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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
不活化ブドウ球菌細胞を含むワクチン組成物であって、
ｉ）グラム陽性球菌であり、
ｉｉ）少なくとも酵素カタラーゼを発現し、
ｉｉｉ）少なくともブドウ球菌コラーゲン結合タンパク質に結合する抗体を産生する免疫
応答を誘導し、
ｉｖ）抗生物質ペニシリンに耐性である
ことを特徴とするブドウ球菌細胞を使用して調製され、
前記ブドウ球菌細胞がＮａｔｉｏｎａｌ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕ
ｌｔｕｒｅｓ（ＮＣＴＣ）に受託番号ＮＣＴＣ１３４０８で寄託された黄色ブドウ球菌（
Staphylococcus aureus）であるワクチン組成物。
【請求項２】
前記ブドウ球菌細胞が、酵素コアグラーゼおよび／またはデオキシリボヌクレアーゼも発
現する、請求項１に記載のワクチン組成物。
【請求項３】
併用療法を提供する少なくとも１つの追加の抗菌作用物質を含む、請求項１又は２に記載
のワクチン組成物。
【請求項４】
前記作用物質が第２の異なるワクチンおよび／または免疫原性作用物質である、請求項３
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に記載のワクチン組成物。
【請求項５】
ブドウ球菌感染の治療に使用される請求項１から４のいずれかに記載のワクチン組成物。
【請求項６】
ブドウ球菌細菌種によって生ずる以外の感染の治療に使用される請求項１から４のいずれ
かに記載のワクチン組成物。
【請求項７】
　ｉ）Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅｓ（
ＮＣＴＣ）（ＮＣＴＣ）に受託番号ＮＣＴＣ１３４０８で寄託されたブドウ球菌細菌細胞
を含む調製物を形成する段階と、
ｉｉ）調製物をブドウ球菌細菌細胞を不活化する作用物質と接触させる段階と、
ｉｉｉ）不活化ブドウ球菌細菌細胞を単離する段階と、
ｉｖ）前記調製物を剪断して不活化細菌を脱凝集させる段階と、任意選択で、
ｖ）前記不活化ブドウ球菌細菌細胞を凍結乾燥する段階と
を含む、ワクチンの作製のための方法。
【請求項８】
Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅｓ（ＮＣＴ
Ｃ）（ＮＣＴＣ）に受託番号ＮＣＴＣ１３４０８で寄託された黄色ブドウ球菌細胞。
【請求項９】
Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅｓ（ＮＣＴ
Ｃ）（ＮＣＴＣ）に受託番号ＮＣＴＣ１３４０８で寄託された黄色ブドウ球菌細胞を含む
細菌細胞培養物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、病原菌種、典型的にはブドウ球菌種から保護するワクチンに関し、前記ワク
チンを調製する方法および病原菌を培養する方法を含む。
【背景技術】
【０００２】
　ワクチンは、多種多様な感染性疾患から保護する。対象に注射される不活化または弱毒
化病原体により多くのワクチンが作製されている。免疫された対象は、液性（たとえば、
抗体）と細胞性（たとえば、細胞溶解性Ｔ細胞）応答の両方を生じることにより応答する
。たとえば、一部のインフルエンザワクチンは、ホルムアルデヒドでの化学的処理により
ウイルスを不活化することによって作製され、同様に、ソークポリオワクチンは、プロピ
オノラクトンで不活化したウイルス全体を含む。多くの病原体では、化学的または熱不活
化は、防御免疫を与えるワクチン免疫原を生じることがあるが、発熱および注射部位反応
などの副作用も生じる。細菌の場合、不活化生物は、副作用がそのような粗ワクチン免疫
原（たとえば、細胞百日咳ワクチン）の適用を制限してしまうほどの毒性がある傾向があ
り、したがって、ワクチン開発は薬物開発に後れを取っている。現在の抗生物質治療は今
や薬物耐性菌の出現に損害を受けているので、これは不運である。
【０００３】
　抗生物質耐性になった病原性生物の例は黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕ
ｓ　ａｕｒｅｕｓ）である。黄色ブドウ球菌は、その通常の生息場所が正常な健常者の約
２０～４０％の鼻上皮層である細菌であり、通常は害を及ぼすことなくヒトの皮膚上にも
普通に存在している。しかし、ある種の環境では、特に皮膚が損傷しているときには、こ
の病原体は感染を引き起こすことがある。患者が外科手術を受けていて、および／または
免疫抑制剤を服用していることがある病院ではこれは特に問題である。これらの患者は、
彼らが受けた治療のせいで、黄色ブドウ球菌による感染にはるかに脆弱である。黄色ブド
ウ球菌の耐性株は最近発生した。メチシリン耐性株は蔓延しており、これらの耐性株の多
くは他のいくつかの抗生物質にも耐性である。現在のところ、黄色ブドウ球菌に対する有
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効なワクチン手法はない。
【０００４】
　したがって、黄色ブドウ球菌は、敗血症、心内膜炎、関節炎および毒素ショックを含む
、一部は致命的疾患である多種多様な疾患を引き起こすことができる主要なヒト病原体で
ある。この能力は、生物の多用途性および病原性に関与する成分のその保有量によって決
定される。感染の開始時および感染が進行するにしたがって、生物の要求および環境は変
化し、これは、黄色ブドウ球菌が生み出す病原性決定因子の対応する変化によって反映さ
れる。感染開始時、病原体は宿主組織に付着することが重要なので、細胞表面関連付着タ
ンパク質の大きなレパートリーが作られる。これには、コラーゲン結合タンパク質、フィ
ブリノーゲン結合タンパク質およびフィブロネクチン結合タンパク質が挙げられる。病原
体は、食作用を減少させるまたは細胞が循環している抗体に認識される能力を妨げる因子
を産生することにより宿主防衛を逃れる能力も有する。多くの場合、感染病巣は膿瘍とし
て発現し、生物の数が増加する。黄色ブドウ球菌は、クオラムセンシングペプチドの産生
により自己の細胞密度をモニターする能力がある。細胞飢餓の開始により引き起こされる
生理的変化に関連するそのペプチドの蓄積により、アドヘシンから浸潤および組織透過性
に関与する成分への病原性決定因子産生の切り替えが誘発される。これらには、多種多様
なヘモリシン、プロテアーゼおよび他の分解性酵素が挙げられる（Ｍａｎｕａｌ　ｏｆ　
Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ第４版、編者Ｅｄｗｉｎ　Ｈ　Ｌｅｎｎｅ
ｔｔｅ、Ａｌｂｅｒｔ　Ｂａｌｏｗｓ、Ｗｉｌｌｉａｍ　Ｊ　Ｈａｕｓｌｅｒ　Ｊｒ、Ｈ
　Ｊｅａｎ　Ｓｈａｄｏｍｙ、ｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　ｆｏｒ　Ｍ
ｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ発行、１９８５も参照）。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　いくつかの判定基準により試験された一連の黄色ブドウ球菌株の代表として選択される
黄色ブドウ球菌の臨床分離株を使用したクロロホルム不活化全細菌ワクチンの開発を開示
する。ＳＡ７５と命名されたワクチンの抗原性は、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳ
Ａ）および過免疫ウサギ血清を使用したウェスタンブロッティングにより実証されており
、前記ワクチンは、オスウサギとメスウサギ両方において用量関連免疫応答をもたらした
。ヒト男性志願者での前記ワクチンのブラセボ対照二重盲検第１相臨床試験からの予備デ
ータによれば、前記ワクチンは安全でもあり免疫原性もあることが実証された。前記ワク
チンは他の多くの病原菌とも交差反応し、したがって、多種多様の細菌性病原体に保護的
なワクチンを提供する。さらに、動物由来産物が実質的にない細胞培養条件およびワクチ
ン作製におけるこれらの条件の使用を説明する。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明の一態様によれば、不活化ブドウ球菌細胞を含むワクチン組成物であって、
ｉ）グラム陽性球菌であり、
ｉｉ）少なくとも酵素カタラーゼを発現し、
ｉｉｉ）少なくともブドウ球菌コラーゲン結合タンパク質に結合する抗体を産生する免疫
応答を誘導し、
ｉｖ）抗生物質ペニシリンに耐性である
ことを特徴とするブドウ球菌細胞を使用して調製されるワクチン組成物が提供される。
【図面の簡単な説明】
【０００７】
【図１】ウェスタンブロッティングでのプラセボ対象の免疫応答を示す図である。１日目
－ワクチン接種前；１５日目－１回ワクチン接種後；２９日目－２回ワクチン接種後；４
３日目－３回ワクチン接種後および５７日目－４回ワクチン接種後。
【図２】ウェスタンブロッティングでの０．１５ｍｇ用量を与えられた対象の免疫応答を
示す図である。１日目－ワクチン接種前；１５日目－１回ワクチン接種後；２９日目－２
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回ワクチン接種後；４３日目－３回ワクチン接種後および５７日目－４回ワクチン接種後
。
【図３】ウェスタンブロッティングでの０．３６ｍｇワクチンを与えられた対象の免疫応
答を示す図である。１日目－ワクチン接種前；１５日目－１回ワクチン接種後；２９日目
－２回ワクチン接種後；４３日目－３回ワクチン接種後および５７日目－４回ワクチン接
種後。
【図４】ウェスタンブロッティングでの０．４５ｍｇワクチンを与えられた対象の免疫応
答を示す図である。１日目－ワクチン接種前；１５日目－１回ワクチン接種後；２９日目
－２回ワクチン接種後；４３日目－３回ワクチン接種後および５７日目－４回ワクチン接
種後。
【図５】ワクチン接種された対象およびブラセボ対象のワクチン接種前と後の血清のウェ
スタンブロッティングでの基線からの平均的変化を示す図である。１日目－ワクチン接種
前；１５日目－１回ワクチン接種後；２９日目－２回ワクチン接種後；４３日目－３回ワ
クチン接種後および５７日目－４回ワクチン接種後。
【図６】ワクチン接種された対象およびブラセボ対象のワクチン接種前と後の血清のコラ
ーゲン結合タンパク質に対する基線からの平均的変化を示す図である。
【図７】いくつかの無関係な細菌に対するウサギのワクチン接種により産生される抗血清
の交差反応性を示す図である。Ｍ：分子量マーカー；トラック１大腸菌；トラック２クレ
ブシエラ・エドワーディ（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｅｄｗａｒｄｉｉ）；トラック３プロ
テウス・ミラビリス（Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｍｉｒａｂｉｌｉｓ）；トラック４黄色ブドウ球
菌Ｐ／ＤＦＯ７５；トラック５カンジダ・アルビカンス（Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａ
ｎｓ）；ウサギへの黄色ブドウ球菌Ｐ／ＤＦＯ７５ワクチンの４回接種後の免疫前および
過免疫血清が使用された。
【図８】ワクチン接種後のオプソニン抗体の産生を示す図である。対象２、６、９および
２１はプラセボであり、１日目試料はワクチン接種前、５７日目は４回ワクチン接種後で
ある。対象１９、２３、２４、２９、３０は０．４５ｍｇワクチンを与えられた対象であ
る。対象３は０．１５ｍｇワクチンを与えられた。
【図９】表１は、対象に投与されたワクチンの局所効果の概要を示す表である。
【図１０】表２は、対象に投与されたワクチンの全身効果の概要を示す表である。
【図１１】表３は、ウェスタンブロッティングでのワクチン接種された対象およびブラセ
ボ対象由来血清の免疫反応性の概要を示す表である。
【図１２】表４は、ワクチン接種された対象およびブラセボ対象におけるコラーゲン結合
タンパク質に対する抗体の存在を示す表である。
【図１３】表５は、ワクチン接種された対象における免疫応答の寿命を示す表である。
【発明を実施するための形態】
【０００８】
材料および方法
　ブドウ球菌細菌細胞は、選択された遺伝子の発現（たとえば、ウレアーゼおよびアルギ
ニンジヒドロラーゼ）、いくつかの抗生物質に対する感受性、ならびに炭水化物源を代謝
する能力を含む、硝酸およびメチルカルビノールの還元を含むいくつかの生物学的および
生化学的特色により特徴づけられる。
　本発明の好ましい実施形態では、前記ブドウ球菌細胞は、酵素コアグラーゼおよび／ま
たはデオキシリボヌクレアーゼも発現する。
【０００９】
　本発明の追加の好ましい実施形態では、前記ブドウ球菌細胞は、コラーゲン結合タンパ
ク質に結合する抗体を産生する免疫応答を誘導する。
　本発明の追加の好ましい実施形態では、前記不活化ブドウ球菌細胞は、メチシリン耐性
、バンコマイシン耐性およびバンコマイシン中等度耐性ブドウ球菌種と交差反応する抗体
を産生する免疫応答を誘導する。
　本発明の追加の好ましい実施形態では、前記ブドウ球菌細胞は、抗生物質クロキサシリ
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ン、エリスロマイシン、テトラサイクリンおよびゲンタマイシンに感受性である。
【００１０】
　本発明の好ましい実施形態では、前記ブドウ球菌細胞は、表皮ブドウ球菌（Ｓ．ｅｐｉ
ｄｅｒｍｉｄｉｓ）、黄色ブドウ球菌、Ｓ．ホミニス（Ｓ．ｈｏｍｉｎｉｓ）、Ｓ．ヘモ
リチカス（Ｓ．ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ）、Ｓ．ワルネリ（Ｓ．ｗａｒｎｅｒｉ）、Ｓ
．カピティス（Ｓ．ｃａｐｉｔｉｓ）、Ｓ．サッカロリティカス（Ｓ．ｓａｃｃｈａｒｏ
ｌｙｔｉｃｕｓ）、Ｓ．アウリキュラリス（Ｓ．ａｕｒｉｃｕｌａｒｉｓ）、Ｓ．シムラ
ンス（Ｓ．ｓｉｍｕｌａｎｓ）、Ｓ．サプロフィチカス（Ｓ．ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕ
ｓ）、Ｓ．コーニー（Ｓ．ｃｏｈｎｉｉ）、Ｓ．クシロサス（Ｓ．ｘｙｌｏｓｕｓ）、Ｓ
．コーニー（Ｓ．ｃｏｈｎｉｉ）、Ｓ．ワルネリ（Ｓ．ｗａｒｎｅｒｉ）、Ｓ．ハイカス
（Ｓ．ｈｙｉｃｕｓ）、Ｓ．カプラエ（Ｓ．ｃａｐｒａｅ）、Ｓ．ガリナラム（Ｓ．ｇａ
ｌｌｉｎａｒｕｍ）、Ｓ．インターメディウス（Ｓ．ｉｎｔｅｒｍｅｄｉｕｓ）、Ｓ．ホ
ミニス（Ｓ．ｈｏｍｉｎｉｓ）からなる群から選択される。
【００１１】
　本発明の追加の好ましい実施形態では、前記ブドウ球菌細胞は、黄色ブドウ球菌または
表皮ブドウ球菌である。
　本発明の追加の好ましい実施形態では、前記ブドウ球菌細胞は、抗生物質耐性ブドウ球
菌細胞である。
　本発明の追加の好ましい実施形態では、前記抗生物質耐性ブドウ球菌細胞は、メチシリ
ン耐性ブドウ球菌細胞（ＭＲＳＡ）である。
　本発明の別の好ましい実施形態では、前記抗生物質耐性ブドウ球菌細胞は、バンコマイ
シン耐性ブドウ球菌細胞（ＶＲＳＡ）である。
【００１２】
　本発明の追加の好ましい実施形態では、前記ブドウ球菌細胞は、Ｐ／ＤＦＯ７５として
命名された黄色ブドウ球菌細胞である（２００７年６月１９日にＮａｔｉｏｎａｌ　Ｃｏ
ｌｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅｓ（ＮＣＴＣ）に寄託；受託番号１
３４０８；１９８０年に改正された微生物寄託の国際認識に関するブタペスト条約に基づ
いて寄託された）。
　本発明の好ましい実施形態では、前記ブドウ球菌細胞は、約１ｍｇ細菌タンパク質／ｍ
ｌ以下のタンパク質濃度で提供される。
　本発明の好ましい実施形態では、前記ブドウ球菌細胞は、約０．４５ｍｇ細菌タンパク
質／ｍｌ以下のタンパク質濃度で提供される。
【００１３】
　本発明の追加の好ましい実施形態では、前記ブドウ球菌細胞は、少なくとも０．０００
１ｍｇ細菌タンパク質／ｍｌのタンパク質濃度で提供される。
　本発明の追加の好ましい実施形態では、前記ブドウ球菌細胞は、少なくとも０．１ｍｇ
細菌タンパク質／ｍｌのタンパク質濃度で提供される。
　本発明の追加の好ましい実施形態では、前記ブドウ球菌細胞は、０．０００１～１ｍｇ
細菌タンパク質／ｍｌのタンパク質濃度で提供される。
　本発明の追加の好ましい実施形態では、前記ブドウ球菌細胞は、０．１～０．４５ｍｇ
細菌タンパク質／ｍｌのタンパク質濃度で提供される。
　本発明のさらに追加の好ましい実施形態では、前記ブドウ球菌細胞は、０．２５～０．
３６ｍｇ細菌タンパク質／ｍｌで提供される。
　本発明のさらに追加の好ましい実施形態では、前記ブドウ球菌細胞は、約０．３５ｍｇ
細菌タンパク質／ｍｌで提供される。
【００１４】
　本発明の好ましい実施形態では、前記ワクチン組成物はアジュバントおよび／または賦
形剤を含む。
　アジュバントは、免疫細胞の活性を調節することによって抗原に対する特異的な免疫応
答を増強する物質または手順のことである。アジュバントの例には、ほんの一例として、
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同時刺激分子に対するアゴニスト抗体、フロイントアジュバント、ムラミルジペプチド、
リポソームが挙げられる。したがって、アジュバントは免疫調節物質である。
【００１５】
　本発明のワクチン組成物は、注射、たとえばエアロゾルもしくは点鼻液の吸入による鼻
腔内噴霧を含む従来のどんな経路によっても、または時間をかけた穏やかな点滴により投
与することができる。投与は、たとえば、静脈内、腹腔内、筋肉内、腔内、皮下、または
経皮的でもよい。本発明のワクチン組成物は、有効量を投与される。「有効量」とは、単
独でまたは追加の用量とともに所望の応答をもたらすワクチン組成物の量である。特定の
細菌性疾患を治療する場合には、所望の応答とは、感染体に曝露されると保護を提供する
ことである。
【００１６】
　本発明の好ましい実施形態では、前記ワクチン組成物は、点鼻薬としての投与用に適合
される。
　本発明の好ましい実施形態では、前記ワクチン組成物は吸入器で提供され、エアロゾル
として送達される。
　本発明の追加の態様に従って、本発明に従ったワクチン組成物を含む吸入器が提供され
る。
【００１７】
　ワクチンのそのような量は、当然ながら、年齢、身体状態、大きさおよび体重、治療期
間、併用療法の性質（もしあれば）、特定の投与経路、および医療関係者の知識と専門技
術内での類似の要因を含む個々の患者のパラメータに依存することになる。これらの要因
は当業者には公知であり、わずか日常実験だけで取り組むことができる。
　免疫を誘発するのに十分な個々の成分またはその組合せの最大用量、すなわち、健全な
医学的判断に従った最大限の安全な用量を使用することが一般に好ましい。しかし、患者
は医学的理由、生理学的理由で、または実質的に他のどんな理由でももっと低い用量また
は耐用量を要求してもよいことは当業者であれば理解するであろう。
【００１８】
　前述の方法で使用されるワクチン組成物は、好ましくは、無菌であり、患者への投与に
適した重量または容量の単位で所望の応答を生み出すための有効量のブドウ球菌を含有す
る。対象へ投与されるワクチンの用量は、異なったパラメータに従って、特に、使用され
る投与方法および対象の状態に従って選ぶことができる。他の要因には、所望の治療期間
が挙げられる。対象における応答が用いられる初回量では不十分な場合には、さらに高用
量（または、異なったさらに局在化された送達経路による効果的なさらに高用量）を患者
の耐容性が許す程度まで用いてもよい。
　一般に、ワクチンの用量は、当技術分野の任意の標準手順に従って、０．１ｍｇと０．
４５ｍｇの間の、好ましくは、０．１５ｍｇと０．４ｍｇの間の用量で製剤され投与され
る。投与量、注射スケジュール、注射部位、投与方法などが上述のものとは異なるワクチ
ン組成物の投与のための他のプロトコルは当業者には公知であろう。ヒト以外の哺乳動物
へのワクチン組成物の投与（たとえば、試験目的でまたは獣医学の治療目的で）は、実質
的に上記と同じ条件下で実施される。本明細書で使用する対象は哺乳動物、好ましくはヒ
トであり、非ヒト霊長類、ウシ、ウマ、ブタ、ヒツジ、ヤギ、イヌ、ネコまたはげっ歯類
を含む。
【００１９】
　本発明のワクチン組成物は、投与される際には、治療的に許容可能な量で、および治療
的に許容可能な組成物で用いられる。用語「治療的に許容可能な」は、活性成分の生物活
性の有効性を妨げない無毒性物質を意味する。そのような調製物は、常に、塩、緩衝剤、
保存剤、適合性担体、および任意選択で他の抗菌作用物質を含有していてもよい。ワクチ
ン組成物は、塩中の酢酸、塩中のクエン酸、塩中のホウ酸、および塩中のリン酸を含む適
切な緩衝剤を含有していてもよい。
【００２０】
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　ワクチン組成物は、任意選択で、塩化ベンザルコニウム、クロロブタノール、パラベン
およびチオメロサールなどの適切な保存剤を含有していてもよい。
　非経口投与に適したワクチン組成物は、好ましくはレシピエントの血液に等張であるワ
クチンの無菌水性または非水性調製物を都合よく含む。このワクチンは、適切な分散また
は湿潤剤および懸濁化剤を使用して既知の方法に従って製剤してもよい。無菌注射用製剤
は、無毒性非経口的に許容可能な希釈剤または溶剤中の無菌注射液または懸濁液、たとえ
ば、１，３－ブタンジオールの溶液としてでもよい。用いてもよい許容可能な媒体および
溶剤には、水、リンゲル液、および等張食塩水がある。さらに、無菌固定油は、溶剤また
は懸濁化剤として都合よく用いられる。この目的のために、合成モノまたはジグリセリド
を含むどんな無菌固定油を用いてもよい。さらに、オレイン酸などの脂肪酸を注射液の調
製に使用してもよい。皮下、静脈内、筋肉内、等の投与に適した担体製剤は、「Ｒｅｍｉ
ｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ」、Ｍａｃｋ　Ｐｕ
ｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．、Ｅａｓｔｏｎ、ＰＡに見ることができる。
【００２１】
　本発明の好ましい実施形態では、少なくとも１つの追加の抗菌作用物質を含む、本発明
に従ったワクチン組成物が提供される。
　本発明の好ましい実施形態では、前記作用物質は第２の異なったワクチンおよび／また
は免疫原（たとえば、細菌性ペプチドおよび／または多糖類抗原）である。
　本発明の追加の態様に従って、ブドウ球菌細菌細胞により引き起こされるのではない細
菌感染に対する動物対象のワクチン接種のためのワクチン組成物の製造において使用する
ための、
ｉ）グラム陽性菌であり、
ｉｉ）少なくとも酵素カタラーゼを発現し、
ｉｉｉ）少なくともブドウ球菌コラーゲン結合タンパク質に結合する抗体を産生する免疫
応答を誘導し、
ｉｖ）抗生物質ペニシリンに耐性である
ことを特徴とするブドウ球菌細胞が提供される。
【００２２】
　本発明の好ましい実施形態では、前記細菌感染は、エンテロコッカス・フェカリス（Ｅ
ｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃａｌｉｓ）、結核菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　
ｔｕｂｅｒｃｕｌｓｉｓ）、Ｂ群連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｇｒｏｕｐ　
Ｂ）、肺炎球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｃｏｃｕｓ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、ピロリ菌（Ｈ
ｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ）、淋菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｇｏｎｏｒｒｈ
ｏｅａ）、Ａ群連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｇｒｏｕｐ　Ａ）、ライム病菌
（Ｂｏｒｒｅｌｉａ　ｂｕｒｇｄｏｒｆｅｒｉ）、コクシジオイデス・イミチス（Ｃｏｃ
ｃｉｄｉｏｄｅｓ　ｉｍｍｉｔｉｓ）、ヒストプラズマ・カプスラーツム（Ｈｉｓｔｏｐ
ｌａｓｍａ　ｓａｐｓｕｌａｔｕｍ）、クレブシエラ・エドワルディ（Ｋｌｅｂｓｉｅｌ
ｌａ　ｅｄｗａｒｄｉｉ）、髄膜炎菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓ
）タイプＢ、プロテウス・ミラビリス（Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｍｉｒａｂｉｌｉｓ）、シゲラ
・フレックスネリ（Ｓｈｉｇｅｌｌａ　ｆｌｅｘｎｅｒｉ）、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃ
ｈｉａ　ｃｏｌｉ）、インフルエンザ菌（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａ
ｅ）、トラコーマクラミジア（Ｃｈａｌｍｙｄｉａ　ｔｒａｃｈｏｍａｔｉｓ）、肺炎ク
ラミジア（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、オウム病クラミジア（Ｃｈｌ
ａｍｙｄｉａ　ｐｓｉｔｔａｃｉ）、野兎病菌（Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａ　ｔｕｌａｒｅ
ｎｓｉｓ）、緑膿菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓ）、炭疽菌（Ｂａｃ
ｉｌｌｕｓ　ａｎｔｈｒａｃｉｓ）、ボツリヌス菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｂｏｔｕ
ｌｉｎｕｍ）、ペスト菌（Ｙｅｒｓｉｎｉａ　ｐｅｓｔｉｓ）、鼻疽菌（Ｂｕｒｋｈｏｌ
ｄｅｒｉａ　ｍａｌｌｅｉ）または類鼻疽菌（Ｂ　ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ）からなる
群から選択される少なくとも１つの細菌細胞によって引き起こされる。
【００２３】
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　本発明の追加の態様に従って、酵母感染に対する動物対象のワクチン接種のためのワク
チン組成物の製造において使用するための、
ｉ）グラム陽性菌であり、
ｉｉ）少なくとも酵素カタラーゼを発現し、
ｉｉｉ）少なくともブドウ球菌コラーゲン結合タンパク質に結合する抗体を産生する免疫
応答を誘導し、
ｉｖ）抗生物質ペニシリンに耐性である
ことを特徴とするブドウ球菌細胞が提供される。
　本発明の好ましい実施形態では、前記酵母感染は、病原性酵母種、たとえば、カンジダ
・アルビカンス（Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓ）または出芽酵母（Ｓａｃｃｈａｒ
ｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）によって引き起こされる。
　本発明の好ましい実施形態では、前記酵母感染は、免疫抑制状態、たとえば、ＨＩＶ感
染症の結果としてのまたは免疫抑制薬の投与の結果としての免疫抑制状態に関連する。
【００２４】
　本発明の好ましい実施形態では、前記動物対象はヒトである。
　本発明の追加の態様に従って、本発明に従った有効量のワクチン組成物を投与すること
を含む、細菌感染に対して動物にワクチン接種する方法が提供される。
　本発明の好ましい方法では、前記動物はヒトである。
　本発明の好ましい方法では、前記細菌感染は、エンテロコッカス・フェカリス、結核菌
、Ｂ群連鎖球菌、肺炎球菌、ピロリ菌、淋菌、Ａ群連鎖球菌、ライム病菌、コクシジオイ
デス・イミチス、ヒストプラズマ・カプスラーツム、クレブシエラ・エドワルディ、髄膜
炎菌タイプＢ、プロテウス・ミラビリス、シゲラ・フレックスネリ、大腸菌、インフルエ
ンザ菌、トラコーマクラミジア、肺炎クラミジア、オウム病クラミジア、野兎病菌、緑膿
菌、炭疽菌、ボツリヌス菌、ペスト菌、鼻疽菌または類鼻疽菌からなる群から選択される
細菌性病原体によって引き起こされる。
　本発明の好ましい方法では、前記細菌感染は、表皮ブドウ球菌、黄色ブドウ球菌、Ｓ．
ホミニス、Ｓ．ヘモリチカス、Ｓ．ワルネリ、Ｓ．カピティス、Ｓ．サッカロリティカス
、Ｓ．アウリキュラリス、Ｓ．シムランス、Ｓ．サプロフィチカス、Ｓ．コーニー、Ｓ．
クシロサス、Ｓ．コーニー、Ｓ．ワルネリ、Ｓ．ハイカス、Ｓ．カプラエ、Ｓ．ガリナラ
ム、Ｓ．インターメディウス、Ｓ．ホミニスからなる群から選択される細菌細胞によって
引き起こされる。
【００２５】
　本発明の追加の好ましい方法では、前記細菌種は黄色ブドウ球菌または表皮ブドウ球菌
である。
　本発明の追加の好ましい方法では、前記細菌感染は、抗生物質耐性細菌細胞、好ましく
はブドウ球菌細菌細胞によって引き起こされる。
　本発明の追加の好ましい方法では、前記抗生物質耐性ブドウ球菌細胞は、メチシリン耐
性ブドウ球菌種（ＭＲＳＡ）である。
　本発明の別の好ましい方法では、前記抗生物質耐性ブドウ球菌細胞は、バンコマイシン
耐性ブドウ球菌細胞（ＶＲＳＡ）である。
　好ましい投与経路は、皮内、皮下、筋肉内または鼻腔内（たとえば、エアロゾルとして
）であるが、ワクチン接種法は特定の投与方法に限定されるものではない。
　本発明の好ましい方法では、前記細菌感染は、ブドウ球菌感染に関連する疾患をもたら
す。
【００２６】
　ブドウ球菌関連疾患には、たとえば、結核、細菌関連食中毒、血液感染、腹膜炎、心内
膜炎、骨髄炎、敗血症、皮膚障害、髄膜炎、肺炎、胃潰瘍、淋病、連鎖球菌性咽頭炎、ブ
ドウ球菌関連毒素ショック、壊死性筋腹炎、膿痂疹、ヒストプラスマ症、ライム病、胃腸
炎、赤痢、細菌性赤痢、および関節炎が含まれていてもよい。
　本発明の別の好ましい方法では、前記動物は家畜動物である。
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　本発明の好ましい方法では、グラム陽性球菌、好ましくはブドウ球菌および／または連
鎖球菌細菌細胞により引き起こされる細菌性乳腺炎に対して前記家畜動物にワクチン接種
する。
【００２７】
　本発明の好ましい方法では、前記細菌性乳腺炎は、黄色ブドウ球菌および／またはスト
レプトコッカス・アガラクティエ（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ａｇａｌａｃｔｉａｅ
）により引き起こされる。
　本発明の好ましい方法では、前記家畜動物はヤギ動物（たとえば、ヒツジ、ヤギ）であ
る。
　本発明の好ましい方法では、前記家畜動物はウシ動物（たとえば、乳牛）である。
【００２８】
　ブドウ球菌性乳腺炎は家畜を冒す重篤な状態であり、抗生物質の投与による疾患の抑制
に関しておよび失われた乳量の点から多額の費用をもたらすことがある。本発明に従った
ワクチンは、細菌性の、特にブドウ球菌性乳腺炎の費用効率の高い抑制を提供する。
　本発明の追加の態様に従って、
ｉ）免疫適格哺乳動物に本発明に従ったワクチン組成物をワクチン接種する段階と、
ｉｉ）ワクチン接種された免疫適格哺乳動物のリンパ球を骨髄腫細胞と融合させてハイブ
リドーマ細胞を形成する段階と、
ｉｉｉ）段階（ｉｉ）のハイブリドーマ細胞により産生されるモノクローナル抗体をブド
ウ球菌細菌ポリペプチドに対する結合活性についてスクリーニングする段階と、
ｉｉｉ）ハイブリドーマ細胞をクローン化し、前記細胞を培養して増殖させ、前記モノク
ローナル抗体を分泌させる段階と、
ｉｖ）前記培養上清から前記モノクローナル抗体を回収する段階と
を含む、ブドウ球菌細菌ポリペプチドに結合するモノクローナル抗体を産生するハイブリ
ドーマ細胞系統を調製するための方法が提供される。
　好ましくは、前記免疫適合性哺乳動物はマウスである。あるいは、前記免疫適合性哺乳
動物はラットである。
【００２９】
　ハイブリドーマ細胞を使用したモノクローナル抗体の産生は当技術分野では公知である
。モノクローナル抗体を産生するために使用される方法は、Ｋｏｈｌｅｒ　ａｎｄ　Ｍｉ
ｌｓｔｅｉｎ、Ｎａｔｕｒｅ　２５６、４９５～４９７ページ（１９７５）により、およ
びＤｏｎｉｌｌａｒｄ　ａｎｄ　Ｈｏｆｆｍａｎ、「Ｂａｓｉｃ　Ｆａｃｔｓ　ａｂｏｕ
ｔ　Ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ」、Ｃｏｍｐｅｎｄｉｕｍ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　Ｖ
．ＩＩ　Ｓｃｈｗａｒｔｚ編、１９８１により開示されており、これらの文献は参照によ
り本明細書に組み込まれているものとする。
　本発明の態様に従って、本発明に従った方法により形成されるハイブリドーマ細胞系統
が提供される。
　本発明のさらに追加の態様に従って、本発明に従ったハイブリドーマ細胞系統により産
生されるモノクローナル抗体が提供される。
【００３０】
　本発明の好ましい実施形態では、前記モノクローナル抗体はオプソニン抗体である。
　食作用はマクロファージおよび多型白血球により媒介され、微生物、損傷したまたは死
んだ細胞、細胞残渣、不溶性粒子および活性化された凝固因子の摂取および消化を含む。
オプソニンは、上記異物の食作用を促進する作用物質である。したがって、オプソニン抗
体は、同一機能を提供する抗体である。オプソニンの例は、抗体のＦｃ部分または補体Ｃ
３である。
　本発明の追加の好ましい実施形態では、前記モノクローナル抗体または好ましくはオプ
ソニン抗体は、キメラであるかまたは前記抗体の相補性決定領域を、ヒト抗体の定常（Ｃ
）領域と可変（Ｖ）領域由来のフレームワーク領域の両方と組み合わせる組換え技術によ
りヒト化される。
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【００３１】
　キメラ抗体は、マウスまたはラット抗体のＶ領域すべてがヒト抗体Ｃ領域と組み合わさ
れている組換え抗体である。ヒト化抗体は、げっ歯類抗体Ｖ領域由来の相補性決定領域を
、ヒト抗体Ｖ領域由来のフレームワーク領域と融合させる組換えハイブリッド抗体である
。ヒト抗体由来のＣ領域も使用される。相補性決定領域（ＣＤＲ）は、Ｖ領域の変異の大
多数が限定されている抗体の重鎖と軽鎖の両方のＮ末端ドメイン内の領域である。これら
の領域は抗体分子の表面でループを形成する。これらのループは、抗体と抗原の間の結合
表面を提供する。非ヒト動物由来の抗体は、外来性抗体に対する免疫応答および循環から
のその除去を誘発する。キメラ抗体とヒト化抗体の両方が、ヒト対象に注射すると、組換
えハイブリッド抗体内のげっ歯類（すなわち、外来性）抗体の量が減少するために、抗原
性を減少させたが、ヒト抗体領域は免疫応答を誘発しない。これにより、免疫応答は弱ま
り、抗体のクリアランスは減少する。
【００３２】
　本発明の追加の好ましい実施形態では、前記モノクローナル抗体の活性結合断片が提供
される。
　抗体の種々の断片、すなわち、Ｆａｂ、Ｆａｂ２、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ、Ｆｃ、Ｆｄ
、ｓｃＦｖｓ、等は当技術分野では公知である。Ｆａｂ断片は、互いに共有結合して抗原
に特異的に結合することができる、免疫グロブリン重鎖可変領域と免疫グロブリン軽鎖可
変領域の免疫学的活性部分からなる多量体タンパク質である。Ｆａｂ断片は無傷の免疫グ
ロブリン分子の（たとえば、パパインでの）タンパク質切断を介して産生される。Ｆａｂ
２断片は２つの結合したＦａｂ断片を含む。これらの２つの断片が免疫グロブリンヒンジ
領域によって結合されると、Ｆ（ａｂ’）２断片が生じる。Ｆｖ断片は、互いに共有結合
して抗原に特異的に結合することができる、免疫グロブリン重鎖可変領域と免疫グロブリ
ン軽鎖可変領域の免疫学的活性部分からなる多量体タンパク質である。断片は、軽鎖可変
領域を１つだけ含有する単鎖ポリペプチド、または軽鎖可変領域の３つのＣＤＲを含有し
、関連する重鎖可変領域がないその断片、または重鎖可変領域の３つのＣＤＲを含有し、
関連する軽鎖部分がないその断片、および抗体断片から形成される多重特異性抗体でも可
能であり、これはたとえば米国特許第６２４８５１６号に記載されている。Ｆｖ断片また
は単一領域（ドメイン）断片は、典型的には、関連する同定された領域の宿主細胞系統に
おける発現により産生される。これらのおよび他の免疫グロブリンまたは抗体断片は本発
明の範囲内にあり、Ｐａｕｌ、「Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ」また
はＪａｎｅｗａｙら、「Ｉｍｍｕｎｏｂｉｏｌｏｇｙ」（上で引用）などの標準的免疫学
教科書に記載されている。分子生物学では今や、これらの断片の直接合成（細胞における
発現を介してまたは化学的に）、ならびにその組合せ体の合成が可能である。抗体の断片
は、上記の二重特異性機能を有することもできる。
【００３３】
　本発明の好ましい実施形態では、本発明に従ったワクチン組成物のヒト対象へのワクチ
ン接種により得られるヒト血清が提供される。
　本発明の好ましい実施形態では、本発明に従ったワクチン組成物のヒト対象へのワクチ
ン接種により得られるヒト抗体が提供される。
　本発明の好ましい実施形態では、前記ヒト抗体は、ＩｇＡ、ＩｇＭ、ＩｇＤ、ＩｇＥお
よびＩｇＧからなる群から選択されるアイソタイプである。
　本発明の追加の態様に従って、細菌感染症の治療のための薬物の製造における、本発明
に従ったワクチン組成物のワクチン接種により得られるヒト血清の使用が提供される。
　本発明の好ましい実施形態では、前記細菌感染症はブドウ球菌感染症である。
　本発明の追加の態様に従って、細菌感染症の治療のための薬物の製造における、本発明
に従ったワクチン組成物のワクチン接種により得られるヒト抗体の使用が提供される。
　本発明の好ましい実施形態では、前記細菌感染症はブドウ球菌感染症である。
【００３４】
　本発明の追加の態様に従って、



(11) JP 5249326 B2 2013.7.31

10

20

30

40

50

ｉ）少なくとも１つの細菌性病原体と、植物由来産物を含む栄養ブロスとを含む細胞培養
調製物を形成する段階と、
ｉｉ）前記細胞培養調製物を培養する段階と、
ｉｉｉ）前記細胞培養調製物を前記細菌性病原体を不活化する作用物質と接触させる段階
と
を含む細菌性病原体に対するワクチンを調製する方法が提供される。
　本発明の好ましい方法では、前記細菌性病原体は、黄色ブドウ球菌、表皮ブドウ球菌、
エンテロコッカス・フェカリス、結核菌、Ｂ群連鎖球菌、肺炎球菌、ピロリ菌、淋菌、Ａ
群連鎖球菌、ライム病菌、コクシジオイデス・イミチス、ヒストプラズマ・カプスラーツ
ム、クレブシエラ・エドワルディ、髄膜炎菌タイプＢ、プロテウス・ミラビリス、シゲラ
・フレックスネリ、大腸菌、インフルエンザ菌、トラコーマクラミジア、肺炎クラミジア
、オウム病クラミジア、野兎病菌、緑膿菌、炭疽菌、ボツリヌス菌、ペスト菌、鼻疽菌ま
たは類鼻疽菌からなる群から選択される。
【００３５】
　本発明の好ましい方法では、前記細菌性病原体は、表皮ブドウ球菌、黄色ブドウ球菌、
Ｓ．ホミニス、Ｓ．ヘモリチカス、Ｓ．ワルネリ、Ｓ．カピティス、Ｓ．サッカロリティ
カス、Ｓ．アウリキュラリス、Ｓ．シムランス、Ｓ．サプロフィチカス、Ｓ．コーニー、
Ｓ．クシロサス、Ｓ．コーニー、Ｓ．ワルネリ、Ｓ．ハイカス、Ｓ．カプラエ、Ｓ．ガリ
ナラム、Ｓ．インターメディウス、Ｓ．ホミニスからなる群から選択される。
　本発明の好ましい方法では、前記細菌性病原体は黄色ブドウ球菌または表皮ブドウ球菌
である。
　本発明の別の好ましい方法では、前記細菌性病原体は、肺炎球菌、緑膿菌または大腸菌
からなる群から選択される。
　本発明の追加の好ましい方法では、前記植物由来産物は植物性ペプトンである。好まし
くは、前記植物性ペプトンにはエンドウ粉（ｐｅａ　ｆｌｏｕｒ）および／またはトリプ
トンソーヤ（ｔｒｙｐｔｏｎｅ　ｓｏｙａ）が挙げられる。
　本発明の追加の好ましい方法では、前記細菌性病原体はクロロホルムで不活化される。
【００３６】
　本発明のさらに追加の好ましい方法では、前記細菌性病原体を前記細胞培養調製物から
単離し、凍結乾燥する。
　本発明の追加の態様に従って、
ｉ）ブドウ球菌細菌細胞を含む調製物を形成する段階と、
ｉｉ）調製物をブドウ球菌細菌細胞を不活化する作用物質と接触させる段階と、
ｉｉｉ）不活化ブドウ球菌細菌細胞を単離する段階と、
ｉｖ）前記調製物を剪断して不活化細菌を脱凝集させる段階と、任意選択で、
ｖ）前記不活化ブドウ球菌細菌細胞を凍結乾燥する段階と
を含む、ワクチンの作製のための方法が提供される。
【００３７】
　本発明の好ましい方法では、前記ブドウ球菌細胞は、表皮ブドウ球菌、黄色ブドウ球菌
、Ｓ．ホミニス、Ｓ．ヘモリチカス、Ｓ．ワルネリ、Ｓ．カピティス、Ｓ．サッカロリテ
ィカス、Ｓ．アウリキュラリス、Ｓ．シムランス、Ｓ．サプロフィチカス、Ｓ．コーニー
、Ｓ．クシロサス、Ｓ．コーニー、Ｓ．ワルネリ、Ｓ．ハイカス、Ｓ．カプラエ、Ｓ．ガ
リナラム、Ｓ．インターメディウス、Ｓ．ホミニスからなる群から選択される。
　本発明の好ましい方法では、前記ブドウ球菌細菌細胞は、黄色ブドウ球菌または表皮ブ
ドウ球菌である。
　本発明の追加の好ましい方法では、前記作用物質はクロロホルムである。
【００３８】
　本発明の好ましい方法では、剪断力はダウンスホモジナイザーにより提供される。
　本発明の追加の態様に従って、受託番号１３４０８で寄託された黄色ブドウ球菌細胞が
提供される。
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　本発明のさらに追加の態様に従って、受託番号１３４０８で寄託された黄色ブドウ球菌
細胞を含む細菌細胞培養物が提供される。
　本明細書の説明および特許請求の範囲の全体を通じて、用語「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅ
）」および「含有する（ｃｏｎｔａｉｎ）」ならびに前記用語の変形、たとえば、「含ん
でいる（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」および「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ）」は、「含むが
、限定されるものではない」を意味するが、他の部分、添加物、成分、整数または段階を
排除することを意図してはいない（かつ排除しない）。
　本明細書の説明および特許請求の範囲の全体を通じて、単数形は、文脈が他の方法で要
求しない限り、複数形を包含している。特に、不定冠詞が使用されているところでは、本
明細書は、文脈が他の方法で要求しない限り、単数形だけではなく複数形も企図している
と理解されるべきである。
【００３９】
　本発明の特定の態様、実施形態または例とともに記載される特色、整数、特徴、化合物
、化学的部分または基は、それと不適合ではなければ、本明細書に記載する他のどんな態
様、実施形態または例にも適用可能であると理解されるべきである。
　これから、実施例のみにより、以下の図を参照して本発明の実施形態を説明する。
細胞培養およびワクチン調製
　細菌はトリプトンソーヤブロス中で培養し、１０％グリセロールと混合し、アリコート
にし、マスター種子バンクおよび作業用種子バンクとして－７０℃で液体の形で、凍結乾
燥に続いて＋４℃で保存する。細菌は、１バイアルの作業用種子バンクから細菌を蒔き、
３７℃で１６時間トリプトンソーヤ寒天板上で増殖させることにより調製した。次に、細
菌増殖物を小容量のトリプトンソーヤブロス中に回収し、今度はそれを使用してより大き
な容量のトリプトンソーヤブロスを播種する。液体培養物を３７℃で１６時間攪拌しなが
らインキュベートする。次に、細菌を遠心分離により濃縮する。濃縮物はトリプトンソー
ヤブロスで調整し、培養物は５対３の培養物対クロロホルムの割合でクロロホルムで振盪
し、２０℃で１５～２０分間静置したままにして、相分離させる。細菌懸濁液を上層収集
し、３～４０００ｒｐｍで１５分間遠心分離し、そのペレットは無菌蒸留水またはリン酸
緩衝生理食塩水に再懸濁する。これは再び遠心分離し、そのペレットは上記の通りに再懸
濁する。
【００４０】
　あるいは、ブドウ球菌株を植物性ペプトン寒天中で単離し、植物性ペプトン寒天中で３
回継代した。細菌の液体培養物は、植物性ペプトンブロス中３７℃で１６時間増殖し、ク
ロロホルムで振盪し、２０℃で１５～２０分間静置したままにして、相分離させた。細菌
懸濁液は上層収集し、遠心分離し、そのペレットは水またはリン酸緩衝生理食塩水に再懸
濁し、遠心分離し、上記の通りに再懸濁される。
　任意選択で、クロロホルムで不活化し、洗浄し、関連培養液に再懸濁したブドウ球菌調
製物は、直ちに凍結され貯蔵のために凍結乾燥する。
【実施例】
【００４１】
　ワクチンおよびプラセボリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）は、ｔｈｅ　Ｎｏｒｗｅｇｉ
ａｎ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ　ｉｎ　Ｏｓｌｏ、Ｎｏ
ｒｗａｙによる優良製造規範（ＧＭＰ）下で調製され、二重盲検プラセボ対照第１相臨床
試験は、Ｓｉｍｂｅｃ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｌｉｍｉｔｅｄ、Ｍｅｒｔｈｙｒ　Ｔｙｄｆ
ｉｌ、ＵＫにより実施された。志願者からの血清の試験は、ＧＬＰ下で、ＶＲＩ研究所の
所内で、Ｊａｎ－Ｉｎｇｍａｒ　Ｆｌｏｃｋ教授、Ｋａｒｏｌｉｎｓｋａ　Ｉｎｓｔｉｔ
ｕｔｅ、Ｓｔｏｃｋｈｏｌｍ、Ｓｗｅｄｅｎにより実施された。
　１８歳と５５歳の間の４８人の男性志願者を、０．１５ｍｇ、０．３６ｍｇ、または０
．４５ｍｇのタンパク質を含有するワクチンＳＡ７５の皮下投与量を受ける３群に分けら
れた。群ごとに、１２人の志願者はワクチンを受け、４人は対応するプラセボリン酸緩衝
生理食塩水（ＰＢＳ）を受けた。合計で４回の接種が２週間の間隔で投与された。志願者
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は投与後８時間臨床試験ユニットに残り、投与の日におよび投与後２日目、３日目および
８日目に局所（紅斑、硬結、腫脹、出血、温感、熱傷、そう痒症および疼痛）ならびに全
身反応（倦怠感、疲労、インフルエンザ様症状、温感／冷感、嘔吐および頭痛）について
モニターされた。血圧、ＥＣＧ、体温、検尿、血液学的および生化学的試験も実施された
。免疫応答を評価するための血液試料は、最初のワクチン接種前および４回のそれに続く
ワクチン接種それぞれの２週間後に採取された。
【００４２】
　ワクチン接種前と後の志願者からの血清は、クロロホルム不活化相同生物全体に対して
ＥＬＩＳＡおよびウェスタンブロッティングにより試験され、生物全体に対する免疫応答
を評価した。血清は、コラーゲン結合タンパク質、フィブリノーゲン結合タンパク質、フ
ィブロネクチン結合タンパク質および細胞外接着タンパク質に対する抗体の存在について
もＥＬＩＳＡにより試験した（Ｊａｎ－Ｉｎｇｍａｒ　Ｆｌｏｃｋ教授）。
　全細胞ワクチンに関して予想通りに、一過性局所反応がワクチン接種された対象の注射
部位に観察された。明白な用量関連応答があり、ならびに０．１５ｍｇおよび０．３６ｍ
ｇ用量が中程度の局所反応まで穏やかに許容可能であることが実証された。０．４５ｍｇ
の用量は、さらに明白な局所反応に基づいて最大耐量であると見なされた。０．４５ｍｇ
用量の群中の１人の対象は、研究からの撤退にいたる重度の局所反応があった（表１）。
　０．１５ｍｇおよび０．３６ｍｇタンパク質の用量ではワクチンに起因しうる顕著な全
身性有害作用はなかった。さらに高い０．４５ｍｇの用量では、体温が穏やかに上昇する
発熱の発生率が増加したことが４人の対象で報告された。０．４５ｍｇ用量を受けた３人
の対象は全身倦怠を経験し、２人は軽症と１人は重症と分類された。プラセボ、０．１５
および０．３６ｍｇの群では発熱も倦怠も観察されなかった。０．４５ｍｇ用量の群では
研究過程のいくつかの機会に四肢に軽度から中程度の疼痛があったことが報告された。重
度の疼痛が報告されたのは１回の機会のみであった。常に軽度から中程度の頭痛が、プラ
セボ群を含むすべての群で報告され、用量レベルの増加とともに増加した（表２）。
【００４３】
　ワクチン接種に続く数時間から５～６日間までの期間にわたりすべての有害事象が報告
され、すべてが持続は数時間から２～３日間までの一過性であった。
　ウェスタンブロッティングでは、ワクチン接種を受けた対象の７５％が、プラセボ対象
の誰と比べても強い反応性を示し（ｐ＜０．０００１）、その場合、強い反応性は、ワク
チン接種前の血清と比べて接種後の強度または数の点でポリペプチド反応性における増加
の５以上のインシデントとして解釈された。弱い反応性はワクチン接種前の血清と比べて
接種後の強度または数の点でポリペプチド反応性の４未満の増加として解釈された；表３
および図１、２、３、４。
　応答は用量関連であり、血清の免疫反応性とワクチン接種の回数の間には明白な関係性
が存在した；図５。
　コラーゲン結合タンパク質に対する抗体レベルは、ワクチン接種を受けた志願者におい
て顕著に増加し（ｐ０．００５）、レスポンダーの数がワクチン接種の回数とともに増加
した；表４および図６。試験されたそれ以外の結合タンパク質に対する抗体には顕著な増
加はなかった。
【００４４】
　ＳＡ７５と命名されたクロロホルム不活化黄色ブドウ球菌ワクチンは、ウサギでの正式
な毒性試験で試験されると安全であることが明らかにされ、ウサギにおけるＥＬＩＳＡお
よびウェスタンブロッティングを使用して実証された免疫応答を生じた。次に、これや他
の追加のデータにより、ヒト志願者における二重盲検プラセボ対照試験でのワクチンの使
用が可能になった。ＳＡ７５ワクチンは安全であることが明らかにされ、男性志願者にお
いて免疫応答を生じた。
　臨床試験中の観察されたバイタルサイン、ＥＣＧパラメータまたは実験安全性試験には
臨床的に顕著な変化はなかった。一般に、与えられたワクチン接種の回数または用量に関
して全身性応答に差はなかった。
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　ワクチン用量レベルに対する局所反応の明白な関係性が報告され、どの用量レベルでも
異なったワクチン接種間に局所反応における識別可能な差はなかった。ワクチン接種用量
と紅斑性反応の頻度および程度の間にも関係性が存在したが、これは与えられたワクチン
接種の回数とは関係はなかった。０．１５ｍｇおよび０．３６ｍｇ用量は安全性を根拠に
許容可能であると見なされた。
　ＥＬＩＳＡおよびウェスタンブロッティングにより測定された免疫応答は、プラセボを
受けた対象と比べてワクチン接種を受けた対象の免疫応答の頻度間に明白な差があること
を実証した。
【００４６】
交差反応性
　図７は、免疫ブロットを図示しており、ブドウ球菌ワクチンでのワクチン接種に先立つ
（標識ウサギ１９ＰＩ）および４回ワクチン接種に続く（４回ワクチン接種後の標識ウサ
ギ１９）ウサギの活性を示している。
【００４７】
オプソニン抗体
　図８は、ワクチン接種を受けた６人の患者とプラセボワクチン接種を受けた４人の患者
におけるオプソニン抗体応答を示している。ワクチン接種を受けた患者ではオプソニン抗
体レベルが増加しているが、かなりの程度に増加したのは１人だけすなわち患者２（プラ
セボ）である。当然のことながら、この患者が、この結果を説明すると考えられる介入性
ブドウ球菌感染に罹っていた可能性が完全にある。
　予測通りに、右手方向に最後から２番目のカラムに、ワクチンを調製するのに使用した
相同ブドウ球菌株に対するきわめて顕著な免疫応答が存在した。創傷感染症を含む多種多
様なヒト感染症の原因となる病原体である大腸菌、クレブシエラおよびプロテウスに対す
るワクチン接種された血清中に新たな免疫反応性バンドが存在し、したがって、ワクチン
は、ブドウ球菌創傷感染症だけではなく、これらの３つ、およびすべてではないにしても
おそらく他の病原性微生物により引き起こされる他の感染症に対しても保護を提供すると
いう妥当な見通しが存在する。カンジダ・アルビカンスが真核生物であり、試験されたブ
ドウ球菌およびその他の生物が原核生物であるために、ワクチン接種された血清がカンジ
ダ・アルビカンス（特に女性の対象における酵母菌感染症の高頻度原因）に対する抗体を
生じていたことも興味深い。最後の知見は、本発明者らの調製方法に基づく汎用ワクチン
の可能性を裏付けている。寿命表５は、免疫応答のもっとも有用な指標だと考えていた免
疫ブロッティングにより判断が下された免疫応答が、ワクチン接種に続く３～６カ月間ワ
クチン用量と無関係に持続していることを示している。前記表は、３カ月目と６カ月目に
免疫応答にわずかな低下があったという重要な一面を示してはおらず、明らかにその時期
までにワクチン接種前の状態に戻っていた対象はいなかった。試験のプロトコルでは、残
念なことに、おそらく我々の研究の策定における誤りである６カ月を超える抗体レベルの
評価ができなかった。
【００４８】
　プラセボワクチン接種を受け、当然のことながらすべての対象に定着しているブドウ球
菌抗原に対する基線レベルの抗体反応性を有する対象は、３～６カ月で変化はなく、ヒト
対象全体での可変性の興味深い欠如を示しており、ワクチン接種を受けた対象における免
疫反応性の明快な増加を裏付けている。
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