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(57)【要約】
試料中の、第一の会合による第一の担体に会合する抗原
の結合体に対する抗体の存在を検出する方法が開示され
ている。本方法は、抗体の抗原への結合を許容する条件
下で、第二の会合による第二の担体に会合する抗原の結
合体を前記試料と接触させる手順、および前記抗原に結
合した抗体の存在を検出する薬剤を導入する手順を含む
。第一の会合および前記第二の会合は共有結合性会合で
あり、前記第一の会合は前記第二の会合とは異なる。ま
た、前記方法および前記方法のさらなる使用において有
用なキット、マルチウェルプレートおよび結合体も提供
されている。また、第一の会合による第一の担体に会合
する抗原の結合体を含む、ワクチンのバッチを放出する
方法および本方法で有用な抗体も提供されている。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中の、第一の会合により第一の担体と会合する抗原の結合体に対する抗体の存在を
検出するための方法であって、前記方法が以下の手順：
　　（ｉ）前記抗体の前記抗原への結合を可能にする条件下で、第二の会合により第二の
担体と会合する前記抗原の結合体を前記試料と接触させる手順、および
　　（ｉｉ）前記抗原に結合した前記抗体の存在を検出するための薬剤を導入する手順
を含み、
ここで、第一の会合および前記第二の会合は共有結合性会合であり、および前記第一の会
合は前記第二の会合とは異なる、方法。
【請求項２】
　前記方法が前記試料における前記抗体の濃度を測定するためのものである、請求項１に
記載の方法。
【請求項３】
　前記試料が全血、血清および血漿を含む群から選択される、先行する請求項のいずれか
に記載の方法。
【請求項４】
　前記試料が血清である、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記試料が妊娠した哺乳動物からの試料である、先行する請求項のいずれかに記載の方
法。
【請求項６】
　前記方法がさらに以下の手順：
　　（ｉｉｉ）前記濃度を、前記抗原に対する抗体保有率（例えば、出産の間の新生児の
感染に対する）についての標準判定基準と比較する手順、
を含む、請求項２に記載の方法。
【請求項７】
　前記抗体が免疫グロブリンＧ抗体である、先行する請求項のいずれかに記載の方法。
【請求項８】
　前記第一の担体がタンパク質である、先行する請求項のいずれかに記載の方法。
【請求項９】
　前記第一の担体がジフテリアトキソイド、破傷風トキソイド、ＣＲＭ１９７またはタン
パク質Ｄである、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記第二の担体がタンパク質である、先行する請求項のいずれかに記載の方法。
【請求項１１】
　前記第二の担体が血清アルブミンである、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記抗原が糖類である、先行する請求項のいずれかに記載の方法。
【請求項１３】
　前記糖類が細菌性の抗原である、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記糖類がＢ群連鎖球菌莢膜糖類である、請求項１２に記載の方法。
【請求項１５】
　前記第二の担体に会合する前記抗原の前記結合体が表面上に固定化される、先行する請
求項のいずれかに記載の方法。
【請求項１６】
　第二の会合により前記第二の担体に会合する前記抗原の前記結合体がマルチウェルプレ
ート上に固定化される、任意の請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
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　前記抗体の存在を検出する前記薬剤が前記抗体に対する標識化された抗体である、先行
する請求項のいずれかに記載の方法。
【請求項１８】
　前記抗体の存在を検出する前記薬剤が前記抗体に対するアルカリフォスファターゼを結
合体化した抗体である、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記第一の会合が第一の共有結合性会合であり、また前記第二の会合が前記第一の共有
結合性会合とは異なるリンカー基を含む第二の共有結合性会合である、先行する請求項の
いずれかに記載の方法。
【請求項２０】
　前記第一の会合が前記リンカー－ＮＨＣＨ２－を含む、請求項１～１９のうちのいずれ
かに記載の方法。
【請求項２１】
　前記第二の会合が前記リンカー－Ｃ（Ｏ）ＮＨＮＨＣ（Ｏ）Ｌ１Ｃ（Ｏ）ＮＨＮＨＣ（
Ｏ）－を含み、Ｌ１がアルキレン、アルケニレン、シクロアルキレン、シクロアルケニレ
ン、アリーレン、ヘテロアリーレン、アリールアルキレン、アルカリレン、またはアルキ
レンアリールアルキレンを含む群から選択した二価のラジカルである、請求項１～２０の
うちのいずれかに記載の方法。
【請求項２２】
　Ｌ１がＣ４－８アルキレンまたはフェニレンである、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　Ｌ１がＣ４アルキレンである、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　前記抗原がＢ群連鎖球菌莢膜糖類であり、
　前記第一の担体がＣＲＭ１９７であり、
　前記第一の会合が前記リンカー－ＮＨＣＨ２－を含み、
　前記第二の担体が血清アルブミンであり、
　前記第二の会合が前記リンカー　－Ｃ（Ｏ）ＮＨＮＨＣ（Ｏ）（ＣＨ２）４Ｃ（Ｏ）Ｎ
ＨＮＨＣ（Ｏ）－を含み、Ｌ１がＣ４アルキレンである、請求項１に記載の方法。
【請求項２５】
　請求項１、８～１４および１９～２４のうちのいずれかに記載の結合体。
【請求項２６】
　請求項２５に記載の結合体で被覆されたマルチウェルプレート。
【請求項２７】
　第一の会合により第一の担体に会合する抗原の結合体に対する抗体を検出するためのキ
ットであって、前記キットは第二の会合により第二の担体に会合する抗原の結合体を含み
、ここで、前記第一の会合および前記第二の会合は共有結合性会合であり、前記第一の会
合は前記第二の会合とは異なる、キット。
【請求項２８】
　医師による使用のための、第一の会合により第一の担体に会合する抗原の結合体を含む
ワクチンを提供する方法であって、（ａ）前記ワクチンを複数の被験者に投与する手順と
、（ｂ）試料を前記被験者から回収する手順と、（ｃ）請求項１～２４のうちのいずれか
に記載の方法を使用して各試料中の前記結合体に対する抗体の濃度を測定する手順と、（
ｄ）前記抗原に対する抗体保有率についての標準判定基準と前記濃度とを比較する手順と
、前記被験者について所定の比率で、手順（ｄ）での前記比較が抗体保有率についての前
記判定基準を上回る濃度を示す場合に、（ｅ）医師による使用のための前記ワクチンを提
供する手順とを含む、方法。
【請求項２９】
　前記所定の数の被験者が、統計的に有意な被験者の試料の８０％である、請求項２８に
記載の方法。
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【請求項３０】
　第一の会合により第一の担体に会合する抗原の結合体を含むワクチンのバッチを放出す
る方法であって、以下の手順：
　　（ａ）前記抗原に対する抗体の結合を可能にする条件下で第二の会合により第二の担
体に会合する前記抗原の結合体を、前記ワクチンバッチの一部分の存在下で前記結合体に
対する抗体と接触させる手順と、
　　（ｂ）第二の会合により第二の担体と会合する前記抗原に結合された前記抗体の存在
を検出するための薬剤を導入する手順と、
　　（ｃ）前記結合された抗体の量を決定する手順と、
　　（ｄ）参照ワクチンで置き換えた前記ワクチンバッチの前記部分で手順（ａ）～（ｃ
）を実施する手順と、
　　（ｅ）各手順（ｃ）の結果を比較する手順と、手順（ｅ）での前記比較が、前記ワク
チンバッチが放出について予め定められた要件を満足することを示す場合に、
　　（ｆ）前記ワクチンを放出する手順と
を含む、方法。
【請求項３１】
　前記抗体が免疫グロブリンＧ抗体である、請求項３０に記載の方法。
【請求項３２】
　前記第一の担体がタンパク質である、請求項３０または請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　前記第一の担体がジフテリアトキソイド、破傷風トキソイド、ＣＲＭ１９７またはタン
パク質Ｄである、請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　前記第二の担体がタンパク質である、請求項３０～３３のうちのいずれかに記載の方法
。
【請求項３５】
　前記第二の担体が血清アルブミンである、請求項３４に記載の方法。
【請求項３６】
　前記抗原が糖類である、請求項３０～３５のうちのいずれかに記載の方法。
【請求項３７】
　前記糖類が細菌性の抗原である、請求項３６に記載の方法。
【請求項３８】
　前記糖類がＢ群連鎖球菌莢膜糖類である、請求項３６に記載の方法。
【請求項３９】
　前記第二の担体に会合する前記抗原の前記結合体が表面上に固定化される、請求項３０
～３８のうちのいずれかに記載の方法。
【請求項４０】
　第二の会合により前記第二の担体に会合する前記抗原の前記結合体がマルチウェルプレ
ート上に固定化される、任意の請求項３９に記載の方法。
【請求項４１】
　前記抗体の存在を検出する前記薬剤が前記抗体に対する標識化された抗体である、請求
項３０～４０のうちのいずれかに記載の方法。
【請求項４２】
　前記抗体の存在を検出する前記薬剤が前記抗体に対するアルカリフォスファターゼを結
合体化した抗体である、請求項４１に記載の方法。
【請求項４３】
　前記第一の会合が第一の共有結合性会合であり、また前記第二の会合が前記第一の共有
結合性会合とは異なるリンカー基を含む第二の共有結合性会合である、請求項３０～４２
のうちのいずれかに記載の方法。
【請求項４４】
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　前記第一の会合が前記リンカー－ＮＨＣＨ２－を含む、請求項３０～４３のうちのいず
れかに記載の方法。
【請求項４５】
　前記第二の会合が、前記リンカー－Ｃ（Ｏ）ＮＨＮＨＣ（Ｏ）Ｌ１Ｃ（Ｏ）ＮＨＮＨＣ
（Ｏ）－を含み、Ｌ１がアルキレン、アルケニレン、シクロアルキレン、シクロアルケニ
レン、アリーレン、ヘテロアリーレン、アリールアルキレン、アルカリレン、またはアル
キレンアリールアルキレンを含む群から選択した二価のラジカルである、請求項３０～４
４のうちのいずれかに記載の方法。
【請求項４６】
　Ｌ１がＣ４－８アルキレンまたはフェニレンである、請求項４５に記載の方法。
【請求項４７】
　Ｌ１がＣ４アルキレンである、請求項４６に記載の方法。
【請求項４８】
　前記抗原がＢ群連鎖球菌莢膜糖類であり、
　前記第一の担体がＣＲＭ１９７であり、
　前記第一の会合が前記リンカー－ＮＨＣＨ２－を含み、
　前記第二の担体が血清アルブミンであり、
　前記第二の会合が前記リンカー　－Ｃ（Ｏ）ＮＨＮＨＣ（Ｏ）（ＣＨ２）４Ｃ（Ｏ）Ｎ
ＨＮＨＣ（Ｏ）－を含み、Ｌ１がＣ４アルキレンである、請求項３０に記載の方法。
【請求項４９】
　単離した抗体であって、（ａ）配列番号２内の可変領域または配列番号４の可変領域に
対して少なくとも約９５％の配列同一性を持つ、アミノ酸配列を含む、少なくとも一つの
可変領域であるか、または（ｂ）配列番号３３で示されるアミノ酸配列を含む軽鎖の第三
のＣＤＲ（ＬＣ－ＣＤＲ３）、および／または配列番号２４で示されるアミノ酸配列を含
む重鎖の第三のＣＤＲ（ＨＣ－ＣＤＲ３）を含む、抗体。
【請求項５０】
　配列番号２内の可変領域または配列番号４内の可変領域に対し約１００％配列同一性を
持つアミノ酸配列を含む、少なくとも一つの可変領域を含む、請求項４９に記載の単離し
た抗体。
【請求項５１】
　配列番号２内の可変領域に対して少なくとも約９５％の配列同一性を持つアミノ酸配列
を含むＶＬと、配列番号４内の可変領域に対して少なくとも約９５％配列同一性を持つア
ミノ酸配列を含むＶＨとを含む、請求項４９に記載の単離した抗体。
【請求項５２】
　配列番号２内の可変領域に対して約１００％の配列同一性を持つアミノ酸配列を含むＶ

Ｌと、配列番号４内の可変領域に対して約１００％の配列同一性を持つアミノ酸配列を含
むＶＨとを含む、請求項５１に記載の単離した抗体。
【請求項５３】
　配列番号２内の前記可変領域が配列番号１３で示されるアミノ酸配列である、請求項４
９～５２のうちのいずれかに記載の単離した抗体。
【請求項５４】
　配列番号４内の前記可変領域が配列番号１４で示されるアミノ酸配列である、請求項４
９～５３のうちのいずれかに記載の単離した抗体。
【請求項５５】
　前記抗体が、≦５　ｎＭのＫＤでＧＢＳタイプＩＩＩ莢膜糖類に結合する、請求項４９
～５４のうちのいずれか１項に記載の単離した抗体。
【請求項５６】
　単離した抗体であって、（ａ）配列番号６内の可変領域または配列番号８の可変領域に
対して少なくとも約９５％の配列同一性を持つ、アミノ酸配列を含む、少なくとも一つの
可変領域であるか、または（ｂ）配列番号２７で示されるアミノ酸配列を含む軽鎖の第三
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のＣＤＲ（ＬＣ－ＣＤＲ３）、および／または配列番号３０で示されるアミノ酸配列を含
む重鎖の第三のＣＤＲ（ＨＣ－ＣＤＲ３）を含む、抗体。
【請求項５７】
　配列番号６内の可変領域または配列番号８内の可変領域に対し約１００％配列同一性を
持つアミノ酸配列を含む、少なくとも一つの可変領域を含む、請求項５６に記載の単離し
た抗体。
【請求項５８】
　配列番号６内の可変領域に対し少なくとも約９５％の配列同一性を持つアミノ酸配列を
含むＶＬと、配列番号８内の可変領域に対し少なくとも約９５％配列同一性を持つアミノ
酸配列を含むＶＨとを含む、請求項５６に記載の単離した抗体。
【請求項５９】
　配列番号６内の可変領域に対し約１００％の配列同一性を持つアミノ酸配列を含むＶＬ

と、配列番号８内の可変領域に対して約１００％の配列同一性を持つアミノ酸配列を含む
ＶＨとを含む、請求項５８に記載の単離した抗体。
【請求項６０】
　配列番号６内の前記可変領域が配列番号１５で示されるアミノ酸配列である、請求項５
６～５９のうちのいずれかに記載の単離した抗体。
【請求項６１】
　配列番号８内の前記可変領域が配列番号１６で示されるアミノ酸配列である、請求項５
６～６０のうちのいずれかに記載の単離した抗体。
【請求項６２】
　前記抗体が、≦０．５　ｎＭのＫＤでＧＢＳタイプＩｂ莢膜糖類に結合する、請求項５
６～６１のうちのいずれか１項に記載の単離した抗体。
【請求項６３】
　単離した抗体であって、（ａ）配列番号１０内の可変領域または配列番号１２の可変領
域に対し少なくとも約９５％の配列同一性を持つアミノ酸配列を含む、少なくとも一つの
可変領域であるか、または（ｂ）配列番号２１で示されるアミノ酸配列を含む軽鎖の第三
のＣＤＲ（ＬＣ－ＣＤＲ３）、および／または配列番号３６で示されるアミノ酸配列を含
む重鎖の第三のＣＤＲ（ＨＣ－ＣＤＲ３）を含む、抗体。
【請求項６４】
　配列番号１０内の可変領域または配列番号１２内の可変領域に対し約１００％配列同一
性を持つアミノ酸配列を含む少なくとも一つの可変領域を含む、請求項６３に記載の単離
した抗体。
【請求項６５】
　配列番号１０内の可変領域に対し少なくとも約９５％の配列同一性を持つアミノ酸配列
を含むＶＬと、配列番号１２内の可変領域に対して少なくとも約９５％配列同一性を持つ
アミノ酸配列を含むＶＨとを含む、請求項６３に記載の単離した抗体。
【請求項６６】
　配列番号１０内の可変領域に対し約１００％の配列同一性を持つアミノ酸配列を含むＶ

Ｌと、配列番号１２内の可変領域に対し約１００％の配列同一性を持つアミノ酸配列を含
むＶＨとを含む、請求項６５に記載の単離した抗体。
【請求項６７】
　配列番号１０内の前記可変領域が配列番号１７で示されるアミノ酸配列である、請求項
６３～６６のうちのいずれかに記載の単離した抗体。
【請求項６８】
　配列番号１１内の前記可変領域が配列番号１８で示されるアミノ酸配列である、請求項
６３～６７のうちのいずれかに記載の単離した抗体。
【請求項６９】
　前記抗体が、≦２．５　ｎＭのＫＤでＧＢＳタイプＩａ莢膜糖類に結合する、請求項６
３～６８のうちのいずれか１項に記載の単離した抗体。
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、試料中の抗体の存在を検出する方法に関する。本方法は、抗体が担体タンパ
ク質に会合する抗原の結合体に結合する場合に、特に有用である。
【背景技術】
【０００２】
　数多くのワクチンは、担体に会合した抗原の結合体という形態をとっている。例えば、
バクテリアに由来する糖類は、長年にわたりワクチンで使用されてきた。ところが、糖類
はＴ細胞非依存性抗原であるため、免疫原性が低い。担体への結合がＴ細胞非依存性抗原
をＴ細胞依存性抗原に変換することがあり、それによって記憶応答が高まり、防御免疫が
発展する。よって、最も効果的な糖類ワクチンは複合糖質をベースにするもので、プロト
タイプ結合体ワクチンは、インフルエンザ菌（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎ
ｚａｅ）Ｂ型（「Ｈｉｂ」）に対するものであった［例えば参考文献［１］（非特許文献
１）の１４章を参照］。
【０００３】
　候補の結合体ワクチンに対する被験者の免疫応答を評価するにあたり、被験者から採っ
た試料中にある結合体に応答して産生される抗体の存在を検出する試験法を使用しうる。
こうした試験法は通常、抗体に特異的に結合する固定化した物質（例えば、抗原それ自体
）を含む。こうして、結合した抗体の検出は、例えば、化学的、生物学的または放射性な
標識化の使用によって達成しうる。例えば、結合された抗体の検出は、例えばその試験法
が酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）形式である、被験者からの抗体を認識する第二
の抗体の使用により達成しうる。抗体に特異的に結合する物質が抗原の場合、タンパク質
に会合する抗原の結合体を使用しうる。タンパク質は、例えば、マルチウェルプレートな
どへの結合体の固定化を促進する。これにより、試験法での抗体の検出が促進される。
【０００４】
　ワクチンにおけるタンパク質に会合した抗原の結合体の使用は、結合の産物である人工
エピトープを露出することがある。例えば、こうした人工エピトープは、抗原とタンパク
質の間の境界面に存在しうる。よって、候補の結合体ワクチンは、天然の抗原に対する抗
体に加えて、この人工エピトープに対する抗体を増加させうる。試験法におけるタンパク
質に会合した抗原の結合体の使用は、この人工エピトープを露出することにもなり、また
その結果、試験法は、天然の抗原に対する抗体に加えて、この人工エピトープに対する抗
体を検出する。これによって、検査の対象である試料中にある天然の抗原特異的抗体の量
が不正確に表現されうる。その上、一部の場合には、固定化した結合体が他の抗原に対す
る抗体との交差反応をすることもある［２］（非特許文献２）。
【０００５】
　人工エピトープの検出を避けるために、単に抗原とタンパク質の物理的な混合物を使用
することが可能である［２］（非特許文献２）。ところが、例えば糖類など抗原が親水性
の場合は、遊離した抗原を例えばプレートに固定化するのが困難なことがある。その結果
、遊離した抗原が関与する試験法は、タンパク質との物理的混合物または単独のいずれで
も不適切な感度レベルを持つ傾向にある［３］（非特許文献３）。
【０００６】
　試料中の抗体の存在を検出するための選択的で感応性の高い方法の開発は、これまで特
にＢ群連鎖球菌（ＧＢＳ、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ａｇａｌａｃｔｉａｅ）のケー
スで問題があった。例えば、糖類結合体ワクチンに対する抗体の存在を検出する試みにお
いて、一部の研究者は、ＧＢＳ糖類がヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）に共有結合的に連結
されているＥＬＩＳＡ技術を調査してきた。ＨＳＡ成分は、結合体のＥＬＩＳＡプレート
への効果的な結合を許容し、試験法に対する十分な感度を与えることを目的とする［４］
（非特許文献４）。
【０００７】
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　ところが、他の研究者は、試験法での結合体の使用が結合の産物である人工エピトープ
（結合体ワクチン成分内にも存在）を露出することを見出した。よって、ＥＬＩＳＡは、
天然の糖類に対する抗体ではないこのエピトープに対する抗体を検出すると考えられてい
る。試験法で使用される結合体も、肺炎球菌の糖類に対する抗体との交差反応をすること
がある［２］（非特許文献２）。よって、こうした方法では、ＧＢＳ糖類に対する抗体に
ついての特異性が不十分である。この問題を解決する試みにおいて、研究者はＨＳＡと糖
類の混合物を使用してきた。ところが、これはマルチウェルプレートへの糖類の固定化に
悪影響を及ぼし、よってその結果の試験法の感応性は不十分である［３］（非特許文献３
）。
【０００８】
　ＧＢＳ感染は、ヒトおよび動物に対して重大な健康上の脅威となる。特に懸念となるの
は、出産時のＧＢＳ感染の発生である。この細菌の保菌者である妊婦は、産後の感染のリ
スクにさらされ、また子供が産道を通る時にその子供を感染させることもありうる。した
がって、母親の抗体レベルが新生児の感染を防御するのに十分であるかどうかを判断でき
ることが有用である。したがって、候補の結合体ワクチンの試験においてのみではなく、
患者におけるワクチンの効果の監視において、またワクチン接種を必要としうる被験者を
特定するための既存の抗体レベルについての被験者の試験においても方法が必要である。
ＧＢＳ感染はまた、動物に対する健康上の脅威である。例えば、これは酪農用家畜での乳
腺炎の原因である。よって、獣医学の状況においても試験および監視のための方法が必要
である。
【０００９】
　結合体ワクチン、また特にＧＢＳ莢膜糖類をベースにした結合体ワクチンの開発を機に
、所定のプロセスで製造されたワクチンの各バッチが、例えば効力（例えば免疫原性）の
点で規制上の要件を満足するかどうかを評価する方法の必要性もある。ワクチンバッチが
これらの要件を満足する場合には、ワクチンは期待される免疫応答を提供するはずであり
、理想的には、そのバッチからの試料での試験動物の免疫化など、さらなる試験は必要と
ならない。さらに要件は、ワクチン単独の物理的特性化よりも信頼性がより高い、効力の
評価であるべきである。ワクチン放出のための規制上の要件は、典型的に米国の食品医薬
品局（ＦＤＡ）および欧州の欧州医薬品庁（ＥＭＥＡ）などの機関によって設定されてい
る。よって、本発明のさらなる目的は、これらの標準を満足する結合体ワクチンの効力を
評価する方法を提供することである。
【００１０】
　したがって、試料中の抗体、特に担体に会合した抗原の結合体に対する抗体の存在を検
出するためのさらなるより優れた方法に対する必要性が依然として存在する。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１１】
【非特許文献１】Ｊａｍｅｓｏｎ，　ＢＡ　ｅｔ　ａｌ．　１９８８，　ＣＡＢＩＯＳ　
４（１）：１８１－１８６．
【非特許文献２】Ｂｕｓｈａｎ　ｅｔ　ａｌ．　１９９８　Ｉｎｆｅｃｔ．　Ｉｍｍｕｎ
．　６６（１２）：５８４８－５８５３．
【非特許文献３】Ｋａｓｐｅｒ　ｅｔ　ａｌ．　１９９９　Ｉｎｆｅｃｔ．　Ｉｍｍｕｎ
．　６７（８）：　４３０３－４３０５．
【非特許文献４】Ｗｅｓｓｅｌｓ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９０）　Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｉｎｖ
ｅｓｔ　８６：１４２８－３３．
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１２】
本発明は、試料中にある、抗原および担体の結合体に結合する抗体、特に結合体内の抗原
に結合する抗体の存在を検出するための従来技術の方法の代わりに使用可能な方法に基づ
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く。これらの方法は、従来技術の方法よりも、問題の抗体について特異的および選択的で
ある可能性がある。例えば、本発明の方法は、候補の結合体ワクチンにおける任意の人工
エピトープに対する抗体の検出の問題を避けるため、特異性が改善されている可能性があ
る。また、本発明の方法は、抗原を表面に効果的に固定化する第二の担体を使用しうる時
、より大きな感度を可能とし得る。これらの方法の開発において、発明者は、抗原と第一
の担体の結合体内に存在しうる人工エピトープを露出しない、代替的な結合方法を利用し
てきた。したがって、本方法は、所定の担体に会合する所定の抗原の結合体に対する抗体
を検出するために使用できる。
【００１３】
　よって、本発明は、結合体に結合する試料中の抗体の存在を検出するための代替的また
は改善された方法を提供する。本発明はまた、本発明の方法において有用なキット、マル
チウェルプレートおよび結合体を提供し、また例えば、ワクチンの効力を確立して医師に
よる使用のために提供できるようにするため、被験者でのワクチンに対する免疫応答を監
視するため、またはワクチン接種を必要としうる者を特定するために既存の抗体レベルに
ついて被験者を検査するためのさらなる方法の使用を提供する。
【００１４】
　したがって、第一の態様では、本発明は、試料中の第一の会合による第一の担体に会合
する抗原の結合体に対する抗体の存在を検出する方法であって、前記方法が（ｉ）抗体の
抗原への結合を許容する条件下で、第二の会合による第二の担体に会合する抗原の結合体
を前記試料と接触させる手順、および（ｉｉ）前記抗原に結合した抗体の存在を検出する
薬剤を導入する手順を含む方法を提供するが、ここで、第一の会合は第二の会合とは異な
る。一般に、第一の会合および第二の会合は共有結合性会合である。
【００１５】
　本発明の第一の態様の方法は、医師による使用のために供給できるように、候補の結合
体ワクチンの効力を確立するために適用できる。例えば、方法は、ワクチンの治験から得
られた試料を試験するために使用できる。
【００１６】
　したがって、第二の態様では、本発明は、医師による使用を目的として、第一の会合に
よる第一の担体に会合する抗原の結合体を含むワクチンを提供する方法を提供するが、（
ａ）ワクチンを複数の被験者に投与する手順、（ｂ）被験者から試料を回収する手順、（
ｃ）本発明の第一の態様による方法を使用して、各試料で結合体に対する抗体の濃度を測
定する手順、（ｄ）濃度を、抗原に対する抗体保有率についての標準的な判定基準と比較
する手順、および、被験者について所定の比率で、手順（ｄ）での比較が抗体保有率の判
定基準と等しいかそれを上回る濃度を示す場合に、（ｅ）医師による使用の目的でワクチ
ンを提供する手順といった手順を含む。一般に、第一の会合および第二の会合は共有結合
性会合である。
【００１７】
　本発明の第一の態様の方法はまた、ワクチンのバッチを患者での使用に放出できるよう
に、規制上の要件を満足するかどうかの評価に適用できる。上述のような臨床試料（該試
料は既知の抗体についてのものである）中の抗体の存在または不在を検出するため本方法
を使用する代わりに、本方法はワクチンバッチによるこの抗体の結合の阻害を検出するた
めに使用される。この阻害を既知の効力を持つ参照ワクチンを使用して得られた阻害と比
較し、それによってワクチンバッチの効力の評価が行われる。
【００１８】
　したがって、第三の態様では、本発明は、第一の会合による第一の担体に会合する抗原
の結合体を含むワクチンを放出する方法を提供するが、（ａ）抗体の抗原への結合が許容
される条件下で、ワクチンバッチの一部の存在下で、結合体に対する抗体と、第二の会合
による第二の担体に会合する抗原の結合体を接触させる手順、（ｂ）第二の会合による第
二の担体に会合する抗原に結合された抗体の存在を検出する薬剤を導入する手順、（ｃ）
結合された抗体の量を決定する手順、（ｄ）ワクチンバッチの部分を参照ワクチンで置き
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換えた手順（ａ）～（ｃ）を実施する手順、（ｅ）各手順（ｃ）の結果を比較する手順、
および、手順（ｅ）での比較でワクチンバッチが放出のために予め設定された要件を満足
することが示された場合に、（ｆ）ワクチンを放出する手順といった手順を含む。一般に
、第一の会合は第二の会合とは異なる。ところが、本発明のこの第三の態様では、上記で
考察した人工エピトープの問題は、任意の人工エピトープに結合されない抗体の選択によ
って避けることができ、よって、第一の会合が第二の会合と異なることの重要性は低い。
また、一般に、第一の会合および第二の会合は共有結合性会合である。
【００１９】
　本発明は、本書で描写した方法で使用するための結合体も提供する。また本発明には、
本発明の第一および第二の態様の方法のためのキットも提供されている。特に、第一の会
合による第一の担体に会合する抗原の結合体に対する抗体を検出するためのキットが提供
されており、前記キットには、第二の会合による第二の担体に会合する抗原の結合体が含
まれ、ここで第一の会合は第二の会合とは異なる。一般に、第一の会合および第二の会合
は共有結合性会合である。また、本発明の第三の態様の方法のためのキットも提供されて
いる。特に、キットには抗体および第二の会合による第二の担体に会合する抗原の結合体
が含まれるが、ここで第一の会合は第二の会合とは異なる。キットはまた、抗体の存在を
検出するための薬剤も含みうる。最後に、本発明の方法で使用するためのマルチウェルプ
レートも提供されている。
【００２０】
　本発明はまた、本発明の第三の態様にとって有用な抗体を提供している。
【００２１】
　試料
【００２２】
　試料は、全血、血清および血漿、特に血清を含む群から選択されることが適切である。
ところが、試料は任意の供給源からの試料としうる。こうして、試料は、ラボ内で生成す
ることも被験者から得ることもできる。被験者は、哺乳動物または鳥など典型的に動物で
ある。被験者は、ヒトなどの哺乳動物であることが適切である。例えば、被験者は、妊娠
した哺乳動物、典型的に妊娠したヒトとしうる。試料は、例えば、乳、尿、または羊水な
ど、流体（既知の方法による必要に応じて濃縮）としうる。代替的に、試料は、胃スワブ
、泌尿生殖器スワブまたは胎盤スワブからの試料としうる。
【００２３】
　抗原
【００２４】
　抗原は糖類であり、典型的には細菌性の抗原である糖類、例えば細菌性の莢膜糖類であ
ることが適切である。莢膜糖類は、特にＢ群連鎖球菌莢膜糖類としうる。莢膜糖類はＧＢ
Ｓのペプチドグリカンバックボーンと共有結合的に会合し、ペプチドグリカンバックボー
ンに付着する別の糖類である、Ｂ群抗原とははっきり区別される。本書で使用するとき、
糖類には多糖類またはオリゴ糖が含まれる。オリゴ糖は、精製した多糖類の断片化によっ
て都合よく形成されており（例えば加水分解による）、通常は、この後に希望のサイズの
断片の精製が続く。オリゴ糖は、典型的に結合の前にサイズが定まる。本発明に解重合さ
れた糖類が含まれる場合、解重合の前に結合があることが好ましい。
【００２５】
　ただし、本発明は、天然の出所に由来する精製した糖類には限定されず、糖類は、全合
成または部分的合成などのその他の方法により得ることができる。
【００２６】
　上述のとおり、本発明にとって特に適切なのは、ＧＢＳ、特にＧＢＳ莢膜糖類により生
成された糖類である。ＧＢＳ莢膜糖類は、化学的に関連するが抗原的には非常に異なる。
全てのＧＢＳ莢膜糖類が、次の三糖コアを共有する：
　（式１）
β－Ｄ－ＧｌｃｐＮＡｃ（１→３）β－Ｄ－Ｇａｌｐ（１→４）β－Ｄ－Ｇｌｃｐ
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【００２７】
　様々なＧＢＳ血清型は、このコアが変性される方法によって異なる。例えば、血清型Ｉ
ａとＩＩＩの違いは、連続的な三糖コアのリンクのためのこのコアでのＧｌｃＮＡｃ（Ｉ
ａ）またはＧａｌ（ＩＩＩ）のどちらを使用するかによって生じる。血清型ＩａおよびＩ
ｂはどちらもコア内にＧｌｃＮＡｃに会合した［α－Ｄ－ＮｅｕｐＮＡｃ（２→３）β－
Ｄ－Ｇａｌｐ－（１→］二糖を持つが、会合は、１→４（Ｉａ）または１→３（Ｉｂ）の
いずれかである。
【００２８】
　ＧＢＳに関連した病気は、主に血清型Ｉａ、Ｉｂ、ＩＩ、ＩＩＩ、ＩＶ、Ｖ、ＶＩ、Ｖ
ＩＩ、ＶＩＩＩおよびＩＸから発生し、８５％を上回るものがＩａ、Ｉｂ、ＩＩ、ＩＩＩ
、Ｖの５つの血清型に起因する。本発明は、望ましくは、これらの５つの血清型のうち一
つ以上の糖類、特に血清型Ｉａ、Ｉｂ、ＩＩＩのうち一つ以上の糖類を使用する。これら
のそれぞれの血清型の莢膜糖類には、（ａ）全てのケースでガラクトース残基に対して２
→３にリンクされる、末端のＮ－アセチル－ノイラミン酸（ＮｅｕＮＡｃ）残基（一般に
シアル酸と呼ばれる）と、（ｂ）三糖コア内のＮ－アセチル－グルコサミン残基（Ｇｌｃ
ＮＡｃ）とが含まれる。糖類には三糖コア内のガラクトース残基が含まれるが、血清型Ｉ
ａ、Ｉｂ、ＩＩ、ＩＩＩにも各反復単位に追加的なガラクトース残基が含まれる。
【００２９】
　糖類は、参考文献［４］および［５］など、本書の参考文献に記載のある既知の技術に
より精製できる。ＧＢＳ莢膜糖類を精製する典型的なプロセスには、塩基抽出、遠心分離
、ろ過、ＲＮａｓｅ／ＤＮａｓｅ処理、プロテアーゼ処理、濃縮、サイズ排除クロマトグ
ラフィー、限外濾過、陰イオン交換クロマトグラフィー、およびさらなる限外濾過が関与
する。バクテリアの細胞壁を切断して細胞壁成分を遊離させる、酵素ムタノリシンによる
ＧＢＳ細胞の処理も有用である。代替として、参考文献［６］に記載のある精製プロセス
も使用しうる。これには、塩基抽出、エタノール／ＣａＣｌ２処理、ＣＴＡＢ沈殿、およ
び再可溶化が関与する。さらなる代替的なプロセスは、参考文献［７］に記載がある。
【００３０】
　その他の糖類を本発明で使用しうる。特に、その他の細菌性の莢膜糖類を本発明で使用
しうる。これらの細菌性の莢膜糖類は、Ｎ．　ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓ、特に血清型Ａ
、Ｃ、Ｗ１３５およびＹ、Ｓ．　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ、特に血清型：　１、２、３、４
、５、６Ａ、６Ｂ、７Ｆ、８、９Ｎ、９Ｖ、１０Ａ、１１Ａ、１２Ｆ、１４、１５Ｂ、１
７Ｆ、１８Ｃ、１９Ａ、１９Ｆ、２０、２２Ｆ、２３Ｆおよび３３Ｆによるもの、Ｓ．　
ａｇａｌａｃｔｉａｅ、特に血清型Ｉａ、Ｉｂ、およびＩＩＩ、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｃｏ
ｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ、特にＳ．　ａｕｒｅｕｓ　５型および８型によるもの、Ｈ．　ｉ
ｎｆｌｕｅｎｚａｅ　ｂ型、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｅｎｔｅｒｉｃａ　Ｖｉ型、Ｓｔａ
ｐｈｙｌｏｃｃｏｃｕｓ　ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓによる糖類抗原［例えば参考文献８、
９および１０に記載のある菌株ＡＴＣＣ－３１４３２、ＳＥ－３６０およびＳＥ－１０か
ら獲得可能なＩ、ＩＩおよび／またはＩＩＩ型莢膜糖類］、およびＣｌｏｓｔｒｉｄｉｕ
ｍ　ｄｉｆｆｉｃｉｌｅに由来するものとしうる。本発明はまた、非莢膜細菌性の糖類も
使用し得る。模範的な非莢膜細菌性の糖類は、化膿レンサ球菌ＧＡＳ炭水化物である（Ｇ
ＡＳ細胞壁多糖類、またはＧＡＳＰとしても知られている）。本発明はまた、非細菌性の
糖類も使用する。例えば、本発明はグルカン、例えば、真菌細胞壁に由来するものを使用
しうる。代表的なグルカンには、ラミナリンおよびカードランが含まれる。
【００３１】
　本発明の方法で使用しうる追加的な抗原には、細菌性、ウィルス性または寄生性の抗原
が含まれる。
【００３２】
　一部の実施形態において、第一の担体に会合する抗原は、例えば、構造および／または
純度において、第二の担体に会合する抗原とは同一でない。例えば抗原が糖類であるとき
、第一の担体に会合する抗原は、第二の担体に会合する抗原と比較して、異なる平均サイ
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ズおよび／またはサイズの範囲を持ちうる。各抗原は、異なる方法で調製する、および／
または異なるレベルの純度で提供しうる。ところが、各抗原には、第二の担体に会合する
抗原への結合が第一の担体に会合する抗原に結合する能力を示すような、抗体が結合して
いる単数または複数のエピトープが含まれる。
【００３３】
　担体
【００３４】
　第一の担体および／または第二の担体は、タンパク質またはペプチドなどの担体分子と
しうる。一般に、第一および第二の担体は両方ともタンパク質である。一般に、第一の担
体は第二の担体とは異なり、例えば、第一の担体はあるタンパク質（典型的にジフテリア
トキソイド、破傷風トキソイド、ＣＲＭ１９７またはタンパク質Ｄ）であり、第二の担体
は異なるタンパク質（典型的にはヒト血清アルブミン）である。特に、第二の担体は、結
合体内で担体に結合する結合体に対する抗体が本方法で検出されないように、第一の担体
と共通の抗体－結合エピトープを含まないように選択されることが望ましい。
【００３５】
　有用なタンパク質には、ジフテリアトキソイドまたは破傷風トキソイドなどの、細菌性
の毒素またはトキソイドが含まれる。例えば、破傷風トキソイドの断片Ｃなど、毒素また
はトキソイドの断片も使用できる［１１］。ジフテリア毒素のＣＲＭ１９７突然変異体［
１２－１４］は、本発明で特に有用である。その他の適切なタンパク質には、Ｎ．　ｍｅ
ｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓ外膜タンパク質［１５］、合成ペプチド［１６，１７］、熱ショッ
クタンパク質［１８，１９］、百日咳タンパク質［２０、２１］、サイトカイン［２２］
、リンホカイン［２２］、ホルモン［２２］、成長因子［２２］、ヒト血清アルブミン（
望ましくは組換え体）、各種の病原体由来の抗原からの複数のヒトＣＤ４＋Ｔ細胞エピト
ープを含む人工タンパク質［２３］（Ｎ１９［２４］など）、Ｈ．　ｉｎｆｌｕｅｎｚａ
ｅからのタンパク質Ｄ　［２５、２６］、肺炎球菌表面タンパク質ＰｓｐＡ　［２７］、
ニューモリシン［２８］、鉄摂取タンパク質［２９］、Ｃ．ｄｉｆｆｉｃｉｌｅからの毒
素ＡまたはＢ　［３０］、組換えＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ細胞外
タンパク質Ａ（ｒＥＰＡ）［３１］、ＧＢＳタンパク質（特にＧＢＳ６７）［３２］など
が含まれる。また担体として有用なのは、細菌性の線毛またはその断片、特にＧＢＳに由
来するものである。その他の適切なタンパク質には、Ｎ．　ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓ外
膜タンパク質複合体［３３］、合成ペプチド　［３４、３５］、熱ショックタンパク質［
３６、３７］、百日咳タンパク質［３８、３９］、サイトカイン［４０］、リンホカイン
［４０］、ホルモン［４０］、成長因子［４０］、各種病原体由来の抗原からの複数のヒ
トＣＤ４＋Ｔ細胞エピトープを含む人工タンパク質　［４１］（Ｎ１９　［４２］など）
、Ｈ．　ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅからのタンパク質Ｄ　［４３－４５］、ニューモリシン［
４６］またはその無毒性誘導体［４７］、肺炎球菌表面タンパク質ＰｓｐＡ　［４８］、
鉄摂取タンパク質［４９］、Ｃ．　ｄｉｆｆｉｃｉｌｅからの毒素ＡまたはＢ　［５０］
、組換えＰ．　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ　細胞外タンパク質Ａ（ｒＥＰＡ）［５１］、など
が含まれる。
【００３６】
　タンパク質の混合物を使用することも可能である。単一のタンパク質は、複数の異なる
糖類を保有しうる［５２］。
【００３７】
　ジフテリアトキソイド、破傷風トキソイド、ＣＲＭ１９７およびタンパク質Ｄは、第一
の担体への抗原の結合体での使用に特に認識される。
【００３８】
　本発明は、第二の担体に会合する抗原結合体の使用が関与する。第二の担体により抗原
の固定化が促進され、試料中の抗体の適切な度合での検出が確保されうる。
【００３９】
　第一の担体に会合する抗原の結合体での使用に適切なタンパク質は、第二の担体に会合
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する抗原の結合体での使用にも適切である。発明者は、血清アルブミン、特にヒト血清ア
ルブミン、より具体的には組換えヒト血清アルブミンは、第二の担体に会合する抗原の結
合体での使用に適切である。
【００４０】
　会合
【００４１】
　抗原および担体の間の多数のタイプの会合が当技術で知られているが、特に下記に詳述
するとおり、抗原が糖類であり、かつ担体がタンパク質であるときにその点が当てはまる
。会合は、共有結合または非共有結合のいずれでもよい。非共有結合性会合には、静電的
相互作用および物理的混合物が含まれる。共有結合性会合は、一つ以上の原子リンカー基
、および直接結合を含む群から選択しうる。
【００４２】
　本発明において、本発明の第一および第二の態様において、および典型的に本発明の第
三の態様において、抗原および第一の担体の間の会合（これを「第一の会合」ということ
もある）が、抗原および第二の担体の間の会合（これを「第二の会合」ということもある
）と異なるという条件で、任意の会合を使用しうる。例えば：
　　Ｉ．第一および第二の会合はどちらも共有結合性会合であるが、それぞれが異なるリ
ンカー基を含むか、または一方が直接結合で他方がリンカー基を含む。
　　ＩＩ．第一および第二の会合はどちらも共有結合性会合であるが、それぞれが担体の
異なる部分間に形成される（例えば、担体がタンパク質である場合にはタンパク質の異な
る残基）。
　　ＩＩＩ．第一および第二の会合はどちらも共有結合性会合であるが、それぞれが抗原
の異なる部分間に形成される（例えば、抗原が糖類である場合には糖類の異なる残基）。
　　ＩＶ．第一または第二のいずれかの会合は共有結合性会合であり、他方の会合は非共
有結合性会合である。
【００４３】
　これらのオプションは相互排除的なものではなく、組合せてもよい（例えば、上記のオ
プションＩ、ＩＩおよびＩＩＩ）。第一の会合および第二の会合は共有結合性会合である
ことが適切である。一般に、第一の会合はリンカー基を含む第一の共有結合性会合であり
、第二の会合は第一の共有結合性会合とは異なるリンカー基を含む第二の共有結合性会合
である。
【００４４】
　抗原は糖類であり、かつ第一および／または第二の担体はタンパク質であることが適切
である。糖類のタンパク質への結合には、様々な方法が知られている。本発明において、
適切な任意の結合反応を、必要に応じて適切な任意のリンカーと共に使用することができ
る。本書で使用するとき、用語「リンカー」は、一つ以上の原子が抗原の残基および担体
の残基に共有結合的に結合した二価の基を意味する。
【００４５】
　抗原（ここで抗原が糖類）を担体タンパク質に結合するために一般に使用される方法に
は、糖類内のアルデヒド基とタンパク質中のアミノ酸残基（リシン残基が適切）の側鎖上
にあるアミン基との間の会合の形成が関与する。会合は、例えば、参考文献［５３］およ
び［５４］に記載のある還元的アミノ化によって形成しうる。糖類中のアルデヒド基は、
例えば、過ヨウ素酸酸化などの酸化により生成されうる。ＧＢＳ糖類の場合に、アルデヒ
ド基は一つ以上のシアル酸残基の脂肪族側鎖上に形成しうる。この方法によって、結果的
に担体（典型的には本発明の第一の担体）と会合する抗原の結合体が生じ得るが、ここで
抗原と担体の間の会合は、リンカー－ＮＨＣＨ２－を含む、共有結合性会合である。この
リンカーにおいて、第二のアミノ基は典型的に担体に起因し、炭素原子は典型的に還元的
アミノ化の後でのアルデヒド基の残りである。
【００４６】
　こうした結合体は、以下の手順を含む方法により生成されうる：
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　　（ｉ）ビシナルジオール、または酸化してアルデヒドを形成可能なその他の基を含む
糖類を提供する手順、
　　（ｉｉ）例えば、過ヨウ素酸塩を使用してアルデヒド基を供給するなどの前記糖類を
酸化する手順、
　　（ｉｉｉ）遊離アミン基を含むタンパク質を提供する手順、
　　（ｉｖ）タンパク質を、還元的アミノ化による手順（ｉｉ）の生成物にリンクする手
順、
　この第一の会合を使用する場合、本発明の方法の第二の会合は、当技術で既知のその他
の任意の会合としうる。具体的には、これは、タンパク質上の異なる残基による、および
／または異なるリンカー基による、タンパク質上の異なる残基による、および／または異
なるリンカー基による、会合とすることができ、代替的には、実施例で例証するとおり、
特に第二の担体が本書で定義したとおりリンカー前駆体により誘導体化したＨＳＡなどの
タンパク質であるときには、非共有結合性相互作用としうる。
【００４７】
　第二の担体に会合する抗原の結合体は、（および特に、第一の会合がリンカー－ＮＨＣ
Ｈ２－を含む共有結合性会合である場合）、リンカー－Ｃ（Ｏ）ＮＨＮＨＣ（Ｏ）Ｌ１Ｃ
（Ｏ）ＮＨＮＨＣ（Ｏ）－またはリンカー－Ｃ（Ｏ）ＮＨＮＨＣ（Ｏ）Ｌ１ＮＨＮＨＣ（
Ｏ）－を含む、共有結合性会合である会合を含みうることが適切である。一般に、第二の
会合は、リンカーＣ（Ｏ）ＮＨＮＨＣ（Ｏ）Ｌ１Ｃ（Ｏ）ＮＨＮＨＣ（Ｏ）－を含む。こ
れらのリンカーにおいて、リンカーのそれぞれの端にあるカルボニル基は、典型的には抗
原および担体に起因する。Ｌ１は、アルキレン、アルケニレン、アリーレン、ヘテロアリ
ーレン、アリールアルキレン、アルカリレン、またはアルキレンアリールアルキレンを含
む群から選択される、二価のラジカルである。望ましくは、Ｌ１は、Ｃ４－８アルキレン
またはフェニレン（すなわち、パラ－フェニレン、メタ－フェニレンまたはオト－フェニ
レン）である。Ｌ１は、Ｃ４　アルキレンまたはＣ８アルキレンとしうる。Ｌ１はＣ４ア
ルキレンであることが適切である。Ｌ１がＣ４アルキレンである場合、リンカー前駆体は
ＡＤＨである。
【００４８】
　こうした結合体は、以下の手順を含む方法により生成されうる：
　　（ｉ）遊離カルボキシル基を含むタンパク質を提供する手順、
　　（ｉｉ）前記タンパク質をカルボジイミドと反応させる手順、
　　（ｉｉｉ）遊離カルボキシル基を含む糖類を提供する手順、
　　（ｉｖ）前記糖類をさらなるカルボジイミドと反応させる手順、
　次のいずれか
　　（ｖ）手順（ｉｉ）で生成したＯ－アシルイソ尿素エステルを、式Ｈ２ＮＨＮＣ（Ｏ
）Ｌ１Ｃ（Ｏ）ＮＨＮＨ２の化合物と反応させる手順、
　　（ｖｉ）手順（ｉｖ）で生成したＯ－アシルイソ尿素エステルを、手順（ｖ）の生成
物と反応させる手順、
　または
　　（ｖｉｉ）手順（ｉｖ）で生成したＯ－アシルイソ尿素エステルを、式Ｈ２ＮＨＮＣ
（Ｏ）Ｌ１Ｃ（Ｏ）ＮＨＮＨ２の化合物と反応させる手順、
　　（ｖｉｉｉ）手順（ｉｉ）で生成したＯ－アシルイソ尿素エステルを、手順（ｖｉｉ
）の生成物と反応させる手順。
【００４９】
　一般に、それぞれのカルボジイミドは、式ＲＮ＝Ｃ＝ＮＲのものであってもよいが、式
中、それぞれの置換基Ｒは、Ｃ１－８アルキル、Ｃ１－８アルケニル、Ｃ１－８アルケニ
ル－ＮＲａ

２を含む群から独立的に選択され、またそれぞれのＲａは、ＨおよびＣ１－４

アルキルから選択される。それぞれのカルボジイミドは、１－エチル－３－（３－ジメチ
ルアミノプロピル）カルボジイミド（ＥＤＡＣ）としうることが適切である。
【００５０】
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　代替的に、および特に、第一の会合がリンカー－ＮＨＣＨ２－を含む共有結合性会合で
ある場合、および抗原が糖類である場合に、第二の会合は非共有結合性相互作用としうる
。特に、第二のタンパク質に会合した抗原の結合体は、糖類と、遊離カルボキシル基を式
Ｃ（Ｏ）ＮＨＮＨＣ（Ｏ）Ｌ１Ｃ（Ｏ）ＮＨＮＨ２の基に変換することにより誘導体化し
たタンパク質との間の非共有結合性複合体としうるが、式中Ｌ１は上記に定義したとおり
である。
【００５１】
　こうした結合体は、以下の手順を含む方法により形成しうる：
　　（ｉ）遊離カルボキシル基を含むタンパク質を提供する手順、
　　（ｉｉ）前記第二のタンパク質をカルボジイミドと反応させる手順、
　　（ｉｉｉ）結果として生じるＯ－アシルイソ尿素エステルを式Ｈ２ＮＨＮＣ（Ｏ）Ｌ
１　Ｃ（Ｏ）ＮＨＮＨ２の化合物で反応させる手順、
　　（ｉｖ）手順（ｉｉｉ）の生成物を糖類と混合する手順、
【００５２】
　一般に、糖類抗原のタンパク質への付着は、例えばタンパク質中のリシン残基の、また
はアルギニン残基の側鎖内の、－ＮＨ２基を介したものとしうる。糖類が遊離アルデヒド
基を持つ場合には、これはタンパク質中のアミンと反応して、還元的アミノ化による結合
体を形成することができる。タンパク質への付着は、例えば、システイン残基の側鎖内の
ＳＨ基を介するものでもよい。代替的に、糖類抗原は、一つ以上の原子のリンカー基を介
してタンパク質に付着しうる。
【００５３】
　糖類は、典型的に結合に先行して、活性化または官能基化される。活性化には、例えば
、ＣＤＡＰ（例えば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
ラート　［５５、５６、など］）などのシアニル化試薬が関与しうる。その他の適切な技
術では、カルボジイミド、ヒドラジド、活性エステル、ノルボラン、ｐ－ニトロ安息香酸
、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド、Ｓ－ＮＨＳ、ＥＤＣ、ＴＳＴＵが使用される（参考文
献［５７］の序論も参照）。
【００５４】
　リンカー基を介した連結は、既知の任意の手順、例えば、参考文献［５８］および［５
９］に記載のある手順を用いて行われうる。好ましいタイプのリンカーは、アジピン酸リ
ンカー前駆体を基にするもので、これは、遊離－ＮＨ２基（アミノ化により糖類に導入で
きる可能性がある）をアジピン酸（例えば、ジイミド活性化を使用）でカップリングして
、その後でタンパク質を結果として生じる糖類－アジピン酸中間体とカップリングするこ
とで形成されうる［６０、６１、６２］。別の好ましいタイプのリンカーはカルボニルリ
ンカーであり、これは、糖類の遊離ヒドロキシル基をカルボニルジイミダゾール（ＣＤＩ
）で反応させた後［６３、６４］、タンパク質で反応させて、カルバミン酸塩会合を形成
することにより形成されうる。その他のリンカーおよびリンカー前駆体には、β－プロピ
オンアミド［６５］、ニトロフェニル－エチルアミン［６６］、ハロアシルハロゲン化物
［６７］、グリコシド会合［６８］、６－アミノカプロン酸［６９］、Ｎスクシンイミジ
ル－３－（２－ピリジルジチオ）－プロピオン酸塩（ＳＰＤＰ）［７０］、アジピン酸ジ
ヒドラジド（ＡＤＨ）［７１］、Ｃ４‐Ｃ１２部分［７２］などが含まれ、カルボジイミ
ド　縮合も使用できる［７３］。
【００５５】
　アミノ基の糖類への導入に関与するプロセス（例えば、末端の＝Ｏ基を－ＮＨ２で置き
換えることによる）の後に続き、アジピン酸ジエステル（例えばアジピン酸Ｎヒドロキシ
スクシンイミドジエステル）による誘導体化、およびタンパク質との反応が典型的である
。
【００５６】
　糖類中のアミン基へのカップリングのための第一の基、およびタンパク質へのカップリ
ングのため（典型的に、タンパク質中のアミンへのカップリングのため）の第二の基を提
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供するために、二官能性リンカー前駆体を使用しうる。
【００５７】
　こうして、二官能性リンカー前駆体内の第一の基は、糖類にあるアミン基（－ＮＨ２）
と反応できるようになりうる。この反応は、典型的にアミンの水素の求電子置換が関与す
る。二官能性リンカー前駆体内の第二の基は、タンパク質にあるアミン基と反応すること
ができる。この反応もまた、典型的にアミンの求電子置換が関与する。
【００５８】
　糖類およびタンパク質の両方との反応にアミンが関与する場合には、二官能性リンカー
前駆体を使用しうる。例えば、式Ｘ－Ｌ－Ｘのホモ二官能性リンカー前駆体を使用しうる
が、式中、２つのＸ基は互いに同一でアミンと反応することができ、Ｌはリンカーのリン
ク部分である。同様に、式Ｘ－Ｌ－Ｘのヘテロ二官能性リンカー前駆体を使用しうるが、
式中、２つのＸ基は異なり、アミンと反応することができ、Ｌはリンカーのリンク部分で
ある。好ましいＸ基は、Ｎオキシスクシンイミドである。Ｌは、望ましくは、式－Ｃ（Ｏ
）－Ｌ１－Ｃ－（Ｏ）－を持つ。好ましいＬ１基は、本書で定義している。
【００５９】
　ホモ二官能性リンカー前駆体のさらなる例は、式Ｙ－Ｌ－Ｙのリンカー前駆体であり、
式中、それぞれのＹ基はカルボニル基と反応することができ、ＣＤＩによって活性化され
る可能性がある一級アミン基を含む。典型的なＹ基は、－ＮＨＮＨ２基である。Ｌは、典
型的に式－Ｃ（Ｏ）－Ｌ１－Ｃ－（Ｏ）－を持ち、ここで、Ｌ１は本書で定義したとおり
で、特に－（ＣＨ２）４－である。こうして、典型的な追加的なリンカー前駆体は、アジ
ピン酸ジヒドラジド（ＡＤＨ）であり、発明者は、本発明のためのリンカー前駆体として
この化合物が特に適切であることを見出した。ところが、短めの追加的なリンカー前駆体
を使用することもでき、発明者は、本発明のためのリンカー前駆体として、カルボジヒド
ラジン（ＣＤＨ、すなわち、Ｙ－Ｌ－Ｙ、ここでＹは－ＮＨＮＨ２で、Ｌはカルボニル）
も特に適切であることを見出した。
【００６０】
　その他のＸ基は、ノルボラン、ｐ－ニトロ安息香酸、およびスルホ－Ｎ－ヒドロキシス
クシンイミドなど、ＨＯ－Ｌ１－ＯＨと組み合わせたときにエステルを形成するものであ
る。
【００６１】
　本発明で使用するためのさらなる二官能性リンカー前駆体には、アクリロイルハロゲン
化物（例えば、塩化物）、ハロアシルハロゲン化物およびジヒドラジドが含まれる。ジヒ
ドラジドには、ＡＤＨおよびセバシン酸ジヒドラジドが含まれる。
【００６２】
　リンカー前駆体は、一般にモル過剰で糖類に追加される。
結果としての結合体は、例えば、比率の範囲１：５～５：１で、過剰なタンパク質（ｗ／
ｗ）または過剰な糖類（ｗ／ｗ）を持ちうる。過剰なタンパク質との結合体は、典型的に
は例えば、０．２：１～０．９：１の範囲、または同一の重量である。結合体には、少量
の遊離（すなわち、非結合の）タンパク質が含まれうる［７４］。所定のタンパク質が本
発明の組成に遊離および結合の両方の形態で存在するとき、非結合の形態は全体としての
組成中のタンパク質の合計量の５％以下であることが望ましく、２％（重量で）未満が存
在することがより望ましい。
【００６３】
　ＧＢＳ糖類の結合は、広く報告されてきた（例えば、参考文献［７５］、［７６］、［
７７］、［７８］、［７９］、［８０］、［８１］、［８２］および［８３］を参照）。
典型的な従来の技術でのＧＢＳ糖類結合のためのプロセスには、典型的に、精製した糖類
のタンパク質への還元的アミノ化が関与する。還元的アミノ化には、タンパク質中のアミ
ノ酸の側鎖にあるアミン基、および糖類中のアルデヒド基が関与する。ＧＢＳ莢膜糖類に
は、アルデヒド基はその天然の形態に含まれないため、これは、典型的に糖類のシアル酸
残基の部分（例えば、５～４０％、特に１０～３０％、望ましくは約２０％）の酸化（例
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えば、過ヨウ素酸酸化）による結合の前に生成される［７６、８４］。この方法で調製さ
れた結合体ワクチンは、ヒトにおいて、それぞれのＧＢＳ血清型Ｉａ、Ｉｂ、ＩＩ、ＩＩ
Ｉ、およびＶについて、安全であり免疫原性であることが示されてきた［８５］。ところ
が、本発明で脱シアル化された血清型Ｖ莢膜糖類を使用するときには、糖類のガラクトー
ス残基の部分（例えば、５～４０％、特に１０～３０％、望ましくは約２０％）の酸化（
例えば、過ヨウ素酸酸化）による結合の前に、アルデヒド基がこの糖類中で生成されうる
［８６］。代替的な結合プロセスには、糖類（脱Ｎアセチル化から、またはアミンの導入
後のいずれか）中の－ＮＨ２基を、参考文献［８７］に記載のある二官能性リンカーと関
連して使用することが関与する。さらなる代替的なプロセスは、参考文献［８８］および
［８９］に記載がある。このプロセスでは、末端の２，５－アンヒドロ－Ｄ－マンノース
残基（軽い脱アミノ分解によるタイプＩＩまたはタイプＩＩＩ莢膜糖類の脱重合により生
成）の遊離アルデヒド基は、還元的アミノ化による結合に使用される。
【００６４】
　抗体
【００６５】
　本発明の第一および第二の態様では、抗体は免疫グロブリンＡ（ＩｇＡ）または免疫グ
ロブリンＧ（ＩｇＧ）抗体、特にＩｇＧ抗体が適切である。適切なＩｇＧ抗体には、Ｉｇ
Ｇ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３およびＩｇＧ４が含まれる。適切なＩｇＡ抗体には、ＩｇＡ１
およびＩｇＡ２が含まれる。一般に、抗体は例えば、試料がその結合体で免疫化した被験
者からの血清であるときなど、結合体に結合する試料中の複数の抗体である。複数の抗体
を、異なる特異性および／または親和性を持つ結合体中の抗原に結合しうる。本方法は、
典型的に試料中での、結合体に対する複数の抗体の検出が関与する。このように、被験者
の結合体に対する全体的抗体反応の測定が可能であり、反応中に抗原に対して産生される
異なる抗体がこの方法で検出される。
【００６６】
　本発明の第三の態様では、抗体は望ましくは単クローン抗体である。抗体は、第一の会
合による第一の担体に会合する抗原の結合体、特に結合体内の抗原に結合する。抗体が結
合する１つまたは複数のエピトープもまた、第二の担体に会合する抗原への結合がワクチ
ンバッチ内の第一の担体に会合する抗原の存在により阻害されるように、第二の会合によ
る第二の担体に会合する抗原の結合体内に存在する。抗体は、任意の供給源から獲得しう
る。抗原が細菌性であるとき、抗体は殺菌性抗体であることが適切である。本開示の目的
で、殺菌性抗体には、殺菌性抗体によって結合されるエピトープに結合する任意の抗体が
含まれる。したがって、殺菌性抗体には、天然および合成の抗体（例えば、キメラ抗体、
ヒト化抗体、相補性決定領域（ＣＤＲ）移植抗体、べニア抗体（ｖｅｎｅｅｒｅｄ　ａｎ
ｔｉｂｏｄｉｅｓ）、ファージ－ディスプレー単離抗体、ミニボディー、その他の組換え
足場タンパク質などの組換え抗体）が含まれる。一般に、殺菌性抗体は、交差反応しない
（すなわち、関心の抗原にのみ結合し、ワクチン内に存在しうるその他の任意の抗原には
結合しない）。当業者であれば、交差反応しない殺菌性抗体を簡単にスクリーニングでき
る。単クローン抗体が好ましいが、多クローン性抗体も使用しうる。当業者であれば、多
クローン性抗体の試料内の交差反応する抗体を簡単に除去できるが、これには一例として
、多クローン性抗体の試料をワクチン中のその他の成分からの固定化した抗原を有するク
ロマトグラフィーのカラムを通過させることによることを含む。
【００６７】
　当業者であれば、任意の形態の関心のある抗原を、抗体、特に本発明で使用しうる殺菌
性抗体の生成に使用しうることが理解される。体液性免疫系を有する動物の免疫化、関心
のある抗原に対してスクリーニングした抗体ファージディスプレーなど、抗体の生成に使
用できる任意の方法を使用しうる。一定の実施形態で、殺菌性抗体は、血清試料、多クロ
ーン性抗体、抗原精製した多クローン性抗体または単クローン抗体を含む抗体の形態とし
うる。
【００６８】
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　本発明の第三の態様での抗原がＧＢＳ　ＩＩＩ型莢膜糖類であるとき、抗体は、特に配
列番号２内の可変領域または配列番号４内の可変領域に対して少なくとも約９５％配列同
一性、より望ましくは少なくとも約９９％の配列同一性、および典型的には約１００％の
配列同一性を持つアミノ酸配列を含む少なくとも一つの可変領域を含む抗体としうる。特
に、抗体は、配列番号２内の可変領域に対して少なくとも約９５％の配列同一性、より望
ましくは少なくとも約９９％の配列同一性、および典型的に約１００％の配列同一性を持
つアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域（ＶＬ）と、配列番号４内の可変領域に対して少なく
とも約９５％の配列同一性、より望ましくは少なくとも約９９％の配列同一性、および典
型的に約１００％の配列同一性を持つアミノ酸配列を含む重鎖可変領域（ＶＨ）とを含み
うる。特に、配列番号２内の可変領域は、配列番号１３に示されたアミノ酸配列としうる
。同様に、配列番号４内の可変領域は、配列番号１４に示されたアミノ酸配列としうる。
【００６９】
　これらの実施形態では、第三の態様での抗原がＧＢＳ　ＩＩＩ型莢膜糖類であるとき、
抗体は、特に配列番号３３に示されたアミノ酸配列を含む軽鎖の第三のＣＤＲ（ＬＣ－Ｃ
ＤＲ３）、および／または配列番号２４に示されたアミノ酸配列を含む重鎖の第三のＣＤ
Ｒ（ＨＣ－ＣＤＲ３）を含む抗体としうる。一般に、抗体はこれらの両方のＣＤＲ３を含
む。抗体が、配列番号３３で示されたアミノ酸配列を含むＬＣ－ＣＤＲ３を含むとき、抗
体はまた、典型的にそれぞれ配列番号３１および３２で示された軽鎖の第一のＣＤＲ（Ｌ
Ｃ－ＣＤＲ１）および軽鎖の第二のＣＤＲ（ＬＣ－ＣＤＲ２）を含む。同様に抗体が、配
列番号２４で示されたアミノ酸配列を含むＨＣ－ＣＤＲ３を含むとき、抗体はまた、典型
的にそれぞれ配列番号２２および２３で示された重鎖の第一のＣＤＲ（ＨＣ－ＣＤＲ１）
および重鎖の第二のＣＤＲ（ＨＣ－ＣＤＲ２）を含む。一般に、抗体はこれら６つのＣＤ
Ｒをすべて含む。それぞれのＣＤＲは一つ以上の保存的アミノ酸置換を含みうるが、典型
的にはこうした突然変異は存在しない。
【００７０】
　２段落上の実施形態では、抗体は、典型的に親和性（ＫＤ）が≦１０　ｎＭ、望ましく
は≦５　ｎＭおよび、より望ましくは、≦２．５　ｎＭを有して、ＧＢＳ　ＩＩＩ型莢膜
糖類に特異的に結合する。親和性は、表面プラズモン共鳴により、例えば例１３ａのプロ
トコルに従い測定しうる。望ましくは、抗体は、例えば例１３ｂのプロトコルに従い、オ
プソニン食菌試験（ＯＰＡ）でＧＢＳ死滅により測定するとおりの機能的活性を示す。望
ましくは、抗体は、ＯＰＡ力価（５０％の死滅を媒介する抗体希釈度）が≧５０、より望
ましくは≧１５０およびより望ましくは≧５００を示す。
【００７１】
　本発明の第三の態様での抗原がＧＢＳ　Ｉｂ型莢膜糖類であるとき、抗体は、特に、配
列番号６内の可変領域または配列番号８内の可変領域に対して、少なくとも約９５％配列
同一性、より望ましくは少なくとも約９９％の配列同一性、および典型的に約１００％の
配列同一性を持つ、アミノ酸配列を含む少なくとも一つの可変領域を含む抗体としうる。
特に、抗体は、配列番号６内の可変領域に対して、少なくとも約９５％の配列同一性、よ
り望ましくは少なくとも約９９％の配列同一性、および典型的に約１００％の配列同一性
を持つアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域（ＶＬ）と、配列番号８内の可変領域に対して少
なくとも約９５％の配列同一性、より望ましくは少なくとも約９９％の配列同一性、およ
び典型的に約１００％の配列同一性を持つアミノ酸配列を含む重鎖可変領域（ＶＨ）とを
含みうる。特に、配列番号６内の可変領域は、配列番号１５に示されたアミノ酸配列とし
うる。同様に、配列番号８内の可変領域は、配列番号１６に示されたアミノ酸配列としう
る。
【００７２】
　これらの実施形態では、第三の態様での抗原がＧＢＳ　Ｉｂ型莢膜糖類であるとき、抗
体は、特に配列番号２７に示されたアミノ酸配列を含む軽鎖の第三のＣＤＲ（ＬＣ－ＣＤ
Ｒ３）、および／または配列番号３０に示されたアミノ酸配列を含む重鎖の第三のＣＤＲ
（ＨＣ－ＣＤＲ３）を含む抗体としうる。一般に、抗体は、これらの両方のＣＤＲ３を含
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む。抗体が、配列番号２７で示されたアミノ酸配列を含むＬＣ－ＣＤＲ３を含むとき、抗
体はまた、典型的にそれぞれ配列ＩＤ番号２５および２６で示された軽鎖の第一のＣＤＲ
（ＬＣ－ＣＤＲ１）および軽鎖の第二のＣＤＲ（ＬＣ－ＣＤＲ２）を含む。同様に抗体が
配列番号３０で示されたアミノ酸配列を含むＨＣ－ＣＤＲ３を含むとき、抗体はまた、典
型的にそれぞれ配列ＩＤ番号２８および２９で示された重鎖の第一のＣＤＲ（ＨＣ－ＣＤ
Ｒ１）および重鎖の第二のＣＤＲ（ＨＣ－ＣＤＲ２）を含む。一般に、抗体はこれら６つ
のＣＤＲをすべて含む。それぞれのＣＤＲは、一つ以上の保存的アミノ酸置換を含みうる
が、典型的にはこうした突然変異は存在しない。
【００７３】
　２段落上の実施形態では、抗体は、典型的に親和性（ＫＤ）が≦１　ｎＭ、望ましくは
≦０．５　ｎＭおよび、より望ましくは、≦０．１　ｎＭで、ＧＢＳ　Ｉｂ型莢膜糖類に
特異的に結合する。親和性は、表面プラズモン共鳴により、例えば例１３ａのプロトコル
に従い測定しうる。望ましくは、抗体は、例えば例１３ｂのプロトコルに従い、ＯＰＡ試
験法でＧＢＳ死滅により測定するとおりの機能的活性を示す。望ましくは、抗体は、≧１
００、より望ましくは≧５００およびより望ましくは≧９００のＯＰＡ力価を示す。
【００７４】
　本発明の第三の態様での抗原がＧＢＳ　Ｉａ型莢膜糖類であるとき、抗体は、特に配列
番号１０内の可変領域または配列番号１２内の可変領域に対して少なくとも約９５％配列
同一性、より望ましくは少なくとも約９９％の配列同一性、および典型的に約１００％の
配列同一性を持つアミノ酸配列を含む少なくとも一つの可変領域を含む抗体としうる。特
に、抗体は、配列番号１０内の可変領域に対して少なくとも約９５％の配列同一性、より
望ましくは少なくとも約９９％の配列同一性、および典型的に約１００％の配列同一性を
持つアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域（ＶＬ）と、配列番号１２内の可変領域に対して少
なくとも約９５％の配列同一性、より望ましくは少なくとも約９９％の配列同一性、およ
び典型的に約１００％の配列同一性を持つアミノ酸配列を含む重鎖可変領域（ＶＨ）とを
含みうる。
【００７５】
　これらの実施形態では、第三の態様での抗原がＧＢＳ　Ｉａ型莢膜糖類であるとき、抗
体は、特に配列番号２１に示されたアミノ酸配列を含む軽鎖の第三のＣＤＲ（ＬＣ－ＣＤ
Ｒ３）、および／または配列番号３６に示されたアミノ酸配列を含む重鎖の第三のＣＤＲ
（ＨＣ－ＣＤＲ３）を含む抗体としうる。一般に、抗体はこれらの両方のＣＤＲ３を含む
。抗体が、配列番号２１で示されたアミノ酸配列を含むＬＣ－ＣＤＲ３を含むとき、抗体
はまた、典型的にそれぞれ配列ＩＤ番号１９および２０で示された軽鎖の第一のＣＤＲ（
ＬＣ－ＣＤＲ１）および軽鎖の第二のＣＤＲ（ＬＣ－ＣＤＲ２）を含む。同様に抗体が、
配列番号３６で示されたアミノ酸配列を含むＨＣ－ＣＤＲ３を含むとき、抗体はまた、典
型的にそれぞれ配列番号３４および３５で示された重鎖の第一のＣＤＲ（ＨＣＣＤＲ１）
および重鎖の第二のＣＤＲ（ＨＣ－ＣＤＲ２）を含む。一般に、抗体はこれら６つのＣＤ
Ｒをすべて含む。それぞれのＣＤＲは、一つ以上の保存的アミノ酸置換を含みうるが、典
型的にはこうした突然変異は存在しない。
【００７６】
　２段落上の実施形態では、抗体は、典型的に親和性（ＫＤ）が≦５　ｎＭ、望ましくは
≦２．５　ｎＭおよび、より望ましくは、≦０．７５　ｎＭで、ＧＢＳ　Ｉａ型莢膜糖類
に特異的に結合する。親和性は、表面プラズモン共鳴により、例えば例１３ａのプロトコ
ルに従い測定しうる。望ましくは、抗体は、例えば例１３ｂのプロトコルに従い、ＯＰＡ
試験法でＧＢＳ死滅により測定するとおりの機能的活性を示す。望ましくは、抗体は、≧
６０、より望ましくは≧１５０およびより望ましくは≧５００のＯＰＡ力価を示す。特に
、配列番号１０内の可変領域は、配列番号１７に示されたアミノ酸配列としうる。同様に
、配列番号１２内の可変領域は、配列番号１８に示されたアミノ酸配列としうる。
【００７７】
　抗体は、望ましくは、シアル酸を含むＧＢＳ莢膜糖類内のエピトープに結合する。シア
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ル酸を含むＧＢＳ莢膜糖類中のエピトープに結合する抗体の能力は、例えば、例１３ｄに
あるとおり、エピトープマッピングにより評価できる。ＧＢＳ多糖類の反復単位の側鎖中
のシアル酸の存在は、ＧＢＳ結合体ワクチンの効力、特にＧＢＳ　ＩＩＩ型結合体ワクチ
ンの効力に影響すると考えられる。具体的には、シアル酸のＧＢＳバックボーンとの相互
作用は、天然ＧＢＳの免疫優性の立体配置的エピトープの定義にとって重要であると考え
られる。したがって、シアル酸の化学的に不安定なグリコシド結合の劣化が、効力の低い
ワクチンバッチを発生しうる。望ましくは、本発明の抗体はシアル酸を含むエピトープに
結合し、その結果、こうした効力の弱いワクチンバッチをシアル酸が劣化していないもの
と区別するために使用できる。このように、本発明の第三の態様の方法は、効力の弱いワ
クチンバッチ、つまりシアル酸の含量が少ないワクチンバッチを区別する試験法に適用で
きる。
【００７８】
　本発明は、本書で描写するとおり、単離した抗体も提供する。これらの抗体は、例えば
、研究ツールとしての使用に適切である。特定の抗体分子は検出可能ラベルを保有しうる
か、または酵素に（例えば、ペプチジル結合またはリンカーを介して）結合されうる。こ
うした抗体分子の組成は、本発明の追加的な側面を形成する。
【００７９】
　関連性のある抗原に結合する能力を保持する抗体の断片を様々なフレームワークに挿入
しうるが、これについては例えば、抗原の結合に基づき前もって選択された抗体ループを
表示するために使用しうる様々な骨格について考察した参考文献９０を参照のこと。さら
に、組換え法を使用して、例えば、ＶＬおよびＶＨの領域が対になり一価分子を形成する
単一のタンパク質鎖（別名、単鎖Ｆｖ（ＳｃＦｖ））として作成されることを可能にする
合成的リンカーを使用して、ＶＬおよびＶＨをコードする遺伝子を連結することができる
［９１、９２］。
【００８０】
　具体的な実施形態では、可変の重ドメインは可変の軽ドメインと対をなし、抗原結合部
位を提供する。代替的に、独立した領域（例えば、可変の重ドメイン単独）を抗原の結合
に使用しうる。当業者であれば、Ｆｖ断片の２つのドメインＶＬおよびＶＨは、別個の遺
伝子によりコードされているものの、組換え法を使用して単一のタンパク質鎖として作成
されることを可能にする合成的リンカーにより連結しうるが、ここでＶＬおよびＶＨ領域
が対になり一価分子（ｓｃＦｖｓ）を形成することを承知している。
【００８１】
　原型の抗体の特異性を保持するその他の抗体またはキメラ分子を生成するための単クロ
ーンおよびその他の抗体の操作も、当業者には知られている。開示された配列を挿入しう
る、または別の方法ではその主要部分を形成する、特定の免疫グロブリンには、本発明の
特定の実施形態を形成する、Ｆａｂ（ＶＬを有する１価断片）、ＶＨ、定常軽（ＣＬ）お
よび定常重１（ＣＨ１）ドメインを持つ一価の断片）、Ｆ（ａｂ’）２（ジスルフィド架
橋により連結されているか、または代替的にヒンジ領域での２つのＦａｂ断片を含む二価
の断片）、Ｆｄ（ＶＨおよびＣＨ１ドメイン）、Ｆｖ（ＶＬおよびＶＨドメイン）、ｓｃ
Ｆｖ（ＶＬおよびＶＨがリンカー、例えばペプチドリンカーにより連結された単鎖Ｆｖ　
［９１、９２］、ＩｇＧ、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＭ、ＩｇＤ、
ＩｇＡ、ＩｇＥ、またはその任意の誘導体）といった抗体分子が含まれるが、これに限定
されない。
【００８２】
　本発明の特定の抗体は単クローン抗体であり、具体的な実施形態においては、ＩｇＤ、
ＩｇＡ、ＩｇＥ、ＩｇＭ、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４またはその任意の誘
導体の抗体の形式のうちのどれかである。特に、抗体はＩｇＧ抗体または誘導体としうる
。「その誘導体」または「誘導体」という言葉には、とりわけ、（ｉ）一方または両方の
可変領域（すなわちＶＨおよび／またはＶＬ）のフレームワークまたはＣＤＲ領域に修飾
のある抗体および抗体分子、（ｉｉ）重鎖および／または軽鎖の定常部に操作のある抗体
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および抗体分子、および（ｉｉｉ）通常は免疫グロブリン分子の一部ではない追加的な化
学的部分（例えば、ペグ化）を含む、抗体および抗体分子が含まれる。原型の抗体の特異
性を保持するその他の抗体分子を組換えで生成するための、利用可能な技術が存在する。
この具体的な例は、免疫グロブリン可変領域またはＣＤＲをコードするＤＮＡが、別の抗
体分子の定常部に、または定常部およびフレームワーク領域に導入される場合である［９
３、９４、９５］。キメラ抗体を含めて、抗体分子のクローン化および発現については、
文献［９６、９７］に記載されている。
【００８３】
　また、上述の少なくとも一つの抗体または可変領域、またはその構成要素をコードする
単離した核酸も提供されている。可変領域をコードする単離した核酸は、Ｆ（ａｂ’）２

、Ｆａｂ、Ｆｖ、ｓｃＦｖ、ＩｇＧ、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＭ
、ＩｇＤ、ＩｇＡ、ＩｇＥまたはその任意の誘導体を含むが、これらに限定されない、希
望する任意の抗体分子の形式で提供しうる。
【００８４】
　望ましくは、核酸は、配列番号１３、１４、１５、１６、１７または１８から選択した
少なくとも一つのアミノ酸配列をコードするが、例えば、配列番号１、３、５、７、９ま
たは１１から選択した核酸配列を含む核酸である。特に、核酸は、（ａ）配列番号１３お
よび配列番号１４、（ｂ）配列番号１５および配列番号１６、または（ｃ）配列番号１７
および配列番号１８をコードしうる。例えば、核酸は、（ａ）配列番号１および配列番号
３、（ｂ）配列番号５および配列番号７、または（ｃ）配列番号９および配列番号１１を
含みうる。代替的に、アミノ酸配列は別個の核酸によりコードでき、本発明はこれらの核
酸を組み合わせで提供する。例えば、本発明は、（ａ）配列番号１３をコードする核酸お
よび配列番号１４をコードする核酸、（ｂ）配列番号１５をコードする核酸および配列番
号１６をコードする核酸、および（ｃ）配列番号１７をコードする核酸および配列番号１
８をコードする核酸を提供する。また、本発明には、本書で描写したヌクレオチド配列と
少なくとも約９０％が同一、より望ましくは少なくとも約９５％が同一なヌクレオチド配
列を含む核酸も含まれ、このヌクレオチド配列は本発明の抗体または可変ドメインをコー
ドする。
【００８５】
　別の態様において、本発明は前記核酸を含むベクターを提供する。本発明によるベクタ
ーには、意図する目的で希望する抗体分子の相応しいレベルでの発現に適切なプラスミド
およびその他の発現構成物（例えば、場合によって、ファージまたはファージミド）が含
まれるが、これに限定されない（例えば、参考文献［９８］を参照のこと）。抗体軽鎖遺
伝子および抗体重鎖遺伝子は別個のベクターに挿入することができ、あるいは、より典型
的には両方の遺伝子は同一の発現ベクターに挿入される。抗体遺伝子は、標準的な方法（
例えば、抗体遺伝子断片およびベクター上の相補性制限部位の連結、または制限部位が存
在しない場合には平滑末端連結）により、発現ベクターに挿入される。本書で描写した抗
体の軽鎖および重鎖可変領域は、希望するアイソタイプの重鎖定常および軽鎖定常部がす
でにコードされている発現ベクターに、ＶＨセグメントがベクター内のＣＨセグメントに
操作できるように連結し、ＶＬセグメントがベクター内のＣＬセグメントに操作できるよ
うに連結するよう、それらを挿入することにより、任意の抗体アイソタイプの完全長の抗
体遺伝子を作成するのに使用できる。追加的に、または代替的に、組換え発現ベクターは
、宿主細胞からの抗体鎖の分泌を促進するシグナルペプチドをコードできる。抗体鎖遺伝
子は、シグナルペプチドが抗体鎖遺伝子のアミノ終端にフレーム単位で連結するよう、ベ
クターにクローン化できる。シグナルペプチドは、免疫グロブリンシグナルペプチドまた
は異種組織シグナルペプチド（すなわち、非免疫グロブリンタンパク質からのシグナルペ
プチド）としうる。例えば、参考文献［９９］に記載のあるものなど、当業者が利用可能
な任意の技術を採用して、核酸を宿主細胞に導入しうる。
【００８６】
　別の態様において、本発明は、前記核酸またはベクターによって形質転換した宿主細胞
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を提供する。様々な異なる株細胞を抗体分子の組換え製造に使用でき、これには、原核生
物の生物体（例えば、大腸菌、バシラス属、およびストレプトマイセス属）から、また真
核生物（例えば酵母、バキュロウイルス、および哺乳類（の））からのものを含むが、こ
れに限定されない［１００］。
【００８７】
　別の態様において、本発明は、本発明のポリペプチドを含む単離した細胞を提供する。
【００８８】
　別の態様において、本発明は、本発明の抗体分子を作製する方法を提供し、これには、
前記の重鎖および／または軽鎖の発現および抗体分子内へのその組立、および前記抗体分
子の細胞からの分離を許容する条件での、本発明の宿主細胞の培養が関与する。
【００８９】
　本発明のさらなる特徴
【００９０】
　第二の担体に会合する抗原の結合体は、表面上、特にマルチウェルプレート上に固定化
されることが適切である。
【００９１】
　抗体の存在を検出する薬剤は、抗体に対する標識抗体としうる。例えば、抗体に対する
抗体は、検出可能な分光光度的、比色分析、蛍光定量的、発光（ルミネッセンス、輝度）
的、電気化学的または放射性の信号を供給するために、指標と相互作用する部分（酵素な
ど）で標識化しうる。薬剤はラッカーゼ（ＣｏｔＡ酵素）、アルカリフォスファターゼ、
ｐ－ガラクトシダーゼ、アセチルコリンエステラーゼ、緑蛍光タンパク質、ルシフェラー
ゼまたは西洋わさびペルオキシダーゼから構成される群から選択された酵素に結合される
、抗体に対する抗体であることが適切である。薬剤は、抗体に対するアルカリフォスファ
ターゼ結合した抗体であることが適切である。
【００９２】
　本発明の第一の態様の方法は、試料中の抗体の濃度を、例えば、抗体力価として測定す
るための方法であることが適切である。濃度は、抗原に対する抗体保有率についての標準
判定基準と比較しうる。例えば、標準判定基準は、症候性病気を生じる感染を阻止するの
に適切な濃度としうる。濃度は、結合体の被験者への投与、および被験者からの試料の回
収の後で、例えば、結合体の効果を確認するために測定しうる。方法はまた、既存の抗体
レベルについて被験者を検査して、結合体のワクチン接種を必要とし得る者を識別するた
めに使用しうる。
【００９３】
　代替的な例では、標準判定基準は、出産時の新生児の感染を阻止するのに適切な濃度と
しうる。本発明の方法、キットおよび結合体は、医師による使用を目的として、第一の会
合による第一の担体に会合する抗原の結合体を含むワクチンを提供する方法で有用であり
、該方法は、（ａ）ワクチンを複数の被験者に投与する手順、（ｂ）被験者から試料を回
収する手順、（ｃ）本発明の第一の態様による方法を使用して、各試料で結合体に対する
抗体の濃度を測定する手順、（ｄ）抗原に対する抗体保有率についての標準的な判定基準
と濃度を比較する手順、および、被験者について所定の比率で、手順（ｄ）での比較が抗
体保有率の判定基準と等しいかそれを上回る濃度を示す場合に、（ｅ）医師による使用の
目的でワクチンを提供する手順といった手順を包含する。
【００９４】
　抗原についての抗体保有率の判定基準は、典型的に関連する、それを超えると宿主が抗
原に対して血清転換されたと見なされる抗体力価である。こうした力価は周知であり、Ｗ
ＨＯなどの組織から発行されている。例えば、研究では、母親の血液中で、血清型Ｉａま
たはＩＩＩによる新生児の感染の確率を下げる原因となる特定の抗ＧＢＳ免疫グロブリン
Ｇ濃度が識別されている［１０１、１０２］。したがって、所定のＧＢＳ抗原に対する免
疫グロブリンＧの血清レベルが≧０．５　μｇ／ｍｌまたは≧２　μｇ／ｍｌ、または特
に≧５　μｇ／ｍｌ、またより特定には≧１０　μｇ／ｍｌである被験者は、その抗原に
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対して血清転換したとみなされうる。望ましくは、被験者の統計的に有意な試料のうち８
０％を超えるものが血清転換し、より望ましくは９０％を超え、なおも望ましくは９３％
を超え、最も望ましくは９６－１００％である。
【００９５】
　本発明の方法、キットおよび結合体は、第一の会合による第一の担体に会合する抗原の
結合体に対する被験者の免疫応答を検査する方法で有用である。こうした方法は、以下の
手順を含みうる。
　　（ｉ）前記被験者に第一の会合による第一の担体に会合する抗原の前記結合体を投与
する手順、
　　（ｉｉ）試料を前記被験者から獲得する手順、
　　（ｉｉｉ）前記抗体の前記抗原への結合を許容する条件下で、第二の会合による第二
の担体に会合する前記抗原の結合体を前記試料と接触させる手順で、ここで前記結合体が
表面に固定化されている、および
　　（ｉｖ）前記抗原に結合された前記抗体の存在を検出するための薬剤を導入する手順
、
　　ここで第一の会合は第二の会合とは異なる。
【００９６】
　本発明の第三の態様は、第一の会合による第一の担体に会合する抗原の結合体を含むワ
クチンのバッチの放出が関与する。この文脈での「放出」には、患者での使用のための放
出、すなわち、医学的用途でバッチを提供することを含む。商業的および非商業的の両方
での、任意の形態の放出が予見される。したがって、「放出」の概念には、医療サービス
提供者および／または個人による購入のために、また慈善事業での用途でバッチを寄付す
るためにバッチを市場に出すことが含まれる。バッチは、典型的に、ワクチンの製造プロ
セスの一回の流れで作成されるワクチンの備蓄である。方法には、バッチ全体の代表とし
て選択された、このバッチの一部分が関与する。
【００９７】
　放出されるには、バッチは放出についての規制上の要件を満足しなければならない場合
がある。規制上の要件は、最小効力（例えば、免疫原性）の要件および測定値の信頼性の
要件を含みうる。測定値の信頼性の要件は、最大値に満たない測定値の変動（例えば、１
５％）としうる。規制上の要件は、例えば、米国食品医薬品局または欧州医薬品庁により
決定されたものとしうる。方法は、効力（例えば、免疫原性）を評価するための代理とし
て、ワクチンバッチへの抗体の結合を使用する。この結合は、バッチが抗体への結合につ
いて第二の会合による第二の担体に会合する抗原とどの程度競合するかを評価することに
より、間接的に測定される。この競合は、ワクチンバッチの代わりに参照ワクチンで観察
された競合と比較される。参照ワクチンは、第一の会合による第一の担体に会合する抗原
の結合体を含み、放出のための規制上の要件を満たすことが判明済みのものとしうる。参
照ワクチンは、結合体に加え、その他の抗原を含みうる。例えば、これは、上記に定義し
たとおり会合によって担体に会合した抗原の一つ以上のその他の結合体を含みうる。特に
、これは、参考文献［１０３］に記載のある多価のＧＢＳ結合体ワクチンとすることがで
き、特に、その文書の請求項および実施例に記載のある多価のＧＢＳワクチンである。
【００９８】
　本発明の第三の態様による方法はさらに手順を含みうるが、ここで手順（ａ）～（ｃ）
は、参照ワクチンおよび／またはワクチンバッチの部分の段階希釈物で反復される。一般
に、こうした方法には、参照ワクチンおよび／またはワクチンバッチの部分の少なくとも
２段、少なくとも３段、少なくとも４段または少なくとも５段の段階希釈物が含まれる。
これにより、手順（ｅ）の比較が促進される。
【００９９】
　本発明の第三の態様による生体外での方法は、高い再現性、特異性および感度を持つワ
クチン効力を測定しうる。例えば、方法は、一般に使用される動物の免疫原性試験よりも
高い再現性および感度を示す。高い特異性は、試験法が三価ＧＢＳワクチン（すなわち、
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ＧＢＳ　Ｉａ、ＧＢＳ　ＩｂおよびＧＢＳ　ＩＩＩの結合体、およびＣＲＭ１９７を含む
もの）の試料中に存在するＧＢＳ　Ｉａ、ＧＢＳ　ＩｂまたはＧＢＳ　ＩＩＩのうちいず
れかの正確な量を可能にすることを意味する。
【０１００】
　一般
【０１０１】
　本発明の実施では、別途に指図のない限り、当技術の技術範囲内の化学、生化学、分子
生物学、免疫学および薬理学の従来的な方法を採用する。こうした技術は、文献に十分に
説明されている。例えば、参考文献１０４－１１１などを参照。
【０１０２】
　本発明で「エピトープ」に関する場合、このエピトープは、Ｂ細胞エピトープおよび／
またはＴ細胞エピトープでありうる。こうしたエピトープは経験的に特定されることがで
きるか（例えばＰＥＰＳＣＡＮ　［１１２、１１３］または類似した方法を使用）、また
は予測されることができる（例えばＪａｍｅｓｏｎ－Ｗｏｌｆ抗原指標の使用［１１４］
、基質ベースのアプローチ［１１５］、ＭＡＰＩＴＯＰＥ　［１１６］、ＴＥＰＩＴＯＰ
Ｅ　［１１７、１１８］、神経回路網　［１１９］、ＯｐｔｉＭｅｒ　＆　エピマー　［
１２０、１２１］、ＡＤＥＰＴ　［１２２］、Ｔｓｉｔｅｓ　［１２３］、親水性　［１
２４］、抗原指標　［１２５］または参考文献１２６－１３０などに開示されている方法
）。エピトープ（ｅｐｉｔｏｐｅ）は、抗体またはＴ－細胞受容体の抗原結合部位により
認識され、それに結合される抗原の部分であり、「抗原決定基（ａｎｔｉｇｅｎｉｃ　ｄ
ｅｔｅｒｍｉｎａｎｔ）」ともいう。
【０１０３】
　２つのアミノ酸配列間の配列同一性のパーセント値への言及は、アライメントしたとき
、２つの配列を比較して、アミノ酸のパーセント値が同一であることを意味する。このア
ライメントおよび相同性パーセントまたは配列同一性は、例えば参考文献１３１のセクシ
ョン７．７．１８に記載のあるものなど、当技術で既知のソフトウェアプログラムを使用
して判定できる。好ましいアラインメントは、ギャップ開始ペナルティを１２、ギャップ
伸長ペナルティを２、ＢＬＯＳＵＭ行列を６２として、アフィンギャップ検索を使用して
、Ｓｍｉｔｈ－Ｗａｔｅｒｍａｎ相同性検索アルゴリズムにより判定される。Ｓｍｉｔｈ
－Ｗａｔｅｒｍａｎ相同性検索アルゴリズムは、参考文献１３２に開示されている。当業
者が、本書で描写した可変配列に対して高い（すなわち、９５％以上の）相同性を持つ可
変配列を持つ抗体を獲得できる一つの方法は、配列番号２、４および６および／または配
列番号８、１０および１２をコードする核酸分子の変異誘発（例えば、部位特異的または
無作為な変異誘発）に続き、本書で描写した機能的試験法を使用して、コードされた変化
した抗体を保持された機能について試験することによる。代替的に、相同的な抗体は、そ
の他の抗体単離アプローチによって獲得しうる。
【０１０４】
　「保存的なアミノ酸置換」は、アミノ酸残基を、類似するか（意図する目的にとって）
より優れた機能的および／または化学的特性を与えるものと置き換える置換である。例え
ば、保存的なアミノ酸置換は、アミノ酸残基が類似した側鎖を持つアミノ酸残基で置き換
えられる置換であることが多い。類似した側鎖を持つアミノ酸残基の群は、当技術で知ら
れている。これらのアミノ酸の群には、塩基性側鎖を持つもの（例えばリジン、アルギニ
ン、ヒスチジン）、酸性の側鎖を持つもの（例えばアスパラギン酸、グルタミン酸）、無
電荷の極性側鎖を持つもの（例えばグリシン、アスパラギン、グルタミン、セリン、スレ
オニン、チロシン、システイン、トリプトファン）、非極性側鎖を持つもの（例えばアラ
ニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラニン、メチオニン）、
β分岐側鎖を持つもの（例えばスレオニン、バリン、イソロイシン）および芳香族側鎖を
持つもの（例えばチロシン、フェニルアラニン、トリプトファン、ヒスチジン）が含まれ
る。抗体ＣＤＲのこうした修飾は、アミノ酸配列を含む抗体の結合または機能的特性を有
意に低減または変化しないことがあり、また時にはこうした特性を改善しうる。こうした
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修飾は、部位特異的変異誘発およびＰＣＲ媒介の変異誘発など、当技術で既知の標準的な
技術によって導入することができる。当業者が保存的なアミノ酸置換を実現できる一つの
具体的な手段は、アラニンスキャニング変異誘発である。機能的試験法、特に本書で描写
したものを使用して、保持されたまたはより優れた機能性について、変化した抗体分子が
試験される。
【０１０５】
　別途特定的に定義されていない限り、本明細書で使用するとき、本書で考察する化学基
は下記の意味を持つ。
【０１０６】
　用語「アルキル」は、以下を含む、飽和した炭化水素残基を含む：
　　最高１０個の原子（Ｃ１－Ｃ１０）、または最高６個の原子（Ｃ１－Ｃ６）、または
最高４個の原子（Ｃ１－Ｃ４）の直鎖基。こうしたアルキル基の例には、Ｃ１　－　メチ
ル、Ｃ２　－　エチル、Ｃ３　－プロピルおよびＣ４－　ｎ－ブチルが含まれるが、これ
に限定されない。
　　３～１０個の原子（Ｃ３－Ｃ１０）、または最高７個の原子（Ｃ３－Ｃ７）、または
最高４個の原子（Ｃ３－Ｃ４）の分岐基。こうしたアルキル基の例には、Ｃ３　－　イソ
－プロピル、Ｃ４　－　ｓｅｃ－ブチル、Ｃ４　－　イソ－ブチル、Ｃ４　－　ｔｅｒｔ
－ブチルおよびＣ５　－　ｎｅｏ－ペンチルが含まれるが、これに限定されない。
【０１０７】
　用語「アルキレン」は、アルキル基に由来する二価の炭化水素ラジカルを意味し、上記
の定義に従い構成されるものとする。
【０１０８】
　用語「シクロアルキル」は、３～１４個の炭素原子を持ち、ヘテロ原子を持たない、飽
和した単環式、二環式、または三環式の炭化水素環系を意味する。
【０１０９】
　用語「シクロアルキレン」は、シクロアルキル基に由来する二価の炭化水素ラジカルを
意味し、上記の定義に従い構成されるものとする。
【０１１０】
　用語「アルケニル」は、以下を含む、一不飽和の炭化水素残基を含む：
　　２～６個の原子（Ｃ２－Ｃ６）の直鎖基。こうしたアルケニル基の例には、Ｃ２　－
　ビニル、Ｃ３　－　１－プロペニル、Ｃ３　－　アリル、Ｃ４　－　２－ブテニルが含
まれるが、これに限定されない。
　　３～８個の原子（Ｃ３－Ｃ８）の分岐基。こうしたアルケニル基の例には、Ｃ４　－
　２－メチル－２－プロペニルおよびＣ６　－　２，３－ジメチル－２－ブテニルが含ま
れるが、これに限定されない。
【０１１１】
　用語「アルケニレン」は、アルケニル基に由来する二価の炭化水素ラジカルを意味し、
上記の定義に従い構成されるものとする。
【０１１２】
　用語「シクロアルケニル」は、３～１４個の炭素原子を持ち、ヘテロ原子を持たない、
非芳香族、部分的不飽和の単環式、二環式、または三環式を意味する。
【０１１３】
　用語「シクロアルケニレン」は、シクロアルケニル基に由来する二価の炭化水素ラジカ
ルを意味し、上記の定義に従い構成されるものとする。
【０１１４】
　用語「アリール」には、６個または１０個の炭素原子を含む、単環または縮合環の芳香
族環系が含まれ、ここで、別途記述のない限り、それぞれのアリールの存在は、（Ｃ１－
Ｃ６）アルキル、（Ｃ１－Ｃ６）アルコキシ、ＯＨ、ハロ、ＣＮ、ＣＯＯＲ１４、ＣＦ３

およびＮＲ１４Ｒ１５から独立的に選択される最高５個の置換基で任意に置換されうるが
、上記に定義したとおりである。一般に、アリールは１個、２個または３個の置換基で任
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意に置換される。オプションの置換基は、上述のものから選択される。適切なアリール基
の例には、フェニルおよびナフチル（上述のとおり、それぞれ任意に置換される）が含ま
れる。アリーレンは、アリール基に由来する二価のラジカルを意味し、上記の定義に従い
構成されるものとする。
【０１１５】
　用語「ヘテロアリール」には、１個または２個のＮ原子および、任意に、ＮＲ１４原子
、または１個のＮＲ１４原子およびＳ原子またはＯ原子、または１個のＳ原子、または１
個のＯ原子を含む、５、６、９または１０員の単環式または二環式の芳香環が含まれ、こ
こで、別途記述のない限り、前記ヘテロアリールは、（Ｃ１－Ｃ６）アルキル、（Ｃ１－
Ｃ６）アルコキシ、ＯＨ、ハロ、ＣＮ、ＣＯＯＲ１４、ＣＦ３およびＮＲ１４Ｒ１５から
独立的に選択される、１個、２個または３個の置換基で任意に置換されうるが、下記に定
義するとおりである。適切なヘテロアリール基の例には、チエニル、フラニル、ピロリル
、ピラゾリル、イミダゾイル、オキサゾリル、イソオキサゾリル、チアゾリル、イソチア
ゾリル、トリアゾリル、オキサジアゾリル、チアジアゾリル、テトラゾリル、ピリジニル
、ピリダジニル、ピリミジニル、ピラジニル、インドリル、ベンゾイミダゾリル、ベンゾ
トリアゾリル、キノリニルおよびイソキノリニル（上述のとおり、任意に置換）。ヘテロ
アリーレンは、ヘテロアリールに由来する二価のラジカルを意味し、上記の定義に従い構
成されるものとする。
【０１１６】
　用語「アリールアルキル」は、１個、２個、または３個のアリール基で置換されたアル
キル基を意味する。
【０１１７】
　用語「アリールアルキレン」は、親分子部分への一方の付着点が、アリール部分上にあ
り、他方がアルキル部分上にある、二価のアリールアルキル基を意味する。
【０１１８】
　用語「アルカリル」は、１個、２個、または３個のアルキル基で置換したアリール基を
意味する。
【０１１９】
　用語「アルカリレン」は、親分子部分への一方の付着点がアルキル部分上にあり、他方
がアリール部分上にある、二価のアルカリル基を意味する。
【０１２０】
　用語「アルキルアリールアルキル」は、アルキル基を通して親分子部分に付着したアル
キルアリール基を意味する。
【０１２１】
　用語「アルキルアリールアルキレン」は、親分子部分への一方の付着点が一方のアルキ
ル部分上にあり、他方が別のアルキル部分上にある、二価のアルキルアリールアルキル基
を意味する。
【０１２２】
　上記の定義において、Ｒ１４およびＲ１５は、Ｈおよび（Ｃ１－Ｃ６）アルキルから独
立的に選択される。
【０１２３】
　用語「ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ」（～を含む）には、「ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ」（～を含む
）および「ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ」（～構成される）が含まれ、例えば、Ｘを「含む（ｃ
ｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」組成は、Ｘで排他的に構成されることも、何か追加的なものが含
まれることもある（例えばＸ＋Ｙ）。
【０１２４】
　数値ｘ　に関連して、用語「約」は、例えば、ｘ±１０％を意味する。
【０１２５】
　用語「実質的に」は、「完全に」を排除せず、例えば、Ｙが「実質的にない」組成は、
Ｙが完全にないこともある。必要に応じて、用語「実質的に」は、本発明の定義から省略
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しうる。
【０１２６】
　本発明で複数の連続した手順が関与するプロセスが提供される場合、本発明は、手順の
総数未満が関与するプロセスも提供できる。異なる手順は、非常に異なる時点で、異なる
人物により、異なる場所で（例えば、異なる国で）実施することができる。
【０１２７】
　当然のことながら、糖環は開環および閉環の形態で存在でき、両方の形態が本発明に含
まれる。同様に、当然のことながら、糖類はピラノースおよびフラノースの形態で存在で
き、これも両方の形態が含まれる。糖類の異なるアノマーの形態も含まれる。
【図面の簡単な説明】
【０１２８】
【図１】図１は、（ａ）ＡＤＨにより連結した多糖類－ＨＳＡ結合体、（ｂ）ＡＤＨで誘
導体化した多糖類、および（ｃ）ＡＤＨで誘導体化したヒト血清アルブミンへの合成的な
経路を示す。
【図２】図２は、（ａ）１０～１２　ｍｏｌまたは（ｂ）２６～２８　ｍｏｌのＡＤＨを
導入することで誘導体化したＨＳＡのＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析を示す。
【図３－１】図３は、（ａ）１０～１２　ｍｏｌまたは（ｂ）２６～２８　ｍｏｌのＡＤ
Ｈの導入により誘導体化したＨＳＡおよび（ｃ）ＨＳＡ（Ｓｉｇｍａ製）の質量分析法（
ＭＳ）による特性付けを示す。
【図３－２】図３は、（ａ）１０～１２　ｍｏｌまたは（ｂ）２６～２８　ｍｏｌのＡＤ
Ｈの導入により誘導体化したＨＳＡおよび（ｃ）ＨＳＡ（Ｓｉｇｍａ製）の質量分析法（
ＭＳ）による特性付けを示す。
【図４】図４は、（ａ）ＨＡカラム、（ｂ）Ｓｅｐｈａｒｙｌ　Ｓ４００カラムおよび（
ｃ）Ｓｅｐｈａｒｙｌ　Ｓ４００カラム、２１５ｎｍによる、ＧＢＳ－ＡＤＨ－ＨＳＡ結
合体の精製のＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析　を示す。
【図５】図５は、ＨＡカラムによるＧＢＳ－ＡＤＨ－ＨＳＡの精製を示す。
【図６】図６は、Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ　Ｓ４００カラムによるＧＢＳ－ＡＤＨ－ＨＳＡの
精製を示す。
【図７】図７は、Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ　Ｓ４００カラムによるＧＢＳ－ＡＤＨ－ＨＳＡの
精製を示す。
【図８】図８は、抗ＧＢＳ　Ｉｂ　ＣＲＭ１９７を使用した、ＧＢＳ　Ｉｂ－ＨＳＡ－Ａ
ＤＨの結合体のウエスタンブロット分析を示す。
【図９－１】図９は、（ａ）１：１、（ｂ）１：２、および（ｃ）１：４のモル比率で調
製した、ＧＢＳ　ＩｂとＨＳＡ－ＡＤＨの共有結合体のキャピラリー電気泳動法分析を示
す。
【図９－２】図９は、（ａ）１：１、（ｂ）１：２、および（ｃ）１：４のモル比率で調
製した、ＧＢＳ　ＩｂとＨＳＡ－ＡＤＨの共有結合体のキャピラリー電気泳動法分析を示
す。
【図１０－１】図１０ａは、ＣＲＭ１９７－ＧＢＳ　Ｉａ結合体ワクチン（遊離多糖類＜
１０％）の製造の概略図を示す。図１０ｂは、ＨＳＡ－ＧＢＳ　Ｉａ　ＥＬＩＳＡ被覆試
薬（遊離多糖類＜１０％）の製造の概略図を示す。
【図１０－２】図１０ｃは、ＧＢＳ　Ｉａ－ＡＤＨ－ＨＳＡの製造の概略図を示す。ＥＬ
ＩＳＡ被覆試薬（遊離多糖類約６０－９０％）。
【図１１－１】図１１は、天然の多糖類の前保温によって、ＣＲＭ１９７結合のＩａ（図
１１ａおよび１１ｂ）、Ｉｂ（図１１ｃ）およびＩＩＩ（図１１ｄ）多糖類で免疫化した
動物からの血清のＥＬＩＳＡ分析により得られた免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）応答が阻害
されることを示し、阻害薬なしで得られた反応のパーセント値として表現されている。
【図１１－２】図１１は、天然の多糖類の前保温によって、ＣＲＭ１９７結合のＩａ（図
１１ａおよび１１ｂ）、Ｉｂ（図１１ｃ）およびＩＩＩ（図１１ｄ）多糖類で免疫化した
動物からの血清のＥＬＩＳＡ分析により得られた免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）応答が阻害
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されることを示し、阻害薬なしで得られた反応のパーセント値として表現されている。
【図１１－３】図１１は、天然の多糖類の前保温によって、ＣＲＭ１９７結合のＩａ（図
１１ａおよび１１ｂ）、Ｉｂ（図１１ｃ）およびＩＩＩ（図１１ｄ）多糖類で免疫化した
動物からの血清のＥＬＩＳＡ分析により得られた免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）応答が阻害
されることを示し、阻害薬なしで得られた反応のパーセント値として表現されている。
【図１１－４】図１１は、天然の多糖類の前保温によって、ＣＲＭ１９７結合のＩａ（図
１１ａおよび１１ｂ）、Ｉｂ（図１１ｃ）およびＩＩＩ（図１１ｄ）多糖類で免疫化した
動物からの血清のＥＬＩＳＡ分析により得られた免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）応答が阻害
されることを示し、阻害薬なしで得られた反応のパーセント値として表現されている。
【図１２】図１２は、被覆に遊離ＧＢＳ糖類Ｉａを使用したＥＬＩＳＡ試験法と、ＡＤＨ
へのＩａ結合を使用したものとの性能の比較を示したものである。
【図１３－１】図１３は、ＧＢＳ　Ｉａ、ＩｂおよびＩＩＩ多糖類について、マウスおよ
びヒトの血清を使用して調査した本発明の試験法の再現性および直線性を示す。図示のと
おり、試験法は非常に再現性が高く、３種の全ての多糖類について良好な直線性が示され
ている。
【図１３－２】図１３は、ＧＢＳ　Ｉａ、ＩｂおよびＩＩＩ多糖類について、マウスおよ
びヒトの血清を使用して調査した本発明の試験法の再現性および直線性を示す。図示のと
おり、試験法は非常に再現性が高く、３種の全ての多糖類について良好な直線性が示され
ている。
【図１３－３】図１３は、ＧＢＳ　Ｉａ、ＩｂおよびＩＩＩ多糖類について、マウスおよ
びヒトの血清を使用して調査した本発明の試験法の再現性および直線性を示す。図示のと
おり、試験法は非常に再現性が高く、３種の全ての多糖類について良好な直線性が示され
ている。
【図１３－４】図１３は、ＧＢＳ　Ｉａ、ＩｂおよびＩＩＩ多糖類について、マウスおよ
びヒトの血清を使用して調査した本発明の試験法の再現性および直線性を示す。図示のと
おり、試験法は非常に再現性が高く、３種の全ての多糖類について良好な直線性が示され
ている。
【図１４】図１４は、本発明の第三の態様の概念を図示したものである。
【図１５】図１５は、本発明の第三の態様での試験ワクチンおよび参照ワクチンに対する
単クローン抗体結合の阻害曲線を示す。
【図１６－１】図１６は、ＣＲＭ１９７の異なるＧＢＳ多糖類への結合体の存在下での、
多糖類－ＨＳＡ結合体への本発明の抗体の結合を示す。
【図１６－２】図１６は、ＣＲＭ１９７の異なるＧＢＳ多糖類への結合体の存在下での、
多糖類－ＨＳＡ結合体への本発明の抗体の結合を示す。
【図１７－１】図１７は、本発明の抗体のＧＢＳ多糖類への結合の分布を示す。
【図１７－２】図１７は、本発明の抗体のＧＢＳ多糖類への結合の分布を示す。
【図１７－３】図１７は、本発明の抗体のＧＢＳ多糖類への結合の分布を示す。
【図１８】図１８は、シアル酸含量を減らした多糖類バッチを用いた本発明の第三の態様
による試験の結果を示す。
【図１９】図１９は、本発明の第三の態様による試験法の再現性を示し、２つのワクチン
バッチについて効力値を決定することにより試験したものである。
【図２０】図２０は、ＧＢＳ三価ワクチンの濃度を増加させた試験の結果を示す。
【図２１】図２１は、ＧＢＳ三価ワクチン中のＧＢＳの濃度を変化させた試験の結果を示
す。
【発明を実施するための形態】
【０１２９】
　様々な発明の実施形態が、本書で描写されている。当然のことながら、それぞれの実施
形態で指定された特徴は、特定の別の特徴と組み合わせて、さらなる実施形態を提供しう
る。特に、適切な、典型的な、または好ましいものとして本書で強調された実施形態は、
（相互に排他的である場合を除き）互いに組み合せうる。
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【実施例１】
【０１３０】
ＡＤＨで誘導体化した多糖類の生成
　ＧＢＳ多糖類を、図１ｂの図式に従いＡＤＨで誘導体化した。
【０１３１】
　ＧＢＳ糖類Ｉｂ　Ｌｏｔ　ＴＲ１９（液体、Ｋ＋）およびＬｏｔ　ＴＲ８（固体、Ｃａ
２＋）を、ＡＤＨ（Ｓｉｇｍａ、ＡＤＨの多糖類反復単位に対するモル比率２０：１）、
ＥＤＡＣ（Ｓｉｇｍａ、ＥＤＡＣの多糖類反復単位に対するモル比率３：１０または１：
１）と、ＭＥＳ　１００ｍＭ／ＮａＣｌ　２５０ｍＭ（ｐＨ　５．０）中で混合し、室温
で１時間撹拌した。精製は、Ｈ２Ｏ中でＰＤ１０カラムによるものであった。ＡＤＨによ
る誘導体化のパーセント値が決定されたが、これを表１に示す。
【表１】

 
【実施例２】
【０１３２】
ＨＳＡ－ＡＤＨの生成
　図１ｃの図式に従い、ＨＳＡを異なるモル数のＡＤＨを導入する条件下でＡＤＨで誘導
体化した。
【０１３３】
　例２ａ．　１０～１２モルのＡＤＨの導入によるＨＳＡ－ＡＤＨの生成
 
【０１３４】
　ＨＳＡ（１０－１２ｍｇ／ｍｌ）、ＡＤＨ（ｍｏｌＡＤＨ：ｍｏｌＣＯＯＨＴＯＴＨＳ
Ａ＝１３．４：１）およびＥＤＡＣ（Ｓｉｇｍａ、ｍｏｌＥＤＡＣ：ｍｏｌＣＯＯＨＴＯ

ＴＨＳＡ＝１：２）を、１００ｍＭ　ＭＥＳ緩衝液（ｐＨ　６．０）中で、室温で１時間
混合した。精製は、６～８　ｋＤａの薄膜による透析により、ＭＥＳ　１０ｍＭ／ＮａＣ
ｌ　１５０ｍＭ（ｐＨ６．０）に対して行った後、ＭＥＳ　５ｍＭ（ｐＨ７．０）に対し
て４°Ｃでゆっくり撹拌しながら行った。結果としての結合体をＳＤＳ－ＰＡＧＥ（図２
ａ）により分析した。
【０１３５】
　例２ｂ．　２６～２８モルのＡＤＨの導入によるＨＳＡ－ＡＤＨの生成
 
【０１３６】
　ＨＳＡ（１０－１２ｍｇ／ｍｌ）、ＡＤＨ（ｍｏｌＡＤＨ：ｍｏｌＣＯＯＨＴＯＴＨＳ
Ａ＝１３．４：１）およびＥＤＡＣ（ｍｏｌＥＤＡＣ：ｍｏｌＣＯＯＨＴＯＴＨＳＡ＝２
：１）を、１００ｍＭ　ＭＥＳ緩衝液（ｐＨ　５．０）中で、室温で３時間混合した。精
製は、６～８　ｋＤａの薄膜による透析により、ＭＥＳ　５ｍＭ／ＮａＣｌ　１５０ｍＭ
（ｐＨ７．２）に対して行った後、ＭＥＳ　５ｍＭ（ｐＨ７．０）に対して４°Ｃでゆっ
くり撹拌しながら行った。結果としての結合体をＳＤＳ－ＰＡＧＥ（図２ｂ）により分析
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した。
【０１３７】
　例２ｃ．　ＨＳＡ－ＡＤＨ結合体の特性付け
【０１３８】
　ＨＳＡ－ＡＤＨ結合体を、ＭＳ．　ＥＳＩ＋　キャピラリー３ｋＶ試料コーン３０Ｖ直
接注入１０μｌ／分の試料により、２５％ＭｅＣＮ＋０．１％ＨＣＯＯＨ＋７５％ＡｃＮ
Ｈ４（１ｍｇ／ｍｌ）中で特性付けした。図３ａは例２ａの生成物を示し、図３ｂは例２
ｂの生成物を示し、図３ｃは比較用にＳｉｇｍａから入手したＨＳＡを示す。
【実施例３】
【０１３９】
ＧＢＳ－ＡＤＨ－ＨＳＡの生成
　例３ａ
【０１４０】
　ＧＢＳ多糖類Ｉａ、ＩｂまたはＩＩＩ（２ｍｇ／ｍｌ）、多糖類の、ＨＳＡに導入され
たＡＤＨ残基に対するモル比率が２：１となる量のＨＳＡ－ＡＤＨ、および多糖類との１
：１のモル比率でのＥＤＡＣを、１００ｍＭ　ＭＥＳ緩衝液（ｐＨ　５．０）中で室温で
３時間混合した。精製は、６～８　ｋＤａの薄膜による透析によりＨ２Ｏに対して行った
後、ＮａＰｉ　１０ｍＭ（ｐＨ７．０）に対して４°Ｃでゆっくり撹拌しながら行った。
次に、結合体をＨＡカラムに装填し、溶出緩衝液としてＮａＰｉ１０ｍＭ（ｐＨ７．２）
を、勾配緩衝液としてＮａＰｉ４００ｍＭ（ｐＨ７．２）を使用した。結果としての結合
体をＳＤＳ－ＰＡＧＥ（図４ａ）により分析した。
【０１４１】
　例３ｂ
【０１４２】
　ＧＢＳ多糖類Ｉｂ（５ｍｇ／ｍｌ）、多糖類の、ＨＳＡに導入されたＡＤＨ残基に対す
るモル比率が（ｉ）１：０．２、（ｉｉ）１：０．４、（ｉｉｉ）１：０．８または（Ｉ
Ｖ）１：１．６である量のＨＳＡ－ＡＤＨ、多糖類との１：１モル比率でのＥＤＡＣ、お
よび多糖類との１：１のモル比率でのＮ－ヒドロキシスルホスクシンイミドを、ＭＥＳ１
００ｍＭ／ＮａＣｌ２５０ｍＭ（ｐＨ　５．０）中で室温で夜通し混合した。ｐＨ反応を
中和するために、ＮａＰｉ４００ｍＭ（ｐＨ７．２）を加えて、反応をクエンチした。次
に、結合体をＳ４００カラムに装填し、溶出緩衝液としてＮａＰｉ１０ｍＭ／ＮａＣｌ２
５０ｍＭ（ｐＨ７．２）を使用した。結果としての結合体をＳＤＳ－ＰＡＧＥ（図４ｂ）
により分析した。
【実施例４】
【０１４３】
ＧＢＳ－ＡＤＨ－ＨＳＡのさらなる精製および分析
　例４ａ．　クロマトグラフィー
【０１４４】
　数通りの方法を使用してＧＢＳ－ＡＤＨ－ＨＳＡ結合体をクロマトグラフィーで精製し
た：ＨＡカラム１０ｍｌ、溶出緩衝液：ＮａＰｉ１０　ｍＭ　ｐＨ　７．２、勾配緩衝液
：ＮａＰｉ４００　ｍＭ　ｐＨ　７．２（図５）、Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ　Ｓ４００カラム
１７０ｍｌ、溶出緩衝液：ＮａＰｉ１０　ｍＭ／ＮａＣｌ２５０ｍＭ　ｐＨ７．２（図６
）、およびＳｅｐｈａｃｒｙｌ　Ｓ４００カラム１７０ｍｌ、溶出緩衝液：ＮａＰｉ１０
　ｍＭ／ＮａＣｌ２５０ｍＭ　ｐＨ７．２、２１５ｎｍ（図７）。
【０１４５】
　結合体は、ＨＳＡ－ＡＤＨおよび多糖類の混合物から容易には分離できなかった。これ
は、結合体と同じ極性で実行される多糖類とＨＳＡ－ＡＤＨの非共有結合性の複合体が存
在する可能性があることを示唆する。
【０１４６】
　例４ｂ．　ウエスタンブロット分析
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【０１４７】
　例３ｂの生成物を、抗ＧＢＳ　Ｉｂ　ＣＲＭ１９７を使用してウエスタンブロット（図
８）により分析した。ブロットは、共有結合性結合体の存在を示す。
【実施例５】
【０１４８】
　ＡＤＨ誘導体化ＨＳＡとＧＢＳ糖類の物理的混合物中の非共有結合性相互作用の可能性
をさらに調査した。ＧＢＳ糖類Ｉｂ（ＰＳＩｂ）およびＨＳＡ－ＡＤＨを、１ｍｌ　Ｎａ
Ｐｉ３５ｍＭ　ｐＨ７．２／Ｔｗｅｅｎ２０　０．０５％中で混合した。１ｍｌのＫ２Ｈ
ＰＯ４（８．６Ｍ、飽和溶液）を加えた。混合物を氷で３０分間冷却してから、遠心分離
にかけて、ペレットを分離した。ペレットを１　ｍｌのＮａＰｉ１０ｍＭ（ｐＨ７．２）
に溶かして分析した。
【０１４９】
　これらの条件下に供した場合、糖類単独では沈殿しないことが示されたが、タンパク質
単独では沈殿した。結果を[表２]に示す。

【表２】

 
【実施例６】
【０１５０】
　それぞれの方法について同じ標準血清を使用して、２つのＥＬＩＳＡ試験法の感度を比
較した。同一の増大する濃度の血清を使用したそれぞれのＥＬＩＳＡ試験法についての光
学濃度（ＯＤ）値を、以下に示す。

【表２－２】

 
【０１５１】
　データは、ＰＳＩｂおよびＨＳＡ－ＡＤＨの物理的な混合物と比較して、共有結合的に
結合したＧＢＳ　Ｉｂ－ＨＳＡ－ＡＤＨでは高い値が得られたことを示す。物理的混合物
の２つの成分間で結合が証明されたが、感度は低かった。
【実施例７】
【０１５２】
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ＧＢＳ－ＨＳＡ－ＡＤＨ試料の特性付け
　例７ａ
【０１５３】
　糖類の含有量を比色分析シアル酸試験法で決定した。タンパク質の含有量をＭｉｃｒｏ
ＢＣＡで決定した。遊離糖の含有量をキャピラリー電気泳動法で決定した。結果を[表３]
および[表４]に示す。
【表３】

【表４】

 
【０１５４】
　例７ｂ　－　キャピラリー電気泳動法
【０１５５】
　ＧＢＳ　Ｉｂ－ＨＳＡ－ＡＤＨ結合体も、キャピラリー電気泳動法により分析した。緩
衝液Ｈ３ＢＯ３　１００　ｍＭ、ＳＤＳ　ｐＨ　９．０、ＳＤＳ　２５　ｍＭ、実行時間
１５分、電圧　２５　ＫＶ　温度２０°Ｃ、キャピラリー５０ｍｍ、５０ｃｍ。以下の重
量：重量比率での結合体を分析した：ＧＢＳ　Ｉｂ：ＨＳＡ－ＡＤＨ　１：１（図９ａ、
遊離糖の割合は６５．８　％）、ＧＢＳ　Ｉｂ：ＨＳＡ－ＡＤＨ　１：２（図９ｂ、遊離
糖の割合は９０．１　％）、およびＧＢＳ　Ｉｂ：ＨＳＡ－ＡＤＨ　１：４（図９ｃ、遊
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離糖の割合は８１．０　％）。
【実施例８】
【０１５６】
試験方法の例
　マルチウェルプレートの被覆
【０１５７】
　Ｉａ：　ＨＳＡ－ＡＤＨに共有結合的に結合した多糖類を１Ｘリン酸緩衝食塩水（ＰＢ
Ｓ）に入れた１　μｇ／ｍＬ溶液１００　μＬを、プレートのそれぞれのウェルに分配し
た。プレートを室温で夜通し保温してから、洗浄用緩衝液（０．０５％　Ｔｗｅｅｎ　２
０、　１Ｘ　ＰＢＳ中）中で３回洗浄した。
【０１５８】
　Ｉｂ：　ＨＳＡ－ＡＤＨに共有結合的に結合した多糖類を１Ｘ　ＰＢＳに入れた１　μ
ｇ／ｍＬ溶液１００　μＬを、プレートのそれぞれのウェルに分配した。プレートを室温
で夜通し保温してから、洗浄用緩衝液中で３回洗浄した。
【０１５９】
　ＩＩＩ：　ＨＳＡ－ＡＤＨ共有結合的に結合した多糖類を１Ｘ　ＰＢＳに入れた１　μ
ｇ／ｍＬ溶液１００　μＬを、プレートのそれぞれのウェルに分配した。プレートを室温
で夜通し保温してから、洗浄用緩衝液中で３回洗浄した。
【０１６０】
　ポストコーティング
【０１６１】
　２５０　μＬのポストコーティング溶液（２％　ＢＳＡ、０．０５％　Ｔｗｅｅｎ　２
０、ＰＢＳ中）を、プレートのそれぞれのウェルに分配した。プレートを３７°Ｃで９０
分間保温した後、ポストコーティング溶液を除去するために吸引した。
【０１６２】
　血清の保温
【０１６３】
　マウス血清を希釈緩衝液（２％　ＢＳＡ、０．０５％　Ｔｗｅｅｎ　２０、ＰＢＳ中）
で希釈した。標準血清（適切な血清試料をプールすることにより、過免疫血清のプールを
調製）を、４０５　ｎｍで２．０００を超えるＯＤを得るために希釈した（開始希釈用）
。プレートを３７°Ｃで１時間保温してから、洗浄用緩衝液（０．０５％　Ｔｗｅｅｎ　
２０、　１Ｘ　ＰＢＳ中）中で３回洗浄した。
【０１６４】
　アルカリフォスファターゼ（ＡＰ）を結合した抗体の保温
【０１６５】
　ＡＰを結合した抗種（ａｎｔｉ－ｓｐｅｃｉｅｓ）を希釈緩衝液（２％　ＢＳＡ、０．
０５％　Ｔｗｅｅｎ　２０、　ＰＢＳ中）に入れた溶液１００　μＬを、プレートのそれ
ぞれのウェルに分配した。プレートを３７°Ｃで９０分間保温してから、洗浄用緩衝液（
０．０５％　Ｔｗｅｅｎ　２０、　１Ｘ　ＰＢＳ中）中で３回洗浄した。
【０１６６】
　色素生成反応および抗体力価の計算
【０１６７】
　色素生産性（ｐ－ニトロフェニルリン酸）溶液１００　μｌを、それぞれのウェルに加
えた。室温で２５～３０分間保温した後、１００μｌのＥＤＴＡ　溶液（７．０％　ｐＨ
　８．０）をそれぞれのウェルに加えて、酵素性の反応を停止させた。発現した色をプレ
ートリーダーで波長を４０５　ｎｍに設定して測定した。Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　Ｌｉｎｅ
試験法を使用することにより、ＧＢＳ多糖類抗原（Ｉａ、ＩｂおよびＩＩＩ）に対する合
計ＩｇＧ力価を計算し、結果を任意のＥＬＩＳＡ単位／ｍｌ（ＥＵ／ｍｌ）で表現した。
３個のそれぞれの抗原について、標準血清ＩｇＧ力価には１．０　ＥＵ／ｍｌの値を任意
に割り当てた。ＯＤを標準プールの滴定曲線（バイアスおよび勾配）に内挿することによ
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のＩｇＧのμｇ／ｍｌとして表現した。
【０１６８】
　ａ）ＣＲＭ１９７を結合したＧＢＳ　Ｉａ、ＩｂおよびＩＩＩ多糖類で免疫化した動物
からの血清でのＩｇＧ応答を測定する、およびｂ）天然の多糖類での前保温によるＩｇＧ
応答の阻害を測定することにより、ＡＤＨ－ＨＳＡのＥＬＩＳＡを古典的なＨＳＡのＥＬ
ＩＳＡと比較した。阻害薬の不在時に得られた反応の割合として、天然の多糖類による阻
害を図１１ａ、１１ｂ（ＧＢＳ　Ｉａ）、１１ｃ（ＧＢＳ　Ｉｂ）および１１ｄ（ＧＢＳ
ＩＩＩ）に示す。
【０１６９】
　濃度が高度、中度および低度の抗体を含む血清の３つのプールを試験した。多糖類の濃
度を０．５　μｇ／ｍｌ、１．０　μｇ／ｍｌ、２．０　μｇ／ｍｌおよび４．０　μｇ
／ｍｌで増加させつつ、血清を３７°Ｃで３０分間保温した。
【０１７０】
　ＩａおよびＩＩＩの両方について測定した免疫グロブリン応答は、ＡＤＨ－ＨＳＡに共
有結合的に連結した糖類で被覆したプレートを使用したものが、ＨＳＡに共有結合的に連
結した糖類で被覆したものよりも低かったが、古典的ＨＳＡ方法はＣＲＭ１９７結合体内
に存在する可能性があり天然の多糖類にはない追加的なエピトープを検出することを示唆
している。
【０１７１】
　本発明の方法で結合することが見出された抗体は、天然のＩａ、ＩｂまたはＩＩＩ多糖
類の前保温により完全に阻害することができる一方、従来の技術（ＨＳＡおよび糖類の混
合物を使用）の方法で検出された抗体は、部分的にのみ阻害することができる。これは、
従来の技術の方法が天然の糖類に対して特異的でない抗体を実際に検出する一方、本発明
の方法は検出しないことを示唆する。
【０１７２】
　天然の多糖類による免疫グロブリン応答の阻害は、古典的なＨＳＡと比較してＡＤＨ－
ＨＳＡを使用したものの方が高かった。この点は複数の血清で立証され、ここでも、古典
的なＨＳＡ方法はＣＲＭ１９７結合体中に存在する可能性があり天然の多糖類には存在し
ない追加的なエピトープを検出することを示している。このことはＩａについて特に明ら
かである（３つ全ての血清、特に「中度」で観察され、ＡＤＨで１００％達成され、ＨＳ
Ａでは５０％にとどまっている）。Ｉｂの場合も、ＡＤＨプレートでの遊離糖による阻害
が改善された。ＩＩＩについては、ＡＤＨおよびＨＳＡの差異を「低度の」血清で見出す
ことができ、他の血清では１００％の阻害に急速に到達した。したがって、ＩＩＩについ
ての処置はさらに最適化しうる。より一般的には、ＡＤＨはＩＩＩ抗原についてＩａ抗原
よりも少なめの量の抗体に結合する傾向があると思われ、より選択的であり特異的である
ことを示唆している。
【実施例９】
【０１７３】
従来の技術の方法とのさらなる比較
　本発明の方法を、遊離莢膜多糖類に基づく従来の技術の方法と比較した。本発明の方法
は、より低濃度の多糖類の使用を許容し、また短い保温時間で、それぞれのＧＢＳ多糖類
について正確さ、精度、直線性および被覆の安定性という点で、明らかにより良い結果が
得られた（[表５]　　）。図１２に示すとおり、比較研究は、全てのデータが信頼限界ｐ
＜　０．０５（外側の線）内に収まることから２つの異なるアプローチ間での容認できる
一致を示しており、したがって遊離多糖類による方法は、本発明の方法で置き換えが可能
である。
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【表５】

 
【実施例１０】
【０１７４】
直線性の試験
　ＧＢＳＩａ－ＡＤＨ－ＨＳＡ（マウス、図１３ａ、ヒト、図１３ｂ）、ＧＢＳ　Ｉｂ－
ＡＤＨ－ＨＳＡ（マウス、図１３ｃ、ヒト、図１３ｄ）、ＧＢＳ　Ｉａ－ＡＤＨ－ＨＳＡ
（マウス、図１３ｅ、ヒト、図１３ｆ）およびＧＢＳ　ＩｂとＡＤＨ誘導体化ＨＳＡの物
理的混合物についての検量線の１１個の反復物を用いて、直線性の評価を実施した。
【実施例１１】
【０１７５】
効力の試験
　本発明の第三の態様の一例は、ＧＢＳ莢膜糖類結合体ワクチンの効力を評価する方法で
ある。この方法の例を図１４に概説する。手短にいえば、本方法は２つの競合ＥＬＩＳＡ
の結果を比較するが、ここでは、（ａ）既知の効力の参照ＧＢＳ莢膜糖類結合体ワクチン
と、（ｂ）未知の効力のＧＢＳ莢膜糖類結合体ワクチンのバッチが、単クローン抗体の糖
類への結合について、ＡＤＨ－ＨＳＡに会合した糖類の結合体と別々に競合する。本方法
は、以下の方法で実施しうることが予見される。
【０１７６】
　マイクロタイタープレートが既知の最終濃度でＰＢＳ（ｐＨ　７．４）中で被覆され、
ワクチン内に含まれるＡＤＨ－ＨＳＡおよび糖類の共有結合性の結合体が試験の対象とな
る。プレートは密封され、２°～８°Ｃで夜通し保温された後、遮断試薬として１％豚ゼ
ラチンを含むＰＢＳ（ｐＨ　７．４）溶液で洗浄されて飽和状態にされ、３７°Ｃで２時
間保温される。次に、プレートが４％のポリビニル－ピロリドンおよび１０％の蔗糖を含
む生理食塩水で固定され、室温で２時間保温される。保温の後、固定溶液を吸引し、プレ
ートを放置し、ベンチ上で夜通し乾燥させる。
【０１７７】
　異なるポリプロピレンマイクロタイタープレートでは、特定の競争相手（例えば、ヒト
臨床試験で試験した参照ワクチン、および試験ワクチンバッチの一部分）が、緩衝液（０
．０１％　ＴＷＥＥＮ　２０（ＴＭ）を含むＰＢＳ（ｐＨ　７．４）中での１％ウシ血清
アルブミン）で適切に希釈される。次に、糖類に対して同じ体積の単クローン抗体を一定
の希釈度でウェルに加えて、室温で競争相手と直接相互作用させる。この手順の後、被覆
して飽和状態にされたプレートに混合物を移し、３７°Ｃで２時間保温する。次にプレー
トを洗浄し、アルカリフォスファターゼに結合したヤギ抗マウスＩｇＧ抗体を加える。第
二の抗体を３７°Ｃで１．５時間保温し、洗浄した後、プレートを色素生産性基質溶液と
共に室温で３０分間放置する。プレートをＮａＯＨ溶液でブロックしてから、波長４０５
－６２０　ｎｍでの吸光度の値を読み取る。
【０１７８】
　ヨーロッパ薬局方６．０に記載されているＰａｒａｌｌｅｌ－Ｌｉｎｅモデルを使用し
て、ワクチンバッチの反応曲線が、参照ワクチンに関する相対効力評価によって決定され
る。このモデルによれば、用量の対数変換と反応（ＯＤまたは変換）との間の関係は使用
する用量の範囲全体で直線として表現できるが、このモデルは、未知および参照のワクチ
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ン間での平行性の仮定（ｐａｒａｌｌｅｌｉｓｍ　ａｓｓｕｍｐｔｉｏｎ）に基づいてい
る。２つの線の間の水平距離は、参照バッチに対する未知のバッチの効力および免疫原性
を示す。この値の評価に使用したプロットの例（この例で概説したものと類似したプロト
コルにより作成）を、図１５に示す。
【実施例１２】
【０１７９】
抗体の生成
　マウスの単クローン抗体（ｍＡｂ）を、標準手順に従い生成した。Ｂ－細胞ハイブリド
ーマクローンを、特異的なグリコ結合体で免疫化したマウスの脾臓細胞から単離した。陽
性のクローンをまずＥＬＩＳＡによって選択し、次に培養の上澄みをＧＢＳ菌株の表面に
結合させるために選別して、フローサイトメトリーおよび殺菌性抗体を選択するためのＯ
ＰＡ試験法により、相同的な莢膜多糖類を発現させた。次に、陽性の一次ハイブリドーマ
クローンについて限界希釈法で、単細胞クローニングおよびサブクローニングを行った。
抗体およびそれらをコードする核酸の配列を、標準的な方法で決定した。参考文献［１３
３］に記載のあるプログラムを使用して、ＣＤＲを予測した。それぞれの配列の配列番号
は、表６に示されており、また添付の配列表を参照のこと。
【表６】

 
【実施例１３】
【０１８０】
抗体の特性付け
　例１３ａ
【０１８１】
　表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）により、Ｂｉａｃｏｒｅ　Ｘ１００装置（ＧＥ　Ｈｅａ
ｌｔｈｃａｒｅ）を使用して、関連性のある抗原についての抗体の親和性を測定した。
【０１８２】
　ＧＢＳ莢膜多糖類Ｉａ－ＨＳＡ（１０　μｇ／ｍｌ）、ＧＢＳ莢膜多糖類Ｉｂ－ＨＳＡ
（２　μｇ／ｍｌ）およびＧＢＳ莢膜多糖類ＩＩＩ－ＨＳＡ（２　μｇ／ｍｌ）を、１０
　ｍＭ酢酸ナトリウムｐＨ　４．５に入れて、ＣＭ５バイオセンサーチップ（ＧＥ　Ｈｅ
ａｌｔｈｃａｒｅ）上に固定化した。予備的なｐＨスカウティング試験によって、それぞ
れの複合糖質の固定化についてｐＨ　４　－　５の範囲での最適なｐＨを決定した。標準
一級アミンカップリング（アミンカップリングキット、ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）を
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使用して、固定化をフローセル２で流量１０　μｌ／分で９分間実施したが、ここで、同
体積である０．４　ＭのＮ－エチル－Ｎ’－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイ
ミド（ＥＤＣ）および０．１　ＭのＮ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）を混合する
ことにより、カルボキシメチル化ＣＭ５デキストラン層が、１０　μＬ／ｍｉｎで７分間
活性化された。１．０　Ｍのエタノールアミン塩酸塩（ｐＨ　８．５）の３回の注入（各
４分）により、未反応のＮＨＳ－エステル基をブロックした。固定化の手順により、それ
ぞれ約２３００　ＲＵ、約５５０　ＲＵおよび約１１００　ＲＵのＣＭ５－ＨＳＡ－ＰＳ
Ｉａ、ＣＭ５－ＨＳＡ－ＰＳＩｂおよびＣＭ５－ＨＳＡ－ＰＳＩＩＩのバイオセンサーの
入手ができるようになった。未処理のフローセル１は、参照として使用した。ＨＢＳ－Ｅ
Ｐを、０．００５％（ｖ／ｖ）Ｔｗｅｅｎ　２０（ｐＨ　７．２～７．４）と共に、結合
体固定化のための実行用緩衝液として使用した。
【０１８３】
　ＳＰＲ速度実験でそれぞれＧＢＳ莢膜多糖類Ｉａ、ＩｂおよびＩＩＩに対するそれらの
結合能力について、実施例１２の３つのｍＡｂを調査した。会合（ｋａ）および解離（ｋ

ｄ）速度定数、および結合親和性（ＫＤ　＝　ｋｄ　／　ｋａ）に関する相互作用パラメ
ータを決定した。
【０１８４】
　泳動用緩衝液（ＧＢＳ莢膜多糖類ＩａおよびＩｂ特異的なｍＡｂについて２０　ｎＭか
ら、またＧＢＳ莢膜多糖類ＩＩＩに特異的なｍＡｂについて５０　ｎＭから開始）中のｍ
Ａｂの５つの２倍段階希釈物を、それぞれの被覆したバイオセンサー上に４５　μＬ／分
で２分間注入した後、１０分の解離時間を設けた。それぞれの濃縮サイクルの後、３．５
　Ｍ　ＭｇＣｌ２　（２分、１０　μｌ／分）を使用してバイオセンサー再生を実施した
。この処理では、異なる実行で結合リガンドの同等の信号でみられたとおりバイオセンサ
ー表面の損傷はなかった。それぞれの速度実験は三つ揃いで実施し、検体としての緩衝液
の同一の結合－再生サイクルがこれに先行した。このサイクルはブランクとして使用し、
バックグラウンド効果を修正するために、アクティブな全ての曲線から差し引いた。
【０１８５】
　ＢＩＡｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　Ｘ１００ソフトウェアバージョン１．０（ＧＥ　Ｈｅａ
ｌｔｈｃａｒｅ）を使用して、速度曲線に等モル化学量論（１：１）モデルを同時に当て
はめることにより、会合、解離および親和性の定数を決定した。速度定数を３つの独立し
た速度実験の平均結果として決定した。ＧＢＳ莢膜多糖類ＩａおよびＩｂ特異的なｍＡｂ
について、速度実験のための実行用緩衝液としてＨＢＳ－ＥＰを０．００５％（ｖ／ｖ）
Ｔｗｅｅｎ　２０（ｐＨ　７．２）と共に使用した一方、ＧＢＳ莢膜多糖類ＩＩＩ特異的
なｍＡｂについては、ＰＢＳ緩衝液（ｐＨ　７．２）を０．００５％（ｖ／ｖ）Ｔｗｅｅ
ｎ　２０と共に使用した。
【０１８６】
　結果（３回の実験の平均）を[表７]に示す。試験した抗体で、全て高い親和性が見られ
た。
【表７】

 
【０１８７】
　例１３ｂ
【０１８８】
　これらの抗体の機能的活性を、ＯＰＡ試験法でのＧＢＳ死滅により測定した。手短にい
えば、ＧＢＳ試料を免疫化したマウスからの予め希釈した血清とともに保温し（内在性の
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補体活性を不活性化するために試験の前に５６°Ｃで３０分間加熱）、ＨＬ－６０細胞を
ＤＭＦ（０．８％）および補体（Ｃ３ｂ）内で振盪させながら１時間分化させた。混合物
の標本を採取して希釈し、Ｔ０（混合の後）およびＴ６０（振盪の後）でプレートに配置
した。プレートを夜通し保管した後、それぞれの希釈についてのコロニー形成単位数を数
量化した。これらのデータを基に、ＯＰＡ力価（抗体希釈を媒介とする５０％の死滅）を
決定した。
【０１８９】
　結果を[表８]に示す。試験した抗体で、全て高い機能的活性が見られた。
【表８】

 
【０１９０】
　例１３ｃ
【０１９１】
　対応するＨＳＡ結合体に対するＧＢＳ多糖類およびＣＲＭ１９７の結合体に対する抗体
の特異性を、実施例１１に記載したＥＬＩＳＡ競合試験によって評価した。３つの全ての
抗体はＩｇＧ１であった。濃度は、α－Ｉａ、０．２０　μｇ／ｍｌ、α－Ｉｂ、０．１
６　μｇ／ｍｌ、α－ＩＩＩ、０．５６　μｇ／ｍｌであった。
【０１９２】
　それぞれのＣＲＭ１９７結合体は、その特異的な抗体の対応するＨＳＡ結合体に対する
結合を、用量依存的な再現性のある方法で阻害した。それぞれの血清型からのＧＢＳ多糖
類のＣＲＭ１９７結合体を含む三価ワクチンも、用量依存的な再現性のある方法で結合を
阻害した。結合は、その他の血清型のＣＲＭ１９７結合体によっては阻害されなかった。
結果を図１６に示す。
【０１９３】
　例１３ｄ
【０１９４】
　飽和移動差ＮＭＲにより、本発明による抗体を使用して、エピトープマッピングを実施
した。反復単位を構成するその他の残基に加えて、ＮｅｕＮＡｃ残基が全てのＧＢＳ多糖
類についての抗体結合に関与していることが立証された。結果を図１７に示す。
【実施例１４】
【０１９５】
効力の弱いワクチンバッチの識別
　ＧＢＳ　Ｉａ、ＩｂおよびＩＩＩ多糖類結合体のバッチを、含有量が１００～＜５％に
減少するシアル酸を用いて調製した（５０ｍＭ　ＮａＡｃ、ｐＨ　４．７５、８０°Ｃ、
３０ｋＤａ　ＭＷＣＯでろ過、１０　ｍＭ　ＮａＰｉ　ｐＨ　７．２、透析）。シアル酸
の含有量は、ＮＭＲにより決定した。これらのバッチを用いた実施例１１による試験の代
表的な結果を図１８に示す。これらは、３２％を下回る（ＧＢＳ　ＩａおよびＩＩＩ）お
よび５％（ＧＢＳ　Ｉｂ）のシアル酸の濃度がこの試験法による効力の欠如につながるこ
とを示す。マウスでの致死的な負荷試験後のＯＰＡ力価および生存率は、シアル酸濃度が
２４％を下回る時に減少し、一方でＥＬＩＳＡ力価はシアル酸濃度がより低いときに高く
なる。
【実施例１５】
【０１９６】
実施例１１による試験の特性付け
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　例１５ａ
【０１９７】
　２つのワクチンバッチについて効力値を決定することにより、試験の再現性を試験した
。結果を図１９に示す。試験は、ＧＢＳ　Ｉａ、ＩｂおよびＩＩＩのケースで異なる２つ
のワクチンバッチについて、１５％を下回る効力値のＣＶ％を示している。
【０１９８】
　例１５ｂ
【０１９９】
　ＧＢＳ三価ワクチンの増加する濃度の相対的な効力値を決定するために、試験を使用し
た。結果は、図２０に示すとおり、高いダイナミックレンジ（それぞれのＧＢＳ　Ｉａ、
ＩｂおよびＩＩＩについて濃度０．２５～１．６　μｇ／ｍｌについて分析）にわたり直
線性を示した。したがって、試験によって、三価ワクチン内のそれぞれの単一抗原成分の
正確な量の決定が許容される。
【０２００】
　例１５ｃ
【０２０１】
　スパイク回収効果を測定することにより、試験法の特異性および選択性を評価した。三
価ＧＢＳワクチンの組成を、単一成分：ＧＢＳ　Ｉａ－ＣＲＭ１９７結合体の量を増やし
て追加することで変化させた。結果は図２１に示すとおりで、単一のＧＢＳ多糖類抗原（
この場合ではＧＢＳ　Ｉａ多糖類）について試験法の選択性および特異性を立証している
。
【０２０２】
　本発明は、例のみの目的で説明してきたが、本発明の範囲および精神を逸脱することな
く修正を加えうることが理解される。
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【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中の、第一の会合により第一の担体と会合する抗原の結合体に対する抗体の存在を
検出するための方法であって、前記方法が以下の手順：
　　（ｉ）前記抗体の前記抗原への結合を可能にする条件下で、第二の会合により第二の
担体と会合する前記抗原の結合体を前記試料と接触させる手順、および
　　（ｉｉ）前記抗原に結合した前記抗体の存在を検出するための薬剤を導入する手順
を含み、
ここで、第一の会合および前記第二の会合は共有結合性会合であり、および前記第一の会
合は前記第二の会合とは異なる、方法。
【請求項２】
　前記方法が前記試料における前記抗体の濃度を測定するためのものである、請求項１に
記載の方法。
【請求項３】
　前記試料が全血、血清および血漿を含む群から選択される、請求項１または２に記載の
方法。
【請求項４】
　前記試料が血清である、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記試料が妊娠した哺乳動物からの試料である、請求項１～４のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項６】
　前記方法がさらに以下の手順：
　　（ｉｉｉ）前記濃度を、前記抗原に対する抗体保有率（例えば、出産の間の新生児の
感染に対する）についての標準判定基準と比較する手順、
を含む、請求項２に記載の方法。
【請求項７】
　前記抗体が免疫グロブリンＧ抗体である、請求項１～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　前記第一の担体がタンパク質である、請求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　前記第一の担体がジフテリアトキソイド、破傷風トキソイド、ＣＲＭ１９７またはタン
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パク質Ｄである、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記第二の担体がタンパク質である、請求項１～９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記第二の担体が血清アルブミンである、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記抗原が糖類である、請求項１～１１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記糖類が細菌性の抗原である、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記糖類がＢ群連鎖球菌莢膜糖類である、請求項１２に記載の方法。
【請求項１５】
　前記第二の担体に会合する前記抗原の前記結合体が表面上に固定化される、請求項１～
１４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　第二の会合により前記第二の担体に会合する前記抗原の前記結合体がマルチウェルプレ
ート上に固定化される、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記抗体の存在を検出する前記薬剤が前記抗体に対する標識化された抗体である、請求
項１～１６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８】
　前記抗体の存在を検出する前記薬剤が前記抗体に対するアルカリフォスファターゼを結
合体化した抗体である、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記第一の会合が第一の共有結合性会合であり、また前記第二の会合が前記第一の共有
結合性会合とは異なるリンカー基を含む第二の共有結合性会合である、請求項１～１８の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項２０】
　前記第一の会合が前記リンカー－ＮＨＣＨ２－を含む、請求項１～１９のうちのいずれ
かに記載の方法。
【請求項２１】
　前記第二の会合が前記リンカー－Ｃ（Ｏ）ＮＨＮＨＣ（Ｏ）Ｌ１Ｃ（Ｏ）ＮＨＮＨＣ（
Ｏ）－を含み、Ｌ１がアルキレン、アルケニレン、シクロアルキレン、シクロアルケニレ
ン、アリーレン、ヘテロアリーレン、アリールアルキレン、アルカリレン、またはアルキ
レンアリールアルキレンを含む群から選択した二価のラジカルである、請求項１～２０の
うちのいずれかに記載の方法。
【請求項２２】
　Ｌ１がＣ４－８アルキレンまたはフェニレンである、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　Ｌ１がＣ４アルキレンである、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　前記抗原がＢ群連鎖球菌莢膜糖類であり、
　前記第一の担体がＣＲＭ１９７であり、
　前記第一の会合が前記リンカー－ＮＨＣＨ２－を含み、
　前記第二の担体が血清アルブミンであり、
　前記第二の会合が前記リンカー　－Ｃ（Ｏ）ＮＨＮＨＣ（Ｏ）（ＣＨ２）４Ｃ（Ｏ）Ｎ
ＨＮＨＣ（Ｏ）－を含み、Ｌ１がＣ４アルキレンである、請求項１に記載の方法。
【請求項２５】
　請求項１、８～１４および１９～２４のうちのいずれかに記載の結合体。
【請求項２６】
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　請求項２５に記載の前記結合体で被覆されたマルチウェルプレート。
【請求項２７】
　第一の会合により第一の担体に会合する抗原の結合体に対する抗体を検出するためのキ
ットであって、前記キットは第二の会合により第二の担体に会合する抗原の結合体を含み
、ここで、前記第一の会合および前記第二の会合は共有結合性会合であり、前記第一の会
合は前記第二の会合とは異なる、キット。
【請求項２８】
　第一の会合により第一の担体に会合する抗原の結合体に対する抗体の濃度を、医師によ
る使用のための、前記第一の会合により前記第一の担体に会合する前記抗原の前記結合体
を含むワクチンの提供の指標とする方法であって、（ａ）請求項１～２４のうちのいずれ
かに記載の方法を使用して各試料中の前記結合体に対する前記抗体の濃度を測定する手順
であって、前記試料は、前記ワクチンが投与された複数の被験者から回収されたものであ
る、手順と、（ｂ）前記抗原に対する抗体保有率についての標準判定基準と前記濃度とを
比較する手順と、を含み、前記被験者について所定の比率で、抗体保有率についての前記
判定基準を上回る濃度は、医師による使用のための前記ワクチンを提供することを示す、
方法。
【請求項２９】
　前記所定の数の被験者が、統計的に有意な被験者の試料の８０％である、請求項２８に
記載の方法。
【請求項３０】
　第一の会合により第一の担体に会合する抗原の結合体を含むワクチンのバッチを放出す
る方法であって、以下の手順：
　　（ａ）前記抗原に対する抗体の結合を可能にする条件下で第二の会合により第二の担
体に会合する前記抗原の結合体を、前記ワクチンバッチの一部分の存在下で前記結合体に
対する抗体と接触させる手順と、
　　（ｂ）第二の会合により第二の担体と会合する前記抗原に結合された前記抗体の存在
を検出するための薬剤を導入する手順と、
　　（ｃ）前記結合された抗体の量を決定する手順と、
　　（ｄ）参照ワクチンで置き換えた前記ワクチンバッチの前記部分で手順（ａ）～（ｃ
）を実施する手順と、
　　（ｅ）各手順（ｃ）の結果を比較する手順と、手順（ｅ）での前記比較が、前記ワク
チンバッチが放出について予め定められた要件を満足することを示す場合に、
　　（ｆ）前記ワクチンを放出する手順と
を含む、方法。
【請求項３１】
　前記抗体が免疫グロブリンＧ抗体である、請求項３０に記載の方法。
【請求項３２】
　前記第一の担体がタンパク質である、請求項３０または請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　前記第一の担体がジフテリアトキソイド、破傷風トキソイド、ＣＲＭ１９７またはタン
パク質Ｄである、請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　前記第二の担体がタンパク質である、請求項３０～３３のうちのいずれかに記載の方法
。
【請求項３５】
　前記第二の担体が血清アルブミンである、請求項３４に記載の方法。
【請求項３６】
　前記抗原が糖類である、請求項３０～３５のうちのいずれかに記載の方法。
【請求項３７】
　前記糖類が細菌性の抗原である、請求項３６に記載の方法。



(55) JP 2016-539315 A 2016.12.15

【請求項３８】
　前記糖類がＢ群連鎖球菌莢膜糖類である、請求項３６に記載の方法。
【請求項３９】
　前記第二の担体に会合する前記抗原の前記結合体が表面上に固定化される、請求項３０
～３８のうちのいずれかに記載の方法。
【請求項４０】
　第二の会合により前記第二の担体に会合する前記抗原の前記結合体がマルチウェルプレ
ート上に固定化される、請求項３９に記載の方法。
【請求項４１】
　前記抗体の存在を検出する前記薬剤が前記抗体に対する標識化された抗体である、請求
項３０～４０のうちのいずれかに記載の方法。
【請求項４２】
　前記抗体の存在を検出する前記薬剤が前記抗体に対するアルカリフォスファターゼを結
合体化した抗体である、請求項４１に記載の方法。
【請求項４３】
　前記第一の会合が第一の共有結合性会合であり、また前記第二の会合が前記第一の共有
結合性会合とは異なるリンカー基を含む第二の共有結合性会合である、請求項３０～４２
のうちのいずれかに記載の方法。
【請求項４４】
　前記第一の会合が前記リンカー－ＮＨＣＨ２－を含む、請求項３０～４３のうちのいず
れかに記載の方法。
【請求項４５】
　前記第二の会合が、前記リンカー－Ｃ（Ｏ）ＮＨＮＨＣ（Ｏ）Ｌ１Ｃ（Ｏ）ＮＨＮＨＣ
（Ｏ）－を含み、Ｌ１がアルキレン、アルケニレン、シクロアルキレン、シクロアルケニ
レン、アリーレン、ヘテロアリーレン、アリールアルキレン、アルカリレン、またはアル
キレンアリールアルキレンを含む群から選択した二価のラジカルである、請求項３０～４
４のうちのいずれかに記載の方法。
【請求項４６】
　Ｌ１がＣ４－８アルキレンまたはフェニレンである、請求項４５に記載の方法。
【請求項４７】
　Ｌ１がＣ４アルキレンである、請求項４６に記載の方法。
【請求項４８】
　前記抗原がＢ群連鎖球菌莢膜糖類であり、
　前記第一の担体がＣＲＭ１９７であり、
　前記第一の会合が前記リンカー－ＮＨＣＨ２－を含み、
　前記第二の担体が血清アルブミンであり、
　前記第二の会合が前記リンカー　－Ｃ（Ｏ）ＮＨＮＨＣ（Ｏ）（ＣＨ２）４Ｃ（Ｏ）Ｎ
ＨＮＨＣ（Ｏ）－を含み、Ｌ１がＣ４アルキレンである、請求項３０に記載の方法。
【請求項４９】
　単離した抗体であって、（ａ）配列番号２内の可変領域または配列番号４の可変領域に
対して少なくとも約９５％の配列同一性を持つ、アミノ酸配列を含む、少なくとも一つの
可変領域であるか、または（ｂ）配列番号３３で示されるアミノ酸配列を含む軽鎖の第三
のＣＤＲ（ＬＣ－ＣＤＲ３）、および／または配列番号２４で示されるアミノ酸配列を含
む重鎖の第三のＣＤＲ（ＨＣ－ＣＤＲ３）を含む、抗体。
【請求項５０】
　配列番号２内の可変領域または配列番号４内の可変領域に対し約１００％配列同一性を
持つアミノ酸配列を含む、少なくとも一つの可変領域を含む、請求項４９に記載の単離し
た抗体。
【請求項５１】
　配列番号２内の可変領域に対して少なくとも約９５％の配列同一性を持つアミノ酸配列
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を含むＶＬと、配列番号４内の可変領域に対して少なくとも約９５％配列同一性を持つア
ミノ酸配列を含むＶＨとを含む、請求項４９に記載の単離した抗体。
【請求項５２】
　配列番号２内の可変領域に対して約１００％の配列同一性を持つアミノ酸配列を含むＶ

Ｌと、配列番号４内の可変領域に対して約１００％の配列同一性を持つアミノ酸配列を含
むＶＨとを含む、請求項５１に記載の単離した抗体。
【請求項５３】
　配列番号２内の前記可変領域が配列番号１３で示されるアミノ酸配列である、請求項４
９～５２のうちのいずれかに記載の単離した抗体。
【請求項５４】
　配列番号４内の前記可変領域が配列番号１４で示されるアミノ酸配列である、請求項４
９～５３のうちのいずれかに記載の単離した抗体。
【請求項５５】
　前記抗体が、≦５　ｎＭのＫＤでＧＢＳタイプＩＩＩ莢膜糖類に結合する、請求項４９
～５４のうちのいずれか１項に記載の単離した抗体。
【請求項５６】
　単離した抗体であって、（ａ）配列番号６内の可変領域または配列番号８の可変領域に
対して少なくとも約９５％の配列同一性を持つ、アミノ酸配列を含む、少なくとも一つの
可変領域であるか、または（ｂ）配列番号２７で示されるアミノ酸配列を含む軽鎖の第三
のＣＤＲ（ＬＣ－ＣＤＲ３）、および／または配列番号３０で示されるアミノ酸配列を含
む重鎖の第三のＣＤＲ（ＨＣ－ＣＤＲ３）を含む、抗体。
【請求項５７】
　配列番号６内の可変領域または配列番号８内の可変領域に対し約１００％配列同一性を
持つアミノ酸配列を含む、少なくとも一つの可変領域を含む、請求項５６に記載の単離し
た抗体。
【請求項５８】
　配列番号６内の可変領域に対し少なくとも約９５％の配列同一性を持つアミノ酸配列を
含むＶＬと、配列番号８内の可変領域に対し少なくとも約９５％配列同一性を持つアミノ
酸配列を含むＶＨとを含む、請求項５６に記載の単離した抗体。
【請求項５９】
　配列番号６内の可変領域に対し約１００％の配列同一性を持つアミノ酸配列を含むＶＬ

と、配列番号８内の可変領域に対して約１００％の配列同一性を持つアミノ酸配列を含む
ＶＨとを含む、請求項５８に記載の単離した抗体。
【請求項６０】
　配列番号６内の前記可変領域が配列番号１５で示されるアミノ酸配列である、請求項５
６～５９のうちのいずれかに記載の単離した抗体。
【請求項６１】
　配列番号８内の前記可変領域が配列番号１６で示されるアミノ酸配列である、請求項５
６～６０のうちのいずれかに記載の単離した抗体。
【請求項６２】
　前記抗体が、≦０．５　ｎＭのＫＤでＧＢＳタイプＩｂ莢膜糖類に結合する、請求項５
６～６１のうちのいずれか１項に記載の単離した抗体。
【請求項６３】
　単離した抗体であって、（ａ）配列番号１０内の可変領域または配列番号１２の可変領
域に対し少なくとも約９５％の配列同一性を持つアミノ酸配列を含む、少なくとも一つの
可変領域であるか、または（ｂ）配列番号２１で示されるアミノ酸配列を含む軽鎖の第三
のＣＤＲ（ＬＣ－ＣＤＲ３）、および／または配列番号３６で示されるアミノ酸配列を含
む重鎖の第三のＣＤＲ（ＨＣ－ＣＤＲ３）を含む、抗体。
【請求項６４】
　配列番号１０内の可変領域または配列番号１２内の可変領域に対し約１００％配列同一
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性を持つアミノ酸配列を含む少なくとも一つの可変領域を含む、請求項６３に記載の単離
した抗体。
【請求項６５】
　配列番号１０内の可変領域に対し少なくとも約９５％の配列同一性を持つアミノ酸配列
を含むＶＬと、配列番号１２内の可変領域に対して少なくとも約９５％配列同一性を持つ
アミノ酸配列を含むＶＨとを含む、請求項６３に記載の単離した抗体。
【請求項６６】
　配列番号１０内の可変領域に対し約１００％の配列同一性を持つアミノ酸配列を含むＶ

Ｌと、配列番号１２内の可変領域に対し約１００％の配列同一性を持つアミノ酸配列を含
むＶＨとを含む、請求項６５に記載の単離した抗体。
【請求項６７】
　配列番号１０内の前記可変領域が配列番号１７で示されるアミノ酸配列である、請求項
６３～６６のうちのいずれかに記載の単離した抗体。
【請求項６８】
　配列番号１１内の前記可変領域が配列番号１８で示されるアミノ酸配列である、請求項
６３～６７のうちのいずれかに記載の単離した抗体。
【請求項６９】
　前記抗体が、≦２．５　ｎＭのＫＤでＧＢＳタイプＩａ莢膜糖類に結合する、請求項６
３～６８のうちのいずれか１項に記載の単離した抗体。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００２０
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００２０】
　本発明はまた、本発明の第三の態様にとって有用な抗体を提供している。
　特定の実施形態では、例えば以下が提供される：
（項目１）
　試料中の、第一の会合により第一の担体と会合する抗原の結合体に対する抗体の存在を
検出するための方法であって、前記方法が以下の手順：
　　（ｉ）前記抗体の前記抗原への結合を可能にする条件下で、第二の会合により第二の
担体と会合する前記抗原の結合体を前記試料と接触させる手順、および
　　（ｉｉ）前記抗原に結合した前記抗体の存在を検出するための薬剤を導入する手順
を含み、
ここで、第一の会合および前記第二の会合は共有結合性会合であり、および前記第一の会
合は前記第二の会合とは異なる、方法。
（項目２）
　前記方法が前記試料における前記抗体の濃度を測定するためのものである、項目１に記
載の方法。
（項目３）
　前記試料が全血、血清および血漿を含む群から選択される、先行する項目のいずれかに
記載の方法。
（項目４）
　前記試料が血清である、項目３に記載の方法。
（項目５）
　前記試料が妊娠した哺乳動物からの試料である、先行する項目のいずれかに記載の方法
。
（項目６）
　前記方法がさらに以下の手順：
　　（ｉｉｉ）前記濃度を、前記抗原に対する抗体保有率（例えば、出産の間の新生児の
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感染に対する）についての標準判定基準と比較する手順、
を含む、項目２に記載の方法。
（項目７）
　前記抗体が免疫グロブリンＧ抗体である、先行する項目のいずれかに記載の方法。
（項目８）
　前記第一の担体がタンパク質である、先行する項目のいずれかに記載の方法。
（項目９）
　前記第一の担体がジフテリアトキソイド、破傷風トキソイド、ＣＲＭ１９７またはタン
パク質Ｄである、項目８に記載の方法。
（項目１０）
　前記第二の担体がタンパク質である、先行する項目のいずれかに記載の方法。
（項目１１）
　前記第二の担体が血清アルブミンである、項目１０に記載の方法。
（項目１２）
　前記抗原が糖類である、先行する項目のいずれかに記載の方法。
（項目１３）
　前記糖類が細菌性の抗原である、項目１２に記載の方法。
（項目１４）
　前記糖類がＢ群連鎖球菌莢膜糖類である、項目１２に記載の方法。
（項目１５）
　前記第二の担体に会合する前記抗原の前記結合体が表面上に固定化される、先行する項
目のいずれかに記載の方法。
（項目１６）
　第二の会合により前記第二の担体に会合する前記抗原の前記結合体がマルチウェルプレ
ート上に固定化される、任意の項目１５に記載の方法。
（項目１７）
　前記抗体の存在を検出する前記薬剤が前記抗体に対する標識化された抗体である、先行
する項目のいずれかに記載の方法。
（項目１８）
　前記抗体の存在を検出する前記薬剤が前記抗体に対するアルカリフォスファターゼを結
合体化した抗体である、項目１７に記載の方法。
（項目１９）
　前記第一の会合が第一の共有結合性会合であり、また前記第二の会合が前記第一の共有
結合性会合とは異なるリンカー基を含む第二の共有結合性会合である、先行する項目のい
ずれかに記載の方法。
（項目２０）
　前記第一の会合が前記リンカー－ＮＨＣＨ２－を含む、項目１～１９のうちのいずれか
に記載の方法。
（項目２１）
　前記第二の会合が前記リンカー－Ｃ（Ｏ）ＮＨＮＨＣ（Ｏ）Ｌ１Ｃ（Ｏ）ＮＨＮＨＣ（
Ｏ）－を含み、Ｌ１がアルキレン、アルケニレン、シクロアルキレン、シクロアルケニレ
ン、アリーレン、ヘテロアリーレン、アリールアルキレン、アルカリレン、またはアルキ
レンアリールアルキレンを含む群から選択した二価のラジカルである、項目１～２０のう
ちのいずれかに記載の方法。
（項目２２）
　Ｌ１がＣ４－８アルキレンまたはフェニレンである、項目２１に記載の方法。
（項目２３）
　Ｌ１がＣ４アルキレンである、項目２２に記載の方法。
（項目２４）
　前記抗原がＢ群連鎖球菌莢膜糖類であり、
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　前記第一の担体がＣＲＭ１９７であり、
　前記第一の会合が前記リンカー－ＮＨＣＨ２－を含み、
　前記第二の担体が血清アルブミンであり、
　前記第二の会合が前記リンカー　－Ｃ（Ｏ）ＮＨＮＨＣ（Ｏ）（ＣＨ２）４Ｃ（Ｏ）Ｎ
ＨＮＨＣ（Ｏ）－を含み、Ｌ１がＣ４アルキレンである、項目１に記載の方法。
（項目２５）
　項目１、８～１４および１９～２４のうちのいずれかに記載の結合体。
（項目２６）
　項目２５に記載の結合体で被覆されたマルチウェルプレート。
（項目２７）
　第一の会合により第一の担体に会合する抗原の結合体に対する抗体を検出するためのキ
ットであって、前記キットは第二の会合により第二の担体に会合する抗原の結合体を含み
、ここで、前記第一の会合および前記第二の会合は共有結合性会合であり、前記第一の会
合は前記第二の会合とは異なる、キット。
（項目２８）
　医師による使用のための、第一の会合により第一の担体に会合する抗原の結合体を含む
ワクチンを提供する方法であって、（ａ）前記ワクチンを複数の被験者に投与する手順と
、（ｂ）試料を前記被験者から回収する手順と、（ｃ）項目１～２４のうちのいずれかに
記載の方法を使用して各試料中の前記結合体に対する抗体の濃度を測定する手順と、（ｄ
）前記抗原に対する抗体保有率についての標準判定基準と前記濃度とを比較する手順と、
前記被験者について所定の比率で、手順（ｄ）での前記比較が抗体保有率についての前記
判定基準を上回る濃度を示す場合に、（ｅ）医師による使用のための前記ワクチンを提供
する手順とを含む、方法。
（項目２９）
　前記所定の数の被験者が、統計的に有意な被験者の試料の８０％である、項目２８に記
載の方法。
（項目３０）
　第一の会合により第一の担体に会合する抗原の結合体を含むワクチンのバッチを放出す
る方法であって、以下の手順：
　　（ａ）前記抗原に対する抗体の結合を可能にする条件下で第二の会合により第二の担
体に会合する前記抗原の結合体を、前記ワクチンバッチの一部分の存在下で前記結合体に
対する抗体と接触させる手順と、
　　（ｂ）第二の会合により第二の担体と会合する前記抗原に結合された前記抗体の存在
を検出するための薬剤を導入する手順と、
　　（ｃ）前記結合された抗体の量を決定する手順と、
　　（ｄ）参照ワクチンで置き換えた前記ワクチンバッチの前記部分で手順（ａ）～（ｃ
）を実施する手順と、
　　（ｅ）各手順（ｃ）の結果を比較する手順と、手順（ｅ）での前記比較が、前記ワク
チンバッチが放出について予め定められた要件を満足することを示す場合に、
　　（ｆ）前記ワクチンを放出する手順と
を含む、方法。
（項目３１）
　前記抗体が免疫グロブリンＧ抗体である、項目３０に記載の方法。
（項目３２）
　前記第一の担体がタンパク質である、項目３０または項目３１に記載の方法。
（項目３３）
　前記第一の担体がジフテリアトキソイド、破傷風トキソイド、ＣＲＭ１９７またはタン
パク質Ｄである、項目３２に記載の方法。
（項目３４）
　前記第二の担体がタンパク質である、項目３０～３３のうちのいずれかに記載の方法。



(60) JP 2016-539315 A 2016.12.15

（項目３５）
　前記第二の担体が血清アルブミンである、項目３４に記載の方法。
（項目３６）
　前記抗原が糖類である、項目３０～３５のうちのいずれかに記載の方法。
（項目３７）
　前記糖類が細菌性の抗原である、項目３６に記載の方法。
（項目３８）
　前記糖類がＢ群連鎖球菌莢膜糖類である、項目３６に記載の方法。
（項目３９）
　前記第二の担体に会合する前記抗原の前記結合体が表面上に固定化される、項目３０～
３８のうちのいずれかに記載の方法。
（項目４０）
　第二の会合により前記第二の担体に会合する前記抗原の前記結合体がマルチウェルプレ
ート上に固定化される、任意の項目３９に記載の方法。
（項目４１）
　前記抗体の存在を検出する前記薬剤が前記抗体に対する標識化された抗体である、項目
３０～４０のうちのいずれかに記載の方法。
（項目４２）
　前記抗体の存在を検出する前記薬剤が前記抗体に対するアルカリフォスファターゼを結
合体化した抗体である、項目４１に記載の方法。
（項目４３）
　前記第一の会合が第一の共有結合性会合であり、また前記第二の会合が前記第一の共有
結合性会合とは異なるリンカー基を含む第二の共有結合性会合である、項目３０～４２の
うちのいずれかに記載の方法。
（項目４４）
　前記第一の会合が前記リンカー－ＮＨＣＨ２－を含む、項目３０～４３のうちのいずれ
かに記載の方法。
（項目４５）
　前記第二の会合が、前記リンカー－Ｃ（Ｏ）ＮＨＮＨＣ（Ｏ）Ｌ１Ｃ（Ｏ）ＮＨＮＨＣ
（Ｏ）－を含み、Ｌ１がアルキレン、アルケニレン、シクロアルキレン、シクロアルケニ
レン、アリーレン、ヘテロアリーレン、アリールアルキレン、アルカリレン、またはアル
キレンアリールアルキレンを含む群から選択した二価のラジカルである、項目３０～４４
のうちのいずれかに記載の方法。
（項目４６）
　Ｌ１がＣ４－８アルキレンまたはフェニレンである、項目４５に記載の方法。
（項目４７）
　Ｌ１がＣ４アルキレンである、項目４６に記載の方法。
（項目４８）
　前記抗原がＢ群連鎖球菌莢膜糖類であり、
　前記第一の担体がＣＲＭ１９７であり、
　前記第一の会合が前記リンカー－ＮＨＣＨ２－を含み、
　前記第二の担体が血清アルブミンであり、
　前記第二の会合が前記リンカー　－Ｃ（Ｏ）ＮＨＮＨＣ（Ｏ）（ＣＨ２）４Ｃ（Ｏ）Ｎ
ＨＮＨＣ（Ｏ）－を含み、Ｌ１がＣ４アルキレンである、項目３０に記載の方法。
（項目４９）
　単離した抗体であって、（ａ）配列番号２内の可変領域または配列番号４の可変領域に
対して少なくとも約９５％の配列同一性を持つ、アミノ酸配列を含む、少なくとも一つの
可変領域であるか、または（ｂ）配列番号３３で示されるアミノ酸配列を含む軽鎖の第三
のＣＤＲ（ＬＣ－ＣＤＲ３）、および／または配列番号２４で示されるアミノ酸配列を含
む重鎖の第三のＣＤＲ（ＨＣ－ＣＤＲ３）を含む、抗体。
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（項目５０）
　配列番号２内の可変領域または配列番号４内の可変領域に対し約１００％配列同一性を
持つアミノ酸配列を含む、少なくとも一つの可変領域を含む、項目４９に記載の単離した
抗体。
（項目５１）
　配列番号２内の可変領域に対して少なくとも約９５％の配列同一性を持つアミノ酸配列
を含むＶＬと、配列番号４内の可変領域に対して少なくとも約９５％配列同一性を持つア
ミノ酸配列を含むＶＨとを含む、項目４９に記載の単離した抗体。
（項目５２）
　配列番号２内の可変領域に対して約１００％の配列同一性を持つアミノ酸配列を含むＶ

Ｌと、配列番号４内の可変領域に対して約１００％の配列同一性を持つアミノ酸配列を含
むＶＨとを含む、項目５１に記載の単離した抗体。
（項目５３）
　配列番号２内の前記可変領域が配列番号１３で示されるアミノ酸配列である、項目４９
～５２のうちのいずれかに記載の単離した抗体。
（項目５４）
　配列番号４内の前記可変領域が配列番号１４で示されるアミノ酸配列である、項目４９
～５３のうちのいずれかに記載の単離した抗体。
（項目５５）
　前記抗体が、≦５　ｎＭのＫＤでＧＢＳタイプＩＩＩ莢膜糖類に結合する、項目４９～
５４のうちのいずれか１項に記載の単離した抗体。
（項目５６）
　単離した抗体であって、（ａ）配列番号６内の可変領域または配列番号８の可変領域に
対して少なくとも約９５％の配列同一性を持つ、アミノ酸配列を含む、少なくとも一つの
可変領域であるか、または（ｂ）配列番号２７で示されるアミノ酸配列を含む軽鎖の第三
のＣＤＲ（ＬＣ－ＣＤＲ３）、および／または配列番号３０で示されるアミノ酸配列を含
む重鎖の第三のＣＤＲ（ＨＣ－ＣＤＲ３）を含む、抗体。
（項目５７）
　配列番号６内の可変領域または配列番号８内の可変領域に対し約１００％配列同一性を
持つアミノ酸配列を含む、少なくとも一つの可変領域を含む、項目５６に記載の単離した
抗体。
（項目５８）
　配列番号６内の可変領域に対し少なくとも約９５％の配列同一性を持つアミノ酸配列を
含むＶＬと、配列番号８内の可変領域に対し少なくとも約９５％配列同一性を持つアミノ
酸配列を含むＶＨとを含む、項目５６に記載の単離した抗体。
（項目５９）
　配列番号６内の可変領域に対し約１００％の配列同一性を持つアミノ酸配列を含むＶＬ

と、配列番号８内の可変領域に対して約１００％の配列同一性を持つアミノ酸配列を含む
ＶＨとを含む、項目５８に記載の単離した抗体。
（項目６０）
　配列番号６内の前記可変領域が配列番号１５で示されるアミノ酸配列である、項目５６
～５９のうちのいずれかに記載の単離した抗体。
（項目６１）
　配列番号８内の前記可変領域が配列番号１６で示されるアミノ酸配列である、項目５６
～６０のうちのいずれかに記載の単離した抗体。
（項目６２）
　前記抗体が、≦０．５　ｎＭのＫＤでＧＢＳタイプＩｂ莢膜糖類に結合する、項目５６
～６１のうちのいずれか１項に記載の単離した抗体。
（項目６３）
　単離した抗体であって、（ａ）配列番号１０内の可変領域または配列番号１２の可変領
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域に対し少なくとも約９５％の配列同一性を持つアミノ酸配列を含む、少なくとも一つの
可変領域であるか、または（ｂ）配列番号２１で示されるアミノ酸配列を含む軽鎖の第三
のＣＤＲ（ＬＣ－ＣＤＲ３）、および／または配列番号３６で示されるアミノ酸配列を含
む重鎖の第三のＣＤＲ（ＨＣ－ＣＤＲ３）を含む、抗体。
（項目６４）
　配列番号１０内の可変領域または配列番号１２内の可変領域に対し約１００％配列同一
性を持つアミノ酸配列を含む少なくとも一つの可変領域を含む、項目６３に記載の単離し
た抗体。
（項目６５）
　配列番号１０内の可変領域に対し少なくとも約９５％の配列同一性を持つアミノ酸配列
を含むＶＬと、配列番号１２内の可変領域に対して少なくとも約９５％配列同一性を持つ
アミノ酸配列を含むＶＨとを含む、項目６３に記載の単離した抗体。
（項目６６）
　配列番号１０内の可変領域に対し約１００％の配列同一性を持つアミノ酸配列を含むＶ

Ｌと、配列番号１２内の可変領域に対し約１００％の配列同一性を持つアミノ酸配列を含
むＶＨとを含む、項目６５に記載の単離した抗体。
（項目６７）
　配列番号１０内の前記可変領域が配列番号１７で示されるアミノ酸配列である、項目６
３～６６のうちのいずれかに記載の単離した抗体。
（項目６８）
　配列番号１１内の前記可変領域が配列番号１８で示されるアミノ酸配列である、項目６
３～６７のうちのいずれかに記載の単離した抗体。
（項目６９）
　前記抗体が、≦２．５　ｎＭのＫＤでＧＢＳタイプＩａ莢膜糖類に結合する、項目６３
～６８のうちのいずれか１項に記載の単離した抗体。
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摘要(译)

在一个样品中，公开了用于检测抗体与根据第一会议第一载波相关联的
共轭的抗原的存在的方法。的方法，其允许抗体与抗原结合的条件下，
抗体的存在与结合的根据第二关联过程的第二载体与样品接触相关抗原
的缀合物，和抗原作为时间的函数。第一个关联和第二个关联是共价关
联，第一个关联与第二个关联不同。还提供了可用于上述方法的试剂
盒，多孔板和缀合物以及所述方法的进一步用途。还提供了释放一批疫
苗的方法，所述疫苗包含通过第一结合与第一载体结合的抗原的缀合物
和在该方法中有用的抗体。
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