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특허청구의 범위

청구항 1 

하나 이상의 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스;

완충제; 및

폴록사머 계면활성제를 포함하는, 비활성화된 뎅기 바이러스의 벌크 제조물 또는 면역원성 조성물.

청구항 2 

제 1항에 있어서, 애쥬번트를 추가로 포함하는 면역원성 조성물.

청구항 3 

제 2항에 있어서, 애쥬번트가 알루미늄 염을 포함하는 면역원성 조성물.

청구항 4 

제 3항에 있어서, 애쥬번트가 알루미늄 하이드록시드 및 알루미늄 포스페이트 중 적어도 하나를 포함하는 면역

원성 조성물.

청구항 5 

제 3항 또는 제 4항에 있어서, 적어도 하나의 추가 면역자극성 성분을 추가로 포함하는 면역원성 조성물.

청구항 6 

제 5항에 있어서, 적어도 하나의 추가 면역자극성 성분이 오일 및 물 에멀젼, 리포솜, 지질다당류, 사포닌, 및

올리고누클레오티드 중 하나 이상을 포함하는 면역원성 조성물.

청구항 7 

제 2항에 있어서, 애쥬번트가 알루미늄-비함유 애쥬번트인 면역원성 조성물.

청구항 8 

제 7항에 있어서, 알루미늄-비함유 애쥬번트가 오일 및 물 에멀젼, 리포솜, 지질다당류, 사포닌 및 올리고누클

레오티드로 구성되는 군으로부터 선택된 하나 이상의 면역자극성 성분을 포함하는 면역원성 조성물.

청구항 9 

알루미늄 염에 흡착된 적어도 하나의 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스;

완충제; 및

계면활성제를 포함하는, 비활성화된 뎅기 바이러스의 벌크 제조물 또는 면역원성 조성물.

청구항 10 

제 9항에 있어서, 적어도 하나의 추가 면역자극성 성분을 추가로 포함하는 면역원성 조성물.

청구항 11 

제 10항에 있어서, 면역자극성 성분이 오일 및 물 에멀젼, 리포솜, 지질다당류, 사포닌, 및 올리고누클레오티드

중 하나 이상을 포함하는 면역원성 조성물.

청구항 12 

제 6항, 제 8항, 및 제 11항에 있어서, 하나 이상의 면역자극성 성분이 3-데아실화된 모노포스포릴 지질 A(3D-

MPL)를 포함하는 면역원성 조성물.
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청구항 13 

제 5항, 제 6항, 제 7항, 제 8항, 제 10항, 제 11항, 및 제 12항 중 어느 한 항에 있어서, 하나 이상의 면역자

극성 성분이 QS21을 포함하는 면역원성 조성물.

청구항 14 

제 6항, 제 8항, 제 10항, 제 11항, 제 12항 및 제 13항 중 어느 한 항에 있어서, 면역자극성 성분이 적어도 하

나의 메틸화되지 않은 CpG를 포함하는 DNA 올리고누클레오티드를 포함하는 면역원성 조성물.

청구항 15 

제 6항, 제 8항, 제 10항, 제 11항, 제 12항, 제 13항 및 제 14항 중 어느 한 항에 있어서, 면역자극성 성분이

리포솜을 포함하는 면역원성 조성물.

청구항 16 

제 1항 내지 제 15항 중 어느 한 항에 있어서, 계면활성제가 근내, 피하, 경피 또는 피내 투여에 적합한 것인

비활성화 뎅기 바이러스의 벌크 제조물 또는 면역원성 조성물.

청구항 17 

제 1항 내지 제 16항 중 어느 한 항에 있어서, 계면활성제가 폴록사머(poloxamer), 마크로골(macrogol) 15 하이

드록시 스테아레이트, 폴리소르베이트, 옥톡시놀, 폴리도카놀, 폴리옥실 스테아레이트, 폴리옥실 피마자유, N-

옥틸-글루코시드, 및 이들의 조합물로 구성되는 군으로부터 선택되는 비활성화된 뎅기 바이러스의 벌크 제조물

또는 면역원성 조성물.

청구항 18 

제 1항 내지 제 17항 중 어느 한 항에 있어서, 계면활성제가 폴록사머인 비활성화된 뎅기 바이러스의 벌크 제조

물 또는 면역원성 조성물.

청구항 19 

제 1항 내지 제 18항 중 어느 한 항에 있어서, 폴록사머 계면활성제가 적어도 4500kD의 분자량을 갖는 비활성화

된 뎅기 바이러스의 벌크 제조물 또는 면역원성 조성물.

청구항 20 

제 1항 내지 제 19항 중 어느 한 항에 있어서, 폴록사머 계면활성제가 15,000 kD 이하의 분자량을 갖는 비활성

화된 뎅기 바이러스의 벌크 제조물 또는 면역원성 조성물.

청구항 21 

제 1항 내지 제 20항 중 어느 한 항에 있어서, 계면활성제가 적어도 0.001%(w/v)의 양으로 존재하는 비활성화된

뎅기 바이러스의 벌크 제조물 또는 면역원성 조성물.

청구항 22 

제 1항 내지 제 21항 중 어느 한 항에 있어서, 계면활성제가 1.0%(wt/v) 이하의 양으로 존재하는 비활성화된 뎅

기 바이러스의 벌크 제조물 또는 면역원성 조성물.

청구항 23 

제 1항 내지 제 22항 중 어느 한 항에 있어서, 면역원성 조성물이 복수의 정제된 비활성화 뎅기 바이러스를 포

함하는 비활성화된 뎅기 바이러스의 벌크 제조물 또는 면역원성 조성물.

청구항 24 

제 1항 내지 제 23항 중 어느 한 항에 있어서, 복수의 정제된 비활성화 뎅기 바이러스가 다양한 혈청형의 것인
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비활성화된 뎅기 바이러스의 벌크 제조물 또는 면역원성 조성물.

청구항 25 

제 1항 내지 제 24항 중 어느 한 항에 있어서, 복수의 정제된 비활성화 뎅기 바이러스가 각각의 DEN-1, DEN-2,

DEN-3 및 DEN-4에 대한 면역 반응을 유도하는 복수의 바이러스를 포함하는 비활성화된 뎅기 바이러스의 벌크 제

조물 또는 면역원성 조성물.

청구항 26 

제 1항 내지 제 25항 중 어느 한 항에 있어서, 정제된 비활성화 뎅기 바이러스 중 적어도 하나가 약독화된 뎅기

바이러스인 비활성화된 뎅기 바이러스의 벌크 제조물 또는 면역원성 조성물.

청구항 27 

제 1항 내지 제 26항 중 어느 한 항에 있어서, 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스 중 적어도 하나가 재조합 뎅기

바이러스인 비활성화된 뎅기 바이러스의 벌크 제조물 또는 면역원성 조성물.

청구항 28 

제 1항 내지 제 27항 중 어느 한 항에 있어서, 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스 중 적어도 하나가 제 1의 뎅기

바이러스 핵산 및 제 2의 플라비바이러스 핵산을 포함하는 키메라 바이러스인 비활성화된 뎅기 바이러스의 벌크

제조물 또는 면역원성 조성물.

청구항 29 

제 28항에 있어서, 제 2의 플라비바이러스가 제 2의 뎅기 핵산, 황열 바이러스, 및 일본 뇌염 바이러스로부터

선택되는 비활성화된 뎅기 바이러스의 벌크 제조물 또는 면역원성 조성물.

청구항 30 

제 28항 또는 제 29항에 있어서, 키메라의 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스가 뎅기 M 및 뎅기 E 단백질 중 하

나  또는  둘  모두를  엔코딩하는  핵산을  포함하는  비활성화된  뎅기  바이러스의  벌크  제조물  또는  면역원성

조성물.

청구항 31 

제 1항 내지 제 25항 중 어느 한 항에 있어서, 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스 중 적어도 하나가 야생형 뎅기

바이러스인 비활성화된 뎅기 바이러스의 벌크 제조물 또는 면역원성 조성물.

청구항 32 

제 1항 내지 제 31항 중 어느 한 항에 있어서, 하나 이상의 정제된 비활성화 뎅기 바이러스가 각각 단일 인간

용량 당 적어도 0.1 μ 및 100 ㎍ 이하의 양으로 존재하는 비활성화된 뎅기 바이러스의 벌크 제조물 또는 면역

원성 조성물.

청구항 33 

제 1항 내지 제 32항 중 어느 한 항에 있어서, 하나 이상의 정제된 비활성화 뎅기 바이러스가 각각 인간 용량

당 적어도 0.25 ㎍ 및 10 ㎍ 이하의 양으로 존재하는 비활성화된 뎅기 바이러스의 벌크 제조물 또는 면역원성

조성물.

청구항 34 

제 1항 내지 제 33항 중 어느 한 항에 있어서, 완충제가 소듐 포스페이트 및 포타슘 포스페이트 중 하나 또는

둘 모두를 포함하는 비활성화된 뎅기 바이러스의 벌크 제조물 또는 면역원성 조성물.

청구항 35 

제 1항 내지 제 34항 중 어느 한 항에 있어서, 완충제가 트리스(하이드록시메틸)아미노메탄을 포함하는 비활성
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화된 뎅기 바이러스의 벌크 제조물 또는 면역원성 조성물.

청구항 36 

제 1항 내지 제 35항 중 어느 한 항에 있어서, 완충제가 액체 조성물 내의 pH를 pH 6.4 또는 그 초과로 유지시

키는 비활성화된 뎅기 바이러스의 벌크 제조물 또는 면역원성 조성물.

청구항 37 

제 1항 내지 제 36항 중 어느 한 항에 있어서, 완충제가 액체 조성물 내의 pH를 pH 6.8 또는 그 초과로 유지시

키는 비활성화된 뎅기 바이러스의 벌크 제조물 또는 면역원성 조성물.

청구항 38 

제 1항 내지 제 37항 중 어느 한 항에 있어서, 완충제가 액체 조성물을 pH 7.0 또는 그 초과로 유지시키는 비활

성화된 뎅기 바이러스의 벌크 제조물 또는 면역원성 조성물.

청구항 39 

제 1항 내지 제 38항 중 어느 한 항에 있어서, 유리 형성 당 및 유리 형성 폴리올 중 적어도 하나를 추가로 포

함하는 비활성화된 뎅기 바이러스의 벌크 제조물 또는 면역원성 조성물.

청구항 40 

제 1항 내지 제 39항 중 어느 한 항에 있어서, 유리 형성 당 또는 폴리올이 수크로스, 트레할로스, 만노스, 만

니톨, 라피노스, 락티톨, 소르비톨 및 락토비온산, 글루코스, 말툴로스, 이소-말툴로스, 락툴로스, 말토스, 락

토스, 이소-말토스, 말티톨, 팔라티니트, 스타키오스, 멜레지토스, 덱스트란 또는 이들의 조합물로 구성되는 군

으로부터 선택되는 비활성화된 뎅기 바이러스의 벌크 제조물 또는 면역원성 조성물.

청구항 41 

제 1항 내지 제 40항 중 어느 한 항에 있어서, 유리 형성 당 또는 폴리올이 수크로스를 포함하는 비활성화된 뎅

기 바이러스의 벌크 제조물 또는 면역원성 조성물.

청구항 42 

제 1항 내지 제 41항 중 어느 한 항에 있어서, 조성물이 동결건조된 고체인 비활성화된 뎅기 바이러스의 벌크

제조물 또는 면역원성 조성물.

청구항 43 

제 1항 내지 제 42항 중 어느 한 항에 있어서, 조성물이 액체인 비활성화된 뎅기 바이러스의 벌크 제조물 또는

면역원성 조성물.

청구항 44 

제 1항 내지 제 43항 중 어느 한 항에 있어서, 조성물이 등장액인 비활성화된 뎅기 바이러스의 벌크 제조물 또

는 면역원성 조성물.

청구항 45 

제 1항 내지 제 44항 중 어느 한 항에 있어서, 면역원성 조성물이 인간 피검체로의 투여용으로 제형화되는 면역

원성 조성물.

청구항 46 

제 1항 내지 제 45항 중 어느 한 항에 있어서, 면역원성 조성물이 적어도 0.05 ㎖ 및 2 ㎖ 이하의 단일 인간 용

량의 양으로 제형화되는 면역원성 조성물.

청구항 47 
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제 1항 내지 제 46항 중 어느 한 항에 있어서, 면역원성 조성물이 0.5 내지 1.5 ㎖의 단일 인간 용량의 양으로

제형화되는 면역원성 조성물.

청구항 48 

제 1항 내지 제 47항 중 어느 한 항에 있어서, 하나 이상의 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스가 화학적 비활성

화 작용제, 물리적 비활성화 작용제 및 방사선조사 비활성화 작용제 중 적어도 하나에 의해 비활성화되는 비활

성화된 뎅기 바이러스의 벌크 제조물 또는 면역원성 조성물.

청구항 49 

제  1항  내지  제  48항  중  어느  한  항에  있어서,  하나  이상의  정제된  비활성화된  뎅기  바이러스가

포름알데하이드, 베타프로피오락톤(BPL), 과산화수소, 자외선 방사선조사 및 감마 방사선조사 중 적어도 하나에

대한 노출에 의해 비활성화되는 비활성화된 뎅기 바이러스의 벌크 제조물 또는 면역원성 조성물.

청구항 50 

적어도 하나의 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스; 및 폴록사머 계면활성제를 포함하는, 비활성화된 뎅기 바이러

스의 동결건조된 제조물.

청구항 51 

제 50항에 있어서, 알루미늄 염을 추가로 포함하는 동결건조된 제조물.

청구항 52 

제 51항에 있어서, 제조물이 알루미늄 하이드록시드 및 알루미늄 포스페이트 중 적어도 하나를 포함하는 동결건

조된 제조물.

청구항 53 

제 51항 또는 제 52항에 있어서, 적어도 하나의 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스가 알루미늄 염에 흡착되는 동

결건조된 제조물.

청구항 54 

제 50항 내지 제 53항 중 어느 한 항에 있어서, 계면활성제가 폴록사머, 마크로골 15 하이드록시 스테아레이트,

폴리소르베이트, 옥톡시놀, 폴리도카놀, 폴리옥실 스테아레이트, 폴리옥실 피마자유, N-옥틸-글루코시드, 및 이

들의 조합물로 구성되는 군으로부터 선택되는 동결건조된 제조물.

청구항 55 

제 50항 내지 제 54항 중 어느 한 항에 있어서, 계면활성제가 폴록사머인 동결건조된 제조물.

청구항 56 

제 55항에 있어서, 폴록사머 계면활성제가 적어도 4500kD의 분자량을 갖는 동결건조된 제조물.

청구항 57 

제 55항에 있어서, 폴록사머 계면활성제가 15,000 kD 이하의 분자량을 갖는 동결건조된 제조물.

청구항 58 

제 50항 내지 제 57항 중 어느 한 항에 있어서, 계면활성제가 적어도 0.001% (w/v)의 양으로 존재하는 동결건조

된 제조물.

청구항 59 

제 50항 내지 제 58항 중 어느 한 항에 있어서, 계면활성제가 1.0%(wt/v) 이하의 양으로 존재하는 동결건조된

제조물.
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청구항 60 

제 50항 내지 제 59항 중 어느 한 항에 있어서, 면역원성 조성물이 복수의 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스를

포함하는 동결건조된 제조물.

청구항 61 

제 60항에 있어서, 복수의 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스가 다양한 혈청형의 것인 동결건조된 제조물.

청구항 62 

제 60항 또는 제 61항에 있어서, 복수의 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스가 각각의 DEN-1, DEN-2, DEN-3 및

DEN-4에 대한 면역 반응을 유도하는 복수의 바이러스를 포함하는 동결건조된 제조물.

청구항 63 

제 50항 내지 제 62항 중 어느 한 항에 있어서, 적어도 하나의 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스가 단일 인간

용량 당 적어도 0.1 μ 및 100 ㎍ 이하의 양으로 존재하는 동결건조된 제조물.

청구항 64 

제 50항 내지 제 63항 중 어느 한 항에 있어서, 적어도 하나의 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스가 인간 용량

당 적어도 0.25 ㎍ 및 10 ㎍ 이하의 양으로 존재하는 동결건조된 제조물.

청구항 65 

제 50항 내지 제 64항 중 어느 한 항에 있어서, 완충제로 작용하는 적어도 하나의 성분을 추가로 포함하는 동결

건조된 제조물.

청구항 66 

제 50항 내지 제 65항 중 어느 한 항에 있어서, 유리 형성 당 및 유리 형성 폴리올 중 적어도 하나를 추가로 포

함하는 동결건조된 제조물.

청구항 67 

제 66항에 있어서, 유리 형성 당 또는 폴리올이 수크로스, 트레할로스, 만노스, 만니톨, 라피노스, 락티톨, 소

르비톨 및 락토비온산, 글루코스, 말툴로스, 이소-말툴로스, 락툴로스, 말토스, 락토스, 이소-말토스, 말티톨,

팔라티니트, 스타키오스, 멜레지토스, 덱스트란 또는 이들의 조합물로 구성되는 군으로부터 선택되는 동결건조

된 제조물.

청구항 68 

완충제 및 계면활성제를 포함하는 용액을 제공하는 단계; 및 상기 용액과 하나 이상의 정제된 비활성화된 뎅기

바이러스를 혼합하는 단계를 포함하는, 비활성화된 뎅기 바이러스의 벌크 제조물 또는 면역원성 조성물을 제형

화시키는 방법.

청구항 69 

제 68항에 있어서, 용액과 혼합시키기 전에 하나 이상의 정제된 비활성화 뎅기 바이러스를 알루미늄 염에 흡착

시키는 것을 포함하는 방법.

청구항 70 

제 69항에 있어서, 알루미늄 염이 알루미늄 하이드록시드 및 알루미늄 포스페이트 중 적어도 하나를 포함하는

방법.

청구항 71 

제 68항 내지 제 70항 중 어느 한 항에 있어서, 복수의 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스 각각을 알루미늄 염에

흡착시켜 예비-흡착된 모노벌크(monobulk)를 생성시키고, 복수의 예비-흡착된 모노벌크와 용액을 혼합하는 것을
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포함하는 방법.

청구항 72 

제 68항 내지 제 71항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 용액이 비경구 투여에 적합한 것인 방법.

청구항 73 

제 68항 내지 제 72항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 용액이 등장성인 방법.

청구항 74 

제 68항 내지 제 73항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 용액이 유리 형성 당; 유리 형성 폴리올; 및 염 중 하나

이상을 추가로 포함하는 방법.

청구항 75 

제 68항 내지 제 74항 중 어느 한 항에 있어서, 용액을 제공하는 것이 내독소-비함유 물에 유리 형성 당 또는

폴리올; 완충제; 염; 및 계면활성제를 첨가하는 것을 포함하는 방법.

청구항 76 

제 75항에 있어서, 각각의 성분이 연속적으로 첨가되는 방법.

청구항 77 

제 68항 내지 제 76항 중 어느 한 항에 있어서, 완충제가 소듐 포스페이트, 포타슘 포스페이트 및 트리스(하이

드록시메틸)아미노메탄으로부터 선택된 적어도 하나의 성분을 포함하는 방법.

청구항 78 

제 68항 내지 제 77항 중 어느 한 항에 있어서, 완충제가 표 1로부터 선택되는 방법.

청구항 79 

제 68항 내지 제 78항 중 어느 한 항에 있어서, 완충제가 pH 6.4 또는 pH 6.4 초과로 벌크 제조물 또는 면역원

성 조성물의 pH를 유지시키는 방법.

청구항 80 

제 68항 내지 제 79항 중 어느 한 항에 있어서, 완충제가 pH 6.8 또는 pH 6.8 초과로 벌크 제조물 또는 면역원

성 조성물의 pH를 유지시키는 방법.

청구항 81 

제 68항 내지 제 80항 중 어느 한 항에 있어서, 완충제가 pH 7.0 또는 pH 7.0 초과로 벌크 제조물 또는 면역원

성 조성물의 pH를 유지시키는 방법.

청구항 82 

제 68항 내지 제 81항 중 어느 한 항에 있어서, 계면활성제가 근내, 피하, 경피 또는 피내 투여에 적합한 방법.

청구항 83 

제 68항 내지 제 82항 중 어느 한 항에 있어서, 계면활성제가 폴록사머, 마크로골 15 하이드록시 스테아레이트,

폴리소르베이트, 옥톡시놀, 폴리도카놀, 폴리옥실 스테아레이트, 폴리옥실 피마자유, N-옥틸-글루코시드, 및 이

들의 조합물로 구성되는 군으로부터 선택되는 방법.

청구항 84 

제 68항 내지 제 83항 중 어느 한 항에 있어서, 계면활성제가 폴록사머인 방법.
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청구항 85 

제 68항 내지 제 84항 중 어느 한 항에 있어서, 폴록사머 계면활성제가 적어도 4500 kD의 분자량을 갖는 방법.

청구항 86 

제 50항 내지 제 85항 중 어느 한 항에 있어서, 폴록사머 계면활성제가 15,000 kD 이하의 분자량을 갖는 방법.

청구항 87 

제 68항 내지 제 86항 중 어느 한 항에 있어서, 계면활성제가 적어도 0.001%(w/v)의 양으로 벌크 제조물 또는

면역원성 조성물에 존재하는 방법.

청구항 88 

제 68항 내지 제 87항 중 어느 한 항에 있어서, 계면활성제가 1.0%(w/v) 이하의 양으로 벌크 제조물 또는 면역

원성 조성물에 존재하는 방법.

청구항 89 

제 74항 내지 제 86항 중 어느 한 항에 있어서, 유리 형성 당 또는 폴리올이 수크로스, 트레할로스, 만노스, 만

니톨, 라피노스, 락티톨, 소르비톨 및 락토비온산, 글루코스, 말툴로스, 이소-말툴로스, 락툴로스, 말토스, 락

토스, 이소-말토스, 말티톨, 팔라티니트, 스타키오스, 멜레지토스, 덱스트란 또는 이들의 조합물로 구성되는 군

으로부터 선택되는 방법.

청구항 90 

제 74항 내지 제 89항 중 어느 한 항에 있어서, 유리 형성 당 또는 폴리올이 수크로스를 포함하는 방법.

청구항 91 

제 74항 내지 제 90항 중 어느 한 항에 있어서, 염이 무기염을 포함하는 방법.

청구항 92 

제 74항 내지 제 91항 중 어느 한 항에 있어서, 무기염이 소듐 클로라이드를 포함하는 방법.

청구항 93 

제 68항 내지 제 92항 중 어느 한 항에 있어서, 벌크 제조물 또는 면역원성 조성물이 복수의 정제된 비활성화된

뎅기 바이러스를 포함하는 방법.

청구항 94 

제 68항 내지 제 93항 중 어느 한 항에 있어서, 복수의 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스가 다양한 혈청형의 정

제된 비활성화된 뎅기 바이러스인 방법.

청구항 95 

제 68항 내지 제 94항 중 어느 한 항에 있어서, 복수의 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스가 각각의 DEN-1, DEN-

2, DEN-3 및 DEN-4에 대한 면역 반응을 유도하는 복수의 바이러스를 포함하는 방법.

청구항 96 

제 68항 내지 제 95항 중 어느 한 항에 있어서, 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스 중 적어도 하나가 약독화된

뎅기 바이러스인 방법.

청구항 97 

제 68항 내지 제 96항 중 어느 한 항에 있어서, 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스 중 적어도 하나가 재조합 뎅

기 바이러스인 방법.
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청구항 98 

제 68항 내지 제 97항 중 어느 한 항에 있어서, 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스 중 적어도 하나가 제 1 뎅기

바이러스 핵산 및 제 2 플라비바이러스 핵산을 포함하는 키메라 바이러스인 방법.

청구항 99 

제 98항에 있어서, 제 2 플라비바이러스가 제 2 뎅기 핵산, 황열 바이러스, 및 일본 뇌염 바이러스로부터 선택

되는 방법.

청구항 100 

제 98항 또는 제 99항에 있어서, 키메라 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스가 뎅기 M 및 뎅기 E 단백질 중 하나

또는 둘 모두를 엔코딩하는 핵산을 포함하는 방법.

청구항 101 

제 68항 내지 제 95항 중 어느 한 항에 있어서, 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스 중 적어도 하나가 야생형 뎅

기 바이러스인 방법.

청구항 102 

제 68항 내지 제 96항 중 어느 한 항에 있어서, 하나 이상의 정제된 비활성화 뎅기 바이러스가 적어도 0.1 μ

및 100 ㎍ 이하의 양으로 각각 존재하는 방법.

청구항 103 

제 68항 내지 제 102항 중 어느 한 항에 있어서, 하나 이상의 정제된 비활성화 뎅기 바이러스가 적어도 0.25 ㎍

및 10 ㎍ 이하의 양으로 각각 존재하는 방법.

청구항 104 

제 68항 내지 제 103항 중 어느 한 항에 있어서, 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스가 화학적 비활성화 작용제,

물리적 비활성화 작용제 및 방사선조사 비활성화 작용제 중 적어도 하나에 의해 비활성화되는 방법.

청구항 105 

제 68항 내지 제 104항 중 어느 한 항에 있어서, 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스가 포름알데하이드, 베타프로

피오락톤(BPL), 과산화수소, 자외선 방사선조사 및 감마 방사선조사 중 적어도 하나에 대한 노출에 의해 비활성

화되는 방법.

청구항 106 

제 68항 내지 제 105항 중 어느 한 항에 있어서, 동결건조된 조성물을 생성시키기 위해 적어도 하나의 정제된

비활성화된 뎅기 바이러스를 포함하는 용액을 동결건조시키는 것을 추가로 포함하는 방법.

청구항 107 

제 106항에 있어서, 약학적으로 허용되는 용액 중에 동결건조된 조성물을 재현탁시키는 것을 추가로 포함하는

방법.

청구항 108 

제 107항에 있어서, 약학적으로 허용되는 용액이 주사용수인 방법.

청구항 109 

제 107항에 있어서, 약학적으로 허용되는 용액이 적어도 하나의 애쥬번트를 포함하는 방법.

청구항 110 
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제 109항에 있어서, 애쥬번트가 알루미늄 염, 오일 및 물 에멀젼, 지질다당류, 사포닌, 및 올리고누클레오티드

중 하나 이상을 포함하는 방법.

청구항 111 

제 110항에 있어서, 지질다당류가 3-데아실화된 모노포스포릴 지질 A(3D-MPL)를 포함하는 방법.

청구항 112 

제 110항 또는 제 111항에 있어서, 사포닌이 QS21을 포함하는 방법.

청구항 113 

제 110항 내지 제 112항 중 어느 한 항에 있어서, 올리고누클레오티드가 적어도 하나의 메틸화되지 않은 CpG를

포함하는 DNA 올리고누클레오티드인 방법.

청구항 114 

제 110항 내지 제 113항 중 어느 한 항에 있어서, 애쥬번트가 리포솜을 포함하는 방법.

청구항 115 

제 68항 내지 제 113항 중 어느 한 항에 있어서, 면역원성 조성물이 인간 피검체로의 투여에 적합한 방법.

청구항 116 

제 68항 내지 제 115항 중 어느 한 항에 있어서, 면역원성 조성물이 적어도 0.05 ㎖ 및 2 ㎖ 이하의 단일 용량

의 양으로 제형화되는 방법.

청구항 117 

제 68항 내지 제 116항 중 어느 한 항에 있어서, 면역원성 조성물이 0.5 내지 1.5 ㎖의 단일 용량의 양으로 제

형화되는 방법.

청구항 118 

제 68항 내지 제 117항 중 어느 한 항의 방법에 따라 비활성화된 뎅기 바이러스를 제형화시키는 것을 포함하는,

정제된 비활성화된 뎅기 바이러스의 비특이적 흡착 및/또는 응집 중 적어도 하나를 감소시키는 방법.

청구항 119 

제 68항 내지 제 118항 중 어느 한 항의 방법에 따라 비활성화된 뎅기 바이러스를 제형화시키는 것을 포함하는,

항원적으로 보존된 비활성화된 뎅기 바이러스의 회수를 향상시키는 방법.

명 세 서

기 술 분 야

관련 출원의 전후-참조[0001]

본  출원은  2011년  5월  26일에  출원된  미국  가출원  번호  61/490,205호  및  2011년  12월  15일에  출원된[0002]

61/570,966호의 더 이른 출원일의 이익을 주장하며, 상기 출원들의 개시내용은 본원에 포함된다.

37 C.F.R. § 1.71(E)에 준한 저작권 고시[0003]

본 특허 문헌의 개시내용의 일부는 저작권 보호에 적용되는 요소를 함유한다.  저작권 소유자는 특허청 파일 또[0004]

는 기록에서 명시되어 있는 바와 같이 누군가에 의한 특허 문헌 또는 특허 명세의 팩시밀리 복제에 대해 이의가

없으나, 어떤 경우에든 모든 저작권 권리가 보존된다.

배 경 기 술

배경[0005]
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뎅기(Dengue)는  모기에  의해  전염되는  인간의  급성  바이러스  질병이다.   이는  열대  및  아열대에서의[0006]

풍토병이며, 전세계적으로 매년 100,000,000의 병증이 발생하는 것으로 추정된다.  비교적 희귀하지만, 뎅기출

혈열(Dengue hemorrhagic fever, DHF) 및 뎅기 쇼크 증후군(Dengue shock syndrome, DSS)은 아동에서의 유의한

사망 원인이다.  현재, 뎅기에 대해 보호하는 백신은 존재하지 않으며, 모기 매개 동물을 조절함으로써 질병을

예방하려는 시도는 대부분 효과가 없는 것으로 입증되었다.  따라서, 뎅기 바이러스에 의해 야기되는 질병에 대

해 보호하기 위한 안전하고 효과적인 백신이 필요하다.

발명의 내용

개요[0007]

본 발명의 개시는 뎅기 바이러스에 대해 면역 반응을 유도하는 조성물의 제형화에 관한 것이다.[0008]

도면의 간단한 설명[0009]

도 1은 폴록사머(poloxamer) 계면활성제: α-하이드로-ω-하이드록시폴리(옥시에틸렌) 폴리(옥시프로필렌) 폴리[0010]

(옥시에틸렌) 트리블록 공중합체의 일반식의 개략적 예시이다.

도 2A 및 B는 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스를 포함하는 면역원성 조성물의 정제 및 비활성화를 위한 예시적[0011]

방법을 예시하는 순서도이다.  도 2C 및 D는 정제 및 비활성화를 위한 대안적 방법을 예시하는 순서도이다.

도 3A 및 B는 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스를 포함하는 면역원성 조성물의 제형화를 위한 예시적 방법을 예[0012]

시하는 순서도이다.

도 4A-B는 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스를 포함하는 면역원성 조성물의 제형화 후의 생성물 특성규명의 대[0013]

표적 결과를 예시하는 표이다.

도 5A-C는 동결건조 및 재구성 후의 생성물 특성규명의 대표적 결과를 예시하는 표이다.[0014]

도 6A 및 B는 안정성 특징의 도표적 표현이다(A: 고유 형광 280/320; B: ELISA).[0015]

상세한 설명[0016]

서문[0017]

본 발명의 개시는 면역원성 조성물의 제형화에 관한 것이다.  특히, 본 발명의 개시는 정제된 비활성화된 뎅기[0018]

바이러스의 하나 이상의 균주를 함유하는 조성물, 예를 들어, 벌크 백신 제조물 및 면역원성 조성물의 제형화에

관한 것이다.  본원에 개시된 제형화는 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스를 함유하는 면역원성 조성물의 회수

및 안정성을 증가시켜, 이들의 생성, 저장 및 유통을 촉진시킨다.

본 발명의 개시의 첫번째 양태는 완충제 및 계면활성제와 조합된 하나 이상의 정제된 비활성화 뎅기 바이러스를[0019]

포함하는 조성물에 관한 것이다.  유리하게는, 상기 조성물은 면역원성 조성물(예를 들어, 뎅기 바이러스에 의

한 감염 및/또는 이로 인한 질병을 예방하기 위한 백신)로의 제형화에 적합한 비활성화된 뎅기 바이러스의 벌크

제조물이다.  선택된 계면활성제의 첨가는, 예를 들어, 계면활성제를 포함하지 않는 제형에 비해 항원적으로 보

존된 비활성화된 뎅기 바이러스의 회수를 향상시킨다.  계면활성제를 함유하는 정제된 비활성화된 뎅기 바이러

스의 제형은, 예를 들어, 동결건조, 저장 및 재구성 동안 비활성화된 바이러스의 비특이적 흡착 및/또는 응집을

감소시키는 유리한 특징을 갖는다.

본원에 개시된 조성물은 뎅기 바이러스의 하나 이상의 혈청형을 포함할 수 있다.  일반적으로, 조성물은 뎅기[0020]

혈청형 1, 뎅기 혈청형 2, 뎅기 혈청형 3 및/또는 뎅기 혈청형 4(각각, DEN-1, DEN-2, DEN-3, 및/또는 DEN-

4)인 하나 이상의 혈청형으로부터의 복수의 뎅기 바이러스를 포함한다.  예를 들어, 조성물은 뎅기 바이러스의

다양한 혈청으로부터의 2, 3 또는 4개의 상이한 바이러스를 포함할 수 있다.  한 특정 예에서, 조성물은 4개의

상이한 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스를 포함하며, 상기 각각의 상이한 혈청형은 뎅기 바이러스의 상이한 혈

청형 각각에 특이적인 면역 반응을 유도한다(또는 유도할 수 있다).  따라서, 조성물은 유리하게는 DEN-1, DEN-

2, DEN-3 및 DEN-4 모두에 대한 면역 반응을 유도하는 4개의 상이한 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스를 포함한

다.  바이러스(들)은 야생형 바이러스(즉, 자연 발생 분리물로부터의 독성 바이러스로부터 증식되거나 이에 상

응하는 바이러스)로부터 선택될 수 있거나, 바이러스(들)은 약독화된 바이러스로부터 선택될 수 있다.  선택된

바이러스는 재조합 바이러스일 수 있다.  예를 들어, 재조합 바이러스는 키메라 바이러스, 예를 들어, 뎅기 바

이러스로부터의 핵산 및 또 다른 플라비바이러스로부터의 핵산을 갖는 바이러스, 예를 들어, 상이한 뎅기 바이
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러스, 황열 바이러스, 또는 일본 뇌염 바이러스일 수 있다.  통상적으로, 키메라 바이러스는 뎅기 M 및 뎅기 E

단백질 중 하나 또는 둘 모두를 포함한다.  단일 조성물은 임의의 조합의 하나 이상의 야생형 바이러스, 하나

이상의 약독화된 바이러스, 하나 이상의 재조합 바이러스, 및/또는 하나 이상의 키메라 바이러스를 포함할 수

있다.

정제된 비활성화된 뎅기 바이러스는 화학적, 물리적 및/또는 방사선조사 비활성화 작용제를 단독으로 또는 임의[0021]

의 조합으로 이용하여 비활성화될 수 있다.  정제된 비활성화된 뎅기 바이러스는 포름알데하이드, 베타프로피오

락톤 (BPL), 과산화수소, 자외선 방사선조사 및 감마 방사선조사, 또는 이들 기술 중 임의의 기술의 조합에 대

한 노출에 의해 비활성화될 수 있다.

통상적으로, 면역원성 조성물의 단일 인간 용량은 적어도 0.1 ㎍, 0.2 ㎍, 적어도 0.25 ㎍, 적어도 0.3 ㎍, 적[0022]

어도 0.33 ㎍, 적어도 0.4 ㎍, 적어도 0.5 ㎍, 적어도 1.0 ㎍, 또는 적어도 2.0 ㎍, 또는 적어도 3.0 ㎍, 또는

적어도 5.0 ㎍, 또는 적어도 10.0 ㎍(또는 0.1과 10.0 ㎍ 사이의 임의의 양)의 각각의 바이러스 혈청형을 함유

한다.  통상적으로, 면역원성 조성물의 단일 인간 용량은 100 ㎍ 이하의 각각의 바이러스 혈청형, 예를 들어,

90 ㎍ 이하, 또는 80 ㎍ 이하, 또는 75 ㎍ 이하, 또는 70 ㎍ 이하, 또는 60 ㎍ 이하, 또는 50 ㎍ 이하, 또는 40

㎍ 이하, 또는 30㎍ 이하, 또는 20㎍ 이하, 또는 10㎍ 이하(또는 10과 100 ㎍ 사이의 임의의 양)의 각각의 바이

러스 혈청형을 함유한다.  예를 들어, 면역원성 조성물의 단일 인간 용량은, 예를 들어, 0.05  내지 2  ㎖의

부피, 예를 들어 부피 0.5 및 1.5 ㎖로 투여되는 0.1 내지 10 ㎍, 또는 0.25 내지 5 ㎍을 포함할 수 있다.

특정 구체예에서, 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스(들)은 알루미늄 염("명반"), 예를 들어, 알루미늄 하이드록[0023]

시드, 알루미늄 포스페이트 또는 알루미늄 하이드록시포스페이트에 흡착된다.  복수의 뎅기 바이러스가 포함되

는 경우, 각각은 동일 알루미늄 염에 흡착될 수 있거나, 다양한 바이러스가 다양한 알루미늄 염에 흡착될 수 있

다.  따라서, 한 양태에서, 본 발명의 개시는 완충제 및 계면활성제와 조합된, 알루미늄 염에 흡착(예를 들어,

예비흡착)된 적어도 하나의 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스를 함유하는 면역원성 조성물에 관한 것이다.

본원에 개시된 면역원성 조성물(및 완성된 면역원성 조성물로부터 제형화된 벌크 제조물)의 상황에서, 계면활성[0024]

제는 피검체, 특히, 인간 피검체로의 투여에 적합한 것으로 선택된다.  특정 구체예에서, 계면활성제는 비경구

투여, 예를 들어, 근내, 피하, 경피 또는 피내 투여에 적합한 것으로 선택된다.

본원에 개시된 뎅기 조성물에 적합한 예시적 계면활성제는 폴록사머 계면활성제, 뿐만 아니라 인간 피검체로의[0025]

투여에 적합한 다른 계면활성제를 포함한다.  따라서, 적합한 계면활성제(폴록사머 계면활성제에 더함)는 폴리

소르베이트 계면활성제, 옥톡시놀 계면활성제, 폴리도카놀 계면활성제, 폴리옥실 스테아레이트 계면활성제, 폴

리옥실 피마자유 계면활성제, N-옥틸-글루코시드 계면활성제, 마크로골(macrogol) 15 하이드록시 스테아레이트,

및 이들의 조합물로 구성되는 군으로부터 선택될 수 있다.  특정 구체예에서, 폴록사머 계면활성제는 정제된 비

활성화된 뎅기 바이러스(들)이 알루미늄 염에 흡착되지 않는 제형에 특히 적합하다.

폴록사머 계면활성제는 폴리에틸렌-폴리프로필렌 글리콜 선형 공중합체이다.  상업적으로, 이들은 종종 플루로[0026]

닉(Pluronic) 계면활성제로 언급된다.  특정 구체예에서, 폴록사머 계면활성제는 적어도 약 1000 kD의 평균 분

자량, 및 약 15,000 kD 이하의 평균 분자량을 갖는 폴리에틸렌-폴리프로필렌 글리콜 공중합체로부터 선택된다.

한 특정 구체예에서, 면역원성 조성물은 1800 g/mole의 폴리옥시프로필렌 분자량 및 80% 폴리옥시에틸렌 함량과

함께 8600 kD의 평균 분자량을 갖는, 상표명 Pluronic™ F 68, Lutrol™ F 68, 및 Kolliphor™ P188로 시판되

는, 폴리에틸렌-폴리프로필렌 글리콜 공중합체, 폴록사머 188과 함께 제형화된다.

조성물(벌크 제조물 및 면역원성 조성물)은 또한 하나 이상의 완충제를 포함한다.  뎅기 바이러스는 산 조건하[0027]

에서 면역원성을 상실하며, 따라서 완충제는 중성 근처 또는 중성 위의 pH를 유지하도록 선택된다.  완충제 또

는 완충제들은 통상적으로 pH 6.4 이상, 바람직하게는 pH 6.8 초과, 및 가장 바람직하게는 pH 7.0 초과, 예를

들어, pH 7.4 또는 약 pH 7.4로 조성물의 pH를 유지시키도록 선택된다.  완충제는 특정 추가 성분(예를 들어,

특정 애쥬번트)이 완충제의 양 또는 선택을 조절하는 것을 필요로 할 수 있음을 고려하여, 제형화된 면역원성

조성물의 다른 성분의 상황에서 요망되는 pH를 유지하도록 선택된다.  한 구체예에서, 완충제는 소듐 포스페이

트 및 포타슘 포스페이트 중 하나 또는 둘 모두를 포함한다.  또 다른 구체예에서, 완충제는 트리스(하이드록시

메틸)아미노메탄("트리스(Tris)")을 포함한다.

벌크 제조물 및 면역원성 조성물은 또한, 예를 들어, 요망되는 범위 내로 긴장성을 변형시키거나 유지시키기 위[0028]

해 추가 성분, 예를 들어, 하나 이상의 무기염을 포함할 수 있다.  가장 일반적으로, 염은 무기염, 예를 들어,

소듐 클로라이드이다.  이러한 염은 유리하게는 등장성 또는 등장성 근처로 제형화된 조성물을 유지시키는데 필
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요한 양으로 첨가된다.  정확한 양은 제형 내의 다른 성분, 가장 특히 완충제(들)의 선택에 따라 상이하며, 이

는 당업자에 의해 과도한 실험 없이 결정될 수 있다.

본원에 개시된 벌크 제조물 및 면역원성 조성물은 또한 용해 상태 및/또는 가공, 예를 들어, 동결건조 동안 정[0029]

제된 비활성화된 뎅기 바이러스의 구조적 및/또는 면역학적 안정성을 향상(또는 제형의 다른 특성, 예를 들어,

긴장성을 변형)시키는 하나 이상의 부형제를 포함할 수 있다.  일부 구체예에서, 부형제는 유리 형성 당 또는

폴리올을 포함한다.  특정 구체예에서, 유리 형성 당 또는 폴리올은 수크로스, 트레할로스, 만노스, 만니톨, 라

피노스, 락티톨, 소르비톨 및 락토비온산, 글루코스, 말툴로스, 이소-말툴로스, 락툴로스, 말토스, 락토스, 이

소-말토스, 말티톨, 팔라티니트, 스타키오스, 멜레지토스, 덱스트란 또는 이들의 조합물로 구성되는 군으로부터

선택된다.  한 특정 구체예에서, 부형제는 수크로스를 포함한다.  임의로, 당 또는 폴리올은 아미노산, 예를 들

어, 글리신, 알라닌, 아르기닌, 리신 및/또는 글루타민과 조합하여 사용될 수 있다.

특정 구체예에서, 조성물은 액체 제형, 예를 들어, 용액 또는 현탁액이다.  다른 구체예에서, 조성물은 제조되[0030]

고, 동결건조되고, 투여 전에 재현탁된다.  예를 들어, 면역원성 조성물은 주사에 의한 투여를 위한 등장성 액

체 제형 내에서 제형화될 수 있다.

특정 구체예에서, 면역원성 조성물은 인간 피검체로의 투여를 위해 제형화된다.  인간 피검체로의 투여를 위해,[0031]

면역원성 조성물은 적어도 0.05 ㎖ 및 2 ㎖ 이하의 단일 용량의 양, 예를 들어, 0.5 내지 1.5 ㎖의 단일 용량의

양으로 제형화될 수 있다.

임의로, 본원에 개시된 면역원성 조성물은 애쥬번트를 포함할 수 있다.  일부 구체예, 예를 들어, 정제된 비활[0032]

성화된 뎅기 바이러스가 명반에 흡착되는 구체예에서, 알루미늄 염은 애쥬번트로 작용한다.  다른 구체예에서,

애쥬번트는 알루미늄-비함유 애쥬번트이다.  예를 들어, 명반과 조합, 예를 들어, 명반에 흡착되거나 그렇지 않

은 간에, 애쥬번트는 하나 이상의 면역자극성 성분을 포함할 수 있다.  면역자극성 성분은 하기에 보다 상세히

기재되는 바와 같이 오일 및 물 에멀젼, 리포솜, 지질다당류, 사포닌, 및 올리고누클레오티드 중 하나 이상을

포함할 수 있다.

본 발명의 개시의 또 다른 양태는 하나 이상의 정제된 비활성화 뎅기 바이러스를 포함하는 벌크 항원 제조물 및[0033]

면역원성 조성물을 제형화시키는 방법에 관한 것이다.  이러한 방법은 완충제 및 계면활성제를 포함하는 용액을

제공하고, 상기 용액과 하나 이상의 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스를 혼합하는 것을 포함한다.  일부 구체예

에서, 하나 이상의 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스는 용액과 혼합하기 전에 알루미늄 염에 흡착(예를 들어,

비활성화된 뎅기 바이러스의 예비-흡착된 벌크 제조물을 생성시키기 위한 것임)된다.  통상적으로, 정제된 비활

성화된 뎅기 바이러스의 단일 균주는 예비-흡착된 모노벌크(monobulk)를 생성시키기 위해 알루미늄 염(예를 들

어, 알루미늄 하이드록시드, 알루미늄 포스페이트 또는 알루미늄 하이드록시포스페이트)에 흡착된다.  다가 면

역원성 조성물을 생성시키기 위해, 개별적 모노벌크는 이후 완충제 및 계면활성제를 함유하는 용액과 요망되는

비(예를 들어, 중량을 기초로 하여 1:1:1:1, 또는 상대 면역원성을 기초로 하여 조정됨)로 조합된다.

통상적으로, 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스(들)이 비경구 투여에 적합한 용액(최종 제형)에  첨가된다.  일[0034]

부 구체예에서, 용액은 등장액이다.  일부 구체예에서, 용액은 또한 하나 이상의 부형제, 예를 들어, 염 및/또

는 유리 형성 당 또는 폴리올을 포함한다.

한 구체예에서, 주사용수(예를 들어, 멸균, 내독소-비함유 물)에 유리 형성 당 또는 폴리올, 완충제, 염 및 계[0035]

면활성제(상기 논의된 바와 같음)가, 예를 들어, 연속적인 순서로 첨가된다.  상기 논의된 바와 같은 정제된 비

활성화된 뎅기 바이러스(들)이 제조된 용액에 첨가된다.

일부  구체예에서,  상기  방법은  이후  동결건조된  조성물을  생성시키기  위해  정제된  비활성화된  뎅기[0036]

바이러스(들)을 함유하는 용액(예를 들어, 벌크 제조물)을 동결건조시키는 것을 포함한다.  예를 들어, 저장 및

/또는 유통을 위한 면역원성 조성물의 동결건조를 포함하는 구체예에서, 동결건조된 조성물은 통상적으로 투여

전에 적합한 양, 예를 들어, 0.05-2 ㎖, 통상적으로 0.5 내지 1.5 ㎖, 예를 들어, 0.5 또는 1.0 또는 1.5 ㎖의

약학적으로 허용되는 용액, 예를 들어, 주사용수에 재현탁된다.  임의로, 약학적으로 허용되는 용액은 상기 논

의된 바와 같이 적어도 하나의 면역자극성 성분을 포함한다.

또 다른 양태에서, 상기 개시는 상기 논의된 바와 같은 비활성화된 뎅기 바이러스(들)을 제형화시킴으로써 정제[0037]

된 비활성화된 뎅기 바이러스(또는 복수의 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스), 또는 정제된 비활성화된 뎅기 바

이러스(또는 복수의 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스)를 함유하는 조성물의 비특이적 흡착 및/또는 응집을 감

소시키기는 방법에 관한 것이다.
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또 다른 양태에서, 본 발명의 개시는 상기 기재된 바와 같은 비활성화된 뎅기 바이러스(들)을 제형화시킴으로써[0038]

항원적으로 보존된 비활성화된 뎅기 바이러스(또는 복수의 항원적으로 보존된 비활성화된 뎅기 바이러스), 또는

항원적으로 보존된 비활성화된 뎅기 바이러스(또는 복수의 항원적으로 보존된 비활성화된 뎅기 바이러스)를 함

유하는 조성물의 회수를 향상시키는 방법에 관한 것이다.

용어[0039]

달리 설명하지 않는 한, 본원에서 사용되는 모든 기술 및 과학 용어는 본 발명의 개시가 속하는 분야의 당업자[0040]

에 의해 일반적으로 이해되는 것과 동일한 의미를 갖는다.   분자생물학에서의 일반적인 용어의 정의는 문헌

[Benjamin Lewin, Genes V, published by Oxford University Press, 1994 (ISBN 0-19-854287-9); Kendrew et

al. (eds.), The Encyclopedia of Molecular Biology, published by Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0-

632-02182-9);  and  Robert  A.  Meyers  (ed.),  Molecular  Biology  and  Biotechnology:  a  Comprehensive  Desk

Reference, published by VCH Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8)]에서 발견될 수 있다.

단수 용어는 문맥이 명백히 다른 방식으로 지정하지 않는 한 복수의 지시대상물을 포함한다.  유사하게, 용어[0041]

 "또는"은 문맥이 명백히 다른 방식으로 지정하지 않는 한 "및"을 포함하는 것으로 의도된다.  용어 "복수"는 2

개 이상을 나타낸다.  핵산 또는 폴리펩티드에 대해 제공된 모든 염기 크기 또는 아미노산 크기, 및 모든 분자

량 또는 분자 질량 값은 근사값이고, 설명을 위해 제공된 것이 추가로 이해되어야 한다.  또한, 물질, 예를 들

어, 항원의 농도 또는 수준과 관련하여 제공된 숫자상의 제한은 근사값인 것으로 의도된다.  따라서, 농도가 적

어도(예를 들어) 20 ㎍인 것으로 지정되는 경우, 농도는 적어도 대략(또는 "약" 또는 "~") 20 ㎍인 것으로 이해

되는 것으로 의도된다.

본원에 기재된 방법 및 물질과 유사하거나 동등한 방법 및 물질이 본 발명의 개시의 실시 또는 시험에서 사용될[0042]

수 있으나, 적합한 방법 및 물질은 하기에 기재된다.  용어 "포함하다(comprise)"는 "포함하다(include)"를 의

미한다.  따라서, 문맥이 다른 방식을 필요로 하지 않는 한, 용어 "~을 포함하다" 및 변화, 예를 들어, "~들을

포함하다" 및 "포함하는"은 언급된 화합물 또는 조성물(예를 들어, 핵산, 폴리펩티드, 항원) 또는 단계, 또는

화합물들 또는 단계들의 그룹의 포함을 의미하는 것이 이해될 것이나, 임의의 다른 화합물, 조성물, 단계, 또는

이들의 그룹의 배제를 의미하지는 않는 것이 이해될 것이다.  약어 "e.g."는 라틴어 예컨대(exempli gratia)으

로부터 유래되며, 이는 비제한적 예를 나타내기 위해 본원에서 사용된다.  예를 들어, 약어 "e.g."는 "예를 들

어(for example)"와 동의어이다.

본 발명의 개시의 다양한 구체예의 개관을 촉진시키기 위해, 하기 용어의 설명이 제공된다.  추가 용어 및 설명[0043]

이 본 발명이 개시의 상황에서 제공될 수 있다.

비활성화된 뎅기 바이러스의 "벌크 제조물"은 피검체로의 투여를 위해 의도된, 정제 및 비활성화와 관련하여 최[0044]

종 항원성 형태의 뎅기 바이러스를 나타내기 위해 본원에서 사용된다.  벌크 제조물 또는 벌크 제형은, 예를 들

어, 희석, 농축, 예를 들어, 동결건조 및 재현탁에 의해 추가로 가공될 수 있고/있거나, 예를 들어, 면역원성

조성물 또는 백신으로서의 투여를 위해 다중용량 또는 단일 용량 바이얼 또는 주사기로 패키징될 수 있다.

용어 "정제"(예를 들어, 병원체, 또는 병원체, 예를 들어, 뎅기 바이러스를 함유하는 조성물 관련)는 조성물로[0045]

부터 존재가 요망되지 않는 성분을 제거하는 공정을 나타낸다.  정제는 상대적 용어이며, 요망되지 않는 성분의

모든 흔적이 조성물로부터 제거되는 것을 필요로 하지는 않는다.  백신 생성의 상황에서, 정제는 원심분리, 디

얼라이제이션(dialization), 이온-교환 크로마토그래피, 및 크기-배제 크로마토그래피, 친화성-정제 또는 침전

과 같은 공정을 포함한다.  따라서, 용어 "정제된"은 절대 순도를 필요로 하지 않으며; 오히려, 이는 상대적 용

어로 의도된다.  따라서, 예를 들어, 정제된 바이러스 제조물은 바이러스가 이의 발생 환경, 예를 들어, 바이러

스가 자연적으로 복제되는 세포 또는 세포의 집단 내 또는 인공 환경 내에서보다 더욱 농축된 것이다.  실질적

으로 순수한 바이러스의 제조물은, 요망되는 바이러스 또는 바이러스 성분이 제조물의 전체 단백질 함량의 적어

도 50%가 되도록 정제될 수 있다.  특정 구체예에서, 실질적으로 순수한 바이러스는 제조물의 전체 단백질 함량

의 적어도 60% 또는 적어도 70%, 예를 들어, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 또는 적어도 95% 또는 그 초

과에 상당할 것이다.  대안적으로, 바이러스 제조물의 정제는 제조물 내의 오염물질, 예를 들어, 숙주 세포 단

백질에서의 감소로 평가될 수 있다.  따라서, 실질적으로 순수한 바이러스(예를 들어, 정제된 비활성화된 뎅기

바이러스)의 제조물은 통상적으로 30% 미만 또는 25% 미만의 잔여 숙주 세포 단백질을 포함한다.  예를 들어,

정제된 비활성화된 뎅기 바이러스를 포함하는 벌크 제조물 또는 면역원성 조성물은 20% 미만의 잔여 숙주 세포

단백질 또는 심지어 15% 미만 또는 10% 이하의 잔여 숙주 세포 단백질을 포함할 수 있다(예를 들어, wt/wt를 기
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초로 하여 측정됨).

뎅기 바이러스 백신의 상황에서의 용어 "비활성화된"은 항원성 성분(예를 들어, 바이러스)이 생체내 또는 시험[0046]

관내에서 복제할 수 없는 것을 의미한다.  예를 들어, 용어 "비활성화된"은, 예를 들어, 시험관내에서 복제된

후, 화학적 또는 물리적 수단을 이용하여 사멸되어, 더 이상 복제할 수 없는 바이러스를 포함한다.  상기 용어

는 또한 추가 가공(예를 들어, 분할, 분획화 등)에 의해 생성된 항원, 및, 예를 들어, 세포 배양물에서의 재조

합 수단에 의해 생성된 성분을 포함할 수 있다.

"애쥬번트"는 작용제의 부재하에서의 항원의 투여에 비해 항원-특이적 면역 반응의 생성을 향상시키는 작용제이[0047]

다.  통상적인 애쥬번트는 항원이 흡착되는 무기질(또는 무기염, 예를 들어, 알루미늄 하이드록시드, 알루미늄

포스페이트, 알루미늄 하이드록시포스페이트)의 현탁액을 포함하는 알루미늄 함유 애쥬번트를 포함한다.  다른

애쥬번트는 향상된 항원-특이적 면역 반응의 생성에 기여하는 하나 이상의 면역자극성 성분을 포함한다.  면역

자극성 성분은 오일 및 물 에멀젼, 예를 들어, 유중수, 및 수중유(및 이중 에멀젼 및 가역 에멀젼(reversible

emulsion)을 포함하는 이들의 변형), 지질당류, 지질다당류, 면역자극성 핵산(예를 들어, CpG 올리고누클레오티

드), 리포솜, Toll-유사 수용체 효능제(특히, TLR2, TLR4, TLR7/8 및 TLR9 효능제), 및 상기 성분의 다양한 조

합물을 포함한다.  애쥬번트는 면역자극성 성분의 조합물을 포함할 수 있다.

"면역원성 조성물"은, 예를 들어, 병원체, 예를 들어, 뎅기 바이러스에 대한 특정 면역 반응을 유도할 수 있는,[0048]

인간 또는 동물 피검체(예를 들어, 실험 환경 내)로의 투여에 적합한 물질의 조성물이다.  이와 같이, 면역원성

조성물은 하나 이상의 항원(예를 들어, 전체 정제된 바이러스 또는 항원성 서브유닛, 예를 들어, 이들의 폴리펩

티드) 또는 항원성 에피토프를 포함한다.  면역원성 조성물은 또한 면역 반응을 유도하거나 향상시킬 수 있는

하나 이상의 추가 성분, 예를 들어, 부형제, 담체, 및/또는 애쥬번트를 포함할 수 있다.  특정 예에서, 면역원

성 조성물은 병원체에 의해 유도되는 증상 또는 질환에 대해 피검체를 보호하는 면역 반응을 유도하기 위해 투

여된다.  일부 경우에, 병원체에 의해 야기되는 증상 또는 질병은 병원체에 대한 피검체의 노출 후에 병원체(예

를 들어, 뎅기 바이러스)의 복제를 억제함으로써 예방(또는 치료되고, 예를 들어, 감소되거나 개선됨)된다.  본

발명의 개시의 상황에서, 용어 면역원성 조성물은 뎅기에 대한 보호 또는 완화 면역 반응을 유도하는 목적을 위

해 피검체 또는 피검체의 집단으로의 투여가 의도되는 조성물(즉, 백신 조성물 또는 백신)을 포함하는 것이 이

해될 것이다.

"면역 반응"은 자극에 대한 면역계 세포, 예를 들어, B 세포, T 세포, 또는 단핵구의 반응이다.  면역 반응은[0049]

특정 항체, 예를 들어, 항원 특이적 중화 항체를 생성시키는 B 세포 반응일 수 있다.  면역 반응은 또한 T 세포

반응, 예를 들어, CD4+ 반응 또는 CD8+ 반응일 수 있다.  일부 경우에, 반응은 특정 항원에 특이적(즉, "항원-

특이적 반응")이다.  항원이 병원체로부터 유래되는 경우, 항원-특이적 반응은 "병원체-특이적 반응"이다.  "보

호 면역 반응"은 병원체의 유해한 기능 또는 활성을 억제하거나, 병원체에 의한 감염을 감소시키거나, 병원체에

의한 감염으로부터 발생하는 증상(사망을 포함함)을 감소시키는 면역 반응이다.  보호 면역 반응은, 예를 들어,

플라크 감소 검정 또는 ELISA-중화 검정에서 바이러스 복제 또는 플라크 형성의 억제에 의하거나, 생체내에서

병원체 공격에 대한 내성을 측정함으로써 측정될 수 있다.

"피검체"는 살아있는 다세포 척추동물 유기체이다.  본 발명의 개시의 상황에서, 피검체는 실험 피검체, 예를[0050]

들어, 비-인간 동물, 예를 들어, 마우스, 코튼랫(cotton rat), 또는 비-인간 영장류일 수 있다.  대안적으로,

피검체는 인간 피검체일 수 있다.

"완충제"는 산 또는 알칼리가 첨가되는 경우 pH를 유지시키거나 pH에서의 변동에 저항하는 용액의 능력을 단독[0051]

으로 또는 조합하여 증가시키는 화합물 또는 조성물이다.  용어 완충제는 각각의 컨쥬게이트 염기 또는 산과 함

께 용액 중에 존재하는 경우 요망되는 값 또는 요망되는 범위 내의 pH를 유지시키기 위해 사용될 수 있는, 통상

적으로 약한 산 또는 약한 염기인 매우 다양한 화합물 및 조성물을 포함한다.

"계면활성제" 또는 표면 활성 작용제는 친수성 머리 및 소수성 꼬리를 특징으로 하는 양친매성 분자이다.  액체[0052]

의 표면에 흡착되는 경우, 계면활성제는 액체의 표면 장력, 2개의 액체 사이의 계면 장력, 또는 액체와 고체 사

이의 장력을 낮추는 작용을 한다.  계면활성제는 세제, 습윤제, 유화제, 기포제, 및/또는 분산제로 작용할 수

있다.

본원에 개시된 조성물은 하나 이상의 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스 항원을 포함한다.  다양한 양태에서, 조[0053]

성물은 선택된 규모의, 예를 들어, 액체 제형, 고체(예를 들어, 동결건조된) 제조물 내의 비활성화된 뎅기 바이

러스의 제조된 벌크 제조물, 또는 피검체(통상적으로, 인간 피검체)로의 투여를 위해 제형화된 면역원성 조성물
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이다.  예를 들어, 벌크 제조물(액체이거나 고체이건 간에) 및/또는 면역원성 조성물은 뎅기 바이러스의 단일

균주를 포함(즉, 1가 조성물, 예를 들어, 1가 벌크 제조물 또는 1가 면역원성 조성물)할 수 있거나, 이들은 뎅

기 바이러스의 하나 이상의 균주를 함유(즉, 다가 조성물, 예를 들어, 다가 벌크 제조물 또는 다가 면역원성 조

성물)할 수 있다.  통상적으로, 다가 조성물은 다양한 혈청형으로부터 선택된 균주를 함유한다.  질병을 야기시

킬 수 있는 뎅기 바이러스의 4개의 혈청형, 즉, 뎅기 타입 1(DEN-1), 뎅기 타입 2(DEN-2), 뎅기 타입 3(DEN-3)

및 뎅기 타입 4(DEN-4)이 존재하고, 교차-반응성 비-중화 항체가 더욱 중증 형태의 뎅기 질병에 걸리기 쉽게 하

므로, 4개의 혈청형 중 임의의 혈청형으로부터의 질병에 대한 보호를 보장하기 위해 벌크 제조물 및 최종 백신

으로의 포함을 위해 각각의 혈청형의 하나의 대표자가 선택될 수 있다.  따라서, 한 구체예에서, 면역원성 조성

물은 뎅기 바이러스의 4개의 혈청형 각각으로부터 선택된 균주를 포함하는 4가 조성물이다.

항원으로 사용되는 바이러스는 본질적으로 뎅기 바이러스의 임의의 균주(또는 균주들)로부터 선택될 수 있다.[0054]

예를 들어, 바이러스 균주는 각각의 혈청형에 대해 선택될 수 있으며, 이는 혈청형에 대해 규정된(예를 들어,

컨센서스(consensus)) 서열, 예를 들어, DEN-1 컨센서스 서열, DEN-2 컨센서스 서열, DEN-3 컨센서스 서열, 또

는 DEN-4 컨센서스 서열에 대한 일치를 기초로 하여 선택된다.  이러한 바이러스는 자연 발생 또는 합성 바이러

스일 수 있다.  예를 들어, 바이러스 균주는 백신이 투여되는 것이 의도되는 영역 또는 집단에서 유행하는 균주

(예를 들어, 자연 발생 또는 "야생형" 균주)와 관련되도록 선택될 수 있다.  또 다른 선택은 가용성 또는 이전

의 경험을 기초로 하여 편리한 물질로서 각각의 혈청형에 대한 균주를 선택하는 것이다.  예를 들어, 예시적 균

주는 본원에 참조로서 포함되는 미국 특허 번호 6,254,873호에 기재되어 있다.  추가의 적합한 균주는, 예를 들

어, 참조로서 또한 본원에 포함되는 미국 특허 번호 7,226,602호에 개시되어 있다.  추가 균주는, 예를 들어,

VBRC  바이러스  유전체  데이터베이스

(http://athena.bioc.uvic.ca/organisms/Flaviviridae/Dengue/Curated_genes), 및 뎅기 바이러스 데이터베이스

(http://www.broad.mit.edu/annotation/viral/Dengue/Projectlnfo.html)에서 발견될 수 있다.

정제된 비활성화된 뎅기 바이러스 백신의 상황에서, 독성 또는 약독화된 균주가 사용될 수 있다.  통상적으로,[0055]

독성 균주는 숙주 세포에서 더 높은 역가로 증식하여, 상업적 규모의 생산을 촉진시킨다.  그러나, 독성 균주는

제조와 관련된 직원의 감염을 예방하기 위해 취급에서 특별한 주의를 필요로 한다.  예를 들어, 배양된 세포에

서의 생산에 대한 적합 및 뎅기의 모기 매개 동물에서의 감소된 독성 및/또는 감소된 복제에 대한 선택에 의해

개발된 약독화된 균주는 더 적은 취급 지침을 필요로 하나, 생산하기에 어려울 수 있다.  비활성화된 뎅기 바이

러스를 함유하는 면역원성 조성물의 상황에서 사용하기에 적합한 예시적인 약독화된 균주는 WO 2000/057907호

및 미국 특허 번호 6,638,514호, 및 WO 2000/058444호 및 US 6,613,556호, WO 2002/066621호(미국 공개 번호

2004052818호), WO 2000/057904호(미국 특허 번호 6,528,065호, WO 2000/057908호, WO 2000/057909호(미국 특

허 번호 6,511,667호); WO 2000/057910호(미국 특허 번호 6,537,557호), WO 2002/095075호(예를 들어, 미국 특

허 번호 7,226,602호) 및 WO 2002/102828호(미국 특허 번호 7,569,383호)에 기재되어 있으며, 이들은 참조로서

본원에 포함된다.

키메라 "뎅기" 바이러스가 또한 본원에 개시된 제형의 상황에서 적합하다.  이러한 키메라 바이러스는 통상적으[0056]

로, 예를 들어, 다양한 뎅기 바이러스 또는 다양한 플라비바이러스, 예를 들어, 황열 바이러스 또는 일본 뇌염

바이러스의 핵산 백본을 이용하여 뎅기 바이러스 외피 단백질을 발현한다.  키메라 뎅기 바이러스의 예는, 예를

들어, WO 98/37911호(미국 특허 번호 6,696,281호; 6,962,708호), WO 96/40933호 및 WO 2001060847호(미국 특

허 번호 7,094,411호; 7,641,909호; 8,025,887호) 및 EP1159968호에서 발견될 수 있다.  상기 키메라 뎅기 바

이러스를 생성하는 방법은 또한 WO 03/101397호에서 발견될 수 있다.  상기 공개된 출원 및 특허의 개시내용은

본원에 개시된 제형화 및 방법의 상황에서 사용하기에 적합한 예시적 키메라 뎅기 바이러스를 제공하기 위한 목

적상 참조로서 본원에 포함된다.

따라서, 선택된 균주(들)은 통상적으로 인간 사용에 대해 의도된 물질의 생성에 적합한 세포(예를 들어, 병원체[0057]

를 함유하지 않는 것으로 증명된 세포)에서 복제시키는데 이용가능한 다수의 균주로부터 선택된다.  예를 들어,

균주는 선택 세포주(들)에서 가장 높은 역가, 예를 들어, 적어도 약 5x10
6
 pfu/㎖, 바람직하게는 적어도 1x10

7

pfu/㎖ 또는 그 초과의 역가로 성장하는 바이러스를 확인하고; (ii) 선택 세포주(들)에서 가장 높은 역가로 성

장하는 뎅기 바이러스의 균주를 선택하고; (iii) 선택 세포주(들)에서 1회 내지 수회의 추가 계대배양에 의해

향상된 성장에 대해 상기 선택된 균주를 추가로 적합시킴으로써 스크리닝될 수 있다.  선택된 바이러스(예를 들

어, 뎅기 바이러스의 4개의 혈청형으로부터 선택됨)는 추가 세포 계대 배양 또는 높은 역가의 마스터(master)

및 생성 시드 로트(seed lot)를 제조하기 위한 유전학적 조작에 의해 높은 역가로 성장하도록 추가로 적합될 수
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있다.

뎅기 바이러스(들)을 생성하기 위한 방법은 당 분야에 공지되어 있고, 예를 들어, 공개된 PCT 출원 번호 WO[0058]

2010/094663호, 미국 공개 번호 2011318407호에 당업자에게 안내하기에 충분히 상세히 기재되어 있다.  혈청 비

함유 조건에서 바이러스를 생성시키기 위한 방법은 또한, 예를 들어, 미국 공개 번호 20060183224호에서 발견될

수 있다.  상기 공개된 특허 출원의 개시내용은 본원에 개시된 벌크 제조물 및 면역원성 조성물 내의 포함을 위

한 뎅기 바이러스의 증식 및 정제에 관한 추가의 세부사항을 제공하기 위해 참조로서 본원에 포함된다.  정제된

비활성화된 뎅기 바이러스를 생성시키기 위해 뎅기 바이러스를 비활성화시키기 위한 유사한 방법이 당 분야에

잘 확립되어 있고, 이는 화학적, 물리적 및/또는 방사선조사 작용제에 대한 노출을 포함한다.  적합한 방법은,

예를 들어, 포름알데하이드, 베타프로피오락톤(BPL), 과산화수소, 자외선 방사선조사 및 감마 방사선조사, 또는

이들의  조합물에  대한  노출을  포함한다.   상기  방법의  세부사항은,  예를  들어,  공개된  PCT  출원  번호  WO

2010/094663호(미국 공개 번호 2011318407호), 및 미국 공개 번호 20070031451호에서 발견될 수 있고, 이들은

뎅기 바이러스를 비활성화시키는 예시적 방법을 예시하기 위한 목적을 위해 참조로서 본원에 포함된다.

뎅기 바이러스의 정제를 위한 예시적 절차는 도 2A-D의 순서도에 도시되어 있다.  상업적 용도에 적합한 뎅기[0059]

바이러스의  양을  생성시키기  위해,  민감한  세포주가  적합한  배지  중에서  시험관  내에서  배양액  중에서

성장된다.  통상적으로, 세포는 포유동물 세포, 예를 들어, 신장 또는 폐 상피 세포이다.  여러 적합한 세포주,

예를 들어, 아프리카 녹색 원숭이 신장 세포(African Green Monkey Kidney cell), 예를 들어, 베로 세포(Vero

cell), MRC-5 세포, MDCK 세포, 및 FRhL-2 세포가 존재한다.  대안적으로, 곤충 세포, 특히 모기 세포, 예를 들

어, 흰줄숲모기(Aedes albopictus) 세포주 C6/36이 사용될 수 있다.  세포는 혈청 함유 또는 동물 비함유(AF 배

지)로 배양될 수 있다.  임의로, 배지는 처음에 또는 주기적으로 첨가물, 예를 들어, 글루코스, 아미노산, 합성

성장인자 또는 다른 단백질로 보충된다.  세포는 통상적으로 일련의 증가하는 용기 크기(예를 들어, 175 ㎠ 플

라스크; CF2(1200 ㎠); CF10(6000 ㎠); CF40(50L 생물반응기); 200L 생물반응기)를 통해 확장된다.  더 큰 용기

크기에서, 세포 부착을 위해 현탁액 중에서 미세담체를 이용하는 것이 일반적이다.  임의로, 배지는 관류에 의

해 공급되거나, 배양액이 주기적으로 공급될 수 있다.  특정 구체예에서, 세포는 상업적 규모의 생물반응기에서

배양될 수 있는 베로 세포이다.

세포는 규모에 있어서 요망되는 밀도로 성장되고, 바이러스(예를 들어, DEN-1, DEN-2, DEN-3 및/또는 DEN-4의[0060]

항원성 결정인자를 제공하기 위해 선택된 균주)로 감염된다.  세포는 적합한 MOI(예를 들어, 0.01-0.1 MOI, 예

를 들어, 0.05 MOI)로 감염되고, 선택된다.  예비배양 및/또는 감염을 위해 혈청-함유 배지를 이용하는 경우,

배지는 수거 및 정제 단계 동안 외부 단백질 함량을 감소시키기 위해 AF 배지로 교환될 수 있다.  예를 들어, 1

내지 4일, 예를 들어, 약 2일의 최초 감염 단계 후, 배지는 AF 배지로 교환될 수 있다.  임의로, AF 배지는 처

음에 또는 주기적으로 글루코스, 아미노산 등으로 보충된다.  바이러스 성장을 위해 적합한 기간, 예를 들어,

최소 6 내지 8일의 기간 후, 바이러스가 세포로부터 수거된다.  임의로, 바이러스는 감염 후 약 6일에서 시작하

여 간격(예를 들어, 2일의 간격)을 두어 증진적으로 수거될 수 있다.  수거는 유리하게는 수일의 기간, 예를 들

어, 10일 이하, 예를 들어, 12일, 또는 14일 또는 그 이상까지 지속될 수 있다.

통상적으로 일련의 감소하는 포어(pore) 크기(예를 들어, 8μ, 0.6μ, 0.45μ, 0.2μ)를 통해 바이러스를 함유[0061]

하는 배지가 정화된다.  적합한 시판되는 필터 및 여과 장치는 당 분야에 널리 공지되어 있고, 당업자에 의해

선택될 수 있다.  예시적 여과 장치는, 예를 들어, Millipore™ Millistak™ DOHC 및 Sartobran™ P 여과 장치

를 포함한다.  임의로, 정화된 바이러스 수거물은 요망시 -70℃에서 동결 저장될 수 있다.

이후, 바이러스 현탁액은 농축(예를 들어, 20-50x 또는 그 초과, 예를 들어, 30x 또는 40x)되고, 배지는, 예를[0062]

들어, 초여과 및 정용여과(diafiltration)에 의해 적합한 완충액(예를 들어, 인산염 완충 염수(PBS), 125 mM 시

트레이트, pH 7.6)으로 교환된다.  상기 단계 및 정제 전체에 걸쳐 선택된 완충액은 pH를 유지시키고, 응집을

감소시키고, 가공 동안 바이러스의 항원성을 보존하도록 선택된다.  본원에 지정된 완충액은 단지 예시이며, 지

정된 목적을 위한 대안적 완충액이 당업자에 의해 선택될 수 있다.  최초 농축 및 완충액 교환에 이어, 예를 들

어, Sephacryl S-400HR 또는 Sepharose 4 FF 수지를 이용하여 추가 여과 및 크기 배제 크로마토그래피(SEC)가

후속된다.  임의로, 추가 가공 전, 정화된 바이러스 현탁액이 농축 단계 전 또는 후에 UV 방사선조사(100 내지

500, 예를 들어, 200 J/m
2
)에 대한 노출에 의해 비활성화된다.

임의로, 크기 배제 크로마토그래피 단계에 이어 잔여 핵산, 예를 들어, 세포 DNA를 제거하기 위해 하나 이상의[0063]

단계가 후속될 수 있다.  상기 목적을 위해, 하나의 적합한 방법은 막 크로마토그래피, 예를 들어, Sartobind-Q

막 크로마토그래피(음성 모드) 및 여과이다.  잔여 DNA가 단백질 ㎍ 당 100 pg 이하의 DNA(또는 100 pg/용량 미
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만)로 감소되는 것이 일반적으로 바람직하다.

유리하게는, 상기 단계에서, 비활성화 전, 계면활성제, 예를 들어, 본원에 개시되고, 벌크 제조물 및/또는 면역[0064]

원성  조성물  내의  포함을  위해  선택된  바와  같은  폴록사머  계면활성제가  완충액에  첨가될  수  있다.

대안적으로, 계면활성제가 비활성화 후에 완충액에 첨가될 수 있다.  이후, 바이러스는 화학적 비활성화 및/또

는 방사선조사에 의한 것을 포함하는 당 분야에 공지된 하나 이상의 방법 중 임의의 방법에 의해 비활성화된다.

예를 들어, 포름알데하이드, 베타프로피오락톤(BPL) 또는 과산화수소에 의한 화학적 비활성화가 뎅기 바이러스

의 비활성화에 대해 당 분야에 기재되었으며, 이는 본원에 개시된 제형의 상황에서 정제된 비활성화된 뎅기 바

이러스를 제공하기 위해 이용될 수 있다.  예를 들어, 바이러스는 실온에서 통상적으로 7 내지 10일의 기간 동

안 포름알데하이드(약 100 ㎍/㎖)에 대한 노출에 의해 비활성화될 수 있다.  임의로, 현탁액은 응집물을 제거하

고 포름알데하이드 노출을 개선시키기 위해 비활성화 과정 동안 중간 시점, 예를 들어, 2일, 3일, 4일, 또는 5

일에서 여과(예를 들어, 0.22μ)된다.  비활성화의 화학적 수단은 단독으로 또는 조합하여 이용될 수 있다.  대

안적으로, 또는 하나 이상의 화학적 수단과 조합하여, 바이러스는 방사선조사(예를 들어, UV 또는 감마 방사선

조사)에 의해 비활성화될 수 있다.  포름알데하이드 또는 다른 화학적 비활성화 화합물은 이후 제거되거나 중화

(예를 들어, 포름알데하이드의 경우에서, 소듐 바이설파이트를 이용함)된다.  화학적 비활성화 작용제를 제거하

고, 이후의 제형화 동안 적합한 완충액에 정제된 바이러스를 배치하기 위해 초여과/정용여과가 이용될 수 있다.

정제된 비활성화 뎅기 바이러스는 이후 최종적으로 멸균 여과되어, 비활성화된 뎅기 바이러스의 벌크 제조물이

생성된다.   임의로,  수크로스는 벌크 제조물의 최종 제형에 첨가된다.   요망시,  최종 벌크 제조물은,  예를

들어, -70℃에서 동결 저장될 수 있다.

선택된 정제된 비활성화된 바이러스는 안정적이고 면역원성이며, 이전에 이용가능한 방법 및 제형화에서 관찰된[0065]

동결건조 및 재구성 동안의 많은 손실 없이 상업적 규모로 생성될 수 있는 벌크 제조물 및 면역원성 조성물을

생성시키기 위해 본원에 기재된 바와 같이 제형화된다.  상기 기재된 방법은 적어도 70% 및, 통상적으로 적어도

80%의  뎅기 바이러스 물질인 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스 제조물을 발생시킬 수 있다.   제조물은 25%

미만, 및 통상적으로 20% 미만의 숙주 세포 단백질을 함유한다.  또한, 상기 기재된 방법에 따르면, 정제된 비

활성화된 뎅기 바이러스의 회수는 실질적으로 향상되어, 90% 초과(또는 95% 초과)의 바이러스 물질이 최종 제조

물에서 회수된다.  즉, 비활성화된 정제된 벌크의 최종 0.2μ 여과 후에 10% 미만, 또는 심지어 5% 미만의 바이

러스 물질의 손실이 관찰된다.  따라서, 본 발명의 개시는 특히 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스의 비특이적

흡착 및/또는 응집 중 적어도 하나를 감소시키는 방법 및 개시된 방법에 따라 비활성화된 뎅기 바이러스를 제형

화시킴으로써 항원적으로 보존된 비활성화된 뎅기 바이러스의 회수를 향상시키는 방법을 제공한다.

특정 구체예에서, 하나 이상의 정제된 비활성화 뎅기 바이러스가 용액과 혼합되기 전에 알루미늄 염에 흡착되어[0066]

비활성화된 뎅기 바이러스의 예비-흡착된 벌크 제조물이 생성된다.  뎅기 바이러스가 알루미늄 염과 용액 중에

서 조합되고, 알루미늄 입자에 대한 비활성화된 바이러스의 흡착을 가능케 하는 시간 동안 알루미늄 입자와 접

촉된다.  적합한 알루미늄 염은 알루미늄 하이드록시드, 알루미늄 포스페이트, 알루미늄 하이드록시포스페이트,

및 포타슘 알루미늄 설페이트를 포함한다.  통상적으로, 각각의 선택된 바이러스가 바이러스:알루미늄 비의 경

험적 최적화를 가능케 하도록 알루미늄에 독립적으로 흡착된다.  한 유리한 예에서, 각각의 선택된 뎅기 바이러

스는 알루미늄 하이드록시드 상에 단독으로 흡착되어 면역원성 조성물의 다른 성분과의 이후의 제형화 전에 명

반 흡착된 모노벌크가 생성된다.  대안적으로, 선택된 뎅기 바이러스 각각은 알루미늄 포스페이트 또는 또 다른

약학적으로 허용되는 알루미늄 염에 흡착될 수 있다.  요망되는 경우, 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스가 요망

되는 비로 조합될 수 있고, 이후 선택된 알루미늄 염 상에 혼합물로서 흡착될 수 있다.  대안적으로, 알루미늄

염 상의 예비-흡착 대신, 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스가 선택된 알루미늄 염을 함유하는 용액 중에 하기

기재되는 바와 같이 재현탁될 수 있다.

본원에 개시된 제형의 상황에서, 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스(임의로, 알루미늄 염에 예비-흡착됨)가 혼합[0067]

되는 용액은 완충제를 함유한다.  즉, 용액은 하기에 논의되는 바와 같이 투여를 위한 제형, 또는 면역원성 조

성물의 최종 제조물로의 다른 성분의 첨가에 의해 다른 방식으로 야기될 수 있는 pH 변화에 저항할 수 있는 완

충된 용액이다.

뎅기 바이러스는 산성 pH에 민감하며, 산성 pH에서, 중요한 면역학적 에피토프가 상실되어 면역 반응을 유도하[0068]

는 정제된 비활성화된 바이러스 항원의 능력이 감소될 수 있다.  따라서, 완충제는 중성 또는 중성 근처, 또는

약간의 염기성 pH로 pH를 유지하도록 선택된다.  일부 제형에서 최종 pH를 개선시키기 위해, 완충제는 피검체에

투여되는 최종 조성물에서 요망되는 것보다 높은 최초 제형(예를 들어, 산성 pH를 가질 수 있는 특정 성분, 예

를 들어, 애쥬번트의 첨가 전) 내의 pH를 촉진시키도록 선택된다.  따라서, 완충제(또는 작용제의 조합물)는 pH
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6.4 또는 pH 6.4 초과의 pH를 유지하도록 선택된다.  더욱 바람직하게는, 완충제는 pH 6.8 또는 pH 6.8 초과로

pH를 유지시키도록 선택되고, 가장 바람직하게는, 완충제는 중성 또는 중성 초과의 pH, 예를 들어, 7.4의 생리

학적 pH 또는 7.4의 생리학적 pH 근처, 및 일부 경우에, pH 7.5 또는 pH 7.5 초과, 예를 들어, pH 8.0 또는 pH

8.0 초과, 또는 심지어 pH 8.5를 유지하도록 선택된다.

적합한 완충제는 카르보네이트, 포스페이트, 시트레이트, 락테이트, 글루코네이트 및 타르트레이트 완충제, 뿐[0069]

만 아니라 더욱 복잡한 유기 완충제를 포함한다.  특정 예에서, 완충제는 소듐 포스페이트 및/또는 포타슘 포스

페이트를 함유하는 포스페이트 완충제를 포함한다.  통상적으로, 상기 완충제, 또는 시스템은 요망되는 pH를 달

성하도록 선택된 비로 소듐 포스페이트 및 포타슘 포스페이트 둘 모두를 포함한다.  또 다른 예에서, 완충제는

요망되는 pH를 달성하도록 제형화된 트리스(하이드록시메틸)아미노메탄, 또는 "트리스"를 함유한다.  요망되는

pH로 완충액을 제형화시키는 방법은 당업자에게 널리 공지되어 있고, 요망되는 pH를 기초로 하여 과도한 실험

없이 적합한 조성이 결정될 수 있다.

본원에 개시된 벌크 제조물 및 면역원성 조성물의 제형화에서, 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스(들)를 함유하[0070]

는 용액이 또한 계면활성제를 포함한다.  다수의 계면활성제가 당 분야에 공지되어 있으며, 이는 약학적 제형에

서 사용될 수 있다.  본원에 개시된 제형의 상황에서의 계면활성제는, 예를 들어, 바이러스의 비특이적 흡착 및

/또는 응집을 감소시킴으로써 제형의 안정성을 증가시키고 회수를 향상시키면서, 정제된 비활성화된 뎅기 바이

러스의 면역학적 특성(예를 들어, 입체형태 및 면역학적 에피토프)을 보유하도록 선택된다.

계면활성제는 주로 친수성 "머리" 및 소수성 "꼬리"를 갖는 양친매성 분자이다.  계면활성제는 이들의 머리 및[0071]

꼬리 부분의 조성에 따라 분류될 수 있다.  이들의 머리 부분의 특징을 기초로 하여, 계면활성제는 비이온성(전

하 없음) 또는 이온성(하전됨)으로 분류될 수 있다.  이온성 계면활성제는 음이온성(음성으로 하전됨), 양이온

성(양성으로 하전됨), 및 양쪽성, 예를 들어, 쯔비터이온성(zwitterionic)(2개의 반대로 하전된 기)로 나누어질

수 있다.  계면활성제는 또한 이들의 꼬리 부분의 조성에 의해 분류될 수 있다.  적합한 계면활성제는 탄화수소

(예를  들어,  아렌,  알칸,  알켄,  사이클로알칸  및  알킨)  꼬리;  알킬  에테르  꼬리,  에톡실화된(폴리에틸렌

옥시드) 꼬리; 프로폭실화된 (폴리프로필렌 옥시드) 꼬리를 갖는 것을 포함한다.

특정 구체예에서, 선택된 계면활성제는 쯔비터이온성 계면활성제이다.  한 구체예에서, 계면활성제는 주사가능[0072]

한 계면활성제이다.  본 발명의 제형의 상황에서, 계면활성제의 하나의 적합한 부류는 폴록사머 계면활성제를

포함한다.  폴록사머는 도 1에 개략적으로 예시된 바와 같이 폴리옥시에틸렌 (폴리에틸렌 옥시드)의 2개의 친수

성 사슬에 의해 플랭킹(flaking)된 폴리옥시프로필렌 (폴리프로필렌 옥시드)의 중심 소수성 사슬로 구성된 비이

온성 트리블록(triblock) 공중합체이다.  폴록사머는 또한 상표명 Pluronics™로 공지되어 있으며, 이들 중 특

정 폴록사머는 상표명 Lutrol™ 또는 Kolliphor™으로 시판된다.  정제된 비활성화된 뎅기 바이러스(들)이 알루

미늄 염에 흡착되지 않은 제형에 폴록사머 계면활성제가 특히 적합하다.

특정 구체예에서, 폴록사머 계면활성제는, 예를 들어, 적어도 약 4500 kD의 평균 분자량, 및 약 15,000 kD 이하[0073]

의 평균 분자량을 갖는, 실온에서 고체 형태로 존재하는 폴리에틸렌-폴리프로필렌 글리콜 공중합체로부터 선택

된다.  예를 들어, 폴록사머 계면활성제는 Pluronic™ F108, Pluronic™ F127, Pluronic™ F188, Pluronic™

F38, Pluronic™ F68, Pluronic™ F77, Pluronic™ F87, Pluronic™ F88, 및 Pluronic™ F98의 군으로부터 선

택될 수 있다.  다양한 Pluronic™ 계면활성제가 또한 상표명 Lutrol™(현재, Kolliphor™)으로 시판된다.  한

특정 구체예에서, 면역원성 조성물은 1800 g/mole의 폴리옥시프로필렌 분자량 및 80% 폴리옥시에틸렌 함량과 함

께 8600 kD의 평균 분자량을 갖는, Pluronic™ F68 또는 Lutrol™ F68(Kolliphor™ P188)로 명명된 폴리에틸렌

-폴리프로필렌 글리콜 공중합체와 함께 제형화된다.  대안적으로, 예를 들어, 적어도 약 1000 kD의 분자량을 갖

는 실온에서 페이스트 또는 액체 형태로 존재하는 폴록사머 계면활성제, 예를 들어, Pluronic™ L10, Pluronic

™ L101, Pluronic™ L121, Pluronic™ L31, Pluronic™ L35, Pluronic™ L43, Pluronic™ L44, Pluronic™

L61, Pluronic™ L62, Pluronic™ L64, Pluronic™ L81, Pluronic™ L92, Pluronic™ P103, Pluronic™ P104,

Pluronic™ P105, Pluronic™ P123, Pluronic™ P65, Pluronic™ P84 또는 Pluronic™ P 85가 사용될 수 있다.

본원에 개시된 제형의 상황에서 상기 기재된 바와 같은 폴록사머 계면활성제에 더하여 적합한 계면활성제의 다[0074]

른 예는 폴록사머, 마크로골 15 하이드록시 스테아레이트, 폴리소르베이트, 옥톡시놀, 폴리도카놀, 폴리옥실 스

테아레이트, 폴리옥실 피마자유, N-옥틸-글루코시드, 및 이들의 조합물로 구성되는 군으로부터 선택된 계면활성

제를 포함한다.

계면활성제는 적어도 0.0001% 및 1.0% 이하의 양으로 제형에 첨가될 수 있다.  예를 들어, 계면활성제는 적어도[0075]

0.0005% 및 0.5% 이하, 예를 들어, 0.001 내지 0.2%의 양, 예를 들어, 0.0005%, 또는 0.001%, 또는 0.005%, 또
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는 0.01%, 또는 0.025%, 또는 0.05%, 또는 0.1%, 또는 0.2%, 또는 0.3%, 또는 0.4%, 또는 0.5%, 또는 1.0% 이

하(또는 임의의 사이에 존재하는 양)의 농도로 첨가될 수 있다.  이들 농도는 최초 제형에서 중량/부피로 제공

된다.  조성물이 동결건조되고/되거나, 동결건조되고 재현탁되는 하기 논의되는 구체예에서, 정확한 양이 중량/

중량 기준(고체 조성물에 대함)으로 다시 계산될 수 있고/있거나, 피검체에 투여되는 최종 제형의 농도 또는 희

석 인자에 따라 조정될 수 있음이 이해될 것이다.

통상적으로, 최종 양은 일일 노출 허용량(permissible daily exposure, PDE) 범위 내로 계산된다.  예를 들어,[0076]

Pluronic™ F68에 대해, 허용되는 PDE는 주사되는 용량 당 150 ㎍이다.  따라서, 최종 제형 중 농도는 허용가능

한 PDE를 달성하기 위해 투여되는 부피에 따라 다양할 수 있다.

일부 구체예에서, 본원에 개시된 제형은 용액의 긴장성, 점도, 안정성, 균질성 등을 변형시키기 위해 추가의 약[0077]

학적으로 허용되는 성분을 포함한다.

예를 들어, 용액(및, 이에 따라, 제형)은 하나 이상의 염을 포함할 수 있다.  가장 일반적으로, 염은 소듐 클로[0078]

라이드이다.  그러나, 다른 약학적으로 허용되는 염 및 이온과 같이, 다른 무기염 및 이온, 예를 들어, 포타슘,

칼슘, 마그네슘, 망간, 아연의 염이 또한 사용될 수 있다.  약학적으로 허용되는 염 및 이들의 선택은, 예를 들

어, 문헌[Pharmaceutical Salts: Properties, Selection, and Use, 2nd Revised Edition, P. Heinrich Stahl

(Editor), Camille G. Wermuth (Editor), Wiley, 2011]에 충분히 논의되어 있다.

일부 구체예에서, 용액은 적어도 하나의 추가 부형제 또는 담체를 함유한다.  예를 들어, 용액(및, 이에 따라,[0079]

제형)은 탄수화물 및 비-탄수화물 폴리올, 예를 들어, 유리 형성 당 및 폴리올을 포함하는 적어도 하나의 당 또

는 폴리올(또는 이들의 조합물)을 포함할 수 있다.  부형제는 통상적으로 면역학적으로 중요한 에피토프의 실질

적 손실 없이 비활성화된 뎅기 바이러스가 저장되는 것을 가능케 하도록 선택된다.  적합한 부형제의 예는 당,

당 알코올 및 탄수화물 유도체를 포함한다.

탄수화물은 단당류, 이당류, 삼당류, 올리고당류 및 이들의 상응하는 당 알코올, 폴리하이드록실 화합물, 예를[0080]

들어, 탄수화물 유도체 및 화학적으로 변형된 탄수화물, 하이드록시에틸 전분 및 당 공중합체를 포함하나, 이에

제한되지는 않는다.  자연 및 합성 탄수화물 둘 모두가 사용에 적합하다.  합성 탄수화물은 티올 또는 탄소 결

합에 의해 대체되는 글리코시드 결합을 갖는 것을 포함하나, 이에 제한되지는 않는다.  탄수화물의 D 및 L 형태

둘 모두가 사용될 수 있다.  탄수화물은 비-환원 또는 환원 탄수화물일 수 있다.  환원 탄수화물이 사용되는 경

우, 메일라드 반응(Maillard reaction)의 억제제의 첨가가 바람직하다.

본 발명에서 사용하기에 적합한 환원 탄수화물은 당 분야에 공지된 것이며, 이는 글루코스, 말토스, 락토스, 프[0081]

룩토스, 갈락토아스(galactoase), 만노스, 말툴로스(maltulose) 및 락툴로스(lactulose)를 포함하나, 이에 제

한되지는 않는다.  비-환원 탄수화물은 당 알코올 및 다른 직쇄 다가알코올로부터 선택된 폴리하이드록실 화합

물의  비-환원  글리코시드를  포함하나,  이에  제한되지는  않는다.   다른  유용한  탄수화물은  라피노스,

스타키오스, 멜레지토스, 덱스트란, 수크로스, 셀리비오스(cellibiose), 만노비오스(mannobiose) 및 당 알코올

을 포함한다.  당 알코올 글리코시드는 바람직하게는 모노글리코시드, 특히 락토스, 말토스, 락툴로스 및 말툴

로스와 같은 이당류의 환원에 의해 수득되는 화합물이다.

통상적으로,  부형제는  글루코스,  말툴로스,  이소-말툴로스,  락툴로스,  락토비온산(lactobionic  acid),[0082]

수크로스, 말토스, 락토스, 글루코스, 이소-말토스, 만니톨, 말티톨, 락티톨, 소르비톨, 팔라티니트, 트레할로

스, 라피노스, 스타키오스, 멜레지토스 만노스 또는 덱스트란, 또는 이들의 조합물을 포함하는 탄수화물(또는

이들의 유도체)의 군으로부터 선택된다.  특정 예에서, 유리 형성 당 또는 폴리올은 수크로스, 트레할로스, 만

노스, 만니톨, 라피노스, 락티톨, 소르비톨 및 락토비온산, 글루코스, 말툴로스, 이소-말툴로스, 락툴로스, 말

토스, 락토스, 이소-말토스, 말티톨, 팔라티니트, 스타키오스, 멜레지토스, 덱스트란 또는 이들의 조합물로 구

성되는 군으로부터 선택된다.  한 특정 구체예에서, 부형제는 수크로스이다.

용액에 포함된 당 또는 폴리올의 농도는 1% 내지 50% 중량/부피, 예를 들어, 1-10%(예를 들어, 1-5%, 3-7%, 5-[0083]

10%, 또는 임의의 사이에 존재하는 간격), 또는 10-15%, 15-20%, 20-25% 또는 25-50%, 가장 바람직하게는 5%

이하 또는 10% 이하(w/v)일 수 있다.

대안적으로, 또는 추가로, 부형제는 아미노산, 예를 들어, 글리신, 알라닌, 아르기닌, 리신 및 글루타민을 포함[0084]

할 수 있으나, 임의의 아미노산, 또는 아미노산의 조합물, 펩티드, 가수분해된 단백질 또는 혈청 알부민과 같은

단백질이 포함될 수 있다.
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예시적 제형 조성이 하기 표 1에 제공된다.[0085]

[0086]

한 바람직한 구체예에서, 완충액은 임의로 계면활성제, 예를 들어, 폴록사머 188 및 당, 예를 들어, 수크로스를[0087]

갖는 5mM 트리스, 50 mM NaCl을 포함한다.  그럼에도 불구하고, 본원에 제공된 완충액의 예는 특정 성분 또는

예로서 제공되는 특정 조합에 의해 제한되는 것이 의도되지 않는 것이 인지될 것이다.

통상적으로, 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스(들)이 제형화되는 용액은 내독소-비함유 물(예를 들어, 멸균수)[0088]

에 다양한 성분을 첨가함으로써 제조된다.  예를 들어, 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스(들)이 첨가되는 용액

은 내독소-비함유 물에 유리 형성 당 또는 폴리올; 완충제; 염; 및 계면활성제를 첨가함으로써 제조될 수 있다.

한 구체예에서, 성분은 다음과 같은 순서로 연속적으로 첨가된다: 유리 형성 당 또는 폴리올; 완충제; 염; 및

계면활성제.  예를 들어, 여과 또는 다른 편리한 방법에 의해 성분이 멸균될 수 있고/있거나, 용액이 멸균될 수

있다.  정제된 비활성화된 바이러스(들)이 최종 제형에 포함되는 성분 중 하나 이상을 함유하는 용액에 존재하

는 경우, 최종 벌크 제조물 또는 면역원성 조성물의 선택된 농도로 양이 조절될 수 있다.

추가의 약학적으로 허용되는 담체 및 부형제가 또한 제형에 포함될 수 있고, 상기 담체 및 부형제는 당 분야에[0089]

널리 공지되어 있으며, 이들은, 예를 들어, 문헌[Remington's Pharmaceutical Sciences, by E.W. Martin, Mack

Publishing Co., Easton PA, 5
th
 Ed]에 기재되어 있다.

특정 구체예에서, 상기 기재된 바와 같은 완충액 및 계면활성제(및 임의로, 추가 성분)를 함유하는 용액으로의[0090]

정제된 비활성화된 뎅기 바이러스의 첨가 후, 제형화된 면역원성 조성물은, 예를 들어, 실온, 0-4℃, 또는 0℃

미만, 예를 들어, -20℃ 또는 약 -20℃, 또는 -70 내지 -80℃ 또는 약 -70 내지 약 -80℃에서 액체로 저장된다.

대안적으로, 제형화된 조성물은, 예를 들어, 건조되거나 동결건조된 조성물을 생성시키기 위한 동결건조에 의해[0091]

건조된다.  건조(제형으로부터 용매의 증발에 의함)는 동결건조에 의해 달성될 수 있다.  동결건조는 진공하에

서 용매/용질 혼합물 상에서 수행되어, 용매의 승화를 발생시키고, 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스(들) 및 제

형의 다른 성분을 포함하는 건조된 용질(들)을 남긴다.  100 μbar 미만의 임의의 압력이 적합할 수 있다.  통

상적으로, 적어도 약 500 mBar의 진공이 용매의 효과적인 증발을 촉진하기에 충분하고, 적어도 약 6 mBar의 진

공이 용매의 효과적인 승화를 촉진시키기에 충분하다.  압력은 추가로 감소될 수 있으나, 그렇게 하는 것은 건

조 속도에 거의 영향을 미치지 않고, 매우 낮은 압력 조건하에서, 승화의 효율은 감소된다.  용매 제거는 단순

히 액체 샘플을 진공 챔버에 배치함으로써 수행될 수 있으나, 거품형성(foaming) 또는 프로딩(frothing)은 생성

물 손실을 발생시킬 수 있고, 생성물 균질성 또는 면역원성에서 감소를 발생시킬 수 있다.  거품형성 또는 프로

딩을 방지하기 위해, 제형화된 면역원성 조성물이 먼저 동결될 수 있고, 다음으로 용매가 진공하에서의 승화,

즉, 동결건조 또는 동결 건조에 의해 제거될 수 있다.  예시적 절차가 실시예 3에 개설되어 있다.
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따라서, 특정 구체예에서, 본 발명의 개시는 적어도 하나의 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스 및 계면활성제,[0092]

예를 들어, 상기 개시된 계면활성제, 예를 들어, 폴록사머 계면활성제 등을 함유하는 비활성화된 뎅기 바이러스

의 동결건조된 제조물을 제공한다.  일부 경우에, 동결건조된 제조물은 알루미늄 염, 예를 들어, 알루미늄 하이

드록시드 또는 알루미늄 포스페이트를 함유한다.  예를 들어, 하나 이상의 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스는

알루미늄 염에 흡착될 수 있다.  동결건조된 제조물은 또한 완충제 및/또는 유리 형성 당 및 유리 형성 폴리올

중 적어도 하나로 작용하는 적어도 하나의 성분을 포함할 수 있다.  당업자는 상기 개시를 기초로 하여 추가 구

체예 및 대안을 인지할 것이다.

제형화된 조성물이 건조되는 구체예에서, 건조된 조성물은 통상적으로, 예를 들어, 주사가능한 액체로서 투여[0093]

전에 약학적으로 허용되는 용매에 재현탁된다.  정제된 비활성화된 뎅기 바이러스가 혼합되는 용액은 인간 피검

체로의 약학적 투여에 적합하도록 선택된다.  통상적으로, 용액은, 예를 들어, 근내, 피하, 경피 또는 피내 투

여에 의한 비경구 투여에 허용될 수 있도록 선택된다.   예를 들어,  건조된 조성물은 주사용수,  예를 들어,

멸균, 내독소-비함유 물에 재현탁될 수 있다.  대안적으로, 용매는 수성 및 유기 용매의 혼합물일 수 있다.  일

부 구체예에서, 재현탁된 면역원성 조성물은 등장성이다.  대안적으로, 재현탁된 면역원성 조성물이 등장성이

아닌 경우, 긴장성은, 예를 들어, 투여 전에 등장성 또는 거의 등장성에 염 또는 다른 부형제의 첨가에 의해 조

정될 수 있다.  동결건조 전, 임의로 동결건조 후에 적절한 경우 부피는 편의를 기초로 하여 선택되고 조정될

수 있음이 당업자에 의해 인지될 것이다.  예를 들어, 동결건조 전 및 재현탁 후 면역원성 조성물을 제형화시키

는 것의 상대 부피에 따라, 투여를 위해 제조된 최종 조성물은 보다 적거나 많은 부피로 존재할 수 있고, 이에

따라 본원에 예시된 제형보다 더 또는 덜 농축될 수 있다.  농도에서의 상기 조정은 선호사항을 적합화시키기

위해 과도한 실험 없이 용이하게 계산될 수 있다.

통상적으로, 면역원성 조성물의 각각의 용량에서의 바이러스의 양은 통상적인 피검체에서 유의한 해로운 부작용[0094]

없이 면역보호 반응(하나 이상의 용량 후)을 유도하는 양으로 선택된다.  이러한 상황에서의 면역보호는 감염에

대한 완전한 보호를 반드시 의미하지는 않으며; 이는 증상 또는 질병, 특히 바이러스와 관련된 중증 질병에 대

한 보호를 의미한다.  항원의 양은 사용되는 특정 면역원에 따라 다양할 수 있다.  항원 함량은 정제되거나 부

분적으로 정제된 바이러스 항원의 전체 단백질 함량 ㎍에 의해 측정될 수 있거나, 면역학적 방법, 예를 들어,

ELISA, 또는 정량적 면역침전 방법, 예를 들어, 방사상면역확산(radial immunodiffusion)에 의해 측정될 수 있

다.  일반적으로, 각각의 인간 용량은 0.01-100㎍의 비활성화된 바이러스, 예를 들어, 적어도 약 0.1㎍(예를 들

어, 0.1, 0.2, 0.25, 0.3, 0.33, 0.4, 또는 0.5 ㎍) 내지 약 50 ㎍ 이하, 예를 들어, 약 0.25 ㎍ 내지 약 30

㎍, 예를 들어, 약 0.25 ㎍, 0.33 ㎍, 0.5 ㎍, 1 ㎍, 약 2 ㎍, 약 2.5 ㎍, 약 3 ㎍, 약 4 ㎍, 약 5 ㎍, 또는

약 10 ㎍(또는 0.1 내지 10.0 ㎍의 임의의 양)의 각각의 바이러스 혈청형을 포함할 것이다.  통상적으로, 면역

원성 조성물의 단일 인간 용량은 약 100 ㎍ 이하, 예를 들어, 약 90 ㎍ 이하, 또는 약 80 ㎍ 이하, 또는 약 75

㎍ 이하, 또는 약 70 ㎍ 이하, 또는 약 60 ㎍ 이하, 또는 약 50 ㎍ 이하, 또는 40 ㎍ 이하, 또는 30 ㎍ 이하,

또는 20 ㎍ 이하, 또는 10 ㎍ 이하(또는 10 내지 100 ㎍의 임의의 양)의 각각의 바이러스 혈청형을 함유한다.

예를 들어, 면역원성 조성물의 단일 인간 용량은 인간 용량 당 0.10 내지 10 ㎍, 또는 0.25 내지 5 ㎍, 또는 상

기 언급된 개별적 파라미터에 의해 정의된 임의의 다른 범위를 포함할 수 있다.

면역원성 조성물에서 사용되는 양은 피검체 집단(예를 들어, 유아)을 기초로 하여 선택된다.  특정 조성물에 대[0095]

한 최적량은 피검체에서의 항체 역가 및 다른 반응의 관찰을 포함하는 표준 연구에 의해 확인될 수 있다.  최초

예방접종 후, 피검체는 적합한 간격(예를 들어, 약 4주 내) 후에 하나 이상의 추가 용량을 수용할 수 있다.  면

역보호는 통상적으로 적합한 간격 후에 전달되는, 본원에 기재된 바와 같은 면역원성 조성물의 적어도 2개 용량

후에 발생할 수 있고, 일부 경우에, 2 또는 3개 이상의 용량 후에 발생할 수 있다.

일부 구체예에서, 면역원성 조성물은 적어도 하나의 면역자극성 성분 또는 애쥬번트를 포함한다.  일부 구체예[0096]

에서, 애쥬번트는 무기염, 예를 들어, 알루미늄(명반) 염, 예를 들어, 포타슘 알루미늄 설페이트, 알루미늄 포

스페이트 또는 알루미늄 하이드록시드를 포함한다.  명반이 존재하는 경우, 상기 양은 통상적으로 용량 당 약

100㎍ 내지 1㎎, 예를 들어, 약 100㎍, 또는 약 200㎍ 내지 약 750㎍, 예를 들어, 약 500㎍이다.  상기 논의된

바와 같이, 알루미늄 염이 사용되는 제형에서, 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스(들)은 본원에 개시된 조성물에

서의 제형화 전에 알루미늄 염에 예비-흡착될 수 있다.  대안적으로, 알루미늄 염은 동결건조된 면역원성 조성

물이 재현탁되는 액체에 포함될 수 있거나, 액체 조성물에 첨가될 수 있다.  알루미늄 염에 더하여, 칼슘 염이

또한, 예를 들어, 미립자 애쥬번트로서 사용될 수 있다.

대안적으로 또는 추가로(예를 들어, 알루미늄 염에 추가로), 건조된 제형이 재현탁되는 액체는 면역자극성 성분[0097]

을 포함할 수 있다.  면역자극성 성분은 또한 투여 전에 액체 제형에 첨가(예를 들어, 2개의 바이얼 및/또는 주
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사기 또는 다른 용기에서 제조되고, 투여 전에 혼합됨)될 수 있다.  예를 들어, 면역원성 조성물이 근내 투여를

위해 제형화되는 경우, 3D-MPL, 스쿠알렌(예를 들어, QS21), 리포솜, 및/또는 오일 및 물 에멀젼 중 하나 이상

을 포함하는 애쥬번트가 유리하게 선택된다.

정제된 비활성화된 뎅기 바이러스 항원과 조합하여 사용하기 위한 하나의 적합한 애쥬번트는 비-독성 박테리아[0098]

지질다당류 유도체이다.  지질 A의 적합한 비-독성 유도체의 한 예는 모노포스포릴 지질 A 또는 더욱 특히 3-데

아실화된 모노포스포릴 지질 A(3D-MPL)이다.  3D-MPL은 Glaxo SmithKline Biologicals N.A.에 의해 명칭 MPL로

시판되고, 이는 MPL 또는 3D-MPL로 본 문헌 전체에 걸쳐 언급된다.  예를 들어, 미국 특허 번호 4,436,727호;

4,877,611호; 4,866,034호 및 4,912,094호를 참조하라.  3D-MPL은 주로 IFN-γ(Th1) 표현형을 갖는 CD4+ T 세

포 반응을 촉진한다.  3D-MPL은 GB2220211 A호에 개시된 방법에 따라 생성될 수 있다.  화학적으로, 이는 3-데

아실화된 모노포스포릴 지질 A와 3, 4, 5 또는 6 아실화된 사슬의 혼합물이다.  본 발명의 조성물에서, 소립자

3D-MPL이 사용될 수 있다.  소립자 3D-MPL은, 0.22㎛ 필터를 통해 멸균-여과될 수 있도록 하는 입자 크기를 갖

는다.  이러한 제조물은 W094/21292호에 기재되어 있다.

지질다당류, 예를 들어, 3D-MPL은 면역원성 조성물의 인간 용량 당 1 내지 50㎍의 양으로 사용될 수 있다.  이[0099]

러한 3D-MPL은 약 25㎍, 예를 들어, 20 내지 30㎍, 적합하게는 21 내지 29㎍ 또는 22 내지 28㎍ 또는 23 내지

27㎍ 또는 24 내지 26㎍, 또는 25㎍의 수준으로 사용될 수 있다.  또 다른 구체예에서, 면역원성 조성물의 인간

용량은 약 10㎍, 예를 들어, 5 내지 15㎍, 적합하게는 6 내지 14㎍, 예를 들어, 7 내지 13㎍ 또는 8 내지 12㎍

또는 9 내지 11㎍, 또는 10㎍의 수준의 3D-MPL을 포함한다.  한 추가 구체예에서, 면역원성 조성물의 인간 용량

은 약 5㎍, 예를 들어, 1 내지 9㎍, 또는 2 내지 8㎍ 또는 적합하게는 3 내지 7㎍ 또는 4 및 6 ㎍, 또는 5㎍의

수준의 3D-MPL을 포함한다.

다른 구체예에서, 지질다당류는 미국 특허 번호 6,005,099호 및 유럽 특허 번호 0 729 473 B1호에 기재된 바와[0100]

같은 β(1-6) 글루코사민 이당류일 수 있다.  당업자는 상기 참고문헌의 교시내용을 기초로 하여 다양한 지질다

당류, 예를 들어, 3D-MPL을 용이하게 생성시킬 수 있을 것이다.  그럼에도 불구하고, 상기 참고문헌 각각은 참

조로서 본원에 포함된다.  상기 언급된 면역자극제(LPS 또는 MPL 또는 3D-MPL의 구조와 구조에 있어서 유사함)

에 더하여, MPL의 상기 구조에 대한 하위-부분인 아실화된 단당류 및 이당류 유도체가 또한 적합한 애쥬번트이

다.  다른 구체예에서, 애쥬번트는 지질 A의 합성 유도체이며, 이중 일부는 TLR-4  효능제로 기재되며, 이는

OM174  (2-데옥시-6-o-[2-데옥시-2-[(R)-3-도데카노일옥시테트라-데카노일아미노]-4-o-포스포노-β-D-글루코피라

노실]-2-[(R)-3-하이드록시테트라데카노일아미노]-α-D-글루코피라노실디하이드로겐포스페이트),  (WO  95/14026

호);  OM  294  DP  (3S,  9R)-3--[(R)-도데카노일옥시테트라데카노일아미노]-4-옥소-5-아자-9(R)-[(R)-3-하이드록

시테트라데카노일아미노]데칸-1,10-디올, 1,10-비스(디하이드로게노포스페이트) (WO 99/64301호 및 WO 00/0462

호); 및 OM 197 MP-Ac DP (3S-, 9R)-3-[(R)-도데카노일옥시테트라데카노일아미노]-4-옥소-5-아자-9-[(R)-3-하

이드록시테트라데카노일아미노]데칸-1,10-디올,  1-디하이드로게노포스페이트  10-(6-아미노헥사노에이트)  (WO

01/46127호)를 포함하나, 이에 제한되지는 않는다.

예를 들어, 단독으로 또는 3D-MPL, 또는 본원에 기재된 또 다른 애쥬번트와 조합된, 정제된 비활성화된 뎅기 바[0101]

이러스(들)과 함께 면역원성 조성물에서 사용될 수 있는 다른 면역자극성 성분은 사포닌, 예를 들어, QS21이다.

사포닌은 문헌[Lacaille-Dubois, M and Wagner H. (1996. A review of the biological and pharmacological[0102]

activities of saponins. Phytomedicine vol 2 pp 363-386)]에 교시되어 있다.  사포닌은 식물 및 해양 동물계

에 광범위하게 분포된 스테로이드 또는 트리터르펜 글리코시드이다.  사포닌은 진탕시 거품을 형성하는 물에서

콜로이드 용액을 형성시키고, 콜레스테롤을 침전시키는 것으로 기재되어 있다.  사포닌이 세포막에 근접하는 경

우, 이들은 막에서 포어-유사 구조를 발생시켜, 막을 파열시킨다.  적혈구의 용혈은 상기 현상의 예이고, 이는

특정하지만 전부는 아닌 사포닌의 특성이다.

사포닌은 전신 투여를 위한 백신에서 애쥬번트로 공지되어 있다.  개별적 사포닌의 애쥬번트 및 용혈 활성은 당[0103]

분야에서 광범위하게 연구되어 있다(Lacaille-Dubois and Wagner, 상기).  예를 들어, Quil A(남아메리카 나무

퀼라자 사포나리아 몰리나(Quillaja Saponaria Molina)의 나무껍질로부터 유래됨), 및 이의 분획은 미국 특허

5,057,540호 및 문헌["Saponins as vaccine adjuvants", Kensil, C. R., Crit Rev Ther Drug Carrier Syst,

1996, 12 (1-2): 1-55]; 및 유럽 특허 EP 0 362 279 B1호에 기재되어 있다.  Quil A의 분획을 포함하는 면역

자극 복합체(Immune Stimulating Complexes, ISCOMS)로 언급되는 미립자 구조는 용혈성이며, 백신의 제조에서

사용되어 왔다(Morein, B., 유럽 특허 0 109 942 B1호; WO 96/11711호; WO 96/33739호).  용혈 사포닌 QS21 및

QS17(Quil A의 HPLC 정제된 분획)은 효능있는 전신 애쥬번트로 기재되었으며, 이들의 생성 방법은 참조로서 본
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원에 포함되는 미국 특허 번호 5,057,540호 및 유럽 특허 0 362 279 B1호에 개시되어 있다.  전신 예방접종 연

구에 사용된 다른 사포닌은 집소필라(Gypsophila) 및 사포나리아(Saponaria)와 같은 다른 식물 종으로부터 유래

된 것을 포함한다(Bomford et al., Vaccine, 10(9):572-577, 1992).

QS21은 퀼라자 사포나리아 몰리나의 나무껍질로부터 유래된 Hplc 정제된 비-독성 분획이다.  QS21을 생성시키기[0104]

위한 방법은 미국 특허 번호 5,057,540호에 개시되어 있다.  QS21을 함유하는 비-반응원성 애쥬번트 제형은 WO

96/33739호에 기재되어 있다.  상기 언급된 참고문헌은 본원에 참조로서 포함된다.  상기 면역학적으로 활성인

사포닌, 예를 들어, QS21은 면역원성 조성물의 인간 용량 당 1 내지 50㎍의 양으로 사용될 수 있다.  유리하게

는, QS21은 약 25㎍, 예를 들어, 20 내지 30㎍, 적합하게는 21 내지 29㎍ 또는 22 내지 28㎍ 또는 23 내지 27

㎍ 또는 24 내지 26㎍, 또는 25㎍의 수준으로 사용된다.  또 다른 구체예에서, 면역원성 조성물의 인간 용량은

약 10㎍, 예를 들어, 5 내지 15㎍, 적합하게는 6 내지 14㎍, 예를 들어, 7 내지 13㎍ 또는 8 내지 12㎍ 또는 9

내지 11㎍, 또는 10㎍의 수준의 QS21을 포함한다.  한 추가 구체예에서, 면역원성 조성물의 인간 용량은 약

5㎍, 예를 들어, 1 내지 9㎍, 또는 2 내지 8㎍ 또는 적합하게는 3 내지 7㎍ 또는 4 내지 6㎍, 또는 5㎍의 수준

의 QS21을 포함한다.  QS21 및 콜레스테롤을 포함하는 상기 제형은 항원과 함께 제형화되는 경우 성공적인 Th1

자극 애쥬번트인 것으로 밝혀졌다.  따라서, 예를 들어, 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스(들)은 유리하게는

QS21 및 콜레스테롤의 조합물을 포함하는 애쥬번트와 함께 면역원성 조성물에서 사용될 수 있다.

사용될 수 있는 다른 TLR4 리간드는 WO 98/50399호 또는 미국 특허 번호 6,303,347호(AGP의 제조를 위한 방법이[0105]

또한 개시됨)에 개시된 것과 같은 알킬 글루코사미니드 포스페이트(AGP), 적합하게는 RC527 또는 RC529 또는 미

국 특허 번호 6,764,840호에 개시된 바와 같은 AGP의 약학적으로 허용되는 염이다.  일부 AGP는 TLR4 효능제이

고, 일부는 TLR4 길항제이다.  둘 모두는 애쥬번트로서 유용한 것으로 생각된다.

TLR-4를 통한 신호전달 반응을 야기시킬 수 있는 다른 적합한 TLR-4 리간드(Sabroe et al, JI 2003 pi 630-[0106]

5)는, 예를 들어, 그람-음성 박테리아로부터의 지질다당류 및 이의 유도체, 또는 이들의 단편, 특히, LPS의 비-

독성 유도체(예를 들어, 3D-MPL)이다.  다른 적합한 TLR 효능제는 열 충격 단백질(HSP) 10, 60, 65, 70, 75 또

는 90; 계면활성제 단백질 A, 히알루로난 올리고당류, 헤파란 설페이트 단편, 섬유결합소 단편, 섬유소원 펩티

드 및 b-디펜신-2, 및 무라밀 디펩티드(MDP)이다.  한 구체예에서, TLR 효능제는 HSP 60, 70 또는 90이다.  다

른 적합한 TLR-4 리간드는 WO 2003/011223호 및 WO 2003/099195호에 기재되어 있고, 예를 들어, WO2003/011223

호의  4-5페이지  또는  WO2003/099195호의  3-4페이지에  개시된  화합물  I,  화합물  II  및  화합물  III,  특히

ER803022, ER803058, ER803732, ER804053, ER804057, ER804058, ER804059, ER804442, ER804680, 및 ER804764

로서 WO2003/011223호에 개시된 화합물이 있다.  예를 들어, 한 적합한 TLR-4 리간드는 ER804057이다.

추가 TLR 효능제가 또한 애쥬번트로서 유용하다.  용어 "TLR 효능제"는 직접적인 리간드로서 또는 간접적으로[0107]

내인성 또는 외인성 리간드의 생성을 통해, TLR 신호전달 경로를 통한 신호전달 반응을 야기시킬 수 있는 작용

제를 나타낸다.  이러한 자연 또는 합성 TLR 효능제는 대안적 또는 추가 애쥬번트로서 사용될 수 있다.  애쥬번

트 수용체로서의 TLR의 역할의 간단한 개관이 문헌[Kaisho & Akira, Biochimica et Biophysica Acta 1589: 1-

13, 2002]에 제공된다.  이들 잠재적 애쥬번트는 TLR2, TLR3, TLR7, TLR8 및 TLR9에 대한 효능제를 포함하나,

이에  제한되지는  않는다.   따라서,  한  구체예에서,  애쥬번트  및  면역원성  조성물은  TLR-1  효능제,  TLR-2

효능제, TLR-3 효능제, TLR-4 효능제, TLR-5 효능제, TLR-6 효능제, TLR-7 효능제, TLR-8 효능제, TLR-9 효능

제, 또는 이들의 조합물로 구성되는 군으로부터 선택되는 애쥬번트를 추가로 포함한다.

본 발명의 한 구체예에서, TLR-1을 통한 신호전달 반응을 야기시킬 수 있는 TLR 효능제가 사용된다.  적합하게[0108]

는, TLR-1을 통한 신호전달 반응을 야기시킬 수 있는 TLR 효능제는 트리-아실화된 지질펩티드(LP); 페놀-가용성

모듈린; 결핵균(Mycobacterium tuberculosis) LP; S-(2,3-비스(팔미토일옥시)-(2-RS)-프로필)-N-팔미토일-(R)-

Cys-(S)-Ser-(S)-Lys(4)-OH, 박테리아 지질단백질의 아세틸화된 아미노 말단을 모방하는 트리하이드로클로라이

드(Pam3Cys) LP 및 보렐리아 부르그도르페리(Borrelia burgdorferi)로부터의 OspA LP로부터 선택된다.

한 대안적 구체예에서, TLR-2를 통한 신호전달 반응을 야기시킬 수 있는 TLR 효능제가 사용된다.  적합하게는,[0109]

TLR-2를 통한 신호전달 반응을 야기시킬 수 있는 TLR 효능제는 M 튜베르쿨로시스(M tuberculosis), B 부르그도

르페리(B burgdorferi) 또는 T 팔리둠(T pallidum)으로부터의 지질단백질, 펩티도글리칸, 박테리아 지질펩티드;

스태필로코쿠스 아우레우스(Staphylococcus aureus)를 포함하는 종으로부터의 펩티도글리칸; 지질타이코산, 만

누론산, 나이세리아 포린(Neisseria porin), 박테리아 핌브리애(fimbriae), 예르시나(Yersina) 독성 인자, CMV

비리온, 홍역 헤마글루티닌, 및 효소로부터의 지모산 중 하나 이상이다.

한 대안적 구체예에서, TLR-3를 통해 신호전달 반응을 야기시킬 수 있는 TLR 효능제가 사용된다.  적합하게는,[0110]
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TLR-3를 통해 신호전달 반응을 야기시킬 수 있는 TLR 효능제는 이중 가닥 RNA(dsRNA), 또는 폴리이노신산-폴리

시티딜산(Poly IC), 바이러스 감염과 관련된 분자 핵산 패턴이다.

한 대안적 구체예에서, TLR-5을 통해 신호전달 반응을 야기시킬 수 있는 TLR 효능제가 사용된다.  적합하게는,[0111]

TLR-5를 통해 신호전달 반응을 야기시킬 수 있는 TLR 효능제는 박테리아 플라젤린(flagellin)이다.

한 대안적 구체예에서, TLR-6을 통해 신호전달 반응을 야기시킬 수 있는 TLR 효능제가 사용된다.  적합하게는,[0112]

TLR-6을 통해 신호전달 반응을 야기시킬 수 있는 TLR 효능제는 미코박테리아 지질단백질, 디-아실화된 LP, 및

페놀-가용성 모듈린이다.  추가 TLR6 효능제는 WO 2003/043572호에 기재되어 있다.

한 대안적 구체예에서, TLR-7를 통해 신호전달 반응을 야기시킬 수 있는 TLR 효능제가 사용된다.  적합하게는,[0113]

TLR-7을 통해 신호전달 반응을 야기시킬 수 있는 TLR 효능제는 단일 가닥 RNA(ssRNA), 록소리빈(loxoribine),

위치 N7 및 C8에서의 구아노신 유사체, 또는 이미다조퀴놀린 화합물, 또는 이들의 유도체이다.  한 구체예에서,

TLR 효능제는 이미퀴모드(imiquimod)이다.  추가의 TLR7 효능제가 WO 2002/085905호에 기재되어 있다.

한 대안적 구체예에서, TLR-8을 통해 신호전달 반응을 야기시킬 수 있는 TLR 효능제가 사용된다.  적합하게는,[0114]

TLR-8을 통해 신호전달 반응을 야기시킬 수 있는 TLR 효능제는 단일 가닥 RNA (ssRNA), 항-바이러스 활성을 갖

는 이미다조퀴놀린 분자, 예를 들어, 레시퀴모드(resiquimod)(R848)이며; 레시퀴모드는 또한 TLR-7에 의해 인지

될 수 있다.  사용될 수 있는 다른 TLR-8 효능제는 WO 2004/071459호에 기재된 것을 포함한다.

한 대안적 구체예에서, TLR-9를 통해 신호전달 반응을 야기시킬 수 있는 TLR 효능제가 사용된다.  한 구체예에[0115]

서, TLR-9를 통해 신호전달 반응을 야기시킬 수 있는 TLR 효능제는 HSP90이다.  대안적으로, TLR-9을 통해 신호

전달 반응을 야기시킬 수 있는 TLR 효능제는 박테리아 또는 바이러스 DNA, 메틸화되지 않은 CpG 누클레오티드,

특히 CpG 모티프로 공지된 서열 환경을 함유하는 DNA이다.  CpG-함유 올리고누클레오티드는 주로 Th1 반응을 유

도한다.  이러한 올리고누클레오티드는 널리 공지되어 있고, 예를 들어, WO 96/02555호, WO 99/33488호 및 미국

특허 번호 6,008,200호 및 5,856,462호에 기재되어 있다.  적합하게는, CpG 누클레오티드는 CpG 올리고누클레오

티드이다.  본 발명의 면역원성 조성물에서 사용하기에 적합한 올리고누클레오티드는 임의로 적어도 3개, 적합

하게는 적어도 6개 이상의 누클레오티드에 의해 분리된 2개 이상의 디누클레오티드 CpG 모티프를 함유하는 CpG

함유 올리고누클레오티드이다.  CpG 모티프는 시토신 누클레오티드 뒤에 구아닌 누클레오티드가 존재한다.  본

발명의 CpG 올리고누클레오티드는 통상적으로 데옥시누클레오티드이다.  한 특정 구체예에서, 올리고누클레오티

드 내의 누클레오티드간은 포스포로디티오에이트, 또는 적합하게는 포스포로티오에이트 결합이 존재하지만, 포

스포디에스테르 및 다른 누클레오티드간 결합이 본 발명의 범위 내이다.  또한, 혼합된 누클레오티드간 결합을

갖는 올리고누클레오티드가 본 발명의 범위 내에 포함된다.  포스포로티오에이트 올리고누클레오티드 또는 포스

포로디티오에이트를 생성시키는 방법은 미국 특허 번호 5,666,153호, 5,278,302호 및 WO 95/26204호에 기재되어

있다.

정제된 비활성화된 뎅기 바이러스(들)과의 제형화에 사용하기 위한 또 다른 부류의 애쥬번트는 OMP-기반 면역자[0116]

극성 조성물을 포함한다.  OMP-기반 면역자극성 조성물은, 예를 들어, 비내 투여를 위한 점막 애쥬번트로서 특

히 적합하다.  OMP-기반 면역자극성 조성물은 그람-음성 박테리아, 비제한적인 예로, 나이세리아 종으로부터의

외막  단백질(OMP,  일부  포린을  포함함)의  제조물의  부류이며(예를  들어,  Lowell  et  al.,  J.  Exp.  Med.

167:658, 1988; Lowell et al., Science 240:800, 1988; Lynch et al., Biophys. J. 45:104, 1984; Lowell,

in "New Generation Vaccines" 2nd ed., Marcel Dekker, Inc., New York, Basil, Hong Kong, page 193, 1997;

미국 특허 번호 5,726,292호; 미국 특허 번호 4,707,543호 참조), 이는 담체로서 또는 박테리아 또는 바이러스

항원과 같은 면역원을 위한 조성물 내에서 유용하다.  일부 OMP-기반 면역자극성 조성물은 "프로테오솜"으로 언

급될 수 있고, 이는 소수성이고, 인간 사용을 위해 안전하다.  프로테오솜은 약 20 ㎚ 내지 약 800 ㎚의 소포

또는 소포-유사 OMP 클러스터로 자가-어셈블리되고, 단백질 항원(Ag), 특히 소수성 모이어티를 갖는 항원과 비

공유적으로 통합되거나, 배위결합되거나, 회합되거나(예를 들어, 정전기적으로 또는 소수성으로 회합), 다른 방

식으로 협동하는 능력을 갖는다.  다중-분자 막 구조 또는 하나 이상의 OMP의 용해된 구상-유사 OMP 조성물을

포함하는, 소포 또는 소포-유사 형태의 외막 단백질 성분을 발생시키는 임의의 제조 방법이 프로테오솜의 정의

내에 포함된다.  프로테오솜은, 예를 들어, 당 분야에 기재된 바와 같이 제조될 수 있다(예를 들어, 미국 특허

번호 5,726,292호 또는 미국 특허 번호 5,985,284호 참조).  프로테오솜은 또한 일반적으로 전체 OMP 제조물의

2% 미만이 되는 OMP 포린을 생성시키는 사용되는 박테리아(예를 들어, 나이세리아 종)로부터 유래되는 내인성

지질다당류 또는 지질올리고당류(각각, LPS 또는 LOS)를 함유할 수 있다.

프로테오솜은 주로 세제에 의해 용해 상태로 유지되는, 나이세리아 메닌기티디스(Neisseria menigitidis)로부터[0117]
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의 화학적으로 추출된 외막 단백질(OMP)(대부분, 포린 A 및 B 뿐만 아니라 클래스 4 OMP)로 구성된다(Lowell

GH. Proteosomes for Improved Nasal, Oral, or Injectable Vaccines. In: Levine MM, Woodrow GC, Kaper JB,

Cobon GS, eds, New Generation Vaccines. New York: Marcel Dekker, Inc. 1997; 193-206).  프로테오솜은,

예를 들어, 정용여과 또는 전통적인 투석 방법에 의해 본원에 개시된 PreF 폴리펩티드를 포함하는 바이러스 공

급원으로부터 유래된 정제된 단백질 또는 재조합 단백질과 같은 다양한 항원과 함께 제형화될 수 있다.  세제의

점진적 제거는 약 100-200㎚의 직경의 미립자 소수성 복합체의 형성을 가능케 한다(Lowell GH. Proteosomes for

Improved Nasal, Oral, or Injectable Vaccines. In: Levine MM, Woodrow GC, Kaper JB, Cobon GS, eds, New

Generation Vaccines. New York: Marcel Dekker, Inc. 1997; 193-206).

본원에서 사용되는 "프로테오솜: LPS 또는 프로톨린(Protollin)"은 OMP-LPS 조성물(면역자극성 조성물로 작용할[0118]

수 있음)을 제공하기 위해, 예를 들어, 외인성 첨가에 의해 적어도 하나의 종류의 지질다당류와 함께 혼합된 프

로테오솜의 제조물을 나타낸다.  따라서, OMP-LPS 조성물은 (1) 그람-음성 박테리아, 예를 들어, 나이세리아 메

닌기티디스로부터 제조된 프로테오솜의 외막 단백질 제조물(예를 들어, 프로쥬번트(Projuvant)), 및 (2) 하나

이상의 지질당류의 제조물을 포함하는, 프로톨린의 기본 성분 중 2개로 구성될 수 있다.  지질올리고당류는 내

인성(예를 들어, OMP 프로테오솜 제조물을 자연적으로 함유함)일수 있거나, 외인적으로 제조된 지질올리고당류

로부터의 OMP 제조물과 혼합되거나 조합될 수 있거나(예를 들어, OMP 제조물과 상이한 배양물 또는 미생물로부

터 제조됨), 이들의 조합일 수 있다.  이러한 외인적으로 첨가된 LPS는 OMP 제조물이 제조되는 것과 동일한 그

람-음성 박테리아 또는 상이한 그람-음성 박테리아로부터의 것일 수 있다.  프로톨린은 또한 지질, 당지질, 당

단백질, 소분자 등, 및 이들의 조합물을 임의로 포함하는 것이 이해되어야 한다.  프로톨린은, 예를 들어, 미국

특허 출원 공개 번호 2003/0044425호에 기재된 바와 같이 제조될 수 있다.

다양한 애쥬번트, 예를 들어, 상기 본원에 언급된 애쥬번트의 조합물이 또한 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스[0119]

(들)을 갖는 조성물에서 사용될 수 있다.  예를 들어, 이미 기재된 바와 같이, QS21은 3D-MPL과 함께 제형화될

수 있다.  QS21:3D-MPL의 비는 통상적으로 약 1:10 내지 10:1; 예를 들어, 1:5 내지 5:1, 및 종종 실질적으로

1:1일 것이다.  통상적으로, 상기 비는 2.5:1 내지 1:1의 3D-MPL 대 QS21의 범위 내이다.  임의로, 상기 조합물

은 리포솜의 형태일 수 있다.

또 다른 조합의 애쥬번트 제형은 3D-MPL 및 알루미늄 염, 예를 들어, 알루미늄 하이드록시드를 포함한다.  조합[0120]

하여 제형화되는 경우, 이러한 조합물은 항원-특이적 Th1 면역 반응을 향상시킬 수 있다.

일부 구체예에서, 애쥬번트는 오일 및 물 에멀젼, 예를 들어, 수중유 에멀젼을 포함한다.  수중유 에멀젼의 한[0121]

예는 수성 담체 중 대사가능한 오일, 예를 들어, 스쿠알렌, 및 계면활성제, 예를 들어, 소르비탄 트리올레에이

트(Span  85™)  또는 폴리옥시에틸렌 소르비탄 모노올리에이트(Tween  80™),  또는 이들의 조합물을 포함한다.

수성 담체는, 예를 들어, 인산염 완충 염수일 수 있다.  특정 구체예에서, 수중유 에멀젼은 임의의 추가 면역자

극제(들)을 함유하지 않는다(특히, 이는 비-독성 지질 A 유도체, 예를 들어, 3D-MPL, 또는 사포닌, 예를 들어,

QS21을 함유하지 않는다).  특정 구체예에서, 수중유 에멀젼은 토콜, 예를 들어, 토코페롤, 예를 들어, 알파-토

코페롤을 포함한다.  추가로, 수중유 에멀젼은 레시틴 및/또는 트리카프릴린을 함유할 수 있다.

본 발명의 또 다른 구체예에서, 항원 또는 항원 조성물 및 수중유 에멀젼 및 임의로 하나 이상의 추가 면역자극[0122]

제를 포함하는 애쥬번트 조성물을 포함하는 백신 조성물이 제공되며, 상기 수중유 에멀젼은 0.5-10 ㎎의 대사가

능한 오일(적합하게는, 스쿠알렌), 0.4-4 ㎎의 유화제, 및 임의로 0.5-11 ㎎의 토콜(적합하게는, 토코페롤, 예

를 들어, 알파-토코페롤)을 포함한다.

한 특정 구체예에서, 애쥬번트 제형은 에멀젼, 예를 들어, 수중유 에멀젼의 형태로 제조된 3D-MPL을 포함한다.[0123]

일부 경우에, 에멀젼은 WO 94/21292호에 개시된 바와 같이 0.2㎛ 직경 미만의 소립자 크기를 갖는다.  예를 들

어, 3D-MPL의 입자는 0.22 마이크론 막을 통해 멸균 여과되기에 충분히 작을 수 있다(유럽 특허 번호 0 689 454

호에 기재된 바와 같음).  대안적으로, 3D-MPL은 리포솜 제형 내에서 제조될 수 있다.  임의로, 3D-MPL(또는 이

의 유도체)를 함유하는 애쥬번트는 또한 추가 면역자극성 성분을 포함한다.

애쥬번트는 면역원성 조성물이 투여되는 집단에서 안전하고 효과적인 것으로 선택된다.  성인 및 노인 집단에[0124]

대해, 제형은 통상적으로 유아 제형에서 통상적으로 발견되는 것보다 많은 애쥬번트 성분을 포함한다.  정제된

비활성화된 뎅기 바이러스를 갖는 면역원성 조성물이 유아 투여를 위해 제형화되는 경우, 애쥬번트의 투여량은

유아 피검체에서 효과적이고 비교적 비-반응원인 것으로 결정된다.  일반적으로, 유아 제형에서의 애쥬번트의

투여량은 성인(예를 들어, 65세 이상의 연령의 성인)으로의 투여를 위해 설계된 제형에서 사용되는 것보다 적다

(예를 들어, 용량은 성인에게 투여되는 제형에 제공되는 용량의 분획일 수 있다).  예를 들어, 3D-MPL의 양은
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통상적으로 용량 당 1㎍-200㎍, 예를 들어, 10-100㎍, 또는 10㎍-50㎍의 범위 내이다.  유아 용량은 통상적으로

상기 범위의 하한이며, 예를 들어, 이는 약 1㎍ 내지 약 50㎍, 예를 들어, 약 2㎍ 또는 약 5㎍ 또는 약 10㎍ 내

지 약 25㎍ 또는 약 50㎍이다.  통상적으로, QS21이 제형에서 사용되는 경우, 상기 범위는 동등하다(또한 상기

기재된 비를 따른다).  오일 및 물 에멀젼(예를 들어, 수중유 에멀젼)의 경우, 아동 또는 유아에게 제공되는 애

쥬번트의 용량은 성인 피검체에게 투여되는 용량의 분획일 수 있다.

따라서, 제형화된 면역원성 조성물(임의의 애쥬번트를 포함함)은 인간 피검체로의 투여에 적합하며, 이는 허용[0125]

가능한 안전성 및 반응원성과 조합된 요망되는 면역원성 특성을 가질 것이다.  통상적으로, 제형화된 면역원성

조성물은 적어도 0.05 ㎖ 및 2 ㎖ 이하, 예를 들어, 0.5 내지 1.5 ㎖의 단일 용량의 양으로 제형화된다.  예를

들어, 단일 용량은 0.5 내지 0.5 ㎖, 또는 0.1 내지 2 ㎖, 또는 0.5 내지 1.5 ㎖의 양, 예를 들어, 0.05 ㎖,

0.06 ㎖, 0.07 ㎖, 0.075 ㎖, 0.08 ㎖, 0.09 ㎖, 0.1 ㎖, 0.2 ㎖, 0.25 ㎖, 0.3 ㎖, 0.33 ㎖, 0.4 ㎖, 0.5 ㎖,

0.6 ㎖, 0.66 ㎖, 0.7 ㎖, 0.75 ㎖, 0.8 ㎖, 0.9 ㎖, 1.0 ㎖, 1.25 ㎖, 1.33 ㎖, 1.5 ㎖ 또는 2 ㎖의 양, 또는

임의의 사이에 존재하는 부피로 존재할 수 있다.

조성물은 다양한 상이한 경로에 의해 투여될 수 있으나, 가장 일반적으로는 면역원성 조성물은 근내, 피하 또는[0126]

피내 투여 경로에 의해 전달된다.  일반적으로, 백신은 중화 항체 및 보호의 생성에 효과적인 용량으로 피하,

피내, 또는 근내 투여될 수 있다.  백신은 투여량 제형과 양립되는 방식, 및 예방적 및/또는 치료적으로 효과적

일 양으로 투여된다.  일반적으로 용량 당 0.05-100 ㎍의 각각의 균주의 비활성화된 바이러스의 범위 내인 투여

되는 양은 치료되는 피검체, 항체를 합성하는 피검체의 면역계의 능력, 및 요망되는 보호의 정도에 좌우된다.

투여되는 백신의 정확한 양은 숙련자의 판단에 좌우될 수 있고, 각각의 피검체에 고유할 수 있다.

백신은 단일 용량 스케줄로 제공될 수 있거나, 바람직하게는 예방접종의 일차 과정이 1-10개의 별개의 용량으로[0127]

이루어진 후, 면역 반응을 유지하고/하거나 강화시키는데 필요한 이후의 시간 간격, 예를 들어, 두번째 용량에

대해 1-4개월에 제공되는 다른 용량, 및 필요시, 수개월 또는 수년 후에 이후의 용량(들)이 제공될 수 있는 다

수 용량 스케줄로 제공될 수 있다.  투여 요법은 또한 적어도 부분적으로는 개체의 필요에 의해 결정될 것이며,

이는 진료의의 판단에 좌우될 것이다.  적합한 면역화 스케줄의 예는 첫번째 용량 후, 7일 내지 6개월 사이의

두번째 용량, 및 최초 면역화 후 1개월 내지 2년 사이의 임의의 세번째 용량, 또는, 예를 들어, 확립된 소아 백

신 스케줄에 상응하도록 선택된 보호 면역을 부여하는 것으로 예상되는 바이러스-중화 항체의 역가를 유도하기

에 충분한 다른 스케줄을 포함한다.  비활성화된 바이러스 백신을 이용한 뎅기에 대한 보호 면역의 발생이 1 내

지 3회의 접종으로 구성되는 면역화의 일차 과정 후에 합리적으로 예상될 수 있다.  이들은 만족스러운 수준의

보호 면역을 유지하도록 설계된 간격(예를 들어, 2년 마다)의 부스터에 의해 보충될 수 있다.

하기 실시예는 어떤 특정한 특징 및/또는 구체예를 예시하기 위해 제공된다.  이들 실시예는 기재된 특정 특징[0128]

또는 구체예로 본 발명을 제한하는 것으로 해석되어선 안된다.  양, 예를 들어, 부피는 단지 예로서 제공되고,

진료의의 선택으로 규모가 변형(증가 또는 감소)될 수 있음이 당업자에 의해 인지될 것이다.  유사하게, 정제에

사용되는 구성요소, 예를 들어, 필터, 컬럼은 어떠한 방식으로든 제한하거나 배타적인 것으로 의도되지 않으며,

이는 진료의의 판단으로 동일 목적을 달성하기 위해 다른 구성요소를 대체될 수 있다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

실시예[0129]

실시예 1: 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스를 생성시키기 위한 정제 방법[0130]

뎅기 바이러스는 Vera 세포에서 성장되고, 본질적으로 WO 2010/094663호에 기재된 바와 같이 정제된다.  예를[0131]

들어, 뎅기 바이러스는, 예를 들어, 동물 비함유 배지 중에서 Vera 세포에서 성장된다.  통상적으로, 세포는 동

물 비함유(AF) 배지, 예를 들어, Invitrogen으로부터 시판되는 VPSFM 배지에서 정지 예비배양 상태(예를 들어,

T 플라스크 또는 세포 공장 내)로 유지된다.  세포는 이후 통상적으로 미세담체(예를 들어, Cytodex 1)에 부착

되고, 관류 또는 배치 방식으로 공급되는 생물반응기에서 확장된다.  세포가 적합한 밀도에 도달한 후, 세포는

혈청-함유(예를 들어, 1.5%) 또는 AF 배지에서 바이러스로 적합한 MOI(예를 들어, 0.01-0.1, 예를 들어, 0.05)

로 감염된다.  혈청-함유 배지를 이용하는 경우, 최초 감염 단계 후(통상적으로, 약 2일), 배지는 통상적으로

AF 배지로 교환된다.  임의로, AF 배지는 처음에 또는 주기적으로 글루코스, 아미노산 등으로 보충된다.

바이러스  성장을  위한  적합한  기간,  예를  들어,  최소  6  내지  8일  후,  바이러스가  세포로부터  수거된다.[0132]

임의로, 바이러스는 감염 후 약 6일에서 시작하여 간격(예를 들어, 2일의 간격)을 두어 증진적으로 수거될 수

공개특허 10-2014-0033171

- 29 -



있다.

예시적 정제 방법이 도 2A에 개략적으로 예시되어 있다.  변형된 정제 방법이 도 2B에 개략적으로 예시되어 있[0133]

다.  도 2A의 방법과 본질적으로 유사하나, 상기 방법은 하기 변형을 포함한다.  포름알데하이드를 이용한 비활

성화 후, 소듐 바이설파이트의 첨가에 의한 벌크 내의 유리 포르말린을 중화시키는 단계가 배제된다.  소듐 바

이설파이트 중화의 배제는 이후의 여과 단계에서 수율을 유의하게 증가시킨다.  유리 포르말린은 정용여과 단계

에 의해 제거된다.

대안적 정제 방법이 도 2C 및 D에 예시되어 있다.  수거 후, 바이러스를 함유하는 배지가 통상적으로 일련의 감[0134]

소하는  포어  크기(예를  들어,  8μ,  0.6μ,  0.45μ,  0.2μ)를  통해  정화된다.   바이러스  현탁액은  이후

농축되고, 예를 들어, 초여과 및 정용여과에 의해 배지가 완충액으로 교환된 후, 추가로 여과되고, 예를 들어,

Sephacryl  s-400HR  또는  Sepharose  4  FF  수지를  이용하여  크기  배제  크로마토그래피(SEC)가  수행된다.

임의로, 추가 공정 전, 정화된 바이러스 현탁액은 농축 단계 전 또는 후에 UV 방사선조사(100 내지 500, 예를

들어, 200 J/m
2
)에 대한 노출에 의해 비활성화된다.  임의로, 잔여 DNA를 제거하기 위해 크기 배제 크로마토그

래피 단계에 이어 하나 이상의 단계, 예를 들어, Sartobind-Q 막 크로마토그래피(음성 방식) 및 여과가 후속될

수 있다.  일반적으로, 잔여 DNA가 단백질 ㎍ 당 100 pg DNA 이하(또는 100 pg/용량 미만)로 감소되는 것이 바

람직하다.

바이러스는 이후 실온에서 통상적으로 7 내지 10일의 기간 동안 포름알데하이드(약 100 ㎍/㎖)에 대한 노출에[0135]

의해 비활성화된다.  임의로, 현탁액은 응집물을 제거하고 포름알데하이드 노출을 개선시키기 위해 중간 시점,

예를 들어, 2, 3, 4, 또는 5일에서 여과(예를 들어, 0.22μ)된다.  비활성화 후, 폴록사머 계면활성제가 초여과

/정용여과 전에 완충액에 첨가되어 포름알데하이드가 제거될 수 있고, 저장에 적합한 완충액에 정제된 비활성화

된 뎅기 바이러스가 배치될 수 있다.  정제된 비활성화된 뎅기 바이러스는 이후 비활성화된 뎅기 바이러스의 벌

크  제조물로서  저장  전에  최종적으로  멸균  여과된다.   임의로,  수크로스가  벌크  제조물의  최종  제형에

첨가된다.

실시예 2: 예시적 면역원성 조성물의 제형화[0136]

저장, 동결건조 및 이후의 취급 동안 생성물을 손실 문제를 해결하기 위해 다양한 조건하에서 정제된 비활성화[0137]

된 뎅기 바이러스의 제형을 평가하였다.  하기 변수를 비활성화된 뎅기 바이러스(균주 당 3.3 ㎍/㎖)의 벌크 제

조물의 제형에서 평가하였다: 주사용수 중 5% 수크로스, 25 mM NaCl의 존재하에서, 포스페이트 완충액(pH 8.5)

농도(5, 15, 30mM), 폴록사머 계면활성제 농도(0, 0.001%, 0.2%).  벌크를 동결건조시켰고, 0.625 ㎖의 재현탁

용액 중에서 재구성시켰다.  제형화 방법은 도 3A에 개략적으로 예시되어 있다.  포스페이트 완충액을 트리스

완충액으로 대체하고, 동결건조 전에 1.0으로부터 0.5 ㎖로 단일 용량을 발생시키기 위해 단위 부피를 감소시키

는 대안적 제형화가 도 3B에 예시되어 있다.  부피 조정 및 완충액 변형은 독립적 변수이며, 어느 하나 또는 둘

모두의 변형이 별개로 또는 일렬로(in tandem) 이루어질 수 있음이 인지될 것이다.

건조된 케이크의 안정성을 4℃ 및 37℃에서 7일 동안 인큐베이션 후에 평가하였다.  건조된 생성물의 케이크 양[0138]

상 및 잔여 습도를 평가하였다.  동결건조된 케이크를 이후 NaCl 또는 다양한 완충액에 재구성시켜 pH 안정성을

평가하였다.  1.5 ㎖의 예비-동결건조 부피를 사용하여 0.625㎖의 재현탁 용액을 이용한 재구성 후에 2.4배 농

축 계수를 발생시켰다.  생성된 재현탁된 면역원성 조성물을 고유 형광 280/320㎚, 질소 함량, Elisa, 동적광산

란, 비탁법(Nephelometry), pH, 및 삼투압에 의해 케이크 품질에 대해 분석하였다.

예시적 결과가 도 4A-B에 제시되어 있다.[0139]

이들 결과는 0.001% 내지 0.2% 계면활성제(Lutrol™)의 농도에서 모든 시험된 재현탁 용액에서 단백질의 완전한[0140]

회수를 발생시킨 것을 나타내었다.  이는 계면활성제의 부재하에서의 단백질 함량의 손실과 대조되었다.  이론

으로 제한하고자 하는 것은 아니지만, 계면활성제의 부재하에서의 단백질의 손실은 적합한 계면활성제의 첨가에

의해 예방되는 바이얼 상의 비특이적 흡착으로 인한 것으로 생각된다.  0.2%의 농도에서, 계면활성제는 또한 바

이러스 입자의 응집을 방지하였다.

재현탁 용액의 완충액 농도 및 조성은 최초 생성물 회수에 영향을 미치지 않았다.[0141]

ELISA에 의한 면역학적 평가는 비활성화된 뎅기 바이러스의 면역학적 에피토프가 동결건조 및 재구성 후에 보존[0142]

된 것을 나타내었다.  동결건조 및 재구성과 관련된 추가 세부사항이 실시예 3에 제공된다.

실시예 3: 동결건조 벌크 제조물 및 면역원성 조성물로의 재구성[0143]
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정제된 비활성화된 뎅기 바이러스를 다음과 같은 명세에 따라 상기 기재되고 도 3B에 제시된 바와 같이 벌크 제[0144]

조물로 제형화시켰다: 4개의 균주 각각에 대해 1.25 ㎍/균주의 정제된 비활성화된 뎅기 바이러스와 함께 5% 수

크로스, 1-31 mM 트리스 완충액, 15 mM NaCl, 0.015-0.2% 폴록사머 188.  동결건조를 위해, 벌크 제조물을 0.5

㎖ 분취량으로 분배하였다.  이후, 벌크 제조물을 다음과 같은 74시간의 동결 건조 주기로 동결건조시켰다: 1

기압(Atm.)에서 1시간에 걸쳐 ≤ -52℃로 동결; 45 μbar에서 일차 건조를 다음과 같이 수행: 1) 3시간에 걸쳐

-52℃로부터 -32℃로 냉각; 2) 32시간 동안 32℃; 3) 10분 감소와 함께 1℃ 증분의 온도에서의 연속적 감소 후,

2시간 25분의 유지 기간(전체 7시간 55분); 4) 9시간 동안 -28℃; 이차 건조를 다음과 같이 수행: 45 μbar에서

9시간에 걸쳐 -28℃로부터 37℃로 온도 증가 후, 27 μbar에서 12시간 동안 37℃.  동결건조된 샘플을 이후 2

내지 8℃로 평형화시켜 주기를 완료시켰다.  생성된 동결건조된 생성물("케이크")을 재수화 후 또는 동결건조된

형태로 37℃에서의 1개월 또는 -20℃에서의 3개월, 또는 4℃에서의 5개월 후에 실온에서 24시간 동안 인큐베이

션하여 안정성을 평가하였다.

선택된 완충액 중에서 0.625 ㎖로 재구성 후, 면역원성 조성물 내에서 생성된 농도는 다음과 같았다: 4% 수크로[0145]

스, 0.8-24.8 mM 포스페이트, 12 mM NaCl, 0.012-0.16% 폴록사머 188, 2.0 ㎍의 정제된 비활성화된 뎅기 바이

러스.  생성된 면역원성 조성물을 다음 평가에 의해 품질, 안정성 및 면역원성에 대해 분석하였다: 고유 형광,

DLS, 비탁법, pH, 삼투압 및 ELISA.  대표적 결과가 도 5A-C에 제시되어 있다.  도 6A 및 6B는 계면활성제의 존

재 및 부재하에서 동결건조된 제조물의 완충액 중의 재구성 후의 안정성 특징(각각, 고유 형광 및 ELISA)을 도

표로 예시한다.  모든 데이터는 예상된 값이었고, 계면활성제-비함유 제형에 비해 계면활성제-함유 제형에 대해

회수에서의 명백한 증가가 있었다.  시험된 범위에 걸쳐 완충액(트리스) 농도의 영향이 관찰되지 않았다.  다양

한 재구성 완충액(예를 들어, 다양한 애쥬번트와의 투여에 적합한 액체 면역원성 조성물을 수득하기 위함)에서

유사한 결과가 수득되었다.  이들 결과는 중성 또는 그 초과로 pH를 유지시키기 위한 완충액 및 폴록사머 계면

활성제의 존재하에서의 동결건조 및 재구성이 다양한 완충액 조성물에서 유리한 안정성 및 면역원성을 발생시킨

것을 나타내었다.

도면

도면1
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