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(57)【要約】
【課題】本発明は、誘導体化多糖－タンパク質複合体、そのような誘導体化多糖－タンパ
ク質の１つ以上を含む組成物、およびそれを用いてヒト患者を免疫化する方法を記載する
。
【解決手段】誘導体化多糖タンパク質複合体は、誘導体化され化学的に活性化されおよび
共有化学結合によって選択的にキャリヤータンパク質へ結合された髄膜炎菌血清群Ａ、Ｃ
、Ｗ－１３５、およびＹ由来精製莢膜多糖であり、さまざまな髄膜炎菌株に対する長期免
疫を誘導する能力がある多糖－タンパク質複合体を形成する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　多糖－タンパク質複合体であって、該複合体が一つ以上のキャリヤータンパク質に結合
した髄膜炎菌血清群Ａ、Ｃ、Ｗ－１３５またはＹの莢膜多糖を含み、組成物は平均分子量
が１００，０００ダルトン未満の各莢膜多糖を０．５～１５μｇ／ｍｌ含むことを特徴と
する複合体。
【請求項２】
　莢膜多糖が５，０００～７５，０００ダルトンの平均分子量へ誘導体化されていること
を特徴とする請求項１記載の複合体。
【請求項３】
　莢膜多糖が７，０００～５０，０００ダルトンの平均分子量へ誘導体化されていること
を特徴とする請求項２記載の複合体。
【請求項４】
　莢膜多糖が８，０００～３５，０００ダルトンの平均分子量へ誘導体化されていること
を特徴とする請求項３記載の複合体。
【請求項５】
　莢膜多糖が１２，０００～２５，０００ダルトンの平均分子量へ誘導体化されているこ
とを特徴とする請求項４記載の複合体。
【請求項６】
　莢膜多糖が１５，０００～２２，０００ダルトンの平均分子量へ誘導体化されているこ
とを特徴とする請求項５記載の複合体。
【請求項７】
　前記莢膜多糖のキャリヤータンパク質に対する平均比が約１：１～約１：２０（ｗ／ｗ
）であることを特徴とする請求項１記載の複合体。
【請求項８】
　前記莢膜多糖のキャリヤータンパク質に対する平均比が約１：２～約１：１０（ｗ／ｗ
）であることを特徴とする請求項７記載の組成物。
【請求項９】
　前記莢膜多糖のキャリヤータンパク質に対する平均比が約１：２～約１：６（ｗ／ｗ）
であることを特徴とする請求項８記載の組成物。
【請求項１０】
　前記莢膜多糖のキャリヤータンパク質に対する平均比が約１：（４±１）（ｗ／ｗ）で
あることを特徴とする請求項９記載の組成物。
【請求項１１】
　前記莢膜多糖のキャリヤータンパク質に対する平均比が約１：（４±０．５）（ｗ／ｗ
）であることを特徴とする請求項１０記載の組成物。
【請求項１２】
　前記莢膜多糖のキャリヤータンパク質に対する平均比が約１：（４±０．２５）（ｗ／
ｗ）であることを特徴とする請求項１１記載の組成物。
【請求項１３】
　キャリヤータンパク質が、細菌毒素またはトキソイド、あるいは細菌外膜タンパク質を
含むことを特徴とする請求項１記載の複合体。
【請求項１４】
　キャリヤータンパク質が、ジフテリア毒素、ジフテリアトキソイド、ＣＲＭｉ９７、破
傷風トキソイド、百日咳トキソイド、Ｅ．ｃｏｌｉ ＬＴ、Ｅ．ｃｏｌｉ ＳＴ、外毒素Ａ
、外膜複合体ｃ（ＯＭＰＣ）、ポーリン、トランスフェリン結合タンパク質、ニューモリ
シス、肺炎球菌表面タンパク質Ａ（ＰｓｐＡ）、肺炎球菌アドヘシンタンパク質（Ｐｓａ
Ａ）、卵白アルブミン、スカシ貝ヘモシアニン（ＫＬＨ）、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ
）または精製ツベルクリン（ＰＰＤ）を含むことを特徴とする請求項１記載の複合体。
【請求項１５】
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　キャリヤータンパク質が、ジフテリア毒素、ジフテリアトキソイド、ＣＲＭｉ９７、破
傷風トキソイド、外毒素Ａ、または外膜複合体ｃ（ＯＭＰＣ）を含むことを特徴とする請
求項１４記載の複合体。
【請求項１６】
　キャリヤータンパク質が、ジフテリア毒素、ジフテリアトキソイド、またはＣＲＭｉ９
７を含むことを特徴とする請求項１５記載の複合体。
【請求項１７】
　キャリヤータンパク質が、ジフテリア毒素、またはジフテリアトキソイドを含むことを
特徴とする請求項１６記載の複合体。
【請求項１８】
　前記莢膜多糖が８，０００～３５，０００ダルトンの平均分子量へ誘導体化されている
ことを特徴とする請求項１７記載の複合体。
【請求項１９】
　前記莢膜多糖のキャリヤータンパク質に対する平均比が約１：２～約１：１０（ｗ／ｗ
）であることを特徴とする請求項１７記載の複合体。
【請求項２０】
　前記莢膜多糖のキャリヤータンパク質に対する平均比が約１：（４±１）（ｗ／ｗ）で
あることを特徴とする請求項１９記載の複合体。
【請求項２１】
　多糖－タンパク質複合体を含む組成物であって、該複合体が一つ以上のキャリヤータン
パク質に結合した血清群Ａ、Ｃ、Ｗ－１３５またはＹの髄膜炎菌の二つ以上の莢膜多糖を
含み、該組成物が、平均分子量１００，０００ダルトン未満の各莢膜多糖を０．５～１５
μｇ／ｍｌ含むことを特徴とする組成物。
【請求項２２】
　莢膜多糖が５，０００～７５，０００ダルトンの平均分子量へ誘導体化されていること
を特徴とする請求項２１記載の組成物。
【請求項２３】
　莢膜多糖が７，０００～５０，０００ダルトンの平均分子量へ誘導体化されていること
を特徴とする請求項２２記載の組成物。
【請求項２４】
　莢膜多糖が８，０００～３５，０００ダルトンの平均分子量へ誘導体化されていること
を特徴とする請求項２３記載の組成物。
【請求項２５】
　莢膜多糖が１２，０００～２５，０００ダルトンの平均分子量へ誘導体化されているこ
とを特徴とする請求項２４記載の組成物。
【請求項２６】
　莢膜多糖が１５，０００～２２，０００ダルトンの平均分子量へ誘導体化されているこ
とを特徴とする請求項２５記載の組成物。
【請求項２７】
　各記莢膜多糖のキャリヤータンパク質に対する平均比が約１：１～約１：２０（ｗ／ｗ
）であることを特徴とする請求項２１記載の組成物。
【請求項２８】
　各記莢膜多糖のキャリヤータンパク質に対する平均比が約１：２～約１：１０（ｗ／ｗ
）であることを特徴とする請求項２７記載の組成物。
【請求項２９】
　各記莢膜多糖のキャリヤータンパク質に対する平均比が約１：２～約１：６（ｗ／ｗ）
であることを特徴とする請求項２８記載の組成物。
【請求項３０】
　各莢膜多糖のキャリヤータンパク質に対する平均比が約１：（４±１）（ｗ／ｗ）であ
ることを特徴とする請求項２９記載の組成物。
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【請求項３１】
　各莢膜多糖のキャリヤータンパク質に対する平均比が約１：（４±０．５）（ｗ／ｗ）
であることを特徴とする請求項３０記載の組成物。
【請求項３２】
　各莢膜多糖のキャリヤータンパク質に対する平均比が約１：（４±０．２５）（ｗ／ｗ
）であることを特徴とする請求項３１記載の組成物。
【請求項３３】
　液体であることを特徴とする請求項３１記載の組成物。
【請求項３４】
　液体１ミリリットル当たり約０．５～約１５ｕｇの血清群Ａ、Ｃ、Ｗ－１３５またはＹ
に対する髄膜炎菌誘導体化多糖を含むことを特徴とする請求項３３記載の組成物。
【請求項３５】
　液体１ミリリットル当たり約０．５～約１５ｕｇの血清群Ｗ－１３５またはＹに対する
髄膜炎菌誘導体化多糖を含むことを特徴とする請求項３３記載の組成物。
【請求項３６】
　キャリヤータンパク質がジフテリア毒素またはトキソイドであることを特徴とする請求
項３１記載の組成物。
【請求項３７】
　さらにアジュバントを含むことを特徴とする請求項３６記載の組成物。
【請求項３８】
　アジュバントが、水酸化アルミニウム、リン酸アルミニウムまたはその組み合わせを含
むことを特徴とする請求項３７記載の組成物。
【請求項３９】
　リン酸ナトリウム、塩化ナトリウムまたはその組み合わせを含むことを特徴とする請求
項３１記載の組成物。
【請求項４０】
　請求項２１から３９記載の組成物をヒト患者へ投与することによって髄膜炎菌性疾患に
対してヒト患者を免疫する方法。
【請求項４１】
　前記組成物が、ジフテリア、破傷風、百日咳ＦＨＡ、百日咳ＰＴ、またはＰＲＰに対す
る抗原を含むことを特徴とする請求項４０記載の方法。
【請求項４２】
　請求項２１記載の組成物である第一の組成物の投与の６ヶ月以内に、ジフテリア、破傷
風、百日咳ＦＨＡ、百日咳ＰＴ、またはＰＲＰに対する抗原を含む第二の組成物をヒト患
者に投与することを特徴とする請求項４０記載の方法。
【請求項４３】
　ジフテリア、破傷風、百日咳ＦＨＡ、百日咳ＰＴ、またはＰＲＰに対する抗原を含む第
二の組成物が、前記第一の組成物の投与の３ヶ月以内にヒト患者へ投与されることを特徴
とする請求項４２記載の方法。
【請求項４４】
　ジフテリア、破傷風、百日咳ＦＨＡ、百日咳ＰＴ、またはＰＲＰに対する抗原を含む第
二の組成物が、前記第一の組成物の投与と同時にヒト患者へ投与されることを特徴とする
請求項４３記載の方法。
【請求項４５】
　ヒト患者が６０歳未満であることを特徴とする請求項４０記載の方法。
【請求項４６】
　ヒト患者が３５～６０歳であることを特徴とする請求項４５記載の方法。
【請求項４７】
　ヒト患者が３５～６０歳であることを特徴とする請求項４５記載の方法。
【請求項４８】
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　ヒト患者が１８～３５歳であることを特徴とする請求項４５記載の方法。
【請求項４９】
　ヒト患者が１８～２５歳であることを特徴とする請求項４５記載の方法。
【請求項５０】
　ヒト患者が１５～１８歳であることを特徴とする請求項４５記載の方法。
【請求項５１】
　ヒト患者が１０～１５歳であることを特徴とする請求項４５記載の方法。
【請求項５２】
　ヒト患者が１１歳未満であることを特徴とする請求項４５記載の方法。
【請求項５３】
　ヒト患者が２～１０歳であることを特徴とする請求項４５記載の方法。
【請求項５４】
　ヒト患者が２歳未満であることを特徴とする請求項４５記載の方法。
【請求項５５】
　ヒト患者が６週～１歳であることを特徴とする請求項４５記載の方法。
【請求項５６】
　前記莢膜多糖が、ＡおよびＷ－１３５；ＹおよびＷ－１３５、ＣおよびＹ、ＣおよびＷ
－１３５；Ａ、ＣおよびＹ、Ａ、ＣおよびＷ－１３５、（７）Ｃ、ＹおよびＷ－１３５、
Ａ、ＹおよびＷ－１３５およびＡ、Ｃ、ＹおよびＷ－１３５より成る群から選択されるこ
とを特徴とする請求項２１記載の組成物。
【請求項５７】
　髄膜炎菌Ａに対する免疫応答をヒト患者において誘導する方法であって、ヒト患者へ多
糖－タンパク質複合体を含むワクチン組成物を投与することを含み、該組成物が１００，
０００ダルトン未満の平均分子量へ誘導体化された血清群Ａの髄膜炎菌莢膜多糖を０．５
～１５μｇ／ｍｌ含むことを特徴とする方法。
【請求項５８】
　髄膜炎菌Ｃに対する免疫応答をヒト患者において誘導する方法であって、ヒト患者へ多
糖－タンパク質複合体を含むワクチン組成物を投与することを含み、該組成物が１００，
０００ダルトン未満の平均分子量へ誘導体化された血清群Ｃの髄膜炎菌莢膜多糖を０．５
～１５μｇ／ｍｌ含むことを特徴とする方法。
【請求項５９】
　髄膜炎菌Ｙに対する免疫応答をヒト患者において誘導する方法であって、ヒト患者へ多
糖－タンパク質複合体を含むワクチン組成物を投与することを含み、該組成物が１００，
０００ダルトン未満の平均分子量へ誘導体化された血清群Ｙの髄膜炎菌莢膜多糖を０．５
～１５μｇ／ｍｌ含むことを特徴とする方法。
【請求項６０】
　髄膜炎菌Ｗ－１３５に対する免疫応答をヒト患者において誘導する方法であって、ヒト
患者へ多糖－タンパク質複合体を含むワクチン組成物を投与することを含み、該組成物が
１００，０００ダルトン未満の平均分子量へ誘導体化された血清群Ｗ－１３５の髄膜炎菌
莢膜多糖を０．５～１５μｇ／ｍｌ含むことを特徴とする方法。
【請求項６１】
　前記ワクチン組成物がアジュバントを含まないことを特徴とする請求項５７から６０の
いずれか記載の方法。
【請求項６２】
　髄膜炎菌に対してヒト患者を免疫する方法であって、請求項１から２０記載の複合体を
含むワクチン組成物を投与することによって、ワクチン接種の２８日以内に、ヒト患者が
投与前血清ＧＭＴまたはＩｇＧ力価と比較して血清ＧＭＴまたはＩｇＧ力価の４倍以上の
上昇を得ることを特徴とする方法。
【請求項６３】
　髄膜炎菌に対してヒト患者を免疫する方法であって、請求項１から２０記載の複合体を
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含むワクチン組成物を投与することによって、ワクチン接種の２０～４０日以内に、ヒト
患者が投与前ＳＢＡ－ＢＲ力価と比較して１：３２以上の血清ＳＢＡ－ＢＲ力価を得るこ
とを特徴とする方法。
【請求項６４】
　髄膜炎菌に対してヒト患者を免疫する方法であって、請求項１から２０記載の複合体を
含むワクチン組成物を投与することによって、ワクチン接種の２０～４０日以内に、ヒト
患者が投与前ＳＢＡ－ＢＲ力価と比較して１：６４以上の血清ＳＢＡ－ＢＲ力価を得るこ
とを特徴とする方法。
【請求項６５】
　髄膜炎菌に対してヒト患者を免疫する方法であって、請求項１から２０記載の複合体を
含むワクチン組成物を投与することによって、ワクチン接種の２０～４０日以内に、ヒト
患者が投与前ＳＢＡ－ＢＲ力価と比較して１：１２８以上の血清ＳＢＡ－ＢＲ力価を得る
ことを特徴とする方法。
【請求項６６】
　請求項２１から３９記載の組成物を一つ以上の非髄膜炎菌ワクチンと同時にヒト患者へ
投与することによって髄膜炎菌に対してヒト患者を免疫する方法。
【請求項６７】
　前記非髄膜炎菌ワクチンがチフスに対するワクチンを含むことを特徴とする請求項６６
記載の方法。
【請求項６８】
　前記チフスに対するワクチンがＴｙｐｈｉｍ Ｖｉ（登録商標）であることを特徴とす
る請求項６７記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は一般的に医学の分野に、およびより具体的には微生物学、免疫学、ワクチンお
よび細菌病原体による感染の免疫化による予防に関する。
【背景技術】
【０００２】
　従来技術の要約
　髄膜炎菌（Neisseria meningitidis）は世界中で細菌性髄膜炎および敗血症の主な原因
である。最近三十年間の地方病性髄膜炎菌性疾患の発生率は、先進国では１００，０００
当たり１から５、および発展途上国では１００，０００当たり１０から２５である（非特
許文献１）。流行中には髄膜炎菌性疾患の発生率は１０００，０００当たり１０００に近
い。米国では年間約２，６００例の細菌髄膜炎があり、および発展途上国では平均して３
３０，０００例である。致死率は１０～２０％の範囲にわたる。
【０００３】
　病原性髄膜炎菌は、その外膜表面に結合した多糖莢膜によって包まれている。髄膜炎菌
の１３の異なる血清群が、莢膜多糖の免疫特異性に基づいて同定されている（非特許文献
２）。これらの１３の血清群のうち、５つが髄膜炎菌性疾患の大部分を引き起こす；これ
らは血清群Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｗ１３５、およびＹを含む。血清群Ａは大部分の流行性疾患の原
因である。血清群Ｂ、Ｃ、およびＹは地方病性疾患および局地的大流行の大部分を引き起
こす。
【０００４】
　ヒト鼻口咽頭粘膜は、髄膜炎菌の唯一の既知の自然界での保有宿主である。定着は粘膜
細胞の外表面および鼻咽腔の上皮下組織の両方で起こる。髄膜炎菌の保菌は何ヶ月も継続
しうる。髄膜炎菌の伝播は、直接接触または飛沫によって起こる。髄膜炎菌はエンドサイ
トーシスの結果として食胞を介して粘膜上皮を通ることによって侵入する。侵入性髄膜炎
菌の宿主防御は補体媒介性溶菌に依存する。補体媒介性溶菌を担う血清抗体は、主に莢膜
表面多糖に対する。
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【０００５】
　莢膜多糖に対する免疫応答を導く、髄膜炎菌多糖に基づくワクチンが記載されている。
これらの抗体は、血清群特異的髄膜炎菌の補体媒介性溶菌が可能である。髄膜炎菌多糖ワ
クチンは、小児および成人において有効であることが示されているが（非特許文献３およ
び非特許文献４）、しかしその有効性は乳児および幼児では限られている（非特許文献５
）。より若年の集団における多糖の以後の投与は、弱い追加免疫応答を導いたかまたは追
加免疫応答を導かなかった（非特許文献６および非特許文献７）。髄膜炎菌多糖ワクチン
によって導かれた保護の期間は持続性でなく、および成人および４歳以上の小児では３～
５年と推定されている（非特許文献８、非特許文献９、および非特許文献１０）。１歳か
ら４歳の小児については、保護の持続期間は３年未満である（非特許文献５）。
【０００６】
　多糖は、Ｔヘルパーリンパ球への抗原提示および刺激の必要条件である主要組織適合抗
原複合体分子の能力が無く、すなわち、多糖はＴ細胞非依存性抗原である。多糖は、Ｔヘ
ルパーリンパ球の補助無しに、抗体産生のためにＢリンパ球を刺激できる。Ｂリンパ球の
Ｔ非依存性刺激の結果として、これらの抗原による免疫化後の記憶誘導を欠く。多糖抗原
は成人において非常に効果的なＴ非依存性応答を導くことができるが、しかしこれらのＴ
非依存性応答は、乳児および幼児の未熟な免疫系では弱い。
【０００７】
　Ｔ非依存性多糖抗原は、タンパク質分子（「キャリヤー」または「キャリヤータンパク
質」）への多糖の共有結合によって、Ｔ依存性抗原へ変換されうる。複合体ワクチンの多
糖成分に結合するＢ細胞は、複合体化キャリヤータンパク質の一部であるペプチドに特異
的なヘルパーＴ細胞によって活性化されうる。キャリヤータンパク質に対するＴヘルパー
応答は、多糖に対する抗体産生を増加させる役割を果たす。
【０００８】
　血清群Ｂ多糖は、人口母集団においてほとんどまたは全く免疫原性でないことが示され
ている（非特許文献１１）。この血清群多糖のタンパク質への化学結合は、実験動物にお
いて免疫応答を有意に変化させていない（非特許文献１２）。この血清群多糖に対する免
疫応答の欠如の理由は、血清群Ｂ多糖と、たとえば神経細胞接着分子といったポリシアリ
ル化宿主糖タンパク質との間の構造的類似性から生じると考えられている。
【０００９】
　血清群Ｃ多糖に基づく髄膜炎菌複合体ワクチンが記載されている。この一価ワクチンは
、血清群Ｃに対応する髄膜炎菌株に存在する莢膜多糖に対する強い機能抗体応答を導く。
そのようなワクチンは、血清群Ｃ細菌によって引き起こされた疾患に対して保護が可能で
あるのみである。
【００１０】
　髄膜炎菌多糖に基づく既存のワクチンは、幼児においては使用が限られており、および
成人においては持続性の保護を与えない。髄膜炎菌感染のリスクがある、小児を含むすべ
ての群で持続性保護を導く能力があることが示されている唯一の髄膜炎菌ワクチンは、髄
膜炎菌の単一の血清群に由来する多糖に基づき、および他の血清群による感染に対する保
護を与えない。したがって、髄膜炎菌感染のリスクがある小児および成人において広域の
長期保護を導く能力がある髄膜炎菌複合体ワクチンが必要である。本発明の多価髄膜炎菌
多糖はこの必要を、髄膜炎菌の主要な病原性血清群に由来する免疫原性多糖がキャリヤー
タンパク質との複合体化によってＴ依存性抗原に変換されているワクチン処方を提供する
ことによって解決する。
【００１１】
　髄膜炎菌多糖に対するワクチンのＦＤＡ認可は、その認可ワクチンで免疫化されたもの
の血液試料について実施した仔ウサギ補体（ＳＢＡ－ＢＲ）を用いた殺菌検定に基づいて
いる。いくつかの政府および専門家会議は、たとえば、髄膜炎菌血清群ＡおよびＣに対す
る髄膜炎菌ワクチンで免疫化された健常成人における殺菌抗体産生の誘導を実証するため
の生物学的標準化に関するＷＨＯ専門家会議（ＷＨＯ１９７６）；検定の標準化用のパラ
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メーターを設定するための国際比較試験において、ＣＤＣＳＢＡ－ＢＲは、その比較試験
における品質管理血清試料の一つである、同一の標準参照血清であるＣＤＣドナーＲ２１
６５４－３４３０１０７を使用する（非特許文献１３）；および、最適方法としてワクチ
ンおよび生物物質部門ＷＨＯ専門家会議によって推奨される標準化されたＣＤＣ法（ＷＨ
Ｏ１９９９）；といった、そのような検定で髄膜炎菌多糖ワクチンを評価するための現行
の要件および勧告を発行している。
【００１２】
　髄膜炎菌性疾患に対するヒト免疫が、血清殺菌検定（ＳＢＡ）によって検出される補体
媒介性殺菌抗体のレベルとよく相関することが示されたために認可された（非特許文献１
４および非特許文献１５）。血清群Ｃに対するＳＢＡ力価の代替レベル１：４は、ヒト補
体を本検定に用いて設定されている（ＳＢＡ－Ｈ）。しかし，髄膜炎菌多糖ワクチンにつ
いての認可要件は、本検定における補体の起源として仔ウサギ補体（ＳＢＡ－ＢＲ）を用
いた血清殺菌応答の誘導に基づく（非特許文献１６）。この勧告によると、髄膜炎菌多糖
ワクチンを接種した被験者の少なくとも９０％に由来する血清の抗体力価は、下記の標的
菌株または同等の菌株に対して試験される際、免疫化の２～４週間後に４倍以上の上昇を
示すべきである：血清群ＡについてＡ１、血清群ＣについてＣ１１、血清群ＹについてＳ
－１９７５、および血清群Ｗ－１３５についてＳ－４３８３（非特許文献１７）。生物学
研究所はＷＨＯ勧告を採用し、および髄膜炎菌多糖ワクチンであるＡおよびＣ型の組み合
わせおよびＡ、Ｃ、Ｙ、およびＷ－１３５型の組み合わせは、この要件に基づいて認可さ
れている。髄膜炎菌ワクチンによって誘導される殺菌活性の施設間比較を円滑にするため
に、仔ウサギ補体（ＳＢＡ－ＢＲ）を用いる標準化ＳＢＡが多施設試験によって確立され
ている（非特許文献１８。
【００１３】
　髄膜炎菌複合体Ｃワクチンからのデータが入手可能になり始めると、検定におけるウサ
ギ補体の使用が、誤った高ＳＢＡ力価に繋がりうるという問題が出始めた。髄膜炎菌血清
群ＡおよびＣ特異的抗体についてのヒト血清の分析のための生化学検定法に関する問題を
明らかにしおよび解決するための１９９９年３月の会合後、生物学的標準化に関するＷＨ
Ｏ専門家会議は、血清群Ｃに対する抗体応答を測定するためにＳＢＡを仔ウサギ補体と共
に用いることを勧告した（非特許文献１９）。仔ウサギ補体を用いて保護を過大評価する
ことを避けようとして、ＷＨＯは、ヒト補体を用いて測定されたＳＢＡ力価と相対的に、
仔ウサギ補体を用いてＳＢＡ検定によって測定された閾力価を相関させる試験を実施する
ことを勧告した。フォローアップ会合が開かれ、および、仔ウサギ補体を用いて＜１：８
のＳＢＡ力価は、血清群Ｃに対する保護の非存在に相関し、および仔ウサギ補体を用いて
≧１：１２８のＳＢＡ力価は、ヒト補体を用いて１：４の保護ＳＢＡ力価とよく相関する
という一般的結論を支持する結果が提示された。Ａ、ＹまたはＷ－１３５といった他の髄
膜炎菌血清群について、または多糖複合体については、対応する相関ＳＢＡ－ＢＲ力価に
関して情報は提供されていない。
【００１４】
　仔ウサギ補体を用いて１：８～１：６４のＳＢＡ力価は、ヒト補体を用いて１：４の保
護ＳＢＡ力価と必ずしもよく相関しない（非特許文献２０）。ＷＨＯ専門家委員会は、ワ
クチン接種後のＳＢＡ－ＢＲ力価１：８、１：１６、１：３２および１：６４はヒト補体
を用いて再評価することを勧告した。ＳＢＡ－ＢＲ力価１：８、１：１６、１：３２、お
よび１：６４の不確実性を解決するための他の手段が、ワクチン接種前後の間の抗体ＳＢ
Ａ力価における４倍の上昇の評価に含められた保護の関数としての記憶の実証もまた与え
られたが、しかし専門家委員会は、これらの代替値についての入手可能なデータは不適当
であるかまたは限定されていることを認めた。
【００１５】
　１：８を上回るＳＢＡ－ＢＲ力価は、免疫化後約１５から約４５日までの免疫化後期間
のＳＢＡ－ＢＲ力価の４倍以上の上昇がそうであるように、髄膜炎菌性疾患に対するヒト
免疫のより良い印である。
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【００１６】
　一実施形態では、本発明は、ヒト患者が血清ＳＢＡ－ＢＲ力価１：１６以上、好ましく
は１：３２以上、およびより好ましくは、１：６４以上、およびさらにより好ましくは、
１：１２８以上を有することを特徴とする、多価髄膜炎菌多糖複合体組成物を用いてヒト
患者を免疫する方法を提供する。さらに別の実施形態では、本発明は、ヒト患者の抗体Ｓ
ＢＡ力価ワクチン接種前後の間の抗体力価が４倍以上上昇することを特徴とする、髄膜炎
菌多糖複合体組成物を用いてヒト患者を免疫する方法を提供する。
【００１７】
　さらに別の一実施形態では、本発明は、組成物が髄膜炎菌血清群ＡおよびＷ－１３５；
ＹおよびＷ－１３５；ＣおよびＹ；ＣおよびＷ－１３５；Ａ５ＣおよびＹ；Ａ５Ｃおよび
Ｗ－１３５；Ｃ５ＹおよびＷ－１３５；Ａ、ＹおよびＷ－１３５；およびＡ、Ｃ、Ｙおよ
びＷ－１３５から選択される二つ以上の多糖を含むことを特徴とする、多価髄膜炎菌多糖
複合体組成物を用いてヒト患者を免疫することによる、髄膜炎菌の複数の血清群に対する
免疫をヒト患者に提供する方法を提供する。
【００１８】
　さらに別の実施形態では、本発明は、多糖が１００，０００ダルトン未満へ誘導体化さ
れていることを特徴とする、多価髄膜炎菌（精製）多糖複合体組成物を用いてヒト患者を
免疫することによる、髄膜炎菌の複数の血清群に対する免疫をヒト患者に提供する方法を
提供する。本発明の一実施形態では、精製多糖は平均多糖サイズ約５，０００から約７５
，０００ダルトンへ；好ましくは、平均多糖サイズ約７，０００から約５０，０００ダル
トンへ；より好ましくは，平均多糖サイズ約８，０００から約３５，０００ダルトンへ；
さらにより好ましくは，平均多糖サイズ約１２，０００から約２５，０００ダルトンへ解
重合される．本発明の一実施形態では、組成物中の平均多糖サイズは約１５，０００から
約２２，０００ダルトンである。
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２０】
　本発明は、髄膜炎菌多糖－タンパク質複合体の免疫組成物の投与によって、病原性髄膜
炎菌によって引き起こされる髄膜炎菌性疾患に対するヒト免疫を提供する方法を提供する
。
【課題を解決するための手段】
【００２１】
　本発明の一実施形態では、免疫組成物は、個々の複合体がキャリヤータンパク質と複合
体化された髄膜炎菌由来莢膜多糖を含むことを特徴とする、二つ以上のタンパク質－多糖
複合体を含む。好ましい一実施形態では、免疫組成物は、個々の複合体がキャリヤータン
パク質と複合体化された異なる血清群の髄膜炎菌に由来する莢膜多糖を含むことを特徴と
する、二つ以上の異なるタンパク質－多糖複合体を含む。
【００２２】
　本発明は、個々の複合体がキャリヤータンパク質と複合体化された異なる血清群の髄膜
炎菌に由来する莢膜多糖を含むことを特徴とする、二つ以上の異なるタンパク質－多糖複
合体を含む免疫組成物の投与を含む、髄膜炎菌多糖－タンパク質複合体の免疫組成物の投
与によって、病原性髄膜炎菌によって引き起こされる髄膜炎菌性疾患に対するヒト免疫を
提供する方法を提供する。
【００２３】
　本発明は、髄膜炎菌多糖－タンパク質複合体の投与を含む、病原性髄膜炎菌によって引
き起こされる髄膜炎菌性疾患に対するヒト免疫を提供する方法を提供する。本発明は、個
々の複合体がキャリヤータンパク質と複合体化された異なる莢膜多糖を含むことを特徴と
し、および各莢膜多糖が血清群Ａ、Ｃ、Ｗ－１３５およびＹに由来する莢膜多糖より成る
群から選択されることを特徴とする、免疫学的に有効な量の２～４つの異なるタンパク質
－多糖複合体から成る多価髄膜炎菌ワクチンを提供する。本発明はさらに、本発明の免疫
組成物の免疫学的に有効な量をヒトへ投与することを含む、髄膜炎菌の莢膜多糖に対する
免疫応答を誘導する方法を提供する。一実施形態では、多価髄膜炎菌ワクチンは、個々の
複合体がキャリヤータンパク質と複合体化された異なる莢膜多糖を含むことを特徴とし、
および各莢膜多糖が血清群Ａ、Ｃ、Ｗ－１３５およびＹに由来する莢膜多糖より成る群か
ら選択され、より好ましくは、莢膜多糖ＡおよびＷ－１３５、ＡおよびＹ、ＣおよびＷ－
１３５、ＣおよびＹ、およびＷ－１３５およびＹを含むことを特徴とする、免疫学的に有
効な量の２つの異なるタンパク質－多糖複合体を含む。一実施形態では、多価髄膜炎菌ワ
クチンは、個々の複合体がキャリヤータンパク質と複合体化された異なる莢膜多糖を含む
ことを特徴とし、および各莢膜多糖が血清群Ａ、Ｃ、Ｗ－１３５およびＹに由来する莢膜
多糖より成る群から選択され、より好ましくは、莢膜多糖Ａ、ＣおよびＷ－１３５、Ａ、
ＣおよびＹ、Ｃ、ＹおよびＷ－１３５、Ｃ、Ｗ－１３５およびＹ、およびＡ、Ｗ－１３５
およびＹを含むことを特徴とする、免疫学的に有効な量の３つの異なるタンパク質－多糖
複合体を含む。別の一実施形態では、多価髄膜炎菌ワクチンは、個々の複合体がキャリヤ
ータンパク質と複合体化された異なる莢膜多糖を含むことを特徴とし、および各莢膜多糖
が血清群Ａ、Ｃ、Ｗ－１３５およびＹに由来する莢膜多糖より成る群から選択されること
を特徴とする、免疫学的に有効な量の４つの異なるタンパク質－多糖複合体を含む。
【００２４】
　本発明はさらに、本発明の免疫組成物の免疫学的に有効な量をヒトまたは動物へ投与す
ることを含む、髄膜炎菌の莢膜多糖に対する免疫応答を誘導する方法を提供する。
【００２５】
　本発明は、個々の複合体がキャリヤータンパク質と複合体化された異なる莢膜多糖を含
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むことを特徴とし、および各莢膜多糖が血清群Ａ、Ｃ、Ｗ－１３５およびＹに由来する莢
膜多糖より成る群から選択されることを特徴とする、免疫学的に有効な量の２～４つの異
なるタンパク質－多糖複合体から成る多価髄膜炎菌ワクチンを提供する。
【００２６】
　本発明は、本発明のワクチンの免疫学的に有効な用量をヒトまたは動物へ投与すること
を含む、髄膜炎菌の感染に感受性のヒトまたは動物を保護する方法を提供する。
【００２７】
　さらに別の実施形態では、本発明は、髄膜炎菌ワクチンまたは免疫原性組成物の一回目
、二回目、三回目などの投与後に導かれた応答を追加免疫する方法を提供する。これらの
実施形態の一部では、髄膜炎菌ワクチンまたは免疫原性組成物の一回目（以上）の用量は
、一つ以上の血清群の髄膜炎菌（血清群Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｙ、Ｗ－１３５、など）に由来する
莢膜多糖を含む。他の一部の実施形態では、髄膜炎菌ワクチンまたは免疫原性組成物の一
回目（以上）の用量は、一つ以上のキャリヤー（たとえば、キャリヤータンパク質）と複
合体化された一つ以上の血清群の髄膜炎菌（血清群Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｙ、Ｗ－１３５、など）
に由来する莢膜多糖を含む。好ましい実施形態では、キャリヤータンパク質は免疫原性で
あり、および／または追加の治療的またはその他の利益を提供する。一部の好ましい実施
形態では、髄膜炎菌ワクチンまたは免疫原性組成物の一回以上の投与後に導かれる、対象
（たとえばヒト）における一次応答は、１、２、３、４、またはそれ以上の異なる血清群
の髄膜炎菌に由来する莢膜多糖を含むワクチンまたは免疫原性組成物の、一回以上の以後
の投与によって追加免疫される。本発明は、しかし、非複合体化莢膜多糖を含むワクチン
または免疫原性組成物の一回以上の初回刺激用量の一回以上の投与に限定されず、また本
発明は、複合体化莢膜多糖－キャリヤータンパク質免疫原性組成物またはワクチンを含む
一回以上の追加免疫用量の投与に限定されることは意図されない。同様に、本発明は、初
回刺激または追加免疫用量の時間的間隔によって限定されることは意図されない。
【００２８】
　本発明の他の実施形態は、１、２、３、または４つの異なるタンパク質－多糖複合体お
よび、ワクチン組成物（たとえば、認可ワクチン）に由来する一つ以上の抗原または免疫
原性成分を含む混合ワクチン組成物を提供する。さらに別の実施形態では、本発明は、１
、２、３、または４つの異なるタンパク質－多糖複合体および、ワクチン（たとえば、認
可ワクチン）組成物に由来する一つ以上の抗原または抗原性成分を含む免疫原性組成物を
提供する。本発明は、１～４つの異なる髄膜炎菌タンパク質－多糖複合体および、髄膜炎
菌によって引き起こされたのではない疾患の作用を予防または改善するためのワクチンに
由来する免疫原性成分（たとえば抗原）の組み合わせを考慮するがしかしそれに限定され
ない。たとえば、一部の実施形態では、本発明は、１、２、３、または４つの異なるタン
パク質－多糖複合体および、チフス（たとえば、Ｔｙｐｈｉｍ Ｖｉ（登録商標））、黄
熱（たとえば、ＹＦ－Ｖ ＡＸ（登録商標））、ポリオなどに対するワクチンを含むがそ
れらに限定されない、典型的には旅行者に投与される認可ワクチンに由来する一つ以上の
成分を含む免疫原性組成物を提供する。さらに別の実施形態では、本発明は、１～４つの
異なる髄膜炎菌タンパク質－多糖複合体および、ウイルス性、細菌性、および寄生虫性疾
患の中でも、肝炎（たとえば、Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、またはＥ）、天然痘およびワクシニア、
ＡＩＤＳ、結核、ジフテリア、インフルエンザ菌、麻疹、おたふく風邪、百日咳、肺炎球
菌疾患、ポリオ、風疹、破傷風、水痘、アデノウイルス疾患、炭疽、コレラ、脳炎（たと
えば、日本脳炎、ダニ媒介性脳炎など）、ペスト、狂犬病、チフス、帯状疱疹、マラリア
、寄生虫疾患、ポックスウイルス疾患、呼吸器合胞体ウイルス疾患、ロタウイルス、アル
ファウイルス感染症（たとえば、ベネズエラ、西部、または東部ウマ脳炎、チクングニア
ウイルス疾患、ロスリバーウイルス疾患など）、ブニアウイルス疾患（たとえば、リフト
バレー熱、繁多ウイルス疾患）、アレナウイルス疾患（たとえば、フニンウイルス疾患）
、リケッチア疾患（たとえば、Ｑ熱）、野兎病、ブルセラ症、シュードモナス疾患、ボツ
リヌス中毒、西ナイル病、およびブドウ球菌感染症の作用を予防または改善するためのワ
クチンに由来する免疫原性組成物の組み合わせを提供する。好ましい実施形態では、本発
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明の異なる髄膜炎菌タンパク質－多糖複合体と併用して（たとえば同時に）投与される非
髄膜炎菌免疫原性組成物は、認可ワクチンに由来する。本発明は、しかし、そのような組
み合わせの組み合わせおよびそれを用いる方法に限定されない。実際、本発明はまた、１
～４つの異なる髄膜炎菌タンパク質－多糖複合体および、未認可（たとえば実験的）非髄
膜炎菌ワクチンまたは免疫原性組成物に由来する免疫原性組成物の組み合わせを提供する
。
【００２９】
　１～４つの異なる髄膜炎菌タンパク質－多糖複合体および、非髄膜炎菌ワクチンまたは
免疫原性組成物に由来する免疫原性成分の投与は同時でありうる。一部の実施形態では、
１～４つの異なる髄膜炎菌タンパク質－多糖複合体および非髄膜炎菌ワクチンまたは免疫
原性組成物の免疫原性成分の同時投与は、二つ以上の部位にて同様のまたは異なる投与方
法を用いて達成される。これらの実施形態のうちさらに別の一部では、１～４つの異なる
髄膜炎菌タンパク質－多糖複合体および、非髄膜炎菌ワクチンまたは免疫原性組成物由来
の免疫原性成分の同時投与は、二つ以上の組成物を物理的に混合して単一の集合組成物と
し、それを次いで一つ以上の部位に以上の投与経路を用いて投与することによって達成さ
れる。
【００３０】
　１～４つの異なる髄膜炎菌タンパク質－多糖複合体および、非髄膜炎菌ワクチンまたは
免疫原性組成物に由来する免疫原性成分の組み合わせの投与は、秒、分、時間、日、など
で時間的に離れた２つの異なる時間に実施されうる。本発明は、投与事象の経路および／
またはタイミングによって限定されないことが意図される。
【００３１】
　ここで列挙されるすべての特許、特許出願、およびその他の出版物はその全体が参照に
より本開示に含まれる。
【図面の簡単な説明】
【００３２】
【図１】図１は、成人における28日目のTyphim Vi抗体力価＞1.0μg/mLでの非劣性試験（
%差(%Typhim Vi＋プラセボ、Menactra－%Typhim Vi＋Menactra、プラセボ)の95%信頼区間
）を示す。
【図２】図２は、TetraMenD接種後28日目にSBA-BR抗体力価にベースラインから４倍以上
の上昇を有する参加者の数および割合を示す。
【図３】図３は、Menactra接種後28日目のSBA-BRベースライン力価の４倍上昇の非劣性試
験（MTA-11）（％差（％Typhim Vi＋プラセボ、Menactra－％Typhim Vi＋プラセボ、Mena
ctra）の95％信頼区間）を示す。
【図４】図４は、Menactra(商標）接種後28日目の幾何平均SBA力価を示す。
【発明を実施するための形態】
【００３３】
　本発明は、個々の複合体がキャリヤータンパク質と複合体化された莢膜多糖複合体を含
むことを特徴とする、二つ以上の異なるタンパク質－多糖複合体の免疫組成物を含む。し
たがって、本発明は、一つ以上のキャリヤータンパク質と複合体化された二つ以上の異な
る誘導体化莢膜多糖を含む組成物を含む。
【００３４】
　莢膜多糖は当業者に公知である標準的な方法によって調製されうる。本発明では、髄膜
炎菌の血清群Ａ、Ｃ、Ｗ－１３５およびＹから調製される莢膜多糖が好ましい。
【００３５】
　好ましい一実施形態では、これらの髄膜炎菌血清群複合体は別々の工程によって調製さ
れ、および単一の製剤処方に処方される。たとえば、髄膜炎菌の血清群Ａ、Ｃ、Ｗ－１３
５およびＹに由来する莢膜多糖は別々に精製される。
【００３６】
　本発明の好ましい一実施形態では、精製多糖は、キャリヤータンパク質との複合体化の
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前に解重合および活性化される。本発明の好ましい一実施形態では、髄膜炎菌由来の血清
群Ａ、Ｃ、Ｗ－１３５、およびＹの莢膜多糖は、穏和な酸化条件を用いて部分的に解重合
される。
【００３７】
　天然の髄膜炎菌多糖は約５００，０００から１，５００，０００ダルトンである。本発
明はより小さいサイズの髄膜炎菌多糖を扱う。天然多糖を精製する際、多糖の一定の割合
はより小さいサイズである。しかし、より良好な収率を得るために、天然髄膜炎菌多糖を
好ましいサイズ範囲、好ましくは１００，０００ダルトン未満へ解重合または誘導体化す
ることが一般的に好ましい。本発明の一実施形態では、精製多糖は、平均多糖サイズ約５
，０００から約７５，０００ダルトンへ；好ましくは，平均多糖サイズ約７，０００から
約５０，０００ダルトンへ；より好ましくは，平均多糖サイズ約８，０００から約３５，
０００ダルトンへ；さらにより好ましくは，平均多糖サイズ約１２，０００から約２５，
０００ダルトンへ解重合される。本発明の一実施形態では、組成物中の平均多糖サイズは
、約１５，０００から約２２，０００ダルトンである。
【００３８】
　多糖の解重合または部分的解重合は次に、活性化段階が引き続き実施されうる。「活性
化」とは、キャリヤータンパク質と反応できる化学基を提供するための多糖の化学処理を
意味する。好ましい活性化方法は、アジピン酸ジヒドラジドとの生理食塩水中でｐＨ５．
０±０．１にて約２時間１５～３０℃での処理を含む。活性化のための一つの工程が、米
国特許第５，９６５，７１４号明細書に記載されている。
【００３９】
　一旦活性化されると、莢膜多糖は次いで一つ以上のキャリヤータンパク質と複合体化さ
れうる。本発明の好ましい一実施形態では、各莢膜多糖は、別々に単一のキャリヤータン
パク質種と複合体化される。好ましい一実施形態では、髄膜炎菌の血清群Ａ、Ｃ、Ｗ－１
３５およびＹに由来する莢膜多糖は、それぞれ別々に、同一のキャリヤータンパク質種と
複合体化される。
【００４０】
　キャリヤータンパク質は、ジフテリア毒素といった細菌毒素、ジフテリアトキソイド、
ＣＲＭ１９７、破傷風トキソイド、百日咳トキソイド、Ｅ．ｃｏｌｉ ＬＴ、Ｅ．ｃｏｌ
ｉ ＳＴ、および緑膿菌由来外毒素Ａといった不活性化細菌毒素を含みうる。外膜複合体
ｃ（ＯＭＰＣ）、ポーリントランスフェリン結合タンパク質、ニューモリシス、肺炎球菌
表面タンパク質Ａ（ＰｓｐＡ）、または肺炎球菌アドヘシンタンパク質（ＰｓａＡ）とい
った細菌外膜タンパク質もまた使用されうる。卵白アルブミン、スカシ貝ヘモシアニン（
ＫＬＨ）、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）または精製ツベルクリン（ＰＰＤ）といった他
のタンパク質もまた、キャリヤータンパク質として使用されうる。キャリヤータンパク質
は好ましくは、無毒性および非反応性および十分な量および純度で入手可能なタンパク質
である。キャリヤータンパク質は、標準的な複合体化手順に従うべきである。本発明の好
ましい一実施形態では、培養Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉａ ｄｉｐｈｔｈｅｒｉａｅか
ら精製されおよびホルムアルデヒドを用いて化学的に無毒化されたジフテリア毒素がキャ
リヤータンパク質として用いられる。代替的なキャリヤータンパク質は、Ｈ．ｉｎｆｌｕ
ｅｎｚａの外膜表面露出タンパク質であるプロテインＤである。
【００４１】
　本発明の一実施形態では、各誘導体化多糖のキャリヤータンパク質に対する平均比は約
１：１から約１：２０（ｗ／ｗ）である。本発明の好ましい一実施形態では、総誘導体化
多糖のキャリヤータンパク質に対する平均比は約１：２から約１：１０（ｗ／ｗ）であり
、および各誘導体化多糖のキャリヤータンパク質に対するさらにより好ましい平均比は約
１：２から約１：６（ｗ／ｗ）である。本発明のより好ましい一実施形態では、総誘導体
化多糖のキャリヤータンパク質に対する平均比は約１：（４±１）；より好ましくは、１
：（４±０．５）、さらにより好ましくは、１：（４±０．２５）（ｗ／ｗ）である。
【００４２】
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　莢膜多糖のキャリヤータンパク質との複合体化後、多糖－タンパク質複合体はさまざま
な方法によって精製（多糖－タンパク質複合体の量について濃縮）されうる。精製段階の
一つの目標は、非結合多糖を多糖－タンパク質複合体から除去することである。硫酸アン
モニウムの存在下での限外ろ過を含む、精製のための一つの方法が、米国特許第６，１４
６，９０２号明細書に記載されている。代替的に、複合体は、未反応タンパク質および多
糖から、特に、サイズ排除クロマトグラフィー、密度勾配遠心分離、疎水性相互作用クロ
マトグラフィーまたは硫酸アンモニウム分画を含む任意の数の標準的な方法によって精製
されうる。たとえば、Ｐ．Ｗ．Ａｎｄｅｒｓｏｎ，ｅｔ．ａｌ．（１９８６）。 Ｊ．Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ．１３７： １１８１－１１８６を参照。Ｈ．Ｊ．Ｊｅｎｎｉｎｇｓ ａｎｄ
 Ｃ．Ｌｕｇｏｗｓｋｉ （１９８１） Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１２７： １０１１－１０１
８も参照。
【００４３】
　多糖およびキャリヤータンパク質の複合体化後、本発明の免疫組成物はさまざまな誘導
体化多糖－タンパク質複合体を組み合わせることによって作製される。本発明の免疫組成
物は、一つ以上のキャリヤータンパク質と複合体化された二つ以上の異なる莢膜多糖を含
む。本発明の好ましい実施形態は、ジフテリア毒素またはトキソイドと別々に複合体化さ
れた、髄膜炎菌の血清群ＡおよびＣに由来する誘導体化莢膜多糖を含む２価免疫組成物で
ある。より好ましくは本発明は、ジフテリア毒素またはトキソイドと別々に複合体化され
た、髄膜炎菌の血清群Ａ、Ｃ、Ｗ－１３５およびＹに由来する莢膜多糖を含む４価免疫組
成物である。
【００４４】
　本発明は、一部が、各誘導体化多糖が用量当たり約０．５から約１５μｇで存在するこ
とを特徴とする、多成分の誘導体化多糖複合体の組成物を扱う。したがって、組成物は、
１μｇから６０μｇの総誘導体化多糖μｇを含みうる。好ましい一実施形態では、組成物
中の各誘導体化多糖の相対量は、±５０％以内；より好ましくは、±３０％以内；さらに
より好ましくは、±２０％以内にほぼ等しい。
【００４５】
　キャリヤータンパク質の調製および使用、およびさまざまな可能な複合体化手順は当業
者によく知られている。本発明の複合体は、本発明に含まれる教示および一般的文献に容
易に入手可能な情報を用いて、そのような当業者によって容易に調製されうる。指針はま
た、教示の全体が参照により本開示に含まれる、下記の米国特許のいずれかまたはすべて
から得ることができる：米国特許第４，３５６，１７０号；第４，６１９，８２８号；第
５，１５３，３１２号；第５，４２２，４２７号および第５，４４５，８１７号明細書。
【００４６】
　代替的に、免疫組成物は、二つ以上の髄膜炎菌血清群を一緒に培養および同時精製、解
重合、活性化および多糖を複合体化することによって、または髄膜炎菌血清群を別々に培
養精製、および二つ以上の精製多糖を解重合、活性化および多糖を複合体化の段階のいず
れかの前または後に混合することによって作製されうる。
【００４７】
　本発明の免疫組成物は、異なる髄膜炎菌血清群に由来する多糖－タンパク質複合体を別
々に調製し、およびその後に複合体を混合することによって作製される。本発明の免疫組
成物はワクチンとして使用されうる。本発明のワクチンの処方は、本分野で認められた方
法を用いて達成されうる。本発明のワクチン組成物はまた、一つ以上のアジュバントを含
みうる。アジュバントは、例としておよび限定でなく、アルミニウムアジュバント（たと
えば、水酸化アルミニウム、リン酸アルミニウム、硫酸アルミニウムといったアルミニウ
ム塩またはその組み合わせ）、フロイントアジュバント（完全または不完全）、ＢＡＹ、
ＤＣ－ｃｈｏｌ、ｐｃｐｐ、モノホスホリル脂質Ａ、ＣｐＧ、ＱＳ－２１、コレラ毒素お
よびホルミルメチオニルペプチドを含む。たとえば、Ｖａｃｃｉｎｅ Ｄｅｓｉｇｎ，ｔ
ｈｅ Ｓｕｂｕｎｉｔ ａｎｄ Ａｄｊｕｖａｎｔ Ａｐｐｒｏａｃｈ，１９９５ （Ｍ．Ｆ
．Ｐｏｗｅｌｌ ａｎｄ Ｍ．Ｊ．Ｎｅｗｍａｎ，ｅｄｓ．，Ｐｌｅｎｕｍ Ｐｒｅｓｓ，
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Ｎ．Ｙ．）を参照。アジュバントは好ましくは、水酸化アルミニウムまたはリン酸アルミ
ニウムといったアルミニウムアジュバントである。
【００４８】
　代替的なアジュバントは、水中油乳液処方、たとえばＰＣＴ国際公開第９０／１４８３
７号パンフレットに記載のＭＦ５９）、１０％スクアラン、０．４％Ｔｗｅｅｎ８０、５
％プルロニックブロックポリマーＬ１２１、およびｔｈｒ－ＭＤＰを含むＳＡＦ、２％ス
クアレン、０．２％Ｔｗｅｅｎ８０、および、モノホスホリル脂質Ａ（ＭＰＬ）、トレハ
ロース・ジミコレート（ＴＤＭ）、および細胞壁骨格（ＣＷＳ）、好ましくはＭＰＬ＋Ｃ
ＷＳ（Ｄｅｔｏｘ（商標））より成る群からの一つ以上の細菌細胞壁成分を含むＲｉｂｉ
ＴＭアジュバント系（ＲＡＳ）（Ｒｉｂｉ Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍ，Ｈａｍｉｌｔｏｎ，
ＭＴ）；サポニンアジュバント、たとえばＳｔｉｍｕｌｏｎ（商標）（Ｃａｍｂｒｉｄｇ
ｅ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，Ｗｏｒｃｅｓｔｅｒ，Ｍａｓｓ．）、またはそれから作製さ
れた粒子、たとえばＩＳＣＯＭ（免疫刺激複合体）；サイトカイン、たとえばインターロ
イキン（たとえば、ＩＬ－Ｉ、ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＤＬ－６、ＩＬ－７、Ｉ
Ｌ－１２など）、インターフェロン（たとえばガンマインターフェロン）、マクロファー
ジコロニー刺激因子（Ｍ－ＣＳＦ）、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）が使用されうる。
【００４９】
　本発明の一実施形態では、タンパク質－多糖複合体は、平均グリコシル化比（多糖のタ
ンパク質に対する比）約０．０５から約２；より好ましくは、平均比約０．０８から約１
．２５；およびさらにより好ましくは、平均比約０．１から約０．９を有する。好ましい
一実施形態では、タンパク質－多糖複合体は、平均グリコシル化比（多糖のタンパク質に
対する比）約０．２から約０．８；より好ましくは、平均比約０．２から約０．６、およ
びさらにより好ましい実施形態では、平均比約０．３から約０．５を有する。
【００５０】
　下記に示す通り、本発明に記載のワクチンおよび免疫組成物は、Ｔ依存性様免疫応答を
さまざまな動物モデルにおいて導く一方、多糖ワクチンはＴ非依存性様免疫応答を導く。
したがって、本発明の組成物はまた、髄膜炎菌抗原に対するＴ依存性様免疫応答に関与す
る生物学的経路および過程を研究するための有用な研究方法である。
【００５１】
　ヒトまたは動物へ投与すべき本発明のワクチンの量、および投与計画は、薬学および獣
医学の当業者によく知られた標準的な方法にしたがって、その特定の抗原、アジュバント
（あれば）、その特定の動物または患者の年齢、性別、体重、種および状態、および投与
経路といった因子を考慮して決定されうる。本発明では、髄膜炎菌に対するワクチン接種
のための有効な用量を提供する多糖－タンパク質キャリヤーの量は、体重ｋｇ当たり約０
．０２μｇ～約５μｇでありうる。本発明の好ましい組成物および方法では、用量は体重
ｋｇ当たり約０．１μｇ～３μｇである。たとえば、経過した感染後時間がより短い場合
、細菌が増殖するための時間がより短いため、有効用量に必要な抗体はより少ない。同様
に、有効用量は診断時点の細菌量に依存する。ある日数の期間にわたって投与される複数
回注射が治療用途に考慮されうる。
【００５２】
　本発明の多価複合体は、単一用量としてまたは一連で（すなわち、一または複数の「追
加免疫」と共に）投与されうる。たとえば、小児疾患を予防するための他のワクチンにつ
いて現在推奨されている通り、小児は幼時に単回投与を受け、最大１０年後に追加免疫投
与を受けることができる。
【００５３】
　追加免疫投与は、初回刺激済みＢ細胞からの抗体、すなわち、既往性応答を生じる。す
なわち、多価複合体ワクチンはｅｌｉｃｉｔｓ高い一次（すなわち、ワクチンの単回投与
後に）機能性抗体応答をより若年の集団において認可多糖ワクチンと比較して導き、およ
び既往性応答（すなわち、追加免疫投与後に）を導くことができ、本発明の多価複合体ワ
クチンによって導かれる保護免疫応答が長期であることを示す。
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【００５４】
　本発明の組成物は、たとえば、口、鼻、肛門、膣、経口、胃内、粘膜（たとえば、舌、
肺胞、歯肉、嗅器または呼吸器粘膜）などの開口部用の、懸濁剤、シロップまたはエリキ
シルといった投与のための液体調製物；および、非経口、皮下、皮内、筋肉内、腹腔内ま
たは静脈内投与（たとえば注射投与）用の、滅菌懸濁剤または乳剤といった調製物を含み
うる。静脈内および非経口投与が好ましい。そのような組成物は、適当なキャリヤー、希
釈剤、または滅菌水、生理食塩水、グルコースなどといった添加物と混合されうる。組成
物はまた凍結乾燥されうる。組成物は、湿潤剤または乳化剤、ｐＨ緩衝剤、ゲル化剤また
は増粘添加物、保存料、香料、着色料などといった助剤を、目的の投与経路および調製物
に応じて含みうる。必要以上の実験無しに適当な調製物を調製するために、参照により本
開示に含まれるＲＥＭＩＮＧＴＯＮ’Ｓ ＰＨＡＲＭＡＣＥＵＴＩＣＡＬ ＳＣＩＥＮＣＥ
"，１７ｔｈ ｅｄｉｔｉｏｎ，１９８５といった標準的文献を参照しうる。
【００５５】
　本発明の一実施形態では、好ましい投与経路は筋肉内または皮下であり、筋肉内経路が
好ましい。投与は注射によるかまたは代替のデリバリー器具によることができる。
【００５６】
　本発明の組成物は、たとえば、選択されたｐＨへ緩衝されうる、等張水溶液、懸濁液、
乳液または粘性組成物のような液体調製物として便利に提供される。消化管吸収が好まし
い場合、本発明の組成物は、徐放性であるかまたはたとえばゼラチン被覆された液体のよ
うなそれによって腸への運搬のために胃でゼラチンが溶解する液体内容物を有する「固体
」調製物を含む、丸剤、錠剤、カプセル、カプレットなどの「固体」剤形でありうる。鼻
または呼吸器（粘膜）投与が望まれる場合、組成物は押出スプレーディスペンサー、ポン
プディスペンサーまたはエアロゾルディスペンサーの剤形およびそれによって施与されう
る。エアロゾルは通常、炭化水素によって加圧されている。ポンプディスペンサーは好ま
しくは、計量された用量または特定の粒子サイズを持つ用量を施与しうる。
【００５７】
　液体調製物は通常は、ゲル、他の粘性組成物、および固体組成物よりも調製が容易であ
る。加えて、液体組成物は、特に注射によってまたは経口的に、動物、小児、特に幼児、
および丸剤、錠剤、カプセルなどを飲み込むのが困難なその他へ投与するのに、または反
復投与の場合に、より若干便利である。粘性組成物は、一方、胃の内層または鼻粘膜とい
った粘膜とのより長い接触期間を提供するために、適当な粘度範囲内で処方されうる。
【００５８】
　本発明の好ましい一実施形態では、ワクチン組成物は、保存料を含むかまたは含まない
、滅菌液体、パイロジェンフリー、リン酸緩衝生理食塩水として処方される。好ましい一
実施形態では、用量当たりの処方は、リン酸ナトリウム約０．３から約１．０ｍｇおよび
塩化ナトリウム約３．５から約６．０ｍｇおよび水最大１．５ｍＬを含む。好ましい一実
施形態では、用量当たりの処方は、リン酸ナトリウム約０．６±０．２ｍｇおよび塩化ナ
トリウム４．４±０．２ｍｇおよび水最大約０．５±０．２ｍＬを含む。明らかに、適当
なキャリヤーおよびその他の添加物の選択は、正確な投与経路および具体的な剤形の性質
、たとえば、液体剤形（たとえば、組成物が液剤、懸濁剤、ゲルまたは別の液体剤形に処
方されるかどうか）、または固体剤形（たとえば、組成物が丸剤、錠剤、カプセル、カプ
レット、徐放剤形または液体充填剤形に処方されるかどうか）に依存する。
【００５９】
　液剤、懸濁剤およびゲルは、活性成分に加えて通常は多量の水（好ましくは精製水）を
含む。ｐＨ調整剤（たとえば、ＮａＯＨのような塩基）、乳化剤または分散剤、緩衝剤、
保存料、湿潤剤、ゲル化剤、（たとえば、メチルセルロース）、着色料および／または香
料といった他の成分の少量もまた存在しうる。組成物は等張であることができ、すなわち
、組成物は、血液および涙液と等しい浸透圧を有しうる。
【００６０】
　本発明の組成物の目的の等張性は、酒石酸ナトリウム、プロピレングリコール、または
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他の無機または有機溶質を用いて達成されうる。一実施形態では、組成物の好ましい等張
性は、リン酸ナトリウムまたは塩化ナトリウム、またはその混合物から得られる。塩化ナ
トリウムは、ナトリウムイオンを含む緩衝液に特に好ましい。
【００６１】
　組成物の粘度は、医薬品として許容される増粘剤を用いて、選択されたレベルに維持さ
れうる。メチルセルロースは、容易におよび経済的に入手可能であり、および取り扱いが
容易であるため好ましい。他の適当な増粘剤は、たとえば、キサンタンガム、カルボキシ
メチルセルロース、ヒドロキシプロピルセルロース、カルボマーなどを含む。増粘剤の好
ましい濃度は、選択された物質に依存する。重要な点は、選択された粘度を維持する量を
用いることである。粘性組成物は通常は、そのような増粘剤の添加によって、溶液から調
製される。
【００６２】
　医薬品として許容される 保存料 は、組成物の保存期間を改善するために使用されうる
。 ベンジル アルコールが適しうるが、 しかしたとえば、パラベン，チメロサール、ク
ロロブタノールまたは塩化ベンザルコニウムを含むさまざまな保存料もまた使用されうる
。保存料の適当な濃度は、選択された物質に応じてかなりの変化が有り得るが、総重量に
基づいて０．０２％ ～２％ となる。
【００６３】
　当業者は、組成物の成分は髄膜炎菌多糖－タンパク質 キャリヤー 複合体に関して化学
的に不活性となるように選択されなければならないことを認識する。
【００６４】
　本発明は、本発明の概念の いくつかの 好ましい 実施形態 を詳細に示す、下記の例証
となる非 限定的な実施例を参照してさらに説明される。本発明の他の例は、本発明の精
神を離れることなく当業者に明らかとなる。
【００６５】
　略語および商標は下記の通りである：ＡＣＩＰ、免疫化基準諮問委員会；ＡＥ、有害事
象；Ｃｅｔａｖａｌｏｎ（商標）、臭化セチルトリメチルアンモニウム、ＣＴＡＢ；ＣＦ
Ｒ、米連邦規則集；ＣＲＦ、症例報告書；ＤＴＰ、ジフテリア破傷風百日咳；ＥＬＩＳＡ
、酵素結合免疫吸着検定法；ＦＤＡ、米国食品医薬品局；ＧＣＰ、優良臨床試験基準；Ｇ
ＭＣ、幾何平均濃度；ＧＭＴ、幾何平均力価；ＩｇＧ、免疫グロブリンＧ；ＩｇＧ１、免
疫グロブリンＧサブクラス１；ＩｇＧ２、免疫グロブリンＧサブクラス２；ＩｇＭ、免疫
グロブリンＭ；ＩＣＨ、医薬品規制調和国際会議；ＩＮＤ、治験薬；ＩＲＢ、施設内審査
委員会；ＭｅｎＡ／Ｃ－Ｄｔ２価（ＡおよびＣ）髄膜炎菌多糖ジフテリア複合体ワクチン
；ＭｅｎＰＳ、髄膜炎菌型特異的多糖；ｍＬミリリットル；Ｍｅｎｏｍｕｎｅ（商標）、
認可髄膜炎菌Ａ５ＣＹおよびＷ－１３５多糖ワクチン；ＯＤ、光学濃度；ＰＢＳ、リン酸
緩衝生理食塩水；ＳＡＥ、重篤有害事象；ＳＢＡ、血清殺菌活性；ＳＢＡ－ＢＲ、仔ウサ
ギ補体を用いて実施する血清殺菌活性検定；ＳＢＡ－ＨＣ、ヒト補体を用いて実施する血
清殺菌活性検定；ＳＩＤＳ、乳児突然死症候群；ＴｅｔｒａＭｅｎＤ、４価（Ａ、Ｃ、Ｙ
、およびＷ－１３５）髄膜炎菌多糖ジフテリア複合体ワクチン；Ｔｄ、破傷風およびジフ
テリアワクチン；ＵＡＥ、予測できない有害事象；ＵＲＩ、上気道感染；μｇ、マイクロ
グラム。
【実施例】
【００６６】
実施例１髄膜炎菌血清群Ａ、Ｃ、Ｗ－１３５、およびＹ精製莢膜多糖粉末の調製
　粗ペースト調製
　別々に、髄膜炎菌血清群Ａ、Ｃ、Ｗ－１３５、およびＹ湿潤凍結種培養を融解しおよび
液体Ｗａｔｓｏｎ Ｓｃｈｅｒｐ培地を用いて回収し、およびＭｕｅｌｌｅｒ Ｈｉｎｔｏ
ｎ寒天培地の入ったＢｌａｋｅボトルに播種する。Ｂｌａｋｅボトルを３５から３７℃に
てＣＯ２雰囲気中で１５から１９時間インキュベートする。インキュベート期間後、Ｂｌ
ａｋｅボトルからの増殖物を取り出しおよびＷａｔｓｏｎ Ｓｃｈｅｒｐ培地の入った４
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Ｌフラスコへ加える。フラスコを３５から３７℃にて３から７時間、振とう機上でインキ
ュベートする。４Ｌフラスコの内容を、Ｗａｔｓｏｎ Ｓｃｈｅｒｐ培地の入った発酵槽
容器へ移す。発酵槽容器３５から３７℃にて７から１２時間、溶存酸素量およびｐＨを調
節しながら添加栄養および消泡剤を添加してインキュベートする。インキュベート期間後
、発酵槽容器の内容を５００Ｌタンクへ移し、Ｃｅｔａｖｌｏｎ（商標）を添加し、およ
び材料を１時間混合する。Ｃｅｔａｖｌｏｎ処理増殖物を約１５，０００から１７，００
０ｘｇにて流速毎時約３０から７０リットルで遠心分離する。粗多糖は２回目のＣｅｔａ
ｖｌｏｎ（商標）沈澱で上清から沈澱する。Ｃｅｔａｖｌｏｎ（商標）を上清に添加し、
および材料を少なくとも１時間室温にて混合する。材料を１から５℃にて８から１２時間
保存する。沈澱した多糖を、約４５，０００から５０，０００ｘｇにて流速毎分３００か
ら４００ｍｌで遠心分離で回収する。回収されたペーストを－６０℃以下にて、以後の処
理まで保存する。
【００６７】
　精製多糖粉末調製
　不活性化ペーストを融解しおよびブレンダーへ移す。ペーストを０．９Ｍ塩化カルシウ
ムと混合し、均一な懸濁液を与える。懸濁液を約１０，０００ｘｇにて１５分間遠心分離
する。上清を屑の出ないパッドを通して容器へデカントし、第一の抽出物とする。次の分
量の０．９Ｍ塩化カルシウムをペーストへ加え、および混合して均一な懸濁液を与える。
懸濁液を上記の通り遠心分離し、および上清を第一の抽出からの上清と合わせる。計４回
の抽出を実施し、および上清を合わせる。合わせた抽出物を、限外ろ過によって、１０～
３０ｋＤａＭＷＣＯスパイラル成型限外ろ過ユニットを用いて濃縮する。
【００６８】
　塩化マグネシウムを濃縮物に添加し、およびｐＨを７．２から７．５へ水酸化ナトリウ
ムを用いて調整する。ＤＮアーゼおよびＲＮアーゼを濃縮物へ加え、および２５から２８
℃にて混合しながら４時間インキュベートする。エタノールを加えて濃度３０から５０％
とする。沈澱した核酸およびタンパク質を１０，０００ｘｇにて２時間の遠心分離によっ
て除去する。上清を回収し、およびエタノールを８０％まで加えおよび１から５℃にて静
置することによって多糖を沈澱する。アルコールを吸い取り、および沈澱した多糖を５分
間１０，０００ｘｇにて遠心分離する。沈澱した多糖をアルコールで洗浄する。多糖をア
セトンで洗浄し、１５から２０分間１０，０００ｘｇにて遠心分離する。多糖を減圧下で
乾燥する。最初の多糖粉末を酢酸ナトリウム溶液に溶解する。塩化マグネシウムを添加し
、およびｐＨを７．２から７．５へ水酸化ナトリウム溶液を用いて調整する。ＤＮアーゼ
およびＲＮアーゼを溶液に加え、および２５から２８℃にて混合しながら４時間インキュ
ベートして残留核酸を除去する。これらの酵素とインキュベート後、等容の酢酸ナトリウ
ム－フェノール溶液を多糖－酵素混合物に加え、および振とう機に１から５℃にて約３０
分置く。混合物を１０，０００ｘｇにて１５から２０分遠心分離する。上側の水層を回収
および保存する。等容の酢酸ナトリウム－フェノール溶液を水層に加え、および上記の通
り抽出する。タンパク質およびエンドトキシンを多糖溶液から除去するため、計４回の抽
出を実施する。合わせた水系抽出物を注射用水で最大１０倍希釈し、および１０容の注射
用水に対してダイアフィルトレーションする。ダイアフィルトレーションされた多糖に塩
化カルシウムを加える。エタノールを８０％加えることによって多糖を一夜１から５℃に
て沈澱する。アルコール上清を除去し、および多糖を１０，０００ｘｇにて１５分間の遠
心分離によって回収する。精製多糖をエタノールで２回、およびアセトンで１回洗浄する
。洗浄した粉末を減圧下でデシケーター内で乾燥する。乾燥した粉末を－３０℃以下にて
、複合体に処理するまで保存する。
【００６９】
実施例２髄膜炎菌血清群Ａ、Ｃ、Ｗ１３５、およびＹ精製莢膜多糖粉末の解重合
　調製に用いられる材料は、髄膜炎菌血清群Ａ、Ｃ、Ｗ－１３５、およびＹ由来精製莢膜
多糖粉末（実施例１にしたがって調製）、滅菌５０ｍＭ酢酸ナトリウム緩衝液、ｐＨ６．
０、滅菌１Ｎ塩酸、滅菌１Ｎ水酸化ナトリウム、３０％過酸化水素、および滅菌生理食塩
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水（０．８５％塩化ナトリウム）を含む。
【００７０】
　各血清群多糖を別々の反応で解重合する。ステンレス鋼タンクに最大６０ｇの精製莢膜
多糖粉末を入れる。滅菌５０ｍＭ酢酸ナトリウム緩衝液、ｐＨ６．０を多糖に加え、リッ
トル当たり多糖２．５ｇの濃度を得る。多糖溶液を１から５℃にて１２から２４時間混合
し溶解させる。反応タンクを熱交換ユニットに接続する。追加の５０ｍＭ酢酸ナトリウム
緩衝液、ｐＨ６．０を加えて多糖を希釈し、リットル当たり１．２５ｇの反応濃度にする
。多糖溶液を５５℃±０．１に加熱する。３０％過酸化水素の一定量を反応混合物に加え
、１％過酸化水素の反応濃度を得る。
【００７１】
　反応過程を、多糖の分子サイズの変化を経時的に追跡することによって監視する。１５
から２０分毎に、部分標本を反応混合物から採取し、およびＨＰＳＥＣカラムに注入して
多糖の分子サイズを測定する。多糖の分子サイズが目的の分子サイズの到達した時、加熱
ユニットを停止させ、および氷水槽を通す循環によって多糖溶液を速やかに５℃へ冷却す
る。解重合された多糖溶液を、リットル当たり１５ｇへ、反応タンクを３０００ＭＷＣＯ
再生セルロースカートリッジ付きの限外ろ過ユニットと接続することによって濃縮する。
濃縮された解重合多糖溶液を１０容の滅菌生理食塩水（０．８５％塩化ナトリウム）に対
してダイアフィルトレーションする。解重合された多糖を１から５℃にて、次の処理段階
まで保存する。
【００７２】
　解重合された多糖の分子サイズを、デキストラン分子サイズ標準を用いて較正された「
Ｕｌｔａｈｙｄｒｏｇｅｌ（商標）２５０」の商品名で販売されているゲルろ過クロマト
グラフィーカラムの通過によって、および多角度レーザー光散乱法によって測定する。多
糖の量は、血清群Ａについてはリン含量によってＢａｒｔｌｅｔ，Ｇ．Ｒ．Ｊ．（１９５
９） Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２３４，ｐｐ－
４６６－４６８の方法を用いて、および血清群Ｃ、Ｗ１３５およびＹについてはシアル酸
含量によってＳｖｅｎｎｅｒｈｏｌｍ，Ｌ．（１９５５） Ｂｉｏｃｈｉｍｉｃａ Ｂｉｏ
ｐｈｙｓｉｃａ Ａｃｔａ ２４，ｐｐ６０４－６１１の方法を用いて測定する。Ｏ－アセ
チル含量はＨｅｓｔｅｒｉｎ，Ｓ．（１９４９） Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉ
ｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ １８０，ｐ２４９の方法によって測定する。還元活性はＰａ
ｒｋ，Ｊ．Ｔ．ａｎｄ Ｊｏｈｎｓｏｎ，Ｍ．Ｊ．（１９４９ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉ
ｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ １８１，ｐｐ １４９－１５１の方法によって測
定する。解重合された多糖の構造的完全性はタンパク質１Ｈおよび１３Ｃ ＮＭＲによっ
て測定する。解重合された多糖の純度はＬＡＬ（エンドトキシン）含量および残留過酸化
水素含量を測定することによって測定する。
【００７３】
実施例３髄膜炎菌血清群Ａ、Ｃ、Ｗ－１３５、およびＹ解重合多糖の誘導体化
　この調製に用いられる材料は、髄膜炎菌由来の過酸化水素解重合された莢膜多糖血清群
Ａ、Ｃ、Ｗ－１３５、およびＹ（実施例２にしたがって調製）、アジピン酸ジヒドラジド
、血清群Ａのみについて１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミ
ド（ＥＤＡＣ）、水素化シアノホウ素ナトリウム、滅菌１Ｎ塩酸、滅菌１Ｎ水酸化ナトリ
ウム、滅菌１Ｍ塩化ナトリウム、および滅菌生理食塩水（０．８５％塩化ナトリウム）を
含む。
【００７４】
　各血清群多糖を別々の反応で誘導体化する。ステンレス鋼タンクに精製解重合多糖を入
れ、および滅菌０．８５％生理食塩水で希釈して、リットル当たり６ｇ多糖の終反応濃度
を達成する。この溶液へ、滅菌０．８５％生理食塩水に溶解したアジピン酸ジヒドラジド
の濃厚な一定量を加え、リットル当たり１ｇの反応濃度を達成する。血清群Ａのみについ
て、ＥＤＡＣを滅菌０．８５％生理食塩水に溶解した濃厚な一定量として加え、リットル
当たり１ｇの反応濃度を達成する。ｐＨを５．０±０．１に調整し、およびこのｐＨを２
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時間、滅菌１Ｎ塩酸および滅菌１Ｎ水酸化ナトリウムを用いて室温にて（１５～３０℃）
維持する。２時間後、０．８５％生理食塩水に溶解したシアノ水素化ホウ素ナトリウムの
濃厚な一定量を、反応混合物に加えて、リットル当たり２ｇの反応濃度を達成する。ｐＨ
を５．５±０．５に維持しながら、反応を室温にて（１５から３０℃）４４時間±４時間
かくはんする。この反応期間後に、ｐＨを６．０±０．１に調整し、および、反応タンク
を３０００ＭＷＣＯ再生セルロースカートリッジ付きの限外ろ過ユニットへ接続すること
によって、誘導体化多糖をリットル当たり多糖１２ｇへ濃縮する。濃縮された誘導体化多
糖を３０容の１Ｍ塩化ナトリウム、次いで１０容の０．１５Ｍ塩化ナトリウムに対してダ
イアフィルトレーションする。タンクを限外ろ過ユニットから取り外し、および１から５
℃にて７日間保存する。タンクを３０００ＭＷＣＯ再生セルロースカートリッジ付きの限
外ろ過ユニットへ再接続し、および３０容の１Ｍ塩化ナトリウム、次いで１０容の０．１
５Ｍ塩化ナトリウムに対してダイアフィルトレーションする。
【００７５】
　誘導体化多糖の分子サイズ、多糖の量、およびＯ－アセチル含量は、解重合された多糖
に使用したのと同一の方法によって測定する。ヒドラジド含量はＳｎｙｄｅｒ，Ｓ．Ｌ．
ａｎｄ Ｓｏｂｏｃｉｎｓｋｉ，Ｐ．Ｚ．（１９７５） Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｂｉｏｃ
ｈｅｍｉｓｔｒｙ ６４，ｐｐ２８２－ ２８８の２，４，６－トリニトロベンゼンスルホ
ン酸法によって測定する。誘導体化多糖の構造的完全性はプロトン１Ｈおよび１３Ｃ Ｎ
ＭＲによって測定する。誘導体化多糖の純度は、非結合ヒドラジド、ＬＡＬ（エンドトキ
シン）含量および残留シアノ水素化ホウ素含量を測定することによって測定する。
【００７６】
実施例４キャリヤータンパク質の調製
　粗ジフテリアトキソイドタンパク質の調製
　凍結乾燥種培養を再構成し、および１６から１８時間インキュベートする。培養からの
一部を、増殖培地を入れた０．５リットルフラスコへ移し、および培養フラスコを３４．
５から３６．５℃にて回転振とう機上で７から９時間インキュベートする。培養フラスコ
からの一部を、増殖培地の入った４リットルフラスコへ移し、および培養フラスコを３４
．５から３６．５℃にて回転振とう機上で１４から２２時間インキュベートする。４リッ
トルフラスコからの培養を用いて、増殖培地を入れた発酵槽に接種する。発酵槽を３４．
５から３６．５℃にて７０から１４４時間インキュベートする。発酵槽の内容をデプスフ
ィルターを通して回収容器へろ過する。採取物に３７％ホルムアルデヒド溶液の一定量を
加えて濃度０．２％を達成する。ｐＨを７．４から７．６へ調整する。採取物を、０．２
ミクロンフィルターカートリッジを通して滅菌２０リットル瓶へろ過する。瓶を３４．５
から３６．５℃にて７日間インキュベートする。３７％ホルムアルデヒド溶液の一定量各
２０リットル瓶へ加えて濃度０．４％を達成する。混合物のｐＨを７．４から７．６へ調
整する。瓶を３４．５から３６．５℃にて７日間、振とう機上でインキュベートする。３
７％ホルムアルデヒド溶液の一定量を各２０リットル瓶へ加え濃度０．５％を達成する。
混合物のｐＨを７．４から７．６へ調整する。瓶を３４．５から３６．５℃にて８週間イ
ンキュベートする。粗トキソイドを無毒化について試験する。瓶を１から５℃にて被験期
間中保存する。
【００７７】
　粗ジフテリアトキソイドタンパク質の精製
　粗トキソイドを室温まで温め、および２０リットル瓶の内容を合わせて精製タンクに入
れる。トキソイドのｐＨを７．２から７．４に調整し、および木炭を粗トキソイドに加え
および２分間混合する。木炭トキソイド混合物を１時間静置し、および次いでデプスフィ
ルターカートリッジを通して第二の精製タンクへろ過する。固体硫酸アンモニウムをろ液
に加えて７０％飽和を達成する。ｐＨを６．８から７．２へ調整し、および溶液を１６時
間静置する。沈澱したタンパク質をろ過によって回収し、および７０％飽和硫酸アンモニ
ウム溶液、ｐＨ７．０で洗浄する。沈澱を滅菌蒸留水に溶解し、およびタンパク質溶液を
ステンレス鋼回収容器へろ過する。ｐＨを６．８から７．２へ調整し、および硫酸アンモ
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ニウムを４０％飽和まで加える。溶液のｐＨを７．０から７．２へ調整し、および溶液を
１６時間静置する。沈澱をろ過によって除去および廃棄する。硫酸アンモニウムをろ液へ
６０％飽和まで加え、およびｐＨを７．０から７．２へ調整する。混合物１６時間静置し
、および沈澱したタンパク質をろ過によって回収する。沈澱を滅菌蒸留水に溶解し、ろ過
して非溶解タンパク質を除去し、および０．８５％生理食塩水に対してダイアフィルトレ
ーションする。
【００７８】
　精製ジフテリアトキソイドタンパク質の濃縮および滅菌ろ過
　タンパク質溶液をリットル当たり１５ｇへ濃縮し、および１０容の０．８５％生理食塩
水に対して１０，０００ＭＷＣＯ再生セルロースフィルターカートリッジを用いてダイア
フィルトレーションする。濃縮されたタンパク質溶液を、０．２ミクロン膜を通すろ過に
よって滅菌する。タンパク質溶液を１から５℃にて、複合体に処理するまで保存する。
【００７９】
　タンパク質濃度はＬｏｗｒｙ，Ｏ．Ｈ．ｅｔ．ａｌ （１９５１） Ｊｏｕｒｎａｌ ｏ
ｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ １９３，ｐ２６５－２７５の方法によっ
て測定する。タンパク質の純度は、無菌性，ＬＡＬ（エンドトキシン）含量，および残留
ホルムアルデヒド含量によって測定する。
【００８０】
実施例５ 髄膜炎菌血清群Ａ、Ｃ、Ｗ－１３５、およびＹ多糖のジフテリアトキソイドタ
ンパク質への一価複合体の調製
　この調製に用いられる材料は、髄膜炎菌血清群Ａ、Ｃ、Ｗ－１３５、およびＹ由来のア
ジピン酸誘導体化多糖（実施例３にしたがって調製）、滅菌ジフテリアトキソイドタンパ
ク質（実施例４にしたがって調製）、ＥＤＡＣ、硫酸アンモニウム、滅菌１Ｎ塩酸、滅菌
１Ｎ水酸化ナトリウム、および滅菌生理食塩水（０．８５％）を含む。
【００８１】
　各血清群多糖複合体を別々の反応によって調製する。４種類すべての複合体を下記の過
程によって調製する。ステンレス鋼タンクに精製アジピン酸誘導体化多糖を、リットル当
たり７００から１０００μｍｏｌの反応濃度の反応性ヒドラジド、およびリットル当たり
タンパク質３．８から４．０ｇの反応濃度の精製ジフテリアトキソイドタンパク質を加え
る。０．８５％生理食塩水を用いて開始材料を希釈して目的の反応濃度とし、およびｐＨ
を５．０±０．１に調整する。ＥＤＡＣの一定量を多糖タンパク質混合物に加え、リット
ル当たり２．２８から２．４ｇの反応濃度を達成する。反応のｐＨを５．０±０．１に２
時間１５から３０℃にて維持し、２時間後、ｐＨを７．０±０．１へ滅菌１Ｎ水酸化ナト
リウムを用いて調整し、および反応を１から５℃にて１６から２０時間保存する。
【００８２】
　反応混合物を１５から３０℃へ温め、および反応容器を３０，０００ＭＷＣＯ再生セル
ロースカートリッジ付きの限外ろ過ユニットと接続する。固体硫酸アンモニウムを加えて
６０％飽和（血清群Ａ、Ｗ－１３５およびＹについて）および５０％飽和（血清群Ｃにつ
いて）とする。複合体反応混合物を２０容の６０％飽和硫酸アンモニウム溶液（血清群Ａ
、Ｗ－１３５およびＹについて）および５０％飽和硫酸アンモニウム溶液（血清群Ｃにつ
いて）、次いで２０容の０．８５％生理食塩水に対してダイアフィルトレーションする。
ダイアフィルトレーションされた複合体をまず１．２ミクロンおよび０．４５ミクロンフ
ィルターを含むフィルターカプセルを通して、および次に０．２２ミクロンフィルターを
含む第二のフィルターカプセルを通してろ過する。
【００８３】
　多糖の量、およびＯ－アセチル含量は、解重合多糖および誘導体化多糖に使用したのと
同一の方法によって測定する。タンパク質の量はＬｏｗｒｙ法によって測定する。複合体
の分子サイズは、ＤＮＡを空隙容量マーカー、ＡＴＰを総容量マーカー、およびウシチロ
グロブリンを参照マーカーとして用いる「ＴＳＫ６０００ＰＷ」の商品名で販売されてい
るゲルろ過クロマトグラフィーカラムの通過によって測定する。加えて、ＴＫＳ６０００
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ＰＷカラムから溶出する複合体の分子サイズは、多角度レーザー光散乱法によって測定す
る。複合体の抗原性は、抗多糖血清群特異的抗体への結合によって、ダブルサンドイッチ
ＥＬＩＳＡ法を用いて測定する。複合体の純度は、疎水性相互作用クロマトグラフィーカ
ラムからの溶出による非結合（複合体化していない）多糖の量、キャピラリー電気泳動に
よる非複合体化タンパク質、無菌性、ＬＡＬ（エンドトキシン）含量、残留ＥＤＡＣ含量
、および残留アンモニウムイオン含量を測定することによって測定する。
【００８４】
実施例６多価髄膜炎菌Ａ、Ｃ、Ｗ－１３５、およびＹ多糖ジフテリアトキソイド複合体ワ
クチンの処方
　この調製に用いられる材料は、実施例５にしたがって調製される血清群Ａ、Ｃ、Ｗ－１
３５、およびＹ多糖－ジフテリアトキソイド複合体、滅菌１００ｍＭリン酸ナトリウム緩
衝生理食塩水（０．８５％塩化ナトリウム）を含む。
【００８５】
　一定量の滅菌１００～５００ｍＭリン酸ナトリウム緩衝生理食塩水を、ステンレス鋼バ
ルクタンク中の生理食塩水（０．８５％）に加え、終ワクチン濃度１０ｍＭリン酸ナトリ
ウムを与える。２～４種類の滅菌一価髄膜炎菌多糖－ジフテリアトキソイド複合体のそれ
ぞれの一定量を、１０ｍＭ滅菌リン酸ナトリウム生理食塩水入りのバルクタンクに加え、
緩衝液ミリリットル当たり各血清群多糖８μｇの終濃度を得る。処方された４価複合体を
混合しおよび０．２μｍフィルターを通して第二のバルクタンクへろ過する。
【００８６】
　多価処方中に存在する各血清群多糖の量を、成分糖分析によって、高ｐＨ陰イオン交換
クロマトグラフィーをパルスアンペロメトリー検出法と共に用いて測定する。タンパク質
の量はＬｏｗｒｙの方法によって測定する。ワクチンのｐＨは、ｐＨ計に接続した複合電
極を用いて測定する。多価複合体ワクチンの抗原性は、抗多糖血清群特異的抗体への結合
によって、ダブルサンドイッチＥＬＩＳＡ法を用いて測定する。多価複合体ワクチンの免
疫原性は、ワクチン中に存在する各複合体が一次および追加免疫抗多糖ＩｇＧ免疫応答の
両方を動物モデルにおいて導く能力を測定する。多価複合体ワクチンの純度は、高ｐＨ陰
イオン交換クロマトグラフィーをパルスアンペロメトリー検出法と共に用いた非結合（複
合体化していない）多糖の量、無菌性、ＬＡＬ（エンドトキシン）含量、パイロジェン含
量、および一般的安全性を測定することによって測定する。
【００８７】
実施例７水酸化アルミニウムアジュバント多価髄膜炎菌多糖ジフテリアトキソイドタンパ
ク質複合体の調製
　水酸化アルミニウムに吸着された複合体の調製。この調製に用いられる材料は、実施例
５にしたがって調製される血清群Ａ、Ｃ、Ｗ－１３５、およびＹ多糖－ジフテリアトキソ
イド複合体、滅菌生理食塩水（０．８５％塩化ナトリウム）、および滅菌水酸化アルミニ
ウム含有生理食塩水（０．８５％塩化ナトリウム）を含む。
【００８８】
　一定量のそれぞれの滅菌一価髄膜炎菌多糖ジフテリアトキソイド複合体を、生理食塩水
入りのバルクタンクに入れ、緩衝液ミリリットル当たり各血清群多糖８μｇの終濃度を得
る。一定量の滅菌水酸化アルミニウム含有生理食塩水（０．８５％塩化ナトリウム）を多
価複合体ワクチンへ加え、ワクチンのミリリットル当たりアルミニウムイオン０．４４ｍ
ｇの終濃度を達成する。
【００８９】
実施例８リン酸アルミニウム－アジュバント複合体の調製
　この調製に用いられる材料は、実施例５にしたがって調製される血清群Ａ、Ｃ、Ｗ－１
３５、およびＹ多糖－ジフテリアトキソイド複合体、滅菌生理食塩水（０．８５％塩化ナ
トリウム）、および滅菌リン酸アルミニウム含有生理食塩水（０．８５％塩化ナトリウム
）を含む。
【００９０】
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　一定量のそれぞれの滅菌一価髄膜炎菌多糖－ジフテリアトキソイド複合体を、生理食塩
水入りのバルクタンクに入れ、緩衝液ミリリットル当たり各血清群多糖８μｇの終濃度を
得る。一定量の滅菌リン酸アルミニウム含有生理食塩水（０．８５％塩化ナトリウム）を
多価複合体ワクチンへ加え、ワクチンのミリリットル当たりアルミニウムイオン０．４４
ｍｇの終濃度を達成する。
【００９１】
実施例９ヒト臨床試験に使用する材料および方法の概要
　４価誘導体化複合体ワクチンの免疫原性
　複合体ワクチンを、ヒトにおいていくつかの異なる臨床プロトコル下で免疫応答を導く
能力について試験する。下記の試験は結果を要約する。下記の各試験に用いられる材料お
よび方法は、特記されない限り、次の通りである：
　ＴｅｔｒａＭｅｎＤ
　ＴｅｔｒａＭｅｎＤワクチンは、ジフテリアトキソイドタンパク質計４８μｇと共有結
合した、血清群Ａ、Ｃ、Ｙ、およびＷ－１３５の４種類の髄膜炎菌莢膜多糖の各多糖４μ
ｇを含む。ワクチンは、保存料を含まない滅菌パイロジェンフリーリン酸緩衝生理食塩水
中に処方される。処方はリン酸ナトリウム０．６ｍｇ、塩化ナトリウム４．４ｍｇおよび
最大０．５ｍＬの水を含む。
【００９２】
　Ｍｅｎｏｍｕｎｅ（登録商標）
　Ｍｅｎｏｍｕｎｅ（登録商標）は、米国および他地域で２歳以上の患者への使用につい
て認可されている。Ｍｅｎｏｍｕｎｅは凍結乾燥調製物であり、各用量のワクチンが５０
μｇのそれぞれＡ、Ｃ、ＹおよびＷ－１３５多糖を抗原として含み、チメロサールで保存
される等張塩化ナトリウム溶液の希釈液で再構成され、および皮下に０．５ｍＬ用量とし
て投与される。ワクチンの各０．５ｍＬ用量は、２．５ｍｇから５ｍｇの乳糖を安定剤と
して含む。皮下使用用Ｍｅｎｏｍｕｎｅ（登録商標）－Ａ／Ｃ／Ｙ／Ｗ－１３５髄膜炎菌
多糖ワクチン血清群Ａ、Ｃ、Ｙ、およびＷ－１３５混合は、髄膜炎菌血清群Ａ、血清群Ｃ
、血清群Ｙ、および血清群Ｗ－１３５由来血清群特異的多糖抗原の凍結乾燥調製物である
。希釈剤は滅菌パイロジェンフリー蒸留水である。ラベル表示の通りの希釈剤を用いた凍
結乾燥製品の再構成後、各０．５ｍＬ用量は個々の血清群Ａ、Ｃ、Ｙ、およびＷ－１３５
由来の５０μｇの「単離産物」を等張塩化ナトリウム溶液中に含むよう処方される。
【００９３】
　成人用破傷風およびジフテリアトキソイド吸着物（登録商標）（以後Ｔｄと呼ぶ）は、
ミョウバン沈澱トキソイドの、ｐＨ調整用にリン酸ナトリウム緩衝剤を含む等張塩化ナト
リウム溶液中の滅菌懸濁液である。本ワクチンは筋肉内注射用である。各０．５ｍＬ用量
は破傷風トキソイド５Ｌｆ、ジフテリアトキソイド２Ｌｆ、および検定で０．２８ｍｇ以
下のアルミニウムを含むように処方される。破傷風およびジフテリアトキソイドは、モル
モット効力試験においてそれぞれｍＬ当たり少なくとも２単位および０．５単位の抗毒素
を誘導する。来診１回目に、Ｔｄをすべての参加者に０．５ｍＬ単回投与として筋肉内注
射によってｕｓｉｎｇａ１インチ２５ゲージ針を用いて左腕の三角筋へ投与する。各０．
５ｍＬ用量は破傷風トキソイド５Ｌｆおよびジフテリアトキソイド２Ｌｆを含む。
【００９４】
　血清試料
　血液標本はベースライン後の表示の日に採取する。たとえば、プロトコルが３つの時点
Ｏ日目、２８日目および６ヶ月を示す場合、血液標本はワクチン接種前０日目（ベースラ
イン）、ワクチン接種後２８日目（一次免疫応答を評価するため、およびワクチン接種後
６ヶ月（免疫応答の寿命を評価するため）に採取する。全血約５ｍＬを各被験者から各時
点に採取する。全血を採取の４時間以内に遠心分離する。血清を採取しおよび－２０℃に
て保存する。「２８日目」の血液試料は、０日目の注射後少なくとも２８日、しかし５７
日後より前に採取する。「６ヶ月」の血液試料は、０日目の注射後６ヶ月プラスまたはマ
イナス２８日に採取する。したがって、２８日目血清は０日目の後２８日目から５６日目
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の間に採取された血清を表す；および６ヶ月血清は０日目の後１４９日目から２１７日目
の間に採取された血清を表す。
【００９５】
　検定法
　本試験はいくつかの標準的な免疫検定を使用する。下記の説明はここで用いられる方法
論を要約する。しかし、ここで示すものの変形を含む他の同様の検定は当業者によく知ら
れておりおよび使用されうる。
【００９６】
　仔ウサギ補体を用いた血清殺菌検定（ＳＢＡ－ＢＲ）による抗髄膜炎菌抗体測定
　血清群Ａ、Ｃ、Ｙ、およびＷ－１３５に対する抗髄膜炎菌抗体についての機能性抗体活
性は血清殺菌検定を用いて測定する。２倍希釈の被験血清を滅菌９６ウェルマイクロタイ
タープレート中に調製する。血清群特異的髄膜炎菌細菌を仔ウサギ補体と共に希釈血清へ
加え、およびインキュベートする。このインキュベート期間後、寒天重層培地を血清／補
体／細菌混合物へ加え、固化させ、および次いで一夜３７℃にて５％ＣＯ２と共にインキ
ュベートする。ウェル中に存在する細菌コロニーを計数する。Ｔｈｅエンドポイント力価
を、補体対照ウェルの平均値と比較して５０％より大の殺菌を与える血清希釈逆数によっ
て決定する。ウサギ補体を用いたこの検定の検出限界は力価８である。
【００９７】
　ＩｇＧ抗髄膜炎菌抗体測定
　血清群Ａ、Ｃ、Ｙ、およびＷ－１３５に対する抗髄膜炎菌抗体についてのＩｇＧ抗体活
性は間接ＥＬＩＳＡを用いて測定する。この手順は、血清中の抗体を、プラスチックマイ
クロタイターウェルにメチル化ヒト血清アルブミンによって吸着された過剰の髄膜炎菌型
特異的多糖（ＭｅｎＰｓ）抗原と反応させることを含む。結合した抗体の量は、ペルオキ
シダーゼ標識化マウス抗ヒトＩｇＧ特異的モノクローナル抗体との反応によって測定する
。ペルオキシダーゼ基質を用いる次の反応は、分光光度法で測定される発色産物を生じる
。結果として生じる光学濃度（ＯＤ）は、マイクロタイタープレート上の髄膜炎菌多糖と
結合した血清中のＩｇＧ抗体の量と相関する。ＩｇＧ抗体の量を次いで、指定の値と参照
（ＬｏｔＣＤＣ１９９２または同等物）との比較によって、４パラメーターロジスティッ
ク曲線を用いて計算する。
【００９８】
　ＩｇＭ抗髄膜炎菌抗体測定
　血清群Ａ、Ｃ、Ｙ、およびＷ－１３５に対する抗髄膜炎菌抗体についてのＩｇＭ抗体活
性は間接ＥＬＩＳＡを用いて測定する。この手順は、血清中の抗体を、プラスチックマイ
クロタイターウェルにメチル化ヒト血清アルブミンによって吸着された過剰のＭｅｎＰｓ
抗原と反応させることを含む。結合した抗体の量は、ペルオキシダーゼ標識化マウス抗ヒ
トＩｇＭ特異的モノクローナル抗体との反応によって測定する。ペルオキシダーゼ基質を
用いる次の反応は、分光光度法で測定される発色産物を生じる。結果として生じるＯＤは
、マイクロタイタープレート上の髄膜炎菌多糖と結合した血清中のＩｇＭ抗体の量と相関
する。ＩｇＭ抗体の量を次いで、指定の値と参照（ＬｏｔＣＤＣ１９９２または同等物）
との比較によって、４パラメーターロジスティック曲線法を用いて計算する。
【００９９】
　高結合力抗髄膜炎菌ＩｇＧ抗体測定
　血清群Ａ、Ｃ、Ｙ、およびＷ－１３５に対する抗髄膜炎菌抗体についての高結合力Ｉｇ
Ｇ抗体活性は、Ａｖｅｎｔｉｓ Ｐａｓｔｅｕｒ Ｉｎｃ．にて改変ＥＬＩＳＡを用いて測
定する。この検定は現在Ａｖｅｎｔｉｓ Ｐａｓｔｅｕｒ Ｉｎｃ．にて開発中であり、お
よび臨床標本の試験の前に認定される予定である。要約すると、９６ウェルマイクロタイ
タープレートを被覆ＭｅｎＰｓ抗原で被覆する。被覆プレートを吸引および洗浄後、７５
ｍＭアンモニウムチオシアナートを含むリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）血清希釈緩衝液
を用いて、臨床血清の段階希釈を直接プレート内に調製し、および一夜インキュベートす
る。結合した抗体の量は、ペルオキシダーゼ標識化マウス抗ヒトＩｇＧ特異的モノクロー
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ナル抗体との反応によって測定する。ペルオキシダーゼ基質を用いる次の反応は、分光光
度法で測定される発色産物を生じる。結果として生じる光学濃度（ＯＤ）は、マイクロタ
イタープレート上の髄膜炎菌多糖と結合した血清中の高結合力ＩｇＧ抗体の量と相関する
。高結合力ＩｇＧ抗体の量を次いで、参照（ＬｏｔＣＤＣ１９９２または同等物）との比
較によって、４パラメーターロジスティック曲線を用いて計算する。
【０１００】
　ＩｇＧ１およびＩｇＧ２サブクラス髄膜炎菌抗体測定
　血清群Ａ、Ｃ、Ｙ、およびＷ－１３５に対する抗髄膜炎菌抗体についてのＩｇＧ１およ
びＩｇＧ２サブクラス抗体分布はＥＬＩＳＡを用いて測定する。血清の段階希釈中に存在
する抗体を、マイクロタイタープレートのウェルに吸着されたＭｅｎＰｓ抗原と反応する
。結合した抗体の量は、抗ヒトＩｇＧ１ＦｃまたはＩｇＧ２Ｆｃ特異的試薬を用いて測定
する。酵素基質との次の反応は、分光光度法で測定される発色産物を生じる。結果として
生じるＯＤは、マイクロタイタープレート上の髄膜炎菌多糖と結合した血清中のＩｇＧ１
またはＩｇＧ２抗体の量と相関する。抗体の量は、血清標本中のＩｇＧ１：ＩｇＧ２比と
して、または適当な参照が利用可能な場合は標本中のＩｇＧ１またはＩｇＧ２の濃度とし
て報告される。
【０１０１】
　ＶＥＲＯ細胞の代謝阻害による抗ジフテリア抗体測定
　抗ジフテリア抗体応答は、被験血清がＶＥＲＯ細胞をジフテリア毒素負荷から保護する
能力によって測定される。滅菌９６ウェルマイクロタイタープレートを用いて、１：４希
釈から開始する被験血清の２倍希釈に、ジフテリア毒素を負荷しおよびインキュベートす
る。ＶＥＲＯ細胞を次いで加え、ウェルを滅菌鉱物油で封じ、および６から８日間インキ
ュベートする。抗体レベルを次いで、細胞代謝の副産物の結果として生じる、培地中のｐ
Ｈ指示薬の色変化を観察することによって測定する。結果は較正済みＷＨＯ参照血清との
比較によって国際単位／ｍＬとして報告され、およびジフテリア毒素の負荷用量の存在下
で細胞代謝を可能にする最高の血清希釈によって決定される。検出下限は参照血清の検出
可能な最小の抗毒素レベル、および被験血清の開始希釈によって決定され、および典型的
には０．００５ＩＵ／ｍＬである。
【０１０２】
　Ｅｌｉｓａによる抗破傷風抗体測定
　抗破傷風抗体レベルは間接酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）によって測定される
。本方法は、被験血清中の抗体を、プラスチックマイクロタイターウェルに吸着された破
傷風トキソイドと反応させることを含む。結合した抗体の量は、アルカリホスファターゼ
と複合体化したヤギ抗ヒトＩｇＧ－特異的抗体との反応によって測定される。アルカリホ
スファターゼ基質との次の反応は、分光光度法で測定される発色産物を生じる。ＯＤ（光
学濃度）は、抗原被覆マイクロタイタープレートと結合する、希釈血清中の抗体の量と相
関する。抗体濃度を、指定の単位数と国際ヒト参照（ＷＨＯロットＴＥ－３）との比較に
よって平行線分析法で計算する。結果はミリリットル当たり国際単位（ＩＵ／ｍＬ）とし
て報告する。抗破傷風ＩｇＧ ＥＬＩＳＡの最小定量限界は０．０１ＩＵ／ｍＬであり、
このレベル未満の値を結果として生じた試料は＜０．０１ＩＵ／ｍＬと報告される。
【０１０３】
　ここでは、「有害事象」、「重篤有害事象」、および「予測できない有害事象」はワク
チン工業でよく理解された用語である。安全性データは、ワクチンを投与されるすべての
参加者を臨床試験の期間中評価することを含む標準的な臨床試験手順にしたがって要約お
よび分析される。一般的に、個々の用語は下記の意味を有すると理解される。
【０１０４】
　有害事象（ＡＥ）は、「医薬品を投与された患者または臨床試験被験者における何らか
の不都合な、およびこの処置と因果関係を必ずしも有しない医学的事象と定義される。有
害事象はしたがって、医薬（治験薬）と関係するかまたは関係しない、一時的に医薬（治
験薬）の使用に随伴する、任意の好ましくないおよび意図されない徴候（臨床検査異常知
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見を含む）、症状、または疾病でありうる」（ＩＣＨガイドライン、ＧＣＰ（Ｅ６）§１
．２）。
【０１０５】
　重篤有害事象（ＳＡＥ）は「下記の結果のいずれかを結果として生じる、任意の用量に
て起こる任意の有害な医薬事象：死亡、生命の危険のある有害な医薬事象、患者入院また
は既入院の延長、持続性のまたは著しい身体障害／無能力、または先天異常／先天性欠損
である。結果として死亡を生じない、生命の危険のある、または入院を必要としうる重要
な医学的事象は、適当な医学的判断に基づき、患者または被験者を危険にさらしうるおよ
びこの定義に列挙された結果のうちの一つを防ぐために医学的または外科的介入を必要と
しうる場合に、重篤薬物有害事象と考えることができる。そのような医学的事象の例は、
救急処置室または家庭で集中治療を必要とするアレルギー性気管支けいれん、結果として
入院を生じない血液疾患またはけいれん、または薬物依存または薬物乱用の発生を含む。
」（２１ＣＦＲＣｈ．Ｉ、[ｓｅｃｔｉｏｎ］３１２．３２（ａ））。
【０１０６】
　予測できない有害事象（ＵＡＥ）は「特異性または重症度が現行の治験薬概要書と整合
しない；または、治験薬概要書が必要でないかまたは利用できない場合、特異性または重
症度が、一般治験計画または修正された現行の用法の別の５ヶ所に記載されるリスク情報
に合致しない、任意の薬物有害事象」である（２１ ＣＦＲ Ｃｈ．Ｉ，§３１２．３２（
ａ））。
【０１０７】
　試験は標準的な臨床手順にしたがって実施され、および患者の参加または除外の判定基
準は次の通りである：
　患者の選択基準：
　１．参加者は病歴および健康診断による判定で健常である。  
　２．参加者はワクチン接種の時点で少なくとも１１歳であるがしかし１９歳未満である
。  
　３．親／保護者または参加者は、適用可能な場合、施設内審査委員会（ＩＲＢ）承認済
みインフォームドコンセントに署名している。  
　４．参加者は、適用可能な場合、施設内審査委員会（ＩＲＢ）承認済み同意書に署名し
ている。  
　患者の除外基準：
　１．重度の慢性疾患（すなわち心臓病、腎臓病、神経疾患、代謝疾患、リウマチ疾患な
ど）。  
　２．判明している免疫機能の障害またはその疑い。  
　３．最近７２時間以内の発熱を伴うかまたは伴わない急性疾患、または選択時点での口
腔温＞３８℃（１００．４°Ｆ）。  
　４．記録された侵襲性髄膜炎菌性疾患または以前の髄膜炎菌ワクチン接種の履歴。  
　５．免疫グロブリン、他の血液製剤の最近３ヶ月以内、または経口または注射副腎皮質
ステロイドまたは他の免疫調節療法の、試験ワクチンの６週間以内の投与。経口ステロイ
ドの継続期間７日未満の逓減投与スケジュールを受けた人は、参加前２週間以内にコース
１回より多く投与されていない限り、治験に参加しうる。  
　６．ワクチン接種の７２時間前以内の抗生物質治療。  
　７．本試験が追加のワクチン接種を注記する場合を除いて、参加前２８日間に任意のワ
クチンを投与されているか、または参加後２８日間に任意のワクチン接種が予定されてい
る。  
　８．ワクチン成分のいずれかに対する判明している過敏性またはその疑い。  
　９．試験の全期間にわたって参加できないかまたは予定来診に来られないかまたは試験
手順に従うことができない。  
　１０．別の臨床試験に参加している。  
　１１．治験担当医師の評価で、参加者に健康リスクをもたらすかまたはワクチンの評価
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　１２．女性では、ワクチン接種の時点での妊娠陽性または尿妊娠検査での疑い。
【０１０８】
実施例１０試験Ａ－用量試験
　試験Ａは、ＴｅｔｒａＭｅｎＤワクチンの３種類の用量レベルの、３つの年齢群の参加
者に投与される、非盲検オープンラベル用量増大試験である。健常成人（１８から５５歳
）９０名がステージＩに参加し、およびＴｅｔｒａＭｅｎＤワクチンの単回注射を受けた
。健常小児（１２から２２ヶ月齢）３０名がステージＩＩに参加し、およびＴｅｔｒａＭ
ｅｎＤワクチンの単回用量レベルの注射２回を受けた。健常乳児（６から１２週齢）９０
名がステージＩＩＩに参加し、およびＴｅｔｒａＭｅｎＤワクチンの単回用量レベルの注
射３回を受けた。
【０１０９】
　ステージＩ　１８から５５歳の成人における用量試験
　この臨床試験は、ＴｅｔｒａＭｅｎＤワクチンの３種類の用量レベルの、３つの年齢群
の参加者に投与される、非盲検オープンラベル用量増大試験である。ステージ１では、健
常成人（１８から５５歳）９０名がＴｅｔｒａＭｅｎＤワクチンの単回注射を受ける。
【０１１０】
　成人参加者について、血清学的分析のための血清標本は、ＴｅｔｒａＭｅｎＤ投与前の
ベースライン（０日目）に、およびＴｅｔｒａＭｅｎＤ投与後の２８日目に得られる。す
べての利用可能な標本を、髄膜炎菌多糖血清群Ａ、Ｃ、Ｙ、およびＷ－１３５に対するＳ
ＢＡについて、およびこれらの同じ血清群に対するＩｇＧ抗体に対するＥＬＩＳＡによっ
て分析する。すべての血清群についてのＳＢＡおよびＩｇＧ ＥＬＩＳＡ知見が下記に要
約される。一つの主要な免疫原性エンドポイントは、ベースラインからの４倍を超える上
昇を有する患者の割合である。ベースラインＳＢＡ力価がＳＢＡにおいて４より大の上昇
倍数の割合に対してどのような作用を有するかを決定するために、部分集団分析を、各特
定抗原についてのベースライン力価が１：６４未満である成人、およびその特定抗原につ
いてのベースライン力価が少なくとも１：６４である成人について実施する。
【０１１１】
　ＴｅｔｒａＭｅｎＤの安全性プロファイルは、Ｍｅｎｏｍｕｎｅ（登録商標）のものと
同等である。この試験の結果は下記の表に要約される。
【０１１２】
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　表A－５は、投与量、患者の年齢および血清群によるGMTを表している：
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【０１１３】
　12ヶ月から22ヶ月の幼児における第II期試験
　本臨床試験は、3つの年齢群に分けた協力者に対し、3段階の投与量レベルのTetraMenD
ワクチンについて、盲検ではなく、ラベルを明らかにして行った増量試験である。第II期
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試験においては、30人の健康な小児（12～22ヶ月）にTetraMenDワクチンを2回注射した。
【０１１４】
　幼児協力者に対しては、血清学的分析用の血清サンプルは、3つの時点で採取した：Tet
raMenDの1回目接種前のベースライン（0日目）、開始60日目（1回目の接種から60日後で
あり、2回目接種の直前）、および開始90日目（２回目接種から30日後）。分析可能なす
べての検体について、髄膜炎菌血清群A、C、YおよびW-135に対するSBAに関して、ならび
にこれらの血清群に対するIgG抗体についてELISA法により、分析した。結果は以下の表に
まとめている：
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【０１１５】
　表１１は、投与量、患者の年齢および血清群によってGMTをまとめたものである：
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【０１１６】
　第III期試験：乳児における投与量試験
　本臨床試験は、3つの年齢群に分けた協力者に対し、3段階の投与量レベルのTetraMenD
ワクチンについて、盲検ではなく、ラベルを明らかにして行った増量試験である。第III
期試験においては、90人の健康な乳児（6～12週）にTetraMenDワクチンを3回注射した。
【０１１７】
　乳児協力者には、月齢2ヶ月時（1回目接種）、月齢4ヶ月時（2回目接種）および月齢6
ヶ月時（3回目接種）にTetraMenDを注射した。血清学的分析用の血清サンプルは、2つの
時点で採取した：月齢6ヶ月時（2回目接種から2ヶ月後）、および月齢7ヶ月時（3回目接
種から1ヶ月後）。分析可能なすべての検体について、髄膜炎菌血清群A、C、YおよびW-13
5に対するSBAに関して、ならびにこれらの血清群に対するIgG抗体についてELISA法により
、分析した。すべての血清群に関するSBAおよびIgG ELISAの結果を以下にまとめている。
結果は以下の表にまとめている：
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【０１１８】
　表A－16は、投与量、患者の年齢および血清群によってGMTをまとめたものである：
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　乳児においてTetraMenDと同時投与される小児科用ワクチン
　現在、乳児は、最新ACIP勧告および地域の開業医により、定期的に小児科用ワクチンの
接種を受けている。本試験においては、乳児に、小児科用ワクチンとともにTetraMenDを
投与した。DTacP（Tripedia（登録商標））およびHib（Act HIB（登録商標））は、月齢2
、4および6ヶ月時に接種した。IPVまたはOPVのいずれでも投与できる：IPVは、TetraMenD
の1回目および2回目の注射（月齢2ヶ月時および4ヶ月時）とともに投与した。B型肝炎ワ
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クチンは地域の開業医ごとに投与した；B型肝炎ワクチンは、一部の協力者に対しては月
齢2ヶ月時に投与したが、月齢4ヶ月時または6ヶ月時においては、投与しなかった。乳児
段階の本試験の実施中には、RotaShield（登録商標）が認可され、通常使用に関してACIP
勧告を受けた。本試験実施下において、1人の協力者については、月齢4ヶ月時および6ヶ
月時にRotaShieldを投与した。
【０１１９】
　定期的に投与した小児科用ワクチン抗原に対する抗体応答は、月齢6ヶ月時および7ヶ月
時に評価した。結果は別異の表にまとめている。
【０１２０】
　本試験に協力した乳児は、月齢2、４および6ヶ月時にDTacPおよびPRPのワクチン接種を
受け、これらのワクチンの3回目の接種から1ヶ月後の月齢7ヶ月時に採血を行った。これ
らのワクチン抗原（ジフテリア、破傷風、百日咳FHA、百日咳PTおよびPRP）の各々に関し
ては、TetraMenDの3つの投与量群間で、観察された抗体レベルに統計的有意差は認められ
なかった（すべてp値＞0.05）（表A－17参照）。
【０１２１】
　本試験の状況においては、IPVは、月齢2ヶ月時および4ヶ月時に投与した。2回目のIPV
投与から3ヶ月後の月齢7ヶ月時に採血を行った。ポリオ1型およびポリオ2型に関しては、
TetraMenDの3つの投与量群間で、観察されたGMTは、NA≧1：4の集団とNA≧1：8　の集団
との間に統計的有意差は認められなかった（すべてp値＞0.05）。NA≧1：8 の集団の場合
には、TetraMenDの3つの投与量群間すべてにおいて、少なくとも95.0％がポリオ1型およ
びポリオ2型に対して防御を示した。ポリオ3型に関しては、1μg、4μgおよび10μgにお
けるGMTは、それぞれ、562.7、164.0および113.3であった。ポリオ3型のGMTの群間差は統
計的に有意であった（p＝0.001、ANOVA）。しかしながら、TetraMenDの3つの投与量群の
すべてにおいて、NA≧1：8 の集団は、ポリオ3型に対して防御を示した（それぞれ、100.
0％（22／22）、100.0％（21／21）、および94.1％（16／17））。これらの集団について
は統計的に有意差はない（p＝0.283、フィッシャーの正確検定（Fisher's exact test）
）。さらに、本試験に使用したIPVワクチン接種スケジュールである月齢2ヶ月および4ヶ
月時に行ったIPVの2回の投与後、3つのポリオ血清群に対して観察されたGMTは、文献値の
範囲内であった。
【０１２２】
　月齢7ヶ月時の採血は、最終のB型肝炎ワクチン接種から5ヶ月後に行った。GMTによるB
型肝炎表面抗体の観察レベルと≧10mIU/mlの集団は、TetraMenDの3つの投与量群間で統計
的有意差を示さなかった（両者ともp値は≧0.649）。注目すべき点は、本試験においては
、月齢6ヶ月時の来院においてB型肝炎ワクチン接種を受けた乳児はいないことである（月
齢6ヶ月時というのは、B型肝炎ワクチンの3回目の接種時期として推奨されている時期の
うち、最も早期である）。このことにより、B型肝炎表面抗体価が≧10mIU/mlであった月
齢7ヶ月の乳児の集団は、該ワクチンの初回投与後に観察された検出可能な抗体について
の文献記載範囲と一致するが、完全に3回のワクチン接種が終わった後に期待される防御
抗体レベルよりも低かったことの説明がつく。本試験の結果は、以下の表にまとめている
：
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【０１２３】
実施例１１：試験B－2～10歳の小児における１ヶ月および6ヶ月試験
　本試験は、年齢2～10歳の健康な小児におけるランダムな活性制御試験であり、TetraMe
nD単回投与とMenomuneの単回投与とを比較した。血液検体は、ワクチン接種前の0日目、
接種後28日目、および6ヶ月目に採取した。TetraMenDの全般的な安全性は、Menomuneと同
等であった。本試験の結果は以下の表にまとめている。
【０１２４】
　SBA-BR抗体価の分布
　表B－1は、各血清群におけるベースライン、接種後28日目および6ヶ月目のSBA-BR抗体
価の度数分布を示す：
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【０１２５】
　表B－2は、TetraMenDに関し、対象の年齢および血清群による幾何平均力価（GMT）をま
とめたものである：
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【０１２６】
　表B－3は、血清群A、C、YおよびW-135に対し、ベースラインから接種後28日目の間にSB
A-BR抗体価が4倍以上上昇した協力者の数および割合を示したものである。各血清群にお
いて、これらの％は、Menomune群よりもTetraMenD群の方が高かった。割合の差異は、血
清群A、C、YおよびW-135について、それぞれ、－0.0397、－0.0452、－0.1092および－0.
0562であった：
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【０１２７】
　ワクチン接種後28日目において、SBA抗体価が32以上であった協力者の割合については
、表B－3にまとめている：

【０１２８】
　ワクチン接種後28日目において、SBA抗体価が128以上であった協力者の割合については
、表B－４にまとめている：
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【０１２９】
　SBA-BR抗体価が少なくとも4倍上昇した協力者の割合
　表B－5は接種与後28日目および6ヶ月目のSBA抗体価が4倍以上上昇した協力者の割合を
示している。TetraMenDを接種後28日目から56日目においては、大多数の協力者で、ワク
チンに含有されている各血清群に対して、SBA-BR抗体価が4倍以上上昇した：
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【０１３０】
　0日目に力価が検出されず（8未満）、接種後28日目にSBA-BR抗体価が4倍以上上昇した
協力者の割合
　両方のワクチン処置群およびすべてのワクチン血清群において、ベースラインではSBA-
BR抗体価が検出できなかった（8未満）大多数の協力者は、接種後28日目にはSBA力価が4
倍以上上昇した（表B－6）。0日目にSBA-BR抗体価が8未満であって、ベースラインから28
日目の間に4倍以上上昇した協力者の割合は、TetraMenD接種群では86.21～98.57％、Meno
mune接種群では75.00～94.64％であった：
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【０１３１】
　SBA-BR抗体のGMTおよび上昇の平均
　表B－7は、ベースライン、ならびにワクチン接種後28日目および6ヶ月目のSBA　GMT、
さらに、SBA GMTの上昇を示している：
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【０１３２】
　血清群A、C、W-135およびYに関するELISA IgG
　表B－8は、ベースライン、ならびにワクチン接種後28日目および6ヶ月目のIgG GMCおよ
びIgG GMCの上昇を示している：
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【０１３３】
　試験ワクチンであるTetraMenDを接種してから28～56日後には、大多数の協力者におい
て、ワクチンに含まれている各血清群に対してSBA-BR抗体価が4倍以上上昇した。全体と
しては、TetraMenDを接種されたうちの77％は、すべての血清群にわたって抗体価が4倍以
上上昇した。血清群Yについては、CもしくはW-135よりもワクチン接種前の抗体レベルが
高かった。このことは、この年齢層における血清群Yに対する自然暴露がこれまで考えら
れていたよりも一般的に生じていることと関係があると考えられる。循環抗体レベルの高
さは、最近、自然暴露したことを反映しており、4倍以上の抗体応答を示すワクチン接種
者の割合が低下した。このことは、血清群Yを他の血清群と比較した場合にはっきりと現
れる。血清群Yで4倍以上の上昇を示した協力者は56.6％であったのに対し、血清群Cでは7
3.4％、血清群Aでは87.7％、および血清群W-135では91.0％であった。ワクチン接種前の
抗体レベルは血清群Aでも高かった。このことは、天然に存在する数種の交差反応抗原に
長時間にわたって間欠的に暴露された結果だと考えられる。
【０１３４】
　既存の力価の影響をさらに評価し、セロコンバージョンの速度（投与前において任意の
血清群に対する力価が＜1：8である場合に、抗体価の上昇が4倍以上に達した協力者の割
合によって定義される）を研究することを目的として、ワクチンに含まれている4つの血
清群のうちの任意のひとつに対するワクチン接種前の抗体価が＜1：8である協力者に関し
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、個別に分析を行った。補体源として仔ウサギを用いたSBAアッセイによる力価が＜1：8
であるということは、循環抗体レベルが検出不能だと考えられる。この分類を用いて協力
者を評価したところ、TetraMenDワクチン接種後のセロコンバージョンの割合は、血清群A
については98.6％、血清群Cについては87.9％、血清群W-135については96.0％、および血
清群Yについては86.2％であった。
【０１３５】
　軍の新兵における知見に基づき、ゴールドシュナイダー（Goldschneider）は、ヒト補
体源を用いたSBAアッセイによって示された≧1：4という最少力価は、血清群Cに対する侵
襲性疾患からの防御と相関していたと提唱している。しかしながら、アッセイの標準化の
必要性、およびヒト補体の信頼性のある供給源の欠如から、代替補体供給源として仔ウサ
ギ補体が提案されている。髄膜炎菌は、ヒト補体よりも仔ウサギ補体に対して感受性が高
いと考えられることから、測定された抗体価は高くなる。一部の研究者は、ウサギ補体を
用いて得られた≧1：128という力価では防御が予測され、＜1：8という力価では、少なく
とも血清群Cに対して感受性が予測されると示唆している。多糖類ワクチンを評価する場
合にはこのレベルは適切と考えられるが、コンジュゲートワクチンには適用できない可能
性がある。この考えを借用すると、ワクチン接種後のSBA抗体価が8～64を示す対象に、1
価Cコンジュゲートワクチンを接種した場合には、数ヶ月後に減量（10μg）髄膜炎菌多糖
類ワクチンを用いて記憶応答試験を行ったときに、これらの対象も防御されていることが
示され、抗体レベルは≧1：128に達していた。TetraMenDワクチンの接種を受け、各血清
群に対するSBA-BR抗体価が≧1：128であった対象に関する結果を表に示している。これら
の分類をワクチンに含まれている各血清群に適用した場合には、全体としては、TetraMen
Dワクチンの接種を受けた協力者の96.2％においてワクチン接種後のSBASBA-BR抗体価が≧
1：32に達し、90.5％においては、力価が≧1：128に達した。本臨床試験の血清の一部を
用い、仔ウサギ補体を用いたSBAアッセイとヒト補体を用いたアッセイとの間の相関を評
価し、結果は次の試験において示した。
【０１３６】
　総IgG応答は、血清群C、YおよびW-135に対しては、TetraMenDを接種した群よりも、Men
omune接種群の方が顕著に高かった。しかしながら、血清群A、C、YおよびW-135に対する
ワクチン接種後のSBA GMTレベルは、TetraMenD接種群の方が顕著に高かった。
【０１３７】
　表B－9は、血清群によるGMC対GMT力価の比較を示したものである：

【０１３８】
　コンジュゲートによって得られた低レベルのIgGは、多糖類ワクチンよりも高いレベル
の殺菌活性を示したという知見から、コンジュゲートワクチンに対する抗体応答の質およ
び親和性は、非コンジュゲート多糖類ワクチンによって得られたそれらよりも優れている
ことが強く示唆される。親和性の高い抗体は、機能活性および記憶応答と関連がある。こ
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の効果は、いくつかの既出研究においても観察されている。これらのデータから、TetraM
enDは、2～10歳の小児においては免疫原性が高く、TetraMenD群において観察されたGMTは
、4つの血清群それぞれについて、Menomune群において観察されたそれらよりも優れてお
り、到達した力価から防御が予測された。最後に、ワクチンに含まれている各血清群につ
いて、TetraMenDはより高い親和性抗体応答を呈すると考えられる。
【０１３９】
　安全性については、試験中、4時点でモニターした：即時応答（ワクチン接種後30分以
内）、ワクチン接種後7日以内に誘起された局所および全身性反応、ワクチン接種後28日
目までに生じたすべての副作用および持続性のAE（0～28日目）、ならびにワクチン接種
後0日目から6ヶ月目までに生じた重篤な副作用について報告した。
【０１４０】
　すべての協力者について、両処置群ともに、ほとんどの局所反応は、緩和なものであり
、ワクチン接種から3日以内に解消したと報告されている。局所反応の出現頻度は、各処
置群でほぼ同等であった。TetraMenDを接種されて群においては、58.8％で少なくともひ
とつの局所反応が報告されているが、Menomune接種群では58.3％であった。さらに、1価
のC CRM197コンジュゲートワクチンを青年に筋肉内投与したところ、局所反応率は、本試
験においてTetraMenDについて観察されたそれと非常に近似していた。
【０１４１】
　報告されているAEの大多数は重篤ではなく、一過性であり、ワクチン接種とは無関係で
あった。本試験においては、気管支喘息、糖尿病または自己免疫正疾患の新規発症は報告
されていない。
【０１４２】
実施例12：試験C－11～18歳の小児における１ヶ月試験
　試験Cは、11～18歳の健康な小児に対し、0日目にTetraMenDを1回投与した場合とMenomu
neを1回投与した場合の無作為化活性対照試験である。血清は、ワクチン接種前である0日
目、および接種後28日目に採取して分析し、患者由来の血清のサブセットについて、結果
に記載しているようにさらに評価を行った。
【０１４３】
　すべての協力者において、両処置群で誘起された局所反応のほとんどは、緩和であり、
ワクチン接種から2日以内に解消したと報告されている。局所反応の出現頻度は、Menomun
e接種群（34.7％）よりもTetraMenD接種群（72.4％）の方が高かった。この結果は、投与
経路（筋肉内投与）によるものというより寧ろコンジュゲートワクチン（ジフテリアキャ
リヤータンパク質）の性質によるものと考えられる。本試験の結果を以下の表にまとめて
いる。
【０１４４】
　表C－1は、各血清群について、ベースラインおよび接種後28日目のSBA-BR抗体価の度数
分布を示している：
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【０１４５】
　表C－2は、TetraMenDに関し、対象の年齢および血清群によってGMTレベルをまとめたも
のである：
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【０１４６】
　表C－3は、血清群A、C、YおよびW-135について、ベースラインから接種後28日目の間の
SBA-BR抗体価の上昇が4倍以上であった協力者の数および％を示している。各血清群にお
いて、これらの割合は、Menomune投与群よりもTetraMenD投与群の方が高かった：

【０１４７】
　SBA-BR抗体価が32以上になる頻度
　ワクチン接種後28日目におけるSBA-BR抗体価が32以上であった協力者の割合を表C－4に
まとめた：
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【０１４８】
　SBA-BR抗体価が128以上になる頻度
　ワクチン接種後28日目におけるSBA-BR抗体価が128以上であった協力者の割合を表C－5
にまとめた：

【０１４９】
　SBA-BR抗体価が4倍以上上昇した協力者の割合
　表C－6は、28日目におけるSBA抗体価の上昇がベースラインの4倍以上であった患者の割
合を示している：
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【０１５０】
　SBA-BR抗体価が0日目には検出できず（＜8）、28日目には4倍以上上昇していた協力者
の割合
　両処置群およびすべてのワクチン血清群において、ベースラインではSBA力価が検出で
きなかった大多数の協力者で、28日目にはSBA力価が4倍以上上昇した。0日目のSBA-BR抗
体価が＜8であって、28日目におけるベースラインからの上昇が4倍以上であった協力者の
割合は、98.17％～100％であった（表C－7）：

【０１５１】
　SBA-BR抗体GMTおよび上昇倍率の平均
　表C－8は、ベースラインおよびワクチン接種後28日目におけるSBA GMT、ならびにSBA G
MTの上昇倍率を示す：
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【０１５２】
　血清群A、C、W-135およびYに対するELISA IgG
　表C－9は、ベースラインおよびワクチン接種後28日目におけるIgG GMC（μg／ml）、な
らびにIgG GMCの上昇倍率を示す：
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【０１５３】
　血清群A、C、W-135およびYに対するELISA IgM
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【０１５４】
　試験ワクチンであるTetraMenDの接種後28～56日の間に、大多数の協力者は、ワクチン
に含まれている各血清群に対するSBA-BR抗体価が4倍以上上昇した。全体としては、Tetra
MenDを接種した協力者の90.7％は、すべての血清群に対して抗体価が4倍以上上昇した。
血清群Yに対しては、血清群CもしくはW-135よりもワクチン接種前の抗体レベルが高かっ
た。このことは、血清群Yが、アメリカ合衆国のこの年齢層における侵襲性髄膜炎に関与
している最も一般的な血清群であるという事実と関連があると思われ、この血清群に対す
る自然暴露が日常的に起こっていると考えられる。循環抗体レベルが高いということは、
自然暴露があったことを反映しており、4倍以上上昇の抗体応答を示すワクチン協力者の
割合が低下することになる。この現象は、他の血清群と比較した場合に、血清群Yの応答
に現れている。4倍上昇は、血清群Yについては81.8％であったのに対し、血清群Cでは91.
7％、およびW-135では96.7％であった。接種前の抗体レベルの高さは血清群Aでも観察さ
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れた。これは、天然に存在する数種の交差反応抗原に長期間間欠的に暴露された結果だと
考えられる。
【０１５５】
　試験前から存在していた力価による影響をさらに評価し、セロコンバージョン率（任意
の血清群に対するワクチン接種前の力価が＜1：8である場合に、抗体価が4倍以上上昇し
たワクチン接種者の割合によって定義される）を調査することを目的として、ワクチンに
含まれている4つの血清群のうちのひとつに対する抗体価がワクチン接種前に＜1：8であ
った協力者について、個別の分析を行った。補体源として仔ウサギを用いたSBAアッセイ
による力価が＜1：8であるということは、循環抗体のレベルは検出不可であることを示し
ていると考えられる。この分類を用いて協力者を評価した場合、TetraMenD接種後の血清
群Aに対するセロコンバージョン率は100％、血清群Cに対しては98.1％、血清群W-135に対
しては98.1％、および血清群Yに対しては98.3％であった。
【０１５６】
　別の試験の項で述べたように、ゴールドシュナイダー（Goldschneider）は、ヒト補体
源を用いたSBAアッセイによる最小力価である≧1：4は、軍の新兵における知見に基づき
、血清群Cに対する侵襲性疾患からの防御と相関していたと提唱している。しかしながら
、アッセイの標準化の必要性およびヒト補体の信頼できる供給源がないことから、仔ウサ
ギ補体が代替供給源として示されている。髄膜炎菌は、ヒト補体よりも仔ウサギ補体に対
して感受性が高いと考えられることから、測定された抗体価は高めである。ウサギ補体ア
ッセイを用いて得られた≧1：128という力価は、防御が予測されるが、＜1：8という力価
は、少なくとも血清群Cに対して感受性であることが予測されると記している研究者もい
る。多糖類ワクチンの評価にはこのレベルは適切であるが、コンジュゲートワクチンに対
しては不適切である可能性がある。これらの提案を借用し、1価Cコンジュゲートワクチン
の接種を受け、接種後のSBA力価が8～64を示した対象において、該接種から数ヶ月後に減
量（10μg）髄膜炎菌多糖類ワクチンを用いて行った記憶応答の発現から、それらの対象
も防御されており、抗体レベルは≧1：128に達していたことが示された。TetraMenDワク
チンの接種を受け、各血清群に対するSBA-BR抗体価が≧1：128であった対象に関する結果
を表にまとめている。これらの分類をワクチンに含まれている各血清群に適用すると、全
体として、TetraMenDワクチンの接種を受けた協力者の99.2％において、ワクチン投与後
のSBA-BR抗体価が≧1：128に達した。
【０１５７】
　標準的なELISAアッセイを用い、協力者の一部について、IgGおよびIgM応答を評価した
。ワクチン接種後は、TetraMenDワクチンの接種を受けた協力者のIgG抗体平均レベルは、
各血清群に対して＞2μgであった。IgM応答は、処置した両腕の各血清群に対して非常に
類似していた。IgG応答は、一般的に、血清群C、YおよびW-135については、TetraMenD接
種群よりもMenomune接種群の方が高かった。しかしながら、血清群C、YおよびW-135に対
するワクチン接種後のSBA GMTレベルは、表C－11に示すように、各処理群において非常に
類似していた：
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【０１５８】
　コンジュゲートワクチンによって産生された低レベルのIgGが、多糖類ワクチンと同等
レベルの殺菌活性を発揮したという知見から、コンジュゲートワクチンに対する抗体応答
の質および親和性は、多糖類ワクチンによって得られるそれらよりも優れていることが強
く示唆された。機能活性および記憶応答に関与しているのは、高親和性抗体である。この
効果は、いくつかの既出文献においても観察されている。
【０１５９】
　これらのデータは、青年においては、TetraMenDの免疫原性が高いことを示すものであ
る。基本的には、GMTは、両ワクチンの4つの血清群に対して同等であり、到達力価から防
御が予測され、さらに、TetraMenDは、ワクチンに含まれている各血清群に対して高親和
性抗体を産生すると考えられる。
【０１６０】
　試験D
　試験Dは、18～55歳の健康な成人に対し、0日目にTetraMenDを1回投与した場合とMenomu
neを1回投与した場合の無作為化活性対照試験である。血清は、ワクチン接種前である0日
目、および接種後28日目に採取して分析した。
【０１６１】
　一般的に、TetraMenDの安全性プロファイルは、Menomuneのそれと同程度であり、特に
、Menomuneについて報告されている、誘起された局所反応（0～7日目）、誘起された全身
反応（0日目以降）、誘起されていない副作用（0～28日目）、誘起されていない顕著な副
作用およびSAE（29日～6ヶ月目）、重篤な副作用（0日～6ヶ月目）はすべて2～3％以内で
ある。試験結果は以下の表にまとめている。
【０１６２】
　SBA-BR抗体価の分布
　表D－1は、各血清群に対するベースラインおよび28日目のSBA-BR抗体価の度数分布を示
す：
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【０１６３】
　表D－2は、TetraMenDについて、対象の年齢および血清群により、幾何平均力価（GMT）
をまとめたものである：
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【０１６４】
　表D－3は、血清群A、C、YおよびW-135に対し、ベースラインから28日目のSBA-BR抗体価
の上昇が4倍以上であった協力者の数および割合を示している。TetraMenD接種群における
数および割合は、血清群Aについては1028／1278（80.4％）；血清群Cについては1131／12
78（88.5％）、血清群Yについては941／1278（73.6％）および血清群W-135については114
2／1278（89.4％）であり、Menomune投与群のそれと同等（血清群Aについては929／1099
（84.5％）、血清群Cについては985／1099（89.6％）、血清群Yについては872／1099（79
.3％）、および血清群W-135については1036／1099（94.3％））であった：
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【０１６５】
　SBA-BR抗体価が32以上に達する頻度
　ワクチン接種後28日目にSBA-BR抗体価が32以上に達した協力者の割合を表D－4にまとめ
た：
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【０１６６】
　SBA-BR抗体価が128以上に達する頻度
　ワクチン接種後28日目にSBA-BR抗体価が128以上に達した協力者の割合を表D－5にまと
めた：
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【０１６７】
　　SBA-BR抗体価が少なくとも4倍以上上昇した協力者の割合
　表D－7は、ワクチン接種後28日目にSBA-BR抗体価がベースラインから4倍以上上昇した
協力者の集団を示している：



(93) JP 2012-140457 A 2012.7.26

10

20

30

40

【０１６８】
　0日目の力価が検出できず（＜8）、28日目にSBA-BR抗体価が4倍以上上昇した協力者の
割合
　表D－8は、0日目の力価が検出できず（＜8）、28日目にSBA-BR抗体価が4倍以上上昇し
た協力者の割合を示している。両処置群において、およびワクチンに含まれているすべて
の血清群に対し、ベースラインではSBA力価が検出されなかった（＜8）協力者の大多数に
おいて、28日目のSBA力価上昇は4倍以上に達した。0日目のSBA力価が＜8であって、28日
目にベースラインの4倍以上上昇した協力者の割合は、TetraMenD接種群では90.7～100.0
％、Menomune接種群では96.9～99.3％であった：

【０１６９】
　表D－9は、ベースラインおよびワクチン接種後28日目におけるSBA GMT、ならびにSBA G
MTの上昇倍数を示している：
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【０１７０】
　試験ワクチンであるTetraMenDを接種後28～56日目では、大多数の協力者において、ワ
クチンに含まれている各血清群に対し、SBA-BR抗体価が4倍以上上昇した。抗体価が4倍以
上上昇したTetraMenD被接種者の割合は、血清群A、C、YおよびW-135に対してそれぞれ、8
0.4％、88.5％、73.6％および89.4％であった。血清群Yについては、血清群CもしくはW-1
35よりもワクチン接種前の抗体レベルが高かった。このことは、現在、血清群Yが、アメ
リカ合衆国におけるこの年齢層での侵襲性髄膜炎疾患に最も普遍的に関与していることと
関係があり、該血清群への自然暴露が日常的に起こっているからである。循環抗体レベル
の高さは、最近生じた天然暴露を反映しており、抗体応答が4倍以上を示すワクチン接種
者の割合が低下する。他の血清群と比較した場合に、血清群Yについてはこのようなこと
が起こっていると考えられる。血清群Yに対する4倍上昇者率は73.6％であり、一方、血清
群Cに対しては88.5％、血清群W-135に対しては89.4％であった。ワクチン接種前に抗体レ
ベルが高い現象は、血清群Aに対しても観察された。このことは、天然に存在する数種の
交差反応抗原に長期間にわたって間欠的に暴露された結果である。
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【０１７１】
　既存の力価の影響をさらに評価し、セロコンバージョン率（投与前において任意の血清
群に対する力価が＜1：8である場合に、抗体価の上昇が4倍以上に達した協力者の割合に
よって定義される）を研究することを目的として、ワクチンに含まれている4つの血清群
のうちの任意のひとつに対するワクチン接種前の抗体価が＜1：8である協力者に関し、個
別に分析を行った。補体源として仔ウサギ抗体を用いたSBAアッセイにより、力価が＜1：
8であるということは、検出不能なレベルの循環抗体が存在することを示していると考え
られる。この分類を用いて協力者を評価したところ、TetraMenDワクチン接種後のセロコ
ンバージョン率は、血清群Aについては、100％、血清群Cについては、99.4％、血清群W-1
35については96.5％、および血清群Yについては90.7％であった。
【０１７２】
　本発明に従う別の試験においてもすでに述べたように、軍の新兵における知見に基づき
、ゴールドシュナイダー（Goldschneider）は、ヒト補体源を用いたSBAアッセイによって
示された≧1：4という最少力価は、血清群Cに対する侵襲性疾患からの防御と相関してい
ることを提唱している。代替補体供給源として仔ウサギ補体が提案されているが、髄膜炎
菌は、ヒト補体よりも仔ウサギ補体に対して感受性が高いと考えられることから、測定さ
れた抗体価は高くなる。ウサギ補体を用いて得られた≧1：128という力価では防御が予測
され、＜1：8という力価では、少なくとも血清群Cに対して感受性が予測されると提案し
ている研究者がいる。多糖類ワクチンを評価する場合にはこのレベルは適切と考えられる
が、コンジュゲートワクチンには適用できない可能性がある。この考えを借用し、ワクチ
ン接種後のSBA-BR抗体価が8～64倍を示す対象に、1価Cコンジュゲートワクチンを接種し
、数ヶ月後に減量（10μg）髄膜炎菌多糖類ワクチンを用いて記憶応答試験を行った場合
には、これらの対象も防御されていることが示され、抗体レベルは≧1：128に達していた
。これらの分類をワクチンに含まれている各血清群に適用した場合には、TetraMenDワク
チンの接種を受けた後にSBA-BR抗体価が≧1：128に達した協力者の割合は、血清群Aにつ
いては99.8％、血清群Cについては98.7％、血清群Yについては96.9％、および血清群W-13
5については97.1％であった。
【０１７３】
実施例13：試験E－10～18歳の小児におけるTdブースター試験
　本試験では、破傷風およびジフテリアのトキソイド（Td）のブースター応答に関して、
実験用4価髄膜炎菌ジフテリアコンジュゲートワクチンであるTetraMenDに続いてTdを接種
した群をTd＋プラセボを投与した群と比較した。比較は、それぞれの破傷風およびジフテ
リア力価において許容される応答を示した協力者の割合を求めることによって行った。許
容される応答とは、ワクチン接種後28日目において、ワクチン接種前の力価が低いとあら
かじめ判断された協力者については、ベースラインから少なくとも4倍上昇、ワクチン接
種前の力価が高いと判断された協力者については、ベースラインから少なくとも2倍上昇
と定義した。
【０１７４】
　Tdとともに投与した場合のTetraMenD中の血清群A、C、YおよびW-135に対する抗体応答
を、Tdワクチン接種から28日後にTetraMenDを投与した場合の応答と比較することを目的
として、各血清群の力価の上昇が少なくとも4倍であった協力者の割合を求めた。
【０１７５】
　これは、複数研究機関における無作為化変形二重盲検活性臨床試験であり、計1024人の
協力者を無作為に2つの処置群AおよびBに分けた：
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【０１７６】
　11～17歳の年齢層を選択し、通常の小児免疫化スケジュールの一環としてTdワクチンを
接種した。さらに、この年齢層は侵襲性髄膜炎の発症リスクが高いことが確認されており
、承認された髄膜炎菌コンジュゲートワクチンの接種対象として最もふさわしいと考えた
。安全性を適正に評価することを目的として、プラセボ対照を用いた変形二重盲検法を使
用した。初回来院時、ワクチン接種を行った看護士は接種物の内容を知っており、プロト
コルに従って各腕にワクチン接種を行った：右腕にTetraMenD（IM）またはプラセボ、左
腕にTd。二回目の来院時には、各処置群の左腕にワクチンを接種した。評価を行った看護
士は、条件を知らない状態で、局所および全身性反応、並びに副作用をモニターした。
【０１７７】
　血清学的検査用の血液検体（少なくとも5mlの全血）は、ワクチン接種前の0日目（ベー
スライン）および1回目のワクチン接種後28日目に採取した。3回目の採血は、2回目の来
院から28日後に行った。これらの各時点において、髄膜炎菌血清群A、C、YおよびW-135、
抗ジフテリア抗体ならびに抗破傷風抗体について血清をアッセイした。
【０１７８】
　TetraMenD被接種者の抗体機能の評価を目的として、ワクチンに含まれている各血清群
に対し、仔ウサギ補体（SBA-BR）を用い、すべての可能な検体をSBAに関してアッセイし
た。ひとつの免疫学的目標点は、各処置群中において、SBA-BR抗体価が4倍以上上昇した
協力者の比率である。抗ジフテリア抗体レベルは、被検血清がジフテリア毒素チャレンジ
からVero細胞を防御する能力によって測定した。抗破傷風抗体レベルは、間接酵素免疫測
定法（ELISA法）によって測定した。
【０１７９】
　本試験では、初期試験（試験C）でTetraMenDを1回投与した協力者内のGMTから求められ
た血清群A、C、YおよびW-135に対するTetraMenDの抗体応答を、Tdワクチン接種後28日目
にTetraMenDとTdとを同時に投与した患者における応答と比較した。
【０１８０】
　血清学的分析用の血清検体は、ワクチン接種前のベースライン（0日目）、ならびにワ
クチン接種後28日目（ウィンドウ：＋28日）および６ヶ月目に採取した。破傷風トキソイ
ドおよびジフテリアトキソイド（Td）のワクチンに対する抗体価は、ワクチン接種前およ
びワクチン接種後28日目に測定した。
【０１８１】
　髄膜炎菌血清群A、C、YおよびW-135に対するSBA-BR抗体価は、ワクチン接種前およびワ
クチン接種後28日目に入手できたすべての血清検体について測定した。全体としては、A
群およびB群の安全性プロファイルは同等であった。本試験の結果は以下の表にまとめて
いる。
【０１８２】
　表E－1は、対象の年齢および血清群によってGMTレベルをまとめている：
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　表E－2は、28日目に破傷風およびジフテリアの抗体が少なくとも4倍または2倍上昇した
協力者の数および比率を示している：
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【０１８４】
　血清群A、C、YおよびW-135に対する破傷風およびジフテリアの抗体価ならびにSBA抗体
価
　表E－2は、28日目に破傷風およびジフテリアの抗体が少なくとも4倍または2倍上昇した
協力者の数および比率を示している。比率の差は、破傷風については2.78、ジフテリアに
ついては－2.73であった：
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【０１８５】
　表E－3は、28日目に抗体価が少なくとも4倍上昇した協力者の数および比率を示してい
る：

【０１８６】
　表E－4は、ベースラインでジフテリアおよび破傷風の抗体価が高かった協力者の数、な
らびに、28日目に抗体価が2倍上昇した協力者の数および比率を示している：
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【０１８７】
　表E－5は、ベースラインでジフテリアおよび破傷風の抗体価が低かった協力者の数、な
らびに、28日目に抗体価が4倍上昇した協力者の数および比率を示している：

【０１８８】
　表E－6は、破傷風およびジフテリアのワクチンをTetraMenDまたはプラセボと共に投与
してから28日目において、破傷風およびジフテリアの抗体価が≧1.0IU/mlであった協力者
の数および比率を示している：

【０１８９】
　表E－7は、破傷風およびジフテリアのワクチンを接種（TetraMenDまたはプラセボと共
に投与）してから28日目における、破傷風およびジフテリアに対する幾何平均抗体価（GM
T）を示している：
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【０１９０】
　表E－8は、TetraMenDワクチン接種後28日目における、血清群A、C、YおよびW-135に対
するSBA-BRについての幾何平均抗体価（GMT）を示している：

【０１９１】
　表E－9は、Td＋TetraMenD、プラセボ群において、TetraMenDワクチン接種後28日目にお
ける、血清群A、C、YおよびW-135に対するSBA-BRについての幾何平均抗体価（GMT）、な
らびにMTA02試験から得られた対応する結果を示している。GMT比率は、血清群Aに対して
は0.48、血清群Cに対しては0.38、血清群Yに対しては0.34、および血清群W-135に対して
は0.39であった：

【０１９２】
　表E－10は、Td＋プラセボ、TetraMenD群において、TetraMenDワクチン接種後28日目に
おける、血清群A、C、YおよびW-135に対するSBA-BRについての幾何平均抗体価（GMT）、
ならびにMTA02試験から得られた対応する結果を示している。GMT比率は、血清群Aに対し
ては0.53、血清群Cに対しては0.90、血清群Yに対しては0.99、および血清群W-135に対し
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【０１９３】
　表E－11は、プロトコルごとの集団（Per-Protocol Population）において、血清群ごと
に0日目およびTetraMenDワクチン接種後28日目におけるSBA-BR抗体価の分布を示している
（SBA-BR抗体価は＜8～1024）。
【０１９４】
　表E－12は、プロトコルごとの集団（Per-Protocol Population）において、血清群ごと
に0日目およびTetraMenDワクチン接種後28日目におけるSBA-BR抗体価の分布を示している
（SBA-BR抗体価は2048～524288）：
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【０１９５】
　関連した試験を行い、MCV-4ワクチンの安全性および免疫原性の評価を行ったが、これ
は、健康な10～17歳の青年に対し、認可されたTdワクチンと共にMCV-4ワクチンを投与し
て行った。概説すると、複数研究施設での無作為試験において、健康な10～17歳（平均年
齢12.9歳）の集団に、TetraMenD（MCV-4）＋Tdを同時（n＝509）または1ヶ月の間隔をあ
けて別々の通院時に（n＝512）接種した。別々にまたは同時に投与した2つのワクチンに
対する安全性評価は、ワクチン接種後8日目および28日目に収集した。免疫応答について
は、ワクチン接種の4週間前および接種4週間後において、ジフテリアおよび破傷風の抗体
価、ならびに髄膜炎菌血清群に対する血清殺菌活性（SBA）によって評価した。Tdを単独
投与された対象に関する安全性プロファイルは、Td＋TetraMenDを接種された対象のそれ
と類似していた。破傷風またはジフテリアのトキソイドに対する免疫応答は、Td＋TetraM
enDの同時投与によって干渉されなかった。4つの血清群に対するSBA応答については、以
下の表E－14にまとめている：
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【０１９６】
　本試験は、TdとTetraMenDの同時投与は被検対象に対して安全かつ十分許容されること
を示している。TetraMenD＋Tdの同時投与は、破傷風およびジフテリアのトキソイドに対
する免疫応答に悪影響を及ぼさない。血清群C、YおよびW-135多糖類に対する免疫応答は
、MCV-4をTdと同時投与した場合に増強された。本試験において観察された免疫応答の増
強は驚くべきことであり、予期しなかったことであった。
【０１９７】
 実施例14：髄膜炎菌血清群C、W-135およびYに関し、仔ウサギ補体を用いた血清殺菌アッ
セイとヒト補体を用いたそれとの比較
　本試験においては、試験Aの第III期の試験で得られた血清サンプルのサブセットを用い
、血清群C、W-135およびYに関して、SBA-BR力価を用いて得られた結果とSBA-HC力価を用
いて得られたそれとを比較した。本試験に登録された対象は、2歳以上11歳未満であり、2
つのワクチン接種群のうちのひとつに無作為に割り振った。ベースライン（ワクチン接種
前）およびワクチン接種後28日目に、各対象から約5mlの全血を採取した。対象から採取
した血液検体は、採血から4時間以内に遠心分離した。凝塊から血清を取り出し、ラベル
を貼付した冷凍管に移し、温度管理冷凍庫中、－20℃以下で保存した。本報告中で分析に
使用したすべてのサンプルは、臨床試験に登録されている最初の対象に由来する血清と対
をなしており、計画されたすべての試験を遂行するのに十分な量があった。すべてのサン
プルは、4歳由来のひとつを除き、2歳および3歳の対象由来である。治療目的（intent-to
 -treat）に属する対象が2人いた。ひとりは、TetraMenDワクチン接種群（ワクチン接種
後28日目のサンプルを24日目に採取）であり、もうひとりはMenomuneワクチン接種群（ワ
クチン接種後28日目のサンプルを9日目に採取）である。
【０１９８】
　仔ウサギ補体（Pel-Freez（登録商標）、クリニカル・システムズ（Clinical Systems
）LLC、ウィスコンシン州ブラウンディア、製品コード31038）は、各血清群特異的アッセ
イにおける適正について事前スクリーニングが行われている。適正に関する基準としては
、事前に確認済みのウサギ補体のロットを用い、規定のセットの血清サンプル（2倍希釈
以内）に対して行うSBA-BR試験結果との一致などが挙げられる。標準血清および対照サン
プルについて、事前測定力価を一致させるための基準も用いた。ウサギ補体の2.5mlのア
リコートは、使用まで－70℃以下で保存した。いったん溶融したアリコートは使用するか
または廃棄した。
【０１９９】
　登録されている対象由来の血清は、ELISA法によって抗髄膜炎菌多糖類IgGおよびIgMの
レベルをスクリーニングし、さらに、機能抗体に対してSBA-BRを試験し、SBA-Hで使用す
るための補体源としての能力を確認した。ヒト補体源の選択用に確立された基準は次のよ
うなものである：(1)SBA-BRアッセイでアッセイした場合に、抗体が検出されない；(2)ア
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ッセイにおいて補体源として使用した場合に、内因性の殺菌活性を有しない；（3）負の
対照のパネル（レイ・ボロウ（Ray Borrow）博士により、独立した外部の研究所で行われ
た事前の試験で陰性結果がで出ている血清を使用）と共に補体源として使用した場合に、
挙動が許容できるさらに、(4)24個のサンプルからなるパネルでの再現性が許容できる。
各血清群特異的アッセイにおいて使用した外部補体源は、別異の対象由来である。ひとつ
以上の血清群に対して作用する補体源は見つからなかった。さらに、SBAアッセイに使用
した3つの補体源は、各血清群につき一人のドナーに由来していた。
【０２００】
　血清群C
　数人の対象から得た血清が、許容される低いELISA値を示し（IgGおよびIgMに対して0.5
μg/ml以下）、殺菌活性を示した。
【０２０１】
　血清群Y
　血清群YのSBA-Hに対する補体源は、採取プロトコルに登録されている対象から選択した
。補体源由来の血清は、ELISAにより、血清群YのIgGおよびIgM抗体のレベルが低いことが
示され、SBA-BRアッセイでは陰性であった。補体源由来の血清は、SBAに使用した場合に
内因性殺菌活性を示さなかった。
【０２０２】
　血清群W-135
　血清群W-135のSBA-Hに対する補体源は、採取プロトコルに登録されている対象から選択
した。補体源由来の血清は、ELISAにより、血清群W-135のIgGおよびIgM抗体のレベルが低
いことが示され、SBA-BRアッセイでは陰性であった。補体源由来の血清は、SBAに使用し
た場合に内因性殺菌活性を示さなかった。
【０２０３】
　血清殺菌アッセイ
　概説すると、髄膜炎菌血清群C、YおよびW-135の各株は、ジョージア州アトランタにあ
る疾病対策センター（Centers for Disease Control:CDC）から入手した。細菌の標的株
は、血清群C、YおよびW-135の有効種晶ロット（working seed lot）バイアルを用時融解
したものからアッセイ用に調製した。各バイアルの内容物をサイヤー－マーチンプレート
（Thayer-Martin plate）に画線し、それらを5％CO2下、37±0.5℃で一晩インキュベート
した。翌日、単離したコロニーを滅菌綿棒で集め、周囲温度に暖めた新しいサイヤー－マ
ーチンプレートプレートの全表面に接種した。プレートは、5％CO2下、37±0.5℃で4時間
インキュベートすることにより、細菌の増殖がコンフルエントに達して薄膜を形成し、こ
れらを滅菌綿棒で回収し、ダルベッコPBS＋0.1％デキストロース緩衝液に懸濁させて事前
に定めた吸光度（600nmにおける吸光度）にした。事前に定めた濃度の細菌を含む有効溶
液（working solution）は、ダルベッコPBS＋0.1％デキストロース緩衝液で調製し、周囲
温度に維持し、調製から30分以内に使用した。
【０２０４】
　被検サンプルを56℃、30分間熱処理し、内因性補体を不活化した。96ウェルのマイクロ
タイタープレートの全ウェルにダルベッコPBS＋0.1％デキストロース緩衝液を加え、次に
、被検血清サンプルを加えて横に2倍段階希釈を行い、ウェルの最後の2列のみは補体およ
び血清対照ウェル用に残した。各プレートの縦列には、補体列（11列目、血清－／補体＋
）および血清対照列（12列目）、血清＋／補体－）が存在する。
【０２０５】
　用時融解した補体は、有効濃度の細菌と混合し、該混合物をマイクロタイタープレート
の血清対照ウェル以外の全ウェルに加えた。補体を加えていない細菌を血清対照ウェルに
加えた。プレートにふたをし、プレート振とう機に1分間載せ、次に、37±0.5℃のCO2イ
ンキュベーターに移した。インキュベーション時間は、血清群Aのアッセイプレートにつ
いては90分、血清群C、YおよびW-135のアッセイプレートについては60分であった。イン
キュベーション後、50±1℃において、全ウェルに100μlのアガロースを気泡ができない
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ように注意して加えた。周囲温度で10分間、マイクロタイタープレートのふたを少し開け
て湿気がこもるのを防ぎ、その後、ふたを閉め、乾燥（湿度を加えない）5％CO2インキュ
ベーターに37±0.5℃、20±4時間入れた。インキュベーション後、ウェルあたりの細菌コ
ロニー数を計数した。補体対照ウェルのウェルあたりの平均コロニー数を計算し、2で割
ってT0における50％生存率を求めた。
【０２０６】
　未知の各血清の殺菌菌力価は、T0における50％生存率と比較して、細胞の50％以上が死
んでいた血清の最終希釈倍率の逆数として表される。SBA-BRのサンプルの出発希釈は1：8
希釈である。SBA-Hについては、元のアッセイで記載されていたように、出発希釈は1：4
に下げた。
【０２０７】
　本明細書に記載している血清群Aアッセイ用のSBA-BR法、標準化SBA法（Standardized S
BA procedure ）（CDC）、およびマンチェスター公衆衛生研究所髄膜炎菌参照ユニット（
Manchester Public Health Laboratory Services,Meningococcal Reference Unit）（英
国マンチェスター（PHLS））で実施されたSBA法の比較を表14-1に示す：

【０２０８】
　参照血清は、バイアル瓶入りの凍結乾燥粉末としてCDCのジョージ・カーローン（Georg
e Carlone）博士から供与され（CDCドナーR21654-3430107）、使用まで2～8℃で保存した
。必要があれば、バイアルに0.5mlの滅菌水を加え、100μlずつのアリコートに分けて－8
0～－40℃で保存した。これらの条件下で再構成した場合の参照血清の力価は、血清群A、
C、YおよびW-135用の標準化SBA-BR中で2倍希釈した場合に1：256±1であった。参照血清
サンプルは、試験実施日に用意したプレートのうちの別異の2枚を用いて試験した。
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【０２０９】
　血清群A、C、YおよびW-135用の血清群特異的ウサギ抗血清は、バイアル瓶入りの凍結乾
燥粉末としてディフコ（Difco）社から購入し、使用まで2～8℃で保存した。必要があれ
ば、バイアルに1mlの滅菌水を加え、SBAにおける品質管理サンプルとして使用するために
、50μlずつのアリコートに分けて－80～－40℃で保存した。
【０２１０】
　臨床血清サンプル中の髄膜炎菌血清群C、YおよびW-135に対する補体を介した抗多糖類
殺菌活性の決定のために本発明において提供された、仔ウサギ補体を用いた血清殺菌アッ
セイ（SBA-BR）の結果は、精度、希釈性（直線性）、特異性および検出限界に関して十分
確認された。SBA-Hアッセイ（血清群C用）は、同一セットの血清サンプルを用いて5日間
連続繰り返して実験し、アッセイの正確性を確立した。
【０２１１】
　SBA－BRの感度および特異性の計算
　SBA-BRによって得られた力価は、SBA-Hベンチマーク力価として1：4および1：8を用い
、真の陽性（TP）（および擬陽性（FP））ならびに真の陰性（TF）（および擬陰性（FN）
）に分類した。感度は、TP／（TP＋FN）として計算し、特異性は、TN／（TN＋FP）として
計算した。これらの計算結果はパーセントで表した。
【０２１２】
　SBA-BRとSBA-HのSBA力価分布の比較
　免疫前および免疫後28日目のSBA力価については、血清群Cは表1および表4に、血清群Y
は表2および表5に、血清群W-135は表3および表6に示している。以下の項に記載している
まとめは、2つの補体源（BRとH）に関して得られた結果を比較して免疫前後のSBA力価を
分析したものである。
【０２１３】
　血清群CのSBA力価分布
　101個の免疫前血清サンプルのうち、63個については、SBA-Hが＜1：4、およびSBA-BRが
＜1：8であったことから、陰性であった。免疫前サンプルのうちの27個は、SBA-Hでは陰
性（＜1：4）であったが、SBA-BRでは陽性（≧1：8）であった。＜1：8というSBA-BRカッ
トオフ力価を判断基準とした場合の擬陽性率は30％であった。擬陽性率は、SBA-BRカット
オフ力価を高くすると低下し、カットオフ力価が1：128の場合には20％以下、1：512の場
合には10％以下であった。SBA-Hで陽性（≧1：4）であった7個のサンプルは、SBA-BRでは
陰性であった（＜1：8）。
【０２１４】
　免疫後、48個のサンプルはSBA-Hで陰性であり、わずかに11個のサンプルがSBA-BRで陰
性であった。SBA-BRで陰性と判断された11個のサンプルのうち、3個はSBA-Hで陽性であっ
た。コンジュゲート接種群の51個の免疫後サンプルのうち、17個（32％）はSBA-Hで陰性
であったが、SBA-BRでは陽性であった（≧1：8）。多糖類接種群では、50個の免疫後サン
プルのうち、23個（46％）は、SBA-Hで陰性であったが、SBA-BRでは陽性であった（≧1：
8）。免疫後血清中の陽性応答に関しては、101個のサンプル中90個（89％）がSBA-BRで陽
性（≧1：8）であったが、SBA-H（≧1：4）では101個中53個（52％）にとどまった。2種
類のワクチン接種群に対して得られたSBA力価（BR対H）を比較した場合に、陽性応答率に
顕著な差があった。コンジュゲート接種群の51個のサンプルに関しては、51個のうちの33
個（65％）がSBA-H（≧1：4）およびSBA-BR（≧1：8）で陽性であった。SBA力価間（BR対
H）の一致度は、SBA-BR閾値が≧1：64以上の場合に向上した。多糖類接種群の50個の免疫
後サンプルにおいては、50個のうちの17個（34％）がSBA-H（≧1：4）およびSBA-BR（≧1
：8）で陽性であった。SBA力価間（BR対H）の一致度は、SBA-BR閾値が≧1：512以上の場
合に向上した。
【０２１５】
　血清群YのSBA力価分布
　血清群Cの免疫前血清とは異なり、血清群Yの免疫前サンプルでは、9個のみが、SBA-H力
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価＜1：4、およびSBA-BR力価＜1：8であったことから、陰性であった。61個の免疫前サン
プルのうち、52個がSBA-Hで陰性（＜1：4）であったが、SBA-BRでは陽性（≧1：8）であ
った。＜1：8というSBA-BRカットオフ力価を判断基準とした場合の擬陽性率は85％であっ
た。擬陽性率は、SBA-BRカットオフ力価を高くすると低下し、カットオフ力価が1：256の
場合には15％以下、1：512の場合には2％以下であった。SBA-Hで陽性（≧1：4）であった
2個のサンプルは、SBA-BRでは陰性であった（＜1：8）。
【０２１６】
　SBA-H力価が＜1：4であり、SBA-BR力価が＜1：8であるような免疫後血清サンプルはな
かった。SBA-Hでは陰性（＜1：4）だったが、SBA-BRでは陽性（≧1：8）であったサンプ
ルは19個あった。血清群Cについて記しているように、擬陽性率に差があった。コンジュ
ゲート接種群に関しては、48個のうちの5個（9％）がSBA-Hで陰性（＜1：4）であったが
、SBA-BRでは陽性であった。多糖類接種群に関しては、52個のうちの14個（27％）がSBA-
Hで陰性（＜1：4）であったが、SBA-BR（≧1：8）では陽性であった。
【０２１７】
　血清群Yに対する免疫後の陽性応答については、2つのSBA力価（BR対H）の間には、良好
な一致がみられた。計100個のサンプルに対し、免疫後サンプルの100個すべてにおいてSB
A-BR力価が≧1：8であり、100個のうちの81個においてSBA-H力価が≧1：4であった。血清
群Cに対するSBA応答に関して記しているように、コンジュゲート接種群から得られた2つ
のSBA力価（BR対H間では、）と多糖類接種群から得られた2つのSBA力価（BR対H）間より
も相関関係が良好であった。コンジュゲート接種群の48個の免疫後サンプルのうち、43個
（90％）はSBA-H（≧1：4）およびSBA-BR（≧1：8）で陽性であった。48個のサンプルの
うち、1個のみがSBA-BR力価が1：32以下であり、該サンプルは、SBA-Hでは陽性（≧1：4
）であった。多糖類接種群では、SBA力価間（BR対H）の一致は良好ではなかった。52個の
免疫後サンプルのうち、わずかに38個（73％）でSBA-H力価が≧1：4であり、かつSBA-BR
力価が≧1：8であった。多糖類接種群においては、SBA力価間（BR対H）の一致度は、SBA-
BR力価が≧1：128の場合に向上した。
【０２１８】
　血清群W-135のSBA力価分布
　血清群W-135については、100個のうち54個（54％）が陰性であり、このときの力価は、
SBA-Hが＜1：4であり、SBA-BRが＜1：8であった。免疫前サンプルについては、81個のう
ちの27個はSBA-Hで陰性（＜1：4）であったが、SBA-BRでは陽性（≧1：8）であった。＜1
：8というSBA-BRカットオフ力価を用いた擬陽性率は33％であった。擬陽性率はSBA-BRカ
ットオフ力価を高くすると低下し、カットオフ力価が1：128の場合には15％以下、1：256
の場合には5％以下であった。SBA-Hで陽性（≧1：4）であった11個のサンプルは、SBA-BR
では陰性であった（＜1：8）。
【０２１９】
　免疫後サンプルのうち3個は、SBA-Hで陰性（＜1：4）であり、かつSBA-BRで陰性（＜1
：8）であった。免疫後サンプルのうち39個については、SBA-Hで陰性（＜1：4）であった
が、SBA-BRでは陽性（≧1：8）であった。コンジュゲート接種群では、47個のサンプルの
うち11個（23％）においては、SBA-Hで陰性であったが、SBA-BRでは陽性であった。多糖
類接種群では、53個のサンプルのうち28個（53％）において、SBA-Hで陰性であったが、S
BA-BRでは陽性であった。
【０２２０】
　免疫後のSBA-BR力価とSBA-H力価との間の一致度は、血清群Cと同程度であったが、Yほ
ど良好ではなかった。血清群Cおよび血清群Yと同様に、2種類のワクチン接種群を比較し
た場合に、2つの力価間（BR対H）の一致度に顕著な差があった。2つのSBA力価間（BR対H
）の一致度については、多糖類接種群よりもコンジュゲート接種群の方が高かった。コン
ジュゲート接種群のSBA力価については、47個のサンプルのうちの36個（77％）においてS
BA-H力価が≧1：4であったが、SBA-BRではすべて陽性（≧1：8）であった。コンジュゲー
ト接種群のワクチン接種後の全サンプルにおいて、SBA-BR力価は≧1：32であった。多糖
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サンプルのうちのわずか22個（42％）においてSBA-H力価が≧1：4であり、53個のうちの5
0個においてSBA-BR力価が≧1：8であった。
【表１】

【表２】
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【表３】

【表４】
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【表６】

【０２２１】
　SBA-BR力価とSBA-H力価との感度および特異性の比較
　SBA-BR力価とSBA-H力価間の感度および特異性の比較を行うに当たり、SBA-BR力価をSBA
-H防御力価1：4および1：8と比較した。本分析では、免疫前および免疫後の血清を用いた
。SBA-Hベンチマーク力価である1：4および1：8を用い、3つの血清群すべてに対して特異
性および感度を計算し、表7、8および9にまとめた。次に、感度および特異性の分析につ
いて、各血清群ごとに記載する。
【０２２２】
　血清群Cに関しては、感度は、SBA-BR閾値力価1：8、1：16および1：32については、SBA
-H力価1：4および1：8と比較して80％以上高かった。しかしながら、これらのSBA-BR力価
における特異性は60％以下であった。特異性は、SBA-BR力価が1：64のときに60％を超え
、SBA-BR力価が1：128のときに70％を超えた。後者2つのSBA-BR力価では、特異性が低下
し始めた。SBA-BR閾値が1：64の時には、感度は75～78％であったが、SBA-BR力価が1：12
8の時には62～65％まで低下した。特異性は、SBA-BR力価が＞1：64の場合に上昇を続け、
1：128および1：256のときには73～83％に達した。しかしながら、感度は43から20％以下
に低下した。血清群Cに関してSBA-BR力価の感度と特異性のあいだで最も均衡がとれてい
るのは、1：32～1：128の間であった。血清群Cに関する感度と特異性の結果は、サントス
（Santos）GFらが血清サンプルおよび反応試薬の別異のセットを用いて導いた結果（Clin
.Diagn.Lab.Immunol.,8:616-623(2001)）と非常に類似していることがわかった（表８）
。サントス（Santos）の結果を参照すると、感度と特異性の均衡が最もとれていたは、SB
A-BR力価で1：64～1：128の間であったのに対し、SBA-H力価では1：4～1：8の間であった
。
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【表７】

【表８】

【０２２３】
　血清群Yに関しては、感度は、SBA-BR閾値力価範囲が1：8～1：64のときに最も高かった
が、予測されたとおり、SBA-BR閾値力価が高くなると低下した。血清群Yに関する特異性
は、血清群Cで得られた結果よりもかなり低く、SBA-BR閾値力価を1：128にしてようやく5
0％を超えた。血清群Yに関してSBA-BR力価の感度と特異性のあいだで最も均衡がとれてい
るのは、1：64～1：256の間であった。1：256のときには、感度は約55％に低下したが、
特異性は30％台の半ばから約82～83％に上昇した。
【表９】

【０２２４】
　血清群W-135に関しては、感度についての値は、血清群Cに関して得られた値に近似して
いたが、全体的な変化のパターンは3つの血清群すべてにおいて同じであった。感度は、S
BA-BR閾値力価1：8において高めの値から始まり、≧1：128から低下した。同様に、特異
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性は、SBA-BR力価1：8において低めの値から始まり、1：256で限界に達した。血清群Yで
観察されたように、血清群W-135に関してSBA-BR力価の感度と特異性の間で最も均衡がと
れているのは、1：64～1：256の間であった。
【表１０】

【０２２５】
　表11は、免疫後のSBA-BR力価に関し、血清群C、YおよびW-135に対して仔ウサギ補体ま
たはヒト補体を用いて測定したSBA力価が4倍以上上昇した割合をまとめたものである。本
分析は、コンジュゲート（TetraMenD）接種群および多糖類（Menomune）接種群に分けて
行い、両方の組の分析結果を表11にまとめている。3つの血清群に対して、および2つのワ
クチン接種群に対して誘導された殺菌応答を比較すると、4倍上昇パターンにいくつかの
注目すべき差異がある。これらの応答パターンに関し、各血清群および両ワクチン接種群
に対して説明する。
【表１１】

【０２２６】
　血清群Cに関しては、コンジュゲート接種群では、4倍上昇において、SBA-BRとSBA-Hの
間で非常に一致していた。このワクチン接種群内では、免疫後力価が低い（例えば、1：3
2～1：128など）場合には、SBA-Hによる4倍上昇は、SBA－BRによる4倍上昇より遅れる傾
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向があった。しかし、免疫後のSBA-BR力価が≧1：256の場合には、SBA-Hによって4倍上昇
した対象の数は、SBA-BRによって4倍上昇した対象の数よりも多かった。2つの補体源を比
較した場合の上昇のこのような差異は微細であり、免疫前のSBA-BR力価が高いことから、
4倍上昇に至る比率が変化するためだと考えられる。多糖類接種群では、4倍上昇における
SBA-BRとSBA-Hの間の一致は、コンジュゲート接種群ほどではなかった。また、特に注目
すべき傾向はなく、SBA-Hによる4倍上昇は、免疫後のSBA-BR力価が高い場合により敏感に
なるという傾向は、コンジュゲート接種群で観察されたものほどはっきりしていなかった
。
【０２２７】
　血清群Yに関しては、SBA-HおよびSBA-BRによる4倍上昇の一致は、両ワクチン接種群で
非常に近似していた。いずれのワクチン接種群においても、免疫後SBA-BR力価が1：32以
下であったものは、血清群Cの免疫後SBA-BR力価に比べて非常に少なかった。この理由と
しては、血清群Yに対してSBA-BRおよびSBA-Hの両方で4倍上昇に至った対象は、血清群Cと
比較して免疫後SBA-BR力価がより高い対象であったことが挙げられる。血清群Yに関して
は、4倍以上の力価上昇は、コンジュゲート接種群では、免疫後SBA-BR力価が1：128のと
きに50％以上であったが、一方、血清群Cに関しては、コンジュゲート接種群の閾値SBA-B
R力価は1：32であった。
【０２２８】
　血清群W-135に関しては、SBA-HおよびSBA-BRによる4倍上昇の一致は、他の2つの血清群
ほどに近似していなかった。血清群Yにおいて観察されたように、いずれのワクチン接種
群においても、免疫後SBA-BR力価が1：32以下であるような対象はごくわずかであった。S
BA力価（BR対H）の4倍上昇の一致は、SBA-BR力価が≧1：256の場合に観察された。血清群
Cのところで記載したように、2つのワクチン接種群間で４倍上昇（BR対H）の比率が異な
っていた（このことは血清群Yでは明確ではなかった）。他の2つの血清群における多糖類
ワクチンによるSBA力価（BR対H）の4倍上昇と比較して、血清群W-135のSBA力価の4倍上昇
（BR対H）の一致は、多糖類接種群において最も良くなかった。
【０２２９】
　認可された4価の髄膜炎菌多糖類ワクチン（Menomune）または治験用4価髄膜炎菌多糖類
コンジュゲートワクチン（TetraMenD）のいずれかを接種した2～3歳の対象から採取した
血清サンプル中の力価を測定することを目的として、仔ウサギ補体を用いた血清殺菌アッ
セイ（Serum Bactericidal Assay：SBA-BR）をヒト補体を用いた対応するSBA（SBA-H）と
比較した。血清群C、YおよびW-135用のヒト補体源を確認し、それらを使用してSBAにおけ
る比較を補助した。本比較試験から得られたSBAの結果は、2つの手法で分析した。ひとつ
の方法においては、両ワクチン接種群に対し、接種前および接種後の力価を測定して得ら
れたSBA-BRおよびSBA-Hのデータを分析用にプールした。二番目の方法においては、両ワ
クチン接種群から得られた接種前および接種後の力価を別々に分析した。本試験のひとつ
の目標は、陰性のSBA-H血清力価と最も相関するSBA-BR血清力価を明らかにすることであ
る。二番目の目標は、血清群Cに対する防御の相関関係を示すアッセイにおいて、ヒト補
体を用いて得られた陽性力価と最も相関する、仔ウサギ補体を用いて得られる力価を求め
ること、ならびに血清群YおよびW-135に対する防御殺菌力価を推定することである。すで
に他の研究室から、血清群Cに関しては、SBA-BRに相関する防御閾値を確立しようとした
実験結果が公表されている。本試験の結果をこれらの既出結果と比較した。最後に、接種
前および接種後の血清で測定したSBA力価の4倍上昇に関し、2つの補体源での比較を行っ
た。
【０２３０】
　疾病の防御に対するSBA力価の関連性は、血清群Cに対してのみ確立された。血清群Cに
対しては、SBAと防御の関連性はSBAアッセイにおいてヒト補体を用いて判断した。他の血
清群に対しては、血清群Cに対するSBA-Hと防御との関連性（1：4のSBA力価）を他の血清
群についても適用するという仮定を下した。血清群Cに対する1：4のSBA力価と相関するSB
A-BR力価を求めることは、血清群間で差があると考えられる。陰性SBA-H血清力価と最も



(118) JP 2012-140457 A 2012.7.26

10

20

30

40

50

良く相関するSBA-BR力価を求める場合には、接種前および接種後の血清中の＜1：8のSBA-
BR力価を＜1：4のSBA-H力価と比較した。＜1：8のSBA-BR力価を使用した根拠は、部分的
には、血清群CのSBA力価比較（BR対H）に関するWHO/CDCの試験結果であり、さらに、＜1
：4のSBA-BR力価は、血清群Cの疾病に対する感受性と関連があるという英国のアウトブレ
イク大学（University Outbreak）による最近の知見（ジョーンズ（Jones）,G.R.ら、J.I
nfect.Dis.,(2000)181:1172-1175）である。
【０２３１】
　本試験において求められたSBA力価（BR対H）に基づくと、＜1：8というSBA-BRカットオ
フ力価を用いた血清群Cに対する擬陽性率は30％であった。より高いSBA-BRカットオフ力
価を用いることにより、擬陽性率は次のようになった：≧1：16の場合には擬陽性率は26
％に低下し、≧1：32の場合には擬陽性率は24％に低下し、≧1：64の場合には擬陽性率は
22％に低下し、≧1：128の場合には擬陽性率は18％に低下し、≧1：256の場合には擬陽性
率は14％に低下し、さらに、≧1：512の場合には擬陽性率は2％に低下した。SBA-BRカッ
トオフ力価を上げることにより、＜1：4というSBA-H力価に対応する陰性力価確定におけ
る正確さの向上に役立つ。しかしながら、高いSBA-BRカットオフ力価を用いた場合には、
陽性応答と陰性応答との間を区別する感度が非常に低下した。本明細書中のデータは、SB
A-BRの感度は、カットオフ力価が1：8、1：16、または1：32のときに最も高い（81～84％
）ことを示している。SBA-BR力価が1：32以上の場合には、感度は80％以下に低下した。
しかしながら、アッセイの特異性は、カットオフ力価が1：8、1：16、および1：32のとき
に最低であり、51～58％であった。ヒト補体アッセイにおける負の力価と相関するカット
オフ力価の選択に当たっては、感度、特異性、および擬陽性率の間の均衡を図った。SBA-
BRに対するカットオフ力価として1：32を選択すると、真の陽性応答を不必要に排除して
しまった。本試験の結果から、カットオフ力価としては≧1：16というSBA-BR力価がより
適切であることが示唆された。WHO/CDC試験分析（＜1：8）および英国アウトブレイク大
学（University Outbreak）分析（＜1：4）に基づき、最低でも力価より2段階上の希釈が
防御性であると見なされる。
【０２３２】
　血清群W-135およびYに対するアッセイでの防御カットオフ力価の確定については、殺菌
抗体防御は、血清群Cの疾病、およびヒト補体アッセイにおける陰性力価に対応する殺菌
力価と類似しているという推定によって行った。血清群Yに関しては、＜1：8というSBA-B
Rカットオフ力価を用いた場合の擬陽性率は85％と、血清群Cの30％と比較して非常に高か
った。しかしながら、血清群Cと同様に、SBA-BRカットオフ力価を上げると擬陽性率は低
下した。SBA-BRカットオフ力価が1：16の場合には擬陽性率は84％に低下し、1：32の場合
には擬陽性率は75％に低下し、1：64の場合には擬陽性率は61％に低下し、1：128の場合
には擬陽性率は38％に低下し、1：256の場合には擬陽性率は13％に低下し、さらに、≧1
：512の場合には擬陽性率は2％に低下した。血清群Yに対する擬陽性率は、最初は血清群C
と比較して非常に高かったが、カットオフ力価が≧1：128の場合には、2つの血清群のア
ッセイにおける擬陽性率は非常に近くなった。そのような高いカットオフ力価は、陽性応
答に対する閾値力価を誇張する可能性がある。感度および特異性の分析に基づくと、感度
は、SBA-BRカットオフ力価が1：8～1：32のときに最大であり、このときの感度範囲は95
～98％であった。しかしながら、血清群Cと同様に、これらのSBA-BR力価における特異性
は比較的低く、11～18％であった。次に高いSBA-BR力価である1：64においては、感度は
る。95％から88％に低下したが、特異性は35％まではっきりと上昇した。血清群Yのアッ
セイにおける＜1：64というカットオフ力価は、ヒト補体アッセイにおいて陰性力価に最
も良く対応していると考えられる。
【０２３３】
　血清群W-135に関しては、SBA-BRカットオフ力価が＜1：8の場合の擬陽性率は33％であ
り、これは血清群Cと類似している。SBA-BRカットオフ力価が高い場合に関して血清群Cお
よびYについて特記したように、擬陽性率は低下した。SBA-BRカットオフ力価が1：16の場
合には擬陽性率は32％に低下し、1：32の場合には擬陽性率は28％に低下し、1：64の場合
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には擬陽性率は26％に低下し、1：128の場合には擬陽性率は12％に低下し、1：256の場合
には擬陽性率は4％に低下し、さらに、1：512の場合には擬陽性率は０％であった。感度
は、SBA-BRカットオフ力価が1：8～1：64のときに最大であった（86～81％）。予測され
たように、この範囲のSBA-BR力価では、特異性は最低であった（46～52％）。血清群W-13
5の擬陽性率は血清群Yと比較するとかなり低レベルから始まったが、ヒト補体アッセイに
おいて陰性力価に最も良く対応しているカットオフ力価は＜1：64であった。
【０２３４】
　3つの血清群に対して、ヒト補体アッセイにおける陰性力価に最も良く対応している力
価を確立することを目的として、これらのレベルより上のSBA-BR力価について、陽性応答
を考慮するために閾値力価を分析した。血清群Cに関しては、陽性応答に対する閾値力価
は≧1：16であり、血清群Yに関しては、陽性応答に対する閾値力価は≧1：64であり、さ
らに、血清群W-135に関しては、陽性応答に対する閾値力価は≧1：64であった。血清群C
に関して、≧1：128というSBA-BR閾値力価は確証が高いと思われた。この力価では、防御
力価に達しており、1：4もしくは1：8というSBA-H力価に対応しており、さらに、血清群C
に関しては1：4という有効なSBA-H力価と相関している。この閾値力価は、血清群Cに対す
るWHO/CDCデータセットおよびサントス（Santos）のデータセットに基づいて行われた分
析とよく一致している。これらの試験において特記されていたように、≧1：128というSB
A-BR力価では防御が強く予測されたが、1：128以下であっても防御的であった。WHO/CDC
およびサントス（Santos）のデータセットおいては、1：8、1：16、1：32、1：64というS
BA-BR力価は不確定力価と称されている。血清群Cに対して本明細書に示しているデータに
関しては、1：16以下のSBA-BR力価は陰性と見なしていることから、本分析に関する不確
定力価は1：16～1：64であり、それらは他の二つの試験におけるサブセットである。これ
らの分析にすべてにおいて、SBA-BR力価は、1960年代に収集された天然の防御データと相
関しているSBA-H力価（1：4または1：8）と比較した。
【０２３５】
　最近では、1価Cコンジュゲートに関して英国で確立された効力データにSBA-BR力価を直
接対応させようとする試みがなされた（ミラー（Miller）,E.ら、Vaccine,(2002)20:S58-
S67）。該分析においては、≧1：8および≧1：128というSBA-BR力価は、1価Cコンジュゲ
ートを1回投与した15～17歳の対象から集めた効力データとよく相関していることがわか
った。しかしながら、ミラー（Miller）および共同研究者らが幼児（12～30ヶ月）集団に
対して同一の分析を行った場合には、≧1：8というSBA-BR力価では、効力と非常によく一
致したが、≧1：128というSBA-BR力価においてはそれほど近似していないことがわかった
。ミラー（Miller）らは、第13回病原性ナイセリア属（Neisseria）に関する国際会議（I
nternational Pathogenic Neisseria Conference）（2002年9月1～6日、ノルウェー国オ
スロ）でさらにデータを公表し、接種後1ヶ月で≧1：64というSBA-BR力価に達する対象に
おいて予測される効力は、この年齢集団で観察された効力の95％信頼区間からはずれてい
た。これらのデータは、1：16～1：64という不確定領域内のSBA-BR力価が防御に寄与でき
るという考えを支持している。本試験に関する分析に基づけば、同様に、1：16～1：64と
いうSBA-BR力価は、血清群Cに対する防御に寄与できる。
【０２３６】
　1：64というSBA-BR力価における血清群Yアッセイは、特異性はわずか35％であったが、
カットオフ力価を1：125および1：256に上げると、特異性はそれぞれ59％および84％に上
昇した。≧1：256という閾値力価は、ヒト補体アッセイにおける1：4および1：8という防
御力価とよく一致した。しかしながら、血清群Yに関しては、1：128という閾値力価の方
が感度および特異性の均衡がとれていた。血清群Yに対する1：64～1：128というSBA-BR力
価範囲は、血清群Cに対しては、SBA-H防御力価と相関している1：16～1：64というSBA-BR
力価範囲と同様に、不確定力価範囲を表す。
【０２３７】
　1：64というSBA-BR力価における血清群W-135アッセイでは、特異性は52％であったが、
力価を１：125および1：256に上げると、特異性も64％および77％に上昇した。血清群Yの
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場合と同様に、≧1：256という閾値力価は、ヒト補体アッセイにおける1：4および1：8と
いう防御力価とよく一致した。血清群Yの場合と同様に、血清群W-135に関しては、1：128
という閾値力価の方が感度および特異性の均衡がとれていた。血清群W-135に対する1：64
～1：128というSBA-BR力価範囲は、血清群Cに対しては、SBA-H防御力価と相関している1
：16～1：64というSBA-BR力価範囲と同様に、不確定力価範囲を表す。
【０２３８】
　殺菌力価の4倍上昇は血清群ごとに計算し、両アッセイに使用したワクチン接種群ごと
に個別に分析した。一般的には、3つの血清群すべてにおいて、接種後のSBA-BR力価が高
い場合には、SBA力価（BRおよびH）の4倍上昇も高いことが示唆された。血清群により、
およびワクチン接種群により、SBA力価の4倍上昇の様子に差があった。血清群Cに関して
は、ヒト補体を用いたアッセイにおける4倍上昇は、接種後のSBA-BR力価が低い場合には
、仔ウサギ補体を用いたアッセイにおける力価よりも低かった。しかしながら、接種後の
SBA-BR力価が高い場合には、ヒト補体を用いたアッセイにおける力価の4倍上昇の方が高
かった。このパターンは、接種後のSBA-BR力価が低い場合には、ヒト補体を用いたアッセ
イは、仔ウサギ補体を用いたアッセイよりも感度が低いが、接種後のSBA-BRが高い場合に
はその逆であり、すなわち、ヒト補体を用いたアッセイの方が感度が高くなることを示唆
していると考えられる。このパターンは、多糖類ワクチン接種群由来のサンプルをアッセ
イした場合には明確ではなかった。それらのサンプルにおいては、力価の4倍上昇は、ア
ッセイにヒト補体を用いた場合に低く現れた。サンプル型間におけるこの知見に対する明
確な説明はないが、ヒト補体を用いたアッセイでは、殺菌活性が低い血清サンプルについ
ては感度に欠けることが示唆される。
【０２３９】
　血清群Yに関しては、2つの補体源を比較した場合、SBA力価の4倍上昇はよく一致してい
た。SBA力価（BRおよびH）の4倍上昇は、多糖類接種群よりもコンジュゲート接種群の方
が若干高かったが、その差は、血清群Cの場合ほど大きくなかった。
【０２４０】
　血清群W-135に関しては、いずれのワクチン接種群に対しても、アッセイにヒト補体も
しくは仔ウサギ補体を用いた場合のSBA力価の4倍上昇率は、他の2つの血清群のアッセイ
結果と比較して、それほどよく一致していなかった。SBA-BR力価の4倍上昇は、いずれの
ワクチン接種群に対しても非常に良好だったが、SBA-H力価が4倍上昇した割合については
、他の2つの血清群に比べて低かった。多糖類接種群におけるSBA-H力価の4倍上昇率は非
常に低く、他の2つの血清群に対するSBA-H力価の4倍上昇率よりもかなり低かった。
【０２４１】
　BR補体を用いたSBA力価の4倍上昇は、髄膜炎菌多糖類ワクチンの登録に対するベンチマ
ークになっている。最近では、英国において、1価Cコンジュゲートワクチンに関する認可
後サーベイランスデータから得られた臨床効力（ボロー（Borrow）,R.ら、Infect.Immun.
,(2001)69:1568-1573）にSBA-BR力価の4倍上昇率を関連づける試みがなされている。この
分析に基づき、幼児（12～30ヶ月）における1価Cコンジュゲートワクチンの効力は、初回
投与から16ヶ月以内では88％（69～95％）であることが確認された。この年齢群では、1
価のCコンジュゲートワクチンを1回投与した後にSBA-BR力価が4倍上昇した対象の割合は
、89～100％であった。
【０２４２】
　本明細書におけるSBA-BR力価は、血清群Cに対するアッセイにおいて、補体源としてヒ
ト補体を用いて得られた値に対応する殺菌力価を提示する。故に、これらのSBA-BR力価は
、血清群C髄膜炎に対する防御免疫の代用値を確立した最初の実験に適合しており、本試
験において提供された臨床結果について、防御の推定を行うことを支持するものであり、
さらに、血清群Cに対するSBA-BR力価は、他の研究室から報告されているそれらと同等で
ある。血清群Yおよび血清群W-135の莢膜多糖類に対する血清群特異的応答の判断において
、ヒト補体を用いてSBA測定を実施することは、血清群Cモデルと同様に、血清群YおよびW
-135に対する殺菌活性の決定に関して、SBA-BRの妥当性を支持するものである。
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【０２４３】
　実施例１５成人におけるＴｅｔｒａＭｅｎＤ（Ｍｅｎｏｍｕｎｅ（商標））およびＴｙ
ｐｈｉｍ Ｖｉ（登録商標）の同時投与
　この実施例は、米国において１８から５５歳の健常者に単独でまたは認可 Ｔｙｐｈｉ
ｍ Ｖｉ（登録商標）ワクチンと同時投与されるＴｅｔｒａＭｅｎＤ（Ｍｅｎａｃｔｒａ
（商標））の第２ｂ相修正二重盲検安全性および免疫原性試験で得られた結果を記載する
。
【０２４４】
　Ｔｙｐｈｉｍ Ｖｉ（登録商標）は米国で市販されている。Ｔｙｐｈｉｍ Ｖｉ（登録商
標）の各 ０．５ｍｌ用量は、精製Ｖｉ多糖２５μｇ、等張リン酸緩衝生理食塩水および
保存料として添加される０．２５％フェノールを含む。Ｔｙｐｈｉｍ Ｖｉ（登録商標）
ワクチンはまた、残留ポリジメチルシロキサンまたは脂肪酸エステル消泡剤を含む。この
試験に参加した参加者は計９４５名であった。要約すると、試験参加者は２つの治療群の
どちらか一方に無作為化された；Ａ群はＭｅｎａｃｔｒａ（商標）およびＴｙｐｈｉｍ 
Ｖｉ（登録商標）を同時に来診１回目に、および生理食塩水プラセボを２８日後に来診２
回目に投与された；Ｂ群はＴｙｐｈｉｍＶｉ（登録商標）およびプラセボを来診１回目に
、およびＭｅｎａｃｔｒａ（商標）を２８日後に来診２回目に投与された。４６９参加者
計４６９名がＡ群に、および４７６名がＢ群に参加した。
【０２４５】
　この試験には免疫原性の２つの主な目的があった。第一の目的は、Ｔｙｐｈｉｍ Ｖｉ
（登録商標）の単回投与後の、ワクチン接種後２８日目の各試験群での抗体応答を記載お
よび比較することであった。Ａ群の参加者におけるＴｙｐｈｉｍ Ｖｉ（登録商標）に対
する抗体応答は、Ｂ群での抗体レベル＞１．０ｍｇ／ｍＬを達成するレシピエントの割合
から、Ａ群でのその割合を引いた差が１０％未満であれば、Ｂ群のＴｙｐｈｉｍ Ｖｉ（
登録商標）に対する抗体応答と同様と考えられる。抗Ｖｉ 抗体＞１．０ｕｇ／ｍＬのレ
ベルは、この抗体レベルが保護と考えられるため、主な血清学的エンドポイントとして選
択された。２つの主な目的のうちの２番目は、ワクチン接種後２８日のＭｅｎａｃｔｒａ
（商標）レシピエントにおける４つの血清群それぞれに対するＳＢＡ抗体応答を記載およ
び比較することであった。参加者は２つの試験群間で年齢、性別および人種について均等
に分布した。参加者の６９％が女性であり、全対象者の年齢中央値は３１歳であった。Ａ
群では４３２名（９２．１％）が、およびＢ群について４３９名（９２．２％）が、プロ
トコル適合集団への選択のための判定基準に適合した。
【０２４６】
１．免疫原性結果
　Ｔｙｐｈｉｍ Ｖｉ（登録商標）ワクチンを接種後２８日　　　　　　　　　　　　　
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　目に、Ａ群の参
加者のうち８１．６％およびＢ群の参加者のうち７８．５％が、抗体レベル＞１．０μｇ
／ｍＬを達成した。結果の要約を下記の表１２に示す。
【表１２】

【０２４７】
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　Ｍｅｎａｃｔｒａ（商標）と同時投与される際のＴｙｐｈｉｍ Ｖｉ（登録商標）に対
する抗体応答は、両側第１種の過誤α＝０．０５、誤差幅１０％を用いて、Ｔｙｐｈｉｍ
 Ｖｉ（登録商標）が単独で投与される際の対応する応答と同様である（図１）。これら
の結果は、Ｔｙｐｈｉｍ Ｖｉ（登録商標）単独でまたは多糖髄膜炎菌およびＡ型肝炎ワ
クチンを含む他の一般的な旅行者用ワクチンと共に投与される際の、文献で報告される抗
体陽転率に基づく予測と合致した。図１はこれらの試験からの結果を示す：成人における
２８日目のＴｙｐｈｉｍ Ｖｉ抗体力価＞１．０μｇ／ｍＬでの試験、％差（％Ｔｙｐｈ
ｉｍ Ｖｉ＋プラセボ、Ｍｅｎａｃｔｒａ－％Ｔｙｐｈｉｍ Ｖｉ＋Ｍｅｎａｃｔｒａ、プ
ラセボ）の９５％信頼区間。
【０２４８】
　図２は、Ａ群のＭｅｎａｃｔｒａがＴｙｐｈｉｍ Ｖｉ（登録商標）ワクチンと同時に
投与される場合のＳＢＡ抗体力価の４倍上昇を達成する参加者の割合は，Ｂ群でＭｅｎａ
ｃｔｒａがＴｙｐｈｉｍ Ｖｉ（登録商標）ワクチン接種の一ヶ月後に投与される場合に
示された割合と同等であったことを示す（プロトコル適合集団について）。Ｔｙｐｈｉｍ
 Ｖｉ（登録商標）と同時に投与される場合のＭｅｎａｃｔｒａ（商標）に対する抗体応
答は、両側第１種の過誤α＝０．０５、誤差幅１０％を用いて、Ｍｅｎａｃｔｒａ（商標
）単独で投与される場合の対応する応答と同様である（図３）。
【０２４９】
２．ＧＭＴ
　健常成人における別々の安全性および免疫原性試験に参加した参加者におけるＭｅｎａ
ｃｔｒａ（商標）の対する応答のＧＭＴを、本試験の両方の試験群のＭｅｎａｃｔｒａレ
シピエントのＧＭＴと比較する観察目的が追加された。免疫原性補助仮説の用いられるの
と同一の判定基準をこの比較に適用した。各例において、安全性および免疫原性試験（Ｍ
ＴＡ０９）参加者の各血清群についてのＧＭＴは、この試験のＡ群またはＢ群のＭｅｎａ
ｃｔｒａ（商標）レシピエントのものと良好に同等であった。ＧＭＴ比の上側９７．５％
信頼限界（上側９５％両側信頼限界と等しい）は、どの血清群についても２を超えなかっ
た。加えて、両方の試験群で９５％を上回る参加者が、４つすべての血清群について保護
のレベルより高い抗体力価を示す（図４）。
【０２５０】
　試験参加者は、ワクチン接種の３０分後の即時反応について、およびワクチン接種後７
日間の局所および全身反応性について監視された。事前に指示された有害事象は局所反応
（たとえば、紅斑、腫脹、硬結、および痛み）および全身症状（たとえば、口腔温で測定
した発熱、頭痛、疲労、悪寒、関節痛、食欲不振、嘔吐、下痢、てんかん、倦怠感、およ
び発疹）を含み、それらは各ワクチン接種後に評価された。これらの事象は日誌カードに
毎日記録され、およびまた試験員によって各ワクチン接種８日後の電話問診を通じて回収
された。もし発疹が報告されたならば、治験担当医師は別の症例報告書式に追加の詳細を
記録するよう指示された。他の重篤でない予測されない有害事象は各ワクチン接種８日後
および２０日後の電話問診によって得られた。重篤有害事象は試験期間全体にわたって報
告および記録された。試験は、Ｔｙｐｈｉｍ Ｖｉ（登録商標）といった他のワクチンと
のＭｅｎａｃｔｒａ（商標）の混合投与は安全でありおよび重篤有害反応の率の有意な上
昇を生じないことを示す。
【０２５１】
　これらのデータは、Ｍｅｎａｃｔｒａ（商標）は成人集団において、単独でまたは旅行
者用ワクチンＴｙｐｈｉｍ Ｖｉ（登録商標）と同時に投与された場合に高度に免疫原性
であることを実証する。これらのデータが主仮説に適用される場合、すべての判定基準に
適合する。
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【図１】 【図２】

【図３】 【図４】
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【手続補正書】
【提出日】平成24年5月7日(2012.5.7)
【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】
　多糖－タンパク質複合体であって、該複合体が一つ以上のキャリヤータンパク質に結合
した髄膜炎菌血清群Ａ、Ｃ、Ｗ－１３５またはＹの莢膜多糖を含み、組成物は平均分子量
が１００，０００ダルトン未満の各莢膜多糖を０．５～１５μｇ／ｍｌ含むことを特徴と
する複合体。
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