
(57)【要約】
本発明は、ナイセリアの、好ましくは髄膜炎菌性の疾患の有効な予防または治療のための
ワクチン組成物に関する。本発明のワクチンは、使用する国で流行する血清亜型を有する
髄膜炎菌株由来の同種の殺菌活性を有する少なくとも 1つの小胞、および使用する国で流
行する血清亜型を有する必要のない髄膜炎菌株由来の異種の殺菌活性を有する少なくとも
1つの小胞を含む多価髄膜炎菌小胞組成物を含む。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 使 用 す る 国 に お い て 流 行 し て い る 血 清 亜 型 を 有 す る 髄 膜 炎 菌 株 由 来 の 、 同 種 の 殺 菌 活 性
を 有 す る 少 な く と も 1つ の 小 胞 、 お よ び 使 用 す る 国 に お い て 流 行 し て い る 血 清 亜 型 を 有 す
る こ と を 必 要 と し な い 髄 膜 炎 菌 株 由 来 の 、 異 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 少 な く と も 1つ の 小 胞
を 含 む 、 多 価 髄 膜 炎 菌 小 胞 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 異 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 が 野 生 型 株 H44/76由 来 の 小 胞 と 比 較 し て 免 疫 優 性 外 膜 タ ン
パ ク 質 を 欠 損 し 、 同 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 が 野 生 型 株 H44/76由 来 の 小 胞 と 比 較 し て 該
免 疫 優 性 外 膜 タ ン パ ク 質 を 欠 損 し て い な い 、 請 求 項 １ 記 載 の 多 価 髄 膜 炎 菌 小 胞 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 異 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 が 上 記 免 疫 優 性 外 膜 タ ン パ ク 質 を 本 来 的 に 欠 損 し た 野 生 型
髄 膜 炎 菌 株 由 来 で あ る 、 請 求 項 ２ 記 載 の 多 価 髄 膜 炎 菌 小 胞 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 異 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 が 、 野 生 型 株 と 比 較 し て 上 記 免 疫 優 性 外 膜 タ ン パ ク 質 の 産
生 が 少 な い か ま た は 無 い 遺 伝 子 操 作 さ れ た 髄 膜 炎 菌 株 由 来 で あ る 、 請 求 項 ２ 記 載 の 多 価 髄
膜 炎 菌 小 胞 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 上 記 の 遺 伝 子 操 作 さ れ た 髄 膜 炎 菌 株 が 、 免 疫 優 性 外 膜 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の
プ ロ モ ー タ ー ま た は コ ー ド 領 域 の ど ち ら か に お い て 遺 伝 子 的 に 改 変 さ れ て 、 上 記 免 疫 優 性
外 膜 タ ン パ ク 質 の 産 生 が よ り 少 な く な る か ま た は 無 く な っ た も の で あ る 、 請 求 項 ４ 記 載 の
多 価 髄 膜 炎 菌 小 胞 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 免 疫 優 性 外 膜 タ ン パ ク 質 が PorAで あ る 、 請 求 項 ２ ～ ５ の い ず れ か 1項 に 記 載 の 多 価 髄 膜
炎 菌 小 胞 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 免 疫 優 性 外 膜 タ ン パ ク 質 が PorAで あ り 、 か つ 異 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 が 髄 膜 炎 菌 株
CU-385（ B:4:P1.19,15） 由 来 で あ る 、 請 求 項 ２ ま た は ３ 記 載 の 多 価 髄 膜 炎 菌 小 胞 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 株 H44/76か ら 作 製 さ れ た 小 胞 と 比 較 し て PorAが 欠 損 し た 小 胞 調 製 物 、 お よ び 株 H44/76か
ら 作 製 さ れ る 小 胞 と 比 較 し て PorAが 欠 損 し て い な い 小 胞 調 製 物 を 含 む 、 多 価 髄 膜 炎 菌 小 胞
組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 PorAを 欠 損 し た 小 胞 調 製 物 が 、 全 小 胞 タ ン パ ク 質 の 22％ 未 満 の PorAを 有 す る 、 請 求 項 ８
記 載 の 多 価 髄 膜 炎 菌 小 胞 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 PorAを 欠 損 し て い な い 小 胞 調 製 物 が 、 全 小 胞 タ ン パ ク 質 の 28％ を 超 え る PorAを 有 す る 、
請 求 項 ８ ま た は ９ 記 載 の 多 価 髄 膜 炎 菌 小 胞 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 PorAを 欠 損 し た 小 胞 調 製 物 が 髄 膜 炎 菌 CU-385株 由 来 で あ る 、 請 求 項 ８ ～ １ ０ 記 載 の 多 価
髄 膜 炎 菌 小 胞 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 １ ～ １ １ 記 載 の 多 価 髄 膜 炎 菌 小 胞 組 成 物 、 お よ び 製 薬 上 許 容 さ れ 得 る 賦 形 剤 を 含
む 、 ナ イ セ リ ア 性 ま た は 髄 膜 炎 菌 性 の 疾 患 の 治 療 の た め の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 1つ 以 上 の そ の ま ま か ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ た 、 以 下 の 血 清 型 A、 C、 Yお よ び Wよ り
選 択 さ れ る 髄 膜 炎 菌 莢 膜 多 糖 体 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ２ 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 同 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 ま た は porAを 欠 損 し て い な い 小 胞 調 製 物 が 、 P1.4の 血 清 亜
型 を 有 す る 髄 膜 炎 菌 株 由 来 で あ る 、 ニ ュ ー ジ ー ラ ン ド ま た は ヨ ー ロ ッ パ で の 使 用 に 適 し た
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請 求 項 １ ２ ま た は １ ３ 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 同 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 ま た は porAを 欠 損 し て い な い 小 胞 調 製 物 が 、 P1.7,16の 血
清 亜 型 を 有 す る 髄 膜 炎 菌 株 由 来 で あ る 、 血 清 亜 型 P1.7,1、 P1.5,2、 P1.22a,14お よ び P1.14
よ り 選 択 さ れ る 血 清 亜 型 を 有 す る 1つ 以 上 の 髄 膜 炎 菌 株 由 来 の 同 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る さ
ら な る 小 胞 を 含 む 、 ア メ リ カ 合 衆 国 で の 使 用 に 適 し た 、 請 求 項 １ ２ ま た は １ ３ 記 載 の ワ ク
チ ン 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 同 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 ま た は porAを 欠 損 し て い な い 小 胞 調 製 物 が 、 P1.16の 血 清
亜 型 を 有 す る 髄 膜 炎 菌 株 由 来 で あ る 、 ノ ル ウ ェ ー で の 使 用 に 適 し た 請 求 項 １ ２ ま た は １ ３
記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 同 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 と 異 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 と を 混 合 す る ス テ ッ プ 、 も
し く は PorAを 欠 損 し て い な い 小 胞 調 製 物 と PorAを 欠 損 す る 小 胞 調 製 物 と を 混 合 す る ス テ ッ
プ を 含 む 、 請 求 項 １ ～ １ １ の い ず れ か 1項 に 記 載 の 多 価 髄 膜 炎 菌 小 胞 組 成 物 、 ま た は 請 求
項 １ ２ ～ １ ６ の い ず れ か 1項 に 記 載 の ワ ク チ ン を 製 造 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 免 疫 学 的 に 有 効 な 量 の 請 求 項 １ ２ ～ １ ６ の い ず れ か 1項 に 記 載 の ワ ク チ ン を そ れ が 必 要
な 宿 主 へ 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 ナ イ セ リ ア の の ま た は 髄 膜 炎 菌 性 の 疾 患 を 予 防 ま た は
治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 ナ イ セ リ ア 性 の ま た は 髄 膜 炎 菌 性 の 疾 患 の 予 防 ま た は 治 療 の た め の 薬 物 の 製 造 に お け る
、 免 疫 学 的 に 有 効 な 量 の 請 求 項 １ ２ ～ １ ６ の い ず れ か 1項 に 記 載 の ワ ク チ ン の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ナ イ セ リ ア ワ ク チ ン 組 成 物 、 そ れ ら の 生 産 お よ び 医 薬 に お け る そ の よ う な 組
成 物 の 使 用 の 分 野 に 関 す る 。 よ り 特 定 的 に は 、 新 規 の 多 価 の 髄 膜 炎 菌 性 外 膜 ベ シ ク ル （ ま
た は 小 胞 ） ワ ク チ ン 、 お よ び そ の よ う な ワ ク チ ン を よ り 効 果 的 に 与 え る た め の 有 利 な 方 法
の 分 野 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 髄 膜 炎 菌 （ Neisseria meningitidis） （ meningococcus） は 、 グ ラ ム 陰 性 細 菌 で あ り 、
し ば し ば ヒ ト 上 気 道 よ り 単 離 さ れ る 。 そ れ は 、 菌 血 症 お よ び 髄 膜 炎 等 の 侵 襲 性 細 菌 性 疾 患
を 引 き 起 こ す こ と が あ る 。 髄 膜 炎 菌 性 疾 患 の 発 症 率 は 、 地 理 的 、 季 節 的 お よ び 年 毎 で の 差
異 を 示 す （ Schwartz, B., Moore, P.S., Broome, C.V.; Clin. Microbiol. Rev. 2(Suppl
ement), S18-S24, 1989） 。 温 帯 の 国 に お け る 多 く の 疾 患 は 、 血 清 型 B株 が 原 因 と な り 、 発
症 率 は 総 人 口 の 1～ 10/100,000/年 か ら 変 動 し 、 そ れ よ り 高 い 値 に 達 す る 場 合 も あ る （ Kacz
marski, E.B. (1997), Commun. Dis. Rep. Rev. 7: R55-9, 1995、 Scholten, R.J.P.M., 
Bijlmer, H.A., Poolman, J.T.ら  Clin. Infect. Dis. 16:237-246, 1993、 Cruz, C., Pa
vez, G., Aguilar, E.,ら  Epidemiol. Infect. 105:119-126, 1990） 。 2つ の ハ イ リ ス ク
群 （ 幼 児 お よ び 十 代 ） に お け る 年 齢 特 異 的 な 発 症 率 は 、 よ り 高 レ ベ ル に 達 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 血 清 型 A髄 膜 炎 菌 に よ り 支 配 さ れ る 流 行 病 の ほ と ん ど は 中 央 ア フ リ カ で 発 生 し 、 1000/10
0,000/年 の レ ベ ル に ま で 達 す る 場 合 も あ る （ Schwartz, B., Moore, P.S., Broome, C.V.;
 Clin. Microbiol. Rev. 2(Supplement), S18-S24, 1989） 。 全 体 と し て 、 髄 膜 炎 菌 性 疾
患 の ほ と ん ど 全 て の 場 合 、 血 清 型 A、 B、 C、 W-135お よ び Y髄 膜 炎 菌 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ
る 。 四 価 の A、 C、 W-135、 Y莢 膜 多 糖 体 ワ ク チ ン が 利 用 可 能 で あ る （ Armand, J., Arminjon
, F., Mynard, M.C., Lafaix, C. J. Biol. Stand. 10:335-339, 1982） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
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　 多 糖 体 ワ ク チ ン は 現 在 、 そ れ ら を 担 体 タ ン パ ク 質 に 化 学 的 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト す る 方 法 に
よ り 改 良 さ れ て い る （ Lieberman, J.M., Chiu, S.S., Wong, V.K.,ら  JAMA 275:1499-150
3, 1996） 。 血 清 型 Bワ ク チ ン が 使 用 で き な い の は 、 B莢 膜 多 糖 体 が 非 免 疫 原 性 で あ る た め
で あ り 、 恐 ら く そ れ が 宿 主 構 成 成 分 と 構 造 的 な 類 似 性 を 共 有 す る た め で あ る （ Wyle, F.A.
, Artenstein, M.S., Brandt, M.L.ら  J. Infect. Dis. 126:514-522, 1972、 Finne, J.M
., Leinonen, M., Makela, P.M. Lancet ii.:355-357, 1983） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 従 っ て 、 何 年 に も 渡 り 、 髄 膜 炎 菌 外 膜 ベ シ ク ル （ ま た は 小 胞 ） に 基 づ い た ワ ク チ ン の 開
発 に 焦 点 を お い た 努 力 が さ れ て き た （ de Moraes, J.C., Perkins, B., Camargo, M.C.ら  
Lancet 340:1074-1078, 1992、 Bjune, G., Hoiby, E.A. Gronnesby, J.K.ら  338:1093-10
96, 1991） 。 そ の よ う な ワ ク チ ン は 、 宿 主 に 投 与 さ れ た 場 合 に 感 染 防 御 免 疫 応 答 を 誘 発 す
る こ と の で き る 、 適 切 な 折 り 畳 み 構 造 に お け る い く つ か の 完 全 な 外 膜 タ ン パ ク 質 を 含 む と
い う 利 点 を 有 す る 。 さ ら に 、 ナ イ セ リ ア 株 （ 髄 膜 炎 菌 血 清 型 B-menBを 含 む ） は 、 工 業 的 規
模 で の 生 産 を 許 容 す る の に 十 分 な 量 の 外 膜 小 胞 を 排 出 す る 。 あ る い は ま た 、 小 胞 は 、 ワ ク
チ ン か ら い く つ か の 内 毒 素 （ リ ポ 多 糖 ま た は LPS、 リ ポ オ リ ゴ 多 糖 ま た は LOSと も 呼 ば れ る
） を 除 去 す る と い う 利 点 を 有 す る 、 細 菌 細 胞 の 界 面 活 性 剤 抽 出 （ EP 11243） を 含 む 既 知 の
方 法 に よ り 調 製 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 野 生 型 の menB株 由 来 の そ の よ う な 多 成 分 性 外 膜 タ ン パ ク 質 ワ ク チ ン は 、 高 年 齢 の 子 供 （
4歳 よ り 上 ） お よ び 青 年 の 57％ ～ 85％ に 有 効 性 を 示 し 、 ラ テ ン ア メ リ カ に お い て 登 録 さ れ
る よ う に な っ て き た 。 こ れ ら の 有 効 性 治 験 の ほ と ん ど は 、 界 面 活 性 剤 抽 出 法 に よ っ て 作 製
し た menB OMV（ 外 膜 ベ シ ク ル ） に よ っ て 実 施 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 PorA、 PorB、 Rmp、 Opc、 Opa、 FrpB等 の 多 く の 細 菌 外 膜 構 成 成 分 は 、 こ れ ら の ワ ク チ ン
中 に 存 在 し 、 観 察 さ れ る 感 染 防 御 に 対 す る こ れ ら の 構 成 成 分 の 寄 与 は 、 依 然 と し て さ ら な
る 明 確 化 が 必 要 で あ る 。 TbpB、 NspA等 の 他 の 細 胞 外 膜 構 成 成 分 が 、 感 染 防 御 免 疫 の 誘 導 と
潜 在 的 に 関 連 す る こ と が （ 動 物 ま た は ヒ ト 抗 体 を 用 い て ） 明 確 化 さ れ て き て い る （ Martin
, D., Cadieux, N., Hamel, J., Brodeux, B. R., J. Exp. Med. 185:1173-1183, 1997、
Lissolo, L., Maitre-Wilmotte, C., Dumas, p.ら , Inf. Immun. 63:884-890, 1995） 。
感 染 防 御 免 疫 の メ カ ニ ズ ム は 、 抗 体 介 在 殺 菌 活 性 お よ び オ プ ソ ノ フ ァ ゴ サ イ ト ー シ ス （ op
sonophagocytosis） を 含 む で あ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 髄 膜 炎 菌 感 染 の 頻 度 は 、 過 去 数 十 年 、 多 く の ヨ ー ロ ッ パ の 国 々 に お い て 増 加 し て き て い
る 。 こ れ は 、 社 会 的 活 動 の 場 （ 例 え ば 、 水 泳 プ ー ル 、 劇 場 等 ） の 増 加 に よ る 伝 染 の 増 加 に
起 因 し て き た 。 い く つ か の 標 準 的 な 抗 生 物 質 に 対 し て 感 受 性 が 低 い 、 ま た は 耐 性 の 髄 膜 炎
菌 株 を 単 離 す る こ と は 、 も は や 珍 し い こ と で は な い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 、 ナ イ セ リ ア の 、 好 ま し く は 髄 膜 炎 菌 性 の 疾 患 を 効 果 的 に 予 防 ま た は 治 療 す る
た め の ワ ク チ ン 組 成 物 に 関 す る 。 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 使 用 す る 国 に お い て 流 行 し て い る
血 清 亜 型 （ PorA免 疫 型 ） を 有 す る 髄 膜 炎 菌 株 由 来 の 、 同 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 少 な く と も
1つ の 小 胞 、 お よ び 使 用 す る 国 に お い て 流 行 し て い る 血 清 亜 型 を 有 す る こ と を 必 要 と し な
い 髄 膜 炎 菌 株 由 来 の 、 異 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 少 な く と も 1つ の 小 胞 を 含 む 、 多 価 の 髄 膜
炎 菌 性 小 胞 組 成 物 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 出 版 物 お よ び 特 許 ま た は 特 許 出 願 の 中 に 開 示 さ れ る 、 対 象 の 問
題 な ら び に 情 報 は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 に 組 み 込 ま れ る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 含
む 」 と い う 言 葉 は 、 本 発 明 の 範 囲 内 に と ど ま っ て い る 限 り 全 て の 場 合 に お い て 、 「 か ら 成
る 」 と い う 用 語 と 置 換 さ れ 得 る と 解 釈 す べ き で あ る 。
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【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 現 在 利 用 可 能 な 髄 膜 炎 菌 性 小 胞 ワ ク チ ン （ （ 小 胞 が 由 来 す る 株 と ） 同 種
の 株 に 対 し て 十 分 な 血 清 殺 菌 活 性 （ SBA） だ け を 提 供 し 、 異 種 性 株 に 対 し て 十 分 で は な い S
BAを 提 供 す る ） の 問 題 に 対 す る 解 決 法 を 発 見 し て き た 。 通 常 、 当 技 術 分 野 に お け る 小 胞 は
、 特 定 の 国 ま た は 地 域 で 流 行 す る 株 由 来 の も の で あ る 。 同 種 の 感 染 防 御 は 当 然 で あ る が 、
感 染 防 御 さ れ な い 異 種 性 株 が 急 速 に 流 行 を 広 げ る 危 険 性 は 、 特 に 幼 少 の 子 供 に お い て 高 い
。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 特 定 の 多 価 小 胞 ワ ク チ ン 組 成 物 （ す な わ ち 、 少 な く と も 2つ の 異 な る 小
胞 を 含 む 組 成 物 ） が 、 ナ イ セ リ ア （ 特 に 髄 膜 炎 菌 ） の 同 種 お よ び 異 種 性 株 に 対 し て 十 分 な
SBAを 有 す る 宿 主 を 提 供 で き る こ と を 発 見 し て き た 。 そ の よ う な ワ ク チ ン は 、 あ る 国 の 個
人 に 感 染 す る 全 て /ほ と ん ど の 髄 膜 炎 菌 株 由 来 の 多 く の 異 な る 小 胞 で 作 製 さ れ た 高 価 な 小
胞 ワ ク チ ン よ り む し ろ 有 利 で あ り 、 本 発 明 の ワ ク チ ン は ワ ク チ ン 中 の 小 胞 の 数 を 最 小 限 す
る こ と に よ っ て 優 れ た 妥 協 策 を 提 供 し 、 同 時 に な お 、 流 行 株 に 対 し て 、 お よ び 流 行 株 か ら
の 症 例 が 減 少 し た 場 合 に 、 こ れ ら の 株 の 突 然 変 異 体 ま た は 新 し い 血 清 型 B株 の 移 入 に 対 し
て 、 優 れ た 特 異 性 お よ び 一 般 的 な 感 染 防 御 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 従 っ て 、 1つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 使 用 す る 国 に お い て 流 行 し て い る 血 清 亜 型 （ P
orA免 疫 型 ） を 有 す る 髄 膜 炎 菌 株 由 来 の 、 同 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 少 な く と も 1つ （ 例 え ば
、 1、 2、 3、 4、 5、 6ま た は 7つ ） の 小 胞 調 製 物 、 お よ び 使 用 す る 国 に お い て 流 行 し て い る
血 清 亜 型 を 有 す る こ と を 必 要 と し な い 髄 膜 炎 菌 株 由 来 の 、 異 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 少 な く
と も 1つ （ 例 え ば 、 1、 2、 3、 4、 5、 6ま た は 7つ ） の 小 胞 調 製 物 を 含 む 、 多 価 髄 膜 炎 菌 性 小
胞 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 「 使 用 す る 国 に お い て 流 行 し て い る 血 清 亜 型 を 有 す る 髄 膜 炎 菌 株 」 と は 、 小 胞 が 、 そ の
国 （ ま た は 地 域 ま た は 大 陸 ） に お い て 髄 膜 炎 菌 性 疾 患 を 引 き 起 こ す 全 て の 血 清 亜 型 の 株 の
中 に お い て 割 合 的 に 最 も 流 行 し て い る （ ま た は お そ ら く 2番 目 も し く は 3番 目 も し く は 4番
目 に 流 行 し て い る -特 に 、 同 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 2つ も し く は 3つ も し く は 4つ の 小 胞 調 製
物 が ワ ク チ ン 中 に 組 み 込 ま れ て い る 場 合 ） 血 清 亜 型 を 有 す る 髄 膜 炎 菌 株 （ す な わ ち 、 あ る
国 、 地 域 ま た は 大 陸 に お い て 、 研 究 に 基 づ い た 髄 膜 炎 菌 性 疾 患 の 活 性 調 査 中 に 単 離 さ れ る
株 ） 由 来 で あ る こ と を 意 味 す る 。 好 ま し く は そ の よ う な 小 胞 の 血 清 亜 型 は 、 そ の 国 （ も し
く は 地 域 も し く は 大 陸 ） に お い て 髄 膜 炎 菌 性 疾 患 を 引 き 起 こ す 全 て の 血 清 亜 型 の 1、 2、 3
、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 15、 20、 30、 40、 50ま た は 60％ 以 上 を 構 成 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 同 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 1つ の 小 胞 調 製 物 が 構 成 成 分 中 に 含 ま れ る 場 合 、 そ れ は そ の 国
（ も し く は 地 域 も し く は 大 陸 ） に お い て 最 も 流 行 し て い る 血 清 亜 型 を 有 す る 株 由 来 で あ る
こ と が 好 ま し く 、 2つ ま た は 3つ ま た は 4つ が 含 ま れ る 場 合 は 、 使 用 す る 株 が 2つ ま た は 3つ
ま た は 4つ の （ そ れ ぞ れ ） 最 も 流 行 し て い る 血 清 亜 型 を カ バ ー す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 「 使 用 す る 国 に お い て 流 行 し て い る 血 清 亜 型 を 有 す る こ と を 必 要 と し な い 髄 膜 炎 菌 株 」
と は 、 小 胞 が 、 そ の 国 （ ま た は 地 域 ま た は 大 陸 ） に お い て 髄 膜 炎 菌 性 疾 患 を 引 き 起 こ す 全
て の 血 清 亜 型 の 株 の 中 に お い て 割 合 的 に 最 も （ ま た は 2番 目 、 3番 目 、 4番 目 、 5番 目 も し く
は 6番 目 ） 流 行 し て い る 血 清 亜 型 由 来 で は な い 髄 膜 炎 菌 株 （ す な わ ち 、 あ る 国 、 地 域 ま た
は 大 陸 に お い て 、 実 験 室 に 基 づ い た 髄 膜 炎 菌 性 疾 患 の 孤 発 性 症 例 の 活 性 調 査 中 に 単 離 さ れ
る 株 ） 由 来 で あ り 得 る （ し か し 必 ず し も そ う で は な い ） こ と を 意 味 し 、 そ の よ う な 小 胞 の
血 清 亜 型 は 、 そ の 国 （ も し く は 地 域 も し く は 大 陸 ） に お い て 髄 膜 炎 菌 性 疾 患 を 引 き 起 こ す
全 て の 血 清 亜 型 の 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 15、 20、 30、 40、 50ま た は 60％ 以 下
を 構 成 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 「 髄 膜 炎 菌 株 由 来 の 」 と は 、 界 面 活 性 剤 非 存 在 下 で の 単 離 、 ま た は そ の 単 離 に お い て 界
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面 活 性 剤 （ デ オ キ シ コ ー ル 酸 等 ） を 含 む 工 程 と い っ た 、 あ ら ゆ る 既 知 の 方 法 を 用 い て 髄 膜
炎 菌 株 よ り 単 離 さ れ る 小 胞 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 「 同 種 の 殺 菌 活 性 」 ま た は 「 異 種 の 殺 菌 活 性 」 を 有 す る 小 胞 調 製 物 と は 、 宿 主 に 投 与 し
た 場 合 に 、 同 種 も し く は 異 種 の 髄 膜 炎 菌 株 そ れ ぞ れ に 対 す る 十 分 な 血 清 殺 菌 活 性 （ SBA）
を 誘 発 す る 小 胞 調 製 物 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 SBAは 、 髄 膜 炎 菌 性 ワ ク チ ン の 有 効 性 を 評 価 す る た め に 、 最 も 一 般 的 な 適 し た 免 疫 学 的
マ ー カ ー で あ る （ Perkinsら  J Infect Dis. 1998, 177:683-691） 。 十 分 な SBAは あ ら ゆ る
既 知 の 方 法 に よ っ て 確 認 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 血 液 サ ン プ ル は 初 回 の ワ ク チ ン
接 種 の 前 、 2回 目 の ワ ク チ ン 接 種 の 2ヵ 月 後 お よ び 3回 目 の ワ ク チ ン 接 種 の 1ヵ 月 後 に 採 取 さ
れ る （ 1年 間 に 3回 の ワ ク チ ン 接 種 は 、 典 型 的 な ヒ ト 第 一 次 ワ ク チ ン 接 種 計 画 で あ り 、 例 え
ば 、 0、 2お よ び 4ヵ 月 ま た は 0、 1お よ び 6ヵ 月 に 投 与 さ れ る ） 。 そ の よ う な ヒ ト 第 一 次 ワ ク
チ ン 接 種 計 画 は 、 1歳 以 下 の 幼 児 （ 例 え ば 、 Hibワ ク チ ン 接 種 と 同 時 に 実 施 さ れ る ） に お い
て 実 施 す る こ と が で き 、 ま た は 2～ 4歳 児 も し く は 青 年 に も そ の よ う な 第 一 次 ワ ク チ ン 接 種
計 画 で SBAを 試 験 す る た め に ワ ク チ ン 接 種 を し て も よ い 。 適 用 可 能 な ら ば 、 さ ら な る 血 液
サ ン プ ル は 、 第 一 次 ワ ク チ ン 接 種 後 6～ 12ヵ 月 後 、 お よ び 追 加 免 疫 投 与 の 1ヵ 月 後 に 採 取 さ
れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 SBAは 、 （ 2～ 4歳 の ヒ ト ま た は 青 年 に お い て 、 し か し 好 ま し く は 生 後 1年 以 内 の 幼 児 に お
い て ） （ 第 一 次 ワ ク チ ン 接 種 計 画 の ） 3回 目 の ワ ク チ ン 投 与 の 1ヵ 月 後 で あ る 場 合 、 同 種 の
殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 調 製 物 に と っ て 十 分 で あ り 、 小 胞 が 由 来 す る 髄 膜 炎 菌 の 株 に 対 す る
SBA（ 抗 体 希 釈 物 ） 力 価 に お い て （ ワ ク チ ン 接 種 前 の 力 価 と 比 較 し て ） 4倍 増 加 す る 被 験 体
の 割 合 は 、 被 験 体 の 30％ 以 上 、 好 ま し く は 40％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は 50％ 以 上 お よ び 最 も
好 ま し く は 60％ 以 上 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 当 然 、 由 来 す る 髄 膜 炎 菌 株 に 対 す る 十 分 な SBAを 誘 発 で き る 場 合 、 異 種 の 殺 菌 活 性 を 有
す る 小 胞 調 製 物 も ま た 、 同 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 調 製 物 を 構 成 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 SBAは 、 （ 2～ 4歳 の ヒ ト ま た は 青 年 に お い て 、 し か し 好 ま し く は 生 後 1年 以 内 の 幼 児 に お
い て ） （ 第 一 次 ワ ク チ ン 接 種 計 画 の ） 3回 目 の ワ ク チ ン 投 与 の 1ヵ 月 後 で あ る 場 合 、 異 種 の
殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 調 製 物 に と っ て 十 分 で あ り 、 髄 膜 炎 菌 の 3種 の 異 種 性 株 に 対 す る SBA
（ 抗 体 希 釈 物 ） 力 価 に お い て （ ワ ク チ ン 接 種 前 の 力 価 と 比 較 し て ） 4倍 増 加 し た 被 験 体 の
割 合 は 、 被 験 体 の 20％ 以 上 、 好 ま し く は 30％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は 35％ 以 上 お よ び 最 も 好
ま し く は 40％ 以 上 で あ る 。 そ の よ う な 試 験 は 、 異 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 調 製 物 が 種 々
の 髄 膜 炎 菌 株 に 対 す る 交 差 殺 菌 性 （ cross-bactericidal） 抗 体 を 誘 導 し 得 る か 否 か の 優 れ
た 指 標 で あ る 。 3種 の 異 種 性 株 は 好 ま し く は 、 互 い に 、 お よ び 好 ま し く は 異 種 の 殺 菌 活 性
を 有 す る 小 胞 調 製 物 が 作 製 さ れ る 株 と 、 異 な る 電 気 泳 動 タ イ プ （ ET） -複 合 体 ま た は 多 座
配 列 分 類 （ MLST） 様 式 （ Maidenら  PNAS USA 1998, 95:3140-5参 照 ） を 有 す る べ き で あ る
。 当 業 者 は 、 髄 膜 炎 菌 間 、 特 に 深 刻 な 疾 患 苦 の 原 因 に な っ て い る と 認 識 さ れ 、 お よ び /ま
た は 認 識 さ れ た MenB高 病 原 性 系 統 を 示 す 、 髄 膜 炎 菌 B型 株 間 で 観 察 さ れ る 遺 伝 的 多 様 性 を
反 映 す る 、 異 な る ET-複 合 体 を 有 す る 3種 の 株 を 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る で あ ろ う （ Ma
idenら  前 述 ） 。 例 え ば 、 使 用 さ れ 得 る 3種 の 株 は 以 下 の も の で あ る ： A-4ク ラ ス タ ー に 属
す る BZ10（ B:2b:P1.2） ET-37複 合 体 に 属 す る B16B6（ B:2a:P1.2） お よ び ET-5複 合 体 に 属 す
る H44/76（ B:15:P1.7,16） ま た は 同 じ ET/ク ラ ス タ ー に 属 す る あ ら ゆ る 他 の 株 。 そ の よ う
な 株 は 、 異 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 調 製 物 を 試 験 す る た め に 使 用 し て も よ く 、 例 え ば 、
ET-5複 合 体 に 属 す る 髄 膜 炎 菌 株 CU385（ B:4:P1.15） か ら 作 製 し て も よ い 。 使 用 さ れ 得 る 別
の サ ン プ ル 株 （ 例 え ば 、 上 記 の 3種 の 試 験 株 の い ず れ か の 代 わ り ） は 、 系 統 3流 行 ク ロ ー ン
（ 例 え ば NZ124(B:4:P1.7,4)） 由 来 で あ る 。 B16B6と 互 換 的 に 使 用 さ れ 得 る 別 の ET-37株 は
、 NGP165（ B:2a:P1.2） で あ る 。
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【 ０ ０ ２ ３ 】
　 SBA活 性 を 測 定 す る た め の 工 程 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 使 用 さ
れ 得 る 方 法 は WO 99/09176の 実 施 例 10Cに 記 載 さ れ る 。 一 般 的 な 用 語 に お い て 、 試 験 さ れ る
株 の 培 養 物 は 対 数 増 殖 期 で 増 殖 さ れ る （ 好 ま し く は 、 イ オ ン 欠 乏 条 件 下 -増 殖 培 地 に EDTA
等 の イ オ ン キ レ ー ト 剤 を 添 加 す る こ と に よ る ） 。 こ れ を 、 約 20000 CFU/mlに 調 整 し た 作 業
用 細 胞 懸 濁 液 を 得 る た め に 、 BSAを 含 む 培 地 中 （ 0.3％ BSAを 含 む ハ ン ク ス 培 地 等 ） に 懸 濁
し て も よ い 。 一 連 の 反 応 混 合 物 は 、 一 連 の 試 験 さ れ る 血 清 の 2倍 希 釈 物 （ 好 ま し く は 56℃
で 30分 間 熱 不 活 性 化 さ れ た も の ） （ 例 え ば 、 50μ l/ウ ェ ル 体 積 で ） お よ び 試 験 さ れ る 2000
0 CFU/mlの 髄 膜 炎 菌 株 懸 濁 液 （ 例 え ば 、 25μ l/ウ ェ ル 体 積 で ） の 混 合 に よ り 作 製 す る こ と
が で き る 。 反 応 バ イ ア ル を イ ン キ ュ ベ ー ト し （ 例 え ば 37℃ で 15分 間 ） 、 振 と う （ 例 え ば 21
0 rpmで ） す る べ き で あ る 。 最 終 反 応 混 合 物 （ 例 え ば 体 積 100μ lで ） は さ ら に 補 体 源 （ 最
終 体 積 25％ の 予 備 試 験 済 み 仔 ウ サ ギ 血 清 等 ） を 含 み 、 上 記 の よ う に （ 例 え ば 37℃ で 60分 間
） イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ヒ ト SBA血 清 学 の た め に 、 仔 ウ サ ギ 補 体 よ り む し ろ ヒ ト 血 清 が 通
常 、 補 体 源 と し て 使 用 さ れ 、 使 用 す る バ ッ フ ァ ー は PBS MgCl 2  0.5mM CaCl 2  0.9mM グ ル コ
ー ス 0.1％  pH7.4で あ る 。 滅 菌 ポ リ ス チ レ ン U底 96穴 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を こ の ア ッ
セ イ に 使 用 で き る 。 マ ル チ チ ャ ネ ル ピ ペ ッ ト を 用 い て 、 各 ウ ェ ル か ら 一 部 （ 例 え ば 10μ l
） を 取 る こ と が で き 、 ミ ュ ー ラ ー -ヒ ル ト ン 寒 天 培 地 （ 好 ま し く は 、 1％ イ ソ ビ タ レ ッ ク ス
（ Isovitalex） お よ び 1％ 熱 不 活 性 化 ウ マ 血 清 を 含 む ） 上 に 滴 下 さ れ 、 （ 例 え ば 、 5％ CO 2
中 18時 間 37℃ で ） イ ン キ ュ ベ ー ト し て も よ い 。 好 ま し く は 、 個 々 の コ ロ ニ ー は 、 一 部 分 当
た り 80 CFU以 下 で あ り 得 る 。 以 下 の 3つ の 試 験 サ ン プ ル が 対 照 と し て 使 用 さ れ 得 る ： バ ッ
フ ァ ー ＋ 細 菌 ＋ 補 体 、 バ ッ フ ァ ー ＋ 細 菌 ＋ 不 活 性 化 補 体 、 血 清 ＋ 細 菌 ＋ 不 活 性 化 補 体 。 SB
A力 価 は 、 回 帰 計 算 に よ っ て 、 50％ の 細 胞 死 滅 に 相 当 す る 希 釈 物 の 測 定 を も た ら す デ ー タ
を 処 理 す る プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 直 接 算 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 者 ら は 本 発 明 の 異 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 調
製 物 が 、 免 疫 優 性 で あ る 外 膜 タ ン パ ク 質 （ OMP） を 欠 損 し て い る こ と に よ り 、 正 常 な 野 生
型 小 胞 調 製 物 と 比 較 し て 交 差 殺 菌 性 特 性 を 成 し 得 る こ と を 発 見 し て き た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 多 価 の 髄 膜 炎 菌 性 小 胞 を 提 供 し 、 こ こ で 、 異 種 の 殺 菌
活 性 を 有 す る 小 胞 は 、 比 較 の た め の （ comparator） 株 （ 例 え ば 野 生 型 MC58、 し か し 好 ま し
く は 野 生 型 株 H44/76） 由 来 の 小 胞 と 比 較 し て 免 疫 優 性 で あ る 外 膜 タ ン パ ク 質 を 欠 損 し て お
り 、 同 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 は 、 同 じ 比 較 の た め の 株 由 来 の 小 胞 と 比 較 し て 上 記 の 免
疫 優 性 で あ る 外 膜 タ ン パ ク 質 を 同 程 度 （ ま た は 好 ま し く は 全 く ） 欠 損 し て い な い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 当 業 者 は 、 免 疫 優 勢 で あ る も の を 容 易 に 理 解 す る で あ ろ う が 、 し か し 本 発 明 の 免 疫 優 性
で あ る OMPが 高 い 免 疫 原 性 、 （ 好 ま し く は 表 面 露 出 性 ル ー プ 配 列 中 の ） 表 面 露 出 性 エ ピ ト
ー プ を 有 す る こ と 、 お よ び 髄 膜 炎 菌 表 面 上 で の 発 現 性 が 高 い OMPの 上 位 10の 中 の 1つ （ 重 量
ま た は 細 胞 当 た り の 分 子 数 の ど ち ら か に よ る ） で あ る こ と が 好 ま し い 。 通 常 、 こ れ ら の OM
Pは 高 い 免 疫 原 性 で あ る が 、 し か し 株 に よ っ て そ れ ら の ル ー プ 構 造 の ア ミ ノ 酸 配 列 は か な
り 変 化 す る 。 そ の よ う な OMPの 例 示 は 以 下 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 「 欠 損 し た 」 と は 、 本 発 明 の 異 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 調 製 物 の 表 面 に お け る 本 発 明
の 免 疫 優 性 OMPが 、 比 較 の た め の 株 か ら 作 製 し た 小 胞 よ り 少 な い こ と を 意 味 す る 。 特 に 、
異 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 調 製 物 は 、 比 較 の た め の 株 か ら 調 製 さ れ た 同 量 の 小 胞 （ 全 タ
ン パ ク 質 に よ っ て 測 定 し た も の で 、 通 常 約 10μ gの タ ン パ ク 質 ） と 比 較 す る と 、 免 疫 優 性 O
MPの 量 は 98、 95、 90、 80、 70、 60、 50、 40、 30、 20、 10ま た は 5％ 未 満 で あ る べ き で あ る
。 こ れ は 例 え ば 、 SDS-PAGEゲ ル に お け る OMPバ ン ド 濃 度 測 定 に よ っ て 評 価 す る こ と が で き
、 例 え ば 、 実 施 例 4に 記 載 さ れ る 。 最 も 好 ま し く は 、 本 発 明 の 異 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 小
胞 調 製 物 は 、 免 疫 優 性 OMPを 有 さ な い べ き で あ る 。 上 記 は ま た 、 こ の 記 載 が 比 較 の た め の
株 に 関 連 す る 小 胞 調 製 物 株 の 表 面 に お け る 免 疫 優 性 OMPの レ ベ ル を 比 較 す る 点 に お い て 「
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欠 損 」 の 定 義 で あ る 。 小 胞 ま た は 株 も ま た 、 随 意 に 免 疫 優 性 OMPを 欠 損 し 得 る の は 、 OMPを
小 胞 /株 の 外 膜 の 表 面 に 露 出 し な い よ う に 操 作 す る 場 合 、 あ る い は OMPが 同 レ ベ ル で 発 現 す
る が し か し 1つ 以 上 の 表 面 露 出 性 ル ー プ を 、 よ り 異 種 の 殺 菌 活 性 で あ る よ う な 株 か ら 産 生
す る 小 胞 を 得 る た め に 、 置 換 、 変 異 も し く は 欠 失 に よ っ て 変 化 が 少 な い よ う ま た は 免 疫 優
性 が 劣 る よ う 操 作 す る 場 合 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 好 ま し く は 、 髄 膜 炎 菌 株 源 由 来 の 異 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 調 製 物 を 生 じ る 工 程 は 、
比 較 の た め の 株 か ら 小 胞 を 生 じ る た め に 用 い ら れ る も の と 同 じ で あ る （ 好 ま し く は 、 Fred
eriksenら  NIPH Annals. 1991, 14:67-80に 記 載 の 方 法 ） 。 し か し 、 こ れ は 特 に 異 種 の 殺
菌 活 性 を 有 す る 小 胞 調 製 物 が 免 疫 優 性 OMPを 欠 損 し て い る 理 由 が 、 小 胞 を 産 生 し た 方 法 に
よ る 場 合 の ケ ー ス で は 必 要 な い 。 そ の よ う な ケ ー ス に お い て 、 比 較 の た め の 株 の 小 胞 産 生
の た め の 標 準 的 な 製 法 は 、 Frederiksenら （ NIPH Annals. 1991, 14:67-80） ま た は Bjune
ら （ NIPH Annals. 1991 14:81-93） に 記 載 さ れ る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 異 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 は 、 免 疫 優 性 外 膜 タ ン パ ク 質 を 天 然 で 欠 損 し た 野 生 型 髄 膜
炎 菌 株 由 来 、 ま た は 免 疫 優 性 外 膜 タ ン パ ク 質 を 欠 損 さ せ た 髄 膜 炎 菌 株 由 来 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 特 に 、 異 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 は 、 遺 伝 子 操 作 に よ り 、 産 出 す る 株 の OMPを 欠 損 さ
せ た り 、 ま た は 操 作 さ れ る 株 が 由 来 す る 野 生 型 株 と 比 較 し て OMPが 少 な い も し く は な い も
の を 産 生 す る こ と で 、 免 疫 優 性 外 膜 タ ン パ ク 質 を 欠 損 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 「 少 な い ま た は な い 」 と は 、 特 に 、 操 作 さ れ た 株 が 由 来 す る 野 生 型 株 と 比 較 し て 、 株 が
そ の 表 面 で 発 現 す る 免 疫 優 性 OMPの 量 が 98、 95、 90、 80、 70、 60、 50、 40、 30、 20、 10ま
た は 5％ 未 満 で あ る こ と を 意 味 す る 。 最 も 好 ま し く は 、 操 作 さ れ る 株 が い か な る 免 疫 優 性 O
MPも 発 現 し な い 。 OMPを 株 の 外 膜 の 表 面 に 露 出 し な い よ う に 操 作 す る 場 合 、 あ る い は 随 意
に 、 OMPが 同 レ ベ ル で 発 現 す る が し か し 1つ 以 上 の 表 面 露 出 性 ル ー プ を 、 よ り 異 種 の 殺 菌 活
性 で あ る よ う な 株 か ら 産 生 す る 小 胞 を 得 る た め に 、 置 換 、 変 異 も し く は 欠 失 に よ っ て 変 化
が 少 な い よ う ま た は 免 疫 優 性 が 劣 る よ う 操 作 す る 場 合 、 株 は ま た 免 疫 優 性 OMPが 少 な い ま
た は な い も の で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 免 疫 優 性 OMPを コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 既 知 の 技 術 に よ っ て 上 記 の 方 法 で 操 作 さ
れ 得 る 。 特 に 、 髄 膜 炎 菌 株 は 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー ま た は コ ー ド 領 域 の ど ち ら か を 遺 伝 子
的 に 改 変 さ れ 得 、 株 は 上 記 免 疫 優 性 外 膜 タ ン パ ク 質 が 少 な い ま た は な い も の を 産 出 す る 。
こ れ を 成 し 得 る 詳 細 な 方 法 は WO 01/09350に 記 載 さ れ る 。 例 え ば 、 ト ラ ン ス ポ ゾ ン （ も し
く は 他 の 配 列 ） を 挿 入 す る こ と で 、 該 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 ま た は プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 破 壊
し て も よ く 、 あ る い は 点 変 異 ま た は 欠 失 は 同 じ 結 果 を 成 し 得 る 。 プ ロ モ ー タ ー も し く は コ
ー ド 領 域 は 完 全 に ま た は 一 部 を 欠 失 さ れ 得 る こ と で 、 免 疫 優 性 の 劣 る 遺 伝 子 産 物 を 得 る （
例 え ば 、 表 面 露 出 性 ル ー プ に 提 示 さ れ る 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ の 置 換 、 変 異 ま た は 欠 失 に よ
る ） 。 組 換 え 現 象 は OMPに お け る 配 列 を 欠 失 、 挿 入 ま た は 変 異 さ せ る た め に 用 い る こ と が
で き 、 そ れ ら に 、 強 い プ ロ モ ー タ ー の 弱 い （ も し く は な い ） プ ロ モ ー タ ー へ の 置 換 と い っ
た 、 免 疫 優 性 の 低 減 化 を 与 え る 。 フ レ ー ム シ フ ト 変 異 も ま た 、 コ ー ド 領 域 内 に 挿 入 さ れ 得
る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 理 論 的 に 拘 束 さ れ る の は 望 ま な い が 、 同 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 が 、 本 発 明 の 免 疫 優
性 （ し か し 可 変 性 の ） OMPに 対 し て 生 じ る 殺 菌 性 抗 体 に よ っ て 、 使 用 す る 国 に お い て 流 行
す る 株 に 対 し て 有 効 で あ る の で 、 同 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 を 有 す る そ の よ う な 小 胞 の
混 合 は ワ ク チ ン と し て 有 効 で あ る が 、 し か し 、 本 発 明 の 免 疫 優 性 OMPが 、 小 胞 表 面 に 提 示
す る （ よ り 低 レ ベ ル で 提 示 さ れ る ） よ り 保 存 さ れ た 抗 原 の 有 効 性 を 免 疫 学 的 に 遮 蔽 し 得 る
た め 、 上 記 の 不 都 合 の た め に 、 同 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 は 十 分 な 異 種 の 殺 菌 活 性 を 持
た な い 。 本 発 明 の 異 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 は 、 こ の 遮 蔽 を あ る 程 度 除 去 さ れ る の で 、
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小 胞 に お い て 低 レ ベ ル で 提 示 さ れ る 保 存 さ れ た OMPは 、 宿 主 の 免 疫 系 に よ り 影 響 を 及 ぼ す
こ と が で き 、 従 っ て 十 分 な 異 種 性 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 交 差 殺 菌 性 抗 体 を 宿 主 内 に 誘 発 し 得
る 。 両 タ イ プ の 小 胞 の 混 合 は 、 特 定 の 国 ま た は 地 域 で 使 用 す る た め の 最 適 な ワ ク チ ン の 中
に 調 剤 さ れ 得 る 調 製 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 好 ま し く は 、 異 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 は 、 免 疫 優 性 OMPが 欠 損 し て （ ま た は 低 減 も
し く は な く な る よ う に 操 作 さ れ て ） お り 、 そ れ は 以 下 の 抗 原 の う ち の 1つ 以 上 で あ る ： Por
A、 PorB、 OpC、 OpAま た は PilC。 好 ま し く は 、 小 胞 は PorAを 欠 損 し て （ ま た は 低 減 も し く
は な く な る よ う に 操 作 さ れ て ） い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 異 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 好 ま し い 小 胞 調 製 物 で 、 本 来 的 に PorAを 欠 損 す る も の
は 、 髄 膜 炎 菌 株 CU-385（ B:4:P1.19,15） か ら 単 離 さ れ る 、 好 ま し く は EP 301992-Bに 記 載
さ れ る 方 法 に よ り 単 離 さ れ る 小 胞 調 製 物 で あ る 。 こ の 株 ま た は 小 胞 に お い て 、 PorAは 、 比
較 の た め の 株 ま た は 小 胞 （ 例 え ば H44/76） と 比 較 し て 欠 損 し て い る 。 こ の 株 由 来 の 小 胞 調
製 物 （ あ る い は 、 CU-385ま た は CU-385小 胞 と 比 較 し て 、 同 じ ま た は よ り 低 い PorAレ ベ ル （
例 え ば 、 PorAが 全 タ ン パ ク 質 の 25、 22、 20、 15、 10も し く は 5％ 未 満 ） を 有 す る 類 似 の 株
由 来 の 小 胞 ） は 、 H44/76小 胞 と 比 較 し て 正 常 な レ ベ ル （ 同 じ ま た は そ れ 以 上 、 例 え ば 、 Po
rAが 全 タ ン パ ク 質 の 28、 30、 35ま た は 40％ 以 上 ） の PorAを 有 し 、 同 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る
小 胞 調 製 物 と 併 用 す る こ と が 非 常 に 適 し て い る こ と が 発 見 さ れ て い る 。 従 っ て 、 そ の よ う
な 小 胞 の 混 合 （ 特 に CU-385を 含 む も の ） は 本 発 明 の 好 ま し い 小 胞 混 合 で あ る 。 好 ま し く は
、 PorA量 は 最 終 小 胞 調 製 物 に お い て 評 価 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 さ ら に ま た 、 本 発 明 の 異 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 は 、 交 差 殺 菌 性 （ 十 分 な SBA） 特 性
に お い て さ ら に 改 良 さ れ 得 る 。 こ れ は 、 上 記 小 胞 の 表 面 の 特 定 の OMPの 量 を 増 大 す る こ と
に よ り 成 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 従 っ て 、 本 明 細 書 の 上 記 記 載 の 本 発 明 の 異 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 は 、 好 ま し く は 、
（ 株 に 遺 伝 子 の 余 分 な コ ピ ー を 付 加 す る こ と に よ っ て 、 も し く は 現 存 す る 遺 伝 子 の 上 流 に
よ り 強 い プ ロ モ ー タ ー を 挿 入 す る こ と に よ っ て の ど ち ら か 、 ま た は WO 01/09350に 記 載 の
あ ら ゆ る 他 の 方 法 の い ず れ か に よ っ て ） 発 現 が 上 方 制 御 さ れ た 1つ 以 上 の 下 記 の 遺 伝 子 を
有 す る 操 作 さ れ た 髄 膜 炎 菌 株 由 来 で あ る ： NspA（ WO 96/29412） 、 Hsf様 ま た は そ の 末 端 切
断 型 （ WO 99/31132お よ び WO 01/55182、 NhhAと し て も 知 ら れ る ） 、 Hap（ PCT/EP99/02766
） 、 OMP85（ WO 00/23595） 、 PilQ（ PCT/EP99/03603） 、 PldA（ PCT/EP99/06718） 、 FrpB（
WO 96/31618） 、 TbpA（ WO92/03467、 US5912336、 WO93/06861お よ び EP586266） 、 TbpB（ WO
93/06861お よ び EP586266） 、 NadA（ Comanducciら J. Exp. Med. 2002 ; 1445-1454） 、
FrpAお よ び /ま た は FrpC（ WO 92/01460; Thompsonら (1993) J. Bacteriol. 175:811-818、
Thompsonら (1993) Infect. Immun.. 61:2906-2911） 、 LbpA、 LbpB（ PCT/EP98/05117） 、 F
haB（ WO98/02547、 配 列 番 号 38(ヌ ク レ オ チ ド 3083～ 9025)） 、 HasR（ PCT/EP99/05989） 、 l
ipo02（ PCT/EP99/08315） 、 Tbp2（ WO 99/57280） 、 MltA（ WO 99/57280） 、 TspA（ WO 00/0
3003） 、 TspB（ WO 00/03003） な ら び に ctrA（ PCT/EP00/00135） 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 「 上 方 制 御 さ れ た 発 現 」 は 、 非 修 飾 （ す な わ ち 、 天 然 に 存 在 す る ） 小 胞 ま た は 株 に 関 連
し た 、 対 象 の 抗 原 の 発 現 を 増 強 す る た め の あ ら ゆ る 手 段 を 指 す 。 「 上 方 制 御 」 の 量 は 、 対
象 の 特 定 の 抗 原 に よ っ て 変 化 す る が 、 し か し 、 小 胞 の 膜 の 完 全 性 を 破 壊 す る で あ ろ う 量 は
超 え な い で あ ろ う こ と が 理 解 さ れ る 。 抗 原 の 上 方 制 御 は 、 そ の 非 修 飾 化 小 胞 ま た は 株 よ り
少 な く と も 10％ 高 い 発 現 を 指 す 。 好 ま し く は 、 そ れ は 少 な く と も 50％ 高 い 。 よ り 好 ま し く
は 、 そ れ は 少 な く と も 100％ （ 2、 3、 5ま た は 10倍 ） 高 い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 多 価 小 胞 調 製 物 の 特 性 を 有 し 得 る 、 先 行 分 野 の 多 価 小 胞 調 製 物 （ ま た は そ の よ
う な 調 製 物 を 含 む ワ ク チ ン ） は 請 求 項 に 記 載 さ れ な い ； 例 え ば WO 01/09350に 開 示 さ れ る
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あ ら ゆ る 特 定 の 多 価 小 胞 調 製 物 （ 以 下 の 全 て の menB株 由 来 の 小 胞 よ り 構 成 さ れ る 混 合 等 ：
H44/76、 M97/252078、 BZ10、 NGP165お よ び CU385ま た は CU385由 来 の 小 胞 と 他 の 4株 の う ち
の 1種 以 上 由 来 の 1種 以 上 の 小 胞 調 製 物 よ り 構 成 さ れ る 混 合 ） も 、 WO 02/09643に 開 示 さ れ
る あ ら ゆ る 特 定 の 多 価 小 胞 調 製 物 （ 以 下 の 全 て の 髄 膜 炎 菌 株 由 来 の 小 胞 よ り 構 成 さ れ る 混
合 等 ： MenC RM1090、 MenB BZ198、 MenA Z1092も し く は こ れ ら 3株 の あ ら ゆ る 組 み 合 わ せ 由
来 の 小 胞 調 製 物 の 組 み 合 わ せ よ り 構 成 さ れ る 混 合 ） も 、 WO 01/91788に 開 示 さ れ る あ ら ゆ
る 特 定 の 多 価 小 胞 調 製 物 も 請 求 項 に 記 載 さ れ な い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】

　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 製 薬 上 許 容 さ れ 得 る 賦 形 剤 も ま た 含 み 得 る 、 ナ イ セ リ ア
性 （ 好 ま し く は 髄 膜 炎 菌 性 ） 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の た め の ワ ク チ ン に お け る 本 発 明 の 多
価 小 胞 組 成 物 の 製 剤 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 上 述 の あ ら ゆ る 株 由 来 の 小 胞 調 製 物 の 製 造 は 、 （ 他 に 記 載 が な け れ ば ） 当 業 者 に 公 知 の
任 意 の 方 法 に よ っ て 成 さ れ 得 る 。 好 ま し く は 、 EP 301992、 US 5,597,572、 EP 11243も し
く は US 4,271,147、 Frederiksonら （ NIPH Annals(1991), 14:67-80） 、 Zollingerら （ J. 
Clin. Invest. (1979), 63:836-848） 、 Saundersら （ Infect. Immun. (1999), 67:113-11
9） 、 Drabickら （ Vaccine(2000), 18:160-172） ま た は WO 01/09350（ 実 施 例 8） に 開 示 さ
れ る 方 法 を 用 い る 。 一 般 的 に 、 OMVは 界 面 活 性 剤 （ 好 ま し く は デ オ キ シ コ ー ル 酸 ） と と も
に 抽 出 さ れ 、 核 酸 は 随 意 に 酵 素 的 に 除 去 さ れ る 。 精 製 は 超 遠 心 分 離 の 後 に 、 随 意 に サ イ ズ
排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 う こ と に よ っ て 成 さ れ る 。 本 発 明 の 2種 以 上 の 異 な る 小 胞 を 1
つ の 容 器 に 混 合 さ れ 得 る こ と で 、 本 発 明 の 多 価 調 製 物 が 形 成 さ れ る （ し か し 、 本 発 明 の 異
な る 小 胞 が 、 宿 主 に 同 じ 時 間 （ 医 者 の 同 じ 訪 問 時 ） に 投 与 さ れ る 別 々 の 容 器 中 の 別 々 の 組
成 物 で あ る 場 合 も 、 調 製 物 は 多 価 で あ る と 考 え ら れ る ） 。 OMV調 製 物 は 通 常 0.2μ mフ ィ ル
タ ー を 通 し た 濾 過 に よ り 滅 菌 し 、 好 ま し く は 、 小 胞 調 製 物 を 安 定 化 す る こ と で 知 ら れ る シ
ョ 糖 溶 液 中 （ 例 え ば 3％ ） に 保 存 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 多 価 小 胞 調 製 物 を 構 成 す る 小 胞 は 、 遺 伝 的 に 多 様 な 株 由 来 で あ る こ と に 注 意 す
べ き で あ る （ す な わ ち 、 本 発 明 の 調 製 物 を 産 生 す る た め に 使 用 す る 全 て の 小 胞 産 生 株 の 比
較 は 、 得 ら れ る あ ら ゆ る 株 の ゲ ノ ム の 翻 訳 領 域 の 3％ 以 上 に 、 使 用 す る 他 の 株 の ゲ ノ ム の
翻 訳 領 域 の 各 々 と 遺 伝 子 的 な 差 異 が あ る こ と を 示 す ） 。 し か し 最 も 好 ま し く は 、 本 発 明 の
多 価 小 胞 調 製 物 は 完 全 に 髄 膜 炎 菌 B株 由 来 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ワ ク チ ン 調 製 物 は 一 般 的 に Vaccine Design（ 「 The subunit and adjuvant approach」 (
Powell M.F.お よ び Newman M.J.編 )(1995)Plenum Press New York） に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 多 価 小 胞 組 成 物 は 、 本 発 明 の ワ ク チ ン 製 剤 の 補 助 を し 得 る 。 適 切 な ア ジ ュ バ ン
ト は 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ゲ ル 、 ミ ョ ウ バ ン ま た は リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 等 の ア ル ミ ニ ウ ム
塩 （ 好 ま し く は 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ） を 含 む が 、 カ ル シ ウ ム の 塩 （ 特 に 炭 酸 カ ル シ ウ ム ）
、 鉄 ま た は 亜 鉛 で あ っ て も よ く 、 あ る い は ア シ ル 化 チ ロ シ ン の 不 溶 性 懸 濁 液 も し く は ア シ
ル 化 糖 、 陽 イ オ ン 的 も し く は 陰 イ オ ン 的 に 誘 導 体 化 し た 多 糖 ま た は ポ リ ホ ス フ ァ ゼ ン で あ
っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 使 用 さ れ 得 る 適 切 な Th1ア ジ ュ バ ン ト 系 は 、 モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ ド A、 特 に 3-de-O-ア シ
ル 化 モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ ド A（ ま た は 他 の LPSの 無 毒 性 誘 導 体 ） 、 お よ び モ ノ ホ ス ホ リ ル リ
ピ ド A、 好 ま し く は 3-de-O-ア シ ル 化 モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ ド A（ 3D-MPL） （ ま た は 無 毒 性 LPS
誘 導 体 ） を ア ル ミ ニ ウ ム 塩 と と も に 混 合 し た も の を 含 む 。 増 強 し た シ ス テ ム は 、 モ ノ ホ ス
ホ リ ル リ ピ ド Aお よ び サ ポ ニ ン 誘 導 体 の 混 合 物 、 特 に WO 94/00153に 記 載 さ れ る QS21（ も し
く は 他 の サ ポ ニ ン ） お よ び 3D-MPL（ も し く は 無 毒 性 LPS誘 導 体 ） の 混 合 物 、 ま た は WO96/33
739に 記 載 さ れ る QS21（ も し く は サ ポ ニ ン ） が コ レ ス テ ロ ー ル に よ り 失 活 し た 反 応 性 の 低
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い 組 成 物 を 含 む 。 特 に 、 QS21、 3D-MPLお よ び ト コ フ ェ ロ ー ル を 油 /水 エ マ ル ジ ョ ン 中 に 含
む 強 力 な ア ジ ュ バ ン ト 製 剤 は WO95/17210に 記 載 さ れ て お り 、 好 ま し い 製 剤 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 ワ ク チ ン は サ ポ ニ ン 、 好 ま し く は QS21を 含 み 得 る 。 こ れ は ま た 油 /水 エ マ ル ジ ョ ン お
よ び ト コ フ ェ ロ ー ル も 含 み 得 る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 非 メ チ ル 化 CpG（ WO 96/02555
） も ま た TH1反 応 の 好 ま し い 誘 導 物 質 で あ り 、 本 発 明 に お け る 使 用 に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン 調 製 物 は 、 感 染 に 対 し て 感 受 性 で あ る 哺 乳 動 物 を 保 護 す る ま た は 治 療
す る た め に 使 用 し て も よ く 、 そ れ は 全 身 ま た は 経 口 経 路 を 経 由 し た 上 記 ワ ク チ ン の 投 与 に
よ る 。 こ れ ら の 投 与 は 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 、 皮 内 も し く は 皮 下 経 路 を 介 し た 、 ま た は 口 腔 /
食 事 性 、 呼 吸 性 、 尿 生 殖 器 経 路 へ の 粘 膜 投 与 を 介 し た 注 入 を 含 み 得 る 。 従 っ て 、 本 発 明 の
1つ の 態 様 は 、 ナ イ セ リ ア （ 好 ま し く は 髄 膜 炎 菌 ） 細 菌 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 に 対
し て ヒ ト 宿 主 を 免 疫 化 す る 方 法 で あ り 、 こ の 方 法 は 、 免 疫 保 護 性 で あ る 用 量 の 本 発 明 の 多
価 小 胞 調 製 物 を 宿 主 に 投 与 す る こ と を 包 含 す る
　 各 々 の ワ ク チ ン 用 量 に お け る 小 胞 の 量 は 、 典 型 的 な ワ ク チ ン に お け る 深 刻 で 有 害 な 副 作
用 の な い 免 疫 保 護 性 反 応 を 誘 導 す る 量 が 選 択 さ れ る 。 そ の よ う な 量 は 、 使 用 す る 特 異 的 免
疫 原 お よ び そ れ が ど の よ う に 提 示 さ れ る か に よ っ て 変 化 す る で あ ろ う 。 一 般 的 に 、 各 々 の
用 量 は 各 々 の 小 胞 を （ タ ン パ ク 質 換 算 で ） 1～ 100μ g、 好 ま し く は 5～ 50μ gお よ び 最 も 典
型 的 に は 5～ 25μ gの 範 囲 内 で 含 む こ と が 予 想 さ れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 二 価 の 小 胞 ワ ク チ
ン に 対 す る 各 々 の 用 量 は 、 典 型 的 に は 2× 25μ gの 小 胞 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 特 定 の ワ ク チ ン に お け る 各 々 の 小 胞 の 最 適 な 量 は 、 被 験 体 に お け る 適 切 な 免 疫 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 。 初 回 （ 第 一 次 ） ワ ク チ ン 接 種 の 後
（ 典 型 的 に は 3回 の 投 与 を 、 好 ま し く は 生 後 1年 以 内 も し く は 青 年 期 の 間 の 1年 以 内 に 、 例
え ば 0、 2お よ び 4ヵ 月 も し く は 0、 1お よ び 6ヵ 月 で ） 、 被 験 体 に 1回 ま た は 数 回 の 追 加 免 疫
に よ る 免 疫 化 を （ 初 め の 第 一 次 投 与 に 続 い て 1年 後 に ） 適 切 に 間 隔 を 空 け て 受 け さ せ て も
よ い 。 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 生 後 1年 以 内 の 赤 ん 坊 、 2～ 4歳 児 ま た は 青 年 を 免 疫 化 す る た
め に 使 用 さ れ 得 る 。 生 後 1年 以 内 の 赤 ん 坊 に お け る 十 分 な 異 種 の 殺 菌 活 性 の 誘 発 に お い て
、 特 に 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 多 価 小 胞 調 製 物 お よ び ワ ク チ ン へ の 上 記 の 改 良 が 、 容 易 に （ 同 一 の 利 点
を 有 す る ） ゴ ー ス ト ま た は 死 菌 全 細 胞 調 製 物 お よ び ワ ク チ ン に ま で 及 び 得 る こ と を 認 識 す
る 。 本 発 明 の 多 価 小 胞 調 製 物 を 作 製 す る た め に 使 用 す る 髄 膜 炎 菌 株 は ま た 、 多 価 ゴ ー ス ト
お よ び 死 菌 全 細 胞 調 製 物 を 作 製 す る た め に も 使 用 す る こ と が で き る 。 グ ラ ム 陰 性 株 か ら ゴ
ー ス ト 調 製 物 （ 無 傷 の 外 被 を 有 す る 空 の 細 胞 ） を 作 製 す る 方 法 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公
知 で あ る （ 例 え ば WO 92/01791を 参 照 ） 。 ワ ク チ ン に 使 用 す る 不 活 性 化 細 胞 調 製 物 を 作 製
す る た め の 死 菌 全 細 胞 の 方 法 も ま た 公 知 で あ る 。 「 小 胞 調 製 物 」 お よ び 「 小 胞 ワ ク チ ン 」
と い う 用 語 と 同 様 に 本 文 書 中 に 記 載 さ れ る 工 程 は 、 従 っ て 、 本 発 明 の 目 的 の た め に 、 各 々
「 ゴ ー ス ト 調 製 物 」 お よ び 「 ゴ ー ス ト ワ ク チ ン 」 な ら び に 「 死 菌 全 細 胞 調 製 物 」 お よ び 「
死 菌 全 細 胞 ワ ク チ ン 」 と い う 用 語 に 適 用 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】

　 上 記 記 載 の 本 発 明 の 好 ま し い ワ ク チ ン で 、 ニ ュ ー ジ ー ラ ン ド ま た は ヨ ー ロ ッ パ （ 好 ま し
く は ヨ ー ロ ッ パ 連 合 ） に お け る ワ ク チ ン 接 種 計 画 で 使 用 さ れ る の に 特 に 適 し て い る も の は
、 本 発 明 の 多 価 小 胞 組 成 物 を 含 み 、 こ こ で 同 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 は 、 血 清 亜 型 P1.4
を 有 す る 髄 膜 炎 菌 株 由 来 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 上 記 記 載 の 本 発 明 の 好 ま し い ワ ク チ ン で 、 ア メ リ カ 合 衆 国 に お け る ワ ク チ ン 接 種 計 画 で
使 用 さ れ る の に 特 に 適 し て い る も の は 、 本 発 明 の 多 価 小 胞 組 成 物 を 含 み 、 こ こ で 同 種 の 殺
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菌 活 性 を 有 す る 小 胞 は 、 血 清 亜 型 P1.7,16を 有 す る 髄 膜 炎 菌 株 由 来 で あ り 、 お よ び 随 意 に
、 同 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る さ ら な る 小 胞 は 、 以 下 に リ ス ト さ れ る も の よ り 選 択 さ れ る 血 清
亜 型 を 有 す る 1種 以 上 （ 2、 3ま た は 4種 全 て ） の 髄 膜 炎 菌 株 由 来 の も の を 含 む ： P1.7,1、 P1
.5,2、 P1.22a,14お よ び P1.14。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 上 記 記 載 の 本 発 明 の 好 ま し い ワ ク チ ン で 、 ノ ル ウ ェ ー に お け る ワ ク チ ン 接 種 計 画 で 使 用
さ れ る の に 特 に 適 し て い る も の は 、 本 発 明 の 多 価 小 胞 組 成 物 を 含 み 、 こ こ で 同 種 の 殺 菌 活
性 を 有 す る 小 胞 は 、 血 清 亜 型 P1.16を 有 す る 髄 膜 炎 菌 株 由 来 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 上 記 の ワ ク チ ン 全 て に 対 し て 、 ワ ク チ ン が 含 む 異 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 は 、 好 ま し
く は CU-385株 （ ま た は 類 似 の 株 も し く は 小 胞 調 製 物 で 、 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に 、 CU-3
85も し く は CU-385小 胞 と 同 等 ま た は よ り 少 な い PorAを 各 々 有 す る も の ） 由 来 で あ る 。 上 記
の よ う に 、 さ ら に 好 ま し い の は 、 同 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 上 記 に リ ス ト さ れ た 小 胞 ま た は
そ れ が 由 来 す る 株 が 、 H44/76小 胞 ま た は 株 と 同 等 ま た は よ り 多 い PorAを 各 々 有 す る こ と で
あ る 。 好 ま し く は 、 PorA量 は 最 終 小 胞 調 製 物 中 で 評 価 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】

　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 一 定 の 疾 患 状 態 に 対 し て 使 用 す る の に 有 利 な 他 の 抗 原 を 有 す
る 、 本 発 明 の 多 価 小 胞 調 製 物 ま た は ワ ク チ ン を 含 む ワ ク チ ン 混 合 で あ る 。 小 胞 が 他 の 抗 原
と と も に 調 剤 す る の に 特 に 適 し て い る の は 、 有 利 な こ と に 、 共 に 混 合 さ れ る 抗 原 へ の ア ジ
ュ バ ン ト 効 果 を 有 す る た め で あ る こ と が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 1つ の 好 ま し い 混 合 に お い て 、 本 発 明 の 多 価 髄 膜 炎 菌 小 胞 調 製 物 ま た は ワ ク チ ン は 、 以
下 の ： A、 C、 Yま た は Wの 髄 膜 炎 菌 莢 膜 多 糖 体 の う ち 1～ 3つ ま た は 好 ま し く は 4つ 全 て と と
も に 調 剤 さ れ 、 そ の ま ま か ま た は T細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む 担 体 （ 好 ま し く は 、 破 傷 風 毒 素
、 ジ フ テ リ ア 毒 素 も し く は CRM197等 の タ ン パ ク 質 担 体 ） に コ ン ジ ュ ゲ ー ト し て も よ い 。 「
多 糖 」 と い う 用 語 は 、 サ イ ズ の 不 均 一 な も し く は サ イ ズ の 揃 っ た 多 糖 類 ま た は サ イ ズ の 揃
っ た 少 糖 類 を 含 む こ と を 意 図 す る 。 好 ま し く は 、 少 な く と も Cお よ び Yは ヨ ー ロ ッ パ ワ ク チ
ン 中 に 含 ま れ 、 少 な く と も Cは 合 衆 国 ワ ク チ ン 中 に 含 ま れ 、 そ し て 少 な く と も Aお よ び Cは
ア フ リ カ 、 南 ア メ リ カ ま た は 赤 道 付 近 の 国 に 対 す る ワ ク チ ン 中 に 含 ま れ る 。 そ の よ う な ワ
ク チ ン は 、 世 界 的 髄 膜 炎 菌 性 ワ ク チ ン と し て 使 用 す る の に 有 利 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 さ ら に 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の 多 価 小 胞 調 製 物 あ る い は ワ ク チ ン （ 好 ま し
く は 、 そ の ま ま か ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た 髄 膜 炎 菌 莢 膜 多 糖 体 A、 C、 Yも し く は Wの う ち
、 1、 2、 3ま た は 4つ 全 て と と も に 調 剤 さ れ る ） は コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た イ ン フ ル エ ン ザ 菌 （
H. influenzae） b莢 膜 多 糖 、 お よ び /ま た は 1つ 以 上 の そ の ま ま か も し く は コ ン ジ ュ ゲ ー ト
し た 肺 炎 球 菌 莢 膜 多 糖 体 と と も に 調 剤 さ れ る 。 随 意 に 、 ワ ク チ ン は ま た 肺 炎 連 鎖 球 菌 （ St
reptococcus pneumoniae） 感 染 に 対 し て 宿 主 を 防 御 す る こ と の で き る 、 1つ 以 上 の タ ン パ
ク 質 抗 原 を 含 み 得 る 。 そ の よ う な ワ ク チ ン は 、 世 界 的 髄 膜 炎 ワ ク チ ン と し て 有 利 に 使 用 し
得 る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 肺 炎 球 菌 莢 膜 多 糖 抗 原 は 、 好 ま し く は 血 清 型 1、 2、 3、 4、 5、 6B、 7F、 8、 9N、 9V、 10A
、 11A、 12F、 14、 15B、 17F、 18C、 19A、 19F、 20、 22F、 23Fお よ び 33Fよ り （ 最 も 好 ま し く
は 、 血 清 型 1、 3、 4、 5、 6B、 7F、 9V、 14、 18C、 19Fお よ び 23Fよ り ） 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 好 ま し い 肺 炎 球 菌 タ ン パ ク 質 抗 原 は 、 （ 少 な く と も 肺 炎 球 菌 の 生 活 環 の 一 部 の 間 に 、 宿
主 の 免 疫 系 に よ っ て 認 識 さ れ る こ と が で き る ） 肺 炎 球 菌 の 外 表 面 に 露 出 し て い る よ う な 肺
炎 球 菌 タ ン パ ク 質 、 ま た は 肺 炎 球 菌 に よ っ て 分 泌 も し く は 放 出 さ れ る タ ン パ ク 質 で あ る 。
最 も 好 ま し く は 、 タ ン パ ク 質 は 毒 素 、 ア ド ヘ シ ン 、 二 成 分 シ グ ナ ル 伝 達 因 子 も し く は 肺 炎
連 鎖 球 菌 の リ ポ タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の 切 断 物 も し く は 免 疫 学 的 機 能 等 価 物 で あ る 。 特 に
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好 ま し い タ ン パ ク 質 は 以 下 の も の を 含 む が 、 こ れ ら の 限 定 さ れ な い ： ニ ュ ー モ リ シ ン （ 好
ま し く は 化 学 的 処 理 も し く は 突 然 変 異 に よ り 無 毒 化 さ れ た も の ） （ Mitchellら  nucleic A
cids Res. 1990 Jul 11; 18(13):4010 "Comparison of pneumolysin genes and proteins
 from Streptococcus pneumoniae types 1 and 2."、 Mitchellら  Biochem Biophys Acta 
1989 Jan 23; 1007(1):67-72 "Expression of the pneumolysin gene in Escherichia co
li rapid purification and biological propaties."、 WO 96/05859（ A. Cyanamid） 、 WO
 90/06951（ Patonら ） 、 WO 99/03884（ NAVA） ） 、 PspAお よ び そ の 膜 貫 通 欠 失 体 （ US 5804
193-Brilesら ） 、 PspCお よ び そ の 膜 貫 通 欠 失 体 （ WO 97/09994-Brilesら ） 、 PsaAお よ び そ
の 膜 貫 通 欠 失 体 （ Berryお よ び Paton, Infect Immun 1996 Dec;64(12):5255-62 "Sequence
 heterogeneity of PsaA, a 37-kilodalton putative adhesion essential for virulenc
e of Streptococcus pneumoniae"） 、 肺 炎 球 菌 性 コ リ ン 結 合 タ ン パ ク 質 お よ び そ の 膜 貫 通
欠 失 体 、 CbpAお よ び そ の 膜 貫 通 欠 失 体 （ WO 97/41151、 WO 99/51266） 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ
ド 三 リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ Infect. Immun. 1996 64:3544） 、 HSP70（ WO 96/40928）
、 PcpA（ Sanchez-Beatoら  FEMS Microbiol Lett 1998, 164:207-14） 、 M様 タ ン パ ク 質 （ S
B特 許 出 願 番 号 EP 083713） 、 お よ び ア ド ヘ シ ン 18627（ SB特 許 出 願 番 号 EP 0834568） 。 さ
ら に 好 ま し い 肺 炎 球 菌 タ ン パ ク 質 抗 原 は 、 WO 98/18931に 開 示 さ れ る も の で あ り 、 特 に WO 
98/18930お よ び PCT/US99/30390の 中 で 選 択 さ れ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら に 好 ま し い 肺 炎 連 鎖 球 菌 タ ン パ ク 質 抗 原 は 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
： ポ リ ヒ ス チ ジ ン 三 連 構 造 フ ァ ミ リ ー （ Pht、 特 に PhtA、 PhtB、 PhtDも し く は PhtE） 、 Lyt
フ ァ ミ リ ー （ 特 に LytA、 LytBも し く は LytC） 、 SpsA、 Sp128、 Sp130、 Sp125、 Sp101お よ び
Sp133ま た は そ の 切 断 物 も し く は 免 疫 学 的 機 能 等 価 物 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の 目 的 に 対 し て 、 「 免 疫 学 的 機 能 等 価 物 」 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 由 来 の 少 な く
と も 1つ の 感 染 防 御 エ ピ ト ー プ を 含 む タ ン パ ク 質 の ペ プ チ ド と し て 定 義 さ れ る 。 そ の よ う
な エ ピ ト ー プ は 、 特 徴 的 な こ と に 表 面 露 出 性 で 高 度 に 保 存 さ れ て お り 、 宿 主 内 で の 殺 菌 性
抗 体 反 応 を 誘 発 ま た は 毒 性 効 果 を 防 止 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 機 能 的 等 価 物 は 、
本 発 明 の タ ン パ ク 質 由 来 の 少 な く と も 15お よ び 好 ま し く は 30以 上 の 近 接 す る ア ミ ノ 酸 を 有
す る 。 最 も 好 ま し く は 、 断 片 、 タ ン パ ク 質 の 欠 失 、 そ の 膜 貫 通 欠 失 体 等 、 （ す な わ ち タ ン
パ ク 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン の 使 用 ） 、 融 合 体 、 化 学 的 ま た は 遺 伝 的 に 無 毒 化 し た 誘 導 体 等 は
、 実 質 的 に 天 然 の タ ン パ ク 質 と 同 じ 免 疫 応 答 を 引 き 起 こ す こ と が 可 能 な 条 件 で 使 用 す る こ
と が で き る 。 タ ン パ ク 質 配 列 内 の 有 望 な B細 胞 エ ピ ト ー プ の 位 置 は 、 2つ の 方 法 （ 二 次 元 構
造 予 測 お よ び 抗 原 指 数 予 測 ） を 組 み 合 わ せ て 用 い て 、 表 面 露 出 性 か つ 抗 原 性 で あ る ペ プ チ
ド を 同 定 す る こ と に よ っ て 容 易 に 決 定 さ れ 得 る 。 二 次 元 構 造 予 測 は 、 PSIPREDプ ロ グ ラ ム
（ David Jones, Brunel Bioinformatics Group, Dept. Biological Sciences, Brunel Un
iversity, Uxbridge UB8 3PH, UKよ り ） を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 抗 原 指 数 は Jameson
お よ び Wolfに よ っ て 記 載 さ れ る 方 法 （ CABIOS 4:181-186(1988)） に 基 づ い て 算 出 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 の 肺 炎 連 鎖 球 菌 タ ン パ ク 質 は 、 好 ま し く は 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ： ポ リ
ヒ ス チ ジ ン 三 連 構 造 フ ァ ミ リ ー （ Pht） 由 来 の タ ン パ ク 質 、 Lytフ ァ ミ リ ー 由 来 の タ ン パ ク
質 、 コ リ ン 結 合 タ ン パ ク 質 、 LPXTG（ Xは 任 意 の ア ミ ノ 酸 ） モ チ ー フ を 有 す る タ ン パ ク 質 、
LXXC（ Xは 任 意 の ア ミ ノ 酸 ） の タ イ プ IIシ グ ナ ル 配 列 モ チ ー フ を 有 す る タ ン パ ク 質 お よ び
タ イ プ Iシ グ ナ ル 配 列 モ チ ー フ を 有 す る タ ン パ ク 質 。 こ れ ら の 分 類 （ ま た は モ チ ー フ ） に
お け る 好 ま し い 例 示 は 、 以 下 の タ ン パ ク 質 （ ま た は そ の 切 断 物 も し く は 免 疫 学 的 機 能 等 価
物 ） で あ る 。 ：
　 Pht（ ポ リ ヒ ス チ ジ ン 三 連 構 造 ） フ ァ ミ リ ー は 、 タ ン パ ク 質 PhtA、 PhtB、 PhtDお よ び Pht
Eを 含 む 。 該 フ ァ ミ リ ー は 、 脂 質 付 加 配 列 、 プ ロ リ ン に 富 ん だ 領 域 お よ び い く つ か の ヒ ス
チ ジ ン 三 連 構 造 に よ っ て 分 離 さ れ る 2つ の ド メ イ ン に よ っ て 特 徴 付 け ら れ 、 恐 ら く 金 属 も
し く は ヌ ク レ オ シ ド 結 合 ま た は 酵 素 活 性 、 （ 3-5） コ イ ル ド コ イ ル 領 域 、 保 存 さ れ た N末 端
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お よ び 多 様 な C末 端 に 関 与 す る 。 こ れ は 試 験 さ れ た 肺 炎 球 菌 全 て の 株 に お い て 見 ら れ る 。
同 種 の タ ン パ ク 質 は ま た 、 他 の 連 鎖 球 菌 お よ び ナ イ セ リ ア に お い て 発 見 さ れ て い る 。 該 フ
ァ ミ リ ー の 好 ま し い メ ン バ ー は 、 PhtA、 PhtBお よ び PhtDを 含 む 。 よ り 好 ま し く は 、 PhtAま
た は PhtDを 含 む 。 し か し 、 Pht A、 B、 Dお よ び Eと い う 用 語 は 、 以 下 の 引 用 中 に 開 示 さ れ る
配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 と 同 様 に 、 言 及 す る タ ン パ ク 質 と 少 な く と も 90％ が 同 一 で あ る 配
列 相 同 性 を 有 す る 天 然 の （ お よ び 人 工 の ） 変 異 体 を 指 す こ と が 理 解 さ れ る 。 好 ま し く は 、
少 な く と も 95％ が 同 一 で あ り 、 最 も 好 ま し く は 97％ が 同 一 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 Phtタ ン パ ク 質 に 関 し て 、 PhtAが WO 98/18930中 に 開 示 さ れ 、 ま た Sp36と も 呼 ば れ る 。 上
記 の よ う に 、 ポ リ ヒ ス チ ジ ン 三 連 構 造 フ ァ ミ リ ー 由 来 の タ ン パ ク 質 で あ り 、 LXXCの タ イ プ
IIシ グ ナ ル モ チ ー フ を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 PhtDは WO 00/37105中 に 開 示 さ れ 、 ま た Sp036Dと も 呼 ば れ る 。 上 記 の よ う に 、 ポ リ ヒ ス
チ ジ ン 三 連 構 造 フ ァ ミ リ ー 由 来 の タ ン パ ク 質 で あ り 、 タ イ プ II LXXCシ グ ナ ル モ チ ー フ を
有 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 PhtBは WO 00/37105中 に 開 示 さ れ 、 ま た Sp036Bと も 呼 ば れ る 。 PhtBフ ァ ミ リ ー の 別 の メ
ン バ ー は C3-分 解 性 ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 WO 00/17370中 に 開 示 さ れ る 。 こ の タ ン パ ク 質 は
ま た 、 ポ リ ヒ ス チ ジ ン 三 連 構 造 フ ァ ミ リ ー 由 来 で あ り 、 タ イ プ II LXXCシ グ ナ ル モ チ ー フ
を 有 す る 。 好 ま し い 免 疫 学 的 機 能 等 価 物 は 、 WO 98/18930中 に 開 示 さ れ る タ ン パ ク 質 Sp42
で あ る 。 PhtB切 断 物 （ 約 79kD） は WO99/15675中 に 開 示 さ れ 、 こ れ も ま た PhtXフ ァ ミ リ ー の
メ ン バ ー で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 PhtEは WO00/30299中 に 開 示 さ れ 、 BVH-3と し て 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 SpsAは コ リ ン 結 合 タ ン パ ク 質 （ Cbp） で あ り 、 WO 98/39450中 に 開 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 Lytフ ァ ミ リ ー は 、 細 胞 溶 解 に 関 連 し た 膜 結 合 タ ン パ ク 質 で あ る 。 そ の N末 端 ド メ イ ン は
コ リ ン 結 合 ド メ イ ン を 含 む が 、 Lytフ ァ ミ リ ー は 以 下 に 記 載 す る コ リ ン 結 合 タ ン パ ク 質 （ C
bp） フ ァ ミ リ ー に み ら れ る 全 て の 特 性 を 持 た な い た め 、 本 発 明 に お い て 、 Lytフ ァ ミ リ ー
は Cbpフ ァ ミ リ ー と 異 な る と 考 え ら れ る 。 Cbpフ ァ ミ リ ー と は 対 照 的 に 、 そ の C末 端 ド メ イ
ン は LytAタ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の 触 媒 ド メ イ ン を 含 む 。 フ ァ ミ リ ー は LytA、 Bお よ び Cを 含
む 。 Lytフ ァ ミ リ ー に 関 し て 、 LytAが Rondaら , Eur J Biochem, 164:621-624（ 1987） 中 に
開 示 さ れ る 。 LytBは WO 98/18930中 に 開 示 さ れ 、 ま た Sp46と も 呼 ば れ る 。 LytCも ま た WO 98
/18930中 に 開 示 さ れ 、 ま た Sp91と も 呼 ば れ る 。 そ の フ ァ ミ リ ー の 好 ま し い メ ン バ ー は LytC
で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 別 の 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 Lytフ ァ ミ リ ー 切 断 物 で あ り 、 こ こ で 「 Lyt」 は 上 記 に 定 義 さ
れ 、 「 切 断 物 」 と は コ リ ン 結 合 領 域 の 50％ 以 上 を 欠 く タ ン パ ク 質 を 指 す 。 好 ま し く は 、 そ
の よ う な タ ン パ ク 質 は コ リ ン 結 合 領 域 全 体 を 欠 損 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 Sp125は 、 細 胞 壁 固 着 モ チ ー フ の LPXTG（ Xは 任 意 の ア ミ ノ 酸 ） を 有 す る 肺 炎 球 菌 表 面 タ
ン パ ク 質 の 例 示 で あ る 。 こ の モ チ ー フ を 有 す る 肺 炎 球 菌 表 面 タ ン パ ク 質 の こ の ク ラ ス 内 の
あ ら ゆ る タ ン パ ク 質 は 、 本 発 明 の 状 況 に お い て 有 用 で あ る こ と が 分 か っ て き て お り 、 従 っ
て 本 発 明 の さ ら な る タ ン パ ク 質 で あ る と 考 え ら れ る 。 Sp125そ の も の は 、 WO 98/18930中 に
開 示 さ れ 、 ま た ZmpB（ 亜 鉛 メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ ） と し て 知 ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 Sp101は WO 98/06734中 に 開 示 さ れ る （ 参 照 # y85993が あ る ） 。 こ れ は タ イ プ Iシ グ ナ ル
配 列 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
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　 Sp133は WO 98/06734中 に 開 示 さ れ る （ 参 照 # y85992が あ る ） 。 こ れ も ま た タ イ プ Iシ グ
ナ ル 配 列 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 Sp128お よ び Sp130は WO 00/76540中 に 開 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る タ ン パ ク 質 は 、 好 ま し く は 群 PhtDお よ び PhtAも し く は こ れ ら 両 タ ン
パ ク 質 の 組 み 合 わ せ 、 ま た は そ れ ら の ど ち ら か も し く は 両 方 と CbpAと の 組 み 合 わ せ か ら 選
択 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】

　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 以 下 を 提 供 す る ： 本 発 明 の 多 価 髄 膜 炎 菌 小 胞 組 成 物 ま た は ワ ク
チ ン の 製 造 方 法 で あ っ て 、 同 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 と 異 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 と
を 混 合 す る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 、 ナ イ セ リ ア の 、 好 ま し く は 髄 膜 炎 菌 性 の 疾 患 を 予 防 ま た
は 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 免 疫 学 的 に 有 効 な 量 の 本 発 明 の ワ ク チ ン を そ れ が 必 要 な 宿 主 （
好 ま し く は 、 2～ 4歳 児 ま た は 青 年 期 の ヒ ト お よ び 有 利 で あ る の は 2（ 好 ま し く は 1） 歳 未 満
の 幼 児 ） に 投 与 す る （ 通 常 、 3回 の 投 与 の 第 一 次 免 疫 化 計 画 で 、 好 ま し く は 各 々 の 免 疫 化
は 1～ 2ヵ 月 離 し 、 随 意 に 追 加 免 疫 さ れ る ） ス テ ッ プ を 含 む 方 法 、 な ら び に 、 ナ イ セ リ ア の
、 好 ま し く は 髄 膜 炎 菌 性 の 疾 患 の 予 防 ま た は 治 療 の た め の 薬 物 の 製 造 に お け る 、 免 疫 学 的
に 有 効 な 量 の 本 発 明 の ワ ク チ ン の 使 用 （ 特 に 、 予 防 お よ び 治 療 は 3回 の 投 与 の 第 一 次 免 疫
化 計 画 （ 好 ま し く は 各 々 の 免 疫 化 は 1～ 2ヵ 月 離 し 、 随 意 に 追 加 免 疫 さ れ る ） を 介 し 、 な ら
び に /ま た は 疾 患 の 予 防 も し く は 治 療 は ヒ ト -好 ま し く は 2～ 4歳 児 ま た は 青 年 期 の ヒ ト お よ
び 有 利 で あ る の は 2（ 好 ま し く は 1） 歳 未 満 の 幼 児 に お け る ） 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 標 準 的 な 技 術 を 用 い て 実 施 さ れ 、 別 に 詳 細 に 記 載 さ れ る も の を 除 い て 、
そ れ ら は 当 業 者 に 公 知 お よ び ル ー チ ン で あ る 。 実 施 例 は 例 証 で あ り 、 本 発 明 を 制 限 す る も
の で は な い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】

　 こ れ は WO 01/09350の 実 施 例 ３ に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】

　 い く ら か の 効 力 試 験 が 血 清 型 B OMVワ ク チ ン に お い て 実 施 さ れ て き た 。 2つ の 特 異 的 な OM
Vワ ク チ ン が 、 キ ュ ー バ お よ び ノ ル ウ ェ ー に お け る 流 行 状 態 （ ほ と ん ど が 単 一 血 清 亜 型 、
す な わ ち 各 々 4:P1.15お よ び 15:P1.16に よ る ） と 戦 う た め に 開 発 さ れ て き た 。 ど ち ら の 効
力 試 験 も プ ラ セ ボ 二 重 盲 検 法 で 十 代 に お い て 実 施 さ れ た 。 キ ュ ー バ に お い て 、 83％ の 効 力
（ 信 頼 限 界 ： 42％ ～ 95％ ） が 16ヵ 月 の 追 跡 期 間 に お い て 示 さ れ （ Sierra NIPH Annals 199
1, 14:195-207） 、 一 方 ノ ル ウ ェ ー に お い て は 57％ の 効 力 が 29ヵ 月 の 追 跡 期 間 に お い て 示
さ れ た （ よ り 低 い 信 頼 限 界 ： 27％ ） （ Bjuneら  NIPH Annals 1991 14:81-93） 。 ノ ル ウ ェ
ー に お い て 、 効 力 は 10ヵ 月 の 追 跡 期 間 に お い て 86％ で あ り 、 後 半 の 3回 目 の 投 与 は 免 疫 原
性 を 増 強 し 、 抗 体 持 続 性 を 改 良 す る こ と を 示 し た （ Rosenquist, Infect. Immun. 1995 63
:4642-4652） 。 ど ち ら の 試 験 も 最 も タ イ プ の 類 似 し た 設 定 で 実 施 さ れ た た め 、 交 差 防 御 に
つ い て の 結 論 は 出 す こ と は で き な か っ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 大 接 戦 の 試 験 に お い て 、 お よ び 各 々 の 株 に 対 す る 交 差 殺 菌 活 性 を 用 い て 、 ノ ル ウ ェ ー の
ワ ク チ ン と 比 較 し た 場 合 、 キ ュ ー バ の ワ ク チ ン は よ り 高 レ ベ ル の 交 差 殺 菌 活 性 を 誘 導 す る
よ う に み ら れ る （ 表 1参 照 ） 。
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本 発 明 の さ ら な る 態 様

実 施 例 1： 主 要 な 免 疫 優 性 抗 原 PorAを 欠 損 す る 髄 膜 炎 菌 血 清 型 B株 の 構 築 。

実 施 例 2： 本 発 明 の 多 価 髄 膜 炎 菌 小 胞 ワ ク チ ン の 利 点



【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 殺 菌 活 性 を 比 較 し た 場 合 に 、 ノ ル ウ ェ ー の ワ ク チ ン が よ り 株 特 異 的 な 反
応 を 導 く の に 対 し 、 キ ュ ー バ の ワ ク チ ン は よ り 交 差 殺 菌 活 性 を 誘 導 す る こ と を 決 定 し て き
た 。 さ ら に 、 本 発 明 者 ら は 、 キ ュ ー バ の 小 胞 ワ ク チ ン が そ の よ う な 活 性 を 有 す る の は 、 免
疫 優 性 OMP、 特 に PorAを 欠 損 し て い る た め で あ る と 考 え て い る 。 PorAを 欠 損 し て い る が 、
キ ュ ー バ の ワ ク チ ン は ま た 同 種 の 殺 菌 活 性 が 十 分 に あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 同 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 （ 使 用 す る 国 に お い て 流 行 し て い る 血 清 亜
型 を 有 す る ） お よ び 異 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る 小 胞 を 含 む 多 価 ワ ク チ ン が 、 地 域 的 な 流 行 性
の 流 行 株 に 対 し て 感 染 防 御 を す る た め に 最 適 な ワ ク チ ン を 提 供 し 、 さ ら に ま た 、 国 家 的 集
団 免 疫 化 キ ャ ン ペ ー ン の 実 行 後 、 流 行 株 の 流 行 が 減 少 し た 時 に 起 こ り 得 る 、 新 し い 血 清 型
B株 の 出 現 の 機 会 を 低 減 さ せ る 異 種 の 感 染 防 御 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ヨ ー ロ ッ パ お よ び /ま た は ニ ュ ー ジ ー ラ ン ド に 対 す る 最 適 な ワ ク チ ン は 、 2つ の 別 々 の 小
胞 の 混 合 に 組 み 入 れ る ： P1.4（ 流 行 株 ） お よ び P1.15（ 異 種 の 殺 菌 活 性 を 有 す る -例 え ば 、
市 販 の キ ュ ー バ VA-MENGOC-BC（ 商 標 ） ワ ク チ ン を 調 製 す る た め に 使 用 す る 株 CU-385由 来 の
OMV） 。 こ の 混 合 は 、 同 種 の P1.4感 染 防 御 に 加 え て キ ュ ー バ P1.15株 の 異 種 の 感 染 防 御 の 維
持 を も 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】

　 上 記 の 多 価 ワ ク チ ン が 作 製 さ れ た （ 各 々 の ヒ ト へ の 投 与 に お い て 、 25μ gの 各 々 の 小 胞
、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム で 補 助 さ れ る ） 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 1価 お よ び 2価 小 胞 調 製 物 は 、 小 胞 を 共 に 混 合 す る こ と で 何 ら か の 免 疫 干 渉 が 生 じ る か 否
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実 施 例 3： 髄 膜 炎 菌 株 CU-385（ B:4P1.19,15） お よ び ニ ュ ー ジ ー ラ ン ド 流 行 性 髄 膜 炎 菌 株 （
B:4:P1.7b,4） 由 来 の 小 胞 を 含 む 多 価 小 胞 ワ ク チ ン



か を 調 べ る た め に 試 験 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 機 能 的 な 抗 体 を 誘 導 す る レ ベ ル は 、 マ ウ ス に お い て プ ー ル さ れ た 血 清 サ ン プ ル で 実 施 し
た 殺 菌 活 性 試 験 に よ っ て 評 価 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 短 時 間 で 、 10 BALB/cマ ウ ス （ 6～ 8週 齢 ） の 群 に 、 吸 着 さ れ た 1価 ま た は 2価 の バ ル ク の 1
0μ gの タ ン パ ク 質 の 等 量 を 、 0日 お よ び 21日 の 2回 注 入 し た 。 血 液 サ ン プ ル は 35日 目 に 採 取
し た 。 血 清 に お け る 殺 菌 活 性 の 測 定 は 、 補 体 活 性 化 に よ る 細 菌 溶 解 を 誘 導 す る 抗 体 の 特 性
に 基 づ い た 。 血 清 を 生 き た 髄 膜 炎 菌 B（ CU-385お よ び P1.4ニ ュ ー ジ ー ラ ン ド 株 が 試 験 さ れ
た ） と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ウ サ ギ 補 体 の 存 在 下 で 、 血 清 サ ン プ ル 中 の コ ロ ニ ー 形 成
単 位 （ CFU） の 数 を 測 定 し た 。 殺 菌 活 性 力 価 は 50％ 以 上 が 死 滅 す る 最 終 的 な 血 清 希 釈 で あ
る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 結 果 に 基 づ く と 、 2価 ワ ク チ ン は 免 疫 原 性 で あ り 、 機 能 的 な 抗 体 を 誘 導 す る 。 2つ の 単 一
バ ル ク を 混 合 し た 場 合 、 免 疫 干 渉 の 徴 候 は な か っ た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】

　 株 CU385、 H44/76お よ び N150/88由 来 の 外 膜 ベ シ ク ル サ ン プ ル （ 本 質 的 に NIPH Annals 19
91 14:67-80に 記 載 さ れ る よ う に 作 製 し た ） は 、 SDS-PAGEに よ り PorA発 現 レ ベ ル を 比 較 し
た 。 サ ン プ ル は 、 Novex 4～ 20％ ゲ ル 上 で 泳 動 し た 。 図 1に お い て 、 10お よ び 20μ g（ ロ ー
リ ー 定 量 ） の 材 料 を ウ ェ ル ご と に 添 加 し 、 一 方 、 図 2で は 10μ gの 材 料 を 各 株 に つ い て 2連
で 添 加 し た 。 ク ー マ シ ー ブ ル ー 染 色 の 後 、 3つ の 株 に お い て 3つ の 主 要 な バ ン ド が 検 出 さ れ
た ： PorA（ 約 38KDa） 、 PorB（ 約 36KDa） お よ び RMP（ 約 33KDa） 。 10μ gの 材 料 を 添 加 し た
レ ー ン で 検 出 さ れ た バ ン ド を 、 2つ の 異 な る 濃 度 計 で 調 査 し た ： Pharmacia Imagescanner 
densitometer（ 1D-Eliteソ フ ト を 使 用 ） お よ び Biorad densitometer（ MultiAnalistソ フ
ト を 使 用 ） 。 DO値 を 算 出 す る こ と で 、 各 株 に 対 す る PorAの 相 対 的 な 発 現 レ ベ ル を 決 定 し た
。 各 レ ー ン に 対 し て 、 PorAレ ベ ル は 検 出 さ れ た 全 タ ン パ ク 質 の %で 表 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 結 果 （ 下 記 表 2） は 、 PorAの 発 現 の 相 対 的 レ ベ ル が 、 他 の 2つ の 株 と 比 較 し て CU385に お
い て よ り 低 い こ と を 示 す ： PorAは 、 CU385小 胞 の 全 検 出 タ ン パ ク 質 の 約 20％ の み を 占 め 、
一 方 、 株 N150/88お よ び H44/76の 各 々 由 来 の 小 胞 に お け る タ ン パ ク 質 の 約 40お よ び 30％ を
測 定 し た 。
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実 施 例 4： 髄 膜 炎 菌 株 の 相 対 的 な PorA発 現 レ ベ ル



【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ ９ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 SDS-PAGEに よ る PorA発 現 レ ベ ル を 検 出 し た 結 果 で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 SDS-PAGEに よ る PorA発 現 レ ベ ル を 検 出 し た 結 果 で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 2月 14日 (2005.2.14)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】

PorAを 欠 損
し た 小 胞 調 製 物 、 お よ び 株 H44/76か ら 作 製 さ れ た 小 胞 と 比 較 し て PorAを 欠 損 し て い な い 小
胞 調 製 物 を 含 む 、 多 価 髄 膜 炎 菌 小 胞 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】

【 請 求 項 ３ 】
　 PorAを 欠 損 し た 小 胞 調 製 物 が 、 全 小 胞 タ ン パ ク 質 の 22％ 未 満 の PorAを 有 す る か ま た は Po
rAを 全 く 有 し な い 、 請 求 項 ま た は 記 載 の 多 価 髄 膜 炎 菌 小 胞 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 PorAを 欠 損 し て い な い 小 胞 調 製 物 が 、 全 小 胞 タ ン パ ク 質 の 28％ を 超 え る PorAを 有 す る 、
請 求 項 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 多 価 髄 膜 炎 菌 小 胞 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 PorAを 欠 損 し た 小 胞 調 製 物 が 髄 膜 炎 菌 CU-385株 由 来 で あ る 、 請 求 項 の い ず れ か 1
項 に 記 載 の 多 価 髄 膜 炎 菌 小 胞 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】

(19) JP 2005-531614 A 2005.10.20

　 PorAの 量 が 株 H44/76か ら 作 製 さ れ た 同 量 の 小 胞 と 比 較 し て 80％ 未 満 で あ る 、

　 PorAを 欠 損 し た 小 胞 調 製 物 が 、 使 用 す る 国 で 流 行 す る 血 清 亜 型 を 有 す る 髄 膜 炎 菌 株 由 来
で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 多 価 髄 膜 炎 菌 小 胞 組 成 物 。

１ ２

１ ～ ３

１ ～ ４



　 請 求 項 記 載 の 多 価 髄 膜 炎 菌 小 胞 組 成 物 、 お よ び 製 薬 上 許 容 さ れ 得 る 賦 形 剤 を 含 む
、 ナ イ セ リ ア 性 ま た は 髄 膜 炎 菌 性 の 疾 患 の 治 療 の た め の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ７ 】
　 1つ 以 上 の そ の ま ま か ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ た 、 以 下 の 血 清 型 A、 C、 Yお よ び Wよ り
選 択 さ れ る 髄 膜 炎 菌 莢 膜 多 糖 体 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ８ 】
　 orAを 欠 損 し て い な い 小 胞 調 製 物 が 、 P1.4の 血 清 亜 型 を 有 す る 髄 膜 炎 菌 株 由 来 で あ る 、
ニ ュ ー ジ ー ラ ン ド ま た は ヨ ー ロ ッ パ で の 使 用 に 適 し た 請 求 項 ま た は 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ９ 】
　 orAを 欠 損 し て い な い 小 胞 調 製 物 が 、 P1.7,16の 血 清 亜 型 を 有 す る 髄 膜 炎 菌 株 由 来 で あ
る メ リ カ 合 衆 国 で の 使 用 に 適 し た 、 請 求 項 ま た は 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 orAを 欠 損 し て い な い 小 胞 調 製 物 が 、 P1.16の 血 清 亜 型 を 有 す る 髄 膜 炎 菌 株 由 来 で あ る
、 ノ ル ウ ェ ー で の 使 用 に 適 し た 請 求 項 ま た は 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 orAを 欠 損 し て い な い 小 胞 調 製 物 と PorAを 欠 損 す る 小 胞 調 製 物 と を 混 合 す る ス テ ッ プ を
含 む 、 請 求 項 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 多 価 髄 膜 炎 菌 小 胞 組 成 物 、 ま た は 請 求 項

の い ず れ か 1項 に 記 載 の ワ ク チ ン を 製 造 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 免 疫 学 的 に 有 効 な 量 の 請 求 項 記 載 の ワ ク チ ン を そ れ が 必 要 な 宿 主 へ 投 与 す る ス
テ ッ プ を 含 む 、 ナ イ セ リ ア の ま た は 髄 膜 炎 菌 性 の 疾 患 を 予 防 ま た は 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 ナ イ セ リ ア 性 の ま た は 髄 膜 炎 菌 性 の 疾 患 の 予 防 ま た は 治 療 の た め の 薬 物 の 製 造 に お け る
、 免 疫 学 的 に 有 効 な 量 の 請 求 項 の い ず れ か 1項 に 記 載 の ワ ク チ ン の 使 用 。
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【 国 際 調 査 報 告 】
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