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(57)【要約】
本発明は、結核菌(Mycobacterium tuberculosis)(M.tub
erculosis)タンパク質、および免疫学的に活性のあるそ
れらの断片(ペプチドまたはミモトープペプチド)に関す
る。特に、本発明は、抗原性が高くかつ結核菌の臨床株
に特有の結核菌タンパク質およびそれらのペプチドのグ
ループに関する。従って、本発明は、さらに、結核菌群
感染の診断、治療、または予防における、これらの結核
菌タンパク質またはペプチドの使用に関する。



(2) JP 2017-526742 A 2017.9.14

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　(a)Rv0840c(SEQ ID NO:6)または1つもしくは複数のその断片;(b)TBFG_13463(SEQ ID NO
:1)または1つもしくは複数のその断片;(c)Rv1677(SEQ ID NO:7)または1つもしくは複数の
その断片;(d)Rv2654c(SEQ ID NO:3)または1つもしくは複数のその断片;(e)Rv3845(SEQ ID
 NO:4)または1つもしくは複数のその断片;(f)Rv1495(SEQ ID NO:5)または1つもしくは複
数のその断片;および(g)Mtub2_17866(SEQ ID NO:2)または1つもしくは複数のその断片の1
つまたは複数に対する免疫応答をインビトロで検出する工程を含む、対象において結核菌
(Mycobacterium tuberculosis)(M.tuberculosis)群感染を診断するための方法。
【請求項２】
　(i)Rv0840c(SEQ ID NO:6)または1つもしくは複数のその断片;(ii)TBFG_13463(SEQ ID N
O:1)または1つもしくは複数のその断片;(iii)Rv1677(SEQ ID NO:7)または1つもしくは複
数のその断片;(iv)Rv3845(SEQ ID NO:4)または1つもしくは複数のその断片;および(v)Rv2
654c(SEQ ID NO:3)または1つもしくは複数のその断片の1つまたは複数に対する免疫応答
をインビトロで検出する工程を含む、請求項1記載の方法。
【請求項３】
　Rv0840c(SEQ ID NO:6)または1つもしくは複数のその断片に対する免疫応答をインビト
ロで検出する工程を含む、請求項1または2記載の方法。
【請求項４】
　1種または複数種のさらなる結核菌タンパク質に対する免疫応答をインビトロで検出す
る工程をさらに含む、前記請求項のいずれか一項記載の方法。
【請求項５】
　1種または複数種のさらなる結核菌タンパク質がRD1タンパク質を含む、請求項4記載の
方法。
【請求項６】
　RD1タンパク質がCFP-10またはESAT-6である、請求項5記載の方法。
【請求項７】
　断片の1つまたは複数のプールに対する免疫応答をインビトロで検出する工程を含み、
各プールが、TBFG_13463(SEQ ID NO:1)、Mtub2_17866(SEQ ID NO:2)、Rv2654c(SEQ ID NO
:3)、Rv3845(SEQ ID NO:4)、Rv1495(SEQ ID NO:5)、Rv0840c(SEQ ID NO:6)、またはRv167
7(SEQ ID NO:7)に由来する2つ以上の断片を含む、前記請求項のいずれか一項記載の方法
。
【請求項８】
　プールの中の断片が、断片が由来するタンパク質の配列の少なくとも80％をカバーする
タンパク質断片ライブラリーを形成する、請求項7記載の方法。
【請求項９】
　プールの中の断片が、断片が由来するタンパク質の配列全体をカバーするタンパク質断
片ライブラリーを形成する、請求項8記載の方法。
【請求項１０】
　各プールが、配列が重複する断片を含む、請求項8または9記載の方法。
【請求項１１】
　配列が11アミノ酸重複する、請求項10記載の方法。
【請求項１２】
　前記1つもしくは複数の断片または2つ以上の断片が15アミノ酸長である、前記請求項の
いずれか一項記載の方法。
【請求項１３】
　断片の1つまたは複数が、断片が由来するタンパク質のT細胞エピトープまたはB細胞エ
ピトープを含む、請求項7記載の方法。
【請求項１４】
　T細胞エピトープがCD4エピトープである、請求項13記載の方法。
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【請求項１５】
　T細胞エピトープがCD8エピトープである、請求項13記載の方法。
【請求項１６】
　免疫応答がインビトロ細胞性免疫応答である、前記請求項のいずれか一項記載の方法。
【請求項１７】
　免疫応答がT細胞応答である、前記請求項のいずれか一項記載の方法。
【請求項１８】
　T細胞応答がサイトカイン分泌またはT細胞増殖である、請求項17記載の方法。
【請求項１９】
　サイトカイン分泌がインターフェロンガンマ(IFNγ)分泌である、請求項18記載の方法
。
【請求項２０】
　免疫応答がB細胞応答である、請求項1～15のいずれか一項記載の方法。
【請求項２１】
　B細胞応答が抗体分泌またはB細胞増殖である、請求項20記載の方法。
【請求項２２】
　免疫応答が、請求項1記載の(a)～(g)の1つまたは複数に対する抗体の産生である、請求
項1～15のいずれか一項記載の方法。
【請求項２３】
　酵素結合免疫スポットアッセイ(ELISPOT)を含む、前記請求項のいずれか一項記載の方
法。
【請求項２４】
　患者から得られた免疫細胞集団を、請求項1記載の(a)～(g)の1つまたは複数と接触させ
る工程を含む、前記請求項のいずれか一項記載の方法。
【請求項２５】
　請求項1記載の(a)～(g)の2つ以上に対する免疫応答をインビトロで検出する工程を含み
、同じ免疫細胞集団を(a)～(g)の2つ以上と接触させる、請求項24記載の方法。
【請求項２６】
　免疫細胞集団を、請求項4～6のいずれか一項記載の1種または複数種のさらなる結核菌
タンパク質とさらに接触させる、請求項24または25記載の方法。
【請求項２７】
　請求項1記載の(a)～(g)の2つ以上に対する免疫応答をインビトロで検出する工程を含み
、(a)～(g)の2つ以上のそれぞれを異なる免疫細胞集団と接触させる、請求項24記載の方
法。
【請求項２８】
　請求項4～6のいずれか一項記載の1種または複数種のさらなる結核菌タンパク質に対す
る免疫応答をインビトロで検出する工程をさらに含み、さらなる結核菌タンパク質のそれ
ぞれを異なる免疫細胞集団と接触させる、請求項24または27記載の方法。
【請求項２９】
　請求項8～15のいずれか一項記載の断片の1つまたは複数を含む、対象において結核菌(M
.tuberculosis)群感染を診断するためのキット。
【請求項３０】
　免疫応答を検出するための手段をさらに備える、請求項29記載のキット。
【請求項３１】
　対象における結核菌群感染の治療または予防において使用するための、請求項1記載の(
a)～(g)の1つまたは複数を含む、組成物。
【請求項３２】
　請求項1記載の(a)～(g)の1つまたは複数を対象に投与する工程を含む、対象において結
核菌群感染を治療または予防する方法。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
発明の分野
　本発明は、結核菌(Mycobacterium tuberculosis)(M.tuberculosis)タンパク質および免
疫学的に活性のある、その断片(ペプチドまたはミモトープペプチド)に関する。特に、本
発明は、抗原性が高く、かつ結核菌の臨床株に特有の結核菌タンパク質およびそのペプチ
ドのグループに関する。従って、本発明は、さらに、結核菌群感染の診断、治療、または
予防における、これらの結核菌タンパク質またはペプチドの使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
背景
　結核は、結核菌(M.tuberculosis)群の一員によって引き起こされる、蔓延している感染
症である。ほとんどの結核菌群感染は無症候性、すなわち潜伏性である。しかしながら、
潜伏感染のおよそ1/10が最終的に活動性疾患(通常、肺結核)に進行し、未治療のままにし
ておくと50％超の個体が死に至る。
【０００３】
　結核菌群感染の効率的な検査室診断は結核蔓延の防止における重要な側面である。さら
に、迅速な、かつ信頼性の高い診断があると、正しい治療法を適切なタイミングで実行す
ることが可能になる。
【０００４】
　従来より、結核菌群感染は、(抗酸菌(AFB)株を用いた)鏡検を用いて、または微生物培
養を用いて体液中のマイコバクテリアを実証することによって診断されてきた。しかしな
がら、鏡検の信頼性を高くするためには試料に高濃度のマイコバクテリア(すなわち、5～
10000個/ml)がいなくてはならず、培養に基づく診断は時間がかかる。
【０００５】
　結核菌群感染を診断する新たな方法には、結核菌群感染に関連する免疫応答の検出が伴
う。他のマイコバクテリアと同様に、結核菌は、インターフェロン(IFN)-γおよび腫瘍壊
死因子(TNF)-αなどのサイトカインの分泌を伴う強力な1型炎症誘発様応答を誘発するよ
うにCD4+T細胞およびCD8+T細胞を誘発し、他の免疫細胞も刺激する。IFN-γ放出アッセイ
(IGRA)を用いて、この遅延型過敏(DTH)応答を検出することができる。IGRAは、感作され
た(感染した)個体のT細胞が結核菌抗原に再び遭遇した時にIFN-γを産生するという原理
に基づいている。市販されている結核菌用IGRAには、オリジナルのQuantiFERON-TB、なら
びにその強化バージョンQuantiFERON-TB GoldおよびQuantiFERON-TB Gold In-Tubeアッセ
イ(Cellestis International, Carnegie, Australia)、酵素結合免疫スポット(ELISPOT)T
 SPOT-TBアッセイ(Oxford Immunotec, Oxford, United Kingdom)、ならびに様々な 獣医
学用特製品(Bovigam(登録商標)、Cervigam(登録商標)、Primagam(登録商標)、Prionics, 
Schlieren-Zurich, Switzerland)が含まれる。
【０００６】
　これらのIGRAの大きな利点は結核菌群感染に対する特異性が高いことである。これは、
カルメット・ゲラン桿菌(BCG)ワクチンと、ほとんどの環境マイコバクテリアにはないゲ
ノムセグメントであるregion of difference(RD)1にコードされる特異的な結核菌抗原を
用いることによって成し遂げられた。IGRAにおいて用いられるRD1抗原にはESAT6およびCF
P10が含まれる。このような抗原に対する免疫応答に基づく診断は有効であるが、診断検
査において使用するための新たな代替の抗原を開発することは依然として必要とされてい
る。例えば、ワクチン接種した対象について偽陽性結果が得られることを避けるために、
診断検査において用いられる抗原は、ワクチンに用いられる抗原と異なることが重要であ
る。特に、ESAT6は結核菌ワクチンに含まれている可能性がある。もちろん、効果のある
新たな抗原も、結核菌群感染を予防または治療するためのワクチンに用いられる可能性が
ある。
【発明の概要】
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【０００７】
　本発明者らは、驚いたことに、結核菌の診断検査において特に有用な多数の結核菌抗原
およびその断片を特定した。特定された抗原は、ヒト白血球抗原(HLA)分子に効果的に結
合する多数のT細胞エピトープおよび/または抗体に効果的に結合するB細胞エピトープを
含有する。従って、前記の抗原および断片を用いて抗結核菌免疫応答を検出することがで
き、従って、個体における結核菌群感染の存在または非存在を確かめることができる。前
記の抗原および断片はまた個体において免疫応答を誘発することもでき、予防ワクチン接
種または治療ワクチン接種に用いられる可能性がある。
【０００８】
　従って、本発明は、(a)Rv0840c(SEQ ID NO:6)または1つもしくは複数のその断片;(b)TB
FG_13463(SEQ ID NO:1)または1つもしくは複数のその断片、(c)Rv1677(SEQ ID NO:7)また
は1つもしくは複数のその断片;(d)Rv2654c(SEQ ID NO:3)または1つもしくは複数のその断
片;(e)Rv3845(SEQ ID NO:4)または1つもしくは複数のその断片;(f)Rv1495(SEQ ID NO:5)
または1つもしくは複数のその断片;および(g)Mtub2_17866(SEQ ID NO:2)または1つもしく
は複数のその断片の1つまたは複数に対する免疫応答をインビトロで検出する工程を含む
、対象における結核菌群感染を診断するための方法を提供する。
【０００９】
　本発明はまた、
-本発明の断片の1つまたは複数を含む、対象において結核菌群感染を診断するためのキッ
ト;
-対象における結核菌群感染の治療または予防において使用するための、前記で定義した(
a)～(g)の1つまたは複数を含む、組成物;および
-前記で定義した(a)～(g)の1つまたは複数を対象に投与する工程を含む、対象において結
核菌群感染を治療または予防する方法
を提供する。
【００１０】
配列表の説明
SEQ ID NO:1は、TBFG_13463のアミノ酸配列である。
SEQ ID NO:2は、Mtub2_17866のアミノ酸配列である。
SEQ ID NO:3は、Rv2654cのアミノ酸配列である。
SEQ ID NO:4は、Rv3845のアミノ酸配列である。
SEQ ID NO:5は、Rv1495のアミノ酸配列である。
SEQ ID NO:6は、Rv0840cのアミノ酸配列である。
SEQ ID NO:7は、Rv1677のアミノ酸配列である。
SEQ ID NO:8～10は、TBFG_13463に由来するHLAクラスIIエピトープのアミノ酸配列である
。
SEQ ID NO:11および12は、Mtub2_17866に由来するHLAクラスIIエピトープのアミノ酸配列
である。
SEQ ID NO:13～19は、Rv0840cに由来するHLAクラスIIエピトープのアミノ酸配列である。
SEQ ID NO:20～24は、Rv3845に由来するHLAクラスIIエピトープのアミノ酸配列である。
SEQ ID NO:25～27は、Rv2654cに由来するHLAクラスIIエピトープのアミノ酸配列である。
SEQ ID NO:28～33は、Rv1677に由来するHLAクラスIIエピトープのアミノ酸配列である。
SEQ ID NO:34～40は、Rv1495に由来するHLAクラスIIエピトープのアミノ酸配列である。
SEQ ID NO:41～48は、TBFG_13463に由来するHLAクラスIエピトープのアミノ酸配列である
。
SEQ ID NO:49～52は、Mtub2_17866に由来するHLAクラスIエピトープのアミノ酸配列であ
る。
SEQ ID NO:53～58は、Rv2654cに由来するHLAクラスIエピトープのアミノ酸配列である。
SEQ ID NO:59～64は、Rv3845に由来するHLAクラスIエピトープのアミノ酸配列である。
SEQ ID NO:65～69は、Rv1495に由来するHLAクラスIエピトープのアミノ酸配列である。
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SEQ ID NO:70～87は、Rv0840cに由来するHLAクラスIエピトープのアミノ酸配列である。
SEQ ID NO:88～100は、TBFG_13463に由来するB細胞エピトープのアミノ酸配列である。
SEQ ID NO:101～103は、Mtub2_17866に由来するB細胞エピトープのアミノ酸配列である。
SEQ ID NO:104は、Rv2654cに由来するB細胞エピトープのアミノ酸配列である。
SEQ ID NO:105～112は、Rv3845に由来するB細胞エピトープのアミノ酸配列である。
SEQ ID NO:113～120は、Rv1495に由来するB細胞エピトープのアミノ酸配列である。
SEQ ID NO:121～136は、Rv0840cに由来するB細胞エピトープのアミノ酸配列である。
SEQ ID NO:137～141は、Rv1677に由来するB細胞エピトープのアミノ酸配列である。
SEQ ID NO:142～145は、TBFG_13463に由来するさらなるT細胞エピトープである。
SEQ ID NO:146は、Mtub2_17866に由来するさらなるT細胞エピトープである。
SEQ ID NO:147および148は、Rv2654cに由来するさらなるT細胞エピトープである。
SEQ ID NO:149～152は、Rv3845に由来するさらなるT細胞エピトープである。
SEQ ID NO:153は、Rv1495に由来するさらなるT細胞エピトープである。
SEQ ID NO:154～157は、Rv0840cに由来するさらなるT細胞エピトープである。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】様々な群の血清(対照、LTBI、活動性TB、および治癒TB)と、本発明のタンパク質
に由来する選択されたB細胞エピトーププールとの反応性を示す。
【図２Ａ】T-SPOTアッセイにおけるパネルA、パネルB、およびパネルA/パネルB最大(Max)
の比較を示す。n=183(87人のTB陽性、96人の健常ドナー)。
【図２Ｂ】ROC分析によって計算した、T-SPOT.TBアッセイにおけるパネルA/パネルB最大
の感度および特異度を示す。n=183(87人のTB陽性、96人の健常ドナー)。
【図３Ａ】T-SPOTアッセイにおけるCD4/CD8エピトーププールと、対応するペプチドライ
ブラリーの比較を示す。A-Rv1495、B-TBFG_13463、C-Rv3845(87人のTB陽性ドナー)。
【図３Ｂ】T-SPOTアッセイにおけるCD4/CD8エピトーププールと、対応するペプチドライ
ブラリーの比較を示す。A-Rv1495、B-TBFG_13463、C-Rv3845(87人のTB陽性ドナー)。
【図３Ｃ】T-SPOTアッセイにおけるCD4/CD8エピトーププールと、対応するペプチドライ
ブラリーの比較を示す。A-Rv1495、B-TBFG_13463、C-Rv3845(87人のTB陽性ドナー)。
【図４Ａ】T-SPOT.TBアッセイにおけるペプチドライブラリーの性能を示す。A-Mtub2_178
66、B-Rv2654c、C-Rv1677、D-Rv0840c(87人のTB陽性ドナー)。
【図４Ｂ】T-SPOT.TBアッセイにおけるペプチドライブラリーの性能を示す。A-Mtub2_178
66、B-Rv2654c、C-Rv1677、D-Rv0840c(87人のTB陽性ドナー)。
【図４Ｃ】T-SPOT.TBアッセイにおけるペプチドライブラリーの性能を示す。A-Mtub2_178
66、B-Rv2654c、C-Rv1677、D-Rv0840c(87人のTB陽性ドナー)。
【図４Ｄ】T-SPOT.TBアッセイにおけるペプチドライブラリーの性能を示す。A-Mtub2_178
66、B-Rv2654c、C-Rv1677、D-Rv0840c(87人のTB陽性ドナー)。
【図５】TBFG_13463、Mtub2_17866、Rv2654c、Rv3845、Rv1495、Rv0840c、およびRv1677 
CD4/CD8エピトーププール最大と、TBFG_13463、Mtub2_17866、Rv2654c、Rv3845、Rv1495
、Rv0840c、およびRv1677ペプチドライブラリー最大の比較を示す(n=183; TB陽性=87)。
【図６】CD4/CD8エピトーププール(TBFG_13463、Mtub2_17866、Rv2654c、Rv3845、Rv1495
、Rv0840c、およびRv1677)を全て含む複合エピトーププールを用いたT-SPOT.TBアッセイ
のROC曲線を示す。
【図７】ESAT-6とRv0840cペプチドライブラリーとの交換を示す(n=183; 87人のTB陽性)。
【図８】CPF10とRv0840cペプチドライブラリーとの交換を示す(n=183; 87人のTB陽性)。
【図９】T-SPOT.TBアッセイにおけるパネルAおよびパネルBへのRv0840cの付加を示す。さ
らに具体的には、図8は、パネルA/パネルB最大のROC曲線とパネルA/パネルB/Rv0840cペプ
チドライブラリー最大のROC曲線の比較を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
発明の詳細な説明
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　開示された産物および方法の様々な用途が当技術分野における特定のニーズに合わせら
れ得ることを理解しなければならない。本明細書で使用する用語は本発明の特定の態様の
説明を目的としているのにすぎず、限定することを目的としないことも理解しなければな
らない。
【００１３】
　さらに、本明細書および添付の特許請求の範囲において用いられる場合、単数形「1つ
の」、「ある」、および「その」は、文脈によってはっきりと示されていない限り複数の
指示物を含む。従って、例えば、「1つの断片」への言及は「複数の断片」を含み、「1つ
の細胞」への言及は2つ以上のこのような細胞を含み、「1つの対象」への言及は2つ以上
のこのような対象を含む。
【００１４】
　本明細書において引用される刊行物、特許、および特許出願は全て、前記であっても下
記であっても、その全体が参照により本明細書に組み入れられる。
【００１５】
本発明の方法
　本発明者らは、結核菌に対して免疫応答を誘発することができる結核菌抗原およびその
断片を特定した。従って、これらの抗原は、対象において結核菌群感染(M.tuberculosis
群感染)を診断する方法において用いられ得る。前記抗原はまた、例えば、ワクチン接種
によって、結核菌群感染を治療または予防するのに用いられ得る。結核菌群には、特に、
結核菌、マイコバクテリウム・アフリカヌム(Mycobacterium africanum)、マイコバクテ
リウム・ボビス(Mycobacterium bovis)(カルメット・ゲラン杆菌株を含む)、マイコバク
テリウム・ミクロティ(Mycobacterium microti)、マイコバクテリウム・カネティ(Mycoba
cterium canettii)、マイコバクテリウム・カプラエ(Mycobacterium caprae)、マイコバ
クテリウム・ピンニペディ(Mycobacterium pinnipedii)、マイコバクテリウム・スリカタ
エ(Mycobacterium suricattae)、およびマイコバクテリウム・ムンギ(Mycobacterium mun
gi)の1つまたは複数が含まれる。結核菌群には好ましくは結核菌が含まれる。
【００１６】
　本発明は、(a)Rv0840c(SEQ ID NO:6)または1つもしくは複数のその断片;(b) TBFG_1346
3(SEQ ID NO:1)または1つもしくは複数のその断片;(c)Rv1677(SEQ ID NO:7)または1つも
しくは複数のその断片;(d)Rv2654c(SEQ ID NO:3)または1つもしくは複数のその断片;(e)R
v3845(SEQ ID NO:4)または1つもしくは複数のその断片;(f)Rv1495(SEQ ID NO:5)または1
つもしくは複数のその断片;および(g)Mtub2_17866(SEQ ID NO:2)または1つもしくは複数
のその断片の1つまたは複数に対する免疫応答をインビトロで検出する工程を含む、対象
において結核菌(M.tuberculosis)群感染を診断するための方法を提供する。例えば、前記
方法は、(a)～(g)の少なくとも1つ、少なくとも2つ、少なくとも3つ、少なくとも4つ、少
なくとも5つ、または少なくとも6つに対する免疫応答をインビトロで検出する工程を含ん
でもよい。前記方法は、(a)～(g)の全てに対する免疫応答をインビトロで検出する工程を
含んでもよい。
【００１７】
　上記で示した(a)～(g)の定義では、(a)～(g)の1つまたは複数の任意の組み合わせに対
する免疫応答をインビトロで検出することができる。例えば、(a)～(g)のそれぞれの定義
について、(a);(b);(c);(d);(e);(f);(g);(a)および(b);(a)および(c);(a)および(d);(a)
および(e);(a)および(f);(a)および(g);(b)および(c);(b)および(d);(b)および(e);(b)お
よび(f);(b)および(g);(c)および(d);(c)および(e);(c)および(f);(c)および(g);(d)およ
び(e);(d)および(f);(d)および(g);(e)および(f);(e)および(g);(f)および(g);(a)、(b)
、および(c);(a)、(b)、および(d);(a)、(b)、および(e);(a)、(b)、および(f);(a)、(b)
、および(g);(a)、(c)、および(d);(a)、(c)、および(e);(a)、(c)、および(f);(a)、(c)
、および(g);(a)、(d)、および(e);(a)、(d)、および(f);(a)、(d)、および(g);(a)、(e)
、および(f);(a)、(e)、および(g);(a)、(f)、および(g);(b)、(c)、および(d);(b)、(c)
、および(e);(b)、(c)、および(f);(b)、(c)、および(g);(b)、(d)、および(e);(b)、(d)
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、および(f);(b)、(d)、および(g);(b)、(e)、および(f);(b)、(e)、および(g);(b)、(f)
、および(g);(c)、(d)、および(e);(c)、(d)、および(f);(c)、(d)、および(g);(c)、(e)
、および(f);(c)、(e)、および(g);(c)、(f)、および(g);(d)、(e)、および(f);(d)、(e)
、および(g);(d)、(f)、および(g);(e)、(f)、および(g);(a)、(b)、(c)、および(d);(a)
、(b)、(c)、および(e);(a)、(b)、(c)、および(f);(a)、(b)、(c)、および(g);(a)、(b)
、(d)、および(e);(a)、(b)、(d)、および(f);(a)、(b)、(d)、および(g);(a)、(b)、(e)
、および(f);(a)、(b)、(e)、および(g);(a)、(b)、(f)、および(g);(a)、(c)、(d)、お
よび(e);(a)、(c)、(d)、および(f);(a)、(c)、(d)、および(g);(a)、(c)、(e)、および(
f);(a)、(c)、(e)、および(g);(a)、(c)、(f)、および(g);(a)、(d)、(e)、および(f);(a
)、(d)、(e)、および(g);(a)、(d)、(f)、および(g);(a)、(e)、(f)、および(g);(b)、(c
)、(d)、および(e);(b)、(c)、(d)、および(f);(b)、(c)、(d)、および(g);(b)、(c)、(e
)、および(f);(b)、(c)、(e)、および(g);(b)、(c)、(f)、および(g);(b)、(d)、(e)、お
よび(f);(b)、(d)、(e)、および(g);(b)、(d)、(f)、および(g);(b)、(e)、(f)、および(
g);(c)、(d)、(e)、および(f);(c)、(d)、(e)、および(g);(c)、(d)、(f)、および(g);(c
)、(e)、(f)、および(g);(d)、(e)、(f)、および(g);(a)、(b)、(c)、(d)、および(e);(a
)、(b)、(c)、(d)、および(f);(a)、(b)、(c)、(d)、および(g);(a)、(b)、(c)、(e)、お
よび(f);(a)、(b)、(c)、(e)、および(g);(a)、(b)、(c)、(f)、および(g);(a)、(b)、(d
)、(e)、および(f);(a)、(b)、(d)、(e)、および(g);(a)、(b)、(d)、(f)、および(g);(a
)、(b)、(e)、(f)、および(g);(a)、(c)、(d)、(e)、および(f);(a)、(c)、(d)、(e)、お
よび(g);(a)、(c)、(d)、(f)、およびg);(a)、(c)、(e)、(f)、および(g);(a)、(d)、(e)
、(f)、および(g);(b)、(c)、(d)、(e)、および(f);(b)、c)、(d)、(e)、および(g);(b)
、(c)、(d)、(f)、および(g);(b)、(c)、(e)、(f)、および(g);(b)、(d)、(e)、(f)、お
よび(g);(c)、(d)、(e)、(f)、およびg);(a)、(b)、(c)、(d)、(e)、および(f);(a)、(b)
、(c)、(d)、(e)、および(g);(a)、(b)、(c)、(d)、(f)、および(g);(a)、(b)、(c)、(e)
、(f)、および(g);(a)、(b)、(d)、(e)、(f)、および(g);(a)、(c)、(d)、(e)、(f)、お
よび(g);(b)、(c)、(d)、(e)、(f)、および(g);または(a)、(b)、(c)、(d)、(e)、(f)、
および(g)に対する免疫応答をインビトロで検出することができる。このリストから(a)～
(g)の組み合わせを独立して選択することができる。
【００１８】
　前記方法は、好ましくは、(i)Rv0840c(SEQ ID NO:6)または1つもしくは複数のその断片
;(ii)TBFG_13463(SEQ ID NO:1)または1つもしくは複数のその断片;(iii)Rv1677(SEQ ID N
O:7)または1つもしくは複数のその断片;(iv)Rv3845(SEQ ID NO:4)または1つもしくは複数
のその断片;および(v)Rv2654c(SEQ ID NO:3)または1つもしくは複数のその断片に対する
免疫応答をインビトロで検出する工程を含む。上記で示した(i)～(v)の定義では、(i)～(
iv)の1つまたは複数の任意の組み合わせに対する免疫応答をインビトロで検出することが
できる。例えば、(i)～(iv)のそれぞれの定義について、(i);(ii);(iii);(iv);(v);(i)お
よび(ii);(i)および(iii);(i)および(iv);(i)および(v);(ii)および(iii);(ii)および(iv
);(ii)および(v);(iii)および(iv);(iii)および(v);(iv)および(v);(i)、(ii)、および(i
ii);(i)、(ii)、および(iv);(i)、(ii)、および(v);(i)、(iii)、および(iv);(i)、(iii)
、および(v);(i)、(iv)、および(v);(ii)、(iii)、および(iv);(ii)、(iii)、および(v);
(ii)、(iv)、および(v);(iii)、(iv)、および(v);(i)、(ii)、(iii)、および(iv);(i)、(
ii)、(iii)、および(v);(i)、(ii)、(iv)、および(v);(i)、(iii)、(iv)、および(v);(ii
)、(iii)、(iv)、および(v);または(i)、(ii)、(iii)、(iv)、および(v)に対する免疫応
答をインビトロで検出することができる。このリストから(i)～(v)の組み合わせを独立し
て選択することができる。
【００１９】
　前記方法は、(i)Rv0840c(SEQ ID NO:6)または1つもしくは複数のその断片;(ii)TBFG_13
463(SEQ ID NO:1)または1つもしくは複数のその断片;(iii)Rv1677(SEQ ID NO:7)または1
つもしくは複数のその断片;および(iv)Rv2654c(SEQ ID NO:3)に対する免疫応答をインビ
トロで検出する工程を含んでもよい。一局面において、前記方法は、Rv0840c(SEQ ID NO:
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6)または1つもしくは複数のその断片に対する免疫応答をインビトロで検出する工程を含
む。
【００２０】
断片
　Rv0840c(SEQ ID NO:6)、TBFG_13463(SEQ ID NO:1)、Rv1677(SEQ ID NO:7)、Rv2654c(SE
Q ID NO:3)、Rv3845(SEQ ID NO:4)、Rv1495(SEQ ID NO:5)、またはMtub2_17866(SEQ ID N
O:2)の断片は、親配列のN末端および/またはC末端を切断することによって得られた5以上
のアミノ酸を含む配列でもよい。例えば、断片は、約5以上、約6以上、約7以上、約8以上
、約9以上、約10以上、約11以上、約12以上、約13以上、約14以上、約15以上、約16以上
、約17以上、約18以上、約19以上、約20以上、約21以上、約22以上、約23以上、約24以上
、約25以上、約26以上、または約27以上のアミノ酸を含んでもよい。断片は、長さが約5
～約27、約6～約26、約7～約25、約8～約24、約9～約23、約10～約22、約11～約21、約12
～約20、約13～約19、約14～約18、約12～約18、約12～約15、約15～約18、約13～約17、
約14～約16、約5～約10、約10～約15、約15～約20、約20～約25、または約10～約20アミ
ノ酸でもよい。
【００２１】
　断片は、親タンパク質から、例えば、タンパク質分解切断によって化学的に得られても
よく、知的な意味では親タンパク質から、例えば、親タンパク質のアミノ酸配列を使用し
、この配列に基づいて断片を合成することによって得られてもよい。断片は当技術分野に
おいて周知の方法を用いて合成することができる。
【００２２】
　「断片」という用語は、アミノ酸残基がペプチド(-CO-NH-)結合によってつながってい
る分子だけでなく、ペプチド結合が逆転している分子も含む。このようなレトロインべル
ソ(retro-inverso)ペプチドミメティックは、当技術分野において公知の方法、例えば、M
eziere et al(1997) J. Immunol.159, 3230-3237に記載の方法を用いて作製することがで
きる。このアプローチは、バックボーンが関与する変化を含むが、側鎖の方向が関与する
変化を含まないプソイドペプチドを作製することを伴う。Meziere et al(1997)は、少な
くとも、MHCクラスII細胞応答およびTヘルパー細胞応答にとって、これらのプソイドペプ
チドは有用であることを示している。CO-NHペプチド結合ではなくNH-CO結合を含むレトロ
インベルソペプチドはタンパク質分解耐性がかなり高い。
【００２３】
　同様に、アミノ酸残基の炭素原子間の間隔を保持する適切なリンカー部分が用いられる
のであれば、ペプチド結合は完全に省かれてもよい。リンカー部分がペプチド結合と実質
的に同じ電荷分布を有し、かつ実質的に同じ平面(planarity)を有するのであれば、こう
することが特に好ましい。エキソタンパク質分解(exoproteolytic)消化に対する感受性を
小さくするのを助けるために、断片のN末端またはC末端を都合よくブロックできることも
理解される。例えば、ペプチドのN末端アミノ基はカルボン酸と反応させることによって
保護されてもよく、ペプチドのC末端カルボキシル基はアミンと反応させることによって
保護されてもよい。例えば、断片の安定性を高めるために、断片のN末端および/またはC
末端に1つまたは複数のさらなるアミノ酸残基も付加することができる。他の改変例には
グリコシル化およびリン酸化が含まれる。別の潜在的な改変は、RまたはKの側鎖アミンに
ある水素がメチレン基(-NH2→-NH(Me)または-N(Me)2)と交換できることである。
【００２４】
　Rv0840c(SEQ ID NO:6)、TBFG_13463(SEQ ID NO:1)、Rv1677(SEQ ID NO:7)、Rv2654c(SE
Q ID NO:3)、Rv3845(SEQ ID NO:4)、Rv1495(SEQ ID NO:5)、またはMtub2_17866(SEQ ID N
O:2)の断片には、インビボでの断片の半減期を長くする、または短くする断片変種も含ま
れ得る。本発明による断片の半減期を長くすることができる変種の例には、断片のペプト
イド類似体、断片のD-アミノ酸誘導体、およびペプチド-ペプトイドハイブリッドが含ま
れる。断片はまた断片のD-アミノ酸型も含んでよい。L-アミノ酸ではなくD-アミノ酸を用
いてポリペプチドを調製すると、正常代謝プロセスによる、このような薬剤の望まれない
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分解が大幅に減少し、それによって、投与するのに必要な薬剤の量と、薬剤を投与する頻
度が減少する。D-アミノ酸型の親タンパク質も用いられてもよい。
【００２５】
　本発明によって提供される断片は、親タンパク質鎖をコードする一次転写物の選択的ス
プライシングによって生じたmRNAによってコードされる、親タンパク質のスプライスバリ
アントに由来してもよい。断片はまた、少なくとも、親タンパク質のMHC結合特性または
抗体結合特性を保持している、親タンパク質のアミノ酸変異体、グリコシル化変種、およ
び他の共有結合誘導体に由来してもよい。例示的な誘導体には、本発明の断片が、置換、
化学的手段、酵素的手段、または天然アミノ酸以外の部分を用いた他の適切な手段によっ
て共有結合により改変された分子が含まれる。
【００２６】
　前記方法は、Rv0840c(SEQ ID NO:6)、TBFG_13463(SEQ ID NO:1)、Rv1677(SEQ ID NO:7)
、Rv2654c(SEQ ID NO:3)、Rv3845(SEQ ID NO:4)、Rv1495(SEQ ID NO:5)、またはMtub2_17
866(SEQ ID NO:2)の1種または複数種の断片に対する免疫応答をインビトロで検出する工
程を含んでもよい。例えば、前記方法は、Rv0840c(SEQ ID NO:6)、TBFG_13463(SEQ ID NO
:1)、Rv1677(SEQ ID NO:7)、Rv2654c(SEQ ID NO:3)、Rv3845(SEQ ID NO:4)、Rv1495(SEQ 
ID NO:5)、またはMtub2_17866(SEQ ID NO:2)の2以上、3以上、4以上、5以上、6以上、7以
上、8以上、9以上、10以上、11以上、12以上、13以上、14以上、15以上、16以上、17以上
、18以上、19以上、20以上、25以上、または30以上の断片に対する免疫応答をインビトロ
で検出する工程を含んでもよい。前記方法が、特定のタンパク質に由来する2つ以上の断
片に対する免疫応答を検出する工程を含むのであれば、そのタンパク質に由来する断片は
全て同じでもよい。または、そのタンパク質に由来する断片の一部または全てが異なって
もよい。例えば、前記方法が、Rv0840c(SEQ ID NO:6)に由来する3つの断片に対する免疫
応答を検出する工程を含むのであれば、3つの断片は、(i)3つの同じ断片;(ii)2つの同じ
断片および1つの異なる断片;または(iii)3つの異なる断片でもよい。
【００２７】
　一部の局面において、本発明の方法は、断片の1つまたは複数のプールに対する免疫応
答をインビトロで検出する工程を含む。断片のプールは下記で詳細に説明する。
【００２８】
試料
　前記で定義した(a)～(g)の1つまたは複数に対する免疫応答のインビトロ検出は、対象
から得られた試料を用いて行われる。試料は、体液、例えば、血液、血漿、血清、痰もし
くは他の呼吸分泌物、唾液、尿、または脳脊髄液でもよい。試料は、好ましくは、血液、
血漿、血清、または痰もしくは他の呼吸分泌物である。または、試料は生検材料または吸
引液などの組織試料でもよい。例えば、試料はリンパ節吸引液でもよく、肉芽腫などの結
核病変部の中または周囲から採取した試料でもよい。別の局面において、試料は体液また
は組織試料、例えば、細胞溶解産物に由来してもよい。
【００２９】
対象
　本発明の方法は、任意の適切な対象において結核菌群感染を診断するのに使用すること
ができる。対象は概してヒト対象である。または、対象は、作製された別の動物または哺
乳動物、例えば、商業的に飼育されている動物、例えば、ウマ、ウシ、ヒツジ、もしくは
ブタ、実験動物、例えば、マウスもしくはラット、ペット動物、例えば、ネコ、イヌ、ウ
サギ、もしくはモルモット、または別の動物、例えば、鳥類もしくは霊長類でもよい。
【００３０】
免疫応答
　インビトロで検出される免疫応答は、(a)～(g)の1つまたは複数によって誘発される任
意の応答でよい。免疫応答は任意のタイプの免疫細胞によって媒介されてもよい。例えば
、免疫応答は、T細胞、B細胞、樹状細胞、好中球、好塩基球、マスト細胞、好酸球、自然
リンパ球系細胞(ILC)、ナチュラルキラー(NK)細胞、単球、マクロファージ、および/また
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は胸腺細胞によって媒介されてもよい。免疫応答は好ましくはT細胞応答である。T細胞応
答は、好ましくはサイトカイン分泌、より好ましくはIFN-ガンマ(IFNγ)分泌である。T細
胞応答はT細胞増殖でもよい。または、免疫応答はB細胞応答でもよい。B細胞応答はB細胞
増殖でもよく、抗体の産生または分泌でもよい。免疫応答は、好ましくは、前記で定義し
た(a)～(g)の1つまたは複数に対する抗体の産生である。T細胞増殖、B細胞増殖、サイト
カイン分泌、および抗体の分泌または産生を測定する方法は当技術分野において周知であ
る。
【００３１】
　免疫応答はインビトロで起こってもよい。好ましくは、免疫応答はインビトロ細胞性免
疫(CMI)応答である。下記でさらに詳細に説明するように、CMI応答は、抗体を伴わない免
疫応答である。代わりに、CMI応答は、抗原に応答した、食細胞の活性化、細胞傷害性T細
胞の活性化、様々なサイトカインの産生および/または様々なサイトカインの放出の増加
を伴ってもよい。CMI応答をインビトロで検出するための方法は当技術分野において公知
であり、下記でさらに詳細に説明する。
【００３２】
　または、免疫応答はインビボで起こってもよい。例えば、前記で定義した(a)～(g)の1
つまたは複数に対する抗体はインビボで産生されるが、本発明の方法を用いてインビトロ
で検出されてもよい。例えば、抗体は対象において産生され、血液試料などの試料中で、
対象から取り出されてもよい。次いで、例えば、酵素結合免疫測定法(ELISA)によって、
抗体の存在を検出するために、および/または抗体を定量するために、試料(および抗体)
を前記で定義した(a)～(g)の1つまたは複数と接触させてもよい。ELISAは下記の実施例1
～3においてさらに詳細に説明する。インビボでのT細胞増殖およびB細胞増殖はまたイン
ビトロで測定されてもよい。例えば、対象に由来する血液試料を(a)～(g)の1つまたは複
数と接触させ、抗原特異的なT細胞および/またはB細胞の罹患率(prevalence)が測定され
てもよい。
【００３３】
　本発明の方法によって、免疫応答の存在または非存在が検出される可能性がある。前記
で定義した(a)～(g)の1つまたは複数に対する免疫応答の存在は、対象が結核菌に感染し
ていることを示している可能性がある。前記で定義した(a)～(g)の1つまたは複数に対す
る免疫応答の非存在は、対象が結核菌に感染していないことを示している可能性がある。
前記で定義した(a)～(g)の2つ以上に対する免疫応答を検出する工程を伴う方法において
、(a)～(g)の1つまたは複数に対する免疫応答の存在は、下記でさらに詳細に議論するよ
うに感染を示している可能性がある。
【００３４】
CMI応答アッセイ
　個体の免疫状態を明らかにするために一般的には細胞性免疫(CMI)応答が用いられる。
典型的に、臨床免疫学の分野においてCMI応答という用語は、インビボでの皮膚検査、リ
ンパ球増殖アッセイ、および特異的抗原の存在下で末梢血単核球(PBMC)が産生したサイト
カインのインビトロ検出を包含する。本発明の方法は、インビトロ細胞性免疫応答を検出
する工程を含んでもよい。特に、本発明のタンパク質およびペプチドに対する、インビト
ロでのサイトカインに基づくCMI応答が検出されてもよい。このアッセイを下記では「CMI
アッセイ」と呼ぶ。
【００３５】
　免疫系の細胞は、抗原で刺激された後にサイトカインなどの免疫エフェクター分子を産
生することができる。CMIアッセイは、個体が、選択された抗原に対する細胞性免疫応答
を生じる能力を指し示すために、細胞試料を抗原とインキュベートし、サイトカインなど
の免疫エフェクター分子の存在(もしくは非存在)または量を測定することを伴う。CMIア
ッセイにおいて使用するための細胞には、リンパ球(特にT細胞)および抗原提示細胞(APC)
の単離された集団が含まれる。APCは、それぞれのT細胞の表面にあるT細胞受容体が抗原
を認識できるように抗原を処理することに関与する。抗原認識によってサイトカイン産生
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が誘導されることがある。サイトカイン産生細胞はフローサイトメトリーによって特定す
ることができる。フローサイトメトリーを用いて、サイトカイン産生細胞の頻度および/
またはこの細胞によるサイトカイン産生の量を定量することができる。抗原によって誘導
されるサイトカインはアッセイ培地に放出され、例えば、ELISA法によって直接検出され
てもよく、酵素結合免疫スポットアッセイ(ELISPOT)を用いてサイトカイン分泌T細胞の頻
度の点から定量されてもよい。本発明の方法は好ましくはELISPOTを含む。
【００３６】
　酵素結合免疫スポットアッセイ(ELISPOT)はフィルターイムノプラークアッセイ(filter
 immunoplaque assay)とも知られ、当初は、抗体分泌B細胞を一つ一つ検出および定量す
るために開発された。この技法が開発された時、従来のプラーク形成細胞アッセイの代わ
りとなる迅速な、かつ汎用性のある技法となった。最近の改良により、1秒あたり100個と
少ない特定のタンパク質分子を産生する細胞を検出できるようにELISPOTの感度が改善し
た。これにより、ELISPOTアッセイは従来のELISAアッセイよりかなり感度が高くなった。
ELISPOTアッセイは、タンパク質分泌細胞のすぐ近くを取り囲んでいる環境において、比
較的高い濃度の、ある特定のタンパク質性細胞産物(例えば、サイトカイン)を利用する。
これらの細胞産物は高親和性抗体を用いて捕獲および検出される。ELISPOTアッセイは、C
urrent Protocols in Immunology, Unit 6.19 pages 6.19. 1-8において概説される。
【００３７】
　ELISPOTアッセイは、典型的には、6つの工程:(1)膜がついているマイクロタイタープレ
ートに、精製されたサイトカイン特異的抗体をコーティングする工程;(2)他のタンパク質
の非特異的吸収を阻止するためにプレートをブロッキングする工程;(3)サイトカイン分泌
細胞を適切な試薬とインキュベートする工程;(4)細胞および試薬を除去する工程;(5)標識
された第2の抗サイトカイン抗体を添加する工程;ならびに(6)膜の表面にある抗体-サイト
カイン複合体を検出する工程を伴う。
【００３８】
　本発明の方法は、好ましくは、T-SPOT TBアッセイ(Oxford Immunotec, Oxford, United
 Kingdom)を含む。T-SPOT TBアッセイは、ELISPOTアッセイ法の簡略化した変形である。T
-SPOT TBアッセイは、結核菌に特異的な抗原による刺激に応答したエフェクターT細胞を
検出するように設計されている。このアッセイは、活性化TB特異的T細胞を一つ一つ数え
上げる。このアッセイは、年齢、性別、人種、療法、または免疫状態に関係なく、潜伏TB
感染(LTBI)のリスクがある患者またはTB疾患があると疑われる患者全員と使用するのに適
している。検査の感度を最適化するために、よく特徴付けられたRD1タンパク質ESAT-6お
よびCFP10をまねる2つの別々の抗原パネルが用いられる。
【００３９】
結核菌タンパク質
　一部の局面において、本発明の方法は、1種または複数種のさらなる結核菌タンパク質
を検出する工程をさらに含む。1種または複数種のさらなる結核菌タンパク質は任意の結
核菌タンパク質でよい。非常に多くの結核菌タンパク質が当技術分野において周知である
。1種または複数種のさらなる結核菌タンパク質はRD1タンパク質を含んでもよい。RD1タ
ンパク質はCFP-10およびESAT-6の一方または両方を含んでもよい。
【００４０】
断片のプール
　本発明の方法は、断片の1つまたは複数のプールに対する免疫応答をインビトロで検出
する工程を含んでもよく、各プールは、TBFG_13463(SEQ ID NO:1)、Mtub2_17866(SEQ ID 
NO:2)、Rv2654c(SEQ ID NO:3)、Rv3845(SEQ ID NO:4)、Rv1495(SEQ ID NO:5)、Rv0840c(S
EQ ID NO:6)、またはRv1677(SEQ ID NO:7)に由来する2つ以上の断片を含む。例えば、各
プールは、TBFG_13463(SEQ ID NO:1)、Mtub2_17866(SEQ ID NO:2)、Rv2654c(SEQ ID NO:3
)、Rv3845(SEQ ID NO:4)、Rv1495(SEQ ID NO:5)、Rv0840c(SEQ ID NO:6)、またはRv1677(
SEQ ID NO:7)に由来する3以上、4以上、5以上、6以上、7以上、8以上、9以上、10以上、1
5以上、20以上、25以上、50以上、75以上、100以上、200以上、または250以上の断片を含
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んでもよい。
【００４１】
　前記方法は、1つまたは複数の、2以上の、3以上の、4以上の、5以上の、6以上の、7以
上の、8以上の、9以上の、10以上の、11以上の、12以上の、13以上の、または14以上の、
前記で定義した断片のプールに対する免疫応答をインビトロで検出する工程を含んでもよ
い。前記方法が、2つ以上の断片プールに対する免疫応答をインビトロで検出する工程を
含む場合、各プールは、TBFG_13463(SEQ ID NO:1)、Mtub2_17866(SEQ ID NO:2)、Rv2654c
(SEQ ID NO:3)、Rv3845(SEQ ID NO:4)、Rv1495(SEQ ID NO:5)、Rv0840c(SEQ ID NO:6)、
およびRv1677(SEQ ID NO:7)より選択される同じタンパク質または異なるタンパク質に由
来する断片を含んでもよい。前記方法が、3以上の断片プールに対する免疫応答をインビ
トロで検出する工程を含む場合、各プールは、異なるタンパク質に由来する断片を含んで
もよい。または、プールの一部または全ては、同じタンパク質に由来する断片を含んでも
よい。例えば、前記方法が、3つの断片プールに対する免疫応答をインビトロで検出する
工程を含むのであれば、全てのプールが同じタンパク質に由来する断片を含んでもよい。
または、プールのうち2つが同じタンパク質に由来する断片を含んでもよく、3番目のプー
ルが異なるタンパク質に由来する断片を含んでもよい。または、3つのプールはそれぞれ
、異なるタンパク質に由来する断片を含んでもよい。2つ以上のプールのうちどのプール
も同じタンパク質に由来するのであれば、これらのプールは同じ断片または異なる断片を
含んでもよい。
【００４２】
　下記に示したように、前記方法はまた、1つもしくは複数のタンパク質断片ライブラリ
ーおよび/または1つもしくは複数のエピトーププールに対する免疫応答をインビトロで検
出する工程も含んでよい。前記方法が、1つまたは複数のタンパク質断片ライブラリーお
よび1つまたは複数のエピトーププールに対する免疫応答をインビトロで検出する工程を
含む場合、タンパク質断片ライブラリーに含まれる断片は、エピトーププールに含まれる
断片と同じタンパク質に由来してもよく、2つ以上の異なるタンパク質に由来してもよい
。
【００４３】
タンパク質断片ライブラリー
　本発明の一局面において、プールの中の断片はタンパク質断片ライブラリーを形成する
。タンパク質断片ライブラリーは、合わせて親タンパク質の配列の少なくとも10％、例え
ば、少なくとも20％、少なくとも30％、少なくとも40％、少なくとも50％、少なくとも60
％、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90
％、少なくとも95％、少なくとも98％、少なくとも99％、または100％を含む、親タンパ
ク質(本発明の場合、TBFG_13463(SEQ ID NO:1)、Mtub2_17866(SEQ ID NO:2)、Rv2654c(SE
Q ID NO:3)、Rv3845(SEQ ID NO:4)、Rv1495(SEQ ID NO:5)、Rv0840c(SEQ ID NO:6)、また
はRv1677(SEQ ID NO:7))に由来する複数の断片を含む。本発明において、プールの中の断
片は、好ましくは、断片が由来するタンパク質の配列の少なくとも80％をカバーするタン
パク質断片ライブラリーを形成する。より好ましくは、プールの中の断片は、断片が由来
するタンパク質の配列全体をカバーするタンパク質断片ライブラリーを形成する。
【００４４】
　タンパク質断片ライブラリーは、CD4+T細胞および/またはCD8+T細胞を刺激することが
できる断片を含んでもよい。好ましくは、タンパク質断片ライブラリーは、CD4+T細胞お
よびCD8+T細胞を両方とも刺激することができる断片を含む。CD4+T細胞およびCD8+T細胞
の刺激に最適な断片サイズが異なることは当技術分野において公知である。約9アミノ酸(
9mer)からなる断片は典型的にはCD8+T細胞しか刺激せず、約20アミノ酸(20mer)からなる
断片は典型的にはCD4+T細胞しか刺激しない。大ざっぱに言うと、これは、CD8+T細胞が抗
原を配列に基づいて認識する傾向があるのに対して、CD4+T細胞は抗原を高次構造に基づ
いて認識する傾向があるからである。しかしながら、約15アミノ酸(15mer)からなる断片
はCD4+T細胞およびCD8+T細胞を両方とも刺激する可能性がある。従って、タンパク質断片
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ライブラリーは、好ましくは、長さが約15アミノ酸、例えば、約12アミノ酸、約13アミノ
酸、約14アミノ酸、約15アミノ酸、約16アミノ酸、約17アミノ酸、または約18アミノ酸の
断片を含む。
【００４５】
　プールの中の断片は全て同じ長さでもよい。または、プールは異なる長さの断片を含ん
でもよい。断片の長さは上記で議論した。
【００４６】
　タンパク質断片ライブラリーは、配列が重複する断片を含んでもよい。従って、各プー
ルは、配列が重複する断片を含んでもよい。前記配列は、1つまたは複数のアミノ酸分だ
け、例えば、2アミノ酸以上、3アミノ酸以上、4アミノ酸以上、5アミノ酸以上、6アミノ
酸以上、7アミノ酸以上、8アミノ酸以上、9アミノ酸以上、10アミノ酸以上、11アミノ酸
以上、12アミノ酸以上、13アミノ酸以上、14アミノ酸以上、15アミノ酸以上、16アミノ酸
以上、17アミノ酸以上、18アミノ酸以上、19アミノ酸以上、または20アミノ酸以上重複し
てもよい。好ましくは、前記配列は、9アミノ酸以上、例えば、10アミノ酸以上、11アミ
ノ酸以上、または12アミノ酸以上重複する。なぜなら、これにより、CD8+T細胞を刺激す
ることができる9merを含む断片の数が最大になるからである。より好ましくは、前記配列
は11アミノ酸重複する。プールの中の重複断片は全て、同じ数のアミノ酸分だけ重複して
もよい。または、プールは、異なる数のアミノ酸分だけ配列が重複する断片を含んでもよ
い。
【００４７】
　タンパク質断片ライブラリーは、9～12(例えば、9～11または10～12)アミノ酸分だけ重
複する、長さが12～18(例えば、12～15、15～18、13～17、または14～16)アミノ酸の断片
を含んでもよい。例えば、タンパク質断片ライブラリーは、(i)9アミノ酸、10アミノ酸、
もしくは11アミノ酸分だけ重複する、長さが14アミノ酸の断片、(ii)9アミノ酸、10アミ
ノ酸、もしくは11アミノ酸分だけ重複する、長さが15アミノ酸の断片、または(iii)9アミ
ノ酸、10アミノ酸、もしくは11アミノ酸分だけ重複する、長さが16アミノ酸の断片を含ん
でもよい。タンパク質断片ライブラリーは、好ましくは、11アミノ酸分だけ重複する、長
さが15アミノ酸の断片を含む。
【００４８】
　断片の大まかな特性は上記で説明した。
【００４９】
エピトーププール
　エピトープは、免疫系によって認識される抗原部分である。具体的には、エピトープは
、抗体、B細胞、またはT細胞によって認識される抗原部分である。従って、T細胞エピト
ープは、T細胞によって認識される抗原部分である。T細胞はT細胞受容体(TCR)を介して抗
原を認識するので、T細胞エピトープは、T細胞受容体に結合する(すなわち、T細胞受容体
によって認識される)抗原部分でもよい。同様に、B細胞エピトープは、B細胞によって認
識される抗原部分である。B細胞はB細胞受容体(BCR)を介して抗原を認識するので、B細胞
エピトープは、T細胞受容体に結合する(すなわち、T細胞受容体によって認識される)抗原
部分でもよい。
【００５０】
　B細胞エピトープおよびT細胞エピトープは、それぞれ、BCRまたはTCRによる認識につい
て、天然タンパク質全体および断片化された天然タンパク質を検査することによって特定
されてもよく、組換え抗原性タンパク質を検査することによって特定されてもよい。B細
胞エピトープおよびT細胞エピトープはまた、インシリコ法、例えば、本実施例にあるイ
ンシリコ法を用いて特定されてもよい。インシリコエピトープ特定の結果は、抗原性につ
いて、エピトープ配列を有するペプチドを検査することによって確かめることができる。
抗原性を検査するための方法は当技術分野において周知である。例えば、エピトープに対
する抗体が存在するかどうか、対象に由来する血液試料をELISAによってスクリーニング
することができる。
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【００５１】
　本発明の一局面において、プールの中の断片の1つまたは複数は、断片が由来するタン
パク質のT細胞エピトープまたはB細胞エピトープを含む。これは「エピトーププール」を
生じる。断片の1つまたは複数はT細胞エピトープおよびB細胞エピトープを含んでもよい
。同様に、断片の1つまたは複数は、1つまたは複数(例えば、2つ、3つ、もしくは4つ)のT
細胞エピトープおよび/または1つまたは複数(例えば、2つ、3つ、もしくは4つ)のB細胞エ
ピトープを含んでもよい。断片が複数のT細胞エピトープまたはB細胞エピトープを含むの
であれば、これらのエピトープは同じでもよく異なってもよい。T細胞エピトープはCD4+T
細胞エピトープでもよくCD8+T細胞エピトープでもよい。または、T細胞エピトープはCD4+
T細胞およびCD8+T細胞両方のエピトープでもよい。表4は、本発明の例示的なCD4+T細胞エ
ピトープを列挙する。表5は、本発明の例示的なCD8+T細胞エピトープを列挙する。表6は
、本発明の例示的なB細胞エピトープを列挙する。プールの中の1つまたは複数の断片は、
これらのエピトープのうちの任意のものを含んでよい。プールの中の1つまたは複数の断
片は、これらのエピトープのうちの任意の数および組み合わせを含んでもよい。
【００５２】
　断片の大まかな特性は上記で説明した。さらに、およびタンパク質断片ライブラリーを
形成する断片に関連して上記で示したように、T細胞エピトープまたはB細胞エピトープを
含む断片は、長さが約12アミノ酸、約13アミノ酸、約14アミノ酸、約15アミノ酸、約16ア
ミノ酸、約17アミノ酸、または約18アミノ酸でもよい。断片は長さが好ましくは約15アミ
ノ酸である。または、断片は、長さが少なくとも9アミノ酸、少なくとも10アミノ酸、少
なくとも11アミノ酸、少なくとも12アミノ酸、少なくとも13アミノ酸、少なくとも14アミ
ノ酸、少なくとも15アミノ酸、少なくとも16アミノ酸、少なくとも17アミノ酸、少なくと
も18アミノ酸、少なくとも19アミノ酸、少なくとも20アミノ酸、少なくとも21アミノ酸、
少なくとも22アミノ酸、少なくとも23アミノ酸、少なくとも24アミノ酸、または少なくと
も25アミノ酸でもよい。プールの中の断片は全て同じ長さでもよく、プールは異なる長さ
の断片を含んでもよい。
【００５３】
　T細胞エピトープまたはB細胞エピトープを含む断片は重複配列を有してもよい。すなわ
ち、各プールは、配列が重複する断片を含んでもよい。前記配列は、少なくとも1アミノ
酸、例えば、少なくとも2アミノ酸、少なくとも3アミノ酸、少なくとも4アミノ酸、少な
くとも5アミノ酸、少なくとも6アミノ酸、少なくとも7アミノ酸、少なくとも8アミノ酸、
少なくとも9アミノ酸、少なくとも10アミノ酸、少なくとも11アミノ酸、少なくとも12ア
ミノ酸、少なくとも13アミノ酸、少なくとも14アミノ酸、少なくとも15アミノ酸、少なく
とも16アミノ酸、少なくとも17アミノ酸、少なくとも18アミノ酸、少なくとも19アミノ酸
、または少なくとも20アミノ酸重複してもよい。好ましくは、前記配列は、9アミノ酸以
上、例えば、10アミノ酸以上、11アミノ酸以上、または12アミノ酸以上重複する。最も好
ましくは、前記配列は11アミノ酸重複する。プールの中の重複断片は全て同じ数のアミノ
酸分だけ重複してもよい。または、プールは、異なる数のアミノ酸分だけ配列が重複する
断片を含んでもよい。
【００５４】
　T細胞エピトープまたはB細胞エピトープを含む断片は、長さが12～18(例えば、12～15
、15～18、13～17、もしくは14～16)アミノ酸でもよい、および/または9～12(例えば、9
～11もしくは10～12)アミノ酸重複してもよい。例えば、前記断片は、(i)長さが14アミノ
酸であり、9アミノ酸、10アミノ酸、または11アミノ酸重複してもよく、(ii)長さが15ア
ミノ酸であり、9アミノ酸、10アミノ酸、または11アミノ酸重複してもよく、(iii)長さが
16アミノ酸であり、9アミノ酸、10アミノ酸、または11アミノ酸重複してもよい。場合に
よっては、前記断片は好ましくは長さが15アミノ酸であり、11アミノ酸重複する。
【００５５】
細胞
　一局面において、本発明の方法は、対象から得られた免疫細胞集団を、前記で定義した
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(a)～(g)の1つまたは複数と接触させる工程を含む。(a)～(g)の1つまたは複数は、上記で
議論した1つもしくは複数のタンパク質断片ライブラリーおよび/または1つもしくは複数
のエピトーププールを構成してもよい。
【００５６】
　(a)～(g)の1つまたは複数に対する免疫応答を生じさせるために、前記集団を、典型的
には、十分な量の(a)～(g)の1つまたは複数と接触させる。前記集団を、任意の量の(a)～
(g)の1つまたは複数、例えば、約1ng/ml、約5ng/ml、約10ng/ml、約50ng/ml、約100ng/ml
、約500ng/ml、約1μg/ml、約5μg/ml、約10μg/ml、約50μg/ml、約100μg/ml、約500μ
g/ml、1mg/ml、約5mg/ml、約10mg/ml、約50mg/ml、約100mg/ml、または約500mg/mlの(a)
～(g)の1つまたは複数と接触させてもよい。
【００５７】
　免疫細胞集団は、T細胞、B細胞、樹状細胞、好中球、好塩基球、マスト細胞、好酸球、
自然リンパ球系細胞(ILC)、ナチュラルキラー(NK)細胞、単球、マクロファージ、および
胸腺細胞より選択される1つまたは複数のタイプの免疫細胞を含んでもよい。前記集団は
、これらのタイプの免疫細胞の全てを含んでもよい。一局面において、免疫細胞集団はT
細胞を含む。好ましくは、免疫細胞集団は、T細胞および抗原提示細胞、例えば、B細胞、
樹状細胞、またはマクロファージを含む。別の局面において、免疫細胞集団はB細胞を含
む。
【００５８】
　免疫細胞集団を、前記で定義した1種または複数種のさらなる結核菌タンパク質とさら
に接触させてもよい。前記集団を、1種または複数種の結核菌タンパク質に対する免疫応
答を生じるのに十分な1種または複数種の結核菌タンパク質と接触させてもよい。例えば
、前記集団を、約1ng/ml、約5ng/ml、約10ng/ml、約50ng/ml、約100ng/ml、約500ng/ml、
約1μg/ml、約5μg/ml、約10μg/ml、約50μg/ml、約100μg/ml、約500μg/ml、1mg/ml、
約5mg/ml、約10mg/ml、約50mg/ml、約100mg/ml、または約500mg/mlの1種または複数種の
さらなる結核菌タンパク質と接触させてもよい。例えば、免疫細胞集団を2種以上のさら
なる結核菌タンパク質とさらに接触させてもよい。前記集団を2種以上のさらなる結核菌
タンパク質と接触させる場合、2種以上のさらなる結核菌タンパク質に同時に、または連
続して接触させてもよい。さらに、前記集団を、(a)～(g)の1つもしくは複数または2つ以
上、および1種もしくは複数種の結核菌タンパク質または2種以上の結核菌タンパク質に同
時に、または連続して接触させてもよい。前記集団を同じ量または異なる量の2種以上の
さらなる結核菌タンパク質と接触させてもよい。結核菌タンパク質の量は上記で議論した
。
【００５９】
　別の局面において、本発明の方法は、前記で定義した(a)～(g)の2つ以上に対する免疫
応答をインビトロで検出する工程を含む。この場合、同じ免疫細胞集団を(a)～(g)の2つ
以上と接触させる。(a)～(g)の2つ以上は、上記で議論した、1つもしくは複数のタンパク
質断片ライブラリーおよび/または1つもしくは複数のエピトーププールを構成してもよい
。前記集団を(a)～(g)の2つ以上に同時に、または連続して接触させてもよい。前記集団
を同じ量または異なる量の(a)～(g)の2つ以上と接触させてもよい。(a)～(g)の量は上記
で議論した。
【００６０】
　この局面において、免疫細胞集団を、前記で定義した1種または複数種のさらなる結核
菌タンパク質とさらに接触させてもよい。例えば、免疫細胞集団を2種以上のさらなる結
核菌タンパク質とさらに接触させてもよい。前記集団を2種以上のさらなる結核菌タンパ
ク質と接触させる場合、2種以上のさらなる結核菌タンパク質に同時に、または連続して
接触させてもよい。さらに、前記集団を、(a)～(g)の1つもしくは複数または2つ以上、お
よび1種もしくは複数種の結核菌タンパク質または2種以上の結核菌タンパク質に同時に、
または連続して接触させてもよい。前記集団を同じ量または異なる量の2種以上のさらな
る結核菌タンパク質と接触させてもよい。結核菌タンパク質の量は上記で議論した。
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【００６１】
　さらなる局面において、本発明の方法は、前記で定義した(a)～(g)の2つ以上に対する
免疫応答をインビトロで検出する工程を含む。(a)～(g)の2つ以上をそれぞれ、異なる免
疫細胞集団と接触させる。(a)～(g)の2つ以上は、上記で議論した1つもしくは複数のタン
パク質断片ライブラリーおよび/または1つもしくは複数のエピトーププールを構成しても
よい。それぞれの免疫細胞集団は同じタイプの免疫細胞を含んでもよい。または、それぞ
れの免疫細胞集団は異なるタイプの免疫細胞を含んでもよい。例示的な免疫細胞は上記で
詳述した。さらに、(a)～(g)の2つ以上を異なる免疫細胞集団に同時に、または連続して
接触させてもよい。それぞれの異なる集団を同じ量または異なる量の(a)～(g)の2つ以上
と接触させてもよい。(a)～(g)の量は上記で議論した。
【００６２】
　このさらなる局面において、前記方法は、前記で定義した1種または複数種のさらなる
結核菌タンパク質に対する免疫応答をインビトロで検出する工程をさらに含んでもよい。
さらなる結核菌タンパク質をそれぞれ、異なる免疫細胞集団と接触させる。例えば、2種
以上のさらなる結核菌タンパク質をがそれぞれ、異なる免疫細胞集団と接触させてもよい
。それぞれの免疫細胞集団は同じタイプの免疫細胞を含んでもよい。または、それぞれの
免疫細胞集団は異なるタイプの免疫細胞を含んでもよい。例示的な免疫細胞は上記で詳述
した。さらに、2種以上のさらなる結核菌タンパク質を異なる免疫細胞集団に同時に、ま
たは連続して接触させてもよい。それぞれの異なる集団を、同じ量または異なる量の2種
以上のさらなる結核菌タンパクと接触させてもよい。結核菌タンパク質の量は上記で議論
した。
【００６３】
　接触は任意の適切な体積で行うことができる。試料の代表的な体積は、約10μl～約1ml
、好ましくは約50μl～約500μl、より好ましくは約100μl～約200μlである。典型的に
は、細胞を(a)～(g)の1つまたは複数(任意で、1種または複数種のさらなる結核菌タンパ
ク質)と接触させる時間の長さは、約5分～約50時間、例えば、約10分～約40時間、約20分
～約30時間、約30分～約20時間、約45分～約12時間、約1時間～約6時間、好ましくは、約
10分～約2時間である。前記細胞を抗原と一晩接触させてもよい。
【００６４】
　前記細胞は任意の適切な温度で抗原と接触させることができる。適切な温度は、典型的
には、細胞が得られたヒトまたは動物の正常体温と同じ範囲である。典型的には、インキ
ュベーションは約4℃～約38℃、好ましくは約20℃～約38℃のある決まった温度、より好
ましくは約37℃で行われる。
【００６５】
　前記細胞は典型的にはウェルに存在する。前記細胞は、好ましくは、平らなプレートの
ウェルに存在する。平らなプレートは、好ましくは、膜がついているプレートである。前
記細胞は、より好ましくは、標準的な96ウェルプレートまたは384ウェルプレートのウェ
ルに存在する。このようなプレートは、市販のFisher scientific、VWR供給業者、Nunc、
Starstedt、またはFalconである。ウェルの容積は、典型的には、約25μl～約250μl、約
30μl～約200μl、約40μl～約150μl、または約50～100μlである。対象から得られた細
胞を培養した後に、前記方法において使用することができる。これにより、アッセイされ
ている各試料中に、等しい数の付着細胞が存在することが可能になる。または、細胞が固
定化または捕獲されれば、新鮮な血球などの細胞をプレーティング前に計数することがで
きる。細胞を捕獲するための技法は当業者に周知である。前記細胞は、典型的には、37℃
、5％CO2の標準的な条件下で、血清が加えられた培地中で培養される。
【００６６】
　前記細胞は任意の適切なフラスコまたは容器の中で培養し、次いで、ウェルに移すこと
ができる。前記細胞は典型的にはウェルの中で培養される。前記細胞は、好ましくは、2
つ以上のウェルを備える平らなプレート、例えば、標準的な96ウェルプレートまたは384
ウェルプレートの中で培養される。前記細胞をマーカーと共にインキュベートする工程は
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、典型的には、それぞれのウェルの中にある培養培地を、マーカーを含む適切な溶液と交
換する工程を伴う。適切な溶液は当業者に周知である。
【００６７】
結果の解釈
　上記で示したように、本発明の方法は、1種または複数種の結核菌抗原に対する免疫応
答をインビトロで検出する工程を含む。免疫応答が検出されることは、対象が結核菌群感
染を有することを示している。免疫応答が検出されない(すなわち、免疫応答の検出が存
在しない)ことは、対象が結核菌群感染を有さないことを示している。従って、本発明の
方法は、好ましくは、1種または複数種の結核菌抗原に対する免疫応答の存在または非存
在をインビトロで検出する工程を含む。
【００６８】
　言い換えると、1種または複数種の結核菌抗原に対する免疫応答が検出される、すなわ
ち存在することは、対象が結核菌群感染を有することを示している。1種または複数種の
結核菌抗原に対する免疫応答が検出されない、すなわち存在しないことは、対象が結核菌
群感染を有さないことを示している
【００６９】
　陽性検査結果(すなわち、対象における結核菌群感染の存在)を確かめるために様々な判
断基準が適用されることがある。第一に、前記で定義した(a)～(g)のいずれか1つまたは
複数に対する免疫応答が検出されれば、陽性検査結果が得られる。第二に、前記で定義し
た(a)～(g)のいずれか1つまたは複数に対する免疫応答が検出され、前記で定義したさら
なる結核菌抗原のいずれか1つまたは複数に対する免疫応答が検出されれば、陽性検査結
果が得られる。(a)～(g)の1つまたは複数に対する免疫応答と、該当する場合には、1種ま
たは複数種のさらなる結核菌タンパク質に対する免疫応答は、上記で議論されたように、
同じ細胞集団において検出されてもよく異なる細胞集団において検出されてもよい(同じ
細胞集団において検出されなくてもよく異なる細胞集団において検出されなくてもよい)
。
【００７０】
　好ましい態様において、本発明は、対象が結核菌(M.tuberculosis)群感染を有するかど
うか確かめるための方法であって、(a)Rv0840c(SEQ ID NO:6)または1つもしくは複数のそ
の断片;(b)TBFG_13463(SEQ ID NO:1)または1つもしくは複数のその断片;(c)Rv1677(SEQ I
D NO:7)または1つもしくは複数のその断片;(d)Rv2654c(SEQ ID NO:3)または1つもしくは
複数のその断片;(e)Rv3845(SEQ ID NO:4)または1つもしくは複数のその断片;(f)Rv1495(S
EQ ID NO:5)または1つもしくは複数のその断片;および(g)Mtub2_17866(SEQ ID NO:2)また
は1つもしくは複数のその断片の1つまたは複数に対する免疫応答の存在または非存在をイ
ンビトロで検出する工程を含み、免疫応答の存在が、対象が結核菌(M.tuberculosis)群感
染を有することを示し、免疫応答の非存在が、対象が結核菌(M.tuberculosis)群感染を有
さないことを示す、方法を提供する。
【００７１】
キット
　本発明はまた、容器に入れられてキットの形で包装される、本発明の治療における使用
に適した本明細書に記載の成分の組み合わせに関する。
【００７２】
　具体的には、本発明は、(a)Rv0840c(SEQ ID NO:6)または1つもしくは複数のその断片;(
b)TBFG_13463(SEQ ID NO:1)または1つもしくは複数のその断片;(c)Rv1677(SEQ ID NO:7)
または1つもしくは複数のその断片;(d)Rv2654c(SEQ ID NO:3)または1つもしくは複数のそ
の断片;(e)Rv3845(SEQ ID NO:4)または1つもしくは複数のその断片;(f)Rv1495(SEQ ID NO
:5)または1つもしくは複数のその断片;および(g)Mtub2_17866(SEQ ID NO:2)または1つも
しくは複数のその断片の1つまたは複数を含む、対象において結核菌(M.tuberculosis)群
感染を診断するためのキットを提供する。好ましくは、キットは、タンパク質断片ライブ
ラリーまたはエピトーププールに関して前記で定義したように1つまたは複数の断片を含
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む。
【００７３】
　キットは、免疫応答を検出するための手段をさらに備えてもよい。例えば、キットは、
ELISAまたはELISPOTを行うための必要な機器または試薬の一部または全てを備えてもよい
。特に、キットは、1つまたは複数の標準的な96ウェルまたは384ウェルの平底プレートま
たは膜がついているプレートを備えてもよい。キットは、関係のあるプレートをコーティ
ングするための、および/または非特異的な吸収を阻止するためにプレートをブロッキン
グするための必要な試薬の1つまたは複数を備えてもよい。キットは、サイトカインまた
は他の免疫産物を検出するための抗体または標識抗体を備えてもよい。キットは、標識抗
体を検出するための1種または複数種の検出試薬を備えてもよい。
【００７４】
医用薬剤、方法、および治療上の使用
　本発明は、対象における結核菌群感染の治療または予防において使用するための、前記
で定義した(a)～(g)の1つまたは複数を含む組成物を提供する。さらに、本発明は、前記
で定義した(a)～(g)の1つまたは複数を対象に投与する工程を含む、対象において結核菌
群感染を治療または予防する方法を提供する。
【００７５】
　結核菌群感染は活動性感染でもよく潜伏感染でもよい。
【００７６】
　適切な組成物の処方は標準的な製剤化学および方法を用いて行うことができる。標準的
な製剤化学および方法は全て当業者が容易に利用することができる。
【００７７】
　例えば、(a)～(g)の1つまたは複数は1種または複数種の薬学的に許容される賦形剤また
はビヒクルと組み合わせることができる。賦形剤またはビヒクル中には補助物質、例えば
、湿潤剤または乳化剤、pH緩衝物質などが存在してもよい。これらの賦形剤、ビヒクル、
および補助物質は、概して、前記組成物が与えられた個体において免疫応答を誘導せず、
過度の毒性なく投与され得る薬物である。薬学的に許容される賦形剤には、液体、例えば
、水、食塩水、ポリエチレングリコール、ヒアルロン酸、グリセロール、チオグリセロー
ル、およびエタノーが含まれるが、これに限定されない。薬学的に許容される賦形剤の中
には、薬学的に許容される塩、例えば、鉱酸塩、例えば、塩酸塩、臭化水素酸塩、リン酸
塩、硫酸塩など;および有機酸塩、例えば、酢酸塩、プロピオン酸塩、マロン酸塩、安息
香酸塩なども含めることができる。薬学的に許容される賦形剤、ビヒクル、および補助物
質の徹底的な議論が、Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Pub. Co., N.J. 199
1)において入手できる。
【００７８】
　このような組成物は、ボーラス投与または連続投与に適した形で調製されてもよく、包
装されてもよく、販売されてもよい。注射用組成物は、単位剤形で、例えば、アンプル、
または防腐剤を含有するマルチドーズ容器に入れられて調製されてもよく、包装されても
よく、販売されてもよい。組成物には、懸濁液、溶液、油性ビヒクルまたは水性ビヒクル
に溶解したエマルジョン、ペースト、および移植可能な持続放出または生分解性の製剤が
含まれるが、これに限定されない。このような組成物は、懸濁剤、安定化剤、または分散
剤を含むが、これに限定されない1種または複数種のさらなる成分をさらに含んでもよい
。非経口投与用組成物の一態様において、活性成分は、適切なビヒクル(例えば、滅菌し
た、発熱物質のない水)を用いて再構成した後に、再構成された組成物を非経口投与する
ために乾燥した形(例えば、粉末または顆粒の場合)で提供される。前記組成物は、滅菌し
た注射用の水性または油性の懸濁液または溶液の形で調製されてもよく、包装されてもよ
く、販売されてもよい。この懸濁液または溶液は公知の技術に従って処方することができ
、活性成分に加えて、本明細書に記載のさらなる成分、例えば、分散剤、湿潤剤、または
懸濁剤を含んでもよい。このような滅菌注射用製剤は、例えば、水または1,3-ブタンジオ
ールなどの無毒の非経口的に許容される希釈剤または溶媒を用いて調製されてもよい。他
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の許容される希釈剤および溶媒には、リンガー溶液、等張性塩化ナトリウム溶液、および
不揮発性油、例えば、合成のモノグリセリドまたはジグリセリドが含まれるが、これに限
定されない。
【００７９】
　有用な他の非経口投与可能な組成物には、微結晶の形をした活性成分を含むか、リポソ
ーム調製物の中に活性成分を含むか、または生分解性ポリマー系の成分として活性成分を
含む組成物が含まれる。持続放出用または移植用の組成物は、薬学的に許容されるポリマ
ー材料または疎水性材料、例えば、エマルジョン、イオン交換樹脂、やや溶けにくいポリ
マー、またはやや溶けにくい塩を含んでもよい。
【００８０】
　または、(a)～(g)の1つまたは複数はカプセルに入れられてもよく、粒子担体に吸着さ
れてもよく、粒子担体と結合されてもよい。適切な粒子担体には、ポリメチルメタクリレ
ートポリマーに由来する粒子担体、ならびにポリ(ラクチド)およびポリ(ラクチド-co-グ
リコリド)に由来するPLG微粒子が含まれる。例えば、Jeffery et al. (1993) Pharm. Res
. 10:362-368を参照されたい。他の粒子系およびポリマー、例えば、ポリリジン、ポリア
ルギニン、ポリオルニチン、スペルミン、スペルミジン、ならびにこれらの分子の結合体
などのポリマーも使用することができる。
【００８１】
　前記組成物の製剤は、前記組成物中の物質がどういったものであるか、および送達方法
などの要因に左右される。前記組成物は様々な剤形で投与することができる。前記組成物
は非経口投与されてもよく、皮下投与されてもよく、静脈内投与されてもよく、筋肉内投
与されてもよく、経皮投与されてもよく、皮内投与されてもよく、骨内投与されてもよく
、注入法によって投与されてもよい。医師は、特定の個体一人一人について、必要とされ
る投与経路を決定することができる。
【００８２】
　投与される組成物は、有害反応を引き起こさずに効果のある適切な濃度の(a)～(g)の1
つまたは複数を含む。典型的に、前記組成物中にある、それぞれのタンパク質の濃度は0.
03～200nmol/mlの範囲であり、より好ましくは、0.3～200nmol/ml、3～180nmol/ml、10～
150nmol/ml、50～200nmol/ml、または30～120nmol/mlの範囲である。前記の組成物または
製剤は95％もしくは98％を上回る純度または少なくとも99％の純度を有さなければならな
い。
【００８３】
　前記組成物はまたアジュバントも含んでよい。アジュバントは、好ましくは、(a)～(g)
の1つまたは複数の効果を増大させるのに十分な量で投与される。アジュバントまたは他
の治療剤は、(a)～(g)の1つまたは複数の効果を増強する薬剤でもよい。例えば、他の薬
剤は、(a)～(g)の1つまたは複数に対する応答を強化する免疫調節性分子またはアジュバ
ントでもよい。
【００８４】
　一態様において、(a)～(g)の1つまたは複数は1種または複数種の他の治療剤と組み合わ
せて用いられる。前記薬剤は別々に投与されてもよく、同時に投与されてもよく、連続し
て投与されてもよい。前記薬剤は、(a)～(g)の1つまたは複数と同じ組成物または異なる
組成物に入れられて投与されてもよい。従って、本発明の方法において、対象はまた、さ
らなる治療剤を用いて治療されてもよい。
【００８５】
　従って、組成物は(a)～(g)の1つまたは複数を用いて処方されてもよく、1種または複数
種の他の治療用分子も用いて処方されてもよい。または、(a)～(g)の1つまたは複数は併
用治療の一部として1種または複数種の他の治療用組成物と同時に、連続して、または別
々に用いられてもよい。
【００８６】
　アジュバントの非限定的な例には、ミョウバン、モノホスホリルリピド、オリゴヌクレ
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オチド、コレラ毒素、およびフロイント不完全アジュバントが含まれる。
【００８７】
　(a)～(g)の1つまたは複数の投与は前記の任意の適切な方法によるものでよい。(a)～(g
)の1つまたは複数の適切な量は経験的に確かめることができるが、典型的には、下記で示
した範囲内にある。結核菌群感染の予防の場合、患者に有益な効果を及ぼすには組成物の
単回投与で十分な場合がある。しかしながら、組成物が対象に2回以上投与されれば、有
益な効果はさらに大きくなる場合があることが理解される。この場合、代表的な投与計画
は、例えば、6ヶ月ごとに2～4週間にわたって週1回もしくは週2回でもよく、4～6ヶ月ご
とに1週間にわたって1日1回でもよい。
【００８８】
　投与のための投与量は、組成物がどういったものであるか、投与経路ならびに投与計画
のスケジュールおよびタイミングを含む多数の要因によって決まる。適切な用量は、1回
の投与につき15μgまで、20μgまで、25μgまで、30μgまで、50μgまで、100μgまで、5
00μgまで、またはそれより多い用量の順でもよい。適切な用量は15μg未満でもよいが、
少なくとも1ng、または少なくとも2ng、または少なくとも5ng、または少なくとも50ng、
または少なくとも100ng、または少なくとも500ng、または少なくとも1μg、または少なく
とも10μgでもよい。一部の分子については、用量は上記より多い用量でもよく、例えば
、1mgまで、2mgまで、3mgまで、4mgまで、5mgまで、またはこれより多くてもよい。この
ような用量は、液体製剤の形で、選択された経路による投与に適した体積をとるのに適し
た濃度で提供されてもよい。
【００８９】
　組成物の中に入れて投与される(a)～(g)の1つまたは複数の用量は、様々なパラメータ
に従って、特に、治療しようとする対象の年齢、体重、および状態;投与経路;ならびに必
要とされるレジメンに従って決定され得る。医師は、どの特定の対象についても、必要と
される投与経路および投与量を決定することができる。代表的な一日量は、特定の阻害剤
の活性、治療しようとする対象の年齢、体重、および状態、ならびに頻度および投与経路
に応じて約0.1～50mg/kg体重である。用量は単一用量として提供されてもよく、複数用量
として提供されてもよく、例えば、定期的に、例えば、1時間に2用量、3用量、または4用
量が投与されてもよい。
【００９０】
　本発明の組成物または前記で定義した(a)～(g)は1日で対象に投与されてもよい。また
は、本発明の組成物または前記で定義した(a)～(g)は、少なくとも2日、例えば、少なく
とも3日、少なくとも4日、少なくとも5日、少なくとも6日、少なくとも7日、少なくとも8
日、少なくとも9日、または少なくとも10日で対象に投与されてもよい。出来事の間隔は1
～28日、例えば、3～25日、6～22日、9～18日、または12～15日でもよい。好ましくは、
出来事の間隔は、1日、2日、3日、4日、5日、6日、7日、8日、9日、10日、11日、12日、1
3日、14日、15日、16日、17日、18日、19日、20日、21日、22日、23日、24日、25日、26
日、27日、または28日である。
【００９１】
　対象において結核菌群感染を治療または予防する方法が、前記で定義した(a)～(g)の2
つ以上を対象に投与する工程を含む場合、(a)～(g)の2つ以上はそれぞれ、単独で、また
は組み合わせで対象に投与されてもよい。
【００９２】
　本発明の組成物または前記で定義した(a)～(g)は任意の適切な対象に投与することがで
きる。対象は概してヒト対象である。対象は、診断方法に関して前述した任意の動物また
は哺乳動物でよい。
【００９３】
　対象は乳児、年少者、または成人でもよい。対象は結核があることが分かっていてもよ
い、または結核があると疑われる。対象は結核に対する感受性があってもよく、結核のリ
スクがあってもよい。例えば、対象は結核に遺伝的になりやすくてもよく、高リスク地域
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IDSにかかっていてもよい。
【００９４】
　本発明は、結核を治療または予防する他の手段および結核を治療または予防するための
物質と組み合わせて用いられてもよい。場合によっては、本発明の組成物または前記で定
義した(a)～(g)は、結核の治療もしくは結核の症状の寛解または疼痛緩和を目的とする他
の物質と同時に、連続して、または別々に投与されてもよい。前記組成物または前記で定
義した(a)～(g)は、既存の結核治療法と組み合わせて用いられてもよく、例えば、単に、
このような治療法と混ぜ合わされてもよい。従って、本発明は、既存の疾患治療法の効力
を高めるために用いられてもよい。
【実施例】
【００９５】
実施例1
プラットフォームNeutraCorpを用いた結核菌ゲノムの分析
　Proxagenが開発したイムノインフォマティクス(immunoinformatics)プラットフォーム(
登録商標: BG Per.No.85788, 2013年8月27日)を用いて結核菌ゲノムを分析した。免疫原
性タンパク質抗原を特定するために、臨床分離株から得たゲノムを分析した。合計44個の
MTB完全ゲノムをGOLDデータベースから入手した。
【００９６】
（表1）使用したMTB株ゲノムのリスト



(23) JP 2017-526742 A 2017.9.14

10

20

30

40

50

【００９７】
結核菌ゲノムの分析およびタンパク質の選択
　T細胞エピトープおよび連続B細胞エピトープいずれかの抗原特性をもつ可能性のある全
てのタンパク質断片を特定するために、NeutraCorp(登録商標: BG Per.No.85788, 2013年
8月27日)イムノインフォマティクスプラットフォームを用いて、本発明者らはMTBゲノム
を完全に分析した。各ゲノムにおいて、インシリコ親和性が理論値の1％より大きい少な
くとも1つの利用可能なエピトープ(T細胞エピトープおよびB細胞エピトープの両方)をも
つタンパク質を選択した。これらのタンパク質は、表2のように、TB発症に対する感受性
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または防御に関連するHLA-DR対立遺伝子または対立遺伝子群に対するT細胞エピトープが
存在するかどうか分析されている。
【００９８】
（表２）

【００９９】
　TBに対する防御に関連するHLAについて、活動性TBをもつHLA関連対立遺伝子または群に
対して有意に高い(全対立遺伝子に対する各タンパク質のエピトープの平均の>3 SD)多数
のエピトープを提示するタンパク質を選択した。
【０１００】
特定した全タンパク質のオーソロジー分析を、EGM2ソフトウェア(Nucl. Acids Res. 2011
 doi: 10.1093/nar/gkrl261)を用いて行った。20種を超える一般的な分析済み臨床株ゲノ
ムに存在する選択されたタンパク質を選択した。これにより、表3のように7種のタンパク
質のリストが得られた。
【０１０１】
（表３）
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【０１０２】
最終的なT細胞エピトープの特定およびペプチド設計
　T細胞エピトープを特定および設計するために、特定した7種のタンパク質配列を、イム
ノインフォマティクスプラットフォーム NeutraCorp(商標)(登録商標: BG Per.No.85788,
 2013年8月27日)を用いてスクリーニングした。
【０１０３】
　具体的には、7種全てのタンパク質にある、可能性のある高親和性T細胞エピトープ(任
意のHLAクラスI対立遺伝子およびHLAクラスII対立遺伝子と最も良く結合したペプチドの1
％に相当する親和性)をタンパク質配列中に特定した。T細胞分析のための可能性のある試
薬として、多エピトープおよび/またはHLA-プロミスカス(promiscuous)断片を含有するタ
ンパク質領域を選択した。クラスII HLA分子に対するT細胞エピトープとして合計33個の
ペプチドを設計した(表4)。
【０１０４】
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（表４）

【０１０５】
　クラスI HLA分子に対するT細胞エピトープとして合計47個のペプチドを設計した(表5)
。
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【０１０６】
（表５）
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【０１０７】
最終的なB細胞エピトープの特定およびペプチド設計
　線状B細胞エピトープが存在するかどうか、特定した7種のタンパク質を、開発したイム
ノインフォマティクスプラットフォーム NeutraCorp(商標)(登録商標: BG Per.No.85788,
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【０１０８】
　連続B細胞エピトープの場合、抗体と潜在的に反応する7アミノ酸長のタンパク質領域を
線状タンパク質配列タンパク質の中で特定した。複数の特定した断片を含有するホットス
ポットのあるタンパク質配列の領域は1つしかないものと考えた。それぞれのタンパク質
について可能性のある断片を設計した。
【０１０９】
　不連続B細胞エピトープの予測およびペプチドミモトープの設計の場合、最初に、本発
明者らは、Swiss-Prot機能を用いることによって、6種のタンパク質の3D構造を相同性モ
デルによって決定した。この3Dモデルを、開発したNeutracorpイムノインフォマティクス
プラットフォームモジュールを用いて評価し、可能性のある抗原性の部分を3D構造に沿っ
て特定した。不連続B細胞エピトープを構成する様々な断片が特定された後、それに続く
工程は、ミモトープとも呼ばれる、B細胞エピトープ全体の構造を模倣する(miming)ペプ
チドの設計であった。この目的のために、それぞれの不連続B細胞エピトープについて、3
Dタンパク質構造モデルを手作業で検査することによって、エピトープに含まれる様々な
線状断片を空間的に特定することができた。単一断片の距離および方向を決定し、様々な
線状部分の中で適切な距離および角度をとるためにグリシンおよびプロリンの適切なスペ
ーサーを含めた。
【０１１０】
　B細胞抗原として合計48個のペプチドエピトープおよびミモトープをタンパク質配列上
および構造上に設計した(表6)。
【０１１１】
（表６）
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【０１１２】
ペプチド合成
　特定された遊離末端ペプチドの化学合成は標準的なFmoc化学(Espikem, Prato, Italy)
によって行われている。ペプチドを>90％純度で生成した。
【０１１３】
　選択したMTBタンパク質の抗原性を検証するための、血清バイオバンク(biobank)を用い
た合成ペプチドバンクのスクリーニング
　Proxagenは、競争力プロジェクト助成金(competitiveness project grant)「Developme
nt of a rapid test prototype for the diagnosis of active tuberculosis」(プロジェ
クト番号BG161PO003-1.1.01-0220, 2011年12月28日)のためのEU地域基金の結果としてTB
患者および対照の血清バンクを利用することができた。
【０１１４】
　特定されたタンパク質および断片の免疫原性を確かめるために、以下の群からの血清試
料が検査されている。
-健常対照(N=60)
-活動性TB(N=50)
-治癒TB(N=10)
【０１１５】
多重ペプチドELISAアッセイ用の標準的な操作手順によるペプチドID#88～ID#136の検査
手順:
a.試薬
-滅菌PBS 1X
-コーティング緩衝液-Na2CO3/NaHCO3 pH9.3
-洗浄緩衝液-PBS 1x
-ブロッキング緩衝液-PBS+BSA 1％
-アッセイ緩衝液-PBS+BSA 1％
-西洋ワサビペルオキシダーゼ結合(HRP)抗ヒトIgG(Zymed)
-基質-(0.04mg/ml　o-フェニレンジアミン(Sigma)
-停止溶液-1N H2SO4
-発色緩衝液-尿素+H2O2錠剤(Sigma)
b.ELISAプレートをコーティングする:
-ペプチドをコーティング緩衝液で1□g/mlまで希釈する
-1ウェルにつき50μlの希釈ペプチドをELISAプレートに移す
-プレートを密閉し、室温で1時間、4℃で一晩インキュベートする
c.プレートをブロッキングする:
-1ウェルにつき200μlのブロッキング溶液(PBS+BSA 1％)を添加する。
-室温で1時間インキュベートする
-ELISAプレートの内容物を捨てる
d.ELISA工程1:試料を添加する
-プール血清をアッセイ緩衝液(PBS+BSA 1％)で1:100に希釈する
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-50μlの希釈血清を、スキームのように、検査されている各ELISAプレートに移す
-37℃で2時間インキュベートする
-PBS(200μl/ウェル)で3回洗浄する
e.ELISA工程2:抗体結合体を希釈し、ELISAプレートに添加する
-HRP-抗ヒトIgGをアッセイ緩衝液(PBS+BSA 1％)で1:4000に希釈する
-スキームのように、マルチチャンネルピペットを用いて1ウェルにつき50μlをELISAプレ
ートに移す
-室温で1時間インキュベートする
-洗浄緩衝液(200μl/ウェル)で5回洗浄する
f.ELISA工程3:基質を添加し、プレートを読み取る
-1個の尿素錠剤を20mlのdH2Oに添加して発色緩衝液を調製する
-1個のOPD錠剤を20mlの発色緩衝液に添加して基質緩衝液を調製する
-1ウェルにつき50μlの基質緩衝液を添加し、暗所で室温で15分間インキュベートする
-50μlの1N硫酸を用いて反応を停止する
-ELISAプレートリーダーを用いて492nmで吸光度を読み取る
【０１１６】
結果:
　図1は、様々な群の血清を用いて得られた結果を示す。6種のタンパク質に由来するエピ
トープ群を抗原として用いた時に、活動性TB対象における抗体レベルは他の群と比較して
有意に高い。このことは、この試薬の抗原性と、診断検査におけるその用途を証明してい
る。
【０１１７】
実施例2
拡大した抗原性スクリーニング
　イムノバイオインフォマティクス(immuno-bioinformatic)分析によって特定したB細胞
エピトープペプチドの抗原性を確かめるために、ペプチドSEQ ID NO:88～SEQ ID NO:141
に対して作られた抗体が存在するかどうか、微生物学的に確かめられた活動性結核菌群感
染をもつ対象、IGRAによって確かめられた潜伏結核菌群感染(LTBI)をもつ対象、および健
常対照対象に由来する血清をELISAによってスクリーニングした。
【０１１８】
ELISA手順
a.試薬
-滅菌PBS 1X
-コーティング緩衝液-Na2CO3/NaHCO3 pH9.3
-洗浄緩衝液-PBS 1x
-ブロッキング緩衝液-PBS+BSA 1％
-アッセイ緩衝液-PBS+BSA 1％
-西洋ワサビペルオキシダーゼ結合(HRP)抗ヒトIgG(Zymed)
-基質-(0.04mg/ml　o-フェニレンジアミン(Sigma)
-停止溶液-1N H2SO4
-発色緩衝液-尿素+H2O2錠剤(Sigma)
b.ELISAプレートをコーティングする:
-ペプチドをコーティング緩衝液で1μg/mlまで希釈する
-1ウェルにつき50μlの希釈ペプチドをELISAプレートに移す
-プレートを密閉し、室温で1時間、4℃で一晩インキュベートする
c.プレートをブロッキングする:
-1ウェルにつき200μlのブロッキング溶液(PBS+BSA 1％)を添加する。
-室温で1時間インキュベートする
-ELISAプレートの内容物を捨てる
d.ELISA工程1:試料を添加する
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-プール血清をアッセイ緩衝液(PBS+BSA 1％)で1:100に希釈する
-50μlの希釈血清を、スキームのように、検査されている各ELISAプレートに移す
-37℃で2時間インキュベートする
-PBS(200μl/ウェル)で3回洗浄する
e.ELISA工程2:抗体結合体を希釈し、ELISAプレートに添加する
-HRP-抗ヒトIgGをアッセイ緩衝液(PBS+BSA 1％)で1:4000に希釈する
-スキームのように、マルチチャンネルピペットを用いて1ウェルにつき50μlをELISAプレ
ートに移す
-室温で1時間インキュベートする
-洗浄緩衝液(200μl/ウェル)で5回洗浄する
f.ELISA工程3:基質を添加し、プレートを読み取る
-1個の尿素錠剤を20mlのdH2Oに添加して発色緩衝液を調製する
-1個のOPD錠剤を20mlの発色緩衝液に添加して基質緩衝液を調製する
-1ウェルにつき50μlの基質緩衝液を添加し、暗所で室温で15分間インキュベートする
-50μlの1N硫酸を用いて反応を停止する
-ELISAプレートリーダーを用いて492nmで吸光度を読み取る
【０１１９】
結果
　表21は、B細胞エピトープペプチドSEQ ID NO:88～SEQ ID NO:141の抗原性および予備感
度データを立証するために、ELISAによって検査した、それぞれのペプチド/血清組み合わ
せの光学密度(ODデータ)を示す。ODデータは、ペプチド含有(すなわち、検査)ウェルにつ
いて1種の各血清の反応性を2回繰り返して求めたものから、ペプチドを含まない(すなわ
ち、負の対照)ウェルの同一血清の基礎反応性を引いた絶対値である。
【０１２０】
　対照の99thパーセンタイルまたは平均+3SDを立証することによって、微生物学的に確か
められた活動性結核菌群感染をもつ対象に由来する検査血清(活動性TB血清)全体にわたっ
て、それぞれのペプチドに対する反応性に陽性スコアを付けるカットオフを規定すること
ができる。これにより、それぞれのペプチドに対する、または1種のタンパク質に由来す
るそれぞれのペプチドパネルに対する活動性TB血清の反応性を確かめることが可能になる
。もっと詳しい内容については、
●TB対対照のマンホイットニー検定p値は、大まかに言うと、それぞれのペプチドの結果
が有意であることを示す。
●対照データ分布の99thパーセンタイルカットオフは単純なカットオフ閾値を示し、これ
より大きいと活動性TB血清は陽性とみなされる。
●対照データ分布の平均+3SDカットオフは、理論上の誤り率が<1％になる、さらに控えめ
なカットオフを示す。
●カットオフ99th％を用いた検査TB間のN個の陽性は、99thパーセンタイルカットオフに
従う、それぞれのペプチドに対する活動性TB血清間の陽性結果の数を示す。
●カットオフ99th％でのTB間の％陽性は、99thパーセンタイルカットオフに従う、陽性結
果をもつ活動性TB血清のパーセントを示す。
●カットオフ平均+3SDを用いた検査TB間のN個の陽性は、平均+3SDカットオフに従う、そ
れぞれのペプチドに対する活動性TB血清間の陽性結果の数を示す。
●カットオフ平均+3SDでのTB間の％陽性は、平均+3SDに従う、陽性結果をもつ活動性TB血
清のパーセントを示す。
●N個の陽性>TB平均は、ペプチドに対する全ての活動性TB血清の平均(average)(平均(mea
n))ODより大きなODをもつ活動性TB血清(本質的には、ペプチドに対する上位の反応血清)
の数を示す。
●％陽性>TB平均は、ペプチドに対する全ての活動性TB血清の平均(平均)ODより大きなOD
をもつ活動性TB血清(本質的には、ペプチドに対する上位の反応血清)のパーセントを示す
。
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【０１２１】
　それぞれのタンパク質について、そのタンパク質に由来するペプチドを全て含むパネル
の仮説上の性能が計算されている。これは平均+3SDカットオフおよび活動性TB血清の平均
ODを用いて計算されているので(すなわち、首尾一貫して陽性の結果)、対照血清の仮説上
の性能は示していない。
【０１２２】
　表20のOD値から、活動性結核菌群感染をもつ対象におけるSEQ ID NO:88～SEQ ID NO:14
1に対する抗体レベルは対照対象(すなわち、健常個体またはLTBIをもつ対象)と比較して
有意に高いことが分かる。これらの結果はペプチドSEQ ID NO:88～SEQ ID NO:141の抗原
性を裏付けている。
【０１２３】
　さらに、結果から、ペプチドSEQ ID NO:88～SEQ ID NO:141を個々に、またはタンパク
質パネルで用いて、活動性結核菌群感染をもつ対象に由来する血清を特定する、すなわち
、活動性結核菌群感染を診断する可能性があることが証明された。
【０１２４】
実施例3
多重ペプチドELISA
　例えば、遺伝的背景により反応に個体差がある場合があるので、多重ペプチドに対する
反応性に基づく診断検査は、1種のペプチドに対する反応性に基づく検査より感度が高い
ことが多い。従って、大きな一組の対照血清(IGRA陰性および/またはIGRA陽性)、活動性
結核菌群感染をもつ対象に由来する血清(活動性TB)、ならびに24ヶ月以上にわたって結核
菌群感染が治癒した患者に由来する血清(治癒TB)と反応するかどうか、実施例2でスクリ
ーニングしたペプチドを含むペプチドプールをスクリーニングした。各群の試料の数は以
下の通りであった。
-健常対照(IGRA陰性)(N=74)
-MTBに感染した健常対照(LTBI、IGRA陽性、および活動性TBの他の徴候なし)(N=30)
-活動性TB(N=66)
-治癒TB(N=10)
【０１２５】
　ペプチドプールに含めるために、実施例2でスクリーニングした最も良く働くペプチド
を選択することが必要であった。特に、あまりに多くのペプチドを含めると、吸収工程の
間に結合部位に対する競合が導入されることがあるので、多重ペプチドELISAの1個のウェ
ルに含めることができるペプチドの数はおよそ15～20に限定される。従って、感度を最適
化するために、実施例2からの最も反応性の高いペプチドと、活動性TB血清に対して補完
的な反応性を示すペプチドを選択した。具体的には、プールは、SEQ ID NO:88、SEQ ID N
O:95、SEQ ID NO:98、SEQ ID NO:101、SEQ ID NO:104、SEQ ID NO:105、SEQ ID NO:110、
SEQ ID NO:115、SEQ TD NO:122、SEQ ID NO:129、およびSEQ ID NO:134からなった。
【０１２６】
　プレートを1つ1つのペプチドではなくペプチドプールでコーティングした以外は、ELIS
A手順を実施例2に従って行った。
【０１２７】
結果
　表7は、ペプチドプールで検査した各血清の光学密度(ODデータ)を示す。ODデータは、
多重ペプチド含有(すなわち、検査)ウェルについて1種の各血清の反応性を2回繰り返して
求めたものから血清モック(mock)値を引いた絶対値である。
【０１２８】
　表8は、表7に含まれるデータの記述統計、記述的な様々なカットオフ、および結果のマ
ンホイットニー比較を示す。データセットは十分に大きいので、示されたパーセントは予
備的な感度および特異度のデータと解釈することができる。
【０１２９】
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【０１３０】
（表８）
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【０１３１】
実施例4
候補T細胞抗原の特定
1.序論
　本調査は、T-SPOT.TBアッセイ用の可能性のある新たな抗原を特定するように設計した
、ならびに新たな抗原がESAT-6抗原およびCFP10抗原にとって代わることができるかどう
か、またはこのアッセイに加えて、現行のT-SPOT(登録商標).TBアッセイの感度を高める
ことができるかどうか計算するように設計した、実現の可能性を探るための初期調査であ
った。これを実現するために、87人のTB確認ドナーおよび96人の健常ドナーを用いたT-SP
OT(登録商標).TBアッセイにおいて一組の新たなTB抗原をスクリーニングした。
【０１３２】
2.方法
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　TB確認ドナー(GeneXpert(登録商標)MTB/RIFアッセイによって確認した)および健常ドナ
ーから単離した末梢血単核球(PBMC)を、T-SPOT.TBパネルA(PA)、T-SPOT.TBパネルB(PB)、
および24種の代替TB抗原を用いたT-SPOT.TBアッセイにおいて検査した。GeneXpert(登録
商標)MTB/RIFアッセイは、Cepheidが製造した結核用核酸増幅検査である。これは、TBが
蔓延している国々において使用するために世界保健機関による支援を受けており、培養に
よって確かめられたTBドナーにおける主張された感度は92.2％であり(675/732)、TBがな
いドナーにおける特異度は99.2％である(604/609)。Boehme, C.(2011)。
【０１３３】
　検査した抗原を表9に列挙した。
【０１３４】
（表９）

【０１３５】
　それぞれのエピトーププールの中にあるCD4/CD8エピトープを表10～16に列挙した。
【０１３６】
（表10）CD4/CD8エピトーププールTBFG_13643

【０１３７】
（表11）CD4/CD8エピトーププールMtub2_17866



(40) JP 2017-526742 A 2017.9.14

10

20

30

40

【０１３８】
（表12）CD4/CD8エピトーププールRv2654c

【０１３９】
（表13）CD4/CD8エピトーププールRv3845

【０１４０】
（表14）CD4/CD8エピトーププールRv1495
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【０１４１】
（表15）CD4/CD8エピトーププールRv0840c

【０１４２】
（表16）CD4/CD8エピトーププールRv1677
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【０１４３】
　MassiプールCD4+8は、TBFG_13463、Mtub2_17866、Rv2654c、Rv3845、Rv1495、Rv0840c
、およびRv1677用のCD4/CD8エピトーププールにおいて用いられるCD4/CD8エピトープを全
て含有する。TBFG_13463、Mtub2_17866、Rv2654c、Rv3845、Rv1495、Rv0840c、およびRv1
677用のペプチドライブラリープールは、11アミノ酸重複をもち、エピトープ選択におい
て用いられたタンパク質の全アミノ酸配列をカバーする15merを含有する。
【０１４４】
3.結果
3.1ドナー
3.1.1 TB陽性ドナー
　University of Cape Townにおいて120人のドナーをT-SPOTアッセイで検査した。TB感染
状況をGeneXpert MTB/RIFアッセイによって確かめた。120人のドナーのうち93人がGeneXp
ert陽性であった(8/120人はGeneXpert陰性であり、19/120人はGeneXpertで検査しなかっ
た)。93人のGeneXpert陽性ドナーのうち4/93人のドナーは細胞数が少なく(<2.0x106細胞/
mL)、2/93人のドナーはハイネガティブコントロール(high negative control)であった(>
10個のスポット)。従って、これらのドナーを除外した。残りの87人のTB陽性ドナーを本
実施例に使用した。
【０１４５】
3.1.2健常ドナー
　Oxford Immunotec UKにおいて107人の健常ドナーをT-SPOTアッセイで検査した。TB感染
リスクが高いという理由で、この群から11人のドナーを除外した(8人のドナーは、TBが蔓
延している地域が出身地であるために、またはTBが蔓延している地域に渡航して過ごした
期間があるために除外した。1人のドナーは、TB感染個体と密接に接触したことがあるた
めに除外した。2人のドナーは、以前にT-SPOT.TBアッセイにおいて陽性応答があった経歴
があるために除外した)。残りの96人のドナーを分析に含めた。
【０１４６】
　抗原不足のために、96人のドナー全員が17種全ての抗原を用いて検査されたわけではな
かった。それぞれの抗原を用いて検査した数を表17に列挙した。
【０１４７】
（表１７）
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【０１４８】
3.2 受信者動作特性(ROC)曲線
　GraphPad Prism6ソフトウェアを用いてデータを解析した。健常ドナーの基準化スポッ
ト数を対照値としてプロットした。TB確認ドナーの基準化スポット数を患者値としてプロ
ットした。
【０１４９】
　現行のT-SPOT.TBアッセイでは、アッセイ読み取り値としてパネルAまたはパネルBから
の最大スポット数を利用する。例えば、ドナー1がパネルA=4スポット、パネルB=10スポッ
トである場合、T-SPOT.TBの検査結果=10スポットになる。この分析は、異なる抗原の組み
合わせを用いた時のアッセイ性能を算出するのに適用されてきた。この分析を使用したこ
とは、列挙された抗原の後ろにある最大という用語によって示される。
【０１５０】
3.3統計解析
　ROC曲線はMedCalcソフトウェアを用いて比較されている。HanleyおよびMcNeilの方法(H
anley, J, McNeil B J.(1983))は、同じ患者群間に由来する曲線間の曲線下面積(AUC)の
違いを比較するために用いられている(p<0.05=曲線間の有意差)。
【０１５１】
3.4 T-SPOT.TBアッセイ性能
　現行のT-SPOT.TBアッセイ性能のROC曲線を図2Aに示した。パネルA/パネルB最大の様々
なカットオフでのアッセイ感度および特異度を図2Bに示した。本検査におけるT-SPOT.TB
アッセイ性能は6スポットカットオフでは感度94.2％および特異度97.9％であった。これ
らの性能の数字は、U.S.A T-SPOT.TBアッセイ添付文書において以前に公表した性能と似
ている(感度=95.6％(175/183)、特異度=97.1％(297/306)、PI-TB-US-V4、2013年3月)。パ
ネルA/パネルB抗原を用いて検査して陽性であった健常ドナーは2/96人であった。これら
のドナーは、この結果が正しいか確かめるためにT-SPOT.TBアッセイで再検査することに
なっている。カットオフを3スポットまで減らしても感度は影響を受けなかったが、アッ
セイの特異度は87.5％まで低下しただろう。
【０１５２】
3.5 CD4/CD8の選択されたエピトープと、全タンパク質配列をカバーするペプチドライブ
ラリーとの比較
　本検査のこの部門(arm)では、Mtbゲノムから、CD4/CD8エピトープの可能性があるとイ
ンシリコで特定したペプチド配列を合成し、CD4/CD8エピトープが得られたMtbタンパク質
に従ってプールした。これと同時に、Mtbタンパク質配列のコピーを入手し、ペプチドラ
イブラリー(11アミノ酸重複をもつ15mer)を合成し、それぞれのタンパク質についてプー
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およびパネルBと比較して検査した。結果を図3および図4に示した。
【０１５３】
　図3は、Rv1495、TBFG_13463、およびRv3845についてCD4/CD8エピトーププールとペプチ
ドライブラリーを比較したものである。ROC曲線の統計学的比較から、Aでは、CD4/CD8エ
ピトーププールと、対応するペプチドライブラリーとの間には性能に有意差があったこと
が分かる(p=0.0267)。この場合、前記のペプチドライブラリーは、その対応するCD4/CD8
エピトーププールより性能が優れていた。BおよびCでは、CD4/CD8エピトーププールとそ
の対応するタンパク質ライブラリーとの間には性能に有意差がなかった(それぞれ、0.320
8およびp=0.1850)。
【０１５４】
　図4は、Mtub2_17866、Rv2654c、Rv1677、およびRv0840Cペプチドライブラリーについて
ペプチドライブラリーのROC曲線を示す。表18は、様々なカットオフを用いたT-SPOT.TBに
おけるRv0840cの感度および特異度を示す(n=180; TB陽性=87;健常ドナー=93)。
【０１５５】
（表１８）

【０１５６】
　表19は、6スポットカットオフを用いた、TBFG_13463、Mtub2_17866、Rv2654c、Rv3845
、Rv1495、Rv0840c、およびRv1677のCD4/CD8エピトーププールおよびペプチドライブラリ
ー、ならびにMassiプールCD4+8の個々の感度および特異度をまとめたものである。
【０１５７】
（表１９）
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【０１５８】
　図5は、TBFG_13463、Mtub2_17866、Rv2654c、Rv3845、Rv1495、Rv0840c、およびRv1677
 CD4/CD8エピトーププール最大と、TBFG_13463、Mtub2_17866、Rv2654c、Rv3845、Rv1495
、Rv0840c、およびRv1677ペプチドライブラリー最大の比較を示す。上記の「最大」の定
義に従って、それぞれのエピトーププールおよびペプチドライブラリーを個々にT-SPOT.T
Bアッセイにおいて検査した。CD4/CD8エピトーププール最大とペプチドライブラリー最大
との間には有意差があった(p=0.0033)。
【０１５９】
　図6は、CD4/CD8エピトーププール(TBFG_13463、Mtub2_17866、Rv2654c、Rv3845、Rv149
5、Rv0840c、およびRv1677)を全て含む単一の複合エピトーププールの結果を示す。
【０１６０】
3.6 パネルA(ESAT-6)またはパネルB(CFP10)の交換
　本検査の始めに提起された主な質問の1つは、T-SPOT.TBアッセイにおいて現在用いられ
ているESAT-6(パネルA)またはCFP10(パネルB)プールのうちの1つを、アッセイ性能に影響
を及ぼさずに交換できるかどうかということであった。この分析では、ESAT-6およびCFP1
0はRv0840cペプチドライブラリーと交換されており、結果をROC曲線としてプロットした
。図7は、ESAT-6を交換した結果を示す。図8は、CFP10を交換した結果を示す。ESAT-6ま
たはCFP10をRv0840cペプチドライブラリーと交換した時の感度および特異度は高いことが
分かる。
【０１６１】
3.7 アッセイ感度を高めるために現行のT-SPOT.TBアッセイに抗原を加える
　本検査の始めに提起された最後の質問は、現行のT-SPOT.TBアッセイに抗原を加えるこ
とによってT-SPOT.TBアッセイの感度を高めることができるかどうかであった。本研究に
おいて作成されたデータおよび上述の「最大」分析を用いて、ペプチドライブラリーをT-
SPOT.TBアッセイに加えた結果が確かめられている。図9は、パネルA/パネルB最大および
パネルA/パネルB/Rv0840cペプチドライブラリー最大のROC曲線の比較を示す。表20は、パ
ネルA/パネルB最大およびパネルA/パネルB/Rv084cペプチドライブラリー最大の感度およ
び特異度をまとめたものである。
【０１６２】
(表20)最大分析を用いたT-SPOT.TBアッセイにおいてパネルAおよびパネルBにRv0840cを加
える



(46) JP 2017-526742 A 2017.9.14

10

20

【０１６３】
　T-SPOT.TBアッセイにRv0840cを含めると、現行のT-SPOT.TBアッセイでは検出されなか
ったと思われる2人のさらなるTB確認ドナーが検出された。Rv0840cを含めると、T-SPOT.T
Bアッセイの感度は96.5％(84/87)に増加した。
【０１６４】
4.結論
　本検査は、T-SPOT.TBアッセイにおけるESAT-6抗原およびCFP10抗原に取って代わる、可
能性のある候補抗原を特定するように設計された、ならびに/または現行のT-SPOT.TBアッ
セイの感度を高めるように設計された、実現の可能性を探るための初期調査であった。パ
ネルA、パネルB、TBFG_13463、Mtub2_17866、Rv2654c、Rv3845、Rv1495、Rv0840c、およ
びRv1677 CD4/CD8エピトーププール、ならびにTBFG_13463、Mtub2_17866、Rv2654c、Rv38
45、Rv1495、Rv0840c、およびRv1677ペプチドライブラリーを用いたT-SPOT.TBアッセイに
おいて、87人のTB陽性ドナーおよび96人までの健常ドナーを検査した。
【０１６５】
　前記ペプチドライブラリーとCD4/CD8エピトーププールは両方ともT-SPOT.TBアッセイに
おいて良好な特異度を達成した。場合によっては、前記ペプチドライブラリー(15mer/11
アミノ酸重複)は、対応するCD4/CD8エピトーププールより性能が優れていた。結果から、
特に、Rv0840cペプチドライブラリーは、現行のT-SPOT.TBアッセイの感度を高める、また
はESAT-6もしくはCFP10に取って代わる有望な候補であることが分かる。
【０１６６】
（表２１）
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【０１６７】
本発明のさらなる局面
1)結核菌の感染または疾患を検出するためのインビトロ検査におけるバイオマーカーとし
ての、結核菌に由来し、かつ少なくとも1つのT細胞エピトープまたはB細胞エピトープを
単独で、もしくはグループで含む7種のタンパク質のうちの任意のタンパク質の使用、ま
たは7種のタンパク質のうちの任意のタンパク質と他の結核菌タンパク質との使用であっ
て、前記タンパク質がSeqID#1～#7からなる群より選択される、使用。
2)7種のタンパク質にある任意のT細胞エピトープが、結核菌の感染または疾患を検出する
ためのインビトロ検査におけるバイオマーカーとして、単一の抗原として単独で、もしく
はグループで、または他のタンパク質抗原と共同で用いられ、前記タンパク質エピトープ
がSeqID#8～#87からなる群より選択される、項目1記載の使用。
3)7種のタンパク質にある任意のB細胞エピトープ(連続もしくは不連続)または任意のミモ
トープエピトープが、結核菌の感染または疾患を検出するためのインビトロ検査における
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バイオマーカーとして、単一の抗原として単独で、もしくはグループで、または他のタン
パク質抗原と共同で用いられ、前記タンパク質エピトープがSeqID#88～#136からなる群よ
り選択される、項目1記載の使用。
4)タンパク質のホモログまたはオルソログが全体、一部、断片、または80％もしくは80％
超の配列相同性をもつ相同性断片として用いられる、項目1、2、および3記載の使用。相
同性は以下のように定義される:
a.最適にアラインメントされた後に、項目1～3にあるタンパク質もしくはペプチドの1つ
と比較して少なくとも80％の類似性をもつアミノ酸配列;または
b.B細胞エピトープおよび/またはT細胞エピトープ(seqID#8-136)またはその化学的類似体
を含有する、項目1～3において定義されたタンパク質およびペプチドのペプチド断片。
5)対象においてマイコバクテリウム(Mycobacterium)感染を検出するためのインビトロ検
査における項目1～4のいずれか一項記載の使用。
6)マイコバクテリウム種が、結核菌(M.tuberculosis)、M.ボビス(M.bovis)、M.ボビスBCG
、M.アフリカヌム(M.africanum)、M.カネティ(M.canetti)、M.カプラエ(M.caprae)、M.ミ
クロティ(M.microti)、M.ピンニペディ(M.pinnipedii)、M.アビウム(M.avium)、ヨーネ菌
(M.avium paratuberculosis)、M.アビウム・シルバチカム(M.avium silvaticum)、M.アビ
ウム・「ホミニスイス」(M.avium "hominissuis")、M.コロムビエンス(M.colombiense)、
M.アシアチカム(M.asiaticum)、M.ゴルドナエ(M.gordonae)、M.ガストリ(M.gastri)、M.
カンサシ(M.kansasii)、M.ヒベルニアエ(M.hiberniae)、M.ノンクロモゲニカム(M.nonchr
omogenicum)、M.テラエ(M.terrae)、M.トリビアレ(M.triviale)、M.ウルセランス(M.ulce
rans)、M.シュードソツシ(M.pseudoshottsii)、M.ソツシ(M.shottsii)、M.トリプレック
ス(M.triplex)、M.ゲナベンス(M.genavense)、M.フロレンチナム(M.florentinum)、M.レ
ンチフラバム(M.lentiflavum)、M.パルストレ(M.palustre)、M.クビカエ(M.kubicae)、M.
パラスクロフラセウム(M.parascrofulaceum)、M.ヘイデルベルゲンセ(M.heidelbergense)
、M.インテルジェクタム(M.interjectum)、M.シミアエ(M.simiae)、M.ブランデリ(M.bran
deri)、M.コオキ(M.cookii)、M.セラタム(M.celatum)、M.ボヘミカム(M.bohemicum)、M.
ハエモフィラム(M.haemophilum)、M.マルモエンス(M.malmoense)、M.スズルガイ(M.szulg
ai)、M.レプラエ(M.leprae)、M.レプラエムリウム(M.lepraemurium)、M.レプロマトシス(
M.lepromatosis)、M.アフリカヌム、M.ボトニエンス(M.botniense)、M.キマエラ(M.chima
era)、M.コンスピカム(M.conspicuum)、M.ドリカム(M.doricum)、M.ファルシノゲネス(M.
farcinogenes)、M.ヘケショルネンス(M.heckeshornense)、M.イントラセルラレ(M.intrac
ellulare)、M.ラカス(M.lacus)、M.マリナム(M.marinum)、M.モナセンス(M.monacense)、
M.モンテフィオレンス(M.montefiorense)、M.ムラレ(M.murale)、M.ネブラスケンス(M.ne
braskense)、M.サスカチェワネンス(M.saskatchewanense)、M.スクロフラセウム(M.scrof
ulaceum)、M.シモイデイ(M.shimoidei)、M.ツシアエ(M.tusciae)、M.キセノピ(M.xenopi)
、M.インテルメディウム(M.intermedium)、M.アブセサス(M.abscessus)、M.ケロナエ(M.c
helonae)、M.ボレチ(M.bolletii)、M.フォーチュイタム(M.fortuitum)、M.フォーチュイ
タム亜種アセタミドリチカム(M.fortuitum subsp. acetamidolyticum)、M.ボエニケイ(M.
boenickei)、M.ペレグリナム(M.peregrinum)、M.ポルシナム(M.porcinum)、M.セネガレン
ス(M.senegalense)、M.セプチカム(M.septicum)、M.ネヲルレアンセンス(M.neworleansen
se)、M.ハウストネンス(M.houstonense)、M.ムコゲニカム(M.mucogenicum)、M.マゲリテ
ンス(M.mageritense)、M.ブリスバネンス(M.brisbanense)、M.コスメチカム(M.cosmeticu
m)、M.パラフォルツイタム(M.parafortuitum)、M.アウストロアフリカヌム(M.austroafri
canum)、M.ジエルンホフェリ(M.diernhoferi)、M.ホドレリ(M.hodleri)、M.ネオアウラム
(M.neoaurum)、M.フレデリクスベルゲンス(M.frederiksbergense)、M.アウラム(M.aurum)
、M.バクアエ(M.vaccae)、M.キタエ(M.chitae)、M.ファラクス(M.fallax)、M.コンフルエ
ンティス(M.confluentis)、M.フラベセンス(M.flavescens)、M.マダガスカリエンス(M.ma
dagascariense)、M.フレイ(M.phlei)、M.スメグマティス(M.smegmatis)、M.ゴオジ(M.goo
dii)、M.ウォリンスキ(M.wolinskyi)、M.サーモレシスチブレ(M.thermoresistibile)、M.
ガジウム(M.gadium)、M.コモセンス(M.komossense)、M.オブエンス(M.obuense)、M.スフ



(72) JP 2017-526742 A 2017.9.14

10

20

30

ァグニ(M.sphagni)、M.アグリ(M.agri)、M.アイキエンス(M.aichiense)、M.アルベイ(M.a
lvei)、M.アルペンス(M.arupense)、M.ブルマエ(M.brumae)、M.カナリアセンス(M.canari
asense)、M.チュブエンス(M.chubuense)、M.コンセプチオネンス(M.conceptionense)、M.
ドゥバリ(M.duvalii)、M.エレファンティス(M.elephantis)、M.ギルバム(M.gilvum)、M.
ハシアカム(M.hassiacum)、M.ホルサチカム(M.holsaticum)、M.イムノゲナム(M.immunoge
num)、M.マシリエンス(M.massiliense)、M.モリオカエンス(M.moriokaense)、M.サイクロ
トレランス(M.psychrotolerans)、M.ピレニボランス(M.pyrenivorans)、M.ヴァンバレニ(
M.vanbaalenii)、M.プルベリス(M.pulveris)、M.アロシエンス(M.arosiense)、M.アブバ
グネンス(M.aubagnense)、M.カプラエ(M.caprae)、M.クロロフェノリカム(M.chloropheno
licum)、M.フルオロアンテニボランス(M.fluoroanthenivorans)、M.クマモトネンス(M.ku
mamotonense)、M.ノボカストレンス(M.novocastrense)、M.パルメンス(M.parmense)、M.
フォカイカム(M.phocaicum)、M.ポリフェラエ(M.poriferae)、M.ロデシアエ(M.rhodesiae
)、M.セオウレンス(M.seoulense)、およびM.トカイエンス(M.tokaiense)より選択される
、項目5記載の使用。
7)マイコバクテリウム種が結核菌群のうちの任意の種である、項目5および6記載の使用
8)対象がヒトである、項目5～7記載の使用。
9)対象が非ヒト動物である、項目5～7記載の使用。
10)項目1記載のタンパク質または項目2および3記載のペプチドをコードする、単離された
核酸分子。
11)項目10記載の核酸分子を含む、ベクター。
12)容器を備えるキットであって、容器が、項目1、2、3、10、11記載の少なくとも1種の
タンパク質もしくはペプチドまたは得られた核酸配列を含む、キット。
13)項目1および2について選択された少なくとも1種のバイオマーカーの存在下で、前記対
象に由来するリンパ球を含む血液試料をインキュベートする工程を含む、対象または動物
においてマイコバクテリウム種による感染をインビトロ診断するための方法。
14)項目1、3記載のタンパク質、ペプチド、またはミモトープの抗体特異的検出によって
インビトロ診断するための方法。
15)項目1～4について選択された少なくとも1種の薬剤を含むか、または項目1～4について
選択された少なくとも1種の薬剤からなる、マイコバクテリウム種による感染を治療また
は予防するためのワクチン。
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【配列表】
2017526742000001.app
【手続補正書】
【提出日】平成29年4月17日(2017.4.17)
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１４１
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１４１】
（表15）CD4/CD8エピトーププールRv0840c

【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０００９
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０００９】
　本発明はまた、
-本発明の断片の1つまたは複数を含む、対象において結核菌群感染を診断するためのキッ
ト;
-対象における結核菌群感染の治療または予防において使用するための、前記で定義した(
a)～(g)の1つまたは複数を含む、組成物;および
-前記で定義した(a)～(g)の1つまたは複数を対象に投与する工程を含む、対象において結
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核菌群感染を治療または予防する方法
を提供する。
[本発明1001]
　(a)Rv0840c(SEQ ID NO:6)または1つもしくは複数のその断片;(b)TBFG_13463(SEQ ID NO
:1)または1つもしくは複数のその断片;(c)Rv1677(SEQ ID NO:7)または1つもしくは複数の
その断片;(d)Rv2654c(SEQ ID NO:3)または1つもしくは複数のその断片;(e)Rv3845(SEQ ID
 NO:4)または1つもしくは複数のその断片;(f)Rv1495(SEQ ID NO:5)または1つもしくは複
数のその断片;および(g)Mtub2_17866(SEQ ID NO:2)または1つもしくは複数のその断片の1
つまたは複数に対する免疫応答をインビトロで検出する工程を含む、対象において結核菌
(Mycobacterium tuberculosis)(M.tuberculosis)群感染を診断するための方法。
[本発明1002]
　(i)Rv0840c(SEQ ID NO:6)または1つもしくは複数のその断片;(ii)TBFG_13463(SEQ ID N
O:1)または1つもしくは複数のその断片;(iii)Rv1677(SEQ ID NO:7)または1つもしくは複
数のその断片;(iv)Rv3845(SEQ ID NO:4)または1つもしくは複数のその断片;および(v)Rv2
654c(SEQ ID NO:3)または1つもしくは複数のその断片の1つまたは複数に対する免疫応答
をインビトロで検出する工程を含む、本発明1001の方法。
[本発明1003]
　Rv0840c(SEQ ID NO:6)または1つもしくは複数のその断片に対する免疫応答をインビト
ロで検出する工程を含む、本発明1001または1002の方法。
[本発明1004]
　1種または複数種のさらなる結核菌タンパク質に対する免疫応答をインビトロで検出す
る工程をさらに含む、前記本発明のいずれかの方法。
[本発明1005]
　1種または複数種のさらなる結核菌タンパク質がRD1タンパク質を含む、本発明1004の方
法。
[本発明1006]
　RD1タンパク質がCFP-10またはESAT-6である、本発明1005の方法。
[本発明1007]
　断片の1つまたは複数のプールに対する免疫応答をインビトロで検出する工程を含み、
各プールが、TBFG_13463(SEQ ID NO:1)、Mtub2_17866(SEQ ID NO:2)、Rv2654c(SEQ ID NO
:3)、Rv3845(SEQ ID NO:4)、Rv1495(SEQ ID NO:5)、Rv0840c(SEQ ID NO:6)、またはRv167
7(SEQ ID NO:7)に由来する2つ以上の断片を含む、前記本発明のいずれかの方法。
[本発明1008]
　プールの中の断片が、断片が由来するタンパク質の配列の少なくとも80％をカバーする
タンパク質断片ライブラリーを形成する、本発明1007の方法。
[本発明1009]
　プールの中の断片が、断片が由来するタンパク質の配列全体をカバーするタンパク質断
片ライブラリーを形成する、本発明1008の方法。
[本発明1010]
　各プールが、配列が重複する断片を含む、本発明1008または1009の方法。
[本発明1011]
　配列が11アミノ酸重複する、本発明1010の方法。
[本発明1012]
　前記1つもしくは複数の断片または2つ以上の断片が15アミノ酸長である、前記本発明の
いずれかの方法。
[本発明1013]
　断片の1つまたは複数が、断片が由来するタンパク質のT細胞エピトープまたはB細胞エ
ピトープを含む、本発明1007の方法。
[本発明1014]
　T細胞エピトープがCD4エピトープである、本発明1013の方法。
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[本発明1015]
　T細胞エピトープがCD8エピトープである、本発明1013の方法。
[本発明1016]
　免疫応答がインビトロ細胞性免疫応答である、前記本発明のいずれかの方法。
[本発明1017]
　免疫応答がT細胞応答である、前記本発明のいずれかの方法。
[本発明1018]
　T細胞応答がサイトカイン分泌またはT細胞増殖である、本発明1017の方法。
[本発明1019]
　サイトカイン分泌がインターフェロンガンマ(IFNγ)分泌である、本発明1018の方法。
[本発明1020]
　免疫応答がB細胞応答である、本発明1001～1015のいずれかの方法。
[本発明1021]
　B細胞応答が抗体分泌またはB細胞増殖である、本発明1020の方法。
[本発明1022]
　免疫応答が、本発明1001の(a)～(g)の1つまたは複数に対する抗体の産生である、本発
明1001～1015のいずれかの方法。
[本発明1023]
　酵素結合免疫スポットアッセイ(ELISPOT)を含む、前記本発明のいずれかの方法。
[本発明1024]
　患者から得られた免疫細胞集団を、本発明1001の(a)～(g)の1つまたは複数と接触させ
る工程を含む、前記本発明のいずれかの方法。
[本発明1025]
　本発明1001の(a)～(g)の2つ以上に対する免疫応答をインビトロで検出する工程を含み
、同じ免疫細胞集団を(a)～(g)の2つ以上と接触させる、本発明1024の方法。
[本発明1026]
　免疫細胞集団を、本発明1004～1006のいずれかの1種または複数種のさらなる結核菌タ
ンパク質とさらに接触させる、本発明1024または1025の方法。
[本発明1027]
　本発明1001の(a)～(g)の2つ以上に対する免疫応答をインビトロで検出する工程を含み
、(a)～(g)の2つ以上のそれぞれを異なる免疫細胞集団と接触させる、本発明1024の方法
。
[本発明1028]
　本発明1004～1006のいずれかの1種または複数種のさらなる結核菌タンパク質に対する
免疫応答をインビトロで検出する工程をさらに含み、さらなる結核菌タンパク質のそれぞ
れを異なる免疫細胞集団と接触させる、本発明1024または1027の方法。
[本発明1029]
　本発明1008～1015のいずれかの断片の1つまたは複数を含む、対象において結核菌(M.tu
berculosis)群感染を診断するためのキット。
[本発明1030]
　免疫応答を検出するための手段をさらに備える、本発明1029のキット。
[本発明1031]
　対象における結核菌群感染の治療または予防において使用するための、本発明1001の(a
)～(g)の1つまたは複数を含む、組成物。
[本発明1032]
　本発明1001の(a)～(g)の1つまたは複数を対象に投与する工程を含む、対象において結
核菌群感染を治療または予防する方法。
【手続補正３】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】配列表



(79) JP 2017-526742 A 2017.9.14

【補正方法】変更
【補正の内容】
【配列表】
2017526742000001.app
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摘要(译)

本发明涉及结核分枝杆菌（M.tuberculosis）蛋白及其免疫活性片段（肽
或模拟表位肽）。 特别地，本发明涉及高抗原性并且对于结核分枝杆菌
的临床菌株而言是独特的一组结核分枝杆菌蛋白及其肽。 因此，本发明
进一步涉及这些结核分枝杆菌蛋白或肽在诊断，治疗或预防结核分枝杆
菌复合体感染中的用途。
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