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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号１の４５８、４５９及び４６０のアミノ酸位置の少なくとも１つにおけるアミ
ノ酸置換と、
　配列番号１の２９３及び２９４のアミノ酸位置の少なくとも１つにおけるアミノ酸置換
と、
　を有し、且つ配列番号１と少なくとも９０％の同一性を示すアミノ酸配列を有すること
を特徴とする、
　精製された突然変異ニューモリシンポリペプチド。
【請求項２】
　請求項１に記載の精製された突然変異ニューモリシンポリペプチドにおいて、
　前記アミノ酸配列が、配列番号１と少なくとも９５％の同一性を示すことを特徴とする
精製された突然変異ニューモリシンポリペプチド。
【請求項３】
　請求項１又は請求項２に記載の精製された突然変異ニューモリシンポリペプチドにおい
て、
　当該突然変異ニューモリシンポリペプチドは、Ｇ２９３Ｓ配列及びＬ４６０Ｄ配列を有
することを特徴とする精製された突然変異ニューモリシンポリペプチド。
【請求項４】
　請求項１又は請求項２に記載の精製された突然変異ニューモリシンポリペプチドにおい
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て、
　２９３及び４５８のアミノ酸位置のアミノ酸置換を有することを特徴とする精製された
突然変異ニューモリシンポリペプチド。
【請求項５】
　請求項１又は請求項２に記載の精製された突然変異ニューモリシンポリペプチドにおい
て、
　２９３及び４５９のアミノ酸位置のアミノ酸置換を有することを特徴とする精製された
突然変異ニューモリシンポリペプチド。
【請求項６】
　請求項１又は請求項２に記載の精製された突然変異ニューモリシンポリペプチドにおい
て、
　２９３及び４６０のアミノ酸位置のアミノ酸置換を有することを特徴とする精製された
突然変異ニューモリシンポリペプチド。
【請求項７】
　請求項１又は請求項２に記載の精製された突然変異ニューモリシンポリペプチドにおい
て、
　２９４及び４５８のアミノ酸位置のアミノ酸置換を有することを特徴とする精製された
突然変異ニューモリシンポリペプチド。
【請求項８】
　請求項１又は請求項２に記載の精製された突然変異ニューモリシンポリペプチドにおい
て、
　２９４及び４５９のアミノ酸位置のアミノ酸置換を有することを特徴とする精製された
突然変異ニューモリシンポリペプチド。
【請求項９】
　請求項１又は請求項２に記載の精製された突然変異ニューモリシンポリペプチドにおい
て、
　２９４及び４６０のアミノ酸位置のアミノ酸置換を有することを特徴とする精製された
突然変異ニューモリシンポリペプチド。
【請求項１０】
　請求項１又は請求項２に記載の精製された突然変異ニューモリシンポリペプチドにおい
て、
　４６０のアミノ酸位置に置換を有することを特徴とする精製された突然変異ニューモリ
シンポリペプチド。
【請求項１１】
　請求項１又は請求項２に記載の精製された突然変異ニューモリシンポリペプチドにおい
て、
　２９３のアミノ酸位置に置換を有することを特徴とする精製された突然変異ニューモリ
シンポリペプチド。
【請求項１２】
　請求項１又は請求項２に記載の精製された突然変異ニューモリシンポリペプチドにおい
て、
　２９３のアミノ酸位置にセリン又はスレオニンを有し、４６０のアミノ酸位置にアスパ
ラギン酸、グルタミン酸又はアスパラギンを有することを特徴とする精製された突然変異
ニューモリシンポリペプチド。
【請求項１３】
　請求項１又は請求項２に記載の精製された突然変異ニューモリシンポリペプチドにおい
て、
　当該突然変異ニューモリシンポリペプチドの前記アミノ酸配列が、配列番号４０のもの
であることを特徴とする精製された突然変異ニューモリシンポリペプチド。
【請求項１４】
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　薬学的に許容できる賦形剤中に配された、１又はそれ以上の請求項１から請求項１３の
いずれか一項に記載の突然変異ニューモリシンポリペプチドを有することを特徴とする免
疫原性組成物。
【請求項１５】
　請求項１４に記載の免疫原性組成物において、当該免疫原性組成物がワクチンであるこ
とを特徴とする免疫原性組成物。
【請求項１６】
　請求項１４又は請求項１５に記載の免疫原性組成物において、アジュバントを更に含む
ことを特徴とする免疫原性組成物。
【請求項１７】
　請求項１から請求項１３のいずれか一項に記載の突然変異ニューモリシンポリペプチド
をコード化するヌクレオチド配列を含むことを特徴とする核酸分子。
【請求項１８】
　請求項１７に記載の核酸分子を有することを特徴とする宿主細胞。
【請求項１９】
　肺炎連鎖球菌（Streptococcus pneumoniae）によって引き起こされる症状、疾患又は感
染の発生の治療、予防、又は防止に用いられる医薬の製造における、請求項１から請求項
１３のいずれか一項に記載の突然変異ニューモリシンポリペプチドの一又は複数の使用。
【請求項２０】
　肺炎連鎖球菌によって引き起こされる症状、疾患又は感染の発生の治療、予防、又は防
止に用いられる免疫原性組成物であって、請求項１から請求項１３のいずれか一項に記載
の突然変異ニューモリシンポリペプチドを一又は複数含むことを特徴とする免疫原性組成
物。
【請求項２１】
　請求項１４又は請求項１５に記載の免疫原性組成物の調製方法であって、一又は複数の
前記突然変異ニューモリシンポリペプチドと、薬学的に許容できる賦形剤と、を組み合わ
せることを含むこと特徴とする調整方法。
【請求項２２】
　請求項１６に記載の免疫原性組成物の調製方法であって、
　一又は複数の前記突然変異ニューモリシンポリペプチドと、薬学的に許容できる賦形剤
と、を組み合わせること、及び、
　前記一又は複数の前記突然変異ニューモリシンポリペプチドを前記アジュバントと混合
すること、
　を含むこと特徴とする調整方法。
【請求項２３】
　請求項１から請求項１３のいずれか一項に記載の突然変異ニューモリシンポリペプチド
の調製方法であって、
　請求項１７に記載の前記核酸分子を含む発現ベクター又は請求項１８に記載の宿主細胞
からポリペプチドを発現させること、及び、
　前記発現されたポリペプチドを単離すること、
　を含むことを特徴とする調製方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の参照／関連による引用
　本出願は、２０１４年１１月２１日に出願された米国シリアル番号第６２／０８２，８
４８号の３５ＵＳＣ１１９（ｅ）の下で利益を主張する。上記関連出願の全内容は関連に
より本明細書に明確に引用される。
【０００２】
　米国連邦政府によって寄託された研究または開発に関しての言明
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　この発明は、国立衛生研究所　（ＮＩＨ）によって認められた契約番号　ＡＩ０３７６
５７で政府の支援の下になされたものである。合衆国政府は、本発明の特定の権限を持ち
ます。
【０００３】
背景
　コレステロール依存性細胞溶解素（ＣＤＣ）群は、クロストリジウム属、ストレプトコ
ッカス属、リステリア属、バシラス属、およびアルカノバクテリウム属からの２０種以上
によって産生される孔形成性毒素（pore-forming toxin）の大きなファミリーである。こ
れらの毒素の孔形成機構は、２つの際立った特性、すなわち、膜コレステロールの存在へ
の絶対的依存性と非常に大きい孔の形成、を示す。それぞれのＣＤＣは、１つの例外を除
いて、タイプIIの分泌システムによって分泌された、可溶性の単量体タンパク質として産
生されている。真核細胞に遭遇した際、ＣＤＣは、可溶性の単量体タンパク質から膜に埋
め込まれた超分子孔複合体への形質転換変換を受ける。単量体から、オリゴマーで、膜に
埋め込まれた孔複合体への転換は、単量体の構造におけるいくつかの特別な変化を必要と
する。
【０００４】
　ＣＤＣ群は、β－溶血性タンパク質としてよく知られているが、細菌性病原体がこれら
のタンパク質を、単純な溶血毒や一般的な細胞溶解剤としてよりもはるかに洗練された方
法で使用することが、ますます明白になってきている。ＣＤＣ構造はまた、基本的な孔形
成機構を損なうことなく、いくつかのＣＤＣ群に関してユニークな特徴の進化を可能とす
る柔軟性も示している。これらの特徴のいくつかは、ＣＤＣ群において、補体を活性化す
る、非ステロール受容体を利用する、ｐＨ依存性を示す孔形成機構を示す、またはタンパ
ク質のトランスロケーションチャネルとして機能し得ることに反映される。
【０００５】
　ＣＤＣ群は、β－シートリッチな、４ドメインのタンパク質である。ドメイン４には、
高度に保護されたトリプトファン－リッチなウンデカペプチドが存在し、コレステロール
―リッチな膜へのいくつかのＣＤＣ群の結合において関与している。加えて、ドメイン４
の先端で当該ウンデカペプチドに並置された３つのその他の短い疎水性ループ（ループ　
Ｌ１、Ｌ２およびＬ３）は、また膜表面に挿入され、そして垂直方向において膜にＣＤＣ
をアンカーすることが示されている。膜結合後に、ＣＤＣモノマーは、横方向に拡散し、
膜オリゴマーの形成を開始する。
【０００６】
　プレ孔複合体（prepore complex)が大きなサイズ、おそらく完全な環構造、に達すると
、これは、孔複合体へと変化する。膜貫通孔は、プレ孔複合体内でそれぞれのモノマーの
ドメイン３における２つのα－螺旋状バンドル（α-helical bundle)が、２つの延長され
た両親媒性の膜貫通β－ヘアピン（transmembraneβ-hairpin、ＴＭＨ）に転換される際
に形成される。プレ孔の孔への転換に際して、プレ孔構造体の高さは、約４０オングスト
ロームの垂直崩壊を受ける。プレ孔構造体の崩壊は、膜表面の著しい距離内でドメイン３
ＴＭＨをもたらし、この位置においてこれらは膜中への協調した挿入をなし、その結果大
きなな膜貫通β－バレル型孔が形成される。このＣＤＣ孔は大きく、これは３５ないし５
０の単量体で構成されていて、２５０ないし３００　オングストロームの直径を示す。
【０００７】
　膜とのＣＤＣ単量体の相互作用のプロセスの間に、ドメイン４　β－サンドイッチの先
端での当該ウンデカペプチドと３つその他の短いループ（Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３）は、膜表面
とのＣＤＣモノマーの相互作用において膜中に膜に挿入される。これらのループは、膜に
深く貫通せず、明らかに貫通孔の構造に直接に関与しない。これらのループの１つの機能
は、直立した位置で膜にモノマーを固定するためであると思われる。ドメイン４は膜に垂
直方向に存在しており、オリゴマーの状態であっても、水系の環境に囲まれている。
【０００８】
　ＩＬＹ　（インターメディリシン、Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉｌｙｓｉｎ）の場合、ＣＤＣの
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ドメイン４は、コレステロールまたは別の受容体を介しているかどうか、膜認識を仲介す
る。
【０００９】
　ＣＤＣ群はまた、イン　ビトロ（生体外）で、広範な有核細胞型の溶解が可能で、この
の能力が、結果として、多くの研究者によって、ＣＤＣ群で各種真核細胞を透過処理する
ために用いられている。イン　ビトロでの一般的な細胞溶解剤としての発揮するこれらの
毒素の能力にもかかわらず、細胞溶解が感染の間のＣＤＣ群に主要な機能であるというこ
とは未だ実証されていない。感染へのＣＤＣ群の貢献は、例えば、リステリア　モノサイ
トゲネス（Listeria monocytogenes）、ストレプトコッカス　ピオゲネス（Streptococcu
s pyogenes）（化膿連鎖球菌）、ストレプトコッカス　ニューモニエ（Streptococcus pn
eumoniae）（肺炎連鎖球菌）、アルカノバクテリウム　ピオゲネス（Arcanobacterium　p
yogenes）、及びクロストリジウム　ペルフリンゲンス（Clostridium perfringens）（ウ
ェルシュ菌）において研究されている。これらの研究のいくつかの結果は、細菌が一般的
な細胞溶解剤としてよりもより高度な方法でＣＤＣを使用していることを示唆するもので
ある。またＣＤＣの構造はこれらの菌種の病原性の機構を容易にするいくつかの独特な進
化的な形質転換を受けていることを表している。
【００１０】
　肺炎連鎖球菌は、人間、特に、幼児、高齢者、慢性疾患者、免疫不全者における、疾患
の重要な原因物質である。これは、高い罹患率と死亡率を有する、菌血症／敗血症、肺炎
、髄膜炎などの侵襲性疾患を有する患者から世界中で頻繁に単離された細菌である。適切
な抗生物質の治療しても肺炎連鎖球菌感染症はまだ多くの死の結果をもたらしている。抗
菌薬の出現で、肺炎連鎖球菌疾患からの全体的な死亡率が減少しているにもかかわらず、
耐性肺炎連鎖球菌株の存在が今日の世界の主要な問題となっており、抗菌薬以外の方法で
の肺炎連鎖球菌感染症を治療するおよび防ぐ必要性が強調されている。効果的な肺炎連鎖
球菌ワクチンは、肺炎連鎖球菌感染症に関連付けられる罹患率と死亡率に大きな影響を与
える可能性がある。このようなワクチンはまた乳児および幼児の中耳炎を防ぐために有用
である。長期の免疫を提供する新しい免疫原性の肺炎連鎖球菌ワクチンが明らかに必要で
あり、特に、２歳未満の子供に必要である。なぜなら、この年齢層のグループにおいて疾
患の発生率が高く、そして多糖類ワクチン抗原に対する抗体応答は、この年齢層のクルー
プにおいて貧しい。
【００１１】
　アメリカ合衆国で毎年肺炎連鎖球菌感染症は、推定、髄膜炎の３，０００例、菌血症の
５０，０００例、肺炎の５００，０００例、および中耳炎の７００万例に原因となってい
る。
【００１２】
　重症肺炎連鎖球菌感染症は血流および中枢神経系への細菌の播種に起因します。1997年
には、地域社会ベースの研究からのデータは、米国における肺炎連鎖球菌菌血症の全体の
年間発生率は100,000人あたり推定1530例であることを示した。この割合は、65歳以上の
高齢者（100,000人あたり5083例）および2歳以下の子供（100,000人当たり160例）により
高いものであった。成人では、肺炎連鎖球菌菌血症の60％-87％が肺炎と関連していまし
た。幼い子どもたちに、感染のプライマリサイトが頻繁に同定されなかった。
【００１３】
　米国では、菌血症を取得するリスクは、白人の間で、他の人種/民族グループ（すなわ
ち、黒人、アラスカ先住民、およびアメリカインディアン）の間における人々よりも低く
なっている。黒人の大人は、白人よりも3倍～5倍高い菌血症の全体的な発生率（100,000
人あたり4958例）を有している。侵襲性肺炎連鎖球菌疾患の発生率は、アラスカ先住民と
アメリカインディアンの間で非常に高い。アラスカ先住民および2歳未満のアラスカ先住
民の子供たちの間で侵襲性肺炎連鎖球菌感染症の年齢調整年間発生率は、100,000人あた
りそれぞれ74例と624例であることが予測監視研究によって決定された。髄膜炎や菌血症
肺炎の割合は、他の米国の人口グループに関するよりも、すべての年齢層のアラスカ先住
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民に関して８倍～10倍高いとされている。すべての米国の人口に関しての最高の発生率は
、特定のアメリカンインディアンのグループ（例えば、アパッチ）の間で報告されている
。そのようなグループの全体的な年間発生率は、100,000人あたり156例である。これらの
グループにおける12歳の子供に関する発生率は、100,000人あたり2396例である。
【００１４】
　米国では、肺炎連鎖球菌性髄膜炎の推定全体の年間発生率は、100,000人あたり１～2例
である。肺炎連鎖球菌性髄膜炎の発生率は、6-24ヶ月齢の子どもや65歳以上の歳の人の間
で最も高い。黒人に関する割合は、白人とヒスパニック系のものの2倍である。小児のイ
ンフルエンザ菌b型（Hib）（Haemophilus influenzae type b）髄膜炎の発生率はHib共役
ワクチンの導入後に急速に減少したので、肺炎連鎖球菌は、米国における細菌性髄膜炎の
最も一般的な原因となっている（26）。
【００１５】
　薬剤耐性ストレプトコッカス　ニューモニエ（DRSP）の株は、米国および世界の他の部
分でますます一般的になってきた。いくつかの地域では、肺炎連鎖球菌分離株の35％程の
多くが、中間レベル（0.1～1.0　μg/mLに等しい最小阻止濃度{MIC}）または高レベル（2
　μg/mL以上のMIC）のペニシリン耐性を有することが報告されている。ペニシリン耐性
肺炎連鎖球菌の多くは、他の抗菌薬（例えば、エリスロマイシン、トリメトプリム－スル
ファメトキサゾール、および拡張スペクトルセファロスポリン）に耐性である。高レベル
のペニシリン耐性および多剤耐性は、多くの場合、肺炎連鎖球菌感染症の管理を複雑にし
、髄膜炎、肺炎および中耳炎の疑いがある場合の経験的抗菌薬治療を選択することをます
ます困難にする。非感受性生物に感染した患者を治療することは、高価な代替抗菌剤の使
用を必要とするかもしれないし、長期の入院や医療費の増加をもたらすこととなり得る。
死亡率における抗菌剤耐性の影響は明確に定義されていない。出現抗菌耐性は、ワクチン
接種によって肺炎連鎖球菌感染症を防ぐための必要性をさらに強調するものである。
【００１６】
　現在利用可能な肺炎連鎖球菌ワクチン、PNEUMOVAX(登録商標)23(Merck & Co., Inc., K
enilworth, N.J.)およびPNU-IMMUNE（登録商標）23 (Lederle-Praxis Biologicals, Pear
l River, NY)は、ストレプトコッカス　ニューモニエの23個の精製された莢膜多糖抗原を
含む（血清型1、2、3、4、5、6B、7F、8、9N、9V、10A、11 A、12F、14、15B、17F、18C
、19A、19F、20、22F、 23F、および33F）。これらのワクチンは、1983年に米国で認可さ
れ、1977年に認可された以前の14価製剤を置き換えた。23価ワクチンの1回投与（0.5 mL
）は、フェノール（0.25％）又はチメロサール（0.01％）を防腐剤として添加された等張
食塩水に溶解し、各莢膜多糖類抗原の25μｇを含み、アジュバントを含まないものである
。1997年では、当該ワクチンの23莢膜タイプは、米国における子供と大人の間で侵襲性肺
炎連鎖球菌感染症を引き起こす血清型の少なくとも85％～90％を表していた。1997年にお
いて米国で侵襲性薬剤耐性肺炎連鎖球菌感染を最も頻繁に引き起こした6種の血清型（6B
、9V、14、19A、19F、および23F）は、当該23価ワクチンに表されている。以下に述べる
ように、莢膜多糖のみから構成されるワクチンの望ましさには限界がある。
【００１７】
　特にニューモリシンは、全世界で年間100万以上の人間を殺す連鎖球菌性肺炎の病因に
おける重要な成分である。肺炎連鎖球菌肺感染症や中耳炎のためのワクチンの一部として
のニューモリシンの使用は、莢膜多糖に基づくワクチンが遺伝的変異に有効性を失い、ス
トレプトコッカス　ニューモニエの90以上の異なる莢膜血清型があるゆえに、生成するこ
とが困難であることから、重要な利点を提供することができます。1つの莢膜タイプに対
する免疫は、別の莢膜タイプを防ぐことはできない。最も頻繁に病気を引き起こす株から
の23種の莢膜多糖を含んでいる、上述の現在利用可能な肺炎連鎖球菌ワクチンは、いくつ
かの莢膜多糖の貧しい、免疫原性、血清型の多様性、ならびに経時の血清型、地理的な領
域、および年齢別グループにおける血清型の分布の違いが主に関連する重大な欠点を持っ
ている。現在、ニューモリシンの点変異異型体が、ワクチン開発のために使用されている
。このニューモリシン変異体（「PD-B」と呼ぶ。）は位置433における単一の変異を含む
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ものである（天然のトリプトファン残基がフェニルアラニンに変更されている。）。ニュ
ーモリシンにおけるこの変異は、哺乳類の膜への結合を媒介すると長い間考えられていた
コレステロール依存性細胞溶解素（CDC）内の構造である、ドメイン4の保存ウンデカペプ
チドにおけるものである。
【００１８】
　ニューモリシンのPd-B変異体は、従来よりワクチン開発に使用されているが、このタン
パク質は、依然として哺乳動物細胞の膜への結合後に生じる多様な構造転移を受け得る。
これらの変化は劇的にその構造を変更し、患者に効果的な中和免疫応答を刺激する能力を
減少させる得る。これは主に、患者の免疫系が「見る」ことができるニューモリシンの構
造が、可溶性の単量体ニューモリシンの初期構造に代わって端末細胞に結合したオリゴマ
ー複合体の構造となるためである。さらに重要なことは、現在の遺伝的に毒化したニュー
モリシンは依然として毒性の許容できないレベルによって妨げられることである。この毒
性の基礎はまだ明らかではないが、このトキソイドはまだに哺乳動物の細胞に結合し、オ
リゴマー化することができるという事実からの結果からのようである。
【００１９】
　したがって、例えばニューモリシン（特にこれに限定されるわけではない。）のような
、コレステロール依存性細胞溶解素群の変異体群であって、低減された毒性、低減された
溶血活性を有し、未だ対応する疾患生物に対する免疫応答を刺激するものは、非常に有益
であろう。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
　本発明のいくつかの実施形態は添付の図面に示されている。それは留意されるべきでは
ある。しかし、添付の図面はいくつかの典型的な実施形態を示すのみであり、従って本開
示の範囲の限定とみなされることを意図するものではない。さらに、添付の図面において
、類似したあるいは同一の参照数字は、共通または類似した要素を識別するために使用さ
れているものの、すべての要素についてこのように数字を付しているわけではない。図面
は必ずしも縮尺に従ったものではなく、また、図面におけるある特徴およびある視野は、
明快さと簡潔さの利益のため、縮尺において誇張されて、または概略的にしめさえっる場
合がある。
【００２１】
【図１Ａ】
【図１Ｂ】
【図１Ｃ】
【図１Ｄ】および
【図１Ｅ】は、様々なコレステロール依存性細胞溶解素の天然アミノ酸のアミノ酸の配置
比較を含むものである。本明細書において同定された各タンパク質のアミノ酸配列は、本
明細書の表１の配列番号群に対応する。たとえば、図１Ａ－Ｅ中のセレオリシン(Celeoly
sin)は、表１の配列番号２に対応し、そして表１中の配列番号１８（ＰＡＦ）は図１Ａ－
Ｅ中のヴィリダノリシン（Ｖｉｒｉｄａｎｏｌｙｓｉｎ）に対応する。
【００２２】
【図２】はＩＬＹ　（インターメディリシン）の結晶構造、およびＩＬＹとＰＦＯ（パー
プリンゴリシン、Perfringolysin)のＤ４結晶構造の比較を示している。（ａ）に示され
るものは、これらの研究で呼ばれる種々の構造および残基の位置を示したＩＬＹ２５の結
晶構造のリボンの描写である。（ｂ）に示されるものは、双方のタンパク質２３，２４の
結晶構造に基づくＩＬＹとＰＦＯとのＤ４構造のリボン描写のオーバーレイである。図示
したものは、双方のタンパク質に関するウンデカペプチド、およびＩＬＹとＰＦＯのＬ１
－Ｌ３ループ残基（後者は括弧内に表示）の相対的位置である。この構造的イメージはＶ
ＭＤ２５を使用して作成した。
【００２３】
【図３】は、ＩＬＹウンデカペプチドが、コレステロール欠乏膜群に挿入されることを示
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したものである。ＩＬＹ残渣Ａｌａ－４８６は、システイン（ＩＬＹＡ４８６Ｃ）に変異
し、ＮＢＤ（インドアセタミド－Ｎ，Ｎ’－ジメチル－Ｎ－（７－ニトロベンズ－２－オ
キサ－１，３－ジアゾールイル）エチレン－ジアミン）で変性された。当該ＮＢＤの蛍光
発光が、ＩＬＹＡ４８６Ｃ－ＮＢＤのみでインキュベートされた場合（実線）、および、
ヒト赤血球（ｈＲＢＣ－破線）、またはコレステロールの欠乏したｈＲＢＣ（点線）と共
にインキュベートされた場合において、測定された。
【００２４】
【図４】は、ＩＬＹのループＬ１、Ｌ２およびＬ３が、コレステロール欠乏膜群に挿入さ
れないことを示したものである。膜に挿入することが知られている各Ｄ４ループ残基がシ
ステインを置換され、そしてＮＢＤで修飾された。ＩＬＹＡ４２８Ｃ－ＮＢＤ　（ａ）、
ＩＬＹＡ４６４Ｃ－ＮＢＤ　（ｂ）　または　ＩＬＹＬ５１８Ｃ－ＮＢＤ　（ｃ）がそれ
のみで（実線）、および、ｈＲＢＣ（破線）、またはコレステロールの欠乏したｈＲＢＣ
（点線）とインキュベートされた。膜コレステロールが次いで、回復され、ループＬ１、
Ｌ２、Ｌ３の挿入が測定された。ＩＬＹＡ４２８Ｃ－ＮＢＤ　（ｄ）、ＩＬＹＡ４６４Ｃ
－ＮＢＤ　（ｅ）、または　ＩＬＹＬ５１８Ｃ－ＮＢＤ（ｆ）がそれのみで（実線）、お
よび、コレステロールの欠乏したｈＲＢＣ（点線）とインキュベートされた。
【００２５】
【図５】は、Ｌ１－Ｌ３ループが、コレステロール－リッチなリポソームに対するＰＦＯ
の結合を仲介することを示すものであり、（ａ）天然（実線）およびＮＥＭ修飾ＰＦＯ（
破線）の結合のＳＰＲ分析、（ｂ）天然ＰＦＯ（実線）、ＰＦＯＡ４０１Ｄ　（長い破線
）、ＰＦＯＡ４３７Ｄ　（短い破線）、ＰＦＯＬ４９１Ｄ　（点線）の結合のＳＰＲ分析
である。
【００２６】
【図６】は、ＰＦＯウンデカペプチド　システイン　スルフヒドリルの化学修飾が、ウン
デカペプチド　トリプトファン群の膜挿入、当該プレ孔の孔への転換を阻害することを示
すものである。ＰＦＯウンデカペプチド　トリプトファン群の内部蛍光発光における増加
は、それらの膜への挿入を測定するために用いられている２０、２１。（ａ）天然ＰＦＯ
におけるトリプトファンの内部蛍光発光の増加は、その可溶性形態（実線）からその膜結
合状態（破線）へと移動するときに示される。（ｂ）この（ａ）に示したのと同じ実験が
、Ｃｙｓー４５９においてＮＥＭで修飾された天然ＰＦＯで繰り返された。
【００２７】
【図７】は、突然変異ニューモリシン　ペプチドないしは野生型ニューモリシンで免疫し
、その後ストレプトコッカス・ニューモニエを接種したマウスにおける免疫応答を示すも
のである。
【発明を実施するための形態】
【００２８】
　本発明の概念群の少なくとも１つの実施形態を、例示的な図面、実験、結果、および実
験室の手順によって詳細に説明するに先立ち、本発明の概念群は、以下の説明に記載しま
たは図面、実験および/または結果に例示された構成の詳細および構成要素の配置にその
適用が何ら限定されるものではないことが理解されるべきである。本開示は、その他の実
施形態のものであり得、また種々の方法において実施ないし実行され得るものである。し
たがって、本明細書で使用される言語は、最も広い可能な範囲および意味を与えられるこ
とが意図されており、また実施形態は、例示的なものであって、網羅的でないことを意味
する。また、本明細書で使用される表現および専門用語は、説明の目的のためのものであ
り、限定するものと見なされるべきではないことが理解されるべきである。
【００２９】
　本明細書で特に定義されない限り、本開示において使用される科学的および技術的用語
は、当業者に一般的に理解される意味を有するものである。さらに、文脈によって特に要
求されない限り、単数の用語は、複数の用語を含み、複数の用語は、単数を含むものとす
る。一般に、本明細書において述べる、細胞および組織培養、分子生物学、およびタンパ
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ク質およびオリゴまたはポリヌクレオチドの化学並びにハイブリダイゼーションに関連し
た用いられる、命名法、および技術は、周知であり、当分野において一般的に用いられて
いる。標準的な技術が、組換えＤＮＡ、オリゴヌクレオチド合成、ならびに組織培養およ
び形質転換（例えば、エレクトロポレーション、リポフェクション）のために使用される
。酵素反応および精製技術は、製造業者の仕様書に従って、または当該技術分野において
一般的に行われているように、もしくは本明細書に記載のように行われる。前述の技術お
よび手順は、当技術分野において周知である、および本明細書を通じて引用および議論さ
れる様々な一般的なおよびより具体的な参考文献において記載されているような従来の方
法に従って一般的に行われる。例えば、サムブルックら、分子クローニング：実験マニュ
アル（第４版、コールド・スプリング・ハーバー・ラボラトリー・プレス、ニューヨーク
州コールドスプリングハーバー、ニューヨーク州　（２０１２）[Sambrook et al. Molec
ular Cloning: A Laboratory Manual (4th ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press,
 Cold Spring Harbor, N.Y. (2012)]、およびコリガンら、免疫学における最新プロトコ
ル（カレント　プロトコルス、ワイリーインターサイエンス　（１９９４））[Coligan e
t al. Current Protocols in Immunology (Current Protocols, Wiley Interscience (19
94)]を参照のこと。これらは関連により本明細書に取り込まれる。本明細書において記載
される、分析化学、合成有機化学、並びに医薬および薬学的化学に、関連して用いられる
命名法、並びにこれらの実験室手順および技術は、当該技術分野で周知であり、一般に使
用されるものである。標準的な技術は、化学合成、化学分析、薬学的調製、製剤、および
供給、ならびに患者の治療に関して用いられる。
【００３０】
　本明細書において記載された全ての特許、公開された特許出願および非特許文献は、本
開示が関係する当業者の技術レベルを示すものである。本出願の任意の箇所において引用
された全ての特許、公開された特許出願および非特許文献は、これらそれぞれの特許また
は出版物が明確に個別的に関連により本明細書に組み込まれると示されているのと同じ程
度をもって、関連によりこれらの完全性をもって本明細書中に明確に組み込まれるもので
ある。特に、次の特許および特許出願の完全な内容が関連により本明細書に明確に組み込
まれるものである：２０１２年２月２１日に出願された米国シリアル番号第１３／４０１
，４６０号、２００８年４月１４日に出願された米国シリアル番号第１２／１０２，６９
６号で現在は２０１２年３月６日に発行された米国特許第８，１２８，９３９号、２００
７年４月１３日に出願された米国シリアル番号第６０／９２３，２８１号、２０１４年１
１月２１日に出願された米国シリアル番号第６２／０８２，８４８号。
【００３１】
　本明細書に開示されたおよび／またはその他に意図された組成物および／または方法の
全ては、本開示に照らして、過度の実験を行うことなく製造および実行することができる
。本明細書に開示されたおよび／またはその他に意図された組成物および方法は、特定の
非限定的な実施形態に関して説明されているが、当該組成物および／または方法に、並び
に方法の各工程にまたは工程の順序に、ここに開示されたおよび／またはその他に意図さ
れた本開示の概念、本質および範囲から逸脱することなく、変更を加えることができるこ
とは、当業者にとって、明白なことであろう。このような同様な代替および変更はすべて
、当業者にとって明らかなように、添付の特許請求の範囲によって定義される本発明の概
念の本質、範囲およびその概念の範囲内のものであるとみなされるものである。
【００３２】
　本開示に従って利用される場合、以下の用語は、特に断らない限り、以下の意味を有す
るものと理解されるべきである。
【００３３】
　請求の範囲および／または明細書において「～から構成される」［comprising]という
用語と共に用いられる単語”a”または”an”の使用は、「１つ」を意味するものである
かもしれないが、また、それは「１つまたはそれ以上」、「少なくとも１つ」、および「
１つまたは１以上」の意味と一致するものでもある。請求の範囲における用語「または」
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［”or”］の使用は、代替手段のみに関することを明示的に示すまたは代替手段が相互に
排他的である場合以外には、「および／または」［”and/or”］を意味するために使用さ
れる。なお、開示は、代替手段および「および／または」［”and/or”］である定義を支
持するものではある。この出願全体を通じて、用語「約」［”about”］は、ある値が、
装置、ないし値を測定するために用いられる方法に関する誤差の固有の変動、または研究
対象群の中に存在する変動を含むものであることを示すために用いられる。特に限定する
ものではないが、例えば、「約」という用語が利用される場合、指定された値は、±１２
％または±１１％または±１０％または±９％または±８％または±７％または±６％ま
たは±５％または±４％または±３％または±２％または±１％で特定値から変動し得る
。「少なくとも1つ」［”at least one”]という用語の使用は、１つ並びに、2、3、4、5
、10、15、20、30、40、50、100などを含むがこれらに何ら限定されるわけではない、1つ
以上の任意の量を包含するものであると理解されるべきである。「少なくとも1つ」とい
う用語は、それが付されている用語に応じて、100あるいは1000ないしそれ以上まで広が
り得、さらに、100または1000の量は、より高い限度もまた満足な結果を生じ得るゆえに
、これらが限度であると考慮されるべきではない。さらに、「X,YおよびZの少なくとも１
つ」［”at least one of X, Y and Z”]という用語の使用は、Xのみ、Yのみ、およびZの
み、並びにX、YおよびZの任意の組合せを含むものであると理解されるべきである。順序
番号用語（すなわち、「第１」[”first”]、「第２」[”second”]、「第３」[”third
”]、「第４」[”fourth”]等)の使用は、２つまたはそれ以上の項目を単に区別する目的
のためのものであり、任意の順序または順番を意味することを意図するものではなく、ま
た１つの項目の他に対する重要度、または追加の任意の順序を意図するものでもない。
【００３４】
　明細書および請求の範囲において用いられる場合、「～から構成される」［”comprisi
ng”]（および”comprise”および”comprises”のような、「～から構成される」［”co
mprising”]の任意の形態）、「～を有する」[”having”]（および”have”および”has
”のような、「～を有する」[”having”]の任意の形態）、「～を含む」[”including”
]（および”includes”および”include”のような、「～を含む」[”including”]の任
意の形態）、または「～を包含する」[”containing”]（および”contains”および”co
ntain”のような、「～を包含する」[”containing”]の任意の形態）の語群は、非排他
的ないし解放端的なものであり、付加的な、言及されていない要素または方法工程を排除
するものではない。
【００３５】
　本願において用いられる「またはそれらの組合わせ」["or combination thereof"]の用
語は、この用語に先行する列挙された項目の全ての順列および組合わせを意味するもので
ある。例えば、「A、B、C、またはそれらの組み合わせ」は、Aか、Bか、Cか、ABか、ACか
、BCか、またはABCかの、少なくとも１つを含むことを意図するものであり、そしてある
特定の文脈において順序が重要である場合には、さらにまたBA、CA、CB、CBA、BCA、ACB
、BAC、またはCABも含まれる。この実施例で続けると、明白に含まれているのは、１ない
しそれ以上の項目ないし用語の反復を含む組合わせ、例えば、BB、AAA、MB、BBC、AAABCC
CC、CBBAAA、CABABBなど、である。当業者は、文脈から明らかである場合以外では、どん
な組み合わせにも項目ないし用語の数に何ら制限が通常ないことを理解するであろう。
【００３６】
　明細書および請求の範囲の全体を通じて、特に文脈が要求しない限り、「実質的に」["
substantially"]および「約」["about"]という用語は、これらの形容詞／副詞によって修
飾されていた特定の用語を限定するものと理解されるべきではなく、ある値が、装置、な
いし値を測定するために用いられる方法に関する誤差の固有の変動、および／または研究
対象群の中に存在する変動を含むものであることを示すことが理解されるべきである。従
って、これらの用語は、これらに顕著な影響とならないマイナーな変動および／またはマ
イナーな偏差を許容するものである。例えば、ある例において、用語「約」は、ある値が
、装置、ないし値を測定するために用いられる方法に関する誤差の固有の変動、および／
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または研究対象群の中に存在する変動を含むものであることを示すために用いられる。同
様に、用語「実質的に」は、また、例えば、８０％ないしそれ以上、例えば、８５％ない
しそれ以上、あるいは、９０％ないしそれ以上、あるいは、９５％ないしそれ以上、ある
いは９９％ないしそれ以上、などに関連するものである。
【００３７】
　本願において用いられる用語「精製されたタンパク質」（"purified protein")または
「単離されたタンパク質」（"isolated protain")は、タンパク質またはフラグメントは
汚染物質あるいは細胞成分の十分にないものであって、これによってタンパク質は通常汚
染物質または細胞成分からタンパク質を区別するように生じることを意味する。「精製さ
れた」が技術的に全く純粋（均質）である調製を有することを必要とすることを意図する
ものではないが、本願において用いられる「精製された」は、タンパク質またはポリペプ
チド　フラグメントが、免疫沈降法やＥＬＩＳＡなどの分析で利用される可能性がある状
態でタンパク質を提供するために通常生じるような汚染物質および細胞成分から十分に分
離されていることを意味するものである。たとえば、精製されたタンパク質は電気泳動ゲ
ルにおいて得ることができる。
【００３８】
　本願においてポリペプチドを述べるにおいて用いられる場合、用語「突然変異体」（"m
utant")は、対応する野生型（天然）ポリペプチドのアミノ酸配列に１００％未満の同一
性を有するポリペプチドを意味し、特に野生型ポリペプチドの１つないしそれ以上のアミ
ノ酸残基位置が置換されている合成または組換えポリペプチドに関するものである。用語
「異型体」（"variant")は、用語「突然変異体」と置き換えて使用することががある
【００３９】
　本願で記載する突然変異体ＣＤＣ群は、免疫原性組成物を形成するために、１つまたは
それ以上の製薬上許容できる賦形剤、例えば、担体、ビヒクル、希釈剤など組み合わせる
ことが可能である。本願で使用される用語「薬学的に許容できる賦形剤」（"pharmaceuti
cally-acceptable excipient")は、本願で開示する突然変異体ＣＤＣ群（例えば突然変異
ニューモリシンポリペプチド）が、溶解性、デリバラビリティ、分散性、安定性、および
／または構造的整合性を改善するために配され得る、溶剤あるいはその他物質を意味する
ものである。このような薬学的に許容できる賦形剤の例は、特に限定されるわけではない
が、例えば、水、食塩水（生理食塩水、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）などのような中
性ｐＨでの緩衝化食塩水など）、エタノール、砂糖、ブドウ糖、グリセロール、および／
または多価アルコール（マンニトール、ソルビトールなど）などを含む。担体の他のタイ
プには、リポソームや高分子などが含まれる。
【００４０】
　「製薬上許容できる」という用語は、生物学的にまたはそれ以外の場合に望ましくない
ものではない物質、すなわち、当該物質は、任意の望ましくない生物学的影響の原因やそ
れを含む医薬組成物の他の成分のいずれかに好ましくない方法で相互作用を起こすことな
く、選択された化合物と共に個々に投与され得る物質を意味する。
【００４１】
　突然変異体ＣＤＣ群、または当該突然変異体ＣＤＣ群を含む免疫原性組成物は、フロイ
ント不完全アジュバント、フロイント完全アジュバント、ミョウバン、モノホスホリルリ
ピドA、ミョウバンのリン酸または水酸化物、QS-21、塩類、すなわち、AlK(SO4)2、 AlNa
(SO4)2、AlNH4(SO4)2、シリカ、カオリン、および/または炭素ポリヌクレオチド（すなわ
ち、ポリICおよびポリAU）などのような（特にこれらに限定されるわけではない。）アジ
ュバントとさらに組み合わせることができる。アジュバントの非限定的な例としては、Qu
ilA、アルヒドロゲル（Alhidorogel）などが挙げられる。「アジュバント」という用語は
、組成物の免疫原と共に与えられた場合に、免疫応答を強化、加速、または延長すること
ができる物質を指す。任意に、本開示において考察する突然変異体ＣＤＣ群は、特にこれ
らに限定されるわけではないが、例えば、インターロイキン、インターフェロン等のよう
な免疫調節剤および免疫刺激剤などと組み合わせることができます。多くのワクチンおよ
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び他の薬学的製剤は、当業者に知られているものである。
【００４２】
「生物学的に活性」（“biologicallyactive”）とは、ある生物の生理的なシステムを修
飾する能力を意味します。分子は、それ自体の機能を介して生物学的に活性であり得るか
、または独自の生物学的活性を有する分子を活性化または阻害するその能力に基づいて、
生物学的に活性であってもよい。
【００４３】
　本明細書で使用される用語「免疫原性」（“immunogenic”）は、免疫応答を惹起する
物質の能力を指すことを意図している。例えば、「免疫原性組成物」（“immunogenic co
mposition”）は、突然変異ニューモリシンポリペプチドのような、突然変異体ＣＤＣを
含む組成物であり、被験体動物に投与された場合、抗体の産生のような、被験体動物にお
いて免疫応答を誘発することができるものである。用語「ワクチン」は、特定の抗原に対
する免疫応答を誘発するために被験体に投与するための免疫原性組成物を指す。例えば、
本明細書に開示された突然変異ニューモリシンポリペプチドの1つ以上を含むワクチンは
、細菌ストレプトコッカス　ニューモニエによって引き起こされる疾患または状態の治療
に使用するためのワクチンである。
【００４４】
　本明細書で使用される用語「患者」（"patient”）または「被験体」（"subject”）は
、ヒトおよび獣医学的対象を含む。治療の目的のための「哺乳動物」は、哺乳動物として
分類される任意の動物を指し、例えば、これらに何ら限定されないが、ヒト、家畜（これ
らに何ら限定されないがイヌおよびネコなど）、農場動物（これらに何ら限定されないが
、例えば、ウシ、ウマ、ブタ、ヤギ、ヒツジなど）、実験動物（これらに何ら限定されな
いが、例えば、マウス、ラット、ウサギ、モルモット、およびチンチラなど）、ヒト以外
の霊長類、および乳腺組織を持っている他の動物を指すものである。
【００４５】
　「処置」（”treatment”）は、治療的処置および予防的または防止的手段の両方を指
す。処置を必要とするものとしては、特に限定されるものではないが、特定の状態または
障害を既に有する個体、ならびに特定の状態または障害を獲得する危険性のある個体（例
えば、予防/防止措置が必要なもの）を含むものである。「処置する」（”treating”）
という用語は、治療および/または予防的/防止的目的のために患者に薬剤を投与すること
を指す。
【００４６】
　「治療組成物」または「医薬組成物」は、治療および/または予防的/防止的効果をもた
らすためにイン　ビボ（in vivo）で投与することができる薬剤を指す。 
【００４７】
　用語「治療的有効量を投与すること」または「予防的有効量を投与すること」は、処置
中の疾患において治療上の利益を提供すること、あるいは発生の低下、予防、又は疾患の
管理の低下を提供することを目的とします。治療上有効である具体的な量は、日常的に医
師により容易に決定することができ、そのような疾患/癌のタイプ、患者の病歴および年
齢、疾患のステージ、及び同時投与される他の薬剤のタイプなどの当技術分野で公知の要
因に応じて変更することができる。
【００４８】
　「障害」（”disorder”）とは、ポリペプチドを用いた処置から利益を得る任意の症状
である。これは、問題の疾患に哺乳動物を罹り易くする病理学的状態を含む、慢性および
急性の障害または疾患を含む。
【００４９】
　「治療的有効量」（”therapeuticallyeffective amount”）という用語は、本発明概
念群の方法で使用された場合に、妥当な利益／リスク比率に対応して、過度の有害な副作
用（例えば、毒性、炎症およびアレルギー反応など）を起こすことなしに、望まれた治療
的効果を発揮するのに十分な生物学的に活性な分子またはコンジュゲートまたはそれらの
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誘導体の量を指す。治療的効果は、特に限定されるものではないが、例えば、望まれない
組織または悪性細胞の増殖を阻害することが、含まれ得る。ある患者にとっての有効量は
、患者の種類、患者の大きさおよび健康状態、処置すべき状態の種類および重篤度、投与
の方法、処置の期間、同時療法の種類(もしある場合)、用いられた特定の処方などに依存
するものである。これゆえ、あらかじめ正確な有効量を特定することは不可能である。し
かしながら、当業者であれば、本明細書において与えられる情報に基づき、慣用的な実験
をおこなうことによって、与えられた状況に関しての有効量を決定することは可能であろ
う。
【００５０】
本明細書において用いられる場合、「同時療法」（”concurrenttherapy”）という用語
は、「組合わせ療法」および「付加療法」という用語群と、互換性を持って使用されるも
のであり、処置を必要とする被験者が、本開示の治療的組成物と共に、症状を治療するた
めの他の薬剤で処置されるないしはこれを与えられることを意味するものであると理解さ
れるべきである。この同時療法は、患者が最初に一方の薬剤で治療され、次いで他方の薬
剤で治療されるといった連続的治療であっても、あるいは２つの薬剤が同時に与えられる
ものであってもよい。
【００５１】
　本明細書で使用される用語「投与」及び「投与する」は、例えば、経口、局所、経皮、
非経口、皮下、鼻腔内、筋肉内、腹腔内、硝子体内および静脈内の経路が、局部的および
全身的適用の双方を含んで、を含むがこれらに限定されない。加えて、本開示の組成物（
及び/又は同一の投与の方法）は、当該技術分野で
当分野で周知の処方技術を用いて、遅延、制御、または持続的放出をもたらすように設計
され得る。
【００５２】
　用語「置換」、「挿入」、「付加」および「欠失」、ならびにこれらの任意の組合せは
、アミノ酸又は塩基配列に関連して本明細書で使用される。「置換」は、1つ又はそれ以
上のヌクレオチドまたはアミノ酸の、それぞれ、異なるヌクレオチドまたはアミノ酸によ
る置き換えを指す。「挿入」または「付加」は、天然に存在する配列と比較して、それぞ
れ1つの以上のヌクレオチドまたはアミノ酸残基の追加を生じたヌクレオチドまたはアミ
ノ酸配列における変化である。「欠失」は、1つ以上のヌクレオチドまたはアミノ酸残基
がそれぞれ存在しない、ヌクレオチドまたはアミノ酸配列のいずれかにおける変化として
定義される。
【００５３】
　アミノ酸置換は、典型的には単一残基のものである。挿入は、かなり大きな挿入が許容
され得るが、通常、約120個のアミノ酸のオーダーであろう。いくつかの場合において欠
失ははるかに大きくてもよいが、欠失は、通常、約1から約20残基の範囲である。
【００５４】
　置換、欠失、挿入、またはそれらの任意の組合せは、最終的な突然変異体ポリペプチド
に到達するために使用されてもよい。一般的に、いくつかのアミノ酸は、分子の変容を最
小にするように変更されます。しかし、より大きな変更は、特定環境において許容さえれ
る。
【００５５】
　特定の実施態様において、アミノ酸置換は、例えば、イソロイシンのバリンとの置換の
ような、1個のアミノ酸を同様の構造的および/または化学的特性を有する別のアミノ酸と
置換した結果、すなわち、保存的アミノ酸置換であることができる。挿入または欠失は任
意に15個のアミノ酸の範囲内とすることができる。
【００５６】
　実施形態において、置換は、公知の「保存的置換」従って行うことができる。「保存的
置換」は、１つのクラスにおけるアミノ酸の、同じクラスのアミノ酸による置換を指し、
ここで１つのクラスは、共通の物理化学的なアミノ酸側鎖の性質及び天然に見出される相
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同タンパク質における高い置換頻度によって定義されものである。
【００５７】
　対照的に、特定の実施形態において、置換は、非保存的である。「非保存的置換」とは
、１つのクラスにおけるアミノ酸の、別のクラスのアミノ酸による置換を指します。
【００５８】
　本明細書で使用する用語「ポリペプチド」は、ペプチド結合によって連結されたアミノ
酸残基の単鎖から構成される化合物を指す。本明細書で使用する用語「タンパク質」は、
用語「ポリペプチド」と同義であってもよいし、あるいはさらに、２以上のポリペプチド
の複合体を、加えて意味するものとすることができる。
【００５９】
　用語「核酸分子」は、RNA、DNAおよびcDNA分子を含む。遺伝子コードの縮重の結果とし
て、与えられた突然変異体ＣＤＣタンパク質をコード化する多数のヌクレオチド配列が製
造され得るということが理解されるであろう。本開示は、それらの全ての可能な変異体ヌ
クレオチド配列であって、これらの全てが遺伝子コードの縮重を与え得るものであるもの
を含むものである。
【００６０】
　「異種」核酸構築物または配列は、それが発現される細胞に対して天然でないそれらの
部分を有する。コントロール配列に関して、用語「異種」は、それが現在規制されている
発現が同じ遺伝子を調節するために天然には機能しないコントロール配列（すなわち、プ
ロモーターまたはエンハンサー）を指す。一般に、異種核酸配列は、細胞に対して内因性
でないか、またはそれらが存在するゲノムの一部ではなく、むしろ、異種配列は、感染、
トランスフェクション、形質転換、マイクロインジェクション、エレクトロポレーション
、などによって、細胞に追加されたものである。「異種」核酸構築物は、天然の細胞中に
見出されるコントロール配列/DNAコード配列の組み合わせと、同じまたは異なるコントロ
ール配列/DNAコード配列の組み合わせを含んでいてもよい。
【００６１】
　本明細書中で使用される用語「ベクター」は、異なる宿主細胞間の転送のために設計さ
れた核酸構築物を指す。「発現ベクター」は、外来細胞中の異種DNA断片を組み込み、発
現する能力を有するベクターを指す。多くの原核及び真核発現ベクターは市販されている
。適切な発現ベクターの選択は、当業者の知識の範囲内である。
【００６２】
　したがって、「発現カセット」または「発現ベクター」は、標的細胞において特定の核
酸の転写を許容する一連の特定の核酸エレメントを有して、組換え的または合成的に生成
された核酸構築物である。組換え発現カセットは、プラスミド、染色体、ミトコンドリア
DNA、プラスチドDNA、ウイルス、又は核酸断片に組み入れることができる。典型的には、
発現ベクターの組み換え発現カセット部分は、他の配列の中で、転写される核酸配列及び
プロモーターを含む。
【００６３】
　本明細書中で使用される用語「プラスミド」は、クローニングベクターとして用いる環
状二本鎖（ds）DNA構築体を意味し、これは多くの細菌及びいくつかの真核生物で染色体
外自己複製遺伝子エレメントを形成します。 
【００６４】
　本明細書で使用される、用語「選択マーカーをコード化するヌクレオチド配列」（"sel
ectable marker-encoding nucleotide sequence"）は、細胞中で発現可能であり、その選
択マーカーの発現は、発現される遺伝子を含む細胞に、対応する選択剤の存在下で、ある
いは対応する選択的成長条件下で、成長する能力を与えるものであるヌクレオチド配列を
指す。 
【００６５】
　本明細書中で使用される用語「プロモーター」は、下流遺伝子の転写を指示する機能を
有する核酸配列を指す。プロモーターは、一般に、標的遺伝子が発現される宿主細胞に適
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切であろう。プロモーターは、他の転写及び翻訳調節核酸配列（「コントロール配列」と
もいう。）とともに、与えられた遺伝子を発現するために必要である。一般に、転写およ
び翻訳調節核酸配列は、特に限定されるものではないが、プロモーター配列、リボソーム
結合部位、転写開始および停止配列、翻訳開始および停止配列、およびエンハンサーまた
はアクチベーター配列を含むものである。
【００６６】
　本明細書で使用される用語「キメラ遺伝子」または「異種核酸構築物」は、調節エレメ
ントを含んで、異なる遺伝子群の部分群で構成されることができる非天然遺伝子（すなわ
ち、宿主に導入されたもの）を指す。宿主細胞の形質転換のためのキメラ遺伝子構築物は
、典型的には、異種タンパク質コード配列に操作可能に連結され、または、選択マーカー
キメラ遺伝子において、形質転換された細胞へ抗菌耐性を与えるタンパク質をコード化す
る選択マーカー遺伝子へと操作可能に連結された、転写調節領域（プロモーター）から構
成されている。本開示の典型的なキメラ遺伝子は、宿主細胞への形質転換のために、構成
的または誘導性である転写調節領域、タンパク質コード配列、及びターミネーター配列を
含む。キメラ遺伝子構築物はまた、標的タンパク質の分泌が所望される場合、シグナルペ
プチドをコードする第二のDNA配列を含んでいてもよい。
【００６７】
　核酸が別の核酸配列と機能的な関係にあるとき、当該核酸は「操作可能に連結される」
。例えば、それがポリペプチドの分泌に関与するプレタンパク質として発現される場合、
例えば、分泌リーダーをコードするDNAは、ポリペプチドのDNAに操作可能に連結されてい
る。それが配列の転写に影響を及ぼす場合、プロモーターまたはエンハンサーは、コード
配列に操作可能に連結されている。翻訳を促進するように配置されている場合またはリボ
ソーム結合部位はコード配列に操作可能に連結されます。一般的に、「操作可能に連結さ
れた」結合されているDNA配列は連続しており、分泌リーダーの場合には、連続しかつ読
み枠内にあることを意味します。しかし、エンハンサーは隣接する必要はない。連結は、
都合の良い制限部位でのライゲーションにより達成される。そのような部位が存在しない
場合、PGRのための合成オリゴヌクレオチドアダプター、リンカーまたはプライマーが、
従来の慣行に従って使用される。
【００６８】

　本明細書中で使用される用語「遺伝子」は、例えば、5' 非翻訳（5' UTR）または「リ
ーダー」配列および3' UTRまたは 「トレーラー」配列、並びに個々のコードセグメント
（エキソン）間の介在配列(イントロン)のような、コード領域に先立つおよび続く領域を
含んでも含まなくてもよい、ポリペプチド鎖の産生に関与するDNAのセグメントを意味す
る。 
【００６９】
　本明細書で使用される、用語「組換え」は、異種核酸配列の導入により修飾された細胞
またはベクターへの言及を含むように、加えて、用語「組換え」はまたこのように修飾さ
れた細胞に由来する細胞を指すことができる。従って、例えば、組換え細胞は、細胞の天
然（非組換え）においては同一の形で見出されない遺伝子を発現するか、あるいは意図的
な人間の介入によって、その他において異常に発現される、発現が低い、または全く発現
されない天然遺伝子を発現する。
【００７０】
　本明細書中で細胞に関して使用される用語「形質転換された」、「安定に形質転換され
た」または「トランスジェニック」は、細胞が、非天然（異種）核酸配列をそのゲノム中
に有している、または複数世代を通じて維持されるエピソームプラスミドを有しているこ
とを指す。
【００７１】
本明細書中で使用される用語「発現」は、遺伝子の核酸配列に基づいてポリペプチドが生
成されるプロセスを指す。プロセスは、転写と翻訳の両方を含んでいる。
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【００７２】
　細胞内に核酸配列を挿入する文脈における用語「導入」（”introduced”）は、細胞へ
の核酸配列の挿入の任意の方法を指すが、特に限定されるものではないが、例えば、「ト
ランスフェクション」、「形質転換」および/または「形質導入」方法を含むものである
。この用語「導入」はまた、核酸配列が細胞（例えば、染色体、プラスミド、プラスチド
、又はミトコンドリアDNA）のゲノムに組み込むまれ、自律レプリコンに転化され、ある
いは一時的に発現される（例えば、トランスフェクト化ｍＲＮＡ）、ことができる真核細
胞または原核細胞への核酸配列の組み込みへの言及を含むものである。
【００７３】
　さて、本開示を参照すると、特定の実施形態では、コレステロール依存性細胞溶解素（
CDC）群の1つまたは複数の非毒性変異体を含む組成物に関するものである。組成物は、対
応する疾患の病原体に対して向けられたワクチンにおいて、または診断またはスクリーニ
ング方法、またはそのような検出法のような他の分析方法に使用することができる。
【００７４】
　ＣＤＣの天然型を産生する生物は、下記のものを含むがこれらに限定されず、種々の病
理学的効果を有します。 
【００７５】
クロストリジウム　パーフリンジェンス（Clostridium perfringens）は、多くの場合、
エンテロトキセミアまたはガス壊疽などの軟部組織感染症によって特徴付けられる、種々
のヒトおよび動物疾患の原因物質である。実験的証拠は、好中球機能に影響を与えること
によって、免疫応答を鈍化してパーフリンゴリシン（perfringoiysin） Oの役割を示唆し
ている。
【００７６】
　バチルス　セレウス(Bacillus cereus)(セレオリシン（Cereolysin） Oの源）は、深刻
な非消化器官系感染症、特に麻薬中毒者に、免疫抑制、新生児、および術後患者において
の、特に心室シャントなどの補綴インプラントが挿入されている場合は、まれな原因であ
る。眼感染症は通常、角膜リング膿瘍の特性形成と、眼内炎、全眼球炎、および角膜炎を
含む重篤な感染症の最も一般的なタイプである。
【００７７】
　バチルス　アルベイ（Bacillus alvei）は、眼内炎を引き起こす可能性があり、肺炎と
膿胸の原因になります。 
【００７８】
　ストレプトコッカス・ディスガラクティエ亜種エクイシミリス（Streptococcus dysgal
actiae subsp. equisimilis）は、ヒト疾患症候群の多くの異なる種類に関与することが
示されている。
【００７９】
　ストレプトコッカス　カニス（Streptococcus canis）は、一般的に動物、主に犬の病
気の原因となる。これは、ヒトに病気を引き起こす可能性があり、ほとんどの場合、軟部
組織感染症、菌血症、尿路感染症、骨感染症や肺炎である。
【００８０】
　連鎖球菌は、連鎖球菌性咽頭炎、リウマチ熱、軟部組織感染症（すなわち、肉食細菌）
、および多くの他を含む種々の疾患の原因となります。ストレプトリジンOは、これらの
疾患の多くの主要な病原因子であることが示されている。
【００８１】
　テタノリジン（Tetanolysin）は、破傷風の原因であるクロストリジウム　テタナス(Cl
ostridium tetanus)によって生成される。 
【００８２】
　リステリア　イバノビイ（Listeria ivanovii）は、動物の感染症であり、主にヒツジ
において流産を引き起こす。 
【００８３】
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　リステリア　モノサイトゲネス（Listeria monocytogenes）は、ヒトの食中毒の原因と
なる。これに起因する最も深刻な食中毒は、髄膜炎である。これは、感染が母親で無症状
であるが胎児で致命的かもしれない妊娠中の女性に関して特に問題となる。リステリオリ
シンは、細菌が無毒であることなしに、これらの疾患の重要な病原性要因である。
【００８４】
　ストレプトコッカス　スイス（Streptococcus suis）は、敗血症、髄膜炎、心内膜炎、
関節炎の原因であり、時折、ブタの他の感染症の原因となる、そして、ヒトでのますます
の問題であり、より多くの流行が、高熱、倦怠感、吐き気、嘔吐を含めた症状が報告され
ている、そして、神経症状、皮下出血、敗血症性ショックと昏睡に繋がる。 
【００８５】
本開示の特定の実施形態は、ストレプトコッカス　ニューモニエの天然（野生型）ニュー
モリシン（ "PLY" 配列番号１）の非毒性変異体（配列番号20の変異体によってコード化
された）を提供する。これらPLY変異体は、それらが野生型PLYタンパク質と比較して溶血
活性を実質的に欠くという点で特に、以前にワクチン開発のために使用されてきたニュー
モリシン変異体（Pd-B）を超えるいくつかの潜在的利点を示す。例えば、本開示のPLY変
異体は、哺乳動物の膜に結合する能力を欠き、従って野生型PLY毒素が膜に結合したとき
通常生じる（上記Pd-B変異体（Trp433Phe）では生じる）構造変化のいずれも受けない。
【００８６】
　特定の非限定的な実施形態において、本開示は、位置293および294（配列番号１）の少
なくとも1つのアミノ酸、及び位置458、459及び460の少なくとも1個のアミノ酸が、野生
型PLY配列（配列番号１）に見出されるものとは異なるアミノ酸で置換されているニュー
モリシン突然変異体を含むものである。より具体的には、位置293と294のGly残基のいず
れかまたは両方が、側鎖を有するアミノ酸、特に限定されるものではないが、例えば、al
a, leu, ile, val, pro, trp, asn, gln, phe, tyr, met, cys, thr, ser, asp, glu, ar
g, his, および lysで置換され得る。さらに、位置458及び459でのThr残基のいずれか又
は両方がgly, ala, leu, ile, val, pro, trp, asn, gln, phe, tyr, met, cys, ser, as
p, glu, arg, his, および lysで置換され得る。さらに、位置460でのLeu残基がgly, ala
, ile, val, pro, trp, asn, gln, phe, tyr, met, cys, thr, ser, asp, glu, arg, his
, および lysで置換され得る。例えば、非限定的な一実施形態では、位置293のグリシン
がala, leu, ile, val, pro, trp, asn, gln, phe, tyr, met, cys, thr, ser, asp, glu
, arg, his, およびlysのいずれかで置換されており、かつ位置460のロイシンがgly, ala
, ile, val, pro, trp, asn, gln, phe, tyr, met, cys, thr, ser, asp, glu, arg, his
,および lysのいずれかで置換されている。突然変異体ニューモリシンの非限定的な特定
の実施形態では、少なくとも位置293と294におけるグリシン残基の少なくとも１つが、セ
リンまたはスレオニン残基に変異されており、位置458、459、及び460のスレオニン、ス
レオニン、ロイシン残基の少なくとも１つが、それぞれ、アスパラギン酸、アスパラギン
、またはグルタミン酸残基に変異している。例えば、位置293がセリンに変異されており
、位置460のロイシンがアスパラギン酸に変異された場合、ニューモリシン変異体は、PLY
-G293S/L460D（又はPLY- L460D/G293S）と命名されている。このアミノ酸配列は配列番号
40として提供される。非限定的な代替の実施形態において、位置460はD、E又はNで置換す
ることができ、そして位置293はSまたはTで置換され得、位置460でD、E、またはNを含み
、位置293でSまたはTを含む二重変異体が構成され得る。
【００８７】
　ニューモリシンの変異体に加えて、本開示はセレオリシン（バチルス　セレウス）、ア
ンスロリシン(Anthrolysin)（バチルス　アントラシス（Bacillus anthracis））、ツー
リンジオリシン（Thuringiolysin）(バチルス　ツーリンジエンシス（Bacillus thuringi
ensis）)、パーフリンゴリシン（クロストリジウム　パーフリンジェンス）、アルベオリ
シン(Alveolysin)（バチルス　アルベイ）、カニオリシン（ストレプトコッカス　カニス
）、エクイシミリシン（Euisimilysin）（ストレプトコッカス　エウイシミリス）、スト
リプトリシンＯ（ストレプトコッカス　ピゲネス（Streptococcus pyogenes））、テタノ
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リシン（Tetanolysin）（Clostridium tetani）、イバノリシン（リステリア　イバノビ
イ）、リステリオリシン（リステリア　モノサイトゲネス）、シーリゲリオリシン（Seel
igeriolysin）(リステリア　シーリゲリ（Listeria seeligeri)）、スイリシン（Suilysi
n）(ストレプトコッカス　スイス)、ミチリシン（Mitilysin）(ストレプトコッカス　ミ
ティス（Streptococcus Mitis）)、血小板凝集因子（a.ka. PAFおよびヴィリダノリシン(
Viridanolysin）)（ストレプトコッカス　ミティス）、インターメディリシン(Intermedi
lysin)（ストレプトコッカス　インターメディウス(Streptococcus intermedius)）、ピ
オリシン(Pyolysin)(アルカノバクテリウム　ピョゲネス（Arcanobacterium pyogenes）
、およびノビオリシン（Novyiolysin）、別名、テタノリシン（tetanolysin）NT（クロス
トリジウム　ノビィ(Clostridium novyi)）の突然変異体を含む、ドメイン4のループ1、
ループ2及び/又はループ3に相同した位置に置換を有する他のＣＤＣの変異体を提供する
。
【００８８】
　セレオリシン、アンスロリシン、ツーリンジオリシン（別名ツーリンゴリシン　または
セレオリシン形態BT）、パーフリンゴリシン、アルベオリシン、カニオリシン、エクイシ
ミリシン、ストリプトリシンＯ、テタノリシン、イバノリシン、リステリオリシン、シー
リゲリオリシン、スイリシン、ミチリシン、インターメディリシン、血小板凝集因子（a.
ka. PAFおよびヴィリダノリシン）、およびピオリシンの野生型アミノ酸配列は、それぞ
れ、配列番号2、配列番号3、配列番号4、配列番号5、配列番号6、配列番号7、配列番号8
、配列番号9、配列番号10、配列番号11、配列番号12、配列番号13、配列番号14、配列番
号15、配列番号16、配列番号17、配列番号18、および配列番号19に示される。 
【００８９】
　本発明の別の実施形態は、配列番号９の位置561及び562の少なくとも一方、並びに位置
395および396の少なくとも一方に置換を含み、野生型ストレプトリシンＯと少なくとも９
０％の同一性を有するのストレプトリシンＯの突然変異体に関するものである。位置561
及び562における置換は、PLY（配列番号１）の位置458～460で行うことができるものとし
て本明細書に記載した任意の置換であって良く、位置395および396における置換は、PLY
の位置293または294で行うことができるものとして本明細書に記載した任意の置換であっ
て良い。
【００９０】
　配列番号18（血小板凝集因子）の突然変異体もまた、本開示に従って変異させることが
できるまた、ストレプトコッカス・ミティスから得られるレシノリシン（Leciinolysin）
である。LI、L2およびL3のアミノ酸配列はPAF と同じである。レシノリシンは、位置67、
158、211、303、305307、311、319、327、447、及び556を含む12点の位置においてPAFと
異なり、レシノリシンにおいてこれらの位置のアミノ酸は、それぞれ、T、D、T、H、E、N
、K、N、E、K、TおよびIである。本開示は、このように本明細書で意図される他の変異体
と同様であるレシノリシンの変異体、及びこれらの変異体をコードする核酸、およびこれ
らの変異体を含む組成物を含む。
【００９１】
　本明細書で開示するニューモリシン変異体群はまた、それらは、哺乳動物細胞に結合す
ることができないので、毒素の毒性活性を排除します。ニューモリシン変異体のPd-Bは天
然ニューモリシンより約21,000倍低い毒性であるが、それはまだそれを含むいずれかのワ
クチンの開発に問題が生じるのに十分な毒性を示す。肺炎連鎖球菌に対する現代のワクチ
ン開発は、他の肺炎連鎖球菌由来のタンパク質でニューモリシンを使用することに集約さ
れ、ワクチンに使用される他のタンパク質を無視してるようであるが、それにもかかわら
ず、ニューモリシンが原因疾患の確立および進行に重要であるゆえに、肺炎球菌に対する
すべての有効なワクチンに含まれることが表示されます。
【００９２】
　後述するように、ニューモリシンに関連する毒素である、パーフリンゴリシンにおいて
、そのタンパク質のウンデカペプチドは、従来の常識に反して、哺乳動物細胞へのこれら



(19) JP 6734274 B2 2020.8.5

10

20

30

40

50

の毒素の結合を媒介しないことを示した。結合を媒介する構造がウンデカペプチドに並置
されている3つの短い疎水性のループである。本開示の一部として、今までCDCの結合は、
負に帯電したアスパラギン酸またはグルタミン酸残基（たとえば）が（既にアスパラギン
酸またはグルタミン酸を含まない位置に）任意の単一の疎水性ループ内に配置された場合
、CDCの膜への結合が膜がブロックされる。したがって、この単一点突然変異は、哺乳動
物膜に、ニューモリシンを含んで、CDCの結合を排除します。例えば、ニューモリシンの
ロイシン460の代わりに、単一のアスパラギン又はグルタミン酸残基は、事実上完全に溶
血活性を抑止します。それはこの突然変異体が細胞の膜に結合する他のシステム（後述す
る）で知られているので、実質的に任意の毒性活性（例えばPd-B変異体よりも少なくとも
200倍低い毒性）を排除するだけでなく、それは、哺乳動物の膜の表面に結合することに
よって引き起こされる可能性のある副作用のいずれも排除する。
【００９３】
　特定の実施形態では、本開示の突然変異体ニューモリシンは、天然肺炎連鎖球菌ニュー
モリシン中に存在する溶血活性と孔形成活性を欠いていることが示される。一般に、当該
ポリペプチド成分は、天然肺炎連鎖球菌ニューモリシンの溶血活性の約30％未満、約20％
未満、約10％未満、約5％未満、約1％未満、約0.1％未満、約0.001％未満の溶血活性を呈
する。
【００９４】
　特定の実施形態では、本開示の突然変異体ニューモリシンが位置293、370、406または4
60のいずれかの側に隣接する3つの残基の位置（位置290、291、292、294、295、296、367
、368、369、371、372、373、403、404、405、407、408、409、457、458、459、461、462
、および463を含む）の１ないし３つにおいて置換を有する。 
【００９５】
　例えば、これらの残基は、（既にアスパラギン酸を含む位置403を除いて）負に荷電し
たアミノ酸、グルタミン酸、またはアスパラギンで置換され、又は（既にヒスチジン残基
を含む位置367及び407を除いて）正に荷電したアミノ酸、リジン、アルギニン、またはヒ
スチジンで置換され得る。あるいは、これらの残基は変異体の結合活性、孔形成活性、及
び/又は溶血活性を抑制する他の任意の天然アミノ酸（gly, ala, leu, ile, val, pro, t
rp, asn, gln, phe, tyr, met, cys, thr,またはserを含む)で置換されていてもよい。
【００９６】
　上述したように、野生型ニューモリシンのアミノ酸配列は配列番号１、および配列番号
１のニューモリシンをコード化するcDNAの逆相補は配列番号２０として示されている。本
開示はさらに、突然変異体ニューモリシン（及びその逆相補）ならびに置換タンパク質（
変異体）をコードするために必要に応じて置換されて本明細書に記載の他の変異体の、cD
NAを含むものであり、ひいてはこのような変異体をコードするcDNAを作る任意の保存的塩
基（ヌクレオチド）置換を含んでいてもよい。
【００９７】
　また、依然として本発明の変異ポリペプチドをコードする本明細書において企図される
ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列はまだ縮重コドンで改変されてもよいこ
とが理解されるであろう。従って、本開示は、さらに、本明細書に記載のポリヌクレオチ
ド配列（またはその相補配列）にハイブリダイズするポリヌクレオチド配列間に少なくと
も90％の同一性、または少なくとも95％の同一性、または少なくとも99％の同一性を有す
るものを提供する。
【００９８】
　図1A－１Eは、本明細書中で同定された天然型CDCのアミノ酸配列のアラインメントを示
します。配列は、図1 A－１Eに位置586から592（第2ループL2）、622から628（第3ループ
、L3）、及び676から682（第1ループ、LI）として表される、ニューモリシンの位置367-3
73（第2ループ、L2）、403-409（第3ループ、L3）及び457- 463（第１ループ、LI）に対
応する３つの疎水性ループに沿って並んでいる。上述したように、これらのCDCの変異体
のある特定の（非限定的）実施形態は、（アルギニン酸をすでに有している位置を除いて
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ンをすでに有している位置においてリジンを除いて、スチジンを既に有している位置にお
いてヒスチジンを除いて、またはアルギニンをすでに有しいる位置においてアルギニンを
除いて）正に荷電したアミノ酸、ヒスチジン、リジン、またはアルギニンによって、また
は他の15個の天然アミノ酸のいずれかにより、本開示に従って、1ないしそれ以上の位置
においてさらに置換を有し得、得られた変異体の機能は本開示に従うものとなる。
【００９９】
　変異体はさらに、単一のループ（L1、L2、L3）で1、2、3、4、5、6、又は7つの置換さ
れた残基を有する変異体、または２つのループ（例えば、L1およびL2、L1およびL3、L2お
よびL3）で1つ以上の置換された残基（17）を有する変異体、または、３つのループのそ
れぞれで1つ以上の置換された残基（17）を有する変異体となるような置換を有するもの
であっても良い。この置換は、本明細書に列挙されるものから選択される。例えば、変異
体は、最初のループ（LI）で1～7置換、及び/又は第二のループ（L2）で1～7置換、及び/
又は第3のループ（L3）で17の置換を有していてもよいものである。例えば、天然の残基
は正に帯電している特定の実施形態において、置換された残基は、負に帯電してもよく、
天然の残基が負に帯電している場合、置換された残基は、正に帯電されても良い。あるい
は、アスパラギン酸は、グルタミン酸、ヒスチジン、アルギニン、又はリシンで置換され
ていてもよく、又はグルタミン酸は、アスパラギン酸、リジン、ヒスチジン、またはアス
パラギンで置換されていてもよく、又はアルギニンは異なる正に帯電したアミノ酸で置換
されてもよいものである。
【０１００】
　本明細書に記載の各CDCのループ1、ループ2、及びループ3のアミノ酸位置は、表1に記
載されている。 
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【表１】

【０１０１】
　このように、タンパク質変異体の精製されたまたは単離された形態、およびその抗原性
フラグメント、一つ以上を含む医薬的に許容される賦形剤、アジュバント、および/また
は免疫刺激剤を含むこれらの変異体の免疫原性組成物、および開示されたまたは本明細書
においてその他に企画されたこれらの変異体の少なくとも１つ以上を含むワクチンおよび
血清が開示される。変異体またはその抗原性フラグメントは、例えばELISAのような、当
該分野で公知の技術を用いて生物学的サンプル中のタンパク質の代替形態の存在を検出す
るための分析方法において使用することができる。本開示はさらに、本明細書で提供され
る変異体のいずれかをコード化するcDNAを含む核酸、宿主細胞、およびベクター、および
本明細書で企図される変異体を生成するためのそれらの使用の方法を提供します。本開示
はさらに、本明細書に記載のCDC産生生物によって引き起こされる状態、疾患、および感
染症の治療のための免疫原性組成物を投与する方法を提供します。
【０１０２】
　上述したように本開示はまた、本明細書において企図される変異体のＣＤＣをコード化
する核酸配列に関するものである。本開示は、タンパク質変異体の対立遺伝子変異体は、
少なくとも８５％、例えば、それらのアミノ酸同一性の１５％未満によってタンパク質変
異体とは異なる、本明細書に開示されるタンパク質変異体の対立遺伝子変異体をコードす
る核酸を提供する。対立遺伝子変異体のアミノ酸は、タンパク質変異体と同一であり、第
１、第２、および第３のループ（ＬＩ、Ｌ２、およびＬ３）中のアミノ酸の１００％は、
タンパク質変異体のものと同じである。例えば、対立遺伝子変異体は、それらのアミノ酸
同一性の１２％未満によって、それらのアミノ酸同一性１０％未満によって、それらのア
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ミノ酸同一性の８％未満によって、それらのアミノ酸同一の６％未満によって、それらの
アミノ酸同一の４％未満によって、それらのアミノ酸同一の２％未満によって、それらの
アミノ酸同一の１％未満によって、本明細書に記載のタンパク質変異体から異なっていて
もよい。さらに、本開示は、本明細書に記載の変異体のＣＤＣをコード化する核酸と、あ
るいは本明細書に記載の変異体のＣＤＣをコード化する拡散の相補体と、ストリンジェン
トな条件下でハイブリダイズされる核酸に関するものである。
【０１０３】
　一の態様では、本開示のＣＤＣ変異体ポリペプチド又はタンパク質は少なくとも９０％
、または少なくとも９１％、または少なくとも９２％、または少なくとも９３％、または
少なくとも９４％、または少なくとも９５％、または少なくとも９６％、または少なくと
も９７％、または少なくとも９８％、または少なくとも９９％、それ以上の割合で、配列
番号１として表される配列に同一性を有し（配列アラインメントプログラムによって決定
される）、また、本明細書の他の箇所に記載の突然変異のうちの少なくとも１つを有する
、アミノ酸配列で構成される。
【０１０４】
　２つ以上の配列間の「パーセント同一性」を決定するために選択された配列のアライン
メントは、例えば、１０．０のオープンギャップペナルティー、０．１の拡張ギャップペ
ナルティ、およびＢＬＯＳＵＭ　３０類似性マトリックスを含み、デフォルトパラメータ
で操作されるＭａｃＶｅｃｔｏｒバージョン６．５におけるＣＬＵＳＴＡＬ－Ｗプログラ
ムを用いて、実行することができる。
【０１０５】
　別の実施形態では、本明細書で用いる用語「配列同一性」は、次のように配列を比較す
ることを意味します。配列は、Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ｃｏｍｐｕｔｉｎｇ　Ｇｒｏｕｐ’ｓ　
Ｇａｐのバージョン９（グローバルアライメントプログラム）を用い、（ギャップの最初
の空白調整のための）－１２のギャップオープンペナルティーと－４（ギャップ中の各追
加の連続空白当たり）のギャップ伸長ペナルティを使って、デフォルト（ＢＬＯＳＵＭ６
２）マトリックス（値－４　＋１１まで）を使用して、整列される。アラインメント後、
パーセント同一性は、特許請求の範囲に記載の配列中のアミノ酸の数の百分率として適合
の数を表すことによって計算される。
【０１０６】
　本明細書において記載あるいはその他に企画された免疫原性組成物は、（刺激）動物に
おける防御免疫応答を誘発するのに有効な量で使用することができるワクチン製剤を含包
含し得る。例えば、防御免疫応答の発生が抗体の展開によって測定することができる。特
定の非限定的な実施形態では、防御免疫応答を形成することができ、本明細書で企図され
た変異体のＣＤＣの量は、典型的には、体重１ｋｇあたり約０．００１μｇ～１００ｍｇ
の単位投与量形態であるが、これらに限定されまるものではなく、例えば、免疫化の間に
約１～６週間の間隔で、体重１ｋｇあたり約０．０１μｇ～１ｍｇ、体重１ｋｇあたり約
０．１μｇ～１０μｇであり得る。、
【０１０７】
　本開示は、少なくとも１つの疾患生物に対する免疫応答を刺激する方法を提供する。こ
の方法では、本明細書に開示される免疫原性組成物のいずれかは、疾患の生物に感染また
は疾患の生物による感染症にかかりやすい患者に投与することができる。非限定的な一実
施形態では、免疫原性組成物は、ＰＬＹＬ４６ＯＤ／Ｇ２９３Ｓ（配列番号４０）のよう
な位置２９３及び４６０における突然変異を有するニューモリシン突然変異体を含むもの
である。この方法では、免疫原性組成物は、実質的に非溶血性であり、実質的に非毒性（
又は天然ＰＬＹタンパク質と比較して、実質的に非毒性）、実質的に細胞膜に結合しない
ものであり、及び／又はＰＬＹタンパク質より同じくらい安定であるか、または実質的に
より安定である。
【０１０８】
　本開示はさらに、患者における感染症の発生及び／又は重症度を減少させる少なくとも
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一つの方法を対象とします。この方法では、本明細書に開示されたあるいは他で企図され
た免疫原性組成物のいずれかは、感染した患者又は感染症の素因を有する患者に投与され
ます。非限定的な一実施形態では、免疫原性組成物は、ＰＬＹＬ４６ＯＤ／Ｇ２９３Ｓ（
配列番号４０）などの位置２９３及び４６０に突然変異を有するニューモリシン変異体を
含みます。この方法では、免疫原性組成物は、（天然ＰＬＹタンパク質と比較して、又は
実質的に非毒性）実質的に非毒性であり、実質的に、細胞膜に結合する実質的に非溶血性
であり、及び／又は同じくらい安定であるか、または実質的にありませんネイティブＰＬ
Ｙタンパク質よりも安定。特定の実施形態において、本明細書に開示された変異体ニュー
モリシンポリペプチドは、野生型ニューモリシンポリペプチドよりも約１００，０００倍
低い溶血活性を有します。他の実施形態では、本明細書に開示された変異体ニューモリシ
ンポリペプチドは、野生型ニューモリシンポリペプチドよりも約１５万倍低い溶血活性を
有します。他の実施形態では、本明細書に開示された変異体ニューモリシンポリペプチド
は、約野生型ニューモリシンポリペプチドよりも低い溶血活性を２０万倍有します。さら
に他の実施形態において、本明細書に開示された変異体ニューモリシンポリペプチドは、
野生型ニューモリシンポリペプチドよりも約２５万倍低い溶血活性を有します。少なくと
も特定の実施形態では、アミノ酸中の少なくとも２個の置換を有する本明細書に開示され
た精製された突然変異ニューモリシンポリペプチドは、位置２９３、２９４、４５８、４
５９、及び４６０のアミノ酸位置の少なくとも２つの置換を有し、また位置２９３、２９
４、４５８、４５９、及び４６０のアミノ酸位置の１つのみに置換を有する突然変異ニュ
ーモリシンポリペプチドよりも精製によって増加した収量を有する。増加する組換体の収
率は、例えば、少なくとも約１０倍、少なくとも約１５倍、少なくとも約１７倍、少なく
とも約２０倍である。
【０１０９】
　本明細書に開示される免疫原性組成物は、本明細書に記載の疾患生物に感染しているあ
るいは感染し得る動物に投与することができ、特に限定されるものではないが、例えば、
イヌ、ネコ、ウサギ、齧歯類、ウマ、家畜（例えば、ウシ、ヒツジ、ヤギ、および豚を含
むがこれらに限定されない）、動物に投与することができるヤギ、および豚）、動物園の
動物、有蹄類、霊長類、およびヒトが挙げられます。
【０１１０】
　変異体は、ニューモリシン変異体である場合、本開示は、対象における免疫応答を刺激
するために対象に投与することができる（ワクチンが、これらに限定されるものなどでは
なく）免疫原性組成物を含んでいるが。一つ以上のニューモリシン変異体に加えて、免疫
原性組成物／ワクチンは、肺炎球菌由来の他のタンパク質またはタンパク質サブユニット
を含んでもよく、あるいはまたは免疫原性組成物／ワクチン中のニューモリシン変異体又
は他のタンパク質と組み合わされた、またはコンジュゲートされた莢膜多糖材料を含むこ
とができる。例えば、莢膜材料は、肺炎連鎖球菌の血清型１、２、３、４、５、６Ａ、６
Ｂ、７Ｆ、８、９Ｍ、９Ｖ、１０Ａ、１１Ａ、１２Ｆ、１４、１５Ｂ、１７Ｆ、１８Ｃ、
１９Ａ、１９Ｆ、２０，２２Ｆ、２３Ｆ、２４Ｆ、２７、３３Ｆ、または３４、または当
技術分野で公知の他のもののいずれかの１またはそれ以上から誘導され得る。述べたよう
に、免疫原性組成物／ワクチンは、アジュバントおよび／または他の薬学的に許容できる
賦形剤を含んでもよい。多糖類は、例えば、単量体結合（多糖類の一端のみがポリペプチ
ドに結合されている）、ループ結合（単一のポリペプチドがループ多糖類に取り付けられ
ている）、または架橋（複数のポリペプチドに付着された多糖類）を介して、変異体にコ
ンジュゲートすることができる。
【０１１１】
　本開示の変異体ニューモリシンポリペプチドまたはそのフラグメントを含む免疫原性組
成物またはワクチンは、特に限定されることはないが例えば肺炎、髄膜炎、菌血症、およ
び中耳炎のような、肺炎連鎖球菌に関連する疾患および状態を処置するために使用される
。
【０１１２】
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　特定の実施形態において、本明細書に開示された変異体のＣＤＣは、Ｔ細胞増殖を刺激
する、またはＢ細胞の刺激を介しての抗体の産生を引き起こすために有用である。
【０１１３】
　上記のように、本発明の免疫原性組成物は、中性ｐＨの生理食塩水（例えば、リン酸緩
衝生理食塩水など）または緩衝生理食塩水（これらに限定されない）のような、薬学的に
（生理学的に）許容される賦形剤と本明細書で企図される変異体のＣＤＣを組み合わせる
ことによって形成することができる。
【０１１４】
　本開示はまた、本明細書で記載されたまたは意図された変異体のＣＤＣの抗原性フラグ
メントを含みます。例えば、ワクチン組成物のために、フラグメントは、防御免疫応答を
刺激するのに十分な大きさである。ポリペプチド成分は、増強された免疫応答を誘導する
のに十分な長さでなければなりません。天然ＣＤＣタンパク質のフラグメントに関しては
、フラグメントは、少なくとも約８、少なくとも約１０、少なくとも約２５、少なくとも
約５０、少なくとも約７５、少なくとも約１００、少なくとも約１２５、少なくとも約１
５０、少なくとも約１７５、少なくとも約２００、少なくとも約２５０、少なくとも約３
００、少なくとも約３５０、少なくとも約４００、少なくとも約４２５、少なくとも約４
５０、少なくとも約４６０、少なくとも約長さ４６５、またはそれ以上のアミノ酸長さで
ある。
【０１１５】
　フラグメントは、一緒に結合されている変異体の異なる位置からのペプチド部分を含ん
でいてもよい。ある特定の（非限定的）実施形態では、断片は、本明細書で説明した３つ
のループのうちの１つ以上を含みます。
【０１１６】
　本明細書で記載されたまたは意図された変異体のＣＤＣまた、患者の症状を治療または
改善するために受動免疫血清として使用することができる中和抗体を生成するのに有用で
ある。中和抗体応答が生成されるまで、上記のように免疫原性組成物（例えば、ウマ又は
ヒト）動物に投与することができる。これらの中和抗体は、その後、採取し精製し、症状
を示す患者を治療するために利用することができる。
【０１１７】
　このような中和抗体は、病原体の効果を中和するのに有効な量で、疾患の症状を示す患
者に投与されます。中和抗体は、静脈内、筋肉内、皮内、皮下などを投与することができ
る。特定の経路は、静脈内で、又は局所感染のために、局所的で組織損傷の部位で壊死組
織除去された部位である。中和抗体はまた、抗生物質治療と併用して投与することができ
る。ショックまたは組織損傷の減少は、単一用量または複数用量で得られるまで中和抗体
を投与することができる。典型的には投与中和抗体の量は、体重１ｋｇあたり約１ｍｇ～
約１０００ｍｇの抗体、特に限定されるものではないが、体重１ｋｇあたり約５０ｍｇ～
約２００ｍｇのような値である。
【０１１８】
　本開示の免疫原性組成物は、非毒性および滅菌薬学的に許容される賦形剤中に本明細書
に開示される変異体タンパク質の少なくとも一つの免疫防御、非毒性の量を含有する医薬
組成物として調製することができる。
【０１１９】
　本発明の免疫原性組成物は、特に限定されるものではないが例えば、経口、筋肉内、静
脈内、舌下粘膜的、動脈内、皮内、腹腔内、鼻腔内、肺内、眼内、膣内、直腸内、および
/または皮下を含む、当技術分野で公知の任意の適切な方法で適切な被験体に投与するこ
とができる。これらは、免疫原性組成物を含む溶液または粉末の吸入により、例えば、消
化管や気道に導入することができる。非経口投与は、使用される場合、一般に注射によっ
て特徴づけられる。注射剤は、注射前に液体中の溶液または懸濁液に適した液体溶液また
は懸濁液、固体形態として、またはエマルジョンとしてのいずれかで、従来の形態で調製
することができる。
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　免疫原性組成物（例えば、ワクチン）は、免疫応答の一部として抗体の産生を誘発する
のに十分な量で投与される。任意の患者のための投薬量は、患者のサイズ、一般的な健康
、性別、体表面積、年齢、投与される特定の化合物、投与の時間および経路、および同時
に投与される他の薬剤を含む多くの要因に依存する。最適な投与量の決意は十分に通常の
技術の薬理学者の能力の範囲内である。特定の実施形態では、被験体に投与することがで
きる変異体ＣＤＣの有効量の非限定的な範囲は、例えば、体重１ｋｇ当たりそのようなタ
ンパク質の約１０ｎｇ～１００ｍｇ、例えば、体重１ｋｇ当たりそのようなタンパク質の
約０．１μｇ～１ｍｇで投与ある。少なくとも１つの非限定的な実施形態において、提供
される投与量は、アジュバントありまたはなしで、約０．２５μｇ～約２５μｇのタンパ
ク質の範囲である。
【０１２１】
　免疫原性組成物が、筋肉内または深い皮下経路を介して、非経口投与される場合、変異
体タンパク質は、（ある特定の、しかし、非限定的な実施形態において）免疫応答を引き
起こすまたは高めるために、任意の従来のアジュバントと混合されるまたは吸着され得る
。このようなアジュバントとしては、水酸化アルミニウム、リン酸アルミニウム、ムラミ
ルジペプチド、細菌リポ多糖および誘導体、ならびにＱｕｉｉＡから精製されたサポニン
が含まれるがこれに限定されるものではありません。タンパク質はまた、リポソームまた
は免疫刺激複合体（ＩＳＣＯＭ）のような微粒子内に免疫系に提示することができる。先
に述べたように、本開示の変異体タンパク質／ペプチドフラグメントを含有する製剤は経
口または鼻腔内摂取のために設計され得る。
【０１２２】
　本発明の免疫原性組成物の治療上有効かつ非毒性用量は、当業者によって決定すること
ができる。例えば、任意の対象に対する特定の用量を含む種々の要因に依存し得る。特に
限定されるものではないが、年齢、一般的な健康状態、患者の食事、投与の時間および経
路、他の薬剤との相乗効果、免疫原性組成物が反復投与されるか否かを含む要因に依存す
る、。必要であれば、免疫原性組成物は、各投与の間及び後の時間に任意のブースター用
量で１３ヶ月の間隔で繰り返し投与されます。適切な剤形を調製する実際の方法は当業者
に知られており、又は明らかであろう。例えば、レミントンの「薬学」最新版（Remingto
n's Pharmaceutical, Sciences, latest edition)を参照のこと。
【０１２３】
  上述したように、本開示は、本明細書に記載の変異体ポリペプチドおよび本発明の活性
なフラグメントをコードするポリヌクレオチドを含みます。ポリヌクレオチドは、ＲＮＡ
の形態またはＤＮＡの形態（特に限定されないが、、ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ、及び合成
ＤＮＡを含む。）の形態であり得る。ＤＮＡは、二本鎖または一本鎖であり得、そして一
本鎖である場合、コード鎖または非コード（アンチセンス）鎖であってもよい。
【０１２４】
　表２に示すものは、本明細書において企画したＣＤＣの天然配列を直接コード化した（
あるいは逆相補を介してコード化した）ＤＮＡ配列（および対応するアミノ酸配列）であ
る。そして、それゆえ、これらは、本明細書に記載したあるいはそ例外で企画した突然変
異体を形成するように突然変異させることができる。
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【表２】

【０１２５】
　本発明の変異型ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含むベクターを用いて宿
主細胞は、遺伝子操作された（形質導入、形質転換、および／またはトランスフェクト）
。ベクターは、例えば、プラスミド、ウイルス粒子、ファージ等の形態であり得る。遺伝
子工学された宿主細胞は、プロモーターの活性化、形質転換体を選択し、又はこのような
ポリペプチドをコード化するポリヌクレオチド増幅するために適切に変更することができ
る公知の栄養培地で培養することができる。温度、ｐＨなどの培養条件は、発現のために
選択された宿主細胞で使用されるものであり、当業者には明らかであろう。ベクターは、
染色体、非染色体、および合成ＤＮＡ配列、例えば、ＳＶ４０の誘導体；細菌プラスミド
；ファージＤＮＡ；バキュロウイルス：酵母プラスミド；例えばワクシニア、アデノウイ
ルス、鶏痘ウイルス、および仮性狂犬病などのウイルスＤＮＡプラスミドとファージＤＮ
Ａの組み合わせに由来するベクターなどが挙げらる。しかしながら、任意の他のベクター
は、それが宿主において複製可能かつ生存可能であるとして使用されてもよい。
【０１２６】
　適切なＤＮＡ配列は、種々の手順によりベクターに挿入することができる。一般に、Ｄ
ＮＡ配列は、当技術分野で公知の手順により適切な制限エンドヌクレアーゼ部位に挿入さ
れます。そのような手順および他のものは、当業者の範囲内であると考えられます。
【０１２７】
　発現ベクター中のＤＮＡ配列は、ｍＲＮＡ合成を指示する適切な発現制御配列（プロモ
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ーター）に連結されている。このようなプロモーターの代表例としては、以下が挙げられ
得る：ＬＴＲまたはＳＶ４０プロモーター、大腸菌ｌａｃまたはｔｒｐ、ファージλＰ１
　プロモーター、及び原核細胞または真核細胞またはそれらのウイルスにおける遺伝子の
発現を制御することが知られている他のプロモーター。発現ベクターは、翻訳開始および
転写終止のためのリボソーム結合部位を含んでいる。ベクターはまた、発現を増幅するた
めの適切な配列を含むことができる。
【０１２８】
　また、特定の非限定的な実施形態において、発現ベクターは、ジヒドロ葉酸レダクター
ゼまたは真核細胞培養のためのネオマイシン耐性のような形質転換された宿主細胞の選択
のための表現型形質を提供する１つまたは複数の選択マーカー遺伝子を含む、またはテト
ラサイクリンなどの又は大腸菌におけるアンピシリン耐性を含む。
【０１２９】
　上述のような適切なＤＮＡ配列ならびに適切なプロモーターまたは制御配列を含むベク
ターは、タンパク質を発現するホストを可能にする適切な宿主を形質転換するために使用
することができる。
【０１３０】
　適当な宿主の代表的な（非限定的な）例として、以下のものが挙げられる：例えば、大
腸菌、ストレプトミセス、ネズミチフス菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉｍｕｒｉ
ｕｍ）などの細菌細胞；　酵母などの真菌細胞；　ショウジョウバエ（Ｄｒｏｓｏｐｈｉ
ｌａ）Ｓ２およびスポドプテラ（Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ）８ｆ９などの昆虫細胞；例えば
ＣＨＯ、ＣＯＳまたはＢｏｗｅｓメラノーマなどの動物細胞；　アデノウイルス：植物細
胞などの適切な宿主細胞の選択は、本明細書の教示から当業者の範囲内であるとみなされ
る。
【０１３１】
　より具体的には、本開示はまた、本明細書に記載されおよび可能である配列の１つ以上
を含む組換え構築物を含む。構築物は、ポリヌクレオチド配列が順方向または逆方向に挿
入されたプラスミドまたはウイルスベクターなどのベクターを含みます。非限定的な一実
施形態において、構築物はさらに、例えば、プロモーターは、配列に連結された、などの
調節配列を含みます。多数の適切なベクターおよびプロモーターは、当業者に公知であり
、市販されている。以下のベクターは、非限定的な例として提供されます。細菌：ｐＱＥ
７０、ｐＱＥ６０、ｐＱＥ－９（Ｑｉａｇｅｎ、Ｉｎｃ．、Ｈｉｌｄｅｎ、Ｇｅｒｍａｎ
ｙ）、ｐＢＳ、ｐＤ１０、ｐｈａｇｅｓｃｒｉｐｔ、ｐｓｉＸ１７４、ｐｌｕｅｓｃｒｉ
ｐｔ　ＳＫ、ｐＢＳ、ｐＮＨ８Ａ、ｐＮＨ１６ａ、ｐＮＨ１８Ａ、ｐＮＨ４６Ａ（Ｓｔｒ
ａｔａｇｅｎｅ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）　ｐｔｒｃ９９ａ、ｐＫＫ２２３－３、ｐ
ＫＫ２３３－３、ｐＤＲ５４０、ｐＲＩＴ５（Ｐｈａｒｍａｃｉａ、Ｓｔｏｃｋｈｏｌｍ
、Ｓｗｅｄｅｎ）。真核生物：ｐＷＬＮＥＯ、ｐＳＶ２ＣＡＴ、ｐＯＧ４４、ｐＸＴ１、
ｐＳＧ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）ｐＳＶＫ３、ｐＢＰＶ、ｐ
ＭＳＧ、ｐＳＶＬ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ、Ｓｔｏｃｋｈｏｌｍ、Ｓｗｅｄｅｎ）。しかし
ながら、それらが宿主において複製可能かつ生存可能である限り、任意の他のプラスミド
またはベクターを使用することができる。
【０１３２】
　プロモーター領域は、選択マーカーを有するＣＡＴ（クロラムフェニコールトランスフ
ェラーゼ）ベクターまたは他のベクターを使用して、任意の所望の遺伝子から選択するこ
とができる。２つの適切なベクターは、ｐＫＫ２３２－８およびｐＣＭ７である。特定の
名前の細菌プロモーターには、ｌａｃＩ、ｌａｃＺ、Ｔ３、Ｔ７、ｇｐｔ、ラムダＰＲ、
ＰＬおよびＴＲＰが含まれる。真核生物プロモーターは、ＣＭＶ前初期、ＨＳＶチミジン
キナーゼ、初期および後期ＳＶ４０、レトロウイルス由来のＬＴＲ、およびマウスメタロ
チオネイン－Ｉを含む。
【０１３３】
　さらなる実施形態において、本開示は、上記の構築物を含む宿主細胞を含みます。宿主
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細胞は、哺乳動物細胞（ただしこれに限定されない）のような高等真核細胞であってもよ
く、酵母細胞（ただしこれに限定されない）のような下等真核細胞; （例えば、限定され
ないが）細菌細胞のような原核細胞であってもよい。構築物の宿主細胞への導入は、リン
酸カルシウムトランスフェクション、DEAE-デキストラン媒介トランスフェクション、エ
レクトロポレーション（Davisら、Basic Methods in Molecular Biology（1986） Elsevi
er Science Publishing Co.、Inc. ）、または任意の他の適切な技術を使用して、行うこ
とができる。
【０１３４】
　宿主細胞中の構築物は、組換え配列によりコードされる遺伝子産物を産生するために従
来の方法で使用することができる。あるいは、本発明のポリペプチドは、合成的に、従来
のペプチド合成によって製造することができる。
【０１３５】
　成熟タンパク質は、適切なプロモーターの制御下で、哺乳動物細胞、酵母、細菌、また
は他の細胞中で発現させることができる。無細胞翻訳系もまた、本開示のＤＮＡ構築物に
由来するＲＮＡを用いてこのようなタンパク質を産生するために使用することができる。
原核生物および真核生物宿主での使用に適切なクローニングおよび発現ベクターは、グリ
ーンおよびＳａｍｂｒｏｏｋ（モレキュラークローニング：アラボラトリーマニュアル、
第４版、コールドスプリングハーバー、ＮＹ、（２０１２））によって記載されており、
その全内容は関連により本明細書に組み込まれる。
【０１３６】
　高等真核生物による本開示の変異体ポリペプチドをコードするDNAの転写は、エンハン
サー配列をベクターに挿入することによって増加させることができる。エンハンサーはDN
Aのシス作用性エレメントであり、通常約10300bpであり、その転写を増加させるためにプ
ロモーターに作用する。例としては、複製起点bp100270の後期側のSV40エンハンサー、サ
イトメガロウイルス初期プロモーターエンハンサー、複製起点の後期側のポリオーマエン
ハンサー、およびアデノウイルスエンハンサーが含まれる。
【０１３７】
　一般的に、組換え発現ベクターは、宿主細胞の形質転換を可能にする複製起点および選
択マーカー、例えば大腸菌およびS.セレビシエTRP1遺伝子のアンピシリン耐性遺伝子およ
び高発現遺伝子由来のプロモーターを含むであろう下流の構造配列の転写を指示する。こ
のようなプロモーターは、とりわけ、3-ホスホグリセレートキナーゼ（PGK）、α-因子、
酸性ホスファターゼまたは熱ショックタンパク質などの解糖系酵素をコードするオペロン
に由来し得る。異種構造配列は、翻訳開始および終止配列と適切な相で組み立てられる。
所望により、異種配列は、所望の特性、例えば発現された組換え産物の安定化または単純
化された精製を付与するN末端同定ペプチドを含む融合タンパク質をコードすることがで
きる。
【０１３８】
　細菌使用のための有用な発現ベクターは、所望のタンパク質をコードする構造DNA配列
を、適切な翻訳開始および終結シグナルとともに、機能的プロモーターを用いて作動可能
な読み取り段階で挿入することによって構築される。ベクターは、ベクターの維持を確実
にするために、そして望ましい場合には、宿主内で増幅を提供するために、1つまたは複
数の表現型選択マーカーおよび複製起点を含む。
【０１３９】
　代表的であるが非限定的な例として、細菌の使用に有用な発現ベクターは、（ＡＴＣＣ
　３７０１７）を選択マーカーおよび周知のクローニングベクターｐＢＲ３２２の遺伝子
エレメントを含む市販のプラスミドに由来する細菌の複製起点を含むことができる。この
ような市販のベクターには、例えば、ｐＫＫ２２３－３（アマシャムファルマシアバイオ
テック、ピスカタウェイ、ＮＪ、ＵＳＡ）及びｐＧＥＭｌ含む（プロメガ、マディソン、
ウィスコンシン州、米国）、これらのｐＢＲ３２２「骨格」部分は、適切なプロモーター
と組み合わせ、構造されている表現するシーケンスである。



(29) JP 6734274 B2 2020.8.5

10

20

30

40

50

【０１４０】
　適切な細胞密度に適した宿主株および宿主株の成長の形質転換後、選択したプロモータ
ーを適切な手段（例えば、温度シフトまたは化学的誘導）によって誘導され、そして細胞
はさらなる期間培養される。
【０１４１】
　細胞は、典型的には、物理的または化学的手段により破壊し、遠心分離によって回収し
、そして得られた粗抽出物をさらなる精製のために保持されている。
【０１４２】
　タンパク質の発現に用いられる微生物細胞は、凍結融解サイクル、超音波処理、フレン
チプレス、機械的破壊、または細胞溶解剤の使用を含む任意の好都合な方法によって破壊
することができ、そのような方法は当業者に周知であるアート。しかしながら、本開示の
ポリペプチドを分泌する宿主細胞を使用し、培養培地からポリペプチドを回収することが
可能であることが望ましい（しかし、非限定的であり得る）。
【０１４３】
　種々の哺乳動物細胞培養系を用いて、組換えタンパク質を発現させることもできる。哺
乳動物発現系の例には、Gluzman（Cell（1981）23：175）によって記載されたサル腎線維
芽細胞のCOS-7系、および適合性ベクター、例えばC127,3T3、CHO、 HeLaおよびBHK細胞株
。哺乳類発現ベクターは、複製起点、適切なプロモーターおよびエンハンサー、ならびに
任意の必要なリボソーム結合部位、ポリアデニル化部位、スプライスドナーおよびアクセ
プター部位、転写終結配列、および5 '隣接非転写配列を含む。 SV40スプライスおよびポ
リアデニル化部位に由来するDNA配列は、必要とされる非転写遺伝要素を提供するために
使用され得る。
【０１４４】
　ポリペプチドを回収および／または既知のタンパク質回収｝」及び精製方法により、組
換え細胞培養物から精製することができる。そのような方法は、硫酸アンモニウムまたは
エタノール沈殿、酸抽出、陰イオンまたは陽イオン交換クロマトグラフィー、ホスホセル
ロースクロマトグラフィー、疎水性相互作用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、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィー、およびレクチンクロマトグ
ラフィーを含むことができる。手順をリフォールディングタンパク質は、成熟タンパク質
の立体配置を完成して、必要に応じて、使用することができる。この点において、シャペ
ロンは、リフォールディング手順において使用することができる。最後に、高速液体クロ
マトグラフィー（ＨＰＬＣ）を最終精製工程に用いることができる。
【０１４５】
　本開示において免疫原として有用な突然変異体ポリペプチドは、化学合成手順の産物、
または原核または真核宿主からの組換え技術の産物（例えば、細菌、酵母、高等植物、昆
虫および哺乳動物培養中の細胞）である。組換え生産手順で使用される宿主に依存して、
本開示の突然変異体ポリペプチドはグリコシル化されていてもよいし、非グリコシル化さ
れていてもよい。
【０１４６】
　個々に発現されたポリペプチドは、当技術分野で周知の組換え発現/単離方法によって
単離することができる。そのような単離方法の典型的な例は、タンパク質の保存領域に対
する抗体、またはタンパク質構造の一部として発現されるHisタグまたは切断可能なリー
ダーまたはテールを利用することができる。
【０１４７】
　上記のように、本明細書中に開示されているかまたは企図されているCDC変異体タンパ
ク質のフラグメントおよび変異体は、本開示の一部であると考えられる。フラグメントは
、天然または変異体ポリペプチドのアミノ酸配列の一部ではあるが全部ではないアミノ酸
配列を有する変異体ポリペプチドである。フラグメントは、自立しているか、またはフラ
グメントが部分または領域を形成するより大きなポリペプチド（例えば、単一の連続領域
としてであるが、これに限定されない）内に含まれ得る。特定の非限定的なフラグメント
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は、類似の活性または改善された活性を有するものまたは減少した活性を有するものを含
む、本開示のポリペプチドの活性を媒介するフラグメントである生物学的に活性なフラグ
メントである。また、動物、特にヒトにおいて抗原性または免疫原性であるフラグメント
も含まれる。この態様では、本開示は、（i）変異型CDCのフラグメント、例えば、長さが
少なくとも約20100アミノ酸、または長さが約100200アミノ酸である（但し、これに限定
されない） （ii）該突然変異フラグメントを含む医薬組成物。
【０１４８】
　一実施形態では、本明細書に記載のCDC変異体をコードする核酸は、高ストリンジェン
シーハイブリダイゼーション条件下で対応する天然配列とハイブリダイズすることができ
る。高ストリンジェンシー条件の一例は、50％ホルムアミド、5×SSC、5×デンハルト溶
液、0.5％SDSおよび100μg/ ml変性キャリアDNA中で約42℃でのハイブリダイゼーション
、続いて2×SSCおよび0.5％ SDS中、42℃で0.1×SSCおよび0.5％SDS中でさらに2回洗浄し
た。
【０１４９】
核酸構築物/発現ベクター
【０１５０】
　前述したように、本明細書で企図される核酸は、宿主細胞に導入され得、そして複製す
ることができる異種核酸構築物またはベクターに組み込まれ得る。ベクターは、そのベク
ターが導入された細胞において複製可能かつ生存可能である限り、使用され得る。多数の
適切なベクターおよびプロモーターが当業者に公知であり、市販されている。適切なDNA
配列は、様々な手順によってプラスミドまたはベクター（本明細書では「ベクター」と総
称する）に挿入することができる。一般に、DNA配列は、標準的な手順によって適切な制
限エンドヌクレアーゼ部位に挿入される。そのような手順および関連するサブクローニン
グ手順は、当業者の知識の範囲内であるとみなされる。
【０１５１】
　本開示の異種核酸構築物は、本明細書で企図される変異型CDCまたはその断片のコード
配列を含み得る：（i）単離された; （ii）突然変異CDCコード配列が優性コード配列であ
る融合タンパク質またはシグナルペプチドコード配列（ただしこれに限定されない）のよ
うな追加のコード配列と組み合わせて; （iii）イントロンおよび制御エレメント（例え
ば、プロモーターおよびターミネーターエレメントまたは5 'および/または3'非翻訳領域
）のような非コード配列（ただしこれに限定されない）と組み合わせて、適切な宿主;お
よび/または（iv）変異型CDCコード配列が異種遺伝子であるベクターまたは宿主環境にお
いて。
【０１５２】
　適切なベクターは、典型的には、選択マーカーをコードする核酸配列、挿入部位、およ
びプロモーターおよび終結配列などの適切な制御エレメントを備えている。ベクターは、
例えば、宿主細胞中のコード配列の発現に有効なイントロンおよびコントロールエレメン
ト、すなわちプロモーターおよびターミネーターエレメントまたは5 'および/または3'非
翻訳領域などの非コード配列を含む調節配列を含むことができる（および/または改変さ
れた可溶性タンパク質抗原コード配列が正常に発現されていないベクターまたは宿主細胞
環境において）、コード配列に作動可能に連結される。多数の適切なベクターおよびプロ
モーターが当業者に知られており、その多くは市販されている。
【０１５３】
　例示的なプロモーターには、CMVプロモーター、SV40初期プロモーター、RSVプロモータ
ー、EF-1αプロモーター、tet-反応性エレメントにtet応答性エレメント（TRE）を含むプ
ロモーター、特定の金属塩を添加することによってアップレギュレートされるベータアク
チンプロモーターおよびメタロチオネインプロモーターを含む。プロモーター配列は、発
現のために宿主細胞によって認識されるDNA配列である。これは、突然変異体ポリペプチ
ドをコードするDNA配列に作動可能に連結される。
【０１５４】
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　他に示されない限り、本開示の組成物および方法の実施は、当業者の技術範囲内の分子
生物学、微生物学、組換えDNAおよび免疫学の従来の技術を用いる。
【実施例】
【０１５５】
　実施例は、以下に提供されます。しかしながら、本開示の実施形態は、本明細書に記載
される特定の実験結果と実験手順への適用に限定されるものではない。実施例は、単に様
々な実施形態のうちのように提供され、網羅的ではなく、例示的であることを意味してお
り、本開示の教示の追加の異なる実施形態が確か当業者に示唆されるであろうことは理解
されるであろう。従って、そのような他の実施形態は、本開示の本明細書から推測されて
きたと考えられる。
【０１５６】
実施例１
　コレステロール依存性細胞溶解素（CDC）は、20種を超える異なるグラム陽性細菌によ
って産生される細孔形成ポリペプチド毒素の大きなファミリーである（文献1）。最初、
細菌はこれらの毒素を安定な水溶性モノマーとして分泌する。モノマーは膜に結合し、オ
リゴマー化および細孔形成を促進する構造変化の特定のシーケンスを受ける。名前が示す
ように、CDC細孔形成機構は、その細孔形成機構のために膜コレステロールに絶対に依存
している。数十年の間のドグマは、コレステロールがこれらの毒素の受容体であり、CDC
のドメイン4（D4）（図2）に位置する保存されたウンデカペプチドが、CDCとコレステロ
ール2-4との相互作用に重要であるということでした。しかしながら、他の研究は、ウン
デカペプチドがこれらのCDCのコレステロールに富む膜への最初の結合を媒介しないこと
を示唆している5,6。したがって、コレステロールへのそれらの結合を媒介するこれらのC
DCの構造的成分は、現在の研究に先立って曖昧であった。
【０１５７】
　CDC機構の酸化に対する感受性は80年以上にわたり知られており、この特性は元来これ
らの毒素に与えられた「チオール活性化細胞溶解素」の名称であった（文献8参照）。こ
のチオール基の酸化は、しばしば> 99％2の細胞溶解活性の有意な喪失をもたらす。これ
は、大部分の配列決定されたCDCに存在する唯一のシステインであるため、保存されたウ
ンデカペプチド（ECTGLAWEWWR-配列番号39）に敏感なチオール基を有するシステインが存
在するという多数のCDCの配列分析によって続いて示された。このチオール基の酸化に関
連する細胞溶解活性の喪失は、コレステロールが豊富な膜への結合の変化から生じ、膜結
合とウンデカペプチドの間の推定上の結合を確立することが示唆されている。ウンデカペ
プチドの高度に保存された性質は、おそらく膜コレステロールとの直接相互作用を媒介す
る高度に保存された機能を示唆した。
【０１５８】
　コレステロールがCDCの受容体であるというドグマは、ストレプトコッカス　インター
メディウス（Streptococcus intermedius）によって分泌されるCDCであるインターメディ
リン（ILY）の発見によって複雑化した。他のCDCとは対照的に、ILYは、ヒト細胞特異的
な9,10であり、コレステロールが豊富な膜ではなく補体膜攻撃複合体11,12の種特異的阻
害剤であるヒトCD59に特異的に結合する能力によって説明される。したがって、特定の非
ステロール受容体に結合するILYおよびコレステロールが豊富な膜に直接結合するPFO様CD
Cの少なくとも2つのクラスのCDCが存在する。しかし、両方のタイプのCDCの細胞溶解機構
は、膜コレステロールに対して感受性であり、どちらもコレステロールを実質的に枯渇さ
せた膜では活性ではない14。したがって、これらの研究は謎を提示した。コレステロール
はPFO様CDCとは著しく異なる方法でILY機構に寄与するか、または両方のクラスのCDCにコ
レステロールが寄与するための統一分子基盤があるか？
【０１５９】
　Giddingsら14は、hRBC膜のコレステロール枯渇が、全てのCDCについてプレコア細孔転
換を阻止したが、PFO様CDCの膜への結合にも影響を及ぼすことを示した。 Soltaniらは、
ILYのL1-L3 D4ループ（図2）の膜挿入を破壊することにより、プレポアから細孔への変換
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も阻害されることを示した。したがって、2つの異なる現象は、ILYにおけるプレコア - 
細孔変換、膜コレステロールの枯渇14およびL1-L3ループの膜挿入の破壊をブロックする1

5。
【０１６０】
　これらの観察に基づいて、D4ループとILYおよびPFOのウンデカペプチドとの膜の相互作
用の詳細な研究を行った。これらの研究の結果は、ドメイン4の塩基のL1-L3ループが、ウ
ンデカペプチドではなく、コレステロールが豊富な膜を認識する一次構造であることを示
している。これらのループとコレステロールが豊富な膜との相互作用は、PFOとコレステ
ロールが豊富な膜との相互作用を媒介するのに対して、膜へのそれらの挿入は、プレコア
がPFOおよびILYの両方の孔を変換するためにも必要である。したがって、これらの結果は
、現在、CDCのコレステロール感受性の構造的基礎を提供し、異なる膜受容体を使用するI
LYおよびPFO様CDCの両方に対するコレステロールの影響に関する統一的説明を提供する。
【０１６１】
材料および実施例の方法　
【０１６２】
細菌株、プラスミド、および化学物質
【０１６３】
　ILYおよびPFOの遺伝子を、先に記載したようにpTrcHisA（Invitrogen）にクローニング
した（14,16）。全ての突然変異は天然のILY（天然システインレス）またはシステインレ
スPFO（PFOC459A）のバックグラウンドで行った。ネイティブPFOは、システインレスPFO
誘導体PFOC459Aを生成するためにアラニンに変更された残基459にシステインを含む。 PF
OとPFOC459Aはいずれも同様の細胞溶解活性を示す16。すべての化学物質および酵素は、S
igma、VWRおよびResearch Organicsから入手した。すべての蛍光プローブは、Molecular 
Probes（Invitrogen）から得た。
【０１６４】
ILYおよびその誘導体の生成および精製
【０１６５】
PCR QuikChange突然変異誘発（Stratagene）を用いて、天然のILYまたはPFOC459Aにおい
て種々のアミノ酸置換を行った。 ILY遺伝子の突然変異体バージョンのDNA配列をオクラ
ホマ医学研究財団コアDNA配列決定施設により分析した。組換えILYおよびその誘導体の大
腸菌（Escherichia coli）からの発現および精製は、記載の通りに実施した15,16。溶出
したタンパク質を4℃で一晩、緩衝液（300mM NaCl、10mM MES、1mM EDTA、pH6.5）に透析
した。次いで、タンパク質を5mM DTTおよび10％（vol / vol）滅菌グリセロール中に-80
℃で保存した。
【０１６６】
スルフヒドリル特異的試薬によるILYおよびPFOならびにそれらの誘導体の化学修飾
【０１６７】
　ILYのシステイン誘導体を、スルフヒドリルを介して環境感受性プローブであるヨード
アセトアミド-N、N'-ジメチル-N-（7-ニトロベンズ-2-オキサ-1,3-ジアゾリル）エチレン
ジアミン（NBD）で修飾したグループ。反応は以前に記載されたようにして行った14。修
飾されたタンパク質を10％（vol / vol）滅菌グリセロール中に保存し、液体窒素中で急
速凍結し、-80℃で保存した。タンパク質を75％以上の効率で標識した。
【０１６８】
蛍光測定
【０１６９】
　全ての蛍光強度測定は、前述のSLM-8100光子計数分光蛍光計を用いて行った。 NBD測定
のために、460～480nmの励起波長および540nmの発光波長を4nmのバンドパスで使用した。
各試料について500600nmの放出走査を1nmの分解能で1秒の積分時間で実施した。全毒素10
μgを含む試料を、PBS（10mM Na2HPO4,2mM KH2PO4、137mM NaCl、3mM KCl（pH7.5））中
のヒト赤血球（hRBC）ゴースト膜（膜タンパク質303.25μgに相当）とともにインキュベ
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ートした。スペクトル測定を行う前に37℃で510分間インキュベートする。
【０１７０】
リポソーム調製
【０１７１】
　1-パルミトイル-2-オレオイル-sn-グリセロ-3-ホスホコリン（POPC; Avanti Polar Lip
ids）と45:55モル％のコレステロールとを含有するリポソームを記載のように調製した16

。
【０１７２】
HRBCゴースト膜の調製
【０１７３】
　HRBCゴーストメンブレンを前述のように調製した。膜タンパク質含量は、Bradford法（
Bio-Rad Protein Assay、Bio-Rad Laboratories、Inc.）を用いて定量した。
【０１７４】
コレステロール枯渇および充実
【０１７５】
　コレステロール抽出は、先に記載したようにメチル-β-シクロデキストリン（MβCD）
を用いて行った。手短に言えば、ヒトhuRBCゴースト膜を、37℃で2時間、最終濃度20mM40
mMのMβCD（使用ごとに新鮮にした）でインキュベートした。膜を繰り返し遠心分離（14,
000rpm、4℃で20分間）して3回洗浄し、過剰のMβCDを除去するためにPBSに再懸濁した。
ゴースト膜を最終的にPBSに懸濁させた。コレステロール/コレステリルエステル定量キッ
ト（Calbiochem、Billerica、MA）を用いて、コレステロール含量を測定した。典型的に
は、この方法により、膜のコレステロール含量は> 90％減少した。
【０１７６】
　コレステロール負荷MβCDを用いてコレステロール補充を行った。この方法は先に説明
されている14。簡単に述べると、新たに作製したMβCDを最終濃度が5mMになるように緩衝
液A（140mM NaCl、5mM KCl、5mM KH2PO4、1mM MgSO4、10mM HEPES、5mMグルコース、pH6.
5）に添加した。コレステロールの100mMストックを1：2（体積/体積）のクロロホルム：
メタノール中で作製した。緩衝液A + MのBCDをガラス容器中で80℃に加熱した。一旦80℃
に加熱すると、懸濁したコレステロールを最終濃度が4mMになるように添加した。溶液を
超音波処理（4×20秒）によりホモジナイズした。次いで、溶液を0.22μmのフィルターを
用いて濾過した。コレステロールを負荷したMβCDを、ペレット化したコレステロール枯
渇ゴースト膜に加え、37℃で2時間インキュベートした。膜を前と同じように繰り返し遠
心分離して洗浄し、最後にPBSに再懸濁した。
【０１７７】
L1 SPRセンサーチップへのリポソームの固定化
【０１７８】
　表面プラズモン共鳴（SPR）は、L1センサーチップ（BIAcore、Uppsala、Sweden）を用
いてBIAcore 3000システムで測定した。 L1センサーチップは、疎水性残基が共有結合さ
れたデキストランマトリックスを含み、そして日常的にリポソームの固定化に使用されて
いる。リポソーム用L1チップの調製では、10μlの20mM CHAPSを10μl/分の流速で注入し
た。次いで、リポソーム（0.5mMの最終脂質濃度）を同じ流速で10分間注入した。リポソ
ームの注入後、50mMのNaOHを3分間注入して、複数の脂質層を除去した。その後、0.1mg /
 mlのBSAを注射して非特異的結合部位をコートした。すべての注射は25℃で行った。元の
RUの読みに達するまで、L1チップを再生し、20mMのCHAPSおよび50mMのNaOHを繰り返し注
入することによってリポソームをストライピングした。再生手順では、センサーチップの
結合能力が失われなかった。
【０１７９】
ＳＰＲ解析　
【０１８０】
　２５℃で野生型ＰＦＯ（５０　ＮＧ　／μl）とＰＦＯアスパラギン酸変異体（５０　
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ＮＧ　／μｌ）でＨＢＳ中で実施したリポソームおよびＰＦＯ誘導体との間の相互作用の
すべての分析は、ＡＴリポソームコーティングされたチップ上に４分間３０μｌ／分の流
速で注入した。
【０１８１】
実施例１の結果
【０１８２】
実験的戦略： ILYは、膜のコレステロールに依存して天然の膜に結合しないが、そのメカ
ニズムは依然としてコレステロールに敏感なままである。コレステロールを欠く膜に結合
しないPFO様CDCとは異なり、ILYの受容体結合およびオリゴマー化は依然としてコレステ
ロール枯渇膜に生じる14。したがって、ILYは、そのコレステロール依存性に関与する構
造を最初に同定するために使用された。膜コレステロールに感受性であるILYの構造が同
定されると、PFOにおいて、これらの構造を破壊する効果が、コレステロールが豊富なリ
ポソーム膜に結合する能力について調べられた。このようにして、ILYおよびPFOの両方に
おける同じ構造がそれらのコレステロール依存性の原因であるかどうかを決定することが
できた。
【０１８３】
　コレステロールは、ILYウンデカペプチドの膜挿入のために必要とされない。 ILYを用
いたこれまでの研究は、プレコアを形成するためにウンデカペプチドが膜に挿入されなけ
ればならないことを示している15。したがって、その挿入が膜コレステロールに感受性で
あるか否かが決定された。ウンデカペプチド内に位置し、そのスルフヒドリル基を介して
NBDで標識されたAla-486の代わりにシステイン残基を用いた。この残渣は、天然のILY15
中の膜に挿入されることが示されている。 ILYA486C-NBD中のNBDの蛍光強度を、コレステ
ロール含有膜またはコレステロール枯渇膜の非存在下および存在下で測定した。図２に示
すように、図３に示すように、hRBCゴースト膜の存在下で、ウンデカペプチドは、可溶性
状態でILYについて観察されたものと比較して、蛍光発光強度の増加によって示されるよ
うに膜に挿入される。膜がコレステロールを枯渇させると、蛍光発光の同じ増加が観察さ
れる。これらの結果は、Ala-486付近のウンデカペプチド領域の膜挿入が、膜コレステロ
ール含量とは無関係であることを実証する。
【０１８４】
　ループL1、L2およびL3の挿入にはコレステロールが必要である。 D4（図２）の先端に
ある3つの短い疎水性ループの膜挿入は、一斉に起こり、膜上にCDCモノマーを固定し、適
切に配向させることが要求される15,17。それらの挿入は、ウンデカペプチドの挿入と並
行して、トランスメンブランβ-バレル孔15の形成を導くD3膜貫通β-ヘアピン（TMH）の
その後の膜挿入に必要である。コレステロールは、TMHの挿入および細孔複合体の形成に
も必要である14。したがって、膜コレステロールおよびL1-L3ループの膜挿入の両方が、
プレドアから細孔への変換のための前提条件である14,15。 L1-L3ループの膜挿入がD3 TM
Hの挿入に先行するので、膜コレステロールの枯渇がL1-L3ループの挿入を阻止し、D3 TMH
の挿入を妨げ、ブロックするプレポアから細孔への移行。したがって、L1-L3ループの膜
挿入にはコレステロールが必要であると仮定された。
【０１８５】
　この仮説を試験するために、天然およびコレステロール枯渇huRBCゴースト膜へのL1-L3
ループの膜挿入を個々に測定した。最近、ループL1、L2、およびL3内に位置するILY残基L
eu-518、Ala-424およびAla-464が膜に挿入されることが最近示された17。各ループの挿入
を測定するために、各ループの残基をシステイン（ILYA428C、ILYA464C、ILYL518C）15お
よびNBDで誘導体化したスルフヒドリル基に変異させた。これらの部位に位置するNBDが膜
に入るので、その蛍光発光強度は有意に15,17増加する。可溶性単量体毒素、huRBCゴース
ト膜に結合した毒素、およびコレステロール枯渇ゴースト膜に結合した毒素の間で、NBD
の発光強度を比較した。
【０１８６】
　各ループが天然のhRBCゴーストの膜に挿入されるときに見られる蛍光発光強度の増加と
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は対照的に、コレステロールの膜の約90％の枯渇は、3つのループすべての膜挿入を無効
にする（図４、パネルac）。コレステロールをコレステロール枯渇膜に回復させると、ル
ープが膜に挿入される能力が回復する（図４、パネルdf））。したがって、膜コレステロ
ールは、L1-L3ループの挿入に必要であり、以前に示されたように、この挿入は、プレド
ア細孔への変換に必要である14,15。
【０１８７】
　PFOのループL1～L3中の残基のアスパラギン酸置換は、コレステロールが豊富な膜への
その結合を防止する。 ILYのL1～L3ループの膜挿入は、天然の膜におけるコレステロール
枯渇に対して感受性であり、PFOにおいて、これらの同じループが、コレステロールに富
む膜へのその結合を直接媒介する可能性があることを示唆している。しかし、この問題は
、コレステロール枯渇がPFOの膜への結合を減少させるため、ILYと同様の方法でPFOに近
づくことができなかった。したがって、PFOのコレステロールが豊富なリポソームへの結
合にこれらの同じループを変異させる効果が決定された。これはアスパラギン酸のループ
L1～L3へのPFOの導入によって達成された。これはILYに膜中への挿入を阻止することが以
前に示されている15。ループL1L3の挿入はILYに結合し、任意の単一ループ残基、Ala-428
（L2）、Ala-464（L3）またはLeu518（L1）に対するアスパラートの導入は、膜挿入をブ
ロックした。したがって、PFO、Ala-401、Ala-437またはLeu-491の類似残基のいずれか1
つをアスパラギン酸に置換すると、PFOのコレステロールが豊富なリポソームへの結合が
破壊されることが予測された。
【０１８８】
　PFO、Ala-401（L2）、Ala-437（L3）およびLeu-491（L1）における類似残基の個々の置
換は、各変異体の溶血活性の99.7％を超える損失をもたらした（データは示されていない
）。コレステロール-PCリポソームへのPFO変異体の結合を表面プラズモン共鳴（SPR）に
よって測定した。図２に示すように、図５ａに示すように、これらの突然変異は、SPRに
よって検査した場合、コレステロール-PCリポソームへの結合を有意に減少させた。 Ala-
401（L2）またはLeu-491（L1）に対するアスパラギン酸の置換は、PFOのリポソーム膜へ
の結合を完全に排除し、アスパラギン酸置換Ala-437（L3）による結合は野生型のそれよ
り7％未満であった（図５ｂ）。この結果は、D4 L1～L3ループが、PFO様CDCとコレステロ
ール豊富な膜との相互作用にとって重要であることを示している。
【０１８９】
　PFOのCys-459の修飾は、ウンデカペプチドトリプトファン残基の膜挿入をブロックする
が、PFOの膜結合はブロックしない。主として、ウンデカペプチドの天然システイン（Cys
-459）のスルフヒドリル基の化学修飾がPFO結合に有意に影響を及ぼすことが報告されて
いるため、PFO様CDCの保存されたウンデカペプチドは、コレステロールが豊富な膜へのそ
れらの結合に関与すると長い間考えられてきた羊の赤血球の細胞数は低いが、高い細胞数
は示さない2。しかし、他のものは、その修飾が他のCDCの細胞への結合に影響しないよう
であることを示している5,6。したがって、ウンデカペプチドのCys-459のスルフヒドリル
基を介して修飾された天然のPFOおよびPFOの、SPRを介したコレステロール-PCリポソーム
との結合能力を比較した。
【０１９０】
　スルフヒドリル特異的試薬であるN-エチルマレイミド（NEM）を用いたPFOウンデカペプ
チドCys-459チオールの改変は、PFOおよびSLOのシステインスルフヒドリルが化学的に修
飾された他の報告2,18と同様に、溶血活性を99％低下させた（データは示していない）。
しかしながら、NEM改変毒素の結合速度および程度は、SPR分析（図６Ａ～Ｂ）によって決
定されるように、天然の毒素のそれよりも増加した。したがって、Cys-459の化学修飾は
、PFOの膜への結合を破壊しなかった。
【０１９１】
　Cys-459の改変が結合に影響を及ぼさなかった場合、それは、この改変がPFOに及ぼす作
用の効果を効果的に遮断するPFOの問題を提起した。ほぼ90年前にCDCが発見されて以来、
その細胞溶解機構は酸化に敏感であることが知られている。酸化感受性残基は、最終的に
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高度に保存されたウンデカペプチドシステイン残基1に結合した。 PFOに対するシステイ
ン修飾の構造的影響をさらに調べて、その修飾がその活性に影響を及ぼすPFOの構造変化
を防止するかどうかを決定した。ウンデカペプチドトリプトファン464,466および467の膜
挿入は、D3 TMHの挿入に立体構造的に結合している。以前の研究は、挿入速度を増加させ
るD3 TMH1残基の突然変異が、ウンデカペプチドトリプトファン残基の膜挿入速度を増加
させることも示している19。 Cys-459はトリプトファン残基に並置されているので、シス
テインチオール基の化学修飾がトリプトファン残基の膜挿入をブロックするかどうかを決
定した。
【０１９２】
　ウンデカペプチドトリプトファン残基の膜挿入は、それらが膜の非極性環境に移動する
際のその固有の蛍光強度の増加によってモニターすることができる20,21。これらのトリ
プトファンの挿入をNEM改変および天然PFOで測定した（図６ａおよび６ｂ）。 Cys-459の
改変は、ウンデカペプチドトリプトファンの挿入を阻止したが、天然のPFOと同様のSDS耐
性オリゴマーの形成を阻害しなかった（データ示さず）。したがって、これらのデータは
、ウンデカペプチドトリプトファン残基の挿入の喪失によって反映されるPFO構造におけ
る立体配座の変化が、その後のプレポリマーオリゴマーの孔複合体への変換に影響を与え
ることを示す。
【０１９３】
ニューモリシン変異体Ｌｅｕ　４６０Ａｓｐによる免疫化
【０１９４】
　0日目および14日目にアラム（水酸化アルミニウム）をアジュバントとして使用して、C
BA / CAHN-XIDマウスを5μgのニューモリシンまたはニューモリシン変異体で皮下免疫し
た。21日目に、希釈液中でマウスを免疫した単独（アジュバントなし）。全ての注射は0.
2ml容量で行った。 35日目に、マウスに莢膜型19F株EF3030をチャレンジした。 7日後、
マウスを二酸化炭素ガスで安楽死させた。肺を均質化し、各マウスの肺におけるコロニー
形成単位（CFU）の数を、血液寒天プレート上に均質化した組織をプレーティングするこ
とによって決定した。マウスも採血した。血液中に肺炎球菌は観察されず、これは肺炎の
モデルであり、肺炎および敗血症ではないことが実証された。結果は、野生型および突然
変異型ニューモリシンの両方が、マウスの局所肺炎モデルにおいて肺炎を防御することが
できたことを示している（図７）。
【０１９５】
CDCの2つの長年にわたる顕著な特徴は、膜コレステロールの存在に対するそれらの細孔形
成機構の依存性およびウンデカペプチドシステインの酸化による大部分のCDCの可逆的不
活性化である。本明細書の研究は、両方の現象の分子的基礎を解決する。理論に縛られる
ことを望むものではないが、ドメイン4の基部に位置するL1～L3ループの膜挿入は、ILYに
ついて膜コレステロールの存在に感受性である主要な事象であるようである。コレステロ
ール枯渇時に、これらのループは膜に挿入されず、以前に示されたように、hRBC膜からの
コレステロール抽出15により、プレコアがILYの孔転換を妨げる。これらの結果は、両方
の効果が、これらのループがコレステロール枯渇膜に挿入できないことにも起因すること
を示している。これらのデータはさらに、PFOおよびおそらく他のPFO様CDC中の保存され
たシステインの酸化が、プリフォア状態でPFOを捕捉するトリプトファン残基の膜挿入を
阻止するが、コレステロールが豊富なリポソームへの結合に影響しないことを示す。
【０１９６】
　ヒト細胞特異的毒素であるILYの発見は、コレステロールがその受容体である場合、ILY
がヒト細胞と動物細胞とをどのように弁別できるかの難点を提示した。 ILYのヒト細胞特
異性は、後期段階の種特異的補体阻害剤であるヒトCD59がその受容体であるという発見に
よって説明された13。コレステロールがILY受容体ではないにもかかわらず、その細孔形
成機構は膜コレステロール14に依然として感受性があり、コレステロールはILYの孔形成
機構のかなり後の段階に必要であることが示された。膜コレステロールが実質的に枯渇し
、プレコアが細孔に変換された。興味深いことに、これは、コレステロールが豊富な膜に
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直接結合することができる2つのCDCであるSLOおよびPFO14についても観察された。 hRBC
からの膜コレステロールの枯渇は、プレコアがPFOの細孔転換を妨げたが、PFO結合も減少
した。したがって、コレステロールは、3つ全てのCDCについてプレコア細孔転換に必要で
あり、さらにPFO様CDCによる膜結合にも寄与する。
【０１９７】
　最近、Soltaniら15は、ILYのL1～L3 D4ループの膜挿入が、プレポアから細孔への変換
に必要であることを示した。したがって、L1-L3ループのコレステロールおよび膜挿入の
両方が、ILYのプレポアから細孔への変換に必要であった。理論に拘泥するものではない
が、本明細書中に提示されるデータは、これらの観察の統一的な説明は、これらのループ
の膜挿入がコレステロールが豊富な膜においてのみ生じることであり、この挿入は、ILY
およびPFO様CDCが含まれる。さらに、これらのループがコレステロールが豊富な膜に挿入
する能力は、PFOおよび恐らくPFO様CDCのコレステロールが豊富な膜表面への初期結合を
も媒介する。したがって、これらのデータは、ILYおよびPFO様CDCの両方において、L1～L
3ループが細孔複合体の形成を成功させるために膜に挿入されなければならないことを示
している。 ILYの場合、最初にhuCD59によって結合が媒介され、続いてL1-L3ループがコ
レステロールが豊富な膜に挿入されるが、これらの2つの事象（結合および挿入）はPFOに
おいて1つであり、主にL1～L3ループによって介在される。
【０１９８】
　PFO様CDCのウンデカペプチドが、コレステロールが豊富な膜の認識に寄与したか、また
はそれを直接媒介することが伝統的に受け入れられている2,3,21。本明細書の研究は、L1
～L3ループが、CDCとコレステロール富化膜との間の相互作用を媒介する主要な構造であ
ることを示している。 NEMによるPFOウンデカペプチドシステインの化学修飾は、その溶
血活性を99％以上低下させるが、コレステロール-PCリポソームへの結合はほとんど損な
われない。したがって、既存のドグマとは対照的に、PFOと他のPFO様CDCとの相互作用は
、主としてループL1～L3によって媒介され、ウンデカペプチドではない。ウンデカペプチ
ド内の突然変異は、L1～L3とコレステロールが豊富な膜との相互作用に影響を及ぼし得る
。 ILYのウンデカペプチドTrp-491の突然変異がL1～L315の挿入をブロックし、天然のILY
ウンデカペプチドの改変された構造が明らかにL1-L3とコレステロール豊富な膜との直接
的相互作用を妨げることが示されており、 huCD59に結合する。この後者の考え方は、コ
ンセンサスウンデカペプチド構造がILYに導入されたとき、それが非ヒト細胞に結合する
ことを可能にしたという事実によって補強されている22。
【０１９９】
　なぜILYのL1-L3ループがPFOと同様にコレステロールが豊富な膜への結合を媒介しない
のか不思議である。上記のように、ドメイン4の主な違いは、高度に保存されたウンデカ
ペプチドの一次構造であると思われる。 ILYは、コレステロールが豊富な膜に直接結合す
る能力を失っていることは明らかである。さもなければ、huCD59を介して媒介されるヒト
細胞特異性を示さないであろう。 ILYおよびPFOのD4の結晶構造は、これらの2つのCDCの
コレステロールが豊富な膜への直接結合を媒介するL1-L3ループにおけるこの差について
の説明を提供し得る。 ILYのL1-L3残基（Leu-518、Ala-428およびAla-464）の位置および
配向は、PFOの類似残基（Leu-491、Ala-401、およびAla-437）とほぼ同一である（図４ｂ
）。実際、2つのCDCのD4構造の大部分は、ドメイン4の上部にウンデカペプチドループお
よび-舌構造を除いて、ほぼ同一である（rms偏差が0.6オングストローム未満、参考文献2
3）。 ILYのウンデカペプチドループはPF4ウンデカペプチドよりもD4　4～5オングストロ
ームの塩基から下方に伸びている。したがって、ILYウンデカペプチドは、ILYのL1-L3ル
ープとコレステロールに富む表面との相互作用を立体的に妨害し得る。おそらく、受容体
に結合した後でさえ、L1-L3ループの挿入を可能にするようにILYウンデカペプチド構造が
変化するだけである。
【０２００】
　本開示は、ウンデカペプチドシステインの酸化がPFOおよびおそらく他のPFO様CDCの細
胞溶解機構に対して示す活性に対する重大な影響の構造的根拠を明らかにする。もともと
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CDCはこの特徴によりチオール活性化細胞溶解素と呼ばれていたが、この効果の分子的基
礎は不明であった。初期の研究は、RBCへの結合は影響を受けるが、同時にコレステロー
ルへの結合は影響を受けず、細胞の表面上に依然として非溶解オリゴマーが観察されたこ
とを示唆した2。本明細書に示すように、この修飾は、ウンデカペプチドトリプトファン
の挿入を妨げ、プレポアトラップオリゴマー構造をもたらす。この効果の正確な構造的基
礎は知られていないが、これまでの研究は、トランスメンブランのバレル孔を形成するド
メイン3 TMHの膜挿入が、ドメイン4のウンデカペプチドトリプトファン残基の膜挿入に構
造的に結合していることを示している。したがって、これらのトリプトファンの膜挿入を
防止することにより、ドメイン3 TMHの挿入を妨げ、かくしてプレコア状態でPFOを捕捉す
ることができる。
【０２０１】
実施例２
　Hisタグ化PLYwildtypeおよびPLY変異体（PLYL460DおよびPLYL460D / G293S）を、アフ
ィニティーカラムを用いて精製した。平均タンパク質収量は、PLYwildtype：1mg / ml、P
LYL460D：1mg / ml、およびPLYL460D / G293S：4mg / mlであった。精製されたタンパク
質を、ヒト赤血球（RBC）と連続滴定された毒素のインキュベーションによって溶血活性
について試験した。非線形シグモイド用量反応曲線から、各タンパク質についてEC50（50
％RBCを溶解するのに必要な有効濃度）を計算した。野生型PLYからの倍数変化を各突然変
異体について決定した（倍率変化= EC50野生型/ EC50突然変異体）。 2つのPLY突然変異
体の結果は、これらの誘導体の最高タンパク質濃度では正確な用量応答曲線に必要とされ
る100％RBC溶解が達成できないため、野生型PLYよりもある程度低い活性を有すると報告
されている。 PLYL460Dの野生型タンパク質（PLYwildtypeよりも折りたたみ活性が低い）
と比較した突然変異体の溶血活性の低下は、> 10,000倍であり、PLYL460D / G293S> 260,
000倍であった。
【０２０２】
タンパク質の相対的安定性は、タンパク質の50％が折り畳まれていない温度である融解温
度（TM Celsius）を計算することから推測される。タンパク質融解曲線は、Protein Ther
mal Shift Assay Dye Kit（Applied Biosystems）を用いて生成した。温度が上昇するに
つれて、タンパク質は広がり、色素は露出した疎水性領域に結合し、蛍光を発することが
できる。 PLYwildtype、PLYL460D、およびPLYL460D / G293SのTmはそれぞれ47.50±0.2,
　47.69±0.2,　47.97±0.2であった。 3つのPLYタンパク質について報告されたTMのわず
かな差異は、示された突然変異をPLYwildtypeに導入することは、タンパク質の安定性に
影響しないことを示す。
【０２０３】
　上記のように、1つの非限定的な実施形態において、本開示のニューモリシン変異体は
、位置460のLがDで置換されたPLY-L460D / G293S（PLYL460D / G293S）と命名された二重
変異体であり、Gの293位がSで置換されている。それ自体G293S置換は、PLY突然変異体の
溶血活性を約50倍低下させるのみである。 L460D置換はそれだけでPLY変異体の活性を約5
00010,000倍低下させる。しかし、両方の置換を有するPLY突然変異体では、活性の低下は
天然のPLY毒素よりも26万分の1を超えている。これは幾何学的減少であり、単に活性の「
加法的」減少ではない。
【０２０４】
　理論に縛られることを望まないが、この活性の急激な低下は、PLYの2つの本質的な機能
の閉塞によるものである。第1に、L460D置換はコレステロールに結合するブロックを阻止
し、第2に、G293S置換は、βバレル孔を挿入できないプレポア状態でPLYをトラップする
（プレ孔は、リング様構造でオリゴマー化しているが、 β-バレル孔）。したがって、阻
害効果は幾何学的である：50 X 5000-10,000> 250,000倍少ない毒性（溶血性がより低い
）であり、これは天然PLYよりも26万倍低い毒性を示す測定値に従う。 G293S置換はまた
、L460D変異体タンパク質の単量体構造を安定化させ、精製時の収率を増加させる。例え
ば、1.0リットルのE.coli培養物から精製すると、PLY-L460D / G293S突然変異体の収量は
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PLY-L460D突然変異体（約17Xより大きい）3mgに対して約52mgであった。
【０２０５】
 したがって、ある実施形態では、本開示は、配列番号1と少なくとも約90％同一であり、
かつ少なくともアミノ酸置換を有するアミノ酸配列を含む、精製または単離された変異型
ニューモリシンポリペプチドに関する。変異型ニューモリシンポリペプチドは、野生型ニ
ューモリシンポリペプチドと比較して、溶血活性が低下し、細孔形成活性が低下している
可能性がある。アミノ酸配列は、少なくとも約91％同一、少なくとも約92％同一、少なく
とも約93％同一、少なくとも約94％同一、少なくとも約95％同一、少なくとも約96％同一
、少なくとも約97％同一、少なくとも約98％同一、または少なくとも約99％同一である配
列を含む。変異型ニューモリシンポリペプチドは、アミノ酸位置293および458におけるア
ミノ酸置換を含み得る。 293および459; 293および460; 294および458。 294および459。
変異体ニューモリシンポリペプチドは、アミノ酸位置293,458および459におけるアミノ酸
置換を含み得る。 293,459および460。変異型ニューモリシンポリペプチドは、アミノ酸2
94位、458位および459位のアミノ酸置換を含み得る。 294,459、および460。変異型ニュ
ーモリシンポリペプチドは、アミノ酸293位、294位、458位、および459位のアミノ酸置換
を含み得る。 293、294、459、および460;突然変異ニューモリシンポリペプチドは、アミ
ノ酸位置293,294,458,459、および460にアミノ酸置換を含み得る。突然変異ニューモリシ
ンポリペプチドは、アミノ酸位置293にセリンまたはスレオニンを含み得、アミノ酸460位
のアスパラギン酸、グルタミン酸またはアスパラギンである。精製された変異型ニューモ
リシンポリペプチドのアミノ酸配列は、配列番号40であり得る。突然変異ニューモリシン
ポリペプチドは、野生型ニューモリシンに対して、またはアミノ酸位置293,294,458,459
、および460のうちの1つのみの置換を有する突然変異ニューモリシンポリペプチドに対し
て増加した収率を有し得る。突然変異ニューモリシンポリペプチドは、約250,000倍野生
型ニューモリシンポリペプチドよりも少ない溶血活性を有する。
【０２０６】
　別の実施形態では、上記の本明細書中に記載されるか、または本明細書で意図される1
つ以上の変異型ニューモリシンポリペプチドは、免疫原性組成物を形成するために薬学的
に許容される賦形剤中に配置され得る。別の実施形態は、免疫原性組成物を含み、必要に
応じてアジュバントを含み得るワクチンを含む。さらに別の実施形態は、本明細書に記載
されているかそうでなければ企図されている突然変異ニューモリシンポリペプチドのいず
れかをコードする核酸配列である。さらなる実施形態は、前記核酸配列を含む宿主細胞に
関する。なおさらなる実施形態は、肺炎連鎖球菌によって引き起こされる状態、疾患、ま
たは感染の発生を治療、予防、または予防する方法であって、この方法では、本明細書に
記載されているか、そうでなければ企図されている免疫原性組成物の治療有効量を被験体
に投与する。
【０２０７】
　他の実施形態では、本開示は、配列番号9と少なくとも90％同一であり、かつ配列番号9
と少なくとも90％同一であるアミノ酸配列を含む、精製または単離された変異型ストレプ
トリジンOポリペプチドに関する。アミノ酸位置561および562、ならびにアミノ酸位置395
および396の少なくとも1つに存在する。変異体ストレプトリジンOポリペプチドは、野生
型ストレプトリジンOポリペプチドと比較して、溶血活性が低下し、細孔形成活性が低下
している可能性がある。アミノ酸配列は、少なくとも約91％同一、少なくとも約92％同一
、少なくとも約93％同一、少なくとも約94％同一、少なくとも約95％同一、少なくとも約
96％同一、少なくとも約97％同一、少なくとも約98％同一、または少なくとも約99％同一
である。変異体ストレプトリジンOポリペプチドは、アミノ酸位置395および561にアミノ
酸置換を含み得る。 395および562; 396および561;変異体ストレプトリジンOポリペプチ
ドは、アミノ酸位置395,561、および562におけるアミノ酸置換を含み得る。 396,561,562
; 395、396、および561; 395、396、および562;突然変異体ストレプトリジンOポリペプチ
ドは、野生型ストレプトリジンOまたはアミノ酸位置395,396,561、および562のうちの1つ
のみの置換を有する突然変異体ストレプトリジンOポリペプチドを超える増加した収率を
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有し得る変異型ストレプトリジンOポリペプチドは、野生型ストレプトリジンOポリペプチ
ドよりも約25万倍少ない溶血活性を有し得る。
【０２０８】
　別の実施形態では、上記の本明細書中に記載されているか、または本明細書で企図され
ている変異型ストレプトリジンOポリペプチドの1つまたは複数を、薬学的に許容される賦
形剤中に配置して免疫原性組成物を形成することができる。別の実施形態は、免疫原性組
成物を含み、必要に応じてアジュバントを含み得るワクチンを含む。さらに別の実施形態
は、本明細書中に記載されているか、そうでなければ企図されている変異型ストレプトリ
ジンOポリペプチドのいずれかをコードする核酸配列である。さらなる実施形態は、前記
核酸配列を含む宿主細胞に関する。なおさらなる実施形態は、ストレプトコッカス　ピオ
ゲネス（Streptococcus pyogenes）によって引き起こされる状態、疾患、または感染の発
生を治療、予防、または予防する方法であって、この方法では、本明細書に記載されてい
るか、そうでなければ企図されている免疫原性組成物の治療有効量を被験体に投与する。
【０２０９】
　本開示を詳細に説明したが、様々な変更、置換および代替が、ここに記載した実施形態
において、本開示の精神および範囲から逸脱することなく、可能であることが理解される
べきである。さらに、本開示の範囲は、本願明細書に記載された、プロセス、物質の組成
、手段、方法、および工程に関する、特定の非限定的な実施形態に限定されることを意図
するものではない。当業者であれば、本開示、プロセス、物質の組成、手段、方法、およ
び工程から、現在存在しているまたは実質的に同じ機能を実施するまたは本願明細書に記
載の対応する実施形態と実質的に同じ結果を達成するように後に開発されるものが、本開
示に従って利用可能であることが容易に理解できるであろう。したがって、添付の請求の
範囲は、その範囲内に、そのようなプロセス、物質の組成、手段、方法、工程、アミノ酸
配列、および拡散配列を含むことを意図するものである。
【０２１０】
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