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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　免疫防除量の不活化全結核菌（Ｍ．ｔｂ）、及び鼻腔内または肺内送達に適した担体を
含むエアロゾルまたはスプレーの医薬組成物であって、前記結核菌（Ｍ．ｔｂ）が、照射
を用いて不活化されており、結核菌（Ｍ．ｔｂ）の免疫防除量が、０．１０から５０マイ
クログラムの量である、前記医薬組成物。
【請求項２】
　前記結核菌（Ｍ．ｔｂ）の９０％が不活化されている、請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項３】
　前記結核菌（Ｍ．ｔｂ）の１００％が不活化されている、請求項１に記載の医薬組成物
。
【請求項４】
　結核菌（Ｍ．ｔｂ）の細胞溶解物をさらに含む、請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項５】
　アジュバントをさらに含むが、ただし、該アジュバントは脂質を含まない、請求項１に
記載の医薬組成物。
【請求項６】
　凍結乾燥されている、請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項７】
　請求項１に記載の医薬組成物を含む、パッケージ。
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【請求項８】
　哺乳動物に結核（ＴＢ）に対するワクチン接種を行うための、エアロゾルまたはスプレ
ーの請求項１記載の医薬組成物であって、該組成物は鼻腔内または肺内の経路により投与
され、哺乳動物がマウスでない、医薬組成物。
【請求項９】
　結核菌（Ｍ．ｔｂ）の少なくとも９０％が不活化されている、請求項８に記載の組成物
。
【請求項１０】
　アジュバントを含まない、請求項１または請求項８に記載の医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（発明の分野）
　本発明は、結核のワクチンおよびより具体的には不活化Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属
菌を使用して、肺内または粘膜送達用に製剤されるワクチンに関する。
【背景技術】
【０００２】
　（発明の背景）
　結核菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ、Ｍ．ｔｂ）は、世
界のヒト集団の３分の１に感染している１。ＢＣＧワクチンとして知られている一般的な
結核（ＴＢ）ワクチンは、発展途上国において、新生児に投与されている。このワクチン
は、小児を髄膜ＴＢおよび播種性ＴＢから防御するが、成体における潜伏ＴＢの定着また
は肺疾患の再活性化を適切に防御することができない２。その上、ＢＣＧの有効性は、１
０～１５年間にわたって低下していることが報告されている３。結核疾患の最も一般的な
種類は肺であり、伝染は、咳をしている間に出たエアロゾル飛沫を介して起こる。したが
って、ＢＣＧワクチン接種の高普及率にもかかわらず、この疾患の苦しみは軽減されてい
ない。さて、結核菌微生物系が、結核菌およびＢＣＧの両方に共通する抗原の突然変異に
適合していることを裏付ける証拠が存在する４、５（非特許文献１，２）。その上、最近
の研究では、非経口送達されるＢＣＧが、肺粘膜におけるＴ細胞免疫応答を誘導すること
ができないことがあり、肺疾患の防御には批判的でありうることが示唆されている６、７

（非特許文献３，４）。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００３】
【非特許文献１】Ｂｅｈｒ　ＭＡ，Ｗｉｌｓｏｎ　ＭＡ，Ｇｉｌｌ　ＷＰ，　Ｓａｌａｍ
ｏｎ　Ｈ，Ｓｃｈｏｏｌｎｉｋ　ＧＫ，　Ｒａｎｅ　Ｓ，ｅｔ　ａｌ．Ｃｏｍｐａｒａｔ
ｉｖｅ　ｇｅｎｏｍｉｃｓ　ｏｆ　ＢＣＧ　ｖａｃｃｉｎｅｓ　ｂｙ　ｗｈｏｌｅ－ｇｅ
ｎｏｍｅ　ＤＮＡ　ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ．Ｓｃｉｅｎｃｅ　１９９９；２８４（５４１
９）：１３２８－１３３４
【非特許文献２】Ｇａｇｎｅｕｘ　Ｓ，ＤｅＲｉｅｍｅｒ　Ｋ，Ｖａｎ　Ｔ，　Ｋａｔｏ
－Ｍａｅｄａ　Ｍ，　ｄｅ　Ｊｏｎｇ　ＢＣ，　Ｎａｒａｙａｎａｎ　Ｓ，ｅｔ　ａｌ．
　Ｖａｒｉａｂｌｅ　ｈｏｓｔ　－ｐａｔｈｏｇｅｎ　ｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ　ｉ
ｎ　Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ．　Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　
Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ．２００６；１０３（８）：２８６９－２８７３
【非特許文献３】Ｇａｌｌｉｃｈａｎ　Ｗ　Ｓ　ａｎｄ　Ｒｏｓｅｎｔａｈｌ　ＫＬ．　
Ｌｏｎｇ－ｌｉｖｅｄ　ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ　Ｔ　ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ　ｍｅｍｏｒｙ
　ｉｎ　ｍｕｃｏｓａｌ　ｔｉｓｓｕｅｓ　ａｆｔｅｒ　ｍｕｃｏｓａｌ　ｂｕｔ　ｎｏ
ｔ　ｓｙｓｔｅｍｉｃ　ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ．　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｅｘｐｅ
ｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　１９９６．；１８４：１８７９
【非特許文献４】Ｂｅｌｙａｋｏｖ　ＩＭ　Ｍｏｓｓ　Ｂ，Ｓｔｒｏｂｅｒ　Ｗ，Ｂｅｒ
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ｚｏｆｓｋｙ　ＪＡ．Ｍｕｃｏｓａｌ　ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ　ｏｖｅｒｃｏｍｅｓ　
ｔｈｅ　ｂａｒｒｉｅｒ　ｔｏ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｖａｃｃｉｎｉａ　ｉｍｍｕ
ｎｉｚａｔｉｏｎ　ｃａｕｓｅｄ　ｂｙ　ｐｒｅｅｘｉｓｔｉｎｇ　ｐｏｘｖｉｒｕｓ　
ｉｍｍｕｎｉｔｙ．　Ｐｒｏｃｅｓｓｉｏｎｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ａ
ｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　１９９９；９６：４５１２　８．Ｚａｍｍｉｔ　
ＤＪ，Ｔｕｒｎｅｒ　ＤＬ，Ｋｌｏｎｏｗｓｋｉ　ＫＤ，Ｌｅｆｒａｎｃｏｉｓ　Ｌ，Ｃ
ａｕｌｅｙ　ＬＳ．Ｒｅｓｉｄｕａｌ　Ａｎｔｉｇｅｎ
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　これらの理由を考慮すると、世界中へのＴＢの流行を減少させるためには、新規なワク
チンが是非とも必要である。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　（発明の要旨）
　本発明は、結核を予防および／または治療するためのワクチンを提供する。本発明は、
多くのワクチン接種戦略とともに利用することができる。すなわち、感染前に結核菌感染
を予防するために、曝露後に潜伏ＴＢを除去または封じ込めるためにおよび再活性化を予
防するために、予防的に投与される。本発明は、ＢＣＧまたは別のサブユニットＴＢ免疫
賦活剤を既に受けている患者に、ＢＣＧに代わるものとして、および／またはＢＣＧへの
追加免疫として使用することができる。
【０００６】
　一態様では、本発明は、不活化Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属菌を含む医薬組成物であ
って、組成物が哺乳動物宿主への鼻腔内、粘膜または肺内送達用に製剤されており、組成
物が宿主への送達時に免疫防御量を含む医薬組成物を提供する。
【０００７】
　適したＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属菌には、例えば、結核菌、Ｍ．ｍａｒｉｎｕｍ、
Ｍ　ｂｏｖｉｓ、Ｍ．ａｆｒｉｃａｎｕｍまたはＭ．ｍｉｃｒｏｔｔｉが含まれる。いく
つかの実施形態では、不活化Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属菌細胞は、死滅した細胞また
は細胞溶解物である。
【０００８】
　いくつかの実施形態では、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属菌細胞の少なくとも９０％、
例えば、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属菌細胞の９５％、９８％、９９％または１００％
が不活化されている。対象がヒトである場合、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属菌細胞の１
００％が不活化されていることが好ましい。
【０００９】
　いくつかの実施形態では、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属菌は、照射を用いて不活化さ
れている。好ましい照射は、γ線照射を用いるものである。
【００１０】
　他の実施形態では、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属菌は、ホルマリンまたは熱を用いて
不活化されている。
【００１１】
　いくつかの実施形態では、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属菌は、塩による浸透圧または
乾燥法を用いて不活化されている。
【００１２】
　医薬組成物は、宿主の免疫応答を強化するために、アジュバントを場合によって含むこ
とができる。
【００１３】
　医薬組成物は、薬学的に許容できる担体を場合によって含むことができ、または場合に
よって凍結乾燥されて提供されうる。
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【００１４】
　いくつかの実施形態では、医薬組成物は、宿主への鼻腔内送達用に製剤される。
【００１５】
　加えて、医薬組成物は、エアロゾルまたはスプレーのパッケージとして提供される。
【００１６】
　一実施形態では、本発明は、γ線を照射したＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属菌を含む医
薬組成物であって、哺乳動物宿主への鼻腔内または肺内送達用に製剤されており、宿主、
例えばヒトへの送達時に免疫防御量を与える医薬組成物を提供する。
【００１７】
　別の態様では、本発明は、哺乳動物にＴＢのワクチン接種を行う方法を提供する。本方
法は、哺乳動物に不活化Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属菌を含む組成物を投与することを
含み、哺乳動物のワクチン接種が鼻腔内または肺内であり、組成物が宿主への送達時に免
疫防御量を含む。
【００１８】
　別の態様では、本発明は、別の抗原の送達を促進する免疫賦活剤を提供する。
【００１９】
　一態様では、本発明は、不活化Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属菌を含む医薬組成物であ
って、組成物が哺乳動物宿主への鼻腔内、粘膜または肺内送達用に製剤されており、組成
物が宿主への送達時に免疫防御量を含む医薬組成物を提供する。
【００２０】
　本方法での使用に適したＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属菌には、例えば、結核菌、Ｍ．
ｍａｒｉｎｕｍ、Ｍ　ｂｏｖｉｓ、Ｍ．ａｆｒｉｃａｎｕｍまたはＭ．ｍｉｃｒｏｔｔｉ
が含まれる。いくつかの実施形態では、不活化Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属菌細胞は、
死滅した細胞または細胞溶解物である。いくつかの実施形態では、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒ
ｉｕｍ属菌細胞の少なくとも９０％、例えば、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属菌細胞の９
５％、９８％、９９％または１００％が不活化されている。対象がヒトである場合、Ｍｙ
ｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属菌細胞の１００％が不活化されていることが好ましい。
【００２１】
　いくつかの実施形態では、本方法に使用するＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属菌は、照射
を用いて不活化されている。好ましい照射は、γ線照射を用いるものである。他の実施形
態では、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属菌は、ホルマリンまたは熱を用いて不活化されて
いる。
【００２２】
　本方法に使用する医薬組成物は、宿主の防御免疫応答を強化するために、アジュバント
を場合によって含むことができる。
【００２３】
　本方法に使用する医薬組成物は、薬学的に許容できる担体を場合によって含むことがで
き、または場合によって凍結乾燥されて提供されうる。
【００２４】
　いくつかの実施形態では、本方法に使用する医薬組成物は、宿主への鼻腔内送達用に製
剤される。
【００２５】
　加えて、本方法に使用する医薬組成物は、エアロゾルまたはスプレーのパッケージとし
て提供される。
【００２６】
　いくつかの実施形態では、医薬組成物は、鼻内または肺内送達用に形成されたデバイス
を介して送達される。
【００２７】
　その上さらなる態様では、本発明は、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ感染を治療するため
のワクチンを調製する方法であって、不活化Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属菌の免疫防御
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量を、哺乳動物宿主への鼻腔内または肺内送達用に製剤することを含む方法を提供する。
【００２８】
　いくつかの実施形態では、本方法は、結核の非ヒト動物モデルにおいて、ワクチンを試
験することを含む。動物モデルは、例えば、マウス、モルモット、ウサギ、ウシまたは非
ヒト霊長類であることができる。
【００２９】
　他に特に定義しない限り、本明細書において使用される科学技術用語はすべて、本発明
が属する普通の当業者によって共通に理解されているものと同じ意味を有する。本明細書
において記載されているものと類似または同等の方法および原料を、本発明の診療または
試験に使用することができるが、適した方法および原料を以下に記載する。本明細書にお
いて言及される、出版物、特許出願、特許および他の参照文献はすべて、参照によって完
全に組み込まれる。抵触する場合には、本特許明細書は定義を含めて責に帰する。また、
原料、方法および実施例は、一例に過ぎず、限定するためのものではない。
【００３０】
　本発明の他の特徴および利点は、以下の詳しい説明および特許請求の範囲から明らかで
ある。
【発明を実施するための形態】
【００３１】
　（発明の詳細な説明）
　本発明によるワクチンは、１種または複数種の不活化Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ属菌
を使用して調製され、次いで対象への肺内または粘膜送達用に製剤される。不活化マイコ
バクテリアは、対象の肺または粘膜／鼻粘膜に送達されると、前述のＴＢワクチンで観察
されているよりもさらに強い免疫応答を惹起することを前提としている。
【００３２】
　インフルエンザネズミモデルにおける研究では、肺免疫細胞は局在化したままであり、
Ｂ細胞およびＴ細胞のほんのわずかしか全身に遊走しないことが示唆されている。８、９

この研究は、カギとなるインフルエンザ特異的ＣＤ８－Ｔ細胞が、胸部内の半隔離された
循環内に閉じ込められたままになることがあり、血流または末梢リンパ系組織にはほとん
ど到達せず、代わりに呼吸器粘膜と局所リンパ節との間で循環することを示している。Ｚ
ａｍｍｉｔらは、１つの理由が、肺リンパ排液の特別な解剖学各論でありうることを示唆
している８。局所肺リンパ節から胸管に入る細胞は、肺に向かい、肺動脈血中に供給され
る。一部は大循環へと通過していくことができるが、活性化された細胞は血管内皮に付着
し、肺の中に戻っていく傾向があるため、細胞が感染部位に留まることになる。ここから
細胞は再び局所節に移動し、そこで再度抗原に出会う。実際に、ネズミＴＢモデルにおい
て、抗原特異的記憶Ｔ細胞がワクチン接種部位に優先的に戻ること、および感染時点の気
道におけるＴ細胞の位置が重要であることが見出されている１０～１１。
【００３３】
　次いで、これらの所見を本発明に適用すると、ＴＢワクチンが、肺および呼吸器粘膜系
で防御免疫応答を誘発することに成功するためには、呼吸器上皮における抗原提示細胞を
直接刺激することが好ましい。本発明は、このことを、照射済マイコバクテリアを肺およ
び粘膜の境界面に直接送達することによって実現する。
【００３４】
　１９６８年に公表されたある研究は、吸入性ＢＣＧを小児４３９名に投与したところ、
副作用はなかったと報告した。１２実験動物種において、ＢＣＧのエアロゾルまたは気管
内送達は有効性が異なり、霊長類１３、ウシ１４、モルモット１５およびマウス１６、１

７、１８、１９では非経口接種に比べて防御に優れているものから、他の研究２０では皮
下経路に勝る明らかな利点がないものまで、さまざまであった。他の研究は、免疫応答が
初回のＢＣＧ接種量に依存することを示した１２、２１。
【００３５】
　最近では、いくつかの研究グループが、粘膜結核菌サブユニットワクチンを追加免疫と
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して使用し、ネズミモデルにおいて一次免疫化後数週目に投与した場合に関するデータを
公表している。Ｇｏｏｎｅｔｉｌｌｅｋｅらの所見は、組換え修飾ワクシニアウイルスＡ
ｎｋａｒａに曝され、結核菌Ａｇ８５Ａを発現する際に、Ｔ細胞のホーミング特性が重要
であることを支持している。鼻腔内追加免疫は、非経口ＢＣＧに比べて、肺において５倍
高いＴ細胞応答を誘導した。それによって、肺におけるＴ細胞は、コンパートメント化さ
れたある形であることが支持される２２。Ｓａｎｔｏｓｕｏｓｓｏらは、Ａｇ８５Ａを発
現する鼻腔内アデノウイルスベクターが、気道内腔においてＣＤ４およびＣＤ８Ｔ細胞一
次応答を後押しし、肺の結核菌攻撃感染の防御を強化することを示した２３。他の研究は
、マウスにおいて、組換え細菌／ウイルスベクター中またはタンパク質およびアジュバン
トとともにマイコバクテリア抗原（Ａｇ８５ＡまたはＡｇ８５Ｂ－ＥＳＡＴ－６）を使用
し、これを追加免疫として粘膜投与したものであり、これらの研究は、標準的な非経口Ｂ
ＣＧと比較すると、結核菌の生菌での攻撃感染時に防御免疫を示している２４、２５、２

６。これらの研究はすべて、粘膜サブユニットワクチンの追加免疫後、ＢＣＧ単独と比較
して、肺および脾臓におけるマイコバクテリアのコロニー形成単位が統計的に少数である
ことを示した。
【００３６】
　結核菌の生菌感染に対する適応免疫反応は、他の感染と比較して遅延し、これによって
、肺におけるこの桿菌集団は、感染の前免疫期中に著しく増加することが可能となる２７

。エアロゾル化ワクチン製剤中に桿菌の死菌を使用することによって、繁殖しているマイ
コバクテリアが存在しなくなり、免疫応答については、細菌の細胞壁上の抗原に応答する
ための適切な時間を有することになる。加えて、何千年にもわたって、適応攻撃を経て、
結核菌は、初回の抗原提示中に、自然免疫応答を回避する多くの手段を見出している２８

、２９、３０、３１。マイコバクテリアの死菌は、ヒト免疫系を回避する手段を誘発し、
抗原提示を成功しないようにする酵素を産生する能力を有していない。
【００３７】
　死滅させた全マイコバクテリアを使用するこの方法が過去に見落とされてきたと、本発
明者らが考える１つの理由は、１９世紀末期にＲｏｂｅｒｔ　Ｋｏｃｈによって行われた
研究による３２。Ｋｏｃｈは、結核菌培養物からの滅菌ろ液を、治療ワクチンとして対象
に使用した。これは、活動性疾患を有するいくらかの個体に、非常に重度の炎症性免疫応
答を誘導し、あるものは死亡した。Ｋｏｃｈ現象として知られているが、この壊死反応は
、特にＴＮＦ－α以外のいくつかの炎症促進性サイトカインの産生過剰によるように思わ
れる３３。この出来事は数十年間ワクチン学者らを悩ましたが、これは科学者らが全桿菌
を使用する可能性があることを見落としたためであると、本発明者らは考えている。死滅
させた全マイコバクテリアは、抗し難い炎症反応を避けるにもかかわらず、強い免疫防御
応答を惹起するのに十分低量で利用される。
【００３８】
　一般に、任意の種類の不活化手法が使用されうる。但し、その処理が、宿主で増殖感染
を引き起こすことができない細菌の集団をそのままにしておくと同時に、相当する疾患を
引き起こすマイコバクテリアに対して増殖性応答を惹起するための抗原構造を必然的に維
持する場合に限る。マイコバクテリア調製物は通常、無能力化されている。本発明に従っ
て製造される無能力化細菌細胞という状況において、「無能力化」とは、細菌細胞が不可
逆性の静止状態であることを意味する。細菌は、その構造を保持し、それ故、例えば、野
生型細菌に関連する免疫原性、抗原性および／またはレセプター－リガンド相互作用を保
持するが、複製できない。いくつかの実施形態では、それは、細菌細胞中に感染ファージ
が存在するために複製できない。
【００３９】
　不活化の好ましい種類は、γ線照射である。当技術分野において知られている不活化の
他の種類には、例えば、放射線の他の種類（紫外線照射を含む）、ホルマリン処理および
熱処理が含まれる。いくつかの実施形態では、非ヒトに使用するために、７０％超が死滅
されている。ヒトに使用するための実施形態では、細胞の１００％が死滅されている。
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【００４０】
　理論によって制限されたくはないが、γ線照射済Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍが、本発
明の組成物中および方法での使用にとりわけ適していることを前提としている。γ線照射
済細菌は安全であると考えられており、複製しないため、それらは一般に実験室で使用さ
れる。多くの試験では、それにもかかわらず、γ線照射済細菌は、桿菌壁上の抗原によっ
て惹起された応答を含む、免疫防御応答を惹起することを示している３４、３５、３６。
加えて、γ線照射済マイコバクテリアは、アポトーシスを受け、樹状細胞によって飲み込
まれるようになる。樹状細胞は、Ｔ細胞にマイコバクテリア抗原を提示し、ＣＤ４　Ｔｈ
１およびＣＤ８細胞傷害性細胞を活性化する。γ線照射済結核菌はまた、一酸化窒素の放
出を誘導することができ３４、結核菌の生菌に対する類似のＴｈ２応答を惹起することが
できる３５。１９６３年に、Ｎｉｓｈｉｈａｒａらは、マウスにγ線照射済結核菌を皮内
注射し、このことが、ＢＣＧの皮内注射と同じく、結核菌でのエアロゾル攻撃を防御する
ことを見出した３７。
【００４１】
　照射済細菌または細菌性抗原の肺および粘膜縁への送達は、宿主において有効な免疫応
答を促進すると考えられている。鼻粘膜または肺胞通路への送達時に、細菌または細菌性
抗原が、肺の肺胞／間質腔で、抗原提示細胞、特に樹状細胞によって検出されている。次
いで、これらの樹状細胞は、ナイーブＣＤ４＋およびＣＤ８＋Ｔ細胞が豊富な領域に遊走
し、肺の局所リンパ節の傍皮質の領域を構成する。これらのＴ細胞は、桿菌の死菌の抗原
によって活性化される。マイコバクテリアの死菌は、マクロファージによって貪食される
ようになる。
【００４２】
　一般に、結核菌複合体のメンバーである任意のＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ種または菌
株を、本発明の組成物中および方法に使用することができる。結核菌複合体のメンバーで
あるＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍの適した種には、例えば、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
　ｂｏｖｉｓ、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ａｆｒｉｃａｎｕｍ、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅ
ｒｉｕｍ　ｍｉｃｒｏｔｔｉおよび結核菌が含まれる。遺伝子的に類似のＭｙｃｏｂａｃ
ｔｅｒｉｕｍは、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｃａｎｅｔｔｉｉおよびＭｙｃｏｂａｃ
ｔｅｒｉｕｍ　ｍａｒｉｎｕｍを含む。特定の種または種の組合せは、相当する宿主種に
対して、および治療されるＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ関連疾患の種類に対して選択され
る。ヒトにおいて疾患を引き起こす他のマイコバクテリアには、例えば、Ｍｙｃｏｂａｃ
ｔｅｒｉｕｍ　ａｖｉｕｍ　ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｅ、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕ
ｍ　ｌｅｐｒａｅ、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｌｅｐｒａｅｍｕｒｉｕｍ、Ｍｙｃｏ
ｂａｃｔｅｒｉａ　ｐａｒａｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　
ｕｌｃｅｒａｎｓ、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｍｅｇｍａｔｉｓ、Ｍｙｃｏｂａｃ
ｔｅｒｉｕｍ　ｘｅｎｏｐｉ、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｃｈｅｌｏｎｅｉ、Ｍｙｃ
ｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｆｏｒｔｕｉｔｕｍ、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｆａｒｃｉ
ｎｏｇｅｎｅｓ、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｆｌａｖｕｍ、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉ
ｕｍ　ｈａｅｍｏｐｈｉｔｕｍ、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｋａｎｓａｓｉｉ、Ｍｙ
ｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｐｈｌｅｉ、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｃｒｏｆｕｌａ
ｃｅｕｍ、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｅｎｅｇａｌｅｎｓｅ、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅ
ｒｉｕｍ　ｓｉｍｉａｅ、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｈｅｒｍｏｒｅｓｉｓｔｉｂ
ｌｅおよびＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｘｅｎｏｐｉが含まれる。
【００４３】
　医薬組成物に使用されるマイコバクテリアは、細胞全体または細胞の一部、例えば細胞
溶解物を含むことができる。例えば、適した構成成分は、γ線照射済の全細胞溶解物、γ
線照射済の培養ろ液タンパク質、γ線照射済の細胞壁画分、γ線照射済の細胞膜画分、γ
線照射済の細胞質ゾル画分、γ線照射済の可溶性細胞壁タンパク質およびγ線照射済の可
溶性タンパク質プールを含む。
医薬組成物の調製
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　死滅した細胞の調製は、宿主への投与用に、不活化細胞または細胞溶解物と、医薬組成
物を形成するための薬学的に許容できる担体とを組み合わせることによって行う。担体は
、例えば、生理食塩水、鉱油、植物油、カルボキシルメチルセルロースナトリウム水溶液
またはポリビニルピロリドン水溶液などでありうる。いくつかの実施形態では、担体は、
ヒト対象に治療的に投与するのに十分純粋である。当業者は、適した溶液、例えば、塩化
ナトリウム注射液、リンガー注射液または乳酸リンガー注射液などの等張性媒体を使用し
て良好に調製することができる。保存剤、安定化剤、緩衝剤、酸化防止剤および／または
他の添加剤は、必要とされる場合に含むことができる。
【００４４】
　例えば、Ｍ．ｂｏｖｉｓ　ＢＣＧの投与に関連したプロトコル、製剤、投与量および臨
床診療に精通している当業者は、加えて、本発明の医薬組成物とともに使用するためのこ
れらのプロトコルを容易に適応させることができる。ワクチンは、剤形に適合する方法で
、および治療的に有効であり免疫原性であるような量で投与される。投与される量は、例
えば、免疫応答を開始する個体の免疫系の能力および所望される防御の程度を含む、治療
される対象によって決まる。適した投与量範囲は、ワクチン接種当たりの活性成分が数百
マイクログラムのオーダーであり、好ましい範囲は、約０．１μｇから１０００μｇまで
、例えば、約１μｇから３００μｇまでの範囲、特に約１０μｇから５０μｇまでの範囲
などである。初回投与および追加免疫注射のための適した投与法は、変更することもでき
るが、初回投与の後に続く接種または他の投与によって類型化されている。したがって、
ワクチンは、単回投与でまたは多回投与で投与することができる。一実施形態では、ワク
チンは、約１～１２か月離して２回投与で投与されうる。対象は、任意の時点でワクチン
接種を行うことができるが、ワクチンを、輸送中または他の取り扱い中などの予想される
ストレス期間のすぐ前（最適には約１０日から２週間）に投与することが好ましい。ワク
チンは、出産前の妊娠動物に、高度免疫初乳の産生を増加させるために投与されうること
も想定されている。
【００４５】
　組成物は、治療される状態によって、単独でまたは他の治療もしくは標準的なＢＣＧワ
クチンと組み合わせて、同時にまたは連続して投与することができる。組成物は、ＢＣＧ
のワクチン接種後に投与することができるため、追加免疫結核ワクチンとして作用するこ
とができる。その上、死滅した桿菌全体の初回皮下接種に続いて鼻腔内または粘膜追加免
疫を行った後に、本組成物を投与してよい。
【００４６】
　死滅した細胞は、対象動物への抗原物質の曝露を持続させるために、それ故、長い間動
物を感染から防御するために、微粒子またはマイクロカプセル中に組み込まれてよい。微
粒子およびカプセルは、種々のよく知られている不活性な生体適合性マトリックス物質か
ら、当技術分野における従来の技術を用いて形成することができる。適したマトリックス
物質には、例えば、アルギネート、ポリ（乳酸）、ポリ（乳酸／グリコール酸）、ポリ（
カプロラクトン）、ポリカーボネート、ポリアミド、ポリ無水物、ポリオルトエステル、
ポリアセタール、ポリシアノアクリレート、ポリウレタン、エチレンビニルアセテートコ
ポリマー、ポリスチレン、ポリ塩化ビニル、ポリフッ化ビニル、ポリ（ビニルイミダゾー
ル）、クロロスルホン化ポリオレフィン、ポリエチレンオキシド、ならびに特に寒天およ
びポリアクリレートなどの天然または合成ポリマーが含まれる。本明細書において使用さ
れうる、物質を微粒子中に組み込むための技術またはカプセル化技術の例は、Ｓｐａｒｋ
ｓ３８、Ｋｙｄｏｎｉｕｓ３９およびＥｌ－Ｎｏｋａｌｙ４０によって記載されており、
それらの各内容は、参照によって本明細書に組み込まれる。
【００４７】
　不活化マイコバクテリアは、水または食塩水に懸濁される小粒子中に含まれてよい。ワ
クチン製剤はまた、当技術分野における従来の、任意選択のアジュバント、抗菌剤または
他の医薬活性剤を含むことができる。アジュバントには、塩、乳剤（油／水組成物を含む
）、サポニン、リポソーム製剤、ウイルス粒子、ポリペプチド、病原体関連分子パターン
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（ＰＡＭＰＳ）、核酸ベースの化合物またはある特定の抗原を利用する他の製剤が含まれ
うるが、これらに限定されない。適したアジュバントには、例えば、植物油、ミョウバン
、フロイント不完全アジュバントまたは含油フロイント不完全アジュバントが含まれ、フ
ロイント不完全アジュバントが特に好ましい。他のアジュバントには、水酸化アルミニウ
ムまたはリン酸アルミニウム（ミョウバン）などの薬剤が含まれ、免疫刺激複合体（ＩＳ
ＣＯＭ）、糖の合成ポリマー（ＣＡＲＢＯＰＯＬ（登録商標））、熱処理によるワクチン
中のタンパク質凝集、アルブミンに対するペプシン処理（Ｆａｂ）抗体での再活性化によ
る凝集、Ｃ．ｐａｒｖｕｍなどの細菌細胞またはグラム陰性細菌のエンドトキシンもしく
はリポ多糖構成成分との混合物、マンニドモノオレエート（Ａｒａｃｅｌ　Ａ）などの生
理学的に許容できる油性媒体中の乳剤または遮断代替物（ｂｌｏｃｋ　ｓｕｂｓｔｉｔｕ
ｔｅ）として使用されるペルフルオロカーボン（Ｆｌｕｏｓｏｌ－ＤＡ）の２０％溶液を
含む乳剤も用いることができる。
【００４８】
　不活化マイコバクテリアは、大腸菌不安定毒素（ＬＴ）およびコレラ毒素（ＣＴ）など
の粘膜細菌毒素アジュバント中、またはＣｐＧオリゴデオキシヌクレオチド（ＣｐＧ　Ｏ
ＤＮ）４１中に含まれてよい。別の可能な粘膜アジュバントモノホスホリル脂質Ａ（ＭＰ
Ｌ）、ＬＰＳの誘導体および低毒型は、リポソームと結合すると、粘膜免疫防御応答を誘
導することが見出された４２。鼻内ワクチン接種用に設計された１つの新しいアジュバン
ト、Ｅｕｒｏｃｉｎｅ　Ｌ３（商標）は、実験動物モデルにおいて、鼻腔内投与後、ＴＢ
に対する長持ちする免疫を誘導することを示している４３～４５。アジュバント技術は、
内因性脂質と薬学的に許容される脂質との組合せをベースとする非毒性医薬製剤からなる
。ワクチンは、サイトカインまたはポリＩ：Ｃなどの合成ＩＦＮ－γ誘導物質などの追加
の免疫変調物質を、単独でまたは上記のアジュバントと組み合わせて、場合によって含む
ことができる。
【００４９】
　さらに他のアジュバントは、生体適合性マトリックス物質からなる微粒子またはビーズ
を含む。微粒子は、当技術分野における従来の、任意の生体適合性マトリックス物質から
なることができ、これには寒天およびポリアクリレートが含まれるが、これらに限定され
ない。当業者であれば、他の担体またはアジュバントが同様に使用されうることを認識し
ている。例えば、使用されうるキトサンまたは任意の生体接着性送達システムが、Ｗｅｂ
ｂおよびＷｉｎｋｅｌｓｔｅｉｎ４６によって記載されており、その内容は、参照によっ
て本明細書に組み込まれる。
【００５０】
　不活化マイコバクテリアを含む医薬組成物は、当技術分野において知られている方法を
使用して、鼻腔内または肺内送達用に製剤されることが好ましい。アジュバントと混合さ
れた照射済マイコバクテリアの製剤は、ワクチン接種関連の、炎症などの副作用を最小限
に抑えるように選択されることが好ましく、または製剤の安定性を高めることができる。
アジュバントは、免疫賦活剤としてまたはデポ剤としての役割を有することもある。
【００５１】
　いくつかの実施形態では、不活化マイコバクテリアは、ネブライザーの改良によって、
または３種類の小型携帯用デバイス、定量噴霧吸入器（ＭＤＩ）および乾燥粉末吸入器（
ＤＰＩ）を介して送達される。鼻腔内送達は、鼻内スプレー、滴びんまたは鼻内定量薬物
送達デバイスを介して起こる可能性がある。不活性マイコバクテリアは、定量噴霧吸入器
を介して送達される。通常、放出量の１０～２０％のみが肺に沈着される。高速および大
粒子径のスプレーによって、薬物エアロゾルの約５０～８０％が、口腔咽頭領域に影響を
及ぼす。
【００５２】
　マイコバクテリアは、限定されないが糖担体系などの乾燥粉末製剤中に含まれてよい。
糖担体系は、乳糖、マンニトールおよび／またはグルコースを含むことができる。乳糖、
マンニトールおよびグルコースはすべて、担体としてＦＤＡに承認されている。乳糖一水
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和物などの、直径が通常５０～１００マイクロメートルの、より大きな糖粒子も存在し、
これは鼻中咽頭部に残るが、不活化桿菌は、呼吸樹を通って肺胞中に移動することができ
る。４７

　必要に応じて、マイコバクテリアは、リポソーム製剤中に含まれうる。リポソームは、
吸入された他の粒子が肺胞に到達するのと同様に、マクロファージによって除去される。
リポソームのリン脂質のプロセッシング、取り込みおよび再利用は、肺胞ＩＩ型細胞によ
る内因性界面活性剤と同じ機構を経て起こる。
【００５３】
　上記の照射済マイコバクテリアを含む医薬組成物は、結核を予防または治療するために
、適した個体に投与される。本明細書における、「結核」への言及は、肺結核および肺外
結核への言及を含む。「個体」、「対象」、「宿主」および「患者」という用語は、本明
細書において、相互に交換可能に使用され、本発明の治療ワクチンを使用する治療に反応
する細菌感染を有しており、それにとって治療または療法が望ましい、任意の対象を指す
。医薬組成物は、マイコバクテリアによる感染に感受性のある任意の哺乳動物宿主のため
に調製することができる。適した哺乳動物宿主には、例えば、ブタおよびウシなどの家畜
が含まれる。
【００５４】
　「治療」、「治療すること」、「治療する」などの用語は、一般に、所望の薬理学的お
よび／または生理学的効果を得ることを指すために、本明細書において使用される。効果
は、その疾患または症状を、完全にまたは部分的に予防するという点で、予防的でありう
るし、かつ／または、疾患および／または疾患に起因する副作用に対する、部分的なまた
は完全な安定化または治癒という点で、治療的でありうる。本明細書において使用される
「治療」は、対象、具体的には哺乳動物対象、より具体的にはヒトにおける疾患の任意の
治療を包含し、（ａ）疾患または症状が生じやすい可能性があるが、それを有していると
まだ診断されていない対象において、疾患または症状が発生するのを予防すること、（ｂ
）疾患症状を阻止すること、すなわち、その発症を抑えること、または疾患症状を和らげ
ること、すなわち、疾患もしくは症状の退行をもたらすこと、（ｃ）潜伏ＴＢの疾患の再
活性化を予防すること、すなわち、桿菌が休止期から増殖期へと移行するのを予防するこ
とを含む。したがって、投与は「予防有効量」または「治療有効量」で行うことが好まし
く（場合によって、予防が療法と見なされることがあるが）、これは、個体にとっての利
益を示すのに十分である。投与される実際の量、ならびに投与速度およびタイムコースは
、治療されているものの性質および重症度によって決まる。治療の処方、例えば投与量に
関する決定などは、一般の医師および他の医療従事者または獣医の責任の範囲内である。
【００５５】
　ワクチンで治療される対象は通常、感染している細菌に対して防御免疫を有する、また
は防御免疫ができるようになる。「防御免疫」という用語は、哺乳動物に投与されるワク
チン、免疫原性組成物または免疫化スケジュールが、病原菌によって引き起こされる疾患
の、発症を予防し、遅延させ、もしくは重症度を軽減し、または疾患の症状を減じ、もし
くは完全に消失させる免疫応答を誘導することを意味する。「感染している細菌」とは、
宿主において感染を確立しており、結果として疾患または望ましくない症状に関連しうる
細菌を意味する。一般に、感染している細菌は、病原菌である。
【００５６】
　「免疫応答を惹起するのに十分な量で」というフレーズは、特定のワクチン調製物また
は免疫原性組成物の投与前および投与後に測定される免疫応答指標の間に検出可能な差が
存在することを意味する。ワクチン試験を受けた動物は、皮内ＢＣＧを（ゴールドスタン
ダードとして）受けた動物に対して試験される。最後のワクチン接種後数週間目に、動物
はエアロゾル毒性結核菌で攻撃感染される。臨床免疫応答および分子免疫応答は、毒性結
核菌での攻撃感染後数週間目に評価される。
結核ワクチンのスクリーニングおよび開発
　試験ワクチンのスクリーニングまたは最適化は、マイコバクテリア細胞の集団またはそ
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候補を調製し、上記の方法を使用して、宿主において、免疫応答を惹起するためのおよび
／またはマイコバクテリア感染に対する有効な攻撃を開始するための、処理済組成物の能
力を試験することによって行うことができる。
【００５７】
　「免疫原性細菌組成物」、「免疫原性組成物」および「ワクチン」という用語は、本明
細書において、相互に交換可能に使用され、調製物に存在するエピトープに対する免疫応
答を惹起するのに十分な量で投与される場合、対象において、細胞のおよび／または体液
の免疫応答を惹起することができる前記調製物を意味する。
【００５８】
　マイコバクテリア細胞または抽出調製物によって発現された抗原分子の免疫力価は、組
換え抗原を発現している細菌での免疫化後に、試験動物の免疫応答をモニターすることに
よって決定することができる。試験動物は、マウス、モルモット、ウサギ、ウシ、非ヒト
霊長類および最終的にはヒト対象を含むことができる。
【００５９】
　試験対象の免疫応答は、以下のような種々のアプローチによって、追加的に分析するこ
とができる。すなわち（ａ）Ｔ細胞関連サイトカイン産生（ｂ）血漿サイトカイン産生（
ｃ）Ｔ細胞増殖、細胞傷害性、サイトカインプロフィール（ｄ）Ｔ細胞抗原レパートリー
（ｅ）Ｔ細胞調整プロフィール（ｆ）ｍＲＮＡプロフィール（ｇ）自然免疫プロフィール
（ｈ）抗体プロフィール（ｉ）遺伝学および（ｊ）免疫化動物における、疾患からの防御
および／または感染症状の緩和である。
【００６０】
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【表１】

【００６１】
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【表２】

【００６２】
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【表３】

【００６３】
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【表４】

【００６４】
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【表５】

【００６５】



(17) JP 5713672 B2 2015.5.7

10

20

【表６】

　追加の実施形態は、特許請求の範囲内にある。
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