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(57)【要約】
　本願は複数成分配合免疫増強剤およびその応用を開示する。本発明は複数成分配合免疫
増強剤の製造および豚口蹄疫ワクチンへの応用に関する。本発明は豚口蹄疫ワクチンを研
究の主体として、これをもとに、数種類の著しく免疫増強作用を有する免疫増強剤を選択
して複数成分配合免疫増強剤に使用して、抗原／ワクチンと免疫増強剤を混合した後、ワ
クチン免疫豚を作製した。動物実験の結果から、本発明は著しく免疫増強作用を有し、複
数成分配合免疫増強剤を含むワクチンを１回接種した後、抗体生成のウィンドウピリオド
を７日間に短縮し、液相ブロッキングＥＬＩＳＡ抗体力価が著しく高くなり、抗体の合格
率が著しく上昇し、抗体持続期間を少なくとも７ヶ月まで延ばすことができ、かつ安全で
、明らかな免疫副反応が認められなかった。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　５～５２０μｇ／ｍＬのモノホスホリルリピドＡと、１０～５２０μｇ／ｍＬのムラミ
ルジペプチドと、１～５２０μｇ／ｍＬのβ－グルカンと、０．０５～５．２ｍｇ／ｍＬ
のゲンゲ属多糖類と、を含むことを特徴とする、複数成分配合免疫増強剤。
【請求項２】
　５～５００μｇ／ｍＬのモノホスホリルリピドＡと、１０～５００μｇ／ｍＬのムラミ
ルジペプチドと、１～５００μｇ／ｍＬのβ－グルカンと、０．０５～５．０ｍｇ／ｍＬ
のゲンゲ属多糖類と、を含むことを特徴とする、請求項１に記載の複数成分配合免疫増強
剤。
【請求項３】
　１００～５００μｇ／ｍＬのモノホスホリルリピドＡと、１００～５００μｇ／ｍＬの
ムラミルジペプチドと、５０～５００μｇ／ｍＬのβ－グルカンと、１～５．０ｍｇ／ｍ
Ｌのゲンゲ属多糖類と、を含むことを特徴とする、請求項１に記載の複数成分配合免疫増
強剤。
【請求項４】
　モノホスホリルリピドＡ、ムラミルジペプチド、β－グルカンおよびゲンゲ属多糖類を
含む溶液を調製し、ツイーン８０と混合し、水相溶液を得るステップ１と、
　ホワイトオイルとスパン８０を混合し、油相溶液を得るステップ２と、
　前記水相溶液と前記油相溶液を混合して乳化した後、複数成分配合免疫増強剤を含むシ
ャペロンワクチンを得るステップ３と、
　を含むことを特徴とする、請求項１ないし請求項３のいずれか１項に記載の複数成分配
合免疫増強剤の製造方法。
【請求項５】
　請求項１ないし請求項３のいずれか１項に記載の免疫増強剤のワクチン製造への応用。
【請求項６】
　請求項１ないし請求項３のいずれか１項に記載の複数成分配合免疫増強剤を含む口蹄疫
不活化ワクチン。
【請求項７】
　不活化抗原溶液をさらに含むことを特徴とする、請求項６に記載の口蹄疫不活化ワクチ
ン。
【請求項８】
　前記不活化抗原溶液と前記複数成分配合免疫増強剤との体積比は９：１～８：１である
ことを特徴とする、請求項７に記載の口蹄疫不活化ワクチン。
【請求項９】
　前記不活化抗原溶液はＯ、Ａ、亜Ｉ型口蹄疫不活性化抗原、ポリペプチドあるいはその
他の遺伝子工学発現産物の一種あるいは数種を含むことを特徴とする、請求項７に記載の
口蹄疫不活化ワクチン。
【請求項１０】
　複数成分配合免疫増強剤と不活化抗原溶液を混合した後、さらにツイーン８０と充分混
合して水相溶液を得るステップ１と、
　ホワイトオイルとスパン８０を混合して、油相溶液を得るステップ２と、
　前記水相溶液と前記油相溶液を充分混合して複数成分配合免疫増強剤を含む口蹄疫不活
化ワクチンを得るステップ３と、
　を含むことを特徴とする、請求項６に記載の複数成分配合免疫増強剤を含む口蹄疫不活
化ワクチンの製造方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は生物製薬領域に関し、特に免疫増強剤、口蹄疫不活化ワクチンおよびその製造
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方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　口蹄疫（Ｆｏｏｔ－ａｎｄ－ｍｏｕｔｈ　ｄｉｓｅａｓｅ、ＦＭＤ）は口蹄疫ウィルス
（Ｆｏｏｔ－ａｎｄ－ｍｏｕｔｈ　ｄｉｓｅａｓｅ　ｖｉｒｕｓ、ＦＭＤＶ）によって引
き起こされる急性、熱性、高度接触感染性の伝染病である。口蹄疫ウィルスはｍｉＲＮＡ
ウィルス科（Ｐｉｃｏｒｎａｖｉｒｉｄａｅ）、口蹄疫ウィルス属（Ａｐｈｔｈｏｖｉｒ
ｕｓ）に属し、Ａ、Ｏ、Ｃ、ＳＡＴ１、ＳＡＴ２、ＳＡＴ３およびＡｓｉＡ１型の７つの
血清型がある。また、それぞれの血清型にはいくつかの亜型が含まれる。当該ウィルスは
各型間に交叉免疫性がないだけではなく、同一血清型の各亜型間にもわずか一部しか交叉
免疫性がない。２０１２年、国務院弁公庁は国家中長期動物疫病予防と治療計画（２０１
２－２０２０年）を頒布し、口蹄疫を優先的に予防および治療する病気の一つに認定して
いる。
【０００３】
　我が国（中国）では、口蹄疫ワクチンが強制免疫ワクチンに属しており、現在使用され
ている主なワクチンは不活化ワクチンであるが、抗体の生成が遅く、免疫期が短く、抗原
スペクトルが狭く、不活化が不十分などの短所があった。現在、多くの研究者は不活化ワ
クチンの改善と新規開発、例えば新型流行ウィルス株、製造プロセスなどの研究に従事し
、抗原を更に純化し、免疫効果をもっと良くし、アジュバントを更に有効にし、不活化の
信頼性を更に高めるなどの研究が行われているが、それぞれのプロセスの研究期間と検証
期間が長い。通常の豚口蹄疫ワクチンの接種回数として普通２～３回が必要であるにもか
かわらず、抗体持続期間はわずか３～４ヶ月で、接種後の防御を高めても効力がわずか７
０～８０％しかない。そのため、口蹄疫ワクチンの品質を高める余地が大きく残されてお
り、免疫増強剤の改善は実用可能な技術の一つである。
【０００４】
　ゲンゲ属多糖類（Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ　ｐｏｌｙｓａｃｈａｒｉｎ）には非特異免疫
機能と体液性免疫機能を著しく強める効果がある。ゲンゲ属多糖類は有機体を誘導してイ
ンターフェロンを発生させることができ、有機体内でのウィルスの複製を阻害し、有機体
の免疫機能を高めるとともに、リンパ細胞と網状内皮層細胞の生成を刺激および強化し、
網状内皮層細胞とマクロファージの貪食機能を強めることができ、かつ体液、粘膜と細胞
免疫に対して優れた促進および調節効果を有する。飼料添加剤として動物の養殖に応用し
た場合、動物の成長を促進し、有機体の抵抗力を高めるなどの効果がある。天然産物であ
るため原料が豊富で、価格が安く、長期にわたって使用しても組織細胞に対する毒性など
の副作用が少なく、残留量も低い。しかし、飼料あるいは飲用水に添加する場合、基本使
用量が少なくとも１グラム／日で多くの量が必要であるため、大量に消費し、かつ免疫増
強効果が不確実で、評価しにくいなどの短所があった。
【０００５】
　Ｔｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ）は哺乳動物の免疫細胞に存在する膜貫通タンパク質で、そ
の主な免疫学機能として各種の異なる病原微生物の関連分子（ＴＬＲアゴニスト）を監視
および識別し、先天性免疫反応を迅速に誘発し、抗原特異性獲得性免疫反応の基礎を築く
。ＴＬＲアゴニストの動物用ワクチンへの応用はほとんど実験室研究の段階に留まってお
り、大量の研究結果からＴＬＲアゴニストはワクチンの免疫増強剤として用いることがで
きることが明らかになっている。ワクチンにＴＬＲアゴニスト、例えばＣｐＧ、ｐｏｌｙ
（Ｉ：Ｃ）、イミキモドなどを添加した場合、明らかな免疫増強効果があった。そのうち
、ＴＬＲ４アゴニストはすでに２００９年にＢ型肝炎とヒト乳頭腫ウイルスワクチンへの
応用が認められている。
【０００６】
　現在、応用における主なボトルネックとして数多くのＴＬＲアゴニストの製造にとても
高いコストがかかる問題がある。
【発明の概要】
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【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明が解決しようとする技術的課題は複数成分配合免疫増強剤を提供することである
。本発明の目的は複数成分配合免疫増強剤を提供し、微量のＴＬＲアゴニストを使って、
微量の漢方薬免疫増強剤であるゲンゲ属多糖類を配合することによって相乗増強効果をも
たらし、免疫増強剤としてＴＬＲアゴニストを単独で使用するよりもコストを下げるうえ
免疫効力を高める。口蹄疫ワクチンの免疫効果をさらに高めることによって、子豚の出荷
までに１回の接種で済むと同時に、抗体生成のウィンドウピリオドを７日間に短縮し、抗
体の持続期間を７ヶ月以上に延ばすことで養豚コストを著しく低減することができる。
【０００８】
　本発明がもう一つ解決しようとする技術的課題は複数成分配合免疫増強剤の製造方法を
提供することである。
【０００９】
　本発明がさらに解決しようとする技術的課題は複数成分配合免疫増強剤を含む口蹄疫不
活化ワクチンを提供することである。
【００１０】
　本発明が最後に解決しようとする技術的課題は複数成分配合免疫増強剤を含む口蹄疫不
活化ワクチンの製造方法を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　上述の問題を解決するために、本発明の解決手段として複数成分配合免疫増強剤を提供
する。前記複数成分配合免疫増強剤は５～５２０μｇ／ｍＬのモノホスホリルリピドＡ、
１０～５２０μｇ／ｍＬのムラミルジペプチド、１～５２０μｇ／ｍＬのβ－グルカンお
よび０．０５～５．２ｍｇ／ｍＬのゲンゲ属多糖類を含むが、それらに限定されるもので
はない。
【００１２】
　好ましくは、前記免疫増強剤は５～５００μｇ／ｍＬのモノホスホリルリピドＡ、１０
～５００μｇ／ｍＬのムラミルジペプチド、１～５００μｇ／ｍＬのβ－グルカンおよび
０．０５～５．０ｍｇ／ｍＬのゲンゲ属多糖類を含むが、それらに限定されるものではな
い。
【００１３】
　好ましくは、前記免疫増強剤は１００～５００μｇ／ｍＬのモノホスホリルリピドＡ、
１００～５００μｇ／ｍＬのムラミルジペプチド、５０～５００μｇ／ｍＬのβ－グルカ
ンおよび１～５．０ｍｇ／ｍＬのゲンゲ属多糖類を含むが、それらに限定されるものでは
ない。
【００１４】
　本発明の内容は前記免疫増強剤の製造方法をさらに提供し、当該製造方法は、モノホス
ホリルリピドＡ、ムラミルジペプチド、β－グルカンおよびゲンゲ属多糖類を含む溶液を
調製し、ツイーン８０と混合して、水相溶液を得るステップ１と、ホワイトオイルとスパ
ン８０を混合し、油相溶液を得るステップ２と、前記水相溶液と油相溶液を充分に混合し
て乳化した後、複数成分配合免疫増強剤のシャペロンワクチンを得るステップ３と、を含
むが、それらに限定されるものではない。
【００１５】
　また、本発明の内容は前記免疫増強剤のワクチン製造への応用を含む。
【００１６】
　また、本発明の内容は前記複数成分配合免疫増強剤を含む口蹄疫不活化ワクチンを含む
。
【００１７】
　ここで、前記口蹄疫不活化ワクチンはまた不活化抗原溶液を含むが、それらに限定され
るものではない。
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【００１８】
　ここで、前記口蹄疫不活化ワクチンの不活化抗原溶液と複数成分配合免疫増強剤の体積
比は９：１～８：１である。
【００１９】
　ここで、前記不活化抗原溶液はＯ、Ａ、亜Ｉ型口蹄疫不活化抗原、ポリペプチドあるい
はその他の遺伝子工学発現産物の一種あるいは数種類を含むが、それらに限定されるもの
ではない。
【００２０】
　本発明の内容は、前記複数成分配合免疫増強剤を含む口蹄疫不活化ワクチンの製造方法
をさらに提供し、当該製造方法は、複数成分配合免疫増強剤と不活化抗原溶液を混合し、
さらにツイーン８０と混合して水相溶液を得るステップ１、ホワイトオイルとスパン８０
を混合し、油相溶液を得るステップ２と、油相と水相溶液を充分混合して複数成分配合免
疫増強剤を含む口蹄疫不活化ワクチンを得るステップ３と、を含むが、それらに限定され
るものではない。
【発明の効果】
【００２１】
　本発明は既存の技術に比べて、以下の長所がある。
【００２２】
　１．本発明は複数成分配合免疫増強剤を開発する。それを口蹄疫不活化ワクチンと混合
して使用するとワクチンの効力を効果的に高めることができ、抗体の合格率と平均抗体レ
ベルを高めることができるだけではなく、抗体生成のウィンドウピリオドを７日間に短縮
することができると同時に、抗体持続期間を７ヶ月以上に延ばすことができる。
【００２３】
　２．ゲンゲ属多糖類の原料が豊富で、価格が安く、長期にわたって使用しても組織細胞
に対する毒性などの副作用が少なく、残留量が低い。少量のゲンゲ属多糖類を添加しても
その他の３種類のＴＯＬＬ様受容体アゴニストの使用量を著しく減らすことができ、生産
コストを９０％低減することができるにもかかわらず、免疫効果が低下しない。
【００２４】
　３．本発明の複数成分配合免疫増強剤を口蹄疫不活化ワクチンとともに使用することに
よって、ワクチンの免疫効力を著しく高め、養豚場は自身の状況に応じてワクチンの免疫
回数を減らすことができるため、養殖コストを減らし、豚のストレスを低減させることが
できる。
【図面の簡単な説明】
【００２５】
【図１】複数成分配合免疫増強剤を含むワクチンを接種した後の平均抗体レベルと抗体持
続期間である。具体的には各グループの異なる複数成分配合免疫増強剤を含むＯ型ＦＭＤ
不活化ワクチンを子豚に接種した後の異なる時点での平均液相ブロッキングＥＬＩＳＡ抗
体レベルを示している。
【発明を実施するための形態】
【００２６】
　次に図面に合わせて本発明をさらに説明する。
【００２７】
　（実施例１）複数成分配合免疫増強剤、口蹄疫ワクチンの調製
　１．実験材料
　モノホスホリルリピドＡ、ＭＰＬと略す。
　ムラミルジペプチド、ＭＤＰと略す。
　ＭＰＬ、ＭＤＰおよびβ－グルカンはすべてＩｎｖｉｖｏＧｅｎ社製のものを使用した
。
　ゲンゲ属多糖類は陝西正大生物科学技術有限公司製のものを使用した。
　ＩＳＡ２０６は賽百克社製、ホワイトオイル、スパン、ツイーンは市販のものを使用し
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た。
【００２８】
　不活性した豚Ｏ型口蹄疫ウィルス毒液（豚Ｏ型口蹄疫ウィルスミャンマ９８株）は、ピ
ロールによる不活性化処理を行い、１４６ｓ含有量は５．８７μｇ／ｍＬで、内モンゴル
金宇集団のご厚意によるものである。
　市販の口蹄疫Ｏ、Ａ、亜Ｉ三価ワクチンは内モンゴル金宇集団製のものを使用した。
　６～７週齢の健康で感染しやすい子豚、液相ブロッキングＥＬＩＳＡ抗体力価≦１：８
。
【００２９】
　本発明では口蹄疫液相競合ＥＬＩＳＡ・サンドイッチ法試薬キット（蘭州獣医研究所）
を用いて液相ブロッキングＥＬＩＳＡ抗体の力価を測定した。
【００３０】
　１．免疫増強剤の調製
　免疫増強剤の主な成分は、モノホスホリルリピドＡ（ＭＰＬ）、ムラミルジペプチド（
ＭＤＰ）、β－グルカンおよびゲンゲ属多糖類である。その製造方法としては各成分をｐ
Ｈ８．０の０．１Ｍ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌに溶かした。
【００３１】
　複数成分配合免疫増強剤１：ＭＰＬ、ＭＤＰ、β－グルカンおよびゲンゲ属多糖類の最
終濃度をそれぞれ５μｇ／ｍＬ、１０μｇ／ｍＬ、１μｇ／ｍＬおよび０．０５ｍｇ／ｍ
Ｌとなるように調製した。
【００３２】
　複数成分配合免疫増強剤２：ＭＰＬ、ＭＤＰ、β－グルカンおよびゲンゲ属多糖類の最
終濃度をそれぞれ１００μｇ／ｍＬ、１００μｇ／ｍＬ、５０μｇ／ｍＬおよび１ｍｇ／
ｍＬとなるように調製した。
【００３３】
　複数成分配合免疫増強剤３：ＭＰＬ、ＭＤＰ、β－グルカンおよびゲンゲ属多糖類の最
終濃度をそれぞれ５００μｇ／ｍＬ、５００μｇ／ｍＬ、５００μｇ／ｍＬおよび５ｍｇ
／ｍＬとなるように調製した。
【００３４】
　複数成分配合免疫増強剤４：ＭＰＬ、ＭＤＰ、β－グルカンおよびゲンゲ属多糖類の最
終濃度をそれぞれ５μｇ／ｍＬ、１０μｇ／ｍＬ、１μｇ／ｍＬおよび２０ｍｇ／ｍＬと
なるように調製した。
【００３５】
　複数成分配合免疫増強剤５：ＭＰＬ、ＭＤＰ、β－グルカンおよびゲンゲ属多糖類の最
終濃度をそれぞれ５００μｇ／ｍＬ、５００μｇ／ｍＬ、５００μｇ／ｍＬおよび２０ｍ
ｇ／ｍＬとなるように調製した。
【００３６】
　免疫増強剤６：ゲンゲ属多糖類の最終濃度を２０ｍｇ／ｍＬとなるように調製した。
【００３７】
　免疫増強剤７：ゲンゲ属多糖類の最終濃度を５ｍｇ／ｍＬとなるように調製した。
【００３８】
　免疫増強剤８：ＭＰＬ、ＭＤＰおよびβ－グルカンの最終濃度をそれぞれ２ｍｇ／ｍＬ
、４０ｍｇ／ｍＬおよび０．２ｍｇ／ｍＬとなるように調製した。
【００３９】
　調製済みの複数成分配合免疫増強剤をろ過（０．２２μｍ濾過器）して除菌した後、そ
れぞれ薬瓶に入れて４℃で保存した。
【００４０】
　口蹄疫ワクチンの調製方法
　方法１：複数成分配合免疫増強剤シャペロンワクチン、すなわち複数成分配合免疫増強
剤とツイーンを体積比９６：４の割合で調製し、均一に混合して水相とし、ホワイトオイ
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ルとスパンを体積比９６：４の割合で混合して油相とし、水相：油相の体積比を１：２の
割合でワクチンを調製し、調製したワクチンを複数成分配合免疫増強剤シャペロンワクチ
ンとした。複数成分配合免疫増強剤シャペロンワクチンを使用する前に体積比１：９の割
合で市販のワクチンと充分混合した。
【００４１】
　方法２：複数成分配合免疫増強剤と不活性した豚Ｏ型口蹄疫ウィルス毒液を体積比１：
９の割合で充分混合して、水相溶液を調製した。まずＩＳＡ２０６と水相溶液をそれぞれ
室温で約３０分間放置した。ＩＳＡ２０６を乳化缶に入れて、２００回転／分の条件で、
水相溶液を乳化缶に加えて、均一に攪拌した。２０００回転／分で１０分間攪拌して、ワ
クチンを得て、そのうち、水相とＩＳＡ２０６の体積比は４６：５４であった。
【００４２】
　前記２つの方法を用いて調製したワクチンは、複数成分配合免疫増強剤の最終濃度が同
じであれば、免疫効果も基本的に同じであるが、単に需要の異なるユーザーに便宜を図る
ためである。
【００４３】
　当該実施例において、複数成分配合免疫増強剤の各組成に関して、指定された範囲内で
柔軟に配合比を調整することができるが、ここではその詳細を省略する。
【００４４】
　（実施例２）複数成分配合免疫増強剤の口蹄疫不活化ワクチンに対する免疫効力の評価
　１．ワクチンの調製
　当該実施例は実施例１の第２の方法に基づいて口蹄疫ワクチンを調製した。
　複数成分配合免疫増強剤１と不活化抗原を１：９の割合で混合して水相溶液とし、ＩＳ
Ａ２０６を乳化缶に入れて、２００回転／分の条件で、水相溶液を乳化缶に加えて、均一
に攪拌して、２０００回転／分で１０分間攪拌した。得られた口蹄疫不活化ワクチンを、
複数成分配合免疫増強剤を含むＦＭＤ不活化ワクチン１と称し、ＦＭＤ１と略す。
　複数成分配合免疫増強剤２、３、４、５、６、７のワクチン製造方法は複数成分配合免
疫増強剤１と同じで、複数成分配合免疫増強剤を含むＦＭＤ不活化ワクチン２、３、４、
５、６、７を調製して、ＦＭＤ２、３、４、５、６、７と略す。
【００４５】
　免疫増強剤８と不活化抗原を１：１の割合で混合して、得られた口蹄疫不活化ワクチン
を、複数成分配合免疫増強剤を含むＦＭＤ不活化ワクチン８と称し、ＦＭＤ８と略す。（
中国特許第ＺＬ２０１３１００４２９８３．０号明細書に基づいてワクチンの製造を行い
、免疫増強剤と不活性化した豚口蹄疫ウィルスの毒液を体積比１：１の割合で混合して、
水相溶液を得た。ＩＳＡ２０６と水相溶液をそれぞれ室温に約３０分を放置した。ＩＳＡ
２０６を乳化缶に入れて、２００回転／分の条件で、水相溶液を乳化缶に加えて、均一に
攪拌して、２０００回転／分で１０分間攪拌して、ワクチンを得た。）
【００４６】
　０．１Ｍ　ｐＨ８．０のＴｒｉｓ－ＨＣｌと不活化抗原を１：９の割合で混合して水相
溶液とし、ＩＳＡ２０６を乳化缶に入れて、２００回転／分の条件で、水相溶液を乳化缶
に加えて、均一に攪拌して、２０００回転／分で１０分間攪拌した。得られた口蹄疫不活
化ワクチンをＦＭＤ対照ワクチンと称する。
【００４７】
　２．グループ分け、免疫と抗体の測定
　実験のグループ分けと接種：健康で感染しやすい子豚を無作為にグループに分けて、１
つのグループを１０頭ずつにし、全部で６グループとした。各グループのワクチンをそれ
ぞれ１つのグループの健康で感染しやすい子豚に、分量２ｍＬで接種した。
【００４８】
　接種後採血：
　接種後の抗体の生成状況を観察測定し、接種後７日、１４日、２１日および２８日目に
、各グループの健康で感染しやすい子豚から採血して、血清を分離して、蘭州獣医研究所
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の液相競合ＥＬＩＳＡ・サンドイッチ法抗体試薬キットを用いて、ワクチン接種後の抗体
の生成状況とウィンドウピリオドを観察測定した。
【００４９】
　接種後の豚に対する抗体持続期間の観察測定を行い、それぞれ接種後２８日、６０日、
９０日、１２０日、１５０日、１８０日および２１０日目にそれぞれ採血し、蘭州獣医研
究所の液相競合ＥＬＩＳＡ・サンドイッチ法抗体試薬キットを用いて、ワクチン接種後の
抗体の生成状況を観察測定した。
　（液相ブロッキングＥＬＩＳＡ抗体の力価が２６以上で合格とした。）
【００５０】
　接種後の抗体の合格率を表１及び表２に示した。
　接種後の平均抗体レベルを図１に示した。
【００５１】
【表１】

【００５２】
　表１から、ＦＭＤ対照ワクチンを接種した子豚は、接種後７日目に接種した１０頭の豚
のうちに抗体がわずか２頭しか免疫合格ラインに達しておらず、合格率は２／１０であっ
た。ゲンゲ属多糖類のみを添加した免疫増強剤グループＦＭＤ６で、高い分量で一定の免
疫増強効果はあったが、理想的ではなく、ＦＭＤ１／ＦＭＤ２／ＦＭＤ３グループに比べ
ると明らかに劣る（合格率は８／１０、８／１０および９／１０）。単独で低い分量のゲ
ンゲ属多糖類グループ（ＦＭＤ７）の免疫増強効果が更に悪く、高い分量のゲンゲ属多糖
類を異なる分量のＭＰＬ、ＭＤＰおよびβ－グルカンと配合した（ＦＭＤ４／ＦＭＤ５）
場合、明らかな免疫増強効果が認められなかった。さらに低い分量のゲンゲ属多糖類を低
い分量のＭＰＬ、ＭＤおよびβ－グルカンと配合した（ＦＭＤ１／ＦＭＤ２／ＦＭＤ３）
場合、抗体のウィンドウピリオドを７日間に短縮し、７日間で８０％以上の抗体が合格ラ
イン以上（液相ブロッキングＥＬＩＳＡ抗体が２６より大きい）に達し、かつ抗体の合格
率（ＦＭＤ８と比較）が低下しないことが明らかになった。ＦＭＤ６グループも、明らか
な免疫増強効果があったが、抗体生成のウィンドウピリオドにおいてＦＭＤ１／ＦＭＤ２
／ＦＭＤ３より７日間遅れており、接種後１４日目の抗体合格率は複数成分配合免疫増強
剤１／２／３（ＦＭＤ１／ＦＭＤ２／ＦＭＤ３）と同じレベルで、接種後１４日目の抗体
合格率は対応する複数成分配合免疫増強剤１、２、３（ＦＭＤ１／ＦＭＤ２／ＦＭＤ３）
グループ接種後７日目の合格率と同じレベルであった。
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【００５３】
【表２】

【００５４】
　表２から、複数成分配合免疫増強剤処方１、２、３、つまりＦＭＤ１／ＦＭＤ２／ＦＭ
Ｄ３の３つのグループにおいて接種後にワクチンの抗体持続期間が明らかに長くなってお
り、接種後７ヶ月間を観察測定し続けたが、抗体の合格率が明らかに低下することなく、
１０／１０に維持していた。ＦＭＤ対照ワクチンの最大合格率はほとんど３／１０程度で
、ゲンゲ属多糖類グループ（ＦＭＤ６／ＦＭＤ７）は単独でも一定の免疫増強効果があっ
たが、効果が明らかではなく、ＦＭＤ対照ワクチンと明らかな相違が認められなかった。
【００５５】
　図１から、複数成分配合免疫増強剤１、２、３（ＦＭＤ１／ＦＭＤ２／ＦＭＤ３）グル
ープと免疫増強剤８（ＦＭＤ８）グループはＦＭＤワクチンの免疫効力を著しく向上させ
、抗体生成のウィンドウピリオドを短縮することができた。そのうち、複数成分配合免疫
増強剤１、２、３（ＦＭＤ１／ＦＭＤ２／ＦＭＤ３）グループは接種後７日目で、平均液
相ブロッキングＥＬＩＳＡの抗体レベルがすでに２６より高く、対照ワクチングループの
２３よりはるかに高く、平均抗体レベルと抗体持続期間が著しく向上した。ゲンゲ属多糖
類（ＦＭＤ６／ＦＭＤ７）単独と高い分量のゲンゲ属多糖類をＭＰＬ、ＭＤＰおよびβ－
グルカンを配合したグループ（ＦＭＤ４／ＦＭＤ５）には明らかな免疫増強の効果は認め
られなかった。
【００５６】
　そのため、複数成分配合免疫増強剤に添加した一定量のゲンゲ属多糖類とＭＰＬ、ＭＤ
Ｐおよびβ－グルカンとの相乗効果によって、子豚の抗原に対する免疫応答を著しく向上
させ、抗体の合格率を高め、抗体の生成時間を早めることができる。これにより、ワクチ
ン抗体を生成するためのウィンドウピリオドを接種後７日間に短縮し、ワクチンの免疫効
果を高めることができた。
【００５７】
　当該実施例において、免疫増強剤の各組成の配合比を指定された範囲内で柔軟に調整す
ることができるが、ここではその詳細を省略する。
【００５８】
　（実施例３）複数成分配合免疫増強剤シャペロンワクチンの調製
　１．複数成分配合免疫増強剤の調製
　複数成分配合免疫増強剤の主な成分は、モノホスホリルリピドＡ、ムラミルジペプチド
、β－グルカンおよびゲンゲ属多糖類である。その製造方法として、主な成分をそれぞれ
ｐＨ８．０の０．１Ｍ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌに溶かした。
【００５９】
　複数成分配合免疫増強剤９：ＭＰＬ、ＭＤＰ、β－グルカンおよびゲンゲ属多糖類の最
終濃度をそれぞれ５．２μｇ／ｍＬ、１０．４μｇ／ｍＬ、１．０４μｇ／ｍＬと０．０
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【００６０】
　複数成分配合免疫増強剤１０：ＭＰＬ、ＭＤＰ、β－グルカンおよびゲンゲ属多糖類の
最終濃度をそれぞれ１０４μｇ／ｍＬ、１０４μｇ／ｍＬ、５２μｇ／ｍＬと１．０４ｍ
ｇ／ｍＬとなるように調製した。
【００６１】
　複数成分配合免疫増強剤１１：ＭＰＬ、ＭＤＰ、β－グルカンおよびゲンゲ属多糖類の
最終濃度をそれぞれ５２０μｇ／ｍＬ、５２０μｇ／ｍＬ、５２０μｇ／ｍＬと５．２ｍ
ｇ／ｍＬとなるように調製した。
【００６２】
　調製した複数成分配合免疫増強剤をろ過（０．２２μｍ濾過器）して除菌した後、それ
ぞれ薬瓶に入れて４℃で保存した。
【００６３】
　２．複数成分配合免疫増強剤のシャペロンワクチンの調製
　（１）複数成分配合免疫増強剤とツイーンを９６：４の割合で均一に混合して、水相を
調製した。
　（２）ホワイトオイルとスパンを９６：４の割合で均一に混合した。
　（３）水相と油相を体積比１：２の割合で充分混合して複合免疫増強剤を含むシャペロ
ンワクチンを調製した。
【００６４】
　この方法で調製した複数成分配合免疫増強剤シャペロンワクチンはそれぞれ複数成分配
合免疫増強剤９、１０、１１に因んで複数成分配合免疫増強剤シャペロン９、１０、１１
と命名した。
【００６５】
　３．使用方法
　複数成分配合免疫増強剤を含むシャペロンワクチン３００μＬと１頭分のワクチンを充
分混合した後接種する。
【００６６】
　当該実施例において、複数成分配合免疫増強剤の各組成の配合比を指定された範囲内で
柔軟に調整することが可能で、使用体積も実際の需要に応じて調整することができるが、
ここではその詳細を省略する。
【００６７】
　（実施例４）複数成分配合免疫増強剤シャペロンワクチンの市販Ｏ、Ａ、亜Ｉ三価ワク
チンに対する免疫効力の評価
　１．ワクチンの調製
　複数成分配合免疫増強剤シャペロンワクチンは実施例３で調製した３種類のシャペロン
ワクチンを用いた。
【００６８】
　三価ワクチンはＯ、Ａ、亜Ｉ三価不活化ワクチン（規格品ワクチン）で、ロット番号は
５２３５０３９、２０１５１２２４である。
【００６９】
　２．グループ分け、接種と抗体の観察測定
　実験のグループ分けおよび接種：健康で感染しやすい子豚を無作為にグループに分けて
、各グループに１０頭ずつ、全部で４つのグループとした。
　各グループのワクチンを１つのグループに含まれる健康で感染しやすい子豚に接種した
。
【００７０】
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【表３】

【００７１】
　接種後採血：
　接種後の抗体の生成状況に対する観察測定：接種後７日、１４日、２１日と２８日目に
おいて、各グループの健康で感染しやすい子豚から採血し、血清を分離して、蘭州獣医研
究所の液相競合ＥＬＩＳＡ・サンドイッチ法抗体試薬キットを用いてワクチン接種後の抗
体の生成状況とウィンドウピリオドを観察測定した。
【００７２】
　接種後免疫増強効果の良かった複数成分配合免疫増強剤グループに対する抗体持続期間
を観察測定し、接種後２８日、６０日、９０日、１２０日、１５０日、１８０日および２
１０日目にそれぞれ採血し、蘭州獣医研究所の液相競合ＥＬＩＳＡ・サンドイッチ法抗体
試薬キットを用いてワクチン接種後の抗体の生成状況を観察測定した。
　（Ｏ型液相ブロッキングＥＬＩＳＡ抗体力価が２６以上であれば抗体を合格とし、Ａと
亜Ｉ型液相ブロッキングＥＬＩＳＡ抗体力価が２７以上であれば抗体を合格とした。）
【００７３】
　接種後の抗体合格率は表４と５に示した通りである。
【００７４】
【表４】

【００７５】
　表４から、三価ワクチンを接種した子豚は、接種後７日目の３つの血清型の抗体の合格
率はわずか２０％、３０％と１０％であったが、複数成分配合免疫増強剤シャペロンワク
チン９／１０／１１＋三価格ワクチンを接種した子豚は、接種後７日目の合格率はすでに
７０～９０％に達し、ウィンドウピリオドが著しく短縮され、液相ブロッキングＥＬＩＳ
Ａ抗体の合格率も著しく向上したことがわかった。
【００７６】
【表５】
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【００７７】
　表５から、三価ワクチンを接種した子豚の抗体は接種後９０日齢から緩やかに下がり始
めたが、複数成分配合免疫増強剤シャペロンワクチン９／１０／１１＋三価ワクチンを接
種した子豚は、接種２８日後の抗体レベルがほぼ安定し、７ヶ月まで持続しても明らかな
低下傾向が認められなかった。複数成分配合免疫増強剤シャペロンワクチンを添加した免
疫グループは、ワクチンの抗体持続期間が著しく長くなった。
【００７８】
　以上のように、複数成分配合免疫増強剤シャペロンワクチンはＯ、Ａ、亜Ｉ三価口蹄疫
不活化ワクチンの免疫力価に著しく増強効果があることがわかった。Ｏ、Ａ、亜Ｉの３種
類の血清型の抗体に明らかな免疫増強効果があるだけでなく、ワクチン抗体生成のウィン
ドウピリオドも７日間に短縮し、ワクチンの抗体持続期間を高めることができることが明
らかになった。
【００７９】
　（実施例５）複数成分配合免疫増強剤シャペロンワクチンの市販ポリペプチドワクチン
に対する免疫効力の評価
　１．ワクチンの調製
　複数成分配合免疫増強剤シャペロンワクチンには実施例３で調整した３種類のシャペロ
ンワクチンを用いた。
　ポリペプチドワクチンのロット番号：（２０１４）０９０２９７５２２
【００８０】
　２．グループ分け、接種と抗体の観察測定
　実験のグループ分けと接種：健康で感染しやすい子豚を無作為にグループに分けて、各
グループに１０頭ずつ、全部で４グループとした。
　各グループのワクチンを１つのグループに含まれる健康で感染しやすい子豚に接種した
。
【００８１】
【表６】

【００８２】
　接種後採血：
　接種後の抗体の生成状況を観察測定し、接種後７日、１４日、２１日および２８日目に
、各グループの健康で感染しやすい子豚から採血し、血清を分離して、蘭獣研の液相競合
ＥＬＩＳＡ・サンドイッチ法抗体試薬キットおよび豚口蹄疫ウィルスＶＰＩ構造たんぱく
質抗体検出ＥＬＩＳＡキット（ポリペプチド抗体の観察測定キットは上海申聯社のものを
使用した）を用いて、ワクチン接種後の抗体の生成状況をそれぞれ観察測定した。
【００８３】
　接種後の免疫増強効果のよかった複数成分配合免疫増強剤グループに対する抗体持続期
間を観察測定し、接種後２８日、６０日、９０日、１２０日、１５０日、１８０日および
２１０日目にそれぞれ採血して、蘭州獣医研究所の液相競合ＥＬＩＳＡ・サンドイッチ法
抗体試薬キットを用いて、ワクチン接種後の血清抗体の生成状況を観察測定した。
　（液相ブロッキングＥＬＩＳＡ抗体の力価が２６以上であれば抗体を合格とし、ポリペ
プチド抗体の観察測定は試薬キットの基準を用いて陰・陽性を判定した。）
【００８４】
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　接種後の２種類の試薬キットで測定した抗体の合格率は表７と表８に示した通りである
。
【００８５】
【表７】

【００８６】
　表７から、ポリペプチドワクチンを接種した子豚は、接種してから７日後のポリペプチ
ド抗体の合格率は４／１０であったが、液相ブロッキングＥＬＩＳＡ抗体の合格率は０で
あった。複数成分配合免疫増強剤シャペロンワクチン９／１０／１１＋ポリペプチドを接
種した子豚は、接種後７日目のポリペプチドワクチンの抗体合格率は８／１０あるいは９
／１０で、液相ブロッキングＥＬＩＳＡ抗体の合格率も５／１０あるいは６／１０程度に
向上した。蘭州獣医研究所の液相競合ＥＬＩＳＡ・サンドイッチ法抗体試薬キットの説明
によると、液相ブロッキングＥＬＩＳＡ抗体レベルは防御保護と一定の関連があり、特に
抗体のレベルが高ければ高いほど、保護効力がよい。複数成分配合免疫増強剤シャペロン
ワクチンはポリペプチド抗体生成のウィンドウピリオドを著しく短縮することができ、液
相ブロッキングＥＬＩＳＡ抗体の合格率を向上させることができることがわかった。
【００８７】

【表８】

【００８８】
　表８から、ポリペプチドを接種した子豚の抗体は接種後９０日齢から緩やかに低下しは
じめたが、複数成分配合増強剤シャペロンワクチン９／１０／１１＋ポリペプチドワクチ
ンを接種した子豚は、接種から２１日後に抗体レベルがほぼ安定しており、７ヶ月まで持
続し、明らかな低下傾向が認められなかった。複数成分配合免疫増強剤シャペロンワクチ
ンを添加した免疫グループにおいては、ワクチンの抗体持続期間が著しく長くなることが
明らかになった。
【００８９】
　以上のように、複数成分配合免疫増強剤シャペロンワクチンは口蹄疫ポリペプチドワク
チンの免疫効力の向上に明らかな促進作用があり、かつ液相ブロッキングＥＬＩＳＡ抗体
の合格率を著しく向上させ、ワクチン抗体生成のウィンドウピリオドを著しく短縮し、ワ
クチンの抗体持続期間を延ばすことができることがわかった。
【００９０】
　以上に記述した本発明の好ましい実施手段は、当該分野の普通の技術者にとって、本発
明の原理を逸脱していない範囲で若干の補正や変更を加えることが可能であるが、これら
の補正や変更も本発明の限定範囲と見なすべきであることが理解されたい。
【００９１】
　（付記）
　（付記１）
　５～５２０μｇ／ｍＬのモノホスホリルリピドＡと、１０～５２０μｇ／ｍＬのムラミ
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ルジペプチドと、１～５２０μｇ／ｍＬのβ－グルカンと、０．０５～５．２ｍｇ／ｍＬ
のゲンゲ属多糖類と、を含むことを特徴とする、複数成分配合免疫増強剤。
【００９２】
　（付記２）
　５～５００μｇ／ｍＬのモノホスホリルリピドＡと、１０～５００μｇ／ｍＬのムラミ
ルジペプチドと、１～５００μｇ／ｍＬのβ－グルカンと、０．０５～５．０ｍｇ／ｍＬ
のゲンゲ属多糖類と、を含むことを特徴とする、付記１に記載の複数成分配合免疫増強剤
。
【００９３】
　（付記３）
　１００～５００μｇ／ｍＬのモノホスホリルリピドＡと、１００～５００μｇ／ｍＬの
ムラミルジペプチドと、５０～５００μｇ／ｍＬのβ－グルカンと、１～５．０ｍｇ／ｍ
Ｌのゲンゲ属多糖類と、を含むことを特徴とする、付記１に記載の複数成分配合免疫増強
剤。
【００９４】
　（付記４）
　モノホスホリルリピドＡ、ムラミルジペプチド、β－グルカンおよびゲンゲ属多糖類を
含む溶液を調製し、ツイーン８０と混合し、水相溶液を得るステップ１と、
　ホワイトオイルとスパン８０を混合し、油相溶液を得るステップ２と、
　前記水相溶液と前記油相溶液を混合して乳化した後、複数成分配合免疫増強剤を含むシ
ャペロンワクチンを得るステップ３と、
　を含むことを特徴とする、付記１ないし付記３のいずれか１つに記載の複数成分配合免
疫増強剤の製造方法。
【００９５】
　（付記５）
　付記１ないし付記３のいずれか１つに記載の免疫増強剤のワクチン製造への応用。
【００９６】
　（付記６）
　付記１ないし付記３のいずれか１つに記載の複数成分配合免疫増強剤を含む口蹄疫不活
化ワクチン。
【００９７】
　（付記７）
　不活化抗原溶液をさらに含むことを特徴とする、付記６に記載の口蹄疫不活化ワクチン
。
【００９８】
　（付記８）
　前記不活化抗原溶液と前記複数成分配合免疫増強剤との体積比は９：１～８：１である
ことを特徴とする、付記７に記載の口蹄疫不活化ワクチン。
【００９９】
　（付記９）
　前記不活化抗原溶液はＯ、Ａ、亜Ｉ型口蹄疫不活性化抗原、ポリペプチドあるいはその
他の遺伝子工学発現産物の一種あるいは数種を含むことを特徴とする、付記７に記載の口
蹄疫不活化ワクチン。
【０１００】
　（付記１０）
　複数成分配合免疫増強剤と不活化抗原溶液を混合した後、さらにツイーン８０と充分混
合して水相溶液を得るステップ１と、
　ホワイトオイルとスパン８０を混合して、油相溶液を得るステップ２と、
　前記水相溶液と前記油相溶液を充分混合して複数成分配合免疫増強剤を含む口蹄疫不活
化ワクチンを得るステップ３と、
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　を含むことを特徴とする、付記６に記載の複数成分配合免疫増強剤を含む口蹄疫不活化
ワクチンの製造方法。
　

【図１】
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