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(57)【要約】
　開示されるのはＡＤを処置または予防する方法であり、ここで、アルミニウム塩を含む
免疫刺激性医薬組成物を、有効量でＡＤを発症しているまたはＡＤを発症するリスクのあ
る患者に投与する。



(2) JP 2017-514831 A 2017.6.8

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　アルツハイマー病(ＡＤ)を処置する方法であって、アルミニウム塩を含む免疫刺激性医
薬組成物を、ＡＤを有するまたはＡＤを発症するリスクのある患者に有効量で投与するこ
とを含む、方法。
【請求項２】
　アルミニウム塩が一般式Ｍｅａ

＋Ａｌｂ
３＋Ａｎｃ－・ｎＨ２Ｏを有し、ここで

Ｍｅ＋はＮａ＋、Ｋ＋、Ｌｉ＋、Ｒｂ＋、Ｃｓ＋またはＮＨ４
＋であり；

ＡｎはＰＯ４
３－、ＳＯ４

２－、Ｏ(ＯＨ)３－、Ｏ２
－またはＯＨ－であり；

ａは０、１、２または３であり；
ｂは１または２であり；
ｃは１、２、３、４、５または６であり；
ｎは０～４８である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　アルミニウム塩が水酸化アルミニウム、オキシ水酸化アルミニウム、リン酸アルミニウ
ムまたは硫酸アルミニウムから選択される、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　アルミニウム塩を、該免疫刺激性医薬組成物における単一有効成分として投与する、請
求項１～３のいずれかに記載の方法。
【請求項５】
　免疫刺激性医薬組成物が補助物質、特に安定化成分、界面活性剤、抗酸化剤、一価また
は二価金属イオン用錯化剤、炭水化物および／または緩衝物質を含む、請求項１～４のい
ずれかに記載の方法。
【請求項６】
　免疫刺激性医薬組成物が液体であり、５～９、好ましくは５.５～８.０のｐＨを有する
、請求項１～５のいずれかに記載の方法。
【請求項７】
　免疫刺激性医薬組成物が液体であり、６～７.５のｐＨを有する、請求項１～６のいず
れかに記載の方法。
【請求項８】
　アルミニウム塩がオキシ水酸化アルミニウム懸濁液、好ましくは欧州薬局方グレードオ
キシ水酸化アルミニウム(モノグラフ１６６４)、特にAlhydrogelである、請求項１～７の
いずれかに記載の方法。
【請求項９】
　アルミニウム塩がオキシ水酸化アルミニウムであり、ＡＤ患者に少なくとも１.２mg(Ａ
ｌ２Ｏ３として示す)の量で投与する、請求項１～８のいずれかに記載の方法。
【請求項１０】
　アルミニウム塩がオキシ水酸化アルミニウム、特にAlhydrogelであり、有効量が適用あ
たり、特に用量あたり１.５～４mgオキシ水酸化アルミニウム、特にAlhydrogelである、
請求項１～９のいずれかに記載の方法。
【請求項１１】
　適応が注射、特にほぼ同じ注射部位への二重または三重注射である、請求項１０に記載
の方法。
【請求項１２】
　同じ注射部位が、皮膚の１０cm２領域内、好ましくは皮膚の５cm２領域内、特に皮膚の
１cm２内である、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　アルミニウム塩を、患者に２日以内に２または３用量で、少なくとも１用量を少なくと
も１.２mgの量で投与する、請求項１０～１２のいずれかに記載の方法。
【請求項１４】
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　アルミニウム塩を、患者に少なくとも１.５mgの量で少なくとも月に１回投与する、請
求項１～１３のいずれかに記載の方法。
【請求項１５】
　アルミニウム塩を、患者に少なくとも１.５mgの量で、少なくとも月に１回、少なくと
も３ヶ月、好ましくは少なくとも６ヶ月、特に少なくとも１年の期間投与する、請求項１
～１４のいずれかに記載の方法。
【請求項１６】
　アルミニウム塩を、患者に少なくとも１.５mgの量で、少なくとも月に１回、少なくと
も１年、好ましくは少なくとも３年、特に少なくとも５年の期間投与する、請求項１～１
５のいずれかに記載の方法。
【請求項１７】
　アルミニウム塩を、患者に少なくとも１.８mg、好ましくは１.８～２.５mg、特に約２.
０mgの量で、少なくとも月に１回、少なくとも３ヶ月、好ましくは少なくとも６ヶ月、特
に少なくとも１年の期間投与する、請求項１～１６のいずれかに記載の方法。
【請求項１８】
　アルミニウム塩を、患者に少なくとも１.８mg、好ましくは１.８～２.５mgの量、特に
約２.０mgの量で、少なくとも月に２回、少なくとも１ヶ月、好ましくは少なくとも２ヶ
月、特に少なくとも１年の期間投与する、請求項１～１７のいずれかに記載の方法。
【請求項１９】
　アルミニウム塩を、患者に少なくとも１.０mgの量、好ましくは１.２～３mg、特に１.
５～２.５mgの量で、少なくとも月に４回、少なくとも１ヶ月、好ましくは少なくとも２
ヶ月、特に少なくとも１年の期間投与する、請求項１～１７のいずれかに記載の方法。
【請求項２０】
　アルミニウム塩を、患者に少なくとも１.０mgの量、好ましくは１.２～３mg、特に１.
５～２.５mgの量で、少なくとも１週間以内に２回、ほぼ同じ注射部位に投与する、請求
項１～１９のいずれかに記載の方法。
【請求項２１】
　アルミニウム塩がオキシ水酸化アルミニウムであり、ＡＤ患者に１.２mg～５.０mgの量
で投与する、請求項１～２０のいずれかに記載の方法。
【請求項２２】
　アルミニウム塩がオキシ水酸化アルミニウムであり、ＡＤ患者に少なくとも１.５mgの
量で投与する、請求項１～２１のいずれかに記載の方法。
【請求項２３】
　アルミニウム塩がオキシ水酸化アルミニウムであり、１以上の安定化成分、特にチオメ
ルサール、界面活性剤、抗酸化剤、一価または二価金属イオン用錯化剤、特にエチレンジ
アミン四酢酸(ＥＤＴＡ)、糖、糖アルコール、グリセロールおよび／または緩衝物質、特
にＴＲＩＳまたはリン酸緩衝物質をさらに含む、請求項１～２２のいずれかに記載の方法
。
【請求項２４】
　ルミニウム塩がオキシ水酸化アルミニウムであり、患者に４～１０、好ましくは５～９
、より好ましくは６～８、特に７.０～７.５のｐＨを有する懸濁液で投与する、請求項１
～１７のいずれかに記載の方法。
【請求項２５】
　アルミニウム塩がオキシ水酸化アルミニウムであり、患者に等張懸濁液で投与する、請
求項１～２４のいずれかに記載の方法。
【請求項２６】
　アルミニウム塩がオキシ水酸化アルミニウムであり、ＡＤ患者に皮下、節内、皮内また
は筋肉内投与、特に皮下投与する、請求項１～２５のいずれかに記載の方法。
【請求項２７】
　アルミニウム塩がオキシ水酸化アルミニウムであり、ＡＤ患者に少なくとも月に１回、
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少なくとも２ヶ月投与する、請求項１～２６のいずれかに記載の方法。
【請求項２８】
　アルミニウム塩がオキシ水酸化アルミニウムであり、ＡＤ患者に少なくとも月に１回、
少なくとも６ヶ月投与する、請求項１～２７のいずれかに記載の方法。
【請求項２９】
　アルミニウム塩がオキシ水酸化アルミニウムであり、ＡＤ患者に少なくとも月に２回、
少なくとも６ヶ月、好ましくは少なくとも１２ヶ月、特に少なくとも２４ヶ月投与する、
請求項１～２８のいずれかに記載の方法。
【請求項３０】
　アルミニウム塩がオキシ水酸化アルミニウムであり、ＡＤ患者に上腕、好ましくは左右
の上腕交互に皮下に投与する、請求項１～２９のいずれかに記載の方法。
【請求項３１】
　アルミニウム塩がオキシ水酸化アルミニウムであり、ＡＤ患者に、特にほぼ同じ投与部
位に分割用量で投与する、請求項１～３０のいずれかに記載の方法。
【請求項３２】
　アルミニウム塩がオキシ水酸化アルミニウムであり、ＡＤ患者に０.８～５.０mg、好ま
しくは１.０～３.０mg、特に１.０～１.５mgの分割用量で投与する、請求項１～３１のい
ずれかに記載の方法。
【請求項３３】
　アルミニウム塩がオキシ水酸化アルミニウムであり、少なくとも毎月、少なくとも２年
、好ましくは少なくとも４年、特に少なくとも８年、ＡＤ患者に投与する、請求項１～３
２のいずれかに記載の方法。
【請求項３４】
　アルミニウム塩がオキシ水酸化アルミニウムであり、ＡＤ患者に注射デバイス、特にシ
リンジにより投与する、請求項１～３３のいずれかに記載の方法。
【請求項３５】
　アルミニウム塩がオキシ水酸化アルミニウムであり、ＡＤ患者に少なくとも１.８mgの
量で投与する、請求項１～３４のいずれかに記載の方法。
【請求項３６】
　アルミニウム塩が好ましくはオキシ水酸化アルミニウムであり、ＡＤ患者に液体形態で
０.１～１０ml、好ましくは０.２～５ml、特に０.４～３mlの適用容積で投与する、請求
項１～３５のいずれかに記載の方法。
【請求項３７】
　使用する医薬製剤が硫酸、硝酸または塩素アニオンを欠く、請求項１～３６のいずれか
に記載の方法。
【請求項３８】
　使用する医薬製剤の重金属含量が２０ppm未満である、請求項１～３７のいずれかに記
載の方法。
【請求項３９】
　使用する医薬製剤がオキシ水酸化アルミニウムの懸濁液であり、２μm～約１０μmの粒
子径分布を有し、該粒子が好ましくは約２nm×４.５nm×１０nmの小さい繊維から成る凝
集物である、請求項１～３８のいずれかに記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、βアミロイド沈着と関係する認知症、好ましくはアルツハイマー病(ＡＤ)の
処置および予防のための手段および方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　多様な認知症は、βアミロイド沈着をもたらすアミロイドβポリペプチド(Ａβ)の異常
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蓄積により特徴付けられる。βアミロイドーシスの最も顕著な形態はＡＤである。他の例
は、レビー小体型認知症およびダウン症候群における認知症を含むが、これらに限定され
ない。
【０００３】
　ＡＤは、現在世界中で２８００万人に影響を与えている最も優勢な神経変性障害である
。それは、一般に他の認知、行動および精神神経変化と関係する特徴的健忘性機能不全を
呈する。ＡＤは、細胞内および細胞外アミロイド沈着物の異常蓄積　－　広範なアストロ
サイト増加および小神経膠細胞症ならびに異栄養性ニューロンおよびニューロン脱落と密
接に関係する　－　により特徴付けられる。これらのアミロイド沈着は、主に、神経系の
多様な細胞型において発現される、アミロイド前駆体タンパク質(ＡＰＰ；gi:112927)に
由来するＡβペプチドＡβ４０およびＡβ４２からなる。Ａβペプチドは、ＡＤの病因お
よび進行に直接関与すると考えられる。
【０００４】
　アミロイド沈着以外に、神経原線維のもつれ(ＮＦＴ)は、最初に、Alois Alzheimerに
より記載された、ＡＤの第二の特徴的神経病理学的特徴を具体化する。これらの病変は、
海馬、扁桃体連合野およびある皮質下核に生じる。ＮＦＴは、ニューロンの細胞質に位置
し、過リン酸化タウタンパク質からなる。タウは、正常条件下で微小管集合および安定性
を促進する軸索、微小管結合タンパク質である。タウの過リン酸化は微小管結合の喪失と
続く微小管分解をもたらし、これが、次に軸索輸送の機能障害と続く軸索およびニューロ
ン変性を起こす。タウ過リン酸化およびもつれ形成がＡＤの原因であるのかまたは結果で
あるのかはなお不明である。
【０００５】
　アミロイドおよびタウ／過リン酸化タウ病理以外に、神経炎症は、ＡＤにおける神経変
性を起こす病態生理学的変化の第三の複合的柱として考えることができる。ＡＤにおける
神経炎症表現型は、炎症促進性サイトカイン、細胞接着分子およびケモカインの内因性発
現をもたらす、罹患脳領域におけるミクログリアおよびアストロサイトの強固かつ広範な
活性化により特徴付けされる。これらの変化は、アミロイドおよびタウ／過リン酸化タウ
およびそれらのメディエーターにより惹起される進行している毒性と関係する事象に対す
るグリア反応の結果であると考えられる。
【０００６】
　現在、ＡＤおよび関連障害の可能性のある処置戦略は、Ａβまたはタウ／過リン酸化タ
ウのような神経毒物の蓄積を阻止または低下させる免疫療法に基づくと考えられている。
【０００７】
　タウ／過リン酸化タウを標的とする多様な能動的および受動的処置戦略が動物モデルに
おいてタウ／過リン酸化タウ沈着および関連する神経病理学的変化の減少をもたらしてい
るが、しかしながら、現在までヒトＡＤ患者で肯定的データはない。かなり対照的に、極
最近、相当数の臨床治験が失敗している。例えば、“アミロイドβを標的とする２種のモ
ノクローナル抗体－バピネオズマブおよびソラネズマブ－のフェーズIII臨床治験は、孤
発性疾患の認知症段階でアミロイドβの免疫学的攻撃にほとんど臨床的利点を示さなかっ
た”との結果が得られた(Aisen et al., Nat. Rev. Drug Disc. 12 (2013), 324-325; Mu
llard, Nat. Rev. Drug Disc. 11 (2012), 657-660)。また“２つのリーディングγ－セ
クレターゼ阻害剤、セマガセスタット[..]およびアバガセスタットの臨床的失敗”を含む
、仮説により導かれる候補疾患修飾的因子“例えば、抗炎症剤、セクレターゼ阻害剤およ
びモジュレーター、ホルモン療法、スタチンおよび他の薬物は、期待外れである”他の研
究もある(Aisen et al., 2013; Mullard, 2012)。解説者は、ＡＤ臨床治験のこの悪い臨
床結果を、“メマンチンの承認以来実質的な成功がない、アルツハイマー病治療における
‘失われた１０年’の最高点”として名付けている(Aisen et al., 2013)。開発過程で、
ＵＳ－ＦＤＡはＡＤの新規治療剤の承認の規定も変更しており、ＰＥＴ(陽電子放出断層
撮影)スキャンを使用する放射線学的バイオマーカーのようなＡＤ特異的バイオマーカー
の使用を推奨した(Kozauer et al., N. Engl. J. Med. 368 (2013), 1170-1171)。
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【０００８】
　ＷＯ９４／１６３２７Ａ１は、“アミロイドタンパク質イオンチャネル”が関与する治
療剤を開示する。しかしながら、ＷＯ９４／１６３２７Ａ１のこのアミロイドタンパク質
イオンチャネルの概念はさらに遂行されず、最終的に科学的チャレンジを受けた(Sokolov
 et al., J. Gen. Physiol. 128 (2006), 637-647; Eliezer, J. Gen. Physiol. 128 (20
06), 631-633により注釈)。
【０００９】
　さらに、ＷＯ９４／１６３２７Ａ１の教示は、インビボでのＡｌイオンと潜在的Ａβ－
イオンチャネルの活性相互作用を、それにより、これらのチャネルを阻害することを暗示
する。それゆえに、アルミニウムがこの課題を完全に満たすために、化合物は、示唆され
る濃度で活性部位としての脳に到達しなければならない。ヒト脳において、アルミニウム
の通常レベルは０.２５～０.７５mg／kg湿重量の範囲であり、灰白質(ＡＤにおいて影響
される認知機能制御を主に担う)は、白質で見られる濃度の約２倍を含む(The EFSA Journ
al (2008) 754, 24-88; Annex to the EFSA Journal (2008) 754, 1-34 opinion “Safet
y of aluminium from dietary intake”)。年齢と共に、ヒト脳組織においてアルミニウ
ム濃度は増加し得るとの証拠がある。同様に、ＡＤ患者由来の脳は、健常対照脳より高い
Ａｌレベルを示すとのいくつかの研究もある(Yokel, NeuroToxicology 21 (2000), 813-8
28にレビュー)。それゆえに、示唆される治療的活性Ａｌ濃度が既に健常脳および疾患脳
で存在する(ＷＯ９４／１６３２７Ａ１、請求項１２に記載された使用目的製剤の範囲は
０.０１～１０mg／kgである)。さらに、非経腸および経口取り込み後のＡｌの脳における
バイオアベイラビリティは、能動的に制御される、高度に有効な流入／流出機構により低
く維持されたままであり、示唆される治療濃度に達するためには高い末梢濃度が必要であ
る。可能性のある毒作用を惹起せずに、末梢Ａｌのさらなる増加が、直接の治療的に有益
な効果を発揮させることに至るであろうとの推測に信頼できる科学的根拠はない。
【００１０】
　さらに、本明細書の図７および８は、局所適用したオキシ水酸化アルミニウムが、アル
ツハイマー病のＡＰＰトランスジェニックモデル(Ｔｇ２５７６)において、脳Ａβレベル
を有意に変えることなく、認知機能低下を有意に低減できることを開示する。これは、こ
のＡＤモデルにおいてオキシ水酸化アルミニウムにより発揮される有益な機能的効果の根
底にあるＡＰＰ／Ａβ比に依存しない機構を暗示する。
【００１１】
　ＷＯ９９／２７９４４Ａ１は、Ａβに対する免疫応答の誘発に有効な薬剤の存在に本質
的に基づくＡＤワクチンを開示する。ＷＯ２０１１／１２０９２４Ａ１は、ウイルス様粒
子に結合したＡβ１－６ペプチドに本質的に基づくＡβワクチンを記載する。ＷＯ２００
６／００５７０７Ａ２、ＷＯ２００９／１４９４８６Ａ２およびＷＯ２００９／１４９４
８５Ａ２は、ＡＤの予防および処置用ワクチンに使用するためのＡβミモトープペプチド
を開示する。
【００１２】
　Heneka et al. (Nature, 493 (7434)(2012): 674-678)は、アミロイドβ凝集を減少さ
せるためのＮＬＲＰ３の阻害によるＡＤの処置を示唆する。Aimanianda et al. (TIPS, 3
0 (6)(2009): 287-295)は、ミョウバンがＮＬＲＰ３を活性化することを開示する。
【００１３】
　Magga et al. (J. Cell. Mol. Med. 16 (2012): 1060-1073)は、骨髄幹細胞からの単核
球細胞の産生およびそのＡＤにおける治療的使用を報告する。Lebson et al. (Cell Tran
sp. Cogn. Com. 17 (2008): 470/471)は、ＡＤ　ＡＰＰ＋ＰＳ１トランスジェニックマウ
スにおける単球遺伝子治療を開示する。ＷＯ２０１２／０５５９８１Ａ１は、アミロイド
沈着の予防または低減のための“エンドトキシンを含まないＴＬＲ４アゴニスト”の使用
を示唆する。Malm et al. (GLIA 58 (2010): 889-900)は、ＡＤにおける単核球細胞の役
割および治療可能性に関する総説である。
【００１４】
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　ＷＯ２００９／１０５６４１Ａ１は、アミロイド症の処置におけるＭ－ＣＳＦの使用を
開示する。Boissionneault et al. (Brain 132 (4)(2008): 1078-1092)は、ＡＤにおける
アミロイド沈着および認知機能障害に対するＭ－ＣＳＦの影響を報告する。Luo et al. (
Neuroscience letters 367 (2)(2013): 210-172)は、傷害されたニューロンにおけるコロ
ニー刺激因子１受容体(ＣＳＦ１Ｒ)シグナル伝達が保護および生存を促進することを開示
する。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
　従って、現在まで、ヒト患者における進行性神経変性および関連する認知低下を停止さ
せる、有効な疾患修飾的処置はない。ＡＤのための利用可能な処置モダリティーは、３種
のアセチルコリンエステラーゼ阻害剤(ＡＣｈＥＩ)および１種のＮ－メチル－Ｄ－アスパ
ルテート(ＮＭＤＡ)アンタゴニストを含む。これらの効果は小さく、本質的に対症的でし
かない(例えば、Corbett et al., Nat. Rev. Drug Discov. 11 (2012), 833-846参照)。
それゆえに、疾患修飾剤に対する高度な医学的要求がある。
【課題を解決するための手段】
【００１６】
　本発明の目的は、罹患患者の状態をさらに進行させないまたはさらに軽減させることを
意味する、ＡＤの治癒を可能とする、ＡＤの処置および予防のための手段および方法を提
供することである。他の目的は、ＡＤを有するまたはＡＤを発症するリスクのあるヒトに
おけるＡＤの発症を阻止する手段および方法の提供である。より具体的に、ＭＲＩ(磁気
共鳴画像)または放出断層撮影ベースの技術を使用した脳造影モダリティで測定して、少
なくとも１つの顕著なバイオマーカーに関して証明される、効率的なＡＤ処置を提供する
ことが本発明の目的である。
【００１７】
　それゆえに、本発明は、アルミニウム塩を含む免疫刺激性医薬組成物を、ＡＤを有する
またはＡＤを発症するリスクのある患者に有効量で投与することを含む、ＡＤの処置法を
提供する。
【００１８】
　本発明の過程において驚くべきことに、アルミニウム塩自体が、臨床治験で、現在まで
のＡＤ薬物療法の臨床治験のいずれでも見られなかった臨床効果をもたらす、ＡＤ患者に
おける真の疾患修飾的効果を提供することに有効であることが証明されたことが判明した
。本発明は、それゆえに、この疾患に対する進歩した技術を提供する。初めて、有意な疾
患修飾的効果がＡＤ患者において検出できた。さらに、本発明は、特にＡＤ免疫療法の分
野における、ＡＤ薬物療法の他の臨床治験で報告されている顕著な副作用を伴わずに、有
効であることも発見した。
【００１９】
　より具体的に、本発明は、(右)海馬の容積のＭＲＩスキャンに関して、ＡＤ患者におけ
る統計学的に有意な疾患修飾的効果を達成した。さらに、本発明のために行った臨床治験
の過程で、初めて、臨床的バイオマーカーと画像診断的バイオマーカーの相関が示された
。構造的ＭＲＩは、直近の科学論文において、有意なバイオマーカーとして強調されてい
る(Risacher et al., Annu. Rev. Clin. Psychol. 9 (2013), 621-648; Vermuri et al.,
 Neurology 73 (2009), 287-293 and 294-301; Weiner et al., Alzh. Dememt. 9 (2013)
, e111-94; Frisoni et al., Nat. Rev. Neurol. 6 (2010), 67-77; Fox et al., Arch. 
Neurol. 57 (2000), 339-344)。
【００２０】
　ＭＲＩは、断面グループ判別に強い力を提供し、綜合的認知と断面機能状態の良好な相
関を提供する。ＭＲＩは、試験された種々のＣＳＦバイオマーカーよりも臨床的に定義さ
れた疾患状態をより良く反映する(Vermuri et al., Neurology 73 (2009), 287-293 and 
294-301)。多くの研究が、ＭＣＩからほぼ確実なＡＤへの転換が確定的な患者(ＭＣＩコ
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ンバーター)において、臨床的転換の最大２年前までに、海馬および嗅内皮質(ＥＣ)容積
減少ならびに内部および外部側頭皮質、頭頂葉および前頭葉の皮質の厚さ減少を証明して
いる(Risacher et al., 2013)。
【００２１】
　従って、このバイオマーカーは、本発明のために実施した臨床治験の経過中、標準的臨
床パラメータ(ＡＤ患者の機能および認知機能のモニタリング)と並行して検討した。
【００２２】
　本発明で、通常のＡＤ患者の進行(徐々の認知、機能および行動の低下)と比較したＡＤ
患者における進行の有意な改善が、ＡＤの疾患修飾的処置を提供する長年にわたる要求を
満たすために達成できる。
【００２３】
　従って、本発明の主題は、βアミロイド沈着と関係する認知症、好ましくはＡＤの処置
および予防におけるアルミニウム塩の使用であり、ここで、このようなアルミニウム塩の
有効量を、βアミロイド沈着を有するまたはβアミロイド沈着を発症するリスクにある患
者、好ましくはＡＤ、レビー小体型認知症およびダウン症候群における認知症、特にＡＤ
を有するまたはこれを発症するリスクにある患者に投与する。
【００２４】
　アルミニウム塩は、長年ワクチンにおけるアジュバントとして使用されているが、ここ
数年そのような塩の医薬的使用は、その殆どが、ワクチン製剤おいて抗原が吸着される２
つの懸濁液製剤、すなわちAlhydrogel(オキシ水酸化アルミニウム)およびAdjuPhos(ヒド
ロキシリン酸アルミニウム)に絞られている(総説：E. B. Lindblad (2004) Vaccine 22, 
3658-3668; E. B. Lindblad (2004) Immunology and Cell Biology 82, 497-505; R. K. 
Gupta (1998) Adv. Drug Delivery Rev. 32, 155-172)。
【００２５】
　その長い使用に関わらず、アジュバントとしてのAlhydrogelの作用機序はほとんど理解
されていない。Alhydrogelが注射部位にデポーを形成するとの最初の仮説は、多面的スト
ーリーの一部でしかないことが判明した(総説：C. Exley, P. Siesjoe, H. Eriksson (20
10) Trends Immunol. 31, 103-109; S. L. Hem, H. HogenEsch (2007) Expert Rev. Vacc
ines 6, 685-698; P. Marrack, A. S. McKee, M. W. Munks (2009) Nature Rev. Immunol
. 9, 287-293; S. G. Reed, M. T. Orr, C. B. Fox (2013) Nat. Med. 19, 1597-1608)。
【００２６】
　ヒトにおいて使用されるアルミニウムアジュバントの主な態様は水酸化アルミニウム(
またはオキシ水酸化アルミニウム)およびリン酸アルミニウムである。両方の製剤は、通
常、可溶性アルミニウム塩(歴史的に、カリウムミョウバン、すなわちＫＡｌ(ＳＯ４)２.
１２Ｈ２Ｏがしばしば使用された)をアルカリ条件に曝し、そうして懸濁液を形成するこ
とにより製造する。Ｘ線結晶学およびＩＲスペクトルでの解析は、水酸化アルミニウムに
ついてベーマイト様構造(オキシ水酸化アルミニウム)およびリン酸アルミニウムについて
ヒドロキシリン酸アルミニウムに対応する非晶質構造を証明した。
【００２７】
　それゆえに、好ましい本発明のアルミニウム塩は、一般式Ｍｅａ

＋Ａｌｂ
３＋Ａｎｃ－

・ｎＨ２Ｏを有し、ここで、
Ｍｅ＋はＮａ＋、Ｋ＋、Ｌｉ＋、Ｒｂ＋、Ｃｓ＋またはＮＨ４

＋であり；
ＡｎはＰＯ４

３－、ＳＯ４
２－、Ｏ(ＯＨ)３－、Ｏ２

－またはＯＨ－であり；
ａは０、１、２または３であり；
ｂは１または２であり；
ｃは１、２、３、４、５または６であり；
ｎは０～４８である。
【００２８】
　このようなアルミニウム塩の好ましい例は、水酸化アルミニウム、オキシ水酸化アルミ
ニウム、リン酸アルミニウム、硫酸アルミニウムまたはあらゆる種類の“ミョウバン”の
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ような、ヒト使用について研究され、試験され、確認されているものである(ここで、“
ミョウバン”は、通常“古典的ミョウバン”、式ＫＡｌ(ＳＯ４)２・１２Ｈ２Ｏを有する
水和された硫酸カリウムアルミニウム(カリウムミョウバン)および　－　より一般には、
式ＡＡｌ(ＳＯ４)２・１２Ｈ２Ｏ(ここで、Ａはカリウムまたはアンモニウムのような一
価カチオンである)を有する硫酸複塩を含む、化学化合物群をいう)。
【００２９】
　本発明のアルミニウム塩の最も好ましい態様は、水酸化アルミニウム、オキシ水酸化ア
ルミニウム、リン酸アルミニウムまたは硫酸アルミニウムから選択され、特に、ヒト使用
において(多様なワクチンにおけるAlhydrogelアジュバントとして)好ましいアジュバント
であるため、本発明の過程において集中的に研究しているオキシ水酸化アルミニウムであ
る。
【００３０】
　本発明のアルミニウム塩は、本発明の疾患修飾的効果を達成するために、他の物質と混
合してよい。しかしながら、本発明のアルミニウム塩がタンパク質結合能も有するため(
またタンパク質のｐＩおよび医薬製剤のｐＨに依存する)、タンパク質またはポリペプチ
ドが患者に投与する医薬製剤に存在するとき、アルミニウム塩濃度を上げなければならな
い。
【００３１】
　例えば、リン酸アルミニウム(Adju-Phos)は、リゾチーム(ｐＩ１１.０)に１.４±０.１
の最大結合能(mgタンパク質／mgアルミニウム、ｐＨ７.４)を有し、オキシ水酸化アルミ
ニウム(Alhydrogel)はオボアルブミン(ｐＩ４.６)に１.６±０.１およびＢＳＡ(ｐＩ４.
９)に２.２±０.１の最大結合能を有する(Jones et al., JBC 280, (2005), 13406-13414
)。このようなタンパク質に結合するアルミニウムを考慮して、単一有効成分としてアル
ミニウム塩を含む製剤または　－　少なくとも医薬製剤にタンパク質またはポリペプチド
が存在しないときよりも、このような混合医薬製剤においては多くのアルミニウム塩を加
えなければならない。例えば、本発明の医薬組成物が２mgのアルミニウム塩、特にオキシ
水酸化アルミニウムの有効性を提供しなければならず、当該アルミニウム塩に結合する一
定量のタンパク質またはポリペプチドを含むならば、このようなタンパク質に結合するア
ルミニウム塩部分と等量を、２mgの“遊離”アルミニウム塩を提供するために、医薬製剤
にさらに含ませなければならない。
【００３２】
　それゆえに、医薬製剤に含まれた本発明のアルミニウム塩を投与することが好ましく、
ここで、この製剤は、単一有効成分としてアルミニウム塩、特にオキシ水酸化アルミニウ
ムを含む。
【００３３】
　本発明の最も好ましい態様は、ＡＤ患者へのオキシ水酸化アルミニウム(特にAlhydroge
lとして)の有効投与量を含む。
【００３４】
　オキシ水酸化アルミニウム製剤は、約ｐＨ１１のｐＨでゼロ電荷点を有し、一方ヒドロ
キシリン酸アルミニウムはｐＨ４ほど低いｐＨでゼロ電荷点を有するはずである(リン酸
含量による)。それゆえにオキシ水酸化アルミニウムおよびヒドロキシリン酸アルミニウ
ムは、中性ｐＨで逆の表面荷電を有し、後者は負に荷電している。しかしながら、表面荷
電は詳細な緩衝液組成により変わり得て、特に、リン酸イオンはオキシ水酸化アルミニウ
ムの表面荷電を下げる能力を有することは特筆すべきである。
【００３５】
　オキシ水酸化アルミニウムについて、製剤は硫酸イオン、硝酸イオンまたは塩素イオン
のようなアニオンを欠き、２０ppm未満の特定の重金属含量を有する。オキシ水酸化アル
ミニウムの懸濁液は、２μm～約１０μmの粒子径分布を有し、これは、約２nm×４.５nm
×１０nmの小さい繊維から成る凝集物である。
【００３６】
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　この最も好ましい態様によって、本発明は、欧州薬局方グレード(オキシ水酸化アルミ
ニウム、モノグラフ１６６４)、より具体的にはBrenntag Biosectorにより製造された製
品(２％Alhydrogel)（ＥＰコンプライアンス適合）の使用に関する。Alhydrogelは、Alhy
drogel　１.３％；Alhydrogel　２％およびAlhydrogel“８５”の３種が利用可能である
。Alhydrogel　２％は、水酸化アルミニウムゲルの国際標準製剤として選択された。本発
明の医薬製剤は、無菌的に、適当な緩衝液、好ましくは等張リン酸緩衝液(１mM～１００m
M)中、好ましくは≧１.０mg／ml　Alhydrogel(Ａｌ２Ｏ３等価物として示す；この測定基
準(Ａｌを“Ａｌ２Ｏ３等価物”とする)を本発明で一般に使用する；従って、製剤適用に
おける全ての用量および量は、アルミニウム塩に関する限り(特にオキシ水酸化アルミニ
ウムに関する限り)(オキシ水酸化アルミニウム(Alhydrogel)の)Ａｌ２Ｏ３等価物をいう)
の濃度で、より好ましくは、≧１.５mg／ml　Alhydrogel(Ａｌ２Ｏ３等価物として示す)
の濃度で、最も好ましくは≧２.０mg／ml　Alhydrogel(Ａｌ２Ｏ３として示す)の濃度で
無菌的に製剤する。Alhydrogelいついてのアルミニウム塩の量は、製造についての記載さ
れた強度に一致してＡｌ２Ｏ３として示す(すなわち２％Alhydrogelは、２％Ａｌ２Ｏ３

、すなわち２０mg／mLに等しい)。この濃度は、各分子量を使用してアルミニウムの各濃
度に直接変換される(２０mg／mL　Ａｌ２Ｏ３(Ｍｗ　１０１,９６)は、１０.６mg／mLア
ルミニウム(分子量２６,９８)に対応)。使用する塩によって、この値を種々のアルミニウ
ム塩の必要な量／濃度に容易に変換できる(これらの値は、単にアルミニウム(塩)の量に
基づくものであって、Alhydrogelの粒子性質の寄与のような他の面は考慮に入れていない
ことは明らかである)。
【００３７】
　しばしばＡｌｕｍとも呼ばれるAlhydrogel　２％は、オキシ水酸化アルミニウム湿ゲル
懸濁液である。
【００３８】
　本発明の最も好ましい態様において、ＡＤ患者に投与するアルミニウム塩は、オキシ水
酸化アルミニウム懸濁液、好ましくは欧州薬局方グレードオキシ水酸化アルミニウム(モ
ノグラフ１６６４)、特にAlhydrogelである。オキシ水酸化アルミニウムは、ＡＤおよび
他の認知症の処置用医薬品に対するＥＭＥＡガイドラインにより規定されるように、ＡＤ
軽減効果を達成するための有効量で投与する(Document Ref. CPMP/EWP/553/95 Rev.1 of 
24 July 2008)。従って、本発明により提供されるＡＤ修飾効果を達成するのに適する、
本発明によるアルミニウム塩製剤、特にオキシ水酸化アルミニウム製剤についてのあらゆ
る投与法または投与レジメは、本発明の対象である。用語“有効量”は、場合によって、
アミロイド形成タンパク質と関係する生理学的影響もしくは障害を阻止するまたはアミロ
イド形成的産生もしくは沈着を阻止するまたはＡＤを阻止するのに必要な化合物の量とし
ても定義される。
【００３９】
　本発明の製剤を遅い点滴により送達することが可能であるが、投与の好ましい戦略は、
例えば、皮下注射による投与である。好ましくは、それゆえに、アルミニウム塩、好まし
くはオキシ水酸化アルミニウムの投与量は、１ＡＤ患者に少なくとも１.２mgである。患
者に投与する量の好ましい範囲は、１.２mg～５.０mgの量のアルミニウム塩、好ましくは
オキシ水酸化アルミニウムである。アルミニウム塩、好ましくはオキシ水酸化アルミニウ
ム投与のＡＤ軽減効果は、少なくとも１.５mgの量で、より明白である。他の好ましい態
様によって、アルミニウム塩、好ましくはオキシ水酸化アルミニウムを、ＡＤ患者に１.
５mg～５.０mg、好ましくは１.５～３.０mg、特に１.５～２.５mgの量で投与する。他の
好ましい投与は、ＡＤ患者に１.６mg～２.５mg、好ましくは１.８～２.２mg、特に１.９
～２.０mgの量でアルミニウム塩、好ましくはオキシ水酸化アルミニウムを投与すること
を含む。
【００４０】
　他の好ましい態様によって、アルミニウム塩、好ましくはオキシ水酸化アルミニウムを
、２.２mgまたはそれ以上の量で投与する。この量は、ＵＳバイオ製品の一般的な標準(U.
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S.C. 21 CFR 610.15 (２０１３年４月１日現在))で処方されるものより高い。このような
アルミニウム塩、好ましくはオキシ水酸化アルミニウムの好ましい高い範囲は、１投与に
対しとりわけ２.２～１０mg、２.２～８mg、２.２～５mgおよび２.２～４mgである。
【００４１】
　好ましくは、アルミニウム塩は、投与用量に適用される単一有効物質である。本発明の
アルミニウム塩製剤は、いずれにしても、特定の臨床効果を有しないが、投与する剤形に
おいて、投与目的で、保存目的でまたは他の目的で有用な、多様な補助物質を含んでよい
。好ましい態様によって、本発明により適用されるアルミニウム塩製剤、好ましくはオキ
シ水酸化アルミニウム製剤は、薬学的に許容される担体、希釈剤または添加物、例えば注
射用水を含む。好ましくは、本発明のアルミニウム塩製剤、特にオキシ水酸化アルミニウ
ム製剤は、さらに、１以上の安定化成分、特にチオメルサール、界面活性剤、抗酸化剤、
一価または二価金属イオン用錯化剤、特にエチレンジアミン四酢酸(ＥＤＴＡ)、糖、糖ア
ルコール、グリセロールおよび／または緩衝物質、特にＴＲＩＳまたはリン酸緩衝物質を
含む。これは、当然、このような補助物質の混合物も含む。
【００４２】
　患者に投与する投与形態は、任意の好都合な容積で、例えば、０.１～１０ml、より好
ましくは０.２～５ml、特に０.４～３mlの容積を有する、例えば、注射可能懸濁液として
提供できる。特に好ましい容積は０.５ml、１ml、１.５mlおよび２mlである。本発明の医
薬製剤は、欧州および／または米国薬局方により要求および規定されるような、医薬品適
正製造基準(ＧＭＰ)により製造する。
【００４３】
　好ましい態様によって、アルミニウム塩、好ましくはオキシ水酸化アルミニウムを、４
～１０、好ましくは５～９、より好ましくは６～８、特に７.０～７.５のｐＨの懸濁液を
用いて、患者に投与する。好ましくは、懸濁液は等張懸濁液である。
【００４４】
　好ましくは、アルミニウム塩を、ＡＤ患者にできるだけ好都合であるが、なお、ＡＤ修
飾効果を達成するのに有効な経路により投与する。本発明によるアルミニウム塩、好まし
くはオキシ水酸化アルミニウムの最も有効な処置経路は、皮下、結節内、皮内または筋肉
内投与、特に皮下投与である。皮下投与は、皮膚の真皮および表皮の直下の層である皮下
組織、特に皮下組織における脂肪組織へのボーラスとして行う。
【００４５】
　投与レジメンは、多様なパラメータ、特に認知および機能的能力およびバイオマーカー
、特に海馬容積に関する構造的ＭＲＩにより測定して、処置成果により、各ＡＤ患者につ
いて個々に最適化できる(下記参照)。本発明について実施されている臨床治験の経過にお
いて、アルミニウム塩、好ましくはオキシ水酸化アルミニウムのＡＤ患者への少なくとも
月１回の投与で、ＡＤ軽減が成功することが証明された。長期治療効果を達成するために
、このような月１回の投与を少なくとも３ヶ月、特に少なくとも６ヶ月継続すべきである
。
【００４６】
　本発明によるアルミニウム塩、好ましくはオキシ水酸化アルミニウムの投与は、少なく
とも月に２回(例えば、２週毎または毎週)行ってもよい；また、このような投与レジメン
において、アルミニウム塩、好ましくはオキシ水酸化アルミニウムを、ＡＤ患者に少なく
とも３ヶ月、好ましくは少なくとも６ヶ月、より好ましくは少なくとも１２ヶ月、特に少
なくとも２４ヶ月の期間投与すべきである。
【００４７】
　好ましい態様によって、アルミニウム塩、好ましくはオキシ水酸化アルミニウムを、Ａ
Ｄ患者の上腕(の外部領域)、好ましくは、左右の上腕交互に、皮下に投与する(すなわち
最初の用量を右(または左)、２回目の用量を左(右腕)の上腕に投与するなど)。皮下投与
のための他の簡便な(または代替的な)領域は、腰の丁度上および下(臍の直ぐ周辺(２イン
チ円)の領域を除く)、臀部の上部、好ましくは寛骨の背後、大腿の前側、中央から外側、
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大腿の頂点から４インチ下から膝の４インチ上までなどである。
【００４８】
　あるいは、投与すべき用量を、同時に(同じ医師の日(physician date)に；少なくとも
同じ日に)ＡＤ患者に投与する、２(以上)の分割用量に分けることもできる。例えば、２m
g用量を、１.８mgと０.２mg、１.７mgと０.３mg、１.５mgと０.５mg、１.３４mgと０.７
６mg、１.０mgと１.０mg、１.０５mgと０.９５mg、１.０mg、０.５mgと０.５mg、０.６mg
、０.６mgと０.７mg、０.２mg、０.５mgと１.３mg、０.５mg、０.５mg、０.５mgと０.５m
g、０.２mg、０.３mg、０.５mgと１.０mgなどに分けてよい。分割した用量を、異なる投
与部位にまたは好ましくは同じ投与部位に投与し得る。“同じ投与部位”は、皮膚の１０
cm２領域内、好ましくは皮膚の５cm２領域内、特に皮膚の１cm２内である。好ましい分割
用量は、アルミニウム塩、好ましくはオキシ水酸化アルミニウムを０.８～５.０mg、好ま
しくは１.０～３.０mg、特に１.０～１.５mgの量で含む。
【００４９】
　極めて長く続くＡＤ改善効果を達成するために、本発明の処置を１年より長く実施する
。本発明の好ましい態様によって、アルミニウム塩を、少なくとも毎月、少なくとも２年
、好ましくは少なくとも４年、特に少なくとも８年、ＡＤ患者に投与する。
【００５０】
　本発明によるアルミニウム塩、好ましくはオキシ水酸化アルミニウムの投与は、任意の
適当な投与デバイスにより実施し得る。便宜上、アルミニウム塩用量、好ましくはオキシ
水酸化アルミニウム用量を、ＡＤ患者に注射デバイス、特にシリンジにより投与する。本
発明において使用するための医薬製剤は、あらゆる適当な形態で提供できる。好ましくは
、それらは安定に保存される形態で提供される。保存安定性は、滅菌、安定化剤添加、凍
結、凍結乾燥などの多様な手段により確保できる。好ましくは、このような手段の組合せ
を使用して、このような製剤の保存安定性を増強する。オキシ水酸化アルミニウムのよう
なアルミニウム塩剤を凍結または凍結乾燥したとき、処理中のアジュバント粒子の凝集が
観察され得る。このような製剤、特にオキシ水酸化アルミニウム(Alhydrogel)製剤を速い
速度でまたは十分量のトレハロースのようなガラス形成添加物の添加により冷却すること
により、Alhydrogelの凝集を阻止または最小化できる。緩衝液塩の凍結能出が、このよう
なアルミニウム剤の表面化学および結晶化度の修飾を誘発し、これが、凝集させやすくす
ると提唱された。このようなAlhydrogel粒子のこれらの修飾および得られた凝集物を、緩
衝液イオンの選択によりまたは凍結中のガラス状態の急速な形成を阻止することにより、
除外または最小化できる(例えば、Clausi et al., J Pharm Sci. 2008 Jun;97(6):2049-6
1参照)。
【００５１】
　本発明によりＡＤ患者に適用する医薬組成物は、適当な容器、例えば、密閉バイアル、
アンプル、カートリッジ、(しばしば多重層プラスチックで構成される)軟質バッグ、ガラ
スまたはポリプロピレンビンまたは、好ましくは、シリンジ、特に充填済み(すぐに使え
るまたはすぐに再構成できる)シリンジに製造し(かつ完成させ)、販売する。
【００５２】
　本発明の好ましい態様によって、アルミニウム塩、好ましくはオキシ水酸化アルミニウ
ムを、ＡＤ患者に少なくとも１.８mgの量で投与する。
【００５３】
　本発明によりアルミニウム塩製剤、好ましくはオキシ水酸化アルミニウム製剤を投与す
る好ましい患者は、しばしば“軽度認知機能障害(ＭＣＩ)を有する患者”とも呼ばれる患
者を含む、初期段階であるＡＤ患者である。ＭＣＩの概念は、認知症の基準をまだ満たし
ていなかったアルツハイマー病(ＡＤ)の早期臨床的徴候を有する患者を捕らえるために、
１９９０年代に開発された。ＭＣＩの健忘性バリアントは、次のものに関する：好ましく
は、情報提供者により認定される記憶愁訴；学習能力に介入する、１以上の神経心理学的
試験における低認知性能により指標化される、年齢による記憶機能障害(例えば、散文想
起、単語リスト)；維持される一般的認知機能(例えば、３０のうち２４以上のミニメンタ
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ルステート検査スコア)；日常生活の完全な活動；および認知症なし。健忘性ＭＣＩの全
患者の約２／３が、ＡＤの病理学的特徴を保持し、５年以内にアルツハイマー型認知症の
臨床的症候群を発症するが、残りの１／３は、認知機能障害の原因の非進行性であるかま
たは極めて遅い進行性の原因(例えば、うつ病または加齢性認知機能障害)を有する。２０
０７年に開発されたＡＤの提唱される新診断基準(Dubois et al., Lancet Neurol. 6 (20
07), 734-746)は、患者が次の４つのうち少なくとも一つで陽性であるならば、疾患がＭ
ＣＩ段階であると認識できると示唆した：ＭＲＩでの内側側頭萎縮；１８Ｆ－フルオロデ
オキシグルコースＰＥＴでの側頭頭頂皮質代謝低下；脳脊髄液マーカーの異常(タウ、ア
ミロイドβ４２またはホスホ－タウ)；およびＰＥＴでのアミロイド造影陽性。この患者
集団は、本発明により処置すべきＡＤ患者に含まれるだけでなく、本発明による処置法が
特に有効である患者の好ましい群である。これは、ＵＳ－ＦＤＡ(Aisen et al., 2013; K
ozauer et al., 2013)により改変されるＡＤ臨床治験の改訂基準に一致する。従って、比
較的高いＭＭＳＥ(ミニメンタルステート検査またはフォルスタイン検査)スコアにより定
義されるように、ＡＤの初期段階の患者を処置することが好ましい。好ましくは本発明に
より処置するＡＤ患者は、２３～３０、好ましくは２４～３０、より好ましくは２５～２
９、特に２６～２９のＭＭＳＥスコア(３０が最高点)の患者である。他の好ましい患者群
は、２７点以上(正常認知を示す)、２５～２７点(正常認知をわずかに下回る)または１９
～２４点(軽度点認知機能障害)の患者である。
【００５４】
　初期段階ＡＤ患者はまた他のスコア、好ましくは、ＡＤＡＳ－ｃｏｇなどのような、Ａ
Ｄ集団を(有効に処置される)と限定するための、認知および機能的パラメータを組み合わ
せたスコア(および数値的制限)によっても選択できる。
【００５５】
　本発明は、初めて、疾患修飾的であるＡＤ処置を提供する。本発明による処置の有効性
は、医薬品認可局、特にＥＭＥＡおよびＵＳ－ＦＤＡにより規定されたパラメータにより
証明される。例えば、ＡＤ処置に関するＥＭＥＡガイドラインは、認知および機能的ドメ
インを反映する主要評価項目を必要とする。従って、組み合わせ(複合)スコアを、本発明
の臨床的評価で使用する。この複合スコアは、二つの確立されたスコア、一つは認知機能
(ＡＤＡＳ－ｃｏｇ(アルツハイマー病評定尺度―認知サブスケール))および一つは機能的
能力(ＡＤＣＳ－ＡＤＬ(アルツハイマー病共同研究―日常生活動作質問票))を合わせる。
改変ＡＤＡＳ－ｃｏｇは、認知機能を評価する項目を合わせる。改変ＡＤＣＳ－ＡＤＬは
、機能的能力に感受性である項目を含む。認知技術は、疾患の開始に向けて低下すること
が予測され、基礎的機能を実施する能力は、疾患において後に低下すると予測される。複
合主要評価項目(本発明による複合スコア)は、認知および基礎的機能の低下に感受性であ
る複合物を作成するために、改変ＡＤＡＳ－ｃｏｇおよび改変ＡＤＣＳ－ＡＤＬの両者を
合わせる。複合主要評価項目、すなわち複合合成数を導くために、次の式を使用する。
本発明による複合合成数：
＝１.６７＊単語想起＋１.３５＊見当識＋１.４２＊単語認識＋０.５５＊想起指示＋０.
８１＊口頭言語＋１.０１＊単語発見＋５.４２＊ＯＮＢ＋０.１５＊ＶＰＡＬ＋０.１９＊
カテゴリー流暢性＋０.２８＊持ち物＋０.３５＊買い物＋０.２３＊趣味＋０.３８＊飲料
＋０.３７＊食事＋０.２３＊現在の事象＋０.２６＊ＴＶ＋０.３３＊約束遵守＋０.３７
＊旅行＋０.３３＊単独＋０.３５＊電化製品＋０.４９＊衣服＋０.３６＊読書＋０.６２
＊電話＋０.３３＊筆致
【００５６】
　さらに、ＡＤ進行に特徴的であるＡＤバイオマーカーが本発明で観察された。ＥＭＥＡ
およびＦＤＡ基準は、ＭＲＩ、特に嗅内または海馬(傍回)皮質の萎縮のような新しい技術
を推奨する。本発明で、ＰＥＴ(陽電子放出断層撮影)－ＭＲＩを適用した。より具体的に
、右海馬の容積(学習および言語化することが困難である物体の記憶に重要である)を、処
置成功のための顕著なＡＤバイオマーカーとして本発明により使用する。
【００５７】
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　本発明によって、ＡＤ患者における通常の低下の進行と比較して、認知および／または
機能的低下(約１年の処置期間にわたる)が少なくとも３０％(スコア低下により計算)、好
ましくは少なくとも５０％、特に少なくとも７０％遅延させることにより測定できるＡＤ
処置の臨床効果が観察できる。好ましくは、認知および機能的パラメータは、処置中、本
質的に変化しないままである。これは、本発明により、特に、初期段階患者(ＭＥＡおよ
びＦＤＡのガイドラインにより示唆および推奨される)を有する患者、例えば２３以上、
好ましくは２４以上、より好ましくは２５以上、特に２６以上のＭＭＳＥのＡＤ患者で達
成できる。これらの患者について、本発明による処置中の複合スコア変化は、１８ヶ月後
でもほぼ初期スコアのままであった。これは、ＥＭＥＡにより必要とされる“疾患修飾的
効果”の最小の要求を有意に超える(“規制の観点から、医薬品は、認知および機能的評
価ツールにより測定して、進行の疾患が減少または減速し、これらの結果が根底の疾患仮
定に対する効果と関連しているならば、疾患修飾的と見なし得る”；“疾患修飾的効果は
、薬理的処置が根底の病理学的または病態生理学的進行を遅延させたときおよびこれが認
知症になる状態の臨床的徴候および症状の改善に付随するとき、考慮される”)。
【００５８】
　本発明を、次の実施例および図によりさらに説明するが、それにはなお限定されない。
【図面の簡単な説明】
【００５９】
【図１】２mgおよび１mgオキシ水酸化アルミニウム処置を受けた全患者についての(部分
的)改変ＡＤＬ変化および改変ＡＤＡＳ－ｃｏｇ変化からなる複合スコアの変換に関する
、本発明の臨床治験結果を示す。
【００６０】
【図２】両群の軽度患者集団(軽度集団は、規定ベースラインＭＭＳＥスコア２４以上と
規定される)の比較を示し、この効果が初期疾患段階にある患者コホートにおいて最も顕
著であることが示される。
【００６１】
【図３】改変ＡＤＡＳ－ｃｏｇ(ＡＤＡＳ－ｃｏｇ項目のみ；最小二乗平均)により証明さ
れるように、１mgおよび２mgオキシ水酸化アルミニウム群について、歴史的対照と比較し
て２mgおよび１mgアルミニウム群において明らかな疾患進行遅延を示す。
【００６２】
【図４】軽度患者集団(軽度集団は、規定ベースラインＭＭＳＥスコア２４以上と規定さ
れる)の２mgおよび１mgオキシ水酸化アルミニウム処置群の右海馬の容積(mm３)の進行を
示し、この効果が初期疾患段階にある患者コホートにおいて最も顕著であることが示され
る。
【００６３】
【図５】介護者についてのクオリティ・オブ・ライフ－アルツハイマー病(ＱＯＬ－ＡＤ)
を示す。介護者は、患者のＱＯＬに関する問診として測定を完了した。測定は１３項目か
らなり、４段階評価で採点し、１が悪く、４が優れる。結果は、混合モデルからの最小二
乗平均を使用する経時的変化として示す。
【００６４】
【図６】Ｔｇ２５７６動物モデルにおいて測定したマウスの免疫応答を示す：Ｔｇ２５７
６マウスに、３０μg正味ペプチドを含むコンジュゲート－ワクチンのいずれか、Ａｌｕ
ｍと製剤したＫＬＨまたはＡｌｕｍのみを、４週間隔で６回皮下注射した。使用したＡｌ
ｕｍ用量は２mg／mlと等しかった。ワクチン接種惹起Ａｂを、屠殺時に採った血漿サンプ
ルで測定した(ＳｅｑＩＤ１(ｎ＝１０)、ＳｅｑＩＤ２(ｎ＝８)、ＫＬＨ－Ａｌｕｍ(ｎ＝
１０)およびＡｌｕｍのみ(ｎ＝８))。サンプルを、特定のペプチドに対するＩｇＧ　Ａｂ
濃度について解析した。記載する値は、ＯＤ最大／２(４０５nmで)＋ＳＥＭとして計算し
た力価である。ＩｇＧ応答は、各免疫化ペプチドに対する(ＳｅｑＩＤ１：抗ＳｅｑＩＤ
１；ＳｅｑＩＤ２：抗ＳｅｑＩＤ２、ＫＬＨ－Ａｌｕｍ：抗ＫＬＨ、Ａｌｕｍ：抗ＡＤ０
２)；Ｂ)免疫化後のヒトＡβ１－４０／４２に対する反応性。ＳｅｑＩＤ１(ｎ＝１０)お
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よびＳｅｑＩＤ２(ｎ＝８)、処置動物は抗Ａβ４０／４２反応性を示し、ＫＬＨ－Ａｌｕ
ｍおよびＡｌｕｍのみ処置動物は背景を超える反応性を示さない。このアッセイの背景は
、Ａ＋Ｂにおいて黒線および星印で示す、１／１００に設定した。
【００６５】
【図７】試験したマウスの記憶および学習を示す：Ｔｇ２５７６マウス群(ｎ≦１０／群)
は、ＫＬＨ／ＡＬＵＭ(ｎ＝９)またはＳｅｑＩＤ１－ＫＬＨ－Ａｌｕｍ(ｎ＝１０)－、Ｓ
ｅｑＩＤ２－ＫＬＨ－Ａｌｕｍ(ｎ＝７)－コンジュゲートワクチンまたはＡｌｕｍのみ(
ｎ＝８)を６回、毎月の注射を受けた。無処置ｗｔ動物(ｎ＝２０)を、恐怖条件付け文脈
学習(ＣＦＣ)の正の対象として使用した。文脈学習および記憶は、ＣＦＣ試験の最後にす
くんだ時間の％を使用する、ＣＦＣ解析により評価した。記載するパラメータは、ＣＦＣ
試験パラダイム２日目の代表的２分期間の間、９９％不動であった時間の％である。＊..
ｐ＜０.０５；＊＊..ｐ＜０.０１。
【００６６】
【図８】試験動物におけるアミロイド負荷を示す：Ｔｇ２５７６マウス群(ｎ≦１０／群)
は、ＫＬＨ／ＡＬＵＭ(ｎ＝９)またはＳｅｑＩＤ１(ｎ＝１０)－、ＳｅｑＩＤ２(ｎ＝７)
－コンジュゲートワクチンまたはＡｌｕｍのみ(ｎ＝８)を６回、毎月の注射を受けた。全
製剤におけるＡｌｕｍ用量は２mg／mlに等しい。脳を、６回目の免疫化後８週間後単離し
た。アミロイド沈着により覆われる相対的全脳面積の定量化(解析した総組織における％)
は、Ａβ特異的ｍＡｂ　３Ａ５を使用する免疫蛍光染色に基づく。対照(Ａ、Ｃ)およびＳ
ｅｑＩＤ１－(Ｂ、Ｄ)免疫化マウスの皮質(Ａ、Ｂ)および歯状回(Ｃ、Ｄ)の代表的小領域
を示す。Ｅ)ＳｅｑＩＤ１－ＫＬＨ－Ａｌｕｍ＋ＳｅｑＩＤ２－ＫＬＨ－Ａｌｕｍは、Ｋ
ＬＨ－Ａｌｕｍ対照と比較して、アミロイド沈着により覆われる相対的面積を有意に減少
させる(汎発性および有芯アミロイド；＊..ｐ＜０.０５、＊＊..ｐ＜０.０１)。わすかで
あるが、有意なＡβ沈着の減少が、Ａｌｕｍのみ処置対ＫＬＨ－Ａｌｕｍ処置動物で検出
可能である。(ｎｓ)Ｃにおける矢じりは、脳血管からの不特定蛍光を示す。スケールバー
：２００μM；写真は１０倍拡大で撮った。
【実施例】
【００６７】
実施例
１. ＡＤ臨床治験の抜粋(AFF006; Eudract: 2009-016504-22)
材料および方法：
　本発明を支持するデータは、初期ＡＤ患者における無作為化臨床治験に由来する。本治
験(AFF006; Eudract: 2009-016504-22)は、初期ＡＤ患者を５処置アームに無作為化した
。２治験アームの患者は、１mgアルミニウムまたは２mgアルミニウムを受けた。合計９９
名の初期ＡＤ患者が２治験アームに登録された。所定の患者の参加は１８ヶ月続いた。
【００６８】
治験設計：
　ＡＦＦ００６は、無作為化、プラセボ対照、並行群、二重盲検式、多施設フェーズII治
験として実施され、プロトコールに規定されるように、初期ＡＤの患者における、とりわ
けアルミニウム(種々の用量)の反復皮下投与の臨床的および免疫学的活性ならびに安全性
および耐容性を評価した。オーストリア、フランス、ドイツ、スロバキア、チェコ共和国
およびクロアチアの計６カ国で実施された。
【００６９】
　臨床治験は、１０回の定期的患者外来通院および６回の電話インタビューからなった。
処置開始最大４週間前までに、スクリーニング来院(来院１)を行い、患者の臨床治験への
適性を確認し、患者のベースライン特徴を確立した。スクリーニング後、適格患者を、処
置群に無作為に割り当てた。０週目の無作為化後、患者は、１mgまたは２mgアルミニウム
の６回の注射を受けた。注射を、皮下で、治験医により、０週、４週、８週、１２週、４
０週および６５週に行った(来院２、３、４、５、７および９)。
【００７０】
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　来院２、３、４、５、６、７および９に、ワクチンに対する可能性のある局所および全
身反応およびバイタルサイン(血圧、心拍、呼吸数および体温)を評価した。さらに、身体
的および神経学的試験を行った。有効性パラメータを来院１、２、３、５、６、７、８、
９、１０に評価した。最終来院(来院１０)を、治験薬の最終投与(来院９)１２週間後に実
施した。患者が臨床治験を中断するとき、早期中断来院(ＥＤＶ)を行った。
【００７１】
治験集団
　本治験は、初期ＡＤの患者で実施した。診断は次の基準により規定された。
－　ＮＩＮＣＤＳ／ＡＤＲＤＡ基準により規定して、ほぼ確実なアルツハイマー病(１)
－　ＭＭＳＥスコア≧２０(２)
－患者のエピソード記憶を障害させる海馬損傷を示す、ヒントがある場合とない場合の選
択的想起試験(ＦＣＳＲＴ)結果合計想起≦４０またはヒントなし想起≦１７の結果(３)
－　患者脳の中心的に読んだＭＲＩの結果、特に内側側頭葉萎縮の存在は、診断ＡＤと同
等でなければならない(Scheltensスコア≧２)(４)
　他の包含／除外基準を適用した(例えば、インフォームド・コンセント書類；５０～８
０歳の年齢、免疫抑制性剤での処置(除外))。
【００７２】
治験薬の投与
　治験来院２、３、４、５、７および９中、患者は、治験医から、合計、６５週間処置期
間にわたり６回注射で、治験薬を受けた。注射を、上腕、肘から約８～１０cm上の外側表
面に適用した。実際の部位の必要条件は、完全所属リンパ節ステーションの存在であった
。両上腕の排出リンパ節ステーションが完全でなかったならば、注射を、鼡径リンパ節に
近い大腿にした。二つの交互の注射部位(例えば左右の上腕、左上腕と左大腿)を、６回の
注射をとおして使用した。
【００７３】
　注射を皮下組織に適用した(ｓ.ｃ.)。各注射前、注意深い吸引により血管内適用を避け
ることに特に注意した。全投与を、治験場所で行った。
【００７４】
容積ベースの形態計測
　容積測定のための図譜を作成するために、海馬(左右)および全側脳室ＲＯＩを解剖学的
ＭＲＩ鋳型上で描写した。各対象の海馬および側脳室容積を、図譜標識の非線形レジスト
レーション由来の変換を、個々の対象スキャンおよび対象特異的画像情報と合わせる、完
全自動化法を使用して決定した(Collins et al., J. Comput. Assist. Tomogr., 18: 192
-205, 1994)。後処理ＱＣレビューに失敗した側脳室および海馬分節化は、手動で補正し
た。総頭蓋内容積(ＴＩＶ)を、前処理中に作製した脳マスクから概算し、各対象の平均Ｔ
ＩＶ(ＴＩＶａｖｇ)を、通院をとおして概算ＴＩＶを平均化することにより決定した。頭
の大きさの違いを考慮に入れるため、各対象について、海馬および脳室容積の正規化に正
規化係数(ＴＩＶ鋳型／ＴＩＶａｖｇ＿対象)を使用した。
【００７５】
安全性評価：
　安全性評価は次のものを含んだ。
－　有害事象(ＡＥ)および重篤有害事象(ＳＡＥ)(ＡＥにより中断した患者数；中断の理
由)
－　臨床検査評価：血液学、生化学、凝血、血清学、尿検査、ＡＰＰ交差反応性
－　バイタルサイン(血圧、心拍数、呼吸数および体温)
－　身体的および神経学的試験
【００７６】
有効性評価：
　主要有効性可変値は、改変ＡＤＡＳ－ｃｏｇにより測定した認知におけるベースライン
からの変化(ＣＦＢ)、改変ＡＤＣＳ－ＡＤＬにより測定した機能におけるＣＦＢおよび複
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合合成数により測定した認知および機能におけるＣＦＢの組み合わせである。
１. 共主要：改変ＡＤＡＳ－ｃｏｇ；
２. 共主要：改変ＡＤＣＳ－ＡＤＬ；
３. 複合主要評価項目：複合スコア。
【００７７】
　ＡＤＡＳ－ｃｏｇおよび改変ＡＤＡＳ－ｃｏｇに含まれる他の項目を、来院来院１、２
、３、５、６、７、８、９および１０またはＥＤＶに測定した。ＡＤＣＳ－ＡＤＬを、来
院２、５、６、７、８、９および１０またはＥＤＶに測定した。複合主要評価項目に寄与
する項目を、来院２、５、６、７、８、９および１０またはＥＤＶに測定した。
【００７８】
　主要有効性評価項目は、全て０～１００の範囲である。各改変スケールおよび合成数に
ついて、スコアが低いほど、良好な能力を示す。しかしながら、スケールにおけるいくつ
かの項目は逆方向、すなわち、スコアが高いほど、良好な能力を示し得る。合成数を計算
する前に、逆方向で採点される寄与項目を逆にした。項目を、実測値を当該項目について
の可能性のある最高値から減算することにより逆にする。これは、項目のスケールを逆に
し、それゆえに、いまやスコアが低いほど良好な性能を示す。改変ＡＤＡＳ－ｃｏｇおよ
び複合合成数に含まれる次の項目が、逆のスコアリングを必要とする：言語ＰＡＬ、ＮＴ
Ｂカテゴリー流暢性およびＣｏｇＳｔａｔｅ　ＯＮＢ。
【００７９】
副次有効性評価項目：
クオリティ・オブ・ライフ(ＱＯＬ)介護者
　ＱＯＬ介護者は、特に介護者の視点から患者のＱＯＬの評点を得るために設計された短
い、１３項目問診である。質問は、友人および家族との関係、経済に関する懸念、体調、
気分および生活の質の全体的評価にわたる。全ての項目は４段階評価で採点し、１が悪く
、４が優れる。合計点は、１３～５２の範囲であり得る全項目の加算である。ＱＯＬ介護
者値は、ここでは、ベースラインからの変化として示す。結果は、来院１、６、８および
１０に測定した。
【００８０】
統計解析
ベースラインデータ
　対象を、スクリーニング相の間に記録した人口統計情報およびベースライン特徴を使用
して、記載した(来院１)。
【００８１】
　評価した人口統計情報は、年齢、性別、人種、喫煙習慣、学歴、身長および体重であっ
た。対象人口統計は、安全性、ＩＴＴおよびパープロトコール手段の処置により要約した
。
【００８２】
主要有効性解析
　主要、副次および予備有効性評価項目を、群間の経時的変化の比較により解析した。有
効性解析は、下記混合モデルを利用した。混合モデル解析は、３ワクチン群および２アル
ミニウム群間の、各来院時の全有効性評価項目スコアの、概算したベースラインからの変
化を比較した。モデルは、各有効性エンドポイントについて別の反復測定縦断的モデルを
使用した。この解析は、処置群間で概算ＣＦＢ値に差異が有るか否かを評価した。
【００８３】
　SAS(登録商標)PROC MIXEDを使用して、反復測定を伴う混合モデル、応答変数としての
各有効性評価項目(例えば、改変ＡＤＡＳ－ｃｏｇ)のＣＦＢならびに次の共変数および固
定効果を適合させた。
・　年齢(共変数)；
・　学歴(≦１２年、＞１２年のカテゴリーに分けた固定効果)；
・　性別(固定効果)；
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・　施設(固定効果)；
・　処置(固定効果)；
・　ＡＰＯＥｅ４状態(固定効果、陽性または陰性)；
・　ＡＣｈＥ阻害剤の使用(固定効果、薬物療法から決定)；
・　時間(共変数、時間は来院の点で定義する)；
・　時間経過性処置効果(時間＊処置)
【００８４】
　モデルのための共分散構造は、一次異質的自己回帰(ＡＲＨ[１])であった。最小二乗平
均を、治験における各来院時に概算した。特定の来院時のＬＳ平均を、特定した処置を投
与したとき、その時点(来院)の有効性結果における予測ＣＦＢとして解釈した。最小二乗
平均および標準誤差を、各来院時に混合モデルから概算しており、多様な群について示す
。
【００８５】
　改変ＡＤＡＳ－ｃｏｇは、認知機能を評価する項目を合わせる。改変ＡＤＣＳ－ＡＤＬ
は、機能的能力に感受性である項目を含む。認知技術は、疾患の開始に向けて低下するこ
とが予測され、基礎的機能を実施する能力は、疾患において後に低下すると予測される。
複合主要評価項目(ここでは“複合スコア”と称す)は、認知および基礎的機能の低下に感
受性である複合スコアを作成するために、改変ＡＤＡＳ－ｃｏｇおよび改変ＡＤＣＳ－Ａ
ＤＬの両者を合わせる。次の式を、複合主要評価項目、すなわち複合合成数スコアを導く
ために使用する。
複合合成数スコア：
＝１.６７＊単語想起＋１.３５＊見当識＋１.４２＊単語認識＋０.５５＊想起指示＋０.
８１＊口頭言語＋１.０１＊単語発見＋５.４２＊ＯＮＢ＋０.１５＊ＶＰＡＬ＋０.１９＊
カテゴリー流暢性＋０.２８＊持ち物＋０.３５＊買い物＋０.２３＊趣味＋０.３８＊飲料
＋０.３７＊食事＋０.２３＊現在の事象＋０.２６＊ＴＶ＋０.３３＊約束遵守＋０.３７
＊旅行＋０.３３＊単独＋０.３５＊電化製品＋０.４９＊衣服＋０.３６＊読書＋０.６２
＊電話＋０.３３＊筆致
【００８６】
　複合合成数スコアに対する各項目の寄与パーセントは、下記表１に見ることができる。
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【表１】

【００８７】
結果
　ＡＦＦ００６は、人口統計学的データ(表２)および治験群のベースライン特徴を示すデ
ータ(表３)に基づき、初期ＡＤ患者を暗示する治験集団を集めた。
【００８８】
　局所反応の頻度および強度のいずれも、投与したアルミニウム用量に依存した(表４)。
このような局所反応(ＬＲ)は、自然免疫応答の活性化の指標として役立つ。
【００８９】
　疾患進行を伝えるパラメータに関して、２mgアルミニウム群は、１mgアルミニウム群(
他の群)を強く凌ぐ(図１)。両群の軽度患者集団の比較は、この効果が、初期疾患段階の
患者のコホートで最も顕著であることを示した(図２)。改変ＡＤＡＳ－ｃｏｇにより例示
される、１８ヶ月にわたる疾患進行の遅延が、２mgアルミニウム群で特に明らかである(
図３)。
【００９０】
　得られた結果を公的データセットと比較した。同定された歴史的データセットは、ＡＤ
ＮＩ　１軽度ＡＤコホート(観察研究)、ＡＤＣＳホモシステイン治験からの軽度プラセボ
患者(ＨＣ、ＭＭＳＥ≧２０)ならびにロフェコキシブおよびナプロキセンのＡＤＣＳ　Ｎ
ＳＡＩＤ治験からのプラセボ群(ＮＳ、ＭＭＳＥ≧２０)であった。これら３コホートを合
わせて、歴史的対照(ＨＣ－ＡＤＮＩ,ＮＳ；ＨＣ)を作成した。データ点は、６ヶ月目は
３４４患者、１２ヶ月目は３１７患者、そして１８ヶ月目は２２６患者が入手可能であっ
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って、１８ヶ月値は直線で補完した。ＮＳ治験は１２ヶ月長でしかなかったため、この治
験から１８ヶ月データは入手可能ではなかった。
【００９１】
　改変ＡＤＡＳ－ｃｏｇは、ＮＴＢおよびＣｏｇＳｔａｔｅ　Ｂａｔｔｅｒｙからの項目
を補ったＡＤＡＳ－ｃｏｇからのいくつかの項目を使用従、これらの項目は歴史的試験の
全てで利用可能ではなかった。従って、ＡＤＡＳ－ｃｏｇ項目については改変ＡＤＡＳ－
ｃｏｇと同じ重みを使用するが、ＮＴＢおよびＣｏｇＳｔａｔｅ項目を含まない、改変Ａ
ＤＡＳ－ｃｏｇ２を作成した(１.６７＊単語想起＋１.３５＊見当識＋１.４２＊単語認識
＋０.５５＊想起指示＋０.８１＊口頭言語＋１.０１＊単語発見)。
【００９２】
　改変ＡＤＡＳ－ｃｏｇ２は、AFF006治験からの１mgおよび２mgオキシ水酸化アルミニウ
ム処置群よりも歴史的対照群における実質的に多くの低下を示す(図３)。ｐ値は１mg対Ｈ
Ｃ－ＡＤＮＩ、ＮＳ、ＨＣ：＜０.０００１；２mg対ＨＣ－ＡＤＮＩ、ＮＳ、ＨＣ：＜０.
０００１であった
【００９３】
　またＭＲＩデータは、２mg群患者について統計学的に有意な疾患修飾的効果および海馬
容積と臨床的エンドポイント、例えば右海馬とｄａｐＡＤＡＳの相関を示す：ｐ＝０.０
００６または複合スコア：ｐ＝０.００９５(図４)。本治験は、初めて臨床的データと放
射線学的バイオマーカー(この場合ＭＲＩ)の並行した進行を提供したことは特筆すべきで
ある。
【００９４】
　図４は、ＡＤ患者における１年の脳萎縮率は３～６％／年の範囲であるのに、本発明に
より処置された患者が、１８ヶ月の期間にわたり海馬容積のＡＤ関連減少をほとんど示さ
なかったことを示す(Risacher et al., 2013、表２；健常高齢者の速度は、通常０.５～
２.２の範囲である(またRisacher et al.における表２を参照のこと))。
【００９５】
　図５は、本発明により処置された患者の介護者が、患者のＱＯＬが、１mg Ａｌｕｍお
よび他の群と比較して、２mgで１８ヶ月の期間にわたり、顕著に改善したとして採点した
ことを示す（データは示していない)。
【００９６】
【表２】

【００９７】
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【００９８】
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【表４】

【００９９】
２. ＫＬＨ－ＡｌｕｍおよびＡｌｕｍのみと比較した、２種のＡβ標的化ワクチンＳｅｑ
ＩＤ１－ＫＬＨ－ＡｌｕｍおよびＳｅｑＩＤ２－ＫＬＨ－Ａｌｕｍの免疫原性
ＳｅｑＩＤ：
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ＳｅｑＩＤ１：ＳＷＥＦＲＴＣ
ＳｅｑＩＤ２：ＳＥＦＫＨＧＣ
【０１００】
動物実験：
　全ての動物実験を、Ｔｇ２５７６マウス(Taconic Farms, USA; 129S6/SvEvTac)を使用
して、オーストリア動物実験法(TVG2012)により実施した。一般的健康状態を、改変Smith
 Kline Beecham, Harwell, Imperial College, Royal London Hospital表現型評価(ＳＨ
ＩＲＰＡ)主要観察スクリーニングにより確認した(Rogers DC et al. (1999) Behav Brai
n Res 105: 207-217.)。マウスに１ヶ月間隔で６回皮下注射した。血液を一定間隔で採り
、血漿を調製し、さらなる使用まで保存した。実験終了時、マウスを殺し、脳を採取し、
半球に分けた。一つの半球を４％パラホルムアルデヒド(PFA, Sigma Aldrich, USA)に固
定し、脱水し、パラフィン包埋した。脳組織を滑走式ミクロトーム(Leitz, Germany)を使
用して７μMに断片化し、断片をSuperfrost Plus Slides(Menzel, Germany)にマウントし
た。
【０１０１】
ＥＬＩＳＡにより測定された力価：
　標準的酵素結合免疫吸着アッセイ(ＥＬＩＳＡ)技術を使用して、血漿およびＣＳＦ中の
ワクチン惹起抗体のレベルを測定した(Mandler M et al. (2012) J Alzheimers Dis 28: 
783-794.)。使用した基質は、ヒト(BACHEM, CH)Ａβ１－４０／４２(５μg／ml)、ＫＬＨ
(１μg／ml)およびペプチド－ウシ血清アルブミン(ＢＳＡ)コンジュゲート(ＳｅｑＩＤ１
およびＳｅｑＩＤ２、１μM)を含んだ。光学密度(ＯＤ)を、４０５nmでマイクロウェルリ
ーダー(Tecan, CH)を使用して測定した。ＯＤｍａｘ／２を計算した。
【０１０２】
行動的試験：
　認知障害を解析するために、免疫化Ｔｇ２５７６動物を恐怖条件付け文脈学習(ＣＦＣ
、Comery TA et al. (2005) J Neurosci 25: 8898-8902.)に付し、AnyMazeソフトウェア(
Stoelting Co, USA)を使用して解析した。ＣＦＣに関して、１日目にマウスを条件付けチ
ャンバー(AFFiRiS AG, Austria)に入れ、２分間馴化させ、２分間隔＋３０秒中断で３回
０.８mA足部ショックを与えた。２日目に文脈学習を評価するために、動物をチャンバー
に再び入れ、解析用時間枠として選択したｓ１２０～２４０を伴う５分モニターした(す
くみ時間＝呼吸以外動きがない)。１日目の最初の２分は、２日目値から減算するベース
ラインすくみとして考慮した。
【０１０３】
脳Ａβの解析：
　免疫蛍光(ＩＦ)解析を先に記載のように実施した(Mandler M et al. (2012) J Alzheim
ers Dis 28: 783-794)。Ａβ特異的ＩＦ染色について、免疫化Ｔｇ２５７６の脳断片を、
ｍＡｂ　３Ａ５(AFFiRiS AG, Austria)を使用するアミロイド負荷の解析のために処理し
た。全ての二次的試薬はVector Labs(USA)から得た。ＩＦについて、ＤＡＰＩ含有VECTAS
HIELD-HardSet Mounting Mediumを使用して断片をマウントし、対比染色した。断片をMIR
AX-SCAN(Carl Zeiss AG, Germany)を使用して試験した。動物におけるＡＤ様病理を、半
自動化面積認識プログラム(eDefiniens Architect XD; www.definiens.com, Mandler M. 
et al (2015) PLoS ONE 10(1): e0115237.)を使用して、アミロイド沈着により占拠され
た相対的脳面積を決定することにより評価した。解析のために、３スライド／動物および
≦５の個々の断片／スライドを評価した。組織人工物または異常染色を担持する断片は除
外した。Ａβ陽性血管数を評価するために、皮質および海馬を覆う３Ａ５染色断片(３ス
ライド／動物ならびにスライドあたり５個までの個々の断片)を分析した。Ａβ陽性血管
を、皮質の小区域ならびに海馬において手動で計数した。mm２あたりの陽性血管数を決定
した。
【０１０４】
参考文献：
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Mandler et al., PLoS ONE 10(1) (2015): e0115237. doi:10.1371/journal.pone.011523
7.
Mandler et al., J Alzheimers Dis 28: 783-794.
Comery et al., J Neurosci 25 (2005): 8898-8902.
【０１０５】
結果：
　ＫＬＨ－ＡｌｕｍおよびＡｌｕｍ(オキシ水酸化アルミニウム)のみと比較した２種のＡ
β標的化ワクチンＳｅｑＩＤ１－ＫＬＨ－ＡｌｕｍおよびＳｅｑＩＤ２－ＫＬＨ－Ａｌｕ
ｍの免疫原性を試験するために、Ｔｇ２５７６マウスに、３０μg正味ペプチドを含むコ
ンジュゲートワクチンのいずれか、等用量のＡｌｕｍと製剤したＫＬＨまたはＡｌｕｍの
みを、４週間隔で６回皮下注射した。使用したＡｌｕｍ用量は２mg／mlと等しかった。ワ
クチン接種惹起Ａｂを、屠殺時に採った血漿サンプルで測定した(ＳｅｑＩＤ１(ｎ＝１０
)、ＳｅｑＩＤ２(ｎ＝８)、ＫＬＨ－Ａｌｕｍ(ｎ＝１０)およびＡｌｕｍのみ(ｎ＝８))。
３ワクチン全て、強くかつ同等なＩｇＧ力価を、免疫化に使用したペプチドに対して惹起
した(図６Ａ)。Ａｌｕｍのみは、背景を超えるシグナルを惹起しなかった(図６Ａ)。両Ａ
β標的化ワクチン、ＳｅｑＩＤ１－ＫＬＨ－ＡｌｕｍおよびＳｅｑＩＤ２－ＫＬＨ－Ａｌ
ｕｍはヒトＡβに対するＡｂを惹起従、ＫＬＨ－ＡｌｕｍワクチンおよびＡｌｕｍのみは
処置動物において背景を超えるシグナルを惹起しなかった(図６Ｂ)。
【０１０６】
　認知機能に対するＡβ標的化ワクチン(ＳｅｑＩＤ１－＋ＳｅｑＩＤ２－ＫＬＨ－Ａｌ
ｕｍ)および非Ａβ特異的ワクチン(ＫＬＨ－Ａｌｕｍ)と比較したオキシ水酸化アルミニ
ウムのみ(Ａｌｕｍ)の効果を試験するために、我々は、Ｔｇ２５７６マウスにおける文脈
記憶および学習を解析する恐怖条件付け文脈学習(ＣＦＣ)を適用した。予想どおり、ＣＦ
Ｃは、ＳｅｑＩＤ１およびＳｅｑＩＤ２処置動物は、Ａβ沈着のこのＡＤモデルにおいて
ＫＬＨ－Ａｌｕｍを受けている対照動物(ゆえにＡβ特異的免疫応答を惹起しない)より優
れたことを証明した(図７)。興味深いことに、このＡＤモデルにおいて、Ａｌｕｍのみ(
それぞれＫＬＨまたはＡβに対する活性免疫応答を惹起するコンジュゲートなし)を受け
た動物は、Ａβ特異的抗体非存在下で、Ａβ標的化ワクチンで検出可能なものと同等な効
果を示した。
【０１０７】
　Ａｌｕｍがまた脳アミロイド負荷に有意に影響するか否かを試験するために、ＣＦＣを
受けた動物を１４ヶ月齢でその後殺した。脳を汎発性および有芯プラークについて、モノ
クローナル抗体３Ａ５を使用するＩＦ染色により評価した。ＫＬＨ／ＡＬＵＭ注射対照の
皮質ならびに海馬断片は、多数のアミロイドプラークにより覆われていた(図８Ａ＋Ｃ)。
対照的に、ＳｅｑＩＤ１およびＳｅｑＩＤ２免疫化Ｔｇ２５７６マウスの各脳領域は、有
意に沈着が少なかった(図８Ｂ＋ＤおよびＥ、ｐ＜０.０５、データは示していない)。重
要なことに、このＡＤモデルにおいて、Ａｌｕｍのみで処置したＴｇ２５７６動物は、Ｋ
ＬＨ－Ａｌｕｍ処置動物(図８Ｅ)と比較して、アミロイド沈着の有意な変化はなかった。
【０１０８】
　それゆえに、図７および８はまた、アルツハイマー病のためのＡＰＰトランスジェニッ
クモデル(Ｔｇ２５７６)において、局所適用したオキシ水酸化アルミニウムが、脳Ａβレ
ベルを有意に変化させることなく、認知低下を有意に低減できることも示す。これは、こ
のＡＤモデルにおいてオキシ水酸化アルミニウムにより発揮される有益な機能的効果の根
底にあるＡＰＰ／Ａβ非依存的機構を含意し、さらに、“アミロイドチャネル仮説”の科
学的妥当性の欠如を証明する。
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