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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　クロストリジウム・ディフィシレの胞子が素地表面に結合することを妨げる方法であっ
て、当該方法は、
　ａ）ｉ）ＣＤ １０６７、ＣＤ ３６２０、ＣＤ １５８１、ＣＤ ５９８、及びＣＤ ２
４０１からなる群から選ばれる少なくとも１の胞子表面タンパク質を含んでなるクロスト
リジウム・ディフィシレの胞子に暴露される危険がある無生物素地表面を有する対象（こ
こで、前記素地表面はクロストリジウム・ディフィシレの胞子の特定の結合部位を含むも
のであり、及び暴露の結果、胞子の素地表面の特定の結合部位への結合を生ずる可能性が
高く、これによって、微生物の感染及び／又はコロニー形成を生ずる）；及びii）少なく
とも１の拮抗性化合物を含んでなる感染制御組成物（ここで、前記拮抗性化合物は、前記
少なくとも１の胞子表面タンパク質に対する抗体であり及び前記少なくとも１の胞子表面
タンパク質に対する親和性を有するものであり、前記抗体は前記少なくとも１の胞子表面
タンパク質を使用することによって生成されたものであり、及び前記少なくとも１の胞子
表面タンパク質は組換え発現を介して産生されたものである）を用意し；
　ｂ）微生物の暴露以前に、前記組成物を、前記対象の素地表面に結合させて、前記拮抗
性化合物がクロストリジウム・ディフィシレの胞子の素地表面の特定の結合部位への結合
に拮抗するように微生物感染バリヤーを形成する
ことを含んでなる、方法。
【請求項２】
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　微生物感染バリヤーが微生物の感染を低減する、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　クロストリジウム・ディフィシレの胞子表面タンパク質が胞子表面ペプチドを含んでな
り、感染制御組成物が、配列番号１のアミノ酸配列を有するペプチドに対する抗体を含ん
でなる、請求項１記載の方法。
【請求項４】
　クロストリジウム・ディフィシレの胞子表面タンパク質が、配列番号３、配列番号５、
配列番号７、配列番号９、配列番号１１及び配列番号１３からなる群から選ばれるアミノ
酸配列を有する胞子表面ペプチドを含んでなる、請求項１記載の方法。
【請求項５】
　組成物が、胞子表面タンパク質上の構造に特異的に結合しうる抗体を含んでなる、請求
項１記載の方法。
【請求項６】
　組成物が、さらに、キャリヤーを含んでなる、請求項１記載の方法。
【請求項７】
　クロストリジウム・ディフィシレの胞子表面タンパク質が胞子表面ペプチドを含んでな
り、感染制御組成物が、配列番号１のアミノ酸配列の相同体に対する抗体を含んでなり、
前記配列番号１のアミノ酸配列の相同体が、配列番号１と少なくとも７５％の同一性であ
る、請求項１記載の方法。
【請求項８】
　クロストリジウム・ディフィシレの胞子表面タンパク質が胞子表面ペプチドを含んでな
り、感染制御組成物が、配列番号１のアミノ酸配列の相同体に対する抗体を含んでなり、
前記配列番号１のアミノ酸配列の相同体が、配列番号１と少なくとも８５％の同一性であ
る、請求項１記載の方法。
【請求項９】
　クロストリジウム・ディフィシレの胞子表面タンパク質が胞子表面ペプチドを含んでな
り、感染制御組成物が、配列番号１のアミノ酸配列の相同体に対する抗体を含んでなり、
前記配列番号１のアミノ酸配列の相同体が、配列番号１と少なくとも９５％の同一性であ
る、請求項１記載の方法。
【請求項１０】
　クロストリジウム・ディフィシレの胞子表面タンパク質が胞子表面ペプチドを含んでな
り、感染制御組成物が、配列番号２によってコード化されるアミノ酸配列を有するペプチ
ドに対する抗体を含んでなる、請求項１記載の方法。
【請求項１１】
　クロストリジウム・ディフィシレの胞子表面タンパク質が胞子表面ペプチドを含んでな
り、感染制御組成物が、配列番号２の相同体によってコード化されるアミノ酸配列を有す
るペプチドに対する抗体を含んでなり、前記配列番号２のアミノ酸配列の相同体が、配列
番号２と少なくとも５０％の同一性であり、鎖長少なくとも100 bpである、請求項１記載
の方法。
【請求項１２】
　クロストリジウム・ディフィシレの胞子表面タンパク質が胞子表面ペプチドを含んでな
り、感染制御組成物が、配列番号２の相同体によってコード化されるアミノ酸配列を有す
るペプチドに対する抗体を含んでなり、前記配列番号２のアミノ酸配列の相同体が、生物
学的に活性なクロストリジウム属菌の胞子表面タンパク質のアミノ酸配列をコード化する
オリゴヌクレオチド配列である、請求項１記載の方法。
【請求項１３】
　クロストリジウム・ディフィシレの胞子表面タンパク質が、配列番号４、配列番号６、
配列番号８、配列番号１０、配列番号１２及び配列番号１４からなる群から選ばれる核酸
配列によってコード化されるアミノ酸配列を有する胞子表面ペプチドを含んでなる、請求
項１記載の方法。
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【請求項１４】
　クロストリジウム・ディフィシレの胞子表面タンパク質が、配列番号４、配列番号６、
配列番号８、配列番号１０、配列番号１２及び配列番号１４からなる群から選ばれる核酸
配列の相同体によってコード化されるアミノ酸配列を有する胞子表面ペプチド（ここで、
前記相同体が、生物学的に活性なクロストリジウム属菌の胞子表面タンパク質のアミノ酸
配列をコード化する核酸配列である）を含んでなる、請求項１記載の方法。
【請求項１５】
　クロストリジウム・ディフィシレの胞子表面タンパク質が胞子表面ペプチドを含んでな
り、拮抗性化合物が、配列番号２１及び配列番号２３からなる群から選ばれるアミノ酸配
列を有するペプチドに対する抗体である、請求項１記載の方法。
【請求項１６】
　クロストリジウム・ディフィシレの胞子表面タンパク質が胞子表面ペプチドを含んでな
り、拮抗性化合物が、配列番号２２及び配列番号２４からなる群から選ばれる核酸配列に
よってコード化されるペプチドに対する抗体である、請求項１記載の方法。
【請求項１７】
　クロストリジウム・ディフィシレの胞子表面タンパク質が、配列番号２５、配列番号２
７、配列番号２９、配列番号３１、配列番号３３、配列番号３５、配列番号３７及び配列
番号３９からなる群から選ばれるアミノ酸配列を有する、請求項１記載の方法。
【請求項１８】
　クロストリジウム・ディフィシレの胞子表面タンパク質が、配列番号２６、配列番号２
８、配列番号３０、配列番号３２、配列番号３４、配列番号３６、配列番号３８及び配列
番号４０からなる群から選ばれる核酸配列によってコード化される、請求項１記載の方法
。
【請求項１９】
　クロストリジウム・ディフィシレの胞子表面タンパク質が胞子表面ペプチドを含んでな
り、拮抗性化合物が、配列番号６７、配列番号６８、配列番号６９、配列番号７０、配列
番号７１、配列番号７２、配列番号７３、配列番号７４、配列番号７５、配列番号７６、
配列番号７７、配列番号７８、配列番号７９、配列番号８０、配列番号８１及び配列番号
８２からなる群から選ばれるアミノ酸配列を有する配列番号１の短縮ペプチドフラグメン
トに対する抗体である、請求項１記載の方法。
【請求項２０】
　クロストリジウム・ディフィシレの胞子表面タンパク質が胞子表面ペプチドを含んでな
り、拮抗性化合物が、配列番号８３、配列番号８４、配列番号８５、配列番号８６、配列
番号８７、配列番号８８、配列番号８９、配列番号９０、配列番号９１、配列番号９２、
配列番号９３、配列番号９４、配列番号９５、配列番号９６、配列番号９７、配列番号９
８、配列番号９９、配列番号100、配列番号101、配列番号102、配列番号103、配列番号10
4、配列番号105、配列番号106、配列番号107、配列番号108、配列番号109、配列番号110
、配列番号111、配列番号112、配列番号113、配列番号114、配列番号115、配列番号116、
配列番号117、配列番号118、配列番号119、配列番号120、配列番号121、配列番号122及び
配列番号123からなる群から選ばれるアミノ酸配列を有する配列番号３の短縮ペプチドフ
ラグメントに対する抗体である、請求項１記載の方法。
【請求項２１】
　クロストリジウム・ディフィシレの胞子表面タンパク質が胞子表面ペプチドを含んでな
り、拮抗性化合物が、配列番号124、配列番号125、配列番号126、配列番号127、配列番号
128、配列番号129、配列番号130、配列番号131、配列番号132、配列番号133、配列番号13
4及び配列番号135からなる群から選ばれるアミノ酸配列を有する配列番号５の短縮ペプチ
ドフラグメントに対する抗体である、請求項１記載の方法。
【請求項２２】
　クロストリジウム・ディフィシレの胞子表面タンパク質が、配列番号136、配列番号137
、配列番号138、配列番号139、配列番号140、配列番号141、配列番号142、配列番号143、
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配列番号144、配列番号145、配列番号146、配列番号147、配列番号148、配列番号149、配
列番号150、配列番号151、配列番号152、配列番号153、配列番号154、配列番号155、配列
番号156、配列番号157、配列番号158、配列番号159、配列番号160、配列番号161、配列番
号162、配列番号163、配列番号164、配列番号165及び配列番号166からなる群から選ばれ
るアミノ酸配列を有する配列番号７の短縮ペプチドフラグメントを有する胞子表面ペプチ
ドを含んでなる、請求項１記載の方法。
【請求項２３】
　クロストリジウム・ディフィシレの胞子表面タンパク質が、配列番号167、配列番号168
、配列番号169、配列番号170、配列番号171、配列番号172、配列番号173、配列番号174、
配列番号175、配列番号176及び配列番号177からなる群から選ばれるアミノ酸配列を有す
る配列番号９の短縮ペプチドフラグメントを有する胞子表面ペプチドを含んでなる、請求
項１記載の方法。
【請求項２４】
　クロストリジウム・ディフィシレの胞子表面タンパク質が、配列番号178、配列番号179
、配列番号180、配列番号181、配列番号182、配列番号183、配列番号184、配列番号185、
配列番号186、配列番号187、配列番号188、配列番号189、配列番号190、配列番号191、配
列番号192、配列番号193、配列番号194、配列番号195、配列番号196、配列番号197、配列
番号198、配列番号199、配列番号200、配列番号201、配列番号202、配列番号203、配列番
号204、配列番号205、配列番号206、配列番号207、配列番号208、配列番号209、配列番号
210、配列番号211及び配列番号212からなる群から選ばれるアミノ酸配列を有する配列番
号１１の短縮ペプチドフラグメントを有する胞子表面ペプチドを含んでなる、請求項１記
載の方法。
【請求項２５】
　クロストリジウム・ディフィシレの胞子表面タンパク質が、配列番号213、配列番号214
、配列番号215、配列番号216、配列番号217、配列番号218、配列番号219、配列番号220、
配列番号221、配列番号222、配列番号223、配列番号224、配列番号225、配列番号226、配
列番号227、配列番号228、配列番号229、配列番号230、配列番号231、配列番号232、配列
番号233、配列番号234、配列番号235、配列番号236、配列番号237、配列番号238、配列番
号239、配列番号240、配列番号241、配列番号242及び配列番号243からなる群から選ばれ
るアミノ酸配列を有する配列番号１３の短縮ペプチドフラグメントを有する胞子表面ペプ
チドを含んでなる、請求項１記載の方法。
【請求項２６】
　クロストリジウム・ディフィシレの胞子表面タンパク質が、配列番号244、配列番号245
、配列番号246、配列番号247、配列番号248、配列番号249、配列番号250、配列番号251、
配列番号252、配列番号253、配列番号254、配列番号255、配列番号256、配列番号257、配
列番号258、配列番号259、配列番号260、配列番号261、配列番号262、配列番号263、配列
番号264、配列番号265、配列番号266、配列番号267、配列番号268、配列番号269、配列番
号270、配列番号271、配列番号272、配列番号273、配列番号274、配列番号275、配列番号
276、配列番号277、配列番号278、配列番号279、配列番号280、配列番号281、配列番号28
2、配列番号283、配列番号284、配列番号285、配列番号286、配列番号287、配列番号288
、配列番号289、配列番号290、配列番号291、配列番号292、配列番号293、配列番号294、
配列番号295、配列番号296、配列番号297、配列番号298、配列番号299、配列番号300、配
列番号301、配列番号302、配列番号303、配列番号304及び配列番号305からなる群から選
ばれるアミノ酸配列を有する短縮ペプチドフラグメントを有する胞子表面ペプチドを含ん
でなる、請求項１記載の方法。
【請求項２７】
　クロストリジウム・ディフィシレの胞子表面タンパク質が、配列番号306、配列番号307
、配列番号308、配列番号309、配列番号310、配列番号311、配列番号312、配列番号313、
配列番号314、配列番号315、配列番号316、配列番号317、配列番号318、配列番号319、配
列番号320、配列番号321、配列番号322、配列番号323、配列番号324、配列番号325、配列
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番号326、配列番号327、配列番号328、配列番号329、配列番号330、配列番号331、配列番
号332、配列番号333、配列番号334、配列番号335、配列番号336、配列番号337、配列番号
338、配列番号339、配列番号340、配列番号341、配列番号342、配列番号343、配列番号34
4、配列番号345、配列番号346、配列番号347、配列番号348、配列番号349、配列番号350
、配列番号351、配列番号352、配列番号353、配列番号354、配列番号355、配列番号356、
配列番号357、配列番号358、配列番号359、配列番号360、配列番号361、配列番号362、配
列番号363、配列番号364及び配列番号365からなる群から選ばれるアミノ酸配列を有する
短縮ペプチドフラグメントを有する胞子表面ペプチドを含んでなる、請求項１記載の方法
。
【請求項２８】
　クロストリジウム・ディフィシレの胞子表面タンパク質が、配列番号366、配列番号367
、配列番号368、配列番号369、配列番号370、配列番号371、配列番号372、配列番号373、
配列番号374、配列番号375、配列番号376、配列番号377、配列番号378、配列番号379、配
列番号380、配列番号381、配列番号382、配列番号383、配列番号384、配列番号385、配列
番号386、配列番号387、配列番号388、配列番号389、配列番号390、配列番号391、配列番
号392、配列番号393、配列番号394、配列番号395、配列番号396、配列番号397、配列番号
398、配列番号399、配列番号400、配列番号401、配列番号402、配列番号403、配列番号40
4、配列番号405、配列番号406、配列番号407、配列番号408、配列番号409、配列番号410
、配列番号411、配列番号412、配列番号413、配列番号414、配列番号415、配列番号416、
配列番号417、配列番号418、配列番号419、配列番号420及び配列番号421からなる群から
選ばれるアミノ酸配列を有する短縮ペプチドフラグメントを有する胞子表面ペプチドを含
んでなる、請求項１記載の方法。
【請求項２９】
　抗体が単クロナール性抗体である、請求項１記載の方法。
【請求項３０】
　抗体が多クロナール性抗体である、請求項１記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、感染の制御の分野に係る。特に、本発明は、無菌状態の維持、細菌の除染、
及び／又は細菌暴露の予防のための組成物及び方法に係る。1具体例では、本発明は、微
生物の胞子が素地表面に結合することを阻害する感染制御組成物を意図するものである。
例えば、阻害は、微生物の胞子の素地表面との相互作用、付着及び／又は安定化を乱し及
び／又は排除する。
【背景技術】
【０００２】
　胞子形成性細菌は、院内感染、食品の腐敗及び／又は飲食に起因する健康被害の問題を
含む（これらに限定されない）汚染の原因となり得る。最小限加工され、冷蔵保存された
製品は、効果的かつ無菌となるため、バックグラウンドのミクロフローラは排除される。
このような細菌は、最終的に、これら製品の保存寿命を制限する胞子形成性生物である。
胞子形成性細菌は、缶詰の食品、パン、真空パックした肉類、殺菌した乳製品、及び果汁
類の腐敗の原因となると疑われる。これらのタイプの製品のいずれかに含まれる成分にお
ける高レベルでの細菌の胞子の存在は、最終製品の腐敗の可能性を増大させる。
【０００３】
　医療環境では、胞子形成性細菌は、しばしば、院内の下痢、破傷風、及び壊疽を含む感
染症の原因となる。クロストリジウム・ディフィシレ（Clostridium difficile）は、抗
生物質関連下痢及び偽膜性腸炎の原因となる胞子形成性の嫌気性細菌である。増大された
寄与罹患率及び死亡率をもつ高度に病原性の流行菌株の近年における出現は、さらに、こ
の院内の病原体をさらに増大させるものである。快復時間を劇的に改善し、これによって
、患者の退院の促進を可能にするために、病院スタッフ－患者間の病原菌の伝染の低減が
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期待されている。これは、患者の健康及び社会コストの両方の観点から有益である。微生
物の伝染を阻止するために消毒剤の使用を増大するための医学界の努力にもかかわらず、
患者の感染及び再感染の発生は、不必要な罹患率及び死亡率につながっている。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　宿主細胞において発芽以前に数十年間休眠状態で存在できる胞子を形成する細菌は、食
品工業又は医療にかかわらず、予期しない汚染の原因となり得る。さらに、細菌の内生胞
子は、皮膚及び表面の消毒剤に対して抵抗性であり、このように、防菌手段は、大部分は
無効である。求められているものは、微生物の胞子による宿主への付着、従って感染を排
除し及び／又は防止する感染制御組成物をスクリーニングする方法である。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明は、感染の制御の分野に係る。特に、本発明は、無菌状態の維持、細菌の除染、
及び／又は細菌暴露の予防のための組成物及び方法に係る。1具体例では、本発明は、微
生物の胞子が素地表面に結合することを阻害する感染制御組成物を意図するものである。
例えば、阻害は、微生物の胞子の素地表面との相互作用、付着及び／又は安定化と拮抗し
、乱し及び／又は排除する。
【０００６】
　1具体例では、本発明は、微生物の胞子の素地表面への結合を遮り及び／又は阻害でき
る感染制御組成物を意図するものである。1具体例では、組成物は小さい有機分子を含ん
でなる。1具体例では、組成物はタンパク質を含んでなる。1具体例では、タンパク質は、
クロストリジウム菌の胞子表面タンパク質に由来のものである。1具体例では、クロスト
リジウム菌の胞子表面タンパク質は、クロストリジウム・ディフィシレの胞子表面タンパ
ク質を含んでなる。1具体例では、タンパク質は、バシラス属菌の胞子表面タンパク質に
由来のものである。1具体例では、バシラス菌の胞子表面タンパク質は、バシラス・アン
スラシス（Bacillus anthracis）の胞子表面タンパク質を含んでなる。1具体例では、バ
シラス・アンスラシスの胞子表面タンパク質は、配列番号（SEQ ID NO:）1又は配列番号1
の同属体を含んでなる。1具体例では、胞子表面タンパク質は、配列番号３、配列番号５
、配列番号７及び配列番号１５からなる群から選ばれる。１具体例では、組成物は抗体を
含んでなる。１具体例では、抗体は多クローン性抗体である。１具体例では、抗体は単ク
ローン性抗体である。１具体例では、組成物は合成タンパク質を含んでなる。１具体例で
は、組成物は無機イオン錯体を含んでなる。１具体例では、組成物はタンパク質ミメティ
ックを含んでなる。１具体例では、素地表面は無生物の表面を含んでなる。１具体例では
、素地表面は生物の表面を含んでなる。１具体例では、生物の表面は体組織表面を含んで
なる。１具体例では、体組織表面は上皮表面を含んでなる。１具体例では、上皮表面は哺
乳類の皮膚表面を含んでなる。１具体例では、無生物の表面はステンレス鋼を含んでなる
。１具体例では、無生物の表面はセラミックを含んでなる。１具体例では、無生物の表面
はビニールを含んでなる。１具体例では、無生物の表面はタイルを含んでなる。１具体例
では、組成物は、さらに、少なくとも１つの抗菌薬を含んでなる。１具体例では、組成物
は、さらに、少なくとも１つのキャリヤーを含んでなる。１具体例では、キャリヤーは、
さらに、洗浄剤を含んでなる。１具体例では、キャリヤーは、無菌のものであり、ヒトへ
の投与に適するものである。１具体例では、キャリヤーは、抗菌性の皮膚クリーナーを含
んでなる。１具体例では、皮膚クリーナーはハンドウォッシュクリーナーを含んでなる。
１具体例では、キャリヤーは、抗菌性の表面クリーナーを含んでなる。
【０００７】
　１具体例では、本発明は、素地表面への微生物の胞子の結合を阻止および／又は阻害で
きるアミノ酸配列を含んでなり、前記アミノ酸配列が、微生物の胞子の表面タンパク質と
の十分な相同性を有するものである感染制御組成物を意図するものである。１具体例では
、十分な相同性は、約７５％の相同性、好ましくは８５％の相同性、最も好ましくは９０
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％又は９５％の相同性である。１具体例では、表面タンパク質は胞子の表面タンパク質を
含んでなる。１具体例では、胞子の表面タンパク質は、クロストリジウム属菌の胞子の表
面タンパク質を含んでなる。１具体例では、クロストリジウム属菌の胞子の表面タンパク
質は、クロストリジウム・ディフィシレの胞子の表面タンパク質を含んでなる。１具体例
では、胞子の表面タンパク質は、バシラス属菌の胞子の表面タンパク質を含んでなる。１
具体例では、バシラス属菌の胞子の表面タンパク質は、バシラス・アンスラシスの胞子の
表面タンパク質を含んでなる。１具体例では、表面タンパク質は胞子の表面ペプチドを含
んでなる。１具体例では、ペプチドがクロストリジウム菌の表面タンパク質に由来するも
のである。１具体例では、クロストリジウム菌の表面タンパク質が、クロストリジウム・
ディフィシレの表面タンパク質を含んでなる。１具体例では、ペプチドがバシラス属菌の
表面タンパク質に由来するものである。１具体例では、バシラス属菌の表面タンパク質が
、バシラス・アンスラシスの表面タンパク質を含んでなる。１具体例では、クロストリジ
ウム・ディフィシレの表面ペプチドは、配列番号１又は配列番号１の相同体を含んでなる
。１具体例では、胞子の表面ペプチドは、配列番号３、配列番号５、配列番号７、及び配
列番号１５からなる群から選ばれるものである。１具体例では、アミノ酸配列は、胞子の
表面タンパク質のＣ末端に由来するものである。１具体例では、アミノ酸配列は、胞子の
表面タンパク質のＮ末端に由来するものである。１具体例では、組成物は、さらに、キャ
リヤーを含んでなる。１具体例では、キャリヤーは、さらに、洗浄剤を含んでなる。１具
体例では、組成物は、さらに、少なくとも１つの抗菌剤を含んでなる。１具体例では、キ
ャリヤーは、ヒトへの投与に適するものである。１具体例では、組成物は、さらに、抗菌
性の皮膚クリーナーを含んでなる。１具体例では、皮膚クリーナーはハンドウォッシュク
リーナーを含んでなる。１具体例では、組成物は、さらに、抗菌性の表面クリーナーを含
んでなる。１具体例では、組成物は、さらに、皮膚バリヤーを含んでなる。１具体例では
、組成物は、さらに、表面バリヤーを含んでなる。
【０００８】
　１具体例では、本発明は、拮抗性化合物を含んでなり、前記化合物が、微生物の胞子の
表面タンパク質に対する親和性を有するものである感染制御組成物を意図するものである
。１具体例では、親和性は、素地表面の特定の結合部位領域に向けられるものである。１
具体例では、化合物は抗体を含んでなる。１具体例では、化合物は、小さい有機分子を含
んでなる。１具体例では、胞子の表面タンパク質は、ペプチドフラグメントを含んでなる
。１具体例では、ペプチドフラグメントは、胞子の表面タンパク質のＣ末端に由来するも
のである。１具体例では、ペプチドフラグメントは、胞子の表面タンパク質のＮ末端に由
来するものである。１具体例では、胞子の表面タンパク質がクロストリジウム菌の表面タ
ンパク質である。１具体例では、クロストリジウム菌の表面タンパク質が、クロストリジ
ウム・ディフィシレの表面タンパク質である。１具体例では、胞子の表面タンパク質がバ
シラス属菌の表面タンパク質である。１具体例では、バシラス属菌の表面タンパク質が、
バシラス・アンスラシスの表面タンパク質である。１具体例では、組成物は、さらに、少
なくとも１つの抗菌剤を含んでなる。１具体例では、組成物は、さらに、キャリヤーを含
んでなる。１具体例では、キャリヤーは、ヒトへの投与に適するものである。
１具体例では、組成物は、さらに、抗菌性のハンドクリーナーを含んでなる。１具体例で
は、組成物は、さらに、抗菌性の表面クリーナーを含んでなる。
【０００９】
　１具体例では、本発明は、（ａ）i）微生物に暴露される危険がある対象（ここで、暴
露により、微生物感染を生ずる可能性が高い）及びii）感染制御組成物を準備し；（ｂ）
微生物の暴露前の対象に、微生物感染バリヤー（「微生物感染バリヤー」とは、微生物の
胞子が素地表面に結合することを妨げる又は阻害することを介して、微生物に感染するこ
とを低減又は阻止する防壁をいう）が形成される条件下で、前記組成物を投与することを
含んでなる方法を意図するものである。１具体例では、微生物感染バリヤーは微生物感染
を低減するものである。１具体例では、微生物感染バリヤーは微生物感染を阻止するもの
である。１具体例では、微生物は細菌を含んでなる。１具体例では、細菌は、クロストリ
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ジウム菌、バシラス属菌、デスルホトマキュラム属菌（Desulfotomaculum）、スポロラク
トバシラス属菌（Sporolactobacillus）、サポロサルチナ属菌（Sporosarcina）、又はテ
ルモアクチノミセス属菌（Thermoactinomyces）からなる群から選ばれる。１具体例では
、細菌は細菌の胞子を含んでなる。１具体例では、細菌の胞子は、少なくとも１つの胞子
の表面タンパク質を含んでなる。１具体例では、クロストリジウム属菌の胞子の表面タン
パク質が、クロストリジウム・ディフィシレの胞子の表面タンパク質である。１具体例で
は、バシラス属菌の胞子の表面タンパク質が、バシラス・アンスラシスの胞子の表面タン
パク質である。１具体例では、感染制御組成物はアミノ酸配列を含んでなる。１具体例で
は、アミノ酸配列が微生物の胞子の表面タンパク質に由来するものである。１具体例にお
いて、アミノ酸配列が、微生物の胞子の表面タンパク質との十分な相同性を有するもので
ある。１具体例において、感染制御組成物が、素地表面への微生物の胞子の結合を阻害、
拮抗、中断、終了及び／又は阻止できるものである。１具体例では、感染制御組成物は、
さらに、拮抗性化合物を含んでなり、前記化合物は微生物の胞子の表面タンパク質のアミ
ノ酸配列に対する親和性を有するものである。１具体例では、組成物は、さらに、キャリ
ヤーを含んでなる。１具体例では、感染制御組成物は、さらに、少なくとも１つの抗菌剤
を含んでなる。１具体例では、危険にさらされる対象が医療従事者である。１具体例では
、危険にさらされる対象が医療ファーストレスポンダーである。１具体例では、危険にさ
らされる対象が医療患者である。１具体例では、患者が医療環境にいる者である。１具体
例では、医療患者が少なくとも１つの抗生物質を投与された者である。１具体例では、危
険にさらされる対象が消防士である。１具体例では、危険にさらされる対象が警察官であ
る。１具体例では、危険にさらされる対象が軍人である。１具体例では、危険にさらされ
る対象が食品を扱う者である。１具体例では、危険にさらされる対象が無生物の表面及び
／又は物体である。１具体例では、投与が、局所、経口、非経口、肺、肛門、膣、眼、又
は経鼻からなる群から選ばれる。
【００１０】
　１具体例では、本発明は、（ａ）i）微生物に暴露された対象（ここで、暴露により、
微生物感染を生ずる可能性が高い）及びii）感染制御組成物を準備し；（ｂ）微生物の暴
露後の対象に、微生物感染が低減される条件下で、前記組成物を投与することを含んでな
る方法を意図するものである。１具体例では、微生物は細菌を含んでなる。１具体例では
、細菌は、クロストリジウム菌、バシラス属菌、デスルホトマキュラム属菌、スポロラク
トバシラス属菌、サポロサルチナ属菌、又はテルモアクチノミセス属菌からなる群から選
ばれる。１具体例では、細菌は細菌の胞子を含んでなる。１具体例では、細菌の胞子は、
少なくとも１つの胞子の表面タンパク質を含んでなる。１具体例では、クロストリジウム
属菌の胞子の表面タンパク質が、クロストリジウム・ディフィシレの胞子の表面タンパク
質である。１具体例では、バシラス属菌の胞子の表面タンパク質が、バシラス・アンスラ
シスの胞子の表面タンパク質である。１具体例では、感染制御組成物はアミノ酸配列を含
んでなる。１具体例では、アミノ酸配列が微生物の胞子の表面タンパク質に由来するもの
である。１具体例において、アミノ酸配列が、微生物の胞子の表面タンパク質との十分な
相同性を有するものである。１具体例において、感染制御組成物が、素地表面への微生物
の胞子の結合を阻害、拮抗、中断、終了及び／又は阻止できるものである。１具体例では
、感染制御組成物は、さらに、拮抗性化合物を含んでなり、前記化合物は微生物の胞子の
表面タンパク質のアミノ酸配列に対する親和性を有するものである。１具体例では、組成
物は、さらに、キャリヤーを含んでなる。１具体例では、感染制御組成物は、さらに、少
なくとも１つの抗菌剤を含んでなる。１具体例では、暴露される対象が医療従事者である
。１具体例では、暴露される対象が医療ファーストレスポンダーである。１具体例では、
暴露される対象が消防士である。１具体例では、暴露される対象が警察官である。１具体
例では、暴露される対象が軍人である。１具体例では、投与が、局所、経口、非経口、肺
、肛門、膣、眼、又は経鼻からなる群から選ばれる。１具体例では、暴露される対象が無
生物の表面及び／又は物体である。
【００１１】
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　１具体例では、本発明は、（ａ）i）単離されたペプチド（ここで、ペプチドは、微生
物の胞子の表面タンパク質に由来するものである）及びii）ペプチドとの相互作用性を有
すると疑われる感染制御テスト化合物を準備し；（ｂ）ペプチドと感染制御テスト化合物
とを接触させ；（ｃ）ペプチドと感染制御テスト化合物との相互作用を検出することを含
んでなる方法を意図するものである。１具体例では、方法は、さらに、単離されたペプチ
ドを付着させ得る素地を含んでなる。１具体例では、ペプチドが、クロストリジウム属菌
の胞子の表面タンパク質に由来するものである。１具体例では、クロストリジウム属菌の
胞子の表面タンパク質は、クロストリジウム・ディフィシレの外膜を含んでなる。１具体
例では、ペプチドが、バシラス属菌の胞子の表面タンパク質に由来するものである。１具
体例では、バシラス属菌の外膜が、バシラス・アンスラシスの胞子の表面タンパク質を含
んでなる。１具体例では、ペプチドが胞子の表面ペプチドを含んでなる。１具体例では、
クロストリジウム・ディフィシレの胞子の表面ペプチドが、配列番号１又は配列番号１の
同属体を含んでなる。１具体例では、胞子の表面ペプチドが、配列番号３、配列番号５、
配列番号７、及び配列番号１５からなる群から選ばれるものである。１具体例では、感染
制御テスト化合物が小さい有機分子を含んでなる。１具体例では、感染制御テスト化合物
が合成ペプチドを含んでなる。１具体例では、感染制御テスト化合物がタンパク質ミメテ
ィックを含んでなる。１具体例では、感染制御テスト化合物が抗体を含んでなる。
【００１２】
　１具体例では、本発明は、（ａ）i）単離されたラベル化微生物の胞子の表面ペプチド
（ここで、前記ペプチドは、第１の蛍光強度パターンを創出する）及びii）前記ペプチド
と相互作用できる感染制御テスト化合物を準備し；（ｂ）前記ペプチドと前記感化合物と
を接触させて、第２の蛍光強度パターンを有する縮小したペプチドを生成し；（ｃ）前記
第１の蛍光強度パターンを第２の蛍光強度パターンと比較することを含んでなる方法を意
図するものである。１具体例では、方法は、さらに、（ｄ）第１の蛍光強度パターンと第
２の蛍光強度パターンとの差異を検出することを含んでなる。１具体例では、差異は、前
記化合物が前記ペプチドに結合することを示す。１具体例では、ペプチドが、微生物の胞
子の表面タンパク質に由来するものである。１具体例では、微生物の胞子の表面タンパク
質が、クロストリジウム属菌の胞子の表面タンパク質に由来するものである。１具体例で
は、クロストリジウム属菌の胞子の表面タンパク質は、クロストリジウム・ディフィシレ
の胞子の表面タンパク質を含んでなる。１具体例では、細菌の胞子の表面タンパク質が、
バシラス属菌の胞子の表面タンパク質に由来するものである。１具体例では、バシラス属
菌の胞子の表面タンパク質が、バシラス・アンスラシスの胞子の表面タンパク質を含んで
なる。１具体例では、胞子の表面ペプチドがペプチドフラグメントを含んでなる。１具体
例では、ペプチドが、配列番号1、配列番号３、配列番号５、配列番号７、及び配列番号
９からなる群から選ばれるものである。１具体例では、ラベルが、４',６-ジアミジノ-２
-フェニルインドール（DAPI）、アニリノナフタレンスルホネート（ANS）、ビス-ANS（ビ
ス-アニリノナフタレンスルホネート）、Ｎ-フェニル-１-ナフタレン（NPN）、ルテニウ
ムレッド、クレゾールバイオレット、及び４-(ジシアノビニル)ユーロリジン（DCVJ）か
らなる群から選ばれる。
【００１３】
　１具体例では、本発明は、（ａ）i）組換え発現ベクターを含んでなる細菌（ここで、
前記ベクターは、胞子の表面オリゴヌクレオチド配列の少なくとも一部を含んでなる）及
びii）感染制御活性を有すると疑われる化合物を準備し；（ｂ）前記ベクターを発現させ
て、微生物の膜で、胞子の表面タンパク質を出現させ；（ｃ）前記微生物を前記化合物と
接触させ；及び（ｄ）前記化合物の感染制御活性を検出することを含んでなる方法を意図
するものである。１具体例では、感染制御活性は、前記化合物と前記出現されたタンパク
質との結合ペアの形成を含んでなる。１具体例では、オリゴヌクレオチド配列が配列番号
２を含んでなる。１具体例では、オリゴヌクレオチド配列は、配列番号４、配列番号６、
配列番号８及び配列番号１６からなる群から選ばれる。１具体例では、組換え発現ベクタ
ーが、さらに、融合配列（ここで、融合配列は、レポーター配列を含んでなる）を含んで
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なる。１具体例では、レポーター配列はβ-ガラクトシダーゼ配列である。
【００１４】
　１具体例では、本発明は、サンプル中における、微生物の胞子の表面タンパク質遺伝子
の少なくとも一部をコード化するポリヌクレオチド配列の存在を検出する方法であって、
（ａ）i）配列番号２の少なくとも一部及びii）胞子の表面オリゴヌクレオチドを含有す
ると疑われるサンプルを準備し；（ｂ）前記並列番号２の一部及び前記サンプルとを接触
させて、配列番号２の一部と胞子の表面オリゴヌクレオチド配列との間で、交配複合体を
形成させ；及び（ｃ）前記交配複合体微生物を検出することを含んでなる方法を意図する
ものである。１具体例では、胞子の表面オリゴヌクレオチドが微生物の胞子に由来するも
のである。１具体例では、胞子がクロストリジウム属菌に由来するものである。１具体例
では、胞子がバシラス属菌に由来するものである。１具体例では、オリゴヌクレオチド配
列がRNAである。１具体例では、オリゴヌクレオチド配列がDNAである。
【００１５】
　１具体例では、本発明は、感染制御組成物及び細菌の胞子を含む素地表面を準備し；組
成物を表面に適用することを含んでなり、胞子の少なくとも５０％、好ましくは６０％、
さらに好ましくは７０％、さらに好ましくは８０％、最も好ましくは９０％、又は100％
が表面から除去される方法を意図するものである。１具体例では、表面は、皮膚、体組織
、無機表面（例えば、ステンレス鋼、花こう岩、プラスチック、タイル、セラミック等）
、グローブ、実験室用コート、又は医療用器具からなる群から選ばれる。
【００１６】
　１具体例では、本発明は、感染制御組成物及び細菌の胞子の結合の危険性が高い素地表
面を準備し；組成物を表面に適用することを含んでなり、細菌の胞子の結合が、少なくと
も５０％、好ましくは６０％、さらに好ましくは７０％、さらに好ましくは８０％、最も
好ましくは９０％、又は100％阻止される方法を意図するものである。１具体例では、表
面は、皮膚、体組織、無機表面（例えば、ステンレス鋼、花こう岩、プラスチック、タイ
ル、セラミック等）、グローブ、実験室用コート、又は医療用器具からなる群から選ばれ
る。
【００１７】
　１具体例では、本発明は、微生物の胞子のタンパク質への結合について、複数の感染制
御組成物スクリーニングする方法であって、（ａ）前記微生物の胞子のタンパク質を担持
するビーズを含んでなるクロマトグラフィーカラムを準備し；（ｂ）前記複数の感染制御
組成物と前記ビーズとを、前記感染制御組成物の少なくとも１つが前記ビーズと結合ペア
を形成するような条件したで接触させ；（ｃ）前記の少なくとも１つの結合した感染制御
組成物を前記ビーズから制御可能に開放し；（ｄ）前記の少なくとも１つの結合した感染
制御組成物を検出することを含んでなる方法を意図するものである。１具体例では、前記
の結合ペアは、微生物の胞子の表面タンパク質を含んでなる。１具体例では、少なくとも
１つの結合した感染制御組成物の検出が、蛍光シグナルの発生を含むものである。１具体
例では、少なくとも１つの結合した感染制御組成物の検出が、酵素－基質生成物の形成を
含むものである。１具体例では、制御可能での開放が、ビーズを放出剤に露出することを
含んでなる。１具体例では、放出剤は、光、酸及び塩基からなる群から選ばれる。
【００１８】
　１具体例では、本発明は、タンパク質ミメティック化合物及びキャリヤーを含んでなる
感染制御組成物であって、ここで、タンパク質ミメティックは、素地表面に対して第１の
特有の結合部位パターンを有しており、第１の結合パターンは、アミノ酸配列の第２の特
有の結合部位パターンに対して、少なくとも５０％の強さ、好ましくは６０％の強さ、さ
らに好ましくは７０％の強さ、さらに好ましくは８０％の強さ、最も好ましくは９０％の
強さ、又は100％強さを有し、配列は、微生物の胞子の表面タンパク質に対して充分な相
同性を有するものである感染制御組成物を意図するものである。１具体例では、タンパク
質ミメティック化合物は小さい有機分子を含んでなる。１具体例では、タンパク質ミメテ
ィック化合物は合成ペプチドを含んでなる。１具体例では、タンパク質ミメティック化合
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物は無機イオン錯体を含んでなる。１具体例では、表面タンパク質は胞子の表面タンパク
質を含んでなる。１具体例では、微生物の胞子の表面タンパク質は、クロストリジウム属
菌の胞子の表面タンパク質に由来するものである。１具体例では、クロストリジウム属菌
の胞子の表面タンパク質は、クロストリジウム・ディフィシレの胞子の表面タンパク質で
ある。１具体例では、胞子の表面タンパク質は、バシラス属菌の胞子の表面タンパク質に
由来するものである。１具体例では、バシラス属菌の胞子の表面タンパク質は、バシラス
・アンスラシスの胞子の表面タンパク質である。１具体例では、アミノ酸配列は、微生物
の胞子の表面タンパク質のＣ末端に由来するものである。１具体例では、アミノ酸配列は
、微生物の胞子の表面タンパク質のＮ末端に由来するものである。１具体例では、素地表
面が生物の表面を含んでなる。１具体例では、素地表面が無生物の表面を含んでなる。１
具体例では、生物の表面が体組織表面を含んでなる。１具体例では、体組織表面は哺乳類
の皮膚表面を含んでなる。１具体例では、無生物の表面はステンレス鋼を含んでなる。１
具体例では、無生物の表面はセラミックを含んでなる。１具体例では、無生物の表面はビ
ニールを含んでなる。１具体例では、無生物の表面はタイルを含んでなる。１具体例では
、キャリヤーは洗浄剤を含んでなる。１具体例では、組成物は、さらに、少なくとも１つ
の抗菌薬を含んでなる。１具体例では、キャリヤーは、無菌のものであり、ヒトへの投与
に適するものである。１具体例では、キャリヤーは、抗菌性の皮膚クリーナーを含んでな
る。１具体例では、キャリヤーは抗菌性の表面クリーナーを含んでなる。
【００１９】
　ここで使用するように、「薬学上又は薬理学的に許容される」とは、動物又はヒトに投
与される際、分子成分及び組成物が、不利益、アレルギー又は他の有害な反応を生じない
ことをいう。
【００２０】
　ここで使用するように、用語「薬学上許容されるキャリヤー」とは、水、エタノール、
ポリオール（例えば、グリセロール、プロピレングリコール、及び液体ポリエチレングリ
コール等を含む）、その好適な混合物、及び植物油、コーティング、等張性及び吸収遅延
剤、リポソーム、市販のクレンザー等を含む（ただし、これらに限定されない）全ての溶
媒又は分散媒体を含む。
【００２１】
　ここで使用するように、用語「精製した」又は「単離した」とは、ペプチド組成物を処
理（例えば、分別）に供して、各種の他の成分を除去し、処理後の組成物が、その過剰な
生物学的活性を実質的に保持していないことをいう。用語「実質的に精製した」を使用す
る場合は、タンパク質又はペプチドが、組成物の成分の大部分を構成する、例えば、組成
物の約５０％、約６０％、約７０％、約８０％、約９０％、約９５％以上（例えば、質量
／質量及び／又は質量／容量）を構成することをいう。用語「精製して同質とする」は、
組成物を「外見上同質」となるまで精製して、単一のタンパク質種が存在する（例えば、
SDS-PAGE又はHPLC分析に基づく）ようにすることをいう。表現「精製された組成物」とは
、極微量の不純物が残っていてもよいことを意味するものではない
　ここで使用するように、用語「実質的に精製した」とは、分子、核酸配列又はアミノ酸
配列が、その自然界から取り出され、単離又は分離され、必然的に同伴される他の成分の
少なくとも６０％、好ましくは７５％、より好ましくは少なくとも９０％が除去されてい
ることをいう。従って、「単離されたポリヌクレオチド」は、実質的に精製されたポリヌ
クレオチドである。
【００２２】
　ここで使用するように、「核酸配列」又は「ヌクレオチド配列」は、オリゴヌクレオチ
ド又はポリヌクレオチド、及びフラグメント又はその一部をいい、及び１本鎖又は２本鎖
であるゲノム系又は合成系であり、センス鎖又はアンチセンス鎖を表すDNA又はRNAをいう
。
【００２３】
　ここで使用するように、用語「単離された核酸」とは、その天然状態から取り出された
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核酸（例えば、細胞から取り出され、好適な具体例では、他のゲノム系核酸を含まない）
をいう。
【００２４】
　ここで使用するように、用語「機能的に同等のコドン」とは、同じアミノ酸をコード化
する異なったコドンをいう。この現象は、しばしば、遺伝子暗号の「縮重」と称される。
例えば、６個の異なったコドンが、アミノ酸のアルギニンをコード化する。
【００２５】
　ここで使用するように、用語「アミノ酸配列」及び「ポリペプチド配列」は同義語であ
り、アミノ酸の配列をいう。
【００２６】
　ここで使用する用語「胞子の表面タンパク質」とは、各種の細菌の胞子の外膜タンパク
質に由来するか、又は相当の類似性を有する（すなわち、同属体である）各種のタンパク
質又はペプチドフラグメントをいう。微生物の胞子の表面タンパク質は、発芽を誘発する
に十分な条件となるまで、微生物の胞子を無生物及び／又は生物の表面に付着させ、不動
化させるものと考えられる。
【００２７】
　ここで使用するように、用語「由来する」とは、化合物又は配列の源をあらわすもので
ある。１観点では、化合物又は配列は、生物又は特定の種に由来する。他の観点では、化
合物又は配列は、より大きい錯体又は配列に由来する。
【００２８】
　ここで使用するように、「BclA」又は「BclAポリペプチド」又は「BclAタンパク質」又
は「BclA相同体」は、各種の種、特に、グラム陰性、グラム陽性、好気性及び嫌気性の細
菌を含む各種の細菌種から得られた、又は天然、合成、半合成又は組換えの各種の源から
得られた実質的に精製されたバシラス属菌タンパク質のアミノ酸配列を表示するために、
相互に交換可能にしようするものである。例えば、クロストリジウム・ディフィシレのBc
lA相同体は、バシラス・アンスラシスのBclAペプチドと同じ機能及び活性を有する。
【００２９】
　タンパク質の「変異体」は、ポリペプチド配列（例えば、配列番号１）又はポリペプチ
ド配列の各種の相同体とは、１以上のアミノ酸で異なるアミノ酸配列として定義される。
変異体は「保存された」変化を有し、ここで、置換されたアミノ酸は同様の構造特性又は
化学特性を有する（例えば、ロイシンのイソロイシンによる交換）。稀には、変異体は「
非保存的な」変化を有する（例えば、具利親のトリプシンによる交換）。同様の少数の変
異体は、アミノ酸の欠失又は挿入（例えば、付加）、又はその両方を含むこともできる。
生物学的又は免疫学的活性が失われることなく、アミノ酸残基のいずれが及びいくつが置
換され、挿入され、又は欠失されるかの決定に関するガイダンスは、DNAStar（登録商標
）ソフトウエアを含む（ただし、これに限定されない）コンピュータープログラムを使用
することによって見られる。
【００３０】
　ヌクレオチドの「変異体」は、欠失、挿入又は置換により、対照のオリゴヌクレオチド
とは相違する新規なヌクレオチド配列として定義される。これらは、各種の方法（例えば
、配列決定アッセイ、ハイブリダイゼーションアッセイ等）を使用して検出される。この
定義内には、クロストリジウム属菌の胞子の表面タンパク質をコード化するゲノムDNA配
列への変性［例えば、配列番号２にハイブリダイズできる制限酵素フラグメントのパター
ンにおける変性（RFLP分析）；配列番号２の選択されたフラグメントが、高いストリンジ
ェンシー条件下において、ゲノムDNAのサンプル（例えば、アレル特異的なオリゴヌクレ
オチドプローブを使用する）にハイブリダイズできないこと；及び不適切な又は予期しな
いハイブリダイゼーション、例えば、クロストリジウム属菌の胞子の表面遺伝子のための
正常な染色体座以外の遺伝子座へのハイブリダイゼーション（例えば、蛍光in situハイ
ブリダイゼーション法（FISH）を使用する）］が含まれる。
【００３１】
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　「欠失」は、１以上のヌクレオチド又はアミノ酸残基が、それぞれ、不在であるヌクレ
オチド又はアミノ酸配列として定義される。
【００３２】
　「挿入」又は「付加」は、例えば、天然のクロストリジウム属菌の胞子の表面タンパク
質と対比して、それぞれ、１以上のヌクレオチド又はアミノ酸残基の追加が生ずるヌクレ
オチド又はアミノ酸配列における変化である。
【００３３】
　「置換」は、１以上のヌクレオチド又はアミノ酸の、それぞれ、異なるヌクレオチド又
はアミノ酸による置き換えから生ずる。
【００３４】
　ここで使用するように、用語「誘導」とは、核酸又はアミノ酸の各種の化学的変形をい
う。このような変性の実例は、アルキル、アシル、又はアミノ基による水素の置換である
。例えば、核酸誘導体は、本質的な微生物学的特性を保有するポリペプチドをコード化す
る。
【００３５】
　ここで使用するように、タンパク質に関連して使用する場合（「特定のタンパク質の部
分」のように）、用語「部分」は、当該タンパク質のフラグメントをいう。フラグメント
は、サイズ的には、アミノ酸残基４個から（全アミノ酸配列－アミノ酸１個）までの範囲
である。例えば、「配列番号１のアミノ酸配列の少なくとも部分を含んでなる」タンパク
質は、全長さのクロストリジウム属菌の胞子のタンパク質及び４個以上のアミノ酸のから
なるそのフラグメントを含む。
【００３６】
　ヌクレオチド配列に関連して使用する場合、用語「部分」は、当該ヌクレオチド配列の
フラグメントをいう。フラグメントは、サイズ的には、ヌクレオチド残基５個から（全ヌ
クレオチド配列－ヌクレオチド配列１個）までの範囲である。
【００３７】
　用語「生物学的に活性な」とは、各種の分子が、構造的、調節性又は生化学的機能を有
していることをいう。例えば、胞子の表面タンパク質の生物学的活性は、例えば、胞子の
表面タンパク質活性を欠く細胞（例えば、胞子の表面タンパク質ヌル細胞及び／又は「ノ
ックアウト」細胞）における野生型増殖の復元性によって決定される。胞子の表面タンパ
ク質活性を欠く細胞は、多くの方法（例えば、点突然変異及びフレームシフト突然変異）
によって生成される。補完は、胞子の表面タンパク質活性を欠く細胞に、胞子の表面タン
パク質、その誘導体、又はその部分を発現する発現ベクターを移入することによって達成
される。
【００３８】
　用語「免疫学的に活性な」とは、天然、組換え又は合成のペプチド（例えば、胞子の表
面タンパク質）、又はその各種のオリゴペプチドが、適切な動物又は細胞において特殊な
免疫応答を惹起する及び／又は特殊な抗体と結合する能力を有することをいう。
【００３９】
　ここで使用するように、用語「抗原決定基」は、特別な抗体（例えば、エピトープ）に
よって認識される分子の部分をいう。宿主動物を免疫するためにタンパク質又はタンパク
質のフラグメントを使用する場合、タンパク質の多くの領域が、タンパク質上の特定の領
域又は三次元構造に特異的に結合する抗体の生産を惹起できる。これらの領域又は構造は
、抗原決定基と称される。抗原決定基は、抗体への結合に関して、無傷抗原（すなわち、
誘発させるために使用される免疫原）と競合する。
【００４０】
　用語「免疫原」、「抗原」、「免疫原性の」及び「抗原性の」は、動物に導入される際
、抗体を発生させる各種の物質をいう。この定義により、免疫原は少なくとも１つのエピ
トープ（免疫応答を引き起こすことができる特殊な生化学的ユニット）を含有していなけ
ればならず、一般的にはより多くを含有する。タンパク質は、免疫原として、最も頻繁に
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使用される。後者の錯体は、いくつかのエピトープを持つより小さい分子が、それ自身に
よって、十分な免疫応答を誘発できない場合には、しばしば有用である。
【００４１】
　用語「抗体」とは、動物において、免疫原（抗原）によって惹起された免疫グロブリン
をいう。抗体は免疫原に含有されるエピトープに対して特異性を示すことが望ましい。養
母「多クローン性抗体」は、プラズマ細胞の複数のクローンから生成される免疫グロブリ
ンをいう。これに対して、「単クローン性抗体」とは、プラズマ細胞の単一クローンから
生成される免疫グロブリンをいう。
【００４２】
　抗体及びタンパク質又はペプチドの相互作用について使用する場合の用語「特異的結合
」又は「特異的に結合する」は、相互作用が、タンパク質における特別な構造（例えば、
抗原決定基又はエピトープ）の存在に左右されることを意味する。換言すれば、抗体は、
一般的なタンパク質に対するよりもむしろ、特殊なタンパク質構造を認識し、結合するこ
とを意味する。例えば、抗体がエピトープ「Ａ」に対して特異的であるとすると、ラベル
化「Ａ」及び抗体が関与する反応におけるエピトープ「Ａ」（すなわち、フリーの非ラベ
ル化Ａ）を含有するタンパク質の存在は、抗体に結合するラベル化Ａの量を低減するであ
ろう。
【００４３】
　ここで使用するように、用語「組換えDNA分子」は、分子生物学的技術によって結合さ
れたDNAセグメントからなるDNA分子をいう。
【００４４】
　ここで使用するように、用語「組換えタンパク質」又は「組換えポリペプチド」は、組
換えDNA分子を使用して発現されるタンパク質分子をいう。
【００４５】
　ここで使用するように、用語「ベクター」及び「ビヒクル」は、DNAセグメントを１つ
の細胞から他の細胞に移動させる核酸分子について同義語として使用される。
【００４６】
　ここで使用するように、用語「発現ベクター」又は「発現カセット」は、特別な宿主生
物において、所望のコード化配列及び操作可能に結合したコード化配列の発現に必要な好
適な核酸配列を含有する組換えDNA分子をいう。原核生物における発現に必要な核酸配列
は、通常、プロモーター、オペレーター（任意）、及びリボソーム結合部位を含む（しば
しば他の配列と共に）。真核細胞は、プロモーター、エンハンサー、及び終結及びポリア
デニル化シグナルを利用することが知られている。
【００４７】
　ここで使用するように、用語「操作可能な組合せで」、「操作可能な順序で」及び「操
作可能に結合した」とは、所定の遺伝子の転写及び／又は所望のタンパク質分子の合成を
命令できる核酸配列が生成されるような核酸配列の結合をいう。また、この用語は機能性
タンパク質が生成されるようなアミノ酸の結合をいう。
【００４８】
　ここで使用するように、用語「形質移入」とは、外来DNAの細胞への導入をいう。形質
移入は、リン酸カルシウム－DNA共沈法、エレクトロポレーション法、ミクロインジェク
ション法、リポソーム法、リポフェクション法、プロトプラスト融合法、レトロウイルス
感染法、微粒子銃（すなわち、粒子衝突）等を含む当分野において公知の各種手段によっ
て達成される。
【００４９】
　ここで使用するように、用語「相補的」又は「相補性」は、塩基対合則によって関連付
けられる「ポリヌクレオチド」及び「オリゴヌクレオチド」（これらは同義語であり、ヌ
クレオチドの配列をいう）について使用される。例えば、「配列「C-A-G-T」は配列「G-T
-C-A」に対して相補的である」のように使用する。相補性は、「部分的」又は「全体的」
であってもよい。「部分的」相補性とは、１以上の核酸塩基が塩基対合側に従って適合し



(15) JP 5911421 B2 2016.5.18

10

20

30

40

50

ない場合をいう。核酸の間における「全体的」又は「完全な」相補性とは、各々のかつ全
ての核酸液が、塩基対合側のもとで他の塩基と適合する場合をいう。核酸鎖間の相補度は
、核酸鎖間のハイブリダイゼーションの効率及び強さに対して有意の影響を有する。こえ
ｒは、核酸の間の結合に左右される検出法と同様に、増幅反応において特に重要である。
【００５０】
　ここで使用するように、ヌクレオチド配列についての用語「相同性」及び「相同の」と
は、他のヌクレオチド配列との相補性の度合いをいう。部分的相同性及び完全相補性（す
なわち、同一性）がある。核酸配列に対して部分的に相補性、すなわち、「実質的に相同
性」であるヌクレオチド配列は、完全な相補性の配列が目標の核酸配列へハイブリダイズ
することを少なくとも部分的に阻害するものである。完全な相補性の配列の目標の配列へ
のハイブリダイゼーションの阻害は、低いストリンジェンシーの条件下でのハイブリダイ
ゼーションアッセイ（サザン又はノーザンブロット、液相ハイブリダイゼーション等）を
使用して試験される。実質的に相補性の配列又はプローブは、低いストリンジェンシーの
条件下において、完全に相補性の配列の目標の配列への結合について競合及び阻害する。
低いストリンジェンシーの条件とは非特異的結合を許容するものであると言っているわけ
ではなく；低いストリンジェンシー条件は、２つの配列の相互結合が特異的な（すなわち
、選択的な）相互反応であることを要求する。非特異的結合の不在は、相同性の部分的度
合いを欠く（例えば、同一性約３０％未満）第２の目標配列を使用することによってテス
トされる。非特異的な結合の不在下では、プローブは第２の非相補性目標とはハイブリダ
イズしない。
【００５１】
　ここで使用するように、アミノ酸配列についての用語「相同性」及び「相同の」とは、
２つのアミノ酸配列の間の一次構造の同一性の度合いをいう。このような同一性の度合い
は、各アミノ酸配列の一部、又はアミノ酸の長さ全体に係る。「実質的に相同性」である
２つ以上のアミノ酸配列は、少なくとも５０％の同一性、好ましくは、少なくとも７５％
の同一性、さらに好ましくは、少なくとも８５％の同一性、最も好ましくは、少なくとも
９５％の同一性、あるいは100％の同一性有する。
【００５２】
　クロストリジウム属菌の胞子の表面タンパク質の核酸配列（例えば、配列番号２）の相
同体であるオリゴヌクレオチド配列は、ここでは、100 bp以上の鎖長を有する配列を比較
する場合、配列番号２の配列に対して５０％以上の同一性を示すオリゴヌクレオチド配列
として定義される。あるいは、配列番号２の相同体は、クロストリジウム属菌の胞子の表
面タンパク質の生物学的に活性なアミノ酸配列をコード化するオリゴヌクレオチド配列と
して定義される。例えば、クロストリジウム属菌の胞子の表面タンパク質の相同体は、胞
子の表面タンパク質をコード化するオリゴヌクレオチド配列の一部を含んでなることがで
きる。
【００５３】
　低ストリンジェンシー条件は、５×SSPE（43.8ｇ/L NaCL、６.９ｇ/L Na2H2PO4・H2O及
び1.85ｇ/L EDTA、pH：NaOHにより７.４に調節）、０.１％ SDS、５×デンハルト試薬（
５０×デンハルト試薬は、500 ml当り、Ficoll（タイプ400、Pharmacia）５ｇ、BSA（Fra
ction V、Sigma）５ｇを含有する）、及び変性したサケの精液DNA 100μg/mlからなる溶
液における４２℃での結合又はハイブリダイゼーションと同等の条件をふくんでなり、鎖
長約500ヌクレオチドのプローブを使用する場合には、続いて、４２℃において、５×SSP
E、０.１％ SDSを含んでなる溶液での洗浄が使用される。低ストリンジェンシー条件を構
成するために、多くの同等の条件も使用される。ハイブリダイゼーション溶液の成分と同
様に、プローブの鎖長及び種類（DNA、RNA、塩基組成物）及びターゲットの種類（DNA、R
NA、塩基組成物、溶液中に存在する又は不動化されている）及び塩及び他の成分の濃度（
例えば、ホルムアミド、デキストランスルフェート、ポリエチレングリコールの存在又は
不存在）のようなファクターは、上述の条件とは異なる（ただし、同等）低ストリンジェ
ンシーハイブリダイゼーションの条件を創生するように変動される。さらに、高いストリ
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ンジェンシーの条件において、ハイブリダイゼーションを促進する条件（多追えば、ハイ
ブリダイゼーション及び／又は洗浄工程の温度を上昇させること、ハイブリダイゼーショ
ン溶液においてホルムアミドを使用すること等）も使用できる。
【００５４】
　ここで使用するように、用語「ハイブリダイゼーション」は、各種の方法（該方法によ
り、塩基対合を介して、核酸鎖を相補的な鎖と結合させて、ハイブリダイゼーション複合
体が形成される）による相補的核酸の対合について使用される。ハイブリダイゼーション
及びハイブリダイゼーションの強さ（すなわち、核酸間の会合の強さ）は、核酸間の相補
性の度合い、関与する条件のストリンジェンシー、形成されるハイブリドのTm、及び核酸
におけるG：Cの比のようなファクターによって影響される。
【００５５】
　ここで使用するように、用語「ハイブリダイゼーション複合体」とは、相補性G及びC塩
基間及び相補性A及びT塩基間での水素結合の形成によって、２つの核酸配列間で形成され
た複合体をいう。これらの水素結合は、さらに、塩基スタッキング相互反応によって安定
化される。２つの相補性核酸配列は、アンチパラレルの配置で水素結合する。ハイブリダ
イゼーション複合体は、溶液中で（例えば、C0t又はR0t分析）又は溶液中に存在する１つ
の核酸配列と、固体支持体（例えば、サザン及びノーザンブロティング、ドットブロティ
ングにおいて使用されるようなナイロン膜又はニトロセルロースフィルター又はFISH（蛍
光in situハイブリダイゼーション）を含むin situハイブリダイゼーションにおいて使用
されるようなガラススライド）に不動化された他の核酸配列との間で形成される。
【００５６】
　ここで使用するように、用語「Tm」は「融解温度」について使用される。融解温度は、
二本鎖拡散配列の集団が半解離して一本鎖となる温度である。鎖の参考文献によって示さ
れるように、Tm値の簡単な概算は、核酸が１M NaCl水溶液中に存在する場合、次の式：
　　Tm＝ 81.5＋0.41（％G＋C）
によって算定される（Andersonら, 「定量的フィルターハイブリダイゼーション」, Nucl
eic Acid Hybridization (1985)）。より精巧な計算法は、Tmの算定について、配列特性
と共に、構造を考慮している。
【００５７】
　ここで使用するように、用語「ストリンジェンシー」は、核酸のハイブリダイゼーショ
ンが行われる際の、温度、イオン強度、及び有機溶媒のような他の化合物の存在の条件に
ついて使用される。「ストリンジェンシー」は、代表的には、２０℃までの約Tmから２５
℃未満のTmまでの範囲で生ずる。「厳重なハイブリダイゼーション」は、同一のポリヌク
レオチド配列を同定又は検出するため又は同様の又は関連するポリヌクレオチド配列を同
定又は検出するために使用される。例えば、配列番号２のフラグメントが、厳重な条件下
でのハイブリダイゼーション反応に使用される場合には、唯一の配列（すなわち、配列番
号２と非相同性であるか、配列番号２との相同性又は相補性約５０％以下を含有する領域
）を含有する配列番号２のフラグメントのハイブリダイゼーションが好まれる。あるいは
、「弱い」又は「低い」ストリンジェンシーの条件が使用される場合には、ハイブリダイ
ゼーションは、一般的に様々な生物に由来する核酸（すなわち、相補性配列の頻度は、こ
のような生物間では、通常低い）を使用して行われる。
【００５８】
　ここで使用するように、用語「増幅可能な核酸」は、増幅法によって増幅され得る核酸
いついて使用される。「増幅可能な核酸」とは、通常、「サンプルテンプレート」を含ん
でなるものと理解される。
【００５９】
　ここで使用するように、用語「サンプルテンプレート」とは、対象の目標配列の存在に
ついて分析されるサンプルが起源である核酸をいう。これに対して、「バックグラウンド
テンプレート」は、アンプル中に存在するか又は存在しないサンプルテンプレート以外の
核酸について使用される。バックグラウンドテンプレートは、しばしば、偶発性である。



(17) JP 5911421 B2 2016.5.18

10

20

30

40

50

これはキャリーオーバーの結果であるか、又はサンプルから精製除去されはずの核酸汚染
物の存在によるものである。例えば、検出されるべきもの以外の生物からの核酸が、テス
トサンプル中にはバックグラウンドとして存在し得る。
【００６０】
　「増幅」は、核酸配列の追加のコピーの製造として定義され、一般に、ポリメラーゼ連
鎖反応を使用して行われる（Dieffenbach C.W.及びG.S. Dveksler (1995) PCR Primer, a
 Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Plainview, N.Y.）。
【００６１】
　ここで使用されるように、用語「ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）」は、米国特許第4,683
,195号及び第4,683,202号に記載のK. B. Mullisの方法（これら特許明細書には、クロー
ニング又は精製なしで、ゲノムDNAの混合物中における目標配列のセグメントの濃度を増
大させる方法が記載されている；これら特許の内容を、参照することによって、本明細書
に含める）をいう。所望の葉目標配列の増幅されたセグメントの鎖長は、２つのオリゴヌ
クレオチドプライマーの相互の相対的位置によって決定され、従って、この長さは制御可
能なパラメーターである。方法の反復性のため、この方法は、「ポリメラーゼ連鎖反応」
（以下、「PCR」と表示する）と呼ばれる。目標配列の所望の増幅されたセグメントが、
混合物において、優勢な（濃度の点から）配列となるため、これらは「PCR増幅された」
といわれる。PCRにより、いくつかの異なった方法論（例えば、ラベル化プローブとのハ
イブリダイゼーション；アビジン－酵素複合体検出を伴うビオチン化したプライマーの取
り込み；増幅したセグメントへのdCTP又はdATPのような32Pラベル化デオキシヌクレオチ
ドトリホスフェートの取り込み）によって、検出可能なレベルまで、ゲノムDNAにおける
特定の目標配列の単一コピーを増幅することができる。特に、PCR法自体によって創生さ
れた増幅セグメントは、それら自体、配列PCR増幅の異なったテンプレートである。
【００６２】
　ここで使用するように、用語「プライマー」は、精製された制限消化におけるような天
然の又は合成的に製造された、核酸配列に対して相補的であるプライマー伸展生成物の合
成が惹起される条件下（すなわち、ヌクレオチド及びDNAポリメラーゼのような誘発剤の
存在下、好適な温度及びpHにおいて）に置かれる場合に、合成の開始点として作用できる
オリゴヌクレオチドをいう。プライマーは、好ましくは増幅における最大効率のため、一
本鎖であるが、あるいは、二本鎖であってもよい。二本鎖である場合には、プライマーは
、まず、伸展生成物を調製するために使用される前に、その鎖を分離するために処理され
る。好ましくは、プライマーはオリゴデオキシリボヌクレオチドである。プライマーは、
誘発剤の存在下伸展生成物の合成を刺激するように十分に長いものでなければならない。
プライマーの正確な長さは、温度、プライマーの源及び使用する方法を含む多くのファク
ターに左右される。
【００６３】
　ここで使用するように、用語「プローブ」は、精製された制限消化におけるような天然
の又は合成的、組換えにより又はPCR増幅によって製造された、対象の他のオリゴヌクレ
オチドにハイブリダイズできるオリゴヌクレオチド（すなわち、ヌクレオチドの配列）を
いう。プローブは、一本鎖又は二本鎖である。プローブは、検出、同定及び特別な遺伝子
配列の単離において有用である。本発明において使用される各種のプローブは、各種の「
リポーター分子」にてラベル化され、これによって、酵素系（例えば、酵素系組織化学的
アッセイと同様に、ELISA）、蛍光系、ラジオアクティブ系、及び発光系を含む（ただし
、これらに限定されない）各種の検出系によって検出可能であることも含まれる。本発明
は、いずれかの特別な検出系又はラベルに限定されるものではない。
【００６４】
　ここで使用するように、用語「制限エンドヌクレアーゼ」及び「制限酵素」は、それぞ
れ、特殊なヌクレオチド配列の部分又は近くで二本鎖DNAを切断する細菌の酵素をいう。
【００６５】
　DNA分子は、モノヌクレオチドが反応して、１つのモノヌクレオチドペントース環の５'
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ホスフェートが、ホスホジエステル結合を介して、１つの方向で、その近傍の３'酸素に
付着するようにオリゴヌクレオチドを作成するため、「５'末端」及び「３'末端」を有す
るといわれる。従って、オリゴヌクレオチドの末端は、その５'ホスフェートがモノヌク
レオチドペントース環の３'酸素に結合しない場合には、「５'末端」と呼ばれる。オリゴ
ヌクレオチドの末端は、その３'酸素が他のモノヌクレオチドペントース環の５'ホスフェ
ートに結合しない場合には、「３'末端」と呼ばれる。ここで使用するように、核酸配列
は、より大きいオリゴヌクレオチドであって、５‘及び３'末端を有するということがで
きる。直鎖状又は環状DNA分子において、個々のエレメントは、「下流」エレメント又は
３'エレメントの「上流」又は５'にあるといわれる。この用語法は、転写がDNA鎖に沿っ
て５'to３'様式で進行するとの事実を反映する。結合した遺伝子の転写を命令するプロモ
ーター及びエンハンサーエレメントは、一般に、コード化遺伝子の５'又は上流に位置付
けられる。しかし、エンハンサーエレメントは、プロモーターエレメント及びコード化領
域の３'に位置付けられる場合であっても、それらの効果を発揮できる。
【００６６】
　ここで使用するように、用語「遺伝子をコード化するヌクレオチド配列を有するオリゴ
ヌクレオチド」は、遺伝子のコード化領域を含んでなる核酸配列、すなわち、遺伝子産物
をコード化する核酸配列を意味する。コード化遺伝子は、cDNA、ゲノムDNA又はRNA形で存
在する。DNA形で存在する場合、オリゴヌクレオチドは一本鎖（すなわち、センス鎖）又
は二本鎖である。転写の適切な開始及び／又はプライマリーRNAトランスクリプトの正確
なプロセシングを可能にするために必要であれば、エンハンサー／プロモーター、スプラ
イスジャンクション、ポリアデニル化シグナル等のような好適な調節エレメントを遺伝子
のコード化領域に近い位置に配置できる。あるいは、本発明の発現ベクターにおいて利用
されるコード化領域は、内在性のエンハンサー／プロモーター、スプライスジャンクショ
ン、介在配列、ポリアデニル化シグナル等、又は内在性の調節エレメント及び外因性の調
節エレメントの両方の組み合わせを含有できる。
【００６７】
　ここで使用するように、用語「制御配列」は、核酸配列の発現のいくつかの態様を制御
する遺伝子エレメントをいう。例えば、プロモーターは、操作可能に結合したコード化領
域の転写の開始を容易なものとする制御エレメントである。他の制御エレメントは、スプ
ライシングシグナル、ポリアデニル化シグナル、終結シグナル等である。
【００６８】
　真核生物における転写調節シグナルは、「プロモーター」及び「エンハンサー」エレメ
ントを含んでなる。プロモーター及びエンハンサーは、転写に関与する細胞タンパク質と
特異的に相互作用するDNA配列の短いアレイからなる（Maniatis, T.ら, Science 236: 12
37 (1987)）。プロモーター及びエンハンサーエレメントは、植物、酵母、昆虫及び哺乳
類の細胞及びウイルス中の遺伝子を含む広範な真核生物源から単離されている（類似の調
節エレメント、すなわち、プロモーターが、原核生物中でも認められる）。特別はプロモ
ーター及びエンハンサーの選択は、対象のタンパク質を発現させるために如何なるタイプ
の細胞が使用されるかに左右される。
【００６９】
　発現ベクター上における「スプライシングシグナル」の存在によって、しばしば、より
高いレベルの組換えトランスクリプトの発現が生ずる。スプライシングシグナルは、プラ
イマリーRNAトランスクリプトからのイントロンの除去を仲介し、スプライスドナー及び
アクセプター部位からなる（Sambrook, J.ら, Molecular Cloning: A Laboratory Manual
, ２版, Cold Spring Harbor Laboratory Press, ニューヨーク, (1989), pp. 16.7-16.8
）。一般的に使用されるスプライスドナー及びアクセプター部位は、SV 40の16S RNAから
のスプライスジャンクションである。
【００７０】
　ここで使用するように、用語「ポリＡサイト」又は「ポリＡ配列」は、新生DNAトラン
スクリプトの終結及びポリアデニル化の両方を命令するDNA配列を意味する。組換えトラ
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ンスクリプトの効果的なポリアデニル化は、ポリＡテールを欠くトランスクリプトが不安
定であり、迅速に分解されるため、望ましい。発現ベクターにおいて利用されるポリＡシ
グナルは、「異種性」又は「内在性」である。内在性ポリＡシグナルは、通常、ゲノムに
おいて所定の遺伝子のコード化領域の３'末端に認められるものである。異種性のポリＡ
シグナルは、１の遺伝子から単離され、他の遺伝子の３'に置かれたものである。真核細
胞における組換えDNA配列の効果的な発現は、結果として生じたトランスクリプトの効果
的な終結及びポリアデニル化命令するシグナルの発現を含む。転写終結シグナルは、一般
に、ポリアデニル化シグナルの下流に認められ、数百ヌクレオチドの長さである。
【００７１】
　用語「形質移入」又は「形質移入された」とは、外来DNAの細胞への導入をいう。
【００７２】
　ここで使用するように、用語「コード化する核酸分子」、「コード化するDNA配列」、
及び「コード化するDNA」とは、デオキシリボ核酸の鎖に沿うデオキシリボヌクレオチド
の順序又は配列をいう。これらのデオキシリボヌクレオチドの順序は、ポリペプチド（タ
ンパク質）の鎖に沿ったアミノ酸の順序を決定する。このようにDNA配列は、アミノ酸配
列をコード化する。
【００７３】
　ここで使用するように、用語「アンチセンス」は、特定のRNA（例えば、mRNA）に対し
て相補的であるRNA配列について使用される。アンチセンスRNAは、コード化鎖の合成を可
能にするウイルスのプロモーターに、逆の配向性で対象の遺伝子をスプライスすることに
よる合成を含む各種の方法で生成される。細胞に導入されると、この転写された鎖は、細
胞によって生産された自然のmRNAと結合して二本鎖を形成する。ついて、これらの二本鎖
は、更なるmRNAの転写又はその翻訳を妨げる。このように、変異表現型が生成される。用
語「アンチセンス鎖」は、「センス鎖」に対して相補的である核酸鎖について使用される
。符号（－）（例えば、「負」）は、アンチセンス鎖について使用され、符号（＋）はセ
ンス（すなわち、「正」）鎖について使用される。
【００７４】
　用語「サザンブロット」は、ゲルからニトロセルロース又はナイロン膜のような固体支
持体へのDNAの移動及び不動化を伴う、サイズに従ってDNAを分別するためのアガロースゲ
ル又はアクリルアミドゲル上でのDNAの分析をいう。不動化されたDNAを、ついで、ラベル
化オリゴデオキシリボヌクレオチドプローブ又はDNAプローブにて探索して、使用したプ
ローブに対して相補的であるDNA種を検出する。電気泳動前に、DNAを制限酵素によって切
断できる。電気泳動に続いて、固体支持体への移動の前に又は移動の間に、DNAを部分的
に脱プリン化及び変性させることができる。サザンブロットは、分子生物学者の標準的な
ツールである（J. Sambrookら, (1989), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Col
d Spring Harbor Press, ニューヨーク, pp 9.31-9.58）。
【００７５】
　ここで使用するように、用語「ノーザンブロット」は、ゲルからニトロセルロース又は
ナイロン膜のような固体支持体へのRNAの移動を伴う、サイズに従ってRNAを分別するため
のアガロースゲル上でのRNAの電気泳動によるRNAの分析をいう。不動化されたDNAを、つ
いで、ラベル化オリゴデオキシリボヌクレオチドプローブ又はDNAプローブにて探索して
、使用したプローブに対して相補的であるRNA種を検出する。ノーザンブロットは、分子
生物学者の標準的なツールである（J. Sambrookら, (1989), Molecular Cloning: A Labo
ratory Manual, Cold Spring Harbor Press, ニューヨーク, pp 7.39-7.52）。
【００７６】
　ここで使用するように、用語「逆ノーザンブロット」は、分別されたDNAのゲルからニ
トロセルロース又はナイロン膜のような固体支持体への移動を伴う、サイズに従ってDNA
を分別するためのアガロースゲル上でのDNAの電気泳動によるDNAの分析をいう。不動化さ
れたDNAを、ついで、ラベル化オリゴリボヌクレオチドプローブ又はRNAプローブにて探索
して、使用したリボプローブに対して相補的であるDNA種を検出する。
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【００７７】
　ここで使用するように、用語「コード化領域」は、構造遺伝子について使用される場合
、mRNA分子の翻訳の結果として新生ポリペプチド中に認められるアミノ酸をコード化する
ヌクレオチド配列をいう。コード化配列は、真核生物では、５'側において、開始剤のメ
チオニンをコード化するヌクレオチドトリプレット「ATG」によって、及び３'側において
、終止コドンを特定する３つのトリプレット（すなわち、TAA、TAG、TGA）によって結合
される。
【００７８】
　ここで使用するように、用語「構造遺伝子」は、RNA又はタンパク質をコード化するDNA
をいう。これに対して、「調節遺伝子」は、他の遺伝子の発現を調節する生成物（例えば
、転写因子）をコード化する構造遺伝子である。
【００７９】
　ここで使用するように、用語「遺伝子」は、構造遺伝子のコード化領域を含んでなり、
約１kbの距離の５'及び３'の両末端上のコード化領域に隣接して、いずれかの末端上に位
置する配列を含むデオキシリボヌクレオチド配列を意味し、従って、遺伝子はmRNAの長さ
に相当する。コード化領域の５'に位置する配列及びmRNA上に存在する配列は、５'非翻訳
配列と呼ばれる。コード化領域の３'又は下流に位置する配列及びmRNA上に存在する配列
は、３'非翻訳配列と呼ばれる。用語「遺伝子」は、cDNA及びゲノム形の遺伝子の両方を
含む。遺伝子のゲノム形又はクローンは、非翻訳配列終端の「イントロン」又は「介在領
域」又は「介在配列」にて中断された翻訳領域を含有する。イントロンは、ヘテロ核RNA
（hnRNA）に転写される遺伝子のセグメントである。イントロンは、エンハンサーのよう
な制御エレメントを含有できる。イントロンは、核又はプライマリートランスクリプトか
ら除去又は切り出される。従って、イントロンは、メッセンジャーRNA（mRNA）トランス
クリプト中では不在である。mRNAは翻訳の間に機能して、新生ポリペプチドにおけるアミ
ノ酸の配列及び順序を特定する。
【００８０】
　イントロンを含有することに加えて、遺伝子のゲノム形は、RNAトランスクリプト上に
存在する配列の５'及び３'末端の両方に位置する配列も含むことができる。これらの配列
は、隣接配列又は領域と呼ばれる（これらの隣接配列は、mRNAトランスクリプト上に存在
する非翻訳配列に対して５'又は３'に位置する）。５'隣接領域は、遺伝子の転写を調節
する又は影響を及ぼすプロモーター及びエンハンサーのような制御配列を含有できる。３
'隣接領域は、転写の集結、転写後切断及びポリアデニル化を命令する配列を含有できる
。
【００８１】
　ここで使用するように、用語「サンプル」は、その最も広い意味で使用され、環境サン
プル及び生物学的サンプルを含む。環境サンプルは、土壌及び水のような環境からの物質
を含む。生物学的サンプルは、ヒトを含む動物、液体（例えば、血液、血漿、血清）、固
体（例えば、便）、組織、液体食品（例えば、ミルク）及び固体食品（例えば、野菜）で
ある。胞子の表面タンパク質をコード化する核酸を含有することが疑われる生物学的サン
プルは、細胞、組織抽出物、体液、細胞から単離された染色体又は染色体外のエレメント
、ゲノムDNA（サザンブロット分析用のような溶液中又は固体支持体に結合したもの）、R
NA（ノーザンブロット分析用のような溶液中又は固体支持体に結合したもの）、cDNA（溶
液中又は固体支持体に結合したもの）等を含んでなる。
【００８２】
　用語「感染制御組成物」は、組成物の不在下における生物（例えば、微生物（微生物に
由来する胞子を含む））の増殖速度と比べて、生物の増殖速度を妨げ及び／又は低減させ
る各種の化合物をいう。感染制御組成物は、天然（例えば、細菌、ウイルス、菌類、藻類
、カビ等のような微生物から誘導されたもの）、合成、又は遺伝子組み換えによるもので
ある。感染制御組成物は、微生物の胞子のタンパク質及び／又は微生物の胞子の表面タン
パク質の拮抗性阻害剤である。あるいは、感染制御組成物は、微生物の胞子のタンパク質
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及び／又は微生物の胞子の表面タンパク質と一緒に、安定な及び／又は一過性の結合ペア
を形成できる。「感染制御組成物」は、抗細菌剤及び／又は抗微生物剤及び又は薬（例え
ば、抗生物質）も含むことができる。その結果、「感染制御活性」は、感染制御組成物を
表面に適用した結果としての微生物の増殖の低減及び／又は阻止を意味すると解釈される
。
【００８３】
　用語「抗細菌性」及び「抗微生物性」は、同義語的に、組成物の不在下における生物の
増殖速度と比べて、生物の増殖速度を妨げ及び／又は低減する組成物について使用される
。抗細菌性及び／又は抗微生物性組成物は、静菌性、殺菌性の両方又はいずれかである。
抗細菌性及び／又は抗微生物性組成物は、阻害される細胞の生存率に影響を及ぼすことな
く、細胞分裂を阻害する場合には、静菌性である。抗細菌性及び／又は抗微生物性組成物
は、細胞死を引き起こす場合には、殺菌性である。細胞死は、一般に、液体増殖培地（例
えば、混濁の不在）又は固体表面（例えば、寒天上におけるコロニー形成の不在）におけ
る細胞増殖の不在によって検出される。抗細菌性及び／又は抗微生物性組成物は、ウイル
ス、カビ及び菌類についての増殖率の低減及び／又は細胞死の発生に有効である。所定の
濃度で静菌性である組成物は、より高い濃度では、殺菌性であることもあるが、他のある
種の静菌性組成物は、いかなる濃度においても、殺菌性ではない。
【００８４】
　用語「細菌」は、全ての原核生物（原核生物界における全ての系統内のものを含む）を
いう。この用語は、クロストリジウム属菌、バシラス属菌、マイコプラズマ属菌（Mycopl
asma）、クラミジア属菌（Chlamydia）、アクチノミセス属菌（Actinomyces）、ストレプ
トミセス属菌（Streptomyces）、及びリケッチア属菌（Rickettsia）を含む（ただい、こ
れらに限定されない）細菌と考えられる全ての微生物を含む。この定義には、球菌、桿菌
、スピロヘータ、スフェロプラスト、胞子等を含む細菌の全ての形が含まれる。また、こ
の定義には、グラム陰性又はグラム陽性である原核生物も含まれる。「グラム陰性」及び
「グラム陽性」は、グラム染色法による染色パターンをいう（Finegold及びMartin, Diag
nostic Microbiology, ６版, (1982）, C.V. Moaby St. Louis, pp 13-15）。「グラム陽
性細菌」は、グラム染色において使用される一次染料を保持し、顕微鏡下、染色された細
胞が暗青色－紫色を呈する細菌である。「グラム陰性細菌」は、グラム染色において使用
される一次染料を保持しないが、対比染色によって染色される。このように、グラム陰性
細菌は赤色を呈する。
【００８５】
　用語「被検剤」とは、ここに記載するアッセイの１以上においてスクリーニングされる
剤をいう。剤は、ほとんど、各種の化学化合物である。剤は、単一の単離された化合物と
して存在できるか、又は化学ライブラリー（例えば、コンビナトリアル）のメンバーであ
る。特に好適な具体例では、被検剤は小さい有機分子である。
【００８６】
　ここで使用するように、用語「小さい有機分子」とは、一般的に医薬品において使用さ
れる有機分子に匹敵するサイズの各種分子をいう。この用語は、生物学的マクロ分子（例
えば、タンパク質、核酸等）を含まない。好適な小さい有機分子は、約１０－約5000 Da
、好ましくは2000 Da以下、最も好ましくは約1000 Da以下のサイズ範囲である。
【００８７】
　ここで使用するように、用語「ラベル」又は「検出可能なラベル」は、分光分析、光化
学的、生化学的、免疫化学的、電気的、光学的又は化学的手段によって検出可能な各種の
組成物をいう。このようなラベルは、染色用ビオチン－ラベル化ストレプトアビジン複合
物、磁気ビーズ（例えば、Dyabeads（登録商標））、蛍光染料（例えば、フルオレセイン
、テキサスレッド、ローダミン、緑色蛍光タンパク質等）、放射性ラベル（例えば、3H、
125I、35S、14C、32P）、酵素（例えば、ホースラディッシュペルオキシダーゼ、アルカ
リホスファターゼ、及びELISAにおいて一般に使用されるもの）、コロイド金又は着色ガ
ラス又はプラスチック（例えば、ポリスチレン、ポリプロピレン、ラテックス等）ビース
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のような比色ラベルを含む。このようなラベルの使用を教示する特許としては、米国特許
第3,817,837号、第3,850,752号、第3,939,350号、第3,996,345号、第4,277,437号、第4,2
75,149号、及び第4,366,241号が含まれる（ただし、これらに限定されない；これら特許
の内容を参照して、本明細書に含める）。本発明において使用されるラベルは、多くの方
法によって検出される。例えば、放射性ラベルは、写真用フィルム又はシンチレーション
カウンターを使用して検出され、蛍光マーカーは、放出された光を検出すために光検出器
を使用して検出される。酵素ラベルは、一般的には、酵素に基質を提供し、基質に対する
酵素の作用によって生成した反応性生物を検出することによって検出され、及び比色ラベ
ルは、着色したラベルを単に可視化することによって検出される。
【００８８】
　ここで使用するように、「プライマリー界面活性剤」は、置換フェノールに対して作用
する又は置換フェノールと併用されて、さらに置換フェノールの感染制御活性を増大させ
るか、又は置換フェノールの感染制御活性を少なくともあまり低減させないような各種の
界面活性剤をいう。
【００８９】
　ここで使用するように、用語「阻害する」、「破壊する」、「置き換える」、「拮抗す
る」、又は「妨げる」は、微生物の胞子及び／又は微生物の胞子の表面タンパク質が素地
表面への付着しないように除去される及び／又は阻止されるとの意味をいう。
【００９０】
　ここで使用するように、用語「拮抗剤」は、微生物（例えば、細菌、ウイルス、カビ、
菌類等）及び／又は微生物の生殖成分（例えば、胞子）の表面への付着を阻止できる各種
の化合物をいう。「拮抗剤」は、微生物及び又は微生物の生殖成分による競合性置換によ
って又は結合ペア（例えば、安定性又は一過性）の形成によって付着を阻止する。例えば
、拮抗剤は、胞子の表面タンパク質に結合することによって、細菌の胞子の表面への付着
を阻止する。
【００９１】
　ここで使用するように、用語「結合性拮抗剤」は、微生物の胞子のnap層タンパク質（
例えば、クロストリジウム属菌の胞子の表面タンパク質）又は素地表面とで結合ペアを形
成できる各種の化合物をいう。いずれかの結合ペアの形成は、微生物の胞子の素地表面へ
の付着を阻止及び／又は終了させる。
【００９２】
　ここで使用するように、用語「素地表面」は、微生物の胞子の表面タンパク質の付着の
ための部位を含む各種の物質をいう。素地表面は、生物の表面及び／又は無生物の表面を
含む（ただし、これらに限定されない）。
【００９３】
　ここで使用するように、用語「無生物表面」とは、各種の非生存物質をいう。例えば、
無生物表面としては、ビニール、ステンレス鋼、プラスチック、木材、セラミック、ガラ
ス、クロム、タイルが含まれる（ただし、これらに限定されない）。一般的に見られるこ
のような表面としては、調理台、椅子、テーブル、手術用機器、医療機器、床、壁、窓、
流し台、キャビネット等が含まれる（ただし、これらに限定されない）。
【００９４】
　ここで使用するように、用語「生物表面」とは、各種の生きているものをいう。例えば
、生物表面としては、表皮表面、粘膜上皮組織表面、及び／又は内臓表面が含まれる（た
だし、これらに限定されない）。ここで使用するように、用語「生物表面」には、さらに
、果実表面（例えば、イチゴ、りんご、オレンジ、タンジェリン等）、野菜表面（なす、
かぼちゃ、トマト、ジャガイモ等）、マメ科植物表面（例えば、ピーナッツ、カシュー、
豆等）、穀物表面（例えば、小麦、大豆、米、ライ麦等）、花表面、幹表面、茎表面、葉
表面、樹皮表面、葉身表面、枝表面を含む（ただし、これらに限定されない）野菜表面も
含まれる。
【００９５】
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　ここで使用するように、用語「相互作用拮抗剤」とは、微生物の胞子のnap層タンパク
質／素地表面結合ペアの形成を妨げることができる各種の化合物をいう。
【００９６】
　ここで使用するように、用語「結合性」とは、感染制御組成物と表面との間の各種の相
互作用をいう。このような表面は「結合性表面」として定義される。結合か可逆的又は非
可逆的である。このような結合は、非共有結合、共有結合、イオン結合、ファンデルワー
ルス力等である（ただし、これらに限定されない）。感染制御組成物は、懸濁液、溶液、
又は混合物として含浸、組み込み、被覆される場合に、表面に結合される。
【００９７】
　ここで使用するように、用語「感染制御被検組成物」とは、微生物の胞子が表面に結合
することを阻止する能力についてスクリーニングされる化合物のコレクションをいう。こ
のような被検組成物としては、化学剤、化学剤の混合物、例えば、多糖類、小さい有機又
は無機分子、生物学的マクロ分子、例えば、ペプチド、タンパク質、核酸、又は細菌、植
物、菌類、動物細胞又は組織のような生物学的物質から調製された抽出物、天然又は合成
の組成物が含まれる（ただし、これらに限定されない）。
【００９８】
　ここで使用するように、用語「危険にさらされた状態で」とは、ヒト又は無生物表面が
微生物に汚染されたものとなる平均的な可能性より大きい可能性（すなわち、５０％より
大）を有することをいう。「危険にさらされた状態で」の暴露の可能性は、消防士、警察
官、救命医療従事者を含む（ただし、これらに限定されない）ファーストレスポンダーの
ような職業において認められる。「危険にさらされた状態で」の暴露の可能性は、医師、
ナース、病棟勤務者、病院清掃スタッフ等を含む（ただし、これらに限定されない）医療
従事者のような職業において認められる。「危険にさらされた状態で」の暴露の可能性は
、陸軍兵、海軍兵、空軍兵、海兵隊、国家警備兵、海上保安兵を含む（ただし、これらに
限定されない）軍人のような職業において認められる。「危険にさらされた状態で」の暴
露の可能性は、免疫不全患者、火傷患者、銃創患者等を含む（ただし、これらに限定され
ない）医療従事者のような職業において認められる。
【００９９】
　ここで使用するように、用語「特殊な結合部位パターン」とは、身体表面又は無生物表
面における結合部位の再現可能なセットをいう。このような結合部位は、微生物の胞子、
感染制御組成物、又は上述の小さい有機マクロ分子を含む（ただし、これらに限定されな
い）組成物に対する固有の親和性を有する。本発明のメカニズムを理解することは必要で
はないが、このような結合パターンは、組成物に対して三次元的に適合する（例えば、立
体特異性化学基の相互作用を介して）表面化学基及び／又はトポグラフィーの独特の配置
の結果であると考えられる。さらに、特殊な結合パターンは、所定の表面区域内に非特異
的結合（すなわち、専用のレセプターによって仲介されない結合）の配置を予測するもの
と考えられる」。
【図面の簡単な説明】
【０１００】
【図１】長く、波状の、又は糸状の外膜突出（矢印）を有するクロストリジウム・スポロ
ゲネス（C. sporogenes）の内生胞子の模範的な走査電子顕微鏡写真である。表面に面す
る突起は頑強な接触を形成する。
【図２】活性化（挿入）前では平滑な表面を持ち、活性化後では外膜の突起（矢印）で覆
われるクロストリジウム・ディフィシレ43594の楕円形の内生胞子を示す模範的な走査電
子顕微鏡写真である。
【図３】発芽の進行につれて、外膜が低い隆起で覆われる及び１つの局（テール（T）領
域）における厚いアンカー構造を示すクロストリジウム・ディフィシレ43594の胞子模範
的な走査電子顕微鏡写真である。
【図４】１８kDaバンド（矢印参照）に存在する胞子タンパク質全体を同定するSDS-PAGE
ゲルを示す模範的なデータである。この１８kDaバンドは、クロストリジウム・ディフィ
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シレ抗体をハイブリダイズできるウエスタンブロット１８kDaバンドと一致する。
【図５】140、150及び160 kDaバンド（ｐ1、ｐ2、及びｐ3参照）に存在する胞子タンパク
質全体を同定するSDS-PAGEゲルを示す模範的なデータである。これらの140、150、及び16
0 kDaバンドは、それぞれ、クロストリジウム・ディフィシレ抗体をハイブリダイズでき
るウエスタンブロット140、150、及び160 kDaバンドと一致する。
【図６Ａ】約300 KDa（矢印１）、275 kDa（矢印２）、250 kDa（矢印３）、160 kDa（矢
印４）、150 kDa（矢印５）、140 kDa（矢印６）、３５kDa（矢印７）、２８kDa（矢印８
）、及び１５kDa（矢印９）バンドにおけるクロストリジウム・ディフィシレの外膜タン
パク質全体を同定するSDS-PAGEゲルを示す模範的なデータである。他の６つの非ハイブリ
ダイズ性バンド（矢印１０－１５）も、非免疫反応性外膜タンパク質を決定するために同
定した。
【図６Ｂ－６Ｃ】図６Ａに示すバンドに相当する約300 KDa（矢印１）、275 kDa（矢印２
）、250 kDa（矢印３）、160 kDa（矢印４）、150 kDa（矢印５）、140 kDa（矢印６）、
３５kDa（矢印７）、２８kDa（矢印８）、及び１５kDa（矢印９）バンドへのクロストリ
ジウム・ディフィシレ抗体のハイブリダイゼーションを証明するウエスタンブロットを示
す模範的なデータである。
【図７】それぞれ、BclA（緑色）及びClp（ふじ色）モノマー（Ａ及びＢ）及びそれらの
重複像（Ｃ）に関する構造の１具体例を示す。Ｎ及びＣ末端及びβ－鎖はラベル化される
。
【図８】側部から及び上部から見たBclA及びClp（Ｂ）トリマーの１具体例を示す。各ト
リマーを含んでなる３つのモノマーは、青色、緑色及び赤色に着色される。
【図９Ａ】バシラス・セレウス（B. cereus）ATCC 10876の胞子の模範的な透過電子顕微
鏡写真である。
【図９Ｂ】外膜から突出するnap層を示すバシラス・アンスラシスの胞子の模範的な透過
電子顕微鏡写真である。
【図９Ｃ】BclA nap層及び内側基底膜を示すバシラス・アンスラシスの外膜の模範的なク
ローズアップである。
【図１０】素地表面（例えば、皮膚表面）との微生物の胞子の相互作用を示す具体例の説
明図である。図１０Ａは、哺乳類の皮膚上皮層への微生物の胞子のnap層の付着（例えば
、少子の表面タンパク質突起による）を説明する。図１０Ｂは、素地表面及び素地表面へ
の微生物の胞子の表面タンパク質の付着を乱すことができる各種の感染制御組成物への微
生物の胞子の表面タンパク質の付着を説明する。
【図１１】胞子の表面タンパク質を含んであるpET-19bプラスミドのい具体例の概略図で
ある。
【図１２】pET-19bベクターからの組換えCD 1067（赤色矢印）発現のSDS-PAGE電気泳動分
離を示す模範的なデータである。レーン１：MW基準ラダー、レーン２：１時間サンプル、
レーン３：２時間サンプル、レーン４：３時間サンプル、レーン５：４時間サンプル、レ
ーン６：５時間サンプル、レーン７：６時間サンプル。タンパク質染色：クーマシーブル
ー。
【図１３】pET-19bベクターからの組換えCD 1067（赤色矢印）発現のウエスタンブロット
分析を示す模範的なデータである。レーン１：MW基準ラダー、レーン２：１時間サンプル
、レーン３：２時間サンプル、レーン４：３時間サンプル、レーン５：４時間サンプル、
レーン６：５時間サンプル、レーン７：６時間サンプル。図１３Ａ：F1373抗－クロスト
リジウム・ディフィシレ抗体を使用する検出。図１３Ｂ：抗－HIS抗体を使用する検出。
【図１４】pET-19bベクターからの組換えCD 3620（赤色矢印）発現のSDS-PAGE電気泳動分
離を示す模範的なデータである。レーン１：MW基準ラダー、レーン２：０時間サンプル、
レーン３：１時間サンプル、レーン４：２時間サンプル、レーン５：３時間サンプル、レ
ーン６：４時間サンプル、レーン７：４.５時間サンプル。タンパク質染色：クーマシー
ブルー。
【図１５】pET-19bベクターからの組換えCD 3620（赤色矢印）発現のウエスタンブロット
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分析を示す模範的なデータである。レーン１：MW基準ラダー、レーン２：０時間サンプル
、レーン３：１時間サンプル、レーン４：２時間サンプル、レーン５：３時間サンプル、
レーン６：４時間サンプル、レーン７：４.５時間サンプル。図１５Ａ：F1373抗－クロス
トリジウム・ディフィシレ抗体を使用する検出。図１５Ｂ：抗－HIS抗体を使用する検出
。
【図１６】pET-19bベクターからの組換えCD 3620（赤色矢印）発現に関する抗体検出制御
データを示す模範的なデータである。レーン１：MW基準ラダー、レーン２：６時間pJEB02
サンプル、レーン３：４.５時間pJEB03サンプル。図１６Ａ：組換えCD 1062（頂部赤色矢
印）及び組換えCD 3620（底部赤色矢印）を同定するSDS-PAGEクーマシーブルー対照電気
泳動分離。図１６Ｂ：免疫前F1373を使用する検出を使用するウエスタンブロット分析。
図１６Ｃ：免疫前F1997検出を使用するウエスタンブロット分析。図１６Ｄ：F1997抗－ク
ロストリジウム・ディフィシレ抗体検出を使用するウエスタンブロット分析。
【図１７】クロストリジウム・ディフィシレの外膜コートを除去するための方法のいくつ
かの具体例を示す図である（実施例９参照）。
【図１８Ａ】原料として使用される代表的なクロストリジウム・ディフィシレ630の胞子
を示す写真である。
【図１８Ｂ】外膜を除去した後の代表的なクロストリジウム・ディフィシレ630を示す写
真である。
【図１８Ｃ】取り出し後に精製及び濃縮した代表的なクロストリジウム・ディフィシレ63
0の胞子の外膜を示す写真である。
【発明を実施するための形態】
【０１０１】
　本発明は、感染の制御の分野に係る。特に、本発明は、無菌状態の維持、細菌の除染、
及び／又は細菌暴露の予防のための組成物及び方法に係る。1具体例では、本発明は、微
生物の胞子が素地表面に結合することを阻害する感染制御組成物を意図するものである。
例えば、阻害は、微生物の胞子の素地表面との相互作用、付着及び／又は安定化を乱し及
び／又は排除する。
【０１０２】
　約７０年間、細菌感染に対する第一線の防御は抗生物質であった。第1の抗生物質は194
0年代及び1950年代に臨床に使用され、それ以後、その使用は明らかに増加していた。有
益な進展ではあるが、抗生物質及び抗菌剤治療はいくつかの課題を示した。第1に、抗生
物質は胞子に対しては無効である。第2に、抗生物質耐性の発生が、重大かつ生命を脅か
す世界的に重大な事象である。例えば、いくつかの微生物菌株は、使用可能な抗生物質の
多くに対して免疫であることが知られている（Travis, Science 264: 360-362 (1994)）
。他の医薬耐性生物の中には、肺炎及び髄膜炎を引き起こす肺炎球菌、下痢を引き起こす
クリプトスポリジウム属菌（Cryptosporidium）及び大腸菌（E. coli）及び血流、手術創
及び尿路感染を引き起こす腸球菌がある（Berkelmanら, J. Infect Dis. 170: 272-277 (
1994)）。本発明は、微生物の胞子の汚染及び一般的な抗生物質の投与に対する微生物感
染の臨床的耐性に関する課題を解消することを目的とする組成物及び方法を意図するもの
である。
【０１０３】
　I.　微生物の胞子
　いくつかの微生物は、生育及び増殖に適さない環境に暴露される際に休眠相に入る胞子
を発生する。胞子の生存は、固体表面への付着及び／又は接着が行われる場合に増大され
る。環境条件が再び生育及び増殖に適するように変化する際、微生物の胞子は発芽し、周
囲領域を汚染するようになる。増殖中の新たな微生物と接触するヒト又は動物は、あらか
じめ汚染されていることが知られていなかった区域から感染されるようになる。いくつか
のケースでは、ヒト及び／又は動物が微生物の胞子と接触すると、接触後、接触位置にお
いて、発芽及び感染が進行する。あるいは、気付かれていない胞子の発芽によって、食品
の腐敗が発生し、これによって、食物媒介性の病気の発生が開始される。化学剤及び物理
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的な殺菌手段に対する抵抗性のため、これらの細菌の胞子は、湿潤及び乾燥加熱、UV照射
、及び過酸化水素を伴う処理について、殺菌作用のインジケーターとして使用される（It
oら, 「無菌システムを使用する包装材料の殺菌」, Food Technol., 38: 60-62 (1984)）
。
【０１０４】
　細菌の胞子の表面特性及びその無生物及び生物素地との相互作用を理解することは、包
装材料の選択、及び食品、医薬品、及び医療用品の包装において使用される表面殺菌法の
評価にとって重要である。例えば、細菌（すなわち、栄養細胞）の不活性物質表面への接
着における疎水的相互作用の役割は良好に受け入れられる。しかし、比較的少数ではある
が、いくつかの研究は、微生物の胞子の表面疎水性又は無生物素地への胞子の接着を徹底
的に検討している。細菌の胞子の疎水性は、栄養細胞の疎水性を測定するために使用され
る方法を応用することによって測定される。表面疎水性を測定するための確立された技術
としては、i）炭化水素への接着（Beckら, 「スタフィロコッカス・アウレウス（Staphyl
ococcus aureus）の表面変化及び疎水性に対する生育の影響」, Ann. Inst. Pasteur/Mic
ibiol. (Paris) 139: 655-664 (1988)）、ii）疎水性相互作用クロマトグラフィー（HIC
）（Doyleら, 「バシラス属菌の胞子の疎水特性」, Curr. Microbiol. 10: 329-332 (198
4)）、iii）塩凝集（Takuboら, バシラス・メガテリウム（Bcillus megaterium）の最外
層欠損変異胞子の単離及び特徴づけ, Microbiol. Innunol. 6: 673-979 (1988)）、iv）
接触角の測定（Minagiら, 「接触角及び炭化水素接着法によって測定されるカンジダ属菌
の細胞表面の疎水性」, J. Gen. Microbiol. 132: 1111-1115 (1986)）、及びヘキサデカ
ンへのバクテリアの接着（BATH）（Wienekら, 「バシラス属菌及びクロストリジウム属菌
の胞子の疎水性」, Appl. Environ. Microbiol. 56: 2600-2605 (1990)）が含まれる（た
だし、これらに限定されない）。
【０１０５】
　研究では、胞子の疎水性は、菌種及び菌株の間で異なることが証明されている。しかし
、各有機体に関して、胞子の疎水性は、栄養細胞の疎水性よりも大きいと考えられる。さ
らに、穏やかな熱処理は、多くのバシラス属菌の疎水性を増大させる。1つの仮説では、
熱処理後の胞子の疎水性の増大は、外胞子殻又は外膜タンパク質の破壊によって生ずるも
のであることが示唆されている。
【０１０６】
　本発明のメカニズムを理解することは必要ではないが、細菌の胞子の増大した疎水性は
、栄養細胞のペプチドグリカンと比較して、外胞子殻及び外膜におけるタンパク質の相対
的な豊富さによるものと考えられる（Doyleら, 「バシラス属菌の胞子の疎水特性」, Cur
r. Microbiol. 10: 329-332 (1984)；Matzら, 「バシラス・セレウスの胞子からの外膜の
化学組成」, J. Bacteriol. 101: 196-201 (1970)；及びTakumiら, 「クロストリジウム
・ボツリヌム（Clostridium botulinum）タイプＡの高度に胞子形成性の変異体の胞子か
らの外膜の単離及び部分的特徴付け」, Microbiol. Immunol. 28: 443-454 (1979)）。胞
子の疎水性と外膜の存在との関連は、最近、いくつかのバシラス属菌について報告されて
いる（Kjelleberg, S., 「無生物表面への付着」, Microbial adhesion and aggregation
, pp 51-70, K.C. Marshall編, Springer-Verlag KG, berlin (1984)）。胞子表面が化学
処理によって除去される際に、バシラス・セレウスのT胞子の胞子疎水性が低減すること
が観察されている（Kutimaら, 「バシラス・セレウスのT胞子の発芽における胞子表面の
関与」, Appl. Environ. Microbiol. 53: 47-52 (1987)）。胞子の疎水性の低減は、バシ
ラス・メガテリウム（B. megaterium）のノックアウト外胞子殻陰性変異体（QMB 1551: A
TCC 12872）においても認められている（Takuboら, 「バシラス・メガテリウムの最外層
欠損変異体胞子の単離及び特徴付け」, Microbiol. Immunol. 9: 973-979 (1988）；及び
Koshikawaら, 「バシラス属菌の胞子の表面疎水性」, J. Gen. Microbiol. 135: 2717-27
22 (1989))。これらの観察から、外膜の外胞子殻が、胞子の疎水性に関与することが示唆
される。
【０１０７】
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　1具体例では、本発明は、医療、医薬品、及び／又は食品産業において使用される表面
の衛生、器具の殺菌及び／又は包装材料を改善するための組成物及び方法を意図するもの
である。
【０１０８】
　Ａ．クロストリジウム・ディフィシレの胞子の表面タンパク質
　クロストリジウム属の細菌は、ガス壊疽、傷感染、ボツリヌス中毒、破傷風、偽膜性大
腸炎、敗血症、又は院内下痢症を含む（ただし、これらに限定されない）疾患を発生させ
ると考えられる。この属の菌は、不都合な条件下では、熱、化学剤、及び放射線照射に対
して高度に抵抗性である脱水内生胞子を形成することによって良好に生き延びる。これら
の胞子は、土壌中に認められ、風で運ばれ、哺乳類の消化管及び尿生殖路から回収され、
成育条件が胞子の活性化及び発芽を支持するようになるまで、非常に長い期間、休眠を持
続する能力を有する。
【０１０９】
　クロストリジウム・ディフィシレは、医療環境及び病院環境において蔓延している。ク
ロストリジウム・ディフィシレの胞子は、生物及び／又は無生物表面において長期間生存
し、多くの殺菌剤及び抗生物質に対して抵抗性であり、患者から患者へと容易に伝達され
る。胞子形成及び発芽と共に、クロストリジウム・ディフィシレの胞子の表面への付着を
理解することは、クロストリジウム・ディフィシレに関連する疾患の予防、制御及び治療
に役立つである。例えば、クロストリジウム・ディフィシレは、バシラス属菌における胞
子形成プロセスを引き起こすリン酸リレー系に関与するいくつかの遺伝子が欠けている。
このような及び他のクロストリジウム属菌における胞子形成系の態様は、最近になって検
討されている（Paredesら, 「クロストリジウムの発芽及び生理機能の比較ゲノム検討」,
 Nat. Rev. Microbiol. 3: 969-978 (2005)）。さらに、クロストリジウム・ディフィシ
レは、ほとんどのバシラス属菌及びクロストリジウム属菌に、通常、存在するトリシスト
ロンgerオペロンを欠いている（Moir ら, 「胞子の発芽」 Cell Mol. Life Sci. 59: 403
-409 (2002)；及びBroussolleら, 「クロストリジウム・ボツリヌム及びクロストリジウ
ム・スポロゲネスにおける胞子の発芽の分子及び生理学的特徴付け」, Anaerbe 8: 89-10
0 (2002)）。これらの観察から、クロストリジウム・ディフィシレの発芽レセプターは、
他のクロストリジウム属菌及びバシラス属菌とは実質的に異なり、他のクロストリジウム
属菌及びバシラス属菌との配列の類似性に基づいて同定されるべきではないことが示唆さ
れる。
【０１１０】
　微生物の胞子の、熱、溶媒、酵素、洗浄剤、紫外線及び電離放射線、水酸化ナトリウム
、エタノール、過ギ酸、フェノール、寒さに対する抵抗性により、条件が最適である際に
接触的に生育する能力と共に、微生物は、動物、特にヒトの健康に対する重大な脅威とな
っている（Tipperら, 「細菌の内生胞子の構造」 Spores V, H. Hanlvorson, R. Hanson
及びL. Campbell編, Amer. Soc. Microbio., Bethesda, Maryland, 3-12 (1972)；及びRu
ssell, A., 「細菌の胞子及び殺胞子化学剤」 Clin. Microbiol. Rev., 3, 99-119 (1990
)。病院内及びナーシングホームにおけるクロストリジウム・ディフィシレ感染の院内発
生は、胞子が壁、床、用具、ベッドシーツの上に、及び医療施設の介護者の手の上に認め
られるため、重大な疫学的問題を提起する。胞子は、i）抗生物質治療から変性した腸内
フローラを有する者、ii）易感染性免疫系を有する者、又はiii）診断テスト又は処置に
関連して多数の浣腸剤を必要とする者を含む（ただし、これらに限定されない）個人を容
易に感染させるように思われる（Zaleznik, D., 「クロストリジウム・ディフィシレ：19
90年代の重要な院内病原体」, Clin. Microbiol. Newsletter 13, 145-152 (1991)）。
【０１１１】
　クロストリジウム属菌（例えば、クロストリジウム・スポロゲネスATCC 3584及びクロ
ストリジウム・ディフィシレATCC 9689及びATCC 43594）の胞子の2つの種類からの外膜は
、付着、発芽及び／又はコロニー形成に関与する（Panessa-Warrenら, 「クロストリジウ
ム・スポロゲネス及びクロストリジウム・ディフィシレの外膜の可塑性」, Tissue & Cel
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l 29: 449-461 (1997)）。超微細構造変化は、クロストリジウム・ビファーメンタンス（
Clostridium bifermentans）の胞子の発芽及び胞子付属体の成長に関連したが、特定の機
能は認められなかった（Samsonoffら, 「付属体を有するクロストリジウム属菌の胞子の
発芽及び成長に関連する超微細構造変化」, J. Bacteriol., 101, 1038-1045 (1970)）。
薄切片透過電子顕微鏡観察によるクロストリジウム属菌の胞子の検査では、毛状突起をも
つ外膜の外層が認められたが、クロストリジウム属菌のコロニー形成に関連する分布、機
能、又は出現についての検討は示されていない（Hoenigerら, 「クロストリジウム・スポ
ロゲネスにおける胞子の発芽及び成長の超微細構造的態様」, Can. J. Micobiol., 15, 1
061-1065 (1969)）。透過電子顕微鏡観察による薄切片の再構築は、一度に多数の胞子の
外膜の形態を観察及び解明する場合の重大な課題、及びこのような小さく、繊細な薄断片
を得ること、及び乏しい染色性、栄養基材への胞子の付着に関連する課題を有することが
知られている。
【０１１２】
　クロストリジウム・スポロゲネスは、休眠状態が崩壊すると、特別な形態学的ステージ
を呈し、外膜は、良好な結果の発芽、成長、増殖、及び素地表面結合部位のコロニー形成
に積極的な役割を果たすと思われる（Panessa-Warrenら, 「クロストリジウム・スポロゲ
ネスの内生胞子の付着及び発芽の電子顕微鏡観察」, Scanning 16, 227-240 (1994)）。
クロストリジウム属菌の外膜は、胞子の外側の「膜状」層と考えられるが、発芽において
は、消極的な関係物質として記載されていた。しかし、一旦、休眠状態が崩壊すると、ク
ロストリジウム・スポロゲネスATCC 3584胞子は、走査電子顕微鏡観察（SEM）によって見
られる非常に特殊な外膜の形態学的構造を形成すると思われ、胞子の素地又は他の胞子へ
の付着（例えば、胞子の共凝集）を促進するように思われる。外膜突起は、その後、胞子
の遠位（例えば、テール領域）から伸びる単一の柄によって置き換わり、栄養細胞の発達
及び成長の最終ステージにおいて胞子を繋留するように思われる。
【０１１３】
　クロストリジウム・スポロゲネスの付着の初期ステージにおいて、外膜の繊細な糸状の
突起は、表面に付着するより短い突起のいくつかと一緒に、外方に伸びる（図１において
、白い矢印参照）。外膜から通常長いフィラメント状の突起が、胞子の頂部又は側部から
発生し、表面又は最も近い胞子に向かって伸び、胞子を一緒に結合する（共凝集）。外膜
突起は、クロストリジウム・スポロゲネスの活性化された外方表面の全体に現れ、最終的
には、表面に向かって伸びる単一の、厚い付着構造に発展し、胞子を繋留すると思われる
。
【０１１４】
　クロストリジウム・スポロゲネスとは異なり、クロストリジウム・ディフィシレは少な
い数の付着胞子を有し、付着を発生させるためにより長いインキュベーション時間を必要
とする。休眠状態のクロストリジウム・ディフィシレの胞子は、小さく（長さ約２.０gm
×幅１.１gm）、楕円形であり、主に平滑である（図２参照）。一旦、活性化が開始する
と、胞子は、外膜を覆う低い突出物を示す（図３参照）。付着の早期のステージでは、ク
ロストリジウム・ディフィシレ43594は、細長い胞子の表面全体を覆う外膜隆起及びこぶ
を発生する。これらの胞子は、テール領域において、より細長い外膜突起を発生し、この
突起は、その後、発芽サイクルの間に、厚くなった繋留構造によって置き換わる（図３の
黒い矢印）。クロストリジウム・スポロゲネスとは異なり、クロストリジウム・ディフィ
シレは、より少ない外膜の伸展を示すが、胞子のテール末端において発生する厚い外膜伸
展を生ずる。
【０１１５】
　水又は緩衝液における撹拌（例えば、300 rpmの遠心）の間、クロストリジウム・スポ
ロゲネス及びクロストリジウム・ディフィシレの胞子が寒天表面に付着したままでいると
の事実は、これらの胞子が、表面へ接着及び／又は付着の強力な手段を有することを強く
示唆している。理想的な条件下では、クロストリジウム・スポロゲネスの寒天表面への付
着が、インキュベーション後２７分以内に起こることが観察された。予め還元した寒天上
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の付着が生ずることが観察された。クロストリジウム・ディフィシレの胞子の付着は、か
なり長い時間がかかり、例えば、クロストリジウム・ディフィシレ9689では105分及びク
ロストリジウム・ディフィシレATCC 43594では180分である。
【０１１６】
　一旦付着すると、胞子は、頑強に固体表面に対する繋留状態を持続できる。クロストリ
ジウム・ディフィシレ43594は、胞子が非常にゆっくりと付着するとの特異性を示す。し
かし、クロストリジウム・ディフィシレは、生物表面に露出された後は付着を促進すると
の適応反応を有することができる。例えば、腸運動が増大された患者及び多数浣腸を受け
た者において、クロストリジウム・ディフィシレの院内感染の発生率の増加が報告されて
いる（Bartlett, J. 「イントロダクション」, Clostridium Difficile: 長疾患における
その役割, R. Rolfe及びS. Finegold編, Academic Press, New York, pp. 1-13 (1988)；
Silva, J. Jr.,「クロストリジウム・ディフィシレ関連腸疾患の防止」, Clostridium Di
fficile: 長疾患におけるその役割, R. Rolfe及びS. Finegold編, Academic Press, New 
York, pp. 368-378 (1988)；及びMcFarlandら, 「クロストリジウム・ディフィシレ感染
の院内獲得」, New Engl. J. Med., 320: 204-210 (1989)）。クロストリジウム・ディフ
ィシレの胞子は、健常者、非症候性の者の消化管に日常的に見られる。従って、腸への付
着を開始し、感染プロセスを開始するトリガー機構は、正常なフローラの減少（例えば、
抗生物質、疾患又は反復する浣腸によって発生する）及び／又は大腸の運動機能亢進の組
合せであろう。
【０１１７】
　クロストリジウム属菌の胞子の外膜付着成長物は、一般的には、直径約７nmを有し、長
さは０.１－２.９nmの範囲で変動する。これらの成長物は、通常、長さが200 nm
未満であり、極めて繊細である原繊維を含む（Hancock, I.,「微生物細胞の表面の構造」
, Microbial Cell Surface Analysis, N. Mozes, P. Handley, H. Busscher及びP. Rouxh
et編, VCH Publishers, New York, pp. 23-59 (1991)）。通常、クロストリジウム・スポ
ロゲネスの外膜成長物は幅８５－1015 nmであるが、いくつかの成長物、特に共凝集付着
を含むものは、2000 nmのも長さである。クロストリジウム・スポロゲネスの外膜からの
こぶ様の突起は直径６８－７５nmであり、発芽の末期ステージにおいて見られる腫大した
突起は180－240 nmもの直径である。
【０１１８】
　明らかなように、以前から発芽における消極的な関連物質であると考えられていた胞子
の外膜が、クロストリジウム・スポロゲネス及びクロストリジウム・ディフィシレの胞子
の付着及びコロニー形成に積極的な役割を果たすことが認められる。１具体例では、クロ
ストリジウム・ディフィシレのタンパク質は、外膜の表面層（ここで、外膜の層はクロス
トリジウム・ディフィシレの胞子の最外側のタンパク質を含む）に由来するものである。
１具体例では、本発明は、クロストリジウム・ディフィシレの胞子の最外側の少なくとも
１つの表面タンパク質を含んでなる組成物を意図するものである。１具体例では、表面タ
ンパク質は、胞子の表面タンパク質を含んでなる。本発明のメカニズムを理解することは
必要ではないが、これらの胞子の表面タンパク質は、微生物の胞子と素地表面の結合部位
との間の相互作用を提供するものと考えられる。また、i）胞子と生物表面との間、及びi
i）胞子と無生物表面との間を含む（ただし、これらに限定されない）間における分子付
着反応を規定するために、これらのタンパク質が使用されるものと考えられる。クロスト
リジウム・ディフィシレの外膜タンパク質のサイズ的特徴を表１に示す。
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【０１１９】
　１具体例では、クロストリジウム・ディフィシレのタンパク質は、全胞子タンパク質標
本を、精製されたインタクトのクロストリジウム・ディフィシレの胞子に対する抗体にて
探索し、ハイブリダイズしたタンパク質－抗体複合体を創生することによって同定される
。１具体例では、クロストリジウム・ディフィシレの胞子の表面タンパク質としては、CD
 1067、CD 3620、CD 1581、 CD598又はCD 2401が含まれる（ただし、これらに限定されな
い）。１具体例では、クロストリジウム・ディフィシレの酵素は、クロストリジウム・デ
ィフィシレの胞子の表面タンパク質標本と提携される。
【０１２０】
　１具体例では、クロストリジウム属菌の仮定上のタンパク質（CD 1581）は、分子量１
８、140、150又は160 kDaを含む分子量（これらに限定されない）をもつハイブリダイズ
した抗体－タンパク質複合体として単離される（図４－６参照）。１具体例では、仮説上
のタンパク質（～２０kDa）は、クロストリジウム属菌の仮説上の核酸配列：配列番号２
【化１】

によってコード化されるアミノ酸配列：配列番号１
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【化２】

（受託番号：YP 001055081；GI: 126699184）を含んでなる。
【０１２１】
　１具体例では、クロストリジウム属菌の仮定上のタンパク質（CD 1067）は、分子量140
、150又は160 kDaを含む分子量（これらに限定されない）をもつハイブリダイズした抗体
－タンパク質複合体として単離される（図５、６参照）。１具体例では、仮説上のタンパ
ク質（～４７kDa）は、クロストリジウム属菌の仮説上の核酸配列：配列番号４

【化３】

によってコード化されるアミノ酸配列：配列番号３
【化４】

（受託番号：YP 001087551；GI: 126698654）を含んでなる。
【０１２２】
　１具体例では、クロストリジウム属菌の仮定上のタンパク質（CD 3620）は、分子量140
 kDaを含む分子量（これに限定されない）をもつハイブリダイズした抗体－タンパク質複
合体として単離される（図５、６参照）。１具体例では、仮説上のタンパク質（～１４kD
a）は、クロストリジウム属菌の仮説上の核酸配列：配列番号６
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【化５】

によってコード化されるアミノ酸配列：配列番号５
【化６】

（受託番号：YP 001090143；GI: 126701246）を含んでなる。
【０１２３】
　１具体例では、クロストリジウム属菌の仮定上のタンパク質（CD 1613）は、ハイブリ
ダイズした抗体－タンパク質複合体として単離される。１具体例では、仮説上のタンパク
質は、クロストリジウム属菌の仮説上の核酸配列：配列番号８

【化７】

によってコード化されるアミノ酸配列：配列番号７
【化８】

（受託番号：YP 001088114）を含んでなる。
【０１２４】
　１具体例では、クロストリジウム属菌の仮定上のタンパク質（CD 1711）は、ハイブリ
ダイズした抗体－タンパク質複合体として単離される。１具体例では、仮説上のタンパク
質は、クロストリジウム属菌の仮説上の核酸配列：配列番号１０
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【化９】

によってコード化されるアミノ酸配列：配列番号９
【化１０】

を含んでなる。
【０１２５】
　１具体例では、クロストリジウム属菌の仮定上のタンパク質（CD 0881）は、ハイブリ
ダイズした抗体－タンパク質複合体として単離される。１具体例では、仮説上のタンパク
質は、クロストリジウム属菌の仮説上の核酸配列：配列番号１２
【化１１】

によってコード化されるアミノ酸配列：配列番号１１
【化１２】

を含んでなる。
【０１２６】
　１具体例では、クロストリジウム属菌の仮定上のタンパク質（CD 1511）は、ハイブリ
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ダイズした抗体－タンパク質複合体として単離される。１具体例では、仮説上のタンパク
質は、クロストリジウム属菌の仮説上の核酸配列：配列番号１４
【化１３】

によってコード化されるアミノ酸配列：配列番号１３
【化１４】

を含んでなる。
【０１２７】
　Ｂ．クロストリジウム・ディフィシレのコラーゲン様タンパク質
　バシラス・アンスラシスの外膜タンパク質BclAを、クロストリジウム・ディフィシレの
ゲノムを対比し、ここで、３つのクロストリジウム・ディフィシレのゲノム領域が、バシ
ラス・アンスラシスのBclAと相同であると同定された。
【０１２８】
　１具体例では、クロストリジウム属菌の胞子の表面相同体タンパク質は、クロストリジ
ウム属菌の胞子の表面相同体核酸配列：配列番号１６
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【化１５】

によってコード化されるアミノ酸配列：配列番号１５
【化１６】

（受託番号：CAJ 67154）を含んでなる。
【０１２９】
　１具体例では、クロストリジウム属菌の胞子の表面相同体タンパク質は、クロストリジ
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ウム属菌の胞子の表面相同体核酸配列：配列番号１８
【化１７】

によってコード化されるアミノ酸配列：配列番号１７
【化１８】

（受託番号：CAJ 70248）を含んでなる。
【０１３０】
　１具体例では、クロストリジウム属菌の胞子の表面相同体タンパク質は、クロストリジ
ウム属菌の胞子の表面相同体核酸配列：配列番号２０
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【化１９】

によってコード化されるアミノ酸配列：配列番号１９

【化２０】

（受託番号：CAJ 70128）を含んでなる。
【０１３１】
　Ａ．クロストリジウム・ディフィシレの胞子のタンパク質
　１．推定上のクロストリジウム属菌の胞子のタンパク質
　１具体例では、クロストリジウム属菌の推定上の胞子タンパク質（CD 2401）は、分子
量140、150又は160 kDaを含む分子量（これらに限定されない）をもつハイブリダイズし
た抗体－タンパク質複合体として単離される（図５及び６参照）。１具体例では、仮説上
のタンパク質（～２２kDa）は、クロストリジウム属菌の推定上の胞子タンパク質核酸配
列：配列番号２２
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【化２１】

によってコード化されるアミノ酸配列：配列番号２１
【化２２】

（受託番号：YP 001088913；GI: 126700016）を含んでなる。
【０１３２】
　１具体例では、クロストリジウム属菌の推定上の胞子タンパク質（CD 598）は、分子量
140、150又は160 kDaを含む分子量（これらに限定されない）をもつハイブリダイズした
抗体－タンパク質複合体として単離される（図５及び６参照）。１具体例では、仮説上の
タンパク質（～２２kDa）は、クロストリジウム属菌の推定上の胞子タンパク質核酸配列
：配列番号２４
【化２３】

によってコード化されるアミノ酸配列：配列番号２３

【化２４】

（受託番号：YP 001087073；GI: 126698176）を含んでなる。
【０１３３】
　２．ピルビン酸－フラボドキシン酸化還元酵素
　１具体例では、クロストリジウム属菌の胞子のタンパク質は、クロストリジウム属菌の
ピルビン酸－フラボドキシン酸化還元酵素核酸配列：配列番号２６
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【化２５】
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によってコード化されるアミノ酸配列：配列番号２５
【化２６】

（受託番号：YP 001089193；GI: 126700296）によって表記されるタンパク質ピルビン酸
－フラボドキシン酸化還元酵素（CD 2682）を含んでなる。
【０１３４】
　３．γ-アミノ酪酸代謝デヒドラターゼ／イソメラーゼ
　１具体例では、クロストリジウム属菌の胞子のタンパク質は、クロストリジウム属菌の
γ-アミノ酪酸代謝デヒドラターゼ／イソメラーゼ核酸配列：配列番号２８
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【化２７】

によってコード化されるアミノ酸配列：配列番号２７
【化２８】

（受託番号：YP 001088856；GI: 126699959）によって表記されるタンパク質γ－アミノ
酪酸代謝デヒドラターゼ／イソメラーゼ（CD 2341）を含んでなる。
【０１３５】
　４．ブチリルCoAデヒドロゲナーゼ
　１具体例では、クロストリジウム属菌の胞子のタンパク質は、クロストリジウム属菌の
ブチリルCoAデヒドロゲナーゼ核酸配列：配列番号３０
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【化２９】

によってコード化されるアミノ酸配列：配列番号２９
【化３０】

（受託番号：YP 001087535；GI: 126698638）によって表記されるタンパク質ブチリルCoA
デヒドロゲナーゼ（CD 1054）を含んでなる。
【０１３６】
　５．アミノ酸トランスアミナーゼ
　１具体例では、クロストリジウム属菌の胞子のタンパク質は、クロストリジウム属菌の
アミノ酸トランスアミナーゼ核酸配列：配列番号３２
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【化３１】

によってコード化されるアミノ酸配列：配列番号３１

【化３２】

（受託番号：YP 001090189；GI: 126701292）によって表記されるタンパク質アミノ酸ト
ランスアミナーゼ（CD 3664）を含んでなる。
【０１３７】
　６．コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ
　１具体例では、クロストリジウム属菌の胞子のタンパク質は、クロストリジウム属菌の
コハク酸セミアルデヒドデヒドロゲナーゼ核酸配列：配列番号３４
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【化３３】

によってコード化されるアミノ酸配列：配列番号３３
【化３４】

（受託番号：YP 001088857；GI: 126699960）によって表記されるタンパク質コハク酸セ
ミアルデヒドデヒドロゲナーゼ（CD 2342）を含んでなる。
【０１３８】
　７．ルブレリスリン
　１具体例では、クロストリジウム属菌の胞子のタンパク質は、クロストリジウム属菌の
ルブレリスリン核酸配列：配列番号３６

【化３５】
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【化３６】

（受託番号：YP 001088025；GI: 126699128）によって表記されるタンパク質ルブレリス
リン（CD 1524）を含んでなる。
【０１３９】
　８．フラボタンパク質αサブユニット
　１具体例では、クロストリジウム属菌の胞子のタンパク質は、クロストリジウム属菌の
フラボタンパク質αサブユニット核酸配列：配列番号３８

【化３７】

によってコード化されるアミノ酸配列：配列番号３７
【化３８】

（受託番号：YP 001087535；GI: 126698640）によって表記されるタンパク質フラボタン
パク質αサブユニット（CD 1056）を含んでなる。
【０１４０】
　９．２-ケトイソ吉草酸フェレドキシンリダクターゼ
　１具体例では、クロストリジウム属菌の胞子のタンパク質は、クロストリジウム属菌の
２-ケトイソ吉草酸フェレドキシンリダクターゼ核酸配列：配列番号４０
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【化３９】

によってコード化されるアミノ酸配列：配列番号３９
【化４０】

（受託番号：YP 001086585；GI: 126697688）によって表記されるタンパク質２-ケトイソ
吉草酸フェレドキシンリダクターゼ（CD 116）を含んでなる。
【０１４１】
　Ｄ．バシラス属菌のBclAタンパク質及び相同体
　バシラス属は、土壌及び水中に広く見られる桿状、グラム陽性、好気性又は嫌気性（い
くつかの条件下では）の細菌からなる。バシラス属の多くの菌株はヒトに対して病原性で
なく、土壌生物としての役割において偶然にヒトに感染するのみである。しかし、注目す
べき例外はバシラス・アンスラシスである。バシラス・アンスラシスは、ヒト及び家畜に
おいて炭疽病を引き起こすと考えられる。自然発生的な病原体としての役割に加えて、バ
シラス・アンスラシスは、生物兵器としても使用される。バシラス・アンスラシスからの
胞子は、生物兵器として最も使用され易い生物の１つである。バシラス・アンスラシスの
胞子は、多くの殺菌剤に対して高度に抵抗性であることが知られており、効果的な殺菌に
は、通常、ホルムアルデヒド又は次亜塩素酸ナトリウム（すなわち、漂白剤）のような毒
性かつ刺激性の化学剤の使用が要求される。その結果、家庭及び軍隊の両方での適用のた
めの現在の汚染浄化法に対する改善が強く求められている。本発明は、効果的かつ非毒性
のバシラス属菌汚染制御、特に、生物及び無生物表面の両方についてのバシラス・アンス
ラシス汚染浄化のための方法及び組成物を提供すること意図するものである。
【０１４２】
　１．BclA
　１具体例では、バシラス・アンスラシスのBclA胞子表面タンパク質は、バシラス・アン
スラシスのBclA核酸配列：配列番号４２
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【化４１】

（受託番号：AY 995120）によってコード化されるアミノ酸配列：配列番号４１
【化４２】

（受託番号：AAY 15450）を含んでなる。
【０１４３】
　BclAタンパク質は、その中心区域に、複数の胞子表面GXX反復を含有し、マウス抗－胞
子多クローン性抗体にて検索された外膜タンパク質を分離する主要な免疫ブロットバンド
によって同定された外膜の毛状napの構成成分であると思われる（Sylvestreら, 「コラー
ゲン様の表面糖タンパク質は、バシラス・アンスラシスの外膜の構成成分である」, Mol.
 Microbiol. 45: 169-178 (2002)）。
【０１４４】
　BclAタンパク質は、高度にグリコシル化されており、外膜フィラメントの構成成分を提
供するバシラス・アンスラシスの胞子の表面の免疫優性の抗原であると考えられる（Daub
enspeckら, J. Biol. Chem. 279: 30945-30953 (2004)）。blca遺伝子の長さは、異なる
サイズのタンパク質をコード化するバシラス・アンスラシスの菌株の間で異なる。多くの
BclAタンパク質は、各種の長さのGXX反復（例えば、約１７－９１個のGXX反復）の内部の
胞子表面領域（CLR）（大量のGPTトリプレットを含む）を持つ。BlcA胞子表面領域の長さ
はフィラメントの長さの変動に左右されることが示されている（Boydstonら, 「バシラス
・アンスラシスのコラーゲン様等タンパク質の外膜内における配向及び構造安定性」, J.
 Bacteriol. 187, 5310-5317 (2005)）。１つのバシラス・アンスラシスBclAは７０個のG
PI反復を含んでなり、６回反復するアミノ酸２１個からなる配列（(GPT)5GDTGTT；配列番
号４３）を有する。BclA多型は、１７－９１個で変動するいくつかの隣接GXXトリプレッ
トをもつCLRをコード化する配列に位置できる。１つのレポートでは、blca遺伝子が、異
なったCLRを有する菌株間で交換され、産生された外膜が電子顕微鏡によって調査されて
いる。データは、BlcAタンパク質CLRがnapフィラメントの長さを制御するとの結論を支持
している（Sylvestreら, 「バシラス・アンスラシスBclAタンパク質のコラーゲン領域に
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おける多型が外膜フィラメントの長さにおける変化の原因となる」, J. Bacteriol. 185:
 1555-1563 (2003)）。
【０１４５】
　CLRは微生物では稀であるが、いくつかの細菌及びウイルスでは同定されている（Rasmu
ssenら, J. Biol. Chem. 278, 32313-32316 (2003)）。その機能は一般的に不明であるが
、表面タンパク質において認められる。バシラス・アンスラシスに近い菌株であるバシラ
ス・セレウス及びバシラス・チューリンゲンシス（Bacillus thuringiensis）は、いずれ
も、その外膜にBclAに関連するタンパク質を所有する（Toddら, J. Bacteriol. 185, 337
3-3378 (2003)）。しかし、BclAのＣ末端部分と既知の構造のタンパク質との間に配列の
類似性は存在しない。
【０１４６】
　BclAタンパク質鎖のＣ末端の２/３は、ゼリーロールトポロジーをもつ全β構造に折り
重なる（図７参照）。タンパク質のTNF-likeにおける同様の折り重なり、エクトジスプラ
シンEda-A1（DALI: Z-スコア16.1）及びClq（DEJAVU; DALI Z-スコア14.6）は、強い構造
上の関連性を示す（Holmら, J. Mol. Biol. 233: 123-138 (1993)；及びKleywegtら, Int
ernational Tables for Crystallography (Rossmann, M. G.及びArnold, E.編) Vol. F, 
pp. 353-356, Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, The Netherland (2001)）。
【０１４７】
　１２個のβ－鎖（TNF-likeに関する慣習に従って、順次、A、A''、A'、B'、B、C、D、E
、F、G、G' と符号を付した）を、Greek-keyトポロジーと結合させ、それぞれ、５つの鎖
A'AHCF又はB'BGDEを含有する２つのβ－シートを形成した。TNF-likeの他のメンバーとの
主な差異は、一緒にAA' 及びGHループをパックする二本鎖アンチパラレルβ－シートを形
成する余分なA'' 及びG' 鎖の存在である。
【０１４８】
　結晶学的対称性によって関連付けられる３つのモノマーは、直径～５０Åの堅固で球形
のトリマーを形成する。トリマー形成によって覆い隠された全表面は1411Å／モノマーで
あり、中心に、溶媒分子で充満された２つの小さい空洞を持つ。Ｃ末端及びＮ末端は、一
緒にトリマーの底部側に向かって進み、非コラーゲン部分のN末端残基は絡み合い、つい
で、外側を指す（図８参照）。円二色性分光法は、正にN及びC末端残基（後者について、
親和性タグの初めの２つのHis残基のみが見られる）を除き、完全なトリマー構造を示す
。モノマー当り７つの残基は、２つの交互立体配座、すなわち、i）結晶学的２回軸に近
いトリマーの表面上に位置する４つ、及びii）２つの空洞の１つ内におけるトリマー界面
に位置する３つを有する。明らかに、BclAトリマーアセンブリーは、他のTNF-likeトリマ
ーと非常に類似している。より短い突き出たループのため、BclAトリマーの全体形状は、
TNFの形状よりも多少丸く、Clqよりもわずかに（直径において～５Å）小さい。トリマー
のフォーメーションについて、覆い隠された表面4234Å2は、Clq（5490Å2）又はコラー
ゲンVIII NClの同等の表面積（6150Å2）よりも小さい。これは、いずれも、そのわずか
に小さい全体サイズによるものであるが、主として、トリマーの中心における溶媒充満空
洞の存在によるものである。
【０１４９】
　１具体例では、BlcAタンパク質（BAS 1130）は、アミノ酸配列：配列番号４４
【化４３】

（受託番号：YP 027402）を含んでなる。
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【０１５０】
　１具体例では、変性バシラス・アンスラシスのタンパク質（BlcA）は、アミノ酸配列：
配列番号４５
【化４４】

を含んでなり、ここで、変性は配列番号４１のフラグメントを含んでなる。
【０１５１】
　２．BclB
　１具体例では、BlcBタンパク質（BAS 2281）は、アミノ酸配列：配列番号４６
【化４５】

（受託番号：YP 028542）を含んでなる。
【０１５２】
　Ｄ．バシラス属菌の外膜タンパク質
　バシラス属は、必須の栄養素が欠乏する際に胞子を形成するグラム陽性、桿状、好気性
細菌の多様なコレクションを含む（Errington, 「バシラス・サチリス（Bacillus subtil
is）の胞子形成：遺伝子発現の調節及び形態形成の制御」, Microbiol. Rev. 57: 1-33 (
1993)；及びPriest, F.G., 「バシラス属菌の体系及び生態学」, Bacillus subtilis and
 other gram-positive bacteria, Biochemistry, physiology, and molecular genetics,
 pp3-16, A.L. Sonenshein, J.A. Hoch及びR. Losick編, Washington, D.C. (1993)）。
この方法では、飢餓状態の栄養細胞の対称性の中隔形成は、それぞれ、母細胞及び前胞子
と呼ばれる大きい及び小さいゲノム収容コンパートメントを形成する。ついで、母細胞は
前胞子を貧食し、これによって、前胞子を２つの対立する細胞膜で包囲する。２つの膜の
間で、皮質と呼ばれる変性ペプチドグリカンの厚い層が合成され、母細胞において合成さ
れたタンパク質は、皮質を覆う胞子表面の多数の層を形成する。コートは、いくつかの菌
株（例えば、バシラス・サチリス）の胞子については、最も外側の検出可能な層を形成し
、他では（例えば、バシラス・アンスラシス）、胞子は、外膜と呼ばれる追加の層（母細
胞によって合成された、突き出した、ゆったりとした、バルーン様の層）によって取り囲
まれる（Henriquesら, 「細菌の内生胞子表面の構造及びアセンブリー」, Methods 20: 9
5-110 (2000)）。
【０１５３】
　バシラス・セレウス、バシラス・アンスラシス及びバシラス・チューリンゲンシスは、
外膜を有すると考えられるバシラス属菌の代表的なものである（Ohyeら, 「バシラス・セ
レウスTにおける外膜及び胞子表面の形成」, J. Bacteriol. 115: 1179-1190 (1973)；及
びAndersen G., 「バシラス・アンスラシスをバシラス・セレウス及びバシラス・チュー
リンゲンシスを区別するゲノムの差異」, Appl. Environ. Microbiol. 69: 2755-2764 (2
003)）（図９A及び９B参照）。しかし、胞子表面の極めて外側のぴったりとした層が、尿
素－メルカプトエタノールにて、いくらかのコート物質を胞子から抽出した後に可視化さ
れ、外膜と判断されるとのレポートは存在しないが、バシラス・サチリスは、明確な、別
個の外膜を欠いている（Sousaら, 「バシラス・サチリスの胞子における外膜様外皮」, N
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ature 263: 53-54 (1976)）。バシラス・セレウスの外膜は、外側の前胞子膜に近接して
いる（ただし、接触していない）母細胞における小さいラメラ構造として初めに観察され
た。２つの構造は成熟した胞子ないにおいて明確に分離されているが、胞子鏡面内で同時
に合成される。外胞子は、通常、タンパク質５３％、アミノ及び中性の多糖２０％、脂質
１８％及び灰分約４％を含んでなる六方晶様の基底層を含有する。外膜は、胞子の約２％
（乾燥質量）を占める。バシラス・メガテリウムQMB 1551の胞子の疎水性は、不完全な外
膜を持つ又は外膜のない胞子が、非常に低減されているヘキサデカンに対する親和性が示
すため、外膜によって決定さられると考えられる（Koshikawaら, 「バシラス属菌の胞子
の表面疎水性」, J. Gen. Microbiol. 135: 2717-2722 (1989)）。
【０１５４】
　成熟期の最終ステージの後、母細胞を溶解して、休眠状態にあり、発芽シグナルに遭遇
するまで長年土壌中に存在できる成熟胞子を放出させる。多くのバシラス属菌は、ヒトに
対して病原性ではない。最も顕著な例外は、炭疸病の原因物質であるバシラス・アンスラ
シスである（Mockら, 「炭疸病」, Annu. Rev. Microbiol. 55: 647-671 (2001)）。米国
におけるテロリストの兵器としてのバシラス・アンスラシスの胞子の最近の使用及び多く
の国における大量破壊の兵器としてのこれらの胞子の開発に鑑み、迅速な検出に使用され
、除染、炭疸病の治療及び予防を対象となるように、胞子の成分について、さらに学びた
いとの強い要求がある（Inglesbyら, 「生物兵器としての炭疸病, 2002：管理についての
最新の提言」, JAMA 287: 2236-2252 (2002)）。
【０１５５】
　このような成分の１つが、胞子のための一次透過バリヤーとして及び胞子表面抗原の源
として作用する外膜である（Gerhardt, P., 「バシラス・アンスラシスの細胞学」, Fed.
 Proc. 26: 1504-1517 (1967)）。胞子の最も外側の表面として、外膜は、土壌環境、収
集及び検出装置、哺乳類宿主における胞子結合ターゲット細胞、及び宿主の防御物と相互
作用する。現在、外膜の構造及び機能に関する詳細な情報は限られている。外膜について
の過去の研究は、バシラス・アンスラシスの胞子及び日和見的ヒト病原体のバシラス・セ
レウスに集中していた。これらの種は、バシラス・チューリンゲンシス（昆虫の病原体）
、及びバシラス・ミコイデス（Bacillus mycoides）と共に、密接に関連するバシラス・
セレウスグループを構成する。このグループのすべてのメンバーが、基底層及びnagasa外
部の600Åまで伸張する毛状napを含んでなる構造的に類似した外膜を持つ胞子を産生する
（Gerhardtら, 「バシラス・セレウスの胞子を包囲する外膜の超微細構造」, J. Bacteri
ol. 88: 1774-1789 (1964)；及びHachisukaら, 「バシラス・アンスラシスの胞子の外膜
の外側における微細フィラメント」, J. Bacteriol. 91: 2382-2384 (1966)）。基底層は
、それぞれ、六角形の穿孔格子構造を示す４つの準結晶サブレーヤーを含有する。毛状の
napは、種ごとに及び菌株ごとに、長さが異なる（beamenら, 「バシラス・セレウスの可
溶化外膜から再凝集された準結晶シート」, J. Bacteriol. 107: 320-324 (1971)；及びK
ramerら, 「バシラス・アンスラシスのSterne及びVollum 菌株の外膜における微細構造の
差異」, Can. J. Microbiol. 14: 1297-1299 (1968)）。
【０１５６】
　外膜はレクチンと反応し、毛状nap内に位置する多糖を結合すると思われる（Coleら, 
「バシラス・アンスラシス及び他のバシラス属菌のレクチンによる区別」, J. Clin. Mic
robiol. 19: 48-53 (1984)；Matzら, 「バシラス・セレウスの胞子を覆う外膜の化学的微
細構造」, Bacteriol. Proc., p. 31 (1965)）。外膜は胞子の質量の２％を構成し、ほぼ
、たんぱく質５０％、脂質２０％、中性の多糖２０％及び他の成分１０％を含有する（Ma
tzら, 「バシラス・セレウスの胞子からの外膜の化学組成」, J. Bacteriol. 101: 196-2
01 (1970)）。
【０１５７】
　外膜は、皮質及びコートと一緒に合成される多数のタンパク質を含有する（Desrsierら
, 「バシラス・セレウスの胞子形成の間における外膜の合成」, L. Gen. Microbiol. 130
: 935-940 (1984)：及びHhyeら, 「バシラス・セレウスTにおける外膜及び胞子表面の形



(52) JP 5911421 B2 2016.5.18

10

20

30

成」, J. Bacteriol. 115: 1179-1190 (1973)）。より最近の研究では、個々の外膜タン
パク質を同定することが試みられている。見掛け上７２kDa糖タンパク質が、バシラス・
チューリンゲンシスの胞子の外膜又はコートの成分として同定されている（Garcia-Patro
nら, 「バシラス・チューリンゲンシスの胞子嚢からの糖タンパク質マルチマー：サブユ
ニットへの解離及び糖組成物」, Mol. Cell. Biochem. 145: 29-37 (1995)）。３つの他
のタンパク質（GroEL及びInA及びRocAの相同体）が、おそらくバシラス・セレウスの外膜
の構成成分ではないが、バシラス・セレウスの外膜に関連することが認められた（Charlt
onら, 「バシラス・セレウスの外膜の特徴付け」, J. Microbiol. 87: 241-245 (1999)）
。
【０１５８】
　バシラス属菌の胞子自体は、環境刺激に対して応答性であると考えられる。１レポート
では、乾燥対多湿環境に曝される際、胞子の形態における種特異的変化を同定するために
原子間力顕微鏡観察法が使用されている。例えば、サイズの変化は、種、成長管理体制、
及び環境条件に左右されると考えられる。一般に、胞子の幅は、これらのファクターの相
互作用に左右されて、500－3000 nmの間で変動する（Plompら, 「バシラス属菌の胞子の
高解像能構築及び構造動力学」, Biophys J 88: 603-608 (2005)）。さらに、BclAに加え
て、バシラス・アンスラシスの外膜は、４つの他の主要なタンパク質：すなわち、i）ア
ラニンラセマーゼ、ii）鉄／マンガン過酸化物ジスムターゼ、iii）未知の機能を有する2
9174 Daのタンパク質、及びiv）未知の機能を有する17331 Daのタンパク質を含有するも
のと考えられる（Steichenら, 「バシラス・アンスラシスの外膜の免疫優性のタンパク質
及び他のタンパク質の同定」, J. Bacteriol. 185: 1903-1910 (2003)）。
【０１５９】
　細菌の成熟胞子の外側層が成熟するにつれて、外膜は、胞子、環境、及び・又は宿主の
間の接触表面を示す。外膜は免疫原性、環境／宿主付着及び安定性、又は発芽応答を含む
（ただし、これらに限定されない）機能に応答するタンパク質を含んでなる。（Redmond
ら, 「バシラス・アンスラシスの外膜におけるタンパク質の同定」, Microbiol. 150: 35
5-363 (2004)）。
【０１６０】
　例えば、細菌の外膜タンパク質としては、推定上のコートタンパク質（例えば、遺伝子
cotJC1又はcotJC2）、仮定上の外膜タンパク質、BclAタンパク質、BclBタンパク質、Bcl 
Sterneタンパク質、変性BclA又はBclBタンパク質、ExsFタンパク質、CotBタンパク質、Ex
sYタンパク質、CotYタンパク質ExsKタンパク質、イノシンヒドロラーゼ、アラニンラセマ
ーゼ、ピルビン酸－フラボドキシン酸化還元酵素（例えば、遺伝子nifJ）、γ－アミノ酪
酸代謝デヒドラターゼ／イソメラーゼ（例えば、遺伝子abfD）、ブチリルCoAデヒドロゲ
ナーゼ（例えば、遺伝子bcd2）、アミノ酸トランスアミナーゼ、コハク酸セミアルデヒド
デヒドロゲナーゼ（例えば、遺伝子sucD）、ルブレリスリン、フラボタンパク質αサブユ
ニット（例えば、遺伝子etfA2）、又は２-ケトイソ吉草酸フェレドキシンリダクターゼが
含まれる（ただし、これらに限定されない）。代表的な外膜タンパク質のサイズ特性を表
２に示す。
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【表２】

【０１６１】
　１．アラニンラセマーゼ
　１具体例では、バシラス・チューリンゲンシスserovar kurstaki菌株1.175アラニンラ
セマーゼ（例えば、遺伝子alrA）（受託番号：DQ402058）は、核酸配列（配列番号：４８
）
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【化４６】

によってコード化されるアミノ酸配列（配列番号：４７）
【化４７】

を含んでなる。
【０１６２】
　２．Sterneタンパク質
　１具体例では、バシラス・アンスラシスstr. Sterneタンパク質（BAS 3290）は、アミ
ノ酸配列（配列番号：４９）



(55) JP 5911421 B2 2016.5.18

10

20

30

40

50

【化４８】

を含んでなる（受託番号：YP 029547）。
【０１６３】
　１具体例では、バシラス・アンスラシスstr. Sterneタンパク質（BAS 3557）は、アミ
ノ酸配列（配列番号：５０）

【化４９】

を含んでなる（受託番号：YP 029811）。
【０１６４】
　１具体例では、コラーゲン三重らせん反復ドメインを有するバシラス・アンスラシスst
r. Sterneタンパク質は、アミノ酸配列（配列番号：５１）

【化５０】

を含んでなる（受託番号：YP 030670）。
【０１６５】
　１具体例では、コラーゲン三重らせん反復ドメインを有するバシラス・アンスラシスst
r. Sterneタンパク質は、アミノ酸配列（配列番号：５２）

【化５１】

を含んでなる（受託番号：YP 030869）。
【０１６６】
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　１具体例では、バシラス・アンスラシスstr. Sterneタンパク質（BAS 2280）は、アミ
ノ酸配列（配列番号：５３）
【化５２】

を含んでなる（受託番号：YP 028541）。
【０１６７】
　３．変性タンパク質
　１具体例では、変性バシラス・アンスラシスstr. CEBタンパク質は、アミノ酸配列（配
列番号：５４）
【化５３】

を含んでなり、ここで、変性は、短縮リーダー配列及びHis-6 Tagの追加を含んでなるも
のである。
【０１６８】
　４．ExaAタンパク質
　１具体例では、本発明は、バシラス属菌の胞子の表面タンパク質（ここで、タンパク質
はExsAタンパク質を含んでなる）を含んでなる組成物を意図するものである。ExsAタンパ
ク質は、外膜及び細菌のコートの両方に存在し、バシラス・サチリスのSafA（SpoVID関連
因子）タンパク質に関連する。SafA は、コート構築の初期ステージにおいて、SpoVIDと
相互作用する（Ozinら, 「バシラス・サチリスにおいて、SpoVIDはSafAを胞子表面に案内
する」, J. Bacteriol. 183: 3041-3049 (2001))。SpoIVA及びSpoVIDは、いずれも、SafA
の局在化のためと考えられ、両方の相同体はバシラス・セレウスゲノムのにおいてコード
化される。類推すれば、それらはExsAの局在化を援助するものと予測される。ExsAは、バ
シラス・セレウスにおいて、SafAがバシラス・サチリスにおいて果たす役割よりも大きい
役割を果たし、バシラス・サチリスSafA検出変異体について、あまり極端ではないコート
の構築欠陥が報告されている。exsA変異体と同様に、safA変異体胞子はリゾチームに敏感
であるが、exsA胞子の構造は、むしろ混乱が少ないように思われる。
【０１６９】
　ExsAタンパク質は、N末端及びC末端領域から離れたSafAとは、アミノ酸配列において非
常に異なる。SafAとExsAとの間の大きな差異を前提とすると、保存の局部的領域は、SafA
及びExsAの両方において保存される機能について重要であるように思われ、バシラス・サ
チリスにおいて定方向突然変異誘発によって探索される。ExsAにおける多数のプロリンリ
ッチタンデム反復配列は、伸張された配座に存在するように思われるが、その機能は未知
であり、これらは、他のコートタンパク質の結合用の反復領域であるか、又は他のコート
タンパク質を結合する領域間のスペーサーとして機能できるであろう。推測では、これは
、外皮層の間にいくらかの距離を提供する機構であるが、このような３つの領域（それぞ
れ、それ自体の配列反復を持つ）が存在する理由は明らかではない。バシラス・セレウス
／バシラス・アンスラシス／バシラス・チューリンゲンシスにおける異なる種および菌株
のゲノム配列における反復の数はわずかに異なるが、配列はほとんど同一である。バシラ
ス・ハロデュランス（Bacillus halodurans）及びオセアノバシラス・イヘイエンシス（O
ceanobacillus iheyensis）の両方において、コード化SafA相同体も、多数の短い反復（
その配列は、種の間では保存されないが、バシラス・セレウスにおけるほど多数ではなく
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、その重要性は未知である）を含有することができる（Bailey-Smithら, 「胞子表面にお
けるコート及び外膜の構築には、バシラス・セレウスのExsAタンパク質が要求される」, 
J. Bacteriol. 187: 3800-3806 (2005)）。
【０１７０】
　５．ExsFタンパク質
　１具体例では、本発明は、バシラス属菌の胞子の表面タンパク質（ここで、前記タンパ
ク質はExsFタンパク質を含んでなるものである）を含んでなる組成物を意図するものであ
る。ExsFタンパク質（例えば、ExsF、ExsFA、及びExsFB）は、バシラス属菌の胞子の表面
上のBclAフラグメントの好適な局在化及び外膜の結晶層の安定性に関与するものと考えら
れる外膜成分である。これらのタンパク質は、おそらく、SclAを含む他の外膜成分との多
量体の複合体として組織化される。タンパク質ExsFAはBclAと相互作用することができ、
胞子の表面に局在化することを保証する。ExsFの寄与はあまり明白ではないが、１つの仮
説では、ExsFB及びExsFAは、結晶性基底層の両アレイの成分と相互作用し、その安定性を
保証する。あるいは、突然変異ExsFノックアウト菌株における２つの胞子成分（３５又は
３７kDa）の不在は、ExsF類タンパク質が画尾膜構成西部ツンの構築又は胞子についての
維持に関与することを示唆している（Sylvestreら, 「胞子表面上におけるBclAの局在化
及びバシラス・アンスラシスの外膜の安定性に対するExsFA及びExsFBタンパク質の寄与」
, J. Bacteriol. 187: 5122-5128 (2005)）。このような役割は、バシラス・サチリスの
コートの構築に関与するSpoIVA及びSpoVIDのようないくつかの形態形成コートタンパク質
について記載されたものと似ている（Driks A., 「最大の遮蔽物：細菌の胞子表面の構築
物及び機能」, Trends Microbiol. 10: 251-254 (2002)）。
【０１７１】
　６．BxpBタンパク質
　１具体例では、本発明は、バシラス属菌の胞子の表面タンパク質（ここで、前記タンパ
ク質はBxpBタンパク質を含んでなる）を含んでなる組成物を意図するものである。Bxpbは
、バシラス・アンスラシスのSrerne菌株から単離された外膜の精製サンプル中に存在する
いくつかのタンパク質の１つとして発見されたものである（Steichenら, 「バシラス・ア
ンスラシスの外膜の免疫優性タンパク質及び他のタンパク質の同定」, J. Bacteriol. 18
5: 1903-1910 (2003)）。殊に、BxpBは、化学的に脱グリコシル化された外膜のサンプル
中において高いレベルで認められたものである。この結果は、BxpBがグリコシル化される
か、又はグリコシル化された物質と結合しているかを示唆する。しかし、BxpBは糖タンパ
ク質ではないが、BclA糖タンパク質及びExsY又はCotY（いずれもバシラス属菌の外膜にお
いて認められる）を含む他のタンパク質（ただし、これらに限定されない）と高分子質量
の複合体を形成する。抗-BxpB MAbの研究では、BxpBが不可欠の基底層タンパク質である
ことが示唆されている。例えば、抗-BxpB MAbのSterne胞子への結合は、BclAを欠くΔbcl
a胞子について検出されるよりも弱い。Sterne胞子への低減されたMAbの結合は、主にBclA
のタンパク質成分によるものであり、おそらく、緊密なBxpB-BclAの相互作用を反映する
ものであろう。BclAを欠く胞子（例えば、ΔbxpB変異体）は、正常なBclAレベルの存在に
もかかわらず、毛状のnapを欠いている外膜によって囲まれている。しかし、この非常に
少量のBclAは、ΔxpB胞子に関連する（例えば、Sterne胞子について認められるレベル～
２％）（Steichenら, 「バシラス・アンスラシスの外膜基底層タンパク質BxpBの特徴付け
」, J. Bacteriol. 187: 5868-5876 (2005)）。
【０１７２】
　従って、BxpBは、胞子の基底層へのBclAの付着及び毛状napの構築を仲介することは明
らかである。最近の研究では、この付着がBclAの38－アミノ末端残基ドメイン（NTD）を
介して起こり、胞子の表面BclAタンパク質の残りは胞子から伸張することが示されている
（Boydstonら, 「バシラス・アンスラシスのコラーゲン様糖タンパク質BclAの外膜内にお
ける配向及び構造安定性」, J. Bacteriol. 187: 5310-5317 (2005)）。明らかなように
、このNTDの最初の１９個のアミノ酸は、胞子から単離された成熟BclAでは不在であり、
おそらく、タンパク分解プロセスシングの発生によるものであろう（Steichenら, 「バシ
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ラス・アンスラシス外膜の免疫優性タンパク質及び他のタンパク質の同定」, J. Bacteri
ol. 185: 1903-1910 (2005)；及びBylvestreら, 「コラーゲン様糖タンパク質はバシラス
・アンスラシスの構成成分である」, Mo. Microbiol. 45: 169-178 (2002)）。本発明の
機構を理解することは必要ではないが、このプロセシングの発生は、BclAの外膜の基底層
への付着（おそらくBxpBへの直接の共有結合を介する）に関連するであろう。
【０１７３】
　１具体例では、BxpB外膜タンパク質は、アミノ酸配列（配列番号：５５）
【化５４】

を含んでなる。
【０１７４】
　７．ExsJタンパク質
　１具体例では、ExsJ外膜タンパク質（バシラス・セレウス）は、核酸配列：配列番号５
７

【化５５】

によってコード化されるアミノ酸配列：配列番号５６
【化５６】
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【０１７５】
　８．ExsHタンパク質
　１具体例では、ExsH外膜タンパク質（バシラス・セレウス）は、核酸配列：配列番号５
９
【化５７】

によってコード化されるアミノ酸配列：配列番号５８
【化５８】

を含んでなる。
【０１７６】
　９．CotBタンパク質
　１具体例では、本発明は、核酸配列：配列番号６１
【化５９】

によってコード化されるアミノ酸配列：配列番号６０
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【化６０】

を含んでなるCotB外膜タンパク質（バシラス・サチリス；受託番号：AY 186996）を意図
するものである。
【０１７７】
　１０．CotYタンパク質
　１具体例では、本発明は、核酸配列：配列番号６３

【化６１】

によってコード化されるアミノ酸配列：配列番号６２

【化６２】

を含んでなるCotY外膜タンパク質（バシラス・セレウス）を意図するものである。
【０１７８】
　１１．ExsYタンパク質
　１具体例では、ExsY外膜タンパク質（バシラス・セレウス）は、核酸配列：配列番号６
５

【化６３】

によってコード化されるアミノ酸配列：配列番号６４
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【化６４】

（受託番号：AY 121973）を含んでなる。
【０１７９】
　１具体例では、クロストリジウム・パーフリンジェンス（Clostridium perfringes）の
胞子の表面相同性タンパク質は、アミノ酸配列：配列番号６６

【化６５】

（受託番号：YP 695648）を含んでなる三重らせん反復ドメインを含んでなる。
【０１８０】
　II．微生物胞子の結合の抗体阻止
　１具体例では、本発明は、抗体を使用して、微生物の胞子が無生物及び／又は生物表面
へ結合及び／又は付着することを阻止することを意図するものである。１具体例では、抗
体はクロストリジウム属菌の胞子の結合を阻止する。これらの抗体としては、多クローン
性及び単クローン性の抗体が含まれる（ただし、これらに限定されない）。さらに、キメ
ラ交代は、例えば、マウスの抗体遺伝子をヒトの工程遺伝子にスプライスすることによっ
て産生される。抗体分子のペプシン消化によって又はFabフラクションのジスルフィド架
橋の還元によって発生される抗体と共に、単鎖抗体も含まれる。
【０１８１】
　Ａ．抗体の産生法
　本発明は、単離した抗体及びそのフラグメント（例えば、多クロナール、単クロナール
及び／又はFab）を提供する。１具体例では、本発明は、特に、微生物の胞子の表面タン
パク質の各種の表面（例えば、生物表面及び／又は無生物表面）への結合を阻害する単ク
ロナール性抗体を提供する。
【０１８２】
　本発明のタンパク質に対する抗体は、タンパク質を認識できるものであれば、単クロナ
ール性又は多クロナール性のいずれでもよい。抗体は、一般的な抗体又は抗血清の調製法
に従い、抗原として本発明のタンパク質を使用することによって産生される。本発明の方
法及び組成物において使用される抗体を産生するために、ここに開示するものを含む（た
だし、これらに限定されない）各種の好適な方法が使用される。例えば、単クロナール性
抗体の産生のために、タンパク質は、そのままで又は好適なキャリヤーと一緒に、抗体の
産生（例えば、免疫化）を許容する条件下で動物（例えば、哺乳動物）に投与される。通
常、タンパク質は、２週間ごとに１回の割合で、６週まで、計約２－１０回投与される。
このような方法での使用に適する動物としては、霊長類、ウサギ、犬、モルモット、マウ
ス、ラット、羊、ヤギ等が含まれ（ただし、これらに限定されない）、全鎖長のタンパク
質又は免疫原性を保持する各種の部分、フラグメント又はオリゴペプチドを注射すること
によって免疫化される。宿主の種に応じて、免疫応答を増大させるために、各種のアジュ
バントを使用できる。抗体の産生能力を増大させるために、完全又は不完全フロインドア
ジュバントが投与される。このようなアジュバントとしては、フロインド、水酸化アルミ
ニウムのような無機質ゲル、リゾレシチン、プルロニックポリオール、ポリアニオン、ペ
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プチド、油エマルジョン、キーホールリンペットヘモシアニン、及びジニトロフェノール
のような表面活性物質が含まれる（ただし、これらに限定されない）。BCG（バシラス カ
ルメット－ゲラン）及びコリネバクテリウム・バルバム（Colynebacterium parvum）が潜
在的に有用なアジュバントである。
【０１８３】
　培養における連続セルラインによる抗体分子の産生を提供する各種の技術を使用して、
単クロナール性抗体が調製される。このような技術としては、ハイブリドーマ技術が含ま
れる（ただし、これに限定されない）（Koehlerら, Nature 256: 495-497 (1975)；Kosbo
rら, Immunol Today 4: 72 (1983)；Coteら, Proc. Natl. Acad. Sci. 80: 2026-2030 (1
983)；Coleら, Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R Liss Inc., New Yo
rk, N.Y., pp 77-96 (1985)；これらすべての文献を参照して、本明細書に含める）。
【０１８４】
　単クロナール性抗体産生細胞を調製するため、その抗体価が確認されている動物を選択
し、最終の免疫化後２－５日の時点で、その脾臓及びリンパ液を採取し、その中に含まれ
る抗体産生細胞を骨髄腫細胞と融合させて、所望の単クロナール性抗体プロデューサーハ
イブリドーマを調製する。抗血清中の抗体価の測定は、例えば、後述するように、ラベル
化タンパク質及び抗血清を反応させ、ついで交代に結合したラベル化剤の活性を測定する
ことによって行われる。細胞融合は、公知の方法、例えば、Koehler及びMilsteinによっ
て記載された（Nature 256: 495 (1975)）に従って行われる。融合プロモーターとしては
、例えば、ポリエチレングリコール（PEG）及びSendaiウイルス（HVJ）が使用され、好ま
しくはPEGが使用される。
【０１８５】
　骨髄腫細胞の例としては、NS-1、P3U1、SP2/0、AP-1等が含まれる。使用する抗体プロ
デューサー細胞（例えば、脾臓細胞）の数及び骨髄腫細胞の数の割合は、好ましくは、約
１：１－約２０：１である。PEG（好ましくは、PEG 1000－PEG 6000）は、好ましくは、
約１０－約８０％の濃度で添加される。細胞融合は、両細胞の混合物を、約２０－４０℃
、好ましくは、約３０－３７℃において約１－１０分間インキュベーションすることによ
って効果的に行われる。
【０１８６】
　抗体（例えば、本発明の腫瘍抗原又は自己抗体に対する）を産生するハイブリドーマに
ついてのスクリーニングのためには、各種の方法が使用される。例えば、ハイブリドーマ
の上澄みを固体相（例えば、ミクロプレート）に添加し、抗体を直接又はキャリヤーと一
緒に固体相に吸着させ、ついで、放射性物質又は酵素でラベル化した抗－免疫グロブリン
抗体（細胞融合において、マウスの細胞が使用される場合には、抗－マウス免疫グロブリ
ンが使用される）又はProtein Aを添加して、固体相に結合したタンパク質に対する単ク
ロナール性抗体を検出する。あるいは、ハイブリドーマの上澄みを固定相に添加し、抗－
免疫グロブリン抗体又はProtein Aを固体相に吸着させ、ついで、放射性物質又は酵素で
ラベル化したタンパク質を添加して、固体相に結合したタンパク質に対する単クロナール
性抗体を検出する。
【０１８７】
　単クロナール性抗体の選別は、各種の既知の方法又はその変法に従って行われる。通常
、動物細胞用の培地（HAT（ヒポキサンチン、アミノプテリン、チミジン）が添加される
）が使用される。ハイブリドーマが成長できるものであれば、いかなる選別及び成長培地
も使用できる。例えば、ウシ血清１－２０％、好ましくは、１０－２０％を含有するRPMI
 1640培地、ウシ胎児血清１－１０％を含有するGIT培地、ハイブリドーマの培養のための
血清フリー培地（SFM-101, Nissui Seiyaku）等が使用できる。通常、培養は、約５％CO2
ガスの存在下、２０－４０℃、好ましくは、３７℃において、約５日－３週間、好ましく
は、１－２週間で行われる。ハイブリドーマ培養基の上澄みの抗体価は、抗血清中の抗－
タンパク質の抗体価について上述したものと同じ様式に従って測定される。
【０１８８】
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　単クロナール性抗体の選別及び精製は、免疫グロブリンの選別及び精製のような一般的
な多クロナール性抗体の選別及び精製と同様にして、例えば、塩析、アルコール析出、等
電点析出、電気泳動、イオン交換樹脂（例えば、DEAE）による吸着及び脱離、超遠心、ゲ
ル濾過、又は抗体のみを、抗原－結合固体相、Protein A又はProtein Gのような活性吸着
剤にて集め、結合を解離して抗体を得るような特殊な精製法に従って行われる。
【０１８９】
　多クロナール性抗体は、各種の公知の方法又はタンパク質から抗体を得ることを含むこ
れら公知の方法の変法によって調製される。例えば、免疫原（抗－タンパク質抗原）及び
キャリヤータンパク質の複合体を調製し、上述の単クロナール抗体の調製について記載し
たものと同じ様式に従って、この複合体によって、動物を免疫化する。抗体を含有する物
質を免疫化した動物から回収し、抗体を分離し、精製する。
【０１９０】
　動物の免疫化に使用される免疫原及びキャリヤータンパク質の複合体について、ハプテ
ンに対する抗体（キャリヤー上に結合されており、免疫化に使用される）が効果的に産生
される限り、いかなるキャリヤー及びキャリヤー及びハプテンのいかなる割合も使用でき
る。例えば、ウシ血清アルブミン、ウシシクログロブリン、キーホールリンペットヘモシ
アニン等が、ハプテン１部当たり約０１－約２０部、好ましくは、約１－約５部の質量比
で、ハプテンと結合される。
【０１９１】
　さらに、ハプテン及びキャリヤーの結合のためには、各種の縮合剤が使用される。例え
ば、本発明では、グルタルアルデヒド、カルボジイミド、マレイミド活性化エステル、チ
オール基又はジチオピリジル基を含有する活性化エステル剤等が使用される。縮合生成物
は、そのままで又は好適なキャリヤー又は希釈剤と一緒に、抗体産生可能な動物の部位に
投与される。抗体産生能力を増大させるために、完全又は不完全フロインドアジュバント
が投与される。通常、タンパク質は、２－６週間ごとに１回の割合で、計約３－約１０回
投与される。
【０１９２】
　上述の方法によって免疫化した動物の血液、腹水等から多クロナール性抗体が回収され
る。抗血清における抗体価は、ハイブリドーマの培養基の上澄みについて上述したものと
同じ様式に従って測定される。交代の選別及び精製は、上述の単クロナール性抗体につい
て上述したものと同じ免疫グロブリンの選別及び精製法に従って行われる。
【０１９３】
　免疫原としてここで使用するタンパク質は、特殊なタイプの免疫原に限定されない。例
えば、免疫原として、ウイルス感染の結果として発現されるタンパク質（さらに、部分的
に変性された核酸配列を有する遺伝子を含む）が使用される。フラグメントは、遺伝子の
フラグメントの発現、タンパク質の酵素処理、化学合成等を含む（ただし、これらに限定
されない）各種の方法によって得られる。
【０１９４】
　本発明における抗体の産生のためには、ここで検討するアミノ酸配列（例えば、配列番
号：１、３、５、７又は９）を有する微生物の胞子のタンパク質の各種の抗原性部分を、
単独で又は他のタンパク質（例えば、キメラ分子に対する抗体を産生するためにはグルタ
チオン）のアミノ酸と融合して、使用される。このような抗体としては、多クロナール性
、単クロナール性、キメラ性、単鎖性、Fabフラグメント及びFab発現ライブラリーによっ
て産生されたフラグメントが含まれる（ただし、これらに限定されない）。特に、診断剤
及び治療剤のためには、中和性抗体、すなわち、二量体の形成を阻止するものが好ましい
。
【０１９５】
　抗体の誘発に使用されるポリペプチドは、生物学的活性を保持している必要はない。し
かし、タンパク質フラグメント又はオリゴペプチドは抗原性でなければならない。特赦名
交代を誘発するために使用されるペプチドは、少なくとも５つのアミノ酸、好ましくは少
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なくとも１０個のアミノ酸を含んでなるアミノ酸配列を有することができる。好ましくは
、それらは、天然タンパク質のアミノ酸配列の一部に似たものでなければならず、小さい
天然の分子の完全アミノ酸配列を含有することができる。アミノ酸配列の短いストレッチ
は、キーホールリンペットヘモシアニン及びキメラ分子に対して産生される抗体を含む（
ただし、これらに限定されない）他のタンパク質と融合される。
【０１９６】
　抗体は、酵素結合免疫吸着アッセイ（ELISA）、放射免疫アッセイ（RIA）及び蛍光標識
細胞分取（FACS）を含む（ただし、これらに限定されない）技術を使用して、体液、細胞
抽出物、組織抽出物を含む（ただし、これらに限定されない）サンプル中のポリペプチド
を検出するためにも使用される。ポリペプチド－抗体結合の検出を容易にするため、レポ
ーター分子をポリペプチド及び抗体に加えることができる。
【０１９７】
　Ｂ．微生物の胞子の表面タンパク質の抗体阻害法
　１具体例では、本発明は、クロストリジウム属菌の胞子の表面タンパク質に対する親和
性を有する単クロナール性及び／又は多クロナール性抗体を含むスクリーニング法を意図
するものである。
【０１９８】
　バシラス・セレウスTの胞子及びクロストリジウム・スポロゲネスPA 3679の胞子の１：
１混合物にて免疫化されたマウスはハイブリドーマ397個を産生し、これらを、バシラス
・セレウスの胞子１０7個との反応性について及びクロストリジウム・スポロゲネスの胞
子１０7個との反応性についてスクリーニングしたことが報告されている。明らかなよう
に、９つのハイブリドーマがクロストリジウム・スポロゲネスの胞子に特異的な抗体を産
生した。７つのハイブリドーマは、バシラス・セレウスT及びクロストリジウム・スポロ
ゲネスの胞子と交叉反応する抗体を産生した（Quinlanら, 「バシラス属菌及びクロスト
リジウム属菌の胞子の検出に使用される単クロナール性抗体」, Appl. Environ. Microbi
ol. 63: 482-487 (1997)）。クロストリジウム・スポロゲネスの胞子に特異的な抗体を産
生するハイブリドーマの内の２つをC33及びC225と表示する。
【０１９９】
　ドットブロットフォーマットを使用して、抗体を、バシラス属菌、クロストリジウム属
菌及びデスルホトマキュラム属菌の範囲の胞子との反応性について、定性的に（視覚的に
）検討した。抗体C33は、クロストリジウム・スポロゲネスと強く反応し、クロストリジ
ウム・パーフリンジェンスの胞子とは弱く反応した。抗体C225は、バシラス・メガテリウ
ムの胞子と弱く反応し、バシラス・ステアロサーモフィラス（Bacillus stearothermophi
lus）、クロストリジウム・パーフリンジェンス及びクロストリジウム・スポロゲネスの
胞子と強く反応した。
【０２００】
　クロストリジウム・スポロゲネスの胞子の抗原について利用できる情報は少ないが、特
殊な胞子抗原が植物性抗原から区別されることが証明された（Norris J., 「細菌の胞子
抗原：レビュー」, J. Gen. Microbiol. 28: 393-408 (1962)；及びPrincewell, T., 「
クロストリジウム・スポロゲネスの胞子抗原」, J. Med. Microbiol. 12: 29-41 (1979)
）。本発明の気候を理解することは必要ではないが、クロストリジウム属菌の胞子抗原に
よって産生される多クローン性抗体は、クロストリジウム属菌の１つ以上に共通である（
Foegedingら, 「細菌の胞子を検出するための酵素結合免疫吸着アッセイ（ELISA）におけ
る多クローン性抗体」, J. Rapid Methods Automat. Microbiol. 2: 135-150 (1993)）。
【０２０１】
　１具体例では、本発明は、クロストリジウム属菌の胞子の表面への結合を崩壊させるた
めに、クロストリジウム属菌の胞子の表面タンパク質に対する親和性を有する単クローン
性及び／又は多クローン性抗体を使用する方法を意図するものである。１具体例では、表
面は、プラスチック、セラミック、ステンレス鋼、鉄鋼、ビニール、タイル、合板、皮膚
（例えば、ブタ皮膚）、体内組織、衣服、又は環境保護スーツを含む（ただし、これらに
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限定されない）群から選ばれる。
【０２０２】
　Ｃ．微生物の胞子の結合の抗体阻害
　クロストリジウム・ディフィシレの胞子のヒト皮膚代用物（例えば、ブタ皮膚）に結合
する能力を評価するために、変性カップスクラブ法を使用した（実施例１０参照）。初め
に、非抗菌性セッケンを使用してブタ皮膚を３０分間洗浄し、ついで、水で３０分間すす
いだ。ブタ皮膚の洗浄後、胞子５０μl以下を、皮膚の表面上の直径２０mmの区域に添加
した。胞子を１時間以下で乾燥し、ついで、カップスクラブ法に従って除去した。この実
験は、クロストリジウム・ディフィシレの胞子のヒト皮膚代用物に結合する能力を測定す
るものである。一次データでは、胞子の８０％以下がブタ皮膚の表面から除去されルこと
を示した。続く実験では、皮膚表面に適用する前に、初めに、胞子をクロストリジウム・
ディフィシレの胞子の表面抗体と反応させた。皮膚から胞子を除去する能力を、再度、カ
ップスクラブ法を使用して測定した。一次データは、胞子の８０％より大を除去できルカ
脳性を示した。これは、抗体が、胞子が皮膚に結合することを阻止することを示唆してい
る。
【０２０３】
　III．微生物の胞子の結合の微生物胞子の表面タンパク質阻害
　１具体例では、本発明は、感染制御剤を使用して微生物胞子の結合を阻害することを含
んでなる方法であって、感染制御剤が、微生物の胞子タンパク質の少なくとも一部を含む
ものである方法を意図するものである。本発明の機構を理解することは必要ではないが、
感染制御剤は、表面結合部位（この部位に対して、微生物の胞子が同様の親和性を有する
）を得るために競合するものと考えられる。さらに、得られた競合的結合は、既に結合し
ていた微生物の胞子を表面結合部位から追放させる、及び／又は微生物の胞子の表面タン
パク質の少なくとも一部の存在により、結合することを立体的に防止するものと考えられ
る。
【０２０４】
　１具体例では、胞子の表面タンパク質は、細菌、ウイルス、真菌、藻類、又はカビを含
んでなる群から選ばれる微生物に由来するものである。１具体例では、方法は、さらに、
胞子の表面タンパク質により、微生物の胞子の表面への結合を防止することを含んでなる
。１具体例では、胞子の表面タンパク質は、小さい分子、タンパク質、又は核酸を含んで
なる群から選ばれる非－胞子表面タンパク質と配合される。１具体例では、胞子の表面タ
ンパク質は、界面活性剤、セッケン、洗浄剤、起泡剤、湿潤剤、エーロゾル化剤を含む（
ただし、これらに限定されない）表面活性剤と配合される。１具体例では、化合部は、溶
媒として知られている化合物のクラスから選ばれる。
【０２０５】
　Ａ．胞子の全長の表面タンパク質
　１具体例では、微生物の胞子の表面タンパク質の少なくとも一部は、微生物の胞子の全
長の表面タンパク質を含んでなる。１具体例では、微生物の胞子の全長の表面タンパク質
は、クロストリジウム属菌の胞子の表面タンパク質を含んでなる。１具体例では、クロス
トリジウム属菌の胞子の表面タンパク質は、クロストリジウム・ディフィシレの胞子の全
長の表面タンパク質を含んでなる。１具体例では、クロストリジウム・ディフィシレの胞
子の全長の表面タンパク質は、配列番号：１、３、５、７、９を含んでなる群から選ばれ
る。
【０２０６】
　１具体例では、微生物の胞子全長の表面タンパク質は、バシラス属菌の胞子の表面タン
パク質を含んでなる。１具体例では、バシラス属菌の胞子の表面タンパク質は、バシラス
・アンスラシスの胞子の全長の表面タンパク質を含んでなる。１具体例では、バシラス・
アンスラシスの胞子の全長の表面タンパク質は、配列番号：４１、４３、４５、４７、４
９を含んでなる群から選ばれる。
【０２０７】
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　Ｂ．胞子の短縮表面タンパク質
　１具体例では、微生物の胞子の表面タンパク質の少なくとも一部は、微生物の胞子の短
縮表面タンパク質を含んでなる。本発明の機構を理解することは必要ではないが、このよ
うな微生物の胞子の短縮表面タンパク質は、微生物の胞子の表面タンパク質をコード化す
る核酸配列の一部がベクター内に組み込まれ、競合プロモーターと操作可能に組み合わせ
て配置されている組換えタンパク質発現プラットフォーム（infra）によって構成される
ものと考えられる。あるいは、このような微生物の胞子の短縮表面タンパク質は、既に報
告されているペプチダーゼ酵素のいずれか１以上を使用して、微生物の胞子の全長の表面
タンパク質を消化することによっても創生される。このようなペプチダーゼ酵素は、エン
ドペプチダーゼ、エキソペプチダーゼ、アミノペプチダーゼ及び／又はカルボキシペプチ
ダーゼを含む（ただし、これらに限定されない）酵素を含んでなる。
【０２０８】
　１具体例では、微生物の胞子の短縮表面タンパク質は、クロストリジウム属菌の胞子の
表面タンパク質に由来するものである。１具体例では、クロストリジウム属菌の胞子の短
縮表面タンパク質は、クロストリジウム・ディフィシレの胞子の短縮表面タンパク質を含
んでなる。１具体例では、クロストリジウム・ディフィシレの胞子の短縮表面タンパク質
は、下記の表３に示すようなクロストリジウム属菌の仮定上のタンパク質（CD 1581）に
由来するものである。
【表３】

【０２０９】
　１具体例では、クロストリジウム・ディフィシレの胞子の短縮表面タンパク質は、下記
の表４に示すようなクロストリジウム属菌の仮定上のタンパク質（CD 1067）に由来する
ものである。
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【表４】

【０２１０】
　１具体例では、クロストリジウム・ディフィシレの胞子の短縮表面タンパク質は、下記
の表５に示すようなクロストリジウム属菌の仮定上のタンパク質（CD 3620）に由来する
ものである。
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【表５】

【０２１１】
　１具体例では、クロストリジウム・ディフィシレの胞子の短縮表面タンパク質は、下記
の表６に示すようなクロストリジウム属菌の仮定上のタンパク質（CD 1613）に由来する
ものである。
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【表６】

【０２１２】
　１具体例では、クロストリジウム属菌の胞子の短縮表面タンパク質は、下記の表７に示
すような仮定上のタンパク質（CD 1711）に由来するものである。
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【表７】

【０２１３】
　１具体例では、クロストリジウム属菌の胞子の短縮表面タンパク質は、下記の表８に示
すような仮定上のタンパク質（CD 0881）に由来するものである。
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【表８】

【０２１４】
　１具体例では、クロストリジウム属菌の胞子の短縮表面タンパク質は、下記の表９に示
すような仮定上のタンパク質（CD 1511）に由来するものである。
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【表９】

【０２１５】
　１具体例では、クロストリジウム・ディフィシレの胞子の短縮表面タンパク質は、下記
の表１０に示すようなコラーゲン様タンパク質に由来するものである。
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【表１０】
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　１具体例では、クロストリジウム・ディフィシレの胞子の短縮表面タンパク質は、下記
の表１１に示すようなコラーゲン様タンパク質に由来するものである。
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【表１１】



(76) JP 5911421 B2 2016.5.18

10

【０２１７】
　１具体例では、クロストリジウム・ディフィシレの胞子の短縮表面タンパク質は、下記
の表１２に示すようなコラーゲン様タンパク質に由来するものである。
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【表１２】
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【０２１８】
　１具体例では、微生物の胞子の短縮表面タンパク質は、バシラス属菌の胞子の全長の表
面タンパク質に由来するものである。１具体例では、バシラス属菌の胞子の短縮表面タン
パク質は、バシラス・アンスラシスの胞子の短縮表面タンパク質を含んでなるものである
。１具体例では、バシラス・アンスラシスの胞子の短縮表面タンパク質は、下記の表１３
に示すようなBclAタンパク質に由来するものである。

【表１３】

【０２１９】
　Ｃ．胞子の表面タンパク質模倣体
　１具体例では、本発明は、組成物及び微生物の胞子の表面タンパク質模倣体を含んでな
る感染制御組成物を製造する方法及び使用する方法を意図するものである。１具体例では
、タンパク質模倣体はアミノ酸配列を含んでなる。１具体例では、アミノ酸配列は、環状
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の三次構造を含んでなる。１具体例では、タンパク質模倣体は小さい有機分子を含んでな
る。
【０２２０】
　認識に必要な配座を模倣し、本発明のペプチドに結合する活性な部位に結合する小さい
有機分子も、本発明の範囲に含まれるものである。例えば、微生物の胞子の表面タンパク
質及び／又はペプチドフラグメントの模倣が意図される。このような模倣体について各種
のデザインが可能である。例えば、特に、結合のための必要な配座が非ペプチドによって
安定化されている環状及び／又は線状タンパク質及び／又はペプチドフラグメントが考え
られる。Loblらの米国特許第5,192,746号、Burke. Jr.らの米国特許第5,169,862号、Bisc
hoffらの米国特許第5,539,085号、Aversaらの米国特許第5,576,423号、Shashouaの米国特
許第5,051,448号、及びGaetaらの米国特許第5,559,103号は、このような化合物の製造法
を開示するものである（これらのすべてを、参照して、本明細書に組み込む）。
【０２２１】
　ペプチド配列を模倣する非ペプチド化合物の合成も当分野において知られている。例え
ば、いくつかの非ペプチド拮抗剤はArg-Gly-Asp配列を模倣する（Eldredら, J. Med. Che
m. 37: 3882 (1994)）。同様に、Kuらは、さらに、一連のこのような化合物の合成を説明
している（J. Med. Chem. 38: 9 (1995)）。微生物の胞子の表面タンパク質及び／又はペ
プチドフラグメントを模倣するこのような非ペプチド化合物は、特に、本発明によって考
慮されるものである。
【０２２２】
　本発明は、また、関連したペプチド配列を反復する多量体化合物である合成の模倣性化
合物を意図するものである。当分野において知られているように、ペプチドは、ジシクロ
ヘキシルカルビジイミド（DCC）のようなカップリング剤との反応によって活性化された
駆る簿記知る気にアミノ基を結合させることによって合成される。活性化されたカルボキ
シルに対する遊離アミノ基の攻撃は、ペプチド結合の形成及びジシクロヘキシル尿素の放
出を生ずる。反応させたいアミノ基及びカルボキシル基以外の潜在的に反応性基を保護す
ることが必要である。例えば、活性化されたカルボキシル基を含有する成分のα-アミノ
基は、３級ブチルオキシカルボニルによって保護される。この保護基は、その後、ペプチ
ドを希酸に暴露することによって除去される（ペプチド結合は無傷のまま残る）。
【０２２３】
　この方法によれば、ポリスチレンビーズのような不溶性マトリックスに結合された成長
する鎖に、段階的にアミノ酸を添加することによって、ペプチドが固体相法で容易に合成
される。所望のペプチド配列のカルボキシ末端アミノ酸（アミノ保護基を持つ）は、初め
に、ポリスチレンビーズに固定される。ついで、アミノ酸の保護基が除去される。次のア
ミノ酸（保護基を持つ）を、カップリング剤と一緒に添加する。これに続いて、洗浄サイ
クルを行う。必要に応じてサイクルを繰り返す。
【０２２４】
　１具体例では、本発明の模倣体は、上述の微生物の胞子の表面ペプチド及び／又はペプ
チドフラグメントと相同性の配列を有するペプチドである。配列の相同、性及びより重要
な統計学的有意の類似性を評価する１つの一般的方法は、Z値を得るためにLipman及びPea
rsonによって書かれたアルゴリズムを使用するMonte Carlo分析法を使用することである
。この分析法によれば、６より大きいZ値は、ほぼ確実な有意性を示し、１０より大きいZ
値は、統計学的に有意であると判断される（W.R. Pearson及びD.J. Lipman, Proc. Natl.
 Acas. Sci. (USA), 85: 2444-2448 (1988)；D.J. Lipman及びW.R. Pearson, Science, 2
27: 1435-1441 (1985)）。本発明において、微生物の除染及び微生物感染の問題の解消に
おいて有用な合成ペプチドは、統計学的に有意な配列の相同性及び類似性を持つ（Monte 
Carlo分析法におけるLipman及びPearsonアルゴリズムのZ値が６を越える）ペプチドであ
る。
【０２２５】
　IV．感染制御組成物のスクリーニング
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　１具体例において、本発明は、微生物の胞子と無生物及び／又は生物表面との結合を阻
害する、拮抗する、妨げる、置き換える及び／又は破壊する感染制御組成物をスクリーニ
ングする工程を含む方法を意図するものである。
【０２２６】
　１具体例において、本発明は、微生物の胞子の表面タンパク質と無生物及び／若しくは
生物表面との結合を阻害する、拮抗する、妨げる、置き換える並びに／又は破壊する感染
制御組成物をスクリーニングする工程を含む方法を意図するものである。
【０２２７】
　１具体例において、生物表面は、皮膚、ヒト体組織及び／又はヒト細胞からなる群より
選択してもよい。１具体例において、無生物表面には、硬質表面が含まれ、セラミック、
タイル、花こう岩及び／又はステンレス鋼を挙げることができるが、これらに限定されな
い。１具体例において、微生物の胞子には、クロストリジウム属菌の胞子が含まれる。１
具体例において、クロストリジウム属菌の胞子には、クロストリジウム・ディフィシレの
胞子が含まれる。１具体例において、スクリーニングした感染制御組成物は、微生物の胞
子の表面タンパク質と結合することが可能である。本発明の機構を理解することは必要で
はないが、感染制御組成物は、表面と結合することで、微生物の胞子の表面タンパク質と
の結合を抑止すると考えられる。本発明の機構を理解することは必要ではないが、このよ
うな感染制御組成物には、ウィルス源、細菌源、真菌源、植物源及び動物源から分離した
天然化合物、並びに合成化合物を挙げることができるが、これらに限定されないと考えら
れる。さらに、感染制御組成物の前記供給源、化学構造そして作用機構はいずれも本発明
にとって必要不可欠なものではないと考えられる。
【０２２８】
　Ａ．表面に結合された微生物の胞子を検出するアッセイ
　１．標準的な増殖アッセイ
　１具体例において、本発明は、ａ）i）少なくとも１つの微生物の胞子で汚染されてい
る疑いがある素地表面、ii）前記少なくとも１つの微生物の胞子と結合することが可能な
複数の感染制御組成物を収容した胞子採取装置、及びiii）前記少なくとも１つの微生物
の胞子の増殖を支援できる胞子成長プレートを提供し；ｂ）前記胞子採取装置を前記素地
表面と接触させて、前記少なくとも１つの微生物の胞子を前記装置に付着させ；ｃ）前記
胞子採取装置を前記胞子成長プレートと接触させ；ｄ）前記胞子成長プレート上の前記少
なくとも１つの微生物の胞子を検出することを含んでなる微生物の胞子及び／又は微生物
の胞子のタンパク質の検出方法を意図するものである。１具体例において、感染制御組成
物は、微生物の胞子のタンパク質ペプチドフラグメントを含んでいる。１具体例において
、前記微生物の胞子のタンパク質ペプチドフラグメントは、クロストリジウム属菌の胞子
のタンパク質ペプチドフラグメント又はバシラス属菌の胞子のタンパク質ペプチドフラグ
メントからなる群より選択される。１具体例において、微生物の胞子は、クロストリジウ
ム・ディフィシレの胞子である。１具体例において、微生物の胞子は、バシラス・アンス
ラシスの胞子である。
【０２２９】
　本発明の機構を理解することは必要ではないが、増殖アッセイは、あらゆる微生物の胞
子を用いて行うことができると考えられる。例えば、以下の方法ではクロストリジウム・
スポロゲネスを用いて、汚染された表面からの採取後に胞子の増殖を検出しているが、任
意の微生物の胞子に置き換えてもよく、微生物の胞子がそれぞれ有効に採取及び検出され
ることが分かるであろう（すなわち、例えば、クロストリジウム・ディフィシレ抗体）。
【０２３０】
　ａ．カップスクラブ法
　この方法は、ヒト又は動物の皮膚から常在性微生物及び一過性の微生物を回収するのに
適している。例えば、この方法は、臨床試験計画書において現場で使用しても、又は摘出
した皮膚若しくは皮膚等価物を用いる研究においてインビトロで使用してもよい。ASTM I
nternational, 「カップスクラブ法を用いた、皮膚からの微生物の回収に関する標準試験
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法」E1874-09（2009）。簡潔に言えば、常在性微生物又は一過性の微生物（すなわち、例
えば試験部位に予め適用した微生物）は、回収液体を硬質シリンダー内に密封するのに十
分な圧力で皮膚に硬質シリンダーを押し当てて、回収液体をシリンダーに注入することで
、当該部位から回収される。その後、皮膚表面を、ガラス棒、ラバーポリスマン又は他の
好適な装置で所定の時間、機械的に擦る。追加分析用に、流体をシリンダーから試験管又
は他の好適な容器にピペットにより分取する。
【０２３１】
　スクラブ法の手順を本明細書中の方法の記述に組み込んで、試験表面（すなわち、例え
ば無傷の表皮）上の微生物の胞子の数を激減させることを目的とした感染制御組成物含有
試験材料を評価することも可能である。前記手順はまた、残留抗菌作用の判定の目安とす
るために使用してもよい。
【０２３２】
　ｂ．細胞培養試験
　クロストリジウム・ディフィシレの内生胞子の懸濁液のアリコートを、予備還元した（
すなわち、例えば酸素を除去した）BCDC、TCCFA及びTSA上で３５℃において嫌気培養する
。対照プレート及び実験プレートには胞子の懸濁液を同様に播種するが、ある対照プレー
ト群は、各実験中、静置状態で培養して増殖する。
【０２３３】
　付着実験は次のようにして行う。寒天を充填したシャーレの底に環（すなわち、例えば
ターゲット領域）を置き、このプレートのターゲット領域にクロストリジウム・ディフィ
シレの胞子の懸濁液５又は１０μlを直接播種して、前記胞子を嫌気性フード（Forma Sci
entific、オハイオ州マリエッタ）内の予備還元プレート上で２７分間、９９分間、150分
冠及び360分間培養する。培養終了後、プレートを取り出し、各培養プレートに滅菌蒸留
水を４mlずつ加える。次に、プレートを300 rpmで１０分間振盪した後、撹拌溶液を寒天
表面から滅菌状態でピペットにより除去し、このプレートを再び２４、４８及び７２時間
嫌気培養する。プレートが汚染されたかどうかを確かめるに、無作為に抽出したコロニー
でスライドガラス上に光学顕微鏡検査用スメアを作製して光学顕微鏡で写真を撮り、そし
てプレートは、好気性条件下で播種し培養することで好気性汚染物質を同定する。
【０２３４】
　胞子が寒天にまだ付着していないことを確認するため、それらが寒天表面から容易に分
離して洗い落とせることを証明するために、撹拌水溶液（プレートを振盪してから取り出
したもの）でも胞子の存在をチェックする。前記水溶液のアリコートは、（i）位相差顕
微鏡法でスクリーニングして、（ii）寒天プレートに画線し、また、（iii）BacTec NR6A
ブロス（メリーランド州コッキーズビルのBD Microbiology Systems製の血液嫌気培養ブ
ロス）に注入して、前記プレートと前記ブロスから、２４時間後及び４８時間後の細菌増
殖の存在を読み取る。
【０２３５】
　２．抗胞子表面抗体アッセイ
　１具体例において、本発明は、ａ）i）少なくとも１つの微生物の胞子で汚染される疑
いのある素地表面、及びii）前記少なくとも１つの微生物の胞子と結合することが可能な
抗胞子表面抗体を提供し；ｂ）前記抗胞子表面抗体を、前記抗体が前記少なくとも１つの
微生物の胞子と結合するような条件下で、前記素地表面又は胞子表面と接触させて、抗体
／胞子複合体を生成し；ｃ）前記抗体／胞子複合体を検出することを含んでなる微生物の
胞子の検出方法を意図するものである。１具体例において、抗体には、多クローン性抗体
（すなわち、例えば、F1997）が含まれる。１具体例において、抗胞子表面抗体が標識を
含んでいる。１具体例において、前記標識には蛍光標識が含まれる。１具体例において、
微生物の胞子は、クロストリジウム・ディフィシレの胞子である。１具体例において、微
生物の胞子は、バシラス・アンスラシスの胞子である。
【０２３６】
　１具体例において、本発明は、ａ）i）少なくとも１つの微生物の胞子で汚染されてい
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る疑いがある素地表面、ii）前記少なくとも１つの微生物の胞子と結合することが可能な
抗胞子表面抗体、及びiii）増殖アッセイプレートを提供し；ｂ）前記抗胞子表面抗体と
前記抗体とを結合して、抗体／胞子複合体を生成し；ｃ）前記抗体／胞子複合体を前記素
地表面と接触させ；ｄ）前記表面から前記抗体／胞子複合体試料を（すなわち、例えば、
カップスクラブ法で）採取し；ｅ）前記試料で前記増殖アッセイプレートに画線すること
を含んでなる微生物の胞子の検出方法を意図するものである。１具体例において、抗体に
は、多クローン性抗体（例えば、F1997）が含まれる。１具体例において、素地表面には
、ブタ皮膚表面が含まれる。１具体例において、前記標識には蛍光標識が含まれる。１具
体例において、微生物の胞子は、クロストリジウム・ディフィシレの胞子である。１具体
例において、微生物の胞子は、バシラス・アンスラシスの胞子である。
【０２３７】
　ａ．抗体開発
　本発明の機構を理解することは必要ではないが、抗胞子表面抗体は、胞子表面上のエピ
トープ（すなわち、タンパク質か、他の抗原構造のいずれか）を対象とすることが可能で
あると考えられる。例えば、クロストリジウム・スポロゲネスの胞子を以下の方法で用い
ると抗胞子単クローン性及び多クローン性表面抗体が生成されるが、どのような微生物の
胞子で置き換えても、それぞれの微生物の胞子に対する抗体がうまく産生されることが分
かるであろう（例えば、クロストリジウム・ディフィシレの抗体）。
【０２３８】
　クロストリジウム・スポロゲネスの胞子に対するマウス多クローン性抗血清及び単クロ
ーン性抗体は、１０８個の不活性化胞子（４v/v％のホルムアルデヒド中、３７℃で４時
間培養したもの）を数回注入して生成した。単クローン性抗体は、Kohler及びMilstein（
1975）の手順に従って生成した。簡潔に言えば、多クローン性抗体の場合、マウスは、２
１日目と４２日目にブースト免疫を行って５０日目に失血させ、又は単クローン性抗体の
場合は、５０日目にブースト免疫を行って５３日目に融合目的で屠殺した。胞子ストック
は、クロストリジウム・スポロゲネス細胞を加工肉培地において３５℃で増殖し、また、
クリストリジウム・パーフリンジェンス細胞を嫌気性条件下、チオグリコレート液体培地
において３７℃で増殖して調製する。
【０２３９】
　クロストリジウム・スポロゲネスPA 3579の胞子ストックの前記ホルマリン不活性化処
理によって調製された抗原は、位相差顕微鏡法で観察したところ、栄養細胞物質を含んで
いなかった（Phillipsら、「バシラス・アンスラシス及びバシラス・セレウスの胞子の直
接及び間接分析における各細菌の免疫蛍光法測定評価」, J. Appl. Bacteriol., 53: 223
-231 (1982)）。クロストリジウム・スポロゲネスの胞子合計１×１０７個を抗原として
用いる。
【０２４０】
　単クローン性抗体は、多数の手順の一つで生成する（Kohlerら,「所定の特異性を有す
る抗体を分泌する融合細胞の連続培養」, Nature 296: 495-497 (1975)：参照して、その
全部を本明細書に組み込む）。クロストリジウム・スポロゲネスの胞子との反応性につい
て、ハイブリドーマをスクリーニングする。反応性であることが分かったハイブリドーマ
を、植物細胞との反応性についてもスクリーニングする。
【０２４１】
　ドットブロット免疫測定フォーマットを使用することによって、単クローン性抗体のア
イソタイピイングを行う。胞子をドットブロット装置内のImmobilon-P（登録商標）膜（M
illipore Corp.、マサチューセッツ州ベッドフォード）に適用する。次に、胞子を好適な
組織培養上澄み100 mlを用いて培養する。BioRad（カリフォルニア州ハーキュリーズ）か
ら入手したウサギ抗－マウスのサブクラス特異性抗血清を使用することによって、胞子に
結合した単クローン性抗体をアイソタイプ化する。
【０２４２】
　次に、クロストリジウム・スポロゲネスの胞子をImmobilon-P膜に適用し、その後、前
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記で生成した抗体と一緒に培養した。同様に、クロストリジウム属菌の栄養細胞１０６個
も、前記膜に適用した後、前記抗体と培養する。反応性は、ヤギ抗－マウス免疫グロブリ
ンＧ（IgG）－西洋ワサビペルオキシダーゼ複合体（Sigma、A 4416）又はヤギ抗－マウス
IgM－西洋ワサビペルオキシダーゼ複合体（Sigma、A 8786）で検出する。不溶性基質３-
アミノ-９-エチルカルバゾール（Biomeda Corp.）で着色してもよい。
【０２４３】
　ついで、培養上澄みをTris緩衝食塩水（TBS）（0.01 M Tris、0.15 M NaCl、pH７.４）
にて１：３２及び１：238で希釈する。希釈した培養上澄みのアリコートを等容積の胞子
抗原（胞子４×１０９個/ml）と４８℃で一晩、ゆっくりと転回させて混合する。滅菌蒸
留水を加えた希釈培養上澄みは、陽性の対照とする。胞子に吸着された抗体を遠心分離で
取り除く（約4,000×ｇで１０分間）。上澄み液は、先に詳述した通り、免疫ブロット法
で使用する。
【０２４４】
　組織培養上澄みの硫酸アンモニウム塩沈降によって、抗体を濃縮する（Halowら,「抗体
の貯蔵と精製」, Antibodies: A Laboratory Manual, p. 283-318, E. Halow及びD.Lane
編, Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y. (1988)）。濃縮したタンパク質を、Ｎ-ヒド
ロキシスクシンイミドビオチン（Sigma Chemical Co.）（約100 mg／試料中の抗体mg）を
用いて、室温で４時間培養してビオチン化する。１Ｍ塩化アンモニウム（２０ml／ビオチ
ン250 mg）を加えて、反応を停止させ、ビオチン化タンパク質を、pH７.０のリン酸緩衝
食塩水（０.１Mリン酸ナトリウム、０.８％NaCl）（PBS）で十分に透析する。免疫細胞化
学的局在を調べるため。
【０２４５】
　タンパク質Ａカラム（Pierce Chemical Co.、イリノイ州ロックフォード）を使用する
ことによって、メーカーの指示通りに、組織培養上澄部からIgG抗体を精製する。ヤギ抗
－マウスIgM抗体カラム（Pierce Chemincal Co.）を使用することによって、培養上澄み
からIgM抗体を精製する。組織培養上澄みをPBSで１：１希釈し、ヤギ抗－マウスIgMカラ
ムに適用し、PBSで平衡化する。メーカーの指示通りに、カラムから抗体の洗浄及び溶離
を行う。タンパク質含有フラクションをプールし、Centricon 10 マイクロコンセントレ
ーター（Amicon、マサチューセッツ州ダンヴァーズ）で濃縮し、3,000×ｇで３０分間遠
心分離する。
【０２４６】
　３．抗－胞子表面タンパク質抗体のアッセイ
　１具体例において、本発明は、ａ）i）少なくとも１つの微生物の胞子で汚染されてい
る疑いがある素地表面であって、前記胞子が少なくとも１つの表面タンパク質を含むもの
、及びii）前記少なくとも１つの表面タンパク質と結合することが可能な抗－表面タンパ
ク質抗体を提供し；ｂ）前記抗－表面タンパク質抗体を、前記抗体が前記少なくとも１つ
の表面タンパク質と結合するような条件で、前記素地表面と接触させて、抗体／タンパク
質複合体を生成し；ｃ）前記抗体／タンパク質複合体を検出することを含んでなる微生物
の胞子の検出方法を意図するものである。１具体例において、前記胞子の表面タンパク質
としては、CD 1067、CD 1581、CD 3520、CD 0372又はCD 1613が挙げられるが、これらに
限定されない。１具体例において、抗－表面タンパク質抗体が標識を含んでいる。１具体
例において、前記標識には蛍光標識が含まれる。１具体例において、前記表面タンパク質
は、クロストリジウム・ディフィシレの表面タンパク質である。１具体例において、前記
表面タンパク質は、バシラス・アンスラシスの表面タンパク質である。
【０２４７】
　本発明の機構を理解することは必要ではないが、微生物の表面タンパク質抗体は、胞子
の表面タンパク質上の特異的エピトープ（すなわち、アミノ酸配列か他の抗原構造のいず
れか）を対象とすることが可能であると考えられる。例えば、特異的クロストリジウム・
ディフィシレの胞子の表面タンパク質を以下の方法で用いると、多クローン性抗体と単ク
ローン性抗体が生成されるが、どのような微生物の胞子の表面タンパク質で置き換えても
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よく、その場合、微生物の胞子の表面タンパク質それぞれを対象とする多クローン性抗体
及び／又は単クローン性抗体が上手く生成されることが分かるであろう。
【０２４８】
　クロストリジウム・ディフィシレの仮想タンパク質（配列番号１）に対するマウス多ク
ローン性抗血清及び単クローン性抗体は、単離した仮想タンパク質を数回注入することに
よって得られる（例えば、１回の注入に付きタンパク質約１０８個）。単クローン性抗体
は、Kohler及びMilsteinの手順（Kohler and Milstein, 1975）に従って産生される。簡
潔に言えば、多クローン性抗体の場合、マウスを２１日目及び４２日目にブースト免疫を
行い、５０日目に失血するか、又は、単クローン性抗体の場合には、５０日目にブースト
免疫を行、５３日目に融合目的で屠殺することができる。クロストリジウム・ディフィシ
レの胞子との反応性について、ハイブリドーマをスクリーニングできる。反応性であるこ
とが分かったハイブリドーマを、栄養細胞との反応性についてもスクリーニングする。
【０２４９】
　ドットブロット免疫測定フォーマットを使用することによって、単クローン性抗体のア
イソタイピングを行う。胞子をドットブロット装置内のImmobilon-P 膜（Millipore Corp
., マサチューセッツ州ベッドフォード）に適用する。次に、胞子を、好適な組織培養上
澄み100 mlと一緒に培養する。BioRadから入手したウサギ抗－マウスサブクラス特異性抗
血清を使用することによって、胞子に結合した単クローン性抗体をアイソタイプ化する。
【０２５０】
　１具体例において、本発明は、ａ）i）少なくとも１つの微生物の胞子で汚染されてい
る疑いがある素地表面であって、前記胞子が少なくとも１つの表面タンパク質を含むもの
、及びii）前記少なくとも１つの表面タンパク質と結合することが可能な抗－表面タンパ
ク質単クローン性抗体を提供し；ｂ）前記抗－表面タンパク質単クローン性抗体を、前記
単クローン性抗体が前記少なくとも１つの表面タンパク質と結合するような条件で、前記
素地表面と接触させて、単クローン性抗体／タンパク質複合体を生成し；ｃ）前記単クロ
ーン性抗体／タンパク質複合体を検出することを含んでなる微生物の胞子の検出方法を意
図するものである。１具体例において、前記胞子の表面タンパク質としては、CD 1067、C
D 1581、CD 3520、CD 0372又はCD 1613が挙げられるが、これらに限定されない。１具体
例において、抗－表面タンパク質単クローン性抗体が標識を含んでいる。１具体例におい
て、前記標識には蛍光標識が含まれる。１具体例において、前記表面タンパク質は、クロ
ストリジウム・ディフィシレの表面タンパク質である。１具体例において、前記表面タン
パク質は、バシラス・アンスラシスの表面タンパク質である。
【０２５１】
　Ｂ．表面に結合する微生物の胞子の表面タンパク質を検出するアッセイ
　本明細書では、有望な感染制御組成物をスクリーニングするために、結合する胞子の表
面タンパク質を検出する幾つかの方法を提供する。
【０２５２】
　感染制御組成物開発用の化合物をスクリーニングする方法及び装置を提供するために、
本発明は、一般に、感染制御組成物を要求している特定の微生物系をインビトロで模倣す
る、インビトロモデル系を包含している。感染制御組成物がスクリーニングできる前記系
は広範に及ぶ。例えば、感染微生物に関連する重要事象を抑止し、緩慢にし、又はそうで
なければ阻止する効果について、有望な感染制御組成物を必要に応じてスクリーニングす
る。例えば、胞子形成か又は胞子と表面（例えば皮膚、体組織、花こう岩、ステンレス鋼
、セラミックを含む）との結合に（少なくとも一部）関連している系を抑止する能力につ
いて、有望な感染制御試験組成物を必要に応じてスクリーニングする。これらスクリーニ
ング試験法で有望な効果を表す感染制御試験組成物を、引き続き、微生物感染症又はその
症状の治療に有効な薬物を特定するために追加試験を行ってもよい。
【０２５３】
　１．結合スクリーニング
　最も簡単な形式の本発明の方法及び装置で用いられる感染制御組成物スクリーニングモ
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デルは、感染制御組成物と生化学系成分との相互作用（例えば受容体－リガンド相互作用
、酵素－基質相互作用等）をスクリーニングするものであろう。この種のスクリーニング
モデルは、一般に、前記系の２つの相互作用成分を含んでいる（例えば、細菌胞子のタン
パク質と感染制御組成物との相互作用、又は微生物の酵素と感染制御組成物との相互作用
）。
【０２５４】
　１具体例において、前記方法は、微生物の胞子のタンパク質と感染制御試験組成物とを
接触させて微生物の胞子と表面との残留結合を分析することにより、感染制御試験組成物
が、微生物の胞子のタンパク質と表面との結合相互作用に効果が発揮するどうかを判定す
る工程を含んでいる。残留表面結合量を、次に、対照表面結合（例えば、感染制御組成物
不存在下で行った同様の結合分析結果）と比較する。通常、このような結合分析では、ス
クリーニング系のパラメータを測定する必要がある。「スクリーニング系のパラメータ」
とは、測定可能な証拠をいい、例としては、（例えば、結合反応や輸送スクリーニングに
おける）標識化された群の有無又は分子量変化の有無、（基質のターンオーバー測定にお
ける）反応生成物又は基質の有無、或いは（一般には、標識化合物の溶出時間の変化で検
出される）電気泳動移動度の変化が挙げられる。
【０２５５】
　ここまでは２成分スクリーニング系について説明してきたが、前記方法及び装置は、は
るかに複雑な系のエフェクターであって、該系の結果又は最終産物が既知であるとともに
ある程度（例えば酵素経路、胞子の表面シグナル経路等）までアッセイ可能なエフェクタ
ーをスクリーニングするためにも利用できる。或いは、本明細書に記載の方法及び装置は
、生化学系の単一成分と相互作用する化合物（例えば、受容体、リガンド、酵素、核酸、
構造上の巨大分子等のような特定の生化学化合物と特異的に結合する化合物）をスクリー
ニングするのに使用される場合もある。
【０２５６】
　いくつかの具体例において、本発明のアッセイには、２以上の成分間の相互作用を対象
とする場合がある。２成分間の相互作用を対象とするアッセイは、「結合対」の構成員間
の結合のエンハンサー又は阻害剤に関するアッセイとみなすことができる。好ましい結合
対としては、微生物の胞子のタンパク質／有機小分子、微生物の胞子のタンパク質／核酸
、微生物の胞子のタンパク質／感染制御組成物（すなわち、例えばクロストリジウム属菌
の胞子の表面タンパク質フラグメント）が挙げられるが、これらに限定されない。１具体
例において、結合対の構成員のいずれか一方は固定する（すなわち、例えば表面に付着す
る）ことができるのに対し、もう一方の構成員は、表面と接した溶液中に含まれている。
別の実施形態において、両方の構成員をそれぞれ別々の表面に付着させてから、平行分析
してもよい。
【０２５７】
　従って、一態様では、本発明は、受容体分子と結合対を成す感染制御組成物をスクリー
ニングするのに有用でもあるが、この場合、前記結合対は、受容体分子と表面との間の相
互作用に影響を及ぼす。本明細書で用いるとき、用語「受容体」は、一般に、結合対の一
構成員を指す（例えば、微生物の胞子の表面タンパク質）。結合対のもう一方の構成員は
、「感染制御組成物」と呼ぶ。従って、受容体／リガンド対には、典型的なタンパク質受
容体であって、通常は膜結合性のものと、その天然リガンドであって、例えば別のタンパ
ク質又は小分子とが包含される場合がある。受容体／リガンド対としては更に、抗体／抗
原結合対、相補的核酸、核酸結合タンパク質及びそれらの核酸リガンドも包含され得る。
【０２５８】
　従来、受容体／リガンド間の相互作用（すなわち、例えば微生物の胞子の表面タンパク
質／感染制御組成物間の相互作用）のエフェクターをスクリーニングする方法では、試験
化合物の存在下で受容体／リガンド結合対を培養する必要があった。その後、受容体／リ
ガンド対の結合度合いを陰性及び／又は陽性の対照と比較する。正常な結合に低下が観ら
れれば、試験化合物は、受容体／リガンド結合の阻害剤であると判断される。正常な結合
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に増大が観られれば、試験化合物は前記相互作用のエンハンサー又は誘導剤であると判断
される。ただし、本発明では、受容体／リガンド間の相互作用は、受容体と表面との残留
結合量を感染制御組成物存在下で測定することで分析されると考えられる。
【０２５９】
　１具体例において、高性能スクリーニングアッセイには、大量の有望な感染制御組成物
を同時に並行スクリーニングできる、マルチウェルリアクションプレート（例えば、マル
チウェルマイクロプレート）が含まれていてよい。
【０２６０】
　同様の（おそらく重複している）生化学系としては、微生物の酵素とその基質との間の
相互作用を挙げることができる。本明細書で使用するとき、「酵素」という用語は、一般
に、他の化合物又は「基質」内で化学変化を引き起こす触媒の作用をするタンパク質を指
す。従来、基質に対する酵素活量のエフェクターは、スクリーニングしようとする化合物
の存在下及び不存在下で、しかも酵素活量の変化を検出するのに最適な条件下で、酵素を
基質と接触させることによってスクリーニングされる。一定時間反応させた後、反応生成
物の存在又は基質の量の減少について前記混合物を評価する。触媒作用を受けた基質の量
を、対照（すなわち、試験化合物の不存在下又は既知のエフェクターの存在下で酵素を基
質と接触させたもの）と比較する。上述と同様に、基質に対する酵素活量を減少させる化
合物は「阻害剤」と呼ぶが、活量を増強する化合物は「誘導剤」と呼ぶ。
【０２６１】
　実施する特定の実施形態に応じて、感染制御試験組成物は、限定されないが、注入、溶
液への遊離、キャリヤーへの付着、固体支持体（すなわち、例えばビーズ）への付着を包
含する方法によって、多種多様な媒体に供給される。試験化合物の固定には、いくつかの
好適な固体支持体が用いられる。好適な固体支持体の例としては、寒天、セルロース、デ
キストラン（すなわち、セファデックス、セファロースとして市販されているもの）、カ
ルボキシメチルセルロース、ポリスチレン、ポリエチレングリコール（PEG）、濾紙、ニ
トロセルロース、イオン交換樹脂、プラスチックフィルム、ガラス玉、ポリアミンメチル
ビニルエーテル‐マレイン酸コポリマー、アミノ酸コポリマー、エチレン‐マレイン酸コ
ポリマー、ナイロン、シルク等が挙げられる。さらに、本明細書に記載の方法及び装置で
は、試験化合物を個別に又はグループでスクリーニングする。グループスクリーニングは
、特定のグループにおいて、２つ以上の有効な結果が期待されないほど有望な試験化合物
の的中率が低いと見込まれる場合に特に有用である。或いは、このようなグループスクリ
ーニングは、種々の試験化合物の効果が単一システム内で別々に検出されるばあいに用い
られる。
【０２６２】
　２．イムノアッセイ
　１具体例において、本発明は、２つ以上の関連する免疫学的薬剤（すなわち、例えば抗
原と抗体）の間で反応が生じる場合の免疫検査を意図するものである。そのため、例えば
、試料中に特定の抗原又は抗体が、どの程度の量、残存しているかを判断しようとする場
合には、抗原を含む疑いがある試料を免疫学的結合対と反応させてみる必要がある。本発
明の機構を理解することは必要ではないが、反応が生じる場合には、その反応を視覚化す
ることで、元の試験流体中に抗原又は抗体が含まれていたことの証拠となると考えられる
。
【０２６３】
　１具体例において、抗体／抗原結合対は、指示薬又はキャリヤー粒子を用いて視覚化す
ることが可能である。1つの好適な方式には、適した抗原（すなわち、例えば微生物の胞
子のタンパク質フラグメント）又は抗体（すなわち、例えば微生物の胞子のタンパク質フ
ラグメントに親和性を示すもの）を吸着した吸着剤として合成樹脂粒子、表面又はマトリ
ックスを用いる、高分子粒子法が含まれる。
【０２６４】
　イムノアッセイフォーマットとしては、競合アッセイ（例えば、ELISA、ハプテン阻止
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等）と非競合アッセイが挙げられるが、これらに限定されない。様々なイムノアッセイフ
ォーマットが報告されている（米国特許第4,366,241号、同第4,376,110号、同第4,517,28
8号及び同第4,837,168号；Asai (1993) Methods in Cell Biology, Vol. 37； Antibodie
s in Cell Biology, Academic Press Inc., N.Y., Sites & Terr編 (1991), Basic and C
linical Immunology 第７版等及びこれらの中で引用された参考文献を参照；これらはす
べてを、参照して、本明細書に組み込む）。
【０２６５】
　３．核酸結合アッセイ
　他の具体例では、本発明の材料及び方法は、核酸結合タンパク質アッセイで成分を固定
するのに用いられる。このようなアッセイは、主として、核酸の結合を１つ以上の結合タ
ンパク質で検出するものである。前記アッセイは、一般に、核酸結合を増強（特異性若し
くは親和性）又は阻止する薬剤を、１つ以上の特定の核酸結合タンパク質でスクリーニン
グするのに用いられる。核酸結合タンパク質としては、エンドヌクレアーゼ、ポリメラー
ゼ、核内転写因子受容体、APIタンパク質（例えば、fos及びjun）が挙げられるが、これ
らに限定されない。核酸結合アッセイは、タンパク質結合部位又は結合タンパク質自体の
いずれかを含有する核酸を表面に付着させると円滑に進む。
【０２６６】
　４．生理学的適合溶液中での結合アッセイ
　前記アッセイでは、対象アッセイ成分（例えば、酵素）が、所望の活量を維持するため
に特定の条件を必要とする場合があることが分かるであろう。このようなアッセイは、通
常、成分の活量にとって重要な要素（例えば、pH、イオン組成）が生理学的適合条件を維
持するように最適化される。
【０２６７】
　かなり有利なことに、本発明の感染制御組成物は、生理学的濃度の大抵のイオン種（例
えば、Na＋、Ca２＋、Mg２＋等）に対して安定している。従って、前記アッセイは、標準
的な生理学的適合組成物（例えば、リン酸緩衝食塩水（PBS）、標準リンゲル液等）中で
行ってよい。
【０２６８】
　本発明の感染制御組成物はまた、結合対用の前記部分（例えば、ポリペプチド（類））
の精製にも利用できる。具体的にいうと、感染制御組成物は、実質上どのような陰イオン
又は陽イオン交換樹脂とも併用することが可能である。好適な陰イオン及び陽イオン交換
樹脂は市販されている。例えば、陽イオン交換樹脂としては、限定されないが、カルボキ
シメチルセルロースが挙げられ、また一方、陰イオン交換樹脂としては、限定されないが
、DEAEセルロース、DEAEセファロース（SEPHAROSE）ゲル濾過用イオン交換剤、ヘパリン
等が挙げられる。
【０２６９】
　好ましい１具体例において、感染制御組成物と微生物の胞子の表面タンパク質との相互
作用を精製目的で利用してもよい。これは、陽イオン交換樹脂に似た方法、或いは陽イオ
ン交換樹脂又はニッケル樹脂それぞれの代わりに雲母を用いるポリヒスチジン／ニッケル
分離システムに似た方法で行った。１具体例において、雲母は、試料が流れる床（雲母薄
片又は粉末のいずれか）として供給される。雲母床は、任意の様々な好適な容器に収容さ
れており、前記容器としては、シリンジやクロマトグラフィーカラム等に取り付け可能な
カートリッジが挙げられる。微生物の胞子の表面タンパク質は雲母床と結合するが、試料
の他の成分は押し流される。非特異的な結合成分は、微生物の胞子の表面タンパク質を保
持しながら不必要な成分を放出するのに十分な濃度の塩溶液を用いて溶出することができ
る。感染制御組成物は、微生物の胞子の表面タンパク質と結合すると、十分な塩濃度及び
／又は必要に応じて他の適切な溶媒混合液を適用することで放出できる。
【０２７０】
　５．連続流動アッセイシステム
　１具体例において、本発明の方法及び装置は、連続流動アッセイシステムを用いて感染
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制御試験組成物をスクリーニングするのに使用される。このような連続流動アッセイシス
テムの利用は、表面と結合する胞子の表面タンパク質のスクリーニングに限らないが、酵
素活量に対する阻害剤又は誘導剤或いは受容体－リガンド結合に対する作用薬又は拮抗薬
をスクリーニングするのにも容易に利用され得る。
【０２７１】
　簡潔に言えば、連続流動アッセイシステムは、流体管路（すなわち、例えばマイクロア
レイ、クロマトグラフィーカラム又は微細加工経路）に沿って特定の生化学系を連続流動
させる必要がある。本明細書で使用するとき、用語「連続」とは、一般に、絶え間なく流
れている特定の組成物の切れ目のない又は連続的な流れをいう。例えば、連続流には、固
定速度の連続流体流、或いはシステム全体の流量の一時停止を含む流体流であって、一時
停止以外にフローストリームを中断しないようなものが挙げられる。
【０２７２】
　６．検出可能な標識
　１具体例において、機能性スクリーニングシステムには、検出可能な事象又は信号の発
生が含まれる。このような検出可能な信号には、光学検出可能な発色又は蛍光信号が挙げ
られるが、これらに限定されない。酵素系では、このようない信号は酵素の触媒作用の産
物によって、例えば発色性又は蛍光性基材上に現れることがある。結合系（例えば、受容
体－リガンド間の相互作用又は微生物の胞子表面と表面との結合）では、主に、標識化リ
ガンドと受容体との結合又はその逆によって信号が生じる。
【０２７３】
　本発明の実施形態において、様々な他の検出可能な信号及び標識を使用してもよい。前
記発色又は蛍光標識以外に、放射性崩壊、電子密度、pHの変化、溶媒の粘度、温度及び塩
濃度も適宜測定される。
【０２７４】
　標識は大抵、分光学的、光化学的、生化学的、免疫化学的又は化学的手段によって通常
検出され得る。例えば、有用な核酸の標識としては、３２Ｐ、３５Ｓ、蛍光染料、電子密
度の高い試薬、酵素（例えば、ELISAで通常使用されるようなもの）、ビオチン、ジオキ
シゲニン、又は抗血清若しくは単クローン性抗体を利用するハプテン及びタンパク質が挙
げられる。生物学的要素の標識化に適した様々な標識は周知であり、科学文献と特許文献
の両方に詳細に記されており、しかも、生物学的要素を標識化するために、本発明にも通
常応用できる。好適な標識としては、場合により、放射性核種、酵素、基質、補助因子、
阻害剤、蛍光成分、化学発光成分、磁性粒子等が挙げられるが、これらに限定されない。
標識薬剤としては、場合により、例えば単クローン性抗体、多クローン性抗体、タンパク
質、又は親和性マトリックス、炭化水素若しくは脂質のような他のポリマーも挙げられる
。
【０２７５】
　標識の検出は様々な方法で行うことができ、放射性マーカー又は蛍光マーカーの分光測
定追跡又は光学追跡、或いは大きさ、電荷又は親和性に基づいて分子を追跡する他の方法
が挙げられるが、これらに限定されない。検出できる成分は、検出可能な物理的又は化学
的性質を持ったあらゆる物質であってよい。このような検出可能な標識は、ゲル電気泳動
、カラムクロマトグラフィー、固体基質、分光法等の分野で認められ、また一般に、この
ような方法に有用な標識は本発明にも応用できる。
【０２７６】
　従って、標識は、分光学的、光化学的、生化学的、免疫化学的、電気的、光学熱的又は
化学的手段で検出できるあらゆる組成物であってよい。一部の実施形態において、標識と
しては、蛍光染料（例えば、フルオレセインイソチオシアネート、テキサス・レッド、ロ
ーダミン等）、放射性標識（例えば、３Ｈ、１２５Ｉ、３５Ｓ、１４Ｃ、３２Ｐ又は３３

Ｐ）、酵素（例えば、LacZ、CAT、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファター
ゼ等であって、マーカー産物としてやELISAで検出できる酵素として通常使用されるもの
）、核酸インターカレータ（例えば、臭化エチジウム）、及び金コロイド、着色ガラス若



(89) JP 5911421 B2 2016.5.18

10

20

30

40

50

しくはプラスチック製（例えば、ポリスチレン、ポリプロピレン、ラテックス等）のビー
ズのような比色測定用標識が挙げられるが、これらに限定されない。
【０２７７】
　１具体例において、本発明は、主として次のうち：すなわち、高感度、高安定性、低バ
ックグラウンド、低環境敏感性、及び標識化特異性が高いことのうち１つ以上を特徴とす
る蛍光標識を意図するものである。本発明の標識に組み込まれるこのような蛍光成分は、
１-及び２-アミノナフタレン、ｐ,ｐ’-ジアミノスチルベン、ピレン、４級フェナントリ
ジン塩、９-アミノアクリジン、ｐ,ｐ’-ジアミノベンゾフェノンイミン、アントラセン
、オキサカルボシアニン、メロシアニン、３-アミノエキレニン、ペリレン、ビスベンゾ
キサゾール、ビス-ｐ-オキサゾリルベンゼン、１,２-ベンゾフェナジン、レチノール、ビ
ス-３-アミノピリジニウム塩、ヘレブリゲニン、テトラサイクリン、ステロフェノール、
ベンズイミダゾリルフェニルアミン、２-オキソ-３-クロメン、インドール、キサンテン
、７-ヒドロキシクマリン、フェノキサジン、サリチレート、ストロファンチジン、ポル
フィリン、トリアリールメタン及びフラビンを挙げることができるが、これらに限定され
ない。本発明の具体例によって検出できる成分と結合する官能基を有しているか又は修飾
によってそのような官能基を組み込むことができる個々の蛍光化合物としては、塩化ダン
シル、フルオレセイン（例えば、３,６-ジヒドロキシ-９-フェニルキサントハイドロール
）、ローダミンイソチオシアナート、Ｎ-フェニル１-アミノ-８-スルホナトナフタレン、
Ｎ-フェニル２-アミノ-６-スルホナトナフタレン、４-アセトアミド-４-イソチオシアナ
ト-スチルベン-２,２’-ジスルホン酸、ピレン-３-スルホン酸、２-トルイジノナフタレ
ン-６-スルホネート、Ｎ-フェニル-Ｎ-メチル-２-アミノナフタレン-６-スルホネート、
臭化エチジウム、ステブリン、オーラミン-０,２-(９’-アントロイル)パルミテート、ダ
ンシルホスファチジルエタノールアミン、Ｎ,Ｎ’-ジオクタデシルオキサカルボシアニン
、Ｎ,Ｎ’-ジヘキシルオキサカルボシアニン、メロシアニン、４-(３’ピレニル)ステア
レート、ｄ-３-アミノデオキシエキレニン、12-(９’-アントロイル)ステアレート、２-
メチルアントラセン、９-ビニルアントラセン、２,２’(ビニレン-ｐ-フェニレン)ビスベ
ンズオキサゾール、ｐ-ビス(２-(４-メチル-５-フェニル-オキサゾリル))ベンゼン、６-
ジメチルアミノ-１,２-ベンゾフェナジン、レチノール、ビス(３’-アミノピリジニウム)
１,10-デカンジイルジヨーダイド、ヘリブリエニンのスルホナフチルヒドラゾン、クロロ
テトラサイクリン、Ｎ-(７-ジメチルアミノ-４-メチル-２-オキソ-３-クロメニル)マレイ
ミド、Ｎ-(ｐ-(２-ベンズイミダゾリル)-フェニル)マレイミド、Ｎ-(４-フルオランチル)
マレイミド、ビス(ホモバニリン酸)、レザズリン、４-クロロ-７-ニトロ-２,１,３-ベン
ゾオキサジアゾール、メロシアニン540、レゾルフィン、ローズベンガル及び２,４-ジフ
ェニル-３(２Ｈ)-フラノンが挙げられるが、これらに限定されない。
【０２７８】
　多くの蛍光タグは、例えば、SIGMA chemical company（ミズーリ州セント・ルイス）、
Molecular Probes、R & D systems（ミネソタ州ミネアポリス）、Pharmacia LKB Biotech
nology（ニュージャージー州ピスカタウェイ）、CLONTECH Laboratories, Inc.（カリフ
ォルニア州パロ・アルト）、Chem Genes Corp.、Aldrich Chemical Company（ウィスコン
シン州ミルウォーキー）、Glen Research, Inc.、GIBCO BRL Life Technologies, Inc.（
メリーランド州ガイザーズバーグ）、Fluka Chemica-Biochemika Analytika（Fluka Chem
ie AG、, Buchs, スイス国）及びApplied Biosystems（カリフォルニア州フォスター・シ
ティ）から市販されている。
【０２７９】
　蛍光標識は、約300 nm超、好ましくは約350 nm超、更に好ましくは、約400 nm超の光を
吸収することが望ましく、通常は、吸収した光の波長よりも約１０nm超高いよりも大きな
波長で発光する。結合標識の吸収及び発光特徴が非結合標識のものと異なっていてもよい
ことは分かるであろう。従って、標識の様々な波長範囲及び特徴を指す場合は、適用され
た通りの標識を意味し、非共役でしかも任意溶媒中で特性付けられる標識を意味するもの
ではない。蛍光標識は、光を照射すると複数の発光が生じ得ることから、検出可能である
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。化学発光源及び生物発光源から検出できる信号が得られる場合もある。
【０２８０】
　化学発光源には、化学反応によって電子的に励起され、そのあと、検出できる信号とな
る光又は蛍光受容体にエネルギーを与える光を放出しうる化合物が挙げられる。様々な条
件下で化学発光する多種多様な化合物群が知られている。化合物の一つは、２,３-ジヒド
ロ-１,４-フタラジンジオンである。最も有名な化合物はルミノール、すなわち５-アミノ
化合物である。他の化合物としては、５-アミノ-６,７,８-トリメトキシ類似体及びジメ
チルアミノ[ca]ベンズ類似体が挙げられる。これら化合物は、アルカリ性過酸化水素又は
次亜塩素酸カルシウムと塩基を用いて発光させることが可能である。別の化合物は２,４,
５-トリフェニルイミダゾールであり、この親製品の一般名称はロフィンである。化学発
光類似体には、パラ-ジメチルアミノ置換体及びパラ-メトキシ置換体が含まれる。化学発
光は、また、オキサレート、通常はオキサリル活性エステル（例えば、ｐ-ニトロフェニ
ル）と過酸化物（例えば、過酸化水素）とを用いて塩基性条件下で生じる場合もある。他
の有用な化学発光化合物も周知であり、入手可能であって、-Ｎ-アルキルアクリジニウム
エステル（塩基性H2O2）及びジオキセタンが挙げられる。或いは、ルシフェリンをルシフ
ェラーゼ又はルシゲニンと併用して、生物発光を発生させてもよい。
【０２８１】
　標識は、多数の方法により、検出しようとする分子（産物、基質又は酵素など）と直接
又は間接的に結合していてもよい。上述のように、要求される感度、化合物の共役容易性
、安定性要件、利用可能な器具及び処分条件に応じて多種多様な標識を使用する。非放射
性標識は、間接的な方法で付着させる場合が多い。一般に、リガンド分子（例えば、ビオ
チン）はポリマーと共有結合する。リガンドは、その後、本質的に検出可能な抗リガンド
（例えば、ストレプトアビジン）分子と結合するか、或いは信号系（例えば、検出可能な
酵素、蛍光化合物又は化学発光化合物）と共有結合する。多数のリガンド及び抗リガンド
が使用できる。リガンドが天然の抗リガンド（例えば、ビオチン、チロキシン及びコルチ
ゾール）である場合、標識化した抗リガンドと併用してもよい。或いは、ハプテン性又は
抗原性の化合物を抗体と組み合わせて用いてもよい。標識はまた、例えば酵素又はフルオ
ロフォアと共役させることによって、信号を発生する化合物と直接結合してもよい。標識
として重要な酵素は、主に加水分解酵素（特に、フォスファターゼ、エステラーゼ及びグ
リコシダーゼ）又は酸化還元酵素（特に、ペルオキシダーゼ）である。蛍光化合物として
は、フルオレセイン及びその誘導体、ローダミン及びその誘導体、ダンシル、ウンベリフ
ェロン等が挙げられる。化学発光化合物としては、ルシフェリン及び２,３-ジヒドロフタ
ラジンジオン（例えば、ルミノール）が挙げられる。
【０２８２】
　標識の検出手段は、標識の種類によって決まる。つまり、例えば標識が放射性標識の場
合は、検出手段として、オートラジオグラフィーで使用されるようなシンチレーションカ
ウンター又は写真用フィルムを挙げることができるが、これらに限定されない。標識が蛍
光標識の場合は、検出手段として、蛍光色素を好適な波長の光で励起して、生じる蛍光発
光を、例えば顕微鏡法、目視検査及び写真用フィルムで検出することや、デジタルカメラ
、電荷結合素子（CCD）若しくは光電子増倍管及び光電管等の電子検出を利用して検出す
ることが挙げられるが、これらに限定されない。蛍光標識及び検出法を用いる場合、顕微
鏡法や分光法を検出システムに組み入れることが多い。同様に、酵素標識は、好適な基質
に酵素を供給して、生じる反応産物を検出することによって検出されることもある。最後
に、単純な比色測定用標識は、標識応じた色を観察するだけで検出されることが多い。例
えば、結合した金はピンク色に見えることが多いが、種々の結合ビーズには、ビーズの色
が現れる。
【０２８３】
　１具体例において、連続流動スクリーニングシステムは一定信号を発生しているが、こ
の信号は、システムに影響を及ぼす試験化合物が導入されたときにだけ変化する。特に、
システム成分は、システム内を流れているので、検出領域で比較的一定の信号レベルを発
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する。試験化合物（例えば、感染制御組成物）は、周期的に溝に注入されてシステム成分
と混ざると、検出領域で一定の信号レベルからのずれを生じさせる。その結果、このずれ
が、スクリーニングされる特定の試験化合物と相関しうる。
【０２８４】
　Ｄ．微生物の胞子の表面タンパク質と表皮タンパク質との結合の検出
　１具体例において、本発明は、表皮層に結合した微生物の胞子の表面タンパク質を検出
する方法を意図するものである。１具体例において、表皮層は皮膚由来のものである。１
具体例において、表皮層は内蔵由来のものである。１具体例において、表皮層は粘膜由来
のものである。１具体例において、表皮層は皮膚タンパク質を含んでいる。１具体例にお
いて、皮膚タンパク質はインボルクリンを含んでいる。１具体例において、皮膚タンパク
質はロリクリンを含んでいる。１具体例において、皮膚タンパク質は、サイトケラチンを
含んでいる（図１０参照）。
【０２８５】
　酵素結合免疫吸着法用のプレートに、穴１個当たりPBS 100μl中のヒトケラチン５mgを
４℃で一晩コーティングした。その後、穴をPBSで３回洗浄し、次にPBS中、１％ウシ血清
アルブミンで１時間封鎖してから、胞子を加えた。胞子（上述と同様にして調製したクロ
ストリジウム・ディフィシレ）は、600 nmでの吸光度が１.０となる濃度（胞子約５×１
０７個／ml）までPBSで希釈してから、FITCで標識化した。穴１個につき標識化胞子100μ
lを添加し、プレートを３７℃で１時間培養した。１時間培養後の穴１個当たりの総蛍光
発光（Ｆtotal）を、Fluoroskan II 蛍光発光リーダー（Labsystems, マサチューセッツ
州ビヴァリー）を用いてλex＝485 nm及びλem＝535 nmで測定した。穴をPBSで３回洗浄
して未結合の胞子を除去し、そして残留蛍光発光（Ｆtest）を測定した。付着性は次のよ
うにして計算した。
【０２８６】
　　　付着性＝Ｆtest／Ｆtotal

抗体又は感染制御組成物の不存在下での標識化細胞の付着性を100％基準とした。ウシ血
清アルブミンでコーティングした穴を、陰性対照として用いた。阻害アッセイでは、FITC
標識化胞子を先ず抗－胞子抗体又は感染制御組成物と共に３７℃で１時間培養してから、
この混合物をケラチンコーティングした穴に加えた。
【０２８７】
　別法として、EpiDerm（登録商標）Skin Model plate（２４穴又は９６穴）では、胞子
を添加する前に、PBS中１％ウシ血清アルブミンで１時間封鎖した。胞子（上述と同様に
して調製したクロストリジウム・ディフィシレ）は、600 nmでの吸光度が１.０となる濃
度（胞子約５×１０７個／ml）までPBSで希釈してから、FITCで標識化した。穴１個につ
き標識化胞子100μlを添加し、プレートを３７℃で１時間培養した。１時間培養後の穴１
個当たりの総蛍光発光（Ｆtotal）を、Fluoroskan II蛍光発光リーダー（Labsystems, マ
サチューセッツ州ビヴァリー）を用いてλex＝485 nm及びλem＝535 nmで測定した。穴を
PBSで３回洗浄することで未結合の胞子を除去し、そして残留蛍光発光（Ｆtest）を測定
した。付着性は次のようにして計算した。
【０２８８】
　　　付着性＝Ｆtest／Ｆtotal

抗体又は感染制御組成物の不存在下での標識化細胞の付着性を100％基準とした。ウシ血
清アルブミンでコーティングした穴を、陰性対照として用いた。阻害アッセイでは、FITC
標識化胞子を先ず抗－胞子抗体と共に３７℃で１時間培養してから、この混合物をEpiDer
m（登録商標）Skin Model plateに加えた。
【０２８９】
　Ｅ．感染制御組成物の高速大量処理スクリーニング
　１具体例において、本発明は、感染制御組成物の高速大量処理スクリーニングアッセイ
を含む方法を意図するものである。例えば、タンパク質及び／又は核酸に関する高速大量
処理結合分析が開発されている。i）タンパク質の抗処理スクリーニングアッセイ（米国
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特許第5,559,410号）、ii）核酸結合（すなわち、アレイ中の結合）の高速大量処理スク
リーニング法（米国特許第5,585,639号）及びiii）リガンド／抗体結合の高速大量処理ス
クリーニング法（米国特許第5,576,220号及び同第5,541,061号）（特許の全てを、参照し
て本明細書に組み込む）。また、高速大量処理スクリーニングシステムは市販されている
（例えば、Zymark Corp.（マサチューセッツ州ホプキントン）、Air Technical Industri
es（オハイオ州メンター）、Beckman Instruments, Inc.（カリフォルニア州フラートン
）、Precision Systems（マサチューセッツ州ナティック）等を参照のこと）。これらの
システムは、主に、全ての試料及び試薬のピペットによる分取、液体分配、経時インキュ
ベーション及びアッセイに適した検出器でのマイクロプレートの最終読み取り操作を含む
手順が全て自動化されている。これらを設定で変更できるシステムは、処理能力が高く、
迅速に起動するだけでなく、高度の順応性をもたらし、しかもカスタマイズ可能である。
このようなシステムのメーカーは、詳細な手順書に高処理能力をいろいろと規定している
。そのため、例えば、Zymark Corp.は、遺伝子転写やリガンド結合等の変調を検出するス
クリーニングシステムについて記載した技術報告書を提供している。
【０２９０】
　従来、有用な特性を持った新規化学物質は、所望の特性又は活性を有する化合物（「リ
ード化合物」とも呼ばれる）の同定と、リード化合物の異型の作製、そしてその異型化合
物の特性と活性の評価によって作り出される。しかし、現在では、ドラックデリバリーの
どの局面でもタイムスケールを短縮する傾向にある。大量の試験を迅速にかつ効率良く行
う性能から、高速大量処理スクリーニング（HTS）法が従来のリード化合物同定法に代わ
りつつある。
【０２９１】
　好ましい１具体例において、高速大量処理スクリーニング法は、大量の有望な治療化合
物（候補化合物）を収容したライブラリーを提供する必要がある。そこで、このような「
組み合わせ化学ライブラリー」を、本明細書で説明しているようにして１つ以上のアッセ
イでスクリーニングすると、所望の特徴的な活性を表すライブラリー構成員（特に、化学
種又はサブクラス）が同定される。こうして同定された化合物は、従来の「リード化合物
」の代わりに用いるか、又はそれ自体を有望な若しくは実際の治療剤として用いることが
できる。
【０２９２】
　１．コンビナトリアルケミストリーライブラリー
　近年、新規リード化合物の創出に役立つコンビナトリアルケミストリーライブラリーの
利用が注目されている。コンビナトリアルケミストリーは、試薬のように、多数の化学「
構成成分」を組み合わせて化学合成か又は生物合成によって生成された多種多様な化合物
を集めたものである。例えば、ポリペプチドライブラリーのように直鎖状のコンビナトリ
アルケミストリーは、アミノ酸と呼ばれる一連の化学構成成分を特定の化合物長（すなわ
ち、ポリペプチド化合物中のアミノ酸の数）で考えられるあらゆるやり方で組み合わせる
ことで構成されている。化学構成成分をこのようにコンビナトリアル混合することで、無
数の化合物が合成され得る。例えば、100個の代替可能な化学構成成分を系統的にコンビ
ナトリアル混合すると、理論上、１億個の４量体化合物又は100億個の５量体化合物が得
られることが可能である。
【０２９３】
　コンビナトリアルケミストリーライブラリーとしては、ペプチドライブラリーが挙げら
れるが、これらに限定されない（米国特許第5,010,175号；Furkaら, Int. J. Pept. Prot
. Res., 37:487-493 (1991)；及びHoughtonら, Nature 354: 84-88 (1991)：すべての文
献を、参照して本明細書に組み込む）。ペプチド合成は、本発明と共に使用することを想
定しかつそれを対象とした方法ばかりとは限らない。多様な化学ライブラリーを創生する
他の化学物質を利用してもよい。このような化学物質としては、ペプトイド（国際特許出
願公開WO91/19735：1991年１２月２６日））、コード化ペプチド（国際特許出願公開WO93
/20242（1993年１０月１４日））、ランダムバイオオリゴマー（国際特許出願公開WO92/0
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0091（1992年１月９日））、ベンゾジアゼピン（米国特許第5,288,514号：参照して本明
細書に組み込む）、ヒダントイン、ベンゾジアゼピン及びジペプチドのようなダイバーソ
マー（Hobbsら, Proc. Nat, Acad. Sci. USA 90: 6909-6913 (1993)）、ビニル性ポリペ
プチド（Hagiharaら, J. Amer. Chem. Sci. 114: 6568 (1992)）、β-Ｄ-グルコース骨格
を有する非ペプチド性ペプチドミメティック（Hirschmannら, J. Amer. Chem. Sci. 114:
 9217-9218 (1992)）、小さな化合物ライブラリーの類似有機合成物（Chenら、J. Amer. 
Chem. Sci. 116: 2661 (1994)）、オリゴカルバメート（Choら, Science 261: 1303 (199
3)）及び／又はホスホン酸ペプチジル（Campbellら, J. Org. Chem. 59 658 (1994)）、
核酸ライブラリー、ペプチド核酸ライブラリー（米国特許第5,539,083号）、抗体ライブ
ラリー（Vaughnら, Nature Biotechnology 14(3): 309-314 (1996)国際特許出願PCT/US96
/10287）、炭水化物ライブラリー（Liangら, Science 274: 1520-1522 (1996) 及び米国
特許第5,593,853号）、及び小型有機分子ライブラリー－ベンゾジアゼピン（Baum, C&EN 
January 18, p. 33 (1993)）；イソプレノイド（米国特許第5,569,588号：参照して本明
細書に組み込む）；チアゾリジノン及びメタチアザノン（米国特許第5,549,974号）；ピ
ロリジン（米国特許第5,525,735号及び同第5,519,134号）；モルホリノ化合物（米国特許
第5,506,337号）；ベンゾジアゼピン（米国特許第5,288,514号）等が挙げられるが、これ
らに限定されない（参考文献を、いずれも、参照して本明細書に組み込む）。
【０２９４】
　コンビナトリアルライブラリーを調製する装置は市販されている（例えば、357 NIPS及
び390 NTS（Advanced Chem Tech（ケンタッキー州ルイスヴィル））、Symphony（Rainin
（マサチューセッツ州ウォバーン））、433 A（Applied Biosystems（カリフォルニア州
フォスター・シティ））、9050 Plus（Millipore（マサチューセッツ州ベッドフォード）
参照）。
【０２９５】
　液相化学については、多数のロボットシステムが開発されている。これらシステムとし
ては、Takeda Chemical Industries Ltd.（日本、大阪府）が開発した自動合成装置のよ
うな自動化ワークステーションや、化学者が行った手動合成手順を模倣する、ロボットア
ームを使った多数のロボットシステム（Zymate II（Zymark Corporation：マサチューセ
ッツ州ホプキントン）、Orca（Hewlett-Packard：カリフォルニア州パロ・アルト）が挙
げられる。前記装置はいずれも本発明で利用するのに適している。さらに、多数のコンビ
ナトリアルライブラリー自体も市販されている（ComGenex（ニュージャージー州プリンス
トン）、Asinex（ロシア・モスクワ）、Tripos, Inc.（ミズーリ州セント・ルイス）、Ch
emStar, Ltd.（ロシア・モスクワ）、3D Pharmaceuticals（ペンシルバニア州エクストン
）又はMartek Biosciences（メリーランド州コロンビア））。
【０２９６】
　２．化学ライブラリーの高速大量処理アッセイ
　本明細書に記載の、細菌の胞子の付着を阻止する化合物に関するアッセイはいずれも、
高速大量処理スクリーニングに適している。上述のように、好ましい実施形態において、
アッセイによって、微生物の胞子の表面タンパク質と相互作用する薬剤をスクリーニング
する。
【０２９７】
　本明細書に記載のアッセイの高速大量処理の実現は、せいぜいアッセイフォーマットの
ルーチン変更（例えば、ロボットマニピュレータや大型プレートリーダー等に適合するよ
うにする）程度で行うことができる。様々な高速大量処理スクリーニングシステム（例え
ば、タンパク質結合、核酸結合等を目的としたもの）が記載されている（米国特許第5,55
9,410号、同第5,585,639号、同第5,576,220号及び同第5,541,061号：いずれも参照して本
明細書に組み込む）。
【０２９８】
　さらに、高速大量処理スクリーニングシステムは市販されている（Zymark Corp.（マサ
チューセッツ州ホプキントン）、Air Technical Industries（オハイオ州メンター）、Be
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ckman Instruments, Inc.（カリフォルニア州フラートン）又はPrecision Systems（マサ
チューセッツ州ナティック））。これらのシステムでは、主に、全ての試料及び試薬のピ
ペットによる分取、液体分配、経時インキュベーション及びアッセイに適した検出器内で
のマイクロプレートの最終読み取り操作を含む手順を全て自動化している。これらを設定
で変更できるシステムは、処理能力が高く、迅速に起動するだけでなく、高度の順応性を
もたらし、しかも、カスタマイズ可能である。このようなシステムのメーカーは、詳細な
手順書に高処理能力をいろいろと規定している。そのため、例えば、Zymark Corp.は、遺
伝子転写やリガンド結合等の変調を検出するスクリーニングシステムについて記載した技
術報告書を提供している。
【０２９９】
　Ｖ．感染制御試験化合物の検出
　１具体例において、本発明は、微生物の胞子の表面タンパク質と感染制御試験化合物と
の間の相互作用の量又は速度を検出及び／又は定量化する方法を意図するものである。一
部の実施形態において、検出方法として、ビデオ顕微鏡法、DAPI蛍光変化、蛍光共鳴エネ
ルギー移動又は遠心分離が挙げられるが、これらに限定されない。
【０３００】
　Ａ．顕微鏡法
　１具体例において、感染制御試験化合物を顕微鏡法で（例えば、直接目視観察により又
はビデオ若しくは写真記録装置を用いて）検出する。顕微鏡による視覚化を伴うアッセイ
では、標識化したもの（例えば、蛍光標識化したもの）を含む、クロストリジウム属菌の
胞子の表面ペプチド及び／又は別の微生物の胞子の表面タンパク質を利用してよい。１具
体例において、ペプチド及び／又はタンパク質を固体支持体（例えば、スライドガラス）
のすぐ近くに配置して、感染制御試験化合物を含む溶液に暴露する。ペプチド及び／又は
タンパク質と固体支持体との付着は、顕微鏡（例えば、走査型電子顕微鏡）を用いて直接
目視観察することが可能である。
【０３０１】
　顕微鏡は、必要に応じて静止カメラ又はビデオカメラを装備していてもよく、タンパク
質及び／又はペプチド付着の相対依存量を定量化するために画像収集や解析ソフトウェア
を装備していてもよい。
【０３０２】
　顕微鏡で目視観察できる標識はいずれも、この種の検出と併用してよい。このような標
識としては、蛍光標識（例えば、フルオレセイン、ローダミン等）、比色測定用標識、及
び放射性標識（好適なシンチレーションスクリーンを有するもの）等が挙げられるが、こ
れらに限定されない。本発明の一部の実施形態において、マイクロチューブは、標識を用
いずに（例えば、微分干渉顕微鏡によって）目視観察することも可能である。
【０３０３】
　Ｂ．DAPI蛍光変化
　別の具体例において、感染制御試験化合物とクロストリジウム属菌の胞子の表面ペプチ
ド及び／又は別の微生物の胞子の表面タンパク質との相互作用を、DAPIを含む標識を用い
た蛍光変化によって判断してもよい。DAPI蛍光発光の速度低下又は発光量の減少が、試験
化合物と微生物の胞子の表面タンパク質との間の相互作用の指標となる。試験化合物によ
る蛍光変化を、陰性対照及び／又は陽性対照の反応の観察結果と比較する。
【０３０４】
　他の標識としては、アニリノナフタレンスルホネート（ANS）（例えば、Molecular Pro
besの製品番号A-47、A-50、T-53等）、ビス-ANS（Molecular Probesの製品番号B-153）、
Ｎ-フェニル-１-ナフタレン（NPN）（Molecular Probesの製品番号P65）、DCVJ（Molecul
ar Probesの製品番号D-3923）、ルテニウムレッド及びクレゾールバイオレットが挙げら
れるが、これらに限定されない。
【０３０５】
　Ｃ．蛍光共鳴エネルギー移動
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　クロストリジウム属菌の胞子の表面ペプチド及び／又は別の微生物の胞子の表面タンパ
ク質と感染制御試験化合物との間の相互作用の度合いは、蛍光共鳴エネルギー移動（FRET
）で測定してもよい。蛍光共鳴エネルギー移動は、吸収スペクトルと発光スペクトルとが
重なり合う２つのフルオロフォアがすぐ近くに位置する（例えば、７mmも離れていない）
場合に生じる現象である（Styerら, Ann. Rev. Biochem. 47: 819-846 (1978)）。１具体
例において、本発明は、FRETを用いたタンパク質－タンパク質間の相互作用の検出にも関
する（Tylorら, J. Cell Biol. 89: 362-367 (1981)）。
【０３０６】
　１具体例において、様々に標識化された微生物の胞子の表面タンパク質と感染制御試験
ペプチド化合物とを等モル割合で混合する（例えば、それぞれ、フルオレセイン標識化し
たものとローダミン標識化したもの）。蛍光発光は、微生物の胞子の表面ペプチドとペプ
チド試験化合物が相互作用すると消光する可能性があり、この消光が、結合蛍光色素それ
ぞれがエネルギー移動を生じるほど十分に近接近していることを示している。試験化合物
と対照との反応で生じた蛍光発光の速度及び／又は発光量との比較も可能である。
【０３０７】
　VI．微生物の胞子の表面タンパク質とペプチドとの組換え体発現
　１具体例において、クロストリジウム属菌の胞子の表面ペプチド及び／又は別の微生物
の胞子の表面タンパク質を、組換えDNA法を用いて合成する。一般に、この方法は、タン
パク質をコード化するDNA配列を作成する工程と、前記DNAを特定のプロモーターの支配下
で発現カセットに入れる工程と、宿主内でタンパク質を発現させる工程と、発現したタン
パク質を分離する工程と、必要に応じて、タンパク質を復元する工程とを含んでなる。本
発明にかかるペプチド及び／又はタンパク質をコード化するDNAは、多数の好適な方法で
調製でき、例えば、相当配列のクローニングと制限、又はNarangらのホスホトリエステル
法（Meth.Enzymol., 68: 90-99 (1979)）； Brownらのリン酸ジエステル法（Meth.Enzymo
l., 68: 109-151 (1979)）；Beaucageらのジエチルホスホロアミダイト法（Tetra. Lett.
 22: 1859-1862 (1981)）；及び米国特許第4,458,066号に記載の固形担体法等の方法によ
る直接化学合成が挙げられる（参考文献の全てを、参照して本明細書に組み込む）。
【０３０８】
　一般に、以降で用いる命名法や細胞培養における実験手順、分子遺伝学、並びに後述す
る核酸化学及びハイブリダイゼーションは当業者には分かるであろう。組換え核酸法、ポ
リヌクレオチド合成、並びに微生物培養及び形質転換（例えば、電気穿孔法、リポフェク
ション法）には標準的な方法を使用する。一般に、酵素反応及び精製工程は、市販キット
に同梱されたメーカーの仕様書に従って行う。方法と手順は、一般に、当該技術分野及び
様々な一般参照のおける従来法に従って行う（Sambrookら, Molecular Cloning: A Labor
atory Manual, 第２版, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N
.Y. (1989)；及びCurrent Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, Inc
., N.Y. (1996)：これらを、参照して本明細書に組み込む）。
【０３０９】
　本発明は、胞子の表面ポリペプチド配列又はその変異体をコード化するあらゆる核酸配
列に関し、これら核酸配列を用いて、胞子の表面タンパク質を発現する組換え分子を作製
する。例えば、遺伝子暗号が縮重すると、多くの核酸配列に胞子の表面ポリペプチドのコ
ード化を容認させることとなる。その結果、配列番号２、４、６又は８以外のコドンを用
いると、胞子の表面ヌクレオチド配列の発現速度が増強されうる。別法として、真核生物
発現宿主内では、他のコドンを用いて、別の性質（例えば、より長い又はより短い半減期
）を持った組換えRNA転写のスプライス変異を発生させる可能性もある。さらに、制限酵
素部位を変更するために又は翻訳されたポリペプチドの糖鎖付加パターンを変更するため
に真核生物発現宿主内で、様々なコドンが好ましい場合もある。
【０３１０】
　微生物の胞子の表面タンパク質ヌクレオチド配列の変異体（例えば、クロストリジウム
属菌の胞子の表面タンパク質）も本発明の範疇に含まれる。これら変異体としては、ヌク
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レオチド配列の翻訳産物の生物活性が維持されているのであれば、様々なヌクレオチド又
はヌクレオチド類似体が欠損、挿入又は置換されたヌクレオチド配列が挙げられるが、こ
れらに限定されない。本発明は、クロストリジウム属菌の胞子の表面タンパク質核酸配列
（例えば、配列番号２）に限らず、具体的には、様々なストリンジェンシーのハイブリダ
イゼーションによって配列番号２並びにその一部、変異体及び誘導体へハイブリダイズ可
能な核酸相同体（例えば、配列番号３、５及び７のバシラス相同体）が包含される。例え
ば、高いストリンジェンシーによって、配列番号２と他の核酸配列との間の非特異的結合
が抑制又は排除されうる。それに対し、低いストリンジェンシーによって、配列番号２と
は別の相同体を有する更に大きな核酸配列が検出されうる。配列番号２のフラグメント（
すなわち、一部ともいう）も本発明の範疇にあると考えられる。１具体例において、フラ
グメント長は、ヌクレオチド１０個以上であり、配列番号２とは５０％超の相同性を示す
。
【０３１１】
　本発明は、また、配列番号２のポリヌクレオチドの少なくとも一部又は胞子の表面タン
パク質をコード化するポリヌクレオチドの少なくとも一部と相補的な核酸配列を含むアン
チセンス分子にも関する。本発明は、更に、配列番号２又は１つ以上の異種配列と結紮し
た胞子の表面タンパク質をコード化するポリヌクレオチドから成る群より選択される核酸
の少なくとも一部、変異体、誘導体及び／又は相同体を含む融合遺伝子にも関する。本発
明の機構を理解することは必要ではないが、そのような融合遺伝子は、核酸配列の発現を
検出しうると考えられる。異種配列の例としては、β-ガラクトシダーゼ又はルシフェラ
ーゼ等の酵素をコード化するレポーター配列が挙げられるが、これらに限定されない。融
合遺伝子は、発現したタンパク質の精製を促す可能性もある。例えば、タンパク質Ａの異
種配列は、固定化イムノグロブリン上での融合タンパク質の精製を可能にする。他の親和
性トラップを用いて、発現した融合タンパク質を精製することも可能である。例えば、pG
EXベクター（Promega（ウィスコンシン州マディソンプロメガ））を用いて、グルタチオ
ンＳ-トランスフェラーゼ（GST）との融合タンパク質としての胞子の表面タンパク質を発
現させることも可能である。一般に、このような融合タンパク質は可溶性であり、グルタ
チオン－寒天ビーズに吸着させてから遊離グルタチオン存在下で溶出することで、溶解細
胞から簡単に精製することができる。このようなシステムで生成されるタンパク質は、ヘ
パリン、トロンビン又は第Xa因子プロテアーゼ切断部位を含むように設計されるので、対
象とするクローン化ポリペプチドを自由自在にGST部分から遊離することができる。
【０３１２】
　Ａ．代表的な胞子の表面タンパク質の組換え発現
　１具体例において、本発明は、微生物の胞子の表面タンパク質の組換え発現方法を意図
するものである。１具体例において、前記方法は、微生物の胞子の表面タンパク質の少な
くとも一部をコード化するプラスミドを構築する工程を含む。１具体例において、前記方
法は、前記プラスミドを有する好適な生物を移入する工程を含む。１具体例において、好
適な生物は、大腸菌である。
【０３１３】
　本明細書に示すデータは、クロストリジウム・ディフィシレの胞子の表面タンパク質の
少なくとも一部をコード化する核酸を含むプラスミドを有する、形質移入した大腸菌の良
好なクローニングを示している。１具体例において、胞子の表面タンパク質はCD 167であ
る。１具体例において、胞子の表面タンパク質はCD 3620である。次の実験は、本発明の
実施形態の単なる例示であって、本発明の実施形態を限定するものではないことから、後
述する基本技術を用いて別の胞子の表面タンパク質の核酸コンストラクトから同様の結果
が得られる可能性もある。
【０３１４】
　クロストリジウム・ディフィシレの疑似表面タンパク質のクローニングを、大腸菌Rose
tta-gami発現菌株中、１０個のアミノ酸Hisタグを有するpET-19bプラスミド（Novagen, 
製品番号69677-3）を介して行った。特に、pET-19bとCD 1067の組み合わせ（pJEB02）又
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はpET-19bとCD 3620との組み合わせ（pJEB03）を、大腸菌Rosetta-gami細胞を含む培養液
中で一夜（すなわち、１２時間）培養した（図１１参照）。
【０３１５】
　形質移入した大腸菌培養液約２mlを、LB培地５０mlにアデノシン一リン酸（AMP）100μ
g／mlとクロラムフェニコール３４μg／mlとを加えた発現培地に転移した。培地のOD625
が約０.５－０.６となるまで増殖させてから、１mMのIPTGでpETプラスミドの発現を誘発
した。IPTG誘発後、約１時間毎に培地試料１mlを採取した。試料を遠心分離して（例えば
、約10,000×ｇで１分間）、得られた沈殿物をNovex溶液100μl（２倍SDS-PAGE試料緩衝
液を４５μlとH2Oを４５μlと２Mジチオスレイトールを１０μlとの混合溶液）に再懸濁
して、約５分間煮沸した。煮沸後の沈殿物懸濁液約２０μlを、最初は４－１２％のTris-
グリシンSDS-PAGEゲルで展開させて、単離した疑似組換えタンパク質約１０μlをウェス
タンブロット法に使用した。
【０３１６】
　pJEB02プラスミドは、405個のアミノ酸を有する分子量約４４kDaのタンパク質を発現す
ると予想された。この予想は、SDS-PAGEゲル電気泳動法での分離により、約５０kDaのタ
ンパク質の発現がIPTG誘発後１時間以内に現れ、しかもそれ以降の試料（すなわち、２－
６時間後の試料）では強度が増強することで確認される（図１２参照）。この予備分離は
、ウェスタンブロット法により、F 1373抗－クロストリジウム・ディフィシレ抗体又は抗
－His抗体のいずれかを検出することで確認した（図１３Ａ及び図１３Ｂ参照）。
【０３１７】
　pJEB03プラスミドは、122個のアミノ酸を有する分子量約１４kDaのタンパク質を発現す
ると予想された。この予想は、SDS－PAGEゲル電気泳動法での分離により、約２０kDaのタ
ンパク質の発現がIPTG誘発後１時間以内に現れ、しかも、それ以降の試料（すなわち、２
－４.５時間後の試料）では、強度が増強することで確認される（図１４参照）。この予
備分離は、ウェスタンブロット法を用いて、F 1373抗－クロストリジウム・ディフィシレ
抗体又は抗－His抗体のいずれかを検出することで確認した（図１５Ａ及び図１５Ｂ参照
）。
【０３１８】
　F 1373抗－クロストリジウム・ディフィシレ抗体又はF 1997抗－クロストリジウム・デ
ィフィシレ抗体の両方の免疫前ウェスタンブロット法の対照試料（例えば、胞子の表面を
ターゲットとした特注の市販製剤：Strategic Diagnostics, Inc.）からは、pJEB02とpJE
B03両方の発現プロファイルに結合特異性が無いことが示された（図１６Ａ－Ｄ参照）。
これらデータからは、CD 1067とCD 3620を大腸菌にクローニングする場合、免疫前対照検
出は、組換えCD 1067タンパク質又は組換えCD 3620タンパク質のどちらとも反応しないこ
とが分かる。これに対し、クロストリジウム・ディフィシレの胞子の表面の抗体（例えば
、F 1373又はF 1997）は、組換えCD 1067タンパク質及び組換えCD 3620タンパク質と特異
的に反応する。これらタンパク質の特異的発現は、組換えCD 1067タンパク質及び組換えC
D 3620タンパク質の両方のMWに相当する発現プラスミドコンストラクトに付着したHis10
タグを検出することで確認された。
【０３１９】
　Ｂ．核酸配列合成法
　本発明にかかる核酸配列は、化学合成法を用いて生成してもよい。オリゴヌクレオチド
は、オリゴヌクレオチドシンセサイザー（Applied BioSystems）において、メーカーが提
供する仕様書に従って合成することができる（Sinhaら, Nucleic Acid Res. 12: 4539 (1
984)）。合成後、相補的オリゴヌクレオチドは、NaCl（200 mM）含有する１０mMのTris－
塩酸緩衝液（pH８.０）中で９０℃まで加熱してから室温まで徐々に冷却することにより
、アニールされ得る。結合及び代謝回転アッセイでは、天然ポリアクリルアミド（１５％
w/v）ゲルから二本鎖DNAを精製する。二本鎖DNAに相当するバンドを励起させて、EDTA（
１mM）含有0.30 M酢酸ナトリウム緩衝液（pH５.０）中に一晩浸漬する。浸漬後、上澄み
液をフェノール／クロロホルム（体積比１／１）で抽出して、エタノールで沈殿させる。
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３２P-ATPとT4ポリヌクレオチドキナーゼで処理することで、DNA基質の５’-OH基に放射
性標識を付与する。塩及び取り込まれなかったヌクレオチドは、セファデックスＧカラム
を装備したクロマトグラフィーで除去する。
【０３２０】
　合成されたヌクレオチド配列は、酵素を含む市販のキットを用いて確認してよく、前記
酵素としては、DNAポリメラーゼIのKlenowフラグメント、Sequenase（登録商標））、Taq
 DNAポリメラーゼ又は耐熱性T7ポリメラーゼが挙げられるが、これらに限定されない。毛
管電気泳動法を用いて核酸配列の大きさを調べて、当該配列の核酸合成産物を確認するこ
とも可能である。合成された配列は次の方法で増殖してもよい。i）ポリメラーゼ連鎖反
応（PCR）（Mullisらの米国特許第4,683,195号及び同第4,683,202号）；リガーゼ連鎖／
増幅反応（LCR/LAR）（Baranyら, Proc. Natl. Acad. Sci. 88: 189 (1991)；Baranyら, 
PCR Method and Applic., 1: 5 (1991)；及びWuら, Genomics 4: 560 (1989)）。
【０３２１】
　本発明の胞子の表面タンパク質ヌクレオチド配列は様々な方法に利用できる。例えば、
少なくとも約１０bp、通常は少なくとも約１５bp、そして最大で配列全体（すなわち、全
長配列を含む）の配列フラグメントは、バシラス属菌、クロストリジウム属菌並びに他の
細菌から相補的ゲノムDNA配列を検出及び分離するためのプローブとしても利用可能であ
る。胞子の表面タンパク質核酸配列の全て又は一部で、細菌のDNAを収容したゲノムライ
ブラリーをスクリーニングすることにより、ゲノムの配列を分離する。ゲノムライブラリ
ーのスクリーニング以外に、胞子の表面タンパク質核酸配列はまた、細菌RNAを用いて作
製されたcDNAライブラリーのスクリーニングにも使用できる。胞子の表面タンパク質核酸
配列はまた、胞子の表面タンパク質の合成管理にも有用である。胞子の表面タンパク質抗
体は、胞子の表面タンパク質と哺乳類細胞、哺乳類皮膚、硬質表面等との相互作用を拮抗
するにも使用してよい。胞子の表面タンパク質は、胞子の表面タンパク質を発現する細菌
で感染を検出するといった診断目的で、胞子の表面タンパク質抗体の産生にも利用できる
ことが分かる。さらに、胞子の表面タンパク質核酸配列は、結合アンタゴニストのスクリ
ーニングや、胞子の表面タンパク質を含む微生物の検出にも有用である。
【０３２２】
　化学合成では、通常、標準的な一本鎖オリゴヌクレオチドが生成される。これは、相補
的配列とのハイブリダイゼーションによって又はテンプレートとして１本鎖を用いたDNA
ポリメラーゼとの重合によって、二本鎖DNAに転換することが可能である。DNAの化学合成
は、塩基数約100の配列では普通に行われるが、それより長い配列は、短い配列を連結す
ることで生成してもよい。
【０３２３】
　別法としては、部分列をクローニングしてもよく、また、好適な部分列を適切な制限酵
素を用いて切断してもよい。その後、そのフラグメントを連結して、所望のDNA配列を産
生してもよい。
【０３２４】
　１具体例において、微生物の胞子の表面タンパク質核酸は、ポリメラーゼ連鎖反応（PC
R）等のDNA増幅法を用いてクローニングすることが可能である。そのため、例えば核酸配
列又は部分列は、１つの制限部位（例えば、Hdel）を含むセンスプライマーと別の制限部
位（例えば、Hind III）を含むアンチセンスプライマーとを用いてPCR増幅する。これに
より、末端に制限部位を含む所望のタンパク質をコード化する核酸が産生される。その結
果、この核酸は、第二分子をコード化しかつ適切な対応制限部位を有する核酸を含むベク
ターに容易に連結できる。
【０３２５】
　本明細書に記載の配列情報を用いて好適なPCRプライマーを見つけ出すことができる。
適切な制限部位は、タンパク質を解重合又は供給する微小管をコード化する核酸に部位特
異的突然変異誘発法で付加してもよい。核酸をコード化するタンパク質を解重合又は供給
する微小管を含むプラスミドは、適切な制限エンドヌクレアーゼで切断してから、標準的
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な方法で第二分子をコード化するベクターに連結する。
【０３２６】
　クロストリジウム属菌の胞子の表面ペプチド及び／又は他の微生物の胞子の表面タンパ
ク質をコード化する核酸配列は、様々な宿主細胞内で発現可能であって、前記宿主細胞と
しては、大腸菌、他の細菌性宿主、イースト菌、そしてCOS細胞株、CHO細胞株、HeLa細胞
株及び骨髄腫細胞株等の様々な高等真核生物細胞が挙げられる。組換えタンパク質遺伝子
を、通常は、宿主毎に適した発現対照配列と操作可能なように結合する。大腸菌の場合、
好ましいプロモーターとしては、T7プロモーター、trpプロモーター又はラムダプロモー
ターが挙げられるが、これらに限定されない。その上、リボソーム結合部位と転写終結信
号は発現ベクターの一部分でもある。真核生物細胞の場合、対照配列としては、プロモー
ター、好ましくはイムノグロブリン遺伝子由来のエンハンサーであるSV 40及びサイトメ
ガロウィルス等、並びにポリアデニル化配列が挙げられ、しかもスプライス供与部位及び
受容体配列を包含する場合もある。
【０３２７】
　本発明のプラスミドは、制限されないが、塩化カルシウム法、リン酸カルシウム法又は
電気穿孔法等の方法によって、選択された宿主細胞に移植することが可能である。プラス
ミドの転換先の細胞は、プラスミドに含まれる遺伝子（例えば、遺伝子amp、gpt、neo及
びhyg）が与える抗生物質耐性によって選択され得る。
【０３２８】
　発現後、組換えタンパク質は、標準的な手順で精製してよく、例えば硫酸アンモニウム
沈殿法、アフィニティーカラム、カラムクロマトグラフィー、ゲル電気泳動法等が挙げら
れるが、これらに限定されない（R. Scopes, Protein Purification, Springer-Verlag, 
N.Y. (1982)；及びDeutscherら, Method in Enzymology, 182巻(1990)）。少なくとも約
９０－９５％の均一性を有する実質上純粋な組成物が好ましく、９８－９９％以上の均一
性を有する実質上純粋な組成物が最も好ましい。ポリペプチドは、部分的に又は要望通り
の均一性まで精製してから（例えば、抗体産生用の免疫原として）利用してもよい。
【０３２９】
　VII．クロストリジウム属菌感染
　クロストリジウム・ディフィシレ（グラム陽性の嫌気性菌）は、しばしば、入院患者の
罹患の原因となり、抗生物質起因性の下痢や偽膜性大腸炎の病原因子と考えられている（
Borrielloら,「クロストリジウム・ディフィシレの病原因子」, Rev. Infect. Dis. 12: 
S185-S191 (1990)； Cerquettiら,「様々なクロストリジウム・ディフィシレ臨床分離株
起源の表層タンパク質の特性評価」, Microb. Pathog. 28:363-372 (2000)；及びKuipers
ら,「乳酸菌中でのクオラムセンシング制御された遺伝子発現」, J. Biotechnol. 64: 15
-21 (1998)）。前記疾患の発症へのクロストリジウム・ディフィシレの関与について、次
の２つの要因が検討されている：i）抗生物質の投与による常在腸内細菌叢の抑制（Freem
anら,「抗生物質とクロストリジウム・ディフィシレ」, Microbes Infect. 1: 377-384 (
1999)；及びJeorge W.,「抗菌剤起因性大腸炎及び下痢：歴史的背景及び臨床面」, Rev. 
Infect. Dis. 6: S208-S213 (1984)）、及びii）細菌による２つの高分子量（MW）毒素（
毒素Ａ及びＢ）の産生（Pothoulakisら,「微生物と微生物由来毒素：微生物－粘膜間の相
互作用におけるパラダイムII、クロストリジウム・ディフィシレ毒素に対する腸の統合反
応」, Am. J. Physiol.- Gastroint. Liver Physiol. 280: G178-G183 (2001)；及びWren
 B.ら,「クロストリジウム・ディフィシレ毒素Ａ及びＢの分子特徴」, Rev. Med. Microb
iol. 3: 21-27 (1992)）。
【０３３０】
　他の腸内毒素原性病原菌の場合と同様に、クロストリジウム・ディフィシレは、腸内コ
ロニー形成後に毒素を送達して、細菌を粘膜に付着させる。シリア系ハムスターのクリン
ダマイシン起因性疾患モデルでは、異なるクロストリジウム・ディフィシレ菌株による様
々な腸内コロニー形成効率と、空腸から結腸にまでの消化管部位におけるその能力との間
の相互関係が報告されている。これら変動のうちの少なくとも一部は、毒素産生以外の要
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因に起因するものと考えられた。毒性の弱い菌株の小腸粘膜への付着は粗毒素調合液を投
与することで増加したが、これは、おそらく、細胞が損傷した後に受容体部位がマスキン
グされていなかったことが原因であった。
【０３３１】
　クロストリジウム・ディフィシレ由来の２つの毒性因子は、外毒素、すなわち毒素Ａ（
TcdA）と毒素Ｂ（TcdB3）であることが分かっているが、前記付着やコロニー形成のプロ
セスに関与する他の因子についてはほとんど知られていない（Vothら,「クロストリジウ
ム・ディフィシレ毒素：病気における作用機構と役割」, Clin. Microbiol. Rev. 18: 24
7-263 (2005)）。この点が、大腸菌、サルモネラ菌及び赤痢菌等の他の腸内微生物とは異
なる。これは、恐らく、クロストリジウム・ディフィシレ研究用に十分に開発された突然
変異誘発システムがないことで、ある程度は説明されるかもしれない。クロストリジウム
・ディフィシレを理解するための対処法では、病原性と関与する可能性のある因子の遺伝
子位置を同定する必要がある。クロストリジウム・ディフィシレ菌株630（流行性Ｘ群；
有毒性で、しかも多剤耐性を有するもの）の完全ゲノム配列は報告されている（Wustら,
「様々なタイピング法による抗生物質起因性大腸炎発症の研究」, Clin. Microbiol. 16:
 1096-1101 (1982)）。
【０３３２】
　クロストリジウム・ディフィシレ菌株630のゲノムには、4,290,252 bpの環状染色体と7
,881 bpのプラスミドpCD630が含まれている。前記染色体は、3,776の推定暗号配列（CDS
）をコード化している。他の低GC含量のグラム陽性菌と同様に、前記染色体は強いコーデ
ィングイアスを有し、その場合、CDSの82.1％がリーディング鎖にコード化されている。
プラスミドは１１個のCDSを有しているが、どれも全く機能しない。配列決定したクロス
トリジウム属菌の４つのゲノム（クロストリジウム・アセトブチリカム、クロストリジウ
ム・ボツリヌス、クロストリジウム・パーフリンジェンス及び破傷風菌）に関する相反性
FASTA解析からは、クロストリジウム・ディフィシレのCDSの567個（１５％）だけが、配
列決定された全てのクロストリジウム属菌と共通しているが、1,893個（５０％）はクロ
ストリジウム属菌に固有であることが分かった。保存されているクロストリジウム属菌の
CDSは主に必須機能をコード化するのに対し、クロストリジウム・ディフィシレ固有のCDS
は多数の補助機能や可動要素をコード化する（Sebaihiaら,「多剤耐性ヒト病原体クロス
トリジウム・ディフィシレが高移動性モザイクゲノムを有すること」, Nature Genetics 
38: 779-786 (2006)）。
【０３３３】
　精製されたクロストリジウム・ディフィシレの表層タンパク質（SLP）の結合は、ヒト
上皮細胞と胃腸組織の両方で見つかっている（Calabiら,「クロストリジウム・ディフィ
シレの表層タンパク質と胃腸組織との結合」, Infect Immune 70: 5770-5778 (2002)）。
細胞同士及び組織同士の結合は、酸で抽出したSLPでも、可溶性組換え高分子量サブユニ
ットでも観察される。これに対し、組換え高分子量サブユニットと同じ条件で発現させて
精製した可溶性の組換え低分子量SLPサブユニットには、結合がほとんど又は全く観られ
ない。抗－高MWサブユニット血清がクロストリジウム・ディフィシレとHEp-2細胞との付
着を部分的に阻害することが原因で、SLPが全細菌と上皮細胞との付着に関与するものと
考えられる。これらタンパク質の元来の構造は、次の理由から、付着中保持されていると
考えられる：i）天然SLP製剤と組換えSLP製剤がいずれも、ペプチドグリカン加水分解活
性を保持していること、ii）酸で抽出したSLPが、カルシウムを加えると、高次構造まで
重合可能であること、そして、iii）両方の組換えサブユニットに対する抗血清が、高タ
イターでは全クロストリジウム・ディフィシレ細胞と反応すること。
【０３３４】
　クロストリジウム・パーフリンジェンスは、ガス壊疸を引き起こす疑いがあり、重症型
壊疸（組織死、これは壊死性皮膚感染ともいう）である。ガス壊疸は、ストレプトコッカ
スspp及びビブリオ・バルニフィカスによる感染によって発症する可能性もある。
【０３３５】
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　ガス壊疸は、通常、クロストリジウム・パーフリンジェンス属菌に感染した結果生じる
ものであり、クロストリジウム・パーフリンジェンス属菌が嫌気性（低酸素）条件下で毒
素を産生し、その毒素が組織死や随伴症状をもたらす。米国では、ガス壊疸は珍しく、毎
年1,000－3,000例しかない。ガス壊疸は、一般に、外傷部位又は少し前の外科損傷部で生
じるが、内発することもある。内発的にガス壊疸を発症した患者は、限定されないが、血
管性の基礎疾患（例えば、アテローム性動脈硬化症若しくは動脈硬化）、糖尿病又は大腸
癌を包含する高いリスクファクターを有する場合が多い。
【０３３６】
　ガス壊疸は、一般に、突然劇的に発症する。蒼白ないし茶褐色の感染部位で炎症が生じ
て、激しい痛みを伴う組織腫脹が生じる。腫脹部位を指で押すと、組織内でガスがパチパ
チ音を立てるような感じがするかもしれない。感染部位の縁は拡張し易く、その結果、数
分間にわたって変化が見られる。病変組織は完全に壊死する。
【０３３７】
　クロストリジウム・パーフリンジェンス属菌は多種多様な毒素を産生するが、そのうち
の４つ（すなわち、α、β、ε及びη）が致死性の症候群を引き起こしうる。さらに、こ
れらは、組織死（例えば、壊死）、血球破壊（例えば、溶血反応）、血液循環の局部減弱
（例えば、血管収縮）及び血管漏出（例えば、血管透過性亢進）も引き起こす。
【０３３８】
　クロストリジウム・パーフリンジェンス毒素は、局部的な組織破壊と全身症状（全身で
生じるその他の症状）の両方に関与している。全身症状は、ガス壊疸感染初期に発症する
ものであって、腫脹、発熱及び不安神経症が挙げられるが、これらに限定されない。治療
せずに放置すると、患者は、限定されないが、血圧低下（例えば、低血圧）、腎不全、こ
ん睡を含むショック様の症状を発症し、そして、最後には死に至る。その他のガス壊疸症
状としては、皮膚損傷部周辺の中等度の痛みないし激痛、皮膚損傷部周辺の進行性腫脹、
中等度の発熱ないし高熱、皮膚の色が最初は青白いが、後に浅黒くなり、暗赤色ないし紫
色へと変わっていくこと、黄疸、小胞形成、小胞の癒着が結合して生じる大きな疱疹、茶
褐色の体液が詰まった疱疹、組織からの悪臭のする茶褐色ないし真っ赤な体液（例えば、
漿液血液状分泌物）の排膿、心拍数増加（例えば、頻拍）、発汗、肺気腫（例えば、皮下
に空気が溜まること）又は捻髪音（例えば、組織内に空気が溜まること）が挙げられるが
、これらに限定されない。
【０３３９】
　或いは、患者は、進行マヒ、四肢冷感、低血圧又は頻脈を含むショック状態に陥る場合
もある。最終的には、全身に及ぶ全身感染症を発症しうる（例えば、全身毒性又は全身性
敗血症）。ガス壊疸の存在を判定する他の方法としては、感染部位の体液のグラム染色に
よってグラム陽性桿菌（例えば、クロストリジウム属菌）を表示する方法、感染を引き起
こす細菌培養液を増殖させる方法、血液培養により感染細菌を増殖させる方法、嫌気性組
織及び／又は液体の培養を少なくともクロストリジウム属菌上に露呈させる方法、又は感
染部位をＸ線撮影、コンピュータ断層撮影若しくは磁気共鳴映像処理して組織中のガスを
表示する方法が挙げられるが、これらに限定されない。
【０３４０】
　ガス壊疸の治療では、一般に、死んだ組織、損傷を受けた組織及び感染した組織を迅速
に外科的切除（例えば、創面切除）する必要がある。感染症の拡大を抑制するために腕又
は下肢の切除が適応される場合もある。従来の抗生物質（例えば、ペニシリン）を初回の
ボーラス注射として静脈注射し、続いて長期間経口療法を行ってもよい。
【０３４１】
　VIII．細菌感染
　炭疸病は、１世紀以上前に初めて報告された病気であり、細菌が原因と断定された最初
の病気の一つでもある。その感染はバシラス・アンスラシスの胞子によって伝播されるも
のであり、バシラス・アンスラシスは、経口摂取、接種又は吸入によって哺乳類宿主に入
り込む可能性がある。感染後期が最も重篤で、病気の進行が速く、大抵は死に至る（Dixo



(102) JP 5911421 B2 2016.5.18

10

20

30

40

50

nら, N. Engl. J. Med. 341: 815-826 (1999)）。前記胞子は、耐化学薬品性と熱や日照
り等の環境因子に対する高い抵抗性とを特徴とする休眠細胞型の微生物であって、生物を
その環境下で数十年間生存させる。バシラス・アンスラシスの胞子は、宿主組織に入り込
んだ後、致死性の栄養型へと発芽する。バシラス・アンスラシス感染の初期段階や肺での
宿主防衛の役割は未だ明らかになっていない。共焦点顕微鏡法による研究からは、胞子が
マクロファージ内で発芽すると、桿菌が、致死因子、防御抗原及び浮腫因子を包む毒素を
産生し始めることが分かる（Guidi-Rontaniら, Mol. Microbiol. 31:9-17 (1999)）。こ
れら毒素が産生すると、マクロファージのアポトーシスと血流への栄養型桿菌の放出が生
じて、敗血症を発症し、そして死に至る（Dixonら, Cell. Microbiol. 2: 453-463 (2000
)）。
【０３４２】
　反対に、マクロファージは、胞子を排出することで、胞子の吸入が原因の感染から動物
を守ると考えられている（Coteら, Microb. Pathog. 37:169-175 (2004)）。宿主の吸入
によってバシラス・アンスラシスの胞子が遭遇するもう一つの保護バリアは肺胞上皮であ
り、これは、肺表面活性物質の薄層で覆われている。肺表面活性物質は脂質－タンパク質
複合体であり、次の２つの働きをする：i）肺胞内の表面張力を力学的に低下させる（す
なわち、呼息時に肺胞が圧潰されるのを防ぐ）こと、及びii）感染に対する肺防御を与え
ること（McCormackら, J. Clin. Invest. 109: 707-712 (2002)）。この免疫機能は表面
タンパク質（SP）に起因しており、前記SPとしては、SP-A及びSP-Dが挙げられるが、これ
らに限定されない。SP-A及びSP-Dは親水性捕集成分であって、病原体表面に作用して、そ
の崩壊を速めることで感染を予防し得る（Crouchら, Annu. Rev. Physiol. 63: 521-554 
(2001)）。上記以外の２つの表面タンパク質SP-B及びSP-Cは極めて疎水性であり、後者は
細菌性リポ多糖と結合して細胞効果を調節することが分かっている（Augustoら, J. Biol
. Chem. 277: 23484-23492 (2002)；Augustoら, Am. J. Respir. Crit. Care Med. 168: 
335-341 (2003)）。
【０３４３】
　IX．予防的用途と治療用途
　Ａ．病院の除染
　院内細菌（例えば、クロストリジウム・ディフィシレ）は、病院のスタッフ及び入院患
者集団双方の細菌感染の大部分に関与している。このような感染は、限定されないが、重
度の下痢等の症状を発症する可能性があり、易感染性患者（例えば、免疫不全者）が感染
すると死に至る可能性もある。そのため、病院の施設とスタッフ双方の消毒メンテナンス
を強化すれば、患者の回復が速まり、そして入院期間の短縮によって医療費全体が削減さ
れよう。
【０３４４】
　一般的な皮膚及び表面用消毒剤に対して高い耐性が証明された胞子を産生する細菌もあ
る（例えば、クロストリジウム・ディフィシレ）。現在、病院の施設表面と病院のスタッ
フの皮膚（すなわち、表皮層）の両方に利用できるクレンザーは、細菌の胞子を死滅させ
たり及び／又は除去したりするのには効果がない。嫌気性細菌（例えば、クロストリジウ
ム・ディフィシレ）は、取り扱って操作するのに特殊な装置及び取扱技術が必要である。
そのため、これまでのところ、嫌気性細菌仕様の「胞子除去ハンドウォッシュ」を開発す
るのは決して容易ではない。
【０３４５】
　実際、クロストリジウム・ディフィシレは、抗生物質関連下痢の全ての症例のうち１５
～２５％に関与している。この種の下痢の再発は、深刻で、厄介な、未解決の管理上の問
題であり、入院期間を長期化して、入院費用全体を増大させている。クロストリジウム・
ディフィシレ感染による再入院は、同様の細菌亜型による再感染と異なる細菌亜型による
再感染との割合が５０：５０であることが、大部分の研究から実証されている。この種の
再発の適切な対処は、手洗い、環境の除染及び腸管隔離等の抗菌手段の品質にかかってい
る。環境の除染と胞子の残留性も実証されており、交叉感染にも関与していた（Barbutら
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,「クロストリジウム・ディフィシレ関連下痢の再発又は再感染に関する疫学」, J. Clin
. Microbiol. 38: 2386-2388 (2000)）。
【０３４６】
　１具体例において、本発明は、嫌気性細菌の胞子の最外タンパク質成分を少なくとも１
つ含む組成物を意図するものである。１具体例において、嫌気性細菌は、クロストリジウ
ム・ディフィシレの胞子を含む。１具体例において、タンパク質成分は外膜層由来のもの
である。１具体例において、タンパク質成分は胞子の表面タンパク質を含む。本発明の機
構を理解することは必要ではないが、嫌気性細菌の胞子の最外タンパク質成分は、胞子と
生物の組織（例えば、皮膚又は腸）との付着又は胞子と無生物の硬質表面（例えば、ステ
ンレス鋼、花こう岩、皮、ビニル、セラミック等）との付着を管理すると考えられる。
【０３４７】
　１具体例において、本発明は、嫌気性胞子のタンパク質と組織又は無生物の表面との間
の付着相互作用を阻止することが可能な組成物のスクリーニング工程を含む方法を意図す
るものである。１具体例において、嫌気性細菌の胞子の最外タンパク質成分は、このよう
な組成物のスクリーニングのための分子標識として働く。
【０３４８】
　クロストリジウム・ディフィシレの外膜由来の胞子の表面タンパク質は、標準的な方法
で発現及び精製することが可能である（上記参照）。従って、精製及び分離した胞子の表
面タンパク質を用いれば、無傷のクロストリジウム・ディフィシレ生物を処置する必要も
なく、簡単なスクリーニングアッセイを利用して嫌気性胞子除去製品（例えば、ハンドウ
ォッシュ、無生物の表面用クレンザー、全身除染液）を開発することが可能である。これ
により、大規模な嫌気性装置に対する前記要件がなくなって、事実上、スクリーニングプ
ロセスが縮小される。
【０３４９】
　Ｂ．緊急時ファーストレスポンダー
　１具体例において、本発明は、細菌汚染に対処する救急隊員（例えば、ファーストレス
ポンダー）の予防的処置と治療上の処置を意図するものである。１具体例において、緊急
時ファーストレスポンダーには、救命士（EMT）、消防士、婦人消防士、警察官、婦人警
官、ジャーナリスト、警察犬又は警察馬を挙げることができるが、これらに限定されない
。
【０３５０】
　未知の物質の回収及び同定は、危険でしかも一般に時間のかかる手順であり得る。特に
、細菌の分析には、一般に実験室に特殊な装置が必要である。近年、世界的テロの増加に
伴い、毒素物質（例えば、炭疸菌）と遭遇するリスクが高まっており、緊急時ファースト
レスポンダーの汚染を迅速に予防及び／又は処置する必要がある。さらに、スクリーニン
グ及び／又は試験プロトコルは、特殊な装置を用いずに利用し易くする必要もある。
【０３５１】
　近年、世界中でテロ活動が加速するにつれて、ファーストレスポンダーは、細菌感染を
特異的に予防する化合物を含む、すぐに利用できる組成物を必要としている。緊急時ファ
ーストレスポンダーに対するこのような予防の必要性は、テロ攻撃以外にも、限定されな
いが、自然災害、トラックの衝突事故及び業務災害を包含する事象にまで拡大している。
これらの事象は、微生物をまき散らす可能性があり、また、微生物源の明細書や警告表示
等が剥がれた又は破れたことで迅速に同定することがほぼ不可能な場合がある。
【０３５２】
　微生物の正体が分からなければ、緊急時ファーストレスポンダーは、本人、家族及び第
三者だけでなく、彼らが手当てしている人をも汚染する高いリスクにさらすことになる。
緊急時ファーストレスポンダーはまた、手当てしている人の症状を引き起こしている原因
を知らないと正確に手当てできないし、しかも、ファーストレスポンダーがその人が暴露
した物質を知らないと、悪い意味で、未知の物質と反応するかもしれない薬剤でその人を
処置する恐れもあるので、手当てしている人が何に暴露したのかを知る必要がある。
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【０３５３】
　緊急時ファーストレスポンダーは、未知の物質を迅速にかつ効率良く分析し、予防し、
そして処置しなければならない人ばかりではない。予防や処置を受ける必要のある人々及
び／又は未知の物質を迅速に分析しなければならない人々の例としては、工場用地を清掃
する廃棄物清掃員、液漏れ荷物を見つける郵便仕分け室の事務員、容疑者の車の中で未知
の物質を見つけた警官、そして化学物質の入ったラベルのない瓶の横で意識を失った子供
を見つけた教師が挙げられるが、これらに限定されない。
【０３５４】
　未知の物質を試験するのに用いられる現行法は、多くの場合、専門研究所でしか利用で
きない。試料を移動して、訓練を受けた職員組織が試験を行うまでに貴重な時間を無駄に
する。従って、本発明は、標識化微生物ＤＮＡのアレイと、試料ＤＮＡ抽出溶液と、標識
を定量化できる検出器と、を備えたキットを意図するものである。このようなキットは、
前記タイプの微生物汚染を現場で判定することができる。
【０３５５】
　非特異的な除染は、重労働で、しかも時間のかかる仕事であるが、微生物の胞子が存在
する場合は効果がない場合がある。本発明は、少なくとも１つの胞子の表面タンパク質に
由来する複数のペプチドフラグメントを含む、すぐに利用できる除染組成物を意図するも
のである。このようなフラグメントによって、固体表面（例えば、建物の壁、天井、階段
、オフィス家具等）からだけでなく、緊急時ファーストレスポンダーの外側上皮層（例え
ば、皮膚）からも細菌の胞子が取り除かれる。さらに、ヒト及び／又は動物に投与する非
経口組成物、鼻腔投与組成物、肺投与組成物又は経口組成物によって、体組織（例えば、
口、喉、鼻腔、肺、胃、腸、嚢又は結腸）からも細菌の胞子が取り除かれる。従って、本
発明は、胞子の表面タンパク質に親和性を示す化合物を含む組成物であって、前記タンパ
ク質が、微生物の胞子と表面（例えば、人工的な固体表面又は皮膚表面）との付着に関与
するものに関する。
【０３５６】
　Ｃ．軍事用途
　１具体例において、本発明は、微生物汚染に関与する軍関係者（例えば、ファーストレ
スポンダー）の予防的治療及び治療上の処置を意図するものである。１具体例において、
軍関係者には、歩兵、パイロット、騎兵、海軍、海兵隊員、特殊部隊、後方支援者、請負
業者又はジャーナリストを挙げることができるが、これらに限定されない。
【０３５７】
　本発明は、少なくとも１つの胞子の表面タンパク質に由来する複数のペプチドフラグメ
ントを含む、すぐに利用できる除染組成物を意図するものである。このようなフラグメン
トにより、固体表面（例えば、テント、ジープ、戦車、武器、制服等）からだけでなく、
軍関係者の外側上皮層（例えば、皮膚）からも細菌の胞子が取り除かれる。さらに、ヒト
及び／又は動物に投与する非経口組成物、鼻腔投与組成物、肺投与組成物又は経口組成物
によって、体組織（例えば、口、喉、鼻腔、肺、胃、腸、嚢又は結腸）からも細菌の胞子
が取り除かれる。従って、本発明は、胞子の表面タンパク質に親和性を示す化合物を含む
組成物であって、前記タンパク質が、微生物の胞子と表面（例えば、人工的な固体表面又
は皮膚表面）との付着に関与するものを意図するものである。
【０３５８】
　１具体例において、本発明は、バリスティック織物の日常的な除染方法を意図するもの
である。現在、バリスティック織物製の衣類は、冷水と中性洗剤で手洗いし、十分にすす
いで洗剤痕跡を全て取り除いている。きちんと洗い流すことで、水を吸収してある種のバ
リスティック織物の防弾性を低下させる可能性のある残留セッケン被膜の蓄積が防げる。
このような方法は時間と手間がかかるが、必要不可欠である。というのも、機械洗浄又は
乾燥は織物を傷つけ、その結果、その弾道衝撃性能を損なう可能性があるためである。そ
の上、一部の洗剤、ドライクリーニング溶剤、漂白剤及び洗濯用のりも衣類の防弾性レベ
ルを低下させうるので、ほとんどのメーカーは、それらを使用しないように強く勧めてい
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る。さらに、大部分のバリスティック織物メーカーは、バリスティック織物を水浸しにし
たりしないように、又はある種のバリスティック織物は紫外線によって劣化するため、木
陰であっても戸外で乾燥させたりしないように強く勧めている。
【０３５９】
　同様に、軍用の出動服や、膝当て、スキンガード、肩パッド等の他の防護アイテムのよ
うな防護服の手入れ及びクリーニングには手間と時間がかかる。クリーニングを繰り返す
と、このような衣類の耐用年数は低下する可能性がある。
【０３６０】
　バリスティック織物製の防護服と衣類の両方に共通する問題は、着用者の汗である。汗
が除去されていないと、真菌及び／又は細菌が徐々に増殖する可能性がある。この真菌及
び／又は細菌の増殖は、最終的に、前記物品の防護性能を低下させて、有害な匂いを発生
し、そして着用者に長期にわたって健康問題を引き起こす場合もある。特に軍用の出動服
に関しては、軍用防護服の構造に用いられる織物及び部品が全て、最低性能要件に合格し
ていなければならない。そのため、軍関係者仕様の防護服の裏地は、武器から出る火及び
／又は炎並びに高温に晒される危険があるため、通常はアラミド繊維及びアラミド糸で製
造される。
【０３６１】
　１具体例において、本発明は、バリスティック織物製の物品及び他の軍用防護服の除染
方法であって、前記物品及び前記服が、限定されないが、アラミド、ポリベンザゾール又
は高性能ポリエチレン繊維を包含する成分を含む方法を意図するものである。１具体例に
おいて、前記物品及び／又は前記服は、胞子の表面タンパク質に親和性を示す化合物を含
む組成物で除染される。前記組成物は簡単でコスト効率の良い方法で、前記物品に直接適
用しても、前記繊維に適用しても、又は織物仕上げ剤として適用してもよい。
【０３６２】
　Ｘ．抗菌ペプチド
　感染制御研究には、新規の抗菌ペプチド及び抗菌性有機化合物の探索が含まれている。
抗菌ペプチドが、植物、昆虫、魚類、両生類、鳥類及び哺乳類から分離されている（Gall
o, J. Invest. Dermatol. 111: 739-743 (1998)；及びGanzら, Pharmac. Ther. 66: 191-
205 (1998)）。これらペプチドは、微生物病原体が微生物の細胞膜内で胞子を産生しない
ようにする宿主固有の主成分であると考えられる（Orenら, Biopolymers 47(6): 451-463
 (1998)）。さらに、抗菌ペプチドは、動物細胞を刺激することで作用して、シンデカン
の発現、走化性及び塩化物の分泌等の特性をも変化させる（Gallo, J. Invest. Dermatol
., 111: 739-743 (1998)）。微生物に触れると、脊椎動物の皮膚、気管及び舌上皮はペプ
チド抗生物質を産生すると報告されている（Russellら, Infect Immun. 64(5): 1565-156
8 (1996)）。ただし、抗菌ペプチドが微生物の胞子に有効であることは、一般に認められ
ていない。
【０３６３】
　高等真核生物の抗菌ペプチドは、長年、先天性免疫機構の成分とみなされているが、当
初は、原始的で臨床的優位性がほとんどないと考えられていた。しかし、これらペプチド
の相対的な単純さは、一次微生物感染の予防に重要なだけでなく、その後の免疫修飾にお
ける重要性ともそぐわないように思われる（Browman,「先天性免疫におけるペプチド抗生
物質とその役割」, Annu. Rev. Immunol., 13: 61-92 (1995)）。その上、分子の小サイ
ズは、多くの微生物耐性の機構に対する感受性の低減を示唆している。
【０３６４】
　抗菌ペプチドは、一般に、細菌と一部の真菌を死滅させる。これらは、哺乳類の細胞に
も様々な毒性を発現する。本発明の機構を理解することは必要ではないが、抗菌ペプチド
は、脂質二重層と相互作用し、その結果、細菌細胞膜の完全性を低下させる可能性がある
と考えられる（Hwangら, Biochem Cell Biol. 76: 235-246 (1998)）。
【０３６５】
　SMAP 29は、本来はヒツジ骨髄DNAの3'RACE分析によって同定された、カテリシジン型ヒ
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来は顆粒球から同定された、カテリシジン型オオカミ抗菌ペプチドである（Hirataら, In
fect. Immun. 62: 1421-1426 (1994)）。SMAP 29及びRCAP 18ペプチドは、一部の薬物耐
性菌株にタンパク質を供給するものと考えられる。例えば、SMAP 29組成物は、緑膿菌（P
seudomonas aeruginosa）、アルカリゲネス・キシロソオキシダンス（Alcaligenes xylos
oxidans）及びステノトロホモナス・マルトフィリア（Stenotrophomonas maltophila）に
よる抗生物質耐性感染を制御することができる。
【０３６６】
　全長抗菌ペプチドの抗菌能は、その骨格に沿った疎水性勾配と直接相関し、そのアニオ
ン性残基の相対依存量とは逆相関しているが、トリフルオロエタノール中でのらせん形成
範囲とは相関していないと考えられる。
【０３６７】
　従って、本発明は、微生物の胞子が固体表面と相互作用したり、固体表面に付着したり
及び／又は固体表面で安定化するのを阻止できる組成物のスクリーニング及び同定方法を
意図するものである。さらに、これらのスクリーニング方法は、微生物の胞子が宿主生物
（例えば,
ヒト、家畜、家畜動物等）と相互作用したり、宿主生物に付着したり及び／又は宿主生物
で安定化するのを阻止できる化合物も同定するものと考えられる。
【０３６８】
　XI．栄養細胞／胞子複合抗菌性組成物
　本発明は、汎用抗生物質に対する抗菌剤耐性に関する課題を解決する方法を意図するも
のである。みかけの抗菌剤耐性とは、汎用抗生物質が微生物の胞子に対して効き目がない
ことである。すなわち、従来の抗菌性化合物で「除染」した後に微生物の胞子がまだ存在
すると、胞子は、活性な微生物増殖に切り替わる。これは、繰り返し発生する微生物の存
在が、実は不完全な除染技術のためである場合に、「微生物抵抗性」と（間違って）解釈
される可能性がある。１具体例において、本発明は、細菌の胞子の表面ペプチドに親和性
を示す化合物と１以上の従来の抗菌剤又は抗生物質とを組み合わせて含む組成物を意図す
るものである。
【０３６９】
　本発明の機構を理解することは必要ではないが、微生物の胞子の表面ペプチドと親和性
を示す化合物及び／又は１つ以上の従来の抗菌剤又は抗生物質を含む組成物は、活性な微
生物（例えば、栄養細胞）を効率良く死滅させるだけでなく、微生物の胞子を固体表面及
び／又は体組織から取り除くものと考えられる。さらに、この組み合わせ戦略は、抗菌剤
だけでは除染できない殺菌水準をもたらすとも考えられる。
【０３７０】
　耐性が確認されている細菌株の一覧を表XIVに記す。
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【０３７１】
　１具体例において、本発明は、微生物の胞子の表面ペプチドに親和性を示す化合物を含
む組成物であって、前記化合物が、様々な細菌種及び細菌株に由来するペプチドに親和力
を示すものに関する。１具体例において、様々な細菌種は、大部分の抗生物質に耐性を有
する。１具体例において、本発明の組成物は、安定な医薬製剤を含んでいる。１具体例に
おいて、前記製剤は、製薬上容認できるキャリヤーを更に含んでいてもよい。その上、前
記製剤は、ヒト又は動物に投与してもよく、加工食品、医薬製剤、医薬用品及び医薬品、
化粧品、衛生用品、洗浄剤及び清浄剤並びに前記組成物を散布又は付着できるあらゆる材
料であって、望ましくはそのような材料上で微生物の胞子の付着やその後の増殖を阻止す
るものに組み込むことも可能であると考えられる。
【０３７２】
　微生物の付着やその後の成長及び増殖を防ぐのに必要な本発明の組成物の正確な適用量
は、たくさんの因子によって決まり、前記因子には、存在しうる細菌の種類、前記組成物
が導入される環境、及び組成物が特定部位に残留すると想定される時間が挙げられる。
【０３７３】
　しかも、本発明の組成物は、抗菌剤又は抗生物質と組み合わせて用いることでそれらの
活性を高める可能性もあると考えられる。本発明の組成物と他の試薬との組み合わせは、
毒性に関する問題に配慮して少ない投与量の抗生物質を用いる場合や、有効性が低下した
抗生物質の活性を増強する場合、又は成分間に相乗効果を生じさせることで、組み合わせ
た方が各成分単独の有効性の合計よりも有効である場合に有用であり得る。
【０３７４】
　発明の組成物と併用療法で組み合わせられる抗生物質としては、ペニシリン、アンピシ
リン、アモキシシリン、バンコマイシン、サイクロセリン、バシトラシン、セファロスポ
リン、イミペネム、コリスチン、メチシリン、ストレプトマイシン、カナマイシン、トブ
ラマイシン、ゲンタマイシン、テトラサイクリン、クロルテトラサイクリン、ドキシサイ
クリン、クロラムフェニコール、リンコマイシン、クリンダマイシン。エリスロマイシン
、オレアンドマイシン、ポリミキシン、ナリジクス酸、リファマイシン、リファンピシン
、ガントリシン、トリメトプリム、イソニアジド、パラ-アミノサリチル酸及びエタンブ
トールが挙げられるが、これらに限定されない。
【０３７５】
　１具体例において、本発明は、例えば、抗生物質に対する細菌の耐性を低下させること
により又は微生物若しくは細菌を死滅させるために、抗菌剤に対する微生物の耐性を低下
させることであって、一般には、有効量の抗生物質若しくは抗菌剤と、微生物の胞子の表
面ペプチドに親和性を示す、ある量の組成物との組み合わせに微生物若しくは細菌を接触
させて微生物若しくは細菌の付着及び／又はその後の増殖を阻止することにより抗菌剤に
対する微生物の耐性を低下させることに関する。「微生物」及び「細菌」という用語は、
分かりやすくするために用いており、本発明が微生物集団への使用に適していることが分
かるであろう。
【０３７６】
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　微生物（例えば、細菌）又はその集団には、インビトロ接触させても、インビボ接触さ
せてもよい。インビボ接触は、微生物若しくは細菌に汚染されているか又は汚染された疑
いのある動物（ヒト患者を含む）への投与で遂行でき、治療上有効量の製薬上容認できる
製剤には、微生物の胞子の表面ペプチドに親和性を示す化合物のみを有する組成物、又は
前記化合物と治療量の製薬上容認できる処方の抗生物質との組み合わせを有する組成物が
含まれている。従って、本発明は、前記試薬の組み合わせを全身循環に導入することによ
って或いは前記試薬の組み合わせを（例えば、傷口や熱傷部位又は目、耳若しくは他の感
染部位等の特定部位に局所的に）適用することによって、全身性及び局所的な微生物及び
細菌感染をいずれも治療するのに使用可能である。
【０３７７】
　本発明の組成物を抗菌剤又は抗生物質と組み合わせて使用する場合、「有効量の抗菌剤
又は抗生物質」とは、通常与えられる又は規定された範囲内の量（又は一回用量）を表す
。このような範囲は、日常的臨床業務では十分に実証されているので、当業者には既知で
あろう。適切な一回用量及び処方計画については、本明細書中で更に詳述する。表ＸＶ参
照。当然のことながら、微生物の胞子の表面ペプチドに親和性を示す化合物に最適な治療
用量を確認する場合、最初の動物実験とその後の臨床試験は、当該技術分野で通常実施さ
れているのと同様にして行われる（実施例II参照）。
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【０３７８】
　提示した組成物及び／又は当該組成物と他の抗菌剤との組み合わせを安全に使用するた
めに必要なLD50／ED50比は、LD50（半数致死量）とED50（半数効果用量）とを実験動物で
求めて決定する。その後、臨床試験でその範囲を微調整して、被験者の最適用量を規定す
る。LD50については、通常は阻害剤をマウス又はラットに（経口で又は腹腔内に）致死範
量範囲を数回（通常４－５回）投与する。用量（mg／kg）を死亡率（％）に対してプロッ
トし、死亡率５０％での投与量をLD50とする。ED50も同様の方法で求める。
【０３７９】
　臨床試験では、治療量は、患者への効用を最大限にし、同時に副作用又は随伴する毒性
を最小限に抑えて決定される。治療量を本明細書に記載した範囲内で最適化するとき、臨
床試験では、患者の不均一性という理由から前記範囲の上限を始点として用いない。少量
の又は中程度の投与量から始めて、投与量を増加していくと、特定の患者又は患者の小集
団で毒性又は有害反応を引き起こす可能性が制限される。大抵の有用な薬物が特定の患者
にはある程度の望ましくない作用を生じさせることは周知の事実でもあるので、言うまで
もないが、一部の副作用又は特定の毒性反応の存在自体で本発明の利用を制限するもので
はない。
【０３８０】
　動物又は患者を併用療法で治療する場合、利用され得る各種の好適な処方及び処方計画
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が存在する。例えば、胞子の表面ペプチドに親和性を示す化合物を含む組成物と少なくと
も１つの追加の抗菌剤とを、動物に同時に（例えば、前記化合物と追加の薬剤とを含む単
一処方の形で、又は最低２つの別個の製剤を用いて）投与してもよい。胞子の表面ペプチ
ドに親和性を示す化合物を、追加の薬剤の前に動物に投与しても、又はその逆であっても
よい。
【０３８１】
　本発明の更なる具体例では、胞子の表面ペプチドに親和性を示す少なくとも１つの化合
物と少なくとも１つの追加の抗菌剤及び／又は抗生物質とを含む医薬組成物を好適な容器
手段に入れた、治療用キットが包含される。前記化合物、抗菌剤及び／又は抗生物質は、
単一の容器手段に入れてもよく、又は複数の別個の容器を用いてもよい。
【０３８２】
　抗菌剤は、環境に応じて、経口処方計画で用いても、非経口処方計画で用いてもよい。
適切な一回用量を求める方法は、様々な刊行物に記載されている（Reese及びBetts, A Pr
actical Approach to Infection Diseases, （第３版）、Boston, Little Brown, (1993)
）。
【０３８３】
　XII．抗菌クレンザー組成物
　抗菌クレンザー組成物は、一般に、使用者の腕や手を洗浄して、使用者の腕又は手に付
いているかもしれない細菌及び任意の他の微生物を死滅させるのに用いられる。前記組成
物は、ヘルスケア業界では、スタッフ職員同士又はスタッフ職員と患者との間の感染予防
のために病院のスタッフや他の医療従事者に手洗いクレンザーとして広く用いられている
。前記組成物は特に、医療従事者（例えば、外科医、看護師及び細菌と接触する恐れのあ
る他の医療関係者等）が利用するのに向いている。前記組成物はまた、外食産業及び食肉
加工業界の職員が利用するのにも適しており、一般には、公共での手や腕の殺菌洗浄にも
用いられている。
【０３８４】
　クレンジング組成物に現在使用できる活性な抗菌剤はいくつか存在する。例えば、多く
の抗菌クレンジング組成物には、ジグルコン酸クロルヘキシジン（CHG）等のビスビグア
ニド細菌物質が含まれている。別のクレンジング組成物は、フェノール化合物を用いてい
る。ただし、これらの物質の抗菌作用は、一緒に用いられる界面活性剤又は他の成分の種
類に左右されることが多く、そのため、これら抗菌物質と同じの成分を使用しても、必ず
しも同じ結果が得られるわけではない。例えば、CHGを活性な抗菌剤として用いる場合、
クレンジング組成物には主成分として、限定されないが、アルキルポリグリコシド及び非
イオン性アルコールエトキシレートを含む場合がある。しかし、活性な抗菌剤としてパラ
クロロメタキシレノール（PCMX；４-クロロ-３,５-ジメチルフェノール）等の置換フェノ
ールを含む組成物中では、非イオン性アルコールエトキシレートは大抵、PCMX抗菌作用を
増強するというよりも阻害する。PCMXは、グラム陽性菌とグラム陰性菌の初期減少だけで
なく、真菌の初期減少も高める場合があり、数時間手を洗わなくても十分な残効性を付与
することができる。一般に、クレンジング組成物にPCMXを用いる場合、約０.１－４質量
％の濃度で使用する。しかし、大部分の処方では１質量％以下で含有されている。
【０３８５】
　活性な抗菌剤として置換フェノールを含む抗菌クレンジング組成物には、更に、アニオ
ン性洗剤、セッケン、界面活性剤等だけでなく、フェノール化合物の抗菌作用を低下させ
る可能性のある他の化合物（非イオン性エトキシル化界面活性剤、ポリエチレングリコー
ル等）も含まれている。置換フェノール化合物、アニオン性界面活性消毒剤又はせっけん
のアルコール液、そして水性キャリヤーもまた有用である。その上、エチレンジアミン四
酢酸（以降、EDTAという）等のキレート剤が添加される場合もある（Winicovら, 米国特
許第3,824,190号及び再発行特許第28,778号：参照して本明細書に組み込む）。
【０３８６】
　マイルドな特性を示す抗菌組成物は、限定されないが、置換フェノール（いわゆる、PC



(113) JP 5911421 B2 2016.5.18

10

20

30

40

50

MX）、アニオン性洗剤、増粘剤（例えば、エチレングリコールモノステアレート）及び発
泡ビルダー（例えば、脂肪酸アルカノールアミド）を含む場合がある。増粘剤や脂肪酸ア
ルカノールアミド並びにアニオン性界面活性剤は、フェノール化合物の抗菌作用を阻止す
る疑いがある（Garabedianら, 米国特許第4,632,772号：参照して本明細書に組み込む）
。別のPCMX組成物は、界面活性剤混合物中に無水混合物を含んでいる（Cortiら, 米国特
許第5,114,978号：参照して本明細書に組み込む）。
【０３８７】
　PCMXは、高濃度の水又は水性組成物に可溶化できる。PCMX組成物としては、脂肪酸のジ
エタノールアミン、及びアルキルポリオキシエチル硫酸のジエタノールアミン塩等のアニ
オン性界面活性剤が挙げられるが、これらに限定されない。
【０３８８】
　アルコール系抗菌組成物は、限定されないが、PCMX又はCHG、ヒドロプロピルセルロー
ス、アルコール、皮膚軟化剤及び水を含む場合がある。本発明の機構を理解することは必
要ではないが、組成物中に溶媒又はキャリヤーとしてアルコールを用いると、皮膚を脱脂
して、皮膚に乾燥や刺激作用を生じさせ得ることが分かっていると考えられる（Whiteら,
 米国特許第5,288,486号：参照して本明細書に組み込む）。
【０３８９】
　従って、PCMXの微生物に対する有効性は、CHG及び他の置換フェノールと同様に、抗菌
クレンザー組成物中に含まれるキャリヤーや他の化学成分に大きく左右される。PCMXは、
キレート剤であるエチレンジアミン四酢酸（EDTA）及び／若しくは金属イオン封鎖剤であ
るヘキサメタリン酸ナトリウムを加えると、緑膿菌に対する抗菌作用が高まる場合がある
が、一部の有機物質の存在下では緑膿菌に対する抗菌作用が減少し、そして／又はアニオ
ン界面活性剤の濃度を抑えることもある。PCMXと、非イオン性界面活性剤、ポリエチレン
グリコール及びポリエチレングリコールステアレートとの間の可逆的相互作用が原因で、
抗菌作用が失われる場合もある。同様に、PCMXの抗菌効力の低下は、様々な巨大分子（す
なわち、メチルセルロース、ポリエチレングリコール6000及びポリソルベート80）との相
互作用が直接の原因であることも分かっている。
【０３９０】
　本発明は、PCMX及びCHGのような標準的な抗菌クレンザー組成物に限定されない。１具
体例において、本発明は、置換フェノールを含む抗菌組成物であって、従来のアニオン性
界面活性剤又は置換フェノールの抗菌作用に悪影響を及ぼす他の化学成分を含まないもの
に関する。１具体例において、抗菌クレンジング組成物は、置換フェノールと少なくとも
１つの一次界面活性剤とを含んでいる。１具体例において、前記組成物は、置換フェノー
ルを組成物全体の約０.１－約４質量％の量、好ましくは組成物全体の約０.３－１質量％
の量で含んでいる。１具体例において、前記組成物は、置換フェノールを、抗菌剤の４質
量％超の量で含んでいる。本発明の機構を理解することは必要ではないが，抗菌剤の上限
量は、皮膚に対し毒性も刺激もないと考えられている置換フェノールの量と関連している
と考えられる。
【０３９１】
　本発明の組成物には、水又は他の非アルコール溶剤（例えば、トリエチレングリコール
、ポリプロピレングリコール、ヘキシレングルコール等）に溶解するあらゆる置換フェノ
ールを使用してよい。１具体例において、置換フェノールとしては、アルキル置換フェノ
ール、ハロゲン置換フェノール、フェノール置換フェノール、アルキルハロ置換フェノー
ル、ベンジルアルキル置換フェノール、フェニルエチルアルキル置換フェノール及びベン
ジルハロ置換フェノール、アルキル置換ビスフェノール、ハロゲン置換ビスフェノール及
びアルキルハロ置換ビスフェノール、ビス(ヒドロキシフェニル)アルカン、アミノ置換フ
ェノール、レゾルシノール誘導体、三価フェノール誘導体、ナフトール誘導体並びにカル
ボン酸置換フェノール（例えば、サリチル酸及びサリチル酸エステル）を挙げることがで
きるが、これらに限定されない。１具体例において、置換フェノールには、クロロ置換フ
ェノール、すなわちパラクロロメタキシレノール（PCMX）が含まれる。本発明の機構を理
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解することは必要ではないが、PCMXは、様々な細菌に対する抗菌作用が非置換フェノール
の６０倍である可能性があり、しかも、約３質量％未満の濃度ではヒト皮膚に対し毒性も
刺激もないとみなすものと考えられている（Fendlerら、米国特許第5,635,462号（発明の
名称：抗菌クレンジング組成物）：参照して本明細書に組み込む）。
【０３９２】
　１具体例において、本発明の感染制御クレンザー組成物には、限定されないが、アミン
オキシド、リン脂質、部分的に中和されたカルボン酸及び二塩基酸、ベタイン、又はエト
キシル化メチルグルコシド、並びに／又はこれらの混合物を包含する群からなる群より選
択される、少なくとも１つの一次界面活性剤が含まれている。本発明の機構を理解するこ
とは必要ではないが、本発明の組成物に添加される一次界面活性剤の量は、添加される一
次界面活性剤の数にいくらか左右されると考えられる。１具体例において、前記組成物は
、複数の一次界面活性剤を含んでおり、前記一次界面活性剤の合計量は、組成物の約２０
質量％未満である。
【０３９３】
　１具体例において、前記組成物は、一次界面活性剤を含んでおり、例えばアミンオキシ
ド又はアルキルアミンオキシドが挙げられるが、これらに限定されない。１具体例におい
て、アミンオキシドは、前記組成物に約０（含まず）－約１０質量％までの量、好ましく
は約５－７質量％までの範囲の量で添加される。１具体例において、組成物は、アミンオ
キシドを唯一の一次界面活性剤として含んでおり、当該アミンオキシドは約１－約１０質
量％までの量で添加される。１具体例において、アミンオキシドのアルキル鎖長は約Ｃ8

－Ｃ16であるが、鎖長はＣ12－Ｃ14である。
【０３９４】
　本発明の機構を理解することは必要ではないが、本発明に関するアミンオキシドは両性
界面活性とみなすものと考えられる。本発明に好適であると認められるアミンオキシドの
例としては、ラウラミンオキシド・Ｃ12アルキルアミンオキシド（Mackamine LO（登録商
標））及びコカミンオキシド・Ｃ12－Ｃ14アルキルアミンオキシド（Mackamine CO（登録
商標））（McIntire Chemical Co. Ltd.、イリノイ州市シカゴ）、並びにＣ14アルキルア
ミンオキシド（Barlox 14（登録商標））及びＣ12アルキルアミンオキシド（Barlox 12（
登録商標））（Lonza、ニュージャージー州フェアー・レーン）が挙げられるが、これら
に限定されない。或いは、本明細書で検討している組成物には、アミドプロピルアミンオ
キシドが適しており、Standamox LAO（登録商標）又Mackamine CAO（登録商標）（Henkel
 Corp.、ニュージャージー州ホーボーケン）が挙げられるが、これらに限定されない。
【０３９５】
　さらに、コカミド等のアルキルアミドをアミンオキシド又は他の一次界面活性剤と併用
して、発泡を促進し、そして組成物の粘度を増大してもよい。粘度調整剤及び／又は発泡
安定化剤としては、Standamine CD（登録商標）、Standamine SD（登録商標）及びCocami
de DEA（登録商標）（Henkel Corp.、ニュージャージー州ホーボーケン）を挙げることが
できるが、これらに限定されない。
【０３９６】
　本発明の機構を理解することは必要ではないが、アミンオキシドは、置換フェノールの
抗菌作用をそれほど抑制せず、しかも、PCMXと組み合わせて微生物を死滅させるのにも有
効だと分かっているものと考えられる。
【０３９７】
　１具体例において、本発明は、リン脂質及びベタイン等の双性イオン／両性界面活性剤
を一次界面活性剤として含む感染制御組成物を意図するものである。１具体例において、
リン脂質及び／又はベタインは、アミンオキシドの代わりに使用しても、アミンオキシド
と併用してもよい。１具体例において、前記組成物は、リン脂質とベタインを約１０質量
％までの量で含んでいてよい。
【０３９８】
　１具体例において、感染制御クレンザー組成物は、アルキルホスファチジルPG－ジモニ
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ウムクロライドリンを含む脂質を含んでなる。１具体例において、アルキルホスファチジ
ルPG－ジモニウムクロライドは、コカミドプロピルホスファチジルPG－ジモニウムクロラ
イド（Phospholipid PCT（登録商標）：MONA Industries, Inc.、ニュージャージー州ピ
ーターソン）、ステアラミドプロピルホスファチジルPG－ジモニウムクロライド（Phosph
olipid PTS（登録商標）：MONA Industries, Inc）、リノレアミドプロピルホスファチジ
ルPG－ジモニウムクロライド（Phospholipid EFA（登録商標）：MONA Industries, Inc）
及びステアラミドプロピルホスファチジルPG－ジモニウムクロライド／セチルアルコール
（Phospholipid SV（登録商標）：MONA Industries, Inc）からなる群より選択される。
１具体例において、アルキルホスファチジルPG－ジモニウムクロライドが、組成物に、組
成物全体の０（含まず）－約１０質量％までの範囲の量で配合される。
【０３９９】
　１具体例において、本発明は、ベタイン脂質を一次界面活性剤として単独で又は他の一
次界面活性剤と併用して含む、感染制御クレンザー組成物を意図するものである。１具体
例において、ベタイン脂質には、炭素原子数８－１８までのアルキルアンモニオカルボキ
シレートが含まれている。１具体例において、前記組成物は、組成物全体の最大１０質量
％を占めるアルキルアンモニオカルボキシレートを含んでいる。１具体例において、アル
キルアンモニオカルボキシレートは、ココベタインを含んでいる（Mackam CB-35（登録商
標）：Macintyre Chemical Co.、イリノイ州シカゴ）。
【０４００】
　１具体例において、本発明は、一次界面活性剤として使用可能な、少なくとも１つの部
分的に中和されたカルボン酸及び／又は二塩基酸（例えば、乳酸カプロイルナトリウム）
の混合物を含む、感染制御クレンザー組成物を意図するものである。１具体例において、
カルボン酸及び／又は二塩基酸は、前記クレンジング組成物に０（含まず）－約５質量％
までの量で添加される。本発明の機構を理解することは必要ではないが、部分的に中和さ
れたカルボン酸及び二塩基酸はアニオン性界面活性剤をいくらか含有していてよいが、ア
ニオン性界面活性剤は十分にプロトン化した酸特徴を有しているため、「従来のアニオン
性界面活性剤」という用語からは明らかに除外されると考えられる。
【０４０１】
　１具体例において、本発明は、非イオン性一次界面活性剤を含む感染制御組成物を意図
するものである。１具体例において、非イオン性一次界面活性剤には、エトキシル化イオ
ン性メチルグルコシドが含まれる。１具体例において、エトキシル化非イオン性メチルグ
リコシドが、組成物に０（含まず）－約１０質量％までの量で添加され得る。
【０４０２】
　組成物は、また、他の添加物、例えば、増粘剤、皮膚軟化剤、キレート剤及び金属イオ
ン封鎖剤、香料、着色剤、乳白剤、真珠光沢剤、ビタミン等を含んでいてもよい。例えば
、組成物に高分子増粘剤又は増粘剤（例えば、ヒドロキシエチルセルロース）を加えるこ
とで、組成物を審美的に美しくしてもよい。他の好適な高分子増粘剤の例としては、ヒド
ロキシプロピルセルロース、メチルセルロース及びカルボキシメチルセルロースが挙げら
れるが、必ずしもこれらに限定されない。
【０４０３】
　グリコールは、置換フェノールの溶解速度を増強するために皮膚軟化剤及び／又は保湿
剤として添加してもよい。グリコールとしては、プロピレングリコ－ル、トリエチレング
リコール及びヘキシレングリコールが挙げられるが、これらに限定されない。グリコール
は、組成物に、組成物全体の０（含まず）－約１０質量％までの量で、更に好ましくは約
３質量％の量で添加してよい。１具体例において、PCMX及び／又は別の置換フェノールを
グリコールの少なくとも一部に溶解してから、この溶液に他の成分を添加する場合もある
。１具体例において、組成物は、PCMX：グリコールを２５％／７５％の割合で含む。
【０４０４】
　１具体例において、本発明は、キレート剤及び／又は金属イオン封鎖剤を最大約１質量
％含む感染制御クレンザー組成物を意図するものである。本発明の機構を理解することは
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必要ではないが、キレート剤及び／又は金属イオン封鎖剤は水性組成物を軟化するために
添加され得ると考えられる。１具体例において、本発明に好適なキレート剤には、エチレ
ンジアミン四酢酸（EDTA）（例えば、EDTA二ナトリウム）が含まれる。
【０４０５】
　本発明の組成物は、更に、少量だが有効量の他の従来の添加物、例えば、香料、着色料
、乳化剤、真珠光沢剤、ビタミン等を含んでいてもよい。特別な真珠光沢剤の例としては
、エチレングリコールジステアレートが挙げられるが、必ずしもこれに限定されない。一
般に、これら添加物は、前記組成物の感染制御特性に関する基本的性質を損なわない量で
用いられる。
【０４０６】
　最適な抗菌効力に関し、組成物のpHは４－８、好ましくは５.５－６.５であろう。組成
物のpHを調節するために、組成物の成分と相溶する任意の酸を使用してよい。酸としては
、乳酸、クエン酸、酢酸、グリコール酸又はグルコン酸を挙げることができるが、これら
に限定されない。一般に、これらの酸を１質量％未満用いると、適正なpHバランスが得ら
れる。
【０４０７】
　組成物の残りの成分は、通常、組成物を100質量％とするための水であるが、他の水溶
性化合物でも適している（例えば、アルコール）。
【０４０８】
　本明細書に示す質量百分率は全て、活性な組成物の割合に基づいている。そのため、例
えば５質量％ラウラミンオキシドを使用し、ラウラミンオキシドをメーカーから入手する
か又は３０％活性溶液となるように溶液希釈した場合、推奨される５質量％を手に入れる
ためには16.7％の溶液を用いる必要がある。
【０４０９】
　本発明の感染制御組成物は、一般に、置換フェノール、すなわちPCMXを前述のようにグ
リコールに溶解し、この溶液を前記一次界面活性剤のうち1つ以上に水中で添加して調製
する。特に、一次界面活性剤又は界面活性剤及び他の成分（すなわち、例えば香料、キレ
ート剤、真珠光沢剤等）は、前記溶液に撹拌しながら添加する。組成物のpHは、乳酸又は
同様の酸で調節する。その後、好ましくは、シックナー／増粘剤を加えて、溶液を完全に
均質化するまで混合する。pHをチェックし、必要があれば再度調節する。必要あがれば、
このプロセスを加熱しながら又は加熱せずに行って増粘剤の水和を増強させてもよい。
【０４１０】
　XIII．胞子の表面タンパク質ヌクレオチド配列を含む微生物の検出
　本発明は、胞子の表面タンパク質ヌクレオチド配列（例えば、配列番号２）及び／又は
胞子の表面タンパク質ヌクレオチド配列（例えば、配列番号４、６又は８）を含む微生物
の検出方法を提供する。ヌクレオチド配列を含む微生物は、様々な手段で同定可能である
。これら手順としては、DNA－DNA又はDNA－RNAハイブリダイゼーション、並びにDNAプロ
ーブ（例えば、オリゴヌクレオチド又はオリゴマープローブ若しくはアンプライマー）、
mRNAプローブ及び対象配列のフラグメントを用いた増幅（例えば、PCR）が挙げられるが
、これらに限定されない。これらプローブ及びフラグメントは、多種多様な技術を用いて
作製することが可能であり、化学合成、制限消化及び発現ベクター中でのヌクレオチド配
列若しくはそのいずれか一部の発現が挙げられるが、これらに限定されない。合成又は発
現プローブとヌクレオチド配列フラグメントは、オリゴ標識化、末端標識化、又は標識化
ヌクレオチドを用いたPCR増幅を利用して標識化してよい。
【０４１１】
　生成した標識化プローブを用いる場合、単離したプラスミド全細胞DNAのサザン解析又
はその逆のノーザン解析を用いるか又はmRNAのノーザン解析を用いて、ヌクレオチド配列
の存在下で生体サンプルに含まれている微生物を試験することが可能である。微生物はそ
のまま又は一晩培養してから、フィルター上で増殖させるか又はフィルターにスポット配
置してよい（Moseleyら, J. Infect. Dis. 142: 892-898 (1980)；Perineら, J. Infect.
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 Dis. 152(1): 59-63 (1985)；及びGootzら, Antimicrob. Agents and Chemother 28(1):
 69-73 (1985)）。簡潔に言えば、ニトロセルロース紙若しくはナイロン膜等の固形担体
に、臨床検査材料を播種するか、又は細菌を含む疑いのある臨床検査材料のブロス培養を
播種する。細胞をニトロセルロース紙上で溶解させて，例えば、NaOHで処理する等によっ
てDNAを変性させた。担体は、プロナーゼとクロロホルムで処理して、DNAプローブとコロ
ニー素材とのバックグラウンド非特異的結合を減弱させる。次いで、標準的な技法を用い
てフィルター（すなわち、担体）とオリゴヌクレオチド、オリゴマー又は部分ヌクレオチ
ド配列とのプレハイブリダイゼーション及びハイブリダイゼーションを行う。ハイブリダ
イゼーションは、Ｘ線フィルムを用いた放射活性プローブの画像処理（すなわち、オート
ラジオグラフィー）等の多数の利用可能な方法のいずれか一つを利用して検出する。
【０４１２】
　表面から得た試料に微生物の胞子の表面タンパク質ヌクレオチド配列を寄生させる細菌
を検出することで、微生物の胞子の表面タンパク質と表面との結合を変化させる感染制御
組成物を投与することが有益である、と実証される。その上、このような検出は、感染制
御組成物の投与中や投与後に細菌の有無について表面をモニターすることも可能にする。
【０４１３】
　１具体例において、本発明に関するスクリーニング法（すなわち、例えば分析法）は、
分析試料の１つ以上の成分が固体表面に付着している固相中で行うことが可能である。固
相分析では、分析試料の１つ以上の成分が固体表面に付着している。表面の物質が分析試
薬と相溶し、しかも分析成分の反応性を必要以上に変化させずに当該成分を表面に付着で
きるのであれば、ほぼ全ての固体表面が適している。一部の成分は、固相中で活性の低下
を示す可能性があるが、感染制御試験化合物と相互作用するのに十分な活性があれば、一
般に許容される。
【０４１４】
　固形担体には、基本的にあらゆる固体表面が含まれ、ガラス玉、平面ガラス、細孔制御
ガラス、プラスチック、多孔質プラスチック、金属、又は分子を付着できる樹脂が挙げら
れるが、これらに限定されない。固形担体は、官能基（例えば、ヒドロキシル、アミン、
カルボキシル、エステル及びスルフヒドリル）で誘導体化して反応部位にリンカーを付着
させるか又は成分を直接付着させることが可能である。
【０４１５】
　分析試料成分（例えば、胞子の表面タンパク質）の固形担体への付着は、直接的であっ
ても、間接的であってもよい（すなわち、特定の化合物が担体と結合しており、分析試料
成分は、固形担体とよりもこの化合物と結合する）。前記成分は、次のいずれかによって
固定することができる。i）共有的に固定する（例えば、タンパク質成分を固定する場合
は、システインの反応性チオール基を利用して共有的に固定する； Colliuodら, Bioconj
ugate Chem. 4: 528-536 (1993)）、ii）非共有的だが特異的に固定する（例えば、固定
した抗体又は他の特異的結合タンパク質によって非共有的だが特異的に固定する； Schum
annら, Adv. Mater. 3: 388-391 (1991)；及びLuら, Anal. Chem. 67: 83-87 (1995)）、
iii）ビオチン／ストレプトアビジン系によって固定する（Iwaneら, Biophys. Biochem. 
Res. Comm. 230: 76-80 (1997)）、iv）金属キレート・ラングミュアーブロジェット膜を
用いて固定する（Ngら, Langmuir 11: 4048-4055 (1995)；及びSchmittら, Angew. Chem.
 Int. Ed. Engl. 35: 317-320 (1996)）、並びにv）ポリヒスチジン融合タンパク質と結
合する場合は、金属キレート自己組織化膜を用いて固定する（Sigalら, Analytical Chem
, 68:490-497 (1996)）。
【０４１６】
　XIV．胞子の表面タンパク質を含む微生物の検出
　１具体例において、本発明は、微生物の胞子のタンパク質及び／又はペプチドフラグメ
ントを検出する工程を含む方法を意図するものである。１具体例において、微生物の胞子
のタンパク質及び／又はペプチドフラグメントには、微生物の胞子の表面タンパク質及び
／又はペプチドフラグメントが含まれる。１具体例において、微生物の胞子の表面タンパ
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ク質及び／又はペプチドフラグメントには、クロストリジウム属菌の胞子の表面タンパク
質及び／又はペプチドフラグメントが含まれる。１具体例において、クロストリジウム属
菌の胞子の表面タンパク質及び／又はペプチドフラグメントには、クロストリジウム・デ
ィフィシレの胞子の表面タンパク質及び／又はペプチドフラグメントが含まれる。
【０４１７】
　任意の発生源から得たタンパク質及び／又はペプチドフラグメントは、様々なふさわし
い方法で検出してよい。一部の実施形態において、タンパク質及び／又はペプチドフラグ
メントは、免疫組織化学法によって検出される。他の実施形態において、タンパク質及び
／又はペプチドフラグメントは、タンパク質に対する抗体と結合することで検出される。
【０４１８】
　抗体結合は、多種多様な技法で検出可能であり、例えば、ラジオイムノアッセイ、ELIS
A（酵素結合性免疫吸着検定法）、「サンドイッチ」免疫測定法、免疫放射定量測定法、
ゲル内沈降反応、免疫拡散法、現場イムノアッセイ（例えば、金コロイド、酵素又は放射
性同位元素標識を使用する）、ウェスタンブロット法、沈降反応法、凝集検定法（例えば
、ゲル凝集反応、血球凝集検定法等）、補体結合法、免疫蛍光検査法、タンパク質Ａアッ
セイ及び免疫電気泳動法が挙げられるが、これらに限定されない。
【０４１９】
　１具体例において、抗体結合は、一次抗体上で標識を検出することで検出される。別の
実施形態において、一次抗体は、二次抗体又は試薬と一次抗体との結合を検出することで
検出される。更なる実施形態において、二次抗体を標識化する。
【０４２０】
　一部の実施形態において、自動検出法を用いる。自動免疫測定法としては、米国特許第
5,885,530号、同第4,981,785号、同第6,159,750号及び同第5,358,691号に記載の方法が挙
げられる（各特許を、参照して本明細書に組み込む）。いくつかの具体例では、結果の解
析と表示も自動化する。例えば、一部の実施形態において、癌マーカーに相当する一連の
タンパク質の有無に基づいて予測をする、ソフトウェアを利用する。
【０４２１】
　他の実施形態において、免疫測定法は、米国特許第5,599,677号及び同第5,672,480号に
記載されている（各特許を、参照して本明細書に組み込む）。
【０４２２】
　他の具体例では、本発明は、タンパク質及び／又は核酸を検出及び特性評価するための
キットを提供する。一部の実施形態において、キットには、検出試薬と緩衝液の他に、対
象遺伝子から発現したタンパク質に特異的な抗体が収容されている。別の実施形態におい
て、キットには、mRNA又はcDNAの検出に特異的な試薬（例えば、オリゴヌクレオチドプロ
ーブ又はプライマー）が収容されている。好ましい実施形態において、キットには、全て
の対照群、アッセイ実施説明書、及び結果の解析と表示に必要な任意のソフトウェアを含
む、検出分析を行うのに必要な要素が全て収容されている。
【０４２３】
　XV．医薬製剤
　本発明の活性組成物には、従来の医薬製剤が包含されていてよい。本発明によるこれら
製剤は、ターゲット組織が入手できるのであれば、どのような一般経路からも投与できる
。これには、局所投与、経口投与、鼻腔投与、口腔投与、直腸投与、膣内投与又は局所投
与が挙げられる。別法としては、同所注入、皮内注射、皮下注射、筋肉注射、腹腔内注射
又は静脈注射によって投与されてもよい。このような製剤は、通常、製薬上容認できる組
成物として投与されよう。
【０４２４】
　Ａ．経口又は非経口投与用溶液
　本発明に関する前記製剤、組成物、並びに他の試薬及び薬剤は、活性な化合物であって
よく、非経口投与しても経口投与してもよい。遊離塩基又は製薬上容認できる塩としての
活性な化合物の溶液は、ヒドロキシプロピルセルロース等の界面活性剤が適切に混合され
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た水中で調製することが可能である。分散液は、グリセロール中、液体ポリエチレングリ
コール中及びこれらの混合物中、並びにオイル中でも調製可能である。通常の貯蔵及び使
用条件下では、これら製剤に防腐剤を加えてもよい。
【０４２５】
　注入に適した医薬製剤としては、滅菌水溶液又は分散液、及び無菌注射剤若しくは分散
液を即時調製するための滅菌粉末が挙げられるが、これらに限定されない。１具体例にお
いて、前記製剤は滅菌状態にある。１具体例において、前記製剤は、シリンジを用いて操
作し易いように流動特性を備えている。１具体例において、前記製剤は、製造及び／又は
貯蔵条件下で安定である。１具体例において、前記製剤はまた、溶剤又は分散媒体等のキ
ャリヤーを含んでいてもよく、水、エタノール、ポリオール（例えば、グリセロール、プ
ロピレングリコール及び液体ポリエチレングリコール等）、好適なこれらの混合液、並び
に植物油が挙げられるが、これらに限定されない。例えば、レシチン等のコーティング剤
を用いて適度な流動性を維持してもよく、また、分散液の場合は要求される粒径の維持や
界面活性剤の使用によって適度な流動性を維持してもよい。微生物の作用は、様々な抗菌
剤及び抗真菌剤（例えば、パラベン、クロロブタノール、フェノール、ソルビン酸、チメ
ロサール等）で制御してよい。多くの場合、等張剤（例えば、糖類又は塩化ナトリウム）
を包含するのが好ましい。組成物に吸収遅延剤（例えば、モノステアリン酸アルミニウム
及びゼラチン）を加えることで、注射用組成物の吸収を遅延させることも可能である。
【０４２６】
　無菌注射溶剤は、必要量の活性な化合物を、必要に応じて先に挙げた他の様々な成分と
共に好適な溶剤に混入させた後、滅菌する（例えば、濾過、放射線及び／又はエチレンオ
キサイド暴露による）ことで調製してよい。一般に、分散液は、様々な滅菌活性成分を、
基本分散媒体と先に挙げたものから選択される他の必須成分とを含む滅菌溶媒に混入する
ことで調製され得る。無菌注射溶剤調製用の滅菌粉末の場合、好ましい調製法は真空乾燥
法及び凍結乾燥法であって、これらによって、活性成分と任意の所望の追加成分とを併せ
た粉末が、それらを含む予備滅菌濾過溶液から得られる。
【０４２７】
　経口投与の場合、微生物の胞子の表面タンパク質に親和性を示す本発明の組成物は、賦
形剤が組み込まれていてもよく、また、摂取不可のマウスウォッシュ及び歯磨き剤の形態
で用いてもよい。マウスウォッシュは、必要量の活性成分をホウ酸ナトリウム溶液（すな
わち、例えばドーベル液）等の適切な溶剤に混入させて調製され得る。別法としては、活
性成分を、ホウ酸ナトリウムとグリセリンと重炭酸カリウムとを含む殺菌洗浄剤に混入し
てもよい。活性成分は、歯磨き剤に分散してもよく、歯磨き剤には、ゲル状、ペースト状
、粉末状及びスラリー状のものが挙げられる。活性成分を治療上有効な量で歯磨きペース
トに添加してもよく、歯磨きペーストには、水、結合剤、研磨剤、香味料、発泡剤及び保
湿剤が含まれていてよい。
【０４２８】
　本発明の組成物は、中性又は塩の形態で処方してもよい。製薬上容認できる塩としては
、酸付加塩（タンパク質の遊離アミノ酸から形成されるもの）が挙げられ、例えば、塩酸
若しくはリン酸等の無機酸、又は酢酸、シュウ酸、酒石酸若しくはマンデル酸等の有機酸
から形成される。遊離カルボキシル基から形成される塩は、例えば水酸化ナトリウム、水
酸化カリウム、水酸化アンモニウム、水酸化カルシウム又は水酸化第二鉄等の無機塩基、
及びイソプロピルアミン、トリメチルアミン、ヒスチジン、プロカイン等の有機塩基から
得ることも可能である。
【０４２９】
　調製後の溶液は、剤形にふさわしい方法でかつ治療上有効な量で投与する。製剤は、注
射溶剤、薬物放出カプセル等の様々な剤形で簡単に投与される。投与経路は、静脈内、動
脈内、口内、腹腔内、筋肉内、皮下、経口、局所、直腸、膣内、鼻腔及び眼内から選択可
能である。
【０４３０】
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　水溶液の非経口投与では、例えば、溶液を必要に応じて適切に緩衝剤処理して、得られ
た希釈液を先ず十分な生理食塩水又はグルコースで等浸透圧にする必要がある。これら特
殊な水溶液は特に、静脈投与、筋肉内投与、皮下投与及び腹腔内投与に適している。これ
に関連して、使用可能な滅菌水性媒体は、本開示内容を考慮すれば当業者には分かるであ
ろう。例えば、１回用量をNaCl等張液１mlに溶解して、それを皮下注入液1000 mlに添加
するか又は候補に挙げた注入部位に注射してよい（Remington's Pharmaceutical Science
,１５版, 1035-1038頁及び1570-1580頁（参照して本明細書に組み込む）。投薬量は、処
置を受ける対象の状態に応じて必然的にいくらか変動する。いずれにしても、投与責任者
が、対象それぞれに適切な投与量を決定することができる。さらに、ヒトに投与する場合
、製剤は、米国食品医薬品局の生物製剤基準（FDA Office of Biologics standards）に
義務付けられている滅菌性基準、発熱性基準、一般的安全性基準及び純度基準を満たす必
要がある。
【０４３１】
　Ｂ．局所又は非経口投与用リポソーム
　１具体例において、本発明は、微生物の胞子の表面タンパク質に親和性を示す化合物を
含有するリポソーム製剤を含む処方を意図するものである。１具体例において、前記化合
物はリポソームで被包されており、その場合、化合物の耐用年数が従来のドラッグデリバ
リーシステムよりも長くなる。
【０４３２】
　「リポソーム」は、封入された脂質二重層の創出によって形成される様々な単層脂質小
胞及び多重膜脂質小胞を含む総称として一般に用いられている。例えばリポソームを調製
するのにリン脂質を用いてもよく、また、リン脂質は、正味の正電荷若しくは正味の負電
荷を有していても、中性であってもよい。リン酸ジセチルを用いると、リポソームに負電
荷を与えることができ、また、ステアリルアミンを用いると、リポソームに正電荷を与え
ることができる。リポソームは、リン脂質二分子膜と内部水媒体を特徴とする場合がある
。多重層リポソームは、水媒体で分離された複数の脂質層を有している。リポソームは、
通常、リン脂質を過剰の水溶液に懸濁させると自然に生じる。本発明の機構を理解するこ
とは必要ではないが、脂質成分は、閉鎖構造を形成する前に自己再構成して、脂質二重層
間に水と溶解溶質を取り込むものと考えられる（Ghoshら, 「特異受容体とリガンドとを
用いた、肝疾患を対象とした診断法及び治療法」, Wo G.及びWu C.編、ニューヨーク, Ma
rcel Dekker, 87-104頁, (1991)）。さらに、カチオン性脂質－核酸複合体、例えば、リ
ポフェクタミン－核酸複合体も考えられる。本発明の特定の実施形態において、リポソー
ムは、センダイウィルス（HVJ）と複合体を形成する可能性がある。HVJは、細胞膜との融
合を促して、細胞を侵入し易くすることが分かっている（Kanedaら, J. Biol. Chem. 264
: 12126-12129 (1989)）。
【０４３３】
　本発明によるリポソームの作製に好適な脂質は、市販供給源から入手可能である。例え
ば、ジミリスチルホスファチジルコリン（DMPC）はSigma Chemical Co.から入手可能であ
り、リン酸ジセチル（DCP）はK & K Laboratories（ニューヨーク州プレーンヴュー）か
ら入手され、コレステロール（Chol）はCalbiochem-Behringから入手され、ジミリスチル
ホスファチジルグリセロール（DMPG）及び他の脂質は、Avanti Polar Lipids, Inc.（ア
ラバマ州バーミンガム）から入手可能である。脂質のクロロホルム貯蔵液、クロロホルム
／メタノール貯蔵液又はｔ-ブタノール貯蔵液は、約－２０℃で貯蔵可能である。クロロ
ホルムはメタノールよりも蒸発し易いので、最適な溶媒として好ましく用いられる。
【０４３４】
　天然源由来のリン脂質、例えば、卵若しくは大豆ホスファチジルコリン、脳ホスファチ
ジン酸、脳又は植物性フォスファチジルイノシトール、心臓カルジオリピン、並びに植物
性若しくは細菌性フォスファチジルエタノールアミンは、産生されるリポソームが不安定
で漏出し易いので、できれば一次ホスファチド（すなわち、リン脂質組成物全体の５０％
以上を構成するもの）として使用しない。
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【０４３５】
　本発明によって用いられるリポソームは、様々な方法で製造され得る。リポソームの寸
法は合成方法に応じてさまざまである。水溶液に懸濁されたリポソームは、一般に、球形
の小胞形態であり、脂質二分子層から構成される１層以上の同心円層を有している。各層
は、式ＸＹで表される分子の平行アレイで構成されている（式中、Ｘは親水性部分であり
、Ｙは疎水性部分である）。水性懸濁液中では、同心円層を編成することで、親水性部分
は水層と接触したままになる傾向があり、また、疎水性領域は自己会合する傾向がある。
例えば、水層がリポソームの内側と外側の両方に存在するとき、脂質分子は、ＸＹ－ＹＸ
と配置された、ラメラとしても知られる二分子膜を形成する。
【０４３６】
　本発明の範疇にあるリポソームは、多数の実験技術によって調製され得る。１具体例に
おいて、リポソームは、リポソーム脂質を容器（例えば、ガラス製の梨型フラスコ）内で
溶剤に混合することで調製される。容器は、予想されるリポソーム懸濁液の体積より１０
倍超大きな容積のものでなければならない。ロータリーエバポレータを用いて、溶剤を約
４０℃で減圧除去する。溶剤は通常、リポソームの所望の体積に応じて約５分－２時間で
除去される。組成物は、デシケータ内で更に真空乾燥してもよい。乾燥した脂質は経時劣
化し易いので、一般に約１週間後には廃棄する。
【０４３７】
　乾燥した脂質は、脂質膜が全て再懸濁するまで振盪することで、発熱物質を含まない滅
菌水中に約２５－５０mMリン脂質で水和してよい。この水性リポソームを次に等分に分け
て、それぞれバイアル瓶に入れて凍結乾燥し、そして真空密封してもよい。
【０４３８】
　別法では、上記以外の手順に従ってリポソームを調製してもよい（Banghamら, J. Mol.
 Biol. 13: 238-252 (1965)； Gregoriadis（編）, 「生物学及び医学における薬物担体
」, 287-341頁 (1979)；Deamerら, 「リポソームの調製：方法とメカニズム」, Liposime
s, M.Ostro編 (1983)；及びSzokaら, Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 75: 4194-4198 (1978
)：全ての内容を、参照して本明細書に組み込む）。これらの方法は、水性材料の取り込
み能力や、それぞれの水性空間と脂質との割合が異なる可能性がある。
【０４３９】
　上述のようにして調製された乾燥脂質又は凍結乾燥リポソームは、核酸溶液中で再構成
し、そして好適な溶剤（例えば、DPBS）で適切な濃度まで希釈してよい。続いて、この混
合液をボルテックスミキサーで激しく震盪する。被包されていない核酸を29,000×ｇで遠
心分離して取り除いて、リポソーム沈殿物を洗浄する。洗浄したリポソームを再懸濁して
、適切な総リン脂質濃度（例えば、約５０－200 mM）にする。被包された核酸の量は、標
準的な方法で測定できる。リポソーム調製で被包された核酸の量を測定した後、リポソー
ムは、適切な濃度まで希釈して、使用するまで４℃で貯蔵してよい。
【０４４０】
　１具体例において、脂質ジオレオイルホスファチジルコインを用いてリポソーム製剤を
製造する。１具体例において、微生物の胞子の表面ペプチドに親和性を示す組成物を、過
剰ｔ-ブタノール存在下で脂質と混合する。この混合液は、ボルテックス混合した後、ア
セトン／ドライアイス浴で凍結させた。凍結した混合物を凍結乾燥させて、HEPES緩衝食
塩水（１mM HEPES、１０mM NaCl、pH７.５）で一晩水和してから、リポソームを浴槽式超
音波処理器で１０－１５分間超音波処理した。ペプチド－リポソームの寸法は、サブミク
ロン粒径分析計・自動希釈モデル370（Nicomp.、カリフォルニア州サンタバーバラ）で測
定すると、通常は直径200－300 nmである。
【０４４１】
　胞子の表面ペプチドに親和性を示す感染制御組成物を含む、精製した組成物は、それ以
上手を加えずに使用してもよいが、製薬上容認できるキャリヤーで希釈してもよい。感染
制御組成物は、単独で使用しても、他の抗菌薬と組み合わせて使用してもよい。組成物は
安定しているので、本発明によりヒト又は動物に投与してもよく、加工食品、医薬製剤、
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医薬用品及び医薬品、化粧品、衛生用品、洗浄剤及び清浄剤並びに前記組成物を散布又は
付着できるあらゆる材料であって、望ましくはそのような材料上で微生物の胞子の付着や
その後の増殖を阻止するものに組み込むことも可能であると考えられる。
【実施例】
【０４４２】
　以降の実施例は、本発明の好ましい実施形態を実証するために挙げている。これら実施
例は、本発明の特定の実施形態を実施できる方法を表すものである。ただし、開示する特
定の実施形態では多数変更することも可能であり、それら変更により、本発明の精神及び
範囲を逸脱することなく同等の又は同様の結果を得ることも可能である。
【０４４３】
　［実施例Ｉ］
胞子の表面ペプチドの合成
　本発明に係る胞子の表面ペプチドは、ペプチド合成装置（Applied Biosystems製モデル
433A）及びFastmoc法を用いて、０.１mM規模で合成することが可能である。ペプチドは、
Vydac 218TP1022（２２×250 mm）カラムを使用するWaters Delta Prep上での逆相HPLCで
精製してもよい。分離は、０.１％トリフルオロ酢酸水溶液（溶媒Ａ）及び0.085％トリフ
ルオロ酢酸含有100％アセトニトリル（溶媒Ｂ）のグラジエントシステムで行う。Ｂが０
－100％までの線形グラジエントを７０分間適用し、０.２分毎に画分を採取する。画分を
、その後、Vydac 218T54（４.６×250 mm）カラムを使用するBeckman Gold System上での
逆相HPLCにより、定組成溶離条件下、流量０.５ml／分でモニターする。選択画分を併せ
て凍結乾燥し、そして質量分析法と毛管電気泳動法によってペプチドを更に特性評価する
。質量測定は、フローインジェクション法により、エレクトロスプレーイオン化源を装備
したHewlett-Packard モデル1100 MSDを用い、0.05％トリフルオロ酢酸含有６４％アセト
ニトリル中、０.１ml／分のフローインジェクションで行う。
【０４４４】
　毛管電気泳動法は、７５μm（ID）×８.５cm（全長）の拡張光路溶融シリケートカラム
を備えるHewlett-Packard 3D装置で行う。毛管電気泳動実験は、１８℃において100 mMリ
ン酸ナトリウム緩衝液（pH２.９）中、20,000Ｖで行う。ペプチド濃度は、定量的アミノ
酸分析法によってBeckman 6300アミノ酸アナライザーで測定する。
【０４４５】
　［実施例II］
細菌株及び胞子の調製
　次のクロストリジウム・ディフィシレ菌株を使用した（ATCC 700057、ATCC BAA－1382
（菌株630）、ATCC 43594及びATCC 9689）。胞子嚢は、ブルセラ菌培養－血液寒天オキシ
ラーゼプレート（BBAO）において３５℃で２日間嫌気性増殖した後、BBAOに再度画線して
産生させた。胞子は、３５℃で４日間増殖させてから、１倍PBS１５ml及び０.１％Tween-
80（PBST）に捕集した。胞子は、４℃において3000×ｇで２０分間遠心分離し、（PBST）
１５mlで３回洗浄して、HistoDenz（Sigma）１０mlに再懸濁させた。懸濁液は５０％Hist
oDenz溶液１５mlの水面で層状化して濃度勾配を形成した。この濃度勾配を４℃において5
000×ｇで１５分間遠心分離処理した。沈殿物を前記PBST１５mlで３回洗浄し、PBST５ml
に再懸濁させた。続いて、試料をパワーレベル０５で５秒間ずつ２回超音波処理して、栄
養母細胞を溶解させた。その後、前記HistoDenz手順を繰り返した。最終胞子懸濁液は４
℃で貯蔵した。
【０４４６】
　［実施例III］
薄片の透過電子顕微鏡観察
　試料調製と電子顕微鏡観察には次の手順を用いた。
１．試料を、２.５％グルタルアルデヒド、２％パラホルムアルデヒド、0.01 Mリン酸緩
衝液、２.５％DMSOに室温で２時間定着
２．０.１Mリン酸緩衝液で洗浄（１５－３０分の経過時間中に３回）
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３．１％四酸化オスミウム水溶液と１.５％フェロシアン化カリウムの混合液により、室
温で１時間
４．室温においてDDWで洗浄（１５－３０分の経過時間中に３－４回）
５．ブロック染色：０.５％酢酸ウラニル水溶液により、４℃で一晩
６．脱水（例えば、エタノールによる脱水）、各工程１０－１５分ずつ：ａ）３０％、ｂ
）５０％、ｃ）７０％（できれば４℃で一晩）、ｄ）８０％、ｅ）９０％、ｆ）９５％、
ｇ）９９％、及びｈ）100％
７．プロピレンオキサイド（PO）処理：各工程１５－３０分ずつ
ａ）エタノール：PO＝５０：５０
ｂ）エタノール：PO＝２５：７５
ｃ）PO＝100％
８．エポン処理：各工程２時間ずつ
ａ）エポン：PO＝３０：７０
ｂ）エポン：PO＝５０：５０
ｃ）エポン：PO＝７５：２５
ｄ）エポン＝100％
ｅ）エポン＝100％
９．重合（例えば、６０－７０℃で４８時間加熱）
１０．薄片の作成
１１．酢酸ウラニルとクエン酸鉛で染色
１２．炭素コーティング
１３．電子顕微鏡観察（JOEL製1200 EX又はZeiss製902）
　［実施例IV］
クロストリジウム・ディフィシレ外膜調製
　胞子約１０9個を、チルド冷却した（４℃）フレンチプレスにおいて20,000 lb／in2で
一回加圧した（図１７参照）。透過型電子顕微鏡（TEM）観察からは、この手順が、加圧
していない対照外膜フラグメントと比べると、残りの胞子に検出可能な損傷を与えずに大
きな外膜フラグメントを取り除いたことが確認された。除去前後の胞子の写真を、添付す
る精製後の外膜の写真と並べて比較する（図１８Ａ及び１８Ｂ参照）。フレンチプレスか
ら押し出された試料を４℃において9,000×ｇで５分間遠心分離して、上澄みを保存した
。沈殿物を冷TEP緩衝液１０mlに再懸濁して、前述と同様にして遠心分離した。沈殿物は
、TEP緩衝液１０mlに再懸濁して－２０℃で保存し、一方、上澄みは、前回の遠心分離の
上澄みと併せて、４℃において9,500×ｇで１５分間遠心分離した。
【０４４７】
　得られた上澄みを、次に、Amicon超遠心分離濾過装置（Millipore）を用いて４℃にお
いて5000×ｇで約６０分間遠心分離し、最終体積500μlまで濃縮した。この外膜試料の電
子顕微鏡観察からは、胞子がほぼ存在しないことを確認した（図１８Ｃ参照）。
【０４４８】
　［実施例Ｖ］
外膜の可溶化、タンパク質の電気泳動、及び免疫ブロット法
　外膜試料１０μlを、２倍Novex Tris-グリシンSDSサンプル緩衝液（Invitrogen）４５
μl、水３５μl及び200 mMジチオスレイトール１０μl中で５分間煮沸して可溶化した。
可溶化したタンパク質を、４－１２％Tris-グリシンゲルを用いてSDS－ポリアクリルアミ
ドゲル電気泳動法（PAGE）で分離した。免疫ブロット法では、タンパク質を電気泳動法に
よってSDS－ポリアクリルアミドゲルからポリフッ化ビニリデン膜へ移動させて、ウェス
タン・ブリーズ・アッセイ・キット（Invitrogen）でマニュアルに記載通りに処理した。
簡潔に言えば、各ブロットを固定し、１：1000の一次MAb希釈で１時間測定し、そして洗
浄した。その後、各ブロットは、アルカリホスファターゼ結合ヤギ抗－ウサギIgG二次抗
体で３０分間測定し、洗浄し、そしてアルカリホスファターゼ展開液で展開した。
【０４４９】
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　［実施例VI］
アミノ末端タンパク質配列解析と質量分析
　SDS－PAGE試料片を水で洗浄し、そしてアセトニトリルで脱水させた。次に、得られた
バンドをヨードアセトアミドでアルキル化してからゲル内消化させた。全バンドをトリプ
シン（５０mM重炭酸アンモニウム中２０μg／μlトリプシン）５μl中、室温で一晩培養
して、ゲル内消化させた。産生したペプチドをポリアクリルアミドから抽出して、５％ギ
酸含有５０％アセトニトリル３０μlの２つのアリコートに分けた。これら抽出物を併せ
て、Speedvacで１０μl未満まで蒸発させてから１％酢酸に再懸濁させて、LC-MS分析用に
最終体積を約３０μlとした。
【０４５０】
　LC-MSシステム（Finnigan LTQ）には、セルフパック式９cm×直径７５μmのPhenomenex
 Jupiter C18逆相毛管HPLCカラムが収容されていた。抽出物１０μl（体積）を注入し、
溶出したペプチドを質量分析器のオンラインソースに導入した。全スキャン領域の質量ス
ペクトルが得られる前記装置のデータ依存マルチタスク性能を用いて前記消化物を分析し
てペプチド分子量と産物のイオンスペクトルを測定することで、連続機器走査によりアミ
ノ酸配列を求めた。この分析モードでは、約2500という桁違いに広範囲のイオン種の衝突
誘起解離（CID）スペクトルが得られる。
【０４５１】
　実験で収集したCIDスペクトルを全て用いてデータ解析し、哺乳類分類フィルターを利
用したMascot検索プログラムによってNCBI非冗長データベースを検索した。適合するスペ
クトルを全てマニュアル判定で検証した。この解釈プロセスは、必要に応じて、Sequest
プログラム及びBlastプログラム（Cleveland Clinic for Mass Spectrometry and Protei
n Sequencing）を利用した追加検索で支援した。
【０４５２】
　［実施例VII］
CD分光法
　円偏光二色性（CD）分光法は、熱電温度制御を備えたAVIV 62 DS分光計（AVIV Associa
tes、ニュージャージー州レイクウッド）において２５℃で測定され得る。試料は、５０m
Mリン酸ナトリウム中ペプチド（pH７.０）0.11－0.24 mg／mlを含み、一部の試料は更に
、４０％トリフルオロエタノール又は０.１％（0.22 mM）リポ多糖体（LPS）も含んでい
た。スペクトルは、０.５nm間隔でデータ点当たり平均２秒かけて、光路長０.１cmを利用
して測定する。スペクトルは、プロットする前に５データ点毎に一回スムージングして、
スペクトル毎に２回のスキャンの平均を表示する。データは、２回のバッファースキャン
の平均を差し引いてからスムージングする。フラグメントのらせん含量は、平均残差楕円
率測定値と２５℃における同一長さの100％らせん形ペプチドの平均残差楕円率との比か
ら算出した（Luo及びBaldwin (1997)）。
【０４５３】
　［実施例VIII］
ペプチドの疎水性モーメントと疎水性の計算
　ペプチドの疎水性と疎水性モーメントは、正規化コンセンサス疎水性スケールを用いて
算出する（Eisenbergら, J. Cell Biochem. 31: 11-17 (1986)）。
【０４５４】
　［実施例IX］
クロストリジウム・スポロゲネス外膜の除去
　クロストリジウム・スポロゲネスの胞子からBraunホモジナイザーでの均質化を利用す
ると３０秒毎に最大合計150秒間で外膜が除去されるが、クリスタルバイオレット染色と
光学顕微鏡検査で判定するので、最適な外膜除去には更に120－150秒必要である（Duら, 
「バシラス・チューリンゲンシスHD-73の胞子が表面処理による局在化Cry1Ac毒素を有す
ること：生理学的影響と病原の影響」, Appl. Environ. Microbiol. 62: 3722-3726 (199
6)）。
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【０４５５】
　胞子を抽出して、胞子の表面成分及び外膜成分を取り除く（Aronsonら,「胞子表面の比
較構造と機能面」, Spores VII. American Society of Microbiology, 54-61頁, G. Cham
bliss及びJ. C. Vary編, Whashington D.C. (1978)）。クロストリジウム・スポロゲネス
の胞子（１.１×１０9個）を５mMシクロヘキシルアミノエタンスルホン酸－８M尿素－５
０mM β-メルカプトエタノール－０.８％ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）中、pH９.８に
おいて３７Ｃで９０分間抽出する。胞子を12,000×ｇで１０分間遠心分離し、そして上澄
み抽出物を５分間煮沸する。抽出物を６M尿素含有SDS－ポリアクリルアミドゲルに直接適
用する。分子量を求めるために、ゲルをポアサイズ０.２mmのニトロセルロースに移す。
ブロットをTBS中３％ウシ血清アルブミン（pH７.４）で固定する。次に、ブロットを、0.
05％Tween 20含有TBSで１：1,000に希釈した、適切なビオチニル化抗体（例えば、C33及
び／又はC225、又はクロストリジウム・スポロゲネスに対するD89）と培養する。0.05％T
ween 20含有TBSで１：1,000に希釈したアビジン標識化ペルオキシダーゼ（Sigma、A7419
）を用いて、抗原を不溶性基質４-ナフトール（Bio-Rad）で検出する。
【０４５６】
　糖タンパク質測定は、過ヨウ素酸－シッフ染色を用いて行う。ゲルを一晩定着させ、そ
して０.７％過ヨウ素酸で２時間、次いで、０.２％メタ重亜硫酸塩で２時間処理する。次
に、ゲルを、塩基性フクシンとメタ重亜硫酸ナトリウムと塩酸を含むシッフ試薬（Fisher
 Scientific、ペンシルバニア州ピッツバーグ）に暴露させる。胞子抽出物から糖タンパ
ク質として陽性染色されたタンパク質の移動度を測定して、ウェスタンブロット法で求め
た抗原の移動度と比較する。
【０４５７】
　金コロイドによる免疫学的標識化処理のために、胞子の極薄（約100 mm）低温切開片を
作製する（Changら、「バシラス・セレウスＴの胞子における抗原の免疫細胞化学的局在
）」, J. Rapid Methods Automat. Microbiol, 2: 229-233 (1993)）。抗原に使用したの
と同じストックのクロストリジウム・スポロゲネスPA 3679の胞子を、この実験でも使用
する。低温切開片を、５％ウシ胎仔血清含有PBSに浮かべ、その後、PBS、０.１M塩化アン
モニウム含有PBS、そしてPBSに順に室温で５～１０分ずつ浮かべる。切開片を一次試薬（
１：100に希釈した好適な単クローン性抗体）滴剤に１－２時間浮かべてから、PBSで５分
ずつ６回洗浄する。次に、切開片を二次試薬滴剤に２０－３０分間浮かべる。二次試薬は
、直径１０nmの金コロイドに結合したヤギ抗－マウスIgG＋ヤギ抗－マウスIgMであり、希
釈率１：１０で使用する。切開片を再びPBSで６回洗浄してから、蒸留水で３回洗浄する
。これらを約２０％（vol／vol）飽和酢酸ウラニル水溶液含有２.３Mメチルセルロース滴
剤に浮かべることで染色して、メチルセルロースに埋め込む。グリッドをループ状に取り
出して、排水して風乾させる。これらをPhilips電子顕微鏡EM 300で観察する。陰性対照
群は、細菌の胞子とは反応しなかったIgG1及びIgMアイソタイプの単クローン性抗体で処
理した胞子である。
【０４５８】
　［実施例Ｘ］
クロストリジウム・ディフィシレの胞子と表面との結合に関するカップスクラブ法
　本実施例は、表面に結合する胞子を評価できる方法の１具体例を説明するものである。
本実施例では、クロストリジウム・ディフィシレの胞子を表面に結合して、カップスクラ
ブ法で分析する（ATSM International、「カップスクラブ法を用いた、皮膚からの微生物
の回収に関する標準試験法」E1874-09 (2009)）。
【０４５９】
　材料
　滅菌器－滅菌条件を作り出すことができる任意の好適な蒸気滅菌器
　スクラブカップ－好適な組成の滅菌シリンダーであって、好ましくは安定化を促す、高
さ約２.５cm及び使いやすい内径のロッドハンドルが付いたもの。有用な寸法は約１.５－
４.０cmである。
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【０４６０】
　研磨ガラスロッド又はラバーポリスマン－実験室で成形可能なもの、又は購入したもの
　分注器－適切な容積を注入するための、使い捨てチップの付いたもの
　カップスクラブ試験用液体を入れるための滅菌ビーカー、試験管又は他の容器。
【０４６１】
　微生物培養液－本試験方法は、あらゆる微生物培養液を対象としたプロトコルで利用可
能である。
【０４６２】
　サンプリング及び希釈液－滅菌Butterfieldリン酸緩衝液、又は好適な組成の他の採収
液。これは、試験部位に存在する恐れがある任意の抗菌剤に特異的な抗菌剤不活性化因子
を含んでいる必要があり、不活性化因子の効果は、試験方法で測定すべきである。
【０４６３】
　試験対照及びベースライン皮膚部位
　皮膚部位は、クロストリジウム・ディフィシレの増殖に適したところを選択し、反対側
の試料部位を対照として用いる。本アッセイで選択される対象（ヒト又は動物）の数は、
予測試験結果に必要な統計的信頼度、実験中に生じる変動、及び評価できる任意の抗菌剤
の相対的効力によって決まる。対象には、利用可能な部位が複数存在する場合もあり、試
料バイアスを抑えるためにランダム化する必要がある。効果の差別化に必要な再現回数は
、プロトコル範囲内の対照の妥当性と型式によってある程度決まる。摘出した皮膚又は同
等物へのこの方法の活用は、手順を効率的に行うための試験部位の固定にかかっている。
【０４６４】
　インビボ試料採取
　サンプリングしようとする面積を、滅菌サンプリングシリンダーで描写する。試料液が
採取部位から漏れないように、サンプリング中はシリンダーを皮膚表面にしっかり押し付
ける。滅菌サンプリング液のアリコート（産物の中和剤を含むもの又は含まないもの）最
低１.５mlをシリンダーにピペットにより分取する。次に、面積全体を、滅菌磨きガラス
棒又はラバーポリスマンを用いて中程度の圧力で６０±６秒間擦る。擦った後、サンプリ
ング液を滅菌サンプル菅にピペットで移し替える。サンプル液の未使用アリコートを用い
て、この手順を１回以上繰り返す。サンプル液は溜めておく。この手順をサンプリング部
位毎に繰り返す。いずれの部位の洗浄にも同様のピペッタ、シリンダー、ガラス棒及びポ
リスマンを用いるが、部位毎に新しい滅菌器材を用いる。試料回収後、ペーパータオルで
部位を拭いて、乾燥させる。本方法では、試料を採取しなかった隣接部位にサンプル液が
こぼれないように注意すべきである。全サンプリング終了後、微生物マーカーを用いる場
合は、サンプリング部位を７０－９０％イソプロパノール又は同等物、そして、次いで４
％クロルヘキシジンスクラブを用いて除染する必要がある。
【０４６５】
　分離した皮膚又は皮膚同等物試料の回収
　カップスクラブ法では定量的な微生物数が得られる。試験試料と対照飼料にこの手順を
用いる。サンプリングシリンダーを配置してこれを有効に活用するために、サンプルを配
置して、必要に応じて固定する。サンプリングしようとする面積を、滅菌サンプリングシ
リンダーで描写する。試料液がサンプリング部位から漏れないように、サンプリング中は
シリンダーを試料表面にしっかり押し付ける。生成物中和剤を含む又は含まない滅菌サン
プリング液のアリコート最少１.５mlをシリンダーにピペットにより分取する。次に、面
積全体を、滅菌磨きガラス棒又はラバーポリスマンを用いて中程度の圧力で６０±６秒間
擦る。擦った後、サンプリング液を滅菌サンプル菅にピペットで移し替える。サンプル液
の未使用アリコートを用いて、この手順を１回以上繰り返す。サンプル液は溜めておく。
この手順をサンプリング部位毎に繰り返す。いずれの部位の洗浄にも同様のピペッタ、シ
リンダー、ガラス棒及びポリスマンを用いるが、部位毎に新しい滅菌器材を用いる。同一
の分離組織片に複数のサンプリング部位がある場合、このプロセスの間、試料を採取しな
かった隣接部位にサンプル液がこぼれないように注意すべきである。
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【０４６６】
　微生物数
　各試料は十分に混合する。各試料の１０倍連続希釈を、希釈液で調製する。反復定量型
混釈又は播種プレートは、好適な中和剤を含む大豆カゼイン消化寒天を用いて調製する。
板状試料は、好適な増殖温度（６２℃）で２４－７２時間又はコロニーがプレート上に現
れるまで培養する。
【０４６７】
　［実施例XI］
胞子付着アッセイ－皮膚タンパク質
　本実施例では、胞子と皮膚タンパク質との付着を分析する１具体例について記載する。
例示目的のために、本実施例では、クロストリジウム・ディフィシレの付着性を調べるた
めにインボルクリン皮膚タンパク質の産生について説明する。
【０４６８】
　プラスミド
　本アッセイに適合するプラスミドとしては、plsA IsdA過剰発現ベクトル、pMK4大腸菌
－黄色ブドウ球菌シャトルベクター、pSRC001 rIsdA相補性ベクター、pNZ8148ラクトコッ
カス・ラクティス（L. lactis）発現プラスミド、pLIsdA IsdA発現ベクター、pL NEAT Is
aA NEAT発現ベクター、pL C IsaA C発現ベクター、pQE30過剰発現プラスミド（Qiagen）
、pヒトK、pQE30ヒトサイトケラチン10発現、pCMC-SPORT6-INV インボルクリン cDNAクロ
ーン4749952（IMAGE consortiam、 MRC Geneservice）、pQE30-INV6His-標識化インボル
クリン又はpET11a-LOR ロリクリン cDNAクローンを挙げることができるが、これらに限定
されない（Clarkeら,「黄色ブドウ球菌のIsdAはブロードなスペクトルの鉄調節付着であ
る」, Mol. Microbiol. 51: 1509-1519 (2004)；Clarkeら,「黄色ブドウ球菌（Staphyloc
occus aureus）の表面タンパク質IsdAはヒト皮膚の先天的防御抵抗性を媒介する」, Cell
 Host Microbe 1: 199-212 (2007)； Sullivanら,「挿入したフラグメントを迅速に検出
できる枯草菌及び大腸菌用の新規シャトルベクター」, Gene 29: 21-26 (1984)； Kuiper
s, O.P., G.G.A.deRuyteer, M. Kleerebezem及びW.M.deVos, 「乳酸菌によるタンパク質
過剰生産の抑制」, J. Biotechnol. 64: 15-21 (1998)； Sullivanら,「挿入されたフラ
グメントを迅速に検出できる枯草菌及び大腸菌用の新規シャトルベクター」, Gene 29: 2
1-26 (1984)；及びWalshら,「クランピング因子Ｂ、黄色ブドウ球菌のフィブリノゲン結
合ＭＳＣＲＡＭＭ（付着マトリックス分子を認識する微生物の表面成分）アドヘシンが、
更に、Ｉ型サイトケラチン１０のテール領域とも結合する」, J. Biol. Chem. 279: 5069
1-50699 (2004)）。
【０４６９】
　クロストリジウム・ディフィシレをLB培地でカナマイシン（５０μg／ml）を用いて増
殖させると、適切なクロストリジウム・ディフィシレ菌株が、ブレインハートインフュー
ジョン培地（Oxoid）又は既知組成のCL培地で増殖する（Horsburghら,「黄色ブドウ球菌
中では、Furは、PerRとの相互作用調整因子であり、毒性の一因となり、また、カタラー
ゼと鉄とのホメオスタシスの正の制御による酸化的ストレス耐性に不可欠なものである」
, J. Bacteriol. 183: 468-475 (2001)）。抗生物質を含む場合は、次の濃度で添加する
：エリスロマイシン５μg／ml、リンコマイシン２５μg／ml及びテトラサイクリン２.５
μg／ｍｌ。クロストリジウム・ディフィシレ培養液は３７℃で増殖してもよい。
【０４７０】
　インボルクリン遺伝子のクローニング
　インボルクリンのコード化配列は、pCMV-SPORT6-INVからPCR法により、Pfuポリメラー
ゼと、BamHI部位（下線部）を組み込んだ順方向プライマー
ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＴＣＣＣＡＧＣＡＡ ＣＡＣＡＣＡＣ
（配列番号446）及びHindlll部位（下線部）を組み込んだ逆方向プライマー
ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＴＡＴＴＴＡＴＧＴＴＴＧＧＧ ＴＧＧＣＣＡＣ
（配列番号447）を用いて増殖させる。前記フラグメントは、BamHI部位とHindlll部位でp
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QE30カットにクローニングして、pQE30-INVを形成する。
【０４７１】
　組換えタンパク質の発現と精製
　100μMイソプロピル-β-Ｄ-チオガラクトピラノシド（IPTG）を増殖している細胞に加
えると、ヘキサヒスチジン標識化組換えIsdA（rIsdA）とサイトケラチン１０とインボル
クリンとが発現する。精製は、ニッケルキレートクロマトグラフィーを用い、Hi-Trapシ
ステム（Amersham biosciences）を利用して行う。組換えロリクリンは、アフィニティ－
標識化で処理しても、又は溶解大腸菌T4037から精製してもよい。
【０４７２】
　リガンド結合のELISA分析
　酵素結合性免疫吸着検定法（ELISA）を用いて、rIsdAのリガンド結合能を分析する（Cl
arkeら,「Ebh、黄色ブドウ球菌の１,１-メガダルトン細胞壁接合フィブロネクチン結合性
タンパク質の分析」, Infect. Immun. 70: 6680-8887 (2002)）。簡潔に言えば、リン酸
緩衝食塩水（PBS）中の適切なリガンド又はウシ血清アルブミン（BSA）（５μg／ml）100
μlを９６穴マイクロタイタープレート（Nunc）の穴に４℃で一晩入れておく。このプレ
ートを、PBST（0.0５％（vol／vol）Tween 20含有PBS）で３回洗浄して、残留タンパク質
結合部位をPBS中、５％（wt／vol）BSAを用いて室温で２時間固定する。プレートを再度P
BSTで３回洗浄し、PBS中、０.１％（wt／vol）BSAで希釈した様々な濃度の精製rIsdA（例
えば、０－１５μM）を加えた。プレートを更に１時間培養してから３回洗浄して、抗Isd
A（１：1,000に希釈したもの）を、PBS中、０.１％（wt／vol）BSAに加えた後、１時間培
養する。
【０４７３】
　結合したIsdAを検出するのに用いられるマウス抗体は、報告されている方法によって産
生してもよい（Clarkeら,「黄色ブドウ球菌のIsdAがブロードなスペクトルの鉄調節付着
である」, Mol. Microbiol. 51: 1509-1519 (2004)）。プレートを更に３回洗浄して、PB
S中、０.１％（wt／vol）BSAで１：30,000に希釈したアルカリホスファターゼが結合した
抗－マウス抗体を加えて、プレートを１時間培養する。最後に結合抗体を、Sigma Fast 
リン酸ｐ-ニトロフェニルシステム（Sigma）を用いて検出する。Victorマイクロタイター
プレートリーダー（Wallac）において405 nmでプレートを読み取る。
【０４７４】
　結合阻止に関する実験は、rIsdAを様々な濃度の阻害剤又はBSA（０－１０μM）と、室
温でPBS中、０.１％（wt／vol）BSA中において１時間培養することで実施する。その後、
反応混合物をリガンドでコーティングした穴に加えて、結合したタンパク質を検出する。
【０４７５】
　原子間力顕微鏡法
　原子間力顕微鏡観察（AFM）用のチップと支持体は、次のようにしてIsdA及びロリクリ
ン分子で機能化する。AFMカンチレバー（Microlevers、Veeco Methology Group（カリフ
ォルニア州サンタバーバラ））とシリコンウェハー（Siltronix、フランス, シルトロニ
クス）に、電子ビーム蒸着を利用して５nm厚のCr層と３０nm厚のAu層を順にコーティング
する。使用する前に、金コーティングした表面をエタノールで洗い流して、穏やかな窒素
流で乾燥させ、そして、UV／オゾン処理（Jelight Co.（カリフォルニア州アーバン））
によって１５分間クリーニングする。金チップと金支持体を、0.05 mMニトリロトリアセ
テート末端アルカンチオール（５％）（Prochimia）とトリ(エチレングリコール)（トリ(
EG)）末端アルカンチオール（９５％）を含有するエタノール溶液に一晩浸漬し、そして
、エタノールで洗い流す。短時間の超音波処理により、吸着する恐れのあるアルカンチオ
ール凝集物を除去する。次に、SAM（自己組織化単分子膜）コーティングされた表面を、
４０mM NiSO4水溶液（pH７.２）に１時間浸漬し、そして、PBSで洗い流す。最後に試料を
、２μM His標識化IsdAを含むPBS中で２時間培養し、更にPBSで数回洗い流す。ロリクリ
ンとBSAのために、金支持体を、オリゴ(ＥＧ)（OEG）プロピオン酸末端アルカンチオール
とOEGプロピオン酸末端アルカンチオールの２０μM混合物（９５モル：５モル）を含むエ
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タノール溶液に３６時間浸漬する。エタノールで洗い流してから、短時間の超音波処理で
、吸着する恐れのあるアルカンチオール凝集物を除去する。支持体を、２０g／lのＮ-ヒ
ドロキシスクシンアミド（NHS）（Aldrich）と５０g／lの１-エチル-３-(３-ジメチルア
ミノプロピル)-カルボジイミド（EDC）（Sigma）を含有するMilliQ water（Millipore）
に３０分間浸漬し、MiliQ waterで洗い流して、１０μg／lのロリクリン又はBSAを含むPB
S中で３時間培養し、更に洗い流した後、すぐに使用する。
【０４７６】
　AFM画像と原子間力－距離曲線は、PBS中、室温で、PicoForce Multimode AFM（Veeco M
ethology Group（カリフォルニア州サンタバーバラ））を用いて入手した。支持体は、小
さな接着テープ片を用いてスチール製試料パックに固定した。取り付けた試料をすぐに、
乾燥させないようにしながらAFM液体セルに移した。原子間力曲線は全て、最大450 pNの
応力を加えて記録した。カンチレバーのバネ定数は、熱雑音法（PicoForce; Veeco Metho
logy Group（カリフォルニア州サンタバーバラ））を用いて測定して、メーカーの公表値
（0.01 N／m）よりもわずかに大きな値（0.011 N／m）を得た。生体分子の柔軟性を説明
するために、チップの収縮速度（nm／秒）に破壊ピークの勾配（pN／nm）を乗じて、付加
速度（pN／秒）を試算した。
【０４７７】
　固定リガンドとの微生物相互作用
　対数増殖期中期の細胞と固定リガンドとの結合は、前述の方法を用いて測定してよい（
Ni Eidhinら、「クランピング因子Ｂ（ClfB）、黄色ブドウ球菌の新規の表面局在化フィ
ブリノゲン結合性付着」, Mol. Microbiol. 30: 245-257 (1998)）。また、扁平細胞は、
健常人ドナーの前鼻孔から採取したものであってよく、鉄を含まない培地で増殖したクロ
ストリジウム・ディフィシレの結合が分析される（O'Brienら, 「黄色ブドウ球菌クラン
ピング因子Ｂ（ClfB）がヒトＩ型サイトケラチン１０との付着を促進する：鼻腔コロニー
形成に対する影響」, Cell Microbiol. 4: 759-770 (2002)）。菌株同士の比較はスチュ
ーデントｔ検定を利用して行った。
【０４７８】
　［実施例XII］
組換え外膜タンパク質の発現と精製
　Ｎ-末端ポリヒスチジン標識化した組換え外膜タンパク質を含む発現構造物を作製して
、大腸菌内に形質転換した。組換えタンパク質は、１Lの培地（100μg／mlを補充したも
の）に前記発現構造物の一晩培養液１０mlを播種して産生した。３７℃で２.５時間増殖
させた後、イソプロピル-β-Ｄ-チオ糖を最終濃度０.２mMまで添加してタンパク質を発現
させ、そして培地を更に３時間増殖させた。遠心分離によって集菌し、上澄み液をデカン
テーションして、細胞沈殿物をPBSに再懸濁してから、－８０℃で貯蔵した。その後、前
記懸濁液を大気温度の水層中において３０分で解凍し、細胞を、フレンチプレスを用いて
溶解した。不溶性細胞残屑を28,000×ｇで２０分間の遠心分離で除去してから、0.45 mm
メンブランで濾過した。次いで、組換え外膜タンパク質は、先ず、金属キレートクロマト
グラフィーを利用して精製した。細菌溶解物は、５mlのNi2－充填HiTrapキレートカラム
（Amersham Pharmacia Biotech）に適用して、４mMのTris-塩酸中０－200 mMイミダゾー
ル（100 mMのNaCl、pH７.９）の200 ml線形グラジエントを利用し、流量５ml／分で結合
タンパク質を溶出させた。組換え発現タンパク質に相当する画分を、SDS－PAGEで確認し
ながら貯留して、２５mMのTris-塩酸（pH８.０）で透析した後、イオン交換クロマトグラ
フィーで更に精製した。透析後のタンパク質を５mlのHiTrapQカラム（Amersham Pharmaci
a Biotech）に加えて、２５mMのTris塩酸中０－０.５MのNaCl（pH８.０）の200 ml線形グ
ラジエントを利用して流量５ml／分で結合タンパク質を溶出させた。精製された外膜タン
パク質を含む画分は、SDS－PAGEで同定して、純度９０％と推定した。
【０４７９】
　［実施例XIII］
外膜タンパク質付着アッセイ
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　外膜タンパク質とヒト皮膚タンパク質及び／又はEpiDerm）登録商標）分化ヒトケラチ
ノサイトとの結合は、FITC結合胞子を外膜タンパク質と置き換えたこと以外は、本質的に
実施例Ｘ及びXIの記載と同様にして行った。結合タンパク質は、フルオロセイン結合スト
レプトアビジン（Rockland Immunochemicals）を用いて検出した。穴１個当たりの総蛍光
発光（Ｆtotal）は、１時間恒温放置した後、fluoroskan II蛍光発光リーダー（Labsyste
ms（マサチューセッツ州ビヴァリー））を用いてλex＝495 nm及びλem＝528 nmで測定し
た。
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