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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗原及び／又は抗原のＤＮＡを含むアレルギー治療用マイクロスフィアであって、当該
マイクロスフィアが、腸及び／又は鼻上皮細胞の特定の炭水化物残基に対して少なくとも
１×１０4Ｍ-1の結合定数ＫBを有し、そして当該マイクロスフィアが、アレウリア・アウ
ランティア・レクチンをその表面上に有することを特徴とする、前記マイクロスフィア。
【請求項２】
　前記特定の炭水化物残基が、アルファ－Ｌ－フコースであることを特徴とする、請求項
１に記載のアレルギー治療用マイクロスフィア。
【請求項３】
　前記マイクロスフィアが、０.１～１００μｍの直径を有することを特徴とする、請求
項１又は２に記載のアレルギー治療用マイクロスフィア。
【請求項４】
　前記マイクロスフィアの骨格が、ポリマーからなることを特徴とする、請求項１～３の
いずれか１項に記載のアレルギー治療用マイクロスフィア。
【請求項５】
　前記マイクロスフィアの骨格が、官能基を有するポリマーからなることを特徴とする、
請求項４に記載のアレルギー治療用マイクロスフィア。
【請求項６】
　前記マイクロスフィアの骨格が、生分解性ポリマー又はコポリマーからなることを特徴
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とする、請求項４又は５に記載のアレルギー治療用マイクロスフィア。
【請求項７】
　前記マイクロスフィアの骨格が、ポリ乳酸、ポリグリコール酸、又はポリ（乳酸－コ－
グリコール酸）コポリマーからなることを特徴とする、請求項４～６のいずれか１項に記
載のアレルギー治療用マイクロスフィア。
【請求項８】
　前記アレウリア・アウランティア・レクチンが、共有結合により前記ポリマーに結合さ
れることを特徴とする、請求項４～７のいずれか１項に記載のアレルギー治療用マイクロ
スフィア。
【請求項９】
　前記マイクロスフィアが、０.１～２０重量％の抗原及び／又は抗原のＤＮＡを含むこ
とを特徴とする、請求項１～８のいずれか１項に記載のアレルギー治療用マイクロスフィ
ア。
【請求項１０】
　前記抗原及び／又は抗原のＤＮＡがアレルゲン及び／又はアレルゲンのＤＮＡであるこ
とを特徴とする、請求項１～９のいずれか１項に記載のアレルギー治療用マイクロスフィ
ア。
【請求項１１】
　前記抗原が、アレルゲンＰｈｌ ｐ ５及び／又はアレルゲンＢｅｔ ｖ １のミモトープ
であることを特徴とする、請求項１～１０のいずれか１項に記載のアレルギー治療用マイ
クロスフィア。
【請求項１２】
　前記マイクロスフィアが、第一に抗原及び／又は抗原のＤＮＡを充填され、次いで当該
マイクロスフィアが官能基化されることを特徴とする、請求項１～１１のいずれか１項に
記載のマイクロスフィアの製造方法。
【請求項１３】
　請求項１～１１のいずれか１項に記載のマイクロスフィアを含む、アレルギー治療用の
医薬組成物。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、抗原、特にアレルゲンを含み、そしてアレルギー治療に使用されるマイクロ
スフィアに関する。
【背景技術】
【０００２】
　人口の約２０％は、ＩｇＥ媒介性アレルギーを患っており、当該アレルギーは、花粉症
などの軽いものから喘息又はアナフィラキシー・ショッックの重篤な発症にわたる症状に
関与しうる。これらの患者では、マスト細胞及びアレルギーの他のエフェクター細胞は、
ＩｇＥ抗体を詰め込んでいる。当該アレルゲンと接触されると、当該細胞は引き金をひか
れ、つまりアレルギー症状の原因となるヒスタミンなどのメディエーターが放出される。
【０００３】
　アレルギー治療の現在の標準方法は、アレルゲンの天然抽出物でのいわゆる減感作であ
り、該減感作は長期の治療の後に症状の低減を導く。作用メカニズムは、いまだ完全には
分かっていないが、遮断抗体として作用できるＩｇＧ抗体の誘導が観察されている。さら
に、長期間の治療の後にＴｈ応答の調節が議論されている。
【０００４】
　易溶解性のアレルゲンをよりよい免疫原性にするために、いわゆるアジュバント、例え
ば水酸化アルミニウム(ＩＩＩ)などが一般に使用される。後者は、アレルゲンタンパク質
を吸着し、それにより免疫原性を増大する。
【０００５】
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　出願のさらなる可能性として、当該文献は、免疫原性物質を含むいわゆるマイクロ又は
ナノ粒子を記載する。例えば、Johansenらは、ポリ(乳酸-コ-グリコール酸)コポリマー（
poly(lactic-co-glycolic acid)copolymer)(いわゆるＰＬＧＡマイクロ粒子)のマイクロ
粒子を用いた制御された抗原デリバリーを記載する。
【０００６】
　アレルゲンの適用は、主に皮下または筋肉内で行われる。いくつかの文献は、経口アレ
ルギー治療での実験を報告する(European Journal of Allergy and Clinical Immunology
, WHO Position Paper 44;53;20-21)。舌下免疫治療は、すでに臨床適用段階であるが、
ある程度の成功しかもたらしていない(Rakoski J, Wessner D, Int. Arch. Allergy Immu
nol. 2001, Nov; 126(3): 185-7)。
【０００７】
　しかしながら、マイクロスフィア中に取りこまれる免疫原性物質の経口投与がまた知ら
れている。例えば、K.J. Maloyらは、ＰＬＧＡマイクロ粒子中にとりこまれたオブアルブ
ミンの経口投与による粘膜及び全身性の免疫応答を記載する(K.J. Maloyら、Immunology 
1994, Apr 81(4):661-7)。さらに、Pecquetらによる論文は、ＰＬＧＡマイクロ粒子中に
取り込まれる乳酸アレルゲンが、ミルクアレルギーの予防のため、経口でマウスに与えら
れうるとうことが示された(Pecquetら、Vaccine 2000, 18:1196-1202)。
【０００８】
　残念なことに、従来のアレルギーの治療方法は、常に成功するわけではなく、ときに症
状の悪化が観察され、そして減感作が、ＩｇＥ合成をさらに活性化できるいうことを示す
データーが存在する。これは、水酸化アルミニウム(Ａｌ(ＯＨ)3)をアジュバント、多く
のワクチンに対する共通のアジュバントとして使用するためでありうる。動物実験により
、水酸化アルミニウムは、さらにＴｈ２応答を促進すること、つまりＩｇＥ形成を引き起
こし、そしてアレルギー化を引き起こすことが長い間示されてきた。これにより、アレル
ギー患者が、アレルゲン抽出物と組み合わせたアレルギー化アジュバントで免疫化される
という矛盾した状況がもたらされる。加えて、最初、一週間の間隔でアレルゲンの増加量
を繰返し投与することが必要とされ、患者がこれをわずらわしいと感じることが多い。抗
原の経口投与により、患者が経口ワクチン化の様式で家で投与を都合よく行うことを可能
になる。
【発明の開示】
【０００９】
　従って、アレルゲンの既知の投与様式における上記欠点を避け、そして患者のより信頼
できる応答を可能にする形態のアレルギー治療用の適切な物質、特にアレルゲンを提供す
ることが、本発明の課題である。
【００１０】
　特にマイクロスフィアが標的組織において標的特異的様式で長期間にわたり物質を放出
する場合、そうした投与形態が良い効果を発現するという発見に本発明は基く。
【００１１】
　本発明の対象は、それゆえ抗原及び/又は抗原のＤＮＡ、特にアレルゲン及び/又はアレ
ルゲンのＤＮＡを含むアレルギー治療用のマイクロスフィアであって、当該マイクロスフ
ィアが、腸及び/又は鼻の上皮細胞の特異的炭水化物残基、好ましくはアルファ-Ｌ-フコ
ースに対して、少なくとも１×１０3Ｍ-1、好ましくは少なくとも１×１０4Ｍ-1、及び最
も好ましくは少なくとも６×１０4Ｍ-1の結合定数を有するという点で特徴付けられるマ
イクロスフィアである。
【００１２】
　抗原は、本発明において、生体により外来であると認識され、そして免疫応答を引き起
こすか又は抗体若しくはＴ細胞受容体と反応する物質だけではなく、その誘導体を意味す
ると理解される。以下に定義されるアレルゲンの他に、特に次の抗原：ウイルス、細菌、
プロトゾア抗原、並びにトキシン及び虫抗原が好ましい。
【００１３】
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　抗原だけでなく、抗原のＤＮＡを当該マイクロスフィア内に封入できるということが好
ましい。抗原又は抗原のＤＮＡを、当該マイクロスフィアに単独で又は結合して取り込む
こともできる。抗原が、アレルゲンであることが好ましい。さらに、アレルゲン及び/又
はアレルゲンのＤＮＡが、マイクロスフィア中に取り込まれるということが好ましい。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１４】
　「マイクロスフィア」という用語は、本明細書中で、好ましくは球状(globular)又は球
形(Spherical)構造の粒子を指す。マイクロスフィアを作成する際にポリマーに使用され
る溶媒が蒸発するので、マイクロスフィアが沈殿し、それによりコスプレされた抗原を封
入する。
【００１５】
　当該文献内に頻繁に使用される「ナノ粒子」又は「ナノスフィア」という用語は、「マ
イクロスフィア」又は「マイクロ粒子」という用語に同様に含められる。
【００１６】
　「アレルゲン」という用語は、天然のアレルゲン抽出物及びアレルゲン分子を指すだけ
でなく、アレルゲンの突然変異体、ハイポアレルゲン、又はアレルゲン分子の一部、例え
ばペプチド又はアレルゲン・ミモトープ(mimotope)を指す。アレルゲン・ミモトープは、
同様にペプチド、例えば５～２５個の長さのアミノ酸配列を有するペプチドでありうる。
アレルゲンは、ここでアレルギー、つまり即効型の過敏症反応であって、ＩｇＥ抗体の合
成により誘導される反応を引き起こすことができる。ハイポアレルゲンは、アレルゲン分
子の天然又は組換え誘導体であり、アレルゲンのアミノ酸配列と比べて少しの差のため、
ＩｇＥ結合性質が失われる立体構造を想定する。
【００１７】
　特に以下のアレルゲン：カバノキ花粉(Ｂｅｔ ｖ １)、ニンジン(Ｄａｕ ｃ １)、セロ
リ(Ａｐｉ ｇ １)、ヘーゼルナッツ(Ｃｏｒ ａ １)、ハンノキ花粉(Ａｌｎ ｇ １)、及び
芝花粉(例えば、Ｐｈ１ ｐ ５、Ｆｈｌ ｐ １、Ｐｈｌ ｐ ６、Ｐｈｌ ｐ ７)、並びにハ
ウスダストダニ類(Ｄｅｒ ｐ １、Ｄｅｒ ｐ ２)、及び魚(パルブアルブミン)がマイクロ
スフィアのために好ましい。
【００１８】
　特にアレルゲンＰｈｌ ｐ ５の以下のミモトープ：
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【化１】

　が好ましい。
【００１９】
　特にアレルゲンＢｅｔ ｖ １の以下のミモトープ：
　ＣＲＳＤＫＤＧＷＲＬＷＣ
　が好ましい。
【００２０】
　全ての場合、末端システインの間でジスルフィド架橋形成が生じる。当該ミモトープは
、Ｐｈｌ ｐ ５又はＢｅｔ ｖ １に対するヒト特異的ＩｇＥを用いて、ランダム・ペプチ
ド１０ｍｅｒのファージ・ライブラリー(Mazzucchelliら、Mazzucchelli, L., Burritt, 
J.B., Jesaitis, A.J., Nusrat, A., Liang, T. W., Gewirtz, A. A., Schnell, F. J.、
及びParkos, C. A. Cell-specific peptide binding by human neutrophils, Blood, 93:
 1738-1748, 1999)を用いて選ばれた。
【００２１】
　マイクロスフィアの構造は、マイクロスフィアに含まれる抗原及び/又は抗原のＤＮＡ
、特にアレルゲン及び/又はアレルゲンのＤＮＡが、ゆっくり及び均一に放出されること
を可能にする。抗原、特にアレルゲンの連続的放出の利点は、慣用の減感作におけるよう
に、抗原、特にアレルゲンの増加量の繰返し用量を投与する必要がないということである
。上記コースは、抗原のＤＮＡ又はアレルゲンのＤＮＡの放出にも適用される。
　マイクロスフィアが粘膜標的組織に接着することは、マイクロスフィアがＣａｃｏ-２
細胞に接着することにより定量される。
【００２２】
　Ｃａｃｏ-２細胞(アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション第ＨＴＢ－３７号)
は、ヒト結腸癌から元々単離され、高度に分化した(極性増殖し、微繊毛を有し、タイト
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ジャンクションを形成する)腸上皮細胞である。当該細胞は、腸上皮の代表的な表面性質
を有し、そしてそれゆえマイクロ粒子の接着を研究するために適している。このため、蛍
光標識された(ＦＩＴＣカダベリン)マイクロ粒子は、カルボジイミド活性化方法により、
ポリマーの遊離カルボキシル基を介してフルオレセイン・カダベリンを共有結合すること
により製造され、そして当該化合物をスプレー乾燥システム中でスプレーしてマイクロス
フィアを形成する。マイクロスフィアは、好ましくは所望のレクチン(以下を参照のこと)
で官能基化され、そして次に好ましくは４℃でＣａｃｏ-２細胞とインキュベーションさ
れた。４℃の温度は、エンドサイトーシスのプロセスにより上皮細胞中に取り込まれるこ
とを排除し、そして純粋に接着活性を計測するために選ばれる。非特異的接着を減らすた
めに、多量の氷冷リン酸緩衝液で洗浄した後に、細胞に接着されたマイクロ粒子を、Ｃａ
ｃｏ-２細胞とともに溶解し、そして試料中に含まれる蛍光を蛍光分光光度計中で測定し
た。
【００２３】
　好ましくは、本発明のマイクロスフィアは、粘膜細胞への接着を増大し、かつヒトに対
して無毒性である物質を、その表面上に有する。
【００２４】
　マイクロスフィアの表面上に位置した当該物質は、接着性を改善するばかりでなく、粘
膜標的組織を選別するために役に立つ。アレルゲン治療では、マイクロスフィアの表面上
の当該物質はヒトに対して無毒性であり、そうして有害な副作用を全く引き起こさないこ
とがさらに所望される。
【００２５】
　さらに、マイクロスフィア表面上の当該物質は、好ましくはレクチンである。当該レク
チンが無毒性であることが好ましい。当該レクチンが食用であることが特に好ましい。
【００２６】
　レクチンは、脂質又はタンパク質結合形態においても、(ポリ)サッカロイドをかなり特
異的に認識し、そして結合するタンパク質又は糖タンパク質である。
【００２７】
　アレルギー治療用の本発明のマイクロスフィアは、アレウリア・アウランティア(Aleur
ia aurantia)レクチン(ＡＡＬ)をそのマイクロスフィア表面上に有する。
【００２８】
　アレウリア・アウランティア・レシチンでマイクロスフィアの表面を改変することは、
選択的濃縮、及び腸内のマイクロ粒子の滞留時間の延長を引き起こし、それによりマイク
ロ粒子の特別な治療効果を達成する。アレウリア・アウランティア・レクチン(ＡＡＬ)は
、食用マッシュルーム由来であり、そしていわゆるＭ細胞のアルファ-Ｌ-フコースに結合
する。これらのＭ細胞は、腸上皮細胞由来であり、炭水化物構造(例えば、アルファ-Ｌ-
フコース)などの表面性質を腸上皮細胞と共有し、そしてペイヤーパッチ、腸のリンパ組
織の一部である。これらは、局所的抗原取り込みの極めて重要な役割を担い、そして免疫
系を刺激する。さらに、Ｍ細胞の一種は、鼻上皮においても検出され、そして粘膜標的に
使用されうる(Clarkら；Adv Drug Deliv Rev 2000 Sep 30;43(2-3): 207-23;又はBrookin
gら: J Drug Target 2001;9(4):267-79)。
【００２９】
　アレウリア・アウランティア・レクチン(ＡＡＬ)の単離及び特徴づけは、I.E. Liener,
 N. Sharon and I.J. Goldsteinによる「The Lectins: Properties, Functions and Appl
ications in Biology and Medicine」 (Academic Press 1986)に記載される。フコース結
合レクチンは、オレンジの皮の真菌の子実体から単離され、そして例えばVector Laborat
ories(Burlingame, USA)から得られた。このレクチンは、分子量７２０００であり、等電
点は、９.０～９.２であり、そして当該レクチンは、単一の３１ｋＤａのポリペプチド鎖
の2個のサブユニットからなる。ＡＡＬは、２個の同一のサブユニットからなり、各々は
、アルファ-Ｌ-フコースに対する６.１×１０4Ｍ-1の結合定数ＫBを有する。
【００３０】
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　多価結合のため、単一の結合部位の対応する親和性より、親和性(官能基親和性)は１０
3～１０7倍強いこともある。マイクロスフィアの接着は、こうしてマイクロスフィアと上
皮細胞間の結合可能な数に左右され、好ましくはレクチン-細胞結合の数に左右される。
つまり、マイクロスフィアが、１より多い結合の可能性を提供するなら、当該結合強度は
自動的に増加する。なぜなら、全ての結合部位を脱離する場合、上皮細胞から同時に脱離
しなければならないからである。親和性ＫBは、好ましくは少なくとも１×１０10Ｍ-1で
あり、より好ましくは少なくとも１×１０11Ｍ-1であり、そして最も好ましくは少なくと
も１×１０12Ｍ-1である。さらに好ましくは、マイクロ粒子の親和性は、マイクロ粒子上
のＡＡＬが多数存在することにより得られる。
【００３１】
　本発明のマイクロスフィアは、アレルギー治療において使用される。当該マイクロスフ
ィアは、胃腸管及び/又は鼻領域の粘膜表面上に増加量で標的特異的様式で蓄積でき、そ
してそこでの治療効果を発揮することができるるという事実を特徴とする。それゆえ、経
口又は経鼻免疫化の可能性が与えられる。そうした免疫化の利点は、患者に好まれる簡単
な取扱にある。ＡＡＬが無毒性であるので、ヒトに使用するために安全であり、特に好ま
しい。
【００３２】
　マイクロスフィアは、好ましくは０.１～１００μｍ、より好ましくは０.１～１０μｍ
、そして最も好ましくは０.２～５μｍの直径を有する。マイクロスフィアの大きさの分
布は、レーザー回折を用いて測定された(Shimadzu Laser Diffraction Type Particle Si
ze Analyzer SALD-1100)。５０％又は９０％のマイクロスフィアが最大サイズを有するこ
とが、レーザー回折から明らかである。１０μｍより小さいマイクロスフィアは、好まし
くは製造される。なぜなら、それらは腸上皮を通してより容易に吸収されうるからである
。８μｍより小さいマイクロスフィアはより好ましく、そして５μｍより小さいマイクロ
スフィアが最も好ましい。
【００３３】
　マイクロスフィア及び/又はナノスフィアの製造は、通常二重エマルジョン技術又はス
プレー乾燥により行われる。以下の実施例のうちの１において、対応する粒子の製造は、
一例として記載されるであろう。好ましくは、抗原を詰め込まれたマイクロ粒子は、ポリ
マーが中に溶解された有機溶媒中の水溶液中に抗原を分散することにより製造される。当
該方法の種々の改良は、溶媒蒸発法(S. Mcclean, E. Prosser, E. Meehan, D. O'Malley,
 N. Clarke, Z. Ramtoola and D. Brayden, 「Binding and uptake of biodegradable po
ly-DL-lactide micro- and nanoparticles in intestinal epithelia」、 Eur J Pharm S
ci 6 (1998) 153-163, R.K., Gupta, A.C. Chang, P. Griffin, R. Rivera, Y. Y. Guo a
nd G.R. Siber、「Determination of protein loading in bio degradable polymer micr
ospheres containing tetanus toxoid」、Vaccine 15(1997)672-678)、水中油中水中(wat
er-in-oil-in-water)エマルジョンの抽出(J. L. Cleland, E.T. Duenas, A. Park, A. Da
ugherty, J. Kahn, J. Kowalski and A. Cuthbertson, 「Development of pory-(D,L-lac
tide-coglycolide)micosphere formulations containing recombinant human vascular e
ndothelial growth factor to promote local angiogenesis」、 J Control Release 72 
(2001) 13-24, J.L. Cleland, A. Lim, A. Daugherty, L. Barron, N. Desjardin, E.T. 
Duenas, D.J. Eastman, J.C. Vennari, T. Wrin, P.W. Berman, K.K. Murthy and M.F. P
owell、「Development of a single-shot subunit vaccine for HIV-1.5.programmable i
n vivo autoboost and long lasting neutralizing response」、J Pharm Sci 87(1998)1
489-1495)、スプレー乾燥(N. E. S., N. W. A., 「Controlled release microparticles 
comprising core coated microparticles」、米国特許、Biotek, Ink., Wolburn, MA, 11
月18日、1986年)、又は層分離(F.J.W.,「Processes for preparation of microspheres」
, 米国特許Sandoz, Inc., E. Hanover, NJ, US, 1979)としてすでに記載された。
【００３４】
　マイクロスフィアの骨格は、好ましくは官能基を有するポリマーから構築される。官能
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基は、特に力-介在性-物質、特に好ましくはレクチン及び最も好ましくはＡＡＬを、共有
結合、例えばアミド結合により化学的に粒子の表面に結合するために役に立つ。
【００３５】
　抗原及び/又は抗原のＤＮＡ、特にアレルゲン及び/又はアレルゲンのＤＮＡは、マイク
ロスフィア及び/又はナノスフィア中に物理的又は化学的に取り込まれうる。それらは、
好ましくは物理的に取り込まれる。上で記載されるように、マイクロスフィア及び/又は
ナノスフィアの製造は、好ましくは、二重エマルジョン技術により又はスプレー乾燥によ
り行われる。スプレー乾燥方法では、その中に溶解、分散、又は乳濁された活性剤とポリ
マーとの溶液を熱気流中にスプレーする。溶媒は蒸発し、そして活性剤を埋め込まれるか
又は封入されたポリマーの沈殿をもたらす。得られたマイクロ粒子は、サイクロン中で分
離され、そして粉末として得られる。ポリマー及び活性剤濃度、スプレー溶液デリバリー
割合、内部温度、噴霧器の空気量、及び吸引強度は、パラメーターとして変化しうる。製
造された滴が微細であればあるほど、活性表面は大きくなり、そして熱伝導及び物質移動
がよくなる。
【００３６】
　マイクロスフィアの製造において、５％ポリマーと０.２％タンパク質とのギ酸エチル/
水の乳濁液は、好ましくはスプレーされる。スプレードライヤーの内部温度は、好ましく
は４５℃であり、そしてアスピレーターのパワーは、好ましくは１００％にセットされる
。ポリマーは、好ましくはギ酸エチル中に、そして好ましくはカバノキの花粉抽出物のタ
ンパク質は水中に溶解される。
【００３７】
　マイクロスフィア及び/又はナノスフィアの官能基化は、好ましくは、２個のステップ
で行われる。第一ステップでは、マイクロスフィア、好ましくはＰＬＧＡマイクロスフィ
アの表面上の遊離カルボキシル基は、カルボジイミド反応により、１-エチル-３-(３-ジ
メチル-アミノプロピル)カルボジイミド(ＥＤＡＣ)及び(Ｎ-[２-ヒドロキシエチル-ピペ
ラジン-Ｎ’-[２-エタンスルホン酸])(ＮＨＳ)を用いて活性化される。続いて、レクチン
は、安定アミド結合を形成するために結合される。
【００３８】
　さらに好ましくは、アレルギー治療のためのマイクロスフィアは、生分解性ポリマー又
はコポリマーを含む骨格からなる。これにより、粒子は、体内で分解されるということが
保証される。しかしながら、分解は、粒子がその目的地に達し、そして連続して抗原及び
/又は抗原のＤＮＡ、好ましくはアレルゲン及び/又はアレルゲンのＤＮＡを、長期間放出
することができるまで遅らせられなければならない。ポリマー又はコポリマーの生分解性
活性は、マイクロ粒子又はナノ粒子が、不所望の高すぎる濃度で体内に取り込まれること
を防ぐ。
【００３９】
　特に好ましくは、アレルギー治療のマイクロスフィアの骨格は、ポリラクチドの名称で
知られるポリ酢酸(ＰＬＡ)、ポリグリコリドの名称で知られるポリグリコール酸(ＰＧＡ)
、又はポリ(乳酸-コ-グリコール酸)コポリマー(PLGA)からなる。これらのポリマーは、体
内でゆっくり無毒性の物質に分解されうる。ペプチド及びタンパク質の投与システムとし
てのポリラクチドは、Johansenら、European J、Pharmaceutics and Biopharnmaceutics 
50(2000):129-146に記載される。
【００４０】
　考えられるマイクロスフィア骨格はまた、特にアニオン性のアレルゲンに対するキトサ
ンである。
【００４１】
　マイクロスフィア及び/又はナノスフィアは、好ましくは０.１～２０重量％を含み、特
に好ましくは、０.２～３重量％の抗原及び/又は抗原のＤＮＡを含む。当該重量％の数値
が、アレルゲン及び/又はアレルゲンのＤＮＡの値であることが好ましい。
【００４２】
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　マイクロスフィア及び/又はナノスフィアは、アレルゲンのミモトープを含み、より好
ましくはアレルゲンＰｈｌ ｐ ５及び/又はＢｅｔ ｖ １のミモトープを含む。これらは
上で定義されるアミノ酸配列を有するアレルゲンＰｈｌ ｐ ５及び/又はＢｅｔ ｖ １の
ミモトープであることが特に好ましい。
【００４３】
　本発明は、マイクロスフィアが、腸及び/又は鼻上皮細胞の特定の炭水化物に対して少
なくとも１×１０4Ｍ-1の結合定数ＫBを有することを特徴とする、上記マイクロスフィア
の製造方法に関する。当該マイクロスフィアは、上に記載されるように構築される。
【００４４】
　本発明はさらに、アレルギー治療のためのマイクロスフィアの使用であって、当該マイ
クロスフィアが、腸及び/又は鼻上皮細胞の特定の炭水化物に対して少なくとも１×１０4

Ｍ-1の結合定数ＫBを有することを特徴とする、前記使用に関する。当該マイクロスフィ
アは、上で記載される構造を有する。ＫB活性は、好ましくは少なくとも１０10Ｍ-1、よ
り好ましくは１×１０11Ｍ-1、そして最も好ましくは１×１０12Ｍ-1である。
【００４５】
　本発明のマイクロスフィアの実施態様は、図面を参照して、例示の方法によりより詳し
く説明されるであろう。
【００４６】
　アレウリア・アウランティア・レクチン(ＡＡＬ)は、無毒性の多くのレクチンを超える
利点を有する。次に、毒性レクチンは、コムギ胚芽凝集素(ＷＧＡ)であり、ＷＧＡは、グ
リカン-結合性質のため、特にＮ-アセチルグルコサミンへ結合することにより、腸上皮細
胞に結合すると考えられている。
【００４７】
　以下に記載される実施例に示されるように、しかしながら、ＡＡＬは、粘膜表面に対し
て有意により多くの抗原を結合することについて、ＷＧＡを超えるさらなるそして予期し
ない利点を有する。これは、改善された接着性のためでありうるが、いずれの場合でも、
利点として考えられる。なぜなら、当該性質は最終的に、ＡＡＬ-表面-改変マイクロ粒子
中に取り込まれたアレルゲンが、標的特異的様式でかつ増大された量で、その治療適用部
位に到達できるということを保証するからである。さらに、短い時間間隔で、アレルゲン
の増加量の繰返し投与することは不用になる。なぜなら、マイクロスフィアは、標的組織
にアレルゲンをゆっくりかつ連続して放出できるからである。
【実施例】
【００４８】
実施例１：経口アレルギー予防及び治療用のアレルゲン含有レクチン結合ＰＬＧＡマイク
ロスフィア
　ＰＬＧＡマイクロスフィア(ＭＳ)は、スプレー乾燥により得られた。当該方法では、水
及びギ酸エチルとカバノキ花粉抽出物との乳濁液は、熱気流中にスプレーされた。マイク
ロスフィアの中央値は、レーザー回折を用いて測定し、そして５.５μｍであった。マイ
クロ粒子におけるタンパク質の量は、４０μｇ/ｍｇマイクロ粒子として測定された。マ
イクロスフィアを、特定のレクチンで官能基化することは、アミド結合を形成するために
行われた。マイクロスフィアの製造において５％(ｗ/ｖ)ポリマー及び０.２％(ｗ/ｖ)タ
ンパク質を含むギ酸エチル/水の乳濁液をスプレーした。ポリマーをギ酸エチル中に溶解
して、カバノキ花粉抽出物のタンパク質を含む水中に溶解した。乳濁液を熱気流中にスプ
レーした。溶媒を蒸発させ、そしてポリマーを沈殿させ、それによりカバノキ抽出物のタ
ンパク質を埋め込んだ。タンパク質測定では、マイクロスフィアを次に０.０５Ｎ・Ｎａ
ＯＨ/１％ＳＤＳ中に溶解し、そして染色試験(ビシンコニン酸アッセイ)を用いて定量し
た。
【００４９】
　カバノキ花粉抽出物で充填されたマイクロスフィア及び/又はナノスフィアの官能基化
は、２のステップで行われる。この目的では、粒子はＨＥＰＥＳ緩衝液ｐＨ７.２中に配
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置し、そしてＥＤＡＣ/ＮＨＳの添加を通してカルボジイミド反応により活性化した。Ａ
ＡＬが加えられ、そしてレクチンは、安定アミド結合の形成を介してマイクロスフィア及
び/又はナノスフィアに結合される。残った活性化カルボキシル基は、グリシンで飽和さ
れた。
【００５０】
　免疫化モデルの結果は、図１に示される。５匹のＢＡＬＢ／ｃマウスの４の群を、各々
ＰＢＳ中のマイクロスフィア(１５０μＬの体積)で、２回(０日目及び２１日目)、各場合
において３日間連続して胃内で免疫化した。当該マイクロ粒子は空であるか、又はカバノ
キ花粉タンパク質を充填されている。カバノキ花粉タンパク質充填されたマイクロ粒子の
一部は、さらにアレウリア・アウランティア・レクチン又はコムギ胚芽凝集素で官能基化
される。免疫化前又は免疫化後２週間で、血液をマウスから採取し、そして特異的抗Ｂｅ
ｔ ｖ １抗体の存在を試験した。これは、ＥＬＩＳＡにより行った。カバノキ花粉抽出物
を、１０μｇ/ｍｌの濃度の炭酸緩衝液、ｐＨ９.６でコートした。ＰＢＳ/０.１％ＢＳＡ
でブロッキングした後に、マウス血清(ブロッキング緩衝液で１：１００希釈)をインキュ
ベーションした。ＰＢＳで洗浄した後に、結合したＩｇＧを、ペルオキシダーゼ結合抗マ
ウス抗体で検出した。基質を加えることにより反応を現像し、そしてＥＬＩＳＡリーダー
にてＯＤ４０５～４９０ｎｍで読み取ることにより評価を行った。
【００５１】
　図１に見られるように、空の又はカバノキ花粉タンパク質を充填されたマイクロ粒子を
与えられた群は、第一免疫血清(１.ＭＩＳ-灰色のバー)又は第二免疫血清(２.ＭＩＳ-灰
色-黒色バー)のいずれにおいても、ＥＬＩＳＡによって、免疫化前血清を越えるＢｅｔ 
ｖ １特異的ＩｇＧ抗体の相対増加を示さなかった。しかしながら、充填済マイクロ粒子
を外部においてレクチンでさらに官能基化した群の両方は、Ｂｅｔ ｖ １に対するＩｇＧ
抗体の明らかな増加を示した。
【００５２】
実施例２：胃内消化
　胃内消化後のカバノキ花粉抽出物を充填したマイクロスフィア(ＢＰ-ＭＳ)の抗原性を
試験するために、マイクロスフィアを異なる時間間隔でｐＨ１.５でペプシンとインキュ
ベーションした。マイクロスフィア中に充填されたカバノキ花粉タンパク質は、２時間の
消化の後でさえも抗原性を検出できる一方、非充填カバノキ花粉タンパク質は数秒のうち
に破壊された。ＡＡＬ-結合マイクロスフィアは、他のマイクロスフィア製剤(ＭＳ：マイ
クロスフィアのみ、ＭＳ-ＷＧＡ：コムギ胚芽凝集素と結合されたマイクロスフィア)と丁
度同じくらいの有利性で本実験において反応し、そしてタンパク質を消化から保護した。
当該実施例により、カバノキ花粉タンパク質は、マイクロスフィア中に充填される場合、
未処理の抽出物と比べてその抗原性を全く失わないということがさらに示される。
【００５３】
　実験の評価を、ＥＬＩＳＡで行い、カバノキ花粉タンパク質をマイクロスフィアから抽
出し、そして該溶液を、ＥＬＩＳＡプレートをコートするために使用した。付着したカバ
ノキ花粉の主要なアレルゲンＢｅｔ ｖ １を、ポリクローナル・ウサギ・抗-Ｂｅｔ ｖ 
１抗体で、そして次にペルオキシダーゼ標識抗ウサギＩｇＧ二次抗体を用いて検出した。
基質を加えることにより当該反応を可視化し、そしてシグナルをＥＬＩＳＡリーダーで計
測した。結合した抗原は、反応性と正比例し、それゆえシグナルと正比例した。結果を図
２にグラフで示した。
【００５４】
実施例３：異なるマイクロスフィア製剤の定量的接着
　異なるマイクロスフィアのヒト腸上皮細胞への接着の定量的試験を、免疫蛍光法により
行った。細胞系列Ｃａｃｏ－２を、ガラス・プレート上に撒き、そして４℃で、以下の：
　１.マイクロスフィア中に充填されたカバノキ花粉抽出物(ＢＰ-ＭＳ)、
　２.コムギ胚芽凝集素を結合されたマイクロスフィア中に充填されたカバノキ花粉抽出
物(ＢＰ-ＷＧＡ-ＭＳ)、又は
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　３.アレウリア・アウランティア・レクチンを結合されたマイクロスフィア中に充填さ
れたカバノキ花粉抽出物(ＢＰ-ＡＡＬ-ＭＳ)
　とインキュベーションした。
【００５５】
　可視化のため、マイクロスフィアは、蛍光色素、フルオレセイン・イソチオシアネート
(ＦＩＴＣ)カダベリンを詰め込まれた。上皮細胞の可視化は、ウサギ抗ＰＬＡＰ抗体で、
続いてアレクサ５６８結合抗ウサギＩｇＧで行った。細胞核をヘキスト色素で染色した。
【００５６】
　非官能基化マイクロスフィアに比較して、当該実験により、レクチン官能基化が上皮に
対する粒子の接着を有意に改善することが明らかにされた。結果は図３に示される。
【００５７】
実施例４：異なるマイクロスフィア製剤の接着の定量試験
　異なるマイクロスフィア製剤のヒト腸上皮細胞への接着の定量試験を、蛍光ＥＬＩＳＡ
により行った。細胞系列Ｃａｃｏ－２を、クローズド単層シートを形成するまで、９６ウ
ェル組織培養プレート中で成長させた。次に４℃で、以下の：
　１.マイクロスフィア中に充填されたカバノキ花粉抽出物(ＢＰ-ＭＳ)、
　２.コムギ胚芽凝集素と結合されたマイクロスフィア中に充填されたカバノキ花粉抽出
物(ＢＰ-ＷＧＡ-ＭＳ)、又は
　３.アレウリア・アウランティア・レクチンと結合されたマイクロスフィア中に充填さ
れたカバノキ花粉抽出物(ＢＰ-ＡＡＬ-ＭＳ)
　とインキュベーションを行った。
【００５８】
　可視化のために、ＦＩＴＣカダベリンで標識されたマイクロスフィアを使用した。上皮
細胞の可視化を、４８５/５３５ｎｍでの蛍光検出により行った。シグナルは結合された
粒子数に正比例した。
【００５９】
　非官能基化されたマイクロスフィアに比べて、当該実験により、レクチン官能基化が粒
子の上皮への結合を有意に改善するということが明らかにされた。しかしとりわけ、ＡＡ
Ｌが、ＷＧＡに比較してかなり増大した接着性を有する。この結果は図４に示される。
【図面の簡単な説明】
【００６０】
【図１】図１は、マイクロ粒子で２回経口免疫化した後のＢｅｔ ｖ １に対するＩｇＧタ
イターを示す；ＩｇＧの検出は、Ｂｅｔ ｖ １に対してプロットされる。ＥＬＩＳＡプレ
ートを組換えＢｅｔ ｖ １でコートし、マウス血清(１：１００希釈)でインキュベーショ
ンし、そして結合されたＩｇＧをペルオキシダーゼ標識抗-マウスＩｇＧにより検出した
。当該反応を、基質を添加することにより可視化し、そして反応性をＥＬＩＳＡリーダー
で計測した。数値は、結合抗体量に正比例する。　略語は：　ＭＳ＝マイクロスフィア、
ＢＰ＝カバノキ花粉抽出物、ＡＡＬ＝アレウリア・アウランティア・レクチン、ＷＧＡ＝
コムギ胚芽凝集素、ＰＩＳ＝免疫前血清、１.ＭＩＳ＝初回免疫化血清、２.ＭＩＳ＝第二
回免疫化血清、ＯＤ＝光学濃度を意味する。
【図２】図２は、マイクロスフィア中にパッケージングされたカバノキ花粉抽出物の胃内
消化後の免疫原性試験を示し；グラフは、胃内消化の際の時間依存性の異なるマイクロ粒
子の抗原性を示す。略語は以下の意味：　ＢＰ：カバノキ花粉抽出物、ＭＳ：マイクロス
フィア、ＡＡＬ：アレウリア・アウランティア・レクチン、ＷＧＡ：コムギ胚芽凝集素を
有する。
【図３】図３は、異なるマイクロスフィア製剤のヒト腸上皮細胞への接着についての免疫
蛍光による定性試験を示す。
【図４】図４は、異なるマイクロスフィア製剤のヒト腸上皮細胞への接着についての蛍光
ＥＬＩＳＡによる定量試験を示す。
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