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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ブドウ球菌Coaポリペプチドのドメイン1～2に特異的に結合するCoa結合ポリペプチドを
含む、ブドウ球菌(Staphylococcus)感染を有すると判定された患者またはブドウ球菌感染
のリスクがあると判定された患者においてブドウ球菌感染を阻害または処置するための薬
学的組成物であって、前記Coa結合ポリペプチドが、5D5.4モノクローナル抗体の6つのCDR
ドメインに少なくとも90％以上同一である配列を含み、かつ、血液凝固阻害活性を有し、
　ここで、該5D5.4軽鎖のCDR1、CDR2、およびCDR3ドメインの配列がそれぞれ、SSVSSSY (
SEQ ID NO:15)、STS (SEQ ID NO:16)、およびQQYHRSPPT (SEQ ID NO:17)であり、該5D5.4
重鎖のCDR1、CDR2、およびCDR3ドメインの配列がそれぞれ、GASITTSY (SEQ ID NO:18)、I
SYSGNT (SEQ ID NO:19)、およびAATYYDFNYDGYLDV (SEQ ID NO:20)である、薬学的組成物
。
【請求項２】
　前記Coa結合ポリペプチドが、ブドウ球菌Coaポリペプチドの結合について5D5.4モノク
ローナル抗体と競合する、請求項1に記載の薬学的組成物。
【請求項３】
　前記Coa結合ポリペプチドがモノクローナル抗体を含む、請求項1または2に記載の薬学
的組成物。
【請求項４】
　前記Coa結合ポリペプチドが組換え体である、請求項1～3のいずれか一項に記載の薬学
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的組成物。
【請求項５】
　前記Coa結合ポリペプチドが、5D5.4モノクローナル抗体の3つ、4つ、5つ、または6つの
CDRドメインの配列と同一の配列を含む、請求項1～4のいずれか一項に記載の薬学的組成
物。
【請求項６】
　前記Coa結合ポリペプチドが、5D5.4モノクローナル抗体の全6つのCDRドメインの配列と
同一の配列を含む、請求項1～5のいずれか一項に記載の薬学的組成物。
【請求項７】
　抗生物質またはブドウ球菌ワクチン組成物と併用される、請求項1～6のいずれか一項に
記載の薬学的組成物。
【請求項８】
　ブドウ球菌Coaポリペプチドのドメイン1～2に特異的に結合する、精製されたCoA結合キ
メラポリペプチドであって、前記精製されたCoA結合キメラポリペプチドが、5D5.4モノク
ローナル抗体の6つのCDRドメインに少なくとも90％以上同一である配列を含み、かつ、血
液凝固阻害活性を有し、
　ここで、該5D5.4軽鎖のCDR1、CDR2、およびCDR3ドメインの配列がそれぞれ、SSVSSSY (
SEQ ID NO:15)、STS (SEQ ID NO:16)、およびQQYHRSPPT (SEQ ID NO:17)であり、該5D5.4
重鎖のCDR1、CDR2、およびCDR3ドメインの配列がそれぞれ、GASITTSY (SEQ ID NO:18)、I
SYSGNT (SEQ ID NO:19)、およびAATYYDFNYDGYLDV (SEQ ID NO:20)である、精製されたCoA
結合ポリペプチド。
【請求項９】
　5D5.4モノクローナル抗体の軽鎖CDR1、CDR2、およびCDR3ドメインの配列と同一の配列
を含む、請求項8に記載の精製されたCoA結合キメラポリペプチド。
【請求項１０】
　5D5.4モノクローナル抗体の重鎖CDR1、CDR2、および、CDR3 ドメインの配列と同一の配
列を含む、請求項8または9に記載の精製されたCoA結合キメラポリペプチド。
【請求項１１】
　ヒト化されている、請求項8～10のいずれか一項に記載の精製されたCoA結合キメラポリ
ペプチド。
【請求項１２】
　前記精製されたCoA結合キメラポリペプチドが、ブドウ球菌Coaポリペプチドの結合につ
いて5D5.4モノクローナル抗体と競合する、請求項8～11のいずれか一項に記載の精製され
たCoA結合キメラポリペプチド。
【請求項１３】
　組換え体である、請求項8～12のいずれか一項に記載の精製されたCoA結合キメラポリペ
プチド。
【請求項１４】
　前記精製されたCoA結合キメラポリペプチドが、5D5.4モノクローナル抗体の6つのCDRド
メインの配列と同一の配列を含む、請求項8～13のいずれか一項に記載の精製されたCoA結
合キメラポリペプチド。
【請求項１５】
　前記Coa結合ポリペプチドが組換え単一ドメイン抗体である、および/またはヒト化抗体
またはキメラ抗体である、請求項1～2、または4～7のいずれか一項に記載の薬学的組成物
。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、米国立衛生研究所による助成金交付番号AI092711およびAI052474 AI52767の
下での政府支援によってなされた。MM. D.M.M.およびO.S.のHD009007訓練助成金は、米国
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立アレルギー感染病研究所(NIAID)のRegion V 「Great Lakes」 Regional Center of Exc
ellence in Biodefense and Emerging Infectious Diseases Consortium (NIH助成金交付
番号1-U54-AI-057153)の会員であることおよびそれからの支援ならびに米国立衛生研究所
による助成金交付番号1-U54-AI-057153を承認するものである。米国政府は本発明におい
てある特定の権利を有する。
【０００２】
　本出願は、参照により全体が本明細書に組み入れられる、2012年4月26日付で出願され
た米国仮特許出願第61/638,797号に対する優先権を主張するものである。
【０００３】
I. 発明の分野
　本発明は全体として、免疫学、微生物学、および病理学の分野に関する。より具体的に
は、本発明は、細菌タンパク質および細菌ペプチドに対する抗体を含む方法ならびに組成
物に関し、このような抗体を誘発するために該細菌タンパク質および該細菌ペプチドが用
いられる。それらのタンパク質にはコアグラーゼ(Coa)が含まれる。
【背景技術】
【０００４】
II. 背景
　北米の病院は、黄色ブドウ球菌(Staphylococcus aureus)の流行を経験している。この
生物は、軽度の皮膚感染から致死的な敗血症、心内膜炎、および肺炎までの広範な疾患を
引き起こす[2]。黄色ブドウ球菌は、その多くの疾患徴候を可能にする広範な病毒性因子
が豊富である。黄色ブドウ球菌と、病原性の低いブドウ球菌(staphylococcus)種とを区別
する黄色ブドウ球菌の決定的な特徴の1つは、抗凝固処理血液を凝固させるその能力であ
る[48、75]。この特徴は2種のタンパク質、つまりコアグラーゼ(Coa)およびフォン・ウィ
ルブランド因子結合タンパク質(vWbp)によるものである。CoaおよびvWbpは、宿主プロト
ロンビンに結合し、宿主プロトロンビンの立体構造変化を誘導するが、これは酵素前駆体
から活性化トロンビンへの移行を模倣しており、この複合体がフィブリノゲンをフィブリ
ンへ切断することを可能にする[66、67、71、72、133、146、188]。フィブリンは血栓の
メッシュネットワークを形成する。
【０００５】
　CoaおよびvWbpは、黄色ブドウ球菌感染の発病中に重要な役割を果たす[212]。coaおよ
びvwbの二重変異体の感染は、マウス敗血症モデルにおいて死亡の遅延をもたらし、膿瘍
を形成するブドウ球菌の能力をほぼ取り除く(Cheng et al 2010)。CoaおよびvWbpに対す
る体液性免疫反応は、ブドウ球菌感染に対する防御を与える(Cheng et al 2010)。直接的
なトロンビン阻害物質によるコアグラーゼの薬理学的阻害は、CoaおよびvWbpの活性を中
和し、ブドウ球菌性敗血症に対する予防的防御を与える[20、177、213]。
【０００６】
　黄色ブドウ球菌は、乾いた表面上で生き延び、感染の機会を高めることができる。いず
れの黄色ブドウ球菌感染もブドウ球菌性熱傷様皮膚症候群、つまり血流に吸収された外毒
素に対する皮膚反応を引き起こすことがある。黄色ブドウ球菌は、命にかかわりうる膿血
症と呼ばれる敗血症の一種を引き起こすこともある。メチシリン耐性黄色ブドウ球菌(MRS
A)は院内感染の主な原因になっている。
【０００７】
　黄色ブドウ球菌の感染は典型的には、抗生物質で処置され、ペニシリンが最適な薬物で
あるが、しかしメチシリン耐性分離株にはバンコマイシンが使用される。抗生物質に対し
て幅広い耐性を示すブドウ球菌株の割合は、増加しており、有効な抗菌療法に脅威を与え
ている。さらに、バンコマイシン耐性黄色ブドウ球菌株が最近現れたことで、有効な治療
を使用できないMRSA株が、出現し蔓延し始めているという恐怖心がかき立てられている。
【０００８】
　ブドウ球菌感染の処置において抗生物質に代わる手法は、受動免疫療法においてブドウ
球菌抗原に対する抗体を用いることであった。この受動免疫療法の例には、ポリクローナ
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ル抗血清の投与(WO00/15238、WO00/12132)およびリポタイコ酸に対するモノクローナル抗
体による処置(WO98/57994)が含まれる。
【０００９】
　黄色ブドウ球菌を標的とするかまたは黄色ブドウ球菌が産生する細胞外タンパク質を標
的とする第一世代のワクチンではもたらされる成果には限界があり(Lee, 1996)、ブドウ
球菌感染を処置するためにさらなる治療的組成物を開発する必要がまだある。
【発明の概要】
【００１０】
　黄色ブドウ球菌は、米国において菌血症および院内感染の最多原因である。ブドウ球菌
疾患を予防するFDA認可済みワクチンは、現在、使用可能ではない。
【００１１】
　ある態様には、ブドウ球菌感染を阻害、改善、および/または予防する抗体組成物があ
る。
【００１２】
　ある態様は、ブドウ球菌感染を有すると判定された患者またはブドウ球菌感染のリスク
があると判定された患者においてブドウ球菌感染を阻害する方法であって、ブドウ球菌Co
aポリペプチドのドメイン1～2に特異的に結合するCoa結合ポリペプチドの有効量を該患者
に投与する段階を含む、方法に指向している。いくつかの態様において、本方法は、2種
またはそれ以上のCoa結合ポリペプチドの有効量を投与する段階をさらに含む。いくつか
の態様において、本方法は、患者に抗生物質またはブドウ球菌ワクチン組成物を投与する
段階をさらに含む。他の態様には、ブドウ球菌感染を有する患者またはブドウ球菌感染を
有すると判定された患者を処置するための方法がある。さらなる態様には、ブドウ球菌感
染を予防するための方法がある。
【００１３】
　いくつかの局面において、Coa結合ポリペプチドはブドウ球菌Coaポリペプチドのドメイ
ン1に特異的に結合する。他の局面において、Coa結合ポリペプチドはブドウ球菌Coaポリ
ペプチドのドメイン2に特異的に結合する。さらなる態様において、Coa結合ポリペプチド
はブドウ球菌Coaポリペプチドのドメイン1およびドメイン2の両方の領域に特異的に結合
する。
【００１４】
　ある態様は、SEQ ID NO: 1～8のいずれかによってコードされるポリペプチドにおける
エピトープに特異的に結合するCoa結合ポリペプチドに指向している。ある局面において
、Coa結合ポリペプチドは、SEQ ID NO: 1～8のいずれかによってコードされるポリペプチ
ドのアミノ酸番号1～149、150～282、または1～282におけるエピトープに特異的に結合す
る。ある局面において、エピトープは、本明細書において提供される配列、もしくは本明
細書において提供される配列のいずれかによってコードされる配列のいずれか由来の少な
くとも6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25
、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45
、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65
、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85
、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100個、もしくはそれ以
上(またはその中における得られる任意の範囲)の連続アミノ酸を含むか、あるいは、本明
細書において提供される配列、もしくは本明細書において提供される配列のいずれかによ
ってコードされる配列のいずれか由来の多くても6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、
16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、
36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、
56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、
76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、
96、97、98、99、100個、もしくはそれ以上(またはその中における得られる任意の範囲)
の連続アミノ酸を有する。
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【００１５】
　特定の態様において、Coa結合ポリペプチドは、ブドウ球菌Coaポリペプチドの結合につ
いて5D5.4または7H4.25モノクローナル抗体と競合する。さらなる態様において、モノク
ローナル抗体は4H9.20、4B10.44、3B3.14、2A3.1、2H10.12、6D1.22、6C4.15、6C10.19、
8C2.9、または4F1.7である。いくつかの態様において、Coa結合ポリペプチドは、ELISAに
よって測定した場合に、ブドウ球菌Coaポリペプチドに対する結合定数 約0.5～20 nM-1、
1.0～10 nM-1、または1.0～6.0 nM-1を有する。ある態様において、Coa結合ポリペプチド
は、ELISAによって測定した場合に、ブドウ球菌Coaドメイン1～2に対する結合定数 約0.5
～20 nM-1または1.0～10 nM-1を有する。
【００１６】
　Coa結合ポリペプチドは、ブドウ球菌由来のCoaタンパク質を特異的に結合させる任意の
ポリペプチドでありうる。ある態様において、Coa結合ポリペプチドは、精製されたモノ
クローナル抗体または精製されたポリクローナル抗体である。ポリペプチドは、例えば、
単一のドメインであるか、ヒト化されているか、またはキメラである、抗体でありうる。
いくつかの態様において、2種またはそれ以上のCoa結合ポリペプチド(例えば、2種または
それ以上の精製されたモノクローナル抗体または精製されたポリクローナル抗体)が患者
に投与されうる。ある局面において、Coa結合ポリペプチドは組換え体である。他の態様
において、一種または複数種の化学修飾または化学的部分の付加などの、ポリペプチドに
対する化学修飾が存在しうる。
【００１７】
　Coa結合ポリペプチドが、抗体由来の1つまたは複数のCDRドメインを含み、該抗体が、
ブドウ球菌Coaポリペプチドのドメイン1～2に特異的に結合する、態様が提供される。特
定の態様において、Coa結合ポリペプチドは、5D5.4および7H4.25モノクローナル抗体のVH
ドメインまたはVLドメインの中からの1つ、2つ、3つ、4つ、5つ、6つ、またはそれ以上の
CDRドメインを含む。ある局面において、Coa結合ポリペプチドは、5D5.4および7H4.25モ
ノクローナル抗体のVHドメインまたはVLドメインの中からの6つのCDRドメインを含む。い
くつかの態様において、Coa結合ポリペプチドは、5D5.4または7H4.25モノクローナル抗体
のVHドメインまたはVLドメインと少なくともまたは多くても70%、75%、80%、85%、90%、9
5%、もしくは99% (またはその中における得られる任意の範囲)同一である配列を含む。Co
a結合ポリペプチドが、5D5.4もしくは7H4.25モノクローナル抗体のVHドメインおよび/ま
たは5D5.4もしくは7H4.25モノクローナル抗体のVLドメインを含む、態様が提供される。
さらなる態様において、モノクローナル抗体は4H9.20、4B10.44、3B3.14、2A3.1、2H10.1
2、6D1.22、6C4.15、6C10.19、8C2.9、または4F1.7である。
【００１８】
　いくつかの態様において、Coa結合ポリペプチドは、ブドウ球菌Coaポリペプチドのドメ
イン1～2に特異的に結合するCoa結合ポリペプチド由来の1つまたは複数のCDRドメインと
、免疫グロブリン、フィブロネクチン、または黄色ブドウ球菌プロテインZからなる群よ
り選択されるポリペプチド由来の足場とを含む。
【００１９】
　Coa結合ポリペプチドは第二のCoa結合ポリペプチドに機能的に結合されうる。いくつか
の局面において、第一および第二のCoa結合ペプチドは組換えにより機能的に結合されて
いる。他の局面において、第一および第二のCoa結合ペプチドは化学的に機能的に結合さ
れている。
【００２０】
　Coa結合ポリペプチドが、約、少なくとも約、または多くても約0.1 mg/kg～5 mg/kg、1
 mg/kg～5 mg/kg、0.1 mg/kg～1 mg/kg、もしくは2 mg/kg～5 mg/kg (またはその中にお
ける得られる任意の範囲)の用量で投与される、態様が提供される。
【００２１】
　態様によって、ブドウ球菌Coaポリペプチドのドメイン1～2に特異的に結合する抗体由
来の1つまたは複数のCoa結合ポリペプチドCDRドメインを含む、精製されたポリペプチド
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も提供される。ある態様において、Coa結合ポリペプチドは、ブドウ球菌Coaポリペプチド
の結合について4H9.20、4B10.44、3B3.14、4F1.7、6C4.15、8C2.9、2A3.1、5C3.2、2H10.
12、6D1.22、6C10.19、5D5.4、または7H4.25モノクローナル抗体と競合する。ある局面に
おいて、ポリペプチドは、ELISAによって測定した場合に、ブドウ球菌Coaポリペプチドに
対する結合定数 約0.1～20 nM-1、0.5～10 nM-1、または1.0～10 nM-1を有する。ポリペ
プチドは、例えば、単一ドメイン抗体Coa結合ポリペプチド、ヒト化抗体、またはキメラ
抗体を含みうる。
【００２２】
　ある態様において、ポリペプチドは組換え体である。ある局面において、組換えポリペ
プチドは、4H9.20、4B10.44、3B3.14、4F1.7、8C2.9、2A3.1、5C3.2、2H10.12、6D1.22、
6C4.15、6C10.19、5D5.4、または7H4.25モノクローナル抗体のVHドメイン由来またはVLド
メイン由来の1つまたは複数のCDRドメインの少なくとも90%、95%、または99%を含む。い
くつかの態様において、組換えポリペプチドは、4H9.20、4B10.44、3B3.14、4F1.7、8C2.
9、2A3.1、5C3.2、2H10.12、6D1.22、6C4.15、6C10.19、5D5.4、および/または7H4.25モ
ノクローナル抗体のVHドメイン由来またはVLドメイン由来の2つ、3つ、4つ、5つ、6つ、
またはそれ以上のCDRドメインを含む。
【００２３】
　いくつかの態様において、組換えポリペプチドは、(i) 4H9.20の可変軽鎖由来のCDR1、
CDR2、および/もしくはCDR3; ならびに/または(ii) 4H9.20の可変重鎖由来のCDR1、CDR2
、および/もしくはCDR3を含む。いくつかの態様において、組換えポリペプチドは、(i) 5
D5.4の可変軽鎖由来のCDR1、CDR2、および/もしくはCDR3; ならびに/または(ii) 5D5.4の
可変重鎖由来のCDR1、CDR2、および/もしくはCDR3を含む。いくつかの態様において、組
換えポリペプチドは、(i) 4B10.44の可変軽鎖由来のCDR1、CDR2、および/もしくはCDR3; 
ならびに/または(ii) 4B10.44の可変重鎖由来のCDR1、CDR2、および/もしくはCDR3を含む
。いくつかの態様において、組換えポリペプチドは、(i) 3B3.14の可変軽鎖由来のCDR1、
CDR2、および/もしくはCDR3; ならびに/または(ii) 3B3.14の可変重鎖由来のCDR1、CDR2
、および/もしくはCDR3を含む。いくつかの態様において、組換えポリペプチドは、(i) 7
H4.25の可変軽鎖由来のCDR1、CDR2、および/もしくはCDR3; ならびに/または(ii) 7H4.25
の可変重鎖由来のCDR1、CDR2、および/もしくはCDR3を含む。いくつかの態様において、
組換えポリペプチドは、(i) 2A3.1の可変軽鎖由来のCDR1、CDR2、および/もしくはCDR3; 
ならびに/または(ii) 2A3.1の可変重鎖由来のCDR1、CDR2、および/もしくはCDR3を含む。
いくつかの態様において、組換えポリペプチドは、(i) 2H10.12の可変軽鎖由来のCDR1、C
DR2、および/もしくはCDR3; ならびに/または(ii) 2H10.12の可変重鎖由来のCDR1、CDR2
、および/もしくはCDR3を含む。いくつかの態様において、組換えポリペプチドは、(i) 6
D1.22の可変軽鎖由来のCDR1、CDR2、および/もしくはCDR3; ならびに/または(ii) 6D1.22
の可変重鎖由来のCDR1、CDR2、および/もしくはCDR3を含む。いくつかの態様において、
組換えポリペプチドは、(i) 6C4.15の可変軽鎖由来のCDR1、CDR2、および/もしくはCDR3;
 ならびに/または(ii) 6C4.15の可変重鎖由来のCDR1、CDR2、および/もしくはCDR3を含む
。いくつかの態様において、組換えポリペプチドは、(i) 6C10.19の可変軽鎖由来のCDR1
、CDR2、および/もしくはCDR3; ならびに/または(ii) 6C10.19の可変重鎖由来のCDR1、CD
R2、および/もしくはCDR3を含む。いくつかの態様において、組換えポリペプチドは、(i)
 8C2.9の可変軽鎖由来のCDR1、CDR2、および/もしくはCDR3; ならびに/または(ii) 8C2.9
の可変重鎖由来のCDR1、CDR2、および/もしくはCDR3を含む。いくつかの態様において、
組換えポリペプチドは、(i) 4F1.7の可変軽鎖由来のCDR1、CDR2、および/もしくはCDR3; 
ならびに/または(ii) 4F1.7の可変重鎖由来のCDR1、CDR2、および/もしくはCDR3を含む。
これらのCDRの配列は、表5において見出すことができる。
【００２４】
　いくつかの態様には、ブドウ球菌Coaポリペプチドのドメイン1～2に特異的に結合する
抗体由来の1つまたは複数のCoa結合ポリペプチドCDRドメインを含む、精製されたポリペ
プチドがある。上記の通りに、ポリペプチドはCoa抗体の軽鎖および/または重鎖可変領域
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由来の1つ、2つ、3つ、4つ、5つ、または6つのCDRを含みうる。表5は、12種の異なるCoa
抗体ならびに軽鎖および重鎖可変領域の両方由来のそれらのCDR1、CDR2、およびCDR3配列
を提供する。ある態様において、ポリペプチドは特定の抗体の軽鎖可変領域由来のCDR1、
CDR2、および/またはCDR3を含む。いくつかの態様においてポリペプチドは軽鎖の可変領
域および/または重鎖の可変領域由来のCDR1、CDR2、およびCDR3を有するが、そのCDR1、C
DR2、およびCDR3は同じ抗体由来である必要はないことが企図される。アミノ酸配列の重
複を考慮すると、いくつかのポリペプチドが、同じ抗体由来のまたは同じ抗体に基づくCD
R1、CDR2、およびCDR3を有するが、ある抗体由来のCDR1が、別の抗体由来のまたは別の抗
体に基づくCDRと置換されてもよい。例えば、ポリペプチドは4F1.7の軽鎖可変領域由来の
または4F1.7の軽鎖可変領域に基づくCDR1、4F1の軽鎖可変領域由来のまたは4F1の軽鎖可
変領域に基づくCDR2を含みうるが、しかし6C4.15の可変軽鎖領域由来のまたは6C4.15の可
変軽鎖領域に基づくCDR3を有しうる。しかしながら、単一系列のCDR1、CDR2、およびCDR3
群がともに用いられる場合、それらは全て軽鎖可変領域由来または重鎖可変領域由来であ
るが、しかしその両方由来の混合物ではないことが一般に企図される。
【００２５】
　あるいは、ポリペプチドは、Coa抗体の軽鎖可変領域由来のCDR1配列である、SEQ ID NO
:9、15、24、33、40、44、56、および49に記載の全配列と70、75、80、85、90、95、96、
97、98、99、100% (もしくはその中における得られる任意の範囲)同一であるか、SEQ ID 
NO:9、15、24、33、40、44、56、および49に記載の全配列と多くても70、75、80、85、90
、95、96、97、98、99、100% (もしくはその中における得られる任意の範囲)同一である
か、またはSEQ ID NO:9、15、24、33、40、44、56、および49に記載の全配列と少なくと
も70、75、80、85、90、95、96、97、98、99、100% (もしくはそのにおける得られる任意
の範囲)同一であるCDR1配列を含みうる。その代わりにまたはさらに、ポリペプチドは、C
oa抗体の軽鎖可変領域由来のCDR2配列である、SEQ ID NO:10、16、21、25、および34に記
載の全配列と70、75、80、85、90、95、96、97、98、99、100% (もしくはその中における
得られる任意の範囲)同一であるか、SEQ ID NO:10、16、21、25、および34に記載の全配
列と多くても70、75、80、85、90、95、96、97、98、99、100% (もしくはその中における
得られる任意の範囲)同一であるか、またはSEQ ID NO:10、16、21、25、および34に記載
の全配列と少なくとも70、75、80、85、90、95、96、97、98、99、100% (もしくはその中
における得られる任意の範囲)同一であるCDR2配列を含みうる。その代わりにまたはさら
に、ポリペプチドは、Coa抗体の軽鎖可変領域由来のCDR3配列である、SEQ ID NO:11、17
、22、26、30、35、36、45、および57に記載の全配列と70、75、80、85、90、95、96、97
、98、99、100% (もしくはその中における得られる任意の範囲)同一であるか、SEQ ID NO
:11、17、22、26、30、35、36、45、および57に記載の全配列と多くても70、75、80、85
、90、95、96、97、98、99、100% (もしくはその中における得られる任意の範囲)同一で
あるか、またはSEQ ID NO:11、17、22、26、30、35、36、45、および57に記載の全配列と
少なくとも70、75、80、85、90、95、96、97、98、99、100% (もしくはその中における得
られる任意の範囲)同一であるCDR3配列を含みうる。その代わりにまたはさらに、ポリペ
プチドは、Coa抗体の重鎖可変領域由来のCDR1配列である、SEQ ID NO:12、18、27、37、4
1、46、50、53、および58に記載の全配列と70、75、80、85、90、95、96、97、98、99、1
00% (もしくはその中における得られる任意の範囲)同一であるか、SEQ ID NO:12、18、27
、37、41、46、50、53、および58に記載の全配列と多くても70、75、80、85、90、95、96
、97、98、99、100% (もしくはその中における得られる任意の範囲)同一であるか、また
はSEQ ID NO:12、18、27、37、41、46、50、53、および58に記載の全配列と少なくとも70
、75、80、85、90、95、96、97、98、99、100% (もしくはその中における得られる任意の
範囲)同一であるCDR1配列を含みうる。その代わりにまたはさらに、ポリペプチドは、Coa
抗体の重鎖可変領域由来のCDR2配列である、SEQ ID NO:13、19、28、31、38、43、47、51
、54、および59に記載の全配列と70、75、80、85、90、95、96、97、98、99、100% (もし
くはその中における得られる任意の範囲)同一であるか、SEQ ID NO:13、19、28、31、38
、43、47、51、54、および59に記載の全配列と多くても70、75、80、85、90、95、96、97
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、98、99、100% (もしくはその中における得られる任意の範囲)同一であるか、またはSEQ
 ID NO:13、19、28、31、38、43、47、51、54、および59に記載の全配列と少なくとも70
、75、80、85、90、95、96、97、98、99、100% (もしくはその中における得られる任意の
範囲)同一であるCDR2配列を含みうる。その代わりにまたはさらに、ポリペプチドは、Coa
抗体の重鎖可変領域由来のCDR3配列である、SEQ ID NO:14、20、23、29、32、39、42、48
、52、55、および60に記載の全配列と70、75、80、85、90、95、96、97、98、99、100% (
もしくはその中における得られる任意の範囲)同一であるか、SEQ ID NO:14、20、23、29
、32、39、42、48、52、55、および60に記載の全配列と多くても70、75、80、85、90、95
、96、97、98、99、100% (もしくはその中における得られる任意の範囲)同一であるか、
またはSEQ ID NO:14、20、23、29、32、39、42、48、52、55、および60に記載の全配列と
少なくとも70、75、80、85、90、95、96、97、98、99、100% (もしくはその中における得
られる任意の範囲)同一であるCDR3配列を含みうる。いくつかの態様において、SEQ ID NO
:10、16、21、25、および34のいずれかの代わりにSEQ ID NO:61が用いられることが企図
される。いくつかの態様において、CDR2はSEQ ID NO:61の配列を有する。
【００２６】
　他の態様によって、ブドウ球菌Coaポリペプチドのドメイン1～2に特異的に結合する抗
体由来の1つまたは複数のCDRドメインと、免疫グロブリン、フィブロネクチン、または黄
色ブドウ球菌プロテインZからなる群より選択されるポリペプチド由来の足場とを含む組
換えポリペプチドが提供される。任意のポリペプチドが、作用物質または物質、そのよう
な治療的部分または検出可能な部分に付着されうること、融合されうること、または結合
されうることがさらに企図される。
【００２７】
　ある局面において、組換えポリペプチドは、第二のブドウ球菌タンパク質に特異的に結
合する組換えポリペプチドに機能的に結合されている。
【００２８】
　他の態様において、ポリペプチドは、(a) VH領域ならびにIgG1、IgG2、IgG3またはIgG4
サブタイプ由来のヒトヒンジ領域、CH1領域、CH2領域、およびCH3領域を含む重鎖と;(b) 
VL領域およびヒトκCLまたはヒトλCLのいずれか一方を含む軽鎖とを含む抗体である。
【００２９】
　ある態様によって、ブドウ球菌Coaポリペプチドに特異的に結合し、5A10、8E2、3A6、7
E2、3F6、1F10、6D11、3D11、5A11、1B10、4C1、2F2、8D4、7D11、2C3、4C5、6B2、4D5、
2B8、1H7、6C10.19、または6C4.15モノクローナル抗体である、精製されたモノクローナ
ル抗体が提供される。
【００３０】
　いくつかの局面において、精製されたポリペプチドは、4H9.20、5D5.4、4B10.44、3B3.
14、7H4.25、2A3.1、2H10.12、6D1.22、6C4.15、6C10.19、8C2.9、および4F1.7であるマ
ウスモノクローナル抗体からなることはない。他の態様において、精製されたポリペプチ
ドは、単離されたマウスモノクローナル抗体ではない。
【００３１】
　他の態様によって、一種または複数種の精製されたCoa結合ポリペプチドを含む薬学的
組成物が提供される。いくつかの態様において、薬学的組成物は、密閉容器中の単回単位
用量の精製されたポリペプチドを提供する。薬学的組成物は、抗生物質を含むか、ブドウ
球菌ワクチン組成物を含むか、または、第二のブドウ球菌タンパク質に特異的に結合する
ポリペプチドを含むが、これらに限定されない、少なくとも第二の抗菌物質を含みうる。
【００３２】
　ある態様によって、Coa結合ポリペプチドをコードする核酸配列を含む、ポリヌクレオ
チドが提供される。
【００３３】
　他の態様によって、発現制御配列に機能的に連結されたCoa結合ポリペプチドをコード
する核酸配列を含む、発現ベクターが提供される。いくつかの態様によって、発現ベクタ



(9) JP 6251730 B2 2017.12.20

10

20

30

40

50

ーを含む宿主細胞が提供される。
【００３４】
　態様によって、発現制御配列に機能的に連結されたポリペプチドをコードする核酸配列
を宿主細胞において発現させる段階を含む、Coa結合ポリペプチドを製造するための方法
も提供される。
【００３５】
　態様によって、細菌感染および/またはブドウ球菌感染の処置のための方法および組成
物におけるCoa抗体の使用も提供される。ある態様において、組成物は、細菌感染、特に
ブドウ球菌感染の治療的および/または予防的処置のための薬物の製造において用いられ
る。さらに、いくつかの態様には、細菌感染を処置するために(例えば、対象におけるブ
ドウ球菌膿瘍の形成および/もしくは持続を制限するために)または予防するために用いら
れうる方法および組成物がある。
【００３６】
　ある局面は、Coaポリペプチドを特異的に結合させる1つまたは複数の精製された抗体の
有効量を、ブドウ球菌感染を有する患者またはブドウ球菌感染を有すると疑われる患者に
投与する段階を含む、ブドウ球菌感染または膿瘍形成を減少させる方法に指向している。
抗体は、精製されたポリクローナル抗体、精製されたモノクローナル抗体、組換えポリペ
プチド、またはその断片でありうる。ある局面において、抗体はヒト化されたものまたは
ヒトのものである。さらなる局面において、抗体は組換え抗体セグメントである。ある局
面において、モノクローナル抗体は、5A10、8E2、3A6、7E2、3F6、1F10、6D11、3D11、5A
11、1B10、4C1、2F2、8D4、7D11、2C3、4C5、6B2、4D5、2B8、1H7、6C10.19または6C4.15
の1つまたは複数を含む。抗体は、0.1、0.5、1、5、10、50、100 mgもしくはμg/kg～5、
10、50、100、500 mgもしくはμg/kg、またはその中における得られる任意の範囲の用量
で投与されうる。組換え抗体セグメントは、第二の組換え抗体セグメントに機能的に結合
されうる。ある局面において、第二の組換え抗体セグメントは第二のブドウ球菌タンパク
質を結合させる。本方法は、第二のブドウ球菌タンパク質を結合させる第二の抗体を投与
する段階をさらに含むことができる。ある局面において、本方法は抗生物質を投与する段
階をさらに含む。
【００３７】
　態様は、モノクローナル抗体ポリペプチド、その1つまたは複数のセグメントを有する
ポリペプチド、およびそれをコードするポリヌクレオチドに指向している。ある局面にお
いて、ポリペプチドは、Coa特異的抗体の重鎖可変領域および/または軽鎖可変領域の全部
または一部を含むことができる。さらなる局面において、ポリペプチドは、抗体、例えば
、Coa特異的抗体の軽可変鎖由来および/または重可変鎖由来の第一、第二、および/また
は第三の相補性決定領域(CDR)に対応するアミノ酸配列を含むことができる。
【００３８】
　なおいっそうさらなる局面、態様において、態様のモノクローナル抗体を産生するハイ
ブリドーマ細胞株を提供する。態様において、ハイブリドーマ細胞株は、5A10、8E2、3A6
、7E2、3F6、1F10、6D11、3D11、5A11、1B10、4C1、2F2、8D4、7D11、2C3、4C5、6B2、4D
5、2B8、1H7、6C10.19、または6C4.15モノクローナル抗体を産生する株である。さらなる
局面において、MAbの軽鎖可変領域由来および/または重鎖可変領域由来の1つ、2つ、およ
び/または3つのCDRがヒト化抗体またはその変種において含まれうる。
【００３９】
　ある局面は、Coaポリペプチドを特異的に結合させる精製された、抗体または結合ポリ
ペプチドの有効量を、ブドウ球菌感染を有する患者またはブドウ球菌感染を有すると疑わ
れる患者に投与する段階を含む、ブドウ球菌感染を有する対象またはブドウ球菌感染を有
すると疑われる対象を処置する方法に指向している。
【００４０】
　さらなる局面において、方法は、ブドウ球菌の感染の前にCoaポリペプチドを結合させ
る抗体の有効量を、ブドウ球菌感染のリスクのある患者に投与する段階を含む、ブドウ球
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菌感染のリスクのある対象の処置に指向している。
【００４１】
　ある態様は、上記のペプチドセグメントを特異的に結合させる単離されたおよび/また
は組換えの抗体またはポリペプチドを含む、抗体または結合ポリペプチド組成物に指向し
ている。ある局面において、抗体またはポリペプチドは、本明細書において提供されるい
ずれかのモノクローナル抗体の全部または一部と、80、85、90、95、96、97、98、99、も
しくは100% (またはその中において得られる任意の範囲)同一である配列、少なくとも80
、85、90、95、96、97、98、99、もしくは100% (またはその中において得られる任意の範
囲)同一である配列、あるいは多くても80、85、90、95、96、97、98、99、もしくは100% 
(またはその中において得られる任意の範囲)同一である配列を有する。
【００４２】
　さらなる態様には、本明細書において論じられる1つまたは複数のポリペプチドまたは
抗体もしくは抗体断片を含む薬学的組成物がある。そのような組成物はさらなる活性成分
を含有してもまたは含有しなくてもよい。
【００４３】
　ある態様には、本明細書において論じられる1つまたは複数の抗体または抗体断片を含
むポリペプチドから本質的になる薬学的組成物がある。組成物は非活性成分を含有しても
よいものと企図される。
【００４４】
　他の局面は、有効な抗菌量の、上記ペプチドを特異的に結合させる抗体および薬学的に
許容される担体を含む薬学的組成物に指向している。
【００４５】
　「提供」という用語は、その通常の意味にしたがって「使用のために供給するかまたは
与えること」を示すように用いられる。いくつかの態様において、タンパク質は、本明細
書において記述される抗体またはその断片を含む組成物を投与することによって直接的に
提供される。
【００４６】
　対象は典型的には、ブドウ球菌感染を有する(例えば、持続性ブドウ球菌感染と診断さ
れている)か、ブドウ球菌感染を有することが疑われるか、または、ブドウ球菌感染を発
症するリスクがある。組成物には、意図した目的、すなわち、ブドウ球菌感染の処置また
は防御を達成するのに有効な量でCoa結合ポリペプチドが含まれる。「結合ポリペプチド
」という用語は、抗原への抗体の結合などの、標的分子に特異的に結合するポリペプチド
をいう。結合ポリペプチドは、免疫グロブリン遺伝子または免疫グロブリン遺伝子の断片
に由来してもよいが、由来しなくてもよい。より具体的には、有効量とは、感染に対する
耐性、感染の改善、または感染の緩和をもたらすのに必要な活性成分の量を意味する。よ
り具体的な局面において、有効量は、疾患もしくは感染の症状を予防、軽減、もしくは改
善するか、または、処置される対象の生存を引き延ばす。有効量の決定は十分に、とりわ
け本明細書において提供される詳細な開示に照らして、当業者の能力の範囲内である。本
明細書において記述される方法において用いられるどの調製物についても、有効な量また
は用量は、インビトロ、細胞培養、および/または動物モデルのアッセイ法から最初に推
定することができる。例えば、所望の反応を達成するため、動物モデルにおいて用量を処
方することができる。そのような情報を用いて、ヒトにおいて有用な用量をさらに正確に
決定することができる。
【００４７】
　組成物は、Coaを結合させる抗体を含むことができる。抗体は、抗体断片、ヒト化抗体
、モノクローナル抗体、一本鎖抗体などであることができる。ある局面において、Coa抗
体は、対象においてCoaを結合させる抗体の産生をもたらすCoaペプチドまたは抗原または
エピトープを提供することによって誘発される。Coa抗体は、典型的には、薬学的に許容
される組成物に製剤化される。Coa抗体組成物は、少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9
、10、11、12、13、14、15、16、17、18、もしくは19種、またはそれ以上のブドウ球菌抗
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原またはその免疫原性断片をさらに含むことができる。ブドウ球菌抗原は、Eap、Ebh、Em
p、EsaB、EsaC、EsxA、EsxB、IsdA、IsdB、SdrC、SdrD、SdrE、ClfA、ClfB、Coa、Hla (
例えば、H35変異体)、IsdC、SasF、vWa、SpA、およびその変種(2009年4月3日付で出願さ
れた米国仮特許出願第61/166,432号; 2009年4月20日付で出願された同第61/170,779号; 
および2009年10月6日付で出願された同第61/103,196号を参照されたい; これらの各々は
その全体が参照により本明細書に組み入れられる)、vWh、52 kDaのビトロネクチン結合タ
ンパク質(WO 01/60852)、Aaa (GenBank CAC80837)、Aap (GenBankアクセッションAJ24948
7)、Ant (GenBankアクセッションNP_372518)、自己溶菌酵素グルコサミニダーゼ、自己溶
菌酵素アミダーゼ、Cna、コラーゲン結合タンパク質(US6288214)、EFB (FIB)、エラスチ
ン結合タンパク質(EbpS)、EPB、FbpA、フィブリノゲン結合タンパク質(US6008341)、フィ
ブロネクチン結合タンパク質(US5840846)、FnbA、FnbB、GehD (US 2002/0169288)、HarA
、HBP、免疫優性ABC輸送体、IsaA/PisA、ラミニン受容体、リパーゼGehD、MAP、Mg2+輸送
体、MHC II類似体(US5648240)、MRPII、Npase、RNA III活性化タンパク質(RAP)、SasA、S
asB、SasC、SasD、SasK、SBI、SdrF(WO 00/12689)、SdrG / Fig (WO 00/12689)、SdrH (W
O 00/12689)、SEA外毒素(WO 00/02523)、SEB外毒素(WO 00/02523)、SitCおよびNi ABC輸
送体、SitC/MntC/唾液結合タンパク質(US5,801,234)、SsaA、SSP-1、SSP-2、ならびに/ま
たはビトロネクチン結合タンパク質(PCT公報WO2007/113222、WO2007/113223、WO2006/032
472、WO2006/032475、WO2006/032500を参照されたく、これらの各々はその全体が参照に
より本明細書に組み入れられる)の全部またはセグメントを含むが、これらに限定される
ことはない。ブドウ球菌抗原、または免疫原性断片もしくはセグメントをCoa抗体と同時
に投与することができる。ブドウ球菌抗原または免疫原性断片およびCoa抗体を、同じま
たは異なる組成物中で、および同じまたは異なる時点で投与することができる。組成物は
、黄色ブドウ球菌の多数株由来のCoaポリペプチドを結合させる多数の（例えば、2個、3
個、4個、またはそれ以上）Coa抗体を含みうる。
【００４８】
　Coa抗体組成物は、少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、
16、17、18、もしくは19種、またはそれ以上(またはその中において得られる任意の範囲)
のブドウ球菌抗原またはその免疫原性断片に対する抗体、抗体断片または抗体小断片をさ
らに含むことができる。そのような抗体、抗体断片または抗体小断片が対象にするブドウ
球菌抗原は、Eap、Ebh、Emp、EsaB、EsaC、EsxA、EsxB、IsdA、IsdB、SdrC、SdrD、SdrE
、ClfA、ClfB、Coa、Hla (例えば、H35変異体)、IsdC、SasF、vWa、SpA、およびその変種
(2009年4月3日付で出願された米国仮特許出願第61/166,432号; 2009年4月20日付で出願さ
れた同第61/170,779号; および2009年10月6日付で出願された同第61/103,196号を参照さ
れたく; これらの各々はその全体が参照により本明細書に組み入れられる)、vWh、52 kDa
のビトロネクチン結合タンパク質(WO 01/60852)、Aaa (GenBank CAC80837)、Aap (GenBan
kアクセッションAJ249487)、Ant (GenBankアクセッションNP_372518)、自己溶菌酵素グル
コサミニダーゼ、自己溶菌酵素アミダーゼ、Cna、コラーゲン結合タンパク質(US6288214)
、EFB (FIB)、エラスチン結合タンパク質(EbpS)、EPB、FbpA、フィブリノゲン結合タンパ
ク質(US6008341)、フィブロネクチン結合タンパク質(US5840846)、FnbA、FnbB、GehD (US
 2002/0169288)、HarA、HBP、免疫優性ABC輸送体、IsaA/PisA、ラミニン受容体、リパー
ゼGehD、MAP、Mg2+輸送体、MHC II類似体(US5648240)、MRPII、Npase、RNA III活性化タ
ンパク質(RAP)、SasA、SasB、SasC、SasD、SasK、SBI、SdrF(WO 00/12689)、SdrG / Fig 
(WO 00/12689)、SdrH (WO 00/12689)、SEA外毒素(WO 00/02523)、SEB外毒素(WO 00/02523
)、SitCおよびNi ABC輸送体、SitC/MntC/唾液結合タンパク質(US5,801,234)、SsaA、SSP-
1、SSP-2、ならびに/またはビトロネクチン結合タンパク質(PCT公報WO2007/113222、WO20
07/113223、WO2006/032472、WO2006/032475、WO2006/032500を参照されたく、これらの各
々はその全体が参照により本明細書に組み入れられる)の全部またはセグメントを含むが
、これらに限定されることはない。他のブドウ球菌抗原またはその免疫原性断片に対する
抗体、抗体断片または抗体小断片をCoa抗体と同時に投与することができる。他のブドウ
球菌抗原またはその免疫原性断片に対する抗体、抗体断片または抗体小断片を、Coa抗体
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と同じまたは異なる組成物中で、および同じまたは異なる時点で投与することができる。
【００４９】
　態様は、細菌を含有するかまたは含有しない組成物を含む。組成物は、弱毒化されたま
たは生存可能なまたはインタクトなブドウ球菌を含んでもまたは含まなくてもよい。ある
局面において、組成物は、ブドウ球菌ではない細菌を含むか、またはブドウ球菌を含有し
ない。ある態様において、細菌組成物は、単離されたもしくは組換え発現されたCoa抗体
またはそれをコードする核酸を含む。なおいっそうさらなる局面において、Coa抗体は多
量体化され、例えば、二量体、三量体、四量体などである。
【００５０】
　ある局面において、ペプチドまたは抗原またはエピトープは、1、2、3、4、5、6、7、8
、9、10個、またはそれ以上のペプチドセグメントまたはペプチド模倣体の多量体として
提示することができる。
【００５１】
　「単離された」という用語は、その起源の細胞物質、細菌物質、ウイルス物質もしくは
培地(組換えDNA技術により産生される場合)、または化学的前駆物質もしくは他の化学物
質(化学的に合成される場合)を実質的に含んでいない核酸またはポリペプチドをいうこと
ができる。さらに、単離された化合物とは、単離されている化合物として対象に投与でき
るものをいい; 換言すれば、化合物は、カラムに付着されている場合、またはアガロース
ゲルに埋め込まれている場合には、単純に「単離されている」とは考えられない。さらに
、「単離された核酸断片」または「単離されたペプチド」とは、断片として天然には存在
していない、および/または典型的には機能的な状態にない、核酸またはタンパク質断片
である。
【００５２】
　抗体、ペプチド、抗原、または免疫原などの組成物を、アジュバント、タンパク質、ペ
プチド、支持体、蛍光部分、または標識などの他の部分に、共有結合的または非共有結合
的に結合または連結させることができる。「結合体」または「免疫結合体」という用語は
、1つの部分と他の作用物質との機能的結合を定義するように広く用いられており、任意
のタイプの機能的結合を単にいうようには意図されておらず、化学的「結合」に特に限定
されることはない。組換え融合タンパク質が特に企図される。
【００５３】
　「Coa抗体」という用語は、ブドウ球菌由来のCoaタンパク質を特異的に結合させる抗体
をいう。ある態様において、抗体は、特定のブドウ球菌細菌株由来の特異的なCoaタンパ
ク質を結合させうる。
【００５４】
　なおいっそうさらなる局面において、組成物は、複数回以上対象に投与されてもよく、
1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20回、またはそれ以上(またはその中において得ら
れる任意の範囲)の回数で投与されてもよい。組成物の投与は、吸入または吸引を含めて
、経口投与、非経口投与、皮下投与および静脈内投与、またはその各種組み合わせを含む
が、これらに限定されることはない。
【００５５】
　組成物は、典型的には、ヒト対象に投与されるが、ブドウ球菌に対する治療的有用性を
提供できる他の動物、特にウシ、ウマ、ヤギ、ヒツジ、トリ、および他の飼い慣らされた
動物への投与が企図される。さらなる局面において、ブドウ球菌は黄色ブドウ球菌である
。なおいっそうさらなる局面において、方法および組成物は、組織または腺の感染を予防
、改善、軽減、または処置するために用いられうる。他の方法は、感染の兆候を呈してい
ない対象、特に標的細菌に侵されていると疑われるかまたは標的細菌に侵されるリスクの
ある対象、例えば、入院、処置、および/または回復の間に感染のリスクのあるかもしく
は感染しやすい患者または感染のリスクのあるもしくは感染しやすいと考えられる患者に
おける細菌負荷量の予防的軽減を含むが、これに限定されることはない。
【００５６】
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　なおいっそうさらなる態様には、(i) Coa抗体; もしくは(ii) それをコードする核酸分
子を含む組成物の有効量を対象に投与する段階、または(iii) 本明細書において記述され
る細菌タンパク質の任意の組み合わせもしくは順列でCoa抗体を投与する段階を含む、ブ
ドウ球菌に対する防御的組成物または治療的組成物を対象に提供するための方法が含まれ
る。
【００５７】
　実施例の項における態様は、組成物および方法を含む、本発明の全ての局面に適用可能
な態様であると理解される。
【００５８】
　特許請求の範囲における「または」という用語の使用は、代替物だけをいうように明記
されていない限りまたは代替物が相互排他的でない限り「および/または」を意味するよ
うに用いられるが、本開示では、代替物のみと「および/または」とをいうという定義を
支持する。「または」という用語を用いて記載されているどんなものでも明確に除外でき
ることも企図される。
【００５９】
　本出願の全体を通じて「約」という用語は、値にはその値を決定するために使用される
装置または方法に対しての誤差の標準偏差が含まれることを示すために用いられる。
【００６０】
　長年にわたる特許法にしたがって、「1つの(a)」および「1つの(an)」という単語は、
特許請求の範囲または明細書において「含む(comprising)」という単語とともに用いられ
る場合、特に断りのない限り、1つまたは複数を意味する。
【００６１】
　本明細書および特許請求の範囲において用いられる場合、「含む(comprising)」(なら
びに「含む(comprise)」および「含む(comprises)」などの、含む(comprising)の任意の
形態)、「有する(having)」(ならびに「有する(have)」および「有する(has)」などの、
有する(having)の任意の形態)、「含む(including)」(ならびに「含む(includes)」およ
び「含む(include)」などの、含む(including)の任意の形態)または「含有する(containi
ng)」(ならびに「含有する(contains)」および「含有する(contain)」などの、含有する(
containing)の任意の形態)という単語は、包括的または非制限的であり、さらなる、未引
用の要素または方法の段階を除外しない。
【００６２】
[本発明1001]
　ブドウ球菌(Staphylococcus)感染を有すると判定された患者またはブドウ球菌感染のリ
スクがあると判定された患者においてブドウ球菌感染を阻害する方法であって、ブドウ球
菌Coaポリペプチドのドメイン1～2に特異的に結合するCoa結合ポリペプチドを含む組成物
の有効量を該患者に投与する段階を含む、方法。
[本発明1002]
　前記Coa結合ポリペプチドが、ブドウ球菌Coaポリペプチドのドメイン1に特異的に結合
する、本発明1001の方法。
[本発明1003]
　前記Coa結合ポリペプチドが、ブドウ球菌Coaポリペプチドの結合について5D5.4または7
H4.25モノクローナル抗体と競合する、本発明1003の方法。
[本発明1004]
　前記Coa結合ポリペプチドが、ELISAによって測定した場合に、ブドウ球菌Coaポリペプ
チドに対する結合定数 約0.5～20 nM-1、1.0～10 nM-1、または1.0～6.0 nM-1を有する、
本発明1001～1003のいずれかの方法。
[本発明1005]
　前記Coa結合ポリペプチドが、ELISAによって測定した場合に、ブドウ球菌Coaドメイン1
～2に対する結合定数 約0.5～20 nM-1または1.0～10 nM-1を有する、本発明1001～1004の
いずれかの方法。
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[本発明1006]
　精製された前記Coa結合ポリペプチドがモノクローナル抗体を含む、本発明1001～1005
のいずれかの方法。
[本発明1007]
　2種またはそれ以上の精製されたモノクローナル抗体の有効量を投与する段階をさらに
含む、本発明1006の方法。
[本発明1008]
　前記Coa結合ポリペプチドが組換え体である、本発明1001～1007のいずれかの方法。
[本発明1009]
　組換えCoa結合ポリペプチドが単一ドメイン抗体である、本発明1001～1008のいずれか
の方法。
[本発明1010]
　前記Coa結合ポリペプチドがヒト化抗体またはキメラ抗体である、本発明1001～1009の
いずれかの方法。
[本発明1011]
　前記Coa結合ポリペプチドが、ブドウ球菌Coaポリペプチドのドメイン1～2に特異的に結
合する抗体由来の1つまたは複数のCDRドメインを含む、本発明1001～1010のいずれかの方
法。
[本発明1012]
　前記Coa結合ポリペプチドが、5D5.4、7H4.25、4H9.20、4B10.44、3B3.14、2A3.1、2H10
.12、6D1.22、6C4.15、6C10.19、8C2.9、または4F1.7モノクローナル抗体のVHドメインま
たはVLドメインの中からの1つまたは複数のCDRドメインを含む、本発明1011の方法。
[本発明1013]
　前記Coa結合ポリペプチドが、5D5.4、7H4.25、4H9.20、4B10.44、3B3.14、2A3.1、2H10
.12、6D1.22、6C4.15、6C10.19、8C2.9、または4F1.7モノクローナル抗体のVHドメインま
たはVLドメインの中からの2つまたはそれ以上のCDRドメインを含む、本発明1012の方法。
[本発明1014]
　前記Coa結合ポリペプチドが、5D5.4、7H4.25、4H9.20、4B10.44、3B3.14、2A3.1、2H10
.12、6D1.22、6C4.15、6C10.19、8C2.9、または4F1.7モノクローナル抗体のVHドメインま
たはVLドメインの中からの3つ、4つ、5つ、または6つのCDRドメインを含む、本発明1013
の方法。
[本発明1015]
　前記Coa結合ポリペプチドが、5D5.4または7H4.25モノクローナル抗体のVHドメインまた
はVLドメインと少なくとも70%同一の配列を含む、本発明1001～1011のいずれかの方法。
[本発明1016]
　前記Coa結合ポリペプチドが、5D5.4、7H4.25、4H9.20、4B10.44、3B3.14、2A3.1、2H10
.12、6D1.22、6C4.15、6C10.19、8C2.9、または4F1.7モノクローナル抗体のVHドメインま
たはVLドメインの中からの全6つのCDRドメインを含む、本発明1001～1015のいずれかの方
法。
[本発明1017]
　前記Coa結合ポリペプチドが、5D5.4または7H4.25モノクローナル抗体由来のVHドメイン
を含む、本発明1001～1016のいずれかの方法。
[本発明1018]
　前記Coa結合ポリペプチドが、5D5.4または7H4.25モノクローナル抗体由来のVLドメイン
を含む、本発明1001～1017のいずれかの方法。
[本発明1019]
　前記Coa結合ポリペプチドが、ブドウ球菌Coaポリペプチドのドメイン1～2に特異的に結
合するCoa結合ポリペプチド由来の1つまたは複数のCDRドメインと、免疫グロブリン、フ
ィブロネクチン、または黄色ブドウ球菌(S. aureus)プロテインZからなる群より選択され
るポリペプチド由来の足場とを含む、本発明1001～1018のいずれかの方法。
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[本発明1020]
　前記Coa結合ポリペプチドが、第二の組換えCoa結合ポリペプチドに機能的に結合されて
いる、本発明1001～1019のいずれかの方法。
[本発明1021]
　前記第二の組換えCoa結合ポリペプチドが、第二のブドウ球菌タンパク質を結合させる
、本発明1020の方法。
[本発明1022]
　第二のブドウ球菌タンパク質を結合させる第二のCoa結合ポリペプチドを投与する段階
をさらに含む、本発明1001～1021のいずれかの方法。
[本発明1023]
　抗生物質またはブドウ球菌ワクチン組成物を投与する段階をさらに含む、本発明1001～
1022のいずれかの方法。
[本発明1024]
　前記Coa結合ポリペプチドが、約0.1 mg/kg～5 mg/kgの用量で投与される、本発明1001
～1023のいずれかの方法。
[本発明1025]
　ブドウ球菌Coaポリペプチドのドメイン1～2に特異的に結合する抗体由来の1つまたは複
数のCoa結合ポリペプチドCDRドメインを含む、精製されたポリペプチド。
[本発明1026]
　CDR1、CDR2、およびCDR3を含み、該CDR1、該CDR2、および該CDR3がそれぞれ、ドメイン
1～2ブドウ球菌Coa抗体の軽鎖または重鎖の可変領域由来のCDR1、CDR2、CDR3の各々と少
なくとも80%同一である、本発明1025の精製されたポリペプチド。
[本発明1027]
　前記CDR1、前記CDR2、および前記CDR3がそれぞれ、ドメイン1～2ブドウ球菌Coa抗体の
軽鎖または重鎖の可変領域由来のCDR1、CDR2、CDR3の各々と85%同一である、本発明1025
または1026の精製されたポリペプチド。
[本発明1028]
　前記CDR1、前記CDR2、および前記CDR3がそれぞれ、ドメイン1～2ブドウ球菌Coa抗体の
軽鎖または重鎖の可変領域由来のCDR1、CDR2、CDR3の各々と90%同一である、本発明1025
～1027のいずれかの精製されたポリペプチド。
[本発明1029]
　前記CDR1、前記CDR2、および前記CDR3がそれぞれ、ドメイン1～2ブドウ球菌Coa抗体の
軽鎖または重鎖の可変領域由来のCDR1、CDR2、CDR3の各々と95%同一である、本発明1025
～1028のいずれかの精製されたポリペプチド。
[本発明1030]
　前記CDR1、前記CDR2、および前記CDR3がそれぞれ、ドメイン1～2ブドウ球菌Coa抗体の
軽鎖または重鎖の可変領域由来のCDR1、CDR2、CDR3の各々と100%同一である、本発明1025
～1029のいずれかの精製されたポリペプチド。
[本発明1031]
　CDR1、CDR2、およびCDR3がそれぞれ、ドメイン1～2ブドウ球菌Coa抗体の軽鎖の可変領
域由来のCDR1、CDR2、およびCDR3の各々と少なくとも80%同一である、本発明1026～1030
のいずれかの精製されたポリペプチド。
[本発明1032]
　CDR1、CDR2、およびCDR3がそれぞれ、ドメイン1～2ブドウ球菌Coa抗体の軽鎖の可変領
域由来のCDR1、CDR2、およびCDR3の各々と少なくとも85%同一である、本発明1026～1031
のいずれかの精製されたポリペプチド。
[本発明1033]
　CDR1、CDR2、およびCDR3がそれぞれ、ドメイン1～2ブドウ球菌Coa抗体の軽鎖の可変領
域由来のCDR1、CDR2、およびCDR3の各々と少なくとも90%同一である、本発明1026～1032
のいずれかの精製されたポリペプチド。
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[本発明1034]
　CDR1、CDR2、およびCDR3がそれぞれ、ドメイン1～2ブドウ球菌Coa抗体の軽鎖の可変領
域由来のCDR1、CDR2、およびCDR3の各々と少なくとも95%同一である、本発明1026～1033
のいずれかの精製されたポリペプチド。
[本発明1035]
　CDR1、CDR2、およびCDR3がそれぞれ、ドメイン1～2ブドウ球菌Coa抗体の軽鎖の可変領
域由来のCDR1、CDR2、およびCDR3の各々と100%同一である、本発明1026～1034のいずれか
の精製されたポリペプチド。
[本発明1036]
　ドメイン1～2ブドウ球菌Coa抗体の軽鎖の可変領域由来のCDR1が、SEQ ID NO:9、SEQ ID
 NO:15、SEQ ID NO:24、SEQ ID NO:33、SEQ ID NO:40、SEQ ID NO:44、SEQ ID NO:49、ま
たはSEQ ID NO:56を含む、本発明1031～1035のいずれかの精製されたポリペプチド。
[本発明1037]
　ドメイン1～2ブドウ球菌Coa抗体の軽鎖の可変領域由来のCDR2が、SEQ ID NO:10、SEQ I
D NO:16、SEQ ID NO:21、SEQ ID NO:25、SEQ ID NO:34、またはSEQ ID NO:61 (X1X2S、こ
こでX1がA、S、K、またはWであり、かつX2がA、T、またはVである)を含む、本発明1031～
1036のいずれかの精製されたポリペプチド。
[本発明1038]
　ドメイン1～2ブドウ球菌Coa抗体の軽鎖の可変領域由来のCDR3が、SEQ ID NO:11、SEQ I
D NO:17、SEQ ID NO:22、SEQ ID NO:26、SEQ ID NO:30、SEQ ID NO:35、SEQ ID NO:36、S
EQ ID NO:45、またはSEQ ID NO:57を含む、本発明1031～1037のいずれかの精製されたポ
リペプチド。
[本発明1039]
　CDR1、CDR2、およびCDR3がそれぞれ、ドメイン1～2ブドウ球菌Coa抗体の重鎖の可変領
域由来のCDR1、CDR2、およびCDR3の各々と少なくとも80%同一である、本発明1026～1030
のいずれかの精製されたポリペプチド。
[本発明1040]
　CDR1、CDR2、およびCDR3がそれぞれ、ドメイン1～2ブドウ球菌Coa抗体の重鎖の可変領
域由来のCDR1、CDR2、およびCDR3の各々と少なくとも85%同一である、本発明1026～1030
または1039のいずれかの精製されたポリペプチド。
[本発明1041]
　CDR1、CDR2、およびCDR3がそれぞれ、ドメイン1～2ブドウ球菌Coa抗体の重鎖の可変領
域由来のCDR1、CDR2、およびCDR3の各々と少なくとも90%同一である、本発明1026～1030
または1039～1040のいずれかの精製されたポリペプチド。
[本発明1042]
　CDR1、CDR2、およびCDR3がそれぞれ、ドメイン1～2ブドウ球菌Coa抗体の重鎖の可変領
域由来のCDR1、CDR2、およびCDR3の各々と少なくとも95%同一である、本発明1026～1030
または1039～1041のいずれかの精製されたポリペプチド。
[本発明1043]
　CDR1、CDR2、およびCDR3がそれぞれ、ドメイン1～2ブドウ球菌Coa抗体の重鎖の可変領
域由来のCDR1、CDR2、およびCDR3の各々と100%同一である、本発明1026～1030または1039
～1042のいずれかの精製されたポリペプチド。
[本発明1044]
　ドメイン1～2ブドウ球菌Coa抗体の重鎖の可変領域由来のCDR1が、SEQ ID NO:9、SEQ ID
 NO:15、SEQ ID NO:24、SEQ ID NO:33、SEQ ID NO:40、SEQ ID NO:44、SEQ ID NO:49、ま
たはSEQ ID NO:56を含む、本発明1026～1030または1039～1043のいずれかの精製されたポ
リペプチド。
[本発明1045]
　ドメイン1～2ブドウ球菌Coa抗体の重鎖の可変領域由来のCDR2が、SEQ ID NO:13、SEQ I
D NO:19、SEQ ID NO:28、SEQ ID NO:31、SEQ ID NO:38、SEQ ID NO:37、SEQ ID NO:43、S
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EQ ID NO:47、SEQ ID NO:51、SEQ ID NO:54、またはSEQ ID NO:59を含む、本発明1026～1
030または1039～1044のいずれかの精製されたポリペプチド。
[本発明1046]
　ドメイン1～2ブドウ球菌Coa抗体の重鎖の可変領域由来のCDR3が、SEQ ID NO:14、SEQ I
D NO:20、SEQ ID NO:23、SEQ ID NO:29、SEQ ID NO:32、SEQ ID NO:39、SEQ ID NO:42、S
EQ ID NO:38、SEQ ID NO:48、SEQ ID NO:52、SEQ ID NO:55、またはSEQ ID NO:60を含む
、本発明1026～1030または1039～1045のいずれかの精製されたポリペプチド。
[本発明1047]
　ドメイン1～2ブドウ球菌Coa抗体の可変軽鎖および可変重鎖の各々由来のCDR1、CDR2、
およびCDR3を含み、該可変軽鎖由来の該CDR1、該CDR2、および該CDR3がそれぞれ、可変軽
鎖由来のCDR1、CDR2、およびCDR3と少なくとも80%同一であり、かつ、該可変重鎖由来の
該CDR1、該CDR2、および該CDR3がそれぞれ、可変重鎖由来のCDR1、CDR2、およびCDR3と少
なくとも80%同一である、本発明1026～1044のいずれかの精製されたポリペプチド。
[本発明1048]
　ドメイン1～2ブドウ球菌Coa抗体の可変軽鎖および可変重鎖の各々由来のCDR1、CDR2、
およびCDR3を含み、該可変軽鎖由来の該CDR1、該CDR2、および該CDR3がそれぞれ、可変軽
鎖由来のCDR1、CDR2、およびCDR3と少なくとも85%同一であり、かつ、該可変重鎖由来の
該CDR1、該CDR2、および該CDR3がそれぞれ、可変重鎖由来のCDR1、CDR2、およびCDR3と少
なくとも80%同一である、本発明1026～1047のいずれかの精製されたポリペプチド。
[本発明1049]
　ドメイン1～2ブドウ球菌Coa抗体の可変軽鎖および可変重鎖の各々由来のCDR1、CDR2、
およびCDR3を含み、該可変軽鎖由来の該CDR1、該CDR2、および該CDR3がそれぞれ、可変軽
鎖由来のCDR1、CDR2、およびCDR3と少なくとも90%同一であり、かつ、該可変重鎖由来の
該CDR1、該CDR2、および該CDR3がそれぞれ、可変重鎖由来のCDR1、CDR2、およびCDR3と少
なくとも80%同一である、本発明1026～1048のいずれかの精製されたポリペプチド。
[本発明1050]
　ドメイン1～2ブドウ球菌Coa抗体の可変軽鎖および可変重鎖の各々由来のCDR1、CDR2、
およびCDR3を含み、該可変軽鎖由来の該CDR1、該CDR2、および該CDR3がそれぞれ、可変軽
鎖由来のCDR1、CDR2、およびCDR3と少なくとも95%同一であり、かつ、該可変重鎖由来の
該CDR1、該CDR2、および該CDR3がそれぞれ、可変重鎖由来のCDR1、CDR2、およびCDR3と少
なくとも80%同一である、本発明1026～1049のいずれかの精製されたポリペプチド。
[本発明1051]
　ドメイン1～2ブドウ球菌Coa抗体の可変軽鎖および可変重鎖の各々由来のCDR1、CDR2、
およびCDR3を含み、該可変軽鎖由来の該CDR1、該CDR2、および該CDR3がそれぞれ、可変軽
鎖由来のCDR1、CDR2、およびCDR3と少なくとも100%同一であり、かつ、該可変重鎖由来の
該CDR1、該CDR2、および該CDR3がそれぞれ、可変重鎖由来のCDR1、CDR2、およびCDR3と少
なくとも80%同一である、本発明1026～1049のいずれかの精製されたポリペプチド。
[本発明1052]
　(a) ドメイン1～2ブドウ球菌Coa抗体の軽鎖の可変領域由来のCDR1が、SEQ ID NO:9、SE
Q ID NO:15、SEQ ID NO:24、SEQ ID NO:33、SEQ ID NO:40、SEQ ID NO:44、SEQ ID NO:49
、またはSEQ ID NO:56を含み;
　(b) ブドメイン1～2ドウ球菌Coa抗体の軽鎖の可変領域由来のCDR2が、SEQ ID NO:10、S
EQ ID NO:16、SEQ ID NO:21、SEQ ID NO:25、SEQ ID NO:34、またはSEQ ID NO:61を含み;
　(c) ドメイン1～2ブドウ球菌Coa抗体の軽鎖の可変領域由来のCDR3が、SEQ ID NO:11、S
EQ ID NO:17、SEQ ID NO:22、SEQ ID NO:26、SEQ ID NO:30、SEQ ID NO:35、SEQ ID NO:3
6、SEQ ID NO:45、またはSEQ ID NO:57を含み;
　(d) ドメイン1～2ブドウ球菌Coa抗体の重鎖の可変領域由来のCDR1が、SEQ ID NO:9、SE
Q ID NO:15、SEQ ID NO:24、SEQ ID NO:33、SEQ ID NO:40、SEQ ID NO:44、SEQ ID NO:49
、またはSEQ ID NO:56を含み;
　(e) ドメイン1～2ブドウ球菌Coa抗体の重鎖の可変領域由来のCDR2が、SEQ ID NO:13、S
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EQ ID NO:19、SEQ ID NO:28、SEQ ID NO:31、SEQ ID NO:38、SEQ ID NO:43、SEQ ID NO:4
7、SEQ ID NO:51、SEQ ID NO:54、またはSEQ ID NO:59を含み; かつ
　(f) ドメイン1～2ブドウ球菌Coa抗体の重鎖の可変領域由来のCDR3が、SEQ ID NO:14、S
EQ ID NO:20、SEQ ID NO:23、SEQ ID NO:29、SEQ ID NO:32、SEQ ID NO:39、SEQ ID NO:4
2、SEQ ID NO:38、SEQ ID NO:48、SEQ ID NO:52、SEQ ID NO:55、またはSEQ ID NO:60を
含む、
本発明1047～1051のいずれかの精製されたポリペプチド。
[本発明1053]
　SEQ ID NO:9、SEQ ID NO:10、およびSEQ ID NO:11とそれぞれ配列が少なくとも80%同一
であるCDR1、CDR2、およびCDR3を含む、本発明1025～1052のいずれかの精製されたポリペ
プチド。
[本発明1054]
　SEQ ID NO:15、SEQ ID NO:16、およびSEQ ID NO:17とそれぞれ配列が少なくとも80%同
一であるCDR1、CDR2、およびCDR3を含む、本発明1025～1052のいずれかの精製されたポリ
ペプチド。
[本発明1055]
　SEQ ID NO:9、SEQ ID NO:21、およびSEQ ID NO:22とそれぞれ配列が少なくとも80%同一
であるCDR1、CDR2、およびCDR3を含む、本発明1025～1052のいずれかの精製されたポリペ
プチド。
[本発明1056]
　SEQ ID NO:24、SEQ ID NO:25、およびSEQ ID NO:26とそれぞれ配列が少なくとも80%同
一であるCDR1、CDR2、およびCDR3を含む、本発明1025～1052のいずれかの精製されたポリ
ペプチド。
[本発明1057]
　SEQ ID NO:9、SEQ ID NO:21、およびSEQ ID NO:22とそれぞれ配列が少なくとも80%同一
であるCDR1、CDR2、およびCDR3を含む、本発明1025～1052のいずれかの精製されたポリペ
プチド。
[本発明1058]
　SEQ ID NO:33、SEQ ID NO:34、およびSEQ ID NO:35とそれぞれ配列が少なくとも80%同
一であるCDR1、CDR2、およびCDR3を含む、本発明1025～1052のいずれかの精製されたポリ
ペプチド。
[本発明1059]
　SEQ ID NO:40、SEQ ID NO:34、およびSEQ ID NO:36とそれぞれ配列が少なくとも80%同
一であるCDR1、CDR2、およびCDR3を含む、本発明1025～1052のいずれかの精製されたポリ
ペプチド。
[本発明1060]
　SEQ ID NO:40、SEQ ID NO:34、およびSEQ ID NO:35とそれぞれ配列が少なくとも80%同
一であるCDR1、CDR2、およびCDR3を含む、本発明1025～1052のいずれかの精製されたポリ
ペプチド。
[本発明1061]
　SEQ ID NO:44、SEQ ID NO:34、およびSEQ ID NO:45とそれぞれ配列が少なくとも80%同
一であるCDR1、CDR2、およびCDR3を含む、本発明1025～1052のいずれかの精製されたポリ
ペプチド。
[本発明1062]
　SEQ ID NO:56、SEQ ID NO:25、およびSEQ ID NO:57とそれぞれ配列が少なくとも80%同
一であるCDR1、CDR2、およびCDR3を含む、本発明1025～1052のいずれかの精製されたポリ
ペプチド。
[本発明1063]
　SEQ ID NO:40、SEQ ID NO:34、およびSEQ ID NO:35とそれぞれ配列が少なくとも80%同
一であるCDR1、CDR2、およびCDR3を含む、本発明1025～1052のいずれかの精製されたポリ
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ペプチド。
[本発明1064]
　SEQ ID NO:49、SEQ ID NO:34、およびSEQ ID NO:35とそれぞれ配列が少なくとも80%同
一であるCDR1、CDR2、およびCDR3を含む、本発明1025～1052のいずれかの精製されたポリ
ペプチド。
[本発明1065]
　SEQ ID NO:12、SEQ ID NO:13、およびSEQ ID NO:14とそれぞれ配列が少なくとも80%同
一であるCDR1、CDR2、およびCDR3を含む、本発明1025～1053のいずれかの精製されたポリ
ペプチド。
[本発明1066]
　SEQ ID NO:18、SEQ ID NO:19、およびSEQ ID NO:20とそれぞれ配列が少なくとも80%同
一であるCDR1、CDR2、およびCDR3を含む、本発明1025～1052または1054のいずれかの精製
されたポリペプチド。
[本発明1067]
　SEQ ID NO:12、SEQ ID NO:13、およびSEQ ID NO:23とそれぞれ配列が少なくとも80%同
一であるCDR1、CDR2、およびCDR3を含む、本発明1025～1052または1055のいずれかの精製
されたポリペプチド。
[本発明1068]
　SEQ ID NO:27、SEQ ID NO:28、およびSEQ ID NO:29とそれぞれ配列が少なくとも80%同
一であるCDR1、CDR2、およびCDR3を含む、本発明1025～1052または1056のいずれかの精製
されたポリペプチド。
[本発明1069]
　SEQ ID NO:12、SEQ ID NO:31、およびSEQ ID NO:32とそれぞれ配列が少なくとも80%同
一であるCDR1、CDR2、およびCDR3を含む、本発明1025～1052または1057のいずれかの精製
されたポリペプチド。
[本発明1070]
　SEQ ID NO:37、SEQ ID NO:38、およびSEQ ID NO:39とそれぞれ配列が少なくとも80%同
一であるCDR1、CDR2、およびCDR3を含む、本発明1025～1052または1058のいずれかの精製
されたポリペプチド。
[本発明1071]
　SEQ ID NO:41、SEQ ID NO:38、およびSEQ ID NO:42とそれぞれ配列が少なくとも80%同
一であるCDR1、CDR2、およびCDR3を含む、本発明1025～1052または1059のいずれかの精製
されたポリペプチド。
[本発明1072]
　SEQ ID NO:41、SEQ ID NO:43、およびSEQ ID NO:38とそれぞれ配列が少なくとも80%同
一であるCDR1、CDR2、およびCDR3を含む、本発明1025～1052または1060のいずれかの精製
されたポリペプチド。
[本発明1073]
　SEQ ID NO:46、SEQ ID NO:47、およびSEQ ID NO:48とそれぞれ配列が少なくとも80%同
一であるCDR1、CDR2、およびCDR3を含む、本発明1025～1052または1061のいずれかの精製
されたポリペプチド。
[本発明1074]
　SEQ ID NO:50、SEQ ID NO:51、およびSEQ ID NO:52とそれぞれ配列が少なくとも80%同
一であるCDR1、CDR2、およびCDR3を含む、本発明1025～1052または1101のいずれかの精製
されたポリペプチド。
[本発明1075]
　SEQ ID NO:53、SEQ ID NO:54、およびSEQ ID NO:55とそれぞれ配列が少なくとも80%同
一であるCDR1、CDR2、およびCDR3を含む、本発明1025～1052または1102のいずれかの精製
されたポリペプチド。
[本発明1076]
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　SEQ ID NO:58、SEQ ID NO:59、およびSEQ ID NO:60とそれぞれ配列が少なくとも80%同
一であるCDR1、CDR2、およびCDR3を含む、本発明1025～1052または1103のいずれかの精製
されたポリペプチド。
[本発明1077]
　SEQ ID NO:12、SEQ ID NO:13、およびSEQ ID NO:14とそれぞれ配列が少なくとも80%同
一である第二のCDR1、CDR2、およびCDR3をさらに含む、本発明1053の精製されたポリペプ
チド。
[本発明1078]
　SEQ ID NO:18、SEQ ID NO:19、およびSEQ ID NO:20とそれぞれ配列が少なくとも80%同
一である第二のCDR1、CDR2、およびCDR3をさらに含む、本発明1054の精製されたポリペプ
チド。
[本発明1079]
　SEQ ID NO:12、SEQ ID NO:13、およびSEQ ID NO:23とそれぞれ配列が少なくとも80%同
一であるCDR1、CDR2、およびCDR3を含む、本発明1055の精製されたポリペプチド。
[本発明1080]
　SEQ ID NO:27、SEQ ID NO:28、およびSEQ ID NO:29とそれぞれ配列が少なくとも80%同
一である第二のCDR1、CDR2、およびCDR3をさらに含む、本発明1056の精製されたポリペプ
チド。
[本発明1081]
　SEQ ID NO:12、SEQ ID NO:31、およびSEQ ID NO:32とそれぞれ配列が少なくとも80%同
一である第二のCDR1、CDR2、およびCDR3をさらに含む、本発明1057の精製されたポリペプ
チド。
[本発明1082]
　SEQ ID NO:37、SEQ ID NO:38、およびSEQ ID NO:39とそれぞれ配列が少なくとも80%同
一である第二のCDR1、CDR2、およびCDR3をさらに含む、本発明1058の精製されたポリペプ
チド。
[本発明1083]
　SEQ ID NO:41、SEQ ID NO:38、およびSEQ ID NO:42とそれぞれ配列が少なくとも80%同
一である第二のCDR1、CDR2、およびCDR3をさらに含む、本発明1059の精製されたポリペプ
チド。
[本発明1084]
　SEQ ID NO:41、SEQ ID NO:43、およびSEQ ID NO:38とそれぞれ配列が少なくとも80%同
一である第二のCDR1、CDR2、およびCDR3をさらに含む、本発明1060の精製されたポリペプ
チド。
[本発明1085]
　SEQ ID NO:46、SEQ ID NO:47、およびSEQ ID NO:48とそれぞれ配列が少なくとも80%同
一であるCDR1、CDR2、およびCDR3を含む、本発明1061の精製されたポリペプチド。
[本発明1086]
　SEQ ID NO:50、SEQ ID NO:51、およびSEQ ID NO:52とそれぞれ配列が少なくとも80%同
一である第二のCDR1、CDR2、およびCDR3をさらに含む、本発明1101の精製されたポリペプ
チド。
[本発明1087]
　SEQ ID NO:53、SEQ ID NO:54、およびSEQ ID NO:55とそれぞれ配列が少なくとも80%同
一である第二のCDR1、CDR2、およびCDR3をさらに含む、本発明1102の精製されたポリペプ
チド。
[本発明1088]
　SEQ ID NO:58、SEQ ID NO:59、およびSEQ ID NO:60とそれぞれ配列が少なくとも80%同
一である第二のCDR1、CDR2、およびCDR3をさらに含む、本発明1103の精製されたポリペプ
チド。
[本発明1089]
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　4H9.20の軽鎖可変領域由来のSEQ ID NO:9、SEQ ID NO:10、およびSEQ ID NO:11ならび
に4H9.20の重鎖可変領域由来のSEQ ID NO:12、SEQ ID NO:13、およびSEQ ID NO:14の配列
を含む、本発明1065の精製されたポリペプチド。
[本発明1090]
　5D5.4の軽鎖可変領域由来のSEQ ID NO:15、SEQ ID NO:16、およびSEQ ID NO:17ならび
に5D5.4の重鎖可変領域由来のSEQ ID NO:18、SEQ ID NO:19、およびSEQ ID NO:20の配列
を含む、本発明1066の精製されたポリペプチド。
[本発明1091]
　4B10.44の軽鎖可変領域由来のSEQ ID NO:9、SEQ ID NO:21、およびSEQ ID NO:22ならび
に4B10.44の重鎖可変領域由来のSEQ ID NO:12、SEQ ID NO:13、およびSEQ ID NO:23の配
列を含む、本発明1067の精製されたポリペプチド。
[本発明1092]
　3B3.14の軽鎖可変領域由来のSEQ ID NO:24、SEQ ID NO:25、およびSEQ ID NO:26ならび
に3B3.14の重鎖可変領域由来のSEQ ID NO:27、SEQ ID NO:28、およびSEQ ID NO:29の配列
を含む、本発明1068の精製されたポリペプチド。
[本発明1093]
　7H4.25の軽鎖可変領域由来のSEQ ID NO:9、SEQ ID NO:21、およびSEQ ID NO:30ならび
に7H4.25の重鎖可変領域由来のSEQ ID NO:12、SEQ ID NO:31、およびSEQ ID NO:32の配列
を含む、本発明1069の精製されたポリペプチド。
[本発明1094]
　2A3.1の軽鎖可変領域由来のSEQ ID NO:33、SEQ ID NO:34、およびSEQ ID NO:35ならび
に2A3.1の重鎖可変領域由来のSEQ ID NO:37、SEQ ID NO:38、およびSEQ ID NO:39の配列
を含む、本発明1070の精製されたポリペプチド。
[本発明1095]
　2H10.12の軽鎖可変領域由来のSEQ ID NO:40、SEQ ID NO:34、およびSEQ ID NO:36なら
びに2H10.12の重鎖可変領域由来のSEQ ID NO:41、SEQ ID NO:38、およびSEQ ID NO:42の
配列を含む、本発明1071の精製されたポリペプチド。
[本発明1096]
　6D1.22の軽鎖可変領域由来のSEQ ID NO:40、SEQ ID NO:34、およびSEQ ID NO:35ならび
に6D1.22の重鎖可変領域由来のSEQ ID NO:41、SEQ ID NO:43、およびSEQ ID NO:38の配列
を含む、本発明1072の精製されたポリペプチド。
[本発明1097]
　6C4.15の軽鎖可変領域由来のSEQ ID NO:44、SEQ ID NO:34、およびSEQ ID NO:45ならび
に6C4.15の重鎖可変領域由来のSEQ ID NO:46、SEQ ID NO:47、およびSEQ ID NO:48の配列
を含む、本発明1073の精製されたポリペプチド。
[本発明1098]
　6C10.19の軽鎖可変領域由来のSEQ ID NO:56、SEQ ID NO:25、およびSEQ ID NO:57なら
びに6C10.19の重鎖可変領域由来のSEQ ID NO:50、SEQ ID NO:51、およびSEQ ID NO:52の
配列を含む、本発明1074の精製されたポリペプチド。
[本発明1099]
　8C2.9の軽鎖可変領域由来のSEQ ID NO:40、SEQ ID NO:34、およびSEQ ID NO:35ならび
に8C2.9の重鎖可変領域由来のSEQ ID NO:53、SEQ ID NO:54、およびSEQ ID NO:55の配列
を含む、本発明1075の精製されたポリペプチド。
[本発明1100]
　4F1.7の軽鎖可変領域由来のSEQ ID NO:49、SEQ ID NO:34、およびSEQ ID NO:35ならび
に4F1.7の重鎖可変領域由来のSEQ ID NO:58、SEQ ID NO:59、およびSEQ ID NO:60の配列
を含む、本発明1076の精製されたポリペプチド。
[本発明1101]
　4H9.20、5D5.4、4B10.44、3B3.14、7H4.25、2A3.1、2H10.12、6D1.22、6C4.15、6C10.1
9、8C2.9、および4F1.7であるマウスモノクローナル抗体からなることはない、本発明102
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5～1061のいずれかの精製されたポリペプチド。
[本発明1102]
　単離されたマウスモノクローナル抗体ではない、本発明1025～1101のいずれかの精製さ
れたポリペプチド。
[本発明1103]
　ヒト化されているかまたはキメラである、本発明1025～1102のいずれかの精製されたポ
リペプチド。
[本発明1104]
　前記Coa結合ポリペプチドが、ブドウ球菌Coaポリペプチドの結合について4H9.20、4B10
.44、3B3.14、4F1.7、8C2.9、2A3.1、5C3.2、2H10.12、6D1.22、5D5.4、または7H4.25モ
ノクローナル抗体と競合する、本発明1025のポリペプチド。
[本発明1105]
　ELISAによって測定した場合に、ブドウ球菌Coaポリペプチドに対する結合定数 約0.1～
20 nM-1、0.5～10 nM-1、または1.0～10 nM-1を有する、本発明1025のポリペプチド。
[本発明1106]
　単一ドメイン抗体Coa結合ポリペプチドを含む、本発明1025のポリペプチド。
[本発明1107]
　ヒト化抗体またはキメラ抗体を含む、本発明1025のポリペプチド。
[本発明1108]
　組換え体である、本発明1025のポリペプチド。
[本発明1109]
　組換えポリペプチドが、4H9.20、4B10.44、3B3.14、4F1.7、8C2.9、2A3.1、5C3.2、2H1
0.12、6D1.22、5D5.4、または7H4.25モノクローナル抗体のVHドメイン由来またはVLドメ
イン由来の1つまたは複数のCDRドメインの少なくとも90%を含む、本発明1108のポリペプ
チド。
[本発明1110]
　前記組換えポリペプチドが、4H9.20、4B10.44、3B3.14、4F1.7、8C2.9、2A3.1、5C3.2
、2H10.12、6D1.22、5D5.4、または7H4.25モノクローナル抗体のVHドメイン由来またはVL
ドメイン由来の2つまたはそれ以上のCDRドメインを含む、本発明1109のポリペプチド。
[本発明1111]
　前記組換えポリペプチドが、4H9.20、4B10.44、3B3.14、4F1.7、8C2.9、2A3.1、5C3.2
、2H10.12、6D1.22、5D5.4、または7H4.25モノクローナル抗体のVHドメイン由来またはVL
ドメイン由来の3つのCDRドメインを含む、本発明1109のポリペプチド。
[本発明1112]
　前記組換えポリペプチドが、4H9.20、4B10.44、3B3.14、4F1.7、8C2.9、2A3.1、5C3.2
、2H10.12、6D1.22、5D5.4、または7H4.25モノクローナル抗体のVHドメインまたはVLドメ
インと少なくとも90%同一の配列を含む、本発明1025のポリペプチド。
[本発明1113]
　前記組換えポリペプチドが、4H9.20、4B10.44、3B3.14、4F1.7、8C2.9、2A3.1、5C3.2
、2H10.12、6D1.22、5D5.4、または7H4.25モノクローナル抗体のVHドメイン由来およびVL
ドメイン由来の6つのCDRドメインを含む、本発明1111のポリペプチド。
[本発明1114]
　前記組換えポリペプチドが、4H9.20、4B10.44、3B3.14、4F1.7、8C2.9、2A3.1、5C3.2
、2H10.12、6D1.22、5D5.4、または7H4.25モノクローナル抗体のVHドメインを含む、本発
明1113のポリペプチド。
[本発明1115]
　前記組換えポリペプチドが、4H9.20、4B10.44、3B3.14、4F1.7、8C2.9、2A3.1、5C3.2
、2H10.12、6D1.22、5D5.4、または7H4.25モノクローナル抗体のVLドメインを含む、本発
明1113のポリペプチド。
[本発明1116]
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　前記組換えポリペプチドが、ブドウ球菌Coaポリペプチドのドメイン1～2に特異的に結
合する抗体由来の1つまたは複数のCDRドメインと、免疫グロブリン、フィブロネクチン、
または黄色ブドウ球菌プロテインZからなる群より選択されるポリペプチド由来の足場と
を含む、本発明1109のポリペプチド。
[本発明1117]
　組換えポリペプチドが、第二のブドウ球菌タンパク質に特異的に結合する組換えポリペ
プチドに機能的に結合されている、本発明1108のポリペプチド。
[本発明1118]
　(a) 前記VH領域ならびにIgG1、IgG2、IgG3、またはIgG4サブタイプ由来のヒトヒンジ領
域、CH1領域、CH2領域、およびCH3領域を含む重鎖と;(b) 前記VL領域およびヒトκCLまた
はヒトλCLのいずれか一方を含む軽鎖とを含む抗体である、本発明1108のポリペプチド。
[本発明1119]
　ブドウ球菌Coaポリペプチドに特異的に結合し、5A10、8E2、3A6、7E2、3F6、1F10、6D1
1、3D11、5A11、1B10、4C1、2F2、8D4、7D11、2C3、4C5、6B2、4D5、2B8、1H7、6C10.19
、または6C4.15モノクローナル抗体である、精製されたモノクローナル抗体。
[本発明1120]
　本発明1025～1118のいずれかの精製されたポリペプチドを含む、薬学的組成物。
[本発明1121]
　密閉容器中の単回単位用量の前記精製されたポリペプチドを含む、本発明1120の薬学的
組成物。
[本発明1122]
　少なくとも第二の抗菌物質を含む、本発明1120または1121の薬学的組成物。
[本発明1123]
　前記第二の抗菌物質が、抗生物質であるか、ブドウ球菌ワクチン組成物であるか、また
は、第二のブドウ球菌タンパク質に特異的に結合するポリペプチドである、本発明1122の
薬学的組成物。
[本発明1124]
　本発明1025～1118のいずれかのポリペプチドをコードする核酸配列を含む、ポリヌクレ
オチド。
[本発明1125]
　発現制御配列に機能的に連結された本発明1025～1118のいずれかのポリペプチドをコー
ドする核酸配列を含む、発現ベクター。
[本発明1126]
　本発明1125の発現ベクターを含む、宿主細胞。
[本発明1127]
　発現制御配列に機能的に連結されたポリペプチドをコードする核酸配列を宿主細胞にお
いて発現させる段階を含む、本発明1025～1118のいずれかのポリペプチドを製造する方法
。
[本発明1128]
　ブドウ球菌感染を有する患者またはブドウ球菌感染のリスクがある患者を処置する方法
であって、本発明1025～1118のいずれかのCoa結合ポリペプチドを含む組成物の有効量を
該患者に投与する段階を含む、方法。
　本発明の他の目標、特徴、および利点は、以下の詳細な説明から明らかとなると考えら
れる。しかしながら、詳細な説明および具体的な例は、本発明の特定の態様を示している
が、この詳細な説明から当業者には本発明の趣旨および範囲のなかで種々の変更および修
正が明らかになると考えられるので、単なる例示として与えられるものと理解されるべき
である。
【図面の簡単な説明】
【００６３】
　本発明の上記の特徴、利点、および目標、ならびにこれ以外に明らかになるものをつか



(24) JP 6251730 B2 2017.12.20

10

20

30

40

50

み、詳細に理解できるように、上記に簡単に要約した本発明の、より具体的な説明および
ある態様を添付図面に示す。これらの図面は明細書の一部をなす。しかしながら、添付図
面は本発明のある態様を示すものであり、それゆえ、その範囲を限定するものと見なされ
るべきではないことに留意されたい。
【図１】図1Aおよび1B：黄色ブドウ球菌Newman由来コアグラーゼ(CoaNM)の一次構造、お
よびある特定のCoa特異的モノクローナル抗体によって標的化されるコアグラーゼの領域
の例証。図1A: 大腸菌(E. coli)からN末端His6タグを介して精製された、黄色ブドウ球菌
Newman由来コアグラーゼ(CoaNM)の一次構造の例証を示す。CoaNMは、プロトロンビン結合
に関与するD1およびD2ドメイン、リンカー(L)ドメイン、ならびにフィブリノゲンに結合
する27残基のペプチド配列の縦列反復から構成される反復(R)ドメインを包含する。CoaNM
に加えて、D1Coa、D2Coa、D12Coa、LCoa、およびRCoaドメインならびにアミノ酸番号1～1
8のないD1Coaの構築物D1Δ1～18は、N末端His6タグで精製された。図1B: Coa特異的モノ
クローナル抗体5D5、8C2、6C10、3B3、6C4、および7H4によって標的化されるコアグラー
ゼの領域の例証を示す。
【図２】図2Aおよび2B：Mab 5D5.4はCoa・プロトロンビン活性を乱す。(A) Coa・プロト
ロンビン酵素活性を発色性基質S-2238で測定した。Mab 5D5.4または(ATCCアクセッション
番号＿)ポリクローナル精製α-Coaとのプレインキュベーションの後に、活性は減少され
た。一元配置ANOVA、引き続きダネットの事後多重比較検定を用いて統計解析の評価を行
った。(B) CoaNMとヒトプロトロンビンとの結合は、ELISAにより測定され、漸増濃度のMa
b 5D5.4または対照IgG1でかく乱された。アイソタイプ対照と比較、＊ P＜0.05、＊＊ P
＜0.01。
【図３】図3Aおよび3B：凝固中和抗体の防御価値。モノクローナル抗体5D5.4、7H4.25、(
ATCCアクセッション番号＿)もしくはIgG1アイソタイプ対照(A)または8C2.9もしくはIgG2a
アイソタイプ対照(B)を未処置BALB/cマウスの腹腔へ体重1 kgあたり5 mgの濃度で注射し
た。受動免疫されたマウスを黄色ブドウ球菌Newman同質遺伝子変異体vwb (2×108 CFU)の
静脈内注射によって曝露し、動物の生存を10日間にわたりモニターした。
【図４】異なるCoa血清型の臨床分離株による感染に対するMab 5D5.4の交差防御。モノク
ローナル抗体5D5.4またはIgG1アイソタイプ対照を未処置BALB/cマウスの腹腔へ体重1 kg
あたり5 mgの濃度で注射した。受動免疫されたマウスを黄色ブドウ球菌株(A) N315 (1×1
08 CFU)または(B) MW2 (2×108 CFU)の静脈内注射によって曝露し、動物の生存を10日間
にわたりモニターした。
【図５】図5A～5D：マウスに5D5.4またはIgG1アイソタイプ対照の腹腔内注射を与え、そ
の後、致死量の黄色ブドウ球菌株Newman (CoaタイプIII) (図5A)、N315 (CoaタイプII) (
図5B)、CowanI (CoaタイプIV) (図5C)、またはMW2 (CoaタイプVII) (図5D)を感染させ、
マウスを10日の観察期間にわたりモニターして、その防御の役割を評価した。5D5.4処理
は、菌株Newman (IgG1対5D5.4, P＜0.01)、N315 (IgG1対5D5.4, P＜0.05)、CowanI (IgG1
対5D5.4, P＜0.05)またはMW2 (IgG1対5D5.4, P＜0.05)で曝露された動物に対して死まで
の時間の遅延をもたらした。
【図６】図6A～6D：CTCoaを認識するモノクローナル抗体。(AおよびB) CTCoaとヒトフィ
ブリノゲンとの結合は、ELISAにより測定され、漸増濃度のMab 3B3.14もしくは対照IgG1 
(A)またはMab 6C4.15もしくは対照IgG2b (B)でかく乱された。アイソタイプ対照と比較、
＊ P＜0.05、＊＊ P＜0.01、＊＊＊ P＜0.001。(CおよびD) モノクローナル抗体3B3.14も
しくはIgG1対照(C)または6C4.15もしくはIgG2b (D)を未処置BALB/cマウスの腹腔へ体重1 
kgあたり5 mgの濃度で注射した。受動免疫されたマウスを黄色ブドウ球菌株vwbの静脈内
注射によって曝露し、動物の生存を10日間にわたりモニターした。
【図７】図7A～7D：マウスに3B3.14またはIgG1アイソタイプ対照の腹腔内注射を与え、そ
の後、致死量の黄色ブドウ球菌臨床分離株USA300 (CoaタイプIII) (図7A)、N315 (Coaタ
イプII) (図7B)、CowanI (CoaタイプIV) (図7C)、またはMW2 (CoaタイプVII) (図7D)を感
染させ、マウスを10日の観察期間にわたりモニターして、その防御の役割を評価した。3B
3.14は野生型Newman (IgG1対3B3.14 p＞0.05 図7A)、N315 (IgG1対3B3.14 p.0.05 図7B)
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、またはMW2 (IgG1対3B3.14 p.0.05 図7D)を用いた曝露からマウスを防御しなかった。3B
3.14は菌株CowanIを用いた曝露後に死までの時間の小幅な遅延を与えた(IgG1対3B3.14 p
＜0.001; 図7C)。
【図８】USA300 (SEQ ID NO:1)、N315 (SEQ ID NO:2)、MRSA252 (SEQ ID NO:4)、MW2 (SE
Q ID NO:3)、およびWIS (SEQ ID NO:5)由来のCoa配列のアライメント。
【発明を実施するための形態】
【００６４】
発明の詳細な説明
　黄色ブドウ球菌は、ヒトの皮膚および鼻孔の片利共生生物であり、血流、皮膚、および
軟組織の感染の主因である(Klevens et al., 2007)。ブドウ球菌疾患の死亡率の最近の劇
的な増加は、抗生物質に対して感受性を示さないことが多いメチシリン耐性黄色ブドウ球
菌(MRSA)株の広がりに起因する(Kennedy et al., 2008)。大規模な遡及的研究において、
米国ではMRSA感染の発生率が全入院の4.6%であった(Klevens et al., 2007)。米国では94
,300人のMRSA感染個体のための年間医療費は24億ドルを超える(Klevens et al., 2007)。
現在のMRSA流行病は、予防ワクチンの開発によって取り組む必要がある公衆衛生の危機を
引き起こしている(Boucher and Corey, 2008)。これまでに、黄色ブドウ球菌疾患を予防
するFDA認可済みワクチンは使用可能ではない。
【００６５】
　コアグラーゼ(Coa)は、ブドウ球菌性敗血症の発病において重要な病毒性因子である。C
oa:プロトロンビン複合体によるフィブリンへのフィブリノゲンの変換によって、黄色ブ
ドウ球菌は、免疫防御を回避して、全身に広がることができる。Coaに対する体液性免疫
は、マウス敗血症モデルにおいて防御性である。以前の研究によって、N末端およびC末端
の両方において防御性エピトープが存在すること、ならびに菌株間でのCoaのN末端の遺伝
的多様性に起因するタイプ特異的な免疫が存在することが実証された。
【００６６】
　本発明者らは、本明細書でブドウ球菌コアグラーゼ結合抗体およびその抗原結合決定基
について記述する。詳細には、モノクローナル抗体のパネルをCoaに対して作製し、タン
パク質の個々のドメインに対するその親和性およびその凝固障害に基づいて特徴決定した
。インビトロでの特徴に基づき、いくつかのモノクローナル抗体をマウス敗血症モデルで
の防御について試験し、N末端の保存部分における防御性エピトープの特定をもたらした
。重要なことには、このエピトープを標的にする抗体は、動物へ投与される場合に、病毒
性黄色ブドウ球菌による曝露後のブドウ球菌性敗血症を減少させることができる。これら
の分子はCoaのプロトロンビン活性化効果を遮断することができるので、そのような抗体
はまた、ブドウ球菌感染後の宿主免疫反応を増強しうる。したがって、本態様のCoa結合
分子により、ブドウ球菌疾患を処置または予防するための新たなかつ有効な道が拓かれる
。
【００６７】
I. コアグラーゼポリペプチド
　態様のある局面は、コアグラーゼ(Coa)ポリペプチドに関する。黄色ブドウ球菌Newman 
(CoaNM)由来のCoaの一次構造の説明図は、図1Aに提供されている。8種の黄色ブドウ球菌
株由来のCoaの核酸配列は、次の通りにSEQ ID NO:1～8で提供されている: USA300 (SEQ I
D NO:1)、N315 (SEQ ID NO:2)、MW2 (SEQ ID NO:3)、MRSA252 (SEQ ID NO:4)、WIS (SEQ 
ID NO:5)、MU50 (SEQ ID NO:6)、85/2082 (SEQ ID NO:7)、およびNewman (SEQ ID NO:8)
。USA300 (SEQ ID NO:1)、N315 (SEQ ID NO:2)、MRSA252 (SEQ ID NO:4)、MW2 (SEQ ID N
O:3)、およびWIS (SEQ ID NO:5)由来のCoa配列のアライメントは、図6に提供されている
。
【００６８】
　コアグラーゼはそのN末端ドメインD1およびD2を通じて宿主プロトロンビンと相互作用
する。D1およびD2の3本鎖へリックスバンドルは、構造類似性を共有するが、しかし配列
レベルでは十分に保存されていない[66]。最初の150個のアミノ酸は、D1ドメインを含む[
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68]。Coaのアミノ末端テトラペプチドは、プロトロンビンの活性化ポケットに挿入し、プ
ロトロンビンAsp194と塩橋を形成する[66]。Coaとプロトロンビンとの間の2つの高親和性
の結合相互作用のうちの第一のものは、プロトロンビンの148ループとともにD1内の疎水
性表面溝を通じて起こる[66]。SC150～282はD2ドメインを含む[68]。第二の高親和性の結
合相互作用は、プロトロンビンエキソサイトIのTyr76の側鎖とD2 αヘリックスとの間に
おいてである[66]。Coaは溶液中で二量体を形成し、各単量体がプロトロンビン1分子を結
合させている[66]。プロトロンビンとD1D2ドメインの組換え構築物とによって形成される
複合体(SC1～325)は、プロトロンビンの基質結合エキソサイトとは異なる相互作用によっ
てフィブリノゲンを結合させることができる[133]。
【００６９】
　Coaのその他の2つのドメインはあまりよくわかっていない。D2の後には、未知の機能を
有する高度に保存されたリンカー(L)領域が存在する[77]。C末端の近くには、27アミノ酸
のペプチドの縦列反復の領域が存在し、反復の数は菌株の間で異なる[77]。反復領域はフ
ィブリノゲンとの高親和性の結合に関与するものと考えられている[133、214]。
【００７０】
　Coaをコードする遺伝子(coa)は、全ての黄色ブドウ球菌の染色体上に見出されるが、し
かしそれは最も可変性のタンパク質のうちの1つであり、12種の既知のタイプを有する(Wa
tanabe et al 2005, Watanabe et al 2009)。Coa対立遺伝子間の可変性の大部分は、D1お
よびD2ドメインにある。リンカー領域は、血清型の間の同一性86.7%で比較的保存されて
いる(Watanabe et al 2005)。注目すべきは、成熟Coaのアミノ末端、すなわちシグナルペ
プチダーゼ切断部位の後の最初の7残基は、プロトロンビンを活性化し、これらの残基は
、分析された全ての菌株の間で保存されている[68]。27残基ペプチドのC末端の縦列反復
は、5つから9つまで数が変化するが、しかし血清型の間で90%超の同一性を有する(Watana
be et al 2005)。SC1～282におけるエピトープを認識する抗体は、Coa-プロトロンビン複
合体の酵素活性を遮断することが必要である[215]。インビボで、C末端の反復に対する抗
体はまた防御を付与する[215]が、防御の機構はまだ不明である。
【００７１】
　Coaポリペプチドは、サブユニットワクチンとして用いられ、体液性免疫反応を惹起し
、黄色ブドウ球菌の曝露に対する防御免疫を付与することができる。ある態様において、
複数の黄色ブドウ球菌株にわたるCoa異形を標的にする多価ワクチンが企図される。この
態様は、Molly McAdow、Andrea DeDent、Alice Cheng、Carla Emolo、Dominique Missiak
as、Olaf Schneewindの名において「STAPHYLOCOCCAL COAGULASE ANTIGENS AND METHODS O
F THEIR USE」という名称で2012年4月26日付で出願された米国仮特許出願において論じら
れており、これはその全体が参照により本明細書に組み入れられる。
【００７２】
II. タンパク質性組成物
　タンパク質は、組換えであってもまたはインビトロで合成されてもよい。あるいは、非
組換えまたは組換えタンパク質を細菌から単離してもよい。そのような変種を含有する細
菌を、組成物および方法のなかで実践できることも考えられる。結果的に、タンパク質は
単離されなくてもよい。
【００７３】
　「機能的に等価なコドン」という用語は、アルギニンまたはセリンに対する6種のコド
ンなどの、同じアミノ酸をコードするコドンをいうように、本明細書において用いられ、
同様に、生物学的に等価のアミノ酸をコードするコドンもいう(以下のコドン表を参照の
こと)。
【００７４】
コドン表
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【００７５】
　アミノ酸および核酸の配列は、タンパク質の発現が関与している生物学的タンパク質活
性の維持を含めて、上記の基準を満たす限り、それぞれ、さらなるN末端もしくはC末端ア
ミノ酸、または5'もしくは3'配列などのさらなる残基を含むこともあり、それでも本質的
には、本明細書において開示されている配列の1つに記載の通りでありうることも理解さ
れると考えられる。末端配列の付加は核酸配列に特に当てはまり、例えば、コード領域の
5'部分または3'部分のいずれか一方に隣接する種々の非コード配列を含むことができる。
【００７６】
　置換変種は、典型的には、タンパク質内の1つまたは複数の部位での1つのアミノ酸と別
のアミノ酸との交換を含み、他の機能または特性を失ってかまたは失うことなく、ポリペ
プチドの1つまたは複数の特性を修飾するように設計されてもよい。置換は保存的であっ
てもよく、すなわち、1つのアミノ酸が類似の形状および電荷のアミノ酸に置換されても
よい。保存的置換は当技術分野において周知であり、これには、例えば、アラニンのセリ
ンへの、アルギニンのリジンへの、アスパラギンのグルタミンまたはヒスチジンへの、ア
スパラギン酸のグルタミン酸への、システインのセリンへの、グルタミンのアスパラギン
への、グルタミン酸のアスパラギン酸への、グリシンのプロリンへの、ヒスチジンのアス
パラギンまたはグルタミンへの、イソロイシンのロイシンまたはバリンへの、ロイシンの
バリンまたはイソロイシンへの、リジンのアルギニンへの、メチオニンのロイシンまたは
イソロイシンへの、フェニルアラニンのチロシン、ロイシンまたはメチオニンへの、セリ
ンのトレオニンへの、トレオニンのセリンへの、トリプトファンのチロシンへの、チロシ
ンのトリプトファンまたはフェニルアラニンへの、および、バリンのイソロイシンまたは
ロイシンへの変化が含まれる。あるいは、置換はポリペプチドの機能または活性が影響を
受けるように非保存的であってもよい。非保存的変化は、典型的には、非極性アミノ酸ま
たは非荷電アミノ酸の代わりに極性アミノ酸または荷電アミノ酸を用いておよびその逆な
ど、1つの残基を化学的に異なる残基に置換することを含む。
【００７７】
　以下は、等価なまたは場合によっては改善された、第二世代の分子を作製するためにタ
ンパク質のアミノ酸を変化させることに基づく考察である。例えば、ある特定のアミノ酸
を、例えば、抗体の抗原結合領域または基質分子上の結合部位などの構造との相互作用結
合能をさほど失わないようにタンパク質構造中の他のアミノ酸の代わりに用いることがで
きる。タンパク質の機能活性を規定するのはタンパク質の相互作用能および性質であるこ
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とから、タンパク質配列の中に、およびその基礎となるDNAコード配列の中にある特定の
アミノ酸置換を施し、それでも、類似の特性を有するタンパク質を産生させることができ
る。このように、遺伝子のDNA配列において、その生物学的有用性または活性をさほど失
わないように種々の変化を施すことができるものと本発明者らは企図している。
【００７８】
　そのような変化を加える場合、アミノ酸の疎水性親水性指標を考慮してもよい。タンパ
ク質に相互作用生物機能を付与する際の疎水性親水性アミノ酸指数の重要性は、一般的に
当技術分野において理解されている(Kyte and Doolittle, 1982)。アミノ酸の相対的な疎
水性親水性指標の特徴が、得られるタンパク質の二次構造に寄与し、さらには、タンパク
質と他の分子、例えば、酵素、基質、受容体、DNA、抗体、抗原などとの相互作用を規定
することが容認されている。
【００７９】
　同様に、親水性に基づいて有効に同類のアミノ酸の置換がなされることも当技術分野に
おいて理解される。参照により本明細書に組み入れられる米国特許第4,554,101号は、そ
の隣接するアミノ酸の親水性によって支配されるタンパク質の最大局所平均親水性が、タ
ンパク質の生物特性と相関すると述べている。1つのアミノ酸を、類似の親水性値を有す
る別のアミノ酸に置換することができ、それでもなお、生物学的に等価かつ免疫学的に等
価なタンパク質を作製することができると理解される。
【００８０】
　上記で概説した通り、アミノ酸の置換は一般的に、アミノ酸側鎖置換基の相対的類似性
、例えば疎水性、親水性、電荷、大きさなどに基づく。前述のさまざまな特徴を考慮に入
れた例示的置換は周知であり、アルギニンおよびリジン; グルタメートおよびアスパルテ
ート; セリンおよびトレオニン; グルタミンおよびアスパラギン; ならびにバリン、ロイ
シン、およびイソロイシンを含む。
【００８１】
　組成物においては、1 mlあたり約0.001 mg～約10 mgの総ポリペプチド、ペプチド、お
よび/またはタンパク質が存在することが企図される。したがって、組成物中のタンパク
質の濃度は約、少なくとも約、または多くても約0.001、0.010、0.050、0.1、0.2、0.3、
0.4、0.5、0.6、0.7、0.8、0.9、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0、3.5、4.0、4.5、5.0、5.5、
6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、8.5、9.0、9.5、10.0 mg/ml、またはそれ以上(またはその中
で得られる任意の範囲)でありうる。このうち、約、少なくとも約、または多くても約1、
2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、
24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、
44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、
64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、
84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100%が、Coaを結
合させる抗体であってよく、他のブドウ球菌タンパク質または本明細書において記述され
るタンパク質結合抗体と組み合わせて用いられてもよい。
【００８２】
A. ポリペプチドおよびポリペプチド産生
　態様には、本明細書において記述されるさまざまな局面で用いるためのポリペプチド、
ペプチドおよびタンパク質ならびにそれらの免疫原性断片が含まれる。例えば、特定の抗
体を、ブドウ球菌感染の無力化もしくは阻害についてアッセイするか、またはブドウ球菌
感染の無力化もしくは阻害で用いる。特定の態様において、本明細書において記述される
タンパク質の全部または一部を、従来の技術にしたがって溶液中でまたは固体支持体上で
合成することもできる。各種の自動合成機が市販されており、それらを公知のプロトコー
ルにしたがって用いることができる。例えば、Stewart and Young, (1984); Tarn et al.
, (1983); Merrifield, (1986); およびBarany and Merrifield (1979)を参照されたく、
これらの各々が参照により本明細書に組み入れられる。あるいは、ペプチドまたはポリペ
プチドをコードするヌクレオチド配列を発現ベクターに挿入し、これを適切な宿主細胞に
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形質転換または形質移入し、これを発現に適した条件の下で培養する組換えDNA技術を使
用することもできる。
【００８３】
　1つの態様では、タンパク質の産生および/または提示のための、微生物を含めた細胞へ
の遺伝子移入の使用を含む。関心対象のタンパク質に対する遺伝子を適切な宿主細胞に移
入し、引き続いて適切な条件下での細胞の培養を行うことができる。実質的にすべてのポ
リペプチドをコードする核酸を、使用することができる。組換え発現ベクターの作製、お
よびそのベクターに含まれる要素は、本明細書において論じられている。あるいは、産生
されるタンパク質は、タンパク質の産生に用いられる細胞によって通常合成される内因性
タンパク質であってもよい。
【００８４】
　ある局面において、免疫原性Coa断片は、黄色ブドウ球菌から単離できるCoaタンパク質
のD1および/またはD2ドメインの実質的全てを含む。
【００８５】
　免疫原性組成物の中に同様に含まれるのは、ブドウ球菌タンパク質またはブドウ球菌タ
ンパク質の免疫原性断片(例えば、Coa)から構成される融合タンパク質である。あるいは
、態様には、T細胞エピトープまたは精製タグの供与体などの異種配列、例えばβ-ガラク
トシダーゼ、グルタチオン-S-トランスフェラーゼ、緑色蛍光タンパク質(GFP)、エピトー
プタグ、例えばFLAG、mycタグ、ポリヒスチジン、またはウイルス表面タンパク質、例え
ばインフルエンザウイルス赤血球凝集素、または細菌タンパク質、例えば破傷風トキソイ
ド、ジフテリアトキソイド、CRM197との融合タンパク質としての、ブドウ球菌タンパク質
またはその免疫原性断片の個々の融合タンパク質も含まれる。
【００８６】
B. 抗体および抗体様分子
　ある局面において、Coaに対する特異性を有する、1つまたは複数の抗体または抗体様分
子(例えば、抗体CDRドメインを含むポリペプチド)が得られうるかまたは産生されうる。
特定の態様において、CoaのD1および/またはD2ドメインに対する特異性を有する、1つま
たは複数の抗体または抗体様分子(例えば、抗体CDRドメインを含むポリペプチド)は得ら
れうるかまたは産生されうる。これらの抗体は、本明細書において記述されるさまざまな
診断用途または治療用途において用いられうる。
【００８７】
　本明細書において用いられる場合、「抗体」という用語は、広くIgG、IgM、IgA、IgD、
およびIgEなどの任意の免疫学的結合物質をいうこと、ならびに、抗原結合活性を保持す
る抗体CDRドメインを含むポリペプチドをいうことが意図される。したがって、「抗体」
という用語は、抗原結合領域を有する任意の抗体様分子をいうように用いられ、Fab'、Fa
b、F(ab')2、単一ドメイン抗体(DAB)、Fv、scFv (一本鎖Fv)などの抗体断片、および抗体
CDRを有するポリペプチド、CDRを提示する足場ドメイン(例えば、アンチカリン)またはナ
ノボディを含む。例えば、ナノボディはラクダIgG2もしくはIgG3由来の抗原特異的VHH (
例えば、組換えVHH)、またはそのようなラクダIg由来のCDR提示フレイムでありうる。抗
体に基づくさまざまな構築物および断片を調製および使用するための技術は、当技術分野
において周知である。抗体を調製および特徴決定するための手段も当技術分野において周
知である(例えば、参照により本明細書に組み入れられるAntibodies: A Laboratory Manu
al, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988を参照のこと)。
【００８８】
　「ミニ抗体」または「ミニボディ」も態様で用いるために企図される。ミニボディは、
ヒンジ領域によってsFvから分離された、そのC末端にオリゴマー化ドメインを含むsFvポ
リペプチド鎖である。Pack el al. (1992)。オリゴマー化ドメインは、付加的なジスルフ
ィド結合によってさらに安定化されうる、自己会合α-へリックス、例えば、ロイシンジ
ッパーを含む。オリゴマー化ドメインは、ポリペプチドの機能的結合タンパク質へのイン
ビボでの折り畳みを促進すると考えられる過程である、膜前後の一方向性の折り畳みと適
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合性であるように設計される。一般的に、ミニボディは、当技術分野において周知の組換
え方法を用いて産生される。例えば、Pack et al. (1992); Cumber et al. (1992)を参照
されたい。
【００８９】
　抗体様結合ペプチド模倣体も態様において企図される。Liu et al. (2003)は、「抗体
様結合ペプチド模倣体」(ABiP)を記述しており、これは規模縮小した抗体として作用し、
より長い血清半減期およびあまり煩雑ではない合成法というある特定の利点を有するペプ
チドである。
【００９０】
　CDRなどの抗原結合ペプチドの別の足場も使用可能であり、態様にしたがってCoa結合分
子を作製するために用いられうる。一般的に、当業者は、元の抗体に由来するCDRの少な
くとも1つをグラフトするタンパク質足場のタイプを判定する方法を承知している。より
詳細には、そのような足場に選択されるには、以下の基準(Skerra, 2000): 系統発生的保
存が良好であること; 三次元構造が既知であること(例えば、結晶学、NMR分光、もしくは
当業者に公知の他のいずれかの技術による); サイズが小さいこと; 転写後修飾がほとん
どもしくは全くないこと; ならびに/または産生、発現および精製が容易であること、の
最多数を満たさなければならないことが公知である。
【００９１】
　そのようなタンパク質足場の起源は、フィブロネクチン、好ましくはフィブロネクチン
III型ドメイン10、リポカリン、アンチカリン(Skerra、2001)、黄色ブドウ球菌のプロテ
インAのドメインBに由来するプロテインZ、チオレドキシンA、または「アンキリンリピー
ト」(Kohl et al.、2003)、「アルマジロリピート」、「ロイシンリッチリピート」およ
び「テトラトリコペプチドリピート」などの反復モチーフを有するタンパク質の中から選
択される構造であってよいが、これらに限定されることはない。例えば、アンチカリンま
たはリポカリン誘導体は、さまざまな標的分子に対する親和性および特異性を有する結合
タンパク質の一種であり、SpA結合分子として用いることができる。そのようなタンパク
質は、参照により本明細書に組み入れられる、米国特許出願公開第20100285564号、同第2
0060058510号、同第20060088908号、同第20050106660号、およびPCT公報番号WO2006/0564
64に記述されている。
【００９２】
　例えば、サソリ、昆虫、植物、軟体動物などからの毒素などの毒素に由来する足場、お
よび神経型NO合成酵素のタンパク質阻害物質(PIN)も、ある局面において用いられうる。
【００９３】
　モノクローナル抗体(MAb)にはある特定の利点、例えば、再現性および大量産生が有る
と認識されている。態様にはヒト、マウス、サル、ラット、ハムスター、ウサギ、および
ニワトリ由来のモノクローナル抗体が含まれる。
【００９４】
　「ヒト化」抗体も企図され、同様にヒト定常領域および/または可変領域ドメインを持
つ、マウス、ラットまたは他の種由来のキメラ抗体、二重特異性抗体、組換えのおよび遺
伝子操作された抗体ならびにそれらの断片も企図される。本明細書において用いられる場
合、「ヒト化」免疫グロブリンという用語は、ヒトフレームワーク領域および非ヒト(通
常、マウスまたはラット)免疫グロブリンからの1つまたは複数のCDRを含む免疫グロブリ
ンをいう。CDRを提供する非ヒト免疫グロブリンは「ドナー」と呼ばれ、フレームワーク
を提供するヒト免疫グロブリンは「アクセプター」と呼ばれる。「ヒト化抗体」は、ヒト
化軽鎖免疫グロブリンおよびヒト化重鎖免疫グロブリンを含む抗体である。
【００９５】
1. 抗体を作製するための方法
　抗体(例えば、モノクローナル抗体および/またはモノクローナル抗体)を作製するため
の方法は、当技術分野において公知である。手短に言えば、ポリクローナル抗体は、態様
にしたがって動物をCoaポリペプチドまたはその一部分で免疫する段階、および免疫した
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動物から抗血清を採取する段階によって調製される。
【００９６】
　広範囲の動物種を抗血清の産生のために用いることができる。典型的には、抗血清の産
生のために用いられる動物は、ウサギ、マウス、ラット、ハムスター、モルモット、また
はヤギである。動物を選ぶことは、当業者に公知である通り、操作の容易さ、血清の費用
、または所望の量に応じて決定される可能性がある。抗体はまた、関心対象の免疫グロブ
リン重鎖および軽鎖配列に関してトランスジェニックである哺乳動物または植物の生成、
およびそれらから回収可能な形態での抗体の産生を通して遺伝子導入により産生できるこ
とが理解されると考えられる。哺乳動物におけるトランスジェニック産生に関連して、抗
体は、ヤギ、ウシ、または他の哺乳動物の乳汁において産生され、そこから回収すること
ができる。例えば米国特許第5,827,690号、同第5,756,687号、同第5,750,172号、および
同第5,741,957号を参照されたい。
【００９７】
　同様に当技術分野において周知である通り、特定の免疫原組成物の免疫原性は、アジュ
バントとして知られる、免疫反応の非特異的刺激物質を用いることによって増強されうる
。適したアジュバントには、サイトカイン、ケモカイン、補助因子、毒素、変形体、合成
組成物、またはそのようなアジュバントをコードするベクターなどの、全ての受け入れら
れる免疫刺激化合物が含まれる。
【００９８】
　態様にしたがって用いてもよいアジュバントは、IL-1、IL-2、IL-4、IL-7、IL-12、-イ
ンターフェロン、GMCSP、BCG、水酸化アルミニウム、thur-MDP、およびnor-MDPなどのMDP
化合物、CGP(MTP-PE)、脂質A、ならびにモノホスホリル脂質A (MPL)を含むが、これらに
限定されることはない。細菌から抽出した3つの成分を含有するRIBI、MPL、ジミコール酸
トレハロース(TDM)、および2％スクアレン/Tween 80乳濁液における細胞壁骨格(CWS)も同
様に企図される。MHC抗原でさえも用いてもよい。例示的なアジュバントは、フロイント
の完全アジュバント(ヒト結核菌(Mycobacterium tuberculosis)死菌を含有する免疫反応
の非特異的刺激物質)、フロイントの不完全アジュバントおよび/または水酸化アルミニウ
ムアジュバントを含みうる。
【００９９】
　アジュバントの他に、T細胞免疫を上方制御することまたはサプレッサー細胞活性を下
方制御することが示されている生体反応修飾物質(BRM)を同時投与することが望ましい場
合がある。そのようなBRMには、シメチジン(CIM; 1200 mg/d) (Smith/Kline, PA); 低用
量シクロホスファミド(CYP; 300 mg/m2) (Johnson/ Mead, NJ)、-インターフェロン、IL-
2、もしくはIL-12などのサイトカイン、またはB-7などの免疫ヘルパー機能に関係するタ
ンパク質をコードする遺伝子が含まれるが、これらに限定されることはない。
【０１００】
　抗体の産生に用いられる免疫原組成物の量は、免疫のために用いられる動物とともに免
疫原の性質に応じて変化する。皮下、筋肉内、皮内、表皮内、静脈内、および腹腔内を含
むが、これらに限定されない、種々の経路を用いて、免疫原を投与することができる。抗
体の産生は、免疫後のさまざまな時点で免疫した動物の血液を採取することによってモニ
ターしてもよい。
【０１０１】
　第二の追加免疫投与(例えば、注射剤として提供される)も同様に与えてもよい。適した
力価が達成されるまで、追加免疫および力価測定の過程を繰り返す。所望のレベルの免疫
原性が得られる場合には、免疫した動物から採血して、血清を単離および保存し、かつ/
または動物を用いてMAbを生成することができる。
【０１０２】
　ウサギポリクローナル抗体を産生するために、耳静脈を通してまたは心穿刺によって動
物から採血することができる。採取した血液を凝固させた後、遠心分離して、全細胞およ
び凝血から血清成分を分離する。さまざまな用途のために血清を用いてもよいか、あるい
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はそうでなければ所望の抗体分画を、別の抗体、固相マトリクスに結合したペプチドを用
いるアフィニティークロマトグラフィー、または例えばプロテインAもしくはプロテインG
クロマトグラフィーなどの周知の方法によって精製してもよい。
【０１０３】
　MAbは参照により本明細書に組み入れられる、米国特許第4,196,265号において例示され
る技術などの周知の技術を用いることによって容易に調製されうる。典型的には、この技
術は、それが野生型または変異型の組成物であれば、選択された免疫原組成物、例えば精
製または部分精製された、タンパク質、ポリペプチド、ペプチド、またはドメインによっ
て、適した動物を免疫することを含む。免疫組成物は、抗体産生細胞を刺激するために有
効な方法で投与される。
【０１０４】
　モノクローナル抗体(MAb)を生成するための方法は一般的に、ポリクローナル抗体を調
製するための系列と同じ系列に沿って始まる。いくつかの態様において、マウスおよびラ
ットなどのげっ歯類がモノクローナル抗体の生成において用いられる。いくつかの態様に
おいて、ウサギ、ヒツジ、またはカエルの細胞がモノクローナル抗体の生成において用い
られる。ラットを用いることは、周知であり、ある特定の利点を提供しうる(Goding, 198
6, pp. 60 61)。マウス(例えば、BALB/cマウス)は、日常的に用いられており、高い割合
の安定融合体を一般的に与える。
【０１０５】
　動物に、一般的に先に記述した通りに抗原を注射する。抗原をフロイントの完全または
不完全アジュバントなどのアジュバントと混合してもよい。同じ抗原または該抗原をコー
ドするDNAの追加免疫投与は、およそ2週間間隔で行われうる。
【０１０６】
　免疫後、抗体を産生する可能性を有する体細胞、具体的にはBリンパ球(B細胞)をMAb生
成プロトコールにおいて用いるために選択する。これらの細胞は、生検として採取された
脾臓、扁桃、もしくはリンパ節から得てもよいか、または末梢血試料から得てもよい。一
般的に、脾臓細胞は、分裂する形質芽球段階の抗体産生細胞に富む起源である。典型的に
は、末梢血は容易にアクセス可能であるので、末梢血細胞は容易に得られうる。
【０１０７】
　いくつかの態様において、動物のパネルを免疫して、最高の抗体力価を有する動物の脾
臓を採取し、シリンジによって脾臓をホモジナイズすることによって脾臓リンパ球を得る
。典型的には、免疫したマウスからの脾臓はリンパ球約5×107～2×108個を含有する。
【０１０８】
　次に、免疫した動物からの抗体産生Bリンパ球を、不死化骨髄腫細胞、一般的には免疫
した動物と同じ種の細胞と融合させる。ハイブリドーマ産生融合手順において用いるのに
適した骨髄腫細胞株は好ましくは、非抗体産生細胞であり、高い融合効率を有し、所望の
融合細胞(ハイブリドーマ)のみの生育を支持するある特定の選択培地において生育不可能
になる酵素欠損を有する。
【０１０９】
　当業者に公知である通りに、いくつかの骨髄腫細胞のいずれかの1つを用いてもよい(Go
ding, pp. 65 66, 1986；Campbell, pp. 75 83, 1984、引用)。例えば、免疫動物がマウ
スである場合、P3 X63/Ag8、X63 Ag8.653、NS1/1.Ag 4 1、Sp210 Ag14、FO、NSO/U、MPC 
11、MPC11 X45 GTG 1.7、およびS194/5XX0 Bulを用いてもよく; ラットの場合、R210.RCY
3、Y3 Ag 1.2.3、IR983F、および4B210を用いてもよく; かつU 266、GM1500 GRG2、LICR 
LON HMy2、およびUC729 6は全て、ヒト細胞融合体に関連して有用である。骨髄腫発現シ
ステムに関する考察に関しては、Yoo et al. (2002)を参照されたい。
【０１１０】
　1つのマウス骨髄腫細胞は、NS-1骨髄腫細胞株(P3-NS-1-Ag4-1とも呼ばれる)であり、こ
れは細胞株寄託番号GM3573を要請することによって、NIGMS Human Genetic Mutant Cell 
Repositoryから容易に入手可能である。用いてもよい別のマウス骨髄腫細胞株は、8アザ
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グアニン耐性マウス骨髄腫SP2/0非産生細胞株である。
【０１１１】
　抗体産生脾臓またはリンパ節細胞と骨髄腫細胞とのハイブリッドを生成するための方法
は通常、骨髄腫細胞と体細胞とを2：1の比率で混合する段階を含むが、比率は細胞膜の融
合を促進する物質(化学物質または電気物質)の存在下でそれぞれ、約20：1～約1：1まで
変化してもよい。センダイウイルスを用いる融合法は、Kohler and Milstein(1975；1976
)によって記述されており、Gefter et al.,(1977)による37%(v/v) PEGなどのポリエチレ
ングリコール(PEG)を用いる方法が記述されている。電気的に誘発された融合法を用いる
ことも適切である(Goding pp. 71 74, 1986)。
【０１１２】
　融合手順は通常、低い頻度で約1×10-6～1×10-8の生存ハイブリッドを産生する。しか
し、生存融合ハイブリッドは、選択培地において培養することによって、親の非融合細胞
(特に、通常無限に分裂し続けると考えられる非融合骨髄腫細胞)から識別されることから
、これは問題とはならない。選択培地は一般的に、組織培養培地においてヌクレオチドの
デノボ合成を遮断する物質を含有する培地である。例示的なおよび好ましい物質は、アミ
ノプテリン、メトトレキセート、およびアザセリンである。アミノプテリンおよびメトト
レキセートは、プリンとピリミジンの両方のデノボ合成を遮断するが、アザセリンはプリ
ン合成のみを遮断する。アミノプテリンまたはメトトレキセートを用いる場合、ヌクレオ
チド源としてヒポキサンチンおよびチミジンを培地に補充する(HAT培地)。アザセリンを
用いる場合、ヒポキサンチンを培地に補充する。
【０１１３】
　好ましい選択培地はHATである。ヌクレオチドサルベージ経路を操作することができる
細胞のみがHAT培地において生存することができる。骨髄腫細胞はサルベージ経路におけ
る重要な酵素、例えばヒポキサンチンホスホリボシルトランスフェラーゼ(HPRT)を欠損し
、それらは生存することができない。B細胞はこの経路を操作することができるが、それ
らは培養において限られた寿命を有し、一般的に約2週間以内に死滅する。したがって、
選択培地を生存できる細胞のみが、骨髄腫およびB細胞から形成されたハイブリッドであ
る。
【０１１４】
　この培養は、特異的ハイブリドーマが選択されるハイブリドーマ集団を提供する。典型
的には、ハイブリドーマの選択は、マイクロタイタープレートにおける単一クローン希釈
によって細胞を培養する段階の後、個々のクローン上清を所望の反応性に関して試験する
(約2～3週間後)ことによって行われる。アッセイ法は、放射性免疫測定法、酵素免疫測定
法、細胞障害アッセイ法、プラークアッセイ法、ドット免疫結合アッセイ法などのように
、感度がよく、単純であり、かつ迅速であるべきである。
【０１１５】
　次に、選択されたハイブリドーマを連続希釈して、個々の抗体産生細胞株へとクローニ
ングし、MAbを提供するためにクローンを無限に成長させることができる。細胞株を2つの
基本的な方法でMAb産生のために活用してもよい。第一に、ハイブリドーマの試料を、当
初の融合体のための体細胞および骨髄腫細胞を提供するために用いられる組織適合性のタ
イプの動物(例えば、同系マウス)に注入(しばしば腹腔内に)することができる。任意で、
動物を注射前に炭化水素、特にプリスタン(テトラメチルペンタデカン)などの油によって
プライミングする。注入された動物は、融合細胞ハイブリッドによって産生される特異的
モノクローナル抗体を分泌する腫瘍を発生させる。血清または腹水などの動物の体液を採
取して、高濃度のMAbを提供することができる。第二に個々の細胞株をインビトロにおい
て培養することができ、そこで、MAbは培養培地に自然と分泌され、そこから抗体を高濃
度で容易に得ることができる。
【０１１６】
　さらに、産生細胞株からの抗体(またはそれに由来する他の部分)の発現を、いくつかの
公知の技術を用いて増強することができる。例えば、グルタミンシンテターゼおよびDHFR
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遺伝子発現システムは、ある特定の条件下で発現を増強するための一般的手法である。限
界希釈クローニングおよびマイクロドロップ(Microdrop)技術などの通常の技術を用いて
、高発現細胞クローンを同定することができる。GSシステムは、欧州特許第0 216 846号
、同第0 256 055号、および同第0 323 997号、ならびに欧州特許出願第89303964.4号に関
連して全体または部分的に論じられている。
【０１１７】
　いずれかの手段によって産生されたMAbは、必要に応じてろ過、遠心分離、およびHPLC
またはアフィニティークロマトグラフィーなどの、さまざまなクロマトグラフィー法を用
いてさらに精製してもよい。モノクローナル抗体の断片は、ペプシンもしくはパパインな
どの酵素による消化を含む方法によって、および/または化学的還元によるジスルフィド
結合の切断によって産生されたモノクローナル抗体から得ることができる。あるいは、モ
ノクローナル抗体断片は、自動ペプチド合成機を用いて合成することができる。
【０１１８】
　分子クローニング手法を用いてモノクローナル抗体を生成してもよいことも企図される
。1つの態様において、免疫動物の脾臓から単離したRNAから、コンビナトリアル免疫グロ
ブリンファージミドライブラリーを調製して、適切な抗体を発現するファージミドを、抗
原を発現する細胞および対照細胞を用いるパニングによって選択する。従来のハイブリド
ーマ技術に対するこの手法の長所は、およそ104倍もの多くの抗体を1回のラウンドで産生
およびスクリーニングできる点、ならびにHおよびL鎖の組み合わせによって新しい特異性
が生成され、それによって適切な抗体を発見する機会がさらに増加する点にある。
【０１１９】
　別の態様は、例えば、Cre媒介部位特異的組換えを用いて改変免疫グロブリン座を含む
細胞のゲノム配列から抗体を発現する細胞を産生するための方法を記述している、米国特
許第6,091,001号において見い出され、開示される通り、抗体を産生することに関する。
該方法は、第一のlox座が部位特異的相同組換えによりゲノム配列に挿入されるように、l
ox座と、改変領域に変換されるゲノム配列の免疫グロブリン座の領域に隣接する第一のDN
A配列と相同な標的化配列とを含む相同性標的化ベクターを抗体産生細胞に最初に形質移
入する段階を含む。次に、組み込まれたlox部位とのCre媒介組換えに適した第二のlox部
位と、免疫グロブリン座の領域を改変領域に変換するための改変配列とを含むlox標的化
ベクターを細胞に形質移入する。この変換は、改変配列がlox部位のCre媒介部位特異的組
換えによりゲノム配列に挿入されるように、インビボにおいてCreとlox部位を相互作用さ
せることによって行われる。
【０１２０】
　あるいは、モノクローナル抗体断片は、自動ペプチド合成機を用いて、または大腸菌に
おける完全長の遺伝子もしくは遺伝子断片の発現によって、合成することができる。
【０１２１】
C. 抗体およびポリペプチド結合体
　態様によって、抗体結合体またはペイロードを形成させるために少なくとも1つの作用
物質に連結されている、Coaタンパク質、ポリペプチドおよびペプチドに対する抗体およ
び抗体様分子が提供される。診断物質または治療的物質としての抗体分子の有効性を増加
させるために、少なくとも1つの所望の分子または部分を連結させること、または共有結
合的に結合もしくは複合体化させることが通常である。そのような分子または部分は、少
なくとも1つのエフェクターまたはレポーター分子でありうるが、これらに限定されるこ
とはない。エフェクター分子は、所望の活性、例えば、細胞毒性活性を有する分子を含む
。抗体に付着されたエフェクター分子の非限定的な例としては、毒素、治療的酵素、抗生
物質、放射性標識ヌクレオチドなどが挙げられる。対照的に、レポーター分子は、アッセ
イ法を用いて検出されうる任意の部分と定義される。抗体に結合されたレポーター分子の
非限定的な例としては、酵素、放射性同位元素、ハプテン、蛍光標識、リン光性分子、化
学発光性分子、発色団、発光性分子、光親和性分子、着色粒子、またはリガンド、例えば
ビオチンが挙げられる。
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【０１２２】
　抗体結合体のある例は、抗体が検出可能な標識に連結している結合体である。「検出可
能な標識」は、その使用によって、それらが付着している抗体が検出され、かつ/または
必要に応じてさらに定量される、その特異的機能的特性および/または化学的特徴により
検出されうる化合物および/または要素である。
【０１２３】
　抗体結合体は一般的に、診断物質として使用が好ましい。抗体診断物質は一般的に2つ
のクラスに分類され、種々の免疫測定法などのインビトロ診断において用いるための抗体
、および/または「抗体指向性の(antibody directed)造影」として一般的に知られるイン
ビボ診断プロトコールにおいて用いるための抗体に分類される。多くの適切な造影剤が、
その抗体に対する付着法とともに、当技術分野において公知である(例えば、各々が参照
により本明細書に組み入れられる、米国特許第5,021,236号; 同第4,938,948号; および同
第4,472,509号を参照のこと)。用いられる造影部分は、常時性イオン; 放射活性同位元素
; 蛍光体; NMRにより検出可能な物質; X線造影剤でありうる。
【０１２４】
　常磁性イオンの場合、例としてクロム(III)、マンガン(II)、鉄(III)、鉄(II)、コバル
ト(II)、ニッケル(II)、銅(II)、ネオジム(III)、サマリウム(III)、イッテルビウム(III
)、ガドリニウム(III)、バナジウム(II)、テルビウム(III)、ジスプロシウム(III)、ホル
ミウム(III)および/またはエルビウム(III)などのイオンが挙げられることができ、ガド
リニウムが特に好ましい。X線造影などの他の状況において有用なイオンは、ランタン(II
I)、金(III)、鉛(II)を含むが、これらに限定されることはなく、特にビスマス(III)が好
ましい。
【０１２５】
　治療的および/または診断的用途のための放射活性同位元素の場合、アスタチン211、14

炭素、51クロム、36塩素、57コバルト、58コバルト、銅67、152Eu、ガリウム67、3水素、
ヨウ素123、ヨウ素125、ヨウ素131、インジウム111、59鉄、32リン、レニウム186、レニ
ウム188、75セレン、35イオウ、テクネチウム99m、および/またはイットリウム90を用い
ることができる。125Iは、ある態様において用いられることが多く、テクネチウム99mお
よび/またはインジウム111も、その低エネルギーのためにおよびロングレンジ検出に適切
であるために用いられることが多い。放射活性標識モノクローナル抗体は、当技術分野に
おいて周知の方法にしたがって産生されてもよい。例えば、モノクローナル抗体は、ヨウ
化ナトリウムおよび/またはヨウ化カリウム、ならびに次亜塩素酸ナトリウムなどの化学
酸化剤またはラクトペルオキシダーゼなどの酵素酸化剤と接触させることによってヨウ素
化することができる。モノクローナル抗体は、リガンド交換過程によって、例えば過テク
ネチウム酸をスズ溶液によって還元する段階、還元したテクネチウムをSephadexカラム上
でキレート化する段階、および抗体をこのカラムに適用する段階によって、テクネチウム
99mで標識してもよい。あるいは、例えば過テクネチウム酸、SNCl2などの還元剤、フタル
酸ナトリウム-カリウム溶液などの緩衝液、および抗体をインキュベートすることによる
直接標識技術を用いてもよい。金属イオンとして存在する放射性同位元素を抗体に結合さ
せるために用いられることが多い中間官能基は、ジエチレントリアミン五酢酸(DTPA)、ま
たはエチレンジアミン四酢酸(EDTA)である。
【０１２６】
　結合体として用いるために企図される蛍光標識の中には、Alexa 350、Alexa 430、AMCA
、BODIPY 630/650、BODIPY 650/665、BODIPY-FL、BODIPY- R6G、BODIPY-TMR、BODIPY-TRX
、カスケードブルー、Cy3、Cy5,6-FAM、フルオレセインイソチオシアネート、HEX、6-JOE
、オレゴングリーン488、オレゴングリーン500、オレゴングリーン514、パシフィックブ
ルー、REG、ローダミングリーン、ローダミンレッド、レノグラフィン、ROX、TAMRA、TET
、テトラメチルローダミン、および/またはテキサスレッドが含まれる。
【０１２７】
　抗体結合体は、抗体が二次結合リガンドおよび/または酵素(酵素タグ)に連結され、色
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素形成基質と接触した場合に発色産物を生成する、インビボにおいて主に用いることが企
図される結合体を含む。適した酵素の例としては、ウレアーゼ、アルカリホスファターゼ
、(西洋ワサビ)水素ペルオキシダーゼ、またはグルコースオキシダーゼが挙げられるが、
これらに限定されることはない。好ましい二次結合リガンドは、ビオチンならびに/また
はアビジンおよびストレプトアビジン化合物である。そのような標識を用いることは当業
者に周知であり、例えば、各々が参照により本明細書に組み入れられる、米国特許第3,81
7,837号; 同第3,850,752号; 同第3,939,350号; 同第3,996,345号; 同第4,277,437号; 同
第4,275,149号、および同第4,366,241号に記述されている。
【０１２８】
　分子を抗体に部位特異的に付着させるさらに別の公知の方法は、ハプテンに基づくアフ
ィニティー標識と抗体との反応を含む。本質的に、ハプテンに基づくアフィニティー標識
は、抗原結合部位においてアミノ酸と反応し、それによってこの部位を破壊して、特異的
抗原反応を遮断する。しかし、これは抗体結合体による抗原結合の損失が起こることから
、有利ではない可能性がある。
【０１２９】
　アジド基を含有する分子もまた、低強度紫外光によって生成される反応性のナイトレン
中間体を通してタンパク質と共有結合を形成するために用いられる可能性がある(Potter 
and Haley, 1983)。特に、プリンヌクレオチドの2-および8-アジド類似体は、粗細胞抽出
物におけるヌクレオチド結合タンパク質を同定するための部位特異的フォトプローブとし
て用いられている(Owens and Haley, 1987; Atherton et al., 1985)。2-および8-アジド
ヌクレオチドはまた、精製タンパク質のヌクレオチド結合ドメインをマッピングするため
にも用いられており(Khatoon et al., 1989; King et al., 1989; およびDholakia et al
., 1989)、かつ抗体結合剤として用いられうる。
【０１３０】
　抗体をその結合部分に付着または結合させるためにいくつかの方法が当技術分野におい
て公知である。いくつかの付着法は、例えば抗体に付着させたジエチレントリアミン五酢
酸無水物(DTPA); エチレントリアミン四酢酸; N-クロロ-p-トルエンスルホンアミド; お
よび/またはテトラクロロ-3 -6 -ジフェニルグリコウリル(diphenylglycouril)-3などの
有機キレート剤を使用する金属キレート錯体を用いることを伴う(各々が参照により本明
細書に組み入れられる、米国特許第4,472,509号および同第4,938,948号)。モノクローナ
ル抗体はまた、グルタルアルデヒドまたは過ヨウ素酸などの結合剤の存在下で酵素と反応
させてもよい。フルオレセインマーカーとの結合体は、これらの結合剤の存在下でまたは
イソチオシアネートとの反応によって調製される。米国特許第4,938,948号において、乳
腺腫瘍の造影は、モノクローナル抗体を用いて達成され、検出可能な造影部分をメチル-p
-ヒドロキシベンズイミデートまたはN-スクシンイミジル-3-(4-ヒドロキシフェニル)プロ
ピオネートなどのリンカーを用いて抗体に結合させる。
【０１３１】
　いくつかの態様において、抗体結合部位を変化させない反応条件を用いて、免疫グロブ
リンのFc領域にスルフヒドリル基を選択的に導入することによる免疫グロブリンの誘導体
化が企図される。本発明の方法論にしたがって産生された抗体結合体は、改善された寿命
、特異性、および感度を示すことが開示されている(参照により本明細書に組み入れられ
る米国特許第5,196,066号)。Fc領域における糖質残基に結合しているエフェクターまたは
レポーター分子の部位特異的付着も同様に、文献において開示されている(O'Shannessy e
t al., 1987)。この手法は、現在臨床評価中である診断的および治療的に有望な抗体を産
生するために報告されている。
【０１３２】
　いくつかの態様において、抗Coa抗体は、米国特許第6,048,616号; 同第5,990,479号; 
同第5,690,807号; 同第5,505,928号; 同第5,262,357号(これらは全て、その全体が参照に
より本明細書に組み入れられる)とともにPCT公報番号99/26299(1999年5月27日に公開)に
記述されるような半導体ナノ結晶に連結される。特に、生物および化学アッセイ法におい
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て半導体ナノ結晶として用いるための例示的な材料には、ZnS、ZnSe、ZnTe、CdS、CdSe、
CdTe、MgS、MgSe、MgTe、CaS、CaSe、CaTe、SrS、SrSe、SrTe、BaS、BaSe、BaTe、GaN、G
aP、GaAs、GaSb、InP、InAs、InSb、AlS、AlP、AlSb、PbS、PbSe、Ge、およびSi、ならび
にその三級および四級混合物などのII～VI属、III～V、およびIV属半導体を含む、先に記
述された材料が含まれるが、これらに限定されることはない。半導体ナノ結晶を抗体に連
結させる方法は、米国特許第6,630,307号および同第6,274,323号に記述されている。
【０１３３】
III. 核酸
　ある態様には、本明細書において記述されるタンパク質、ポリペプチドまたはペプチド
をコードする組換えポリヌクレオチドがある。企図されるポリヌクレオチド配列には、Co
aに対する抗体またはそのCoa結合部分をコードするものが含まれる。
【０１３４】
　本出願において用いられる場合、「ポリヌクレオチド」という用語は、組換えであるか
、または、全ゲノム核酸がない状態で単離されているかのいずれかの核酸分子をいう。「
ポリヌクレオチド」という用語のなかに含まれるのは、オリゴヌクレオチド(長さが100残
基またはそれ未満の核酸)、例えば、プラスミド、コスミド、ファージ、ウイルスなどを
含む、組換えベクターである。ポリヌクレオチドは、ある局面において、天然の遺伝子ま
たはタンパク質コード配列から実質的に単離されている、調節配列を含む。ポリヌクレオ
チドは、一本鎖(コーディングもしくはアンチセンス)または二本鎖であってよく、RNA、D
NA(ゲノム、cDNAもしくは合成)、その類似体、またはその組み合わせであってよい。ポリ
ヌクレオチドのなかにさらなるコーディングまたは非コーディング配列が存在してもよい
が、存在しなくてもよい。
【０１３５】
　この点において、「遺伝子」、「ポリヌクレオチド」、または「核酸」という用語は、
タンパク質、ポリペプチドまたはペプチドをコードする核酸(適切な転写、翻訳後修飾ま
たは局在化に必要とされる任意の配列を含む)をいうように用いられる。当業者に理解さ
れる通り、この用語はゲノム配列、発現カセット、cDNA配列、ならびにタンパク質、ポリ
ペプチド、ドメイン、ペプチド、融合タンパク質、および変異体を発現するかまたは発現
するように適合されうる、遺伝子操作されたもっと小さな核酸セグメントを包含する。ポ
リペプチドの全部または一部をコードする核酸は、そのようなポリペプチドの全部または
一部をコードする連続核酸配列を含むことができる。また、特定のポリペプチドは、わず
かに異なる核酸配列を有するがそれでも同じまたは実質的に類似のタンパク質をコードす
る、変種を含む核酸によってコードされうることも考えられる(上記を参照のこと)。
【０１３６】
　特定の態様には、Coaに結合するポリペプチド(例えば、抗体またはその断片)をコード
する核酸配列を組み入れた、単離された核酸セグメントおよび組換えベクターがある。「
組換え」という用語は、ポリペプチドまたは特異的ポリペプチドの名称と関連して用いる
ことができ、これは一般に、インビトロにおいて操作されている核酸分子またはこのよう
な分子の複製産物である核酸分子から産生されたポリペプチドをいう。
【０１３７】
　核酸セグメントは、コード配列それ自体の長さにかかわらず、プロモーター、ポリアデ
ニル化シグナル、付加的な制限酵素部位、マルチクローニング部位、他のコードセグメン
トなどのような、他の核酸配列と組み合わせてもよく、したがってその全長はかなり変化
することがある。それゆえ、ほぼすべての長さの核酸断片を使用することができ、その全
長は精製の容易さによっておよび意図した組換え核酸プロトコールにおける用途によって
制限されることが好ましいものと考えられる。場合によっては、核酸配列は、例えば、ポ
リペプチドの精製、輸送、分泌、翻訳後修飾を可能にするための、または標的化もしくは
有効性などの治療的有用性を可能にするための、さらなる異種コード配列を有するポリペ
プチド配列をコードすることができる。先に論じられる通り、タグまたは他の異種ポリペ
プチドを、修飾されたポリペプチドをコードする配列に付加することができ、「異種」と
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は、修飾されたポリペプチドと同じものではないポリペプチドをいう。
【０１３８】
　ある態様には、本明細書において開示される配列と実質的同一性を有するポリヌクレオ
チド変種; 本明細書において記述される方法(例えば、標準パラメータによるBLAST解析)
を用い本明細書において提供されるポリヌクレオチド配列と比べて、少なくとも70%、75%
、80%、85%、90%、95%、96%、97%、98%、もしくは99%、またはそれ以上の配列同一性を、
その間の全ての値および範囲を含めて、含むものがある。ある局面において、単離された
ポリヌクレオチドは、配列の全長にわたり、本明細書において記述されるアミノ酸配列と
、少なくとも90%、好ましくは95%およびそれ以上の同一性を有するポリペプチドをコード
するヌクレオチド配列; または該単離されたポリヌクレオチドに相補的なヌクレオチド配
列を含む。
【０１３９】
A. ベクター
　ポリペプチドは、核酸分子によってコードされてもよい。核酸分子は核酸ベクターの形
態であってよい。「ベクター」という用語は、異種核酸配列を、複製され発現されうる細
胞へ導入するために、挿入できる担体核酸分子をいうように用いられる。核酸配列は「異
種」であってよく、これは文脈中で、ベクターが導入されている細胞にとって、または核
酸配列が組み入れられる核酸にとって核酸配列が異質であることを意味し、これには、細
胞中または核酸中の配列と同種であるが、しかし、通常は見出されない、宿主細胞内また
は核酸内のある位置における配列が含まれる。ベクターにはDNA、RNA、プラスミド、コス
ミド、ウイルス(バクテリオファージ、動物ウイルスおよび植物ウイルス)、ならびに人工
染色体(例えば、YAC)が含まれる。当業者は、標準的な組換え技術(例えば、ともに参照に
より本明細書に組み入れられるSambrook et al., 2001; Ausubel et al., 1996)を通じて
ベクターを構築するのに必要なものを十分に持っていると考えられる。ベクターは、Coa
を結合させる抗体を産生するために宿主細胞において用いられてもよい。
【０１４０】
　「発現ベクター」という用語は、転写されうる遺伝子産物の少なくとも一部をコードす
る核酸配列を含むベクターをいう。場合によっては、次にRNA分子をタンパク質、ポリペ
プチド、またはペプチドに翻訳する。発現ベクターは、特定の宿主生物において機能的に
連結されたコード配列の転写およびおそらく翻訳にとって必要な核酸配列をいう種々の「
制御配列」を含みうる。転写および翻訳を支配する制御配列に加えて、ベクターおよび発
現ベクターは、その上他の機能も果たしかつ本明細書において記述される、核酸配列を含
んでもよい。
【０１４１】
　「プロモーター」は制御配列である。プロモーターは、典型的には、転写の開始および
速度が制御される核酸配列の領域である。これには、RNAポリメラーゼおよび他の転写因
子などの、調節タンパク質および分子が結合しうる遺伝要素を含めてもよい。「機能的に
配置された」、「機能的に連結された」、「制御下」、および「転写制御下」という語句
は、プロモーターが核酸配列との関連で、その配列の転写開始および発現を制御するのに
正しい機能的位置および/または方向にあることを意味する。プロモーターは、核酸配列
の転写活性化に関わるシス作用調節配列をいう「エンハンサー」とともに用いられてもま
たは用いられなくてもよい。
【０１４２】
　ペプチドまたはタンパク質をコードするポリヌクレオチドの発現を制御するために使用
される特定のプロモーターは、標的細胞、好ましくは細菌細胞においてポリヌクレオチド
を発現できる限り、決定的に重要であるものとは考えられない。ヒト細胞が標的化される
場合、ポリヌクレオチドコード領域を、ヒト細胞において発現されうるプロモーターの近
傍かつ制御下に位置付けることが好ましい。一般的に言えば、そのようなプロモーターは
細菌プロモーター、ヒトプロモーター、またはウイルスプロモーターのいずれかを含みう
る。
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【０１４３】
　特異的な開始シグナルもコード配列の効率的な翻訳に必要とされうる。これらのシグナ
ルには、ATG開始コドンまたは隣接配列が含まれる。ATG開始コドンを含む外因性の翻訳制
御シグナルを提供する必要がありうる。当業者は容易にこれを決定して、必要なシグナル
を提供することができると考えられる。
【０１４４】
　ベクターは、多数の制限酵素部位を含有する核酸領域であるマルチクローニング部位(M
CS)を含むことができ、そのうちのいずれかを標準的な組換え技術とともに用いて、ベク
ターを消化することができる(参照により本明細書に組み入れられる、Carbonelli et al.
, 1999、Levenson et al., 1998、およびCocea, 1997を参照のこと)。
【０１４５】
　大部分の転写された真核生物RNA分子は、RNAスプライシングを受けて、一次転写産物か
らイントロンを除去する。タンパク質発現に向けた転写産物の適切なプロセッシングを確
実とするために、ゲノム真核生物配列を含有するベクターはドナーおよび/またはアクセ
プタースプライシング部位を必要としうる(参照により本明細書に組み入れられる、Chand
ler et al., 1997を参照のこと)。
【０１４６】
　ベクターまたは構築物は一般的に、少なくとも1つの終結シグナルを含む。「終結シグ
ナル」または「終結因子」は、RNAポリメラーゼによるRNA転写の特異的な終結に関与する
DNA配列から構成される。したがって、ある態様において、RNA転写産物の産生を終わらせ
る終結シグナルが企図される。インビボで、望ましいメッセージレベルを達成するには、
終結因子が必要でありうる。真核生物システムにおいて、終結因子領域はまた、ポリアデ
ニル化部位を露出させるように、新たな転写産物の部位特異的切断を可能にする特定のDN
A配列も含んでもよい。これは、約200個のA残基(ポリA)のストレッチを転写産物の3'末端
に付加するように、特殊な内因性ポリメラーゼにシグナルを送る。このポリA尾部で修飾
されたRNA分子は、より安定的であると考えられ、より効率的に翻訳される。したがって
、真核生物を伴う他の態様において、終結因子はRNA切断のためのシグナルを含むことが
好ましく、終結因子シグナルはメッセージのポリアデニル化を促進することがより好まし
い。
【０１４７】
　発現において、特に真核生物の発現において、転写産物の適切なポリアデニル化を行わ
せるためにポリアデニル化シグナルを含めることが一般的と考えられる。
【０１４８】
　宿主細胞においてベクターを増殖させるために、ベクターは、1つまたは複数の複製起
点部位(「ori」と呼ばれることが多い)を含有してもよい。あるいは、宿主細胞が酵母で
ある場合には、自律複製配列(ARS)を使用することもできる。
【０１４９】
B. 宿主細胞
　本明細書において用いられる場合、「細胞」、「細胞株」、および「細胞培養物」とい
う用語は互換的に用いることができる。これらの用語の全てが、任意のおよび全ての次世
代のその子孫も含む。故意または偶然の変異により全ての子孫が同一ではないことがある
と理解されると考えられる。異種核酸配列を発現するという文脈において、「宿主細胞」
とは、原核細胞または真核細胞をいい、これには、ベクターを複製できるかまたはベクタ
ーによってコードされる異種遺伝子を発現できる、任意の形質転換可能な生物が含まれる
。宿主細胞はベクターまたはウイルスのレシピエントとして、使用されることができかつ
使用されている。宿主細胞は「形質移入」または「形質転換」されてもよく、それらは組
換えタンパク質をコードする配列などの、外因性の核酸が宿主細胞に移入または導入され
る過程をいう。形質転換細胞には、初代被験細胞およびその子孫が含まれる。
【０１５０】
　いくつかのベクターは、原核細胞と真核細胞の両方において複製および/または発現さ



(40) JP 6251730 B2 2017.12.20

10

20

30

40

50

せる制御配列を使用してもよい。当業者はさらに、それらを維持してベクターの複製を許
容するために上記の宿主細胞の全てをインキュベートする条件を理解すると考えられる。
同様に、ベクターの大規模産生とともに、ベクターによってコードされる核酸、およびそ
の同族のポリペプチド、タンパク質、またはペプチドの産生を可能にすると考えられる技
術および条件が理解され、公知である。
【０１５１】
C. 発現システム
　先に論じた組成物の少なくとも一部または全部を含む多数の発現システムが存在する。
原核生物および/または真核生物に基づくシステムを態様で用いるために使用して、核酸
配列、またはその同源のポリペプチド、タンパク質およびペプチドを産生することができ
る。そのような多くのシステムが市販されており、広く使用可能である。
【０１５２】
　昆虫細胞/バキュロウイルスシステムは、ともに参照により本明細書に組み入れられる
、米国特許第5,871,986号、同第4,879,236号に記述されているように、異種核酸セグメン
トの高レベルのタンパク質発現をもたらすことができ、例えば、INVITROGEN(登録商標)か
らMAXBAC(登録商標) 2.0の名称で、およびCLONTECH(登録商標)からBACPACK(商標) BACULO
VIRUS EXPRESSION SYSTEMの名称で購入することができる。
【０１５３】
　開示の発現システムに加え、発現システムの他の例としては、合成エクダイソン誘導性
受容体またはそのpET発現システム、つまり大腸菌発現システムを含む、STRATAGENE(登録
商標)のCOMPLETE CONTROL(商標) Inducible Mammalian Expression Systemが挙げられる
。誘導性発現システムの別例はINVITROGEN(登録商標)から入手可能で、T-REX(商標) (テ
トラサイクリン調節発現)システム、つまり全長CMVプロモーターを用いた誘導性の哺乳動
物発現システムを有するものである。INVITROGEN(登録商標)は、メチロトローフ酵母ピチ
アメタノリカ(Pichia methanolica)における組換えタンパク質の高レベル産生のために設
計された、Pichia methanolica Expression Systemと呼ばれる酵母発現システムも提供し
ている。当業者なら、発現構築物などのベクターを発現させる方法、核酸配列、またはそ
の同源のポリペプチド、タンパク質、もしくはペプチドを産生する方法を承知していると
考えられる。
【０１５４】
D. 遺伝子移入の方法
　組成物の発現をもたらすための核酸送達に適した方法は、本明細書において記述する通
りまたは当業者に公知である通り、核酸(例えば、ウイルスベクターおよび非ウイルスベ
クターを含め、DNA)を細胞、組織または生物に導入できる事実上いかなる方法も含むもの
と考えられる。そのような方法には、マイクロインジェクション(参照により本明細書に
組み入れられる、Harland and Weintraub, 1985; 米国特許第5,789,215号)を含む、注入(
その各々が参照により本明細書に組み入れられる、米国特許第5,994,624号、同第5,981,2
74号、同第5,945,100号、同第5,780,448号、同第5,736,524号、同第5,702,932号、同第5,
656,610号、同第5,589,466号、および同第5,580,859号)による; 電気穿孔(参照により本
明細書に組み入れられる米国特許第5,384,253号)による; リン酸カルシウム沈殿(Graham 
and Van Der Eb, 1973; Chen and Okayama, 1987; Rippe et al., 1990)による; DEAEデ
キストランの後にポリエチレングリコールを用いること(Gopal., 1985)による; 直接音波
負荷(Fechheimer et al., 1987)による; リポソームを介した形質移入(Nicolau and Sene
, 1982; Fraley et al., 1979; Nicolau et al., 1987; Wong et al., 1980; Kaneda et 
al., 1989; Kato et al., 1991)による; 微粒子銃(PCT出願番号WO 94/09699および95/061
28; 米国特許第5,610,042号; 同第5,322,783号、同第5,563,055号、同第5,550,318号、同
第5,538,877号、および同第5,538,880号、これらの各々が参照により本明細書に組み入れ
られる)による; 炭化ケイ素繊維を用いた撹拌(各々が参照により本明細書に組み入れられ
る、Kaeppler et al., 1990; 米国特許第5,302,523号および同第5,464,765号)による; ア
グロバクテリウム(Agrobacterium)を介した形質転換(各々が参照により本明細書に組み入
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れられる、米国特許第5,591,616号および同第5,563,055号)による; またはプロトプラス
トのPEGを介した形質転換(各々が参照により本明細書に組み入れられる、Omirulleh et a
l., 1993; 米国特許第4,684,611号および同第4,952,500号)による; 乾燥/阻害を介したDN
Aの取り込み(Potrykus et al., 1985)によるような、DNAの直接送達が含まれるが、これ
らに限定されることはない。これらなどの技術の適用によって、細胞小器官、細胞、組織
、または生物を安定的にまたは一過的に形質転換することができる。
【０１５５】
IV. 処置の方法
　先に論じられる通り、組成物およびこれらの組成物を用いる方法により、感染または関
連疾患、特にブドウ球菌に関連するものを有する対象、それらを有すると疑われる対象、
またはそれらを発症するリスクのある対象を処置すること(例えば、細菌負荷量または膿
瘍の形成もしくは持続を制限すること)ができる。組成物の使い方の1つは、入院処置の前
に対象を予防接種することによって、病院内感染を予防することである。
【０１５６】
　本明細書において用いられる場合、「免疫反応」またはその等価語「免疫学的反応」と
いう語句は、レシピエント患者における本発明のタンパク質、ペプチド、またはポリペプ
チドに対する体液性(抗体を介した)反応、細胞性(抗原特異的T細胞もしくはその分泌産物
によって媒介される)反応、または体液性反応と細胞性反応の両方をいう。処置または治
療は、免疫原の投与によって誘導された能動免疫反応、または抗体、抗体を含有する材料
もしくはプライミングを受けたT細胞の投与によって達成された受動的治療でありうる。
【０１５７】
　本明細書において用いられる場合、「受動免疫」とは、細胞メディエーターまたはタン
パク質メディエーター(例えば、Coaタンパク質に結合するポリペプチド)を含めた免疫エ
フェクターの投与によって対象に付与される任意の免疫をいう。抗体組成物は、抗体によ
って認識される抗原を持った生物による感染の予防または処置のための受動免疫化に用い
ることができる。抗体組成物は、さまざまな生物と関連しうる種々の抗原に結合する抗体
CDRドメインを含む抗体またはポリペプチドを含むことができる。抗体成分はポリクロー
ナル抗血清であることができる。ある局面において、抗体は動物または抗原を接種された
第二の対象からアフィニティー精製される。あるいは、ブドウ球菌を含むがこれに限定さ
れない、グラム陽性菌、グラム陰性菌などの、同一の、関連の、または別の微生物または
生物に存在する抗原に対するモノクローナルおよび/またはポリクローナル抗体の混合物
である、抗体混合物を用いることもできる。
【０１５８】
　受動免疫は、ドナーまたは既知の免疫反応性を有する他の非患者供給源から得られる免
疫グロブリン(Ig)もしくはその断片および/または他の免疫因子を患者に投与することに
よって、患者または対象に与えることができる。他の局面において、抗原組成物は、ブド
ウ球菌または他の生物に対して作製された抗体を含む、組成物からの曝露に反応して産生
されるグロブリン(「過免疫グロブリン」)の供給源もしくはドナーとしての役割を果たす
対象に投与することができる。このように処置された対象は、過免疫グロブリンを、従来
の血漿分画法により得て、ブドウ球菌感染に対する耐性を与えるためにまたはブドウ球菌
感染を処置するために別の対象に投与できる、血漿を提供することができる。過免疫グロ
ブリンは、免疫不全の個体に、侵襲的処置を受けている個体に、または個体がワクチン接
種に反応して自身の抗体を産生できる時間のない個体にとりわけ有用である。受動免疫に
関連した例示的な方法および組成物は、米国特許第6,936,258号、同第6,770,278号、同第
6,756,361号、同第5,548,066号、同第5,512,282号、同第4,338,298号、および同第4,748,
018号を参照されたく、これらはそれぞれ、その全体が参照により本明細書に組み入れら
れる。
【０１５９】
　本明細書および添付の特許請求の範囲のために「エピトープ」および「抗原決定基」と
いう用語は、Bおよび/またはT細胞が反応または認識する抗原上の部位をいうように互換
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的に用いられる。B細胞エピトープは、タンパク質の三次元の折り畳みが並置した隣接ア
ミノ酸からも非隣接アミノ酸からも形成されることができる。隣接アミノ酸から形成され
たエピトープは、通常、変性溶媒に曝されても保持されるのに対し、三次元の折り畳みに
よって形成されたエピトープは、通常、変性溶媒を用いた処理によって失われる。エピト
ープは、通常、固有の空間的構造の中に少なくとも3個、より通常には、少なくとも5個ま
たは8～10個のアミノ酸を含む。エピトープの空間的構造を決定する方法は、Epitope Map
ping Protocols (1996)に記述されている方法を含む。T細胞はCD8細胞の場合およそ9アミ
ノ酸の、またはCD4細胞の場合およそ13～15アミノ酸の連続エピトープを認識する。エピ
トープを認識するT細胞は、エピトープに反応して、プライミングを受けたT細胞による3H
-チミジンの取り込み(Burke et al., 1994)により、抗原依存的な死滅(細胞傷害性Tリン
パ球アッセイ法, Tigges et al., 1996)により、またはサイトカイン分泌により決定され
る通り、抗原依存的な増殖を測定するインビトロでのアッセイ法により特定することがで
きる。
【０１６０】
　細胞を介した免疫学的反応の存在は、増殖アッセイ法(CD4 (+) T細胞)またはCTL(細胞
傷害性Tリンパ球)アッセイ法により判定することができる。免疫原の防御効果または治療
効果に対する体液性および細胞性反応の相対的寄与は、免疫した同系動物からIgGおよびT
細胞を個別に単離し、第二の対象において防御効果または治療効果を測定することにより
、識別することができる。本明細書においておよび特許請求の範囲において用いられる場
合、「抗体」または「免疫グロブリン」という用語は、互換的に用いられる。
【０１６１】
　任意で、抗体または好ましくは抗体の免疫学的部分は、他のタンパク質との融合タンパ
ク質に化学的に結合されてもよいか、またはその融合タンパク質として発現されてもよい
。本明細書および添付の特許請求の範囲のために、そのような全ての融合タンパク質は、
抗体または抗体の免疫学的部分の定義のなかに含まれる。
【０１６２】
　1つの態様において、方法は、ブドウ球菌病原菌によって引き起こされる疾患または状
態の処置を含む。ある局面において、態様は、院内の病院内感染などのブドウ球菌感染の
処置の方法を含む。いくつかの態様において、処置は、ブドウ球菌抗原の存在下で投与さ
れる。さらに、いくつかの例において、処置は、1つまたは複数の抗生物質などの、細菌
感染に対してよく使われる他の剤の投与を含む。
【０１６３】
　治療的組成物は、投与製剤に適合する様式で、および治療的に有効であるような量で投
与される。投与される量は、処置される対象に依る。投与されるのに必要な活性成分の的
確な量は、医師の判断に依る。初回投与および追加免疫に適したレジメも同様に多様であ
るが、初回投与後にその後の投与を行うことが典型的である。
【０１６４】
　適用の様式は広く異なってもよい。ポリペプチド治療物質の投与のための従来の方法の
いずれも適用可能である。これらには、固体の生理学的に許容される基剤上でのまたは生
理学的に許容される分散液中での経口適用、非経口的適用、注射による適用などが含まれ
ると考えられる。組成物の投与量は、投与経路に依ると考えられ、かつ、対象のサイズお
よび健康状態によって異なると考えられる。
【０１６５】
　場合によっては、組成物の複数回の投与、例えば、2回、3回、4回、5回、6回、または
それ以上の投与が有ることが望ましいと考えられる。投与は、以下の間の全ての範囲を含
めて、1、2、3、4、5、6、7、8～5、6、7、8、9、10、11、12十二週間の間隔でありうる
。
【０１６６】
A. 抗体および受動免疫化
　ある局面は、レシピエントをワクチンで免疫する段階およびレシピエントから抗体を単
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離する段階、または組換え抗体を産生する段階を含む、ブドウ球菌感染の予防または処置
で用いる抗体を調製する方法に指向している。これらの方法によって調製され、ブドウ球
菌感染を処置または予防するために用いられる抗体は、さらなる局面である。Coaを特異
的に結合させる抗体および薬学的に許容される担体を含む薬学的組成物は、ブドウ球菌疾
患の処置または予防のための薬物の製造において用いられうるさらなる局面である。薬学
的調製物の有効量を患者に投与する段階を含むブドウ球菌感染の処置または予防のための
方法は、さらなる局面である。
【０１６７】
　ポリクローナル抗体の産生のための接種材料は、典型的には、抗原組成物(例えば、Coa
のペプチドもしくは抗原もしくはエピトープまたはそのコンセンサス)を、生理食塩水ま
たはヒトへの使用に適した他のアジュバントなどの、生理学的に許容される希釈剤に分散
させて、水性組成物を形成することにより調製される。免疫刺激量の接種材料を哺乳動物
に投与し、接種を受けた哺乳動物をその後、抗原組成物が防御抗体を誘導するのに十分な
時間維持する。この抗体をアフィニティークロマトグラフィーなどの周知の技術によって
所望とされる程度まで単離することができる(Harlow and Lane, Antibodies: A Laborato
ry Manual 1988)。抗体には、種々の一般に用いられる動物、例えば、ヤギ、霊長類、ロ
バ、ブタ、ウマ、モルモット、ラット、またはヒト由来の抗血清調製物を含めることがで
きる。動物から採血し、血清を回収する。
【０１６８】
　抗体は、全抗体、抗体断片または抗体小断片を含むことができる。抗体は、いずれかの
クラス(例えば、IgG、IgM、IgA、IgDまたはIgE)の全免疫グロブリン、キメラ抗体、ヒト
抗体、ヒト化抗体、または二種もしくはそれ以上の抗原に対して二重特異性を有するハイ
ブリッド抗体であることができる。それらは断片(例えば、ハイブリッド断片を含むF(ab'
)2、Fab'、Fab、Fvなど)であってもよい。抗体はまた、十分な親和性で特異的な抗原に結
合することにより抗体のように作用する、天然タンパク質、合成タンパク質または遺伝子
操作されたタンパク質も含む。
【０１６９】
　ワクチンをレシピエントに投与することができ、このレシピエントが、特定のワクチン
からの曝露に応じて産生される抗体の供給源として働く。このようにして処置された対象
は、従来の血漿分画法によって抗体が得られうる血漿を提供すると考えられる。単離され
た抗体は、ブドウ球菌感染に対する耐性を与えるためにまたはブドウ球菌感染を処置する
ために、同じまたは異なる対象に投与されうる。抗体は、幼児、免疫不全個体におけるブ
ドウ球菌疾患の処置もしくは予防に特に有用であり、または処置が必要とされ、かつワク
チン接種に対する反応を起こす時間が個体にない場合に特に有用である。
【０１７０】
　さらなる局面は、グラム陽性細菌、好ましくはブドウ球菌、より好ましくは黄色ブドウ
球菌または表皮ブドウ球菌による感染を処置または予防するために用いられうる、免疫原
性組成物の構成要素の少なくとも2つに対して反応性の二種またはそれ以上の抗体または
モノクローナル抗体(またはその断片; 好ましくはヒトのものまたはヒト化されたもの)を
含む薬学的組成物である。
【０１７１】
B. 併用療法
　組成物および関連する方法、特に、Coaまたはそのペプチドもしくはコンセンサスペプ
チドを結合させる抗体の患者/対象への投与を従来の治療の施行と併せて用いることもで
きる。これらには、ストレプトマイシン、シプロフロキサシン、ドキシサイクリン、ゲン
タマイシン、クロラムフェニコール、トリメトプリム、スルファメトキサゾール、アンピ
シリン、テトラサイクリン、または抗生物質の各種組み合わせなどの抗生物質の投与が含
まれるが、これらに限定されることはない。
【０１７２】
　1つの局面において、治療を、抗細菌処置とともに用いることが企図される。あるいは
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、治療は数分間から数週間に及ぶ間隔だけ、他の剤による処置に先行するかまたは続くこ
ともできる。他の剤および/またはタンパク質もしくはポリヌクレオチドが別々に投与さ
れる態様において、治療的組成物が依然として、有利に組み合わさった効果を対象に及ぼ
すことができるように、一般に、各送達時間の間にかなりの時間が経ってしまわないこと
を確実にする。そのような場合、双方の様式を互いに約12～24時間以内におよび、好まし
くは、互いに約6～12時間以内に施すことができると企図される。しかしながら、場合に
よっては、投与の期間をかなり延ばすことが望ましい場合もあり、その場合には各投与の
間隔は数日(2、3、4、5、6または7日)から数週間(1、2、3、4、5、6、7または8週間)であ
る。
【０１７３】
　例えば抗生物質治療を「A」とし、Coaまたはそのペプチドもしくはコンセンサスペプチ
ドを結合させる抗体を含む抗体治療を「B」とし、治療のさまざまな組み合わせを使用す
ることができる。

【０１７４】
　患者/対象への抗体組成物の投与は、組成物のもしあれば毒性を考慮に入れながらも、
そのような化合物の投与に関する一般的なプロトコールに従う。処置周期は必要に応じて
繰り返されるものと期待される。同様に、水和などの、種々の標準的な治療を記述の治療
と併せて適用できるものと企図される。
【０１７５】
C. 一般的な薬学的組成物
　いくつかの態様において、薬学的組成物が対象に投与される。種々の局面では、対象に
組成物の有効量を投与することを含みうる。いくつかの態様において、Coaまたはそのペ
プチドもしくはコンセンサスペプチドを結合させる抗体を患者に投与して、一種または複
数種のブドウ球菌属由来細菌による感染を防御または処置することができる。あるいは、
1つまたは複数のそのような抗体またはポリペプチドもしくはペプチドをコードする発現
ベクターを、予防的処置として患者に与えることもできる。さらに、そのような組成物を
抗生物質と併せて投与することもできる。そのような組成物は一般に、薬学的に許容され
る担体または水媒体中に溶解または分散される。
【０１７６】
　「薬学的に許容される」または「薬理学的に許容される」という語句は、動物またはヒ
トに投与される場合に有害反応、アレルギー反応または他の不都合な反応を生じることの
ない分子的実体および組成物をいう。本明細書において用いられる場合、「薬学的に許容
される担体」とは、ありとあらゆる溶媒、分散媒、コーティング、抗菌物質、および抗真
菌物質、等張剤および吸収遅延剤などを含む。薬学的に活性な物質のためのそのような媒
体および作用物質の使用は当技術分野において周知である。任意の従来の媒体または作用
物質が活性成分と不適合であるような場合を除き、免疫原性組成物および治療的組成物で
のその使用が企図される。他の抗感染剤およびワクチンなどの、補助的な活性成分も組成
物に組み入れることができる。
【０１７７】
　活性化合物は、非経口投与のために製剤化することができ、例えば、静脈内経路、筋肉
内経路、皮下経路、またはさらに腹腔内経路による注射のために製剤化することができる
。典型的には、そのような組成物は、液体溶液または液体懸濁液のいずれかとして調製す
ることができ: 注射前に液体を加えることで溶液または懸濁液を調製するために用いるの
に適した固体剤形を調製することもでき; かつ調製物を乳化することもできる。
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【０１７８】
　注射可能な用途に適した薬学的形態は、無菌の水溶液または分散液; ごま油、落花生油
または水性プロピレングリコールを含む製剤; および無菌の注射可能な溶液または分散液
の即時調製用の無菌の粉末を含む。いかなる場合でも、この形態は無菌でなければならず
、容易に注射可能となる程度に流動性でなければならない。それは製造および保存の条件
下で安定でなければならず、細菌および真菌などの微生物の汚染作用に対して保護されな
ければならない。
【０１７９】
　タンパク質性組成物は、中性形態または塩形態に製剤化されてもよい。薬学的に許容さ
れる塩は、酸付加塩(タンパク質の遊離アミノ基を伴って形成される)、および、例えば、
塩酸もしくはリン酸などの無機酸、または酢酸、シュウ酸、酒石酸、マンデル酸などのよ
うな有機酸を伴って形成されるものを含む。また、遊離カルボキシル基を伴って形成され
る塩は、例えば、水酸化ナトリウム、水酸化カリウム、水酸化アンモニウム、水酸化カル
シウム、もしくは水酸化第二鉄などの無機塩基、およびイソプロピルアミン、トリメチル
アミン、ヒスチジン、プロカインなどのような有機塩基に由来することができる。
【０１８０】
　薬学的組成物は、例えば、水、エタノール、多価アルコール(例えば、グリセロール、
プロピレングリコール、および液体ポリエチレングリコールなど)、適したそれらの混合
物、ならびに植物油を含有する溶媒または分散媒を含むことができる。適切な流動性は、
例えば、レシチンなどのコーティングの使用により、分散液の場合には必要とされる粒径
の維持によりおよび界面活性剤の使用により維持することができる。微生物の作用の予防
はさまざまな抗菌物質および抗真菌物質、例えば、パラベン、クロロブタノール、フェノ
ール、ソルビン酸、チメロサールなどによってもたらすことができる。多くの場合、等張
剤、例えば、糖または塩化ナトリウムを含めることが好ましいと考えられる。注射可能な
組成物の持続的吸収は、吸収を遅延させる作用物質、例えば、モノステアリン酸アルミニ
ウムおよびゼラチンの組成物中での使用によってもたらすことができる。
【０１８１】
　無菌の注射可能な溶液は、必要な量の活性化合物を適切な溶媒の中に、必要に応じて、
上に列挙した種々の他の成分とともに組み入れ、その後、ろ過滅菌または同等の手順を行
うことによって調製される。一般に、分散媒はさまざまな滅菌活性成分を、基本分散媒お
よび上に列挙したものより必要とされるその他の成分を含む無菌の媒体の中に組み入れる
ことによって調製される。無菌の注射可能な溶液の調製用の無菌粉末の場合、好ましい調
製方法は、活性成分に加え任意の付加的な望ましい成分の粉末を、予めろ過滅菌されたそ
の溶液から得る真空乾燥および凍結乾燥技術である。
【０１８２】
　組成物の投与は典型的には、任意の共通の経路によると考えられる。これには、経口投
与、鼻腔投与、または口腔投与が含まれるが、これらに限定されることはない。あるいは
、投与は同所性の、皮内の、皮下の、筋肉内の、腹腔内の、鼻腔内の、または静脈内の注
射によるものであってもよい。ある態様において、ワクチン組成物は吸入することができ
る(例えば、参照により具体的に組み入れられる米国特許第6,651,655号)。そのような組
成物は、通常、薬理学的に許容される担体、緩衝液、または他の賦形剤を含む薬学的に許
容される組成物として投与される。
【０１８３】
　治療的または予防的組成物の有効量は、意図する目的に基づいて決定される。「単位用
量」または「投与量」という用語は、対象での使用に適した物理的に異なる単位をいうが
、各単位はその投与、すなわち、適切な経路および投与計画に関連する上記の所望の反応
を生じるように算出された所定の量の組成物を含有する。処置回数と単位用量の両方によ
って投与される量は、望まれる防御に依る。
【０１８４】
　また、組成物の的確な量は医師の判断に依り、各個体に特有のものである。用量に影響
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する要因には、対象の身体的および臨床的状態、投与経路、意図する処置の目的(症状の
緩和対治癒)、ならびに特定の組成物の有効性、安定性、および毒性が含まれる。
【０１８５】
　製剤化されると、溶液は、投薬製剤と適合する様式で、および治療的にまたは予防的に
有効であるような量で投与される。製剤は上記の注射可能な溶液のタイプなどの種々の投
与量形態で容易に投与される。
【実施例】
【０１８６】
V. 実施例
　以下の実施例は、さまざまな態様を例証する目的で与えられており、いかなる形におい
ても本発明を限定することを意図するものではない。本発明は本明細書の中にある目標、
目的および利点のほかに、言及されている、目標を達成するために、かつ目的および利点
を得るために十分に適していることを当業者は容易に理解すると考えられる。本実施例は
、本明細書において記述される方法とともに、目下、好ましい態様を代表するものであり
、例示するものであり、本発明の範囲に対する限定と意図するものではない。その変更お
よび特許請求の範囲によって定義される本発明の趣旨のなかに包含されるその他の用途が
、当業者には想到されると考えられる。
【０１８７】
実施例1
黄色ブドウ球菌疾患の間にコアグラーゼ活性を中和するモノクローナル抗体
　Coa Mabの特異性および親和性。MabをCoaNMに対して作製し、Coaに対するその親和性を
測定した(表1)。モノクローナル抗体を無関係のタンパク質(IsdA)との結合についても試
験し、特異的な相互作用を示さなかったものをさらなる研究から除外した。vWbpはそのN
末端のD1およびD2ドメインにおいてCoaといくらかの相同性を有する(Bjerketorp et al 2
004, Watanabe et al 2005)ので、vWbpとのCoaモノクローナルの結合についても試験した
。MabのどれもvWbpとの特異的結合を示さなかった。
【０１８８】
　Coa上の各Mabの結合部位を決定するために、D1 (D1Coa)、D2 (D2Coa)、全D1D2ドメイン
およびリンカードメインの一部を含む最初の329残基(D12Coa)、リンカー(LCoa)、反復領
域(CTCoa)、ならびに最初の18アミノ酸を欠いている切断型のD1 (D1Δ1～18)に相当する
サブドメインをクローニングし、大腸菌において発現させた(図1)。11種のMabがD12Coaを
結合させ、これらの全てがD1Coaを特異的に認識した(表1)。2種のMabがLCoaを結合させ、
MabのどれもD2Coaを結合させなかった。2種のMabがCTCoaを結合させた。
【０１８９】
　（表１）Coaに対して作製されたMabの生化学的性質および生物価

a×10-9 M単位の結合定数(Ka)としてELISAにより決定された。
【０１９０】
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　モノクローナル抗体による血液凝固の阻害。Coa特異的Mabを、野生型よりもゆっくり血
液を凝固させる、黄色ブドウ球菌の同質遺伝子変異体vwb (Cheng et al)によるカルシウ
ムキレートマウス血液の凝固を阻害するその能力についてスクリーニングした。単離され
た黄色ブドウ球菌Newman vwb変異体(1×106 CFU)をMab (3 μM)と混合し、マウス血液に
加えた。試料を凝固について一定間隔でモニターした。アイソタイプ対照とインキュベー
トされた血液と比べて、いくつかのMabが凝固時間を引き延ばした。凝固までの時間の最
大の遅延をもたらした抗体は、5D5.4、7H4.25、および8C.9であった(表2)。これらの抗体
は3つ全て、D12Coaを認識するポリクローナルウサギ血清がマウス全血の凝固を遅延させ
るが、しかしCTCoaを認識するものはそうでないという本発明者らの以前の所見と一致し
て、D1Coaを認識する(表1) [215]。CTCoaを認識した抗体(6C4.15、3B3.14)およびLCoaを
認識した抗体(6C10.27)は、ブドウ球菌凝固の遅延を引き起こさなかった(表2)。
【０１９１】
　（表２）Coaに対して作製されたモノクローナル抗体の存在下における黄色ブドウ球菌
変異株vwbによる全血の凝固の阻害

aSEM, アイソタイプ対照と比べた場合の平均の標準誤差。
【０１９２】
　Mab 5D5.4はCoa・プロトロンビン複合体の形成を阻止する。試験した全てのMabのうち
凝固の最も顕著な遅延を引き起こしたMab 5D5.4を、Coa・プロトロンビン活性を乱すその
能力について調べた。精製ヒトプロトロンビンおよびS-2238発色性基質の添加の前に組換
えCoaと5D5.4との混合物は、酵素活性の減少を引き起こした(IgG1対5D5.4, P＜0.05) (図
2A)。興味深いことに、全血の凝固の遅延を引き起こした、7H4.25および8C2.9による処理
は、このアッセイ法において酵素活性を有意に減少させなかった(IgG1対7H4.25, P＞0.05
; IgG2a対8C2.9, P＞0.05) (データは示されていない)。
【０１９３】
　5D5.4がプロトロンビンとのCoaの結合を阻止するかどうか試験するために、Maxisorb E
LISAプレート(Nunc)を組換えCoaでコーティングし、ヒトプロトロンビンとのインキュベ
ーションの前に抗体とともにインキュベートした。プロトロンビンの結合をHRP結合二次
抗体によって検出した。5D5.4は200 nMの濃度で3.3倍、Coaとのプロトロンビンの結合を
減少させた(IgG1対5D5.4, P＜0.01) (図2B)。これらの結果から、5D5.4がCoa・プロトロ
ンビン複合体の形成を阻止し、酵素活性の減少を引き起こすことが示唆される。
【０１９４】
　CoaのN末端の4つのアミノ酸は、プロトロンビンを活性化する[66]。いずれかのモノク
ローナル抗体がN末端に依存的な形でD1を結合させるかどうか調べるために、D1Coaドメイ
ンからなるが、しかし最初の18アミノ酸を欠いている組換え構築物(D1Δ1～18)を大腸菌
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において発現させ、精製した(図1)。D1Coaを認識する各Mabの結合定数を、切断型タンパ
ク質との結合について測定した。8C2.9を除いて、Mabの全てがD1Δ1～18に対する結合定
数の少なくとも1 logの減少を有していた(表1)。注目すべきは、5D5.4は3.94 nM-1の親和
性でD1Coaを認識したが、しかし1.03 nM-1の親和性でD1Δ1～18と相互作用した。この所
見は、Coaの酵素活性に対するその直接的な阻害と組み合わせて、5D5.4が、黄色ブドウ球
菌の異なる菌株のさまざまなCoa血清型の間で保存されうるN末端近傍のエピトープを認識
するという考えを支持している。
【０１９５】
　Coa Mabによるブドウ球菌性敗血症の減少。以前の結果から、タイプ特異的な免疫が、D
12Coaを認識し、かつCoa活性を中和する抗体に起因することが示唆された[215]。インビ
トロで凝固を遅延させるCoa Mabがインビボで黄色ブドウ球菌に対する防御免疫を付与す
るかどうか試験するために、マウスにモノクローナル抗体またはアイソタイプ対照調製物
の腹腔内注射を与えた。6時間後、黄色ブドウ球菌株vwb (2×108 CFU)の後眼窩注射によ
ってマウスを感染させた。マウスを10日の観察期間にわたり生存についてモニターし、防
御をログランク検定によって評価した(図3)。2種の抗体Mab 5D5.4および7H4.25は、IgG1
対照と比べて死までの時間の顕著な遅延を付与した(IgG1対5D5.4, P＜0.05; IgG1対7H4.2
5, P＜0.001) (図3A)。インビトロで凝固を遅延させたモノクローナル抗体8C2.9は、致死
量の黄色ブドウ球菌株vwbからマウスを防御しなかった(IgG2a対8C2.9, P = 0.06) (図3B)
。これらのデータは、D1ドメインに対する防御免疫が凝固活性の中和と相関しているとい
う仮説と一致している。しかしながら、インビトロでの凝固のかく乱は、防御効果を獲得
するには十分ではない。
【０１９６】
　Coa Mabによる交差反応性。Coaに対するタイプ特異的な免疫は、D1Coaを認識する中和
抗体に由来する[215]。しかしながら、CoaのN末端の7個のアミノ酸は、Coa種の間で保存
されている[68]。菌株Newmanの組換えCoaに対して作製されたMabが他の血清型由来のCoa
と交差反応するかどうか調べるために、Maxisorb ELISAプレート(Nunc)を流行株USA300 (
CoaタイプIII)、85/2082 (CoaタイプIV)、N315 (CoaタイプII)、MRSA252 (CoaタイプIV)
、MW2 (CoaタイプVII)、およびWIS (CoaタイプVII)由来のCoaでコーティングした。これ
らの対立遺伝子とのMabの結合を測定した(表3)。Coaの他の対立遺伝子に対する大部分の
抗体の親和性は、CoaNMに対する親和性よりも低い。2H10.12、5D5.4、8C2.9、4F1.7、お
よび7H4.25は、CoaNMよりも低い親和性であるが、CoaNMと同じ血清型であるCoaUSA300を
認識する(表3)。いくつかの抗体も、他の黄色ブドウ球菌臨床分離株の組換えCoaを認識す
る。5D5.4はCoaN315、CoaWISおよびCoaMW2と相互作用し(表3)、7H4.25は低い親和性であ
るが、Coaの全ての血清型と相互作用した(表3)。
【０１９７】
　（表３）異なる菌株のCoaに対するMabの親和性

aマウスモノクローナル抗体は、単離されたハイブリドーマクローンから精製された。
b各Mabによって認識されたCoaドメイン(表1)。
c親和性は各タンパク質に対して109 M-1単位の結合定数(Ka)としてELISAにより決定され
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た。
【０１９８】
　mAb 5D5.4が他のコアグラーゼ血清型の菌株による凝固を遅延させるうえで交差防御効
果を有するかどうか調べるために、黄色ブドウ球菌株Newman、N315、MW2、CowanI、およ
びWISの調製物(1×106 CFU)をmAb (最終3 μM)と混合し、シトレート処理されたウサギ血
漿に加えた。血漿を37℃でインキュベートし、経時的にモニターした。mAb 5D5.4はいず
れの他のコアグラーゼ血清型の菌株による凝固を遅延させることができなかった(図4)。
【０１９９】
　候補Mabが、全てのCoa血清型によって保存されたエピトープを認識しうる可能性につい
て調べた。例えば、5D5.4は動物において広範な防御を提供したが、しかし凝固アッセイ
法においてはそうでなかった。実際には、マウスに5D5.4またはIgG1アイソタイプ対照の
腹腔内注射を受けさせ、その後、致死量の黄色ブドウ球菌株Newman (CoaタイプIII)、N31
5 (CoaタイプII)、CowanI (CoaタイプIV)、またはMW2 (CoaタイプVII)を感染させ、マウ
スを10日の観察期間にわたりモニターして、その防御の役割を評価した(図5)。5D5.4処理
は、菌株Newman (IgG1対5D5.4, P＜0.01)、N315 (IgG1対5D5.4, P＜0.05)、CowanI (IgG1
対5D5.4, P＜0.05)またはMW2 (IgG1対5D5.4, P＜0.05)で曝露された動物に対して死まで
の時間の遅延をもたらした。まとめて、これらのデータから、5D5.4が、Coa D1ドメイン
内の保存されたエピトープを認識することにより、北米において最も一般的な3種のCoa血
清型を有する菌株による致命的な疾患に対する防御を与えることが示唆される[144]。
【０２００】
　免疫におけるCoaCTモノクローナル抗体の役割。CoaのC末端ドメインはブドウ球菌分離
株の間でいっそう低い配列異形を示す[68]。本発明者らは、CTCoa、3B3.14および6C4.15
を認識する2種のモノクローナル抗体を単離した(表1)。ELISAを用いて、菌株NewmanのCTC
oaに対して作製されたMabが他の菌株由来のCoaと交差反応するかどうか調べた(表3)。本
発明者らの予想と一致して、3B3.14および6C4.15はCoaUSA300、Coa85/2082、CoaN315、Co
aMW2、およびCoaWISを認識する。
【０２０１】
　CTCoaを認識するポリクローナル抗血清(αCTCoa)は、CTCoaとフィブリノゲンとの間の
相互作用を遮断し、致死的なブドウ球菌疾患に対する防御を付与する[68、215]。それゆ
え、いずれのMabがこれらの活性を保有するかどうかは興味深い。3B3.14および6C4.15がC
TCoaとフィブリノゲンとの結合を阻害するかどうか試験するために、Maxisorb ELISAプレ
ート(Nunc)をCTCoaでコーティングし、ヒトフィブリノゲンとのインキュベーションの前
にMabまたはアイソタイプ対照とともにインキュベートした。フィブリノゲンの結合をHRP
結合二次抗体によって検出した。3B3.14は1 μMの濃度で54%だけCTCoaとのフィブリノゲ
ンの結合を減少させた(IgG1対3B3.14, P＜0.001) (図6A)。6C4.15はこのアッセイ法にお
いてフィブリノゲンとのCTCoaの結合を破壊しなかった(図6B)。
【０２０２】
　生存に対するCoaCTを認識するMabの効果をブドウ球菌疾患の間に調べるために、マウス
に3B3.14、6C4.15またはそのアイソタイプ対照の腹腔内注射を与え、マウスを、vwbの欠
失を伴う黄色ブドウ球菌Newman変種2×108 CFUで曝露した(図6C～6D)。動物を10日の観察
期間にわたりモニターして、生存に及ぼす抗体処理の寄与を評価した。3B3.14または6C4.
15による処置は、死までの時間の顕著な遅延をもたらさなかった(P＞0.05) (図6C～6D)。
かくして、ここで作製されたMabのいずれも、ウサギにおいて作製されたポリクローナル
αCTCoa抗体の防御価値を保持していない。
【０２０３】
　CTCoaは黄色ブドウ球菌株の間で比較的保存されており、Coaのこの部分を中和する抗体
がいくつかの黄色ブドウ球菌種によるブドウ球菌感染に対する防御を与えるかどうか調べ
るため、マウスに3B3.14またはIgG1アイソタイプ対照の腹腔内注射を与え、その後、致死
量の黄色ブドウ球菌臨床分離株USA300 (CoaタイプIII)、N315 (CoaタイプII)、CowanI (C
oaタイプIV)、またはMW2 (CoaタイプVII)を感染させ、マウスを10日の観察期間にわたり
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モニターして、その防御の役割を評価した(図7)。3B3.14は野生型Newman (IgG1対3B3.14 
p＞0.05 図7A)、N315 (IgG1対3B3.14 p.0.05 図7B)、またはMW2 (IgG1対3B3.14 p.0.05 
図7D)を用いた曝露からマウスを防御しなかった。3B3.14は菌株CowanIを用いた曝露後に
死までの時間の小幅な遅延を与えた(IgG1対3B3.14 p＜0.001 図7C)。
【０２０４】
　考察。コアグラーゼ発現は、ほぼ1世紀の間、黄色ブドウ球菌の病毒性と関連付けられ
てきた[212]。最近、CoaおよびvWbpに対して引き起こされた体液性免疫反応が黄色ブドウ
球菌を用いた曝露に対する防御を与えることが実証された(Cheng et al 2010、McAdow et
 al 2011、[215])。Coa活性の中和はタイプ特異的な免疫反応をもたらすが、CTCoaに対す
る免疫反応も、おそらく血液循環からの抗原の除去によって、防御を付与する[215]。本
明細書で、本発明者らは、Coa活性を中和し、かつ他の血清型のコアグラーゼに対してい
くらかの交差防御を示すモノクローナル抗体を特定する。本研究において、本発明者らは
、菌株Newman由来のCoaに対するモノクローナル抗体を作製し、ポリペプチドの特異的ド
メインとのその結合をマッピングした。
【０２０５】
　3種のMab (5D5.4、8C2.9、および7H4.25)は、D1Coaを結合させ、菌株Newmanによる血液
凝固を遅延させる。凝固の最大の遅延をもたらすMab 5D5.4はまた、Coa・プロトロンビン
複合体の形成を乱し、それによってフィブリノゲンをフィブリンに変換する酵素のアッセ
ンブリを減少させる。Mab 5D5.4および7H4.25は黄色ブドウ球菌株vwbによる致命的な疾患
に対する防御を与える。
【０２０６】
　CoaのN末端アミノ酸はプロトロンビンの活性化に必要とされるので、本発明者らは、い
ずれのモノクローナル抗体がこのドメインを認識するかどうかと考えた。この問題に対処
するため、本発明者らは、Mabが結合するのにD1Coaの最初の18アミノ酸が必要とされるか
どうか問いかけた。5D5.4はD1Δ1～18に対する親和性の1 log超の減少を有し、7H4.25は
この構築物を結合させすることができなかった。この所見は、これらの2種のモノクロー
ナル抗体がプロトロンビン活性化ポケットに挿入するCoa N末端の能力を特異的に妨害す
ることによって凝固を乱すという仮説を支持している。
【０２０７】
　この仮説が真実であるなら、Mab 5D5.4および7H4.25は、黄色ブドウ球菌の他の菌株か
らクローニングされた組換えCoaを認識かつ中和するはずである。これらの抗体は、現在
の流行病における他の一般的な血清型に相当する黄色ブドウ球菌株からクローン化された
組換えCoaを認識するが、しかしそれらは本発明者らの実験における他のCoa血清型の菌株
による凝固を遅延させることができない。それゆえ、これらのMabがアミノ末端を特異的
に認識するという可能性は低いと考えられる。それにもかかわらず、5D5.4は黄色ブドウ
球菌の他の少なくとも2種の菌株に対する防御を与える。これは、抗体がCoaの最も保存さ
れた部分を特異的に認識しないが、Coaとのその相互作用には保存された残基を要するこ
とを示唆している。
【０２０８】
　以前に、本発明者らは、CoaのD1D2ドメインに対する抗体がタイプ特異的な免疫を引き
起こすことを実証した。異なるCoa血清型のいくつかのブドウ球菌株から動物を防御するM
abの特定は、一連のブドウ球菌分離株によるCoa活性を中和する防御免疫を引き起こすこ
とが可能でありうるという証拠を提供する。
【０２０９】
　2種のモノクローナル抗体がCTCoaを認識する。どちらも以前の所見と一致して、血液凝
固に効果を及ぼさない[215]。これらのうちの1つ、3B3.14は、C末端反復領域とのフィブ
リノゲンの結合を乱した。Mab 3B3.14によって認識されるエピトープの、さらに洗練され
たマッピングにより、今日まで研究されていなかった、Coa C末端がいかにしてフィブリ
ノゲンを結合させるかを明らかにすることができた。これらのMabの受動移入では、ブド
ウ球菌による致死的曝露からマウスが防御されなかった。
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【０２１０】
　本明細書で記述されるモノクローナル抗体は、ブドウ球菌疾患の予防のための薬理学的
な手段を提供する。それらはまた、ブドウ球菌性の発病および免疫の最中のCoaの機構を
理解するための手段として役立ちうる。
【０２１１】
実施例2
材料および方法
　細菌株および培養物の増殖。黄色ブドウ球菌株はトリプトソイ寒天またはブロスにて37
℃で培養した。菌株vwbの作製は既述されていた(Cheng et al 2010)。大腸菌(Escherichi
a coli)株DH5αおよびBL21 (DE3)はルリアベルターニ寒天またはブロスにて37℃で培養し
た。アンピシリン(100 μg/ml)をpET15bおよびpGEX6P-1の選択に用いた。
【０２１２】
　タンパク質精製。黄色ブドウ球菌株Newman由来のcoaおよびそのサブドメインを含む発
現ベクターを担持する大腸菌BL21(DE3)を、37℃で増殖させ、室温にて終夜100 mM IPTGで
誘導した。Coaの精製中の分解のため、大腸菌DH5α中のpGEX6P-1発現ベクターを用い、GS
Tタグの付いた構築物としてUSA300、N315、MW2、MRSA252、85/2082、およびWIS由来のcoa
を発現させた。誘導から3時間後に、細胞を7,000×gで遠心分離し、1×カラム用緩衝液(0
.1 M Tris-HCl, pH 7.5, 0.5 M NaCl)中に懸濁し、フレンチプレス細胞破砕機(French pr
essure cell)中14,000 lb/インチ2で溶解させた。溶解物を30分間40,000×gでの超遠心分
離に供した。pET15b構築物の上清をNi-NTAクロマトグラフィーに供し、10 mMイミダゾー
ルを含有するカラム用緩衝液で洗浄し、500 mMイミダゾールで溶出させた。GSTタグの付
いたタンパク質の場合、培養上清をグルタチオンセファロースクロマトグラフィーに供し
た。GSTタグを除去するため、カラム用緩衝液で洗浄した後に、1 mM DTTを含有するPreSc
issionプロテアーゼ切断緩衝液をカラムに流し、カラムを、製造業者が提供する単位定義
にて終夜PreScissionプロテアーゼ(GE Healthcare)とともにインキュベートした。GSTタ
グを欠く遊離したタンパク質をその後、さらなるプロテアーゼ切断緩衝液で溶出させた。
溶出液をリン酸緩衝生理食塩水(PBS)に対して脱塩した。ワクチン調製物の場合、内毒素
を1:100 Triton-X114の添加によって除去し、溶液を10分間冷却し、10分間37℃でインキ
ュベートし、13,000×gで遠心分離した。これを2回繰り返した。上清をHiTrap脱塩カラム
に負荷して、Triton-X114の残留物を除去した。
【０２１３】
　コアグラーゼに対するモノクローナル抗体の産生。38週齢BALB/c雌性マウス(Jackson L
aboratory, Bar Harbor, ME)に完全フロイントアジュバント(DIFCO)中1:1で乳化されたPB
S中の、黄色ブドウ球菌株Newmanからクローン化された、精製Coa 100 μgを腹腔内に免疫
した。21および42日目に、マウスに腹腔内注射により、不完全フロイントアジュバント(D
IFCO)中1:1で乳化された精製Coa 100 μgを追加免疫した。31および52日目に、マウスか
ら採血し、CoaでコーティングされたNunc MaxiSorp 96ウェル平底プレートにてELISAによ
りスクリーニングした。初回免疫から79日後に、抗原に対する強力な免疫反応性を示した
マウスにPBS中のCoa 25 μgを追加免疫した。3日後、脾細胞を収集し、マウス骨髄腫細胞
株SP2/mIL-6、つまりSP2/0骨髄腫細胞株のインターロイキン6分泌派生株と、標準的な方
法にしたがって、融合した。ハイブリドーマをELISAによってスクリーニングし、抗原特
異的クローンを限界希釈法によってサブクローニングし、単一細胞から生じたモノクロー
ナル抗体分泌ハイブリドーマをもたらした。抗体を細胞株の培養上清から精製し、PBS中1
 mg ml-1の濃度で貯蔵した。
【０２１４】
　Coa親和性マッピング。Coa特異的Mabの結合親和性の決定のため、Nunc MaxiSorp 96ウ
ェルプレートを0.1 M重炭酸ナトリウム中20 nMの濃度でCoa変種によりコーティングした
。プレートをPBS中3%のBSAでブロッキングし、引き続いてPBS-Tween中の可変濃度のMabと
のインキュベーションを行った。二次抗体-HRP結合体および化学発光検出を用いて結合抗
体と遊離抗体との濃度の比率として、各Coa変種を結合させるMabの親和性を測定した。こ
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のデータを用いて、抗原に対する抗体の結合定数を算出した(表1)。さらに、Coaに対して
作製されたMabの特異性を試験するために、ELISAプレート(NUNC Maxisorp)を、親和性精
製されたvWbpおよびIsdAでコーティングした。
【０２１５】
　ELISAによるタンパク質相互作用のブロッキング。MaxSorb 96ウェルELISAプレートを終
夜、組換えCoa変種(1×コーティング緩衝液中20 nM)でコーティングした。ブロッキング
後、ウェルを次に、濃度が20 nM～1 μMに及ぶMabとともにインキュベートした。ウェル
をその後、100 nMのヒトフィブリノゲンまたは20 nMのヒトプロトロンビンのいずれかと
ともにインキュベートした。各タンパク質に対するヒツジ抗ヒト抗体を1:1000希釈で加え
、引き続き1:10,000でHRP結合ヤギ抗ヒツジ抗体を加えた。OpEIA Kit (BD Lifesciences)
を用いてウェルを発色させ、450 nmでの吸光度を測定した。統計解析をGraphPad Prismで
両側スチューデントのt検定を使って行った。
【０２１６】
　凝固アッセイ法。ブドウ球菌株の終夜培養物を新鮮TSBへ1:100希釈し、それらがOD600 
0.4に達するまで37℃で増殖させた。培養物1 mLを遠心分離し、ブドウ球菌を洗浄し、無
菌PBS 1 mLに懸濁して、1×108 CFU/mLの懸濁液を作製した。未処置BALB/cマウス由来の
全血を回収し、クエン酸ナトリウムを終濃度1% (w/v)まで加えた。抗体の存在下での細菌
の血液凝固活性を評価するため、ストック細菌培養物10 μLを滅菌プラスチック試験管(B
D Falcon)中で、30 μMの抗体を含有するPBS 10 μLと混合し、15分間インキュベートし
た。各管に、滅菌プラスチック試験管(BD falcon)中、抗凝固マウス血液80 μL。試験管
を37℃でインキュベートし、一定間隔で45°の角度に管を傾けることによって血液凝固を
検証した。全ての実験を少なくとも2回の独立した実験にて繰り返した。
【０２１７】
　コアグラーゼ活性の測定。5×10-8 Mのプロトロンビン(Innovative Research)を室温で
等モル量の機能的Coaとともに10分間プレインキュベートし、引き続いてPBS 100 μlの全
反応緩衝液中1 mMの終濃度までS-2238 (発色性基質)の添加を行った。吸光度の変化を分
光光度計中で10分間450 nmにて測定し、時間に応じてプロットし、線形曲線に適合させた
。曲線の傾き(dA/dt)はS-2238加水分解の速度であり、したがって酵素機能を反映してい
るものと解釈された。アッセイ法を、5×10-9 Mで添加されたモノクローナル抗体の存在
下で繰り返し、阻害なしの平均活性に対してデータを規準化した。全ての実験を三つ組で
行った。
【０２１８】
　受動免疫によるマウス敗血症。黄色ブドウ球菌による曝露の6時間前に、PBS中のアフィ
ニティー精製抗体をBALB/cマウス(6週齢、雌性、Charles River Laboratories)の腹腔へ
実験動物の体重1 kgあたり5 mgの濃度で注射した。黄色ブドウ球菌株vwbの終夜培養物を
新鮮TSB中に1:100希釈し、37℃で2時間増殖させた。ブドウ球菌を沈降させ、洗浄し、所
望の細菌濃度になるまでPBSに懸濁した。以下の接種材料を用いた: vwb, 2×108 CFU; N3
15, 1×108 CFU; MW2, 2×108 CFU。試料アリコットをTSA上に広げ、寒天プレート上に形
成されたコロニーを数え上げることによって接種材料を確認した。マウスを体重1キログ
ラムあたり100 mg mL-1のケタミンおよび20 mg mL-1のキシラジンの腹腔内注射によって
麻酔した。ブドウ球菌懸濁液100 μLの後眼窩注射によってマウスを感染させた(上記参照
)。マウスを生存についてモニターした。統計解析を、GraphPad Prismを用い両側ログラ
ンク検定を使って行った。全てのマウス実験は、シカゴ大学の施設内生物安全委員会(IBC
)および動物実験委員会(IACUC)による実験プロトコールの審査および承認に従う施設内ガ
イドラインによって実施された。
【０２１９】
実施例3
COA MAB重鎖および軽鎖アミノ酸配列アライメントおよび分析
　異なるモノクローナル抗体の軽鎖および重鎖可変領域を配列決定した。抗体中のこれら
の領域のCDRを下記表5に示す。IMGT vquestによるmAb配列のアライメント後、CDRを特定
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た。配列アライメントおよび分析の後に、一握りの有益なテーマが存在していた。使用可
能な全配列(重鎖および軽鎖の両方)に基づき、類似の配列を有するmAbのファミリーが浮
かび上がったものの、mAbは配列が同一であるとは考えられなかった。これらのうちの1つ
は4F1.7、2A3.1、2H10.12を含み、主な配列差異は重鎖および軽鎖の両方のCDR3に存在し
ていた。7H4.25、4H9.20、4B10.44は軽鎖内で正確なCDR配列の適合を共有していたが、そ
の軽鎖は異なっていた。配列類似性に基づいて浮かび上がる興味深い群は、3B3.14および
6C4.15であったが、これらは、タンパク質のC末端領域を結合させ、軽鎖中、同じCRD1を
共有していたが、しかしその重鎖は異なっている。それどころか、D1ドメインを結合させ
、プロトロンビンとのcoaの結合を阻害し、「インビボ実験」Iにおいて防御性である5D5.
4は、他のものとは軽鎖および重鎖の両方が非常に異なっている。
【０２２０】
　（表５）

aハイブリドーマ細胞から抽出された全RNAより合成されたcDNAから増幅されたPCR産物を
配列決定し、かつIMGT Vquestを用いて分析した。
表5の続き
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aハイブリドーマ細胞から抽出された全RNAより合成されたcDNAから増幅されたPCR産物を
配列決定し、かつIMGT Vquestを用いて分析した。
【０２２１】
参照文献
　以下の参照文献は、それらが例示的な手順の詳細または本明細書において記載される手
順を補足する他の詳細を提供する限り、特に参照により本明細書に組み入れられる。
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