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(57)【要約】
　志賀毒素産生大腸菌（ＳＴＥＣ）抗原に対する免疫応答を刺激するための組成物及び方
法が開示される。前記組成物は、１を超えるＳＴＥＣセロタイプ由来の免疫原性ＳＴＥＣ
タンパク質の１を超えるエピトープを含む複数エピトープ融合タンパク質を含む。追加の
組成物は、少なくとも２つの精製されたＳＴＥＣタンパク質を含み、前記ＳＴＥＣタンパ
ク質は、完全長ＳＴＥＣタンパク質、その免疫原性断片又はバリアントから選択され、前
記ＳＴＥＣタンパク質のうちの少なくとも１つは、ＳＴＥＣ　Ｏ１５７及び少なくとも１
つの他のＳＴＥＣセロタイプと反応する抗体を生み出す。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　１を超える志賀毒素産生大腸菌（ＳＴＥＣ）セロタイプ由来の免疫原性ＳＴＥＣタンパ
ク質の１を超えるエピトープを含む、複数エピトープ融合タンパク質。
【請求項２】
　ＳＴＥＣセロタイプが、ＳＴＥＣ　Ｏ１５７、ＳＴＥＣ　Ｏ２６、ＳＴＥＣ　Ｏ１０３
及びＳＴＥＣ　Ｏ１１１から選択される、請求項１に記載の複数エピトープ融合タンパク
質。
【請求項３】
　ＳＴＥＣセロタイプが、ＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７、ＳＴＥＣ　Ｏ２６：Ｈ１１、ＳＴ
ＥＣ　Ｏ１０３：Ｈ２及びＳＴＥＣ　Ｏ１１１：ＮＭから選択される、請求項２に記載の
複数エピトープ融合タンパク質。
【請求項４】
　少なくとも１つのエピトープがＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７　Ｔｉｒに由来する、請求項
１～３のいずれかに記載の複数エピトープ融合タンパク質。
【請求項５】
　エピトープがＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７　Ｔｉｒ、ＳＴＥＣ　Ｏ２６：Ｈ１１　Ｔｉｒ
、ＳＴＥＣ　Ｏ１０３：Ｈ２　Ｔｉｒ及びＳＴＥＣ　Ｏ１１１：ＮＭ　Ｔｉｒ由来のエピ
トープを含む、請求項４に記載の複数エピトープ融合タンパク質。
【請求項６】
　タンパク質が、図５Ｂに示すアミノ酸の配列に少なくとも８０％同一のアミノ酸の配列
を含む、請求項５に記載の複数エピトープ融合タンパク質。
【請求項７】
　タンパク質が、図５Ｂに示すアミノ酸配列を含む、請求項６に記載の複数エピトープ融
合タンパク質。
【請求項８】
　担体分子に連結されている、請求項１～７のいずれかに記載の複数エピトープ融合タン
パク質。
【請求項９】
　担体分子がＲＴＸ毒素である、請求項８に記載の複数エピトープ融合タンパク質。
【請求項１０】
　担体分子がロイコトキシンポリペプチドである、請求項９に記載の複数エピトープ融合
タンパク質。
【請求項１１】
　ロイコトキシンポリペプチドがＬＫＴ３５２である、請求項１０に記載の複数エピトー
プ融合タンパク質。
【請求項１２】
　タンパク質が、図６Ｂに示すアミノ酸の配列に少なくとも８０％同一のアミノ酸の配列
を含む、請求項１１に記載の複数エピトープ融合タンパク質。
【請求項１３】
　タンパク質が、図６Ｂに示すアミノ酸配列を含む、請求項１２に記載の複数エピトープ
融合タンパク質。
【請求項１４】
　請求項１～１３のいずれかに記載の複数エピトープ融合タンパク質及び薬学的に許容さ
れるビヒクルを含む組成物。
【請求項１５】
　請求項１～１３のいずれかに記載の複数エピトープ融合タンパク質を薬学的に許容され
るビヒクルと組み合わせることを含む、組成物を作製する方法。
【請求項１６】
　請求項１～１３のいずれかに記載の複数エピトープ融合タンパク質をコードするコード
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配列を含むポリヌクレオチド。
【請求項１７】
（ａ）請求項１６に記載のポリヌクレオチド；及び
（ｂ）前記ポリヌクレオチドに作動可能に連結し、それによりコード配列が宿主細胞にお
いて転写され翻訳されることが可能である制御エレメント
を含む組換えベクター。
【請求項１８】
　請求項１７に記載の組換えベクターで形質転換される宿主細胞。
【請求項１９】
（ａ）請求項１８に記載の宿主細胞の集団を提供すること、及び
（ｂ）組換えベクター中に存在するコード配列によりコードされるタンパク質が発現され
る条件下で、前記細胞の集団を培養すること
を含む、複数エピトープ融合タンパク質を作製する方法。
【請求項２０】
　請求項１～１３のいずれかに記載の複数エピトープ融合タンパク質に特異的な抗体。
【請求項２１】
　ポリクローナルである、請求項２０に記載の抗体。
【請求項２２】
　モノクローナルである、請求項２０に記載の抗体。
【請求項２３】
（ａ）生体試料を提供すること、
（ｂ）ＳＴＥＣ抗体が、前記生体試料中に存在するときは、前記ＳＴＥＣ抗体が複数エピ
トープ融合タンパク質に結合して抗体／抗原複合体を形成することを可能にする条件下で
、前記生体試料を、請求項１～１３のいずれかに記載の複数エピトープ融合タンパク質と
反応させること、及び
（ｃ）前記複合体の存在又は非存在を検出し、それにより前記試料中におけるＳＴＥＣ抗
体の存在又は非存在を検出すること
を含む、生体試料においてＳＴＥＣ抗体を検出する方法。
【請求項２４】
　請求項１～１３のいずれかに記載の複数エピトープ融合タンパク質及び免疫診断試験を
行うための使用説明書を含む、ＳＴＥＣ感染を検出するための免疫診断試験キット。
【請求項２５】
　少なくとも２つの精製された免疫原性志賀毒素産生大腸菌（ＳＴＥＣ）タンパク質を含
み、前記ＳＴＥＣタンパク質が、完全長ＳＴＥＣタンパク質、その免疫原性断片及びバリ
アントから選択され、前記ＳＴＥＣタンパク質のうちの少なくとも１つがＳＴＥＣ　Ｏ１
５７及び少なくとも１つの他のＳＴＥＣセロタイプと反応する抗体を産生する、組成物。
【請求項２６】
　ＳＴＥＣタンパク質のうちの少なくとも１つが、ＳＴＥＣ　Ｏ１５７及び少なくとも２
つの他のＳＴＥＣセロタイプと反応する抗体を産生する、請求項２５に記載の組成物。
【請求項２７】
　ＳＴＥＣタンパク質のうちの少なくとも１つが、ＳＴＥＣ　Ｏ１５７及び少なくとも３
つの他のＳＴＥＣセロタイプと反応する抗体を産生する、請求項２６に記載の組成物。
【請求項２８】
　Ｔｉｒ、ＥｓｐＡ、ＥｓｐＢ、ＥｓｐＤ、ＥｓｐＲＩ、ＮｌｅＡ、Ｔｃｃｐ、ＥｓｐＧ
、ＥｓｐＦ、ＮｌｅＥ、ＮｌｅＡ、ＮｌｅＨ及びＮｌｅＨ２－１から選択される１を超え
るＳＴＥＣタンパク質を含む、請求項２５～２７のいずれかに記載の組成物。
【請求項２９】
　ＳＴＥＣタンパク質がＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７由来である、請求項２８に記載の組成
物。
【請求項３０】
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　請求項１～１３のいずれかに記載の複数エピトープ融合タンパク質をさらに含む、請求
項２５～２９のいずれかに記載の組成物。
【請求項３１】
　免疫アジュバントをさらに含む、請求項２５～３０のいずれかに記載の組成物。
【請求項３２】
　哺乳動物に請求項１４及び２５～３１のいずれかに記載の治療有効量の組成物を投与す
ることを含む、哺乳動物においてＳＴＥＣ抗原に対して免疫応答を誘発するための方法。
【請求項３３】
　哺乳動物が反芻動物である、請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　反芻動物がウシ対象である、請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　反芻動物に、請求項１４及び２５～３１のいずれかに記載の治療有効量の組成物を投与
することを含む、反芻動物におけるＳＴＥＣのコロニー形成を低減するための方法。
【請求項３６】
　反芻動物に、請求項１４及び２５～３１のいずれかに記載の治療有効量の組成物を投与
することを含む、反芻動物からのＳＴＥＣ排出を低減するための方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、３５Ｕ．Ｓ．Ｃ．§１１９（ｅ）（１）の下で、２００９年４月６日に提出
された米国仮出願番号第６１／２１１，９８９号及び２００９年５月１９日に提出された
米国仮出願番号第６１／２１６，６０８号の利益を主張する。この２つの仮出願は参照に
よりその全体を本明細書に組み込まれている。
【０００２】
　本発明は、志賀毒素産生大腸菌（ＳＴＥＣ，Shiga toxin-producing Escherichia coli
）に対する哺乳動物における免疫応答を誘発するための組成物及び方法に関する。特に、
本発明は、哺乳動物のＳＴＥＣ疾患及びＳＴＥＣ定着を処置及び予防するための、１を超
えるＳＴＥＣセロタイプ由来のエフェクタータンパク質由来の複数のエピトープ、及び／
又は前記セロタイプ由来の構造タンパク質由来の複数のエピトープ、並びに１を超えるセ
ロタイプと交差反応性であるエピトープの使用に関する。
【背景技術】
【０００３】
　志賀毒素産生大腸菌（ＳＴＥＣ）は腸管出血性大腸菌（ＥＨＥＣ，Enterohemorragic E
. coli）及びベロ毒素産生大腸菌（ＶＴＥＣ，vertotoxigenic E. coli）とも呼ばれるが
、ヒトにおいて下痢、出血性大腸炎、溶血性尿毒症症候群（ＨＵＳ，hemolytic uremic s
yndrome）、腎不全及び死を引き起こす病原菌である。ウシは多くのＳＴＥＣセロタイプ
の主要な保有宿主であり、食物生産品又は環境の汚染（contamination）を通して大半の
疾患の発生に関係してきた。とりわけ、セロタイプＯ１５７、Ｏ２６、Ｏ１０３、Ｏ１１
１を含む、多くのＳＴＥＣセロタイプはヒトにおいて疾患を引き起こすことができる。
【０００４】
　ＳＴＥＣ生物は、転座インチミン受容体、すなわちＴｉｒを含むタイプIII分泌装置（
ＴＴＳＳ，type III secretion system）を介していくつかの病原性決定基が宿主細胞に
送達される独特の機構によりウシ及びヒトの大腸にコロニーを形成する（DeVinney et al
.,Infect. Immun.(1999)67:2389）。特に、これらの病原菌はＴｉｒを腸細胞膜内に送達
することができる病原性決定基であるＥｓｐＡ、ＥｓｐＢ及びＥｓｐＤを分泌する。Ｔｉ
ｒは宿主細胞膜に組み込まれ、そこで細菌外膜タンパク質であるインチミンに対する受容
体としての働きをする。Ｔｉｒ－インチミン結合はＳＴＥＣを腸細胞表面に付着させ、接
着ＳＴＥＣ下におけるアクチン細胞骨格再編成を誘発し、これがペデスタル形成をもたら
す。ＥｓｐＡ、ＥｓｐＢ、Ｔｉｒ及びインチミンは、それぞれＳＴＥＣによる腸への定着
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の成功のためには不可欠である。
【０００５】
　ＳＴＥＣは反芻動物及び他の哺乳動物の腸に定着するが、一般にはこれらの動物に顕性
疾患を引き起こすことはない。しかし、ＳＴＥＣセロタイプによる食肉及び水の汚染は、
米国及びカナダでは毎年、ヒトにおいて約５０，０００症例のＳＴＥＣ感染の原因となり
、約５００人が亡くなっている。１９９４年、ヒトにおけるＳＴＥＣ感染に伴う経済的損
失は５０億ドルを超えると見積もられていた。
【０００６】
　ウシ、乳牛及びヒツジを含むがこれらに限定されない健康な反芻動物は、ＳＴＥＣセロ
タイプに感染するおそれがある。実際、ＵＳＤＡ報告書では、最大５０％のウシがその生
涯の一時期にＳＴＥＣ保菌体であり、したがって、その排泄物にＳＴＥＣを排出すること
が示されている。
【０００７】
　畜殺されたウシはまとめて加工されており、ヒトに感染するのに必要なＳＴＥＣの数は
小さい（１０～１００）ため、健康なウシにおけるＳＴＥＣ定着は依然深刻な健康問題で
ある。この問題に取り組むため、畜殺時にＳＴＥＣを検出しその後ＳＴＥＣを死滅させる
ための改良された方法、腸内ＳＴＥＣの数を低減するためのウシ食餌の変更及びＳＴＥＣ
定着を妨げるための動物の免疫化に研究は集中してきた（Zacek D. Animal Health and V
eterinary Vaccines, Alberta Research Counsel, Edmonton, Canada,1997）。最近、組
換えＥｓｐＡ（国際公開第９７／４００６３号パンフレット）、組換えＴＩＲ（国際公開
第９９／２４５７６号パンフレット）、組換えＥｓｐＢ及び組換えインチミン（Li et al
.,Infec.Immun.(2000)68:5090-5095）を含むＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７タンパク質の組換
え産生及び使用が記載されている。
【０００８】
　Babiuk et al.,Microbial Pathogen.(2008)45:7-11は、ＳＴＥＣセロタイプＯ１５７：
Ｈ７由来のタイプIII分泌タンパク質（ＴＴＳＰ，type III secreted proteins）を使用
するマウスモデルの皮下及び鼻腔免疫化を記載している。米国特許第７，３００，６５９
号明細書は、ＳＴＥＣの定着を低減するためのＳＴＥＣ抗原を含有する細胞培養上清の使
用を記載している。Potter et al.,Vaccine(2004)22:362-369は、ＴＴＳＰを用いたワク
チン接種に続くウシによるＳＴＥＣセロタイプＯ１５７：Ｈ７の排出の減少を報告してい
る。Asper et al.,Vaccine(2007)25:8262-8269は、セロタイプＯ２６：Ｈ１１、Ｏ１０３
：Ｈ２、Ｏ１１１：ＮＭ及びＯ１５７：Ｈ７のＴＴＳＰの交差反応性を調べ、これらのセ
ロタイプのそれぞれから産生されるＴＴＳＰを用いてウシをワクチン接種した。著者は、
該動物が相同セロタイプのＴＴＳＰに対する抗体に良好に応答することを見出したが、そ
の他のセロタイプに対しては限定された交差反応性を観察した。セロタイプＯ１５７：Ｈ
７のＴｉｒ及びＥｓｐＡに対して交差反応性は観察されなかった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００９】
【特許文献１】国際公開第９７／４００６３号パンフレット
【特許文献２】国際公開第９９／２４５７６号パンフレット
【特許文献３】米国特許第７，３００，６５９号明細書
【非特許文献】
【００１０】
【非特許文献１】DeVinney et al.,Infect. Immun.(1999)67:2389
【非特許文献２】Zacek D. Animal Health and Veterinary Vaccines, Alberta Research
 Counsel, Edmonton, Canada,1997
【非特許文献３】Li et al.,Infec.Immun.(2000)68:5090-5095
【非特許文献４】Babiuk et al.,Microbial Pathogen.(2008)45:7-11
【非特許文献５】Potter et al.,Vaccine(2004)22:362-369
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【非特許文献６】Asper et al.,Vaccine(2007)25:8262-8269
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　上に述べたことにもかかわらず、ＳＴＥＣ疾患を処置及び予防するため、並びにＳＴＥ
Ｃ汚染食肉及び水に伴う健康問題の発生を減らすことを目的に、哺乳動物のＳＴＥＣ定着
を低減するための新たな組成物及び方法の必要性が依然として存在する。
【００１２】
　本発明は、そのような組成物及び方法を提供することにより上記の必要性を満たす。特
に、本発明の方法は、１又は２以上のＳＴＥＣセロタイプ由来の１又は２以上のＳＴＥＣ
抗原に対する免疫応答を誘発し、それによってＳＴＥＣ感染を処置及び／若しくは予防す
るため、並びに／又は哺乳動物におけるＳＴＥＣ定着を低減するために、１又は２以上の
ＳＴＥＣセロタイプ由来のエピトープの組合せ、及び１を超えるＳＴＥＣセロタイプと交
差反応性の抗体を産生するエピトープを含む組成物を利用する。１を超えるセロタイプ由
来の複数エピトープ、又は他のＳＴＥＣセロタイプと交差反応性の抗体を産生する少なく
とも１セロタイプ由来のＳＴＥＣ抗原を提供することにより、ＳＴＥＣにより引き起こさ
れる疾患に対する広範にわたる予防を実現することが可能である。該組成物は同時投与さ
れるアジュバントと一緒に又はアジュバントなしで送達することが可能である。
【００１３】
　したがって、ＳＴＥＣ抗原に対する免疫応答を刺激するのに効果的なワクチンを提供し
、それによって哺乳動物におけるＳＴＥＣ疾患を処置及び／又は予防することが本発明の
目的である。
【００１４】
　別の目的は、反芻動物又は他の哺乳動物のＳＴＥＣ定着を低減、予防及び／又は除去す
るのに効果的なワクチンを提供することである。
【００１５】
　別の目的は、環境にＳＴＥＣを排出する動物の数を低減することである。
【００１６】
　別の目的は、感染動物により環境に排出されるＳＴＥＣの数を低減することである。
【００１７】
　別の目的は、ＳＴＥＣが感染動物により環境に排出される時間を低減することである。
【００１８】
　別の目的は、環境のＳＴＥＣ汚染を低減することである。
【００１９】
　別の目的は、食肉及び／又は水のＳＴＥＣ汚染を低減することである。
【００２０】
　別の目的は、ヒトにおけるＳＴＥＣ感染を処置、予防及び／又は低減することである。
【００２１】
　別の目的は、他の生物学的抗ＳＴＥＣ剤の補助剤として効果的なワクチンを提供するこ
とである。
【００２２】
　別の目的は、化学的抗ＳＴＥＣ剤の補助剤として効果的なワクチンを提供することであ
る。
【００２３】
　別の目的は、生物学的に操作された抗ＳＴＥＣ剤の補助剤として効果的なワクチンを提
供することである。
【００２４】
　別の目的は、核酸ベースの抗ＳＴＥＣ剤の補助剤として効果的なワクチンを提供するこ
とである。
【００２５】
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　別の目的は、組換えタンパク質抗ＳＴＥＣ剤の補助剤として効果的なワクチンを提供す
ることである。
【００２６】
　別の目的は、反芻動物のＳＴＥＣ定着を低減するのに効果的なワクチン接種スケジュー
ルを提供することである。
【００２７】
　別の目的は、反芻動物により排出されるＳＴＥＣを低減するのに効果的なワクチン接種
スケジュールを提供することである。
【００２８】
　別の目的は、ウシにおけるＳＴＥＣ　Ｏ１５７の定着、例えばＯ１５７：Ｈ７及び／又
はＯ１５７：ＮＭの定着の他にも、Ｏ２６：Ｈ１１などのＳＴＥＣ　Ｏ２６の定着、Ｏ１
０３：Ｈ２などのＳＴＥＣ　Ｏ１０３の定着、Ｏ１１１：ＮＭなどのＳＴＥＣ　Ｏ１１１
の定着、ＳＴＥＣ　１２１：Ｈ１９、ＳＴＥＣ　Ｏ１４５：ＮＭ、ＳＴＥＣ　Ｏ９１：Ｈ
２１、ＳＴＥＣ　Ｏ１０４：Ｈ２１及び／又はＳＴＥＣ　Ｏ１１３：Ｈ２１などのの定着
、しかしこれらに限定されないＳＴＥＣセロ病原型Ａ及びＢの他のメンバーの定着などを
予防、低減又は除去するのに効果的なワクチンを提供することである。
【００２９】
　別の目的は、環境にＳＴＥＣを排出するウシの数を低減することであり、ＳＴＥＣの排
出としては、例えばＯ１５７：Ｈ７及び／又はＯ１５７：ＮＭの排出の他にも、Ｏ２６：
Ｈ１１などのＳＴＥＣ　Ｏ２６の排出、Ｏ１０３：Ｈ２などのＳＴＥＣ　Ｏ１０３の排出
、Ｏ１１１：ＮＭなどのＳＴＥＣ　Ｏ１１１の排出、ＳＴＥＣ　１２１：Ｈ１９、ＳＴＥ
Ｃ　Ｏ１４５：ＮＭ、ＳＴＥＣ　Ｏ９１：Ｈ２１、ＳＴＥＣ　Ｏ１０４：Ｈ２１及び／又
はＳＴＥＣ　Ｏ１１３：Ｈ２１などの排出、しかしこれらに限定されないＳＴＥＣセロ病
原型Ａ及びＢの他のメンバーの排出などが挙げられる。
【００３０】
　別の目的は、感染ウシにより環境に排出されるＳＴＥＣの数を低減することであり、Ｓ
ＴＥＣの排出としては、例えばＯ１５７：Ｈ７及び／又はＯ１５７：ＮＭの排出の他にも
、Ｏ２６：Ｈ１１などのＳＴＥＣ　Ｏ２６の排出、Ｏ１０３：Ｈ２などのＳＴＥＣ　Ｏ１
０３の排出、Ｏ１１１：ＮＭなどのＳＴＥＣ　Ｏ１１１の排出、ＳＴＥＣ　１２１：Ｈ１
９、ＳＴＥＣ　Ｏ１４５：ＮＭ、ＳＴＥＣ　Ｏ９１：Ｈ２１、ＳＴＥＣ　Ｏ１０４：Ｈ２
１及び／又はＳＴＥＣ　Ｏ１１３：Ｈ２１などの排出、しかしこれらに限定されないＳＴ
ＥＣセロ病原型Ａ及びＢの他のメンバーの排出などが挙げられる。
【００３１】
　別の目的は、感染ウシによりＳＴＥＣが環境に排出される時間を低減することであり、
ＳＴＥＣの排出としては、例えばＯ１５７：Ｈ７及び／又はＯ１５７：ＮＭの排出の他に
も、Ｏ２６：Ｈ１１などのＳＴＥＣ　Ｏ２６の排出、Ｏ１０３：Ｈ２などのＳＴＥＣ　Ｏ
１０３の排出、Ｏ１１１：ＮＭなどのＳＴＥＣ　Ｏ１１１の排出、ＳＴＥＣ　１２１：Ｈ
１９、ＳＴＥＣ　Ｏ１４５：ＮＭ、ＳＴＥＣ　Ｏ９１：Ｈ２１、ＳＴＥＣ　Ｏ１０４：Ｈ
２１及び／又はＳＴＥＣ　Ｏ１１３：Ｈ２１などの排出、しかしこれらに限定されないＳ
ＴＥＣセロ病原型Ａ及びＢの他のメンバーの排出などが挙げられる。
【００３２】
　別の目的は、他の抗ＳＴＥＣ　Ｏ１５７、Ｏ２６、Ｏ１０３及び／又はＯ１１１剤の他
にも、ＳＴＥＣ１２１、ＳＴＥＣ　Ｏ１４５、ＳＴＥＣ　Ｏ９１、ＳＴＥＣ　Ｏ１０４及
び／又はＳＴＥＣ　Ｏ１１３などの、しかしこれらに限定されないＳＴＥＣセロ病原型Ａ
及びＢの他のメンバーの補助剤として効果的なワクチンを提供することである。
【００３３】
　別の目的は、ウシにおけるＳＴＥＣ　Ｏ１５７、Ｏ２６、Ｏ１０３及び／又はＯ１１１
定着の他にも、ウシにおけるＳＴＥＣ１２１、ＳＴＥＣ　Ｏ１４５、ＳＴＥＣ　Ｏ９１、
ＳＴＥＣ　Ｏ１０４及び／又はＳＴＥＣ　Ｏ１１３などの定着、しかしこれらに限定され
ないＳＴＥＣセロ病原型Ａ及びＢの他のメンバーによるウシにおける定着を低減するのに



(8) JP 2012-522522 A 2012.9.27

10

20

30

40

50

効果的なワクチン接種スケジュールを提供することである。
【００３４】
　別の目的は、ウシによるＳＴＥＣ　Ｏ１５７、Ｏ２６、Ｏ１０３及び／又はＯ１１１排
出の他にも、ウシによるＳＴＥＣ１２１、ＳＴＥＣ　Ｏ１４５、ＳＴＥＣ　Ｏ９１、ＳＴ
ＥＣ　Ｏ１０４及び／又はＳＴＥＣ　Ｏ１１３などの排出、しかしこれらに限定されない
ＳＴＥＣセロ病原型Ａ及びＢの他のメンバーのウシによる排出を低減するのに効果的なワ
クチン接種スケジュールを提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００３５】
　したがって、一実施形態では、本発明は、１を超えるＳＴＥＣセロタイプ由来の免疫原
性志賀毒素産生大腸菌（ＳＴＥＣ）タンパク質の１を超えるエピトープを含む複数エピト
ープ融合タンパク質を対象とする。ある種の実施形態では、ＳＴＥＣセロタイプは、ＳＴ
ＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７、ＳＴＥＣ　Ｏ２６：Ｈ１１、ＳＴＥＣ　Ｏ１０３：Ｈ２又はＳＴ
ＥＣ　Ｏ１１１：ＮＭなどのＳＴＥＣ　Ｏ１５７、ＳＴＥＣ　Ｏ２６、ＳＴＥＣ　Ｏ１０
３及びＳＴＥＣ　Ｏ１１１から選択される。
【００３６】
　追加の実施形態では、複数エピトープ融合タンパク質における少なくとも１つのエピト
ープはＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７　Ｔｉｒに由来する。追加の実施形態では、エピトープ
は、ＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７　Ｔｉｒ、ＳＴＥＣ　Ｏ２６：Ｈ１１　Ｔｉｒ、ＳＴＥＣ
　Ｏ１０３：Ｈ２　Ｔｉｒ及びＳＴＥＣ　Ｏ１１１：ＮＭ　Ｔｉｒ由来のエピトープを含
む。
【００３７】
　さらに追加の実施形態では、複数エピトープ融合タンパク質は、図５Ｂに示すアミノ酸
の配列に少なくとも９０％同一のアミノ酸配列、又は図５Ｂに示すアミノ酸の配列に１０
０％までも同一のアミノ酸配列などの、図５Ｂに示すアミノ酸の配列に少なくとも８０％
同一のアミノ酸配列を含む。
【００３８】
　上記の実施形態のうちのいずれにおいても、複数エピトープ融合タンパク質は、ＲＴＸ
毒素などの担体分子に連結されることが可能である。ある種の実施形態では、ＲＴＸ毒素
は、ＬＫＴ３５２などのロイコトキシンポリペプチドである。
【００３９】
　ある種の実施形態では、タンパク質は、図６Ｂに示すアミノ酸の配列に少なくとも９０
％同一のアミノ酸配列、又は図６Ｂに示すアミノ酸の配列に１００％までも同一のアミノ
酸配列などの、図６Ｂに示すアミノ酸の配列に少なくとも８０％同一のアミノ酸配列を含
む。
【００４０】
　追加の実施形態では、本発明は、上記の実施形態のうちのいずれか１つの複数エピトー
プ融合タンパク質及び薬学的に許容されるビヒクルを含む組成物を対象とする。
【００４１】
　追加の実施形態では、本発明は、上の複数エピトープ融合タンパク質のうちのいずれか
１つと薬学的に許容されるビヒクルを組み合わせることを含む、組成物を作製する方法を
対象とする。
【００４２】
　追加の実施形態では、本発明は、上の複数エピトープ融合タンパク質のうちのいずれか
１つをコードするコード配列を含むポリヌクレオチドと、該ポリヌクレオチド及び該ポリ
ヌクレオチドに作動可能に連結されている制御エレメントを含み、前記コード配列が宿主
細胞において転写され翻訳されることが可能な組換えベクターとを対象とする。追加の実
施形態では、本発明は、該組換えベクターで形質転換されている宿主細胞と、該宿主細胞
の集団を提供し、該組換えベクター中に存在するコード配列によりコードされるタンパク
質が発現される条件下で前記細胞集団を培養することを含む、複数エピトープ融合タンパ
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ク質を作製する方法を対象とする。
【００４３】
　追加の実施形態では、本発明は、ポリクローナル又はモノクローナル抗体などの抗体、
しかしこれらに限定されない、上の複数エピトープ融合タンパク質のうちのいずれか１つ
に特異的な抗体を対象とする。
【００４４】
　追加の実施形態では、本発明は、生体試料を提供し；ＳＴＥＣ抗体が、該生体試料中に
存在するときは、複数エピトープ融合タンパク質に結合して抗体／抗原複合体を形成する
ことを可能にする条件下で、該生体試料を、上の複数エピトープ融合タンパク質のうちの
いずれか１つと反応させ；該複合体の存在又は非存在を検出し、それによって試料中のＳ
ＴＥＣ抗体の存在又は非存在を検出することを含む、生体試料中のＳＴＥＣ抗体を検出す
る方法を対象とする。
【００４５】
　追加の実施形態では、本発明は、上の複数エピトープ融合タンパク質のうちのいずれか
１つ及び免疫診断試験を行うための使用説明書を含む、ＳＴＥＣ感染を検出するための免
疫診断試験キットを対象とする。
【００４６】
　他の実施形態では、本発明は、少なくとも２つの精製された免疫原性志賀毒素産生大腸
菌（ＳＴＥＣ）タンパク質を含み、該ＳＴＥＣタンパク質が、完全長ＳＴＥＣタンパク質
、その免疫原性断片及びバリアントから選択され、該ＳＴＥＣタンパク質のうちの少なく
とも１つがＳＴＥＣ　Ｏ１５７及び少なくとも１つの他のＳＴＥＣセロタイプと反応する
抗体を産生する、組成物を対象とする。ある種の実施形態では、ＳＴＥＣタンパク質のう
ちの少なくとも１つが、ＳＴＥＣ　Ｏ１５７並びに少なくとも２つ及び／若しくは３つ又
はそれ以上の他のＳＴＥＣセロタイプと反応する抗体を産生する。
【００４７】
　追加の実施形態では、組成物は、Ｔｉｒ、ＥｓｐＡ、ＥｓｐＢ、ＥｓｐＤ、ＮｌｅＡ、
Ｔｃｃｐ、ＥｓｐＧ、ＮｌｅＥ及びＮｌｅＨから選択される１を超えるＳＴＥＣを含む。
ある種の実施形態では、ＳＴＥＣタンパク質はＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７由来である。
【００４８】
　追加の実施形態では、上記組成物は上記の複数エピトープ融合タンパク質のうちのいず
れか１つをさらに含む。
【００４９】
　特定の実施形態では、上記組成物は免疫アジュバントを含む。
【００５０】
　追加の実施形態では、本発明は、治療的有効量の上記組成物のうちのいずれか１つを哺
乳動物に投与することを含む、哺乳動物においてＳＴＥＣ抗原に対して免疫応答を誘発す
るための方法を対象とする。特定の実施形態では、哺乳動物はウシ対象などの反芻動物で
ある。
【００５１】
　さらに追加の実施形態では、本発明は、治療的有効量の上記組成物のうちのいずれか１
つを反芻動物に投与することを含む、反芻動物においてＳＴＥＣの定着を低減するための
方法及び／又は反芻動物からのＳＴＥＣの排出を低減するための方法を対象とする。
【図面の簡単な説明】
【００５２】
【図１Ａ－１Ｂ】代表的ＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７　Ｔｉｒのそれぞれヌクレオチド配列
及びアミノ酸配列（配列番号４４及び４５）を示す図である。
【図２Ａ－２Ｂ】代表的ＳＴＥＣ　Ｏ２６：Ｈ１１　Ｔｉｒのそれぞれヌクレオチド配列
及びアミノ酸配列（配列番号４６及び４７）を示す図である。
【図３Ａ－３Ｂ】代表的ＳＴＥＣ　Ｏ１０３：Ｈ２　Ｔｉｒのそれぞれヌクレオチド配列
及びアミノ酸配列（配列番号４６及び４７）を示す図である。
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【図４Ａ－４Ｂ】代表的ＳＴＥＣ　Ｏ１１１：ＮＭ　Ｔｉｒのそれぞれヌクレオチド配列
及びアミノ酸配列（配列番号４９及び５０）を示す図である。
【図５Ａ－５Ｂ】代表的キメラＴｉｒ構築物のそれぞれヌクレオチド配列及びアミノ酸配
列（配列番号５１及び５２）を示す図である。
【図６Ａ－６Ｂ】ロイコトキシン担体に融合された代表的キメラＴｉｒ構築物のそれぞれ
ヌクレオチド配列及びアミノ酸配列（配列番号５３及び５４）を示す図である。
【図７】ＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７、Ｏ２６：Ｈ１１、Ｏ１０３：Ｈ２及びＯ１１１：Ｎ
Ｍ　ＴＴＳＰに対して産生されたウサギ抗血清とのＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７ペプチドの
反応性を示す図である。
【図８Ａ－８Ｄ】ＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７、Ｏ２６：Ｈ１１、Ｏ１０３：Ｈ２及びＯ１
１１：ＮＭ　ＴＴＳＰに対して産生されたＳＴＥＣポリクローナル抗体と、Ｏ１０３：Ｈ
２　Ｔｉｒペプチド（８Ａ）；Ｏ２６：Ｈ１１　Ｔｉｒペプチド（８Ｂ）；Ｏ１１１：Ｎ
Ｍ　Ｔｉｒペプチド（８Ｃ）；及びＯ１５７：Ｈ７　Ｔｉｒペプチド（８Ｄ）との交差反
応性を示す図である。
【図９Ａ－９Ｃ】代表的なキメラＴｉｒタンパク質の構築のために使用されるクローニン
グ模式図である。図９Ａは、制限部位並びにＧｌｙ及びＳｅｒ残基で構成されるスペーサ
ーの位置を含むクローニングされた個々の断片を示している。図９Ｂは、代表的なキメラ
Ｔｉｒ構築物の図を示している。図９Ｃは、ロイコトキシンＬＫＴ３５２担体に融合され
た代表的キメラＴｉｒ構築物の図を示している。
【図１０】プラスミドpAA352の構造を示す図である。ｔａｃは大腸菌由来のハイブリッド
ｔｒｐ：：ｌａｃプロモーターであり；ｂｌａはβラクタマーゼ遺伝子（アンピシリン耐
性）を表し；ｏｒｉはＣｏｌＥｌベースのプラスミド複製起点であり；ｌｋｔＡはパスツ
レラ・ヘモリチカ（Pasteurella haemolytica）ロイコトキシン構造遺伝子であり；ｌａ
ｃｌは大腸菌ｌａｃオペロンリプレッサーである。ロイコトキシン遺伝子の転写／翻訳の
方向は矢印により示されている。各成分のサイズは縮尺通りに描かれていない。
【図１１Ａ－１１Ｉ】プラスミドpAA352由来のロイコトキシン３５２（ＬＫＴ３５２）の
ヌクレオチド配列及び予想されるアミノ酸配列（配列番号５５、５６及び２１８）を示す
図である。ＬＫＴ３５２の構造遺伝子も隣接ベクター領域の配列も示されている。
【図１２Ａ－１２Ｊ】キメラＴｉｒタンパク質及び個々の非Ｏ１５７免疫原性ペプチドで
ワクチン接種されたウサギ由来の血清を使用したＥＬＩＳＡ結果を示す図である。図１２
Ａは、該キメラＴｉｒタンパク質に対する力価結果を示している。図１２Ｂは、該ＬＫＴ
３５２／キメラＴｉｒタンパク質に対する力価結果を示している。図１２Ｃ～１２Ｈは、
以下の例；図１２Ｃ、Ｏ２６ペプチド２；図１２Ｄ、Ｏ２６ペプチド３；図１２Ｅ、Ｏ１
０３ペプチド５；図１２Ｆ、Ｏ１１１ペプチド３；図１２Ｇ、Ｏ１１１ペプチド４；図１
２Ｈ、Ｏ１１１ペプチド５の表２からの個々の非Ｏ１５７ペプチドに対する力価結果を示
している。図１２Ｉは、負の対照ペプチドＳＮ１１に対する力価結果を示している。図１
２Ｊは、ＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７由来のＴｉｒタンパク質に対する力価結果を示してい
る。
【図１３】ＳＴＥＣ　Ｏ１５７分泌タンパク質に対するＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７を実験
的に感染させたウシ由来の血清の抗体応答を示す図である。動物１は灰色バーで表されて
いる。動物２は斑点バーで表されている。
【図１４】ＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７　Ｔｉｒ抗原に対するウォーカートン（Walkerton
）自然感染ヒト血清試料を使用するＥＬＩＳＡの結果を示す図である。
【図１５】ＳＴＥＣ　Ｏ１５７分泌タンパク質に対するＨＵＳ患者由来のヒト血清の抗体
応答を示す図である。
【図１６Ａ－１６Ｂ】代表的なＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７　ＥｓｐＡのそれぞれヌクレオ
チド配列及びアミノ酸配列（配列番号１９７及び１９８）を示す図である。
【図１７Ａ－１７Ｂ】代表的なＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７　ＥｓｐＢのそれぞれヌクレオ
チド配列及びアミノ酸配列（配列番号１９９及び２００）を示す図である。
【図１８Ａ－１８Ｂ】代表的なＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７　ＥｓｐＤのそれぞれヌクレオ
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チド配列及びアミノ酸配列（配列番号２０１及び２０２）を示す図である。
【図１９Ａ－１９Ｂ】代表的なＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７　ＮｌｅＡのそれぞれヌクレオ
チド配列及びアミノ酸配列（配列番号２０３及び２０４）を示す図である。
【図２０Ａ－２０Ｂ】代表的なＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７　ＥｓｐＧのそれぞれヌクレオ
チド配列及びアミノ酸配列（配列番号２０５及び２０６）を示す図である。
【図２１Ａ－２１Ｂ】代表的なＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７　ＮｌｅＥのそれぞれヌクレオ
チド配列及びアミノ酸配列（配列番号２０７及び２０８）を示す図である。
【図２２Ａ－２２Ｂ】代表的なＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７　ＮｌｅＨ－１のそれぞれヌク
レオチド配列及びアミノ酸配列（配列番号２０９及び２１０）を示す図である。
【図２３Ａ－２３Ｂ】代表的なＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７　ＮｌｅＨ２－１のそれぞれヌ
クレオチド配列及びアミノ酸配列（配列番号２１１及び２１２）を示す図である。
【図２４Ａ－２４Ｂ】代表的なＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７　ＥｓｐＦのそれぞれヌクレオ
チド配列及びアミノ酸配列（配列番号２１３及び２１４）を示す図である。
【図２５Ａ－２５Ｂ】代表的なＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７　ＥｓｐＲＩのそれぞれヌクレ
オチド配列及びアミノ酸配列（配列番号２１５及び２１６）を示す図である。
【図２６】プラセボ（□）；Ｏ１５７　ＴＴＳＰ（△）並びに組換えＯ１５７：Ｈ７　Ｅ
ｓｐＧ，ＮｌｅＨ２－１、ＮｌｅＡ、ＥｓｐＲＩ、ＥｓｐＦ、ＥｓｐＢ、ＥｓｐＤ、Ｅｓ
ｐＡ及びキメラＴｉｒの混合物（▽）を用いて処置されたマウスにおける大腸菌Ｏ１５７
排泄物排出の量を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００５３】
　本発明の実行は、他の方法で指示されていなければ、分子生物学、微生物学、組換えＤ
ＮＡ技術及び免疫学の従来の技法を用いることになり、これらの技法は当技術分野の技術
の範囲内である。このような技法は文献において十分に説明されている。例えば、Sambro
ok, Fritsch & Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Vols. I, II and 
III, Second Edition (1989); Perbal, B., A Practical Guide to Molecular Cloning (
1984); the series, Methods In Enzymology (S. Colowick and N. Kaplan eds., Academ
ic Press, Inc.); 及びHandbook of Experimental Immunology, Vols. I-IV (D.M. Weir 
and CC. Blackwell eds., 1986, Blackwell Scientific Publications)を参照されたい。
【００５４】
　本明細書で引用されているすべての出版物、特許及び特許出願は、上記のものでも下記
のものでも、参照によりその全体を本明細書に組み込まれている。
【００５５】
　Ａ．定義
　本発明を説明する際に、以下の用語が用いられることになり、下に指示される通りに定
義されることが意図されている。
【００５６】
　本明細書及び添付の特許請求の範囲において使用されるように、単数形で記載した用語
は、内容が他の方法で明確に指示していなければ、複数の指示対象を含むことに留意され
なければならない。したがって、例えば、「１つのＳＴＥＣ細菌」への言及は、２又はそ
れ以上のそのような細菌の混合物及び同類のものを含む。
【００５７】
　本明細書で使用されるように、用語ＳＴＥＣ「エフェクタータンパク質」又はそのタン
パク質と同一のものをコードするヌクレオチド配列とは、それぞれ様々なＳＴＥＣセロタ
イプのうちのいずれかの由来であり、かつ腸細胞消失遺伝子座（ＬＥＥ,locus for enter
ocyte effacement）病原性アイランドにより転位置される、タンパク質又はヌクレオチド
配列を意味する。この遺伝子座は、ＳＴＥＣ細菌の病原性にとって決定的に重要なＥｓｃ
－ＥｓｐタイプIII分泌装置をコードする。しかし、エフェクタータンパク質は、ＬＥＥ
病原性アイランドの内部でも外側でもコードされることが可能である。複数のＳＴＥＣエ
フェクタータンパク質が公知であり、様々な配列が本明細書及び本技術分野において記載
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されている。例えば、ＬＥＥと非ＬＥＥ　ＳＴＥＣエフェクタータンパク質の両方の考察
では、Tobe et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (2006) 103:14941-14946の他にも本明
細書の開示も参照されたい。ＳＴＥＣエフェクタータンパク質の非限定的例には、Ｔｉｒ
、ＮｌｅＡ、ＴｃｃＰ、ＥｓｐＭ２及びＥｓｐＢが挙げられる。
【００５８】
　本明細書で使用されるように、用語ＳＴＥＣ「構造タンパク質」又はそのタンパク質と
同一のものをコードするヌクレオチド配列とは、それぞれ様々なＳＴＥＣセロタイプのう
ちのいずれかの由来であり、かつエフェクタータンパク質の細胞内への分泌に必要な物理
的複合体の一部であるタンパク質又はヌクレオチド配列を意味する。構造タンパク質は、
通常は細菌細胞と関連して見出される。そのような構造タンパク質の例には、ニードルの
基部と先端などのニードル成分；外部膜成分及びフィラメント成分が挙げられる。いくつ
かのＳＴＥＣ構造タンパク質は公知であり、その配列は本明細書及び当技術分野において
記載されている。ＳＴＥＣ構造タンパク質の非限定的例には、ＥｓｐＡ及びＥｓｐＤが挙
げられる。
【００５９】
　本明細書で使用されるように、ｒＴｉｒ、ｒＥｓｐＡ、ｒＥｓｐＢ、ｒＥｓｐＤ、ｒＥ
ｓｐＦ、ｒＥｓｐＧ、ｒＥｓｐＲＩ、ｒＮｌｅＡ、ｒＮｌｅＨ２－１、ｒＥｓｐＭ２及び
ｒＴｃｃｐの他にもｒインチミンなどの、しかしこれらには限定されない「組換え」ＳＴ
ＥＣタンパク質とは、組換えポリヌクレオチドの発現により産生されるタンパク質を意味
する。一般には、下にさらに記載されているように、所望の遺伝子はクローニングされ、
次に形質転換された生物において発現される。宿主生物は、発現条件下で外来遺伝子を発
現してタンパク質を産生する。「組換えタンパク質」とは、そのタンパク質が少なくとも
１つの特異的エピトープ又は活性を保持している限り、完全長ポリペプチド配列、参照配
列の断片、又は参照配列の置換、欠失及び／若しくは付加を指す。一般に、参照配列のア
ナログは、完全長参照配列に少なくとも約５０％配列同一性、好ましくは少なくとも約７
５％～８５％配列同一性、さらに好ましくは約９０％～９５％又はそれ以上の配列同一性
を示すことになる。
【００６０】
　用語「複数エピトープ融合タンパク質」とは、ＳＴＥＣエフェクタータンパク質及び／
又はＳＴＥＣ構造タンパク質の１を超えるエピトープを含み、該エピトープが天然に存在
する順序では存在しないタンパク質を意味する。したがって、複数エピトープ融合タンパ
ク質は、同一エピトープの１を超える繰返しの他にも同一タンパク質由来の１を超えるエ
ピトープ又は１を超えるタンパク質由来の１を超えるエピトープを含む。該エピトープは
互いに直接連結されている必要はなく、天然では同じように繰り返されておらず、さらに
、ＳＴＥＣエピトープではない他のアミノ酸を含むさらに大きな配列内に存在していても
よい。本発明の目的のために、融合体中に存在するエピトープ配列は、野生型エピトープ
配列の正確なコピーでも、それと「機能的に等価」である配列、すなわち、そのエピトー
プが由来する元の完全長分子又はその免疫原性部分のどちらかと同一性を有するエピトー
プにより誘発される応答と比べた場合、本明細書に定義されるように、実質的に等価な若
しくは増強された免疫応答を誘発することになる配列でもよい。さらに、複数エピトープ
融合タンパク質は、完全長分子又はその免疫原性断片を含み得る。
【００６１】
　用語「ポリペプチド」及び「タンパク質」とは、アミノ酸残基のポリマーのことであり
、最小長の該生成物に限定されない。したがって、ペプチド、オリゴペプチド、二量体、
多量体及び同類のものがこの定義に含まれる。完全長タンパク質とその断片の両方が定義
に包含される。この用語はポリペプチドの発現後修飾、例えば、グリコシル化、アセチル
化、リン酸化及び同類のものを含む。さらに、本発明の目的のために、「ポリペプチド」
とは、天然のタンパク質配列の他にも、タンパク質が望ましい活性を維持している限り、
天然配列に対する欠失、付加及び置換などの改変を含むタンパク質を指す。これらの改変
は、部位特異的変異誘発を通じてのような計画的でもよく、又はタンパク質を産生する宿
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主の変異若しくはＰＣＲ増幅のためのエラーを通じてなどの偶発的でもよい。
【００６２】
　本明細書で使用される用語「ペプチド」とは、ポリペプチドの断片を指す。したがって
、ペプチドは、全タンパク質配列が存在しない限り、天然ポリペプチドのＣ末端欠失、Ｎ
末端欠失及び／又は内部欠失を含むことが可能である。ペプチドは一般に、完全長分子の
少なくとも約３～１０連続アミノ酸残基を含むことになり、問題のペプチドが望ましい生
物学的応答を誘発する能力を保持しているという条件で、完全長分子の少なくとも約１５
～２５連続アミノ酸残基又は完全長分子の少なくとも約２０～５０若しくはそれ以上の連
続アミノ酸残基又は３アミノ酸と完全長配列におけるアミノ酸の数の間の任意の整数を含
むことが可能である。
【００６３】
　ＳＴＥＣ「ペプチド」は、ＳＴＥＣタンパク質の完全長配列未満を含むポリペプチドで
ある。さらに、ＳＴＥＣペプチドは、免疫応答を生じることができるように少なくとも１
つのエピトープを含むことになる。ＳＴＥＣペプチドは、下に記載される様々なＳＴＥＣ
セロタイプのうちのいずれの由来でも可能である。
【００６４】
　本明細書で使用されるように、「ワクチン」とは、ＳＴＥＣエフェクタータンパク質及
び／又はＳＴＥＣ構造タンパク質などのＳＴＥＣ抗原に対する免疫応答を刺激する働きを
する組成物を指す。該免疫応答は、ＳＴＥＣ感染に対して又はＳＴＥＣの定着及び排出に
対して完全な予防及び／又は処置を提供する必要はない。ＳＴＥＣ細菌の定着及び排出に
対する部分的予防でも、排出及び汚染食肉生産をなお低減することになるので、本明細書
では利用法がある。いくつかの場合、ワクチンは、免疫応答を増強するために免疫アジュ
バントを含むことになる。用語「アジュバント」とは、特定の抗原又は抗原の組合せに対
する免疫応答を増加する非特異的な形で作用し、したがって、いかなるワクチンにおいて
も必要な抗原の量及び／又は所望の抗原に対して適切な免疫応答を生み出すために必要な
注射の頻度を低減する薬剤を指す。例えば、A. C. Allison J. Reticuloendothel. Soc. 
(1979) 26:619-630を参照されたい。そのようなアジュバントは下にさらに記載されてい
る。
【００６５】
　本明細書で使用されるように、「定着（colonization）」とは、反芻動物などの哺乳動
物の腸管におけるＳＴＥＣの存在を指す。
【００６６】
　本明細書で使用されるように、「排出」とは、排泄物におけるＳＴＥＣの存在を指す。
【００６７】
　本明細書で使用されるように、「免疫化」又は「免疫する」とは、組成物中に存在する
抗原のうちの１又は２以上に対する免疫応答を誘発するために、組成物を投与される動物
の免疫系を刺激するのに効果的な量でＳＴＥＣ組成物を投与することである。
【００６８】
　用語「エピトープ」とは、特異的なＢ細胞及び／又はＴ細胞が応答する抗原又はハプテ
ン上の部位を指す。この用語は「抗原決定基」又は「抗原決定基部位」とも互換的に使用
される。好ましくは、エピトープは、タンパク質抗原に由来する又はタンパク質抗原の一
部としての短いペプチドである。いくつかの異なるエピトープは、単一抗原性分子により
坦持され得る。用語「エピトープ」は、生物全体を認識する応答を刺激するアミノ酸の改
変された配列も含む。エピトープは、過度の実験をしなくても、ペプチド又はポリペプチ
ドのアミノ酸配列及び対応するＤＮＡ配列についての知識からの他にも特定のアミノ酸の
性質（例えば、サイズ、電荷など）及びコドン辞書から生成することが可能である。例え
ば、Ivan Roitt, Essential Immunology, 1988; Kendrew (同上); Janis Kuby, Immunolo
gy, 1992 e.g., pp. 79-81を参照されたい。
【００６９】
　組成物又はワクチンに対する「免疫学的応答」とは、宿主における、所望の組成物又は
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ワクチンに対する細胞及び／又は抗体媒介免疫応答の発生を指す。通常、「免疫学的応答
」は、以下の効果：所望の組成物又はワクチンに含まれる抗原（単数又は複数）に特異的
に向けられる、抗体、Ｂ細胞、ヘルパーＴ細胞、サプレッサーＴ細胞及び／又は細胞障害
性Ｔ細胞及び／又はγδＴ細胞の産生のうちの１又は２以上を含むがこれらに限定されな
い。好ましくは、宿主は、ＳＴＥＣ疾患が和らげられる及び／若しくは予防される；ＳＴ
ＥＣの定着に対する腸の抵抗性が授けられる；ＳＴＥＣを排出する動物の数が減少する；
動物により排出されるＳＴＥＣの数が減少する；並びに／又は動物によるＳＴＥＣ排出の
期間が減少するように、治療的又は予防的免疫学的応答のいずれかを示すことになる。
【００７０】
　用語「免疫原性」タンパク質又はポリペプチドとは、上記の免疫学的応答を誘発するア
ミノ酸配列を指す。「免疫原性」タンパク質又はポリペプチドは、本明細書で使用される
ように、問題の特定のＳＴＥＣタンパク質の完全長配列、そのアナログ、凝集体又はその
免疫原性断片を含む。「免疫原性断片」とは、１又は２以上のエピトープを含み、したが
って上記の免疫学的応答を誘発するＳＴＥＣタンパク質の断片を意味する。そのような断
片は、当技術分野で周知のいかなる数のエピトープマッピング技法を使用しても同定され
ることが可能である。例えば、Epitope Mapping Protocols in Methods in Molecular Bi
ology, Vol. 66 (Glenn E. Morris, Ed., 1996) Humana Press, Totowa, New Jerseyを参
照されたい。例えば、直鎖状エピトープは、例えば、タンパク質分子の一部に一致してい
る多数のペプチドを固体支持体上で同時に合成し、ペプチドを、支持体にまだ付着してい
る間に抗体と反応させることにより決定し得る。そのような技法は当技術分野で公知であ
り、例えば、米国特許第４，７０８，８７１号明細書；Geysen et al. (1984) Proc. Nat
l. Acad. Sci. USA 81:3998-4002； Geysen et al. (1986) Molec. Immunol. 23:709-715
に記載されている。これらの文献はすべて参照によりその全体を本明細書に組み込まれて
いる。同様に、立体構造的エピトープは、例えば、Ｘ線結晶学及び２次元核磁気共鳴によ
りなどのアミノ酸の空間的立体構造を決定することにより容易に同定される。例えば、Ep
itope Mapping Protocols (同上)を参照されたい。タンパク質の抗原領域も、例えば、Ox
ford Molecular Groupから入手可能なOmiga version 1.0 software programを使用して計
算されるプロットなどの標準抗原性及びヒドロパシープロットを使用して同定することが
可能である。このコンピュータプログラムは、抗原性プロファイルを決定するためにHopp
/Woods法（Hopp et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA(1981) 78:3824-3828）を及び、ヒ
ドロパシープロットのためにKyte-Doolittle法（Kyte et al., J. Mol. Biol. (1982) 15
7: 105-132）を用いる。
【００７１】
　本発明の目的のための免疫原性断片は、通常、親ＳＴＥＣタンパク質分子の少なくとも
約３アミノ酸、好ましくは少なくとも約５アミノ酸、さらに好ましくは少なくとも約１０
～１５アミノ酸、もっとも好ましくは２５又はそれ以上のアミノ酸を含むことになる。断
片の長さに決定的な上限はなく、タンパク質配列のほぼ完全長、又は特定のＳＴＥＣタン
パク質の２又はそれ以上のエピトープを含む融合タンパク質でさえ含み得る。
【００７２】
　「抗原」とは、宿主免疫系を刺激して体液性及び／又は細胞性抗原特異的応答を作り出
すことになる１又は２以上のエピトープ（直鎖状、立体構造的のいずれか、又は両方）を
含有するタンパク質、ポリペプチド又はその断片などの分子を指す。この用語は、用語「
免疫原」と互換的に使用される。抗原又は抗原決定基を模倣することが可能な、抗イディ
オタイプ抗体又はその断片、及び合成ペプチドミモトープなどの抗体も、本明細書で使用
される抗原の定義下に収まる。同様に、ＤＮＡ免疫化適用におけるなどのインビボで抗原
又は抗原決定基を発現するオリゴヌクレオチド又はポリヌクレオチドも、本明細書での抗
原の定義に含まれる。
【００７３】
　「担体」とは、所望の抗原に関連する場合、抗原に免疫原性を与えるいかなる分子でも
意味する。
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【００７４】
　用語「ＲＴＸ」毒素とは、本明細書で使用されるように、カルボキシ末端コンセンサス
アミノ酸配列Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｘ－Ｇｌｙ－Ｘ－Ａｓｐ（ＸはＬｙｓ、Ａｓｐ、Ｖａｌ又
はＡｓｎである）により特徴付けられる分子のファミリーに属するタンパク質のことであ
る（Highlander et al., DNA (1989) 8:15-28）。そのようなタンパク質には、とりわけ
、パスツレラ・ヘモリチカ及びアクチノバチルス・プルロニューモニア（Actinobacillus
 pleuropneumoniae）由来のロイコトキシンの他にも大腸菌アルファ溶血素が挙げられる
（Strathdee et al., Infect. Immun. (1987) 55:3233-3236; Lo, Can. J. Vet. Res. (1
990) 54:S33-S35; Welch, Mol. Microbiol. (1991) 5:521-528）。毒素のこのファミリー
は毒素の「ＲＴＸ」ファミリーとして知られている（Lo, Can. J. Vet. Res. (1990) 54:
S33-S35）。さらに、用語「ＲＴＸ毒素」とは、化学的に合成される、ＲＴＸ毒素と同一
のものを発現している生物から単離されるＲＴＸファミリーのメンバー、又は組換え的に
産生されるＲＴＸファミリーのメンバーを指す。さらに、この用語は、特定の天然ＲＴＸ
分子に見られる連続アミノ酸配列に実質的に相同なアミノ酸配列を有する免疫原性タンパ
ク質を意味する。したがって、この用語は完全長配列と部分的配列の両方の他にもアナロ
グを含む。天然の完全長ＲＴＸ毒素は細胞毒性活性を示すが、用語「ＲＴＸ毒素」は、依
然免疫原性であるが、天然分子の細胞毒性特徴を欠く分子も意味する。本発明に従って作
製されるキメラでは、選択されるＲＴＸポリペプチド配列は、融合ＳＴＥＣタンパク質又
は複数エピトープ融合タンパク質に増強された免疫原性を与える。
【００７５】
　用語「ロイコトキシンポリペプチド」又は「ＬＫＴポリペプチド」とは、上記に定義さ
れるように、とりわけ、パスツレラ・ヘモリチカ及びアクチノバチルス・プルロニューモ
ニア由来のＲＴＸ毒素を意味する。いくつかのロイコトキシンのヌクレオチド配列及び対
応するアミノ酸配列は公知である。例えば、米国特許第４，９５７，７３９号明細書及び
米国特許第５，０５５，４００号明細書; Lo et al., Infect. Immun. (1985) 50:667-67
; Lo et al., Infect. Immun. (1987) 55:1987-1996; Strathdee et al., Infect. Immun
. (1987) 55:3233-3236; Highlander et al., DNA (1989) 8:15-28; Welch, Mol. Microb
iol. (1991) 5:521-528を参照されたい。選択されたロイコトキシンポリペプチド配列は
、融合ＳＴＥＣタンパク質又は複数エピトープ融合タンパク質に増強された免疫原性を与
える。
【００７６】
　担体に連結されているＳＴＥＣタンパク質は、それが対応するタンパク質単独よりも免
疫応答を誘発する大きな能力を有する場合「増強された免疫原性」を示す。そのような増
強された免疫原性は、特定のタンパク質／担体複合体及びタンパク質対照を動物に投与し
、当技術分野で周知の放射性免疫アッセイ及びＥＬＩＳＡなどの標準アッセイを使用して
これら２つに対する抗体力価を比較することにより決定することが可能である。
【００７７】
　用語「精製された」とは、物質がそれが属する試料中の大多数の割合を含むように物質
（化合物、ポリヌクレオチド、タンパク質、ポリペプチド、ポリペプチド組成物）を単離
することである。典型的には、試料中では、精製された成分は、試料の５０％、好ましく
は８０％～８５％、さらに好ましくは９０～９５％を含む。本明細書の「精製された」の
定義から明確に除外されるのは、米国特許第７，３００，６５９号明細書に記載されるな
どの、増殖培地に分泌されているＳＴＥＣ抗原の混合物を含有する細胞培養上清の成分で
ある。所望のポリヌクレオチド及びポリペプチドを精製するための技法は当技術分野では
周知であり、例えば、イオン交換クロマトグラフィー、アフィニティークロマトグラフィ
ー及び密度に従った沈降が挙げられる。
【００７８】
　「単離された」とは、ポリペプチドに言及する場合、指示された分子はその分子と一緒
に天然に見出される生物全体から分離し別個である、又は実質的に同種の他の生物学的巨
大分子の非存在下で存在していることを意味する。ポリヌクレオチドに関する用語「単離
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された」は、天然には通常その核酸に付随する配列、若しくは天然に存在する配列である
が異種配列が一緒に付随している配列を全体的にも部分的にも欠く核酸分子、又は染色体
から解離した分子である。
【００７９】
　「抗体」とは、抗原中に存在する所望のエピトープを「認識する」、すなわち該エピト
ープに特異的に結合する分子を意味する。「特異的に結合する」とは、抗体と例えば該抗
体と反応する被験物質を含む混合物中の成分間で起こることがある非特異的結合とは対照
的に、抗体が「錠と鍵」タイプの相互作用でエピトープと相互作用して抗原と抗体の間で
複合体を形成することを意味する。したがって、例えば、抗ＳＴＥＣエフェクター抗体は
、問題のＳＴＥＣエフェクタータンパク質のエピトープに特異的に結合する分子である。
本明細書で使用される用語「抗体」には、ポリクローナルとモノクローナル調製物の両方
から得られる抗体の他にも以下の：ハイブリッド（キメラ）抗体分子（Winter et al., N
ature (1991) 349:293-299; 及び米国特許第４，８１６，５６７号明細書参照）；Ｆ（ａ
ｂ’）２及びＦ（ａｂ）断片；Ｆｖ分子（非共有ヘテロ二量体、例えば、Inbar et al., 
Proc Natl Acad Sci USA (1972) 69:2659-2662; and Ehrlich et al., Biochem (1980) 1
9:4091-4096参照）；一本鎖Ｆｖ分子（ｓＦｖ）（例えば、Huston et al., Proc Natl Ac
ad Sci USA (1988) 85:5879-5883参照）；二量体及び三量体抗体断片構築物；ミニボディ
ー（例えば、Pack et al., Biochem (1992) 31:1579-1584; Cumber et al., J Immunolog
y (1992) 149B:120-126参照）；ヒト化抗体分子（例えば、Riechmann et al., Nature (1
988) 332:323-327; Verhoeyan et al., Science (1988) 239:1534-1536; 及び１９９４年
９月２１日公開の英国特許出願第ＧＢ２，２７６，１６９号参照）；並びにそのような分
子から得られ、親抗体分子の免疫学的結合特性を保持しているいかなる機能的断片も挙げ
られる。
【００８０】
　本明細書で使用されるように、用語「モノクローナル抗体」とは、均一な抗体集団を有
する抗体組成物を指す。この用語は、抗体の種又は供給源に関して限定されておらず、抗
体が作られる方法によって限定されることを意図されてもいない。この用語は、全免疫グ
ロブリンの他にも、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ及び他の断片などの断片の他にも、親
モノクローナル抗体分子の免疫学的結合特性を示すキメラ及びヒト化均一抗体集団を包含
する。
【００８１】
　「天然」タンパク質又はポリペプチドとは、タンパク質が天然に存在する供給源から単
離されるタンパク質又はポリペプチドを指す。「組換え」ポリペプチドとは、組換えＤＮ
Ａ技法により産生される、すなわち、望ましいポリペプチドをコードする外来性ＤＮＡ構
築物により形質転換された細胞から産生されるポリペプチドを指す。「合成」ポリペプチ
ドは、化学合成により調製されるポリペプチドである。
【００８２】
　「相同性」とは、２つのポリヌクレオチド又は２つのポリペプチド部分間のパーセント
同一性を指す。２つの核酸又は２つのポリペプチド配列は、該配列が該分子の限定された
長さにわたり少なくとも約５０％、好ましくは少なくとも約７５％、さらに好ましくは少
なくとも約８０％～８５％、好ましくは少なくとも約９０％、もっとも好ましくは少なく
とも約９５％～９８％配列同一性を示す場合は、互いに「実質的に相同である」。本明細
書で使用されるように、実質的に相同であるとは、特定の配列に完全な同一性を示す配列
のことでもある。
【００８３】
　一般に、「同一性」とは、２つのポリヌクレオチド又はポリペプチド配列のそれぞれ正
確なヌクレオチド－ヌクレオチド又はアミノ酸－アミノ酸一致を指す。パーセント同一性
は、配列を整列させ、２つの整列された配列間の適合の正確な数を計数し、参照配列の長
さで除し、該結果に１００を掛けることによる２つの分子（参照配列と参照配列に対する
％同一性が未知である配列）間配列情報の直接比較により決定することが可能である。ペ
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プチド解析については、Smith and Waterman Advances in Appl. Math. 2:482-489, 1981
の局所相同性アルゴリズムを応用したALIGN, Dayhoff, M.O. in Atlas of Protein Seque
nce and Structure M.O. Dayhoff ed., 5 Suppl. 3:353-358, National biomedical Rese
arch Foundation, Washington, DCなどの容易に入手可能なコンピュタープログラムを使
用すれば解析に役立つことが可能である。ヌクレオチド配列同一性を決定するためのプロ
グラムは、Wisconsin Sequence Analysis Package, Version 8 (Genetics Computer Grou
p社, Madison, WIから入手可能)、例えば、the BESTFIT, FASTA and GAP プログラムにお
いて入手可能であり、これらのプログラムもSmith and Watermanアルゴリズムに依拠して
いる。これらのプログラムは、製造業者により推奨され上に引用されるWisconsin Sequen
ce Analysis Packageに記載されているデフォルトパラメータを用いて容易に利用される
。例えば、参照配列に対する特定のヌクレオチド配列のパーセント同一性は、デフォルト
スコアリング表及び６ヌクレオチド位置のギャップペナルティーを用いるSmith and Wate
rmanの相同性アルゴリズムを使用して決定することが可能である。
【００８４】
　本発明の文脈においてパーセント同一性を確立するもう１つの方法は、エディンバラ大
学に著作権があり、John F. CollinsとShane S. Sturrokが開発し、IntelliGenetics, In
c. (Mountain View, CA)から配給されるプログラムのMPSRCHパッケージを使用することで
ある。この一揃いのパッケージから、スコアリング表にデフォルトパラメータが使用され
ているSmith-Watermanアルゴリズムを用いることが可能である（例えば、ギャップ開始ペ
ナルティー１２、ギャップ伸長ペナルティー１及びギャップ６）。生み出されるデータか
ら、「マッチ（Match）」値は「配列同一性」を反映する。配列間のパーセント同一性又
は類似性を計算するための他の適切なプログラムは、当技術分野では一般に公知であり、
例えば、別のアラインメントプログラムはＢＬＡＳＴでありデフォルトパラメータを用い
て使用される。例えば、ＢＬＡＳＴＮ及びＢＬＡＳＴＰは、以下のデフォルトパラメータ
：遺伝コード＝標準；フィルター＝なし；鎖＝両方；カットオフ（cutoff）＝６０；エク
スペクト（expect）＝１０；マトリックス＝ＢＬＯＳＵＭ６２；デスクリプション（Desc
riptions）＝５０配列；ソートバイ（sort by）＝ＨＩＧＨ　ＳＣＯＲＥ；データベース
＝非重複、ジェンバンク＋ＥＭＢＬ＋ＤＤＢＪ＋ＰＤＢ＋ジェンバンクＣＤＳ翻訳＋Ｓｗ
ｉｓｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ＋Ｓｐｕｐｄａｔｅ＋ＰＩＲを使って、使用することが可能であ
る。これらのプログラムの詳細は容易に入手可能である。
【００８５】
　代わりに、相同領域間で安定な二重鎖を形成する条件下でポリヌクレオチドをハイブリ
ダイズさせ、続いて一本鎖特異的ヌクレアーゼ（複数可）を用いて消化し、消化された断
片をサイズ決定することにより相同性を決定することが可能である。実質的に相同なＤＮ
Ａ配列であれば、例えば、その特定の系のために定義される厳密な条件下でサザンハイブ
リダイゼーション実験において同定することが可能である。適切なハイブリダイゼーショ
ン条件を定義するのは当技術分野の技術の範囲内である。例えば、Sambrook et al. (同
上); DNA Cloning (同上); Nucleic Acid Hybridization (同上)を参照されたい。
【００８６】
　核酸分子を記載するために本明細書で使用される「組換え」とは、その起源又は操作に
より、天然では関連しているポリヌクレオチドのすべて又は部分とは関連していないゲノ
ム、ｃＤＮＡ、ウイルス、半合成又は合成起源のポリヌクレオチドを意味する。
【００８７】
　用語「形質転換」とは、挿入のために使用される方法とは無関係に、外来性ポリヌクレ
オチドを宿主細胞に挿入することである。例えば、直接取り込み、形質導入又はｆ－交配
が挙げられる。外来性ポリヌクレオチドは、非組込みベクター、例えば、プラスミドとし
て維持されてもよく、又は、代わりに宿主ゲノムに組み込まれてもよい。
【００８８】
　「組換え宿主細胞」、「宿主細胞」、「細胞」、「細胞株」、「細胞培養物」及び単細
胞体として培養される微生物又は高等真核細胞株を意味する他のそのような用語とは、組
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換えベクター又は他の移入されたＤＮＡのためのレシピエントとして使用することが可能
な又は使用されてきた細胞のことであり、トランスフェクトされた原細胞の初代後代を含
む。
【００８９】
　「コード配列」又は選択されたポリペプチドを「コードする」配列は、適切な調節配列
（又は「制御エレメント」）の制御下に置かれている場合には、インビボで転写される（
ＤＮＡの場合）及びポリペプチドに翻訳される（ｍＲＮＡの場合）核酸分子である。コー
ド配列の境界は、５’（アミノ）末端では開始コドンにより、３’（カルボキシ）末端で
は翻訳停止コドンにより決定される。コード配列には、ウイルス、原核生物又は真核生物
ｍＲＮＡ由来のｃＤＮＡ、ウイルス又は原核生物ＤＮＡ由来のゲノムＤＮＡ配列、及び合
成ＤＮＡ配列までも挙げることが可能であるが、これらに限定されない。転写終止配列は
コード配列の３’側に位置し得る。
【００９０】
　典型的な「制御エレメント」には、転写プロモーター、転写エンハンサーエレメント、
転写終結シグナル、ポリアデニル化配列（翻訳終止コドンの３’側に位置する）、翻訳の
開始を最適化するための配列（コード配列の５’側に位置する）及び翻訳終結配列が挙げ
られるが、これらに限定されない。
【００９１】
　「核酸」分子には、原核生物塩基配列、真核生物ｍＲＮＡ、真核生物ｍＲＮＡ由来のｃ
ＤＮＡ、真核生物（例えば、哺乳動物）ＤＮＡ由来のゲノムＤＮＡ配列、及び合成ＤＮＡ
配列までも挙げることが可能であるが、これらに限定されない。この用語は、ＤＮＡ及び
ＲＮＡの既知の塩基アナログのうちのいずれでも含む配列も取り込む。
【００９２】
　「作動可能に連結されている」とは、そのように記載されている成分が、その通常の機
能を果たすように形成されているエレメントの配置を指す。したがって、コード配列に作
動可能に連結されている所与のプロモーターは、適切な酵素が存在する場合にはコード配
列の発現を達成することができる。プロモーターは、それがコード配列の発現を指示する
よう機能する限り、コード配列と連続している必要はない。したがって、例えば、介在す
る非翻訳であるが転写されている配列がプロモーター配列とコード配列間に存在すること
が可能であり、プロモーター配列はそれでもコード配列に「作動可能に連結されている」
と見なすことが可能である。
【００９３】
　「によりコードされている」とは、ポリペプチド配列又はその部分が、核酸配列により
コードされるポリペプチド由来の少なくとも３～５アミノ酸、さらに好ましくは少なくと
も８～１０アミノ酸、さらに好ましくは少なくとも１５～２０アミノ酸のアミノ酸配列を
含有するポリペプチド配列をコードする核酸配列を指す。該配列にコードされるポリペプ
チドと免疫学的に同一視することが可能なポリペプチド配列も包含される。
【００９４】
　用語「トランスフェクション」は、細胞による外来ＤＮＡの取込みを指すのに使用され
る。細胞は、外来性ＤＮＡが細胞膜内部に導入されてしまうと「トランスフェクト」され
ていることになる。いくつかのトランスフェクション技法が当技術分野では一般に公知で
ある。例えば、Graham et al. (1973) Virology, 52:456, Sambrook et al. (1989) Mole
cular Cloning, a laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratories, New York, D
avis et al. (1986) Basic Methods in Molecular Biology, Elsevier, and Chu et al. 
(1981) Gene 13:197を参照されたい。そのような技法を使用すれば、１又は２以上の外来
性ＤＮＡ部分を適切な宿主細胞に導入することが可能である。この用語は、遺伝物質の安
定でもあり一過的でもある取込みを指し、ペプチド連結ＤＮＡ又は抗体連結ＤＮＡの取込
みを含む。
【００９５】
　「ベクター」は、遺伝子配列を標的細胞へ導入することができる（例えば、ウイルスベ
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クター、非ウイルスベクター、粒子性担体及びリポソーム）。典型的には、「ベクター構
築物」、「発現ベクター」及び「遺伝子導入ベクター」とは、所望の遺伝子の発現を指示
することができ、遺伝子配列を標的細胞導入することが可能ないかなる核酸構築物でも意
味する。したがって、この用語はクローニング及び発現ビヒクルの他にもウイルスベクタ
ーを含む。
【００９６】
　本明細書で使用されるように、「生体試料」とは、対象から単離される組織又は体液の
試料を意味し、例えば、限定はされないが、血液、血漿、血清、排泄物、尿、骨髄、胆汁
、髄液、リンパ液、皮膚の試料、皮膚、呼吸器、腸管及び尿生殖管の外分泌物、涙、唾液
、乳、血液細胞、臓器、生検等が挙げられる。また、限定されないが、培地中での細胞及
び組織の増殖から生じる条件培地をはじめとするインビトロ細胞培養成分の試料、例えば
、組換え細胞及び細胞成分等を挙げることができる。
【００９７】
　本明細書で使用されるように、用語「標識」及び「検出可能標識」とは、放射性同位元
素、蛍光剤（fluorescer）、化学発光剤（chemiluminescer）、酵素、酵素基質、酵素補
因子、酵素阻害剤、発色団、色素、金属イオン、金属ゾル、リガンド（例えば、ビオチン
又はハプテン）及び同類のものが挙げられるがこれらに限定されない検出可能な分子を指
す。用語「蛍光剤」とは、検出可能範囲で蛍光を示すことができる物質又はその部分を指
す。本発明下で使用し得る標識の特定の例には、フルオレセイン、ローダミン、ダンシル
、ウンベリフェロン、テキサスレッド、ルミノール、ＮＡＤＰＨ及びα－β－ガラクトシ
ダーゼが挙げられる。
【００９８】
　本明細書で使用される用語「処置（treatment）」とは、（ｉ）感染若しくは再感染の
予防（予防法）又は（ii）所望の疾患の症状の減少若しくは除去（治療）のいずれかを指
す。処置は、反芻動物などの哺乳動物のＳＴＥＣ定着の予防若しくは減少；及び／又は動
物により排出させるＳＴＥＣの数の減少；及び／又は動物によるＳＴＥＣ排出の期間を減
少することも包含する。
【００９９】
　本明細書で使用されるように、「治療量」、「有効量」及び「に効果的な量」とは、組
成物中に存在するＳＴＥＣ抗原に対する免疫応答を誘発し、それによって反芻動物などの
哺乳動物のＳＴＥＣ疾患及び／若しくはＳＴＥＣ定着を低減する若しくは予防する；並び
に／又はＳＴＥＣを排出する動物の数を低減する；並びに／又は動物により排出されるＳ
ＴＥＣの数を低減する；並びに／又は動物によるＳＴＥＣ排出の期間を低減するのに有効
なワクチンの量を指す。
【０１００】
　「哺乳動物対象」とは、ヒト並びに、ウシ、ブタ及びヒツジ属（ヒツジとヤギ）種を含
むがこれらに限定されない反芻動物などの他のあらゆる乳腺所有動物（雄と雌の両方）を
含む哺乳綱の任意のメンバーを意味する。該用語は特定の年齢を示さない。したがって、
成体、新生仔及び胎仔が含まれるよう意図されている。
【０１０１】
　Ｂ．一般的方法
　本発明の中核をなすのは、１を超えるＳＴＥＣセロタイプ由来の１を超えるＳＴＥＣエ
ピトープを含む複数エピトープ融合タンパク質が、それが投与される動物において免疫応
答を生じるという発見である。さらに、１を超えるＳＴＥＣセロタイプ由来のタンパク質
と反応する抗体を産生させるＳＴＥＣエフェクタータンパク質由来のエピトープ、及び１
を超えるＳＴＥＣセロタイプ由来のタンパク質と反応する抗体を産生させるＳＴＥＣ構造
タンパク質由来のエピトープが発見されている。キメラ構築物及び交差反応性ＳＴＥＣセ
ロタイプはワクチン組成物において使用され、定着に対する防御などの広範にわたるＳＴ
ＥＣ感染の予防及び処置を提供する。したがって、複数のＳＴＥＣセロタイプ由来の様々
なＳＴＥＣエフェクタータンパク質、及び複数のＳＴＥＣセロタイプ由来の様々なＳＴＥ
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Ｃ構造タンパク質は、本組成物及び方法において利用法がある。そのようなエピトープは
、１又は２以上のサブユニットワクチン組成物において個々に提供するか、又は都合が良
いのは、融合タンパク質として組換え発現させたキメラタンパク質として提供するか、若
しくは個々に発現させ、その後融合が可能なことである。
【０１０２】
　ある種の実施形態では、組成物は、複数のＳＴＥＣセロタイプ由来のＴｉｒの複数のエ
ピトープなどの、１を超えるＳＴＥＣセロタイプ由来の１を超えるエピトープを含む複数
エピトープ融合タンパク質を含む。他の実施形態では、組成物は、精製されたＳＴＥＣエ
フェクタータンパク質及び／又は精製されたＳＴＥＣ構造タンパク質の混合物を含み、前
記タンパク質は、ＥｓｐＡ、ＥｓｐＢ、ＥｓｐＤ、ＥｓｐＧ、ＥｓｐＦ、ＥｓｐＲＩ、Ｎ
ｌｅＡ、ＮＬｅＨ２－１、Ｔｃｃｐ、Ｔｉｒから選択されるＳＴＥＣタンパク質などの、
しかしこれらに限定されない１を超えるＳＴＥＣセロタイプ由来のタンパク質、及び／又
は複数のＴｉｒエピトープを有するタンパク質などの複数エピトープ融合タンパク質と反
応する抗体を産生する。
【０１０３】
　いくつかの実施形態では、ＳＴＥＣ構築物又は精製されたＳＴＥＣタンパク質は免疫原
性を増強する担体分子に連結されている。薬学的に許容されるアジュバントを組成物と一
緒に投与してもよい。組成物は抗原のうちの１又は２以上に対して免疫応答を誘発し、そ
れによってＳＴＥＣ感染を低減する又は除去するのに有効な量で投与される。いくつかの
例では、動物におけるＳＴＥＣ定着は減少され除去される。好ましい実施形態では、動物
はウシ又はヒツジ又は他の反芻動物である。
【０１０４】
　本発明の組成物を用いた免疫化は、免疫された動物の免疫系を刺激して、ＥｓｐＡ、Ｅ
ｓｐＢ、ＥｓｐＤ、ＥｓｐＧ、ＥｓｐＦ、ＥｓｐＲＩ、ＮｌｅＡ、ＮＬｅＨ２－１、Ｔｃ
ｃｐ及び／又はＴｉｒなどの１又は２以上のＳＴＥＣ抗原に対して、腸上皮細胞へのＳＴ
ＥＣ付着を遮断し、ＳＴＥＣ定着を妨げ、それによって動物によるＳＴＥＣ排出を低減す
る抗体を産生する。ＳＴＥＣ排出のこのような減少により、食物及び水のＳＴＥＣ汚染は
減少しヒトにおけるＳＴＥＣが引き起こす疾患は減少する。さらに、ＳＴＥＣ定着及びウ
シによる排出を予防し、減少し除去する免疫化の能力は、医学分野における長年にわたる
切実な満たされない要求に取り組み、ヒトに重要な利益をもたらす。
【０１０５】
　さらに、本発明の組成物を使用すれば、ヒトなどの他の哺乳動物におけるＳＴＥＣ感染
を処置する又は予防することが可能である。組換え的に産生されるタンパク質などの精製
された抗原、例えば、毒性を減少させるために志賀毒素１及び２のうちの１つ又は両方を
欠く組成物を使用すれば、発現する抗原（antigens present）を制御することが可能にな
る。
【０１０６】
　ＳＴＥＣ組成物の治療有効性は、天然若しくは合成担体、アジュバントを使用すること
により及び／又は別の抗ＳＴＥＣ剤の前に、同時に、若しくは後に該組成物を投与するこ
とにより、増強することが可能である、そのような薬剤には、生物学的、生物学的に操作
された、化学的、核酸ベースの及び組換えタンパク質抗ＳＴＥＣ剤が挙げられるが、これ
らに限定されない。
【０１０７】
　本発明の理解を促進するために、ＳＴＥＣタンパク質及びキメラ、その産生物、それら
と同一のものを含む組成物、並びに感染の処置又は予防の他にも感染の診断におけるその
ような組成物の使用法に関して、下においてさらに詳細な考察が提供される。
【０１０８】
　Ｉ．キメラ構築物及び組合せワクチンにおける使用のためのポリペプチド
　上で説明されたように、本発明のタンパク質は、１を超えるセロタイプ由来の１又は２
以上のＳＴＥＣエフェクタータンパク質由来の１を超えるエピトープ、及び／又は１を超
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えるセロタイプ由来の１又は２以上のＳＴＥＣ構造タンパク質由来の１を超えるエピトー
プを含む、キメラ構築物の使用により１を超えるＳＴＥＣセロタイプに対する広範な予防
を提供する。代わりの実施形態では、組成物は、１を超えるＳＴＥＣセロタイプ由来の抗
原と反応する抗体を産生する、精製されたＳＴＥＣタンパク質、その免疫原性断片及び／
又はバリアントを含むことが可能である。
【０１０９】
　本発明で使用するためのタンパク質及びエピトープは、血清型Ｏ１５７、Ｏ１５８、Ｏ
５、Ｏ８、Ｏ１８、Ｏ２６、Ｏ４５、Ｏ４８、Ｏ５２、Ｏ５５、Ｏ７５、Ｏ７６、Ｏ７８
、Ｏ８４、Ｏ９１、Ｏ１０３、Ｏ１０４、Ｏ１１１、Ｏ１１３、Ｏ１１４、Ｏ１１６、Ｏ
１１８、Ｏ１１９、Ｏ１２１、Ｏ１２５、Ｏ２８、Ｏ１４５、Ｏ１４６、Ｏ１６３、Ｏ１
６５由来のＳＴＥＣセロタイプを限定することなく含む様々なＳＴＥＣセロタイプのいず
れからでも入手し得る。そのようなＳＴＥＣセロタイプは感染動物の血清から容易に入手
される。ＳＴＥＣを単離するための方法は当技術分野では周知である。例えば、Elder et
 al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (2000) 97:2999; Van   Donkersgoed et al., Can.V
et. J. (1999) 40:332; Van Donkersgoed   et al., Can.Vet. J. (2001) 42:714を参照
されたい。一般に、そのような方法は、セフィキシム及びテルル酸を補充されているソル
ビトールマッコンキー寒天上に直接蒔く、又は免疫磁気濃縮に続いて同一培地に蒔く必要
がある。さらに、ＳＴＥＣタンパク質及びエピトープは、毒性を減らすために志賀毒素１
及び／又は２の発現をノックアウトするように遺伝的に操作されているＳＴＥＣセロタイ
プから入手し得る。
【０１１０】
　複数エピトープ融合タンパク質及び、ＳＴＥＣタンパク質を含む組成物が由来するタン
パク質としては、各種の任意のＳＴＥＣ構造タンパク質及び任意の公知のＬＥＥ及び非Ｌ
ＥＥエフェクターを挙げることができる。そのようなタンパク質には、ＥｓｐＡ、Ｅｓｐ
Ｄ、Ｔｉｒ、ＮｌｅＡ、ＥｓｐＢ、ＴｃｃＰ、Ｌｅｒ、Ｏｒｆ２、ＣｅｓＡ／Ｂ、Ｏｒｆ
４、Ｏｒｆ５、ＥｓｃＳ、ＥｓｃＴ、Ｒｏｒｆ１３、ＧｒｌＲ、ＧｒｌＡ、ＣｅｓＤ、Ｅ
ｓｃＣ、ＳｅｐＤ、ＥｓｃＪ、Ｏｒｆ８、ＳｅｐＺ、Ｏｒｆ１２、ＥｓｃＮ、Ｏｒｆ１６
、ＳｅｐＱ、ＥｓｐＨ、ＣｅｓＦ、Ｍａｐ、ＣｅｓＴ、ＥｓｃＤ、ＳｅｐＬ、ＣｅｓＤ２
、ＥｓｃＦ、Ｏｒｆ２９、ＥｓｐＦ、ＥｓｐＧ、ＮｌｅＢ、ＮｌｅＢ２－１、ＮｌｅＣ、
ＮｌｅＥ、ＮｌｅＦ、ＮｌｅＧ、ＮｌｅＨ、ＮｌｅＨ１－２、ＮｌｅＨ２－１、ＮｌｅＩ
、ＮｌｅＧ２－１、ＮｌｅＧ２－２、ＮｌｅＧ３、ＮｌｅＧ５－１、ＮｌｅＧ６－１、Ｎ
ｌｅＧ８－２、ＮｌｅＧ９、ＥｓｐＫ、ＥｓｐＬ２、ＥｓｐＭ２、ＥｓｐＲ１、ＥｓｐＶ
、ＥｓｐＷ、ＥｓｐＸ２、ＥｓｐＸ７、ＥｓｐＹ１、ＥｓｐＹ２及びＥＳｐＹ３が限定す
ることなく挙げられる。
【０１１１】
　様々なＳＴＥＣタンパク質の配列は公知であり及び／又は本明細書に記載されている。
大腸菌Ｏ１５７：Ｈ７ゲノムの完全な配列については、例えば、ジェンバンク受託番号Ａ
Ｅ００５５９４、ＡＥ００５５９５、ＡＰ００２５６６、ＡＥ００５１７４、ＮＣ＿００
２６９５、ＮＣ＿００２６５５の他にも、米国特許第６，８５５，８１４号明細書（参照
によりその全体を本明細書に組み込まれている）を参照されたい。これには様々なＯ１５
７：Ｈ７構造タンパク質及びＯ１５７：Ｈ７エフェクタータンパク質の配列が含まれてい
る。ＳＴＥＣ　Ｏ２６：Ｈ１１及びＯ１０３：Ｈ２のＬＥＥ病原性アイランドの配列につ
いては、それぞれジェンバンク受託番号ＡＪ２７７４４３及びＡＪ３０３１４１を参照さ
れたい。これには様々なＳＴＥＣタンパク質の配列が含まれる。ＳＴＥＣ　Ｏ１１１：Ｈ
　ｔｉｒ、インチミン及びシャペロンの配列についてはジェンバンク受託番号ＡＦ０２５
３１１を参照されたい。
【０１１２】
　いくつかの大腸菌セロタイプ由来のＥｓｐＡのヌクレオチド及びアミノ酸配列について
は、例えば、国際公開第９７／４００６３号パンフレットの他にもジェンバンク受託番号
ＡＥ００５１７４、Ｙ１３０６８、Ｕ８０９０８、Ｕ５６８１、Ｚ５４３５２、ＡＪ２２
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５０２１、ＡＪ２２５０２０、ＡＪ２２５０１９、ＡＪ２２５０１８、ＡＪ２２５０１７
、ＡＪ２２５０１６、ＡＪ２２５０１５、ＡＦ０２２２３６、ＡＦ２００３６３、ＮＣ＿
０１１６０１、ＮＣ＿００２６９５、ＢＡ０００００７及びＡＪ３０３１４１を参照され
たい。図１６Ａ～１６Ｂは、代表的ＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７　ＥｓｐＡのそれぞれヌク
レオチド配列及びアミノ酸配列を示している。
【０１１３】
　ＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７　Ｔｉｒのヌクレオチド配列及びアミノ酸配列については、
例えば、それぞれ図１Ａ～１Ｂを；ＳＴＥＣ　Ｏ２６：Ｈ１１　Ｔｉｒのヌクレオチド配
列及びアミノ酸配列については、それぞれ図２Ａ～２Ｂを；ＳＴＥＣ　Ｏ１０３：Ｈ２　
Ｔｉｒのヌクレオチド配列及びアミノ酸配列については、それぞれ図３Ａ～３Ｂを；ＳＴ
ＥＣ　Ｏ１１１：ＮＭ　Ｔｉｒのヌクレオチド配列及びアミノ酸配列については、それぞ
れ図４Ａ～４Ｂを；他にもいくつかの大腸菌セロタイプ由来のＴｉｒのヌクレオチド及び
アミノ酸配列については国際公開第９９／２４５７６号パンフレット、並びにジェンバン
ク受託番号ＡＦ１２５９９３、ＡＦ１３２７２８、ＡＦ０４５５６８、ＡＦ０２２２３６
、ＡＦ７００６７、ＡＦ０７００６８、ＡＦ０１３１２２、ＡＦ２００３６３、ＡＦ１１
３５９７、ＡＦ０７００６９、ＡＢ０３６０５３、ＡＢ０２６７１９、Ｕ５９０４及びＵ
５９５０２を参照されたい。
【０１１４】
　いくつかの大腸菌セロタイプ由来のインチミンのヌクレオチド及びアミノ酸配列につい
ては、例えば、ジェンバンク受託番号Ｕ３２３１２、Ｕ３８６１８、Ｕ５９５０３、Ｕ６
６１０２、ＡＦ０８１１８３、ＡＦ０８１１８２、ＡＦ１３０３１５、ＡＦ３３９７５１
、ＡＪ３０８５５１、ＡＦ３０１０１５、ＡＦ３２９６８１、ＡＦ３１９５９７、ＡＪ２
７５０８９－ＡＪ２７５１１３を参照されたい。
【０１１５】
　いくつかの大腸菌セロタイプ由来のＥｓｐＢのヌクレオチド及びアミノ酸配列について
は、例えば、ジェンバンク受託番号ＡＥ００５１７４、Ｕ８０７９６、Ｕ６５６８１、Ｙ
１３０６８、Ｙ１３８５９、Ｘ９６９５３、Ｘ９９６７０、Ｘ９６９５３、Ｚ２１５５５
、ＡＦ２５４４５４、ＡＦ２５４４５５、ＡＦ２５４４５６、ＡＦ２５４４５７、ＡＦ０
５４４２１、ＡＦ０５９７１３、ＡＦ１４４００８、ＡＦ１４４００９、ＮＣ＿０１１６
０１、ＮＣ＿００２６９５、ＢＡ０００００７及びＡＪ３０３１４１を参照されたい。図
１７Ａ～１７Ｂは、代表的なＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７　ＥｓｐＢのそれぞれヌクレオチ
ド配列及びアミノ酸配列を示している。
【０１１６】
　いくつかの大腸菌セロタイプ由来のＥｓｐＤのヌクレオチド及びアミノ酸配列について
は、例えば、ジェンバンク受託番号ＡＥ００５１７４、Ｙ１３０６８、Ｙ１３８５９、Ｙ
１７８７５、Ｙ１７８７４、Ｙ０９２２８、Ｕ６５６８１、ＡＦ０５４４２１、ＡＦ０６
４６８３、ＮＣ＿０１１６０１、ＮＣ＿００２６９５、ＢＡ０００００７及びＡＪ３０３
１４１を参照されたい。図１８Ａ～１８Ｂは、代表的なＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７　Ｅｓ
ｐＤのそれぞれヌクレオチド配列及びアミノ酸配列を示している。
【０１１７】
　いくつかの大腸菌セロタイプ由来のＮｌｅＡの配列については、例えば、ジェンバンク
受託番号ＡＥ００５１７４、ＢＡＦ９６５１、ＣＡＭ１１３２５、ＣＡＭ１１３２４、Ｃ
ＡＭ１１３２３、ＣＡＭ１１３２２、ＣＡＭ１１３２１、ＣＡＭ１１３２０、ＣＡＭ１１
３１９、ＣＡＭ１１３１８、ＣＡＭ１１３１７、ＣＡＭ１１３１６、ＣＡＭ１１３１５、
ＣＡＭ１１３１４、ＣＡＭ１１３１３及びＮＣ＿０１１６０１を参照されたい。図１９Ａ
～１９Ｂは、代表的なＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７　ＮｌｅＡのそれぞれヌクレオチド配列
及びアミノ酸配列を示している。
【０１１８】
　いくつかの大腸菌セロタイプ由来のＴｃｃｐの配列については、例えば、ジェンバンク
受託番号ＡＥ００５１７４、ＡＢ３５６０００、ＡＢ３５５９９９、ＡＢ３５５９９８、
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ＡＢ３５５９９７、ＡＢ３５５９９６、ＡＢ３５５９９５、ＡＢ３５５６５９、ＡＢ２５
３５４９、ＡＢ２５３５４８、ＡＢ２５３５４７、ＡＢ２５３５４６、ＡＢ２５３５４５
、ＡＢ２５３５４４、ＡＢ２５３５４３、ＡＢ２５３５４２、ＡＢ２５３５４１、ＡＢ２
５３５４０、ＡＢ２５３５３９、ＡＢ２５３５３８、ＡＢ２５３５３７、ＤＱ２０６４５
６を参照されたい。
【０１１９】
　いくつかの大腸菌セロタイプ由来のＥｓｐＧ、ＮｌｅＥ及びＮｌｅＨの配列については
、例えば、ジェンバンク受託番号ＡＥ００５１７４、ＮＣ＿０１１６０１、ＮＣ＿００２
６９５、ＢＡ０００００７及びＡＪ３０３１４１を参照されたい。図２０Ａ～２０Ｂは、
代表的なＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７　ＥｓｐＧのそれぞれヌクレオチド配列及びアミノ酸
配列を示している。図２１Ａ～２１Ｂは、代表的なＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７　ＮｌｅＥ
のそれぞれヌクレオチド配列及びアミノ酸配列を示している。図２２Ａ～２２Ｂは、代表
的なＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７　ＮｌｅＨ１－１のそれぞれヌクレオチド配列及びアミノ
酸配列を示している。
【０１２０】
　いくつかの大腸菌セロタイプ由来のＥｓｐＦのヌクレオチド及びアミノ酸配列について
は、例えば、ジェンバンク受託番号ＡＦ０２２２３６、ＡＪ３０３１４１、ＮＰ＿２９０
２５０．１、ＹＰ＿００２３３１３９２．１、ＮＰ＿３１０７４２．１、ＡＡＧ５８８１
４．１を参照されたい。図２４Ａ～２４Ｂは、代表的なＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７　Ｅｓ
ｐＦのそれぞれヌクレオチド配列及びアミノ酸配列を示している。
【０１２１】
　代表的なＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７　ＮｌｅＨ２－１のそれぞれヌクレオチド配列及び
アミノ酸配列については、例えば、図２３Ａ～２３Ｂを参照されたい。代表的なＳＴＥＣ
　Ｏ１５７：Ｈ７　ＥｓｐＲＩについては、例えば、図２５Ａ～２５Ｂを参照されたい。
【０１２２】
　組成物における使用のための交差反応性エピトープの他に本発明のキメラにおける使用
のためのエピトープは、例えば、上に収載されるＳＴＥＣセロタイプのうちの２又はそれ
以上に由来するＳＴＥＣタンパク質の配列を整列させ、可変及び保存領域を捜すことによ
り容易に同定することが可能である。通常、様々な細菌に対する広範な予防を与えるため
にはＳＴＥＣ分子の可変領域由来のエピトープを含むのが望ましい。例えば、ＳＴＥＣ　
Ｏ１５７から分化したが、それでも宿主免疫系により認識される非Ｏ１５７　ＳＴＥＣセ
ロタイプにおいても有用なエピトープを同定することが可能である。例えば、Ｔｉｒの場
合、アミノ酸２５９～３６３にまたがる部分は、これらのアミノ酸が宿主表皮細胞の表面
に曝露されており、該宿主表皮細胞をワクチン開発のための主要標的にすることが明らか
にされているので、特に興味深い。
【０１２３】
　追加のエピトープは、標準抗原性及びハイドロパシープロット、例えば、Oxford Molec
ular Groupから入手可能なOmiga version 1.0 software programを使用して、例えば、計
算されるプロットを使用するなどの当技術分野で周知の技法を使用して同定することが可
能である。このコンピュータプログラムは、抗原性プロファイルを決定するためにHopp/W
oods法（Hopp et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA(1981) 78:3824-3828）を、ハイドロ
パシープロットにはKyte-Doolittle法（Kyte et al., J Mol. Biol. (1982) 157: 105-13
2）を用いる。このプログラムは、以下のパラメータ：７のウィンドウにわたる結果を平
均化する；Eminiに従って表面確率を決定する；Karplus-Schulzに従ったチェイン柔軟性
；Jameson-Wolfに従った抗原性指標；Garnier-Osguthorpe-Robsonに従った二次構造；Cho
u-Fasmanに従った二次構造；及び予想されるグリコシル化部位を同定することを用いて使
用することが可能である。当業者であれば、本明細書の教唆と組み合わせて得られる情報
を使用して、本発明の組成物中で用い得る抗原性領域を容易に同定することが可能である
。
【０１２４】



(24) JP 2012-522522 A 2012.9.27

10

20

30

40

50

　特に好ましい実施形態では、組成物は、ＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７及び／若しくはＯ１
５７：ＮＭなどのＳＴＥＣ　Ｏ１５７、並びに少なくとも１つの他のＳＴＥＣセロタイプ
、好ましくは少なくとも２つの他のＳＴＥＣセロタイプ、さらに好ましくは、ＳＴＥＣ　
Ｏ２６、例えば、Ｏ２６：Ｈ１１、Ｏ１０３：Ｈ２などのＳＴＥＣ　Ｏ１０３、及び／若
しくはＯ１１１：ＮＭなどのＳＴＥＣ　Ｏ１１１などの少なくとも３つの他のＳＴＥＣセ
ロタイプ、又はＳＴＥＣ　Ｏ１５７に加えて上記のＳＴＥＣセロタイプのうちのいずれか
と反応する抗体を産生するＳＴＥＣタンパク質若しくはその免疫原性断片を含有する。実
施例において記載されるように、ＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７由来のＴｉｒ、ＥｓｐＡ、Ｅ
ｓｐＢ、ＥｓｐＤ、ＮｌｅＡ及びＴｃｃｐはそれぞれが、ＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７の他
にＳＴＥＣ　Ｏ２６：Ｈ１１、ＳＴＥＣ　Ｏ１０３：Ｈ２及びＳＴＥＣ　Ｏ１１１：ＮＭ
と反応する抗体を産生する（表５参照）。さらに、ＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７由来のＥｓ
ｐＧ、ＮｌｅＥ及びＮｌｅＨのそれぞれは、ＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７の他にＳＴＥＣ　
Ｏ１０３：Ｈ２及びＳＴＥＣ　Ｏ１１１：ＮＭと反応する抗体を産生する（表５参照）。
【０１２５】
　ある種の実施形態では、本発明は、１又は２以上のＳＴＥＣエフェクタータンパク質及
び／又は１又は２以上のＳＴＥＣ構造タンパク質由来の１を超えるエピトープを含む複数
エピトープ融合タンパク質を対象とする。エピトープは、同一大腸菌ＳＴＥＣセロタイプ
由来、又は好ましくは複数のＳＴＥＣセロタイプ由来であることが可能である。さらに、
エピトープは、同一ＳＴＥＣタンパク質由来である、又は同一若しくは異なるＳＴＥＣセ
ロタイプ由来の異なるＳＴＥＣタンパク質由来であることが可能である。
【０１２６】
　さらに具体的には、キメラは複数のエピトープ、同一若しくは異なるセロタイプ由来の
いくつかの異なるＳＴＥＣタンパク質の他にも複数の若しくはタンデム反復の選択された
ＳＴＥＣ配列、複数の若しくはタンデム反復の選択されたＳＴＥＣエピトープ又はそのい
かなる考え得る組合せでも含み得る。実施例において記載されるように、エピトープは、
上記の技法を使用して同定し得る、又はＳＴＥＣタンパク質の断片は、免疫原性及び全ポ
リペプチドに代わって組成物中で使用される活性断片について試験され得る。エピトープ
はスペーサーにより分離されていてもよい。選択されるＳＴＥＣポリペプチド間の様々な
スペーサー配列の戦略的使用は、対象構築物に増加した免疫原性を与えることが可能であ
る。したがって、本発明下では、選択されるスペーサー配列は、１又は２以上のアミノ酸
長の多種多様な部分をコードし得る。選択されるスペーサー群は、発現されるキメラがイ
ンビボにおいてタンパク質分解酵素により（ＡＰＣ又は同様のものにより）プロセシング
されていくつかのペプチドを生じることができるように、酵素切断部位も提供し得る。さ
らに、免疫原性ヘルパーＴ細胞エピトープを提供するような、一般に当技術分野で認識さ
れている両親媒性及び／又はαらせん状ペプチド配列をコードする配列などのＴ細胞抗原
性を提供するようにスペーサー配列を構築し得る。含まれる場合には、そのようなスペー
サー配列により提供されることになる特定のＴ細胞エピトープの選択は、ワクチン接種さ
れることになる特定の種に応じて変わり得る。
【０１２７】
　特に好ましいのはアミノ酸スペーサー配列である。そのようなスペーサーは典型的には
、１～５００アミノ酸、好ましくは１～１００アミノ酸、さらに好ましくは１～５０アミ
ノ酸、好ましくは１～２５アミノ酸、もっとも好ましくは１～１０アミノ酸、又は１～５
００の間の任意の整数を含むことになる。スペーサーアミノ酸は、様々なエピトープ間で
同一でも異なっていてもよい。スペーサーとしての使用のために特に好ましいアミノ酸は
、セリン、アラニン、グリシン及びバリンなどの小側鎖基のアミノ酸である。
【０１２８】
　本明細書ではスペーサー配列を含む特定のキメラが例証されているが、融合構築物中に
存在するエピトープのうちの１又は２以上が、介在スペーサー配列なしで別のエピトープ
に直に隣接することが可能であることも理解されるべきである。
【０１２９】
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　特定のＳＴＥＣ複数エピトープ融合タンパク質のヌクレオチド及びアミノ酸配列は、そ
れぞれ図５Ａ及び５Ｂ（配列番号５１及び５２）に示されており、該配列の図表示は図９
Ｂに示されている。図９Ａ及び図９Ｂに示されるように、このタンパク質には、４つの異
なるＳＴＥＣセロタイプ由来のエフェクタータンパク質Ｔｉｒ由来のエピトープが含まれ
る。そのＤＮＡ配列には、ＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７の完全長コード配列の他に２４０塩
基対のＳＴＥＣ　Ｏ１１１：ＮＭ　Ｔｉｒ、１６５塩基対のＳＴＥＣ　Ｏ２６：Ｈ１１　
Ｔｉｒ及び９０塩基対のＯ１０３：Ｈ２　Ｔｉｒが含まれる。これらの配列は、アミノ酸
ＧｌｙとＳｅｒの様々な組合せを含むスペーサーにより分離されている。
【０１３０】
　上記タンパク質には、Ｎ末端からＣ末端への順に、完全長Ｏ１５７　Ｔｉｒ配列（図５
Ｂのアミノ酸１～５５８）、続いてリンカーＧｌｙ－Ｓｅｒ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ、続いてＯ
１１１　Ｔｉｒのアミノ酸２７９～３５８（図５Ｂにおけるアミノ酸５６５～６４４に一
致する）、続いてリンカーＳｅｒ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ－Ｇｌｙ、続いてＯ２６　Ｔｉｒのア
ミノ酸２４３～２９６（図５Ｂにおけるアミノ酸６５１～７０５に一致する）、続いてリ
ンカーＳｅｒ－Ｓｅｒ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ、続いてＯ１０３のアミノ酸３１８～３４７（図
５Ｂにおけるアミノ酸７１２～７４１に一致する）が含まれる。図５Ｂにおけるアミノ酸
５５９～５６４、６４５～６５０及び７０６～７１１は、Ｔｉｒ断片を挿入するのに使用
される制限部位を表す。
【０１３１】
　ＩＩ．タンパク質コンジュゲート
　ＳＴＥＣタンパク質と複数エピトープ融合分子の免疫原性を増強するために、これに担
体をコンジュゲートし得る。「担体」とは、所望の抗原と会合しているときに該抗原に免
疫原性を与える任意の分子である。適切な担体の例には、タンパク質などの大きなゆっく
り代謝される巨大分子；セファロース、アガロース、セルロース、セルロースビーズ及び
同類のものなどの多糖類；ポリグルタミン酸、ポリリシン及び同類のものなどのポリマー
アミノ酸；アミノ酸コポリマー；不活性ウイルス粒子；破傷風トキソイドなどの細菌毒素
、血清アルブミン、キーホールリンペットヘモシアニン、サイログロブリン、卵白アルブ
ミン、血清クジラミオグロビン及び当業者に周知の他のタンパク質が挙げられる。本発明
の抗原に対する他の適切な担体には、米国特許第５，０７１，６５１号明細書に開示され
るようなロタウイルスのＶＰ６ポリペプチド又はその機能的断片が挙げられる。
【０１３２】
　これらの担体はその天然型で使用してもよく、又はその官能基含有量を、例えば、リシ
ン残基のサクシニル化若しくはＣｙｓチオラクトンとの反応により改変してもよい。スル
フヒドリン基は、例えば、アミノ官能基と２－イミノチオラン又は３－（４－プロピオン
酸ジチオピリジルのＮ－ヒドロキシサクシニミドエステルとの反応により担体（又は抗原
）に組み込まれてもよい。適切な担体は、ペプチドの付着のためにスペーサーアーム（例
えば、ヘキサメチレンジアミン又は類似の大きさの他の二機能性分子）を組み込むように
改変され得る。
【０１３３】
　ＳＴＥＣタンパク質と複数エピトープ融合分子は、パスツレラ・ヘモロチカロイコトキ
シン（ＬＫＴ，Pasteurella haemolytica leukotoxin）ポリペプチドなどの毒素のＲＴＸ
ファミリーのメンバー（下にさらに記載される）にコンジュゲートすることも可能である
。例えば、１９９３年４月２９日出願の国際公開第９３／０８２９０号パンフレットの他
にも米国特許第５，２３８，８２３号明細書、米国特許第５，２７３，８８９号明細書、
米国特許第５，７２３，１２９号明細書、米国特許第５，８３７，２６８号明細書、米国
特許第５，４２２，１１０号明細書、米国特許第５，７０８，１５５号明細書、米国特許
第５，９６９，１２６号明細書、米国特許第６，０２２，９６０号明細書、米国特許第６
，５２１，７４６号明細書及び米国特許第６，７９７，２７２号明細書を参照されたい。
これら特許文献はすべて参照によりその全体を本明細書に組み込まれている。
【０１３４】
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　ロイコトキシンポリペプチド担体は、カルボキシ末端コンセンサスアミノ酸配列Ｇｌｙ
－Ｇｌｙ－Ｘ－Ｇｌｙ－Ｘ－Ａｓｐにより特徴付けられる分子のファミリーに属するタン
パク質由来であり（Highlander et al., DNA (1989) 8:15-28）、ＸはＬｙｓ、Ａｓｐ、
Ｖａｌ又はＡｓｎである。そのようなタンパク質は、とりわけ、Ｐ．ヘモリチカ及びアク
チノバチルス・プルロニューモニア由来のロイコトキシンの他にも大腸菌アルファ溶血素
を含む（Strathdee et al., Infect. Immun. (1987) 55:3233-3236; Lo, Can. J. Vet. R
es. (1990) 54:S33-S35; Welch, Mol. Microbiol. (1991) 5:521-528）。毒素のこのファ
ミリーは、毒素の「ＲＴＸ」ファミリーとして知られている（Lo, Can. J. Vet. Res. (1
990) 54:S33-S35）。いくつかのロイコトキシンのヌクレオチド配列及び対応するアミノ
酸配列は公知である。例えば、米国特許第４，９５７，７３９号明細書及び米国特許第５
，０５５，４００号明細書；Lo et al., Infect. Immun. (1985) 50:667-67; Lo et al.,
 Infect. Immun. (1987) 55:1987-1996; Strathdee et al., Infect. Immun. (1987) 55:
3233-3236; Highlander et al., DNA (1989) 8:15-28; Welch, Mol. Microbiol. (1991) 
5:521-528を参照されたい。本明細書で使用するための免疫原性ロイコトキシンポリペプ
チドの特定の例には、ＬＫＴ３４２、ＬＫＴ３５２、ＬＫＴ１１１、ＬＫＴ３２６及びＬ
ＫＴ１０１が挙げられるが、これらは下により詳細に記載されている。
【０１３５】
　「ＬＫＴ３５２」とは、プラスミドpAA352中に存在するｌｋｔＡ遺伝子（図１０）由来
であり、米国特許第５，４７６，６５７号明細書に記載されているタンパク質を意味する
。この特許文献は参照によりその全体を本明細書に組み込まれている。ＬＫＴ３５２は天
然ロイコトキシン配列のＮ末端短縮を有し、その天然分子のアミノ酸３８～９５１を含む
。したがって、プラスミドpAA352中の遺伝子は、該分子の細胞障害性部分を欠く、９１４
アミノ酸を有する短縮されたロイコトキシンをコードしている。ＬＫＴ３５２のヌクレオ
チド及びアミノ酸配列は図１１Ａ～１１Ｉに示されている。
【０１３６】
　「ＬＫＴ１１１」とは、プラスミドpCB111中に存在するｌｋｔＡ遺伝子由来のロイコト
キシンポリペプチドを意味する。該プラスミド及びこの遺伝子のヌクレオチド配列及び対
応するアミノ酸配列は、米国特許第５，７２３，１２９号明細書及び米国特許第５，９６
９，１２６号明細書に記載されており、これらの特許文献は参照によりその全体を本明細
書に組み込まれている。該遺伝子は、約１３００ｂｐ長の内部のＤＮＡ断片を取り除くこ
とにより、プラスミドpAA352中に存在する組換えロイコトキシン遺伝子から開発されたロ
イコトキシンの短縮版をコードする。ＬＫＴ１１１ポリペプチドは５２ｋＤａ（９９ｋＤ
ａのＬＫＴ３５２ポリペプチドと比べて）の推定分子量を有し、担体分子として機能する
能力を保持しており、本発明の融合タンパク質を作製するのに使用するための都合のよい
制限部位を含有している。
【０１３７】
　「ＬＫＴ１０１」とは、プラスミドpAA101中に存在するｌｋｔＡ遺伝子由来のロイコト
キシンポリペプチドを意味する。該プラスミド及びＬＫＴ１０１の配列は米国特許第５，
４７６，６５７号明細書（その図３参照）に記載されており、この特許文献は参照により
その全体を本明細書に組み込まれている。ＬＫＴ１０１ポリペプチドは、該遺伝子の５’
末端から独自のPst1制限エンドヌクレアーゼ部位までを含有するＣ末端短縮型のｌｋｔＡ
遺伝子から発現される。したがって、ＬＫＴ１０１は、天然完全長Ｐ．ヘモリチカロイコ
トキシンの最初の３７７アミノ酸を含む。
【０１３８】
　「ＬＫＴ３４２」とは、米国特許第５，４７６，６５７号明細書に記載されるプラスミ
ドpAA342中に存在するｌｋｔＡ遺伝子由来のロイコトキシンポリペプチドを意味する。こ
の特許文献は参照によりその全体を本明細書に組み込まれている。ＬＫＴ３４２は、天然
ロイコトキシン配列のＮ末端とＣ末端短縮を有し、天然ロイコトキシンのアミノ酸３８～
３３４を含む。
【０１３９】
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　上記の様々なＬＫＴ分子は代表的なものであり、ＳＴＥＣタンパク質及び融合物の免疫
原性を増強する他のロイコトキシン分子も本明細書において利用法があることになる。さ
らに、ロイコトキシン分子は対応するプラスミド中に存在する配列に物理的に由来する必
要はないが、例えば、下記のように、化学的合成又は組換え産生による方法を含むいかな
る方法において生み出してもよい。
【０１４０】
　さらに、ＳＴＥＣタンパク質と複数エピトープ融合分子を、担体分子のカルボキシル末
端若しくはアミノ末端のどちらかに又は両方に、又は内部の部位で担体に融合させること
が可能である。
【０１４１】
　担体は、標準カップリング反応を使用して所望のタンパク質に物理的にコンジュゲート
させることが可能である。代わりに、キメラ分子は、選択されるＳＴＥＣタンパク質又は
ＳＴＥＣ複数エピトープ融合分子をコードする遺伝子の１若しくは２以上のコピー又はそ
の断片に、適切なポリペプチド担体をコードする遺伝子を融合させることなどによる、本
発明において使用するために組換え的に調製することが可能である。
【０１４２】
　ロイコトキシン担体を含む例となるキメラ構築物のヌクレオチド及びアミノ酸配列は、
それぞれ図６Ａ及び６Ｂに示されており、該配列の図表示は図９Ｃに示されている。この
構築物は、ロイコトキシン担体分子がＮ末端に存在すること以外は上記キメラＴｉｒ構築
物と同一である。
【０１４３】
　該タンパク質は、Ｎ末端からＣ末端への順に、pAA352由来の短いベクター配列（図６Ｂ
のアミノ酸１～９に一致する）、ＬＫＴ３５２（図６Ｂのアミノ酸１０～９２３に一致す
る）、pAA352由来の短いベクター配列（図６Ｂのアミノ酸９２４～９２６）、Ｏ１５７　
Ｔｉｒのアミノ酸２～５５８（図６Ｂにおけるアミノ酸９２７～１４８３に一致する）、
続いてリンカーＧｌｙ－Ｓｅｒ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ、続いてＯ１１１　Ｔｉｒのアミノ酸２
７９～３５８（図６Ｂにおけるアミノ酸１４９０～１５６９に一致する）、続いてリンカ
ーＳｅｒ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ－Ｇｌｙ、続いてＯ２６　Ｔｉｒのアミノ酸２４３～２９６（
図６Ｂにおいてアミノ酸１５７６～１６３０に一致する）、続いてリンカーＳｅｒ－Ｓｅ
ｒ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ、続いてＯ１０３のアミノ酸３１８～３４７（図６Ｂにおいてアミノ
酸１６３５～１６６６に一致する）を含む。図６Ｂにおけるアミノ酸１４８４～１４８９
、１５７０～１５７５及び１６３１～１６３４は、Ｔｉｒ断片を挿入するのに使用される
制限部位を表している。
【０１４４】
　III．ＳＴＥＣタンパク質、複数エピトープ融合構築物及びコンジュゲートの作製
　ＳＴＥＣタンパク質及びその免疫原性断片並びに担体分子とのコンジュゲートは、いか
なる適切な方法でも（例えば、組換え発現、細胞培養からの精製、化学的合成、等）及び
様々な形態で（例えば、天然、変異体、融合物、等）調製することが可能である。そのよ
うなタンパク質及びコンジュゲートを調製するための手段は当技術分野ではよく理解され
ている。タンパク質及びコンジュゲートは、好ましくは実質的に純粋な形態で（すなわち
、他の宿主細胞又は非宿主細胞タンパク質が実質的にない）調製される。
【０１４５】
　タンパク質及びそのコンジュゲートは、ペプチド技術分野の当業者に公知であるいくつ
かの技法のうちのいずれによっても、都合よく、化学的に合成することが可能である。一
般に、これらの方法は、伸長しているペプチド鎖への１又は２以上のアミノ酸の連続付加
を用いる。通常、第１アミノ酸のアミノ基又はカルボキシル基のどちらかは適切な保護基
により保護されている。次に、保護された又は誘導体化されたアミノ酸を不活性固形支持
体に付着させる、又はアミド連鎖の形成を可能にする条件下で、相補（アミノ若しくはカ
ルボキシル）基が適切に保護されている配列において次のアミノ酸を付加することにより
溶液中で利用することが可能である。次に、保護基は、新たに付加されたアミノ酸残基か
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ら取り除かれ、その後次のアミノ酸（適切に保護されている）が付加される、など。望ま
しいアミノ酸が正しい配列に連結された後、残っている保護基はいずれも（固相合成法が
使用される場合はいずれの固体支持体でも）順次又は同時に取り除かれて最終ポリペプチ
ドを与える。この一般的手順の簡単な改変により、例えば、保護されたトリペプチドを適
切に保護されたジペプチドと（キラル中心をラセミ化しない条件下で）カップリングさせ
て脱保護後ペンタペプチドを形成させることにより、一度に１を超えるアミノ酸を伸長し
ている鎖に付加することが可能である。例えば、固相ペプチド合成法については、J. M. 
Stewart and J. D. Young, Solid Phase Peptide Synthesis (Pierce Chemical Co., Roc
kford, IL 1984)及びG. Barany and R. B. Merrifield, The Peptides: Analysis, Synth
esis, Biology, editors E. Gross and J. Meienhofer, Vol. 2, (Academic Press, New 
York, 1980), pp. 3-254を参照し、古典的な溶液合成法については、M. Bodansky, Princ
iples of Peptide Synthesis, (Springer-Verlag, Berlin 1984)及びE. Gross and J. Me
ienhofer, Eds., The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology, Vol. 1を参照されたい
。
【０１４６】
　典型的な保護基には、ｔ－ブチルオキシカルボニル（Ｂｏｃ，butyloxycarbonyl）、９
－フルオレニルメトキシカルボニル（Ｆｍｏｃ，fluorenylmethoxycarbonyl）ベンジルオ
キシカルボニル（Ｃｂｚ，benzyloxycarbonyl）；ｐ－トルエンスルホニル（Ｔｘ，tolue
nesulfonyl）；２，４－ジニトロフェニル；ベンジル（ＢｚＩ，benzyl）；ビフェニルイ
ソプロピルオキシカルボキシ－カルボニル、ｔ－アミルオキシカルボニル、イソボルニル
オキシカルボニル、ｏ－ブロモベンジルオキシカルボニル、シクロヘキシル、イソプロピ
ル、アセチル、ｏ－ニトロフェニルスルフォニル及び同類のものが挙げられる。典型的な
固形支持体は架橋ポリマー支持体である。これらには、ジビニルベンゼン架橋スチレンベ
ースポリマー、例えば、ジビニルベンゼン－ヒドロキシメチルスチレン共重合体、ジビニ
ルベンゼン－クロロメチルスチレン共重合体及びジビニルベンゼン－ベンズヒドリルアミ
ノポリスチレン共重合体を挙げることが可能である。
【０１４７】
　本発明のタンパク質及びコンジュゲートは、同時複数ペプチド合成の方法などによる他
の方法によって化学的に調製することも可能である。例えば、Houghten Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA (1985) 82:5131-5135; 米国特許第４，６３１，２１１号明細書を参照され
たい。代わりに、上記タンパク質及びコンジュゲートは組換え的に作製することが可能で
ある。例えば、代表的な組換えＳＴＥＣタンパク質の作製の説明については、国際公開第
９７／４００６３号パンフレット及び国際公開第９９／２４５７６号パンフレット及び米
国特許第７，３００，６５９号明細書を参照されたい。これら広報及び特許は参照により
その全体を本明細書に組み込まれている。本発明のタンパク質は、発現のためにＮ末端メ
チオニンを有していてもよいが、必ずしも含む必要はない。
【０１４８】
　望ましいタンパク質のコード配列が単離され又は合成されると、発現のためにいかなる
適切なベクター又はレプリコンにもクローニングすることが可能である。数多くのクロー
ニングベクターが当業者には公知であり、適切なクローニングベクターの選択は好みによ
る。当技術分野では種々の細菌、酵母、植物、哺乳動物及び昆虫発現系が利用可能であり
、そのような発現系のいずれでも使用することが可能である。随意に、これらのタンパク
質をコードするポリヌクレオチドを無細胞翻訳系において翻訳させることが可能である。
そのような方法は当技術分野では周知である。
【０１４９】
　クローニングのための組換えＤＮＡベクター及びそのベクターが形質転換することが可
能な宿主細胞の例には、バクテリオファージλ（大腸菌）、pBR322（大腸菌）、pACYC177
（大腸菌）、pKT230（グラム陰性菌）、pGV1106（グラム陰性菌）、pLAFR1（グラム陰性
菌）、pME290（非大腸菌グラム陰性菌）、pHV14（大腸菌及びバチルス・スブチリス（Bac
illus subtilis））、pBD9（バチルス（Bacillus））、pIJ61（ストレプトマイセス（Str
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eptomyces））、pUC6（ストレプトマイセス）、YIp5（サッカロミセス（Saccharomyces）
）、YCp19（サッカロミセス）並びにウシパピローマウイルス（哺乳動物細胞）が挙げら
れる。一般的には、DNA Cloning: Vols. I & II (同上); Sambrook et al. (同上); B. P
erbal (同上)を参照されたい。
【０１５０】
　バキュロウイルス系などの昆虫細胞発現系も使用することが可能であり、当業者には公
知であり、例えば、Summers and Smith, Texas Agricultural Experiment Station Bulle
tin No. 1555 (1987)に記載されている。バキュロウイルス／昆虫細胞発現系のための材
料及び方法は、とりわけ、Invitrogen社製、 San Diego Calif.からキットの形態(「MaxB
ac」 kit)で市販されている。
【０１５１】
　植物発現系を使用して免疫原性タンパク質を作製することも可能である。一般に、その
ような系はウイルスベースのベクターを使用して植物細胞に異種遺伝子をトランスフェク
トさせる。そのような系の説明は、例えば、Porta et al., Mol. Biotech. (1996) 5:209
-221; and Hackiand et al., Arch. Virol. (1994) 139:1-22を参照されたい。
【０１５２】
　Tomei et al., J. Virol. (1993) 67:4017-4026 and Selby et al., J. Gen. Virol. (
1993) 74:1103-1113に記載されるワクシニアベースの感染／トランスフェクション系など
のウイルス系も、本発明に関して利用法があることになる。この系では、細胞は先ず、バ
クテリオファージＴ７ＲＮＡポリメラーゼをコードするワクシニアウイルス組換え体をイ
ンビトロでトランスフェクトされる。このポリメラーゼは、Ｔ７プロモーターを抱える鋳
型のみを転写する点で、精巧な特異性を示す。感染に続いて、細胞は、Ｔ７プロモーター
により推進される所望のＤＮＡをトランスフェクトされる。細胞質においてワクシニアウ
イルス組換え体から発現されるポリメラーゼは、トランスフェクトされたＤＮＡをＲＮＡ
に転写し、その後ＲＮＡは宿主翻訳機械によりタンパク質に翻訳される。該方法は、大量
のＲＮＡ及びその翻訳産物（複数可）の高レベル一過性細胞質産生を提供する。
【０１５３】
　望ましい免疫原性ペプチドをコードするＤＮＡ配列が、この発現構築を含有するベクタ
ーにより形質転換される宿主細胞においてＲＮＡに転写されるように、コード配列を、プ
ロモーター、リボソーム結合部位（細菌発現のために）及び随意にオペレーター（本明細
書では、全体では「制御」エレメントと呼ばれる）の制御下に置くことが可能である。コ
ード配列は、シグナルペプチド又はリーダー配列を含有していてもしていなくてもよい。
リーダー配列は、翻訳後プロセシングにおいて宿主により取り除かれることが可能である
。例えば、米国特許第４，４３１，７３９号明細書、米国特許第４，４２５，４３７号明
細書、米国特許第４，３３８，３９７号明細書を参照されたい。
【０１５４】
　宿主細胞の増殖に関連してペプチド配列の発現を調節することを可能にする他の調節配
列も望ましい場合がある。そのような調節配列は当業者には公知であり、例には、調節化
合物の存在を含む化学的又は物理的刺激に応答して遺伝子の発現にスイッチを入れる又は
切る調節配列が挙げられる。他の種類の調節エレメント、例えば、エンハンサー配列もベ
クター内に存在し得る。
【０１５５】
　制御配列及び他の調節配列は、ベクターへの挿入に先立ってコード配列にライゲートさ
れ得る。代わりに、コード配列を、すでに制御配列及び適切な制限部位を含有する発現ベ
クターに直接クローニングすることが可能である。
【０１５６】
　いくつかの場合、コード配列が適切な配向を有する制御配列に結合され得るように、す
なわち正しい読み枠を維持するために、コード配列を改変することが必要になる場合があ
る。免疫原性タンパク質の変異体又はアナログを作製することが望ましい場合もある。変
異体又はアナログは、タンパク質をコードする配列の一部の欠失により、配列の挿入によ



(30) JP 2012-522522 A 2012.9.27

10

20

30

40

50

り、及び／又は配列内の１若しくは２以上のヌクレオチドの置換により調製し得る。部位
特異的突然変異誘発などのヌクレオチド配列を改変するための技法は当業者には周知であ
る。例えば、Sambrook et al. (同上); DNA Cloning, Vols. I and II (同上); Nucleic 
Acid Hybridization (同上)を参照されたい。
【０１５７】
　次に、発現ベクターを使用して適切な宿主細胞を形質転換する。いくつかの哺乳動物細
胞株が当技術分野では公知であり、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ，Chinese hams
ter ovary）細胞、ＨｅＬａ細胞、ベビーハムスター腎臓（ＢＨＫ，baby hamster kidney
）細胞、サル腎臓細胞（ＣＯＳ）、ヒト肝細胞癌細胞（例えば、Ｈｅｐ　Ｇ２）の他にも
他の細胞などの、しかしこれらに限定されないアメリカ培養細胞株保存機関（ＡＴＣＣ，
American Type Culture Collection）から入手可能な不死化細胞株が挙げられる。同様に
、大腸菌、バチルス・スブチリス及び連鎖球菌（Streptococcus）菌種などの細菌宿主は
、本発現構築物に関して利用法があることになる。本発明において有用な酵母宿主には、
とりわけ、サッカロマイセス・セレビシエ（Saccharomyces cerevisiae）、カンジダ・ア
ルビカンス（Candida albicans）、カンジダ・マルトーサ（Candida maltosa）、ハンゼ
ヌラ・ポリモルファ（Hansenula polymorpha）、クルイベロマイセス・フラギリス（Kluy
veromyces fragilis）、クルイベロマイセス・ラクチス（Kluyveromyces lactis）、ピキ
ア・ギリエルモンディ（Pichia guillerimondii）、ピキア・パストリス（Pichia pastor
is）、シゾサッカロミセス・ポンベ（Schizosaccharomyces pombe）及びヤロウイア・リ
ポリチィカ（Yarrowia lipolytica）が挙げられる。バキュロウイルス発現ベクターを用
いて使用するための昆虫細胞には、とりわけ、ネッタイシマカ（Aedes aegypti）、オー
トグラファ・カリフォルニカ（Autographa californica）、カイコ（Bombyx mori）、キ
イロショウジョウバエ（Drosophila melanogaster）、ヨトウガ（Spodoptera frugiperda
）及びイラクサギンウワバ（Trichoplusia ni）が挙げられる。
【０１５８】
　選択される発現系及び宿主に応じて、本発明のペプチドは、所望のタンパク質が発現さ
れる条件下で上記の発現ベクターにより形質転換された宿主細胞を培養することにより産
生される。適切な培養条件の選択は当技術分野の範囲内である。次に該細胞は、細胞は溶
解させるがペプチドは実質的に無傷のままにしておく化学的、物理的又は機械的手段を使
用して、破壊される。細胞壁又は膜から成分を取り除くことにより、例えば、免疫原性ポ
リペプチドの漏出が起こるように、洗浄剤又は有機溶剤を使用することにより、細胞内タ
ンパク質を得ることも可能である。そのような方法は当業者には公知であり、例えば、Pr
otein Purification Applications: A Practical Approach, (E. L. V. Harris and S. A
ngal, Eds., 1990) に記載されている。
【０１５９】
　例えば、本発明に関して使用するための細胞を破壊する方法には、音波処理又は超音波
処理；攪拌；液体又は固体押出；熱処理；凍結融解；乾燥；爆発的減圧；浸透圧衝撃；ト
リプシン、ノイラミニダーゼ及びリゾチームなどのプロテアーゼを含む溶解酵素を用いた
処理；アルカリ処理；並びに胆汁塩、ドデシル硫酸ナトリウム、Triton、NP40及びCHAPS
などの界面活性剤及び溶剤の使用が挙げられるがこれらに限定されない。細胞を破壊する
のに使用される特定の技法は、主に選択の問題であり、ポリペプチドが発現される細胞型
、培養条件及び任意の使用される前処理に依拠することになる。
【０１６０】
　細胞の破壊に続いて、細胞残屑は一般に遠心分離により取り除かれ、細胞内産生タンパ
ク質は、カラムクロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィー、サイズ排除クロマ
トグラフィー、電気泳動、ＨＰＬＣ、免疫吸着剤法、アフィニティークロマトグラフィー
、免疫沈降及び同類のものなどの、しかしこれらに限定されない標準精製法を使用してさ
らに精製される。
【０１６１】
　例えば、本発明の細胞内タンパク質を得るための１つの方法は、特異的抗体を使用する
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免疫アフィニティークロマトグラフィーなどによるアフィニティー精製を含む。適切なア
フィニティー樹脂の選択は当技術分野の範囲内である。アフィニティー精製後、ペプチド
は、上記の技法のうちのいずれかなどによる、当技術分野で周知の従来技法を使用してさ
らに精製することが可能である。
【０１６２】
　IV．ＳＴＥＣ抗体
　本発明のＳＴＥＣタンパク質及び複数エピトープ融合タンパク質を使用して、治療目的
、診断目的及び精製目的の抗体を作製することが可能である。これらの抗体はポリクロー
ナル若しくはモノクローナル抗体調製物、単特異性抗血清、ヒト抗体でもよく、又は、ヒ
ト化抗体、改変抗体、Ｆ（ａｂ’）２断片、Ｆ（ａｂ）断片、Ｆｖ断片、単一ドメイン抗
体、二量体若しくは三量体抗体断片構築物、ミニボディー、又は問題の抗原に結合するそ
の機能的断片などのハイブリッド又はキメラ抗体でもよい。抗体は当業者に周知であり、
例えば、米国特許第４，０１１，３０８号明細書、米国特許第４，７２２，８９０号明細
書、米国特許第４，０１６，０４３号明細書、米国特許第３，８７６，５０４号明細書、
米国特許第３，７７０，３８０号明細書及び米国特許第４，３７２，７４５号明細書に開
示されている技法を使用して作製される。
【０１６３】
　例えば、該タンパク質を使用して、診断アッセイ及び検出アッセイにおける使用のため
に、精製のために、並びに受動免疫のためなどの治療法としての使用のためにＳＴＥＣ特
異的ポリクローナル及びモノクローナル抗体を作製することが可能である。そのようなポ
リクローナル及びモノクローナル抗体は、問題のＳＴＥＣタンパク質に特異的に結合する
。特に、ＳＴＥＣタンパク質を使用して、マウス、ラット、ウサギ、ヤギ又はウマなどの
哺乳動物に該タンパク質を投与することによりポリクローナル抗体を産生することが可能
である。免疫動物由来の血清は採取され、例えば、硫酸アンモニウムを用いた沈殿、続い
てクロマトグラフィー、好ましくはアフィニティークロマトグラフィーにより、抗体は血
漿から精製される。ポリクローナル抗血清を作製し処理するための技法は当技術分野では
公知である。
【０１６４】
　細胞表面抗原に存在するエピトープに対して向けられるマウス及び／又はウサギモノク
ローナル抗体も容易に産生することが可能である。そのようなモノクローナル抗体を産生
するために、抗原を生理食塩水に、好ましくは、フロイント完全アジュバント（「ＦＣＡ
」，Freund's complete adjuvant）などのアジュバントに混合する又は乳化し、混合液又
は乳濁液を非経口的に（一般には、皮下に若しくは筋肉内に）注射することなどにより、
ウサギ又はマウスなどの所望の哺乳動物を免疫する。動物は、生理食塩水中の抗原の１又
は２以上の注射で、好ましくはフロイント不完全アジュバント（「ＦＩＡ，Freund's inc
omplete adjuvant」）を使用して、一般に２～６週間後にブーストされる。
【０１６５】
　抗体は、当技術分野で公知の方法を使用して、インビトロ免疫化によっても生み出され
得る。例えば、James et al., J. Immunol. Meth. (1987) 100:5-40を参照されたい。
【０１６６】
　次に、ポリクローナル抗血清は免疫動物から得られる。しかし、余分な血清まで動物か
ら採血するのではなく、脾臓（及びいくつかの大きなリンパ節でもよい）を取り除き、単
細胞に解離させる。必要であれば、脾臓細胞（脾細胞）を、抗原を用いて被膜されたプレ
ート又はウェルに細胞懸濁液を適用させることによりスクリーニングし得る（非特異的接
着細胞の除去後）。Ｂ細胞は、抗原に特異的な膜結合免疫グロブリンを発現しているが、
プレートに結合することになり、残りの懸濁液を用いても洗い流されない。次に、こうし
て得られるＢ細胞又はすべての解離された脾細胞は、不死化細胞株（「融合パートナー」
とも呼ばれる）由来の細胞と融合しハイブリドーマを形成するよう誘導される。典型的に
は、融合パートナーは、特異的な媒体を使用する得られたハイブリドーマの選択を可能に
する特性を含む。例えば、融合パートナーは、ヒポキサンチン／アミノプテリン／チミジ
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ン（ＨＡＴ，hypoxanthine/aminopterin/thymidine）感受性であることが可能である。
【０１６７】
　ウサギ－ウサギハイブリドーマが望まれる場合、不死化細胞株はウサギ由来であること
になる。そのようなウサギ由来融合パートナーは当技術分野では公知であり、例えば、Sp
ieker-Polet et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA (1995) 92:9348-9352及び米国特許第
５，６７５，０６３号明細書に記載されるウサギ形質細胞腫由来の細胞などのリンパ系起
源の細胞又は米国特許第４，８５９，５９５号明細書に記載されるＴＰ－３融合パートナ
ーが挙げられる。これらの文献は参照によりその全体を本明細書に組み込まれている。ウ
サギ－マウスハイブリドーマ又はラット－マウス若しくはマウス－マウスハイブリドーマ
又は同様のものが望ましい場合は、マウス融合パートナーは、リンパ系起源の細胞などの
マウス由来の、典型的にはマウス骨髄腫細胞株由来の不死化細胞株由来になる。いくつか
のそのような細胞株は当技術分野では公知であり、ＡＴＣＣから入手可能である。
【０１６８】
　融合は、当技術分野で周知の技法を使用して実現される。融合を促進する化学物質は一
般にフソゲン（fusogen）と呼ばれる。これらの薬剤は極端に親水性であり膜接触を促進
する。細胞融合の１つの特に好ましい方法は、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ，polyet
hylene glycol）を使用する。細胞融合の別の方法は、電気融合である。この方法では、
細胞は、細胞膜電位を変化させる前もって決められた放電に曝露される。細胞融合のため
の追加の方法は、ブリジッド融合法が挙げられる。この方法では、抗原はビオチン化され
、融合パートナーはアビジン化される。これらの細胞を１つに合わせると、抗原反応性Ｂ
細胞－抗原－ビオチン－アビジン－融合パートナー架橋が形成される。これにより、抗原
反応性細胞と不死化細胞との特異的融合が可能になる。該方法は、細胞融合を促進するた
めに化学的又は電気的手段をさらに用い得る。
【０１６９】
　融合に続いて、細胞は選択培地（例えば、ＨＡＴ培地）で培養される。抗体分泌を増強
するために、ＩＬ－６などの分泌刺激効果を有する薬剤を使用してもよい。例えば、Ligu
ori et al., Hybridoma (2001) 20: 189-198を参照されたい。得られたハイブリドーマは
限界希釈により蒔くことが可能であり、免疫抗原に特異的に結合し（無関係な抗原には結
合しない）抗体の産生についてアッセイされる。次に、選択されるモノクローナル抗体分
泌ハイブリドーマはインビトロで（例えば、組織培養瓶若しくは中空線維反応器（hollow
 fiber reactor）において）又はインビボで（例えば、マウスにおける腹水として）培養
される。例えば、ＳＴＥＣタンパク質特異的抗体を産生しているハイブリドーマは、ＲＩ
Ａ又はＥＬＩＳＡを使用して同定し、半流動寒天におけるクローニングにより又は限界希
釈により単離することが可能である。望ましい抗体を産生しているクローンは、スクリー
ニングをもう一巡行うことにより単離することが可能である。
【０１７０】
　本発明のモノクローナル抗体を産生するための代わりの技法は、選択リンパ球抗体法（
ＳＬＡＭ，selected lymphocyte antibody method）である。この方法は、大集団のリン
パ球細胞内で望ましい特異性又は機能を有する抗体を産生している単一リンパ球を同定す
る。次に、抗体の特異性をコードする遺伝情報（すなわち、免疫グロブリンＶＨ及びＶＬ

ＤＮＡ）はレスキューされクローニングされる。この方法の説明については、例えば、Ba
bcook et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1996) 93:7843-7848を参照されたい。
【０１７１】
　ウサギモノクローナル抗体並びにウサギ－ウサギ及びウサギ－マウス融合体からウサギ
モノクローナル抗体を作る方法の追加の説明については、例えば、米国特許第５，６７５
，０６３号明細書（ウサギ－ウサギ）、米国特許第４，８５９，５９５号明細書（ウサギ
－ウサギ）、米国特許第５，４７２，８６８号明細書（ウサギ－マウス）及び米国特許第
４，９７７，０８１号明細書（ウサギ－マウス）を参照されたい。従来のマウスモノクロ
ーナル抗体の作製の説明については、例えば、Kohler and Milstein, Nature (1975) 256
:495-497を参照されたい。
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【０１７２】
　キメラ抗体を提供するのが望ましい場合がある。「キメラ抗体」とは、好ましくは組換
え技法を使用して得られ、ヒト（免疫学的に「関係のある」種、例えば、チンパンジーを
含む）と非ヒト成分の両方を含む抗体を指す。そのような抗体は「ヒト化抗体」とも呼ば
れる。好ましくは、ヒト化抗体は非ヒト免疫グロブリン配列由来の最小配列を含有する。
大部分、ヒト化抗体は、レシピエントの超可変領域由来の残基が、望ましい特異性、親和
性及び能力を有するマウス、ラット、ウサギ又は非ヒト霊長類などの非ヒト種の超可変領
域由来の残基（ドナー抗体）で置き換えられているヒト免疫グロブリン（レシピエント抗
体）である。例えば、米国特許第５，２２５，５３９号明細書、米国特許第５，５８５，
０８９号明細書、米国特許第５，６９３，７６１号明細書、米国特許第５，６９３，７６
２号明細書、米国特許第５，８５９，２０５号明細書を参照されたい。いくつかの例では
、ヒト免疫グロブリンのフレームワーク残基は対応する非ヒト残基で置き換えられている
（例えば、米国特許第５，５８５，０８９号明細書、米国特許第５，６９３，７６１号明
細書、米国特許第５，６９３，７６２号明細書参照）。さらに、ヒト化抗体は、レシピエ
ント抗体にもドナー抗体にも存在しない残基を含み得る。これらの改変物は、抗体性能を
さらに洗練するために（例えば、望ましい親和性を得るために）作られる。一般に、ヒト
化抗体は、超可変領域のすべて又は実質的にすべてが非ヒト免疫グロブリンの超可変領域
に一致しており、フレームワーク領域のすべて又は実質的にすべてがヒト免疫グロブリン
配列のフレームワーク領域である、少なくとも１つの典型的には２つの可変ドメインの実
質的にすべてを含むことになる。ヒト化抗体は、免疫グロブリン定常領域（Ｆｃ）、典型
的にはヒト免疫グロブリンの定常領域の少なくとも一部を含むことになってもよい。さら
に詳細な点は、Jones et al., Nature (1986) 331:522-525; Riechmann et al., Nature 
(1988) 332:323-329; and Presta, Curr. Op. Struct. Biol. (1992) 2:593-596を参照さ
れたい。
【０１７３】
　非ヒト哺乳動物宿主、さらに具体的には、不活性化された内在性免疫グロブリン（Ｉｇ
）座により特徴付けられるトランスジェニックマウスにおいて産生される異種又は改変抗
体も包含される。そのようなトランスジェニック動物では、宿主免疫グロブリンの軽鎖及
び重鎖サブユニットの発現のためのコンピテント内在性遺伝子は、非機能性にされ類似の
ヒト免疫グロブリン座で置換されている。これらのトランスジェニック動物は、軽鎖又は
重鎖宿主免疫グロブリンサブユニットの実質的非存在下でヒト抗体を産生する。例えば、
米国特許第５，９３９，５９８号明細書を参照されたい。
【０１７４】
　所望のタンパク質を認識する能力を保持している抗体断片も本明細書において利用法が
あることになる。無傷の抗体分子の免疫学的結合特性を示すことができる抗原結合部位を
含むいくつかの抗体断片は当技術分野では公知である。例えば、機能的抗体断片は、例え
ば、ペプシンを使用して抗体分子から抗原結合に関与しない定常領域を切断してＦ（ａｂ
’）２断片を作製することにより作製することが可能である。これらの断片は、２つの抗
原結合部位を含有するが、重鎖のそれぞれ由来の定常領域の一部を欠くことになる。同様
に、必要であれば、１つの抗原結合部位を含むＦａｂ断片を、例えば、パパインを用いて
ポリクローナル又はモノクローナル抗体を消化することにより、作製することが可能であ
る。重鎖と軽鎖の可変領域のみを含む機能的断片を、組換え産生又は免疫グロブリン分子
の優先的タンパク質切断などの標準技法を使用して作製することも可能である。これらの
断片はＦＶとして知られている。例えば、Inbar et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA (1
972) 69:2659-2662; Hochman et al., Biochem. (1976) 15:2706-2710; and Ehrlich et 
al., Biochem. (1980) 19:4091-4096を参照されたい。
【０１７５】
　ファージディスプレイ法を使用して、インビトロで抗体分子集団を拡大することが可能
である。Saiki, et al., Nature (1986) 324:163; Scharf et al., Science (1986) 233:
1076; 米国特許第４，６８３，１９５号明細書及び米国特許第４，６８３，２０２号明細
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書; Yang et al., J Mol Biol. (1995) 254:392; Barbas, III et al., Methods: Comp. 
Meth Enzymol. (1995) 8:94; Barbas, III et al., Proc Natl Acad Sci USA(1991) 88:7
978。
【０１７６】
　産生されると、ファージディスプレイライブラリーを使用して、Ｆａｂ分子の免疫学的
結合親和性を公知の技法を使用して改良することが可能である。例えば、Figini et al.,
 J. Mol. Biol (1994) 239:68を参照されたい。ファージジディスプレイライブラリーか
ら選択されるＦａｂ分子の重鎖と軽鎖部分のコード配列は、単離する又は合成し、発現の
ためのいかなる適切なベクター又はレプリコンにでもクローニングすることが可能である
。上記の発現系を含むいかなる適切な発現系でも使用することが可能である。
【０１７７】
　一本鎖抗体も作製することが可能である。一本鎖Ｆｖ（「ｓＦｖ」又は「ｓｃＦｖ」）
ポリペプチドは、ペプチドコードリンカーにより連結されたＶＨ－及びＶＬ－コード遺伝
子を含む遺伝子融合体から発現される共有結合ＶＨ－ＶＬヘテロ二量体である。Huston e
t al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA (1988) 85:5879-5883。抗体Ｖ領域由来の自然に凝集
しているが化学的に分離された軽鎖及び重鎖ポリペプチド鎖を、抗原結合部位の構造に実
質的に類似している三次元構造に折り畳まれることになるｓＦｖ分子に変換するための化
学的構造体（リンカー）を識別し発達させるいくつかの方法がすでに記載されている。例
えば、米国特許第５，０９１，５１３号明細書、米国特許第５，１３２，４０５号明細書
及び米国特許第４，９４６，７７８号明細書を参照されたい。ｓＦｖ分子は当技術分野に
記載される方法を使用して作製され得る。例えば、Huston et al., Proc. Nat. Acad. Sc
i. USA (1988) 85:5879-5883; 米国特許第５，０９１，５１３号明細書、米国特許第５，
１３２，４０５号明細書及び米国特許第４，９４６，７７８号明細書を参照されたい。設
計基準は、リンカーが丸くなる、又は二次構造を形成する傾向がない小親水性アミノ酸残
基から一般に形成される１つの鎖のＣ末端ともう一方の鎖のＮ末端間の距離をまたがるの
に適切な長さを決定することを含む。そのような方法は当技術分野ですでに記載されてい
る。例えば、米国特許第５，０９１，５１３号明細書、米国特許第５，１３２，４０５号
明細書及び米国特許第４，９４６，７７８号明細書を参照されたい。適切なリンカーは一
般に、グリシンとセリン残基が交互になったセットのポリペプチド鎖を含み、可溶性を増
強するために挿入されるグルタミン酸及びリシン残基を含んでもよい。
【０１７８】
　「ミニ抗体」又は「ミニボディー」も本発明に関して利用法があることになる。ミニボ
ディーは、ヒンジ領域によりｓＦｖから分離されているそのＣ末端にオリゴマー形成ドメ
インを含むｓＦｖポリペプチド鎖である。Pack et al., Biochem. (1992) 31 : 1579-158
4。オリゴマー形成ドメインは、追加のジスルフィド結合によりさらに安定化することが
可能である自己会合性αヘリックス、例えば、ロイシンジッパーを含む。オリゴマー形成
ドメインは、膜を横切るベクトルフォールディング、すなわち機能的結合タンパク質への
ポリペプチドのインビボフォールディングを促進すると考えられるプロセス、と適合する
ように設計される。一般に、ミニボディーは、当技術分野で周知の組換え法を使用して作
製される。例えば、Pack et al., Biochem. (1992) 31: 1579-1584; Cumber et al., J I
mmunology (1992) 149B:120-126を参照されたい。
【０１７９】
　上記の抗体及びその免疫反応性断片をコードするポリヌクレオチド配列は、ＳＴＥＣタ
ンパク質の組換え産生に関する上記の技法などの、当技術分野で周知の標準技法を使用し
て容易に得られる。
【０１８０】
　ＳＴＥＣ疾患を有すると分かっている対象では、抗ＳＴＥＣタンパク質抗体は治療効果
を有する可能性があり、これを使用して問題の対象に受動免疫を与えることが可能である
。代わりに、抗体は、さらに下に記載される診断的適用においての他にＳＴＥＣタンパク
質の精製のためにも使用することが可能である。
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【０１８１】
　Ｖ．免疫原性組成物
　上のタンパク質、コンジュゲート、抗体、並びに必要であれば追加の組換え及び／又は
精製タンパク質が作製されると、哺乳動物対象への送達のために組成物に処方される。活
性成分は典型的には薬学的に許容されるビヒクル又は賦形剤と混合される。適切なビヒク
ルは、例えば、水、生理食塩水、ブドウ糖、グリセリン、エタノール又は同類のもの及び
その組合せである。さらに該ビヒクルは、湿潤剤若しくは乳化剤、ｐＨ緩衝剤、又はワク
チン組成物の場合は、ワクチンの有効性を増強するアジュバントなどの少量の補助剤を含
有し得る。適切なアジュバントはさらに下に記載されている。本発明の組成物は、薬剤、
サイトカイン、又は他の生物学的応答調節剤などの補助物質も含むことが可能である。
【０１８２】
　上記に説明されるように、本発明のワクチン組成物は、ＳＴＥＣ抗原のうちの１又は２
以上の免疫原性をさらに増加するためのアジュバントを含み得る。そのようなアジュバン
トには、ＳＴＥＣ抗原又は抗原の組合せに対する免疫応答を増加するように作用し、した
がって、ワクチンにおいて必要な抗原の量及び／又は十分な免疫応答を生み出すために必
要な注射の回数を低減するいかなる化合物又は複数の化合物でも挙げられる。アジュバン
トは、例えば、乳化剤、ムラミルジペプチド、アブリジン、水酸化アルミニウムなどの水
溶性アジュバント、キトサンベースのアジュバント、並びに様々なサポニン、オイル、及
びアンフィゲン（Amphigen）、ＬＰＳ、細菌細胞壁抽出物、細菌ＤＮＡ、合成オリゴヌク
レオチド及びその組合せなどの当技術分野で公知の他の物質のいずれでも（Schijns et a
l., Curr. Opi. Immunol. (2000) 12:456）、マイコバクテリウム・フレイ（Ｍ．ｐｈｌ
ｅｉ，Mycobacterial phlei）細胞壁抽出物（ＭＣＷＥ，Mycobacterial phlei cell wall
 extract）（米国特許第４，７４４，９８４号明細書）、Ｍ．ｐｈｌｅｉ　ＤＮＡ（Ｍ－
ＤＮＡ）、Ｍ－ＤＮＡ－Ｍ．ｐｈｌｅｉ細胞壁複合体（ＭＣＣ，M-DNA-M. phlei cell wa
ll complex）が挙げられ得る。例えば、本明細書において乳化剤として働き得る化合物に
は、天然及び合成乳化剤の他にアニオン性、カチオン性及び非イオン性化合物が挙げられ
る。合成化合物のうち、アニオン性乳化剤には、例えば、ラウリン酸とオレイン酸のカリ
ウム、ナトリウム及びアンモニウム塩、脂肪酸のカルシウム、マグネシウム及びアルミニ
ウム塩（すなわち、金属セッケン）並びにラウリル硫酸ナトリウムなどの有機スルホン酸
が挙げられる。合成カチオン剤には、例えば、セチルトリメチルアンモニウム臭化物が挙
げられ、合成非イオン剤は、グリセリルエステル（例えば、モノステアリン酸グリセリン
）、ポリオキシエチレングリコールエステル及びエーテル、並びにソルビタン脂肪酸エス
テル（例えば、ソルビタンモノパルミチン酸）及びそのポリオキシエチレン誘導体（例え
ば、ポリオキシエチレンソルビタンモノパルミチン酸）により例示される。天然乳化剤に
は、アカシア、ゼラチン、レシチン及びコレステロールが挙げられる。
【０１８３】
　他の適切なアジュバントは、単一オイル、オイルの混合物、油中水型乳剤、又は水中油
型乳剤などのオイル成分を用いて形成することが可能である。オイルは、鉱油、植物油又
は動物油でもよい。鉱油又はオイル成分が鉱油である水中油型乳剤が好ましい。この点に
関して、「鉱油」は、本明細書では、蒸留法を介してワセリンから得られる液化炭化水素
の混合物として定義されており、この用語は「流動パラフィン」、「流動ワセリン」及び
「ホワイト鉱油」と同義である。この用語は、「軽油」、すなわちワセリンの蒸留から同
様に得られるが、ホワイト鉱油より比重がわずかに低いオイルを含むことも意図されてい
る。例えば、Remington's Pharmaceutical Sciences (同上)を参照されたい。特に好まし
いオイル成分は、MVP Laboratories社製、 Ralston, Nebraskaから入手可能なEMULSIGEN 
PLUS（商標）（軽油の他に保存剤として０．０５％ホルマリン及び３０ｍｃｇ／ｍＬゲン
タマイシンを含む）の商品名で販売されている水中油型乳剤である。本明細書において使
用するための別の好ましいアジュバントは、ＤＤＡを含む改質型のEMULSIGEN PLUS（商標
）アジュバントである「ＶＳＡ３」として知られるアジュバントである（米国特許第５，
９５１，９８８号明細書参照。この特許は参照によりその全体を本明細書に組み込まれて
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いる）。適切な動物油には、例えば、タラ肝油、ハリバ油、メンヘーデン油、オレンジラ
フィー油及びサメ肝油が挙げられ、すべて市販されている。適切な植物油には、ナタネ油
、アーモンド油、綿実油、トウモロコシ油、オリーブ油、ピーナッツ油、サフラワー油、
ゴマ油、大豆油及び同類のものが限定されることなく挙げられる。
【０１８４】
　代わりに、いくつかの脂肪族窒素含有塩基は、ワクチン製剤と一緒にアジュバントとし
て使用することが可能である。例えば、公知の免疫アジュバントは、アミン類、四級アン
モニウム化合物、グアニジン、ベンズアミジン及びチオウロニウムを含む（Gall, D. (19
66) Immunology 11:369-386）。特定の化合物は、ジメチルジオクタデシルアンモニウム
臭化物（ＤＤＡ，dimethyldioctadecylammonium bromide）（Kodak社から入手可能）及び
Ｎ，Ｎ－ジオクタデシル－Ｎ，Ｎ－ビス（２－ヒドロキシエチル）プロパンジアミン（「
アブリジン」）を含む。免疫アジュバントとしてのＤＤＡの使用はすでに記載されており
、例えば、the Kodak Laboratory Chemicals Bulletin 56(1):l-5 (1986); Adv. Drug De
liv. Rev. 5(3):163-187 (1990); J. Controlled Release 7:123-132 (1988); Clin. Exp
. Immunol. 78(2):256-262 (1989); J. Immunol. Methods 97(2): 159-164 (1987); Immu
nology 58(2):245-250 (1986); 及びInt. Arch. Allergy Appl. Immunol. 68(3):201-208
 (1982)を参照されたい。アブリジンも周知のアジュバントである。Ｎ，Ｎ－高級アルキ
ル－Ｎ’，Ｎ’－ビス（２－ヒドロキシエチル）プロパンジアミン一般の、及び特にワク
チンアジュバントとしてのアブリジンの使用を記載している、Wolff, III et al.への米
国特許第４，３１０，５５０号明細書を参照されたい。Babiukへの米国特許第５，１５１
，２６７号明細書及びBabiuk et al. (1986) Virology 159:57-66も、ワクチンアジュバ
ントとしてのアブリジンの使用に関する。
【０１８５】
　ワクチン組成物は、ミキシング、音波処理及び顕微溶液化を含むがこれらに限定されな
い当業者には周知の技法を使用して、ＳＴＥＣタンパク質調製物とアジュバントを均一で
密に会合させることにより調製することが可能である。アジュバントは、好ましくはワク
チンの約１０～５０％（ｖ／ｖ）、さらに好ましくは約２０～４０％（ｖ／ｖ）、もっと
も好ましくは約２０～３０％若しくは３５％（ｖ／ｖ）又はこれらの範囲内の任意の整数
を含むことになる。
【０１８６】
　本発明の組成物は、通常は、液体溶液若しくは懸濁液としての注射剤として、又は注射
に先立つ液体ビヒクル中の溶液若しくは懸濁液に適した固体形態として調製される。調製
物は、固体形態に、乳化されて又は徐放性送達のために使用されるリポソームビヒクル若
しくは他の微粒子担体に被包された活性成分にも調製し得る。例えば、ワクチンは、ワク
チンの徐放を可能にする、油乳剤、油中水型乳剤、水中油中水型乳剤、部位特異的乳剤、
長期滞留乳剤、粘着性乳剤、マイクロエマルジョン、ナノエマルジョン、リポソーム、微
小粒子、マイクロスフィア、ナノスフィア、ナノ粒子、並びに酢酸エチレンビニル共重合
体とＨｙｔｒｅｌ７共重合体などの非吸収性不透過性ポリマー、ハイドロゲルなどの膨潤
性ポリマー又はコラーゲンなどの吸収性ポリマー、及び吸収性縫合糸を作るのに使用され
るポリ酸又はポリエステルなどのある種のポリ酸又はポリエステルなどの様々な天然又は
合成ポリマーの形態であり得る。
【０１８７】
　さらに、ポリペプチドは、中性又は塩の形態で組成物に処方し得る。薬学的に許容され
る塩には、例えば、塩酸若しくはリン酸などの無機酸又は酢酸、シュウ酸、酒石酸、マン
デル酸及び同類のものなどの有機酸で形成される酸付加塩（活性ポリペプチドの遊離のア
ミノ基で形成される）が挙げられる。遊離のカルボキシル基から形成される塩は、例えば
、ナトリウム、カリウム、アンモニウム、カルシウム、又は水酸化第二鉄などの無機塩基
、並びにイソプロピルアミン、トリメチルアミン、２－エチルアミノエタノール、ヒスチ
ジン、プロカイン及び同類のものなどの有機塩基由来でもよい。
【０１８８】
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　そのような剤形を調製する実際の方法は当業者には公知であり、又は明らかであろう。
例えば、Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, Pe
nnsylvania, 18th edition, 1990を参照されたい。
【０１８９】
　組成物は、望ましいＳＴＥＣタンパク質又は複数エピトープ融合体の有効量を含有する
ように処方され、その正確な量は当業者であれば容易に決定され、この量は処置される動
物及び抗体を合成する動物の免疫系の能力に依拠する。投与される組成物又は製剤は、処
置を受けている対象において望ましい状態を実現するのに十分な本明細書に記載されるＳ
ＴＥＣ抗原のうちの１又は２以上の量を含有することになる。本発明の目的のために、添
加される組換え及び／又は精製ＳＴＥＣ抗原と一緒に又はなしでＳＴＥＣタンパク質を含
む治療的有効量のワクチンは、約０．０５～１５００μｇのＳＴＥＣタンパク質、好まし
くは約１０～１０００μｇの該タンパク質、さらに好ましくは約３０～５００μｇ、もっ
とも好ましくは約４０～３００μｇ、例えば、５０～２００μｇ若しくはこれらの値間の
任意の整数を含有する。投与経路には、経口、局所的、皮下、筋肉内、静脈内、皮下、皮
内、経皮的及び真皮下が挙げられるが、これらに限定されない。投与経路に応じて、用量
当たりの容量は、好ましくは約０．００１～１０ｍｌ、さらに好ましくは約０．０１～５
ｍｌ、もっとも好ましくは約０．１～３ｍｌである。ワクチンは、単回投与処置で又は計
画に基づいて、対象の年齢、体重及び状態、使用される特定のワクチン製剤並びに投与経
路に適合している期間にわたり複数回投与処置（ブースト）で投与することが可能である
。
【０１９０】
　脊椎動物対象へ組成物を送達するためには、いかなる適切な医薬品送達手段でも用い得
る。例えば、従来の針注射器、スプリング又は圧縮ガス（空気）注入器（Smootへの米国
特許第１，６０５，７６３号明細書；Laurensへの米国特許第３，７８８，３１５号明細
書；Clark et al.への米国特許第３，８５３，１２５号明細書；Morrow et al.への米国
特許第４，５９６，５５６号明細書；及びDunlapへの米国特許第５，０６２，８３０号明
細書）、液体ジェット注入器（Schererへの米国特許第２，７５４，８１８号明細書；Gor
donへの米国特許第３，３３０，２７６号明細書；及びLindmayer et al.への米国特許第
４，５１８，３８５号明細書）並びに粒子注入器（McCabe et al.への米国特許第５，１
４９，６５５号明細書；及びSanford et al.への米国特許第５，２０４，２５３号明細書
）はすべてが組成物の送達に適している。
【０１９１】
　ジェット注入器が使用される場合、液体ワクチン組成物の単回ジェットは、高圧及び速
度、例えば、１２００～１４００ＰＳＩ下で駆出され、それによって皮膚に開口を作り免
疫化に適した深さまで貫通させる。
【０１９２】
　VI．核酸ベースの免疫化法
　一般に、本発明に関して使用するための核酸ベースのワクチンは、望ましいＳＴＥＣタ
ンパク質又は融合体をコードする関連領域を、適切な制御配列、及び随意に補助的治療ヌ
クレオチド配列と一緒に含むことになる。核酸分子は、上記のように、レシピエント細胞
において転写及び翻訳を指示するのに必要なエレメントを含むベクターの形態で調製され
る。
【０１９３】
　免疫対象における免疫応答を増強するために、核酸分子は、薬物、アジュバントなどの
補助物質と併せて又はサイトカイン及び同類のものなどの生物学的応答調節剤をコードす
るベクターの送達と併せて投与することが可能である。
【０１９４】
　調製されると、核酸ワクチン組成物は、公知の方法を使用して対象に送達することが可
能である。この点に関して、抗原コードＤＮＡを用いる免疫化のための様々な技法はすで
に記載されている。例えば、Felgner et al.への米国特許第５，５８９，４６６号明細書
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；Tang et al. (1992) Nature 358:152; Davis et al. (1993) Hum. Molec. Genet. 2:18
47; Ulmer et al. (1993) Science 258:1745; Wang et al. (1993) Proc. Natl. Acad. S
ci. USA 90:4156; Eisenbraun et al. (1993) DNA Cell Biol. 12:791; Fynan et al. (1
993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:12476; Fuller et al. (1994) AIDS Res. Human R
etrovir. 10:1433; 及びRaz et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:9519を参照
されたい。リポソーム媒介遺伝子移入などの、核酸分子をインビトロで細胞まで送達する
ための、それに続く宿主への再導入のための一般的方法も使用することが可能である。例
えば、Hazinski et al. (1991) Am. J. Respir. Cell Mol. Biol. 4:206-209; Brigham e
t al. (1989) Am. J. Med. Sci. 298:278-281; Canonico et al. (1991) Clin. Res. 39:
219A; 及びNabel et al. (1990) Science 249:1285-1288を参照されたい。したがって、
核酸ワクチン組成物は、種々の公知の技法を使用して、液体又は微粒子形態で送達するこ
とが可能である。典型的なワクチン組成物は上に記載されている。
【０１９５】
　VII．免疫応答の有効性を判定するための試験
　治療的処置及び予防の有効性を評価する１つの方法は、本発明の組成物におけるＳＴＥ
Ｃタンパク質及び融合物に対する免疫応答を、組成物の投与後にモニターすることを含む
。有効性を評価する別の方法は、本発明の組成物の投与後の感染をモニターすることを含
む。さらに、組成物の有効性は、対象における腸管中のＳＴＥＣの量の減少が実現され、
したがって細菌の排泄物排出の量を低減することにより疾患の伝染を減少する、及び／又
は動物によるＳＴＥＣ排出の期間を低減するかどうかを評価することにより決定すること
が可能である。
【０１９６】
　本発明の免疫原性組成物のタンパク質の免疫原性を評価する別の方法は、該タンパク質
を組換え的に発現させ、免疫ブロットにより対象の血清をスクリーニングすることである
。タンパク質と血清間で陽性反応が起これば、対象が問題のタンパク質に対する免疫応答
をすでに開始しており、したがって該タンパク質が免疫原であることを示している。この
方法は、免疫優性タンパク質及び／又はエピトープを同定するのにも使用し得る。
【０１９７】
　有効性を検証する別の方法は、本発明の組成物の投与後に感染をモニターすることを含
む。有効性を検証する１つの方法は、組成物の投与後に本発明の組成物中の抗原に対する
免疫応答を全身的にも（例えば、ＩｇＧ１及びＩｇＧ２ａ産生のレベルをモニターする）
粘膜的にも（例えば、ＩｇＡ産生のレベルをモニターする）モニターすることを含む。典
型的には、血清特異的抗体応答は、免疫化後、但しチャレンジ前に決定されるが、粘膜特
異的抗体身体応答は免疫化後及びチャレンジ後に決定される。
【０１９８】
　本発明の免疫原性組成物は、宿主投与に先立ってインビトロ及びインビボ動物モデルに
おいて評価することが可能である。
【０１９９】
　本発明の免疫原性組成物の有効性は、免疫原性組成物を用いて感染の動物モデルをチャ
レンジすることによりインビボにおいて決定することも可能である。免疫原性組成物は、
チャレンジ株と同じ株由来でもよく、同じ株由来でなくてもよい。好ましくは、免疫原性
組成物はチャレンジ株と同じ株から誘導できる。
【０２００】
　免疫応答は、ＴＨ１免疫応答とＴＨ２応答のうちの１つでも又は両方でもよい。免疫応
答は、改良された又は増強された又は改変された免疫応答であり得る。免疫応答は、全身
免疫応答と粘膜免疫応答のうちの１つでも又は両方でもよい。好ましくは、免疫応答は、
増強された全身及び／又は粘膜応答である。
【０２０１】
　増強された全身及び／又は粘膜免疫は、増強されたＴＨ１及び／又はＴＨ２免疫応答に
反映される。好ましくは、増強された免疫応答は、ＩｇＧ１及び／又はＩｇＧ２ａ及び／
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又はＩｇＡの産生の増加を含む。好ましくは、粘膜免疫応答はＴＨ２免疫応答である。好
ましくは、粘膜免疫応答は、ＩｇＡの産生の増加を含む。
【０２０２】
　活性化されたＴＨ２細胞は抗体産生を増強し、したがって細胞外感染に対する応答に価
値がある。活性化されたＴＨ２細胞は、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６及びＩＬ－１０の
うちの１又は２以上を分泌し得る。ＴＨ２免疫応答はＩｇＧ１、ＩｇＥ、ＩｇＡ及び将来
の防御のための記憶Ｂ細胞を産生し得る。
【０２０３】
　ＴＨ２免疫応答は、ＴＨ２免疫応答に伴うサイトカイン（例えば、ＩＬ－４、ＩＬ－５
、ＩＬ－６及びＩＬ－１０）のうちの１若しくは２以上の増加、又はＩｇＧ１、ＩｇＥ、
ＩｇＡ及び記憶Ｂ細胞の産生の増加のうちの１又は２以上を含み得る。好ましくは、増強
されたＴＨ２免疫応答は、ＩｇＧ１産生の増加を含むことになる。
【０２０４】
　ＴＨ１免疫応答は、ＣＴＬの増加、ＴＨ１免疫応答に伴うサイトカイン（例えば、ＩＬ
－２、ＩＦＮγ及びＴＮＦβ）のうちの１若しくは２以上の増加、活性化されたマクロフ
ァージの増加、ＮＫ活性の増加、又はＩｇＧ２ａの産生の増加のうちの１又は２以上を含
み得る。好ましくは、増強されたＴＨ１免疫応答は、ＩｇＧ２ａ産生の増加を含むことに
なる。
【０２０５】
　本発明の免疫原性組成物は、好ましくは持続性（例えば、中和）抗体及び、１又は２以
上の感染性抗原に曝露されると迅速に応答することが可能な細胞性免疫を誘導することに
なる。実施例によって、対象由来の血液試料中の中和抗体の証拠は、防御の代替パラメー
タと見なされる。
【０２０６】
　VIII．診断アッセイ
　上記に説明されるように、ＳＴＥＣタンパク質、そのバリアント、免疫原性断片及び融
合物は、感染の存在を決定するために生体試料においてＳＴＥＣの反応性抗体の存在を検
出するための診断法としても使用し得る。例えば、ＳＴＥＣタンパク質と反応する抗体の
存在は、標準電気泳動法及び競合、直接反応又はサンドイッチ型アッセイなどの免疫アッ
セイを含む免疫診断技法を使用して検出することが可能である。そのようなアッセイには
、ウェスタンブロット；凝集試験；ＥＬＩＳＡなどの酵素標識及び媒介免疫アッセイ；ビ
オチン／アビジン型アッセイ；放射性免疫アッセイ；免疫電気泳動法；免疫沈降法、等が
挙げられるが、これらに限定されない。反応は、一般に、蛍光、化学発光、放射性、酵素
標識若しくは色素分子などの露出標識、又は抗原とそれと反応した抗体若しくは複数の抗
体間の複合体の形成を検出するための他の方法を含む。
【０２０７】
　前述のアッセイは、一般に、抗原－抗体複合体が結合している固相支持体からの液相中
の非結合抗体の分離を含む。本発明の実施において使用することが可能な固体支持体には
、ニトロセルロース（例えば、膜又はマイクロタイターウェル形態で）；ポリ塩化ビニル
（例えば、シート又はマイクロタイターウェル）；ポリスチレンラテックス（例えば、ビ
ーズ又はマイクロタイタープレート）；ポリフッ化ビニリデン；ジアゾ化ペーパー；ナイ
ロン膜；活性化ビーズ；磁気応答ビーズ；及び同類のものなどの基材が挙げられる。典型
的には、固形支持体は、成分が支持体に十分に固定化されるように、適切な結合条件下で
固相成分（例えば、１又は２以上のＳＴＥＣタンパク質又は融合物）と先ず反応させる。
抗原の支持体への固定化は、先ず抗原を結合特性がより良好なタンパク質にカップリング
させることにより増強することが可能な場合もある。適切なカップリングタンパク質には
、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ，bovine serum albumin）を含む血清アルブミンなどの巨
大分子、キーホールリンペットヘモシアニン、免疫グロブリン分子、サイログロブリン、
卵白アルブミン、及び当業者に周知の他のタンパク質が挙げられるが、これらに限定され
ない。抗原を支持体に結合させるのに使用することが可能な他の分子には、多糖類、ポリ
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乳酸、ポリグリコール酸、ポリマーアミノ酸、アミノ酸共重合体、及び同類のものが挙げ
られる。そのような分子及びそのような分子を抗原にカップリングする方法は当業者には
周知である。例えば、Brinkley, M.A. Bioconjugate Chem. (1992) 3:2-13; Hashida et 
al., J. Appl. Biochem. (1984) 6:56-63; 及びAnjaneyulu and Staros, International 
J. of Peptide and Protein Res. (1987) 30:117-124を参照されたい。
【０２０８】
　固体支持体を固相成分と反応させた後、いかなる非固定化固相成分でも、洗浄すること
により支持体から取り除かれ、次に、支持体結合成分は、リガンド部分（例えば、固定化
された抗原に向かう抗体）を含有すると疑われる生体試料に適切な結合条件下で接触させ
る。洗浄していかなる非結合リガンドも取り除いた後、二次結合剤が結合したリガンドと
選択的に会合することができる適切な結合条件下で二次結合剤部分が添加される。次に、
二次結合剤の存在は当技術分野で周知の技法を使用して検出することが可能である。
【０２０９】
　さらに具体的には、マイクロタイタープレートのウェルがＳＴＥＣタンパク質又は融合
物で被膜されているＥＬＩＳＡ法を使用することが可能である。次に、抗腸炎菌（S. Ent
eritidis）免疫グロブリン分子を含有する又は含有すると疑われる生体試料は、被膜ウェ
ルに添加される。抗体を固定化抗原に結合させるのに十分なインキュベーション期間後、
プレート（複数可）を洗浄して、非結合部分及び添加された検出可能に標識された二次結
合分子を取り除くことが可能である。二次結合分子をいかなる捕獲された試料抗体とも反
応させ、プレートは洗浄され、二次結合分子の存在は、当技術分野で周知の方法を使用し
て検出される。
【０２１０】
　したがって、一特定の実施形態では、生体試料由来の結合した抗ＳＴＥＣリガンドの存
在は、抗体リガンドに対して向けられる抗体を含む二次結合剤を使用して容易に検出する
ことが可能である。当業者に公知の方法を使用して、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アル
カリホスファターゼ又はウレアーゼなどの検出可能酵素標識に容易にコンジュゲートさせ
ることが可能ないくつかの免疫グロブリン（Ｉｇ，immunoglobulin）分子が当技術分野で
は公知である。次に、適切な酵素基質を使用して、検出可能シグナルを生じさせる。他の
関連する実施形態では、競合型ＥＬＩＳＡ法は、当業者に公知の方法を使用して実行する
ことが可能である。
【０２１１】
　ＳＴＥＣタンパク質及びそれらのタンパク質に特異的な抗体は、沈降条件下で複合体を
形成するように、アッセイを溶液中で行うことも可能である。一特定の実施形態では、Ｓ
ＴＥＣタンパク質は、直接化学的又は間接的カップリングなどによる当技術分野で公知の
カップリング法を使用して、固相粒子（例えば、アガロースビーズ又は同類のもの）に付
着させることが可能である。次に、抗原被膜粒子は、適切な結合条件下で、ＳＴＥＣタン
パク質に対する抗体を含有すると疑われる生体試料に接触させる。結合した抗体間の交差
結合は、粒子－抗原－抗体複合体凝集体の形成を引き起こし、この凝集体を洗浄及び／又
は遠心分離を使用して試料から沈殿させ分離することが可能である。反応混合物を解析し
て、上記の免疫診断法などのいくつかの標準法のいずれかを使用して、抗体－抗原複合体
の存在又は非存在を決定することが可能である。
【０２１２】
　さらに追加の実施形態では、抗ＳＴＥＣ分子を含有すると疑われる生体試料由来の抗体
のポリクローナル集団が基材に固定化される、免疫アフィニティーマトリックスを提供す
ることが可能である。この点に関して、試料の最初のアフィニティー精製は、固定化され
た抗原を使用して実施することが可能である。したがって、こうして得られる試料調製物
は抗ＳＴＥＣ部分のみを含有し、親和性支持体における潜在的非特異的結合特性を回避す
ることになる。高収率で及び抗原結合活性を良好に保持して免疫グロブリン（無傷のもの
又は特異的断片において）を固定化するいくつかの方法は当技術分野では公知である。い
かなる特定の方法によっても限定されることなく、固定化されたプロテインＡ又はプロテ
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インＧを使用すれば免疫グロブリンを固定化することが可能である。
【０２１３】
　したがって、免疫グロブリン分子が固定化されて免疫アフィニティーマトリックスを提
供すると、標識ＳＴＥＣタンパク質を、適切な結合条件下で結合した抗体に接触させる。
いかなる非特異的に結合している抗原でも免疫親和性支持体から洗浄された後は、結合し
ている抗原の存在は、当技術分野で公知の方法を使用して標識についてアッセイすること
により決定することが可能である。
【０２１４】
　さらに、タンパク質それ自体ではなく、ＳＴＥＣタンパク質に対して産生された抗体は
、所与の試料中のタンパク質に対する抗体の存在を検出するために、上記のアッセイにお
いて使用することが可能である。これらのアッセイは、実質的に上記の通りに実施され、
当業者には周知である。
【０２１５】
　IX．キット
　本発明は、本発明の組成物の１又は２以上の容器を含むキットも提供する。組成物は、
個々の抗原と同じように、液体の形態であることが可能であり、又は凍結乾燥されること
が可能である。組成物のための適切な容器には、例えば、ビン、バイアル、注射器及び試
験管が挙げられる。容器は、ガラス又はプラスティックを含む種々の材料から形成するこ
とが可能である。容器は無菌点検口を有し得る（例えば、容器は、静脈内溶液バッグ又は
皮下注射針により突き通せるストッパー付きのバイアルであり得る）。
【０２１６】
　キットは、リン酸緩衝食塩水、リンゲル液又はブドウ糖溶液などの薬学的に許容される
緩衝液を含む第二の容器をさらに含むことが可能である。キットは、緩衝液、希釈剤など
の他の薬学的に許容される製剤溶液、フィルター、針、及び注射器を含む、最終使用者に
とり有用な他の材料又は他の送達デバイスも含有することが可能である。キットは、アジ
ュバントを含む第三の成分をさらに含み得る。
【０２１７】
　キットは、免疫を誘導する方法のための又は感染を処置するための書面使用説明書を含
有する添付文書も含むことが可能である。添付文書は、未認可草案添付文書であることが
可能であり、又は食品医薬品局（ＦＤＡ，Food and Drug Administration）若しくは他の
取締機関により認可された添付文書であることが可能である。
【０２１８】
　本発明は、本発明の免疫原性組成物が前もって充填されている送達デバイスも提供する
。
【０２１９】
　同様に、抗体は、上記の免疫アッセイを行うために適切な使用説明書及び他の必要な試
薬と共にキットで提供することが可能である。キットは、使用される特定の免疫アッセイ
に応じて、適切な標識並びに他のパッケージ化された試薬及び材料（すなわち、洗浄緩衝
液と同類のもの）も含有することが可能である。上記の免疫アッセイなどの標準免疫アッ
セイは、これらのキットを使用して行うことが可能である。
【０２２０】
　Ｃ．実験
　以下は、本発明を実施するための特定の実施形態の実施例である。実施例は説明目的の
ためだけに提供され、いかなる点でも本発明の範囲を限定することを意図されていない。
【０２２１】
　使用される数（例えば、量、温度、等）に関しては正確さを確保するよう努力が払われ
てきたが、ある程度の実験誤差及び逸脱は、当然許容されるべきである。
【実施例１】
【０２２２】
　ＴＩＲエピトープの構築及び同定
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　Ｔｉｒエピトープを同定するために、ＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７　Ｔｉｒタンパク質を
表す５アミノ酸オーバーラップを有する２２の３０ｍｅｒペプチドが構築された（表１参
照）。ウサギポリクローナル抗血清が、ＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７由来のＴＴＳＰ及び非
Ｏ１５７　ＴＴＳＰ（Ｏ２６：Ｈ１１、Ｏ１０３：Ｈ２及びＯ１１１：ＮＭ）に対して産
生され、２２のＯ１５７：Ｈ７　Ｔｉｒペプチドに対して２０分の１の希釈度で試験され
た。図７に示されるように、非Ｏ１５７血清により認識されるペプチドはごくわずかであ
った。抗Ｏ１０３：Ｈ２は、複数のペプチドを認識する唯一の血清であった。
【０２２３】
　キメラＴｉｒタンパク質を構築するために、ＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７から分化したが
、それでも宿主免疫系により認識される非Ｏ１５７セロタイプ由来のＴｉｒタンパク質に
おいてエピトープが同定された。特に興味深いのは、Ｔｉｒのうちアミノ酸２５９～３６
３にまたがる部分であった。これらのアミノ酸は、宿主上皮細胞の表面に曝露されている
ことが明らかにされており、該上皮細胞をワクチン開発のための主要標的にしている。非
Ｏ１５７ＥＨＥＣセロタイプ（Ｏ２６：Ｈ１１、Ｏ１０３：Ｈ２及びＯ１１１：ＮＭ）ご
とに、総数で７の３０ｍｅｒペプチドが構築された（表１）。様々なセロタイプ由来のＴ
ＴＳＰに対するＳＴＥＣポリクローナル抗体の交差反応性は上記の通りに試験された。
【０２２４】
　非Ｏ１５７及び非Ｏ１５７ペプチドに対するＯ１５７：Ｈ７　ＴＴＳＰポリクローナル
抗体は、ＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７ペプチドに関して見られるパターンに類似するパター
ンを示した。相同血清は、最良の結果を示した（図８Ａ～８Ｄ）。様々なセロタイプ由来
のペプチド番号３は、非Ｏ１５７血清に対してもっとも大きな反応性を示した。これらの
結果は、ＳＴＥＣセロタイプ中のＴｉｒタンパク質内に見られる可変性を実証した。しか
し、いくつかのペプチドは、他のセロタイプでは認識しない相同血清により認識された。
【０２２５】
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表1. 構築されたSTEC O157:H7 Tir及び非O157 Tirペプチドの配列
O157セクションの下線が施されたペプチドは、インチミン結合ドメインを表す。
【実施例２】
【０２２６】
　キメラＴＩＲタンパク質の構築
　実施例１において試験されたペプチドから、各セロタイプに特異的な６つの独自の非Ｏ
１５７　３０ｍｅｒペプチドが選択された。表２を参照されたい。
【０２２７】
【表２】

【０２２８】
　これらの非Ｏ１５７ペプチドをコードするＤＮＡは、ＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７　Ｔｉ
ｒタンパク質をコードするＤＮＡの３’末端に連結された。プライマー及び制限部位は表
３に示されている。各ペプチドは、タンパク質の可動性を改善するためにＧｌｙとＳｅｒ
から選択される４アミノ酸により分離されるよう設計された（図９Ａ及び９Ｂ参照）。キ
メラＴｉｒタンパク質のヌクレオチド配列及びアミノ酸配列は、それぞれ図５Ａ及び５Ｂ
に示されている（配列番号５１及び配列番号５２）。該タンパク質はＮ末端からＣ末端の
順に、完全長Ｏ１５７　Ｔｉｒ配列（図５Ｂのアミノ酸１～５５８）、続いてリンカーＧ
ｌｙ－Ｓｅｒ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ、続いてＯ１１１　Ｔｉｒのアミノ酸２７９～３５８（図
５Ｂにおけるアミノ酸５６５～６４４に一致する）、続いてリンカーＳｅｒ－Ｇｌｙ－Ｓ
ｅｒ－Ｇｌｙ、続いてＯ２６　Ｔｉｒのアミノ酸２４３～２９６（図５Ｂにおけるアミノ
酸６５１～７０５に一致する）、続いてリンカーＳｅｒ－Ｓｅｒ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ、続い
てＯ１０３のアミノ酸３１８～３４７（図５Ｂにおけるアミノ酸７１２～７４１に一致す
る）を含む。図５Ｂにおけるアミノ酸５５９～５６４、６４５～６５０及び７０６～７１
１は、Ｔｉｒ断片を挿入するのに使用される制限部位を表す。
【０２２９】
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【表３】

【０２３０】
　これらのペプチドを使用して、ロイコトキシン担体ＬＫＴ３５２に融合されることを除
けば第一のキメラタンパク質と同一の第二のキメラタンパク質も構築した（図９Ｃ）。こ
れを実現するため、上記のキメラＴｉｒ構築物は、米国特許第５，４７６，６５７号明細
書、米国特許第５，４２２，１１０号明細書、米国特許第５，７２３，１２９号明細書及
び米国特許第５，８３７，２６８号明細書に記載されるプラスミドpAA352にライゲートさ
れた。これらの特許は参照によりその全体を本明細書に組み込まれている。プラスミドpA
A352は図１０に描かれており、ＬＫＴ３５２を発現し、ＬＫＴ３５２の配列を図１１に示
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す。ＬＫＴ３５２はパスツレラ・ヘモリチカロイコトキシンのｌｋｔＡ遺伝子に由来し、
９１４アミノ酸及び推定分子量約９９ｋＤａを有するが、該分子の細胞障害性部分を欠く
切断型ロイコトキシン分子である。キメラＴｉｒ融合タンパク質は、Ｌｋｔタンパク質の
Ｃ末端融合物として発現された。
【０２３１】
　ＬＫＴ３５２／キメラＴｉｒ融合タンパク質のヌクレオチド配列及びアミノ酸配列は図
６Ａ及び６Ｂに示されている（配列番号５３及び配列番号５４）。該タンパク質はＮ末端
からＣ末端の順に、pAA352由来の短いベクター配列（図６Ｂのアミノ酸１～９に一致する
）、ＬＫＴ３５２（図６Ｂのアミノ酸１０～９２３に一致する）、pAA352由来の短いベク
ター配列（図６Ｂのアミノ酸９２４～９２６）、Ｏ１５７　Ｔｉｒのアミノ酸２～５５８
（図６Ｂにおけるアミノ酸９２７～１４８３に一致する）、続いてリンカーＧｌｙ－Ｓｅ
ｒ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ、続いてＯ１１１　Ｔｉｒのアミノ酸２７９～３５８（図６Ｂにおけ
るアミノ酸１４９０～１５６９に一致する）、続いてリンカーＳｅｒ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ－
Ｇｌｙ、続いてＯ２６　Ｔｉｒのアミノ酸２４３～２９６（図６Ｂにおけるアミノ酸１５
７６～１６３０に一致する）、続いてリンカーＳｅｒ－Ｓｅｒ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ、続いて
Ｏ１０３のアミノ酸３１８～３４７（図６Ｂにおけるアミノ酸１６３５～１６６６に一致
する）を含む。図６Ｂにおけるアミノ酸１４８４～１４８９、１５７０～１５７５及び１
６３１～１６３４は、Ｔｉｒ断片を挿入するのに使用される制限部位を表す。
【０２３２】
　両タンパク質は精製され、１２％ＳＤＳ－ＰＡＧＥクーマシー染色ゲル上に流され、Ｓ
ＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７抗Ｔｉｒモノクローナル抗体に対してウェスタンブロットにおい
て使用されて、適切なタンパク質が精製されたことを確認した。
【実施例３】
【０２３３】
　キメラＴＩＲタンパク質の免疫原性
　キメラＴＩＲタンパク質の免疫原性を試験し、該タンパク質に応答して抗体陽転が起き
るかどうかを決定するために、ウサギの別個の群を（１）キメラＴｉｒ構築物、（２）Ｌ
ＫＴ３５２／キメラＴｉｒ融合物、（３）表２からＯ２６ペプチド＃２、（４）表２から
Ｏ２６ペプチド＃３、（５）表２からＯ１０３ペプチド＃５、（６）表２からＯ１１１ペ
プチド＃３、（７）表２からＯ１１１ペプチド＃４、（８）表２からＯ１１１ペプチド＃
５、（９）ＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７由来のＴｉｒタンパク質、及び（１０）負の対照と
してのペプチドＳＮ１１を用いてワクチン接種した。ウサギは３回ブーストされた（２１
日目、４２日目及び５７日目）。ワクチンには、アジュバントとして３０％EMULSIGEN D 
（MVP Laboratories社製、Ralston, NE）を含む製剤中５０マイクログラムの各タンパク
質が含まれていた。
【０２３４】
　初回のブーストの２週間後、動物から採血し、血清は抗体陽転を決定するためにＥＬＩ
ＳＡにおいて使用された。図１２Ａ～１２Ｊにおいて見ることができるように、ウサギは
全キメラタンパク質に良好に応答し、個々の非Ｏ１５７ペプチドにも応答することができ
た。ウサギは、ＬＫＴ３５２／Ｔｉｒ融合物よりもキメラＴｉｒタンパク質上のＯ１１１
ペプチド＃５及びＯ１０３ペプチド＃５により良好に応答したと思われる。
【実施例４】
【０２３５】
　ＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７分泌タンパク質のクローニング、発現及び精製
　インビトロ阻害付着アッセイを使用して、抗Ｏ１５７：Ｈ７　ＴＴＳＰポリクローナル
抗体は、ＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７がＨＥｐ－２上皮細胞へ付着するのを阻害することが
できることが明らかにされた。しかし、抗Ｔｉｒ　Ｏ１５７：Ｈ７ポリクローナル抗体又
はいくつかの濃度の精製されたＴｉｒタンパク質が試験されると、どちらもＳＴＥＣ　Ｏ
１５７：Ｈ７のＨＥｐ－２細胞への付着を遮断することはできなかった。抗ＥｓｐＡ　Ｏ
１５７：Ｈ７ポリクローナル抗体も試験され、抗Ｔｉｒ　Ｏ１５７：Ｈ７ポリクローナル
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【０２３６】
　これらの結果は、抗Ｏ１５７：Ｈ７　ＴＴＳＰポリクローナル抗体には、何か定着を阻
害することができるものが存在していることを示している。ウェスタンブロット上で、抗
Ｏ１５７：Ｈ７　ＴＴＳＰポリクローナル抗体と反応するＴｉｒ及びＥｓｐＡは、抗Ｔｉ
ｒ　Ｏ１５７：Ｈ７ポリクローナル抗体及び抗ＥｓｐＡ　Ｏ１５７：Ｈ７ポリクローナル
抗体が試験されたときには、ＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７のＨＥｐ－２細胞への定着を阻害
することはできなかった。特定の理論に縛られることなく、抗Ｏ１５７：Ｈ７　ＴＴＳＰ
ポリクローナル抗体による定着が阻害されたことは、抗体の組合せによるものである、又
は培地に分泌された未同定のタンパク質によるものである可能性がある。
【０２３７】
　抗体を産生するために使用されるＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７　ＴＴＳＰは、大部分がＭ
９最少培地に分泌される未同定のタンパク質の混合物であった。はじめ、分泌されるタン
パク質の大部分は腸細胞消失遺伝子座（ＬＥＥ）病原性アイランド由来であると考えられ
た。しかし、最近、ＴＴＳＳを通して分泌されるがＬＥＥアイランドに位置していない非
ＬＥＥエフェクター（ＮＬＥ，non-LEE effector）と呼ばれるいくつかのタンパク質が同
定されている。Tobe et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (2006) 103:14941-14946は、
３９の非ＬＥＥエフェクターがＴＴＳＳを通して分泌されることを報告した。
【０２３８】
　抗Ｏ１５７：Ｈ７　ＴＴＳＰポリクローナル抗体及び抗非Ｏ１５７　ＴＴＳＰポリクロ
ーナル抗体に対して、ＥＬＩＳＡ及びウェスタンブロットにおいてタンパク質を試験する
ために、ＬＥＥ病原性アイランド上に見出される遺伝子由来の４０のタンパク質（インチ
ミンは除く）の他に２９の非ＬＥＥエフェクターが過剰発現され精製された。
【０２３９】
　特に、６９の遺伝子すべてが、Qiagen pQE-30 HIS-タグ付きベクタークローニングシス
テム（プライマー及び制限部位は表４に見られる）を使用してクローニングされ塩基配列
決定された。重力流動クロマトグラフィーによる６×Ｈｉｓ－タグ付きタンパク質の精製
のためにＮｉ－ＮＴＡアガロースが使用された。これらのタンパク質のうち６６が精製さ
れた。残りの３つは精製するのが困難であった膜タンパク質である。これら３つのタンパ
ク質は、分泌装置の内膜複合体のメンバーである。しかし、これらのタンパク質は、その
位置及び役割に基づく分泌免疫原性タンパク質の同定には関連性がない可能性がある。
【０２４０】
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表4. LEE及び非LEE遺伝子の増幅のために使用されるオリゴヌクレオチドプライマー
ヌクレオチド配列は5’から3’方向である。プライマーに組み込まれている制限部位は収
載されている。*=GST融合遺伝子
【実施例５】
【０２４１】
　抗ＴＴＳＰ　ＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７及び非Ｏ１５７：Ｈ７血清を使用するウェスタ
ンブロット及びＥＬＩＳＡ
　次に、実施例４の精製されたタンパク質は、ＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７及び非Ｏ１５７
セロタイプ由来のＴＴＳＰに対して産生された血清を使用してウェスタンブロットにおい
て試験された。ウサギ抗ＴＴＳＰ　ＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７、ウシ抗ＴＴＳＰａ　ＳＴ
ＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７及び抗Ｈｉｓタグモノクローナル抗体を使用して、ＬＥＥ病原性ア
イランドタンパク質と非ＬＥＥ精製タンパク質の両方の上でウェスタンブロットは実施さ
れた。ウェスタンブロットは、ＳＴＥＣ　Ｏ２６、Ｏ１１１及びＯ１０３由来のＴＴＳＰ
に対する血清も使用して実施された。すべてのタンパク質が、１２％ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲ
ル上に流された。
【０２４２】
　総数で２０のタンパク質が、少なくとも１つのセロタイプ由来の血清と反応した。反応
性タンパク質の概要は表５Ａに見られる。
【０２４３】
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【０２４４】
　ウェスタンブロットの結果をさらに確証するために、組換え精製ＳＴＥＣ　Ｏ１５７：
Ｈ７タンパク質も、ＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７及び非Ｏ１５７セロタイプ由来のＴＴＳＰ
に対して産生された血清を使用してＥＬＩＳＡにおいて試験された。すべての試料は三通
り行われた。タンパク質の大多数がウェスタンブロトと同一結果を生じた（免疫前と比べ
た力価の２－ログ差に基づいて陽性）（表６）。しかし、いくつかのタンパク質は適合す
る結果を生じなかった、又は免疫前と比べて１－ログ差を示すのみであった。タンパク質
Ｍａｐ及びＮｌｅＧ６－１は、これらのタンパク質がウェスタンブロットで陰性結果を与
えたので負の対照として使用された。これらの入り交じった結果は、ＥＬＩＳＡと比べて
ウェスタンブロットにおいてタンパク質が受ける変性のレベルと関係付けることができる
。
【０２４５】
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【表６】

【実施例６】
【０２４６】
　ＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７を用いて実験的に感染させたウシ由来の血清を使用するウェ
スタンブロト及びＥＬＩＳＡ
　実験的に感染させたウシ由来の血清も、実施例４の組換え精製ＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ
７タンパク質に対して試験された。総数で６つのタンパク質がＴｉｒ、ＥｓｐＡ、Ｅｓｐ
Ｄ、ＥｓｐＢ、ＥｓｐＭ２及びＴｃｃＰからなる実験的に感染させた血清と反応した（表
５Ｂ）。組換え精製ＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７タンパク質は、実験的に感染させたウシ由
来の血清を使用してＥＬＩＳＡにおいても試験された。タンパク質ごとに血清の単一ウェ
ル希釈液が使用された。免疫前ウシ血清を使用して、各タンパク質に対するバックグラウ
ンド値が計算された。ＥＬＩＳＡ　ＯＤ値は、感染ウシの値から免疫前値を引くことによ
り測定された。重複している値は平均を取り、３つの標準偏差は引き算前に計算された。
【０２４７】
　試験された全６６のタンパク質のうち、５つのタンパク質が陽性結果を与えた。図１３
を参照されたい。図１３に示されていない陰性タンパク質には、Ｌｅｒ、Ｏｒｆ２、Ｃｅ
ｓＡ／Ｂ、Ｏｒｆ４、Ｏｒｆ５、ＥｓｃＳ、ＥｓｃＴ、Ｒｏｒｆｌ３、ＧｒｌＲ、Ｇｒｌ
Ａ、ＣｅｓＤ、ＥｓｃＣ、ＳｅｐＤ、ＥｓｃＪ、Ｏｒｆ８、ＳｅｐＺ、Ｏｒｆ１２、Ｅｓ
ｃＮ、Ｏｒｆｌ６、ＳｅｐＱ、ＥｓｐＨ、ＣｅｓＦ、Ｍａｐ、ＣｅｓＴ、ＥｓｃＤ、Ｓｅ
ｐＬ、ＣｅｓＤ２、ＥｓｃＦ、Ｏｒｆ２９、ＥｓｐＦ、ＥｓｐＧ、ＮｌｅＢ、ＮｌｅＢ２
－１、ＮｌｅＣ、ＮｌｅＥ、ＮｌｅＦ、ＮｌｅＧ、ＮｌｅＨ１－２、ＮｌｅＩ、ＮｌｅＧ
２－１、ＮｌｅＧ２－２、ＮｌｅＧ３、ＮｌｅＧ５－１、ＮｌｅＧ６－１、ＮｌｅＧ８－
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２、ＮｌｅＧ９、ＥｓｐＫ、ＥｓｐＬ２、ＥｓｐＭ２、ＥｓｐＲ１、ＴｃｃＰ、ＥｓｐＶ
、ＥｓｐＷ、ＥｓｐＸ２、ＥｓｐＸ７、ＥｓｐＹ１、ＥｓｐＹ２及びＥｓｐＹ３が挙げら
れる。
【０２４８】
　ＥＬＩＳＡについての５つの陽性タンパク質のうちの４つはウェスタンブロットにおい
ても陽性であった（Ｔｉｒ、ＥｓｐＢ、ＥｓｐＤ及びＥｓｐＡ）。
【実施例７】
【０２４９】
　ヒトＨＵＳタンパク質由来の血清を使用するＥＬＩＳＡ結果
　Ａ．２０００年のウォルカートン集団発生から採取された陽性及び陰性ヒト患者由来の
１６の血清試料。試料は集団発生の２年後に採取された。試料は、ＳＴＥＣ　Ｏ１５７：
Ｈ７による感染と相関する免疫原性抗原（Ｔｉｒ）に対して試験された（図１４）。一組
の陰性試料も採取され、陰性試料の余分な組として使用された。全体では、３組の血清に
関して有意差は観察されず、採取時にはそのような抗原に対する抗体はもはや存在してい
なかったことを意味していた。
【０２５０】
　Ｂ．第２の実験では、ＳＴＥＣ　Ｏ１５７：Ｈ７感染からＨＵＳを発症した６人の追加
の患者由来の血清は、６６の組換え精製大腸菌Ｏ１５７：Ｈ７タンパク質に対して試験さ
れた。試験された６６のうち総数で１２のタンパク質がヒト血清に対して反応した。タン
パク質ごとに１対５００のヒト血清単一ウェル希釈液が使用された。各タンパク質のバッ
クグラウンドを測定するために未処置のヒト血清が計算された。ＥＬＩＳＡ　ＯＤ値は、
ＨＵＳ陽性ヒト血清から未処置値を引くことにより測定された。重複値は平均を取り、３
つの標準偏差は引き算前に計算された。
【０２５１】
　一般に、４つのタンパク質が試験された血清の大多数と一貫して反応した（Ｔｉｒ、Ｅ
ｓｐＤ、ＥｓｐＡ及びＮｌｅＡ）。図１５を参照されたい。興味深いことに、これらは、
実施例６における実験的に感染させたウシ由来の血清に対して反応したのと同一タンパク
質である。図１５に示されていない陰性タンパク質には、Ｌｅｒ、Ｏｒｆ２、ＣｅｓＡ／
Ｂ、Ｏｒｆ４、Ｏｒｆ５、ＥｓｃＴ、Ｒｏｒｆｌ３、ＧｒｌＲ、ＧｒｌＡ、ＣｅｓＤ、Ｅ
ｓｃＣ、ＳｅｐＤ、ＥｓｃＪ、Ｏｒｆ８、ＳｅｐＺ、Ｏｒｆｌ２、ＥｓｃＮ、Ｏｒｆｌ６
、ＥｓｐＨ、ＣｅｓＦ、Ｍａｐ、ＣｅｓＴ、ＥｓｃＤ、ＳｅｐＬ、ＣｅｓＤ２、ＥｓｃＦ
、Ｏｒｆ２９、ＥｓｐＦ、ＮｌｅＢ、ＮｌｅＢ２－１、ＮｌｅＣ、ＮｌｅＥ、ＮｌｅＧ、
ＮｌｅＨ１－２、ＮｌｅＩ、ＮｌｅＧ２－２、ＮｌｅＧ３、ＮｌｅＧ５－１、ＮｌｅＧ６
－１、ＮｌｅＧ８－２、ＮｌｅＧ９、ＥｓｐＫ、ＥｓｐＬ２、ＥｓｐＲ１、ＴｃｃＰ、Ｅ
ｓｐＶ、ＥｓｐＷ、ＥｓｐＸ２、ＥｓｐＸ７、ＥｓｐＹ１、ＥｓｐＹ２及びＥｓｐＹ３が
挙げられる。
【実施例８】
【０２５２】
　組換えＳＴＥＣタンパク質を使用するマウスのワクチン接種
　３群の１０マウス（下参照）が以下の通りにワクチン接種された。
群１－プラセボ（０．１Ｍリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ，phosphate buffered saline））
群２－３０％EMULSIGEN D（MVP Laboratories社製、Ralston, NE）中Ｏ１５７：Ｈ７　Ｔ
ＴＳＰ（大部分が未同定タンパク質の混合物であるＭ９培地に分泌されたＴＴＳＰ）
群３－組換えＯ１５７：Ｈ７　ＥｓｐＧ、ＮｌｅＨ２－１、ＮｌｅＡ、ＥｓｐＲＩ、Ｅｓ
ｐＦ、ＥｓｐＢ、ＥｓｐＤ、ＥｓｐＡ及び上記のキメラＴｉｒプラス３０％EMULSIGEN D
【０２５３】
　マウスは最初、０．５μｇの抗原を用いて皮下にワクチン接種され、血液試料が採取さ
れた。２１日後、マウスは再び上のワクチン接種をされ、血液試料が採取された。１９日
後、マウスは５ｇ／Ｌストレプトマイシンを含有する水で２４時間処置されて通常の腸管
細菌叢を取り除いた。次に、１８時間餌と水を取り除かれ、血液試料が再び採取されて、
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マウスは２０％ショ糖中ｎａｌｒ大腸菌Ｏ１５７株の１０９ＣＦＵ／ｍｌを１００μｌ経
口用量でチャレンジされた。２日後に開始して、排泄物試料は２週間の間２日置きに採取
され、ＳＴＥＣの排泄物排出が調べられた。
【０２５４】
　特に、１ペレットのマウス排泄物試料（約０．１ｇ）を１ｍｌのルリアブロスと組み合
わされ、室温で２～４時間インキュベートされ、ペレットを軟化させた。試料はボルテッ
クスされてペレットを分散させ、ＰＢＳ中に希釈された試料と２５μｌドットはCT-SMAC
寒天プレート（Mackonkey寒天＋セフィキシム０．０５ｍｇ／Ｌ＋テルル酸２．５ｍｇ／
Ｌ＋ナリジクス酸１５ｍｇ／Ｌ）上に３通りに蒔かれた。プレートは３７℃で一晩インキ
ュベートされ、コロニーは計数され、大腸菌Ｏ１５７の存在は凝集検査により確証された
。
【０２５５】
　データは時間をかけて合計された。総計は正規分布していなかったために、総計は対数
変換され、一方向ANOVAに続いて、テューキー比較及びミーンズテストが行われた。結果
は図２６に示されている。生データの中央値はデータ点として使用された。群間には有意
差が存在していた（Ｐ＜０．０００１）。群２及び群３の両方から採取された以前の試料
は、群１よりも排泄物排出が有意に少なかった。
【０２５６】
　したがって、哺乳動物の腸管出血性大腸菌定着を処置及び予防するための組成物及び方
法が開示された。本発明の好ましい実施形態はある程度詳細に説明されたが、特許請求の
範囲により定義される本発明の精神及び範囲から逸脱することなく、明らかな変化をさせ
ることが可能であることは理解されている。

【図１】 【図２】
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