率 的 な コ ロ ニ ー 形 成 を 生 じ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 点 滴 の 当 日 、 サ ン プ ル の 透 過 パ ー セ ン ト が 650nMで 約 10％ に な る ま で コ ロ ニ ー を 無 菌 PBS
（ 1ml／ 点 滴 し よ う と す る 動 物 ） に 掻 き 取 る こ と に よ り 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 MBT5040を CSAプ レ
ー ト か ら 採 取 し た 。 細 菌 を 遠 心 に よ っ て ペ レ ッ ト 化 し た 後 、 無 菌 PBSの 10μ l／ 動 物 に 再 懸
濁 さ せ た 。 コ ッ ト ン ラ ッ ト を 筋 肉 内 送 達 し た 200μ lの ケ タ ミ ン （ 25mg／ kg） 、 ロ ン プ ン （
2.5mg／ kg） 、 及 び ア セ プ ロ マ ジ ン （ 2.5mg／ kg） で 鎮 静 化 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 各 々 5匹 の コ ッ ト ン ラ ッ ト の 2つ の 群 に 上 述 の よ う に 10 9 個 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 MBT5040を 点 滴
し た 。 6日 後 、 一 方 の 群 に 20μ 容 積 で PSSA中 に 処 方 し た 100μ gの A110を 一 回 鼻 投 与 し た 。 P
BS中 の 1％ PSSA溶 液 を 等 容 積 の PBS中 の 10mg／ mL A110と 、 各 々 の 成 分 の 最 終 濃 度 が 0.5％ PS
SA及 び 5mg／ mL A110と な る よ う に 混 合 す る こ と に よ っ て PSSA－ MAb懸 濁 液 を 調 製 し た 。 こ
れ ら 2つ の 溶 液 を 一 緒 に 混 合 し て 直 ち に 10秒 間 渦 攪 拌 し 、 平 均 で 約 0.5μ mな い し 10μ mの サ
イ ズ を 有 す る 微 粒 子 を 形 成 し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 PSSA中 の MAbの 点 滴 の 24時 間 後 、 鼻 を 採 取 し 、 コ ロ ニ ー 形 成 に つ い て チ ェ ッ ク し た 。 動
物 は CO 2 吸 入 に よ っ て 屠 殺 し た 。 鼻 を 外 科 的 に 取 り 外 し て 解 剖 し 、 0.5％ Tween-20を 含 有 す
る 500μ lの 無 菌 PBS中 で 十 分 に 渦 攪 拌 し て コ ロ ニ ー 形 成 し て い る 細 菌 を 遊 離 さ せ た 。 50な
い し 100μ lの PBSを 様 々 な タ イ プ の 寒 天 プ レ ー ト 上 に 塗 布 し 、 実 際 の コ ロ ニ ー 形 成 を 決 定
し た 。 具 体 的 に は 、 MBT5040黄 色 ブ ド ウ 球 菌 が ナ フ シ リ ン 及 び ス ト レ プ ト マ イ シ ン 耐 性 で
あ っ た た め 、 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 全 体 は ト リ プ シ ン 処 理 ダ イ ズ 寒 天 （ TSA） に 加 え て 7.5％ NaCl
、 ナ フ シ リ ン 、 及 び ス ト レ プ ト マ イ シ ン プ レ ー ト で の コ ロ ニ ー 形 成 単 位 （ 「 CFU」 ） と し
て 測 定 し た 。 次 に 、 存 在 す る の で あ れ ば 、 血 液 寒 天 又 は TSA＋ 7.5％ NaCl上 の コ ロ ニ ー の い
ず れ が 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 で あ る の か を 決 定 す る の に 微 生 物 学 的 試 験 を 用 い た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 表 13に 示 さ れ る よ う に 、 PSSA中 に 処 方 さ れ た A110の 単 回 投 与 は コ ッ ト ン ラ ッ ト モ デ ル に
お い て 確 立 さ れ た 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 を 大 幅 に 減 少 さ せ た 。
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実 施 例 10
PSSA中 の MAbの 単 回 投 与 に よ る 鼻 適 用 は 予 め 確 立 さ れ た 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 を 緩 和 す る



【 表 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
1 鼻 当 た り の 回 復 し た CFU。
【 ０ ０ ９ ５ 】

　 上 述 の よ う な 処 置 の 間 の HAMA応 答 を 最 小 化 す る の に マ ウ ス 抗 体 を ヒ ト 化 す る か わ り に 、
当 業 者 は 完 全 に ヒ ト で あ る 保 護 抗 LTA抗 体 を 単 離 す る こ と が で き る 。 当 業 者 が 完 全 な ヒ ト
組 換 え 抗 体 を 産 生 す る の に 用 い る こ と が で き る 幾 つ か の 公 知 代 替 方 法 が 存 在 す る 。 そ の 1
つ は フ ァ ー ジ 提 示 技 術 を 用 い た 抗 体 の 産 生 で あ る （ 79、 83） 。 具 体 的 に は 、 ヒ ト RNAを 用
い て バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の 表 面 上 に 発 現 す る 抗 体 重 鎖 及 び 軽 鎖 断 片 の cDNAラ イ ブ ラ リ を 生
成 す る 。 こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ は 所 望 の 抗 原 （ す な わ ち 、 LTA） に 対 す る 探 索 に 用 い る こ と
が で き 、 次 に 、 表 面 上 に 発 現 す る 抗 体 の た め 、 結 合 す る フ ァ ー ジ が 単 離 さ れ る 。 抗 体 発 現
の た め 、 可 変 領 域 を コ ー ド す る DNAを 配 列 決 定 し 、 ク ロ ー ン 化 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 ヒ ト 抗 体 を 産 生 す る 別 の 方 法 は 「 ヒ ト 化 」 マ ウ ス を 用 い る 。 こ れ ら の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク マ ウ ス は 、 抗 原 の 接 種 で そ れ ら が ヒ ト 抗 体 を 産 生 す る よ う に 、 ヒ ト 抗 体 遺 伝 子 複 合 体 の
一 部 で 置 換 さ れ て い る そ れ ら 自 身 の 抗 体 遺 伝 子 を 有 し て い る （ 77、 79、 80、 81、 83） 。 生
じ る 抗 体 産 生 細 胞 を 、 次 に 、 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 細 胞 株 を 確 立 す る た め 、 標 準
ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 に 組 み 込 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 組 換 え ヒ ト 抗 体 は 、 強 い 抗 LTA応 答 を 有 す る ヒ ト ボ ラ ン テ ィ ア か ら 抗 体 産 生 B細 胞 を 単 離
す る こ と に よ っ て も 産 生 で き る 。 蛍 光 発 色 セ ル ソ ー タ ー （ FACS） 及 び 蛍 光 標 識 LTAを 用 い
て 、 抗 LTA抗 体 を 産 生 す る 細 胞 を 他 の 細 胞 か ら 分 離 す る こ と が で き る 。 次 に 、 RNAを 抽 出 し
、 反 応 性 抗 体 可 変 領 域 の 配 列 を 決 定 す る こ と が で き る （ 78、 82） 。 大 規 模 ヒ ト 組 換 え 抗 体
産 生 の た め 、 機 能 性 可 変 領 域 の DNA配 列 を 合 成 す る か 、 又 は 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ
ー ン 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】

　 し た が っ て 、 実 施 例 3－ 5は 、 MAbs A110、 MAb-11-232.3、 及 び A110 Fcが マ ウ ス の 鼻 孔 に
点 滴 投 与 さ れ た と き に 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 で の コ ロ ニ ー 形 成 を 阻 止 及 び ／ 又 は 緩 和 す る こ と を
示 す 。 こ れ ら の 抗 体 の ア イ ソ タ イ プ も 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 の コ ロ ニ ー 形 成 を 阻 止 及 び ／ 又 は 緩
和 す る こ の 能 力 を お そ ら く は 共 有 す る 。 実 施 例 6は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が デ キ ス ト ラ ン
の よ う な 担 体 に 結 合 さ れ る と き 、 こ の 効 果 が 増 強 さ れ る こ と を 示 す 。 実 施 例 7は 、 鼻 孔 内
に MAbを 前 点 滴 投 与 し 、 か つ 依 然 と し て 同 じ マ ウ ス に お け る 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 を 阻 止 す る こ
と が 可 能 で あ る こ と を 示 す 。 こ の 例 は 、 A110及 び MAb-11-232.3を 一 緒 に 前 点 滴 投 与 す る こ
と が こ れ ら の MAb単 独 の い ず れ か の 点 滴 投 与 よ り も 良 好 で あ り 得 る こ と も 示 す 。 実 施 例 8は
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、 コ ロ ニ ー 形 成 し た マ ウ ス の 鼻 孔 内 の A110の 2回 の 点 滴 投 与 が 実 験 の 最 後 に コ ロ ニ ー 形 成
し た マ ウ ス の 数 を 緩 和 し た こ と を 示 し 、 MAbの 鼻 点 滴 投 与 が 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 鼻 コ ロ ニ ー 形
成 の 阻 止 だ け で は な く 確 立 さ れ た 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 の 緩 和 に も 有 効 で あ り 得 る こ と が 示 唆 さ
れ る 。 実 施 例 9は 、 担 体 が マ ウ ス の 鼻 全 体 に お け る MAbの 保 持 時 間 に 対 す る 効 果 を 有 す る こ
と を 示 す 。 実 施 例 10は 、 コ ロ ニ ー 形 成 し た コ ッ ト ン ラ ッ ト の 鼻 に 単 回 投 与 さ れ た PSSA中 A1
10が 確 立 さ れ た ブ ド ウ 球 菌 コ ロ ニ ー 形 成 を 有 効 に 緩 和 で き る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 マ ウ ス に お け る 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 の 阻 止 及 び ／ 又 は 消 失 の 最 も 有 効 な 用 量 及 び ス ケ ジ ュ ー
ル を 決 定 す る た め に 、 特 定 の 送 達 方 法 、 特 定 の 投 薬 及 び 抗 体 投 与 の タ イ ミ ン グ が 採 用 さ れ
る 。 こ の デ ー タ か ら 、 ヒ ト 被 験 者 に 加 え て 他 の 哺 乳 動 物 に お け る 臨 床 試 験 の た め に 投 与 量
及 び ス ケ ジ ュ ー ル が 開 発 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 当 業 者 は 、 ブ ド ウ 球 菌 の 鼻 コ ロ ニ ー 形 成 を 阻 止 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 ブ ド ウ 球 菌 抗 体 が
こ こ に 列 挙 さ れ る 抗 体 の み に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 本 発 明 が 表 面 抗 原 を 含 む 黄 色 ブ ド
ウ 球 菌 の 他 の 抗 原 に 結 合 す る MAb、 及 び そ れ ら の ア イ ソ タ イ プ 、 並 び に 哺 乳 動 物 の 鼻 孔 に
存 在 す る 他 の 細 菌 に 対 す る MAbも 含 め よ う と す る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。 当 業 者 は 、 こ
れ ら の 抗 体 が 修 飾 Fc領 域 を 有 す る MAbを 含 む こ と も 理 解 す る で あ ろ う 。 そ の よ う な 他 の MAb
の 有 用 性 は 、 キ メ ラ 化 抗 RSVモ ノ ク ロ ー ナ ル IgG抗 体 で 処 置 さ れ た マ ウ ス の 対 照 群 と 比 較 し
て ブ ド ウ 球 菌 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 が 測 定 さ れ る 効 果 を 生 じ る こ と を 確 実 な も の と す る こ と
に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
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【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 は 本 明 細 書 の 考 察 及 び こ こ に 開 示 さ れ る 発 明 の 実 施 か ら 当 業 者 に は 明
ら か で あ ろ う 。 本 明 細 書 及 び 実 施 例 は 単 に 例 示 に す ぎ な い と 考 え ら れ 、 本 発 明 の 真 の 範 囲
及 び 精 神 は 以 下 の 請 求 項 に よ っ て 示 す こ と を 意 図 し て い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ ３ 】
【 図 １ 】 ヒ ト IgG1定 常 領 域 を 含 む プ ラ ス ミ ド pSUN29の 模 式 図 を 示 す 。
【 図 ２ 】 プ ラ ス ミ ド pSUN30に ク ロ ー ン 化 さ れ て い る 突 然 変 異 ヒ ト IgG1の ア ミ ノ 酸 （ 配 列 番
号 1） 及 び ヌ ク レ オ チ ド （ 配 列 番 号 2） 配 列 を 示 す 。 ア ミ ノ 酸 点 突 然 変 異 は ボ ー ル ド 体 で 示
さ れ る 。
【 図 ３ 】 ヒ ト ／ マ ウ ス キ メ ラ 抗 － LTA Fc突 然 変 異 体 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 A110Fcを 発 現 す
る ２ シ ス ト ロ ン 性 発 現 プ ラ ス ミ ド pSUN31の 模 式 図 を 示 す 。
【 図 ４ 】 MAb A110（ キ メ ラ 96-110） 及 び A110 Fc（ CH3突 然 変 異 体 ） に つ い て の ELISAに よ
る 抗 体 産 生 測 定 の 結 果 を 示 す 。
【 図 ５ 】 MAb A110（ キ メ ラ 96-110） 及 び A110 Fc（ CH3突 然 変 異 体 ） に つ い て の ELISAに よ
る 活 性 測 定 の 結 果 を 示 す 。
【 図 ６ 】 前 鼻 孔 に お け る 抗 体 の 保 持 時 間 に 対 す る 様 々 な 担 体 、 キ ト サ ン 及 び ポ リ ス チ レ ン
ス ル ホ ネ ー ト の 効 果 を 示 す 。
【 図 ７ 】 増 加 す る キ ト サ ン （ CS） 濃 度 が 鼻 内 の MAbの 保 持 を 増 加 さ せ な か っ た こ と を 示 す
。
【 図 ８ 】 鼻 MAb保 持 に 対 す る ポ リ ス チ レ ン － Abミ ク ロ ス フ ェ ア サ イ ズ の 効 果 を 示 す 。
【 図 ９ 】 図 9A及 び 9Bは 、 塩 の 濃 度 及 び タ イ プ が ミ ク ロ ス フ ェ ア 中 の MAbの 封 入 能 力 に 影 響
を 及 ぼ す こ と を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 MAb保 持 に 対 す る ポ リ ス チ レ ン ス ル ホ ネ ー ト 分 子 量 の 効 果 を 示 す 。
【 図 １ １ 】 単 独 の 、 又 は 粘 膜 付 着 性 ポ リ マ ー と 組 み 合 わ さ れ た ク リ ー ム 処 方 が MAbの 鼻 保
持 を 粘 膜 付 着 性 ポ リ マ ー 単 独 と 同 じ よ う に 引 き 伸 ば す こ と を 示 す 。
【 配 列 表 】
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】
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