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(57)【要約】
本発明は、キメラ抗志賀毒素1(cαStx1)抗体および抗志賀毒素2(cαStx2)抗体を用いて志
賀毒素関連疾病を罹患している対象を治療するための方法、組成物、およびキットを特徴
とする。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　キメラ抗Stx1抗体およびキメラ抗Stx2抗体の有効量を対象に投与する段階を含む、対象
における志賀毒素関連病状の治療の方法であって、
　前記キメラ抗体のそれぞれを1mg/kgまたは3mg/kgで投与し、
　前記キメラ抗Stx1抗体が、
(a)ヒトIgGl-κ免疫グロブリン定常領域と、
(b)SEQ ID NO:1に記載されるアミノ酸配列を含む免疫グロブリン重鎖可変領域と、
(c)SEQ ID NO:2に記載されるアミノ酸配列を含む免疫グロブリン軽鎖可変領域と
を含み、かつ
　前記キメラ抗Stx2抗体が、
(d)ヒトIgGl-κ免疫グロブリン定常領域と、
(e)SEQ ID NO:3に記載されているアミノ酸配列を含む免疫グロブリン重鎖可変領域と、
(f)SEQ ID NO:4に記載されているアミノ酸配列を含む免疫グロブリン軽鎖可変領域と
を含む、方法。
【請求項２】
　キメラ抗Stx1抗体およびキメラ抗Stx2抗体が同時投与される、請求項1に記載の方法。
【請求項３】
　キメラ抗体を、少なくとも30分間にわたる静脈内注入により投与する、請求項1に記載
の方法。
【請求項４】
　キメラ抗体を、30分間から1時間にわたる静脈内注入により投与する、請求項3に記載の
方法。
【請求項５】
　対象がヒトである、請求項1に記載の方法。
【請求項６】
　ヒトが18歳未満である、請求項5に記載の方法。
【請求項７】
　ヒトが生後6ヶ月から3歳である、請求項6に記載の方法。
【請求項８】
　ヒトが生後6ヶ月未満である、請求項6に記載の方法。
【請求項９】
　キメラ抗体をそれぞれ、1mg/kgの投薬量で投与する、請求項2に記載の方法。
【請求項１０】
　キメラ抗体をそれぞれ、3mg/kgの投薬量で投与する、請求項2に記載の方法。
【請求項１１】
　キメラ抗Stx1抗体およびキメラ抗Stx2抗体、ならびにラベルを含む製品であって、
　前記ラベルが、前記キメラ抗Stx1抗体およびキメラ抗Stx2抗体が志賀毒素関連疾病を治
療するためのものでありかつそれぞれ1mg/kgまたは3mg/kgの投薬量で投与されるものであ
ることを示し、
　前記キメラ抗Stx1抗体が、
(a)ヒトIgGl-κ免疫グロブリン定常領域と、
(b)SEQ ID NO:1に記載されるアミノ酸配列を含む免疫グロブリン重鎖可変領域と、
(c)SEQ ID NO:2に記載されるアミノ酸配列を含む免疫グロブリン軽鎖可変領域と
を含み、かつ
　前記キメラ抗Stx2抗体が、
(d)ヒトIgGl-κ免疫グロブリン定常領域と、
(e)SEQ ID NO:3に記載されるアミノ酸配列を含む免疫グロブリン重鎖可変領域と、
(f)SEQ ID NO:4に記載されるアミノ酸配列を含む免疫グロブリン軽鎖可変領域と
を含む、製品。
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【請求項１２】
　ラベルが、キメラ抗Stx1抗体およびキメラ抗Stx2抗体がそれぞれ1mg/kgの投薬量で投与
されることを示す、請求項11に記載の製品。
【請求項１３】
　ラベルが、キメラ抗Stx1抗体およびキメラ抗Stx2抗体がそれぞれ3mg/kgの投薬量で投与
されることを示す、請求項11に記載の製品。
【請求項１４】
　キメラ抗Stx1抗体およびキメラ抗Stx2抗体、取扱説明書、ならびにラベルを含むキット
であって、
　前記取扱説明書が、前記キメラ抗Stx1抗体およびキメラ抗Stx2抗体を1mg/kgまたは3mg/
kgの投薬量で投与するためのものであり、
　前記ラベルが、前記キメラ抗Stx1抗体およびキメラ抗Stx2抗体が志賀毒素関連疾病を治
療するためのものであることを示し、
　前記キメラ抗Stx1抗体が、
(a)ヒトIgGl-κ免疫グロブリン定常領域と、
(b)SEQ ID NO:1に記載されるアミノ酸配列を含む免疫グロブリン重鎖可変領域と、
(c)SEQ ID NO:2に記載されるアミノ酸配列を含む免疫グロブリン軽鎖可変領域と
を含み、かつ
　前記キメラ抗Stx2抗体が、
(d)ヒトIgGl-κ免疫グロブリン定常領域と、
(e)SEQ ID NO:3に記載されるアミノ酸配列を含む免疫グロブリン重鎖可変領域と、
(f)SEQ ID NO:4に記載されるアミノ酸配列を含む免疫グロブリン軽鎖可変領域と
を含む、キット。
【請求項１５】
　取扱説明書が、キメラ抗Stx1抗体およびキメラ抗Stx2抗体を1mg/kgの投薬量で投与する
ためのものである、請求項14に記載のキット。
【請求項１６】
　取扱説明書が、キメラ抗Stx1抗体およびキメラ抗Stx2抗体を3mg/kgの投薬量で投与する
ためのものである、請求項14に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
発明の背景
　概して、本発明は、志賀毒素関連疾病の治療および予防の分野に関する。
【０００２】
　米国では、志賀毒素産生性大腸菌(Shiga toxin(Stx)-producing Escherichia coli:STE
C)の感染は、年間、約110,000件に上る。腸管出血性大腸菌(EHEC)、特に血清型O157:H7は
、Stx媒介疾病を発症することで知られているSTECのサブセットである。Stx産生生物によ
る感染から発症しうる合併症は、溶血性尿毒症症候群(HUS)であり、溶血性貧血、トロン
ビンの血小板減少症、および腎不全を特徴とする。HUSを罹患する人の致死率は約5～10％
であり、生存者は恒久的な腎障害を有する恐れがある。現在、Stx媒介疾病からの疾患を
対処、または予防するためのFDAに認可された療法またはワクチンはないが、今後のいく
つかの有望な選択肢には、Stx2に結合し、中和するヒト化モノクローナル抗体と、中和反
応を引き起こし、Stx1またはStx2もしくはStx1およびStx2の致死的攻撃に対して保護を提
供するキメラStxA2/StxBlトキソイドとが挙げられる。
【０００３】
　本来、Stxの2つの主な型は、Stx/Stx1およびStx2である。Stx1およびStx2が大腸菌から
産生される一方、Stxは、志賀赤痢菌1型から産生される。StxおよびStx1は、Aサブユニッ
トに1つだけアミノ酸の相違があるが、実質的に同一である。Stx1およびStx2の成熟Aおよ
びBサブユニットはそれぞれ、68％および73％の類似性がある。アミノ酸配列の相違にも
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関わらず、StxおよびStx2の結晶構造は、著しく類似している(図1)。これらの毒素は、ポ
リクローナル抗血清により区別することができ、Stx1に対して生じるポリクローナル抗血
清は、Stx2を中和せず、逆もまた同様である。Stx1およびStx2の変形が存在し、それには
、Stx1c、Stx1d、Stx2c、Stx2d、活性化可能Stx2d(Stx2-act.)、Stx2e、およびStx2fが含
まれる。
【０００４】
　志賀毒素は、AB5構造を有する複合体ホロトキシンである。活性ドメイン(A)は、60Sリ
ボソームサブユニットの28S rRNAを脱プリン化するN-グリコシダーゼを含み、タンパク質
合成を停止し、最終的には、細胞死に至らせる。Aサブユニットは、約32kDaであり、トリ
プシンまたはフューリンによって、単一ジスルフィド結合で結合した約28kDaのA1サブユ
ニット、および約5kDaのA2ペプチドにタンパク質分解的に切断される。A1サブユニットは
、活性ドメインを含み、A2ペプチドは、活性ドメインを結合ドメインに非共有結合する。
結合ドメイン(B)は、A2ペプチドのC末端が横断する5量体を形成する5つの同一の約7.7kDa
のモノマーからなる。Bサブユニットのそれぞれのモノマーは、それぞれのモノマー内で
ジスルフィド結合を形成する2つのシステイン残基を有する(図2)。Bの5量体は、真核生物
の受容体であるグロボトリアオシルセラミド(Gb3)(またはStx2eの場合、Gb4)に結合する
。
【０００５】
　これらの毒素の暴露の結果についての知識にも関わらず、現在、HUSに対する治療法ま
たはワクチンは知られていない。抗生物質の使用は、細菌から毒素放出の増加によって状
況を悪化させる場合がある。従って、志賀毒素により産生されるEHECの合併症を予防また
は治療するための化合物を必要とする。このような化合物を、感染した対象を治療するた
め、ならびに中枢神経系、血液、および腎臓に対する毒素の全身的作用を低下するために
使用することができる。さらに、毒素を中和することが可能である場合、消化管の細菌を
殺すために、抗生物質を与えることが可能である。また、このような化合物を使用して、
EHECに感染する前に、バクテリアにさらされた個人、または高いリスクを有する個人を処
置することにより、感染合併症を予防することも可能である。このような個人には、EHEC
による下痢が認められる保育所の子供または老人ホームの高齢者を含む。これらの個人は
、EHECを発症する危険性がより高く、多くの場合、重度の合併症を伴い、これらの環境で
のEHECの蔓延は、珍しいことではない。
【発明の開示】
【０００６】
発明の開示
　本発明者らは、キメラ抗Stx1およびキメラ抗Stx2は、1mg/kgまたは3mg/kgで投与すると
、志賀毒素関連疾病の治療に効果的であることを発見した。
【０００７】
　一態様において、本発明は、キメラ抗Stx1抗体およびキメラ抗Stx2抗体の有効量を対象
に投与することによる、対象(例えば、ヒト)における志賀毒素関連病状の治療法を特徴と
する。キメラ抗体のそれぞれは、1mg/kgまたは3mg/kgで投与される(例えば、15、30、45
、60、90、120分間、またはそれ以上にわたる静脈内注入より投与される。好ましい実施
形態において、抗体は、30分から1時間で静脈内注入より投与される)。本態様において、
キメラ抗Stx1抗体は、ヒトIgG1κ免疫グロブリン定常領域、SEQ ID NO:1に記載されてい
るアミノ酸配列を含む免疫グロブリン重鎖可変領域、およびSEQ ID NO:2に記載されてい
るアミノ酸配列を含む免疫グロブリン軽鎖可変領域を含む。キメラ抗Stx2抗体は、ヒトIg
G1κ免疫グロブリン定常領域、SEQ ID NO:3に記載されているアミノ酸配列を含む免疫グ
ロブリン重鎖可変領域、およびSEQ ID NO:4に記載されているアミノ酸配列を含む免疫グ
ロブリン軽鎖可変領域を含む。
【０００８】
　別の態様において、本発明は、製品を特徴とする。本製品は、キメラ抗Stx1抗体および
キメラ抗Stx2抗体ならびにラベルを含む。本ラベルは、キメラ抗Stx1抗体およびキメラ抗
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Stx2抗体が志賀毒素関連疾病(例えば、18歳未満、生後6ヶ月未満、および生後6ヶ月から3
歳のヒトにおける)を治療するためのものであり、それぞれ1mg/kgまたは3mg/kgの投薬量
で投与されるものであることを示す。本態様において、キメラ抗Stx1抗体は、ヒトIgG1κ
免疫グロブリン定常領域、SEQ ID NO:1に記載されているアミノ酸配列を含む免疫グロブ
リン重鎖可変領域、およびSEQ ID NO:2に記載されているアミノ酸配列を含む免疫グロブ
リン軽鎖可変領域を含む。キメラ抗Stx2抗体は、ヒトIgG1κ免疫グロブリン定常領域、SE
Q ID NO:3に記載されているアミノ酸配列を含む免疫グロブリン重鎖可変領域、およびSEQ
 ID NO:4に記載されているアミノ酸配列を含む免疫グロブリン軽鎖可変領域を含む。
【０００９】
　さらに別の態様において、本発明は、キットを特徴とする。本キットは、キメラ抗Stx1
抗体およびキメラ抗Stx2抗体、取扱説明書、ならびにラベルを含む。取扱説明書は、キメ
ラ抗Stx1抗体およびキメラ抗Stx2抗体を1mg/kgまたは3mg/kgの投薬量で投与するためのも
のである。本態様において、本ラベルは、キメラ抗Stx1抗体およびキメラ抗Stx2抗体が志
賀毒素関連疾病(例えば、18歳未満、生後6ヶ月未満、および生後6ヶ月から3歳のヒトにお
ける)を治療するためのものであることを示す。さらに、キメラ抗Stx1抗体は、ヒトIgG1
κ免疫グロブリン定常領域、SEQ ID NO:1に記載されているアミノ酸配列を含む免疫グロ
ブリン重鎖可変領域、およびSEQ ID NO:2に記載されているアミノ酸配列を含む免疫グロ
ブリン軽鎖可変領域を含む。キメラ抗Stx2抗体は、ヒトIgG1κ免疫グロブリン定常領域、
SEQ ID NO:3に記載されているアミノ酸配列を含む免疫グロブリン重鎖可変領域、およびS
EQ ID NO:4に記載されているアミノ酸配列を含む免疫グロブリン軽鎖可変領域を含む。
【００１０】
　前述の態様のいずれもにおいて、キメラ抗Stx1抗体およびキメラ抗Stx2抗体を同時投与
することができる。さらに、キメラ抗Stx1抗体およびキメラ抗Stx2抗体を投与する対象は
、18歳未満(例えば、生後6ヶ月未満、または生後6ヶ月から3歳)であることが可能である
。
【００１１】
　「キメラ抗Stx1」または「cαStx1」とは、Stx1に特異的に結合するヒト化抗体を意味
し、IgG1κヒト免疫グロブリン定常領域およびマウス13C4(ATCCアクセッション番号CRL 1
794)可変領域を含む。本抗体は、米国特許出願公開第20030170248号に記載され、参照に
よりその全体が本明細書に含まれる。
【００１２】
　「キメラ抗Stx2」または「cαStx2」とは、Stx2に特異的に結合するヒト化抗体を意味
し、IgG1κヒト免疫グロブリン定常領域およびマウス11E10(ATCCアクセッション番号CRL 
1987)可変領域を含む。本抗体は、米国特許出願公開第20030170248号に記載され、参照に
よりその全体が本明細書に含まれる。
【００１３】
　「特異的に結合する」という用語は、Kd値が100nM～1pMの間で、タンパク質(例えば、S
tx1またはStx2)に結合する抗体を意味する。抗体親和性は、表面プラスモン共鳴ベースの
アッセイ、酵素免疫測定法(ELISA)、および競合アッセイ(例えば、RIA法)を含むが、これ
らに限定されない、当技術分野では既知の任意のアッセイを使用して決定してもよい。
【００１４】
　「同時投与する」とは、2つの抗体の導入を同時に行うことを意味する。一実施形態に
おいて、それぞれの抗体は、適切な投薬量で、単一容器(例えば、緩衝液または溶液(例え
ば、食塩水)を含む容器)に導入される。その後、この混合物は、静脈内注入により対象に
投与される。
【００１５】
　「志賀毒素関連疾病」とは、志賀毒素を発現する病原体から生じる任意の疾病を意味す
る。「志賀毒素関連疾病」という用語は、溶血性尿毒症症候群、細胞性赤痢、志賀毒素を
産生する大腸菌または志賀赤痢菌感染から生じる疾病を含むことを意味する。
【００１６】
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　「治療」という用語は、治療上の処置および予防的治療または予防措置の双方を意味す
る。治療を必要としている対象は、病状をすでに示している対象および疾患から予防され
る対象を含む。
【００１７】
　「静脈内注入」という用語は、15、30、45、60、90、120分間、またはそれ以上にわた
り、対象の静脈に薬物を導入することを意味する。好ましい実施形態において、抗体は、
30分から1時間で静脈内注入により投与される。
【００１８】
発明の詳細な説明
　概して、本発明は、本明細書で定義するように、キメラ抗志賀毒素1(cαStx1)およびキ
メラ抗志賀毒素2(cαStx2)抗体を使用して、対象において、志賀毒素関連疾病を治療する
ための方法、組成物、およびキットを特徴とする。
【００１９】
I. 効能
　本発明の化合物および方法は、志賀毒素関連疾病を罹患する、または発症する危険性が
ある対象を治療するために有用である。このような対象は、志賀赤痢菌感染またはEHEC(
腸管出血性大腸菌)に感染した対象を含む。また、このような対象は、保育所の子供また
は老人ホームの高齢者を含む。一例において、対象は、EHECによる下痢が認められた保育
所または老人ホーム内にいる。本例において、対象は、疾病を発病している可能性もあり
、発病していない可能性もある。志賀毒素関連疾病は、志賀毒素を産出する、志賀赤痢菌
、またはEHEC、特に血清型O157:H7の感染から生じるものを含む。これらの感染は、多く
の場合、溶血性尿毒症症候群(HUS)を生じ、溶血性貧血、トロンビンの血小板減少症、お
よび腎不全を特徴とする。
【００２０】
II. キメラαStx1およびαSTX2抗体
　本発明は、志賀毒素関連疾病の治療のためのキメラαStx1およびキメラαStx2抗体を含
む方法および組成物を特徴とする。これらの抗体は、米国特許出願第09/215,163号および
第11/471,420号に記載され、それらのそれぞれは、参照によりその全体が本明細書に含ま
れる。cαStx1およびcαStx2は、志賀毒素1(Stx1)および志賀毒素2(Stx2)にそれぞれ結合
するキメラモノクローナルIgG1抗体である。cαStx1は、Stx1のBサブユニットを認識し、
cαStx2は、Stx2のAサブユニットを認識する。
【００２１】
　キメラ抗Stx1抗体は、Stxlに特異的に結合するヒト化抗体であり、IgG1κヒト免疫グロ
ブリン定常領域、およびマウス13C4(ATCCアクセッション番号CRL 1794)可変領域を含む。
一実施形態において、マウス重鎖可変領域は、SEQ ID NO:1に記載されているアミノ酸配
列を含み、マウス軽鎖可変領域は、SEQ ID NO:2に記載されているアミノ酸配列を含む。
本抗体は、米国特許出願公開第20030170248号に記載され、参照によりその全体が本明細
書に含まれる。
【００２２】
　キメラ抗Stx2抗体は、Stx2に特異的に結合するヒト化抗体であり、IgG1κヒト免疫グロ
ブリン定常領域、およびマウス11E10(ATCC アクセッション番号CRL 1987)可変領域を含む
。一実施形態において、マウス重鎖可変領域は、SEQ ID NO:3に記載されているアミノ酸
配列を含み、マウス軽鎖可変領域は、SEQ ID NO:4に記載されているアミノ酸配列を含む
。本抗体は、米国特許出願公開第20030170248号に記載され、参照によりその全体が本明
細書に含まれる。
【００２３】
III. 製剤の処方
　本発明によって使用される抗体の治療製剤は、凍結乾燥製剤または水溶液の形態で、任
意の薬学的に許容できる担体、賦形剤、または安定剤を備える、望ましい純度を有する抗
体を含むことが可能である(Remington:The Science and Practice of Pharmacy 21st edi
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tion, University of the Sciences in Philadelphia Ed. 2005)。静脈内投与のための許
容可能な担体、賦形剤、または安定剤は、使用した用量および濃度で受容者に非毒性であ
り、リン酸塩、クエン酸塩、および他の有機酸などの緩衝液、アスコルビン酸およびメチ
オニンを含む酸化防止剤、保存料(オクタデシルジメチルベンジルアンモニウム塩、塩化
ヘキサメトニウム、ベンザルコニウムクロリド、塩化ベンゼトニウム、フェノール、ブチ
ルまたはベンジルアルコール、メチルまたはプロピルパラベンなどのアルキルパラベン、
カテコール、レゾルシノール、シクロヘキサノール、3-ペンタノール、およびm-クレゾー
ルなど)、低分子量(約10残基未満)ポリペプチド、ウシ血清アルブミン、ゼラチン、また
は免疫グロブリンなどのタンパク質、ポリビニルピロリドンなどの親水性ポリマー、グリ
シン、グルタミン、アスパラギン、ヒスチジン、アルギニン、またはリジンなどのアミノ
酸、単糖類、二糖類、およびグルコース、マンノース、またはデキストリンを含む他の炭
水化物、EDTAなどのキレート剤、スクロース、マンニトール、トレハロースまたはソルビ
トールなどの糖類、ナトリウムなどの塩形成対イオン、金属錯体(例えば、Zn-タンパク質
錯体)、および／またはTWEEN(商標)、PLURONICS(商標)、またはポリエチレングリコール(
PEG)などの非イオン界面活性剤などを含むことが可能である。
【００２４】
　また、本明細書の製剤は、治療される特定の兆候に対し、必要に応じて、1つ以上の活
性のある化合物、好ましくは、互いに悪影響を及ぼさない相補的活性を有する化合物を含
んでもよい。例えば、一製剤において、Stx1またはStx2に結合する抗体(例えば、Stx1ま
たはStx2上の異なるエピトープに結合する抗体)をさらに提供することが、望ましい場合
がある。
【００２５】
　また有効成分も、コロイド薬物送達系(例えば、リポソーム、アルブミン小球体、マイ
クロエマルジョン、ナノ粒子およびナノカプセル)またはマクロエマルジョンにおいて、
それぞれ例えば、ヒドロキシメチルセルロースまたはゼラチン-マイクロカプセルおよび
ポリ-(メチルメタシレート)マイクロカプセルといった、例えば液滴形成法または界面重
合によって調製されたマイクロカプセルに封入されてもよい。かかる技術は、Remington
による、The Science and Practice of Pharmacy 21st edition, University of the Sci
ences in Philadelphia Ed. 2005に開示されている。
【００２６】
　生体内投与のために用いられる処方は無菌でなければならない。このことは、除菌ろ過
膜を通した、ろ過によって容易に達成される。
【００２７】
　持続放出調製物を調整してもよい。持続放出調製物の適切な例としては、抗体を含む固
体疎水性ポリマーの半透性マトリックスを含み、このマトリックスは造形品、例えば被膜
、またはマイクロカプセルの形態である。持続放出マトリックスの例としては、ポリエス
テル類、ヒドロゲル類(例えば、ポリ(2-ヒドロキシエチル-メタクリレート)、またはポリ
(ビニルアルコール))、ポリラクチド類(米国特許第3,773,919号)、L-グルタミン酸および
L-グルタミン酸γエチルの共重合体、非分解性エチレン-酢酸ビニル、LUPRON DEPOT(商標
)(乳酸-グリコール酸共重合体および酢酸ロイプロリドからなる注射可能な微小球)などの
分解性乳酸-グリコール酸共重合体、およびポリ-D-(-)-3-ヒドロキシブチル酸を含む。エ
チレン-酢酸ビニルおよび乳酸-グリコール酸などのポリマーは、100日にわたって分子の
放出が可能であるが、あるヒドロゲル類は、より短期間でタンパク質を放出する。カプセ
ル化抗体が長時間体内に残存すると、37℃で湿気に曝された結果として変性または凝縮し
、その結果、生物学的活性の欠失および免疫原性に変化が起こる可能性がある。関連する
メカニズムに基づいて、安定化のために合理的な戦略を立てることができる。例えば、凝
縮メカニズムがチオ-ジスルフィド交換を介した分子間S-S結合形成であることが見出ささ
れた場合には、安定化は、スルフヒドリル残基を修飾し、酸性溶液から凍結乾燥し、水分
含量を調節し、適当な添加物を用いて特異的なポリマーマトリックス組成物を開発するこ
とによって達成され得る。
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【００２８】
　経口使用用の処方は、非毒性の薬学的に許容可能な賦形剤との混合物において、有効成
分を含む錠剤を含む。これらの賦形剤は、例えば、不活性希釈剤または賦形剤(例えば、
スクロース、ソルビトール、糖、マンニトール、微結晶性セルロース、ジャガイモでんぷ
んを含むでんぷん、炭酸カルシウム、塩化ナトリウム、乳糖、リン酸カルシウム、硫酸カ
ルシウム、またはリン酸ナトリウム)、造粒剤および崩壊剤(例えば、微結晶性セルロース
を含むセルロース誘導体、ジャガイモでんぷんを含むでんぷん、クロスカルメロースナト
リウム、アルギン酸塩、またはアルギン酸)、結合剤(例えば、スクロース、グルコース、
ソルビトール、アカシア、アルギン酸、アルギン酸ナトリウム、ゼラチン、でんぷん、ア
ルファー化でんぷん、微結晶性セルロース、ケイ酸アルミニウムマグネシウム、カルボキ
シメチルセルロースナトリウム、メチルセルロース、ヒドロキシプロピルメチルセルロー
ス、エチルセルロース、ポリビニルピロリドン、またはポリエチレングリコール)、およ
び潤滑剤、流動促進剤、および付着防止剤(例えば、ステアリン酸マグネシウム、ステア
リン酸亜鉛、ステアリン酸、シリカ、硬化植物油またはタルク)であってもよい。他の薬
学的に許容可能な賦形剤は、着色剤、着香料、可塑剤、保湿剤、緩衝剤などであり得る。
【００２９】
　錠剤は、コーティングされてなくても、また、任意に胃腸管内での分解および吸収を遅
延させ、それにより、より長期間にわたり、持続作用を提供するために、既知の技術によ
りコーティングされたものであってもよい。コーティングは、(例えば、放出制御製剤を
達成するために)既定のパターンで、活性原薬を放出するように構成されてもよく、また
、胃を通過した後まで活性原薬を放出しないように構成されてもよい(腸溶コーティング)
。コーティングは、糖衣、フィルムコーティング(例えば、ヒドロキシプロピルメチルセ
ルロース、メチルセルロース、メチルヒドロキシエチルセルロース、ヒドロキシプロピル
セルロース、カルボキシメチルセルロース、アクリレートコポリマー、ポリエチレングリ
コールおよび／またはポリビニルピロリドンに基づく)、または腸溶コーティング(例えば
、メタクリル酸コポリマー、酢酸フタルセルロース、ヒドロキシプロピルメチルセルロー
スフタレート、酢酸コハク酸ヒドロキシプロピルメチルセルロース、ポリ酢酸ビニルフタ
レート、シェラック、および／またはエチルセルロースに基づく)であってもよい。さら
に、例えば、モノステアリン酸グリセリン、またはジステアリン酸グリセリルなどの時間
遅延物質を使用することもできる。
【００３０】
　固体錠剤組成物は、不要な化学変化(例えば、活性原薬の放出前の化学分解)から組成物
を保護するために適用されるコーティングを含んでもよい。
【００３１】
IV. cαStx1およびcαSTX2抗体による治療
　本発明によると、cαStx1およびcαStx2抗体は、様々な志賀毒素関連疾病を治療するた
めに使用することができることを意図している。本発明の抗体は、ボーラスとしての静脈
内投与または一定期間にわたる持続注入、筋肉内、腹腔内、脳脊髄内、皮下、関節内、滑
液嚢内、髄腔内、経口、直腸、局所、または吸入の経路による、既知の方法に従って、対
象(例えば、ヒト患者)に投与される。抗体の静脈内投与が好ましい。さらに、抗体または
拮抗薬は、例えば、抗体の用量が徐々に低下する、パルス注入により適切に投与されても
よい。
【００３２】
　疾病の予防または治療に対して、cαStx1およびcαStx2抗体の適切な用量は、上記に定
義されたように、治療する疾病の型、志賀毒素関連疾病の重症度および経過、抗体が予防
のため、あるいは治療目的に投与されるのか、薬歴、患者の病歴および抗体への反応、お
よび主治医の判断などにより異なる。抗体は、1回または一連の治療にわたり、患者に適
切に投与される。
【００３３】
　本発明によると、投与計画には、cαStx1およびcαStx2抗体のそれぞれに対して、静脈
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内注入または皮下注入により送達される1mg/kg、さらに好ましくは3mg/kgの投与を含んで
もよい。これらの2つの抗体は、単一製剤または別個の製剤として投与されてもよい。患
者が抗体によく耐えられる場合、注入時間を減らしてもよい。
【００３４】
　この初回投与の後に、静脈内注入、静脈内ボーラス注射、皮下注入、固体経口量、また
は皮下ボーラス注射による、後の追加投与が続いてもよい。
【００３５】
V. 製品
　本発明の別の実施形態において、上記に記載の疾患の治療に有用な材料を含む製品を提
供する。本製品は、容器、ラベルおよび添付文書を含む。適切な容器は、例えば、瓶、バ
イアル、注射器などを含む。容器は、ガラスまたはプラスチックなどの様々な材料から形
成されてもよい。容器は、病状を治療するために効果的である組成物を保持し、滅菌アク
セスポート(例えば、本容器は、静脈注射用の溶液袋または皮下注射針により貫通可能な
栓付きのバイアルであってもよい)を有してもよい。組成物内の少なくとも1つの活性剤は
、cαStx1抗体またはcαStx2抗体のいずれか、または双方である。容器上のラベル、また
容器に付随しているラベルは、選択された病状を治療するために本組成物が使用されるこ
とを示す。製品は、リン酸塩緩衝食塩水、リンガー溶液およびデキストロース溶液などの
薬学的に許容可能な緩衝液を含む、第2の容器をさらに含んでもよい。他の緩衝液、賦形
剤、フィルター、針、注射器を含む市販用、および利用者の観点から望ましい他の材料を
さらに含んでもよい。さらに、該製品は、使用のための取扱説明書がある添付文書を含ん
でもよい。
【００３６】
　さらに、本発明のキットは、cαStx1およびcαStx2のうちの1つまたは双方を含んでよ
く、好ましくは静脈内投与用に処方されたものを含んでもよい。このようなキットは、志
賀毒素関連疾病を罹患する、または発症する危険性がある患者に、1mg/kgまたは3mg/kgの
いずれかで抗体を投与するための取扱説明書をさらに含んでもよい。
【００３７】
VI. 実施例
実施例1
成人健常者におけるキメラ抗志賀毒素1(cαStx1)および志賀毒素2(cαStx2)の安全性およ
び耐容性
序
　現在、志賀毒素産生細菌(STPB)感染およびその合併症に対する原因療法はない。志賀毒
素1および志賀毒素2に対するキメラモノクローナル抗体(cαStx1およびcαStx2と称する)
は、満たされていない医療ニーズに取り組むために開発された。ヒトSTPBは、志賀毒素の
いずれか、または双方を産生することができるため、双方の毒素に対する抗体は、臨床の
成功のチャンスを最大限にするために必要とされる。前臨床試験において、2つのモノク
ローナル抗体のいずれも2種における全身毒性に関連するものが認められなかった。
【００３８】
　2つの第I相試験から成人健常者における抗毒素cαStx1およびcαStx2の安全性、耐容性
および薬物動態学を下記に示す。
【００３９】
目的
　健常成人男性および女性において行われた、2つの第I相臨床試験の主要目的は、単独ま
たは同時に投与した抗体の単一静脈内投与後に、キメラモノクローナル抗体の安全性およ
び耐容性、cαStx1およびcαStx2を評価するものであった。
【００４０】
　試験の第2の目的は、
(i)cαStx1およびcαStx2の薬物動態を評価すること、および
(ii)ヒト抗キメラ抗体(HACA)の成果を評価することである。
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【００４１】
方法
　それぞれの試験は、第I相、単一部位、非盲検、非無作為化試験であった。主要試験の
適格性基準を表1に記載する。すべての試験の参加者は、健常成人男性ボランティアおよ
び健常成人女性ボランティアであった。
【００４２】
(表１)主要試験の適格性基準
試験対象患者基準：
- 18歳から55歳までの男性または女性(18歳および55歳を含む)
- 19.0kg/m2以上および24.9kg/m2未満のBMI
除外基準：
- 日々の処方薬を必要とする慢性病状
- 糖尿病、癌、心臓病、自己免疫疾患、精神病、中枢神経系障害、発作、呼吸器疾患、ま
たは腎機能異常の病歴または存在
- 臨床的に有意と判断された臨床試験の異常
- 肝炎B、C、またはHTVに対するスクリーニングテストで陽性である
- スクリーニングでECGの異常(臨床的に有意)または生体信号の異常がある(最大血圧90未
満もしくは140mmHgを超える、最小血圧50未満もしくは90mmHgを超える、または心拍数50/
分未満もしくは100/分を超える)。
【００４３】
　表2に記載される濃度で、単回投与として、キメラ抗体を投与した。試験の処置は、100
mLの生理食塩水で希釈し、専用の静脈ラインを介して、100mL/時間で1時間注入された。
【００４４】
(表２)試験処置

【００４５】
　主な試験来診評価を表3に記載する。
【００４６】
(表３)試験来診評価

ET＝早期終了　＊＝複数評価　HACA＝ヒト抗キメラ抗体
【００４７】
　PK血清試料は、以下のような間隔で採取された：投与前、治療薬注入を開始してから、
0.25時間、0.5時間、1時間(治療薬注入終了)、1.25時間、1.5時間、2時間、3時間、4時間
、5時間、7時間、9時間、12時間、24時間(2日目)、72時間(4日目)、168時間(8日目)、336
時間(15日目)、672時間(29日目)、1032時間(43日目)、および1344時間(57日目)。有効なE
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た。PKパラメータ(Cmax、Tmax、AUC(0-t)、AUC(0-inf)、λz、t1/2、CLおよびVz)は、そ
れぞれの抗体に対する標準ノンコンパートメント法で算出した。
【００４８】
　有効なELISA法を使用して、抗cαStx1抗体および抗cαStx2抗体に対して血清試料を分
析した。
【００４９】
　すべての分析は、記録し、試験薬のいずれかの量を投与した、任意の参加者からなる、
安全集団に基づいた。
【００５０】
結果
　26人の参加者のうち25人が57日目に試験を終了した。混合した1mg/kgのcαStx1および1
mg/kgのcαStx2群の1人の参加者が2日目の来診後、続行を停止した。
【００５１】
　重篤有害事象は観察されず、26人の参加者のうち4人(15％)は、有害事象を認められな
かった。報告された最も頻度の高い有害事象を、表4に示し、重症度においては、軽度か
ら中度であった。
【００５２】
(表４)最も頻度の高い有害事象

【００５３】
　抗体の投与と有害事象を経験した参加者数との明白な関係はなく、概して、異常な検査
パラメータは、臨床的に有意ではなかった。表4に報告された発熱を除いては、cαStx1ま
たはcαStx2の用量と、臨床検査異常値の発生との間の傾向は見られず、体重、生体信号
、または心電図の測定値(心拍数、PR、QRSおよびQT/QTc)において、臨床的に著しい変化
はなかった。
【００５４】
　単独に抗体を投与した試験参加者におけるcαStx1およびcαStx2の平均血清濃度を、図
1に示す。
【００５５】
　単独抗体投与試験におけるそれぞれの試験参加者に対する薬物動態の結果を表5に示す
。混合抗体投与試験に対する薬物動態の結果は、判断を行っている最中である。
【００５６】
(表５)cαStx1およびcαStx2の単独投与に対する薬物動態パラメータ
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【００５７】
　26人の参加者のうち3人は、表6のように、検出限界に近い濃度でヒト抗キメラ抗体(HAC
A)の誘発を示した。
【００５８】
(表６)HACA反応

【００５９】
　標準曲線範囲は、7.81～750ng/mLであった。いずれの試験においても試験したサンプル
は、cαStx1に対して結合するための定量限界値(LLOQ)を超える結果を得なかった。
【００６０】
結論
　試験参加者中、有害事象(AE)または異常所見のため、治療薬注入中断または中止された
者はなかった。AEのため、試験を中止する参加者はなく、重篤有害事象(SAE)を体験した
者もなく、cαStx1およびcαStx2の単独または混合した抗体投与群の間で体重、生体信号
または心電図の測定において、一貫した変化はなかった。
【００６１】
　それぞれの抗体に対する2用量の間のCmaxおよびAUCにおいて、予期された約3倍の増加
がある。3mg/kgで、cαStx1およびcαStx2の半減期は、約9日である。ヒト抗キメラ抗体(
HACA)反応は、最小限であった。
【００６２】
　それぞれの試験が終了した時点で、独立した医療モニタおよび治験責任医師からなる安
全委員会は、すべての試験参加者の検査結果、ECG追跡およびAEを検討し、抗体につき最
高3mg/kgまでを単独または同時に投与したcαStx1およびcαStx2が、安全で耐容性良好と
の結論を下した。全体として、抗体につき最高3mg/kgで単独または同時に静脈内投与した
抗毒素cαStx1およびcαStx2は、健常成人男性および健常成人女性において、安全かつ耐
容性良好であると判断された。
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【００６３】
実施例2
マウスおよびマーモセットにおけるcαStx1およびcαStx2の毒性および免疫原性
序
　志賀毒素産生性大腸菌(STEC)は、下痢、出血性大腸炎、および溶血性尿毒症症候群(HUS
)を含む臨床スペクトルを有する、潜在的に致死的で、多くの場合流行性の、食品系およ
び水系感染の原因となる人畜病原体である(Karmali MAら、J Infect Dis, 2003:188(1 De
c)1724-1729)。STECは、2つの異なる志賀毒素型である、志賀毒素1および志賀毒素2を産
生する(Karmali MAら、J Infect Dis, 2004:189(1 Feb)355-359)。現在、STEC感染に対し
て特定の治療法はないが、志賀毒素産生細菌(STPB)のため、2つの特定の抗毒素が感染を
治療するために開発中である。
【００６４】
　2つの動物種において試験した毒性および抗毒素の免疫原性を本実施例に示す。化学の
様々な階級の毒性を評価するために、広く用いられているモデルであり、歴史的に大きな
データベースがあることから、マウスを試験した。げっ歯類ではないマーモセット霊長類
モデルにおいて、さらに毒性試験を行った。
【００６５】
目的
　マウスおよびマーモセットにおいて行われた、非臨床的な試験の目的は、単独または同
時に健常な動物に投与した抗体の単一静脈内投与後に、それぞれのキメラモノクローナル
抗体、cαStx1、および/またはcαStx2の、潜在的急性毒性および免疫原性を評価するも
のであった。
【００６６】
方法
　マウスの試験において、実験的に未使用で約7週齢の167匹の雄および雌のCDlマウスを
含んだ。すべてのマウスの体重は、それぞれの性別に対して平均体重±20％以内であった
。動物は、治療群に雄雌別に無作為化された。それぞれの動物は、独自の識別番号を有す
るマイクロチップを埋め込まれた。マウスは、つるされたステンレス製金網型のケージに
保管した。温度は、18～26℃、湿度は、30～70％に維持した。他の明／暗計画を実験的設
計により必要としない場合、12時間の明期および12時間の暗期の周期を提供するために自
動的に12時間の暗期の周期を制御された。マウスは、任意に飼料(Lab Diet(登録商標) Ce
rtified Rodent Diet ＃5002、PMI Nutrition International, Inc.)および水を与えた。
【００６７】
　投薬溶液を投与日に調製した。マウスは、cαStx1、cαStx2、またはcαStx1およびcα
Stx2の双方を尾静脈を介して単一ボーラス注射を表7のように試験の1日目、または1日目
および8日目に与えられた。投薬溶液試料を採取し、ビシンコニン酸(BCA)によりタンパク
質濃度を分析した。有効なELISA法を使用して、抗cαStx1抗体および抗cαStx2抗体なら
びにアイソタイプに対して29日目に採取したマウス血清試料を分析した。
【００６８】
　ケージの外からの観察、ならびに皮膚、毛皮、目、耳、鼻、口腔、胸部、腹部、外性器
、肢、足、呼吸器系、循環系、および神経系などの詳細な臨床検査を毎日実施した。
【００６９】
　到着の翌日、ランダム化の前(1日前)、および試験中は毎週、すべてのマウスの体重を
測定し、記録した。
【００７０】
　表7に定義されるように、臨床病理学および血清抗体評価のために、血液および尿試料
を採取した。
【００７１】
　表7における時間に従い、殺処分後、肉眼、顕微鏡、および臓器重量評価を実施した。
腫瘤を含む外部の異常についてマウスを肉眼検査した。腹部、胸部および頭蓋腔を異常に
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ついて検査を行い、臓器は、除去し、検査を行い、固定剤に固定した。予定された剖検で
副腎、脳、心臓、腎臓、肝臓、肺、卵巣、下垂体、睾丸、胸腺、甲状腺(副甲状腺を伴う)
、および頸部を伴う子宮における臓器重量をすべての動物に対して記録し、適切な臓器重
量比を算出した(体重および脳重量と比較)。表7のように、脳、心臓、注射部位、腎臓、
大腸(盲腸、結腸、直腸)、肝臓、肺、リンパ節(鼠径の)、小腸(十二指腸、回腸、空腸)、
膵臓、胸腺、および肉眼的病変の固定部分において、顕微鏡検査を行った。
【００７２】
(表７)マウスの試験設計

Fb＝処方緩衝液、1群 8日目に殺処分した動物を除いて、2×6mL/kgの賦形剤を投与(1用量
)。
＊：5個体/性別/群を血液学分析に使用し、かつ5個体/性別/群を臨床化学に使用した。
＊＊：5個体/性別/群を血液および血清抗体分析に使用し、かつ5個体/性別/群を臨床化学
に使用した。
AR：3群の微視的病理学評価に基づき、必要とされる場合、微視的評価を実施した。
a、b：生成物の不足のため、1日目に投与した20匹の雌のうち7匹のみが8日目に2回目の投
与を受けた(生存したすべての動物)。
a：3a群で投与した3匹の雌のうち2匹は血液分析に使用され、1匹は臨床化学に使用された
。
b：3b群で投与した4匹の雌のうち2匹は血液および血清抗体分析に使用され、2匹は臨床化
学に使用された。
1群の対照マウスと2、3、4、および5群の治療マウスとの間で統計比較を実施した。
【００７３】
　マーモセット試験において、実験的に未使用で約1歳から5歳の22匹の雄と22匹の雌のマ
ーモセット(合計44匹)(Callithrix jacchus)を9週間の順化後、試験に使用した。試験に
使用した雄の体重は、299から372gであり、雌の体重は、313から435gであった。動物は、
層別体重に基づいて投与群に無作為に割り当てられた。それぞれの動物に、独自の識別番
号を有するマイクロチップを埋め込んだ。マーモセットは、温度と湿度が調整された部屋
に雄雌別に別々に保管された。温度は、24～28℃、相対湿度は、30～70％に維持した。12
時間の明／暗の周期を維持した。食事の計画に従い、毎日新しく準備した様々な餌を1日2
回、それぞれの動物に与えた。また、それぞれの処置／触診後、直ちに褒美の餌を動物に
与えた。採尿中を除いて自動水システムまたは瓶を介して、水道水を随意に与えた。
【００７４】
　投与溶液を投与日に調製した。表8のように、試験の1日目または1日目および8日目にc
αStx1、cαStx2またはcαStx1およびcαStx2の双方を雄および雌のマーモセットに投与
した。肢または腕の静脈に留置カテーテルを介して30分間にわたり、携帯型薬物注入ポン
プにより試験品目を投与した。投薬溶液試料を採取し、ビシンコニン酸(BCA)によりタン
パク質濃度を分析した。
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【００７５】
　罹患率、死亡、けが、行動、外観、および糞に対する試験の継続を通して1日2回、すべ
てのマーモセットをケージの外から観察した。投与前、ランダム化の前(1日前)、および
試験中は毎週、すべてのマーモセットの体重を測定し、少なくとも1回、記録した。
【００７６】
　投与前の段階中および剖検前に、すべての動物に1回、間接検眼法を実施した。
【００７７】
　投与前の段階中および1日目または8日目に30分間の注入終了直後、心拍数、RR、PR、QR
S、QT、およびQTcの間隔を心電図記録法で1回、測定した。
【００７８】
　臨床病理学(血液および化学)および血清抗体評価のための血液試料を表8の試料採取計
画に従い、8日目、15日目、または29日目に、指定したマーモセットの大腿静脈／動脈か
ら採取した。16時間にわたり尿検査の試料を表8のように、採尿した。有効なELISA法を使
用して、抗cαStx1抗体および抗cαStx2抗体ならびにアイソタイプに対してマーモセット
血清試料を分析した。
【００７９】
　表8の時間に従い、肉眼、顕微鏡、および臓器重量評価を死後に実施した。十分な肉眼
検査を実施した。予定された剖検で、目および視神経、副睾丸、前立腺、精嚢、および膵
臓に加えて、マウス試験で記載されるのと同一の臓器のすべての臓器重量をすべての生存
している動物に対して記録し、適切な臓器重量比を算出した(体重および脳重量と比較)。
表8のように、目および視神経、皮膚、ならびに胃に加えて、マウス試験で記載される同
一の固定部分において、顕微鏡検査を行った。
【００８０】
(表８)マーモセットの試験設計

Fb＝処方緩衝液、Mab＝モノクローナル抗体
AR：3群の微視的病理学評価に基づき、必要とされる場合、微視的評価を実施した。
実施：生存期間後、実施した。すべての動物は生存した。
＊：3群の病理学評価に基づき、微視的評価を必要としなかった。
【００８１】
　モノクローナル抗体を投与したマーモセットのデータは、対照データと比較された。統
計分析は、実施されなかった。
【００８２】
結果
　すべての投薬溶液濃度は、傾き、切片、R2に対して合格判定値内であり、試料値の再現
性は、6％以内であった。双方の試験からのすべての動物は、予定された終了まで試験の
生存相で生存した。観察した評価項目に対する試験項目関連の変化をマウスおよびマーモ
セットのそれぞれに対して表9に示す。
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【００８３】
(表９)マウスおよびマーモセットの試験項目に関連する効果

【００８４】
　マウス試験において、2匹の動物は、29日目にcαStx2への低いマウス抗ヒト抗体(MAHA)
反応を示した。cαStx1を受けたマウスは、cαStx1に対して結合するための定量限界値(L
LOQ)を超える結果を得なかった。陽性反応の濃度およびアイソタイプを表10に示す。試験
した44匹のマーモセットサンプルのうち、いずれもLLOQを超える抗治療抗体を含むことが
認められなかった。
【００８５】
(表１０)抗cαStx2に対して結合するためのマウスの血清抗体濃度の分析

【００８６】
結論
　抗体につき30mg/kgまたは60mg/kgのそれぞれの単回投与または反復投与で、単独または
同時に静脈内投与したcαStx1およびcαStx2は、雄および雌のマウスまたはマーモセット
において、耐容性良好であり、一貫した治療関連の副作用を示さなかった。抗治療反応は
最小であり、マウスだけに限定された。
【００８７】
　結論として、志賀毒素1および2に対するモノクローナル抗体を所望の臨床的投与を超え
る最高20倍までの投与で、2種において試験し、いずれの全身毒性と関連しなかった。
【００８８】
実施例3
マウスにおけるcαStx1およびcαStx2の薬物動態
序
　志賀毒素1および2は、志賀毒素産生細菌(STPB)による感染から生じる合併症の原因であ
る毒性因子である(Gavin PJら、J Clin Microbiology, Apr 2004, p.1652-1656)。志賀毒
素産生大腸菌(STEC)株は、食物経由の病原体の最も重要な、最近浮上した群を成す(Blanc
o JEら、J Clin Microbiology, Jan 2004, p.311-319)。STECは、臨床スペクトルが無症
候性キャリア、非特異性下痢、出血性下痢、出血性大腸炎および溶血性尿毒症症候群(HUS
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)を含む潜在的に致死的食中毒を生じる(Karmali MA, Molecular Biotechnology, Vol. 26
, 2004, p.117-122、Klein EJ, et al. J Pediatr, Aug 2002, VoI141, No.2, p.172-177
)。志賀毒素1および2に対する2つの特異的モノクローナル抗体は、STPB感染を治療するた
めに開発されている。
【００８９】
　cαStx1およびcαStx2は、志賀毒素1(Stx1)および志賀毒素2(Stx2)のそれぞれに結合す
るキメラモノクローナルlgG1抗体である。cαStx1は、Stx1のBサブユニットを認識し、c
αStx2は、Stx2のAサブユニットを認識する。
【００９０】
　マウスにおけるこれらの特異的抗毒素の薬物動態を本実施例に示す。
【００９１】
目的
　本試験の目的は、健常CD-Iマウスに単独または同時に投与した抗体cαStx1および／ま
たはcαStx2の単回投与後に、それぞれのモノクローナル抗体の薬物動態の分析結果を評
価するものである。
【００９２】
方法
　130匹の雄および雌のCDlマウスを順化してから1週間後、試験に使用した。試験に使用
したすべてのマウスの体重は、それぞれの性別に対して平均体重の±20％以内であった。
動物は、標準ブロック無作為化の手順を使用して、治療群に雄雌別に無作為化された。そ
れぞれの動物に、独自の識別番号を有するマイクロチップを埋め込んだ。マウスは、つる
されたステンレス製金網型のケージに保管した。温度は、64～79°F、湿度は、30～70％
に維持した。12時間の暗期の周期を1日あたり約12時間の自動タイマーで提供した。マウ
スは、随意に飼料(Lab Diet(登録商標) Certified Rodent Diet ＃5002、PMI Nutrition 
International, Inc.)および水を与えた。
【００９３】
　投与溶液を投与日に調製した。雄および雌マウスは、cαStx1、cαStx2またはcαStx1
およびcαStx2の双方を尾静脈を介して単一ボーラス注射を表11のように、試験の1日目に
与えられた。血液試料は、表11の試料採取計画に従い、血液試料を第1の指定された時点
で顎静脈を介して採取し、最終または指定された時点のみ、麻酔下で心臓採血した。
【００９４】
(表１１)試験設計

FB＝処方緩衝液
a 雌の動物(iv群の3/5、viii群の3/5、xii群の1/5は、22日目に試料を採取した)。
b 雌の動物(v群の4/5、ix群の3/5、xiii群の1/5は、16日目に試料を採取した)。
【００９５】
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　それぞれの濃度で処方を投与する試料を1日目の投与前後に採取し、ビシンコニン酸(BC
A)によりタンパク質濃度を分析した。有効なELISA法を使用して、cαStx1およびcαStx2
の濃度を決定するために、血清試料を分析した。予定通りの試料採取時間を薬物動態デー
タ分析に使用した。cαStx1およびcαStx2の血清濃度を時間曲線に対して片対数血清濃度
を作成するために使用した。薬物動態パラメータを非コンパートメント法で決定した。定
量法の下限値を0として処理した。
【００９６】
　死亡率、罹患率、けが、ならびに餌および水の可用性の観察をすべての動物に対して2
回、実施した。マウスの体重を1日前、1日目、およびその後毎週、測定した。剖検を試験
で死亡した動物において実施した。
【００９７】
結果
　本試験の結果を妨げる可能性のある基礎食または水質汚染物質は、報告されなかった。
試験項目に関連した死亡または異常な臨床的観察はなかった。すべての投薬溶液濃度は、
傾き、切片、R2に対して合格判定値内であり、試料値の再現性は、6％以内であった。
【００９８】
　ELISA法により正確に決定することができた血清試料のcαStx1およびcαStx2の最低濃
度はそれぞれ、130ng/mLおよび150ng/mLであった。雄マウスにおける単独または併用で投
与されたcαStx1およびcαStx2(22.5～37.0g)、ならびに雌(21.6～29.9g)マウスにおける
血清濃度を図2および3に示す。
【００９９】
　0時間から無限大(AUC0-∞)の血清濃度-時間曲線下面積、消失半減期(t1/2)、血清クリ
アランス(CL)および定常状態における分布容積(Vss)の薬物動態パラメータを表12に示す
。
【０１００】
(表１２)単独または併用投与したcαStx1およびcαStx2に対する薬物動態パラメータ

【０１０１】
結論
　cαStx1およびcαStx2の血清濃度は、単独または併用投与に関わらず、雄および雌のマ
ウスにおいて、類似した。算出した他の薬物動態パラメータにおいて、雄と雌との間で一
貫した差異はなかった。CLは、cαStx1およびcαStx2の双方に対して低く、長半減期と合
致し、モノクローナル抗体に対して期待されるものであった。また、Vssは、cαStx1およ
びcαStx2の双方に対して低く、抗体が血液容量内で留保されることを示す。cαStx1およ
びcαStx2の混合投与は、AUCO-∞、t?、CL、またはVssを変化させなかった。
【０１０２】
　PK結果は、抗志賀毒素モノクローナル抗体の構造、および既知の、ヒトまたは動物組織
で交差反応の不在と合致する。
【０１０３】
実施例4
STEC大腸炎を罹患する子供における腎障害
序
　溶血性尿毒症症候群(HUS)の定義は、溶血性貧血、血小板減少症および急性腎障害／腎
不全を含む。STEC関連(腸疾患性)溶血性尿毒症症候群(eHUS)で生存する子供の25％までは



(19) JP 2009-538916 A 2009.11.12

10

20

30

40

、長期の腎臓の異常を発症する。Gargらが指摘するように、急性の、自己限定性の大腸菌
O157:H7胃腸炎の予後診断は、今までに研究されていない(Gargら、Kidney Int. 2006;70:
807-812)。汚染された飲料水により、約2000人に影響を及ぼしたWalkertonの発生後に開
始された最近のコホート制御試験は、発生関連のSTEC(＋C. jejuni)下痢をしてから4年後
、感染した成人において高血圧症の若干の増加、および腎機能の低下を示した(Gargら、C
MAJ. 2005;173:261-268、Gargら、Kidney Int. 2005;67:1476-1482)。これらの研究は、S
TEC感染時で、ラボ分析を含んでいない。HUSのないSTEC下痢を罹患する子供が疾病関連の
腎臓の異常を示すか否かの質問に取り組むために、現在の分析を開始した。
【０１０４】
目的
　急性STEC大腸炎を罹患する子供が尿／腎臓の異常を示すか否かを決定すること。
【０１０５】
設計
　遡及チャートの見直しおよびデータ分析。データは、急性緊急医学部のある単独の専門
治療大学付属小児科病院から得られた。前記病院は、総数100万人を超える患者を扱う。
【０１０６】
方法
　1992年から2006年の間でSTEC分離株を有する患者を病院の細菌学のラボ記録から特定し
たした。標準のアンケートを使用して、利用可能な臨床および人口学的情報をカルテ(可
能な場合は、紙およびコンピュータ用)から抽出し、モントリオール子供用STEC疾病デー
タベース(Montreal Children's STEC Disease database)に入力した。当該データベース
は、現在、培養によって確認されたSTEC O157感染の186人の子供を含む。
【０１０７】
　データを最終診断(STEC下痢、HUS)、人口学的情報について分析した。
【０１０８】
　本試験の目的に関して、表示された疾病の診断基準を以下に示す。血尿、尿RBC(赤血球
)は、HPF(高倍率視野)につき5を超える、または尿分析が「微量」より高い。タンパク尿
、尿タンパク質は、0.3g/1(30mg/dl)以上、または尿タンパク質について、クレアチニン
の比(U p/c)が、0.2g/gより高い。膿尿症、尿WBC(白血球)は、HPFにつき、5を超える、ま
たは尿分析が陽性。および、高窒素血症、血清クレアチニンレベルは、年齢および性別に
対して参照限界の1.5倍を超える。第1のSTEC感染関連の症状(一般に、下痢または腹部の
けいれん)の日をDDO(発病開始日)と称する。
【０１０９】
結果
　照合検尿、血漿クレアチニンおよび血液学的分析結果は、大腸菌O157(主に、O157:H7)
分離株を有する186人の患者のうち103人から入手できた。22人の患者がHUSを発症した。
陽性の尿分析または高倍率視野(HPF)につき5より高いRBCとして定義される血尿は、発病
から6日目に、非HUS大腸炎の14人の患者(16.4％)で記録され(中央値、範囲1～10日)、9人
の患者(10.6％)は、6日目(4～15)にタンパク尿が0.3g/lより高かった。反対に、明らかな
HUSの発症前に照合ラボ試験を行った6人の患者のうち3人が5日目(3～6)に血尿を示し、HU
Sの発症前に2日に対応する3日目に6人の患者のうち2人がタンパク尿を示した。年齢調節
した血漿クレアチニンレベルは、明らかにHUSを発症した患者を除いて、すべての患者に
おいては正常であった。これらのデータを表13～16に記載する。
【０１１０】
(表１３)
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【０１１１】
(表１４)

1 発病から15日以内
【０１１２】
(表１５)STEC感染した患者の検尿結果のスコア1

1 表16に定義のスコア
【０１１３】
(表１６)STEC疾病の重症度および経過(SDSP)尺度

1 年齢および性別に対して
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【０１１４】
結論および考察
　微小血管症性溶血性貧血が明らかになる(ヘモグロビンおよび／または血小板の減少ま
たは血清クレアチニンの増加)2日以上の前の前HUS患者の50％が、タンパク尿および／ま
たは血尿があることが確認されたのに対して、非HUS STEC大腸炎を罹患する子供の16％が
それを示した。これらの結果は、STECがHUS非依存性の微妙な腎損傷を誘発する場合があ
ることを示し、これは、本物のHUSを罹患する子供の追加試験における見解に酷似する。S
TEC大腸炎関連の尿の異常の臨床的有意性および病理学的機序があるかどうかは、もしあ
るとしても、不明確である。類似の論拠は、腎不全の証拠のない「不完全な」HUSを罹患
する患者にも適用される。
【０１１５】
実施例5
志賀毒素産生大腸菌感染に対する定量的疾病尺度
序
　志賀毒素(Stx)産生大腸菌(STEC)による感染は、重度の合併症をもたらし、重大なヒト
の罹患率および経済的損失を生じる可能性がある。出血性大腸炎(HC)、溶血、腎症および
中枢神経系の関与は、局所(大腸)または体循環への生体内産生志賀毒素の吸収に由来する
と考えられる。内皮および他の組織への志賀毒素媒介損傷は、異常な微小血管性反応およ
び炎症反応をもたらすことが証拠をもって示唆されている。
【０１１６】
　限定された一連の徴候と症状は、臨床的観察、動物実験、および細胞生理学実験に基づ
いて、Stx損傷した組織障害と関係があることが指摘されてきた。これらのうちのいくつ
かの推定されるStx媒介事象(STME)は、痙性腹痛、出血性下痢、または出血性大腸炎など
の腸疾患性溶血性尿毒症症候群(eHUS)の出現に先立つ。他は、血小板減少症、溶血性貧血
様々な程度の腎損傷などのHUSの一部であるが、また、HUSの診断基準を満たさない(「不
完全」HUS)患者にも認められている。まれに生じる腸管外および腎外の徴候(脳虚血／脳
卒中、発作、心筋症、糖尿病)も、Stx効果またはStx誘発効果により生じると考えられる
。Stx(またはSTEC感染)は、IL-8、TNFα、急性期反応物質および血管作用物質(Tarr PIら
、2005;Bitzan M et　al. 1998)の誘発に関連する特徴のある炎症反応を与え、これが、
末梢好中球数およびC反応性タンパク質の増加がHUSの危険性の増加と正の相関がある理由
を説明できる可能性がある。
【０１１７】
　溶血性尿毒症症候群(HUS)およびHCの臨床診断が容易である一方、STMEおよび他の臨床
的徴候の重症度または進行を定義、または治療的処置または予防措置の効果を評価するた
めの基準はない。
【０１１８】
目的
　STECおよびStx誘発微小血管および組織損傷を示す定量的疾病重症度尺度を生成し、試
験し、その結果の疾病尺度を、培養で確認されたSTECに感染した子供の十分に確定されて
いるコホートを使用し、レトロスペクティブ分析において適用すること。
【０１１９】
方法
- STEC感染および(複雑な)HUSのマーカー／予測の記述に関する文献調査
- HUSを含むSTEC感染の既知の徴候および専門家の意見に基づいて有害事象(CTCAE V.3.0)
に対する共通の専門用語の基準の関連項目の選択および改変
- 医学的細菌学検査記録から、利用可能なSTEC分離株を有するすべての患者の同定
- 患者の医療ファイル(紙カルテおよび電子記録)、および関連人口統計の抽出、標準的な
アンケートを使用した研究および臨床的情報の検討
- 専用STEC疾病データベースの構築
【０１２０】
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結果
患者集団およびデータベース
　1992年から2006年の間に診断され、広範なSTEC疾病徴候がある186人の患者の関連した
臨床的徴候と症状、一般に入手可能な生物学的マーカーおよび結果(文書化された場合)の
存在および発生は、モントリオール子供用STEC疾病(MCSD)データベースを作成するために
取得された。患者集団およびデータベースの作成を図4に示す。
【０１２１】
疾病重症度評価尺度の作成
　一連の疾病関連の臨床的および生物学的パラメータを選択し、有害事象に対する共通の
専門用語の基準と同様に、一次関数的な数値を割り当てた。項目は、腸疾患、炎症および
血管障害、微小血管症性溶血性貧血および腎症(表17)に加えて、腸外および腎外の器官の
関与(図示せず)の4つの病理学的種類に分類された。本手段は、「志賀毒素／STEC疾病重
症度および経過」(SDSP)尺度と称する。
【０１２２】
(表１７)STEC／志賀毒素の重症度および経過尺度(簡略)

【０１２３】
STEC疾病重症度評価尺度の検証
　「尺度」を検証するために、推定されるSTMEのスコアおよび他の臨床的マーカーを関連
した結果判定と比較した。例を図5に示す。STME「出血性下痢」は、「入院日数」という
結果で相関性があった。出血性下痢に対する高スコアは入院日数の増加として現れること
を示す。しかしながら、予想外ではないが、本相関関係は、入院に影響する二次事象のた
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め、HUSを罹患する患者において、失われる(図5において、下部の2つのパネルに比較)。
【０１２４】
STEC疾病重症度評価尺度の有用性
　「尺度」は、例えば、本発明研究における、STEC感染の重症度および発生を、数値とし
て、統合的に「測定」するために生み出された。さらなる、新規の適用を図6に示す。疾
病の力学を視覚的に表示するために尺度を使用した。本方法を「疾病発現アレイ」と仮に
呼んだ。
【０１２５】
要約および結論
　広範なSTEC感染を有する患者において、STMEおよび他の臨床的および検査所見の異常を
定量化するためのツールとして、新たな手段である、「志賀毒素／STEC疾病の重症度およ
び経過」(SDSP)尺度を開発した。
【０１２６】
実施例6
欧州共同体における志賀毒素産生大腸菌(STEC)感染の疫学的評価
背景
　STEC感染の疫学における報文の大部分は、発生および溶血性尿毒症症候群(HUS)に焦点
を当てている。特に、ヨーロッパにおける、事故STEC感染率の全体的な疫学的形態を提供
する刊行物は乏しい。診断上の困難および報告の偏見は、STEC感染および腸外合併症に対
する、一定せず、歪んだ推定をもたらし、結果的に今後の予防または治療方針に対する危
険性／便益解析を妨げる。
【０１２７】
目的
　様々な公的に利用できるデータソースおよびモデル化法を利用して、欧州共同体におけ
るSTEC感染の罹患率を確立すること。
【０１２８】
方法
　本発明者らは、以下の3つの異なるアプローチを用いて、文献に基づき、ヨーロッパに
おけるSTEC感染の患者数を推定した。
- STEC記録、および報告された文献からの他の推定からSTEC感染の罹患数を外挿する。
- HUSが全STEC感染の15％を占めると仮定して、HUSの罹患の文献評価に基づいてSTEC感染
の罹患数を外挿する。感度分析も、STEC感染において5％のHUSがあるとして、実施された
。
- いくつかの期待される報告書により報告されるように、それらのうちのある割合は、ST
ECであると仮定して、小児期胃腸炎の文献に報告された罹患率に基づいて、STEC感染数の
外挿。
【０１２９】
結果
 3つの異なる手法は異なる推定をもたらす。これは、臨床状況おいては、意外な状況では
ない。関連する文献が存在しないため、成人および高齢者における本病状の患者数の評価
は実行されていない。
【０１３０】
STEC記録からのSTEC感染の罹患数の外挿
フィンランドにおけるSTEC
　1998年にKeskimakiにより報告された1990年～1997年の期間における研究では、期間中
の第1部分において、STECの患者数は、年間、100,000人あたり0.013であると推定された
。その後、STEC感染の大部分は、非O157:H7株によるものと認められた。そこで、罹患率
は、100,000人あたり0.73症例であると推定された(Keskimakiら、J Clin Microbiol 36, 
3641-3646(1998))。
【０１３１】
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スペインにおけるSTEC感染
　Blancoらは、スペインのルゴ病院(Lugo Hospital)から患者の検便用サンプルにおける2
004年の研究を刊行した。STEC株は、5,054症例のうちの2.5％に検出され、O157:H7は、症
例の0.5％を占め、非O157:H7は、それ以外を占めた(Blancoら、J Clin Microbiol 42, 31
1-319(2004))。
【０１３２】
デンマークにおけるSTEC感染
　Ethelbergは、デンマークにおける1997年1月から2003年5月までの425人のSTEC感染の患
者を報告した(Ethelbergら、Emer Infect Dis 10, 842-847(2004))。症例のほとんどは、
散発性であった。
【０１３３】
オランダにおけるSTEC感染
　2004年に、Havelaarは、オランダでは、STECの症例数の中央値、年間1250であると評価
した(Havelaarら、Epidemiol Infect 132, 467-484(2004))。概算は、試験した798の検便
サンプルのうち、4つのサンプルがSTECに対して陽性である(スペインで報告された率に近
い)ことを明らかとした、患者対照研究から得た。
【０１３４】
アイルランドにおけるSTEC感染
　GarveyおよびMcKeownは、1999年～2003年までにNational Disease Surveillance Centr
e(NDSC)から得たデータを2003年に刊行した(Garvey and McKeown, Epidemiology of Vero
toxigenic E. coli 0157 in Ireland, 2003. NDSC(2003))。調査をO157:H7に限定した(表
18)。
【０１３５】
(表１８)アイルランドにおけるO157:H7感染の粗罹患率

【０１３６】
HUS罹患率に基づくSTEC感染数の外挿
フランスにおけるHUS罹患率
　1998年にHUSの罹患率は、15歳未満の100,000人の子供あたり0.7の症例であった(Haeghe
baertら、Eurosurv 5, 68-73　(2000))。15歳未満の人口は、59,630,100人中11,121,100
人であり、フランスの人口の18.65％を示す(EC統計局2004)。従って、HUSの罹患率は、総
人口の0.131/100,000であると推定される。
【０１３７】
ドイツおよびオーストリアにおけるHUSの罹患率
　1997年から2000年の間に、ドイツおよびオーストリアにおける4年の見込み多施設治験
を実施した(Gerberら、J Infect Dis 186, 493-500(2002))。ドイツでは、報告された394
の小児科のHUSが100,000人の15歳未満の子供あたり0.71の症例(範囲0.69～0.75)の年度の
罹患率になり、オーストリアでは、数は、100,000人あたり0.51の症例があった。
【０１３８】
　ドイツでは、16歳未満の人口は、82,536,700人の総人口のうち、12,415,500人であり、
15.04％(EC統計局2004)を占め、一般人口のHUSの罹患率は、0.107/100,000となる。
【０１３９】
　オーストリアでは、16歳未満の人口は、8,067,300人の総人口のうち、1,335,200人であ
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り、16.55％を占め、一般人口のHUSの罹患率は、0.060/100,000となる。
【０１４０】
英国およびアイルランドにおけるHUSの罹患率
　平均年間罹患率(Lynnら、Emerg Infect Dis 11,590-596(2005))は、以前のコホートに
おいて0.79であったのに比べて、最新のコホートにおいては、16歳未満の子供において、
0.71/100,000であった。英国では、16歳未満の人口は、59,328,900人の総人口のうち、11
,126,200人であり、18.75％を占め、本人口のHUSの罹患率は、0.71/100,000であり、全体
の罹患率は、0.133/100,000となる。
【０１４１】
イタリアにおけるHUS罹患率
　Tozziは、13年の観察期間にわたり、イタリアにおける15歳未満の子供のHUSの罹患率は
、100,000人あたり0.28であることを2003年に公開した(Tozziら、Emer Infect Dis 9, 10
6-108(2003))。
【０１４２】
　ヨーロッパにおけるHUSの罹患率に関するデータは、表19に記載されている。
【０１４３】
(表１９)ヨーロッパにおける100,000人あたりのHUSの罹患率

【０１４４】
　HUSは、STEC感染のうちの約15％の合併症であるが、STEC感染に続くHUS率は、異なる文
献報告において、大いに異なる。評価に本変動を取り入れるために、下記の表20に表示さ
れるように、感度分析としての役割を果たすために5％のHUS発生率を使用した。
【０１４５】
(表２０)ヨーロッパにおける100,000人あたりのSTEC感染の罹患率-HUS率由来

【０１４６】
小児期の胃腸炎の報告される罹患率に基づくSTEC感染数の外挿
　2001年にFruhwirthらにより刊行された地域感染型の胃腸炎のプロスペクティブ評価は
、ヨーロッパにおける胃腸炎の罹患率に対するプロキシ基準であった(Friiwirthら、Arch
 Dis Child 84, 393-397(2001))。調査対象集団は、見込み、人口に基づく多施設研究お
いて追跡調査された、危険性がある4歳までの6969人の子供を含んだ。急性胃腸炎の罹患
率は、年間100人の子供あたり4.67であった。その罹患率を、EC統計局により定義される3
つの異なるヨーロッパ人口の15歳未満の年齢群に外挿して、その年齢群で観察される可能
性のある胃腸炎の最大数を評価した。地域感染型の胃腸炎におけるSTEC感染率は、STEC感
染率が検便用サンプルの2.5％であったBlancoの2004年の報告に基づいた。これらの数字
は、オランダにおける798の検便用サンプルシリーズに報告されたSTECの4つの症例に類似
している(表21)。
【０１４７】
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(表２１)地域感染型の胃腸炎におけるSTEC率に基づく感度分析

【０１４８】
ヨーロッパにおける患者数
　ヨーロッパにおけるSTEC罹患率の直接報告書を使用、およびHUS罹患率から得られたSTE
C罹患率は、0.09～0.26/10,000症例である。感度分析では、1.94/10 000症例の罹患率で
ある。結論として、全欧州連合内の志賀毒素産生細菌感染の控えめな概算は、10000中2で
ある。
【０１４９】
類似の法的権限区域の患者数
　米国内で報告された疫学データ(Meadら、Emer Infect Dis 5, 607-625(1999))。STEC感
染の110～220の症例は、CDCにより推定された年間罹患率であった。国連人口推計は、200
6年に米国の人口は、3億人であると推定した。本人口に報告された症例の年間数は、10,0
00人の居住者に対して3.68の罹患率である。
【０１５０】
　オーストラリアでは、5歳未満の子供のHUSの罹患率(105あたり1.35(95％信頼区間1.06
～1.72))は、カナダで報告された率(5歳未満の105人の子供あたり3.11)、およびイギリス
諸島(105人の子供あたり3.3)よりも低かった(Elliottら、Arch Dis Child 85, 125-131(2
001))。
【０１５１】
　カナダでは、年間のSTEC感染率は、1980年代後半にアルバータ州で1,21/10 000症例(一
般人口に対して)であったと報告され(Watersら、Clin Infect Dis. Nov;19(5):834-43(19
94))、カナダでは、最高の年間STEC感染率を有すると思われる。他の総合的な疫学的検査
は最近刊行されなかった。
【０１５２】
　総合して、非欧州の先進国からのデータは、欧州疫学的データと一致する。
【０１５３】
要約
　1999年～2003年のデータに基づく第1の手法では、100,000人中、0.73～2.1のSTEC感染
の罹患率を得た。HUSの頻度(第2の手法)を使用して、STEC感染の罹患率は、100,000人中0
.88(15％のHUS率に対して)から2.63(HUS率5％)として算出された。第3の手法を使用して
、すべての下痢の症例のうち1～2.5％がSTECであると仮定することにより、100,000人あ
たり7.8～19.4のSTEC感染率が算出された。
【０１５４】
結論
　本発明者らは、文献分析、記録データおよび小児期の下痢およびHUS罹患率からの外挿
に基づいて、STEC感染率において示される相違は、過小報告に起因すること、および、EU
-25の人口における最大かつ正確な罹患率は、100,000人あたり19.4であることを提唱する
。
【０１５５】
他の実施形態
　本発明の記載方法および組成物の種々の改変および変更は、本発明の範囲および精神か
ら逸脱することなく、当業者には明白となるであろう。本発明は、特定の望ましい実施形
態に関連して記載されているが、請求の範囲に記載される本発明は、そのような特定の実
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を実行するための、医学、免疫学、薬理学、内分泌学の分野、または関連分野における当
業者に明白である記載の方法の種々の改変は、本発明の範囲内であることを意図している
。
【０１５６】
　すべての特許、特許出願、および本明細書に記載の出版物は、それぞれの独立した出版
物が具体的かつ個別に参照することにより組み込まれるのと同程度で、参照することによ
り本願に組み込まれる。
【図面の簡単な説明】
【０１５７】
【図１】健常成人ボランティアへの静脈内投与後のcαStx1およびcαStx2の濃度を、時間
の関数として示すグラフである。
【図２】cαStx2を同時投与したまたはしていないcαStx1の血清濃度を、時間の関数とし
て示すグラフである。
【図３】cαStx1を同時投与したまたはしていないcαStx2の血清濃度を、時間の関数とし
て示すグラフである。
【図４】調査対象集団およびデータベースを示す図である。
【図５】表示された患者に対するSTEC疾病重症度評価尺度におけるスコアの関数として入
院日数を示す一連のグラフである。STME「出血性下痢」は、「入院日数」という結果と相
関関係があった(エラーバーは、平均値の標準誤差である)。
【図６】STEC O157:H7感染を生じている4人の子供(2人は初期のHUS(HUS1、2)を、2人は出
血性下痢のみ(大腸炎1、2)を有する)を示す疾病発現配列であり、それらは太線で分けら
れている。各列は、4人の患者のそれぞれに対して同一の順番で、明白な臨床項目または
実験項目、およびその時間経過を示す。段は、それぞれの患者に対して、1日目から始め
て(＝発病開始)、連続日数を示す。症状の重症度または検査所見の異常は、提案されたST
EC疾病重症度および進行尺度において暗さの程度がスコア(0-4)に対応するような、色の
濃淡の異なる強度により視覚化される(表17を参照)。空欄は、情報がない日を示す。
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