
(57)【要約】
【課題】　抗原に対する動物の免疫応答の増強のために有用なアジュバントに関する。
【解決手段】　約 0.25％～約 12.5％ (v/v)のレシチン、約 1％～約 23％ (v/v)の油、 1.5％～
3.5％ (v/v)の少なくとも１つの両親媒性界面活性剤、及び抗原を含んで成るアジュバント
組成物に関する。
【選択図】　　　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ホ ル マ リ ン 、 続 い て グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド を 添 加 す る こ と に よ っ て 不 活 性 化 さ れ て い る ボ
ル デ テ ラ ・ ブ ロ ン キ セ プ チ カ 培 養 物 を 含 ん で 成 る 抗 原 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 請 求 項 １ 記 載 の 抗 原 組 成 物 、 及 び ア ジ ュ バ ン ト を 含 ん で 成 る ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 ア ジ ュ バ ン ト が 約 0.25％ ～ 約 12.5％ (v/v)の レ シ チ ン 、 約 1％ ～ 約 23％ (v/v)の 油 及
び 約 1.5％ ～ 3.5％ (v/v)の 少 な く と も １ つ の 両 親 媒 性 界 面 活 性 剤 を 含 ん で 成 る ア ジ ュ バ ン
ト で あ る 請 求 項 ２ 記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ボ ル デ テ ラ ・ ブ ロ ン キ セ プ チ カ の 培 養 物 に ホ ル マ リ ン を 添 加 し 、 続 い て 前 記 培 養 物 に グ
ル タ ル ア ル デ ヒ ド を 添 加 す る こ と を 含 ん で 成 る ボ ル デ テ ラ ・ ブ ロ ン キ セ プ チ カ の 培 養 物 を
不 活 性 化 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ボ ル デ テ ラ ・ ブ ロ ン キ セ プ チ カ 培 養 物 、 ホ ル マ リ ン 及 び グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド を 含 ん で 成
る ボ ル デ テ ラ ・ ブ ロ ン キ セ プ チ カ 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ボ ル デ テ ラ ・ ブ ロ ン キ セ プ チ カ 感 染 に 対 し て 哺 乳 類 を 保 護 す る た め の ワ ク チ ン で あ っ て
、 ボ ル デ テ ラ ・ ブ ロ ン キ セ プ チ カ 感 染 に 対 し て 前 記 哺 乳 類 を 保 護 す る た め に 効 果 的 な 量 の
、 請 求 項 ４ 記 載 の 方 法 に 従 っ て 不 活 性 化 さ れ た 培 養 物 か ら の ボ ル デ テ ラ ・ ブ ロ ン キ セ プ チ
カ 細 胞 、 及 び 生 理 学 的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー を 含 ん で 成 る ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ７ 】
　 毒 性 パ ス テ ウ レ ラ ・ ム ル ト シ ダ 感 染 に 対 し て 哺 乳 類 を 保 護 す る た め に 効 果 的 な 量 の 毒 性
パ ス テ ウ レ ラ ・ ム ル ト シ ダ 抗 原 を さ ら に 含 ん で 成 る 請 求 項 ６ 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ボ ル デ テ ラ ・ ブ ロ ン キ セ プ チ カ 感 染 及 び ／ 又 は 毒 性 パ ス テ ウ レ ラ ・ ム ル ト シ ダ 感 染 に 対
し て 豚 を 保 護 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 ボ ル デ テ ラ ・ ブ ロ ン キ セ プ チ カ 感 染 及 び 毒 素 原 性
パ ス テ ウ レ ラ ・ ム ル ト シ ダ 感 染 に 対 し て 保 護 す る た め に 効 果 的 な 量 の 請 求 項 ７ 記 載 の ワ ク
チ ン に よ り 前 記 豚 を 予 防 接 種 す る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 萎 縮 性 鼻 炎 に 対 し て 子 豚 を 保 護 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 　 a)生 殖 溝 形 成 の 前 及 び 妊 娠
の 間 、 雌 豚 に よ り 生 成 さ れ る 初 乳 中 に 抗 ‐ ボ ル デ テ ラ ・ ブ ロ ン キ セ プ チ カ 抗 体 及 び 抗 ‐ 毒
素 原 性 パ ス テ ウ レ ラ ・ ム ル ト シ ダ 抗 体 を 提 供 す る の に 効 果 的 な 量 の 請 求 項 ７ 記 載 の ワ ク チ
ン に よ り 前 記 豚 を 予 防 接 種 し ； そ し て
　 b)子 豚 の 出 生 に 続 い て 約 24時 間 以 内 に そ の 子 豚 に 、 前 記 豚 に よ り 生 成 さ れ る 初 乳 を 供 給
す る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 免 疫 的 ア ジ ュ バ ン ト に 関 す る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 水 中 油 性 エ マ ル ジ ョ ン 及 び 界
面 活 性 剤 を 含 ん で 成 る ア ジ ュ バ ン ト に 関 す る 。 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト は 、 種 々 の ワ ク チ ン
配 合 物 、 た と え ば 細 菌 又 は ウ イ ル ス 成 分 を 含 ん で 成 る ワ ク チ ン に お い て 有 用 で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 感 染 性 生 物 に 対 す る 免 疫 の 生 成 は 、 免 疫 制 御 に お け る 強 力 な 手 段 で あ る 。 感 染 に 対 す る
免 疫 を 誘 発 す る そ れ ら の 抗 原 は 、 免 疫 原 と し て 知 ら れ て い る 。 そ れ ら が 誘 発 す る 保 護 抗 体
は 、 感 染 過 程 を 阻 害 す る た め に 他 の 天 然 の 防 御 力 と 協 力 す る こ と が で き 、 又 は そ れ ら は 、
感 染 性 生 物 の 有 害 な 生 成 物 、 た と え ば 毒 素 を 中 和 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
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　 抗 体 応 答 を 増 強 す る 効 果 的 手 段 は 、 ア ジ ュ バ ン ト の 使 用 で あ る 。 従 っ て 、 ア ジ ュ バ ン ト
は 、 抗 原 に 対 す る 応 答 を 増 強 す る た め に 添 加 剤 又 は ビ ー ク ル と し て ワ ク チ ン に 含 ま れ る 。
ア ジ ュ バ ン ト は 、 異 な っ た 機 構 、 た と え ば （ １ ） 遅 延 を 引 き 起 こ す た め に 身 体 に 抗 原 を 閉
じ 込 め ,（ 2） 注 入 部 位 に 免 疫 系 の 細 胞 を 誘 引 し 、 （ ３ ） 免 疫 系 の 細 胞 の 増 殖 及 び 活 性 化 を
刺 激 し 、 そ し て （ ４ ） 受 容 体 の 身 体 に お け る 抗 原 分 散 性 を 改 良 す る こ と に よ っ て 機 能 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 種 々 の 化 学 的 性 質 を 有 す る 多 く の 剤 、 た と え ば 油 中 水 型 及 び 水 中 油 型 エ マ ル ジ ョ ン 、 無
機 塩 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 天 然 の 物 質 が ア ジ ュ バ ン ト と し て 使 用 さ れ て き た 。 商 標 AMPH
IGEN(TM)と し て 知 ら れ て い る １ つ の ア ジ ュ バ ン ト が ア メ リ カ 特 許 第 5,084,269号 に 記 載 さ
れ て い る 。 AMPHIGEN(TM)ア ジ ュ バ ン ト は 、 油 、 通 常 、  軽 流 動 パ ラ フ ィ ン に 溶 解 さ れ て い
る 脱 レ シ チ ン か ら 成 る 。 ワ ク チ ン 調 製 物 に お い て は 、 AMPHIGEN(TM)は 、 水 中 油 性 エ マ ル ジ
ョ ン と し て 免 疫 化 抗 原 の 水 溶 液 又 は 水 性 懸 濁 液 に 分 散 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 上 記 ア メ リ カ 特 許 第 5,084,269号 の AMPHIGEN(TM)ア ジ ュ バ ン ト を 用 い る 場 合 、 問 題 が 観
察 さ れ た 。 た と え ば 、 AMPHIGEN(TM)に お け る レ シ チ ン は 油 の 安 定 エ マ ル ジ ョ ン を 生 成 す る
た め に 十 分 で は な く 、 従 っ て 、 注 入 さ れ た 組 織 に 油 の プ ー ル 又 は 集 積 物 を 導 き 、 鉱 油 は 動
物 に よ り 代 謝 も 又 は 除 去 も さ れ 得 な い 。 結 果 と し て 、 油 は 重 度 の 慢 性 炎 症 及 び 瘢 痕 の 源 に
な る 。 抗 原 性 調 製 物 へ の AMPHIGEN(TM)の 直 接 的 な 乳 化 は 、 抗 原 の 損 傷 の 危 険 性 を 担 持 す る
。 ま た 、 所 望 の エ マ ル ジ ョ ン が 形 成 し な い 場 合 ,そ の 価 値 あ る 高 原 は 廃 棄 さ れ な け れ ば な
ら な い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 従 っ て 、 効 果 的 で あ り 、 そ し て 上 記 問 題 を 解 決 す る 、 動 物 、 た と え ば ヒ ト の た め の ワ ク
チ ン へ の 有 用 な ア ジ ュ バ ン ト が 非 常 に 所 望 さ れ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は 、 抗 原 に 対 す る 動 物 の 免 疫 応 答 の 増 強 の た め に 有 用 な ア ジ ュ バ ン ト に 関 す る 。
特 に 、 本 発 明 は 、 ワ ク チ ン 組 成 物 に お い て 水 中 油 型 エ マ ル ジ ョ ン を 形 成 す る こ と が で き る
ア ジ ュ バ ン ト に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 ワ ク チ ン 配 合 物 に 使 用 さ れ る 場 合 、 予 防 接 種 部 位
で 惹 起 さ れ る 炎 症 及 び 瘢 痕 が 最 小 と な る ア ジ ュ バ ン ト に 関 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 発
明 の ア ジ ュ バ ン ト を 含 む ワ ク チ ン 配 合 物 に も 関 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 １ つ の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト は 、 レ シ チ ン 、 油 、 及 び ア ジ ュ バ ン ト を
乳 化 で き る 両 親 媒 性 界 面 活 性 剤 、 た と え ば Tween又 は Span界 面 活 性 剤 を 含 ん で 成 る 。 も う
１ つ の 好 ま し い 観 点 に お い て は 、 界 面 活 性 剤 は 、 Tween80、 Tween85、 Span80ま た は Span85
で あ る 。
　 も う １ つ の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト は 、 レ シ チ ン 、 油 、 及 び ア ジ ュ バ ン
ト 、 又 は ア ジ ュ バ ン ト を 含 む ワ ク チ ン 組 成 物 を 乳 化 で き る ２ 種 の 両 親 媒 性 界 面 活 性 剤 を 含
ん で 成 る 。 好 ま し い 観 点 に お い て は 、 ２ 種 の 界 面 活 性 剤 の １ つ 、 た と え ば Tween80が 主 と
し て 水 性 相 に 見 出 さ れ 、 そ し て ほ か の 界 面 活 性 剤 、  た と え ば Span80は 主 と し て 油 相 に 見
出 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 レ シ チ ン は 、 ホ ス フ ァ チ ド で あ る 。 レ シ チ ン の 粗 調 製 物 は 、 ト リ グ リ セ リ ド を 包 含 す る
こ と が で き る 。 本 発 明 に 関 し て は 、 “ レ シ チ ン ” と は 、 精 製 さ れ た 及 び 粗 調 製 物 の 両 者 を
包 含 す る 。 好 ま し い 観 点 に お い て は 、 レ シ チ ン は 脱 油 化 さ れ て い る 。
　 適 切 な 油 は 、 鉱 油 、 た と え ば DRAKEOL(TM)軽 鉱 油 を 包 含 す る 。 さ ら な る 態 様 に お い て は
、 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト は 、 キ ャ リ ヤ ー 水 溶 液 、 た と え ば 生 理 学 的 に 許 容 で き る 緩 衝 液 、
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水 又 は 塩 溶 液 を 含 む 。
　 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト は 、 レ シ チ ン 、 鉱 油 、 ２ 種 の 両 親 媒 性
界 面 活 性 剤 及 び キ ャ リ ヤ ー 水 溶 液 （ た と え ば 塩 溶 液 ） を 含 む 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の も う １ つ の 態 様 に お い て は 、 ホ ル マ リ ン 及 び グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド を 用 い て の ボ
ル デ テ ラ ・ ブ ロ ン キ セ プ チ カ （ “ B． ブ ロ ン キ セ プ チ カ ” ） の 培 養 物 の 不 活 性 化 方 法 が 記
載 さ れ て い る 。 も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 ホ ル マ リ ン 及 び “ グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド ” を 用
い て 不 活 性 化 さ れ た B.ブ ロ ン キ セ プ チ カ の 培 養 物 が 供 給 さ れ る 。 さ ら に も う １ つ の 観 点 に
お い て は 、 ホ ル マ リ ン 及 び グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド を 用 い て 不 活 性 化 さ れ た B.ブ ロ ン キ セ プ チ
カ 培 養 物 か ら の 抗 原 組 成 物 が 供 給 さ れ る 。 さ ら に も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 ホ ル マ リ ン
及 び グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド を 用 い て 不 活 性 化 さ れ た B.ブ ロ ン キ セ プ チ カ 培 養 物 か ら の 抗 原 組
成 物 が 供 給 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 の 増 強 の た め に 有 用 の ア ジ ュ バ ン ト に 関 す る 。 特 に 、
本 発 明 は 、 ワ ク チ ン 配 合 物 を 乳 化 で き る 油 状 ア ジ ュ バ ン ト に 関 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、
ワ ク チ ン 配 合 物 に 使 用 さ れ る 場 合 、 鉱 油 を 含 む ワ ク チ ン に 典 型 的 な 、 注 入 部 位 で の 炎 症 又
は 瘢 痕 を 実 質 的 に 回 避 で き る ア ジ ュ バ ン ト に 関 す る 。 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト は 、 レ シ チ ン
、 油 、 及 び ア ジ ュ バ ン ト 、 又 は ア ジ ュ バ ン ト を 含 む ワ ク チ ン 組 成 物 を 乳 化 で き る 両 親 媒 性
界 面 活 性 剤 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 ア メ リ カ 特 許 第 5,084,269号 に 記 載 さ れ る よ う な ア ジ ュ バ ン ト を 含 む ワ ク チ
ン へ の 約 1.5％ （ v/v） (す な わ ち 、 ア ジ ュ バ ン ト を 含 ん で 成 る ワ ク チ ン 98.5体 積 と 両 親 媒
性 界 面 活 性 剤 1.5体 積 と を 混 合 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 体 積 濃 度 当 た り 1.5体 積 )～ 3.5％
（ v/v） の 両 親 媒 性 界 面 活 性 剤 の 添 加 が 、 そ の よ う な ア ジ ュ バ ン ト と 共 に 配 合 さ れ る ワ ク
チ ン 組 成 物 を 十 分 に 乳 化 し 、 そ し て 予 防 接 種 さ れ た 動 物 の 注 入 部 位 に お け る 刺 激 を 最 少 に
す る た め に 効 果 的 で あ る 発 見 に 一 部 、 基 づ か れ て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 １ つ の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト は 、 レ シ チ ン 及 び 油 、 並 び に 両 親 媒 性 界
面 活 性 剤 を 含 む 。 １ つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト は レ シ チ ン 、 及 び 本 発 明 の
ア ジ ュ バ ン ト と 共 に 配 合 さ れ る ワ ク チ ン 組 成 物 を 乳 化 で き る 両 親 媒 性 界 面 活 性 剤 を 含 む 。
も う １ つ の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 ２ 種 の 両 親 媒 性 界 面 活 性 剤 、 た と え ば Tween及 び Spa
n界 面 活 性 剤 が 、 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 好 ま し い ア ジ ュ バ ン ト （ こ こ で 、 「 NO.1ア ジ ュ バ ン ト 」 と し て 言 及 さ れ る ） は 、 約 2%（
v/v） の 鉱 油 ,及 び 約 8％ （ v/v） の 界 面 活 性 剤 (た と え ば ,約 5.6％ （ v/v） の Tween80及 び 約 2
.4％ (v/v)の Spann80)を 含 ん で 成 り 、 そ し て 残 り の 体 積 は 塩 溶 液 で あ る 。 好 ま し い 観 点 に
お い て は 、 ワ ク チ ン 組 成 物 の 約 75％ （ v/v） の 濃 度 で の 抗 原 、 及 び 約 25％ (v/v)の 濃 度 で の
ア ジ ュ バ ン ト 、 好 ま し く は No.1ア ジ ュ バ ン ト を 含 ん で 成 る ワ ク チ ン 組 成 物 が 配 合 さ れ る 。
本 明 細 書 に お い て ％ で 提 供 さ れ る す べ て の 濃 度 は 、 特 に こ と わ ら な い 限 り 、 体 積 ／ 体 積 で
示 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 　 　 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト に お い て 有 用 な 界 面 活 性 剤
　 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト の た め に 有 用 な 界 面 活 性 剤 は 、 両 親 媒 性 で あ り 、 そ し て 獣 医 又 は
医 学 的 使 用 の た め に 許 容 で き る 。 特 定 の 界 面 活 性 剤 が 、 医 学 的 又 は 獣 医 学 的 使 用 の た め に
許 容 で き る か 否 か は 、 当 業 者 に よ り 決 定 さ れ 得 る 。 界 面 活 性 剤 は 、 そ の 界 面 活 性 剤 分 子 の
一 部 が 疎 水 性 で あ り 、 そ し て 一 部 が 親 水 性 で あ る 場 合 、 両 親 媒 性 で あ る 。 本 発 明 の ア ジ ュ
バ ン ト に 使 用 さ れ 得 る 界 面 活 性 剤 を 記 載 す る ア メ リ カ 特 許 第 5,690,942号 ； 第 5,376,369号
； 第 4,933,179号 ； 及 び 第 4,606,918号 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト に お い て 有 用 な 界 面 活 性 剤 の 例 は 、 Tween界 面 活 性 剤 及 び Span界
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面 活 性 剤 を 包 含 す る が 、 但 し そ れ ら だ け に は 限 定 さ れ な い 。 Tween及 び Span界 面 活 性 剤 は
、 モ ノ ラ ウ レ ー ト (Tween20, Tween21, Span20)、 モ ノ パ ル ミ テ ー ト (Tween40, Span40)、
モ ノ ス テ ア レ ー ト (Tween60, Tween61, Span60)、 ト リ ス テ ア レ ー ト (Tween65, Span65)、
モ ノ オ レ エ ー ト (Tween80, Tween81,Span80)、 及 び ト リ オ レ エ ー ト (Tween85, Span85)を 包
含 す る が 、 但 し そ れ ら だ け に は 限 定 さ れ な い 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Tween80, Tween
85, Span80, 又 は Span85が 使 用 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト に お い て 有 用 な 界 面 活 性 剤 は 、 両 親 媒 性 で あ り 、 そ し て 好 ま し く
は 、 ア ジ ュ バ ン ト の す べ て の 他 の 成 分 の 親 水 性 ― 親 油 性 バ ラ ン ス (“ HLB” )の 合 計 の 少 な
く と も 約 半 分 で あ る HLB値 を 有 す る 。 よ り 好 ま し く は 、 界 面 活 性 剤 は 、 ア ジ ュ バ ン ト の す
べ て の 他 の 成 分 の HLB値 の 合 計 の 約 0.5～ 約 ２ 倍 で あ る HLB値 を 有 す る 。 よ り 好 ま し く は 、
界 面 活 性 剤 は 、 ア ジ ュ バ ン ト の す べ て の 他 の 成 分 の HLB値 と ほ ぼ 同 じ で あ る HLB値 を 有 す る
。 HLB値 は 、 界 面 活 性 剤 、 レ シ チ ン 、 油 及 び キ ャ リ ヤ ー 溶 液 の た め に 容 易 に 入 手 で き 、 又
は 必 要 な ら 、 通 常 の 実 験 を 通 し て 決 定 さ れ 得 る 。 た と え ば 、 ア メ リ カ 特 許 第 4,504,275号
及 び 第 4,261,925号 (引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る )を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト に お い て 有 用 な 両 親 媒 性 界 面 活 性 剤 は 、 約 ２ ～ 約 20、 好 ま し く は
約 3～ 約 17の HLB値 を 有 す る 。 特 定 の 界 面 活 性 剤 の HLB値 を 決 定 す る た め の 方 法 は 、 当 業 界
に お い て 知 ら れ て い る 。 た と え ば 、 特 定 の HLB値 を 有 す る 界 面 活 性 剤 を 記 載 す る ア メ リ カ
特 許 第 5,603,951号 ； 第 4,933,179号 ； 及 び 第 4,606,918号 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト に よ り 配 合 さ れ る ワ ク チ ン 組 成 物 に お け る 界 面 活 性 剤 の 濃 度 は 、
約 1.5％ ～ 3.5％ (v/v)、 よ り 好 ま し く は 約 1.5％ ～ 約 3％ (v/v)、 よ り 好 ま し く は 約 1.5％ ～
約 2.5％ (v/v)、 及 び 最 も 好 ま し く は 約 2％ (v/v)で あ る 。 １ つ 以 上 の 界 面 活 性 剤 が 使 用 さ れ
る 場 合 、 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト に よ り 配 合 さ れ る ワ ク チ ン 組 成 物 に 使 用 さ れ る す べ て の 界
面 活 性 剤 の 濃 度 の 合 計 は ま た 、 約 1.5％ ～ 3.5％ 、 よ り 好 ま し く は 約 1.5％ ～ 約 3％ 、 よ り 好
ま し く は 約 1.5％ ～ 約 2.5％ 及 び 最 も 好 ま し く は 約 2％ (v/v)で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト に お け る 界 面 活 性 剤 の 濃 度 は ま た 、 ア ジ ュ バ ン ト が ワ ク チ ン 組 成
物 に 使 用 さ れ る 濃 度 に 依 存 す る 。 た と え ば 、 ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 ワ ク チ ン 組 成 物 の 体 積 の
約 25％ が ア ジ ュ バ ン ト で あ り （ “ 25％ ア ジ ュ バ ン ト ” ） 、 そ し て 残 り の 約 75％ が 他 の 成 分
、 た と え ば 抗 原 組 成 物 か ら 製 造 さ れ る よ う 、 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト に よ り 配 合 さ れ 得 る 。
１ つ の 観 点 に お い て 、 25％ ア ジ ュ バ ン ト に お け る 界 面 活 性 剤 の 濃 度 は 約 6％ ～ 14％ (v/v)で
あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 25％ ア ジ ュ バ ン ト に お け る 界 面 活 性 剤 の 濃 度 は 、 約 ６ ％ ～ 約 12％
、 よ り 好 ま し く は 約 ６ ％ ～ 約 10％ 、 及 び 最 も 好 ま し く は 約 8％ (v/v)で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト に お け る 界 面 活 性 剤 の 濃 度 は 、 種 々 の 要 因 に 依 存 す る 。 た と え ば
、 ア ジ ュ バ ン ト に お け る 油 の 濃 度 が 高 く な る ほ ど 、 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト に よ り 配 合 さ れ
る ワ ク チ ン 組 成 物 を 乳 化 す る た め に よ り 多 く の 界 面 活 性 剤 が 必 要 と さ れ る 。 界 面 活 性 剤 の
濃 度 を 決 定 す る た め に 有 用 で あ る も う １ つ の 要 因 は 、 レ シ チ ン の 濃 度 で あ る 。 ア ジ ュ バ ン
ト に お け る レ シ チ ン の 濃 度 が 高 い ほ ど 、 乳 化 の た め に 必 要 と さ れ る 界 面 活 性 剤 の 量 は 少 な
い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト が 25％ (v/v)以 下 の 濃 度 で ワ ク チ ン 組 成 物 に 使 用 さ れ る 場 合 、 ア
ジ ュ バ ン ト に お け る ア ジ ュ バ ン ト 成 分 の 濃 度 は 、 そ れ に 応 じ て 、 高 め ら れ る べ き で あ る 。
水 性 キ ャ リ ヤ ー は 、 す べ て の 他 の 成 分 に よ り 占 有 さ れ な い ま ま 存 続 す る 体 積 を 常 に 含 ん で
成 る キ ャ リ ヤ ー と し て の 例 外 で あ り ； 従 っ て 、 キ ャ リ ヤ ー を 除 く す べ て の 成 分 の 濃 度 が 上
昇 す る 場 合 、 ア ジ ュ バ ン ト に お け る キ ャ リ ヤ ー の 濃 度 は 低 下 す る だ ろ う し 、 そ し て 逆 も ま
た 同 じ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
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　 た と え ば 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 が ワ ク チ ン 組 成 物 に お い て 約 12.5％ (v/v)の 濃 度 で 使 用 さ れ
る 場 合 、 ア ジ ュ バ ン ト に お け る 成 分 の 濃 度 は 、 25％ ア ジ ュ バ ン ト に お け る 成 分 の 濃 度 の 約
２ 倍 で あ る 。 同 様 に 、 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト が 約 25％ (v/v)で あ る 濃 度 で ワ ク チ  ン 組 成 物
に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 ア ジ ュ バ ン ト に お け る 成 分 の 濃 度 は そ れ に 応 じ て 低 め ら れ る べ
き で あ り 、 た と え ば 、 ア ジ ュ バ ン ト が ワ ク チ ン 組 成 物 に お い て 約 50(v/v)の 濃 度 で 使 用 さ
れ る 場 合 、 ア ジ ュ バ ン ト に お け る 成 分 の 濃 度 は 25％ ア ジ ュ バ ン ト に お け る 成 分 の 濃 度 の 約
半 分 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 １ つ の 態 様 に お い て は 、 ２ 種 の 両 親 媒 性 界 面 活 性 剤 が 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト に 使 用 さ れ
得 る 。 好 ま し く は 、 ２ 種 の 界 面 活 性 剤 は 、 ア ジ ュ バ ン ト の 油 相 に お い て よ り も 水 性 相 に お
い て よ り 濃 縮 さ れ る １ つ の 界 面 活 性 剤 (“ 親 水 性 界 面 活 性 剤 ” )、 及 び ア ジ ュ バ ン ト の 油 相
に お い て 濃 縮 さ れ る １ つ の 界 面 活 性 剤 (親 油 性 界 面 活 性 剤 ” )を 包 含 す る 。 た と え ば 、 Twee
n80は 、 水 性 相 に お い て よ り 濃 縮 し 、 そ し て Span80は 油 相 に お い て よ り 濃 縮 す る 。 好 ま し
い 親 水 性 界 面 活 性 剤 は 約 9～ 約 20の HLB値 を 有 し 、 そ し て 好 ま し い 親 油 性 界 面 活 性 剤 は 約 ２
～ 約 9の HLB値 を 有 す る 。 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト の た め に 有 用 な 両 範 囲 に お け る HLB値 を 有
す る 界 面 活 性 剤 を 記 載 す る ア メ リ カ 特 許 第 5,603,951号 ； 第 4,933,179号 ； 及 び 第 4,606,91
8号 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ２ 種 の 界 面 活 性 剤 が 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト に 使 用 さ れ る 場 合 、 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト に
よ り 配 合 さ れ る ワ ク チ ン 組 成 物 に 組 み 合 わ さ れ る 両 界 面 活 性 剤 の 合 計 濃 度 は 、 約 1.5％ ～
約 3.5％ 、 よ り 好 ま し く は 約 1.5％ ～ 約 3％ 、 よ り 好 ま し く は 約 1.5％ ～ 約 2.5％ 、 及 び 最 も
好 ま し く は 約 2％ (v/v)で あ る 。 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト に 使 用 さ れ る ２ 種 の 界 面 活 性 剤 の 個
々 の 濃 度 は 、 お 互 い 異 な る こ と が で き る 。 た と え ば 、 親 水 性 界 面 活 性 剤 及 び 親 油 性 界 面 活
性 剤 、 た と え ば Tween80及 び Span80が 使 用 さ れ る 場 合 、 好 ま し く は N0.1 ア ジ ュ バ ン ト に お
け る よ う な レ シ チ ン 及 び 油 濃 度 を 有 す る ア ジ ュ バ ン ト に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 Tween80
の 濃 度 は 、 Span80の 濃 度 の 約 1.2倍 ～ 約 5倍 、 よ り 好 ま し く は 約 1.5倍 ～ 約 4倍 、 よ り 好 ま し
く は 約 1.8倍 か ら 約 3倍 、 よ り 好 ま し く は 約 2倍 ～ 約 2.5倍 、 及 び よ り 好 ま し く は 約 2.3倍 で
あ り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト に 使 用 さ れ る 親 水 性 界 面 活 性 剤 の 濃 度 は 、 水 性 相 の サ イ ズ に 一 部
依 存 し 、 そ し て 親 油 性 界 面 活 性 剤 の 濃 度 は 油 相 の サ イ ズ に 一 部 依 存 す る 。 １ つ の 態 様 に お
い て は 、 80％ (v/v)の 水 性 相 及 び 20％ (v/v)の 油 相 か ら 成 る 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト は 、 親 油
性 界 面 活 性 剤 の 濃 度 の 約 4倍 ま で の 濃 度 （ す な わ ち 80/20） 、 又 は た と え ば 約 2倍 ま で の 濃
度 で の 親 水 性 界 面 活 性 剤 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 　 　 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト の 非 界 面 活 性 剤 成 分
　 両 親 媒 性 界 面 活 性 剤 の 他 に 、 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト は 、 レ シ チ ン 及 び 油 を 含 む 。 も う １
つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト は 水 性 キ ャ リ ア ー 溶 液 を 含 む 。
　 当 業 者 に お い て 知 ら れ て い る い ず れ か の レ シ チ ン が 、 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト の た め に 使
用 さ れ る 。 レ シ チ ン は 、 ホ ス フ ァ チ ド の 混 合 に 言 及 す る 。 粗 抽 出 物 と し て 供 給 さ れ る 場 合
、 レ シ チ ン は ま た 、 ト リ グ リ セ リ ド を 含 む こ と が で き る 。 レ シ チ ン は 植 物 又 は 生 物 起 源 の
も の で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 さ ら に 、 レ シ チ ン は 合 成 的 に 誘 導 さ れ 得 る 。 レ シ チ ン の 例 は 、 ア メ リ カ 特 許 第 5,690,94
2号 ； 第 5,597,602号 ； 及 び 第 5,084,269号 に 記 載 さ れ て い る 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、
ア ジ ュ バ ン ト に 使 用 さ れ る レ シ チ ン に お け る ト リ グ リ セ リ ド の 含 有 率 は 、 そ の 天 然 原 に 比
較 し て 低 め ら れ 、 す な わ ち レ シ チ ン は 脱 油 化 さ れ る 。 た と え ば ア メ リ カ 特 許 第 5,597,602
号 に 記 載 さ れ る 様 に 、 レ シ チ ン を 脱 油 化 す る た め の 多 く の 手 段 は 当 業 界 に お い て 知 ら れ て
い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
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　 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト と 共 に 配 合 さ れ る ワ ク チ ン 組 成 物 に お け る レ シ チ ン の 濃 度 は 、 約
0.25％ ～ 約 12.5％ (v/v)、 よ り 好 ま し く は 約 0.5％ ～ 約 10％ (v/v)、 よ り 好 ま し く は 約 0.5％
～ 約 7.5％ (v/v)、 よ り 好 ま し く は 約 0.5％ ～ 約 5％ (v/v)、 よ り 好 ま し く は 約 0.5％ ～ 約 2.5
％ (v/v)、 及 び 最 も 好 ま し く は 約 0.5％ ～ 約 1.25％ (v/v)で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 25％ ア ジ ュ バ ン ト に お け る レ シ チ ン の 濃 度 は 、 少 な く と も 約 1％ (v/v)、 好 ま し く は 、 少
な く と も 2％ (v/v)で あ る 。 も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 25％ ア ジ ュ バ ン ト に お け る レ シ チ
ン 濃 度 は 、 約 １ ％ ～ 約 50％ (v/v)、 よ り 好 ま し く は  約 2％ ～ 約 40％ ((v/v)、 よ り 好 ま し く
は 約 2％ ～ 約 30％ (v/v)、 よ り 好 ま し く は 約 2％ ～ 約 20％ (v/v)、 よ り 好 ま し く は 約 2％ ～ 約 1
0％ (v/v)、 そ し て 最 も 好 ま し く は 約 2％ ～ 約 5％ (v/v)で あ る 。 高 い か 又 は 低 い 濃 度 を 有 す
る 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト に お け る レ シ チ ン の 濃 度 は 、 上 記 に 例 示 さ れ た よ う に し て 決 定 さ
れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト は 、 油 、 た と え ば ア メ リ カ 特 許 第 5,814,321号 ； 及 び 第 5,084,269
号 に 記 載 さ れ る 油 を 含 む 。 好 ま し い 観 点 に お い て は 、 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト は ,鉱 油 た と
え ば DRAKEOL(TM)を 含 む 。 も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 油 の 混 合 物 が 使 用 さ れ る 。 油 は 、
純 粋 な 油 と し て 、 又 は 油 と も う １ つ の 成 分 、 た と え ば レ シ チ ン を 含 む 混 合 物 と し て 、 本 発
明 の ア ジ ュ バ ン ト の 調 製 の た め に 提 供 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト と 共 に 配 合 さ れ る ワ ク チ ン 組 成 物 に お け る 油 の 濃 度 は 、 約 １ ％ ～
約 23％ (v/v)、 よ り 好 ま し く は 約 1.5％ ～ 約 20％ (v/v)、 よ り 好 ま し く は 約 2.5％ ～ 約 15％ (v
/v)、 よ り 好 ま し く は 約 3.5％ ～ 約 10％ (v/v)、 よ り 好 ま し く は 約 3.5％ ～ 約 7.5％ (v/v)、 よ
り 好 ま し く は 約 4％ ～ 約 6％ (v/v)、 そ し て 最 も 好 ま し く は 約 4.5％ (v/v)で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 25％ ア ジ ュ バ ン ト に お け る 油 の 濃 度 は 、 少 な く と も 約 5％ (v/v)、 好 ま し く は 少 な く と も
約 8％ (v/v)、 そ し て よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 12％ (v/v)で あ る 、 も う １ つ の 観 点 に お
い て は 、 25％ ア ジ ュ バ ン ト に お け る 油 濃 度 は 、 約 4％ ～ 約 92％ (v/v)、 よ り 好 ま し く は 約 6
％ ～ 約 80％ (v/v)、 よ り 好 ま し く は 約 10％ ～ 約 60％ (v/v)、 よ り 好 ま し く は 約 14％ ～ 約 40％
(v/v)、 よ り 好 ま し く は 約 14％ ～ 約 30％ (v/v)、 よ り 好 ま し く は 約 １ ６ ％ ～ 約 24％ (v/v)、
そ し て 最 も 好 ま し く は 約 18％ (v/v)で あ る 。 高 い か 又 は 低 い 濃 度 を 有 す る 本 発 明 の ア ジ ュ
バ ン ト に お け る 油 の 濃 度 は 、 上 記 に 例 示 さ れ た よ う に し て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 も う １ つ の 態 様 に お い て は 、 水 性 キ ャ リ ヤ ー 、 た と え ば 塩 溶 液 (た と え ば リ ン 酸 緩 衝 溶
液 )、 ト リ ス ‐ HCL、 ク エ ン 酸 ‐ リ ン 酸 緩 衝 液 、 Hepes 緩 衝 液 、 当 業 者 に お い て 知 ら れ て い
る 他 の 医 薬 的 に 許 容 で き る 緩 衝 液 、 又 は 水 が 、 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト に 使 用 さ れ る 。 キ ャ
リ ヤ ー の pHは 好 ま し く は 、 生 理 学 的 に 許 容 で き る も の で あ り 、 た と え ば 6～ 8、 最 も 好 ま し
く は 約 ７ で あ る 。 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト に 使 用 さ れ て い る 水 性 キ ャ リ ヤ ー は 好 ま し く は 、
他 の 成 分 の い ず れ か の た め に 必 要 と さ れ な い 体 積 を 取 る 。
　 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト は 、 好 ま し く は 、 ワ ク チ ン 組 成 物 へ の ア ジ ュ バ ン ト の 配 合 の 後 の
濃 度 の 約 ２ 倍 ～ 約 10倍 、 よ り 好 ま し く は 約 ２ 倍 ～ 約 ８ 倍 、 よ り 好 ま し く は 約 ３ 倍 ～ 約 ６ 倍
、 そ し て 最 も 好 ま し く は 約 ４ 倍 で あ る 濃 度 で 供 給 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 　 　 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト の 用 途
　 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト は 、 ワ ク チ ン 配 合 物 の 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 を 増 強 す る た め に 使
用 さ れ 得 る 。 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト は 、 い ず れ か の 細 菌 、 又 は い ず れ か の ウ ィ ル ス に 由 来
す る 抗 原 と 共 に 使 用 さ れ 得 る が 、 但 し 前 記 抗 原 は 破 壊 も 又 は 変 性 も さ れ な い 。 抗 原 の 例 は
、 エ リ シ ペ ロ ト リ ッ ク ス ・ ル ヒ シ オ パ チ ア エ 抗 原 、 ボ ル デ テ ラ ・ ブ ロ ン キ セ プ チ カ 抗 原 、
パ ス テ ウ レ ラ ・ ム ル ト シ ダ の 毒 素 原 性 株 の 抗 原 、 新 生 児 下 痢 を 引 き 起 こ す エ ス シ ェ リ シ ア
・ コ リ 株 の 抗 原 、 ア ク チ ノ バ シ ラ ス ・ プ レ ウ ロ プ ネ ウ モ ニ ア 抗 原 、 パ ス テ ウ レ ラ ・ ハ エ モ
リ チ カ 抗 原 、 又 は 上 記 の い ず れ か の 組 み 合 わ せ を 包 含 す る が 、 但 し そ れ だ け に は 限 定 さ れ
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な い 。 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト は ま た 、 ア メ リ カ 特 許 第 5,616,328号 及 び 第 5,084,269号 に 記
載 さ れ る 抗 原 を 含 む ワ ク チ ン 組 成 物 に お い て も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト は 、 エ リ シ ペ ロ ト リ ッ ク ス ・ ル ヒ シ オ
パ チ ア エ (“ E． ル ヒ シ オ パ チ ア エ ” )培 養 物 の 液 相 か ら 得 ら れ る 抗 原 を 含 む ワ ク チ ン 調 製
物 に 使 用 さ れ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Ｅ ． ル ヒ シ オ パ チ ア エ の 培 養 物 は 、 ホ ル マ リ
ン (約 0.5％ (v/v)の 最 終 濃 度 )を 添 加 す る こ と に よ っ て 不 活 性 化 さ れ 、 そ し て 37℃ で 24時 間
の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 細 胞 は た と え ば 遠 心 分 離 又 は 濾 過 に よ り 除 去 さ れ る 。 好 ま し
い 態 様 に お い て 、 培 養 物 上 清 液 は 約 10倍 に 濃 縮 さ れ 、 そ し て 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ゲ ル (好
ま し く は 、 REHYDRAGEL(TM))が 、 抗 原 を 安 定 化 す る た め に 約 30％ (v/v)の 最 終 濃 度 で ,前 記
濃 縮 さ れ た 上 清 液 に 添 加 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 も う 1つ の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 EDTA(約 0.07%(v/v)の 最 終 濃 度 )と 共 に チ メ ロ サ ー
ル (約 0.01％ (v/v)の 最 終 濃 度 )(Dimportex, Spain, Flavine Inc., Klosters, New Jersey
を 通 し て 輸 入 さ れ た )が 、  保 存 剤 と し て 抗 原 に 添 加 さ れ る 。 も う 1つ の 好 ま し い 態 様 に お
い て は 、 抗 原 及 び 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト (た と え ば 、 No.1ア ジ ュ バ ン ト )を 含 ん で 成 る ワ ク
チ ン 組 成 物 が 配 合 さ れ 、 そ し て 前 記 ア ジ ュ バ ン ト は ワ ク チ ン 組 成 物 の 約 25％ (v/v)を 占 め
る 。 こ の 好 ま し い Ｅ ． ル ヒ シ オ パ チ ア エ 抗 原 は 、 “ Erysipelothrix rhusiopathiae Antig
ens and Vaccine Compositions” の 名 称 を 有 す る 、 1999年 1月 29日 に  出 願 さ れ た ア メ リ カ
特 許 出 願 第 　 　 　 　 　 号 に 記 載 さ れ る (こ れ は 引 用 に よ り 本  明 細 書 に 組 み 込 ま れ る )。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 も う 1つ の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト は 、 対 数 増 殖 期 、 好 ま し く
は 後 期 対 数 増 殖 期 に お い て ホ ル マ リ ン 、 続 い て グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド の 添 加 に よ り 不 活 性 化
さ れ て い る B.ブ ロ ン キ セ プ チ カ 培 養 物 か ら の 抗 原 を 含 む ワ ク チ ン 組 成 物 に 使 用 さ れ る 。 細
菌 細 胞 の 他 に 、 こ の 新 規 且 つ ユ ニ ー ク な 不 活 性 の 目 的 は 、 所 望 す る 免 疫 応 答 を 誘 発 す る の
に 効 果 的 な B.ブ ロ ン キ セ プ チ カ 細 胞 の 抗 原 を 残 し な が ら 、 B.ブ ロ ン キ セ プ チ カ 内 毒 素 及 び
外 毒 素 を 除 毒 に す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ホ ル マ リ ン は 、 約 0.2％ ～ 約 １ ％ （ v/v） 、 よ り 好 ま し  く は 約 0.4％ ～ 約 0.8％ (v/v)、 そ
し て 最 も 好 ま し く は 約 0.6％ (v/v)の B.ブ ロ ン キ セ プ チ カ 培 養 物 中 濃 度 に 添 加 さ れ る 。 グ ル
タ ル ア ル デ ヒ ド は 、 培 養 物 へ の ホ ル マ リ ン の 添 加 に 続 い て 、 約 10～ 約 40分 、 よ り 好 ま し く
は 約 15～ 約 30分 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 約 20分 で 添 加 さ れ る 。 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド は 、 約
0.2％ ～ 約 1％ (v/v)、 よ り 好 ま し く は 約 0.4％ ～ 約 0.8（ v/v） 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 約 0.
6％ (v/v)の B． ブ ロ ン キ セ プ チ カ 培 養 物 中 濃 度 に 添 加 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 培 養 物 へ の グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド の 添 加 の 前 、 そ れ は 約 10％ ～ 約 50％ (v/v)、 よ り 好 ま し
く は 約 15％ ～ 約 35％ (v/v)、 そ し て 最 も 好 ま し く は 約 25％ (v/v)の 濃 度 を 有 す る 。 Ｂ ． ブ ロ
ン キ セ プ チ カ 培 養 物 へ の ホ ル マ リ ン 及 び グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド の 添 加 に 続 い て 、 そ の 得 ら れ
る 混 合 物 は 、 約 32℃ ～ 約 42℃ 、 よ り 好 ま し く は 約 35℃ ～ 約 39℃ 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 約
37℃ で 、 撹 拌 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 混 合 物 は 、 約 12～ 約 60時 間 、 よ り 好 ま し く は 約
24～ 約 48時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 Ｂ ． ブ ロ ン キ セ プ チ カ 培 養 物 か ら 本 発 明 の 抗 原 組 成
物 を 調 製 す る こ と に か け る す べ て の 他 の 工 程 段 階 は 、 下 記 例 7 及 び ア メ リ カ 特 許 第 5,019,
388号 及 び 第 4,888,169号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 　 　 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト を 含 ん で 成 る ワ ク チ ン 組 成 物 及 び そ れ ら の 投 与
　 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト は 、 動 物 を 免 疫 す る た め に ワ ク チ ン 配 合 物 に 使 用 さ れ 得 る 。 1つ
の 態 様 に お い て は 、 ワ ク チ ン 配 合 物 は 、 本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト 及 び 抗 原 を 含 む 。 ワ ク チ ン
配 合 物 に お け る 個 々 の 成 分 の 最 適 割 合 は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 技 法 に よ り 決 定 さ れ
得 る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
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　 ワ ク チ ン 配 合 物 は 、 対 象 自 体 に 、 又 は 医 薬 又 は 治 療 組 成 物 の 形 で 投 与 さ れ る 。 本 発 明 の
ア ジ ュ バ ン ト 及 び 抗 原 を 含 ん で 成 る 医 薬 組 成 物 は 、 従 来 の 混 合 、 溶 解 、 顆 粒 化 、 糖 剤 － 製
造 、 糊 状 化 、 乳 化 、 カ プ セ ル 封 入 、 閉 じ 込 め 又 は 凍 結 乾 燥 工 程 に よ り 製 造 さ れ 得 る 。 医 薬
組 成 物 は 、 使 用 さ れ 得 る 調 製 物 中 に 、 本 発 明 の 抗 原 の 処 理 を 促 進 す る 1又 は 複 数 の 生 理 学
的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー 、 希 釈 剤 、 賦 形 剤 又 は 助 剤 を 用 い て 、 従 来 の 手 段 に よ り 配 合 さ
れ 得 る 。 適 切 な 配 合 物 は 、 選 択 さ れ る 投 与 経 路 に 依 存 す る 。 本 出 願 の た め に は 、 “ 生 理 学
的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー ” と は 、 比 較 的 有 害 な 副 作 用 (処 理 さ れ る 状 態 に 対 し て )を 伴 わ
な い で 、  ヒ ト 又 は 動 物 使 用 の た め に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー 、 並 び に 同 様 に 許 容 で き る 希
釈 剤 、 賦 形 剤 又 は 助 剤 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 全 身 性 配 合 物 は 、 注 射 、 た と え ば 皮 下 、 経 皮 内 、 筋 肉 内 又 は 腹 腔 内 注 射 に よ る 投 与 の た
め に 企 画 さ れ た 配 合 物 を 包 含 す る 。
　 注 射 の た め に は 、 ワ ク チ ン 調 製 物 は 、 水 溶 性 、 好 ま し く は 生 理 学 的 に 適 合 す る 。 緩 衝 液
、 た と え ば ハ ン ク ス 溶 液 、 リ ン ガ ー 溶 液 、 リ ン 酸 緩 衝 溶 液 又 は い ず れ か 他 の 生 理 学 的 塩 緩
衝 液 に お い て 配 合 さ れ 得 る 。 前 記 溶 液 は 、 配 合 剤 、 た と え ば 懸 濁 、 安 定 及 び ／ 又 は 分 散 剤
を 含 む こ と が で き る 。 地 方 で は 、 タ ン パ ク 質 は 、 使 用 の 前 適 切 な ビ ー ク ル 、 た と え ば 無 菌
性 の 発 熱 物 質 を 含 ま な い 水 に よ る 構 成 の た め に 、 粉 末 形 で 存 在 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 投 与 の た め の ワ ク チ ン 配 合 物 の 有 効 量 の 決 定 は 、 特 に こ こ に 提 供 さ れ る 詳 細 な 開 示 に 照
ら し て 、 当 業 者 の 能 力 内 で あ る 。
　 有 効 用 量 は 、 最 初 に 、 イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ か ら 推 定 さ れ る 。 た と え ば 、 用 量 は 、 当 業 者
に よ く 知 ら れ て い る 技 法 を 用 い て 、 免 疫 応 答 の 誘 発 を 達 成 す る た め に 動 物 モ デ ル に お い て
決 定 さ れ 得 る 。 当 業 者 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 結 果 に 基 づ い て 、 す べ て の 動 物 種 へ の 投
与 を 容 易 に 最 適 化 さ れ 得 る 。 投 与 量 及 び 期 間 は 、 個 々 に 調 節 さ れ 得 る 。 た と え ば 、 ワ ク チ
ン と し て 使 用 さ れ る 場 合 、 本 発 明 の ワ ク チ ン 配 合 物 は 、 1～ 36週 間 、 約 1～ 3用 量 、 投 与 さ
れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 好 ま し く は 、 1又 は 、 2用 量 が 、 約 3週 ～ 約 4ヶ 月 間 投 与 さ れ 、 そ し て そ の 後 、 追 加 免 疫 が
定 期 的 に 与 え ら れ 得 る 。 他 の プ ロ ト コ ー ル も 、 個 々 の 動 物 の た め に 適 切 で あ り 得 る 。 適 切
な 用 量 は 、 上 記 の よ う に し て 投 与 さ れ る 場 合 、 少 な く と も 4～ 12ヶ 月 間 、 感 染 か ら 動 物 を
保 護 す る の に 十 分 な 、 免 疫 化 さ れ た 動 物 に お け る 免 疫 応 答 を 生 ぜ し め 得 る ワ ク チ ン 配 合 物
の 量 で あ る 。 一 般 に 、 用 量 に 存 在 す る 抗 原 の 量 は 、 宿 主 kg当 た り 約 1pg～ 約 100mg、 典 型 的
に は 約 10pg～ 約 1mg、 そ し て 好 ま し く は 約 100pg～ 約 1μ gの 範 囲 で あ る 。 適 切 な 用 量 範 囲 は
、 注 入 経 路 及 び 患 者 の サ イ ズ に よ り 変 化 す る が 、 し か し 典 型 的 に は 、 約 0.1～ 約 5mlで あ ろ
う 。
　 次 の 例 は 、 例 示 的 で あ っ て 、 本 発 明 を 制 限 す る も の で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 例 １ ． 油 及 び レ シ チ ン を 含 む ア ジ ュ バ ン ト の 使 用
　 次 の 例 は 、 油 (「 油 ‐ レ シ チ ン ア ジ ュ バ ン ト 」 )、 通 常 鉱 油 (軽 流 動 パ ラ フ ィ ン )に 溶 解 さ
れ た 、 脱 油 化 さ れ た レ シ チ ン を 含 む ア ジ ュ バ ン ト の 家 畜 用 ワ ク チ ン へ の 使 用 を 記 載 す る 。
油 ‐ レ シ チ ン ア ジ ュ バ ン ト を 記 載 す る ア メ リ カ 特 許 第 5,084,269号 を 参 照 の こ と 。 油 ‐ レ
シ チ ン ア ジ ュ バ ン ト を 用 い る ワ ク チ ン 調 製 物 は 、 水 中 油 型 エ マ ル ジ ョ ン で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 明 細 書 に お け る す べ て の ％ 濃 度 は 、 特 に こ と わ ら な い 限 り 、 体 積 ／ 体 積 で 供 給 さ れ る
。 油 ‐ レ シ チ ン ア ジ ュ バ ン ト の ％ 値 は 、 特 に こ と わ ら な い 限 り 、 水 性 キ ャ リ ヤ ー (連 続 相 )
中 レ シ チ ン (混 合 物 の 10％ )及 び キ ャ リ ヤ ー 油 （ DRAKEOL(TM)） (混 合 物 の 90％ )の 混 合 物 の
濃 度 を 意 味 す る 。 た と え ば 、 20％ の 油 ‐ レ シ チ ン ア ジ ュ バ ン ト は 、 2％ (v/v)の レ シ チ ン （
Central　 Soya, Fort Wayne, Indiana） 、 18%(v/v)の DRAKEOL(TM)5(Penreco, Karns City
, Pennsylvania)及 び 80％ (v/v)の 塩 溶 液 (こ の 塩 溶 液 含 有 率 は 、 他 の 成 分 、 た と え ば 界 面
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活 性 剤 が 添 加 さ れ る 場 合 、 低 め ら れ る )を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 抗 原 溶 液 に よ る ア ジ ュ バ ン ト 溶 液 の 希 釈 に 続 い て の ワ ク チ ン 組 成 物 に お け る 油 ‐ レ シ チ
ン ア ジ ュ バ ン ト の ％ 値 は 、 特 に こ と わ ら な い 限 り 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 レ シ チ ン (混 合 物 の 10
％ )及 び キ ャ リ ヤ ー 油 （ DRAKEOL(TM)） (混 合 物 の 90％ )の 混 合 物 の 濃 度 を 意 味 す る 。 界 面 活
性 剤 が ア ジ ュ バ ン ト 組 成 物 に 添 加 さ れ る す べ て の 場 合 、 界 面 活 性 剤 濃 度 の ％ は 、 特 に こ と
わ ら な い 限 り 、 ア ジ ュ バ ン ト 又 は ワ ク チ ン 調 製 物 に お け る す べ て の 添 加 さ れ た 界 面 活 性 剤
の 合 計 濃 度 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 油 ‐ レ シ チ ン ア ジ ュ バ ン ト が ワ ク チ ン 配 合 物 に お い て ア ジ ュ バ ン ト と し て 使 用 さ れ る 場
合 、 そ れ は 、 油 ‐ レ シ チ ン ア ジ ュ バ ン ト に お け る レ シ チ ン が 乳 化 の た め に 十 分 で な い 場 合
、 追 加 の 界 面 活 性 剤 の 添 加 を 伴 わ な い で は 、 水 性 調 製 物 を 乳 化 し な い こ と が 見 出 さ れ た 。
従 っ て 、 不 適 切 に 分 散 さ れ た 油 ‐ レ シ チ ン ア ジ ュ バ ン ト を 用 い て 製 造 さ れ た ワ ク チ ン は 、
注 入 部 位 で の 組 織 に お い て ほ と ん ど の 鉱 油 の プ ー ル 又 は 集 積 物 を 形 成 し た 。 こ の 油 は 、 注
入 さ れ た 動 物 に よ り 代 謝 も 又 は 除 去 も さ れ 得 ず 、 そ し て そ の 結 果 、 そ れ は 重 度 の 慢 性 炎 症
及 び 瘢 痕 の 源 と し て 残 る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 油 ‐ レ シ チ ン ア ジ ュ バ ン ト 及 び 抗 原 を 含 ん で な る ワ ク チ ン 配 合 物 へ の 界 面 活 性 剤 の 添 加
は 配 合 物 を 乳 化 す る た め の 適 切 な 解 決 策 で な い こ と が ま た 決 定 さ れ た 。 乳 化 の 前 、 ワ ク チ
ン 配 合 物 に 油 及 び 界 面 活 性 剤 を 添 加 す る 場 合 に 遭 遇 す る 問 題 は 、 抗 原 が 損 傷 を 受 け 、 そ し
て 適 切 な エ マ ル ジ ョ ン が 達 成 さ れ な い 場 合 、 価 値 あ る 抗 原 を 含 む そ の 配 合 物 は 棄 て ら れ る
べ き で あ る こ と で あ る 。
　 ワ ク チ ン 配 合 物 を 乳 化 す る た め に 界 面 活 性 剤 と 組 合 し て 油 ‐ レ シ チ ン ア ジ ュ バ ン ト 組 成
物 が 試 験 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 例 ２ ． 低 濃 度 で の 界 面 活 性 剤 を 含 む ア ジ ュ バ ン ト の 使 用
　 次 の 例 は 、 リ ン 酸 緩 衝 溶 液 に 40％ の 油 ‐ レ シ チ ン 及 び 2％ の 合 成 界 面 活 性 剤 、 す な わ ち T
ween80及 び Span80(Van Water&Rogers,Omaha,Nebraska)を 含 む エ マ ル ジ ョ ン の 使 用 を 記 載
す る 。 こ の ア ジ ュ バ ン ト は 無 菌 的 に 調 製 さ れ 、 そ し て 抗 原 か ら 分 離 さ れ た 。 エ マ ル ジ ョ ン
を 、 さ ら に 乳 化 し な い で 、 抗 原 調 製 物 に 添 加 し た 。 合 成 界 面 活 性 剤 は 、 粗 い 、 比 較 的 安 定
し た エ マ ル ジ ョ ン と し て 油 ‐ レ シ チ ン ア ジ ュ バ ン ト が 分 散 す る こ と を 助 け た 。 ア ジ ュ バ ン
ト エ マ ル ジ ョ ン を 、 水 性 抗 原 調 製 物 に 1： 8の 割 合 で 添 加 し 、 油 ‐ レ シ チ ン ア ジ ュ バ ン ト 含
有 率 を 40％ か ら 5％ に 、 そ し て 界 面 活 性 剤 を 2％ か ら 0.25％ に 減 じ た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ア ジ ュ バ ン ト を い く つ か の ワ ク チ ン に 使 用 し た 。 エ マ ル ジ ョ ン は 粗 く 且 つ 非 常 に 不 安 定
で あ る の で 、 油 滴 は 凝 集 し 、 そ し て 注 入 さ れ た 組 織 に お い て 永 久 的 な 刺 激 性 油 滴 と し て 分
離 す る 傾 向 が あ る 。 こ の ア ジ ュ バ ン ト に よ り 観 察 さ れ る も う １ つ の 問 題 は 、 そ れ が Alゲ ル
と 凝 集 す る こ と で あ っ た 。 多 く の ワ ク チ ン は 、 た と え ば ア ジ ュ バ ン ト と し て 又 は 抗 原 を 安
定 化 し 、 又 は 内 毒 素 を 結 合 す る 多 く の 目 的 の た め に Alゲ ル を 含 む 。 油 ‐ レ シ チ ン ア ジ ュ バ
ン ト は 、 粗 凝 集 体 を 形 成 す る た め に 正 に 荷 電 さ れ た Alゲ ル へ の そ の 結 合 を 引 き 起 こ す 負 の
電 荷 を 担 持 す る 。 そ れ ら の 凝 集 体 は 、 皮 下 注 射 針 を 通 過 す る の に 困 難 で あ り 、 そ し て 注 入
さ れ た 組 織 に 対 し て は 非 常 に 刺 激 的 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 例 ３ ． 界 面 活 性 剤 を 高 濃 度 で 含 む ア ジ ュ バ ン ト の 使 用
　 油 ‐ レ シ チ ン ア ジ ュ バ ン ト （ ５ ％ (v/v)） を 、 上 記 の よ う に し て 、 但 し ワ ク チ ン 組 成 物
に お い て 8％ の 合 計 界 面 活 性 剤 濃 度 で の Tween80及 び Span80界 面 活 性 剤 の 助 け を 伴 っ て 、 抗
原 性 調 製 物 に お い て 乳 化 し た 。 そ の エ マ ル ジ ョ ン は 非 常 に 微 細 で 且 つ 安 定 し て い た 。 そ れ
は 溶 液 と ほ と ん ど 同 じ 透 明 度 を 有 し 、 そ し て そ れ は 静 置 に 基 づ い て 、 ク リ ー ム 状 に な ら な
か っ た 。 最 大 の 倍 率 (0.2ミ ク ロ ン の 解 像 度 )で の 顕 微 鏡 下 で 、 ほ と ん ど の 液 滴 は 見 え な い
ほ ど 小 さ か っ た 。 従 っ て 、 そ れ は マ イ ク ロ エ マ ル ジ ョ ン で あ っ た 。
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【 ０ ０ ５ ４ 】
　 こ の ア ジ ュ バ ン ト は 、 ワ ク チ ン 配 合 物 に 使 用 さ れ る 場 合 、 注 入 部 位 反 応 性 を 実 質 的 に 有
さ な い こ と が 見 出 さ れ て お り 、 そ し て Alゲ ル が 添 加 さ れ る 場 合 、 油 及 び ゲ ル の 検 出 で き る
凝 集 体 は 存 在 し な か っ た 。 そ の 高 い 界 面 活 性 剤 含 有 率 の 結 果 と し て 、 こ の ア ジ ュ バ ン ト は
、 容 易 に 乳 化 し 、 外 観 上 す ぐ れ て お り 、 安 定 し 、 Alゲ ル と 反 応 せ ず 、 そ し て 予 防 接 種 の 部
位 で 刺 激 性 効 果 を 実 質 的 に 有 さ な い 。 し か し な が ら 、 そ れ ら の 利 点 に か か わ ら ず 、 こ の エ
マ ル ジ ョ ン は 、 低 い 濃 度 で の 界 面 活 性 剤 に よ り 製 造 さ れ た 粗 バ ー ジ ョ ン に 比 較 し て 、 わ ず
か に 低 い ア ジ ュ バ ン ト 効 力 を 有 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 例 ４ ． 中 間 濃 度 で の 界 面 活 性 剤 を 含 む ア ジ ュ バ ン ト の 使 用
　 ア ジ ュ バ ン ト と し て 許 可 で き る ほ ど 滑 ら か で 且 つ 十 分 に 有 用 で あ る ア ジ ュ バ ン ト エ マ ル
ジ ョ ン を 見 出 す た め の 試 み が 行 わ れ た 。 20％ の 油 ‐ レ シ チ ン ア ジ ュ バ ン ト エ マ ル ジ ョ ン は
40％ の 油 ‐ レ シ チ ン ア ジ ュ バ ン ト エ マ ル ジ ョ ン よ り も 容 易 に 製 造 さ れ る の で 、 20％ の 油 ‐
レ シ チ ン ア ジ ュ バ ン ト が 、 そ れ ら の 実 験 に 使 用 さ れ た 。 5％ の 最 終 油 濃 度 を 製 造 す る た め
に 1:4の 割 合 で の ワ ク チ ン へ の そ の 添 加 は 、 抗 原 の た め の 用 量 体 積 の 75％ を 残 す で あ ろ う
。 予 備 実 験 は 、 滑 ら か な 極 微 小 エ マ ル ジ ョ ン (ほ と ん ど の 液 滴 は 1ミ ク ロ ン 以 下 の 直 径 を 有
し た ； 図 １ を 参 照 の こ と )が 20％ の 油 並 び に 16％ の Tween80及 び Span80界 面 活 性 剤 に よ り 調
製 さ れ 得 る こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 2種 の エ マ ル ジ ョ ン を 、 ア ッ セ イ の た め に 調 製 し た 。 1つ の エ マ ル ジ ョ ン は 20％ の 油 ‐ レ
シ チ ン ア ジ ュ バ ン ト 並 び に 16％ の Tween80及 び Span80界 面 活 性 剤 を 含 ん だ 。 そ れ の １ ： ４
へ の 希 釈 は 、 ワ ク チ ン 調 製 物 に 置 い て 5％ の 油 ‐ レ シ チ ン ア ジ ュ バ ン ト 及 び 4％ の 界 面 活 性
剤 を 含 ん で 成 る エ マ ル ジ ョ ン を も た ら し た 。  他 の エ マ ル ジ ョ ン は 、 40％ の 油 ‐ レ シ チ ン
ア ジ ュ バ ン ト 並 び に 2％ の Tween80及 び span80界 面 活 性 剤 に よ り 調 製 さ れ た 。 そ れ の １ ： ８
へ の 希 釈 は 、 5％ の 油 ‐ レ シ チ ン ア ジ ュ バ ン ト 及 び 0.25％ の 界 面 活 性 剤 を 含 む エ マ ル ジ ョ
ン を 提 供 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 Alゲ ル (Reheis, Berkeley Heights, New Jergey か ら 得 ら れ た REHYDRAGEL(TM))を 、 個
々 の エ マ ル ジ ョ ン の サ ン プ ル の 添 加 し 、 10％ の 濃 度 に し た 。 0.25％ の 界 面 活 性 剤 を 有 す る
エ マ ル ジ ョ ン に お い て は 、 油 及 び Alゲ ル が 凝 集 し 、 そ し て 分 離 し 、 液 体 カ ラ ム の 上 部 で 薄
層 を 形 成 し た (ク リ ー ム 状 化 )。 4％ の 界 面 活 性 剤 を 有 す る エ マ ル ジ ョ ン に お い て は 、 凝 集
又 は ク リ ー ム 状 化 は 存 在 し な か っ た 。 4％ の 界 面 活 性 剤 に 関 し て は 、 Alゲ ル が 管 の 底 で 沈
降 し 、 上 清 液 に 分 散 さ れ た 油 滴 を 残 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 例 ５ ． 中 間 濃 度 の 界 面 活 性 剤 を 含 む ア ジ ュ バ ン ト を 用 い る 場 合 の 注 入 部 位 の 膨 張
　 中 間 濃 度 の 界 面 活 性 剤 を 有 す る ア ジ ュ バ ン ト が 使 用 さ れ る 場 合 、 注 入 部 位 の 膨 張 が 生 じ
る か ど う か を 決 定 す る た め に 、 ワ ク チ ン 調 製 物 を 豚 に お い て 試 験 し た 。 5％ の 油 ‐ レ シ チ
ン ア ジ ュ バ ン ト 、 及 び 0.25％ 又 は 4％ の い ず れ か の 界 面 活 性 剤 を 含 む ワ ク チ ン 調 製 物 は 、
注 入 部 位 で 豚 に お い て 膨 張 を 引 き 起 こ さ な か っ た 。 Alゲ ル が 10％ の 濃 度 で ワ ク チ ン 調 製 物
に 添 加 さ れ る 場 合 、 0.25％ の 界 面 活 性 剤 を 有 す る 調 製 物 は 重 度 の 注 入 部 位 膨 張 を 引 き 起 こ
し 、 と こ ろ が 4％ の 界 面 活 性 剤 を 有 す る 調 製 物 は ほ と ん ど 膨 張 を も た ら さ な か っ た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 Alゲ ル に よ る 凝 集 及 び 注 入 部 位 の 膨 張 を 防 止 す る の に 効 果 的 で あ る 界 面 活 性 剤 濃 度 の 範
囲 を 決 定 す る た め の 実 験 を 実 施 し た 。 ワ ク チ ン に お い て 1.5％ の 界 面 活 性 剤 濃 度 を 用 い る
場 合 、 油 及 び Alゲ ル の わ ず か な 凝 集 が 観 察 さ れ た 。 2％ 及 び 4％ の 界 面 活 性 剤 の 濃 度 で 、 凝
集 は 存 在 し な か っ た 。 0.5％ 又 は そ れ 以 下 の 界 面 活 性 剤 を 含 む ワ ク チ ン 調 製 物 に よ り 豚 に
お い て 誘 発 さ れ た 膨 張 は 、 1％ 又 は そ れ 以 上 の 界 面 活 性 剤 を 有 す る 調 製 物 に よ り 誘 発 さ れ
た 膨 張 性 よ り も 、 予 防 接 種 の 2及 び 4週 間 後 で 、 大 き か っ た 。 予 防 接 種 の 後 6週 間 ま で に 、 1
.5％ の 界 面 活 性 剤 が 、 慢 性 膨 張 を 回 避 す る た め に 必 要 と さ れ る 最 少 で あ る こ と が 明 ら か で
あ っ た 。
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【 ０ ０ ６ ０ 】
　 例 6.　 有 用 な イ ン ビ ト ロ 及 び イ ン ビ ボ 特 性 を 有 す る ア ジ ュ バ ン ト
　 予 防 接 種 に 続 い て 動 物 に お い て Alゲ ル と 反 応 せ ず 、 そ し て 反 応 性 を 導 か な い ア ジ ュ バ ン
ト を 見 出 す た め に ア ッ セ イ を 実 施 し た 。 5％ の 油 ‐ レ シ チ ン ア ジ ュ バ ン ト 及 び 2％ の 界 面 活
性 剤 を 有 す る 予 防 接 種 調 製 物 を も た ら す 、 8％ の 界 面 活 性 剤 を 含 む 20％ 油 ‐ レ シ チ ン ア ジ
ュ バ ン ト が 、 Alゲ ル と の イ ン ビ ト ロ 反 応 性 、 及 び 予 防 接 種 部 位 で の 組 織 の 刺 激 の 両 者 を 回
避 す る た め に 十 分 で あ る こ と が 決 定 さ れ た 。 界 面 活 性 剤 濃 度 と ア ジ ュ バ ン ト 力 と の 関 係 の
証 拠 は ほ と ん ど 明 白 で は な い 。 ワ ク チ ン 中 の 4％ の 界 面 活 性 剤 は 、 た と え ば Ｅ .コ リ Ｋ 99に
対 す る ア グ ル チ ニ ン の 誘 発 、 及 び Ｐ ． ム ル ト シ ダ TypsＤ の 毒 素 に 対 す る 抗 毒 素 の 中 和 に お
い て 過 度 で あ る こ と が 、 時 と し て 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 従 っ て 、 界 面 活 性 剤 の 最 適 濃 度 は 、 ワ ク チ ン 組 成 物 に お い て 2％ の 界 面 活 性 剤 を も た ら
す よ う に 、 20％ の 油 ‐ レ シ チ ン ア ジ ュ バ ン ト に お い て 8％ で あ る こ と が 決 定 さ れ た 。 こ れ
は 、 適 度 に 容 易 な 乳 化 、 及 び 冷 却 貯 蔵 に お け る 良 好 な 安 定 性 を 提 供 し た 。 5％ の 油 ‐ レ シ
チ ン ア ジ ュ バ ン ト を 有 す る ワ ク チ ン に お い て は 、 ２ ％ の 界 面 活 性 剤 が 、 ア ジ ュ バ ン ド 力 及
び 注 入 さ れ た 組 織 に お け る 刺 激 不 存 在 の 両 者 の た め に 理 想 的 で あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 8％ の 界 面 活 性 剤 を 有 す る 20％ の 油 － レ シ チ ン ア ジ ュ バ ン ド の 超 微 小 エ マ ル ジ ョ ン に お
け る 液 滴 サ イ ズ を 決 定 し た 。 8％ の 界 面 活 性 剤 は 、 水 性 相 に お け る 5.6％ Tween80及 び 油 相
に お け る 2.4％ の  Span80か ら 成 っ た 。 全 油 滴 の 約 94％ が 直 径 1ミ ク ロ ン 以 下 で あ っ た 。 図 1
を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 8％ の 界 面 活 性 剤 を 有 す る 20％ の 油 － レ シ チ ン ア ジ ュ バ ン ト 1000mLの 原 液 を 、 200mLの フ
ィ ル タ ー 殺 菌 さ れ た レ シ チ ン － 油 － 溶 液 (DRAKEOL(TM)鉱 油 中 、 10％ レ シ チ ン ） 、 オ ー ト ク
レ ー ブ し た Tween80(56mL)及 び Span80(24mL)、 並 び に リ ン 酸 緩 衝 溶 液 (720mL)(ダ ル ベ ッ コ P
BS)か ら 製 造 し た 。 レ シ チ ン － 油 Span80を 一 緒 に し 、 そ し て 無 菌 タ ン ク に お い て 、 乳 化 が
完 結 す る ま で 、 室 温 で 少 な く と も １ 時 間 、 混 合 し た 。 塩 溶 液 及 び Tween80を 一 緒 に し 、 そ
し て 無 菌 タ ン ク 中 で 室 温 で 少 な く と も １ 時 間 混 合 し た 。 油 混 合 物 を 乳 化 機 を 用 い て 、 水 性
混 合 物 に お い て 乳 化 し た 。 乳 化 を 、 す べ て の ア ジ ュ バ ン ト が 塩 溶 液 中 に 添 加 さ れ る ま で 、
再 循 環 に よ り 続 け た 。 次 に 、 エ マ ル ジ ョ ン を 、 室 温 で ホ モ ジ ナ イ ザ ー に 2度 通 し た 。 ア ジ
ュ バ ン ト を 2～ 8℃ で 貯 蔵 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 例 ７ .中 間 濃 度 の 界 面 活 性 剤 を 含 む ア ジ ュ バ ン ト を 用 い て の 萎 縮 性 鼻 炎 ワ ク チ ン
　 中 間 濃 度 の 界 面 活 性 剤 を 有 す る 、 例 ４ に 記 載 さ れ る よ う な ア ジ ュ バ ン ト を 、 ボ ル デ テ ラ
・ ブ ロ ン キ セ プ チ カ 及 び 毒 性 パ ス テ ウ レ ラ ・ ム ル ト シ ダ の 抗 原 を 含 む 萎 縮 性 鼻 炎 ワ ク チ ン
に 使 用 し た 。 ボ ル デ テ ラ ・ ブ ロ ン キ セ プ チ カ － パ ス テ ウ レ ラ ・ ム ル ト シ ダ ・ バ ク テ リ ン －
ト キ ソ イ ド 　 ワ ク チ ン を 、 Ｂ ． ブ ロ ン キ セ プ チ カ 細 胞 及 び Ｐ .ム ル ト シ ダ の ト キ ソ イ ド か
ら 製 造 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 Ｂ ． ブ ロ ン キ セ プ チ カ 細 胞 、 す な わ ち 2― 9NADL株 を 、 ア メ リ カ 特 許 第 5,019,388号 に 記
載 の よ う に し て 調 製 し 、 但 し 増 殖 サ イ ク ル の 最 後 で 、 培 養 物 を 連 続 し て 混 合 し 、 そ し て ホ
ル マ リ ン 溶 液 を 添 加 し て 0.6％ の 最 終 濃 度 に し た 。 ホ ル マ リ ン の 添 加 後 20分 以 内 に 、 25％
の グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 溶 液 を 添 加 し て 0.6％ の 最 終 濃 度 に し た 。 培 養 物 を 372℃ で 24～ 48時
間 撹 拌 し 、 不 活 性 化 及 び 解 毒 化 を 完 結 に し た (表 1を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 次 に 、 培 養 物 流 体 を 、 処 理 の た め に 15℃ 又 は そ れ 以 下 に 冷 却 し た 。 す ぐ に 処 理 さ れ な か
っ た 、 不 活 性 化 さ れ た 培 養 物 は 、 2～ 8℃ で 14日 以 下 の 間 貯 蔵 し た 。 不 活 性 化 に 続 い て 、 細
菌 を 培 養 物 流 体 か ら 遠 心 分 離 に よ り 分 離 し た 。 上 清 液 を 棄 て 、 そ し て 細 胞 を 、 も と の 体 積
の 約 1/10で 、 リ ン 酸 緩 衝 溶 液 溶 液 に 再 懸 濁 し た 。 濃 縮 さ れ た 懸 濁 液 を 2～ 8℃ で 貯 蔵 し た 。
2種 の ア ル デ ヒ ド に よ る Ｂ .ブ ロ ン キ セ プ チ カ の 処 理 は 内 毒 素 及 び 外 毒 素 の 両 者 を 不 活 性 化
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し 、 安 全 性 の た め の ほ か の 処 理 を 不 必 要 に す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 Ｐ ． ム ル ト シ ダ の ト キ ソ イ ド を ,ア メ リ カ 特 許 第 5,536,496号 及 び 第 5,695,769号 に 記 載
の よ う に し て 2種 の 異 な っ た 形 で 調 製 し た 。 1つ の 形 に お い て は 、 毒 素 は 、 培 養 物 へ の ホ ル
ム ア ル デ ヒ ド の 添 加 に よ り 細 菌 細 胞 内 で ト キ ソ イ ド 化 さ れ ； 前 記 ト キ ソ イ ド は 細 胞 内 に と
ど ま る 。 他 の 形 に お い て は 、 生 存 細 胞 は 機 械 的 に 粉 砕 さ れ 、 そ し て 毒 素 が 抽 出 さ れ る 。 毒
素 は 、 ア メ リ カ 特 許 第 5,536,496号 の 記 載 の よ う に し て 、 高 い pHへ の 暴 露 に よ り ト キ ソ イ
ド 化 さ れ る 。 ト キ ソ イ ド の 両 形 を 、 ア メ リ カ 特 許 第 5,616,328号 に 記 載 の よ う な 方 法 に よ
り 、 遊 離 の 内 毒 素 を 制 御 す る た め に Alゲ ル に よ り 処 理 す る （ 表 1を 参 照 の こ と ） 。 パ ス テ
ウ レ ラ 　 ト キ ソ イ ド の 2種 の 形 の 間 の 共 同 作 用 は 、 ア メ リ カ 特 許 第 5,695,769号 に 記 載 の よ
う に 単 独 で 使 用 さ れ る 場 合 の 個 々 の 形 に 対 す る 応 答 の 合 計 を か な り 超 え る 抗 毒 素 応 答 を も
た ら す 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 例 ４ に 記 載 さ れ る ア ジ ュ バ ン ト を 、 ワ ク チ ン 配 合 物 中 で 5％ の 濃 度 の 油 － レ シ チ ン ア ジ
ュ バ ン ト 及 び 2％ の 濃 度 の 界 面 活 性 剤 を も た ら す よ う に 添 加 し た 。
　 萎 縮 性 鼻 炎 （ atrophic rhinitis） ワ ク チ ン の 最 少 免 疫 化 用 量 を 決 定 す る た め の 試 験 は
、 中 間 濃 度 の 界 面 活 性 剤 を 有 す る 油 － レ シ チ ン ア ジ ュ バ ン ト の ア ジ ュ バ ン ト 特 性 を 示 し た
。 妊 娠 し た 雌 豚 を 、 4週 間 隔 で 2度 ２ mLの 用 量 に 予 防 接 種 し た 。 そ れ ら 、 ２ 回 目 の 投 与 の 約
２ 週 間 後 、 分 娩 し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 生 後 １ ヶ 月 で 、 そ れ ら の 豚 を 順 に 鼻 腔 内 投 与 さ れ る 毒 素 Ｂ ． ブ ロ ン キ セ プ チ カ 及 び Ｐ .
ム ル ト シ ダ 培 養 物 か ら な る 重 度 の チ ャ レ ン ジ に ゆ だ ね た 。 プ ラ シ ー ボ の み に よ り 予 防 接 種
さ れ た ７ 匹 の 雌 豚 に 生 ま れ た 豚 は 、 重 度 の 萎 縮 性 鼻 炎 を 進 行 せ し め た 。 十 分 な 用 量 の 抗 原
を 有 す る ワ ク チ ン を 与 え ら れ た す べ て の ７ 匹 の 豚 は 、 循 環 中 に ま だ 存 在 す る 母 性 抗 体 に よ
り 強 く 保 護 さ れ た 。 抗 原 の 1/2又 は 1/8用 量 を 有 す る ワ ク チ ン を 与 え ら れ た 雌 豚 は 、 そ れ ら
の 子 豚 に 満 足 す る 保 護 を 与 え な か っ た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 例 ８ ． 中 間 濃 度 で の 界 面 活 性 剤 を 含 む ア ジ ュ バ ン ト を 用 い て の 丹 毒 ワ ク チ ン
　 中 間 濃 度 の 界 面 活 性 剤 を 有 す る 例 ４ に 記 載 さ れ る ア ジ ュ バ ン ト を 、 Ｅ .ル ヒ シ オ パ チ ア
エ 抗 原 を 含 む 丹 毒 (eryspelas)ワ ク チ ン に 使 用 し た 。 ワ ク チ ン へ の 使 用 の た め の 抗 原 は 、 0
.5％ の ホ ル マ リ ン に よ り 少 な く と も ２ ４ 時 間 、 不 活 性 化 さ れ た Ｅ ． ル ヒ シ オ パ チ ア エ 培 養
物 か ら 製 造 さ れ た 。 不 活 性 化 さ れ た 培 養 物 を 、 遠 心 分 離 に よ り 澄 明 に し 、 そ し て 分 子 濾 過
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に よ り 約 １ ０ 倍 に 濃 縮 し た 。 前 記 濃 縮 物 を 、 Alゲ ル REHYDRAGEL(TM)を 添 加 し 、 ３ ０ ％ の 濃
度 に す る こ と に よ っ て 安 定 し た 。 予 備 吸 着 さ れ た 濃 縮 物 は 、 個 々 の mlの 用 量 が 、 不 活 性 化
で の 培 養 物 の 光 学 密 度 (Ｏ Ｄ ） か ら 計 算 さ れ る 場 合 に 少 な く と も ３ ． ２ の 不 透 明 単 位 (opac
ity unit)（ Ｏ Ｕ ） を 含 む よ う な 量 で 、 ワ ク チ ン に 含 ま れ た 、 （ Ｏ Ｕ は 、 mL当 り の Ｏ Ｕ 値
を 付 与 す る た め に 最 終 濃 度 因 子 に よ り 掛 け 算 さ れ る 。 ）
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 丹 毒 予 防 接 種 を 行 い 、 中 間 濃 度 の 界 面 活 性 剤 を 有 す る 油 － レ シ チ ン ア ジ ュ バ ン ト を 含 む
ワ ク チ ン の 効 力 を 決 定 し た 。 例 ４ に 記 載 の よ う な ア ジ ュ バ ン ト を 、 25％ (v/v)の 最 終 濃 度
で 添 加 し 、 ５ ％ の 最 終 レ シ チ ン － 油 濃 度 を も た ら し た 。 EDTA(0.07%(v/v))と 共 に チ メ ロ サ
ー ル (0.01%(v/v))を 、 保 存 剤 と し て 添 加 し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 こ の 製 法 に よ り 製 造 さ れ た ワ ク チ ン を 、 豚 に お け る 効 力 に つ い て ２ 度 試 験 し た 。 個 々 の
場 合 、 豚 に ２ 回 の ２ mL用 量 に よ り 予 防 接 種 し 、 こ こ で 、 最 初 の 投 与 は 約 ３ 週 （ 離 乳 ） で 、
そ し て ２ 度 目 の 投 与 は ３ 週 後 に 、 筋 肉 内 （ Ｉ Ｍ ） 投 与 さ れ た 。 対 照 に は 、 プ ラ シ ー ボ と し
て リ ン 酸 緩 衝 溶 液 を 投 与 し た 。 １ つ の 研 究 に お い て は 生 後 約 ９ 週 間 で 、 及 び 他 に お い て は
生 後 ６ ヶ 月 で 、 毒 性 Ｅ ． ル ヒ シ オ パ チ ア エ の Ｉ Ｍ 注 射 に よ り 、 免 疫 性 を チ ャ レ ン ジ し た 。
表 ２ に 示 さ れ る よ う に 、 予 防 接 種 に よ る 保 護 は 、 ９ 週 で １ ０ ０ ％ 及 び ６ ヶ 月 (す な わ ち 、
屠 殺 年 齢 ） で ７ ５ ％ で あ っ た 。 そ れ ら の 結 果 は 、 ワ ク チ ン が 通 常 の 飼 育 期 間 を 通 し て 、 丹
毒 に 対 し て 満 足 す べ き 保 護 性 を 付 与 し た こ と を 示 し た 。
　 ９ 週 で 攻 撃 さ れ た グ ル ー プ に 使 用 さ れ る ワ ク チ ン は 、 す で に １ ２ ヶ 月 経 過 し て い た 。 そ
の 結 果 は 、 保 護 抗 原 が 都 合 よ く 安 定 化 さ れ た こ と を 確 認 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ５ 】
注 ： ９ 週 で 攻 撃 さ れ た 予 防 接 種 さ れ た グ ル ー プ に お い て は 、 ２ ０ 匹 目 の 豚 を 排 除 し た 。 非
常 に 面 倒 な 動 物 、 す な わ ち 取 り 扱 わ れ る 場 合 に 激 し く も が く 動 物 に お い て は 、 安 静 で の 温
度 は 測 定 さ れ 得 な か っ た 。 チ ャ レ ン ジ に 続 い て 、 こ の 豚 は 完 全 に 健 康 な 状 態 で あ っ た 。
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 単 一 の 観 点 の 例 示 と し て 意 図 さ れ る 例 示 さ れ た 態 様 に よ り 制 限 さ れ
ず 、 そ し て 機 能 的 に 同 等 で あ る ア ジ ュ バ ン ト は 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 実 際 、 本 明 細 書 に
記 載 さ れ る 種 々 の 変 法 は 、 前 叙 の 記 載 及 び 添 加 図 面 か ら 当 業 者 に 明 ら か に な る で あ ろ う 。
そ の よ う な 変 法 は 、 本 発 明 の 請 求 内 に あ る 。
　 本 明 細 書 に 引 用 さ れ る す べ て の 出 版 物 は 、 完 全 に 引 用 に よ り 組 み 込 ま れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ ６ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 本 発 明 に 従 っ て 調 製 さ れ た エ マ ル ジ ョ ン の 液 滴 サ イ ズ の 分 布 を 示 す グ ラ
フ で あ る 。 線 （ a)及 び (b)は 、 液 滴 の 約 ９ ４ ％ が １ μ m又 は そ れ 以 下 の 直 径 を 有 す る こ と を
示 す 。
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【 図 １ 】
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