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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ａ）Ｃ．ディフィシル（C. difficile）毒素Ｂの配列の残基７６７～２３６６からなる
アミノ酸配列；
　ｂ）Ｃ．ディフィシル（C. difficile）毒素Ａの配列の残基７７０～２７１０からなる
アミノ酸配列；
　ｃ）Ｃ．ディフィシル（C. difficile）毒素Ｂの配列の残基１１４５～２３６６からな
るアミノ酸配列；
　ｄ）Ｃ．ディフィシル（C. difficile）毒素Ａの配列の残基７７０～２３８９からなる
アミノ酸配列；
から選択されるいずれか１つの抗原性アミノ酸配列からなるタンパク質、
但し、タンパク質は、C. difficile毒素Ａのアミノ酸残基５４３～２７１０を含むポリペ
プチドではないことを条件とし； 
但し、タンパク質は、C. difficile毒素Ｂのアミノ酸残基５４３～２３６６を含むポリペ
プチドではないことを条件とし、そして
タンパク質は、システインプロテアーゼ活性を欠き、ここで、該活性を提供するアミノ酸
配列の一部又は全ては、不在であり、そして
抗原性ポリペプチド配列は、防御免疫応答を誘発することができる、
タンパク質。
【請求項２】



(2) JP 6377907 B2 2018.8.22

10

20

30

40

50

　（ａ）請求項１に記載のタンパク質、及び
　（ｂ）精製タグ、及び/又は
　　　　プロテアーゼ配列
を含む、タンパク質。
【請求項３】
　プロテアーゼ配列で切断され、請求項１に記載のタンパク質を含む、請求項２に記載の
タンパク質。
【請求項４】
　請求項１定義された毒素Ａおよび／または毒素Ｂのアミノ酸配列以外に、任意の追加的
な毒素Ａおよび／または毒素Ｂのアミノ酸配列を含まない、請求項１～３のいずれか１項
記載のタンパク質。
【請求項５】
　C. difficile毒素Ａおよび／またはC. difficile毒素Ｂに結合する抗体を作製する方法
における抗原として使用するための、請求項１～４のいずれか１項記載のタンパク質。
【請求項６】
　C. difficile毒素Ａおよび／またはC. difficile毒素Ｂに結合する抗体を単離するため
のin vitro法であって、
　ａ）請求項１～４のいずれか１項記載の一つまたは複数のC. difficileタンパク質を表
面（例えばカラム内のマトリックス）上に固定化すること；
　ｂ）固定化されたタンパク質を、C. difficile毒素Ａおよび／または毒素Ｂに結合する
抗体を含有する溶液と接触させること；
　ｃ）該抗体を該タンパク質と結合させることによって、抗体とタンパク質の結合型複合
体を形成させること；
　ｄ）いかなる未結合の抗体またはタンパク質も洗浄除去すること；ならびに
　ｅ）結合している抗体を表面から溶離することによってアフィニティー精製された抗体
を提供すること
を含む、in vitro法。
【請求項７】
　請求項１～４のいずれか１項記載のタンパク質に対して産生されたポリクローナル抗体
であって、C. difficile毒素Ａおよび／またはC. difficile毒素Ｂに結合し中和し、C. d
ifficile毒素Ａまたは毒素Ｂのエフェクタードメインおよび／またはシステインプロテア
ーゼドメインに実質的に結合しない、ポリクローナル抗体（ただし、C. difficile毒素Ａ
の１１００－１４５０フラグメントに対して特異的に産生されたポリクローナル抗体、１
４５０－１８７０フラグメントに対して特異的に産生されたポリクローナル抗体及び／又
は１８７０－２６８０フラグメントに対して特異的に産生されたポリクローナル抗体を除
く）。
【請求項８】
　抗体が、ＩｇＧ全体、Ｆａｂ抗体またはＦ（ａｂ’）２抗体を含む、請求項７記載のポ
リクローナル抗体。
【請求項９】
　C. difficile感染の予防、治療または抑制に使用するための、請求項１～４のいずれか
１項記載のタンパク質および／または請求項７もしくは請求項８記載のポリクローナル抗
体。
【請求項１０】
　ヒトにおけるC. difficile感染の予防、治療または抑制に使用するための、請求項１～
４のいずれか１項記載のタンパク質および／または請求項７もしくは請求項８記載のポリ
クローナル抗体。
【請求項１１】
　ヒトに治療有効量のタンパク質および／またはポリクローナル抗体を投与することを含
む、該ヒトにおけるC. difficile感染を予防、治療または抑制するための方法において使
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用するための、請求項１～４のいずれか１項記載のタンパク質および／または請求項７も
しくは請求項８記載のポリクローナル抗体。
【請求項１２】
　タンパク質が、C. difficile非毒素抗原、不活性化または弱毒性全細胞C. difficile細
菌、およびC. difficile細胞抽出物より選択される一つまたは複数の追加的な抗原を用い
た組合せ療法の一部として投与される、請求項１１記載の治療有効量のタンパク質。
【請求項１３】
　治療有効量の請求項１１記載のタンパク質を含む医薬組成物であって、該タンパク質が
、１）院内感染を引き起こす細菌由来の抗原、および２）院内感染を引き起こす不活性化
または弱毒性全細胞細菌より選択される一つまたは複数の抗原を用いた組合せ治療の一部
として投与される、医薬組成物。
【請求項１４】
　治療有効量の請求項１１記載のタンパク質を含む医薬組成物であって、該タンパク質が
、一つまたは複数の追加的な抗生物質を用いた組合せ治療の一部として投与される、医薬
組成物。
【請求項１５】
　治療有効量の請求項１４記載のタンパク質を含む医薬組成物であって、該抗生物質が、
院内感染を引き起こす細菌に有効である、医薬組成物。
【請求項１６】
　ポリクローナル抗体が、C. difficile非毒素抗原に結合する抗体、および全細胞C. dif
ficile細菌に結合する抗体から選択される一つまたは複数の追加的な抗体を用いた組合せ
療法の一部として投与される、請求項１１記載の治療有効量のポリクローナル抗体を含む
医薬組成物。
【請求項１７】
　ポリクローナル抗体が、１）院内感染を引き起こす細菌由来の抗原に結合する抗体、お
よび２）院内感染を引き起こす全細胞細菌に結合する抗体より選択される一つまたは複数
の抗体を用いた組合せ療法の一部として投与される、請求項１１記載の治療有効量のポリ
クローナル抗体を含む医薬組成物。
【請求項１８】
　ポリクローナル抗体が、一つまたは複数の抗生物質を用いた組合せ療法の一部として投
与される、請求項１１記載の治療有効量のポリクローナル抗体を含む医薬組成物。
【請求項１９】
　抗生物質が、院内感染を引き起こす細菌に有効である、請求項１８記載の治療有効量の
ポリクローナル抗体を含む医薬組成物。
【請求項２０】
　患者試料中のC. difficile感染の存在または非存在を確認するためのin vitroイムノア
ッセイ法における、請求項７または請求項８記載のポリクローナル抗体の使用であって、
C. difficile感染の存在が、該試料中に存在するC. difficile毒素Ａおよび／または毒素
Ｂへの抗体の結合を検出することによって確認され、そして該試料中に存在するC. diffi
cile毒素Ａおよび／または毒素Ｂへの該抗体の結合を検出できないことが、C. difficile
感染の非存在を確認する、使用。
【請求項２１】
　患者試料中のC. difficile感染の存在または非存在を確認するためのin vitroイムノア
ッセイ法における、請求項１～４のいずれか１項記載のタンパク質の使用であって、C. d
ifficile感染の存在が、該試料中に存在する抗体へのタンパク質の結合を検出することに
よって確認され、該試料中に存在する抗体への該タンパク質の結合を検出できないことが
、C. difficile感染の非存在を確認する、使用。
【請求項２２】
　請求項１～４のいずれか１項記載のタンパク質をヒトを除く哺乳動物に投与すること
を含む、C. difficile毒素Ａおよび／またはC. difficile毒素Ｂに結合し中和するポリク
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ローナル抗体の製造方法であって、
該ポリクローナル抗体は、C. difficile毒素Ａまたは毒素Ｂのエフェクタードメインおよ
び／またはシステインプロテアーゼドメインに実質的に結合しない、該製造方法。
【請求項２３】
　請求項１～４のいずれか１項記載のタンパク質をヒトを除く哺乳動物に投与すること、
及び
製造されたポリクローナル抗体を精製すること、
を含む、C. difficile毒素Ａおよび／またはC. difficile毒素Ｂに結合し中和する、精製
されたポリクローナル抗体の製造方法であって、
該ポリクローナル抗体は、C. difficile毒素Ａまたは毒素Ｂのエフェクタードメインおよ
び／またはシステインプロテアーゼドメインに実質的に結合しない、該製造方法。
【請求項２４】
　請求項１～４のいずれか１項記載のタンパク質をヒトを除く哺乳動物に投与すること、
製造されたポリクローナル抗体を精製すること、及び
精製されたポリクローナル抗体を薬学的に許容される担体と混合すること
を含む、C. difficile毒素Ａおよび／またはC. difficile毒素Ｂに結合し中和する、薬学
的組成物の製造方法であって、
該ポリクローナル抗体は、C. difficile毒素Ａまたは毒素Ｂのエフェクタードメインおよ
び／またはシステインプロテアーゼドメインに実質的に結合しない、該製造方法。
【請求項２５】
　請求項１～４のいずれか１項記載のタンパク質を含む、ワクチン。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、クロストリジウム・ディフィシル（Clostridium difficile）感染（ＣＤＩ
）を予防／治療／抑制するための抗原に関する。該抗原を作製するための方法、該抗原に
結合する抗体を作製するための方法、およびＣＤＩを予防／治療／抑制するための該抗体
の使用も提供される。
【０００２】
　Clostridium difficile感染（ＣＤＩ）は、今や世界中の病院で大きな問題である。こ
の細菌は、それ自体、軽症の自己限定性の下痢から潜在的に致命的な重症大腸炎までの様
々な形態で発症する院内抗生物質関連疾患を引き起こす。高齢患者は、これらの潜在的に
致命的な疾患のリスクに最も曝されており、ＣＤＩの事例は、過去１０年間で劇的に増加
した。英国では２０１０年に２１，０００例のＣＤＩがあり、関連死は２，７００例を超
えた。ＣＤＩのせいで英国国民保健サービスは１年に５億ポンドを上回る費用を費やして
いる。
【０００３】
　Ｃ．ディフィシル（C. difficile）の様々な株は、いくつかの方法によって分類するこ
とができる。最も一般的に使用される方法の一つは、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）リ
ボタイピングであって、その方法では、C. difficileの１６Ｓ－２３Ｓ ｒＲＮＡ遺伝子
の遺伝子間スペーサー領域を増幅するためにＰＣＲが使用される。この方法からの反応産
物は、単離株の細菌リボタイプを同定する特徴的なバンドパターンを提供する。毒素タイ
ピング（toxinotyping）は、C. difficile毒素をコードするＤＮＡから得られた制限パタ
ーンを使用して株の毒素タイプを同定する、別のタイピング法である。異なる株の毒素遺
伝子の間で観察された制限パターンの差は、C. difficile毒素ファミリー内の配列変異も
示している。例えば、毒素タイプ０の毒素ＢのＣ末端６０kDa領域には、毒素タイプＩＩ
Ｉの毒素Ｂでの同領域に比べて約１３％の配列の差がある。
【０００４】
　C. difficile株は、多様な病原性因子を産生し、その中で注目すべきは、いくつかのタ
ンパク質毒素、すなわち毒素Ａ、毒素Ｂ、およびいくつかの株におけるChlostridium per
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fringens ι毒素類似の二元毒素である。毒素Ａは、感染病理に役割を果たす大型タンパ
ク質性細胞毒素／エンテロトキシンであり、腸内定着過程に影響を及ぼす場合がある。Ｃ
ＤＩの大流行は、毒素Ａ陰性／毒素Ｂ陽性株で報告されており、このことは、毒素Ｂも疾
患病理に主要な役割を果たしうることを示している。
【０００５】
　毒素Ａおよび毒素Ｂ（それぞれＭｗ３０８ｋおよびＭｗ２６９ｋ）をコードする遺伝子
配列は公知である（例えばMoncrief et al. (1997) Infect. Immun 63: 1105-1108を参照
されたい）。これらの二つの毒素は、高い配列相同性を有し、遺伝子重複から生じたと考
えられている。これらの毒素は、共通の構造（図１参照）、すなわちＮ末端グルコシルト
ランスフェラーゼドメイン、中央の疎水性領域、４個の保存されたシステイン、および長
く連なるＣ末端繰り返しユニット（ＲＵ）も共有する。
【０００６】
　毒素Ａは、毒素Ａのポリペプチド配列のアミノ酸残基１８５１～２７１０に及ぶ３９個
の連続繰り返しユニット（ＲＵ）を含む。毒素Ｂは、毒素Ｂのポリペプチド配列のアミノ
酸残基１８５２～２３６６に及ぶ、より少ないＲＵ（１９から２４個の間）を含む。毒素
ＡおよびＢの両方について、繰り返しユニットは、異なる２種類、すなわち約１５～２５
残基の短い繰り返し（ＳＲ）および約３０残基の長い繰り返し（ＬＲ）である。ＬＲは、
３または４個のＳＲによって相互に引き離されており、ＬＲは、隣接するＳＲと一緒にな
って、毒素の糖質レセプターに対する結合部位を提供する。毒素Ａは、そのＣ末端ドメイ
ン内に７個のＬＲを有し、それらは、７個のレセプター結合部位を提供すると考えられて
いる（Greco et al. (2005) Nature Structural Biol. 13: 460-461）。毒素Ｂは、４個
のＬＲを有し、それらは、４個の糖質結合ユニットを提供すると考えられている。毒素Ａ
および毒素ＢのＳＲ／ＬＲクラスター（レセプター結合「モジュール」としても知られて
いる）の例は、大きさが９２から１４１個のアミノ酸残基まで様々であり、表１および２
の参照によって例示される。
【０００７】
　毒素ＡおよびＢの両方は、細胞表面上のレセプターへの結合、インターナリゼーション
に続く移行、および細胞のサイトゾル中へのエフェクタードメインの放出を含む多段階メ
カニズムを介してそれらの作用機作ならびに最終的に細胞内作用を発揮する。該作用機作
は、Ｒｈｏファミリーの低分子ＧＴＰアーゼの不活性化を必要とする。これに関して、毒
素は、（ＵＤＰグルコースから）Ｒｈｏタンパク質のアミノ残基上へのグルコース部分の
転移を触媒する。毒素ＡおよびＢは、システインプロテアーゼの形態で第２の酵素活性も
含有し、それは、移行後のサイトゾル中へのエフェクタードメインの放出に役割を果たす
と思われる。C. difficile二元毒素は、ＮＡＤからそのターゲットタンパク質上へのＡＤ
Ｐ－リボース部分の転移を伴うメカニズムによって細胞性アクチンを改変する。
【０００８】
　C. difficile感染を処置するための現行療法は、抗生物質、特にメトロニダゾールおよ
びバンコマイシンの使用に依存している。しかしながら、これらの抗生物質は、全ての症
例で有効なわけではなく、患者の２０～３０％は疾患の再発を被る。大きな関心が持たれ
るのは、２００２年にカナダで最初に同定された、より強毒性の株が英国に出現すること
である。これらの株には、ＰＣＲリボタイプ０２７および毒素タイプＩＩＩに属する株が
含まれ、これらの株は、以前に観察された死亡率の３倍を超える直接寄与死亡率でＣＤＩ
を引き起こす。
【０００９】
　したがって、現行の抗生物質の有効性が漸減していると思われることから、新しい治療
法が特に緊急に必要とされる。
【００１０】
　魅力的な代替法は、毒素Ａおよび毒素Ｂに結合し、その活性を中和する抗体の使用であ
る。これは、これらの毒素を放出しないC. difficile株、いわゆる非毒素生産株がＣＤＩ
を引き起こさないという知識に基づく。一つのアプローチでは、ＣＤＩの患者またはその
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ような感染を発生するリスクのある対象に、毒素Ａおよび毒素Ｂに対する循環抗体および
粘膜抗体の増加を生じる抗原を免疫処置することができる。これは、能動免疫として定義
される。または、ウマまたはヒツジなどの動物に免疫処置し、それらの血清を採集し、抗
体を精製し、患者への投与に供する（受動免疫）。
【００１１】
　能動免疫および受動免疫の両方に決定的に必要であることは、それぞれ患者または動物
に免疫処置するために適した抗原の入手性である。これらの抗原は、適切なC. difficile
毒素産生株が培養された培地から精製することができる天然毒素を含みうる。このアプロ
ーチにはいくつかの欠点がある。毒素Ａおよび毒素Ｂは、共に培地中に少量しか存在せず
、顕著な損失なしに精製することは困難である。したがって、全世界の需要を満たすため
に必要な量を得るのは、高くつき、かつ困難であろう。加えて、天然毒素は不安定であり
、そしてそれらの毒性が原因で、それらを免疫原として使用する前にそれらをトキソイド
（不活性化毒素）に変換しなければならない。
【００１２】
　上記問題から、入手可能なC. difficileのワクチン候補は少ししかないという結果にな
った。今日まで、後期開発段階の唯一のＣＤＩワクチンは、ネイティブな（すなわち天然
の）毒素ＡとＢの混合物を化学的改変によって不活性化したものに基づく（Salnikova et
 al 2008, J Pharm Sci 97: 3735-3752）。
【００１３】
　天然毒素およびそれらのトキソイドの使用の一代替法は、毒素ＡおよびＢ由来のリコン
ビナントフラグメントの設計、開発および使用を伴う。そのようなフラグメントを大量に
、そしてネイティブな毒素よりも低いコストで発現および精製することができることが、
それらの利点の中に含まれる。C. difficile感染の治療／予防に使用することを目的とす
る既存の抗原の例には、毒素Ａまたは毒素ＢのＣ末端繰り返しユニット（ＲＵ）に基づく
ペプチドが含まれる（例えば国際公開公報第００／６１７６２号を参照されたい）。しか
しながら、そのような抗原に伴う問題は、それらが、免疫原性に乏しい（すなわち抗原が
不十分な抗体力価を産生する）こと、またはより高い抗体力価が産生される場合、その抗
体がC. difficile細胞傷害活性に対して不十分な中和有効性を示す（すなわち不十分な中
和抗体が産生される）ことのいずれかである。
【００１４】
　したがって、当技術分野において、特異的にC. difficile感染（ＣＤＩ）に対処するこ
とができる新しいワクチン／治療法／治療薬の必要性がある。この必要性は、上記問題の
一つまたは複数を解決する本発明によって対処される。
【００１５】
　一態様では、本発明は、C. difficile毒素Ａおよび／またはＢに対して強力な毒素中和
応答を誘導できる抗原を提供する。本発明は、また、リコンビナント抗原を調製するため
の方法を提供する。別の態様では、該抗原は、治療用抗体の大規模調製を可能にする免疫
原として使用される。さらなる一態様では、該抗体は、C. difficile毒素Ａおよび／また
はＢに対して強力な毒素中和応答を誘導できることから、予防および／または治療用途を
有する。
【００１６】
　上記のように（国際公開公報第００／６１７６２号参照）、以前の研究は、毒素Ａおよ
び／または毒素ＢのＣ末端繰り返しユニット（ＲＵ）に基づくワクチン調製物について記
載している。該ＲＵフラグメントは、不十分な毒素中和作用を有し、かつ／または大量生
産が困難である。
【００１７】
　対照的に、本発明は、毒素Ａおよび／または毒素Ｂの繰り返しユニットに基づくC. dif
ficile抗原であって、さらに、本発明者らが考えるところには、重要な「足場」機能を抗
原に提供する追加的なC. difficile毒素ドメインを含むC. difficile抗原を提供する。本
発明の該抗原は、良好な毒素中和免疫応答を示し、かつ／または容易に大量生産される。
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【００１８】
　本発明者らは、驚くことに、「足場」第一アミノ酸配列（上記）の存在が、毒素Ａまた
は毒素Ｂの繰り返し領域だけを含む対応するフラグメントに比べて１０～１００倍高い防
御（毒素中和）免疫応答を提供することを確認した。表３～１０は、本発明の融合タンパ
ク質が、C. difficile毒素の繰り返しドメインだけを含むフラグメントに比べて、毒素中
和免疫応答を誘発する能力に優れていることをはっきりと示している。表５および６にお
けるデータの比較から、本発明の毒素Ｂに基づく構築物が、毒素ＢのＣ末端繰り返しユニ
ットだけに基づく対応する構築物（ＴｘＢ２と称する）よりもかなり強力な毒素中和免疫
応答を誘発することが確認される。より詳細には、１８週間の免疫処置期間の後に、本発
明の構築物によって提供された毒素中和免疫応答は、ＴｘＢ２構築物によって提供された
免疫応答の約１２８倍であった。表９および１０に、本発明の毒素Ａに基づく構築物につ
いての同様のデータを示す。該表におけるデータの比較から、本発明の毒素Ａに基づく構
築物が、毒素ＡのＣ末端繰り返しユニットだけに基づく、対応する構築物（ＴｘＡ２と称
する）よりもかなり強力な毒素中和免疫応答を誘発することが確認される。より詳細には
、１８週間の免疫処置期間の後に、本発明の構築物によって提供された毒素中和免疫応答
は、ＴｘＡ２構築物によって提供された免疫応答の１２倍であった。
【００１９】
　これらの研究成果は、いくつかの理由から驚くべきである。以前の研究から、C. diffi
cile毒素ＲＵから成る毒素フラグメントが正しく折り畳まれ、容易に結晶化して秩序化構
造が得られ（Ho et al. (2005) PNAS, 102: 18373-18378）、天然C. difficile毒素レセ
プターを模倣した糖質部分に結合する（Greco et al. (2006) Nature Structure. & Mole
cular Biology, 13: 460-461）ことが示された。したがって、今日までの科学的な証拠が
、抗原製剤におけるC. difficile毒素ＲＵから成るフラグメントの従来技術による使用（
例えば国際公開公報第００／６１７６２号）を支援し、それと矛盾しない。しかしながら
、より重要には、さらなる研究から、C. difficile全体に対する抗体が、ＲＵ領域全体の
みから成るフラグメントを認識する一方で、C. difficileの同毒素の残基９０１～１７５
０に基づく「足場」領域から成るフラグメントを認識できないことが確認された（Genth 
et al., (2000) Infect. Immun., 68: 1094-1101）。したがって、これらのデータから、
「足場」残基９０１～１７５０内のドメインは、重大な抗体結合性構造決定基を与えない
ことが示唆される。これに関連して、ペプチド結合以外に「足場」毒素ドメインとＣ末端
繰り返し領域の残基の間に三次構造における接触はない。Pruitt et al., (2010) PNAS 1
002199107オンライン出版を参照されたい。したがって、まとめると、毒素Ａおよび／ま
たは毒素Ｂのリコンビナント免疫原内へのC. difficile「足場」領域の包含が毒素中和免
疫応答を顕著に高める効果を有するのは、極めて驚くべきである。
【００２０】
　本発明の第一の局面は、第１のアミノ酸配列および第２のアミノ酸配列から成るまたは
その配列を含む融合タンパク質であって、ここで：
　１）第１のアミノ酸配列が、C. difficile毒素Ａの配列の残基１５００～１８５０から
成るアミノ酸配列と少なくとも８０％の配列同一性を有するアミノ酸配列によって提供さ
れ；そして
　２）第２のアミノ酸配列が、C. difficile毒素Ａの配列のアミノ酸残基１８５１～２７
１０内に位置する長い繰り返しユニットから成るアミノ酸配列と少なくとも８０％の配列
同一性を有するアミノ酸配列によって提供される、
但し、その融合タンパク質は、C. difficile毒素Ａのアミノ酸残基５４３～２７１０を含
むポリペプチドではないことを条件とする、
融合タンパク質を提供する。
【００２１】
　C. difficile毒素Ａの配列への言及は、天然C. difficile毒素Ａのアミノ酸配列（C. d
ifficile毒素Ａの参照配列とも称される）を意味する。そのような配列の例は、当業者に
よって容易に理解され、より一般的な天然毒素Ａの配列のいくつかが、本明細書（例えば
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、配列番号１および３参照）において、ならびに文献全体を通して確認される。
【００２２】
　本明細書の全体を通して「少なくとも８０％の配列同一性」への言及は、語句「基づく
」と同義と見なされ、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９３％、少なく
とも９５％、少なくとも９７％、少なくとも９９％、および１００％の配列同一性の一つ
または複数を包含しうる。配列同一性を評価する場合、確定した数の連続アミノ酸残基を
有する参照配列が、本発明の融合タンパク質の対応する部分からのアミノ酸配列（同じ数
の連続アミノ酸残基を有する）とアライメントされる。
【００２３】
　一態様では、第１のアミノ酸配列は、C. difficile毒素Ａのアミノ酸残基５４４～１８
５０に基づく（すなわち、それと少なくとも８０％の配列同一性を有する）。別の態様で
は、第１のアミノ酸配列は、C. difficile毒素Ａのアミノ酸残基５４４～１８５０のＮ末
端切断に、例えばC. difficile毒素Ａのアミノ酸残基５６４～１８５０、アミノ酸残基５
８４～１８５０、アミノ酸残基５９４～１８５０、アミノ酸残基６１４～１８５０、アミ
ノ酸残基６３４～１８５０、アミノ酸残基６５４～１８５０、アミノ酸残基６７４～１８
５０、アミノ酸残基６９４～１８５０、アミノ酸残基７１４～１８５０、アミノ酸残基７
３４～１８５０、アミノ酸残基７５４～１８５０、アミノ酸残基７６７～１８５０、アミ
ノ酸残基７７０～１８５０、アミノ酸残基７７４～１８５０、アミノ酸残基７９４～１８
５０、アミノ酸残基８１４～１８５０、アミノ酸残基８３４～１８５０、アミノ酸残基８
５４～１８５０、アミノ酸残基８７４～１８５０、アミノ酸残基８９４～１８５０、アミ
ノ酸残基９１４～１８５０、アミノ酸残基９３４～１８５０、アミノ酸残基９５４～１８
５０、アミノ酸残基９７４～１８５０、アミノ酸残基９９４～１８５０、アミノ酸残基１
０１４～１８５０、アミノ酸残基１０３４～１８５０、アミノ酸残基１０５４～１８５０
、アミノ酸残基１０７４～１８５０、アミノ酸残基１０９４～１８５０、アミノ酸残基１
１０４～１８５０、アミノ酸残基１１２４～１８５０、アミノ酸残基、アミノ酸残基１１
３１～１８５０、アミノ酸残基１１４４～１８５０、アミノ酸残基１１６４～１８５０、
アミノ酸残基１１８４～１８５０、アミノ酸残基１２０４～１８５０、アミノ酸残基１２
２４～１８５０、アミノ酸残基１２４４～１８５０、アミノ酸残基１２６４～１８５０、
アミノ酸残基１２８４～１８５０、アミノ酸残基１３０４～１８５０、アミノ酸残基１３
２４～１８５０、アミノ酸残基１３４４～１８５０、アミノ酸残基１３６４～１８５０、
アミノ酸残基１３８４～１８５０、アミノ酸残基１４０４～１８５０、アミノ酸残基１４
２４～１８５０、アミノ酸残基１４４４～１８５０、アミノ酸残基１４６４～１８５０、
またはアミノ酸残基１６８４～１８５０などに基づくが；但し、その融合タンパク質は、
C. difficile毒素Ａのアミノ酸残基５４３～２７１０を含むポリペプチドではないことを
常に条件とする。ほんの一例として、上記アミノ酸位置の番号付けは、配列番号１および
／または３として確認されるC. difficile毒素Ａの配列を表しうる。
【００２４】
　一態様では、第２のアミノ酸配列は、C. difficile毒素Ａの配列由来の長い繰り返し（
ＬＲ）アミノ酸配列の任意の一つまたは複数に基づく（すなわち、それと少なくとも８０
％の配列同一性を有する）。ほんの一例として、該一つまたは複数のＬＲ配列は、配列番
号６０、６２、６４、６６、６８、７０および／または７２のいずれかに基づきうる。別
の態様では、第２のアミノ酸配列は、ＬＲアミノ酸配列に加えて、その（隣接する）短い
繰り返し（ＳＲ）配列の一つまたは複数を含む、C. difficile毒素Ａの配列のモジュール
配列全体に基づく。ほんの一例として、第２のアミノ酸は、配列番号６１、６３、６５、
６７、６９、７１および／または７３の一つまたは複数に基づきうる。別の態様では、第
２のアミノ酸配列は、C. difficile毒素Ａの配列由来のモジュール１のアミノ酸配列全体
（残基１８５１～２００７）から成るまたはそれを含む配列に基づく。例えば、表１に説
明されるようなモジュール１を参照されたい。別の態様では、第２のアミノ酸配列は、C.
 difficile毒素Ａの配列由来のモジュール１およびモジュール２のアミノ酸配列全体（例
えば表１に説明されるような残基１８５１～２１４１）から成るまたはそれを含む配列に
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基づく。別の態様では、第２のアミノ酸配列は、C. difficile毒素Ａの配列由来のモジュ
ール１およびモジュール２およびモジュール３のアミノ酸配列全体（例えば表１に説明さ
れるような残基１８５１～２２５３）から成るまたはそれを含む配列に基づく。別の態様
では、第２のアミノ酸配列は、C. difficile毒素Ａの配列由来のモジュール１およびモジ
ュール２およびモジュール３およびモジュール４のアミノ酸配列全体（例えば表１に説明
されるような残基１８５１～２３８９）から成るまたはそれを含む配列に基づく。別の態
様では、第２のアミノ酸配列は、C. difficile毒素Ａの配列由来のモジュール１およびモ
ジュール２およびモジュール３およびモジュール４およびモジュール５のアミノ酸配列全
体（例えば表１に説明されるような残基１８５１～２５０２）から成るまたはそれを含む
配列に基づく。別の態様では、第２のアミノ酸配列は、C. difficile毒素Ａの配列由来の
モジュール１およびモジュール２およびモジュール３およびモジュール４およびモジュー
ル５およびモジュール６のアミノ酸配列全体（例えば表１に説明されるような残基１８５
１～２５９４）から成るまたはそれを含む配列に基づく。別の態様では、第２のアミノ酸
配列は、C. difficile毒素Ａの配列由来のモジュール１およびモジュール２およびモジュ
ール３およびモジュール４およびモジュール５およびモジュール６およびモジュール７の
アミノ酸配列全体（例えば表１に説明されるような残基１８５１～２７１０）から成るま
たはそれを含む配列に基づく。ほんの一例として、上記のアミノ酸位置の番号付けは、配
列番号１および／または３として確認されるC. difficile毒素Ａの配列を表しうる。
【００２５】
　第２のアミノ酸配列についての任意の態様を、第１のアミノ酸配列について記載された
任意の態様と組合せてもよい。
【００２６】
　一態様では、毒素Ａの配列のアミノ酸残基１８５１～２７１０（またはその部分）に基
づく配列および毒素Ａポリペプチドのアミノ酸残基７７０～１８５０（またはその部分）
に基づくＮ末端ポリペプチドを含むまたはそれから成る融合タンパク質が提供される。
【００２７】
　別の態様では、毒素Ａの配列のアミノ酸残基１８５１～２７１０（またはその部分）に
基づく配列および毒素Ａポリペプチドのアミノ酸残基１１３１～１８５０に基づくＮ末端
ポリペプチドを含むまたはそれから成る融合タンパク質が提供される。
【００２８】
　別の態様では、毒素Ａポリペプチドのアミノ酸残基７７０～２７１０または１１３１～
２７１０に基づく配列（例えば、配列番号５、６、７、８、１８、１９、２０、２１、２
２、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、３９、４０
、４１、４２、４３、または５８）を含むまたはそれから成る融合タンパク質が提供され
る。
【００２９】
　別の態様では、毒素Ａポリペプチドのアミノ酸残基７７０～２００７、７７０～２１４
１、７７０～２２５３、７７０～２３８９または１１３１～２００７、１１３１～２１４
１、１１３１～２２５３または１１３１～２３８９に基づく配列（例えば配列番号５９）
を含むまたはそれから成る融合タンパク質が提供される。
【００３０】
　本発明の関連する第一の局面は、第１のアミノ酸配列および第２のアミノ酸配列から成
るまたはそれを含む融合タンパク質であって、ここで：
　１）第１のアミノ酸配列が、C. difficile毒素Ｂの配列の残基１５００～１８５１から
成るアミノ酸配列と少なくとも８０％の配列同一性を有するアミノ酸配列によって提供さ
れ；そして
　２）第２のアミノ酸配列が、C. difficile毒素Ｂの配列のアミノ酸残基１８５２～２３
６６内に位置する長い繰り返しユニットから成るアミノ酸配列と少なくとも８０％の配列
同一性を有するアミノ酸配列によって提供される；
但し、その融合タンパク質は、C. difficile毒素Ｂのアミノ酸残基５４３～２３６６を含
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むポリペプチドではないことを条件とする、
融合タンパク質を提供する。
【００３１】
　C. difficile毒素Ｂの配列への言及は、天然C. difficile毒素Ｂのアミノ酸配列（C. d
ifficile毒素Ｂの参照配列とも称される）を意味する。そのような配列の例は、当業者に
よって容易に理解され、より一般的な天然毒素Ｂの配列のいくつかは、本明細書（例えば
、配列番号２および４参照）および文献全体を通して確認される。
【００３２】
　一態様では、第１のアミノ酸配列は、C. difficile毒素Ｂのアミノ酸残基５４４～１８
５１に基づく（すなわち、それと少なくとも８０％の配列同一性を有する）。別の態様で
は、第１のアミノ酸配列は、C. difficile毒素Ｂのアミノ酸残基５４４～１８５１のＮ末
端切断、例えばC. difficile毒素Ｂのアミノ酸残基５６４～１８５１、アミノ酸残基５８
４～１８５１、アミノ酸残基５９４～１８５１、アミノ酸残基６１４～１８５１、アミノ
酸残基６３４～１８５１、アミノ酸残基６５４～１８５１、アミノ酸残基６７４～１８５
１、アミノ酸残基６９４～１８５１、アミノ酸残基７１４～１８５１、アミノ酸残基７３
４～１８５１、アミノ酸残基７５４～１８５１、アミノ酸残基７６７～１８５１、アミノ
酸残基７７０～１８５１、アミノ酸残基７７４～１８５１、アミノ酸残基７９４～１８５
１、アミノ酸残基８１４～１８５１、アミノ酸残基８３４～１８５１、アミノ酸残基８５
４～１８５１、アミノ酸残基８７４～１８５１、アミノ酸残基８９４～１８５１、アミノ
酸残基９１４～１８５１、アミノ酸残基９３４～１８５１、アミノ酸残基９５４～１８５
１、アミノ酸残基９７４～１８５１、アミノ酸残基９９４～１８５１、アミノ酸残基１０
１４～１８５１、アミノ酸残基１０３４～１８５１、アミノ酸残基１０５４～１８５１、
アミノ酸残基１０７４～１８５１、アミノ酸残基１０９４～１８５１、アミノ酸残基１１
０４～１８５１、アミノ酸残基１１２４～１８５１、アミノ酸残基１１３１～１８５１、
アミノ酸残基１１４４～１８５１、アミノ酸残基１１６４～１８５１、アミノ酸残基１１
８４～１８５１、アミノ酸残基１２０４～１８５１、アミノ酸残基１２２４～１８５１、
アミノ酸残基１２４４～１８５１、アミノ酸残基１２６４～１８５１、アミノ酸残基１２
８４～１８５１、アミノ酸残基１３０４～１８５１、アミノ酸残基１３２４～１８５１、
アミノ酸残基１３４４～１８５１、アミノ酸残基１３６４～１８５１、アミノ酸残基１３
８４～１８５１、アミノ酸残基１４０４～１８５１、アミノ酸残基１４２４～１８５１、
アミノ酸残基１４４４～１８５１、アミノ酸残基１４６４～１８５１、またはアミノ酸残
基１６８４～１８５１などに基づくが；但し、その融合タンパク質は、C. difficile毒素
Ｂのアミノ酸残基５４３～２３６６を含むポリペプチドではないことを条件とする。ほん
の一例として、上記のアミノ酸位置の番号付けは、配列番号２および／または４として確
認されるC. difficile毒素Ｂの配列を表しうる。
【００３３】
　一態様では、第２のアミノ酸配列は、C. difficile毒素Ｂの配列由来の長い繰り返し（
ＬＲ）アミノ酸配列の任意の一つまたは複数に基づく（すなわち、それと少なくとも８０
％の配列同一性を有する）。ほんの一例として、該一つまたは複数のＬＲ配列は、配列番
号７４、７６、７８および／または８０のいずれかに基づきうる。別の態様では、第２の
アミノ酸配列は、ＬＲアミノ酸配列および一つまたは複数のその（隣接する）短い繰り返
し（ＳＲ）配列を含む、C. difficile毒素Ｂの配列のモジュール配列全体に基づく。ほん
の一例として、第２のアミノ酸配列は、配列番号７５、７７、７９および／または８１の
一つまたは複数に基づきうる。別の態様では、第２アミノ酸は、C. difficile毒素Ｂの配
列由来のモジュール１のアミノ酸配列全体（残基１８５２～２００７）から成るまたはそ
れを含む配列に基づく。例えば、表２に説明されるようなモジュール１を参照されたい。
別の態様では、第２のアミノ酸配列は、C. difficile毒素Ｂの配列由来のモジュール１お
よびモジュール２のアミノ酸配列全体（例えば、表２に説明されるような残基１８５２～
２１３９）から成るまたはそれを含む配列に基づく。別の態様では、第２のアミノ酸配列
は、C. difficile毒素Ｂの配列由来のモジュール１およびモジュール２およびモジュール
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３のアミノ酸配列全体（例えば、表２に説明されるような残基１８５１～２２７３）から
成るまたはそれを含む配列に基づく。別の態様では、第２のアミノ酸配列は、C. diffici
le毒素Ｂの配列由来のモジュール１およびモジュール２およびモジュール３およびモジュ
ール４のアミノ酸配列全体（例えば、表２に説明されるような残基１８５１～２３６６）
から成るまたはそれを含む配列に基づく。ほんの一例として、上記アミノ酸位置の番号付
けは、配列番号：２および／または４として確認されるC. difficile毒素Ｂの配列を表し
うる。
【００３４】
　第２のアミノ酸配列についての任意の態様を、第１のアミノ酸配列について記載された
任意の態様と組合せてもよい。
【００３５】
　一態様では、第１および第２のアミノ酸配列が共に毒素Ｂの配列に基づく場合、融合タ
ンパク質は、C. difficile毒素Ｂの配列の少なくとも８７１個または少なくとも８７６個
または少なくとも８８１個または少なくとも８８６個または少なくとも８９１個または少
なくとも８９６個または少なくとも９０１個の連続アミノ酸残基（例えばＣ末端アミノ酸
残基から開始するもの）、例えば配列番号：２および／または４などに基づくアミノ酸配
列から成るまたはそれを含みうる。
【００３６】
　一態様では、毒素Ｂポリペプチドのアミノ酸残基１８５２～２３６６（またはその部分
）に基づく配列および毒素Ｂポリペプチドのアミノ酸残基７６７～１８５１（またはその
部分）に基づくＮ末端ポリペプチドを含むまたはそれから成る融合タンパク質が提供され
る。
【００３７】
　別の態様では、毒素Ｂポリペプチドのアミノ酸残基１８５２～２３６６（またはその部
分）に基づく配列および毒素Ｂポリペプチドのアミノ酸残基１１４５～１８５１（または
その部分）に基づくＮ末端ポリペプチドを含むまたはそれから成る融合タンパク質が提供
される。
【００３８】
　別の態様では、毒素Ｂポリペプチドのアミノ酸残基７６７～２３６６または９５７～２
３６６または１１３８～２３６６に基づく配列（例えば、配列番号９、１０、１１、１２
、１３、１４、２３、２４、２５、２６、２７、４４、４５、４６、４７、４８、４９、
５０、５１、５２、５３、５４、５５、５６または５７）を含むまたはそれから成る融合
タンパク質が提供される。
【００３９】
　本発明は、また、毒素ＡおよびＢのドメインのキメラである融合タンパク質を提供する
。例えば、毒素Ｂポリペプチドに基づく一つまたは複数の長い繰り返しユニット（場合に
より、一つもしくは複数の短い繰り返しユニット；または一つ、複数もしくは全てのモジ
ュールを含む）を、毒素Ａポリペプチドの「足場」領域と組合せてもよい。同様に、毒素
Ａポリペプチドに基づく一つまたは複数の長い繰り返しユニット（場合により、一つもし
くは複数の短い繰り返しユニット；または一つ、複数もしくは全てのモジュールを含む）
を、毒素Ｂポリペプチドの「足場」領域と組合せてもよい。
【００４０】
　したがって、本発明のさらなる関連局面は、第１のアミノ酸配列および第２のアミノ酸
配列から成るまたはそれを含むハイブリッド／キメラ融合タンパク質であって、ここで：
　１）第１のアミノ酸配列が、C. difficile毒素Ａの配列の残基１５００～１８５０から
成るアミノ酸配列と少なくとも８０％の配列同一性を有するアミノ酸配列によって提供さ
れ；そして
　２）第２のアミノ酸配列が、C. difficile毒素Ｂの配列のアミノ酸残基１８５２～２３
６６内に位置する長い繰り返しユニットから成るアミノ酸配列と少なくとも８０％の配列
同一性を有するアミノ酸配列によって提供される；
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但し、その融合タンパク質は、C. difficile毒素Ａのアミノ酸残基５４３～２７１０を含
むポリペプチドではないことを条件とし；そして
但し、その融合タンパク質は、C. difficile毒素Ｂのアミノ酸残基５４３～２３６６を含
むポリペプチドではないことを条件とする、
融合タンパク質を提供する。
【００４１】
　第１および第２のアミノ酸配列の態様は、上記に詳述する通りである。
【００４２】
　例えば一態様では、毒素Ｂポリペプチドのアミノ酸残基１８５２～２３６６（またはそ
の部分）に基づく配列および毒素Ａポリペプチドのアミノ酸残基７７０～１８４９（また
はその部分）に基づくＮ末端ポリペプチドを含むまたはそれから成る融合タンパク質が提
供される。
【００４３】
　別の態様では、毒素Ｂポリペプチドのアミノ酸残基１８５２～２３６６（またはその部
分）に基づく配列および毒素Ａポリペプチドのアミノ酸残基１１３１～１８４９（または
その部分）に基づくＮ末端ポリペプチドを含むまたはそれから成る融合タンパク質が提供
される。
【００４４】
　別の態様では、毒素Ｂポリペプチドのアミノ酸残基１８５２～２３６６（またはその部
分）に基づく配列および毒素Ａポリペプチドのアミノ酸残基１５００～１８４９（または
その部分）に基づくＮ末端ポリペプチドを含むまたはそれから成る融合タンパク質が提供
される。一態様では、該毒素Ａポリペプチドの構成要素は、好ましくは、毒素Ａポリペプ
チドの残基５４３～１８４９よりも短い配列に基づく。
【００４５】
　具体例には、配列番号：１６または１７の任意の一つまたは複数に基づくアミノ酸配列
から成るまたはそれを含む融合タンパク質が挙げられる。
【００４６】
　同様に、本発明のさらなる関連する第一の局面は、第１のアミノ酸配列および第２のア
ミノ酸配列から成るまたはそれを含むハイブリッド／キメラ融合タンパク質であって、こ
こで：
　１）第１のアミノ酸配列が、C. difficile毒素Ｂの配列の残基１５００～１８５１から
成るアミノ酸配列と少なくとも８０％の配列同一性を有するアミノ酸配列によって提供さ
れ；そして
　２）第２のアミノ酸配列が、C. difficile毒素Ａの配列のアミノ酸残基１８５１～２７
１０内に位置する長い繰り返しユニットから成るアミノ酸配列と少なくとも８０％の配列
同一性を有するアミノ酸配列によって提供される；
但し、その融合タンパク質は、C. difficile毒素Ａのアミノ酸残基５４３～２７１０を含
むポリペプチドではないことを条件とし、
そして但し、その融合タンパク質は、C. difficile毒素Ｂのアミノ酸残基５４３～２３６
６を含むポリペプチドではないことを条件とする、
を提供する。
【００４７】
　第１および第２のアミノ酸配列の態様は、上記に詳述する通りである。
【００４８】
　一態様では、毒素Ａポリペプチドのアミノ酸残基１８５０～２７１０（またはその部分
）に基づく配列および毒素Ｂポリペプチドのアミノ酸残基７６７～１８５１（またはその
部分）に基づくＮ末端ポリペプチドを含むまたはそれから成る融合タンパク質が提供され
る。
【００４９】
　別の態様では、毒素Ａポリペプチドのアミノ酸残基１８５０～２７１０（またはその部
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分）に基づく配列および毒素Ｂポリペプチドのアミノ酸残基１１４５～１８５１（または
その部分）に基づくＮ末端ポリペプチドを含むまたはそれから成る融合タンパク質が提供
される。
【００５０】
　別の態様では、毒素Ａポリペプチドのアミノ酸残基１８５０～２７１０（またはその部
分）に基づく配列および毒素Ｂポリペプチドの１５００～１８５１に基づくＮ末端ポリペ
プチドを含むまたはそれから成る融合タンパク質が提供される。一態様では、毒素Ｂポリ
ペプチドの構成要素は、好ましくは、毒素Ｂポリペプチドの残基５４３～１８５１よりも
短い配列に基づく。
【００５１】
　具体例には、配列番号１５に基づくアミノ酸配列から成るまたはそれを含む融合タンパ
ク質が挙げられる。
【００５２】
　本明細書前記のように、本発明は、C. difficile毒素Ａおよび／またはC. difficile毒
素Ｂの「足場」区域および（Ｃ末端繰り返しユニットの）ＬＲ部分に基づく融合タンパク
質に関する。これに関して、該C. difficile毒素Ａおよび／または毒素Ｂの配列に基づく
該融合タンパク質の総部分（一つまたは複数）は、典型的には最大で１９４０個の連続ア
ミノ酸残基（例えば、最大で１８９０個、または１８４０個、または１７９０個、または
１７４０個、または１６９０個、または１６４０個、または１５９０個、または１５４０
個、または１４９０個、１４４０個、または１３９０個、または１３４０個、または１２
９０個、または１２４０個の連続アミノ酸残基）になる。
【００５３】
　一態様では、融合タンパク質は、システインプロテアーゼ活性を実質的に欠如する。別
の（または同じ）態様では、融合タンパク質は、グルコシルトランスフェラーゼ活性を実
質的に欠如する。例えば、該活性（一つまたは複数）を提供するアミノ酸配列（一つまた
は複数）の一部または全ては、典型的には本発明の融合タンパク質に不在である（例えば
欠失している）。これらの酵素活性は、ネイティブな毒素Ａおよび／または毒素Ｂに存在
し、該毒素のＮ末端ドメインと関連する（図１参照）。
【００５４】
　別の態様では、融合タンパク質は、ネイティブなC. difficile毒素のグルコシルトラン
スフェラーゼドメイン（毒素Ａのアミノ酸残基１～５４２；毒素Ｂのアミノ酸残基１～５
４３）を実質的に欠如する。別の（または同じ）態様では、融合タンパク質は、ネイティ
ブなC. difficile毒素のシステインプロテアーゼドメイン（毒素Ａのアミノ酸残基５４３
～７７０；毒素Ｂの５４４～７６７）を実質的に欠如する。該アミノ酸残基の番号付けは
、任意の毒素Ａまたは毒素Ｂの毒素タイプの、例えば本明細書において列挙された任意の
一つまたは複数の毒素Ａおよび／または毒素Ｂの参照毒素タイプの配列番号を表す。した
がって、該アミノ酸残基の番号付けは、それに対して少なくとも８０％、少なくとも８５
％、少なくとも９０％、少なくとも９３％、少なくとも９５％、少なくとも９７％、また
は少なくとも９９％を有するアミノ酸配列変異体を含む、本明細書に列挙された任意の特
定の毒素Ａおよび／または毒素Ｂの参照配列番号を表しうる。
【００５５】
　本発明の融合タンパク質構築物は、本明細書に説明されたもののように、任意の毒素Ａ
および／またはＢ配列（任意の毒素タイプの配列を含む）から得られうる。例えば、一態
様では、第１および／または第２のアミノ酸配列は、毒素タイプ０の毒素Ａおよび／また
はＢから得られる（それぞれ配列番号１および２）。別の態様では、第１および／または
第２のアミノ酸配列は、毒素タイプ３の毒素Ａおよび／またはＢから得られる（それぞれ
配列番号３および４）。
【００５６】
　本発明の融合タンパク質は、さらに、可溶性発現を容易にするために融合タンパク質パ
ートナーを含みうる。融合タンパク質パートナーは、抗原構築物のＮまたはＣ末端に結合
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していてもよいが、通常はＮ末端に位置する。融合パートナーの例は：ＮｕｓＡ、チオレ
ドキシン、マルトース結合タンパク質、小型ユビキチン様分子（Sumoタグ）である。精製
時に融合タンパク質パートナーの除去を容易にするために、ユニークなプロテアーゼ部位
を、融合タンパク質パートナーと融合タンパク質自体の間に挿入することができる。その
ようなプロテアーゼ部位には、トロンビン、第Ｘａ因子、エンテロキナーゼ、PreScissio
n（商標）、Sumo（商標）に対する部位を挙げることができる。または、融合タンパク質
パートナーの除去は、融合タンパク質パートナーと融合タンパク質自体の間にインテイン
配列を含ませることによって達成することができる。インテインは、自己切断タンパク質
であって、刺激（例えば低下したｐＨ）に応答してインテインと抗原構築物の間の結合部
で自己スプライシングできることにより、特異的プロテアーゼを添加する必要性を排除す
るタンパク質である。インテインの例には、Mycobacterium tuberculosis（ＲｅｃＡ）、
およびPyrococcus horikoshii（ＲａｄＡ）（Fong et al. (2010) Trends Biotechnol. 2
8:272-279）から得られたドメインが挙げられる。
【００５７】
　精製を容易にするために、本発明の融合タンパク質は、精製工程に特定のクロマトグラ
フィー段階（例えば金属イオンキレート形成クロマトグラフィー、アフィニティークロマ
トグラフィー）を組入れ可能にする一つまたは複数の精製タグを含んでもよい。そのよう
な精製タグには、例えば：繰り返しヒスチジン残基（例えば６～１０個のヒスチジン残基
）、マルトース結合タンパク質、グルタチオンＳ－トランスフェラーゼ；およびストレプ
トアビジンを挙げることができる。これらのタグは、本発明の抗原融合タンパク質のＮお
よび／またはＣ末端に結合していてもよい。精製時のそのようなタグの除去を容易にする
ために、プロテアーゼ部位および／またはインテイン（上記例）は、融合タンパク質と精
製タグ（一つまたは複数）の間に挿入することができる。
【００５８】
　したがって、本発明の典型的な融合タンパク質構築物は（Ｎ末端から）：
　－　第１精製タグ
　－　融合タンパク質パートナー（発現を容易にするため）
　－　第１（好ましくは特異的）プロテアーゼ配列またはインテイン配列
　－　毒素Ａおよび／またはＢの抗原配列
　－　場合による第２（好ましくは特異的）プロテアーゼ配列またはインテイン配列
　－　場合による第２精製タグ
を含みうる。
【００５９】
　第１および第２精製タグは、同じ場合も、異なる場合もありうる。同様に、第１および
第２プロテアーゼ／インテイン配列も、同じ場合も、異なる場合もありうる。選択的でコ
ントロール可能な切断／精製を可能にするために、第１および第２の選択肢は、好ましく
は異なる。
【００６０】
　そのような融合タンパク質構築物の具体例を配列番号１８～２７に示す。
【００６１】
　一態様では、精製タグと融合タンパク質の間隔を空けるためにスペーサーを導入するこ
とができ、これは、アフィニティー精製カラム媒体への結合効率を上げるために役立ちう
る。スペーサーは、精製タグの（直）後に、または融合タンパク質パートナーと融合タン
パク質自体の間に配置することができる。直鎖またはαヘリックス構造のいずれかを与え
るために、典型的なスペーサー配列は、１０から４０個の間のアミノ酸残基から成りうる
。
【００６２】
　したがって、一態様では、本発明の融合タンパク質構築物は（Ｎ末端から）：
　－　第１精製タグ
　－　場合による第１スペーサー配列
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　－　融合タンパク質パートナー（発現を容易にするため）
　－　場合による第２スペーサー配列
　－　（好ましくは特異的）プロテアーゼ配列またはインテイン配列
　－　毒素Ａおよび／またはＢ由来の抗原配列
　－　場合による第２（好ましくは特異的）プロテアーゼ配列またはインテイン配列
　－　場合による第３スペーサー配列
　－　場合による第２精製タグ
を含む。
【００６３】
　そのようなタンパク質融合構築物の具体例を、配列番号２８～５７に示す。
【００６４】
　本発明の構築物をコードする遺伝子を、ＰＣＲによってC. difficileゲノムＤＮＡから
作製し、完全性を保証するために標準法によって配列決定することができる。または、そ
して好ましくは、発現ホストに最適なコドンバイアスを提供する遺伝子を合成することが
できる（例えばE. coli、Bacillus megaterium）。したがって、本発明は、本発明の前記
融合タンパク質をコードする対応する核酸配列を提供する。
【００６５】
　したがって、本発明の第２の局面は、前記融合タンパク質の一つまたは複数を発現させ
るための方法であって：
　１）該融合タンパク質の一つまたは複数をコードする核酸配列をホスト細胞中に提供す
ること、ここで該核酸配列はプロモーターに作動可能に連結している、；および
　２）該核酸配列をホスト細胞中で発現させること
を含む方法を提供する。
【００６６】
　本発明の融合タンパク質は、様々な方法でヒトまたは動物用のワクチンとして製剤化す
ることができる。例えば、製剤化には、分子内架橋を導入するための薬剤を用いた処理が
含まれうる。そのような薬剤の一例は、ホルムアルデヒドであり、ホルムアルデヒドは、
例えば本発明の抗原融合タンパク質と共に１～２４時間インキュベーションすることがで
きる。または、例えば最大２、４、６、８または１０日という、より長いインキュベーシ
ョン時間を採用してもよい。そのような薬剤を用いた処理の後に、本発明の抗原融合物を
適切なアジュバントと組合せることができ、アジュバントは、抗原融合タンパク質がヒト
用であるかまたは動物用であるかに応じて異なりうる。
【００６７】
　ヒトまたは動物用ワクチン製剤は、本発明の毒素Ａおよび／または毒素Ｂおよび／また
は対応するハイブリッド／キメラ抗原融合体を含有しうる。したがって一態様では、本発
明のワクチン製剤化手順は、以下の工程：
　－　適切な緩衝系中にリコンビナント毒素Ａおよび／または毒素Ｂおよび／またはハイ
ブリッド／キメラ毒素融合タンパク質を提供すること
　－　場合により（好ましくは）該混合物をホルムアルデヒドなどのトキソイド化成分で
処理すること
　－　場合により融合タンパク質を新しい緩衝系に移行させること
　－　融合タンパク質を一つまたは複数の適切なアジュバントおよび場合により他の賦形
剤と組合せること
を含む。
【００６８】
　したがって、本発明の第３の局面は、C. difficileの毒素Ａおよび／または毒素Ｂに結
合する抗体の作製に使用するための、本発明の前記融合タンパク質の一つまたは複数を提
供する。一態様では、該抗体は、C. difficileの毒素Ａおよび／または毒素Ｂに結合し、
それを中和する。
【００６９】



(16) JP 6377907 B2 2018.8.22

10

20

30

40

50

　動物の免疫処置のために、本発明のC. difficileリコンビナント融合タンパク質抗原を
、免疫原として別々にまたは組合せて、同時にまたは連続的に、個別のC. difficile毒素
または組合せに特異的な抗体を産生させるために使用することができる。例えば、二つ以
上のリコンビナント抗原を一緒に混合して、単一の免疫原として使用することができる。
または、C. difficile毒素融合タンパク質抗原（例えば毒素Ａ由来）を、第１動物群に対
する第１免疫原として別々に使用することができ、別のC. difficile毒素抗原（例えば毒
素Ｂ由来）を、第２動物群に対して別々に使用することができる。別々の免疫処置によっ
て産生された抗体を組合せて、C. difficile毒素に対する抗体組成物を得てもよい。動物
用／獣医学的使用に適したアジュバントの非限定的な例には、フロイント（完全および不
完全形）、ミョウバン（リン酸アルミニウムまたは水酸化アルミニウム）、サポニンおよ
びその精製された成分Quil Aが挙げられる。
【００７０】
　本発明の第４（ワクチン）の局面は、（例えばヒトなどの哺乳類における）ＣＤＩの予
防、治療または抑制に使用するための、本発明の前記融合タンパク質の一つまたは複数を
提供する。言い換えれば、本発明は、（例えばヒトなどの哺乳類における）ＣＤＩの予防
、治療または抑制のための方法であって、本発明の前記融合タンパク質の一つまたは複数
の治療有効量を対象（ヒトなどの哺乳類）に投与することを含む方法を提供する。
【００７１】
　一例として、毒素Ａに基づく融合タンパク質（任意のＡ毒素タイプ）を、単独で、また
は毒素Ｂに基づく融合タンパク質（任意のＢ毒素タイプ）と組合せて採用することができ
る。同様に、毒素Ｂに基づく融合タンパク質（任意のＢ毒素タイプ）を、単独で、または
毒素Ａに基づく融合タンパク質（任意のＡ毒素タイプ）と組合せて採用することができる
。該融合タンパク質は、連続的にまたは同時に投与することができる。本発明のワクチン
適用には、さらに、C. difficile抗原（例えば非毒素抗原；または不活性化もしくは弱毒
化された細菌のようなC. difficile細菌）などの一つまたは複数の抗原、および場合によ
り一つまたは複数の院内感染抗原（例えば院内感染を引き起こす細菌由来の抗原、特に表
面抗原；および／または不活性化もしくは弱毒化された細菌などの、院内感染を引き起こ
す細菌）の組合せ使用（例えば事前投与、連続投与または事後投与）を挙げることができ
る。院内感染を引き起こす細菌の例には：E. coli、Klebsiella pneumonae、ＭＲＳＡな
どのStaphylococcus aureus、Legionella、Pseudomonas aeruginosa、Serratia marcesce
ns、Enterobacter spp、Citrobacter spp、Stenotrophomonas maltophilia、Acinetobact
er baumanniiなどのAcinetobacter spp、Burkholderia cepacia、およびバンコマイシン
耐性Enterococcus（ＶＲＥ）などのEnterococcusの一つまたは複数が挙げられる。
【００７２】
　一態様では、該ワクチン適用は、予防的に、例えば該患者が病院（または類似の治療施
設）に入院する前に患者を処置して院内感染の予防に役立つように採用してもよい。また
は、該ワクチン適用は、日常的な問題として、脆弱な患者に投与してもよい。
【００７３】
　本発明の関連ワクチン局面は、（例えばヒトなどの哺乳類における）ＣＤＩの予防、治
療または抑制に使用するための、本発明の一つまたは複数の前記融合タンパク質に結合す
る一つまたは複数の抗体（ＩｇＧ全体および／またはＦａｂおよび／またはＦ（ａｂ’）
２フラグメントを含むまたはそれから成る）を提供する。言い換えれば、本発明は、（例
えばヒトなどの哺乳類における）ＣＤＩを予防、治療または抑制するための方法であって
、該抗体（一つまたは複数）の治療有効量を対象（例えばヒトなどの哺乳類）に投与する
ことを含む方法を提供する。
【００７４】
　一例として、毒素Ａに基づく融合タンパク質（任意のＡ毒素タイプ）に対する抗体を、
単独で、または毒素Ｂに基づく融合タンパク質（任意のＢ毒素タイプ）に対する抗体と組
合せて採用することができる。同様に、毒素Ｂに基づく融合タンパク質（任意のＢ毒素タ
イプ）に対する抗体を、単独で、または毒素Ａに基づく融合タンパク質（任意のＡ毒素タ
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イプ）に対する抗体と組合せて採用することができる。該抗体は、連続的にまたは同時に
投与することができる。本発明のワクチン適用には、さらに、C. difficile抗原（例えば
非毒素抗原；またはC. difficile細菌）などの抗原に結合する一つまたは複数の抗体、お
よび場合により、一つまたは複数の院内感染抗原（例えば院内感染を引き起こす細菌由来
の抗原、特に表面抗原；および／または院内感染を引き起こす細菌）に結合する一つまた
は複数の抗体の組合せ使用（例えば事前投与、連続投与または事後投与）を挙げることが
できる。院内感染を引き起こす細菌の例には：E. coli、Klebsiella pneumonae、ＭＲＳ
ＡなどのStaphylococcus aureus、Legionella、Pseudomonas aeruginosa、Serratia marc
escens、Enterobacter spp、Citrobacter spp、Stenotrophomonas maltophilia、Acineto
bacter baumanniiなどのAcinetobacter spp、Burkholderia cepacia、およびバンコマイ
シン耐性Enterococcus（ＶＲＥ）などのEnterococcusの一つまたは複数が挙げられる。
【００７５】
　一態様では、該ワクチン適用は、予防的に、例えば患者がいったん病院（または類似の
治療施設）に入院してから採用してもよい。または、該ワクチン適用は、一つまたは複数
の抗生物質と組合せて患者に投与してもよい。
【００７６】
　一態様では、該抗体は、動物（例えばヒトなどの哺乳類、またはヤギもしくはヒツジな
どの非ヒト動物）に前記の本発明の融合タンパク質の一つまたは複数を免疫処置すること
によって作製されたものである。
【００７７】
　一態様では、本発明の抗体は、C. difficile毒素Ａおよび／または毒素Ｂのエフェクタ
ードメインおよび／またはシステインプロテアーゼドメインに（実質的に）結合しない。
【００７８】
　ヒト（または非ヒト動物）用のワクチンを調製するために、活性免疫原性成分（これら
は、本発明の抗原性融合タンパク質（一つまたは複数）および／またはそれに結合する本
発明の対応する抗体のいずれかである）は、薬学的に許容される担体または賦形剤であっ
て、活性成分と適合性の担体または賦形剤と混合することができる。適切な担体および賦
形剤には、例えば、水、食塩水、デキストロース、グリセロール、エタノール等、および
その組合せが挙げられる。加えて、ワクチンは、所望により湿潤剤もしくは乳化剤、ｐＨ
緩衝剤および／またはワクチンの有効性を高めるアジュバントなどの補助物質を少量含有
する場合がある。
【００７９】
　ワクチンは、さらに、一つまたは複数のアジュバントを含みうる。本発明の範囲のアジ
ュバントの非限定的な一例は、水酸化アルミニウムである。アジュバントの他の非限定的
な例には：Ｎ－アセチル－ムラミル－Ｌ－トレオニル－Ｄ－イソグルタミン（ｔｈｒ－Ｍ
ＤＰ）、Ｎ－アセチル－ノル－ムラミル－Ｌ－アラニル－Ｄ－イソグルタミン（ＣＧＰ１
１６３７、ノル－ＭＤＰと称される）、Ｎ－アセチルムラミル－Ｌ－アラニル－Ｄ－イソ
グルタミニル－Ｌ－アラニン－２－（１’－２’－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３
－ヒドロキシホスホリルオキシ）－エチルアミン（ＣＧＰ１９８３５Ａ、ＭＴＰ－ＰＥと
称される）、および細菌から抽出された３成分であるモノホスホリルリピドＡ、トレハロ
ースジミコレートおよび細胞壁骨格（ＭＰＬ＋ＴＤＭ＋ＣＷＳ）を２％スクアレン／Ｔｗ
ｅｅｎ８０エマルション中に含有するＲＩＢＩが挙げられるが、それに限定されるわけで
はない。
【００８０】
　典型的には、ワクチンは、注射剤として、液剤または懸濁剤のいずれかで調製される。
もちろん、注射前に液体中に溶解または懸濁するために適した固体剤形も調製することが
できる。また、調製物を乳化させても、またはペプチドをリポソームもしくはマイクロカ
プセル中に封入してもよい。
【００８１】
　ワクチンの投与は、一般に、従来経路、例えば静脈内、皮下、腹腔内、または粘膜経路
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による。投与は、注射、例えば皮下または筋肉内注射による場合がある。
【００８２】
　ワクチンは、投薬製剤と適合する様式で、予防的および／または治療的に有効であろう
量で投与される。投与される量は、一般に１回あたり抗原５マイクログラム～２５０マイ
クログラムの範囲内であるであるが、処置される対象、対象の免疫系が抗体を合成する能
力、および所望の防御度に依存する。投与する必要のある活性成分の正確な量は、開業医
の判断に依存しうるし、各対象に特定でありうる。
【００８３】
　ワクチンは、１回投与スケジュールで、または場合により多回投与スケジュールで投与
することができる。多回投与スケジュールは、ワクチン処置の初回クールが１～６回の別
々の投与であり、続いて、免疫応答を維持および／または強化するために必要なその後の
時間間隔で他の投与が行われ、例えば２回目の投与が１～４ヶ月目であり、必要に応じて
その後の投与（１回または複数回）が数ヶ月後に行われうるスケジュールである。投与方
式は、また、少なくとも部分的には個体の必要性によって決定され、開業医の判断に依存
するであろう。
【００８４】
　加えて、免疫原性抗原（一つまたは複数）を含有するワクチンは、他の免疫調節剤、例
えば免疫グロブリン、抗生物質、インターロイキン（例えばＩＬ－２、ＩＬ－１２）、お
よび／またはサイトカイン（例えばＩＦＮγ）と共に投与してもよい。
【００８５】
　本発明で使用するために適した追加的な製剤には、マイクロカプセル剤、坐剤、および
場合により、経口製剤またはエアロゾルとして分布させるために適した製剤が挙げられる
。坐剤について、従来の結合剤および担体には、例えばポリアルキレングリコールまたは
トリグリセリドを挙げることができるが；そのような坐剤は、約０．５％～１０％、例え
ば約１％～２％など、の範囲内で活性成分を含有する混合物から形成させることができる
。
【００８６】
　本発明の融合タンパク質は、また、アフィニティークロマトグラフィー手順に使用する
ためのリガンドとしての用途を有しうる。そのような手順では、本発明の融合タンパク質
は、例えば臭化シアン活性化セファロースを使用して、セファロースなどのマトリックス
上に共有結合的に固定化することができる。次に、そのようなアフィニティーカラムは、
抗血清または免疫グロブリンの部分精製溶液から抗体を精製するために使用することがで
き、それはそれらの液をカラムに通過させ、次に、結合しているＩｇＧ画分を（例えば低
ｐＨにより）溶離させることによる。溶離した画分中の抗体のほとんど全てが本発明の融
合タンパク質に対するものであり、非特異的抗体および他のタンパク質は除去されるであ
ろう。これらのアフィニティー精製されたＩｇＧ画分は、免疫療法剤および診断試薬の両
方としての適用を有する。免疫療法剤について、アフィニティー精製された抗体は、より
低用量を投与可能にし、有害副作用の可能性をより小さくする。診断薬について、アフィ
ニティー精製された薬剤は、向上した特異性およびより少ない偽陽性結果を与えることが
多い。
【００８７】
定義の部
　Clostridium difficileは、Clostridium属のグラム陽性細菌の一種である。
【００８８】
　Clostridium difficile感染（ＣＤＩ）は、ヒトおよび動物を冒す細菌感染であって、
軽症の自己限定性の下痢から偽膜性大腸炎および細胞中毒性巨大結腸などの致命的な状態
までの一連の症状を招く細菌感染を意味する。この疾患では、C. difficileが正常な腸管
内フローラの一部に置き換わり、腸上皮を攻撃して損傷する細胞毒素を生産し始める。ヒ
トＣＤＩに関する主リスク因子には：広域スペクトル抗生物質処置を受けている、年齢が
６５歳よりも大きい、および入院中が挙げられる。
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　Clostridium difficile毒素Ａは、大きさが約３００kDaのタンパク質性細胞毒素／エン
テロトキシンのファミリーである。毒素Ａは、哺乳類細胞の細胞骨格を破壊して細胞死を
引き起こすように作用する酵素活性をＮ末端領域内に有する。Clostridium difficileの
株内には「毒素タイプ」と呼ばれる毒素Ａのいくつかの天然変異体がある。毒素Ａの様々
な毒素タイプは、通常、それらの一次配列内に全体で＜１０％の変異を有する。適切な毒
素Ａ配列の例には、配列番号：１および３が挙げられる。
【００９０】
　Clostridium difficile毒素Ｂは、毒素Ａに類似しているが顕著に細胞毒性が高い、大
きさが約２７０kDaのタンパク質性細胞毒素ファミリーである。毒素Ａのように、毒素Ｂ
は、哺乳類細胞の細胞骨格を破壊して細胞死を引き起こすように作用する酵素活性をＮ末
端領域内に有する。C. difficileの株内には、「毒素タイプ」と呼ばれる、毒素Ｂのいく
つかの天然変異体がある。毒素Ｂの様々な毒素タイプは、それらの一次配列内に全体で最
大１５％の変異を有する。適切な毒素Ｂ配列の例には、配列番号：２および４が挙げられ
る。
【００９１】
　C. difficile繰り返しユニットは、von Eichel-StreiberおよびSauerborn（1990;  Gen
e 30: 107-113）によって最初に同定された繰り返しモチーフを含有する、毒素Ａおよび
ＢのＣ末端内の領域である。毒素Ａの場合、３１個の短いリピートおよび７個の長いリピ
ートがあり、各リピートは、βヘアピンに続くループから成る。毒素Ｂは、類似の構造か
ら成るが、繰り返しがより少ない。毒素Ａの繰り返しユニットは、残基１８５０～２７１
０内に含有され、毒素Ｂの繰り返しユニットは残基１８５２～２３６６内に含有される。
繰り返し領域は、レセプターの結合に役割を果たす。レセプター結合領域（すなわち毒素
の構造結合ポケットを規定する）は、長い繰り返し領域周囲にクラスター化して「結合モ
ジュール」を形成すると思われる（表１および２）参照。
【００９２】
　毒素ＡおよびＢの中央ドメインは、哺乳類細胞内への毒素の移行に役割を果たすと考え
られている。毒素Ａの中央ドメインは、残基５４３～１８４９に基づき、毒素Ｂについて
の中央ドメインは、残基５４３～１８５１に基づく。毒素ＡおよびＢの中央ドメイン領域
のうち、第１のドメインはシステインプロテアーゼであり、毒素のエフェクタードメイン
（グルコシルトランスフェラーゼ活性を含有する）のインターナリゼーションに役割を果
たす。
【００９３】
　毒素タイプは、C. difficileの株を分類するために使用されることが多い。毒素タイピ
ングは、毒素遺伝子で得られた制限パターンを特徴づける方法に基づく。毒素ＡおよびＢ
の毒素タイプは、これらのタンパク質性毒素の一次アミノ酸配列による変異体を表す。一
態様では、C. difficile毒素は、毒素タイプ０～ＸＶの一つより選択される。好ましい毒
素タイプ（ならびにリボタイプおよび株の例）をすぐ下の表に挙げる。列挙した毒素タイ
プは、純粋に例示的であり、本発明を限定しようとするものではない。
【００９４】
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【表１０１】

【００９５】
　「抗体」は、最も広い意味で使用され、それらが所望の生物学的活性を示す限り、具体
的にポリクローナル抗体および抗体フラグメントを包含する。例えば、抗体は、少なくと
も１または２個の重（Ｈ）鎖可変領域（本明細書においてＶＨＣと略す）、および少なく
とも１または２個の軽（Ｌ）鎖可変領域（本明細書においてＶＬＣと略す）を含むタンパ
ク質である。ＶＨＣおよびＶＬＣ領域は、さらに、「相補性決定領域」（「ＣＤＲ」）と
名付けられた超可変領域と、それに点在し、より高く保存された「フレームワーク領域」
（ＦＲ）と名付けられた領域とに細分することができる。フレームワーク領域およびＣＤ
Ｒの程度は正確に定義されている（参照により本明細書に組入れられるKabat, E.A., et 
al. Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Departm
ent of Health and Human Services, NIH Publication No. 91-3242, 1991、およびChoth
ia, C. et al, J. MoI. Biol. 196:901-917, 1987参照）。好ましくは、ＶＨＣおよびＶ
ＬＣのそれぞれは、アミノ末端からカルボキシ末端にかけて以下の順序に配列した３個の
ＣＤＲおよび４個のＦＲから構成される：ＦＲｌ、ＣＤＲｌ、ＦＲ２、ＣＤＲ２、ＦＲ３
、ＣＤＲ３、ＦＲ４。
【００９６】
　抗体のＶＨＣまたはＶＬＣ鎖は、さらに、重鎖または軽鎖定常領域の全てまたは一部を
含みうる。一態様では、抗体は、２本の免疫グロブリン重鎖および２本の免疫グロブリン
軽鎖の四量体であり、ここで、免疫グロブリン重鎖および軽鎖は、例えばジスルフィド結
合によって相互に結合している。重鎖定常領域は、３個のドメイン、ＣＨｌ、ＣＨ２およ
びＣＨ３を含む。軽鎖定常領域は、１個のドメイン、ＣＬから成る。重鎖および軽鎖の可
変領域は、抗原と相互作用する結合ドメインを含有する。抗体の定常領域は、典型的には
免疫系の様々な細胞（例えばエフェクター細胞）および古典的補体系の第１成分（ＣＩｑ
）を含めた、ホスト組織または因子への抗体の結合を仲介する。「抗体」という用語には
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、ＩｇＡ、ＩｇＧ、ＩｇＥ、ＩｇＤ、ＩｇＭ型のインタクトな免疫グロブリン（およびそ
のサブタイプ）が含まれ、その際、免疫グロブリン軽鎖は、κまたはλ型でありうる。
【００９７】
　本明細書に使用されるような抗体という用語は、C. difficileの毒素（例えば毒素Ａま
たはＢ）に結合する抗体の部分、例えば、１本または複数本の免疫グロブリン鎖が完全長
ではないが毒素に結合する分子も表す。抗体という用語内に包含される結合部分の例には
、（ｉ）Ｆａｂフラグメント、すなわちＶＬＣ、ＶＨＣ、ＣＬおよびＣＨｌドメインから
成る一価フラグメント；（ｉｉ）Ｆ（ａｂ’）２フラグメント、すなわちヒンジ領域でジ
スルフィド架橋によって結合した２個のＦａｂフラグメントを含む二価フラグメント；（
ｉｉｉ）ＶＨＣおよびＣＨｌドメインから成るＦｃフラグメント；（ｉｖ）抗体の一本の
腕のＶＬＣおよびＶＨＣドメインから成るＦｖフラグメント、（ｖ）ＶＨＣドメインから
成るｄＡｂフラグメント（Ward et al, Nature 341:544-546, 1989）；ならびに（ｖｉ）
結合するために十分なフレームワークを有する単離された相補性決定領域（ＣＤＲ）、例
えば可変領域の抗原結合部分が挙げられる。リコンビナント法を用いて、軽鎖可変領域の
抗原結合部分と重鎖可変領域の抗原結合部分を、例えば、Ｆｖフラグメントの二つのドメ
イン、ＶＬＣとＶＨＣを、合成リンカーによって繋ぐことができ、そのリンカーのおかげ
で、それらの部分を、ＶＬＣおよびＶＨＣ領域が対になって一価分子を形成したタンパク
質１本鎖として製造できるようになる（単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）として知られている；例え
ば、Bird et al. (1988) Science lAl-ATi-Alβ；およびHuston et al. (1988) Proc. Na
tl. Acad. ScL USA 85:5879-5883参照）。そのような単鎖抗体（およびラクダ抗体（came
lid））もまた、抗体という用語内に包含される。これらは、当業者に公知の従来技法を
用いて得られ、それらの一部がインタクトな抗体と同様に有用性についてスクリーニング
される。
【００９８】
　「フラグメント」という用語は、典型的には参照配列の連続アミノ酸配列の少なくとも
７０、好ましくは少なくとも８０、より好ましくは少なくとも９０％を有するペプチドを
意味する。
【００９９】
　「変異体」という用語は、C. difficile毒素ポリペプチドと少なくとも８０、好ましく
は少なくとも８５、より好ましくは少なくとも９０％のアミノ酸配列相同性を有するペプ
チドまたはペプチドフラグメントを意味する。配列比較のために、典型的には一つの配列
が参照配列としての機能を果たし、その参照配列と被験配列を比較することができる。配
列比較アルゴリズムを使用する場合、被験配列および参照配列がコンピューターにインプ
ットされ、必要に応じて後続の座標が指定され、配列アルゴリズムプログラムのパラメー
ターが指定される。次に、配列比較アルゴリズムが、参照配列に比べた被験配列（一つま
たは複数）についての配列同一パーセンテージを、指定されたプログラムパラメーターに
基づき計算する。
【０１００】
　非限定的にグローバル法、ローカル法および例えばセグメントアプローチ法などのハイ
ブリッド法を含めた、任意の多様な配列アライメント法を用いて同一パーセントを決定す
ることができる。同一パーセントを決定するためのプロトコールは、当業者の範囲内の日
常的な手順である。グローバル法は、分子の最初から終わりまで配列をアライメントし、
個別の残基対のスコアを加算することによって、そしてギャップペナルティーを課すこと
によって最良のアライメントを決定する。非限定的な方法には、例えば、CLUSTAL W、例
えば、Julie D. Thompson et al., CLUSTAL W: Improving the Sensitivity of Progress
ive Multiple Sequence Alignment Through Sequence Weighting, Position- Specific G
ap Penalties and Weight Matrix Choice, 22(22) Nucleic Acids Research 4673-4680 (
1994)参照；および反復改良法、例えば、Osamu Gotoh, Significant Improvement in Acc
uracy of Multiple Protein. Sequence Alignments by Iterative Refinement as Assess
ed by Reference to Structural Alignments, 264(4) J. MoI. Biol. 823-838 (1996)参
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照が挙げられる。ローカル法は、インプット配列の全てによって共有される一つまたは複
数の保存されたモチーフを同定することによって配列をアライメントする。非限定的な方
法には、例えばマッチボックス、例えば、Eric Depiereux and Ernest Feytmans, Match-
Box: A Fundamentally New Algorithm for the Simultaneous Alignment of Several Pro
tein Sequences, 8(5) CABIOS 501 -509 (1992)参照；Gibbsサンプリング、例えば、C. E
. Lawrence et al., Detecting Subtle Sequence Signals: A Gibbs Sampling Strategy 
for Multiple Alignment, 262(5131 ) Science 208-214 (1993)参照；アライン－Ｍ、例
えば、Ivo Van WaIIe et al., Align-M - A New Algorithm for Multiple Alignment of 
Highly Divergent Sequences, 20(9) Bioinformatics:1428-1435 (2004)参照が挙げられ
る。
【０１０１】
　したがって、配列同一性パーセントは、従来法によって決定される。例えば、Altschul
 et al., Bull. Math. Bio. 48: 603-16, 1986およびHenikoff and Henikoff, Proc. Nat
l. Acad. Sci. USA 89:10915-19, 1992を参照されたい。簡潔には、ギャップオープニン
グペナルティー１０、ギャップ伸長ペナルティー１、および下記のようなHenikoffおよび
Henikoffの「blosum 62」スコアリングマトリックス（同文献）を使用して、アライメン
トスコアを最適化するように二つのアミノ酸配列がアライメントされる（アミノ酸を標準
的な一文字コードによって表示する）。
【０１０２】
配列同一性を決定するためのアライメントスコア
【０１０３】

【表１０２】

【０１０４】
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　次に、同一パーセントは、
【０１０５】
【数１】

として計算される。
【０１０６】
　実質的に相同なポリペプチドは、一つまたは複数のアミノ酸置換、欠失または付加を有
することとして特徴づけられる。これらの変化は、好ましくは小さな種類であり、それは
保存的アミノ酸置換（下記参照）およびポリペプチドの折り畳みまたは活性に顕著には影
響しない他の置換；小さな欠失、典型的には１～約３０個のアミノ酸の欠失；およびアミ
ノ末端メチオニン残基、最大約２０～２５残基の小型リンカーペプチド、またはアフィニ
ティータグなどの小さなアミノ末端伸長またはカルボキシル末端伸長である。
【０１０７】
保存的アミノ酸置換
塩基性：　アルギニン
　　　　　リシン
　　　　　ヒスチジン
酸性：　　グルタミン酸
　　　　　アスパラギン酸
極性：　　グルタミン
　　　　　アスパラギン
疎水性：　ロイシン
　　　　　イソロイシン
　　　　　バリン
芳香族：　フェニルアラニン
　　　　　トリプトファン
　　　　　チロシン
小型：　　グリシン
　　　　　アラニン
　　　　　セリン
　　　　　トレオニン
　　　　　メチオニン
【０１０８】
　２０個の標準アミノ酸に加えて、非標準アミノ酸（４－ヒドロキシプロリン、６－Ｎ－
メチルリシン、２－アミノイソ酪酸、イソバリンおよびα－メチルセリンなど）を、本発
明のポリペプチドのアミノ酸残基と置き換えてもよい。限られた数の非保存的アミノ酸、
すなわち遺伝コードによってコードされていないアミノ酸、および非天然アミノ酸を、Cl
ostridiumポリペプチドのアミノ酸残基と置き換えてもよい。本発明のポリペプチドは、
非天然アミノ酸残基も含みうる。
【０１０９】
　非天然アミノ酸には、非限定的に、trans－３－メチルプロリン、２，４－メタノプロ
リン、cis－４－ヒドロキシプロリン、trans－４－ヒドロキシ－プロリン、Ｎ－メチルグ
リシン、アロトレオニン、メチルトレオニン、ヒドロキシエチルシステイン、ヒドロキシ
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エチルホモシステイン、ニトログルタミン、ホモグルタミン、ピペコリン酸、tert－ロイ
シン、ノルバリン、２－アザフェニルアラニン、３－アザフェニルアラニン、４－アザフ
ェニル－アラニン、および４－フルオロフェニルアラニンが挙げられる。タンパク質に非
天然アミノ酸残基を組入れるために、当技術分野においていくつかの方法が公知である。
例えば、化学的にアミノアセチル化されたサプレッサーｔＲＮＡを使用してナンセンス突
然変異が抑制されるin vitro系を採用することができる。アミノ酸を合成する方法および
ｔＲＮＡをアミノアセチル化する方法は、当技術分野において公知である。ナンセンス突
然変異を含有するプラスミドの転写および翻訳は、E. coli Ｓ３０抽出物ならびに市販の
酵素および他の試薬を含む無細胞系で実施される。タンパク質は、クロマトグラフィーに
よって精製される。例えば、Robertson et al., J. Am. Chem. Soc. 113:2722, 1991; El
lman et al., Methods Enzymol. 202:301, 1991; Chung et al., Science259:806-9, 199
3;およびChung et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:10145-9, 1993参照。第２の方
法では、翻訳は、突然変異ｍＲＮＡおよび化学的にアミノアセチル化されたサプレッサー
ｔＲＮＡのマイクロインジェクションによってXenopus卵母細胞において実施される。（T
urcatti et al., J. Biol. Chem. 271:19991-8, 1996）。第３の方法の中で、E. coli細
胞が、置換されるべき天然アミノ酸（例えばフェニルアラニン）の非存在下で、そして所
望の非天然アミノ酸（一つまたは複数）（例えば、２－アザフェニルアラニン、３－アザ
フェニルアラニン、４－アザフェニルアラニン、または４－フルオロフェニルアラニン）
の存在下で培養される。非天然アミノ酸は、ポリペプチド中に、その天然対応物の位置に
組入れられる。Koide et al., Biochem. 33:7470-6, 1994参照。天然アミノ酸残基は、in
 vitro化学的改変によって非天然種に変換することができる。化学的改変を部位特異的突
然変異誘発と組合せて、さらに置換の範囲を拡大することができる（Wynn and Richards,
 Protein Sci. 2:395-403, 1993）。
【０１１０】
　限られた数の非保存アミノ酸、すなわち、遺伝コードによってコードされないアミノ酸
、非天然アミノ酸、および異常（unnatural）アミノ酸を本発明のポリペプチドのアミノ
酸残基と置換することができる。
【０１１１】
　本発明のポリペプチド中の不可欠アミノ酸は、部位特異的突然変異誘発またはアラニン
スキャン突然変異誘発などの当業界で公知の手順により同定することができる（Cunningh
am and Wells, Science 244: 1081-5, 1989）。生物学的相互作用の部位もまた、推定さ
れる接触部位のアミノ酸の突然変異と関連して、核磁気共鳴、結晶学、電子線回折または
光アフィニティーラベリングのような技法によって決定されるような物理学的構造解析に
よって決定することができる。例えば、de Vos et al., Science 255:306-12, 1992; Smi
th et al., J. Mol. Biol. 224:899-904, 1992; Wlodaver et al., FEBS Lett.309:59-64
, 1992を参照されたい。不可欠アミノ酸の同一性は、本発明のポリペプチドの関連構成要
素（例えば移行成分またはプロテアーゼ成分）との相同性の分析からも推論することがで
きる。
【０１１２】
　Reidhaar-OlsonおよびSauer（Science241:53-7, 1988）またはBowieおよびSauer（Proc
. Natl. Acad. Sci. USA 86:2152-6, 1989）によって開示された方法のような公知の突然
変異誘発およびスクリーニング法を用いて、多重アミノ酸置換を行い試験することができ
る。簡潔には、これらの著者は、ポリペプチド中の二つ以上の位置を同時にランダム化し
、機能的ポリペプチドを選択し、次に、突然変異誘発されたポリペプチドを配列決定して
各位置での許容される置換のスペクトルを決定するための方法を開示している。使用でき
る他の方法には、ファージディスプレイ（例えば、Lowman et al., Biochem. 30:10832-7
, 1991; Ladnerら、米国特許第５，２２３，４０９号；Huse、ＷＩＰＯ公報である国際公
開公報第９２／０６２０４号）および領域特異的突然変異誘発（Derbyshire et al., Gen
e 46:145, 1986; Ner et al., DNA7:127, 1988）が挙げられる。
【０１１３】



(25) JP 6377907 B2 2018.8.22

10

20

30

40

50

　毒素の中和は、哺乳類細胞上の毒素ＡまたはＢのいずれかの細胞毒性作用を物質が阻止
する能力を意味する。毒素中和活性についてのアッセイでは、一定量の毒素が様々な濃度
の中和物質（例えば抗体）と混合され、その混合物が哺乳類細胞系（例えばVero細胞）に
適用され、その細胞と共に一定時間インキュベーションされる。毒素ＡまたはＢのいずれ
かの細胞毒性作用（細胞の円形化によって明らかになる）から細胞を完全に保護する物質
（抗体）の希釈を、中和力価として定義することができる。
【図面の簡単な説明】
【０１１４】
【図１】様々なドメイン境界でのアミノ酸残基を示す、C. difficile毒素ＡおよびＢの構
造を示す図である。
【図２】ＴｘＢ３の精製を示す図である。左図は、ＴｘＢ３の４～１２％ＳＤＳ－ＰＡＧ
Ｅ分析を示す。Ｍ１＝ＳｅｅＢｌｕｅ（登録商標）Ｐｌｕｓ２染色前標準。Ｍ２＝Ｍａｇ
ｉｃＭａｒｋ（商標）ＸＰ標準。右図は、ヒツジ抗ＴｃｄＢポリクローナル抗体を用いた
ＴｘＢ３のウエスタンブロット分析を示す。Ｍ１およびＭ２は、左図に説明したものと同
様である。
【図３】ＴｘＢ４の精製を示す図である。左図は、ＴｘＢ４の４～１２％ＳＤＳ－ＰＡＧ
Ｅ分析を示す。Ｍ＝ＳｅｅＢｌｕｅ（登録商標）Ｐｌｕｓ２染色前標準。右図は、ヒツジ
抗ＴｃｄＢポリクローナル抗体を用いたＴｘＢ４のウエスタンブロット分析を示す。Ｍ＝
ＭａｇｉｃＭａｒｋ（商標）ＸＰ標準。
【図４】ＴｘＢ５の精製を示す図である。左図は、ＴｘＢ５の４～１２％ＳＤＳ－ＰＡＧ
Ｅ分析を示す。Ｍ＝ＳｅｅＢｌｕｅ（登録商標）Ｐｌｕｓ２染色全標準。右図は、ヒツジ
抗ＴｃｄＢポリクローナル抗体を用いたＴｘＢ５のウエスタンブロット分析を示す。Ｍ＝
ＭａｇｉｃＭａｒｋ（商標）ＸＰ標準。
【図５】ＴｘＡ４の精製およびＨＲＶ３Ｃプロテアーゼ処理されたＴｘＡ４のニッケルア
フィニティー精製のＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析を示す図である。Ｍ＝分子量マーカー、Ｌ＝カ
ラムのロード、Ａ８＝カラムの溶離液。画分Ａ１４～Ｂ１４は精製されたＴｘＡ４を示し
た。
【０１１５】
実施例
実施例１　毒素ＡおよびＢから得られた抗原のクローニングおよび発現
　これらのペプチドをコードする遺伝子は、任意の所望の発現ホスト（例えばE. coli、P
ichia pastoris）に関するコドンバイアスを有するように商業的に製造することができる
。ペプチドは、これらの遺伝子から標準的な分子生物学的方法を用いて発現される（例え
ばSambrook et al. 1989, Molecular Cloning a Laboratory Manual, Second Edition, C
old Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York）。クローニング
の好都合な一方法は、遺伝子構築物をモジュラー的に集合させるGateway（登録商標）シ
ステム（Invitrogen）である。
【０１１６】
プロトコール１：Ｇａｔｅｗａｙ　ＬＲ組換え反応　一般プロトコール
材料：抗原遺伝子（毒素ＡまたはＢ））エントリークローンをＥｎｔｅｌｅｃｈｏｎによ
って合成した。Ｇａｔｅｗａｙ（登録商標）ＬＲ　Ｃｌｏｎａｓｅ（商標）ＩＩ酵素混合
物をInvitrogenから購入した。Ｇａｔｅｗａｙ（登録商標）Ｎｏｖａ　ｐＥＴデスティネ
ーションベクターを、Merck Chemicals Ltd.の一部門であるCalbiochem Novaから購入し
た。
【０１１７】
　毒素ＡまたはＢのエントリークローン（１μl）、デスティネーションベクター（１μl
）およびＴＥ緩衝液（６μl）を１．５mlマイクロ遠心チューブに入れて室温で混合した
。ＬＲ　Ｃｌｏｎａｓｅ（商標）ＩＩを２分間氷上に置き、ボルテックス（２秒×２回）
で手早く混合した。Ｃｌｏｎａｓｅ酵素（２μl）をマイクロ遠心チューブに加え、静か
にピペッティングして成分を混合した。組換え物を２５℃で１時間インキュベーションし
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た。プロテイナーゼＫ溶液（１μl、２μg/μl）を加え、反応物を３７℃で１０分間イン
キュベーションした。結果として生じた溶液（１μl）を使用して化学的コンピテントE. 
coliをトランスフォーメーションした。
【０１１８】
プロトコール２：化学的コンピテント細胞のトランスフォーメーション　一般プロトコー
ル
材料：ＯｎｅＳｈｏｔ（登録商標）ＢＬ２１　Ｓｔａｒ（商標）（ＤＥ３）およびＯｎｅ
　Ｓｈｏｔ（登録商標）ＴＯＰ１０化学的コンピテントE. coliおよびＳＯＣ培地はInvit
rogenから購入した。アンピシリンはSigma Aldrichから購入した。
【０１１９】
　ＬＲ組換え反応物またはプラスミドＤＮＡ（１μl）を、一定分量（５０μl）のＢＬ２
１　Ｓｔａｒ（商標）またはＴＯＰ１０化学的コンピテントE. coliにピペットで入れた
。この混合物を氷上で３０分間インキュベーションし、続いて４２℃の水浴中で３０秒間
熱ショックを与えた。一定分量の細胞を氷へ戻し、ＳＯＣ培地（２５０μl）を加えた。
軌道振盪（１８０rpm）しながらトランスフォーメーション物を３７℃のＳＯＣ培地中で
１時間維持した。トランスフォーメーション培養物（１００～２００μl）を、アンピシ
リン（１００μg/ml）を補充したＬＢ寒天上に蒔いた。プレートを３７℃で１５分間イン
キュベーションし、倒置し、同温度で一晩維持した。
【０１２０】
実施例２　本発明の抗原の精製　C. difficile毒素ＢフラグメントＴｘＢ３の発現および
精製
　毒素Ｂ由来抗原ＴｘＢ３（－ｈ）（例えば配列番号９）をチオレドキシン融合タンパク
質（配列番号２７）として発現させた。
【０１２１】
　ＴｘＢ３のＮ－ｈｉｓ６－チオレドキシン融合物を、プラスミドｐＤｅｓｔ５９ＴｘＢ
３を有するＢＬ２１ Star（商標）（ＤＥ３）E. coli内で発現させた。１００μg/mlアン
ピシリンおよび０．５％グルコースを補充したＬＢ培地（３×２０ml）に、グリセロール
保存細胞（ＯＤ６００が＜１の細胞培養物［５００μｌ］＋グリセロール［１２５μl］
）から接種した。培養物を軌道振盪（１８０rpm）しながら３７℃で６～７時間維持した
。１００μg/mlアンピシリンおよび０．５％グルコースを補充したＬＢ培地（１００ml）
に接種するために各培養物を使用した。培養物を軌道振盪(１８０rpm)しながら３７℃で
１時間維持した。１００μg/mlアンピシリンおよび０．１％グルコースを補充したＴＢ（
Terrific Broth）培地（３×１Ｌ）にＬＢ培養液を接種し（１００ml/L）、６００nmでの
吸光度が０．５になるまで前回と同様に３７℃で維持した。終濃度１mMになるまでＩＰＴ
Ｇを添加して発現を誘導し、培養物を軌道振盪（１８０rpm）しながら１６℃で一晩維持
した。３０分間遠心分離することによって（３０００rpm、Ｓｏｒｖａｌｌ　ＲＣ３ＢＰ
遠心分離機、ロータＨ６０００Ａ）細胞を回収し、低イミダゾール緩衝液（１００ml、ｐ
Ｈ７．４、５０mM ＨＥＰＥＳ、５００mM塩化ナトリウム、２０mMイミダゾール）中に再
懸濁し、－８０℃で凍結した。
【０１２２】
（ｉ）チオレドキシンＴｘＢ３融合タンパク質のニッケルアフィニティー精製
　細胞ペーストを、室温の次に氷上で液化するまで解凍した。超音波処理して細胞を破壊
し（オン３０秒およびオフ３０秒を１０サイクル）、結果として生じた溶解物を３０分間
の遠心分離によって透明化した（１４，０００rpm、Ｓｏｒｖａｌｌ　ＲＣ５Ｃ遠心分離
機、ロータＳＳ－３４）。ニッケルイオンをチャージされたファストフローキレーティン
グセファロース（fast flow chelating sepharose）（ベッド体積４０ml）に透明化され
た溶解物を流速１ml/minで適用した。２８０nMでの溶離液の吸光度がベースラインレベル
近くに戻るまで、カラムを低イミダゾール緩衝液（ｐＨ７．４、５０mM ＨＥＰＥＳ、５
００mM塩化ナトリウム、２０mMイミダゾール）で洗浄した。１５、２５および７０％高イ
ミダゾール緩衝液（ｐＨ７．４、５０mM ＨＥＰＥＳ、５００mM塩化ナトリウム、５００m
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Mイミダゾール）への連続ステップで、結合した物質を溶離させた。７０％高イミダゾー
ル緩衝液で溶離した物質をプールし、トロンビン切断緩衝液（２０mMトリス－ＨＣｌ ｐ
Ｈ８．４、１５０mM塩化ナトリウム、２．５mM塩化カルシウム）で一晩透析した。
【０１２３】
（ｉｉ）チオレドキシンＴｘＢ３融合タンパク質のトロンビン消化
　トロンビン切断緩衝液で透析したニッケルカラム画分プールにヒトトロンビン（Novage
n、１U／mg総タンパク質）を添加した。消化物を２５℃で４時間インキュベーションし、
－８０℃で凍結して継続切断を防止した。
【０１２４】
（ｉｉｉ）ＴｘＢ３のニッケルアフィニティー精製
　トロンビン消化物を氷上で解凍し、ｐ－アミノベンズアミジン樹脂を添加した（トロン
ビン６Ｕあたり水切りをした樹脂０．１ml）。この混合物を氷上で３０分間静かに揺らし
、樹脂を濾過した。透明化された濾液を、ニッケルイオンをチャージされたファストフロ
ーキレーティングセファロース（ベッド体積６ml）に流速１ml/minで通過させ、溶離液を
プールし、保存用緩衝液（ｐＨ７．４、５０mM ＨＥＰＥＳ、１５０mM塩化ナトリウム）
で透析した。この溶液を無菌濾過し、１ml分量にした。得られた総タンパク質は１０．５
mgであり、これは、５５％ ＴｘＢ３と推定された。ヒツジ抗ＴｃｄＢポリクローナル抗
体を用いたウエスタンブロットによっても、タンパク質を分析した（図２）。
【０１２５】
実施例３　本発明の抗原の精製　C. difficile毒素ＢフラグメントＴｘＢ４の発現および
精製
Ｎｕｓ ＴｘＢ４融合タンパク質の大規模発現
　プラスミドｐＤｅｓｔ５７ＴｘＢ４Ｈｉｓを有するＢＬ２１ Ｓｔａｒ（ＤＥ３）E. co
liの－８０℃原液からの一滴を、１００μg/mlアンピシリンを補充したＬ寒天上に画線し
、３７℃で一晩インキュベーションした。単一のコロニーを使用して、１００μg/mlアン
ピシリンおよび０．５％グルコースを補充した２ＹＴ培地（１００ml）に接種した。６０
０nmでの吸光度が０．６になるまで軌道振盪（１８０rpm）しながら培養物を３７℃で維
持し、１００μg/mlアンピシリンおよび０．５％グルコースを補充したＴＢ培地（２×１
Ｌ）用の５％の接種材料として使用した。６００nmの吸光度が０．６になるまで培養物を
前回と同様に維持し、温度を１６℃に下げた。熱平衡化後にＩＰＴＧを終濃度１mMまで添
加することによってタンパク質の発現を誘導し、培養物を一晩維持した。３０分間遠心分
離することによって（３０００rpm、Ｓｏｒｖａｌｌ　ＲＣ３ＢＰ遠心分離機、ロータＨ
６０００Ａ）細胞を回収し、低イミダゾール緩衝液（細胞ペースト：緩衝液（w/v）＝１
：４、５０mM ＨＥＰＥＳ ｐＨ７．４、５００mM 塩化ナトリウム、２０mMイミダゾール
）中に再懸濁し、－８０℃で凍結した。
【０１２６】
Ｎｕｓ ＴｘＢ４融合タンパク質のニッケルアフィニティー精製
　細胞ペーストを室温の次に氷上で液化するまで解凍した。超音波処理して細胞を破壊し
（オン３０秒およびオフ３０秒を１５サイクル）、結果として生じた溶解物を４℃で３０
分間の遠心分離によって透明化した（１６，０００rpm、Ｓｏｒｖａｌｌ　ＲＣ５Ｃ遠心
分離機、ロータＳＳ－３４）。ニッケルイオンをチャージされたファストフローキレーテ
ィングセファロース（ベッド体積４０ml）に透明化された溶解物を流速２ml/minで適用し
た。２８０nmでの溶離液の吸光度がベースラインレベル近くに戻るまで、カラムを低イミ
ダゾール緩衝液（ｐＨ７．４、５０mM ＨＥＰＥＳ、５００mM塩化ナトリウム、２０mMイ
ミダゾール）で洗浄した。５０％高イミダゾール緩衝液（ｐＨ７．４、５０mM ＨＥＰＥ
Ｓ、５００mM塩化ナトリウム、５００mMイミダゾール）へのステップで、結合した物質を
溶離させた。カラムから溶離した物質をＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分析し、選択された画
分をプールした。２８０nmの吸光度からタンパク質濃度を決定した。
【０１２７】
Ｎｕｓ ＴｘＢ４融合タンパク質のトロンビン消化
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　タンパク質それぞれ１０μgに、トロンビン消化緩衝液（２００mMトリス－ＨＣｌ ｐＨ
８．４、１．５Ｍ ＮａＣｌ、２５mM ＣａＣｌ２）５μl、トロンビン希釈緩衝液（５０m
Mクエン酸ナトリウム、ｐＨ６．５、２００mM ＮａＣｌ、０．１％ＰＥＧ－８０００、５
０％グリセロール）で２００倍に希釈したヒトトロンビン（Novagen）１μlおよび水を添
加し、体積５０μlとした。タンパク質を室温で一晩消化し、４℃にて低イミダゾール緩
衝液で透析した。
【０１２８】
ＴｘＢ４のニッケルアフィニティー精製
　ニッケルイオンをチャージされたファストフローキレーティングセファロース（ベッド
体積４０ml）に低イミダゾール緩衝液中のＴｘＢ４を流速３ml/minで適用した。２８０nm
での溶離液の吸光度がベースラインレベル近くに戻るまでカラムを低イミダゾール緩衝液
で洗浄した。カラムを８０mMイミダゾールで洗浄し、結果として生じた最初のＵＶ吸光度
（２８０nm）ピークの後に溶離するタンパク質を採集し、保存用緩衝液（５０mM ＨＥＰ
ＥＳ ｐＨ７．４、１５０mM塩化ナトリウム）で透析した。タンパク質をＳＤＳ－ＰＡＧ
Ｅおよびヒツジ抗ＴｃｄＢポリクローナル抗体を用いたウエスタンブロットによって分析
した（図３）。
【０１２９】
実施例４　C. difficile毒素ＢフラグメントＴｘＢ５（毒素Ｂの残基５４４～２３６６）
の発現および精製
Ｎｕｓ ＴｘＢ５融合タンパク質の大規模発現
　ＴｘＢ５のＮ－ｈｉｓ６－Ｎｕｓ融合体を、プラスミドｐＤｅｓｔ５７ＴｘＢ５を有す
るＢＬ２１　Ｓｔａｒ（商標）（ＤＥ３）E. coliに発現させた。１００μg/mlアンピシ
リンを補充したＬＢ培地中での一晩培養物を、１００μg/mlアンピシリンを補充したＴＢ
培地（３Ｌ）のための３％接種材料として使用した。培養物を軌道振盪（１８０rpm）し
ながら６００nmでの吸光度が０．６になるまで３７℃で維持した。ＩＰＴＧを終濃度１mM
まで添加して発現を誘導し、培養物を軌道振盪（１８０rpm）しながら１６℃で一晩維持
した。細胞（２５ｇ）を３０分間遠心分離することによって回収し（３０００rpm、Ｓｏ
ｒｖａｌｌ　ＲＣ３ＢＰ遠心分離機、ロータＨ６０００Ａ）、低イミダゾール緩衝液（２
５０ml、ｐＨ７．４、５０mM ＨＥＰＥＳ、５００mM塩化ナトリウム、２０mMイミダゾー
ル）中に再懸濁した。
【０１３０】
Ｎｕｓ ＴｘＢ５融合タンパク質のニッケルアフィニティー精製
　再懸濁した細胞にリゾチーム（１０ｍｇ）を添加し、この混合物を１５分間撹拌した。
超音波処理して細胞を破壊し（オン３０秒およびオフ３０秒を１０サイクル）、結果とし
て生じた溶解物を３０分間の遠心分離によって透明化した（１４，０００rpm、Ｓｏｒｖ
ａｌｌ　ＲＣ５Ｃ遠心分離機、ロータＳＳ－３４）。ニッケルイオンをチャージされたフ
ァストフローキレーティングセファロース（ベッド体積４０ml）に透明化された溶解物の
半分を流速２ml/minで適用した。２８０nmでの溶離液のＵＶ吸光度がベースラインレベル
近くに戻るまでカラムを低イミダゾール緩衝液で洗浄した。３８％（２００mMイミダゾー
ル）高イミダゾール緩衝液（ｐＨ７．４、５０mM ＨＥＰＥＳ、５００mM塩化ナトリウム
、５００mMイミダゾール）へのステップでＮｕｓ　ＴｘＢ５を含むタンパク質を溶出させ
た。溶解物の残りの半分を同様に処理し、溶離タンパク質プールを高塩ＨＩＣ緩衝液（ｐ
Ｈ７．４、５０mM ＨＥＰＥＳ、７５０mM硫酸アンモニウム）で一晩透析した。
【０１３１】
Ｎｕｓ ＴｘＢ５のブチル－ｓ疎水性相互作用クロマトグラフィー精製
　高塩ＨＩＣ緩衝液中にプールされたタンパク質溶液の半分を、ブチル－ｓ－セファロー
ス６ファストフロー樹脂（ベッド体積９ml）が入っているカラムに適用した。溶離液の２
８０nmでのＵＶ吸光度がベースライン近くに戻るまでカラムを高塩ＨＩＣ緩衝液（ｐＨ７
．４、５０mM ＨＥＰＥＳ、７５０mM硫酸アンモニウム）で洗浄した。１００％低塩ＨＩ
Ｃ緩衝液（（ｐＨ７．４、５０mM ＨＥＰＥＳ）へのステップでタンパク質をカラムから
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溶離させた。第１のニッケルカラムからのタンパク質の残りの半分を同様に精製した。ト
ロンビンを用いた消化の準備として、溶離したタンパク質をプールした。
【０１３２】
Ｎｕｓ ＴｘＢ５融合タンパク質のトロンビン消化
　ＨＩＣカラムからプールされたタンパク質（６９mg、３０ml）を、１０×トロンビン切
断緩衝液（１５ml、２００mMトリス－ＨＣｌ ｐＨ８．４、１．５Ｍ塩化ナトリウム、２
５mM塩化カルシウム）、脱イオン水（１０５ml）およびヒトトロンビン（Novagen、４０
Ｕ）を含有する溶液に添加した。溶液を室温で４時間インキュベーションし、ＰＭＳＦを
終濃度１mMまで添加した。結果として生じた、ＴｘＢ５を含むタンパク質を高塩ＨＩＣ緩
衝液で透析した。
【０１３３】
ＴｘＢ５のブチル－ｓ疎水性相互作用クロマトグラフィー精製
　トロンビン消化物からのＴｘＢ５を２バッチで精製した。各バッチを高塩ＨＩＣ緩衝液
（ｐＨ７．４、５０mM ＨＥＰＥＳ、７５０mM硫酸アンモニウム）に入れて、ブチル－ｓ
－セファロース６ファストスロー樹脂（ベッド体積９ml）が入っているカラムに流速１ml
/minで適用した。溶離液の２８０nmでのＵＶ吸光度がベースラインレベル近くに戻るまで
カラムを高塩ＨＩＣ緩衝液で洗浄した。１００％低塩ＨＩＣ緩衝液（ｐＨ７．４、５０mM
 ＨＥＰＥＳ）へのステップでタンパク質をカラムから溶離させた。溶離した物質を緩衝
液（ｐＨ７．４、５０mM ＨＥＰＥＳ）で一晩透析した。
【０１３４】
ＴｘＢ５のＱセファロースイオン交換クロマトグラフィー精製
　緩衝液（ｐＨ７．４、５０mM ＨＥＰＥＳ）中のＴｘＢ５に、Ｑセファロースファスト
フロー樹脂（ベッド体積５ml）が入っているカラムを流速１ml/minで通過させた。溶離液
をプールし、保存用緩衝液（ｐＨ７．４、５０mM ＨＥＰＥＳ、１５０mM塩化ナトリウム
）で透析した。タンパク質約２０mgが生成し、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析に基づくと、このう
ち６０％がＴｘＢ５であった。タンパク質を１ml分量にして－８０℃で凍結させた。ＳＤ
Ｓ－ＰＡＧＥおよびヒツジ抗ＴｃｄＢポリクローナル抗体を用いたウエスタンブロッティ
ングによってタンパク質を分析した（図４）。
【０１３５】
実施例５　C. difficile毒素ＡフラグメントＴｘＡ４（毒素Ａの残基７７０～２７１０）
の発現および精製
発現
　５０μg/mlカナマイシンおよび０．２％グルコースを補充したＬ培地（１００ml）に、
グリセロール凍結物（プラスミドｐＥＴ２８ａＨｉｓ６ＴｒｘＨＲＶ３ＣαＮａｔｕｒａ
ｌＴｘＡ４を有するＢＬ２１（ＤＥ３）E. coli）から掻き取ったものを接種し、３０℃
および１８０rpmで一晩維持した。一晩培養物を、５０μg/mlカナマイシンおよび０．２
％グルコースを補充したＴＢ培地（２Ｌバッフルなしフラスコ中に０．５Ｌ×４本）用の
２％接種材料として使用した。培養物を軌道振盪（１８０rpm）しながら６００nmでの吸
光度が０．６になるまで３７℃で維持した。培養物の温度を１６℃に下げ、タンパク質の
発現を１mM ＩＰＴＧの添加によって誘導した。培養物を前回のように軌道振盪しながら
１６℃で一晩維持した。細胞ペースト（２３ｇ）を遠心分離（Ｓｏｒｖａｌｌ　ＲＣ３Ｂ
Ｐ遠心分離機、Ｈ６０００Ａロータ、４０００ｇ、２０分）によって回収した。低イミダ
ゾール緩衝液（ｐＨ７．５、５０mM Ｈｅｐｅｓ、０．５Ｍ塩化ナトリウム、２０mMイミ
ダゾール）中に再懸濁することによってペーストを遠心ポットから回収し、－８０℃で保
存した。
【０１３６】
ＴｘＡ４前駆体の固定化ニッケルアフィニティー精製
　細胞（２３ｇ）を低イミダゾール緩衝液（ｐＨ７．５、５０mM Ｈｅｐｅｓ、０．５Ｍ 
ＮａＣｌ ２０mMイミダゾール）８５mlで再懸濁し、超音波処理を利用して溶解に供した
。溶解物を遠心分離（Ｓｏｒｖａｌｌ　ＲＣ５Ｃ遠心分離機、ＳＳ－３４ロータ、２０，
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０００ｇ、２０分）によって透明化し、流速１．５ml/minで２０mlニッケルカラム（φ２
６mM）に適用した。カラムを１０カラム体積の低イミダゾール緩衝液で洗浄し、結合して
いるタンパク質を、１００％高イミダゾール緩衝液（ｐＨ７．５、５０mM Ｈｅｐｅｓ、
０．５Ｍ ＮａＣｌ、０．５Ｍイミダゾール）への５カラム体積の勾配を用いて溶離した
。４～１２％ＮｕＰＡＧＥビス－トリスポリアクリルアミドゲルで、クマシー染色を行っ
て画分を分析した。
【０１３７】
融合パートナーとＨｉｓ６－タグの切断
　最も純度の高い画分をプールし、ＨＲＶ３Ｃ切断緩衝液（２Ｌ、ｐＨ７．５、２０mMト
リス－ＨＣｌ、０．５Ｍ ＮａＣｌ）で４℃にて一晩透析した。ＨＲＶ３Ｃプロテアーゼ
（１０U/mg完全長ターゲットタンパク質）を溶液に添加し、２０℃で５時間、続いて４℃
で一晩インキュベーションした。
【０１３８】
切断後ＴｘＡ４の固定化ニッケルアフィニティー精製
　タンパク質溶液（ｐＨ７．５ ２０mMトリス－ＨＣｌ、０．５Ｍ ＮａＣｌ）に２０mlニ
ッケルカラム（φ２６mM）を流速１．５ml/minで通過させた。ＵＶ吸光度によって判断し
たところ、一部のタンパク質は溶離液中に溶離することが見出された。ＨＲＶ３Ｃ切断緩
衝液でカラムを短時間洗浄し、５％高イミダゾール緩衝液（ｐＨ７．５、５０mM Ｈｅｐ
ｅｓ、０．５Ｍ ＮａＣｌ、０．５Ｍイミダゾール）を用いてイミダゾール濃度２５mMで
ＴｘＡ４を溶離させた。１００％高イミダゾール緩衝液への４カラム体積の勾配をかけて
、残ったタンパク質をカラムから溶離させた。最も純度の高い画分をプールし、保存用緩
衝液（ｐＨ７．５ ５０mM Ｈｅｐｅｓ、０．５Ｍ ＮａＣｌ）で透析した。最終精製カラ
ムからの画分を図５に示す。
【０１３９】
実施例６　C. difficile毒素ＡフラグメントＴｘＡ４切断型（毒素Ａの残基７７０～２３
８９）の発現および精製
発現
　１００μg/mlアンピシリンおよび０．５％グルコースを補充したＬ培地（１００ml）に
、１００μg/mlアンピシリンを補充したＬ寒天プレート上の一晩成長物からコロニー（ｐ
ＥＴ５９Ｈｉｓ６ＴＲＸｔｃｓαｎａｔｕｒａｌＴｘＡ４ｔｒｕｎｃａｔｅを有する）を
接種し、３７℃および１８０rpmで一晩維持した。これを、１００μg/mlアンピシリンお
よび０．５％グルコースを補充したＴＢ培地（２０００mlバッフルなしフラスコ中に１０
００ml×６本）用の接種材料として使用した。培養物を軌道振盪（１８０rpm）しながら
６００nmでの吸光度が０．６になるまで３７℃で維持した。培養物の温度を１６℃に下げ
、終濃度１mMのＩＰＴＧを添加してタンパク質の発現を誘導した。培養物を前回と同様に
軌道振盪しながら１６℃で一晩維持した。細胞ペーストを遠心分離（Ｓｏｒｖａｌｌ　Ｒ
Ｃ３ＢＰ遠心分離機、Ｈ６０００Ａロータ、４０００ｇ、３０分）によって回収した。ペ
ーストをＨｅｐｅｓ緩衝液（５０mM Ｈｅｐｅｓ ｐＨ７．４、０．５Ｍ塩化ナトリウム）
中に再懸濁することによって遠心ポットから回収し、－２０℃で保存した。
【０１４０】
ＴｘＡ４切断型前駆体の固定化ニッケルアフィニティー精製
　Ｈｅｐｅｓ緩衝液（５０mM Ｈｅｐｅｓ ｐＨ７．４、５００mM ＮａＣｌ）１８０mlで
再懸濁された細胞（４４ｇ）を、超音波処理を利用して溶解に供した。４０００rpmで２
０分間遠心分離（Heraeus Multifuge）することによって溶解物を透明化した。上清を回
収し、６４ml亜鉛セファロースカラム（ＸＫ２６×１２）に流速５ml/分で適用した。２
８０nmでの吸光度がベースラインまで減少するまでカラムを洗浄した。結合しているタン
パク質を、５０mM Ｈｅｐｅｓ ｐＨ７．４、５００mM塩化ナトリウム中に０～２５０mMイ
ミダゾールの勾配を利用して、結合しているタンパク質を溶離させた。４～１２％ＮｕＰ
ＡＧＥビス－トリスポリアクリルアミドゲルでクマシー染色し、これら画分を分析した。
【０１４１】
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融合パートナーとＨｉｓ６－タグの切断
　最も純度の高い画分をプールし、トロンビン切断緩衝液（２０mMトリス／ＨＣｌ ｐＨ
８．４＋１５０mM ＮａＣｌ＋２．５mM ＣａＣｌ２）で＋４℃で一晩透析した。レストリ
クショングレード・トロンビン（Restriction grade thrombin）（Novagen）をターゲッ
トタンパク質に対して１：２０００（wt/wt）となるように添加した。この混合物を室温
で一晩インキュベーションした。
【０１４２】
切断後ＴｘＡ４短縮型の固定化亜鉛アフィニティー精製
　タンパク質溶液（５０mM Ｈｅｐｅｓ ｐＨ７．４、５００mM塩化ナトリウム中）に、２
４ml亜鉛カラム（ＸＫ１６×１２）を流速２ml/minで通過させた。２８０nmでの吸光度が
ベースラインに下がるまでカラムを平衡緩衝液（５０mM Ｈｅｐｅｓ ｐＨ７．４、５００
mM塩化ナトリウム）で洗浄した。結合しているタンパク質を、５０mM Ｈｅｐｅｓ ｐＨ７
．４、５００mM塩化ナトリウム中に０～２５０mMイミダゾールの勾配を用いて溶離させた
。
【０１４３】
実施例７　動物を免疫処置するための本発明の抗原の製剤化
　濃度０．５～２mg/ml（公称１mg/ml）の精製C. difficile抗原を、適切な緩衝液（例え
ば１５０mM ＮａＣｌを含有する１０mM Ｈｅｐｅｓ緩衝液ｐＨ７．４）で透析し、次にホ
ルムアルデヒドを終濃度０．２％になるまで添加し、３５℃で最大７日間インキュベーシ
ョンした。インキュベーション後に、場合により、適切な緩衝液、例えばリン酸緩衝食塩
水で透析することによってホルムアルデヒドを除去してもよい。
【０１４４】
　ヒツジ用に、上記C. difficile抗原１０～５００μgを含有する緩衝溶液２mlをフロイ
ントアジュバント２．６mlと混合し、エマルションを形成させる。アジュバントとの混合
は、安定なエマルションを確実にするために数分間実施する。初回免疫処置のために完全
型アジュバントを、その後の全ての追加免疫処置のためにフロイント不完全アジュバント
を使用する。
【０１４５】
実施例８　本発明の抗原に対する抗体の作製
　最適な液性抗体応答を達成するために、抗血清の調製時にいくつかの従来要因を考慮す
る。これらには：動物の品種；アジュバントの選択；免疫処置部位の数および位置；免疫
原の量；ならびに投与回数および投与間隔が挙げられる。６g/リットル血清を上回る特異
的抗体レベルを得るために、これらのパラメーターを従来のように最適化することが常用
されている。
【０１４６】
　ヒツジ用に、抗原とフロイントアジュバントとのエマルションを、実施例７に記載する
ように調製する。初回免疫処置のために完全型アジュバントを、その後の全ての追加免疫
処置のためにフロイント不完全アジュバントを使用する。各ヒツジに抗原／アジュバント
混合物約４．２mlを、頚部および全ての上肢を含めた６個の部位にわたりｉ．ｍ．注射に
よって免疫処置する。これを２８日毎に繰り返した。各免疫処置の１４日後に血液試料を
採取した。
【０１４７】
　異なる抗原に対する毒素中和免疫応答を比較するために、抗原１種類あたり３匹のヒツ
ジを使用した。免疫処置１回毎に同一のプロトコールおよび同じタンパク質用量を用いて
、それらを上記のように免疫処置した。
【０１４８】
実施例９　in vitro細胞アッセイを用いた毒素抗血清の中和有効性の評価
　C. difficile毒素に対する抗血清の毒素中和活性を、Ｖｅｒｏ細胞を用いた細胞傷害性
アッセイによって測定した。精製されたC. difficile毒素Ａまたは毒素Ｂのいずれかの一
定量を、様々な希釈を行った抗体と混合し、３７℃で３０分間インキュベーションし、次
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に、９６ウェル組織培養プレート上に成長しているＶｅｒｏ細胞に適用した。毒素Ａおよ
びＢの両方が、Ｖｅｒｏ細胞の特徴的な円形化を招く細胞傷害活性を２４～７２時間にわ
たり有した。中和抗体の存在下でこの活性は阻害され、抗体調製物の中和強度は、毒素Ａ
またはＢのいずれかの指定量の効果を中和するために必要な希釈によって評価することが
できる。
【０１４９】
　様々なリコンビナントC. difficile毒素Ｂ抗原に対するヒツジ抗体の中和活性を実証し
ているデータを表３～６に示す。これらの実験において、様々な希釈を行ったヒツジ抗体
を終濃度０．５ng/mlの毒素Ｂと混合し、３７℃で３０分間インキュベーションし、次に
上記のようにＶｅｒｏ細胞に適用し、３７°でインキュベーションし、２４～７２時間に
わたりモニタリングした。毒素Ｂの細胞障害作用から細胞を完全に保護する抗体の希釈度
を計算した。毒素Ａ由来抗原についての類似のデータを表７～１０に示す。
【０１５０】
　まとめると、表３～１０におけるデータは、毒素ＡまたはＢのいずれかの繰り返しドメ
インだけを含有するフラグメントに比べて、本発明の融合タンパク質が毒素中和免疫応答
を卓越して誘発できることを示している。
【０１５１】
実施例１０　ＣＤＩを処置するための、本発明のリコンビナント抗原を用いて作製された
抗血清のin vivo有効性の評価
　リコンビナント抗原を用いて作製した抗血清がＣＤＩをin vivo処置する有効性を実証
するために、シリアンハムスターにC. difficile毒素の一つまたは複数に対して中和活性
を有する抗体を受動免疫処置する。治療用製剤の有効性を評価するために、C. difficile
誘発の６時間後から誘発の２４０時間後までの様々な時間に、静脈内または腹腔内経路の
いずれかでハムスターに抗体を与える。
【０１５２】
　受動免疫処置する前に、ハムスターに広域スペクトル抗生物質（例えばクリンダマイシ
ン）を投与し、１２～７２時間後にC. difficile胞子で口内誘発する。次に、C. diffici
le関連疾患の症状について動物を最大１５日間モニタリングする。対照の非免疫処置動物
は、疾患の徴候（例えば下痢、腹部膨満、嗜眠、被毛の乱れ）を発生したが、ヒツジ抗体
で処置された動物は正常に見える。
【０１５３】
実施例１１　本発明のペプチド／ペプチドフラグメントによるワクチン処置
　本発明のペプチド／ペプチドフラグメントによって代表されるワクチンを、現行の製造
品質管理基準（Good Manufacturing Practice）によって調製する。そのような基準を用
いて、本発明のペプチド／ペプチドフラグメントを市販の水酸化アルミニウムアジュバン
ト（例えばアルハイドロゲル）と結びつけてもよい。そのワクチンは通常、毒素Ａおよび
毒素Ｂから得られた本発明の抗原の組合せを含有するが、毒素ＡまたはＢ抗原のいずれか
を含有する場合がある。そのワクチンは、また、毒素ＡおよびＢ抗原を、細菌またはウイ
ルス起原の他の抗原と組合せて含有することもありうる。
【０１５４】
　本発明の精製C. difficile毒素Ａおよび／または毒素Ｂ抗原を終濃度０．２％のホルム
アルデヒドで処理して、３５℃で最大２４時間インキュベーションしてもよい（実施例７
に記載）。
【０１５５】
　本発明の抗原に加えて、典型的なワクチン組成は：
Ａ）緩衝液（例えば、５～２０mMおよびｐＨ７．０～７．５のＨｅｐｅｓ緩衝液；
Ｂ）ワクチンを生理学的に等張にする塩成分（例えば１００～１５０mM ＮａＣｌ）；
Ｃ）アジュバント（例えば、ワクチン１回あたりアルミニウム終濃度１００～７００μg
の水酸化アルミニウム）；ならびに
Ｄ）保存料（例えば、０．０１％チオメルサールまたは０．０１％ホルムアルデヒド）
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を含む。
【０１５６】
　そのようなワクチン組成は：
１．　０．５ml（例えば、吸着された本発明のフラグメント２０μg）を１回皮下投与す
る、
２．　０．５ml（例えば、吸着された本発明のフラグメント１０μg）を０および４週間
目に２回投与する、
３．　０．５ml（例えば、吸着された本発明のフラグメント１０μg）を０、２および１
２週間目に３回投与する
などの、多様な異なる免疫処置方式によってヒトに投与される。
【０１５７】
　これらのワクチン処置方式は、C. difficile毒素の相同血清型への曝露からの防御レベ
ルを付与する。
【０１５８】
実施例１２　本発明の固定化構築物を用いたＩｇＧのアフィニティー精製
アフィニティークロマトグラフィー媒体の調製
　固定化しようとする本発明の構築物を、適切なカップリング緩衝液、例えば０．５Ｍ 
ＮａＣｌを含有する０．１Ｍ ＮａＨＣＯ３ ｐＨ ８．３で透析する。１～３mg/mlタンパ
ク質溶液約５mlにＣＮＢｒ－活性化セファロース４Ｂ粉末１mlあたり添加する。この混合
物を室温で１時間または４℃で一晩転倒回転する。他の静かな撹拌法を採用してもよい。
次に、過剰のリガンドは、少なくとも５媒体（ゲル）体積の過剰のカップリング緩衝液を
用いて洗浄除去する。次に、残った活性基があればブロッキングする。媒体を０．１Ｍト
リス－ＨＣｌ緩衝液、ｐＨ８．０または１Ｍエタノールアミン、ｐＨ８．０に移し、室温
で２時間インキュベーションする。次に、ゲルを少なくとも３サイクルの交互ｐＨ（少な
くとも５媒体体積の各緩衝液）で洗浄する。各サイクルは、０．５Ｍ ＮａＣｌを含有す
る０．１Ｍ酢酸／酢酸ナトリウム、ｐＨ４．０を用いた洗浄に続く、０．５Ｍ ＮａＣｌ
を含有する０．１Ｍトリス－ＨＣｌ、ｐＨ８を用いた洗浄から成るものとする。洗浄後、
ゲルを適切な保存緩衝液（例えば、０．１５Ｍ ＮａＣｌを含有する５０mM ＨＥＰＥＳ 
ｐＨ７．４に移し、使用まで４℃で保存する。
【０１５９】
ＩｇＧの精製
　毒素ＡまたはＢのいずれかから得られた本発明の抗原を使用して、上記のようにアフィ
ニティーカラムを調製する。毒素Ｂに対する抗体を精製するために、ＴｘＢ４（残基７６
７～２３６６）などの構築物を使用することができよう。毒素Ａに対する抗体を精製する
ために、ＴｘＡ４（残基７７０～２７１０）などの構築物を使用することができよう。毒
素Ｂに結合する抗体のアフィニティー精製のために、毒素Ｂに対する抗体を含有する血清
を、適切な緩衝液（例えば０．５Ｍ ＮａＣｌを含有する２０mM ＨＥＰＥＳ ｐＨ７．４
緩衝液）で１：１に希釈し、その混合物を、適切なカラムに充填された固定化ＴｘＢ４が
入っているカラムに適用する（ゲル１mlあたり２～６mlの混合物）。未結合の画分（血清
アルブミンおよび非特異的ＩｇＧを含有する）を、少なくとも１０カラム体積の０．５Ｍ
 ＮａＣｌ緩衝液を含有する２０mM ＨＥＰＥＳ ｐＨ７．４緩衝液で洗浄除去後に、結合
している画分を５カラム体積の溶離緩衝液（例えば１００mMグリシン緩衝液、ｐＨ２．５
）でカラムから溶離させる。次に、ＩｇＧを含有する溶離画分を直ちに１Ｍトリス－ＨＣ
ｌ ｐＨ８．０でｐＨ約７．０に中和する。次に、毒素Ｂと結合するＩｇＧを含有するこ
れらの画分を、０．１５m ＮａＣｌを含有する５０mM ＨＥＰＥＳ ｐＨ７．４で透析し、
必要になるまで凍結保存する。
【０１６０】
　毒素ＡまたはＢのいずれかと結合してそれを中和する、アフィニティー精製されたＩｇ
Ｇ画分を、ＣＤＩの治療または予防のいずれかの治療剤として使用することができる。こ
れらは、また、毒素ＡまたはＢを検出するための酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ
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）などのアッセイ系に使用することができる。そのような診断系では、アフィニティー精
製された抗体は、より感度が高く、バックグラウンド妨害が低下したアッセイを提供する
ことができる。
【０１６１】
図面および表
【０１６２】
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【０１６６】
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【表５】

【０１６７】
【表６】

【０１６８】
【表７】
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【０１６９】
【表８】

【０１７０】
【表９】

【０１７１】
【表１０】
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