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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　組換えタンパク質を可溶型で含む組成物であって、前記組換えタンパク質がクロストリ
ジウム・ディフィシル（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ）の毒素Ｂタンパ
ク質の一部分を含み、毒素Ｂタンパク質の前記一部分が配列番号１～１０の何れか一から
なる、組成物。
【請求項２】
　クロストリジウム・ディフィシルの毒素Ｂに対する中和抗毒素を生成させる方法であっ
て、
　ａ）
　　ｉ）可溶型で発現される、配列番号１～１０の何れか一からなる、クロストリジウム
・ディフィシルの毒素Ｂタンパク質の一部分を含む精製された組換えタンパク質、および
　　ｉｉ）非ヒト宿主
を提供すること；並びに
　ｂ）クロストリジウム・ディフィシルの毒素Ｂを中和する能力がある抗毒素がインビボ
で生成されるように、前記非ヒト宿主を前記組換えタンパク質で免疫すること
を含む方法。
【請求項３】
　配列番号１～１０の何れか一からなる単離ポリペプチド。
【請求項４】
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　配列番号１～１０の何れか一からなる１つまたは複数のペプチド断片に対して生成され
た少なくとも一の抗体を含む、クロストリジウム・ディフィシルの毒素Ｂを中和する方法
に使用するための組成物であって、方法が前記毒素Ｂを前記抗体と接触させることを含む
、組成物。
【請求項５】
　Ｃ．ディフィシル（Ｃ． ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ）感染の診断を補助する方法であって、
（ａ）対象の生体試料を少なくとも１つのペプチド断片と接触させる工程であって、前記
少なくとも１つのペプチド断片は配列番号１～１０の何れか一から選択され、前記ペプチ
ド断片は抗毒素Ｂ抗体のエピトープを含む、工程；および
（ｂ）抗原抗体複合体の形成を検出する工程を含む方法。
【請求項６】
　少なくとも一のペプチド断片を含む、Ｃ．ディフィシル感染を診断するためのキットで
あって、前記少なくとも１つのペプチド断片は配列番号１～１０の何れか一から選択され
、前記ペプチド断片は抗Ｃ．ディフィシル毒素Ｂ抗体のエピトープを含む、キット。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は２０１１年９月１３日に出願された米国特許仮出願６１／５３４，２９８号の
３５Ｕ．Ｓ．Ｃ．１１９（ｅ）に基づく利益を主張するものであり、この仮出願はその全
体があたかも本明細書に完全に記載されるかのように出典明示によって本明細書に援用さ
れる。
【０００２】
連邦政府による資金提供を受けた研究開発の記載
　本発明は、国立衛生研究所により授与された助成金番号Ｒ０１ＨＬ０８４４８９による
政府の助成によってなされた。政府は、本発明に一定の権利を有している。
【背景技術】
【０００３】
　クロストリジウム・ディフィシル（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ）は
、グラム陽性で芽胞を形成する嫌気性の桿菌であり、この種の多くの株は一般に使用され
る抗生物質の大多数に対し獲得耐性を有する。抗生物質の使用の影響としてミクロフロー
ラが減少すると、正常細菌叢と栄養を競合することなく、腸内でＣ．ディフィシルが成長
し、有害な毒素を産生することが可能となる。Ｃ．ディフィシルの強毒株では、疾病の発
生率が増加し、患者に更に重大な影響がある。
【０００４】
　Ｃ．ディフィシルは、それぞれ、サイズが３０８ｋＤおよび２６９ｋＤである２つの主
なタンパク質毒素である毒素Ａ（ＴｃｄＡ）および毒素Ｂ（ＴｃｄＢ）を産生する。２つ
の毒素は、大クロストリジウム細胞毒（ＬＣＴ）ファミリーに属し、４９％のアミノ酸同
一性を共有する。これらの毒素は、類似する構造を有し、推定上のレセプター結合ドメイ
ン、膜貫通ドメイン、および酵素ドメインを共有する。レセプター媒介性のインターナリ
ゼーションおよび細胞内切断の後、これらの毒素は宿主の腸の上皮細胞中でＲｈｏ－Ｒａ
ｃファミリーの低分子量ＧＴＰａｓｅのメンバーを特異的なスレオニン残基でグルコシル
化して、アクチン細胞骨格の変化、大量の体液分泌、急性炎症、および結腸粘膜のネクロ
ーシスを誘導する。
【０００５】
　ＴｃｄＢは、疾病の一因となる決定的な毒性因子であると決定されており、診断および
ワクチン接種の標的である。毒素Ａおよび毒素Ｂに対する中和抗体は、Ｃ．ディフィシル
関連下痢（ＣＤＡＤ）の解消に重要な役割を担うと考えられる。これら中和応答のバリエ
ーション、中和応答の非存在、および交差中和の欠如は、全てが疾患の重症度の範囲に影
響し、また潜在的に再発の一因となるとの仮説がある。特定の共有されているおよびユニ
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ークな中和エピトープを決定することにより、ＣＤＡＤのワクチンおよび治療薬として改
良された診断薬を（疾患の重症度、株のタイプ、および再発の潜在性に関して）設計する
ことができる。
【０００６】
　幾つかの研究は、毒素Ａおよび毒素Ｂに対する抗体がＣＤＩを防御するとの考えを支持
している。大部分の急性感染症患者は、ＩｇＭ応答を示さず、むしろ二次性のＩｇＧ応答
を示す。急性Ｃ．ディフィシル感染症（ＣＤＩ）の患者では、より高レベルの抗毒素Ｂ 
ＩｇＧがより軽度の疾患と関連付けられてきた。高い抗毒素Ａ抗体価の発生は無症候性の
保因の発生と関連し、他方で低い抗毒素Ａ抗体価は引き続くＣＤＩの発生と関連する。ま
た、毒素Ａに対する低レベルの抗体も、より重度の疾患と関連付けられてきた。興味深い
ことに、健康な成人の６０％までで毒素Ａおよび毒素Ｂに対する血清ＩｇＧおよびＩｇＡ
を検出可能であるが、これらの抗体の中和効果は高齢者では衰える。このように、ＣＤＩ
に対する防御と中和抗体の存在との間に明らかな相関関係があるが、これらの応答が年齢
とともに失われる理由は不明のままである。このような状況は現時点で何が強い中和応答
を構成するかについての理解（つまり、どのエピトープが中和応答に重要であるか）が欠
如していることに起因しており、このような状況からヒトの抗毒素応答を研究することが
困難となっている。
【０００７】
　ヒトにおける中和抗体応答の情報は、有力な予後予測のツールを提供できるであろう。
Ｃ．ディフィシルの病原性株に暴露された場合に、一部の患者は重度の感染を発症し、他
の患者は軽度の下痢のみを経験するのかの理由不明である。中和抗体が疾患の重症度の決
定的な決定要因である可能性が非常に高い。感染症患者に現れる免疫応答を更に分析する
ことにより、どの抗体が重度のまたは再発性の疾患を防御可能であるかが理解されること
を我々は期待する。大多数の患者が実際に毒素Ｂに対する抗体を作るが、これらの「Ａｂ
陽性」患者の多くが中和抗体を産生しないことを予備的なデータは示している。そのうえ
、一部の患者はＣ．ディフィシルの超強毒株（ｈｙｐｅｒｖｉｒｕｌｅｎｔ ｓｔｒａｉ
ｎ）の毒素Ｂを中和する抗体を作るが、Ｃ．ディフィシルの過去に記録された株の毒素Ｂ
を中和しないことが示されている。この観察は、動物モデルにおいて抗体が２つの型の毒
素Ｂを交差中和しないことが見出されていることからも支持される。過去に記録された株
および超強毒株の毒素Ｂ抗体が交差中和しないとの事実から、幾つかの懸念が生じる。第
一に、過去に記録された毒素に向けて開発されたワクチンが、超強毒性の毒素を防御しな
い可能性があること。第二に、治療用のモノクローナル抗体が、交差防御しない可能性が
あること。第三に、過去に記録された株または超強毒株での感染による獲得免疫が、互い
の株での感染を防御しない可能性があること。これらの理由から、Ｃ．ディフィシルに感
染した患者において何が中和抗毒素応答（ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ ａｎｔｉ－ｔｏｘ
ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ）を構成するかをよりよく理解すること、ならびにＣＤＩおよび
ＣＤＡＤを防御するために使用しうる適切な抗毒素を開発することが決定的に必要である
。本明細書に記載される請求項にかかわる発明の実施形態は、ヒトおよび動物モデルにお
いて抗原性でありかつ毒素Ｂの中和を担う毒素Ｂの特定の領域を提供する。本発明の他の
実施形態は、毒素Ｂに対する抗体を産生させるために使用される大量の毒素Ｂのペプチド
断片を発現させるためのプラットフォームを提供する。
【発明の概要】
【０００８】
　本発明の一実施形態は、組換えタンパク質を可溶型で含む組成物を対象とし、前記組換
えタンパク質は毒素Ｂを中和する抗体を産生するために使用されるクロストリジウム・デ
ィフィシルの毒素Ｂ配列の一部分を含む。
【０００９】
　本発明の更なる実施形態は単離されたポリペプチドを対象とし、そのポリペプチドのア
ミノ酸配列はクロストリジウム・ディフィシルの毒素Ｂ配列の断片を含有する配列を含み
、その断片は抗毒素Ｂ抗体を産生するための抗原である。
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【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１】抗毒素Ｂ抗体により認識される毒素Ｂタンパク質の領域を示す図である。
【図２】毒素中和能力（ｔｏｘｉｎ－ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ）に関
して種々のＣ．ディフィシル断片に対する抗体の試験結果を示す図である。
【図３】中和抗体産生性のペプチド断片（ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄｙ
－ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｐｅｐｔｉｄｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ）を同定するためのエピトープ
マッピングの結果を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
　Ｃ．ディフィシルは、グラム陽性で芽胞を形成する嫌気性の細菌である。この細菌が抗
生物質に関連した下痢の主な原因であり、その重症度は軽度の下痢から命にかかわる偽膜
性大腸炎にまでおよぶ。病原性Ｃ．ディフィシル株は、その株の病原性と密接に関連する
外毒素Ａ（ＴｃｄＡ）およびＢ（ＴｃｄＢ）を排出する。ＴｃｄＡおよびＴｃｄＢの双方
は腸毒素性で、腸上皮のダメージを誘発し、粘膜の透過性を増加させる能力があり、それ
故にＣ．ディフィシル関連大腸炎の病因の主因であると考えられる。北アメリカにおいて
過去数年間で高い罹病率および死亡率を記録した幾つかの病院でのＣＤＡＤの流行は、広
域抗生物質を広範に使用したことに起因する。より毒性の高いＣ．ディフィシル株の出現
も、その疾患の発生率および重症度の増加の一因である。抗生物質を使用することによっ
て、腸内の共生ミクロフローラが減少し、Ｃ．ディフィシルのより広範な増殖が可能とな
り、毒素の産生に至る。ＣＤＡＤは、軽度の下痢から重度で劇症の致死的な疾患にわたる
範囲の症状を有する。
【００１２】
　本明細書で提供される発明の実施形態は、Ｃ．ディフィシルのペプチド断片を組換え型
で高レベルに発現させるためのベクターを含む。種々の実施形態において、ベクターはシ
ャトルベクターである。更に、本発明では、Ｃ．ディフィシルのペプチド断片を発現する
ベクターを保持する細胞が提供される。また、本明細書の発明は、少なくとも１つのペプ
チド断片を含むＣ．ディフィシルの存在をアッセイするためのキットも特徴とする。ある
特定の実施形態におけるキットは使用説明書を含む。他の実施形態において、キットは少
なくとも１つの毒素中和抗体を含む。
【００１３】
　毒素Ａおよび毒素Ｂに対する抗体は、Ｃ．ディフィシルに以前に感染したかまたは感染
中の患者において同定された。患者および対照の血清試料を収集し、貯蔵し、標準のＥＬ
ＩＳＡアッセイを用いて精製された毒素ＡおよびＢ（１０４６３株およびＮＡＰ１株の双
方から）に対する反応性を試験した。毒素は主として２つの株１０４６３およびＮＡＰ１
から精製した。
【００１４】
　本発明の一実施形態は、毒素中和アッセイを対象とする。このアッセイでは、患者の血
清を毒素Ｂを中和する能力について試験した。Ｃ．ディフィシルの毒素ＢをＣ．ディフィ
シルに感染した患者の血清と共に室温で１時間インキュベーションした。血清／毒素の混
合物を、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞に添加し、３７℃でインキュベーシ
ョンした。ＣＨＯ細胞を細胞の生存度について顕微鏡下で観察した。血清／毒素の混合物
で処理したＣＨＯ細胞が毒素単独で処理した細胞よりも高い生存度を示すことが観察され
た。
【００１５】
　本発明の一実施形態は、抗毒素Ｂ抗体により認識される毒素Ｂタンパク質の領域を決定
することを対象とする（図１）。Ｃ．ディフィシルに感染した患者の抗血清を用いて、抗
毒素Ｂ抗体によるエピトープ認識を決定するため実験を実施した。毒素Ｂタンパク質の幾
つかの領域が抗毒素Ｂ抗体により標的とされる領域と同定された。これらの領域は以下に
確認されるとともに添付される配列表においても確認される：
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ASIGETIIDDKNYYFNQS- １８７４～１８９１（配列番号１）
EDGFKYFAPANTLDEN- １９０２～１９１７（配列番号２）
IGDYKYFNSDGVMQK- １９７２～１９８７（配列番号３）
YKYFAPANTVNDNIYG- ２１６８～２１８３（配列番号４）
ESDKYYFNPETKKA- ２２１８～２２３１（配列番号５）
QNTLDENFEGESINYT- ２３０８～２３２３（配列番号６）
【００１６】
　本発明の一実施形態は、毒素Ｂの中和の間に標的とされる毒素Ｂタンパク質の領域を決
定することを対象とする。中和抗体を有する血清試料を毒素の複数の断片を用いて分析し
て、毒素Ｂタンパク質のどの領域が中和抗体応答を示している患者の間で標的とされるか
を検出した。それらの断片をクローン化し、発現させた。図２に示されるように、１０４
６３株の毒素Ｂのペプチド断片（断片１４）に対する抗体はインビトロでの中和と関連し
ていた。この断片は１８９アミノ酸のポリペプチドであり、１０４６３株の毒素Ｂのアミ
ノ酸２１５２から２３４１にわたる。この配列は以下に記載されるとともに本出願におい
て配列番号７として記載される。
DDNGIVQIGVFDTSDGYKYFAPANTVNDNIYGQAVEYSGLVRVGEDVYYFGETYTIETGWIYDMENESDKYYFNPETKKA
CKGINLIDDIKYYFDEKGIMRTGLISFENNNYYFNENGEMQFGYINIEDKMFYFGEDGVMQIGVFNTPDGFKYFAHQNTL
DENFEGESINYTGWLDLDEKRYYFTDEYIA（配列番号７）
【００１７】
　本発明の別の実施形態において、ＮＡＰ１の毒素Ｂに由来するペプチド断片に対して生
成された抗体をインビトロでの毒素Ｂの中和について試験した。この断片はＮＡＰ１株の
毒素Ｂのアミノ酸２１５２～２３４１にわたる。この配列は以下に記載されるとともに本
出願において配列番号８として記載される。
DENGLVQIGVFDTSDGYKYFAPANTVNDNIYGQAVEYSGLVRVGEDVYYFGETYTIETGWIYDMENESDKYYFDPETKKA
YKGINVIDDIKYYFDENGIMRTGLITFEDNHYYFNEDGIMQYGYLNIEDKTFYFSEDGIMQIGVFNTPDGFKYFAHQNTL
DENFEGESINYTGWLDLDEKRYYFTDEYIA（配列番号８）
【００１８】
　本発明の一実施形態は、毒素Ｂタンパク質の抗原部分を決定することを対象とする。目
的の断片についてオーバーラップするデカペプチドを合成し、患者の抗体応答を詳細に調
べてどの配列が抗原性を有し、中和に関連しているかを正確に決定した。
【００１９】
　オーバーラップするデカペプチドを用いた詳細な特異性のエピトープマッピングにより
、目的の領域が動物モデルおよび患者の試料の双方において標的とされる一領域に狭めら
れ、その領域に対する抗体はインビトロで１０４６３およびＮＡＰ１の毒素を中和する能
力がある（図３）。図３に示されるように、破線ボックスは実験において抗毒素Ｂ抗体に
より標的とされると考えられかつ毒素Ｂ中和特性も示された毒素Ｂタンパク質中の領域の
境界を表す。同定されたペプチドは次のアミノ酸配列ＥＳＤＫＹＹＦＮＰＥＴＫＫＡＣＫ
ＧＩＮＬＩＤ（配列番号９）を有する。この配列は抗毒素Ｂ抗体により標的とされる毒素
Ｂの領域として以前に同定された配列番号５とオーバーラップする。
【００２０】
　１０４６３株（配列番号７）およびＮＡＰ１株（配列番号８）に由来する２つの毒素Ｂ
断片の更なる分析によって、それらの断片が２２２６位から２２３１位のペプチドを表す
ヘキサペプチド即ちＰＥＴＫＫＡ（配列番号１０）を共有することが示される。
【００２１】
　本発明の一実施形態は、Ｃ．ディフィシルの毒素Ｂに由来する抗原性ペプチド断片を含
む組成物を対象とする。本発明のある特定の実施形態において、抗原性ペプチド断片は発
現ベクターに含まれ、これらベクターが次に使用されて抗体を産生させるために使用でき
る多量のタンパク質が産生される。
【００２２】
　本発明の一実施形態は、毒素Ｂタンパク質中のエピトープを標的とする抗体を産生させ
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ることを対象とする。本発明の他の実施形態は、毒素Ｂタンパク質中のエピトープを標的
とし、中和効果を示す抗体を産生させることを対象とする。ウサギを毒素Ｂの断片で免疫
し、血清を複数の時点で収集した。ウサギ血清を抗体の存在および抗体の中和に関する潜
在能力について試験した。
【００２３】
　本発明の一実施形態は、Ｃ．ディフィシル感染を診断するための方法であって、（ａ）
対象の生体試料を毒素Ｂの断片である少なくとも１つのペプチド断片と接触させる工程；
および（ｂ）抗原抗体複合体の形成を検出する工程を含む方法を提供する。この方法にお
いて、対象の生体試料は、試験に使用されるペプチド断片と複合体を形成できる抗体を含
有しうる。かかる生体試料の例は試験対象の血清である。
【００２４】
　本発明の別の実施形態は、毒素Ｂの１つまたは複数のペプチド断片を含むキットを提供
し、このキットはＣ．ディフィシルに以前に感染したかまたは感染中の患者の血清を試験
するために使用される。キットを用いて得られる試験の結果によって、患者が受けた感染
のタイプ（つまり、感染を引き起こすＣ．ディフィシルの株）の診断が提供される。キッ
トの別用途は、Ｃ．ディフィシル感染の予防および治療における治療補助（ｔｈｅｒａｐ
ｅｕｔｉｃ ａｉｄ）として機能させることである。例えば、毒素Ｂのペプチド断片を使
用して、免疫で生じる抗体がＣ．ディフィシルによる引き続く感染イベントにおいて毒素
応答を中和させるために機能するように患者を免疫しうる。
【００２５】
　これら方法の多くの適切なバリエーションが上記記載の方法および特許請求の範囲に記
載の方法を置換しうるまたはそれらの方法に付加して使用されうることを当業者は認識す
るであろう。本発明の実施形態の他のバリエーションおよび修飾およびその種々の態様の
実施が当業者には明らかであること、ならびに本発明が本明細書および特許請求の範囲に
記載された特定の実施形態に限定されないことを理解すべきである。従って、本発明の実
施形態ならびに本明細書において開示および主張される基礎の根底にある原理の真の精神
および範囲内の任意のおよび全ての修飾、バリエーション、または均等物を網羅すること
が企図される。
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