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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　β－１，６－グルコサミンポリマーを含む単離された多糖類と結合する、単離されたポ
リクローナル抗体またはポリクローナル抗体フラグメントであって、該単離された多糖類
は、次の構造を有し、
【化１】

ここで、ｎは少なくとも４である整数であり、Ｒは－ＮＨ－ＣＯ－ＣＨ３および－ＮＨ２
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からなる群より選択され、ただし、Ｒ基の４０％未満は－ＮＨ－ＣＯ－ＣＨ３であり、か
つ、該多糖類は少なくとも２５００ダルトンの分子量を有し、該単離されたポリクローナ
ル抗体またはポリクローナル抗体フラグメントは、該単離された多糖類を使用して産生さ
れる、５０％より多くのアセテート置換を有するＰＮＡＧにも結合する、単離されたポリ
クローナル抗体またはポリクローナル抗体フラグメント。
【請求項２】
　β－１，６－グルコサミンポリマーを含む単離された多糖類と結合する、単離されたポ
リクローナル抗体またはポリクローナル抗体フラグメントであって、該単離された多糖類
は、次の構造を有し、
【化１Ａ】

ここで、ｎは少なくとも４である整数であり、Ｒは－ＮＨ－ＣＯ－ＣＨ３および－ＮＨ２

からなる群より選択され、ただし、Ｒ基の４０％未満は－ＮＨ－ＣＯ－ＣＨ３であり、か
つ、該多糖類は少なくとも２５００ダルトンの分子量を有し、該単離されたポリクローナ
ル抗体またはポリクローナル抗体フラグメントは、該単離された多糖類を使用して産生さ
れる、５０％より多くのアセテート置換を有するＰＮＡＧにも結合し、かつ、該単離され
た多糖類がキャリアー化合物と結合している、単離されたポリクローナル抗体またはポリ
クローナル抗体フラグメント。
【請求項３】
　（ａ）前記Ｒ基の３５％未満、３０％未満、２５％未満、２０％未満、１５％未満、１
０％未満、または５％未満が－ＮＨ－ＣＯ－ＣＨ３であるか、あるいは
　（ｂ）前記Ｒ基のいずれも－ＮＨ－ＣＯ－ＣＨ３ではない、
請求項１または２に記載の単離されたポリクローナル抗体またはポリクローナル抗体フラ
グメント。
【請求項４】
　ｎが少なくとも６、少なくとも１０、少なくとも２０、少なくとも５０、少なくとも１
００、少なくとも２００、少なくとも３００、少なくとも４００および少なくとも５００
からなる群より選択された整数である、請求項１または２に記載の単離されたポリクロー
ナル抗体またはポリクローナル抗体フラグメント。
【請求項５】
　前記単離された多糖類が、
　（ａ）ヘテロに置換されたポリマーである、
　（ｂ）少なくとも５０００ダルトン、少なくとも７５００ダルトン、少なくとも１０，
０００ダルトン、少なくとも２５，０００ダルトン、少なくとも５０，０００ダルトン、
少なくとも７５，０００ダルトンおよび少なくとも１００，０００ダルトンからなる群よ
り選択された分子量を有する、
　（ｃ）少なくとも１２５，０００ダルトン、少なくとも１５０，０００ダルトン、少な
くとも２００，０００ダルトン、少なくとも２５０，０００ダルトン、少なくとも３００
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，０００ダルトン、少なくとも３５０，０００ダルトン、少なくとも４００，０００ダル
トン、少なくとも４５０，０００ダルトンおよび少なくとも５００，０００ダルトンから
なる群より選択された分子量を有する、または
　（ｄ）ワクチンとして処方される、
請求項１または２に記載の単離されたポリクローナル抗体またはポリクローナル抗体フラ
グメント。
【請求項６】
　前記単離された多糖類が、リンカーを介して、前記キャリアー化合物に結合体化してい
る、請求項２に記載の単離されたポリクローナル抗体またはポリクローナル抗体フラグメ
ント。
【請求項７】
　前記キャリアー化合物がペプチドである、請求項２または６に記載の単離されたポリク
ローナル抗体またはポリクローナル抗体フラグメント。
【請求項８】
　キャリアー化合物、またはキャリアー化合物と結合したリンカーのうちの一つだけが、
前記単離された多糖類と結合体化している、請求項２に記載の単離されたポリクローナル
抗体またはポリクローナル抗体フラグメント。
【請求項９】
　前記キャリアー化合物が、Ｎ－アセチルβ１－６グルコサミンではない多糖類である、
請求項２または６に記載の単離されたポリクローナル抗体またはポリクローナル抗体フラ
グメント。
【請求項１０】
　前記ポリクローナル抗体またはポリクローナル抗体フラグメントが、
　（ａ）検出可能標識、または
　（ｂ）殺菌剤
と結合体化される、請求項１～９のいずれか一項に記載の単離されたポリクローナル抗体
またはポリクローナル抗体フラグメント。
【請求項１１】
　前記検出可能標識が、放射性標識、酵素、ビオチン分子、アビジン分子および蛍光色素
からなる群より選択される、請求項１０に記載の単離されたポリクローナル抗体またはポ
リクローナル抗体フラグメント。
【請求項１２】
　前記殺菌剤が抗生物質である、請求項１０に記載の単離されたポリクローナル抗体また
はポリクローナル抗体フラグメント。
【請求項１３】
　サンプルを、請求項１～９のいずれか一項に記載の単離されたポリクローナル抗体また
はポリクローナル抗体フラグメントと接触させる工程；および
該単離されたポリクローナル抗体またはポリクローナル抗体フラグメントと該サンプルと
の結合を検出する工程を包含し、ここで、該単離されたポリクローナル抗体またはポリク
ローナル抗体フラグメントの結合は、細菌性多糖類が該サンプル中に存在することを示す
、細菌性多糖類がサンプル中に存在することを同定する方法。
【請求項１４】
　前記サンプルが被験体からの生物学的サンプルである、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記生物学的サンプルが、尿、血、膿、肌、痰、関節液、リンパおよび乳汁からなる群
より選択される、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記ポリクローナル抗体またはポリクローナル抗体フラグメントが検出可能標識と結合
体化される、請求項１３に記載の方法。
【請求項１７】
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　有効量の請求項１～１２のいずれか一項に記載の単離されたポリクローナル抗体または
ポリクローナル抗体フラグメントを含む、薬学的組成物。
【請求項１８】
　細菌感染を有するか、または細菌感染を発生する危険状態にある非げっ歯類被験体を処
置するための薬学的組成物であって、該薬学的組成物は、請求項１～９のいずれか一項に
記載のポリクローナル抗体もしくはポリクローナル抗体フラグメントの、該細菌感染に対
する免疫応答を誘導するために有効な量を含む、薬学的組成物。
【請求項１９】
　ＰＮＡＧを発現する細菌による感染を有するか、または該感染を発生する危険状態にあ
る非げっ歯類被験体を処置するための薬学的組成物であって、該薬学的組成物は、請求項
１～９のいずれか一項に記載のポリクローナル抗体もしくはポリクローナル抗体フラグメ
ントの、該感染に対する免疫応答を誘導するために有効な量を含む、薬学的組成物。
【請求項２０】
　前記感染がＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ感染である、請求項１８または１９に記載の
薬学的組成物。
【請求項２１】
　前記Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ感染が、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｐｉｄ
ｅｒｍｉｄｉｓ感染およびＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ感染からなる群
より選択される、請求項２０に記載の薬学的組成物。
【請求項２２】
　前記ポリクローナル抗体またはポリクローナル抗体フラグメントが殺菌剤と結合体化さ
れる、請求項１８または１９に記載の薬学的組成物。
【請求項２３】
　前記殺菌剤が抗生物質である、請求項２２に記載の薬学的組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ感染の処置および予防のための免疫を誘導す
るために有用な多糖類組成物に関する。本発明はまた多糖類ベースの抗原、それに関連す
る抗体および診断キットを作製および使用する方法、ならびにこの多糖類とそれに対する
抗体の能動免疫および受動免疫を誘導するための方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓは、通常ヒトの粘液膜および肌に生息しコロニーを作る
、グラム陽性の細菌である。肌または粘膜液が、手術の間または他の外傷で損傷する場合
、このＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓは、内部の組織へのアクセスを獲得し得、感染の発
生を引き起こす。Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓが局所的に増殖しまたはリンパ系または
血液系に侵入する場合、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ菌血症に関する合併症のような重
篤な感染合併症が生じ得る。これらの合併症としてさまざまな臓器における敗血症性ショ
ック、心内膜炎、関節炎、骨髄炎、肺炎および膿瘍が挙げられる。
【０００３】
　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓは、遊離したコアグラーゼを産生するコアグラーゼ陽性
生物、および遊離したコアグラーゼを産生しないコアグラーゼ陰性生物の両方を含む。Ｓ
ｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓは最も一般的コアグラーゼ陽性形態である。
Ｓ.ａｕｒｅｕｓは、一般的に局所部位、管外または管内のいずれかにおいて感染を引き
起し、最終的に菌血症を引き起こし得る。Ｓ.ａｕｒｅｕｓはまた、急性骨髄炎の主な原
因であり、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ肺炎感染を引き起こす。さらに、Ｓ.ａｕｒｅ
ｕｓは、細菌性髄膜炎の症例の約１～９％および脳膿腫の症例の１０～１５％の原因であ
る。
【０００４】
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　少なくとも２１種類のコアグラーゼ陰性のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種が公知であ
り、それにはＳ．ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ、Ｓ．ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓ、Ｓ．ｈｏ
ｍｉｎｉｓ、Ｓ．ｗａｒｎｅｒｉ、Ｓ．ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ、Ｓ．ｓａｐｒｏｐｈ
ｉｔｉｃｕｓ、Ｓ．ｃｏｈｎｉｉ、Ｓ．ｘｙｌｏｓｕｓ、Ｓ．ｓｉｍｕｌａｎｓおよびＳ
．ｃａｐｉｔｉｓが含まれる。Ｓ．ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓは静脈へのアクセスデバイス
に関連する最も頻繁な感染原因因子であり、主要な院内の菌血症における最も頻繁な分離
菌である。Ｓ.ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓはまた人工弁の心内膜炎にも関連する。
【０００５】
　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓはまた、動物における一般的な細菌感染源である。例え
ば、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ乳腺炎は、ウシ、ヒツジおよびヤギのような反芻動物
における一般的問題である。この疾患は一般的に、抗生物質で処方されてこの感染が軽減
されるが、この処置は費用のかかる手順でありかつ、今もなお乳製品の損失を引き起こす
。現在までに同定されている最も有効なワクチンは、皮下に投与された無傷のＳ．ａｕｒ
ｅｕｓワクチンである。しかし、生ワクチンの投与は感染の危険が伴う。この理由より、
多くの研究者は、Ｓ．ａｕｒｅｕｓ死菌ワクチンを産生し、および／またはＳ．ａｕｒｅ
ｕｓに対する免疫を誘導する夾膜の多糖類または細胞壁成分を単離することを試みてきた
。しかし、これらの試みは成功していない。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　（発明の要旨）
　本発明はコアグラーゼ陰性Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓおよびコアグラーゼ陽性Ｓｔ
ａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓに対するヒトおよび動物の免疫に有用な方法および生産物に関
する。この発明により、Ｓ．ａｕｒｅｕｓおよびＳ．ｅｐｉｄｅｒｍｉｓのようなＳｔａ
ｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓからのほとんどアセテート残基で置換されていない、表面多糖類
そしてポリＮ－アセチルグルコサミン（ＰＮＡＧ）が、インビボで高い免疫原性を有し、
オプソニン死滅および感染からの保護を仲介する抗体を優先的に誘発することが発見され
た。それゆえ、この多糖類は、とりわけ、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓに対する抗体依
存性免疫応答を含む、免疫応答の生成において有用である。
【０００７】
　一つの局面では、この発明は、少なくとも２つの単量体単位の長さを有するβ－１,６
－グルコサミンポリマーを含む単離された多糖類を含む組成物を提供する。ここで、グル
コサミンのアミノ基の５０％未満がアセテートに置換されている。一つの局面では、その
組成物が滅菌されている（例えば、それはインビボ注射に適している）。別の局面では、
本発明は、少なくとも２つの単量体単位の長さを有するβ－１,６－グルコサミンポリマ
ーを含む単離された多糖類を含む組成物を提供する。ここで、グルコサミンのアミノ基の
５０％未満がアセテートに置換されており、そしてその多糖類はキャリアー化合物と結合
体化している。
【０００８】
　本明細書全体において、「本発明の多糖類」とは、アセテート置換が５０％未満である
ＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓポリＮ－アセチルグルコサミン（ＰＮＡＧ）表面多糖類を
いう。この多糖類は本明細書において脱アセチル化ＰＮＡＧ（ｄＰＮＡＧ）と称される。
ｄＰＮＡＧは、完全にまたは部分的に脱アセチル化され得、ただしアセチル化の範囲は０
から５０％未満であることが理解される。本明細書において使用される場合、天然ＰＮＡ
Ｇはさまざまな程度のアセチル化を有するＰＮＡＧの形態の混合物である。天然ＰＮＡＧ
はｄＰＮＡＧを含み得るが、しかし、高いアセチル化形態のＰＮＡＧを有する混合物とし
て存在する。本明細書において使用される「高いアセチル化」形態のＰＮＡＧとは５０％
より多くのアセテート置換を有するＰＮＡＧである。
【０００９】
　いくつかの実施形態は、本発明の様々な局面に等しく適用される。これらの実施形態を
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以下に記載する。
【００１０】
　一つの実施形態では、この単離された多糖類は次に示す構造によって定義される：
【００１１】
【化４】

【００１２】
ここで、ｎは４より大きいまたは等しい整数であり、Ｒは－ＮＨ－ＣＯ－ＣＨ３および－
ＮＨ２からなる群より選択され、Ｒ基の５０％未満は－ＮＨ－ＣＯ－ＣＨ３である。この
多糖類がキャリアー化合物またはキャリアー化合物と結合しているリンカーと結合体化し
ている、本発明のいくつかの局面のｎは２、３、４、またはそれより大きい。
【００１３】
　一つの実施形態では、この多糖類は、少なくとも８００ダルトンの分子量を有し、他方
、他の実施形態では、分子量は、少なくとも１０００ダルトンである。なおさらなる実施
形態では、分子量は、少なくとも１２００ダルトン、少なくとも２０００ダルトンより大
きく、少なくとも２５００ダルトン、少なくとも５０００ダルトン、少なくとも７５００
ダルトン、少なくとも１０,０００ダルトン、少なくとも２５,０００ダルトン、少なくと
も５０,０００ダルトン、少なくとも７５,０００ダルトン、および少なくとも１００,０
００ダルトンからなる群より選択される。なおさらなる実施形態では、分子量は、少なく
とも１２５,０００ダルトン、少なくとも１５０,０００ダルトン、少なくとも２００,０
００ダルトン、少なくとも２５０,０００ダルトン、少なくとも３００,０００ダルトン、
少なくとも３５０,０００ダルトン、少なくとも４００,０００ダルトン、少なくとも４５
０,０００ダルトン、および少なくとも５００,０００ダルトンからなる群より選択される
。
【００１４】
　この単離された多糖類は、少なくとも２、少なくとも３、少なくとも４、少なくとも５
または少なくとも６の単量体単位の長さを有し得る。他の実施形態では、この多糖類の長
さは、少なくとも６単量体単位、少なくとも１０単量体単位、少なくとも２０単量体単位
、少なくとも５０単量体単位、少なくとも１００単量体単位、少なくとも２００単量体単
位、少なくとも３００単量体単位、少なくとも４００単量体単位および少なくとも５００
単量体単位からなる群より選択される。
【００１５】
　他の実施形態では、グルコサミンのアミノ基（またはＲ基）の、４５％以下、４０％以
下、３５％以下、３０％以下、２５％以下、２０％以下、１５％以下、１０％以下、５％
以下または１％以下がアセテートに置換される。なおさらなる実施形態では、グルコサミ
ンのアミノ基のいずれもがアセテートで置換されていない。このｄＰＮＡＧはこれらのい
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ずれかであり得る。
【００１６】
　それゆえに、この多糖類は、ヘテロ置換ポリマーであり得、ここで、このＲ基はアセテ
ート置換基（例えば、－ＮＨ－ＣＯ－ＣＨ３）および非置換アミン基（例えば－ＮＨ２）
の混合物であり、ただし、これらの基の５０％はアセテートに置換される。このＲ基の全
てがアミノ基である（いずれもがアセテート置換されていない）場合、この多糖類はまた
、ホモ置換され得る。
【００１７】
　本発明のいくつかの実施形態では、この単離された多糖類はキャリアー化合物と結合体
化され得る。このキャリアー化合物はリンカーを通してこの多糖類と結合体化され得る。
このキャリアー化合物はペプチドキャリアー化合物であり得るが、しかし、このキャリア
ー化合物はそれに限定されない。
【００１８】
　これらのおよび他の実施形態では、この単離された多糖類を含む組成物は、薬学的に受
容可能なキャリアーをさらに含み得る。
【００１９】
　いくつかの実施形態では、この組成物は、少なくとも９０％純粋、少なくとも９５％純
粋、少なくとも９７％純粋または少なくとも９９％純粋である（すなわち、この組成物に
おいて存在するこの多糖類の、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９７％
または少なくとも９９％がｄＰＮＡＧである）。なお他の実施形態では、この組成物は、
リン酸塩またはテイコ酸を実質的に含まない。好ましくは、この組成物は、グルコサミン
のアミノ（Ｒ）基において５０％より多くのアセテート置換、７５％より多くのアセテー
ト置換、９０％より多くのアセテート置換を有する多糖類を実質的に含まない。
【００２０】
　いくつかの実施形態では、この多糖類は次以下の構造からなる。
【００２１】
【化５】

【００２２】
ここで、Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３，Ｘ４，Ｘ５およびＸ６の各々は、Ｈ，キャリアー化合物また
はキャリアー化合物に結合するリンカーのいずれかであり；およびＹ１，Ｙ２およびＹ３
の各々は、ＯＨ、キャリアー化合物またはキャリアー化合物に結合するリンカーのいずれ
かである。いくつかの実施形態では、キャリアー化合物またはキャリアー化合物に結合す
るリンカーのうち一つのみが、この構造と結合体化される。他の実施形態では、Ｘ１，Ｘ
２、Ｘ３，Ｘ４、Ｘ５またはＸ６の一つのみが、キャリアー化合物またはキャリアー化合
物に結合するリンカーと結合体化される。なおさらなる他の実施形態では、Ｙ１，Ｙ２ま
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たはＹ３の一つのみが、キャリアー化合物またはキャリアー化合物と結合するリンカーと
結合体化される。なおさらなる他の実施形態では、キャリアー化合物またはキャリアー化
合物に結合するリンカーのうち一つのみが、このＸ１，Ｘ２、Ｘ３，Ｘ４、Ｘ５、Ｘ６、
Ｙ１，Ｙ２またはＹ３の位置のうちの一つにおいて結合体化する。このキャリアー化合物
は多糖類であり得る。他の実施形態では、このキャリアー分子は、他の多糖類、ペプチド
などのような一つ以上のキャリアー化合物に、必要に応じて、直接またはリンカーを介し
て置換された多糖類である。いくつかの実施形態では、このキャリアー多糖類は、Ｎ－ア
セチル－ベータ（β）１－６グルコサミンではない。Ｘがキャリアー化合物またはキャリ
アー化合物と結合しているリンカーである、本発明のいくつかの局面では、ｎは、２、３
、４またはそれより大きくあり得る。
【００２３】
　本発明は、本発明の多糖類のいずれかを含む、薬学的組成物を提供する。この組成物は
、ワクチンとして使用され得る。これらの組成物は、抗原特異的免疫応答のような免疫応
答を刺激する有効な量でこの多糖類を含む。このワクチン組成物が、薬学的に受容可能な
キャリアーおよび／またはアジュバントをさらに含み得る。この薬学的組成物は、キャリ
アー化合物と、直接またはリンカーを介してのいずれかで、結合体化された多糖類を含み
得る。
【００２４】
　本発明の他の局面は、本発明のこの多糖類を作製するための方法を提供する。これらの
方法は以下に記載される。
【００２５】
　一つの局面では、本発明は以下に示す方法によって調製される、単離された多糖類を提
供する：濃縮された細菌の細胞体調製物から多糖類粗調製物をエタノール沈澱する工程；
この粗多糖類をリゾチームおよびリソスタフィンを用いて同時に消化し、次いで、ヌクレ
アーゼおよびプロテイナーゼＫを連続して用いて消化して、消化された多糖類調製物を形
成させる工程；この消化された多糖類調製物をサイズ分画する工程；アセチル化多糖類の
画分を単離する工程；このアセチル化多糖類を脱アセチル化して、脱アセチル化多糖類（
すなわち、５０％未満のアセテート置換を有する多糖類）を産生する工程。
【００２６】
　別の局面では、本発明はまた、以下の方法によって調製される、多糖類を含む多糖類抗
原を提供する：細菌培養物から純粋でない多糖類を調製する工程；この純粋でない多糖類
を酸または塩基とともにインキュベートさせて、半純粋な多糖類を産生する工程；この調
製物を中和する工程；この中和された調製物をフッ化水素酸中でインキュベートさせる工
程。一つの実施形態では、この方法はさらに、この調製物からアセチル化多糖類を単離す
る工程、およびこのアセチル化多糖類を脱アセチル化して、脱アセチル化多糖類を産生す
る工程を含む。一つの実施形態では、このアセチル化多糖類は、５０％未満である所望の
程度にまで、化学的に脱アセチル化される。別の実施形態では、このアセチル化多糖類は
、５０％未満である所望の程度にまで、塩基性溶液とともにインキュベートされることに
より、脱アセチル化される。なお別の実施形態では、このアセチル化多糖類は酵素学的に
、脱アセチル化される。
【００２７】
　様々な実施形態は、上記の方法に適用される。これらのさらなる実施形態のいくつかは
、以下に記載される。この細菌培養物は、コアグラーゼ陰性Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕ
ｓ培養物またはコアグラーゼ陽性Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ培養物であり得る。この
細菌培養物は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ培養物またはＳｔａｐｈｙ
ｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ培養物であり得る。別の実施形態では、多糖
類調製物は、カラムを用いてサイズ分画される。
【００２８】
　本発明の多糖類の調製物の例は、以下の通りである：細菌培養物は、強塩基および強酸
とともにインキュベートされて、酸または塩基性溶液が作製される。次いでこの酸溶液お
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よび塩基性溶液は、ｐＨ２に中和されて、抗原粗懸濁液が生産される。この抗原粗懸濁液
は、脱イオン化水のような溶液に対して透析され、そして不溶性粗抗原が収集される。こ
の不溶性粗抗原は、凍結乾燥され得、次いで緩衝液中で再懸濁され得る。この緩衝液は５
０ｍＭ　ＰＢＳおよび１００ｍＭ　Ｔｒｉｓからなる群より選択され得、１５０ｍＭ　Ｎ
ａＣｌを伴う。上記強塩基または強酸は、１Ｎ　ＮａＯＨまたは１Ｍ　ＨＣｌより強くあ
り得る。いくつかの実施形態では、この強塩基および強酸は、５Ｎ　ＮａＯＨまたは５Ｍ
　ＨＣｌである。別の実施形態では、細菌培養抽出物は、１８～２４時間にわたり強塩基
または強酸中で攪拌される。この強塩基または強酸の抽出はくりかえされ得る。この方法
は、抗原調製物を処理して、アセテート置換の所望の程度に到達するまでアミノ結合化ア
セテート基を除去して、脱アセチル化ＰＮＡＧを産生する工程をさらに含む。脱アセチル
化は、化学的にまたは酵素学的のいずれかで行われ得る。例えば、この抗原調製物は、１
．０Ｎ　ＮａＯＨ中で、２～２０時間にわたり３７℃でインキュベートされ得る。このイ
ンキュベーションはまた、より長い時間またはより高い温度でより弱い塩基中で、または
より短い時間もしくはより低い温度でより強い塩基中で行われ得る。
【００２９】
　あるいは、上記の方法は、さらなる脱アセチル化の必要なしに、５０％未満のアセテー
ト置換を有する調製物から単離された画分を代わりに含み得る。
【００３０】
　なお別の局面では、本発明は、薬学的組成物を作製するための方法を提供する。一つの
実施形態では、この多糖類は、薬学的に受容可能なキャリアーおよび／またはアジュバン
トと合わされる。別の実施形態では、この多糖類は、直接またはリンカーを介してのいず
れかで、キャリアー化合物と結合体化され、次いで必要に応じて薬学的に受容可能なキャ
リアーおよび／またはアジュバントと合わされる。
【００３１】
　本明細書に記載の脱アセチル化多糖類（すなわちｄＰＮＡＧ）は、のいずれもは本発明
の薬学的または予防方法において使用され得る。
【００３２】
　別の局面では、本発明は、被験体、好ましくは非げっ歯類被験体における、Ｓｔａｐｈ
ｙｌｏｃｏｃｃｕｓ感染を予防するための方法を提供する。本発明は、本発明の任意の多
糖類を、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓに対する免疫応答を誘導するための有効な量で、
それを必要とする被験体を、投与する工程を含む。いくつかの実施形態では、Ｓｔａｐｈ
ｙｌｏｃｏｃｃｕｓはＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓであり、および他の
実施形態では、ＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓはＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｐｉ
ｄｅｒｍｉｄｉｓである。
【００３３】
　この被験体は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ感染され得る任意の被験体であり、およ
び好ましくはげっ歯類ではない。いくつかの実施形態では、この被験体、ヒトの被験体で
あり、そして他の実施形態では、この被験体は、霊長類、ウマ、ウシ、ブタ、ヤギ、ヒツ
ジ、イヌまたはネコである。
【００３４】
　いくつかの実施形態では、この被験体は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓにさらされる
危険状態にあり、そして他の実施形態では、この被験体はＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
にさらされた被験体である。いくつかの実施形態では、この被験体は、６０歳を超えるヒ
トである。この被験体は、健康な被験体であり得る。いくつかの実施形態では、この被験
体は、医療デバイス移植物を受けていない。
【００３５】
　好ましくは、この多糖類は、本明細書において記載されているかまたは当該分野におい
て公知であるように、ワクチンとして処方される。関連する実施形態では、この多糖類は
、アジュバントとともに投与される。他の実施形態では、この多糖類は、被験体に全身投
与される。この抗原は、キャリアー化合物と結合体化され得る。いくつかの実施形態では
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、このキャリアー化合物は、ペプチド化合物であるが、これに限定されない。
【００３６】
　別の局面では、本発明は、被験体におけるＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ感染に対する
能動免疫を誘導するための方法を提供する。この方法は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
感染に対する能動免疫を誘導するための有効な量の、任意の上記の多糖類を含む組成物を
、被験体に投与する段階を含む。一つの実施形態では、この方法は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃ
ｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓによる感染に対する免疫を誘導するための方法である。別の実
施形態では、この方法は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓによ
る感染に対する免疫を誘導するための方法である。
【００３７】
　本発明の別の局面によって、ポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体を産生する
ための方法は提供される。この方法は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓに対して特異的な
抗体を産生するために有効な量の、アジュバントおよび本発明の任意の多糖類を、被験体
に投与する工程、およびこの被験体から抗体を単離する工程を含む。本発明のこれらおよ
び他の局面では、この多糖類は抗原として使用される。一つの実施形態では、この被験体
は、ヒトであり、他方、他の実施形態ではこの被験体は、ウサギ、マウスまたはラットの
ような非ヒト被験体である。この方法は、この抗体を精製する工程をさらに含み得る。
【００３８】
　別の局面では、本発明は、モノクローナル抗体を産生するための方法を提供する。この
方法は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓに対して特異的な抗体を産生するのに有効な量の
本発明の単離された多糖類およびアジュバントを被験体に投与する工程、この被験体から
脾臓細胞を採取する工程、この被験体からの脾臓細胞と骨髄腫細胞とを融合する工程、な
らびに融合サブクローンから抗体産生物を採取する工程を包含する。
【００３９】
　本発明のなお別の局面によって、本発明の多糖類に対して特異的なモノクローナル抗体
を同定する方法が提供される。この方法は、非ヒト被験体における抗原に対する免疫応答
を誘導する工程、この被験体から抗体産生細胞を単離する工程、抗体産生細胞から不死化
細胞を産生する工程、および本発明の多糖類を用いて、この不死化細胞がこのモノクロー
ナル抗体を産生する能力を試験する工程を含む。一つの実施形態では、この方法はまた、
この不死化細胞の上清からモノクローナル抗体を単離する工程を含む。
【００４０】
　本発明は、本発明の単離された多糖類に選択的に結合する、単離された結合因子を含む
組成物をさらに提供する。一つの実施形態では、この単離された結合因子はペプチドであ
る。このペプチドは、抗体、またはそのフラグメントであり得る。この抗体は、ポリクロ
ーナル抗体であり得る。この抗体は、ヒトの抗体またはキメラ抗体であり得る。いくつか
の重要な実施形態では、この抗体はヒトの抗体である。いくつかの実施形態では、この単
離された結合因子は、ｄＰＮＡＧに特異的に結合する。他の実施形態では、この単離され
た結合因子は、ｄＰＮＡＧおよびｄＮＡＧの高いアセチル化形態の両方と結合する。
【００４１】
　いくつかの実施形態によって、この単離された結合因子は、検出可能標識と結合体化さ
れる。この検出可能標識は、放射性標識、酵素、ビオチン分子、アビジン分子または蛍光
色素からなる群より選択され得る。この単離された結合因子は、抗生物質のような殺菌剤
と結合体化され得る。
【００４２】
　本発明の別の局面によって、被験体においてＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ感染に対す
る能動免疫を誘導する方法が提供される。この感染は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　
ａｕｒｅｕｓ感染またはＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｐｉｄｅｒｍｉｓ感染であり
得るが、これに限定されない。この方法は、ｄＰＮＡＧと結合する上記の抗体のひとつの
、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓのオプソニン化を誘導するのに有効な量を、被験体に投
与する工程を含む。
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【００４３】
　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ感染の予防を意図された上記の方法は、そのような感染
の発生の危険状態にある被験体に対して行われ得る。これらの方法は、同様に、Ｓｔａｐ
ｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ感染を有する被験体の処置に適用され得る。本発明の予防および治
療方法は、天然ＰＮＡＧを発現する細菌種からの感染を有するか、または感染する危険状
態にある被験体において使用され得る。
【００４４】
　さらなる局面では、本発明は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ感染を有する被験体を処
置するための方法を提供する。その方法は、本発明の単離された多糖類と結合する、単離
された結合因子を、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ感染を阻害するのに有効な量で被験体
に投与する工程を含む。重要な実施形態では、この結合因子は、ＰＮＡＧの高いアセチル
化形態およびｄＰＮＡＧと結合する。
【００４５】
　一つの実施形態では、このＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ感染は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃ
ｏｃｃｕｓ　ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ感染およびＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒ
ｅｕｓ感染からなる群より選択される。別の実施形態では、この単離された結合因子は、
抗生物質のような殺菌剤と結合体化される。
【００４６】
　本発明の別の局面では、多糖類が被験体においてＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ感染か
ら保護する能力を評価するための方法を提供する。この方法は、この多糖類の有効な量を
、被験体に投与する工程（ここで、この多糖類は、能動免疫を誘導する）、この被験体に
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓをさらす工程、およびこの被験体におけるＳｔａｐｈｙｌ
ｏｃｏｃｃｕｓの存在について試験する工程を包含する。
【００４７】
　なお別の局面では、本発明は、サンプルにおけるｄＰＮＡＧの存在を同定する方法を提
供する。その方法は、サンプルを、ｄＰＮＡＧと結合する単離された結合因子と接触させ
る工程、および単離された結合因子のこのサンプルへの結合を検出する工程を含む。単離
された結合因子のこのサンプルへの結合は、このサンプルにおけるｄＰＮＡＧの存在を示
す。この結合因子がまたＰＮＡＧにも結合する場合、この方法はまたこのサンプルにおけ
るＰＮＡＧの存在を検出するために使われ得る。一つの実施形態では、このサンプルは、
被験体から得られる生物学的サンプルである。この生物学的サンプルは、尿、血、膿、皮
膚、痰、関節液、リンパおよび乳汁からなる群より選択され得る。一つの実施形態では、
この単離された結合因子は、本明細書に記載の検出可能標識のような検出可能標識と結合
体化される。サンプルはまた、移植可能な医療デバイスまたは移植された医療デバイスの
スワブから得られ得る。
【００４８】
　本発明の限定の各々は、本発明の様々な実施形態を包含し得る。それゆえ、任意の一つ
の要素、または要素の結合を含む、本発明の限定の各々は、本発明の各々の局面に含まれ
得ることが予想される。
例えば、本願発明は以下の項目を提供する。
（項目１）
　少なくとも４つの単量体単位の長さを有するβ－１，６－グルコサミンポリマーを含む
単離された多糖類を含む組成物であって、ここで、グルコサミンのアミノ基の５０％未満
がアセテートに置換され、かつ、該組成物は滅菌されている、組成物。
（項目２）
　少なくとも２つの単量体単位の長さを有し、かつ、キャリアー化合物と結合したβ－１
，６－グルコサミンポリマーを含む単離された多糖類を含む組成物であって、ここで、該
多糖類のグルコサミンのアミノ基の５０％未満がアセテートに置換されている、組成物。
（項目３）
　前記単離された多糖類は、次の構造を有し、
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【化１】

ここで、ｎは少なくとも４である整数であり、Ｒは－ＮＨ－ＣＯ－ＣＨ３および－ＮＨ２

からなる群より選択され、ただし、Ｒ基の５０％未満は－ＮＨ－ＣＯ－ＣＨ３であり、か
つ、該多糖類は少なくとも８００ダルトンの分子量を有する、項目１または２に記載の組
成物。
（項目４）
　前記Ｒ基の４５％未満、４０％未満、３５％未満、３０％未満、２５％未満、２０％未
満、１５％未満、１０％未満、または５％未満が－ＮＨ－ＣＯ－ＣＨ３である、項目３に
記載の組成物。
（項目５）
　前記Ｒ基のいずれも－ＮＨ－ＣＯ－ＣＨ３ではない、項目３に記載の組成物。
（項目６）
　ｎが少なくとも６、少なくとも１０、少なくとも２０、少なくとも５０、少なくとも１
００、少なくとも２００、少なくとも３００、少なくとも４００および少なくとも５００
からなる群より選択された整数である、項目３に記載の組成物。
（項目７）
　前記単離された多糖類が、ヘテロに置換されたポリマーである、項目１または２に記
載の組成物。
（項目８）
　前記単離された多糖類が、少なくとも８００ダルトンの分子量を有する、項目１また
は２に記載の組成物。
（項目９）
　前記単離された多糖類が、少なくとも１０００ダルトン、少なくとも１２００ダルトン
、少なくとも１５００ダルトン、少なくとも２０００ダルトン、少なくとも２５００ダル
トン、少なくとも５０００ダルトン、少なくとも７５００ダルトン、少なくとも１０，０
００ダルトン、少なくとも２５，０００ダルトン、少なくとも５０，０００ダルトン、少
なくとも７５，０００ダルトンおよび少なくとも１００，０００ダルトンからなる群より
選択された分子量を有する、項目１または２に記載の組成物。
（項目１０）
　前記単離された多糖類が、少なくとも１２５，０００ダルトン、少なくとも１５０，０
００ダルトン、少なくとも２００，０００ダルトン、少なくとも２５０，０００ダルトン
、少なくとも３００，０００ダルトン、少なくとも３５０，０００ダルトン、少なくとも
４００，０００ダルトン、少なくとも４５０，０００ダルトンおよび少なくとも５００，
０００ダルトンからなる群より選択された分子量を有する、項目１または２に記載の組成
物。
（項目１１）
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　β－１，６－グルコサミンポリマーの長さが、少なくとも６、少なくとも１０、少なく
とも２０、少なくとも５０、少なくとも１００、少なくとも２００、少なくとも３００、
少なくとも４００、少なくとも５００の単量体単位からなる群より選択される、項目１
または２に記載の組成物。
（項目１２）
　グルコサミンのアミノ基の４０％未満、３５％未満、３０％未満、２５％未満、２０％
未満、１５％未満、１０％未満または５％未満がアセテートに置換されている、項目１
または２に記載の組成物。
（項目１３）
　前記グルコサミンのアミノ基のいずれもアセテートに置換されていない、項目１また
は２に記載の組成物。
（項目１４）
　前記組成物は、少なくとも９０％純粋、少なくとも９５％純粋、少なくとも９７％純粋
および少なくとも９９％純粋からなる群より選択される純度を有する、項目１または２
に記載の組成物。
（項目１５）
　前記単離された多糖類がキャリアーと結合体化している、項目１に記載の組成物。
（項目１６）
　前記単離された多糖類が、リンカーを介して前記キャリアー化合物と結合体化している
、項目１または１５に記載の組成物。
（項目１７）
　前記キャリアー化合物が、ペプチドキャリアーである、項目１または１５に記載の組
成物。
（項目１８）
　薬学的に受容可能なキャリアーをさらに含む、項目１または２に記載の組成物。
（項目１９）
　前記組成物が滅菌されている、項目２に記載の組成物。
（項目２０）
　前記単離された多糖類はワクチンとして処方される、項目１または２に記載の組成物
。
（項目２１）
　前記単離された多糖類は、次に示す構造
【化２】

からなり、ここで、Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３、Ｘ４、Ｘ５およびＸ６の各々は、Ｈ、キャリアー
化合物、またはキャリアー化合物と結合したリンカーのいずれかであり；ならびに、Ｙ１
、Ｙ２およびＹ３の各々は、ＯＨ、キャリアー化合物、またはキャリアー化合物と結合し
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たリンカーのいずれかである、項目１または２に記載の組成物。
（項目２２）
　キャリアー化合物、またはキャリアー化合物と結合したリンカーのうちの一つだけが、
前記構造と結合体化している、項目２１に記載の組成物。
（項目２３）
　Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３、Ｘ４、Ｘ５またはＸ６のうちの一つだけが、キャリアー化合物また
はキャリアー化合物と結合したリンカーと結合体化している、項目２２に記載の組成物。
（項目２４）
　Ｙ１、Ｙ２またはＹ３のうちの一つだけが、キャリアー化合物またはキャリアー化合物
と結合したリンカーと結合体化している、項目２１に記載の組成物。
（項目２５）
　前記キャリアー化合物が、Ｎ－アセチルβ１－６グルコサミンではない多糖類である、
項目２２に記載の組成物。
（項目２６）
　濃縮された細菌の細胞体調製物から、多糖類の粗調製物をエタノール沈澱させる工程；
該粗多糖類をリゾチームおよびリソスタフィンを用いて同時に消化し、次にヌクレアーゼ
およびプロテイナーゼＫを用いて連続して消化して、消化された多糖類調製物を形成させ
る工程；
該消化された多糖類調製物をサイズ分画する工程；
アセチル化多糖類の画分を単離する工程；および
該アセチル化多糖類の画分を脱アセチル化して、５０％未満のアセテート置換を有する多
糖類を生産する工程；
を包含する、項目１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２または１３
に記載の単離された細菌性多糖類を作製する方法。
（項目２７）
　細菌培養物から純物でない多糖類を調製する工程；
該純粋でない多糖類を酸または塩基とともにインキュベートさせて、半純粋の多糖類調製
物を生産する工程；
該調製物を中和する工程；
中和された該調製物をフッ化水素酸中でインキュベートさせる工程；
該調製物からアセチル化多糖類を単離させる工程；および
該アセチル化多糖類を脱アセチル化して、５０％未満のアセテート置換を有する多糖類を
生産する工程；
を包含する、項目１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２または１３
に記載の単離された細菌性の多糖類を作製する方法。
（項目２８）
　細菌培養物から純粋でない多糖類を調製する工程；
該純粋でない多糖類を酸または塩基とともにインキュベートとさせて、半純粋の多糖類調
製物を生産する工程；
該調製物を中和する工程；
中和された該調製物をフッ化水素酸中でインキュベートさせる工程；および
該調製物から５０％未満のアセテート置換を有する多糖類を単離する工程；
を包含する、項目１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２または１３
に記載の単離された細菌性多糖類を作製する方法。
（項目２９）
　前記細菌培養物が、コアグラーゼ陰性ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ培養物である、請
求項２６、２７または２８に記載の方法。
（項目３０）
　前記細菌培養物が、ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ培養物、またはｓｔ
ａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ培養物である、項目２６、２７ま
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たは２８に記載の方法。
（項目３１）
　前記単離された多糖類が、少なくとも１０００ダルトン、少なくとも１２００ダルトン
、少なくとも１５００ダルトン、少なくとも２０００ダルトン、少なくとも２５００ダル
トン、少なくとも５０００ダルトン、少なくとも７５００ダルトン、少なくとも１０，０
００ダルトン、少なくとも２５，０００ダルトン、少なくとも５０，０００ダルトン、少
なくとも７５，０００ダルトンおよび少なくとも１００，０００ダルトンからなる群より
選択された分子量を有する、項目２６、２７または２８に記載の方法。
（項目３２）
　前記単離された多糖類が、少なくとも１２５，０００ダルトン、少なくとも１５０，０
００ダルトン、少なくとも２００，０００ダルトン、少なくとも２５０，０００ダルトン
、少なくとも３００，０００ダルトン、少なくとも３５０，０００ダルトン、少なくとも
４００，０００ダルトン、少なくとも４５０，０００ダルトンおよび少なくとも５００，
０００ダルトンからなる群より選択された分子量を有する、項目２６、２７または２８
に記載の方法。
（項目３３）
　前記単離された多糖類が、少なくとも９０％純粋、少なくとも９５％純粋、少なくとも
９７％純粋および少なくとも９９％純粋からなる群より選択された純度を有する、項目
２６、２７または２８に記載の方法。
（項目３４）
　前記単離された多糖類と、少なくとも一つのキャリアー化合物とを結合体化させる工程
を包含する、項目２６、２７または２８に記載の方法。
（項目３５）
　前記キャリアー化合物が、リンカーを介して前記単離された多糖類と結合体化される、
項目３４に記載の方法。
（項目３６）
　前記キャリアー化合物がペプチドキャリアーである、項目３４に記載の方法。
（項目３７）
　前記アセチル化多糖類が化学的に脱アセチル化される、項目２６または２７に記載の
方法。
（項目３８）
　前記アセチル化多糖類が、塩基性溶液とのインキュベーションにより脱アセチル化され
る、項目３７に記載の方法。
（項目３９）
　前記アセチル化多糖類が、酵素学的に脱アセチル化される、項目２６または２７に記
載の方法。
（項目４０）
前記多糖類調製物が、カラムを用いてサイズ分画される、項目２６に記載の方法。
（項目４１）
　前記単離された多糖類を、ワクチンとして処方する工程をさらに包含する、項目２６
、２７または２８に記載の方法。
（項目４２）
　薬学的に受容可能なキャリアーの中に、免疫応答を刺激するために有効な量で、項目
１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１５、１６、１７、２
１、２２、２３、２４または２５に記載の単離された多糖類を含む薬学的組成物。
（項目４３）
　アジュバントをさらに含む、項目４２に記載の薬学的組成物。
（項目４４）
　前記免疫応答が抗原特異的免疫応答である、項目４２に記載の薬学的組成物。
（項目４５）
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　項目１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１５、１６、
１７、２１、２２、２３、２４または２５のいずれか一項に記載の単離された多糖類の、
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓに対する免疫応答を誘導するために有効な量を、Ｓｔａｐ
ｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ感染を有するか、または発生する危険状態にある、非げっ歯類被験
体に投与する工程を包含する、非げっ歯類被験体におけるＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
感染を処置、または予防するための方法。
（項目４６）
　前記ＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓはＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓで
ある、項目４５に記載の方法。
（項目４７）
　前記Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓは、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｐｉｄｅｒ
ｍｉｄｉｓである、項目４５に記載の方法。
（項目４８）
　前記非げっ歯類被験体が、ヒト被験体である、項目４５に記載の方法。
（項目４９）
　前記非げっ歯類被験体が、霊長類、ウマ、ウシ、ブタ、ヤギ、ヒツジ、イヌおよびネコ
からなる群より選択される、項目４５に記載の方法。
（項目５０）
　前記非げっ歯類被験体がＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓにさらされる危険状態にある、
項目４５に記載の方法。
（項目５１）
　前記非げっ歯類被験体がＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓにさらされた被験体である、請
求項４５に記載の方法。
（項目５２）
　前記単離された多糖類が、アジュバントと結合体化されて投与される、項目４５に記載
の方法。
（項目５３）
　前記単離された多糖類がワクチンとして処方される、項目４５に記載の方法。
（項目５４）
　前記単離された多糖類は
【化３】

の構造を有し、ここで、ｎは少なくとも４であり、Ｒは－ＮＨ－ＣＯ－ＣＨ３および－Ｎ
Ｈ２からなる群より選択され、ただし該Ｒ基の５０％未満が－ＮＨ－ＣＯ－ＣＨ３である
項目４５に記載の方法。
（項目５５）
　前記被験体が医療デバイスの移植物を受けていない被験体である、項目５４に記載の方
法。



(17) JP 6335102 B2 2018.5.30

10

20

30

40

50

（項目５６）
　前記多糖類が全身に投与される、項目４５に記載の方法。
（項目５７）
　前記単離された多糖類がアジュバントとともに投与される、項目４５に記載の方法。
（項目５８）
　前記単離された多糖類がキャリアー化合物と結合体化される、項目４５に記載の方法
。
（項目５９）
　前記キャリアー化合物がペプチドキャリアーである、項目５８に記載の方法。
（項目６０）
　項目１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１５、１６、１
７、２１、２２、２３、２４または２５に記載の単離された多糖類の、Ｓｔａｐｈｙｌｏ
ｃｏｃｃｕｓに対して特異的な抗体を生産するための有効な量およびアジュバントを、
被験体に投与する工程；および
該被験体から抗体を単離する工程；
を包含する、抗体を生産するための方法。
（項目６１）
　項目１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１５、１６、
１７、２１、２２、２３、２４または２５に記載の単離された多糖類の、Ｓｔａｐｈｙｌ
ｏｃｏｃｃｕｓに対して特異的な抗体を生産するために有効な量およびアジュバントを、
被験体に投与する工程；
該被験体から脾臓細胞を採取する工程；
該被験体からの脾臓細胞と骨髄種細胞とを融合する工程；および
融合サブクローンから生産された抗体を採取する工程；
を包含する、モノクローナル抗体を生産するための方法。
（項目６２）
　項目１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１５、１６、
１７、２１、２２、２３、２４または２５に記載の単離された多糖類およびアジュバント
を、被験体へ投与することによって、前記細菌性多糖類に対する免疫応答を刺激する工程
；および
該被験体から抗体を採取する工程；
を包含する、細菌性多糖類に対するポリクローナル抗体を生産する方法。
（項目６３）
　前記抗体を単離する工程をさらに含む、項目６２に記載の方法。
（項目６４）
　前記被験体がウサギである、項目６２に記載の方法。
（項目６５）
　前記被験体がヒトである、項目６２に記載の方法。
（項目６６）
　前記多糖類に対する免疫応答を誘導する工程；
該被験体から抗体産生細胞を単離する工程；
該抗体産生細胞から不死化細胞を生産する工程；および
項目１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１５、１６、１
７、２１、２２、２３、２４または２５に記載の単離された多糖類を用いて、該不死化細
胞がモノクローナル抗体を生産する能力を試験する工程；
を包含する、非ヒト被験体における多糖類に対して特異的なモノクローナル抗体を同定す
る方法。
（項目６７）
　前記不死化細胞の上清からモノクローナル抗体を単離する工程をさらに包含する、請求
項６６に記載の方法。
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（項目６８）
　項目１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１５、１６、
１７、２１、２２、２３、２４または２５に記載の単離された多糖類と結合する、単離さ
れた結合因子を含む組成物。
（項目６９）
　前記単離された結合因子がペプチドである、項目６８に記載の組成物。
（項目７０）
　前記ペプチドが抗体、またはそのフラグメントである、項目６９に記載の組成物。
（項目７１）
　前記抗体がポリクローナル抗体である、項目７０に記載の組成物。
（項目７２）
　前記抗体がヒト抗体、またはキメラの抗体である、項目７１に記載の組成物。
（項目７３）
　前記抗体がヒト抗体である、項目７１に記載の組成物。
（項目７４）
　前記単離された結合因子が検出可能標識と結合体化される、項目６８に記載の組成物
。
（項目７５）
　前記検出可能標識が、放射性標識、酵素、ビオチン分子、アビジン分子および蛍光色素
からなる群より選択される、項目７４に記載の組成物。
（項目７６）
　前記単離された結合因子が殺菌剤と結合体化されている、項目６８に記載の組成物。
（項目７７）
　前記殺菌剤が抗生物質である、項目７６に記載の組成物。
（項目７８）
　サンプルを、項目６８に記載の単離された結合因子と接触させる工程；および
該単離された結合因子と該サンプルとの結合を検出する工程を包含し、ここで、該単離さ
れた結合因子の結合は、該細菌性多糖類が該サンプル中に存在することを示す、５０％未
満のアセテート置換を有する細菌性多糖類がサンプル中に存在することを同定する方法。
（項目７９）
　前記サンプルが被験体からの生物学的サンプルである、項目７８に記載の方法。
（項目８０）
　前記生物学的サンプルが、尿、血、膿、肌、痰、関節液、リンパおよび乳汁からなる群
より選択される、項目７８に記載の方法。
（項目８１）
　前記単離された結合因子が検出可能標識と結合体化される、項目７８に記載の方法。
（項目８２）
　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ感染を阻害するための有効な量で、項目６８に記載の
単離された結合因子を、それを必要とする被験体に、投与する工程を包含する、Ｓｔａｐ
ｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ感染を有するか、または発生する危険状態にある被験体を処置する
ための方法。
（項目８３）
　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ感染が、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｐｉｄｅｒ
ｍｉｄｉｓ感染およびＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ感染からなる群より
選択される、項目８２に記載の方法。
（項目８４）
　前記単離された結合因子が殺菌剤と結合体化される、項目８２に記載の方法。
（項目８５）
　前記殺菌剤が抗生物質である、項目８２に記載の方法。
【００４９】
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（配列表の簡単な説明）
　配列番号１は、Ｓ．ａｕｒｅｕｓからのｉｃａ遺伝子座のヌクレオチド配列であり、そ
れは、ＧｅｎＢａｎｋにおいて受託番号ＡＦ０８６７８３として寄託された。
【図面の簡単な説明】
【００５０】
【図１】図１は、天然ＰＮＡＧに対する抗体の結合を示す。この抗体は、ジフテリアトキ
ソイドと結合体化された天然ＰＮＡＧに対して惹起された。
【図２】図２は、脱アセチル化ＰＮＡＧに対する抗体の結合を示す。この抗体は、ジフテ
リアトキソイドと結合体化されたｄＰＮＡＧに対して惹起された。
【図３】図３は、ジフテリアトキソイド（ＤＴｍ）と結合体化された天然ＰＮＡＧを用い
て、一週間おきに、３回皮下に免疫したマウス（１グループにつき１０匹）において得ら
れる抗体力価を示す。動物は、凡例で示される投与量で、免疫された。血液サンプルは、
最終免疫化後、１～４週、毎週得られた。
【図４】図４は、ジフテリアトキソイド（ＤＴｍ）と結合体化されたｄＰＮＡＧを用いて
、一週間おきに、３回皮下に免疫したマウス（１グループにつき１０匹）において得られ
る抗体力価を示す。動物は、凡例で示される投与量で、免疫された。血液サンプルは、最
終免疫化後、１～４週、毎週得られた。
【図５】図５は、ジフテリアトキソイドと結合体化されるｄＰＮＡＧを用いて、免疫され
たウサギの血清から得られた抗体による、凡例で示された、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕ
ｓ菌株のオプソニン性殺傷（ウサギ１）を示す。各点は、指示された希釈で殺傷された平
均パーセントを示す。
【図６】図６は、ジフテリアトキソイドと結合体化されたｄＰＮＡＧを用いて、免疫され
たウサギの血清からの抗体による、凡例で示された、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ菌株
のオプソニン性殺傷（ウサギ２）を示す。各点は、指示された希釈で殺傷された平均パー
セントを示す。
【図７】図７は、ジフテリアトキソイドに結合体化された天然ＰＮＡＧを用いて、免疫さ
れたウサギの血清からの抗体による凡例で示された、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ菌株
のオプソニン性殺傷（ウサギ３）を示す。各点は、指示された希釈で殺傷された平均パー
セントを示す。
【図８】図８は、ジフテリアトキソイドに結合体化された天然ＰＮＡＧを用いて、免疫さ
れたウサギの血清からの抗体によって、凡例で示された、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
菌株のオプソニン性殺傷（ウサギ４）を示す。各点は、指示された希釈で殺傷された平均
パーセントを示す。
【図９】図９は、Ｘ軸上で示されたＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ菌株に対する、４匹の
ウサギの血清から得られた抗体の、オプソニン性殺傷力価をまとめる。このウサギは、上
記の図の凡例で記載されている通りである。各バーは、この細菌の４０％以上が殺傷され
た血清希釈の対数を示す。１０より下のバーは、１：１０の血清希釈では、細菌の４０％
を殺傷できない血清を示す。
【発明を実施するための形態】
【００５１】
　（発明の詳細な説明）
　本発明は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ細菌から得られる多糖類の抗体に関する。こ
れらの抗体は、細菌感染に対する免疫を誘導するために、ならびに診断目的および治療目
的のための抗体を産生するために有用である。
【００５２】
　本発明は、乏しくアセチル化されている（すなわち脱アセチル化された）ポリ－Ｎ－ア
セチルグルコサミン（ＰＮＡＧ）（本明細書ではｄＰＮＡＧと称する）が、高度に免疫原
性であり、従って、インビボで保護性免疫応答を刺激するための適切なワクチン候補に相
当するという発見に部分的に基づく。脱アセチル化ＰＮＡＧは、アミノ基の５０％未満が
アセテート置換されているＰＮＡＧである。いくつかの好ましい実施形態では、３５％以
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下のアセテート置換が存在し、他方、他の実施形態では、１５％以下のアセテート置換が
存在する。本発明によって、ｄＰＮＡＧは、天然ＰＮＡＧよりも、オプソニンの保護性抗
体をより良好に惹起できることがさらに発見された。「天然」ＰＮＡＧとは、０～１００
％に及ぶアセチル化レベルの範囲内の、天然存在するＰＮＡＧの混合物が自然に生じるこ
とをいう。従ってＰＮＡＧは、本明細書に記載の脱アセチル化方法を用いて、天然ＰＮＡ
Ｇから得られ得る。ｄＰＮＡＧに対して調製される抗体は、Ｓ．ａｕｒｅｕｓおよびＳ．
ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓのようなＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓに対して有効である。従
って、本発明によって、アセチル化の程度が、インビボでの抗体投与において誘導される
免疫応答のレベルに影響することが発見された。ｄＰＮＡＧ投与の後に惹起される抗体は
、ｄＰＮＡＧを認識し、および重要な実施形態ではまた、ＰＮＡＧの高いアセチル化形態
を認識する。
【００５３】
　本発明は、単離されたｄＰＮＡＧの組成物、単離する方法、およびいくつかの例ではｄ
ＰＮＡＧを精製する方法、ならびに、インビボでの治療方法、予防方法および診断方法を
含む、使用方法を提供する。本明細書で使用される場合、このｄＰＮＡＧは、ｄＰＮＡＧ
抗原として称され得る。後者の用語は、交換可能であることを意図される。本発明はまた
、ワクチンとして使用され得るｄＰＮＡＧの薬学的組成物を提供する。
【００５４】
　いくつかの局面では、ｄＰＮＡＧは、次の構造を有する。
【００５５】
【化６】

【００５６】
ここで、ｎは２から３００以上に及ぶ整数であり、Ｒは－ＮＨ－ＣＯ－ＣＨ３および－Ｎ
Ｈ２からなる群より選択される。ただし、Ｒ基の５０％未満は－ＮＨ－ＣＯ－ＣＨ３であ
る。ｄＰＮＡＧは、ベータ（β）１－６結合を有する（すなわちｄＰＮＡＧは、ベータ（
β）１－６結合によってともに結合されているグルコサミン単量体単位で構成される）。
【００５７】
　ｄＰＮＡＧは、全てのＲ基が置換されていない（すなわち、Ｒ＝ＮＨ２）である場合、
ホモポリマーであり得る。ホモポリマーは、グルコサミン残基のＲ基が同一である、ｄＰ
ＮＡＧである。ｄＰＮＡＧはまた、Ｒ基の位置が、－ＮＨ２および－ＮＨ－ＣＯ－ＣＨ３

基の混合物を有するヘテロポリマーであり得る。ただし、Ｒ基の５０％未満がアセテート
に置換される。この実施形態によると、Ｒ基の４９％未満、４５％未満、４０％未満、３
５％未満、３０％未満、２５％未満、２０％未満、１５％未満、１０％未満、５％未満ま
たは１％未満がアセテートに置換され得る。
【００５８】
　ｄＰＮＡＧのサイズは大いに変動し、そして本明細書に記載のようにｄＰＮＡＧがキャ
リアー化合物と結合体化されるかどうかに依存する。いくつかの局面では、ｄＰＮＡＧ抗
原は、少なくとも１００，０００ダルトンの分子量を有する。他の局面では、ｄＰＮＡＧ



(21) JP 6335102 B2 2018.5.30

10

20

30

40

50

抗原は、２０００ダルトン未満の分子量を有する。ＰＮＡＧの分子量は、少なくとも２０
０ダルトン、または少なくとも４００ダルトン、または少なくとも６００ダルトン、また
は少なくとも８００ダルトンであり得る。より低い分子量のｄＰＮＡＧは、本発明によっ
て、好ましくはキャリアー化合物と結合体化される場合に、使用され得る。これらのｄＰ
ＮＡＧは、２～３単量体単位程度に小さくあり得るが、好ましくは少なくとも４～６単量
体単位の長さである。これらに対応する分子量は、約４００、約６００、約８００、約１
０００および約１２００ダルトンである。５００から２０，０００，０００ダルトンまで
の間の多糖類は、典型的である。
【００５９】
　理解されるように、上記の構造におけるｎの値は、この抗原の分子量に対して影響を与
える。ｎが３００以上の場合は、この構造における最小多糖類の分子量は６０，９１８ダ
ルトンである（３００単位×２０３ダルトン／単位＋末端残基における置換基についての
１８ダルトン）。この抗原が１００，０００ダルトンの最小分子量を有する場合、この多
糖類は、３００単位より多くを有するか、またはこの多糖類は、この分子量における違い
を創出するキャリアー化合物と結合体化されるかのいずれかである。
【００６０】
　本発明は、ｄＰＮＡＧ抗原の、天然に存在する形態および合成された形態の両方を提供
する。本明細書に記載のように、この天然に存在するｄＰＮＡＧは、天然に存在する供給
源に存在する、または天然に存在する供給源から単離され得るか、もしくは天然に存在す
る供給源に由来し得るｄＰＮＡＧである。ｄＰＮＡＧ抗原はまた、単離された形態で提供
される。ｄＰＮＡＧのような単離された多糖類は、通常存在する環境から取り出され、従
って分離される。いくつかの例では、単離された多糖類は、構造的にまたは機能的に特徴
付けられた他の化合物から充分に分離される。例えば、単離された多糖類は、その化学的
組成を決定するために「配列決定され」得る。
【００６１】
　ｄＰＮＡＧは、このｉｃａ遺伝子座を有する任意の細菌株から調製され得る。これらの
株としては、Ｓ．ｅｐｉｄｅｒｍｉｓおよびＳ．ａｕｒｅｕｓが挙げられるが、これらに
限定されず、このｉｃａ遺伝子座においてこの遺伝子で形質転換されている他の株（例え
ばＳ．ｃａｒｎｏｓｕｓ）も含む。特に、ｄＰＮＡＧは、Ｓ．ｅｐｉｄｅｒｍｉｓ　ＲＰ
６２Ａ（ＡＴＣＣ番号３５９８４）、Ｓ．ｅｐｉｄｅｒｍｉｓ　ＲＰ１２（ＡＴＣＣ番号
３５９８３）、Ｓ．ｅｐｉｄｅｒｍｉｓ　Ｍ１８７、Ｓ．ｃａｒｎｏｓｕｓ　ＴＭ３００
（ｐＣＮ２７）、Ｓ．ａｕｒｅｕｓ　ＲＮ４２２０（ｐＣＮ２７）およびＳ．ａｕｒｅｕ
ｓ　ＭＮ８ムコイドを含む特定の株から調製され得る。
【００６２】
　一つの方法は、塩基または酸とともに純粋でないＰＮＡＧをインキュベートして、半純
粋のＰＮＡＧ調製物を生産する工程、この調製物を中和する工程、およびさらにこの中和
された調製物をさらに処置してｄＰＮＡＧを生産する工程を含む。
【００６３】
　純粋でない天然ＰＮＡＧは、細胞および無細胞培養物上清を含む、細菌培養物からの天
然ＰＮＡＧ粗調製物を抽出して、このＰＮＡＧ粗調製物から高い分子量の天然ＰＮＡＧ豊
富な材料を単離を生じさせる工程を包含する様々な方法によって調製され得、そしてメタ
ノール、エタノール、アセトンまたはおよび水溶液から多糖類の沈澱を引き起こす能力を
有すると当該者に知られている他の任意の有機溶媒のような溶媒を用いて、高い分子量の
ＰＮＡＧ豊富な材料を含む純粋でないＰＮＡＧを最初に沈澱することによって得られ得る
。この天然ＰＮＡＧ粗調製物を抽出する工程、および純粋でない天然ＰＮＡＧ抗原調製物
を単離して、そして沈澱する工程は、米国特許第５，０５５，４５５号を含む方法のよう
な、当該分野で知られている任意の方法によって行われる。この純粋でない材料は、精製
され、そして脱アセチル化されて、そして本発明のｄＰＮＡＧが生産される。
【００６４】
　この精製工程は、リゾチーム、リソスタフィンおよびプロテイナーゼＫのような細胞壁
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破壊因子、ならびにＤＮＡおよびＲＮＡを消化するＤＮａｓｅおよびＲＮａｓｅのような
ヌクレアーゼ酵素を含む、生物学的材料を消化し得る細菌性酵素とともに、純粋でないＰ
ＮＡＧをインキュベートすることによって達成される。そのあとに、溶液からＰＮＡＧを
沈澱させる溶媒を添加する工程、この沈澱を収集する工程およびＮａＯＨのような塩基、
またはＨＣｌのような酸中でＰＮＡＧを再溶解する工程、その次に中和する工程が続く。
この中和は、このインキュベーションされる工程が酸で行われた場合は塩基を用いて、ま
たはこのインキュベーションされる工程が塩基で行われた場合は酸を用いて、達成され得
る。次いで、この中性材料からの不溶性画分は、例えば、フッ化水素酸中でインキュベー
ションされて、純粋な天然ＰＮＡＧ抗原を生産すること、またはｐＨが４．０より小さい
緩衝液中で再溶解され、そのあと分子篩および／またはイオン交換クロマトグラフィーで
処理されるような、処理をされる。
【００６５】
　別の単離方法は、強塩基または強酸とともにこの細菌をインキュベートさせることによ
って、細菌培養物からＰＮＡＧ粗懸濁物を抽出する工程を含む。好ましくは、細菌は、少
なくとも２時間、およびより好ましくは少なくとも５時間、１０時間、１５時間、１８時
間または２４時間、強塩基または強酸中で攪拌される。この強塩基または強酸は、任意の
タイプの強塩基または強酸であり得るが、好ましくは少なくとも１ＭＮａＯＨまたはＨＣ
ｌの強さを有する。いくつかの実施形態では、この強塩基または強酸は、５ＭＮａＯＨま
たは５ＭＨＣｌである。次いで、この酸溶液または塩基溶液は、遠心分離されて、細胞体
が収集される。いくつかの実施形態では、この抽出手順は、数回繰り返される。生じた酸
溶液または塩基溶液は、約ｐＨ７に中和され、次いで透析されて、不溶性の純粋でないＰ
ＮＡＧが生産される。
【００６６】
　ｄＰＮＡＧは、５０％よりも多くアセテート置換された天然に存在する多糖類から合成
され得る。例えば、このｄＰＮＡＧ抗原は、化学手段（例えば、塩基処理）、または酵素
手段によって、高度なアセチル化グルコサミンポリマーを脱アセチル化することにより合
成され得る。
【００６７】
　ｄＰＮＡＧ抗原はまた、デノボで合成され得る（例えば、Ｍｅｌｅａｎ　ｅｔ　ａｌ．
Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，３３７：１８９３－１９１６，２００２
を参照）。出発材料としては、ポリグルコース（すなわち、デキストラン）、キチンまた
はキトサンのようなポリグルコサミン、およびポリグルコサミノウロン酸が挙げられるが
、これらに限定されない。ポリグルコサミノウロン酸はまた、本発明のｄＰＮＡＧ抗原を
生産するために使用され得る。様々な置換基を有するポリグルコサミンはまた、このＰＮ
ＡＧ抗原を生産するために改変され得る。例えば、多糖類細胞内付着因子（ＰＩＡ）は、
β－１－６結合型グルコサミン残基の高度なアセチル化ポリマーである。ＰＩＡは次の構
造を有する。
【００６８】
【化７】
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【００６９】
　イミン部分（Ｃ－ＮＨ）を含むこれらの多糖類に対して、遊離アミノ基は、当業者に公
知の通常の化学技術によって形成され得る。一つの適切な方法は、ホウ化水素ナトリウム
の使用を含む。このイミン基はホウ化水素ナトリウムを用いて還元され得、遊離アミノ基
が生成され得る。これは、２時間室温で攪拌しながら、５ｍｇ過剰ホウ化水素を、蒸留水
に溶解させた多糖類に加えることによって行われる。次いで、この混合物は水に対して透
析され、そして凍結乾燥される。（例えば、ＤｉＦａｂｉｏ，ｅｔ　ａｌ．　Ｂｉｏｃｈ
ｅｍ　Ｊ．，１９８７　１５；２４４（１）：２７－３３を参照）。
【００７０】
　本発明は、様々な純度のｄＰＮＡＧ調製物を提供する。本明細書に記載のように、「純
粋なｄＰＮＡＧ調製物」は、単離されまたは合成されて、そして９２％より多く不純物が
ないｄＰＮＡＧ調製物である。これらの不純物は、高度のアセテート置換ＰＮＡＧ形態（
すなわち、５０％より多いアセテート置換体）、ガラクトース、リン酸塩、テイコ酸など
を含む。いくつかの実施形態では、ｄＰＮＡＧ組成物は、少なくとも９３％、９４％、９
５％、９６％、９７％、９８％、９９％不純物がない、または１００％不純物がない。
【００７１】
　ｄＰＮＡＧ組成物はまた、不純物が「実質的にない」と称され得る。例えば、ガラスト
－スが実質的にないｄＰＮＡＧ組成物は、ｄＰＮＡＧを含む調製物の中に、１０％未満、
好ましくは５％未満、より好ましくは１％未満のガラストースの存在を指し示す。
【００７２】
　このｄＰＮＡＧ組成物の純度の程度は、当該分野で公知の任意の手段で評価され得る。
例えば、この純度は、ガスクロマトグラフィーおよび核磁気共鳴のような化学的分析アッ
セイで評価して、この材料の構造的側面を確認し得る。
【００７３】
　いくつかのｄＰＮＡＧ調製物の別の主な不純物は、ホスフェートを含むテイコ酸であり
得る。このテイコ酸不純物は、本発明のｄＰＮＡＧ抗原の、化学的特徴付けおよび免疫原
性の両方を妨害し得る。本明細書に記載の本発明の方法は、テイコ酸が実質的にない単離
されたｄＰＮＡＧ調製物を生産する能力を有する。テイコ酸が実質的にないｄＰＮＡＧ調
製物とは、１．０％未満のホスフェート、より好ましくは０．１％未満のホスフェートを
有するｄＰＮＡＧ調製物である。このサンプル中に存在するホスフェートの量は、当該分
野で公知の任意の手段によって評価され得る。ホスフェート不純物の量は、Ｋｅｌｅｔｉ
，Ｇ．およびＷ．Ｈ．Ｌｅｄｅｒｅｒ，（（１９７４）Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｍｉｃ
ｒｏｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｖａ
ｎ　Ｎｏｓｔｒａｎｄ　Ｒｅｉｎｈｏｌｄ　Ｃｏ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）に記載の方法を
用いて評価され得、これは本明細書により、参考として援用される。手短に言えば、この
アッセイは次のように行われる：１００μｇのサンプルに、４３．５ｍｌの水、６．５ｍ
ｌの７０％過塩素酸（ＨＣｌＯ４）および５０ｍｌの２０Ｎ硫酸（Ｈ２ＳＯ４）をともに
加えて作製された溶液を１００μｌ加える。これは、その上部に大理石を有するチューブ
の中で、２時間９５℃で加熱される。次いで、この混合物は、１６５℃にて乾燥機の中に
置かれ、そしてさらに２時間加熱され、次いで室温まで冷却される。次に、下に記載の方
法で作製された試薬５が１ｍｌ、このサンプルに加えられる：
　試薬１：１０ｍｌの水に溶解させた酢酸ナトリウム．３Ｈ２Ｏ　１．３６グラム
　試薬２：２０ｍｌの水に溶解させたモリブデン酸アンモニウム５００ｍｇ
　試薬３：２ｍｌの試薬１、２ｍｌの試薬２および１６ｍｌの水
　試薬４：使用直前に調製される、２０ｍｌの水に溶解させたアスコルビン酸２ｍｇ
　試薬５：氷浴中で、試薬３を９ｍｌおよび試薬４を１ｍｌ加える。
【００７４】
　試薬５を加えたあと、チューブは徹底的に混合され、そしてこの光学密度が分光光度計
で８２０ナノメートルで読まれる。第一リン酸ナトリウム（チューブ１本につき０．１～
５μｇの範囲）からなる検量線を用いて、この試験サンプル中に存在するホスフェートの
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量を計算する。（Ｌｏｗｒｙ，Ｏ．Ｈ．，Ｎ．Ｒ．Ｒｏｂｅｒｔｓ，Ｋ．Ｙ．Ｌｅｉｎｅ
ｒ，Ｍ．Ｌ．Ｗｕ　ａｎｄ　Ａ．Ｌ．Ｆａｒｒ．，（１９５４），Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．
２０７，１．）。
【００７５】
　本発明の組成物は、感染のような病理学的状態のインビトロ、インサイチュおよびイン
ビボでの診断を含む、様々な異なる適用に対して有用である。この組成物を用いて、イン
ビボで被験体を免疫して、感染を予防または処置し得る。この組成物はまた、本発明のｄ
ＰＮＡＧ組成物と同じ目的のために有用である、抗体および他の結合性ペプチドを発生さ
せるために使用され得る。従って、本発明は、ｄＰＮＡＧまたは対応する結合因子（例え
ば、抗体）を含む薬学的組成物を包含する。この薬学的組成物は、それを必要とする被験
体に能動免疫または受動免疫のいずれかを誘導させる、ワクチン接種目的のために使用さ
れ得る。本発明はまた、ｄＰＮＡＧと結合する抗体のような結合因子を生産するための方
法を提供し、この結合因子はＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ感染および関連する状態の診
断および処置において使用され得る。
【００７６】
　ｄＰＮＡＧは、結合体化された形態または結合体化されない形態で使用され得る。結合
体化された形態では、ｄＰＮＡＧは直接またはリンカーを介してのいずれかでキャリアー
化合物と結合体化され得る。この結合体化は、グルコサミン単量体単位またはポリマー末
端において任意の位置で生じ得る。
【００７７】
　本明細書において使用される「キャリアー化合物」は、直接またはリンカーを介しての
いずれかで多糖類と結合体化され得、および免疫学的に活性または不活性であり得る化合
物である。
【００７８】
　キャリアー化合物としては、タンパク質またはペプチド、多糖類、核酸または他のポリ
マー、脂質および小分子が挙げられるが、それらに限定されない。例えば、タンパク質と
しては、血清アルブミン、免疫グロブリン、アポリポタンパク質およびトランスフェリン
のような血漿タンパク質；ＴＲＰＬＥ、β－ガラクトシダーゼ、ヘルペスｇＤタンパク質
、アレルゲン、ジフテリアトキソイド、破傷風トキソイドのポリペプチド、サルモネラの
フラゲリン、ヘモフィルスのピリン、ヘモフィスルスの１５ｋＤａ膜タンパク質、ヘモフ
ィスルスの２８～３０ｋＤａ膜タンパク質、ヘモフィスルスの４０ｋＤａ膜タンパク質、
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ、非耐熱性（ｈｅａｔ－ｌａｂｅｌ）エンテロトキシ
ンｌｔｂ、コレラ毒素のような細菌性ポリペプチド、またはロタウイルスＶＰおよび呼吸
器系合胞体ウイルスｆタンパク質および呼吸器系合胞体ウイルスｇタンパク質を含むウイ
ルスタンパク質を含む。本発明において有用なタンパク質は、哺乳動物に対して投与する
のに安全であり、および必要に応じて免疫学的に有用なキャリアータンパク質である任意
のタンパク質を含む。
【００７９】
　免疫化に特に有用であるキャリアー化合物としては、キーホールリンペットヘモシアニ
ン、血清アルブミン、ウシのチログロブリン、またはダイズトリプシンインヒビターのよ
うなタンパク質が挙げられる。免疫される動物のその種において免疫原性である任意の他
の化合物が、同様にして使用され得る。
【００８０】
　多糖類をタンパク質に結合体化させる多くの方法が、当該分野で公知である。一般的に
、この多糖類は、活性化され得るか、さもなければ結合体化されやすくさせられるべきで
あり、すなわち、少なくとも一つの部分が、タンパク質または他分子と共有結合する能力
を有するようになされなければならない。多くのそのような方法は、当該分野で公知であ
る。例えば、Ｊｅｎｎｉｎｇｓに対して発行された、米国特許第４，３５６，１７０号は
、過ヨウ素酸を使用して多糖類のアルデヒド基を生成させ、次いでシアノホウ化水素を用
いて還元的アミノ化が行われることを記載する。Ｔｓａｙ　ｅｔ　ａｌ．に対して発行さ
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れた、米国特許第４，６６３，１６０号もまた、過ヨウ素酸を使用してアルデヒド基を生
成させるが、次いでシアノホウ化水素のような還元剤の存在下で、シフの塩基反応を用い
て（縮合剤の存在下で調製される）４～１２炭素部分を用いて誘導されたタンパク質に、
多糖類を結合させた。Ｇｏｒｄｏｎに対して発行された、米国特許第４，６１９，８２８
号は、臭化シアンを用いて多糖類を活性化させ、次いで４～８炭素原子のスペーサーブリ
ッジを通して、活性化された多糖類とこのタンパク質を結合体化させた。Ａｎｄｅｒｓｏ
ｎおよびＣｌｅｍｅｎｔｓに対して発行された、米国特許第４，８０８，７００号では、
多糖類は、過ヨウ素酸塩による限定的酸化的開裂、グリコシダーゼによる加水分解、また
は酸加水分解を用いて改変され、少なくとも一つの還元末端を生成させ、そしてシアノホ
ウ化水素の存在下において還元性アミノ化を通してタンパク質と結合体化された。Ｐｏｒ
ｒｏおよびＣｏｓｔａｎｔｉｎｏに対して発行された、米国特許第４，７１１，７７９号
は、シアノホウ化水素ナトリウムを用いて還元した末端基に、第一級アミノ基を導入する
ことによって多糖類を活性化し、次にアジピン酸の存在下でエステルに転換し、そしてジ
メチルスルホキシドのような有機溶媒の存在下で、トキソイドと結合体化させることを記
載した。結合体化の多くの他の方法は当該分野で公知である。
【００８１】
　キャリアー化合物は、リンカーまたはスペーサーを介してｄＰＮＡＧと結合体化され得
る。多糖類は、当該分野で公知の任意の手段によって、リンカーまたはスペーサーと結合
され得る。その手段としては、例えば、この多糖類の遊離還元末端を使用して、スペーサ
ーまたはリンカーとの共有結合を生成する方法である。共有結合は、ｄＰＮＡＧの遊離還
元末端を遊離１－アミノグリコシド（１－ａｍｉｎｏｇｌｙｃｏｃｉｄｅ）に転換するこ
とによって生成され得る。次いでそれは、アシル化によりスペーサーと共有結合され得る
。（Ｌｕｎｄｑｕｉｓｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ　Ｃｈｅｍ．，
１０：３７７（１９９１））。あるいは、ｄＰＮＡＧは、このスペーサー上での活性基と
してＮ－ヒドロキシスクシンイミド活性エステルを用いて、このスペーサーと共有結合さ
れ得る。（Ｋｏｃｈｅｔｋｏｗ，Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，１４６
：Ｃ１（１９８６））。ｄＰＮＡＧの遊離還元末端はまた、ヨウ素および水酸化カリウム
を用いてラクトンに転換され得る。（Ｉｓａｂｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｅｔｈｏｄｓ　
ｏｆ　Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ
，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９６２））。このラクトンは、このスペーサーまたはこのリンカ
ー上にある第一級アミノ基を用いて、このスペーサーと共有結合され得る。ｄＰＮＡＧの
遊離還元末端はまた、還元性アミノ化を用いて、このリンカーまたはこのスペーサーと共
有結合され得る。
【００８２】
　本発明は、ｄＰＮＡＧと結合する抗体を含む。この抗体は、モノクローナル抗体または
ポリクローナル抗体のいずれかであり得る。このｄＰＮＡＧ抗体はｄＰＮＡＧに結合し、
そしてまた、５０％より多くアセチル化されたＰＮＡＧ形態と結合し得る。
【００８３】
　ポリクローナル抗体は、一般的に、抗体およびアジュバントの複数回の皮下注射または
腹腔内注射によって動物の中に惹起させられる。ｄＰＮＡＧに対するポリクローナル抗体
は、ｄＰＮＡＧの結合体化された形態または結合体化されない形態を、単独で、またはア
ジュバントとの組み合わせにより、注射することにより生成され得る。
【００８４】
　ポリクローナル抗体調製物の例を次に示す。ｄＰＮＡＧまたはｄＰＮＡＧ結合体は、フ
ロイント完全アジュバントのようなアジュバントと結合体化され、（例えば、１～３容積
フロイント中に、ウサギまたはマウスに対して１００μｇの結合体）、そして複数箇所の
皮内に注射される。約１ヶ月後、この動物は、複数箇所の皮下に注射されたアジュバント
中の抗原または抗原結合体の、初回投与量の５分の１～１０分の１量を用いて追加免疫さ
れる。一週間～二週間後、この動物から採血され、そしてその血清は抗体の存在について
アッセイされる。この動物は、抗体力価がプラトーに達するまで繰り返し追加免疫され得
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る。この動物には、ｄＰＮＡＧ単独、ｄＰＮＡＧ結合体、または異なるキャリアー化合物
と結合体化されたｄＰＮＡＧが、アジュバントとともにまたはアジュバントなしで注射さ
れ得る。いくつかの実施形態では、この追加免疫は、ｄＰＮＡＧではなくＰＮＡＧを含み
得、またはこの追加免疫は、ｄＰＮＡＧおよびＰＮＡＧの混合物を含み得る。
【００８５】
　ポリクローナル抗体源を供給することに加えて、この免疫された動物は、抗ｄＰＮＡＧ
モノクローナル抗体を生成させるために使用され得る。本明細書において使用されるよう
に、用語「モノクローナル抗体」とは、ｄＰＮＡＧの同じエピトープ（すなわち、抗原決
定基）と結合する免疫グロブリンの均質の集団をいう。このエピトープはまた、５０％よ
り多くアセチル化されたＰＮＡＧ形態の中にも存在し得る。モノクローナル抗体は、同じ
Ｉｇ遺伝子再配列を有し、従って同一の結合特異性を示す。モノクローナル抗体は、当該
分野で公知の任意の方法、例えば、骨髄腫細胞と融合またはエプスタインバーウイルス形
質転換により免疫された動物から単離された脾臓細胞を不死化すること、および所望の抗
体を発現するクローンについてスクリーニングすることによって調製され得る。他の方法
は、再配列されたＩｇ遺伝子配列の単離および不死化細胞株中へのクローニングを含む。
モノクローナル抗体を調製する方法および使用する方法は、当該分野において周知である
。
【００８６】
　マウスの抗ｄＰＮＡＧモノクローナル抗体は、免疫抗原としてｄＰＮＡＧを利用するこ
れらの任意の方法によって作製され得る。抗ｄＰＮＡＧモノクローナル抗体を生成するた
めの方法の次に示す記載は、例示であり、および例示の目的のためのみに提供される。Ｂ
ａｌｂ／ｃマウスは、完全フロイントアジュバントの中の精製されたｄＰＮＡＧの約７５
～１００μｇを用いて、腹腔内免疫される。不完全フロイントアジュバント中の約２５～
５０μｇの追加免疫注射は、初回注射後約１５日および約３５日に投与される。６０～６
５日目に、このマウスはアジュバントの非存在下で約２５μｇのｄＰＮＡＧの追加免疫注
射を受ける。あるいは、追加免疫注射は、天然ＰＮＡＧ調製物、またはｄＰＮＡＧとＰＮ
ＡＧとの混合物を含み得る。３日後、このマウスは殺され、そして、Ｏｉに記載されてい
るような手順により、ポリエチレングリコールを用いて、単離された脾臓細胞がマウスの
骨髄腫ＮＳ－１細胞に融合される（Ｏｉ　ＶＴ：Ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ－ｐｒｏ
ｄｕｃｉｎｇ　ｈｙｂｒｉｄ　ｃｅｌｌ　ｌｉｎｅｓ　ｉｎ　Ｈｅｒｚｅｎｂｅｒｇ　Ｌ
Ａ（ｅｄ）：Ｓｅｌｅｃｔｅｄ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏ
ｇｙ，Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ，ＣＡ，Ｆｒｅｅｍａｎ，（１９８０））。ハイブリ
ドーマ細胞は、ヒポキサンチン、アミノプテリンおよびチミジン（ＨＡＴ）を用いて選択
され、そして培養中で増殖される。融合後１４日～１５日間、抗ｄＰＮＡＧモノクローナ
ル抗体を産生するハイブリドーマ細胞は、固定されたヤギ抗マウスＩｇＧ有する、馴化培
地から抗ｄＰＮＡＧ抗体を捕獲すること、次いで特異的に結合した１２５Ｉ－標識される
ｄＰＮＡＧまたは１２５Ｉ－標識されるＰＮＡＧの定量化することによる固相ラジオイム
ノアッセイを用いて同定される。ｄＰＮＡＧに対する抗体に対して陽性であると試験され
たハイブリドーマは、限界希釈によりサブクローニングされ、および再試験される。次い
で、ハイブリドーマに関する腹水は、プリスタンで初回刺激されたＢＡＬＢ／ｃマウス中
で、マウス１匹につき約１×１０６個の細胞を注射することによって調製される。この選
択されたモノクローナル抗体が濃縮された濃縮物は、Ｓ－２００上でゲル濾過によって腹
水から生産され、ＮＨ４ＳＯ４を用いて濃縮される。このペレットは、５０％グリセロー
ル／Ｈ２Ｏのような適切な保存溶液中に溶解され、そして４℃で保存される。
【００８７】
　本明細書において使用される「抗ｄＰＮＡＧ抗体」は、ヒト化抗体および抗体フラグメ
ント、ならびにｄＰＮＡＧおよびいくつかの例では５０％より多くアセチル化されたＰＮ
ＡＧ形態に結合する、インタクトなモノクローナル抗体およびインタクトなポリクローナ
ル抗体を含む。本明細書において使用される「ヒト化モノクローナル抗体」とは、ヒト化
モノクローナル抗体またはその機能的に活性なフラグメントであり、このフラグメントは
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、少なくとも、ヒト定常領域およびヒト以外の種の哺乳動物からのｄＰＮＡＧ結合領域（
たとえば、ＣＤＲ）を有する。単離された形態の、または薬学的調製物中のインタクトな
ヒト化抗ｄＰＮＡＧモノクローナル抗体は、本発明のいくつかの局面に特に適切である。
ヒト化抗体は、このヒト化抗体がｄＰＮＡＧおよび好ましくは天然ＰＮＡＧ形態を特異的
に認識するが、ヒトにおいて抗体それ自体に対する免疫応答を惹起しないという点で特に
臨床的有用性を有する。一つの好ましい実施形態では、マウスのＣＤＲを、ヒト化抗体の
フレームワーク領域へグラフト化して「ヒト化抗体」を調製する。例えば、Ｒｉｅｃｈｍ
ａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３３２，３２３（１９８８）；Ｍ．Ｓ．Ｎｅｕｂ
ｅｒｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３１４，２６８（１９８５）およびＥＰＡ　
０　２３９　４００（１９８７年９月３０日公開）を参照。
【００８８】
　ヒトモノクローナル抗体は、当該分野で公知の任意の方法（Ｂｏｒｒｅｂａｅｃｋ　ｅ
ｔ　ａｌに対して発行された米国特許第５，５６７，６１０号、Ｏｓｔｂｅｒｇに対して
発行された米国特許第５６５，３５４号、Ｂａｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ，Ｋｏｚｂｅｒ，Ｊ．
Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３３：３００１（１９８４）、Ｂｒｏｄｅｕｒ，ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏ
ｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　
ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，ｐ．５１－６３（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉ
ｎｃ，ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９８７）およびＢｏｅｒｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍ
ｕｎｏｌ．，１４７：８６－９５（１９９１）に対して発行された米国特許第５，５７１
，８９３号で公開されている方法）によって作製され得る。ヒトモノクローナル抗体を調
製するための通常の方法に加えて、そのような抗体はまた、ヒト抗体を生成する能力のあ
る、トランスジェニック動物を免疫することによって調製され得る（例えば、Ｊａｋｏｂ
ｏｖｉｔ　ｅｔ　ａｌ．，ＰＮＡＳ　ＵＳＡ，９０：２２５１（１９９３），Ｊａｋｏｂ
ｏｖｉｔｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ，３６２：２５５－２５８（１９９３），Ｂｒ
ｕｇｇｅｒｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｙｅａｒ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．，７：３３（１
９９３）およびＬｏｎｇｂｅｒｇに対して発行された米国特許第５，５６９，８２５号）
。
【００８９】
　ｄＰＮＡＧおよび好ましくは他の天然ＰＮＡＧ形態と反応する、ヒト化モノクローナル
抗体を調製するための方法の、次に示す例はまた、例示であり、および例示の目的のため
のみに提供される。例えば、ヒト化モノクローナル抗体は、ヒト以外の哺乳動物の抗体の
非ＣＤＲ領域を、ヒト化抗体の同様の領域と取り替えることによって組み立てられ得、他
方、このもともとの抗体のエピトープ特異性を維持され得る。例えば、非ヒトＣＤＲおよ
び必要に応じていくつかのフレームワーク領域は、ヒトＦＲおよび／またはＦｃ／ｐＦｃ
’領域と共有結合され、機能的抗体が生産し得る。米国では、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｄｅｓｉ
ｇｎ　Ｌａｂｓ（Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ　Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ），Ａｂｇｅｎｉ
ｘ，およびＭｅｄａｒｅｘのような、商業的に、特異的なマウス抗体領域からヒト化抗体
を合成する企業が存在する。
【００９０】
　欧州特許出願第０２３９４００号（その全体の内容は、本明細書により参考として援用
される）は、マウス（またはヒト以外の他の哺乳動物）抗体の少なくともＣＤＲ部分がヒ
ト化抗体中に含まれるヒト化クローナル抗体の生産および使用の例示的教示を提供する。
手短に言うと、次に示す方法は、少なくともマウスＣＤＲの一部分を含む、ヒト化ＣＤＲ
モノクローナル抗体を構築するために有用である。少なくともＩｇの重鎖または軽鎖の可
変領域（ヒト抗体からのフレームワーク領域を含む）およびマウス抗体のＣＤＲ領域を少
なくともコードするＤＮＡ配列から作動可能に結合される、適切なプロモーターを含む、
第一の複製可能な発現ベクターが調製される。必要に応じて相補的なヒトＩｇの軽鎖また
は重鎖の可変領域を少なくともコードするＤＮＡ配列を作動可能に結合させる適切なプロ
モーターを含む第二の複製可能な発現ベクターが調製される。次いで、このベクターを用
いて、細胞株が形質転換される。好ましくは、この細胞株は、骨髄腫細胞株、ハイブリド
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ーマ細胞株、トリオーマ細胞株もしくはクアドローマ細胞株のようなリンパ系起源の、哺
乳動物の不死化細胞株であるか、またはウイルスを用いる形質転換によって不死化された
正常のリンパ系細胞である。次いで、この形質転換された細胞株を、当業者において公知
の条件下で培養して、このヒト化抗体が生産される。
【００９１】
　欧州特許出願第０２３９４００号の中で示されているように、複製可能ベクターに挿入
されるための特定の抗体ドメインを作製するためのいくつかの技術は、当該分野において
周知である。（好ましいベクターおよび組換え技術は、下でより詳細に議論される）。例
えば、この領域をコードするＤＮＡ配列は、オリゴヌクレオチド合成によって調製され得
る。あるいは、粘着末端を有する二本鎖の合成または制限されたサブクローニングされた
ＣＤＲカセットが、フレームワーク領域の結合部において連結され得るように、４つのフ
レームワーク領域が、結合部において適切な制限部位とともに融合される、ＣＤＲ領域が
欠如している合成遺伝子。別の方法は、オリゴヌクレオチド部位指向性変異誘発による可
変ＣＤＲを含むドメインをコードするＤＮＡ配列の調製物を含む。これらの方法の各々は
、当該分野で周知である。それゆえ、当業者は、マウスＣＤＲを含むヒト化抗体の、その
エピトープに対する抗体の特異性を破壊することなく、マウスＣＤＲ領域を含むヒト化抗
体を構築し得る。
【００９２】
　ヒト抗体はまた、ｄＰＮＡＧに対する抗体を生産する血液またはヒト組織から抗体産生
リンパ球を回収することによって得られ得る。これらのリンパ球は、適切な培養条件下に
おいて実験室でリンパ球自身を増殖させる細胞を生産するために処置され得る。この細胞
培養物はまた、ｄＰＮＡＧに対する抗体の生産についてスクリーニングされ得、次いでク
ローニングされ得る。クローニング培養物を用いて、ｄＰＮＡＧに対するヒトモノクロー
ナル抗体を生産し得、またはこの抗体の重鎖または軽鎖の様々な部分をコードする遺伝子
エレメントがクローニングされ得、そして異なるタイプの抗体の生産のために核酸ベクタ
ー中へ挿入される。
【００９３】
　抗体フラグメントに結合するｄＰＮＡＧもまた、本発明によって包含される。当該分野
で周知のように、抗体分子の小さい一部分のみであるパラト－プは、そのエピトープに対
する抗体の結合に関与する（一般的に、Ｃｌａｒｋ，Ｗ．Ｒ．（１９８６）Ｔｈｅ　Ｅｘ
ｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｆｏｎｄａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｍｏｄｅｒｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏ
ｇｙ　Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ；Ｒｏｉｔｔ，Ｉ．（１９９
１）Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，７ｔｈ　Ｅｄ．，Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ
　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｏｘｆｏｒｄを参照）。例えば、
この抗体のｐＦｃ’領域およびＦｃ領域は、補体カスケードのエフェクターであるが、抗
原の結合に関与しない。ｐＦｃ’領域が酵素学的に切除されている抗体、またはｐＦｃ’
領域なしで生産されている抗体（Ｆ（ａｂ’）２フラグメントと称される）は、インタク
トな抗体の両方の抗原結合部位を保持する。単離されたＦ（ａｂ’）２フラグメントは、
その２つの抗原結合部位のために、二価のモノクローナルフラグメントと称される。同様
に、Ｆｃ領域が酵素学的に切除されている抗体、またはＦｃ領域なしで生産されている抗
体（Ｆａｂフラグメントと称される）は、インタクトな抗体分子の抗原結合部位のうちの
一つを保持する。さらに前進すると、このＦａｂフラグメントは、共有結合した抗体軽鎖
とＦｄと称される抗体重鎖の一部（重鎖可変領域）からなる。このＦｄフラグメントは抗
体特異性の主な決定基であり（単一Ｆｄフラグメントは、抗体特異性を変えることなしに
、１０個までの異なる軽鎖と結合され得る）、そしてこのＦｄフラグメントは、単離物の
際エピトープが結合する能力を保持する。
【００９４】
　用語Ｆａｂ、Ｆｃ、ｐＦｃ’、Ｆ（ａｂ’）２およびＦｖは、いずれも標準的な免疫学
的意味で使用される［Ｋｌｅｉｎ，Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ，Ｎｅ
ｗ　Ｙｏｒｋ，ＮＹ，１９８２）；Ｃｌａｒｋ，Ｗ．Ｒ．（１９８６）Ｔｈｅ　Ｅｘｐｅ
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ｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｆｏｎｄａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｍｏｄｅｒｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ
（Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）；Ｒｏｉｔｔ，Ｉ．（１９９１
）Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，７ｔｈ　Ｅｄ．，（Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ
　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｏｘｆｏｒｄ）］。周知の機能的
活性抗体フラグメントとしては、抗体のＦ（ａｂ’）２フラグメント、Ｆａｂフラグメン
ト、ＦｖフラグメントおよびＦｄフラグメントが挙げられるが、これらに限定されない。
インタクトな抗体のＦｃフラグメントが欠損したこれらのフラグメントは、循環からより
急速に除去され、そしてインタクトな抗体よりも少ない特異的組織結合性を有し得る（Ｗ
ａｈｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｎｕｃｌ．Ｍｅｄ．２４：３１６－３２５（１９８３））。
例えば、単鎖抗体は、Ｌａｄｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．に対して発行された米国特許第４，９
４６，７７８号に記載の方法に従って構築され得る。そのような単鎖抗体は、可撓性のあ
るリンカー部分によって結合された軽鎖および重鎖の可変領域を含む。単離された可変の
重鎖の単ドメイン（単ドメイン抗体（「Ｆｄ」））を得るための方法もまた、報告されて
いる（例えば、Ｗａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３４１：６４４－６４６（１９
８９）を参照、これは、単離された形態において抗体重鎖可変領域（ＶＨ単ドメイン抗体
）と結合する標的エピトープに対して充分な親和力を有する、抗体重鎖可変領域を同定す
るためのスクリーニングする方法を開示する。）。公知の抗体重鎖可変領域配列および軽
鎖可変領域配列に基づく組換えＦｖフラグメントを作製するための方法は、当該分野で公
知であり、そして例えばＭｏｏｒｅ　ｅｔ　ａｌ．米国特許第４，４６２，３３４号に記
載されている。抗体フラグメントの使用および生産を記載する他の参考文献は、例えば、
Ｆａｂフラグメント（Ｔｉｊｓｓｅｎ，Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ａｎｄ　Ｔｈｅｏｒｙ　ｏｆ
　Ｅｎｚｙｍｅ　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙｓ（Ｅｌｓｅｖｉｅｅｒ，Ａｍｓｔｅｒｄａｍ
，１９８５））、Ｆｖフラグメント（Ｈｏｃｈｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍｉ
ｓｔｒｙ　１２：１１３０（１９７３）；Ｓｈａｒｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍ
ｉｓｔｒｙ　１５：１５９１（１９７６）；Ｅｈｒｉｌｃｈ　ｅｔ　ａｌ．，米国特許第
４，３５５，０２３号）および抗体分子の一部（Ａｕｄｉｌｏｒｅ－Ｈａｒｇｒｅａｖｅ
ｓ，米国特許第４，４７０，９２５号）を含む。従って、当業者は、このｄＰＮＡＧエピ
トープに対する抗体の特異性を破壊することなく、インタクトな抗体の様々な部分から抗
体フラグメントを構築し得る。抗ｄＰＮＡＧ抗体によって認識されるエピトープはまた、
他の天然ＰＮＡＧ形態上に存在し得ることが理解される。
【００９５】
　この抗体フラグメントはまた、「ヒト化抗体フラグメント」を包含する。当業者が認識
するように、そのようなフラグメントは、インタクトなヒト化抗体の伝統的な酵素学的開
裂によって調製され得る。しかし、関与する構築物の性質のために、インタクトな抗体が
そのような開裂に対して感受性がない場合、言及されるこの構築物は、出発材料として使
用される免疫グロブリンフラグメントを用いて調製され得、または、組換え技術が使用さ
れる場合、そのＤＮＡ配列それ自身が、所望のフラグメント（これを、化学的手段または
生物学的手段によってインビボまたはインビトロにおいて組み合わせて、最終の所望のイ
ンタクトな免疫グロブリンフラグメントが調製され得る。）をコードするために改変され
得る。
【００９６】
　ｄＰＮＡＧに対して結合特異性を有する他のｄＰＮＡＧ結合因子は、本発明の診断的方
法において使用され得る。いくつかの慣用のアッセイは、ｄＰＮＡＧ結合性ペプチドを容
易に同定するために使用され得る。本発明のペプチドを同定するためのスクリーニングア
ッセイは、例えば、Ｈａｒｔ，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６９：１２４
６８（１９９４）に記載されているようなファージディスプレイ手順を用いて行われる。
Ｈａｒｔ　ｅｔ　ａｌ．は、哺乳動物細胞レセプターに対する新しいペプチドのリガンド
を同定するための繊維状ファージディスプレイライブラリーを報告する。一般的に、例え
ば、Ｍ１３またはｆｄファージを用いたファージディスプレイライブラリーは、上述の参
考文献に記載のような通常の手順を用いて調製される。このライブラリーは、４～８０ア
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ミノ酸残基を含む挿入物を提示する。必要に応じて、この挿入物は、完全に縮重のペプチ
ド配列または偏ったペプチド配列のアレイを表す。ｄＰＮＡＧに選択的に結合するリガン
ドは、ｄＰＮＡＧに結合するリガンドをファージ表面に発現するファージを選択すること
によって得られる。次いで、これらのファージは、何サイクルかの再選択に供されて、最
も有用な結合性特徴を有するペプチドリガンドを発現するファージが同定される。代表的
には、最良の結合性特徴（例えば、最も高い親和性）を示すファージを、核酸分析により
特徴付けて、ファージ表面上に発現するペプチドの特定アミノ酸配列を同定し、そしてｄ
ＰＮＡＧへの最適の結合性を達成するために、発現されたペプチドの長さを同定する。
【００９７】
　あるいは、そのようなペプチドのリガンドは、一つまたはより多くのアミノ酸を含むペ
プチドの組み合わせライブラリーから選択され得る。そのようなライブラリーはさらに、
非ペプチド合成部分を含んで合成される。この部分は、天然に存在する対応物と比較して
酵素学的に分解を受け難い。
【００９８】
　ペプチドがｄＰＮＡＧと結合するかどうかを決定するために、任意の公知の結合実験が
使用され得る。例えば、このペプチドは、表面上に固定され、次いで標識されたｄＰＮＡ
Ｇと接触させられる。次いで、このペプチドと相互作用するｄＰＮＡＧの量またはこのペ
プチドと結合しない量を定量して、ペプチドがｄＰＮＡＧと結合するかどうかを決定し得
る。固定された抗ｄＰＮＡＧ抗体を有する表面は、ポジティブコントロールとして使用さ
れ得る。結合アッセイはまた、推定上のｄＰＮＡＧ特異的抗体がＰＮＡＧの他の天然形態
と結合する程度を決定し得る。
【００９９】
　本発明の組成物は、多くのインビボまたはインビトロにおいての目的のために有用であ
る。例えば、本発明の組成物は、例えば、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ感染、およびＰ
ＮＡＧを生成する他の細菌種によって引き起こされる感染を予防するための、ヒトおよび
動物に対しての能動免疫のためのワクチンとして；Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ感染を
予防または処置するための、他の動物またはヒトに対して投与され得る抗ｄＰＮＡＧ抗体
を生産するためのヒトまたは動物の免疫のためのワクチンとして；Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏ
ｃｃｕｓ感染を予防する能力のあるモノクローナル抗体、抗体の作成に必要である遺伝子
のライブラリー、またはペプチド模倣物のような生物学的因子に対してスクリーニングす
るための抗原として；Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ感染、およびＰＮＡＧを生成する細
菌の他の種によって引き起こされる感染に対する診断的試薬として；ならびに、Ｓｔａｐ
ｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ感染およびＰＮＡＧを生成する細菌の他の種により引き起こされる
感染に対する感受性に関して、ヒトまたは動物の免疫状態を決定するための診断的試薬と
して抗体応答を生産するために有用である。
【０１００】
　ｄＰＮＡＧは、被験体におけるＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓによる感染に対する能動
免疫を誘導することによってＰＮＡＧを作成する細菌を有する感染に対して、被験体を保
護するために使用され得る。この方法は、本発明の任意のＰＮＡＧ組成物の、Ｓｔａｐｈ
ｙｌｏｃｏｃｃｕｓに対する抗体応答のような免疫応答を誘導するための有効な量を、被
験体に投与することによって達成される。本明細書において使用される「能動免疫」とは
、いくつかのリンパ系細胞の、抗体を生産する細胞への分化を引き起こし、およびある例
では、他のリンパ系細胞へ分化する、抗原を被験体に導入することを含む。記憶細胞は、
抗体を分泌しないが、抗体が再度身体へ投与される場合に抗原を感知するために、その抗
体を記憶細胞膜へ取り込む。
【０１０１】
　この方法は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓによる感染に対する免疫を誘導するために
有用である。本明細書において使用される「Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ」とは、この
ＰＮＡＧを発現する全てのＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ細胞種をいう。任意の特定の機
構により拘束されることは意図しないが、ＰＮＡＧの高いアセチル化（例えば、５０％よ
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り多くアセチル化されている形態）は、ｄＰＮＡＧと同じ程度まで、オプソニンの保護的
な抗体の生産を顕在化することができないと考えられる。Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
として分類される細菌は、当業者において周知であり、および微生物学文献の中で記載さ
れている。ＰＮＡＧを発現するＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓとして、Ｓｔａｐｈｙｌｏ
ｃｏｃｃｕｓ　ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ（ＲＰ６２Ａ（ＡＴＣＣ番号３５９８４）、ＲＰ
１２（ＡＴＣＣ番号３５９８３）、およびＭ１８７を含む）、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃ
ｕｓ　ａｕｒｅｕｓ（ＲＮ４２２０（ｐＣＮ２７）およびＭＮ８ムコイドを含む）、およ
びｉｃａ遺伝子座（ＴＭ３００（ｐＣＮ２７）を含む）上の遺伝子を用いて形質転換され
たＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｃａｒｎｏｓｕｓのような菌株が挙げられるが、これ
らに限定されない。ＰＮＡＧを発現する他の細菌株は、通常の当業者によって容易に同定
され得る。例えば、ｉｃａ遺伝子座を発現するＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ細菌は、Ｐ
ＮＡＧを発現する。通常の当業者は、ｉｃａ遺伝子座の核酸配列が公知である（配列番号
１およびＨｅｉｌｍａｎｎ，Ｃ．，Ｏ．Ｓｃｈｗｅｉｔｚｅｒ，Ｃ．Ｇｅｒｋｅ，Ｎ．Ｖ
ａｎｉｔｔａｎａｋｏｍ，Ｄ．Ｍａｃｋ　ａｎｄ　Ｆ．Ｇｏｔｚ（１９９６）Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　ｂａｓｉｓ　ｏｆ　ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ　ａｄｈｅｓｉｏｎ　ｉｎ　
ｔｈｅ　ｂｉｏｆｉｌｍ－ｆｏｒｍｉｎｇ　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｐｉｄｅ
ｒｍｉｄｉｓ．Ｍｏｌｅｃ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．２０：１０８３に、通常記載されてい
る）ので、ｉｃａ遺伝子座に関連するｍＲＮＡまたはタンパク質の発現に対して容易にス
クリーニングされ得る。ＰＮＡＧを発現する細菌株はまた、抗ＰＮＡＧ抗体または抗ｄＰ
ＮＡＧ抗体を用いて、免疫電子顕微鏡（または他の免疫実験）によって同定され、この細
菌の表面上のＰＮＡＧの存在を検出し得る。加えて、細菌株の夾膜は、単離され得、液体
クロマトグラフィーおよび質量分析を用いて分析され得る。
【０１０２】
　本明細書において使用される「被験体」とは、温血哺乳動物であり、および、例えば、
ヒト、霊長類、ウマ、ウシ、ブタ、ヤギ、ヒツジ、イヌ、およびネコを含む。いくつかの
実施形態では、この被験体は非げっ歯類被験体である。非げっ歯類被験体は、上述で定義
された任意の被験体であるが、特にマウス、ラット、およびウサギのようなげっ歯類を除
外する。いくつかの実施形態では、好ましい被験体はヒトである。
【０１０３】
　ｄＰＮＡＧは、抗原に対する抗体応答のような免疫応答を誘導する能力のある任意の被
験体に投与され得る。この抗体は特に、免疫応答を生産する能力およびＳｔａｐｈｙｌｏ
ｃｏｃｃｕｓ感染を発生する危険状態にある能力を有する被験体に、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃ
ｏｃｃｕｓによって引き起こされる全身性感染に対する能動免疫を誘導することに適合す
る。免疫応答を生産する能力およびＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ感染を発生する危険状
態にある能力を有する被験体は、環境性Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓにさらされる危険
状態にある免疫体系を所有する哺乳動物である。例えば、入院患者は、病院の環境におい
てこの細菌にさらされる状態にある結果として、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ感染を発
生する危険状態にある。Ｓ．ａｕｒｅｕｓによる感染を発生する、特に高い危険集団は、
例えば、透析を受ける腎臓病患者、および高い危険の外科手術を受ける個人を含む。Ｓ．
ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓによる感染を発生する高い危険集団はまた、例えば、静脈系（例
えば、中心系）、または人工器官（例えば、臀部または膝に代わる人工器官）のような内
在性医療デバイスを有する患者を含む。なぜなら、臨床的分離菌は、しばしば、（生物膜
または粘液と称される）細胞外材料であるために、可塑性表面に高く接着するからである
。いくつかの実施形態では、この被験体は医療デバイス移植物を受け入れられており、お
よび他の実施形態では、この被験体は医療デバイス移植物を受け入れられていないが、医
療デバイス移植物を受け入れる予定はあり得る。Ｓ．ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓによる感染
を発生させる危険状態にある被験体は、例えば、化学療法を受ける早期産新生児および患
者が含まれる。
【０１０４】
　ｄＰＮＡＧは、抗体応答を誘導するための有効な量を、被験体に投与され得る。本明細
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書において使用される「免疫応答（例えば、抗体応答）を誘導するための有効な量」は、
（ｉ）例えば、被験体（被験体は、ｄＰＮＡＧおよびＰＮＡＧの高いアセチル化形態の両
方を認識し得る）において抗ｄＰＮＡＧ抗体の生産を誘導すること、記憶細胞およびおそ
らく細胞毒性リンパ球反応などの生産を誘導することによって、被験体自身の免疫保護を
生産する際に被験体を補助すること、および／または（ｉｉ）Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃ
ｕｓにさらされる被験体において、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓによる感染が発生する
ことを予防することに対して充分であるｄＰＮＡＧの量である。
【０１０５】
　いくつかの好ましい実施形態では、免疫応答を刺激するためのｄＰＮＡＧワクチンの有
効な量は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓの少なくとも２種類（例えば、Ｓ．ａｕｒｅｕ
ｓおよびＳ．ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ）と交差反応する抗体の生産を誘発する能力がある
ｄＰＮＡＧワクチンの量である。
【０１０６】
　当業者は、ｄＰＮＡＧの量が、当該分野において公知の慣用の方法によって能動免疫を
誘導するために充分であるかどうかを評価し得る。例えば、哺乳動物の中で抗体を生産す
るための特異的な抗原の能力は、ｄＰＮＡＧ抗原を用いてマウスまたは他の被験体におい
て抗体をスクリーニングすることによって評価され得る。
【０１０７】
　本発明の抗ｄＰＮＡＧ抗体は、感染因子にさらされる危険状態にあるそれらの被験体に
おける全身感染の発生を予防することによって、被験体において受動免疫を誘導するため
に有用である。Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓのようなＳｔａｐｈｙｌｏ
ｃｃｕｓによる感染に対する受動免疫を誘導するための方法は、例えばＳｔａｐｈｙｌｏ
ｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓのようなＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓのオプソニン化を引
き起こすことによって、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓに対する免疫応答を誘導するため
の抗ｄＰＮＡＧ抗体の有効な量を被験体に投与されることによって行われる。本明細書に
おいて使用される「受動免疫」とは、被験体に対する抗体の投与を包含し、ここで、この
抗体は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ細菌の表面に接着して、そしてＳｔａｐｈｙｌｏ
ｃｏｃｃｕｓ細菌が食作用されることを引き起こすような、異なる被験体（同一のおよび
異なる種の被験体を含む）において生産される。
【０１０８】
　この抗ｄＰＮＡＧ抗体は、受動免疫を誘導するために、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
感染を発生する危険状態にある任意の被験体に投与され得、およびいくつかの実施形態で
は、ｄＰＮＡＧに対する能動免疫を誘導する能力のない被験体のために特に適合し得る。
ｄＰＮＡＧを用いてのワクチン接種は、高い免疫無防備状態である危険状態の被験体に完
全に有効ではあり得ないので、これらの被験体は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕ
ｒｅｕｓのようなＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓに対して惹起された抗体調製物を用いて
の処置から利益を得ている。免疫応答を誘導する能力のない被験体とは、免疫無防備状態
の被験体（例えば、化学療法を受ける患者、ＡＩＤＳ患者など）、または免疫系のまだ発
生していない被験体（例えば、早期産新生児）が挙げられる。
【０１０９】
　この抗ｄＰＮＡＧ抗体は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ感染を発生する危険状態にあ
る被験体に投与され、この感染因子が体の中で繁殖することを予防し得またはこの感染因
子を殺傷し得る。この抗ＰＮＡＧ抗体はまた、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓによって引
き起こされる感染を既に有している被験体に投与され、この感染因子が体の中で繁殖する
ことを予防し得またはこの感染因子を殺傷し得る。
【０１１０】
　本発明の抗ｄＰＮＡＧ抗体は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓのような
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓに対して免疫応答を誘導するための有効な量を、被験体に
投与される。本明細書において使用される「Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓに対して免疫
応答を誘導するための有効な量」とは、抗ｄＰＮＡＧ抗体の量が、（ｉ）Ｓｔａｐｈｙｌ
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ｏｃｏｃｃｕｓにさらされた被験体において、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓによる感染
が発生することを予防する；（ｉｉ）感染の発生を阻害する、すなわちＳｔａｐｈｙｌｏ
ｃｏｃｃｕｓの発生を阻止するまたは遅らせる、および／または（ｉｉｉ）Ｓｔａｐｈｙ
ｌｏｃｏｃｃｕｓ感染を軽減する、すなわち、感染した被験体における、Ｓｔａｐｈｙｌ
ｏｃｏｃｃｕｓ細菌の根絶に対して充分であることである。
【０１１１】
　当業者で公知の慣用の手順を用いて、抗ｄＰＮＡＧ抗体の量は、抗体のオプソニンの程
度を予測するインビトロのオプソニン化分析において、「Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
に対する免疫応答を誘導するための有効な量」であるかどうかを決定され得る。Ｓｔａｐ
ｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ細菌をオプソニン化する抗体は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ細
菌のサンプルに加えるときにＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ細菌の食作用を引き起こす抗
体である。オプソニン化分析は、比色定量分析、化学発光分析、蛍光または放射性同位元
素標識取り込み分析、細胞仲介性細菌分析または細菌のオプソニン潜在性を測定する他の
分析であり得る。次に示すオプソニン化分析は、抗ｄＰＮＡＧ抗体の有効な量を決定する
ために使用され得る。抗ｄＰＮＡＧ抗体は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ細菌、および
真核生物食作用性細胞、および必要に応じて補体タンパク質と共にインキュベートされる
。抗ＰＮＡＧ抗体のオプソニンの能力は、インキュベーションのあとに残っているＳｔａ
ｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓの量に基づいて決定される。これは、２つの同様のアッセイ（こ
のうち、一方のみがオプソニン化免疫グロブリンを含む）間で、生存するＳｔａｐｈｙｌ
ｏｃｏｃｃｕｓの数を比較することによって達成される。制御非特異的免疫グロブリンと
のインキュベーションと比較すると、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓの数の減少は、オプ
ソニン化を指し示す。
【０１１２】
　本発明の方法はまた、抗ｄＰＮＡＧpure抗体のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓのオプソ
ニン化を誘導するための有効な量を被験体に投与することによって、被験体においてＳｔ
ａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓに対する受動免疫を誘導するために有効である。本明細書にお
いて使用される抗ｄＰＮＡＧpure抗体とは、本発明の純粋なｄＰＮＡＧ抗体と特定に相互
作用し、そしてコアグラーゼ陰性Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓまたはコアグラーゼ陽性
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓのオプソニン化を誘導するが、ｄＰＮＡＧの純粋でない調
製物と相互作用し得ない抗体である。上述において議論されるように、純粋でないｄＰＮ
ＡＧ調製物は、テイコ酸またはこの抗原の免疫原性を妨げ得る他の不純物によって汚染さ
れ得る。当業者は、容易に、抗ｄＰＮＡＧ抗体が、慣用の結合アッセイを用いて抗ｄＰＮ
ＡＧpure抗体であるかどうかを同定し得る。例えば、抗ｄＰＮＡＧ抗体は、表面に固定さ
れ得、次いで標識された純粋でないｄＰＮＡＧ調製物または標識された純粋なｄＰＮＡＧ
調製物と接触され得る。この抗体と接触するｄＰＮＡＧ調製物（純粋な調製物対純粋でな
い調製物）の量、またはこの抗体と結合しない量は、次いで、この抗体が純粋でないｄＰ
ＮＡＧ調製物と結合するかどうかを決定するために定量され得る。重要な実施形態では、
この抗ｄＰＮＡＧpure抗体は、コアグラーゼ陰性Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓおよびコ
アグラーゼ陽性Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓに対して有効であり、ならびにその表面に
ｄＰＮＡＧまたは高くアセチル化されたＰＮＡＧを発現する、任意の適切な微生物に対し
て有効である。
【０１１３】
　ｄＰＮＡＧ抗原は、ワクチンとして処方され得る。ワクチンとして処方するための適切
なキャリア媒体は、リン酸ナトリウム緩衝化生理食塩水（ｐＨ７．４）、またはリン酸ナ
トリウム緩衝化生理食塩水（ｐＨ６）中で懸濁された０．１２５Ｍリン酸アルミニウムゲ
ル、および他の従来型の媒体を包含する。一般的に、ワクチンは、この抗原を約５～約１
００μｇおよび好ましくは約１０～５０μｇ含み、温血の哺乳動物において有効なレベル
の抗体を誘発させる。このｄＰＮＡＧがワクチンとして投与されるとき、必要に応じてア
ジュバントを含む。
【０１１４】
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　用語「アジュバント」とは、ｄＰＮＡＧへ組み込まれるまたはｄＰＮＡＧとともに同時
に投与される、被験体において免疫応答を増強する任意の物質を含むことを意味する。ア
ジュバントは、アルミニウム化合物、例えば、ゲル、水酸化アルミニウムおよびリン酸ア
ルミニウム、およびフロイント完全アジュバントまたはフロイント不完全アジュバント（
例えば、この中では、このｄＰＮＡＧ抗原は、パラフィン油エマルジョンの中の滅菌水の
水層に組み込まれる）が挙げられるが、これらに限定されない。パラフィン油は、油の異
なるタイプ、例えば、スクアレンまたは落花生油に置き換えられ得る。アジュバント性質
を有する他の材料は、ＢＣＧ（弱毒化Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏ
ｓｉｓ）、リン酸カルシウム、レバミゾ－ル、イソプリノシン、多価陰イオン（例えば、
ポリＡ：Ｕ）、レンチナン、百日咳毒、リピドＡ、サポニン、ＱＳ－２１、およびペプチ
ド（例えば、ムラミルジペプチド）を含む。希土類塩、例えば、ランタンおよびセリウム
はまた、アジュバントとして使用され得る。アジュバントの量は、被験体および部分的な
使用されるｄＰＮＡＧ抗原（例えば、アセテート置換の程度）に依存し得、そして過度の
実験法なしで、当業者によって容易に決定され得る。
【０１１５】
　一般的に、治療目的のために投与されるとき、本発明の処方物は、薬学的に受容可能な
溶液中において適用される。そのような調製物は、慣用的に、薬学的に受容可能な塩濃度
、緩衝物質、防腐剤、適合性キャリアー、アジュバント、および必要に応じて他の薬学的
成分を含む。
【０１１６】
　本発明の組成物は、それ自体が（ニート）または薬学的に受容可能な塩の形において投
与され得る。医薬の中で使われるとき、この塩は薬学的に受容可能であるべきだが、非薬
学的に受容可能な塩は、都合よく、薬学的に受容可能な塩それ自体を調製するために使用
され得、および本発明の範囲から除外され得ない。そのような薬理学的に受容可能な塩お
よび薬学的に受容可能な塩としては、次に示す酸から調製されるものが挙げられるが、こ
れらに限定されない：塩酸、臭化水素酸、硫酸、硝酸、リン酸、マレイン酸、酢酸、サリ
チル酸、ｐ－トルエンスルホン酸、酒石酸、クエン酸、メタンスルホン酸、ギ酸、マロン
酸、コハク酸、ナフタレン－２－スルホン酸、およびベンゼンスルホン酸。また、薬学的
に受容可能な塩は、カルボン酸ナトリウム塩、カルボン酸カリウム塩またはカルボン酸カ
ルシウム塩のような、アルカリ金属塩またはアルカリ土類塩として調製され得る。
【０１１７】
　適切な緩衝物質は、酢酸および塩（１～２％Ｗ／Ｖ）；クエン酸および塩（１～３％Ｗ
／Ｖ）；ホウ酸および塩（０．５～２．５％Ｗ／Ｖ）；およびリン酸および塩（０．８～
２％Ｗ／Ｖ）を含む。適切な防腐剤は、塩化ベンザルコ二ウム（０．００３～０．０３％
Ｗ／Ｖ）；クロロブタノール（０．３～０．９％Ｗ／Ｖ）；パラベン（０．０１～０．２
５％Ｗ／Ｖ）およびチメロサール（０．００４～０．０２％Ｗ／Ｖ）を含む。
【０１１８】
　本発明は、医療的使用のために、一つまたはより多くの薬学的に受容可能なキャリアー
および必要に応じて他の薬学的成分とともにｄＰＮＡＧを包含する、薬学的組成物を提供
する。本明細書において使用される用語「薬学的に受容可能なキャリアー」とは、下記に
おいてより充分に記載されるが、ヒトまたは他の動物への投与に適合する、適合性固体賦
形剤または適合性液体賦形剤、希釈剤、またはカプセル化する物質を意味する。本発明で
は、用語「キャリアー」は、有機成分または無機成分、天然物または合成物（これらとと
もに、主成分は、この適用を容易にするために結合される）を表す。この薬学的組成物の
成分はまた、ｄＰＮＡＧと、およびお互いと、この所望の薬学的有効性を実質的に損なう
相互作用がないような様式において、混合される能力がある。
【０１１９】
　非経口投与に適する組成物は、都合よく、この多糖類の滅菌した水溶性調製物を含み、
この調製物はこの受容者の血液に対して等張性であり得る。とりわけ、使用され得る受容
可能な媒体および溶媒は、水、リンゲル液、および等張性塩化ナトリウム溶液である。加
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えて、滅菌した不揮発性油は、慣習的に、溶媒または懸濁培地として使用される。この目
的のために、任意の無刺激性不揮発性油は、合成のモノグリセリドまたはジグリセリドを
含んで使用され得る。加えて、オレイン酸のような脂肪酸は、注射可能物質の調製物にお
いて用途が見つけられる。皮下投与、筋肉内投与、腹腔内投与、静脈内投与などに適した
キャリアー処方物は、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉ
ｅｎｃｅｓ，Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｅａｓｔｏｎ，ＰＡに
おいて見つけられ得る。
【０１２０】
　本発明の調製物は、有効な量で投与される。上述で議論されるような有効な量は、単独
のまたはさらなる用量とともに、それぞれ感染性細菌の能動免疫またはオプソニン化を誘
導するｄＰＮＡＧまたは抗ｄＰＮＡＧ抗体の量である。投与形態にも依存するが、１ナノ
グラム／キログラム～１００ナノグラム／キログラムまでの範囲の投与量が、有効である
ことが考えられる。好ましい範囲は、５００ナノグラムと５００マイクログラム／キログ
ラムの間、およびより好ましくは１マイクログラムと１００マイクログラム／キログラム
の間であると考えられる。この絶対量は、この投与がこの細菌を有する高い危険状態にあ
るがまだ感染していない被験体、または既に感染している被験体に対して行われるのかど
うか、併用治療、投与の数および個人の患者の性質（年齢、身体状態、大きさおよび体重
を含む）のさまざまな要素に依存する。これらは当業者に周知の要素であり、および慣用
の実験法を用いてのみ扱われ得る。最大投与量、つまり安全な医療判断によって最高に安
全な投与量が使用されることが、一般的に好まれる。
【０１２１】
　本発明の薬学的組成物の複数の用量が、考慮される。一般的な免疫計画は、抗体の高い
用量を投与し、その次に、数週期間待った後、抗体のより低い用量が続くことを包含する
。なおさらなる投与量は、同様に投与され得る。受動免疫に対する投薬計画は、必要な場
合はより頻繁に投与する点において、全く異なる。細菌感染に対して増大される免疫応答
、および／またはその後の感染からの保護が結果として起こる、任意の養生法が使用され
得る。特定のｄＰＮＡＧの複数の投与量の送達に対する所望の時間間隔は、慣用の実験法
のみを用いて、当業者により決定され得る。
【０１２２】
　様々な投与経路が利用可能である。もちろん、選択される特定の様式は、選択される特
定のｄＰＮＡＧ、治療される特定の状態、および治療的有効性のために必要である投与量
に依存する。本発明の方法は、一般的に言えば、医療的に受容可能である任意の様式の投
与を用いて実行され得、このことは、臨床的に受容可能でない有害な効果を引き起こすこ
となく、有効なレベルの免疫応答を生産する任意の様式を意味する。投与の好ましい様式
は、非経口経路である。用語「非経口」は、皮下注射、静脈内注射、筋肉間注射、腹腔内
注射、または注入技術を包含する。他の経路としては、口、鼻、皮膚、舌下、および局所
経路が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１２３】
　この組成物は、単位投薬形態の中に都合よく存在し得、および薬学分野で周知の任意の
方法によって調製され得る。全ての方法は、ｄＰＮＡＧまたはｄＰＮＡＧ結合因子を、一
つまたはより多くの付属成分を構成するキャリアーとの会合へと導く工程を包含する。一
般的に、この組成物は、このポリマーを、液体キャリアー、微細に分離された固体キャリ
アー、または両方と、均等におよび親密に会合へと導くことによって調製され、次いで、
必要な場合、この生成物を成型させる。このポリマーは、凍結乾燥されて保存され得る。
【０１２４】
　他の送達系としては、時間放出送達系、遅延放出送達系、または持続性放出送達系を挙
げることができる。そのような系は、本発明の多糖類の、繰り返される投与を避け、被験
体およびその医師にとっての利便性を増やす。多くのタイプの放出送達系は、当業者に公
知であり利用できる。これらとしては、ポリ乳酸およびポリグルコール酸、ポリ無水物お
よびポリカプロラクトンのような、ポリマーに基づく系；コレステロール、コレステロー
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ルエステル、およびモノグリセリド、ジグリセリド、およびトリグリセリドのような脂肪
酸または中性脂肪；ヒドロゲル放出系；シラスティック系；ペプチドに基づく系；ワック
スコーティング、便利な結合剤および賦形剤を用いて圧縮される錠剤、部分的に融解され
る移植物などが挙げられる。特定例としては、次のものが挙げられるが、これらに限定さ
れない：（ａ）侵食系（この中では、多糖類が、米国特許第４，４５２，７７５号（Ｋｅ
ｎｔ）：同４，６６７，０１４号（Ｎｅｓｔｏｒ　ｅｔ　ａｌ．）；および同４，７４８
，０３４号および同５，２３９，６６０号（Ｌｅｏｎａｒｄ）で見出されるマトリックス
内の形態に含まれる）および（ｂ）拡散系（その中では、主薬が、制御された速度で、米
国特許第３，８３２，２５３号（Ｈｉｇｕｃｈｉ　ｅｔ　ａｌ．）および同３，８５４，
４８０号（Ｚａｆｆａｒｏｎｉ）において見出されるポリマーを通して浸透する）。加え
て、ポンプに基づくハードウェア送達系が使用され得、これらのいくつかは移植に対して
適応する。
【０１２５】
　本発明のＰＮＡＧ抗原は、ＰＮＡＧ抗原自身によってアジュバントの性質を有し得ると
いうことがまた、当業者によって評価され得る。本明細書において記載の多糖類がヒト免
疫応答を増大させるまでの程度において、ＰＮＡＧ抗原は、他の材料との結合体化におい
て、アジュバントとして使用され得る。
【０１２６】
　本発明のｄＰＮＡＧ抗原および抗ｄＰＮＡＧ抗体は、別の抗細菌性（すなわち、殺菌性
）薬物とともに、または抗細菌性反応混液（ｃｏｃｋｔａｉｌ）の形態において、または
他の細菌性抗原もしくは抗細菌性抗体とともに、送達され得る。抗細菌性抗生物質反応混
液は、本発明の任意の組成物と、抗細菌性薬物との混合物である。細菌感染の処置におけ
る抗生物質の使用は、慣用されている。能動免疫を誘導するための抗原、および受動免疫
を誘導するための抗体の使用もまた、慣用されている。この実施形態では、共通の投与ビ
ヒクル（例えば、錠剤、移植物、注射溶液など）は、本発明において有効な組成物と、抗
細菌性抗生物質薬物および／または抗原もしくは抗体とを含み得る。あるいは、この抗細
菌性抗生物質薬物および／または抗原もしくは抗体は、別々に投与され得る。この抗細菌
性物質（例えば、抗生物質）はまた、ｄＰＮＡＧまたは抗ｄＰＮＡＧ抗体と結合体化され
得る。
【０１２７】
　抗細菌性抗生物質薬物は、周知であり、ペニシリンＧ、ペニシリンＶ、アンピシリン、
アモキシリン、バカンピシリン、シクラミン、エピシリン、ヘタシリン、ピバンピシリン
、メチシリン、ナフシリン、オキサシリン、クロキサシリン、ジクロキサシリン、フルク
ロキサシリン、カルベニシリン、チカルシリン、アブロシリン、メズロシリン、ピペラシ
リン、アムジノシリン、セファレキシン、セフラジン、セファドキシル、セファクロール
、セファゾリン、セフロキシムアキセティル（ａｘｅｔｉｌ）、セファマンドール、セフ
ォニシド、セフォキシチン、セフォタキシン、セフチゾキシム、セフメノキチン、セフト
リアキソン、モキサラクタム、セフォテタン、セフォペラゾン、セフタジジム、イミペネ
ム、クラブラネイト、タイメンチン、スルバクタム、ネオマイシン、エリスロマイシン、
メトロニダゾール、クロラムフェニコール、クリンダマイシン、リンコマイシン、バンコ
マイシン、トリメトプリム－スルファメトキサゾール、アミノグリコシド類、キノロン類
、テトラサイクリン類およびリファンピン（Ｇｏｏｄｍａｎ　ａｎｄ　Ｇｌｉｌｍａｎ’
ｓ，Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｂａｓｉｃｓ　ｏｆ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ
，８ｔｈ　Ｅｄ．，１９９３，ＭｃＧｒａｗ　Ｈｉｌｌ　Ｉｎｃ．を参照）が挙げられる
。
【０１２８】
　他の多糖類抗原および抗体は、当該分野で周知である。例えば、下に示す多糖類抗原お
よび／またはそれに対する抗体は、このｄＰＮＡＧ抗原および／または抗体との結合体で
投与され得る：Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉ夾膜　Ｖｉ抗原（Ｓｚｕ，Ｓ．Ｃ．，
Ｘ．Ｌｉ，Ａ．Ｌ．　Ｓｔｏｎｅ　ａｎｄ　Ｊ．Ｂ．Ｒｏｂｂｉｎｓ，Ｒｅｌａｔｉｏｎ
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．，Ｌｉｎｄｑｖｉｓｔ，Ｂ．，Ｌｏｎｎｇｒｅｎ，Ｊ．，Ｐｏｗｅｌｌ，Ｄ．Ａ．，Ｓ
ｔｒｕｃｔｕａｌ　ｓｔｕｄｉｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃａｐｓｕｌａｒ　ｐｏｌｙｓａｃ
ｃｈａｒｉｄｅ　ｆｒｏｍ　Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ　ｔｙ
ｐｅ　１，Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ．７８：１１１－１１７（１９
８０））；およびＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ群抗原（Ｊｅｎｎ
ｉｎｇｓ，Ｈ．Ｊ．，Ｃ．Ｌｕｇｏｗｓｋｉ　ａｎｄ　Ｎ．Ｍ．Ｙｏｕｎｇ，Ｓｔｒｕｃ
ｔｕｒｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃｏｍｐｌｅｘ　ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ　Ｃ－ｓｕｂ
ｓｔａｎｃｅ　ｆｒｏｍ　Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ　ｔｙｐ
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ｅ　１，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．１９：４７１２－４７１９（１９８０））。
【０１２９】
　他の非ポリペプチド抗原またはそれに対する抗体は、当業者に周知であり、および本発
明のｄＰＮＡＧ組成物との結合体で使用され得る。
【０１３０】
　このｄＰＮＡＧ抗原および抗体はまた、被験体もしくはサンプルの免疫状態を決定する
ための診断アッセイにおいて有用であり、または免疫アッセイにおいての試薬として使用
され得る。例えば、この抗体は、サンプル中において、表面にＰＮＡＧを有する細菌の存
在を検出するために使用され得る。この細菌がサンプル中に存在する場合、この抗体はこ
の感染された被験体を治療するために使用され得る。この抗体はまた、ＰＮＡＧ抗原の存
在に対して、細菌をスクリーニングするために使用され得、および複合混合物から、ｄＰ
ＮＡＧまたはＰＮＡＧ抗原、およびｄＰＮＡＧまたはＰＮＡＧ抗原を含む細菌を単離する
ために使用され得る。
【０１３１】
　上述に記載のアッセイおよび当該分野で公知の任意の他のアッセイは、このｄＰＮＡＧ
または抗体、および／または、免疫したこのｄＰＮＡＧまたは不溶性マトリックス上の抗
体を標識することによって達成され得る。ｄＰＮＡＧおよび／または抗体を用いての、こ
の分析的および診断的方法は少なくとも次に示す試薬のうちの一つを使用する：標識され
た分析アナログ、免疫された分析アナログ、標識された結合パートナー、免疫された結合
パートナー、および滅菌結合体。使用される標識は、分析物とその結合パートナーとの結
合を妨げない、任意の検出可能な官能基であり得る。多数の標識は、免疫アッセイにおけ
るそのような使用について公知である。例えば、蛍光色素、化学発光標識および放射性標
識のような直接的に検出され得る化合物、ならびに、酵素のように、反応または誘導体化
を通して検出され得る化合物。これらのタイプの標識の例としては、３２Ｐ、１４Ｃ、１

２５Ｉ、３Ｈ、および１３１Ｉ　放射性同位元素、希土類キレートまたはフルオレセイン
およびその類似体のような蛍光体、ローダミンおよびその類似体、ダンシル、ウンベリフ
ェロン、ルシフェラーゼ（ホタルルシフェラーゼおよび細菌性ルシフェラーゼ（米国特許
第４，７３７，４５６号））、ルシフェリン、２，３－ジヒドロフタラジンジオン（２，
３－ｄｉｈｙｄｒｏｐｈｔｈａｌａｖｉｎｅｄｉｏｎｅｓ）、西洋ワサビペルオキシダー
ゼ（ＨＲＰ）、アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、グルコアミラーゼ、リ
ゾチーム、糖オキシダーゼ（グルコースオキシダーゼ、ガラクトースオキシダーゼ、およ
びグルコース－６－ホスフェートデヒドロゲナーゼ）が挙げられる。ウリカーゼオキシダ
ーゼおよびキサンチンオキシダーゼのような複素環式オキシダーゼは、過酸化水素を使用
する酵素と結合して、ＨＲＰ、ラクトペルオキシダーゼまたはマイクロペルオキシダーゼ
、ビオチンアビジン、スピンラベル、バクテリオファージラベルのような色素前駆物質、
および安定した遊離基を酸化させる。
【０１３２】
　この標識は、当業者に公知の方法によってｄＰＮＡＧまたは抗ｄＰＮＡＧと結合体化さ
れ得る。例えば、米国特許第３，９４０，４７５号および同３，６４５，０９０号は、蛍
光体および酵素の、抗体との結合体化を述べる。他のアッセイは、抗原および抗体ととも
に慣用されると報告されており、および本発明によって使用され得、組成物およびサンド
イッチアッセイを含む。
【０１３３】
　本発明は、ｄＰＮＡＧ発現宿主細胞を生産することによってｄＰＮＡＧ抗原を調製する
方法、ｉｃａ遺伝子座を細胞へ導入し、そのような細胞からＰＮＡＧ抗原を単離し、そし
てｄＰＮＡＧを形成するための抗原を脱アセチル化することによってｄＰＮＡＧ抗原を調
製する方法を包含する。ＰＮＡＧ宿主細胞は、ｉｃａ遺伝子（配列番号１）をコードする
核酸を用いて、形質導入または形質転換した細胞に、トランスフェクトすることによって
調製され得る。この細胞は、真核細胞または原核細胞であり得るが、好ましくは、細菌細
胞であり得る。この細胞は、天然にてＰＮＡＧを発現しないＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕ
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ｓであり得る。
【０１３４】
　一つの実施形態では、このｉｃａ核酸は、真核細胞または原核細胞内にｉｃａ核酸の発
現を指向させる遺伝子発現配列に作動可能に結合される。この「遺伝子発現配列」は、プ
ロモーター配列またはプロモーター－エンハンサーの組み合わせのような、任意の調節ヌ
クレオチド配列であり、作動可能に結合されているｉｃａの核酸の有用な転写および翻訳
を容易にする。例えば、この遺伝子発現配列は、構成的なプロモーターまたは誘導的なプ
ロモーターのような、哺乳動物のプロモーターまたはウィルスのプロモーターであり得る
。構成的な哺乳動物プロモーターとしては、次に示す遺伝子：ヒポキサンチン　ホスホリ
ボシル　トランスフェラーゼ（ＨＰＴＲ）、アデノシンデアミナーゼ、ピルビン酸キナー
ゼ、およびβ－アクチンについてのプロモーターが挙げられるが、これらに限定されない
。細胞において構成的に機能する例示的なウイルスプロモーターは、例えば、サルウイル
ス、パピローマウイルス、アデノウイルス、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）、ラウス肉
腫ウイルス、サイトメガロウイルス、モロミー白血病ウイルスおよび他のレトロウイルス
の末端反復配列（ＬＴＲ）、および単純ヘルペスウイルスのチミジンキナーゼプロモータ
ーが挙げられる。他の構成的なプロモーターは、当業者に公知である。本発明の遺伝子発
現配列として有用であるプロモーターはまた、誘導的なプロモーターを含む。誘導的なプ
ロモーターは、誘導因子の存在下において発現される。例えば、メタロチオネインプロモ
ーターは、ある金属イオンの存在下において、転写および翻訳を促進するために誘導され
る。他の誘導的なプロモーターは、当業者に公知である。
【０１３５】
　一般的に、この遺伝子発現配列は、必要ならば、それぞれ転写および翻訳の開始に関与
する５’非転写配列および５’非翻訳配列に含まれる。５’非転写配列は、作動可能に結
合されたｉｃａ核酸の転写制御のためのプロモーター配列を含むプロモーター領域を含む
。この遺伝子発現配列は、必要に応じて、所望のようなエンハンサー配列または上流の活
性化配列を含む。
【０１３６】
　このｉｃａ核酸配列およびこの遺伝子発現配列は、それらが、この遺伝子発現配列の影
響または制御下において、このｉｃａコード配列の転写および／または翻訳を配置するよ
うな方法で、共有結合される場合、「作動可能に結合される」と言われる。機能的タンパ
ク質に翻訳されるｉｃａ配列（２つのＤＮＡ配列）は、５’遺伝子発現配列中のプロモー
ターの誘導がｉｃａ配列の転写を発生させる場合、およびこの２つのＤＮＡ配列間の結合
の性質が（１）フレームシフト変異の誘導を発生させない、（２）このｉｃａ配列の転写
を指示するためのプロモーター領域の能力を妨げない、または（３）タンパク質に翻訳さ
れるための対応するＲＮＡ転写物の能力を妨げない場合に、作動可能に結合されると言わ
れる。従って、遺伝子発現配列は、その遺伝子発現配列が生じる転写物が、所望のタンパ
ク質またはポリペプチドに翻訳され得るようにｉｃａ核酸配列の転写を実行する能力を有
する場合、ｉｃａ核酸配列と作動可能に結合されていることになる。
【０１３７】
　本発明のｉｃａ核酸は、単独で、またはベクターとの会合において、その宿主細胞に送
達され得る。最も広い意味において、「ベクター」とは、（１）ＰＮＡＧ合成に関与する
タンパク質をコードするｉｃａ遺伝子座中のこの遺伝子を含む核酸分子の送達、または（
２）標的細胞によって、ＰＮＡＧ合成に関与するタンパク質をコードするｉｃａ遺伝子座
中のこの遺伝子を含む核酸分子の取り込み：を容易にする能力のある任意の媒体である。
好ましくは、このベクターは、このベクターの欠如を発生させる分解の程度に関連する分
解を減らして、標的細胞へｉｃａ分子を運ぶ。一般的に、本発明において有用なベクター
は、２種類：生物学的ベクターおよび化学的／物理的ベクターに分割される。生物学的ベ
クターは、ｉｃａ核酸の、標的細胞への送達、標的細胞によっての取り込みに対して有用
である。化学的／物理的ベクターは、ｉｃａ核酸またはｉｃａポリペプチドの、標的細胞
への送達、標的細胞によっての取り込みに対して有用である。



(40) JP 6335102 B2 2018.5.30

10

20

30

40

50

【０１３８】
　生物学的ベクターとしては、プラスミド、ファージミド、ウィルス、ウィルス由来の他
のビヒクル、もしくは、本発明の核酸配列の挿入または組み込みによって操作されている
細菌源、および本発明の核酸配列を付与し得る遊離した核酸フラグメントが挙げられるが
、これらに限定されない。ウイルスベクターは、生物学的ベクターの好ましい型であり、
次に示すウイルス：以下のようなレトロウイルス、モロニーマウス白血病ウイルス；ハー
ベイマウス肉腫ウイルス；マウス乳癌ウイルス；ラウス肉腫ウイルス；アデノウイルス；
アデノ随伴ウイルス；ＳＶ４０型ウイルス；ポリオーマウイルス；エプスタイン－バーウ
イルス；パピローマウイルス；ヘルペスウイルス；ワクシニアウイルス；ポリオウイルス
、およびあらゆるレトロウイルスのようなＲＮＡウイルスが挙げられるが、これらに限定
されない。名前はつけられていないが当該分野で公知である、他のベクターも容易に使用
され得る。
【０１３９】
　好ましいウイルスベクターは、不必須遺伝子が重要遺伝子と置き換えられた、非細胞変
性真核生物ウィルスに基づく。非細胞変性ウイルスはレトロウイルスを含み、レトロウイ
ルスの生活観は、引き続くプロウイルスの宿主細胞内ＤＮＡへの組み込みを含むゲノムウ
イルスＲＮＡのＤＮＡへの逆転写を含む。一般的に、このレトロウイルスは、複製不十分
（すなわち、所望のタンパク質の合成を指示する能力はあるが、感染粒子を製造する能力
はない）である。複製不十分のレトロウイルスを生産するための標準的プロトコル（外因
性遺伝子材料のプラスミドへの組み込み工程、プラスミドを組み込んだパッケージング細
胞の形質転換工程、パッケージング細胞株による組換えレトロウイルスの生産工程、組織
培養液からのウイルス粒子の収集工程、およびウイルス粒子を用いた標的細胞の感染工程
を包含する）は、Ｋｒｉｅｇｌｅｒ，Ｍ．，「Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ　ａｎｄ　Ｅ
ｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ」、Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍ
ａｎ　Ｃｏ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９９０）ａｎｄ　Ｍｕｒｒｙ，Ｅ．Ｊ．Ｅｄ．「Ｍ
ｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ」，ｖｏｌ．７，Ｈｕｍａｎ
ａ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，Ｃｌｉｆｆｔｏｎ，Ｎｅｗ　Ｊｅｒｓｅｙ（１９９１）にお
いて、提供される。
【０１４０】
　ある適用のための別の好ましいウィルスは、アデノ随伴ウィルス、二本鎖ＤＮＡウィル
スである。このアデノ随伴ウィルスは、複製不十分であるように操作され得、広い範囲の
型および種類の細胞を感染する能力を有する。それは、さらに、熱溶媒安定性および脂質
溶媒安定性；多様な系統の細胞においての高い形質導入頻度；および重感染抑制の欠如と
それに伴って形質導入の複数の系列を許すような、有利さを有する。伝えるところによれ
ば、このアデノ随伴ウィルスは、部位特異的な方法において、ヒト細胞内ＤＮＡへ組み込
まれ得、それに関する挿入性変異誘発の可能性および挿入された遺伝子発現の変異性の可
能性を最小化する。加えて、野生型アデノ随伴ウイルス感染は、選択圧の欠如下において
少なくとも１００回継代の間、組織培養が続けられており、このことは、このアデノ随伴
ウイルスのゲノム組換えは、比較的、安定した事象であることを暗に意味する。このアデ
ノ随伴ウィルスはまた、染色体外の様式において機能し得る。
【０１４１】
　この生物学的ベクターに加えて、化学的／物理的ベクターは、ｉｃａ分子を標的細胞に
運ぶために使用され得、そしてその結果取り込みを容易にし得る。本明細書において使用
されるように、「化学的／物理的ベクター」とは、ｉｃａ分子を細胞へ運ぶ能力のある、
細菌源またはウイルス源由来の分子以外の天然分子または合成分子をいう。
【０１４２】
　本発明の好ましい化学的／物理的ベクターは、コロイド状分散系である。コロイド状分
散系としては、水の中に油があるエマルジョン、ミセル、混合ミセル、およびリポソーム
を含む、脂質に基づく系が挙げられる。本発明の好ましいコロイド状系は、リポソームで
ある。リポソームは、インビボまたはインビトロにおいて送達ベクターとして有用である
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人工膜管である。大きな単膜管（ＬＵＶ）は、０．２～４．０μｍのサイズの範囲であり
、大きな高分子をカプセル化し得ることが示されている。ＲＮＡ、ＤＮＡ、およびインタ
クトなビリオンは、水性内部の中でカプセル化され得、そして生物学的活性形態で細胞に
送達され得る（Ｆｒａｌｅｙ，ｅｔ　ａｌ．，Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｓｃｉ．
，（１９８１）６：７７）。リポソームが有用な遺伝子伝達ベクターであるために、一つ
以上の次に示す特徴を与えられなければならない：（１）生物学的活性を保持した状態で
、高い効率で、重要な遺伝子のカプセル化；（２）高い効率で、標的細胞の細胞質への、
この小胞の水性含量の送達；および（３）遺伝子情報の正確な発現および有用な発現。
【０１４３】
　リポソームは、例えば、ＬＩＰＯＦＥＣＴＩＮＴＭおよびＬＩＰＯＦＥＣＴＡＣＥＴＭ

（これらはＮ－［１－（２，３ジオレイルオキシ）－プロピル］－Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリメチ
ルアンモニウム　クロリド（ＤＯＴＭＡ）およびジメチルジオクタデシルアンモニウムブ
ロミド（ＤＤＡＢ）のようなカチオン脂質で構成される）のように、Ｇｉｂｃｏ　ＢＲＬ
から、商業的に利用できる。リポソームを作製する方法は当該分野で周知であり、および
多くの発行物において記載されている。リポソームはまた、Ｇｒｅｇｏｒｉａｄｉｓ，Ｇ
．によって、Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，（１９８５）３：２３
５－２４１中で、概説されている。
【０１４４】
　コンパクション因子はまた、単独で、もしくは、生物学的ベクターまたは本発明の化学
的／物理的ベクターとの結合体化状態で、使用され得る。本明細書において使用される「
コンパクション因子」とは、核酸上のマイナス電荷を中和し、それにより核酸の微細な顆
粒へのコンパクションを可能にするヒストンのような因子をいう。この核酸のコンパクシ
ョンは、標的細胞による核酸の取り込みを容易にする。このコンパクション因子は、単独
で使用され得る、すなわち、細胞によってより効率よく取り込まれる形態で、またはより
好ましくは一つ以上の上述で記載のベクターとの結合体化状態で、ｉｃａ分子を送達し得
る。
【０１４５】
　このｉｃａ核酸の標的細胞による取り込みを容易にするために使用され得る、他の例示
的組成物としては、リン酸カルシウムおよび細胞内輸送の他の化学的媒介物、マイクロイ
ンジェクション組成物、エレクトロポレーション組成物、および相同的組換え組成物（例
えば、ｉｃａ核酸を標的細胞の染色体内の前もって選んでおいた位置に組み込むため）が
挙げられる。
【０１４６】
　次の例は、説明図の目的のために含まれるが、本発明の有効範囲を限定することは意図
されない。
【実施例】
【０１４７】
　（実施例１：ＰＮＡＧの精製）
　ｄＰＮＡＧは、ｉｃａ遺伝子座を発現する任意の細菌株から生産され得ることが、本発
明によって発見された。特に、これらの細菌株としては、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
　ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ、およびこの
遺伝子を用いてｉｃａ遺伝子座に形質変換されたＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｃａｒ
ｎｏｓｕｓのような他のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ株が挙げられる。次に示す特定菌
株は、その特定菌株からｄＰＮＡＧを精製するために、本発明によって使用され得る。（
その細菌株としては、Ｓ．ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ　ＲＰ６２Ａ（ＡＴＣＣ番号３５９８
４）、Ｓ．ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ　ＲＰ１２（ＡＴＣＣ番号３５９８３）、Ｓｔａｐｈ
ｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ　Ｍ１８７、Ｓ．ｃａｒｎｏｓｕｓ　ＴＭ
３００（ｐＣＮ２７）、Ｓ．ａｕｒｅｕｓ　ＲＮ４２２０（ｐＣＮ２７）、およびＳ．ａ
ｕｒｅｕｓ　ＭＮ８ムコイドが挙げられる。）
　以下は、ｉｃａ遺伝子座を含むＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓからｄＰＮＡＧを生産す
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るために使用され得る方法である。
【０１４８】
　出発材料は、次に示すような方法で細菌を増殖させることにより、ｉｃａ遺伝子座を発
現するＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓの培養物から調製する：この多糖類は、１６リット
ルの細菌増殖培地の培養物から調製される。好ましい培地は、ＲＰＭＩ－１６４０　ＡＵ
ＴＯ－ＭＯＤ（加圧滅菌（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．，Ｓｔ，Ｍｏ．）によ
る滅菌を許容するために修正されたＲＰＭＩの調製物）に基づく化学的に規定された培地
（ＣＤＭ）である。このＣＤＭは、アミノ酸、ビタミンおよびヌクレオチドを、他のＣＤ
Ｍ（Ｈｕｓｓａｉｎ，Ｍ．，Ｊ．Ｇ．Ｍ．Ｈａｓｔｉｎｇｓ，ａｎｄ　Ｐ．Ｊ．Ｗｈｉｔ
ｅ，１９９１）中で見出されるそれらの濃度に合わせるために、付加的に追加する。コア
グラーゼ陰性Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓによる粘液生産物のための化学的に規定され
た培地（Ｊ．Ｍｅｄ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．３４：１４３－１４７）。この培地にまた、
１％の最終濃度にまでショ糖およびグルコースを追加する。
【０１４９】
　液体培養物を、多糖類を生産する細菌株の単一のコロニーを用いて播種する。この好ま
しい菌株は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ　ＭＮ８ｍ（この多糖類の恒
常的な過剰生産者である菌株）を命名される。単一のコロニーを、トリプシンの大豆寒天
プレート、または細菌増殖培地の同様のプレートから取り、そして３７℃で増殖させる。
１０～４２℃の温度もまた受容可能である。液体培養物を、１～９６時間３７℃でインキ
ュベート、他方、連続的に攪拌させながら、２リットル／分の速度で酸素を用いて流す。
このｐＨは、ｐＨ滴定器を通したＮａＯＨの付加によって、増殖期間中７．０に維持する
。増殖期間の最後に、細胞体を、３０分間で９０００ｇの割合で沈降させ、そしてその上
清を、接線方向に流す濾過（１０，０００～５００，０００分子量の分離膜）を通して、
～５００ｍｌまで集める。エタノールの２つの容量物と、多糖類粗調製物を調製するため
に加える。この沈殿物は、遠心分離によって回収され、水中で再懸濁され、そして蒸留水
に対して一晩透析する。この抗体は、不溶性である。この不溶性粗抗体は、５０ｍｌのリ
ン酸緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ、０．１Ｍリン酸塩、０．１５Ｍ塩化ナトリウム）中で懸
濁され、０．５～１６時間３７℃でライソゾーム（０．５ｍｇ）およびリソスタフィン（
０．５ｍｇ）を用いて消化する。抗原懸濁液をさらに、０．５～１６時間３７℃でヌクレ
アーゼ（０．５ｍｇ）を用いて処理し、次に３７～５６℃でプロテイナーゼＫ（５ｍｇ）
を用いて０．５～１６時間インキュベーションする。透析および凍結乾燥後、乾燥した抽
出物は、５Ｍ　ＨＣｌ中で再溶解し、およびｐＨは、４Ｎ　ＮａＯＨを用いて、２に調整
する。この溶液の２０ｍｌアリコートを、２０６ｎｍでの光学的吸収により同定された、
溶出した多糖類を有する０．１Ｎ　ＨＣｌ／０．１５Ｍ　ＮａＣｌ緩衝液を用いて、Ｓｅ
ｐｈａｃｒｙｌ　Ｓ－３００（Ｐｈａｒｍａｃｉａ，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ）で詰
められた５×８８ｃｍカラムに適用する。分子サイズの連続的範囲を表す多糖類に対応す
る画分を、別々に保存し、水に対して透析し、そして凍結乾燥する。あるいは、サイズ分
画は、ダイアフィルトレーション膜の使用のように、当該分野で公知の様々な代替の手順
を用いて行われ得る。
【０１５０】
　アシル化の程度は、化学的に処理される天然の多糖類によって調整され得る。従って、
５０％より多いアセテートを有する多糖類は単離され、そして脱アセチル化され、所望の
アセチル化レベルを達成する。グルコサミンからアミノ結合されたアセテート基を除去す
るための処理は、公知の塩基溶液中でされる。好ましい手法は、１．０Ｍ　ＮａＯＨ中で
、２～２０時間３７℃においてのインキュベーションである。より弱塩基性溶液およびよ
り長いインキュベーション時間、またはより高い温度、もしくは、より短いインキュベー
ション時間またはより低い温度に加えてより強塩基性溶液は、等しく有効的である。一般
的に、１０より上にｐＨを上げる任意の処理は、適切な温度下において有効である。
【０１５１】
　また、この抗原を脱アセチル化する酵素学的手段が存在する。酵素学的手段は、クロラ
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ムフェニコール脱アセチラーゼおよびｉｃａＢ遺伝子産物に関連する酵素のような、脱ア
セチル化酵素を含む。
【０１５２】
　（実施例２：ｄＰＮＡＧジフテリアトキソイド（ＤＴｍ）結合体化ワクチンの調製）
　ＤＴｍを、還元性アミノ化によって精製されたｄＰＮＡＧと共有結合させた。アルデヒ
ド基を初め、下に示す工程１に記載のグルタルアルデヒドを用いたタンパク質の処理によ
って、デフテリアトキソイド（ＤＴｍ）の表面上に導入した。活性化型ＤＴｍは、引き続
いて、下に示す工程２に記載の還元剤（シアノホウ化水素化ナトリウム）の存在下で、活
性化型ＤＴｍの遊離したアミノ基を通してｄＰＮＡＧとともに反応させた。
【０１５３】
　（工程１）グルタルアルデヒドを用いたＤＴｍの活性化
　１０ｍｇのＤＴｍ（４．８６ｍｇ／ｍｌ溶液（２０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ緩衝液、５０ｍＭ
ＮａＣｌ、ｐＨ８））を、１０ｋＤａ　ＭＷＣＯ透析カセットを用いて、室温で３時間、
０．１Ｍ　炭酸塩緩衝液（ｐＨ１０）に対して透析した。このタンパク質溶液を、完全に
炭酸塩緩衝液を用いて交換した場合、グルタルアルデヒドを、最終濃度１．２５％にまで
加え、そしてこの混合物を２時間室温で攪拌させた。生産されたこの活性化型ＤＴｍは、
リン酸緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ、ｐＨ７．４）に交換し、そして１０ｋＤａ　ＭＷＣＯ
濾過膜を用いて限外濾過によって約１０ｍｇ／ｍｌまで濃縮した。
【０１５４】
　（工程２)活性化型ＤＴｍとＰＮＡＧの結合
　ＰＮＡＧを、Ｍａｉｒａ　ｅｔ　ａｌ．（Ｍａｉｒａ－Ｌｉｔｒａｎ　Ｔ，Ｋｒｏｐｅ
ｃ　Ａ，Ａｂｅｙｇｕｎａｗａｒｄａｎａ　Ｃ，Ｊｏｙｃｅ　Ｊ，Ｍａｒｋ　ＩＩＩＧ，
Ｇｏｌｄｍａｎｎ　ＤＡ，ａｎｄ　Ｐｉｅｒ　ＧＢ．Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｐ
ｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌ　ｐｏｌｙ－Ｎ－ａ
ｃｅｔｙｌ　ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ
．Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．２００２；７０：４４３３－４４４０）に記載のように、
精製した。Ｍａｉｒａ　ｅｔ　ａｌ．中でＰＮＡＧ－ＩＩと命名した、この材料の一画分
を、この脱アセチル化ＰＮＡＧ（ｄＰＮＡＧ）を調製するために使用した。天然ＰＮＡＧ
を、５Ｍ　ＮａＯＨ中で、２ｍｇ／ｍｌの濃度にまで溶解させ、そして攪拌させながら３
７℃でインキュベートした。１８時間後、このサンプルを、氷のスラリー上に置き、そし
て１０℃以下へ冷却させた。５Ｎ　ＨＣｌもまた、氷上で冷却させ、そしてこの溶液が中
性のｐＨに到達するまで、０．５ｍＬアリコート中に加えた。このｄＰＮＡＧ溶液を、次
いで、１０ＫｉｌｏＤａｌｔｏｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｗｅｉｇｈｔ　Ｃｕｔｏｆｆ（
１０Ｋ　ＭＷＣＯ）透析カセット中で、蒸留水に対して一晩中透析し、凍結乾燥した。こ
の手順は、１５～２０％のアセテート置換を有するｄＰＮＡＧを生産した。
【０１５５】
　精製されたｄＰＮＡＧ（１０ｍｇ）を、５Ｍ　ＨＣｌの０．２５ｍｌ中で溶解し、等量
の５Ｍ　ＮａＯＨを用いて中和し、そして最終容積がＰＢＳを用いて２ｍｌに調整した。
ｄＰＮＡＧ溶液は、中性のｐＨにおいて不溶性であるが、わずかな酸性ｐＨまたは塩基性
ｐＨにおいて、完全な可溶性で残存する。従って、溶解性を保証するために、ｄＰＮＡＧ
溶液のｐＨは、９．０を調整した。ｄＰＮＡＧ（１０ｍｇ）を、ＰＢＳ中で、活性化型Ｄ
Ｔｍの１０ｍｇ／ｍｌ溶液の１ｍｌと混合し、そしてこの反応のｐＨを７．５に調整した
。２００ｍｇの精製されたシアノホウ化水素ナトリウムを、この混合物に加え、そしてこ
の反応は、混合されながら３７℃１４時間暗闇中で進行することを可能にした。この時間
の後、この反応混合物を、０．１Ｍ炭酸塩緩衝液（０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ１０（１
０ｋＤａ　ＭＷＣＯ透析カセット））を用いた透析によって交換し、そしてこの高い分子
量結合体化物を、Ｓｕｐｅｒｏｓｅ　６　ｐｒｅｐ－ｇｒａｄｅカラムを用いて、ゲル濾
過クロマトグラフィーによって、精製分離した。ｄＰＮＡＧ－ＤＴｍ結合体化物は、２０
ｍＭ　ＨＥＰＥＳ緩衝液（５０ｍＭ　ＮａＣｌ、ｐＨ８）に対して透析され、－２℃で凍
結保存した。
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【０１５６】
　（実施例３：天然ＰＮＡＧ－ＤＴｍ結合体化ワクチンの調製）
　天然ＰＮＡＧ（この場合、９５％～１００％アセテート置換を有する）は、有機のシア
ノ化薬剤（１－シアノ－４－ジメチルアミノピリジニウムテトラフルオロボレート（ＣＤ
ＡＰ）)を用いて、精製されたＤＴｍと共有結合し、下に示す工程１に記載のこの多糖類
の水酸基を活性化した。続いて、ＣＤＡＰ－活性化型ＰＮＡＧを、付加的なスペーサー分
子の必要なしで、下に示す工程２に記載のＤＴｍと結合した。
【０１５７】
　（工程１）ＣＤＡＰを用いたＰＮＡＧの活性化
　１０ｍｇの精製されたＰＮＡＧを、１５０マイクロリットルの５Ｍ　ＨＣｌ中に溶解さ
れ、等量の５Ｍ　ＮａＯＨを用いて中和し、そしてホウ酸塩緩衝液（ｐＨ９．２）を用い
て１ｍｌまで希釈した。ＣＤＡＰを、アセトニトリル中で１００ｍｇ／ｍｌ濃度に作製し
、そして１ヶ月に至るまで－２０℃で保存した。２００μｌのＣＤＡＰ（２０ｍｇを含む
）を、ホウ酸塩緩衝液中の以前にボルテックスされたＰＮＡＧ－ＩＩ（Ｍａｉｒａ，ｅｔ
　ａｌ．Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．２００２，７０：４４３３－４４４０）溶液中へゆ
っくりとピペットで移し（この有機性共通溶液の速い添加は、この多糖類を沈澱させる）
、そしてこの反応を、２分間進行させた。
【０１５８】
　（工程２）ＤＴｍを用いたＣＤＡＰ－活性化型ＰＮＡＧの結合
　５ｍｇのＤＴｍ（保存溶液は、２０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ緩衝液（５０ｍＭ　ＮａＣｌ、ｐ
Ｈ８））を、１０ｋＤａ　ＭＷＣＯ透析カセットを用いて、３時間ホウ酸塩緩衝液（ｐＨ
９．２）に対して透析させた。ＣＤＡＰを用いたＰＮＡＧの活性化の後、５ｍｇのＤＴｍ
を、すぐに加え、そしてこの混合物は、攪拌させながら３時間室温で反応させた。この時
間の後、この高い分子量の結合体化物を、Ｓｕｐｅｒｏｓｅ　６　ｐｒｅｐ－ｇｒａｄｅ
カラムを用いてゲル濾過クロマトグラフィーによって、結合しなかった成分から精製させ
た。ＰＮＡＧ－ＤＴｍ結合体化物を含む画分は貯蔵し、濃縮し、そして－２０℃で凍結保
存した。
【０１５９】
　（実施例４：ウサギの中においての抗血清の生産）
　精製されたＰＮＡＧ－ＤＴｍまたはｄＰＮＡＧ－ＤＴｍに対する抗体を、１０μｇの結
合体化された多糖類を用いた２回の皮下免疫によって、完全フロイントアジュバントを用
いた１回目の投与および不完全フロイントアジュバントを用いた２回目の投与に対して乳
化され、その後に、一週間後に、３日おきに３回、生理食塩水中の抗体が静脈注射するこ
とによって、ニュージーランド白色ウサギ中において惹起させた。ウサギから、二週間ご
とに採血し、そして血清を結合免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）により試験した。ＰＮＡＧまた
はｄＰＮＡＧ－ＤＴｍのいずれかを用いて免疫された２匹の代表的なウサギから、ＥＬＩ
ＳＡによって得られた結合曲線は、図１および図２にそれぞれ示す。力価は、Ｍａｉｒａ
　ｅｔ　ａｌ（Ｍａｉｒａ－Ｌｉｔｒａｎ　Ｔ，Ｋｒｏｐｅｃ　Ａ，Ａｂｅｙｇｕｎａｗ
ａｒｄａｎａ　Ｃ，Ｊｏｙｃｅ　Ｊ，ＭａｒｋＩＩＩＧ，Ｇｏｌｄｍａｎｎ　ＤＡ，　ａ
ｎｄ　Ｐｉｅｒ　ＧＢ．　Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ
　ｔｈｅ　ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌ　ｐｏｌｙ－Ｎ－ａｃｅｔｙｌ　ｇｌｕｃｏｓ
ａｍｉｎｅ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ．Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕ
ｎ．２００２；７０：４４３３－４４４０）で記載のようにして決定した。
【０１６０】
　（実施例５：マウスにおけるＰＮＡＧ－ＤＴｍおよびｄＰＮＡＧ－ＤＴｍの免疫化）
　１０匹のマウス（Ｓｗｉｓｓ　Ｗｅｂｓｔｅｒ；雌，年齢は生後５～７週間）の集団を
、一週間おきに、０．１ｍｌのＰＢＳ中の、１．５μｇ，０．７５μｇまたは０．１５μ
ｇの、ＰＮＡＧ－ＤＴｍおよびｄＰＮＡＧ－ＤＴｍの結合体化多糖類を皮下免疫され、そ
して３回目の免疫後、４週間毎週採血した。コントロール集団は、同じ割合で、結合体化
されていない多糖類とタンパク質の混合物を用いて免疫させた。天然の結合体化物および
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脱アセチル化結合体化物を用いて免疫されたマウスの力価は、それぞれ、図３および図４
に示す。コントロール集団は、使用された投与量では、どんな力価も発生しなかった。
【０１６１】
　（実施例６：破傷風トキソイドと結合体化したＰＮＡＧおよびｄＰＮＡＧを生産させた
ウサギ抗血清のオプソニンの殺菌活性）
　２匹のウサギを、上述で記載のようにジフテリアトキソイドと結合体化されたＰＮＡＧ
を用いて免疫し、そして２匹のウサギを、上述で記載のようにジフテリアトキソイドと結
合体化させたｄＰＮＡＧを用いて、免疫した。オプソニンの殺菌活性を、Ｍａｉｒａ　ｅ
ｔ　ａｌ．（Ｍａｉｒａ－Ｌｉｔｒａｎ　Ｔ，Ｋｒｏｐｅｃ　Ａ，Ａｂｅｙｇｕｎａｗａ
ｒｄａｎａ　Ｃ，Ｊｏｙｃｅ　Ｊ，Ｍａｒｋ　ＩＩＩＧ，Ｇｏｌｄｍａｎｎ　ＤＡ，ａｎ
ｄ　Ｐｉｅｒ　ＧＢ．Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ　ｔ
ｈｅ　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌ　ｐｏｌｙ－Ｎ－ａｃｅｔｙｌ　ｇｌｕｃｏｓａｍ
ｉｎｅ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ．Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．
２００２；７０：４４３３－４４４０）に記載された方法を用いて、決定した。力価を決
定し、そして４０％以上の細菌が殺傷される血清希釈として力価を定義した。様々なＳｔ
ａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ菌株に対する４匹のウサギ抗血清の結合曲線を、図５～図８に
示す。菌株Ｍ１８７は、Ｓ．ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ菌株であり；他の菌株はすべてＳ．
ａｕｒｅｕｓ菌株である。力価の比較は、図９に示す。
【０１６２】
　（等価物）
　上に記載された明細書は、当業者が本発明を実行するのを可能にするために十分である
と考えられる。本発明は、提供された実施例による有効範囲において、限定されない。な
ぜなら、実施例は、本発明の一つの局面のただ一つの例示として意図され、他の機能的な
等価な実施形態は、本発明の範囲内にあるからである。本明細書に示されている例および
本明細書に記載されている例に加えて、本発明の様々な変更は、上の記載から当業者にと
って明白になり、そして添付の特許請求の範囲内に含まれる。本発明の有利点および目的
は、必ずしも、本発明のそれぞれの実施形態によって包含されない。
【０１６３】
　この出願において言及されるすべての参考文献、特許および特許発行物は、その全体が
参考文献として本明細書において援用される。
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