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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ブドウ球菌(Staphylococcus)感染を有する患者またはブドウ球菌感染のリスクのある患
者への投与用の、ブドウ球菌感染を処置または予防するための、精製されたSpA抗体を含
む薬学的組成物であって、該精製されたSpA抗体が、非特異的Ig結合活性を欠くSpA変種の
SpA IgG結合ドメインA、B、C、D、およびEの少なくとも2つに特異的に結合でき、該精製
されたSpA抗体が、相補性決定領域（CDR）を含み、該CDRは、5A10モノクローナル抗体（
それぞれSEQ ID NO:16～18および11～13）、8E2モノクローナル抗体（それぞれSEQ ID NO
:26～28および21～23）、3F6モノクローナル抗体（それぞれSEQ ID NO:56～58および51～
53）、3D11モノクローナル抗体（それぞれSEQ ID NO:86～88および81～83）、または2F2
モノクローナル抗体（それぞれSEQ ID NO:101～103および96～98）である抗体の軽鎖およ
び重鎖両方のCDR1、CDR2、およびCDR3の各々において、最大1つのアミノ酸置換を有する
ものである、薬学的組成物。
【請求項２】
　前記精製されたSpA抗体が、少なくとも2つのおよび最大で5つまでのSpA IgG結合ドメイ
ンAKKAA、BKKAA、CKKAA、DKKAA、およびEKKAAに結合する、請求項1記載の薬学的組成物。
【請求項３】
　前記精製されたSpA抗体が、少なくとも2つのおよび最大で5つまでのSpA IgG結合ドメイ
ンAKKAA、BKKAA、CKKAA、DKKAA、およびEKKAAに対して0.5×109 M-1または0.5×109 M-1

超の結合定数を有する、請求項2記載の薬学的組成物。
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【請求項４】
　ブドウ球菌感染の処置が、前記患者における膿瘍形成の減少または細菌負荷量の減少を
含む、請求項1記載の薬学的組成物。
【請求項５】
　前記非特異的Ig結合活性を欠くSpA変種がSpAKKAAである、請求項1記載の薬学的組成物
。
【請求項６】
　前記精製されたSpA抗体が、5A10、8E2、3A6、3F6、3D11、5A11、1B10、4C1、2F2、4C5
、4D5、6B2、8D4、2B8、2C3、または7E2モノクローナル抗体とのSpAKKAAポリペプチドの
結合について競合する、請求項1記載の薬学的組成物。
【請求項７】
　前記抗体が、ELISAによって測定した場合に約0.5～100×109 M-1、1.0～100×109 M-1

、または2.0～100×109 M-1の、前記SpAKKAAポリペプチドに対する結合定数を有する、請
求項1記載の薬学的組成物。
【請求項８】
　二種またはそれ以上の精製されたSpA抗体と併用される、請求項1記載の薬学的組成物。
【請求項９】
　前記精製されたSpA抗体が組換え体である、請求項1記載の薬学的組成物。
【請求項１０】
　前記精製されたSpA抗体がヒト化抗体である、請求項1記載の薬学的組成物。
【請求項１１】
　前記SpA抗体におけるCDR1、CDR2、およびCDR3が、5A10、8E2、3F6、3D11、または2F2モ
ノクローナル抗体のVHドメインまたはVLドメインからのCDR1、CDR2、およびCDR3と同一で
ある、請求項1記載の薬学的組成物。
【請求項１２】
　前記SpA抗体におけるCDR1、CDR2、およびCDR3が、5A10、8E2、3F6、3D11、または2F2モ
ノクローナル抗体のVHドメインおよびVLドメインの両方からのCDR1、CDR2、およびCDR3と
同一である、請求項11記載の薬学的組成物。
【請求項１３】
　前記組換えSpA抗体が、第二の組換え抗体セグメントに機能的に結合された組換え抗体
セグメントである、請求項9記載の薬学的組成物。
【請求項１４】
　前記抗体が、5A10、8E2、3F6、3D11、または2F2モノクローナル抗体である、請求項1記
載の薬学的組成物。
【請求項１５】
　第二のブドウ球菌タンパク質に結合する第二の抗体と併用される、請求項1記載の薬学
的組成物。
【請求項１６】
　相補性決定領域（CDR）を含み、該CDRは、5A10モノクローナル抗体（それぞれSEQ ID N
O:16～18および11～13）、8E2モノクローナル抗体（それぞれSEQ ID NO:26～28および21
～23）、3F6モノクローナル抗体（それぞれSEQ ID NO:56～58および51～53）、3D11モノ
クローナル抗体（それぞれSEQ ID NO:86～88および81～83）、または2F2モノクローナル
抗体（それぞれSEQ ID NO:101～103および96～98）である抗体の軽鎖および重鎖両方のCD
R1、CDR2、およびCDR3の各々において、最大1つのアミノ酸置換を有するものである精製
された抗体であって、非特異的Ig結合活性を欠くブドウ球菌プロテインA (SpA)ポリペプ
チド変種に特異的に結合できる、精製された抗体。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、米国立アレルギー感染病研究所(NIAID)からのAI52747およびAI92711ならび
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に米国立衛生研究所による助成金交付番号1-U54-AI-057153の下での政府支援によってな
された。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、2011年8月15日付で出願された米国仮特許出願第61/523,751号、2012年3月23
日付で出願された同第61/615,083号、2012年3月30日付で出願された同第61/618,417号、
および2012年7月20日付で出願された同第61/674,135号に対する優先権を主張するもので
あり、これらは全てその内容が参照により本明細書に組み入れられる。
【０００３】
I. 発明の分野
　本発明は広くは、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誘発するために用いられる
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および組成物に関する。それ
らのタンパク質にはブドウ球菌プロテインA(SpA)が含まれる。
【背景技術】
【０００４】
II. 背景
　市中感染と院内感染の両方の数は、血管内装置の使用増加とともにここ数年増えている
。院内(病院内)感染は罹病率および死亡率の主な原因であり、より具体的には、米国では
、院内感染は毎年2百万人超の患者に影響を与えている。最も頻度が高い病院内感染は、
尿管感染(感染の33%)であり、次いで肺炎(15.5%)、外科手術部位感染(14.8%)および主要
血流感染(13%)が続く(Emorl and Gaynes, 1993)。
【０００５】
　黄色ブドウ球菌(Staphylococcus aureus)、血液凝固酵素陰性ブドウ球菌(ほとんどが表
皮ブドウ球菌(Staphylococcus epidermidis))、腸球菌(enterococcus spp.)、大腸菌(Esc
herichia coli)、および緑濃菌(Pseudomonas aeruginosa)は、主な病院内病原菌である。
これらの病原菌はほとんど、同数の感染を引き起こすが、これらが生み出しうる障害の重
症度と、抗生物質耐性分離菌の頻度を考え合わせると、黄色ブドウ球菌および表皮ブドウ
球菌を最も重要な病院内病原菌とする順位になる。
【０００６】
　ブドウ球菌(Staphylococcus)は、毒素産生または侵入のいずれかを通じてヒトおよび他
の動物で多種多様な疾患を引き起こしうる。ブドウ球菌の毒素は、この細菌が不適切に貯
蔵された食品のなかで増殖しうるので、食中毒の一般的な原因である。
【０００７】
　表皮ブドウ球菌は、通常の皮膚共生生物であり、これは、正常に機能しない医療機器の
感染および手術部位における感染に関わる重要な日和見病原菌でもある。表皮ブドウ球菌
が感染する医療機器には、心臓ペースメーカー、髄液シャント、持続携帯式腹膜透析カテ
ーテル、整形外科用機器、および人工心臓弁が含まれる。
【０００８】
　黄色ブドウ球菌は、有意な罹病率および死亡率を有する病院内感染の最も一般的な原因
である。これは、骨髄炎、心内膜炎、敗血性関節炎、肺炎、膿瘍、および毒素性ショック
症候群のいくつかの症例の原因である。
【０００９】
　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。
【００１０】
　黄色ブドウ球菌および表皮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
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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。
【００１１】
　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
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。
【００１２】
　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大した成果がなく(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】
【００１３】
　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。
【００１４】
　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。特定の態様には、ブドウ球菌SpAタンパク質を結合できるポリペプチドがある。ポリ
ペプチドという用語は、1つもしくは複数のアミノ酸またはポリペプチドの鎖を意味する
ものと理解される。例えば、ポリペプチドという用語は、重鎖もしくは軽鎖または結合さ
れた重鎖および軽鎖を含む単一のポリペプチド鎖をいうことができる。ポリペプチドとい
う用語はまた、四本のポリペプチド鎖; 二本の重鎖および二本の軽鎖を含む、免疫グロブ
リン(Ig)単量体をいうこともできる。ポリペプチドという用語はまた、二量体、三量体、
四量体、または五量体Ig分子をいうこともできる。
【００１５】
　さらに、ある態様において、このSpA結合ポリペプチドは、抗原としてSpA野生型タンパ
ク質ではないSpA変種を用いて作製された、抗体であることまたは抗体に由来することに
基づく特性を有するので、他のSpA抗体とは区別される。SpA変種は、A、B、C、D、および
/またはEドメインのうちの1つ、2つ、3つ、4つ、およびまたは5つにおける1つ、2つ、3つ
、4つ、5つ、またはそれ以上の変化を有する。さらに、本明細書において論じられる通り
、これらのSpa結合ポリペプチドは、以下で論じられる通りに全5つのドメインにおけるKK
AAドメイン変化を含むがこれに限定されない、そのようなSpA変種を特異的に結合できる
。
【００１６】
　ある態様は、ブドウ球菌SpA (SEQ ID NO:1)のアミノ酸セグメントと少なくとも80、85
、90、95、96、97、98、99、または100%同一である、長さが約、少なくとも、または多く
ても5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、2
5～25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、4
4、45、46、47、48、49、50個のアミノ酸を、その間の全ての値および範囲を含めて、含
む1、2、3、4、5、6、7、8、9、10個、またはそれ以上のアミノ酸セグメントを含んだ組
換えペプチドを対象にする。例えば、ブドウ球菌SpA由来のアミノ酸セグメントは、非毒
素産生性SpA変異体ポリペプチド(例えば、SpAKKAA)由来でありうる。各々が参照により本
明細書に組み入れられるPCT公報番号WO 2011/005341およびPCT出願番号PCT/US11/42845は
、いくつかの非毒素産生性SpA変異体ポリペプチドおよびそれを用いるための方法を提供
している。さらなる局面には、これらの特定のアミノ酸セグメントの1つまたは複数を特
異的に結合させる抗体がある。
【００１７】
　態様はまた、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
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におけるSpA抗体の使用を提供する。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。
【００１８】
　ある局面は、ブドウ球菌SpA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
れたポリペプチドまたはタンパク質の有効量を、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を対象にする。このポリペプチド(またはタンパク質)は、それが、抗
体の1つまたは複数のCDR領域のまたは由来のアミノ酸配列を有するポリペプチドまたはタ
ンパク質であることによって抗体といわれうることが企図される。抗体との関連で本明細
書において論じられるいずれの態様も、ポリペプチドまたはタンパク質が、特異的Ig結合
活性を欠くSpA変種を特異的に結合できる抗体由来のCDRの全領域にわたって少なくとも60
%の同一性または相同性を有する1つまたは複数のアミノ酸領域を有する限り、ポリペプチ
ドまたはタンパク質に関して実施されうる。Spa結合ポリペプチドは、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
あることができる。ある局面において、ポリペプチドは、ヒト化されている抗体であり、
これは、抗体の非可変部分が、ヒト抗体において見られる定常領域を刺激するために改変
されていることを意味する。したがって、ヒト化抗体は、非ヒト抗体のCDR配列(または少
なくとも、そのような配列に由来するアミノ酸配列、すなわち、少なくとも80%同一であ
る)を有するものであることが企図される。
【００１９】
　ある他の態様において、抗体はヒト抗体である。なおいっそう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、参照に
より本明細書に組み入れられる、下記表1～2におよび表5に記述の5A10、8E2、3A6、7E2、
3F6、1F10、6D11、3D11、5A11、1B10、4C1、2F2、8D4、7D11、2C3、4C5、6B2、4D5、2B8
、または1H7の1つまたは複数を含む。抗体またはポリペプチドは、0.1、0.5、1、5、10、
50、100 mgまたはμg/kg～5、10、50、100、500 mgまたはμg/kgの用量で投与することが
できる。組換え抗体セグメントは、第二の組換え抗体セグメントを機能的に結合させるこ
とができる。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に結合する第二の抗体を投
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。
【００２０】
　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を対象にする。ある局面におい
て、ポリペプチドは、SpA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、
SpA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。さらに、抗体
または結合ポリペプチドは、SEQ ID NO: 11～13、21～23、31～33、41～43、51～53、61
～63、71～73、81～83、91～93、96～98、111～113、116～118、126～128、131～133、16
～18、26～28、36～38、46～48、56～58、66～68、76～78、86～88、101～103、106～108
、121～123、136～138、141～143のいずれかを含む、本明細書において論じられる1つ、2
つ、3つ、4つ、5つまたは6つのCDR配列と、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、8
0、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、
もしくは100%の同一性もしくは相同性(保存アミノ酸との置換) (またはその中における得
られる任意の範囲)を有するか、少なくとも70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、8
0、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、
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もしくは100%の同一性もしくは相同性(保存アミノ酸との置換) (またはその中における得
られる任意の範囲)を有するか、あるいは多くても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、もしくは100%の同一性もしくは相同性(保存アミノ酸との置換) (またはその中にお
ける得られる任意の範囲)を有するアミノ酸配列を含んだ結合領域を有しうる。具体的な
態様において、本明細書において開示される1つまたは複数のCDRの全部または一部を有す
る抗体は、非CDR領域においてヒト化されている。さらなる態様において、本明細書にお
いて開示されるCDR領域は、1つのCDRあたり1、2、3、4、5、6、7または8個のアミノ酸に
よって変えられてもよく、それらは、ヒト化の代わりであってもまたはヒト化に加えてで
あってもよい。いくつかの態様において、変化は1、2または3個のアミノ酸の欠失または
付加であってよいか、あるいは変化は任意のアミノ酸の置換であってもよく、これは、保
存されたアミノ酸であるアミノ酸との置換であってもまたはそうでなくてもよい。
【００２１】
　いくつかの態様において、SpA結合ポリペプチドまたは抗体は、表7～17に示されている
通り、CDRについて同定されたコンセンサス配列と40、45、50、55、60、65、70、75、80
、85、90、95、96、97、98、99、100%の同一性を有する1つ、2つ、3つ、4つ、5つ、6つま
たは7つのCDRを有する。いくつかの態様において、SpA結合ポリペプチドまたは抗体は、
軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3ならびに重鎖可変領域のCDR1、CDR2、およびCDR3
に対応するアミノ酸配列を有することが企図される。本明細書において論じられる通り、
CDRに対応するアミノ酸配列は、本明細書において論じられるCDRと同一性パーセントまた
は相同性パーセントを有しうる。ある態様において、コンセンサス配列は、SEQ ID NO:14
5、SEQ ID NO:146、SEQ ID NO:147、SEQ ID NO:148、SEQ ID NO:149、SEQ ID NO:150、SE
Q ID NO:151、SEQ ID NO:152、SEQ ID NO:153、SEQ ID NO:154、SEQ ID NO:155、SEQ ID 
NO:156、SEQ ID NO:157、SEQ ID NO:158、またはSEQ ID NO:159である。特定の態様にお
いて、SpA結合ポリペプチドまたは抗体は、軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、および/またはCD
R3についてモノクローナル抗体由来のコンセンサス配列を有する。代替的にまたはさらに
、SpA結合ポリペプチドまたは抗体は、重鎖可変領域のCDR1、CDR2、および/またはCDR3に
ついてモノクローナル抗体由来のコンセンサス配列を有する。SpA結合ポリペプチドまた
は抗体は、コンセンサス配列および/または特定のCDRと同一性もしくは相同性を有する配
列に基づきCDRの混在を有しうることがさらに企図される。
【００２２】
　いくつかの態様において、SpA結合ポリペプチドまたは抗体は、3F6に関する1つまたは
複数のコンセンサス配列を有する。特定の態様において、SpA結合ポリペプチドまたは抗
体は、軽鎖可変領域のCDR1、CDR2、および/またはCDR3について3F6由来のコンセンサス配
列を有する。代替的にまたはさらに、SpA結合ポリペプチドまたは抗体は、重鎖可変領域
のCDR1、CDR2、および/またはCDR3について3F6由来のコンセンサス配列を有する。
【００２３】
　ある態様において、SpA抗体または結合ポリペプチドは、SpA結合抗体由来の1つまたは
複数の抗体CDRドメインと少なくとも40%同一であるアミノ酸配列を含み、該ポリペプチド
は、非特異的Ig結合活性を欠くブドウ球菌プロテインAポリペプチド変種のSpa Ig結合ド
メインA、B、C、D、およびEの少なくとも2つを特異的に結合させる。この局面のさらなる
態様が以下で企図される。
【００２４】
　さらに他の態様において、特異的Ig結合活性を欠くSpA変種ポリペプチドに特異的に結
合する精製されたポリペプチドであって、少なくとも2つのおよび最大で5つまでのSpa Ig
G結合ドメインAKKAA、BKKAA、CKKAA、DKKAA、およびEKKAAに対して0.5×109 M-1または0.
5×109 M-1超の結合定数を有する、精製されたポリペプチドが企図される。この態様のさ
らなる態様が以下で企図される。
【００２５】
　ある局面において、ポリペプチドは、MAb 3D11可変(VDJ)重鎖アミノ酸配列
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に対応するアミノ酸配列の全部または一部を含む。CDRは太下線で示されている。CDRは、
抗体が抗原の形状を補完する抗体内の領域である。したがって、CDRは、特異的抗原に対
するタンパク質の親和性および特異性を決定する。アミノ末端からカルボキシ末端へ、CD
RはCDR1、CDR2、およびCDR3である。ある局面において、ポリペプチドは、MAb 3D11の可
変重鎖由来の1つ、2つ、および/または3つのCDR、例えば、SEQ ID NO:81、SEQ ID NO:82
、および/またはSEQ ID NO:83を含むことができる。さらなる態様において、抗体は、こ
れらの1つ、2つまたは3つのCDRに関して1つ、2つ、および/または3つのアミノ酸変化(1つ
もしくは2つのアミノ酸の付加、1つもしくは2つのアミノ酸の欠失、または置換)を有する
CDRを有しうる。さらなる態様において、抗体は、代替的にまたはさらに、CDR外の領域お
よび/または可変領域においてヒト化されてもよい。いくつかの局面において、ポリペプ
チドは、さらにまたは代替的に、CDR配列ではない可変領域、すなわち、可変領域フレー
ムワークのアミノ酸配列と少なくとも60、65、70、75、80、85、90、95、96、97、98、99
、または100%同一または相同であるアミノ酸配列を含む。
【００２６】
　ある局面において、ポリペプチドは、MAb 3D11可変(VJ)軽鎖アミノ酸配列

に対応するアミノ酸配列の全部または一部を含む。CDRは太下線で示されている。アミノ
末端からカルボキシ末端へ、CDRはCDR1、CDR2、およびCDR3である。ある局面において、
ポリペプチドは、MAb 3D11の可変軽鎖由来の1つ、2つ、および/または3つのCDR、例えば
、SEQ ID NO:86、SEQ ID NO:87、および/またはSEQ ID NO:88を含むことができる。さら
なる態様において、ポリペプチドは、これらの1つ、2つまたは3つのCDRに関して1つ、2つ
、および/または3つのアミノ酸変化(1つもしくは2つのアミノ酸の付加、1つもしくは2つ
のアミノ酸の欠失、または置換)を有するCDRを有しうる。さらなる態様において、抗体は
、代替的にまたはさらに、CDR外の領域および/または可変領域においてヒト化されてもよ
い。いくつかの局面において、ポリペプチドは、さらにまたは代替的に、CDR配列ではな
い可変領域、すなわち、可変領域フレームワークのアミノ酸配列と少なくとも60、65、70
、75、80、85、90、95、96、97、98、99、または100%同一または相同であるアミノ酸配列
を含む。
【００２７】
　他の態様において、ポリペプチドまたはタンパク質は、mAb 3D11の軽可変領域および重
可変領域の一方または両方由来の1つ、2つ、3つ、4つ、5つ、または6つのCDRを含み、1つ
、2つ、3つ、4つ、5つ、または6つのCDRは、これらのCDRに関して1つ、2つ、および/また
は3つのアミノ酸変化を有しうる。いくつかの態様において、可変領域外の抗体配列の一
部または全部がヒト化されている。タンパク質は1つまたは複数のポリペプチドを含みう
る。いくつかの局面において、タンパク質は、重鎖ポリペプチドに類似した1つもしくは2
つのポリペプチドおよび/または軽鎖ポリペプチドに類似した1つもしくは2つのポリペプ
チドを含みうる。さらなる態様において、ポリペプチドは、mAb 3D11の1つ、2つ、3つ、4
つ、5つ、または6つのCDRと少なくとも70%の配列同一性または相同性を有する限り、一本
鎖抗体または本明細書において論じられる他の抗体であってよい。
【００２８】
　ある局面において、ポリペプチドは、MAb 3F6可変(VDJ)重鎖アミノ酸配列

に対応するアミノ酸配列の全部または一部を含む。CDRは太下線で示されている。アミノ
末端からカルボキシ末端へ、CDRはCDR1、CDR2、およびCDR3である。ある局面において、
ポリペプチドは、MAb 3F6の可変重鎖由来の1つ、2つ、および/または3つのCDR、例えば、
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SEQ ID NO:51、SEQ ID NO:52、および/またはSEQ ID NO:53を含むことができる。さらな
る態様において、ポリペプチドは、これらの1つ、2つまたは3つのCDRに関して1つ、2つ、
および/または3つのアミノ酸変化(1つもしくは2つのアミノ酸の付加、1つもしくは2つの
アミノ酸の欠失、または置換)を有するCDRを有しうる。さらなる態様において、抗体は、
代替的にまたはさらに、CDR外の領域および/または可変領域においてヒト化されてもよい
。いくつかの局面において、ポリペプチドは、さらにまたは代替的に、CDR配列ではない
可変領域、すなわち、可変領域フレームワークのアミノ酸配列と少なくとも60、65、70、
75、80、85、90、95、96、97、98、99、または100%同一または相同であるアミノ酸配列を
含む。
【００２９】
　ある局面において、ポリペプチドは、MAb 3F6可変(VJ)軽鎖アミノ酸配列

に対応するアミノ酸配列の全部または一部を含む。CDRは太下線で示されている。アミノ
末端からカルボキシ末端へ、CDRはCDR1、CDR2、およびCDR3である。ある局面において、
ポリペプチドは、MAb 3F6の可変軽鎖由来の1つ、2つ、および/または3つのCDR、例えば、
SEQ ID NO:56、SEQ ID NO:57、および/またはSEQ ID NO:58を含むことができる。さらな
る態様において、ポリペプチドは、これらの1つ、2つまたは3つのCDRに関して1つ、2つ、
および/または3つのアミノ酸変化(1つもしくは2つのアミノ酸の付加、1つもしくは2つの
アミノ酸の欠失、または置換)を有するCDRを有しうる。さらなる態様において、抗体は、
代替的にまたはさらに、CDR外の領域および/または可変領域においてヒト化されてもよい
。いくつかの局面において、ポリペプチドは、さらにまたは代替的に、CDR配列ではない
可変領域、すなわち、可変領域フレームワークのアミノ酸配列と少なくとも60、65、70、
75、80、85、90、95、96、97、98、99、または100%同一または相同であるアミノ酸配列を
含む。
【００３０】
　他の態様において、ポリペプチドまたはタンパク質は、mAb 3F6の軽可変領域および重
可変領域の一方または両方由来の1つ、2つ、3つ、4つ、5つ、または6つのCDRを含み、1つ
、2つ、3つ、4つ、5つ、または6つのCDRは、これらのCDRに関して1つ、2つ、および/また
は3つのアミノ酸変化を有しうる。いくつかの態様において、可変領域外の抗体配列の一
部または全部がヒト化されている。タンパク質は1つまたは複数のポリペプチドを含みう
る。いくつかの局面において、タンパク質は、重鎖ポリペプチドに類似した1つもしくは2
つのポリペプチドおよび/または軽鎖ポリペプチドに類似した1つもしくは2つのポリペプ
チドを含みうる。さらなる態様において、ポリペプチドは、mAb 3F6の1つ、2つ、3つ、4
つ、5つ、または6つのCDRと少なくとも70%の配列同一性または相同性を有する限り、一本
鎖抗体または本明細書において論じられる他の抗体であってよい。
【００３１】
　ある局面において、ポリペプチドは、MAb 5A10可変(VDJ)重鎖アミノ酸配列

に対応するアミノ酸配列の全部または一部を含む。CDRは太下線で示されている。アミノ
末端からカルボキシ末端へ、CDRはCDR1、CDR2、およびCDR3である。ある局面において、
ポリペプチドは、MAb 5A10の可変重鎖由来の1つ、2つ、および/または3つのCDR、例えば
、SEQ ID NO:11、SEQ ID NO:12、および/またはSEQ ID NO:13を含むことができる。さら
なる態様において、ポリペプチドは、これらの1つ、2つ、または3つのCDRに関して1つ、2
つ、および/または3つのアミノ酸変化(1つもしくは2つのアミノ酸の付加、1つもしくは2
つのアミノ酸の欠失、または置換)を有するCDRを有しうる。さらなる態様において、抗体
は、代替的にまたはさらに、CDR外の領域および/または可変領域においてヒト化されても
よい。いくつかの局面において、ポリペプチドは、さらにまたは代替的に、CDR配列では
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ない可変領域、すなわち、可変領域フレームワークのアミノ酸配列と少なくとも60、65、
70、75、80、85、90、95、96、97、98、99、または100%同一または相同であるアミノ酸配
列を含む。
【００３２】
　ある局面において、ポリペプチドは、MAb 5A10可変(VJ)軽鎖アミノ酸配列

に対応するアミノ酸配列の全部または一部を含む。CDRは太下線で示されている。アミノ
末端からカルボキシ末端へ、CDRはCDR1、CDR2、およびCDR3である。ある局面において、
ポリペプチドは、MAb 5A10の可変軽鎖由来の1つ、2つ、および/または3つのCDR、例えば
、SEQ ID NO:16、SEQ ID NO:17、および/またはSEQ ID NO:18を含むことができる。さら
なる態様において、ポリペプチドは、これらの1つ、2つ、または3つのCDRに関して1つ、2
つ、および/または3つのアミノ酸変化(1つもしくは2つのアミノ酸の付加、1つもしくは2
つのアミノ酸の欠失、または置換)を有するCDRを有しうる。さらなる態様において、抗体
は、代替的にまたはさらに、CDR外の領域および/または可変領域においてヒト化されても
よい。いくつかの局面において、ポリペプチドは、さらにまたは代替的に、CDR配列では
ない可変領域、すなわち、可変領域フレームワークのアミノ酸配列と少なくとも60、65、
70、75、80、85、90、95、96、97、98、99、または100%同一または相同であるアミノ酸配
列を含む。
【００３３】
　他の態様において、ポリペプチドまたはタンパク質は、mAb 5A10の軽可変領域および重
可変領域の一方または両方由来の1つ、2つ、3つ、4つ、5つ、または6つのCDRを含み、1つ
、2つ、3つ、4つ、5つ、または6つのCDRは、これらのCDRに関して1つ、2つ、および/また
は3つのアミノ酸変化を有しうる。いくつかの態様において、可変領域外の抗体配列の一
部または全部がヒト化されている。タンパク質は1つまたは複数のポリペプチドを含みう
る。いくつかの局面において、タンパク質は、重鎖ポリペプチドに類似した1つもしくは2
つのポリペプチドおよび/または軽鎖ポリペプチドに類似した1つもしくは2つのポリペプ
チドを含みうる。さらなる態様において、ポリペプチドは、mAb 5A10の1つ、2つ、3つ、4
つ、5つ、または6つのCDRと少なくとも70%の配列同一性または相同性を有する限り、一本
鎖抗体または本明細書において論じられる他の抗体であってよい。
【００３４】
　ある局面において、ポリペプチドは、MAb 2F2可変(VDJ)重鎖アミノ酸配列

に対応するアミノ酸配列の全部または一部を含む。CDRは太下線で示されている。アミノ
末端からカルボキシ末端へ、CDRはCDR1、CDR2、およびCDR3である。ある局面において、
ポリペプチドは、MAb 2F2の可変重鎖由来の1つ、2つ、および/または3つのCDR、例えば、
SEQ ID NO:96、SEQ ID NO:97、および/またはSEQ ID NO:98を含むことができる。さらな
る態様において、ポリペプチドは、これらの1つ、2つ、または3つのCDRに関して1つ、2つ
、および/または3つのアミノ酸変化(1つもしくは2つのアミノ酸の付加、1つもしくは2つ
のアミノ酸の欠失、または置換)を有するCDRを有しうる。さらなる態様において、抗体は
、代替的にまたはさらに、CDR外の領域および/または可変領域においてヒト化されてもよ
い。いくつかの局面において、ポリペプチドは、さらにまたは代替的に、CDR配列ではな
い可変領域、すなわち、可変領域フレームワークのアミノ酸配列と少なくとも60、65、70
、75、80、85、90、95、96、97、98、99、または100%同一または相同であるアミノ酸配列
を含む。
【００３５】
　ある局面において、ポリペプチドは、MAb 2F2可変(VJ)軽鎖アミノ酸配列
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に対応するアミノ酸配列の全部または一部を含む。CDRは太下線で示されている。アミノ
末端からカルボキシ末端へ、CDRはCDR1、CDR2、およびCDR3である。ある局面において、
ポリペプチドは、MAb 2F2の可変軽鎖由来の1つ、2つ、および/または3つのCDR、例えば、
SEQ ID NO:101、SEQ ID NO:102、および/またはSEQ ID NO:103を含むことができる。さら
なる態様において、ポリペプチドは、これらの1つ、2つまたは3つのCDRに関して1つ、2つ
、および/または3つのアミノ酸変化(1つもしくは2つのアミノ酸の付加、1つもしくは2つ
のアミノ酸の欠失、または置換)を有するCDRを有しうる。さらなる態様において、抗体は
、代替的にまたはさらに、CDR外の領域および/または可変領域においてヒト化されてもよ
い。いくつかの局面において、ポリペプチドは、さらにまたは代替的に、CDR配列ではな
い可変領域、すなわち、可変領域フレームワークのアミノ酸配列と少なくとも60、65、70
、75、80、85、90、95、96、97、98、99、または100%同一または相同であるアミノ酸配列
を含む。
【００３６】
　他の態様において、ポリペプチドまたはタンパク質は、mAb 2F2の軽可変領域および重
可変領域の一方または両方由来の1つ、2つ、3つ、4つ、5つ、または6つのCDRを含み、1つ
、2つ、3つ、4つ、5つ、または6つのCDRは、これらのCDRに関して1つ、2つ、および/また
は3つのアミノ酸変化を有しうる。いくつかの態様において、可変領域外の抗体配列の一
部または全部がヒト化されている。タンパク質は1つまたは複数のポリペプチドを含みう
る。いくつかの局面において、タンパク質は、重鎖ポリペプチドに類似した1つもしくは2
つのポリペプチドおよび/または軽鎖ポリペプチドに類似した1つもしくは2つのポリペプ
チドを含みうる。さらなる態様において、ポリペプチドは、mAb 2F2の1つ、2つ、3つ、4
つ、5つ、または6つのCDRと少なくとも70%の配列同一性または相同性を有する限り、一本
鎖抗体または本明細書において論じられる他の抗体であってよい。
【００３７】
　ある局面において、ポリペプチドは、MAb 4C5可変(VJ)軽鎖アミノ酸配列

に対応するアミノ酸配列の全部または一部を含む。CDRは太下線で示されている。アミノ
末端からカルボキシ末端へ、CDRはCDR1、CDR2、およびCDR3である。ある局面において、
ポリペプチドは、MAb 4C5の可変軽鎖由来の1つ、2つ、および/または3つのCDR、例えば、
SEQ ID NO:136、SEQ ID NO:137、および/またはSEQ ID NO:138を含むことができる。さら
なる態様において、ポリペプチドは、これらの1つ、2つ、または3つのCDRに関して1つ、2
つ、および/または3つのアミノ酸変化(1つもしくは2つのアミノ酸の付加、1つもしくは2
つのアミノ酸の欠失、または置換)を有するCDRを有しうる。さらなる態様において、抗体
は、代替的にまたはさらに、CDR外の領域および/または可変領域においてヒト化されても
よい。いくつかの局面において、ポリペプチドは、さらにまたは代替的に、CDR配列では
ない可変領域、すなわち、可変領域フレームワークのアミノ酸配列と少なくとも60、65、
70、75、80、85、90、95、96、97、98、99、または100%同一または相同であるアミノ酸配
列を含む。
【００３８】
　他の態様において、ポリペプチドまたはタンパク質は、mAb 4C5の軽可変領域および重
可変領域の一方または両方由来の1つ、2つ、3つ、4つ、5つ、または6つのCDRを含み、1つ
、2つ、3つ、4つ、5つ、または6つのCDRは、これらのCDRに関して1つ、2つ、および/また
は3つのアミノ酸変化を有しうる。いくつかの態様において、可変領域外の抗体配列の一
部または全部がヒト化されている。タンパク質は1つまたは複数のポリペプチドを含みう
る。いくつかの局面において、タンパク質は、重鎖ポリペプチドに類似した1つもしくは2
つのポリペプチドおよび/または軽鎖ポリペプチドに類似した1つもしくは2つのポリペプ
チドを含みうる。さらなる態様において、ポリペプチドは、mAb 4C5の1つ、2つ、3つ、4
つ、5つ、または6つのCDRと少なくとも70%の配列同一性または相同性を有する限り、一本
鎖抗体または本明細書において論じられる他の抗体であってよい。
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【００３９】
　ある局面において、ポリペプチドは、MAb 4D5可変(VJ)軽鎖アミノ酸配列

に対応するアミノ酸配列の全部または一部を含む。CDRは太下線で示されている。アミノ
末端からカルボキシ末端へ、CDRはCDR1、CDR2、およびCDR3である。ある局面において、
ポリペプチドは、MAb 4D8の可変軽鎖由来の1つ、2つ、および/または3つのCDR、例えば、
SEQ ID NO:141、SEQ ID NO:142、および/またはSEQ ID NO:143を含むことができる。さら
なる態様において、ポリペプチドは、これらの1つ、2つまたは3つのCDRに関して1つ、2つ
、および/または3つのアミノ酸変化(1つもしくは2つのアミノ酸の付加、1つもしくは2つ
のアミノ酸の欠失、または置換)を有するCDRを有しうる。さらなる態様において、抗体は
、代替的にまたはさらに、CDR外の領域および/または可変領域においてヒト化されてもよ
い。いくつかの局面において、ポリペプチドは、さらにまたは代替的に、CDR配列ではな
い可変領域、すなわち、可変領域フレームワークのアミノ酸配列と少なくとも60、65、70
、75、80、85、90、95、96、97、98、99、または100%同一または相同であるアミノ酸配列
を含む。
【００４０】
　ある局面において、ポリペプチドは、MAb 5A11可変(VDJ)重鎖アミノ酸配列

に対応するアミノ酸配列の全部または一部を含む。CDRは太下線で示されている。アミノ
末端からカルボキシ末端へ、CDRはCDR1、CDR2、およびCDR3である。ある局面において、
ポリペプチドは、MAb 5A11の可変重鎖由来の1つ、2つ、および/または3つのCDR、例えば
、SEQ ID NO:91、SEQ ID NO:92、および/またはSEQ ID NO:93を含むことができる。さら
なる態様において、ポリペプチドは、これらの1つ、2つまたは3つのCDRに関して1つ、2つ
、および/または3つのアミノ酸変化(1つもしくは2つのアミノ酸の付加、1つもしくは2つ
のアミノ酸の欠失、または置換)を有するCDRを有しうる。さらなる態様において、抗体は
、代替的にまたはさらに、CDR外の領域および/または可変領域においてヒト化されてもよ
い。いくつかの局面において、ポリペプチドは、さらにまたは代替的に、CDR配列ではな
い可変領域、すなわち、可変領域フレームワークのアミノ酸配列と少なくとも60、65、70
、75、80、85、90、95、96、97、98、99、または100%同一または相同であるアミノ酸配列
を含む。
【００４１】
　ある局面において、ポリペプチドは、MAb 6B2可変(VJ)軽鎖アミノ酸配列

に対応するアミノ酸配列の全部または一部を含む。CDRは太下線で示されている。アミノ
末端からカルボキシ末端へ、CDRはCDR1、CDR2、およびCDR3である。ある局面において、
ポリペプチドは、MAb 6B2の可変軽鎖由来の1つ、2つ、および/または3つのCDR、例えば、
SEQ ID NO:121、SEQ ID NO:122、および/またはSEQ ID NO:123を含むことができる。さら
なる態様において、ポリペプチドは、これらの1つ、2つ、または3つのCDRに関して1つ、2
つ、および/または3つのアミノ酸変化(1つもしくは2つのアミノ酸の付加、1つもしくは2
つのアミノ酸の欠失、または置換)を有するCDRを有しうる。さらなる態様において、抗体
は、代替的にまたはさらに、CDR外の領域および/または可変領域においてヒト化されても
よい。いくつかの局面において、ポリペプチドは、さらにまたは代替的に、CDR配列では
ない可変領域、すなわち、可変領域フレームワークのアミノ酸配列と少なくとも60、65、
70、75、80、85、90、95、96、97、98、99、または100%同一または相同であるアミノ酸配
列を含む。
【００４２】
　ある局面において、ポリペプチドは、MAb 8E2可変(VDJ)重鎖アミノ酸配列
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に対応するアミノ酸配列の全部または一部を含む。CDRは太下線で示されている。アミノ
末端からカルボキシ末端へ、CDRはCDR1、CDR2、およびCDR3である。ある局面において、
ポリペプチドは、MAb 8E2の可変重鎖由来の1つ、2つ、および/または3つのCDR、例えば、
SEQ ID NO:21、SEQ ID NO:22、および/またはSEQ ID NO:23を含むことができる。さらな
る態様において、ポリペプチドは、これらの1つ、2つ、または3つのCDRに関して1つ、2つ
、および/または3つのアミノ酸変化(1つもしくは2つのアミノ酸の付加、1つもしくは2つ
のアミノ酸の欠失、または置換)を有するCDRを有しうる。さらなる態様において、抗体は
、代替的にまたはさらに、CDR外の領域および/または可変領域においてヒト化されてもよ
い。いくつかの局面において、ポリペプチドは、さらにまたは代替的に、CDR配列ではな
い可変領域、すなわち、可変領域フレームワークのアミノ酸配列と少なくとも60、65、70
、75、80、85、90、95、96、97、98、99、または100%同一または相同であるアミノ酸配列
を含む。
【００４３】
　ある局面において、ポリペプチドは、MAb 8E2可変(VJ)軽鎖アミノ酸配列

に対応するアミノ酸配列の全部または一部を含む。CDRは太下線で示されている。アミノ
末端からカルボキシ末端へ、CDRはCDR1、CDR2、およびCDR3である。ある局面において、
ポリペプチドは、MAb 8E2の可変軽鎖由来の1つ、2つ、および/または3つのCDR、例えば、
SEQ ID NO:26、SEQ ID NO:27、および/またはSEQ ID NO:28を含むことができる。さらな
る態様において、ポリペプチドは、これらの1つ、2つまたは3つのCDRに関して1つ、2つ、
および/または3つのアミノ酸変化(1つもしくは2つのアミノ酸の付加、1つもしくは2つの
アミノ酸の欠失、または置換)を有するCDRを有しうる。さらなる態様において、抗体は、
代替的にまたはさらに、CDR外の領域および/または可変領域においてヒト化されてもよい
。いくつかの局面において、ポリペプチドは、さらにまたは代替的に、CDR配列ではない
可変領域、すなわち、可変領域フレームワークのアミノ酸配列と少なくとも60、65、70、
75、80、85、90、95、96、97、98、99、または100%同一または相同であるアミノ酸配列を
含む。
【００４４】
　他の態様において、ポリペプチドまたはタンパク質は、mAb 8E2の軽可変領域および重
可変領域の一方または両方由来の1つ、2つ、3つ、4つ、5つ、または6つのCDRを含み、1つ
、2つ、3つ、4つ、5つ、または6つのCDRは、これらのCDRに関して1つ、2つ、および/また
は3つのアミノ酸変化を有しうる。いくつかの態様において、可変領域外の抗体配列の一
部または全部がヒト化されている。タンパク質は1つまたは複数のポリペプチドを含みう
る。いくつかの局面において、タンパク質は、重鎖ポリペプチドに類似した1つもしくは2
つのポリペプチドおよび/または軽鎖ポリペプチドに類似した1つもしくは2つのポリペプ
チドを含みうる。さらなる態様において、ポリペプチドは、mAb 8E2の1つ、2つ、3つ、4
つ、5つ、または6つのCDRと少なくとも70%の配列同一性または相同性を有する限り、一本
鎖抗体または本明細書において論じられる他の抗体であってよい。
【００４５】
　ある局面において、ポリペプチドは、MAb 3A6可変(VDJ)重鎖アミノ酸配列

に対応するアミノ酸配列の全部または一部を含む。CDRは太下線で示されている。アミノ
末端からカルボキシ末端へ、CDRはCDR1、CDR2、およびCDR3である。ある局面において、
ポリペプチドは、MAb 3A6の可変重鎖由来の1つ、2つ、および/または3つのCDR、例えば、
SEQ ID NO:31、SEQ ID NO:32、および/またはSEQ ID NO:33を含むことができる。さらな
る態様において、ポリペプチドは、これらの1つ、2つ、または3つのCDRに関して1つ、2つ
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、および/または3つのアミノ酸変化(1つもしくは2つのアミノ酸の付加、1つもしくは2つ
のアミノ酸の欠失、または置換)を有するCDRを有しうる。さらなる態様において、抗体は
、代替的にまたはさらに、CDR外の領域および/または可変領域においてヒト化されてもよ
い。いくつかの局面において、ポリペプチドは、さらにまたは代替的に、CDR配列ではな
い可変領域、すなわち、可変領域フレームワークのアミノ酸配列と少なくとも60、65、70
、75、80、85、90、95、96、97、98、99、または100%同一または相同であるアミノ酸配列
を含む。
【００４６】
　ある局面において、ポリペプチドは、MAb 3A6可変(VJ)軽鎖アミノ酸配列

に対応するアミノ酸配列の全部または一部を含む。CDRは太下線で示されている。アミノ
末端からカルボキシ末端へ、CDRはCDR1、CDR2、およびCDR3である。ある局面において、
ポリペプチドは、MAb 3A6の可変軽鎖由来の1つ、2つ、および/または3つのCDR、例えば、
SEQ ID NO:36、SEQ ID NO:37、および/またはSEQ ID NO:38を含むことができる。さらな
る態様において、ポリペプチドは、これらの1つ、2つ、または3つのCDRに関して1つ、2つ
、および/または3つのアミノ酸変化(1つもしくは2つのアミノ酸の付加、1つもしくは2つ
のアミノ酸の欠失、または置換)を有するCDRを有しうる。さらなる態様において、抗体は
、代替的にまたはさらに、CDR外の領域および/または可変領域においてヒト化されてもよ
い。いくつかの局面において、ポリペプチドは、さらにまたは代替的に、CDR配列ではな
い可変領域、すなわち、可変領域フレームワークのアミノ酸配列と少なくとも60、65、70
、75、80、85、90、95、96、97、98、99、または100%同一または相同であるアミノ酸配列
を含む。
【００４７】
　他の態様において、ポリペプチドまたはタンパク質は、mAb 3A6の軽可変領域および重
可変領域の一方または両方由来の1つ、2つ、3つ、4つ、5つ、または6つのCDRを含み、1つ
、2つ、3つ、4つ、5つ、または6つのCDRは、これらのCDRに関して1つ、2つ、および/また
は3つのアミノ酸変化を有しうる。いくつかの態様において、可変領域外の抗体配列の一
部または全部がヒト化されている。タンパク質は1つまたは複数のポリペプチドを含みう
る。いくつかの局面において、タンパク質は、重鎖ポリペプチドに類似した1つもしくは2
つのポリペプチドおよび/または軽鎖ポリペプチドに類似した1つもしくは2つのポリペプ
チドを含みうる。さらなる態様において、ポリペプチドは、mAb 3A6の1つ、2つ、3つ、4
つ、5つ、または6つのCDRと少なくとも70%の配列同一性または相同性を有する限り、一本
鎖抗体または本明細書において論じられる他の抗体であってよい。
【００４８】
　ある局面において、ポリペプチドは、MAb 6D11可変(VDJ)重鎖アミノ酸配列

に対応するアミノ酸配列の全部または一部を含む。CDRは太下線で示されている。アミノ
末端からカルボキシ末端へ、CDRはCDR1、CDR2、およびCDR3である。ある局面において、
ポリペプチドは、MAb 6D11の可変重鎖由来の1つ、2つ、および/または3つのCDR、例えば
、SEQ ID NO:71、SEQ ID NO:72、および/またはSEQ ID NO:73を含むことができる。さら
なる態様において、ポリペプチドは、これらの1つ、2つまたは3つのCDRに関して1つ、2つ
、および/または3つのアミノ酸変化(1つもしくは2つのアミノ酸の付加、1つもしくは2つ
のアミノ酸の欠失、または置換)を有するCDRを有しうる。さらなる態様において、抗体は
、代替的にまたはさらに、CDR外の領域および/または可変領域においてヒト化されてもよ
い。いくつかの局面において、ポリペプチドは、さらにまたは代替的に、CDR配列ではな
い可変領域、すなわち、可変領域フレームワークのアミノ酸配列と少なくとも60、65、70
、75、80、85、90、95、96、97、98、99、または100%同一または相同であるアミノ酸配列
を含む。
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【００４９】
　ある局面において、ポリペプチドは、MAb 6D11可変(VJ)軽鎖アミノ酸配列

に対応するアミノ酸配列の全部または一部を含む。CDRは太下線で示されている。アミノ
末端からカルボキシ末端へ、CDRはCDR1、CDR2、およびCDR3である。ある局面において、
ポリペプチドは、MAb 6D11の可変軽鎖由来の1つ、2つ、および/または3つのCDR、例えば
、SEQ ID NO:76、SEQ ID NO:77、および/またはSEQ ID NO:78を含むことができる。さら
なる態様において、ポリペプチドは、これらの1つ、2つまたは3つのCDRに関して1つ、2つ
、および/または3つのアミノ酸変化(1つもしくは2つのアミノ酸の付加、1つもしくは2つ
のアミノ酸の欠失、または置換)を有するCDRを有しうる。さらなる態様において、抗体は
、代替的にまたはさらに、CDR外の領域および/または可変領域においてヒト化されてもよ
い。いくつかの局面において、ポリペプチドは、さらにまたは代替的に、CDR配列ではな
い可変領域、すなわち、可変領域フレームワークのアミノ酸配列と少なくとも60、65、70
、75、80、85、90、95、96、97、98、99、または100%同一または相同であるアミノ酸配列
を含む。
【００５０】
　他の態様において、ポリペプチドまたはタンパク質は、mAb 6D11の軽可変領域および重
可変領域の一方または両方由来の1つ、2つ、3つ、4つ、5つ、または6つのCDRを含み、1つ
、2つ、3つ、4つ、5つ、または6つのCDRは、これらのCDRに関して1つ、2つ、および/また
は3つのアミノ酸変化を有しうる。いくつかの態様において、可変領域外の抗体配列の一
部または全部がヒト化されている。タンパク質は1つまたは複数のポリペプチドを含みう
る。いくつかの局面において、タンパク質は、重鎖ポリペプチドに類似した1つもしくは2
つのポリペプチドおよび/または軽鎖ポリペプチドに類似した1つもしくは2つのポリペプ
チドを含みうる。さらなる態様において、ポリペプチドは、mAb 6D11の1つ、2つ、3つ、4
つ、5つ、または6つのCDRと少なくとも70%の配列同一性または相同性を有する限り、一本
鎖抗体または本明細書において論じられる他の抗体であってよい。
【００５１】
　ある局面において、ポリペプチドは、MAb 8D4可変(VDJ)重鎖アミノ酸配列

に対応するアミノ酸配列の全部または一部を含む。CDRは太下線で示されている。アミノ
末端からカルボキシ末端へ、CDRはCDR1、CDR2、およびCDR3である。ある局面において、
ポリペプチドは、MAb 8D4の可変重鎖由来の1つ、2つ、および/または3つのCDR、例えば、
SEQ ID NO:111、SEQ ID NO:112、および/またはSEQ ID NO:113を含むことができる。さら
なる態様において、ポリペプチドは、これらの1つ、2つまたは3つのCDRに関して1つ、2つ
、および/または3つのアミノ酸変化(1つもしくは2つのアミノ酸の付加、1つもしくは2つ
のアミノ酸の欠失、または置換)を有するCDRを有しうる。さらなる態様において、抗体は
、代替的にまたはさらに、CDR外の領域および/または可変領域においてヒト化されてもよ
い。いくつかの局面において、ポリペプチドは、さらにまたは代替的に、CDR配列ではな
い可変領域、すなわち、可変領域フレームワークのアミノ酸配列と少なくとも60、65、70
、75、80、85、90、95、96、97、98、99、または100%同一または相同であるアミノ酸配列
を含む。
【００５２】
　ある局面において、ポリペプチドは、MAb 1F10可変(VDJ)重鎖アミノ酸配列

に対応するアミノ酸配列の全部または一部を含む。CDRは太下線で示されている。アミノ
末端からカルボキシ末端へ、CDRはCDR1、CDR2、およびCDR3である。ある局面において、
ポリペプチドは、MAb 1F10の可変重鎖由来の1つ、2つ、および/または3つのCDR、例えば
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、SEQ ID NO:61、SEQ ID NO:62、および/またはSEQ ID NO:63を含むことができる。さら
なる態様において、ポリペプチドは、これらの1つ、2つ、または3つのCDRに関して1つ、2
つ、および/または3つのアミノ酸変化(1つもしくは2つのアミノ酸の付加、1つもしくは2
つのアミノ酸の欠失、または置換)を有するCDRを有しうる。さらなる態様において、抗体
は、代替的にまたはさらに、CDR外の領域および/または可変領域においてヒト化されても
よい。いくつかの局面において、ポリペプチドは、さらにまたは代替的に、CDR配列では
ない可変領域、すなわち、可変領域フレームワークのアミノ酸配列と少なくとも60、65、
70、75、80、85、90、95、96、97、98、99、または100%同一または相同であるアミノ酸配
列を含む。
【００５３】
　ある局面において、ポリペプチドは、MAb 1F10可変(VJ)軽鎖アミノ酸配列に対応するア
ミノ酸配列の全部または一部を含む。CDRは太下線で示されている。

アミノ末端からカルボキシ末端へ、CDRはCDR1、CDR2、およびCDR3である。ある局面にお
いて、ポリペプチドは、MAb 1F10の可変軽鎖由来の1つ、2つ、および/または3つのCDR、
例えば、SEQ ID NO:66、SEQ ID NO:67、および/またはSEQ ID NO:68を含むことができる
。さらなる態様において、ポリペプチドは、これらの1つ、2つ、または3つのCDRに関して
1つ、2つ、および/または3つのアミノ酸変化(1つもしくは2つのアミノ酸の付加、1つもし
くは2つのアミノ酸の欠失、または置換)を有するCDRを有しうる。さらなる態様において
、抗体は、代替的にまたはさらに、CDR外の領域および/または可変領域においてヒト化さ
れてもよい。いくつかの局面において、ポリペプチドは、さらにまたは代替的に、CDR配
列ではない可変領域、すなわち、可変領域フレームワークのアミノ酸配列と少なくとも60
、65、70、75、80、85、90、95、96、97、98、99、または100%同一または相同であるアミ
ノ酸配列を含む。
【００５４】
　他の態様において、ポリペプチドまたはタンパク質は、mAb 1F10の軽可変領域および重
可変領域の一方または両方由来の1つ、2つ、3つ、4つ、5つ、または6つのCDRを含み、1つ
、2つ、3つ、4つ、5つ、または6つのCDRは、これらのCDRに関して1つ、2つ、および/また
は3つのアミノ酸変化を有しうる。いくつかの態様において、可変領域外の抗体配列の一
部または全部がヒト化されている。タンパク質は1つまたは複数のポリペプチドを含みう
る。いくつかの局面において、タンパク質は、重鎖ポリペプチドに類似した1つもしくは2
つのポリペプチドおよび/または軽鎖ポリペプチドに類似した1つもしくは2つのポリペプ
チドを含みうる。さらなる態様において、ポリペプチドは、mAb 1F10の1つ、2つ、3つ、4
つ、5つ、または6つのCDRと少なくとも70%の配列同一性または相同性を有する限り、一本
鎖抗体または本明細書において論じられる他の抗体であってよい。
【００５５】
　ある局面において、ポリペプチドは、MAb 4C1可変(VJ)軽鎖アミノ酸配列に対応するア
ミノ酸配列の全部または一部を含む。CDRは太下線で示されている。

アミノ末端からカルボキシ末端へ、CDRはCDR1、CDR2、およびCDR3である。ある局面にお
いて、ポリペプチドは、MAb 4C1の可変軽鎖由来の1つ、2つ、および/または3つのCDR、例
えば、SEQ ID NO:106、SEQ ID NO:107、および/またはSEQ ID NO:108を含むことができる
。さらなる態様において、ポリペプチドは、これらの1つ、2つまたは3つのCDRに関して1
つ、2つ、および/または3つのアミノ酸変化(1つもしくは2つのアミノ酸の付加、1つもし
くは2つのアミノ酸の欠失、または置換)を有するCDRを有しうる。さらなる態様において
、抗体は、代替的にまたはさらに、CDR外の領域および/または可変領域においてヒト化さ
れてもよい。いくつかの局面において、ポリペプチドは、さらにまたは代替的に、CDR配
列ではない可変領域、すなわち、可変領域フレームワークのアミノ酸配列と少なくとも60
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、65、70、75、80、85、90、95、96、97、98、99、または100%同一または相同であるアミ
ノ酸配列を含む。
【００５６】
　ある局面において、ポリペプチドは、MAb 2B8可変(VJ)軽鎖アミノ酸配列

に対応するアミノ酸配列の全部または一部を含む。CDRは太下線で示されている。アミノ
末端からカルボキシ末端へ、CDRはCDR1、CDR2、およびCDR3である。ある局面において、
ポリペプチドは、MAb 2B8の可変軽鎖由来の1つ、2つ、および/または3つのCDR、例えば、
SEQ ID NO:126、SEQ ID NO:127、および/またはSEQ ID NO:128を含むことができる。さら
なる態様において、ポリペプチドは、これらの1つ、2つ、または3つのCDRに関して1つ、2
つ、および/または3つのアミノ酸変化(1つもしくは2つのアミノ酸の付加、1つもしくは2
つのアミノ酸の欠失、または置換)を有するCDRを有しうる。さらなる態様において、抗体
は、代替的にまたはさらに、CDR外の領域および/または可変領域においてヒト化されても
よい。いくつかの局面において、ポリペプチドは、さらにまたは代替的に、CDR配列では
ない可変領域、すなわち、可変領域フレームワークのアミノ酸配列と少なくとも60、65、
70、75、80、85、90、95、96、97、98、99、または100%同一または相同であるアミノ酸配
列を含む。
【００５７】
　ある局面において、ポリペプチドは、MAb 2C3可変(VDJ)重鎖アミノ酸配列

に対応するアミノ酸配列の全部または一部を含む。CDRは太下線で示されている。アミノ
末端からカルボキシ末端へ、CDRはCDR1、CDR2、およびCDR3である。ある局面において、
ポリペプチドは、MAb 2C3の可変重鎖由来の1つ、2つ、および/または3つのCDR、例えば、
SEQ ID NO:131、SEQ ID NO:132、および/またはSEQ ID NO:133を含むことができる。さら
なる態様において、ポリペプチドは、これらの1つ、2つまたは3つのCDRに関して1つ、2つ
、および/または3つのアミノ酸変化(1つもしくは2つのアミノ酸の付加、1つもしくは2つ
のアミノ酸の欠失、または置換)を有するCDRを有しうる。さらなる態様において、抗体は
、代替的にまたはさらに、CDR外の領域および/または可変領域においてヒト化されてもよ
い。いくつかの局面において、ポリペプチドは、さらにまたは代替的に、CDR配列ではな
い可変領域、すなわち、可変領域フレームワークのアミノ酸配列と少なくとも60、65、70
、75、80、85、90、95、96、97、98、99、または100%同一または相同であるアミノ酸配列
を含む。
【００５８】
　ある局面において、ポリペプチドは、MAb 7E2可変(VDJ)重鎖アミノ酸配列

に対応するアミノ酸配列の全部または一部を含む。CDRは太下線で示されている。CDRは、
抗体が抗原の形状を補完する抗体内の領域である。したがって、CDRは、特異的抗原に対
するタンパク質の親和性および特異性を決定する。アミノ末端からカルボキシ末端へ、CD
RはCDR1、CDR2、およびCDR3である。ある局面において、ポリペプチドは、MAb 7E2の可変
重鎖由来の1つ、2つ、および/または3つのCDR、例えば、SEQ ID NO:41、SEQ ID NO:42、
および/またはSEQ ID NO:43を含むことができる。さらなる態様において、ポリペプチド
は、これらの1つ、2つ、または3つのCDRに関して1つ、2つ、および/または3つのアミノ酸
変化(1つもしくは2つのアミノ酸の付加、1つもしくは2つのアミノ酸の欠失、または置換)
を有するCDRを有しうる。さらなる態様において、抗体は、代替的にまたはさらに、CDR外
の領域および/または可変領域においてヒト化されてもよい。いくつかの局面において、
ポリペプチドは、さらにまたは代替的に、CDR配列ではない可変領域、すなわち、可変領
域フレームワークのアミノ酸配列と少なくとも60、65、70、75、80、85、90、95、96、97
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、98、99、または100%同一または相同であるアミノ酸配列を含む。
【００５９】
　ある局面において、ポリペプチドは、MAb 7E2可変(VJ)軽鎖アミノ酸配列

に対応するアミノ酸配列の全部または一部を含む。CDRは太下線で示されている。アミノ
末端からカルボキシ末端へ、CDRはCDR1、CDR2、およびCDR3である。ある局面において、
ポリペプチドは、MAb 7E2の可変軽鎖由来の1つ、2つ、および/または3つのCDR、例えば、
SEQ ID NO:46、SEQ ID NO:47、および/またはSEQ ID NO:48を含むことができる。さらな
る態様において、ポリペプチドは、これらの1つ、2つ、または3つのCDRに関して1つ、2つ
、および/または3つのアミノ酸変化(1つもしくは2つのアミノ酸の付加、1つもしくは2つ
のアミノ酸の欠失、または置換)を有するCDRを有しうる。さらなる態様において、抗体は
、代替的にまたはさらに、CDR外の領域および/または可変領域においてヒト化されてもよ
い。いくつかの局面において、ポリペプチドは、さらにまたは代替的に、CDR配列ではな
い可変領域、すなわち、可変領域フレームワークのアミノ酸配列と少なくとも60、65、70
、75、80、85、90、95、96、97、98、99、または100%同一または相同であるアミノ酸配列
を含む。
【００６０】
　他の態様において、ポリペプチドまたはタンパク質は、mAb 7E2の軽可変領域および重
可変領域の一方または両方由来の1つ、2つ、3つ、4つ、5つ、または6つのCDRを含み、1つ
、2つ、3つ、4つ、5つ、または6つのCDRは、これらのCDRに関して1つ、2つ、および/また
は3つのアミノ酸変化を有しうる。いくつかの態様において、可変領域外の抗体配列の一
部または全部がヒト化されている。タンパク質は1つまたは複数のポリペプチドを含みう
る。いくつかの局面において、タンパク質は、重鎖ポリペプチドに類似した1つもしくは2
つのポリペプチドおよび/または軽鎖ポリペプチドに類似した1つもしくは2つのポリペプ
チドを含みうる。さらなる態様において、ポリペプチドは、mAb 7E2の1つ、2つ、3つ、4
つ、5つ、または6つのCDRと少なくとも70%の配列同一性または相同性を有する限り、一本
鎖抗体または本明細書において論じられる他の抗体であってよい。
【００６１】
　なおいっそうさらなる局面において、態様のポリペプチドは、本明細書において開示さ
れるアミノ酸配列のいずれかの1つまたは複数のアミノ酸セグメントを含む。例えば、ポ
リペプチドは、本明細書において開示されるアミノ酸配列のいずれかと少なくとも80、85
、90、95、96、97、98、99、または100%同一である、長さが約、少なくとも、または多く
ても5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、2
5～25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、4
4、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、6
4、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、8
4、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、10
3、104、105、106、107、108、109、110、111、112、113、114、115、116、117、118、11
9、120、121、122、123、124、125、126、127、128、129、130、131、132、133、134、13
5、136、 137、138、139、140、141、142、143、144、145、146、147、148、149、150、1
51、152、153、154、155、156、157、158、159、160、161、162、163、164、165、166、1
67、168、169、170、171、172、173、174、175、176、177、178、179、180、181、182、1
83、184、185、186、187、188、189、190、191、192、193、194、195、196、197、198、1
99、または200個のアミノ酸を、その間の全ての値および範囲を含めて、含む1、2、3、4
、5、6、7、8、9、10個、またはそれ以上のアミノ酸セグメントを含むことができる。あ
る局面において、アミノ酸セグメントは、表5において提供されているSpA結合抗体のアミ
ノ酸配列の1つから選択される。
【００６２】
　なおいっそうさらなる局面において、態様のポリペプチドは、本明細書において開示さ
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れるアミノ酸配列のいずれかのアミノ酸セグメントであって、本明細書において提供され
るいずれかの配列におけるアミノ酸位置番号1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、1
3、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25～25、26、27、28、29、30、31、3
2、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、5
2、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、7
2、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、9
2、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、109
、110、111、112、113、114、115、116、117、118、119、120、121、122、123、124、125
、126、127、128、129、130、131、132、133、134、135、136、137、138、139、140、141
、142、143、144、145、146、147、148、149、150、151、152、153、154、155、156、157
、158、159、160、161、162、163、164、165、166、167、168、169、170、171、172、173
、174、175、176、177、178、179、180、181、182、183、184、185、186、187、188、189
、190、191、192、193、194、195、196、197、198、199または200で始まり、かつその同
じ提供される配列におけるアミノ酸位置番号4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15
、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25～25、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、101、102、103、104、105、106、107、108、109、110、111
、112、113、114、115、116、117、118、119、120、121、122、123、124、125、126、127
、128、129、130、131、132、133、134、135、136、137、138、139、140、141、142、143
、144、145、146、147、148、149、150、151、152、153、154、155、156、157、158、159
、160、161、162、163、164、165、166、167、168、169、170、171、172、173、174、175
、176、177、178、179、180、181、182、183、184、185、186、187、188、189、190、191
、192、193、194、195、196、197、198、199または200で終わる、アミノ酸セグメントを
含む。ある局面において、アミノ酸セグメント、またはその部分は、表5において提供さ
れているSpA結合抗体のアミノ酸配列の1つから選択される。
【００６３】
　いっそうさらなる局面において、態様のポリペプチドは、(表5において提供されている
) SpA結合抗体のV、VJ、VDJ、D、DJ、JまたはCDRドメインと少なくとも80、85、90、95、
96、97、98、99、もしくは100% (またはその中における得られる任意の範囲)同一である
アミノ酸セグメントを含む。例えば、ポリペプチドは、表5において提供されているSpA結
合抗体のCDR 1、2、および/または3と少なくとも80、85、90、95、96、97、98、99、もし
くは100% (またはその中における得られる任意の範囲)同一である1つ、2つまたは3つのア
ミノ酸セグメントを含みうる。
【００６４】
　さらなる局面において、態様の核酸分子は、本明細書において開示される核酸配列のい
ずれかの1つまたは複数の核酸セグメントを含む。例えば、核酸分子は、本明細書におい
て開示される核酸配列のいずれかと少なくとも80、85、90、95、96、97、98、99、もしく
は100% (またはその中における得られる任意の範囲)同一である、長さが約、少なくとも
、または多くても5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、2
2、23、24、25～25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、4
1、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、6
1、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、8
1、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、
101、102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、112、113、114、115、116、
117、118、119、120、121、122、123、124、125、126、127、128、129、130、131、132、
133、134、135、136、137、138、139、140、141、142、143、144、145、146、147、148、
149、150、151、152、153、154、155、156、157、158、159、160、161、162、163、164、
165、166、167、168、169、170、171、172、173、174、175、176、177、178、179、180、
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181、182、183、184、185、186、187、188、189、190、191、192、193、194、195、196、
197、198、199、200、201、202、203、204、205、206、207、208、209、210、211、212、
213、214、215、216、217、218、219、220、221、222、223、224、225、226、227、228、
229、230、231、232、233、234、235、236、237、238、239、240、241、242、243、244、
245、246、247、248、249、250、300、400、500、550、1000個、またはそれ以上のヌクレ
オチドを、その間の全ての値および範囲を含めて、含む1、2、3、4、5、6、7、8、9、10
個、またはそれ以上の核酸セグメントを含むことができる。ある局面において、核酸セグ
メントは、表5において提供されているSpA結合抗体の部分をコードする核酸配列の1つか
ら選択される。
【００６５】
　いっそうさらなる局面において、態様の核酸分子は、表5において提供されているSpA結
合抗体のV、VJ、VDJ、D、DJ、JまたはCDRドメインをコードする配列と少なくとも80、85
、90、95、96、97、98、99、もしくは100% (またはその中における得られる任意の範囲)
同一である核酸セグメントを含む。例えば、核酸分子は、表5において提供されているSpA
結合抗体のCDR 1、2、および/または3をコードする配列と少なくとも80、85、90、95、96
、97、98、99、もしくは100% (またはその中における得られる任意の範囲)同一である1つ
、2つまたは3つの核酸セグメントを含みうる。
【００６６】
　なおいっそうさらなる局面において、いくつかの態様では、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。ある態様において、ハイブリドーマ細胞株は、5A
10、8E2、3A6、7E2、3F6、1F10、6D11、3D11、5A11、1B10、4C1、2F2、8D4、7D11、2C3、
4C5、6B2、4D5、2B8、または1H7モノクローナル抗体を産生する株であり、それらの1つま
たは複数が寄託されうる。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。他の態様において、結合ポリペプチドが、少なくとも2つの異なる抗原
を結合できる、二重特異性抗体が企図される。
【００６７】
　ある局面は、ブドウ球菌プロテインA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を対象にする。
【００６８】
　さらなる局面において、方法は、ブドウ球菌の感染の前にブドウ球菌プロテインAポリ
ペプチドを結合させる抗体または結合ポリペプチドの有効量を、ブドウ球菌感染のリスク
のある患者に投与する段階を含む、ブドウ球菌感染のリスクのある対象の処置を対象にす
る。
【００６９】
　これらの態様で用いるために企図される抗体または結合ポリペプチドは、細菌負荷量を
減少できるもの、生存期間を延長できるもの、細菌性膿瘍を減少できるもの、防御免疫を
付与できるもの、抗生物質の日数を減少できるもの、敗血症もしくは腐敗症のリスクを減
少できるもの、ショックのリスクを減少できるもの、または他の何らかの防御効果を提供
できるものを含む。
【００７０】
　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を対象に
する。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% (またはその中における得られる任意の範囲)同一である配列、少なくとも80、8
5、90、95、96、97、98、99、もしくは100% (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、あるいは多くても80、85、90、95、96、97、98、99、もしくは100% (ま
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たはその中における得られる任意の範囲)同一である配列を有する。なおいっそうさらな
る局面において、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は、本明細
書において提供される配列のいずれかまたはそのような配列の組み合わせ由来の、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、もしくはそれ以上の連続アミノ酸を有する
か、少なくとも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、もしくはそれ以上の
連続アミノ酸を有するか、または多くても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、10
0個、もしくはそれ以上の連続アミノ酸を有する。
【００７１】
　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。
【００７２】
　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。
【００７３】
　ある局面は、SpAまたは非毒素産生性SpA変種を特異的に結合させる抗体の重鎖可変領域
および/または軽鎖可変領域をコードする核酸分子を対象にする。
【００７４】
　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を対象にする。
【００７５】
　「提供する」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。
【００７６】
　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SpA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のような、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。有効量の判定は十分に、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。
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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
に判定することができる。
【００７７】
　組成物は、SpAを結合させる抗体または細胞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、SpA抗体は、対象においてSpAを結合させる抗体の産生をもたらすSpA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。SpA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。SpA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、Emp、EsaB、EsaC、EsxA、EsxB、IsdA、IsdB、SdrC、SdrD、SdrE、ClfA、ClfB、Co
a、Hla (例えば、H35変異体)、IsdC、SasF、vWbp、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)、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AJ249
487)、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)、Har
A、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、WO2007/113223、WO2006/0
32472、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SpA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SpA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。
【００７８】
　SpA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、E
sxA、EsxB、IsdA、IsdB、SdrC、SdrD、SdrE、ClfA、ClfB、Coa、Hla (例えば、H35変異体
)、IsdC、SasF、vWbp、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)、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(US564
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8240)、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、WO2007/113223、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SpA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、SpA抗体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。
【００７９】
　本明細書において用いられる場合、「調節する」または「調節」という用語は、「阻害
する」という単語の意味を包含する。活性の「調節」は、活性の低下である。本明細書に
おいて用いられる場合、「調節因子」という用語は、タンパク質、核酸、遺伝子、生物な
どの増強、阻害、下方制御、または抑制を含む、ブドウ球菌の機能に効果を及ぼす化合物
をいう。
【００８０】
　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SpA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、SpA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。
【００８１】
　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。
【００８２】
　「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。
【００８３】
　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のような他の部分に、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。
【００８４】
　「SpA抗体」という用語は、ブドウ球菌由来のSpAタンパク質を結合させるポリペプチド
をいう。
【００８５】
　なおいっそうさらなる局面において、組成物は、二回以上対象に投与されてもよく、1



(23) JP 6317670 B2 2018.4.25

10

20

30

40

50

、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20回、またはそれ以上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。
【００８６】
　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、および他の家畜、すなわち、哺乳
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、例えば、乳
腺の感染、特に乳腺炎および他の感染を予防、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。
【００８７】
　なおいっそうさらなる態様には、(i) SpA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SpA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。
【００８８】
　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。
【００８９】
　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。
【００９０】
　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。
【００９１】
　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。
【００９２】
　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。
【００９３】
[本発明1001]
　非特異的Ig結合活性を欠くSpa変種のSpA IgG結合ドメインA、B、C、D、およびEの少な
くとも2つを特異的に結合できる精製されたSpA結合ポリペプチドの有効量を、ブドウ球菌
(Staphylococcus)感染を有する患者またはブドウ球菌感染のリスクのある患者に投与する
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段階を含む、ブドウ球菌感染を処置または予防する方法。
[本発明1002]
　前記精製されたSpA結合ポリペプチドが、少なくとも2つのおよび最大で5つまでのSpa I
gG結合ドメインAKKAA、BKKAA、CKKAA、DKKAA、およびEKKAAに結合する、本発明1001の方
法。
[本発明1003]
　前記精製されたSpa結合ポリペプチドが、少なくとも2つのおよび最大で5つまでのSpa I
gG結合ドメインAKKAA、BKKAA、CKKAA、DKKAA、およびEKKAAに対して0.5×109 M-1または0
.5×109 M-1超の結合定数を有する、本発明1002の方法。
[本発明1004]
　前記精製されたSpA結合ポリペプチドが、前記患者においてブドウ球菌負荷量を減少さ
せることができる、本発明1001～1003のいずれかの方法。
[本発明1005]
　前記抗体が、黄色ブドウ球菌(S. aureus)のオプソニン作用性の死滅を媒介することが
できる、本発明1001～1004のいずれかの方法。
[本発明1006]
　前記抗体が、野生型SpaとのヒトIgGの結合をかく乱させることができる、本発明1001～
1005のいずれかの方法。
[本発明1007]
　前記精製されたSpA結合ポリペプチドが、5A10、8E2、3A6、3F6、1F10、6D11、3D11、5A
11、1B10、4C1、2F2、4C5、4D5、6B2、8D4、2B8、2C3、または7E2モノクローナル抗体由
来のCDRアミノ酸配列と少なくとも40%同一である少なくとも1つのアミノ酸領域を含むヒ
ト化抗体である、本発明1001～1006のいずれかの方法。
[本発明1008]
　ブドウ球菌感染の処置が、前記患者において膿瘍形成を減少させることまたは細菌負荷
量を減少させることを含む、本発明1001～1007のいずれかの方法。
[本発明1009]
　前記非特異的Ig結合活性を欠くSpAポリペプチドがSpAKKAAである、本発明1001～1008の
いずれかの方法。
[本発明1010]
　前記精製されたSpa結合ポリペプチドが、5A10、8E2、3A6、3F6、1F10、6D11、3D11、5A
11、1B10、4C1、2F2、4C5、4D5、6B2、8D4、2B8、2C3、または7E2モノクローナル抗体と
のSpAKKAAポリペプチドの結合について競合する、本発明1001～1009のいずれかの方法。
[本発明1011]
　前記抗体が、ELISAによって測定した場合に約0.5～100×109 M-1、1.0～100×109 M-1

、または2.0～100×109 M-1の、前記SpAKKAAポリペプチドに対する結合定数を有する、本
発明1001～1010のいずれかの方法。
[本発明1012]
　二種またはそれ以上の精製されたSpa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、本発明1001～1011のいずれかの方法。
[本発明1013]
　前記精製されたSpa結合ポリペプチドが組換え体である、本発明1001～1012のいずれか
の方法。
[本発明1014]
　前記組換えポリペプチドが単一ドメイン抗体である、本発明1013の方法。
[本発明1015]
　前記精製されたSpa結合ポリペプチドがヒト化抗体である、本発明1014のいずれかの方
法。
[本発明1016]
　前記精製されたSpa結合ポリペプチドがヒト抗体である、本発明1001～1015のいずれか
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の方法。
[本発明1017]
　前記精製されたポリペプチドが、SpA結合抗体由来の1つまたは複数のCDRドメインを含
む組換えポリペプチドである、本発明1001～1016のいずれかの方法。
[本発明1018]
　前記組換えポリペプチドが、5A10、8E2、3A6、3F6、1F10、6D11、3D11、5A11、1B10、4
C1、2F2、4C5、4D5、6B2、8D4、2B8、2C3、または7E2モノクローナル抗体由来の1つまた
は複数のCDRドメインを含む、本発明1017の方法。
[本発明1019]
　前記組換えポリペプチドが、5A10、8E2、3A6、3F6、1F10、6D11、3D11、5A11、1B10、4
C1、2F2、4C5、4D5、6B2、8D4、2B8、2C3、または7E2モノクローナル抗体由来の2つまた
はそれ以上のCDRドメインを含む、本発明1018の方法。
[本発明1020]
　前記組換えポリペプチドが、5A10、8E2、3A6、3F6、1F10、6D11、3D11、5A11、1B10、4
C1、2F2、4C5、4D5、6B2、8D4、2B8、2C3、または7E2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つのCDRドメインを含む、本発明1018の方法。
[本発明1021]
　前記精製されたポリペプチドが、5A10、8E2、3A6、3F6、1F10、6D11、3D11、5A11、1B1
0、4C1、2F2、4C5、4D5、6B2、8D4、2B8、2C3、または7E2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40%同一の配列を含む、本発明1001～1020のいずれかの
方法。
[本発明1022]
　前記組換えポリペプチドが、5A10、8E2、3A6、3F6、1F10、6D11、3D11、5A11、1B10、4
C1、2F2、4C5、4D5、6B2、8D4、2B8、2C3、または7E2モノクローナル抗体のVHドメインお
よびVLドメインの中からの6つのCDRドメインを含む、本発明1020の方法。
[本発明1023]
　前記精製されたポリペプチドが、5A10、8E2、3A6、3F6、1F10、6D11、3D11、5A11、1B1
0、4C1、2F2、4C5、4D5、6B2、8D4、2B8、2C3、または7E2モノクローナル抗体由来のVHド
メインを含む、本発明1001～1022のいずれかの方法。
[本発明1024]
　前記精製されたポリペプチドが、5A10、8E2、3A6、3F6、1F10、6D11、3D11、5A11、1B1
0、4C1、2F2、4C5、4D5、6B2、8D4、2B8、2C3、または7E2モノクローナル抗体由来のVLド
メインを含む、本発明1001～1023のいずれかの方法。
[本発明1025]
　前記組換えポリペプチドが、SpA結合抗体由来の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、リポカリン、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1017の方法。
[本発明1026]
　前記組換え抗体セグメントが、第二の組換え抗体セグメントに機能的に結合されている
、本発明1013の方法。
[本発明1027]
　前記第二の組換え抗体セグメントが第二のブドウ球菌タンパク質を結合させる、本発明
1026の方法。
[本発明1028]
　前記抗体が、5A10、8E2、3A6、3F6、1F10、6D11、3D11、5A11、1B10、4C1、2F2、4C5、
4D5、6B2、8D4、2B8、2C3、または7E2モノクローナル抗体である、本発明1001の方法。
[本発明1029]
　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、本
発明1001～1028のいずれかの方法。
[本発明1030]
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　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～
1029のいずれかの方法。
[本発明1031]
　前記抗体が0.1 mg/kg～500 mg/kgの用量で投与される、本発明1001～1030のいずれかの
方法。
[本発明1032]
　SpA結合抗体由来の1つまたは複数の抗体CDRドメインと少なくとも40%同一であるアミノ
酸配列を含む精製されたポリペプチドであって、非特異的Ig結合活性を欠くブドウ球菌プ
ロテインA (SpA)ポリペプチド変種のSpa IgG結合ドメインA、B、C、D、およびEの少なく
とも2つを特異的に結合できる、精製されたポリペプチド。
[本発明1033]
　前記非特異的Ig結合活性を欠くSpAポリペプチドがSpAKKAAである、本発明1032のポリペ
プチド。
[本発明1034]
　5A10、8E2、3A6、7E2、3F6、1F10、6D11、3D11、5A11、1B10、4C1、2F2、8D4、7D11、2
C3、4C5、6B2、4D5、2B8、または1H7モノクローナル抗体とのSpAKKAAポリペプチドの結合
について競合する、本発明1032または1033のポリペプチド。
[本発明1035]
　ELISAによって測定した場合に約0.5～100×109 M-1、1.0～100×109 M-1、または2.0～
100×109 M-1の、前記SpAKKAAポリペプチドに対する結合定数を有する、本発明1032～103
4のいずれかのポリペプチド。
[本発明1036]
　単一ドメイン抗体である、本発明1032～1035のいずれかのポリペプチド。
[本発明1037]
　ヒト化モノクローナル抗体である、本発明1032～1036のいずれかのポリペプチド。
[本発明1038]
　前記精製されたポリペプチドがヒト抗体である、本発明1032～1037のいずれかのポリペ
プチド。
[本発明1039]
　組換え体である、本発明1032～1037のいずれかのポリペプチド。
[本発明1040]
　前記精製されたポリペプチドが、5A10、8E2、3A6、7E2、3F6、1F10、6D11、3D11、5A11
、1B10、4C1、2F2、8D4、7D11、2C3、4C5、6B2、4D5、2B8、または1H7モノクローナル抗
体由来の1つまたは複数のCDRドメインと少なくとも40%の同一性を有するアミノ酸領域を
含む、本発明1039のポリペプチド。
[本発明1041]
　前記精製されたポリペプチドが、5A10、8E2、3A6、7E2、3F6、1F10、6D11、3D11、5A11
、1B10、4C1、2F2、8D4、7D11、2C3、4C5、6B2、4D5、2B8、または1H7モノクローナル抗
体由来の2つのCDRドメインと少なくとも40%同一である2つまたはそれ以上のアミノ酸領域
を含む、本発明1040のポリペプチド。
[本発明1042]
　前記精製されたポリペプチドが、5A10、8E2、3A6、7E2、3F6、1F10、6D11、3D11、5A11
、1B10、4C1、2F2、8D4、7D11、2C3、4C5、6B2、4D5、2B8、または1H7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ドメインと少なくとも40%同一であ
る3つのアミノ酸領域を含む、本発明1040のポリペプチド。
[本発明1043]
　前記精製されたポリペプチドが、5A10、8E2、3A6、7E2、3F6、1F10、6D11、3D11、5A11
、1B10、4C1、2F2、8D4、7D11、2C3、4C5、6B2、4D5、2B8、または1H7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40%同一の配列を含む、本発明1032～1042
のいずれかのポリペプチド。
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[本発明1044]
　前記精製されたポリペプチドが、5A10、8E2、3A6、7E2、3F6、1F10、6D11、3D11、5A11
、1B10、4C1、2F2、8D4、7D11、2C3、4C5、6B2、4D5、2B8、または1H7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ドメインと少なくとも40%同一であ
る6つのアミノ酸領域を含む、本発明1042のポリペプチド。
[本発明1045]
　前記精製されたポリペプチドが、5A10、8E2、3A6、7E2、3F6、1F10、6D11、3D11、5A11
、1B10、4C1、2F2、8D4、7D11、2C3、4C5、6B2、4D5、2B8、または1H7モノクローナル抗
体のVHドメインを含む、本発明1044のポリペプチド。
[本発明1046]
　前記精製されたポリペプチドが、5A10、8E2、3A6、7E2、3F6、1F10、6D11、3D11、5A11
、1B10、4C1、2F2、8D4、7D11、2C3、4C5、6B2、4D5、2B8、または1H7モノクローナル抗
体のVLドメインを含む、本発明1044のポリペプチド。
[本発明1047]
　前記組換えポリペプチドが、SpA結合抗体由来の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、リポカリン、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1032～1046のいずれかのポ
リペプチド。
[本発明1048]
　前記精製されたポリペプチドが、第二のブドウ球菌タンパク質に特異的に結合する第二
の組換えポリペプチドに機能的に結合されている、本発明1032～1047のいずれかのポリペ
プチド。
[本発明1049]
　5A10、8E2、3A6、7E2、3F6、1F10、6D11、3D11、5A11、1B10、4C1、2F2、8D4、7D11、2
C3、4C5、6B2、4D5、2B8、または1H7モノクローナル抗体である、本発明1032～1048のい
ずれかのポリペプチド。
[本発明1050]
　 (a) 前記VH領域と、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領域とを含む重鎖; ならびに、(b) 前記VL領域と、ヒ
トκCLまたはヒトλCLとを含む軽鎖を含む抗体である、本発明1032～1049のいずれかのポ
リペプチド。
[本発明1051]
　本発明1032～1050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1052]
　密閉容器中に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1051の薬学的
組成物。
[本発明1053]
　少なくとも第二の抗菌物質を含む、本発明1051の薬学的組成物。
[本発明1054]
　前記第二の抗菌物質が、抗生物質、ブドウ球菌ワクチン組成物、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1053の薬学的組成物。
[本発明1055]
　特異的Ig結合活性を欠くSpa変種ポリペプチドに特異的に結合する精製されたポリペプ
チドであって、少なくとも2つのおよび最大で5つまでのSpa IgG結合ドメインAKKAA、BKKA
A、CKKAA、DKKAA、およびEKKAAに対して0.5×109 M-1または0.5×109 M-1超の結合定数を
有する、精製されたポリペプチド。
[本発明1056]
　5A10、8E2、3A6、7E2、3F6、1F10、6D11、3D11、5A11、1B10、4C1、2F2、8D4、7D11、2
C3、4C5、6B2、4D5、2B8、または1H7モノクローナル抗体由来の1つまたは複数のCDRドメ
インと少なくとも40%の同一性を有するアミノ酸領域を含む、本発明1055の精製されたポ
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リペプチド。
[本発明1057]
　5A10、8E2、3A6、7E2、3F6、1F10、6D11、3D11、5A11、1B10、4C1、2F2、8D4、7D11、2
C3、4C5、6B2、4D5、2B8、または1H7モノクローナル抗体とのSpAKKAAポリペプチドの結合
について競合する、本発明1055または1056のポリペプチド。
[本発明1058]
　ELISAによって測定した場合に約0.5～100×109 M-1、1.0～100×109 M-1、または2.0～
100×109 M-1の、SpAKKAAポリペプチドに対する結合定数を有する、本発明1055～1057の
いずれかのポリペプチド。
[本発明1059]
　単一ドメイン抗体である、本発明1055～1058のいずれかのポリペプチド。
[本発明1060]
　ヒト化モノクローナル抗体である、本発明1055～1059のいずれかのポリペプチド。
[本発明1061]
　前記精製されたポリペプチドがヒト抗体である、本発明1055～1060のいずれかのポリペ
プチド。
[本発明1062]
　組換え体である、本発明1055～1060のいずれかのポリペプチド。
[本発明1063]
　前記精製されたポリペプチドが、5A10、8E2、3A6、7E2、3F6、1F10、6D11、3D11、5A11
、1B10、4C1、2F2、8D4、7D11、2C3、4C5、6B2、4D5、2B8、または1H7モノクローナル抗
体由来の1つまたは複数のCDRドメインと少なくとも40%の同一性を有するアミノ酸領域を
含む、本発明1062のポリペプチド。
[本発明1064]
　前記精製されたポリペプチドが、5A10、8E2、3A6、7E2、3F6、1F10、6D11、3D11、5A11
、1B10、4C1、2F2、8D4、7D11、2C3、4C5、6B2、4D5、2B8、または1H7モノクローナル抗
体由来の2つのCDRドメインと少なくとも40%同一である2つまたはそれ以上のアミノ酸領域
を含む、本発明1063のポリペプチド。
[本発明1065]
　前記精製されたポリペプチドが、5A10、8E2、3A6、7E2、3F6、1F10、6D11、3D11、5A11
、1B10、4C1、2F2、8D4、7D11、2C3、4C5、6B2、4D5、2B8、または1H7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ドメインと少なくとも40%同一であ
る3つのアミノ酸領域を含む、本発明1063のポリペプチド。
[本発明1066]
　前記精製されたポリペプチドが、5A10、8E2、3A6、7E2、3F6、1F10、6D11、3D11、5A11
、1B10、4C1、2F2、8D4、7D11、2C3、4C5、6B2、4D5、2B8、または1H7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40%同一の配列を含む、本発明1055～1065
のいずれかのポリペプチド。
[本発明1067]
　前記精製されたポリペプチドが、5A10、8E2、3A6、7E2、3F6、1F10、6D11、3D11、5A11
、1B10、4C1、2F2、8D4、7D11、2C3、4C5、6B2、4D5、2B8、または1H7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ドメインと少なくとも40%同一であ
る6つのアミノ酸領域を含む、本発明1065のポリペプチド。
[本発明1068]
　前記精製されたポリペプチドが、5A10、8E2、3A6、7E2、3F6、1F10、6D11、3D11、5A11
、1B10、4C1、2F2、8D4、7D11、2C3、4C5、6B2、4D5、2B8、または1H7モノクローナル抗
体のVHドメインを含む、本発明1067のポリペプチド。
[本発明1069]
　前記精製されたポリペプチドが、5A10、8E2、3A6、7E2、3F6、1F10、6D11、3D11、5A11
、1B10、4C1、2F2、8D4、7D11、2C3、4C5、6B2、4D5、2B8、または1H7モノクローナル抗
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体のVLドメインを含む、本発明1067のポリペプチド。
[本発明1070]
　前記組換えポリペプチドが、SpA結合抗体由来の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、リポカリン、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1055～1069のいずれかのポ
リペプチド。
[本発明1071]
　前記精製されたポリペプチドが、第二のブドウ球菌タンパク質に特異的に結合する第二
の組換えポリペプチドに機能的に結合されている、本発明1055～1070のいずれかのポリペ
プチド。
[本発明1072]
　5A10、8E2、3A6、7E2、3F6、1F10、6D11、3D11、5A11、1B10、4C1、2F2、8D4、7D11、2
C3、4C5、6B2、4D5、2B8、または1H7モノクローナル抗体である、本発明1055～1071のい
ずれかのポリペプチド。
[本発明1073]
　(a) 前記VH領域と、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領域とを含む重鎖; ならびに、(b) 前記VL領域と、ヒト
κCLまたはヒトλCLとを含む軽鎖を含む抗体である、本発明1055～1072のいずれかのポリ
ペプチド。
[本発明1074]
　本発明1055～1073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1075]
　密閉容器中に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1074の薬学的
組成物。
[本発明1076]
　少なくとも第二の抗菌物質を含む、本発明1074の薬学的組成物。
[本発明1077]
　(a) 特異的Ig結合活性を欠くSpA変種を抗原として用いてモノクローナル抗体を作製す
る段階;
　(b) 該SpA変種との特異的結合についてモノクローナル抗体をスクリーニングする段階;
　(c) 該SpA変種との特異的結合についてスクリーニングされた一種または複数種のモノ
クローナル抗体をヒト化する段階; および
　(d) SpA抗体を無力化する能力について一種または複数種のヒト化モノクローナル抗体
をスクリーニングする段階
を含む、無力化用の治療的SpA抗体を作製する方法。
　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】
【００９４】
　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
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】SpAKKAA特異的モノクローナル抗体(mAb)はマウスをMRSA感染から防御する。コホ
ートの動物(n=10)を20 mg・kg-1のアイソタイプ対照(IgG2a)またはSpAKKAA-mAb (3F6)の
どちらかを用いた腹腔内注射によって免疫した。免疫後24時間の後に、動物を5×106 CFU
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の黄色ブドウ球菌MW2に曝露した。(A) 曝露後15日の時点で、動物を安楽死させて、腎臓
におけるブドウ球菌負荷量を数え上げた。(B) 15日間感染させたマウスの血清試料を、ブ
ドウ球菌抗原マトリックス(ClfA, クランピング因子A; ClfB, クランピング因子B; FnBPA
, フィブロネクチン結合タンパク質A; FnBPB, フィブロネクチン結合タンパク質B; IsdA,
 鉄表面決定基A; IsdB, 鉄表面決定基B; SdrD, セリン-アスパラギン酸反復タンパク質D;
 SpAKKAA, 毒素非産生性ブドウ球菌プロテインA; Coa, コアグラーゼ; EsxA, Ess [ESAT-
6 (初期分泌抗原標的6 kDa)]分泌系]細胞外A; EsxB, Ess [ESAT-6 (初期分泌抗原標的6 k
Da)]分泌系]細胞外B; Hla, α-溶血素; LukD, ロイコシジンD; vWbp, フォンウィルブラ
ンド結合タンパク質)に対する抗体について分析した。この値は、アイソタイプ対照動物
血清試料と比べてmAb 3F6処置動物由来の試料の増加倍率を表す(IgG2aの場合n=7、3F6の
場合n=8)。データは平均であり、エラーバーは±SEMを表す。A～Bにおける結果は、2回の
独立した分析の代表である。
【図２】プロテインA特異的モノクローナル抗体の結合力。モノクローナル抗体を漸増濃
度(0～4 M)のチオシアン酸アンモニウムとともにインキュベートして、(A) IgG1アイソタ
イプモノクローナル抗体、(B) IgG2aアイソタイプモノクローナル抗体および(C) IgG2bア
イソタイプモノクローナル抗体における抗原-抗体特異的な相互作用をかく乱させた。デ
ータは平均であり、エラーバーは±SEMを表す。A～Cにおける結果は、3回の独立した分析
の代表である。
【図３】SpAKKAA特異的mAbは野生型プロテインAを結合させる。(A) 固定化された野生型
プロテインA (SpA)と、アイソタイプ対照抗体(IgG1、IgG2a、もしくはIgG2b)またはSpAKK
AA特異的mAb (5A10、3F6、および3D11)との結合を調べるELISA。(B) 西洋ワサビペルオキ
シダーゼ(HRP)結合SpAKKAA特異的mAb (5A10-HRP、3F6-HRP、および3D11-HRP)と固定化SpA

KKAAとの結合を、プレートリーダー実験において試験し、この場合にはSpAKKAAをアイソ
タイプ対照抗体(IgG1、IgG2a、もしくはIgG2b)または3種の異なるSpAKKAA特異的mAb (5A1
0、3F6、および3D11)とともに最初にインキュベートして、同じ部位または密接に関係し
た部位を結合させる抗体に対する競合阻害の可能性について評価した(n=3)。OD405nmでの
値を測定し、SpAKKAAとHRP結合SpA特異的mAbの相互作用に対して規準化した。データは平
均であり、エラーバーは±SEMを表す。パネルAおよびBにおけるデータは、3回の独立した
分析の代表である。アスタリスクは統計的有意性(P<0.05)を示す。
【図４】SpAKKAA-mAbはブドウ球菌プロテインAと免疫グロブリンとの結合を阻止する。(A
) アイソタイプ対照抗体またはSpAKKAA-mAbを用いて、ELISAプレート上に固定化されたタ
ンパク質(野生型SpA、またはFcγ (SpAKK)もしくはFab (SpAAA)を結合させる能力を欠く
変種に対するヒトIgGの結合をかく乱させた。この値を、抗体なしでのヒトIgGとのプロテ
インAの相互作用(n=4)に対して規準化した。(B) ブドウ球菌を対数増殖期中期まで増殖さ
せ、アイソタイプ対照抗体またはmAb 3F6のどちらかとインキュベートし、引き続いて野
生型Sbi1～4 2 μgの添加を行った。インキュベーション時に、Sbi1～4の消費を、アフィ
ニティー精製α-SpAKKAAウサギ抗体を用いた免疫ブロットによって測定した。この値を抗
体なし(Abなし)でのSbi1～4の沈降に対して規準化した。(C) アフィニティー精製されたS
pA (200 μg)を、アイソタイプ対照抗体またはmAb 3F6のどちらか85 μg (5 mg・kg-1)で
予め処置されたマウスの腹腔へ注射した。動物を表示の時点で安楽死させて、アフィニテ
ィー精製されたα-SpAKKAAウサギ抗体を用いた免疫ブロットにより循環血中のSpAの量を
測定した(1つの時点あたりn=3)。この値を0分の時点で注射したSpAの総量に対して規準化
した。データは平均であり、エラーバーは±SEMを表す。A～Cにおける結果は、2回の独立
した分析の代表である。アスタリスクは統計的有意性(P<0.05)を示す。
【図５】SpAKKAA-mAbは、マウスおよびヒトの血液中での黄色ブドウ球菌のオプソニン作
用性の死滅を促進する。(A) レピルジン抗凝固処理マウス血液を30分間アイソタイプマウ
ス抗体対照またはSpAKKAA-mAb (2 μg・ml-1)の存在下において5×105 CFUの黄色ブドウ
球菌Newmanとともにインキュベートし、生存について測定した(n=3)。(B) レピルジン抗
凝固処理ヒト全血を120分間アイソタイプマウス抗体対照またはSpAKKAA-mAb (10 μg・ml
-1)の存在下において5×106 CFUの黄色ブドウ球菌MW2とともにインキュベートし、生存に
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ついて測定した(n=3)。(C～H) 抗凝固処理ヒト血液中でのブドウ球菌の60分のインキュベ
ーションの時点で、細胞外ブドウ球菌のクラスタがマウスアイソタイプ抗体対照とともに
インキュベートされた試料中で検出されたのに対し(灰色の矢印)、SpAKKAA-mAbによる試
料では好中球内にブドウ球菌が見出された(黒色の矢印)。データは平均であり、エラーバ
ーは±SEMを表す。A～Hにおける結果は、3回の独立した分析の代表である。アスタリスク
は統計的有意性(P<0.05)を示す。
【図６】mAb 3F6によるプロテインA特異的免疫反応の生成。プロテインA変種(SpA、SpAKK
、SpAAA、SpAKKAA、およびPBS) 20 μgの混合物ならびにmAb 3F6 (IgG2a抗体)またはその
アイソタイプ対照85 μgを投与されていた動物(1群あたりn=5)におけるプロテインA特異
的抗体の力価をELISAによって測定した。免疫力価をそのアイソタイプ対照標準物質に対
して規準化した。データは平均であり、エラーバーは±SEMを表す。結果は、2回の独立し
た分析の代表である。
【図７】ヒト免疫グロブリン断片とプロテインA変種との相互作用。固定化されたプロテ
インA変種(野生型SpA、SpAKK、SpAAAまたはSpAKKAA)とヒト免疫グロブリン(hIgG)、およ
びそのFcまたはF(ab)2断片との結合をELISAによって分析し、SpAとヒトIgGの相互作用に
対して規準化した。SpA変種の統計的有意性を各リガンド(ヒトIgG、FcまたはF(ab)2断片
、n=4)とのSpAの結合に対して比較した。データは平均であり、エラーバーは±SEMを表す
。結果は、3回の独立した分析の代表である。アスタリスクは統計的有意性(P<0.05)を示
す。
【図８Ａ】SpAKKAA mAb CDRアライメント。ハイブリドーマ細胞株から得たCDR (相補性決
定領域)由来のアミノ酸配列。ClustalW2を用いて免疫グロブリン遺伝子を整列させた。＊

 (アスタリスク)は、単一の完全に保存された残基を有する位置を示す。：(コロン)は、
類似の強い特性－Gonnet PAM 250行列において0.5超のスコアリングの、群間保存を示す
。. (ピリオド)は類似の弱い特性－Gonnet PAM 250行列において0.5以下のスコアリング
の、群間保存を示す。マウス腎膿瘍モデルにおけるCFU減少に基づくmAbランクは、mAb識
別子の前に上付き文字で表示されている。マウスIgGアイソタイプが示されている。AVFPM
ILW- Small (低分子 + 疎水性 (芳香族 -Yを含む))、DE- 酸性、RK- 塩基性 - H、STYHCN
GQ- ヒドロキシル(Hydroxyl) + スルフヒドリル + アミン + G。
【図８Ｂ】SpAKKAA mAb CDRアライメント。ハイブリドーマ細胞株から得たCDR (相補性決
定領域)由来のアミノ酸配列。ClustalW2を用いて免疫グロブリン遺伝子を整列させた。＊

 (アスタリスク)は、単一の完全に保存された残基を有する位置を示す。：(コロン)は、
類似の強い特性－Gonnet PAM 250行列において0.5超のスコアリングの、群間保存を示す
。. (ピリオド)は類似の弱い特性－Gonnet PAM 250行列において0.5以下のスコアリング
の、群間保存を示す。マウス腎膿瘍モデルにおけるCFU減少に基づくmAbランクは、mAb識
別子の前に上付き文字で表示されている。マウスIgGアイソタイプが示されている。AVFPM
ILW- Small (低分子 + 疎水性 (芳香族 -Yを含む))、DE- 酸性、RK- 塩基性 - H、STYHCN
GQ- ヒドロキシル(Hydroxyl) + スルフヒドリル + アミン + G。
【図９】SpAモノクローナル抗体(Spa27)はマウスにおいて防御免疫を誘発することができ
ない。(A) 固定化された、野生型プロテインA (SpA)ならびにFcγ (SpAKK)、Fab (SpAAA)
またはFcγおよびFab (SpAKKAA)を介した免疫グロブリン結合を欠く変種とのSpA-mAb (Sp
a27)およびSpAKKAA-mAb (3F6)の結合を調べるELISA (n=3)。(B) コホートの動物(n=9～15
)を、モック(PBS)、5 mg・kg-1のSpa27、または、5もしくは50 mg・kg-1の3F6のいずれか
を用いた腹腔内注射によって免疫した。免疫から24時間後に、動物に5×106 CFUの黄色ブ
ドウ球菌USA300を曝露した。曝露から4日後に、動物を安楽死させて、腎臓におけるブド
ウ球菌負荷量を数え上げた。
【図１０】図10A～Eは、mAb 358A76.1はブドウ球菌プロテインAのEドメインを特異的に認
識する。(A) mAb 358A76.1および(B) 3F6と、固定化された毒素非産生性プロテインA変種
(SpAKKAA)、各免疫グロブリン結合ドメイン(EKKAA、DKKAA、AKKAA、BKKAA、およびCKKAA)
、ならびにEKKAA免疫グロブリン結合ドメイン(IgBD)の3つのヘリックスに由来する合成直
鎖ペプチド(H1、H2、H3、H1+2、H2+3)との結合を調べるELISA。(C) プロテインAの5つのI
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gBDのアミノ酸配列のアライメントから、残る4つのIgBDの、保存されたアミノ酸残基とは
異なるEドメイン中のアミノ酸残基が明らかにされている(破線の囲み)。毒素非産生性プ
ロテインA内の置換アミノ酸残基が、灰色の囲みで特定されている。(D) ClustalWを用い
てアミノ酸配列の相同性レベルを比較しており、数値は免疫グロブリン結合ドメイン間の
アミノ酸相同性の百分率を表す。(E) 西洋ワサビペルオキシダーゼ(HRP)結合mAb (358A76
.1-HRPおよび3F6-HRP)とELISAプレート中に固定化されたSpAKKAAとの結合を、プレートリ
ーダー実験において評価し、この場合にはSpAKKAAをアイソタイプ対照抗体(IgG2a)または
mAb (358A76.1および3F6)とともに最初にインキュベートして、同じ部位または密接に関
係した部位を結合させる抗体の競合阻害を特定した。OD405nmでの値を記録し、SpAKKAAと
HRP結合SpA特異的mAbの相互作用に対して規準化した。
【図１１】図11AおよびBは、SpAモノクローナル抗体358A76.1はマウスにおいて防御免疫
を誘発することができない。(A) コホートの動物(n=10)に5 mg・kg-1のモック(IgG2aアイ
ソタイプ対照mAb)、mAb 358A76.1またはmAb 3F6のいずれかを腹腔内注射によって免疫し
た。免疫から24時間後に、動物に5×106 CFUの黄色ブドウ球菌USA300を静脈内接種によっ
て曝露した。曝露から4日後に、動物を安楽死させて、腎臓におけるブドウ球菌負荷量を
数え上げた。(B) 抗凝固処理マウス血液を30分間IgG2aアイソタイプ対照mAb、mAb 358A76
.1またはmAb 3F6 (10 μg・ml-1)の存在下において5×105 CFUの黄色ブドウ球菌USA300 (
LAC)とともにインキュベートした; ブドウ球菌の生存を測定した。(C) アイソタイプ対照
抗体、mAb 358A76.1またはmAb 3F6を用いて、ELISAプレート上に固定化された野生型プロ
テインA (SpA)とのヒトIgGの結合をかく乱させた。この値を、抗体の非存在下でのヒトIg
GとのプロテインAの相互作用に対して規準化した。
【発明を実施するための形態】
【００９５】
発明の詳細な説明
　黄色ブドウ球菌は、ヒト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94,3
00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。
【００９６】
　本発明者らは本明細書で、ブドウ球菌プロテインA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、毒性(Fcγ相互作用)とB細胞に対する超抗原活性(Fab相互
作用)の両方を欠くSpA変異体タンパク質を用いて、一連のモノクローナル抗体が産生され
た。抗体の多くが高い親和性および特異性でSpAと相互作用することが分かった。重要な
ことには、抗体はブドウ球菌プロテインAの分子機構を無力化することができる。さらに
、動物に投与された場合、抗体は、病毒性の黄色ブドウ球菌による曝露後の細菌負荷量お
よび膿瘍形成を減少させた。これらの分子はSpAの免疫抑制作用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、態様のSpA結合分子は、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
な道を拓く。
【００９７】
I. SPAポリペプチド
　態様のある局面は、本明細書でSEQ ID NO:1として提供される野生型SpAなどのSpAポリ
ペプチドに関する。しかしながら、ある局面において、態様は、B細胞超抗原活性および/
または非特異的免疫グロブリン結合活性(すなわち、IgのCDR配列に依存しないIgの結合)
を欠くポリペプチドなどの、変異体または変種のSpAポリペプチドに関する。詳細には、
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ある態様は、B細胞超抗原活性および/または非特異的免疫グロブリン結合活性を欠くSpA
ポリペプチドに特異的に結合するポリペプチド(例えば、抗体CDRドメインを含むポリペプ
チド)に関する。
【００９８】
　プロテインAのN末端部分は、4つまたは5つの56～61アミノ酸残基免疫グロブリン結合ド
メイン(IgBD A～E)から構成される; 態様にしたがって用いるためのSpA変種は、例えば、
変種A、B、C、D、および/またはEドメインを含む全長SpA変種であることができる。ある
局面において、SpA変種は、SEQ ID NO:7のアミノ酸配列と80、90、95、98、99、または10
0%同一であるアミノ酸配列を含むまたはそれからなる。他の態様において、SpA変種はSpA
のセグメントを含む。SpAセグメントは、少なくともまたは多くても1、2、3、4、5個、ま
たはそれ以上のIgG結合ドメインを含むことができる。IgGドメインは、少なくともまたは
多くても1、2、3、4、5個、またはそれ以上の変種A、B、C、D、またはEドメインであるこ
とができる。ある局面において、SpA変種は、少なくともまたは多くても1、2、3、4、5個
、またはそれ以上の変種Aドメインを含む。さらなる局面において、SpA変種は、少なくと
もまたは多くても1、2、3、4、5個、またはそれ以上の変種Bドメインを含む。なおいっそ
うさらなる局面において、SpA変種は、少なくともまたは多くても1、2、3、4、5個、また
はそれ以上の変種Cドメインを含む。いっそうさらなる局面において、SpA変種は、少なく
ともまたは多くても1、2、3、4、5個、またはそれ以上の変種Dドメインを含む。ある局面
において、SpA変種は、少なくともまたは多くても1、2、3、4、5個、またはそれ以上の変
種Eドメインを含む。さらなる局面において、SpA変種は、さまざまな組み合わせおよび順
列でA、B、C、D、およびEドメインの組み合わせを含む。この組み合わせはSpAシグナルペ
プチドセグメント、SpA領域Xセグメントおよび/またはSpA選別シグナルセグメントの全部
または一部を含むことができる。他の局面において、SpA変種はSpAシグナルペプチドセグ
メント、SpA領域Xセグメントおよび/またはSpA選別シグナルセグメントを含まない。ある
局面において、変種AドメインはSEQ ID NO:4の位置番号7、8、34、および/または35に置
換を含む。別の局面において、変種BドメインはSEQ ID NO:6の位置番号7、8、34、および
/または35に置換を含む。さらに別の局面において、変種CドメインはSEQ ID NO:5の位置
番号7、8、34、および/または35に置換を含む。ある局面において、変種DドメインはSEQ 
ID NO:2の位置番号9、10、36、および/または37に置換を含む。さらなる局面において、
変種EドメインはSEQ ID NO:3の位置番号6、7、33、および/または34に置換を含む。
【００９９】
　ある局面において、SpAドメインD変種またはその等価体は、SEQ ID NO:2の位置番号9お
よび36; 9および37; 9および10; 36および37; 10および36; 10および37; 9、36および37;
 10、36および37、9、10および36; または9、10および37に変異を含むことができる。さ
らなる局面において、類似変異をドメインA、B、C、またはEの1つまたは複数において含
めることができる。
【０１００】
　さらなる局面において、SEQ ID NO:2の位置番号9のアミノ酸グルタミン(Q) (または他
のSpAドメインにおけるその類似アミノ酸)を、アラニン(A)、アスパラギン(N)、アスパラ
ギン酸(D)、システイン(C)、グルタミン酸(E)、フェニルアラニン(F)、グリシン(G)、ヒ
スチジン(H)、イソロイシン(I)、リジン(K)、ロイシン(L)、メチオニン(M)、プロリン(P)
、セリン(S)、トレオニン(T)、バリン(V)、トリプトファン(W)、またはチロシン(Y)と置
き換えることができる。いくつかの局面において、位置番号9のグルタミンをアルギニン(
R)と置き換えることができる。さらなる局面において、SEQ ID NO:2、またはその等価体
の位置番号9のグルタミンをリジンまたはグリシンと置き換えることができる。いずれか1
、2、3、4、5、6、7、8、9、10個、またはそれ以上の置換が明示的に除外されてもよい。
【０１０１】
　別の局面において、SEQ ID NO:2の位置番号10のアミノ酸グルタミン(Q) (または他のSp
Aドメインにおけるその類似アミノ酸)を、アラニン(A)、アスパラギン(N)、アスパラギン
酸(D)、システイン(C)、グルタミン酸(E)、フェニルアラニン(F)、グリシン(G)、ヒスチ
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ジン(H)、イソロイシン(I)、リジン(K)、ロイシン(L)、メチオニン(M)、プロリン(P)、セ
リン(S)、トレオニン(T)、バリン(V)、トリプトファン(W)、またはチロシン(Y)と置き換
えることができる。いくつかの局面において、位置番号10のグルタミンをアルギニン(R)
と置き換えることができる。さらなる局面において、SEQ ID NO:2、またはその等価体の
位置番号10のグルタミンをリジンまたはグリシンと置き換えることができる。いずれか1
、2、3、4、5、6、7、8、9、10個、またはそれ以上の置換が明示的に除外されてもよい。
【０１０２】
　ある局面において、SEQ ID NO:2の位置番号36のアスパラギン酸(D) (または他のSpAド
メインにおけるその類似アミノ酸)を、アラニン(A)、アスパラギン(N)、アルギニン(R)、
システイン(C)、フェニルアラニン(F)、グリシン(G)、ヒスチジン(H)、イソロイシン(I)
、リジン(K)、ロイシン(L)、メチオニン(M)、プロリン(P)、グルタミン(Q)、セリン(S)、
トレオニン(T)、バリン(V)、トリプトファン(W)、またはチロシン(Y)と置き換えることが
できる。いくつかの局面において、位置番号36のアスパラギン酸をグルタミン酸(E)と置
き換えることができる。ある局面において、SEQ ID NO:2、またはその等価体の位置番号3
6のアスパラギン酸をアラニンまたはセリンと置き換えることができる。いずれか1、2、3
、4、5、6、7、8、9、10個、またはそれ以上の置換が明示的に除外されてもよい。
【０１０３】
　別の局面において、SEQ ID NO:2の位置番号37のアスパラギン酸(D) (または他のSpAド
メインにおけるその類似アミノ酸)を、アラニン(A)、アスパラギン(N)、アルギニン(R)、
システイン(C)、フェニルアラニン(F)、グリシン(G)、ヒスチジン(H)、イソロイシン(I)
、リジン(K)、ロイシン(L)、メチオニン(M)、プロリン(P)、グルタミン(Q)、セリン(S)、
トレオニン(T)、バリン(V)、トリプトファン(W)、またはチロシン(Y)と置き換えることが
できる。いくつかの局面において、位置番号37のアスパラギン酸をグルタミン酸(E)と置
き換えることができる。ある局面において、SEQ ID NO:2、またはその等価体の位置番号3
7のアスパラギン酸をアラニンまたはセリンと置き換えることができる。いずれか1、2、3
、4、5、6、7、8、9、10個、またはそれ以上の置換が明示的に除外されてもよい。
【０１０４】
　特定の態様において、SEQ ID NO:2の位置番号9のアミノ酸(または別のSpAドメインにお
けるその類似アミノ酸)を、アラニン(A)、グリシン(G)、イソロイシン(I)、ロイシン(L)
、プロリン(P)、セリン(S)、またはバリン(V)に置き換える。ある局面において、SEQ ID 
NO:2の位置番号9のアミノ酸をグリシンに置き換える。さらなる局面において、SEQ ID NO
:2の位置番号9のアミノ酸をリジンに置き換える。
【０１０５】
　特定の態様において、SEQ ID NO:2の位置番号10のアミノ酸(または別のSpAドメインに
おけるその類似アミノ酸)を、アラニン(A)、グリシン(G)、イソロイシン(I)、ロイシン(L
)、プロリン(P)、セリン(S)、またはバリン(V)に置き換える。ある局面において、SEQ ID
 NO:2の位置番号10のアミノ酸をグリシンに置き換える。さらなる局面において、SEQ ID 
NO:2の位置番号10のアミノ酸をリジンに置き換える。
【０１０６】
　特定の態様において、SEQ ID NO:2の位置番号36のアミノ酸(または別のSpAドメインに
おけるその類似アミノ酸)を、アラニン(A)、グリシン(G)、イソロイシン(I)、ロイシン(L
)、プロリン(P)、セリン(S)、またはバリン(V)に置き換える。ある局面において、SEQ ID
 NO:2の位置番号36のアミノ酸をセリンに置き換える。さらなる局面において、SEQ ID NO
:2の位置番号36のアミノ酸をアラニンに置き換える。
【０１０７】
　特定の態様において、SEQ ID NO:2の位置番号37のアミノ酸(または別のSpAドメインに
おけるその類似アミノ酸)を、アラニン(A)、グリシン(G)、イソロイシン(I)、ロイシン(L
)、プロリン(P)、セリン(S)、またはバリン(V)に置き換える。ある局面において、SEQ ID
 NO:2の位置番号37のアミノ酸をセリンに置き換える。さらなる局面において、SEQ ID NO
:2の位置番号37のアミノ酸をアラニンに置き換える。
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【０１０８】
　ある局面において、SpA変種は、(a) IgG Fcとの結合を破壊するかまたは減少させるSpA
ドメインA、B、C、D、および/またはEのIgG Fc結合サブドメインにおける1つまたは複数
のアミノ酸置換、ならびに(b) VH3との結合を破壊するかまたは減少させるSpAドメインA
、B、C、D、および/またはEのVH3 Fc結合サブドメインにおける1つまたは複数のアミノ酸
置換の置換を含む。なおいっそうさらなる局面において、SpA変種のアミノ酸配列はSEQ I
D NO:2～6のアミノ酸配列と、以下の間の全ての値および範囲を含め、少なくとも50%、60
%、70%、80%、90%、95%、または100%同一であるアミノ酸配列を含む。
【０１０９】
　さらなる局面において、SpA変種は、(a) IgG Fcとの結合を破壊するかまたは減少させ
る、SpAドメインDのIgG Fc結合サブドメインにおける、または他のIgGドメイン中の対応
するアミノ酸位置における、1つまたは複数のアミノ酸置換、ならびに(b) VH3との結合を
破壊するかまたは減少させる、SpAドメインDのVH3結合サブドメインにおける、または他
のIgGドメイン中の対応するアミノ酸位置における、1つまたは複数のアミノ酸置換を含む
。ある局面において、ドメインDのIgG Fc結合サブドメインのアミノ酸残基F5、Q9、Q10、
S11、F13、Y14、L17、N28、I31、および/またはK35

が修飾または置換される。ある局面において、ドメインDのVH3結合サブドメインのアミノ
酸残基Q26、G29、F30、S33、D36、D37、Q40、N43、および/またはE47 (SEQ ID NO:2)は、
FcまたはVH3との結合が弱められるように修飾または置換される。さらなる局面において
、対応する修飾または置換は、ドメインA、B、C、および/またはEの対応する位置におい
て遺伝子操作されてもよい。対応する位置は、ドメインDアミノ酸配列と、SpAの他のIgG
結合ドメイン由来のアミノ酸配列の1つまたは複数とのアライメントによって規定される
。ある局面において、アミノ酸置換はその他20種のアミノ酸のいずれかであることができ
る。さらなる局面において、保存的アミノ酸置換を可能なアミノ酸置換から特に除外する
ことができる。他の局面において、非保存的置換しか含まれない。いずれにしても、SpA
毒性が顕著に減少するようにドメインの結合を減少させる任意の置換または置換の組み合
わせが企図される。結合の減少の意義は、対象に導入され、本明細書において記述される
インビトロの方法を用いて評価されうる場合に、最低毒性から無毒性を生じる変種をいう
。
【０１１０】
　ある態様において、変種SpAは、少なくともまたは多くても1、2、3、4、5、6、7、8、9
、10種、またはそれ以上の変種SpAドメインDペプチドを含む。ある局面において、ドメイ
ンDのIgG Fc結合サブドメインのアミノ酸F5、Q9、Q10、S11、F13、Y14、L17、N28、I31、
および/またはK35 (SEQ ID NO:2)、ならびにドメインDのVH3結合サブドメインのアミノ酸
残基Q26、G29、F30、S33、D36、D37、Q40、N43、および/またはE47 (SEQ ID NO:2)を含む
がこれらに限定されない、変種SpAの1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、
15、16、17、18、もしくは19個、またはそれ以上のアミノ酸残基が置換または修飾される
。1つの局面において、SEQ ID NO:2の位置番号9および/もしくは10 (または他のドメイン
中の対応する位置)のグルタミン残基が突然変異導入される。別の局面において、SEQ ID 
NO:2のアスパラギン酸残基36および/もしくは37 (または他のドメイン中の対応する位置)
が突然変異導入される。さらなる局面において、グルタミン9および10、ならびにアスパ
ラギン酸残基36および37が突然変異導入される。本明細書において記述される精製された
毒素非産生性SpAまたはSpA-D変異体/変種は、もはやFcγまたはF(ab)2 VH3を有意に結合
させることができず(すなわち、減じたまたは破壊された結合親和性を示し)、またB細胞
アポトーシスを刺激しない。
【０１１１】
　SpAの変種は、上記のドメインDにおけるのと同じ、ドメインA、B、C、および/またはE
における変化を含んでもよいものと企図される。いくつかの態様において、SpA結合ポリ
ペプチドまたは抗体は、ドメインA、B、C、D、およびEの各々における本明細書で記述さ
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れるKKAA変化を有するSpA変種に結合しうる。さらなる態様において、その同じSpA結合ポ
リペプチドまたは抗体はまた、すべてのドメインにおけるKKAAに代えてのGGSS変化を有す
る変種に結合しうる。さらに、ある態様において、SpA結合ポリペプチドまたは抗体は、S
pAにおけるようにドメインの1つまたは複数に関して改変されている変種Sbi抗原に結合し
うる。この一例が図4に示されている。
【０１１２】
　さらに、本明細書において記述されるSpA結合ポリペプチドまたは抗体は、免疫グロブ
リンのFcもしくはFab領域に対するSpAの結合と競合できうるもの、またはSpAによる免疫
グロブリン機能の破壊を妨害しうるものと企図される。また、本明細書において記述され
るSpA結合ポリペプチドまたは抗体は、SpAによる免疫グロブリン機能の破壊または免疫グ
ロブリンFcもしくはFab領域とのSpAの結合をかく乱しうるかまたはかく乱できるものと企
図される。ある態様において、この特性により、感染を処置するために治療的化合物を用
いることが可能になる。さらに、方法は、SpAによる免疫グロブリン機能の破壊または免
疫グロブリンFcもしくはFab領域とのSpAの結合を無力化できるSpA結合ポリペプチドまた
は抗体を含む。
【０１１３】
　毒素非産生性プロテインA変種は、サブユニットワクチンとして用いられ、体液性免疫
反応を引き起こし、黄色ブドウ球菌曝露に対する防御免疫を与えうる。野生型全長プロテ
インAまたは野生型SpA-ドメインDと比べて、SpA-D変種による免疫はプロテインA特異的抗
体の増加をもたらした。さらなるSpA変種およびそれを用いるための方法は、ともに参照
により本明細書に組み入れられるPCT公報番号WO 2011/005341およびPCT出願番号PCT/US11
/42845において提供されている。
【０１１４】
II. タンパク質性組成物
　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。
【０１１５】
　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。
【０１１６】
　「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
ンのような、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(以下の表を参照のこと)。
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【０１１７】
コドン表

【０１１８】
　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'配列のような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'または3'部分のどちらかに隣接する種々の非コード配列を含むことができる。
【０１１９】
　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のような構造との相互作用
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。
【０１２０】
　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、これが今度は、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
規定することは容認されている。
【０１２１】
　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。
【０１２２】
　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
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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。
【０１２３】
　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、SpA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。
【０１２４】
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
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。
【０１２５】
　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。
【０１２６】
　ある局面において、免疫原性SpA断片は、断片配列の全長にわたって選択される配列に
対し、少なくとも85%の同一性、少なくとも90%の同一性、少なくとも95%の同一性、また
は少なくとも97～99%の同一性を、その間の全ての値および範囲を含めて、有するタンパ
ク質の細胞外ドメインの実質的に全てを含む。
【０１２７】
　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、SpA)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のような異種配列、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
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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。
【０１２８】
B. 抗体および抗体様分子
　ある局面において、SpA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、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。
【０１２９】
　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のような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'、
Fab、F(ab')2、単一ドメイン抗体(DAB)、Fv、scFv (一本鎖Fv)のような抗体断片、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VH
H (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体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付け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 Ma
nual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988を参照のこと)。
【０１３０】
　「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
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。
【０１３１】
　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。
【０１３２】
　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SpA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。
【０１３３】
　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
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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」のような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20060058510号、同第20060088908号、同第20050106660号、およびPCT公報番号WO2006/0
56464に記述されている。
【０１３４】
　例えば、サソリ、昆虫、植物、軟体動物などからの毒素のような毒素、および神経型NO
合成酵素のタンパク質阻害物質(PIN)に由来する足場も、ある局面において用いられうる
。
【０１３５】
　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。
【０１３６】
　「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。いくつかの態
様の抗体を記述するために、親和性として公知の、抗体分子がエピトープを結合させる強
さを測定することができる。抗体の親和性は、会合定数(Ka)または解離定数(Kd)を測定す
ることによって判定されうる。ある態様において有用と見なされる抗体は、約、少なくと
も約、または多くても約106、107、108、109、もしくは1010 M、またはその中で得られる
任意の範囲の会合定数を有しうる。同様に、いくつかの態様において、抗体は、約、少な
くとも約、または多くても約10-6、10-7、10-8、10-9、もしくは10-10 M、またはその中
で得られる任意の範囲の解離定数を有しうる。これらの値は、本明細書において論じられ
る抗体について報告されており、同じアッセイ法を用いて、そのような抗体の結合特性を
評価することができる。
【０１３７】
　ある態様において、SpAに特異的に結合するポリペプチドは、プロテインAを無力化する
ことができ、かつ/またはブドウ球菌のオプソニン作用性の死滅を促進する。さらに、い
くつかの態様において、用いられるポリペプチドは、黄色ブドウ球菌疾患に対する防御免
疫を提供することができる。mAb 358A76.1はこれらの態様から除外されることが企図され
る。
【０１３８】
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SpAポリペプチド(例えば、非毒素産生性SpA)またはその一部分で免疫
する段階、および免疫した動物から抗血清を採取する段階によって調製される。
【０１３９】
　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
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、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。
【０１４０】
　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。
【０１４１】
　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。
【０１４２】
　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。
【０１４３】
　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。
【０１４４】
　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。
【０１４５】
　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
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。
【０１４６】
　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
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る技術などの周知の技術を用いることを通し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。
【０１４７】
　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
ットのような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, 1
986, 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。
【０１４８】
　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のような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。実施例において論じられ
る通り、抗原は、天然に見られる抗原配列と比べて改変されてもよい。いくつかの態様に
おいて、変種または改変されたプロテインAペプチドもしくはポリペプチドを使用して、
抗体を生成する。ある態様において、SpA変種は、SpAのA、B、C、D、またはEドメインの
うちの1つ、2つ、3つ、4つ、または全5つにおける1つ、2つ、3つ、4つ、5つ、6つ、7つ、
または8つの変化を有する。
【０１４９】
　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。
【０１５０】
　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。
【０１５１】
　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。
【０１５２】
　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。
【０１５３】
　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。用いてもよいもう1つのマウス骨髄腫細胞株は、8
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アザグアニン耐性マウス骨髄腫SP2/0非産生細胞株である。
【０１５４】
　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のようなポリエチ
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)。
【０１５５】
　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。
【０１５６】
　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。
【０１５７】
　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。
【０１５８】
　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)のような油によっ
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。血清または腹水のような動物の体液
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。
【０１５９】
　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
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
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界希釈クローニングおよびマイクロドロップ(Microdrop)技術のような通常の技術を用い
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。
【０１６０】
　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のような、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
のような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。
【０１６１】
　同様に、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が企
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
。
【０１６２】
　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。
【０１６３】
　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。
【０１６４】
　モノクローナル抗体は、感染症に対する処置であることに関連して、特異性、結合力、
半減期、免疫原性、結合性会合、結合解離、または全体的な機能特性に関する特性につい
てさらにスクリーニングされてもまたは最適化されてもよいことがさらに企図される。し
たがって、モノクローナル抗体は、モノクローナル抗体5A10、8E2、3A6、3F6、1F10、6D1
1、3D11、5A11、1B10、または4C1の、1つ、2つ、3つ、4つ、5つ、または6つのCDRのアミ
ノ酸配列における1個、2個、3個、4個、5個、6個、またはそれ以上の改変を有しうること
が企図される。モノクローナル抗体5A10、8E2、3A6、3F6、1F10、6D11、3D11、5A11、1B1
0、または4C1の軽鎖可変領域または重鎖可変領域のVJ領域またはVDJ領域のCDR1、CDR2、C
DR3、CDR4、CDR5、またはCDR6の位置番号1、2、3、4、5、6、7、8、9、または10における
アミノ酸は、挿入、欠失、または、保存アミノ酸もしくは非保存アミノ酸による置換を有
しうることが企図される。置換されうるかまたは置換を構成しうるそのようなアミノ酸は
、上記で開示されている。
【０１６５】
　いくつかの態様において、全抗体の断片は、結合抗原の機能を行うことができる。結合
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断片の例は、(i) VLドメイン、VHドメイン、CLドメイン、およびCH1ドメインで構成され
たFab断片; (ii) VHドメインおよびCH1ドメインからなるFd断片; (iii) 単一抗体のVLド
メインおよびVHドメインで構成されたFv断片; (iv) VHドメインまたはVLドメインで構成
されている、dAb断片(Ward, 1989; McCafferty et al., 1990; Holt et al., 2003); (v)
 単離されたCDR領域; (vi) 連結された2つのFab断片を含む二価断片であるF(ab')2断片; 
(vii) VHドメインおよびVLドメインが、この2つのドメインを結合させて抗原結合部位を
形成させるペプチドリンカーによって連結されている、一本鎖Fv分子(scFv) (Bird et al
., 1988; Huston et al., 1988); (viii) 二重特異性一本鎖Fv二量体(PCT/US92/09965); 
ならびに(ix) 遺伝子融合によって構築された多価性または多重特異性断片「ダイアボデ
ィ」(WO94/13804; Holliger et al., 1993)である。Fv、scFv、またはダイアボディ分子
は、VHドメインおよびVLドメインを連結するジスルフィド架橋の組み入れにより安定化さ
れうる(Reiter et al., 1996)。CH3ドメインにつながれたscFvを含むミニボディも作製さ
れうる(Hu et al. 1996)。この段落中の引用は全て、参照により組み入れられる。
【０１６６】
　抗体はまた、二重特異性抗体を含む。二重特異性または二機能性抗体は、2つの異なる
可変領域が同一分子中で組み合わされている第二世代のモノクローナル抗体を形成する(H
olliger, P. and Winter, G. 1999 Cancer and metastasis rev. 18:411-419, 1999)。そ
れらの使用は、新たなエフェクター機能を動員するそれらの能力または腫瘍細胞の表面上
のいくつかの分子を標的にするそれらの能力から、診断分野および治療分野でともに実証
されている。二重特異性抗体が用いられる場合、これらは、従来の二重特異性抗体であり
え、種々の方法で製造することができ(Holliger et al, PNAS USA 90:6444-6448, 1993)
、例えば、化学的にもしくはハイブリッドハイブリドーマから調製することができるか、
または、上述の二重特異性抗体断片のいずれかでありうる。これらの抗体は、化学的方法
(Glennie et al., 1987 J. Immunol. 139, 2367-2375; Repp et al., J. Hemat. 377-382
, 1995)または体細胞的方法(Staerz U. D. and Bevan M. J. PNAS 83, 1986; et al., Me
thod Enzymol. 121:210-228, 1986)によって得ることができるが、しかし同様にヘテロ二
量体化を強制させ、したがって、求められる抗体の精製過程を容易にする遺伝子操作法(M
erchand et al. Nature Biotech, 16:677-681, 1998)によって得ることもできる。二重特
異性抗体の例としては、BiTE(商標)技術の二重特異性抗体が挙げられ、その技術では異な
る特異性を有する2つの抗体の結合ドメインを用いて、短い柔軟なペプチドを介して直接
連結することができる。これは、短い単一ポリペプチド鎖上で2つの抗体を組み合わせる
。ダイアボディおよびscFvは、可変ドメインのみを用いて、Fc領域を用いずに構築するこ
とができ、抗イディオ型反応の影響を減らす可能性がある。この段落中の引用は全て、参
照により組み入れられる。
【０１６７】
　二重特異性抗体は、完全IgGとして、二重特異性Fab'2として、Fab'PEGとして、ダイア
ボディとして、または二重特異性scFvとして構築することができる。さらに、当技術分野
において公知の慣用の方法を用いて、2つの二重特異性抗体を連結し、四価抗体を形成す
ることができる。
【０１６８】
　二重特異性ダイアボディはまた、二重特異性全抗体とは対照的に、容易に構築され、大
腸菌で発現されうるので、特に有用でありうる。適切な結合特異性のダイアボディ(およ
び抗体断片のような多くの他のポリペプチド)は、ファージディスプレイ(WO94/13804)を
用いて、ライブラリーから容易に選択することができる。ダイアボディの片腕が一定に保
たれ、例えば、SpAに対する特異性を有する場合には、他腕が変動するライブラリーを作
製することができ、適切な特異性の抗体を選択することができる。参照により本明細書に
組み入れられるRidgewayら(Protein Eng., 9:616-621, 1996)に記述されている、代替的
な遺伝子操作方法によって二重特異性全抗体が作製されうる。
【０１６９】
C. 抗体およびポリペプチド結合体
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　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、SpA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。
【０１７０】
　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。
【０１７１】
　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、種々の免疫測定法のような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。
【０１７２】
　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)のような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線造影のような他の状況において有用なイオンは、ランタ
ン(III)、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。
【０１７３】
　治療および/または診断用途のための放射活性同位元素の場合、アスタチン211、炭素14

、クロム51、塩素36、コバルト57、コバルト58、銅67、Eu152、ガリウム67、水素3、ヨウ
素123、ヨウ素125、ヨウ素131、インジウム111、鉄59、リン32、レニウム186、レニウム1

88、セレン75、イオウ35、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のような化学酸化
剤またはラクトペルオキシダーゼのような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99
mで標識してもよい。あるいは、例えば過テクネチウム酸、SNCl2のような還元剤、フタル
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酸ナトリウム-カリウム溶液のような緩衝液、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。
【０１７４】
　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。
【０１７５】
　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
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。
【０１７６】
　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。
【０１７７】
　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。
【０１７８】
　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のよう
な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のような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)
プロピオネートのようなリンカーを用いて抗体に結合させる。
【０１７９】
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　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。
【０１８０】
　いくつかの態様において、抗SpA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
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のような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。
【０１８１】
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、Sp
Aに対する抗体またはそのSpA結合部分をコードするものが含まれる。
【０１８２】
　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
、全ゲノム核酸がない状態で単離されているかのどちら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、DNA(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。
【０１８３】
　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)。
【０１８４】
　特定の態様には、SpA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
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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。
【０１８５】
　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
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。
【０１８６】
　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。
【０１８７】
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、SpA
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。
【０１８８】
　「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。
【０１８９】
　「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
子のような、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
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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
用いられなくてもよい。
【０１９０】
　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。
【０１９１】
　特異的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。
【０１９２】
　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)。
【０１９３】
　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)。
【０１９４】
　ベクターまたは構築体は一般的に、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。
【０１９５】
　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。
【０１９６】
　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。
【０１９７】



(51) JP 6317670 B2 2018.4.25

10

20

30

40

50

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。
【０１９８】
　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
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。
【０１９９】
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。
【０２００】
　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。
【０２０１】
　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、発現構築体のような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。
【０２０２】
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
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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
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。これらのような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。
【０２０３】
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。
【０２０４】
　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。
【０２０５】
　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、SpA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。
【０２０６】
　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
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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。
【０２０７】
　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
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。
【０２０８】
　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。
【０２０９】
　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。
【０２１０】
　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。
【０２１１】
　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。
【０２１２】
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　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。
【０２１３】
　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
。
【０２１４】
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
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を対象にする。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。SpA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。
【０２１５】
　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、SpA
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のような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。
【０２１６】
　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。
【０２１７】
　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よう。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。
【０２１８】
　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
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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。
【０２１９】
B. 併用療法
　組成物および関連する方法、特に、SpA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。
【０２２０】
　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
、治療は数分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
。
【０２２１】
　例えば抗生物質治療を「A」とし、SpA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。

【０２２２】
　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。
【０２２３】
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伴いうる。いくつかの態様において、SpA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。
【０２２４】
　「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
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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のような、補助的な活性成分も組
成物に組み入れることができる。
【０２２５】
　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。
【０２２６】
　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。
【０２２７】
　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のような無機酸、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のような無機塩基、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。
【０２２８】
　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。
【０２２９】
　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。
【０２３０】
　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



(57) JP 6317670 B2 2018.4.25

10

20

30

40

50

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。
【０２３１】
　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判定される。「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。
【０２３２】
　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
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。
【０２３３】
　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】
【０２３４】
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。
【０２３５】
実施例1 黄色ブドウ球菌プロテインAに対するモノクローナル抗体
SpAKKAA-mAbはマウスをブドウ球菌疾患から防御する
　プライムブースト(prime-booster)レジメを用いて精製SpAKKAAでBALB/cマウスを免疫し
、ELISAによって抗原特異的IgG反応を定量化した。動物を安楽死させ、その脾細胞を骨髄
腫細胞と融合させた。得られたハイブリドーマを抗原特異的mAbの産生についてスクリー
ニングした。最初に、機能的アッセイ法およびマウス感染モデルを用いてプロテインA特
異的mAbをスクリーニングした(表1)。最初のスクリーニングの後、本発明者らは、さらに
特徴付けるのに3つのmAb(5A10、3F6、および3D11)を選択した。というのは、これらの抗
体が各アイソタイプ群において最良の免疫防御を呈したからである(表1)。BALB/cマウス
を、アフィニティー精製されたmAb(5 mg・kg-1体重)で免疫し、1×107 CFUのメチシリン
感受性臨床分離株(MSSA)・黄色ブドウ球菌Newman(Baba et al., 2007)を右眼の眼窩周囲
静脈洞に注射することによって曝露した。腎組織において膿瘍をまき散らすブドウ球菌の
能力を曝露から4日後に病理組織診断によって調べた(表1)。対照マウス(5 mg・kg-1のア
イソタイプ対照mAbで免疫した)のホモジナイズ腎組織において、5.02 log10CFU・g-1 (Ig
G1)、4.64 log10CFU・g-1 (IgG2a)および5.24 log10CFU・g-1 (IgG2b)の平均ブドウ球菌
負荷量が回収された(表1)。アイソタイプmAb処置対照と比べて、プロテインA特異的mAbを
投与された動物は、ブドウ球菌負荷量の減少[2.80 log10CFU・g-1 (5A10)、2.28 log10CF
U・g-1 (3F6)および2.72 log10CFU・g-1 (3D11)]ならびに膿瘍形成の減少を呈した(表1)
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。注目すべきは、これらの抗体がその抗原にかなりの親和性で結合したとしても(例えば
表3中の3A6および6D11を参照のこと)、全てのSpAKKAA-mAbがブドウ球菌疾患に対する防御
を生じたわけではなかった(表1)。
【０２３６】
　（表１）SpAKKAAに対するモノクローナル抗体によるマウスの受動免疫

aアフィニティー精製された抗体を1×107 CFUの黄色ブドウ球菌Newmanによる静脈内曝露
の4時間前にBALB/cマウスの腹腔へ5 mg kg-1の濃度で注射した。
b免疫1回あたりBALB/cマウス10匹のコホートにおいて感染から4日後のホモジナイズ腎組
織でlog10 CFU g

-1として算出されたブドウ球菌負荷量の平均(±SEM)。3回の独立したか
つ再現可能な動物実験の代表を示す。
c統計的有意性を独立両側マンホイットニー検定で算出し、P値を記録した。
dlog10 CFU g

-1として算出された細菌負荷量の減少。
e動物10匹からヘマトキシリン・エオシン染色して薄切片にした腎臓の組織病理診断; 1つ
の腎臓あたりの膿瘍数を記録して最終平均(±SEM)を目的に平均化した。
【０２３７】
SpAKKAA-mAbはマウスをMRSA曝露から防御する
　BALB/cマウスのコホートにmAb 5A10、3F6、3D11(5 mg・kg-1)または全3種のmAbの組み
合わせ(15 mg・kg-1)を免疫し、これをMW2株、つまり高病毒性の地域感染型MRSA分離株(B
aba et al., 2002)に曝露した。アイソタイプmAb処置対照と比べて、3種のmAb(5A10、3F6
、3D11)のいずれか1つを投与された動物は、腎組織における細菌負荷量が減少し、ブドウ
球菌膿瘍が少なかった(表2)。全3種のmAbの混合物(15 mg・kg-1)で免疫されていた動物は
さらに大きな、ブドウ球菌負荷量の減少(2.03 log10 CFU・g-1の減少; P<0.0002)および
膿瘍形成の減少(ワクチン対モック、P<0.0004)を呈した。防御の増強は、増加させた濃度
のmAb(15 mg・kg-1対5 mg・kg-1)の投与による可能性が高い。3種の抗体は、類似の構造
的特徴を認識するが、SpAの同一の結合部位を占有するものとは考えられないので、本発
明者らはこの仮説に到達した(以下参照)。さらに、3種のmAbのうちの1つ(3F6)だけの濃度
を増加させることで、同じ効果: ブドウ球菌疾患に対する防御の増大が引き起こされた(
以下参照)。
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　ブドウ球菌の曝露に対する即時防御を提供することに加え、SpAKKAA特異的mAbはまた、
SpAのB細胞超抗原活性を無力化し(Goodyear and Silverman, 2003)、それによって、感染
宿主が多くの異なるブドウ球菌抗原に対する抗体反応を生み出すことを可能にしうる(Kim
 et al., 2010a)。この可能性について調べるため、BALB/cマウスを、ブドウ球菌MW2によ
る静脈内曝露の前にmAb 3F6またはそのIgG2aアイソタイプ対照(20 mg・kg-1)で受動免疫
した。曝露から15日後に、動物を安楽死させ、器官組織におけるブドウ球菌負荷量を調べ
た(図1A)。mAb 3F6で免疫されていたマウスは、ブドウ球菌負荷量が減少し(4.77 log10 C
FU・g-1の減少、P=0.0013)、膿瘍の数が減少した[10.14 (±2.08) (IgG2a)から3.00 (±1
.00) (3F6)にまで、P=0.0065; 図1A]。曝露から15日後に採血した血液を、ワクチン開発
用の防御抗原として検討中の14種のブドウ球菌抗原: Coa、ClfA、ClfB、EsxA、EsxB、FnB
PA、FnBPB、Hla、IsdA、IsdB、LukD、SdrD、SpAKKAA、およびvWbp(DeDent et al., 2012)
に対して反応性を示す血清中IgGについて調べた。SpAKKAAを能動的にワクチン接種されて
いた動物で以前に観察された通り、mAb 3F6で免疫されていたマウスは、いくつかの異な
るブドウ球菌抗原に対していっそう高い血清中IgG力価を発現した(図1B)(Kim et al., 20
10a)。詳細には、Coa、ClfA、EsxA、EsxB、FnBPB、Hla、IsdA、LukD、SdrD、およびvWbp
に対するIgGレベルは、対照コホートと比べてmAb 3F6免疫動物の血清試料中で増えていた
。それにもかかわらず、IsdB、つまりブドウ球菌ヘモグロビンヘモホアに対する血清中Ig
G(Mazmanian et al., 2003)は、増えていなかった(図1B)。SpAKKAAに対するIgG力価は、m
Ab 3F6の受動的移入後の15日間にわたって持続した(図1B)。
【０２３９】
　ブドウ球菌感染中に、mAb 3F6による可溶性SpAの認識は、免疫細胞によって貪食される
免疫複合体(IC)を形成させるものと予想される。貪食されたSpAは次いで、ファゴリソソ
ーム中のタンパク質分解酵素によりプロセッシングされ、ペプチド断片がTおよびB細胞に
提示されて、ポリクローナル抗体を産生する。確認試験として、コホートの動物に、0日
目および11日目の時点でmAb 3F6またはそのアイソタイプ対照の存在下、アフィニティー
精製された組換えプロテインA変種[SpA、SpAKK、SpAAA、SpAKKAA、およびモック(PBS)]の
混合物を投与した。21日目の時点で、動物を安楽死させ、異なるクラスのSpA特異的抗体
を誘発するその能力をELISAによって測定した。全ての動物は、mAb処置なしにSpA特異的
抗体反応を生ずることができなかった(図6)。さらに、B細胞超抗原(SpAおよびSpAKK; 以
下参照)を投与された動物は、mAb 3F6の存在下でさえもSpA特異的IgG1およびIgG2a抗体を
生ずることができなかった(図6)。しかしながら、B細胞超抗原活性を欠くSpA変種(SpAAA
およびSpAKKAA; 以下参照)で処置されたマウスは、かなりの量のIgG1を生ずることができ
た(図6)。感染中の可溶性プロテインAの推定量(107 CFUあたり5～10 ng)は、これらの実
験中に動物へ注射されたアフィニティー精製プロテインAの用量をかなり下回るが、図6中
のデータから、B細胞超抗原活性の無力化におけるSpA特異的T/B細胞の潜在的な役割が示
唆される。まとめると、本発明者らは、SpAKKAAによる能動ワクチン接種(Kim et al., 20
10a)によって、かなりの量のプロテインA特異的抗体を産生させられるが、無力化用mAbに
よる黄色ブドウ球菌感染マウスの受動免疫化(以下参照)によっては、産生させられないと
推測する。
【０２４０】
　（表２）SpAKKAA-mAbによる免疫はマウスをMRSA曝露から防御する



(60) JP 6317670 B2 2018.4.25

10

20

30

40

50

a1×107 CFUの黄色ブドウ球菌MW2による静脈内曝露の24時間前にBALB/cマウスの腹腔へ別
個の抗体の濃度5 mg・kg-1でまたは3種のモノクローナル抗体の組み合わせの濃度15 mg・
kg-1でアフィニティー精製された抗体を注射した。
b検出限界を1.99 log10 CFU・g-1とし免疫1回あたりBALB/cマウス10匹のコホートにおい
て感染から4日後のホモジナイズ腎組織でlog10 CFU・g-1として算出されたブドウ球菌負
荷量の平均(±SEM)。2回の独立したかつ再現可能な動物実験の代表を示す。
c統計的有意性を両側マンホイットニー検定で算出し、P値を記録した。
dlog10 CFU・g-1として算出された細菌負荷量における減少。
e動物10匹からヘマトキシリン・エオシン染色して薄切片にした腎臓の組織病理診断; 1つ
の腎臓あたりの膿瘍数を記録して最終平均(±SEM)を目的に平均化した。
【０２４１】
mAb Spa27はSpAKKAAを認識せずマウスにおいて防御免疫を誘発することができない
　Spa27は、ブドウ球菌プロテインAの検出用に過去20年間にわたって用いられている市販
のプロテインA特異的モノクローナル抗体(Sigma)である(Perry et al., 2002)。Spa27ハ
イブリドーマは、黄色ブドウ球菌株Cowan Iから精製された野生型ブドウ球菌プロテインA
で免疫されたマウスから作製された(Sjoquist et al., 1972)。過去の研究から、野生型
プロテインAがB細胞集団のクローン性増殖および崩壊をもたらし(Forsgren et al., 1976
, Goodyear et al., 2003)、その結果、マウスにおいてプロテインA特異的免疫反応を取
り除くこと(Goodyear et al., 2004)、ならびに野生型プロテインAがFcγとFab VH3の両
方に対する結合部位を包含すること(Graille et al., 2000, Stahlenheim et al., 1970)
が実証された。本発明者らはそれゆえ、Spa27が野生型プロテインAを抗原として認識する
かどうか疑問を感じた。この疑問に対処するため、本発明者らは、精製された組換えプロ
テインA(SpA)、またはFcγを特異的に結合させる能力を欠くその変種(SpAKK)、VH3のFab
ドメインを特異的に結合する能力を欠くその変種(SpAAA)もしくはその両方を欠くその変
種(SpAKKAA)によるELISAを用いた(図7)。データから、Spa27が強力に、野生型SpAおよびS
pAKKに結合するが、しかしSpAAAまたはSpAKKAAに結合しないことが明らかにされた(図9B)
。Spa27はマウスIgG1アイソタイプ抗体であり、これはFcγを介してプロテインAを結合さ
せるその能力がないことを説明するものである(Kronvall et al., 1970)。Spa27とSpAAA
またはSpAKKAAとの間の弱い結合は、SpA27が抗原認識のために5つのIgBDの各々において
残基D36/D37を要するという、または、本発明者らにとってもっと可能性が高そうなのは
、Spa27がそのFabドメインを介してSpAを結合させるという一見ありそうにないことに起
因する可能性があり、同抗体がVH3または関連した抗体クラスに属すると仮定した。
【０２４２】
　本発明者らは、一対比較のためにmAb 3F6またはSpa27(5 mg・kg-1)をBALB/cマウスの腹
腔へ注射することによりSpa27の生物学的機能について調べた。これらの動物を次に、黄
色ブドウ球菌USA300(LAC)、つまり米国において流行している高病毒性の地域感染型MRSA
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株(Diep et al., 2006)に曝露した。曝露後4日の時点で、動物を安楽死させ、感染動物の
腎臓における細菌負荷量を判定した(図9B)。モック(PBS)処置と比べて、mAb 3F6を投与さ
れた動物は、細菌負荷量を減少させた(1.38 log10 CFU・g-1の減少、P=0.0011)。3F6によ
って誘発された防御免疫とは対照的に、mAb Spa27は、感染動物の腎臓における細菌負荷
量を減少させることができなかった(0.20 log10 CFU・g-1の減少、P=0.2111)。これらの
データは、mAb Spa27がブドウ球菌疾患に対する防御を提供しないことを明らかにしてい
る。さらに、Spa27を用いた実験は、野生型プロテインAによるマウスの免疫が、抗原とし
てこの分子を結合させることによりプロテインAの免疫調節特性を無力化できるモノクロ
ーナル抗体を誘発しえないことを例証している。
【０２４３】
mAbによるSpAKKAAの認識
　マイクロタイターディッシュをSpAKKAAでコーティングし、ELISAを用いて精製mAbの親
和性定数(Ka = [mAb・Ag]/[mAb]×[Ag])を判定した。mAb 3F6が最も高い親和性(Ka 22.97
×109 M-1)を示し、その後にmAb 5A10(Ka 8.47×109 M-1)およびmAb 3D11(Ka 3.93×109 
M-1、表3)が続いた。5つのIgBD単独の各々(EKKAA、DKKAA、AKKAA、BKKAA、およびCKKAA)
またはIgBD EKKAAドメインのヘリックス1、2もしくは3ならびにヘリックス1+2および2+3
を包含するペプチドを抗体結合について調べた(表3)。mAb 5A10および3F6は、SpAKKAAと
同じ親和性で全5つのIgBDを結合した。mAb 5A10はヘリックスペプチドに結合しなかった
が、mAb 3F6はヘリックス1+2ペプチドに対して弱い親和性を示した。mAb 3D11はBKKAAお
よびCKKAAに結合し、AKKAAに弱く結合したが、しかしEKKAAおよびDKKAAに結合しなかった
。要するに、マウスにおいてブドウ球菌疾患に対する最も高いレベルの防御を与えたSpAK
KAA-mAbは、5つのIgBDの一部または全部を結合したが、しかしIgBDの3つのヘリックスの
うちの1つのみまたは2つを包含するペプチドを結合しなかった。これらのデータから、防
御mAbは、各IgBDの3本鎖へリックスバンドルの立体構造エピトープを認識することが示唆
される。
【０２４４】
　mAbの結合力が免疫防御において重要な役割を果たすかどうか調べるため、漸増濃度の
カオトロピック試薬チオシアン酸アンモニウムの存在下でELISAを行った(図2)。測定され
たmAb 3F6結合力は、mAb 5A10および3D11のそれよりもかなり高かった(図2)。注目すべき
は、3D11が比較的低い結合力を示したが、これは、5つのIgBDのうちの2つだけとの、その
特異的相互作用によるものでありうる(図2および表3)。このことから、本発明者らは、mA
bの結合力がマウスでのその免疫防御の主な決定因子ではない可能性があるものと結論付
ける。
【０２４５】
　米国特許出願公報US 2008/0118937およびUS 2010/0047252には、野生型プロテインAの
免疫後のマウスから得られたマウスハイブリドーマ細胞株が記述されている。対応する抗
体mAb 358A76.1.1は、野生型プロテインAと結合することが報告された; しかし、この結
合の分子的性状は未だ明らかにされていない。野生型プロテインAに対するB細胞反応の性
状をさらに探索するため、mAb 358A76.1.1を単離し、その機能的特性について調べた。Sp
AKKAA-mAbとは異なり、358A76.1抗体はSpAのEドメインにのみ結合したが、その他4つのIg
BD(D、A、B、およびC)のいずれにも結合しなかった。さらに、mAb 358A76.1はプロテイン
Aを無力化することも、ブドウ球菌のオプソニン作用性の死滅を促進することもせず、mAb
 358A76.1の受動的移入は、マウスを黄色ブドウ球菌疾患から防御しなかった。
【０２４６】
モノクローナル抗体358A76.1はSpAのEドメインのみに弱く結合する
　プロテインAとの結合に対するmAb 358A76.1の親和性定数(Ka = [mAb・Ag]/[mAb]×[Ag]
)を判定するため、マイクロタイタープレートをSpAKKAA、個々のIgBD(EKKAA、DKKAA、AKK
AA、BKKAA、またはCKKAA)、ならびにEKKAA3本鎖へリックスバンドルの個々のヘリックス(
H1、H2、およびH3)または2つのヘリックス(H1+2およびH2+3)を包含する合成ペプチドのい
ずれかでコーティングした。mAb 3F6は、全長SpAKKAA(Ka 22.97×109 M-1)および5つのIg
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BDの各々(Ka 12.41～27.46×109 M-1)に対して高い親和性を有するSpAKKAA由来のマウス
モノクローナル抗体である。mAb 3F6と比べて、mAb 358A76.1はSpAKKAAに対してはるかに
弱い親和性(Ka 1.00×109 M-1、図10A～B)を示した。注目すべきは、mAb 358A76.1はEKKA
A(Ka 0.21×109 M-)にのみ結合したが、その他4つのIgBD(DKKAA、AKKAA、BKKAA、またはC

KKAA、表6)のいずれにも結合しなかった。さらに、mAb 358A76.1は、EKKAA IgBDの1つま
たは2つのヘリックス(H1、H2、H3、H1+2、およびH2+3)を包含する合成ペプチドのいずれ
も認識しなかった。対照的に、mAb 3F6はヘリックス1+2ペプチドに対して弱い親和性を示
した(表6)。全5つのIgBDのアミノ酸配列のアライメントから、Eドメインが最も似ていな
いドメインであることが明らかにされた(Sjodahl, 1977)。それにもかかわらず、Eドメイ
ンは、その他4つのIgBDと同様に、ヒトおよび動物免疫グロブリンと結合し、その非類似
性の意義は未だ理解されていない(Moks et al., 1986)(図10C～D)。mAb 358A76.1は、Eド
メインのヘリックス1および3の非保存アミノ酸を伴う立体構造エピトープを特異的に結合
させることが可能である(図10C～D)。
【０２４７】
　mAb 3F6および358A76.1がSpAKKAA上のエピトープ結合部位(EKKAA)を共有するかどうか
調べるため、本発明者らは、漸増濃度のIgG2aアイソタイプ対照、mAb 358A76.1またはmAb
 3F6を用いて競合的ELISAを行った。30 μg・ml-1の濃度で、アイソタイプ対照抗体(IgG2
a)はSpAKKAAとのHRP結合mAb 358A76.1またはmAb 3F6の結合を妨げなかった(図10E)。予想
通り、mAb 358A76.1はSpAKKAAとの結合についてHRP結合mAb 358A76.1と競合したが、しか
しHRP結合mAb 3F6の結合を妨げなかった(図10E)。注目すべきは、mAb 3F6はSpAKKAAとのH
RP結合mAb 358A76.1の結合を完全に遮断することができた(96.4%の阻害、図10E)が、mAb 
358A76.1は88.0%の阻害しか生じなかった(mAb 3F6対mAb 358A76.1、P=0.0007)。
【０２４８】
モノクローナル抗体358A76.1はマウスにおいて防御免疫を誘発しない
　コホートのBALB/cマウスに5 mg・kg-1のmAb 358A76.1またはmAb 3F6を、その腹腔内腔
へ注射した。受動的に免疫された動物に黄色ブドウ球菌USA300(LAC)、つまり米国におい
て流行している高病毒性の地域感染型MRSA株(Diep et al., 2006, Kennedy et al., 2008
)に曝露した。IgG2aアイソタイプmAb処置対照と比べて、mAb 3F6を投与された動物は、腎
組織における細菌負荷量を減少させていた(1.26 log10CFU・g-1の減少; P=0.0021、図11A
)。興味深いことに、mAb 358A76.1を投与された動物は、細菌負荷量のほんのわずかな減
少しか示さず、これは統計的有意性を達成することができなかった(0.42 log10CFU・g-1

の減少; P=0.0948、図11A)。mAb 358A76.1と比べて、mAb 3F6の受動的移入は免疫マウス
においてCA-MRSA株USA300に対する防御の増大を生じた(0.84 log10CFU・g-1の減少; P=0.
0011、図11A)。
【０２４９】
　侵襲性微生物のオプソニン作用性の死滅は、感染宿主の重要な防衛戦略であり、多くの
異なる細菌ワクチンに関する防御免疫に相互に関連あるものの1つにも当たる(Robbins et
 al., 1987, Robbins et al., 1990)。新鮮マウス血液におけるオプソニン作用性の死滅
のアッセイ法を用いて、本発明者らは、mAb 358A76.1がMRSA株USA300のオプソニン作用性
の死滅を促進しうるかどうか問いかけた。手短に言えば、未処置6週齢BALB/cマウスから
得た抗凝固処理血液を10 μg・ml-1のmAb 358A76.1、mAb 3F6またはmAb IgG2aアイソタイ
プ対照の存在下または非存在下において黄色ブドウ球菌USA300とともにインキュベートし
た。血液試料を溶解させ、寒天培地上にプレーティングし、ブドウ球菌負荷量を数え上げ
た。血液中のブドウ球菌負荷量を49%減少させたmAb 3F6とは対照的に、mAb 358A76.1およ
びIgG2a対照はブドウ球菌のオプソニン作用性の死滅を活性化することができなかった(mA
b 3F6対PBS、P<0.0001; mAb 3F6対358A76.1、P=0.0007; 図11B)。
【０２５０】
　感染中に、プロテインAは免疫グロブリンでブドウ球菌の表面を捕捉および装飾する。
免疫グロブリンのFcγドメインと結合することにより、SpAは、補体活性化、Fc受容体の
関与および食細胞によるブドウ球菌のオプソニン作用を遮断する。さらに、細菌表面から
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放出されるSpA分子は、VH3型B細胞受容体を架橋してリンパ球を活性化し、最終的にはそ
のアポトーシス死をもたらし、ブドウ球菌に対する適応免疫反応の発現を妨げる。本発明
者らはELISAを用いて、mAb 358A76.1がプロテインAの免疫グロブリン結合活性を無力化し
うるかどうか判定した。対照として、6 μg・ml-1および30 μg・ml-1で、mAb 3F6はヒト
IgG結合を結合させるプロテインAの能力を無力化したが、IgG2aアイソタイプ対照mAbはそ
うではなかった(図11C)。さらに、6 μg・ml-1または30 μg・ml-1の濃度で、mAb 358A76
.1はプロテインAとのヒトIgGの結合を遮断しなかった(図11C)。
【０２５１】
　（表３）SpAKKAAおよびその断片とのmAbの結合に関する結合定数

aアフィニティー精製された抗体(1 mg ml-1)を同族抗原(100 nM)でコーティングされたEL
ISAプレート全体にわたって連続希釈して、Prism(GraphPad Software, Inc.)により結合
定数を測定した。
【０２５２】
　（表６）SpAKKAAおよびその断片とのmAb 358A76および3F6の結合に関する結合定数

aアフィニティー精製された抗体(100 μg・ml-1)を抗原(SpAKKAAの場合20 nMおよびIgG結
合ドメインの場合100 nM)でコーティングされたELISAプレートの全体にわたって連続希釈
して、Prism(登録商標) (GraphPad Software, Inc.)を用いて結合定数を算出した。プロ
テインA抗原との抗体の結合について調べるため、本発明者らは、プロテインA [E (残基
番号1～56)、D (残基番号57～117)、A (残基番号118～175)、B (残基番号176～233)、お
よびC (残基番号234～291)]の5つの免疫グロブリン結合ドメイン(IgBD)の各々において4
つのアミノ酸置換を有するSpAKKAA変種(6つのN末端ヒスチジル残基を持つ成熟SpAの残基
番号1～291)を用いた。各IgBDにおいて、位置番号9および10のグルタミン(IgBD-E由来の
アミノ酸残基)をリジンと置き換え(Q9K、Q10K)、アスパラギン酸36および37をアラニンと
置き換えた(D36A、D37A)。同じ置換を個々のIgBD: EKKAA、DKKAA、AKKAA、BKKAA、および
CKKAAに及ぶタンパク質(全てN末端6ヒスチジルタグとともに発現され、N末端6ヒスチジル
タグで精製された)の中に導入した。SpAKKAAおよび個々のIgBDを大腸菌抽出物からアフィ
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ニティークロマトグラフィーによって精製した。ペプチドH1、H2、H3、H1+2、およびH2+3
は、ペプチド合成機において合成され、HPLCにより精製された。これらのペプチドは、EK
KAA IgBDの3本鎖へリックスバンドル(SpAKKAAの残基番号1～56: NH2-AQHDEAKKNAFYQVLNMP
NLNADQRNGFIQSLKAAPSQSANVLGEAQKLNDSQAPK-COOH)のヘリックス1 (H1: NH2-AQHDEAKKNAFYQ
VLNMPNLNA-COOH)、2 (H2: NH2-NMPNLNADQRNGFIQSLKAAPSQ-COOH)、3 (H3: NH2-AAPSQSANVL
GEAQKLNDSQAPK-COOH)、1+2 (H1+2: NH2-AQHDEAKKNAFYQVLNMPNLNADQRNGFIQSLKAAPSQ-COOH)
、または2+3 (H2+3: NH2-NMPNLNADQRNGFIQSLKAAPSQSANVLGEAQKLNDSQAPK-COOH)を包含する
。b記号<は、低すぎるため結合定数の判定が可能ではなかった測定値を示す。
【０２５３】
mAb 3F6はSbiを結合させる
　黄色ブドウ球菌の分泌タンパク質Sbiは、5つの異なるドメインから構成される(Zhang e
t al., 1998)。2つのN末端ドメイン(1および2)は、SpAのIgBDと相同である(Zhang et al.
, 1999)。ドメイン3および4は補体成分C3およびH因子と結合し、C末端ドメインは、リポ
タイコ酸に結合することによってブドウ球菌エンベロープ中に一部の分泌Sbi分子を保持
することが提唱されている(Burman et al., 2008, Smith et al., 2012)。ドメイン1およ
び2は免疫グロブリンのFcγ部分に結合する(Atkins et al., 2008); この活性は、ドメイ
ン3および4のC3およびH因子結合特性と協調して、液中補体成分の無駄な消費を促進する(
Haupt et al., 2008)。Sbiは、その2つのIgBD(ドメイン1および2)が位置番号36および37
の基準となる2つのアスパラギン酸残基を欠くので、B細胞超抗原活性を発揮するとは考え
られない(Graille et al., 2000, Lim et al 2011)。IgBDと補体結合ドメインの両方を包
含する組換えタンパク質His-Sbi1～4は、アフィニティークロマトグラフィー実験におい
てヒトIgGを保持した。His-Sbi1～4/KKAAは、ドメイン1および2における保存されたグル
タミン残基(Q51,52およびQ103,104)、すなわちSbi IgBDの予測されるFcγ結合部位のリジ
ン(K)置換、ならびに補体結合ドメインのアルギニン(R231)およびアスパラギン酸(D238)
残基のアラニン(A)置換を有する変種である(Haupt et al., 2008)。His-Sbi1～4/KKAAは
アフィニティークロマトグラフィー中にヒトIgGを保持しなかった。ELISAによって調べた
場合、His-Sbi1～4はマウスおよびヒトIgGに結合し、ヒトIgGのFcとFabドメインの両方に
結合したが、His-Sbi1～4/KKAAは結合しなかった。mAb 5A10および3D11はHis-Sbi1～4/KK

AAに結合しなかったが、3F6はそのタンパク質に結合した。したがって、mAb 3F6はSbiを
無力化しうるか、または循環血中から分泌Sbiを除去し、それによってブドウ球菌による
補体因子C3の消費を阻止しうる。
【０２５４】
　SpAKKAA-mAbによる結合部位競合実験。ELISA試験により、3種のmAb 5A10、3F6、および
3D11が野生型SpAに類似の親和性で結合することが明らかにされた(図3A)。5A10と比べて
、IgG1対照抗体はSpAに対してわずかな親和性を示した。さらに、IgG2b対照抗体の親和性
は、mAb 3D11のそれと比べて減少した。3F6と比べて、IgG2a対照抗体はわずかに減少した
親和性でSpAを結合した。西洋ワサビペルオキシダーゼ結合mAb(5A10-HRP、3F6-HRP、およ
び3D11-HRP)による競合ELISAアッセイ法において、アイソタイプ対照抗体は、SpAとのHRP
結合mAbの結合を妨げなかった(図3B)。等モル量の各mAbの添加によって、対応するHRP結
合体の結合が減少した(図3B)。mAb 3D11はHRP-5A10またはHRP-3F6とSpAとの結合を阻止し
なかったが、しかしmAb 5A10および3F6はSpAとのHRP-3D11の結合を妨げた。mAb 3F6はSpA
とのHRP-5A10の結合のいくらかの減少を引き起こした(図3B)。最後に、mAb 5A10はSpAと
の3F6-HRPの結合に対する弱い競合相手であった(図3B)。これらのデータから、SpAの3本
鎖へリックスバンドルの表面上の3種のmAbに対する結合部位が互いにごく接近しているか
、または部分的に重複さえしている可能性があることが示唆される(表3)。
【０２５５】
SpAKKAA-mAbは免疫グロブリンとプロテインAとの結合を阻止する
　VH3族に関連するファミリーのマウス抗体(例えば7183、J606、およびS107)は、そのFab
部分を介してSpAを結合させるが、他のVHファミリーのもの(J558、Q52、Sm7、VH10、VH11
、およびVH12)は結合しない(Cary et al, 1999)。SpAKKAA特異的mAbの相補性決定領域(CD
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R)のアミノ酸配列は、ハイブリドーマ転写産物に由来するcDNAを配列決定することによっ
て決定された。このデータから、mAb 5A10がVH3族7183ファミリーに属することが示され
た; そのFabドメインはSpAに対する親和性を示す可能性が高い(表4)。mAb 3F6および3D11
は、それぞれ、VH10およびJ558ファミリーの成員であり(表4); これらの抗体ファミリー
のFabドメインが、SpAと結合することは知られていない。
【０２５６】
　（表４）モノクローナル抗体のCDR領域のアミノ酸配列

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由来の増幅されたPCR産物
を、IMGT Vquestを用いて配列決定および分析した。
【０２５７】
　野生型SpAならびにその変種SpAKKAA、SpAKK、およびSpAAAを精製し、ヒトIgGによるELI
SA結合試験に用いた。予想通り、SpAはIgGまたはそのFcγおよびF(ab)2断片に結合したが
、SpAKKAAは結合しなかった(図7)。SpAKK変種(全10個のグルタミン残基の位置にリジン置
換を持つ)は、F(ab)2断片ではなくFcγ断片を結合させるその能力が損なわれていたのに
対し、SpAAA変種(全10個のアスパラギン酸残基の位置にアラニン置換を持つ)はFcγに結
合したが、F(ab)2に結合しなかった(図7)。SpAとのヒトIgGの結合は、アイソタイプ対照m
Abの競合を上回る形で全3種のmAb(5A10、3F6、および3D11)によって遮断された(図4A)。
全3種の抗体はヒトIgGの、SpAKKとの結合(Fab結合)またはSpAAAとの結合(Fab結合)を妨げ
た(図4A)。したがって、SpAKKAA特異的mAbはSpAと免疫グロブリンとの非免疫結合を阻止
する。これらのデータに基づき、本発明者らは、プロテインA特異的mAbが、IgBDのヘリッ
クス2を伴う立体構造エピトープ、つまりSpAのFcγおよびFab相互作用に関与する構造要
素と相互作用するものと推測する。
【０２５８】
　mAb 3F6が野生型SpAをブドウ球菌表面の抗原として結合させるなら、そのFcγドメイン
は免疫細胞の表面上のFc受容体または補体による認識のために使用可能でなければならな
い。この予測を検証するため、黄色ブドウ球菌を3F6、そのアイソタイプ対照およびアフ
ィニティー精製Sbi1～4とともにインキュベートした。抗体を介した共沈降によって上清
からの可溶性Sbi1～4の枯渇を引き起こし、これを細菌表面のFcγ部位の利用可能性の指
標として分析した。非免疫的な形でSpAと結合することしかできない、対照mAbとのブドウ
球菌のインキュベーションによっては、可溶性Sbi1～4の比較的小さい減少が引き起こさ
れた(図4B)。対照的に、mAb 3F6とのブドウ球菌のインキュベーションにより可溶性Sbi1
～4が枯渇され、mAb 3F6はSbi1～4との結合のためにそのFcγドメインを提示しつつ、細
菌表面のSpA抗原を結合することが示唆された(図4B)。
【０２５９】
　SpAとのmAb 3F6の結合がインビボで本当に起きるかどうか調べるため、BALB/cマウスに
mAb 3F6またはアイソタイプ対照抗体を免疫した。腹腔への精製SpAの注射の後、次の30分
間にわたって血液をサンプリングすることにより、循環血中のその存在量を評価した。対
照mAbで処置された動物と比べて、mAb 3F6注射により処置された動物は、血流からのSpA
のクリアランスの加速を引き起こした(図4C)。mAb 3F6によるSpAの免疫認識によってその
Fcγドメインが提供され、Fc受容体を介した、血流からの抗原-抗体複合体の除去が媒介
されるものと推定される。
【０２６０】
SpAKKAA-mAbはヒトおよびマウスの血液中のブドウ球菌のオプソニン作用性の死滅を促進
する
　病原菌のオプソニン作用性の死滅を促進する適応免疫反応の誘発は、ワクチン開発およ
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び許認可に向けた普遍的目標である(Robbins et al., 1996)。これは黄色ブドウ球菌では
達成されておらず、というのは、この病原菌は、その表面に露出されたおよび分泌された
SpA分子およびSbi分子によりオプソニン抗体に対して武装しているからである(Kim et al
., 2011)。SpAKKAA-mAbがオプソニン化貪食作用を促進しうるかどうか調べるため、Rebec
ca Lancefieldにより開発された新鮮血中での細菌死滅のアッセイ法を使用した(Lancefie
ld, 1928)。未処置6週齢BALB/cマウス由来のレピルジン抗凝固処理血液を2 μg・ml-1のm
Ab 5A10、3F6、および3D11またはそのアイソタイプ対照の存在下または非存在下において
MSSA株Newmanとともにインキュベートした。血液試料を溶解させ、寒天培地上にプレーテ
ィングし、ブドウ球菌負荷量を数え上げた(図5A)。全3種のmAbともブドウ球菌のオプソニ
ン作用性の死滅をもたらし、これは接種材料(3D11, P=0.0025)の37%から33% (3F6, P=0.0
478)および16% (5A10, P=0.0280)にまで及んだ。ヒト血液中でのブドウ球菌のオプソニン
作用性の死滅についての試験として、本発明者らは、健常ヒト志願者を募集し、SpAKKAA
に特異的な抗体についてその血清を調べた。以前に報告されている通り、志願者の誰もが
プロテインAに対する血清抗体を持っていなかった(データは示されていない)(Kim et al.
, 2010a)。抗凝固処理された新鮮ヒト血液試料を10 μg・ml-1のmAb 5A10、3F6、および3
D11またはそのアイソタイプ対照の存在下または非存在下においてMRSA株USA400 (MW2)と
ともにインキュベートした(図5B)。全3種のmAbともブドウ球菌のオプソニン作用性の死滅
をもたらし、これは接種材料(3D11, P=0.0002)の52%から44% (3F6, P=0.0001)および34% 
(5A10, P=0.0035)にまで及んだ。血液試料をスライドグラス上に広げ、ギムザで染色し、
顕微鏡検査によって分析した。mAb 5A10、3F6、および3D11の存在下においてインキュベ
ートされた血液試料には、好中球と結び付いていたブドウ球菌があったが、すなわち、そ
れらのブドウ球菌はこれらの白血球と結び付いているか、または細胞内に位置している可
能性がある(図5C～E)。アイソタイプ対照mAbとともにインキュベートされた血液試料には
、細胞外ブドウ球菌のクラスタ(赤矢印)および白血球と結び付いていたブドウ球菌(青矢
印、(図5F～H)があった。
【０２６１】
考察
　モノクローナル抗体は、微生物表面産物に対するヒト適応免疫反応の生物学的特性を調
べるまたとない機会を提供し、微生物免疫回避の分子的性状と防御免疫の分子的性状の両
方を明らかにする(Fischetti, 1989)。例えば、A群ブドウ球菌Mタンパク質、つまり重要
な病毒性因子かつαヘリックスコイルドコイル表面タンパク質(Phillips et al., 1981)
は、オプソニン作用性のクリアランスに対する耐性を付与するが、これは感染中の体液性
適応免疫反応によって克服されうる(Lancefield, 1962; Scott et al., 1986)。Mタンパ
ク質のαヘリックスコイルドコイルに結合するmAbは、A群ブドウ球菌のオプソニン作用性
の死滅を誘導することができないが、これは、しかしながら、N末端のランダムコイルド
メインに対して作製されたmAbによって達成される(Jones and Fischetti, 1988; Jones e
t al., 1986)。Mタンパク質のN末端ドメインは、臨床分離株の間でかなりばらつきがあり
、これはタイプ特異的免疫の分子基盤を表す(Hollingshead et al., 1987; Lancefield, 
1962)。
【０２６２】
　ブドウ球菌Mタンパク質と同様に、プロテインAはまた、黄色ブドウ球菌の防御抗原とし
て機能する(Stranger-Jones et al., 2006)。黄色ブドウ球菌の実質的に全ての臨床分離
株がプロテインAを発現するが、しかし、そのIgBDのアミノ酸配列は高度に保存されてい
る(McCarthy and Lindsay, 2010)。マウスまたはヒトでのブドウ球菌感染は、プロテイン
A特異的な体液性免疫反応を誘発せず(Kim et al., 2010a)、これはこの分子のB細胞超抗
原活性によって説明される(Silverman and Goodyear, 2006)。プロテインA変種、詳細に
はSpAKKAA分子による免疫は、マウスおよびウサギにおいて体液性免疫反応を誘発し; こ
れらの抗体は野生型プロテインAと交差反応し、マウスにおいてブドウ球菌疾患に対する
防御を提供する(Kim et al., 2010a)。アフィニティー精製されたポリクローナルウサギ
抗体は、マウスにおいて野生型プロテインAのB細胞超抗原活性を遮断することができ、抗
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凝固処理マウス血液中でインキュベートされた場合にマウス好中球のオプソニン作用能を
増強することができる。さらに、プロテインAの構造遺伝子(spa)を欠く黄色ブドウ球菌変
異体は、病毒性の大幅な欠損を示し、また、多くの異なるブドウ球菌抗原に対する体液性
免疫反応の発現および防御免疫の発現を可能にする(Cheng et al., 2009; Kim et al., 2
011)。したがって、SpAの免疫調節特性を無力化する抗体は、急性ブドウ球菌感染に対す
る防御を提供しうるだけでなく、また、他のブドウ球菌抗原に対する防御免疫反応の発現
を可能にし、再発性の黄色ブドウ球菌感染を予防しうる。本発明者らは、SpAKKAAに対す
るmAbを作製することによってこの予想を検証した。マウスにおいて防御免疫を誘発した
全てのモノクローナル抗体が、プロテインAの立体構造エピトープを認識し、そのIgBDの3
本鎖へリックスの折り畳み構造と相互作用した。重要なことには、SpAKKAAの複数のまた
は全てのIgBDに対して強い親和性および交差反応性を有するこれらのモノクローナル抗体
は、同様に野生型プロテインAを認識した。インビトロにおいて試験された場合、mAb、詳
細には5A10、3F6、および3D11は、免疫グロブリンのFcγおよびFabドメインとのプロテイ
ンAの結合を阻止し、マウスおよびヒト血液中での食細胞による黄色ブドウ球菌のオプソ
ニン作用性の死滅をもたらした。マウスの腹腔へ注射された場合、mAbはMSSAとMRSAの両
方の黄色ブドウ球菌分離株に対する顕著な免疫防御を誘発した。さらに、インビボでのSp
AKKAA-mAbを介したSpAの無力化は、いくつかの異なる黄色ブドウ球菌抗原に対する体液性
免疫反応を刺激し、SpAKKAA抗体がブドウ球菌のB細胞超抗原活性を阻害するという仮説を
支持するものであった。
【０２６３】
　注目すべきは、受動的に免疫されたマウスでのブドウ球菌抗原に対する抗体反応の大き
さは、SpAKKAAで能動的に免疫されたマウスにおいて誘発された免疫反応よりもはるかに
低かった。能動免疫戦略と受動免疫戦略との間の主な差異は、宿主免疫反応を支配する抗
原特異的T/B細胞集団の発現にあり、それは能動免疫戦略の結果である。将来の研究では
、TH1/17を介した黄色ブドウ球菌に対する機能的食細胞の動員などの適切な全身免疫反応
を引き起こす際にプロテインA特異的T/B細胞が極めて重要であるかどうかを判定すること
が正当化される(Spellberg et al., 2012)。
【０２６４】
　過去の研究により、マウスにおいてVH3型B細胞受容体に対するプロテインAの超抗原活
性が実証されている(Goodyear et al., 2003)。注目すべきは、マウスB細胞の5～10%だけ
がVH3クローン性であり、プロテインA超抗原に感受性が高い(Silverman et al., 2006)。
それにもかかわらず、プロテインA変異体ブドウ球菌は、この疾患のマウスモデルでの膿
瘍形成の発病において著しい欠陥を示す(Cheng et al., 2009, Kim et al., 2011)。マウ
スとは対照的に、ヒトVH3クローン性B細胞は全B細胞集団の最大50%までを構成し(Berberi
an et al., 1993, Huang et al 1992)、ブドウ球菌感染中のプロテインA超抗原活性の影
響はヒトB細胞集団の場合にさらに大きい可能性が高いことを示唆している(Silverman et
 al., 2006)。そうなら、プロテインAを介したB細胞活性化は、VH3 B細胞クローンの使用
の偏りおよび非生理学的B細胞集団の発現をもたらしうる。最終的に、ブドウ球菌プロテ
インAは、VH3型抗体およびVH3陽性B細胞のヒト宿主に対して予想される。類似のシナリオ
はHIVエンベロープ糖タンパク質gp120で直面するものであり、それもVH3クローン性B細胞
と相互作用し、AIDS患者においてVH3 B細胞(抗体遺伝子)のクローン欠損をもたらす(Berb
erian et al., 1993, Berberian et al 1991)。これらの事象は、HIVおよび黄色ブドウ球
菌感染中の無力化用抗体の反応の阻止において重要な要因である可能性が高い(Kim et al
., 2012b)。
【０２６５】
　他者らによる研究では、プロテインAに対するモノクローナル抗体を単離しようとして
いた。そのような抗体の1つ、SPA27(Sigma, St. Louis, MO)は、マウスIgG1、つまりFcγ
ドメインがプロテインAと相互作用しない抗体クラスと分類された(Kronvall et al., 197
0)。それにもかかわらず、これらの抗体がVH3型Fabドメインを持つと仮定すれば、IgG1サ
ブタイプ抗体でさえ、偽免疫結合を介してプロテインAにより結合されうる(Cary et al.,
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 1999, Sasso et al., 1989)。本発明者らは最近、これらの可能性を識別できる試薬を開
発した。例えば、野生型プロテインA(SpA)は、FcγおよびVH3型Fabドメインを介して免疫
グロブリンを結合させる(Silverman et al., 2006)。SpAKKはVH3型のFabドメインとだけ
結合するのに対し、SpAAAはVH3型免疫グロブリンのFabドメインにではなく、IgGのFcγド
メインにだけ結合する(Kim et al., 2012a)。これらの試薬を用いて、本発明者らは、SPA
27が野生型SpAおよびSpAKKに結合するが、しかしSpAAAまたはSpAKKAAに結合しないことを
認めた(Kim et al., 2012a)。したがって、黄色ブドウ球菌Cowan1由来の野生型プロテイ
ンAでマウスを免疫した後のハイブリドーマから単離されたSPA27は、プロテインAを特異
的に認識しない(Kim et al., 2012a)。むしろ、SPA27がプロテインAによって結合される(
Kim et al., 2012a)。これらの知見から予想されうる通り、SPA27は、プロテインAのIgG
またはIgM結合活性を無力化することができず、後に、黄色ブドウ球菌感染に曝露される
マウスにおいて防御を与えない(Kim et al., 2012a)。
【０２６６】
　本発明者らは、黄色ブドウ球菌感染中にまたは野生型プロテインAによる免疫後に無力
化用抗体を宿主免疫系が産生できないことが一般的な現象にあたるのかどうか疑問を感じ
た(Kim et al., 2012a, Kim et al 2012b)。このモデルを検証するため、本発明者らはmA
b 358A76.1、つまり黄色ブドウ球菌Cowan1由来の野生型プロテインAでマウスを免疫した
後に単離された抗体(Sjoquist et al., 1972)を精製した(米国特許US2008/0118937 A1お
よびUS2010/0047252 A1)。mAb SPA27と異なり、mAb 358A76.1はSpA、SpAKK、SpAAA、およ
びSpAKKAAと免疫反応性を示した(Kim et al., 2012a)。本発明者らは、mAb 358A76.1の特
異的結合部位がEKKAAドメインに制限されること、ならびに同抗体がDKKAA、AKKAA、BKKAA
、およびCKKAAドメインを認識しないことを認めた。EKKAAとその他4つのIgBDとの間のア
ミノ酸非類似性に基づき、本発明者らは、mAb 358A76.1がE-IgBDドメインの表面上の立体
構造エピトープを認識するものと推測する。mAb 358A76.1とプロテインAのEドメインとの
間の結合は、その他4つのIgBD(D、A、B、およびC)を無力化することができない。驚くこ
とではないが、未処置マウスへのmAb 358A76.1の受動的移入は、黄色ブドウ球菌曝露に対
する防御を付与せず、血液中でのブドウ球菌のオプソニン作用性の死滅をもたらさない。
これらの知見に基づき、本発明者らは、毒素非産生性プロテインA、例えばSpAKKAAによる
免疫だけが、プロテインAの全てのIgBDを無力化し、かつ黄色ブドウ球菌疾患に対する防
御を付与する抗体の発現を誘発できるものと提唱する。
【０２６７】
　本明細書において提示されるデータは、SpAのFcγおよびFab結合活性の無力化が、黄色
ブドウ球菌に対する防御免疫に相互に関連あるものの1つに相当するという一般仮説の裏
付けとなる証拠を提供し、そのような抗体は、血液中での病原菌のオプソニン作用性の死
滅をもたらすこと、およびブドウ球菌の分泌病毒性因子を無力化する抗体を誘発すること
が予想される(Mazmanian et al., 1999)。
【０２６８】
配列分析
　野生型黄色ブドウ球菌プロテインAは、2つの非抗原性結合部位を通じてヒトIgGと相互
作用する。第一はFc定常領域とであり、第二はヒトVH3族のFab重鎖とである(Fab結合はIg
AおよびIgMとも起こる)。したがって、ヒトVH3に対応するマウス族に属するmAbは、野生
型抗原と3種の可能性のある、およびおそらく、競合性の結合親和性を有する可能性が高
く、1つはFcに対するもの、1つはFabに対するもの、および3つ目はCDRを介して媒介され
る抗原特異的結合である。SpAKKAA特異的モノクローナル抗体を生ずるハイブリドーマ細
胞株を、CDR配列決定分析に供した。各個々の抗体は、各Fab部分が軽鎖中の3つのCDRおよ
び重鎖中の3つのCDRから構成された、2つの抗原認識部位(Fab断片)を含んでいた。黄色ブ
ドウ球菌感染に対する防御を付与すると特定されたmAbには、5A10、3F6、3D11、5A11、1B
10、および4C1が含まれる。
【０２６９】
　顕著な防御を提供した3F6は、SpAkkaa mAbのパネルのなかで最も特徴的な配列を提示し
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よび6D11と区別する重鎖中の独特のCDR配列を有する。最後に、1F10および6D11は共通の
重鎖CDR配列および軽鎖CDR配列を共有し、それらが同胞種mAbであることを示唆していた
。1F10抗体も6D11抗体もともに、マウスにおいて顕著な免疫防御を生ずることができなか
った。最も有望な防御効果を生み出し、かつさらに特徴付けられた3種のmAb (5A10、3F6
、および2F2)が太字で示されている。
【０２７０】
　3つの主群の軽鎖配列が特定され、類似配列によって結び付けられた。第一の群は3F6、
1F10、6D11、4C1、6B2、2B8、および4C5から構成され、これらの全てが、6B2における1個
のアミノ酸の相違および4C5における2個のアミノ酸の相違を除いて共通の軽鎖CDR配列を
共有していた。軽鎖配列を共有するにもかかわらず、これらのmAbは種々の防御効果を生
み出し、重鎖配列における特定の相違がこれらのmAbの機能的効果に著しく影響しうるこ
とを示唆していた。第二の群は、一連の軽鎖CDR配列を共有し(重鎖CDR配列は相違してい
た)、主な防御抗体の1つ5A10を含む、5A10および2F2から構成された。
【０２７１】
　全抗体の対応CDRの同一性パーセントを算出し、行列の形式で表7～15に提示してある。
3F6、5A10、または3D11の個々のCDRに対して40%超の個々のCDR配列同一性を有した抗体を
、表16にまとめてある。3F6の対応CDRと40%超同一であった各CDRセットのコンセンサス配
列を、表17に提示してある。
【０２７２】
　（表５）抗体配列
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aマウスモノクローナル識別子。MAb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ヌクレオチド類似性に基づく免疫グロブリン可変重(IGHV)鎖遺伝子亜群分類。マウス遺
伝子(ハツカネズミ(Mus musculus)) VH族をホモ・サピエンス(Homo sapiens)と比較し、
それにしたがって表した。黄色ブドウ球菌プロテインAは、遺伝VH遺伝子および他の哺乳
動物種におけるその相同体のほぼ半分に相当するFab重鎖VH3ファミリーのヒト可変領域と
の結合に対して特異性を有する。
cおよびd MAbハイブリドーマ細胞由来の全RNAを標準的なプロトコールによって単離した
。cDNAを、VHおよびVLの超可変相補性決定領域(CDR)に隣接するIg保存領域からの増幅の
ために設計されたIgプライマーセットを用いたRT-PCRによって合成および増幅した。陽性
産物をIMGT vquest (http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest)を用いて配列決定および分析し
た。アミノ酸、ヌクレオチド、および特異的CDR配列を指定し、全アミノ酸配列内でCDRを
太字および下線にしてある。
e マウスにおける黄色ブドウ球菌腎膿瘍曝露後のCFUの有意な減少(P<0.05)を示すP値。
f 病理組織学的分析によって判定した場合の、腎臓における膿瘍の有意な減少(P<0.05)を
示すP値。
【０２７３】
実施例2
材料および方法
細菌株および増殖条件
　黄色ブドウ球菌株NewmanおよびMW2はトリプトソイブロス(TSB)において37℃で増殖させ
た。大腸菌株DH5αおよびBL21(DE3)は、100 μg・ml-1のアンピシリンを有するルリア・
ベルターニ(LB)ブロスにおいて37℃で増殖させた。
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【０２７４】
モノクローナル抗体
　マウスモノクローナル抗体は従来の方法(Kohler, G., and C. Milstein. 1975)によっ
て作製された。手短に言えば、BALB/cマウス(8週齢、雌性、Jackson Laboratory)を、完
全フロイントアジュバント(CFA, DIFCO)と1:1で乳化された精製SpAKKAA 100 μgを用いた
腹腔内注射により免疫した。21日目および42日目に、不完全フロイントアジュバント(IFA
, DIFCO)と1:1で乳化された同一抗原100 μgを用いた腹腔内注射によりマウスを追加免疫
した。31日目および52日目に、マウスから採血し、血清試料をELISAにより特異的抗体に
ついてスクリーニングした。初回免疫から79日後に、ELISAによって強力な抗原免疫反応
性を示したマウスに同一抗原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分泌派生株と融合
した。得られたハイブリドーマ由来の上清を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さらに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得た。細胞株の使用済みの培養上清から抗体を精製し
た。Spa27モノクローナル抗体はSigmaから購入した。ハイブリドーマ細胞株358A76.1.1は
アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション(ATCCアクセッション番号PTA-7938)から
購入し、Fitchモノクローナル抗体施設(シカゴ大学)で増殖させた。
【０２７５】
組換えタンパク質の精製
　SpA-EKKAAドメインのアミノ酸配列に由来するポリペプチドは、CPC Scientific Inc (S
unnyvale, USA)によって合成された。凍結乾燥されたペプチド試料を、蒸留水またはジメ
チルスルホキシド(DMSO)のどちらかを用いて可溶化し、次に分注し、-80℃で凍結した。
野生型SpAおよびSpAKKAAのプラスミドの使用が、これまでに記述されている(Kim et al.,
 2010a)。SpAKK (5つのIgBDの各々におけるQ9K、Q10K置換)、SpAAA (5つのIgBDの各々に
おけるD36A、D37A置換)、SpAKKAAの個々のIgBD (E、D、A、BおよびC)の合成用のオリゴヌ
クレオチドは、Integrated DNA Technologies, Inc (USA)によって合成された。SpAKKAA
変種のPCR産物を、N末端His6タグ付きの組換えタンパク質を生ずるpET15bベクターにクロ
ーニングした。Sbi1～4のコード配列を、組換えN末端Strepタグ(WSHPQFEK (SEQ ID NO:10
))を有する黄色ブドウ球菌Newman染色体DNAから2つのプライマー

でPCR増幅させた。Sbi1～4のPCR産物を、組換えN末端Strepタグ(WSHPQFEK (SEQ ID NO:10
))を有するC末端His6タグ付きの組換えタンパク質を生ずるpET24bベクターにクローニン
グした。全てのプラスミドをアフィニティー精製のためにBL21(DE3)に形質転換した。組
換え大腸菌株の終夜培養物を新鮮培地中に1：100で希釈し、A600 0.5まで37℃で増殖させ
、この時点で培養物を1 mMのイソプロピルβ-D-1-チオガラクトピラノシド(IPTG)で誘導
し、さらに3時間増殖させた。細菌細胞を遠心分離により沈降させ、カラム用緩衝液(50 m
M Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl)中に懸濁し、フレンチプレス細胞破砕機(French pre
ssure cell)により14,000 psiで破砕した。40,000×gでの超遠心分離によって溶解物から
膜および不溶性成分を除去した。除去済みの溶解物中のタンパク質をニッケル-ニトリロ
三酢酸(Ni-NTA)アフィニティークロマトグラフィーに供した。連続的に高濃度のイミダゾ
ール(100～500 mM)を含有するカラム用緩衝液中にタンパク質を溶出させた。ビシンコニ
ン酸(BCA)アッセイ法(Thermo Scientific)によってタンパク質濃度を判定した。
【０２７６】
酵素免疫測定法
　SpA特異的血清IgGを判定するため、アフィニティー精製されたSpAKKAAを0.1 M炭酸緩衝
液(4℃においてpH 9.5)中1 μg・ml-1で用いて、ELISAプレート(NUNC Maxisorp)を終夜コ
ーティングした。翌日、プレートをブロッキングし、過免疫血清の希釈物とともにインキ
ュベートし、OptEIA試薬(BD Biosciences)を用いて発色させた。SpA特異的mAbの結合親和
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性の判定の場合、ELISAプレートを、アフィニティー精製された個々の免疫グロブリン結
合ドメイン、または配列がSpA-EKKAAの配列に由来した合成ペプチド(H1、H2、H3、H1+3、
およびH2+3)でコーティングした。ペプチドを終夜4℃、0.1 M炭酸緩衝液, pH 9.5中100 n
Mの濃度でのプレートコーティングに用いた。翌日、プレートをPBS-T中1%のBSA溶液でブ
ロッキングし、さまざまな濃度のSpA特異的mAbとともにインキュベートした。特異的mAb
の結合力を判定するため、抗体と抗原との間の相互作用を漸増濃度(0～4 M)のチオシアン
酸アンモニウムでかく乱させた。SpAおよびSbi結合アッセイ法の場合、アフィニティー精
製されたSpAおよびSbiを0.1 M炭酸緩衝液(4℃においてpH 9.5)中1 μg・ml-1でELISAプレ
ート上に終夜コーティングした。翌日、プレートをブロッキングし、ペルオキシダーゼ結
合ヒトIgG、FcおよびF(ab)2 (The Jackson Laboratory)の希釈物またはアイソタイプ対照
抗体およびSpAKKAA特異的mAbの希釈物とともにインキュベートした; OptEIA試薬を用いて
アッセイ法を進めた。ヒトIgGとSpAとの間の免疫結合の阻害を測定するため、プレートを
リガンド結合の前に、20 μg・ml-1のアイソタイプ対照抗体またはSpAKKAA特異的mAbのど
ちらかとともにインキュベートした。競合アッセイ法の場合、プレートを終夜4℃におい
て0.1 M炭酸緩衝液(pH 9.5)中10 ng・ml-1でコーティングした。翌日、プレートをブロッ
キングし、100～200 ng・ml-1の終濃度でのHRP結合SpA特異的mAb (Innova Biosciences)
またはヒトIgGとのインキュベーションの前に30 μg・ml-1のアイソタイプ対照抗体また
はSpAKKAA特異的mAbとともにインキュベートした。
【０２７７】
マウス腎膿瘍モデル
　黄色ブドウ球菌による曝露の4～24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
、15、20または50 mgの濃度で注射した。黄色ブドウ球菌株の終夜培養物を新鮮TSB中に1
：100で希釈し、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。試料アリコットをTSA上に広げ、インキュベーションにより
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定量化した。BALB/c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。右眼の眼窩周囲静脈洞への1×107 CFUの黄色ブドウ球菌Newmanまた
は5×106 CFUの黄色ブドウ球菌USA300 (LAC)もしくはUSA400 (MW2)の注射によってマウス
を感染させた。曝露後4日目または15日目に、マウスをCO2の吸入によって殺処理した。両
方の腎臓を切除し、一方の器官におけるブドウ球菌負荷量を、PBS、0.1% Triton X-100で
腎組織をホモジナイズすることによって分析した。ホモジネートの連続希釈液をTSA上に
広げ、コロニー形成のためにインキュベートした。残りの器官は組織病理診断によって調
べた。手短に言えば、腎臓を室温において24時間10%ホルマリン中で固定した。組織をパ
ラフィン包埋し、薄片にし、ヘマトキシリン・エオシンで染色し、光学顕微鏡検査により
検査して膿瘍病変部を数え上げた。感染後15日の時点で回収された免疫血清試料を、2 μ
gでニトロセルロース膜上に固定化された14種のアフィニティー精製ブドウ球菌抗原に対
する免疫ブロッティングにより調べた。既述(Kim et al., 2010b)の通りにシグナル強度
を定量化した。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。
【０２７８】
血液中でのブドウ球菌生存
　全血を心穿刺によってBALB/cマウスから回収し、凝固を10 μg・ml-1のレピルジンで阻
害した。5×105 CFU・ml-1の黄色ブドウ球菌Newman 50 μlを2 μg・ml-1のmAbの存在下
においてマウス血液950 μlと混合した。試料を30分間低速回転で37℃においてインキュ
ベートし、その後、1%サポニン/PBSとともに氷上でインキュベートした。ヒト血液検査の
場合、5×106 CFU ml-1の黄色ブドウ球菌MW2 50 μlを10 μg・ml-1のmAbの存在下におい
て新鮮採取ヒト血液950 μlと混合した。この管を120分間低速回転で37℃においてインキ
ュベートした。アリコットを1%サポニン/PBSとともに氷上でインキュベートして、血液細
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胞を溶解させた。ブドウ球菌の希釈物をコロニー形成のため寒天上にプレーティングした
。ヒト志願者由来の血液を用いた実験は、シカゴ大学の施設内治験審査委員会(IRB)によ
り審査され、承認され、かつ監督されたプロトコールで行われた。
【０２７９】
SpA特異的血清IgG
　BALB/cマウスの腹膜に、0日目および11日目の時点でmAb 3F6またはそのアイソタイプ対
照85 μgの存在下、アフィニティー精製SpA変種20 μgを注射した。21日目の時点で、全
血をBALB/cマウスから回収して、過免疫血清を得た。
【０２８０】
循環血中のSpAの存在量の測定
　受動的に免疫されたBALB/cマウスの腹膜に、アフィニティー精製された野生型SpA 200 
μgを注射した。表示した時間間隔で、全血を10 μg・ml-1のレピルジン抗凝固物質によ
ってBALB/cマウスから回収した。全ての試料を10分間1%サポニン/PBSとともに氷上に保持
した。溶解した試料を次に、1:10 PBSに希釈し、SDS-PAGE試料用緩衝液と1:1で混合した
。SDS-PAGEゲル電気泳動の前に、試料を90℃で5分間煮沸した。試料をPDVFに転写し、ア
フィニティー精製されたウサギα-SpAKKAA抗体を用いた免疫ブロッティングによって分析
した。
【０２８１】
Sbi消費アッセイ法
　黄色ブドウ球菌Newmanの終夜培養物を新鮮TSB中に1：100で希釈し、2時間増殖させ、A6
00を予冷TSBで0.4 (1×108 CFU・ml-1)に調整した。細胞を洗浄し、4℃で1時間100 μg・
ml-1の終濃度でアイソタイプ対照またはmAb 3F6 100 μlのいずれかとともにインキュベ
ートした。インキュベーション後、ブドウ球菌を予冷TSBで洗浄し、アフィニティー精製
された野生型Sbi 2 μgとともに4℃で1時間インキュベートした。ブドウ球菌を1分間13,0
00×gでの遠心分離により沈降させ、上清を取り出し、試料用緩衝液と(1:1)混合した。SD
S-PAGEゲル電気泳動の前に、試料を90℃で5分間煮沸した。試料をPDVF膜に電気的に転写
し、アフィニティー精製されたウサギα-SpAKKAA抗体を用いた免疫ブロッティングによっ
て分析した。
【０２８２】
モノクローナル抗体の配列決定
　ハイブリドーマ細胞由来の全RNA試料を、標準化されたプロトコールを用いて単離した
。手短に言えば、10% FBSを有するDMEM-10培地中で培養されたハイブリドーマ細胞1.4×1
07をPBSで洗浄し、遠心分離により沈降させ、TRIzol中で溶解した(Invitrogen)。試料を2
0%クロロホルムと混合し、3分間室温でインキュベートし、4℃で15分間10,000×gで遠心
分離した。水層中のRNAを取り出し、70%イソプロパノールで洗浄した。RNAを遠心分離に
より沈降させ、75%ジエチルピロカーボネート(DEPC)-エタノールで洗浄した。ペレットを
乾燥させ、RNAをDEPCに溶解した。cDNAをcDNA合成キット(Novagen)で合成し、PCR Reagen
t System (Stratagene)、独自のプライマー(各5 pmol)ならびにマウス可変重鎖特異的お
よび軽鎖特異的プライマーセット(Novagen)を用いPCR増幅した。PCR産物をIMGT Vquest (
imgt.cines.fr/IMGT_vquestで使用可能)によって配列決定および分析した。
【０２８３】
統計解析
　黄色ブドウ球菌感染の実験動物モデルにおける細菌負荷量および膿瘍数を両側マンホイ
ットニー検定で解析して、統計的有意性を測定した。独立両側スチューデントのt検定を
行って、ELISAデータ、免疫ブロッティングシグナルおよびエクスビボ血中生存データの
統計的有意性を解析した。全てのデータをPrism (GraphPad Software, Inc.)によって解
析し、0.05未満のP値を有意と見なした。
【０２８４】
　（表７）（可変軽鎖CDR同一性パーセント行列）
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【０２８５】
　（表８）（可変重鎖CDR同一性パーセント行列）

【０２８６】
　（表９）（可変軽鎖CDRおよび可変重鎖CDRの同一性パーセント）
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【０２８７】
　（表１０）（可変軽鎖CDR1同一性パーセント行列）

【０２８８】
　（表１１）（可変軽鎖CDR2同一性パーセント行列）
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【０２８９】
　（表１２）（可変軽鎖CDR3同一性パーセント行列）

【０２９０】
　（表１３）（可変重鎖CDR1同一性パーセント行列）
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【０２９１】
　（表１４）（可変重鎖CDR2同一性パーセント行列）

【０２９２】
　（表１５）（可変重鎖CDR3同一性パーセント行列）
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【０２９３】
　（表１６）表示したCDRが表示した参照抗体と40%または40%超の配列同一性を有する抗
体の一覧表

【０２９４】
　（表１７）（3F6に対して40%またはそれ以上の同一性を有する抗体のCDRのコンセンサ
ス配列）
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【０２９５】
参照文献
　以下の参照文献は、本明細書に記載のものを補完する例示的な手順のまたはその他の詳
細を提供する程度に、参照により本明細書に特に組み入れられる。
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