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【手続補正書】
【提出日】平成28年3月1日(2016.3.1)
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０００７
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０００７】
　ＣＰ５／ＣＰ８ワクチンによる所見と同様に（２０）、クランピング因子Ａ（ＣｌｆＡ
）（２、２７）、クランピング因子Ｂ（ＣｌｆＢ）（５７）、フィブロネクチン結合タン
パク質（ＦｎＢＰ）（６５）、α溶血素（９、２９）、パントンバレンタイン型ロイコシ
ジン（ＰＶＬ）（８）及び鉄調節表面決定因子（ＩｓｄＢ）（３０、３３）に対して開発
されたサブユニットワクチンは実験動物モデルにおける部分的保護を仲立ちする。これら
のサブユニットワクチンは、候補タンパク質がｉｎ　ｖｉｖｏで高度に免疫原性であり（
２５、３３、５７）、得られる抗体が黄色ブドウ球菌のオプソニン殺菌（opsonic killin
g）を促進する（６５）にもかかわらず、完全な保護をもたらさなかった。これらのアプ
ローチの欠陥の１つは、病原体に対する保護の促進が一価ワクチンに依存することであっ
た。黄色ブドウ球菌は７０個近くの毒性因子を有し、これらの因子間の機能的冗長性は或
る因子を中和する効果を打ち消す可能性がある。ほぼ間違いなく、黄色ブドウ球菌は複数
の鉄獲得系を発現する：受容体ＨｔｓＡ及びＳｉｒＡに対するシデロフォアスタフィロフ
ェリンＡ及びスタフィロフェリンＢ輸送トランスフェリン（１４、４３）、Ｆｅ３＋ヒド
ロキサメートを輸送するＡＢＣ輸送体Ｆｈｕ（５８）、並びにヘモグロビン／ハプトグロ
ビン複合体と結合する鉄調節表面決定因子（Ｉｓｄ）Ｂ及びＩｓｄＨ受容体（１８、６２
）。したがってＩｓｄＢ媒介性ヘモグロビン結合を阻止する抗ＩｓｄＢ抗体の全体的有効
性は、鉄取込み及び生物病原性に対して僅かな効果でしかない可能性がある（３０）。こ
の議論の妥当性は、有望な免疫原性及び第二相試験によるオプソニン殺菌データ（２５、
５２）にもかかわらず、完全な保護をもたらすことができなかったMerckのＩｓｄＢワク
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チン（Ｖ７１０）の第ＩＩＩ相臨床試験の中止によって裏付けられる（１６）。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００２５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００２５】
　関連の実施の形態では、黄色ブドウ球菌感染症を治療又は阻害する方法は、１つ又は複
数の抗菌剤を、黄色ブドウ球菌感染症を有するか又は黄色ブドウ球菌感染症を発症するリ
スクを有する被験体に投与し、該抗菌剤をワクチン配合物に先だって、それと同時、又は
その後に投与ことを更に含んでいてもよい。これらの実施の形態において、抗菌剤（複数
の場合もあり）は、アミノグリコシド、例えば、アミカシン、ゲンタマイシン、カナマイ
シン、ネオマイシン、ネチルマイシン、ストレプトマイシン、トブラマイシン又はパロモ
マイシン；カルバセフェム、例えば、ロラカルベフ；カルバペネム、例えば、エルタペネ
ム、ドリペネム、イミペネム／シラスタチン又はメロペネム；セファロスポリン、例えば
、セファドロキシル、セファゾリン、セファロチン、セファレキシン、セファクロル、セ
ファマンドール、セホキシチン、セフプロジル、セフロキシム、セフィキシム、セフジニ
ル、セフジトレン、セフォペラゾン、セフォタキシム、セフポドキシム、セフタジジム、
セフチブテン、セフチゾキシム、セフトリアキソン、セフェピム又はセフトビプロール；
グリコペプチド、例えば、テイコプラニン又はバンコマイシン；マクロライド、例えば、
アジスロマイシン、クラリスロマイシン、ジリスロマイシン、エリスロマイシン、エリス
ロペド、ロキシスロマイシン、トロレアンドマイシン、テリスロマイシン又はスペクチノ
マイシン；モノバクタム、例えば、アズトレオナム；ペニシリン、例えば、アモキシシリ
ン、アンピシリン、アズロシリン、カルベニシリン、クロキサシリン、ジクロキサシリン
、フルクロキサシリン、メズロシリン、メチシリン、ナフシリン、オキサシリン、ペニシ
リン、ピペラシリン又はチカルシリン；ポリペプチド、例えば、バシトラシン、コリスチ
ン又はポリミキシンＢ；キノロン、例えば、シプロフロキサシン、エノキサシン、ガチフ
ロキサシン、レボフロキサシン、ロメフロキサシン、モキシフロキサシン、ノルフロキサ
シン、オフロキサシン又はトロバフロキサシン；スルホンアミド、例えば、マフェニド、
プロントジル（初期型）、スルファセタミド、スルファメチゾール、スルファニルアミド
（初期型）、スルファサラジン、スルフィソキサゾール、トリメトプリム又はトリメトプ
リム－スルファメトキサゾール（コトリモキサゾール）（ＴＭＰ－ＳＭＸ）；テトラサイ
クリン、例えば、デメクロサイクリン、ドキシサイクリン、ミノサイクリン、オキシテト
ラサイクリン又はテトラサイクリン；及びクロラムフェニコール、クリンダマイシン、リ
ンコマイシン、フシジン酸、フラゾリドン、リネゾリド、メトロニダゾール、ムピロシン
、ニトロフラントイン、マクロビッド、プラテンシマイシン、キヌプリスチン／ダルホプ
リスチン、リファンピン又はリファンピシンを含む群から選択され得るが、これらに限定
されない。
【手続補正３】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００５３
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００５３】
　黄色ブドウ球菌感染症を治療又は阻害する方法は、１つ又は複数の抗菌剤を、黄色ブド
ウ球菌感染症を有する被験体又は黄色ブドウ球菌感染症を発症するリスクを有する被験体
に投与することを更に含み得る。抗菌剤が本発明の方法に含まれる場合、抗菌剤はワクチ
ン配合物を被験体に投与することに先だって、それと同時又はその後に投与することがで
きる。抗菌剤をワクチン配合物に先だって又は後に投与する場合、抗菌剤及びワクチン配
合物を投与する間隔は、数時間（例えば６時間、１２時間、１８時間又は２４時間）、数
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日間（例えば１日、２日、３日、４日、５日、６日又は７日）、数週間（例えば１週間、
２週間、３週間又は４週間）又は数ヶ月間（例えば１ヶ月、２ヶ月、３ヶ月、４ヶ月、５
ヶ月、６ヶ月又はそれ以上）であり得る。抗菌剤は、黄色ブドウ球菌感染症の治療に有効
ないずれの抗菌剤でもよく、例としては、アミノグリコシド、例えば、アミカシン、ゲン
タマイシン、カナマイシン、ネオマイシン、ネチルマイシン、ストレプトマイシン、トブ
ラマイシン又はパロモマイシン；カルバセフェム、例えば、ロラカルベフ；カルバペネム
、例えば、エルタペネム、ドリペネム、イミペネム／シラスタチン又はメロペネム；セフ
ァロスポリン、例えば、セファドロキシル、セファゾリン、セファロチン、セファレキシ
ン、セファクロル、セファマンドール、セホキシチン、セフプロジル、セフロキシム、セ
フィキシム、セフジニル、セフジトレン、セフォペラゾン、セフォタキシム、セフポドキ
シム、セフタジジム、セフチブテン、セフチゾキシム、セフトリアキソン、セフェピム又
はセフトビプロール；グリコペプチド、例えば、テイコプラニン又はバンコマイシン；マ
クロライド、例えば、アジスロマイシン、クラリスロマイシン、ジリスロマイシン、エリ
スロマイシン、エリスロペド、ロキシスロマイシン、トロレアンドマイシン、テリスロマ
イシン又はスペクチノマイシン；モノバクタム、例えば、アズトレオナム；ペニシリン、
例えば、アモキシシリン、アンピシリン、アズロシリン、カルベニシリン、クロキサシリ
ン、ジクロキサシリン、フルクロキサシリン、メズロシリン、メチシリン、ナフシリン、
オキサシリン、ペニシリン、ピペラシリン又はチカルシリン；ポリペプチド、例えば、バ
シトラシン、コリスチン又はポリミキシンＢ；キノロン、例えば、シプロフロキサシン、
エノキサシン、ガチフロキサシン、レボフロキサシン、ロメフロキサシン、モキシフロキ
サシン、ノルフロキサシン、オフロキサシン又はトロバフロキサシン；スルホンアミド、
例えば、マフェニド、プロントジル（初期型）、スルファセタミド、スルファメチゾール
、スルファニルアミド（初期型）、スルファサラジン、スルフィソキサゾール、トリメト
プリム又はトリメトプリム－スルファメトキサゾール（コトリモキサゾール）（ＴＭＰ－
ＳＭＸ）；テトラサイクリン、例えば、デメクロサイクリン、ドキシサイクリン、ミノサ
イクリン、オキシテトラサイクリン又はテトラサイクリン；及びクロラムフェニコール、
クリンダマイシン、リンコマイシン、フシジン酸、フラゾリドン、リネゾリド、メトロニ
ダゾール、ムピロシン、ニトロフラントイン、マクロビッド、プラテンシマイシン、キヌ
プリスチン／ダルホプリスチン、リファンピン又はリファンピシンを挙げることができる
が、これらに限定されない。
【手続補正４】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００６９
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００６９】
　次いで、アラビノース誘導（ＳＡＣＯＬ００３７及びＳＡＣＯＬ０１１９）又はアンヒ
ドロテトラサイクリン誘導（他の全て）を用いてクローンを発現させた。ＳＡＣＯＬ００
３７及びＳＡＣＯＬ０１１９を、ＰｒｏＢｏｎｄコバルト親和性クロマトグラフィー（In
vitrogen，Life technologies，Carlsbad，CA）によって精製し、Ｓｔｒｅｐ－Ｔａｃｔ
ｉｎ　Ｓｕｐｅｒｆｌｏｗカラム（IBA，Goettingen，Germany）を用いて他の全ての抗原
を精製した。各タンパク質を１０％－２０％ＳＤＳ－ＰＡＧＥで分離し純度を確認し、Ｂ
ＣＡ（Pierce，Rockford IL）によって量を決定した。ＳＡＣＯＬ０４８６、ＳＡＣＯＬ
０６８８及びグルコサミニダーゼについては、脱塩及びリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）
への緩衝液交換を、３０ｋＤａ分子量カットオフ（ＭＷＣＯ）Ａｍｉｃｏｎ濾過ユニット
（Millipore，Billerica，MA）を用いて製造仕様書に従って行った。ＳＡＣＯＬ０１１９
については、脱塩及びＰＢＳへの緩衝液交換を１０ｋＤａ　ＭＷＣＯ　Ａｍｉｃｏｎ濾過
ユニット（Millipore，Billerica，MA）を用いて行った。ＳＡＣＯＬ００３７のＮａｎｏ
－ｐｕｒｅ水への脱塩は、脱塩ＰＤ－１０カラム（GE Healthcare，Waukesha，WI）を用
いて製造仕様書に従って達成した。続いて、Ｖｉｒｔｉｓ凍結乾燥機（SP Scientific，W
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arminster，PA）を用いてＳＡＣＯＬ００３７を凍結乾燥し、タンパク質微粒子をＰＢＳ
中で再構成した。タンパク質量をＢＣＡ（Pierce，Rockland，IL）によって決定し、タン
パク質を１０％－２０％ＳＤＳ－ＰＡＧＥで分離することによって確認した。
【手続補正５】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００７５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００７５】
　抗生物質療法と組み合わせたバイオフィルムで上方制御される抗原のワクチン接種は、
黄色ブドウ球菌骨髄炎感染の排除を促進する
　以前の研究では、Brady et al.が、バイオフィルム型の生育において上方制御され、ウ
サギにおいて高免疫原性の候補タンパク質を同定し、黄色ブドウ球菌バイオフィルム媒介
性感染症に対する多価ワクチンを配合した（４）。最初のワクチン接種試験において、Ｓ
ＡＣＯＬ０４８６、ＳＡＣＯＬ０６８８、ＳＡＣＯＬ００３７及びグルコサミニダーゼ（
１つの組換えタンパク質当たり１０μｇ）から構成される四価ワクチンを、黄色ブドウ球
菌脛骨骨髄炎感染を用いた病原体接種の２０日前及び１０日前にウサギに注射した。ワク
チン接種したウサギは、感染の１４日後に対照動物と比較して細菌容量の僅かな低減を有
していたが、細菌排除は達成されなかった（データ非提示／Brady 2011）。四価ワクチン
は黄色ブドウ球菌バイオフィルムを標的とするが、その成分は黄色ブドウ球菌プランクト
ン型細胞に対する効果的な液性応答を活性化せず、これらの細菌は免疫回避因子の発現の
ために感染の１４日後に残存する。したがって、ワクチン接種戦略を、病原体接種の１４
日後に開始する１０日間のバンコマイシン処理過程を加えることによって改変させ、バイ
オフィルムから分散した抗生物質感受性のプランクトン型細菌を根絶させた。二重療法の
有効性を評価するために、二重療法群のウサギにおける黄色ブドウ球菌計数（図２Ａ）及
び排除率（図２Ｂ）を、ワクチン未接種の未処理群、ワクチン未接種の処理群及びワクチ
ン接種した未処理群と比較した。細菌数及び感染率の両方の有意な低減が二重療法によっ
て観察され（カラム４）、黄色ブドウ球菌のプランクトン型表現型の標的化がバイオフィ
ルム介在性感染症の根絶にとって不可欠であることが立証された。全体としては、対照動
物と比較して細菌集団の９９．９％の低減がワクチン接種した動物において観察された。
 
【手続補正６】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００７６
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００７６】
　バイオフィルムによって上方制御される抗原、及びプランクトン型特異的な抗原から構
成される五価ワクチンのワクチン接種は、黄色ブドウ球菌脛骨インプラント感染症の排除
を促進する
　ウサギ脛骨骨髄炎モデルにおけるワクチン研究の延長として、プランクトン型特異的な
抗原ＳＡＣＯＬ０１１９をバイオフィルム指向性四価ワクチン（ＳＡＣＯＬ０４８６、Ｓ
ＡＣＯＬ０６８８、ＳＡＣＯＬ００３７及びググルコサミニダーゼ）に加えることによっ
て、プランクトン型表現型の黄色ブドウ球菌感染症を標的とした。黄色ブドウ球菌感染症
に対するこの五価ワクチンの有効性を、骨髄炎に加えて別のバイオフィルム介在性感染症
に対するワクチンの決定的な評価であるマウス脛骨インプラントモデルを用いて評価した
。１２．５μｇの各々の組換え抗原から構成される五価ワクチンを、脛骨インプラントモ
デルを用いた黄色ブドウ球菌病原体接種の２８日前及び１４日前に投与した。病原体接種
の２１日後に、五価ワクチンでワクチン接種したマウスの脛骨におけるＣＦＵを計数し、
四価ワクチン又は一価ＳＡＣＯＬ０１１９ワクチンでワクチン接種したマウス及びワクチ
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ン未接種マウスによる計数値と比較した。腎臓ホモジネートも細菌数について検査した。
任意の対照又は実験動物の腎臓においては黄色ブドウ球菌は観察されず、感染症が局所的
であり、脛骨から播種しないことが確認された。ワクチン未接種マウスにおいては、１０
０％の感染率が観察され（図３）、インプラント挿入部位の周辺に被膜の発生が観察され
た（データは示さない）。四価ワクチン及びＳＡＣＯＬ０１１９ワクチンは、黄色ブドウ
球菌感染症に対する部分的保護をもたらし、それぞれ５０％及び４０％の動物において細
菌排除が観察された（図３）。四価ワクチン及びＳＡＣＯＬ０１１９ワクチンを接種した
マウスにおいて、脛骨上の被膜の存在はインプラント部位の黄色ブドウ球菌の存在に対応
していた。バイオフィルムによって上方制御される抗原又はプランクトン型特異的な抗原
単独によるワクチン接種は、ほぼ同等の保護をもたらすことから、抗原の組合せが相乗効
果を有し、脛骨インプラントモデルにおける黄色ブドウ球菌の完全な排除をもたらし得る
ことが推測された。本発明者らの研究室によって以前に実証されたように、このプランク
トン型抗原の追加は、残留する黄色ブドウ球菌を根絶する補助抗生物質療法の使用の代わ
りとなり得る。実際に、五価ワクチンは、このワクチン部分群の全てのマウスにおける１
００％の排除という黄色ブドウ球菌に対する完全な保護をもたらした（図３）。加えて、
五価ワクチンを接種したマウスの脛骨は、感染の兆候を有しない非感染脛骨と同様であっ
た。したがって、多価バイオフィルム指向性ワクチンへの単一プランクトン型抗原の組み
入れは、ワクチンの有効性をＣ５７ＢＬ／６Ｊマウスにおけるバイオフィルム媒介性イン
プラント感染症の予防を５０％から１００％にまで増大させた。ここに、本発明者らは、
プランクトン型表現型及びバイオフィルム表現型の両方の病原体を標的とするワクチン接
種戦略を用いて、臨床試験にまで進められたものを含む他のワクチン配合物では達し得な
かった業績である黄色ブドウ球菌の完全な細菌排除を達成した。 
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