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(57)【要約】
　単離されたクラミジア・トラコマティスのタンパク質、融合タンパク質および関連抗体
の作製方法、並びに診断および検出において単離されたタンパク質および抗体を使用する
方法が開示される。また、単離されたタンパク質を含有し、医薬的に許容される担体、ア
ジュバントおよび／または免疫刺激剤をさらに含有し得る組成物、並びに被験者において
クラミジアによる感染を治療または予防するために医薬組成物を使用する方法も開示され
る。組成物はまた、クラミジア・トラコマティス以外の病原体のタンパク質または免疫原
性フラグメントも含有し得る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（１）ＣＴ００５、（２）ＣＴ０１９、（３）ＣＴ０２２、（４）ＣＴ０４６、（５）
ＣＴ０６７、（６）ＣＴ０９９、（７）ＣＴ１１１、（８）ＣＴ１１６、（９）ＣＴ１１
８、（１０）ＣＴ１４９、（１１）ＣＴ１５３、（１２）ＣＴ２０８、（１３）ＣＴ２２
５、（１４）ＣＴ２２８、（１５）ＣＴ２３６、（１６）ＣＴ２３７、（１７）ＣＴ２４
２、（１８）ＣＴ２６０、（１９）ＣＴ２７８、（２０）ＣＴ３２２、（２１）ＣＴ３２
８、（２２）ＣＴ３７６、（２３）ＣＴ３９６、（２４）ＣＴ４１４、（２５）ＣＴ４３
１、（２６）ＣＴ４５０、（２７）ＣＴ４５７、（２８）ＣＴ４９４、（２９）ＣＴ５０
７、（３０）ＣＴ５３２、（３１）ＣＴ５４２、（３２）ＣＴ５５６、（３３）ＣＴ５７
８、（３４）ＣＴ６７３、（３５）ＣＴ７３３、（３６）ＣＴ７４３、（３７）ＣＴ７５
９、（３８）ＣＴ７９１、（３９）ＣＴ７９８、（４０）ＣＴ８２８および（４１）ＣＴ
８６８、（１）～（４１）のいずれかの免疫原性フラグメント、異なるクラミジア種に由
来する（１）～（４１）のいずれかのホモログ並びにそれらの任意の組合せからなる群よ
り選択される１またはそれ以上の単離されたクラミジア・トラコマティス（Ｃｈｌａｍｙ
ｄｉａ　ｔｒａｃｈｏｍａｔｉｓ）のタンパク質を含有する組成物。
【請求項２】
　（４２）ＣＴ１１０（ＨＳＰ６０）、（４３）ＣＴ１１９（ＩｎｃＡ）、（４４）ＣＴ
８５８（ＣＰＡＦ）ＣＴ６８１（ＭＯＭＰ）、（４２）～（４４）のいずれかの免疫原性
フラグメント、異なるクラミジア種に由来する（４２）～（４４）のホモログおよびそれ
らの任意の組合せからなる群より選択される単離されたクラミジア・トラコマティスのタ
ンパク質をさらに含有する、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　表１のタンパク質１～７８のいずれか、表２のタンパク質１～１９のいずれか、その免
疫原性フラグメント、異なるクラミジア種に由来するそのホモログ、およびそれらの任意
の組合せからなる群より選択される１またはそれ以上の単離されたクラミジア・トラコマ
ティスのタンパク質をさらに含有する、請求項１または２に記載の組成物。
【請求項４】
　医薬的に許容される担体中に含まれる、請求項１～３のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項５】
　アジュバントおよび／または免疫刺激剤をさらに含有する、請求項１～４のいずれか一
項に記載の組成物。
【請求項６】
　前記アジュバントおよび／または免疫刺激剤が、ＣｐＧ、ＩＬ－１２およびそれらの任
意の組合せからなる群より選択される、請求項５に記載の組成物。
【請求項７】
　クラミジア・トラコマティス以外の病原体のタンパク質またはその免疫原性フラグメン
トをさらに含有する、請求項１～６のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項８】
　前記病原体が、クラミジア・ムリダルム（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｍｕｒｉｄａｒｉｕｍ
）、クラミジア・ニューモニエ（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、クラミ
ジア・キャビエ（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｃａｖｉａｅ）、トリコモナス・ヴァギナリス（
Ｔｒｉｃｈｏｍｏｎａｓ　ｖａｇｉｎａｌｉｓ）、カンジダ・アルビカンス（Ｃａｎｄｉ
ｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓ）、淋菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｇｏｎｏｒｒｈｅａｅ）、梅毒
トレポネーマ（Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ　ｐａｌｌｉｄｕｍ）、単純ヘルペスウイルス、ヒト
パピローマウイルスおよびヒト免疫不全ウイルスからなる群より選択される、請求項７に
記載の組成物。
【請求項９】
　試料中のクラミジア属菌に対する抗体を検出する方法であって、
　ａ）抗原／抗体複合体が形成され得る条件下で、試料を請求項１～８のいずれか一項に
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記載の組成物と接触させるステップと、
　ｂ）抗原／抗体複合体の形成を検出し、それによって前記試料中のクラミジア属菌に対
する抗体を検出するステップと
を含む方法。
【請求項１０】
　被験者におけるクラミジア感染を診断する方法であって、
　ａ）抗原／抗体複合体が形成され得る条件下で、被験者からの試料を請求項１～８のい
ずれか一項に記載の組成物と接触させるステップと、
　ｂ）抗原／抗体複合体の形成を検出し、それによって前記被験者におけるクラミジア感
染を診断するステップと
を含む方法。
【請求項１１】
　試料中のクラミジアタンパク質を検出する方法であって、
　ａ）抗原／抗体複合体が形成され得る条件下で、前記試料を請求項１～８のいずれか一
項に記載のタンパク質またはその免疫原性フラグメントに特異的に結合する抗体と接触さ
せるステップと、
　ｂ）抗原／抗体複合体の形成を検出し、それによって前記試料中のクラミジアタンパク
質を検出するステップと
を含む方法。
【請求項１２】
　被験者におけるクラミジア感染を診断する方法であって、
　ａ）抗原／抗体複合体が形成され得る条件下で、被験者からの試料を請求項１～８のい
ずれか一項に記載のタンパク質またはその免疫原性フラグメントに特異的に結合する抗体
と接触させるステップと、
　ｂ）抗原／抗体複合体の形成を検出し、それによって前記被験者におけるクラミジア感
染を診断するステップと
を含む方法。
【請求項１３】
　前記試料が、膣液、膣組織、膣洗浄液、膣スワブ、尿道スワブ、尿、血液、血清、血漿
、唾液、精液、尿道分泌物、膣分泌物およびそれらの任意の組合せからなる群より選択さ
れる、請求項９～１２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　被験者において免疫応答を惹起する方法であって、被験者に請求項１～８のいずれか一
項に記載の組成物の有効量を投与し、それによって前記被験者において免疫応答を惹起す
ることを含む方法。
【請求項１５】
　被験者においてクラミジア属菌による感染を治療または予防する方法であって、被験者
に請求項１～８のいずれか一項に記載の組成物の有効量を投与し、それによって前記被験
者においてクラミジア属菌による感染を治療または予防することを含む方法。
【請求項１６】
　被験者においてクラミジア感染による不妊症の可能性を低下させる方法であって、被験
者に請求項１～８のいずれか一項に記載の組成物の有効量を投与し、それによって前記被
験者においてクラミジア感染による不妊症の可能性を低下させることを含む方法。
【請求項１７】
　被験者においてクラミジア感染による卵管水腫の発生率を低下させる方法であって、前
記被験者に請求項１～８のいずれか一項に記載の組成物の有効量を含有する組成物を投与
し、それによって前記被験者においてクラミジア感染による卵管水腫の発生率を低下させ
ることを含む方法。
【請求項１８】
　前記被験者がヒトである、請求項１０、１２、１４または１５～１７のいずれか一項に
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記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
＜優先権主張の開示＞
　本出願は、３５　Ｕ．Ｓ．Ｃ．§１１９（ｅ）の下に、その内容全体が参照することに
より本明細書に組み込まれる、２００８年１０月９日出願の米国特許仮出願第６１／１０
４，０１７号の優先権を主張する。
【０００２】
＜政府支援の言明＞
　本発明は、アメリカ国立衛生研究所からの助成金番号ＲＯ１　Ａ１６４５３７の下に政
府助成金により一部支援された。米国政府は本発明に一定の権利を有する。
【０００３】
＜発明の分野＞
　本発明は、クラミジア感染および疾患の診断並びにクラミジア感染および疾患の治療／
予防の分野に関する。
【背景技術】
【０００４】
　クラミジア・トラコマティス（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｔｒａｃｈｏｍａｔｉｓ）による
感染は、細菌性感染症の主要原因である。クラミジア感染を治療するには抗生物質が有効
に使用できるが、この感染の無症候性のために治療時期および治療対象を判定することが
難しい。ひとたび持続的な感染が起こり、疾病が発症した時点では、治療するには手遅れ
であることがある。そこで、クラミジア感染および疾患のより迅速で正確な診断並びにそ
の治療および／または予防のためのより有効で利用可能な治療法が当分野において必要と
されている。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　本発明は、クラミジア感染を診断するための迅速で便利な手段を開発するため並びにク
ラミジア感染および疾患を治療するおよび予防するための有効な治療プロトコールおよび
ワクチンを設計するために使用できるクラミジア抗原を提供することにより、当分野にお
けるこれまでの欠点を克服する。
【０００６】
　本発明の抗原は、ヒト抗体応答をスクリーニングする抗原としてゲノム全体をカバーす
る融合タンパク質を使用し、それによってクラミジア抗原の相対的免疫優性のより正確な
決定を可能にするアプローチによって同定された。これまでの試験は、同様の分析のため
に全生物に由来するあらかじめ定義された抗原または変性抗原のいずれかを使用してきた
。例えば、ＣＴ６８１（ＭＯＭＰ）に対する抗体応答は防御免疫に関係づけられ、ＣＴ１
１０（ＨＳＰ６０）に対する抗体応答はクラミジア病原性に関連するとされてきた。本発
明で使用したより包括的なアプローチは、より適切で重要なクラミジア抗原の同定を可能
にする。
【０００７】
　抗体応答プロフィールを患者の総体的臨床症状と関連づけることにより、病因に関与し
、従って診断マーカーとして開発し得る抗原を同定することができる。さらに、ワクチン
候補物質としての使用のための、防御免疫に関与する抗原を同定することができる。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明は、（１）ＣＴ００５、（２）ＣＴ０１９、（３）ＣＴ０２２、（４）ＣＴ０４
６、（５）ＣＴ０６７、（６）ＣＴ０９９、（７）ＣＴ１１１、（８）ＣＴ１１６、（９
）ＣＴ１１８、（１０）ＣＴ１４９、（１１）ＣＴ１５３、（１２）ＣＴ２０８、（１３
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）ＣＴ２２５、（１４）ＣＴ２２８、（１５）ＣＴ２３６、（１６）ＣＴ２３７、（１７
）ＣＴ２４２、（１８）ＣＴ２６０、（１９）ＣＴ２７８、（２０）ＣＴ３２２、（２１
）ＣＴ３２８、（２２）ＣＴ３７６、（２３）ＣＴ３９６、（２４）ＣＴ４１４、（２５
）ＣＴ４３１、（２６）ＣＴ４５０、（２７）ＣＴ４５７、（２８）ＣＴ４９４、（２９
）ＣＴ５０７、（３０）ＣＴ５３２、（３１）ＣＴ５４２、（３２）ＣＴ５５６、（３３
）ＣＴ５７８、（３４）ＣＴ６７３、（３５）ＣＴ７３３、（３６）ＣＴ７４３、（３７
）ＣＴ７５９、（３８）ＣＴ７９１、（３９）ＣＴ７９８、（４０）ＣＴ８２８および（
４１）ＣＴ８６８、（１）～（４１）のいずれかの免疫原性フラグメント、異なるクラミ
ジア種に由来する（１）～（４１）のいずれかのホモログ並びにそれらの任意の組合せか
らなる群より選択される１またはそれ以上（例えば２、３、４、５、６、７、８、９、１
０等）の単離されたクラミジア・トラコマティスのタンパク質を含有する組成物を提供す
る。
【０００９】
　さらなる実施形態では、本発明の組成物は、（４２）ＣＴ１１０（ＨＳＰ６０）、（４
３）ＣＴ１１９（ＩｎｃＡ）、（４４）ＣＴ８５８（ＣＰＡＦ）ＣＴ６８１（ＭＯＭＰ）
、（４２）～（４４）のいずれかの免疫原性フラグメント、異なるクラミジア種に由来す
る（４２）～（４４）のホモログおよび任意の組合せからなる群より選択される単離され
たクラミジア・トラコマティスのタンパク質をさらに含有し得る。
【００１０】
　なおさらなる実施形態では、本発明の組成物のいずれかは、表１のタンパク質１～７８
のいずれか、表２のタンパク質１～１９のいずれか、その免疫原性フラグメント、異なる
クラミジア種に由来するそのホモログおよびそれらの任意に組合せからなる群より選択さ
れる１またはそれ以上（例えば２、３、４、５、６、７、８、９、１０等）の単離された
クラミジア・トラコマティスタンパク質を含有し得る。
【００１１】
　本発明の組成物は、医薬的に許容される担体中に存在することができ、ある実施形態で
は、ＣｐＧ、ＩＬ－１２およびそれらの任意の組合せであり得るが、これらに限定されな
いアジュバントおよび／または免疫刺激剤をさらに含有し得る。
【００１２】
　本発明はさらに、本発明の組成物が、クラミジア・トラコマティス以外の病原体のタン
パク質またはその免疫原性フラグメントも同時に含有し得る実施形態を提供する。かかる
病原体は、クラミジア・ムリダルム（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｍｕｒｉｄａｒｉｕｍ）、ク
ラミジア・ニューモニエ（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、クラミジア・
キャビエ（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｃａｖｉａｅ）、トリコモナス・ヴァギナリス（Ｔｒｉ
ｃｈｏｍｏｎａｓ　ｖａｇｉｎａｌｉｓ）、カンジダ・アルビカンス（Ｃａｎｄｉｄａ　
ａｌｂｉｃａｎｓ）、淋菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｇｏｎｏｒｒｈｅａｅ）、梅毒トレポ
ネーマ（Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ　ｐａｌｌｉｄｕｍ）、単純ヘルペスウイルス、ヒトパピロ
ーマウイルスおよびヒト免疫不全ウイルス並びにそれらの任意の組合せであり得るが、こ
れらに限定されない。
【００１３】
　本発明は、加えて、試料中のクラミジア属菌に対する抗体を検出する方法であって、ａ
）抗原／抗体複合体が形成され得る条件下で、試料を本発明の組成物と接触させるステッ
プと、ｂ）抗原／抗体複合体の形成を検出し、それによって試料中のクラミジア属菌に対
する抗体を検出するステップとを含む方法を提供する。
【００１４】
　また、被験者におけるクラミジア感染を診断する方法であって、ａ）抗原／抗体複合体
が形成され得る条件下で、被験者からの試料を本発明の組成物と接触させるステップと、
ｂ）抗原／抗体複合体の形成を検出し、それによって被験者におけるクラミジア感染を診
断するステップとを含む方法が本明細書で提供される。
【００１５】
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　本発明はさらに、試料中のクラミジアタンパク質を検出する方法であって、ａ）抗原／
抗体複合体が形成され得る条件下で、本発明のタンパク質またはその免疫原性フラグメン
トに特異的に結合する抗体と、試料を接触させるステップと、ｂ）抗原／抗体複合体の形
成を検出し、それによって試料中のクラミジアタンパク質を検出するステップとを含む方
法を提供する。
【００１６】
　加えて、被験者におけるクラミジア感染を診断する方法であって、ａ）抗原／抗体複合
体が形成され得る条件下で、被験者からの試料を、本発明のタンパク質またはその免疫原
性フラグメントに特異的に結合する抗体と接触させるステップと、ｂ）抗原／抗体複合体
の形成を検出し、それによって被験者におけるクラミジア感染を診断するステップとを含
む方法が提供される。
【００１７】
　なおさらなる実施形態では、本発明は、被験者において免疫応答を惹起する方法であっ
て、被験者に本発明の組成物の有効量を投与し、それによって被験者において免疫応答を
惹起することを含む方法を提供する。
【００１８】
　また、被験者においてクラミジア属菌による感染を治療または予防する方法であって、
被験者に本発明の組成物の有効量を投与し、それによって被験者においてクラミジア属菌
による感染を治療または予防することを含む方法が本明細書で提供される。
【００１９】
　本発明のさらなる態様は、被験者においてクラミジア感染による不妊症の可能性を低下
させる方法であって、被験者に本発明のタンパク質またはその免疫原性フラグメントの有
効量を投与することを含む方法を包含する。一部の実施形態では、その方法は、被験者に
アジュバントを投与することをさらに含み得る。
【００２０】
　さらなる実施形態では、本発明は、被験者においてクラミジア感染による卵管水腫の発
生率を低下させる方法であって、被験者に本発明のタンパク質またはその免疫原性フラグ
メントの有効量を含有する組成物を投与することを含む方法を提供する。一部の実施形態
では、その方法は、被験者にアジュバントを投与することをさらに含み得る。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
　本発明は、クラミジア・トラコマティスの免疫優性タンパク質の予期せぬ発見に基づく
。これらの免疫優性タンパク質は、本明細書において実施例の章で述べるスクリーニング
融合タンパク質アレイによって同定された。これらの免疫優性タンパク質、それらの免疫
原性フラグメントおよび／または他のクラミジア種に由来するこれらのタンパク質若しく
は免疫原性フラグメントのホモログは、被験者からの生物学的試料などの、試料中のタン
パク質の存在またはタンパク質に対する抗体の存在を同定することによる検出および診断
の方法において使用できる。さらに、これらのタンパク質、それらの免疫原性フラグメン
トおよび／または他のクラミジア種に由来するこれらのタンパク質若しくは免疫原性フラ
グメントのホモログは、クラミジア属菌によって引き起こされる感染および疾患を治療す
る方法において並びにクラミジア属菌によって引き起こされる感染および疾患を防止する
ための予防方法において（例えばワクチンとして）使用できる。
【００２２】
　従って、本明細書で述べるように、本発明は（１）ＣＴ００５、（２）ＣＴ０１９、（
３）ＣＴ０２２、（４）ＣＴ０４６、（５）ＣＴ０６７、（６）ＣＴ０９９、（７）ＣＴ
１１１、（８）ＣＴ１１６、（９）ＣＴ１１８、（１０）ＣＴ１４９、（１１）ＣＴ１５
３、（１２）ＣＴ２０８、（１３）ＣＴ２２５、（１４）ＣＴ２２８、（１５）ＣＴ２３
６、（１６）ＣＴ２３７、（１７）ＣＴ２４２、（１８）ＣＴ２６０、（１９）ＣＴ２７
８、（２０）ＣＴ３２２、（２１）ＣＴ３２８、（２２）ＣＴ３７６、（２３）ＣＴ３９
６、（２４）ＣＴ４１４、（２５）ＣＴ４３１、（２６）ＣＴ４５０、（２７）ＣＴ４５
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７、（２８）ＣＴ４９４、（２９）ＣＴ５０７、（３０）ＣＴ５３２、（３１）ＣＴ５４
２、（３２）ＣＴ５５６、（３３）ＣＴ５７８、（３４）ＣＴ６７３、（３５）ＣＴ７３
３、（３６）ＣＴ７４３、（３７）ＣＴ７５９、（３８）ＣＴ７９１、（３９）ＣＴ７９
８、（４０）ＣＴ８２８および（４１）ＣＴ８６８、（１）～（４１）のいずれかの免疫
原性フラグメント、異なるクラミジア種に由来する（１）～（４１）のいずれかのホモロ
グ並びにそれらの任意の組合せからなる群より選択される１またはそれ以上（例えば２、
３、４、５、６、７、８、９、１０等）の単離されたクラミジア・トラコマティスのタン
パク質を含有する組成物を提供する。
【００２３】
　さらなる実施形態では、上記に挙げた本発明の組成物は、（４２）ＣＴ１１０（ＨＳＰ
６０）、（４３）ＣＴ１１９（ＩｎｃＡ）、（４４）ＣＴ８５８（ＣＰＡＦ）ＣＴ６８１
（ＭＯＭＰ）、（４２）～（４４）のいずれかの免疫原性フラグメント、異なるクラミジ
ア種に由来する（４２）～（４４）のホモログおよび任意の組合せからなる群より選択さ
れる単離されたクラミジア・トラコマティスのタンパク質をさらに含有し得る。
【００２４】
　なおさらなる実施形態では、本発明の組成物のいずれかは、表１のタンパク質１～７８
のいずれか、表２のタンパク質１～１９のいずれか、その免疫原性フラグメント、異なる
クラミジア種に由来するそのホモログおよびそれらの任意に組合せからなる群より選択さ
れる１またはそれ以上（例えば２、３、４、５、６、７、８、９、１０等）の単離された
クラミジア・トラコマティスのタンパク質を含有し得る。
【００２５】
　加えて、本発明は、医薬的に許容される担体中に単離されたクラミジア・トラコマティ
スＣＴ８０６タンパク質、ＣＴ８２３タンパク質、ＣＴ８４１タンパク質、ｐＣＴ０３タ
ンパク質　ＣＴ８１３タンパク質、異なるクラミジア種に由来するＣＴ８０６、ＣＴ８２
３、ＣＴ８４１、ｐＣＴ０３若しくはＣＴ８１３タンパク質、および／またはそれらの免
疫原性フラグメントを含有する組成物を提供する。これらのタンパク質、ホモログおよび
免疫原性フラグメントは、任意の組合せで、および互いに対して任意の比率で本発明の組
成物中に存在し得る。
【００２６】
　本発明はさらに、（ａ）ＣＨ０８９（ＣｏｐＮ）、（ｂ）ＣＴ１４７（ＥＥＡ相同性）
、（ｃ）ＣＴ２２６（Ｉｎｃ）、（ｄ）ＣＴ４４２（１５ｋＤａ　Ｃｒｐ）、（ｅ）ＣＴ
４４３（６０ｋＤａ　ＣＲＰ、ＯｍｃＢ）、（ｆ）ＣＴ５２９（Ｉｎｃ、ＣａｐＡ）、（
ｇ）ＣＴ６９４（ＨＰ、ＩＢ）、（ｈ）ＣＴ７９５（ＨＰ、ＩＢ）、（ｉ）ＣＴ８０６、
（ｊ）ＣＴ８１２（ｐｍｐＤ）、（ｋ）ＣＴ８１３（Ｉｎｃ）、（ｌ）ＣＴ８２３、（ｍ
）ＣＴ８４１、（ｎ）ｐＣＴ０３、（ａ）～（ｎ）のいずれかの免疫原性フラグメント、
異なるクラミジア種に由来する（ａ）～（ｎ）のいずれかのホモログおよびそれらの任意
の組合せであり得る、２またはそれ以上の単離されたクラミジア・トラコマティスタンパ
ク質を含有する組成物を提供する。
【００２７】
　さらなる実施形態では、本発明の組成物は、（ｏ）ＣＴ１１０（ＨＳＰ６０）、（ｐ）
ＣＴ１１９（ＩｎｃＡ）、（ｑ）ＣＴ８５８（ＣＰＡＦ）、（ｏ）～（ｑ）のいずれかの
免疫原性フラグメント、異なるクラミジア種に由来する（ｏ）～（ｑ）のホモログおよび
それらの任意の組合せであり得る、単離されたクラミジア・トラコマティスタンパク質を
さらに含有し得る。本明細書で述べるように、本発明のクラミジアタンパク質、免疫原性
フラグメントおよびホモログは、任意の組合せで、および互いに対して任意の比率で存在
し得る。
【００２８】
　本発明はさらに、そのヌクレオチド配列が当分野において周知である、本発明のクラミ
ジアタンパク質またはその免疫原性フラグメントをコードする単離核酸を提供する。かか
る核酸は、ベクター（例えば、当分野において周知である、ワクシニアウイルス、アデノ



(8) JP 2012-505212 A 2012.3.1

10

20

30

40

50

ウイルス、アデノ関連ウイルス、レンチウイルス、ヘルペスウイルス、アルファウイルス
ベクター等のようなウイルスベクター）中に存在することができ、ベクターは、細胞（例
えば異種核酸の導入によって形質転換された細胞）中に存在し得る。本発明の核酸、ベク
ターおよび／または細胞は、本発明の方法において使用することができる。例えば、本発
明のタンパク質をコードする核酸は、本発明の核酸を含有することが疑われる試料を、ハ
イブリダイゼーション複合体が形成され得る条件下で前記核酸に相補的なヌクレオチド配
列と（例えばプローブまたはプライマーとして）接触させ、ハイブリダイゼーション複合
体の形成を検出して、それによって試料中の本発明の核酸を検出することにより検出でき
る。核酸の検出並びに感染および疾患の診断のための核酸ハイブリダイゼーションプロト
コールは当分野において周知である。
【００２９】
　本発明の核酸またはヌクレオチド配列の検出は、核酸試料およびヌクレオチド配列を分
析するため並びにヌクレオチド配列内の特定ヌクレオチドを同定するために、当分野にお
いて標準的なおよび本明細書で述べるような種々のプロトコールに従って実施できる。
【００３０】
　例えば、核酸は、核酸を含有する被験者からの任意の適切な試料より入手することがで
き、次に、広く確立されたプロトコールに従って核酸を調製し、分析することができる。
ある実施形態では、核酸の分析は、核酸鎖および／またはその相補物を配列決定すること
によって、ハイブリダイゼーション反応によっておよび／または当分野で周知の増幅プロ
トコール（例えばポリメラーゼ連鎖反応、リガーゼ連鎖反応、鎖置換増幅法、転写に基づ
く増幅法、自己保持配列複製法（３ＳＲ）、Ｑβレプリカーゼプロトコール、核酸配列に
基づく増幅法（ＮＡＳＢＡ）、修復連鎖反応（ＲＣＲ）およびブーメランＤＮＡ増幅法（
ＢＤＡ）等）に従った対象領域の増幅によって実施できる。ある実施形態では、増幅産物
を染色によってゲル中で直接視覚化することができ、または産物を検出可能なプローブと
ハイブリダイズすることによって若しくは遺伝子産物に翻訳することによって検出できる
。増幅条件が遺伝子マーカーのすべての対立遺伝子型の増幅を許容する場合、それらの対
立遺伝子型は様々な周知の方法によって、例えば対立遺伝子特異的プローブとのハイブリ
ダイゼーション、対立遺伝子特異的プライマーによる二次増幅、制限エンドヌクレアーゼ
消化および／または電気泳動などによって識別できる。従って、本発明はさらに、本発明
の方法に従って遺伝子マーカーを検出するおよび／または同定するためのプライマーおよ
び／またはプローブとしての使用のためのオリゴヌクレオチドを提供する。
【００３１】
　本発明のさらなる実施形態では、表ＩＩに列挙するクラミジアタンパク質はまた、単独
でまたは相互との任意の組合せ（例えば２、３、４、５、６、７、８、９、１０またはそ
れ以上）および／または任意の他のクラミジアタンパク質および／若しくは本発明の試薬
との組合せで、本発明の方法および組成物において使用できる。
【００３２】
　本発明はさらに、本明細書で述べる治療および予防方法における使用のための本発明の
単離核酸、ベクターおよび細胞を提供する。従って、特定実施形態では、本発明のクラミ
ジアタンパク質またはその免疫原性フラグメントをコードする本発明の核酸を被験者に導
入することができ、核酸が被験者において発現され、コードされた産物が生成されて免疫
応答を惹起し、それによってクラミジア感染および／または疾患を治療または予防する。
従って、本発明の核酸、ベクターおよび／または細胞は、医薬的に許容される担体を含有
する組成物中に存在し得る。
【００３３】
　本明細書で使用される、「ａ」、「ａｎ」または「ｔｈｅ」は、１またはそれ以上（例
えば２、３、４、５、６、７、８、９、１０等）を意味し得る。例えば、細胞（「ａ」　
ｃｅｌｌ）は、単一の細胞または多数の細胞を意味し得る。
【００３４】
　同じく本明細書で使用される、「および／または」は、関連する列挙項目の１またはそ
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れ以上のありとあらゆる可能な組合せ、並びに選択的に解釈される場合（「または」）は
組合せの欠如を指し、且つ包含する。
【００３５】
　さらに、本明細書で使用される「約」という用語は、本発明の化合物または作用物質の
量、用量、時間、温度等のような測定可能な値に言及する場合、指定される量の±２０％
、±１０％、±５％、±１％、±０．５％、さらには±０．１％の変動を包含することが
意図されている。
【００３６】
　本明細書で使用される、「医薬的に許容される」とは、生物学的でないまたはさもなけ
れば望ましくないものではない物質を意味し、すなわち物質は、評価し得るほどの望まし
くない生物学的作用を引き起こすことなく被験者に投与し得る。従って、かかる医薬組成
物は、例えば免疫用の組成物を調製するために使用し得る。生理的および医薬的に許容さ
れる担体は、当分野において公知である安定剤、塩、緩衝剤、アジュバントおよび／また
は防腐剤（例えば抗菌剤、抗真菌剤および抗ウイルス剤）を含むがこれらに限定されない
他の化合物を含み得る。医薬的に許容される担体は、一部の実施形態では無菌であり得る
。
【００３７】
　本明細書で使用される「単離」という用語は、本発明のタンパク質またはポリペプチド
または免疫原性フラグメントまたは核酸が、ポリペプチドおよび／または核酸が通常は共
に存在する汚染物質または細胞成分が十分含まれていない状態であることを意味する。「
単離」は、製剤が技術的に純粋（均一）であることを意味するのではなく、治療的に使用
できる形態のポリペプチドまたは核酸を提供するのに十分なだけ純粋であることを意味す
る。
【００３８】
　本明細書で使用される「エピトープ」または「抗原性エピトープ」または「抗原性ペプ
チド」は、適切な立体配座で存在する場合、抗体またはＴ細胞受容体に対する反応部位を
提供する、限られた長さ（例えば、５～１２アミノ酸または３～１０アミノ酸、または４
～８アミノ酸または６～１５アミノ酸）の特定アミノ酸配列を意味する。抗原上のエピト
ープの同定は、当分野において周知である免疫学プロトコールによって実施できる。本発
明の「免疫原性フラグメント」は、本発明のタンパク質の１、２、３、４またはそれ以上
のエピトープを含有し得る。
【００３９】
　本明細書で使用される、「ポリペプチド」または「タンパク質」という用語は、核酸に
よってコードされるものに対応するアミノ酸の鎖を表すために使用される。本発明のポリ
ペプチドまたはタンパク質は、通常は２～約３０アミノ酸のアミノ酸鎖を表す、ペプチド
であり得る。本明細書で使用されるポリペプチドという用語はまた、３０個を超えるアミ
ノ酸を有するアミノ酸鎖も表し、タンパク質のフラグメント若しくはドメインまたは完全
長タンパク質であり得る。さらに、本明細書で使用されるポリペプチドという用語は、ア
ミノ酸の直鎖を指すことができるか、またはプロセシングされ、機能性タンパク質へと混
ぜられたアミノ酸の鎖を指すことができる。しかし、３０はペプチドとポリペプチドとを
区別することに関して恣意的な数であり、これらの用語はアミノ酸鎖に関して交換可能に
使用できることが了解される。本発明のポリペプチドは、それらが天然に産生される細胞
からポリペプチドを単離し、精製することによって、酵素（例えばタンパク質分解性）切
断によって、および／または本発明のポリペプチド若しくはフラグメントをコードする核
酸の組換え発現によって得られる。本発明のポリペプチドおよび／またはフラグメントは
、化学合成またはポリペプチドおよびフラグメントを生成するための他の公知のプロトコ
ールによって入手することもできる。
【００４０】
　本発明のアミノ酸配列は、アミノからカルボキシ方向に、左から右に提示される。ヌク
レオチド配列は、本明細書では、５’から３’方向に、左から右に、一本鎖だけによって
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提示される。しかし、本発明の核酸は一本鎖または二本鎖（すなわち相補的核酸を含む）
のいずれかであり得ることが意図されている。本発明の核酸は、本明細書で述べる核酸の
相補物であり得る。
【００４１】
　「生物学的に活性なフラグメント」は、本発明のポリペプチドの生物活性の１またはそ
れ以上を有するのに十分な数のアミノ酸を含む本発明のポリペプチドを包含する。かかる
生物活性は、任意の組合せで、結合活性および／または免疫原性活性、並びに本発明のポ
リペプチドおよび／またはフラグメントに関して現在公知のまたは今後同定される任意の
他の活性を含み得るが、これらに限定されない。
【００４２】
　本発明のポリペプチドまたはタンパク質のフラグメントは、当分野で周知の通常の方法
によって作製できる。本発明のフラグメントは、例えば、天然に生じるペプチド若しくは
ポリペプチドの酵素切断若しくは他の切断によって、または周知の合成プロトコールによ
って作製できる。かかるフラグメントは、ポリペプチドの活性を試験するための通常の方
法である、本明細書で述べる方法に従って、および／またはかかる活性を同定するための
任意の当分野で公知の通常の方法に従って、本発明の生物活性の１またはそれ以上に関し
て試験することができる。本明細書で述べるポリペプチドの生物学的に活性なフラグメン
トおよび／または免疫原性フラグメントを同定するためのかかる作製および試験は、十分
に当業者の技術範囲内であり、通常どおりである。
【００４３】
　本明細書で使用される、「抗体」という用語は、抗原のエピトープ決定基（すなわち抗
原決定基）に結合することができる、無傷免疫グロブリン分子並びにＦａｂ、Ｆ（ａｂ’
）２およびＦｃなどのそのフラグメントを包含する。本発明のポリペプチドに結合する抗
体は、対象とする低分子ペプチドを免疫抗原として含む無傷ポリペプチドまたはフラグメ
ントを使用して調製される。動物を免疫するために使用されるポリペプチドまたはフラグ
メントは、酵素切断、組換え発現、生物学的物質からの単離、合成等から誘導することが
でき、所望する場合は、担体タンパク質に結合することができる。抗体の作製のためにペ
プチドおよびタンパク質に化学的に結合される一般に使用される担体は、ウシ血清アルブ
ミン、チログロブリンおよびキーホールリンペットヘモシアニンを含むが、これらに限定
されない。結合されたペプチドまたはタンパク質は、次に、動物（例えばマウス、ラット
またはウサギ）を免疫するために使用される。ポリペプチドまたはペプチド抗原はまた、
本明細書で述べるおよびさもなければ当分野で公知のアジュバントと共に投与することが
できる。
【００４４】
　本明細書で使用される「（１または複数の）抗体」という用語は、ＩｇＧ、ＩｇＭ、Ｉ
ｇＡ、ＩｇＤおよびＩｇＥを含む、すべての種類の免疫グロブリンを指す。抗体はモノク
ローナルまたはポリクローナルであり得、また、例えばマウス、ラット、ウサギ、ウマ、
ヤギ、ヒツジ若しくはヒトを含む、任意の起源種であり得るか、またはキメラ若しくはヒ
ト化抗体であり得る。例えば、Ｗａｌｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌｅｃ．Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ．２６：４０３－１１（１９８９）参照。抗体は、米国特許第４，４７４，８９３号ま
たは米国特許第４，８１６，５６７号に開示される方法に従って作製された組換えモノク
ローナル抗体であり得る。抗体はまた、米国特許第４，６７６，９８０号に開示される方
法に従って化学的に構築することもできる。抗体は、さらに、一本鎖抗体または二重特異
性抗体であり得る。
【００４５】
　本発明の範囲に包含される抗体フラグメントは、例えばＦａｂ、Ｆ（ａｂ’）２および
Ｆｃフラグメント、並びにＩｇＧ以外の抗体から得られる対応するフラグメントを含む。
かかるフラグメントは公知の技術によって作製できる。例えば、Ｆ（ａｂ’）２フラグメ
ントは、抗体分子のペプシン消化によって作製することができ、Ｆａｂフラグメントは、
Ｆ（ａｂ’）２フラグメントのジスルフィド架橋を還元することによって生成できる。あ
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るいは、所望の特異性を有するモノクローナルＦａｂフラグメントの迅速且つ容易な同定
を可能にするためにＦａｂ発現ライブラリーを構築することができる（Ｈｕｓｅ　ｅｔ　
ａｌ．，（１９８９）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５４：１２７５－１２８１）。
【００４６】
　モノクローナル抗体は、Ｋｏｈｌｅｒ　ａｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，（１９７５）Ｎａ
ｔｕｒｅ　２６５：４９５－９７の技術に従ってハイブリドーマ細胞株において作製する
ことができる。例えば、適切な抗原を含有する溶液をマウスに注射し、十分な時間後、マ
ウスを犠死させて、脾細胞を得ることができる。次に、典型的にはポリエチレングリコー
ルの存在下で、脾細胞を骨髄腫細胞またはリンパ腫細胞と融合することによって不死化し
、ハイブリドーマ細胞を生成する。次に、ハイブリドーマ細胞を適切な培地中で増殖させ
、所望の特異性を有するモノクローナル抗体に関して上清をスクリーニングする。モノク
ローナルＦａｂフラグメントは、当業者に公知の組換え技術によって大腸菌などの細菌細
胞において作製できる。例えば、Ｗ．Ｈｕｓｅ，（１９８９）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４６：
１２７５－８１参照。
【００４７】
　抗体はまた、当分野で公知のファージディスプレイ技術によってまたは対象とするエピ
トープを含む細胞で異種宿主を免疫することによって得ることもできる。
【００４８】
　本明細書で使用される「試料」という用語は、その最も広い意味で使用される。本発明
のポリペプチド、フラグメント、抗体および／または核酸を含むことが疑われる生物学的
試料は、任意の生体液、細胞からの抽出物、細胞から単離された細胞外マトリックス、細
胞（溶液中のまたは固体支持体に結合した）、組織、組織プリント等であり得る。
【００４９】
　本発明による組成物の塩、担体、賦形剤、希釈剤などの「医薬的に許容される」成分は
、（ｉ）組成物をその意図される目的に対して不適切にすることなく本発明の組成物と組
み合わせることができるという点で組成物の他の成分と適合性であり、並びに（ｉｉ）過
度の有害副作用（毒性、刺激およびアレルギー反応など）を伴わずに本明細書で提供され
る被験者に関する使用に適する、成分である。副作用は、その危険性が組成物によって提
供される利益を上回る場合に「過度」である。医薬的に許容される成分の非限定的な例は
、限定されることなく、リン酸緩衝食塩溶液、水、油／水乳剤などの乳剤、マイクロエマ
ルジョンおよび様々な種類の湿潤剤などの標準的な医薬担体のいずれかを含む。
【００５０】
　本明細書で使用される「基本的に～からなる」という用語（および文法上の変形）は、
免疫原性組成物が、指示される作用物質以外に他の実質的な免疫原性物質を含まないこと
を意味する。「基本的に～からなる」という用語は、アジュバント、免疫調節剤等のよう
な他の成分の存在を排除しない。
【００５１】
　本発明は、例えばクラミジア・トラコマティス、クラミジア・ムリダルムおよびクラミ
ジア・ニューモニエを含むクラミジア種によって引き起こされる感染および／または疾患
から被験者を防御するために実施できる。「防御する」、「防御すること」および「防御
」等の用語は、防御が部分的であるか完全であるかにかかわらず、治療される被験者にお
いて疾患の発生率および／または重症度が低下するように、被験者の集団において何らか
の利益となる何らかのレベルの防御を意味する。
【００５２】
　本明細書で使用される「初回抗原刺激する」、「初回抗原刺激を受けた」または「初回
抗原刺激」（およびその文法上の変形）とは、２回目の投与（ブースター）が後の時点で
孵化（ｈａｔｃｈ）後に投与されるまで防御未満である、能動免疫応答を開始させること
を意味する。
【００５３】
　本明細書で使用される「低下させる」、「低下した」、「低下させること」および「低
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下」（およびその文法上の変形）とは、何らかの価値または利益となる、クラミジア感染
または疾患に関連するパラメータの減少を意味する。
【００５４】
　本発明はまた、クラミジア属菌に対する免疫応答を誘導するために実施できる。本明細
書で使用される、「クラミジア属菌に対する免疫応答を誘導する（またはその文法上の変
形）」という用語は、受動伝達および／または能動免疫応答によって、生物自体に対する
および／または、例えば生物によって産生される毒素若しくは分泌タンパク質に対する免
疫応答を誘導する作用物質を包含することが意図されている。場合により、誘導される免
疫応答は、例えばワクチン接種法における、防御免疫応答である。免疫応答を誘導する何
らかの他の目的がある場合、例えば研究目的のためまたは受動免疫用若しくは試薬として
の（例えばクラミジア種を検出する、単離するおよび／または同定するための）抗体を作
製するためである場合は、防御は必要とされない。
【００５５】
　本明細書で使用される「免疫原量」または「有効量」または「有効免疫用量」という用
語は、特に指示がない限り、治療される被験者において、免疫されていない被験者の先天
性免疫よりも大きい防御免疫応答を誘導するのに十分な本発明の組成物の用量を意味する
。任意の特定状況における免疫原量または有効量または有効免疫用量は、当分野で公知の
方法を用いて通常どおりに決定することができる。
【００５６】
　一部の実施形態では、有効免疫用量または免疫原量または有効量は、所望の防御レベル
を達成するために免疫原性組成物の１回またはそれ以上（例えば２または３回）の用量を
含み得る。
【００５７】
　「ワクチン」、「ワクチン接種」または「免疫」という用語は、当分野において十分に
理解され、本明細書では交換可能に使用される。例えば、ワクチン、ワクチン接種または
免疫という用語は、（能動免疫応答を与えることによって）抗原に対する被験者の免疫反
応を高める、従って感染に抵抗する、感染を克服するおよび／または感染から回復する被
験者の能力（すなわち防御免疫応答）を高める過程または組成物であると理解され得る。
【００５８】
　本明細書で使用される「防御免疫」または「防御免疫応答」という用語は、宿主動物が
免疫原性組成物に対する能動免疫応答を開始すること、および／または免疫原性組成物が
、その後の暴露または抗原投与時に、動物が感染および／または疾患に抵抗または感染お
よび／または疾患を克服することができるように受動免疫を与えることを意味することが
意図されている。従って、防御免疫応答は、病原体へのその後の暴露に起因する罹患率お
よび／または死亡率を低下させる。
【００５９】
　「能動免疫応答」または「能動免疫」は、免疫原と接触した後の宿主組織および細胞の
関与として特徴づけられる。それは、抗体の合成または細胞媒介性反応性の発現またはそ
の両方を導く、リンパ細網組織における免疫担当細胞の分化と増殖に関与することを特徴
とする。Ｈｅｒｂｅｒｔ　Ｂ．Ｈｅｒｓｃｏｗｉｔｚ，Ｉｍｍｕｎｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇ
ｙ：Ｃｅｌｌ　Ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
ｓ　ｉｎ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ｉｎ　ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ：ＢＡ
ＳＩＣ　ＰＲＯＣＥＳＳＥＳ　１１７（Ｊｏｓｅｐｈ　Ａ．Ｂｅｌｌａｎｔｉ　ｅｄ．，
１９８５）。あるいは、能動免疫応答は、感染またはワクチン接種による免疫原への暴露
後に宿主によって開始される。能動免疫は受動免疫と対比させることができ、受動免疫は
、「能動的に免疫された宿主から非免疫宿主へのあらかじめ形成された物質（抗体、伝達
因子、胸腺移植片、インターロイキン２）の移入」を介して獲得される。同上。
【００６０】
　本発明の被験者は、クラミジア種による感染に感受性のあるあらゆる動物を包含する。
かかる被験者は、哺乳動物（例えばラット、マウス、モルモット、ウサギ、霊長動物等の
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ような実験動物）、家畜または商業用動物（例えばウシ、ウマ、ヤギ、ロバ、ヒツジ等）
、ペット動物（例えばネコ、イヌ、フェレット等）、鳥類であり得、特定実施形態では、
ヒトである。「その必要がある被験者」は、クラミジアに感染したことが判明しているま
たは疑われる被験者である。本発明の被験者はまた、これまではクラミジアに感染したこ
とが知られていない若しくは疑われていない被験者またはクラミジア感染のための治療を
必要とする被験者も包含し得る。例えば、本発明の被験者は、被験者がクラミジアに感染
したことが知られていない若しくは疑われていない場合でも、本発明の組成物を投与され
得る（例えば予防的に）。本発明の被験者はまた、クラミジアによる感染の危険性がある
ことが知られているまたは危険性があると考えられる被験者である。
【００６１】
　ある実施形態では、本発明のフラグメントおよび／またはポリペプチドは、「担体」タ
ンパク質またはペプチドと融合して融合タンパク質を生成することができる。例えば、担
体タンパク質またはペプチドは、細胞および／または被験者におけるその安定性を高める
（例えば代謝回転速度を低下させる）ために本発明のポリペプチドおよび／またはフラグ
メントと融合することができる。例示的な担体タンパク質は、グルタチオン－Ｓ－トラン
スフェラーゼまたはマルトース結合タンパク質を含むが、これらに限定されない。あるい
は、担体タンパク質またはペプチドはレポータータンパク質であり得る。例えば、融合タ
ンパク質は、本発明のポリペプチドおよび／またはフラグメントと、検出を容易にするた
めのレポータータンパク質またはペプチド（例えば緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）、β－
グルクロニダーゼ、β－ガラクトシダーゼ、ルシフェラーゼ等）を含み得る。さらなる選
択肢として、ポリペプチドおよび／またはフラグメント並びに担体タンパク質またはペプ
チドに結合した融合タンパク質を対象とする細胞内区画に標的する、すなわちポリペプチ
ドおよび／またはフラグメントの共局在に影響を及ぼすように標的することができる。当
分野において周知である任意の適切な担体タンパク質が、本発明の融合タンパク質を生成
するために使用できる。
【００６２】
　ポリペプチド、フラグメントおよび／またはペプチドに特異的なポリクローナルまたは
モノクローナル抗体のいずれかを使用して、試料中のポリペプチド、フラグメントおよび
／またはペプチドの存在を検出するおよび／または量を測定するための様々なプロトコー
ルが当分野において公知である。かかるプロトコールの例は、酵素免疫測定法（ＥＩＡ）
、凝集アッセイ、免疫ブロット法（ウエスタンブロット法、ドット／スロットブロット法
等）、放射免疫測定法（ＲＩＡ）、免疫拡散アッセイ、化学発光アッセイ、抗体ライブラ
リースクリーニング、発現アレイ、固相酵素免疫検定法（ＥＬＩＳＡ）、放射性免疫測定
法（ＲＩＡ）、免疫沈降、ウエスタンブロット法、競合結合測定法、免疫蛍光、免疫組織
化学的染色沈殿／綿状反応アッセイおよび蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）を含むが、こ
れらに限定されない。これらや他のアッセイは、特に、Ｈａｍｐｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（
Ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，
ＡＰＳ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓｔ　Ｐａｕｌ，Ｍｉｎｎ（１９９０））およびＭａｄｄｏｘ　ｅ
ｔ　ａｌ．（Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１５８：１２１１－１２１６（１９９３））に記載さ
れている。
【００６３】
　本発明はさらに、本発明に関して述べるものと実質的に等価である、単離されたポリペ
プチド、ペプチド、タンパク質および／またはフラグメントを包含する。本明細書で使用
される「実質的に等価」は、１またはそれ以上の置換（例えば当分野で周知の保存的アミ
ノ酸による置換）、欠失および／または付加によって参照配列とは異なり、その正味の影
響が参照配列と対象配列との間に望ましくない有害な機能的相違点を生じさせない、核酸
配列とアミノ酸配列との両方、例えば突然変異型配列を表し得る。一部の実施形態では、
本発明は、有害な機能的相違点を有する実質的に等価の配列を含み得る。本発明に関して
、等価の生物活性および等価の発現特性を有する配列は、実質的に等価であるとみなされ
る。



(14) JP 2012-505212 A 2012.3.1

10

20

30

40

50

【００６４】
　本発明はさらに、本発明に含まれるクラミジア属の他の株および／または他の生物に由
来する、本発明のポリペプチドおよび／またはフラグメントのホモログ並びにホモログを
得る方法を提供する。本明細書で使用される、アミノ酸配列またはタンパク質は、本発明
のポリペプチドおよび／またはフラグメントの１つと有意の相同性または同一性を共有す
る場合、本発明のポリペプチドまたはフラグメントのホモログと定義される。有意の相同
性または同一性は、もう１つ別のアミノ酸配列との少なくとも５０％、５５％、６０％、
６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９８％および／または１０
０％の相同性または同一性を意味する。かかるホモログはまた、ヌクレオチド配列レベル
で有意の同一性（すなわちもう１つ別のヌクレオチド配列と少なくとも５０％、５５％、
６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９８％および／ま
たは１００％の同一性）を有することによっても同定され得る。
【００６５】
　一例として、本発明のクラミジアタンパク質またはフラグメントをコードする核酸（当
分野で公知であり、参照により本明細書に組み込まれる）をプローブまたはプライマーと
して使用し、並びにＰＣＲ増幅およびコロニー／プラークハイブリダイゼーションなどの
技術を使用することにより、当業者は、当分野において利用可能な情報に基づきクラミジ
ア属および／または他の生物における本発明のポリペプチドおよび／またはフラグメント
のホモログを同定することができる。
【００６６】
　もう１つの例として、本発明のクラミジアタンパク質のホモログは、本発明のクラミジ
アタンパク質または免疫原性フラグメントと特異的に反応する抗体を使用した免疫測定法
において分析した場合、交差反応性を有することによって同定され得る。
【００６７】
　１つの非限定的な例として、クラミジア・ニューモニエのタンパク質およびこれらのタ
ンパク質のクラミジア・トラコマティスホモログのリストは、これらの教示に関してその
内容全体が参照により本明細書に組み込まれる、米国特許第６，８２２，０７１号に認め
られる。
【００６８】
　本発明はまた、本発明のポリペプチドおよび／または免疫原性フラグメントに特異的に
結合する抗体、並びにａ）動物が本発明のポリペプチドおよび／またはフラグメントに特
異的に結合する抗体を産生する条件下で、本発明のポリペプチドおよび／またはフラグメ
ントで動物を免疫すること、およびｂ）抗体を含有する生物学的物質を動物から取り出す
ことを含む、本発明のポリペプチドおよび／またはフラグメントに特異的な抗体を作製す
る方法を提供する。また、本明細書で述べる方法によって生成される抗体も本明細書にお
いて提供される。
【００６９】
　本発明の抗体は、当分野で周知の方法を用いて作製することができる。本発明のかかる
抗体および免疫グロブリン分子は、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、キメラ抗
体、ヒト化抗体、一本鎖抗体（例えばｓｃＦｖ）、Ｆａｂフラグメント、およびＦａｂ発
現ライブラリーによって生成されるフラグメントを含み得るが、これらに限定されない。
【００７０】
　一般に、ポリクローナルおよびモノクローナル抗体並びに所望の抗体を産生することが
できるハイブリドーマを作製するための技術は当分野において周知である。抗体を産生す
ることが公知の任意の動物を本発明のポリペプチド、フラグメントおよび／または抗原性
エピトープで免疫することができる。抗体を産生する動物の免疫のための方法は当分野に
おいて周知である。例えば、かかる方法は、本発明のポリペプチド、フラグメントおよび
／または抗原性エピトープの皮下または腹腔内注射を含み得る。
【００７１】
　免疫原として使用されるポリペプチド、フラグメントまたは抗原性エピトープは、抗原
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性を高めるために修飾するおよび／またはアジュバント中で投与することができる。タン
パク質またはペプチドの抗原性を高める方法は当分野で周知であり、抗原を異種タンパク
質（グロブリンまたはβ－ガラクトシダーゼなど）と結合することおよび／または免疫の
際にアジュバントを含めることを含むが、これらに限定されない。
【００７２】
　例えば、抗体の作製のために、ヤギ、ウサギ、ラット、マウス、ヒトその他を含む様々
な宿主を、担体タンパク質と共にまたは担体タンパク質なしで、本発明のポリペプチドお
よび／またはフラグメントの注射によって免疫することができる。加えて、免疫応答を高
めるために様々なアジュバントを使用し得る。かかるアジュバントは、フロイント完全お
よび不完全アジュバント、水酸化アルミニウムなどのミネラルゲル、並びにリゾレシチン
、プルロニックポリオール、ポリアニオン、ペプチド、油性乳剤、キーホールリンペット
ヘモシアニンおよびジニトロフェノールなどの界面活性物質を含むが、これらに限定され
ない。ヒトにおいて使用されるアジュバントの非限定的な例は、ＢＣＧ（カルメット‐ゲ
ラン杆菌）およびコリネバクテリウム・パルヴム（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｐ
ａｒｖｕｍ）を含む。
【００７３】
　本発明の抗体を作製するための抗原として使用される本発明のポリペプチド、ペプチド
および／またはフラグメントは、少なくとも約５個のアミノ酸、ある実施形態では少なく
とも約１０個のアミノ酸からなるアミノ酸配列を有し得る。１つの実施形態では、抗原は
、天然タンパク質のアミノ酸配列の一部と同一であり、天然に生じる低分子のアミノ酸配
列全体を含み得る。本発明のポリペプチドおよび／またはフラグメントの短鎖を、担体タ
ンパク質として働く別のタンパク質（例えばキーホールリンペットヘモシアニン）の全部
またはフラグメントと融合することができ、キメラのリペプチドまたはペプチドに対する
抗体を作製することができる。
【００７４】
　本発明のポリペプチドおよび／またはフラグメントに対するモノクローナル抗体は、培
養連続細胞株による抗体分子の産生を提供する、任意の技術を用いて作製される。これら
は、ハイブリドーマ技術、ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技術およびＥＢＶハイブリドーマ技
術を含むが、これらに限定されない（Ｋｏｈｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．１９７５．Ｎａｔｕｒ
ｅ　２５６：４９５－４９７；Ｋｏｚｂｏｒ　ｅｔ　ａｌ．１９８５．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　８１：３１－４２；Ｃｏｔｅ　ｅｔ　ａｌ．１９８３．Ｐｒｏｃ．
Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８０：２０２６－２０３０；Ｃｏｌｅ　ｅｔ　ａｌ．１９
８４．Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．６２：１０９－１２０）。
【００７５】
　例えば、モノクローナル抗体を産生するために、当分野における通常の技術に従って、
免疫動物の脾細胞を取り出し、骨髄腫細胞と融合して、選択培地中で培養してモノクロー
ナル抗体産生ハイブリドーマ細胞にする。当分野で周知の多くの方法のいずれか１つが、
所望の特性を有する抗体を産生するハイブリドーマ細胞を同定するために使用できる。こ
れらは、ＥＬＩＳＡアッセイ、ウエスタンブロット分析または放射性免疫測定法によって
ハイブリドーマをスクリーニングすることを含む。所望の抗体を分泌するハイブリドーマ
をクローニングし、当分野で公知の標準的な手順によってクラスおよびサブクラスを同定
する。
【００７６】
　ポリクローナル抗体に関しては、抗体を含有する血清を免疫動物から単離し、本明細書
で述べる周知の手順のいずれかを用いて所望の特異性を有する抗体の存在についてスクリ
ーニングする。
【００７７】
　本発明はさらに、検出可能に標識された形態の本発明の抗体を提供する。抗体は、放射
性同位体、親和性標識（ビオチン、アビジン等のような）、酵素標識（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等のような）、蛍光標識（ＦＩＴＣまたは
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ローダミン等のような）、常磁性原子、金ビーズ等の使用を介して検出可能に標識するこ
とができる。かかる標識化手順は当分野において周知である。本発明の標識抗体は、試料
中の本発明のポリペプチドおよび／またはフラグメントを同定するインビトロ、インビボ
およびインサイチューアッセイのために使用できる。
【００７８】
　一部の実施形態では、本発明はさらに、固体支持体（例えばラテックスまたはポリスチ
レンなどの材料で形成された、例えばビーズ、プレート、スライドまたはウェル）上に固
定された本発明の抗体および／または抗原を提供する。かかる固体支持体の非限定的な例
は、ポリカーボネート、アガロース、ニトロセルロース、セファロース、アクリル樹脂、
ポリアクリルアミドおよびラテックスビーズ、並びに当分野で公知の任意の他の固体支持
体を含む。抗体および抗原をかかる固体支持体に結合するための技術は当分野において周
知である（Ｗｅｉｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａ
ｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　４ｔｈ　Ｅｄ．，Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉ
ｃ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｏｘｆｏｒｄ，Ｅｎｇｌａｎｄ，Ｃｈａｐｔｅｒ　１０
（１９８６））。本発明の抗体および／または抗原は、同様に、公知の技術に従って放射
性標識（例えば３５Ｓ、１２５Ｉ、１３１Ｉ）、酵素標識（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）、蛍光標識（例えばフルオレセイン）などの
検出可能な群に結合することができる。抗原／抗体複合体の形成に適する条件は、当分野
では一般的であり、すべての免疫測定法の基礎を構成する。かかる条件は、当業者には容
易に判断されるように、所与の免疫測定法において用いられる特定の試薬、試料および／
または工程に依存して異なり得る。本発明の方法における抗体／抗原複合体の形成は、当
分野で周知のように、例えば沈殿、凝集、綿状反応、放射能、発色または変色、蛍光、発
光等の検出によって測定できる。
【００７９】
　加えて、マウス抗体遺伝子をヒト抗体遺伝子にスプライシングして適切な抗原特異性お
よび生物活性を有する分子を得ることによる、キメラ抗体またはヒト化抗体の作製のため
に開発された技術が使用できる（Ｍｏｒｒｉｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．１９８４．Ｐｒｏｃ．
Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８１：６８５１－６８５５；Ｎｅｕｂｅｒｇｅｒ　ｅｔ　
ａｌ．１９８４．Ｎａｔｕｒｅ　３１２：６０４－６０８；Ｔａｋｅｄａ　ｅｔ　ａｌ．
１９８５．Ｎａｔｕｒｅ　３１４：４５２－４５４）。あるいは、一本鎖抗体の作製に関
して記述されている技術を、当分野で公知の方法を用いて、本発明のポリペプチドおよび
フラグメントに特異的な一本鎖抗体を作製するように適合させ得る。関連する特異性を有
するが、イディオタイプ組成の異なる抗体は、ランダムコンビナトリアル免疫グロビンラ
イブラリーから鎖シャッフリングによって作製できる（Ｂｕｒｔｏｎ　１９９１．Ｐｒｏ
ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８８：１１１２０－３）。
【００８０】
　本発明のポリペプチドおよび／またはフラグメントに特異的に結合する抗体フラグメン
トも作製できる。例えば、かかるフラグメントは、抗体分子のペプシン消化によって生成
され得るＦ（ａｂ’）２フラグメントおよびＦ（ａｂ’）２フラグメントのジスルフィド
架橋を還元することによって生成され得るＦａｂフラグメントを含むが、これらに限定さ
れない。あるいは、Ｆａｂ発現ライブラリーを構築して、所望の特異性を有するモノクロ
ーナルＦａｂフラグメントの迅速且つ容易な同定を可能にし得る（Ｈｕｓｅ　ｅｔ　ａｌ
．１９８９．Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５４：１２７５－１２８１）。
【００８１】
　様々な免疫測定法が、本発明のタンパク質およびペプチドに対して所望の特異性を有す
る抗体を同定するスクリーニングのために使用できる。確立された特異性を有するポリク
ローナルまたはモノクローナル抗体のいずれかを使用した競合結合アッセイまたは免疫放
射定量測定法のための数多くのプロトコールが当分野において周知である。かかる免疫測
定法は、典型的には、抗原とその特異的抗体との間の複合体形成（例えば抗原／抗体複合
体形成）の測定を含む。例えば、本発明のタンパク質またはペプチド上の２つの非干渉性
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エピトープに対して反応性のモノクローナル抗体を利用する、モノクローナル抗体に基づ
く２部位免疫測定法、並びに競合結合アッセイが使用できる。
【００８２】
　本発明は、試料中の本発明のポリペプチドおよび／またはフラグメントおよび／または
抗体の検出キットを提供することがさらに企図される。１つの実施形態では、キットは、
適切な緩衝剤、洗浄液および／または抗体／抗原複合体形成を検出するための他の試薬と
共に、本発明の１またはそれ以上の抗体を含み得る。選択的実施形態では、本発明のキッ
トは、適切な緩衝剤、洗浄液および／または抗体／抗原複合体形成を検出するための他の
試薬と共に、本発明のポリペプチド、本発明のポリペプチドの抗原性ペプチド、本発明の
フラグメントおよび／または本発明のフラグメントの抗原性ペプチドを含み得る。
【００８３】
　本発明はさらに、本発明のポリペプチドおよび／またはフラグメントをコードする核酸
の検出のためのキットを提供する。例えば、１つの実施形態では、キットは、適切な緩衝
剤、洗浄液および／またはハイブリダイゼーション複合体形成を検出するための他の試薬
と共に、本発明の１またはそれ以上の核酸を含み得る。
【００８４】
　本発明のキットが、当分野で周知のように、適切な緩衝剤および／または洗浄液および
キットを使用するための指示書と共に、キットの試薬（例えば抗体、抗原、核酸）を保持
する１またはそれ以上の入れ物および／または容器を含み得ることは当業者には十分に理
解される。かかるキットは、当分野で周知のように、アジュバントおよび／または他の免
疫刺激剤若しくは免疫調節剤をさらに含み得る。
【００８５】
　さらに、本発明の組成物のいずれもが、適切なアジュバントを含み得る。本明細書で使
用される「適切なアジュバント」は、被験者または被験者の細胞への有害作用を伴わずに
、免疫応答をさらに増強するために本発明のポリペプチドおよび／またはフラグメントと
組み合わせることができるアジュバントを表す。適切なアジュバントは、ＣｐＧ、ＭＯＮ
ＴＡＮＩＤＥ　ＩＳＡ５１（Ｓｅｐｐｉｃ，Ｉｎｃ．，Ｆａｉｒｆｉｅｌｄ，ＮＪ）、リ
ン酸緩衝食塩水中の５％（ｗｔ／ｖｏｌ）スクアレン（ＤＡＳＦ，Ｐａｒｓｉｐｐａｎｙ
，Ｎ．Ｊ．）、２．５％Ｐｌｕｒｏｎｉｃ、Ｌ１２１ポリマー（Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｈｅ
ｍｉｃａｌ，Ｍｉｌｗａｕｋｅｅ）および０．２％ポリソルベート（Ｔｗｅｅｎ８０、Ｓ
ｉｇｍａ）からなるＳＹＮＴＥＸ　ａｄｊｕｖａｎｔ　ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎ　１（Ｓ
ＡＦ－１）であり得るが、これらに限定されない。他の適切なアジュバントは当分野にお
いて周知であり、ＱＳ－２１、フロイントアジュバント（完全および不完全）、ミョウバ
ン、リン酸アルミニウム、水酸化アルミニウム、Ｎ－アセチルムラミル－Ｌ－トレオニル
－Ｄ－イソグルタミン（ｔｈｒ－ＭＤＰ）、Ｎ－アセチル－ノル－ムラミル－Ｌ－アラニ
ル－Ｄ－イソグルタミン（ｎｏｒ－ＭＤＰと称される、ＣＧＰ　１１６３７）、Ｎ－アセ
チルムラミル－Ｌ－アラニル－Ｄ－イソグルタミニル－Ｌ－アラニン－２－（１’－２’
－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ヒドロキシホスホリルオキシ）－エチルアミン
（ＭＴＰ－ＰＥと称される、ＣＧＰ　１９８３５Ａ）および、２％スクアレン／Ｔｗｅｅ
ｎ８０乳剤中に細菌から抽出された３つの成分、すなわちモノホスホリル脂質Ａ、ジミコ
ール酸トレハロースおよび細胞壁骨格（ＭＰＬ＋ＴＤＭ＋ＣＷＳ）を含有するＲＩＢＩを
含む。
【００８６】
　本発明の組成物はまた、他の薬剤、医薬品、担体、希釈剤、免疫刺激性サイトカイン等
を含有し得る。かかる投与形態を調製する実際の方法は、当業者に公知であるかまたは明
らかである。
【００８７】
　上述した本発明の組成物は、治療上の恩恵を与えるために被験者または被験者の細胞に
投与できることが企図されている。従って、本発明はさらに、本発明のポリペプチドおよ
び／または免疫原性フラグメントおよび／または本発明のポリペプチドおよび／または免
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疫原性フラグメントをコードするヌクレオチド配列を含む核酸の有効量を被験者または被
験者の細胞に投与することを含む、被験者において免疫応答を生じさせる方法を提供する
。被験者の細胞は、インビボまたはエクスビボであり得、ＣＤ８＋Ｔリンパ球（例えば細
胞傷害性Ｔリンパ球）またはＭＨＣ　Ｉを発現する抗原提示細胞、例えば樹状細胞、マク
ロファージおよび／または単球であり得るが、これらに限定されない。被験者または被験
者の細胞における免疫応答の検出は、体液性および／または細胞性免疫応答を検出するた
めの当分野で標準的な方法に従って実施できる。
【００８８】
　さらに、本発明は、本発明のポリペプチドおよび／またはフラグメントの有効量を被験
者に投与することを含む、被験者において免疫応答を惹起する方法を提供する。
【００８９】
　さらなる実施形態では、本発明は、本発明の抗体の有効量を被験者に投与することを含
む、被験者に受動免疫を与える方法を提供する。
【００９０】
　本発明の組成物はまた、治療および／または予防製剤として使用することができ、その
必要がある被験者に投与し得る。従って、本発明は、本発明のポリペプチドおよび／また
はフラグメント、本発明の核酸および／またはベクター、および／または本発明の抗体の
有効量を被験者に投与することを含む、被験者においてクラミジア属菌による感染を治療
または予防する方法を提供する。
【００９１】
　加えて、本発明は、被験者の免疫細胞を本発明のポリペプチド、フラグメント、核酸、
ベクターおよび／または抗体のいずれかと接触させることを含む、被験者においてクラミ
ジア属菌によって引き起こされる感染または中毒を治療または予防する方法を提供する。
細胞は、インビボまたはエクスビボであり得、例えばＣＤ８＋Ｔ細胞であり得、それを、
可溶性分子であり得るかまたはクラスＩ　ＭＨＣ分子を発現する細胞の表面に存在し得る
、クラスＩ　ＭＨＣ分子の存在下で本発明のポリペプチドおよび／またはフラグメントと
接触させる。細胞はまた、抗原提示細胞または他のクラスＩ　ＭＨＣ発現細胞であり得、
それを、核酸およびベクターの取込みのための標準的な方法によって核酸またはベクター
が細胞に導入される（例えば形質転換細胞を生成するために）条件下で本発明の核酸およ
び／またはベクターと接触させ得る。次に、本発明のポリペプチドおよび／またはフラグ
メントをコードする核酸が発現され、ポリペプチドおよび／またはフラグメント産物が抗
原提示細胞または他のＭＨＣ　Ｉ発現細胞内でプロセシングされて、細胞表面でＭＨＣ　
Ｉ／抗原複合体として提示される。その後、抗原提示細胞または他のクラスＩ　ＭＨＣ発
現細胞を被験者の免疫細胞と接触させると、免疫細胞はクラスＩ　ＭＨＣ／抗原複合体に
結合し、被験者においてクラミジア感染を治療または予防する免疫応答を惹起する。
【００９２】
　本発明のさらなる実施形態は、本発明の１またはそれ以上（例えば２、３、４、５、６
、７、８、９、１０等）のタンパク質またはその免疫原性フラグメントの有効量を含有す
る組成物を被験者に投与することを含む、被験者においてクラミジア感染による不妊症の
可能性を低下させる方法を包含する。この方法は、被験者にアジュバントを投与すること
をさらに含み得る。
【００９３】
　「クラミジア感染による不妊症の可能性を低下させる」とは、本発明の免疫原性組成物
を投与された本発明の被験者が、クラミジア感染の結果として不妊になるのを予防するこ
と、または被験者がクラミジア属菌に感染した結果として不妊になる可能性が、未治療の
被験者がクラミジア属菌に感染した結果として不妊になる可能性に比べて低くなることを
意味する。不妊症の予防または不妊症の可能性若しくは発生率の低下は、本発明の方法に
よって被験者におけるクラミジア感染を予防または治療することから生じる。被験者にお
いて不妊症が予防されることまたはクラミジア感染の結果としてのその可能性が低下する
ことは、本明細書で述べるプロトコールに従っておよび当分野で周知のように測定するこ
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とができる。
【００９４】
　卵管水腫は、卵管閉塞とその後の卵管内腔での滲出液の停留の結果である。卵子と精子
の受精を可能にするには、卵管の開存性が重要であること、および卵管水腫貯留液が卵子
に対して毒性であることを考慮すると、卵管水腫の存在は不妊症の間接マーカーとしての
役割を果たす。
【００９５】
　従って、本発明はさらに、本発明の１またはそれ以上（例えば２、３、４、５、６、７
、８、９、１０等）のタンパク質またはその免疫原性フラグメントの有効量を含有する組
成物を被験者に投与することを含む、被験者においてクラミジア感染による卵管水腫の発
生率を低下させる方法を提供する。この方法は、被験者にアジュバントを投与することを
さらに含み得る。
【００９６】
　「クラミジア感染による卵管水腫の発生率を低下させる」とは、本発明の免疫原性組成
物を投与された本発明の被験者が、クラミジア感染による卵管水腫を発症するのを予防す
る若しくは発症から保護される、またはクラミジア属菌に感染した未治療の被験者に比べ
てクラミジア感染による卵管水腫を発症する可能性が低い若しくはより低い程度のクラミ
ジア感染による卵管水腫を有することを意味する。卵管水腫の予防または発生率の低下は
、本発明の方法によって被験者におけるクラミジア感染を予防または治療する（例えば卵
管の病変を低減する）ことから生じる。被験者においてクラミジア感染による卵管水腫が
予防されることまたはその発生率および／若しくは程度が低下することは、本明細書で述
べるプロトコールに従っておよび当分野で周知のように測定することができる。
【００９７】
　一部の実施形態では、本発明のタンパク質またはその免疫原性フラグメントは、クラミ
ジア感染を治療するおよび／または予防する免疫応答を惹起する、および／またはクラミ
ジア感染による不妊症の可能性を低下させる、および／または卵管水腫の発生率を低下さ
せるためのタンパク質またはペプチドとして本発明の被験者に投与することができる。他
の実施形態では、本発明のタンパク質またはその免疫原性フラグメントをコードする核酸
または任意の組合せでの複数の核酸を、クラミジア感染を治療するおよび／または予防す
る免疫応答を惹起する、および／またはクラミジア感染による不妊症の可能性を低下させ
る、および／または卵管水腫の発生率を低下させるために本発明の被験者に投与すること
ができる。
【００９８】
　上述したように、本発明の組成物が被験者または被験者の細胞に投与される方法におい
ては、かかる方法が、適切なアジュバントを被験者または被験者の細胞に投与する工程を
さらに含み得ることが企図されている。アジュバントは、本発明の組成物中に存在し得る
か、または適切なアジュバントおよび医薬的に許容される担体を含有する別個の組成物中
に存在し得る。アジュバントは、本発明のポリペプチド、フラグメント、核酸および／ま
たはベクターのいずれかを含有する組成物の投与前に、投与と同時にまたは投与後に投与
され得る。例えば、ミョウバンに類似するＱＳ－２１、完全フロイントアジュバント、Ｓ
ＡＦ等は、本発明の組成物の投与の数日／数週間／数時間以内（前または後）に投与する
ことができる。アジュバントの有効性は、本明細書で述べるおよび当分野で周知の標準的
な手順を用いて、アジュバントと共におよびアジュバントなしで、本発明のポリペプチド
および／またはフラグメントに対する免疫応答を測定することによって判定できる。
【００９９】
　本発明の組成物は、インビボまたはエクスビボで被験者の細胞または被験者に投与する
ことができる。インビボでの被験者の細胞への投与、並びに被験者への投与に関しては、
本発明の組成物は、経口的、非経口的に（例えば静脈内に）、筋肉内注射、腹腔内注射、
皮下注射によって、経皮的、体外的、局所的に、等で投与できる。また、本発明の組成物
は、当分野で周知の方法に従って被験者の細胞から単離若しくは増殖された樹状細胞に、



(20) JP 2012-505212 A 2012.3.1

10

20

30

40

50

または被験者からの大量の末梢血単核球（ＰＢＭＣ）若しくはその種々の細胞画分にパル
スすることができる。
【０１００】
　必要とされる組成物の正確な量は、被験者の種、年齢、体重および全身状態、使用され
る特定の組成物、その投与方法等に依存して、被験者ごとに異なる。従って、本発明のあ
らゆる組成物について正確な量を指定することは不可能である。しかし、有効量は、本明
細書の教示を考慮して通常の実験だけを使用して当業者によって決定され得る。
【０１０１】
　本発明の組成物は、クラミジア感染の前、感染の間および／または感染後に投与できる
。一例として、クラミジア感染と診断された、またはクラミジア属菌に感染する危険性が
あることが知られている、またはクラミジア属菌に対する免疫応答を誘導することが望ま
しい被験者に、被験者の臨床パラメータの評価が、被験者がクラミジア属菌に感染してい
ないことを示すまでおよび／または被験者が所望の免疫応答を明らかにするまで、１～３
時間／日／週の間隔で、本発明のポリペプチドおよび／または免疫原性フラグメント約５
０～１０００ｎＭまたは約１００～５００ｎＭを、例えば皮下的に投与することができ、
またアジュバント中で投与できる。あるいは、本発明のポリペプチドおよび／またはフラ
グメントを約１０～１００μＭの濃度で樹状細胞にパルスすることができ、樹状細胞を同
じ時間間隔で被験者に静脈内投与し得る。被験者の臨床パラメータが、クラミジア感染が
存在することを示す場合は、治療を継続または再開することができ、感染がこれらのパラ
メータによってもはや検出されなくなるまでおよび／または所望の免疫応答が達成される
まで治療を維持し得る。
【０１０２】
　本発明のペプチド、ポリペプチド、核酸および／またはベクターの非経口投与は、使用
される場合、一般に注射を特徴とする。注射剤は、溶液または懸濁液、注射前に懸濁液に
溶解するのに適した固形剤として、または乳剤として、従来の形態で調製し得る。本明細
書で使用される「非経口投与」は、皮内、鼻腔内、皮下、筋肉内、腹腔内、静脈内および
気管内経路、並びに一定投与量が維持される緩効性または徐放性システムを含む。例えば
、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる米国特許第３，６１０，７９５号参照。
【０１０３】
　本発明の方法によってクラミジア感染を治療または予防する効果は、当業者に周知のよ
うに、被験者の症候および／または臨床パラメータの変化によって示される臨床的改善を
検出することにより、判定され得る。
【０１０４】
　本発明の組成物は、診断および治療適用おいてに使用できることがさらに企図されてい
る。従って、本発明は、抗原／抗体複合体が形成され得る条件下で試料を本発明の抗体と
接触させること、および抗原／抗体複合体の形成を検出し、それによって試料中の本発明
のクラミジアポリペプチドおよび／またはフラグメントの存在を検出することを含む、試
料中の本発明のポリペプチドおよび／またはフラグメントの存在を検出する方法を提供す
る。
【０１０５】
　加えて、本発明は、抗原／抗体複合体が形成され得る条件下で、試料を本発明のポリペ
プチドおよび／またはフラグメントと接触させること、および抗原／抗体複合体の形成を
検出し、それによって試料中の本発明のクラミジア抗体の存在を検出することを含む、試
料中の本発明の抗体の存在を検出する方法を提供する。
【０１０６】
　本発明の試料は、クラミジアタンパク質が存在し得る任意の試料であり得る。例えば、
試料は、膣液、膣組織、膣洗液、膣スワブ、尿道スワブ、尿、血液、血清、血漿、唾液、
精液、尿道分泌物、膣分泌物、痰、気管支肺胞洗浄液、滑液、脳脊髄液および細胞、肺、
肝臓、心臓、脳、腎臓、脾臓、筋肉等を含む、クラミジアタンパク質が播種し得る任意の
器官からの体液および／または組織、並びにそれらの任意の組合せを含むが、これらに限
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定されない、クラミジアタンパク質を含有し得る体液、細胞または組織であり得る。
【０１０７】
　さらに、試料は、子宮頸管、子宮、ファローピウス管、精巣、肛門、咽喉、肺、皮膚、
眼、胃腸管または体腔を含むが、これらに限定されない、任意の感染部位からの細胞およ
び／または液体で構成され得る。これらの試料は、新鮮なものを使用し得るか、または後
の使用のために貯蔵（適宜に、凍結、乾燥、冷蔵）し得る。試料は、それらの自然形態で
使用し得るか（尿）、または処理、抽出、可溶化若しくは操作し得る。これらの試料中の
クラミジア属菌は、生菌または死菌、全細胞または破壊細胞、処理されているかまたは未
処理のいずれかであり得る。
【０１０８】
　加えて、本発明は、抗原／抗体複合体が形成され得る条件下で被験者からの生物学的試
料を本発明のポリペプチドおよび／またはフラグメントと接触させること、および抗原／
抗体複合体の形成を検出して、それによって被験者におけるクラミジア感染を診断するこ
とを含む、被験者におけるクラミジア感染を診断する方法を提供する。
【０１０９】
　抗原／抗体複合体が形成され得る条件下で被験者からの生物学的試料を本発明の抗体と
接触させること、および抗原／抗体複合体の形成を検出し、それによって被験者における
クラミジア感染を診断することを含む、被験者におけるクラミジア感染を診断する方法が
さらに提供される。
【０１１０】
　本明細書で述べる、「免疫原性フラグメント」という用語は、被験者において体液性ま
たは細胞性免疫応答を刺激することができるタンパク質のフラグメント（例えばペプチド
）を意味する。本発明の免疫原性フラグメントは、本発明のタンパク質の１、２、３、４
またはそれ以上のエピトープを含む、基本的にそれらからなるおよび／またはそれらから
なることができる。免疫原性フラグメントは、本発明のタンパク質の連続するアミノ酸の
任意のフラグメントであり得、例えば５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、
４５、５０、７５，、８０、８５、９０、９５、１００、１２５、１５０、１７５、２０
０、２５０、３００、３５０、４００、４５０、５００、５５０、６００またはそれ以上
のアミノ酸長であり得、本明細書で列挙する数の間またはそれを超える任意の数（例えば
２３、４７または４６８アミノ酸）を含み得る。かかる任意の免疫原性フラグメントの同
定は、当分野において普遍的なものである。
【０１１１】
　タンパク質および／またはその免疫原性フラグメントを使用して本明細書の方法を実施
することによって惹起されるかまたは生じる免疫応答は、防御免疫応答、細胞性免疫応答
、体液性免疫応答、Ｔｈ１免疫応答、Ｔｈ２免疫応答およびそれらの任意の組合せであり
得る。　
【０１１２】
　免疫系の体液性部分、すなわち抗原特異的抗体の産生を刺激するために、免疫原性フラ
グメントは、例えば本明細書で述べるアッセイおよび／または当分野で公知のアッセイな
どの、任意の当分野で公知のアッセイによって測定した場合、問題のフラグメントが免疫
原性活性を保持することを条件として、１またはそれ以上（例えば２、３、４、５、６等
）のエピトープを規定する、完全長分子の少なくとも約５～１０個の連続するアミノ酸残
基、または完全長分子の少なくとも約１５～２５個の連続するアミノ酸残基、または完全
長分子の少なくとも約２０～５０個またはそれ以上の連続するアミノ酸残基、または５ア
ミノ酸と完全長配列との間の任意の整数の連続するアミノ酸残基を含み得る。
【０１１３】
　エピトープを含む所与のポリペプチドの領域は、当分野で周知の種々のエピトープマッ
ピング技術を用いて同定できる。（例えば、Ｅｐｉｔｏｐｅ　Ｍａｐｐｉｎｇ　Ｐｒｏｔ
ｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｖｏ
ｌ．６６，Ｇｌｅｎｎ　Ｅ．Ｍｏｒｒｉｓ，Ｅｄ．，１９９６，Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓ
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ｓ，Ｔｏｔｏｗａ，Ｎ．Ｊ．参照）。例えば、線状エピトープは、例えばタンパク質分子
の一部に対応する多数のペプチドを固体支持体上で同時に合成し、ペプチドがまだ支持体
に結合している間にペプチドを抗体と反応させることによって測定できる。かかる技術は
当分野で公知であり、例えば、すべて、それらの全体が参照により本明細書に組み込まれ
る、米国特許第４，７０８，８７１号；Ｇｅｙｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８４）Ｐｒｏ
ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８１：３９９８－４００２；Ｇｅｙｓｅｎ　
ｅｔ　ａｌ．（１９８６）Ｍｏｌｅｃ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２３：７０９－７１５に記載さ
れている。
【０１１４】
　同様に、配座エピトープは、例えばＸ線結晶学および二次元核磁気共鳴などにより、ア
ミノ酸の空間配座を決定することによって容易に同定される。タンパク質の抗原領域も、
例えばＯｘｆｏｒｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｇｒｏｕｐより入手可能なＯｍｉｇａバージ
ョン１．０ソフトウェアプログラムを使用して計算されたもののような、標準的な抗原性
およびハイドロパシープロットを用いて同定できる。このコンピュータプログラムは、抗
原性プロフィールを決定するためにＨｏｐｐ／Ｗｏｏｄｓ法（Ｈｏｐｐ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　ＵＳＡ（１９８１）７８：３８２４－３８２８
）を使用し、ハイドロパシープロットに関してはＫｙｔｅ－Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ技術（Ｋ
ｙｔｅｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．（１９８２）１５７：１０５－１３２）を
用いる。
【０１１５】
　一般に、被験者の免疫系の細胞性部分の刺激に関与するＴ細胞エピトープは、約８～２
５アミノ酸の短いペプチドであり、これらは、典型的には体液性エピトープを同定するた
めの上述した方法によっては予測されない。Ｔ細胞エピトープを同定する一般的な方法は
、オーバーラップ合成ペプチドを使用して、対象とする抗原に対して免疫性である動物に
由来するＴ細胞によって認識されるこれらのペプチドのプールまたは個別のペプチドを、
例えば酵素結合イムノスポットアッセイ（ＥＬＩＳＰＯＴ）を用いて分析することである
。これらのオーバーラップペプチドはまた、サイトカイン放出若しくは分泌の刺激などの
他のアッセイにおいても使用でき、またはペプチドを含む主要組織適合性（ＭＨＣ）四量
体を構築することによって評価することもできる。かかる免疫原性フラグメントはまた、
対象とする抗原からの様々なフラグメントによる刺激に応答してリンパ球増殖を刺激する
それらの能力に基づいて同定することもできる。
【０１１６】
　本明細書で使用される「エピトープ」という用語は、単独でまたはより大きな配列の一
部として、かかる配列に応答して生成される抗体に結合または細胞性免疫応答を刺激する
配列を規定する、少なくとも約３～５個、または約５～約１０個、または約５～約１５個
の、且つ約１，０００個以下のアミノ酸（またはそれらの間の任意の整数）を指す。タン
パク質配列のほぼ完全長を含み得るフラグメントの長さに決定的な上限はなく、または単
一若しくは複数のクラミジアタンパク質に由来する２またはそれ以上のエピトープを含む
融合タンパク質でさえも長さに決定的な上限はない。本発明における使用のためのエピト
ープは、エピトープが由来する親タンパク質の部分の正確な配列を有するポリペプチドに
限定されない。実際に、クラミジア属菌の多くの公知の株または分離株が存在し、分離株
の間で比較的高度の変動性を示すいくつかの可変ドメインが存在する。従って、「エピト
ープ」という用語は、天然配列と同一である配列、並びに欠失、付加および置換（一般に
、必ずではないが、本質的に保存的な）などの天然配列への修飾を包含する。
【０１１７】
　「ブースト」または「ブースター」とは、被験者の免疫応答を増強する最初の（または
「初回抗原刺激」）免疫の後の、２回目の免疫を意味する。従って、ある実施形態では、
本発明は、既往反応を誘導する量のクラミジアタンパク質免疫成分を含有する、感作され
た被験者においてクラミジア感染に対する既往反応を生じさせる組成物を提供する。本明
細書で使用される「既往反応」という用語は、感作された被験者における二次（ブースタ
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ー）免疫応答を意味する。「感作された被験者」とは、自然の暴露によってまたはクラミ
ジアタンパク質免疫成分のワクチン接種（一次免疫）によって、以前に単一または複数の
クラミジア抗原と接触したことがある被験者を意味する。
【０１１８】
　本発明の医薬組成物は、経口、経直腸、局所、吸入（例えばエアロゾルによる）、口腔
内（例えば舌下）、経膣、経直腸、尿道内、非経口（例えば皮下、筋肉内、皮内、関節内
、胸膜内、腹腔内、脳内、動脈内または静脈内）、局所（すなわち気道表面を含む、皮膚
と粘膜との両方の表面）および／または経皮投与に適するものを含む。本明細書の組成物
はまた、皮膚乱切法によって、またはパッチ若しくは液剤によって経皮的に投与され得る
。組成物は、組成物を一定期間にわたって放出する生分解性材料の形態で皮下的に送達さ
れ得る。任意の所与の症例における最も適切な経路は、当分野で周知のように、被験者の
種、年齢、性別および全体的症状、治療される状態の性質および重症度および／または投
与される特定の組成物の性質（すなわち用量、製剤）などの因子に依存する。
【０１１９】
　例えば免疫刺激性サイトカインなどの本発明のアジュバントは、被験者への本発明の組
成物の投与前に、投与と同時に、または投与の前または後の２～３時間、数時間および／
または１、２、３、４、５、６、７、８、９および／または１０日以内に投与できる。
【０１２０】
　さらに、免疫刺激性サイトカインなどのアジュバントの任意の組合せを、本発明の組成
物の投与前、投与後または投与と同時に被験者に共投与することができる。例えば、免疫
刺激性サイトカインの組合せは、ＧＭ／ＣＳＦ、インターロイキン２、インターロイキン
１２、インターフェロンγ、インターロイキン４、腫瘍壊死因子α、インターロイキン１
、造血因子ｆｌｔ３Ｌ、ＣＤ４０Ｌ、Ｂ７．１共刺激分子およびＢ７．２共刺激分子など
の、本発明の２またはそれ以上の免疫刺激性サイトカインで構成され得る。アジュバント
またはアジュバントの組合せの有効性は、本明細書で述べるおよび当分野で公知の標準的
な手順を使用して、アジュバントまたはアジュバントの組合せと共におよびアジュバント
またはアジュバントの組合せなしで、被験者への本発明の組成物の投与に応答して生じる
免疫応答を測定することによって判定できる。
【０１２１】
　本発明の組成物と医薬的に許容される担体を含有する医薬組成物も提供される。本明細
書で述べる組成物は、公知の技術に従って医薬担体中での投与用に製剤できる。例えば、
Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ，Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｐｈ
ａｒｍａｃｙ（ｌａｔｅｓｔ　ｅｄｉｔｉｏｎ）参照。本発明の実施形態による医薬組成
物の製造においては、本発明の組成物を、典型的には、中でも特に医薬的に許容される担
体と混合する。本明細書で提供した先の説明と一致して、「医薬的に許容される担体」と
は、医薬組成物中の他の成分と適合性であり、被験者に有毒または有害でない担体を意味
する。担体は、固体または液体またはその両方であり得、好ましくは、約０．０１または
０．５重量％から約９５重量％または９９重量％の組成物を含有し得る単位投与製剤とし
て、例えば錠剤として、本発明の組成物と共に製剤される。医薬組成物は、場合により１
またはそれ以上の副成分を含む、複数の成分を混合することを含むが、それに限定されな
い薬学の周知の技術のいずれかによって調製される。
【０１２２】
　本発明の医薬組成物は、経口、経直腸、局所、吸入（例えばエアロゾルによる）、口腔
内（例えば舌下）、経膣（例えば膣内リング）、経直腸、尿道内、非経口（例えば皮下、
筋肉内、皮内、関節内、胸膜内、腹腔内、脳内、動脈内または静脈内）、局所（すなわち
気道表面を含む、皮膚と粘膜との両方の表面）および経皮投与に適するものを含む。本明
細書の組成物はまた、皮膚乱切法によって、またはパッチ、液剤またはゲルによって経皮
的に投与され得る。組成物は、経時的に組成物を放出する生分解性材料の形態で皮下的に
送達され得る。任意の所与の症例における最も適切な経路は、当分野で周知のように、被
験者の種、年齢、性別および全体的症状、治療される状態の性質および重症度および／ま
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たは投与される特定の組成物の性質（すなわち用量、製剤）などの因子に依存する。
【０１２３】
　経口投与に適する医薬組成物は、各々があらかじめ定められた量の本発明の組成物を含
有する、カプセル、カシェ剤、ロゼンジ若しくは錠剤などの個別単位で；粉末若しくは顆
粒として；水性若しくは非水性液体中の溶液若しくは懸濁液として；または水中油型若し
くは油中水型乳剤として提供され得る。経口送達は、動物の腸内の消化酵素による分解に
耐えることができる担体に本発明の組成物を複合体化することによって実施できる。かか
る担体の例は、当分野で公知のプラスチックカプセルまたは錠剤を含む。かかる製剤は、
組成物と適切な担体（上述したように１またはそれ以上の副成分を含有し得る）を接触さ
せる工程を含む、薬学の任意の適切な方法によって調製される。一般に、本発明の実施形
態による医薬組成物は、液体または微細に分割された固体担体またはその両方と組成物を
均一且つ緊密に混合し、次に、必要に応じて、生じた混合物を成形することによって調製
される。例えば、錠剤は、場合により１またはそれ以上の副成分と共に、組成物を含有す
る粉末または顆粒を圧縮または成型することによって調製できる。圧縮錠剤は、場合によ
り結合剤、潤滑剤、不活性希釈剤および／または界面活性剤／分散剤と混合した、粉末ま
たは顆粒などの自由流動性の形態の組成物を適切な機械で圧縮することによって調製され
る。成形錠剤は、不活性液体結合剤で湿馴化した粉末化合物を適切な機械で成形すること
によって製造される。
【０１２４】
　口腔内（舌下）投与に適する医薬組成物は、着香基剤、通常はスクロースとアラビアゴ
ムまたはトラガカント中に本発明の組成物を含有するロゼンジ、ゼラチンとグリセリンま
たはスクロースとアラビアゴムなどの不活性基剤中に組成物を含有するトローチを含む。
【０１２５】
　非経口投与に適する本発明の医薬組成物は、本発明の組成物の滅菌水性および非水性注
射液を含むことができ、前記製剤は、好ましくは意図される受容者の血液と等張である。
これらの製剤は、抗酸化剤、緩衝剤、静菌剤、および組成物を意図される受容者の血液と
等張にする溶質を含有し得る。水性および非水性滅菌懸濁液、溶液および乳剤は、懸濁化
剤および増粘剤を含有し得る。非水性溶媒の例は、プロピレングリコール、ポリエチレン
グリコール、オリーブ油などの植物油、およびオレイン酸エチルなどの注射用有機エステ
ルである。水性担体は、食塩水および緩衝媒質を含む、水、アルコール／水溶液、乳剤、
懸濁液を含む。非経口ビヒクルは、塩化ナトリウム溶液、リンガーデキストロース、デキ
ストロースと塩化ナトリウム、乳酸加リンガー液、または不揮発性油を含む。静脈内ビヒ
クルは、液体および栄養補充剤、電解質補給剤（リンガーデキストロースに基づくものな
どの）等を含む。防腐剤および他の添加剤、例えば抗菌剤、抗酸化剤、キレート化剤、不
活性ガス等も存在し得る。
【０１２６】
　組成物は、単位用量または多回用量の容器中、例えば密封アンプルおよびバイアル中で
提供され得、使用の直前に滅菌液体担体、例えば食塩水または注射用蒸留水の添加のみを
必要とするフリーズドライ（凍結乾燥）条件下で保存することができる。
【０１２７】
　即時注射溶液および懸濁液は、先に述べた種類の滅菌粉体、顆粒および錠剤から調製で
きる。例えば、密封容器中の単位投与形態の本発明の注射用の安定な滅菌組成物が提供さ
れ得る。組成物は、適切な医薬的に許容される担体で再構成して被験者への注射に適した
液体組成物を形成することができる、凍結乾燥物の形態で提供され得る。単位投与形態は
、本発明の組成物約１μｇ～約１０ｇであり得る。組成物が実質的に水不溶性である場合
は、生理的に許容される十分な量の乳化剤が、水性担体中で組成物を乳化するのに十分な
量で含有され得る。１つのかかる有用な乳化剤はホスファチジルコリンである。
【０１２８】
　経直腸投与に適する医薬組成物は、好ましくは、単位用量坐剤として提供される。これ
らは、例えばココアバターなどの１またはそれ以上の従来の固体担体と組成物を混合し、
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次に生じた混合物を成形することによって調製できる。
【０１２９】
　皮膚への局所適用に適する本発明の医薬組成物は、好ましくは、軟膏、クリーム、ロー
ション、ペースト、ゲル、スプレー、エアロゾルまたはオイルの形態をとる。使用できる
担体は、ワクチンセリン、ラノリン、ポリエチレングリコール、アルコール、経皮吸収促
進剤およびそれらの２またはそれ以上の組合せを含むが、これらに限定されない。一部の
実施形態では、例えば、局所送達は、皮膚内に入ることができる親油性試薬（例えばＤＭ
ＳＯ）と本発明の医薬組成物を混合することによって実施できる。
【０１３０】
　経皮投与に適する医薬組成物は、長期間にわたって被験者の表皮と密着したままである
ように適合された個別パッチの形態であり得る。経皮投与に適する組成物はまた、イオン
導入法によって送達することもでき（例えばＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａ
ｒｃｈ　３：３１８（１９８６）参照）、典型的には、場合により緩衝された、本発明の
組成物の水溶液の形態をとる。適切な製剤は、クエン酸塩またはビス／トリス緩衝剤（ｐ
Ｈ６）またはエタノール／水を含有でき、０．１～０．２Ｍの有効成分を含有し得る。
【０１３１】
　「有効量」は、治療作用および／または有益な作用であり得る、所望の作用を生じさせ
るのに十分な本発明の化合物または組成物の量を指す。有効量は、被験者の年齢、全身状
態、治療される症状の重症度、投与される特定の薬剤、治療期間、任意の併用治療の性質
、使用される医薬的に許容される担体、並びに当業者の知識および専門知識内の同様の因
子に依存して異なる。適宜に、任意の個別症例における「有効量」は、適切な教科書およ
び文献を参照しておよび／または通常の実験を使用することにより、当業者によって決定
され得る（例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ，Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔ
ｉｃｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｙ（２０ｔｈ　ｅｄ．２０００）参照）。一般的な定義と
して、約０．０１μｇ／ｋｇ～約５０ｍｇ／ｋｇの用量が治療効果を有し、なお、すべて
の重量は組成物の重量に基づいて計算される。
【０１３２】
　また本明細書で使用される、「治療する」、「治療すること」または「治療」という用
語は、当分野において周知のように、例えば、被験者の状態の改善（例えば１若しくはそ
れ以上の症状の改善）、重症度若しくは合併症の軽減、病的作用の軽減、障害、疾患若し
くは疾病の進行の遅延、発症の遅延、および／または状態、障害、疾患若しくは疾病の臨
床パラメータの変化等を含む、状態、障害、疾患または疾病に罹患した被験者に、例えば
有益な作用および／または治療作用であり得る、調節作用を与えるあらゆる種類の作用を
指す。
【０１３３】
　「予防する」、「予防すること」または「予防」とは、被験者において病的状態および
／または疾患状況若しくは状態の発症および／または症状発現を回避または排除すること
を意味する。
【０１３４】
　本発明の組成物の投与頻度は、所望の治療作用を与えるのに必要な頻度であり得る。例
えば、組成物は、１日当たり１、２、３、４回またはそれ以上、１週当たり１、２、３、
４回若しくはそれ以上、月に１、２、３、４回若しくはそれ以上、年に１、２、３若しく
は４回、または状態を管理するために必要に応じて投与できる。一部の実施形態では、被
験者の生存期間にわたって１、２、３または４回の投与が所望の治療作用を達成するのに
適切であり得る。一部の実施形態では、隔日投薬が使用できる（例えば１日おきに）。本
発明の組成物の投与の量および頻度は、治療されるかまたは予防されるべき特定の状態お
よび所望の治療作用に依存して異なる。
【０１３５】
　本発明のさらなる実施形態では、本発明の組成物は、異なる病原体のタンパク質および
／またはその免疫原性フラグメントを任意の組合せで含有し得る［例えば、トリコモナス
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属（Ｔｒｉｃｈｏｍｏｎａｓ）（例えばトリコモナス・ヴァギナリス）、病原性酵母また
は真菌（例えばカンジダ・アルビカンス）、ナイセリア属（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ）（例え
ば淋菌）、梅毒トレポネーマ、および病原性ウイルス（例えば単純ヘルペスウイルス（Ｈ
ＳＶ）、ヒト免疫不全症ウイルス（ＨＩＶ）、ヒトパピローマウイルス（ＨＰＶ））を含
むがこれらに限定されない、性感染する病原体］。本発明の組成物はまた、クラミジア・
ムリダルム、クラミジア・ニューモニエおよびクラミジア・キャビエを含むがこれらに限
定されない、他のクラミジア種由来のタンパク質および／または免疫原性フラグメントを
含有し得る。
【０１３６】
　本明細書で使用される「検出すること」または「検出」は、被験者におけるクラミジア
タンパク質、核酸および／または抗体の存在および／または不在を試験する、スクリーニ
ングまたは測定することを意味する。かかる検出することまたは検出は、当分野で周知の
方法によって実施できる。
【０１３７】
　本明細書で使用される「有効応答」または「有効に応答すること」は、特定の治療に対
する陽性または有益な応答を意味し、無効、陰性または有害な応答並びに陽性または有益
な応答の欠如であり得る、「有効応答の欠如」と対照をなす。有効応答、または有効応答
の欠如（すなわち無効応答）は、当分野で公知のように、公知のプロトコールに従った、
様々な免疫機能（例えば細胞媒介性免疫、体液性免疫応答等）並びに薬理学的および生物
学的機能の評価によって検出される。
【０１３８】
　以下の実施例は、本発明の様々な実施形態を明らかにするために含めるものである。以
下の実施例に開示される技術は、本発明の実施において良好に機能することが発明者によ
って発見された技術であることが当業者に認識されるはずである。しかし、当業者は、本
開示に照らして、開示される特定実施形態に多くの変更を加えることができ、それでもな
お本発明の精神および範囲から逸脱することなく同様または類似の結果を得ることができ
ることを理解すべきである。
【実施例】
【０１３９】
［実施例Ｉ］
＜１５６のクラミジア融合タンパク質を整列したマイクロプレートを使用したクラミジア
・トラコマティス尿生殖路感染に対するヒト抗体応答のプロファイリング＞
＜クラミジア感染＞別のところで記載されているように（Ｇｒｅｅｎｅ　ｅｔ　ａｌ．、
Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．７２：４５１－４６０）、クラミジア・トラコマティス血清
型Ｄ（Ｃｈｏ－Ｃｈｏｕ　Ｋｕｏ，Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ
，Ｓｅａｔｔｌｅによって提供された）を使用してＨｅＬａ細胞（ＡＴＣＣ，Ｍａｎａｓ
ｓａｓ，ＶＡ）を感染させた。１の感染多重度でまたは個々の実験について示す感染多重
度で、個々の実験について示す様々な期間にわたって感染を進行させた。感染の最後に、
培養試料を、免疫蛍光染色のために固定して透過処理するかまたは沈殿法若しくはウエス
タンブロットアッセイのために溶解して全細胞溶解産物を生成させた。
【０１４０】
＜クラミジア遺伝子のクローニングおよびクラミジアタンパク質の発現＞合計１５６のオ
ープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）をクラミジア・トラコマティス血清型Ｄゲノム配
列から選択した。これらのＯＲＦはゲノム全体にわたって分布し、あらゆるゲノムセクタ
ーを代表する。任意の特定の遺伝子クラスを選択的に含めるかまたは除外するために特定
のプログラムは使用しなかったが、１５６のＯＲＦは主として仮想遺伝子からなる。血清
型Ｄゲノムからの１５６のＯＲＦプラス８つの他のクラミジア・トラコマティス血清型ゲ
ノムからのＭＯＭＰ遺伝子をｐＧＥＸベクター系（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎ
ｃｅｓ　Ｃｏｒｐ．，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ）にクローニングした。このベクター
系は、対象とするタンパク質が、クラミジアタンパク質のＮ末端に融合したグルタチオン
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Ｓ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）との融合タンパク質として発現されることを可能にす
る（Ｄｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ．（２００４）Ｍｏｌ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．５２：１４８７
－１４９４；Ｓｈａｒｍａ　ｅｔ　ａｌ．（２００４）Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．７２
：７１６４－７１７１；Ｚｈｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ．（２００１）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１
９３：９３５－９４２）。イソプロピル－β－Ｄ－チオガラクトシド（ＩＰＴＧ；Ｉｎｖ
ｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）を用いてタンパク質発現を誘導した。各々の
融合タンパク質が完全長融合タンパク質の適切な量で生産されることを確実にするため、
以下の変数を用いて融合タンパク質発現の誘導を個別に最適化した：ＩＰＴＧ濃度（０．
１～５ｍＭ）、出発細菌数（光学濃度［ＯＤ］、０．５～１．５）、インキュベーション
温度（１０℃～３７℃）および時間（０．５時間から一晩）。タンパク質誘導後、細菌を
遠心分離によって採集した。細菌ペレットをＴｒｉｔｏｎ溶解緩衝液（ＰＢＳ［ｐＨ７．
５のリン酸緩衝食塩水］中の１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、１ｍＭフェニルメチルスル
ホニルフルオリド、７５ＩＵ／ｍｌアプロチニン、２０μＭロイペプチンおよび１．６μ
Ｍペプスタチン）に再懸濁し、氷上で短いパルスの超音波処理によって溶解した。デブリ
を除去するための高速遠心分離後、細菌溶解産物をアリコートに分け、－８０℃で保存し
た。グルタチオン結合アガロースビーズ（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　
Ｃｏｒｐ．）を使用して溶解産物の一部から融合タンパク質を精製することにより、発現
された融合タンパク質の品質を評価した。融合タンパク質を、クマシーブルー染料（Ｓｉ
ｇｍａ）で染色したドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）－ポリアクリルアミドゲルで検査
した。予想された分子量位置で顕著なバンドを示した細菌溶解産物試料をその後のマイク
ロプレートアレイアッセイのために使用した。
【０１４１】
＜グルタチオンで前被覆したマイクロプレートへのクラミジアタンパク質の整列＞融合タ
ンパク質を含む細菌溶解産物を、ＰＢＳ中１：１０希釈で総容量２００μｌ／ウェルにて
グルタチオン被覆９６ウェルマイクロプレート（Ｐｉｅｒｃｅ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ
）に添加した。プレートを４℃で一晩インキュベートして、プレートに固定したグルタチ
オンにＧＳＴ融合タンパク質を結合させた。溶解産物試料の間でプレート上に捕捉される
融合タンパク質の量の差を最小化するために、過剰量の各融合タンパク質を使用してグル
タチオン被覆アッセイプレートを飽和させた。細菌溶解産物２０μｌから沈殿した完全長
融合タンパク質の量がクマシーブルー染色後にＳＤＳゲル上で可視である場合、細菌溶解
産物２０μｌ／ウェルがアッセイプレートを飽和させるのに十分であることが認められた
。ＰＢＳ－０．０５％Ｔｗｅｅｎ（Ｓｉｇｍａ）で２回洗浄し、ＰＢＳ中の２．５％乳（
ＰＢＳ１００ｍｌ中脱脂粉乳２．５ｇ）を用いて室温で１時間ブロックした後、プレート
は使用できる状態になった。
【０１４２】
＜ヒト抗体を検出するためのクラミジア融合タンパク質を整列したマイクロプレートの使
用＞クラミジア・トラコマティスの子宮頸部感染症と診断されていた、Ｓａｎ　Ａｎｔｏ
ｎｉｏ，Ｔｅｘ．のＰｒｏｊｅｃｔ　ＳＡＦＥリサーチクリニックで診察を受けた女性か
らヒト血清を収集した。この５年間の追跡調査に登録した女性を、クラミジア感染を含む
性感染症に関して年に１回スクリーニングした。診断は、菌の血清型を区別せずに、リガ
ーゼ連鎖反応法を用いた子宮頸管内分泌物中のクラミジア・トラコマティス特異的核酸の
検出に基づいた（Ａｂｂｏｔｔ　ＬＣＸ；Ａｂｂｏｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｃｈ
ｉｃａｇｏ，ＩＬ）。血清を診療所来院時に収集し、アリコートとして－２０℃で保存し
た。本試験において使用したヒト血清は、最初の来院時に収集したものであった。本試験
には、治験審査委員会免除許可が適用される。
【０１４３】
　クラミジア・トラコマティス感染を有していない健常女性からの合計８つの血清を陰性
対照として使用した。交差反応性抗体の検出を最小化するため（ヒト血清は、融合タンパ
ク質アレイの間にマイクロプレートウェルを潜在的に汚染する細菌抗原と反応性の抗体を
含有し得る）、すべての血清試料に細菌溶解産物をあらかじめ吸収させた。細菌溶解産物
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は、ｐＧＥＸ－６ｐ－２ベクタープラスミド単独で形質転換したＸＬ１－Ｂｌｕｅ細菌を
使用したことを除き、融合タンパク質含有溶解産物と同じ方法で作製した。前吸収のため
に使用した細菌溶解産物は遊離ＧＳＴを含有することに留意しなければならない。前吸収
後に、患者からの血清試料と健常個人からの血清試料との両方を、免疫蛍光アッセイにお
いてクラミジア抗原を認識するそれらの能力に関して力価測定した。患者血清はクラミジ
ア抗原を認識する上で高い抗体価（＞１：１，０００）を示したが、健常血清はクラミジ
ア抗原への有意の結合を示さなかった（＜１：２０）。マイクロプレートアレイアッセイ
のために、前吸収させた血清試料を、１０％ウシ胎仔血清を含むＰＢＳで希釈し、結合し
た融合タンパク質と共にマイクロプレートに室温で２時間適用した。洗浄後、基質である
ｐ－ニトロフェニルホスフェート（Ｓｉｇｍａ）と組み合わせたアルカリホスファターゼ
結合ヤギ抗ヒト免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ；Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒ
ｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｗｅｓｔ　Ｇｒｏｖｅ，ＰＡ）を使用して
、一次抗体結合を可視化した。マイクロプレートリーダー（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖ
ｉｃｅｓ，Ｒａｍｓｅｙ，ＭＮ）を用いて４０５ｎｍで吸光度（ＯＤ）を読み取ることに
より、クラミジア融合タンパク質へのヒト抗体結合を定量した。一部のアッセイでは、ヒ
ト抗体試料に、細菌溶解産物吸収に加えて、ＨｅＬａ細胞単独からまたはクラミジア・ト
ラコマティス血清型Ｄに感染したＨｅＬａ細胞から作製した溶解産物も、４℃で一晩前吸
収させた。
【０１４４】
＜免疫沈降法およびウエスタンブロット法＞免疫沈降およびウエスタンブロット法を先に
記述されているように実施した（Ｄｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ．（２００４）Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉ
ｍｍｕｎ．７２：３８６９－３８７５；Ｄｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ．（２００４）Ｉｎｆｅｃ
ｔ．Ｉｍｍｕｎ．７２：３８６３－３８６８；Ｓｕ　ｅｔ　ａｌ．（２００４）Ｊ．Ｂｉ
ｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７９：９４０９－９４１６；Ｚｈｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ．（１９９６）
Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１８４：２０６１－２０６６；Ｚｈｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ．（２００
１）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１９３：９３５－９４２）。免疫沈降法のために、ヒト血清を
プロテインＧ／Ａアガロースビーズ（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｃｏ
ｒｐ．）に結合し、ビーズ複合体を使用して、所望のクラミジア融合タンパク質を含む細
菌溶解産物または内因性クラミジアタンパク質を含むクラミジア感染ＨｅＬａ細胞溶解産
物を沈殿させた。沈殿物をＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲルで分離し、ニトロセルロース
膜に転写した。先に述べられているように（Ｄｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ．（２００４）Ｉｎｆ
ｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．７２：３８６９－３８７５；Ｓｈａｒｍａ　ｅｔ　ａｌ．（２００
４）Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．７２：７１６４－７１７１；Ｚｈｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ．
（２００１）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１９３：９３５－９４２）個々のクラミジアタンパク
質に特異的な抗体（クラミジアプロテアーゼ様活性因子（ｐｒｏｔｅａｓｅ－ｌｉｋｅ　
ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｆａｃｔｏｒ）［ＣＰＡＦ］に対するモノクローナル抗体１００ａ、
ＭＯＭＰに対するマウス抗血清、およびＣＴ０８９に対する別のマウス抗血清）によりブ
ロットを検出した。一次抗体結合を、ホースラディッシュペルオキシダーゼと結合したヤ
ギ抗マウスＩｇＧ（Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｉｅｓ）によって検出した。
【０１４５】
　本試験においてクラミジア融合タンパク質とヒト血清抗体の反応性を確認するために使
用した、ウエスタンブロット法のために、精製クラミジア融合タンパク質をＳＤＳゲルで
分離してニトロセルロース膜に転写した。前吸収させたヒト血清試料を、個々の実験につ
いて示す適切な希釈後に、ニトロセルロース膜に適用した。ヒト抗体結合をホースラディ
ッシュペルオキシダーゼ結合ヤギ抗ヒトＩｇＧ（Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅ
ａｒｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）により検出した。標準的な増感化学発光（ＥＣＬ
）検出システムを使用して抗体検出を可視化した（Ｓｕ　ｅｔ　ａｌ．（２００４）Ｊ．
Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７９：９４０９－９４１６）。
【０１４６】
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＜免疫蛍光アッセイ＞個々の実験について示す様々な時間、カバーガラス上で増殖させた
クラミジア・トラコマティス感染ＨｅＬａ単層を、先に述べられているように抗体染色用
に処理した（Ｇｒｅｅｎｅ　ｅｔ　ａｌ．Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．７２：４５１－４
６０；Ｘｉａｏ　ｅｔ　ａｌ．（２００４）Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．７２：５４７０
－５４７４）。ヒト血清吸収効率を観測するため、上述したようにあらかじめ非感染また
はクラミジア感染ＨｅＬａ細胞溶解産物を吸収させておいたまたは吸収させなかったヒト
抗体試料をカバーガラスに添加した。一次抗体結合をＣｙ２結合ヤギ抗ヒトＩｇＧで可視
化した。Ｈｏｅｃｈｓｔ　ＤＮＡ染料（Ｓｉｇｍａ）を使用して宿主の核およびクラミジ
ア封入体の両方を可視化した。内因性クラミジア抗原の局在化のために、対応するクラミ
ジア融合タンパク質を用いてマウスにおいて惹起した個々のクラミジアタンパク質に対す
る抗体を、一次抗体としてのウサギ抗クラミジア熱ショックタンパク質と組み合わせて使
用した。２つの一次抗体の反応性を、Ｃｙ３結合ヤギ抗マウスおよびＣｙ２結合ヤギ抗ウ
サギ抗体をＨｏｅｃｈｓｔ染料と共に用いて可視化した。先に述べられているようにＳｉ
ｍｐｌｅＰＣＩソフトウエア（Ｏｌｙｍｐｕｓ）を使用してＯｌｙｍｐｕｓ（Ｓｅａｔｔ
ｌｅ，ＷＡ）ＡＸ－７０蛍光顕微鏡下で画像を取得した（Ｆａｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９
８）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１８７：４８７－４９６；Ｓｈａｒｍａ　ｅｔ　ａｌ．（２０
０４）Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．７２：７１６４－７１７１）。
【０１４７】
＜クラミジア融合タンパク質を用いたマイクロプレートアッセイの開発＞マイクロプレー
トに基づくタンパク質アレイアッセイを確立するために、合計１５６のクラミジアタンパ
ク質（表１）を選択した。１５６のクラミジアタンパク質をＧＳＴ融合タンパク質として
発現させた。クラミジア融合タンパク質の品質をＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル上で観
測した。一例として、単一タンパク質発現条件下で誘導した２６の代表的融合タンパク質
を、クマシーブルーで染色したＳＤＳゲル上で検査した。ほとんどの場合、予想分子量で
泳動する主要なバンドが、グルタチオン結合アガロースビーズを使用することによって対
応する細菌溶解産物から精製され、ＧＳＴ融合タンパク質が固定化グルタチオンによって
細菌溶解産物から容易に捕捉されることを示す。明らかな分解および／または汚染バンド
（ＧＳＴ－ＣＴ１０１、ＧＳＴ－ＣＴ１１９、ＧＳＴ－ＣＴ１４１、ＧＳＴ－ＣＴ４４９
およびＧＳＴ－ＣＴ６１８）を有する融合タンパク質については、主要完全長バンドがこ
れらの試料の各々において生成されるように発現条件をさらに最適化した。
【０１４８】
　ＧＳＴ－クラミジア融合タンパク質が、自然クラミジア感染の間に産生されるヒト抗体
によって認識され得るか否かを評価するため、ヒト抗体をプロテインＧ／Ａアガロースビ
ーズと反応させ、ビーズ複合体を使用して、ＧＳＴ－クラミジア融合タンパク質を含む細
菌溶解産物または内因性クラミジア抗原を含むクラミジア感染ＨｅＬａ細胞溶解産物のい
ずれかを沈殿させた。ヒト抗体は、組換えＧＳＴ－クラミジア融合タンパク質および内因
性クラミジアタンパク質ＣＴ０８９、ＭＯＭＰおよびＣＰＡＦの両方を沈殿させ、融合タ
ンパク質がヒト抗クラミジア抗体を検出するために使用できることを示唆する。
【０１４９】
＜ヒト抗体によって認識される免疫反応性抗原の同定＞１５６のクラミジア融合タンパク
質を整列したマイクロプレートを使用して、クラミジア・トラコマティスに尿生殖器感染
した女性からの１５の血清の反応性を測定した。バックグラウンドより４倍高いＯＤでの
所与の融合タンパク質への所与のヒト血清の結合を陽性と判定した。種々のヒト血清試料
によって認識されるクラミジア融合タンパク質の数に差が認められた。例えば、血清１４
は、１５６のクラミジア融合タンパク質のうち１８を認識し、血清２は２つしか認識しな
かった。各々の血清はクラミジア融合タンパク質の種類に関して独自の反応性パターンを
示したが、１５の血清の多くは同じ融合タンパク質を認識した。所与の融合タンパク質を
陽性認識したヒト血清の数を認識頻度と定義する。より高頻度で認識されるクラミジアタ
ンパク質は、クラミジア感染においてより免疫優性であるとみなされる。
【０１５０】
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　以前の抗原性分析（Ｇｅｔｚｏｆｆ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８）Ａｄｖ．Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ．４３：１－９８；Ｇｅｙｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）２３５：１１８４－１１
９０；Ｚｈｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ．（１９９０）Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．５８：１４５
０－１４５５）において使用された判定基準に基づき、１５のヒト血清試料のうち８また
はそれ以上によって認識されたクラミジア融合タンパク質を主要抗原であるとみなした。
１５６のクラミジアタンパク質のうち７つがこの必要条件を満たす：ＣＴ０８９（９のヒ
ト血清によって認識されたＬｃｒＥホモログ）、ＣＴ１４７（１３血清によって認識され
た仮想タンパク質）、ＣＴ２２６（８血清によって認識された仮想タンパク質）、ＣＴ６
８１（８血清によって認識されたＭＯＭＰ）、ＣＴ６９４（８血清によって認識された仮
想タンパク質）、ＣＴ７９５（９血清によって認識された仮想タンパク質）およびＣＴ８
５８（１４血清によって認識されたＣＰＡＦ）。所与のタンパク質の免疫優性は抗体力価
によっても影響されるので、各々のクラミジア融合タンパク質に反応性の抗体の力価をさ
らに比較した。抗体力価を表すために各血清抗体とクラミジア融合タンパク質との間で測
定された未補正ＯＤを使用した（１５の抗体試料全部の累積ＯＤおよび平均ＯＤ）。興味
深いことに、最も高頻度でヒト抗体によって認識された７つの融合タンパク質はまた、最
も高い累積および平均ＯＤも維持した。１５のヒト血清を等しい比率でプールし、１５６
の融合タンパク質と反応させた。プールしたヒト血清試料で得られた未補正ＯＤは、個々
の試料を用いて得られた平均ＯＤに類似し、プール血清試料が個々のヒト血清の全体的反
応性を測定するために使用できることを示した。陰性対照として、クラミジア感染のない
８名の健常個人からの血清をプールし、クラミジア融合タンパク質とプール陰性血清試料
の反応性を同様に測定した。有意の反応性は認められなかった（約０．２に近いまたは０
．２以上のＯＤはなかった）。認識頻度と力価との両方を考慮することにより、バックグ
ラウンドを有意に上回る未補正ＯＤ（０．２またはそれ以上の平均ＯＤ）でヒト抗血清試
料の＞５０％によって認識された融合タンパク質は、本アッセイ条件下で比較的免疫優性
な抗原であると判定された。８またはそれ以上のヒト血清試料によって認識された同じ７
つの抗原、すなわちＣＴ０８９（ＬｃｒＥ）、ＣＴ１４７、ＣＴ２２６、ＣＴ６８１（Ｍ
ＯＭＰ）、ＣＴ６９４、ＣＴ７９５およびＣＴ８５８（ＣＰＡＦ）も、免疫優性抗原につ
いての新たな必要条件を満たす。
【０１５１】
　整列した融合タンパク質への抗体結合がクラミジア抗原に特異的であることを確認する
ため、内因性クラミジアタンパク質を用いてさらなる吸収実験を実施した。プールした患
者血清に非感染またはクラミジア感染ＨｅＬａ細胞溶解産物のいずれかを吸収させた後、
血清を、プレート上に整列した融合タンパク質と反応させた。７つの免疫反応性融合タン
パク質すべてへの抗体結合が、クラミジア感染ＨｅＬａ細胞溶解産物の吸収によって完全
に除去されたが、非感染ＨｅＬａ細胞溶解産物では除去されなかった。
【０１５２】
＜同定した免疫優性抗原の抗原力価測定＞１５名の患者または８名の健常個人からのプー
ル血清を連続希釈し、融合タンパク質アレイ固相酵素免疫検定法（ＥＬＩＳＡ）およびウ
エスタンブロットアッセイの両方によって７つの免疫反応性抗原および８つの他のＭＯＭ
Ｐに対して分析した。プール陽性血清試料を１：１００から１：１２，５００に希釈する
と共にＯＤが低下し、クラミジアタンパク質特異的抗体がこれらの希釈下で飽和しなかっ
たことを示唆した。ＧＳＴ－ＣＰＡＦ融合タンパク質は、１：１２，５００の希釈でプー
ル陽性血清によって有意に認識され、ＣＴ７９５およびＣＴ０８９は１：２，５００で、
ＣＴ１４７、ＣＴ２２６、ＣＴ６９４および種々のＭＯＭＰは１：５００で有意に認識さ
れ、ＣＰＡＦ、ＣＴ７９５およびＣＴ０８９が、分析したＭＯＭＰの種類にかかわらずＭ
ＯＭＰよりも免疫優性であることを明らかにした。９つのＭＯＭＰを比較すると、すべて
クラミジア・トラコマティス亜種Ｂ複合体に属する血清型Ｂ、Ｂａ、Ｄ、ＥおよびＬ２に
由来するＭＯＭＰに関してより高いＯＤが得られ、血清型ＤおよびＥの両方が、性感染し
たクラミジア感染症を有する個人において最も一般的なクラミジア・トラコマティス血清
型であるという疫学的知見と一致して、１５名の患者は主としてＢ複合体血清型、おそら
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く血清型ＤおよびＥに感染していたことを示唆する（Ｂａｎｄｅａ　ｅｔａｌ．（２００
１）Ｓｅｘ．Ｔｒａｎｓｍ．Ｉｎｆｅｃｔ．７７：４１９－４２２；Ｃｈｏｉ　ｅｔ　ａ
ｌ．（２００１）Ｊ．Ｋｏｒｅａｎ　Ｍｅｄ．Ｓｃｉ．１６：１５－１９；Ｌａｎ　ｅｔ
　ａｌ．（１９９５）Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．３３：３１９４－３１９７；
Ｌａｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．３１：１０６０
－１０６５；Ｓｉｎｇｈ　ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ
．４１：２７００－２７０２）。ＧＳＴ単独対照は、いずれの希釈でも有意に認識されな
かった。８名の正常個人からのプール陰性血清は、１：１００希釈でも最低レベルの反応
性を示した。ヒト血清試料の様々な希釈で得られた上記結果は、ヒト抗体によって認識さ
れた免疫反応性抗原の同定に関する上記に示した所見を確認しただけでなく、より重要な
点として、免疫優性抗原および様々なＭＯＭＰの相対的抗原性のより詳細な分析を提供し
た。
【０１５３】
　上記所見を確認するためにウエスタンブロットアッセイを使用した。同じ７つの免疫優
性融合タンパク質を、８つの他のＭＯＭＰおよびいくつかの対照タンパク質と共に抗原と
して使用した。予想分子量位置で泳動する主要な完全長融合タンパク質バンドを各々の融
合タンパク質試料について同定した。ウエスタンブロット上で抗原が検出された場合、プ
ール陽性血清試料は、ＣＰＡＦを１：１，０００，０００希釈で認識し、ＣＴ７９５およ
びＣＴ０８９を１：１００，０００希釈で、残りのクラミジア融合タンパク質を１：１０
，０００希釈で認識した。対照融合タンパク質であるＣＴ１１２、ＣＴ５７４、ＣＴ６０
６およびＧＳＴ単独は、血清希釈にかかわらず検出されなかった。９つのＭＯＭＰの中で
、プール患者血清は、Ｂ、Ｂａ、Ｄ、ＥおよびＬ２を含むＢ複合体血清型に由来するＭＯ
ＭＰを選択的に認識した。プール陰性血清は、１：１０，０００希釈でクラミジア融合タ
ンパク質と検出可能な反応性を示さなかった。これらのウエスタンブロット法の結果はＥ
ＬＩＳＡデータとおおむね一致した。
【０１５４】
＜免疫反応性抗原の特性付け＞内因性タンパク質の発現パターンを評価し、位置を決定す
るために、新たに同定された免疫反応性抗原の各々に対して抗体を作製し、クラミジア感
染培養物中の内因性タンパク質を追跡するのに使用した。対照として、ＭＯＭＰは感染の
初期（８時間）および後期（４８時間）の両方で空胞内細菌と完全に重複して検出された
が、ＣＰＡＦは、感染後期に感染細胞サイトゾルにおいてのみ検出された。仮想タンパク
質ＣＴ２２６は、感染後期に封入体膜で検出されたが、初期には検出できなかった。仮想
タンパク質ＣＴ１４７は、感染過程全体において検出され、感染初期には封入体の内部で
、後期には封入体の周辺領域で検出された。仮想タンパク質ＣＴ７９５は、初期に発現さ
れ、すべてではないが一部は封入体に限定されると思われ、一方ＣＴ６９４は、封入体内
で感染後期にのみ検出された（大部分はクラミジア菌と重複して）。最後に、ＣＴ０８９
は、空胞内クラミジア菌と重複して感染周期全体を通じて検出され、発現／局在化パター
ンはＭＯＭＰと同様であった。
【０１５５】
［実施例ＩＩ］
＜仮想タンパク質ＣＴ８１３はクラミジア・トラコマティス封入体膜に局在し、クラミジ
ア・トラコマティスに尿生殖器感染した女性において免疫原性である＞
＜クラミジア菌および感染＞本試験のために使用したクラミジア血清型／株は、Ａ、Ｂ、
Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｉ、Ｋ、Ｌ１、Ｌ３およびＢａ（Ｒｏｃｋｙ　Ｍｏｕｎｔａｉｎ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，ＮＩＡＩＤ，ＮＩＨ，Ｈａｍｉｌｔｏｎ，ＭｏｎｔａｎａのＨａ
ｒｌａｎ　Ｃａｌｄｗｅｌｌより入手した）、６ＢＣ（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｔ
ｅｎｎｅｓｓｅｅ，ＭｅｍｐｈｉｓのＴｈｏｍａｓ　Ｈａｔｃｈより入手した）（Ｅｖｅ
ｒｅｔｔｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．５９：２８５３－２８５
５）、ＭｏＰｎ（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ，Ｉｒｖｉｎｅの
Ｌｏｕｉｓ　Ｄｅ　Ｌａ　Ｍａｚａより入手した）（Ｐａｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９９６）
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Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．６４：５３４１－５３４８）、並びにＬ２およびＧＰＩＣを
含む。これらの生物を、先に述べられているように増殖させ、精製し、力価測定した（Ｇ
ｒｅｅｎｅ　ｅｔ　ａｌ．（２００４）Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．７２：４５１－４６
０）。生物のアリコートを使用時まで－８０℃で保存した。５％ＣＯ２を供給したインキ
ュベータにおいて３７℃で、１０％ウシ胎仔血清（ＧＩＢＣＯ　ＢＲＬ）を添加したダル
ベッコ改変イーグル培地（ＧＩＢＣＯ　ＢＲＬ，Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ，ＭＤ）中に維持し
たＨｅＬａ細胞（ＡＴＣＣ，Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ）を本試験のために使用した。免疫
蛍光アッセイ用のクラミジア感染試料を調製するため、ＨｅＬａ細胞を、２４ウェルプレ
ートにおいてカバーガラス上でクラミジア接種前に一晩増殖させた。１０％ウシ胎仔血清
および２μｇ／ｍｌシクロヘキシミド（Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）を添加し
たダルベッコ改変イーグル培地で希釈したクラミジア菌を、細胞単層に直接接種した。感
染量を個々の血清型についてあらかじめ測定し、約５０％の感染率をすべての血清型に適
用した。細胞試料をＣＯ２インキュベータにおいて３７℃で培養し、個々の実験について
示す感染後の様々な時点で処理した。ウエスタンブロットアッセイのために、細胞試料を
７５ｃｍ２組織培養フラスコ中で増殖させ、２％ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）試料
緩衝液での溶解を介して収集したことを除き、クラミジア感染を上述したのと同様に実施
した。
【０１５６】
＜クラミジア融合タンパク質の原核生物発現および抗融合タンパク質抗体の作製＞ＣＴ８
１３タンパク質を含む仮想タンパク質をコードするＯＲＦ、並びにクラミジア・トラコマ
ティス血清型Ｄゲノムに由来するＩｎｃＧ、ＩｎｃＡ、ＭＯＭＰ、ＨＳＰ６０およびＣＰ
ＡＦを含む様々な公知のタンパク質を、ｐＧＥＸベクター（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒ
ｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ，Ｉｎｃ．，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ）にクローニング
し、クラミジアタンパク質のＮ末端に融合したグルタチオンＳ－トランスフェラーゼ（Ｇ
ＳＴ）との融合タンパク質として発現させた。イソプロピル－β－Ｄ－チオガラクトピラ
ノシド（ＩＰＴＧ；Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）で融合タンパク質
の発現を誘導し、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００溶解緩衝液（１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００
、１ｍＭフェニルメチルスルホニルフルオリド、７５Ｕ／ｍｌアプロチニン、２０μＭロ
イペプチンおよび１．６μＭペプスタチン）中での超音波処理を介して細菌を溶解するこ
とにより、融合タンパク質を抽出した。デブリを除去するための高速遠心分離後、融合タ
ンパク質含有上清を様々なアッセイにおいて直接使用するかまたはグルタチオン結合アガ
ロースビーズ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）を用いてさらに精製した。ビーズ結合融合タンパク
質を、抗血清試料から抗原特異的抗体を枯渇させるのにも使用した。抗体作製のために、
先に述べられているように精製融合タンパク質を使用してマウスを免疫した（Ｚｈｏｎｇ
　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．６２：１５７６－１５８３；Ｚ
ｈｏｎｇ　ａｎｄ　Ｂｒｕｎｈａｍ．（１９９２）Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．６０：３
１４３－３１４９；Ｚｈｏｎｇｅｔ　ａｌ．（１９９７）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ
．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９４：１３８５６－１３８６１；Ｚｈｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ．（１９９
３）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５１：３７２８－３７３６；Ｚｈｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ．（１
９９１０　Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．５９：１１４１－１１４７）。特異的抗体の力価
が１：２，０００またはそれ以上に達した後、マウスを犠死させた。マウス血清を収集し
、使用時まで５０％グリセリン中－２０℃で保存した。
【０１５７】
＜哺乳動物細胞の一過性トランスフェクション＞クラミジア・トラコマティス血清型Ｄゲ
ノム由来のＣＴ８１３タンパク質をコードするＯＲＦを、ＣＴ８１３の５’末端に融合し
た赤色蛍光タンパク質（ＲＦＰ）遺伝子またはＦＬＡＧタグコード配列（２４ヌクレオチ
ド）のいずれかと共にｐＤｓＲｅｄ－Ｍｏｎｏｍｅｒ－Ｃ１（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃ
ｅｓ　Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ，ＣＡ）およびｐＦＬＡＧ－ＣＭＶ－４（Ｓ
ｉｇｍａ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）哺乳動物発現ベクター系にクローニングした。製造
者（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）によって推奨されるプロトコール
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に従ってＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　２０００トランスフェクション試薬を使用するこ
とにより、組換えプラスミドをＨｅＬａ細胞にトランスフェクトした。個々の実験につい
て示す、トランスフェクション後の様々な時点で、ＣＴ８１３タンパク質発現を融合タグ
ＲＦＰまたはマウス抗Ｄ８１３抗体標識のいずれかによって可視化した。
【０１５８】
＜免疫蛍光染色＞カバーガラス上で増殖させたＨｅＬａ細胞を、リン酸緩衝食塩水に溶解
した４％パラホルムアルデヒドで室温にて２０分間固定し、続いて０．１％Ｔｒｉｔｏｎ
　Ｘ－１００でさらに４分間透過処理した。洗浄し、ブロックした後、細胞試料を抗体と
化学染色との様々な組合せに供した。Ｈｏｅｃｈｓｔ（ブルー）（Ｓｉｇｍａ）を使用し
て核ＤＮＡを可視化した。ウサギ抗クラミジア菌抗体（クラミジア・トラコマティス血清
型Ｌ２菌で惹起したＲ１Ｌ２）（データは示していない）、抗ＣＴ３９５抗体（ＣＴ３９
５融合タンパク質で惹起した；ＣＴ３９５タンパク質はすべてのクラミジア種の間で＞７
０％のアミノ酸配列同一性を有するＧｒｐＥ関連シャペロニンである）または抗ＩｎｃＧ
抗体（Ｒｏｃｋｙ　Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，ＮＩＡＩＤ，ＮＩＨ，Ｈ
ａｍｉｌｔｏｎ，ＭｏｎｔａｎａのＴｅｄ　Ｈａｃｋｓｔａｄｔによって提供された）（
Ｓｃｉｄｍｏｒｅ－Ｃａｒｌｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９９）Ｍｏｌ．Ｍｉｃｒｏｂｉ
ｏｌ．３３：７５３－７６５）、プラスＣｙ２（グリーン）と結合したヤギ抗ウサギ免疫
グロブリンＧ（ＩｇＧ）二次抗体（Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｗｅｓｔ　Ｇｒｏｖｅ，ＰＡ）を使用して、クラミ
ジア封入体または封入体膜を可視化した。ＣＴ８１３タンパク質、ＩｎｃＧ、ＭＯＭＰ（
モノクローナル抗体、クローンＭＣ２２）およびＣＰＡＦ（モノクローナル抗体、クロー
ン１００ａ）プラスＣｙ３（レッド）と結合したヤギ抗マウスＩｇＧ（Ｊａｃｋｓｏｎ　
ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ）に対するマウス抗体を使用して対応する抗原を可視化し
た。一部の場合には、一次抗体に、細胞試料の染色の前にアガロースビーズ（Ｐｈａｒｍ
ａｃｉａ）に固定した対応する融合タンパク質または異種融合タンパク質を前吸収させた
。前吸収アプローチは、抗体をビーズ固定化抗原と共に室温で１時間または４℃で一晩イ
ンキュベートし、続いてビーズをペレット化することによって実施した。残りの上清を免
疫染色のために使用した。トランスフェクトした細胞試料については、ＣＴ８１３タンパ
ク質を融合タグＲＦＰによってまたはマウス抗ＣＴ８１３抗体との共染色によって可視化
した。加えて、トランスフェクトした細胞をまた、Ｆ－アクチンを可視化するためにＡｌ
ｅｘａ４８８（グリーン）（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ）
と結合したファロイジンと共染色し、微小管を検出するために抗αチューブリン抗体（ク
ローンＢ－５－１－２；Ｓｉｇｍａ）と、そして中間径フィラメント（ＩＦ）を検出する
ために抗サイトケラチン８抗体（クローンＭ２０；Ｓｉｇｍａ）と共染色した。共染色は
、Ｃｙ２（グリーン）と結合したヤギ抗マウスＩｇＧ（Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲ
ｅｓｅａｒｃｈ）によって可視化した。
【０１５９】
＜蛍光および共焦点顕微鏡検査＞適切な免疫標識後、細胞試料を、先に述べられているよ
うに複数のフィルターセットを備えたＯｌｙｍｐｕｓ　ＡＸ－７０蛍光顕微鏡（Ｏｌｙｍ
ｐｕｓ，Ｍｅｌｖｉｌｌｅ，ＮＹ）での画像の解析および取得のために使用した（Ｆａｎ
　ｅｔ　ａｌ．（１９９８）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１８７：４８７－４９６；Ｇｒｅｅｎ
ｅ　ｅｔ　ａｌ．（２００４）Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．７２：４５１－４６０；Ｘｉ
ａｏ　ｅｔ　ａｌ．（２００５）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１７４：１７０１－１７０８；Ｚ
ｈｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ．（２００１）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１９３：９３５－９４２）。
簡単に述べると、複数の多色標識試料を所与のフィルターセット下で同時に露光し、Ｈａ
ｍａｍａｔｓｕデジタルカメラを用いて単色画像を取得した。次に、単色画像をＳｉｍｐ
ｌｅＰＣＩソフトウエアで重ね合わせて多色を表示した。ＵＴＨＳＣＳＡの組織コア施設
（ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎａｌ　ｃｏｒｅ　ｆａｃｉｌｉｔｙ）において、Ｏｌｙｍｐｕ
ｓ　ＦｌｕｏＶｉｅｗレーザー共焦点顕微鏡を使用して共染色試料をさらに分析した。す
べての顕微鏡画像をＡｄｏｂｅ　Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐプログラム（Ａｄｏｂｅ　Ｓｙｓｔ
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ｅｍｓ，Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ，ＣＡ）を用いて処理した。
【０１６０】
＜ウエスタンブロットアッセイ＞ウエスタンブロットアッセイを、別のところで述べられ
ているように実施した（Ｄｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ．（２００５）Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ
．７３：１８６１－１８６４；Ｄｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ．（２００５）Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍ
ｍｕｎ．７３：１８６８－１８７２；Ｆａｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９８）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍ
ｅｄ．１８７：４８７－４９６；Ｓｈａｒｍａ　ｅｔ　ａｌ．（２００５）Ｉｎｆｅｃｔ
．Ｉｍｍｕｎ．７３：４４１４－４４１９；Ｚｈｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ．（１９９６）Ｊ．
Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１８４：２０６１－２０６６）。簡単に述べると、融合タンパク質、感
染全細胞溶解産物または精製クラミジア菌試料を２％ＳＤＳ試料緩衝液に可溶化し、ＳＤ
Ｓ－ポリアクリルアミドゲルウェルに負荷した。電気泳動後、タンパク質をニトロセルロ
ース膜に転写し、ブロットを一次抗体で検出した。一次抗体結合をホースラディッシュペ
ルオキシダーゼ結合二次抗体でプローブし、ＥＣＬキット（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉ
ｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ．，Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ，ＣＡ）で可視化した。
【０１６１】
　ウエスタンブロットアッセイを以下の目的に使用した。ＣＴ８１３タンパク質が精製ク
ラミジア菌に付随するかどうかを測定するため、クラミジア感染全細胞溶解産物と精製Ｅ
Ｂ試料をマウス抗ＣＴ８１３抗体との反応性に関して比較した。前吸収効率の有効性を確
認するため、マウス抗ＣＴ８１３および抗ＩｎｃＧ抗体に、上述したように対応する融合
タンパク質または異種融合タンパク質を前吸収させるかまたは前吸収させず、その後ニト
ロセルロース膜に適用した。ＣＴ８１３タンパク質発現の時間経過を観測するため、感染
ＨｅＬａ細胞試料を感染後の様々な時点で採集し、ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気
泳動（ＰＡＧＥ）によって分離した。細胞試料をニトロセルロース膜に転写した後、対応
するタンパク質バンドを、ＣＴ８１３タンパク質、ＭＯＭＰ（クローンＭＣ２２）および
宿主β－アクチン（クローンＡｃ－１５）を認識するマウス抗体で検出した。プールヒト
血清をクラミジア融合タンパク質との反応性に関して力価測定するため、精製融合タンパ
ク質を複数のセットのＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲルの対応するレーンに等しい量で負
荷した。１セットをブリリアントブルーＲ－２５０（Ｓｉｇｍａ）で染色して各レーンに
おけるタンパク質の総量を可視化し、残りのセットをニトロセルロース膜に転写して、血
清の連続希釈後にクラミジア融合タンパク質へのヒト抗体結合を評価した。
【０１６２】
＜ＥＬＩＳＡ＞クラミジア・トラコマティス尿生殖器感染症と診断された女性から収集し
た１０のヒト血清（陽性血清）およびクラミジア感染のない女性から収集した８のヒト血
清（陰性血清）を本試験において使用した。これらのヒト血清を、ＣＴ８１３タンパク質
および他のクラミジア融合タンパク質とのそれらの反応性に関して、融合タンパク質を、
ＧＳＴとマイクロプレートに前被覆したグルタチオンの間での相互作用を介して９６ウェ
ルＥＬＩＳＡマイクロプレート（Ｐｉｅｒｃｅ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ）に固定したこ
とを除き、別のところで述べられているように固相酵素免疫検定法（ＥＬＩＳＡ）によっ
て測定した（Ｓｈａｒｍａ　ｅｔ　ａｌ．（２００４）Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．７２
：７１６４－７１７１；Ｚｈｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１
５１：３７２８－３７３６；Ｚｈｏｎｇ　ａｎｄ　Ｂｒｕｎｈａｍ．（１９９０）Ｉｎｆ
ｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．５８：３４３８－３４４１）。簡単に述べると、ＧＳＴ融合タンパ
ク質を含む細菌溶解産物をグルタチオンプレートに直接添加した。プレートを洗浄して過
剰の融合タンパク質を除去し、２．５％脱脂乳（リン酸緩衝液中）でブロックした後、ヒ
ト血清試料をおおよそ希釈し、抗原固定化マイクロプレートに添加した。血清抗体の結合
を、可溶性基質２，２’－アジノビス（３－エチルベンゾチアゾリン－６－スルホン酸）
（ＡＢＴＳ）ジアンモニウム塩（Ｓｉｇｍａ）と組み合わせたホースラディッシュペルオ
キシダーゼ結合ヤギ抗ヒトＩｇＧ（Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｗｅｓｔ　Ｇｒｏｖｅ，ＰＡ）で検出し、マイクロ
プレートリーダー（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｓ
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ｕｎｎｙｖａｌｅ，ＣＡ）を用いて４０５ｎｍで吸光度（光学密度［ＯＤ］）を読み取る
ことによって定量した。
【０１６３】
＜クラミジア・トラコマティス封入体膜へのＣＴ８１３タンパク質の局在化＞クラミジア
・トラコマティスの新しい封入体膜タンパク質を探索するため、クラミジア融合タンパク
質で惹起した抗体を使用して、免疫蛍光アッセイにおいてクラミジア感染細胞中の対応す
る内因性タンパク質の位置を特定した。約３００抗体をスクリーニングした後、ＣＴ８１
３融合タンパク質で惹起した抗体が封入体膜を標識すると思われることが判明した。抗Ｃ
Ｔ８１３抗体の染色パターンは、公知のクラミジア封入体膜タンパク質であるＩｎｃＧを
特異的に認識する抗体のパターンに類似する。対照として、抗ＭＯＭＰ抗体は封入体内生
物を検出し、抗ＣＰＡＦ抗体はクラミジア感染細胞のサイトゾルを標識した。抗Ｄ８１３
抗体と抗ＩｎｃＧ抗体との染色パターンをより詳細に比較するため、２つの抗体を使用し
て同じ細胞試料を共染色した。従来の蛍光顕微鏡とレーザー共焦点顕微鏡との両方が、２
つの抗体が封入体膜を共染色することおよび染色が重複することを明らかにし、抗ＣＴ８
１３抗体がクラミジア・トラコマティス封入体膜を選択的に標識することを確認した。ウ
エスタンブロットアッセイにおいて、抗ＣＴ８１３抗体および抗ＩｎｃＧ抗体は、感染全
細胞溶解産物中の対応する内因性タンパク質を検出したが、精製ＥＢを検出せず、一方、
等しい量のＭＯＭＰが両方の試料で検出され、ＣＴ８１３タンパク質が主として封入体膜
に局在するという概念を裏付けた。
【０１６４】
　抗ＣＴ８１３抗体による封入体膜標識がＣＴ８１３タンパク質に特異的であるか否かを
評価するために前吸収手順を使用した。この実験では、クラミジア感染細胞試料に適用す
る前に、抗ＣＴ８１３抗体および対照抗ＩｎｃＧ抗体に、それぞれ対応する融合タンパク
質および異種融合タンパク質を前吸収させるかまたは前吸収させなかった。抗Ｄ８１３抗
体と抗ＩｎｃＧ抗体との両方がクラミジア封入体膜を標識した。抗ＣＴ８１３染色は、Ｇ
ＳＴ－ＣＴ８１３の前吸収によって排除されたが、ＧＳＴ－ＩｎｃＧ融合タンパク質の前
吸収によっては排除されず、一方、抗ＩｎｃＧ染色は、ＧＳＴ－ＩｎｃＧによってブロッ
クされたが、ＧＳＴ－Ｄ８１３ではブロックされなかった。前吸収手順の効率をウエスタ
ンブロットアッセイにおいてさらに確認した。融合タンパク質と内因性タンパク質との両
方を認識する抗Ｄ８１３抗体および抗ＩｎｃＧ抗体の能力は、同種融合タンパク質の前吸
収によって排除されたが、異種融合タンパク質によっては排除されず、前吸収が効率的且
つ特異的であることを確認した。従って、抗ＣＴ８１３抗体による封入体膜染色はＣＴ８
１３タンパク質に特異的である。
【０１６５】
＜クラミジア感染培養物中でのＣＴ８１３タンパク質の発現＞ＣＴ８１３タンパク質発現
を、ウエスタンブロット法と免疫蛍光アッセイとの両方によって培養物中で経時的に観測
した。抗Ｄ８１３抗体は、感染の２４時間後にクラミジア感染培養物中で内因性ＣＴ８１
３タンパク質に対応するバンドを検出したが、非感染培養物中では検出しなかった。構成
的に発現される主要外膜タンパク質であるＭＯＭＰも感染の２４時間後に初めて検出され
たので、初期時点でＣＴ８１３タンパク質が検出されないことは、負荷した試料の量が不
十分であることによる可能性がある。レーンに負荷した細胞タンパク質の総量は、宿主β
－アクチンの検出によって示されるように、同様であった。ＧＳＴ－ＣＴ８１３融合タン
パク質は、抗ＣＴ８１３抗体によってのみ検出され、抗ＭＯＭＰ抗体または抗β－アクチ
ン抗体では検出されず、抗体結合の特異性を確認した。
【０１６６】
　免疫蛍光アッセイでは、ＣＴ８１３タンパク質は、感染の１２時間後に早くも検出され
、感染過程全体を通じて封入体膜中に存在した。単一細胞に基づく免疫蛍光顕微鏡検査法
は、他の新たに合成されたクラミジアタンパク質を８時間という早期に検出するのに十分
な感受性があることが知られているので（Ｂｅｌｌａｎｄ　ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｐ
ｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　１００：８４７８－８４８３）、そして
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ＭＯＭＰは同じアッセイにおいて感染の８時間後に可視化されたので、感染の８時間後に
ＣＴ８１３タンパク質が検出できないことは、ＣＴ８１３タンパク質がこの時点でクラミ
ジア・トラコマティスによって発現されていない可能性を示唆する。この結論は、ＣＴ８
１３がマイクロアレイ分析によって同定された前初期遺伝子ではなかったという所見と一
致する（Ｂｅｌｌａｎｄ　ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ
ｃｉ．ＵＳＡ　１００：８４７８－８４８３）。しかし、ＣＴ８１３タンパク質が最初に
発現される正確な時点を決定するには、より大規模で、高感度の、慎重な分析が必要であ
る。
【０１６７】
　ＢＬＡＳＴ配列検索により、ＣＴ８１３タンパク質のホモログは、マウス次亜種ＭｏＰ
ｎを含む、クラミジア・トラコマティス種の株／血清型においてのみ認められた。マウス
ポリクローナル抗ＣＴ８１３抗体を使用して、４つの異なる種に由来する複数のクラミジ
ア血清型／株に感染した細胞培養物をスクリーニングした。抗ＣＴ８１３抗体は、すべて
のクラミジア・トラコマティスヒト血清型に感染した細胞において封入体膜を標識したが
、他の株では標識しなかった。ＤＮＡ配列解析は、ＭｏＰｎゲノムがＣＴ８１３と相同な
遺伝子（Ｔｃ０１９９と称される［Ｒｅａｄ　ｅｔ　ａｌ．（２０００）Ｎｕｃｌｅｉｃ
　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２８：１３９７－１４０６］）を含むと判定したが、抗ＣＴ８１
３抗体はＭｏＰｎ感染培養物を標識することができなかった。この標識失敗が、ＭｏＰｎ
によるＴＣ０１９９タンパク質発現の欠如、またはＴＣ０１９９とＣＴ８１３タンパク質
との間の比較的低い相同性（～３６％のアミノ酸同一性）（従って十分な交差反応性の欠
如）に起因するかどうかを試験するため、ＣＴ０１９９融合タンパク質で惹起した抗体を
使用して、ＭｏＰｎ感染培養物を検出した。抗ＣＴ０１９９抗体はＭｏＰｎ感染細胞の封
入体膜を標識し、ＣＴ０１９９タンパク質が発現されるだけでなく、そのホモログと同様
に、クラミジア・トラコマティスヒト次亜種に由来するＣＴ８１３タンパク質が封入体膜
に局在することを明らかにした。
【０１６８】
＜外因的に発現されるＣＴ８１３タンパク質は細胞骨格様構造を示した＞ＣＴ８１３タン
パク質がクラミジア感染の不在下でＨｅＬａ細胞においてどのように挙動するかを評価す
るため、ＣＴ８１３タンパク質を、そのＮ末端に融合したＲＦＰとの融合タンパク質（Ｒ
ＦＰ－ＣＴ８１３と称される）として発現させた。驚くべきことに、ＲＦＰ－ＣＴ８１３
融合タンパク質は、トランスフェクトした細胞において線維を形成し、過剰発現されたＲ
ＦＰは単独で、核を含む細胞全体に均一に分布した。ＲＦＰ－ＣＴ８１３融合タンパク質
によって示された線維構造は、抗ＣＴ８１３抗体共染色と重なったが、Ｆ－アクチンまた
は微小管とは重ならなかった。ＲＦＰ－ＣＴ８１３線維のパターンは、サイトケラチン８
を共染色することによって可視化されるＩＦのパターンと同様に見えるが、これら２つは
重なり合わなかった。ＲＦＰ－ＣＴ８１３構造とＩＦとの間の関係を確認するため、共染
色試料を共焦点顕微鏡分析に供した。ＲＦＰ－ＣＴ８１３線維は中間径フィラメントと重
ならなかった。ＲＦＰ－ＣＴ８１３線維は細胞骨格様構造と指定され、トランスフェクシ
ョン期間（トランスフェクション後６～２４時間）を通じて認められた。ＲＦＰ－ＣＴ８
１３によって形成された細胞骨格様構造は、ＲＦＰ融合タグに起因するとは考えられず、
というのは、ＲＦＰタグ単独では明白な線維を形成せず、ｐＦＬＡＧ－ＣＭＶベクターに
よって８アミノ酸ＦＬＡＧタグとのみ共に発現されるＣＴ８１３タンパク質も同様の細胞
骨格様構造を示したからである。
【０１６９】
＜ＣＴ８１３タンパク質は、ヒトにおけるクラミジア・トラコマティス感染の間に発現さ
れ、免疫原性である＞ＣＴ８１３タンパク質に対するヒト抗体応答を使用して、ヒトにお
けるクラミジアによるその発現を間接的に評価した。クラミジア・トラコマティス尿生殖
器感染症と診断された１０名の女性からの血清試料を、ＥＬＩＳＡにおいてクラミジア融
合タンパク質に対して各々評価した。ＣＴ８１３融合タンパク質に特異的なヒト抗体の力
価は、ＭＯＭＰ融合タンパク質に特異的なヒト抗体の力価と同じ高さであった。抗ＣＰＡ
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Ｆ抗体の力価が最も高かったという所見は、以前の知見と一致する（Ｓｈａｒｍａ　ｅｔ
　ａｌ．（２００４）Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．７２：７１６４－７１７１）。ＨＳＰ
６０およびＩｎｃＡの両方に対する抗体の力価は、ＣＴ８１３タンパク質に対する力価よ
りも低かった。ＧＳＴ単独に対しては有意のバックグラウンド抗体レベルは検出されなか
った。これはおそらく、ここで検定したすべてのヒト血清試料が、遊離ＧＳＴを含有する
細菌溶解産物を前吸収していたという事実に起因する。ＥＬＩＳＡの特異性を確認するた
め、プールヒト試料を、細菌溶解産物に加えてＨｅＬａ溶解産物またはクラミジア感染細
胞溶解産物の前吸収に供した。様々なクラミジア融合タンパク質とヒト抗体の反応性は、
クラミジア感染ＨｅＬａ溶解産物の前吸収によってブロックされたが、ＨｅＬａ単独溶解
産物の前吸収ではブロックされなかった。さらに、クラミジア感染を有さない８名の女性
からの血清は、これらのクラミジア融合タンパク質と最小限に反応した。ＣＴ８１３タン
パク質とヒト抗体の反応性をウエスタンブロットアッセイにおいてさらに確認した。プー
ル陽性血清は、１：５００の希釈で、ＧＳＴ－ＣＴ８１３を含むすべての融合タンパク質
を認識したが、ＧＳＴ単独を認識しなかった。ヒト血清希釈を上昇させると共に、認識さ
れる融合タンパク質が減少した。しかし、陽性血清は、１：６２，５００の希釈でＣＴ８
１３、ＭＯＭＰおよびＣＰＡＦ融合タンパク質をなおまだ認識したが、プール陰性血清は
、１：５００でも、いずれの抗原も認識できなかった。ウエスタンブロットアッセイの結
果は、上記ＥＬＩＳＡ所見をおおむね支持した。
【０１７０】
［実施例ＩＩＩ］
＜同定された付加的な免疫優性タンパク質＞
　使用したヒト患者抗血清のみが異なる、実施例Ｉで述べた方法を使用して、１９の付加
的なクラミジアタンパク質を免疫優性として同定した。これら１９のタンパク質を表２に
列挙する。
【０１７１】
［実施例ＩＶ］
＜同定されたさらなる免疫優性タンパク質＞
　本明細書並びにＬｉ　ｅｔ　ａｌ．（その内容全体が参照により本明細書に組み込まれ
る、「Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｆｉｆｔｙ　ｐｕｔａｔｉｖｅ　ｉｎ
ｃｌｕｓｉｏｎ　ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｅｎｃｏｄｅｄ　ｉｎ　ｔｈｅ
　Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｔｒａｃｈｏｍａｔｉｓ　ｇｅｎｏｍｅ」Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍ
ｕｎ．７６（６）：２７４６－５７（２００８））に記載されている方法を使用して、４
１の付加的なクラミジアタンパク質を免疫優性として同定した。これら４１のタンパク質
を表３に列挙する。
【０１７２】
［実施例Ｖ］
＜免疫優性タンパク質に関する防御および病理学試験＞
　本明細書で述べるタンパク質は、クラミジアに感染した患者からの抗血清によって優性
に（ｄｏｍｉｎａｎｔｌｙ）認識されると判定されたので、これらのタンパク質がマウス
においてクラミジア抗原投与感染に対する防御免疫を誘導するおよび／または卵管疾病（
卵管水腫）を軽減することができるかどうかを評価するためにさらなる試験を実施した。
これらの試験は、ＣＴ１４３、ｐＣＴ０３（ｐｇｐ３）、ＣＴ５４１およびＣＴ８６６の
マウスクラミジア種（ＭｏＰｎ）ホモログによる免疫が、マウス尿生殖路感染モデルにお
いてＭｏＰｎ生物による抗原投与感染に対する防御を誘導し得ることを示した（表４～６
）。本試験で検討した付加的な抗原は、有意の防御を誘導することができなかった（表４
～７）。さらに、本試験で検討した抗原の大部分は、卵管疾病（卵管水腫）の軽減を示し
た（表４～５）。本発明の付加的なタンパク質を分析するためのさらなる試験が進行中で
ある。
【０１７３】
　Ｂａｌｂ／ｃ雌性マウスを、ＣｐＧアジュバントを添加した［表５（実験４）における
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鼻内免疫用（ｉ．ｎ．）］および不完全フロイントアジュバント（ＩＦＡ）に乳化した［
表４、６および７（実験３、５および６）における筋肉内注射用（ｉ．ｍ．）］、対応す
る精製クラミジア抗原で免疫した。マウスを、所与の抗原２０～２００μｇプラスＣｐＧ
１０μｇおよび等容量のＩＦＡ（ＩＦＡはｉ．ｍ．用のみ）で各々３回免疫した。最後の
注射の３０日後、マウスにＭｏＰｎ生菌を膣内経路で抗原投与した。感染から種々の日数
後（Ｄ）に、生菌の排出を観測するために膣スワブを採取した。感染の６０～８０日後に
、疾病（可視卵管水腫）を可視化するためにすべてのマウスを犠死させた。生菌回収率を
Ｌｏｇ１０　ＩＦＵとして表し、卵管水腫疾病を発生率および重症度スコアとして表した
。陰性対照用のＣｐＧ＋ＧＳＴ免疫および陽性対照としてのＣｐＧ＋ＭｏＰｎ　ＥＢの２
つの対照群を各々の実験に含めた。
【０１７４】
　前記は本発明の説明であり、本発明の限定と解釈されるべきではない。本発明は以下の
特許請求の範囲によって規定され、特許請求の範囲の等価物はその中に包含される。すべ
ての出版物、特許出願、特許、特許公開、本明細書で提供されるアクセッション番号によ
りＧｅｎＢａｎｋ（登録商標）データベースまたは他の配列データベースにおいて同定さ
れた配列（ヌクレオチド配列、一塩基多型ヌクレオチド、アミノ酸配列等）、および本明
細書で引用されるあらゆる他の参考文献は、参考文献が提示される文および／または項に
関連する教示について、それらの全体が参照により本明細書に組み込まれる。
【０１７５】
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