
(57)【要約】
　本発明は改良型ワクチン及び免疫原組成物、並びにかかるワクチン及び免疫原組成物を
調製する方法に関する。特に本発明は、疾患、特に自己免疫に関与する疾患を治療するた
めの、 IL-12若しくは IL-23、又はそのサブユニット若しくは成分に対する免疫応答を生じ
させることが可能なワクチン及び免疫原組成物に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 (a)(i)IL-12、 IL-23又 は そ の サ ブ ユ ニ ッ ト 若 し く は 成 分 及 び (ii)担 体 を 含 む 免 疫 原 と 、
　 (b)コ レ ス テ ロ ー ル 、 水 中 油 型 乳 剤 、 低 用 量 の 水 中 油 型 乳 剤 、 ト コ フ ェ ロ ー ル 、 リ ポ ソ
ー ム 、 QS21及 び 3D-MPLの 1以 上 を 含 む ア ジ ュ バ ン ト と 、
を 含 む 免 疫 原 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 免 疫 原 が IL-12の P35サ ブ ユ ニ ッ ト を 含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の 免 疫 原 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 免 疫 原 が IL-12又 は IL-23の P40サ ブ ユ ニ ッ ト を 含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の 免 疫 原 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 免 疫 原 が P35又 は P40の 少 な く と も 1つ の 表 面 エ ピ ト ー プ を 含 む 、 請 求 項 2又 は 3に 記 載 の
免 疫 原 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 担 体 が 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン （ KLH） 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） 、 破
傷 風 毒 素 （ TT） 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 （ DT） 、 TTの フ ラ グ メ ン ト Cの ド メ イ ン 1、 DTの 転 座 ド メ
イ ン 、 Hep Bコ ア タ ン パ ク 質 、 PADRE、 P2及 び P30の 1以 上 を 含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の 免 疫 原
組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 成 分 (i)が 直 接 的 な 共 有 結 合 に よ っ て 担 体 と 結 合 さ れ て い る 、 請 求 項 1～ 5の い ず れ か 1項
に 記 載 の 免 疫 原 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 成 分 (i)が 担 体 と 融 合 さ れ て い る 、 請 求 項 1～ 5の い ず れ か 1項 に 記 載 の 免 疫 原 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ア ジ ュ バ ン ト が リ ポ ソ ー ム 、 3D-MPL及 び QS21を 含 む 、 請 求 項 1～ 7の い ず れ か 1項 に 記 載
の 免 疫 原 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 ア ジ ュ バ ン ト が 低 用 量 の 水 中 油 型 乳 剤 、 3D-MPL及 び QS21を 含 む 、 請 求 項 1～ 7の い ず れ か
1項 に 記 載 の 免 疫 原 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ア ジ ュ バ ン ト が 低 用 量 の 水 中 油 型 乳 剤 、 3D-MPL及 び QS21を 含 む 、 請 求 項 １ ～ 7の い ず れ
か 1項 に 記 載 の 免 疫 原 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ア ジ ュ バ ン ト が 水 中 油 型 乳 剤 を 含 む 、 請 求 項 1～ 7の い ず れ か 1項 に 記 載 の 免 疫 原 組 成 物
。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 免 疫 原 (a)と ア ジ ュ バ ン ト と を 混 合 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ～ 11の い ず れ か 1項 に 記 載
の 免 疫 原 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 1～ 12の い ず れ か 1項 に 記 載 の 免 疫 原 組 成 物 を 、 製 薬 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 、 ア ジ ュ
バ ン ト 又 は ビ ヒ ク ル と の 組 合 せ で 含 む 、 ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 1～ 11の い ず れ か 1項 に 記 載 の 免 疫 原 組 成 物 と 、 製 薬 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 、 ア ジ ュ
バ ン ト 又 は ビ ヒ ク ル と を 混 合 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 13に 記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物 の 製 造 方
法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 1～ 11の い ず れ か 1項 に 記 載 の 免 疫 原 組 成 物 又 は 請 求 項 13に 記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物
の 投 与 に よ り 、 疾 患 又 は 障 害 、 特 に 自 己 免 疫 に 関 与 す る 疾 患 を 予 防 す る 又 は 治 療 す る 方 法
。
【 請 求 項 １ ６ 】
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　 疾 患 又 は 障 害 、 特 に 自 己 免 疫 に 関 与 す る 疾 患 又 は 障 害 の 予 防 、 療 法 又 は 治 療 の た め の 医
薬 の 製 造 に お け る 、 請 求 項 1～ 11及 び 13の い ず れ か 1項 に 記 載 の 免 疫 原 組 成 物 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 医 薬 又 は 組 成 物 が 、 哺 乳 動 物 の 疾 患 又 は 障 害 の 予 防 、 療 法 又 は 治 療 用 で あ る 、 請 求 項 15
に 記 載 の 方 法 又 は 請 求 項 16に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 医 薬 又 は 組 成 物 が ヒ ト の 疾 患 又 は 障 害 の 予 防 、 療 法 又 は 治 療 用 で あ る 、 請 求 項 15～ 17の
い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 又 は 使 用 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 医 薬 又 は 組 成 物 が 、 多 発 性 硬 化 症 、 ク ロ ー ン 病 、 甲 状 腺 炎 又 は 慢 性 関 節 リ ウ マ チ の 予 防
、 療 法 又 は 治 療 用 で あ る 、 請 求 項 15～ 18の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 又 は 使 用 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 1～ 19の い ず れ か 1項 に 記 載 の 免 疫 原 と 、 コ レ ス テ ロ ー ル 、 水 中 油 型 乳 剤 、 低 用 量
の 水 中 油 型 乳 剤 、 ト コ フ ェ ロ ー ル 、 リ ポ ソ ー ム 、 QS21及 び 3D-MPLの 1以 上 を 含 む ア ジ ュ バ
ン ト と を 含 む キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 改 良 型 ワ ク チ ン 及 び 免 疫 原 組 成 物 、 並 び に か か る ワ ク チ ン 及 び 免 疫 原 組 成 物
の 調 製 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 イ ン タ ー ロ イ キ ン -12（ IL-12） は 、 2種 類 の サ ブ ユ ニ ッ ト で あ る P40及 び P35を 含 む ヘ テ
ロ 二 量 体 サ イ ト カ イ ン で あ る 。 IL-12は 、 細 菌 、 細 菌 産 物 及 び 細 胞 内 寄 生 体 に 反 応 し て 大
部 分 は 食 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ 、 そ し て あ る 程 度 は Bリ ン パ 球 に よ っ て 産 生 さ れ る 。 特 に
、 IL-12は 抗 原 提 示 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ 、 TH-1細 胞 応 答 の 誘 導 に 関 与 す る 。 IL-12は マ ク
ロ フ ァ ー ジ 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー （ NK） 細 胞 及 び Tリ ン パ 球 か ら イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ （ IFN
γ ） を 誘 導 し 、 活 性 化 NK細 胞 及 び Tリ ン パ 球 の 増 殖 因 子 と し て 作 用 し 、 NK細 胞 の 細 胞 傷 害
活 性 を 増 強 し 、 か つ 細 胞 傷 害 性 Tリ ン パ 球 生 成 を 誘 導 す る 。 IL-12は 一 次 Th1応 答 の 誘 導 及
び 大 き さ の 双 方 で 中 心 的 な 役 割 を 果 た し 、 そ し て 細 胞 内 病 原 体 に 対 す る 長 期 防 御 を 仲 介 す
る 、 in vivoで の 記 憶 /エ フ ェ ク タ ー Th1リ ン パ 球 の 十 分 な 数 を 生 じ さ せ か つ 維 持 す る の に
不 可 欠 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 IL-12は 細 胞 内 病 原 体 （ リ ス テ リ ア 菌 、 ミ コ バ ク テ リ ア 、 リ ー シ ュ マ ニ ア ・ メ ジ ャ ー （ L
eishmania major） 又 は ト キ ソ プ ラ ズ マ 等 ） に 対 す る 最 適 な 耐 性 の 維 持 に か な り 寄 与 す る
と 考 え ら れ る 。 加 え て 、 IL-12受 容 体 欠 損 症 に 罹 患 し た 個 体 は か か る 病 原 体 に よ る 感 染 の
リ ス ク が 増 加 す る が 、 感 染 へ の 耐 性 は 年 齢 と 共 に 増 加 す る よ う に 見 え る 。 し か し 、 IL-12
の 不 在 下 で T細 胞 は 、 IL-10の 不 在 下 で 保 護 的 で あ っ た 細 胞 内 病 原 体 に 対 す る Th-1応 答 を 依
然 と し て 高 め る こ と が で き る こ と が 示 さ れ て き た （ Jankovicら , 2002 Immunity 16:429-4
39） 。 さ ら に 、 ヒ ト に お け る IL-12受 容 体 欠 損 の 最 初 の 報 告 で 報 告 さ れ た 感 染 の リ ス ク の
増 加 に も 関 わ ら ず 、 IL-12機 能 が 欠 損 し た 個 体 は 感 染 に 比 較 的 耐 性 で あ り 、 耐 性 は 年 齢 と
共 に 増 加 す る よ う に 見 え る （ de Jongら ,1998 Science 280:1435-1438） 。 完 全 な IL-12Rβ
1欠 損 症 （ IL-12Rβ 1も IL-23受 容 体 の 一 部 分 と し て 機 能 す る ） を 有 す る 41人 の 患 者 を 観 察
し た あ る 報 告 は 、 ヒ ト IL-12は ミ コ バ ク テ リ ア 及 び サ ル モ ネ ラ 以 外 の 大 部 分 の 微 生 物 に 対
す る 防 御 免 疫 中 で 豊 富 で あ る と 結 論 付 け た （ Fieschiら , 2003. J Exp Med 197:527-535）
。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 IL-12は 、 例 え ば ワ ク チ ン 組 成 物 に 含 ま れ る 腫 瘍 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 を 指 令 す る 際 に
助 力 す る ア ジ ュ バ ン ト と し て ワ ク チ ン 組 成 物 中 に 含 ま れ て い る （ WO98/57659） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
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　 イ ン タ ー ロ イ キ ン -23(IL-23)は サ ブ ユ ニ ッ ト P40（ IL-12と 共 通 ） 及 び サ ブ ユ ニ ッ ト P19
を 含 む ヘ テ ロ 二 量 体 サ イ ト カ イ ン で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 自 己 抗 原 に 対 す る in vivoで の 免 疫 応 答 を 生 じ さ せ る こ と に 課 題 が 存 在 す る こ と が 知 ら
れ て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ７ 】

　 本 発 明 は 、 (a)(i)IL-12、 IL-23又 は そ の サ ブ ユ ニ ッ ト 若 し く は 成 分 ； 及 び (ii)担 体 を 含
む 免 疫 原 と 、 (b)コ レ ス テ ロ ー ル ； 水 中 油 型 乳 剤 ； 低 用 量 の 水 中 油 型 乳 剤 ； ト コ フ ェ ロ ー
ル ； リ ポ ソ ー ム ； QS21； 及 び 3D-MPLの 1以 上 を 含 む ア ジ ュ バ ン ト と を 含 む 免 疫 原 組 成 物 を
提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 免 疫 原 組 成 物 の 使 用 が 、 IL-12若 し く は IL-23又 は そ の
サ ブ ユ ニ ッ ト 若 し く は 成 分 に 対 す る 免 疫 応 答 を in vivoで 生 じ さ せ る と い う 驚 く べ き 発 見
に 基 づ く 。 さ ら に 、 本 発 明 者 ら は か か る 免 疫 原 組 成 物 が 様 々 な 疾 患 の 改 善 、 治 療 又 は 予 防
に か な り 効 果 的 で あ る と い う 驚 く べ き 発 見 を な し た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 明 細 書 に 記 載 の 免 疫 原 と 本 明 細 書 に 記 載 の ア ジ ュ バ ン ト と を 混 合 す
る こ と を 含 む 、 免 疫 原 組 成 物 の 製 造 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 明 細 書 に 記 載 の 免 疫 原 組 成 物 を 製 薬 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 、 ア ジ ュ バ
ン ト 又 は 担 体 と の 組 合 せ で 含 む 、 ワ ク チ ン 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 明 細 書 に 記 載 の 免 疫 原 組 成 物 と 製 薬 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 、 ア ジ ュ バ
ン ト 又 は 担 体 と を 混 合 す る こ と を 含 む 、 ワ ク チ ン 組 成 物 の 製 造 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 疾 患 、 特 に 自 己 免 疫 に 関 与 す る 疾 患 を 、 こ れ ら の 疾 患 の リ ス ク の あ る
個 体 に 本 明 細 書 に 記 載 の 免 疫 原 組 成 物 又 は ワ ク チ ン 組 成 物 を 投 与 す る こ と に よ っ て 予 防 又
は 治 療 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 IL-12若 し く は IL-23又 は そ の サ ブ ユ ニ ッ ト も し く は 成 分 に 対 し て 免 疫
応 答 を 生 じ さ せ る こ と が 可 能 な 本 発 明 の 免 疫 原 組 成 物 又 は ワ ク チ ン 組 成 物 の 、 疾 患 、 特 に
自 己 免 疫 に 関 与 す る 疾 患 を 治 療 す る た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 に は さ ら に 、 本 明 細 書 に 記 載 の 免 疫 原 と 、 コ レ ス テ ロ ー ル 、 水 中 油 型 乳 剤 、 低 用
量 の 水 中 油 型 乳 剤 、 ト コ フ ェ ロ ー ル 、 リ ポ ソ ー ム 、 QS21及 び 3D-MPLの 1以 上 を 含 む ア ジ ュ
バ ン ト と を 含 む キ ッ ト が 含 ま れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ５ 】

　 本 発 明 の 免 疫 原 組 成 物 は 障 害 （ 自 己 免 疫 に 関 与 す る 疾 患 を 含 む ） を 予 防 又 は 治 療 す る た
め に 、 適 切 に 免 疫 応 答 を 刺 激 す る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 は 哺 乳 動 物 （ 例 え ば 治 療 す べ
き 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る ） の 障 害 を 治 療 す る た め に 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ １ ６ 】

　 本 発 明 の 免 疫 原 組 成 物 の 一 部 を 形 成 す る 免 疫 原 は 、 免 疫 応 答 を 適 切 に 刺 激 す る こ と が 可
能 な 物 質 で あ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 免 疫 応 答 は in vivoで 刺 激 で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
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発 明 の 説 明

詳 細 な 説 明

免 疫 原 成 分

IL-12



　 「 IL-12」 と い う 用 語 は 、 ヒ ト 若 し く は 他 の 哺 乳 動 物 の 単 離 さ れ た 天 然 の イ ン タ ー ロ イ
キ ン -12、 又 は ヒ ト 若 し く は 他 の 哺 乳 動 物 の 組 換 え IL-12を 指 す べ く 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る
。 単 離 さ れ た IL-12は 、 単 離 工 程 の 開 始 時 に 存 在 し て い る か も し れ な い 汚 染 物 質 を 実 質 的
に 含 ま な い IL-12を 指 す 。 IL-12の サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 IL-12に 含 ま れ る 2種 類 の ペ プ チ ド サ ブ
ユ ニ ッ ト で あ る P40又 は P35の い ず れ か を 指 す 。 IL-12の 成 分 は 、 IL-12、 IL-12の フ ラ グ メ
ン ト 若 し く は エ ピ ト ー プ 又 は そ の サ ブ ユ ニ ッ ト に 対 す る 免 疫 応 答 を 刺 激 す る こ と が 可 能 な
、 IL-12又 は そ の サ ブ ユ ニ ッ ト の 任 意 の フ ラ グ メ ン ト 若 し く は エ ピ ト ー プ を 指 す 。 本 発 明
の 一 実 施 形 態 で は 、 IL-12、 サ ブ ユ ニ ッ ト 又 は 成 分 は ヒ ト で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】

　 「 IL-23」 と い う 用 語 は 、 ヒ ト 若 し く は 他 の 哺 乳 動 物 の 単 離 さ れ た 天 然 の イ ン タ ー ロ イ
キ ン -23、 又 は ヒ ト 若 し く は 他 の 哺 乳 動 物 の 組 換 え IL-23を 指 す べ く 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る
。 単 離 さ れ た IL-23は 、 単 離 工 程 の 開 始 時 に 存 在 し て い る か も し れ な い 汚 染 物 質 を 実 質 的
に 含 ま な い IL-23を 指 す 。 IL-23の サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 IL-23に 含 ま れ る 2種 類 の ペ プ チ ド サ ブ
ユ ニ ッ ト で あ る P40又 は P19の い ず れ か を 指 す 。 IL-23の 成 分 は 、 IL-23、 IL-23の フ ラ グ メ
ン ト 若 し く は エ ピ ト ー プ 又 は そ の サ ブ ユ ニ ッ ト に 対 す る 免 疫 応 答 を 刺 激 す る こ と が 可 能 な
、 IL-23又 は そ の サ ブ ユ ニ ッ ト の 任 意 の フ ラ グ メ ン ト 若 し く は エ ピ ト ー プ を 指 す 。 本 発 明
の 一 実 施 形 態 で は 、 IL-23、 サ ブ ユ ニ ッ ト 又 は 成 分 は ヒ ト で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 で は 、 サ ブ ユ ニ ッ ト は IL-12の P35又 は IL-23の P19で あ る 。 別 の 実 施
形 態 で は 、 サ ブ ユ ニ ッ ト は IL-12又 は IL-23の P40で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 免 疫 原 は 、
本 発 明 の サ ブ ユ ニ ッ ト の 一 つ の 少 な く と も 1つ の 表 面 エ ピ ト ー プ 又 は 不 連 続 エ ピ ト ー プ を
含 む 。 免 疫 原 は P40の 少 な く と も 1つ の 表 面 エ ピ ト ー プ を 含 み 得 る 。 サ ブ ユ ニ ッ ト P40を 含
む 本 発 明 の 免 疫 原 組 成 物 は 、 IL-12若 し く は そ の サ ブ ユ ニ ッ ト 及 び /又 は IL-23若 し く は そ
の サ ブ ユ ニ ッ ト に 対 す る 免 疫 応 答 を 刺 激 す る こ と が 可 能 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】

　 本 発 明 の 免 疫 原 は 、 担 体 分 子 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ た （ 例 え ば 化 学 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン
技 術 を 用 い る ） 又 は 担 体 分 子 と 融 合 さ れ た （ 例 え ば IL-12、 IL-23又 は そ の サ ブ ユ ニ ッ ト 若
し く は 成 分 と 担 体 と を 含 む 組 換 え 融 合 タ ン パ ク 質 を 生 じ さ せ る ） 、 本 明 細 書 に 記 載 の IL-1
2、 IL-23又 は そ の サ ブ ユ ニ ッ ト 若 し く は 成 分 を 含 む 。 担 体 は 免 疫 原 に 対 す る 免 疫 応 答 の 生
成 の た め の T細 胞 ヘ ル プ を 提 供 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 に 使 用 し 得 る 免 疫 原 の 一 例 は 、 P40に 対 す る 免 疫 応 答 の 生 成 の た め の T細 胞 ヘ ル プ
を 生 じ さ せ る た め に 、 担 体 タ ン パ ク 質 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト 又 は 融 合 さ れ た 、 IL-12又 は IL-23
の い ず れ か の P40サ ブ ユ ニ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 に 使 用 し 得 る 非 網 羅 的 な 担 体 の リ ス ト に は 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン
（ KLH） 、 血 清 ア ル ブ ミ ン （ ウ シ 又 は ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA又 は HSA） 、 オ ボ ア ル ブ ミ
ン (OVA)等 ） 、 不 活 性 化 細 菌 毒 素 （ 破 傷 風 毒 素 （ TT） 若 し く は ジ フ テ リ ア 毒 素 （ DT） 、 又
は そ れ ら の 組 換 え フ ラ グ メ ン ト （ 例 え ば 、 TTの フ ラ グ メ ン ト Cの ド メ イ ン 1、 若 し く は DTの
転 座 ド メ イ ン ） 、 精 製 し た ツ ベ ル ク リ ン の タ ン パ ク 質 誘 導 体 （ PPD） 等 ） が 含 ま れ る 。 担
体 タ ン パ ク 質 が 動 物 起 源 （ KLH又 は 血 清 ア ル ブ ミ ン 等 ） で あ る 本 発 明 の 実 施 形 態 で は 、 担
体 タ ン パ ク 質 は 組 換 え 的 に 誘 導 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 で は 、 担 体 は イ ン フ ル エ ン ザ 菌 （ Haemophilus influenzae） 由 来 の
タ ン パ ク 質 Dで あ っ て も よ い （ 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る EP0594610B1） 。 タ ン パ ク
質 Dは イ ン フ ル エ ン ザ 菌 （ Haemophilus influenzae） 由 来 の IgD-結 合 性 タ ン パ ク 質 で あ り
、 Forsgrenが 特 許 を 取 得 し て い る （ WO 91/18926、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る 特 許 E
P 0 594 610 B1） 。 状 況 次 第 で 、 例 え ば 組 み 換 え 免 疫 原 発 現 系 で は 、 タ ン パ ク 質 Dの フ ラ
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担 体



グ メ ン ト 、 例 え ば タ ン パ ク 質 Dの 3分 の 1（ タ ン パ ク 質 Dの N末 端 の 100～ 110ア ミ ノ 酸 を 含 む
（ 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る GB 9717953.5） ） を 使 用 す る こ と が 望 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 で は 、 免 疫 原 の 免 疫 原 性 は 「 T細 胞 ヘ ル パ ー （ Th） エ ピ ト ー プ 」 又
は 「 Tヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ 」 （ こ れ ら は MHC分 子 に 結 合 で き 、 動 物 種 に お い て T細 胞 を 刺 激
す る こ と が で き る ペ プ チ ド で あ る ） の 添 加 に よ っ て 増 強 さ れ る 。 Tヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ は
外 来 又 は 非 自 己 エ ピ ト ー プ で あ り 得 る 。 T細 胞 エ ピ ト ー プ は 雑 多 な （ promiscuous） エ ピ ト
ー プ 、 す な わ ち 動 物 種 又 は 集 団 に お い て 、 MHCク ラ ス II分 子 の 多 く の 画 分 と 結 合 す る エ ピ
ト ー プ で あ り 得 る （ 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る 、 Panina-Bordignonら , EJI. 1989,
 19:2237-2242; Reeceら , JI 1993, 151:6175-6184） 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 免 疫 原 成 分 は 、 IL-12若 し く は IL-23又 は そ の サ ブ ユ ニ ッ ト 若 し く
は 成 分 と 雑 多 な Thエ ピ ト ー プ と を 化 学 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 又 は 純 粋 な 合 成 ペ プ チ ド 構 築 物 と し
て 含 み 得 る 。 免 疫 原 は 免 疫 原 の N又 は C末 端 の い ず れ か で 、 ス ペ ー サ ー （ 例 え ば 、 Gly-Gly
） を 介 し て Thエ ピ ト ー プ と 結 合 し 得 る 。 本 発 明 の 免 疫 原 成 分 が 臨 床 的 に 十 分 に 有 効 で あ る
た め に は 、 数 種 の 外 来 T細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む こ と が 必 要 で あ り 得 る 。 免 疫 原 成 分 は 1以 上
の 雑 多 な Thエ ピ ト ー プ を 含 ん で も よ く 、 そ し て 一 実 施 形 態 で は 2～ 5個 の Thエ ピ ト ー プ を 含
み 得 る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 Thエ ピ ト ー プ は 連 続 又 は 不 連 続 エ ピ ト ー プ か ら 構 成 し 得 る 。 雑 多 な Thエ ピ ト ー プ は 、 広
範 に 異 な る MHCタ イ プ を 有 す る 動 物 及 び ヒ ト 集 団 に お い て 、 高 度 か つ 広 く 反 応 性 で あ る （ P
artidosら (1991)「 Immune Responses in Mice Following Immunisation with chimaeric 
Synthetic Peptides Representing B and T Cell Epitopes of Measles Virus Proteins
」 J. of Gen. Virol. 72:1293-1299; US 5,759,551） 。 本 発 明 に 従 っ て 使 用 さ れ 得 る Thド
メ イ ン は 、 約 10～ 約 50個 の ア ミ ノ 酸 、 例 え ば 約 10～ 約 30個 の ア ミ ノ 酸 を 有 す る 。 複 数 の Th
エ ピ ト ー プ が 存 在 す る 場 合 、 こ れ ら は 全 て 同 一 で あ っ て も よ い し （ す な わ ち エ ピ ト ー プ が
同 種 で あ る ） 、 2以 上 の タ イ プ の エ ピ ト ー プ の 組 合 せ が 使 用 さ れ て も よ い （ す な わ ち エ ピ
ト ー プ が 異 種 で あ る ） 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 Thエ ピ ト ー プ に は 例 と し て 、 肝 炎 表 面 又 は コ ア （ ペ プ チ ド 50～ 69、 Ferrariら , J.Clin.
Invest, 1991, 88, 214-222） 抗 原 Thエ ピ ト ー プ 、 百 日 咳 毒 素 Thエ ピ ト ー プ 、 破 傷 風 毒 素 T
hエ ピ ト ー プ （ P2（ 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る EP 0 378 881 B1） 及 び P30（ 参 照 に
よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る WO 96/34888、 WO 95/31480、 WO 95/26365） ） 、 麻 疹 ウ イ ル ス F
タ ン パ ク 質 Thエ ピ ト ー プ 、 ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ チ ス （ Chlamydia trachomatis） 主 外 膜
タ ン パ ク 質 Thエ ピ ト ー プ （ P11等 、 Staggら , Immunology, 1993, 79, 1-9） 、 エ ル シ ニ ア
の イ ン ベ ー シ ン （ invasin） 、 ジ フ テ リ ア ト キ ソ イ ド 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 赤 血 球 凝
集 素 （ HA） 及 び 熱 帯 熱 マ ラ リ ア 原 虫 （ P. falciparum） CS抗 原 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 他 の Thエ ピ ト ー プ は 文 献 （ WO 98/23635; Southwoodら , 1998, J. Immunol., 160: 3363
-3373; Sinigagliaら , 1988, Nature, 336: 778-780; Rammenseeら , 1995, Immunogeneti
cs, 41: 4, 178-228; Chiczら , 1993, J. Exp. Med., 178:27-47; Hammerら , 1993, Cell
 74:197-203;及 び Falkら , 1994, Immunogenetics, 39: 230-242, US 5,759,551; Ceaseら
, 1987, PNAS 84, 4249-4253; Partidosら , J.Gen.Virol, 1991, 72, 1293-1299; WO 95/
26365及 び EP 0 752 886 Bを 含 む ） に 記 載 さ れ て い る 。 T細 胞 エ ピ ト ー プ も Pan D-Rペ プ チ
ド 「 PADRE」 等 の 人 工 配 列 で あ り 得 る （ 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る WO 95/07707） 。
本 発 明 の 一 実 施 形 態 で は 、 使 用 さ れ る 担 体 は PADREで あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 T細 胞 エ ピ ト ー プ は ヒ ト 中 で 2以 上 の MHC II分 子 を 発 現 す る 多 く の 個 体 に 結 合 す る で あ ろ
う エ ピ ト ー プ の 群 か ら 選 別 し 得 る 。 例 え ば 、 具 体 的 に 意 図 さ れ る エ ピ ト ー プ は TT由 来 の P2
及 び P30エ ピ ト ー プ で あ る （ Panina‐ Bordignon Eur. J. Immunol 1989 19 (12) 2237） 。
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一 実 施 形 態 で は 、 異 種 T細 胞 エ ピ ト ー プ は TT由 来 の P2又 は P30で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 P2エ ピ ト ー プ は 配 列 QYIKANSKFIGITE（ 配 列 番 号 １ ） を 有 し 、 こ れ は 破 傷 風 毒 素 の ア ミ ノ
酸 830～ 843に 対 応 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 P30エ ピ ト ー プ （ 破 傷 風 毒 素 の 残 基 947～ 967） は 配 列 FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE（ 配 列 番 号
2） を 有 し 、 FNNFTV配 列 は 場 合 に よ り 取 り 除 か れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 他 の 普 遍 の （ universal） Tエ ピ ト ー プ は 、 熱 帯 熱 マ ラ リ ア 原 虫 （ Plasmodium falciparu
m） 由 来 の ス ポ ロ ゾ イ ト 周 囲 タ ン パ ク 質 （ 特 に 配 列 DIEKKIAKMEKASSVFNVVNS（ 配 列 番 号 3）
を 有 す る 領 域 378～ 398） か ら 誘 導 可 能 で あ る （ Alexander J, (1994) Immunity 1 (9), p 
751-761） 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 使 用 し 得 る 別 の エ ピ ト ー プ は 、 配 列 LSEIKGVIVHRLEGV（ 配 列 番 号 4） を 有 す る 麻 疹 ウ イ ル
ス 融 合 タ ン パ ク 質 の 残 基 288～ 302か ら 誘 導 さ れ る （ Partidos CD, 1990, J. Gen. Virol 7
1(9) 2099-2105） 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 使 用 し 得 る さ ら に 別 の エ ピ ト ー プ は 、 B型 肝 炎 ウ イ ル ス 表 面 抗 原 、 特 に 配 列 FFLLTRILTIP
QSLD （ 配 列 番 号 5） を 有 す る ア ミ ノ 酸 か ら 誘 導 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 使 用 さ れ 得 る 別 セ ッ ト の エ ピ ト ー プ は ジ フ テ リ ア 毒 素 か ら 誘 導 さ れ る 。 こ れ ら の ペ プ チ
ド の 4種 （ ア ミ ノ 酸 271～ 290、 321～ 340、 331～ 350、 351～ 370） は こ の 毒 素 の フ ラ グ メ ン
ト Bの Tド メ イ ン 内 に 位 置 し 、 残 り の 2種 （ 411～ 430、 431～ 450） は Rド メ イ ン 内 に 位 置 す る
：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ Raju R., Navaneetham D., Okita D., Diethelm-Okita B., McCormick D., Conti-Fine
 B. M. (1995) Eur. J. Immunol. 25: 3207-14）
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 免 疫 原 は リ ポ ソ ー ム 担 体 と 直 接 コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ て も よ く 、 こ れ は
T細 胞 ヘ ル プ を 与 え る こ と が 可 能 な 免 疫 原 を さ ら に 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 担 体 分 子 に 対 す る 免 疫 原 の 比 は 、 ほ ぼ 約 1： 10～ 約 20:1程 度 で あ り 得 る 。 各 担 体 は 約 3～
約 15分 子 の 免 疫 原 を 保 有 し 得 る 。 代 替 的 な 実 施 形 態 で は 、 各 免 疫 原 は 約 3～ 約 15個 の 担 体
分 子 を 有 し 得 る 。 担 体 が PADRE又 は 破 傷 風 ペ プ チ ド で あ る 本 発 明 の 一 実 施 形 態 で は 、 担 体
ペ プ チ ド に 対 す る 免 疫 原 の 比 は 約 1:5～ 約 1:10で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】

　 本 発 明 の 免 疫 原 は 、 当 該 技 術 分 野 で 周 知 の コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 方 法 に よ っ て 担 体 と 結 合
し 得 る 。 し た が っ て 、 例 え ば 直 接 的 な 共 有 結 合 の た め に 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド 、 グ ル タ ル ア ル
デ ヒ ド 又 は N-[γ -マ レ イ ミ ド ブ チ リ ロ キ シ ]ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル を 利 用 す る こ と 、 CDA
P及 び SPDP等 の 市 販 の ヘ テ ロ 二 官 能 性 リ ン カ ー を （ 製 造 説 明 書 を 用 い て ） 利 用 す る こ と が
可 能 で あ る 。 結 合 反 応 後 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 免 疫 原 は 透 析 法 、 ゲ ル 濾 過 法 、 分 別 法 等 を 用 い
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て 容 易 に 単 離 及 び 精 製 す る こ と が で き る 。 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 又 は マ レ イ ミ ド 化 学 の 使 用
に よ っ て 生 じ た コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 本 発 明 で 使 用 し 得 る 。 一 実 施 形 態 に お い て 、 マ レ イ ミ ド
化 学 を 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 あ る い は 免 疫 原 は 担 体 と 融 合 し 得 る 。 例 え ば 、 EP0421635B（ 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み
入 れ る ） は 、 ウ イ ル ス 様 粒 子 中 に 外 来 ペ プ チ ド 配 列 を 提 供 す る た め の 、 キ メ ラ ヘ パ ド ナ ウ
イ ル ス コ ア 抗 原 粒 子 の 使 用 を 記 載 す る 。 し た が っ て 、 融 合 分 子 は 、 例 え ば B型 肝 炎 コ ア 抗
原 か ら な る キ メ ラ 粒 子 中 に 提 供 さ れ た 本 発 明 の 免 疫 原 を 含 み 得 る 。 あ る い は 、 組 換 え 融 合
タ ン パ ク 質 は イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 免 疫 原 及 び NS1を 含 み 得 る 。 本 発 明 の 一 部 を 形 成
す る 任 意 の 組 換 え 発 現 型 タ ン パ ク 質 の た め に 、 前 記 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 も 本 発 明
の 一 態 様 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 及 び 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 生 物 学 的 に 十 分 に 不 活 性 で あ っ て も よ く 、 そ の
結 果 、 実 質 的 に IL-12又 は IL-23受 容 体 を 介 し て シ グ ナ ル 伝 達 す る こ と が で き な い 。
【 ０ ０ ４ １ 】

　 本 発 明 の ワ ク チ ン 又 は 組 成 物 は ア ジ ュ バ ン ト 又 は 免 疫 賦 活 剤 を 含 む 。 使 用 し 得 る ア ジ ュ
バ ン ト は （ こ れ に 限 定 さ れ な い が ） 以 下 の リ ス ト の も の を 含 む ： 任 意 の 供 給 源 由 来 の 解 毒
し た リ ピ ド A及 び リ ピ ド Aの 非 毒 性 誘 導 体 、 サ ポ ニ ン 及 び TH1型 応 答 を 刺 激 す る こ と が 可 能
な 他 の 試 薬 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 腸 内 細 菌 リ ポ 多 糖 （ LPS） は 免 疫 系 の 強 力 な 刺 激 因 子 で あ る が 、 ア ジ ュ バ ン ト に お け る
そ の 使 用 は そ の 毒 作 用 に よ っ て 削 減 さ れ て き た こ と が 長 く 知 ら れ て い る 。 還 元 末 端 グ ル コ
サ ミ ン 由 来 の ホ ス フ ェ ー ト と コ ア の 炭 水 化 物 の 除 去 に よ っ て 作 製 さ れ る 、 LPSの 非 毒 性 誘
導 体 、 モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ ド A（ MPL） は 、 Ribiら に よ っ て 記 載 さ れ （ 1986, Immunology a
nd Immunopharmacology of bacterial endotoxins, Plenum Publ. Corp., NY, p407-419
） 、 以 下 の 構 造 を 有 す る ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ３ 】
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　 MPLの 別 の 解 毒 型 は 二 糖 骨 格 の 3位 か ら ア シ ル 鎖 を 除 去 す る こ と で 生 じ 、 こ れ は 3-O-脱 ア
シ ル 化 モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ ド A（ 3D-MPL） と 称 す る 。 こ れ は GB 2122204B（ こ の 参 考 文 献 は
ジ ホ ス ホ リ ル リ ピ ド A、 及 び そ の 3-O-脱 ア シ ル 化 変 異 体 の 調 製 物 も 開 示 す る ） で 教 示 さ れ
る 方 法 に よ っ て 精 製 か つ 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 使 用 し 得 る 3D-MPLの 一 形 態 は 、 直 径 0.2μ m未 満 の 小 粒 子 サ イ ズ の 乳 剤 形 態 で あ り 、 そ の
製 造 方 法 は WO 94/21292に 開 示 さ れ る 。 モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ ド A及 び 界 面 活 性 剤 を 含 む 水 性
製 剤 は WO9843670A2に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 中 に 製 剤 化 さ れ る べ き 細 菌 の リ ポ 多 糖 由 来 の ア ジ ュ バ ン ト は 、 細 菌 原 か
ら 精 製 及 び 加 工 し て も よ く 、 あ る い は こ れ ら は 合 成 で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 精 製 し た モ
ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ ド Aは Ribiら 1986（ 前 掲 ） に 記 載 さ れ 、 サ ル モ ネ ラ ・ エ ス ピ ー （ Salmone
lla sp． ） 由 来 の 3-O-脱 ア シ ル 化 モ ノ ホ ス ホ リ ル 又 は ジ ホ ス ホ リ ル リ ピ ド Aは 、 GB 222021
1及 び US 4912094に 記 載 さ れ る 。 他 の 精 製 さ れ た 及 び 合 成 の リ ポ 多 糖 も 記 載 さ れ て い る （ H
ilgersら , 1986, Int.Arch.Allergy.Immunol., 79(4):392-6; Hilgersら , 1987, Immunol
ogy, 60(1):141-6;及 び EP 0 549 074 B1） 。 使 用 し 得 る 細 菌 の リ ポ 多 糖 ア ジ ュ バ ン ト は 3D
-MPLで あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 で 使 用 し 得 る LPS誘 導 体 は 、 LPS、 MPL又 は 3D-MPLの 構 造 と 類 似 す る
免 疫 賦 活 剤 で あ る 。 本 発 明 の 別 の 態 様 で は 、 LPS誘 導 体 は ア シ ル 化 単 糖 で あ っ て も よ く 、
こ れ は MPLの 上 記 構 造 に 対 す る 下 位 部 分 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ア ジ ュ バ ン ト は サ ポ ニ ン 、 例 え ば QS21を さ ら に 含 ん で も よ い 。 サ ポ ニ ン は Lacaille-Dub
ois, M and Wagner H. (1996. A review of the biological and pharmacological activ
ities of saponins.　 Phytomedicine vol 2 pp 363-386)中 で 教 示 さ れ る 。 サ ポ ニ ン は 植
物 及 び 海 生 動 物 界 に 広 く 分 布 す る ス テ ロ イ ド 又 は ト リ テ ル ペ ン グ リ コ シ ド で あ る 。 サ ポ ニ
ン は 振 盪 時 に 泡 立 つ コ ロ イ ド 溶 液 を 水 中 で 形 成 す る こ と 、 及 び コ レ ス テ ロ ー ル を 沈 殿 さ せ
る こ と で 有 名 で あ る 。 サ ポ ニ ン が 細 胞 膜 近 く に あ る 場 合 、 こ れ ら は 膜 に お い て 膜 の 破 裂 を
生 じ さ せ る 細 孔 様 構 造 を 作 り 出 す 。 赤 血 球 の 溶 血 は こ の 現 象 の 一 例 で あ り 、 こ れ は 全 て で
は な い が 特 定 の サ ポ ニ ン の 性 質 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 サ ポ ニ ン は 全 身 投 与 用 の ワ ク チ ン に お け る ア ジ ュ バ ン ト と し て 知 ら れ る 。 ア ジ ュ バ ン ト
及 び 個 々 の サ ポ ニ ン の 溶 血 作 用 は 当 該 技 術 分 野 で 大 々 的 に 研 究 さ れ て い る （ Lacaille-Dub
ois及 び Wagner、 前 掲 ） 。 例 え ば 、 ク イ ル A（ 南 ア フ リ カ の 樹 木 で あ る キ ラ ヤ ・ サ ポ ナ リ ア
・ モ リ ナ （ Quillaja Saponaria Molina） の 樹 皮 由 来 ） 及 び そ の 画 分 は US5,057,540及 び 「
Saponins as vaccine adjuvants」 , Kensil, C. R., Crit Rev Ther Drug Carrier Syst,
 1996, 12 (1-2):1-55;及 び EP 0 362 279 B1に 記 載 さ れ る 。 ク イ ル Aの 画 分 を 含 む 、 免 疫
刺 激 複 合 体 （ ISCOMS） と 称 す る 微 粒 子 構 造 は 溶 血 性 で あ り 、 か つ ワ ク チ ン の 製 造 に 使 用 さ
れ て き た （ Morein, B., EP 0 109 942 B1; WO 96/11711; WO 96/33739） 。 溶 血 性 サ ポ ニ
ン QS21及 び QS17（ ク イ ル Aの HPLC精 製 し た 画 分 ） は 強 力 な 全 身 ア ジ ュ バ ン ト と し て 記 載 さ
れ て お り 、 そ の 生 産 方 法 は 米 国 特 許 第 5,057,540号 及 び EP 0 362 279 B1に 開 示 さ れ る 。 全
身 ワ ク チ ン 接 種 研 究 で 使 用 さ れ て き た 他 の サ ポ ニ ン に は 、 他 の 植 物 種 （ ジ プ ソ フ ィ リ ア （
Gypsophila） 及 び サ ポ ナ リ ア （ Saponaria） 等 ） に 由 来 す る も の が 含 ま れ る （ Bomfordら , 
Vaccine, 10(9):572-577, 1992） 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 増 強 さ れ た 系 に は 非 毒 性 リ ピ ド A誘 導 体 と サ ポ ニ ン 誘 導 体 の 組 合 せ を 含 む 。 使 用 し 得 る 1
つ の 系 は WO 94/00153に 開 示 さ れ る QS21と 3D-MPLの 組 合 せ で あ り 、 又 は WO 96/33739に 開 示
さ れ る QS21が コ レ ス テ ロ ー ル で 抑 制 さ れ た 反 応 形 成 性 の 低 い 組 成 物 を 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 使 用 し 得 る 特 に 強 力 な ア ジ ュ バ ン ト 製 剤 は 、 水 中 油 型 乳 剤 中 に QS21及 び 3D-MPLを 含 む （
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WO 95/17210に 記 載 ） 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 製 剤 は 水 中 油 型 乳 剤 を さ ら に 含 み 得 る 。 本 発 明 の 一 実 施 形 態 で は 、 ア ジ ュ バ ン ト は 水 中
油 型 乳 剤 か ら な る 。 使 用 し 得 る 水 中 油 型 乳 剤 は PCT出 願 WO 95/17210に 記 載 さ れ る 。 こ れ ら
は 高 い 比 率 の ス ク ア レ ン :サ ポ ニ ン （ 240:1） （ w/w） を 有 し 得 る 。 1:1～ 200:1の 範 囲 の ス
ク ア レ ン ： QS21比 を 有 す る 乳 剤 が 本 発 明 で 使 用 し 得 る 。 実 質 的 に 48:１ の 範 囲 の ス ク ア レ
ン ： QS21比 を 有 す る 乳 剤 も 本 発 明 に 使 用 し 得 る 。 成 分 の 1つ に お け る こ の 減 少 は 、 生 じ る
免 疫 応 答 を 質 的 に 改 善 す る 驚 く べ き 効 果 を 有 す る 。 こ の ア ジ ュ バ ン ト 製 剤 を 使 用 す る こ と
で 強 力 な Th2型 応 答 は 維 持 さ れ 得 る が 、 さ ら に か か る 製 剤 は 、 高 い IFN-γ 、 T細 胞 増 殖 及 び
CTL応 答 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 、 Th1型 応 答 に 具 体 的 に 関 与 す る 増 強 型 免 疫 応 答 を 引 き 出
す 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 免 疫 原 及 び 担 体 を 製 薬 上 許 容 さ れ る ア ジ ュ バ ン ト 及 び /又 は 賦
形 剤 と 共 に 混 合 す る こ と を 含 む 、 ワ ク チ ン 製 剤 の 製 造 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 に お け る 使 用 に 適 し た ア ジ ュ バ ン ト は 、 QS21、 3D-MPL及 び 水 中 油 型 乳 剤 の 組 合 せ
、 又 は 上 述 さ れ る よ う に 3D-MPL及 び コ レ ス テ ロ ー ル で 抑 制 さ れ た QS21の 組 合 せ で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 任 意 の 適 当 な 送 達 手 段 及 び 投 与 経 路 に よ っ て 、 適 切 に は 筋 肉 内 注 射
に よ っ て 送 達 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 一 態 様 で は 、 本 発 明 の 免 疫 原 及 び 担 体 は リ ポ ソ ー ム 等 の 微 粒 子 中 に 封 入 し 得 る
。 リ ポ ソ ー ム 内 へ の 封 入 は 、 例 え ば Fullerton(米 国 特 許 第 4,235,877号 )に よ っ て 記 載 さ れ
る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 典 型 的 に は 、 3D-MPLが 使 用 さ れ る 場 合 、 抗 原 と 3D-MPLは ミ ョ ウ バ ン を 用 い て 送 達 さ れ る
か 、 水 中 油 型 乳 剤 又 は 複 数 の 水 中 油 型 乳 剤 で 提 供 さ れ る 。 3D-MPLは エ フ ェ ク タ ー T細 胞 応
答 の 刺 激 因 子 で あ る の で 、 3D-MPLの 取 り 込 み は 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 一 実 施 形 態 で は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 免 疫 原 及 び 担 体 を 、 3D-M
PL及 び ビ ヒ ク ル と の 組 合 せ で 含 む ワ ク チ ン が 提 供 さ れ る 。 典 型 的 に 、 ビ ヒ ク ル は 水 中 油 型
乳 剤 又 は ミ ョ ウ バ ン で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 で 使 用 す る た め の ア ジ ュ バ ン ト は 、 モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ ド A若
し く は そ の 誘 導 体 （ 3D-MPL等 ） 、 QS21、 QS21と コ レ ス テ ロ ー ル と の 混 合 物 、 及 び CpGオ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ア ジ ュ バ ン ト の 群 か ら 選 択 し 得 る 。 使 用 し 得 る 他 の 別 の ア ジ ュ バ ン
ト は 、 モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ ド A又 は そ の 誘 導 体 （ 3D-MPL等 ） 、 QS21及 び ト コ フ ェ ロ ー ル を
水 中 油 型 乳 剤 中 に 含 む 。 モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ ド A又 は そ の 誘 導 体 は 3D-MPLで あ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 で の 使 用 に 適 し た ア ジ ュ バ ン ト は QS21及 び 水 中 油 型 乳 剤 を 含 む 製 剤 で あ っ て 、 水
中 油 型 乳 剤 が ス ク ア レ ン 、 α -ト コ フ ェ ロ ー ル 及 び ポ リ ソ ル ベ ー ト （ ポ リ オ キ シ エ チ レ ン
ソ ル ビ タ ン モ ノ オ レ エ ー ト 、 TWEEN 80を 含 む ） 等 の 代 謝 性 油 を 含 み 、 該 乳 剤 が 油 ： QS21の
比 が 20:1～ 200:1（ w/w） の 範 囲 、 例 え ば 実 質 的 に 48:1（ w/w） で あ る 点 で 特 徴 付 け ら れ る
、 上 記 製 剤 で あ る 。 一 度 抗 原 又 は 抗 原 性 調 製 物 と 組 合 さ れ た 上 記 製 剤 は 広 範 囲 の 一 価 又 は
多 価 ワ ク チ ン に 適 し て い る 。 さ ら に 水 中 油 型 乳 剤 は ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ タ ン ト リ オ
レ エ ー ト （ SPAN 85） を 含 み 得 る 。 水 中 油 型 乳 剤 は コ レ ス テ ロ ー ル を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 に お け る QS21:3D-MPL(w/w)の 比 は 、 典 型 的 に は 1:10～ 10:1、 例 え ば
1:5～ 5:1の 範 囲 で あ り 、 そ し て 大 抵 の 場 合 に は 実 質 的 に 1:1で あ る 。 最 適 な 相 乗 効 果 の た
め の 範 囲 は 2.5:1～ 1:1の 3D MPL： QS21で あ り 得 る 。 典 型 的 に は 、 ヒ ト 投 与 用 の ワ ク チ ン 中
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の QS21及 び 3D-MPLの 用 量 は 、 投 与 当 た り 1μ g～ 1000μ g、 例 え ば 10μ g～ 500μ g、 例 え ば 10
～ 100μ gの 範 囲 で あ ろ う 。 典 型 的 に は 、 水 中 油 は 2～ 10％ の ス ク ア レ ン 、 2～ 10％ の α -ト
コ フ ェ ロ ー ル 、 及 び 0.4～ 2％ の ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ タ ン モ ノ オ レ エ ー ト （ Tween 80
） を 含 む だ ろ う 。 ス ク ア レ ン ： α -ト コ フ ェ ロ ー ル 比 は 等 し い か 又 は こ れ が よ り 安 定 な 乳
剤 を 生 じ る 限 り 1未 満 で あ っ て も よ い 。 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ タ ン ト リ オ レ エ ー ト （ S
PAN 85） も 0.5～ 1％ の レ ベ ル で 存 在 し 得 る 。 い く つ か の 場 合 で は 、 本 発 明 の ワ ク チ ン が 安
定 剤 、 例 え ば 他 の 乳 化 剤 /界 面 活 性 剤 （ カ プ リ ル 酸 （ メ ル ク イ ン デ ッ ク ス 第 10版 、 エ ン ト
リ ナ ン バ ー 1739） を 含 む ） （ Tricaprylinは 一 実 施 形 態 で あ る ） を さ ら に 含 む こ と が 有 利
で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 は 、 QS21と 所 望 の 比 率 の 範 囲 内 で あ る 水 中 油 型 乳 剤
を 含 む ワ ク チ ン で あ り 、 こ れ は QS21に よ っ て 与 え ら れ る 局 所 反 応 形 成 性 を 低 減 す る た め に
、 ス テ ロ ー ル （ 例 え ば コ レ ス テ ロ ー ル ） の 存 在 下 で 製 剤 化 さ れ る 。 本 発 明 の 具 体 的 な 実 施
形 態 中 に 存 在 す る コ レ ス テ ロ ー ル に 対 す る QS21の 比 （ w/w） は 、 1:1～ 1:20の 範 囲 、 実 質 的
に は 1:10で あ る こ と が 予 想 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 PCT出 願 第 WO 95/17210号 で 使 用 さ れ る 乳 剤 、 特 に 水 中 油 型 乳 剤 、 MPL及 び QS21を 含 む ア
ジ ュ バ ン ト は 、 本 発 明 に 用 い 得 る ア ジ ュ バ ン ト で あ る 。 リ ポ ソ ー ム を 含 む コ レ ス テ ロ ー ル
へ の QS21の 製 剤 化 が 注 射 部 位 で 生 じ る 壊 死 の 予 防 に 役 立 ち 得 る こ と が 観 察 さ れ て い る 。 こ
の 観 察 は PCT出 願 第 PCT/EP96/01464号 を 前 提 と し て お り 、 そ こ に 開 示 さ れ る ア ジ ュ バ ン ト
、 特 に リ ポ ソ ー ム 、 MPL及 び QS21を 含 む ア ジ ュ バ ン ト も 本 発 明 で の 使 用 に 適 し た ア ジ ュ バ
ン ト で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 実 施 形 態 に お い て 使 用 し 得 る ス テ ロ ー ル は コ レ ス テ ロ ー ル で あ る 。 本 発 明 の 実
施 形 態 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 他 の ス テ ロ ー ル に は 、 β -シ ト ス テ ロ ー ル 、 ス チ グ
マ ス テ ロ ー ル 、 エ ル ゴ ス テ ロ ー ル 、 エ ル ゴ カ ル シ フ ェ ロ ー ル 及 び コ レ ス テ ロ ー ル が 含 ま れ
る 。 ス テ ロ ー ル は 当 該 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 コ レ ス テ ロ ー ル は 周 知 で あ り 、 例 え ば メ ル
ク イ ン デ ッ ク ス 11版 の 341頁 に 、 動 物 性 脂 肪 中 に 見 ら れ る 天 然 の ス テ ロ ー ル と し て 開 示 さ
れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 上 記 調 製 物 は ワ ク チ ン ア ジ ュ バ ン ト 系 と し て 使 用 さ れ 、 抗 原 又 は 抗 原 調 製 物 と 共 に 製 剤
化 さ れ た 時 点 で 強 力 な ワ ク チ ン に 使 用 さ れ る 。 こ れ ら が Th1応 答 を 引 き 起 こ し 得 る こ と が
有 利 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 乳 剤 系 は 、 サ ブ ミ ク ロ ン の 範 囲 の 小 さ な 油 滴 サ イ ズ を 有 し 得 る 。 例 え ば 油 滴 サ
イ ズ は 直 径 120～ 750nm、 例 え ば 120～ 600nmの 範 囲 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 3-脱 -O-ア シ ル 化 モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ ド Aの 形 態 は 、 直 径 0.2μ mよ り 小 さ な 粒 子 サ イ ズ を
有 す る 乳 剤 の 形 態 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 で は 、 ア ジ ュ バ ン ト は SB62’ cで あ り 、 こ れ は 水 中 油 型 乳 剤 と サ ポ
ニ ン と を 含 み 、 そ の 際 、 油 が 代 謝 性 油 で あ り か つ 代 謝 性 油 ： サ ポ ニ ン の 比 （ w/w） が 1:1～
200:1（ 低 用 量 の 水 中 油 型 乳 剤 ） の 範 囲 で あ る ア ジ ュ バ ン ト で あ り 、 そ の 全 体 の 教 示 を 参
照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る WO99/11241に 記 載 さ れ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 代 謝 性 油 ： サ
ポ ニ ン の 比 （ w/w） は 実 質 的 に 48:1で あ る 。 サ ポ ニ ン は QS21等 の ク イ ル Aで あ る 。 一 例 に お
い て 、 代 謝 性 油 は ス ク ア レ ン で あ る 。 SB62’ cア ジ ュ バ ン ト 組 成 物 は ス テ ロ ー ル （ 例 え ば
コ レ ス テ ロ ー ル ） を さ ら に 含 み 得 る 。 SB62’ cア ジ ュ バ ン ト 組 成 物 は さ ら に 又 は 代 替 的 に
、 1以 上 の 免 疫 賦 活 剤 （ 例 え ば 3D-MPL及 び /又 は α -ト コ フ ェ ロ ー ル ） を さ ら に 含 み 得 る 。 3
D-MPLを 含 む SB62’ cの 実 施 形 態 で は 、 QS21:3D-MPLの 比 （ w/w） は 1:10～ 10:1、 例 え ば 1:1
～ 1:2.5又 は 1:1～ 1:20で あ り 得 る 。
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【 ０ ０ ６ ８ 】
　 し た が っ て 、 ア ジ ュ バ ン ト SB62’ cの 一 実 施 形 態 で は 、 代 謝 性 油 ： サ ポ ニ ン の 比 （ w/w）
は 1:1～ 200:1の 範 囲 で あ る か 又 は 実 質 的 に 48:1で あ り 、 サ ポ ニ ン は QS21で あ り 、 ア ジ ュ バ
ン ト は さ ら に 3D-MPLを 含 む （ 低 用 量 の 水 中 油 型 乳 剤 、 QS21、 3D-MPL） 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 ア ジ ュ バ ン ト は ト コ ー ル （ 例 え ば EP0382271に 記 載 さ れ る
） を 含 む 水 中 油 型 乳 剤 か ら な る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 使 用 し 得 る 水 中 油 型 乳 剤 は α -ト コ
フ ェ ロ ー ル を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 ア ジ ュ バ ン ト は 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る ア ジ ュ バ ン ト 組 成 物 で あ り 、 例
え ば EP822831に 記 載 さ れ る よ う に リ ポ ソ ー ム 内 に 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】

　 本 発 明 は ま た 、 本 明 細 書 に 記 載 の 免 疫 原 組 成 物 を 製 薬 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 、 ア ジ ュ バ ン
ト 又 は ビ ヒ ク ル と 共 に 含 む ワ ク チ ン を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 本 明 細 書 に 記 載 の 免 疫 原
組 成 物 を 製 薬 上 許 容 さ れ る 適 切 な ビ ヒ ク ル 、 ア ジ ュ バ ン ト 又 は 賦 形 剤 と 混 合 す る こ と を 含
む 、 ワ ク チ ン 組 成 物 の 製 造 方 法 を 提 供 す る 。 適 当 な ビ ヒ ク ル 及 び 賦 形 剤 は 当 該 技 術 分 野 で
周 知 で あ り 、 こ れ に は 例 え ば 水 又 は 緩 衝 液 が 含 ま れ る 。 ワ ク チ ン の 調 製 は Vaccine Design
 (「 The subunit and adjuvant approach」 (Powell M.F. & Newman M.J.編 集 ) (1995) Pl
enum Press New York)に 一 般 的 に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】

　 本 発 明 で 使 用 さ れ る ペ プ チ ド は 当 該 技 術 分 野 で 周 知 の 固 相 手 順 に よ っ て 容 易 に 合 成 す る
こ と が で き る 。 適 当 な 合 成 は 「 T-boc」 又 は 「 F-moc」 手 順 を 利 用 す る こ と に よ っ て 達 成 し
得 る 。 環 状 ペ プ チ ド は 全 自 動 化 装 置 で 周 知 の 「 F-moc」 手 順 と ポ リ ア ミ ド 樹 脂 を 使 用 す る
固 相 手 順 に よ っ て 合 成 す る こ と が で き る 。 あ る い は 当 業 者 は こ の 方 法 を 手 動 で 行 う た め に
必 要 な 実 験 手 順 を 知 っ て い る だ ろ う 。 固 相 合 成 の た め の 技 術 及 び 手 順 は E. Atherton及 び R
.C. Sheppardに よ る 、 Oxford University Pressで IRLに よ り 公 開 さ れ た 「 Solid Phase Pe
ptide Synthesis: A Practical Approach」 に 記 載 さ れ る 。 あ る い は 、 ペ プ チ ド は 組 換 え
方 法 （ 細 菌 又 は 哺 乳 動 物 細 胞 系 で ミ モ ト ー プ を コ ー ド す る 核 酸 を 発 現 さ せ て 、 そ の 後 、 発
現 し た ミ モ ト ー プ を 精 製 す る こ と を 含 む ） に よ っ て 作 製 し 得 る 。 ペ プ チ ド 及 び タ ン パ ク 質
の 組 換 え 発 現 の た め の 技 術 は 当 該 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 Maniatis, T., Fritsch, E.F.
及 び Sambrookら , Molecular cloning, a laboratory manual, 第 2版 .; Cold Spring Harb
or Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York (1989)に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】

　 本 発 明 の 免 疫 原 を コ ー ド す る 核 酸 又 は 免 疫 原 を 含 む 組 換 え 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
核 酸 も 本 発 明 の 一 部 を 形 成 す る 。 具 体 的 に は 、 例 え ば 担 体 と 共 に 、 本 発 明 の 免 疫 原 を コ ー
ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 が 提 供 さ れ 、 こ れ は DNAワ ク チ ン 接 種 に 使 用 し 得 る 。 DNAワ ク チ
ン 接 種 に 関 し て 役 立 つ 背 景 情 報 は 、 そ の 開 示 が 参 照 に よ り そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 含 ま れ る
「 Donnelly, Jら  Annual Rev. Immunol. (1997) 15:617-648」 中 で 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 免 疫 原 が 核 酸 ワ ク チ ン 接 種 に 使 用 す る た め の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 本 発 明 の 一 実 施
形 態 で は 、 使 用 さ れ る ア ジ ュ バ ン ト は 核 酸 ワ ク チ ン 接 種 で の 使 用 に 適 し た ア ジ ュ バ ン ト で
あ る も の と す る 。 係 る ア ジ ュ バ ン ト の 例 に は 、 イ ミ キ モ ド （ imiquimod） 等 の 合 成 イ ミ ダ
ゾ キ ノ リ ン [S-26308, R-837]（ Harrisonら . 「 Reduction of recurrent HSV disease usi
ng imiquimod alone or combined with a glycoprotein vaccine」 , Vaccine 19: 1820-1
826, (2001)） ； 及 び レ シ キ モ ド （ resiquimod） [S-28463, R-848]( Vasilakosら . 「 Adju
vant activites of immune response modifier R-848: Comparison with CpG ODN」 , Cel
lular immunology 204: 64-74 (2000))、 抗 原 提 示 細 胞 及 び T細 胞 表 面 上 で 構 成 的 に 発 現 さ
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れ る カ ル ボ ニ ル 及 び ア ミ ン の シ ッ フ 塩 基 （ ツ カ レ ソ ー ル 等 ） （ Rhodes, Jら . 「 Therapeut
ic potentiation of the immune system by costimulatory Schiff-base-forming drugs
」 , Nature 377: 71-75 (1995)） 、 サ イ ト カ イ ン 、 ケ モ カ イ ン 及 び 共 刺 激 分 子 （ タ ン パ ク
質 若 し く は ペ プ チ ド の い ず れ か ） （ こ れ に は イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 特 に イ ン タ ー フ ェ ロ ン 及
び GM-CSF等 の 炎 症 促 進 （ pro-inflammatory） サ イ ト カ イ ン 、 IL-1α 、 IL-1β 、 TGF-α 及 び
TGF-β が 含 ま れ よ う ） 、 Th1誘 導 因 子 （ イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ 、 IL-2、 IL-12、 IL-15、 IL-18
及 び IL-21等 ） 、 Th2誘 導 因 子 （ IL-4、 IL-5、 IL-6、 IL-10及 び IL-13等 ） 並 び に 他 の ケ モ カ
イ ン 及 び 共 刺 激 遺 伝 子 （ MCP-1、 MIP-1α 、 MIP-1β 、 RANTES、 TCA-3、 CD80、 CD86及 び CD40
L等 ） 、 他 の 免 疫 刺 激 標 的 リ ガ ン ド （ CTLA-4及 び L-セ レ ク チ ン ） 、 ア ポ ト ー シ ス 刺 激 タ ン
パ ク 質 及 び ペ プ チ ド （ Fas等 (49)） 、 脂 質 ベ ー ス の 合 成 ア ジ ュ バ ン ト （ バ ク ス フ ェ ク チ ン (
vaxfectin) (Reyesら , 「 Vaxfectin enhances antigen specific antibody titres and m
aintains Th1 type immune responses to plasmid DNA immunization」 , Vaccine 19: 37
78-3786)、 ス ク ア レ ン 、 α -ト コ フ ェ ロ ー ル 、 ポ リ ソ ル ベ ー ト 80、 DOPC及 び コ レ ス テ ロ ー
ル 等 ） 、 内 毒 素 、 [LPS]（ Beutler, B., Endotoxin, 「 Toll-like receptor 4, and the a
fferent limb of innate immunity」 , Current Opinion in Microbiology 3: 23-30 (200
0)） ； CpGオ リ ゴ 及 び ジ ヌ ク レ オ チ ド （ Sato, Y.ら ,　 「 Immunostimulatory DNA sequence
s necessary for effective intradermal gene immunization」 , Science 273 (5273)： 3
52-354 (1996). Hemmi, H.ら , 「 A Toll-like receptor recognizes bacterial DNA」 , N
ature 408: 740-745, (2000)） 及 び Th1誘 導 性 サ イ ト カ イ ン を 産 生 す る Tollレ セ プ タ ー を
作 動 さ せ る 他 の 強 力 な リ ガ ン ド （ 合 成 ミ コ バ ク テ リ ア リ ポ タ ン パ ク 質 、 マ イ ク バ ク テ リ ア
タ ン パ ク 質 p19、 ペ プ チ ド グ リ カ ン 、 テ イ コ 酸 及 び リ ピ ド A等 ） が 含 ま れ る 。 他 の 細 菌 に 由
来 す る 免 疫 刺 激 タ ン パ ク 質 に は 、 コ レ ラ 毒 素 、 大 腸 菌 毒 素 及 び そ の 突 然 変 異 ト キ ソ イ ド が
含 ま れ る 。 主 に Th-1型 応 答 を 誘 起 す る の に 好 適 な 特 定 の ア ジ ュ バ ン ト に は 、 例 え ば リ ピ ド
A誘 導 体 （ モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ ド A、 又 は 好 ま し く は 3-脱 -O-ア シ ル 化 モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ
ド A等 ） が 含 ま れ る 。 MPL（ 登 録 商 標 ） ア ジ ュ バ ン ト は Corixa Corporation（ Seattle, WA
； 例 え ば 米 国 特 許 第 4,436,727号 ; 4,877,611号 ; 4,866,034号 及 び 4,912,094号 参 照 ） か ら
入 手 可 能 で あ る 。 CpG含 有 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ CpGジ ヌ ク レ オ チ ド が 非 メ チ ル 化 さ れ て い
る ） も 主 に Th1応 答 を 誘 導 す る 。 係 る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 周 知 で あ り 、 例 え ば WO 96/025
55、 WO 99/33488及 び 米 国 特 許 第 6,008,200号 及 び 5,856,462号 に 記 載 さ れ て い る 。 免 疫 刺
激 性 DNA配 列 も 、 例 え ば Satoら （ Science 273:352, 1996） に よ っ て 記 載 さ れ て い る 。 別 の
好 適 な ア ジ ュ バ ン ト は サ ポ ニ ン （ ク イ ル A等 ） 又 は そ の 誘 導 体 （ QS21及 び QS7（ Aquila Bio
pharmaceuticals Inc., Framingham, MA） ； エ ス シ ン （ Escin） ;デ ジ ト ニ ン （ Digitonin
） ;又 は ジ プ ソ フ ィ ラ （ Gypsophila） 若 し く は ケ ノ ポ ジ ウ ム ・ キ ノ ア （ Chenopodium quino
a） の サ ポ ニ ン を 含 む ） を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 免 疫 原 が DNAワ ク チ ン 接 種 の 形 態 で 投 与 さ れ る 本 発 明 の 実 施 形 態 で は 、 組 成 物 は さ ら に
ビ ヒ ク ル を 含 み 得 る 。 例 え ば 、 ビ ヒ ク ル は 金 ビ ー ズ で あ る か 又 は 金 ビ ー ズ を 含 む 。 本 明 細
書 に 記 載 さ れ る 他 の ビ ヒ ク ル 又 は 賦 形 剤 も 使 用 し 得 る 。 核 酸 構 築 物 は 送 達 の た め に プ ラ ス
ミ ド 内 に 製 剤 化 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】

　 本 発 明 の 製 剤 は 予 防 及 び 治 療 目 的 の 両 方 に 使 用 し 得 る 。 本 発 明 の 別 の 態 様 で は 、 医 療 で
の 使 用 の た め に 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 の 調 製 物 は 、 疾 患 を 患 い 易 い か 又 は 疾 患 に 罹 患 し た 哺 乳 動 物 を 、 全 身 経 路 又 は 粘
膜 経 路 を 介 し て 前 記 ワ ク チ ン を 投 与 す る こ と に よ っ て 予 防 又 は 治 療 す る こ と に 使 用 し 得 る
。 こ れ ら の 投 与 に は 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 、 皮 内 若 し く は 皮 下 経 路 を 介 し た 注 射 ； 又 は 口 道 /
消 化 管 、 若 し く は 気 道 へ の 粘 膜 投 与 が 含 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 の 一 態 様 で は 、 疾 患 （ 例 え ば 神 経 疾 患 又 は 自 己 免 疫 に 関 与 す る 疾 患 ） を 、 本 発 明
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の ワ ク チ ン の 投 与 に よ っ て 治 療 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の ワ ク チ ン は 神 経 疾 患 （ 多
発 性 硬 化 症 若 し く は ギ ラ ン ・ バ レ ー 症 候 群 、 重 症 筋 無 力 症 等 ） ； 腸 疾 患 （ ク ロ ー ン 病 等 ）
； 並 び に 非 限 定 的 に 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 橋 本 甲 状 腺 炎 を 含 む 甲
状 腺 炎 、 悪 性 貧 血 、 ア ジ ソ ン 病 、 糖 尿 病 、 皮 膚 筋 炎 、 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 、 多 発 性 硬 化 症
、 ラ イ タ ー 症 候 群 、 グ レ ー ブ ス 病 及 び 乾 癬 を 含 む 自 己 免 疫 に 関 与 す る 疾 患 、 に 関 連 す る 臨
床 症 状 の 予 防 、 治 療 及 び /又 は 改 善 に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 本 発 明 の ワ ク チ ン は 以 下 の 症
状 の 1以 上 に 関 連 す る 臨 床 症 状 の 予 防 、 治 療 及 び /又 は 改 善 に 使 用 で き る ： 多 発 性 硬 化 症 ；
ク ロ ー ン 病 ； 甲 状 腺 炎 ； 及 び 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 。
【 ０ ０ ７ ９ 】

　 ワ ク チ ン は 任 意 の 適 切 な 投 与 レ ジ メ ン （ 1回 、 2回 、 3回 以 上 の 投 与 レ ジ メ ン ） で 送 達 し
得 る 。 初 回 ワ ク チ ン 投 与 後 、 被 験 体 は 適 切 な 間 隔 で 1又 は 複 数 回 の 追 加 免 疫 接 種 を 受 け て
も よ い 。 か か る ワ ク チ ン 製 剤 は 初 回 又 は 追 加 ワ ク チ ン 接 種 レ ジ メ ン の い ず れ か で あ っ て も
よ く 、 例 え ば 、 経 皮 、 皮 下 若 し く は 筋 肉 内 経 路 を 介 し て 全 身 的 に 投 与 し て も よ い し 、 又 は
例 え ば 鼻 腔 内 若 し く は 経 口 経 路 を 介 し て 粘 膜 面 に 適 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ワ ク チ ン 組 成 物 を 原 則 と し て 1回 だ け 、 又 は 繰 り 返 し （ 例 え ば 1～ 7回 、 例 え ば 1～ 4回 、
約 1日 ～ 約 18ヶ 月 、 例 え ば 1ヶ 月 の 間 隔 で ） 投 与 す べ き も の と す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ
は 場 合 に よ り 、 最 大 で 患 者 の 残 り の 生 涯 に わ た っ て 、 1～ 12ヶ 月 の 一 定 間 隔 で の 投 与 に よ
っ て 続 け ら れ て も よ い 。 例 え ば 、 初 回 ワ ク チ ン 接 種 後 、 被 験 体 は 約 4週 間 で 追 加 免 疫 を 受
け 、 そ の 後 、 感 染 又 は 疾 患 の リ ス ク が 存 在 す る 間 、 6ヶ 月 毎 に 繰 り 返 し 追 加 免 疫 さ れ る 。
本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 免 疫 応 答 は 、 ア ジ ュ バ ン ト 及 び /又 は 免 疫 賦 活 剤 の 使 用 に よ
っ て 増 強 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 で は 、 患 者 は 初 回 /追 加 免 疫 レ ジ メ ン に お い て 、 異 な る 形 態 で 抗 原
を 接 種 す る だ ろ う 。 し た が っ て 、 例 え ば 抗 原 が DNAベ ー ス の ワ ク チ ン と し て 最 初 に 投 与 さ
れ 、 続 い て そ の 後 タ ン パ ク 質 ア ジ ュ バ ン ト ベ ー ス の 製 剤 と し て 投 与 さ れ る か 、 又 は そ の 逆
で あ る 。 し か し 繰 り 返 す が 、 こ の 治 療 レ ジ メ ン は 、 関 連 す る 動 物 の サ イ ズ 及 び 種 、 投 与 さ
れ る 核 酸 ワ ク チ ン 及 び /又 は タ ン パ ク 質 組 成 物 の 量 、 投 与 の 経 路 、 使 用 さ れ る 任 意 の ア ジ
ュ バ ン ト 化 合 物 の 効 能 及 び 用 量 並 び に 熟 練 し た 獣 医 師 又 は 開 業 医 に 明 ら か で あ ろ う 他 の 要
素 に 応 じ て 、 か な り 変 化 す る だ ろ う 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 各 ワ ク チ ン 回 分 中 の タ ン パ ク 質 の 量 は 、 典 型 的 な ワ ク チ ン 接 種 を 受 け た ヒ ト に 有 意 な 副
作 用 な く 免 疫 防 御 反 応 を 誘 起 す る 量 と し て 選 択 さ れ る 。 係 る 量 は 採 用 さ れ る 特 定 の 免 疫 原
及 び ワ ク チ ン が 補 助 さ れ る （ adjuvanted） か 否 か に 応 じ て 変 化 す る だ ろ う 。 一 般 的 に 、 各
用 量 が 1～ 1000μ gの タ ン パ ク 質 、 例 え ば 1～ 500μ g、 例 え ば 1～ 200μ g、 例 え ば 1～ 100μ g
、 又 は 例 え ば 1～ 50μ gを 含 む だ ろ う こ と が 予 想 さ れ る 。 特 定 の ワ ク チ ン の 最 適 な 量 は 、 被
験 体 中 の 抗 体 力 価 及 び 他 の 応 答 の 観 察 を 含 む 、 標 準 的 な 研 究 に よ っ て 確 認 す る こ と が で き
る 。 も ち ろ ん よ り 高 い か 又 は 低 い 用 量 範 囲 が 正 当 で あ る 場 合 も 個 々 の 例 で あ り 得 、 こ れ も
本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 は こ れ か ら 以 下 の 非 限 定 的 な 実 施 例 及 び 図 に よ っ て 説 明 さ れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ８ ４ 】

　 p35に ヒ ス チ ジ ン を タ グ 付 け し た マ ウ ス IL-12を Fallarinoら , JI, 1996 156(3): p.1095
-1100に 記 載 さ れ る よ う に 調 製 し た 。 こ の 産 物 を 0.1M リ ン 酸 緩 衝 液 （ pH 6） 中 20 mMの グ
ル タ ル ア ル デ ヒ ド で 冷 却 し な が ら 一 晩 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 、 Ova又 は ヘ ル パ ー ペ プ チ
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ド と 結 合 さ せ た 。 こ の 反 応 は Tris-HCl pH 9（ 0.1M 最 終 濃 度 ） の 添 加 に よ り 停 止 し 、 生 じ
た 産 物 を PBSに 対 し て 透 析 し た 。 Ovaへ の 結 合 の た め に 、 IL-12サ ブ ユ ニ ッ ト 当 た り 1/1モ ル
比 を 用 い た 。 強 力 な MHCク ラ ス II結 合 の た め に 選 択 し た 合 成 ヘ ル パ ー ペ プ チ ド は Pan DRエ
ピ ト ー プ ペ プ チ ド （ PADRE） （ aKXVAAWTLKAAC） 、 及 び 破 傷 風 ペ プ チ ド （ CQYIKANSKFIGITEL
） 又 は （ cFNNFTVSFWLRVPKVSASHLE） を 含 ん だ （ Alexanderら , Immunity, 1994. 1(9): p. 
751-61参 照 ） 。 こ れ ら は IL-12サ ブ ユ ニ ッ ト 当 た り 5個 の ペ プ チ ド の 比 率 で 結 合 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 別 の 複 合 体 は 、 マ レ イ ミ ド 活 性 化 担 体 （ Ova、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン (KLH)
又 は 製 造 者 プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て カ チ オ ン 化 し た BSA（ Pierce, IL, USA） を 含 む ） と の コ
ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 前 に 、 IL-12中 の ス ル フ ヒ ド リ ル 基 に 2－ イ ミ ノ チ オ ラ ン (Traut's reage
nt)と の 反 応 を 介 し て 導 入 す る こ と に よ っ て 調 製 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 ワ ク チ ン を 以 下 の ア ジ ュ バ ン ト の 1つ ： フ ロ イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト （ CFA） ； リ ポ ソ
ー ム /3D-MPL/QS21(GSK)； Immun-Easy Mouse Adjuvant (Qiagen, Valencia, Ca); ホ ス ホ
ロ チ オ エ ー ト 修 飾 を 含 む CpGオ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド  1826 (5'-TCCATGACGTTCCTGACGT
T-3')（ Ballasら , JI 2001 167(9) p4878-86） ;及 び SB62’ c、 3D-MPLを 含 む ア ジ ュ バ ン ト
、 水 中 油 型 乳 剤 及 び サ ポ ニ ン （ こ こ で 、 オ イ ル は 代 謝 性 油 で あ り 、 代 謝 性 油 ： サ ポ ニ ン の
比 （ w/w） は 1:1～ 200:1の 範 囲 で あ る （ GSK、 そ の 全 体 の 教 示 は 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み
入 れ る WO99/11241に 記 載 さ れ る ） ） 共 に 皮 下 投 与 又 は 筋 肉 内 投 与 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】

　 ELISAに よ る 抗 IL-12抗 体 の 検 出 の た め に 、 Maxisorb Nunc-Immunoplates（ Nalge Nunc I
nternational,Hereford, U. K.） を 、 20mM グ リ シ ン バ ッ フ ァ ー （ pH 9.3） 中 、 IL-12又 は
BSA（ 対 照 ） （ い ず れ も 5μ g/ml） で コ ー ト し た 。 PBS中 1％ BSAで の ブ ロ ッ キ ン グ 後 、 ブ ロ
ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー で 希 釈 し た 血 清 を プ レ ー ト に 添 加 し 、 37℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 洗 浄 後 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 型 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG（ Transduction Laboratories, Le
xington KY） 、 そ の 後 の Ultra-TMB基 質 （ Pierce, Rockford, IL, USA） を 用 い て 結 合 し た
抗 体 を 検 出 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 こ れ ら の 抗 血 清 の 特 異 性 を 、 IL-12を コ ー ト し た プ レ ー ト で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 前 に
、 適 切 に 希 釈 し た サ ン プ ル を い ず れ も 1μ g/mlで IL-12ヘ テ ロ 二 量 体 又 は P40ホ モ ダ イ マ ー
（ R & D, Minneapolis） と 共 に プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て さ ら に 分 析 し た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 IL-12活 性 の 阻 害 を 、 C57Bl/6脾 臓 細 胞 か ら 調 製 し た ConA-ブ ラ ス ト の IL-12誘 導 型 増 殖 の
阻 害 を 、 Schoenhaut（ Schoenhautら , JI, 1992. 148(11) p3433-40） に 従 っ て 試 験 す る こ
と に よ っ て 、 in vitroで 測 定 し た 。 あ る い は 、 マ ウ ス IL-12レ セ プ タ ー （ Jean-Christophe
 Renauld博 士 （ LICR, Brussels Branch） の 贈 与 物 ） で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 10 4 個 の Baf3
細 胞 を 96ウ ェ ル プ レ ー ト （ 10％  FCSを 含 む 200μ l DMEM） に 入 れ 、 ト リ チ ウ ム 化 し た チ ミ
ジ ン の 添 加 の 48時 間 後 、 最 後 の 16時 間 の 間 に 測 定 し た 。 阻 害 力 価 を 1ng/ml IL-12の 50%阻
害 を 生 じ る 逆 （ reciprocal） 血 清 希 釈 と し て 算 出 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】

　 抗 IL-12-PADRE又 は ビ ヒ ク ル で 免 疫 処 理 し た C57Bl/6マ ウ ス を 500ngの IL-12で 3日 間 連 続
で 処 理 し た 。 最 後 の 注 射 後 一 日 で 、 血 液 を 収 集 し 、 IFNγ 血 清 濃 度 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】

　 EAEは 、 水 中 油 型 乳 剤 及 び サ ポ ニ ン を 含 む （ オ イ ル は 代 謝 性 油 で あ り 、 代 謝 性 油 ： サ ポ
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実 施 例 2
抗 IL-12抗 体 の 評 価

実 施 例 3
抗 IL-12で 免 疫 処 理 し た マ ウ ス の in vitroで の IL-12活 性 の 評 価

実 施 例 4
実 験 的 ア レ ル ギ ー 性 脳 脊 髄 炎 （ EAE） の 誘 導



ニ ン の 比 （ w/w） は 1:1～ 200:1（ GSK） の 範 囲 で あ る ） ア ジ ュ バ ン ト 中 の IL-12-PADRE複 合
体 で 、 又 は ア ジ ュ バ ン ト の み で 予 め 免 疫 処 理 し た SJL及 び C57Bl/6マ ウ ス で 誘 導 し た 。 SJL
で は 、 200μ gの マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ブ チ リ カ ム (Mycobacterium butyricum)(Difco Lab.
, Detroit, MI)と 共 に 2× 50μ lで 尾 の 基 部 に 注 射 し た 、 及 び 2× 50μ lア リ コ ー ト で 側 腹 部
に 皮 下 注 射 し た 、 CFA中 の 150μ gの プ ロ テ オ リ ピ ド タ ン パ ク 質 （ PLP） ペ プ チ ド 139-151（ H
CLGKWLGHPDKF） を 用 い て 、 Weinberg（ Weinbergら , JI, 1999. 162(3) p1818-26） に 従 っ
て EAEを 誘 起 し た 。 C57Bl/6で は 、 100μ gの ミ エ リ ン オ リ ゴ デ ン ド ロ サ イ ト 糖 タ ン パ ク 質 （
MOG） ペ プ チ ド 35-55（ MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK） を 、 800μ gの マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ブ チ
リ カ ム を 含 む CFAに お い て 注 射 し た （ 尾 の 基 部 に 2× 50μ lの 皮 下 注 射 ） 。 次 い で 、 マ ウ ス
に 1％ NMSを 含 む 100μ lの PBS中 の 300ngの 百 日 咳 毒 素 （ Calbiochem） を 静 脈 注 射 し た 。 百 日
咳 毒 素 の 注 射 は 、 Salvinに よ っ て 記 載 さ れ る プ ロ ト コ ー ル （ Slavinら , Autoimmunity, 19
98. 28(2) p109-20） に 従 っ て 48時 間 後 に 反 復 し た 。 疾 患 を Heremans（ Heremansら , Eur C
ytokine Netw, 1999.　 10(2) p171-80） に 従 っ て 体 重 の 測 定 及 び EAEス コ ア リ ン グ に よ っ
て 評 価 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】

　 抗 PLP IgG1及 び IgG2a抗 体 を PLPペ プ チ ド を 2μ g/mlで コ ー ト し た Maxisorbプ レ ー ト で 試
験 し た 。 1％ BSAに よ る ブ ロ ッ キ ン グ 後 、 連 続 的 な 血 清 希 釈 物 を 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、
洗 浄 後 、 HRP（ IMEX , Brussels, Belgium） と 結 合 し た 抗 IgG1（ LOMG1） 又 は 抗 IgG2a（ LOM
G2a） ラ ッ ト 抗 体 を 添 加 し た 。 BSAで コ ー ト し た 平 板 は ご く わ ず か な シ グ ナ ル を 生 じ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 EAE誘 導 後 5～ 14週 間 で 収 集 し た 漆 窩 リ ン パ 節 を PLPを 用 い て 72時 間 in vitroで 刺 激 し 、 I
FNγ を そ れ ぞ れ ELISA（ Biosource Europe Fleurus Belgium） 又 は バ イ オ ア ッ セ イ に よ っ
て 測 定 し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】

　 培 養 物 上 清 の IFNγ 濃 度 を サ ン ド イ ッ チ ELISAに よ っ て 測 定 し た 。 上 清 及 び 適 当 な サ イ ト
カ イ ン 標 準 （ PharMingen, San Diego, CA） を 3倍 連 続 希 釈 で 用 い た 。 精 製 さ れ た ビ オ チ ニ
ル 化 抗 体 を PharMingenか ら 購 入 し た 。 検 出 は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 し た ス ト レ プ ト
ア ビ ジ ン を 用 い て 行 っ た （ Southern Biotechnology, Birmingham AL） 。 IFNγ の 検 出 限 界
は 46pg/mlで あ っ た 。 血 清 サ ン プ ル 及 び 適 当 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 標 準 （ Southern Biotechnol
ogy, Birmingham, AL） を 3番 連 続 希 釈 で 用 い た 。 検 出 限 界 は IgG1に つ い て は 5ng/mlで あ り
、 IgG2aに つ い て は 0.1ng/mlで あ っ た 。 総 IgEを 、 コ ー テ ィ ン グ に つ い て mAbs 84.1Cを 用 い
、 検 出 に つ い て ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 し た EM95.3を 用 い て 測 定 し た 。 IgEの 検 出 限
界 は 10ng/mlで あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】

　 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド を 用 い て Ovaと 結 合 し 、 か つ CFA中 で 乳 化 さ れ た マ ウ ス IL-9に よ る マ
ウ ス の 免 疫 処 理 は 、 抗 IL-9自 己 抗 体 の 産 生 を 誘 発 し 、 こ れ は IL-9活 性 の in vivoで の 有 効
な 抑 制 に 導 く （ Richardら , PNAS USA, 2000. 97 p767-772.） 。 し か し 、 IL-12用 い て な さ
れ た 同 様 の 試 行 は う ま く い か な か っ た 。 こ う し て 、 本 発 明 者 ら は ア ジ ュ バ ン ト を リ ポ ソ ー
ム /3D-MPL/QS21（ GSK） に 変 え た 。 C57Bl/6マ ウ ス に お い て 、 こ れ は ELISAに よ り 評 価 さ れ
る 有 意 な 抗 体 力 価 の 産 生 （ 図 1A） と ConA活 性 化 T細 胞 の IL-12誘 導 型 増 殖 の 阻 害 （ 図 1B） を
生 じ た 。 こ の 阻 害 の 特 異 性 は IL-2に 対 し て 同 様 に 調 製 し た ブ ラ ス ト の 応 答 が 減 少 し て い な
い こ と に よ っ て 証 明 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
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実 施 例 5
PLPペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 応 答 の 測 定

実 施 例 6
ELISA

結 果
実 施 例 8
抗 IL-12自 己 抗 体 の 誘 導



　 こ れ ら の 結 果 は 上 記 免 疫 処 理 の た め の ア ジ ュ バ ン ト の 重 要 性 を 強 調 し た 。 し た が っ て 、
本 発 明 者 ら は 免 疫 刺 激 性 を 有 す る 他 の 幾 つ か の 生 成 物 （ SB62’ c（ GSK） ； CpGを 基 礎 と す
る 市 販 （ Qiagen） の ア ジ ュ バ ン ト ImmunEasy； 及 び CpG 1826、 CpGモ チ ー フ を 含 む ホ ス ホ ロ
チ オ エ ー ト 修 飾 し た DNAを 含 む ） を 試 験 し た 。 図 2Aに 示 さ れ る よ う に 、 SB62’ cは QS21又 は
3D-MPLを 含 ま な い ア ジ ュ バ ン ト に よ り 得 ら れ る よ り も 約 10倍 優 れ た 応 答 を 誘 導 し た 。 同 じ
図 で PADRE及 び 破 傷 風 ヘ ル パ ー ペ プ チ ド と 結 合 し た IL-12で 得 ら れ た 結 果 が 示 さ れ る 。 こ れ
ら の 複 合 体 は IL-12-Ovaで 得 ら れ た も の と 本 質 的 に 同 一 の 結 果 を 生 じ 、 こ れ は 有 効 な ワ ク
チ ン は ヘ ル パ ー ペ プ チ ド の 直 接 的 な 付 加 に よ っ て 得 る こ と が で き る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド を 用 い る よ り も し ば し ば よ り 洗 練 さ れ た 非 常 に 多 く の 方 法 が タ ン パ
ク 質 架 橋 向 け に 開 発 さ れ て い る 。 １ つ は 目 的 の タ ン パ ク 質 に 遊 離 の ス ル フ ヒ ド リ ル 基 を 導
入 す る こ と で あ り 、 こ れ は マ レ イ ミ ド 置 換 型 担 体 と の 反 応 を 確 実 に す る 。 係 る 複 合 体 は 、
マ レ イ ミ ド 置 換 型 Ova、 KLH又 は cBSAと の 架 橋 前 に こ の タ ン パ ク 質 を ト ラ ウ ト 試 薬 と 反 応 さ
せ る こ と に よ り 、 IL-12と 共 に 調 製 し た 。 比 較 の た め に 、 マ ウ ス を グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド と
共 に 作 製 し た IL12-OVA複 合 体 で 同 様 に 免 疫 処 理 し た 。 図 2Bに 示 さ れ る よ う に 、 Ovaと 結 合
し た Il-12は い ず れ の 方 法 も 同 一 の 結 果 を 生 じ た 。 し か し 他 の 担 体 は 効 果 が な か っ た 。 こ
れ ら の 結 果 は 、 外 来 の 担 体 タ ン パ ク 質 と 結 合 し た IL-12の 単 な る 注 射 は 、 強 力 な ア ジ ュ バ
ン ト を 伴 う も の で あ っ て も 自 己 寛 容 を 体 系 的 に 中 断 し な い が 、 担 体 と ア ジ ュ バ ン ド の 適 切
な 組 合 せ が 有 意 な 応 答 を 誘 導 す る た め に 必 要 と さ れ る こ と を 証 明 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 抗 IL-12ワ ク チ ン 接 種 の 反 応 速 度 の 分 析 は 、 中 和 力 価 が 複 数 回 の 注 射 （ 通 常 は 4又 は 5回
） 後 に の み 観 察 さ れ 、 最 後 の 免 疫 処 理 後 数 週 間 の 間 に 力 価 は 増 加 し 続 け 、 無 制 限 の 期 間 で
維 持 さ れ た こ と を 示 し た （ 図 2C） 。
【 ０ ０ ９ ９ 】

　 免 疫 処 理 に 使 用 さ れ る 複 合 体 は 、 組 換 え IL-12p70（ p40-p35ヘ テ ロ 二 量 体 ） と 共 に 作 製
し た 。 抗 血 清 は IL-12p70を コ ー ト し た プ レ ー ト に 結 合 す る 抗 体 を 示 し た の で 、 競 合 実 験 を
実 施 し て そ の p40対 p70と の 相 対 的 相 互 作 用 を 分 析 し た 。 適 切 に 希 釈 し た 血 清 を IL-12を コ
ー ト し た プ レ ー ト へ の 転 移 前 に IL-12 p70又 は p40ホ モ ダ イ マ ー と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 P40ダ イ マ ー 及 び IL-12ヘ テ ロ 二 量 体 は 共 に 同 等 の 阻 害 活 性 を 有 し 、 こ れ は 大 部 分 の 抗 IL
-12抗 体 が p40サ ブ ユ ニ ッ ト と 反 応 し た こ と を 示 す （ 図 3） 。
【 ０ １ ０ ０ 】

　 正 常 な マ ウ ス へ の IL-12の 反 復 投 与 は 、 血 清 中 の IFNγ レ ベ ル の 上 昇 を 誘 導 す る （ Gately
ら , Int Immunol, 1994 6(1) p157-67） 。 本 発 明 者 ら は こ の 手 順 を 用 い て 抗 IL-12ワ ク チ
ン 接 種 の 機 能 的 有 効 性 を 評 価 し た 。 図 4に 示 さ れ る よ う に 、 3日 間 連 続 で IL-12を 注 射 し た
後 、 IFNγ レ ベ ル は 対 照 マ ウ ス で は ng/mlの 範 囲 で あ っ た が 、 抗 IL-12で ワ ク チ ン 接 種 し た
動 物 で は 検 出 不 能 な レ ベ ル （ ＜ 0.03 ng/ml） を 維 持 し た 。
【 ０ １ ０ １ 】

　 PLPペ プ チ ド を 用 い た 免 疫 処 理 に よ る EAEの 誘 導 前 に 、 SJLマ ウ ス を SB62’ cア ジ ュ バ ン ト
の 存 在 下 で IL-12-PADREペ プ チ ド 又 は ビ ヒ ク ル で 免 疫 処 理 し た 。 4回 の 注 射 後 、 逆 抗 IL-12
中 和 抗 体 力 価 は 6,513± 2,012で あ っ た 。 図 5に 示 さ れ る よ う に 、 EAE症 状 は 対 照 の ア ジ ュ バ
ン ト 処 理 マ ウ ス で 12日 目 か ら 現 れ 、 20日 付 近 で ピ ー ク と な り （ 1個 体 の 動 物 は 17日 目 に 死
亡 し た ） 、 そ の 後 徐 々 に 減 退 し た が 、 3分 の 1の 動 物 は 1ヶ 月 後 も 依 然 と し て 検 出 可 能 で あ
っ た 。 抗 IL-12で ワ ク チ ン 接 種 し た マ ウ ス で は 、 わ ず か な 疾 患 の 徴 候 の み が 検 出 さ れ 、 全
て の マ ウ ス が 生 存 し た 。 さ ら に 、 PLP誘 導 型 EAEの 別 の 特 徴 で あ る 体 重 の 減 少 を ワ ク チ ン 接
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実 施 例 9
抗 IL-12抗 体 の 特 異 性

実 施 例 10
in vivoで も は や IL-12に 応 答 し な い 抗 IL-12ワ ク チ ン 接 種 し た マ ウ ス

実 施 例 11
抗 IL-12ワ ク チ ン は EAE誘 導 を 妨 げ る



種 し た 動 物 で は 完 全 に 欠 い た 。 注 目 す べ き は 、 SB62’ cの 単 独 で の 投 与 が 単 に PBSを 受 け た
マ ウ ス と 比 較 し て わ ず か に 防 御 活 性 を 有 し た こ と で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 IL-12ワ ク チ ン 接 種 の 防 御 効 果 を 、 IFNγ 産 生 の 抑 制 及 び 抗 PLP抗 体 IgGサ ブ ク ラ ス の 変 化
を 暗 示 す べ く 予 測 し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 抗 PLP IgG1及 び IgG2a抗 体 の 分 析 は 、 IgG1抗 PLP力 価 の 明 ら か な 増 加 （ p<0.001） 及 び IgG
2aの 減 少 （ こ れ は 統 計 的 有 意 性 の 極 限 で あ っ た （ p=0.052） ） を 示 し た （ 図 6A） 。 総 合 し
て 、 こ れ ら の 結 果 は IL-12ワ ク チ ン 接 種 が 抗 PLP応 答 の 根 本 的 な 変 化 を 誘 導 す る こ と を は っ
き り と 示 し て い る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 先 の 仮 説 は PLPペ プ チ ド に よ り in vitroで 刺 激 し た リ ン パ 節 細 胞 を 用 い て 試 験 し た 。 IFN
γ 濃 度 は 、 8個 体 の IL-12で ワ ク チ ン 接 種 し た マ ウ ス で 430± 139pg/mlで あ り 、 9個 体 の SB62
’ c対 照 で 1939± 634で あ っ た （ P=0.0079 マ ン ホ イ ッ ト ニ ー ） 。 EAE誘 導 後 5～ 14週 間 で 収
集 し た 漆 窩 リ ン パ 節 （ IL-12-PADRE及 び SB62’ c群 に お け る 8及 び 9個 体 の マ ウ ス ） を PLPペ
プ チ ド に よ り in vitroで 刺 激 し た 。 IFNγ 濃 度 を 3日 後 に 測 定 し た （ 図 6B） 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 抗 IL-12ワ ク チ ン 接 種 が MOGペ プ チ ド を 用 い た 免 疫 接 種 に よ っ て 誘 導 さ れ る よ り 侵 攻 性 の
EAE形 態 を も 予 防 す る か 否 か を 試 験 す る た め に 、 19,577± 3,792の 逆 阻 害 力 価 を 有 す る MOG
を 用 い た 免 疫 処 理 前 に 、 C57Bl/6マ ウ ス を SB62’ cの 存 在 下 で IL-12-PADRE複 合 体 で ワ ク チ
ン 接 種 し た 。 極 端 に 上 昇 し た EAEス コ ア が 対 照 群 で 示 さ れ 、 こ の 集 団 の 15個 体 の マ ウ ス の
内 の 2個 体 は そ れ ぞ れ 26日 及 び 33日 後 に 死 亡 し た 。 抗 IL-12で ワ ク チ ン 接 種 し た マ ウ ス は 、
体 重 の 減 少 だ け な く 、 2～ 3日 の 遅 発 性 及 び 最 大 疾 患 ス コ ア の 低 減 を 示 し た 。 さ ら に 、 こ れ
ら の マ ウ ス で 死 亡 し た 個 体 は な く 、 11/15は 完 全 な 回 復 を 示 し た （ こ れ は 4/15の 対 照 で の
み 生 じ た （ フ ィ ッ シ ャ ー の 統 計 に よ り p＝ 0.027） ） 。 ま た MOG誘 導 型 EAEで は 、 PBS処 理 マ
ウ ス と 比 較 し て SB62’ cの 防 御 効 果 が 存 在 し た 。 こ れ は 特 に 体 重 の 回 復 を 引 き 起 こ し 、 こ
の 回 復 は 1週 間 以 上 高 め ら れ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 本 発 明 者 ら の ワ ク チ ン の 効 能 を さ ら に 評 価 し 、 か つ そ れ を 抗 IL-12抗 体 の 投 与 に よ っ て
取 得 さ れ た 結 果 と 比 較 す る た め に 、 あ る 追 加 の 群 を 先 の MOG実 験 に 含 ま せ た 。 こ の 群 は 、 N
ODマ ウ ス で EAEを 阻 害 す る こ と が 既 に 示 さ れ て い る （ Ichikawaら , J Neuroimmunol, 2000.
 102(1) p56-66） ラ ッ ト 抗 p40抗 体 で あ る C17.8の 反 復 注 射 を 受 け た 。 表 1に 示 さ れ る よ う
に 、 C57Bl/6マ ウ ス の 平 均 体 重 減 少 及 び EAEス コ ア は 、 こ れ ら の 抗 体 に よ り IL-12-PADREワ
ク チ ン で 観 察 さ れ た の と 同 様 の レ ベ ル ま で 低 減 さ れ た 。 こ の 図 は 1群 当 た り 15個 体 の C57Bl
/6マ ウ ス に お い て 9日 目 か ら 51日 目 に 作 成 し た 14個 の 測 定 値 に 対 応 す る 。 確 率 は マ ン ホ イ
ッ ト ニ ー の ノ ン パ ラ メ ト リ ッ ク 統 計 に よ っ て 算 出 し た 。
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
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【 ０ １ ０ ７ 】
【 図 １ 】 図 1Aは 、 IL-12-Ovaを 免 疫 処 理 し た C57Bl/6マ ウ ス の リ ポ ソ ー ム 、 3D-MPL及 び QS21
を 含 む ア ジ ュ バ ン ト の 存 在 下 で の 結 果 を 示 す 。 図 1Bは 、 ConAブ ラ ス ト が 対 照 又 は 抗 IL-12-
Ova血 清 の 存 在 下 で IL-12又 は IL-2と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た ConA活 性 化 T細 胞 の IL-12誘
導 型 増 殖 の 阻 害 の 結 果 を 示 す 。 48時 間 後 、 チ ミ ジ ン の 取 り 込 み を 判 定 し た （ 1群 当 た り 5個
体 の マ ウ ス に つ い て 平 均 ± SEM） 。
【 図 ２ Ａ 】 図 2Aは 、 異 な る ア ジ ュ バ ン ト の 存 在 下 、 Ova又 は Tヘ ル パ ー ペ プ チ ド （ PADRE若
し く は 破 傷 風 ） と 結 合 し た IL-12で 免 疫 処 理 し た C57Bl/6マ ウ ス を 示 す 。 IL-12阻 害 活 性 を I
L-12-Rで ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た BaF3細 胞 で 試 験 し た 。
【 図 ２ Ｂ 】 図 2Bは 、 IL-12-PADRE複 合 体 で 免 疫 処 理 し た C57Bl/6マ ウ ス 中 の 抗 IL-12力 価 の
持 続 性 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 3は 、 IL-12で コ ー ト し た プ レ ー ト へ の 転 移 前 に IL-12ヘ テ ロ 二 量 体 又 は IL-12 p
40ホ モ ダ イ マ ー と 共 に プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た 、 IL-12 PADRE複 合 体 で ワ ク チ ン 接 種 し た
マ ウ ス 由 来 の 血 清 を 示 す 。 結 合 し た 抗 体 は ヤ ギ 抗 マ ウ ス Igを 用 い て 検 出 し た 。
【 図 ４ 】 図 4は 、 抗 IL-12で ワ ク チ ン 接 種 し た マ ウ ス に お け る IL-12に よ る IFNγ 誘 導 の 阻 害
を 示 す 。 SB62’ cア ジ ュ バ ン ト 中 の IL-12-PADRE複 合 体 で ワ ク チ ン 接 種 し た C57Bl/6マ ウ ス
を 3日 間 連 続 で 500ngの IL-12で 処 理 し た 。 最 後 の 注 射 後 24時 間 で 、 IFNγ 濃 度 を 血 清 中 で 測
定 し た 。
【 図 ５ 】 図 5は 、 抗 IL-12で ワ ク チ ン 接 種 さ れ た マ ウ ス で EAE重 篤 度 が 低 減 し た こ と を 示 す
。 AS2V中 の IL-12-PADREで 予 め ワ ク チ ン 接 種 し た 、 又 は ア ジ ュ バ ン ト 若 し く は PBSの み の い
ず れ か で 処 理 し た 、 13個 体 の SJLマ ウ ス 群 （ A及 び B） を EAE誘 導 用 の PLPペ プ チ ド で 免 疫 処
理 し た 。 同 様 に ワ ク チ ン 接 種 し た 15個 体 の C57Bl/6マ ウ ス の 対 照 群 （ C及 び D） を MOG脳 炎 誘
発 性 ペ プ チ ド で 処 理 し た 。 平 均 EAEス コ ア 及 び 体 重 が 示 さ れ る 。 SJLマ ウ ス に 関 す る 双 方 の
読 み 出 し に お け る 差 異 は 非 常 に 有 意 で あ っ た （ い ず れ の 時 点 に お い て も p<0.003(マ ン ホ イ
ッ ト ニ ー )） 。 MOG誘 導 型 EAEに つ い て は 、 体 重 に お け る 差 異 が 26日 目 （ P=0.06） を 除 く 全
て の 時 点 で 有 意 で あ っ た （ p<0.5） 。 MOG誘 導 型 疾 患 に つ い て は 、 EAEス コ ア は 11日 目 、 14
日 目 及 び 36日 目 か ら 実 験 の 終 わ り ま で 有 意 な 差 異 を 示 し た 。 体 重 減 少 は 11、 14、 16、 18、
21、 23、 30、 33及 び 36日 目 で 有 意 に 減 少 し た 。
【 図 ６ Ａ 】 図 6Aは 、 IgG1及 び IgG2a抗 PLP抗 体 の 検 出 を 示 す 。 IL-12-PADRE中 の PLP誘 導 型 EA
Eの 停 止 時 に 収 集 し た SJLマ ウ ス （ 1群 当 た り 12個 体 の マ ウ ス ） 又 は ビ ヒ ク ル ＋ SB62’ cで ワ
ク チ ン 接 種 し た 動 物 由 来 の 血 清 の 連 続 希 釈 物 を PLPを コ ー ト し た プ レ ー ト 上 で イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 結 合 し た 抗 体 を サ ブ ク ラ ス 特 異 的 抗 体 を 用 い て 検 出 し た 。
【 図 ６ Ｂ 】 図 6Bは 、 PLPペ プ チ ド に よ り in vitroで 刺 激 し た リ ン パ 節 細 胞 に お け る IFNγ 濃
度 を 示 す 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ Ａ 】

【 図 ２ Ｂ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ Ａ 】

(20) JP 2007-513992 A 2007.5.31



【 図 ６ Ｂ 】

【 配 列 表 】
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