
JP 2019-213521 A 2019.12.19

(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】リポ多糖（ＬＰＳ）Ｏ２５ｂを有する菌株によって引き起こされる大腸菌感染症
の防止または治療のために使用される改善された特異性を有する、大腸菌（特にＭＤＲ菌
株）に対する抗体、及び大腸菌細菌（例えば、ＭＤＲ菌株など）を迅速かつ確実な様式で
診断することができる手段および方法の提供。
【解決手段】特定のアミノ酸配列を有すＣＤＲ１配列～ＣＤＲ３配列、あるいはそれらの
機能的に活性なＣＤＲ変化体のいずれかを含む抗体重鎖可変領域（ＶＨ）を少なくとも含
む、大腸菌菌株のＯ２５ｂ抗原に特異的に結合する単離された抗体。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　表１において列挙されるようなＣＤＲ１配列～ＣＤＲ３配列（これらはＫａｂａｔの番
号表記システムに従って示される）または表２において列挙されるようなＣＤＲ１配列～
ＣＤＲ３配列（これらはＩＭＧＴ番号表記システムに従って示される）あるいはそれらの
機能的に活性なＣＤＲ変化体のいずれかを含む抗体重鎖可変領域（ＶＨ）を少なくとも含
む、大腸菌菌株のＯ２５ｂ抗原に特異的に結合する単離された抗体。
【請求項２】
　請求項１記載の抗体であって、
　Ａ）下記の群要素ｉ）～群要素ｘｉｖ）からなる群から選択される：
　ｉ）ａ）配列番号１のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号２のアミノ酸配
列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号３のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含む抗体で
ある；
　ｉｉ）ａ）配列番号７のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号８のアミノ酸
配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号９のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含む抗体
である；
　ｉｉｉ）ａ）配列番号１１のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号１２のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号１３のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを
含む抗体である；
　ｉｖ）ａ）配列番号１７のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号１８のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号１９のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含
む抗体である；
　ｖ）ａ）配列番号２３のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号２４のアミノ
酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号２５のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含む
抗体である；
　ｖｉ）ａ）配列番号２９のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号３０のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号３１のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含
む抗体である；
　ｖｉｉ）ａ）配列番号３４のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号３５のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号３６のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを
含む抗体である；
　ｖｉｉｉ）ａ）配列番号２９のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号４０の
アミノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号４１のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３と
を含む抗体である；
　ｉｘ）ａ）配列番号４４のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号４５のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号４６のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含
む抗体である；
　ｘ）ａ）配列番号５０のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号５１のアミノ
酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号５２のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含む
抗体である；
　ｘｉ）ａ）配列番号５０のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号５５のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号５６のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含
む抗体である；
　ｘｉｉ）ａ）配列番号５７のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号５８のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号５９のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを
含む抗体である；
　ｘｉｉｉ）ａ）配列番号６１のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号６２の
アミノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号６３のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３と
を含む抗体である；
　ｘｉｖ）ａ）配列番号６６のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号６７のア
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ミノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号６８のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを
含む抗体である；
　あるいは
　Ｂ）Ａの前記群要素のいずれかである親抗体の機能的に活性な変化体である抗体で、前
記親抗体のＣＤＲ１、ＣＤＲ２またはＣＤＲ３のいずれかの少なくとも１つの機能的な活
性なＣＤＲ変化体を含む抗体。
【請求項３】
　請求項１または２記載の抗体であって、
　ａ）図２に示されるようなＶＨ配列のいずれかから選択されるＶＨアミノ酸配列、好ま
しくは、配列番号１８４～配列番号２３１のいずれかまたは配列番号３１２～配列番号３
１５のいずれかである抗体重鎖（ＨＣ）アミノ酸配列のＶＨアミノ酸配列；
　ｂ）配列番号１８４～配列番号２３１のいずれかまたは配列番号３１２～配列番号３１
５のいずれかである抗体重鎖（ＨＣ）アミノ酸配列；あるいは
　ｃ）配列番号１８４～配列番号２３１のいずれかまたは配列番号３１２～配列番号３１
５のいずれかであり、かつ、Ｃ末端アミノ酸の欠失および／またはＱ１Ｅ点変異（ただし
、ＶＨ配列の最初のアミノ酸がＱである場合）をさらに含む抗体重鎖（ＨＣ）アミノ酸配
列を含む、抗体。
【請求項４】
　請求項１～３のいずれかに記載の抗体であって、
　表１において列挙されるようなＣＤＲ４配列～ＣＤＲ６配列（これらはＫａｂａｔの番
号表記システムに従って示される）または表２において列挙されるようなＣＤＲ４配列～
ＣＤＲ６配列（これらはＩＭＧＴ番号表記システムに従って示される）あるいはそれらの
機能的に活性なＣＤＲ変化体のいずれかを含む抗体軽鎖可変領域（ＶＬ）をさらに含む抗
体。
【請求項５】
　請求項４記載の抗体であって、
　Ａ）下記の群要素ｉ）～群要素ｘｉｖ）からなる群から選択される：
　ｉ）ａ）配列番号４のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号５のアミノ酸配
列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号６のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含む抗体で
ある；
　ｉｉ）ａ）配列番号１０のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号５のアミノ
酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号６のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含む抗
体である；
　ｉｉｉ）ａ）配列番号１４のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号１５のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号１６のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを
含む抗体である；
　ｉｖ）ａ）配列番号２０のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号２１のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号２２のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含
む抗体である；
　ｖ）ａ）配列番号２６のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号２７のアミノ
酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号２８のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含む
抗体である；
　ｖｉ）ａ）配列番号２０のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号３２のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号３３のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含
む抗体である；
　ｖｉｉ）ａ）配列番号３７のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号２７のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号３８のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを
含む抗体である；
　ｖｉｉｉ）ａ）配列番号４２のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号３２の
アミノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号４３のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６と
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を含む抗体である；
　ｉｘ）ａ）配列番号４７のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号４８のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号４９のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含
む抗体である；
　ｘ）ａ）配列番号５３のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号３２のアミノ
酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号５４のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含む
抗体である；
　ｘｉ）ａ）配列番号５７のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号３２のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号５４のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含
む抗体である；
　ｘｉｉ）ａ）配列番号２６のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号２７のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号６０のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを
含む抗体である；
　ｘｉｉｉ）ａ）配列番号６４のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号６５の
アミノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号３８のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６と
を含む抗体である；
　ｘｉｖ）ａ）配列番号６９のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号７０のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号７１のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを
含む抗体である；
　あるいは
　Ｂ）Ａの前記群要素のいずれかである親抗体の機能的に活性な変化体である抗体で、前
記親抗体のＣＤＲ４、ＣＤＲ５またはＣＤＲ６のいずれかの少なくとも１つの機能的な活
性なＣＤＲ変化体を含む抗体。
【請求項６】
　請求項４または５記載の抗体であって、
　図２に示されるようなＶＬ配列のいずれかから選択されるＶＬアミノ酸配列、好ましく
は、配列番号２４８～配列番号２９５のいずれかまたは配列番号３１６～配列番号３１９
のいずれかである抗体軽鎖（ＬＣ）アミノ酸配列のＶＬアミノ酸配列を含み、あるいは、
配列番号２４８～配列番号２９５のいずれかまたは配列番号３１６～配列番号３１９のい
ずれかである抗体軽鎖（ＬＣ）アミノ酸配列を含む抗体。
【請求項７】
　請求項１記載の抗体であって、Ｏ２５ａおよびＯ２５ｂ抗原に共通するエピトープに交
差特異的に結合し、大腸菌のＯ２５ａ抗原と比較してＯ２５ｂ抗原に優先的に結合するか
、少なくとも両方の抗原に対して等しく親和性を有する抗体。
【請求項８】
　請求項７記載の抗体であって、
　　Ａ）下記の群要素ｉ）～群要素ｖｉｉ）からなる群から選択される：
　ｉ）ａ）配列番号７２のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号７３のアミノ
酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号７４のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含む
抗体である；
　ｉｉ）ａ）配列番号７７のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号７８のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号７９のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含
む抗体である；
　ｉｉｉ）ａ）配列番号８１のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号８２のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号８３のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを
含む抗体である；
　ｉｖ）ａ）配列番号８４のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号８５のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号８６のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含
む抗体である；
　ｖ）ａ）配列番号７７のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号８９のアミノ
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酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号９０のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含む
抗体である；
　ｖｉ）ａ）配列番号９２のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号９３のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号９４のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含
む抗体である；
　ｖｉｉ）ａ）配列番号９５のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号９６のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号９７のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを
含む抗体である；
　あるいは
　Ｂ）Ａの前記群要素のいずれかである親抗体の機能的に活性な変化体である抗体で、前
記親抗体のＣＤＲ１、ＣＤＲ２またはＣＤＲ３のいずれかの少なくとも１つの機能的な活
性なＣＤＲ変化体を含む抗体。
【請求項９】
　請求項７または８記載の抗体であって、
　ａ）図２に示されるようなＶＨ配列のいずれかから選択されるＶＨアミノ酸配列、好ま
しくは、配列番号２３２～配列番号２４７のいずれかまたは配列番号３１２～配列番号３
１５のいずれかである抗体重鎖（ＨＣ）アミノ酸配列のＶＨアミノ酸配列；
　ｂ）配列番号２３２～配列番号２４７のいずれかまたは配列番号３１２～配列番号３１
５のいずれかである抗体重鎖（ＨＣ）アミノ酸配列；あるいは
　ｃ）配列番号２３２～配列番号２４７のいずれかまたは配列番号３１２～配列番号３１
５のいずれかであり、かつ、Ｃ末端アミノ酸の欠失および／またはＱ１Ｅ点変異（ただし
、ＶＨ配列の最初のアミノ酸がＱである場合）をさらに含む抗体重鎖（ＨＣ）アミノ酸配
列を含む抗体。
【請求項１０】
　請求項７～９のいずれかに記載の抗体であって、さらに、表１において列挙されるよう
なＣＤＲ４配列～ＣＤＲ６配列（これらはＫａｂａｔの番号表記システムに従って示され
る）または表２において列挙されるようなＣＤＲ４配列～ＣＤＲ６配列（これらはＩＭＧ
Ｔ番号表記システムに従って示される）あるいはそれらの機能的に活性なＣＤＲ変化体の
いずれかを含む抗体軽鎖可変領域（ＶＬ）を含む抗体。
【請求項１１】
　請求項１０記載の抗体であって、
　Ａ）下記の群要素ｉ）～群要素ｖｉ）からなる群から選択される：
　ｉ）ａ）配列番号７５のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号３２のアミノ
酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号７６のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含む
抗体である；
　ｉｉ）ａ）配列番号７５のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号３２のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号８０のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含
む抗体である；
　ｉｉｉ）ａ）配列番号６９のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号７０のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号７１のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを
含む抗体である；
　ｉｖ）ａ）配列番号４２のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号８７のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号８８のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含
む抗体である；
　ｖ）ａ）配列番号３７のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号２７のアミノ
酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号９１のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含む
抗体である；
　ｖｉ）ａ）配列番号４２のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号３２のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号８８のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含
む抗体である；
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　あるいは
　Ｂ）Ａの前記群要素のいずれかである親抗体の機能的に活性な変化体である抗体で、前
記親抗体のＣＤＲ４、ＣＤＲ５またはＣＤＲ６のいずれかの少なくとも１つの機能的な活
性なＣＤＲ変化体を含む抗体。
【請求項１２】
　請求項１１または１２のいずれかに記載の抗体であって、
　図２に示されるようなＶＬ配列のいずれかから選択されるＶＬアミノ酸配列、好ましく
は、配列番号２９６～配列番号３１１のいずれかまたは配列番号３１６～配列番号３１９
のいずれかである抗体軽鎖（ＬＣ）アミノ酸配列のＶＬアミノ酸配列を含み、あるいは、
配列番号２９６～配列番号３１１のいずれかまたは配列番号３１６～配列番号３１９のい
ずれかである抗体軽鎖（ＬＣ）アミノ酸配列を含む、抗体。
【請求項１３】
　請求項１～１２のいずれかに記載の抗体であって、
　下記の配列：
　ａ）表１において列挙されるような抗体のいずれかのＣＤＲ１配列～ＣＤＲ６配列、ま
たは、
　ｂ）図２に示されるような抗体のいずれかのＶＨ配列およびＶＬ配列、または、
　ｃ）図２において列挙されるような抗体のいずれかのＨＣ配列およびＬＣ配列を含み、
あるいは
　ｄ）ａ）～ｃ）の配列によって特徴づけられる親抗体の機能的に活性な変化体であり、
好ましくは、
　　ｉ．前記機能的に活性な変化体は前記親抗体のＣＤＲ１～ＣＤＲ６のいずれかの少な
くとも１つの機能的に活性なＣＤＲ変化体を含み、かつ／または
　　ｉｉ．前記機能的に活性な変化体は少なくとも１つの点変異を前記親抗体のＶＨ配列
およびＶＬ配列ならびに／あるいはＨＣ配列およびＬＣ配列のいずれかのフレームワーク
領域において含み、場合により、Ｑ１Ｅ点変異（ＶＨフレームワーク領域（ＶＨ　ＦＲ１
）の最初のアミノ酸がＱである場合）を含み、さらには
　　ｉｉｉ．前記機能的に活性な変化体は、前記親抗体と同じエピトープと結合するため
の特異性を有し、かつ／あるいは
　　ｉｖ．前記機能的に活性な変化体は、前記親抗体のヒト変化体、ヒト化変化体、キメ
ラ変化体またはマウス変化体および／または親和性成熟化変化体である、抗体。
【請求項１４】
　請求項１～１３のいずれかに記載の抗体であって、
　表１において列挙されるようなＣＤＲ配列のいずれかの機能的に活性なＣＤＲ変化体を
含み、前記機能的に活性なＣＤＲ変化体が、
　ａ）元のＣＤＲ配列における１つ、２つまたは３つの点変異；ならびに／あるいは
　ｂ）元のＣＤＲ配列の４つのＣ末端アミノ酸位置もしくは４つのＮ末端アミノ酸位置ま
たは４つの中心アミノ酸位置のいずれかにおける１つまたは２つの点変異；ならびに／あ
るいは
　ｃ）元のＣＤＲ配列との少なくとも６０％の配列同一性のうちの少なくとも１つを含み
、好ましくは、ここで、機能的に活性なＣＤＲ変化体が、１つまたは２つの点変異を、４
個未満または５個未満のアミノ酸からなるいずれかのＣＤＲ配列において含む、抗体。
【請求項１５】
　ＣＤＲ配列およびフレームワーク配列を含み、前記ＣＤＲ配列およびフレームワーク配
列の少なくとも１つが、ヒト配列、ヒト化配列、キメラ配列、マウス配列または親和性成
熟化配列を含み、好ましくは、全長のモノクローナル抗体、抗原結合部位を有する少なく
とも１つの抗体ドメインを含むその抗体フラグメント、または、抗原結合部位を有する少
なくとも１つの抗体ドメインを含む融合タンパク質である、請求項１～１４のいずれかに
記載の抗体。
【請求項１６】
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　Ｏ２５ｂ抗原と１０－６Ｍ未満のＫｄにより、好ましくは１０－７Ｍ未満または１０－

８Ｍ未満のＫｄにより結合するための親和性を有する、請求項１～１５のいずれかに記載
の抗体。
【請求項１７】
　大腸菌感染症の危険性がある対象、または、大腸菌感染症に罹患している対象を処置す
ることにおける使用で、前記対象における前記感染症を制限するために、または、前記感
染症から生じる疾患状態を改善するために、好ましくは、腎盂腎炎、二次的菌血症、敗血
症、腹膜炎、髄膜炎および人工呼吸器関連肺炎の処置または予防のために、効果的な量の
前記抗体を前記対象に投与することを含む使用のための、請求項１～１６のいずれかに記
載の抗体。
【請求項１８】
　請求項１～１６のいずれかに記載の抗体を含み、好ましくは非経口用配合物または粘膜
用配合物を含み、場合により医薬的に許容されるキャリアまたは賦形剤を含有する医薬調
製物。
【請求項１９】
　大腸菌菌株によって引き起こされる対象における大腸菌感染症または大腸菌菌血症を、
例えば、上部尿路感染症および下部尿路感染症（膀胱炎、尿道炎、上行性または血行性の
腎盂腎炎を含む）などをとりわけ糖尿病患者において、同様にまた、菌血症、敗血症、腹
膜炎または腸管コロニー形成とともに明らかにするための診断使用のための、請求項１～
１６のいずれかに記載の抗体。
【請求項２０】
　請求項１～１６のいずれかに記載の抗体の診断用調製物であって、前記抗体およびさら
なる診断試薬を組成物または部分品のキットにおいて含み、下記の成分：
　ａ）前記抗体；および
　ｂ）前記さらなる診断試薬；
　ｃ）ならびに、必要な場合には、前記抗体および前記診断試薬の少なくとも１つを固定
化するための固相を含む診断用調製物。
【請求項２１】
　大腸菌菌株によって引き起こされる対象における大腸菌感染症または大腸菌菌血症を診
断する方法であって、
　ａ）請求項１～１６のいずれかに記載の抗体を提供すること、および
　ｂ）前記抗体が、試験される前記対象の生物学的サンプルにおけるＯ２５ｂ抗原と特異
的に免疫反応するかを、好ましくは凝集試験によって検出し、それにより、ＭＤＲ大腸菌
の感染症または菌血症を診断することを含む方法。
【請求項２２】
　請求項１～１６のいずれかに記載の抗体をコードする単離された核酸。
【請求項２３】
　ａ）請求項１～１６のいずれかに記載の抗体のＶＨおよび／またはＶＬ；あるいは
　ｂ）あるいは、請求項１～１６のいずれかに記載の抗体のＨＣおよび／またはＬＣを発
現させるためのコード配列を含む発現カセットまたはプラスミド。
【請求項２４】
　請求項２３に記載の発現カセットまたはプラスミドを含む宿主細胞。
【請求項２５】
　請求項１～１６のいずれかに記載の抗体を製造する方法であって、請求項２４に記載の
宿主細胞が、前記抗体を産生させるための条件のもとで培養または維持される、方法。
 
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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　本発明は、大腸菌菌株のＯ２５ｂ抗原に特異的に結合し、かつ、特異的なＣＤＲ配列に
よって特徴づけられる単離された抗体に関連する。
【背景技術】
【０００２】
　リポ多糖（ＬＰＳ）は腸内細菌病原体の表面における最も多く存在する抗原である。典
型的には、ＬＰＳは、３つの構造部分、すなわち、ｉ）リピドＡ（これはまた、エンドト
キシンとして知られている）、ｉｉ）コアオリゴ糖、および、ｉｉｉ）Ｏ抗原を有する。
後者は、（血清型に依存して）３個～６個の糖の反復するサブユニットから構成される。
リピドＡおよびコアＯＳは、ただ１つだけの腸内細菌菌種においては比較的よく保存され
ており、しかしながら、抗体に対するそれらの接触性は限定される。一方、Ｏ抗原は非常
に接触可能であり、しかし、その構造に関しては非常に多様である（大腸菌には、約１８
０の異なるＯタイプが存在する）。
【０００３】
　Ｏ抗原に対する抗体は大腸菌の表面に結合することができ、したがって、様々なＯ抗原
に対する抗体が診断学（例えば、疫学研究のためのＯタイプ決定）のために使用され、同
様にまた、治療手段として提案される。それにもかかわらず、非常に大きい構造的変動性
を考慮すると、Ｏ抗原特異的抗体による広範囲の保護は面倒である。
【０００４】
　大腸菌によって引き起こされる腸管外感染症が、かなりの罹患率および死亡率の一般的
な原因となっている。出現している大腸菌の多剤耐性（ＭＤＲ）菌株が近年では、大腸菌
感染症の有意な割合を引き起こしている。
【０００５】
　これらのＭＤＲ菌株はほとんどのクラスの臨床的に関連する抗生物質に対する抵抗性を
進化させているので、これらのＭＤＲ菌株に対する様々な処置選択肢が非常に限定的にな
りつつある。したがって、代替となる処置選択肢、例えば、モノクローナル抗体（ｍＡｂ
）による受動免疫化が将来の大きな有望性を有する。
【０００６】
　過去数年間、ＭＤＲ大腸菌の十分に定義されたクローン系統であるＳＴ１３１－Ｏ２５
ｂ：Ｈ４が出現しており、すべての腸管外大腸菌感染症のおよそ１０％、そして、ＭＤＲ
大腸菌感染症の約半数を引き起こしている（Ｐｅｉｒａｎｏ他、Ｉｎｔ　Ｊ　Ａｎｔｉｍ
ｉｃｒｏｂ　Ａｇｅｎｔｓ、２０１０（Ａｐｒ）、３５（４）：３１６～２１；Ｒｏｇｅ
ｒｓ他、Ｊ　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ、２０１１（Ｊａｎ）、６６（
１）：１～１４；Ｗｏｏｄｆｏｒｄ他、ＦＥＭＳ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｒｅｖ、２０１
１（Ｓｅｐ）、３５（５）：７３６～５５）。この系統に属する菌株は、限定された不均
一性を示し、したがって、抗原性レパートリーに関して非常に類似していると見なされ得
るかもしれない。このクラスターに属する菌株の大多数がＯ２５ｂ抗原を発現しており、
したがって、この抗原を合成する酵素をコードする（ＬＰＳ合成遺伝子座内の）具体的な
遺伝子が、このクローンの特定のために使用されている（Ｃｌｅｒｍｏｎｔ他、Ｊ　Ａｎ
ｔｉｍｉｃｒｏｂ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ、２００８（Ｍａｙ）、６１（５）：１０２４～
８）。代替において、この系統のＯ抗原は、遺伝子の違いによって示唆されるように古典
的なＯ２５抗原とは異なる（したがって、Ｏ２５ｂと呼ばれていた）にもかかわらず、Ｏ
２５タイプ決定用血清による凝集が使用され得る。しかしながら、Ｏ２５タイプ決定用血
清は、大抵の場合の非ＭＤＲ性Ｏ２５クローンと、ＭＤＲ性Ｏ２５ｂクローンとを区別す
ることができない。
【０００７】
　Ｒｏｇｅｒｓ他（Ｊ　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ、２０１１（Ｊａｎ
）、６６（１）：１～１４）は、大腸菌Ｏ２５ｂ－ＳＴ１３１菌株を３つの主要な特徴に
よって、すなわち、その血清群（Ｏ２５ｂ）、その系統学的群（Ｂ２）およびそのＳＴ（
ＳＴ１３１）によって検出することを記載する。これらの特徴のそれぞれが、検出を助け
るために開示される。様々な分子技術が記載される：すなわち、ＭＬＳＴ、ＰＣＲに基づ
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く迅速検出法、反復配列ＰＣＲおよびＰＦＧＥ。様々な免疫グロブリンを含めて、（Ｏ２
５ａ菌株に対して惹起される）様々なポリクローナル抗血清が、Ｏ２５抗原を決定するた
めに使用されており、しかし、これらはサブタイプを識別していない。
【０００８】
　Ｊａｄｈａｖ他（ＰＬＯＳ　ＯＮＥ、２０１１、６（３）：ｅ１８０６３）は、Ｂ２－
Ｏ２５ｂ－ＳＴ１３１－ＣＴＸ－Ｍ－１５病原性／多耐性タイプに関連づけられるＯ２５
ｂ亜群について陽性であった菌株の病原性特徴および遺伝的親和性を記載する。様々なヒ
ト臨床単離体が分析され、様々な血清型に分類され、様々な病原性マーカープロフィルが
得られた。Ｏ２５陽性菌株が、様々なＯ抗原（Ｏ１～Ｏ１７３）に対するポリクローナル
抗血清を使用する血清型決定によって特定された。Ｏ２５陽性菌株はさらに、ｒｆｂＯ２
５ｂ亜群遺伝子の遺伝子座を標的とする対立遺伝子特異的ＰＣＲによる遺伝子型決定に供
された。
【０００９】
　Ｍｏｒａ他（Ｉｎｔ．Ｊ．Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ　Ａｇｅｎｔｓ、２０１１、３
７（１）：１６～２１）は、ＣＴＸ－Ｍ－１４を産生する大腸菌の臨床単離体の中のいく
つかのクローン群（とりわけ、Ｏ２５ｂ：Ｈ４－Ｂ２－ＳＴ１３１）の出現を記載する。
Ｏタイプ決定が、特異的なＯ抗血清（ポリクローナル）を用いて行われた。
【００１０】
　Ｃｌｅｒｍｏｎｔ他（Ｊ　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ、２００８（Ｍ
ａｙ）、６１（５）：１０２４～８）は、Ｏ２５ｂ　ＳＴ１３１大腸菌について特異的で
ある対立遺伝子特異的なｐａｂＢ　ＰＣＲアッセイを開示する。
【００１１】
　Ｓｚｉｊａｒｔｏ他（ＦＥＭＳ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｌｅｔｔ、２０１２、３３２：
１３１～６）は、ＬＰＳ分子のコア構造に基づく大腸菌菌株単離体の分子的タイプ決定を
記載する。単離体のコアタイプが、コアオペロンにおける遺伝子を標的として、かつ、Ｒ
１～Ｒ４のコアタイプおよびＫ－１２コアタイプに対してそれぞれ特異的であるプライマ
ーを使用するＰＣＲによって決定された。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
　ＬＰＳ　Ｏ２５ｂを有する菌株によって引き起こされる大腸菌感染症の防止または治療
のために使用されるための改善された特異性を有する、大腸菌（特にＭＤＲ菌株）に対す
る抗体を提供することが、本発明の目的である。さらには、大腸菌細菌（例えば、ＭＤＲ
菌株など）を迅速かつ確実な様式で診断することができる手段および方法を提供すること
が、本発明の目的である。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　上記目的が本発明の主題によって解決される。
【００１４】
　本発明によれば、図１において列挙されるようなＣＤＲ１配列～ＣＤＲ３配列またはそ
れらの機能的に活性なＣＤＲ変化体のいずれかを含む抗体重鎖可変領域（ＶＨ）を少なく
とも含む、大腸菌菌株のＯ２５ｂ抗原に特異的に結合する単離された抗体が提供される。
【００１５】
　本発明によれば、表１において列挙されるようなＣＤＲ１配列～ＣＤＲ３配列（これら
はＫａｂａｔの番号表記システムに従って示される）または表２において列挙されるよう
なＣＤＲ１配列～ＣＤＲ３配列（これらはＩＭＧＴ番号表記システムに従って示される）
あるいはそれらの機能的に活性なＣＤＲ変化体のいずれかを含む抗体重鎖可変領域（ＶＨ
）を少なくとも含む、大腸菌菌株のＯ２５ｂ抗原に特異的に結合する単離された抗体が提
供される。
【００１６】
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　具体的には、上記大腸菌菌株はＭＤＲ菌株である。
【００１７】
　下記では、別途示される場合を除き、参照は、Ｋａｂａｔに従って番号表記されるよう
なＣＤＲ配列に対して、すなわち、Ｋａｂａｔ命名法に従って決定されるようなＣＤＲ配
列に対してなされ（Ｋａｂａｔ他、Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ
　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ、第５版、米国保健福祉省公衆衛生局
（１９９１年）を参照のこと）、具体的には、表１において列挙されるようなそれらのＣ
ＤＲ配列（配列番号１～９７）に対してなされる。本発明、および、請求項の範囲はまた
、同じ抗体およびＣＤＲではあるが、異なる番号表記の示されたＣＤＲ領域を有するもの
、例えば、表２において列挙されるようなもの（配列番号９８～１８３および配列番号３
９）（ただし、この場合、ＣＤＲ領域はＩＭＧＴシステムに従って定義される；Ｔｈｅ　
ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　ＩｍＭｕｎｏＧｅｎｅＴｉｃｓ、Ｌｅｆｒａｎｃ他、１９
９９、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．、２７：２０９～２１２）も包含すること
になることが十分に理解される。
【００１８】
　具体的には、上記抗体は、
　Ａ）下記の群要素ｉ）～群要素ｘｉｖ）からなる群から選択される：
　ｉ）ａ）配列番号１のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号２のアミノ酸配
列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号３のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含む抗体で
ある；
　ｉｉ）ａ）配列番号７のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号８のアミノ酸
配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号９のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含む抗体
である；
　ｉｉｉ）ａ）配列番号１１のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号１２のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号１３のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを
含む抗体である；
　ｉｖ）ａ）配列番号１７のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号１８のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号１９のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含
む抗体である；
　ｖ）ａ）配列番号２３のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号２４のアミノ
酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号２５のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含む
抗体である；
　ｖｉ）ａ）配列番号２９のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号３０のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号３１のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含
む抗体である；
　ｖｉｉ）ａ）配列番号３４のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号３５のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号３６のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを
含む抗体である；
　ｖｉｉｉ）ａ）配列番号２９のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号４０の
アミノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号４１のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３と
を含む抗体である；
　ｉｘ）ａ）配列番号４４のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号４５のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号４６のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含
む抗体である；
　ｘ）ａ）配列番号５０のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号５１のアミノ
酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号５２のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含む
抗体である；
　ｘｉ）ａ）配列番号５０のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号５５のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号５６のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含
む抗体である；
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　ｘｉｉ）ａ）配列番号５７のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号５８のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号５９のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを
含む抗体である；
　ｘｉｉｉ）ａ）配列番号６１のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号６２の
アミノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号６３のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３と
を含む抗体である；
　ｘｉｖ）ａ）配列番号６６のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号６７のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号６８のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを
含む抗体である；
　あるいは
　Ｂ）Ａの前記群要素のいずれかである親抗体の機能的に活性な変化体である抗体で、前
記親抗体のＣＤＲ１、ＣＤＲ２またはＣＤＲ３のいずれかの少なくとも１つの機能的に活
性なＣＤＲ変化体を含む抗体である。
【００１９】
　具体的には、機能的に活性な変化体は、少なくとも１つの点変異を元のＣＤＲ配列にお
いて含み、かつ、元のＣＤＲ配列との少なくとも６０％の配列同一性を有するアミノ酸配
列、好ましくは少なくとも７０％の配列同一性、少なくとも８０％の配列同一性、少なく
とも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む、または、そのようなアミノ酸配列
からなる機能的に活性なＣＤＲ変化体である。
【００２０】
　具体的な局面によれば、本発明の抗体は、
　ａ）図２に示されるようなＶＨ配列のいずれかから選択されるＶＨアミノ酸配列、好ま
しくは、配列番号１８４～配列番号２３１のいずれかまたは配列番号３１２～配列番号３
１５のいずれかである抗体重鎖（ＨＣ）アミノ酸配列のＶＨアミノ酸配列；
　ｂ）配列番号１８４～配列番号２３１のいずれかまたは配列番号３１２～配列番号３１
５のいずれかである抗体重鎖（ＨＣ）アミノ酸配列；あるいは
　ｃ）配列番号１８４～配列番号２３１のいずれかまたは配列番号３１２～配列番号３１
５のいずれかであり、かつ、Ｃ末端アミノ酸の欠失および／またはＱ１Ｅ点変異（ただし
、ＶＨ配列の最初のアミノ酸がＱである場合）をさらに含む抗体重鎖（ＨＣ）アミノ酸配
列を含む。
【００２１】
　例えば、親抗体のそのような機能的に活性な変化体は、Ｏ２５ｂ抗原のみと特異的に結
合するＯ２５ｂ特異的抗体である。例示的な親抗体が図１において列挙されており（群１
の抗体）、例えば、８Ａ１、３Ｅ９または２Ａ７である親抗体のヒト化変化体（例えば、
図２において列挙される抗体など）である。具体的には、そのような変化体のＶＨ配列ま
たはＨＣ配列は別の変化体のＶＨ配列およびＨＣ配列によってそれぞれ置換されてもよく
、特にこの場合、他の変化体は、同じ親抗体のどのような他の抗体であってもよい。
【００２２】
　具体的な局面によれば、本発明の抗体は場合により、表１において列挙されるようなＣ
ＤＲ４配列～ＣＤＲ６配列（これらはＫａｂａｔの番号表記システムに従って示される）
または表２において列挙されるようなＣＤＲ４配列～ＣＤＲ６配列（これらはＩＭＧＴ番
号表記システムに従って示される）あるいはそれらの機能的に活性なＣＤＲ変化体のいず
れかを含む抗体軽鎖可変領域（ＶＬ）をさらに含む。
【００２３】
　具体的には、上記抗体は、
　Ａ）下記の群要素ｉ）～群要素ｘｉｖ）からなる群から選択される：
　ｉ）ａ）配列番号４のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号５のアミノ酸配
列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号６のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含む抗体で
ある；
　ｉｉ）ａ）配列番号１０のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号５のアミノ
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酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号６のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含む抗
体である；
　ｉｉｉ）ａ）配列番号１４のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号１５のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号１６のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを
含む抗体である；
　ｉｖ）ａ）配列番号２０のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号２１のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号２２のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含
む抗体である；
　ｖ）ａ）配列番号２６のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号２７のアミノ
酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号２８のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含む
抗体である；
　ｖｉ）ａ）配列番号２０のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号３２のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号３３のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含
む抗体である；
　ｖｉｉ）ａ）配列番号３７のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号２７のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号３８のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを
含む抗体である；
　ｖｉｉｉ）ａ）配列番号４２のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号３２の
アミノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号４３のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６と
を含む抗体である；
　ｉｘ）ａ）配列番号４７のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号４８のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号４９のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含
む抗体である；
　ｘ）ａ）配列番号５３のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号３２のアミノ
酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号５４のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含む
抗体である；
　ｘｉ）ａ）配列番号５７のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号３２のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号５４のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含
む抗体である；
　ｘｉｉ）ａ）配列番号２６のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号２７のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号６０のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを
含む抗体である；
　ｘｉｉｉ）ａ）配列番号６４のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号６５の
アミノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号３８のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６と
を含む抗体である；
　ｘｉｖ）ａ）配列番号６９のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号７０のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号７１のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを
含む抗体である；
　あるいは
　Ｂ）Ａの前記群要素のいずれかである親抗体の機能的に活性な変化体である抗体で、前
記親抗体のＣＤＲ４、ＣＤＲ５またはＣＤＲ６のいずれかの少なくとも１つの機能的な活
性なＣＤＲ変化体を含む抗体である。
【００２４】
　具体的には、上記抗体は、図２に示されるようなＶＬ配列のいずれかから選択されるＶ
Ｌアミノ酸配列、好ましくは、配列番号２４８～配列番号２９５のいずれかまたは配列番
号３１６～配列番号３１９のいずれかである抗体軽鎖（ＬＣ）アミノ酸配列のＶＬアミノ
酸配列を含み、あるいは、配列番号２４８～配列番号２９５のいずれかまたは配列番号３
１６～配列番号３１９のいずれかである抗体軽鎖（ＬＣ）アミノ酸配列を含む。
【００２５】
　具体的な局面によれば、本発明の抗体は、例えば、同等な親和性、同等を超える親和性



(13) JP 2019-213521 A 2019.12.19

10

20

30

40

50

、類似する親和性または異なる親和性を伴って、Ｏ２５ａ抗原およびＯ２５ｂ抗原によっ
て共有されるエピトープに対して交差特異的である。
【００２６】
　具体的には、本発明の抗体は、Ｏ２５ｂ抗原およびＯ２５ａ抗原と結合するために交差
特異的であり、かつ／または、大腸菌のＯ２５ａ抗原と比較してＯ２５ｂ抗原に優先的に
結合する。ただし、これには、Ｏ２５ａ菌株に対して惹起されるポリクローナルなタイプ
決定用血清と比較して、好ましくは、免疫アッセイによって明らかにされるような、Ｏ２
５（このＯ２５は現在、Ｏ２５ａとして知られており、本明細書中ではＯ２５ａとして示
される）大腸菌菌株に対して惹起されるポリクローナル血清によってＯ２５ｂ抗原と結合
することと比較してより大きい親和性が伴っており、この場合、好ましくは、抗体は、免
疫アッセイ（好ましくは、免疫ブロッティング、ＥＬＩＳＡまたは他の免疫学的方法）に
よって明らかにされるように、両者に対する、すなわち、Ｏ２５ｂ抗原およびＯ２５ａ抗
原に対する少なくとも同等の親和性を有する。
【００２７】
　「交差特異的」として示される場合を除き、本発明の抗体は、Ｏ２５ｂ特異的であると
して、すなわち、Ｏ２５ｂ抗原のみを特異的に認識する抗体、例えば、表１の群１の抗体
のいずれかであるとして、または、交差特異的抗体として、すなわち、Ｏ２５ｂ抗原およ
びＯ２５ａ抗原の間において共有されるエピトープを特異的に認識する抗体、例えば、表
１の群２の抗体のいずれかであるとしてそのどちらでも本明細書中では理解される。した
がって、用語「本発明の抗体」は、Ｏ２５ｂ特異的抗体およびＯ２５ｂ／Ｏ２５ａ交差特
異的抗体の両方を包含する。本発明の抗体は具体的にはさらに、どのような他の大腸菌抗
原とも交差反応しないことにおいて特徴づけられ、かつ／または、本発明の抗体は、どの
ような他の大腸菌抗原に対してもより低い親和性で結合すること、この場合、例えば、（
Ｏ２５ｂ抗原またはＯ２５ａ抗原とは異なる）他の大腸菌抗原よりもＯ２５ｂ抗原と優先
的に結合するためのＫｄ差が対数で少なくとも２の差であり、好ましくは対数で少なくと
も３の差である。
【００２８】
　具体的には、上記の交差特異的抗体は、
　Ａ）下記の群要素ｉ）～群要素ｖｉｉ）からなる群から選択される：
　ｉ）ａ）配列番号７２のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号７３のアミノ
酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号７４のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含む
抗体である；
　ｉｉ）ａ）配列番号７７のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号７８のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号７９のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含
む抗体である；
　ｉｉｉ）ａ）配列番号８１のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号８２のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号８３のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを
含む抗体である；
　ｉｖ）ａ）配列番号８４のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号８５のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号８６のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含
む抗体である；
　ｖ）ａ）配列番号７７のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号８９のアミノ
酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号９０のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含む
抗体である；
　ｖｉ）ａ）配列番号９２のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号９３のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号９４のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含
む抗体である；
　ｖｉｉ）ａ）配列番号９５のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号９６のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号９７のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを
含む抗体である；
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　あるいは
　Ｂ）Ａの前記群要素のいずれかである親抗体の機能的に活性な変化体である抗体で、前
記親抗体のＣＤＲ１、ＣＤＲ２またはＣＤＲ３のいずれかの少なくとも１つの機能的な活
性なＣＤＲ変化体を含む抗体である。
【００２９】
　具体的には、上記抗体は、
　ａ）図２に示されるようなＶＨ配列のいずれかから選択されるＶＨアミノ酸配列、好ま
しくは、配列番号２３２～配列番号２４７のいずれかまたは配列番号３１２～配列番号３
１５のいずれかである抗体重鎖（ＨＣ）アミノ酸配列のＶＨアミノ酸配列；
　ｂ）配列番号２３２～配列番号２４７のいずれかまたは配列番号３１２～配列番号３１
５のいずれかである抗体重鎖（ＨＣ）アミノ酸配列；あるいは
　ｃ）配列番号２３２～配列番号２４７のいずれかまたは配列番号３１２～配列番号３１
５のいずれかであり、かつ、Ｃ末端アミノ酸の欠失および／またはＱ１Ｅ点変異（ただし
、ＶＨ配列の最初のアミノ酸がＱである場合）をさらに含む抗体重鎖（ＨＣ）アミノ酸配
列を含む。
【００３０】
　例えば、親抗体のそのような機能的に活性な変化体は交差特異的抗体である。例示的な
親抗体が図１において列挙されており（群２の抗体）、例えば、４Ｄ５である親抗体のヒ
ト化変化体（例えば、図２において列挙される抗体など）である。具体的には、そのよう
な変化体のＶＨ配列またはＨＣ配列は別の変化体のＶＨ配列およびＨＣ配列によってそれ
ぞれ置換されてもよく、特にこの場合、他の変化体は、同じ親抗体のどのような他の抗体
であってもよい。
【００３１】
　具体的な局面によれば、本発明の交差特異的抗体は場合によりさらに、表１において列
挙されるようなＣＤＲ４配列～ＣＤＲ６配列（これらはＫａｂａｔの番号表記システムに
従って示される）または表２において列挙されるようなＣＤＲ４配列～ＣＤＲ６配列（こ
れらはＩＭＧＴ番号表記システムに従って示される）あるいはそれらの機能的に活性なＣ
ＤＲ変化体（具体的には、どのような交差特異的抗体であれ、そのＣＤＲ配列が含まれる
）のいずれかを含む抗体軽鎖可変領域（ＶＬ）を含む。
【００３２】
　具体的には、上記の交差特異的抗体は、
　Ａ）下記の群要素ｉ）～群要素ｖｉ）からなる群から選択される：
　ｉ）ａ）配列番号７５のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号３２のアミノ
酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号７６のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含む
抗体である；
　ｉｉ）ａ）配列番号７５のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号３２のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号８０のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含
む抗体である；
　ｉｉｉ）ａ）配列番号６９のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号７０のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号７１のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを
含む抗体である；
　ｉｖ）ａ）配列番号４２のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号８７のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号８８のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含
む抗体である；
　ｖ）ａ）配列番号３７のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号２７のアミノ
酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号９１のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含む
抗体である；
　ｖｉ）ａ）配列番号４２のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号３２のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号８８のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含
む抗体である；
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　あるいは
　Ｂ）Ａの前記群要素のいずれかである親抗体の機能的に活性な変化体である抗体で、前
記親抗体のＣＤＲ４、ＣＤＲ５またはＣＤＲ６のいずれかの少なくとも１つの機能的な活
性なＣＤＲ変化体を含む抗体である。
【００３３】
　具体的には、機能的に活性な変化体は、少なくとも１つの点変異を元のＣＤＲ配列にお
いて含み、かつ、元のＣＤＲ配列との少なくとも６０％の配列同一性を有するアミノ酸配
列、好ましくは少なくとも７０％の配列同一性、少なくとも８０％の配列同一性、少なく
とも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む、または、そのようなアミノ酸配列
からなる機能的に活性なＣＤＲ変化体である。
【００３４】
　具体的な局面によれば、本発明の交差特異的抗体は、図２に示されるようなＶＬ配列の
いずれかから選択されるＶＬアミノ酸配列、好ましくは、配列番号２９６～配列番号３１
１のいずれかまたは配列番号３１６～配列番号３１９のいずれかである抗体軽鎖（ＬＣ）
アミノ酸配列のＶＬアミノ酸配列を含み、あるいは、配列番号２９６～配列番号３１１の
いずれかまたは配列番号３１６～配列番号３１９のいずれかである抗体軽鎖（ＬＣ）アミ
ノ酸配列を含む。
【００３５】
　具体的な実施形態によれば、本発明の抗体は具体的には、
　ａ）表１において列挙されるような抗体のいずれかのＣＤＲ１配列～ＣＤＲ６配列、ま
たは、
　ｂ）図２に示されるような抗体のいずれかのＶＨ配列およびＶＬ配列、または、
　ｃ）図２において列挙されるような抗体のいずれかのＨＣ配列およびＬＣ配列を含み、
あるいは
　ｄ）ａ）～ｃ）の配列によって特徴づけられる親抗体の機能的に活性な変化体であり、
好ましくは、
　　ｉ．前記機能的に活性な変化体は、前記親抗体のＣＤＲ１～ＣＤＲ６のいずれかの少
なくとも１つの機能的に活性なＣＤＲ変化体を含み、かつ／または
　　ｉｉ．前記機能的に活性な変化体は少なくとも１つの点変異を前記親抗体のＶＨ配列
およびＶＬ配列ならびに／あるいはＨＣ配列およびＬＣ配列のいずれかのフレームワーク
領域において含み、場合により、Ｑ１Ｅ点変異（ＶＨフレームワーク領域（ＶＨ　ＦＲ１
）の最初のアミノ酸がＱである場合）を含み、さらには
　　ｉｉｉ．前記機能的に活性な変化体は、前記親抗体と同じエピトープと結合するため
の特異性を有し、かつ／または
　　ｉｖ．前記機能的に活性な変化体は、前記親抗体のヒト変化体、ヒト化変化体、キメ
ラ変化体またはマウス変化体および／または親和性成熟化変化体である。
【００３６】
　具体的な局面によれば、本発明の抗体は、当該抗体が依然として機能的に活性であるな
らば、表１において列挙されるようなＣＤＲ組合せを含む。
【００３７】
　具体的には、本発明の抗体は、表１において列挙されるような抗体のいずれかのＣＤＲ
１～ＣＤＲ６を含む。しかしながら、代替となる実施形態によれば、抗体は、異なるＣＤ
Ｒ組合せを含む場合があり、例えば、この場合、表１において列挙されるような抗体は、
表１において列挙されるような抗体のいずれかの１つの抗体の少なくとも１つのＣＤＲ配
列（例えば、１つのＣＤＲ配列、２つのＣＤＲ配列、３つのＣＤＲ配列、４つのＣＤＲ配
列、５つのＣＤＲ配列または６つのＣＤＲ配列など）と、異なる抗体の少なくとも１つの
さらなるＣＤＲ配列とを含む。具体的な一例によれば、抗体は、１つのＣＤＲ配列、２つ
のＣＤＲ配列、３つのＣＤＲ配列、４つのＣＤＲ配列、５つのＣＤＲ配列または６つのＣ
ＤＲ配列を含み、ただし、これらのＣＤＲ配列は、２つ以上の抗体（例えば、２つ、３つ
、４つ、５つまたは６つの異なる抗体）のＣＤＲ組合せである。例えば、これらのＣＤＲ
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配列は、表１において列挙されるような抗体のいずれかのＣＤＲ１～ＣＤＲ３のうちの１
つ、２つ、または３つすべてと、表１において列挙される同じ抗体またはいずれか他の抗
体のＣＤＲ４～ＣＤＲ６のうちの１つ、２つ、または３つすべてとを好ましくは含むため
に組み合わされる場合がある。
【００３８】
　ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３と番号がつけられるＣＤＲはＶＨドメインの結合領
域を表し、ＣＤＲ４、ＣＤＲ５およびＣＤＲ６はＶＬドメインの結合領域を表すことが、
本明細書中では特に理解される。
【００３９】
　具体的な局面によれば、本発明の抗体は、図２に示されるようなＨＣアミノ酸配列およ
びＬＣアミノ酸配列の組合せのいずれかを含み、または、ＨＣアミノ酸配列およびＬＣア
ミノ酸配列のそのような組合せによって形成される結合部位を含む。代替において、抗体
が依然として機能的に活性であるならば、２つの異なる抗体の免疫グロブリン鎖の組合せ
が使用される場合がある。例えば、１つの抗体のＨＣ配列が別の抗体のＬＣ配列と組み合
わされる場合がある。さらなる具体的な実施形態によれば、図２において提供されるよう
なフレームワーク領域のいずれもが、本明細書中に記載されるようなＣＤＲ配列および／
またはＶＨ／ＶＬ組合せのいずれかに対するフレームワークとして用いられる場合がある
。
【００４０】
　本発明の抗体は必要に応じて、図２のそのようなアミノ酸配列をそれぞれのシグナル配
列を伴って、または伴うことなく、あるいは、代替となるシグナル配列またはリーダー配
列を伴って含むことが理解される。
【００４１】
　具体的な局面によれば、図２の配列のそれぞれが定常領域において末端で伸張または欠
失される場合がある（例えば、Ｃ末端アミノ酸の１つまたは複数の欠失）。
【００４２】
　具体的には、Ｃ末端のリシン残基を含む図２のＨＣ配列のそれぞれが好ましくは、その
ようなＣ末端リシン残基の欠失とともに用いられる。
【００４３】
　図２は種々のＨＣ配列および種々のＬＣ配列を示し、どのようなＨＣ／ＬＣ組合せをも
裏づけており、したがって、親抗体のそれぞれについての一連の異なるＨＣ／ＬＣ組合せ
を裏づけている。したがって、それぞれの親抗体の具体的な変化体は、どのようなＨＣ／
ＬＣ組合せであっても、同じ親抗体から派生する図２に示される変化体抗体のそれぞれの
ＨＣ／ＬＣ組合せを含む場合がある。
【００４４】
　具体的には、図２は、Ｏ２５ｂ抗原のみを特異的に認識する群１の抗体の親抗体（８Ａ
１、３Ｅ９（１Ｇ８）または２Ａ７）のそれぞれの変化体、ならびに、Ｏ２５ｂ抗原およ
びＯ２５ａ抗原と交差特異的に結合する群２の抗体の親抗体４Ｄ５の変化体である４つの
異なるＨＣ配列および４つの異なるＬＣ配列を示す。１６の異なるＨＣ／ＬＣ組合せがこ
れらの親抗体のそれぞれについて示される。
【００４５】
　加えて、図２は、Ｏ２５ｂ抗原のみを特異的に認識する群１の抗体の親抗体３Ｅ９（１
Ｇ８）の変化体である２つのさらなる異なるＨＣ配列および２つのさらなる異なるＬＣ配
列を示す。
【００４６】
　加えて、図２は、Ｏ２５ｂ抗原およびＯ２５ａ抗原と交差特異的に結合する群２の抗体
の親抗体４Ｄ５の変化体である２つのさらなる異なるＨＣ配列および２つのさらなる異な
るＬＣ配列を示す。
【００４７】
　ＣＤＲ配列は、図１において列挙されるようなそれぞれのＣＤＲ配列と同一である：親
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の８Ａ１抗体、１Ｇ８抗体、２Ａ７抗体または４Ｄ５抗体のＣＤＲ配列は、図１の８Ａ１
－１Ｇ８抗体、３Ｅ９－Ｇ１１抗体、２Ａ７－Ｆ１抗体および４Ｄ５－Ｄ４抗体のＣＤＲ
配列とそれぞれ同一である。
【００４８】
　具体的には、配列番号１８４～配列番号２４７および配列番号３１２～配列番号３１５
は、図２に示されるＶＨアミノ酸配列を含むＨＣ配列を示し、ただし、この場合、それぞ
れのＨＣ配列がおそらくはシグナル配列によってＮ端側で伸張している。特異的抗体は、
そのようなＶＨアミノ酸配列またはＨＣアミノ酸配列をそれぞれのシグナル配列を伴って
、または伴うことなく、あるいは、代替となるシグナル配列またはリーダー配列を伴って
含むことが理解される。
【００４９】
　具体的には、配列番号２４８～配列番号３１１および配列番号３１６～配列番号３１９
は、図２に示されるＶＬアミノ酸配列を含むＬＣ配列を示し、ただし、この場合、それぞ
れのＬＣ配列がおそらくはシグナル配列によってＮ端側で伸張している。特異的抗体は、
そのようなＶＬアミノ酸配列またはＬＣアミノ酸配列をそれぞれのシグナル配列を伴って
、または伴うことなく、あるいは、代替となるシグナル配列またはリーダー配列を伴って
含むことが理解される。
【００５０】
　本発明はさらに、本発明の抗体のいずれかである親抗体（例えば、表１において列挙さ
れるような抗体）の機能的に活性な抗体変化体、または、図２に示されるようなＨＣアミ
ノ酸配列およびＬＣアミノ酸配列の組合せのいずれかを含む機能的に活性な抗体変化体、
または、ＨＣアミノ酸配列およびＬＣアミノ酸配列のそのような組合せによって形成され
る結合部位を含む機能的に活性な抗体変化体を製造する方法であって、少なくとも１つの
点変異をフレームワーク領域（ＦＲ）または定常ドメインあるいは相補性決定領域（ＣＤ
Ｒ１～ＣＤＲ６）のいずれかにおいて設計して、変化体抗体を得ること、および、前記変
化体抗体の機能的活性を明らかにすること、具体的にはＯ２５ｂ抗原と１０－６Ｍ未満の
Ｋｄにより結合するための親和性によって、好ましくは１０－７Ｍ未満のＫｄまたは１０
－８Ｍ未満のＫｄまたは１０－９Ｍ未満のＫｄ、それどころか、１０－１０Ｍ未満のＫｄ
または１０－１１Ｍ未満のＫｄにより結合するための親和性によって、例えば、ピコモル
濃度範囲での親和性により結合するための親和性によって明らかにすることを含む方法を
提供する。機能的活性が明らかにされると、機能的に活性な変化体は、さらなる使用のた
めに、また、場合により、組換え製造方法による製造のために選択される。
【００５１】
　好ましいＣＤＲ変化体は、グリコシル化または脱アミド化を受けやすいモチーフの変異
を含む。例えば、ＣＤＲ配列のいずれかにおけるＮ結合型グリコシル化モチーフＮＸＳ／
Ｔ（ただし、Ｘは任意のアミノ酸である）において、このモチーフにおける「Ｎ」は、グ
リコシル化のための潜在的可能性を除くために、どのようなアミノ酸であれ、他の異なる
アミノ酸に変異させられる場合があり、好ましくは、「Ｑ」、「Ｓ」または「Ｄ」に変異
させられる場合がある。さらなる例では、ＣＤＲ配列のいずれにおいても、アスパラギン
またはアスパラギン酸の脱アミド化を受けやすいかもしれないアミノ酸モチーフのＮＧま
たはＮＮが示される。他のモチーフに含まれるアスパラギンは脱アミド化をそれほど受け
やすくない。
【００５２】
　例えば、４Ｄ５のＶＬ　ＣＤＲ１（ＣＤＲ４）に見出されるアミノ酸モチーフＳＮＧは
、アスパラギンのアスパラギン酸への脱アミド化を受けやすい可能性がある。したがって
、ｍＡｂ　４Ｄ５のＶＬ　ＣＤＲ１でのＳＮＧモチーフにおける「Ｎ」の「磨きをかける
」変異が、潜在的な脱アミド化部位を除くために、どのようなアミノ酸であれ、他の異な
るアミノ酸に変異させられる場合があり、好ましくは、「Ｑ」、「Ｓ」または「Ｄ」に変
異させられる場合がある。
【００５３】
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　具体的な局面によれば、変化体抗体は、親抗体と同じエピトープと結合する。
【００５４】
　さらなる具体的な局面によれば、変化体抗体は、親抗体と同じ結合部位を含む。
【００５５】
　機能的に活性な変化体抗体はＶＨ配列またはＶＬ配列のいずれかにおいて異なる場合が
あり、あるいは、共通のＶＨ配列およびＶＬ配列を共有する場合があり、また、修飾をそ
れぞれのＦＲにおいて含む場合がある。変異誘発によって親抗体に由来する変化体抗体が
、この技術分野では広く知られている方法によって製造される場合がある。
【００５６】
　例示的な親抗体が、下記の実施例の節において、また、図１（表１）および図２に記載
される。具体的には、抗体は、表１において列挙されるような親抗体の機能的に活性な誘
導体である。１つまたは複数の改変されたＣＤＲ配列を有する、かつ／または、１つまた
は複数の改変されたＦＲ配列（例えば、ＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３またはＦＲ４の配列など
）、あるいは改変された定常ドメイン配列を有する変化体が設計される場合がある。
【００５７】
　例えば、表１において列挙される親抗体に由来し、かつ、変異誘発によって、具体的に
は親和性成熟および／またはヒト化によって得られている機能的に活性な変化体抗体が本
発明に従って提供され、図２において列挙される。図２の変化体抗体は依然として、それ
ぞれの親抗体の共通したＶＨ配列およびＶＬ配列を共有するにもかかわらず、機能的に活
性である変化したＶＨ鎖およびＶＬ鎖がまた、例えば、それぞれのＦＲ配列またはＣＤＲ
配列における改変を有する変化したＶＨ鎖およびＶＬ鎖が製造され得ることは実現可能で
ある。
【００５８】
　親抗体の例示的な変化体抗体はＣＤＲ１～ＣＤＲ６のいずれかにおける少なくとも１つ
の点変異および／またはＦＲ領域における少なくとも１つの点変異を含み、好ましくは、
この場合、抗体は、親抗体と同じエピトープと結合するための特異性を有する。
【００５９】
　ある特定の局面において、本発明は、重鎖および軽鎖を含み、軽鎖可変領域またはＶＬ
可変領域またはそれぞれのＣＤＲのいずれもが、少なくとも１つのＦＲ配列またはＣＤＲ
配列の改変によって、８Ｄ５－１Ｇ１０または４Ｄ５－Ｄ４と称される抗体あるいは表１
または図２において列挙されるようないずれかの他の抗体である親抗体に由来するような
アミノ酸配列を含むそのような機能的に活性な変化体抗体、好ましくはモノクローナル抗
体、最も好ましくはヒト抗体を提供する。
【００６０】
　４Ｄ５－Ｄ４と称され、かつ、表１において列挙される抗体は、抗体８Ｄ１０－Ｃ８（
これは、下記で示されるような寄託物によって特徴づけられる）と同じＣＤＲ配列を含む
ことが判明した。しかしながら、同じＶＨ／ＶＬ配列でさえ、定常ドメインまたは定常領
域において異なり、すなわち、少なくとも１つの改変を定常ドメインのいずれかにおいて
含む。
【００６１】
　具体的な実施形態によれば、本発明の抗体は、８Ｄ５－１Ｇ１０または８Ｄ１０－Ｃ８
と称される抗体を除くどのような他の抗体でもある。そのような抗体は具体的には、可変
ドメイン（ＶＨ／ＶＬ）の１つまたは２つのみから構成されることが理解され、また、さ
らには本明細書中に記載されるような寄託されたＶＨ／ＶＬ物によって定義される。しか
しながら、８Ｄ５－１Ｇ１０または８Ｄ１０－Ｃ８と称される抗体の具体的な変化体が本
願請求項の主題に特に含まれ、それらには、様々なタイプの全長抗体、Ｆａｂ、ｓｃＦｖ
などを含めて、ＣＤＲ変化体、ＦＲ変化体、マウス変化体、キメラ変化体、ヒト化変化体
またはヒト変化体、あるいは、どのような抗体ドメイン組合せであれ、ＶＨ／ＶＬ組合せ
の１つまたは２つから構成される組合せではない抗体ドメイン組合せが含まれるが、それ
らに限定されない。
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【００６２】
　具体的な実施形態では、図１に示され、さらには図２において指定されるそれぞれの抗
体のＣＤＲ配列および可変ドメインによって特徴づけられる４Ｄ５－Ｄ４（４Ｄ５）抗体
または８Ａ１－１Ｇ８（８Ａ１）抗体が示され、この場合、そのような抗体は可変ドメイ
ンおよび定常ドメインを含み、例えば、全長抗体であり、また、マウス抗体、キメラ抗体
、ヒト化抗体またはヒト抗体である。
【００６３】
　しかしながら、８Ｄ５－１Ｇ１０または８Ｄ１０－Ｃ８と称される抗体は、その機能的
に活性な変化体を設計するための親抗体として使用される場合がある。具体的には、８Ｄ
５－１Ｇ１０または８Ｄ１０－Ｃ８と称される抗体、あるいは、どのようなその機能的に
活性な変化体もが、本明細書中に提供されるような配列を用いて組換え手段によって、必
要な場合には、さらなる免疫グロブリン配列を、例えば、ＩｇＧ抗体を製造するために用
いて製造される場合がある。具体的には、８Ｄ５－１Ｇ１０または８Ｄ１０－Ｃ８と称さ
れるそのような抗体の機能的に活性な変化体が、少なくとも１つのＦＲ配列またはＣＤＲ
配列の改変によって製造される場合がある。
【００６４】
　具体的な局面によれば、本発明は、多剤耐性（ＭＤＲ）大腸菌菌株のＯ２５ｂ抗原に特
異的に結合する単離されたモノクローナル抗体のなかで、抗体８Ｄ５－１Ｇ１０の抗原結
合部位を含む、あるいは、抗体８Ｄ５－１Ｇ１０に由来する、または、抗体８Ｄ５－１Ｇ
１０の機能的に活性な変化体である単離されたモノクローナル抗体を提供し、ただし、好
ましくは、この場合、抗体８Ｄ５－１Ｇ１０は、
　ａ）ＤＳＭ２６７６３で寄託される宿主細胞によって産生される抗体軽鎖の可変領域；
および／または
　ｂ）ＤＳＭ２６７６２で寄託される宿主細胞によって産生される抗体重鎖の可変領域；
　ｃ）あるいは、（ａ）および／または（ｂ）の機能的に活性な変化体が用いられること
によって特徴づけられる。
【００６５】
　具体的には、８Ｄ５－１Ｇ１０と称される抗体は、ＤＳＭ２６７６３で寄託される大腸
菌宿主細胞に含まれるプラスミドのコード配列によってコードされる可変領域を含む抗体
軽鎖と、ＤＳＭ２６７６２で寄託される大腸菌宿主細胞に含まれるプラスミドのコード配
列によってコードされる可変領域を含む抗体重鎖とから構成される。
【００６６】
　別の具体的な局面によれば、本発明は、Ｏ２５ａ抗原およびＯ２５ｂ抗原によって共有
されるエピトープと結合するために交差特異的であり、かつ、抗体８Ｄ１０－Ｃ８の抗原
結合部位を含む、あるいは、抗体８Ｄ１０－Ｃ８に由来する、または、抗体８Ｄ１０－Ｃ
８の機能的に活性な変化体である単離されたモノクローナル抗体を提供し、ただし、好ま
しくは、この場合、抗体８Ｄ１０－Ｃ８は、
　ａ）ＤＳＭ２８１７１で寄託される宿主細胞によって産生される抗体軽鎖の可変領域；
および／または
　ｂ）ＤＳＭ２８１７２で寄託される宿主細胞によって産生される抗体重鎖の可変領域；
　ｃ）あるいは、（ａ）および／または（ｂ）の機能的に活性な変化体が用いられること
によって特徴づけられる。
【００６７】
　具体的には、８Ｄ１０－Ｃ８と称される抗体は、ＤＳＭ２８１７１で寄託される大腸菌
宿主細胞に含まれるプラスミドのコード配列によってコードされる可変領域を含む抗体軽
鎖と、ＤＳＭ２８１７２で寄託される大腸菌宿主細胞に含まれるプラスミドのコード配列
によってコードされる可変領域を含む抗体重鎖とから構成される。
【００６８】
　具体的には、抗体は、表１において列挙されるようなＣＤＲ配列のいずれかの機能的に
活性なＣＤＲ変化体を含み、ただし、この場合、機能的に活性なＣＤＲ変化体は、
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　ａ）元のＣＤＲ配列における１つ、２つまたは３つの点変異；ならびに／あるいは
　ｂ）元のＣＤＲ配列の４つのＣ末端アミノ酸位置もしくは４つのＮ末端アミノ酸位置ま
たは４つの中心アミノ酸位置のいずれかにおける１つまたは２つの点変異；ならびに／あ
るいは
　ｃ）元のＣＤＲ配列との少なくとも６０％の配列同一性のうちの少なくとも１つを含む
。
【００６９】
　具体的には、機能的に活性な変化体抗体は本発明の機能的に活性なＣＤＲ変化体の少な
くとも１つを含む。具体的には、機能的に活性なＣＤＲ変化体の１つまたは複数を含む機
能的に活性な変化体抗体は、親抗体と同じエピトープと結合するための特異性を有する。
【００７０】
　具体的には、機能的に活性な変化体はＣＤＲ変化体であり、例えば、少なくとも６０％
の配列同一性、好ましくは少なくとも７０％、８０％または９０％の配列同一性を有する
アミノ酸配列を有するＣＤＲ（より具体的にはＣＤＲループ配列）を含むＣＤＲ変化体で
ある。
【００７１】
　具体的な局面によれば、上記少なくとも１つの点変異は、１つまたは複数のアミノ酸の
アミノ酸置換、アミノ酸欠失および／またはアミノ酸挿入のいずれかである。
【００７２】
　具体的には、機能的に活性な変化体は、アミノ酸配列における、好ましくはＣＤＲにお
ける少なくとも１つの点変異において親抗体とは異なり、ただし、この場合、ＣＤＲアミ
ノ酸配列のそれぞれにおける点変異の数は、０、１、２または３のいずれかである。
【００７３】
　具体的には、抗体は、それぞれのＣＤＲ配列またはＣＤＲ変異体（機能的に活性なＣＤ
Ｒ変化体、例えば、１つ、２つまたは３つの点変異を１つのＣＤＲループの中に、例えば
、５アミノ酸～１８アミノ酸のＣＤＲ長さの中に、例えば、５アミノ酸～１５アミノ酸ま
たは５アミノ酸～１０アミノ酸のＣＤＲ領域の中に有する機能的に活性なＣＤＲ変化体を
含む）を用いて、そのような抗体に由来する。代替において、機能的に活性なＣＤＲ変化
体を含む抗体を提供するために、１つ～２つの点変異が１つのＣＤＲループの中に、例え
ば、５アミノ酸未満のＣＤＲ長さの中に存在する場合がある。具体的なＣＤＲ配列は短い
かもしれず、例えば、ＣＤＲ２配列またはＣＤＲ５配列であるかもしれない。具体的な実
施形態によれば、機能的に活性なＣＤＲ変化体は、１つまたは２つの点変異を、４個未満
または５個未満のアミノ酸からなるいずれかのＣＤＲ配列において含む。
【００７４】
　具体的な局面によれば、本発明の抗体はＣＤＲ配列およびフレームワーク配列を含み、
ただし、この場合、ＣＤＲ配列およびフレームワーク配列の少なくとも１つが、ヒト配列
、ヒト化配列、キメラ配列、マウス配列または親和性成熟化配列を含み、好ましくは、フ
レームワーク配列はＩｇＧ抗体のものであり、例えば、ＩｇＧ１サブタイプ、ＩｇＧ２サ
ブタイプ、ＩｇＧ３サブタイプまたはＩｇＧ４サブタイプのものであり、あるいは、Ｉｇ
Ａ１抗体、ＩｇＡ２抗体、ＩｇＤ抗体、ＩｇＥ抗体またはＩｇＭ抗体のものである。
【００７５】
　具体的な抗体が、例えば、親抗体の製造性または耐容性を改善するために、例えば、親
抗体と比較して、低い免疫原能を有する改善された（変異させられた）抗体（例えば、変
異をＣＤＲ配列および／またはフレームワーク配列のいずれかに有するヒト化抗体など）
を提供するために、フレームワーク変異抗体として提供される。
【００７６】
　さらなる具体的な抗体が、例えば、抗体の親和性を改善するために、および／または、
親抗体によって標的化されるエピトープに近い同じエピトープ（１つまたは複数）を標的
化するために（エピトープシフトするために）、ＣＤＲ変異抗体として提供される。
【００７７】
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　したがって、表１または図２において列挙されるような抗体のどれもが、改良型を設計
するための親抗体として使用される場合がある。
【００７８】
　具体的な局面によれば、本発明の抗体は、Ｏ２５ｂ抗原と１０－６Ｍ未満のＫｄにより
、好ましくは１０－７Ｍ未満または１０－８Ｍ未満のＫｄにより結合するための親和性を
有する。親和性成熟を受けた変化体は典型的には、Ｏ２５ｂ抗原と１０－８Ｍ未満のＫｄ
により結合するための親和性を有する。
【００７９】
　具体的には、本発明の抗体は大腸菌のＯ２５ａ抗原と比較してＯ２５ｂ抗原に優先的に
結合し、または、少なくとも両方の抗原に対する同等の親和性により結合する。
【００８０】
　具体的な実施形態によれば、抗体は、Ｏ２５ｂ抗原と結合することについてはＯ２５ａ
抗原と比較して少なくとも２倍大きい親和性を有しており、具体的には、Ｏ２５ｂ抗原ま
たはＯ２５ａ抗原のいずれかと結合することにおける、例えば、親和性および／またはア
ビディティーでの差における少なくとも２倍の差、あるいは、少なくとも３倍の差、少な
くとも４倍の差、少なくとも５倍の差、または、それどころか少なくとも１０倍の差を有
する。
【００８１】
　具体的な局面によれば、Ｏ２５ｂに対する特異的な結合が、Ｏ２５ｂ抗原と結合するこ
とについては免疫アッセイ（好ましくは、免疫ブロッティング、ＥＬＩＳＡまたは他の免
疫学的方法）によって明らかにされるように、Ｏ２５またはＯ２５ａの大腸菌菌株に対し
て惹起されるポリクローナル血清によってＯ２５ｂ抗原と結合することと比較してより大
きい親和性によって特徴づけられる。このより大きい結合親和性は具体的には、少なくと
も２倍の差、あるいは、少なくとも３倍、少なくとも４倍、少なくとも５倍、または、そ
れどころか少なくとも１０倍の差を伴うものである。
【００８２】
　具体的には、本発明の抗体によって標的化されるようなＯ２５ｂ抗原は、ＳＴ１３１菌
株の１つまたは複数において、より具体的にはＳＴ１３１菌株の大多数において広く認め
られている。
【００８３】
　具体的には、抗体によって認識されるエピトープが、被包性および非被包性のＳＴ１３
１－Ｏ２５ｂ：Ｈ４菌株（例えば、変異菌株）の表面に存在する。
【００８４】
　さらなる具体的な局面によれば、抗体は、インビトロ殺菌能を、野生型ＭＤＲ大腸菌の
生菌株を含む血清サンプルにおいて示す。
【００８５】
　さらなる具体的な局面によれば、抗体は、食作用細胞による野生型ＭＤＲ大腸菌の生菌
株の取り込みをインビトロにおいて刺激する。
【００８６】
　さらなる具体的な局面によれば、抗体は、特異的なＬＰＳ分子の内毒素影響をインビト
ロにおいて中和する。
【００８７】
　具体的には、抗体は、全長モノクローナル抗体、抗原結合部位を取り込む少なくとも１
つの抗体ドメインを含むその抗体フラグメント、または、抗原結合部位を取り込む少なく
とも１つの抗体ドメインを含む融合タンパク質である。好ましくは、抗体は、マウス抗体
、キメラ抗体、ヒト化抗体またはヒト抗体、重鎖抗体、Ｆａｂ抗体、Ｆｄ抗体、ｓｃＦｖ
抗体、および、ＶＨ、ＶＨＨまたはＶＬのような単一ドメイン抗体からなる群から選択さ
れ、好ましくはヒトＩｇＧ１抗体である。
【００８８】
　さらなる具体的な局面によれば、抗体は、全長モノクローナル抗体の結合部位、または
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、結合部位を取り込む少なくとも１つの抗体ドメインを含むその抗体フラグメントの結合
部位を有しており、この場合、そのような抗体は好ましくは、マウス抗体、ラマ抗体、ウ
サギ抗体、ヤギ抗体、ウシ抗体、キメラ抗体、ヒト化抗体またはヒト抗体、重鎖抗体、Ｆ
ａｂ抗体、Ｆｄ抗体、ｓｃＦｖ抗体、および、ＶＨ、ＶＨＨまたはＶＬのような単一ドメ
イン抗体からなる群から選択される抗体であり、好ましくはヒトＩｇＧ抗体またはマウス
ＩｇＧ抗体である。
【００８９】
　本発明によれば、本発明の抗体は具体的には、医療、診断または分析での使用のために
提供される。
【００９０】
　具体的な局面によれば、本発明の抗体は、大腸菌感染症（具体的にはＭＤＲ大腸菌菌株
による感染症）の危険性がある対象、または、大腸菌感染症（具体的にはＭＤＲ大腸菌菌
株による感染症）に罹患している対象を処置することにおける使用のために提供され、た
だし、この場合、そのような使用は、対象における感染症を制限するために、または、前
記感染症から生じる疾患状態を改善するために、好ましくは、腎盂腎炎、二次的菌血症、
敗血症、腹膜炎、髄膜炎および人工呼吸器関連肺炎の処置または予防のために、効果的な
量の抗体を対象に投与することを含む。
【００９１】
　したがって、本発明は具体的には、大腸菌感染症の危険性がある対象、または、大腸菌
感染症に罹患している対象が、効果的な量の抗体を対象に投与することによって処置され
る処置方法を提供する。
【００９２】
　具体的には、抗体が、ＭＤＲ大腸菌（好ましくはＳＴ１３１－Ｏ２５ｂ：Ｈ４菌株）の
殺菌的死滅を、当該菌株によって発現される莢膜多糖に関係なく行うために提供される。
【００９３】
　具体的な局面によれば、本発明の抗体を使用する免疫療法は、例えば、様々な動物モデ
ルにおいて明らかにされるように、生細菌攻撃からの効果的な保護をもたらす場合がある
。
【００９４】
　抗体により、具体的には、致死的な内毒素血症が中和される場合がある。そのような機
能的活性が、適切なインビボモデル（精製ＬＰＳによる免疫原投与）において明らかにさ
れる場合がある。
【００９５】
　抗体は具体的には、例えば、インビトロでの血清殺菌アッセイ（ＳＢＡ）によって明ら
かにされるように、例えば、（抗体が加えられないか、または、無関係なコントロールｍ
Ａｂが加えられる）コントロールサンプルよりも少なくとも２０％大きい細菌殺傷を伴っ
て、補体媒介殺傷によってＭＤＲ大腸菌に対して効果的である。
【００９６】
　抗体は具体的には、例えば、インビトロでのオプソニン作用殺傷アッセイ（ＯＰＫ）に
よって明らかにされるように、例えば、（抗体が加えられないか、または、無関係なコン
トロールｍＡｂが加えられる）コントロールサンプルよりも少なくとも２０％大きい投入
細菌の取り込みまたは２０％小さい最終のＣＦＵカウント数を伴って、抗体媒食作用によ
ってＭＤＲ大腸菌に対して効果的である。
【００９７】
　抗体は具体的には、例えば、インビトロでのＬＡＬアッセイまたはｔｏｌｌ様受容体４
（ＴＬＲ４）レポーターアッセイによって明らかにされるように、例えば、（抗体が加え
られないか、または、無関係なコントロールｍＡｂが加えられる）コントロールサンプル
との比較でのエンドトキシン活性における少なくとも２０％の低下を伴って、エンドトキ
シン機能を中和することによってＭＤＲ大腸菌に対して効果的である。
【００９８】
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　本発明はさらに、本発明の抗体を含み、好ましくは非経口用配合物または粘膜用配合物
を含み、場合により医薬的に許容されるキャリアまたは賦形剤を含有する医薬調製物を提
供する。
【００９９】
　そのような医薬組成物は抗体を唯一の活性物質として、あるいは、他の活性物質との組
合せで、または、活性物質のカクテル、例えば、少なくとも２つもしくは３つの異なる抗
体の組合せもしくはカクテルなどとの組み合わせで含有する場合がある。
【０１００】
　具体的な局面によれば、本発明の抗体は、大腸菌菌株によって引き起こされる対象にお
ける大腸菌感染症または大腸菌菌血症を、具体的には、ＬＰＳ　Ｏ２５ｂを発現するＭＤ
Ｒ菌株によって引き起こされる感染症を、例えば、上部尿路感染症および下部尿路感染症
（膀胱炎または尿道炎、上行性または血行性の腎盂腎炎を含む）などをとりわけ糖尿病患
者において、同様にまた、菌血症、敗血症、腹膜炎または腸管コロニー形成とともに明ら
かにするための診断使用のために提供される。
【０１０１】
　具体的には、抗体が、対象におけるＭＤＲ大腸菌による全身的感染症が、前記対象の体
液のサンプルを抗体と接触させることによってエクスビボで明らかにされる本発明による
使用のために提供され、ただし、この場合、抗体の特異的な免疫反応により、感染症が明
らかにされる。
【０１０２】
　具体的には、体液のサンプルが、特異的な免疫反応について試験され、ただし、そのよ
うなサンプルは、尿、血液、血液単離物または血液培養物、吸引物、痰、挿管された対象
の洗浄液、および便からなる群から選択される。
【０１０３】
　具体的には、本発明による診断使用は、大腸菌の血清型を臨床検体から回収される純粋
な大腸菌培養物からインビトロにおいて決定することを示す。
【０１０４】
　さらなる局面によれば、本発明は、本発明の抗体の診断用調製物であって、標識を伴う
抗体および／または標識を伴うさらなる診断試薬（例えば、抗体、または、それぞれの標
的抗原との抗体の免疫複合体を特異的に認識する試薬など）、ならびに／あるいは、抗体
および診断試薬の少なくとも１つを固定化するための固相を必要に応じて含有する診断用
調製物を提供する。
【０１０５】
　本発明はさらに、本発明の抗体を含む診断用調製物であって、前記抗体およびさらなる
診断試薬を組成物または部分品のキットにおいて含み、下記の成分：
　ａ）前記抗体；および
　ｂ）前記さらなる診断試薬；
　ｃ）ならびに、必要な場合には、前記抗体および前記診断試薬の少なくとも１つを固定
化するための固相を含む診断用調製物を提供する。
【０１０６】
　本発明はさらに、大腸菌菌株によって引き起こされる対象における大腸菌感染症または
大腸菌菌血症を診断する方法であって、
　ａ）本発明の抗体を提供すること、および
　ｂ）抗体がＯ２５ｂ抗原と特異的に免疫反応するかを、例えば、Ｏ２５ｂ抗原のみとの
免疫反応によって、または、Ｏ２５ａおよびＯ２５ｂと反応するための交差反応性免疫反
応によって、試験される対象の生物学的サンプル（例えば、血液または血清）において、
好ましくは凝集試験によって検出し、それにより、ＭＤＲ大腸菌の感染症または菌血症を
診断することを含む方法を提供する。
【０１０７】
　対象の好適な生物学的サンプルが具体的には、血液、血清、血液単離物または血液培養
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物、尿、吸引物、痰、挿管された対象の洗浄液、および便からなる群から選択される場合
がある。
【０１０８】
　本発明の好ましい診断アッセイは、例えば、Ｏ２５ｂ抗原を発現する細菌の抗体による
凝集、または、試験されるサンプルから得られる遊離状態の（または単離された）Ｏ２５
ｂ抗原による凝集を試験するために固相（例えば、ラテックスビーズ、金粒子など）に固
定化された本発明の抗体を含む。
【０１０９】
　いくつかの診断アッセイでは、Ｏ２５ｂおよび／またはＯ２５ａと結合するための異な
る特異性および／または親和性を有し、したがって、Ｏ２５ｂ抗原とＯ２５ａ抗原とを識
別するかもしれない２つの異なる抗体が伴う場合がある。
【０１１０】
　具体的な局面によれば、本発明は、大腸菌（具体的にはＭＤＲ大腸菌）による対象の感
染症を本発明の診断剤または本発明の診断方法によって明らかにして、そのような感染症
に対する治療剤による処置、例えば、免疫療法（例えば、本発明の抗体により処置するこ
となど）を用いる処置の基礎を提供するためのコンパニオン診断剤を提供する。
【０１１１】
　具体的な局面によれば、本発明は、遊離状態のＬＰＳを、例えば、生細菌の量が限定さ
れる臨床検体から明らかにすることによって、ＭＤＲ大腸菌（具体的にはＭＤＲ大腸菌）
による対象の感染症を診断するための高感度なベッドサイド診断剤を提供する。そのよう
なアッセイの感度は具体的には、１００ｎｇ未満のＬＰＳであり、好ましくは１０ｎｇ未
満のＬＰＳである。
【０１１２】
　本発明はさらに、本発明の抗体をコードする単離された核酸を提供する。
【０１１３】
　本発明はさらに、
　ａ）本発明の抗体のＶＨおよび／またはＶＬ；あるいは
　ｂ）あるいは本発明の抗体のＨＣおよび／またはＬＣを発現させるためのコード配列を
含む発現カセットまたはプラスミドを提供する。
【０１１４】
　本発明はさらに、本発明の発現カセットまたはプラスミドを含む宿主細胞を提供する。
【０１１５】
　具体的には、ＤＳＭ２６７６３またはＤＳＭ２６７６２で寄託されるプラスミドおよび
宿主細胞は除外される。そのような寄託物は、プラスミドにより形質転換された大腸菌宿
主細胞であり、この場合、ＤＳＭ２６７６３で寄託された宿主細胞は、８Ｄ５－１Ｇ１０
－ＬＣと称される抗体軽鎖をコードするヌクレオチド配列を含むプラスミドにより形質転
換され、一方、ＤＳＭ２６７６２で寄託された宿主細胞は、８Ｄ５－１Ｇ１０－ＨＣと称
される抗体重鎖をコードするヌクレオチド配列を含むプラスミドにより形質転換される。
【０１１６】
　具体的には、さらに除外されるものが、ＤＳＭ２８１７１またはＤＳＭ２８１７２で寄
託されるプラスミドおよび宿主細胞である。そのような寄託物は、プラスミドにより形質
転換された大腸菌宿主細胞であり、この場合、ＤＳＭ２８１７１で寄託された宿主細胞は
、８Ｄ１０－Ｃ８－ＬＣと称される抗体軽鎖をコードするヌクレオチド配列を含むプラス
ミドにより形質転換され、一方、ＤＳＭ２８１７２で寄託された宿主細胞は、８Ｄ１０－
Ｃ８－ＨＣと称される抗体重鎖をコードするヌクレオチド配列を含むプラスミドにより形
質転換される。
【０１１７】
　本発明はさらに、発明の抗体を製造する方法であって、本発明の宿主細胞が、前記抗体
を産生させるための条件のもとで培養または維持される方法を提供する。
【０１１８】
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　さらなる局面によれば、本発明は、本発明の抗体を製造する方法であって、
　ａ）ヒト以外の動物を大腸菌のＯ２５ｂ抗原により免疫化し、抗体を産生するＢ細胞を
単離すること；
　ｂ）不死化された細胞株を単離されたＢ細胞から形成すること；
　ｃ）細胞株をスクリーニングして、Ｏ２５ｂ抗原および場合によりＯ２５ａ抗原に特異
的に結合するモノクローナル抗体を産生する細胞株を特定すること（例えば、Ｏ２５ａと
比較して、Ｏ２５ｂに対する優先的な結合が明らかにされる）；および
　ｄ）前記モノクローナル抗体または該抗体のヒト化形態もしくはヒト形態、あるいは、
前記モノクローナル抗体と同じエピトープ結合特異性を有するそれらの誘導体を製造する
ことを含む方法を提供する。
【図面の簡単な説明】
【０１１９】
【図１】Ｋａｂａｔシステムに従って特定されるＯ２５ｂ特異的抗体（群１の抗体、これ
らはＯ２５ｂのみに結合する）のＣＤＲ領域およびＯ２５ｂ／Ｏ２５ａ交差特異的抗体（
群２の抗体）のＣＤＲ領域のＣＤＲ配列を含む表１、ならびに、ＣＤＲ領域をＩＭＧＴシ
ステムに従って示す同じ抗体を列挙する表２。表１および表２において使用されるような
命名法は下記の意味を有するものとする：ＶＨ　ＣＤＲ１＝ＣＤＲ１ＶＨ　ＣＤＲ２＝Ｃ
ＤＲ２ＶＨ　ＣＤＲ３＝ＣＤＲ３ＶＬ　ＣＤＲ１＝ＣＤＲ４ＶＬ　ＣＤＲ２＝ＣＤＲ５Ｖ
Ｌ　ＣＤＲ３＝ＣＤＲ６
【図２】群１（図１）のＯ２５ｂ特異的抗体のヒト化変化体、すなわち、親抗体である８
Ａ１、３Ｅ９および２Ａ７のヒト化変化体のＨＣ配列情報およびＬＣ配列情報、この場合
、親抗体８Ａ１の変化体には１～１６の番号がつけられ、親抗体３Ｅ９の変化体には１～
１８の番号がつけられ、親抗体２Ａ７の変化体には１～１６の番号がつけられる；群２（
図１）のＯ２５ｂ／Ｏ２５ａ交差特異的抗体（これは親抗体４Ｄ５である）のヒト化変化
体のＨＣ配列情報およびＬＣ配列情報、この場合、変化体には１～１８の番号がつけられ
る。
【図３】図３ｉ）：免疫ブロットアッセイにおける精製Ｏ２５ａ、精製Ｏ２５ｂおよび精
製Ｏ５５のＬＰＳ分子に対する種々のＯ２５ｂ特異的ｍＡｂ（Ｏ２５ａ抗原に対する交差
反応性の有無にかかわりなく）の反応性、同様にまた、コントロールとしてのＬＰＳコア
特異的な（すなわち、すべての大腸菌ＬＰＳ分子に対して交差反応性の）ｍＡｂのＷＮ１
の反応性。　図３ｉｉ）：様々なＯ２５特異的ｍＡｂによる免疫ブロット。Ｏ２５ａタイ
プ、Ｏ２５ｂタイプおよびＯ５５タイプの分離された精製ＬＰＳをキメラ型またはヒト化
型のＯ２５ｂ特異的ｍＡｂと、また、コントロールとしてのＬＰＳコア特異的（すなわち
、交差反応性）ＷＮ－１マウスｍＡｂと反応させた。
【図４】図４ｉ）：ストレプトアビジンチップに結合させたビオチン化Ｏ２５ｂ　ＰＳ抗
原を使用してＦｏｒｔｅＢｉｏによってアッセイされるような種々のＯ２５ｂ　ｍＡｂの
親和性測定。　図４ｉｉ）：バイオレイヤー・インフェロメトリー（ｂｉｏｌａｙｅｒ　
ｉｎｆｅｒｏｍｅｔｒｙ；ＢＬＩ）測定。親和性、会合定数および解離定数として表され
る、Ｏ２５ｂ多糖に対するＯ２５ｂ　ｍＡｂの結合をＦｏｒｔｅＢｉｏにおいて測定した
。
【図５】図５ｉ）：様々なＯ２５ｂ特異的ｍＡｂ（Ｏ２５ａ抗原に対する交差反応性の有
無にかかわりなく）による、Ｏ２５ｂ抗原、Ｏ２５ａ抗原またはＯ２抗原を発現する種々
の大腸菌菌株の表面染色。　図５ｉｉ）：ＬＢ（Ａ）またはヒト血清（Ｂ）のどちらかで
成長させたＳＴ１３１：Ｏ２５ｂ菌株３Ｏを、０．０２５μｇ／ｍｌ～４０μｇ／ｍｌの
濃度範囲での様々なＯ２５ｂ特異的ｍＡｂにより染色した。加えて、種々のパルソタイプ
（ｐｕｌｓｏｔｙｐｅ）に属する一連のＳＴ１３１菌株を４０μｇ／ｍｌの濃度での３つ
のＯ２５ｂ特異的ｍＡｂによる表面染色について試験した（Ｃ）。
【図６】細菌攻撃からの保護。Ｏ２５ｂ反応性の（ｉ）キメラｍＡｂまたは（ｉｉ）ヒト
化ｍＡｂ、同様にまた、アイソタイプ一致のコントロールｍＡｂの予防的な保護効力を、
菌血症のマウスモデルにおいて試験した。１００μｇのｍＡｂを、静脈内投与されるＳＴ
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１３１菌株８１００９による致死的攻撃の２４時間前にｉ．ｐ．注入した。致死率を毎日
モニターした。
【図７】図７ｉ）：血清殺菌アッセイ。様々なＯ２５ｂ特異的ｍＡｂによって媒介される
補体依存的な細菌殺傷を、初期細菌数に対する、３時間のインキュベーション期間の後に
おけるＣＦＵの減少として評価した。　図７ｉｉ）：血清殺菌アッセイ。２つの異なるＳ
Ｔ１３１：Ｏ２５ｂ菌株を中期対数期にまでＬＢにおいて成長させた（パネルＡ、Ｂおよ
びＤ）。洗浄後、細菌を２．５μｇ／ｍｌのヒト化ｍＡｂ（ＡおよびＢ）またはキメラｍ
Ａｂ（Ｄ）と３時間インキュベーションした。代替では、菌株８１００９をヒト血清にお
いて生育させ、１０ｕｇ／ｍｌの様々なｍＡｂと５時間インキュベーションした（パネル
Ｃ）。生存細菌の数を平板培養によって求めた。殺菌活性が、コントロール（抗体非存在
）のインキュベーションに対するパーセント殺傷として表される。
【図８】内毒素血症モデルにおける保護。５匹のマウスからなる群を１００μｇ（パネル
ＡおよびＢ）または２５μｇ（パネルＣ）の様々なｍＡｂによるｉ．ｐ．受動免疫化に供
した。翌日、マウスを２０ｍｇ／マウスのＤ－ＧａｌＮ（ｉ．ｐ．）により感作し、致死
用量の精製されたＯ２５ｂ　ＬＰＳによる同時攻撃（ｉ．ｖ．）に供した。生存を毎日モ
ニターした。
【図９】インビトロでのエンドトキシン中和アッセイ。精製されたＯ２５ｂ　ＬＰＳのＴ
ＬＲ－４シグナル伝達をＨＥＫ－Ｂｌｕｅアッセイで評価した（パネルＡ）。代表的なＯ
２５ｂ特異的ｍＡｂの用量依存的中和能がポリミキシンＢとの比較で示される（パネルＢ
）。この設定で求められるいくつかのヒト化Ｏ２５ｂ特異的ｍＡｂおよびキメラＯ２５ｂ
特異的ｍＡｂのＩＣ５０濃度として表される中和能がパネルＣにまとめられる。
【図１０】（ａ）：大腸菌Ｏ２５ｂ抗原の繰り返しユニットの構造。（ｂ）：大腸菌Ｏ２
５ａの繰り返しユニットの構造（Ｋｅｎｎｅ　Ｌ、Ｌｉｎｄｂｅｒｇ　Ｂ、Ｍａｄｄｅｎ
　ＪＫ、Ｌｉｎｄｂｅｒｇ　ＡＡ、Ｇｅｍｓｋｉ　Ｐ　Ｊｒ．、Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　
ｓｔｕｄｉｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　Ｏ－ａｎｔｉｇｅ
ｎ　２５、Ｃａｒｂｏｈｙｄｒ　Ｒｅｓ．、２８、１２２（２）：２４９～５６、１９８
３）。
【発明を実施するための形態】
【０１２０】
　用語「抗体」は、本明細書中で使用される場合、リンカー配列の有無にかかわらず、抗
体ドメインからなる、または抗体ドメインを含むポリペプチドまたはタンパク質を示すも
のとする（ただし、抗体ドメインは免疫グロブリンの重鎖および／または軽鎖の定常ドメ
インおよび／または可変ドメインとして理解される）。ポリペプチドは、ループ配列によ
ってつながれる抗体ドメイン構造の少なくとも２つのベータ鎖からなるベータ－バレル構
造を含むならば、抗体ドメインとして理解される。抗体ドメインは生来型構造である場合
があり、あるいは、例えば、抗原結合特性またはいずれかの他の特性（例えば、安定性ま
たは機能的特性（例えば、Ｆｃ受容体ＦｃＲｎおよび／またはＦｃγ受容体に対する結合
など）など）を改変するために変異誘発または誘導体化によって改変される場合がある。
【０１２１】
　本明細書中で使用されるような抗体は、１つまたは複数の抗原あるいはそのような抗原
の１つまたは複数のエピトープと結合するための特異的な結合部位を有しており、具体的
には、単一の可変抗体ドメイン（例えば、ＶＨ、ＶＬまたはＶＨＨなど）のＣＤＲ結合部
位または複数対の可変抗体ドメイン（例えば、ＶＬ／ＶＨ対など）の結合部位を含み、た
だし、抗体はＶＬ／ＶＨドメイン対および定常抗体ドメインを含む（例えば、Ｆａｂ、Ｆ
（ａｂ’）、Ｆ（ａｂ）２、ｓｃＦｖ、Ｆｖまたは全長抗体など）。
【０１２２】
　用語「抗体」は、本明細書中で使用される場合、単一の可変抗体ドメイン（例えば、Ｖ
Ｈ、ＶＬまたはＶＨＨなど）、あるいは、連結配列またはヒンジ領域の有無にかかわらず
、可変抗体ドメインおよび／または定常抗体ドメインの組合せ（可変抗体ドメインの対（
例えば、ＶＬ／ＶＨ対など）を含む）を含む、あるいはそのようなものからなる抗体形式
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を特に示すものとし、ただし、抗体はＶＬ／ＶＨドメイン対および定常抗体ドメインを含
み、または、ＶＬ／ＶＨドメイン対および定常抗体ドメインからなる（例えば、重鎖抗体
、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）、Ｆ（ａｂ）２、ｓｃＦｖ、Ｆｄ、Ｆｖ、あるいは、全長抗体（
例えば、ＩｇＧタイプ、例えば、ＩｇＧ１サブタイプ、ＩｇＧ２サブタイプ、ＩｇＧ３サ
ブタイプまたはＩｇＧ４サブタイプ）の全長抗体、ＩｇＡ１抗体、ＩｇＡ２抗体、ＩｇＤ
抗体、ＩｇＥ抗体またはＩｇＭ抗体など）。用語「全長抗体」は、天然に存在する抗体モ
ノマーにおいて一般に見出されるＦｃドメインおよび他のドメインの少なくともほとんど
を含むどのような抗体分子をも示すために使用することができる。この表現は、特定の抗
体分子が抗体フラグメントでないことを強調するために本明細書中では使用される。
【０１２３】
　用語「抗体」は具体的には、単離された形態での抗体を包含するものとし、この場合、
そのような抗体は、異なる標的抗原に対する他の抗体、または、抗体ドメインの異なる構
造的配置を含む他の抗体を実質的に含まない。それでも、単離された抗体が、例えば、異
なる特異性を有する少なくとも１つの他の抗体（例えば、モノクローナル抗体または抗体
フラグメントなど）との当該単離された抗体の組合せを含有する組合せ調製物に含まれる
場合がある。
【０１２４】
　用語「抗体」は、ヒト種を含めて、動物起源の抗体に対して、例えば、哺乳類（ヒト、
マウス、ウサギ、ヤギ、ラマ、ウシおよびウマを含む）または鳥類（例えば、ニワトリな
ど）などの起源の抗体に対して適用されるものとし、この場合、そのような用語は特に、
動物起源の配列（例えば、ヒト配列）に基づく組換え抗体を包含するものとする。
【０１２５】
　用語「抗体」はさらに、異なる種の起源の配列（例えば、マウス起源およびヒト起源の
配列など）を有するキメラ抗体に対して適用される。
【０１２６】
　用語「キメラ」は、抗体に関して使用される場合、重鎖および軽鎖のアミノ酸配列のそ
れぞれの１つの部分が、特定の種に由来する抗体または特定のクラスに属する抗体におけ
る対応する配列に対して相同的であり、その一方で、その鎖の残るセグメントが別の種ま
たはクラスにおける対応する配列に対して相同的であるそのような抗体を示す。典型的に
は、軽鎖および重鎖の両方の鎖の可変領域が、哺乳動物の１つの種に由来する抗体の可変
領域に似ており、その一方で、定常部分が、別の種に由来する抗体の配列に対して相同的
である。例えば、可変領域は、例えば、ヒト細胞調節物に由来する定常領域との組合せで
、ヒト以外の宿主生物からの容易に入手可能なＢ細胞またはハイブリドーマを使用して、
現在知られている供給源に由来することができる。
【０１２７】
　用語「抗体」はさらに、ヒト化抗体に対して適用される場合がある。
【０１２８】
　用語「ヒト化」は、抗体に関して使用される場合、ヒト以外の種からの免疫グロブリン
に実質的に由来する抗原結合部位を有する分子であって、当該分子の残る免疫グロブリン
構造がヒト免疫グロブリンの構造および／または配列に基づく分子を示す。抗原結合部位
は、定常ドメインに融合される完全な可変ドメイン、または、可変ドメインにおいて適切
なフレームワーク領域にグラフト化される相補性決定領域（ＣＤＲ）のみのどちらかを含
む場合がある。抗原結合部位は野生型である場合があり、あるいは、例えば、１つまたは
複数のアミノ酸置換によって改変される場合があり、好ましくは、ヒト免疫グロブリンに
一層よく似ているように改変される場合がある。いくつかの形態のヒト化抗体はすべての
ＣＤＲ配列を保っている（例えば、マウス抗体からの６つすべてのＣＤＲを含有するヒト
化されたマウス抗体）。他の形態は、元の抗体に関して変化させられる１つまたは複数の
ＣＤＲを有する。
【０１２９】
　用語「抗体」はさらに、ヒト抗体に対して適用される。
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【０１３０】
　用語「ヒト」は、抗体に関して本明細書中で使用される場合、ヒト生殖系列の免疫グロ
ブリン配列に由来する可変領域および定常領域を有する抗体を包含することが理解される
。本発明のヒト抗体は、ヒト生殖系列の免疫グロブリン配列によってコードされないアミ
ノ酸残基（例えば、インビトロでのランダム変異誘発または部位特異的変異誘発によって
、あるいは、インビボでの体細胞変異によって導入される変異）を、例えば、ＣＤＲにお
いて含む場合がある。ヒト抗体には、ヒト免疫グロブリンのライブラリーから単離される
抗体、あるいは、１つまたは複数のヒト免疫グロブリンについて遺伝子組換えである動物
から単離される抗体が含まれる。
【０１３１】
　用語「抗体」は具体的には、どのようなクラスまたはサブクラスの抗体に対しても適用
される。それらの重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に依存して、抗体は抗体の主要なク
ラス（ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧおよびＩｇＭ）に割り当てることができ、また、
これらのいくつかはさらにサブクラス（アイソタイプ）に分けられる場合がある（例えば
、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１およびＩｇＡ２）。
【０１３２】
　この用語はさらに、モノクローナル抗体またはポリクローナル抗体（具体的には組換え
抗体）に対して適用され、この場合、そのような用語には、組換え手段によって調製され
る、発現させられる、作製される、または単離されるすべての抗体および抗体構造が含ま
れ、例えば、異なる起源からの遺伝子または配列を含む、動物（例えば、ヒトを含む哺乳
動物）に起源を有する抗体（例えば、マウス抗体、キメラ抗体、ヒト化抗体またはハイブ
リドーマ由来抗体など）などが含まれる。さらなる例には、抗体を発現するように形質転
換される宿主細胞から単離される抗体、あるいは、抗体または抗体ドメインの組換えコン
ビナトリアルライブラリーから単離される抗体、あるいは、他のＤＮＡ配列への抗体遺伝
子配列のスプライシングを伴ういずれかの他の手段によって調製される、発現させられる
、作製される、または単離される抗体が示される。
【０１３３】
　用語「抗体」はまた、抗体の誘導体、具体的には機能的に活性な誘導体を示すことが理
解される。抗体誘導体は、１つまたは複数の抗体ドメインまたは抗体のどのような組合せ
としてでも、ならびに／あるいは、抗体のいずれかのドメインが１つまたは複数の他のタ
ンパク質（例えば、他の抗体（例えば、ＣＤＲループを含む結合性構造体）、受容体ポリ
ペプチド、しかし、同様に、リガンド、足場タンパク質、酵素、毒素およびその他など）
のどのような位置においてでも融合され得る融合タンパク質として理解される。抗体の誘
導体が、様々な化学的技術（例えば、共有結合カップリング、静電的相互作用、ジスルフ
ィド結合など）による他の物質に対する会合または結合によって得られる場合がある。抗
体に結合させられる他の物質は、脂質、炭水化物、核酸、有機分子および無機分子、また
は、どのような組合せであれ、それらの組合せである場合がある（例えば、ＰＥＧ、プロ
ドラッグまたは薬物）。具体的な実施形態において、抗体は、生物学的に許容され得る化
合物との特異的な相互作用を可能にするさらなるタグを含む誘導体である。本発明におい
て使用可能であるタグに関しては、抗体がその標的に結合したときに負の影響を有しない
、または許容可能な負の影響を有する限り、特に限定されない。好適なタグの例には、Ｈ
ｉｓタグ、Ｍｙｃタグ、ＦＬＡＧタグ、Ｓｔｒｅｐタグ、カルモジュリンタグ、ＧＳＴタ
グ、ＭＢＰタグおよびＳタグが含まれる。別の具体的な実施形態において、抗体は、標識
を含む誘導体である。用語「標識」は、本明細書中で使用される場合、「標識された」抗
体を生成するように抗体に直接的または間接的にコンジュゲート化される検出可能な化合
物または組成物を示す。標識は、それ自体が検出可能であってもよく（例えば、放射性同
位体標識または蛍光性標識）、または、酵素標識の場合には、検出可能である基質化合物
または組成物の化学的変化を触媒する場合がある。
【０１３４】
　本明細書中に記載されるような好ましい誘導体は、抗原結合に関して機能的に活性であ
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り、好ましくは、例えば、ＳＢＡアッセイ、ＯＰＫアッセイまたはＬＡＬアッセイにおい
て明らかにされるように、ＭＤＲ大腸菌およびそのエンドトキシンと戦う効力、あるいは
、細菌攻撃から保護する効力、あるいは、致死的な内毒素血症を中和する効力を有する。
【０１３５】
　具体的には、本発明の抗体に由来する抗体は、Ｏ２５ｂ抗原に示差的に結合することに
おいて、例えば、Ｏ２５ｂ抗原と特異的かつ選択的に結合することにおいて機能的に活性
であるＣＤＲ領域またはそのＣＤＲ変化体の少なくとも１つまたは複数を含む場合がある
。
【０１３６】
　親抗体または親抗体配列（例えば、親となるＣＤＲ配列またはＦＲ配列など）に由来す
る抗体は本明細書中では特に、例えば、インシリコ工学または組換え工学によって、ある
いは、そうでなければ、化学的な誘導体化または合成によって得られる変異体または変化
体として理解される。
【０１３７】
　用語「抗体」はまた、親ＣＤＲ配列の機能的に活性なＣＤＲ変化体を含む抗体、および
、親抗体の機能的に活性な変化体抗体を含めて、抗体の変化体を示すことが理解される。
【０１３８】
　具体的には、本発明の抗体に由来する抗体は、ＣＤＲ領域またはそのＣＤＲ変化体の少
なくとも１つまたは複数を、例えば、重鎖可変領域の少なくとも３つのＣＤＲおよび／ま
たは軽鎖可変領域の少なくとも３つのＣＤＲを、ＣＤＲ領域またはＦＲ領域の少なくとも
１つにおける、あるいは、ＨＣまたはＬＣの定常領域における少なくとも１つの点変異を
伴って含む場合があり、この場合、抗体は機能的に活性であり、例えば、Ｏ２５ｂ抗原と
特異的に結合し、かつ、場合により、Ｏ２５ａ抗原と交差特異的に結合する。
【０１３９】
　用語「変化体」は、例えば、変異誘発法によって得られる抗体（例えば、変異抗体また
は抗体のフラグメントなど）、具体的には、特異的な抗体アミノ酸配列または抗体領域の
欠失、交換、導入、特異的な抗体アミノ酸配列または抗体領域への挿入を行うための、あ
るいは、アミノ酸配列を、例えば、抗体安定性、エフェクター機能または半減期を操作す
るために定常ドメインにおいて、または、抗原結合特性を、例えば、この技術分野で利用
可能な親和性成熟技術によって改善するために可変ドメインにおいて化学的に誘導体化す
るための様々な変異誘発法によって得られる抗体（例えば、変異抗体または抗体のフラグ
メントなど）を特に示すものとする。知られている変異誘発方法のどれもが用いられる場
合があり、これには、例えば、ランダム化技術によって得られる所望の位置における点変
異が含まれる。場合により、様々な位置が、ランダムに、例えば、抗体配列をランダム化
するための可能なアミノ酸のいずれかまたは好ましいアミノ酸の選択のどちらかにより選
定される。用語「変異誘発」は、ポリヌクレオチド配列またはポリペプチド配列を変更す
るためのこの技術分野で認識されているどのような技術をも示す。好ましいタイプの変異
誘発には、誤りを生じさせやすいＰＣＲ変異誘発、飽和変異誘発または他の部位特異的変
異誘発が含まれる。
【０１４０】
　用語「変化体」は具体的には、機能的に活性な変化体を包含するものとする。
【０１４１】
　ＣＤＲ配列の用語「機能的に活性な変化体」は、本明細書中で使用される場合、「機能
的に活性なＣＤＲ変化体」として理解され、また、抗体の「機能的に活性な変化体」は、
本明細書中で使用される場合、「機能的に活性な抗体変化体」として理解される。機能的
に活性な変化体は、１つまたは複数のアミノ酸の挿入、欠失または置換、あるいは、アミ
ノ酸配列における１つまたは複数のアミノ酸残基の化学的誘導体化、あるいは、ヌクレオ
チド配列内の１つまたは複数のヌクレオチドの化学的誘導体化、あるいは、配列の遠位末
端のどちらかまたは両方での化学的誘導体化、例えば、ＣＤＲ配列では、Ｎ端側および／
またはＣ端側の１個、２個、３個または４個のアミノ酸、ならびに／あるいは、中心の１
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個、２個、３個または４個のアミノ酸（すなわち、ＣＤＲ配列の中央における）化学的誘
導体化によるこの配列（親抗体または親配列）の改変から生じる配列を意味し、かつ、そ
のような変異はこの配列の活性に影響を及ぼさず、具体的にはこの配列の活性を損なわな
い。選択された標的抗原に対する特異性を有する結合部位の場合には、抗体の機能的に活
性な変化体は依然として、所定の結合特異性を有するであろう。だが、これは、例えば、
特異的なエピトープに対する微細な特異性、親和性、アビディティー、Ｋｏｎ速度または
Ｋｏｆｆ速度などを変化させるために変化させることができるであろう。例えば、親和性
成熟を受けた抗体が具体的には、機能的に活性な変化体抗体として理解される。したがっ
て、親和性成熟を受けた抗体における改変されたＣＤＲ配列が、機能的に活性なＣＤＲ変
化体として理解される。
【０１４２】
　具体的には、本発明の抗体の機能的に活性な変化体は、Ｏ２５ｂ抗原と結合する潜在的
能力、および、大腸菌の他の抗原と比較してＯ２５ｂ抗原に優先的に結合するための特異
性または選択性（例えば、大腸菌のＯ２５ｂ抗原に結合し、Ｏ２５ａ抗原には結合しない
こと、または、Ｏ２５ａ抗原と有意に結合しないこと、または、Ｏ２５ｂ抗原およびＯ２
５ａ抗原の両方と交差特異的に結合するが、大腸菌の他の抗原には結合しないこと）を有
する。
【０１４３】
　機能的に活性な変化体が、例えば、親抗体の配列を変化させることによって得られる場
合がある（例えば、表１および図２において列挙されるような抗体のいずれかと同じ結合
部位を含み、しかし、結合部位のほかに抗体領域内の改変を伴う抗体、あるいは、結合部
位内の改変によってそのような親抗体に由来するが、抗原結合を損なわず、好ましくは、
Ｏ２５ｂ抗原と特異的または選択的に結合することができること、例えば、大腸菌のＯ２
５ｂ抗原に結合し、Ｏ２５ａ抗原には結合しないこと、または、Ｏ２５ａ抗原と有意に結
合しないこと、または、Ｏ２５ｂ抗原およびＯ２５ａ抗原の両方と交差特異的に結合する
が、大腸菌の他の抗原には結合しないことを含めて、親抗体と実質的に同じ生物学的活性
、または、改善された活性さえも有するであろう抗体）。必要な場合には、機能的に活性
な変化体はさらに、ＳＢＡアッセイにおける補体媒介殺傷の潜在的能力を含む場合があり
、かつ／または、場合によりさらに、ＯＰＫアッセイにおける抗体媒介食作用の潜在的能
力を含む場合があり、かつ／または、場合によりさらに、ＬＡＬアッセイにおけるエンド
トキシン中和機能を、例えば、標的（ＭＤＲ）大腸菌に対しての特異的な結合アッセイま
たは機能的試験によって明らかにされるように、実質的に同じ生物学的活性を伴って含む
場合がある。
【０１４４】
　用語「実質的に同じ生物学的活性」は、本明細書中で使用される場合、比較可能な抗体
または親抗体について求められるような活性の少なくとも２０％、少なくとも５０％、少
なくとも７５％、少なくとも９０％、例えば、少なくとも１００％、または少なくとも１
２５％、または少なくとも１５０％、または少なくとも１７５％である、あるいは、例え
ば、２００％にまで達する実質的に同じ活性によって示されるような活性を示す。
【０１４５】
　本明細書中に記載されるような好ましい変化体または誘導体は、抗原結合に関して機能
的に活性であり、好ましくは、Ｏ２５ｂ抗原と特異的に結合する潜在的能力、および、大
腸菌の他の抗原には結合しないこと、例えば、大腸菌のＯ２５ｂ抗原に結合し、Ｏ２５ａ
抗原には結合しないこと、または、Ｏ２５ａ抗原と有意に結合しないこと、または、Ｏ２
５ｂ抗原およびＯ２５ａ抗原の両方と交差特異的に結合すること、例えば、Ｏ２５ａと比
較してＯ２５ｂ抗原と優先的に結合すること、または、Ｏ２５（Ｏ２５ａ）菌株に対して
惹起される現在のポリクローナルなタイプ決定血清と比較して、より大きい親和性により
Ｏ２５ｂと結合することを有する。好ましい変化体は、大腸菌の他の抗原には結合せず、
少なくとも対数で２のＫｄ値差、好ましくは少なくとも対数で３のＫｄ値差を伴い、また
、場合によりさらに、ＳＢＡアッセイにおける補体媒介殺傷の潜在的能力、例えば、抗体
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を含有しないコントロールサンプルに対する細菌カウント数における有意な低下を達成す
るための潜在的能力を含み、かつ／または、場合によりさらに、ＯＰＫアッセイにおける
抗体媒介食作用の潜在的能力、例えば、抗体を含有しないコントロールサンプルに対する
細菌カウント数における有意な低下を達成するなどのための潜在的能力を含み、かつ／ま
たは、場合によりさらに、ＬＡＬアッセイまたはＴＬＲ４シグナル伝達アッセイにおける
エンドトキシン中和機能、例えば、抗体を含有しないコントロールサンプルに対する遊離
ＬＰＳにおける有意な低下を達成するなどのためのエンドトキシン中和機能を、例えば、
標的ＭＤＲ大腸菌に対しての特異的な結合アッセイまたは機能的試験によって明らかにさ
れるように、実質的に同じ生物学的活性を伴って含む。様々なアッセイにおける分析物の
有意な低下は典型的には、少なくとも５０％、好ましくは少なくとも６０％、７０％、８
０％、９０％、９５％または９８％から、約１００％（＋／－１％）の完全な低下に至る
までの低下を意味する。
【０１４６】
　好ましい実施形態において、親抗体の機能的に活性な変化体は、
　ａ）前記抗体の生物学的に活性なフラグメントである（ただし、この場合、このフラグ
メントは、当該分子の配列の少なくとも５０％を構成し、好ましくは少なくとも６０％、
少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも９０％または少なくとも９５％を構成
し、最も好ましくは少なくとも９７％、９８％または９９％を構成する）；
　ｂ）少なくとも１つのアミノ酸置換、アミノ酸付加および／またはアミノ酸欠失によっ
て前記抗体に由来する（ただし、この場合、機能的に活性な変化体は、当該分子またはそ
の一部分に対する所与の配列同一性を有する；例えば、配列同一性が少なくとも５０％で
ある抗体、好ましくは少なくとも６０％である抗体、より好ましくは少なくとも７０％で
ある抗体、より好ましくは少なくとも８０％である抗体、さらにより好ましくは少なくと
も９０％である抗体、一層より好ましくは少なくとも９５％である抗体、最も好ましくは
少なくとも９７％、９８％または９９％である抗体など）；および／または
　ｃ）抗体またはその機能的に活性な変化体と、さらには、ポリペプチド配列またはヌク
レオチド配列に対して異種である少なくとも１つのアミノ酸またはヌクレオチドとからな
る。
【０１４７】
　本発明の１つの好ましい実施形態において、本発明による抗体の機能的に活性な変化体
は、上記で記載される変化体と本質的に同一であり、しかし、異なる種の相同的配列に由
来するという点でそのポリペプチド配列またはヌクレオチド配列からそれぞれ異なる。こ
れらは、天然に存在する変化体またはアナログと呼ばれる。
【０１４８】
　用語「機能的に活性な変化体」にはまた、天然に存在する対立遺伝子変化体、同様にま
た、変異体、または、どのような変化体であれ、天然に存在しない他の変化体が含まれる
。この技術分野では知られているように、対立遺伝子変化体は、ポリペプチドの生物学的
機能を本質的には変化させない、１つまたは複数のアミノ酸の置換、欠失または付加を有
するとして特徴づけられる（ポリ）ペプチドの代替形態である。
【０１４９】
　機能的に活性な変化体が、例えば、１つまたは複数の点変異によるポリペプチド配列ま
たはヌクレオチド配列における配列変化によって得られる場合があり、しかし、この場合
、配列変化は、本発明の組合せで使用されるとき、変化を受けていないポリペプチド配列
またはヌクレオチド配列の機能を保持し、または改善する。そのような配列変化には、（
保存的）置換、付加、欠失、変異および挿入が含まれ得るが、これらに限定されない。
【０１５０】
　具体的な機能的に活性な変化体がＣＤＲ変化体である。ＣＤＲ変化体は、ＣＤＲ領域に
おける少なくとも１つのアミノ酸によって改変されるアミノ酸配列を含み、ただし、この
場合、前記改変はアミノ酸配列の化学的または部分的な変化であり得るが、そのような改
変は、変化体が非改変配列の生物学的特徴を保持することを可能にする。ＣＤＲアミノ酸
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配列の部分的変化は、１個～数個のアミノ酸（例えば、１個、２個、３個、４個または５
個のアミノ酸配列）の欠失または置換によるもの、あるいは、１個～数個のアミノ酸（例
えば、１個、２個、３個、４個または５個のアミノ酸配列）の付加または挿入によるもの
、あるいは、１個～数個のアミノ酸（例えば、１個、２個、３個、４個または５個のアミ
ノ酸配列）の化学的誘導体化によるもの、あるいは、それらの組合せによるものである場
合がある。アミノ酸残基における置換は、例えば、１つの疎水性アミノ酸を代わりの疎水
性アミノ酸に置換する保存的置換である場合がある。
【０１５１】
　保存的置換は、それらの側鎖および化学的性質において関連づけられるアミノ酸の集団
の中で行われる置換である。そのような集団の例が、塩基性側鎖を有するアミノ酸、酸性
側鎖を有するアミノ酸、非極性の脂肪族側鎖を有するアミノ酸、非極性の芳香族側鎖を有
するアミノ酸、非荷電の極性側鎖を有するアミノ酸、小さい側鎖を有するアミノ酸、大き
い側鎖を有するアミノ酸などである。
【０１５２】
　点変異は特に、種々のアミノ酸についての１つまたは複数の単一（非連続）または二重
のアミノ酸の置換もしくは交換、欠失または挿入において非操作のアミノ酸配列とは異な
るアミノ酸配列の発現をもたらすポリヌクレオチドを設計することとして理解される。
【０１５３】
　好ましい点変異は、同じ極性および／または電荷のアミノ酸の交換を示す。この点に関
して、アミノ酸は、６４個のトリプレットコドンによってコードされる２０個の天然に存
在するアミノ酸を示す。これら２０個のアミノ酸は、中性電荷、正電荷および負電荷を有
するアミノ酸に分けることができる。
【０１５４】
　「中性」アミノ酸が、それらのそれぞれの三文字コードおよび一文字コードならびに極
性と一緒に下記に示される：アラニン：（Ａｌａ、Ａ）非極性、中性；アスパラギン：（
Ａｓｎ、Ｎ）極性、中性；システイン：（Ｃｙｓ、Ｃ）非極性、中性；グルタミン：（Ｇ
ｌｎ、Ｑ）極性、中性；グリシン：（Ｇｌｙ、Ｇ）非極性、中性；イソロイシン：（Ｉｌ
ｅ、Ｉ）無極性、中性；ロイシン：（Ｌｅｕ、Ｌ）非極性、中性；メチオニン：（Ｍｅｔ
、Ｍ）非極性、中性；フェニルアラニン：（Ｐｈｅ、Ｆ）非極性、中性；プロリン：（Ｐ
ｒｏ、Ｐ）非極性、中性；セリン：（Ｓｅｒ、Ｓ）極性、中性；トレオニン：（Ｔｈｒ、
Ｔ）極性、中性；トリプトファン：（Ｔｒｐ、Ｗ）非極性、中性；チロシン：（Ｔｙｒ、
Ｙ）極性、中性；バリン：（Ｖａｌ、Ｖ）非極性、中性；およびヒスチジン：（Ｈｉｓ、
Ｈ）極性、正荷電（１０％）、中性（９０％）。
【０１５５】
　「正」荷電アミノ酸が下記の通りである：アルギニン：（Ａｒｇ、Ｒ）極性、正荷電；
およびリシン：（Ｌｙｓ、Ｋ）極性、正荷電。
【０１５６】
　「負」荷電アミノ酸が下記の通りである：アスパラギン酸：（Ａｓｐ、Ｄ）極性、負荷
電；およびグルタミン酸：（Ｇｌｕ、Ｅ）極性、負荷電。
【０１５７】
　本明細書中に記載される抗体配列およびホモログに関する「パーセント（％）アミノ酸
配列同一性」は、最大のパーセント配列同一性を達成するために配列をアラインメントし
、必要ならば、ギャップを導入した後で、かつ、どのような保存的置換も配列同一性の一
部として考慮することなく、具体的なポリペプチド配列におけるアミノ酸残基と同一であ
る候補配列におけるアミノ酸残基の百分率として定義される。当業者は、比較されている
配列の全長にわたる最大のアラインメントを達成するために必要とされるどのようなアル
ゴリズムも含めて、アラインメントを見積もるための適切なパラメーターを決定すること
ができる。
【０１５８】
　抗体変化体は具体的には、機能的であり、かつ、機能的等価体として役立ち得る、例え
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ば、特異的標的に結合し、また、機能的特性を有する、例えば、糖鎖工学によって製造さ
れる、特定のグリコシル化パターンを伴うホモログ、アナログ、フラグメント、改変体ま
たは変化体を含むことが理解される。
【０１５９】
　本発明の抗体はＦｃエフェクター機能を示す場合があり、または示さない場合がある。
作用様式が、Ｆｃエフェクター機能を有しない中和抗体によって主に媒介されるにもかか
わらず、Ｆｃは補体を補充し、標的抗原（例えば、毒素など）が免疫複合体の形成を介し
て循環から除かれることを助けることができる。
【０１６０】
　具体的な抗体は、活性なＦｃ部分を欠いている場合がある。したがって、抗体のＦｃ部
分を含有しない抗体ドメイン、または、Ｆｃγ受容体結合部位を含有しない抗体ドメイン
から構成されるか、あるいは、例えば、Ｆｃエフェクター機能を低下させるための改変に
よって、具体的にはＡＤＣＣ活性および／またはＣＤＣ活性を消す、または低下させるた
めの改変によって、Ｆｃエフェクター機能を欠く抗体ドメインを含むかのどちらかである
。代わりの抗体が、Ｆｃエフェクターを増大させるために、具体的にはＡＤＣＣ活性およ
び／またはＣＤＣ活性を高めるために改変を取り込むように設計される場合がある。
【０１６１】
　そのような改変が、変異誘発（例えば、Ｆｃγ受容体結合部位における変異）によって
、あるいは、抗体形式のＡＤＣＣ活性および／またはＣＤＣ活性を妨害し、その結果、Ｆ
ｃエフェクター機能の低下または増大を達成するようにするための誘導体または薬剤によ
って達成される場合がある。
【０１６２】
　Ｆｃエフェクター機能の有意な低下は典型的には、ＡＤＣＣ活性および／またはＣＤＣ
活性によって測定されるような非改変（野生型）形式の１０％未満（好ましくは５％未満
）のＦｃエフェクター機能を示すことが理解される。Ｆｃエフェクター機能の有意な増大
は典型的には、ＡＤＣＣ活性および／またはＣＤＣ活性によって測定されるような非改変
（野生型）形式の少なくとも１０％（好ましくは少なくとも２０％、３０％、４０％また
は５０％）のＦｃエフェクター機能における増大を示すことが理解される。
【０１６３】
　抗体配列に関しての用語「糖鎖工学（された）」変化体は、改変された免疫原性特性ま
たは免疫調節（例えば、抗炎症性）特性（ＡＤＣＣおよび／またはＣＤＣ）を糖鎖工学の
結果として有するグリコシル化変化体を示すものとする。すべての抗体が炭水化物構造を
重鎖定常領域における保存された位置に含有しており、それぞれのアイソタイプが、様々
なＮ結合型炭水化物構造の異なった配列を有し、これらのＮ結合型炭水化物構造により、
タンパク質の組み立て、分泌および機能的活性が可変的影響を受ける。ＩｇＧ１タイプの
抗体は、保存されたＮ結合型糖鎖付加部位をそれぞれのＣＨ２ドメインにおいてＡｓｎ２
９７に有する糖タンパク質である。Ａｓｎ２９７に結合する２つの複雑な二分岐したオリ
ゴ糖がＣＨ２ドメインの間に埋もれ、これにより、ポリペプチド骨格との広範な接触を形
成し、また、それらの存在が、抗体がエフェクター機能（例えば、抗体依存性細胞傷害（
ＡＤＣＣ）など）を媒介するために不可欠である。Ｎ２９７におけるＮ－グリカンを、例
えば、Ｎ２９７を、例えば、Ａに変異することにより除くこと、または、Ｔ２９９は典型
的には、低下したＡＤＣＣを有する脱糖鎖された（ａｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｅｄ）抗体形
式をもたらす。具体的には、本発明の抗体はグリコシル化抗体または糖鎖工学抗体あるい
は脱糖鎖抗体である場合がある。
【０１６４】
　抗体のグリコシル化における大きな違いが細胞株の間には存在し、また、小さい違いさ
えもが、異なる培養条件のもとで成長させられた所与の細胞株について認められる。細菌
細胞における発現は典型的には、脱糖鎖抗体をもたらす。β（１，４）－Ｎ－アセチルグ
ルコサミニルトランスフェラーゼＩＩＩ（ＧｎＴＩＩＩ）、すなわち、二分性ＧｌｃＮＡ
ｃの形成を触媒するグリコシルトランスフェラーゼのテトラサイクリン調節発現を伴うＣ
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ＨＯ細胞は、改善されたＡＤＣＣ活性を有することが報告された（Ｕｍａｎａ他、１９９
９、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．、１７：１７６～１８０）。宿主細胞の選定に加え
て、抗体の組換え産生の期間中におけるグリコシル化に影響を及ぼす要因には、生育様式
、培地処方、培養密度、酸素化、ｐＨおよび精製スキームなどが含まれる。
【０１６５】
　用語「抗原結合部位」または用語「結合部位」は、抗原結合に関与する抗体の一部分を
示す。抗原結合部位が、重（「Ｈ」）鎖および／または軽（「Ｌ」）鎖のＮ端側可変「Ｖ
」領域あるいはそれらの可変ドメインのアミノ酸残基によって形成される。重鎖および軽
鎖のＶ領域の内部における３つの非常に異なった区域（これは「超可変領域」と呼ばれる
）が、フレームワーク領域として知られているより保存された隣接区域の間に置かれる。
抗原結合部位は、結合したエピトープまたは抗原の三次元表面に対して相補的である表面
を与え、超可変領域は「相補性決定領域」または「ＣＤＲ」と呼ばれる。ＣＤＲに組み込
まれる結合部位は本明細書中ではまた、「ＣＤＲ結合部位」とも呼ばれる。
【０１６６】
　用語「抗原」は、用語「標的」または用語「標的抗原」と交換可能に本明細書中で使用
されるように、抗体結合部位によって認識される標的分子全体またはそのような分子のフ
ラグメントを示すものとする。具体的には、抗原の部分構造で、免疫学的に関連している
部分構造、例えば、ポリペプチドまたは炭水化物構造（これらは一般には「エピトープ」
と呼ばれ、例えば、Ｂ細胞エピトープまたはＴ細胞エピトープと呼ばれる）が、そのよう
な結合部位によって認識される場合がある。Ｏ２５ｂ抗原またはＯ２５ａ抗原のような特
異的な抗原が、単離された抗原として提供され、あるいは、それどころか、大腸菌細胞ま
たは大腸菌細胞分画物の形態で提供される。
【０１６７】
　用語「エピトープ」は、本明細書中で使用される場合、特異的な結合パートナーを完全
に構成することがある、または、抗体の結合部位に対しての特異的な結合パートナーの一
部であることがある分子構造を特に示すものとする。エピトープが、炭水化物、ペプチド
性構造、脂肪酸、有機物質、生化学物質もしくは無機物質またはその誘導体、および、ど
のような組合せであれ、それらの組合せから構成される場合がある。エピトープがペプチ
ド性構造（例えば、ペプチド、ポリペプチドまたはタンパク質など）に含まれるならば、
エピトープは通常、少なくとも３個のアミノ酸、好ましくは５個～４０個のアミノ酸、よ
り好ましくは約１０個～２０個の間のアミノ酸を含むことになる。エピトープは線状エピ
トープまたは立体配座エピトープのどちらもが可能である。線状エピトープが、ポリペプ
チド鎖または炭水化物鎖の一次配列のただ１つだけのセグメントから構成される。線状エ
ピトープは連続または重複していることが可能である。
【０１６８】
　立体配座エピトープが、三次構造を形成するためにポリペプチドを折りたたむことによ
ってまとまるアミノ酸または炭水化物から構成され、これらのアミノ酸は必ずしも線状配
列において相互に隣接していない。具体的には、また、ポリペプチド抗原に関して、立体
配座エピトープまたは不連続エピトープが、一次配列においては隔てられるが、ポリペプ
チドが生来型タンパク質／抗原に折り重なるときには分子の表面における一貫した構造に
集まる２つ以上の異なったアミノ酸残基の存在によって特徴づけられる。
【０１６９】
　本明細書中では、用語「エピトープ」は、抗体によって認識される１つだけのエピトー
プ、または、様々なエピトープ変化体を含むエピトープの混合物（ただし、それぞれが交
差反応性抗体によって認識される）を特に示すものとする。
【０１７０】
　用語「発現」は下記のように理解される。発現産物（例えば、本明細書中に記載される
ような抗体など）の所望されるコード配列と、制御配列（例えば、動作可能な連結でのプ
ロモーターなど）とを含有する核酸分子が、発現目的のために使用される場合がある。こ
れらの配列による形質転換またはトランスフェクションを受けた宿主は、コードされたタ
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ンパク質を産生させることができる。形質転換を達成するために、発現システムがベクタ
ーに含まれる場合がある；しかしながら、関連したＤＮＡはまた、宿主染色体に組み込ま
れる場合がある。具体的には、この用語は、例えば、ベクターによって運ばれ、宿主細胞
に導入される外来ＤＮＡによってコードされるタンパク質の発現のための好適な条件のも
とにある宿主細胞および適合し得るベクターを示す。
【０１７１】
　コードＤＮＡは、特定のポリペプチドまたはタンパク質（例えば、抗体など）のための
特定のアミノ酸配列をコードするＤＮＡ配列である。プロモーターＤＮＡは、コードＤＮ
Ａの発現を開始させる、調節する、あるいは、そうでない場合には媒介する、または制御
するＤＮＡ配列である。プロモーターＤＮＡおよびコードＤＮＡは、同じ遺伝子から、ま
たは異なる遺伝子から得られる場合があり、また、同じ生物または異なる生物から得られ
る場合がある。組換えクローニングベクターは多くの場合、クローニングまたは発現のた
めの１つまたは複数の複製系、宿主における選択のための１つまたは複数のマーカー（例
えば、抗生物質抵抗性）、および、１つまたは複数の発現カセットを含むであろう。
【０１７２】
　本明細書中で使用される「ベクター」は、好適な宿主生物におけるクローン化された組
換えヌクレオチド配列の転写、すなわち、組換え遺伝子の転写およびそのｍＲＮＡの翻訳
のために要求されるＤＮＡ配列として定義される。
【０１７３】
　「発現カセット」は、発現産物をコードするＤＮＡコード配列またはＤＮＡのセグメン
トで、規定された制限部位においてベクターに挿入され得るＤＮＡコード配列またはＤＮ
Ａのセグメントを示す。カセットの制限部位が、適正な読み枠でのカセットの挿入を保証
するように設計される。一般には、外来ＤＮＡがベクターＤＮＡの１つまたは複数の制限
部位において挿入され、その後、伝達性ベクターＤＮＡと一緒に宿主細胞にベクターによ
って運ばれる。挿入されたＤＮＡまたは付加されたＤＮＡを有するＤＮＡのセグメントま
たは配列（例えば、発現ベクターなど）はまた、「ＤＮＡ構築物」と呼ぶことができる。
【０１７４】
　発現ベクターは発現カセットを含み、さらには通常の場合、宿主細胞における自律的複
製のための起点、あるいは、ゲノム組み込み部位、１つまたは複数の選択マーカー（例え
ば、アミノ酸合成遺伝子、または、抗生物質（例えば、ゼオシン、カナマイシン、Ｇ４１
８またはヒグロマイシンなど）に対する抵抗性を付与する遺伝子）、多数の制限酵素切断
部位、好適なプロモーター配列および転写ターミネーター（そのような成分は一緒に動作
可能に連結される）を含む。用語「ベクター」は、本明細書中で使用される場合、自律的
に複製するヌクレオチド配列、同様にまた、ヌクレオチド配列を組み込むゲノムを包含す
る。一般的なタイプのベクターが「プラスミド」であり、これは一般に、さらなる（外来
）ＤＮＡを容易に受け入れることができ、かつ、好適な宿主細胞に容易に導入することが
できる二本鎖ＤＮＡの自己完結型分子である。プラスミドベクターは多くの場合、コード
ＤＮＡおよびプロモーターＤＮＡを含有し、また、外来ＤＮＡを挿入するために好適であ
る１つまたは複数の制限部位を有する。具体的には、用語「ベクター」または用語「プラ
スミド」は、ＤＮＡ配列またはＲＮＡ配列（例えば、外来遺伝子）を宿主細胞に挿入する
ことができ、その結果、宿主を形質転換し、導入された配列の発現（例えば、転写および
翻訳）を促進させるビヒクルを示す。
【０１７５】
　用語「宿主細胞」は、本明細書中で使用される場合、特定の組換えタンパク質（例えば
、本明細書中に記載されるような抗体など）を産生するように形質転換される一次の対象
細胞、および、どのような子孫であれ、その子孫を示すものとする。必ずしもすべての子
孫が、（意図的な変異または故意でない変異あるいは環境における違いに起因して）親細
胞とまさに同一であるわけではないことを理解しなければならない。しかしながら、子孫
が、最初に形質転換された細胞の機能性と同じ機能性を保持する限り、そのような変化し
た子孫はこれらの用語に含まれる。用語「宿主細胞株」は、組換えポリペプチド（例えば
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、組換え抗体など）を産生させるための組換え遺伝子を発現させるために使用されるよう
な宿主細胞の細胞株を示す。用語「細胞株」は、本明細書中で使用される場合、長期間に
わたって増殖する能力を獲得した特定の細胞タイプの樹立されたクローンを示す。そのよ
うな宿主細胞または宿主細胞株は細胞培養で維持される場合があり、かつ／または、組換
えポリペプチドを産生させるために培養される場合がある。
【０１７６】
　用語「単離された」または用語「単離」は、核酸、抗体または他の化合物に関して本明
細書中で使用される場合、自然界では伴うと思われる環境から十分に単離されており、そ
の結果、「実質的に純粋な」形態で存在するようにされるそのような化合物を示すものと
する。「単離された」は、他の化合物または材料との人為的混合物または合成混合物、あ
るいは、基本的活性を妨害しない不純物の存在、および、例えば、不完全な精製に起因し
て存在することがある不純物の存在を除外することを必ずしも意味しない。特に、本発明
の単離された核酸分子はまた、天然には存在しない核酸分子（例えば、コドン最適化核酸
またはｃＤＮＡ）または化学合成される核酸分子を包含することが意味される。
【０１７７】
　同様に、本発明の単離された抗体は具体的には、天然には存在しておらず、例えば、別
の抗体または活性な作用因との組合せ調製物において提供されるようなものであり（ただ
し、この場合、そのような組合せは自然界に存在しない）、あるいは、天然に存在する抗
体の最適化された変化体または親和性成熟化された変化体、あるいは、抗体の製造性を改
善するために設計されるフレームワーク領域を有する抗体である。
【０１７８】
　本発明の核酸に関しては、用語「単離された核酸」が使用されることがある。この用語
は、ＤＮＡに対して適用されるときには、ＤＮＡの起源となる生物の天然に存在するゲノ
ムにおいて当該ＤＮＡが直に隣接している配列から分離されるＤＮＡ分子を示す。例えば
、「単離された核酸」は、ベクター（例えば、プラスミドベクターまたはウイルスベクタ
ーなど）に挿入されるＤＮＡ分子、あるいは、原核生物細胞もしくは真核生物細胞または
宿主生物のゲノムＤＮＡに組み込まれるＤＮＡ分子を含む場合がある。ＲＮＡに対して適
用されるときには、用語「単離された核酸」は主に、上記で定義されるような単離された
ＤＮＡ分子によってコードされるＲＮＡ分子を示す。代替において、この用語は、その天
然の状態において（すなわち、細胞または組織において）伴うと思われる他の核酸から十
分に単離されているＲＮＡ分子を示す場合がある。「単離された核酸」（ＤＮＡまたはＲ
ＮＡのどちらも）はさらに、生物学的手段または合成的手段によって直接に製造され、そ
の製造の期間中に存在する他の成分から分離される分子を表す場合がある。
【０１７９】
　ポリペプチドまたはタンパク質（例えば、本発明の単離された抗体またはエピトープな
ど）に関しては、用語「単離された」は具体的には、ポリペプチドまたはタンパク質に天
然では伴う物質、例えば、それらの自然の環境において、あるいは、調製が、インビトロ
またはインビボで実施される組換えＤＮＡ技術によるものであるときには、ポリペプチド
またはタンパク質が調製される環境（例えば、細胞培養）においてポリペプチドまたはタ
ンパク質と一緒に見出される他の化合物などを含まない、または実質的に含まない化合物
を示すものとする。単離された化合物は希釈剤または補助剤とともに配合することができ
、また、依然として実用的目的のために単離することができる。例えば、ポリペプチドま
たはポリヌクレオチドは、診断または治療において使用されるとき、医薬的に許容される
キャリアまたは賦形剤と混合することができる。特に、本発明の単離された抗体は、単離
および精製された形態で提供されるので、好ましくは、単離された抗体を唯一の活性な物
質として含む調製物で提供されるので、Ｏ２５（ａ）菌株に対して惹起されるポリクロー
ナル血清調製物とは異なる。しかしながら、このことは、単離された抗体が、限られた数
のさらなる十分に定義された（単離された）抗体を含む組合せ製造物で提供されることを
排除するものではない。単離された抗体は、固体キャリア、半液体キャリアまたは液体キ
ャリア（例えば、ビーズなど）において提供されてもよい。



(37) JP 2019-213521 A 2019.12.19

10

20

30

40

50

【０１８０】
　用語「中和する」または用語「中和」は、最も広い意味で本明細書中では使用され、ど
のような分子であれ、中和が達成される機構にかかわらず、病原体（例えば、ＭＤＲ大腸
菌など）が対象に感染することを妨げる分子、または、病原体が、強力なタンパク質毒素
を産生することにより感染を促進させることを妨げるための分子、または、毒素が対象に
おける標的細胞を損傷することを妨げるための分子を示す。中和を、例えば、ＭＤＲ大腸
菌エンドトキシンが結合すること、および／または、標的細胞表面のその同族受容体と相
互作用すること（例えば、ＴＬＲ４受容体に結合すること）を阻害する抗体によって達成
することができる。中和はさらに、エンドトキシン分子をＦｃ媒介機能によって循環から
除くことによって生じさせることができる。
【０１８１】
　中和効力が典型的には、標準的なアッセイにおいて、例えば、エンドトキシンの生物学
的活性の阻害が、例えば、比色分析によって測定されるＬＡＬ試験で求められる。
【０１８２】
　用語「ＭＤＲ大腸菌」は下記のように理解される：ほんのこの１０年で出現し、世界的
に拡大した優勢な耐性クローンになったＳＴ１３１－Ｏ２５ｂ：Ｈ４クローン系譜にかな
りの部分が起因する多剤耐性大腸菌による感染症。多耐性大腸菌は、３つ以上のクラスの
抗生物質に対する抵抗性、例えば、下記の薬剤／群に対する抵抗性を明らかにするそのよ
うな菌株として特に理解される：ペニシリン系、セファロスポリン系、カルバペネム系、
アミノグリコシド系、テトラサイクリン系、フルオロキノロン系、ニトロフラントイン系
、トリメトプリム（およびその組合せ）、ホスホマイシン、ポリミキシン系、クロラムフ
ェニコール、アズトレオナム、チゲサイクリン。
【０１８３】
　酸性の莢膜多糖（ＣＰＳ）は、ほとんどの病原体大腸菌を取り囲む多糖の厚い粘膜様の
層である。したがって、本発明の抗体によって認識される特異的エピトープが特異的に、
被包性ＭＤＲ大腸菌菌株および非被包性ＭＤＲ大腸菌菌株の両方に対して接近可能である
と思われることは驚くべきことである。
【０１８４】
　ＭＤＲ大腸菌と戦う抗体またはＭＤＲ大腸菌を中和する抗体は病原体および病原性反応
を妨げており、したがって、感染を制限または防止することができ、かつ／または、その
ような感染から生じる疾患状態を改善することができ、あるいは、ＭＤＲ大腸菌の病理発
生を阻害することができ、具体的には、宿主の無菌の身体区画／部位への、または、宿主
の無菌の身体区画／部位における播種および複製を阻害することができる。この点に関し
て、「保護抗体」は、能動免疫または受動免疫において認められる、感染性作用因に対す
る免疫性を担う抗体として本明細書中では理解される。特に、本明細書中に記載されるよ
うな保護抗体はおそらくは、治療目的のために、例えば、予防または治療のために、すな
わち、病原体によって誘発される疾患の疾患症状、副作用または進行を防止するために、
改善するために、処置するために、または少なくとも部分的には停止させるために使用さ
れる。具体的には、保護抗体は、生きた大腸菌細胞を殺すこと、またはその複製を妨げる
ことを、例えば、血清の殺菌活性またはオプソニン作用活性を誘導することによって行う
ことができ、あるいは、全細菌細胞またはそのＬＰＳ分子を治療的投与（すなわち、確立
された感染に対して与えられる治療的投与）の後で無菌の身体部位から除くことができる
。代替において、予防的に施された保護抗体は感染の確立（すなわち、非無菌部位からの
無菌の身体区域への大腸菌の拡大）を上記機構または他の機構の１つによって阻害する。
【０１８５】
　用語「Ｏ２５ｂ抗原」は、図８（ａ）において説明される構造を有するＬＰＳ　Ｏ抗原
として本明細書中では理解される。この構造は類似するが、Ｏ２５ａ抗原の構造とは異な
っている。Ｏ２５ｂは、類似するが、Ｏ２５ａとは異なっている血清型として本明細書中
では理解される。
【０１８６】
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　用語「Ｏ２５ａ抗原」は、Ｋｅｎｎｅ他によって記載される五糖の繰り返しユニットか
ら構成される抗原として本明細書中では理解される。Ｏ２５ｂ抗原を特定する前は、Ｏ２
５の用語が、本明細書中に記載されるようなＯ２５ａを表している（図８（ｂ）を参照の
こと）。
【０１８７】
　用語「組換え」は、本明細書中で使用される場合、「遺伝子工学によって調製される、
または遺伝子工学の結果である」ことを意味するものとする。組換え宿主は具体的には発
現ベクターまたはクローニングベクターを含み、あるいは、組換え宿主は、組換え核酸配
列を含有するために、具体的には、宿主にとって外来であるヌクレオチド配列を用いて遺
伝子操作されている。組換えタンパク質が、それぞれの組換え核酸を宿主において発現さ
せることによって産生させられる。用語「組換え抗体」は、本明細書中で使用される場合
、組換え手段によって調製される、発現させられる、作製される、または単離される抗体
、例えば、（ａ）ヒト免疫グロブリン遺伝子について遺伝子組換えまたは染色体組換え（
ｔｒａｎｓｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ）である動物（例えば、マウス）、または、そのよう
な動物から調製されるハイブリドーマから単離される抗体、（ｂ）抗体を発現させるため
に形質転換される宿主細胞から単離される抗体、例えば、トランスフェクトーマから単離
される抗体、（ｃ）組換えコンビナトリアル・ヒト抗体ライブラリーから単離される抗体
、および、（ｄ）ヒト免疫グロブリン遺伝子配列を他のＤＮＡ配列にスプライシングする
ことを伴ういずれかの他の手段によって調製される、発現させられる、作製される、また
は単離される抗体などを包含する。そのような組換え抗体は、例えば、抗体成熟時に生じ
る様々な再配列および変異を含むように設計される抗体を含む。
【０１８８】
　本明細書中で使用される場合、用語「特異性」または用語「特異的結合」は、分子の不
均一な集団における目的とする同族リガンドの決定をもたらす結合反応を示す。したがっ
て、指定された条件（例えば、免疫アッセイ条件）のもとで、抗体は、サンプルに存在す
るその特定の標的に特異的に結合し、サンプルに存在する他の分子に対しては有意な量で
結合しない。特異的結合は、結合が、選択されるように、標的同一性、大きい、中程度の
、もしくは低い結合親和性またはアビディティーの面で選択的であることを意味する。選
択的結合が通常、結合定数または結合動力学が（対数で少なくとも１の差として理解され
る）少なくとも１０倍異なるならば達成され、好ましくは、差は、別の抗原と比較される
場合、（対数で少なくとも２の差として理解される）少なくとも１００倍であり、より好
ましくは（対数で少なくとも３の差として理解される）少なくとも１０００倍である。
【０１８９】
　本明細書中で使用される場合、用語「特異性」または用語「特異的結合」は、分子の不
均一な集団における目的とする同族リガンドの決定をもたらす結合反応を示す。したがっ
て、指定された条件（例えば、免疫アッセイ条件）のもとで、抗体は、サンプルに存在す
るその特定の標的に特異的に結合し、サンプルに存在する他の分子に対しては有意な量で
結合しない。特異的結合は、結合が、選択されるように、標的同一性、大きい、中程度の
、もしくは低い結合親和性またはアビディティーの面で選択的であることを意味する。選
択的結合が通常、結合定数または結合動力学が（対数で少なくとも１の差として理解され
る）少なくとも１０倍異なるならば達成され、好ましくは、差は、（対数で少なくとも２
の差として理解される）少なくとも１００倍であり、より好ましくは（対数で少なくとも
３の差として理解される）少なくとも１０００倍である。用語「特異性」または用語「特
異的結合」はまた、１つまたは複数の分子に結合する結合体（例えば、交差特異的な結合
体）に対して適用されることが理解される。
【０１９０】
　本発明の抗体は具体的には、Ｏ２５ｂ抗原と結合するだけであること、または、Ｏ２５
ａ抗原と比較してＯ２５ｂ抗原と優先的に結合すること、または、Ｏ２５ａ菌株に対して
惹起されるポリクローナルな血清と比較して（この場合、そのような血清は低い親和性に
よりＯ２５ｂ抗原に結合する）、より大きい親和性によりＯ２５ｂと結合することにおい
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て選択的である。したがって、本発明の抗体は、示差的にそのような抗原と結合すること
、例えば、少なくとも同等の親和性により、または同等以上の親和性により、例えば、少
なくとも対数で１のＫｄ差、好ましくは少なくとも対数で２のＫｄ差、より好ましくは少
なくとも対数で３のＫｄ差による異なる親和性により結合することが理解される場合があ
る。Ｏ２５ａ抗原と比較してＯ２５ｂ抗原に選択的に結合するそのような抗体は好ましく
は、診断目的または治療目的のために使用される。いくつかの診断目的のために、Ｏ２５
ｂ抗原と検出可能な様式で結合するだけである抗体が具体的には使用される。
【０１９１】
　他の大腸菌抗原（例えば、Ｏ２５抗原以外のいずれかの炭水化物抗原、または、いずれ
かのコア抗原）と比較してＯ２５ｂ抗原と好ましくは結合するための示差的な結合親和性
は、好ましくは少なくとも１０倍大きく、すなわち、少なくとも１０倍大きいＫｄ差、好
ましくは少なくとも１００倍大きいＫｄ差、より好ましくは少なくとも１０００倍大きい
Ｋｄ差を伴うものである。
【０１９２】
　Ｏ２５ｂ抗原と優先的に結合するための示差的な結合親和性は、市販のタイプ決定用血
清（例えば、Ｓｔａｔｅｎｓ　Ｓｅｒｕｍ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔから得られる高力価の大腸
菌Ｏ２５抗血清（＃８１３６９）など）との比較において具体的には少なくとも５倍また
は少なくとも６倍または少なくとも７倍または少なくとも８倍または少なくとも９倍また
は少なくとも１０倍大きい。
【０１９３】
　Ｏ２５ａ抗原と比較してＯ２５ｂ抗原と優先的に結合するための示差的な結合親和性は
具体的には少なくとも同等または同等を超え、例えば、少なくとも１．５倍または少なく
とも２倍または少なくとも３倍または少なくとも４倍または少なくとも５倍または少なく
とも６倍または少なくとも７倍または少なくとも８倍または少なくとも９倍または少なく
とも１０倍大きい。
【０１９４】
　本発明の好ましい抗体は、前記個々の抗原のいずれとも、特にＯ２５ｂ抗原と大きい親
和性により、具体的には、大きいオン（ｏｎ）速度および／または低いオフ（ｏｆｆ）速
度あるいは大きい結合アビディティーにより結合する。抗体の結合親和性は通常、抗原結
合部位の半数が占有される抗体の濃度に換算して特徴づけられ、これは解離定数（Ｋｄま
たはＫＤ）として知られている。通常、結合体は、１０－７Ｍ未満のＫｄを有する高親和
性の結合体であると見なされ、いくつかの場合において、例えば、治療目的のためには、
より大きい親和性の結合体であると見なされ、例えば、１０－８Ｍ未満のＫｄ、好ましく
は１０－９Ｍ未満のＫｄを有する結合体であると見なされ、一層好ましいものは、Ｋｄが
１０－１０Ｍ未満である。
【０１９５】
　それにもかかわらず、特に好ましい実施形態において、個々の抗原結合親和性は、例え
ば、少なくとも２つの抗原に結合するときには中程度の親和性であり、例えば、Ｋｄが１
０－６未満で、かつ、１０－８Ｍまでである。
【０１９６】
　中程度の親和性の結合体が、必要に応じて、本発明に従って、好ましくは親和性成熟プ
ロセスとの関連で提供される場合がある。
【０１９７】
　親和性成熟は、標的抗原についての増大した親和性を有する抗体が産生されるプロセス
である。この技術分野において利用可能である親和性成熟ライブラリーを調製および／ま
たは使用するいずれか１つまたは複数の方法が、親和性成熟化抗体を本明細書中に開示さ
れる本発明の様々な実施形態に従って生じさせるために用いられる場合がある。例示的な
そのような親和性成熟方法および使用、例えば、ランダム変異誘発、細菌ミューテーター
菌株の継代培養、部位特異的変異誘発、変異ホットスポット標的化、倹約的（ｐａｒｓｉ
ｍｏｎｉｏｕｓ）変異誘発、抗体シャフリング、軽鎖シャフリング、重鎖シャフリング、
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ＣＤＲ１および／またはＣＤＲ１変異誘発、ならびに、様々な方法および使用を本明細書
中に開示される本発明の様々な実施形態に従って実行することを受け入れやすい親和性成
熟ライブラリーを製造および使用する方法などには、例えば、下記において開示されるも
のが含まれる：Ｐｒａｓｓｌｅｒ他（２００９）、Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ、第１巻
（４）、５７１頁～５８３頁；Ｓｈｅｅｄｙ他（２００７）、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．Ａ
ｄｖ．、第２５巻（４）、３３３頁～３５２頁；国際公開ＷＯ２０１２／００９５６８；
国際公開ＷＯ２００９／０３６３７９；国際公開ＷＯ２０１０／１０５２５６；米国特許
出願公開第２００２／０１７７１７０号；国際公開ＷＯ２００３／０７４６７９。
【０１９８】
　抗体の構造変化（アミノ酸変異誘発を含む）により、または、免疫グロブリン遺伝子セ
グメントにおける体細胞変異の結果として、抗原に対する結合部位の変化体が製造され、
より大きい親和性について選択される。親和性成熟を受けた抗体は、親抗体よりも対数で
数倍大きい親和性を示す場合がある。ただ１つの親抗体が親和性成熟を受ける場合がある
。代替において、標的抗原に対しての類似する結合親和性を有する抗体のプールが、親和
性成熟を受けたただ１つの抗体またはそのような抗体の親和性成熟化プールを得るために
変化させられる元の構造であると見なされる場合がある。
【０１９９】
　本発明による抗体の好ましい親和性成熟化変化体は結合の親和性における少なくとも２
倍の増大を示し、好ましくは少なくとも５倍の増大、好ましくは少なくとも１０倍の増大
、好ましくは少なくとも５０倍の増大、または、好ましくは少なくとも１００倍の増大を
示す。親和性成熟が、結合親和性Ｋｄが１０－８Ｍ未満である特異的標的結合特性を有す
る本発明の抗体を得るために、中程度の結合親和性を有する抗体とともに、親分子のそれ
ぞれのライブラリーを用いる選択活動の過程で用いられる場合がある。代替において、親
和性が、１０－９Ｍ未満のＫｄ、好ましくは１０－１０Ｍ未満のＫｄ、または、それどこ
ろか１０－１１Ｍ未満のＫｄ、最も好ましくはピコモル濃度範囲でのＫｄに対応する大き
い値を得るために、本発明による抗体の親和性成熟によって一層さらに増大させられる場
合がある。
【０２００】
　ある特定の実施形態において、結合親和性が親和性ＥＬＩＳＡアッセイによって決定さ
れる。ある特定の実施形態において、結合親和性が、ＢＩＡｃｏｒｅアッセイ、Ｆｏｒｔ
ｅＢｉｏアッセイまたはＭＳＤアッセイによって決定される。ある特定の実施形態におい
て、結合親和性が速度論的方法によって決定される。ある特定の実施形態において、結合
親和性が平衡／溶液法によって決定される。
【０２０１】
　用語「同じ特異性を有する」、用語「同じ結合部位を有する」、または用語「同じエピ
トープと結合する」の使用は、同等のモノクローナル抗体が、同じまたは本質的に同じで
ある、すなわち、類似する免疫反応（結合）特徴を示し、事前に選択された標的結合配列
に結合することについて競合することを示す。特定の標的についての抗体分子の相対的特
異性を、競合アッセイによって、例えば、Ｈａｒｌｏｗ他、ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ：Ａ　
ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎ．Ｙ．、１９
８８）に記載されるような競合アッセイによって相対的に求めることができる。
【０２０２】
　用語「対象」は、本明細書中で使用される場合、温血哺乳類（具体的にはヒト）を示す
ものとする。特に、本発明の医学的使用、または、処置のそれぞれの方法は、ＭＤＲ大腸
菌感染症に伴う疾患状態の予防または処置を必要としている対象に対して、あるいは、早
期段階または後期段階の疾患を含めて、疾患に罹患している対象に対して適用される。用
語「患者」には、予防的処置または治療的処置のどちらかを受けるヒト対象および他の哺
乳動物対象が含まれる。したがって、用語「処置」は、予防的処置および治療的処置の両
方を包含することが意味される。
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【０２０３】
　対象は、例えば、ＭＤＲ大腸菌疾患状態の予防または治療のために処置される。具体的
には、感染の危険性があるか、または、そのような疾患もしくは疾患再発を発症する危険
性があるかのどちらかである対象、あるいは、そのような感染および／またはそのような
感染に伴う疾患に罹患している対象が処置される。
【０２０４】
　具体的には、本明細書中に記載されるような対象における疾患状態を処置するための、
防止するための、または遅らせるための方法は、当該状態の原因作用因としてのＭＤＲ大
腸菌の病理発生を妨げることによるものである。
【０２０５】
　具体的には、用語「予防」は、病理発生の開始を妨げることを包含することが意図され
る防止的措置、または、病理発生の危険性を低下させるための予防的措置を示す。
【０２０６】
　例えば、本発明の抗体は、ＭＤＲ大腸菌感染症の発症を阻害するために予防的に使用さ
れる場合があり、あるいは、ＭＤＲ大腸菌感染症を処置するために、具体的には、難治性
であることが知られているＭＤＲ大腸菌感染症、または、具体的な対象の場合には、他の
従来的な抗生物質治療による処置に対して難治性であることが判明しているＭＤＲ大腸菌
感染症を処置するために治療的に使用される場合がある。
【０２０７】
　用語「実質的に純粋な」または用語「精製された」は、本明細書中で使用される場合、
少なくとも５０％（ｖ／ｖ）の、好ましくは少なくとも６０％（ｖ／ｖ）、７０％（ｖ／
ｖ）、８０％（ｖ／ｖ）、９０％（ｖ／ｖ）または９５％（ｖ／ｖ）の化合物（例えば、
核酸分子または抗体など）を含む調製物を示すものとする。純度が、当該化合物について
適切な方法（例えば、クロマトグラフィー方法、ポリアクリルアミドゲル電気泳動および
ＨＰＬＣ分析など）によって測定される。
【０２０８】
　用語「治療効果的な量」は、化合物（例えば、本発明の抗体）の用語「効果的な量」ま
たは用語「十分な量」のいずれかと交換可能に本明細書中では使用されるが、対象に投与
されたとき、臨床結果を含めて、有益な結果または所望される結果を達成するために十分
である量または活性であり、そのようなものとして、効果的な量またはその同義語は、そ
の都度適用される文脈に依存する。
【０２０９】
　効果的な量は、そのような疾患または障害を処置するために、防止するために、または
阻害するために十分である化合物のそのような量を意味することが意図される。疾患の文
脈において、本明細書中に記載されるような抗体の治療効果的な量は具体的には、（ＭＤ
Ｒ）大腸菌病理発生（例えば、粘膜表面の接着およびコロニー形成、無菌の身体部位の内
部における制御されない複製、ならびに、細菌産物による宿主細胞の毒性）の阻害から利
益を受ける疾患もしくは状態を処置するために、調節するために、弱めるために、取り消
すために、または、そのような疾患もしくは状態に影響を及ぼすために使用される。
【０２１０】
　そのような効果的な量に対応することになる化合物の量は、様々な要因に依存して、例
えば、与えられた薬物または化合物、医薬配合物、投与経路、疾患または障害のタイプ、
処置されている対象または宿主の正体などに依存して変化することになり、しかし、それ
にもかかわらず、当業者によって日常的に決定されることが可能である。
【０２１１】
　本明細書中に記載されるような抗体の治療効果的な量、例えば、その必要性のあるヒト
患者に与えられる量などは具体的には、０．５ｍｇ／ｋｇ～５０ｍｇ／ｋｇの範囲である
場合があり、好ましくは５ｍｇ／ｋｇ～４０ｍｇ／ｋｇの範囲、一層より好ましくは２０
ｍｇ／ｋｇまでの範囲、１０ｍｇ／ｋｇまでの範囲、５ｍｇ／ｋｇまでの範囲である場合
があり、だが、より大きい用量が、例えば、急性の疾患状態を処置するために示される場
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合がある。
【０２１２】
　そのうえ、本発明の抗体の治療効果的な量による対象の処置療法または防止療法は単回
投与からなる場合があり、または代替において、一連の複数回の適用を含む場合がある。
例えば、抗体が、少なくとも年に１回、少なくとも半年に１回、または少なくとも月に１
回で投与される場合がある。しかしながら、別の実施形態において、抗体が、所与の処置
のために１週間あたりおよそ１回から、およそ毎日の投与まで対象に投与される場合があ
る。処置期間の長さは様々な要因に依存しており、例えば、疾患の重篤度、急性疾患また
は慢性疾患のどちらか、患者の年齢、抗体形式の濃度および活性などに依存する。処置ま
たは予防のために使用される効果的な投薬量が、特定の処置療法または予防療法の経過に
わたって増減することがあることもまた理解されるであろう。投薬量における変化が、こ
の技術分野で知られている標準的な診断アッセイによって生じ、また、明らかになる場合
がある。いくつかの症例では、長期間の投与が要求される場合がある。
【０２１３】
　具体的な局面によれば、本発明は、本明細書中に提供される図において詳述されるよう
な例示的抗体、ならびに、さらなる抗体変化体、具体的には、ＶＨアミノ酸配列およびＶ
Ｌアミノ酸配列によって、または、そうでなければ、図２のＨＣアミノ酸配列およびＬＣ
アミノ酸配列によって形成される特異的結合部位、あるいは、そのようなＶＨ／ＶＬドメ
インによって形成される結合部位によって特徴づけられる親抗体と本質的に同じエピトー
プに結合する変化体を含むさらなる抗体変化体を提供する。そのような抗体は、例えば、
親抗体のそれぞれのＣＤＲ配列または抗体配列を改変することによって得られる機能的に
活性な変化体抗体である場合がある。本明細書中に記載されるような抗体配列はどれもが
、例えば、点変異による変化を受ける「親」配列であると見なされることが十分に理解さ
れる。
【０２１４】
　例示的な親抗体が下記の実施例の節において、また、図１および図２において記載され
る。図２の抗体は、表１の親抗体に由来する変化体抗体、すなわち、２Ａ７、８Ａ１、４
Ｄ５および３Ｅ９と称される抗体および異なるＨＣ／ＬＣ組合せを有するそれぞれの変化
体に由来する変化体抗体であり、これらはヒト化および必要な場合には親和性成熟によっ
て得られる。これらの変化体抗体は標的抗原に結合し、したがって、機能的に活性である
と見なされる。機能的に活性である（例えば、親抗体と同じエピトープに結合する、また
は、親抗体と同じ結合部位を含む、または、親抗体と同じ結合特徴を有する）変化したＶ
ＨドメインまたはＶＬドメインあるいは変化したＨＣ鎖またはＬＣ鎖（例えば、改変をそ
れぞれのＦＲ配列またはＣＤＲ配列において有するもの）もまた使用され得ることが実行
可能である。本明細書中に記載される抗体のＦＲ配列またはＣＤＲ配列のいくつかが、他
の抗体（図１または図２において列挙されるような抗体）のＦＲ配列またはＣＤＲ配列に
よって交換され得ることもまた実行可能である。
【０２１５】
　抗体は、これらの抗体が交差競合し、その結果、１つの抗体のみが所与の時点でエピト
ープに結合することができるならば、すなわち、一方の結合が他方の抗体の結合効果また
は調節効果を妨げるならば、「同じエピトープに結合する」、または、「同じ結合部位を
含む」、または、「本質的に同じ結合」特徴を有すると言われる。
【０２１６】
　用語「競合する」または用語「交差競合する」は、抗体に関して本明細書中で使用され
る場合、第１の抗体またはその抗原結合部分が、第２の抗体またはその抗原結合部分が結
合するのと十分に類似する様式でエピトープに結合し、その結果、第１の抗体がその同族
エピトープと結合することの結果が、第１の抗体が第２の抗体の非存在下において結合す
ることと比較して、第２の抗体の存在下において検出可能に低下させられるようになるこ
とを意味する。第２の抗体がそのエピトープに結合することもまた、第１の抗体の存在下
において検出可能に低下させられる代わりの選択肢が当てはまることが可能であり、しか
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し、このことは必ずしも当てはまる必要はない。すなわち、第１の抗体は、第２の抗体が
そのエピトープに結合することを阻害することができ、第２の抗体が、第１の抗体がその
それぞれのエピトープに結合することを阻害することは伴わない。しかしながら、それぞ
れの抗体が、同じ程度に、より大きい程度に、または、より小さい程度にではあるかどう
かにかかわりなく、他方の抗体がその同族エピトープと結合することを検出可能に阻害す
る場合、これらの抗体は、それらのそれぞれのエピトープの結合について互いに「交差競
合する」と言われる。競合する抗体および交差競合する抗体の両方が本発明によって包含
される。
【０２１７】
　本明細書中における競合は、競合ＥＬＩＳＡ分析によって、または、ＦｏｒｔｅＢｉｏ
分析によって明らかにされるように、約３０％を超える大きい相対的阻害を意味する。相
対的阻害のより大きい閾値を、何が特定の状況（例えば、競合分析が、抗原の結合の意図
された機能とともに設計される新しい抗体について選択し、またはスクリーニングするた
めに使用される場合）における競合の好適なレベルであるかの判定基準として設定するこ
とが望ましい場合がある。したがって、例えば、競合的結合についての様々な判定基準（
少なくとも４０％の相対的阻害が検出される、あるいは、少なくとも５０％、少なくとも
６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも９０％、または、それどころ
か少なくとも１００％の相対的阻害が検出される）を、抗体が十分に競合的であると見な
される前に設定することが可能である。
【０２１８】
　本明細書中に記載されるように、１つの局面において、本発明は、例えば、Ｏ２５ｂ抗
原と結合することについて、図１または図２において列挙される抗体のいずれかと競合す
ることができることによって特徴づけられる抗体分子を提供する。
【０２１９】
　Ｏ２５ｂに対して非常に特異的である様々なモノクローナル抗体（ｍＡｂ）が、ＳＴ１
３１系譜に属するＭＤＲ菌株を特定するための診断試薬としての大きい潜在的能力を有す
る。さらに、ヒト化の後では特に、これらのｍＡｂは、ＳＴ１３１－Ｏ２５ｂ：Ｈ４菌株
によって引き起こされる大腸菌感染症の予防（例えば、高リスク群について）および処置
のために使用されるために好適である。
【０２２０】
　Ｏ２５ｂおよびＯ２５ａの炭水化物抗原は、Ｏ２５に対する免疫血清が、Ｏ２５ｂ抗原
を発現する大腸菌菌株の診断的特定において日常的に使用されるという事実に基づいて同
一である、または非常に類似していると考えられていた。ＳＴ１３１菌株におけるＯ抗原
合成の遺伝的背景は完全には解明されなかった。しかしながら、（Ｏ抗原合成をコードす
る）ｒｆｂクラスターの内部における具体的な遺伝子が、ＰＣＲに基づくＯ２５ｂ抗原の
特定の基礎となっている。さらに、構造データは今までのところ、Ｏ２５ａ抗原とＯ２５
ｂ抗原との間における違いを何ら裏づけなかった。
【０２２１】
　したがって、本発明の抗体がＯ２５ｂ抗原と特異的に結合し得るかもしれないことは驚
くべきことであった。
【０２２２】
　Ｏ２５ｂ抗原発現大腸菌菌株とＯ２５ａ抗原発現大腸菌菌株との間における遺伝的差異
を確認するために、Ｏ抗原合成をコードするｒｆｂクラスターが、保存された隣接遺伝子
のｇｎｄおよびｇａｌＦに対して特異的であるオリゴヌクレオチドを用いて開始するプラ
イマーウォーク法を使用してＳＴ１３１－Ｏ２５ｂ：Ｈ４菌株８１００９の臨床単離体か
ら配列決定された（Ｓｚｉｊａｒｔｏ他、ＦＥＭＳ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｌｅｔｔ、２
０１２、３３２：１３１～６）。ｒｆｂオペロンの得られたコンティグは１１，３００ｂ
ｐの長さであり、Ｏ２５抗原合成酵素をコードするコンティグ（ＮＣＢＩアクセション番
号ＧＵ０１４５５４）に対してほんの一部が相同的であるにすぎない。Ｏ２５ｂ　ｒｆｂ
オペロンの３’末端における２０４３ｂｐの長さのセグメントが、Ｏ２５　ｒｆｂオペロ
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ンの対応する領域に対して非相同的であり、このセグメントが、フコースの合成および輸
送をコードする６２６７ｂｐの長さの配列によって置き換わっていることが判明した。
【０２２３】
　大腸菌ＳＴ１３１から単離されるＬＰＳに存在するＯ特異的なＰＳ生物学的繰り返しユ
ニット（ＲＵ）の構造が、１つの繰り返しユニット（ＲＵ）により置き換わるコアＯＳに
よって組み立てられる精製分画物において詳しく分析された。ＬＰＳ　ＳＴ１３１のＲＵ
は、図８（ａ）に示される構造を有するＯ－アセチル化五糖である。
【０２２４】
　実際、ＳＴ１３１　Ｏ－ＰＳのＲＵ構造は、Ｋｅｎｎｅ他によって報告されるＬＰＳ　
Ｏ２５　ＲＵ（図８（ｂ））とは異なり、また、本発明者らが知っている限りでは、この
構造は大腸菌リポ多糖の中の新しいＯ－血清型である（Ｓｔｅｎｕｔｚ他、ＦＥＭＳ　Ｍ
ｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｒｅｖ、２００６（Ｍａｙ）、３０（３）：３８２～４０３、総説）
。加えて、ＬＰＳ　ＳＴ１３１から単離されるコアオリゴ糖のＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分
析法および組成分析（糖分析およびメチル化分析）の予備的結果はＫ－１２タイプを裏づ
けた。これは、遺伝子分析に基づいて、Ｓｚｉｊａｒｔｏ　Ｖ．他によって以前に報告さ
れたことであった（Ｓｚｉｊａｒｔｏ他、ＦＥＭＳ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｌｅｔｔ、２
０１２、３３２：１３１～６）。ＬＰＳ　ＳＴ１３１が２つの主要なコアオリゴ糖（ＯＳ
）グリコフォームからなることが示された。グリコフォームのタイプはＯ特異的多糖（Ｐ
Ｓ）の有無に依存している。置換されていないコアＯＳの支配的なグリコフォームがＫ－
１２のコアオリゴ糖の短縮型であり、これは、→７）－α－Ｈｅｐｐ－（１→６）－α－
Ｇｌｃｐ二糖を欠いている。そのような二糖の存在が、Ｏ－ＰＳ置換されたコアＯＳと、
非置換のコアＯＳとの間における違いである。
【０２２５】
　具体的な局面により、特異的な抗菌機能活性（例えば、補体媒介の細菌殺傷ならびにオ
プソニン作用による取り込みおよび殺傷など）によって特徴づけられる本発明の抗体が示
される。
【０２２６】
　１つの具体的な実施形態によれば、本発明の抗体は、標準的なＳＢＡアッセイまたはＯ
ＰＫアッセイで測定されるような免疫エフェクター細胞の存在下における細胞毒性活性を
有する。細菌殺傷の百分率における有意な増大がコントロールと比較した場合に認められ
るならば、ＳＢＡアッセイまたはＯＰＫアッセイのどちらかによって求められるような細
胞毒性活性が本発明の抗体について示される場合がある。ＳＢＡまたはＯＰＫに関連づけ
られる殺菌活性が好ましくは、絶対値での百分率の増大として測定され、この場合、絶対
値での百分率の増大は好ましくは５％超であり、より好ましくは１０％超であり、一層よ
り好ましくは２０％超、３０％超、４０％超または５０％超である。
【０２２７】
　食作用エフェクター細胞が、補体の活性化を用いる別の経路を介して活性化される場合
がある。微生物の表面抗原に結合する抗体はそれらのＦｃ領域により補体カスケードの最
初の成分を引き寄せ、「古典的」補体系の活性化を開始させる。これらは、最終的には標
的を補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）によって殺す食作用エフェクター細胞の刺激をもたら
す。
【０２２８】
　１つの具体的な実施形態によれば、本発明の抗体は、標準的なＡＤＣＣアッセイまたは
ＣＤＣアッセイで測定されるような免疫エフェクター細胞の存在下における細胞毒性活性
を有する。細菌溶解の百分率における有意な増大がコントロールと比較した場合に認めら
れるならば、ＡＤＣＣアッセイまたはＣＤＣアッセイのどちらかによって求められるよう
な細胞毒性活性が本発明の抗体について示される場合がある。ＡＤＣＣまたはＣＤＣに関
連づけられる細胞毒性活性が好ましくは、絶対値での百分率の増大として測定され、この
場合、絶対値での百分率の増大は好ましくは５％超であり、より好ましくは１０％超であ
り、一層より好ましくは２０％超である。補体結合が特異的に関連するかもしれず、この
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機構により、毒素が、形成された免疫複合体の除去によって感染部位または血液から排出
され得る。
【０２２９】
　１つの具体的な実施形態によれば、本発明の抗体は、様々なＩｇＧのＦｃ部分によって
発揮される免疫調節機能を有する。シアリル化含有量を、例えば、末端ガラクトース残基
において増大させる変化したグリコシル化はおそらくは、ＤＣ－ＳＩＧＮシグナル伝達を
介する抗炎症効果を有するかもしれない。Ｉａ型、ＩＩａ型およびＩＩＩ型のＦｃγ受容
体を上回るＦｃγ受容体ＩＩｂ（阻害性）に対する優先的結合により、抗炎症効果がおそ
らくはもたらされるかもしれない。
【０２３０】
　本発明の抗体が、ハイブリドーマ法を用いて特定され、または得られる場合がある。そ
のような方法において、マウスまたは他の適切な宿主動物（例えば、ハムスターなど）が
、免疫化のために使用されるタンパク質に特異的に結合するであろう抗体を産生するリン
パ球、または産生することができるリンパ球を誘発するために免疫化される。代替におい
て、リンパ球がインビトロで免疫化される場合がある。その後、リンパ球が、好適な融合
剤（例えば、ポリエチレングリコールなど）を使用して、ハイブリドーマ細胞を形成する
ために骨髄腫細胞と融合される。
【０２３１】
　ハイブリドーマ細胞が成長している培養培地が、抗原に対するモノクローナル抗体の産
生についてアッセイされる。好ましくは、ハイブリドーマ細胞によって産生されるモノク
ローナル抗体の結合特異性が、免疫沈殿によって、あるいは、インビトロ結合アッセイに
よって、例えば、放射免疫アッセイ（ＲＩＡ）または酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩ
ＳＡ）などによって求められる。
【０２３２】
　例えば、本発明の抗体が、例えば、（莢膜合成をコードする）ｋｐｓクラスターを、カ
ナマイシン抵抗性をコードするカセットにより置換することによる代表的なＳＴ１３１－
Ｏ２５ｂ：Ｈ４菌株８１００９の非被包性変異体（例えば、８１００９Δｋｐｓ：：ｋａ
ｎ）によりマウスを免疫化することによって得られる起源（親）抗体から得られる場合が
ある。このマウスから得られる血清サンプルがその後、分析される場合があり、Ｏ２５ｂ
抗原に対する最大のＩｇＧ力価を（ＥＬＩＳＡおよびウエスタンブロットにおいて）示す
マウスの脾臓がハイブリドーマ作製のために使用される場合がある。サブクローニングの
後、Ｏ２５ｂ抗原に対して特異的である抗体を分泌し、同様にまた、Ｏ２５ｂ抗原を発現
する生きた野生型大腸菌菌株の表面に結合したハイブリドーマクローンが選択される場合
がある。これらのｍＡｂがその後、Ｏ２５ｂ抗原のその特異的結合について、また、おそ
らくは、Ｏ２５ａ抗原と比較してＯ２５ｂ抗原と優先的に結合するためのその示差的結合
親和性についてさらに試験するために、そして、抗体を、例えば、種々の診断目的または
治療目的のために設計するためにハイブリドーマ上清から精製される場合がある。
【０２３３】
　示差的に結合する抗体（本明細書中では選択的抗体とも呼ばれる）がいくつかの場合に
は、ただ１つの抗原に対するスクリーニングにより現れる。示差的に結合するクローンを
単離する可能性を増大させるために、多数の選択圧が、異なる抗原に対して順次スクリー
ニングすることによって加えられるであろう。特別なｍＡｂ選択戦略では、Ｏ２５ｂ成分
およびＯ２５ａ成分または他の大腸菌抗原が交互様式で用いられる。
【０２３４】
　所望の選択的結合特性を有する抗体を特定するための様々なスクリーニング方法が、（
ファージ、細菌細胞、酵母細胞または哺乳動物細胞を使用する）ディスプレイ技術によっ
て行われる場合がある。反応性を、ＥＬＩＳＡ、ウエスタンブロッティング、または、フ
ローサイトメトリーを用いた表面染色に基づいて、例えば、標準的なアッセイを使用して
評価することができる。
【０２３５】
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　組換え抗原が、例えば、抗体を抗体ライブラリー（例えば、酵母ディスプレイされた抗
体ライブラリー）から選択するために使用される場合がある。
【０２３６】
　例えば、本発明は具体的には、Ｏ２５ｂ抗原と結合するための様々な特異性を有する抗
体を特定するためのプロセスによって、例えば、特異的な発見選択スキームによって得ら
れるＯ２５ｂ特異的抗体を提供する。したがって、Ｏ２５ｂ標的との反応性を示す抗体を
含む抗体ライブラリーが、標的との反応性について選択される場合がある。
【０２３７】
　本発明はさらに具体的には、２つの標的（例えば、Ｏ２５ｂ抗原およびＯ２５ａ抗原）
と結合するための様々な特異性を有する抗体を特定するためのプロセスによって、例えば
、交差反応性の発見選択スキームなどによって得られる交差特異的抗体を提供する。した
がって、２つの標的（標的Ａおよび標的Ｂ）との反応性を示す抗体を含む抗体ライブラリ
ーが最初、これらの標的の一方（例えば、標的Ａ）との反応性について選択され、その後
、他方の標的（例えば、標的Ｂ）との反応性について選択される場合がある。それぞれの
連続する選択処理により、両方の標的に対する得られたプールの反応強度が強化される。
したがって、この方法は、２つの異なる標的に対する交差反応性と、病原体を交差中和す
る潜在的能力とを有する抗体を特定するために特に有用である。この方法は、さらなる標
的（１つまたは複数）に対するさらなる回数の濃縮を含むことによって、さらなる標的に
対する反応性を示す抗体を特定することに拡張することができる。
【０２３８】
　いずれの場合においても、選択的結合を、この技術分野で知られている抗体最適化方法
によってさらに改善することができる。例えば、本明細書中に記載される免疫グロブリン
鎖の可変領域の特定の領域が、軽鎖シャフリング、目的的変異誘発、ＣＤＲ融合、ならび
に、選択されたＣＤＲ領域および／またはフレームワーク領域の定方向突然変異誘発を含
めて、１つまたは複数の最適化戦略に供される場合がある。
【０２３９】
　所望の特性を有する示差的に結合する抗体が特定されると、抗体によって認識される最
も有力なエピトープ（１つまたは複数）が決定される場合がある。エピトープマッピング
のための様々な方法がこの技術分野では広く知られており、例えば、Ｅｐｉｔｏｐｅ　Ｍ
ａｐｐｉｎｇ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ（ＷｅｓｔｗｏｏｄおよびＨ
ａｙ編、Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ、２００１）において開示さ
れる。
【０２４０】
　エピトープマッピングは、抗体が結合するエピトープを特定することに関する。多くの
方法が、抗体－抗原複合体の結晶学分析、競合アッセイ、遺伝子フラグメント発現アッセ
イ、および、合成ペプチドに基づくアッセイを含めて、タンパク質表面のエピトープまた
は炭水化物によって形成されるエピトープの位置を決定するために当業者には知られてい
る。参照抗体と「同じエピトープと結合する」抗体は本明細書中では下記のように理解さ
れる。２つの抗体が、同一のエピトープまたは立体的に重なり合うエピトープであるエピ
トープを認識するとき、これら抗体は、同じエピトープまたは本質的に同じエピトープま
たは実質的に同じエピトープと結合するとして示される。２つの抗体が同一のエピトープ
または立体的に重なり合うエピトープに結合するかどうかを明らかにするための一般に使
用されている方法が競争アッセイであり、この場合、この競合アッセイは、標識された抗
原または標識された抗体のどちらかを使用して、異なる形式のすべてで構成され得る。通
常、抗原が９６ウエルプレートに固定化され、非標識の抗体が標識抗体の結合を阻止する
ことができるかが、放射性標識または酵素標識を使用して測定される。
【０２４１】
　所望の結合特性を有する抗体が特定されると、そのような抗体（抗体フラグメントを含
む）は、例えば、ハイブリドーマ技術または組換えＤＮＡ技術を含めて、この技術分野で
は広く知られている様々な方法によって製造することができる。
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【０２４２】
　組換えモノクローナル抗体を、例えば、要求される抗体鎖をコードするＤＮＡを単離し
、組換え宿主細胞を、広く知られている組換え発現ベクター（例えば、抗体配列をコード
するヌクレオチド配列を含む本発明のプラスミドまたは発現カセット）を使用して発現の
ためのコード配列によりトランスフェクションすることによって製造することができる。
組換え宿主細胞は原核生物細胞および真核生物細胞（例えば、上記で記載される細胞など
）が可能である。
【０２４３】
　具体的な局面によれば、ヌクレオチド配列が、抗体をヒト化するために、あるいは、抗
体の親和性または他の特徴を改善するために遺伝子操作のために使用される場合がある。
例えば、抗体がヒトでの臨床試験および処置において使用されるならば、免疫応答を回避
するために、定常領域が、ヒトの定常領域と一層ほとんど似ているように設計される場合
がある。標的Ｏ２５ｂに対するより大きい親和性、および、ＭＤＲ大腸菌に対するより大
きい効力を得るために、抗体配列を遺伝子操作することが望ましい場合がある。１つまた
は複数のポリヌクレオチド変化が抗体に対して行われ、標的Ｏ２５ｂに対するその結合能
を依然として維持し得ることが当業者には明らかであろう。
【０２４４】
　様々な手段によって行われるが、抗体分子の製造が一般に広く理解されている。例えば
、米国特許第６３３１４１５号（Ｃａｂｉｌｌｙ他）は、抗体を組換え製造するための方
法であって、重鎖および軽鎖が、ただ１つのベクターから、または、２つの別個のベクタ
ーから１つの細胞において同時に発現させられる方法を記載する。Ｗｉｂｂｅｎｍｅｙｅ
ｒ他（１９９９、Ｂｉｏｃｈｉｍ　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ａｃｔａ、１４３０（２）：１９１
～２０２）、ならびに、ＬｅｅおよびＫｗａｋ（２００３、Ｊ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｙ、１０１：１８９～１９８）は、大腸菌の別個の培養において発現させられるプラス
ミドを使用する、別々に製造された重鎖および軽鎖からのモノクローナル抗体の製造を記
載する。抗体の製造に関連した様々な他の技術が、例えば、Ｈａｒｌｏｗ他、ＡＮＴＩＢ
ＯＤＩＥＳ：Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａ
ｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ
、Ｎ．Ｙ．（１９８８））において提供される。
【０２４５】
　所望されるならば、本発明の抗体（例えば、図１または図２の抗体のいずれも）が配列
決定される場合があり、その後、ポリヌクレオチド配列が発現または伝播のためのベクタ
ーにクローン化される場合がある。抗体をコードする配列が宿主細胞においてベクターに
維持される場合があり、その後、宿主細胞は拡大培養し、将来の使用のために凍結するこ
とができる。組換えモノクローナル抗体を細胞培養で製造することが、抗体遺伝子をこの
技術分野で知られている手段によってＢ細胞からクローニングすることにより行うことが
できる。
【０２４６】
　別の局面において、本発明は、本発明の組換え抗体の製造のためにコードする配列を含
む単離された核酸を提供する。
【０２４７】
　抗体をコードする核酸は、どのような特性であれ、好適な特性を有することができ、ま
た、どのような特徴であれ、好適な特徴またはその組合せを含むことができる。したがっ
て、例えば、抗体をコードする核酸は、ＤＮＡ、ＲＮＡまたはそれらのハイブリッドの形
態であってもよく、天然に存在しない塩基、改変された骨格（例えば、核酸の安定性を増
進させるホスホロチオアート骨格）または両方を含む場合がある。核酸は好都合には、標
的宿主細胞における所望される発現、複製および／または選択を増進させる特徴を含む本
発明の発現カセット、ベクターまたはプラスミドに組み込まれる場合がある。そのような
特徴の例には、複製起点成分、選択遺伝子成分、プロモーター成分、エンハンサーエレメ
ント成分、ポリアデニル化配列成分および終結成分などが含まれ、それらの数多くの好適
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な例が知られている。
【０２４８】
　本開示はさらに、本明細書中に記載されるヌクレオチド配列の１つまたは複数を含む組
換えＤＮＡ構築物を提供する。これらの組換え構築物は、いずれかの開示された抗体をコ
ードするＤＮＡ分子が挿入されるベクター（例えば、プラスミドベクター、ファージミド
ベクター、ファージベクターまたはウイルスベクターなど）に関連して使用される。
【０２４９】
　様々なモノクローナル抗体が、どのような方法であれ、抗体分子を培養における継続的
な細胞株によって産生させる方法を使用して製造される。モノクローナル抗体を調製する
ための好適な方法の例には、Ｋｏｈｌｅｒ他（１９７５、Ｎａｔｕｒｅ、２５６：４９５
～４９７）のハイブリドーマ法、および、ヒトＢ細胞ハイブリドーマ法（Ｋｏｚｂｏｒ、
１９８４、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．、１３３：３００１；および、Ｂｒｏｄｅｕｒ他、１９
８７、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｉ
ｑｕｅｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．
、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）、５１頁～６３頁）が含まれる。
【０２５０】
　本発明はさらには、本明細書中に記載されるような抗体と、医薬的に許容されるキャリ
アまたは賦形剤とを含む医薬組成物を提供する。これらの医薬組成物は、本発明に従って
、ボーラス注射またはボーラス注入として、あるいは、連続注入によって投与することが
できる。投与のそのような手段を容易にするために好適である様々な医薬用キャリアがこ
の技術分野では広く知られている。
【０２５１】
　医薬的に許容されるキャリアには一般に、本発明によって提供される抗体あるいは関連
した組成物または組合せと生理学的に適合し得るありとあらゆる好適な溶媒、分散媒体、
被覆剤、抗菌剤および抗真菌剤、等張剤および吸収遅延剤などが含まれる。医薬的に許容
されるキャリアのさらなる例には、滅菌水、生理食塩水、リン酸塩緩衝化生理食塩水、デ
キストロース、グリセリン、エタノールなど、同様にまた、それらのいずれかの組合せが
含まれる。
【０２５２】
　１つのそのような局面において、抗体は、所望の投与経路に適切である１つまたは複数
のキャリアと組み合わせることができ、様々な抗体が、例えば、ラクトース、スクロース
、デンプン、アルカン酸のセルロースエステル、ステアリン酸、タルク、ステアリン酸マ
グネシウム、酸化マグネシウム、リン酸および硫酸のナトリウム塩およびカルシウム塩、
アラビアゴム、ゼラチン、アルギン酸ナトリウム、ポリビニルピロリジン、ポリビニルア
ルコールのいずれかと混合される場合があり、また、必要な場合にはさらに、従来的な投
与のために錠剤化またはカプセル化される場合がある。代替において、抗体は、生理食塩
水、水、ポリエチレングリコール、プロピレングリコール、カルボキシメチルセルロース
コロイド溶液、エタノール、トウモロコシ油、ピーナッツ油、綿実油、ゴマ油、トラガカ
ントゴムおよび／または様々な緩衝剤に溶解される場合がある。他のキャリア、補助剤お
よび投与様式が製薬分野では広く知られている。キャリアには、制御放出材料または時間
遅延材料（例えば、単独での、またはワックスと一緒でのグリセリルモノステアラートま
たはグリセリルジステアラートなど）、あるいは、この技術分野では広く知られている他
の材料が含まれる場合がある。
【０２５３】
　さらなる医薬的に許容されるキャリアがこの技術分野では知られており、例えば、ＲＥ
ＭＩＮＧＴＯＮ’Ｓ　ＰＨＡＲＭＡＣＥＵＴＩＣＡＬ　ＳＣＩＥＮＣＥＳに記載される。
液体配合物は、溶液、乳濁液または懸濁物であることが可能であり、様々な賦形剤（例え
ば、懸濁化剤、可溶化剤、界面活性剤、保存剤およびキレート化剤など）を含むことがで
きる。
【０２５４】



(49) JP 2019-213521 A 2019.12.19

10

20

30

40

50

　本発明の抗体と、１つまたは複数の治療活性な薬剤とが配合される医薬組成物が意図さ
れる。本発明の抗体の安定な配合物が、所望される程度の純度を有する前記免疫グロブリ
ンを必要に応じて使用される医薬的に許容されるキャリア、賦形剤または安定剤と混合す
ることによって貯蔵のために、凍結乾燥された配合物または水溶液の形態で調製される。
インビボ投与のために使用されるための配合物は具体的には無菌であり、好ましくは、無
菌の水溶液の形態である。このことが、無菌ろ過膜によるろ過または他の方法によって容
易に達成される。本明細書中に開示される抗体および他の治療活性な薬剤はまた、免疫リ
ポソームとして配合される場合があり、かつ／または、マイクロカプセルに封入される場
合がある。
【０２５５】
　本発明の抗体を含む医薬組成物の投与が、経口、皮下、静脈内、鼻腔内、耳内、経皮、
粘膜、局所的（例えば、ゲル、軟膏、ローション、クリームなど）、腹腔内、筋肉内、肺
内（例えば、吸入可能技術または肺送達システムを用いて）、膣的、非経口、直腸または
眼内を含めて、様々な方法で行われる場合がある。
【０２５６】
　非経口投与のために使用されるような例示的配合物には、例えば、無菌の溶液、乳濁液
または懸濁物として、皮下注射、筋肉内注射または静脈内注射のために好適である配合物
が含まれる。
【０２５７】
　１つの実施形態において、本発明の抗体は、例えば、疾患緩和または疾患防止の単独療
法として対象に投与される唯一の治療活性薬剤である。
【０２５８】
　別の実施形態において、本発明の抗体は、大腸菌を標的とするために、カクテルにおい
てさらなる抗体と組み合わされ、例えば、混合物において、または部分品からなるキット
において組み合わされ、その結果、カクテルが、例えば、疾患緩和または疾患防止の併用
療法として対象に投与される２つ以上の治療活性薬剤を含有するようにされる。
【０２５９】
　さらに、本発明の抗体は、１つまたは複数の他の治療剤または予防剤との組合せで投与
される場合があり、これには、標準的処置（例えば、抗生物質、炎症のステロイド系阻害
剤および非ステロイド系阻害剤）、および／または、抗体に基づく他の治療、例えば、抗
菌剤または抗炎症剤を用いる処置が含まれるが、それらに限定されない。
【０２６０】
　併用療法は、例えば、ＭＤＲ大腸菌感染を処置するために使用されるような標準療法を
特に用いることである。これには、抗生物質（例えば、チゲサイクリン（ｔｙｇｅｃｙｃ
ｌｉｎｅ）、リネゾリド、メチシリンおよび／またはバンコマイシン）が含まれる場合が
ある。
【０２６１】
　併用療法において、抗体は混合物として、あるいは、１つまたは複数の他の治療療法に
関して付随して、例えば、併用治療の前に、併用治療と同時に、または併用治療の後での
いずれかで投与される場合がある。
【０２６２】
　本発明の抗体またはそれぞれの医薬調製物の生物学的特性が、細胞、組織および生物体
での実験においてエクスビボで特徴づけられる場合がある。この技術分野では知られてい
るように、薬物は多くの場合、薬物の効力を疾患または疾患モデルに対する処置について
評価するために、あるいは、薬物の薬物動態学、薬力学、毒性および他の性質を評価する
ために、マウス、ラット、ウサギ、イヌ、ネコ、ブタおよびサル（これらに限定されない
）を含めて、様々な動物においてインビボで試験される。動物は疾患モデルとして示され
る場合がある。治療剤は多くの場合、ヌードマウス、ＳＣＩＤマウス、異種移植マウスお
よび遺伝子組換えマウス（ノックイン体およびノックアウト体を含む）（これらに限定さ
れない）を含めて、マウスにおいて試験される。そのような実験は、適切な半減期、エフ
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ェクター機能、（交差）中和活性および／または免疫応答を能動免疫療法または受動免疫
療法のときに伴う治療剤として、または予防剤として使用されるための抗体の潜在的能力
を決定するための意味のあるデータを提供する場合がある。どのような生物も、好ましく
は哺乳動物が試験のために使用される場合がある。例えば、ヒトに対するそれらの遺伝的
類似性のために、霊長類、サルが、好適な治療モデルであることが可能であり、したがっ
て、対象とする薬剤または組成物の効力、毒性、薬物動態学、薬力学、半減期または他の
性質を試験するために使用される場合がある。ヒトにおける試験が最終的には、薬物とし
ての承認のために要求され、したがって、当然のことながら、これらの実験が意図される
。したがって、本発明の抗体およびそれぞれの医薬組成物が、それらの治療効力もしくは
予防効力、毒性、免疫原性、薬物動態学および／または他の臨床特性を明らかにするため
にヒトにおいて試験される場合がある。
【０２６３】
　本発明はまた、本発明の主題抗体を診断目的のために、例えば、生物学的流体サンプル
における免疫試薬または標的としての細菌負荷または抗体を検出し、その濃度を定量的に
決定する方法における使用のために提供する。
【０２６４】
　本発明はまた、生物学的サンプルにおける敗血症またはＭＤＲ大腸菌感染の程度、例え
ば、ＭＤＲ大腸菌によるサンプル（例えば、体液など）への負荷を検出するための方法で
あって、サンプルを本発明の抗体と接触させることを含む方法を提供する。本発明の抗体
は、どのようなアッセイ方法であれ、知られているアッセイ方法（例えば、競合的結合ア
ッセイ、直接的および間接的なサンドイッチアッセイ、免疫沈殿アッセイならびに酵素結
合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）など）において用いられる場合がある。
【０２６５】
　好ましい診断アッセイが下記のように行われる。標的抗原特異的な抗体が、体液に存在
する細菌または体液から単離される細菌とインキュベーションされるラテックスビーズに
固定化される。陽性の反応を、細菌の表面に発現される対応する同族抗原の存在下におけ
る（おそらくは着色された）ラテックスビーズの凝集に起因して肉眼によって検出するこ
とができる。
【０２６６】
　本発明に従って使用されるような体液には、対象の生物学的サンプル、例えば、組織抽
出物、尿、血液、血清、便および痰などが含まれる。
【０２６７】
　１つの実施形態において、方法は、固体支持体を、抗体が固体支持体の表面に結合する
ことを可能にする条件のもと、標的との複合体を特異的に形成する過剰なある種のタイプ
の抗体フラグメントと接触させることを含む。抗体が結合させられる生じた固体支持体が
その後、生物学的流体サンプルと接触させられ、その結果、生物学的流体中の標的が抗体
に結合し、標的－抗体複合体を形成する。複合体は検出可能なマーカーにより標識される
ことが可能である。代替において、標的または抗体のどちらかが複合体形成の前に標識さ
れることが可能である。例えば、検出可能なマーカー（標識）を抗体にコンジュゲート化
することができる。複合体はその後、検出され、定量的に決定され、それにより、生物学
的流体サンプルにおける標的を検出し、その濃度を定量的に決定することができる。
【０２６８】
　特定の適用のために、本発明の抗体は、有機分子、酵素標識、放射性標識、有色標識、
蛍光性標識、発色標識、発光性標識、ハプテン、ジゴキシゲニン、ビオチン、金属錯体、
金属、コロイド状金およびこれらの混合物からなる群から選択される標識またはレポータ
ー分子にコンジュゲート化される。標識またはレポーター分子にコンジュゲート化された
抗体は、例えば、アッセイシステムまたは診断方法において、例えば、大腸菌感染または
それに伴う疾患状態を診断するために使用される場合がある。
【０２６９】
　本発明の抗体は、例えば、結合アッセイ（例えば、ＥＬＩＳＡ）および結合研究におけ
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る前記コンジュゲートの簡便な検出を可能にする他の分子にコンジュゲート化される場合
がある。
【０２７０】
　本発明の別の局面は、抗体を含むキットで、１つまたは複数の抗体に加えて、様々な診
断剤または治療剤を含むことがあるキットを提供する。キットはまた、診断方法または治
療方法における使用のための説明書を含む場合がある。そのような説明書は、例えば、キ
ットに含まれるデバイスについて提供されることが可能であり、例えば、生物学的サンプ
ルを診断目的のために調製するためのツールまたはデバイス（例えば、疾患を診断するた
めのＭＤＲ大腸菌負荷量を明らかにする前に細胞および／またはタンパク質含有画分を分
離することなどのために調製するためのツールまたはデバイス）について提供されること
が可能である。代替において、そのようなキットは、本明細書中に記載される様々な診断
方法の１つまたは複数において使用することができる抗体および診断剤または診断試薬を
含む。別の好ましい実施形態において、キットは、抗体、例えば、凍結乾燥形態での抗体
を、必要な場合には凍結乾燥物を再構成するための説明書および媒体を含んで、ならびに
／あるいは、間近の投与のための注射可能な組成物を形成するために使用前に混合するこ
とができる医薬的に許容されるキャリアとの組合せで含む。
【０２７１】
　８Ｄ５－１Ｇ１０および８Ｄ１０－Ｃ８と称される抗体、具体的にはこれらの抗体軽鎖
および／または抗体重鎖のいずれもが、ＤＳＭＺ（Ｄｅｕｔｓｃｈｅ　Ｓａｍｍｌｕｎｇ
　ｖｏｎ　Ｍｉｋｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｅｎ　ｕｎｄ　Ｚｅｌｌｋｕｌｔｕｒｅｎ、Ｍａ
ｓｃｈｅｒｏｄｅｒ　Ｗｅｇ　１ｂ／Ｉｎｈｏｆｆｅｎｓｔｒａβｅ　７Ｂ、３８１２４
　Ｂｒａｕｎｓｃｈｗｅｉｇ（ＤＥ））に寄託された生物学材料によってさらに特徴づけ
られる。
【０２７２】
　寄託物は、形質転換された大腸菌培養物を示し、この場合、それぞれが、目的とする遺
伝子の挿入物がクローン化されたプラスミドを含有する。目的とする遺伝子は、マウスモ
ノクローナル抗体８Ｄ５－１Ｇ１０（ＩｇＧ３）の重鎖および軽鎖の可変ドメイン、なら
びに、マウスモノクローナル抗体８Ｄ１０－Ｃ８（ＩｇＧ２ｂ）の重鎖および軽鎖の可変
ドメインである。
【０２７３】
　ＤＳＭ２６７６３は、８Ｄ５－１Ｇ１０の軽鎖（８Ｄ５－１Ｇ１０－ＬＣ）の可変ドメ
インをコードする配列を含むプラスミドにより形質転換された大腸菌宿主細胞である。大
腸菌８Ｄ５－１Ｇ１０－ＶＬ＝ＤＳＭ２６７６３、寄託日：２０１３年１月１５日；寄託
者：Ａｒｓａｎｉｓ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　ＧｍｂＨ（ウィーン、オーストリア）。
【０２７４】
　ＤＳＭ２６７６２は、８Ｄ５－１Ｇ１０の重鎖（８Ｄ５－１Ｇ１０－ＨＣ）の可変ドメ
インをコードする配列を含むプラスミドにより形質転換された大腸菌宿主細胞である。大
腸菌８Ｄ５－１Ｇ１０－ＶＨ＝ＤＳＭ２６７６２、寄託日：２０１３年１月１５日；寄託
者：Ａｒｓａｎｉｓ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　ＧｍｂＨ（ウィーン、オーストリア）。
【０２７５】
　ＤＳＭ２８１７１は、８Ｄ１０－Ｃ８の軽鎖（８Ｄ１０－Ｃ８－ＬＣ）の可変ドメイン
をコードする配列を含むプラスミドにより形質転換された大腸菌宿主細胞である。大腸菌
８Ｄ１０－Ｃ８－ＶＬ＝ＤＳＭ２８１７１、寄託日：２０１３年１２月１１日；寄託者：
Ａｒｓａｎｉｓ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　ＧｍｂＨ（ウィーン、オーストリア）。
【０２７６】
　ＤＳＭ２８１７２は、８Ｄ１０－Ｃ８の重鎖（８Ｄ１０－Ｃ８－ＨＣ）の可変ドメイン
をコードする配列を含むプラスミドにより形質転換された大腸菌宿主細胞である。大腸菌
８Ｄ１０－Ｃ８－ＶＨ＝ＤＳＭ２８１７２、寄託日：２０１３年１２月１１日；寄託者：
Ａｒｓａｎｉｓ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　ＧｍｂＨ（ウィーン、オーストリア）。
【０２７７】
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　下記定義の主題は、本発明の実施形態であると見なされる。
【０２７８】
　１．表１において列挙されるようなＣＤＲ１配列～ＣＤＲ３配列（これらはＫａｂａｔ
の番号表記システムに従って示される）または表２において列挙されるようなＣＤＲ１配
列～ＣＤＲ３配列（これらはＩＭＧＴ番号表記システムに従って示される）あるいはそれ
らの機能的に活性なＣＤＲ変化体のいずれかを含む抗体重鎖可変領域（ＶＨ）を少なくと
も含む、大腸菌菌株のＯ２５ｂ抗原に特異的に結合する単離された抗体。
【０２７９】
　２．定義１の抗体であって、
　Ａ）下記の群要素ｉ）～群要素ｘｉｖ）からなる群から選択される：
　ｉ）ａ）配列番号１のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号２のアミノ酸配
列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号３のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含む抗体で
ある；
　ｉｉ）ａ）配列番号７のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号８のアミノ酸
配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号９のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含む抗体
である；
　ｉｉｉ）ａ）配列番号１１のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号１２のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号１３のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを
含む抗体である；
　ｉｖ）ａ）配列番号１７のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号１８のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号１９のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含
む抗体である；
　ｖ）ａ）配列番号２３のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号２４のアミノ
酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号２５のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含む
抗体である；
　ｖｉ）ａ）配列番号２９のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号３０のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号３１のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含
む抗体である；
　ｖｉｉ）ａ）配列番号３４のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号３５のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号３６のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを
含む抗体である；
　ｖｉｉｉ）ａ）配列番号２９のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号４０の
アミノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号４１のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３と
を含む抗体である；
　ｉｘ）ａ）配列番号４４のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号４５のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号４６のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含
む抗体である；
　ｘ）ａ）配列番号５０のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号５１のアミノ
酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号５２のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含む
抗体である；
　ｘｉ）ａ）配列番号５０のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号５５のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号５６のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含
む抗体である；
　ｘｉｉ）ａ）配列番号５７のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号５８のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号５９のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを
含む抗体である；
　ｘｉｉｉ）ａ）配列番号６１のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号６２の
アミノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号６３のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３と
を含む抗体である；
　ｘｉｖ）ａ）配列番号６６のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号６７のア
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ミノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号６８のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを
含む抗体である；
　あるいは
　Ｂ）Ａの前記群要素のいずれかである親抗体の機能的に活性な変化体である抗体で、前
記親抗体のＣＤＲ１、ＣＤＲ２またはＣＤＲ３のいずれかの少なくとも１つの機能的な活
性なＣＤＲ変化体を含む抗体。
【０２８０】
　３．定義１または定義２の抗体であって、
　ａ）図２に示されるようなＶＨ配列のいずれかから選択されるＶＨアミノ酸配列、好ま
しくは、配列番号１８４～配列番号２３１のいずれかまたは配列番号３１２～配列番号３
１５のいずれかである抗体重鎖（ＨＣ）アミノ酸配列のＶＨアミノ酸配列；
　ｂ）配列番号１８４～配列番号２３１のいずれかまたは配列番号３１２～配列番号３１
５のいずれかである抗体重鎖（ＨＣ）アミノ酸配列；あるいは
　ｃ）配列番号１８４～配列番号２３１のいずれかまたは配列番号３１２～配列番号３１
５のいずれかであり、かつ、Ｃ末端アミノ酸の欠失および／またはＱ１Ｅ点変異（ただし
、ＶＨ配列の最初のアミノ酸がＱである場合）をさらに含む抗体重鎖（ＨＣ）アミノ酸配
列を含む、抗体。
【０２８１】
　４．定義１～３のいずれかに記載の抗体であって、表１において列挙されるようなＣＤ
Ｒ４配列～ＣＤＲ６配列（これらはＫａｂａｔの番号表記システムに従って示される）ま
たは表２において列挙されるようなＣＤＲ４配列～ＣＤＲ６配列（これらはＩＭＧＴ番号
表記システムに従って示される）あるいはそれらの機能的に活性なＣＤＲ変化体のいずれ
かを含む抗体軽鎖可変領域（ＶＬ）をさらに含む抗体。
【０２８２】
　５．定義４記載の抗体であって、
　Ａ）下記の群要素ｉ）～群要素ｘｉｖ）からなる群から選択される：
　ｉ）ａ）配列番号４のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号５のアミノ酸配
列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号６のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含む抗体で
ある；
　ｉｉ）ａ）配列番号１０のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号５のアミノ
酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号６のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含む抗
体である；
　ｉｉｉ）ａ）配列番号１４のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号１５のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号１６のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを
含む抗体である；
　ｉｖ）ａ）配列番号２０のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号２１のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号２２のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含
む抗体である；
　ｖ）ａ）配列番号２６のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号２７のアミノ
酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号２８のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含む
抗体である；
　ｖｉ）ａ）配列番号２０のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号３２のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号３３のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含
む抗体である；
　ｖｉｉ）ａ）配列番号３７のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号２７のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号３８のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを
含む抗体である；
　ｖｉｉｉ）ａ）配列番号４２のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号３２の
アミノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号４３のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６と
を含む抗体である；
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　ｉｘ）ａ）配列番号４７のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号４８のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号４９のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含
む抗体である；
　ｘ）ａ）配列番号５３のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号３２のアミノ
酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号５４のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含む
抗体である；
　ｘｉ）ａ）配列番号５７のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号３２のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号５４のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含
む抗体である；
　ｘｉｉ）ａ）配列番号２６のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号２７のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号６０のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを
含む抗体である；
　ｘｉｉｉ）ａ）配列番号６４のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号６５の
アミノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号３８のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６と
を含む抗体である；
　ｘｉｖ）ａ）配列番号６９のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号７０のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号７１のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを
含む抗体である；
　あるいは
　Ｂ）Ａの前記群要素のいずれかである親抗体の機能的に活性な変化体である抗体で、前
記親抗体のＣＤＲ４、ＣＤＲ５またはＣＤＲ６のいずれかの少なくとも１つの機能的な活
性なＣＤＲ変化体を含む抗体。
【０２８３】
　６．定義４または５記載の抗体であって、
　図２に示されるようなＶＬ配列のいずれかから選択されるＶＬアミノ酸配列、好ましく
は、配列番号２４８～配列番号２９５のいずれかまたは配列番号３１６～配列番号３１９
のいずれかである抗体軽鎖（ＬＣ）アミノ酸配列のＶＬアミノ酸配列を含み、あるいは、
配列番号２４８～配列番号２９５のいずれかまたは配列番号３１６～配列番号３１９のい
ずれかである抗体軽鎖（ＬＣ）アミノ酸配列を含む抗体。
【０２８４】
　７．定義１の抗体であって、Ｏ２５ａおよびＯ２５ｂ抗原に共通するエピトープに交差
特異的に結合する抗体。
【０２８５】
　８．定義７記載の抗体であって、
　　Ａ）下記の群要素ｉ）～群要素ｖｉｉ）からなる群から選択される：
　ｉ）ａ）配列番号７２のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号７３のアミノ
酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号７４のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含む
抗体である；
　ｉｉ）ａ）配列番号７７のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号７８のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号７９のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含
む抗体である；
　ｉｉｉ）ａ）配列番号８１のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号８２のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号８３のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを
含む抗体である；
　ｉｖ）ａ）配列番号８４のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号８５のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号８６のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含
む抗体である；
　ｖ）ａ）配列番号７７のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号８９のアミノ
酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号９０のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含む
抗体である；
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　ｖｉ）ａ）配列番号９２のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号９３のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号９４のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを含
む抗体である；
　ｖｉｉ）ａ）配列番号９５のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１と、ｂ）配列番号９６のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ２と、ｃ）配列番号９７のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３とを
含む抗体である；
　あるいは
　Ｂ）Ａの前記群要素のいずれかである親抗体の機能的に活性な変化体である抗体で、前
記親抗体のＣＤＲ１、ＣＤＲ２またはＣＤＲ３のいずれかの少なくとも１つの機能的な活
性なＣＤＲ変化体を含む抗体。
【０２８６】
　９．定義７または８記載の抗体であって、
　ａ）図２に示されるようなＶＨ配列のいずれかから選択されるＶＨアミノ酸配列、好ま
しくは、配列番号２３２～配列番号２４７のいずれかまたは配列番号３１２～配列番号３
１５のいずれかである抗体重鎖（ＨＣ）アミノ酸配列のＶＨアミノ酸配列；
　ｂ）配列番号２３２～配列番号２４７のいずれかまたは配列番号３１２～配列番号３１
５のいずれかである抗体重鎖（ＨＣ）アミノ酸配列；あるいは
　ｃ）配列番号２３２～配列番号２４７のいずれかまたは配列番号３１２～配列番号３１
５のいずれかであり、かつ、Ｃ末端アミノ酸の欠失および／またはＱ１Ｅ点変異（ただし
、ＶＨ配列の最初のアミノ酸がＱである場合）をさらに含む抗体重鎖（ＨＣ）アミノ酸配
列を含む抗体。
【０２８７】
　１０．定義７～９のいずれかに記載の抗体であって、さらに、表１において列挙される
ようなＣＤＲ４配列～ＣＤＲ６配列（これらはＫａｂａｔの番号表記システムに従って示
される）または表２において列挙されるようなＣＤＲ４配列～ＣＤＲ６配列（これらはＩ
ＭＧＴ番号表記システムに従って示される）あるいはそれらの機能的に活性なＣＤＲ変化
体のいずれかを含む抗体軽鎖可変領域（ＶＬ）を含む抗体。
【０２８８】
　１１．定義１０記載の抗体であって、
　Ａ）下記の群要素ｉ）～群要素ｖｉ）からなる群から選択される：
　ｉ）ａ）配列番号７５のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号３２のアミノ
酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号７６のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含む
抗体である；
　ｉｉ）ａ）配列番号７５のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号３２のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号８０のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含
む抗体である；
　ｉｉｉ）ａ）配列番号６９のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号７０のア
ミノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号７１のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを
含む抗体である；
　ｉｖ）ａ）配列番号４２のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号８７のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号８８のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含
む抗体である；
　ｖ）ａ）配列番号３７のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号２７のアミノ
酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号９１のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含む
抗体である；
　ｖｉ）ａ）配列番号４２のアミノ酸配列からなるＣＤＲ４と、ｂ）配列番号３２のアミ
ノ酸配列からなるＣＤＲ５と、ｃ）配列番号８８のアミノ酸配列からなるＣＤＲ６とを含
む抗体である；
　あるいは
　Ｂ）Ａの前記群要素のいずれかである親抗体の機能的に活性な変化体である抗体で、前
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記親抗体のＣＤＲ４、ＣＤＲ５またはＣＤＲ６のいずれかの少なくとも１つの機能的な活
性なＣＤＲ変化体を含む抗体。
【０２８９】
　１２．定義１～１２のいずれかに記載の抗体であって、
　図２に示されるようなＶＬ配列のいずれかから選択されるＶＬアミノ酸配列、好ましく
は、配列番号２９６～配列番号３１１のいずれかまたは配列番号３１６～配列番号３１９
のいずれかである抗体軽鎖（ＬＣ）アミノ酸配列のＶＬアミノ酸配列を含み、あるいは、
配列番号２９６～配列番号３１１のいずれかまたは配列番号３１６～配列番号３１９のい
ずれかである抗体軽鎖（ＬＣ）アミノ酸配列を含む、定義１０または定義１１に記載の抗
体。
【０２９０】
　１３．下記の配列：
　ａ）表１において列挙されるような抗体のいずれかのＣＤＲ１配列～ＣＤＲ６配列、ま
たは、
　ｂ）図２に示されるような抗体のいずれかのＶＨ配列およびＶＬ配列、または、
　ｃ）図２において列挙されるような抗体のいずれかのＨＣ配列およびＬＣ配列を含み、
あるいは
　ｄ）ａ）～ｃ）の配列によって特徴づけられる親抗体の機能的に活性な変化体であり、
好ましくは、
　　ｉ．前記機能的に活性な変化体は前記親抗体のＣＤＲ１～ＣＤＲ６のいずれかの少な
くとも１つの機能的に活性なＣＤＲ変化体を含み、かつ／または
　　ｉｉ．前記機能的に活性な変化体は少なくとも１つの点変異を前記親抗体のＶＨ配列
およびＶＬ配列ならびに／あるいはＨＣ配列およびＬＣ配列のいずれかのフレームワーク
領域において含み、場合により、Ｑ１Ｅ点変異（ＶＨフレームワーク領域（ＶＨ　ＦＲ１
）の最初のアミノ酸がＱである場合）を含み、さらには
　　ｉｉｉ．前記機能的に活性な変化体は、前記親抗体と同じエピトープと結合するため
の特異性を有し、かつ／あるいは
　　ｉｖ．前記機能的に活性な変化体は、前記親抗体のヒト変化体、ヒト化変化体、キメ
ラ変化体またはマウス変化体および／または親和性成熟化変化体である、抗体。
【０２９１】
　１４．８Ｄ５－１Ｇ１０または８Ｄ１０－Ｃ８と称される抗体の機能的に活性な誘導体
であり、少なくとも１つの点変異をＣＤＲ１～ＣＤＲ６のいずれかにおいて含み、好まし
くは、８Ｄ５－１Ｇ１０および８Ｄ１０－Ｃ８とそれぞれ称される抗体と同じエピトープ
と結合するための特異性を有する、定義１３に記載の抗体。
【０２９２】
　１５．表１において列挙されるようなＣＤＲ配列のいずれかの機能的に活性なＣＤＲ変
化体を含み、前記機能的に活性なＣＤＲ変化体が、
　ａ）元のＣＤＲ配列における１つ、２つまたは３つの点変異；ならびに／あるいは
　ｂ）元のＣＤＲ配列の４つのＣ末端アミノ酸位置もしくは４つのＮ末端アミノ酸位置ま
たは４つの中心アミノ酸位置のいずれかにおける１つまたは２つの点変異；ならびに／あ
るいは
　ｃ）元のＣＤＲ配列との少なくとも６０％の配列同一性のうちの少なくとも１つを含む
、定義１～１４のいずれかに記載の抗体。
【０２９３】
　１６．前記機能的に活性なＣＤＲ変化体が、１つまたは２つの点変異を、４個未満また
は５個未満のアミノ酸からなるいずれかのＣＤＲ配列において含む、定義１５に記載の抗
体。
【０２９４】
　１７．ＣＤＲ配列およびフレームワーク配列を含み、前記ＣＤＲ配列およびフレームワ
ーク配列の少なくとも１つが、ヒト配列、ヒト化配列、キメラ配列、マウス配列または親



(57) JP 2019-213521 A 2019.12.19

10

20

30

40

50

和性成熟化配列を含み、好ましくは、前記フレームワーク配列がＩｇＧ抗体のものである
、定義１～１６のいずれかに記載の抗体。
【０２９５】
　１８．Ｏ２５ｂ抗原と１０－６Ｍ未満のＫｄにより、好ましくは１０－７Ｍ未満または
１０－８Ｍ未満のＫｄにより結合するための親和性を有する、定義１～１７のいずれかに
記載の抗体。
【０２９６】
　１９．大腸菌のＯ２５ａ抗原と比較してＯ２５ｂ抗原に優先的に結合し、または、少な
くとも両方の抗原に対する同等の親和性により結合する、定義１～１８のいずれかに記載
の抗体。
【０２９７】
　２０．全長のモノクローナル抗体、抗原結合部位を取り込む少なくとも１つの抗体ドメ
インを含むその抗体フラグメント、または、抗原結合部位を取り込む少なくとも１つの抗
体ドメインを含む融合タンパク質である、定義１～１９のいずれかに記載の抗体。
【０２９８】
　２１．大腸菌感染症の危険性がある対象、または、大腸菌感染症に罹患している対象を
処置することにおける使用で、前記対象における前記感染症を制限するために、または、
前記感染症から生じる疾患状態を改善するために、好ましくは、腎盂腎炎、二次的菌血症
、敗血症、腹膜炎、髄膜炎および人工呼吸器関連肺炎の処置または予防のために、効果的
な量の前記抗体を前記対象に投与することを含む使用のための、定義１～１９のいずれか
に記載の抗体。
【０２９９】
　２２．定義１～２０のいずれかに記載の抗体を含み、好ましくは非経口用配合物または
粘膜用配合物を含み、場合により医薬的に許容されるキャリアまたは賦形剤を含有する医
薬調製物。
【０３００】
　２３．大腸菌菌株によって引き起こされる対象における大腸菌感染症または大腸菌菌血
症を、例えば、上部尿路感染症および下部尿路感染症（膀胱炎、尿道炎、上行性または血
行性の腎盂腎炎を含む）などをとりわけ糖尿病患者において、同様にまた、菌血症、敗血
症、腹膜炎または腸管コロニー形成とともに明らかにするための診断使用のための、定義
１～２０のいずれかに記載の抗体。
【０３０１】
　２４．定義１～２０のいずれかに記載の抗体の診断用調製物であって、前記抗体および
さらなる診断試薬を組成物または部分品のキットにおいて含み、下記の成分：
　ａ）前記抗体；および
　ｂ）前記さらなる診断試薬；
　ｃ）ならびに、必要な場合には、前記抗体および前記診断試薬の少なくとも１つを固定
化するための固相を含む診断用調製物。
【０３０２】
　２５．大腸菌菌株によって引き起こされる対象における大腸菌感染症または大腸菌菌血
症を診断する方法であって、
　ａ）定義１～２０のいずれかに記載の抗体を提供すること、および
　ｂ）前記抗体が、試験される前記対象の生物学的サンプルにおけるＯ２５ｂ抗原と特異
的に免疫反応するかを、好ましくは凝集試験によって検出し、それにより、ＭＤＲ大腸菌
の感染症または菌血症を診断することを含む方法。
【０３０３】
　２６．定義１～２０のいずれかに記載の抗体をコードする単離された核酸。
【０３０４】
　２７．ａ）定義１～２０のいずれかに記載の抗体のＶＨおよび／またはＶＬ；あるいは
　ｂ）あるいは、定義１～２０のいずれかに記載の抗体のＨＣおよび／またはＬＣを発現
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させるためのコード配列を含む発現カセットまたはプラスミド。
【０３０５】
　２８．定義２７に記載の発現カセットまたはプラスミドを含む宿主細胞。
【０３０６】
　２９．定義１～２０のいずれかに記載の抗体を製造する方法であって、定義２８に記載
の宿主細胞が、前記抗体を産生させるための条件のもとで培養または維持される、方法。
【０３０７】
　前記記載は、下記の実施例を参照してより十分に理解されるであろう。しかしながら、
そのような実施例は、本発明の１つまたは複数の実施形態を実施する様々な方法を単に表
しているだけであり、発明の範囲を限定するものとして理解してはならない。
【実施例】
【０３０８】
　実施例１：Ｏ２５ｂ特異的抗体の作製
　代表的なＳＴ１３１－Ｏ２５ｂ：Ｈ４菌株８１００９の非被包性変異体（８１００９Δ
ｋｐｓ：：ｋａｎ［Ｓｚｉｊａｒｔｏ他、ＦＥＭＳ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｌｅｔｔ、２
０１２］）を、（莢膜合成をコードする）ｋｐｓクラスターを、カナマイシン抵抗性をコ
ードするカセットにより置換することによって作製した。亜致死用量のこの変異体の生細
胞またはホルムアルデヒド不活化細胞、同様にまた、亜致死用量の親野生型菌株を使用し
て、マウスを２週間間隔で４回免疫化した。続いて、これらのマウスから得られる血清サ
ンプルを分析し、Ｏ２５ｂ抗原に対する最大のＩｇＧ力価を（ＥＬＩＳＡ、免疫ブロッテ
ィングおよび表面染色において）示すマウスの脾臓をハイブリドーマ作製のために使用し
た。サブクローニングの後、精製されたＯ２５ｂ抗原に対して特異的である抗体を分泌し
、同様にまた、Ｏ２５ｂ抗原を発現する生きた野生型大腸菌菌株の表面に結合したいくつ
かのハイブリドーマクローンを選択した。作製されたマウス抗体はすべての可能なマウス
アイソタイプ（すなわち、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２ａ、ＩｇＧ２ｂおよびＩｇＧ３）に及んだ
。Ｏ２５ｂ特異的ｍＡｂの重鎖（ＶＨ）および軽鎖（ＶＬ）の可変ドメインを、縮重した
重鎖プライマーおよび軽鎖プライマーを用いたＲＴ－ＰＣＲを使用することによってハイ
ブリドーマクローンから増幅し、配列決定した。配列をＩｇデータベースについてはＢＬ
ＡＳＴにより分析し、同様にまた、ＩＭＧＴ／Ｖ－ＱＵＥＳＴにより分析し、ＣＤＲ領域
をＫａｂａｔ命名法に従って定義した（図１、表１）。
【０３０９】
　選択したハイブリドーマクローンをキメラｍＡｂとして発現させた（すなわち、マウス
可変領域をヒトＩｇＧ１定常ドメインに融合し、同様にまた、カッパ軽鎖に融合した）。
そのうえ、ヒト化ｍＡｂを、超可変（ＣＤＲ）マウス配列を、元のマウス・フレームワー
クに対して最も適合し得ることがインシリコ予測されたヒト・フレームワーク配列にグラ
フト化することによって作製した。これらのキメラｍＡｂおよびヒト化ｍＡｂを哺乳動物
細胞によって発現させ、プロテインＡカラムに通して精製し、その後の実施例（下記参照
）において示されるアッセイにおいて使用した。
【０３１０】
　実施例２：結合特性
　キメラｍＡｂおよびヒト化ｍＡｂの特異性を、精製されたＬＰＳを使用する免疫ブロッ
ト分析によって確認した（図３）。すべてのｍＡｂが、Ｏ２５ｂ抗原を含有するＳＴ１３
１菌株から得られるＬＰＳ分子を認識し、しかしながら、Ｏ２５ａ　ＬＰＳ抗原に対する
それらの交差反応能において異なっていた。いくつかのｍＡｂがもっぱらＯ２５ｂ抗原に
対して反応した一方で、（系譜４Ｄ５から得られる）いくつか（図４ｉｉ、中段パネル）
がＯ２５ａに対して交差反応性であった。これらのｍＡｂのどれもが、無関係のＯ抗原（
例えば、Ｏ５５）を有するＬＰＳ分子には反応しなかった。抗体結合特性をさらに、バイ
オレイヤー・インフェロメトリー（ＢＬＩ）によって調べた。Ｏ２５ｂ　ｍＡｂ（キメラ
体およびヒト化体）のビオチン化Ｏ２５ｂ多糖に対する結合を、ビオチン化抗原をストレ
プトアビジンセンサー（ＦｏｅｔｅＢｉｏ、Ｐａｌｌ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）に
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固定化し、事前に負荷されたセンサーに対するｍＡｂ（８～１０μｇ／ｍｌ）の会合を、
１％ＢＳＡを含有するＰＢＳにおいて１０分間、その後、同じ緩衝液における解離を（５
分間）モニターすることによって行った。Ｋｄ値、ｋｏｎ値およびｋｏｆｆ値を、Ｄａｔ
ａ　Ａｎａｌｙｓｉｓ７ソフトウエア（ＦｏｒｔｅＢｉｏ、Ｐａｌｌ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉ
ｅｎｃｅｓ）を使用して求めた。調べたすべてのｍＡｂがこの設定では９．５ｎＭ～２１
１ｎＭの間での強い結合親和性を示した（図４）。
【０３１１】
　細菌表面の生来型抗原に対するｍＡｂの結合をフローサイトメトリーによって調べた。
すべての抗体が、ＳＴ１３１－Ｏ２５ｂ：Ｈ４菌株であることが決定されたいくつかの異
なる臨床分離体に結合した。Ｏ２５ａ抗原を発現する菌株に対する結合に関して、２つの
タイプのｍＡｂが特定された。１つの群はＯ２５ａ菌株の表面に結合せず、一方で、他方
の群のｍＡｂは、関連したＯ２５ａ菌株を発現する菌株に対して交差反応性であった。し
かしながら、これらのｍＡｂのどれもが、無関係の抗原（Ｏタイプ）を発現するどの大腸
菌菌株には結合することができなかった（図５ｉ）。フローサイトメトリー測定（図５ｉ
）および免疫ブロッティング（図３）によって示される交差反応性の間における良好な相
間が認められた。
【０３１２】
　表面結合をより詳しく調べるために、ＳＴ１３１菌株３Ｏ（Ｎｏｖａｉｓ　Ａ．他、Ａ
ｎｔｉｍｉｃｒｏｂ　Ａｇｅｎｔｓ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ、２０１２、５６（５）：２７
６３～６）を成長の中期対数期までＬＢ（すなわち、一般的な研究室用成長培地）または
（インビボ様の生育条件を模擬するための）不活化ヒト血清のどちらかで培養し、洗浄後
、０．０２５μｇ／ｍｌ～４０μｇ／ｍｌの希釈範囲での精製されたＯ２５ｂ反応性ｍＡ
ｂにより染色した。洗浄後、Ａｌｅｘａ４８８標識された抗ヒトＩｇＧを４μｇ／ｍＬの
濃度で加え、蛍光強度をフローサイトメトリー（ＢＤ　Ａｃｃｕｒｉ　Ｃ６　Ｆｌｏｗ　
Ｃｙｔｏｍｅｔｅｒ）によって測定した。図５ｉｉ）Ａに示される代表的な実験により、
試験されたすべてのｍＡｂが、調べられた菌株の表面に用量依存的様式で結合することが
できることが確認された。結合強度が、細菌を（ＬＢに対して）血清中で成長させたとき
には幾分か低下し、しかしながら、試験されたすべてのｍＡｂについては非常に著しいま
まであった（図５ｉｉ）Ｂ）。表面結合がＳＴ１３１－Ｏ２５ｂ菌株内の遺伝的差異に関
係ないことを証明するために、異なるパルソタイプを含むＳＴ１３１菌株の十分に特徴づ
けられたパネルを調べた（Ｐｅｉｒａｎｏ他、Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ．Ａｇｅｎｔｓ　Ｃ
ｈｅｍｏｔｈｅｒ．、２０１４、５８（７）：３７６２）。図５ｉｉ）Ｃにまとめられる
データにより、調べられた３つすべてのｍＡｂが、パルソタイプ「Ｏ」（これは、ＳＴ１
３１：Ｏ１６系譜に属することが実際に報告されていた）についての菌株を除くすべての
代表的な菌株の表面を強く染色することが証明された。したがって、フローサイトメトリ
ー実験は、ＳＴ１３１：Ｏ２５ｂ系譜全般にわたる幅広い結合スペクトルを証明すること
ができ、また、細菌がヒト血清中で（すなわち、インビボ様条件のもとで）成長させられ
たときには、この結合が保持された。
【０３１３】
　実施例３：Ｏ２５ｂ特異的ｍＡｂの抗菌効果
　選択されたＯ２５ｂ特異的なキメラｍＡｂおよびヒト化ｍＡｂ（Ｏ２５ａに対する交差
反応性の有無にかかわらず）の潜在的な保護効果を致死的なマウス菌血症モデルにおいて
調べた。５匹のマウスの群に、１００μｇの精製ｍＡｂをＰＢＳにおいて腹腔内に与えた
。２４時間後、マウスを、Ｏ２５ｂ抗原を発現する大腸菌菌株ＳＴ１３１　８１００９（
［Ｓｚｉｊａｒｔｏ他（ＦＥＭＳ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｌｅｔｔ、２０１２、３３２：
１３１～６））の（先行実験で事前に決定される）致死用量によって静脈内投与により抗
原攻撃した。２４時間後、マウスを、Ｏ２５ｂ抗原を発現することが証明される大腸菌Ｓ
Ｔ１３１の菌株８１００９（Ｓｚｉｊａｒｔｏ他、ＦＥＭＳ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｌｅ
ｔｔ、２０１２、３３２：１３１～６）の致死用量（先行実験で事前に決定されるような
１０８ＣＦＵ）によって静脈内投与により抗原攻撃した。マウスの致死率を毎日モニター
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した。図６ｉ）は、無関係な特異性を有するコントロールｍＡｂの１００μｇにより免疫
化されたマウスの１００％が感染により死亡した一方で、試験されたすべてのＯ２５ｂ特
異的ｍＡｂは、モニターされる感染後１４日の期間にわたる生存における統計学（ログラ
ンク検定）的に有意な増大を証明したことを示す。
【０３１４】
　このインビボデータを裏づけるために、精製ｍＡｂの抗菌効果もまたインビトロで調べ
た。細菌を、Ｌｕｒｉａ　Ｂｅｒｔａｎｉ（ＬＢ）ブロスまたは熱不活化された正常なヒ
ト血清において成長の中期対数期にまで成長させた。２ｍｌの細菌培養液をＰＢＳで２回
洗浄した。血清殺菌アッセイ（ＳＢＡ）を、カルシウムおよびマグネシウムが補充される
ＤＰＢＳにより希釈される５０％枯渇化ヒト血清プールにおいて行った。反応混合物は、
ＬＢまたは血清で成長させた中期対数期の細菌懸濁物からの約５×１０３ＣＦＵと、２．
５μｇ／ｍｌまたは１０μｇ／ｍｌのｍＡｂとをそれぞれ含有した。抗体を何ら伴わない
混合物、および、アイソタイプ一致の無関係なｍＡｂを伴う混合物をコントロールとして
含めた。細菌を、４１０ＲＰＭで振とうすることを伴う３７℃での３時間のインキュベー
ション（ＬＢ成長細菌の場合）または５時間のインキュベーション（血清成長細菌の場合
）の後での適切な希釈物を平板培養することによって計数した。特異的ｍＡｂによって媒
介される殺傷を、接種物（開始ＣＦＵ）に対するパーセントとして（図７ｉ）、または、
殺傷（％）＝１００－（［ＣＦＵ（ｍＡｂ）／ＣＦＵ（抗体非存在）］＊１００）　（図
７ｉｉ）として表した。
【０３１５】
　図７ｉ）に示されるように、試験されたすべてのｍＡｂが、３時間の試験期間にわたる
ＣＦＵを有意に低下させることができた。対照的に、無関係なｍＡｂと混合された、また
は抗体と混合されなかった細菌は成長をこの培地において示した。補体が（３０分間の５
６℃でのインキュベーションによって）血清サンプルにおいて不活化された場合には、細
菌殺傷がどのｍＡｂによっても認められなかった（データは示されず）。これらの結果に
より、Ｏ２５ｂ特異的ｍＡｂ（Ｏ２５ａに対する交差反応性の有無にかかわらず）は補体
媒介の殺菌作用を引き起こすことができることが証明される。
【０３１６】
　さらなる実験により、この活性が確認された（図７ｉｉ）。アイソタイプ一致の無関係
なｍＡｂは殺菌活性を誘発することができなかった一方で、すべての抗Ｏ２５ｂ　ｍＡｂ
は、ＣＦＵを試験された両方のＳＴ１３１－Ｏ２５ｂ菌株に対する３時間の試験期間にわ
たって有意に低下させることができた（図７ｉｉのＡ、ＢおよびＤ）。細菌殺傷が、補体
が（３０分間の５６℃でのインキュベーションによって）血清サンプルにおいて熱不活化
された場合にはどのｍＡｂによっても認められなかった（データは示されず）。これらの
結果により、Ｏ２５ｂ特異的ｍＡｂ（Ｏ２５ａに対する交差反応性の有無にかかわらず）
は補体媒介の殺菌作用を引き起こすことができることが証明される。この作用様式が、認
められたインビボ保護（上記参照）において関連性があるかもしれないことを確認するた
めに、本発明者らは、（細菌培養培地、すなわち、ＬＢとは対照的に）ヒト血清で成長さ
せた細菌を使用する同じアッセイを行った。細菌を「インビボ様」条件のもとで成長させ
ることの重要性が、細菌の表面、および、したがって、抗原の接触可能性が、表面の細菌
成分の発現時の再編成のために、異なる条件で成長させられたときには非常に異なること
があるということである（Ｍｉａｊｌｏｖｉｃ　Ｈ他、Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．、８
２：２９８～３０５、２０１４）。図７ｉｉＣに示されるように、Ｏ２５ｂ特異的なヒト
化ｍＡｂは、細菌をヒト血清において前処理した後（すなわち、成長させた後）でさえ有
意な細菌殺傷を引き起こすことができた。しかしながら、最大の殺菌効果のためには、よ
り大きいｍＡｂ用量（１０μｇ／ｍｌ）、同様にまた、より長いインキュベーション期間
（５時間）が必要であった。
【０３１７】
　実施例４．Ｏ２５ｂ特異的ｍＡｂのエンドトキシン中和能
　ＬＰＳはエンドトキシンとしての潜在的可能性を有するので、本発明者らは、ＬＰＳ分



(61) JP 2019-213521 A 2019.12.19

10

20

子内のＯ２５ｂ抗原に結合するｍＡｂの潜在的な中和能力を試験することが重要であると
考えた。
【０３１８】
　マウスはヒトよりもエンドトキシンに対して固有的に耐性であり、しかしながら、マウ
スを、肝毒性炭水化物Ｄ－ＧａｌＮの投与によって微量の精製ＰＬＳに対して感受性にす
ることができる（Ｇａｌａｎｏｓ　Ｃ他、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．
Ｓ．Ａ、７６：５９３９～５９４３、１９７９）。マウスを、同時に施される２０ｍｇ／
マウスのＤ－ＧａｌＮによるｉ．ｐ．感作および致死用量（１ｎｇ）の精製Ｏ２５ｂ　Ｌ
ＰＳによるｉ．ｖ．抗原攻撃の２４時間前に予防的に１００μｇまたは２５μｇのｍＡｂ
により免疫化した。図８は、致死的な内毒素血症からの有意かつ用量依存的な保護を示す
ヒト化ｍＡｂについての代表的な実験を示す。
【０３１９】
　この作用様式についてさらに解明するために、ヒト化されたＯ２５ｂ特異的ｍＡｂをイ
ンビトロ中和アッセイにおいて調べた。ＬＰＳは、敗血症性ショックをインビボにおいて
誘発することに関わるｔｏｌｌ様受容体－４（ＴＬＲ－４）／ＭＤ２受容体複合体を介し
てシグナル伝達する。ＴＬＲ－４複合体を介するＬＰＳシグナル伝達の中和を評価するた
めに、本発明者らは市販のＨＥＫ－Ｂｌｕｅシステム（ＩｎｖｉｖｏＧｅｎ）を使用した
。このアッセイでは、ヒトＴＬＲ－４複合体を発現させるために形質転換されるＨＥＫ細
胞が利用される。この受容体を介したシグナル伝達は、発色性基質により定量化される酵
素の分泌を誘導する。図９Ａは、精製されたＯ２５ｂ　ＬＰＳが用量依存的活性をこのア
ッセイにおいて有することを示す。中和ｍＡｂは、エンドトキシンの標準的濃度によって
誘発されるシグナルを用量依存的様式で阻害することができる（図９Ｂ）。ＩＣ５０値（
最大効果の５０％を中和するｍＡｂの濃度）により、様々なｍＡｂの中和能を比較するこ
とが可能になる。図９Ｃには、代表的なヒト化Ｏ２５ｂ反応性ｍＡｂの中和効力がまとめ
られる。
【０３２０】
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