
(57)【要約】
放線菌属 (Actinomyces)または乳酸桿菌属 (Lactobacillus)齲蝕原性細菌に特異的に結合す
る抗体、ならびにその結合断片および模倣体を提供する。本結合剤、例えば抗体、その断
片および模倣体等は、標的細菌に対して高感度でありかつ非常に特異的であることを特徴
とする。齲蝕原性細菌の存在に関して試料をスクリーニングするための方法および装置も
また提供する。さらに、治療の処置手順および組成物も提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 放 線 菌 （ actinomyces） お よ び 乳 酸 桿 菌 種 (lactobacillus)か ら 選 択 さ れ る 標 的 齲 蝕 原 性
細 菌 の 細 胞 表 面 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 で あ っ て 、 標 的 細 菌 に 対 し て 高 い 特 異 性 お よ び 感 度 を
有 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 標 的 細 菌 が 放 線 菌 種 細 菌 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 放 線 菌 種 が ア ク チ ノ マ イ セ ス ・ ネ ス ラ ン デ ィ (Actinomyces naeslundii)遺 伝 種 1で あ る
、 請 求 項 2記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 抗 体 が ア ク チ ノ マ イ セ ス ・ ネ ス ラ ン デ ィ 遺 伝 種 2と 交 差 反 応 し な い 、 請 求 項 3記 載 の 抗 体
。
【 請 求 項 ５ 】
　 標 的 細 菌 が 乳 酸 桿 菌 種 細 菌 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
　 乳 酸 桿 菌 種 が ラ ク ト バ チ ル ス ・ カ セ イ (Lactobacillus casei)で あ る 、 請 求 項 5記 載 の 抗
体 。
【 請 求 項 ７ 】
　 全 細 胞 免 疫 原 を 用 い て 産 生 さ れ る 、 請 求 項 1～ 6の い ず れ か 一 項 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ８ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 1～ 7の い ず れ か 一 項 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ９ 】
　 SWLA4お よ び SWLA5か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 8記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 SWLA4と 少 な く と も 実 質 的 に 同 じ 感 度 お よ び 特 異 性 で ア ク チ ノ マ イ セ ス ・ ネ ス ラ ン デ ィ
に 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 SWLA5と 少 な く と も 実 質 的 に 同 じ 感 度 お よ び 特 異 性 で ラ ク ト バ チ ル ス ・ カ セ イ に 結 合 す
る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 1～ 11の い ず れ か 一 項 記 載 の 抗 体 の 結 合 断 片 ま た は 模 倣 体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 試 料 中 の 齲 蝕 原 性 細 菌 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 ：
　 (a) 該 試 料 を 請 求 項 1～ 11の い ず れ か 一 項 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 結 合 断 片 も し く は 模 倣
体 と 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
　 (b) 該 齲 蝕 原 性 細 菌 と 、 該 抗 体 、 そ の 結 合 断 片 ま た は 模 倣 体 と の 間 に 生 じ た 結 合 複 合 体
の 存 在 を 検 出 し て 、 該 試 料 中 の 該 齲 蝕 原 性 細 菌 の 存 在 を 検 出 す る 段 階 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 試 料 が 生 理 学 的 試 料 で あ る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 生 理 学 的 試 料 が 唾 液 で あ る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 生 理 学 的 試 料 が 歯 垢 で あ る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 抗 体 、 そ の 結 合 断 片 ま た は 模 倣 体 が 固 相 支 持 体 に 安 定 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 13記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 以 下 を 含 む 、 試 料 中 の 齲 蝕 原 性 細 菌 の 存 在 の 判 定 に お い て 使 用 す る た め の 装 置 ：
　 固 相 支 持 体 の 表 面 に 安 定 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 1～ 11の い ず れ か 一 項 記 載 の 抗 体 ま た
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は そ の 結 合 断 片 も し く は 模 倣 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 1～ 11の い ず れ か 一 項 記 載 の 抗 体 を 分 泌 す る 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 で あ る 、 請 求 項 19記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 齲 蝕 原 性 細 菌 の 存 在 に よ っ て 生 じ る 状 態 を 患 う 宿 主 を 治 療 す る 方 法
：
　 該 宿 主 に 、 請 求 項 1～ 11の い ず れ か 一 項 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 結 合 断 片 も し く は 模 倣 体
の 有 効 量 を 投 与 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 抗 体 、 そ の 結 合 断 片 ま た は 模 倣 体 が 治 療 的 活 性 薬 剤 と 結 合 し て い る 、 請 求 項 21記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 請 求 項 1～ 11の い ず れ か 一 項 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 結 合 断 片 も し く は 模 倣 体 を 含 む 薬 学
的 製 剤 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 以 下 を 含 む 、 試 料 中 の 齲 蝕 原 性 細 菌 の 存 在 の 検 出 に お い て 使 用 す る た め の キ ッ ト ：
　 少 な く と も 1つ の 、 請 求 項 1～ 11の い ず れ か 一 項 記 載 の 抗 体 、 ま た は そ の 結 合 断 片 も し く
は 模 倣 体 ； お よ び
　 該 齲 蝕 原 性 細 菌 の 存 在 を 検 出 す る た め に 該 抗 体 を 使 用 す る た め の 取 扱 説 明 書 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 少 な く と も 、 放 線 菌 に 結 合 す る 第 一 の 抗 体 お よ び 乳 酸 桿 菌 に 結 合 す る 第 二 の 抗 体 を 含 む
、 請 求 項 24記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 検 出 可 能 な 標 識 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 1～ 11の い ず れ か 一 項 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 結
合 断 片 も し く は 模 倣 体 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 検 出 可 能 な 標 識 が コ ロ イ ド 標 識 で あ る 、 請 求 項 26記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 検 出 可 能 な 標 識 が ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ で あ る 、 請 求 項 26記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 検 出 可 能 な 標 識 が 蛍 光 標 識 で あ る 、 請 求 項 26記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 請 求 項 1～ 11の い ず れ か 一 項 記 載 の 抗 体 を コ ー ド す る 、 そ の 天 然 環 境 以 外 に 存 在 す る 核
酸 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 導 入

　 本 発 明 の 分 野 は 齲 蝕 で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 齲 蝕 は 、 ミ ク ロ フ ロ ー ラ 、 環 境 要 因 （ 食 事 等 ） 、 お よ び 宿 主 の 複 雑 な 相 互 作 用 に 起 因 す
る 慢 性 感 染 症 で あ る 。 近 年 の 疫 学 的 研 究 か ら 、 齲 蝕 リ ス ク が 一 般 集 団 に 均 等 に 分 布 し て い
な い こ と が 示 さ れ る 。 学 齢 児 童 の 四 分 の 一 が 齲 蝕 の 四 分 の 三 を 有 す る と 推 定 さ れ て い る 。
疾 患 の 分 布 の こ の 偏 り か ら 、 最 も リ ス ク の 高 い 人 た ち を 同 定 す る 方 法 が 求 め ら れ て い る 。
食 事 、 唾 液 の 分 泌 、 お よ び フ ッ 化 物 レ ベ ル 等 の 多 く の 要 因 が 齲 蝕 の 原 因 と な る が 、 こ の 疾
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患 は 2、 3の 齲 蝕 原 性 細 菌 群 （ 例 え ば 、 ミ ュ ー タ ン ス 連 鎖 球 菌 、 乳 酸 桿 菌 、 放 線 菌 ） の 存 在
に 完 全 に 依 存 し て い る 。 こ れ ら の 細 菌 は 歯 の 表 面 ま た は 歯 根 に 定 着 し 、 歯 の ミ ネ ラ ル を 溶
解 す る 酸 を 産 生 す る 。 疾 患 が 進 行 す る に つ れ 、 こ れ ら の 細 菌 が 軟 化 し た 歯 を 侵 し 、 破 壊 過
程 が 続 く 。 疫 学 的 研 究 か ら 、 唾 液 ま た は 歯 垢 中 の 齲 蝕 原 性 細 菌 の レ ベ ル お よ び 比 率 と 齲 蝕
の 発 生 率 と の 間 に 関 連 性 が あ り 得 る こ と が 示 さ れ る 。 こ の 関 連 性 か ら 、 適 切 な 細 菌 検 出 法
を 用 い て 、 歯 垢 、 よ り 簡 便 に は 唾 液 中 の 齲 蝕 関 連 細 菌 の レ ベ ル お よ び 比 率 を 判 定 す る こ と
に よ り 、 齲 蝕 リ ス ク の 高 い 人 を 診 断 し 得 る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】

　 興 味 深 い の は 、 U.S.特 許 第 6,231,857号 な ら び に WO第 00/11037号 お よ び WO第 02/15931号
で あ る 。 Thunheer et al. (1997) FEMS Microbiol. Lett. 150:255-262； Firtel and Fil
lery (1988) J. Dent. Res. 67:15-20； Happonen et al. (1987) Scand. J. Dent Res. 9
5:136-143； Ellen (1976) Infect. Immun. 14:1119-1124；
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
発 明 の 概 要
　 放 線 菌 属 (Actinomyces)ま た は 乳 酸 桿 菌 属 (Lactobacillus)齲 蝕 原 性 細 菌 に 特 異 的 に 結 合
す る 抗 体 、 な ら び に そ の 結 合 断 片 お よ び 模 倣 体 を 提 供 す る 。 本 結 合 剤 、 例 え ば 抗 体 、 そ の
断 片 お よ び 模 倣 体 等 は 、 標 的 細 菌 に 対 し て 高 感 度 で あ り か つ 非 常 に 特 異 的 で あ る こ と を 特
徴 と す る 。 齲 蝕 原 性 細 菌 の 存 在 に 関 し て 試 料 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 お よ び 装 置
も ま た 提 供 す る 。 さ ら に 、 治 療 の 処 置 手 順 お よ び 組 成 物 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
特 定 の 態 様 の 説 明 　
　 放 線 菌 属 ま た は 乳 酸 桿 菌 属 齲 蝕 原 性 細 菌 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 な ら び に そ の 結 合 断
片 お よ び 模 倣 体 を 提 供 す る 。 本 結 合 剤 、 例 え ば 抗 体 、 そ の 断 片 お よ び 模 倣 体 等 は 、 標 的 細
菌 に 対 し て 高 感 度 で あ り か つ 非 常 に 特 異 的 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。 齲 蝕 原 性 細 菌 の 存 在
に 関 し て 試 料 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 お よ び 装 置 も ま た 提 供 す る 。 さ ら に 、 治 療
の 処 置 手 順 お よ び 組 成 物 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 を さ ら に 説 明 す る 前 に 、 本 発 明 は 記 載 す る 特 定 の 態 様 に 限 定 さ れ ず 、 当 然 の こ と
な が ら そ れ 自 体 変 わ り 得 る こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 本 発 明 の 範 囲 は 添 付 の 特 許 請 求
の 範 囲 に よ っ て の み 限 定 さ れ る た め 、 本 明 細 書 で 使 用 す る 専 門 用 語 は 特 定 の 態 様 を 説 明 す
る 目 的 の た め の み で あ っ て 、 限 定 す る 意 図 は な い こ と も ま た 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 値 の 範 囲 が 提 供 さ れ る 場 合 、 特 記 さ れ な い 限 り 下 限 値 の 単 位 の 10分 の 1ま で 、 そ の 範 囲
の 上 限 値 と 下 限 値 の 間 の 各 仲 介 値 、 お よ び そ の 規 定 範 囲 中 の 任 意 の 他 の 規 定 値 ま た は 仲 介
値 も 、 本 発 明 内 に 包 含 さ れ る こ と が 理 解 さ れ る 。 具 体 的 に 除 外 さ れ る 任 意 の 限 定 値 が 規 定
範 囲 内 に あ る 限 り 、 こ れ ら の 小 さ な 範 囲 の 上 限 値 お よ び 下 限 値 は 独 立 的 に そ の 範 囲 に 含 ま
れ て よ く 、 や は り 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。 規 定 範 囲 が 限 界 値 の 一 方 ま た は 両 方 を 含 む 場 合 、
そ れ ら 含 ま れ た 限 界 値 の ど ち ら か 一 方 ま た は 両 方 を 除 外 す る 範 囲 も ま た 、 本 発 明 に 含 ま れ
る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 特 記 さ れ な い 限 り 、 本 明 細 書 で 使 用 す る 専 門 用 語 お よ び 科 学 用 語 は す べ て 、 本 発 明 が 属
す る 当 技 術 分 野 の 当 業 者 に よ っ て 共 通 に 理 解 さ れ る も の と 同 じ 意 味 を も つ 。 本 発 明 の 実 施
ま た は 試 験 に お い て 、 本 明 細 書 に 記 載 し た も の と 類 似 し た ま た は 同 等 の 任 意 の 方 法 お よ び
材 料 を 使 用 す る こ と も で き る が 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 方 法 お よ び 材 料 が 好 ま し い 。 本 明 細
書 で 言 及 し た す べ て の 出 版 物 は 、 そ の 出 版 物 の 引 用 に 関 連 す る 方 法 お よ び /ま た は 材 料 を
開 示 お よ び 説 明 す る た め に 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 明 細 書 お よ び 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 で 使 用 す る 単 数 形 「 1つ の 」 、 「 あ る 」 、 お よ び
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「 そ の 」 と は 、 特 記 す る 場 合 を 除 き 、 そ の 対 象 物 の 複 数 形 も 含 む こ と に 留 意 さ れ た い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 明 細 書 で 考 察 す る 出 版 物 は 、 単 に 本 出 願 の 出 願 日 以 前 に そ れ ら が 開 示 さ れ て い る と い
う だ け の 理 由 で 提 供 さ れ た も の で あ る 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た い か な る も の も 、 本 発 明 が
先 行 発 明 の せ い で そ の よ う な 出 版 物 を 先 行 で き な い こ と を 認 め る と 解 釈 さ れ る べ き で は な
い 。 さ ら に 、 提 供 す る 出 版 物 の 日 付 は 実 際 の 発 行 年 月 日 と 異 な る 可 能 性 が あ り 、 独 立 し て
確 認 す る 必 要 が あ る か も し れ な い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 A. ネ ス ラ ン デ ィ (naeslundii)お よ び L. カ セ イ (casei)そ れ ぞ れ の 細 胞 表 面
上 の 種 特 異 的 エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 、 SWLA4お よ び SWLA5と 称 す る 2つ の 種 特 異 的 モ ノ ク ロ
ー ナ ル IgG抗 体 に つ い て 記 載 す る 。 よ り 具 体 的 に は 、 SWLA4は A. ネ ス ラ ン デ ィ 遺 伝 種 1を 特
異 的 に 認 識 し （ か つ A. ネ ス ラ ン デ ィ 遺 伝 種 2を 認 識 せ ず ） 、 し た が っ て A. ネ ス ラ ン デ ィ
遺 伝 種 1の 検 出 を 可 能 に す る 。 本 発 明 は 、 例 え ば 、 プ レ ー ト 、 ビ ー ズ 等 と い っ た 不 溶 性 支
持 体 に 固 定 化 し た 本 抗 体 を 提 供 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 各 抗 体 が 齲 蝕 原 性 細 菌 に 特 異 的 で
あ り 、 SWLA4お よ び /ま た は SWLA5； な ら び に 齲 蝕 原 性 細 菌 に 特 異 的 な 少 な く と も 1つ の さ ら
な る 抗 体 を 含 む 、 固 定 化 抗 体 の 一 群 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 齲 蝕 の 発 症 お よ び 重 症 度 を モ
ニ タ ー す る た め に 標 的 細 菌 の 量 お よ び 存 在 を 検 出 す る 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び 類 似 の
薬 剤 の 使 用 法 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ２ 】
抗 体
　 本 抗 体 は 、 齲 蝕 原 性 細 菌 に 特 異 的 に 結 合 す る 。 多 く の 態 様 に お い て 、 本 抗 体 は 実 質 的 に
単 離 さ れ て い る 。 「 実 質 的 に 単 離 さ れ た 」 ま た は 「 単 離 さ れ た 」 抗 体 と は 、 天 然 で 付 随 し
て い る 高 分 子 を 実 質 的 に 含 ま な い 抗 体 で あ る 。 実 質 的 に 含 ま な い と は 、 天 然 で 付 随 し て い
る 物 質 を 少 な く と も 50%、 好 ま し く は 少 な く と も 70%、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 80%、 さ
ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 90%含 ま な い こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 抗 体 結 合 と の 関 連 に お い て 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 と い う 用 語 は 、 特 定 の 齲 蝕 原 性 細 菌 、
例 え ば 齲 蝕 原 性 細 菌 上 の エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 の 高 結 合 活 性 お よ び /ま た は 高 親 和 性 を
指 す 。 特 定 の 齲 蝕 原 性 細 菌 上 の エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 結 合 は 、 任 意 の 他 の エ ピ ト ー プ 、
詳 細 に は 関 心 対 象 の 特 定 の 齲 蝕 原 性 細 菌 と 同 じ 試 料 に 関 連 す る ま た は 同 じ 試 料 中 の 分 子 に
存 在 し 得 る エ ピ ト ー プ に 対 す る 同 じ 抗 体 の 結 合 よ り も 強 い こ と が 好 ま し く 、 例 え ば 異 な る
齲 蝕 原 性 細 菌 上 の エ ピ ト ー プ よ り も 特 定 の 齲 蝕 原 性 細 菌 上 の エ ピ ト ー プ に よ り 強 力 に 結 合
す る か 、 ま た は 例 え ば 齲 蝕 原 性 細 菌 の 異 な る 遺 伝 種 上 の エ ピ ト ー プ よ り も 齲 蝕 原 性 細 菌 の
特 定 の 遺 伝 種 上 の エ ピ ト ー プ に よ り 強 力 に 結 合 し 、 そ の 結 果 結 合 条 件 を 調 整 す る こ と に よ
り 、 抗 体 は も っ ぱ ら 特 定 の 齲 蝕 原 性 細 菌 上 の 特 定 の エ ピ ト ー プ に の み 結 合 し 、 任 意 の 他 の
齲 蝕 原 性 細 菌 に は 結 合 し な い 。 所 与 の 齲 蝕 原 性 細 菌 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 は 、 弱 い が 検
出 可 能 な レ ベ ル で （ 例 え ば 、 関 心 対 象 の 齲 蝕 原 性 細 菌 に 対 し て 示 す 結 合 の 10%ま た は そ れ
以 下 ） 、 他 の 齲 蝕 原 性 細 菌 に 結 合 し 得 る 可 能 性 が あ る 。 そ の よ う な 弱 い 結 合 ま た は バ ッ ク
グ ラ ウ ン ド の 結 合 は 、 例 え ば 適 切 な 対 照 を 用 い る こ と に よ り 、 特 定 の 齲 蝕 原 性 細 菌 に 対 す
る 特 異 的 な 抗 体 結 合 か ら 容 易 に 識 別 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 10 - 7  M
ま た は そ れ 以 上 、 好 ま し く は 10 - 8  Mま た は そ れ 以 上 （ 例 え ば 、 10 - 9  M、 10 - 1 0  M、 10 - 1 1  M
等 ） の 結 合 親 和 性 で 特 定 の 齲 蝕 原 性 細 菌 に 結 合 す る 。 一 般 に 、 10 - 6  Mま た は そ れ 以 下 の 結
合 親 和 性 を 有 す る 抗 体 は 、 現 在 用 い ら れ て い る 従 来 法 に よ り 検 出 可 能 な レ ベ ル で 抗 原 に 結
合 し な い た め 、 有 用 で は な い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 抗 体 は 検 出 可 能 な 標 識 を 含 む 。 適 切 な 標 識 に は 、 こ れ ら に
限 定 さ れ な い が 、 放 射 性 同 位 元 素 ま た は 放 射 性 核 種 （ 例 え ば 、 3 H、 1 4 C、 1 5 N、 3 5 S、 9 0 Y、
9 9 Tc、 1 1 1 In、 1 2 5 I、 1 3 1 I） ； 蛍 光 標 識 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (FITC)、 ロ
ー ダ ミ ン 、 ラ ン タ ニ ド 蛍 光 体 、 テ キ サ ス レ ッ ド 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン 、 ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン
、 お よ び 蛍 光 タ ン パ ク 質 ； 磁 気 粒 子 ； 酵 素 標 識 （ 例 え ば 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、
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β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ） ； 化 学 発 光 標 識 ； ビ
オ チ ン 基 ； 二 次 レ ポ ー タ ー に よ っ て 認 識 さ れ る 所 定 の ポ リ ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ （ た と え ば
、 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 対 配 列 ； 二 次 抗 体 の 結 合 部 位 ； 金 属 結 合 ド メ イ ン ;赤 血 球 凝 集 素 、 FLA
G等 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い エ ピ ト ー プ タ グ ） ； 特 異 的 結 合 分 子 等 が 含 ま れ る 。 特
異 的 結 合 分 子 に は 、 ビ オ チ ン お よ び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 ジ ゴ キ シ ン お よ び 抗 ジ ゴ キ シ ン
等 の 対 が 含 ま れ る 。 適 切 な 蛍 光 タ ン パ ク 質 に は 、 Matz et al. ((1999) Nature Biotechno
logy  17:969-973)） に 記 載 さ れ て い る も の 、 任 意 の 種 に 由 来 す る 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 お
よ び そ の 誘 導 体 ； 例 を 挙 げ れ ば 、 例 え ば WO第 99/49019号 お よ び Peele et al. (2001) J. P
rotein Chem. 20:507-519に 記 載 さ れ て い る よ う な Renilla reniformis（ ウ ミ シ イ タ ケ ）
、 Renilla mulleri、 ま た は Ptilosarcus guernyi等 の 別 の 種 に 由 来 す る GFP； 「 ヒ ト 化 」
組 換 え GFP(hrGFP)（ Stratagene） ； 例 え ば U.S.特 許 第 6,066,476号 ； 第 6,020,192号 ； 第 5,
985,577号 ； 第 5,976,796号 ； 第 5,968,750号 ； 第 5,968,738号 ； 第 5,958,713号 ； 第 5;919;4
45号 ； 第 5,874,304号 に 記 載 さ れ て い る よ う な Aequoria victoria（ オ ワ ン ク ラ ゲ ） 由 来 の
GFPま た は そ の 蛍 光 変 異 体 が 含 ま れ る 。 い く つ か の 態 様 で は 、 立 体 障 害 の 可 能 性 を 低 減 す
る た め に 様 々 な 長 さ の ス ペ ー サ ー ア ー ム に よ っ て 標 識 を 結 合 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 い く つ か の 態 様 で は 、 本 抗 体 を 不 溶 性 支 持 体 上 に 固 定 化 す る 。 適 切 な 支 持 体 に は 、 プ ラ
ス チ ッ ク プ レ ー ト （ 例 え ば 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 等 ） ； ビ ー ズ
、 例 え ば ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ 、 磁 気 ビ ー ズ 等 ； 膜 、 例 え ば ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 膜 、 ニ ト
ロ セ ル ロ ー ス 膜 等 ； テ ス ト ス ト リ ッ プ ； デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク ； シ リ コ ン チ ッ プ 等 が 含 ま れ
る 。 診 断 目 的 の た め に 担 体 上 に 固 定 化 す る 抗 体 に つ い て は 、 当 技 術 分 野 に お い て 記 載 さ れ
て い る 。 例 え ば 、 Holt et al. (2000) Nucl Acids Res. 28:E72； お よ び de Wildt et al.
 (2000) Nat. Biotechnol. 18:989-994を 参 照 さ れ た い 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 そ の 上
に 本 抗 体 を 固 定 化 し た 不 溶 性 支 持 体 を 提 供 す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 不 溶 性 支 持
体 は 、 そ れ ぞ れ が 異 な る 齲 蝕 原 性 細 菌 に 対 す る 特 異 性 を 有 す る 2つ ま た は そ れ 以 上 の 抗 体
を 含 む 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 不 溶 性 支 持 体 は 支 持 体 上 に 固 定 化 し た SWLA4を 含 む
。 他 の 態 様 に お い て 、 本 不 溶 性 支 持 体 は 支 持 体 上 に 固 定 化 し た SWLA5を 含 む 。 他 の 態 様 に
お い て 、 本 不 溶 性 支 持 体 は SWLA4お よ び SWLA5を 含 む 。 こ れ ら の 態 様 の い ず れ か に お い て は
、 本 不 溶 性 支 持 体 は 、 L. カ セ イ ま た は A. ネ ス ラ ン デ ィ 遺 伝 種 1以 外 の 齲 蝕 原 性 細 菌 に 特
異 的 な 少 な く と も 1つ の さ ら な る 抗 体 を さ ら に 含 む こ と に な る 。 例 え ば 、 本 不 溶 性 支 持 体
は 、 S. ミ ュ ー タ ン ス (mutans)に 特 異 的 な 抗 体 を さ ら に 含 み 得 る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 少 量 の 試 料 中 の 少 数 の 標 的 細 菌 を 検 出 で き る た め 、 標
的 細 菌 の ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、 こ れ ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ
り 、 歯 科 医 院 で ま た は 患 者 の 自 宅 で 齲 蝕 リ ス ク の 評 価 に 用 い る こ と が で き る 簡 便 か つ 安 価
な 齲 蝕 検 出 法 の 開 発 が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 最 も 好 ま し い 抗 体 は 、 標 的 細 菌 に 選 択 的 に 結 合 し 、 非 標 的 細 菌 に は 結 合 し な い （ ま た は
弱 く 結 合 す る ） こ と に な る 。 特 に 意 図 す る 抗 体 に は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 お よ び 標 的 細
菌 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 含 む モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 断 片 が 含 ま れ る 。 本 発 明 は ま た 、 標 的 細
菌 を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 断 片 も 包 含 す る 。 本 明 細 書 で 用 い る 抗 体 断 片 は 、 そ の 標 的 、 す
な わ ち 標 的 細 菌 上 の 抗 原 結 合 領 域 に 結 合 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 少 な く と も 一 部 分 と 定
義 す る 。 こ れ に は 、 適 切 な 特 異 性 を 有 す る Fv、 Fab、 Fab'、 お よ び F(ab)' 2 断 片 が 含 ま れ る
。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は 、 標 的 細 菌 の 表 面 上 に 認 め ら れ る 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を さ ら に 含 む 。 そ の 抗 体 が 結 合 す る 抗 原 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ る SWLA4と 命
名 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ま た は ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ る SWLA5と 命 名 し た モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 少 な く と も 1つ が 結 合 す る 抗 原 の 1つ で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
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　 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す る 方 法 は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 こ れ に は 、
フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 、 お よ び 標 的 細 菌 に 対 す る 抗 体 を 産 生 す る 患 者 に 由 来 す る Bリ ン
パ 球 を 用 い た ヒ ト ハ イ ブ リ ド ー マ の 単 離 、 な ら び に イ ン ビ ト ロ 免 疫 法 が 含 ま れ る 。 そ の よ
う な 技 法 は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 例 え ば 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る
C. A. K. Borrebaeck, ed., "Antibody Engineering"(2d ed., Oxford University Press
, New York, 1995) に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は ヒ ト 化 抗 体 を 含 む キ メ ラ 抗 体 を さ ら に 含 む 。 こ れ に は 、 以 下 の う ち の 1つ の 相
補 性 決 定 領 域 と 同 一 で あ る 相 補 性 決 定 領 域 を 有 す る キ メ ラ 抗 体 が 含 ま れ る ：
(a) SWLA4と 命 名 し た 、 ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ； ま た は
(b) SWLA5と 命 名 し た 、 ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ る 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 標 的 細 菌 の 表 面 上 の 抗 原 と 結 合 す る 抗 体 の 相 補 性 決 定 領 域 と 同 一 で あ る 相 補 性 決 定 領 域
を 有 し 、 か つ 標 的 細 菌 の 表 面 上 の 抗 原 に 対 す る 結 合 に お い て SWLA4ま た は SWLA5の 少 な く と
も 1つ と モ ル 基 準 で 少 な く と も 約 80%程 度 の 効 率 で 競 合 し 得 る キ メ ラ 抗 体 も ま た 、 本 発 明 の
範 囲 内 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 こ れ ら の キ メ ラ 抗 体 は 標 的 細 菌 の 表 面 上 の 抗 原 と 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 相 補 性 決 定 領 域
の 由 来 す る 種 と は 異 な る 種 に 由 来 す る 重 鎖 ま た は 軽 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も 一 部 分
を 有 す る 。 1つ の 変 法 に お い て は 、 キ メ ラ 抗 体 が ヒ ト 化 抗 体 と な る よ う 、 重 鎖 ま た は 軽 鎖
の ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も 一 部 分 は ヒ ト に 由 来 す る 。 こ の 変 法 の 変 形 に お い て は 、 相 補
性 決 定 領 域 の 外 側 の 重 鎖 ま た は 軽 鎖 の 実 質 的 に す べ て の ア ミ ノ 酸 配 列 が ヒ ト に 由 来 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 示 し た よ う に 、 本 発 明 に 基 づ く キ メ ラ 抗 体 は 、 非 ヒ ト 抗 原 結 合 部 位 お よ び ヒ ト 化 エ フ ェ
ク タ ー 結 合 領 域 を 有 し 得 る 。 非 ヒ ト 抗 原 結 合 部 位 に は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 マ ウ ス
、 イ ヌ 、 ネ コ 、 も し く は 他 の 家 畜 モ デ ル 、 ま た は 他 の 哺 乳 動 物 の 抗 原 結 合 部 位 が 含 ま れ る
。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ヒ ト 化 抗 体 を 含 む キ メ ラ 抗 体 を 産 生 す る 方 法 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 例 え
ば 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る C. A. K. Borrebaeck, ed., "Antibody Engineer
ing"(2d ed., Oxford University Press, New York, 1995) に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 の よ う に 標 的 細 菌 の 細 胞 表 面 上 の 抗 原 に 対 し て 適 切 な 特 異 性 を 有 す る 、
一 般 に sFvと し て 知 ら れ て い る 一 本 鎖 結 合 断 片 を さ ら に 含 む 。 そ の よ う な sFvを 調 製 す る 方
法 は 当 技 術 分 野 に お い て 一 般 に 周 知 で あ り 、 例 え ば 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る
C. A. K. Borrebaeck, ed., "Antibody Engineering"(2d ed., Oxford University Press
, New York, 1995) に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
抗 体 の 調 製
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 融 合 法 に よ り 、 ま た は EBV不 死 化 技 術 を 利 用 し た 技 法 に よ り 、 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 SWLA4お よ び SWLA5を 調 製 す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 融 合 法 は 、 Kohler
お よ び Milsteinに よ っ て 初 め て 導 入 さ れ た (Kohler and Milstein, (1975)； Brown et al.
, (1981)； Brown et al.,(1980)； Yeh et al., (1976)； お よ び Yeh et al., (1982)を 参
照 の こ と ) 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 こ れ ら の 技 法 は 、 動 物 に お い て 所 望 の 免 疫 応 答 (す な わ ち 抗 体 の 産 生 )を 誘 発 す る た め の
、 動 物 （ 例 え ば マ ウ ス ） へ の 免 疫 原 （ 例 え ば 、 精 製 抗 原 、 ま た は 抗 原 を 有 す る 細 胞 も し く
は 細 胞 抽 出 物 ） の 注 射 を 含 む 。 例 え ば 、 全 細 胞 形 態 の 標 的 細 菌 を 免 疫 原 と し て 使 用 す る こ
と が で き る 。 本 明 細 書 に お け る 例 示 的 な 実 施 例 で は 、 全 細 胞 標 的 細 菌 を 免 疫 原 と し て 使 用
し た 。 例 え ば マ ウ ス 等 に 細 胞 を 繰 り 返 し 注 射 し 、 十 分 な 期 間 が 経 過 し た 後 に マ ウ ス を 屠 殺
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し 、 体 細 胞 性 抗 体 産 生 細 胞 を 得 る 。 例 え ば ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 等 の 他 の 哺 乳 動 物 モ デ ル ； お よ
び 例 え ば カ エ ル の 体 細 胞 と い っ た 非 哺 乳 動 物 モ デ ル を 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。 通 常 、 ポ
リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (PEG)等 の 融 合 剤 の 存 在 下 に お い て 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 す る こ
と に よ り 、 所 望 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る 細 胞 染 色 体 を 不 死 化 す る 。 標 準 的 な 技 法 に
従 っ て 、 多 く の ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 の い ず れ か を 融 合 相 手 と し て 用 い る こ と が で き る ； 例 え
ば 、 P3-NSI/1-Ag4-1、 P3-x63-Ag8.653、 ま た は Sp2/0－ Ag14ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 で あ る 。 こ
れ ら の ミ エ ロ ー マ 株 は 、 メ リ ー ラ ン ド 州 、 ロ ッ ク ビ ル の American Type Culture Collecti
on (ATCC)か ら 入 手 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 次 い で 、 融 合 し な か っ た 親 ミ エ ロ ー マ 細 胞 ま た は リ ン パ 球 細 胞 が 最 終 的 に 死 滅 す る HAT
培 地 等 の 選 択 培 地 に お い て 、 所 望 の ハ イ ブ リ ド ー マ を 含 む 得 ら れ た 細 胞 を 培 養 す る 。 ハ イ
ブ リ ド ー マ 細 胞 の み が 生 存 し 、 限 界 希 釈 条 件 下 に お い て 増 殖 し 得 り 、 単 離 さ れ た ク ロ ー ン
が 得 ら れ る 。 例 え ば 、 免 疫 に 使 用 し た 抗 原 を 用 い た 免 疫 測 定 法 に よ り 、 所 望 の 特 異 性 を 有
す る 抗 体 の 存 在 に つ い て ハ イ ブ リ ド ー マ の 上 清 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 次 に 、 限 界 希 釈 条
件 下 に お い て 陽 性 ク ロ ー ン を サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 産 生 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 単 離
す る こ と が で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 他 の タ ン パ ク 質 お よ び 他 の 混 入 物 を 含 ま な い よ
う に す る た め の 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 単 離 お よ び 精 製 す る た め の 種 々 の 従 来 法 が 存 在 す
る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 精 製 す る た め に 通 常 用 い ら れ る 方 法 に は 、 硫 安 沈 殿 、 イ オ ン 交
換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 お よ び ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー が 含 ま れ る (Zola et a
l. (1982))。 こ れ ら の 方 法 に 従 っ て 作 製 し た ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知
の 方 法 を 用 い て (一 般 的 に 、 Fink et al., 前 記 、 1984を 参 照 の こ と )、 イ ン ビ ト ロ ま た は
イ ン ビ ボ に お い て （ 腹 水 中 で ） 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 一 般 に 、 例 え ば 実 験 培 養 容 器 中 で 個 々 の 細 胞 株 を イ ン ビ ト ロ で で 増 殖 さ せ る こ と が で き
、 デ カ ン テ ー シ ョ ン 、 濾 過 、 ま た は 遠 心 分 離 に よ り 、 高 濃 度 の 単 一 の 特 定 モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 含 む 培 養 液 を 回 収 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 最 初 の 融 合 の た め に 体 細 胞 お よ び ミ
エ ロ ー マ 細 胞 を 提 供 す る の に 用 い た 種 類 の 組 織 適 合 動 物 に ハ イ ブ リ ド ー マ 試 料 を 注 射 す る
こ と に よ り 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 収 率 を 上 げ る こ と が で き る 。 注 射 し た 動 物 に お い て 、
融 合 し た 細 胞 雑 種 に よ っ て 産 生 さ れ る 特 定 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る 腫 瘍 が 生 じ る
。 腹 水 ま た は 血 清 等 の 動 物 の 体 液 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 高 濃 度 で 提 供 す る 。 ヒ ト ハ イ
ブ リ ド ー マ ま た は EBVハ イ ブ リ ド ー マ を 用 い る 場 合 、 マ ウ ス 等 の 動 物 に 注 射 し た 異 種 移 植
片 の 拒 絶 を 回 避 す る 必 要 が あ る 。 免 疫 不 全 マ ウ ス も し く は ヌ ー ド マ ウ ス を 用 い る こ と が で
き 、 ま た は 、 ま ず 照 射 ヌ ー ド マ ウ ス に 固 形 の 皮 下 腫 瘍 と し て ハ イ ブ リ ド ー マ を 継 代 し 、 そ
れ を イ ン ビ ト ロ で 培 養 し 、 次 に プ リ ス タ ン で 初 回 刺 激 し た 照 射 ヌ ー ド マ ウ ス の 腹 腔 内 に 注
射 し 、 大 量 の 特 定 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る 腹 水 腫 瘍 を 生 じ さ せ る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 マ ウ ス 抗 体 で 治 療 し た 患 者 は ヒ ト 抗 マ ウ ス 抗 体 を 産 生 す る た め (Shawler et al., (1985
))、 特 定 の 治 療 用 途 の た め に は 、 マ ウ ス 抗 体 よ り も キ メ ラ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ マ ウ ス -
ヒ ト ） ま た は ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 方 が 好 ま し い 場 合 が あ る 。 例 え ば 、 キ メ ラ 抗 体 の
作 製 の た め に 開 発 さ れ た 技 法 に よ り （ Oi et al., (1986)； Liu et al., (1987)） 、 標 的
細 菌 と 反 応 す る キ メ ラ マ ウ ス -ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る こ と が で き る 。 し た が
っ て 、 SWLA4ま た は SWLA5抗 体 分 子 の 定 常 領 域 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 、 適 切 な 生 物 活 性 （ 本
発 明 の 標 的 細 菌 に 選 択 的 に 結 合 す る 能 力 等 ） を 有 し た ま ま 、 抗 体 の 定 常 領 域 を コ ー ド す る
ヒ ト 遺 伝 子 と 置 換 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 SWLA4ま た は SWLA5抗 体 に 類 似 し 、 か つ 適 切 な 生 物 学 的 機 能 を 有 す る 、 マ ウ ス ま た は ヒ ト
由 来 の 新 規 な 抗 体 を 作 製 す る こ と も で き る 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 SWLA4ま た は SWLA5の う ち の
1つ と 同 一 の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR)を 有 し 得 る 。 ま た は 、 こ れ ら の 抗 体 は 、 本 発 明 の 標 的 細
菌 の 表 面 上 の 抗 原 と 結 合 し 得 り 、 か つ 標 的 細 菌 の 表 面 上 の 抗 原 に 対 す る 結 合 に お い て SWLA
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4ま た は SWLA5の 少 な く と も 1つ と モ ル 基 準 で 少 な く と も 約 80%程 度 の 効 率 で 競 合 し 得 る 。 こ
れ ら の 抗 体 は 、 以 下 の 表 1に 記 載 す る 非 標 的 細 菌 株 の い ず れ と も 実 質 的 に 反 応 性 が な い 。
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 モ ル 基 準 で 少 な く と も 約 90%程 度 の 効 率 で 競 合 す る こ と が 好 ま し
い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 Borrebaeck et al.(1988)に よ り 記 載 さ れ て い る よ う に 、 例 え ば 本 発 明 の 抗 体 SWLA4ま た
は SWLA5と 結 合 す る 標 的 細 菌 の 細 胞 表 面 の 一 部 分 と い っ た 抗 原 を 用 い て 、 イ ン ビ ト ロ で 抗
原 に 対 し て ヒ ト 細 胞 を 感 作 し 、 続 い て 抗 原 感 作 細 胞 を EBV形 質 転 換 す る か 、 ま た は 抗 原 感
作 細 胞 を マ ウ ス も し く は ヒ ト 細 胞 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る こ と に よ り 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
方 法
　 標 的 細 菌 抗 原 に 対 す る SWLA4お よ び SWLA5抗 体 の 特 異 性 に よ っ て 、 こ れ ら の 抗 体 は 、 齲 蝕
管 理 に お け る ス ク リ ー ニ ン グ 、 診 断 、 予 防 、 お よ び 経 過 観 察 ア ッ セ イ 、 画 像 法 、 な ら び に
治 療 法 の た め の 優 れ た マ ー カ ー と な る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 多 く の 態 様 に お い て 、 本 方 法 は 、 細 菌 試 料 を 本 抗 体 と 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び 本 抗 体 と
生 物 試 料 中 の 分 子 と の 特 異 的 結 合 を 検 出 す る 段 階 を 含 む 。 「 生 物 試 料 」 は 個 体 か ら 採 取 さ
れ る 様 々 な 試 料 の 種 類 （ 例 え ば 、 生 体 液 、 生 物 組 織 ） を 包 含 し 、 診 断 ア ッ セ イ ま た は モ ニ
タ リ ン グ ア ッ セ イ に こ れ を 用 い る こ と が で き る 。 多 く の 態 様 に お い て 、 生 物 試 料 は 唾 液 、
ま た は 他 の 口 腔 も し く は 歯 の 組 織 も し く は 分 泌 物 で あ る 。 こ の 定 義 に は 、 採 取 し た 後 に 、
試 薬 に よ る 処 理 、 可 溶 化 、 ま た は 特 定 の 細 菌 等 の 特 定 の 成 分 の 濃 縮 の よ う な 任 意 の 方 法 で
操 作 し た 試 料 も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 は 、 標 的 細 菌 の 検 出 、 お よ び 齲 蝕 ま た は そ の リ ス ク の 診 断 に 有 用 で あ る 様 々 な 免
疫 測 定 法 を 提 供 す る 。 こ れ に は 、 様 々 な 種 類 の 放 射 免 疫 測 定 法 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法
(ELISA)、 酵 素 結 合 免 疫 蛍 光 測 定 法 (FLIFA)等 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 、 当 技 術 分 野
に お い て 周 知 の 様 々 な 免 疫 測 定 型 式 が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 コ ロ イ ド 金 に 基 づ く
比 色 測 定 法 、 な ら び に 放 射 標 識 し た SWLA4お よ び SWLA5抗 体 を 用 い た 放 射 線 シ ン チ グ ラ フ ィ
ー 画 像 法 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 、 齲 蝕 の 検 出 が 可 能 な 免 疫 画 像 法 を 提 供 す る (例
え ば 、 1990年 4月 24日 に 公 表 さ れ た U.S.特 許 第 4,920,059号 ； 1992年 1月 7日 に 公 表 さ れ た U.
S.特 許 第 5,079,172号 を 参 照 の こ と )。 さ ら に は 、 本 発 明 の 抗 体 を 他 の 色 素 ま た は 蛍 光 マ ー
カ ー と 結 合 さ せ 、 齲 蝕 を 画 像 化 す る た め に 歯 に 直 接 用 い る こ と も で き る 。 そ の よ う な ア ッ
セ イ 法 は 、 齲 蝕 の 検 出 お よ び モ ニ タ リ ン グ に お い て 、 臨 床 的 に 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 。
そ の よ う な 測 定 法 は 、 一 般 に 、 本 発 明 の SWLA4お よ び SWLA5抗 体 の 1つ ま た は 複 数 を 用 い る
段 階 を 含 み 、 い く つ か の 態 様 に お い て は 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る U.S.特 許
第 6,231,857号 に お い て 開 示 し た SWLA1、 SWLA2、 お よ び SWLA3抗 体 と 併 用 し て 用 い る 段 階 を
含 む 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 免 疫 測 定 法 お よ び 画 像 法 に 加 え て 、 本 発 明 は ま た 、 例 え ば 齲 蝕 治 療 の た め の 治 療 薬 、 診
断 薬 、 ま た は 細 胞 毒 性 薬 に 結 合 し た 、 SWLA4も し く は SWLA5抗 体 の 抗 原 結 合 領 域 を 含 む 分 子
ま た は 抗 原 結 合 領 域 を 含 む そ の 断 片 を 含 む 免 疫 複 合 体 を 含 む 。 細 胞 毒 性 薬 の 例 に は 、 こ れ
ら に 限 定 さ れ な い が 、 ク ロ ル ヘ キ シ ジ ン 、 フ ッ 化 物 、 リ シ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ダ ウ ノ ル
ビ シ ン 、 タ キ ソ ー ル 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 エ ト ポ シ ド 、 テ ノ ポ シ ド 、 ビ ン
ク リ ス チ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 コ ル ヒ チ ン 、 ジ ヒ ド ロ キ シ ア ン ト ラ セ ン ジ オ ン 、 ア ク チ ノ
マ イ シ ン D、 ジ フ テ リ ア 毒 素 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 外 毒 素 (PE)A、 PE40、 ア ブ リ ン 、 グ ル コ コ ル
チ コ イ ド 、 お よ び 放 射 性 同 位 元 素 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の SWLA4お よ び SWLA5モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ の 両 方 に
お い て 、 齲 蝕 の 検 出 の た め の 診 断 用 途 に 有 用 で あ る 。 イ ン ビ ト ロ 診 断 法 は 当 技 術 分 野 に お
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い て 周 知 で あ り （ 例 え ば 、 Roth, 前 記 、  1986、 お よ び Kupchik, 前 記 、 1988を 参 照 の こ と
） 、 こ れ に は 齲 蝕 の 免 疫 組 織 学 的 検 出 ま た は 標 的 細 菌 (例 え ば 、 唾 液 試 料 ま た は 他 の 生 体
液 中 の )の 血 清 学 的 検 出 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 免 疫 組 織 学 的 技 法 は 、 唾 液 、 歯 石 、 歯 垢 試 料 等 の 生 体 試 料 を 本 発 明 の 抗 体 と 接 触 さ せ る
段 階 、 お よ び 次 の 試 料 に お け る 抗 原 と 複 合 体 を 形 成 し た 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る 段 階 を 含 む
。 試 料 に よ る そ の よ う な 抗 体 -抗 原 複 合 体 の 形 成 に よ り 、 抗 原 、 標 的 細 菌 の 存 在 が 示 さ れ
る 。 試 料 中 の 抗 体 の 検 出 は 、 免 疫 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 染 色 法 、 ア ビ ジ ン -ビ オ チ ン (ABC)法 、
ま た は 免 疫 蛍 光 法 等 の 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 技 法 を 用 い て 行 う こ と が で き る （ Ciocca
 et al., (1986)； Helistrom et al., (1986)； お よ び Kimball (ed.,), (1986)） 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 血 清 学 的 診 断 法 は 、 齲 蝕 を 有 す る 患 者 の 唾 液 ま た は 他 の 生 体 液 中 に 分 泌 さ れ た ま た は 「
放 出 さ れ た 」 標 的 細 菌 抗 原 の 検 出 お よ び 定 量 化 を 含 む 。 「 放 出 さ れ た 」 抗 原 と 反 応 す る 抗
体 を 用 い て 液 体 試 料 中 の 抗 原 の 存 在 を 検 出 す る 放 射 免 疫 測 定 法 (RIA)ま た は 酵 素 結 合 免 疫
吸 着 測 定 法 (ELISA)等 の 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 技 法 を 用 い て 、 唾 液 に お い て そ の よ う
な 抗 原 を 検 出 す る こ と が で き る (例 え ば 、 Uotila et al., (1981)、 お よ び Allum et al., 
1986を 参 照 の こ と )。 し た が っ て 、 本 明 細 書 に 開 示 し た 抗 体 を 用 い る こ れ ら の 測 定 法 を 、
生 体 液 中 の 標 的 細 菌 の 検 出 に 用 い る こ と が で き る 。 よ っ て 、 抗 原 -抗 体 反 応 を 含 む ほ と ん
ど の 測 定 法 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 を 用 い る こ と が で き る こ と は 、 前 記 か ら 明 白 で あ る 。
こ れ ら の 測 定 法 に は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 液 相 お よ び 固 相 両 方 の 標 準 的 な RIA法 、
な ら び に ELISA測 定 法 、 免 疫 蛍 光 法 、 お よ び 他 の 免 疫 細 胞 化 学 測 定 法 が 含 ま れ る (例 え ば 、
Sikora et al. (1984)を 参 照 の こ と )。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 齲 蝕 を 検 出 す る イ ン ビ ボ 診 断 用 途 に も 有 用 で あ る 。 1つ の そ の よ う な
ア プ ロ ー チ に は 、 標 的 細 菌 に 結 合 し た 場 合 に 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 じ る 適 切 な イ メ ー ジ
ン グ 試 薬 で 標 識 し た 抗 体 を 用 い た 画 像 法 に よ る 、 イ ン ビ ボ で の 齲 蝕 の 検 出 を 含 む 。 イ メ ー
ジ ン グ 試 薬 お よ び そ の よ う な 試 薬 を 用 い た 抗 体 の 標 識 手 順 は 周 知 で あ る (例 え ば 、 Wensel 
and Meares, (1983)； Colcher et al., (1986)を 参 照 の こ と )。 標 識 抗 体 は 、 放 射 性 核 種
ス キ ャ ニ ン グ 等 の 技 法 に よ り 検 出 し て も よ い (例 え ば 、 Bradwell et al. (1985)を 参 照 の
こ と )。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 免 疫 複 合 体 に お い て 使 用 す る 抗 体 断 片 に は 、 Fv、 Fab、 Fab'、 ま た は F(ab)' 2 断 片 が 含 ま
れ 得 る 。 こ れ ら の 断 片 は 一 般 に 完 全 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン よ り も 免 疫 原 性 が 低 い た め 、 特 に 治
療 状 況 に お い て は 、 Fv、 Fab、 Fab'、 ま た は F(ab)' 2 断 片 等 の 免 疫 反 応 性 断 片 を 用 い る こ と
が 好 ま し い 場 合 が 多 い 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 複 合 体 を 形 成 し て い な い 抗 体 と 同 様 、 自 然 に 標
的 細 菌 細 胞 を 標 的 し て 細 胞 を 死 滅 さ せ 、 ひ い て は 標 的 細 菌 の 蓄 積 に 起 因 す る 齲 蝕 を 予 防 お
よ び ま た は 治 療 す る 有 用 な 治 療 薬 と な り 得 る 。 治 療 薬 を 抗 体 に 結 合 さ せ る 技 法 は 周 知 で あ
る （ 例 え ば 、 Arnon et al., 1985； Hellstrom et al., 1987； Thorpe, (1985)； お よ び Th
orpe et al.,(1982)を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 SWLA4お よ び SELA5抗 体 は ま た 、 標 的 細 菌 タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド を 精 製 す る 方 法 、 な
ら び に 相 同 的 な 分 子 お よ び 関 連 分 子 を 単 離 す る 方 法 に お い て 用 い る こ と も で き る 。 捕 獲 試
薬 と し て 抗 体 を 用 い る タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド の 精 製 法 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で
あ る 。 例 え ば 、 1つ の 態 様 に お い て 、 標 的 細 菌 タ ン パ ク 質 の 精 製 法 は 、 SWLA4ま た は SELA5
抗 体 が 標 的 細 菌 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド に 結 合 し 得 る 条 件 下 に お い て 、 固 相 基 質 に 結 合
さ せ た SWLA4ま た は SELA5抗 体 を 、 標 的 細 菌 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を 含 む 溶 解 液 ま た は
他 の 溶 液 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 ； 固 相 基 質 を 洗 浄 し て 不 純 物 を 除 去 す る 段 階 ； お
よ び 結 合 さ せ た 抗 体 か ら 標 的 細 菌 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を 溶 出 す る 段 階 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 は 、 対 象 の 歯 に お け る 、 ま た は 対 象 の 唾 液 、 歯 垢 、 も し く は 歯 石 試 料 中 の 対 象 細
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菌 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 を 含 み 、 こ の 方 法 は 、 少 な く と も 1つ の 歯 ま た は 試 料 を SWLA4ま た
は SELA5抗 体 と 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び 歯 に お け る ま た は 試 料 中 の 標 的 細 菌 と 抗 体 と の 結
合 を 検 出 す る 段 階 を 含 む 。 歯 磨 き 粉 、 う が い 薬 、 ト ロ ー チ 剤 、 ゲ ル 、 粉 末 、 ス プ レ ー 、 液
体 、 錠 剤 、 ま た は チ ュ ー イ ン ガ ム 中 に 含 め る こ と に よ り 、 歯 の 表 面 に 抗 体 を 局 所 的 に 投 与
す る こ と が で き る 。 歯 お よ び ま た は 試 料 を 標 識 抗 体 と 接 触 さ せ た 結 果 と し て 、 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 と 標 的 細 菌 細 胞 と の 間 で 形 成 さ れ た 複 合 体 の 存 在 を 判 定 す る こ と に よ り 、 複 合 体
が 試 料 中 の 標 的 細 菌 の 存 在 を 示 唆 す る た め 、 標 的 細 菌 の 存 在 を 検 出 す る こ と が で き る 。 直
接 的 ま た は 間 接 的 に 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 じ る よ う に 、 本 発 明 の 抗 体 を 標 識 す る こ と が
で き る 。 標 識 は 、 例 え ば 以 下 の 化 合 物 ： 放 射 標 識 、 酵 素 、 発 色 団 、 化 学 発 光 成 分 、 生 物 発
光 成 分 、 ま た は 蛍 光 剤 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。 蛍 光 剤 を 用 い る 場 合 、 蛍 光 は 、 蛍 光 顕
微 鏡 、 蛍 光 光 度 計 、 ま た は フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 検 出 で き る 。 ま た 、 コ ロ イ ド 金 比
色 分 析 系 も 標 的 細 菌 の 存 在 の 検 出 に 用 い る こ と が で き る 。 コ ロ イ ド 金 系 は 当 技 術 分 野 に お
い て 周 知 で あ る (J. A. K. Hasan, et al. (1994)； お よ び E. Harlow, D. Lane. (1988))
。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 対 象 に お け る 齲 蝕 の 初 期 兆 候 を 診 断 す る 方 法 を 含 む 。 こ の 方 法 は 、 本 発
明 の 抗 体 を 用 い て 、 対 象 の 少 な く と も 1つ の 歯 に お い て 、 ま た は 対 象 の 唾 液 、 歯 垢 、 も し
く は 歯 石 試 料 に お い て 、 存 在 す る 標 的 細 菌 の 数 を 定 量 的 に 測 定 し 、 そ の よ う に し て 測 定 し
た 標 的 細 菌 細 胞 の 数 を 正 常 対 照 、 す な わ ち 齲 蝕 の な い 対 象 の 試 料 に お け る 数 と 比 較 す る こ
と に よ っ て 達 成 し 得 る 。 標 的 細 菌 の 正 常 範 囲 は 、 上 記 の 検 出 法 （ す な わ ち 標 的 細 菌 に 対 す
る 標 識 抗 体 を 検 出 す る ） の い ず れ か を 用 い て 、 正 常 対 象 ま た は 齲 蝕 の な い 対 象 に お け る 標
的 細 菌 の 量 を 定 量 化 す る こ と に よ っ て 決 定 し 得 る 。 例 え ば 、 正 常 範 囲 は 、 1 x 10 5 細 胞 /ml
ま た は 1 x 10 5 細 胞 /～ 1 x 10 6 細 胞 /mlで あ っ て よ い 。 他 の 範 囲 も 可 能 で あ る 。 対 象 に 正 常
範 囲 を 超 え る あ る 程 度 多 量 の 標 的 細 菌 が 存 在 す る 場 合 、 そ の 対 象 に お い て 齲 蝕 の 初 期 兆 候
が 示 唆 さ れ る こ と に な る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 対 象 に お い て 齲 蝕 の 経 過 を モ ニ タ ー す る 方 法 を 含 む 。 本 発 明 の 抗 体 を 用
い て 、 異 な る 時 点 に お い て 、 歯 、 ま た は 対 象 の 唾 液 、 歯 垢 、 も し く は 歯 石 試 料 を 試 験 し 、
存 在 す る 標 的 細 菌 の レ ベ ル に 変 化 が あ る か ど う か を 判 定 す る こ と が で き る 。 そ の 個 体 に お
け る 前 回 の 測 定 値 を 越 え る 増 加 は 、 齲 蝕 活 動 性 の 増 加 を 示 唆 す る こ と に な る 。 例 え ば 、 対
象 の 唾 液 試 料 の 最 初 の 試 験 が 1 x 10 5 標 的 細 菌 細 胞 /mlよ り も 少 な い 結 果 で あ っ た が 、 そ の
後 に 採 取 し た 試 料 が 1 x 10 5 標 的 細 菌 細 胞 /mlを 超 え る 結 果 を も た ら し た 場 合 、 対 象 に お い
て 齲 蝕 リ ス ク が 増 加 し た こ と が 示 唆 さ れ る こ と に な る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 SWLA4も し く は SWLA5抗 体 、 あ る い は 標 的 細 菌 抗 原 結 合 活 性 を 含 む そ の
断 片 を 対 象 の 歯 に 対 し て 局 所 的 に 投 与 す る こ と に よ り 、 齲 蝕 か ら 歯 を 予 防 す る 方 法 を 含 む
。 例 え ば 、 標 準 的 方 法 を 用 い て 製 剤 化 し た 歯 磨 き 粉 、 う が い 薬 、 ト ロ ー チ 剤 、 ゲ ル 、 粉 末
、 ス プ レ ー 、 液 体 、 錠 剤 、 ま た は チ ュ ー イ ン ガ ム を 用 い て 、 抗 体 を 歯 の 表 面 に 局 所 的 に 投
与 す る こ と が で き る 。 細 菌 を 死 滅 さ せ る 毒 剤 に 抗 体 を 結 合 し 、 例 え ば 上 記 の 方 法 の い ず れ
か に よ り 歯 の 表 面 に 投 与 す る こ と が で き る 。 当 業 者 に 周 知 の 方 法 を 用 い て 、 本 発 明 の モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 適 正 量 を 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る （ 一 般 的 に 、 Goodman, et al. (e
d.), 1993を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
キ ッ ト
　 診 断 キ ッ ト を 用 い て 、 標 的 細 菌 を 検 出 す る 本 明 細 書 に 記 載 し た 方 法 を 実 施 し て も よ い (
例 え ば 、 1992年 8月 25日 に 公 表 さ れ た U.S.特 許 第 5,141,850号 ； 1993年 4月 13日 に 公 表 さ れ
た U.S.特 許 第 5,202,267号 ； 1996年 11月 5日 に 公 表 さ れ た U.S.特 許 第 5,571,726号 ； 1997年 2
月 11日 に 公 表 さ れ た U.S.特 許 第 5,602,040号 )。 そ の よ う な キ ッ ト は 、 本 発 明 の 少 な く と も
1つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 お よ び 歯 、 ま た は 対 象 か ら 採 取 し た 例 え ば 唾 液 の よ う な 試 料
中 に 存 在 す る 標 的 細 菌 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 を 検 出 す る た め の 試 薬 を 含 む 。
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試 薬 は 、 例 え ば 、 蛍 光 に よ っ て 検 出 し 得 る 薬 剤 、 お よ び 緩 衝 剤 等 の 補 助 剤 を 含 む 。 キ ッ ト
は ま た 、 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る た め の 、 お よ び /ま た は 処 理 の た め に 試 料 を 診 断 用 研 究
室 に 運 ぶ た め の 器 具 ま た は 容 器 、 な ら び に 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る た め の 適 切 な 取 扱 い 説
明 書 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
発 明 の 利 点  
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る と 、 歯 垢 形 成 過 程 に お け る 、 他 の 細 菌 種 と 比 較 し
た 標 的 細 菌 細 胞 の 詳 細 な ト ポ ロ ジ ー お よ び 比 率 、 な ら び に 対 象 に お け る 齲 蝕 病 変 の 開 始 お
よ び 進 行 過 程 を モ ニ タ ー す る こ と が 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 蛍 光 顕 微 鏡 を 用 い て ） 。 換 言 す
れ ば 、 こ の こ と は 齲 蝕 治 療 の 改 善 の 開 発 に つ な が り 得 る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 抗 体 を 通 常 の
色 素 ま た は 蛍 光 色 素 と 結 合 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 抗 体 を 含 む 溶 液 は 、 患 者 の 口 を
す す ぐ た め に 用 い る こ と が で き る 。 色 素 結 合 抗 体 は 、 齲 蝕 の 位 置 に 結 合 し 得 る 。 ビ デ オ ま
た は デ ジ タ ル マ イ ク ロ カ メ ラ に よ り 、 TVス ク リ ー ン 上 に 齲 蝕 の 画 像 が 示 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 蛍 光 色 素 結 合 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ビ デ オ 画 像 法 を 用 い て 、 感 染 部 位 に お け る 細 菌
を 標 識 す る こ と が 可 能 で あ り 、 し た が っ て 、 こ れ は 初 期 段 階 に お け る 齲 蝕 病 変 の 検 出 、 お
よ び 病 変 が 活 動 的 で あ る か 否 か の 判 定 に 役 立 つ 。 こ れ に よ り 診 断 、 治 療 が 促 進 さ れ 、 さ ら
に 歯 科 衛 生 の 管 理 が 改 善 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 基 づ く 本 発 明 の 検 出 方 法 に よ り 、 現 行 法 と 比 較 し て 顕 著 な 利 点 を
有 す る 、 対 象 に お け る 標 的 細 菌 を 定 量 的 に 測 定 す る た め の 、 迅 速 、 正 確 、 か つ 経 済 的 な 方
法 が 可 能 に な る 。 有 効 か つ 正 確 な 齲 蝕 リ ス ク 評 価 系 の 開 発 へ の 第 1段 階 と し て 、 標 的 細 菌
を 検 出 お よ び 計 数 す る た め の 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 蛍 光 定 量 法 を 併 用 し た 方 法 を 本 研 究
に お い て 記 載 し た 。 こ れ ら の 方 法 、 特 に フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー は 、 高 い 特 異 性 で 細 菌 を 迅
速 に 検 出 し 、 高 い 精 度 で 細 菌 を 計 数 し 得 る 。 こ れ ら の 方 法 に よ り 、 短 期 間 の 間 に 低 コ ス ト
で 多 数 の 唾 液 試 料 を 処 理 す る こ と が 可 能 に な る 。 こ れ に よ り 、 唾 液 中 の 標 的 細 菌 の 数 と 齲
蝕 の 存 在 お よ び 進 行 速 度 と の 間 の 相 関 性 を 再 評 価 す る た め の 、 低 コ ス ト で 正 確 な 測 定 法 が
可 能 に な る と 考 え ら れ る 。 そ の よ う な 測 定 法 は 、 テ ス ト ス ト リ ッ プ 上 の コ ロ イ ド 金 比 色 分
析 系 に 連 結 さ せ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら 構 成 さ れ 得 る 。 本 発 明 は 、 新 鮮 な 唾 液 中 に 単 に
浸 し た 場 合 の 色 の 変 化 に よ る 、 標 的 細 菌 の 迅 速 か つ 簡 便 な 測 定 法 の た め の 試 験 系 の 使 用 を
含 む 。 そ の よ う な 方 法 は 、 歯 科 医 院 で お よ び 患 者 の 自 宅 で 、 齲 蝕 リ ス ク を 評 価 す る た め に
使 用 す る の に 適 し て い る 。 こ れ ら の 技 術 の い ず れ か ま た は 類 似 の 技 術 を 用 い た 、 齲 蝕 リ ス
ク 状 態 お よ び /ま た は 齲 蝕 活 動 性 状 態 の 正 確 か つ 客 観 的 評 価 に よ り 、 対 象 を 絞 っ た 予 防 お
よ び 治 療 処 置 が 可 能 と な り 、 し た が っ て ヒ ト の 歯 科 衛 生 が 顕 著 に 改 善 さ れ る と 考 え ら れ る
。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 例 証 と し て 提 供 す る も の で あ り 、 限 定 す る 目 的 で 提 供 す る も の で は な い
。
【 ０ ０ ５ ２ 】
実 験
I. 材 料 お よ び 方 法
A. 細 菌 株 、 培 地 、 お よ び 培 養 条 件
　 ア ク チ ノ マ イ セ ス ・ ボ ビ ス (Actinomyces bovis)(ATCC 13683)、 A. デ ン テ ィ コ レ ン ス (d
enticolens )(ATCC 43322)、 A. ゲ レ ン セ リ エ (gerencseriae) (ATCC 23860)、 A. イ ス ラ
エ リ (israelii) (ATCC 12102)、 A. メ イ エ リ (meyeri) (ATCC 35568)、 A. ネ ス ラ ン デ ィ (A
TCC 12104、 ATCC 49340、 ATCC 19246、 ATCC 27044、 ATCC 43146)、 A. ビ ス コ ー シ ス (visc
osis)(OMZ 716、 OMZ 722、 OMZ 723、 OM 724、 OMZ 740、 Rudolf Gmur博 士 に よ る 分 与 )、 A.
 オ ド ン ト リ テ ィ カ ス (odontolyticus)(ATCC 17929)、 A. ビ ス コ ー サ ス (viscosus) (ATCC 
15987)、 フ ゾ バ ク テ リ ウ ム ・ ヌ ク レ ア タ ム (Fusobacterium nucleatum)(ATCC 10953)、 ス
ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ミ ュ ー タ ン ス (ATCC 25175、 UA 159)、 S. ゴ ル ド ニ (gordonii)(ATCC 1
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0558)、 S. サ ン ギ ス (sanguis)(ATCC 10556)、 お よ び S. ソ ブ リ ヌ ス (sobrinus)(ATCC 6715
、 ATCC 33478)は 、 ブ レ イ ン ハ ー ト イ ン フ ュ ー ジ ョ ン （ BHI、 DIFO 0037-17） 培 地 で 嫌 気 的
に （ 37℃ に お い て 80% N 2 、 10% CO 2 、 お よ び 10% H 2 ） 培 養 し た 。 ラ ク ト バ チ ル ス ・ ア シ ド
フ ィ ル ス (Lactobacillus acidophilus)(ATCC 4356)、 L. カ セ イ (ATCC 11578、 ATCC 4646)
、 L. ラ ム ノ サ ス (rhamnosus)(ATCC 9595)、 L. プ ラ ン タ ラ ム (plantarum)(ATCC 14917)、 L
. サ リ バ リ ウ ス (salivarius)(ATCC 11742)、 お よ び L. オ リ ス (oris)(ATCC 49062)は 、 LB
ブ ロ ス 、 ミ ラ ー （ LMB、 DIFCO 0446-17） 培 地 で 嫌 気 的 に 培 養 し た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 イ ン ビ ト ロ で の 歯 垢 生 成 に は 、 標 準 模 擬 口 腔 液 （ 基 本 培 地 ム チ ン 、 BMMと 命 名 、 pH 7.0
） を 使 用 し た 。 BMMは 、 2.5 g/l部 分 精 製 ブ タ 胃 ム チ ン （ タ イ プ III； Sigma Chemical Co.
、 ミ ズ ー リ 州 、 セ ン ト ル イ ス ） 、 10.0 g/lペ プ ト ン （ Oxoid, Unipath、 英 国 、 ベ ー ジ ン グ
ス ト ー ク ） 、 5.0 g/lト リ プ チ ケ ー ス ペ プ ト ン （ BBL, Becton Diskinson、 メ リ ー ラ ン ド 州
） 、 5.0 g/l酵 母 エ キ ス （ Difco Laboratories、 ミ シ ガ ン 州 、 デ ト ロ イ ト ） 、 2.5 g/l KCl
、 5 mg/lヘ ミ ン 、 1 mg/lメ ナ ジ オ ン 、 1 mM尿 素 、 1 mMア ル ギ ニ ン 、 お よ び 0.02%グ ル コ ー
ス を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
B. A. ネ ス ラ ン デ ィ お よ び L. カ セ イ に 対 す る MAbの 作 製 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ
　 A. ネ ス ラ ン デ ィ (ARCC 12104)お よ び L. カ セ イ (ATCC 11578)は 、 そ れ ぞ れ BHI培 地 お よ
び LMB培 地 で 対 数 増 殖 期 に な る ま で 培 養 し た 。 こ れ ら 2つ の 細 菌 に 対 す る 抗 体 を 産 生 す る ハ
イ ブ リ ド ー マ は 、 以 前 に 報 告 さ れ た 手 順 と 同 じ 手 順 を 用 い て 作 製 し た 。 Shi et al. (1998
) Hybridoma 17:363-371。 対 応 す る 細 菌 と 反 応 す る 抗 体 を 含 む 培 養 上 清 を 検 出 す る た め の
最 初 の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 以 前 に 記 載 さ れ て い る よ う に （ Shi et al. (1998)、 前 記 ） 酵
素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 (ELISA)に よ り 実 施 し た 。 次 に 、 陽 性 反 応 を 有 す る 上 清 を 免 疫 沈 降
法 に 供 し （ 細 菌 100μ lを 上 清 100μ lと 混 合 ） 、 強 い 陽 性 反 応 を 有 す る 上 清 を ス ク リ ー ニ ン
グ し た 。 次 い で 、 こ れ ら の 上 清 を 用 い て 、 他 の 細 菌 （ 表 1に 記 載 ） と の 交 差 反 応 性 を 試 験
し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
C. 蛍 光 顕 微 鏡 に よ る A. ネ ス ラ ン デ ィ お よ び L. カ セ イ の 検 出
　 A. ネ ス ラ ン デ ィ ま た は L. カ セ イ を 培 地 ま た は 100 mMリ ン 酸 緩 衝 液 (PBS)(pH 7.4)に 懸
濁 し た 。 細 菌 液 10μ lを MAbを 含 む ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 10μ lと 混 合 し 、 室 温 で 5分 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 FITC結 合 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG抗 体 1μ lを 混 合 液 に 添 加 し た 。 さ
ら に 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 位 相 差 顕 微 鏡 お よ び 蛍 光 顕 微 鏡 に よ り 混 合 液 を 観 察 し
た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
D. フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る A. ネ ス ラ ン デ ィ お よ び L. カ セ イ の 検 出
　 上 記 の よ う に 細 菌 を FITC分 子 で 標 識 し 、 蛍 光 活 性 化 セ ル ソ ー タ ー (FACS； Coulter EPICS
 eliteフ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 、 フ ロ リ ダ 州 、 マ イ ア ミ )で 解 析 し た 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ
ー に よ り 、 蛍 光 強 度 に 従 っ て 、 FITC結 合 MAbで 標 識 し た 細 菌 の 定 量 的 検 出 が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
E. CellTracker(商 標 ) Orange CMTMRを 用 い た A. ネ ス ラ ン デ ィ お よ び L. カ セ イ の 標 識
　 A. ネ ス ラ ン デ ィ ま た は L. カ セ イ を 、 最 終 濃 度 1μ Mの CellTracker(商 標 ) Orange CMTMR
（ Molecular Probes, Inc.） と 共 に 37℃ で 嫌 気 的 に 一 晩 培 養 し 、 こ れ ら の 株 を 特 異 的 に 蛍
光 オ レ ン ジ 色 に 標 識 し た 。 そ の 後 、 標 識 し た 細 菌 を PBSで 3回 洗 浄 し て か ら 試 験 に 供 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
無 刺 激 お よ び 刺 激 ヒ ト 唾 液 の 採 取
　 参 加 す る ヒ ト 対 象 に 使 い 捨 て の プ ラ ス チ ッ ク カ ッ プ に 唾 液 を 吐 き 出 す よ う に 依 頼 し 、 無
刺 激 唾 液 を 採 取 し た 。 刺 激 唾 液 試 料 を 採 取 す る 場 合 に は 、 参 加 す る ヒ ト 対 象 は パ ラ フ ィ ン
ワ ッ ク ス を 30秒 間 噛 ん で か ら 、 使 い 捨 て の プ ラ ス チ ッ ク カ ッ プ に 唾 液 を 吐 き 出 し た 。 採 取
し て か ら す ぐ に 唾 液 試 料 を 処 理 で き な い 場 合 に は 、 多 く の 場 合 1%ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 用 い
て 唾 液 試 料 を 固 定 し た ( 9 ) 。 こ の 手 順 に よ り 、 採 取 し て か ら 数 週 間 の 期 間 、 唾 液 細 菌 の 正
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確 な 計 数 が 可 能 に な る 。 こ れ ら の 実 験 の た め 、 プ ラ ス チ ッ ク ピ ペ ッ ト を 用 い て 、 採 取 し た
唾 液 試 料 0.45 mlを 10%ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 0.05 mlを 含 む 1.5 mlエ ッ ペ ン ド ル フ 試 験 チ ュ ー
ブ に 移 し 、 3秒 間 混 合 し た 。 細 菌 を 含 ま な い 唾 液 溶 液 は 以 下 の 通 り に 作 製 し た ： 様 々 な ヒ
ト 対 象 か ら 採 取 し た 刺 激 お よ び 無 刺 激 唾 液 を 5000 x gで 15分 間 遠 心 分 離 し 、 細 菌 お よ び 粒
子 の 大 部 分 を 除 去 し た 。 次 い で 、 上 清 を 0.2μ mフ ィ ル タ ー で 濾 過 し て 滅 菌 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
F. イ ン ビ ト ロ で の 歯 垢 の 形 成
　 イ ン ビ ト ロ ヒ ト 細 菌 プ ラ ー ク 培 養 モ デ ル 系 に 従 っ て 、 人 工 歯 垢 を 生 成 し た 。 Wolinsky e
t al. (2000) J. Clin. Dent. 11:53-59。 カ バ ー ガ ラ ス を プ ー ル し た 刺 激 ヒ ト 唾 液 と 共 に
、 嫌 気 的 に 37℃ で 5時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 緩 衝 液 （ 0.01 M K 3 PO 4 、 1.0 mM CaCl 2
、 0.1 mM MgCl 2 、 pH 7.0） で 3回 洗 浄 し た 後 、 カ バ ー ガ ラ ス を BMM中 で 培 養 し 、 処 理 し た カ
バ ー グ ラ ス に 付 着 し た 細 菌 を 増 殖 さ せ た 。 Sissions et al. (1991) J. Dent. Res. 70:14
09-1416。 成 熟 し た 歯 垢 が 形 成 さ れ る ま で 、 上 記 過 程 を 繰 り 返 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
G. 人 工 歯 垢 に お け る A. ネ ス ラ ン デ ィ お よ び L. カ セ イ の 検 出
　 歯 垢 を 1μ M SYTO13緑 色 蛍 光 核 酸 染 色 液 （ Molecular Probes, Inc.） と 共 に 室 温 (RT)で 3
0分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 成 熟 人 工 歯 垢 中 の す べ て の 細 菌 を 染 色 し た 。 洗 浄 緩 衝 液 で 3回 洗
浄 し た 後 、 そ れ ぞ れ の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 の 細 胞 上 清 50μ lと 共 に 歯 垢
を 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 歯 垢 を 再 度 洗 浄 緩 衝 液 で 3回 洗 浄 し 、 10μ l Ale
xa Fluor(登 録 商 標 )568結 合 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG(1μ g/ml)と 共 に 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 過 剰 の 抗 体 分 子 を 除 去 す る た め に さ ら に 3回 洗 浄 し た 後 、 標 識 さ れ た 歯 垢 を 共 焦
点 レ ー ザ ー 走 査 顕 微 鏡 (CLSM)に よ り 観 察 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
II. 結 果
A. A. ネ ス ラ ン デ ィ お よ び L. カ セ イ に 対 す る MAbの 作 製 お よ び 単 離
　 3匹 の BALB/cマ ウ ス に ホ ル マ リ ン 処 理 し た A. ネ ス ラ ン デ ィ (ARCC 12104)お よ び L. カ セ
イ (ATCC 11578)を そ れ ぞ れ 免 疫 し 、 MAbの 作 製 に 使 用 し た 。 A. ネ ス ラ ン デ ィ に つ い て は 97
8お よ び L. カ セ イ に つ い て は 742の 十 分 に 増 殖 し た ハ イ ブ リ ド ー マ が 得 ら れ た 。 十 分 に 増
殖 し た ハ イ ブ リ ド ー マ の 上 清 す べ て を ELISAに よ り ス ク リ ー ニ ン グ し 、 235の 上 清 が A. ネ
ス ラ ン デ ィ と の 陽 性 反 応 性 を 有 す る こ と が 認 め ら れ 、 121の 上 清 が L. カ セ イ と の 陽 性 反 応
性 を 有 す る こ と が 示 さ れ た 。 さ ら に 免 疫 沈 降 法 に よ り 、 A. ネ ス ラ ン デ ィ と の 強 い 陽 性 反
応 性 を 示 す 13の 上 清 お よ び L. カ セ イ と の 強 い 陽 性 反 応 性 を 示 す 7つ の 上 清 が 同 定 さ れ た 。
こ れ ら の 培 養 上 清 を 用 い て 、 表 1に 記 載 し た 様 々 な 他 の 口 腔 細 菌 と の 交 差 反 応 性 を 試 験 し
た 。 A. ネ ス ラ ン デ ィ お よ び L. カ セ イ そ れ ぞ れ と 最 も 高 い 陽 性 反 応 性 を 有 し 、 試 験 し た 他
の 細 菌 と の 有 意 な 交 差 反 応 性 を も た な い そ れ ぞ れ 1つ の 上 清 が 同 定 さ れ た 。 こ れ ら 2つ の 種
に 対 す る 対 応 す る 抗 体 を 、 A. ネ ス ラ ン デ ィ に つ い て は SWLA4お よ び お よ び L. カ セ イ に つ
い て は SWLA5と 命 名 し た 。 サ ブ ク ラ ス ア イ ソ タ イ プ 解 析 に よ り 、 ど ち ら の MAbも IgGで あ る
こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
B. FACSに よ る A. ネ ス ラ ン デ ィ お よ び L. カ セ イ の 検 出
　 蛍 光 活 性 化 セ ル ソ ー タ ー (FACS)は 、 溶 液 中 の 粒 子 を 検 出 し 得 り 、 粒 子 の 蛍 光 強 度 に 基 づ
い て そ れ ら を 分 離 し 得 る 。 本 研 究 で は 、 FACSを 用 い て 、 A. ネ ス ラ ン デ ィ お よ び L. カ セ イ
に 対 す る MAbの 特 異 性 を さ ら に 解 析 し た 。 ど ち ら の 種 も 材 料 お よ び 方 法 に 記 載 し た 通 り に F
ITCで 個 々 に 標 識 し 、 FACに よ り 効 率 的 に 検 出 さ れ た （ 図 1a～ d） 。 同 じ 抗 体 を 用 い て 同 様
の 方 法 で 処 理 し た 9つ の 他 の 口 腔 細 菌 か ら な る 混 合 物 は 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 じ な か
っ た （ 図 1e～ h） し か し 、 こ れ ら の 細 菌 は 計 数 の 精 度 に 影 響 す る よ り 大 き な 凝 集 体 を 形 成
す る 傾 向 が あ る た め 、 FACSは A. ネ ス ラ ン デ ィ お よ び L. カ セ イ の 定 量 解 析 に は 適 し て い な
い と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 図 1a～ hは 、 口 腔 細 菌 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 を 示 す 。 X軸 は 細 菌 細 胞 と 会 合 し た FI
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TC量 で あ り 、 Y軸 は 細 菌 数 で あ る 。 細 菌 混 合 物 は 、 A. イ ス ラ エ リ  (ATCC 12102)、 A. メ イ
エ リ (ATCC 35568)、 A. ビ ス コ ー サ ス  (ATCC 15987)、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ミ ュ ー タ ン ス
(ATCC 25175)、 S. ソ ブ リ ヌ ス  (ATCC 33478)、 L. ア シ ド フ ィ ル ス  (ATCC 4356)、 L. サ リ
バ リ ウ ス  (ATCC 11742)、 L. プ ラ ン タ ラ ム  (ATCC 14917)、 お よ び L. オ リ ス (oris)(ATCC 
49062)か ら な る 。 (a) FITC結 合 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG抗 体 の み で 処 理 し た A. ネ ス ラ ン デ ィ (ATC
C 12104)； (b) SWLA4お よ び FITC結 合 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG抗 体 で 処 理 し た A. ネ ス ラ ン デ ィ ； (
c) FITC結 合 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG抗 体 の み で 処 理 し た L. カ セ イ (ATCC 11578)； (d) SWLA5お よ
び FITC結 合 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG抗 体 で 処 理 し た L. カ セ イ ； (e) FITC結 合 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG抗
体 の み で 処 理 し た 細 菌 混 合 物 ； (f) SWLA4お よ び FITC結 合 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG抗 体 で 処 理 し た
細 菌 混 合 物 ； (g) FITC結 合 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG抗 体 の み で 処 理 し た 細 菌 混 合 物 ； (h) SWLA5お
よ び FITC結 合 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG抗 体 で 処 理 し た 細 菌 混 合 物 。 A. ネ ス ラ ン デ ィ に 関 し て は 株
OMZ 716、 OMZ 722、 OMZ 723、 OMZ 724、 OMZ 740を 用 い て も 、 L. カ セ イ に 関 し て は ATCC46
46を 用 い て も 、 同 様 の 結 果 が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
C. 蛍 光 顕 微 鏡 に よ る A. ネ ス ラ ン デ ィ お よ び L. カ セ イ の 検 出
　 蛍 光 顕 微 鏡 を 用 い て 、 SWLA4お よ び SWLA5の 感 度 お よ び 特 異 性 を 試 験 し た 。 材 料 お よ び 方
法 に 記 載 し た 手 順 に 従 っ て 、 純 粋 な A. ネ ス ラ ン デ ィ ま た は L. カ セ イ 培 養 物 を そ れ ぞ れ SW
LA4ま た は SWLA5を 用 い て FITC標 識 し た 。 位 相 差 像 お よ び 蛍 光 像 を 得 た 。 2つ の 像 を 重 ね 合
わ せ た 結 果 、 実 質 的 に す べ て の 細 菌 が 蛍 光 緑 色 に 標 識 さ れ る こ と が 実 証 さ れ 、 こ れ に よ り
対 応 す る 細 菌 の 検 出 に お い て 抗 体 が 高 感 度 で あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 次 に 、 以 下 の 実 験 を 行 い 抗 体 の 特 異 性 を 試 験 し た ： 材 料 お よ び 方 法 に 記 載 し た よ う に 、
A. ネ ス ラ ン デ ィ お よ び L. カ セ イ を オ レ ン ジ 蛍 光 色 素 の 存 在 下 で 培 養 し た 。 次 い で 、 標 識
し た 細 菌 （ 蛍 光 オ レ ン ジ 色 ） を 個 々 に 、 A. イ ス ラ エ リ 、 A. メ イ エ リ 、 A. ビ ス コ ー サ ス
、 S. ミ ュ ー タ ン ス 、 S. ソ ブ リ ヌ ス 、 L. ア シ ド フ ィ ル ス 、 L. サ リ バ リ ウ ス 、 L. プ ラ ン
タ ラ ム 、 お よ び L. オ リ ス を 含 む 他 の 非 標 識 口 腔 細 菌 種 と 混 合 し た 。 次 に 、 混 合 物 （ 蛍 光
オ レ ン ジ 色 の A. ネ ス ラ ン デ ィ ま た は 蛍 光 オ レ ン ジ の L. カ セ イ を 含 む ） を 、 そ れ ぞ れ SWLA
4ま た は SWLA5に 結 合 さ せ た FITC（ 蛍 光 緑 色 ） で 標 識 し た 。 A. ネ ス ラ ン デ ィ お よ び L. カ セ
イ の ど ち ら に つ い て も 、 蛍 光 オ レ ン ジ 色 の 細 菌 の み が FITC（ 蛍 光 緑 色 ） で も 標 識 さ れ 、 ま
た そ の 逆 も 同 様 で あ り 、 こ の こ と か ら 、 種 々 の 他 の 細 菌 の 存 在 下 で さ え も MAbの 特 異 性 が
約 100%で あ る こ と が 実 証 さ れ た 。 こ の デ ー タ か ら 、 こ れ ら の 抗 体 に よ っ て ど ち ら の 齲 蝕 原
性 細 菌 も 高 い 感 度 お よ び 特 異 性 で 正 確 な 計 数 が で き る こ と が 示 唆 さ れ る 。 株 OMZ 716、 OMZ
 722、 OMZ 723、 OMZ 724、 OMZ 740を 用 い て も 、 同 様 の 結 果 が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
D. SWLA抗 体 は 唾 液 中 の A. ネ ス ラ ン デ ィ お よ び L. カ セ イ を 効 率 的 に 検 出 す る
　 本 発 明 者 ら の 以 前 の 研 究 で は 、 MAbに 基 づ い た 検 出 法 に よ り 、 唾 液 中 の S. ミ ュ ー タ ン ス
を 十 分 に 計 数 し 得 る こ と を 示 し た 。 Gu et al. (2002) Hybridoma and Hybridomics 21: 2
25-232。 本 研 究 で は 、 同 じ 戦 略 を 用 い て 、 SWLA4お よ び SWLA5モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 唾 液 中
の A. ネ ス ラ ン デ ィ お よ び L. カ セ イ を 検 出 す る 能 力 を 評 価 し た 。 唾 液 溶 液 が 唾 液 中 の 細 菌
の 検 出 を 妨 げ る か ど う か を 試 験 す る た め 、 刺 激 お よ び 無 刺 激 唾 液 を 採 取 し 、 フ ィ ル タ ー 滅
菌 し た 。 既 知 数 の 細 菌 を 、 上 記 の よ う に 調 製 し た 細 菌 を 含 ま な い こ れ ら の 唾 液 溶 液 お よ び
リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 (PBS)に 再 懸 濁 し た 。 SWLA抗 体 お よ び 蛍 光 顕 微 鏡 を 用 い て 、 こ れ ら の 唾
液 溶 液 中 の 細 菌 を 検 出 お よ び 定 量 化 し た 。 表 2に 示 す よ う に 、 SWLA抗 体 は こ れ ら の 唾 液 溶
液 中 の A. ネ ス ラ ン デ ィ お よ び L. カ セ イ を 、 PBS中 と 同 じ 感 度 で 効 率 的 に 検 出 し 得 り 、 こ
の こ と か ら 、 唾 液 溶 液 中 に 存 在 す る 成 分 が SWLA4お よ び SWLA5抗 体 と そ れ ら の 同 属 細 菌 細 胞
と の 特 異 的 結 合 に 影 響 を 及 ぼ さ な い こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 唾 液 溶 液 を 調 製 す る た め に 用 い た 遠 心 分 離 お よ び 濾 過 手 順 に よ り 、 全 唾 液 試 料 か ら 細 菌
に 加 え て 大 き な 粒 子 も 除 去 さ れ る 。 こ れ ら の 「 粒 子 」 は 、 細 菌 細 胞 に 対 す る 抗 体 の 特 異 的
結 合 を 妨 げ る 可 能 性 が あ る 。 こ の 問 題 に 取 り 組 む た め 、 既 知 量 の A. ネ ス ラ ン デ ィ ま た は L
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. カ セ イ そ れ ぞ れ を 様 々 な 唾 液 試 料 に 添 加 し 、 細 菌 の 添 加 前 後 の 相 違 を 比 較 し た 。 表 3に
示 す よ う に 、 全 唾 液 に 添 加 し た 細 菌 細 胞 は 、 S. ミ ュ ー タ ン ス 特 異 的 SWLA1～ 3に つ い て 以
前 に す で に 実 証 さ れ た よ う に 、 蛍 光 顕 微 鏡 を 用 い て SWLA抗 体 に よ り 正 確 に 検 出 さ れ た 。 Gu
 et al. (2002), 前 記 。 明 ら か に 、 全 唾 液 中 の 成 分 も ま た 、 SWLA4お よ び SWLA5抗 体 と A. 
ネ ス ラ ン デ ィ ま た は L. カ セ イ と の 特 異 的 結 合 に 影 響 を 及 ぼ さ な か っ た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 生 菌 の み な ら ず 原 型 を 保 っ た 細 胞 外 被 を 有 す る 死 菌 も 認 識 し 得 る
た め 、 SWLA抗 体 が ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し た 唾 液 中 の 細 菌 細 胞 も 認 識 し 得 る か ど う か の
可 能 性 に つ い て 検 討 し た 。 S. ミ ュ ー タ ン ス に 対 し て SWLA1～ 3で 得 ら れ た 結 果 と 一 致 し て (

9 ) 、 SWLA4お よ び SWLA5も ま た 、 生 菌 細 胞 と 同 じ 感 度 で 、 唾 液 中 の 1%ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固
定 し た A. ネ ス ラ ン デ ィ お よ び L. カ セ イ 細 胞 を 認 識 し 得 る （ 表 3） 。 こ れ に よ り 、 歯 科 医
が 歯 科 医 院 で 唾 液 試 料 を 固 定 し 、 後 に 処 理 す る た め に 実 験 室 に 運 ぶ こ と が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
E. 児 童 集 団 に お け る 唾 液 A. ネ ス ラ ン デ ィ お よ び L. カ セ イ の プ ロ フ ァ イ ル
　 SWLA抗 体 に 基 づ く 方 法 に よ り 、 2～ 16歳 の 児 童 か ら 採 取 し た 100個 の 唾 液 試 料 を 解 析 し た
。 図 2aお よ び 2bは 、 こ れ ら の 児 童 に お け る 唾 液 A. ネ ス ラ ン デ ィ お よ び L. カ セ イ の プ ロ フ
ァ イ ル を 示 す 。 試 験 唾 液 試 料 中 の A. ネ ス ラ ン デ ィ の 数 は 0.5 x 10 4 ～ 4.8 x 10 5 細 胞 /mlで
あ り （ 図 2a） 、 L. カ セ イ の 数 は 1 x 10 4 ～ 1.2 x 10 6 細 胞 /mlで あ る （ 図 2b） 。 L. カ セ イ
の 数 の 変 動 性 は 、 1 x 10 4 未 満 ～ 3.6 x 10 6 細 胞 /mlと い う ヒ ト 唾 液 中 の S. ミ ュ ー タ ン ス に
つ い て 見 ら れ る 変 動 性 と 類 似 し て い る が 、 対 照 的 に 、 唾 液 A. ネ ス ラ ン デ ィ の 数 は 変 動 性
が 低 い よ う で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 図 2aお よ び 2bは 、 ヒ ト 集 団 に お け る 唾 液 A. ネ ス ラ ン デ ィ （ 遺 伝 種 1） お よ び L. カ セ イ
の 計 数 値 の 分 布 を 示 す 。 こ の デ ー タ は 、 2～ 16歳 の 児 童 100人 か ら 採 取 し た 唾 液 試 料 に 基 づ
い た 。 無 刺 激 唾 液 試 料 を 採 取 し 、 歯 科 医 院 で 固 定 し 、 処 理 の た め に UCLAに 送 っ た （ 材 料 お
よ び 方 法 に 記 載 し た よ う に ） 。 (a) 唾 液 A. ネ ス ラ ン デ ィ （ 遺 伝 種 1） 計 数 値 の 分 布 ； (b) 
唾 液 L. カ セ イ 計 数 値 の 分 布 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 唾 液 中 の S. ミ ュ ー タ ン ス 、 L. カ セ イ 、 お よ び A. ネ ス ラ ン デ ィ の レ ベ ル は い ず れ も 齲
蝕 と 関 連 が あ る と 考 え ら れ る た め 、 こ れ ら 3種 の 細 菌 の 唾 液 計 数 値 間 に 見 ら れ る 相 関 関 係
の 可 能 性 に つ い て さ ら に 検 討 す る こ と に し た 。 ピ ア ソ ン 相 関 分 析 に よ り 、 こ れ ら 100個 の
唾 液 試 料 中 の A. ネ ス ラ ン デ ィ 、 L. カ セ イ 、 お よ び S. ミ ュ ー タ ン ス の 唾 液 計 数 値 を 調 べ
た 。 結 果 か ら 、 L. カ セ イ と S. ミ ュ ー タ ン ス の 唾 液 計 数 値 間 に は 有 意 な 正 の 相 関 関 係 が あ
る が （ p=0.5） 、 A. ネ ス ラ ン デ ィ と S. ミ ュ ー タ ン ス と の 間 に は 相 関 関 係 が な い （ p=0.05
） こ と が 統 計 的 に 示 さ れ る 。 A. ネ ス ラ ン デ ィ と L. カ セ イ に つ い て は 、 ピ ア ソ ン 相 関 係 数
は 約 0.2で あ り (p=0.2)、 比 較 的 弱 い 正 の 相 関 関 係 が あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
F. 人 工 歯 垢 に お け る A. ネ ス ラ ン デ ィ お よ び L. カ セ イ の 検 出
　 MAbに 基 づ く 検 出 法 を 用 い る と 、 唾 液 中 の み な ら ず 歯 垢 に お い て も 対 応 す る 細 菌 の 検 出
が 可 能 で あ っ た 。 材 料 お よ び 方 法 に 記 載 し た よ う に 、 核 酸 染 色 液 SYTO13（ 蛍 光 緑 色 ） を 用
い て 歯 垢 中 の す べ て の 細 菌 集 団 を 染 色 し た 。 次 い で 、 歯 垢 を 、 Alexa Fluor(登 録 商 標 )568
（ 蛍 光 赤 色 ） を 結 合 し た 二 次 抗 体 と 併 用 し て 、 SWLA抗 体 で 染 色 し た 。 人 工 歯 垢 中 の A. ネ
ス ラ ン デ ィ の 分 布 の 側 面 図 (XZ面 )； お よ び 同 じ 領 域 の XY側 面 図 を 作 成 し た 。 こ の 像 か ら 、
A. ネ ス ラ ン デ ィ 細 胞 が 人 工 歯 垢 内 の 全 層 に わ た っ て 点 在 し て い る こ と が 示 さ れ る 。 人 工
歯 垢 中 の L. カ セ イ の 分 布 の XZ側 面 図 お よ び XY側 面 図 も 作 成 し た 。 わ ず か な L. カ セ イ 細 胞
の み が 認 め ら れ 、 そ の ほ と ん ど は 人 工 歯 垢 の 最 上 層 に 分 散 し て お り 、 L. カ セ イ は こ の 種
の 歯 垢 の 主 要 な 細 菌 で は な い こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
III. 考 察
　 齲 蝕 は 細 菌 依 存 性 多 因 子 疾 患 と 見 な さ れ る 。 集 団 に お け る 齲 蝕 分 布 の プ ロ フ ァ イ ル は 非
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常 に 不 均 等 で あ る た め 、 リ ス ク の 高 い 人 を 同 定 す る こ と は 非 常 に 意 義 が あ る 。 疫 学 的 研 究
か ら 、 唾 液 ま た は 歯 垢 中 の 齲 蝕 原 性 細 菌 の レ ベ ル お よ び 比 率 と 齲 蝕 の 発 生 率 と の 間 に 関 連
性 が あ る 可 能 性 が 示 さ れ る 。 こ の 関 連 性 か ら 、 適 切 な 細 菌 検 出 法 を 用 い て 、 齲 蝕 リ ス ク の
高 い 人 を 診 断 し 得 る こ と が 示 唆 さ れ る 。 齲 蝕 の 診 断 お よ び リ ス ク 評 価 に 唾 液 に お け る 細 菌
の 同 定 お よ び 計 数 が 有 用 で あ る こ と を 検 証 す る た め に は 、 適 切 な 細 菌 検 出 法 が 必 要 で あ る
。 1975年 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 時 代 の 開 始 以 来 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 技 法 は 診 断 お よ び 治
療 分 野 に 広 く 利 用 さ れ て い る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 法 を 用 い る と 、 細 菌 表 面 上 の 固 有 な 成 分
に 対 し て 種 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る こ と が で き る 。 蛍 光 色 素 、 比 色 分 析 ま た
は 共 凝 集 試 薬 等 の 種 々 の 検 出 系 に MAbを 結 合 さ せ る こ と が で き 、 こ れ に よ っ て 特 異 的 検 出
結 果 の 迅 速 な 提 示 が 可 能 と な る 。 本 発 明 者 ら の 以 前 の 研 究 で は 、 S.ミ ュ ー タ ン ス に 対 す る
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 開 発 し 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (MAb)に 基 づ く 技 法 が 高 い 特 異 性 お よ
び 感 度 を 有 す る こ と を 示 し た 。 ま た 、 こ の 以 前 の 研 究 お よ び 本 明 細 書 で 示 し た デ ー タ か ら
、 MAbに 基 づ く 技 法 が 齲 蝕 原 性 細 菌 の 簡 便 か つ 確 実 な 計 数 法 を 提 示 し 、 臨 床 診 断 お よ び リ
ス ク 評 価 の 有 用 な ツ ー ル と な る で あ ろ う こ と も 実 証 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 複 数 の 細 菌 種 が 齲 蝕 に 関 与 す る た め 、 齲 蝕 の 診 断 お よ び リ ス ク 評 価 に 唾 液 に お け る 細 菌
の 同 定 お よ び 計 数 が 有 用 で あ る こ と を 検 証 す る た め に は 、 齲 蝕 原 性 細 菌 種 の 全 プ ロ フ ァ イ
ル を 理 解 す る こ と が 特 に 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 。 本 研 究 に よ り 、 3つ の 主 要 な 齲 蝕 原 性
細 菌 群 の 代 表 と し て 齲 蝕 病 変 に お い て 最 も 頻 繁 に 検 出 さ れ る 細 菌 を 評 価 で き る よ う に な っ
た ： ミ ュ ー タ ン ス 連 鎖 球 菌 に つ い て は S. ミ ュ ー タ ン ス 、 乳 酸 桿 菌 群 に つ い て は A. ネ ス ラ
ン デ ィ 、 お よ び 放 線 菌 に つ い て は L. カ セ イ 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 研 究 で は 、 抗 原 と し て A. ネ ス ラ ン デ ィ お よ び L. カ セ イ の 細 胞 全 体 を 使 用 し 、 産 生 さ
れ た 抗 体 が 個 々 の 細 菌 種 の 表 面 構 造 を 認 識 し 得 る こ と を 保 証 し た 。 ま た 、 高 度 に 種 特 異 的
な 診 断 抗 体 の 取 得 を 可 能 に す る 大 量 の ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 し 、 ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 そ
れ ぞ れ の 種 に 対 し て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 1つ を 同 定 し た 。 こ れ ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ A
. ネ ス ラ ン デ ィ に 対 す る SWLA4お よ び L. カ セ イ に 対 す る SWLA5） は 、 ヒ ト 唾 液 中 の A. ネ ス
ラ ン デ ィ お よ び L. カ セ イ の 定 量 的 同 定 に お い て 高 い 感 度 お よ び 特 異 性 を 有 す る こ と が 示
さ れ た 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 唾 液 試 料 中 の 細 菌 プ ロ フ ァ イ ル を 一 般 的 に 評 価 す る た め の 多 用
途 ツ ー ル と な る 優 れ た 可 能 性 を 有 す る は ず で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 者 ら の 研 究 に よ り 、 ヒ ト 集 団 に お け る 唾 液 L. カ セ イ 計 数 値 の 大 き な 変 動 性 が 示
さ れ た 。 試 験 し た 100人 の 唾 液 試 料 に お い て 、 L. カ セ イ は 、 唾 液 S. ミ ュ ー タ ン ス の 範 囲
（ 1 x 10 4 ～ 3.6 x 10 6 細 胞 /ml） ( 9 ) と 類 似 し て 、 1 x 10 4 ～ 1.2 x 10 6 細 胞 /mlと 変 動 す る
こ と を 見 出 し た 。 A. ネ ス ラ ン デ ィ の 唾 液 レ ベ ル は 、 一 般 に L. カ セ イ ま た は S. ミ ュ ー タ
ン ス の レ ベ ル よ り も 低 い 。 試 験 し た 100人 の 唾 液 試 料 に お い て 、 A. ネ ス ラ ン デ ィ の レ ベ ル
は 0.5 x 10 4 未 満 ～ 4.8 x 10 5 細 胞 /mlで あ っ た 。 唾 液 中 の S. ミ ュ ー タ ン ス 、 L.　 カ セ イ 、
お よ び A. ネ ス ラ ン デ ィ の レ ベ ル は 齲 蝕 と 関 連 す る と 考 え ら れ る た め 、 唾 液 中 の こ れ ら 3種
の 細 菌 種 間 の 相 関 関 係 を 得 た 。 A. ネ ス ラ ン デ ィ 、 L.　 カ セ イ 、 お よ び S. ミ ュ ー タ ン ス 間
の 相 関 関 係 を 、 ピ ア ソ ン 相 関 分 析 に よ り 評 価 し た 。 結 果 か ら 、 L. カ セ イ と S. ミ ュ ー タ ン
ス の 唾 液 計 数 値 間 に は 有 意 な 正 の 相 関 関 係 が あ る が （ ピ ア ソ ン 相 関 係 数 p=0.5） 、 A. ネ ス
ラ ン デ ィ と S. ミ ュ ー タ ン ス と の 間 に は 相 関 関 係 が な い （ p=0.05） こ と が 統 計 的 に 示 さ れ
る 。 A. ネ ス ラ ン デ ィ と L. カ セ イ に つ い て は 、 ピ ア ソ ン 相 関 係 数 は 約 0.2で あ り (p=0.2)、
極 め て 弱 い 正 の 相 関 関 係 が あ る 。 唾 液 中 の L. カ セ イ と S. ミ ュ ー タ ン ス と の 正 の 相 関 関 係
は 、 ど ち ら の 細 菌 も 非 常 に 酸 産 生 性 で あ り か つ 酸 耐 性 で あ る こ と に 起 因 す る 可 能 性 が あ る
。 一 方 、 A. ネ ス ラ ン デ ィ は ご く 初 期 に 定 着 す る も の で あ り 、 他 の 2種 ほ ど 酸 耐 性 が な く 、
典 型 的 に S. ミ ュ ー タ ン ス お よ び A. カ セ イ 等 の よ り 酸 産 生 性 か つ 酸 耐 性 で あ る 種 に よ っ て
取 っ て 代 わ ら れ る 。 こ れ に よ り 、 A. ネ ス ラ ン デ ィ と S. ミ ュ ー タ ン ス と の 間 に 正 の 相 関 関
係 が な く 、 A. ネ ス ラ ン デ ィ と L. カ セ イ と の 間 の 相 関 関 係 が 非 常 に 弱 い こ と が 説 明 さ れ 得
る 。
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【 ０ ０ ７ ７ 】
　 以 前 の 研 究 か ら 、 進 行 し た 病 変 よ り も 初 期 病 変 に お い て A. ネ ス ラ ン デ ィ の 比 率 が 有 意
に 高 い こ と が 見 出 さ れ た 。 A. ネ ス ラ ン デ ィ が 単 離 さ れ た 健 全 な 露 出 根 面 か ら は 、 A. ネ ス
ラ ン デ ィ が 単 離 さ れ な か っ た 表 面 よ り も 有 意 に 少 な い 数 の 乳 酸 桿 菌 が 得 ら れ た 。 さ ら に 、
根 面 齲 蝕 も 修 復 も な い 対 象 は 、 修 復 を 有 す る か ま た は 有 さ ず 根 面 齲 蝕 を 有 す る 対 象 と 比 較
し て 、 健 全 な 根 面 上 の 歯 垢 中 の ミ ュ ー タ ン ス 連 鎖 球 菌 の 罹 患 率 お よ び 比 率 が 低 く 、 A. ネ
ス ラ ン デ ィ の 罹 患 率 お よ び 比 率 が 高 い こ と を 特 徴 と す る 。 さ ら に 、 乳 酸 桿 菌 は 齲 蝕 象 牙 質
お よ び 進 行 し た 齲 蝕 病 変 と よ り 関 連 性 が 高 い こ と が 周 知 で あ り 、 一 方 、 S. ミ ュ ー タ ン ス
は 齲 蝕 の 開 始 お よ び 進 行 に 関 与 す る 主 要 な 齲 蝕 原 性 細 菌 で あ る と 見 な さ れ る 。 こ れ ら の 関
係 か ら 、 齲 蝕 の 診 断 ツ ー ル と し て 、 歯 の 表 面 の S. ミ ュ ー タ ン ス 、 A. ネ ス ラ ン デ ィ 、 お よ
び L. カ セ イ の 定 量 化 を 用 い 得 る こ と が 示 さ れ る 。 本 研 究 で は 、 関 心 対 象 の 3種 に 非 常 に 特
異 的 な MAbが イ ン サ イ チ ュ ー で 歯 垢 内 の 対 応 す る 細 菌 に 局 在 化 し 得 る こ と を 示 し た が 、 し
た が っ て 歯 の 表 面 に お け る こ れ ら 3種 の 齲 蝕 原 性 細 菌 の 分 布 を 調 べ る こ と に よ る 、 齲 蝕 リ
ス ク 評 価 お よ び 初 期 診 断 の 別 の 潜 在 的 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 以 前 は 、 A. ビ ス コ ー サ ス お よ び A. ネ ス ラ ン デ ィ は 2つ の 別 の 種 と し て 分 類 さ れ て い た
。 し か し 、 最 近 に な っ て 、 指 標 と し て 共 凝 集 お よ び 免 疫 ブ ロ ッ テ ィ ン グ 特 性 を 用 い た 口 腔
放 線 菌 単 離 体 の 抗 原 性 関 連 性 に 従 っ て 、 こ れ ら は A. ネ ス ラ ン デ ィ の 2つ の 遺 伝 種 と し て 再
分 類 さ れ た 。 Putnins and Bowden (1993) J. Dent. Res. 72 :1374-1385。 本 研 究 に お い
て A. ネ ス ラ ン デ ィ と し て 使 用 し た 株 、 ATCC 12104、 OMZ 716、 OMZ 722、 OMZ 723、 OM 724
、 OMZ 740は 遺 伝 種 1に 属 し ； 本 研 究 に お い て A. ビ ス コ ー サ ス と し て 使 用 し た 株 、 ATCC 49
340、 ATCC 19246、 ATCC 27044、 ATCC 43146は 遺 伝 種 2に 属 す る 。 本 研 究 に お い て A. ネ ス
ラ ン デ ィ に 対 し て 作 製 し た SWLA4は 遺 伝 種 1を 特 異 的 に 検 出 し 、 遺 伝 種 2と の 交 差 反 応 性 は
な い （ 表 1） 。 し た が っ て 、 SWLA4を 用 い て 、 A. ネ ス ラ ン デ ィ の 遺 伝 種 を 分 類 し 、 遺 伝 種 1
の 特 徴 を 研 究 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 要 約 す る と 、 本 発 明 者 ら は 、 SWLA4お よ び SWLA5抗 体 を 用 い て 唾 液 お よ び 歯 垢 中 の A. ネ
ス ラ ン デ ィ （ 遺 伝 種 1） お よ び L. カ セ イ を 効 率 的 か つ 正 確 に 検 出 で き る こ と を 実 証 し た 。
以 前 に 作 製 し た S. ミ ュ ー タ ン ス に 対 す る SWLA抗 体 と 共 に 用 い て 、 3つ の 主 要 な 齲 蝕 原 性 群
、 ミ ュ ー タ ン ス 連 鎖 球 菌 、 放 線 菌 、 お よ び 乳 酸 桿 菌 の 代 表 的 な 株 を 検 出 で き る よ う に な っ
た 。 こ れ に よ り 、 歯 科 研 究 者 が 、 唾 液 中 ま た は 歯 の 表 面 の A. ネ ス ラ ン デ ィ 、 L. カ セ イ 、
お よ び S. ミ ュ ー タ ン ス レ ベ ル が 齲 蝕 リ ス ク 状 態 お よ び /ま た は 齲 蝕 活 動 性 状 態 と 関 連 が あ
る か ど う か を 確 認 す る 新 た な 機 会 お よ び 新 た な 手 段 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ［ 表 １ ］ 　 口 腔 細 菌 株 お よ び そ れ ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 反 応 性
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免 疫 沈 降 法 お よ び 蛍 光 顕 微 鏡 を 用 い て 、 抗 体 SWLA4お よ び SWLA5の 種 々 の 細 菌 株 と の 交 差 反
応 性 を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 実 験 手 順 に 関 し て は 、 材 料 お よ び 方 法 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ［ 表 ２ ］ 　 SWLA抗 体 に 基 づ く 技 法 に よ る 、 様 々 な 溶 液 中 の A. ネ ス ラ ン デ ィ お よ び L. カ
セ イ の 検 出
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既 知 数 の A. ネ ス ラ ン デ ィ ま た は L. カ セ イ 細 胞 （ 細 菌 計 算 板 で 計 数 ） を リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水
(PBS)ま た は 様 々 な 唾 液 溶 液 に 再 懸 濁 し 、 FITC結 合 SWLA抗 体 で 処 理 し 、 蛍 光 顕 微 鏡 で 調 べ
た 。 示 し た デ ー タ は 、 異 な る 対 象 3人 の 唾 液 溶 液 に お け る 細 菌 計 数 結 果 に 基 づ い て 計 算 し
た 平 均 値 お よ び 標 準 偏 差 を 表 す （ 唾 液 溶 液 は 、 材 料 お よ び 方 法 に 記 載 し た 通 り に 採 取 し 調
製 し た ） 。 PBSで の 細 菌 計 数 値 は 、 同 じ 試 料 の 3重 計 数 値 の 平 均 値 で あ る 。 表 に 示 し た デ ー
タ に は 、 株 ATCC 12104お よ び ATCC 11578を 使 用 し た 。 A. ネ ス ラ ン デ ィ に 関 し て は 株 OMZ 7
16、 OMZ 722、 OMZ 723、 OMZ 724、 お よ び OMZ 740を 用 い て も 、 L. カ セ イ に 関 し て は ATCC4
646を 用 い て も 、 同 様 の 結 果 が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 ［ 表 ３ ］ 　 SWLA抗 体 は 、 1%ホ ル ム ア ル デ ヒ ド あ り ま た は な し で 、 唾 液 中 の A. ネ ス ラ ン
デ ィ お よ び L. カ セ イ を 特 異 的 に か つ 正 確 に 検 出 す る
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
* A. ネ ス ラ ン デ ィ ま た は L. カ セ イ 細 胞 1 x 10 6 個 を 唾 液 試 料 に 添 加 し た 後 。
A. ネ ス ラ ン デ ィ ま た は L. カ セ イ 細 胞 1 x 10 6 個 （ 細 菌 計 算 板 で 計 数 ） を 、 異 な る 対 象 3人
か ら 採 取 し た 1%ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 固 定 あ り ま た は な し の 非 濾 過 唾 液 に 再 懸 濁 し 、 そ れ ぞ れ
FITC結 合 SWLA4お よ び SWLA5抗 体 で 処 理 し 、 蛍 光 顕 微 鏡 で 調 べ た （ 材 料 お よ び 方 法 に 記 載 し
た よ う に ） 。 示 し た デ ー タ は 、 誤 差 10%未 満 の 、 同 じ 試 料 の 3重 計 数 値 の 平 均 値 で あ る 。 表
に 示 し た デ ー タ に は 、 株 ATCC 12104お よ び ATCC 11578を 使 用 し た 。 A. ネ ス ラ ン デ ィ に 関
し て は 株 OMZ 716、 OMZ 722、 OMZ 723、 OMZ 724、 お よ び OMZ 740を 用 い て も 、 L. カ セ イ に
関 し て は ATCC4646を 用 い て も 、 同 様 の 結 果 が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
IV. 特 定 の 典 型 的 な 用 途
A. SWLA4お よ び SWLA5抗 体 を コ ロ イ ド 金 粒 子 と 結 合 さ せ る 。 得 ら れ た 複 合 化 抗 体 試 薬 を 、
椅 子 /ベ ッ ド 脇 で の 齲 蝕 原 性 細 菌 の 即 時 検 出 キ ッ ト に お い て 使 用 す る 。
B. SWLA4お よ び SWLA5抗 体 を 色 付 き ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ と 結 合 さ せ る 。 得 ら れ た 複 合 化 抗 体
試 薬 を 、 椅 子 /ベ ッ ド 脇 で の 齲 蝕 原 性 細 菌 の 即 時 検 出 キ ッ ト に お い て 使 用 す る 。
C. SWLA4お よ び SWLA5抗 体 を 蛍 光 色 素 と 結 合 さ せ る 。 得 ら れ た 複 合 化 抗 体 を 、 唾 液 お よ び
歯 垢 中 の 齲 蝕 原 性 細 菌 の 検 出 に 使 用 す る 。
D. SWLA4お よ び /も し く は SWLA5抗 体 、 な ら び に /ま た は 先 に 記 載 し た よ う な S. ミ ュ ー タ ン
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ス 特 異 的 抗 体 を 、 そ れ ぞ れ 別 の か つ 識 別 可 能 な 蛍 光 色 素 に 結 合 さ せ る 。 得 ら れ た 蛍 光 標 識
抗 体 は 、 単 一 試 料 中 の 2つ ま た は そ れ 以 上 の 異 な る 齲 蝕 原 性 細 菌 を 同 時 に 検 出 す る た め の
多 重 検 出 用 途 に 役 立 つ 。
E. SWLA4お よ び /ま た は SWLA5抗 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ し 、 ヒ ト で の こ れ ら
の 齲 蝕 原 性 細 菌 に 対 す る 受 動 ワ ク チ ン 接 種 に お い て 使 用 す る た め の 、 こ れ ら の 齲 蝕 原 性 細
菌 に 対 す る ヒ ト 化 抗 体 を 作 製 す る た め に 使 用 す る 。 同 様 の ア プ ロ ー チ が 、 ペ ッ ト お よ び 他
の 動 物 に も 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 明 細 書 に 引 用 し た 出 版 物 お よ び 特 許 出 願 は す べ て 、 個 々 の 出 版 物 ま た は 特 許 出 願 が 詳
細 に か つ 個 別 に 参 照 と し て 組 み 入 れ ら れ る こ と が 示 さ れ る が ご と く 、 参 照 と し て 本 明 細 書
に 組 み 入 れ ら れ る 。 い ず れ の 出 版 物 の 引 用 も そ れ が 本 出 願 日 以 前 に 開 示 さ れ た た め で あ り
、 本 発 明 が 先 行 発 明 の せ い で そ の よ う な 出 版 物 を 先 行 で き な い こ と を 認 め る と 解 釈 さ れ る
べ き で は な い 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 明 確 に 理 解 で き る よ う に 説 明 と 実 施 例 の 目 的 で 先 行 発 明 を あ る 程 度 詳 細 に 記 述 し た が 、
本 発 明 の 説 明 か ら し て 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 の 精 神 ま た は 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く い
く ら か の 変 更 お よ び 修 正 を 実 行 で き る こ と は 、 当 業 者 に よ っ て 容 易 に 理 解 さ れ よ う 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ ６ 】
【 図 １ 】 図 1A～ Hは 、 口 腔 細 菌 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 2Aお よ び 2Bは 、 ヒ ト 集 団 に お け る 唾 液 A. ネ ス ラ ン デ ィ （ 遺 伝 種 1） お よ び L. 
カ セ イ の 計 数 値 の 分 布 を 示 す 。 こ の デ ー タ は 、 2～ 16歳 の 児 童 100人 か ら 採 取 し た 唾 液 試 料
に 基 づ い た 。 無 刺 激 唾 液 試 料 を 採 取 し 、 歯 科 医 院 で 固 定 し 、 処 理 の た め に UCLAに 送 っ た （
材 料 お よ び 方 法 に 記 載 し た よ う に ） 。 (a) 唾 液 A. ネ ス ラ ン デ ィ （ 遺 伝 種 1） 計 数 値 の 分 布
； (b) 唾 液 L. カ セ イ 計 数 値 の 分 布 。
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【 図 １ Ａ 】

【 図 １ Ｂ 】

【 図 １ Ｃ 】

【 図 １ Ｄ 】
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【 図 １ Ｅ 】

【 図 １ Ｆ 】

【 図 １ Ｇ 】

【 図 １ Ｈ 】

【 図 ２ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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G01N33/569 G01N33/577 C12N5/10 C12N15/09 C12P21/08 C07K16/12

CPC分类号 A61P1/02 A61P31/04 C07K16/1267 C07K16/1292 G01N33/56955 G01N2333/335 G01N2333/36

FI分类号 C07K16/14 A61K39/395.C A61K39/395.D A61K39/395.R A61P1/02 A61P31/04 C12Q1/02 G01N21/78.
C G01N33/50.G G01N33/536.D G01N33/536.F G01N33/569.F G01N33/577.B C12N5/00.B C12N15/00.
A C12P21/08

F-TERM分类号 2G045/AA28 2G045/CB06 2G045/CB07 2G045/CB21 2G045/DA36 2G045/FB03 2G054/CA23 2G054
/CE02 2G054/EA03 2G054/GA04 2G054/GB02 4B024/AA01 4B024/AA13 4B024/BA41 4B024/BA61 
4B024/CA02 4B024/DA02 4B024/EA04 4B024/GA05 4B024/HA11 4B063/QA01 4B063/QA07 4B063
/QA19 4B063/QQ08 4B063/QQ79 4B063/QQ96 4B063/QR48 4B063/QS31 4B063/QX02 4B064/AG26 
4B064/AG27 4B064/CA10 4B064/CA20 4B064/CC24 4B064/DA01 4B064/DA15 4B065/AA06Y 4B065
/AA30Y 4B065/AA90X 4B065/AB04 4B065/AC14 4B065/BA08 4B065/CA44 4B065/CA46 4C085/AA13 
4C085/AA14 4C085/AA19 4C085/AA25 4C085/DD62 4H045/AA10 4H045/AA11 4H045/AA30 4H045
/BA10 4H045/CA11 4H045/DA75 4H045/DA76 4H045/EA20 4H045/EA52 4H045/FA74

代理人(译) 清水初衷

优先权 60/418768 2002-10-15 US

外部链接 Espacenet

摘要(译)

提供了与放线菌或致乳杆菌致龋菌特异性结合的抗体及其结合片段和模
拟物。 主题结合剂，例如抗体，其片段和模拟物等，其特征在于它们对
目标细菌高度敏感和特异。 还提供了用于筛选样本中是否存在致龋菌的
方法和设备。 另外，提供了治疗方案和组合物。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/88d3b161-d1c8-49c3-bd9a-4209b6520642
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/032107971/publication/JP2006503089A?q=JP2006503089A

