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する合成ペプチド

(57)【要約】
本発明は、ポリフィロモナス・ジンジヴァリスに対する
免疫応答を生じるために使用される組成物を提供し、こ
の組成物は、適切なアジュバント及び/または許容可能
なキャリアーもしくは賦形剤と、少なくとも一つのP.
 ジンジヴァリスエピトープを含む、５０以下のアミノ酸
の少なくとも一つのペプチド、または上記ペプチドのマ
ルチマーとを含む。本発明は、患者におけるP. ジンジ
ヴァリス感染の可能性及び／または疾患のひどさを減少
する方法を提供し、上記方法は、P.ジンジヴァリスに
対して向けられた患者における免疫応答を誘導するのに
有効な第一の特徴点の組成物の量を、患者に投与するこ
とを含む。



(2) 特表２００３－５２０７６５

【特許請求の範囲】

    【請求項１】  ポルフィロモナス・ジンジヴァリスに対する免疫応答を惹起

するのに使用する組成物であり、適切なアジュバント及び／又は許容されるキャ

リア又は賦形剤、及び少なくとも１のペプチドであって５０アミノ酸以下であり

、少なくとも１のＰ．ジンジヴァリスエピトープ又はそのペプチドの多量体を含

み、当該少なくとも１のＰ．ジンジヴァリスのエピトープが、下記：

「配列表１」

からなる群より選択されるペプチドに含まれるエピトープより選択されることを

特徴とする組成物。

    【請求項２】  前記の少なくとも１のペプチドが、下記：

「配列表２」

からなる群より選択される配列を含むことを特徴とする請求項１に記載の組成物

。
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    【請求項３】  前記の少なくとも１のペプチドが、下記：

「配列表３」

からなる群より選択される配列を含むことを特徴とする請求項１に記載の組成物

。

    【請求項４】  前記の少なくとも１のペプチドが、下記：

「配列表４」

からなる群より選択されることを特徴とする請求項１に記載の組成物。

    【請求項５】  １つを越えるペプチドを含むことを特徴とする請求項１乃至

５の何れか一項に記載の組成物。

    【請求項６】  前記のペプチドが、多量体の形態をとることを特徴とする請

求項５に記載の組成物。

    【請求項７】  前記の多量体が、異なるペプチドを含むことを特徴とする請
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求項６に記載の組成物。

    【請求項８】  ５０以下のアミノ酸を有するペプチドであって、少なくとも

１のＰ．ジンジヴァリスエピトープを含み、当該少なくとも１のＰ．ジンジヴァ

リスのエピトープが、下記：

「配列表５」

からなる群より選択されるペプチドに含まれるエピトープより選択されることを

特徴とするペプチド。

    【請求項９】  下記：

「配列表６」

からなる群より選択される少なくとも１の配列を含むことを特徴とする請求項８

に記載のペプチド。

    【請求項１０】  下記：

「配列表７」
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からなる群より選択される少なくとも１の配列を含むことを特徴とする請求項８

に記載のペプチド。

    【請求項１１】  前記ペプチドが、下記：

「配列表８」

からなる群より選択されることを特徴とする請求項８に記載のペプチド。

    【請求項１２】  診断試験における抗原としての、請求項８乃至１１の何れ

か一項に記載のペプチドの使用。

    【請求項１３】  請求項１乃至７の何れか一項に記載の組成物、又は請求項

８乃至１１の何れか一項に記載のペプチドに対して特異的に向けられた抗体。

    【請求項１４】  モノクローナル抗体であることを特徴とする請求項１３に

記載の抗体。

    【請求項１５】  診断試験における、請求項１３又は１４に記載の抗体の使

用。
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    【請求項１６】  請求項１３又は１４に記載の抗体、及び薬学的に許容され

るキャリア又は希釈剤を含むことを特徴とする組成物。

    【請求項１７】  個体が、Ｐ．ジンジヴァリスに感染すること及び／又は弛

緩が発病することの見込みを低減する方法であって、当該個体に対して、請求項

１乃至７の何れか一項に記載の組成物の、当該個体内二置いてＰ．ジンジヴァリ

スに向けられた免疫反応を誘導するのに十分な量を投与することを含むことを特

徴とする方法。

    【請求項１８】  個体がＰ．ジンジヴァリスに感染すること、及び／又は疾

患が発病することの見込みを低減する方法であって、個体に対して、請求項１６

に記載の組成物の有効量を投与することを含むことを特徴とする方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

    【発明の属する技術分野】

  本発明は、歯周病と関連する口内細菌ポリフィロモナス・ジンジヴァリス（Po

rphyromonas gingivalis）の病原性効果の抑制のための、口腔組成物および免疫

原性組成物に関する。本発明はまた、歯肉下プラークサンプルにおけるポリフィ

ロモナス・ジンジヴァリスの存在についての診断試験、および血清中のP. ジン

ジヴァリス抗原に対する特異的抗体にも関する。上記組成物は、ポリフィロモナ

ス・ジンジヴァリスのPrtR-PrtKプロテイナーゼ－アドヘシン複合体の保護エピ

トープに対応する合成ペプチド構築物を含む。上記合成ペプチド構築物は、活性

免疫化のためのワクチン製剤における免疫原として有用であり、受動免疫のため

に有用な、および診断アッセイのための試薬として有用な、タンパク質特異的及

びペプチド特異的抗血清を生産するために使用できる。

      【０００２】

    【従来の技術】

  歯周病は、歯の支持組織の細菌関連性炎症性疾患であり、歯肉下組織の非特異

的な可逆的炎症である、比較的穏やかな形態の歯肉炎から、歯の支持構造の破壊

によって特徴づけされるより悪化した形態の歯肉炎までの範囲に及ぶ。歯肉炎は

、歯周組織の破壊を導く特異的なグラム陰性細菌の集団の歯肉下の感染と関連し

、主要な一般的健康上の問題である。非常に関心の集まっている細菌の一つはポ

リフィロモナス・ジンジヴァリスであり、成人の歯周炎病変からのこの微生物の

回収は、歯肉下の嫌気的培養可能なフローラの50％までに達し、一方でP. ジン

ジヴァリスは健常な部位からも少数ではあるがまれに回収される。歯肉下プラー

ク中のP. ジンジヴァリスの濃度の増大は、歯肉炎のひどさの増大と比例的に関

連し、培養可能な歯肉下微生物集団からの上記微生物の根絶により、上記疾患の

治癒が達成される。歯肉炎病変の進行は、P. ジンジヴァリスの歯肉下への移植

により、サル、ラット及びマウスにおいて示されている。動物と人の両者におけ

るこれらの発見は、成人の歯肉炎の形成におけるP. ジンジヴァリスについての

主要な役割を示唆する。
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      【０００３】

  P. ジンジヴァリスは、特異的なアミノ酸の代謝からエネルギーを得る、黒色

で、嫌気性で、タンパク質溶解性のグラム陰性桿菌である。上記微生物は、鉄、

好ましくはヘムまたはFe(III)酸化産物ヘミンの形態の鉄を独立の増殖のために

必要とし、過剰なヘミンの条件下で増殖する場合、実験動物において非常に毒性

である。カプセル、アドヘシン、細胞毒素、及び細胞外加水分解酵素を含む数多

くの毒性因子が、P. ジンジヴァリスの病原性において考慮されている。P. ジン

ジヴァリスのコロニー形成を妨げる有効で安全なワクチンを開発するために、中

和抗体の生産のための免疫原として有用である、毒性に関与する有効な抗原を同

定することが必要である。

      【０００４】

    【発明が解決しようとする課題】

  我々は、ポリフィロモナス・ジンジヴァリスの主要な毒性因子であるシステイ

ンプロテイナーゼとアドヘシンのマルチタンパク質複合体を精製し特徴付けした

。この複合体は、生化学的に特徴づけされており、国際特許出願出願番号PCT/AU

96/00673に開示された。上記複合体は、C末端アドヘシンドメインを有する160kD

a Arg-特異的プロテイナーゼ（PrtRと称する）と会合した、C末端アドヘシンド

メインを有する163kDa Lys-特異的プロテイナーゼ（PrtKと称する）より成る。

      【０００５】

    【課題を解決するための手段】

  本発明者は、P. ジンジヴァリスの主要な毒性因子である、システインプロテ

イナーゼとアドヘシンのPrtR-PrtK複合体のアドヘシン上のエピトープを含む数

々多くのペプチドを同定した。これらの配列は、表1に示される。

      【０００６】

【表１】
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      【０００７】

  表1のペプチド(EP1-EP7)は、PrtRとPrtKタンパク質-アドヘシン複合体のアド

ヘシンドメインの配列を表す。

      【０００８】

  従って、第１の特徴点として、本発明は、ポリフィロモナス・ジンジヴァリス

に対する免疫応答を生じるために使用される組成物を提供し、上記組成物は、適

切なアジュバント及び/または許容可能なキャリアーもしくは賦形剤と、少なく

とも一つのP. ジンジヴァリスエピトープを含む、５０以下のアミノ酸の少なく

とも一つのペプチド、または上記ペプチドのマルチマーとを含み、上記少なくと

も一つのP. ジンジヴァリスエピトープは、以下のものよりなる群から選択され

るペプチドを内部に含むエピトープから選択される：

「配列表９」



(10) 特表２００３－５２０７６５

      【０００９】

  上記組成物が一つ以上のペプチドを含む場合、上記ペプチドは、個々のペプチ

ドとして、またはマルチマー形態で存在してもよい。マルチマー形態が使用され

る場合、上記マルチマーは同じペプチドの複数のコピーを含んでもよいが、上記

マルチマーは異なるペプチドを含むことが好ましい。ペプチドマルチマーは、PC

T/AU98/00076に記載されたように調製されてもよく、この文献の全内容は、参考

としてここに取り込まれる。

      【００１０】

  第二の特徴点として、本発明はペプチドを提供し、上記ペプチドは、少なくと

も一つのP. ジンジヴァリスエピトープを含み、上記P. ジンジヴァリスエピトー

プは、以下のものよりなる群から選択されるペプチドを含むエピトープから選択

される。

「配列表１０」
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      【００１１】

  本発明の好ましい形態として、上記ペプチドは、以下のものよりなる群から選

択される少なくとも一つの配列を含む：

「配列表１１」

      【００１２】

  本発明の別の好ましい実施態様として、上記ペプチドは、以下のものよりなる

群から選択される少なくとも一つの配列を含む：

「配列表１２」
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      【００１３】

  本発明のまた別の好ましい実施態様として、上記ペプチドは、以下のものより

なる群から選択される：

「配列表１３」

      【００１４】

  当業者に容易に明らかなように、これらのペプチドは、診断試験における抗原

として、または製剤中の免疫原として使用されてもよい。

      【００１５】

  第三の特徴点として、本発明は、本発明の第一の特徴点の組成物、または本発

明の第二の特徴点のペプチドに対して特異的に向けられた抗体を含む抗体調製物

を提供する。上記抗体は、ポリクローナル抗体でもモノクローナル抗体でもよい

。
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      【００１６】

  当業者に容易に明らかなように、これらの抗体は、診断試験において、または

製薬学的製剤において使用されてもよい。

      【００１７】

  第四の特徴点として、本発明は、患者におけるP. ジンジヴァリス感染の可能

性及び／または疾患のひどさを減少する方法を提供し、上記方法は、P. ジンジ

ヴァリスに対して向けられた患者における免疫応答を誘導するのに有効な第一の

特徴点の組成物の量を、患者に投与することを含む。

      【００１８】

  第五の特徴点として、本発明は、患者におけるP. ジンジヴァリス感染の可能

性及び／または疾患のひどさを減少する方法を提供し、上記方法は、第三の特徴

点の抗体の有効量を患者に投与することを含む。

      【００１９】

  ペプチドは、ポリアミド支持体(Druland等, 1986, J. Chem. Soc. Perkin Tra

ns. 1: 125-137)上の、t-ブチルオキシカルボニルアミノ酸(Mitchell等, 1978, 

J. Org. Chem. 43: 2845-2852)を使用する、または9-フルオレニルメチルオキシ

カルボニル(Fmoc)アミノ酸を使用する標準的な固相ペプチド合成、ペプスカン合

成(Geysen等, 1987, J. Immonol Methods 03: 259; 1984, Proc. Natl. Acad. S

ci. USA, 81: 3998)、または標準的な液相合成を含む、当該技術分野で周知のペ

プチド合成のいくつかの方法の一つを使用して合成できる。

      【００２０】

  多価／マルチペプチド高分子量ペプチド分子の合成のための各種の方法が、ペ

プチド抗原を合成するために使用できる。これは、当該技術分野で周知の方法を

使用して、及び新規なライゲーションストラテジーを使用して達成されるであろ

う。

      【００２１】

  表１のペプチドは、同じでも異なってもよく、相補的なリガンドであってもな

くてもよい、二つのリガンドを含む態様で合成できる。かくしてこれらの二項性

ペプチドは、いずれかのリガンドを取り込むことができ、チオエーテル、チオエ
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ステル、ヒドラゾン、オキシム、チアゾリジン等の結合が、マルチペプチド構築

物の合成のために利用できる(Shao及びTam, 1995, J. Am. Chem. Soc. 117, 389

3-3899, Rose等, 1996, Bioconjugate Chem, 7(5): 552-556, Rose. K., 1994, 

J. Am. Chem. Soc. 116: 30-33, Canne等, 1995, J. Am. Chem. Soc. 117: 2998

-3007, Lu等, 1991, Mol. Immunol 28(6): 623-630, Liu及びTam., 1994, Proc.

 Natl. Acad. Sci. 91,: 6584-6588)。新規なライゲーションストラテジーは、

酸性条件において二重結合によるチオアニゾールのパラ置換を引き起こす、チオ

アニゾールとアクリロイルペプチドの間の周知の反応を使用するものである(O’

Brien-Simpson等, 1997, J. Am. Chem. Soc. 119(6))。アクリロイル－ペプチド

とフェニルチオアセチルペプチドを合成して混合し、それらを酸性条件にさらす

ことによって、Friedal-Craftアルキル化によりライゲーションが進行できる。

ライゲーションは、ペプチドの間で、リガンドの一つで誘導化されたオリゴリジ

ン支持体上で達成できる。ライゲーションのための条件は、以下のものより成る

ことができる：当該技術分野で周知であるFriedal-Craft反応条件と、周知のペ

プチド切断条件。

      【００２２】

  二項性ペプチドを形成するためにリガンド基の導入は、ペプチドのＮまたはＣ

末端で、あるいはペプチド配列の内部で、当該技術分野で周知である遊離アミノ

基にリガンドを結合することによって達成できる。これは、ペプチド配列のＮ末

端またはＣ末端または内部に、標準的なペプチドカップリングプロトコールを使

用して、例えばFmoc(Fmoc)2,3ジアミノプロピオン酸、またはFmoc Lys(Fmoc)-OH

またはFmoc Lys(Mtt)-OHのようなオルト位で保護されたリジン残基をカップリン

グすることによって達成できる。脱保護の後、リガンド基をアミノ基に結合でき

、例えばFmoc Lys(Mtt)の選択的な脱保護により、異なるリガンドを単一のペプ

チドに結合できる。合成のいずれかの時点で、スペサー分子をペプチドとリガン

ドの間、及び／または離岸の同士の間に導入でき、それはライゲーション反応に

おける立体障害を減少するために使用できる。図１は、合成プロトコールを示す

。

      【００２３】
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  ペプチドライゲーションは、溶液中でまたは固相で達成できる。異なるリガン

ドの取り込み及び一つのリガンドの選択的な保護は、多価、マルチペプチド構築

物の合成を可能にし、それによってペプチドを連続的にライゲーションする。こ

のストラテジーは、ライゲーションされるペプチドの向き及び順序が周知であり

、制御できるという利点を有する。リガンドのための保護基は例えば、Fmoc、ア

リルオキシカルボニル(Aloc)またはニトロシンナミルオキシカルボニル(Noc)で

あってもよく、それらは標準的な切断条件で安定であるが、塩基性条件または触

媒的アリルトランスファーの下で容易に除去できる。図２は、二項性ペプチドを

使用した多価ペプチド構築物の合成のためのライゲーションスキームを示す。こ

のプロトコールは、二項性ペプチドを形成するためにペプチドに結合されるリガ

ンドを単純に変更することによって、各種のライゲーション化学式に適用できる

。

      【００２４】

  かくペプチドの段階的な付加は、固相上で達成できる。これは、例えば4-ヒド

ロキシメチル安息香酸といったベース置換活性ハンドルを介して固相上でペプチ

ドを構成することによって達成できる。これは、固相に結合したままであるペプ

チドで、ペプチドの全側鎖の脱保護を可能にする。これは、非反応二項性ペプチ

ドからライゲーション産物を分離することが、固相の支持体の単純な洗浄によっ

て達成できることを除いて、液相ライゲーションについて使用されるものと同様

な水性溶媒中でライゲーションを実施できることを可能にするであろう。反応は

、ニンヒドリンまたはトリニトロベンゼンスルホン酸試験によってモニターでき

、それによって、二項性ペプチド内のリジン残基を、例えば酸切断に対して安定

であるが、ヒドラジンで除去できる(4,4-ジメチル-2,6-ジオキソシクロヘキシ-1

-イリデン)エチル(Dde)で保護することが必要である。図３は、固相のためのラ

イゲーションストラテジーを示す。

      【００２５】

  二項性ペプチドは、リガンドがN及びC末端で存在するように合成できる。これ

は、環状ペプチドの調製とジペプチド構築物の形成を可能にし、これによってペ

プチドは、NとN末端、及びCとC末端、またはNとC末端のそれぞれで互いに結合す
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ることによって、互いに平行にまたは逆平行に配置できる（図４）。

      【００２６】

  多価ペプチド構築物の合成のための別の方法は、オリゴリジン支持体へペプチ

ドをライゲーションすることである(Rose等 1996, Bioconjugate Chem. 7(5): 5

52-556, Canne等 1995, J. Am. Chem. Soc. 117: 2998-3007及びLu等, 1991, Mo

l. Immunol 28(6): 623-630)。多数の異なるリガンドを取り込ませ、リジン支持

体に保護されたリガンドを取り込ませることによって、ペプチドは支持体上の特

定の位置にライゲーションできる。ハロアシル化及びFriedal-Craftアルキル化

を使用するオキシムまたはヒドラゾンのようなライゲーション化学は、リガンド

保護の必要性なしに連続的に使用できる。リガンド保護は、リジン支持体へ取り

込まれる異なるペプチドの数を増大するために使用できる。図５は、合成プロト

コールを示す。

      【００２７】

  当該技術分野で周知の別の方法は、アクリロイルペプチドの合成と、アクリル

アミド(O’Brien-Simpson等, 1997, J. Am. Chem. Soc. 119(6))、またはアクリ

ロイルアミノ酸でのそれらの重合である。表１に掲げられたPrtR-PrtKタンパク

質複合体由来のペプチドはアクリロイル化でき、単一でまたは組み合わせて重合

できる。この方法は、多数のペプチドを共に重合可能であるが、そのペプチドを

取り込む順序は制御できない。

      【００２８】

  最後のペプチド構築物は、表１に掲げたペプチドの全て、合計または一部を含

んでも含まなくてもよい。上記構築物はまた、当該技術分野で周知の混在したＴ

細胞エピトープ(Kaumaya等 1994, Solid Phase Synthesis, Epton, R編)、また

はMHCクラスII結合ペプチドの構造的／結合モチーフ由来の多様化した配列を含

んでも含まなくてもよい(O’Sullivan等, 1991, J. Immunol, 147: 2663-2669, 

Hammer等, 1993, Cell, 74: 197-203及びAlexander等, 1994, Immunity, 1: 751

-761)。さらに、パルミチン酸またはコレステロール等の脂質分子が、ペプチド

構築物の免疫原特性を促進するために含まれることができる。当該技術分野で周

知の酵素的切断配列(Duncan等, ref)または切断モチーフ由来の多様化した配列(
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Van Noort及びVan der Drift, ref)もまた、ペプチド構築物に取り込まれること

ができる。

      【００２９】

  表１に同定された合成ペプチド抗原は、中和抗体を含む口腔組成物を通じた受

動検疫、及びワクチン開発による、診断及び中和について特に興味深い。以前に

開示されたP. ジンジヴァリス抗原に対するこれらの合成ペプチド抗原の優越点

は、これらのペプチドが動物及びヒト由来の保護血清と反応することが示されて

いることである。上記ペプチドは、PrtR及びPrtKのアドヘシンドメイン中の配列

を表し、そのことが上記ペプチドを診断及び免疫予防産物の開発のために理想的

なものとする。

      【００３０】

  上記抗原に対する抗体は、抗原を中和しかくして疾患を予防するための、歯磨

き粉及びマウスウォッシュのような口腔組成物において使用できる。抗原特異的

抗体はまた、診断アッセイによる歯肉下プラークサンプル中のP. ジンジヴァリ

スの早期の検出のために使用できる。鼻腔スプレーにより、経口的に、または注

射により輸送されるこれらの抗原と適切なアジュバントに基づくワクチンは、こ

れらの抗原に対する特異的な免疫応答を生じ、それによってP, ジンジヴァリス

のコロニー形成と悪性化を減少し、結果として疾患を予防できる。本発明のペプ

チド抗原は、予防的及び／または治療的ワクチン製剤における免疫原として；ま

たはP, ジンジヴァリス特異的抗体の血清力価の増大を測定することによるP. ジ

ンジヴァリス感染の検出に向けた診断的イムノアッセイにおける抗原として使用

されてもよい。本発明の合成ペプチドはまた、受動免疫のために有用な抗原特異

的抗体を生産するために使用されてもよく、歯肉下プラークサンプルのような臨

床上の標本中のP. ジンジヴァリスの存在を検出することに向けた診断アッセイ

のための試薬として使用されてもよい。

      【００３１】

  上述のように、上記組成物はアジュバントを含むことが好ましい。理解される

ように、「アジュバント」は、ワクチン組成物の免疫原性及び効力を増大する一

つ以上の物質より成る組成物を意味する。適切なアジュバントの非制限的な例と
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して、スクアラン及びスクアレン（または他の動物起源の油）；ブロックコポリ

マー；Tween（登録商標）-80のような界面活性剤；Quil（登録商標）A、Drakeol

またはMarcolのような鉱物油、ピーナッツ油のような植物油；Corynebacterium 

parvumのようなCorynebacterium由来のアジュバント；Propionibacterium acne

のようなPropionibacterium由来のアジュバント；Mycobacterium bovis (Bocill

e Galmette and GuerinまたはBCG)；インターロイキン２及びインターロイキン

１２のようなインターロイキン；インターロイキン１のようなモノカイン；腫瘍

壊死因子；ガンマインターフェロンのようなインターフェロン；サポニン-水酸

化アルミニウムまたはQuil-A水酸化アルミニウムのような組み合わせ；リポソー

ム；ISCOMアジュバント；マイコバクテリア細胞壁抽出物；ムラルミルジペプチ

ドまたは他の誘導体のような合成グリコペプチド；Avridine；リピドA誘導体；

デキストラン硫酸；DEAE-デキストランまたはリン酸アルミニウムを有するDEAE-

デキストラン；Carbopol’ EMAのようなカルボキシポリメチレン；Neocryl A640

のようなアクリル酸コポリマーエマルション（例えば米国特許第5,047,238）；

ワクシニアまたは動物ポックスウイルスタンパク質；これら毒素のようなウイル

ス下粒子アジュバント、またはこれらの混合物が含まれる。

      【００３２】

    【発明の実施の形態】

  本発明は、歯周病と関連する口内細菌ポリフィロモナス・ジンジヴァリスの病

原性効果の抑制のための口腔組成物及びワクチンに関する。本発明はまた、歯肉

下プラークサンプル中のポリフィロモナス・ジンジヴァリスの存在のための診断

試験、及び血清中の特異的抗P. ジンジヴァリス抗体に関するの存在のための診

断試験に関する。表１のペプチド抗原は、個々的にまたはマルチマー若しくはマ

ルチペプチド構築物として合成できる。

      【００３３】

  上記合成ペプチド抗原は、標準法を使用してポリクローナル抗体またはモノク

ローナル抗体を生産するために使用される。抗体の生産のために使用される動物

は、マウス、ウサギ、ヤギ、チキン、ヒツジ、ウマ、ウシ等であることができる

。抗原に対する高い抗体力価がイムノアッセイにより検出される場合、動物の血
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が採取され、または卵若しくはミルクが回収され、標準法を使用して血清が調製

され、及び／または抗体が生成され、あるいは標準法を使用してミエローマ細胞

と脾臓細胞を融合することによってモノクローナル抗体が生産される。抗体（イ

ムノグロブリン分画）は、培養物または腹水液、血清、ミルク、または卵から、

塩溶液に浸して、ゲル濾過、イオン交換及び／またはアフィニティークロマトグ

ラフィー等により分離してもよいが、塩溶液に浸すことが好ましい。塩抽出法に

おいては、抗血清またはミルクが硫酸アンモニウムで飽和されて沈降物を生じ、

その後生理食塩水に対して沈降物を透析して、特異的抗体を有する精製イムノグ

ロブリン分画を得る。好ましい抗体は、ウマ抗血清及びウシ抗血清及びミルクか

ら得られる。本発明において、抗原での動物の免疫化によって得られた抗血清及

びミルク中に含まれる抗体は、口腔組成物内に混合される。この場合、抗血清及

びミルク、並びに抗血清及びミルクから分離され精製された抗体が使用されても

よい。これらの物質のそれぞれは、単独でまたは二つ以上を組み合わせて使用さ

れてもよい。抗体は、P. ジンジヴァリスを中和し、かくして疾患を予防するた

めに、歯磨き粉及びマウスウォッシュのような口腔組成物において使用できる。

抗体はまた、歯科診察室における固相酵素免疫検定法(ELISA)による歯肉下プラ

ークサンプル中のP. ジンジヴァリスの早期の検出のために使用できる。

      【００３４】

  口腔組成物について、投与される上述の抗体の量は0.0001-50g/kg/日であり、

上述の抗体の含有量は、組成物の0.0002-10重量％、好ましくは0.002-5重量％で

あることが好ましい。上述の血清またはミルク抗体を含む本発明の口腔組成物は

、歯磨き粉、粉状歯磨き粉、及び液体歯磨き粉のを含む歯磨き剤、マウスウォッ

シュ、トローチ、チューインガム、デンタルペースト、歯肉下マッサージクリー

ム、うがい剤、日用品、及び他の食料品のような、口内に適用可能な各種の形態

で調製され使用されてもよい。本発明に従った口腔組成物はさらに、特定の口腔

組成物のタイプ及び形態に依存してさらなる周知の成分を含んでもよい。

      【００３５】

  本発明の特に非常に好ましい形態として、口腔組成物は、マウスウォッシュま

たはリンスのような実質的に液体の特徴を有してもよい。上記調製物において、
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ビヒクルは典型的に、好ましくは以下に記載される湿潤剤を含む水－アルコール

混合物である。一般的に水：アルコールの重量比は、約１：１から約２０：１の

範囲である。このタイプの調製物中の水－アルコール混合物の総量は典型的に、

調製物の約７０から約９９．９重量％の範囲である。アルコールは典型的に、エ

タノールまたはイソプロパノールである。エタノールが好ましい。

      【００３６】

  本発明の上記液体または他の調製物のpHは一般的に、約４．５から約９の範囲

、典型的には約６から約８．０の範囲、好ましくは７．４である。PHは酸（例え

ばクエン酸または安息香酸）または塩基（例えば水酸化ナトリウム）あるいは緩

衝液（例えばクエン酸、安息香酸、炭酸、または重炭酸ナトリウム、リン酸水素

二ナトリウム、リン酸二水素ナトリウム等）でコントロールできる。

      【００３７】

  本発明の口腔組成物の他の望ましい形態は、歯磨き粉、うがい剤、または歯磨

き粉（歯用クリーム）またはゲル歯磨き剤である歯磨き剤のような実質的に固体

またはペースト状の特徴を有してもよい。上記固体またはペースト状口腔調製物

のビヒクルは一般的に、口内で許容可能な研磨物質を含む。研磨物質の例として

、水不溶性メタリン酸ナトリウム、メタリン酸カリウム、リン酸三カルシウム、

二水和リン酸カルシウム、無水リン酸二カルシウム、ピロリン酸カルシウム、オ

ルトリン酸マグネシウム、リン酸トリマグネシウム、炭酸カルシウム、水和アル

ミナ、焼きアルミナ、ケイ酸アルミニウム、ケイ酸ジルコニウム、シリカ、ベン

トナイト、及びこれらの混合物が含まれる。他の適切な研磨剤としては、メラミ

ン性、フェノール性、及びウレア性ホルムアルデヒド、及び架橋ポリエポキシド

とポリエステルのような粒子状熱形成樹脂が含まれる。好ましい研磨剤として、

約５ミクロンまでの平均サイズ、約１．１ミクロンまでの平均粒子サイズ、及び

約50,000ｃｍ2／ｇｍまでの批評面積を有するシリカ、シリカゲルまたはコロイ

ド状シリカ、及び非晶性アルミノケイ酸アルカリ金属錯体が含まれる。

      【００３８】

  視覚的に透明なゲルが使用される場合、Syloid 72及びSyloid 74のようなSYLO

ID（当職商標）、またはSantocel 100のようなSANTOCEL（登録商標）の下で販売
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されているもののようなコロイド状シリカの研磨剤、アルミノケイ酸アルカリ金

属錯体が、歯磨き剤において一般的に使用される薬剤液体（水及び／または湿潤

剤を含む）システムをゲル化する屈折率に近い屈折率を有しているため特に有用

である。

      【００３９】

  「水不溶性」研磨剤と称されるものの多くはアニオン性の特徴を有し、少量の

可溶性物質をも含む。かくして、不溶性メタ硫酸ナトリウムは、Thorpe’s Dict

ionary of Applied Chemistry, Volume 9, 第４版, pp. 510-511に説明されてい

るいずれかの適切な態様で形成されてもよい。Madrell’s塩及びKurrol’s塩と

して周知である不溶性メタリン酸ナトリウムの形態はさらに、適切な物質の例と

なる。これらのメタ硫酸塩は、水中で数分間のみの可溶性を示し、それ故一般的

に不溶性メタ硫酸塩(IMP)と称される。これらは、不純物として可溶性硫酸塩物

質の少量で存在し、通常４重量％までの数パーセントで存在する。不溶性メタ硫

酸塩の場合に可溶性トリメタ硫酸ナトリウムを含むと解される、可溶性硫酸塩物

質の量は、所望されるのであれば水での洗浄によって減少または除去されてもよ

い。不溶性メタ硫酸アルカリ金属は典型的に、上記物質の１％以下が３７ミクロ

ン未満であるような粒子サイズのパウダー形態で使用される。

      【００４０】

  研磨剤は一般的に、約１０％から約９９％の重量濃度で固体またはペースト状

組成物中に存在する。好ましくはそれは、歯磨き粉中で約１０％から約７５％の

量で存在し、粉状歯磨き粉中で約７０％から約９９％の量で存在する。歯磨き粉

において、研磨剤が天然でシリカ質である場合、それは一般的に約１０－３０重

量％の量で存在する。他の研磨剤は典型的に、約３０－７５重量％の量で存在す

る。

      【００４１】

  歯磨き粉において、液体ビヒクルは、典型的に調製物の約１０から約８０重量

％の範囲の量で、水と湿潤剤を含んでもよい。グリセリン、プロピレングリコー

ル、ソルビトール、及びポリプロピレングリコールが、適切な湿潤剤／キャリア

ーとして例示される。さらに水、グリセリン及びソルビトールの液体混合物が有
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利である。屈折率が重要な要素である透明なゲルにおいて、約２．５－３０％ｗ

／ｗの水、０から約７０％ｗ／ｗのグリセリン、及び約２０－８０％ｗ／ｗのソ

ルビトールが好ましくは使用される。

      【００４２】

  歯磨き粉、クリーム及びゲルは典型的に、宅０．１から約１０，好ましくは約

０．５から約５％ｗ／ｗの割合で、天然または合成の増粘剤またはゲル化剤を含

む。適切な増粘剤は、合成ヘクトライト、例えばLaporte Industries Limitedに

より販売されているLaponite（例えばCP, SP2002,D）のような入手可能な、合成

コロイド状ケイ酸アルカリ金属錯体クレーである。Laponite Dは、約５８．００

重量％のSiO2、２５．４０重量％のMgO、３．０５重量％のNa2O、０．９８重量

％のLi2O、及びいくらかの水と微量元素を含む。その正確な特異的重量は２．５

３であり、それは８％湿度において1.0g/mlの見かけの体積密度を有する。

      【００４３】

  他の適切な増粘剤には、Irishモス、イオタカラゲナン、トラガカントゴム、

デンプン、ポリビニルピロリドン、ヒドロキシエチルプロピルセルロース、ヒド

ロキシブチルメチルセルロース、ヒドロキシプロピルメチルセルロース、ヒドロ

キシエチルセルロース（例えばNastrosolとして入手可能）ナトリウムカルボキ

シメチルセルロース、及び微細に製粉されたSyloid（例えば244）のようなコロ

イド状シリカが含まれる。プロピレングリコール、ジプロピレングリコール、及

びへキシレングリコールのような湿潤性ポリオール、メチルセロソルブ及びエチ

ルセロソルブのようなセロソルブ、オリーブ油、ヒマシ油及びワセリンのような

直鎖状で少なくとも約１２の炭素を含む植物油及びワックス、並びに酢酸アミル

、酢酸エチル、及び安息香酸ベンジルのようなエステルといった可溶化剤もまた

含んでもよい。

      【００４４】

  従来品のように、警句調製物は、適切にラベル化されたパッケージで販売また

は配置されてもよいことが理解されるであろう。かくして、マウスリンスのビン

は、マウスリンスまたはマウスウォッシュのための物質であることを記載し、使

用のための説明書を有するラベルを有する；並びに歯磨き粉、クリームまたはゲ
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ルは通常、歯磨き、クリームまたがゲルのための物質であることを記載するラベ

ルを有する、折り畳み可能なチューブ、典型的にアルミニウム、直線状の鉛また

はプラスチック、あるいは他のビン型絞り出し容器、内容物を計量するためのポ

ンプ式または加圧式ディスペンサー内に配置されるであろう。

      【００４５】

  有機表面活性剤は、予防効果の増大を達成し、口腔内での活性剤の全体的な完

全な配置を達成することを補助し、素のままの組成物をより化粧品的に許容可能

にするために、本発明の組成物中で使用される。有機表面活性剤は好ましくは、

本発明の抗体を変性しない、天然においてアニオン性、非イオン性または両性の

ものであり、組成物に界面活性特性と起泡特性を与える一方で、抗体を変性しな

い界面活性物質を表面活性剤として使用することが好ましい。適切なアニオン性

界面活性剤の例として、例えば水素化ココナッツ油脂肪酸のモノ硫酸モノグリセ

リドのナトリウム塩のような脂肪酸モノグリセリドモノ硫酸の水溶性塩、ラウリ

ル硫酸ナトリウムのような硫酸高級アルキル、ナトリウムドデシルベンゼンスル

ホナートのようなアルキルアリールスルホナート、高級アルキルスルホアセター

ト、1,2-ジヒドロキシプロパンスルホナートの高級脂肪酸エステル、並びに脂肪

酸、アルキルまたはアシル基等の中に１２から１６の炭素を有するもののような

、低脂肪性アミノカルボン酸化合物の実質的に飽和した高級脂肪性アシルアミド

が含まれる。最後に挙げられたアミドの例はN-ラウロイルサルコシン、及びN-ラ

ウロイル、N-ミリストイル、またはN-パルミトイルサルコシンのナトリウム、カ

リウム、及びエタノールアミン塩であり、これらは実質的に石けんを含まないか

、同様な高級脂肪酸物質である。本発明の口腔組成物中のこれらのサルコシン化

合物の使用は、酸性溶液中での歯のエナメル質の溶解性のいくらかの減少を発揮

することに加えて、炭化水素骨格のため口腔内で酸の形成を阻害する長期的な顕

著な効果を、これらの物質が発揮するため、特に有利である。

      【００４６】

  抗体と共なる使用に適した水溶性非イオン性界面活性剤の例は、長い疎水性鎖

（例えば約１２から２０の炭素原子の脂肪鎖）を有する各種の反応性水素含有化

合物と、エチレンオキシドとの反応縮合産物であり、この縮合産物（「エトキサ
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マー」）は、脂肪酸、脂肪アルコール、脂肪アミド、ポリ水素アルコール（例え

ばソルビタンモノステアラート）、及びポリプロピレンオキシド（例えばPluron

ic物質）と、ポリ（エチレンオキシド）との縮合産物のような親水性ポリオキシ

エチレン部分を含む。

      【００４７】

  表面活性剤は典型的に、約０．１－５重量％の量で存在する。表面活性剤が本

発明の抗体の溶解を補助し、それによって必要とされる可溶性湿潤剤の量を減少

することは有利である。

      【００４８】

  白色化剤、防腐剤、シリコーン、クロロフィル化合物、及び／または尿素、リ

ン酸アンモニウムのようなアンモニア化物質、並びにこれらの混合物のような各

種の他の物質が、本発明の口腔組成物中に取り込まれてもよい。これらのアジュ

バントは存在する場合、所望される特性及び特徴に実質的に負に影響しない量で

調製物中に取り込まれる。

      【００４９】

  いずれかの適切な香味剤または甘味剤物質もまた使用されてもよい。適切な香

味成分の例は、スペアミント、ペパーミント、ウインターグリーン、サッサフラ

ス、クローブ、サージ、ユーカリ、マヨラナ、シナモン、レモン、及びオレンジ

の油のような香味油、並びにサリチル酸メチルである。適切な甘味剤は、スクロ

ース、ラクトース、マルトース、ソルビトール、キシリトール、ナトリウムシク

ラマート、ペリラルチン、AMP（アスパルチルフェニルアラニン、メチルエステ

ル）、サッカリン等を含む。適切には、香味剤及び甘味剤は、調製物の約０．１

％から５％以上でそれぞれまたは共に含まれてもよい。

      【００５０】

  本発明の好ましい実施態様として、本発明の組成物を含むマウスウォッシュま

たは歯磨き剤のような本発明に従った口腔組成物は、好ましくは少なくとも２週

間から８週間までまたは生涯を通じて、約４．５から約９，一般的には約５．５

から約８，好ましくは約６から８のpHで、毎日または２若しくは３日おきで、ま

たは好ましくは毎日１から３回、歯肉と歯に規則的に適用される。



(25) 特表２００３－５２０７６５

      【００５１】

  本発明の組成物は、ロゼンジ内に取り込むことができ、または例えば暖かいゴ

ムベース内に攪拌することによって、またはゴムベースの外表面をコートするこ

とによって、チューインガムまたは他の製品に取り込むことができ、それらの説

明として、ジェルトン、ラバーラテックス、ビニライト樹脂等が挙げられ、望ま

しくは可塑剤または軟化剤、糖類または他の甘味料、例えばグルコース、ソルビ

トール等と共に取り込まれる。

      【００５２】

  本発明の別の重要な形態は、鼻腔内スプレー、経口的、または注射により、上

記抗原に対する特異的免疫応答を生産し、それによってP. ジンジヴァリスのコ

ロニー形成を減少し、その悪性を減少し、結果として疾患を予防するために、上

記合成ペプチド抗原と適切なアジュバントに基づくワクチンである。P. ジンジ

ヴァリスの細胞全体または他の以前に調製された抗原とは異なり、ここに記載さ

れるペプチド抗原は、P. ジンジヴァリス関連歯周病の予防のためのワクチンの

調製のための、安全で有効な抗原である。さらに本発明に従って、生産された抗

原性ペプチドは、P. ジンジヴァリスによって引き起こされる歯周病及び感染に

対する受動免疫に有用な、P. ジンジヴァリス抗血清を生産するために使用され

てもよい。

      【００５３】

  以下の実施例は、本発明の性質をさらに説明するが、本発明はそれらに制限さ

れるわけではないことが理解されよう。本明細書及び添付された特許請求の範囲

に示された全ての量及び割合は、別の記載がなければ重量単位である。

      【００５４】

    【実施例】

実施例１

（i）  ＰｒｔＲ－ＰｒｔＫプロテイナーゼ付着因子複合体中の保護エピトープ

の同定

  ＰｒｔＲ－ＰｒｔＫプロテイナーゼ付着因子複合体を、以前、国際特許出願Ｐ

ＣＴ／ＡＵ９６／００６７３に記載された通り精製した。これは、ワクチンとし
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て用いられるとき、マウスに、P.gingivalisによる攻撃に対する保護を与えるこ

とを示した。ＰｒｔＲ－ＰｒｔＫ複合体は、マウス膿瘍モデルで試験された。こ

のモデルは、おおよそKesavaluら（1992）[Infect Immun 60:1445-1464]の方法

に基づく。典型的な実験の概要を以下に示す。簡潔にいうと、ＡＲＣ（パース、

オーストラリア）からＢＡＬＢ／ｃマウスを得、調製物で首筋に皮下免疫し、生

存P.gingivalis株W50での攻撃の前に、１０週齢のマウスに表２に従って投与し

た。マウスにワクチンを、攻撃４週前と１週前に２回投与した。ホルマリンで殺

されたP.gingivalisW50細胞を、４℃一晩、０．５％（容量／容量）の緩衝化ホ

ルモル生理食塩水中で、細胞の一定量をインキュベーションにより調製した。接

種前にすべての調製物を等量のフロイント不完全アジュバント（FIA、Sigma）で

乳化した。動物は、免疫スケジュールの前と１週間後に血を抜き取った。血清は

、吸着された抗原としてP.gingivalis超音波破砕物を用いてELISAによりスクリ

ーニングした。

      【００５５】

【表２】

      【００５６】

  細菌の攻撃の調製のために、P.gingivalis細胞を、溶解ホースブラッドアガー

（HBA）プレート上で３７℃で、３日から４日まで、嫌気チャンバーで増殖させ

（Mark 3 Anaerobic Workstation, Don Whiteley Scientific Limited; ８％Ｈ2

，１２％ＣＯ2，８０％Ｎ2の空気混合物を含む）、ついで０．５ｇ／Ｌのシステ
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インと１ｍｇ／Ｌのヘミンが添加された２０ｍｌのブレインハートインフュージ

ョンブロス（ＢＨＩＢ：オキソイド）に２４時間、３７℃の標準インキュベータ

ー内で継代した。最後に、３ｍｌのこの培養液を４００ｍｌのＢＨＩＢシステイ

ン培地に添加し、約１５時間、３７℃の標準インキュベーター内で、６５０ｎｍ

の比色度が０．１８になるまでインキュベートした。細胞をついで、Ｂｅｃｋｍ

ａｎ高速遠心分離でＪＡローターを用いて１０，０００ｇ、３０分間の遠心分離

によりペレットにし、ついで再懸濁し、これらの実験で用いられたＷ５０株での

前もって確立された増殖曲線により最終希釈度をＢＨＩＢ－システイン培地１ｍ

ｌ当たり３×１０10細胞とした。同定のためにマウスに印をつけ、病変の測定を

可能にするためにそれらの背中と胸を剃り、背中の一箇所への攻撃投与の接種の

前に体重を測定した。０．１ｍｌの投与は、マウス当たり３×１０9細菌の予想

攻撃投与を与えたことに相当する。接種投与量は、溶解ＨＢＡプレート上の攻撃

投与量の種々の希釈を培養することと、７日後のコロニー数を調べることにより

確認した。

      【００５７】

  攻撃の後、毎日、マウスを、それらの体の病変の数とサイズを調べ、それらの

サイズを、関与するｍｍ2でのおおよその表面積を測定することにより評価した

。以前の実験では、非免疫マウスでは、病変は、生存細菌の背中又は脇への接種

の後マウスの腹上で進んだ。苦痛のマウスをすべて選択した。観察を２週間行な

い、そのような実験の１つの要約を表３にまとめる。この実験においてマウス当

たり３×１０9細菌の投与量が細菌の所望の数であったが、接種からプレートに

塗布した後、各マウスは実際に、生存P.gingivalis細菌株W50の３．１７×１０9

の攻撃投与量を受けたことを計算した。

      【００５８】

  マウスが免疫されたとき、ホルマリンで殺されたP.gingivalis株W50細胞（グ

ループ１）全体で、PrtR-PrtK複合体（グループ２）で、病変のサイズにおいて

、FIAを受けている動物の（グループ３）での病変サイズと比較したときに、著

しい減少（ｐ＜０．００５）が見られた（表３）。これらの結果は明らかにPrtR

-PrtK複合体が、免疫原として有効に働くことを示す。目に見える病変を全く示
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さない動物の数が４０％であった動物の唯一のグループは、PrtR-PrtK複合体グ

ループであった（グループ２）。他のグループはすべて、ホルマリンで殺された

細胞も含めて（グループ１）、すべての動物が目に見える病変を示しており、Pr

tR-PrtK 複合体が、ホルマリンで殺された細胞よりよい免疫原であることを示し

た。

      【００５９】

【表３】

      【００６０】

  PrtR-PrtK複合体で免疫されたグループ２マウスからの保護血清を集め、プー

ルし、PrtR-PrtK免疫原でのウェスタンブロットで用いた。マウス保護血清と同

様に、ウェスタンブロットも、歯周炎（Ｄ２４、Ｄ２０）の２人の被験者と、歯

肉下のプラークにP.gingivalisを有する歯周炎の徴候のない健康な被験者（Ｈ１

０）からの血清を用いて行なった。被験者Ｄ２０は、非常に進んだ歯周炎を有し

ていたが、被験者Ｄ２４は軽い疾患の程度であった。

      【００６１】

イムノブロッティング

  精製されたPrtR-PrtK複合体を、ミニゲルシステム（BioRad、Richmond、CA）

で１２．５％アクリルアミドゲル（１ｍｍ）を用いたＳＤＳ－ＰＡＧＥに供した

。タンパク質を、ＰＶＤＦ膜上で電気泳動で移動させた。膜の分画の後、０．１

％ｗ／ｖＣＢＢ  Ｒ２５０で分子量標準を染色した。残りの分画を１時間２０℃
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で、ＴＮバッファー（５０ｍＭトリス－ＨＣｌ、ｐＨ７．４、１００ｍＭ  Ｎａ

Ｃｌ）中の５％ｗ/ｖ脱脂スキムミルク粉末でブロックした。その後、分画を、

ＴＮバッファーで１：２５に希釈された以下の抗血清、被験者Ｈ１０、被験者Ｄ

２４、被験者Ｄ２０又はマウス保護PrtR-PrtK血清とインキュベートした。２０

℃５時間後、分画を洗浄し（０．０５％ｖ/ｖ  Ｔｗｅｅｎ２０を含む４×TNバ

ッファー）、ついで１時間２０℃で適当なコンジュゲート抗体、抗ヒトＩｇＧホ

ースラディッシュペルオキシダーゼコンジュゲートと又は抗マウスＩｇＧホース

ラディッシュペルオキシダーゼコンジュゲートとインキュベートした。洗浄の後

（０．０５％ｖ/ｖ  Ｔｗｅｅｎ２０を含む４×TNバッファー）、結合した抗体

を、２．８Ｍ  ４－クロロ－１－ナフトール、１６．６％ｖ/ｖメタノールと０

．０５％ｖ/ｖの３０％Ｈ2Ｏ2溶液を含むＴＮバッファーで、検出した。Ｍｉｌ

ｌｉ  Ｑ水で膜をリンスすることにより発色を停止した。

      【００６２】

  ４４ｋＤａでのタンパク質のバンドは、テストしたすべての血清との反応を示

した（データは示さず）。保護マウス血清と、歯周炎でない被験者Ｈ１０からの

血清も、２７ｋＤａのタンパク質バンドに結合した（ＰｒｔＲ２７付着因子）。

Ｄ２０（進行した歯周炎）からの被験者の血清は、この２７ｋＤａタンパク質と

反応せず、２７ｋＤａ付着因子に対する抗体は、被験者Ｈ１０と免疫保護された

マウスに歯周炎に対する保護を提供できたことを示唆した。

      【００６３】

エピトープマッピング分析

  ＰｒｔＲ２７のＮ末端の１４８残基に相当する、２０の重なる１３ｍｅｒのペ

プチド（６残基でオーバーレイ、７残基でオフセット）を、Chiron Technologie

s(メルボルン、オーストラリア)により、マルチピンペプチド合成システムを用

いて合成した。ＰｒｔＲ２７付着因子のＮ末端１４８残基の配列は以下の通りで

ある：

「配列表１４」
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      【００６４】

  合成されたオーバーラッピングペプチドは以下の通りである。

「配列表１５」
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      【００６５】

  ピン結合ペプチドのエピトープマッピングをＥＬＩＳＡにより、通常のChiron

 Technologiesの指示通りに、ヒトとマウスのプロテイナーゼ抗血清を、０．１

％ｖ/ｖTween20を含む０．１Mリン酸緩衝生理食塩水、ｐＨ７．４中の１％ｗ/ｖ

の脱脂スキムミルクパウダーで、１：１０００の希釈度で用いて行なった。結合
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された抗体は、ペプチド－PINSを、０．００４％ｖ/ｖＨ2Ｏ2を含む０．１Ｍ酢

酸ナトリウム／クエン酸バッファー中の０．４ｍＭ  3,3’,5,5’,－テトラメチ

ルベンジディンとインキュベートすることにより検出した。発色を２Ｍ  Ｈ2Ｓ

Ｏ4の添加により停止した。比色度（Ｏ．Ｄ．）を４５０ｎｍで、BioRadマイク

ロプレートリーダーモデル４５０を用いて測定した。

      【００６６】

  Ｄ２０、Ｄ２４，Ｈ１０と保護マウスからの血清を用いて、ＰＩＮ結合オーバ

ーラッピングペプチドを用いたPrtR27付着因子のN-末端１４８残基のエピトープ

マップを作成した。図６は、抗体に結合する４つの領域を明白に示し、以下の配

列を有する：

「配列表１６」

  最後の２つのエピトープは、PrtR27付着因子の連続配列の一部である。

「配列表１７」

      【００６７】

  PrtR27付着因子のこれらの保護エピトープ配列は、PrtR-PrtKプロテイナーゼ

接着複合体のPrtK39付着因子とPrtR44付着因子にも見出され、これは保護マウス

血清を用いた複合体のウェスタンブロットの４４、３９、２７ｋＤａのバンドを

説明するものである。ＰｒｔＲ２７保護エピトープに相同なＰｒｔＫ３９配列は

、以下のものである。

「配列表１８」
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ＰｒｔＲ２７保護エピトープに相同なＰｒｔＲ４４配列は以下のものである。

「配列表１９」

      【００６８】

  ペプチド構築物又はペプチドタンパク質コンジュゲートに取りこまれるこれら

の配列は、したがって歯周炎に対する保護を提供するための免疫原の基礎を形成

する。

      【００６９】

（ii）ペプチド抗原とマルチプル構築物の合成

  表１のペプチド（EP1-EP7）は、標準のFmoc又はtBoc合成法を用いて合成する

ことができ、マルチプル構築物は図１乃至５に概略を示した方法を用いて合成す

ることができる。

      【００７０】

（iii）抗体の調製

  血清抗体は、ウマ、ウサギ、ヒツジ、又は乳牛を免疫することにより得ること

ができる。

      【００７１】

  免疫は、標準的な方法を用いて行なうことができる。最初の免疫は通常、抗原

とフロイント不完全アジュバントとの混合物である。抗体は、標準的な方法を用

いて動物血清又は乳から回収することができる。

      【００７２】

実施例２

  診断的イムノアッセイでの抗原ペプチドを用いる方法

  ここで記載したP.gingivalisペプチド抗原は、ワクチン処方における免疫原と
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して、及び診断的アッセイのための抗原として又は治療及び／又は診断的価値の

P.gingivalis特異的抗血清を生成させるためのの抗原としての使用に合成するこ

とができる。

      【００７３】

  表１に開示されているペプチドは、図１乃至５の方法を用いて、個々に、又は

化学的に結合して合成することができる。ペプチドは、tert－ブチルオキシカル

ボニルアミノ酸を用いた（Mitchellら、1978, J. Org. Chem. 43: 2845-2852）

、ポリアミド支持体上の９－フルオレニルメチルオキシカルボニルアミノ酸を用

いた（Drylandら、1986, J. Chem. So. Perkin Trans, I, 125-137）、標準固相

ペプチド合成；ペプスャン（pepscan）合成（Geysenら、1987、J.Immunol.Mehth

ods 03:259;1984,Proc.Natl.Acad.Sci.USA 81:3998）による方法、又は標準液相

ペプチド合成による方法を含む、当業者に知られたペプチド合成のいくつかの方

法の１つを用いて合成することができる。例えばアミノ酸の欠失及び置換（アミ

ノ酸への延長及び付加を含む）によるもの、又は他の方法での、ペプチド又はオ

リゴペプチドの修飾を、ペプチド又はオリゴペプチドの免疫的特性を実質的に損

ねないように行なうことができる。特に、ここに記載された抗原のアミノ酸配列

を１つ以上のアミノ酸を機能的に等価なアミノ酸で置換し、その結果、ペプチド

又はオリゴペプチド又はキメラの物理化学的挙動に観察し得る相違なしに変化さ

せることにより変えることができる。機能的に等価なアミノ酸は当業者に、関連

する及び／又は極性や電荷が類似するアミノ酸として知られている。こうして、

実質的にアミノ酸配列のそれがここで配列表に表されているものであるアミノ酸

配列は、ペプチド、オリゴペプチド又はキメラの主な生物学的機能を変化せずに

、機能的等価アミノ酸による置換を含むアミノ酸配列として参照される。

      【００７４】

  精製された合成ペプチドを、P.gingivalisによって起こる感染を疑われる個体

の体液に存在するP.gingivalis特異的抗血清の検出のために、イムノアッセイで

の抗原として用いることができる。イミノアッセイにおける抗原又は関連するペ

プチドの検出は、ラジオイムノアッセイ、酵素結合イムノソルベントアッセイ（

ELISA）、“サンドイッチ”アッセイ、沈降反応、凝集アッセイ、蛍光イムノア
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ッセイ、及び化学発光ベースのイムノアッセイなどのイムノアッセイのいかなる

ものも含み、これらに限定されない。

      【００７５】

実施例３

保護エプト－プの合成とネズミ科病変モデル

  表４に挙げられた保護エピトープで示される以下のペプチドを合成し、コンジ

ュゲートし、ネズミ科動物病変モデルで試験した。

      【００７６】

【表４】
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      【００７７】

（i）材料

  別記しない限り、化学品はペプチド合成グレート又はそれと等価のものとした

。Ｏ－ベンゾトリアゾール－Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－テトラメチルウロニウムヘキ

サフロオロホスフェート（ＨＢＴＵ）、１－ヒドロキシベンゾトリアゾール（Ｈ

ＯＢｔ）、ジイソプロピルエチルアミン（ＤＩＰＥＡ）、Ｎ，Ｎ－ジメチルホル

ムアミド（ＤＭＦ）、ピペリジン、トリフルオロ酢酸（ＴＦＡ）及び９－フロオ
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レニルメトキシカルボニル（Ｆｍｏｃ）保護アミノ酸は、Ａｕｓｐｅｐ  Ｐｔｙ

  Ｌｔｄ（メルボルン、オーストラリア）から入手した。トリイソプロピルシラ

ン（ＴＩＰＳ）とエタンジチオール（ＥＤＴ）はAldrich（New South Wales, オ

ートラリア）から入手し、１，８－ジアザビシクロ[５，４，０]ウンデク－７－

エン（ＤＢＵ）はSigma Cheminal Company(New South Wales、オーストラリア)

から入手した。フェノール及びジエチルエーテルはＢＤＨ（Poole,UK）より入手

した。

      【００７８】

（ii）固相ペプチド合成

  ペプチドは、手動で、又は４３１Ａ  ＡＢＩペプチド合成機を使用して合成し

た。Ｆｍｏｃ化学についての標準的な固相ペプチド合成プロトコールを全てにお

いて使用した。ペプチドは、Ｆｍｏｃ-Ｐａｌ-Ｐｅｇ-ＰＳ樹脂（PerSeptive Bi

osystems Inc., Framingham, MA）を使用してカルボキシアミドの形態で組み立

てた。カップリングは、ＨＢＴＵ/ＨＯＢｔ活性化により、４等量のＦｍｏｃ-ア

ミノ酸と６等量のＤＩＰＥＡを使用して行った。Ｆｍｏｃ基は、２％ｖ／ｖのピ

ペリジンを含む、２％ｖ／ｖのＤＢＵ（ＤＭＦ中）を使用して除去した。樹脂製

支持体からのペプチドの開裂は、ＴＦＡ：フェノール：ＴＩＰＳ：ＥＤＴ：水（

９２：２：２：２：２）開裂カクテルを、２．５時間又は４時間、当該ペプチド

中のアルギニン含有量に応じて使用して行った。開裂後、樹脂は、濾過で除去し

、ロ液を約１ｍｌまで窒素気流下で濃縮した。ペプチド産物を冷エーテル中で沈

殿させた後、遠心してから３回洗浄した。ペプチド沈殿物を５乃至１０ｍｌの水

（０．１％ｖ／ｖのＴＦＡ含有）に溶解して、不溶性の残渣を遠心で除去した。

      【００７９】

（iii）Ｓ-アセチルメルカプト酢酸ペプチドの合成

  ペプチドを有する樹脂をＤＭＦ中で膨張させ、Ｎ末端のＦｍｏｃ基を、２％ｖ

／ｖピペリジン含有の２ｖ／ｖＤＢＵ（ＤＭＦ中）で除去した。Ｓ-アセチルメ

ルカプト酢酸（ＳＡＭＡ）基は５等量のＳＡＭＡ-ＯＰｆｐと５等量のＨＯＢｔ

を使用して、当該Ｎ末端アミノ基に導入した。反応は、トリニトロベンゼンスル

ホン酸（ＴＮＢＳＡ）試験でモニターした。陰性のＴＮＢＳＡ試験（結果）がで
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たときには、当該樹脂を洗浄した（５×ＤＭＦ、３×ＤＣＭ、及び３×ジエチル

エーテル）。樹脂を減圧下で乾燥し、ＳＡＭＡ-ペプチドは、上記のようにして

当該樹脂支持体から開裂させた

      【００８０】

（iv）ペプチド精製

  合成されたペプチドの精製は、Waters HPLCシステムに設置したBrownlee C18 

Aquapore ODSカラム（２５０×１００ｍｍ）を使用して行った。クロマトグラム

は、０．１％ｖ／ｖＴＦＡ（水中）（溶媒Ａ）及び、限界緩衝液として０．１％

ｖ／ｖＴＦＡ（９０％アセトニトリル水溶液）(溶媒Ｂ)を使用して、５ｍｌ／分

の流速で展開した。ペプチドは、１０-３０％の溶媒Ｂの勾配で、４０分間で溶

出した。分析ＨＰＬＣは、Applied Biosystems HPLCシステムに設置したBrownle

e C8 Aquapore RP-300カラム（２２０×４．６ｍｍ）を使用して行った。クロマ

トグラムは、溶媒Ａ及び溶媒Ｂを流速１ｍｌ／分で使用して展開し、溶媒Ｂの０

-１００％の線形勾配を３０分間行った。カラムから溶出した物質は、２１４ｎ

ｍでの吸光度で決定した。ペプチド画分をプールし、凍結乾燥した。ペプチドは

、PerSeptive Biosystems Voyager DE MALDI-TOFを使用してマススペクトロスコ

ピーにより分析した。

      【００８１】

  （v）ＳＡＭＡ-ペプチドの、ジフテリア毒素への共役

  ジフテリア毒素（ＤＴ）は、ＣＳＬリミテッド、メルボルン、オーストラリア

から入手したが、これは、６２ｋＤａの分子当たり９等量のアミノ基を有してい

る。１０mg／ｍｌのＤＴをリン酸緩衝済み生理食塩水（０．１Ｍのリン酸ナトリ

ウム、０．９％のＮａＣｌ、ｐＨ７．４）中に含む溶液に対して、０．１ｍｌの

１%ｗ／ｖのｍ-マレイミドベンゾイル-Ｎ-ヒドロキシスクシニミドエステル（Ｍ

ＢＳ）（ＤＭＦ中）を添加した。３０分後、未反応のＭＢＳを除去して、ＭＢＳ

で修飾されたＤＴは、共役緩衝液（０．１Ｍのリン酸ナトリウム、５ｍＭのＥＤ

ＴＡ，ｐＨ６．０）で平衡化したＰＤ１０カラム（Pharmacia, NSW, オーストラ

リア）を使用してゲル濾過して除去した。精製されたＳＡＭＡ-ペプチド（1.3μ

mol）を２００μｌの６Ｍ塩酸グアニジン（０．５Ｍのトリス、２ｍＭのＥＤＴ
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Ａ、ｐＨ６含有）中に溶解し、８００μｌのミリＱ水で希釈し、２５μＬの２Ｍ

のＮＨ２ＯＨ（４０等量）（ミリＱ水中に溶解）を添加して原位置的に脱保護し

た。回収したＭＢＳ-ＤＴは、脱保護されたＳＡＭＡ-ペプチドと反応させ、室温

で１時間反応させた、ペプチド-ＤＴ共役物は、ＰＢＳ（ｐＨ７．４）で平衡化

したＰＤ１０カラムを使用して、未反応のペプチドからゲル濾過により分離し、

凍結乾燥した。反応は、Ellmans試験を使用してモニターした。ＳＡＭＡ-ペプチ

ドからＭＢＳ-ＤＴへの共役収率は、３４％乃至４５％の範囲であり、これは１

分子のＤＴ当たり３乃至４ペプチドがカップリングしたことを意味する。

      【００８２】

（iv）免疫とマウス病変モデルプロトコール

  ６-８週齢のＢＡＬＢ／ｃマウスを、５０μｇのペプチドＤＴ共役物、又は５

０μｇ若しくは２５μｇのＰｒｔＲ-ＰｒｔＫプロティナーゼアドヘシン複合体

（Ｐ．ジンジヴァリス株Ｗ５０由来）の何れかを完全フロイトアジュバント（Ｃ

ＦＡ）に乳化したもので皮下的免疫した。３０日後、マウスに抗原（５０μｇの

ペプチドＤＴ共役物、５０μｇのＤＴ、又は２５μｇのＰｒｔＲ-ＰｒｔＫプロ

ティナーゼアドヘシン複合体（Ｐ．ジンジヴァリス株Ｗ５０由来））を不完全フ

ロイトアジュバント（ＩＦＡ）を乳化したもので皮下的に注射し、そして１２日

後に、球後叢（retrobulbar plexus）から出血させた。マウス全てを７．５×１

０9のＰ．ジンジヴァリスの細胞（２００μｌ）で、腹部に皮下注射でチャレン

ジし、１０日間体重と病変部のサイズを測定した。病変部のサイズは、ｍｍ2で

表し、Kruskal-Wallis のワンウェイＡＮＯＶＡ法、Mann-Whitney U-Wilcoxonラ

ンク合成試験を使用して分析し、そしてペプチド群を対照群（ＤＴ）と比較する

場合には、１型の誤差のBonferroni補正を行った。

      【００８３】

  図７は、それぞれの群で展開された病変部の最大のサイズを示す。データの統

計分析により、ＥＰ１-ＤＴ、EＰ２-ＤＴ、ＥＰ４-ＤＴ、ＥＰ５-ＤＴ、ＥＰ６-

ＤＴ、及び前記複合体の何れかで免疫したマウスは、ＤＴのみで免疫した対照群

と比較して、顕著に小さい（ｐ＜０．００５）病変部を有していることが示され

た。
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      【００８４】

  結果は、免疫原として使用すると、ＥＰ保護ペプチドは、マウス病変部モデル

において、Ｐ．ジンジヴァリスのチャレンジを防止する効果があることが示され

た。

      【００８５】

（実施例４）

  方法、合成ペプチド抗原及び多重ペプチド構築物に関係したワクチン組成物用

の化合物

      【００８６】

  本発明のこの態様は、Ｐ．ジンジヴァリスニより引き起こされる感染から保護

するか又はそれを治療するための能動免疫用の、予防用及び／又は治療用ワクチ

ンとして使用するための、表１のペプチド抗原を提供するためのものである。ワ

クチン用には、合成ペプチド構築物を含むＰ．ジンジヴァリス抗原は、免疫原性

であって、生きた細菌上の１以上の表面露出エピトープに対する機能的抗体を誘

導しなくてはならないが、ここで当該エピトープは、Ｐ．ジンジヴァリス株中に

おいて保存されているものである。

      【００８７】

  本発明を例示するための１例である、ワクチン抗原に要求される性質を有する

ジペプチド、ＥＰ４-ＥＰ５構築物は、本願の図１乃至５に記載される方法によ

り合成できる。

      【００８８】

  当該合成ペプチドは、ワクチン調剤中に、関連免疫原性物質として治療的に有

効な量で含められて、免疫応答が誘導される。ワクチン調剤を、ワクチンを受け

るヒト又は動物に導入する多くの方法が知られている。その中には、皮内、筋肉

内、腹腔内、静脈内、皮下、接眼的（ocular）、鼻腔内、及び経口的な投与方法

が含まれるが、これらには限定されない。当該ワクチンは更に、生理学的なキャ

リア、例えば溶液、ポリマー又はリポソーム等、そしてアジュバント、又はこれ

らの組合せを含むことができる。

      【００８９】
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  種々のアジュバントが、ワクチン調剤と組み合わせて使用されている。アジュ

バントは、免疫応答を調節して、ワクチン抗原が単独で使用されるよりも少量の

ワクチン抗原又はより少ないドースを使用して、より長期間又はより高いレベル

の免疫を達成するのを補助する。アジュバントの例には、不完全フロイトアジュ

バント（ISA）、アジュバント６５（ピーナッツオイル、モノオレイン酸マンニ

ド（mannnide monooleate）、及びモノステアリン酸アルミニウムを含有する）

、油乳濁液、Ｒｉｂｉアジュバント、プルロニックポリオール（pluronic polyo

l）、ポリアミン、アビリジン（Aviridine）、キルＡ（Quil A）、サポニン、Ｍ

ＰＬ、ＱＳ-２１、及びミネラルゲル（例えば水酸化アルミニウムやリン酸アル

ミニウム等）が含まれる。

      【００９０】

  本発明のこの様式の別の態様は、抗原特異的なアミノ酸配列をハプテンとして

、即ちそれ自身では免疫応答を惹起できない分子として、製造することを含む。

このような場合、ハプテンは、キャリア、又は免疫系に露出されたときに、カッ

プリングされたハプテンに免疫原性を付与するであろう他の免疫原性分子に共有

結合してもよい。従って、このように、キャリア分子に連結した抗原特異的なハ

プテンは、ワクチン調剤中において免疫原性となることができる。

      【００９１】

  活性免疫の代替法として、免疫を受動的にすることもできるが、即ちこれは、

合成ペプチドに対する抗体を含む、精製した免疫グロブリンを投与することを含

むものである。

      【００９２】

（実施例５）

  以下は、抗-ペプチド抗体を含む、ハミガキペースト調剤の例である。

      【００９３】

【表５】
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      【００９４】

（実施例６）

  以下は、ハミガキペースト調剤の例である。

      【００９５】

【表６】
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      【００９６】

（実施例７）

  以下は、ハミガキペースト調剤の例である。

      【００９７】

【表７】
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      【００９８】

（実施例８）

  以下は、ハミガキペースト調剤の例である。

      【００９９】

【表８】
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      【０１００】

（実施例９）

  以下は、液体ハミガキ調剤の例である。

      【０１０１】

【表９】
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      【０１０２】

（実施例１０）

  以下は、マウスウォッシュ（mouthash）調剤の例である。

      【０１０３】

【表１０】



(47) 特表２００３－５２０７６５

      【０１０４】

（実施例１１）

  以下は、マウスウォッシュ調剤の例である。

      【０１０５】

【表１１】

      【０１０６】

（実施例１２）
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  以下は、トローチ剤（lozenge）の例である。

      【０１０７】

【表１２】

      【０１０８】

（実施例１３）

  以下は、歯肉マッサージクリーム調剤の例である。

      【０１０９】

【表１３】
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      【０１１０】

（実施例１４）

  以下は、チューイングガム調剤の例である。

      【０１１１】

【表１４】

      【０１１２】

  当業者ならば、広く記載されている本発明の要旨を逸脱しない範囲で、特定の
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実施態様に記載の発明について、数多くの変形例及び／又は修飾例を設けること

が可能であることがわかるであろう。本発明の実施態様は、したがって、例示の

ためであり限定するためのものではない。

      【０１１３】

【参考文献】
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    【配列表】
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【図面の簡単な説明】

    【図１】  二項性（bi-modal）ペプチドの合成。特定の例をここに示すが、

リジンのａ又はｅアミノ基には、何れのリガンドも導入できる。（ａ）アシル化

、例えばアミノ酸：ＨＯＢｔ：ＨＢＴＵ：ＤＩＰＥＡ  １：１：１：１．５  ジ

メチルホルムアミド（ＤＭＦ）中。（ｂ）Ｆｍｏｃ脱保護、例えば２０％ピペリ

ジン（ＤＭＦ中）。（ｃ）レブリン酸：ジイソプロピルカルボジイミド（ＤＩＣ

）  ２：１（ジクロメタン（ＤＣＭ）中）、１ｈ。（ｄ）Ｍｔｔ除去、３×１％
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ＴＦＡ（ＤＣＭ中）、３分。（ｅ）Ｆｍｏｃ-ヒドラジド安息香酸：ＤＩＣ  ２

：１（ＤＣＭ中）１ｈ。（ｆ）酸開裂、例えばＴＦＡ：水  ９５：５。

    【図２】  二項性ペプチドを使用した、多価ペプチド構築物の合成。（ａ）

ライゲーション。８Ｍ尿素、及び０．１Ｍ  ＮａＨＰＯ4（ｐＨ範囲：3-4.7）。

ライゲーションは、逆相分析ＨＰＬＣ及びマススペクトロスコピーによりモニタ

ーできる。（ｂ）脱保護、例えばＡｌｏｃは、塩基性受容体への、パラジウム（

０）-触媒アリル基トランスファーにより除去される。ライゲーション産物は、

調製ＨＰＬＣで精製して、凍結乾燥できる。（ｃ）ライゲーション。（ａ）に記

載されるのと同じ条件。異なるリガンドを有するペプチドを合成し、当該ペプチ

ドに非相同的なリガンドを合成して、それにより保護されたリガンドを避けるこ

とによる、異なるライゲーション化学を使用できる。四角の印は、保護を示し、

（Ｌ）はリガンドを、（Ｐ）はペプチドを示す。

    【図３】  二項性ペプチドを使用した多価ペプチド構築物の、固相による合

成。（ａ）脱保護及びライゲーション。Ｓ-アセチル保護基は、ヒドロキシアミ

ン水溶液０．０５Ｍ（ｐＨ７．３）。洗浄後、第一のペプチドをＳＨ基に連結す

る。６Ｍ塩酸グアニジン、及び０．０５Ｍ  ＥＤＴＡ、ｐＨ６．４-６．５（１

Ｍトリス-ＨＣｌで調節）、窒素気流。ライゲーション緩衝液には、有機溶媒、

例えばアセトニトリル等を含められる。（ｂ）脱保護、Ｓ-アセチル保護基は、

ヒドロキシアミン水溶液０．０５Ｍ（ｐＨ７．３）で除去できる。（ｃ）ライゲ

ーション。（ａ）と同様。もっとも、異なるリガンドを有するペプチドを合成し

、当該ペプチドに非相同的なリガンドを合成し、それによって保護されたリガン

ドを避けることによる、異なるライゲーション化学も使用できる。四角の印は、

保護を示し、（Ｌ）はリガンドを、（Ｐ）はペプチドを、（Ｂ）は塩基不安定性

ハンドルである、４-ヒドロキシメチル安息香酸を示す。

    【図４】  二項性ペプチドを使用した環状化。（ａ）脱保護及び環状化。そ

のＮ末端及びＣ末端に相補的リガンドを有する二項性ペプチドを合成することに

より、これらのペプチドを緩衝水溶液中で環状化することができる。（ｉ）ライ

ゲーション。（ｉｉ）脱保護およびライゲーション。（ｉｉｉ）延期不安定性ハ

ンドルからの、環状ペプチドの開裂。例：図示のペプチドは表１に由来し、Ｐｒ



(64) 特表２００３－５２０７６５

ｔＲ２７又はＰｒｔＫ３９上の主要な保護エピトープを表す。（ａ）ライゲーシ

ョン。９５％ＴＦＡ水溶液。ライゲーションは、逆相分析ＨＰＬＣとマススペク

トロスコピーを使用してモニターできる。ライゲーション条件は、ペプチド合成

に通常しようされるスカベンジャーを含むようにし、そしてフリーデルクラフツ

アルキル化を促進するように、異なる酸性条件に改変することもできる。（ｂ）

脱保護とライゲーション。Ｓ-アセチル保護基は、ヒドロキシアミン水溶液０．

０５Ｍ（ｐＨ７．３）により除去できる。ライゲーション、６Ｍの塩酸グアニジ

ン及び０．０５ＭのＥＤＴＡ（ｐＨ６．４-６．５）１Ｍのトリス-ＨＣｌで調節

。窒素気流。ライゲーションは、固相でもできる。どのリガンドをＮ末端及びＣ

末端に導入するかを選択することにより、平行型及び非平行型の環状ペプチドを

合成することができる。

    【図５】  代替的なライゲーション法を使用した、多価のマルチプル抗原ペ

プチド（ＭＡＰｓ）の合成。異なるライゲーション方法を使用して、種々のペプ

チドを単一のマルチプル抗原ペプチドへ連結することができる。図示した例は、

表１にリストされるペプチドである。（ａ）ライゲーション。９５％ＴＦＡ水溶

液。ライゲーションは、逆相分析ＨＰＬＣとマススペクトロスコピーでモニター

できる。脱保護、Ａｌｏｃは、塩基性受容体へのパラジウム（０）-触媒アリル

基トランスファーにより除去できる。精製後、第二のペプチドをＭＡＰへ連結で

きる。（ｃ）８Ｍ尿素及び０．１Ｍ  ＮａＨＰＯ4（ｐＨ範囲3-4.7）。

    【図６】  ポルフィロモナス・ジジヴァリスＰｒｔＲ-２７の重複ペプチド

に対するＥＬＩＳＡで調べた、血清ＩｇＧ抗体応答。２１のＰＩＮ結合ペプチド

を、正常なマウス血清でプローブした（■）、保護されたマウスの血清（□）、

正常なヒトの血清（□：濃く斜線がかったもの）、患者Ｄ２４の血清（□：薄く

斜線がかったもの）、患者Ｈ１０の血清（■）、患者Ｄ２０の血清（□：濃い斜

線がかかったもの）。ＥＬＩＳＡは、実施例１のようにした。

    【図７】  ペプチド-ＤＴ共役物で免疫したマウスの最大病変部サイズ。Ｂ

ＡＬＢ/ｃマウスを、ペプチド-ＤＴ共役物（５０μｇ）で、皮下（ｓ．ｃ．）的

に免疫したが、最初のドース及び二回目のドースはＩＦＡ中で投与し、二回目の

ドースの１２日後に、皮下的にＰ．ジンジヴァリス株ＡＴＣＣ３３２７７（７．
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５×１０9生細胞）でチャレンジした。動物を１４日間、体重減少と病変部サイ

ズについてモニターした。データは、Kruskell-Wallisランク合成試験と、Mann-

Whitney U-Wilcoxonランク合成試験（Bonferroni補正有）で分析した。＊=Ｐ≦0

.005、ｎｓ=顕著でない。

【図１】
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【図２】
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【図３】
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【図４】
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【図５】
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【図６】
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【図７】
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【国際調査報告】
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摘要(译)

本发明提供了用于产生针对齿龈多毛菌的免疫应答的组合物，该组合物
包含合适的佐剂和/或可接受的载体或赋形剂以及至少一种。 至少一种50
个或更少氨基酸的肽包含牙龈卟啉单胞菌抗原决定簇或上述肽的多聚
体。 本发明提供了一种减少患者中牙龈卟啉单胞菌感染的可能性和/或疾
病严重性的方法，所述方法包括在患者中诱导针对牙龈卟啉单胞菌的免
疫应答。 包括向患者施用有效量的第一特征组合物以
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