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(57)【要約】
　本発明は、種々の疾患に対して免疫するためのインフルエンザワクチン製剤およびワク
チン接種レジメンに関する。特に、本発明は、水中油型エマルジョンアジュバントおよび
3D-MPLを含むワクチン製剤、医薬におけるその使用、特に、種々の抗原に対する免疫応答
増大させる際のその使用、ならびに調製方法に関するものであり、この水中油型エマルジ
ョンは、ステロール、代謝可能なオイル、および乳化剤を含む。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　(a)抗原または抗原性組成物、
　(b)水中油型エマルジョンアジュバント、および
　(c)3D MPL
を含み、前記水中油型エマルジョンは、代謝可能なオイル、ステロール、および乳化剤を
含む免疫原性組成物。
【請求項２】
　前記代謝可能なオイルが、前記免疫原性組成物の全体積の0.5%～20%の量で存在する、
請求項1に記載の免疫原性組成物。
【請求項３】
　前記代謝可能なオイルが、前記免疫原性組成物の全体積の1.0%～10%の量で存在する、
請求項1または請求項2に記載の免疫原性組成物。
【請求項４】
　前記代謝可能なオイルが、前記免疫原性組成物の全体積の2.0%～6.0%の量で存在する、
請求項1～3のいずれか1項に記載の免疫原性組成物。
【請求項５】
　前記ステロールがα-トコフェロールである、請求項1～4のいずれか1項に記載の免疫原
性組成物。
【請求項６】
　前記ステロールが、前記免疫原性組成物の全体積の1.0%～20%の量で存在する、請求項1
～5のいずれか1項に記載の免疫原性組成物。
【請求項７】
　前記α-トコフェロールが、前記免疫原性組成物の全体積の1.0%～5.0%の量で存在する
、請求項6に記載の免疫原性組成物。
【請求項８】
　前記乳化剤がTween80である、請求項1～7のいずれか1項に記載の免疫原性組成物。
【請求項９】
　前記乳化剤が、前記免疫原性組成物の0.01～5.0重量%(w/w)の量で存在する、請求項1～
8のいずれか1項に記載の免疫原性組成物。
【請求項１０】
　前記乳化剤が、前記免疫原性組成物の0.1～2.0重量%(w/w)の量で存在する、請求項9に
記載の免疫原性組成物。
【請求項１１】
　3D-MPLが、組成物1用量当たり10～50μg(w/v)の量で存在する、請求項1～10のいずれか
1項に記載の免疫原性組成物。
【請求項１２】
　3D-MPLが、組成物1用量当たり25μg(w/v)の量で存在する、請求項11に記載の免疫原性
組成物。
【請求項１３】
　前記組成物1用量が、約0.5ml、0.5ml～1mlの間、または約1mlである、請求項11または
請求項12に記載の免疫原性組成物。
【請求項１４】
　抗原もしくは前記抗原を含む病原体またはその変異体への曝露に伴う感染および/また
は疾患を予防するための、請求項1～14のいずれか1項に記載の免疫原性組成物の製造にお
ける、
　(a)抗原または抗原性組成物、
　(b)水中油型エマルジョンアジュバント、および
　(c)3D MPL
を含む組成物の使用。
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【請求項１５】
　請求項1～10のいずれか1項に記載の抗原または抗原性組成物、3D MPL、および水中油型
エマルジョンアジュバントを、それを必要とする個体または集団に送達することを含むワ
クチン接種方法。
【請求項１６】
　i)改善されたCD4 T細胞応答、ii)改善されたB細胞記憶応答、iii)改善された前記抗原
に対する抗体応答のうちの少なくとも1つを誘発するための、請求項14または15に記載の
使用または方法。
【請求項１７】
　免疫低下したヒト個体または集団における、請求項14～16のいずれか1項に記載の使用
または方法。
【請求項１８】
　前記免疫原性組成物中の抗原が由来する病原体の変異体である病原体によって引き起こ
された感染または疾患に対する保護のための、請求項14～17のいずれか1項に記載の使用
または方法。
【請求項１９】
　前記免疫原性組成物中の抗原の変異体である抗原を含む病原体によって引き起こされた
感染または疾患に対する保護のための、請求項14～18のいずれか1項に記載の使用または
方法。
【請求項２０】
　感染した個体または集団の体温によって保護が評価される、請求項18または19に記載の
使用または方法。
【請求項２１】
　前記免疫原性組成物がCD4 T細胞エピトープを有する抗原を含む、請求項1～20のいずれ
か1項に記載の組成物、使用、または方法。
【請求項２２】
　前記免疫原性組成物が、B細胞エピトープを有する抗原を含む、請求項1～21のいずれか
1項に記載の組成物、使用、または方法。
【請求項２３】
　抗原もしくは抗原性組成物またはその断片もしくは変異体、3D MPL、および水中油型エ
マルジョンアジュバントを事前にワクチン接種した個体のワクチン再接種のための免疫原
性組成物の製造における前記抗原の使用。
【請求項２４】
　前記ワクチン再接種のための抗原が、事前のワクチン接種に使用した抗原または抗原性
組成物と共通のCD4 T細胞エピトープを有している、請求項23に記載の使用。
【請求項２５】
　前記ワクチン再接種のための抗原または抗原性組成物にアジュバントが添加されている
、請求項23または24に記載の使用。
【請求項２６】
　前記アジュバントが、請求項1～10のいずれか1項に記載の水中油型エマルジョンである
、請求項25に記載の使用。
【請求項２７】
　前記アジュバントが3D-MPLをさらに含む、請求項25または26に記載の使用。
【請求項２８】
　免疫原性組成物を調製するための方法であって、本明細書で定義される水中油型エマル
ジョンを抗原または抗原性組成物および3D-MPLと組み合わせることを含む方法。
【請求項２９】
　薬学的に許容される担体と組み合わせた、請求項1～14のいずれか1項に記載の免疫原性
組成物。
【請求項３０】
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　医薬において使用するための、
　(a)抗原、
　(b)本明細書で定義される水中油型エマルジョンアジュバント、および
　(c)3D MPL
を含む組成物。
【請求項３１】
　抗原または抗原性調製物が、インフルエンザウイルスおよびHPVからなる一覧から選択
される、請求項1～30のいずれか1項に記載の組成物、使用、または方法。
【請求項３２】
　前記インフルエンザ抗原が、スプリットインフルエンザウイルス、全インフルエンザウ
イルス、サブユニットインフルエンザウイルス、インフルエンザビロソーム、およびその
抗原性調製物からなる一覧から選択される、請求項31に記載の組成物、使用、または方法
。
【請求項３３】
　前記HPV抗原が癌または陰部疣贅と関連している、請求項31に記載の組成物、使用、ま
たは方法。
【請求項３４】
　前記癌関連HPVがHPV16型および/またはHPV18型である、請求項33に記載の組成物、使用
、または方法。
【請求項３５】
　HPV16および/またはHPV18抗原と共に、発癌性HPV型由来の1種または複数の追加の抗原
が使用され、前記追加の抗原が、HPV31、HPV45、HPV33、HPV58、およびHPV52のHPV型から
選択される、請求項34に記載の組成物、使用、または方法。
【請求項３６】
　前記抗原がウイルス様粒子の形態である、請求項34または35に記載の組成物、使用、ま
たは方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、様々な疾患に対して免疫するためのインフルエンザワクチン製剤およびワク
チン接種レジメンに関する。特に、本発明は、水中油型エマルジョンアジュバントおよび
3D-MPLを含むワクチン製剤、医薬におけるその使用、特に、種々の抗原に対する免疫応答
を増大させる際のその使用、ならびに調製方法に関するものであり、この水中油型エマル
ジョンは、ステロール、代謝可能なオイル、および乳化剤を含む。
【背景技術】
【０００２】
　免疫原性が改善された新たな組成物またはワクチンが常に必要とされている。1つの戦
略として、任意の所与の抗原に対して生じる免疫応答を試し、向上させるためにアジュバ
ントが使用されてきた。
【０００３】
　例として、インフルエンザワクチンおよびヒトパピローマウイルス(human papilloma v
irus)(HPV)に対するワクチンがアジュバントを用いて開発されている。
【０００４】
　インフルエンザウイルス(influenza virus)は、世界中に存在する最も偏在的なウイル
スの1つであり、ヒトと家畜をどちらも侵す。インフルエンザは、相当な経済的負担、罹
患率、さらには死亡率をもたらす。
【０００５】
　インフルエンザウイルスは、直径約125nmの粒径を有するRNAエンベロープウイルスであ
る。このウイルスは、脂質二重層構造および外部糖タンパク質を有するウイルスエンベロ
ープで囲まれた内部ヌクレオカプシドまたは核タンパク質と会合したリボ核酸(RNA)のコ
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アから基本的になる。ウイルスエンベロープの内層は、マトリックスタンパク質で主に構
成されており、その外層は、宿主由来の脂質材料で大部分が構成されている。インフルエ
ンザウイルスは、粒子の表面に10～12nmの長さのスパイクとして出現している2種の表面
抗原、糖タンパク質ノイラミニダーゼ(NA)と赤血球凝集素(HA)とを含む。インフルエンザ
亜型の抗原特異性を決定するのは、こうした表面タンパク質、特に赤血球凝集素である。
【０００６】
　こうした表面抗原は漸次、時には急速に一部変化し、これによりインフルエンザの抗原
性変異がもたらされる。「ドリフト」および「シフト」と呼ばれるこうした抗原変化は、
予測不可能であり、最終的に新たなインフルエンザ株の出現をもたらし、またウイルスが
免疫系を回避し、周知の流行をほとんど毎年引き起こすことができるようにするため、免
疫学的な観点から劇的な影響を与える恐れがある。
【０００７】
　シーズン毎にインフルエンザワクチン中に組み込まれるインフルエンザウイルス株は、
世界保健機構により国立の保健機関およびワクチン製造業者と共同して決定される。
【０００８】
　HAは、様々なインフルエンザ株の血清学的特異性を定義する上で最も重要な抗原である
。この75～80kDのタンパク質は、数多くの抗原決定基を含有し、そのいくつかは、様々な
株において配列変化を起こす領域内にあり(株特異的な決定基)、また他のは多くのHA分子
に共通である領域内にあるものもある(決定基に共通)。
【０００９】
　インフルエンザウイルスは、ほとんど毎冬、流行を引き起こし、A型またはB型ウイルス
の感染率は、6週間にわたって40%の高さである。インフルエンザ感染は、潜伏感染から軽
度の上気道炎、重篤なウイルス性肺炎まで種々の疾患状態をもたらす。インフルエンザの
典型的な流行は、入院率または死亡率の増大によって証明されるとおり、肺炎および下部
呼吸器疾患の発生率の増大を引き起こす。疾患の重篤度は、宿主の年齢、その免疫状態、
および感染部位によって主として判定される。
【００１０】
　65歳以上の高齢者は特に感染しやすく、先進国におけるすべてのインフルエンザ関連死
の80～90%を占める。慢性基礎疾患を有する個体もまた、そのような合併症を経験する可
能性が非常に高い。年少乳児も重篤な疾患を患う恐れがある。したがって、こうした群は
特に保護される必要がある。保健機関は、こうした「危険性がある」群に加えて、高齢者
と接触している健常成人にもワクチン接種することを勧めている。
【００１１】
　ワクチン接種は、毎年のインフルエンザの流行を制御する上で極めて重要な役割を果た
す。現在利用可能なインフルエンザワクチンは、不活化インフルエンザワクチンまたは弱
毒生インフルエンザワクチンのいずれかである。不活化インフルエンザワクチンは、抗原
調製物の可能な3つの型:不活化全ウイルス、サブビリオン(精製ウイルス粒子が脂質エン
ベロープを溶解するための界面活性剤または他の試薬を用いて破壊されているもの、いわ
ゆる「スプリット」ワクチン)、または精製されたHAおよびNA(サブユニットワクチン)で
構成されている。こうした不活化ワクチンは、筋肉内に(i.m.)または鼻腔内に(i.n.)投与
される。
【００１２】
　色々な種類のインフルエンザワクチンは通常3価のワクチンである。こうしたワクチン
は通常、2種のインフルエンザA型ウイルス株および1種のインフルエンザB型株に由来する
抗原を含有する。0.5mlの標準的な注射用量はほとんどの場合、各株由来の15μgの赤血球
凝集素抗原成分を含有するが、これは一元放射免疫拡散法(SRD)によって測定される(J.M.
 Woodら.:An improved single radial immunodiffusion technique for the assay of in
fluenza haemagglutinin antigen:adaptation for potency determination of inactivat
ed whole virus and subunit vaccines. J. Biol. Stand. 5 (1977) 237-247; J. M. Woo
dら., International collaborative study of single radial diffusion and immunoele
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ctrophoresis techniques for the assay of haemagglutinin antigen of influenza vir
us. J. Biol. Stand. 9 (1981) 317-330)。
【００１３】
　現在利用可能なインフルエンザワクチンは、すべての年齢群において安全であると考え
られる(De Donatoら. 1999, Vaccine, 17, 3094-3101)。しかし、現在のインフルエンザ
ワクチンが2歳未満の小児に効き目がある証拠はほとんどない。さらに、確認された典型
的なインフルエンザ疾病を予防するためのワクチン有効性の報告された割合は、高齢者に
ついて23～72%であり、これは、若年成人について報告された有効性の割合60～90%よりも
有意に低い(Govaert, 1994, J. Am. Med. Assoc., 21, 166-1665; Gross, 1995, Ann Int
ern. Med. 123, 523-527)。インフルエンザワクチンの有効性は、ウイルス株に対する血
球凝集抑制(HI)抗体の血清力価と相関していることが示され、いくつかの試験により、イ
ンフルエンザ免疫の後、高齢者の方が若年成人の場合よりも低いHI力価を示すことが認め
られている(Murasko, 2002, Experimental gerontology, 37, 427-439)。
【００１４】
　したがって、免疫原性が改善された新たなワクチンがいまだ必要とされている。強力な
アジュバントをワクチン抗原と配合することは、サブビリオン抗原に対する免疫応答を増
強するための可能な手法である。
【００１５】
　アジュバントMF59を用いてアジュバント添加されたサブユニットインフルエンザワクチ
ンが水中油型エマルジョンの形態で市販されており、アジュバント無添加のサブユニット
ワクチンで得られたものよりも高い抗体価を誘発できることが実証されている(De Donato
ら. 1999, Vaccine, 17, 3094-3101)。しかし、より最近の刊行物において、同一のワク
チンは、アジュバント無添加のスプリットワクチンと比較して、その改善されたプロファ
イルを示さないことが実証されている(Puig-Barberaら., 2004, Vaccine 23, 283-289)。
【００１６】
　パピローマウイルスは、小さなDNA腫瘍ウイルスであり、このウイルスは高度に種特異
的である。これまでのところ、100を超えるそれぞれ異なるヒトパピローマウイルス(HPV)
遺伝子型が記載されている。HPVは通常、皮膚(例えばHPV-1およびHPV-2)または粘膜表面(
例えばHPV-6およびHPV-11)のいずれかに特異的であり、通常、数カ月間または数年間存続
する良性腫瘍(疣贅)を引き起こす。このような良性腫瘍は、当該個体にとって苦痛である
恐れがあるが、若干の例外はあるものの生命にかかわることはほとんどない。
【００１７】
　一部のHPVは癌にも関連している。HPVとヒト癌の間での最も強力で明確な関連性は、HP
V-16およびHPV-18と子宮頸癌の間に存在するものである。子宮頸癌は、発展途上国におい
て最も一般的な悪性腫瘍であり、毎年世界中で約500,000例の新たな症例が生じている。
ワクチンを使用してHPV-16一次感染、さらには確立されたHPV-16を含む癌に積極的に対処
することは現在、技術的に実現可能である。HPV-16に対する予防的および治療的なワクチ
ン接種の展望に関する総説については、Cason J., Clin. Immunother. 1994; 1(4) 293-3
06 and Hagenesee M.E., Infections in Medicine 1997 14(7) 555-556,559-564を参照さ
れたい。
【００１８】
　小さな変異が起こるが、記載されたすべてのHPVゲノムは、少なくとも8つの初期遺伝子
E1～E8および2つの後期遺伝子L1およびL2を有する。さらに、上流の調節領域は、HPVゲノ
ムの大部分の転写事象を制御すると思われる調節配列を有する。
【００１９】
　HPV L1ベースのワクチンは、WO94/00152、WO94/20137、WO93/02184、およびWO94/05792
で開示されている。このようなワクチンは、モノマー、カプソマー、またはウイルス様粒
子としてL1抗原を含むことができる。VLPを調製するための方法は当技術分野で周知であ
り、例えば、WO9913056およびUS6245568に記載されている、均一性の増大を提供するVLP
分解再構築手法(VLP disassembly-reassembly approach)を含む。このような粒子はさら
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に、L2タンパク質を含むことができる。L2ベースのワクチンは、例えばWO93/00436に記載
されている。他のHPVワクチン手法は、E7などの初期タンパク質またはL2-E7などの融合タ
ンパク質に基づく。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００２０】
　インフルエンザワクチンまたはHPVワクチンなどの改良ワクチンがいまだ必要とされて
いる。
【課題を解決するための手段】
【００２１】
　本発明の第1の態様において、
　(a)抗原、
　(b)水中油型エマルジョンアジュバント、および
　(c)3D MPL
を含み、前記水中油型エマルジョンが、代謝可能なオイル、ステロール、および乳化剤を
含む免疫原性組成物が提供される。
【００２２】
　本発明はまた、感染および/もしくは疾患を予防するための免疫原性組成物の製造にお
ける、
　(a)抗原、
　(b)水中油型エマルジョンアジュバント、および
　(c)3D MPL
を含み、前記水中油型エマルジョンは、代謝可能なオイル、ステロール、および乳化剤を
含む組成物の使用に関する。
【００２３】
　本発明はまた、抗原、本明細書で定義される水中油型エマルジョンアジュバント、およ
び3D-MPLを送達することを含むワクチン接種方法に関する。
【００２４】
　本発明はまた、免疫原性組成物を調製するための方法に関し、この方法は、本明細書で
定義される水中油型エマルジョンを抗原および3D-MPLと組み合わせることを含む。
【００２５】
　本発明の他の態様および効果を、以下の、その好ましい実施形態の詳細な説明でより詳
細に説明する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２６】
　本発明の原理は、水中油型エマルジョンおよび3D-MPLと組み合わせた、サブユニットま
たはスプリットインフルエンザ抗原に関して、またはVLPの形態の種々の癌関連HPV抗原を
用いて実証される。
【００２７】
　本発明の一態様において、本発明者らは、サブユニットもしくはスプリットインフルエ
ンザウイルスまたはその抗原性調製物を水中油型エマルジョンアジュバントおよび3D-MPL
と共に含むインフルエンザ製剤が、アジュバント無添加のサブユニットもしくはスプリッ
トウイルスまたはそのスプリットウイルス抗原性調製物を用いて得られた応答と比較して
、ヒトにおける前記抗原または抗原性組成物に対するCD4 T細胞免疫応答および/またはB
細胞記憶応答を改善することができることを見出した。
【００２８】
　したがって、前記組成物は、改良インフルエンザワクチンを提供する。
【００２９】
　特許請求される製剤を使用して、MHCクラスII分子によって提示されたインフルエンザ
エピトープを検出できる抗インフルエンザCD4-T細胞応答を誘発することができる。本出
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願人は今回、相同およびドリフトインフルエンザ株に対する応答性を(ワクチン接種およ
び感染に際して)増大させるためには、細胞仲介性免疫系を標的にすることが有効である
ことを見出した。
【００３０】
　本発明者らは、スプリットインフルエンザウイルスまたはそのスプリットウイルス抗原
性調製物を本明細書で定義される水中油型エマルジョンアジュバントおよび3D MPLと共に
含むインフルエンザ製剤が、アジュバント無添加の組成物と比較して、ヒト対象への最初
のワクチン接種後のより高いB細胞記憶応答への少なくとも1つの傾向を誘発できることを
見出した。
【００３１】
　本発明による、アジュバントが添加されたインフルエンザ組成物は、いくつかの利点を
有する。すなわち、
　1)改善された免疫原性:この組成物は、高齢者(50歳超、通常65歳超)における弱い免疫
応答を若年成人において認められるレベル(抗体および/またはT細胞応答)にまで修復する
のを可能にする、
　2)改善された交差保護プロファイル:変異(ドリフト)インフルエンザ株に対する交差保
護の増大、
　3)この組成物は、類似の応答に使用される抗原用量の低減を可能にし、したがって緊急
の場合に(例えば世界的流行)生産力の増大を保証する。
【００３２】
　本発明の別の態様において、本発明者らはまた、本明細書で定義される水中油型エマル
ジョンアジュバントおよび3D MPLにより、水中油型エマルジョン成分を欠くアジュバント
を用いて生成されたものと同等である、またはそれを超えることがある抗体産生およびB
細胞記憶の両方に対する免疫原性効果が実証されることを見出した。
【００３３】
　こうした知見は、同一の抗原の他の型および他の抗原に適用することができる。
【００３４】
抗原
　本発明において使用することができる抗原には、
　A群連鎖球菌(Group A Streptococcus)またはB群連鎖球菌(Group B Streptococcus)など
に由来する連鎖球菌抗原が含まれるが、肺炎連鎖球菌(Streptococcus pneumoniae)に由来
するものが最も好ましい。タンパク質抗原および/または糖抗原を使用することが最も好
ましい。肺炎連鎖球菌糖抗原および/または少なくとも1つの肺炎連鎖球菌タンパク質抗原
は、ニューモリシン、PspAまたはその膜貫通欠失変異体、PspCまたはその膜貫通欠失変異
体、PsaAまたはその膜貫通欠失変異体、グリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ
、CbpAまたはその膜貫通欠失変異体、PhtA、PhtD、PhtB、PhtE、SpsA、LytB、LytC、LytA
、Sp125、Sp101、Sp128、Sp130およびSp133、またはその免疫学的機能等価物からなる群
から選択されることが最も好ましい。
【００３５】
　少なくとも1種(2、3、4、5、6、7、8、9、または10種)の肺炎連鎖球菌糖抗原および/ま
たは肺炎連鎖球菌タンパク質抗原も好ましく、これは、上記で挙げたタンパク質抗原から
なる群から選択されることが好ましい。
【００３６】
　WO00/56359およびWO02/22167およびWO02/22168(参照により本明細書に組み込まれる)に
ある組成物が記載されている。
【００３７】
　この抗原は、莢膜糖抗原(担体タンパク質とコンジュゲートしていることが好ましい)を
含むことができ、糖(多糖が最も好ましい)は、肺炎球菌の少なくとも4種の血清型に由来
する。好ましくは、この4種の血清型は、6B、14、19F、および23Fを含む。より好ましく
は、この組成物には少なくとも7種の血清型、例えば、血清型4、6B、9V、14、18C、19F、
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および23Fに由来するものが含まれる。さらにより好ましくは、この組成物には少なくと
も11種の血清型が含まれ、例えば、一実施形態における組成物は、血清型1、3、4、5、6B
、7F、9V、14、18C、19F、および23Fに由来する莢膜糖(担体タンパク質とコンジュゲート
していることが好ましい)を含む。本発明の好ましい実施形態において、少なくとも13種
の糖抗原(担体タンパク質とコンジュゲートしていることが好ましい)が含まれるが、さら
なる糖抗原、例えば、23価のもの(血清型1、2、3、4、5、6B、7F、8、9N、9V、10A、11A
、12F、14、15B、17F、18C、19A、19F、20、22F、23F、33Fなど)も本発明によって企図さ
れる。
【００３８】
　高齢者のワクチン接種用(例えば、肺炎予防用)には、血清型8および12Fを(最も好まし
くは、さらに15および22も)上記の11価の抗原性組成物に含めて15価組成物を形成するこ
とが有利であるが、小児または幼児用には(中耳炎がより懸念される)、血清型6Aおよび19
Aを含めて13価組成物を形成することが有利である。
【００３９】
　上記糖は、その完全長の天然多糖の形態であることが有利であるが、必要であれば、タ
ンパク質担体と結合させる場合、なお免疫原性を有する、サイズを縮めた多糖を使用して
もよいことを理解されたい(例えば、EP497524およびEP497525を参照されたい)。
【００４０】
　高齢者(+55歳)集団における肺炎ならびに小児(18カ月以下)および幼児(通常18カ月～5
歳)における中耳炎を予防/寛解するために、本明細書に記載の多価肺炎連鎖球菌糖を、上
記で挙げたタンパク質からなる群から選択されることが好ましい肺炎連鎖球菌タンパク質
と組み合わせることは、本発明の好ましい実施形態である。有利には、肺炎球菌タンパク
質の組合せを以下に記載の通り利用することもできる。
【００４１】
肺炎球菌タンパク質
　肺炎連鎖球菌抗原は、ポリヒスチジントライアッドファミリー(Pht)由来のタンパク質
、Lytファミリー由来のタンパク質、コリン結合タンパク質、LPXTGモチーフ(ただし、Xは
任意のアミノ酸である)を有するタンパク質、LXXCのII型シグナル配列モチーフ(ただし、
Xは任意のアミノ酸である)を有するタンパク質、およびI型シグナル配列モチーフを有す
るタンパク質からなる群から選択されることが好ましい。こうした範疇(またはモチーフ)
内の好ましい例は、以下のタンパク質(またはそのトランケートもしくは免疫学的機能等
価物)である。
【００４２】
　Pht(ポリヒスチジントライアッド)ファミリーは、タンパク質PhtA、PhtB、PhtD、およ
びPhtEを含む。このファミリーは、脂質化配列、プロリンリッチ領域によって隔てられた
2種のドメイン、および金属またはヌクレオシドとの結合活性または酵素活性に関与して
いる可能性があるいくつかのヒスチジントライアッド、(3-5)コイルドコイルの領域、保
存されたN末端、および異種C末端を特徴とする。このファミリーは、試験された肺炎球菌
の全株に存在する。相同タンパク質が他の連鎖球菌およびナイセリア属(Neisseria)にも
認められている。このファミリーの好ましいメンバーは、PhtA、PhtB、およびPhtDを含む
。このメンバーは、PhtAまたはPhtDを含むことがより好ましい。しかし、用語PhtA、PhtB
、PhtD、およびPhtEは、以下の引用において開示されている配列を有するタンパク質、な
らびに引用されるタンパク質と少なくとも90%同一である配列相同性を有する自然に存在
する(および人工の)その変異体を指すことが理解される。この相同性は、少なくとも95%
同一であることが好ましく、97%同一であることが最も好ましい。
【００４３】
　Phtタンパク質に関しては、PhtAがWO98/18930で開示されており、Sp36とも称される。
上述の通り、PhtAは、ポリヒスチジントライアッドファミリー由来のタンパク質であり、
LXXCのII型シグナルモチーフを有する。
【００４４】



(10) JP 2008-534467 A 2008.8.28

10

20

30

40

50

　PhtDは、WO00/37105で開示されており、Sp036Dとも称される。上述の通り、PhtDは、ポ
リヒスチジントライアッドファミリー由来のタンパク質であり、II型LXXCシグナルモチー
フを有する。
【００４５】
　PhtBは、WO00/37105で開示されており、Sp036Bとも称される。PhtBファミリーの別のメ
ンバーは、WO00/17370で開示されているC3分解ポリペプチドである。このタンパク質もポ
リヒスチジントライアッドファミリーに由来し、II型LXXCシグナルモチーフを有する。好
ましい免疫学的機能等価物は、WO98/18930で開示されているタンパク質Sp42である。PhtB
トランケート(約79kD)は、WO99/15675で開示されており、PhtXファミリーのメンバーとも
考えられる。
【００４６】
　PhtEは、WO00/30299で開示されており、BVH-3とも称される。
【００４７】
　SpsAは、WO98/39450で開示されているコリン結合タンパク質(Cbp)である。
【００４８】
　Lytファミリーは、細胞溶解に関連した膜結合タンパク質である。N末端ドメインは、コ
リン結合ドメインを含むが、Lytファミリーは、下記のコリン結合タンパク質ファミリー(
Cbp)ファミリーに見られる特徴をすべて有しているとは限らず、したがって、本発明では
、Lytファミリーは、Cbpファミリーと異なると考えられる。Cbpファミリーと対照的に、C
末端ドメインは、Lytタンパク質ファミリーの触媒ドメインを含有する。このファミリー
は、LytA、LytB、およびLytCを含む。Lytファミリーに関しては、LytAがRondaら., Eur J
 Biochem, 164:621-624 (1987)で開示されている。LytBは、WO98/18930で開示されており
、Sp46とも称される。LytCもWO98/18930で開示されており、Sp91とも称される。このファ
ミリーの好ましいメンバーはLytCである。
【００４９】
　別の好ましい実施形態は、Lytファミリー(特にLytA)のトランケートであり、ここで、
「Lyt」は上記で定義されており、「トランケート」は、コリン結合領域の50%以上を欠い
ているタンパク質を指す。このようなタンパク質は、コリン結合領域全体を欠いているこ
とが好ましい。
【００５０】
　Sp125は、LPXTG(ただし、Xは任意のアミノ酸である)の細胞壁固定化モチーフを有する
肺炎球菌表面タンパク質の一例である。このモチーフを有する肺炎球菌表面タンパク質の
このクラス内にあるどのタンパク質も本発明の状況の中で有用であることが認められてお
り、したがって、本発明のさらなるタンパク質であると考えられる。Sp125はそれ自体、W
O98/18930で開示されており、ZmpB、すなわち亜鉛メタロプロテイナーゼとしても知られ
ている。
【００５１】
　Sp101は、WO98/06734で開示されている(これは参照番号y85993を有する)。これは、I型
シグナル配列を特徴とする。
【００５２】
　Sp133は、WO98/06734で開示されている(これは参照番号y85992を有する)。これも、I型
シグナル配列を特徴とする。
【００５３】
　Sp128およびSp130は、WO00/76540で開示されている。
【００５４】
　本発明において使用されるタンパク質は、群PhtD、PhtA、およびPhtE、またはこうした
タンパク質の2つまたは3つすべての組合せ(すなわち、PhtA+D、A+E、D+E、またはA+D+E)
から選択されることが好ましい。
【００５５】
　含めることができるさらなる肺炎球菌タンパク質抗原は、ニューモリシン(Plyとも称さ
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れる。化学的処理または突然変異によって解毒されることが好ましい。)[WO96/05859、WO
90/06951、WO99/03884]、PsaAおよびその膜貫通欠失変異体(Berry & Paton, Infect Immu
n 1996 Dec;64(12):5255-62)、PspAおよびその膜貫通欠失変異体(US5804193、WO92/14488
、WO99/53940)、PspCおよびその膜貫通欠失変異体(WO97/09994、WO99/53940)、コリン結
合タンパク質(Cbp)ファミリーのメンバー[例えば、CbpAおよびその膜貫通欠失変異体(WO9
7/41151、WO99/51266)]、グリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ(Infect. Immun
. 1996 64:3544)、HSP70(WO96/40928)、PcpA(Sanchez-Beatoら. FEMS Microbiol Lett 19
98, 164:207-14)、M様タンパク質(SB特許出願番号EP0837130)、およびアドヘシン18627(S
B特許出願番号EP0834568)からなる群からの1種または複数である。本発明は、このような
タンパク質の免疫学的機能等価物またはトランケート(上記で定義した通り)も包含する。
【００５６】
　コリン結合タンパク質ファミリーに関しては、このファミリーのメンバーは当初、コリ
ンアフィニティークロマトグラフィーによって精製することができる肺炎球菌タンパク質
として同定された。コリン結合タンパク質はすべて、細胞壁タイコ酸および膜結合リポテ
イコ酸のホスホリルコリン部分に非共有結合している。構造的に、このタンパク質は、全
ファミリーに共通していくつかの領域を有するが、このタンパク質の正確な性質(アミノ
酸配列、長さなど)は異なり得る。通常、コリン結合タンパク質は、N末端領域(N)、保存
された反復領域(R1および/またはR2)、プロリンリッチ領域(P)、およびこのタンパク質の
約半分を占める複数の反復で構成されている保存されたコリン結合領域(C)を含む。本願
明細書では、用語「コリン結合タンパク質ファミリー(Cbp)」は、WO97/41151で同定され
ているコリン結合タンパク質、PbcA、SpsA、PspC、CbpA、CbpD、およびCbpGからなる群か
ら選択される。CbpAはWO97/41151で開示されている。CbpDおよびCbpGはWO00/29434で開示
されている。PspCは、WO97/09994で開示されている。PbcAはWO98/21337で開示されている
。コリン結合タンパク質は、CbpA、PbcA、SpsA、およびPspCからなる群から選択されるこ
とが好ましい。
【００５７】
　Cbpは、利用されるさらなるタンパク質である場合、Cbpトランケートであってよく、こ
こで、「Cbp」は上記で定義されており、「トランケート」は、コリン結合領域(C)の50%
以上を欠いているタンパク質を指す。このようなタンパク質は、コリン結合領域全体を欠
いていることが好ましい。より好ましくは、このようなタンパク質トランケートは、(i)
コリン結合領域および(ii)さらにはタンパク質のN末端半分の一部分を欠いているが、少
なくとも1種の反復領域(R1またはR2)を保持する。さらにより好ましくは、このトランケ
ートは、2種の反復領域(R1およびR2)を有する。このような好ましい実施形態の例は、WO9
9/51266またはWO99/51188で例示されている、NR1xR2、R1xR2、NR1xR2P、およびR1xR2Pで
あるが、類似のコリン結合領域を欠いている他のコリン結合タンパク質も本発明の範囲内
で企図される。
【００５８】
　Cbpトランケート-Lytトランケートキメラタンパク質(または融合体)を本発明の組成物
において使用することもできる。これは、CbpのNR1xR2(またはR1xR2またはNR1xR2Pまたは
R1xR2P)およびLytのC末端部分(Cterm、すなわちコリン結合ドメインを欠いている)(例え
ば、LytCCtermまたはSp91Cterm)を含むことが好ましい。Cbpは、CbpA、PbcA、SpsA、およ
びPspCからなる群から選択されることがより好ましい。Cbpは、CbpAであることがさらに
より好ましい。LytはLytC(Sp91とも称される)であることが好ましい。
【００５９】
　コリン結合ドメイン(C)を欠いており、Lytとの融合タンパク質として発現されるPspAま
たはPsaAトランケートを使用することもできる。LytはLytCであることが好ましい。
【００６０】
　肺炎球菌組成物において、本発明の様々な肺炎球菌タンパク質を組み合わせることが可
能である。
【００６１】
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　本発明のタンパク質の組合せは、LXXC(ただし、Xは、任意のアミノ酸、例えばポリヒス
チジントライアッドファミリー(Pht)である)のII型シグナル配列モチーフを有するタンパ
ク質、コリン結合タンパク質(Cbp)、I型シグナル配列モチーフ(例えば、Sp101)を有する
タンパク質、LPXTGモチーフ(ただし、Xは、任意のアミノ酸、例えばSp128、Sp130である)
を有するタンパク質、毒素(例えば、Ply)などの2種以上(3種または4種)の様々な範疇から
選択されることが好ましい。こうした範疇(またはモチーフ)内の好ましい例は、上述のタ
ンパク質またはその免疫学的機能等価物である。毒素+Pht、毒素+Cbp、Pht+Cbp、および
毒素+Pht+Cbpは、好ましい範疇の組合せである。
【００６２】
　好ましい有益な組合せには、それだけに限らないが、PhtD+NR1xR2、PhtD+NR1xR2-Sp91C
termキメラまたは融合タンパク質、PhtD+Ply、PhtD+Sp128、PhtD+PsaA、PhtD+PspA、PhtA
+NR1xR2、PhtA+NR1xR2-Sp91Ctermキメラまたは融合タンパク質、PhtA+Ply、PhtA+Sp128、
PhtA+PsaA、PhtA+PspA、NR1xR2+LytC、NR1xR2+PspA、NR1xR2+PsaA、NR1xR2+Sp128、R1xR2
+LytC、R1xR2+PspA、R1xR2+PsaA、R1xR2+Sp128、R1xR2+PhtD、R1xR2+PhtAが含まれる。NR
1xR2(またはR1xR2)は、CbpAまたはPspC由来であることが好ましい。これはCbpA由来であ
ることがより好ましい。
【００６３】
　肺炎球菌タンパク質の特に好ましい組合せは、Ply(またはそのトランケートもしくは免
疫学的機能等価物)+PhtD(またはそのトランケートもしくは免疫学的機能等価物)を場合に
よってNR1xR2(またはR1xR2またはNR1xR2PまたはR1xR2P)と共に含む。NR1xR2(またはR1xR2
またはNR1xR2PまたはR1xR2P)は、CbpAまたはPspC由来であることが好ましい。これはCbpA
由来であることがより好ましい。
【００６４】
　抗原は、少なくとも4種の血清型、好ましくは少なくとも7種の血清型、より好ましくは
少なくとも11種の血清型に由来する多糖抗原と、上記のタンパク質からなる群から選択さ
れることが好ましい少なくとも1種、好ましくは2、3、または4種の肺炎連鎖球菌タンパク
質とを含む肺炎球菌糖コンジュゲートであってもよい。このタンパク質のうちの1つは、P
htD(またはその免疫学的機能等価物)および/またはPly(またはその免疫学的機能等価物)
であることが好ましい。
【００６５】
　多糖によるワクチン接種手法に伴う問題は、多糖それ自体が免疫原として劣る事実であ
る。これを克服するために、糖をタンパク質担体とコンジュゲートすることができ、これ
は、バイスタンダーであるT細胞の助けを提供する。したがって、本発明において利用さ
れる糖をこのようなタンパク質担体と結合させることが好ましい。糖免疫原の作製するの
に現在一般に使用されているこのような担体の例には、ジフテリアおよび破傷風トキソイ
ド(それぞれDT、DT CRM197、およびTT)、キーホールリンペットヘモシアニン(KLH)、髄膜
炎菌(N. meningitidis)由来のOMPC、およびツベルクリンの精製タンパク誘導体(PPD)が含
まれる。
【００６６】
　肺炎球菌糖ベースの免疫原性組成物(またはワクチン)用の好ましい担体は、インフルエ
ンザ菌(Haemophilus influenzae)由来のタンパク質D(EP594610-B)またはその断片である
。使用に適した断片には、Tヘルパーエピトープを包含する断片が含まれる。特に、タン
パク質D断片は、タンパク質のN末端3分の1を含有することが好ましいと思われる。タンパ
ク質D担体は、複数の肺炎球菌糖抗原とコンジュゲートされている組成物における担体と
して有用である。組み合わせた1種または複数の肺炎球菌糖は、有利には、タンパク質Dと
コンジュゲートすることができる。
【００６７】
　肺炎球菌糖用の好ましいさらなる担体は、肺炎球菌タンパク質それ自体である(「本発
明の肺炎球菌タンパク質」の節で既に定義した通りである)。
【００６８】
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　この糖は、任意の知られている方法(例えば、Likhiteの米国特許第4,372,945号およびA
rmorらの米国特許第4,474,757号による)により、担体タンパク質と結合させてもよい。CD
APによるコンジュゲーションを実施することが好ましい(WO95/08348)。
【００６９】
　コンジュゲートのタンパク質:糖(重量:重量)比は、好ましくは0.3:1～1:1、より好まし
くは0.6:1～0.8:1、最も好ましくは約0.7:1である。
【００７０】
　本発明の特に好ましい組成物は、1種または複数のコンジュゲートした肺炎球菌糖、お
よび本発明の1種または複数の肺炎球菌タンパク質を含む。さらに、肺炎球菌糖および肺
炎球菌タンパク質は、リン酸アルミニウムに液体の形態で吸着したバルク成分として安定
に保存することができる。
【００７１】
　他の抗原は、好適には、HIV-1(例えば、gagまたはその断片、例えば、p24、tat、nef、
gp120、もしくはgp160またはこれらの任意のものの断片)、ヒトヘルペスウイルス(human 
herpes virus)、例えば、gDもしくはその誘導体または前初期タンパク質、例えば、HSV1
またはHSV2由来のICP27、サイトメガロウイルス(cytomegalovirus)((特にヒト)(例えば、
gBまたはその誘導体)、ロタウイルス(Rotavirus)(弱毒生ウイルスを含む)、エプスタイン
バーウイルス(Epstein Barr virus)(例えば、gp350またはその誘導体)、水痘帯状疱疹ウ
イルス(Varicella Zoster Virus)(例えば、gpI、II、およびIE63)に由来するもの、また
は肝炎ウイルス(hepatitis virus)、例えば、B型肝炎ウイルス(例えばB型肝炎表面抗原ま
たはその誘導体)、A型肝炎ウイルス、C型肝炎ウイルス、およびE型肝炎ウイルスに由来す
るもの、または他のウイルス病原体、例えば、パラミクソウイルス(paramyxovirus):呼吸
器合胞体ウイルス(Respiratory Syncytial virus)(例えば、F、N、M、およびGタンパク質
またはその誘導体)、パラインフルエンザウイルス(parainfluenza virus)、麻疹ウイルス
(measles virus)、ムンプスウイルス(mumps virus)、ヒトパピローマウイルス(例えばHPV
6、11、16、18)、フラビウイルス(flavivirus)(例えば、黄熱ウイルス(Yellow Fever Vir
us)、デングウイルス(Dengue Virus)、ダニ媒介性脳炎ウイルス(Tick-borne encephaliti
s virus)、日本脳炎ウイルス(Japanese Encephalitis Virus))、またはインフルエンザウ
イルス(全生もしくは不活化ウイルス、卵またはMDCK細胞中で増殖したスプリットインフ
ルエンザウイルス、または全インフルエンザビロソーム(R. Gluck, Vaccine, 1992, 10, 
915-920に記載の通り)、またはその精製もしくは組換えタンパク質、例えば、HA、NP、NA
もしくはMタンパク質またはその組合せ)に由来するもの、あるいは細菌病原体、例えば、
淋菌(N. gonorrhea)および髄膜炎菌(例えば莢膜糖およびそのコンジュゲート、トランス
フェリン結合タンパク質、ラクトフェリン結合タンパク質、PilC、アドヘシン)を含めた
ナイセリア属種;化膿性連鎖球菌(S. pyogenes)(例えばMタンパク質またはその断片、C5A
タンパク質分解酵素、リポテイコ酸)、S.アガラクティエ(S. agalactiae)、ミュータンス
連鎖球菌(S. mutans);軟性下疳菌(H. ducreyi);カタル球菌(Branhamella catarrhalis)と
しても知られているモラクセラ・カタラリス(Moraxella catarrhalis)(例えば、高分子量
および低分子量アドヘシンならびにインベイシン)を含めたモラクセラ属種(Moraxella sp
p);百日咳菌(Bordetella pertussis)(例えば、ペルタクチン、百日咳毒素またはその誘導
体、線維状赤血球凝集素、アデニル酸シクラーゼ、線毛)、パラ百日咳菌(B. parapertuss
is)、および気管支敗血症菌(B. bronchiseptica)を含めたボルデテラ属種(Bordetella sp
p);ヒト型結核菌(Mycobacterium tuberculosis)(例えばESAT6、抗原85A、85Bまたは85C)
、ウシ型結核菌(M. bovis)、ライ菌(M. leprae)、トリ型結核菌(M. avium)、パラ結核菌(
M. paratuberculosis)、スメグマ菌(M. smegmatis)を含めたマイコバクテリウム属種(Myc
obacterium spp.);在郷軍人病菌(Legionella pneumophila)を含めたレジオネラ属種(Legi
onella spp);腸管毒素性大腸菌(enterotoxic Escherichia coli)(例えば、定着因子、易
熱性毒素またはその誘導体、耐熱性毒素またはその誘導体)、腸管出血性大腸菌(enterohe
morragic E. coli)、腸管病原性大腸菌(enteropathogenic E. coli)(例えば志賀毒素様毒
素またはその誘導体)を含めたエシェリヒア属種(Escherichia spp);コレラ菌(Vibrio cho
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lera)を含めたビブリオ属種(Vibrio spp)(例えばコレラ毒素またはその誘導体);ソンネ赤
痢菌(Shigella sonnei)、志賀赤痢菌(S. dysenteriae)、フレクスナー赤痢菌(S. flexner
ii)を含めたシゲラ属種(Shigella spp);エンテロコリチカ菌(Yersinia enterocolitica)(
例えばYopタンパク質)、ペスト菌(Y. pestis)、仮性結核菌(Y. pseudotuberculosis)を含
めたエルシニア属種(Yersinia spp);カンピロバクター・ジェジュニ(Campylobacter jeju
ni)(例えば、毒素、アドヘシン、およびインベイシン)およびC.コリ(C. coli)を含めたカ
ンピロバクター属種(Campylobacter spp);チフス菌(Salmonella typhi)、パラチフス菌(S
. paratyphi)、ブタコレラ菌(S. choleraesuis)、腸炎菌(S. enteritidis)を含めたサル
モネラ属種(Salmonella spp);リステリア菌(Listeria monocytogenes)を含めたリステリ
ア属種(Listeria spp.);ピロリ菌(Helicobacter pylori)を含めたヘリコバクター属種(He
licobacter spp)(例えば、ウレアーゼ、カタラーゼ、空胞化毒素);緑膿菌(Pseudomonas a
eruginosa)を含めたシュードモナス属種(Pseudomonas spp);黄色ブドウ球菌(Staphylococ
cus aureus)、表皮ブドウ球菌(S. epidermidis)を含めたブドウ球菌属種(Staphylococcus
 spp.);大便連鎖球菌(Enterococcus faecalis)、エンテロコッカス・フェシウム(E. faec
ium)を含めたエンテロコッカス属種(Enterococcus spp.);破傷風菌(Clostridium tetani)
(例えば、破傷風毒素およびその誘導体)、ボツリヌス菌(C. botulinum)(例えば、ボツリ
ヌストキシンおよびその誘導体)、C.ディフィシレ(C. difficile)(例えば、クロストリジ
ウム毒素AまたはBおよびその誘導体)を含めたクロストリジウム属種(Clostridium spp.);
炭疽菌(Bacillus anthracis)(例えば、ボツリヌストキシンおよびその誘導体)を含めたバ
シラス属(Bacillus spp.);ジフテリア菌(Corynebacterium diphtheriae)(例えば、ジフテ
リア毒素およびその誘導体)を含めたコリネバクテリウム属種(Corynebacterium spp.);ラ
イム病菌(Borrelia burgdorferi)(例えば、OspA、OspC、DbpA、DbpB)、B.ガリニ(B. gari
nii)(例えば、OspA、OspC、DbpA、DbpB)、B.アフゼリ(B. afzelii)(例えば、OspA、OspC
、DbpA、DbpB)、B.アンデルソニ(B. andersonii)(例えば、OspA、OspC、DbpA、DbpB)、B.
ヘルムシ(B. hermsii)を含めたボレリア属種(Borrelia spp.);エーリキア・エクイ(Ehrli
chia equi)およびヒト顆粒球エーリキア症の病原体を含めたエーリキア属種(Ehrlichia s
pp.);ロッキー山紅斑熱リケッチア(Rickettsia rickettsii)を含めたリケッチア属種(Ric
kettsia spp);トラコーマクラミジア(Chlamydia trachomatis)(例えば、MOMP、ヘパリン
結合タンパク質)、肺炎クラミジア(C. pneumoniae)(例えば、MOMP、ヘパリン結合タンパ
ク質)、オウム病クラミジア(C. psittaci)を含めたクラミジア属種(Chlamydia spp.);レ
プトスピラ・インテロガンス(Leptospira interrogans)を含めたレプトスピラ属種(Lepto
spira spp.);梅毒トレポネーマ(Treponema pallidum)(例えば、稀な外膜タンパク質)、T.
デンティコラ(T. denticola)、T.ハイオディセンテリエ(T. hyodysenteriae)を含めたト
レポネーマ属種(Treponema spp.)に由来するもの;あるいは寄生虫、例えば、熱帯熱マラ
リア原虫(Plasmodium falciparum)を含めたプラスモディウム属種(Plasmodium spp.);ト
キソプラズマ原虫(Toxoplasma gondii)(例えば、SAG2、SAG3、Tg34)を含めたトキソプラ
ズマ属種(Toxoplasma spp.);赤痢アメーバ(Entamoeba histolytica)を含めたエントアメ
ーバ属種(Entamoeba spp.);バベシア・ミクロチ(Babesia microti)を含めたバベシア属種
(Babesia spp.);クルーズトリパノソーマ(Trypanosoma cruzi)を含めたトリパノソーマ属
種(Trypanosoma spp.);ランブル鞭毛虫(Giardia lamblia)を含めたジアルジア属種(Giard
ia spp.);森林型熱帯リーシュマニア(Leshmania major)を含めたリーシュマニア属種(Les
hmania spp.);ニューモシスティス・カリニ(Pneumocystis carinii)を含めたニューモシ
スチス属種(Pneumocystis spp.);膣トリコモナス(Trichomonas vaginalis)を含めたトリ
コモナス属種(Trichomonas spp.);マンソン住血吸虫(Schisostoma mansoni)を含めた住血
吸虫属種(Schisostoma spp.)に由来するもの;あるいは酵母菌、例えば、カンジダアルビ
カンス(Candida albicans)を含めたカンジダ属種(Candida spp.);クリプトコッカス・ネ
オフォルマンス(Cryptococcus neoformans)を含めたクリプトコッカス属種(Cryptococcus
 spp.)に由来するものである。
【００７２】
　ヒト型結核菌に特異的な他の好ましい抗原は、例えば、Tb Ra12、Tb H9、Tb Ra35、Tb3
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8-1、Erd14、DPV、MTI、MSL、mTTC2、およびhTCC1(WO99/51748)である。また、ヒト型結
核菌のタンパク質には、ヒト型結核菌の少なくとも2種、好ましくは3種のポリペプチドが
融合してより大きなタンパク質となっている融合タンパク質およびその変異体が含まれる
。好ましい融合体には、Ra12-TbH9-Ra35、Erd14-DPV-MTI、DPV-MTI-MSL、Erd14-DPV-MTI-
MSL-mTCC2、Erd14-DPV-MTI-MSL、DPV-MTI-MSL-mTCC2、およびTbH9-DPV-MTIが含まれる(WO
99/51748)。
【００７３】
　クラミジアの最も好ましい抗原には、例えば、高分子量タンパク質(HWMP)(WO99/17741)
、ORF3(EP366412)、および推定膜タンパク質(Pmp)が含まれる。組成物の他のクラミジア
抗原は、WO99/28475に記載の群から選択することができる。
【００７４】
　好ましい細菌組成物は、B型インフルエンザ菌(例えば、PRPおよびそのコンジュゲート)
、分類不能型インフルエンザ菌を含めたヘモフィルス属種に由来する抗原、例えば、OMP2
6、高分子量アドヘシン、P5、P6、タンパク質Dおよびリポタンパク質D、ならびにフィン
ブリンおよびフィンブリン由来ペプチド(US5,843,464)またはその多コピー変異体もしく
は融合タンパク質を含む。
【００７５】
　B型肝炎表面抗原の誘導体は、当技術分野で周知であり、これには、特に、欧州特許出
願EP-A-414374、EP-A-0304578、およびEP198-474に記載されているこうしたPreS1、PreS2
 S抗原が含まれる。好ましい一態様において、本発明のワクチン製剤は、特にCHO細胞内
で発現されるHIV-1抗原gp120を含む。さらなる実施形態において、本発明の組成物は、上
記で定義されるgD2tを含む。
【００７６】
　本発明の好ましい実施形態において、組成物は、陰部疣贅の原因と考えられるヒトパピ
ローマウイルス(HPV)(HPV6またはHPV11など)、および子宮頸癌の原因と考えられるHPVウ
イルス(HPV16、HPV18など)に由来する抗原を含有する。
【００７７】
　陰部疣贅予防または治療のための組成物の特に好ましい形態は、HPVタンパク質E1、E2
、E5、E6、E7、L1、およびL2から選択される1種または複数の抗原を含む、L1粒子またはL
1カプソマーおよび融合タンパク質を含む。
【００７８】
　融合タンパク質の最も好ましい形態は、WO96/26277で開示されているL2E7、およびGB97
17953.5(PCT/EP98/05285)で開示されているタンパク質D(1/3)-E7である。
【００７９】
　HPV頸部感染または子宮頸癌予防または治療のための好ましい組成物は、HPV16またはHP
V18抗原を含むことができる。例えば、L1もしくはL2抗原モノマー、またはウイルス様粒
子(VLP)として一緒に提供されるL1もしくはL2抗原、またはVLPもしくはカプソマー構造と
して単独で提示されるL1単独のタンパク質である。このような抗原、ウイルス様粒子、お
よびカプソマーはそれ自体既知である。例えば、WO94/00152、WO94/20137、WO94/05792、
およびWO93/02184を参照されたい。
【００８０】
　E7、E2、または好ましくはE5などの追加の初期タンパク質を単独で、または融合タンパ
ク質として含めてもよく、例えば、この特に好ましい実施形態には、L1E7融合タンパク質
を含むVLPが含まれる(WO96/11272)。
【００８１】
　特に好ましいHPV16抗原は、初期タンパク質E6またはE7をタンパク質D担体と融合した形
態で含んで、HPV16由来のタンパク質D-E6もしくはE7融合体またはその組合せ;またはE6も
しくはE7とL2との組合せを形成する(WO96/26277)。
【００８２】
　あるいは、HPV16またはHPV18初期タンパク質E6およびE7は、単一分子、好ましくはタン
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パク質D-E6/E7融合体として提供することができる。このような組成物は、HPV18由来のE6
およびE7タンパク質のいずれかまたは両方を、好ましくはタンパク質D-E6もしくはタンパ
ク質D-E7融合タンパク質またはタンパク質D E6/E7融合タンパク質の形態で場合によって
含有していてもよい。
【００８３】
　本発明の組成物は、他のHPV株、好ましくは株HPV31または33由来の抗原をさらに含むこ
とができる。
【００８４】
　本発明の組成物は、マラリアを引き起こす寄生虫に由来する抗原をさらに含む。例えば
、熱帯熱マラリア原虫由来の好ましい抗原には、スポロゾイト周囲タンパク質(CSタンパ
ク質)、RTS,S、MSP1、MSP3、LSA1、LSA3、AMA1、およびTRAPが含まれる。RTSは、B型肝炎
表面抗原のpreS2部分の4アミノ酸を介して、B型肝炎ウイルスの表面(S)抗原に連結した、
熱帯熱マラリア原虫のスポロゾイト周囲(CS)タンパク質のC末端部分をほぼすべて含むハ
イブリッドタンパク質である。その完全構造は、番号WO93/10152の下で公開された国際特
許出願番号PCT/EP92/02591で開示されており、これは英国特許出願第9124390.7号の優先
権を主張する。RTSは、酵母菌で発現される場合、リポタンパク質粒子として産生され、
またHBV由来のS抗原と共発現される場合、RTS,Sとして知られている混合粒子が生じる。T
RAP抗原は、WO90/01496の下で公開された国際特許出願番号PCT/GB89/00895に記載されて
いる。本発明の好ましい実施形態は、抗原性調製物がRTS,SおよびTRAP抗原の組合せを含
むマラリアワクチンである。多価マラリアワクチンの成分となる候補である可能性が高い
他のプラスモディウム抗原は、熱帯熱マラリア原虫MSP1、AMA1、MSP3、EBA、GLURP、RAP1
、RAP2、Sequestrin、PfEMP1、Pf332、LSA1、LSA3、STARP、SALSA、PfEXP1、Pfs25、Pfs2
8、PFS27/25、Pfs16、Pfs48/45、Pfs230、およびプラスモディウム属種におけるそのアナ
ログである。本発明の一実施形態は、RTS,SもしくはCSタンパク質またはRTS,SのCS部分な
どのその断片を、例えば、MPS1、MSP3、AMA1、LSA1またはLSA3からなる群から選択するこ
とができる1種または複数のさらなるマラリア抗原と組み合わせて含む組成物である。
【００８５】
　この組成物は、抗腫瘍抗原を含有することもでき、免疫療法による癌治療に有用であり
得る。例えば、この抗原は、前立腺癌、乳癌、結腸直腸癌、肺癌、膵癌、腎癌、または黒
色腫に対する抗原などの腫瘍拒絶抗原であってもよい。例示的な抗原には、MAGE1、MAGE3
、およびMAGE4、またはWO99/40188で開示されているものなど他のMAGE抗原、PRAME、BAGE
、Lage(NY Eos1としても知られている)、SAGE、およびHAGE(WO99/53061)またはGAGE(Robb
ins and Kawakami, 1996, Current Opinions in Immunology 8, pps 628-636; Van den E
yndeら., International Journal of Clinical & Laboratory Research (submitted 1997
); Correaleら. (1997), Journal of the National Cancer Institute 89, p293)が含ま
れる。実際、こうした抗原は、黒色腫、肺癌、肉腫、および膀胱癌などの種々の腫瘍型に
おいて発現される。
【００８６】
　本発明において使用するためのMAGE抗原は、発現エンハンサーまたは免疫学的融合パー
トナーとの融合タンパク質として発現させてもよい。特に、Mageタンパク質は、B型イン
フルエンザ菌由来のタンパク質Dまたはその脂質化誘導体と融合してもよい。特に、この
融合パートナーは、タンパク質Dの最初の3分の1を含むことができる。このような構築物
はWO99/40188で開示されている。
【００８７】
　他の腫瘍特異的な抗原には、それだけには制限されないが、GM2、GM3などのKSA(GA733)
腫瘍特異的ガングリオシド、または担体タンパク質とのそのコンジュゲートが含まれ、あ
るいは前記抗原は、多く癌の治療または免疫去勢において有用である10アミノ酸長の短ペ
プチドの全長ゴナドトロピンホルモン放出ホルモン(GnRH、WO95/20600)などの自己ペプチ
ドホルモンであってよい。
【００８８】
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　好ましい実施形態において、前立腺特異抗原(PSA)、PAP、PSCA(PNAS 95(4) 1735 -1740
 1998)、PSMA、またはプロスターゼ(Prostase)として知られている抗原などの前立腺抗原
が利用される。
【００８９】
　プロスターゼは、保存されたセリンプロテアーゼ触媒トライアッドH-D-Sおよびアミノ
末端プレプロペプチド配列を有する、254アミノ酸長の前立腺特異的セリンプロテアーゼ(
トリプシン様)であり、潜在的な分泌機能を示す(P. Nelson, Lu Gan, C. Ferguson, P. M
oss, R. Gelinas, L. Hood & K. Wand, "Molecular cloning and characterisation of p
rostase, an androgen-regulated serine protease with prostate restricted expressi
on, In Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1999) 96, 3114-3119)。推定グリコシル化部位が
記載されている。その予測構造は、他の既知のセリンプロテアーゼと極めて類似しており
、成熟ポリペプチドが単一ドメインに折り畳まれることが示さている。この成熟タンパク
質は、224アミノ酸長であり、1つのA2エピトープが自然にプロセシングされることが示さ
れている。
【００９０】
　プロスターゼヌクレオチド配列および推定ポリペプチド配列およびホモログは、Fergus
on,ら. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1999, 96, 3114-3119)、ならびに国際特許出願番
号WO98/12302(さらに、対応する付与特許US5,955,306)、WO98/20117(さらに、対応する付
与特許US5,840,871およびUS5,786,148)(前立腺特異的カリクレイン)、およびWO00/04149(
P703P)で開示されている。
【００９１】
　本発明は、プロスターゼタンパク質ベースのプロスターゼタンパク質融合体ならびにそ
の断片およびホモログ(「誘導体」)を含む組成物を提供する。このような誘導体は、前立
腺腫瘍の治療に適した治療用ワクチン製剤における使用に適している。通常、この断片は
、上記の参照特許および特許出願で開示されている通り、少なくとも20個、好ましくは50
個、より好ましくは100個の連続するアミノ酸を含有する。
【００９２】
　さらなる好ましい前立腺抗原は、WO98/37814の配列番号113であるP501Sとして知られて
いる。免疫原性断片およびその部分は、上記の参照特許出願で開示されている通り、少な
くとも20個、好ましくは50個、より好ましくは100個の連続するアミノ酸を含む。例えば
、PS108(WO98/50567)を参照されたい。
【００９３】
　他の前立腺特異抗原は、WO98/37418およびWO/004149により知られている。別の抗原はS
TEAPである(PNAS 96 14523 14528 7-12 1999)。
【００９４】
　本発明の状況において有用な他の腫瘍関連抗原には、Plu-1(J Biol. Chem 274 (22) 15
633-15645, 1999)、HASH-1、HasH-2、クリプト(Cripto)(Salomonら Bioessays 199, 21 6
1-70、米国特許第5654140号)、クリプチン(Criptin)(米国特許第5981215号)が含まれる。
さらに、特に癌の治療に関連する抗原はまた、チロシナーゼおよびサバイビンを含む。
【００９５】
　Muc1などのムチン由来のペプチドについては、例えば、US5744,144、US5827,666、WO88
05054、US4,963,484を参照されたい。Muc1ペプチドの少なくとも1個の反復単位、好まし
くは少なくとも2個のこのような反復を含み、SM3抗体(US6054438)によって認識されるMuc
1由来ペプチドが具体的に企図されている。他のムチン由来ペプチドにはMuc5由来のペプ
チドが含まれる。
【００９６】
　本発明の抗原は、her2/Neu、マンマグロビン(米国特許第5668267号)、またはWO/005216
5、WO99/33869、WO99/19479、WO98/45328で開示されているものなど、乳癌抗原であって
もよい。Her2 neu抗原は、特に、米国特許第5,801,005号で開示されている。Her2 neuは
、細胞外ドメイン全体(約1～645アミノ酸を含む)またはその断片、およびC末端の約580ア
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ミノ酸である細胞内ドメイン全体またはその少なくとも1つの免疫原性部分を含むことが
好ましい。特に、この細胞内部分は、リン酸化ドメインまたはその断片を含むべきである
。このような構築物はWO00/44899で開示されている。特に好ましい構築物は、ECD PDとし
て知られており、もう一方はECD PDとして知られている(WO/00/44899参照)。本明細書で
使用されるher2 neuは、ラット、マウス、またはヒトに由来し得る。
【００９７】
　この組成物は、腫瘍支持機序(例えば、血管形成、腫瘍浸潤)に関連する抗原、例えば、
tie2、VEGFを含有していてもよい。
【００９８】
　本発明の組成物に、ボレリア属種に由来する抗原を使用してもよいことが予測される。
例えば、抗原には、核酸、病原体由来の抗原または抗原性調製物、組換えにより産生され
たタンパク質またはペプチド、およびキメラ融合タンパク質が含まれ得る。特に、この抗
原はOspAである。OspAは、(Lipo-OspA)と称される、宿主細胞(大腸菌(E.Coli))によって
脂質化された形態の完全成熟タンパク質、または脂質化されていない誘導体であってよい
。このような脂質化されていない誘導体には、インフルエンザウイルスの非構造タンパク
質(NS1)のN末端の最初の81アミノ酸および完全OspAタンパク質を有する脂質化されていな
いNS1-OspA融合タンパク質が含まれ、さらに、MDP-OspAは、N末端の追加の3アミノ酸を有
するOspAの脂質化されていない形態である。
【００９９】
　本発明の組成物は、アレルギーを予防または治療するために使用することができる。こ
のようなワクチンは、アレルゲン特異的抗原(例えば、Der p1)およびアレルゲン非特異的
抗原(例えば、それだけには制限されないが、stanworthのデカペプチド(EP0477231B1)を
含めた、ヒトIgEに由来するペプチド)を含むはずである。
【０１００】
　本発明の組成物は、アレルギー、癌、または感染症以外に、慢性障害を予防または治療
するために使用することもできる。このような慢性障害は、アテローム性動脈硬化症、ア
ルツハイマーなどの疾患である。
【０１０１】
　本発明の組成物は、特に、慢性状態、癌などの疾患の免疫療法による治療に適している
が、持続感染の治療にも適している。したがって、本発明の組成物は、特に、結核(TB)、
AIDS、B型肝炎(HepB)ウイルス感染などの感染症の免疫療法に適している。
【０１０２】
　また、AIDSの状況では、AIDSに感染しやすい、またはAIDSを患う個体を治療する方法が
提供される。本発明のワクチンを個体に投与し、それにより後のHIV感染によって引き起
こされるCD4+T細胞減少の量を低減し、またはHIVに既に感染した個体のCD4+T細胞減少を
鈍化または停止させることを含む方法である。
【０１０３】
　他の抗原には、上記のこうした肺炎球菌抗原以外に(またはそれに加えて)、細菌(好ま
しくは莢膜)糖が含まれる。多糖抗原は、好都合には、リン酸アルミニウムに吸着した液
体バルクとして保存される。したがって、前記液体バルクを本発明のオイルエマルジョン
と即座に混合することにより本発明のワクチン組成物を生成することが容易である。他の
細菌糖は、髄膜炎菌血清型Aの莢膜糖(MenA)、髄膜炎菌血清型Cの莢膜糖(MenC)、髄膜炎菌
血清型Yの莢膜糖(MenY)、髄膜炎菌血清型W-135の莢膜糖(MenW)、B群連鎖球菌I群の莢膜糖
、B群連鎖球菌II群の莢膜糖、B群連鎖球菌III群の莢膜糖、B群連鎖球菌IV群の莢膜糖、B
群連鎖球菌V群の莢膜糖、黄色ブドウ球菌5型の莢膜糖、黄色ブドウ球菌8型の莢膜糖、チ
フス菌由来のVi糖、髄膜炎菌LPS、モラクセラ・カタラリスLPS、およびインフルエンザ菌
LPSからなる群から選択されることが好ましい。LPSとは、天然リポ多糖(またはリポオリ
ゴ糖)もしくは脂質部分がいくつかの既知の任意の方法(例えば、WO97/18837またはWO98/3
3923を参照されたい)によって解毒されているリポ多糖、または前記LPSに由来するO-多糖
を含む任意の分子のいずれかを意味する。髄膜炎菌LPSとは、12種の既知の免疫型(L1、L2
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、L3、L4、L5、L6、L7、L8、L9、L10、L11、またはL12)のうちの1種または複数を意味す
る。
【０１０４】
　特に好ましい組合せは、1)コンジュゲートHib、コンジュゲートMenA、およびコンジュ
ゲートMenC、2)コンジュゲートHib、コンジュゲートMenY、およびコンジュゲートMenC、3
)コンジュゲートHibおよびコンジュゲートMenC、ならびに4)コンジュゲートMenA、コンジ
ュゲートMenC、コンジュゲートMenY、およびコンジュゲートMenW-135を含む組成物である
。上記各コンジュゲート中のPSの量は、ヒト用量0.5mL当たりそれぞれ5gまたは10gであっ
てよい。Hib、MenA、MenC、MenW-135、およびMenYは、TTコンジュゲートであることが好
ましい。
【０１０５】
　多糖によるワクチン接種手法に伴う問題は、多糖それ自体が免疫原として劣る事実であ
る。これを克服するために、本発明の糖をタンパク質担体とコンジュゲートすることがで
き、これは、バイスタンダーであるT細胞の助けを提供する。したがって、本発明におい
て利用される糖をこのようなタンパク質担体と結合させることが好ましい。糖免疫原を作
製するのに現在一般に使用されているこのような担体の例には、ジフテリアおよび破傷風
トキソイド(それぞれDT、DT CRM197、およびTT)、キーホールリンペットヘモシアニン(KL
H)、インフルエンザ菌由来のタンパク質D(EP594610-B)、髄膜炎菌由来のOMPC、およびツ
ベルクリンの精製タンパク誘導体(PPD)が含まれる。
【０１０６】
　この糖は、任意の知られている方法(例えば、Likhiteの米国特許第4,372,945号およびA
rmorらの米国特許第4,474,757号による)により、担体タンパク質と結合させてもよい。CD
APによるコンジュゲーションを実施することが好ましい(WO95/08348)。
【０１０７】
　コンジュゲートのタンパク質:糖(重量:重量)比は、好ましくは0.3:1～1:1、より好まし
くは0.6:1～0.8:1、最も好ましくは約0.7:1である。
【０１０８】
　肺炎球菌および様々な病原体からの保護を提供する抗原の組合せは本発明に包含される
。小児が受ける注射の数を低減するために、現在多くの小児科ワクチンが混合ワクチンと
して提供されている。したがって、小児科ワクチン用に、他の病原体に由来する他の抗原
を本発明の肺炎球菌ワクチンと共に配合してもよい。例えば、本発明のワクチンは、ジフ
テリアトキソイド(DT)、破傷風トキソイド(TT)、および百日咳成分[通常、解毒された百
日咳トキソイド(PT)および線維状赤血球凝集素(FHA)を任意選択のペルタクチン(PRN)およ
び/またはアグルチニン1+2と共に]を含む周知の「3価」混合ワクチン、例えば、DT、TT、
PT、FHA、およびPRN抗原を含有する市販のワクチンINFANRIX-DTPa(商標)(SmithKlineBeec
ham Biologicals)と共に、または例えば、SmithKlineBeecham Biologicals s.a.からTrit
anrix(商標)として市販されている全細胞百日咳成分と共に配合する(または別々であるが
同時に投与する)ことができる。この混合ワクチンは、B型肝炎表面抗原(HBsAg)、ポリオ
ウイルス抗原(例えば、不活化3価ポリオウイルス-IPV)、モラクセラ・カタラリス外膜タ
ンパク質、分類不能型インフルエンザ菌タンパク質、髄膜炎菌B型外膜タンパク質などの
他の抗原を含むこともできる。
【０１０９】
　混合ワクチン(特に、中耳炎の予防用)中に含めることができる好ましいモラクセラ・カ
タラリスタンパク質抗原の例は、OMP106[WO97/41731(Antex)およびWO96/34960(PMC)];OMP
21;LbpAおよび/またはLbpB[WO98/55606(PMC)];TbpAおよび/またはTbpB[WO97/13785および
WO97/32980(PMC)];CopB[Helminen ME,ら. (1993) Infect. Immun. 61:2003-2010];UspA1
および/またはUspA2[WO93/03761(テキサス大学)];OmpCD;HasR(PCT/EP99/03824);PilQ(PCT
/EP99/03823);OMP85(PCT/EP00/01468);lipo06(GB9917977.2);lipo10(GB9918208.1);lipo1
1(GB9918302.2);lipo18(GB9918038.2);P6(PCT/EP99/03038);D15(PCT/EP99/03822);OmplA1
(PCT/EP99/06781);Hly3(PCT/EP99/03257);およびOmpEである。混合ワクチン(特に、中耳
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炎の予防用)中に含めることができる分類不能型インフルエンザ菌抗原の例には、フィン
ブリンタンパク質[(US5766608-オハイオ州立研究財団(Ohio State Research Foundation)
)]およびそれに由来する融合ペプチド[例えば、LB1(f)ペプチド融合体;US5843464(OSU)ま
たはWO99/64067];OMP26[WO97/01638(Cortecs)];P6[EP281673(ニューヨーク州立大学)];Tb
pAおよび/またはTbpB;Hia;Hsf;Hin47;Hif;Hmw1;Hmw2;Hmw3;Hmw4;Hap;D15(WO94/12641);タ
ンパク質D(EP594610);P2;およびP5(WO94/26304)が含まれる。
【０１１０】
　企図される他の組合せは、例えば、インフルエンザ(弱毒化、スプリット、またはサブ
ユニット)[例えば、表面糖タンパク質ノイラミニダーゼ(NA)および赤血球凝集素(HA)、例
えば、Chaloupka I.ら, Eur. Journal Clin. Microbiol. Infect. Dis. 1996, 15:121-12
7を参照されたい]、RSV(例えば、FおよびG抗原またはF/G融合体、例えば、Schmidt A. C.
ら, J Virol, May 2001, p4594-4603を参照されたい)、PIV3(例えば、HNおよびFプロテイ
ン、例えば、上記Schmidtら.を参照されたい)、水痘(例えば、弱毒化、糖タンパク質I～V
など)、およびMMR(麻疹、流行性耳下腺炎、風疹)の任意(またはすべて)の成分由来のウイ
ルス抗原と組み合わせた、本発明の肺炎球菌糖およびタンパク質である。
【０１１１】
　中耳炎を包括的に治療または予防するための本発明によって企図される好ましい小児科
混合ワクチンは、1種または複数の肺炎連鎖球菌糖抗原(タンパク質Dとコンジュゲートし
ていることが好ましい)、1種または複数の肺炎球菌タンパク質(上記のものが好ましい)、
およびモラクセラ・カタラリスおよび/または分類不能型インフルエンザ菌由来の1種また
は複数の表面露出抗原を含む。タンパク質Dは、本来、B細胞によって媒介される分類不能
型インフルエンザ菌(ntHi)からの保護を生じることが可能な免疫原であるので、有利には
、肺炎球菌糖のタンパク質担体として使用することができる(上述の通り)。モラクセラ・
カタラリスまたは分類不能型インフルエンザ菌抗原は、サブユニット型のワクチン中に含
めることができ、または細菌から作製される外膜小胞(小疱)の表面上に存在する抗原とし
て添加してもよい。
【０１１２】
好ましい抗原
　上述の通り、一態様において、本発明は、感染および/または疾患を予防するための免
疫原性組成物の製造における、
　(a)抗原、および
　(d)水中油型エマルジョンアジュバント、および
　(e)3D MPL
を含む組成物の使用に関し、前記水中油型エマルジョンは、代謝可能なオイル、ステロー
ル、および乳化剤を含む。
【０１１３】
　したがって、本発明の組成物は、この組成物によって予防または寛解することが可能な
感染および/または疾患に使用され、この組成物において、好適には抗原が疾患に関連し
た病原体(細菌またはウイルスなど)に由来または関連している。
【０１１４】
　A型およびB型インフルエンザウイルス、HPV抗原、RSV AおよびB、SARS、連鎖球菌、VZV
、ライノウイルス(rhinovirus)、パラインフルエンザウイルスに由来する抗原は、スプリ
ットインフルエンザ、VZV gE、VZV IE63、および肺炎連鎖球菌由来のPhtDなど本発明にお
いて使用することが好ましい。しかし、任意の適切な抗原を使用してもよい。
【０１１５】
　一実施形態において、本発明において使用される組成物は、インフルエンザサブユニッ
ト抗原をMF59(商標)アジュバントと共には含んでいない。
【０１１６】
　本発明のすべての態様について、抗原は、CD4 T細胞エピトープまたはB細胞エピトープ
を含む、または好適には両方とも含むことが好ましい。
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【０１１７】
インフルエンザウイルス株および抗原
　本発明に従って使用するためのインフルエンザウイルスまたはその抗原性調製物は、ス
プリットインフルエンザウイルスまたはそのスプリットウイルス抗原性調製物であってよ
い。代替の実施形態において、インフルエンザ調製物は、別の種類の不活化インフルエン
ザ抗原、例えば、不活化全ウイルスもしくは精製されたHAおよびNA(サブユニットワクチ
ン)、またはインフルエンザビロソームを含有してもよい。さらに別の実施形態において
、インフルエンザウイルスは、弱毒生インフルエンザ調製物であってよい。
【０１１８】
　本発明に従って使用するためのスプリットインフルエンザウイルスまたはそのスプリッ
トウイルス抗原性調製物は、好適には、ウイルス粒子が、脂質エンベロープを溶解するた
めの界面活性剤または他の試薬を用いて破壊されている不活化ウイルス調製物である。ス
プリットウイルスまたはそのスプリットウイルス抗原性調製物は、好適には、可溶化濃度
の有機溶剤または界面活性剤を用いて感染性のまたは不活化された全インフルエンザウイ
ルスを断片化し、続いて可溶化剤のすべてまたは大部分およびウイルス性脂質材料の一部
または大部分を除去することによって調製される。そのスプリットウイルス抗原性調製物
とは、スプリットウイルス成分の抗原特性の大部分を保持しながらスプリットウイルスと
比較してある程度精製されていてよいスプリットウイルス調製物を意味する。例えば、卵
において製造する場合、スプリットウイルスは卵夾雑タンパク質から除去することができ
、または細胞培養において製造する場合、スプリットウイルスは宿主細胞夾雑物から除去
することができる。スプリットウイルス抗原性調製物は、２種以上のウイルス株のスプリ
ットウイルス抗原成分を含むことができる。スプリットウイルスを含有するワクチン(「
インフルエンザスプリットワクチン」と呼ばれる)またはスプリットウイルス抗原性調製
物は通常、残余のマトリックスタンパク質および核タンパク質、および時には脂質、なら
びに膜エンベロープタンパク質を含有する。このようなスプリットウイルスワクチンは通
常、ウイルス構造タンパク質の大部分または全種類を含有するが、それらは全ウイルスに
存在するのと同じ割合であるとは限らない。
【０１１９】
　別の実施形態において、インフルエンザウイルス調製物は、精製されたサブユニットイ
ンフルエンザの形態である。サブユニットインフルエンザワクチンは通常、2種の主要な
エンベロープタンパク質、HAおよびNAを含有しており、サブユニットインフルエンザワク
チンは特に若年のワクチン受容者において通常反応原性が少ないので、全ビリオンワクチ
ンに勝る追加の利点を有し得る。サブユニットワクチンは、組換えにより、または破壊さ
れたウイルス粒子からの精製により作製することができる。
【０１２０】
　別の実施形態において、インフルエンザウイルス調製物は、ビロソームの形態である。
ビロソームは、ビロソームのリン脂質二分子膜中に挿入された、標準的な高次構造(authe
ntic conformation)の機能的ウイルスエンベロープ糖タンパク質HAおよびNAを保持する球
状の単層小胞である。
【０１２１】
　前記インフルエンザウイルスまたはその抗原性調製物は、卵由来または組織培養由来で
あってよい。
【０１２２】
　例えば、本発明によるインフルエンザウイルス抗原またはその抗原性調製物は、卵でイ
ンフルエンザウイルスを増殖し、収集された尿膜腔液を精製することによる従来の発育鶏
卵法に由来するものであってよい。卵は、突然の通知に対しても数多く蓄積することがで
きる。あるいは、上記ウイルス抗原またはその抗原性調製物は、組織培養を使用して、ウ
イルスを増殖させるか、または組換えインフルエンザウイルス表面抗原を発現させる任意
の新たな作製方法に由来するものであってよい。ウイルスを増殖させるための適切な細胞
基質には、例えば、MDCK、MDCKのクローン由来の細胞、またはMDCK様細胞などのイヌ腎細
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胞、ベロ細胞を含めたAGMK細胞などのサル腎細胞、適切なブタ細胞系、またはワクチン用
にインフルエンザウイルスを作製するのに適したあらゆる他の種類の哺乳動物細胞が含ま
れる。適切な細胞基質には、ヒト細胞、例えば、MRC-5細胞も含まれる。適切な細胞基質
は細胞系に限られることなく、例えば、ニワトリ胚線維芽細胞などの一次細胞およびトリ
の細胞系も含まれる。
【０１２３】
　インフルエンザウイルス抗原またはその抗原性調製物は、いくつかの商用の方法の任意
のもの、例えば、参照により本明細書に組み込まれる特許第DD 300833号および第DD 2114
44号に記載されたスプリットインフルエンザ方法によって作製することもできる。従来よ
り、スプリットインフルエンザは、リン酸トリ-n-ブチルまたはTween(商標)と組み合わせ
たジエチルエーテル(「Tween-エーテル」スプリット剤として知られている)などの溶剤/
界面活性剤処理を使用して作製され、この方法は一部の製造施設でいまだ使用されている
。現在使用されている他のスプリット剤には、界面活性剤、タンパク質分解酵素、または
胆汁酸塩、例えば、参照により本明細書に組み込まれる特許第DD 155875号に記載のデオ
キシコール酸ナトリウムが含まれる。スプリット剤として使用することができる界面活性
剤には、カチオン性界面活性剤、例えば、臭化セチルトリメチルアンモニウム(CTAB)、他
のイオン性界面活性剤、例えば、ラウリル硫酸塩、タウロデオキシコール酸塩、または非
イオン界面活性剤、例えば、Triton X-100(例えば、Linaら, 2000, Biologicals 28, 95-
103に記載の方法におけるもの)およびTriton N-101を含めた上記界面活性剤、または任意
の２以上の界面活性剤の組合せが含まれる。
【０１２４】
　スプリットワクチンの調製方法には、様々に組み合わされた、超遠心分離、限外濾過、
ゾーン遠心分離、クロマトグラフィー(例えば、イオン交換)ステップなど、いくつかの様
々な濾過および/または他の分離ステップ、および場合によっては、例えば、加熱、ホル
ムアルデヒドもしくはβ-プロピオラクトン、またはUVによる、スプリット前または後に
実施してもよい不活化ステップが含まれ得る。スプリット方法は、バッチ法、連続法、ま
たは半連続法として実施することができる。スプリット免疫原性組成物の好ましいスプリ
ットおよび精製方法は、WO02/097072に記載されている。
【０１２５】
　本発明による好ましいスプリットインフルエンザワクチン抗原調製物は、製造課程で残
存したある剰余量のTween80および/またはTriton X-100を含むが、これらは、スプリット
抗原の調製後に添加してもよいし、またはその濃度を調節してもよい。好ましくはTween8
0およびTriton X-100が両方とも存在する。ワクチン用量中のこのような非イオン性界面
活性剤の終濃度の好ましい範囲は、
　Tween80が0.01～1%、より好ましくは約0.1%(v/v)であり、
　Triton X-100が0.001～0.1%(w/v)、より好ましくは0.005～0.02%(w/v)である。
【０１２６】
　特定の実施形態において、Tween80の終濃度は、0.045%～0.09%w/vの範囲にある。別の
具体的な実施形態において、抗原は、2倍濃縮混合物として提供され、この混合物は、0.0
45%～0.2%(w/v)の範囲にあるTween80濃度を有し、アジュバント添加物(または対照製剤中
の緩衝液)との最後の配合時に2倍に希釈しなければならない。
【０１２７】
　別の具体的な実施形態において、Triton X-100の終濃度は、0.005%～0.017%w/vの範囲
にある。別の具体的な実施形態において、抗原は、2倍濃縮混合物として提供され、この
混合物は、0.005%～0.034%(w/v)の範囲にあるTriton X-100濃度を有し、アジュバント添
加物(または対照製剤中の緩衝液)との最後の配合時に2倍に希釈しなければならない。
【０１２８】
　インフルエンザ調製物は、低レベルのチオメルサールの存在下で、または好ましくはチ
オメルサールの不在下で調製されることが好ましい。好ましくは、得られたインフルエン
ザ調製物は、有機水銀保存剤の不在下で安定であり、特に、この調製物は、剰余のチオメ
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ルサールを含有していない。特に、インフルエンザウイルス調製物は、チオメルサールの
不在下で、または低レベルのチオメルサールで(通常5μg/ml以下)安定化する赤血球凝集
素抗原を含む。具体的には、B型インフルエンザ株の安定化は、コハク酸α-トコフェロー
ル(コハク酸ビタミンE、すなわちVESとも言う)などのα-トコフェロールの誘導体によっ
て実施される。このような調製物およびこれを調製するための方法はWO02/097072で開示
されている。
【０１２９】
　好ましい組成物は、適切なインフルエンザシーズンのWHO推奨株から調製された3種の不
活化スプリットビリオン抗原を含有する。
【０１３０】
　好ましくは、インフルエンザウイルスまたはその抗原性調製物および水中油型エマルジ
ョンアジュバントは、同一の容器内に含まれる。これは「1バイアルアプローチ」と称さ
れる。このバイアルは、事前に充填されるシリンジであることが好ましい。代替の実施形
態において、インフルエンザウイルスまたはその抗原性調製物および水中油型エマルジョ
ンアジュバントは、別々の容器またはバイアル内に含まれ、対象への投与直前にまたは投
与時に混合される。これは「2バイアルアプローチ」と称される。例として、ワクチンが0
.7mlの合計用量の2成分ワクチンである場合、濃縮された抗原(例えば、濃縮された3価不
活化スプリットビリオン抗原)は、1つのバイアル(335μl)(抗原容器)内に提供され、事前
に充填されたシリンジは、アジュバント(360μl)を含有する(アジュバント容器)。注射時
に、濃縮された3価不活化スプリットビリオン抗原を含有するバイアルの内容物は、アジ
ュバントを含有するシリンジを使用してバイアルから吸い出され、続いてシリンジを穏や
かに混合する。注射前に、使用済みの針は筋肉注射針と交換され、容量は530μlに調整さ
れる。用時調製されるアジュバント添加インフルエンザワクチン候補の1回用量は、530μ
lに相当する。
【０１３１】
　本発明の好ましい組成物は、CD4 T細胞エピトープおよび場合によってはB細胞エピトー
プを有する抗原を含む。
【０１３２】
HPV抗原
　本発明の他の態様において、組成物は、ヒトパピローマウイルス(HPV)、例えば、陰部
疣贅の原因と考えられるウイルス(HPV6またはHPV11など)、または子宮頸癌の原因と考え
られるHPVウイルス(HPV16、HPV18など)に由来する抗原を含有する。一態様において、予
防用または治療用組成物は、HPV16またはHPV18抗原を含む。HPV16およびHPV18による感染
は、癌の発症に関係している。
【０１３３】
　好適にはVLPの形態のHPV16およびHPV18抗原の組合せなど、様々なHPV遺伝子型に由来す
る抗原の組合せを本発明において使用することができる。16および/または18と共に含め
ることができる追加のVLP型に由来する抗原には、HPV31、HPV45、HPV33、HPV58、およびH
PV52などの他の既知の発癌性型に由来する抗原が含まれる。
【０１３４】
　一態様において、HPV抗原は、L1またはL2抗原モノマーである。一態様において、本発
明は、カプソマーまたはウイルス様粒子(VLP)として一緒に提供される、同一の遺伝子型
に由来するHPV L1およびL2抗原の組合せに関する。一態様において、HPV抗原は、VLPまた
はカプソマー構造体の形態のL1タンパク質(L2抗原を欠く)である。このような抗原、ウイ
ルス様粒子、およびカプソマーはそれ自体既知である。例えば、WO94/00152、WO94/20137
、WO94/05792、およびWO93/02184を参照されたい。
【０１３５】
　一態様において、トランケートL1タンパク質は、例えば、WO96/11272で開示されている
通り、本発明において使用することができる。L1のC末端切断、例えば、HPV16のC末端34
アミノ酸の切断、または他のHPV型からの相当する切断を使用することが好ましい。
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【０１３６】
　本発明の一態様において、組成物は、HPV16およびHPV18由来のHPVウイルス様粒子また
はカプソマーと、HPV31および/またはHPV45との組合せを含む。本発明の一態様において
、組成物は、HPV16およびHPV18由来のHPVウイルス様粒子またはカプソマーと、HPV33およ
び/またはHPV58との組合せを含む。本発明の一態様において、組成物は、HPV16およびHPV
18由来のHPVウイルス様粒子またはカプソマーと、1種または複数の発癌性HPV型、例えば
、HPV31、HPV33、HPV45、HPV52、およびHPV58のうちの1種、2種、3種、4種、またはすべ
て由来のVLPまたはカプソマーとの組合せを含む。
【０１３７】
　したがって、一態様において、本発明は、HPV16、HPV18、HPV31、およびHPV45由来のウ
イルス様粒子を、3D MPLおよび本明細書に記載の水中油型エマルジョンを含むアジュバン
トと組み合わせて含む組成物に関する。
【０１３８】
　本発明の一態様において、組成物は、HPV16、HPV18、HPV31、HPV33、HPV45、HPV52、お
よびHPV58 L1単独ウイルス様粒子またはカプソマーの混合物を含む。L1またはL2タンパク
質は、融合タンパク質の形態で提供してもよい。
【０１３９】
　陰部疣贅予防または治療のための組成物の特に適切な形態は、HPV6およびHPV11タンパ
ク質、例えば、E6、E7、L1、およびL2から選択される1種または複数の抗原を含む、L1粒
子またはカプソマーおよび融合タンパク質を含む。
【０１４０】
　癌型由来のHPV抗原を陰部疣贅型由来の抗原と、例えば、HPV16および/またはHPV18をHP
V6および/またはHPV11と組み合わせることができる。例えば、HPV16、HPV18、HPV6、およ
びHPV11を含む組成物が企図される。本発明の一態様において、HPV16、HPV18、HPV31、HP
V33、HPV45、HPV52、およびHPV58 L1単独ウイルス様粒子またはカプソマーの組合せを、H
PV6および/またはHPV11ウイルス様粒子またはカプソマーと組み合わせて使用することが
できる。
【０１４１】
　一態様において、E7、E2、またはE5などの初期タンパク質は、例えば、単独で、または
組み合わせて含めることができ、または融合タンパク質であってよい。この実施形態には
、L1E7融合タンパク質(WO96/11272)を含むVLPが含まれる。
【０１４２】
　一態様において、この融合タンパク質は、WO96/26277で開示されているL2E7またはGB97
17953.5(PCT/EP98/05285)で開示されているタンパク質D(1/3)-E7である。
【０１４３】
　一態様において、HPV16抗原は、初期タンパク質E6またはE7をタンパク質D担体と融合し
た形態で含んで、HPV16由来のタンパク質D-E6もしくはE7融合体またはその組合せ;または
E6もしくはE7とL2との組合せを形成する(WO96/26277)。
【０１４４】
　あるいは、HPV16またはHPV18初期タンパク質E6およびE7は、タンパク質D-E6/E7融合体
などの単一分子として提供することができる。このような組成物は、HPV18由来のE6およ
びE7タンパク質のいずれかまたは両方を、例えば、タンパク質D-E6もしくはタンパク質D-
E7融合タンパク質またはタンパク質D E6/E7融合タンパク質の形態で場合によって含有し
ていてもよい。
【０１４５】
水中油型エマルジョンアジュバント成分
　本発明のアジュバント組成物は、水中油型エマルジョンアジュバントを含有し、好まし
くは、前記エマルジョンは、代謝可能なオイルを全体積の0.5%～20%の量で含み、油滴を
有し、その油滴の少なくとも70強度%は直径1μm未満である。
【０１４６】
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　任意の水中油型組成物がヒトへの投与に適するには、エマルジョン系の油相が、代謝可
能なオイルを含む必要がある。代謝可能なオイルという用語の意味は、当技術分野で周知
である。代謝可能とは、「代謝によって変換されうる」と定義することができる(Dorland
's Illustrated Medical Dictionary, W.B. Sanders Company, 第25版(1974))。オイルは
、受容者にとって毒性がなく、代謝によって変換されうる任意の植物油、魚油、動物油、
または合成油であってよい。堅果、種子、および穀粒は、植物油の一般的供給源である。
合成油は、本発明の一部分でもあり、これには市販のオイル、例えば、NEOBEE(登録商標)
などが含まれる。特に適切な代謝可能なオイルはスクアレンである。スクアレン(2,6,10,
15,19,23-ヘキサメチル-2,6,10,14,18,22-テトラコサヘキサエン)は、サメの肝油に大量
、またオリーブ油、コムギ胚芽油、コメ糠油、および酵母に少量存在する不飽和油であり
、本発明において使用するのが特に好ましいオイルである。スクアレンは、コレステロー
ルの生合成における中間体であるという事実に基づき、代謝可能なオイルである(Merck i
ndex, 第10版, entry no.8619)。
【０１４７】
　水中油型エマルジョンそれ自体は、当技術分野で周知であり、アジュバント組成物とし
て有用であることが示唆されている(EP 399843、WO 95/17210)。
【０１４８】
　好適には、代謝可能なオイルは、免疫原性組成物の全体積の0.5%～20%の量(終濃度)、
好ましくは全体積の1.0%～10%の量、好ましくは全体積の2.0%～6.0%の量で存在する。
【０１４９】
　特定の実施形態において、代謝可能なオイルは、免疫原性組成物の全体積の約 0.5%、1
%、3.5%、または5%の最終量で存在する。別の具体的な実施形態において、代謝可能なオ
イルは、免疫原性組成物の全体積の0.5%、1%、3.57%、または5%の最終量で存在する。
【０１５０】
　好ましくは、本発明の水中油型エマルジョン系は、サブミクロン範囲の小さな油滴サイ
ズを有する。好適には、この液滴サイズは、直径120～750nm、より好ましくは120～600nm
のサイズの範囲にある。最も好ましくは、水中油型エマルジョンは、少なくとも70強度%
が直径500nm未満であり、より好ましくは少なくとも80強度%が直径300nm未満であり、よ
り好ましくは少なくとも90強度%が直径120～200nmの範囲にある油滴を含有する。
【０１５１】
　本発明による油滴サイズ、すなわち直径は、強度によって表される。油滴の直径を強度
によって測定する方法はいくつかある。強度は、定寸装置の使用によって、好適にはMalv
ern Zetasizer 4000または好ましくはMalvern Zetasizer 3000HSなどの動的光散乱装置に
よって測定される。詳細な手順は実施例II.2で示す。第1の可能性は、動的光散乱(PCS-Ph
oton correlation spectroscopy)によりz平均直径ZADを測定することである。この方法で
さらに多分散インデックス(PDI)が得られ、ZADおよびPDIはどちらもキュムラントアルゴ
リズムで計算される。このような値には、粒子屈折率の知見を必要としない。第2の手法
は、全粒径分布を他のアルゴリズム(ContinもしくはNNLS、または自動「Malvern」アルゴ
リズム(定寸装置に備わっているデフォルトアルゴリズム)のいずれか)で測定することに
より油滴の直径を計算する手法である。ほとんどの場合、複合組成物の粒子屈折率は不明
であるため、強度分布のみが、また必要に応じてこの分布から導き出される強度平均が、
考慮される。
【０１５２】
　水中油型エマルジョンはステロールを含む。ステロールは、当技術分野で周知であり、
例えば、コレステロールが周知であり、例えば、Merck Index, 第11版, page 341で動物
脂肪に存在する天然のステロールとして開示されている。他の適切なステロールには、β
-シトステロール、スチグマステロール、エルゴステロール、α-トコフェロール、および
エルゴカルシフェロールが含まれる。前記ステロールは、好適には、免疫原性組成物の全
体積の0.01%～20%(w/v)の量、好ましくは0.1%～5%(w/v)の量で存在する。好ましくは、ス
テロールがコレステロールである場合、これは、免疫原性組成物の全体積の0.02%から0.2
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%(w/v)の間の量、より好ましくはワクチン用量0.5ml中0.02%(w/v)もしくはワクチン用量0
.5ml中0.07%(w/v)、またはワクチン用量0.7ml中0.1%(w/v)の量で存在する。
【０１５３】
　好適には、ステロールは、α-トコフェロール、またはコハク酸α-トコフェロール(コ
ハク酸ビタミンEとしても知られている)などのその誘導体である。好ましくは、α-トコ
フェロールは、免疫原性組成物の全体積の0.2%から5.0%(v/v)の間の量、より好ましくは
ワクチン用量0.5ml中2.5%(v/v)もしくはワクチン用量0.5ml中0.5%(v/v)、またはワクチン
用量0.7ml中1.7～1.9%(v/v)、好ましくは1.8%の量で存在する。明確にするために、v/vで
示された濃度は、以下のコンバーション係数を適用することによりw/v濃度に変換するこ
とができる:5%(v/v)のα-トコフェロール濃度は、4.8%(w/v)のα-トコフェロール濃度に
相当する。
【０１５４】
　水中油型エマルジョンは乳化剤をさらに含む。乳化剤は、免疫原性組成物の0.01～5.0
重量%(w/w)の量、好ましくは0.1～2.0重量%(w/w)の量で存在してよい。好ましい濃度は、
全組成物の0.5～1.5重量%(w/w)である。
【０１５５】
　乳化剤は、好適には、モノオレイン酸ポリオキシエチレンソルビタン(Tween80)であっ
てよい。特定の実施形態において、ワクチン用量0.5mlは1%(w/w)のTween80を含有し、ワ
クチン用量0.7mlは0.7%(w/w)のTween80含有する。別の具体的な実施形態において、Tween
80の濃度は0.2%(w/w)である。
【０１５６】
　水中油型エマルジョンアジュバントは、他のアジュバントまたは免疫賦活剤と共に利用
してもよく、したがって、本発明の重要な実施形態は、スクアレンまたは他の代謝可能な
オイル、α-トコフェロール、およびTween80を含む水中油型製剤である。水中油型エマル
ジョンは、span85および/またはレシチンを含有することもできる。通常、水中油は、免
疫原性組成物の全体積の2～10%のスクアレン、2～10%のα-トコフェロール、および0.3～
3%のTween80を含み、WO95/17210に記載の手順によって作製することができる。好ましく
は、スクアレン:α-トコフェロール比は、1に等しいかまたは1未満であり、それは、これ
がより安定なエマルジョンを提供するからである。Span85(トリオレイン酸ポリオキシエ
チレンソルビタン)もまた、例えば、1%のレベルで、存在してよい。
【０１５７】
3D-MPL
　組成物は、追加のアジュバントである3-O-脱アシル化モノホスホリルリピドA(3D-MPL)
を含む。3D MPLは、リピドAの非毒性誘導体であるTRL-4リガンドアジュバントである。
【０１５８】
　3D-MPLは、Corixa corporationにより商標MPL(登録商標)の下で販売されており、文書
全体にわたりMPLと称される。3D-MPLは、IFN-γ(Th1)表現型を伴うCD4+T細胞応答を主に
促進する。3D-MPLは、GB 2220211Aで開示されている方法によって作製することができる
。化学的には、これは、3、4、5、または6個のアシル化鎖を有する3-脱アシル化モノホス
ホリルリピドAの混合物である。本発明の組成物において、微粒子3D-MPLを使用すること
が好ましい。微粒子3D-MPLは、0.22μmフィルターを通して滅菌濾過できるような粒径を
有する。このような調製物は、WO 94/21292および実施例IIに記載されている。
【０１５９】
　3D-MPLは、例えば、組成物1用量当たり1～100μg(w/v)の量、好ましくは組成物1用量当
たり10～50μg(w/v)の量で使用することができる。3D-MPLの適切な量は、例えば、組成物
1用量当たり1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20
、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40
、41、42、43、44、45、46、47、48、49、または50μg(w/v)のいずれかである。3D-MPLの
量は、組成物1用量当たり25～75μg(w/v)の範囲にあることがより好ましい。通常、組成
物1用量は、約0.5ml～約1mlの範囲にある。典型的なワクチン1用量は、0.5ml、0.6ml、0.
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7ml、0.8ml、0.9ml、または1mlである。好ましい実施形態において、ワクチン組成物1ml
当たり50μg、またはワクチン用量0.5ml当たり25μgの終濃度の3D-MPLが含まれる。他の
好ましい実施形態において、ワクチン組成物1ml当たり35.7μgまたは71.4μgの終濃度の3
D-MPLが含まれる。具体的には、ワクチン用量0.5mlは、1用量当たり25μgまたは50μgの3
D-MPLを含有する。
【０１６０】
　MPLの用量は、好適には、ヒトにおける抗原に対する免疫応答を増強することができる
。特に、適切なMPL量は、アジュバント無添加の組成物と比較して、または別のMPL量でア
ジュバント添加した組成物と比較して、その組成物の免疫学的潜在力を改善し、なおかつ
反応原性(reactogenicity)プロファイルの観点からも許容可能な量である。
【０１６１】
　3D MPLは、リピドAの非毒性誘導体であるTRL-4リガンドである。本発明は、3D-MPLの代
わりに、リポ多糖(LPS)および誘導体、MDP(ムラミルジペプチド)、およびRSVのFプロテイ
ンを含めた他の適切なTLR-4リガンドの使用を企図する。リピドAの非毒性誘導体、特にモ
ノホスホリルリピドAも企図される。
【０１６２】
　リピドAの合成誘導体が知られており、TLR-4アゴニストとして一部記載されており、こ
の合成誘導体は、本発明における使用に適しているはずであり、これには、それだけには
限らないが、以下のものが含まれる。
【０１６３】
OM174
　(2-デオキシ-6-o-[2-デオキシ-2-[(R)-3-ドデカノイルオキシテトラ-デカノイルアミノ
]-4-o-ホスホノ-β-D-グルコピラノシル]-2-[(R)-3-ヒドロキシテトラデカノイルアミノ]
-α-D-グルコピラノシルジハイドロジェンホスフェート)、(WO95/14026)
OM294
　DP(3S、9R)-3--[(R)-ドデカノイルオキシテトラデカノイルアミノ]-4-オキソ-5-アザ-9
(R)-[(R)-3-ヒドロキシテトラデカノイルアミノ]デカン-1,10-ジオール,1,10-ビス(ジハ
イドロジェンホスフェート)(WO99/64301およびWO00/0462)
OM197
　MP-Ac DP(3S-,9R)-3-[(R)-ドデカノイルオキシテトラデカノイルアミノ]-4-オキソ-5-
アザ-9-[(R)-3-ヒドロキシテトラデカノイルアミノ]デカン-1,10-ジオール,1-ジハイドロ
ジェンホスフェート10-(6-アミノヘキサノエート)(WO01/46127)
【０１６４】
本発明の第1ワクチン接種に使用される免疫原性組成物の免疫原性特性
　本発明の組成物は、アジュバント無添加の相当する組成物、すなわちいかなる外来アジ
ュバントも含有しておらず(本明細書では「単味組成物(plain composition)」とも称され
る)またはアジュバント組成物の両方の成分の少なくとも一方(3D-MPLまたは水中油型エマ
ルジョンアジュバント)が欠けている組成物で得られたCD4 T細胞免疫応答に比べ、少なく
とも1種の成分抗原または抗原性組成物に対して、改善されたCD4 T細胞免疫応答を適切に
引き起こす。
【０１６５】
　「改善されたCD4 T細胞免疫応答」とは、アジュバント添加免疫原性組成物を投与した
後に、アジュバント無添加またはアジュバント組成物の2成分の一方が欠けている同じ組
成物の投与後に得られる応答よりも、高いCD4応答がヒト患者で得られることを意味する
。例えば、スプリットインフルエンザウイルスまたはそのスプリットウイルス抗原調製物
と、本明細書で定義される水中油型エマルジョンアジュバントとを共に含む免疫原性組成
物を投与することにより、スプリットインフルエンザウイルスまたはそのスプリットウイ
ルス抗原調製物を含む免疫原性組成物の投与後に引き起こされる応答に比べ、より高いCD
4 T細胞応答が、ヒト患者で得られる。そのような製剤は、MHCクラスII分子により提示さ
れるインフルエンザエピトープの検出が可能な、抗インフルエンザCD4-T細胞応答が引き
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起こされるように、有利に使用される。
【０１６６】
　インフルエンザの場合、本発明のアジュバント添加スプリットインフルエンザ組成物に
よって引き起こされた前記免疫学的応答は、サブユニットインフルエンザワクチンや全イ
ンフルエンザウイルスワクチンなど、任意のその他の従来のアジュバント無添加インフル
エンザワクチンによって引き起こされた免疫学的応答よりも高いことが好ましい。
【０１６７】
　特に、限定するものではないが、前記「改善されたCD4 T細胞免疫応答」は、免疫学的
に「プライミング(初回免疫)されていない」患者において、すなわち抗原に対して血清陰
性の患者おいて適切にもたらされる。この血清陰性は、前記患者が、そのような抗原にこ
れまで遭遇しておらず(例えば、前記抗原を含有するウイルスまたはバクテリアに感染し
ていない、いわゆる「ナイーブ」患者)、あるいは前記抗原に遭遇したときに応答できな
かった結果でありうる。
【０１６８】
　改善されたCD4 T細胞免疫応答は、下記のサイトカインのいずれかを産生する細胞の数
を測定することによって、評価することができる。
【０１６９】
・少なくとも2種の異なるサイトカイン(CD40L、IL-2、IFNγ、TNFα)を産生する細胞
・少なくともCD40Lおよび別のサイトカイン(IL-2、TNFα、IFNγ)を産生する細胞
・少なくともIL-2および別のサイトカイン(CD40L、TNFα、IFNγ)を産生する細胞
・少なくともIFNγおよび別のサイトカイン(IL-2、TNFα、CD40L)を産生する細胞
・少なくともTNFαおよび別のサイトカイン(IL-2、CD40L、IFNγ)を産生する細胞
【０１７０】
　上記サイトカインのいずれかを産生する細胞が、アジュバント添加組成物の投与後にア
ジュバント無添加組成物の投与と比べてより多い量になる場合、改善されたCD4 T細胞免
疫応答があることになる。典型的な場合、上に挙げた5つの条件のうち、少なくとも1つ、
好ましくは2つが満たされる。具体的な実施形態において、4種のサイトカインすべてを産
生する細胞は、アジュバント無添加群と比べた場合にアジュバント添加群における方が、
より多い量で存在する。
【０１７１】
　本発明のアジュバント添加組成物によって付与される、改善されたCD4 T細胞免疫応答
は、理想的には1回の投与の後に、得ることができる。単一用量のアプローチは、急速に
発展する発生状況において、極めて適切である。特定の状況では、特に高齢者集団につい
て、または疾患(例えばインフルエンザ)に対して初めてワクチン接種された若年の小児(9
歳未満)の場合については、その季節に関して同じ組成物の2つの用量を投与することが有
益と考えられる。前記同じ組成物の2つ目の用量(依然として「第1ワクチン接種用組成物
」と見なす)は、持続中の1次免疫応答中に投与することができ、適切に間隔があけられる
。典型的な場合、組成物の第2の用量は、非応答性のまたは応答性が不十分な個体の免疫
系をプライミングするのを助けるため、第1の用量の2～3週間後または約1カ月後に、例え
ば2週間、3週間、4週間、5週間、または6週間後に与えられる。
【０１７２】
　したがって、本発明はまた、抗原に対する改善されたCD4 T細胞応答を誘発するための
免疫原性組成物の製造における、
(a)抗原、および
(f)水中油型エマルジョンアジュバント、および
(g)3D MPL
を含み、前記水中油型エマルジョンが、代謝可能なオイル、ステロール、および乳化剤を
含む組成物の使用に関する。
【０１７３】
　本発明はまた、抗原に対する改善されたCD4 T細胞応答を誘発する方法に関し、この方
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法は、
(a)抗原、および
(b)本明細書で定義される水中油型エマルジョンアジュバント、および
(c)3D-MPL
を含む組成物を送達するステップを含む。
【０１７４】
　具体的な実施形態において、前記免疫原性組成物の投与により、アジュバント添加免疫
原性組成物が投与された患者において、アジュバント無添加組成物で免疫されまたはアジ
ュバント組成物の2成分のうち一方が欠けている組成物で免疫された個体で引き起こされ
る記憶B細胞応答の代わりに、またはそれに加えて、改善された記憶B細胞応答が引き起こ
される。改善された記憶B細胞応答とは、in vitro分化の刺激によって測定される、抗原
との遭遇によって抗体分泌形質細胞に分化することが可能な末梢血Bリンパ球の、増大し
た頻度を意味するものとする(実施例のセクション、例えばエリスポットB細胞記憶の方法
を参照)。
【０１７５】
　さらに別の具体的な実施形態において、アジュバント添加された、第1のワクチン接種
用の組成物によるワクチン接種は、CD8応答に対して測定可能な影響を及ぼさない。
【０１７６】
　前記改善されたCD4 T細胞免疫応答は、高齢者、典型的には少なくとも50、55、60、ま
たは65歳以上、あるいは危険性の高い病状を有する55歳よりも若い成人(「高リスク」成
人)、または2歳より小さい子供など、免疫低下状態の対象から得られることが好ましい。
【０１７７】
　本出願人は、驚くべきことに、代謝可能なオイル、ステロール、および乳化剤、および
3D MPLを含む水中油型エマルジョンアジュバントが、免疫低下状態のヒト集団において、
T細胞応答を促進させるのに有効であることを見出した。本出願人がインフルエンザに関
して実証したように、本発明で記述された第1のワクチン接種のための免疫原性組成物の1
回分用量の投与は、ヒト高齢者集団でのインフルエンザに対するワクチン再接種の後に、
インフルエンザワクチンの保護の相関によって評価されるように、アジュバント無添加ス
プリットワクチンでワクチン接種を行った場合よりも、良好な血清保護を提供することが
可能である。特許請求の範囲に記載されるアジュバント添加製剤は、アジュバント無添加
製剤によって得られたものに比べ、インフルエンザウイルスに対する改善されたCD4 T細
胞免疫応答を誘発することもできた。この知見は、インフルエンザ抗原曝露に対するワク
チン接種または感染後の、増大する応答性に関連付けることができる。さらにこの知見は
、交差応答性、すなわち変異体インフルエンザ株に対するより高い応答能力に関連付ける
こともできる。この改善された応答は、特に、高齢者集団(例えば50、55、60、65歳以上)
、特に高リスク高齢者集団など、免疫低下状態のヒト集団に有益でありうる。これは、全
体的な罹患率および死亡率を低下させることができ、肺炎およびその他のインフルエンザ
様の病気の場合の緊急入院を防止することができる。これは、乳幼児集団(5歳未満、好ま
しくは2歳未満)にも有益でありうる。さらに、アジュバント無添加製剤で引き起こされた
応答に比べ、時間的により持続する(例えば第1ワクチン接種の１年後に依然として存在す
る)CD4 T細胞応答を誘発することが可能になる。
【０１７８】
　本発明者らは、特許請求の範囲に記載のアジュバント添加組成物が、アジュバント無添
加組成物で得られた場合よりも多くの個体において、ワクチン内に存在する3種の株すべ
てに対する抗体を保護レベルで誘発するだけではなく、維持できることを実証することも
できた(例えば表43参照)。
【０１７９】
　したがって、さらに別の実施形態において、特許請求の範囲に記載の組成物は、インフ
ルエンザ関連疾患に対する持続免疫応答を確実にすることが可能である。詳細には、持続
とは、ワクチン接種から少なくとも3カ月後、好ましくは少なくとも6カ月後に規定された
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基準を満たすことが可能な、HI抗体免疫応答を意味する。特に、特許請求の範囲に記載の
組成物は、少なくとも3カ月後、少なくとも1種のインフルエンザ株に関して、好ましくは
ワクチン内に存在するすべての株に関して、個体の>70%、好適には個体の>80%、または好
適には個体の>90%という保護レベルの抗体を引き起こすことができる。具体的な態様にお
いて、ワクチン組成物中に存在する少なくとも1種、好適には2種、またはすべての株に対
して、>90%という保護レベルの抗体が、ワクチン接種後少なくとも6カ月で得られる。
【０１８０】
　インフルエンザに関するこれらの知見は、HPV抗原に関しても実証されているので、そ
の他の疾患および抗原に適用可能である(実施例XIII参照)。
【０１８１】
　したがって、本発明はまた、高リスクの成人や高齢者など、免疫低下状態のヒト個人ま
たは集団における、また高リスクの成人や高齢者集団など、ヒト免疫低下状態の個人また
は集団のワクチン接種のための免疫原性組成物の製造における本発明の組成物の使用に関
する。
【０１８２】
　本発明者らは、本明細書で定義される水中油型エマルジョンと共に抗原を使用すること
により、変異体抗原に対する交差反応的応答をもたらすことができると決定した。
【０１８３】
　好ましくは、プライミングしていない対象で得られた改善されたCD4 T細胞免疫応答な
どのCD4 T細胞免疫応答は、交差反応性CD4 Tヘルパー応答の誘導を伴う。特に、交差反応
性CD4 T細胞の量が増加する。「交差反応性」CD4応答とは、CD4 T細胞ターゲッティング
がインフルエンザ株間でエピトープを共有することを意味する。
【０１８４】
　インフルエンザでは、例えば利用可能なインフルエンザワクチンは、通常、類似した抗
原特性の赤血球凝集素を有するインフルエンザウイルスの感染株に対してのみ有効である
。表面糖タンパク質、特に赤血球凝集素で(抗原性ドリフト変異体ウイルス株)、感染(循
環)インフルエンザウイルスが小さな変化を経た場合(点変異や点変異の蓄積などであって
、例えばアミノ酸の変化をもたらすもの)、ワクチンは依然としていくらかの保護をもた
らすことができるが、新たに生成された変異体は、従来のインフルエンザ感染またはワク
チン接種により引き起こされた免疫性を逃れる可能性があるので、限定された保護をもた
らすことができるだけである。抗原性ドリフトは、大流行の挟間に生ずる例年の伝染病の
原因となる(Wiley & Skehel, 1987,Ann. Rev. Biochem. 56, 365-394)。交差反応性CD4 T
細胞の誘発によって、本発明の組成物に追加の利点がもたらされ、すなわち交差保護、言
い換えれば異種感染に対する保護、すなわち免疫原性組成物中に含有されるインフルエン
ザ株の変異体(例えばドリフト)である循環インフルエンザ株によって引き起こされる、感
染に対する保護をもたらすことができる。これは、循環株を卵の中で増殖させるのが難し
い場合、または組織培養物中で生成するのが難しい場合、ドリフト株の使用が、実用的な
代替案となることから、有利でありうる。これは、対象が第1および第2のワクチン接種を
数カ月または1年おいて受けており、なおかつ、第2の免疫で使用される免疫原性組成物中
のインフルエンザ株が、第1ワクチン接種で使用された組成物中に使用されている株のド
リフト変異体株である場合にも有利である。
【０１８５】
　例えば実施例IIIに示される前臨床データは、本発明の組成物が、ヘテロタイプのイン
フルエンザ感染および体温の読み取りによって評価される疾患に対して、保護できること
を示している。同じ結論が、ワクチン再接種調査で得られた臨床試験データにも言える。
【０１８６】
　本発明の別の態様において、第1の組成物中の抗原が得られる病原体の変異体である病
原体によって引き起こされた、感染または疾患に対する保護のための本発明の組成物の使
用が提供される。また、本発明の組成物においてその変異体である抗原を含む病原体によ
って引き起こされた感染または疾患に対する保護のための本発明の組成物の問題点も提供
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される。
【０１８７】
　変異病原体および/または抗原は、好適には、第1の病原体または抗原と共に、共通のCD
4 T細胞エピトープおよび/またはB細胞エピトープを有する抗原を有しており、これらの
抗原は同一のものではない。
【０１８８】
交差反応性CD4 T細胞の検出(例えば、インフルエンザワクチンを用いたワクチン接種後)
　古典的な3価インフルエンザワクチン投与の後(3週間)、ワクチン内に存在する抗原性株
(H3N2:A/Panama/2007/99、H1N1:A/New Caledonia/20/99、B:B/Shangdong/7/97)と同種の
抗原性株の調製物(全ウイルスまたはスプリット抗原)に応答する末梢血CD4 T細胞の頻度
は、かなり増加する(実施例III参照)。ドリフト株として分類されたインフルエンザ株(H3
N2:A/Sydney/5/97、H1N1:A/Beijing/262/95、B:B/Yamanashi/166/98)を用いて末梢血CD4 
T細胞を再刺激した場合には同程度の頻度の増加が認められる。
【０１８９】
　対照的に、末梢血CD4 T細胞が、この分野の専門家によってシフト株として分類される
インフルエンザ株(H2N2:A/Singapore/1/57、H9N2:A/Hongkong/1073/99)により再刺激を受
けた場合、ワクチン接種後に観察可能な増加はない。
【０１９０】
　同種(homologous)およびドリフトインフルエンザ株の両方を認識することができるCD4 
T細胞を、本発明の文書では「交差反応性」と呼ぶ。
【０１９１】
　異なるインフルエンザ株により共有されるCD4 T細胞エピトープが、ヒトで確認された(
Gelder Cら. 1998, Int Immunol. 10(2):211-22; Gelderら. 1996 J Virol. 70(7):4787-
90; Gelder CMら. 1995 J Virol. 1995 69(12):7497-506)。
【０１９２】
　具体的な実施形態において、アジュバント添加組成物は、現在利用可能なワクチンが何
の効き目も持たない赤血球凝集素において大きな変化(例えば、2つの異なる種の間での、
遺伝子組換えなど)を経た(抗原シフト)循環株に対して、より良好な保護を提供するとい
う追加の利益をもたらすことができる。
【０１９３】
その他のアジュバント
　組成物は、好適にはTRL-4リガンドアジュバントや脂質の無毒性誘導体など、追加のア
ジュバントを含むことができる。適切なTLR-4リガンドは、リポ多糖(LPS)および誘導体、
MDP(ムラミルジペプチド)、およびRSVのFプロテインである。
【０１９４】
　リピドAの合成誘導体は知られており、いくつかはTLR-4アゴニストと記述され、限定す
るものではないが下記の誘導体が含まれる。
【０１９５】
OM174
　(2-デオキシ-6-o-[2-デオキシ-2-[(R)-3-ドデカノイルオキシテトラ-デカノイルアミノ
]-4-o-ホスホノ-β-D-グルコピラノシル]-2-[(R)-3-ヒドロキシテトラデカノイルアミノ]
-α-D-グルコピラノシルジハイドロジェンホスフェート)、(WO95/14026)
OM294
　DP (3S,9R)-3-[(R)-ドデカノイルオキシテトラデカノイルアミノ]-4-オキソ-5-アザ-9(
R)-[(R)-3-ヒドロキシテトラデカノイルアミノ]デカン-1,10-ジオール,1,10-ビス(ジハイ
ドロジェンホスフェート)(WO99/64301およびWO00/0462)
OM197
　MP-Ac DP (3S,9R)-3-[(R)-ドデカノイルオキシテトラデカノイルアミノ]-4-オキソ-5-
アザ-9-[(R)-3-ヒドロキシテトラデカノイルアミノ]デカン-1,10-ジオール,1-ジハイドロ
ジェンホスフェート10-(6-アミノヘキサノエート)(WO01/46127)
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【０１９６】
　その他の適切なTLR-4リガンドは、例えば、リポ多糖およびその誘導体、ムラミルジペ
プチド(MDP)、または呼吸器合胞体ウイルスのFプロテインである。
【０１９７】
　本発明で使用される、別の適切な免疫刺激物質は、Quil Aおよびその誘導体である。Qu
il Aは、南アフリカの木であるキラジャサポナリアモリナ(Quilaja Saponaria Molina)か
ら分離されたサポニン調製物であり、最初にDalsgaardらによって、1974年に("Saponin a
djuvants", Archiv. fur die gesamte Virusforschung, Vol.44, Springer Verlag, Berl
in, p243-254)、アジュバント活性を有することが記述された。Quil Aの精製断片がHPLC
により分離されているが、これはQuil Aに関連した毒性を有することなくアジュバント活
性を保持しており(EP 0362278)、例えばQS7およびQS21である(QA7およびQA21としても知
られる)。QS-21は、キラジャサポナリアモリナの樹皮に由来する天然のサポニンであり、
CD8+細胞傷害性T細胞(CTL)、Th1細胞、および支配的なIgG2a抗体応答を誘発するものであ
り、本発明の文脈においては好ましいサポニンである。
【０１９８】
　特に好ましいQS21の特定の製剤が記述されており、これらの製剤はさらに、ステロール
を含む(WO96/33739)。本発明の一部を形成するサポニンは、水中油型エマルジョンの形態
をとることができる(WO95/17210)。
【０１９９】
ワクチン再接種
　本発明の態様は、3D MPLおよび本明細書で定義される水中油型エマルジョンアジュバン
トと共に、抗原またはその断片またはその変異体を事前にワクチン接種したヒトのワクチ
ン再接種のための免疫原性組成物の製造における抗原の使用を提供する。
【０２００】
　典型的な場合、ワクチン再接種は、最初のワクチン接種から少なくとも6カ月後、好ま
しくは8から14カ月後、より好ましくは約10から12カ月後に行われる。
【０２０１】
　好ましくは、抗原またはその断片もしくは変異体、3D MPL、および本明細書で定義され
る水中油型エマルジョンを事前にワクチン接種したヒトのワクチン再接種のための免疫原
性組成物の製造における、
(1)抗原、および
(2)水中油型エマルジョンアジュバント
の使用が提供される。
【０２０２】
　好ましくは、抗原またはその断片もしくは変異体、3D MPL、および本明細書で定義され
る水中油型エマルジョンを事前にワクチン接種したヒトのワクチン再接種のための免疫原
性組成物の製造における、
(1)抗原、および
(2)水中油型エマルジョンアジュバント、および
(3)3D MPL
の使用が提供される。
【０２０３】
　好ましい実施形態において、本発明は、抗原あるいはその断片または変異体を事前にワ
クチン接種したヒトのワクチン再接種のための免疫原性組成物の製造における、
(a)抗原、および
(b)水中油型エマルジョンアジュバント、および
(c)3D MPL
の使用を提供する。
【０２０４】
　具体的な実施形態において、ワクチン再接種のための組成物は、好適には、共通のCD4 
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T細胞エピトープを、最初のワクチン接種で使用された組成物と共有する。この点で、最
初にワクチン接種で使用された抗原の変異体が考えられる。
【０２０５】
　ワクチン再接種のための免疫原性組成物(追加免疫組成物)は、同じタイプの抗原調製物
、例えばサブユニット/スプリット/全不活化ウイルスを、最初のワクチン接種で使用され
た免疫原性組成物として含有することができる。あるいは、追加免疫組成物は、別のタイ
プの抗原調製物を含有することができる。例えば、インフルエンザの場合、最初のワクチ
ン接種は、スプリット調製物によるものでもよく、追加免疫ワクチン接種は、不活化全ウ
イルスや精製HAおよびNA(サブユニットワクチン)などの別の不活化インフルエンザ抗原に
よるものでもよい。追加免疫組成物は、アジュバントが添加されていても添加されていな
くてもよい。
【０２０６】
　インフルエンザの場合、アジュバント無添加追加免疫組成物は、筋肉内から与えられた
Fluarix(商標)/α-Rix(登録商標)でもよい。この製剤は、適切なインフルエンザシーズン
のWHO推奨株から調製された、3種の不活化スプリット抗原を含有する。
【０２０７】
　変異体は、共通のCD4 T細胞エピトープ(一般に、T細胞受容体により認識され結合され
る抗原決定基と見なされる)を最初のワクチン接種で使用された抗原性組成物と共有する
が、その抗原とは同一でない抗原でもよい。
【０２０８】
　変異体は、共通のB細胞エピトープ(一般に、B細胞受容体により認識され結合される抗
原決定基と見なされる)を最初のワクチン接種で使用された抗原性組成物と共有するが、
その抗原とは同一でない抗原でもよい。
【０２０９】
　T細胞およびB細胞エピトープは、当技術分野で周知の技法を使用して予測することがで
き、または本明細書に記述される技法を使用して免疫応答から推測することができる。
【０２１０】
　前記水中油型エマルジョンアジュバントは、好ましくは、少なくとも1種の代謝可能な
オイルを全体積の0.5%から20%の量で含み、その油滴の少なくとも70強度%が、1μm未満の
直径を有している。
【０２１１】
　インフルエンザに関する具体的な実施形態において、ワクチン再接種のための免疫原性
組成物(以下、本明細書では「免疫追加組成物」とも称される)は、最初のワクチン接種で
使用されたスプリットインフルエンザウイルスまたはそのスプリットウイルス抗原性調製
物と共通のCD4 T細胞エピトープを共有する、スプリットインフルエンザウイルスまたは
そのスプリットウイルス抗原性調製物を含有する。
【０２１２】
　一般に、すべての抗原に関して、「共通のCD4 T細胞エピトープ」は、同じCD4細胞によ
り認識されうる異なる抗原からのペプチド/配列/エピトープを意味するものとする(Gelde
r Cら. 1998, Int Immunol. 10(2):211-22; Gelder CMら. 1996 J Virol. 70(7):4787-90
; Gelder CMら. 1995 J Virol. 1995 69(12):7497-506に記載されているエピトープの例
を参照されたい)。
【０２１３】
　インフルエンザに関して、好ましい実施形態では、インフルエンザ株は、伝染病の大流
行に関与している、または伝染病の大流行に関与する可能性を有する株でありうる。特に
ワクチンが2価や3価ワクチンなどの多価ワクチンであるとき、少なくとも1種の株は、伝
染病の大流行に関与している、または伝染病の大流行に関与する可能性を有する。適切な
株は、これだけに限らないが、H5N1、H9N2、H7N7、H2N2、およびH1N1である。
【０２１４】
　典型的には追加免疫組成物は、この組成物を使用する場合は次のシーズン、例えば最初
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の免疫原性組成物から約1年後に与えられる。免疫追加組成物は、その後毎年与えてもよ
い(3、4、5回目などのワクチン接種)。追加免疫組成物は、最初の組成物と同じでもよい
。適切な場合、追加免疫組成物は、最初のワクチン接種で使用された株または抗原の変異
体である、株またはそれから得られた抗原性調製物を含有する。
【０２１５】
　ワクチン再接種で使用されるインフルエンザ抗原または抗原性組成物は、適切な場合に
は上述のように、アジュバントまたは水中油型エマルジョンを含むことが好ましい。アジ
ュバントは、好ましくは、本明細書で既に述べたような水中油型エマルジョンアジュバン
トであってもよく、場合により3D-MPLのようなTRL-4リガンドやサポニンなどの追加のア
ジュバントを含有することができ、または、例えばミョウバンなどの別の適切なアジュバ
ントでもよい。
【０２１６】
　本発明のすべての抗原に関し、ワクチン再接種は、適切な場合、アジュバント無添加ス
プリットインフルエンザウイルスまたはそのスプリットウイルス抗原性調製物で最初にワ
クチン接種した後に引き起こされた相当する応答に比べて、下記の事項、すなわち(i)イ
ンフルエンザウイルスまたはその抗原性調製物に対する改善されたCD4応答、あるいは(ii
)改善されたB細胞記憶応答、あるいは(iii)改善された液性応答のいずれか1つ、好ましく
は2つ、またはすべてを引き起こす。好ましくは、本明細書で定義されるような、アジュ
バント添加スプリットインフルエンザウイルスまたはそのスプリットウイルス抗原性調製
物によるワクチン再接種後に引き起こされた免疫応答は、アジュバント無添加組成物によ
るワクチン再接種後に引き起こされた相当する応答よりも高い。アジュバント無添加の、
好ましくはスプリットの、インフルエンザウイルスによるワクチン再接種後に引き起こさ
れた免疫学的応答は、アジュバント無添加スプリットインフルエンザ組成物で第１ワクチ
ン接種された集団での相当する応答よりも、アジュバント添加スプリットインフルエンザ
組成物で第１ワクチン接種された集団において高いことが好ましい。
【０２１７】
　本発明の別の態様において、前記第1の株の変異体であるウイルスまたは細菌株によっ
て引き起こされた感染または疾患に対する保護のための免疫原性組成物の製造における、
(a)第1のウイルスまたは細菌株に由来する抗原、および
(b)水中油型エマルジョンアジュバント
(c)3D MPL
の使用が提供される。
【０２１８】
　例えばインフルエンザの場合、本発明のアジュバント添加組成物は、対照ワクチンによ
って与えられた保護と比較して、ドリフト株(次のインフルエンザシーズンからのインフ
ルエンザ株)に対してより良好な保護を引き起こすことが可能である。
【０２１９】
インフルエンザウイルス株およびその抗原
　スプリットインフルエンザウイルスまたはそのスプリットウイルス抗原性調製物を含む
組成物については、組成物は1価または多価、例えば2価または3価または4価であることが
適当である。好ましくは、スプリットインフルエンザウイルスまたはそのスプリットウイ
ルス抗原性調製物は、3種の異なるインフルエンザ株由来の抗原を有し、3価または4価で
ある。
【０２２０】
　場合によって少なくとも1つの株は世界的流行の発生に関与しているか、世界的流行の
発生に関与する可能性を有する。
【０２２１】
　背景として、大流行の狭間の期間に、それより前の流行からのインフルエンザウイルス
と関係するインフルエンザウイルスが循環する。以前の感染による様々なレベルの免疫を
有する人々の間で、ウイルスは広がる。そのような循環は、通常2～3年の期間にわたって
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、一般集団の間で再び流行を引き起こすのに十分に変化した新しい株の選択を促進する。
この過程は、「抗原ドリフト」と呼ばれる。「ドリフト変異体」はいかなる1年以内にで
も異なるコミュニティ、地域、国または大陸で異なる影響を及ぼすことができるが、数年
にわたると、それらの全体的な影響はしばしば類似する。言い換えると、インフルエンザ
の世界的流行は、ヒト集団が免疫を持っていない新しいインフルエンザウイルスが出現す
るときに起こる。入院率または死亡率の増加に見られるように、一般的なインフルエンザ
の流行は、肺炎および下部呼吸器疾患の発生率の増加を引き起こす。高齢者または根底に
ある慢性疾患を有する者はそのような合併症を最も起こしやすいが、幼い幼児も重度の疾
患を起こすことがある。
【０２２２】
　新規インフルエンザウイルスが、予測できない間隔で、前のシーズンに蔓延した株と全
く異なるサブタイプの重要な表面抗原、赤血球凝集素で出現する。この場合、生じる抗原
は、以前ヒトで循環していた株の対応するタンパク質とは、20%から50%異なる可能性があ
る。この結果、ウイルスは「集団免疫」を逃れて世界的流行を確立することができる。こ
の現象は、「抗原シフト」と呼ばれる。少なくとも過去においては、異なる種、例えばト
リまたはブタのインフルエンザウイルスからのインフルエンザウイルスが種の障壁を超え
たときに世界的流行が起こったと思われる。そのようなウイルスが人から人へ広がる能力
を有するならば、それらは2、3カ月から1年以内に世界中に広がって、世界的流行を起こ
すことができる。例えば、1957年(アジア流行性感冒世界的流行)に、H2N2サブタイプのウ
イルスは、少なくともウイルスが最初に単離された1918年以降ヒト集団で循環していたH1
N1ウイルスと入れ替わった。1957から1968年の間にH2 HAおよびN2 NAは抗原ドリフトを経
、HAは1968年(ホンコンかぜ世界的流行)にはH3N2インフルエンザサブタイプの出現により
置き換えられ、その後、N2 NAはH3 HAと共にドリフトし続けた(Nakajimaら., 1991, Epid
emiol. Infect. 106, 383-395)。
【０２２３】
　世界的流行の発生を引き起こす能力をそれに与えるインフルエンザウイルス株の特長は
、以下の通りである。そのとき循環している株の赤血球凝集素と比較して新しい赤血球凝
集素を含み、それはノイラミニダーゼサブタイプの変化を伴っても伴わなくてもよい。ヒ
ト集団で水平伝染することができる。および、ヒトに病原性である。新しい赤血球凝集素
は、H2のように、長期間、おそらく数十年間ヒト集団に顕れなかったものである可能性が
ある。または、それは以前にヒト集団で循環していなかった赤血球凝集素、例えばトリで
見られるH5、H9、H7またはH6である可能性がある。いずれにせよ集団の大多数、または少
なくともその大部分、またはそのすべてでさえ、以前にその抗原に遭遇したことがなく、
それに対して免疫学的にナイーブである。
【０２２４】
　ある集団は、一般に、世界的流行の状況下でインフルエンザに感染するリスクが高い。
高齢者、慢性病患者および小児は特に感受性であるが、多くの若く見かけ上健康な人々も
危険にさらされる。H2インフルエンザについては、1968年以降生まれの部分集団のリスク
が高い。これらの群をできるだけ早く、かつ簡単な方法で効果的に保護することが重要で
ある。
【０２２５】
　高リスクの人々の他の集団は、旅行者である。今日、以前にもましてより多くの人々が
旅行をし、新しいウイルスのほとんどが出現する地域である中国および東南アジアは、近
年人気がある旅行目的地となっている。旅行パターンのこの変化は、新しいウイルスが数
カ月または数年ではなく、数週足らずで世界中に到達することを可能にする。
【０２２６】
　したがってこれらの人々の集団のために、世界的流行の状況または潜在的世界的流行の
状況でインフルエンザから保護するワクチン接種の必要が特にある。適当な株はH5N1、H9
N2、H7N7、H2N2およびH1N1であるが、これらに限定されない。
【０２２７】
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　場合によって、組成物は3つ以上の結合価を、例えば2つの非世界的流行株、さらに1つ
の世界的流行株を含むことができる。あるいは、組成物は3つの世界的流行株を含むこと
ができる。
【０２２８】
　他の実施形態において、本発明は、第1のワクチン接種が、世界的流行の発生を起こす
可能性のある少なくとも1つのインフルエンザ株を含むスプリットインフルエンザ組成物
を用いて行われ、ワクチン再接種が世界的流行株または古典的な株の循環株を用いて行わ
れる、ワクチン接種レジメンに関するものである。
【０２２９】
HAのCD4エピトープ
　この抗原ドリフトは、主にウイルス表面タンパク質赤血球凝集素(HA)およびノイラミニ
ダーゼ(NA)のエピトープ領域に存在する。宿主免疫系の適応反応を避けるためにウイルス
が用いる、異なるインフルエンザ株の間でのCD4およびB細胞エピトープの何らかの差が、
インフルエンザワクチン接種で現在および将来、主要な役割を果たすことが知られている
。
【０２３０】
　異なるインフルエンザ株によって共有されるCD4 T細胞エピトープが、ヒトで同定され
た(例えば、Gelder Cら, 1998, Int Immunol. 10(2):211-22、Gelder CMら, 1996 J Viro
l. 70(7):4787-90およびGelder CMら, 1995 J Virol. 1995 69(12):7497-506)。
【０２３１】
　具体的な実施形態において、ワクチン再接種は、第1ワクチン接種のために使われたス
プリットインフルエンザウイルス抗原またはそのスプリットウイルス抗原性調製物と共通
のCD4 T細胞エピトープを共有するインフルエンザウイルスまたはその抗原性調製物を含
む追加免疫組成物を用いて行われる。
【０２３２】
　したがって、本発明は、多回用量ワクチンの第1のワクチン接種成分の製造における、
スプリットインフルエンザウイルスまたはそのスプリットウイルス抗原性調製物、本明細
書で定義される水中油型エマルジョンアジュバントおよび3D MPLを含む免疫原性組成物の
使用に関し、多回用量ワクチンは、追加免疫用量として、第1ワクチン接種で与えられる
用量中のスプリットインフルエンザウイルス抗原またはそのそのスプリットウイルス抗原
性調製物と共通のCD4 T細胞エピトープを共有するインフルエンザウイルスまたはその抗
原性調製物をさらに含む。
【０２３３】
ワクチン接種
　本発明の組成物は、皮内、粘膜、例えば鼻腔内、経口、筋肉内または皮下など、いかな
る適当な送達経路でも投与することができる。他の送達経路は当技術分野において公知で
ある。
【０２３４】
　アジュバント添加インフルエンザ組成物のためには、筋肉内の送達経路が好ましい。
【０２３５】
　皮内送達は、他の適当な経路である。皮内送達のためにいかなる適当なデバイスでも使
用することができ、その例としては、短い針デバイス、例えばUS 4,886,499、US 5,190,5
21、US 5,328,483、US 5,527,288、US 4,270,537、US 5,015,235、US 5,141,496、US 5,4
17,662に記載されているものがある。皮内ワクチンは、皮膚への針の有効貫入長を制限す
るデバイス、例えば参照により本明細書に組み込まれているWO 99/34850およびEP 109244
4に記載されているもの、およびその機能等価物によって投与することもできる。角質層
を貫通して真皮に到達する噴流を起こさせる針を通してまたは液体ジェット式注射器を通
して、液体ワクチンを真皮に送達するジェット式注射デバイスも適当である。ジェット式
注射デバイスは、例えばUS 5,480,381、US 5,599,302、US 5,334,144、US 5,993,412、US
 5,649,912、US 5,569,189、US 5,704,911、US 5,383,851、US 5,893,397、US 5,466,220
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、US 5,339,163、US 5,312,335、US 5,503,627、US 5,064,413、US 5,520,639、US 4,596
,556、US 4,790,824、US 4,941,880、US 4,940,460、WO 97/37705およびWO 97/13537に記
載されている。粉状のワクチンを加速させて皮膚外層を通し真皮へ到達させるために圧縮
ガスを使う、バリスティック粉体/粒子送達デバイスも適当である。さらに、従来の注射
器を、皮内投与の古典的マントゥー方法で使うことができる。
【０２３６】
　他の適当な投与経路は、皮下経路である。皮下送達のためにいかなる適当なデバイスで
も、例えば古典的な針でも使うことができる。好ましくは、無針ジェット式注射器一式が
使われ、その例は、WO 01/05453、WO 01/05452、WO 01/05451、WO 01/32243、WO 01/4184
0、WO 01/41839、WO 01/47585、WO 01/56637、WO 01/58512、WO 01/64269、WO 01/78810
、WO 01/91835、WO 01/97884、WO 02/09796、WO 02/34317で公開されている。より好まし
くは、前記デバイスは、液体ワクチン製剤が事前に充填される。
【０２３７】
　あるいは、ワクチンは鼻腔内に投与される。一般的に、ワクチンは好ましくは肺に吸入
されることなく、鼻咽頭の領域に局所投与される。それが全くまたは実質的に肺に入らな
いように、鼻咽頭の領域にワクチン製剤を送達する、鼻腔内送達デバイスを使うことが望
ましい。
【０２３８】
　本発明によるワクチンの鼻腔内投与のための好ましいデバイスは、噴霧デバイスである
。市販の適当な鼻内噴霧デバイスとしては、Accuspray(商標)(Becton Dickinson)がある
。ネブライザーは、肺に容易に吸入されて鼻粘膜に有効に到達しない、非常に微細な噴霧
を生成する。したがって、ネブライザーは好ましくない。
【０２３９】
　鼻腔内の使用のための好ましい噴霧デバイスは、そのデバイスの性能が使用者によって
加えられる圧力に依存しないデバイスである。これらのデバイスは、圧力閾デバイスとし
て知られている。閾値圧が加えられるときだけ、液体はノズルから放出される。これらの
デバイスは、一定の液滴サイズを有する噴霧の達成をより簡単にする。本発明での使用に
適当な圧力閾デバイスは当技術分野で公知であり、例えば、本明細書で参照により組み込
まれているWO91/13281およびEP311 863 BおよびEP516 636に記載されている。そのような
デバイスはPfeiffer GmbHから市販され、Bommer, R. Pharmaceutical Technology Europe
, Sept 1999に記載されてもいる。
【０２４０】
　好ましい鼻腔内デバイスは、1～200μm、好ましくは10～120μmの範囲の液滴(液体とし
て水を使って測定)を生成する。10μm以下では吸入のリスクがあるので、10μm以下の液
滴は多くても約5%であることが望ましい。120μmより大きい液滴はそれより小さな液滴の
ようには都合よく拡散しないので、120μmを上回る液滴は多くても約5%であることが望ま
しい。
【０２４１】
　二用量送達は、本発明によるワクチンで使用するための鼻腔内送達系の他の好ましい機
構である。二用量デバイスは、単一のワクチンの用量の2つの下位用量(sub-dose)を含み
、1下位用量が各鼻孔へ投与される。一般に、2つの下位用量は単一のチャンバーに存在し
、デバイスの構造により一度に単一の下位用量の効率的送達が可能になる。代わりに、本
発明によるワクチンを投与するために、一用量デバイスを使うことができる。
【０２４２】
　代わりに、本発明では表皮または経皮のワクチン接種経路も企図される。
【０２４３】
　本発明の具体的な態様において、第1の投与のためのアジュバント添加免疫原性組成物
は筋肉内投与することができ、追加免疫組成物はアジュバント添加の有無にかかわらず異
なる経路により、例えば皮内、皮下または鼻腔内に投与することができる。他の具体的な
実施形態において、第1の投与のための組成物は1インフルエンザ株につき15μgの標準HA
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含量を含むことができ、追加免疫組成物は低用量、すなわち15μg以下のHAを含むことが
でき、また、投与経路によってはより少ない量で与えることができる。
【０２４４】
ワクチン接種をする集団
　標的集団は、好ましくはヒトの集団または個体である。
【０２４５】
　ワクチン接種をする標的集団は、免疫低下したヒトであってもよい。免疫低下したヒト
は、一般に健康な成人と比較して、抗原に、特にインフルエンザ抗原に上手く反応するこ
とができない。
【０２４６】
　好ましくは、標的集団はインフルエンザからプライミングされていない集団であり、ナ
イーブである(例えば世界的流行株に対して)か、以前にインフルエンザ感染またはワクチ
ン接種に応答することができなかった集団である。好ましくは、標的集団は、好適には、
55歳以上の高齢者、保健機関労働者などのより若い高リスクの成人(すなわち18歳～54歳)
、または心血管および肺の疾患もしくは糖尿病などの危険因子を有する若年成人である。
他の標的集団は、年齢が6カ月以上のすべての子供、特に6～23カ月齢のインフルエンザ関
連の入院率が比較的高い子供たちである。好ましくは、標的集団は、65歳超の高齢者であ
る。
【０２４７】
ワクチン接種レジメン、投薬およびさらなる効力基準
　各ワクチン用量中の糖(またはその複合体)抗原の量は、一般的なワクチン内でかなりの
有害副作用を起こさずに免疫保護反応を誘導する量となるように選択される。そのような
量は、どの特定の免疫原が使用されてそれがどのように提示されるかによって異なる。一
般に、各用量は0.1～100μg、好ましくは0.1～50μg、好ましくは0.1～10μgの糖を含む
ことが予想され、1～5μgが最も好ましい範囲である。
【０２４８】
　ワクチン中のタンパク質抗原の含量は一般的に1～100μgの範囲であり、好ましくは5～
50μg、最も一般的には5～25μgの範囲である。
【０２４９】
　特定のワクチンのための成分の最適量は、対象における適当な免疫応答の観察を含む標
準の研究によって確認することができる。最初のワクチン接種の後、対象は、適切な間隔
をあけた1つまたはいくつかの追加免疫免疫接種を受けることができる。
【０２５０】
　ワクチン調製物は、Vaccine Design ("The subunit and adjuvant approach" (eds Pow
ell M.F. & Newman M.J.) (1995) Plenum Press New York)で総説されている。リポソー
ム内への被包性は、Fullerton、米国特許第4,235,877号に記載されている。
【０２５１】
インフルエンザ抗原用量
　インフルエンザについては、好適には本発明による免疫原性組成物はほとんどの場合標
準的な0.5mlの注射可能な用量であり、一元放射免疫拡散法(SRD)によって測定されるよう
に、その、または各インフルエンザ株由来の15μgの赤血球凝集素抗原成分を含む(J.M. W
oodら.:J. Biol. Stand. 5 (1977) 237-247、J. M. Woodら., J. Biol. Stand. 9 (1981)
 317-330)。好適には、ワクチン用量は0.5mlから1mlの間であり、特に0.5mlまたは0.7ml
の標準的なワクチン用量である。元のバルク試料中のHA濃度に応じて、通常、用量はわず
かに調節される。
【０２５２】
　好適には、前記免疫原性組成物は、低用量のHA抗原を、例えば各インフルエンザ株につ
き1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13または14μgのいずれかのHAを含む。HAの
適当な低用量は、インフルエンザ株につき1～7.5μgのHA、好適にはインフルエンザ株に
つき3.5～5μg、例えば3.75μgのHAであり、一般的にはインフルエンザ株につき約5μgの
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HAである。
【０２５３】
　有利には、本発明によるワクチンの用量、特に低用量ワクチンは、一般に1用量につき
約0.5、0.7または1mlである従来の注射式スプリットインフルエンザワクチンよりも、少
ない体積で提供することができる。本発明による低体積用量は、1用量につき好ましくは5
00μl未満、より好ましくは300μl未満、最も好ましくは約200μl以下である。
【０２５４】
　したがって、本発明の一態様による好ましい低体積ワクチン用量は、低体積の低抗原用
量、例えば約200μlの量のうち約15μgもしくは約7.5μgのHAまたは約3.0μgのHA(株につ
き)を有する用量である。
【０２５５】
　本発明のインフルエンザ医薬は、好ましくはワクチンの一定の国際基準を満たす。
【０２５６】
　インフルエンザワクチンの有効性を測るために、基準は国際的に適用される。インフル
エンザに対して有効なワクチンの欧州連合公式基準を、下の表1で提示する。理論的には
、欧州連合要件を満たすために、ワクチンに含まれるすべてのインフルエンザ株について
、インフルエンザワクチンは表の基準の1つだけを満たせばよい。本発明の組成物は、そ
のような基準の少なくとも1つを適切に満たす。
【０２５７】
　しかし実際には、すべての株について、特に新しいワクチン、例えば異なる経路からの
送達のための新しいワクチンについては、基準の少なくとも2つまたは3つすべてを満たす
必要がある。ある条件下では、2つの基準で十分である。例えば、3つの基準のうちの2つ
がすべての株によって満たされ、第3の基準はすべてではないが一部の株(例えば3株中2株
)によって満たされることが許容されることがある。要件は、成人の集団(18～60歳)およ
び高齢者集団(>60歳)で異なる。
【表１】

【０２５８】
　他の態様において、本発明は、CD4+T細胞活性化を通して治癒または治療されることが
知られている疾患のワクチンを設計する方法を提供し、この方法は
　1)CD4+エピトープを含む抗原を選択すること、および
　2)前記抗原を3D MPLと本明細書の上で定義された水中油型エマルジョンアジュバントと
組み合わせることを含み、前記ワクチンは、前記哺乳動物へ投与すると前記哺乳動物の改
善されたCD4 T細胞応答を誘発することができる。
【０２５９】
　特許出願および許可された特許を含む、本明細書の中すべての参考文献の教示は、参照
により本明細書に完全に組み込まれる。
【０２６０】
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　疑問の回避のため、本明細書の用語「含んでいる(comprising)」、「含む(comprise)」
および「含む(comprises)」は、各事例において、場合により用語「からなっている(cons
isting of)」、「からなる(consist of)」および「からなる(consists of)」でそれぞれ
代替可能であるものとする。
【実施例】
【０２６１】
　以下の非限定的な実施例を参照することにより、本発明をさらに説明する。
【０２６２】
　実施例Iは、マウス、フェレット、およびヒトの研究で使用される、免疫学的読出し方
法について記述する。
【０２６３】
　実施例IIは、例示された研究で使用される、水中油型エマルジョンおよびアジュバント
製剤の調製および特徴付けについて記述する。
【０２６４】
　実施例IIIは、スプリットインフルエンザ抗原調製物およびAS03アジュバントを含有す
るワクチンによる、年齢が65歳超の高齢者集団での臨床試験について記述する。
【０２６５】
　実施例IVは、スプリットインフルエンザ抗原調製物およびAS03アジュバントを含有する
ワクチンによる、年齢が65歳超の高齢者集団での第2の臨床試験、すなわちワクチン再接
種試験について記述する。
【０２６６】
　実施例Vは、フェレットにおける、アジュバント添加およびアジュバント無添加のイン
フルエンザワクチンの前臨床評価を示す(研究Iおよび研究II)。体温モニタリング、ウイ
ルス排泄、およびCD4T細胞応答を測定した。
【０２６７】
　実施例VIは、ナイーブC57BI/6マウスおよびプライミングされたC57BI/6マウスにおける
、アジュバント添加およびアジュバント無添加のインフルエンザワクチンの前臨床評価を
示す。
【０２６８】
　実施例VIIは、異種株でプライミングされたC57BI/6マウスにおける、アジュバント添加
およびアジュバント無添加のスプリットおよびサブユニットインフルエンザワクチンの前
臨床評価を示す。
【０２６９】
　実施例VIIIは、AS03アジュバントもしくはASO3+MPLアジュバントを含有しているか、い
かなる外因性アジュバントも含有していないスプリットインフルエンザ抗原調製物含有ワ
クチンを用いた、65歳超の高齢者集団での臨床試験について記載する。
【０２７０】
　実施例IXは、フェレットにおける、アジュバント添加およびアジュバント無添加のイン
フルエンザワクチンの前臨床評価を示す(研究III)。温度モニタリング、ウイルス排泄、
およびHI力価を測定した。
【０２７１】
　実施例Xは、MPLを含む、もしくは含まないASO3アジュバントを含有するスプリットイン
フルエンザ抗原調製物含有ワクチンを用いた、65歳超の高齢者集団での臨床試験、すなわ
ち90日目および180日目における免疫原性持続性データを示す。
【０２７２】
　実施例XIは、MPLを含むAS03アジュバントを含有するスプリットインフルエンザ抗原調
製物含有ワクチンを用いた、65歳超の高齢者集団での臨床試験を示す。
【０２７３】
　実施例XIIは、2つの濃度のMPLをそれぞれ含むAS03アジュバントを含有するスプリット
インフルエンザ抗原調製物含有ワクチンを用いた、65歳超の高齢者集団での臨床試験を示
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す。
【０２７４】
　実施例XIIIは、マウスにおける、2種のアジュバント添加HPVワクチンの前臨床評価を示
す。抗体応答およびB細胞記憶応答を測定した。
【０２７５】
実施例Ｉ
免疫学的読出し方法
I.1. マウス方法
I.1.1. 赤血球凝集抑制試験
試験手順
　3種のインフルエンザウイルス株に対する抗赤血球凝集素抗体力価を、赤血球凝集抑制
試験(HI)を使用して測定した。HI試験の原理は、特定の抗インフルエンザ抗体が、インフ
ルエンザウイルス赤血球凝集素(HA)によってニワトリ赤血球(RBC)の赤血球凝集を抑制す
ることのできる能力に基づいている。熱不活化血清を、事前にカオリンおよびニワトリRB
Cにより処理して、非特異的抑制剤を除去した。前処理の後、2倍希釈した血清を、各イン
フルエンザ株を4つの赤血球凝集素単位と共にインキュベートした。次いでニワトリ赤血
球を添加し、凝集の抑制を記録した。力価は、赤血球凝集が完全に抑制された血清の、最
も高い希釈率の逆数で表した。血清の第1の希釈率が1:20であるとき、検出できないレベ
ルを、10に等しい力価として記録した。
【０２７６】
統計的分析
　統計的分析は、UNISTATを使用して、ワクチン接種後のHI力価に関して行った。分散分
析のために適用されたプロトコルは、下記の通り簡単に記述することができる。
【０２７７】
・データのログ変換
・群分布の正規性を確認するための、各集団(群)に対するシャピロ-ウィルク(Shapiro-Wi
lk)試験
・種々の集団(群)同士の分散の不均質性を確認するための、コクラン(Cochran)試験
・群に対して行われた2元配置分散分析
・多数の比較のためのチューキー(Tukey)HSD
【０２７８】
I.1.2. 細胞内サイトカイン染色
　この技法によって、サイトカイン産生に基づく抗原特異的Tリンパ球の定量が可能にな
り、エフェクターT細胞および/またはエフェクター-記憶T細胞がIFN-γを産生し、かつ/
または中央記憶T細胞がIL-2を産生する。PBMCを、免疫後７日で収集する。
【０２７９】
　リンパ球を、分泌阻害剤(ブレフェルジン(Brefeldine))の存在下、in vitroで再刺激す
る。次いでこれらの細胞を、蛍光抗体(CD4、CD8、IFN-γ、およびIL-2)を使用して、従来
の免疫蛍光手順により処理する。結果を、CD4/CD8 T細胞内でのサイトカイン陽性細胞の
頻度として表す。T細胞のサイトカインの細胞内染色は、2回目の免疫から7日後、PBMCに
対して行った。血液をマウスから採取し、ヘパリン化培地RPMI+Addに溜めた。血液では、
推奨されるプロトコル(遠心分離20分、2500rpmおよびR.T.で)に従って、RPMI+Addで希釈
されたPBL懸濁液が、リンパ球-哺乳類勾配上に層状に形成された。界面にある単核細胞を
除去し、RPMI+Add中で2回洗浄し、PBMC懸濁液を、RPMI 5%ウシ胎児血清中で2×106細胞/m
lに調節した。
【０２８０】
　PBMCのin vitro抗原刺激を、全FI(1μgHA/株)を用いて終濃度1×107細胞/ml(チューブF
ACS)で実施し、次いで抗CD28および抗CD49d(共に1μg/ml)を添加して2時間、37℃でイン
キュベートした。
【０２８１】
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　抗原再刺激ステップの後、PBMCを、ブレフェルジン(1μg/ml)の存在下、37℃で一晩イ
ンキュベートして、サイトカインの分泌を阻害する。
【０２８２】
　IFN-γ/IL-2/CD4/CD8染色を、下記の通り行った。すなわち、懸濁液を洗浄し、2%Fc遮
断試薬(1/50:2.4G2)を含有する50μlのPBS 1% FCS中に再懸濁した。4℃で10分間インキュ
ベートした後、抗CD4-PE(2/50)および抗CD8 perCp(3/50)の混合物50μlを添加し、4℃で3
0分間インキュベートした。PBS 1% FCS中で洗浄した後、細胞を、サイトフィックス-サイ
トパーム(Cytofix-Cytoperm)(Kit BD)200μl中に再懸濁し、4℃で20分間インキュベート
することによって透過化処理した。次いで細胞を、パームウォッシュ(Perm Wash)(Kit BD
)で洗浄し、パームウォッシュ中で希釈された抗IFN-γ APC(1/50)+抗IL-2 FITC(1/50)の
混合物50μlと共に再懸濁した。インキュベーションを最短で2時間、最長で一晩4℃で行
った後、細胞をパームウォッシュで洗浄し、PBS 1% FCS+1%パラホルムアルデヒド中に再
懸濁した。サンプルの分析は、FACSにより行った。生細胞をゲーティングし(FCS/SSC)、
獲得を、約20,000事象(リンパ球)または35,000事象、CD4+T細胞上で行った。IFN-γ+また
はIL2+のパーセンテージを、CD4+およびCD8+のゲート集団に関して計算した。
【０２８３】
I.2. フェレット方法
I.2.1. 赤血球凝集素阻害試験(HI)
試験手順
　3種のインフルエンザウイルス株に対する抗赤血球凝集素抗体力価を、赤血球凝集抑制
試験(HI)を使用して測定した。HI試験の原理は、特定の抗インフルエンザ抗体が、インフ
ルエンザウイルス赤血球凝集素(HA)によるニワトリ赤血球(RBC)の赤血球凝集を抑制する
ことのできる能力に基づいている。まず、血清を25%ノイラミニダーゼ溶液(RDE)で処理し
、熱不活化して、非特異的阻害剤を除去した。前処理の後、2倍希釈した血清を、各イン
フルエンザ株の4つの赤血球凝集単位と共にインキュベートした。次いでニワトリ赤血球
を添加し、凝集の抑制を記録した。力価は、赤血球凝集を完全に阻害した血清の最も高い
希釈率の逆数として表した。血清の第1の希釈が1:10であるとき、検出できないレベルを
、5に等しい力価として記録した。
【０２８４】
統計的分析
　統計的分析は、UNISTATを使用して、HI力価(41日目、チャレンジ前)に関して行った。
分散分析に適用されたプロトコルは、下記の通り簡単に記述することができる。
【０２８５】
・データのログ変換
・群分布の正規性を確認するための、各集団(群)に関するシャピロ-ウィルク試験
・種々の集団(群)同士の分散の不均質性を確認するための、コクラン試験
・1元配置ANOVAの相互作用に関する試験
・多数の比較のためのチューキー試験
【０２８６】
I.2.2. 体温のモニタリング
　個々の温度を、チャレンジ期間中に、トランスミッタを用いかつテレメトリー記録によ
ってモニターした。すべての移植片について調べ、一新し、新たな較正をDSI(Data Scien
ces International, Centaurusweg 123, 5015 Tc Tilburg, The Netherlands)によって行
い、その後、腹腔内に配置した。これらの測定中、すべての動物を個々に単一のケージに
収容した。
【０２８７】
　チャレンジの4日前からチャレンジ後の7日目まで、15分毎に温度を記録した。
【０２８８】
I.2.3. 鼻洗浄
　覚醒している動物の両方の鼻孔にPBSを5ml投与することによって、鼻洗浄を行った。接
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種材料をペトリ(Petri)皿に収集し、ドライアイス上のサンプル容器内に配置した。
【０２８９】
鼻洗浄におけるウイルス滴定
　すべての鼻サンプルを、まずSpin Xフィルター(Costar)に通して滅菌濾過することによ
り、あらゆる細菌汚染を除去した。鼻洗浄物質の連続10倍希釈物50μlを、培地(10ウェル
/希釈)50μlが入っているマイクロタイタープレートに移した。次いでMDCK細胞100μl(2.
4×105細胞/ml)を各ウェルに添加し、35℃で5～7日間インキュベートした。
【０２９０】
　インキュベーションから5～7日後、培地を穏やかに取り出し、1/20 WST-1含有培地を10
0μl添加し、さらに18時間インキュベートした。
【０２９１】
　生細胞によってWST-1が減少することにより生成された、黄色のホルマザン染料の強度
は、ウイルス滴定アッセイの終わりにウェル内に存在する生細胞数に比例しており、適切
波長(450nm)で各ウェルの吸光度を測定することによって定量される。カットオフは、非
感染対照細胞のOD平均と定義される-0.3 OD(0.3 ODは、感染対照細胞のODの+/-3標準偏差
に対応する)。正のスコアは、ODがカットオフ未満である場合と定義され、これとは対照
的に負のスコアは、ODがカットオフよりも大きい場合と定義される。ウイルス排出力価は
、「Reed and Muench」によって測定し、Log TCID50/mlとして表した。
【０２９２】
I.3. ヒトにおける免疫応答を評価するためのアッセイ
I.3.1. 赤血球凝集抑制アッセイ
　免疫応答を、WHO Collaborating Centre for influenza, Centres for Disease Contro
l, Atlanta, USA(1991)に記載されている方法を使用してHI抗体を測定することにより決
定した。
【０２９３】
　抗体力価測定は、適切な抗原の4つの赤血球凝集抑制単位(4HIU)および0.5%トリ赤血球
懸濁液を使用した、標準化されかつ全体が有効とされたマイクロメソッドにより、解凍し
た凍結血清サンプルに関して実施した。非特異的血清抑制剤は、熱処理および受容体破壊
酵素によって除去した。
【０２９４】
　得られた血清のHI抗体レベルを評価した。初期希釈1:10から開始して、最終希釈が1:20
480になるまで、一連の希釈物(2倍)を調製した。滴定終点は、赤血球凝集の完全な抑制(1
00%)を示す最高希釈ステップと解釈した。すべてのアッセイは、2連で行った。
【０２９５】
I.3.2. ノイラミニダーゼ阻害アッセイ
　このアッセイは、フェチュインでコーティングされたマイクロタイタープレートで行っ
た。抗血清の連続2倍希釈物を調製し、標準量のインフルエンザA H3N2、H1N1、またはイ
ンフルエンザBウイルスと混合した。試験は、酵素作用によってフェチュインからノイラ
ミン酸を放出するノイラミニダーゼの生物活性を基にした。末端ノイラミン酸の切断後、
β-D-ガラクトース-N-アセチル-ガラクトサミンをアンマスキングした。ピーナツから得
られた、ホースラディッシュペルオキシダーゼ(HRP)で標識されたピーナツアグルチニン
は、ガラクトース構造に特異的に結合するものであるが、このピーナルアグルニチンをウ
ェルに添加した。結合したアグルチニンの量を、テトラメチルベンジジン(TMB)との基質
反応で検出し、定量することができる。ウイルスノイラミニダーゼ活性を、依然として少
なくとも50%阻害する最高抗体希釈率を、NI力価として示した。
【０２９６】
I.3.3. 中和抗体アッセイ
　中和抗体測定を、解凍した凍結血清サンプルに関して実施した。血清に含有される抗体
によるウイルス中和は、マイクロ中和アッセイで測定した。各血清について、3重に試験
をした。標準量のウイルスを、血清の連続希釈物と混合し、抗体とウイルスとが結合する
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ようにインキュベートした。次いで定義された量のMDCK細胞を含有する細胞懸濁液を、ウ
イルスと抗血清との混合物に添加し、33℃でインキュベートした。インキュベーション期
間の後、ニワトリ赤血球の赤血球凝集によって、ウイルス複製を視覚化した。血清の50%
中和力価を、Reed and Muenchの方法によって計算した。
【０２９７】
I.3.4. サイトカインフローサイトメトリー(CFC)によって細胞媒介性免疫を評価した
　末梢血抗原特異的CD4およびCD8 T細胞は、これらに対応する抗原と共にインキュベート
する場合にはIL-2、CD40L、TNF-α、およびIFNが生成されるように、in vitroで再刺激す
ることができる。その結果、細胞内サイトカイン産生と同様に、細胞表現型の従来の免疫
蛍光標識の後、フローサイトメトリーによって、抗原特異的CD4およびCD8 T細胞を数え上
げることができる。本発明の研究では、インフルエンザワクチン抗原ならびに特定のイン
フルエンザタンパク質由来のペプチドを、インフルエンザ特異的T細胞を再刺激する抗原
として使用した。結果は、CD4またはCD8 T細胞部分集団内のサイトカイン陽性CD4またはC
D8の頻度として表した。
【０２９８】
I.3.5. 統計的方法
I.3.5.1. 主要エンドポイント
・ワクチン接種後7日間のフォローアップ期間(すなわち、ワクチン接種の日およびそれに
続く6日間)中および全体の、求められた局所および全身の徴候および症状の、パーセンテ
ージ、強度、およびワクチン接種との関係。 
・ワクチン接種後21日間のフォローアップ期間(すなわち、ワクチン接種の日およびそれ
に続く20日間)中および全体の、求められていない局所および全身の徴候および症状の、
パーセンテージ、強度、およびワクチン接種との関係。 
・全体的な研究の最中の、重篤な有害事象の発生。
【０２９９】
I.3.5.2. 副次的エンドポイント
液性免疫応答:
観察された変数:
・0日目および21日目:ワクチン中に提示される3種のインフルエンザウイルス株(抗H1N1、
抗H3N2、および抗B抗体)のそれぞれに対して別々に試験がなされた、血清赤血球凝集抑制
(HI)およびNI抗体力価。 
・0日目および21日目:ワクチン中に提示される3種のインフルエンザウイルス株に対して
別々に試験がなされた、中和抗体力価。
【０３００】
得られた変数(95%信頼区間):
・ワクチン接種前後の95%信頼区間での、血清HI抗体の幾何平均力価(GMT)。 
・21日目、95%CIでのセロコンバーション率＊

・21日目、95%CIでのコンバーション係数＊＊

・21日目、95%CIでの血清保護率＊＊＊

・すべての時点での血清NI抗体GMT(95%信頼区間)。 
＊セロコンバーション率は、各ワクチン株に関し、0日目に比べて21日目に血清HI力価が
少なくとも4倍増加している被ワクチン接種体のパーセンテージと定義される。 
＊＊コンバーション係数は、各ワクチン株に関する、0日目と比べた21日目の血清HI GMT
の倍数増加と定義される。 
＊＊＊保護率は、通常は指示される保護として許容される、ワクチン接種後(各ワクチン
株毎)の、血清HI力価=40での被ワクチン接種体のパーセンテージと定義される。
【０３０１】
細胞媒介性免疫(CMI)応答の場合
観察された変数
　0日目および21日目:種々の試験における、106当たりのサイトカイン陽性CD4/CD8 T細胞
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の頻度。
【０３０２】
　各試験は、下記の事項に対するCD4/CD8 T細胞の応答を定量する:
・ペプチドインフルエンザ(pf)抗原(これら抗原の厳密な性質および起源を得ること/説明
することが必要である)
・スプリットインフルエンザ(sf)抗原
・全インフルエンザ(wf)抗原。
【０３０３】
得られた変数:
・少なくとも2種のサイトカイン(CD40L、IL-2、IFNγ、TNFα)を産生する細胞
・少なくともCD40Lおよび別のサイトカイン(IL-2、TNFα、IFNγ)を産生する細胞
・少なくともIL-2および別のサイトカイン(CD40L、TNFα、IFNγ)を産生する細胞
・少なくともIFNγおよび別のサイトカイン(IL-2、TNFα、CD40L)を産生する細胞
・少なくともTNFαおよび別のサイトカイン(IL-2、CD40L、IFNγ)を産生する細胞
【０３０４】
I.3.5.3. 免疫原性の分析
　免疫原性の分析は、ワクチン接種したコホートすべてを基にした。各治療群毎に、下記
のパラメータ(95%信頼区間で)を計算した:
・0日目および21日目のHIおよびNI抗体力価の幾何平均力価(GMT)
・0日目および21日目の中和抗体力価の幾何平均力価(GMT)。 
・21日目のコンバーション係数。 
・21日目のセロコンバーション率(SC)は、0日目に比べて21日目の血清HI力価が少なくと
も4倍増加しいる被ワクチン接種体のパーセンテージと定義される。 
・21日目の保護率は、血清HI力価=1:40である被ワクチン接種体のパーセンテージと定義
される。 
・応答中に分泌されるCD4/CD8 Tリンパ球の頻度を、各ワクチン接種群毎に、各時点毎に(
0日、21日目)、各抗原毎に(ペプチドインフルエンザ(pf)、スプリットインフルエンザ(sf
)、および全インフルエンザ(wf))、まとめた(記述統計)。 
・5つの異なる試験毎の、各ワクチン接種群および各抗原(pf、sf、およびwf)毎の、時点(
後-前)応答間の個々の相違の記述的統計。 
・ノンパラメトリック検定(クルスカル-ワリス検定)を使用して、3つの群の間での位置の
相違を比較し、統計的p値を、5つの異なる試験毎に、各抗原に関して計算した。すべての
有意検定は、両側検定であった。0.05以下のP値を、統計的に有意と見なした。
【０３０５】
実施例ＩＩ
水中油型エマルジョンおよびアジュバント製剤の調製および特徴付け
　他に特に指示しない限り、後続の実施例で使用される油/水エマルジョンは、2種の油(
α-トコフェロールおよびスクアレン)から作製された有機層と、乳化剤としてTween80を
含有するPBSの水相とからなる。他に特に指示しない限り、後続の実施例で使用される水
中油型エマルジョンアジュバント製剤は、下記の水中油型エマルジョン成分(所与の終濃
度)、すなわちスクアレン2.5%(v/v)、α-トコフェロール2.5%(v/v)、モノオレイン酸ポリ
オキシエチレンソルビタン0.9%(v/v)(Tween80)を含むものが作製され、WO95/17210を参照
されたい。後続の実施例ではAS03と呼ばれるこのエマルジョンは、2倍濃縮物として下記
の通り調製した。
【０３０６】
II.1. エマルジョンSB62の調製
II.1.1. 実験室規模の調製
　Tween80を、リン酸緩衝生理食塩水(PBS)中に溶解して、2%PBS溶液を得た。100mlの2倍
濃縮物エマルジョンを得るために、DLα-トコフェロール5gおよびスクアレン5mlを撹拌し
て完全に混合した。PBS/Tween溶液90mlを添加し、完全に混合した。次いで得られたエマ
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ルジョンをシリンジに通し、最終的に、M110Sミクロ流体マシンを使用してミクロ流動化
する。得られた油滴は、約120～180nmのサイズ(PCSによって測定されたZ平均として表す)
を有している。その他のアジュバント/抗原成分をエマルジョンに添加して、簡単に混合
する。
【０３０７】
II.1.2. スケールアップした調製
　SB62エマルジョンの調製は、疎水性成分(α-トコフェロールおよびスクアレン)からな
る油相と、水溶性成分(Tween80およびPBS(変性)、pH6.8)を含有する水相とを強く撹拌し
ながら混合することによって行う。撹拌しながら、油相(1/10全体積)を水相(9/10全体積)
に移し、混合物を室温で15分間撹拌する。次いで得られた混合物を、ミクロ流動化器(150
00 PSI-8サイクル)の相互作用チャンバ内で剪断力、衝撃力、および空洞力にかけること
により、サブミクロンの液滴(100から200nmの間の分布)が生成される。得られたpHは、6.
8±0.1の間である。次いでSB62エマルジョンを、0.22μm膜に通す濾過によって滅菌し、
滅菌バルクエマルジョンを、2～8℃のCupac容器に冷蔵保存する。滅菌不活性ガス(窒素ま
たはアルゴン)を、少なくとも15秒間、SB62エマルジョンの最終バルク容器の死空間に一
気に流す。
【０３０８】
　SB62エマルジョンの最終的な組成は、下記の通りである:
　Tween80:1.8%(v/v) 19.4mg/ml; スクアレン:5%(v/v) 42.8mg/ml; α-トコフェロール:5
%(v/v) 47.5mg/ml; PBS-mod:NaCl 121mM、KCl 2.38mM、Na2HPO4 7.14mM、KH2PO4 1.3mM; 
pH6.8±0.1。
【０３０９】
II.2. 油滴サイズ動的光散乱の測定
II.2.1. 概要
　油滴の直径のサイズを、下記の手順に従って、かつ下記の実験条件下で決定する。液滴
サイズの測定は、強度測定として行われ、PCSにより測定されるZ平均として表される。
【０３１０】
II.2.2. サンプルの調製
　サイズの測定を、水中油型エマルジョンアジュバントで行い:SB62はスケールアップ方
法に従って調製し、AS03およびAS03+MPL(50μg/ml)、最後の2つは使用直線に調製した。
サンプルの組成物を、以下に示す(セクション2.2.4.参照)。サンプルを、PBS 7.4中で400
0×～8000×に希釈した。
【０３１１】
　対照として、PL-Nanocal粒度標準100nm(カタログ番号6011-1015)を10mM NaCl中に希釈
した。
【０３１２】
II.2.3. Malvern Zetasizer 3000HSサイズ測定
　すべてのサイズ測定は、共にMalvern Zerasizer 3000HSで行った。サンプルを、適切な
希釈率(通常は、サンプル濃度に応じて4000×から20000×)で、かつ2つの光学モデルを用
いて、すなわち
-実際の粒子屈折率が0であり、想像上の屈折率も0であるモデル、
-あるいは、実際の粒子屈折率が1.5であり、想像上の屈折率が0.01であるモデル(文献中
に見出された値に従って適合された光学モデル)
を用いて、Malvern分析用のプラスチックのキュベットで測定した。
【０３１３】
　技術的条件は、
-レーザ波長:532nm(Zeta3000HS)、
-レーザ出力:50mW(Zeta3000HS)、
-90℃で検出された散乱光(Zeta3000HS)、
-温度:25℃、
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-所要時間:ソフトによる自動測定、
-数:3つの連続した測定値、
-z平均直径:キュムラント解析による、
-サイズ分布:Continまたは自動方法による
という条件であった。
【０３１４】
　自動Malvernアルゴリズムは、キュムラント、Contin、および非負最小2乗(NNLS)アルゴ
リズムの組合せを使用する。
【０３１５】
　強度分布は、Mie理論のおかげで体積分布に変換することができる。
【０３１６】
II.2.4. 結果(表2参照)
キュムラント解析(Z平均直径):
【表２】

【０３１７】
　Z平均直径(ZAD)サイズは、サンプル中の各サイズの粒子によって散乱した光の量によっ
て計った。この値は、サンプルの単峰性分析に関連しており、主に再現を目的に使用され
る。
【０３１８】
　計数率(CR)は、散乱光の尺度であり、秒当たり何千個の光子に相当する。
【０３１９】
　多分散性(Poly)インデックスは、分布の幅である。これは、分布の広さの無次元測定値
である。
【０３２０】
Cotinおよび自動分析:
　2種のその他のSB62の調製(2倍濃縮したAS03)を行い、下記のわずかな変更を行いつつ、
上記にて説明した手順に従って評価した。
【０３２１】
　最適な計数率の値が得られると決定された2つの希釈率で、サンプルを、Malvern分析用
のプラスチックのキュベットで測定した:Zetasizer3000HSの場合に10000×および20000×
、上記実施例で使用したものと同じ光学モデル。
【０３２２】
　結果を表3に示す。
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【表３】

【０３２３】
　これらの結果の概略的な表示を、製剤1023に関する図1に示す。図示されるように、大
部分の粒子(例えば少なくとも80%)は、強度毎に300nm未満の直径を有する。
【０３２４】
II.2.5. 全体的な結論
　SB62製剤は、Malvern Zetasizer 3000HSおよび2つの光学モデルを用いて、種々の希釈
率で測定した。上記にて評価された製剤の粒度ZAD(すなわち、キュムラント解析による強
度の平均)は、150～155nm程度であった。
【０３２５】
　キュムラント解析を使用したとき、本発明者らは、希釈率がZADおよび多分散性に何の
影響も及ぼさないことを見出した。
【０３２６】
II.3. MPLを含むAS03の調製
II.3.1. MPL懸濁液の調製
　MPL(文書の最初から終わりまで通して使用されるように、3D-MPL、すなわち3-O-脱アシ
ル化モノホスホリルリピドAの略語である)液体バルクを、MPL(登録商標)凍結乾燥粉末か
ら調製する。MPL液体バルクは、ワクチンまたはアジュバント製剤としてすぐに使用でき
る、原材料の安定な濃縮(1mg/ml程度)水性分散液である。調製プロセスの概略的な説明を
、図2に示す。
【０３２７】
　最大バッチサイズが12gの場合、MPL液体バルクの調製は、滅菌ガラス容器上で行う。MP
Lの分散液は、下記のステップからなる。 
-MPL粉末を、注射用蒸留水に懸濁させる。 
-加熱することによって(熱処理)、あらゆる大きな凝集体の、凝塊を行う。 
-ミクロ流動化によって、粒度を100nmから200nmの間に縮小させる。 
-調製物を、Sartocleanプレフィルターユニット、0.8/0.65μmで事前に濾過する。 
-調製物を室温で滅菌濾過する(Sartobran Pユニット、0.22m)。
【０３２８】
　MPL粉末を、ミクロ流動化によって凍結乾燥し、その結果、安定なコロイド状水性分散
液にする(MPL粒度は200nmより小さい)。MPL凍結乾燥粉末を、粗製の10mg/ml懸濁液を得る
ために、注射用蒸留水に分散させる。次いで懸濁液を、撹拌しながら熱処理にかける。室
温に冷却後、粒度を低下させるために、ミクロ流動化を開始する。ミクロ流動化は、最小
限の通過量(サイクル数:nmin)に関して定められた圧力で、ミクロ流動化相互作用チャン
バ内全体に分散液を連続的に循環させることにより、Microfluidics装置M110EHを使用し
て実施する。サイクル数を表すミクロ流動化の所要時間は、測定された流量および分散体
積に基づいて計算する。所与の圧力の所与の装置では、得られた流量は、1つの相互作用



(49) JP 2008-534467 A 2008.8.28

10

20

30

チャンバから別のチャンバに至るまで、また特定の相互作用チャンバのライフサイクルの
最初から終わりに至るまで、様々に変わる可能性がある。本実施例では、使用される相互
作用チャンバは、タイプF20Y Microfluidicsのものである。ミクロ流動化効率は、圧力-
流量の組合せに関連しているので、処理時間は、1つのバッチと別のバッチとの間で異な
る可能性がある。1サイクルに必要とされる時間は、流量を基に計算される。考えられる
流量は、装置にMPLを導入する直前の、注射用蒸留水で測定された流量である。1サイクル
を、MPLの全体積が装置内を1回通過するのに必要とされる時間(単位:分)と定義する。Nサ
イクルを得るのに必要な時間は、下記の通り計算する。 
n×処理されるMPLの量(ml)/流量(ml/分)
【０３２９】
　したがってサイクル数は、相応に適合される。実施されるサイクルの分数(nmin)を、使
用される好ましい装置および相互作用チャンバに関して記述する。実行されるサイクルの
量全体は、nminサイクル後に行われる粒度測定の結果によって決定される。粒度限界(dli
m)は、履歴データを基に定義される。測定は、光子相関分光法(PCS)技法によって実現さ
れ、dlimは、単一モード結果(Z平均)として表す。この限界より下では、ミクロ流動化をn

minサイクル後に停止することができる。この限界より上では、さらに最大50サイクルの
間で、満足のいくサイズ縮小が得られるまでミクロ流動化を継続させる。
【０３３０】
　ミクロ流動化の直後に濾過を行わない場合、濾過領域に移されるのを待ちながら、分散
させたMPLを+2から+8℃で保存する。
【０３３１】
　ミクロ流動化後、分散液を注射用蒸留水で希釈し、層流中で0.22μmフィルターに通し
て滅菌濾過する。最終的なMPL濃度は1mg/ml(0.80～1.20mg/ml)である。
【０３３２】
II.3.2. AS03+MPLアジュバントワクチンの調製:1バイアルアプローチ
　AS03アジュバント製剤にMPLを添加し、終濃度を、ワクチン用量当たり10から50μgにし
た。
【０３３３】
　PBS 10倍濃縮物(1倍濃縮の場合、pH7.4)、ならびにTween、Triton X-100、およびVES(
コハク酸ビタミンE、すなわちコハク酸α-トコフェロール)を含有するSB62混合物を、注
射用蒸留水に添加する。これらの量は、目標とする終濃度がTween80では750μg/ml、Trit
on X-100では110μg/ml、VESでは100μg/mlに到達するような、インフルエンザ株に存在
する界面活性剤を考慮に入れている。5分間の撹拌後、問題となっている各インフルエン
ザ株(例えば、古典的3価ワクチン中の株H1N1、H3N2、およびB)を15μg添加する。15分の
撹拌後、SB62エマルジョン250μlを添加し、次いでMPLを25μgまたは50μg添加する。
【０３３４】
　調製プロセスの概略図を、図3に示す。ヒト用量当たりの、MPLを含むAS03の最終粗製を
表4に示す。
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【表４】

【０３３５】
II.3.3. AS03+MPLアジュバントワクチンの調製:2バイアルアプローチ
　同じ製剤は、2倍に濃縮した抗原または抗原性調製物を、AS03(SB62 250μl)またはAS03
+MPL(SB62 250μl+MPL 25μgまたは50μg)アジュバントと混合することによって、2バイ
アルアプローチから調製することができる。この場合、調製は下記の通り進行する。AS25
アジュバント添加インフルエンザワクチンの製造は、3つの主なステップからなる:
1)アジュバントを含まない3価の最終バルク(2×濃縮)の配合および抗原容器内への充填
2)AS03+MPLアジュバントの調製
3)AS03+MPLアジュバントスプリットウイルスワクチンの即時溶解。
【０３３６】
1)アジュバントを含まない3価の最終バルクの配合および抗原容器内への充填
　3つの1価のバルクの体積は、配合前に1価のバルクそれぞれで測定されたHA含量と、目
標体積1100mlとを基にしている。濃縮したリン酸緩衝生理食塩水と、Tween80、Triton X-
100、およびコハク酸水素α-トコフェリル(α-tocopheryl hydrogen succinate)のプレミ
ックスとを、注射用蒸留水で希釈する。次いで3つの濃縮モノバルク(A/New Caledonia、A
/ニューヨーク、B/Jiangsu)を、得られたリン酸緩衝生理食塩水/Tween80-Triton X-100-
コハク酸水素α-トコフェリル溶液(pH7.4、NaCl 137mM、KCl 2.7mM、Na2HPO4 8.1mM、KH2
PO4 1.47mM、Tween80 990μg/ml、Triton X-100 150μg/ml、およびコハク酸水素α-トコ
フェリル130μg/ml)中に連続的に希釈して、最終的に、3価の最終バルク1ml当たりA株(H1
N1、H3N2)のHAが39.47μg(15μg HA/A株/380μl 3価の最終バルク)、およびB株のHAが46
μg(17.5μg HA/B株/380μl 3価の最終バルク)の濃度になるようにする。1価のバルクの
それぞれを添加する合間に、混合物を室温で10～30分間撹拌する。最後の1価のバルクを
添加して15～30分間撹拌した後、pHを検査し、HClまたはNaOHで7.2±0.2に調節する。
【０３３７】
　抗原の3価の最終バルクを、無菌状態で3mlの滅菌I型(Ph. Eur.)ガラスバイアルに満た
す。各バイアルは、470μlの容積を有する(380μl+90μl 一杯にする)。
【０３３８】
2)AS03/MPLアジュバントバルクの調製およびアジュバント容器への充填
　アジュバントAS03/MPLは、2成分、すなわちSB62エマルジョン(セクション2.1.2.の方法
)およびMPL(セクション2.3.1.の方法)を混合することによって調製する。SB62バルクおよ
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びMPL液体バルクを1mg/mlで含む、1倍濃縮PBS mod(10×濃縮PBS modを注射用蒸留水で希
釈することによって調製された)。MPLの濃縮は、最終含量が、最終的なヒトワクチン用量
当たり10から50μgの間になるように、好適には25μg程度になるように決定されることに
なる。混合物を、室温で5～30間撹拌し、pHを、NAOH(0.05または0.5M)/HCl(0.03Mまたは0
.3M)で6.8±0.1に調節する。室温でさらに5～30分間撹拌した後、混合物を、0.22μmの膜
に通して濾過することにより滅菌する。滅菌不活性ガス(窒素)のフラッシングを行って、
最短で1分の間に充填容器内に不活性死空間を生成する。滅菌AS03+MPLアジュバントを、1
.25ml滅菌I型(Ph.Eur.)ガラスシリンジに無菌状態で充填するまで、+2～8℃で保存する。
各シリンジは、80μlを超える容積を有する(320μl+80μl 一杯にして)。
【０３３９】
　注射の時、アジュバントが入っている事前充填済みのシリンジの内容物は、濃縮された
3価の不活化スプリットビリオン抗原が入っているバイアルに注入される。混合した後、
その内容物をシリンジ内に引き出し、針を、筋肉内針と交換する。溶かして元に戻したAS
25アジュバント添加インフルエンザ候補ワクチンの1回の用量は、0.7mLに相当する。
【０３４０】
II.4. 水中油型エマルジョン製剤中にインフルエンザ抗原および場合によってMPLを含む
免疫原性組成物の調製
　II.1のSB62エマルジョンに、等体積の2倍濃縮スプリットインフルエンザ抗原(Fluarix(
商標))(株当たりHA 15μg)を添加し、混合した。これを、適切な場合には50μg/mlのMPL
と一緒にして、最終的な製剤を得た。
【０３４１】
実施例ＩＩＩ
スプリットインフルエンザ抗原調製物およびAS03アジュバントを含有するワクチンを用い
た65歳以上の高齢者集団における臨床試験(Explo-Flu-001)
　アジュバントAS03を含有するGlaxoSmithKline Biologicalsインフルエンザ候補ワクチ
ンの反応原性および免疫原性を評価するために、第1相オープン無作為試験を、2003年に6
5歳以上の高齢者集団で実施した。液性免疫応答(すなわち、抗赤血球凝集素、中和、およ
び抗ノイラミニダーゼ抗体力価)および細胞媒介性免疫応答(CD4および/またはCD8T細胞応
答)を、AS03アジュバントワクチンまたはWVワクチンの1回分用量を筋肉内投与してから21
日後に測定した。Fluarix(商標)を参照として使用した。
【０３４２】
III.1. 試験の設計
　3群の対象に、並行して下記のワクチンを筋肉内投与した。 
・50名の対象の1群には、1回分用量の、溶解して元に戻したアジュバントSVインフルエン
ザワクチン(FluAS03)を投与した。 
・50名の対象の1群には、1回分用量の、全ウイルスインフルエンザワクチン(FluWVV)を投
与した。 
・50名の対象の1群には、1回分用量のFluarix(商標)を下記の対照ワクチン接種スケジュ
ールで投与した:0日目にインフルエンザワクチンを1回注射、血液サンプル採取、21日目
に読取り分析(HI抗体測定、NI抗体測定、中和抗体の測定、およびCMI分析)、試験終了。
【０３４３】
　この試験で使用した標準的な3価のスプリットインフルエンザワクチン-Fluarix(商標)
は、GlaxoSmithKline Biologistsによって2003年から開発され製造された市販のワクチン
である。
【０３４４】
III.2. ワクチンの組成物および投与(表5)
III.2.1 ワクチンの調製
AS03アジュバント添加インフルエンザワクチン
　AS03アジュバント添加インフルエンザワクチン候補は、I型ガラスバイアル(335μl)(抗
原容器)内にある濃縮3価不活化スプリットビリオン抗原と、SB62エマルジョンが入ってい
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る事前充填式シリンジ(335μl)(アジュバント容器)からなる2成分ワクチンである。注射
の時、抗原容器の内容物を、SN62エマルジョン事前充填式シリンジの助けを借りて除去し
、その後、シリンジを穏やかに混合する。SB62エマルジョンとワクチン抗原との混合によ
って、AS03アジュバントが再構成される。注射の前に、使用済みの針を筋肉内針に代え、
体積を500μlに補正する。
【０３４５】
　再構成されたAS03アジュバント添加インフルエンザワクチンの1回分用量は、0.5mlに相
当し、登録されたFluarix(商標)/α-Rix(登録商標)ワクチンの場合と同様に各インフルエ
ンザウイルス株のHAを15μg含有し、スクアレンを10.68mg、DL-α-トコフェロールを11.8
6mg、およびポリソルベート80(Tween80)を4.85mg含有する。
【０３４６】
調製
　AS03アジュバント添加インフルエンザワクチンの製造は、3つの主なステップからなる
。
【０３４７】
1)アジュバントを含まない3価の最終バルクの配合および抗原容器内への充填
　3つの1価のバルクの体積は、配合前に1価のバルクそれぞれで測定されたHA含量と、目
標体積800mlとを基にしている。濃縮したリン酸緩衝生理食塩水と、Tween80、Triton X-1
00、およびコハク酸水素α-トコフェリルのプレミックスとを、注射用蒸留水で希釈する
。次いで3つの濃縮モノバルク(株A/New Caledonia、株A/Panama、および株B/Shangdong)
を、得られたリン酸緩衝生理食塩水/Tween80-Triton X-100-コハク酸水素α-トコフェリ
ル溶液(pH7.4、NaCl 137mM、KCl 2.7mM、Na2HPO4 8.1mM、KH2PO4 1.47mM、Tween80 1500
μg/ml、Triton X-100 220μg/ml、およびコハク酸水素α-トコフェリル200μg/ml)中に
連続的に希釈して、最終的に、3価の最終バルク1ml当たりA株のHAが60μg(15μg HA/A株/
250μl 3価の最終バルク)、およびB株のHAが70μg(17.5μg HA/B株/250μl 3価の最終バ
ルク)の濃度になるようにする。1価のバルクのそれぞれを添加する合間に、混合物を室温
で10分間撹拌する。最後の1価のバルクを添加して150分間撹拌した後、pHを検査し、HCl
またはNaOHで7.2±0.2に調節する。
【０３４８】
　抗原の3価の最終バルクを、無菌状態で3mlの滅菌I型ガラスバイアルに満たす。各バイ
アルは、34%の体積超過を含む(全容積は335μl)。
【０３４９】
2)SB62エマルジョン滅菌バルクの調製、およびアジュバント容器への充填
・水相:撹拌しながら、Tween80 902mlをPBS-mod緩衝液(HClで調節した後のpH=6.8)44105m
lと混合する。 
・油相:撹拌しながら、スクアレン2550mlをα-トコフェロール2550mlに添加する。 
・水相と油相の混合:撹拌しながら、油相5000ml(全体積の1/10)を水相45007ml(全体積の9
/10)に移す。この混合物を、室温で15分間撹拌する。 
・乳化:得られた混合物を、ミクロ流動器の相互作用チャンバ内で剪断力、衝撃力、およ
び空洞力にかけて(15000PSI-8サイクル)、サブミクロンの液滴(100から200nmの間の分布)
を生成する。得られたpHは、6.8±0.1の間である。 
・滅菌濾過:SB62エマルジョンを、0.22μm膜に通す濾過によって滅菌し、滅菌バルクエマ
ルジョンを、Cupac容器内で2から8℃に冷蔵保存する。滅菌不活性ガス(窒素またはアルゴ
ン)を、少なくとも15秒間、SB62エマルジョンの最終バルク容器の死空間に一気に流す。
【０３５０】
　与えられた成分の量のすべては、エマルジョンを50L調製するためのものであり、体積
を単位として示される。実際に、量は、成分の密度を考慮して計量される。PBSの密度は
、1に等しいと考えられる。
【０３５１】
　SB62エマルジョンの最終組成は下記の通りである。



(53) JP 2008-534467 A 2008.8.28

10

20

30

40

50

【表５】

【０３５２】
　次いで滅菌SB62バルクエマルジョンを、1.25mlの滅菌I型ガラスシリンジに無菌状態で
充填する。各シリンジは、34%の体積超過を含む(全容積は335μl)。
【０３５３】
3)AS03アジュバントスプリットウイルスワクチンの即時溶解
　注射の時、濃縮した3価の不活化スプリットビリオン抗原が入っているバイアルの内容
物を、SB62エマルジョンが入っているシリンジの助けを借りてバイアルから除去し、その
後、シリンジを穏やかに混合する。SB62エマルジョンとワクチン抗原との混合によって、
AS03アジュバントが再構成される。
【０３５４】
III.2.2. ワクチンの組成(表6)および投与

【表６】

【０３５５】
　ワクチンを、利き腕ではない方の腕の三角筋部に、筋肉内投与した。ワクチン接種後に
稀なアナフィラキシー反応が出た場合に適切な医療が容易に受けられる状態で、被ワクチ
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【０３５６】
III.3. 試験集団の結果
　この試験では、合計148名の対象を登録し、49名の対象をFluAS03群に、49名の対象をFl
uarix群に、50名の対象をFluWVV群に登録した。ワクチン接種時の、ワクチン接種した全
コホートの平均年齢は、71.8歳であり、標準偏差は6.0歳であった。3種のワクチン群全体
にわたる対象の平均年齢および性別の分布は、類似していた。
【０３５７】
III.4. 安全性の結論
　AS03でアジュバント添加されたインフルエンザワクチンの投与は、安全であり、試験集
団において、すなわち65歳以上の高齢者において臨床上十分に耐えられるものである。
【０３５８】
III.5. 免疫原性の結果
　免疫原性の分析を、ワクチン接種した全コホートについて行った。
【０３５９】
III.5.1. 液性免疫応答
　AS03アジュバントワクチンにより誘発された液性免疫応答を評価するために、下記のパ
ラメータ(95%信頼区間で)を各治療群毎に計算した。 
・0日目および21日目のHIおよびNI抗体力価の幾何平均力価(GMT)
・0日目および21日目の中和抗体力価の幾何平均力価(GMT)。 
・21日目のセロコンバーション率(SC)は、0日目に比べて21日目の血清HI力価が少なくと
も4倍増加しいる被ワクチン接種者のパーセンテージと定義される。 
・21日目の変換計数は、各ワクチン株毎に、0日目と比べた21日目の血清HI GMTでの倍数
増加と定義される。 
・21日目の保護率は、血清HI力価=1:40である被ワクチン接種者のパーセンテージと定義
される。
【０３６０】
III.5.1.1. 抗赤血球凝集素抗体応答
a)HI幾何平均力価(GMT)
　95%CIでのHI抗体に関するGMTを、表7に示す(抗HI抗体に関するGMT)。すべてのワクチン
株に関する抗体の、ワクチン接種前のGMTは、3つの群で同じ範囲内にあった。ワクチン接
種後、抗赤血球凝集素抗体レベルが著しく増加した。ワクチン接種後は、FluAS03群およ
びFluarix群において、3種のワクチン株すべてに関するHI抗体のGMTが、より高くなる傾
向があったが、Fluarix群とFluWVV群との間には、95%CIでいくらか重複があった。
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【表７】

【０３６１】
b)抗HI抗体力価のコンバーション係数、血清保護率、およびセロコンバーション率(ヒト
における保護では相関する)
　結果を表8に示す。
【０３６２】
　コンバーション係数は、0日目と比べた21日目の各ワクチン株毎の、血清HI GMTの倍数
増加を表す。コンバーション係数は、ウイルス株およびワクチンに応じて6.1から13.6ま
で変化する。このコンバーション係数は、欧州当局(European Authorities)により要求さ
れるGMTの2.0倍増加よりも大きく上回っている。
【０３６３】
　血清保護率は、21日目に血清HI力価が40以上である対象の割合を表す。試験の冒頭で、
すべての群の対象の半分(34.0%～69.4%の範囲)は、21日目にすべての株に対する抗体を保
護レベルで有しており、3つの群の血清保護率は、種々のウイルス株に関して88.0%から10
0%に及んでいた。保護の観点から、これは、ワクチン接種後に88%を超える対象が40以上
の血清HI力価を有しており、3種の株に対して保護されることが考えられることを意味し
ている。この率は、欧州当局によって60歳以上の高齢者集団で必要とされる60%という血
清保護率を、大きく上回っている。
【０３６４】
　セロコンバーション率は、0日目に比べて21日目に、血清HI力価が少なくとも4倍の増加
を示す、対象の割合を表す。3種の株に関する全体的な応答速度は、3つの群において本質
的に等しかった。有効であると考えるために、かつ欧州連合によれば、ワクチンは、60歳
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の集団において30%よりも高いセロコンバーション率をもたらすべきである。この試験で
は、セロコンバーション率が、3つの群において50%よりも高かった。
【表８】

【０３６５】
終わりに:
・ワクチン接種後は、FluAS03群およびFluarix群において、3種のワクチン株すべてに関
するHI抗体のGMTがより高くなる傾向があったが、Fluarix群とFluWVV群との間には、95%C
Iでいくらか重複があった。
【０３６６】
・コンバーション係数は、ウイルス株およびワクチンに応じて6.1から13.6まで変化する
。このコンバーション係数は、欧州当局により要求されるGMTの2.0倍増加よりも大きく上
回っている。
【０３６７】
・21日目に、3つの群の血清保護率は、種々のウイルス株に関して88.0%から100%に及んだ
。この率は、欧州当局によって60歳以上の高齢者集団で必要とされる60%という血清保護
率を、大きく上回っている。
【０３６８】
・この試験では、セロコンバーション率が、3つの群に関して50%よりも大きかった。3種
の株の全体的な応答速度は、3つの群において本質的に等しかった。
【０３６９】
III.5.1.2. 中和抗体力価
　高齢者におけるインフルエンザワクチン接種に対する免疫応答をより良く特徴付けるた
め、中和抗原に対する血清抗体応答について評価した。結果を表9(抗中和抗体力価に対す
る血清保護率および幾何平均力価(GMT))および表10(ワクチン接種後、21日目の、抗中和
に対するセロコンバーション率(倍数増加=4))に示す。
【０３７０】
　3種のインフルエンザ株に対する中和抗体の力価を、免疫前後の血清に関して測定した
。下記のパラメータを測定した。 
・ワクチン接種前後の、95%信頼区間(95%CI)での血清中和抗体の幾何平均力価(GMT)
・各ワクチン株毎に、0日目と比べて21日目に、HI力価の少なくとも4倍増加を示す被ワク
チン接種者のパーセンテージと定義された、21日目の95%CIでのセロコンバーション率
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【表９】

【０３７２】
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【表１０】

【０３７３】
　主な知見は、下記の通りである。
【０３７４】
・21日目の3種のワクチンに関し、両方のA株で血清保護率100%が得られる。B株の場合、3
つの群における血清保護率は、92%から100%に及んだ。
【０３７５】
・ワクチン接種後に、3つの群ではすべての株に関してGMTの著しい増加があった。しかし
FluAS03群およびFluarix群では、FluWVVよりも、3種のワクチン株すべてに関するHI抗体
のGMTがより高くなる傾向があったが、Fluarix群とFluWVV群との間には、95%CIでいくら
か重複があった。
【０３７６】
・セロコンバーション率の場合、3種の株に関する全体的な応答速度は、3つの群で本質的
に等しかった。
【０３７７】
　すべての群において、その結果は、抗赤血球凝集素抗体に関して実施された分析から得
られた結果と一致していた。
【０３７８】
III.5.1.3 ノイラミニダーゼ(NA)抗体力価
　高齢者集団におけるインフルエンザワクチン接種に対する免疫応答を、より良く特徴付
けるため、ノイラミニダーゼ抗原に対する血清抗体応答について評価した。HI抗体力価と
同様に、下記のエンドポイントを測定した。 
・GMT(log力価変換の平均の逆logを得る)
・各ワクチン株毎に、0日目に比べて21日目にHI力価が少なくとも4倍増加していることを
示す、被ワクチン接種者のパーセンテージと定義されたセロコンバーション率
【０３７９】
　95%CIでのNI抗体に関するGMTおよびセロコンバーション率を、表11(抗NA抗体GMT)およ
び表12(ワクチン接種後のNAのセロコンバーション率(21日目)(4倍増加))に示す。
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【表１１】

【０３８０】
【表１２】

【０３８１】
　主な知見は、下記の通りである。
【０３８２】
・より高い値のGMTおよびセロコンバーション率が、ノイラミニダーゼの場合よりも赤血
球凝集素の場合に観察された。
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・すべてのワクチン株に関する抗体の、ワクチン接種前のGMTは、3つの群において同じ範
囲内にあった。ワクチン接種後、抗ノイラミニダーゼ抗体レベルが著しく増加した。ワク
チン接種後のHI抗体力価については、FluAS03群およびFluarix群における3種のワクチン
株すべてに関してHI抗体のGMTがより高くなる傾向があったが、Fluarix群とFluWVV群との
間には、95%CIにいくらか重複があった。
【０３８４】
・セロコンバーション率に関し、3種の株に関する全体的な応答速度は、3つの群において
、かつ3種の株に関して本質的に等しかった。
【０３８５】
　本発明者らの結果は、インフルエンザに対してこの試験でワクチン接種を受けた健康な
高齢者が、どのようなインフルエンザワクチンであっても、ノイラミニダーゼ抗原に対し
て良好な抗体応答を誘発することを示している。しかし、ノイラミニダーゼ抗原に対する
応答は、赤血球凝集素抗原に対する応答よりも弱い。
【０３８６】
III.5.2. 細胞免疫応答
　末梢血抗原特異的CD4およびCD8 T細胞は、これらに対応する抗原と共にインキュベート
する場合、IL-2、CD40L、TNF-α、およびIFNγを生成するために、in vitroで再刺激を受
けることができる。その結果、細胞内サイトカイン産生と同様に、細胞表現型の従来の免
疫蛍光標識の後、フローサイトメトリーによって抗原特異的CD4およびCD8 T細胞を数え上
げることができる。本発明の試験では、インフルエンザワクチン抗原ならびに特定のイン
フルエンザタンパク質由来のペプチドを、インフルエンザ特異的T細胞を再刺激する抗原
として使用した。表13から18に、CD4およびCD8 T細胞の応答に関する結果を示す。
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【０３８７】
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【表１４】

【０３８８】
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【表１５】

【０３８９】
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【表１６】

【０３９０】
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【表１７】

【０３９１】
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【表１８】

【０３９２】
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　結果を、CD4またはCD8 T細胞部分集団内でのサイトカイン陽性CD4またはCD8 T細胞の頻
度としても表し、図4および図5に示した。
【０３９３】
　同様の分析では、交差反応性CD4 T細胞応答を、ドリフト株 (A/H1N1/Beijing/262/95 (
H1N1d)、A/H3N2/Sydney/5/97 (H3N2d)、B/Yamanashi/166/98 (Bd))またはシフト株(A/Sin
gapore/1/57 (H2N2)、A/Hongkong/1073/99 (H9N2))から得たインフルエンザ抗原を使用し
て評価した。サイトカイン陽性CD4 T細胞の頻度として表された結果を、図6に示す。
【０３９４】
　主な知見は、下記の通りである。
【０３９５】
・Fluarixまたは全ウイルスによるワクチン接種は、CD4 T細胞応答をわずかに高める。Fl
u AS03によるワクチン接種は強力なCD4 T細胞応答を引き起こし(図4)、これは統計的に有
意なものである。スプリット抗原または全ウイルスによるin vitro刺激の後に、同じ結論
が下され、これはすべてのサイトカインについて調査されている(IL-2、IFNγ、TNFα、
およびCD40L)。
【０３９６】
・ほとんどの個体は全インフルエンザ(flu)に対してCD8 T細胞応答を示すが、ワクチン接
種は、試験がなされた群がどれであっても、CD8 T細胞応答に対して測定可能な影響を及
ぼさない(すなわち、Pre=post)(図5)。
【０３９７】
　Fluarixのみによるワクチン接種は、低レベルの交差反応性CD4 T細胞応答を誘発する(
図6)。FluAS03によるワクチン接種は、ドリフトインフルエンザ株に対して強力なCD4 T細
胞応答を引き起こし、これは統計的に有意なものである(図6)。シフト株に対しては、わ
ずかな応答が検出された。
【０３９８】
III.5.3. B細胞エリスポット記憶
III.5.3.1 目的
　AS03アジュバント添加インフルエンザワクチンによって誘発されたCMI応答を、より良
く特徴付けるために、インフルエンザワクチン株または抗ヒト免疫グロブリンを使用して
in vitroで形質細胞へと分化するよう誘発されたB細胞エリスポット記憶応答を、抗イン
フルエンザまたはIgG分泌血漿を数え上げるために評価した。結果を、表19および表20に
示し、かつ図7に示す。
【０３９９】
　B細胞記憶エリスポット技法を使用して、インフルエンザ特異的記憶B細胞に対するワク
チン接種の影響を評価するために、1回分用量のFluAS03ワクチンが接種された22名の最初
の対象の部分集合と、1回分用量のFluarixワクチンが接種された21名の最初対象の部分集
合を選択した。下記のエンドポイントを測定した。 
・0日目および21日目:インフルエンザ特異的記憶B細胞を、すべての対象においてB細胞エ
リスポットにより測定した。結果は、抗体形成細胞100万個(106)当たりのインフルエンザ
特異的抗体形成細胞の頻度として表した。 
・ワクチン接種の後(21日目)と前(0日)の差も、抗体形成細胞100万個(106)当たりのイン
フルエンザ特異的抗体形成細胞の頻度として表した。
【０４００】
III.5.3.2. 統計的方法
　0日目および21日目の各ワクチン接種群毎の記述統計を、抗体形成細胞100万個(106)当
たりのインフルエンザ特異的抗体形成細胞の頻度として表した。抗体形成細胞100万個(10
6)当たりのインフルエンザ特異的抗体形成細胞の頻度としての、21日目と0日目の間(Post
-Pre)の個々の差の記述統計。
【０４０１】
　ウィルコクソン検定を使用して、2つの群の間での差の位置を比較し、統計的p値を3種
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【０４０２】
III.5.3.3. 結果
　Fluarix群に比べ、インフルエンザアジュバントAS03ワクチンが有利になる傾向がある
。A/New Caledonia株では、Fluarixに比べてFluAS03が有利である統計的有意差(p値=0.02
1)がある。A/Panama株とB/Shangdong株では、2つの群の間に統計的な差が観察されなかっ
た。
【表１９】

【０４０３】
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【表２０】

【０４０４】
III.6. 全体的な結論
III.6.1. 反応原性および安全性の結果
　インフルエンザ免疫は、肺炎およびこれに関連する死の危険性を著しく低下させるが、
高齢者のワクチン接種は、インフルエンザ疾患に対して23～72%しか予防しない。強力な
アジュバントを有するワクチン抗原の製剤が、サブユニット抗原に対する免疫応答を高め
るのに魅力あるアプローチである。この研究は、(1)水中油型エマルジョン、すなわちAS0
3でアジュバント添加されたインフルエンザワクチンの、健康な高齢者における安全性お
よび反応原性と、(2)抗体および細胞媒介性免疫応答を評価するように設計された。反応
原性のデータは、AS03がアジュバント添加されたインフルエンザワクチンが、他の2種の
ワクチンよりも多くの局所および全身症状を誘発することを示している。しかし、求めら
れない有害事象に関しては、これら3種のワクチンの間で差が観察されなかった。これら
の結果から、候補ワクチンの反応原性および安全性のプロファイルが満足のいくものであ
り、臨床上許容されると結論付けることができる。
【０４０５】
III.6.2. 免疫原性の結果
　免疫応答に関し、3種のワクチンは、スプリットビリオンインフルエンザワクチンの毎
年の登録に関する欧州当局の要件("Note for Guidance on Harmonisation of Requiremen
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ts for influenza Vaccines" for the immunological assessment of the annual strain
 changes-CPMP/BWP/214/96)を上回っていた。この研究で試験がなされた3種のインフルエ
ンザワクチンは、健康な高齢者において免疫原性であり、インフルエンザ赤血球凝集素お
よび中和抗原に対して良好な抗体応答を示した(表21)。
【表２１】

【０４０６】
　細胞媒介性免疫(CMI)応答に関し、AS03でアジュバント添加されたインフルエンザワク
チンは、他の2種のワクチン(Fluarixおよび全インフルエンザウイルスワクチン)よりも著
しく強力なCD4応答を引き起こした(ドリフト株を含む)。しかしワクチン接種は、CD8応答
に対して測定可能な影響を及ぼさない。
【０４０７】
　B細胞記憶応答に関しては、アジュバント無添加ワクチンに比べてインフルエンザアジ
ュバントワクチンが有利である傾向がある。
【０４０８】
実施例ＩＶ
スプリットインフルエンザ抗原調製物およびAS03アジュバントを含有するワクチンを用い
た、65歳以上の高齢者集団での臨床試験-Explo-Flu-002
　65歳以上でありかつExplo-Flu-001臨床試験の候補ワクチンが2003年に事前にワクチン
接種された高齢者集団において、アジュバントAS03を含有するGlaxoSmithKline Biologic
alsインフルエンザ候補ワクチンの反応原性および免疫原性を評価するために、第I/II相
オープン対照試験を実施した。免疫原性および安全性の評価では、Fluarix(商標)(ベルギ
ーではα-rix(商標)としても知られている)を参照として使用した。
【０４０９】
IV.1. 目的
　液性免疫応答(すなわち、抗赤血球凝集素抗体力価)、および細胞媒介性免疫応答(CD4お
よび/またはCD8 T細胞)、およびB記憶細胞応答を、1回分量のAS03アジュバントワクチン
を筋肉内投与してから21日目に測定した。Fluarix(商標)を参照として使用した。
【０４１０】
　目的は、下記の通りであった。 
1)Fruarix(18名の対象)に対してAS03アジュバントFlu(40名の対象)では、インフルエンザ
抗原をワクチン接種した個人のCD4および/またはCD8媒介性免疫に関して、その最強の免
疫刺激活性が確認されるか否かを決定すること。 
2)2004年に事前にワクチン接種されたときの免疫応答(したがって、2003年の最初のワク
チン接種から1年後の応答)に対するAS03アジュバントの影響を、長期的分析を使用して調
査すること。
【０４１１】
IV.2. 研究設計、ワクチン組成、およびエンドポイント
・2003年のExplo-Flu-001臨床試験中に、1回分用量のAS03アジュバント添加インフルエン
ザワクチンが事前に投与された、65歳を超える40名の対象(FluAS03)。 
・2003年のExplo-Flu-001臨床試験中に、1回分用量のFluarix(商標)が事前に投与された
、65歳を超える約20名の対象の1つの対照群
【０４１２】
IV.2.1. ワクチン組成
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　ワクチン組成は、ワクチンに含まれるインフルエンザ株以外(2004年のワクチン)、Expl
o-Flu-001の研究で使用されたものと類似している。株は、下記の通りである。 
・A/New Caledonia/20/99(IVR-116)(H1N1)=A/New Caledonia/(H1N1)-様の株
・A/Wyoming/3/2003(X-147)(H3N2)=A/Fujian(H3N2)-様の株
・B/Jiangsu/10/2003=B/Shanghai-様の株
【０４１３】
IV.2.2. 免疫原性(HI)エンドポイント
・GMT(log力価変換の平均のlogをとる)
・コンバーション係数(0日目と比べた21日目の、HI GMTにおける倍数増加)
・セロコンバーション率(各ワクチン株毎に、0日目と比べた21日目の、HI力価の少なくと
も4倍増加を示す被ワクチン接種者のパーセンテージ)
・保護率(21日目で、血清HIが1:40以上である、被ワクチン接種者のパーセンテージ)
【０４１４】
IV.2.3. CMI-エンドポイント
観察した変数:
　0日目および21日目:4種の異なるサイトカインへの、106個当たりのサイトカイン陽性CD
4/CD8細胞の頻度。各試験は、
・3種の下記の抗原のプール
・New Caledonia抗原
・Wyoming抗原
・Jiangsu抗原
に対するCD4/CD8 T細胞の応答を定量する。
【０４１５】
導き出された変数:
　抗原特異的CD4およびCD8 T細胞応答は、下記の5つの異なる試験(サイトカイン)で生じ
た。 
1.少なくとも2種の異なるサイトカイン(CD40L、IL-2、IFNγ、TNFα)を産生する細胞
2.少なくともCD40Lおよび別のサイトカイン(IL-2、TNFα、IFNγ)を産生する細胞
3.少なくともIL-2および別のサイトカイン(CD40L、TNFα、IFNγ)を産生する細胞
4.少なくともIFNγおよび別のサイトカイン(IL-2、TNFα、CD40L)を産生する細胞
5.少なくともTNFαおよび別のサイトカイン(IL-2、CD40L、INFγ)を産生する細胞
【０４１６】
IV.2.4. CMI分析
　最初のCMI分析は、全ワクチンコホート(FluAS03群についてはN=40の対象、Fluarix群に
ついてはN=18の対象)を基にした。
【０４１７】
　長期分析は、Explo-Flu-001(スプリットタンパク質)およびExplo-Flu-002(プールFlu抗
原)の動的コホートの研究を基にした。 
・Pre:FluAS03群についてはN=36名の対象、Fluarix群についてはN=15の対象
・Post-Pre:FluAS03群についてはN=34名の対象、Fluarix群についてはN=15の対象
【０４１８】
(a)応答して分泌されるCD4/CD8 Tリンパ球の頻度は、各抗原毎、各サイトカイン毎、各ワ
クチン群毎、および各時点毎に(ワクチン接種の前後)、記述統計によってまとめた。
【０４１９】
(b)時点(Post-Pre)間の応答の個々の相違における記述統計は、各抗原毎、各サイトカイ
ン毎、および各ワクチン群毎に表にした。
【０４２０】
(c)ワクチン接種の後および(post-pre)での時点では、ノンパラメトリックウィルコクソ
ン検定を使用して、2つのワクチン群の間での位置の差を比較し、下記の事項について、4
種の異なるサイトカインに関する統計的p値を計算した。 
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答。 
-New Caledonia、Wyoming、Jiangsu、およびこれら3種の株のプールに対するCD8 T細胞応
答。
【０４２１】
(d)ノンパラメトリック検定(ウィルコクソン検定)も、下記の目的で使用した。
【０４２２】
-各ワクチン群において、Explo-Flu-001とExplo-Flu-002との間での特定のCD4の頻度に関
し、Pre(0日)での免疫応答の動態を調査するため。 
-Explo-Flu-001とExplo-Flu-002の研究のそれぞれにおいて、2つのワクチン群の間の特定
のCD4の頻度に関し、Pre(0日)での免疫応答の動態を調査するため。 
-各ワクチン群において、Explo-Flu-001とExplo-Flu-002との間での特定のCD4の頻度の差
(Post-Pre)に関し、免疫応答の動態を調査するため。 
-Explo-Flu-001とExplo-Flu-002の研究のそれぞれにおいて、2つのワクチン群の間の特定
のCD4の頻度の差(Post-Pre)に関し、免疫応答の動態を調査するため。
【０４２３】
　すべての有意検定を、2回追跡した。0.05以下のP値は、統計的に有意と見なした。
【０４２４】
IV.3. 結果
　結果は、CD4またはCD8 T細胞部分集団内の、サイトカイン陽性CD4またはCD8 T細胞の頻
度として表した。
【０４２５】
IV.3.1. 抗原特異的CD4 Tリンパ球
　応答して分泌される抗原特異的CD4 Tリンパ球の頻度を、各抗原毎に、各サイトカイン
毎に、各ワクチン群毎に、各時点毎に(ワクチン接種の前後)、記述統計によってまとめた
。
【０４２６】
　5種の異なるサイトカインそれぞれでの各抗原毎、および各ワクチン群毎との、CD4 Tリ
ンパ球応答における時点間(Post-Pre)での個人差の記述統計を、表22に示す。
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【表２２】

【０４２７】
　ワクチン誘発性CD4 T細胞は、前年にFluarix/AS03がワクチン接種された個体に比べてF
luarixがワクチン接種された個体の間で、CD4 T細胞応答のワクチン接種前レベルに観察
可能な差があることから、少なくとも1年間生存できることが示されている。結果を図8に
も示すが、ワクチン再接種前後のスプリットFlu抗原に対するCD4 T細胞応答が示されてい
る。D0は、最初の年のワクチン接種から12カ月後に相当し、したがって生存することが示
されている。
【０４２８】
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　ワクチン接種後のウィルコクソン検定により、2つの群の間の抗原特異的CD4 Tリンパ球
の頻度の差を比較すると、ほぼすべてのp値が0.05未満であり、FluAS03群の方が統計的に
有意であると見なされた(表23参照)。
【表２３】

【０４２９】
　ウィルコクソン検定により、2つの群の間の抗原特異的CD4 Tリンパ球応答の頻度の個体
差(Post-Pre)の違いを比較すると、0.05未満でありかつ統計的に有意と見なされるp値が
、下記の抗原-サイトカインの組み合わせて生じた:プールflu-オールダブル、プールflu-
IFNγ、およびJiangsu-IFNγ、FluAS03群が有利である(表24)。

【表２４】

【０４３０】
IV.3.2. 抗原特異的CD8 Tリンパ球
　CD4 T細胞応答に関して述べた手順と同様に、応答して分泌される抗原特異的CD8 Tリン
パ球の頻度を、各抗原毎に、各サイトカイン毎に、各ワクチン群毎に、各時点毎に(ワク
チン接種前後)、記述統計によってまとめた。
【０４３１】
　ワクチン接種後に、ウィルコクソン検定によって、2つの群の間での抗原特異的CD8 Tリ
ンパ球の頻度の差を比較すると、すべてのp値は0.05よりも高く、統計的に有意とは見な
されなかった。ウィルコクソン検定によって、2つの群の間での抗原特異的CD8 Tリンパ球
応答の頻度の個体差(Post-Pre)の違いを比較すると、すべてのp値は0.05よりも高く、統
計的に有意とは見なされなかった。
【０４３２】
IV.3.3. 動的分析:ワクチン接種前の免疫応答(2003年の最初のワクチン接種から1年後)
　ワクチン接種後に応答して分泌される抗原特異的CD4 Tリンパ球の頻度を、各サイトカ
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イン毎、および各ワクチン群毎に、これら2つの調査のそれぞれに関して表25に、またこ
れら2つの調査のそれぞれと各ワクチン群毎に表27に、記述統計によってまとめた。推測
統計を、表26および表28に示す。
【表２５】

【０４３３】
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　各ワクチン群毎のウィルコクソン検定によって、2つの調査の間での抗原特異的CD4 Tリ
ンパ球の頻度の差を比較すると、0.05未満でありかつ統計的に有意と見なされるp値が(Ex
plo-Flu-002が好ましい)、FluAS03群のみで、TNFαサイトカインに関して生じた(表26参
照)。
【表２６】

【０４３４】
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【表２７】

【０４３５】
　各調査毎のウィルコクソン検定によって、2つのワクチン群の間での抗原特異的CD4 Tリ
ンパ球の頻度の差を比較すると、Explo-Flu-002に関するすべてのp値は0.05未満であり、
統計的に有意と見なされた(FluAS03が好ましい)(表28参照)。
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【表２８】

【０４３６】
IV.3.4. 動的分析:ワクチン接種後からワクチン接種前を差し引いたときの免疫応答
　(post-pre)時点で応答して分泌される抗原特異的CD4 Tリンパ球の頻度を、各サイトカ
イン毎、および各ワクチン群毎に、それぞれの調査に関しては表29に、また各調査毎およ
び各ワクチン群毎に表31に、記述統計によってまとめた。推測統計を、表30および表32に
示す。
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【表２９】

【０４３７】
　各ワクチン群毎のウィルコクソン検定によって、2つの調査の間での抗原特異的CD4 Tリ
ンパ球の頻度の差を比較すると、FluAS03群に関するすべてのp値が0.05未満であり、統計
的に有意であると見なされた(Explo-Flu-001が好ましい)(表30参照)。
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【０４３８】
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【表３１】

【０４３９】
　各調査毎のウィルコクソン検定によって、2つのワクチン群の間での抗原特異的CD4 Tリ
ンパ球の頻度の差を比較すると、p値は、Explo-Flu-001でのみ0.05未満であり、統計的に
有意であると見なされた(FluAS03が好ましい)(表32参照)。
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【表３２】

【０４４０】
IV.4. HI力価
　結果を、図9と表33から36に示す。
【表３３】

【０４４１】

【表３４】

【０４４２】



(83) JP 2008-534467 A 2008.8.28

10

20

30

40

50

【表３５】

【０４４３】
【表３６】

【０４４４】
IV.5. 全体的な結論
　この臨床研究から、アジュバントワクチンFlu-AS03は、インフルエンザ特異的CD4 T細
胞の頻度に関して、また最初のFlu-AS03ワクチン接種(Explo Flu 001での最初のワクチン
接種)により誘発される免疫応答が、ワクチン再接種調査のD0(Explo Flu 002、すなわち
±1年後)まで持続することに関しても、相当するアジュバント無添加ワクチンFluarixよ
り優れていることが確認される。さらに、この応答は、新しいワクチン中に存在するドリ
フトインフルエンザ株を認識すること、および2004年インフルエンザワクチンの株を認識
することが可能である。
【０４４５】
　最初の年のワクチン接種とは対照的に、ワクチン再接種を行うことにより、アジュバン
トFluarix(商標)が事前にワクチン接種された個人は、アジュバント無添加Fluarix(商標)
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るHI力価が1.5～2倍増加し、B株に対するHI力価には実証された統計的増加があるという
、観察可能な傾向が存在する。
【０４４６】
実施例Ｖ
フェレットにおけるアジュバント添加およびアジュバント無添加のインフルエンザワクチ
ンの前臨床評価
第1の研究-新規製剤AS03およびAS03+MPLの有効性
V.1. 原理および目的
　フェレットモデルのインフルエンザ感染症は、感染に対する感受性および臨床反応の両
方に関して、ヒトインフルエンザを緻密に模倣している。
【０４４７】
　フェレットは、事前にウイルス株を適応させないでも、インフルエンザA型ウイルスお
よびB型ウイルスの両方への感染に対して強い感受性を有する。したがって、フェレット
は、投与されたインフルエンザワクチンによって与えられる保護の研究のための優れたモ
デル系を提供する。
【０４４８】
　この研究は、同種株でチャレンジされたフェレットの病徴(体温)および鼻汁中のウイル
ス排泄を低減する、アジュバント添加または無添加の様々な3価スプリットワクチンの効
力を調査した。
【０４４９】
　この実験の目的は、単味(アジュバント無添加)ワクチンと比較した、アジュバント添加
インフルエンザワクチンの効力を明らかにすることであった。
【０４５０】
　エンドポイントは以下の通りであった。 
1)第1エンドポイント:同種チャレンジ後における鼻洗浄液中のウイルス排泄の低減。 
2)第2エンドポイント:プライミングおよびチャレンジ周辺におけるIHAによる体液性応答
の分析および体温のモニタリング。
【０４５１】
V.2. 実験計画
V.2.1. 治療/群(表37)
　週齢14～20週間の雌フェレット(Mustela putorius furo)(6フェレット/群)をMISAY Con
sultancy(Hampshire, UK)から入手した。0日目に、フェレットを異なる亜型株であるH1N1
A/Stockholm/24/90でプライミングした(4 Log TCID50/ml)。21日目に、H1N1A/New Caledo
nia/20/99、H3N2A/Panama/2007/99、およびB/Shangdong/7/97の組合せの完全なヒト用量(
500μgワクチン用量、15μgHA/株)をフェレットに筋肉内注射した。次に、41日目に、鼻
腔内経路によって同型株であるH3N2/Panama/2007/99をフェレットにチャレンジした(4.51
 Log TCID50/ml)。
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【表３７】

【０４５２】
V.2.2. ワクチン製剤の調製
製剤1:3価単味(アジュバント無添加)製剤(500μl)
　10倍濃縮されたPBS(1倍濃縮のときにpH7.4)ならびにTween80、Triton X100、およびVES
を含有する混合物(量には株に存在する界面活性剤を考慮に入れる)を注射用水に添加する
。得られる界面活性剤の量は以下の通り、すなわち、1ml当たり750μgのTween80、110μg
のTriton X100、および100μgのVESである。5分間の撹拌の後に、H1N1およびH3N2各株15
μg、ならびにB株17.5μgを順番に添加し、その際各添加の間に10分間撹拌する。上記製
剤を15分間室温で撹拌し、直接投与しない場合には4℃で保存する。
【０４５３】
製剤2:AS03でアジュバント添加した3価スプリットインフルエンザ(500μl)
　10倍濃縮されたPBS(1倍濃縮のときにpH7.4)ならびにTween80、Triton X100、およびVES
を含有する混合物(量には株に存在する界面活性剤を考慮に入れる)を注射用水に添加する
。得られる界面活性剤の量は以下の通り、すなわち、1ml当たり750μgのTween80、110μg
のTriton X100、および100μgのVESである。5分間の撹拌の後に、H1N1およびH3N2各株15
μg、ならびにB株17.5μgを添加し、その際各添加の間に10分間撹拌する。15分間の撹拌
の後に、250μlのSB62エマルジョン(実施例II.1で教示されている通りに調製する)を添加
する。上記製剤を15分間室温で撹拌し、直接投与しない場合には4℃で保存する。
【０４５４】
製剤3:AS03+MPLでアジュバント添加した3価スプリットインフルエンザ
　10倍濃縮されたPBS(1倍濃縮のときにpH7.4)、ならびにTween80、Triton X100、およびV
ESを含有する混合物(量には株に存在する界面活性剤を考慮に入れる)を注射用水に添加す
る。得られる界面活性剤の量は以下の通り、すなわち、1ml当たり750μgのTween80、110
μgのTriton X100、および100μgのVESである。5分間の撹拌の後に、H1N1およびH3N2各株
15μg、ならびにB株17.5μgを添加し、その際各添加の間に10分間撹拌する。15分間の撹
拌の後に、250μlのSB62エマルジョン(実施例II.1で教示されている通りに調製する)を添
加する。この混合物を再度15分間撹拌し、その直後に、実施例II.3.1で詳述した通りに調
製した懸濁液から得られた25μgのMPLを添加する。上記製剤を15分間室温で撹拌し、直接
投与しない場合には4℃で保存する。
【０４５５】
　注意:各製剤において、等張となるように10倍濃縮PBSを添加し、これは最終容積では、
1倍濃縮となる。H2O容積は、目的の容積に達するように計算する。
【０４５６】
V.2.3. 読み取り(表38)
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【表３８】

【０４５７】
V.3. 結果
　結果の模式図を図10および図11に示す。
【０４５８】
V.3.1. 体温モニタリング
　個体の体温を、送信機を用い、遠隔測定記録によってモニターした(1.2.2で詳述した手
順に従った)。腹腔内腔に設置する前に、すべてのインプラントを検査して、新装し、DSI
によって新たな較正を行った。これらの測定中、すべての動物を単一ケージに個別に収容
した。
【０４５９】
　体温は、チャレンジの3日前からチャレンジの5日後まで、15分間毎にモニターし、正午
までの平均を計算した。ベースラインからベースラインまでの体温の結果を図10A(-1から
+3日までの結果を示す)および10B(-2から+3日までの結果を示す)に示す。
【０４６０】
　チャレンジ後、3価スプリット単味もしくはPBSで免疫処置された後でのみ、体温のピー
クが観測された。AS03またはAS03+MPLでアジュバント添加された3価スプリットで免疫処
置された後にはピークが観測されなかった。
【０４６１】
V.3.2. ウイルス排泄(図11)
　1群当たり6匹の動物について、鼻洗浄液のウイルス力価測定を行った。
【０４６２】
　鼻洗浄は、覚醒している動物の両方の鼻孔に5mlのPBSを投与することによって行った。
接種物をペトリ皿に収集し、-80℃(ドライアイス)の試料容器中に置いた。
【０４６３】
　すべての鼻腔試料は、いかなる細菌汚染も除去するために、最初に、Spin Xフィルター
(Costar)に通して無菌濾過した。鼻洗浄液の連続10倍の希釈物50μlを、50μlの培地を含
有するマイクロタイタープレート中に移した(10ウェル/希釈)。その後、100μlのMDCK細
胞(2.4×105細胞/ml)を各ウェルに添加し、対照細胞が細胞集密に達するまで、例えば5～
7日間、35℃でインキュベートした。6～7日間のインキュベーションの後、培養培地を穏
やかに除去し、培地を含有する100μlの1/20 WST-1を添加して、さらに18時間インキュベ
ートする。
【０４６４】
　生存細胞によるWST-1の還元の際に産生される黄色のホルマザン色素の強度は、ウイル
ス力価測定アッセイの終わりに、ウェル中に存在する生存細胞数に比例しており、適切な
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波長(450ナノメートル)で各ウェルの吸収を測定することによって定量化される。カット
オフは、未感染の対照細胞の平均ODと定義され、0.3 OD(0.3 ODは未感染の対照細胞のOD
の+/- 3 StDevに対応している)である。正のスコアはODが<カットオフであるときと定義
され、その反対に、負のスコアは、ODが>カットオフであるときと定義される。ウイルス
排泄力価は、「ReedおよびMuench」によって測定し、Log TCID50/mlで表した。
【０４６５】
　AS03またはAS03+MPLでアジュバント添加された3価スプリットでチャレンジされた後に
は、3価スプリット単味またはPBSと比較して、より少ないウイルス排泄が観測された。保
護効果は、AS03を用いた場合に、AS03+MPLと比較してわずかに良かった(チャレンジ後の2
日目を参照)。1群当たりの動物数が少なかったため、統計的有意性を決定することはでき
なかった。
【０４６６】
V.3.3. 実験の結論
　3株すべてに関して、3価スプリット単味と比較して、より高い体液性応答(HI力価)がAS
03またはAS03+MPLでアジュバント添加した3価スプリットで観測された(3株のうちの2株、
すなわちH3N2およびB株では少なくとも2倍)。
【０４６７】
　AS03製剤およびAS03+MPL製剤は、フェレットにおける保護効果に関して利益の追加(低
減したしたウイルス排泄および体温)を示した(図10および11)。
【０４６８】
　AS03またはAS03+MPLでアジュバント添加された3価スプリットで免疫処置された後には
、チャレンジ後、体液性応答のブーストが観測されなかった。
【０４６９】
第2の研究-フェレットにおける異型チャレンジ研究:試験された新規製剤の効力の実証
V.4. 原理および目的
　この研究は、アジュバント添加または無添加の様々な3価スプリットワクチンの効力を
、それらが病徴(体温)を低減させる能力、および異種チャレンジ後における免疫処置され
たフェレットの鼻汁中のウイルス排泄へのそれらの影響によって調査した。
【０４７０】
V.5. 実験計画
　週齢14～20週間の雌フェレット(Mustela putorius furo)(6フェレット/群)をMISAY Con
sultancy(Hampshire、UK)から入手した。以下の4つの群を試験した。 
*Fluarix
*3価スプリットAS03
*3価スプリットAS03+MPL
*PBS
【０４７１】
　0日目に、フェレットを異なる亜型株であるH1N1A/Stockholm/24/90でプライミングした
(4 Log TCID50/ml)。21日目に、H1N1A/New Caledonia/20/99、H3N2A/Panama/2007/99、お
よびB/Shangdong/7/97の組合せの完全なヒト用量(500μgワクチン用量、15μgHA/株)をフ
ェレットに筋肉内に注射した(17.5μg HA)。次に、43日目に、鼻腔内経路によって異なる
亜型株であるH3N2 A/Wyoming/3/2003をフェレットにチャレンジした(4.51 Log TCID50/ml
)。
【０４７２】
V.6. 結果
　結果の模式図を図12および図13に示す。
【０４７３】
V.6.1. 体温モニタリング
　個体の体温を、送信機を用い、遠隔測定記録によってモニターした。腹腔内腔に設置す
る前に、すべてのインプラントを検査して、新装し、DSIによって新たな較正を行った。
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これらの測定中、すべての動物を単一ケージに個別に収容した。
【０４７４】
　結果(図12)は以下のことを示している。 
-プライミングの周辺において、群相互の大きな変動が観測された。ベースラインは、プ
ライミングの後より、プライミングの前の方が高いようであった。 
-体温の変動が大きかったのにもかかわらず、チャレンジ後におけるピークは、PBS(6/6匹
のフェレット)、3価スプリット単味(5/6匹のフェレット)、およびAS03でアジュバント添
加された3価スプリット(2/6匹のフェレット)で免疫処置されたフェレットにおいてのみ観
測された。AS03+MPLでアジュバント添加された3価スプリットでは、免疫処置後にピーク
は観察されなかった(0/6匹のフェレット)。 
-発熱予防に関しては、AS03は、異種株に対してAS03+MPLより効力が弱いようであった。
発明者らは、アジュバント相互の相違が、チャレンジ前の抗体レベルにおける、レベルの
相違によるものであるという可能性について結論付けることができない。
【０４７５】
V.6.2. ウイルス排泄(図13)
　鼻洗浄は、覚醒している動物の両方の鼻孔に5mlのPBSを投与することによって行った。
接種物をペトリ皿に収集し、-80℃(ドライアイス)の試料容器中に置いた。
【０４７６】
　すべての鼻腔試料は、いかなる細菌汚染も除去するために、最初に、Spin Xフィルター
(Costar)に通して無菌濾過した。鼻洗浄液の連続10倍の希釈物50μlを、50μlの培地を含
有するマイクロタイタープレート中に移した(10ウェル/希釈)。その後、100μlのMDCK細
胞(2.4×105細胞/ml)を各ウェルに添加し、対照細胞が細胞集密に達するまで、例えば5～
7日間、35℃でインキュベートした。6～7日間のインキュベーションの後、培養培地を穏
やかに除去し、培地を含有する100μlの1/20 WST-1を添加して、さらに18時間インキュベ
ートする。
【０４７７】
　生存細胞によるWST-1の還元の際に産生される黄色のホルマザン色素の強度は、ウイル
ス力価測定アッセイの終わりに、ウェル中に存在する生存細胞数に比例しており、適切な
波長(450ナノメートル)で各ウェルの吸収を測定することによって定量化される。カット
オフは、未感染の対照細胞の平均ODと定義され、0.3 OD(0.3 ODは未感染の対照細胞のOD
の+/-3StDevに対応している)である。正のスコアはODが<カットオフであるときと定義さ
れ、その反対に、負のスコアは、ODが>カットオフであるときと定義される。ウイルス排
泄力価は、「ReedおよびMuench」によって測定し、Log TCID50/mlで表した。
【０４７８】
プライミング後のウイルス排泄
　12匹のフェレットで、プライミング前の1日目からプライミング後の7日目までウイルス
排泄を測定した。結果はプールで表した。
【０４７９】
　すべてのフェレットで、プライミング後の7日目にウイルスのクリアランスが観測され
た。
【０４８０】
チャレンジ後のウイルス排泄
　6フェレット/群で、チャレンジ前の1日目からチャレンジ後の7日目までウイルス排泄を
測定した。
【０４８１】
　チャレンジの2日後に、AS03およびAS03+MPLでアジュバント添加された3価スプリットで
免疫処置されたフェレットで、3価スプリット単味およびPBSで免疫処置されたフェレット
と比較して、統計的に有意に低いウイルス力価が観測された(単味ワクチンと比較した相
違は、アジュバント添加群AS03/AS03+MPLでそれぞれ1.25/1.22 logおよび1.67/1.64 log)
。
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【０４８２】
　50日目には、鼻腔洗浄液中にウイルスは検出されなかった。
【０４８３】
V.6.3. 血球凝集抑制試験(HI力価)(図14AおよびB)
　プライミングの1日前、プライミングの21日後、免疫処置の22日後、およびチャレンジ
の14日後に血清試料を収集した。
【０４８４】
　H3N2インフルエンザウイルス(ワクチン株およびチャレンジ株)に対する抗赤血球凝集素
抗体力価を、血球凝集抑制試験(HI)を用いて測定した。HI試験の原理は、インフルエンザ
ウイルス赤血球凝集素(HA)によるニワトリ赤血球(RBC)の赤血球凝集反応を抑制する、特
異的抗インフルエンザ抗体の能力に基づいている。血清は、最初に、25%のノイラミニダ
ーゼ溶液(RDE)で処理し、非特異的な抑制因子を除去するために熱不活化させた。前処置
の後、血清の2倍希釈物を4赤血球凝集反応単位の各インフルエンザ株と共にインキュベー
トした。その後、ニワトリ赤血球を添加し、凝集の抑制をスコアリングした。力価は、赤
血球凝集反応を完全に抑制した最も高い血清希釈率の逆数として表した。最初の血清希釈
率は1:10であったので、検出不可能なレベルは、5に等しい力価としてスコアリングした
。
【０４８５】
結果
　結果を図14Aおよび14Bに示す。H3N2 A/Panamaで免疫処置した後では、フェレットをア
ジュバント無添加(単味)の3価スプリットワクチン(Fluarix(商標))で免疫処置した後で観
測される体液性応答と比較して、より高い体液性応答(HI力価)が、AS03またはAS03+MPLで
アジュバント添加した3価スプリットワクチンで免疫処置されたフェレットで観測された
。
【０４８６】
　AS03またはAS03+MPLでアジュバント添加されたH3N2 A/Panamaで免疫処置されたフェレ
ットで、同様なHI力価が観測された。
【０４８７】
　異種株であるA/Wyoming H3N2に対する交差反応性HI力価は、AS03またはAS03+MPLでアジ
ュバント添加されたワクチンを含有するA/Panama H3N2株で免疫処置した後で観測された
のみであった(3価スプリット単味で免疫処置された後では観測されなかった)。
【０４８８】
　異種株A/Panama H3N2で免疫処置され、かつA/Wyoming H3N2でチャレンジされたフェレ
ットでは、A/Wyoming特異的なHI力価のブーストが観測された。予測通り、そして同種チ
ャレンジとは反対に、AS03およびAS03+MPLでアジュバント添加されたA/Panama H3N2で免
疫処置されたフェレットにおいて、異種チャレンジはA/Panama特異的なHI力価の増大をも
たらした。
【０４８９】
V.6.4. この実験の結論
　予測通り、同種チャレンジの後の状況(ブーストなし)と比較して、異種チャレンジの後
では、抗H3N2 HI力価のブーストが観測された。
【０４９０】
　しかし、同様な保護(ウイルス排泄)が、異種チャレンジおよび同種チャレンジの後で観
測された。
【０４９１】
実施例ＶＩ
プライミングされたC57BI/6マウスにおけるアジュバント添加およびアジュバント無添加
のインフルエンザワクチンの前臨床評価
VI.1. 実験計画および目的
　Explo-Flu-001臨床実験(実施例III参照)では、Fluarix単味(アジュバント無添加)と比
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較して、3価FluスプリットAS03に対する、有意な、より高いCD4T細胞応答が観測された。
これらの2つの群の間では、CD8T細胞応答の相違も体液性応答の相違も両方とも観測され
なかった。
【０４９２】
　目的は、ヒトで観測されるものに類似したCMI応答をマウスで誘導する読み取りを選択
することであった。詳細には、目的は、スプリットAS03またはスプリットAS03+MPLを用い
ることによって、スプリット単味と比較して、より高いCMI応答をマウスで示すことであ
った。
【０４９３】
VI.1.1. 治療/群
　週齢6～8週間の雌C57BI/6マウス(15マウス/群)をオランダ国、Harlan Horstから入手し
た。試験された群は以下の通りであった。 
-3価スプリット単味
-3価スプリットAS03
-3価スプリットAS03+MPL
-PBS
【０４９４】
　0日目に異なる亜型株(5μgのHA不活化全H1N1A/Johnannesburg/82/96、H3N2 A/Sydney/5
/97、B/Harbin/7/94)でマウスをプライミングした。28日目に、単味またはアジュバント
添加のHA3価スプリット(A/New Caledonia/20/99、A/Panama/2007/99、B/Shangdong/7/97)
 1.5μgをマウスに筋肉内注射した(下記の群を参照)。
【０４９５】
VI.1.2. ワクチン製剤の調製
　各製剤において、等張となるように10倍濃縮PBSを添加し、これは最終容積では、1倍濃
縮となる。H2O容積は、目的の容積に達するように計算する。
【０４９６】
3価スプリット単味(アジュバント無添加)
　製剤1(500μl当たり) :10倍濃縮されたPBS(1倍濃縮のときにpH7.4)ならびにTween80、T
riton X100、およびVESを含有する混合物(量には株に存在する界面活性剤を考慮に入れる
)を注射用水に添加する。得られる界面活性剤の量は以下の通り、すなわち、 1ml当たり7
50μgのTween80、110μgのTriton X100、および100μgのVESである。5分間の撹拌の後に
、H1N1、H3N2、およびBの各株15μgを添加し、その際各添加の間に10分間撹拌する。上記
製剤を15分間室温で撹拌し、直接投与しない場合には4℃で保存する。
【０４９７】
水中油型エマルジョンアジュバントAS03でアジュバント添加された3価スプリット
　10倍濃縮されたPBS(1倍濃縮のときにpH7.4)ならびにTween80、Triton X100、およびVES
を含有する混合物(量には株に存在する界面活性剤を考慮に入れる)を注射用水に添加する
。得られる界面活性剤の量は以下の通り、すなわち、1ml当たり750μgのTween80、110μg
のTriton X100、および100μgのVESである。5分間の撹拌の後に、H1N1、H3N2、およびBの
各株15μgを添加し、その際各添加の間に10分間撹拌する。15分間の撹拌の後に、250μl
のSB62エマルジョン(実施例II.1で教示されている通りに調製する)を添加する。上記製剤
を15分間室温で撹拌し、直接投与しない場合には4℃で保存する。
【０４９８】
AS03+MPLでアジュバント添加された3価スプリット
　10倍濃縮されたPBS(1倍濃縮のときにpH7.4)ならびにTween80、Triton X100、およびVES
を含有する混合物(量には株に存在する界面活性剤を考慮に入れる)を注射用水に添加する
。得られる界面活性剤の量は以下の通り、すなわち、1ml当たり750μgのTween80、110μg
のTriton X100、および100μgのVESである。5分間の撹拌の後に、H1N1、H3N2、およびBの
各株15μgを添加し、その際各添加の間に10分間撹拌する。15分間の撹拌の後に、250μl
のSB62エマルジョン(実施例II.1で教示されている通りに調製する)を添加する。この混合
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拌し、直接投与しない場合には4℃で保存する。
【０４９９】
VI.1.3. 読み取り
CMI分析(ICS:CD4/CD8、IL-2/IFNg染色)
　プライミングされたマウスから、免疫処置7日後にPBMCを採取した。それらはプール/群
において試験した。
【０５００】
VI.2. 結果
　プライミングされたC57BI/6マウスと、再刺激抗原として不活化全ウイルス1μg/mlとを
用いることによって、より高い頻度のCD4およびCD8+ T細胞、ならびにより低いバックグ
ランドを示した条件を決定した。結果を図15(CD4T細胞応答)および図16(CD8T細胞応答)に
示す。
【０５０１】
　これらの条件を用いて、以下の応答を誘導することが可能であった。 
・ヒトで観測した際に、スプリット単味と比較して、より強い、スプリットAS03に対する
CD4T細胞応答。 
・スプリット単味と比較して、より強い、スプリットAS03+MPLに対するCD4T細胞応答。 
・ヒトで観測した際に、スプリット単味とスプリットAS03との間で類似したCD8T細胞応答
。 
・スプリットAS03またはスプリット単味と比較して、より強い傾向にある、AS03+MPLに対
するCD8T細胞応答。
【０５０２】
実施例ＶＩＩ
異種株でプライミングされたC57BI/6マウスにおける、アジュバント添加およびアジュバ
ント無添加のスプリットおよびサブユニットインフルエンザワクチンの前臨床評価
VII.1. 実験計画および目的
　Explo-Flu-001臨床実験(実施例III参照)では、Fluarix単味(アジュバント無添加)と比
較して、3価FluスプリットAS03に対する、有意な、より高いCD4T細胞応答が観測された。
これらの2つの群の間では、CD8T細胞応答の相違も体液性応答の相違も両方とも観測され
なかった。
【０５０３】
　ヒトで観測されるものと類似した免疫プロファイルを再現する動物モデルを、異種株で
プライミングされたC57BI/6マウスを用いることによって開発した。ICS(細胞内サイトカ
イン染色)には、不活化全ウイルスを用いて再刺激を行う。
【０５０４】
　目的は、GlaxoSmithKlineの市販スプリットワクチン(Fluarix(商標))によって誘導され
るCMI応答を、サブユニットワクチン(Chiron製ワクチン(Fluad)(商標))と比較すること、
およびAS03もしくはAS03+MPLまたは別の水中油型エマルジョンアジュバント(OW)でアジュ
バント添加されたこれらのワクチンによって得られるCMI応答と比較することであった。
【０５０５】
VII.1.1. 治療/群
　週齢6～8週間の雌C57BI/6マウス(24マウス/群)をオランダ国、Harlan Horstから入手し
た。0日目に、異型株(5μgのホルムアルデヒド不活化全H1N1A/Johnannesburg/82/96、H3N
2 A/Sydney/5/97、B/Harbin/7/94)を用いて、鼻腔内でマウスをプライミングした。29日
目に、単味またはアジュバント添加の3価スプリット(A/New Caledonia/20/99、A/Wyoming
/3/2003、B/Jiangsu/10/2003)1,5μgHAをマウスに筋肉内注射した(下記表39中の群を参照
)。
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【表３９】

【０５０６】
VII.1.2. ワクチン製剤の調製
OWの調製
　OWと呼ばれる水中油型エマルジョンは、Chiron BehringのFluad(FluAd)ワクチンに含有
されている説明書に公開されているレシピに従って調製する。
【０５０７】
　注射用水、36.67mgのクエン酸、および627.4mgのクエン酸ナトリウム・2H2Oを混合し、
容積を200mlに調整する。この緩衝剤94.47mlに、470mgのTween80を混合する。この混合物
を「溶液A」と呼ぶ。油性混合物は、磁気撹拌しながら、3.9gのスクワレンを470mgのSpan
 85と混合することによって調製する。その後、溶液Aを上記油性混合物に添加し、それに
よって得られる最終容積は100mlである。この混合物を、その後まず最初に18Gx1 1/2の注
射針に通し、次に、油滴のサイズを低減させるために2つの試料にして、M110Sマイクロフ
リューダイザー(Microfluidics製)に入れる。それぞれについて、約150nmの粒径が得られ
たときに、2つの試料をプールし、0.2μmフィルターで濾過する。T0におけるプール試料
では、z平均143nm、多分散度0.10が得られ、4℃で4カ月間貯蔵した後には、145nm、多分
散度0.06が得られた。このサイズは、以下の技術的条件下でZetasizer 3000HS(Malvern製
)を用いることによって得られる。 
　-レーザ波長:532nm (Zeta3000HS)、
　-レーザパワー:50 mW(Zeta3000HS)、
　-散乱光は90°で検出(Zeta3000HS)、
　-温度:25℃、
　-時間:ソフトによる自動測定、
　-数:3回の連続測定、
　-z-平均直径:キュムラント分析による。
【０５０８】
第1群用の製剤(1ml当たり)
　終濃度375μg/ml Tween80、55μg/ml Triton X100、および50μg/ml VESとなるように
、10倍濃縮されたPBS(1倍濃縮のときにpH7.4)、ならびにTween80、Triton X100、およびV
ESを含有する混合物(量には株に存在する界面活性剤を考慮に入れる)を注射用水に添加す
る。5分間の撹拌の後に、H1N1、H3N2、およびBの各株15μgを添加し、その際各添加の間
に10分間撹拌する。上記製剤を15分間撹拌し、直接投与しない場合には4℃で保存する。
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【０５０９】
第2群用の製剤(1ml当たり)
　終濃度375μg/ml Tween80、55μg/ml Triton X100、および50μg/ml VESとなるように
、10倍濃縮されたPBS(1倍濃縮のときにpH7.4)、ならびにTween80、Triton X100、およびV
ESを含有する混合物(量には株に存在する界面活性剤を考慮に入れる)を注射用水に添加す
る。5分間の撹拌の後に、H1N1、H3N2、およびBの各株15μgを添加し、その際各添加の間
に10分間撹拌する。15分間の撹拌の後に、250μlのOWエマルジョンを添加する。上記製剤
を15分間撹拌し、直接投与しない場合には4℃で保存する。
【０５１０】
第3群用の製剤:1ml当たり
　終濃度375μg/ml Tween80、55μg/ml Triton X100、および50μg/ml VESとなるように
、10倍濃縮されたPBS(1倍濃縮のときにpH7.4)、ならびにTween80、Triton X100、およびV
ESを含有する混合物(量には株に存在する界面活性剤を考慮に入れる)を注射用水に添加す
る。5分間の撹拌の後に、H1N1、H3N2、およびBの各株15μgを添加し、その際各添加の間
に10分間撹拌する。15分間の撹拌の後に、250μlのSB62エマルジョンを添加する。上記製
剤を15分間撹拌し、直接投与しない場合には4℃で保存する。
【０５１１】
第4群用の製剤:1ml当たり
　終濃度375μg/ml Tween80、55μg/ml Triton X100、および50μg/ml VESとなるように
、10倍濃縮されたPBS(1倍濃縮のときにpH7.4)、ならびにTween80、Triton X100、およびV
ESを含有する混合物(量には株に存在する界面活性剤を考慮に入れる)を注射用水に添加す
る。5分間の撹拌の後に、H1N1、H3N2、およびBの各株15μgを添加し、その際各添加の間
に10分間撹拌する。15分間の撹拌の後に、250μlのSB62エマルジョンを添加する。この混
合物を、再度15分間撹拌し、その直後に25μgのMPLを添加する。上記製剤を15分間撹拌し
、直接投与しない場合には4℃で保存する。
【０５１２】
第5群用の製剤:1ml当たり
　等容積のPBSとFluad(商標)/グリップガード(商標)(市販ワクチン)ワクチンとを混合す
る。上記製剤を15分間撹拌し、直接投与しない場合には4℃で保存する。
【０５１３】
第6群用の製剤:1ml当たり
　pH7.4に調整した250μlのPBSを、500μl用量のAgrippal(商標)(市販ワクチン)に添加す
る。15分間の撹拌の後に、250μlのSB62を添加する(大規模生産用に詳述された方法に従
って調製する)。上記製剤を15分間撹拌し、直接投与しない場合には4℃で保存する。
【０５１４】
第7群用の製剤:1ml当たり
　pH7.4に調整したPBS(最終容積1mlとなるように)を、500μl用量のAgrippal(商標)(市販
ワクチン)に添加する。15分間の撹拌の後に、250μlのSB62を添加する(大規模生産用に詳
述された方法に従って調製する)。その後、25μgのMPLを添加する。上記製剤を15分間撹
拌し、直接投与しない場合には4℃で保存する。
【０５１５】
第8群用の製剤:1ml当たり
　pH7.4に調整した250μlのPBSを、500μl用量のAgrippalに添加する。15分間の撹拌の後
に、第2群用に調製された250μlのOWを添加し、上記製剤を15分間撹拌し、直接投与しな
い場合には4℃で保存する。
【０５１６】
第9群用の製剤:1ml当たり
　pH7.4に調整したPBSとAgrippalとを等容積混合する。上記製剤を15分間撹拌し、直接投
与しない場合には4℃で保存する。
【０５１７】
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VII.1.3. 読み出し(表40)
　CMI(ICS):免疫処置の7日後。 
　IHA/中和アッセイ:免疫処置の21日後。
【表４０】

【０５１８】
CMI分析(ICS:CD4/CD8; IL-2/IFN-γ染色
　免疫処置の7日後に、24マウス/群からPBMCを採取し、プール/群において試験した。
【０５１９】
VII.2. 結果
VII.2.1. 体液性免疫
　1群当たり24匹の動物から得た血清において、上記3株のワクチン株に対する赤血球凝集
抑制活性が、鼻腔内異種プライミング後の14日目、および免疫処置後の16日目に検出され
た。
【０５２０】
　上記3株およびすべての群について、免疫処置後にHI力価のブーストが観測された。
【０５２１】
・同一アジュバントおよび上記3株について、サブユニットワクチンおよびスプリットワ
クチンによって、類似したHI力価が誘導された。
【０５２２】
・上記3株では、Agrippal OWとの比較において、類似したHI力価がFluad対して観測され
た。
【０５２３】
・H1N1株およびB株では、FluarixとAgrippalとの間に相違は観測されなかった。
【０５２４】
・上記3株では、Fluワクチン(スプリットまたはサブユニット)がMPLを含むか、もしくは
含まないAS03でアジュバント添加された際に、単味のFluワクチンと比較して、統計的に
有意な、より高いHI力価が観測された。
【０５２５】
・OWでアジュバント添加されたFluワクチン(スプリットもしくはサブユニット)に対するH
I力価は、Fluワクチン単味と比較して、A/Wyoming株のみで、統計的に有意であり、より
高かった。
【０５２６】
VII.2.2. 細胞性免疫応答(免疫処置後の7日目におけるICS)
CD4T細胞応答-図17上部
　1群当たり24匹のマウスから得られたPBMCを、免疫処置の7日後に採取して、1プール/群
で試験した。再刺激抗原として、不活化3価全ウイルス(1μg/ml)を用いた。結果を図17上
部に示す。
【０５２７】
　IL-2、IFN-γまたは両サイトカインを発現するFlu全ウイルス特異CD4+T細胞(図17上部)
に関して(図17上部)、
1.GSKアジュバントは、以前に観測されたのと同じ傾向を示した(実施例VI)。すなわち、A
S03+MPLは、AS03より優れており、そして後者は、単味ワクチンで得られた結果より優れ
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ていた。この傾向は、スプリットワクチンまたはサブユニットワクチンの両方で観察され
た。
【０５２８】
2.いかなる処方であっても(単味、AS03、またはAS03+MPL)、スプリットワクチンはサブユ
ニットワクチンより高いCD4+T細胞応答を誘導した。
【０５２９】
3.Fluad(サブユニット+水中油型エマルジョンOW-調製セクションを参照のこと) は、Flua
rix単味に類似した頻度を誘導する。
【０５３０】
4.3価スプリット/AS03製剤または3価スプリット/AS03+MPL製剤は、サブユニット/水中油
型エマルジョンOW製剤より強いCD4+T細胞応答を誘導した。
【０５３１】
CD8T細胞応答-図17下部
　免疫処置の7日後に、1群当たり24匹のマウスから得たPBMCを採取し、1プール/群で試験
した。再刺激抗原として、不活化3価全ウイルス(1μg/ml)を用いた。
【０５３２】
　IL-2もしくはIFN-γ、またはこれらのサイトカインの両方を発現するFlu全ウイルス特
異的CD8+ T細胞に関して(図17下部)、
・PBS陰性対照群で観測された高バックグランドにより、この実験のカットオフは比較的
高かった。 
・しかし、3価スプリット/AS03+MPLで免疫処置されたマウスでは、他のワクチン製剤と比
較して、より強い特異的CD8T細胞応答が観測された。
【０５３３】
VII.3. 結果および結論の概要
　以下の結果を得た。
【０５３４】
　1)免疫処置の7日後にICSによって得られたFlu特異的CD4+T細胞は、以下のことを示した
。
【０５３５】
1.Fluadでは、Fluarixと比較して、類似した応答が得られた。
【０５３６】
2.スプリットインフルエンザワクチン(ヒトで観測)およびサブユニット(Agrippal)ワクチ
ン(ヒトでは評価されていない)の両方に関して、アジュバント添加製剤は、アジュバント
無添加ワクチンと比較してより高い免疫応答を誘導した。MPL(群4および9)を補足された
水中油型エマルジョンアジュバントAS03は、水中油型エマルジョンアジュバントAS03(群3
および8)より強い応答を与えた。
【０５３７】
3.スプリット/AS03+MPLに対するCD4応答は、スプリット/AS03と比較して、より高い傾向
にある(図17)。
【０５３８】
4.スプリットワクチンによって誘導された応答は、サブユニットワクチンで得られた応答
より優れていた(群1～4と群5～9とを比較)。
【０５３９】
5.スプリットワクチンは、MPLを含むAS03でアジュバント添加されたものも、MPLを含まな
いAS03でアジュバント添加されたものも(群3および4)、Fluad(群5)またはAgrippal+OW(群
7)いずれかのサブユニットワクチンでより強いCD4+T細胞応答を示した。
【０５４０】
　2)免疫処置の7日後にICSによって得られたFlu特異的CD8+T細胞は、スプリット/AS3とス
プリット単味との間で相違が観測されない(ヒトで観測)ことを示した。スプリット/AS03+
MPLの使用によるCD8+ T細胞応答は、スプリット/AS03またはスプリット単味と比較して、
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より高い傾向にあった。
【０５４１】
　3)同一アジュバントおよび上記3株では、サブユニットワクチンおよびスプリットワク
チンによって、類似したHI力価が誘導された。上記3株では、Fluワクチン(サブユニット
またはスプリット)がAS03もしくはAS03+MPLでアジュバント添加された際に、Fluワクチン
単味と比較して、統計的に有意な、より高い力価が観測された( A/Wyoming株では、Fluワ
クチンOW>Fluワクチン単味)。
【０５４２】
実施例ＶＩＩＩ
スプリットインフルエンザ抗原調製物、およびMPLを含むAS03アジュバントまたはMPLを含
まないAS03アジュバントを含有するワクチンを用いた、65歳超の高齢者集団での臨床試験
VIII.1. 研究計画
　筋肉内投与されたAS03アジュバントまたはAS03+MPLアジュバントを含有のGlaxoSmithKl
ine Biologicals製インフルエンザ候補ワクチンの反応原性および免疫原性をFluarix(商
標)ワクチン(ベルギーではα-Rix(商標)として知られている)と比較して評価するための
、65歳超(≧65歳)の高齢者集団における、第1相オープン無作為対照試験。
【０５４３】
　以下の3つの平行群を評価した。 
・再構成、かつAS03アジュバント添加のSVインフルエンザワクチン1用量の投与を受ける5
0名の対象からなる1群(Flu AS03)
・再構成、かつFlu AS03+MPLアジュバント添加のSVインフルエンザワクチン1用量の投与
を受ける50名の対象からなる1群(Flu AS03+MPL)
・Fluarix(商標)1用量の投与を受ける50名の対象からなる1対照群(Fluarix)
【０５４４】
VIII.2. ワクチン組成物および投与
　上記3種のワクチンに使用された株は、2004-2005北半球四半期用にWHOによって推奨さ
れたもの、すなわち、A/New Caledonia/20/99(H1N1)、A/New California/3/2003(H3N2)、
およびB/Jiangsu/10/2003であった。比較器として用いられた市販ワクチンであるFluarix
(商標)/α-Rix(商標)と同様に、アジュバント添加ワクチン(AS03またはAS03+MPL)は、1用
量当たりそれぞれ15μg赤血球凝集素(HA)のインフルエンザウイルス株を含有している。
【０５４５】
　上記アジュバント添加のインフルエンザ候補ワクチンは、I型ガラスバイアル中に用意
した濃縮3価不活化スプリットビリオン抗原と、アジュバント(AS03またはAS03+MPL)を含
有する前充填のI型ガラス注射器とからなる2成分ワクチンである。それらは実施例IIで詳
述されている通りに調製した。上記アジュバント添加のインフルエンザ候補ワクチンの製
剤に使用される3種の不活化スプリットビリオン抗原(1価原体)は、市販のFluarix(商標)/
α-Rixの製剤に使用される活性成分と正確に同じものである。
【０５４６】
AS03アジュバント添加ワクチン
　AS03アジュバント添加のインフルエンザ候補ワクチンは、I型ガラスバイアル(抗原容器
)中に用意された濃縮3価不活化スプリットビリオン抗原(335μl)と、SB62エマルジョン(3
35μl)を含有する前充填のI型ガラス注射器(アジュバント容器)とからなる2成分ワクチン
である。AS03候補ワクチンの記述および組成物は、実施例IIIに説明されている。
【０５４７】
AS03+MPLアジュバント添加ワクチン
　簡潔には、AS03+MPLアジュバント添加のインフルエンザ候補ワクチンは、I型ガラスバ
イアル(抗原容器)中に用意された濃縮3価不活化スプリットビリオン抗原(335μl)と、AS0
3+MPLアジュバント(360μl)を含有する前充填のI型ガラス注射器(アジュバント容器)とか
らなる2成分ワクチンである。注射時に、AS03+MPLアジュバントを含有する注射器を用い
ることによって、バイアルから抗原容器の中身を取り出し、その後その注射器を穏やかに
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混合させる。注射の前に、使用済みの注射針を筋肉内用の注射針によって置換し、容積を
530μlに修正する。1用量の再構成、かつAS03+MPLアジュバント添加のインフルエンザ候
補ワクチンは、530μlに相当する。AS03+MPLアジュバント添加ワクチンの再構成の際に各
インフルエンザ株について15μg HAを得るために、不活化スプリットビリオン抗原は、Fl
uarix(商標)(すなわち30μg HA/ml)と比較して、抗原容器内で2倍濃縮されている(すなわ
ち60μg HA/ml)。
【０５４８】
　再構成、かつアジュバント添加のインフルエンザワクチン1用量の組成は、インフルエ
ンザ株を除いて、表45(実施例XIを参照)に報告されているものと同一である。両ワクチン
とも筋肉内投与した。
【０５４９】
VIII.3. CMIの目的、エンドポイント、および結果
　CMIの目的は、AS03またはAS03+MPLでアジュバント添加された製剤と、いかなるアジュ
バントも添加されていない組成物との間で、いずれの免疫原性組成物が、インフルエンザ
抗原をワクチン接種された個体のCD4介在性およびCD8介在性免疫について、最も強い免疫
賦活性を有するかを決定することであった。
【０５５０】
VIII.3.1. CMIのエンドポイントおよび結果
観測された変数
　0および21日目における、5種の異なったサイトカインへの、106当たりのサイトカイン
陽性CD4/CD8細胞の頻度。各試験は、以下の抗原に対するCD4/CD8 T細胞の応答を定量化す
る。 
-下記3種の抗原のプール
-New Caledonia抗原
-Wyoming抗原
-Jiangsu抗原。
【０５５１】
派生変数
　以下の5つの異なった試験で発現された抗原特異的なCD4およびCD8-T細胞応答。
【０５５２】
(a)少なくとも2種の異なったサイトカイン(CD40L、IL-2、IFNγ、TNFα)を産生する細胞
(b)少なくともCD40Lおよびもう1種のサイトカイン(IL-2、TNFα、IFNγ)を産生する細胞
(c)少なくともIL-2およびもう1種のサイトカイン(CD40L、TNFα、IFNγ)を産生する細胞
(d)少なくともIFNγおよびもう1種のサイトカイン(IL-2、TNFα、CD40L)を産生する細胞
(e)少なくともTNFαおよびもう1種のサイトカイン(IL-2、CD40L、IFNγ)を産生する細胞
【０５５３】
CMI応答の分析
　CMI分析は、総ワクチン接種コホートに基づいて行った。
【０５５４】
(a)各治療群において、応答して分泌しているCD4/CD8 Tリンパ球の頻度を、各ワクチン接
種群、各時点(0日目、21日目)、ならびに各抗原、すなわちNew Caledonia、Wyoming、Jia
ngsu、および上記異なった3株のプールについて測定した。
【０５５５】
(b)5種の異なったサイトカインそれぞれにおける各ワクチン接種群および各抗原の時点(P
OST-PRE)応答の間にある個人差の記述統計。
【０５５６】
(c)5種の異なったサイトカインに関する、
　-New Caledonia、Wyoming、Jiangsu、および上記3株のプールに対するCD4 T細胞応答
　-New Caledonia、Wyoming、Jiangsu、および上記3株のプールに対するCD8 T細胞応答
の上記3群の比較。
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【０５５７】
(d)ノンパラメトリック検定(クラスカル-ワオリス検定)を用いて、上記3群の間にある部
位の相違を比較し、5種の異なったサイトカインそれぞれにおける各抗原について統計的
なp値を計算した。
【０５５８】
(e)ウィルコクソン検定を用いて、Flu AS03+MPL対Fluarix、Flu AS03+MPL対Flu AS03、お
よびFlu AS03対Fluarixの間で、それぞれ2群における一対一比較を検定した。
【０５５９】
(f)すべての有意性検定は、両側検定であった。0.05以下のP値を、統計的に有意であると
した。
【０５６０】
VIII.3.2. CMIの結果
　結果は、CD4 T細胞またはCD8 T細胞亜集団内におけるサイトカイン陽性のCD4 T細胞ま
たはCD8 T細胞の頻度として表した。
【０５６１】
抗原特異的なCD4 Tリンパ球の頻度
(a)実施例IIIで行った測定と同様に、各時点(0日目、21日目)、各抗原、および各ワクチ
ン接種群(プール、New Caledonia、Wyoming、およびJiangsu)について、応答して分泌し
ている抗原特異的なCD4 Tリンパ球の頻度を測定した。
【０５６２】
(b)クラスカル-ワオリス検定によって、上記3群の間にある抗原特異的なCD4 Tリンパ球の
頻度の相違を比較したところ、すべてのp値が0.05未満であり、統計的に有意であるとさ
れた。
【０５６３】
(c)ウィルコクソン検定によって、Flu AS03+MPL群とFluarix群との間の抗原特異的なCD4 
Tリンパ球の頻度の相違を比較したところすべてのp値が0.05未満であり、統計的に有意で
あるとされた。
【０５６４】
(d)ウィルコクソン検定によって、Flu AS03群とFluarix群との間の抗原特異的なCD4 Tリ
ンパ球の頻度の相違を比較したところ、すべてのp値が0.05未満であり、統計的に有意で
あるとされた。
【０５６５】
(e)ウィルコクソン検定によって、Flu AS03群とFlu AS03+MPL群との間の抗原特異的なCD4
 Tリンパ球の頻度の相違を比較したところ、すべてのp値が0.05超であり、統計的に有意
でないとされた。
【０５６６】
CD4 Tリンパ球における時点(POST-PRE)間の個人差
(a)実施例IIIで行ったのと同様に、CD4 Tリンパ球応答における時点(POST-PRE)間の個人
差を、各ワクチン接種群、各抗原、および5種の異なったサイトカインについて計算した
。
【０５６７】
(b)クラスカル-ワオリス検定によって、上記3群の間にある、抗原特異的なCD4-Tリンパ球
応答におけるPOST-PREの個人差を比較したところ、すべてのp値が0.001未満であり、統計
的に高度に有意であるとされた。
【０５６８】
(c)ウィルコクソン検定を用いて、Flu AS03+MPLとFluarixとの間にある、抗原特異的なCD
4-Tリンパ球応答におけるPOST-PREの個人差を比較したところ、すべてのp値が0.05未満で
あり、統計的に有意であるとされた。
【０５６９】
(d)ウィルコクソン検定を用いて、Flu AS03とFluarixとの間にある、抗原特異的なCD4-T
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リンパ球応答におけるPOST-PREの個人差を比較したところ、すべてのp値が0.001未満であ
り、統計的に高度に有意であるとされた。
【０５７０】
(e)ウィルコクソン検定を用いて、Flu AS03+MPLとFlu AS03との間にある、抗原特異的なC
D4-Tリンパ球応答におけるPOST-PREの個人差を比較したところ、すべてのp値が0.05超で
あり、統計的に有意でないとされた。
【０５７１】
VIII.4. B細胞記憶応答の目的、エンドポイント、および結果
　この研究の目的は、AS03+MPLアジュバントまたはAS03アジュバントを含有するFlu候補
ワクチンを用いた1回の筋肉内ワクチン接種の際に、高齢者集団における、Flu抗原に特異
的な記憶B細胞の頻度が、Fluarixと比較として、有意に誘導されるかどうか調査すること
であった。記憶B細胞の頻度は、B細胞エリスポットアッセイによって評価した。
【０５７２】
VIII.4.1. B細胞記憶応答のエンドポイント
　エンドポイントは以下の通りである。 
(a)0、21日目における、すべての対象のB細胞エリスポットによって、100万(106)のIgG産
生プラズマ細胞のうちの特異的抗原プラズマ細胞の頻度として測定される、in vitro培養
記憶B細胞内で生成された細胞。 
(b)ワクチン接種後(21日目)と、ワクチン接種前(0日目)との間にある相違も、100万(106)
の抗体産生細胞当たりのインフルエンザ特異的抗体産生細胞の頻度として表す。
【０５７３】
VIII.4.2. B細胞記憶応答の結果
　100万(106)の抗体産生細胞当たりのインフルエンザ特異的抗体産生細胞の頻度を測定し
た。結果は、ウィルコクソン検定による、Flu AS03+MPL群とFluarix群との間のFlu抗原特
異的な記憶B細胞の頻度が、B/Jiangsu株では有意に(p<0.05)高かったが、他の2株では有
意でなかった(New Caledonia株およびWyoming株)ことを示した。
【０５７４】
　Flu抗原特異的な記憶B細胞における、時点(post-pre)間の個人差も測定した。結果は、
クラスカル-ワオリス検定による、Flu AS03+MPL群とFluarix群との間にある、Flu抗原特
異的な記憶B細胞の頻度における時点(post-pre)間の個人差が、B/Jiangsu株では有意に(p
<0.05)高かったが、他の2株では有意でなかった(New Caledonia株およびWyoming株)こと
を示した。
【０５７５】
　結果を図18に示す。
【０５７６】
実施例ＩＸ
フェレットにおける、アジュバント添加およびアジュバント無添加のインフルエンザワク
チンの前臨床評価(研究III)
IX.1. 原理および目的
　この研究では、アジュバント無添加(Fluarix(商標))またはAS03+MPLでアジュバント添
加された市販のGSKインフルエンザ3価スプリットワクチンを、以下に示す他の2種の市販
サブユニットワクチンと比較した。 
-Fluad(商標)、Chiron製のアジュバント添加サブユニットワクチン(アジュバントはChiro
n製MF59アジュバントである)。 
-Agrippal(商標)、アジュバント無添加のChiron製市販のサブユニットワクチン。これは
、本研究ではAS03アジュバントでアジュバント添加した。
【０５７７】
　この実験の目的は、異種株でチャレンジされたフェレットの鼻汁における病徴(体温お
よびウイルス排泄)を低減させるこれらのワクチンの能力を評価することであった。
【０５７８】
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　エンドポイントは以下の通りであった。 
1)第1エンドポイント:異種チャレンジ後における鼻洗浄物中のウイルス排泄の低減。 
2)第2エンドポイント:プライミングおよび異種チャレンジ周辺における、IHAによる体液
性応答の分析および体温のモニタリング。
【０５７９】
IX.2. 実験計画
IX.2.1. 治療/群
　週齢14～20週間の雌フェレット(Mustela putorius furo)をMISAY Consultancy(英国ハ
ンプシャー(Hampshire))から入手した。0日目に、フェレットを異なる亜型株であるH1N1A
/Stockholm/24/90で鼻腔内にプライミングした(4 Log TCID50/ml)。21日目に、H1N1 A/Ne
w Caledonia/20/99、H3N2 A/Wyoming/3/2003、およびB/Jiangsu/10/2003の組合せを完全
なヒト用量(1mlワクチン用量、15μg HA/株)でフェレットに筋肉内注射した。次に、42日
目に、鼻腔内経路によって異型株であるH3N2A/Panama/2007/99をフェレットにチャレンジ
した(4.51 Log TCID50/ml)。群(6匹のフェレット/群)を表41に示す。行われた読み取りを
表42に詳述する。
【表４１】

【０５８０】
IX.2.2. ワクチン製剤の調製
スプリット3価単味(アジュバント無添加):1mlの製剤
　10倍濃縮されたPBS(1倍濃縮のときにpH7.4)ならびにTween80、Triton X100、およびVES
を含有する混合物(量には株に存在する界面活性剤を考慮に入れる)を注射用蒸留水に添加
する。得られる界面活性剤の量は以下の通り、すなわち、1ml当たり375μgのTween80、55
μgのTriton X100、および50μgのVESである。5分間の撹拌の後に、H1N1およびH3N2各株1
5μg、ならびにB株17.5μgを添加し、その際、各添加の間に10分間撹拌する。上記製剤を
15分間室温で撹拌し、直接投与しない場合には4℃で保存する。
【０５８１】
AS03+MPLでアジュバント添加されたスプリット3価:1mlの製剤
　10倍濃縮されたPBS(1倍濃縮のときにpH7.4)ならびにTween80、Triton X100、およびVES
を含有する混合物(量には株に存在する界面活性剤を考慮に入れる)を注射用蒸留水に添加
する。得られる界面活性剤の量は以下の通り、すなわち:1ml当たり375μgのTween80、55
μgのTriton X100、および50μgのVESである。5分間の撹拌の後に、H1N1、H3N2、およびB
の各株15μgを添加し、その際各添加の間に10分間撹拌する。15分間の撹拌の後に、250μ
lのSB62エマルジョン(実施例II.1で教示されている通りに調製する)を添加する。この混
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合物を、再度15分間撹拌し、その直後に25μgのMPLを添加する。上記製剤を15分間室温で
撹拌し、直接投与しない場合には4℃で保存する。
【０５８２】
Fluad(商標)製剤:1mlの製剤
　PBS緩衝剤pH7.4中にFluad(商標)ワクチンの2倍希釈を調製する。
【０５８３】
Agrippal(商標)AS03製剤:1mlの製剤
　1用量のAgrippal(商標)に、250μlのPBS緩衝液pH7.4を添加する。撹拌の後、250μlのS
B62エマルジョン(実施例II.1で教示されている通りに調製する)を添加する。この混合物
を室温で撹拌する。
【０５８４】
IX.2.2. 読み取り
【表４２】

【０５８５】
IX.3. 結果(図19から22)
IX.3.1. 体温モニタリング
　個体の体温を、送信機を用い、遠隔測定記録によってモニターした。腹腔内腔に設置す
る前に、すべてのインプラントを検査して、新装し、DSIによって新たな較正を行った。
これらの測定中、すべての動物を単一ケージに個別に収容した。体温は、チャレンジの2
日前からチャレンジの4日後まで、15分間毎にモニターし、正午までの平均体温を計算し
た。結果を図19に示す。
【０５８６】
結果
　アジュバント無添加(単味)の3価スプリット(Fluarix(商標))またはサブユニットワクチ
ンFluad(商標)(これはMF59水中油型エマルジョンを含有する)を用いてフェレットの免疫
処置を行った後では、チャレンジ後に体温のピークが観察された。フェレットを、AS03+M
PLでアジュバント添加された3価スプリットワクチンで免疫処置した後でも、あるいはAS0
3でアジュバント添加されたサブユニットAgrippal(商標)で免疫処置した後でも、ピーク
は観察されなかった。結論として、チャレンジ後における体温上昇の予防における、AS03
含有ワクチンの付加価値が、試験されたスプリットワクチンおよびサブユニットワクチン
の両方で示された。これは、MF59含有ワクチンが、フェレットにおけるチャレンジ後の体
温上昇を予防できなかったことと対照的である。
【０５８７】
IX.3.2. ウイルス排泄
　1群当たり6匹の動物について、鼻洗浄液のウイルス力価測定を行った。鼻洗浄は、覚醒
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している動物の両方の鼻孔に5mlのPBSを投与することによって行った。接種物をペトリ皿
に収集し、ドライアイス(-80℃)上の試料容器中に置いた。
【０５８８】
　すべての鼻腔試料は、いかなる細菌汚染も除去するために、最初に、Spin Xフィルター
(Costar)に通して無菌濾過した。鼻洗浄液の連続10倍の希釈物50μlを、50μlの培地を含
有するマイクロタイタープレート中に移した(10ウェル/希釈)。その後、100μlのMDCK細
胞(2.4×105細胞/ml)を各ウェルに添加し、35℃で5～7日間インキュベートした。5～7日
間のインキュベーションの後、培養培地を穏やかに除去し、培地を含有する100μlの1/20
 WST-1を添加して、さらに18時間インキュベートする。
【０５８９】
　生存細胞によるWST-1の還元の際に産生される黄色のホルマザン色素の強度は、ウイル
ス力価測定アッセイの終わりに、ウェル中に存在する生存細胞数に比例しており、適切な
波長(450ナノメートル)で各ウェルの吸収を測定することによって定量化される。カット
オフは、未感染の対照細胞の平均ODと定義され、0.3 OD(0.3 ODは未感染の対照細胞のOD 
+/-3 StDevに対応している)である。正のスコアはODが<カットオフであるときと定義され
、その反対に、負のスコアは、ODが>カットオフであるときと定義される。ウイルス排泄
力価は、「ReedおよびMuench」によって測定し、Log TCID50/mlで表した。
【０５９０】
結果
　結果を図20に示す。アジュバント無添加(単味)の3価スプリットワクチン(Fluarix(商標
))、またはFluad(商標)サブユニットワクチンで、フェレットを免疫処置した後における
、減少が極めて少なかったウイルス排泄と比較して、AS03+MPLでアジュバント添加された
3価スプリットワクチン、またはAS03でアジュバント添加されたAgrippal(商標)サブユニ
ットワクチンでチャレンジされた後には、より少ないウイルス排泄が観測された。
【０５９１】
　体温上昇に関して論じたことと同様に、MF59含有ワクチンとの比較における、AS03含有
ワクチンの付加価値が観測された。
【０５９２】
IX.3.3. HI力価
　H3N2インフルエンザウイルス株に対する抗赤血球凝集素抗体力価を、血球凝集抑制試験
(HI)を用いて測定した。HI試験の原理は、インフルエンザウイルス赤血球凝集素(HA)によ
るニワトリ赤血球(RBC)の赤血球凝集反応を抑制する特異的抗インフルエンザ抗体の能力
に基づいている。血清は、最初に、25%のノイラミニダーゼ溶液(RDE)で処理し、非特異的
な抑制因子を除去するために熱不活化させた。前処置の後、血清の2倍希釈物を4赤血球凝
集反応単位の各インフルエンザ株と共にインキュベートした。その後、ニワトリ赤血球を
添加し、凝集の抑制をスコアリングした。力価は、赤血球凝集反応を完全に抑制した最も
高い血清希釈率の逆数として表した。最初の血清希釈率は1:10であったので、検出不可能
なレベルは、5に等しい力価としてスコアリングした。
【０５９３】
結果
　H3N2 A/Wyomingで免疫処置した後では、フェレットをアジュバント無添加(単味)の3価
スプリットワクチン(Fluarix(商標))またはFluad(商標)サブユニットワクチンで免疫処置
した後で観測される体液性応答と比較して、より高い体液性応答(HI力価)が、AS03+MPLで
アジュバント添加した3価スプリットワクチンまたはAS03でアジュバント添加されたAgrip
pal(商標)サブユニットワクチンで免疫処置されたフェレットで観測された(図21)。
【０５９４】
　H3N2 A/Wyomingで免疫処置した後では、3価スプリット単味またはFluadで免疫処置され
たフェレットと比較して、より高い体液性応答(HI力価)が、AS03+MPLでアジュバント添加
された3価スプリットまたはAS03でアジュバント添加されたAgrippal(商標)で免疫処置さ
れたフェレットで、チャレンジ株として使用されたドリフト株H3N2 A/Panamaに対して観
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測された(図22)。
【０５９５】
　本発明者らのアジュバント(AS03またはAS03+MPL)で観測された、異種株に対するこの交
差反応は、AS03+MPLでアジュバント添加された3価スプリットワクチンまたはAS03でアジ
ュバント添加されたAgrippal(商標)サブユニットワクチンで免疫処置され、その後この異
種株でチャレンジされたフェレットで観測された保護と相関している。AS03含有ワクチン
によって誘導された、異種株に対するこの交差反応は、MF59アジュバント添加ワクチン(F
luad(商標))では誘導されなかった。
【０５９６】
実施例Ｘ
スプリットインフルエンザ抗原調製物、およびMPLを含むAS03アジュバントまたはMPLを含
まないAS03アジュバントを含有するワクチンを用いた、65歳超の高齢者集団での臨床試験
:90および180日目の免疫原性持続データ
X.1. 研究計画
　筋肉内投与されたAS03アジュバントまたはAS03+MPLアジュバント含有のGlaxoSmithKlin
e Biologicals製インフルエンザ候補ワクチンの反応原性および免疫原性をFluarix(商標)
ワクチン(ベルギーではα-Rix(商標)として知られている)と比較して評価するための、65
歳超(≧65歳)の高齢者集団における、第1相オープン無作為対照試験。この研究は、実施
例VIIIで報告されたことに従う。
【０５９７】
　以下の3つの平行群の評価を行った。 
・再構成、かつAS03アジュバント添加のSVインフルエンザワクチン1用量の投与を受ける5
0名の対象からなる1群(Flu AS03)
・再構成、かつAS03+MPLアジュバント添加のSVインフルエンザワクチン1用量の投与を受
ける50名の対象からなる1群(Flu AS03+MPL)
・Fluarix(商標)1用量の投与を受ける50名の対象からなる1対照群(Fluarix)
【０５９８】
X.2.免疫原性の結果
X.2.1. 体液性免疫応答のエンドポイントおよび結果
　AS03およびAS03+MPLアジュバント添加ワクチンによって誘導された体液性免疫応答およ
びその持続性を評価するために、各治療群について、以下のパラメータを計算した。
【０５９９】
　0、21、90、および180日目における、ワクチン中に提示された3株のインフルエンザウ
イルス株それぞれに対して別々に試験された血清赤血球凝集抑制(HI)抗体力価(抗H1N1、
抗H3N2、および抗B抗体)。
【０６００】
・0、21、90、および180日目における、95%CIを有する血清HI抗体GMT
・21、90、および180日目における95%CIを有するセロコンバージョン率
・21日目における95%CIを有するコンバージョン係数
・0、21、90、および180日目における95%CIを有する血清保護率。
【０６０１】
結果
　95%CIを有するHI抗体GMTを図23に示す。3株のワクチン株すべての抗体のワクチン接種
前GMTは、それら3群の中では同じ範囲内にあった。ワクチン接種後の抗赤血球凝集抗体レ
ベルは有意に増大した。しかし、上記3株のワクチン株の抗体のワクチン接種後GMTはすべ
てのワクチンで同じ範囲内のままであった。21日目に、A/New CaledoniaおよびB/Jiangsu
では、Fluarixと比較して、2種のアジュバント添加ワクチンの方が好ましいというかすか
な傾向が見出され、これら2種のアジュバント添加ワクチンの間では、A/Wyoming株および
B/Jiangsu株に関しては、FLU AS03で、より高いGMTが観測された。
【０６０２】
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　同じ傾向が90日目に観察された。180日目には、上記3株のワクチン株の抗体のGMTが、
上記3種のワクチンで同じ範囲内にあった。
【０６０３】
　すべてのインフルエンザワクチンが、60歳以上の対象におけるインフルエンザ不活化ワ
クチン年間登録のための欧州当局の規定[「Note for Guidance on Harmonisation of Req
uirements for Influenza Vaccines for the immunological assessment of the annual 
strain changes」(CPMP/BWP/214/96)]を満たしていた。
【０６０４】
　ワクチン接種の3カ月(90日間)後および6カ月(180日間)後には、血清保護率は、どの検
査群を考慮しても、依然として、欧州当局によって規定されている最低率である60%より
高かった。90日目には、セロコンバージョン率は、依然として、A/New Caledonia用のFlu
arixを除いて、上記3つのワクチン群のすべてのワクチン株で、欧州当局によって規定さ
れている最低率である30%を達成していた。180日目には、A/Wyoming株およびB/Jiangsu株
に関しては上記3種のワクチンで、依然としてそれが達成されていたが、A/New Caledonia
株に関しては達成されていなかった(表43および表44)。
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【０６０５】



(106) JP 2008-534467 A 2008.8.28

10

20

30

40

50

【表４４】

【０６０６】
X.2.2. CMI応答のエンドポイントおよび結果
　アジュバント添加ワクチンによって誘導された細胞性免疫応答およびその持続性を評価
するために、各治療群について、以下のパラメータを計算した。
【０６０７】
　各時点(0、21、90、および180日目)における、異なった試験での106当たりのサイトカ
イン陽性CD4/CD8細胞の頻度(0および21日目には、New Caledonia、Wyoming、およびJiang
su抗原、ならびにプールを別々に考慮し、90および180日目には、New Caledonia、Wyomin
g、Jiangsu、およびNew York抗原、ならびにプールを別々に考慮した)。
【０６０８】
・オールダブル:少なくとも2つの異なったサイトカインを産生する細胞(CD40L、IFN-γ、
IL-2、TNF-α)。 
・CD40L:少なくともCD40Lおよびもう1種のサイトカイン(IFN-γ、IL-2、TNF-α)を産生す
る細胞。 
・IFN-γ:少なくともIFN-γおよびもう1種のサイトカイン(CD40L、IL-2、TNF-α)を産生
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する細胞。 
・IL-2:少なくともIL-2およびもう1種のサイトカイン(CD40L、IFN-γ、TNF-α)を産生す
る細胞。 
・TNF-α:少なくともTNF-αおよびもう1種のサイトカイン(CD40L、IFN-γ、IL-2)を産生
する細胞。
【０６０９】
結果
　主要な知見は以下の通りであった(図24)。
【０６１０】
(a)ワクチン接種の21日後に、サイトカイン陽性CD4 T細胞(IL-2、CD40L、TNF-α、および
IFN-γ)の頻度は、2つのアジュバント添加ワクチン群で、Fluarix群と比較して有意に高
かった。しかし、それら2つのアジュバント間には有意な相違が検出されなかった。
【０６１１】
(b)アジュバント添加ワクチンとFluarixとの間におけるすべての統計的相違は、180日目
における以下の例外を除いて、最大90日目および180日目まで維持されていた。 
　・オールダブル、CD40L、IFN-γ、およびIL2(Wyoming株のみ)に関して、ならびにオー
ルダブル、CD40L、およびTNF-α(New York株のみ)に関しては、FluAS03/MPLとFluarixと
の間に統計的に有意な相違が見出されなかった。 
　・IL2(Jiangsu株のみ)に関しては、FluAS03とFluarixとの間で統計的に有意な相違が見
出されなかった。
【０６１２】
(c)上記2種のアジュバント添加ワクチン間における統計的に有意な相違の欠如は、最大90
日目および180日目まで確認された。
【０６１３】
(d)調査したすべてのサイトカイン(IL-2、CD40L、TNF-α、およびIFN-γ)に関して、CD4 
Tリンパ球応答における、ワクチン接種前とワクチン接種後(21日目)との間の相違は、上
記2種のアジュバント添加ワクチンで、Fluarix(商標)と比較して有意に大きかった。しか
し、両アジュバント間では有意な相違が検出されなかった。
【０６１４】
(e)ワクチン接種は、いかなる治療群でも、測定可能な変化をCD8応答に与えなかった。
【０６１５】
実施例ＸＩ
スプリットインフルエンザ抗原調製物、およびMPLを含むAS03アジュバントを含有するワ
クチンを用いた、65歳超の高齢者集団での臨床試験
XI.1. 研究計画および目的
　AS03+MPLアジュバントを含有するGlaxoSmithKline Biologicals製インフルエンザ候補
ワクチンの反応原性および免疫原性を評価するために、2004年に同じ候補ワクチンで事前
にワクチン接種されている65歳超(>65歳)の高齢者集団における第I/II相オープン対照試
験を行った。免疫原性および安全評価には、参照としてFluarix(商標)(ベルギーではα-R
ix(商標)として知られている)ワクチンを用いた。
【０６１６】
　以下の2つの平行群を評価した。 
・以前の臨床試験中に再構成されたアジュバント添加のインフルエンザワクチン1用量の
投与を事前に受けた約50名の対象からなる1群
・以前の臨床試験中にFluarix(商標)1用量の投与を事前に受けた約50名の対象からなる1
対照群(Fluarix)
【０６１７】
　この研究の目的の1つは、初回投与の約1年後に投与されたアジュバント添加インフルエ
ンザワクチンFlu AS03+MPLでのワクチン再接種の体液性免疫応答(抗赤血球凝集素および
抗MPL力価)を評価することであった。比較を目的として、以前の試験で既にFluarix(商標
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)の投与を受けた対象は、1用量の市販ワクチンの投与を受け、この試験の対照群を形成し
た。
【０６１８】
XI.2. ワクチン組成物および投与
　上記3種のワクチンに使用された株は、2005-2006北半球四半期用にWHOによって推奨さ
れたもの、すなわち、A/New Caledonia/20/99(H1N1)、A/New California/7/2004(H3N2)、
およびB/Jiangsu/10/2003であった。比較器として用いられた市販ワクチンであるFluarix
(商標)/α-Rix(商標)と同様に、AS03+MPLアジュバント添加ワクチン(本明細書では以下「
アジュバント添加ワクチン」と短縮)は、1用量当たりそれぞれ15μg赤血球凝集素(HA)の
インフルエンザウイルス株を含有している。
【０６１９】
　上記アジュバント添加のインフルエンザ候補ワクチンは、I型ガラスバイアル中に用意
した濃縮3価不活化スプリットビリオン抗原と、AS03+MPLアジュバントを含有する前充填
のI型ガラス注射器とからなる2成分ワクチンである。それは、実施例IIに詳述されている
方法に従って調製した。
【０６２０】
　注射時に、濃縮3価不活化スプリットビリオン抗原を含有しているバイアル中に、アジ
ュバントを含有する前充填された注射器の内容物を注入する。混合の後、内容物を注射器
中に戻し、注射針を筋肉内用の注射針によって置換する。再構成アジュバント添加インフ
ルエンザ候補ワクチンの1用量は、0.7mlに相当する。アジュバント添加インフルエンザ候
補ワクチンは無保存剤ワクチンである。
【０６２１】
　1用量の再構成アジュバント添加インフルエンザワクチンの組成を表45に示す。両ワク
チンとも筋肉内投与した。
【表４５】

【０６２２】
XI.3. 免疫原性結果
XI.3.1. 抗HA体液性免疫応答のエンドポイントおよび結果
観測された変数
　0および21日目における、ワクチン中に提示された3株のインフルエンザウイルス株それ
ぞれに対して別々に試験された血清赤血球凝集抑制(HI)抗体力価(抗H1N1、抗H3N2、およ
び抗B抗体)。
【０６２３】
派生変数(95%の信頼区間を有する)
(f)ワクチン接種前およびワクチン接種後における、95%の信頼区間(95%CI)を有する、血
清HI抗体の幾何平均力価(GMT)
(g)21日目における、95%CIを有するセロコンバージョン率*
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(h)21日目における95%CIを有するセロコンバージョン係数**

(i)21日目における95%CIを有する血清保護率***

【０６２４】
*セロコンバージョン率は、各ワクチン株について、<1:10のワクチン接種前HI力価および
≧1:40のワクチン接種後力価、あるいは≧1:10のワクチン接種前力価およびワクチン接種
後力価における最小4倍の増大を有する被ワクチン接種者のパーセントと定義される。
【０６２５】
**セロコンバージョン係数は、各ワクチン株について、21日目の血清HI GMTにおける、0
日目と比較した増大の倍率と定義される。
【０６２６】
***保護率は、保護を示すと通常認められている≧40の血清HI力価をワクチン接種後に有
する被ワクチン接種者のパーセント(各ワクチン株について)と定義される。
【０６２７】
結果
　予測通り、両群中の大多数の対象は、上記3株に関してワクチン接種前に既に血清陽性
であった。3株のワクチン株すべてのワクチン接種前GMTは、上記2群中で同じ範囲内にあ
った。Flu AS03+MPL群では、95%CIは重なっていたが、3株のワクチン株すべてに関して、
ワクチン接種後に、Fluarix群と比較して、より高いGMTを有する傾向があった(図25)。
【０６２８】
　上記2種のインフルエンザワクチンは、60歳以上の対象におけるインフルエンザ不活化
ワクチン年間登録のための欧州当局の規定[「Note for Guidance on Harmonisation of R
equirements for Influenza Vaccines for the immunological assessment of the annua
l strain changes」(CPMP/BWP/214/96)]を満たしていた(表46)。
【表４６】

【０６２９】
実施例ＸＩＩ
2つの異なった濃度のAS03およびMPLでアジュバント添加されたスプリットインフルエンザ
抗原調製物含有ワクチンを用いた、65歳超の高齢者集団での臨床試験
XII.1. 研究計画および目的
　高齢者集団(65歳以上)に投与された、様々なアジュバントを含有しているGlaxoSmithKl
ine Biologicals製インフルエンザ候補ワクチンが、成人(18～40歳)に投与されたFluarix
(商標)(ベルギーではα-Rix(商標)として知られている)と比較して、細胞性免疫応答に関
して劣っていないことを実証するためのオープン無作為第I/II相試験。
【０６３０】
　以下の4つの平行群を割り当てた。 
(a)Fluarix(商標)1用量の投与を受ける75名の成人(18～40歳)からなる1対照群(Fluarix群
)
(b)3:3:2で3群にランダム化された200名の高齢対象(65歳以上)
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　-AS03+MPLでアジュバント添加されたインフルエンザワクチンの投与を受ける75名の対
象からなる1群(濃度1～25μg)
　-AS03+MPLでアジュバント添加されたインフルエンザワクチンの投与を受ける75名の対
象からなる1群(濃度2～50μg)
　-Fluarix(商標)の1用量の投与を受ける50名の対象からなる参照Flu群
【０６３１】
一次目的
　一次目的は、成人(18～40歳)に投与されたFluarix(商標)と比較して、高齢対象(65歳以
上)に投与されたインフルエンザアジュバント添加ワクチンが、ワクチン接種後21日間に
、少なくとも2つの異なったサイトカイン(CD40L、IL-2、TNF-α、IFN-γ)を産生するイン
フルエンザ特異的CD4 Tリンパ球の頻度に関して劣っていないことを実証することである
。
【０６３２】
二次目的
　二次目的は以下の通りである。 
(a)高齢対象(65歳以上)における上記ワクチンの筋内投与後21日間における、アジュバン
ト添加の候補インフルエンザワクチンを用いたワクチン接種の安全性および反応原性を評
価すること。Fluarix(商標)を参照として用いる。 
(b)アジュバント添加のインフルエンザ候補ワクチンでワクチン接種した21、90、および1
80日後における、体液性免疫応答(抗赤血球凝集素力価)を評価することFluarix(商標)を
参照として用いる。
【０６３３】
三次目的
　三次目的は、アジュバント添加インフルエンザワクチンでワクチン接種した21、90、お
よび180日後における、細胞性免疫応答(IFN-γ、IL-2、CD40L、およびTNF-αの産生、な
らびに記憶B細胞応答)を評価することである。Fluarix(商標)を参照として用いる。
【０６３４】
XII.2. ワクチンの組成および投与
　AS03+MPL(1用量当たり25μg)システムでアジュバント添加されたインフルエンザワクチ
ンは、実施例VIに例示した研究でも使用されている。AS03+MPL(1用量当たり50μg)システ
ムでアジュバント添加されたインフルエンザワクチンは、MPLの濃度が倍にされているこ
とを除けば、同一組成のものである。工程は、AS03+MPLでアジュバント添加されたインフ
ルエンザワクチンに関して実施例VIIIで記載したものと同じであり、MPLの濃度が倍であ
るということのみが相違している。
【０６３５】
　対照:IM投与による完全用量のFluarix(商標)。 
　計画における1対象当たり4回の来院:0、21、90、および180日目。各来院時に、免疫原
性を評価するためにの血液試料を収集する。 
　ワクチン接種計画:0日目にインフルエンザワクチンを単回注射
【０６３６】
XII.3. 免疫原性の結果
XII.3.1. CMIのエンドポイントおよび結果
一次エンドポイントの評価
　21日目おける、試験された106当たりの、少なくとも2種の異なったサイトカイン(IL-2
、IFN-γ、TNF-α、およびCD40L)を産生するインフルエンザ特異的CD4 Tリンパ球の頻度
に関する、全対象のCMI応答。
【０６３７】
　CMI応答の評価には、以下の通りにインフルエンザ特異的CD4の頻度を分析する。 
　アジュバント添加ワクチンでワクチン接種された群とFlu(若年)でワクチン接種された
群との間における、インフルエンザ特異的CD4の頻度に関するGM比を、対数変換された力
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価に関する共分散分析モデルを用いて得る。この共分散分析モデルは、固定効果としてワ
クチン群、そしてリグレッサーとしてワクチン接種前の対数変換力価を含んでいる。GM比
およびそれらの98.75%CIは、モデルで対比される対応群の指数関数変換として得られる。
調整GMの98.75%CIは、上記共分散分析モデルの群最小2乗平均の98.75%CIの指数関数変換
によって得られる。
【０６３８】
結果-推測分析(表47)
　「プール抗原II」でin vitro再刺激した後、21日目における、少なくとも2種のサイト
カイン(IL-2、IFN-γ、TNF-α、およびCD40L)を産生するインフルエンザ特異的CD4 Tリン
パ球の調整GM比およびGM比(それらの98.75%CIを有する)を表47に示す。各アジュバント添
加インフルエンザワクチンについて、GM比の両側98.75%CIの上限は、臨床上の限界である
2.0よりはるかに小さい。これは、高齢対象に投与されたアジュバント添加のインフルエ
ンザワクチンは両方とも、インフルエンザ特異的CD4のワクチン接種後頻度に関して、18
～40歳の成人に投与されたFluarix(商標)ワクチンと比較して劣っていないことを示す。

【表４７】

【０６３９】
結果-記述分析(図26)
　主要な知見は以下の通りであった。
【０６４０】
・ワクチン接種前、CMI応答は高齢者のものより若年成人のものの方が強い。
【０６４１】
・ワクチン接種後、
　-若年成人(18～40歳)のCMI応答にはインフルエンザワクチンの追加免疫効果があった。
 
　-アジュバント添加のインフルエンザワクチンの投与を受けた高齢者のCMI応答は、若年
成人のCMI応答に匹敵する。
【０６４２】
・本発明者らがFluarix(18～40歳)とFlu/AS03+MPL(濃度1)とを比較した際には、調査した
すべてのサイトカイン(IL-2、CD40L、TNF-α、およびIFN-γ)のCD4 Tリンパ球応答におけ
る、ワクチン接種前とワクチン接種後との間の相違は、IFNγを除いてすべての試験で、
アジュバント添加ワクチンを用いた場合、Fluarix(商標)(18～40歳)と比較して、有意に
高かった。
【０６４３】
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　in vitro刺激は、ワクチンに含まれているA/H1N1/New-Caledoniaではなく、(i) B/Jian
gsu、(ii) A/H3N2/New-York、および(iii) A/H3N2/WyomingのFlu株を用いて行われたこと
に留意するべきである。しかし、対象の部分集合から得られた、A/H1N1/New Caledoniaワ
クチン株を含む予備データは、それらの結果が類似したものであろうことを示している。
【０６４４】
結果-三次エンドポイントの評価(表48)
　三次エンドポイントを評価するために、0、21、90、および180日目に、インフルエンザ
特異的なCD4/CD8 Tリンパ球および記憶B細胞の頻度を測定した。
【０６４５】
　0および21日目における各ワクチン接種群、各抗原に関して、インフルエンザ特異的な
サイトカイン陽性CD4/CD8 Tリンパ球の頻度の概略を示した(記述統計)。
【０６４６】
　ノンパラメトリック検定(ウィルコクソン検定)を用いて、上記2群(インフルエンザアジ
ュバント添加ワクチン対Fluarix(商標))の間にある部位の相違を比較し、異なった試験そ
れぞれにおける各抗原の統計的p値を計算した。
【０６４７】
　21日目/0日目(ワクチン接種後/前)の応答の間にある個人差の記述統計を、各ワクチン
接種群および異なった試験それぞれにおける各抗原に関して計算する。
【０６４８】
　ノンパラメトリック検定(ウィルコクソン検定)を用いて、ワクチン接種後/前の個人差
を比較し、異なった試験それぞれにおける各抗原の統計的p値を計算するであろう。
【０６４９】
　インフルエンザ特異的CD4 Tリンパ球の頻度の相違を比較するのに用いられたウィルコ
クソン検定から得られたp値を表48に示す。
【表４８】

【０６５０】
　主要な結論は以下の通りである。
【０６５１】
(a)インフルエンザ特異的CD4のワクチン接種前GM頻度は、高齢対象のすべての群で類似し
ていたが、18から40歳の間の成人の方が優れていた。
【０６５２】
(b)インフルエンザ特異的CD4 Tリンパ球のワクチン接種後(21日目)の頻度は、アジュバン
ト添加ワクチンでワクチン接種された高齢対象、およびFluarix(商標)でワクチン接種さ
れた18から40歳の間の成人で類似していた。
【０６５３】
(c)高齢対象では、インフルエンザ特異的CD4 Tリンパ球のワクチン接種後(21日目)頻度は



(113) JP 2008-534467 A 2008.8.28

10

20

30

40

50

、Fluarix(商標)でワクチン接種したものより、アジュバント添加ワクチンでワクチン接
種した後の方が有意に高かった。
【０６５４】
(d)インフルエンザ特異的CD8 T細胞のワクチン接種前およびワクチン接種後のGM頻度は、
本質的にはすべての群で類似していた。
【０６５５】
結果-体液性免疫応答のエンドポイントの評価
観測された変数
　0、21、90、および180日目における、ワクチン中に提示された3株のインフルエンザウ
イルス株それぞれに対して別々に試験された血清赤血球凝集抑制(HI)抗体力価(抗H1N1、
抗H3N2、および抗B抗体)。
【０６５６】
　全ワクチン抗原に対するHI抗体のカットオフ値は、分析前に検査室によって定義された
(そして、1:10に等しい)。血清陰性対象は、抗体力価がカットオフ値未満の対象である。
血清陽性の対象は、抗体力価がカットオフ値以上である対象である。アッセイのカットオ
フ未満である抗体力価には、カットオフの半分の任意値を与える。
【０６５７】
　HI抗体力価に基づいて、以下のパラメータを計算する。
【０６５８】
(j)対数変換力価の平均真数をとることによって計算される、0および21日目におけるHI抗
体の幾何平均力価(GMT)。
【０６５９】
(k)0日目と比較した、21日目の血清HI GMTの増大の倍率と定義される、21日目のセロコン
バージョン係数(SF)。
【０６６０】
(l)<1:10のワクチン接種前HI力価および≧1:40のワクチン接種後力価、あるいは≧1:10の
ワクチン接種前力価およびワクチン接種後力価における最小4倍の増大を有する被ワクチ
ン接種者のパーセントと定義される、21日目のセロコンバージョン率(SC)。
【０６６１】
(m)血清HI力価が≧1:40である被ワクチン接種者のパーセントとして定義される、21日目
の血清保護率(SPR)。
【０６６２】
　GMの95%CIは、各群の中で別々に得る。最初に、対数変換力価は通常、未知の分散で分
配されると仮定して、対数変換力価の平均の95%CIを得る。次に、対数変換力価平均の95%
CIの指数関数変換によりGMの95%CIを得る。
【０６６３】
　特定の抗体測定の欠失している血清学結果は、置換しない。したがって、所与の時点に
おける血清学結果のない対象は、その時点のアッセイの分析には寄与しない。
【０６６４】
体液性免疫応答の結果(図27および表49)
　3株のワクチン株すべてに対するHI抗体のワクチン接種GMTは、4つの治療群で同じ範囲
内にあった。上記2種のアジュバントは、同じ集団における標準的Fluarixと比較して、ワ
クチン接種後に、高齢における体液性応答を増強する明確な影響を有した。
【０６６５】
　GMTは、
・H1N1については、AS03+MPL(濃度2)で有意に高い。 
・H3N2およびBについては、両方のアジュバントで有意に高い。
【０６６６】
　ワクチン接種の21日後に、Fluarix(18～40歳)の対象は、New Caledonia株およびB/Jang
su株で、より高いHI応答を有した。
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【０６６７】
　表49に示す通り、上記アジュバント添加インフルエンザワクチンは、60歳以上の対象に
おけるスプリットビリオンインフルエンザワクチン年間登録のための欧州当局の規定[「N
ote for Guidance on Harmonization of Requirements for Influenza Vaccines for the
 immunological assessment of the annual strain changes」(CPMP/BWP/214/96)]を上回
るものであった。
【０６６８】
　ワクチン接種後に、HI抗体の血清保護率に関して、Fluarix(≧65歳)群と以下のものと
の間に統計的な相違があった。 
　・A/New Caledonia株でのFlu AS03+MPL(濃度2)
【０６６９】
　各ワクチン株について、上記2種のインフルエンザアジュバント添加ワクチン群の血清
保護率は、Fluarix(18～40歳)群と比較して、同じ範囲内にある。
【０６７０】
　HI抗体のセロコンバージョン率に関して、Fluarix(≧65歳)群と以下のものとの間に統
計的な相違があった。 
　・A/New Caledonia株でのFlu AS03+MPL(濃度2)
　・B/Jiangsu株でのFlu AS03+MPL(濃度1)
【０６７１】
　各ワクチン株について、上記2種のインフルエンザアジュバント添加ワクチン群のセロ
コンバージョン率は、New Caledonia株のものを除いて、Fluarix(18～40歳)群と比較して
、同じ範囲内にある。
【表４９】

【０６７２】
XII.3.2. 免疫原性の結論
　(a)インフルエンザ特異的CD4のワクチン接種前の頻度は、高齢成人では、18から40歳の
間の成人と比較して、有意に劣っていた。Fluarix(商標)でワクチン接種した後、ワクチ
ン接種後(21日目)の頻度は、高齢成人では、より若いものと比較して劣ったままであった
。反対に、高齢対象にアジュバント添加ワクチンを接種した後では、18から40歳の間の成
人におけるFluarix(商標)でのワクチン接種と比較して、インフルエンザ特異的CD4のワク
チン接種後の頻度に関して劣っていないことが実証された。
【０６７３】
　(b)HI抗体応答に関する体液性免疫応答に関しては、すべてのインフルエンザワクチン
が、インフルエンザ不活化ワクチン年間登録のための欧州当局の規定[「Note for Guidan
ce on Harmonisation of Requirements for Influenza Vaccines for the immunological
 assessment of the annual strain changes」(CPMP/BWP/214/96)]を満たしていた。高齢
成人では、アジュバント添加ワクチンは、インフルエンザ赤血球凝集素に対して、少なく
とも、Fluarix(商標)より強い傾向のある体液性免疫応答を媒介した。高齢対象において
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ける、Fluarix(商標)と比較して有意な相違の概略を表50に示す。アジュバント添加ワク
チンを接種された高齢対象は、A/New York株に対して、21日目に、Fluarix(商標)をワク
チン接種された18から40歳の間の成人と比較して、より高いワクチン接種後GMTおよびセ
ロコンバージョン係数を有する傾向を示した。
【表５０】

【０６７４】
XII.4. 反応原性の結果
XII.4.1. 有害事象(AE)に関する記録
　7日間の追跡期間中(ワクチン接種日およびそれに続く6日間)に生じた検査症候(solicit
ed symptom)(表51を参照)を記録した。21日間の追跡期間中(ワクチン接種の日およびそれ
に続く20+3日間)に生じた非検査症候(unsolicited symptom)も記録した。以下のAEの強度
は、表52の記載に従って評価した。
【表５１】

【０６７５】



(116) JP 2008-534467 A 2008.8.28

10

20

30

40

50

【表５２】

【０６７６】
　局所的注射部位の発赤/膨潤の最大強度は以下の通りにスコアリングする。 
0は0mm、1は0～20mm、2は20～50mm、3は>50mmである。
【０６７７】
　発熱の最大の強度は以下の通りにスコアリングする。 
1は>37.5～≦38.0℃、2は>38.0～≦39.0℃、3は>39.0である。
【０６７８】
　治験責任医師は、試験中に報告されたSAEを含めた他のすべてのAE、すなわち非検査症
候に関する強度の診断を行う。診断は、治験責任医師の臨床上の判断に基づく。記録され
た各AEの強度は、以下の範疇の1つに割り当てられる。 
1(軽度)=対象によって容易に許容されるAE、最小限の不快感を引き起こし、日々の活動を
妨害しない。 
2(中程度)=日々の正常な活動を妨害するのに十分に不快なAE。 
3(重度)=日々の正常な活動を阻止するAE(成人/青年においては、そのようなAEは、例えば
仕事/学校への出席を阻止するであろうし、また、矯正療法の投与を必要とするであろう)
。
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【０６７９】
XII.4.2. 有害事象(AE)の記録
　高齢対象でアジュバント添加ワクチンに伴って観察された、局所性および全身性両方の
症候に関する反応原性は、同じ集団ではFluarix(商標)に伴うものより高いことが見出さ
れた。しかし、それは、成人集団で見られるレベルと同程度であることが示された。発生
率および症候の強度は、アジュバント添加ワクチンを接種された後では、高齢対象でFlua
rix(商標)に伴って見られた反応原性と比較して増大していた(図28)。すべての症例にお
いて、症候は速やかに解消された。
【０６８０】
　最も高濃度のMPLでアジュバント添加されたワクチンの投与を受けた群では、グレード3
の症候が、MPLが低濃度であるアジュバント添加ワクチンの投与を受けた群と比較して、
より高い傾向を示した。しかし、すべての症例において、症候は速やかに解消された。
【０６８１】
実施例ＸＩＩＩ
マウスにおける、AS03+MPLでアジュバント添加されたHPVワクチンを用いた前臨床試験
XIII.1. 緒言
　ウイルス様粒子の形態にある4種の異なった抗原、すなわちHPV16L1、HPV18L1、HPV31L1
、およびHPV45L1をそれぞれ2.5μgを含有しているアジュバント添加混合物をBALB/Cマウ
スに注射した。各L1タンパク質は、C末端欠如型であり、HPV16の場合、34アミノ酸(また
は同等な領域における他の配列)が除去されている。
【０６８２】
　HPVタンパク質は、例えばWO03/077942に記載されている通り、バキュロウイルス発現系
で発現させ、精製した。
【０６８３】
　この4価のVLPの組合せを、2種の異なったアジュバントのうち1種と組み合わせた。
【０６８４】
　試験されたアジュバントは以下の通りであった。 
　1水酸化アルミニウムと3D-MPLとの混合物(AS04と呼ばれる)。 
　2本質的には実施例IIと同じく調製された、AS03+3D-MPLの混合物。
【０６８５】
　AS04アジュバントは、HPV16およびHPV18 L1のみのウイルス様粒子を含むワクチンで使
用し、The Lancet, vol 364, issue 947, 13 November 2004, 1757-1765に記載の通り、
第II相臨床試験で試験した。したがって、それはAS03+3D MPLとの比較の良い基礎を提供
する。このアジュバントは、例えばWO01/17751およびWO00/23105に記載の通りに調製する
ことができる。
【０６８６】
　上記ワクチンの各成分について、抗体力価の分析を行った。加えて、総IgG分子集団内
における、HPV16およびHPV18に特異的なB記憶細胞の分析を行った。
【０６８７】
XIII.2. 材料および方法
XIII.2.1. 動物モデル
　AS04(Al(OH)3 50μg+MPL 5μg)、またはエマルジョン50μl+MPL 5μgを含有する、本質
的には実施例IIと同じに調製されたAS03+3D-MPL混合物と共に処方された、2.5μgのHPV-1
6/18/31/45 L1で、2群のBALB/cマウス(n=10)を、1本の脚の筋肉内に免疫処置した(0およ
び28日目)。
【０６８８】
XIII.2.2. 抗HPV-16/18/31/45 L1血清学:Ig
　HPV-16 L1(ロットE16L1P093)、HPV-18 L1(ロットE18L1P079)、HPV-31 L1(ロットEA31L1
P329)、およびHPV-45 L1(ロットEA45L1P328)をコーティング抗原として用いたELISAによ
って、抗HPV-16/18/31/45 L1抗体の定量を行った。HPV-16/18/31/45 L1および抗体溶液は
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、ウェル当たり50μlで使用し、飽和溶液のみはウェル当たり100μlで使用した。HPV-16/
18/31/45 L1は、PBS中に終濃度0.5μg/mlに希釈し、96ウェルマイクロタイタープレート
のウェルに終夜、4℃で吸着させた(Maxisorb免疫プレート、デンマーク国Nunc)。コーテ
ィング溶液を除去した後で、1%ウシ血清アルブミンを含有しているPBS(飽和緩衝液)と共
に、1時間、37℃でプレートをインキュベートした。飽和溶液を除去した後で、コーティ
ングされたプレートに、希釈緩衝液(飽和緩衝液+0.1% Tween20)中へのマウス血清の2倍希
釈液を添加し、1時間30分、37℃でインキュベートした。PBS 0.1% Tween20で4回、プレー
トを洗浄し、飽和緩衝剤中に希釈されたビオチン結合抗マウスIg 1/1000(Dako)を各ウェ
ルに添加し、37℃で1時間30分インキュベートした。洗浄ステップの後に、飽和緩衝剤中
に1/3000に希釈されたアビジン-ホースラディッシュペルオキシダーゼ複合体(英国、Dako
)を、さらに37℃で30分間添加した。プレートを上記の通り4回洗浄し、o-フェニレンジア
ミン(米国ミズーリ州、Sigma)0.04%、H2O2 0.03%を含む0.1% Tween20、0.05Mクエン酸緩
衝液pH4.5の溶液と共に室温で20分間インキュベートした。2NのH2SO4を添加して反応を停
止させ、プレートを490/630nmで測定した。
【０６８９】
ELISA力価計算
　光学密度(OD)は、コンピューターに連結されたマイクロプレートリーダーを用いて測定
した。データは、SoftMaxProソフトウェアを用いて取り込んだ。各試料を力価測定するた
めに、各プレートには標準物質が含まれている。4パラメータ対数記録機能を用いて、検
量線を計算する。検量線の内挿によって、試験試料の各希釈率で、抗体濃度を計算した。
【０６９０】
　抗体力価は、検量線の動作範囲(20～80% OD)内にある全希釈率からの値を平均すること
によって得た。ELISA力価は、EU/mlで表す。
【０６９１】
XIII.2.3. B記憶細胞エリスポット
　第2の免疫処置の33日～75日後にマウスを屠殺し、リンホプレップ(lymphoprep)勾配に
よって脾細胞を分離した。その後、添加物(ピルビン酸ナトリウム1mM、MEM非必須アミノ
酸、Pen/Strep、グルタミン、およびβ-2メルカプトエタノール)、5%ウシ胎仔血清、50U/
ml rhIL-2(eBioscience)、および3μg/ml CpG(ホスホチオエート化CpG ODN-7909-5'-TCG 
TCG TTT TGT CGT TTT GTC GTT-3'-配列番号1)を含有しているRPMI 1640培地(Gibco)中にP
BMCを再懸濁した。他のCpG配列も、このB記憶評価法での使用に適している。細胞は、最
終密度106細胞/ml、平底6ウェル当たり5mlで5日間培養した。エタノールを用いた活性化
ステップの後で、ニトロセルロースプレート(Multiscreen-IP; Millipore)を、10μg/ml
のHPV-16/18 L1またはPBSで1/200に希釈されたヤギ抗マウスIg(GAM; Sigma)でコーティン
グした。完全培地と用いた飽和ステップの後で、100μlの2.106細胞/mlを、HPV-16/18 L1
コーティングされたプレートに添加し、100μlの106および5.105細胞/mlをGAMプレートに
添加した。37℃、2時間のインキュベーション時間の後、プレートは、4℃で終夜保存した
。PBS 0.1% Tween20でプレートを4回洗浄し、PBS 1% BSA 5% FCS(希釈緩衝液)中に1/200
に希釈された抗マウスIg Biotをプレートに分注し、37℃で2時間インキュベートする。洗
浄ステップの後に、希釈緩衝液中に1/550に希釈されたエクストラビディン(Extravidin) 
HRP(Sigma)を37℃でさらに1時間添加した。プレートを上記の通りに洗浄し、AECの溶液(S
igma)と共に室温で10分間インキュベートした。水道水の下でプレートを穏やかにゆすぐ
ことによって、反応を停止させた。乾燥させた後、自動化エリスポット画像解析システム
(Zeiss KS400)でプレートを測定した。
【０６９２】
　HPV-16/18 L1特異的なB記憶細胞の割合は、総IgGスポットと比較したHPV-16/18 L1陽性
スポットの比率に対応する。
【０６９３】
XIII.3. 血清学的結果(表53-55)
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【表５３】

【０６９４】
【表５４】

【０６９５】
【表５５】

【０６９６】
XIII.4. 結論
　AS03+3D-MPLのアジュバントを試験した動物モデル系は、抗体産生およびB細胞記憶の両
方に関して、評価されるHPV型に依存して、AS04で生み出されるものに相当するか、ある
いは時にはそれより大きい免疫原性の結果を示す。
【図面の簡単な説明】
【０６９７】
【図１－１】PCSによって測定された、SB62水中油型エマルジョンの油滴粒度分布を示す
図である。図1Aは、Malvern Zetasizer 3000HSによる、SB62ロット1023サイズ測定値を示
す:A=希釈率1/10000(Rec22からRec24)(Continでの分析、適合された光学モデル1.5/0.01)
; B=希釈率1/20000(Rec28からRec30)(Continでの分析、適合された光学モデル1.5/0.01)
。図1Bは、強度による記録22(上部)および記録23(下部)の概略図を示す。
【図１－２】図１－１の続きである。
【図１－３】図１－２の続きである。
【図１－４】図１－３の続きである。
【図２】MPLバルクの調製を示す概略図である。
【図３】AS03+MPLアジュバントの調製を示す概略図である。
【図４】Explo Flu-001臨床試験におけるスプリットインフルエンザ抗原に対するCD4 T細
胞応答(Q1=第1四分位数、Q3=第3四分位数)を示す図である。
【図５】Explo Flu-001臨床試験におけるスプリットインフルエンザ抗原に対するCD8 T細
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胞応答(Q1=第1四分位数、Q3=第3四分位数)を示す図である。
【図６】Explo Flu-001臨床試験におけるFluarix+AS03でワクチン接種した後の、スプリ
ットインフルエンザウイルス抗原に対する交差反応性CD4 T細胞応答を示す図である。
【図７】Explo Flu-001臨床試験におけるワクチン接種後のB細胞記憶応答を示す図である
。
【図８】Explo Flu-002臨床試験におけるワクチン再接種後のスプリットインフルエンザ
抗原に対するCD4 T細胞応答を示す図である。
【図９】Explo Flu-002臨床試験におけるワクチン再接種後の抗HI力価を示す図である。
【図１０】フェレット研究Iにおける体温モニタリング(プライミングおよびチャレンジ)
を示す図である。図1OAはプライミングであり、図10Bはチャレンジである。
【図１１】フェレット研究Iにおけるウイルス排泄を示す図である。
【図１２】フェレット研究IIにおける体温モニタリング(プライミングおよびチャレンジ)
を示す図である。図12Aはプライミングであり、図12Bはチャレンジである。
【図１３】フェレット研究IIにおけるウイルス排泄を示す図である。
【図１４Ａ】フェレット研究IIにおけるH3N2 A/Panama(ワクチン株)に対するHI力価を示
す図である。
【図１４Ｂ】フェレット研究IIにおけるH3N2 A/Wyoming(チャレンジ株)に対するHI力価を
示す図である。
【図１５】マウス研究における不活化全ウイルスを再刺激抗原として用いた際のプライミ
ングされたC57BI/6マウスにおけるCD4T細胞の頻度(免疫処置後の7日目)を示す図である。
【図１６】マウス研究における不活化全ウイルスを再刺激抗原として用いた際のプライミ
ングされたC57BI/6マウスにおけるCD8T細胞の頻度(免疫処置後の7日目)を示す図である。
【図１７】マウス研究における不活化全ウイルスを再刺激抗原として用いた際の、異種株
でプライミングされたC57BI/6マウスにおけるCD4(上部)およびCD8(下部)T細胞の頻度(免
疫処置後の7日目)を示す図である。
【図１８】ヒト臨床試験におけるFluarix、Fluarix+AS03、Fluarix+AS03+MPLで高齢者を
ワクチン接種した後のB細胞記憶応答(前と後とでの相違)を示す図である。
【図１９】フェレット研究IIIにおけるチャレンジ前後の体温モニタリングを示す図であ
る。
【図２０】フェレット研究IIIにおけるチャレンジ前後のウイルス排泄を示す図である。
【図２１】フェレット研究IIIにおけるH3N2A/Woming(ワクチン株)に対するHI力価を示す
図である。
【図２２】フェレット研究IIIにおけるH3N2A/Panama(チャレンジ株)に対するHI力価を示
す図である。
【図２３】ヒト臨床試験におけるワクチン接種後21、90、および180日目のHI力価(GMT)(
持続性)を示す図である。
【図２４】ヒト臨床試験におけるCD4応答-全て二重試験-ワクチン接種後の21、90、およ
び180日目のプール抗原(持続性)を示す図である。
【図２５】ヒト臨床試験において、Fluarixとの比較における、AS03+MPLを用いたワクチ
ン再接種臨床試験でのHI力価を示す図である。
【図２６】ヒト臨床試験におけるCD4応答のCMI-全て二重試験-0および21日目のプール抗
原を示す図である。
【図２７】2つの濃度のAS03+MPLを用いたヒト臨床試験における0および21日目のHI力価を
示す図である。
【図２８】2つの濃度のAS03+MPLを用いたヒト臨床試験における反応原性を示す図である
。



(121) JP 2008-534467 A 2008.8.28

【図１－１】 【図１－２】

【図１－３】 【図１－４】



(122) JP 2008-534467 A 2008.8.28

【図２】 【図３】

【図４】

【図５】

【図６】

【図７】



(123) JP 2008-534467 A 2008.8.28

【図８】

【図９】

【図１０】

【図１１】 【図１２】



(124) JP 2008-534467 A 2008.8.28

【図１３】

【図１４Ａ】

【図１４Ｂ】

【図１５】

【図１６】 【図１７】



(125) JP 2008-534467 A 2008.8.28

【図１８】

【図１９】

【図２０】

【図２１】

【図２２】

【図２３】

【図２４】

【図２５】



(126) JP 2008-534467 A 2008.8.28

【図２６】

【図２７】

【図２８】

【配列表】
2008534467000001.app
【手続補正書】
【提出日】平成19年12月10日(2007.12.10)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　(a)抗原又は抗原性組成物、
　(b)水中油型エマルジョンアジュバント、及び
　(c)組成物1用量当たり25μg(w/v)の3D MPL
を含む免疫原性組成物であって、前記水中油型エマルジョンは代謝可能なオイル、ステロ
ール又はα-トコフェロール及びモノオレイン酸ポリオキシエチレンソルビタン(Tween 80
TM)である乳化剤を含む、前記免疫原性組成物。
【請求項２】
　前記代謝可能なオイルが、前記免疫原性組成物の全体積の0.5％～20％の量で存在する
、請求項１に記載の免疫原性組成物。
【請求項３】
　前記代謝可能なオイルが、前記免疫原性組成物の全体積の1.0％～10％の量で存在する
、請求項１又は２に記載の免疫原性組成物。
【請求項４】
　前記代謝可能なオイルが、前記免疫原性組成物の全体積の2.0％～6.0％の量で存在する
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、請求項１～３のいずれか１項に記載の免疫原性組成物。
【請求項５】
　前記ステロール又はα-トコフェロールが、前記免疫原性組成物の全体積の1.0％～20％
の量で存在する、請求項１～４のいずれか１項に記載の免疫原性組成物。
【請求項６】
　前記α-トコフェロールが、前記免疫原性組成物の全体積の1.0％～5.0％の量で存在す
る、請求項５に記載の免疫原性組成物。
【請求項７】
　前記α-トコフェロールが、前記免疫原性組成物の全体積の2.5％の量で存在する、請求
項６に記載の免疫原性組成物。
【請求項８】
　前記乳化剤が、前記免疫原性組成物の0.01～5.0重量％(w/w)の量で存在する、請求項１
～７のいずれか１項に記載の免疫原性組成物。
【請求項９】
　前記乳化剤が、前記免疫原性組成物の0.1～2.0重量％(w/w)の量で存在する、請求項８
に記載の免疫原性組成物。
【請求項１０】
　前記水中油型エマルジョンが、2～10％のスクアレン、2～10％のα-トコフェロール及
び0.3～3％のモノオレイン酸ポリオキシエチレンソルビタン(Tween 80TM)を含む、請求項
１に記載の免疫原性組成物。
【請求項１１】
　前記水中油型エマルジョンが、スクアレン、α-トコフェロール、モノオレイン酸ポリ
オキシエチレンソルビタン(Tween 80TM)及びPBSから成る、請求項１に記載の免疫原性組
成物。
【請求項１２】
　抗原若しくは該抗原を含む病原体又はその変異体への曝露に伴う感染及び/又は疾患を
予防するための請求項１～１１のいずれか１項に記載の免疫原性組成物の製造における、
　(a)前記抗原又は抗原性組成物、
　(b)水中油型エマルジョンアジュバント、及び
　(c)組成物1用量当たり25μg(w/v)の3D MPL
を含む組成物の使用。
【請求項１３】
　請求項１～１１のいずれか１項に記載の抗原又は抗原性組成物、組成物1用量当たり25
μgの3D MPL及び水中油型エマルジョンアジュバントを、それを必要とする個体又は集団
に送達することを含むワクチン接種方法。
【請求項１４】
　i)改善されたCD4 T細胞応答、ii)改善されたB細胞記憶応答、iii)改善された前記抗原
に対する抗体応答のうちの少なくとも1つを誘発するための、請求項１２又は１３に記載
の使用又は方法。
【請求項１５】
　免疫低下したヒト個体又は集団における、請求項１２～１４のいずれか１項に記載の使
用又は方法。
【請求項１６】
　前記免疫原性組成物中の抗原が由来する病原体の変異体である病原体によって引き起こ
された感染又は疾患に対する保護のための、請求項１２～１５のいずれか１項に記載の使
用又は方法。
【請求項１７】
　前記免疫原性組成物中の抗原の変異体である抗原を含む病原体によって引き起こされた
感染又は疾患に対する保護のための、請求項１２～１６のいずれか１項に記載の使用又は
方法。
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【請求項１８】
　感染した個体又は集団の体温によって保護が評価される、請求項１６又は１７に記載の
使用又は方法。
【請求項１９】
　前記免疫原性組成物がCD4 T細胞エピトープを有する抗原を含む、請求項１～１８のい
ずれか１項に記載の組成物、使用又は方法。
【請求項２０】
　前記免疫原性組成物がB細胞エピトープを有する抗原を含む、請求項１～１９のいずれ
か１項に記載の組成物、使用又は方法。
【請求項２１】
　抗原若しくは抗原性組成物又はその断片若しくは変異体、組成物1用量当たり25μg(w/v
)の3D MPL及び水中油型エマルジョンアジュバントを事前にワクチン接種した個体のワク
チン再接種のための免疫原性組成物の製造における前記抗原の使用。
【請求項２２】
　前記ワクチン再接種のための抗原が、事前のワクチン接種に使用した抗原又は抗原性組
成物と共通のCD4 T細胞エピトープを有する、請求項２１に記載の使用。
【請求項２３】
　前記ワクチン再接種のための抗原又は抗原性組成物にアジュバントが添加されている、
請求項２１又は２２に記載の使用。
【請求項２４】
　前記アジュバントが、請求項１～１１のいずれか１項に記載の水中油型エマルジョンで
ある、請求項２３に記載の使用。
【請求項２５】
　前記アジュバントが3D-MPLをさらに含む、請求項２３又は２４に記載の使用。
【請求項２６】
　免疫原性組成物を調製するための方法であって、請求項１～１１のいずれか１項に記載
の水中油型エマルジョンを抗原又は抗原性組成物及び組成物1用量当たり25μg(w/v)の3D 
MPLと組み合わせることを含む、前記方法。
【請求項２７】
　薬学的に許容される担体と組み合わせた、請求項１～１１のいずれか１項に記載の免疫
原性組成物。
【請求項２８】
　医薬において使用するための、
　(a)抗原、
　(b)本明細書で定義される水中油型エマルジョンアジュバント、及び
　(c)組成物1用量当たり25μg(w/v)の3D MPL
を含む組成物。
【請求項２９】
　抗原又は抗原性調製物が、インフルエンザウイルス及びHPVから成る一覧より選択され
る、請求項１～２８のいずれか１項に記載の組成物、使用又は方法。
【請求項３０】
　前記インフルエンザ抗原が、スプリットインフルエンザウイルス、全インフルエンザウ
イルス、サブユニットインフルエンザウイルス、インフルエンザビロソーム及びその抗原
性調製物から成る一覧より選択される、請求項２９に記載の組成物、使用又は方法。
【請求項３１】
　前記HPV抗原が癌又は陰部疣贅と関連している、請求項２９に記載の組成物、使用又は
方法。
【請求項３２】
　前記癌関連HPVがHPV16型及び/又はHPV18型である、請求項３１に記載の組成物、使用又
は方法。
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【請求項３３】
　HPV16及び/又はHPV18抗原と共に、発癌性HPV型由来の1種又は複数の追加の抗原が使用
され、前記追加の抗原がHPV31、HPV45、HPV33、HPV58及びHPV52のHPV型から選択される、
請求項３２に記載の組成物、使用又は方法。
【請求項３４】
　前記抗原がウイルス様粒子の形態である、請求項３２又は３３に記載の組成物、使用又
は方法。



(130) JP 2008-534467 A 2008.8.28

10

20

30

40
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