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(54)【発明の名称】 新規方法

(57)【要約】
本発明は、同一ワクチン原に対するヒトの応答について
の情報を得るために動物モデルにおけるワクチン応答を
テストする方法の分野に関する。本発明は、免疫原性担
体タンパク質とバクテリアの多糖を含む多糖コンジュゲ
ート・ワクチンに対するヒトの投与量応答を測定する方
法であって、上記コンジュゲートされたワクチンの一定
投与量を幼い動物に投与し、ヒトの免疫応答の尺度とし
て上記バクテリア多糖に対する上記動物の免疫応答を測
定するステップを含む前記方法を提供する。好ましい、
上記モデルにおけるワクチンの投与方法、テストされる
ワクチンの投与量、投薬の間の時間、血清収穫の時機、
免疫応答の測定方法、及び使用される幼い動物のタイプ
（及び齢）も、提供する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  免疫原性担体タンパク質とバクテリアの多糖を含む多糖コン

ジュゲート・ワクチンに対するヒトの投与量応答の測定方法であって、幼い動物

に上記のコンジュゲートされたワクチンの一定投与量を投与し、そしてヒトの免

疫応答の尺度として、上記バクテリア多糖に対する上記動物の免疫応答を測定す

る、ことを含む前記方法。

    【請求項２】  前記ワクチンが、前記幼い動物に筋中投与される、請求項１

に記載の方法。

    【請求項３】  前記幼い動物に投与されたワクチンの投与量が、０．００１

～１０μｇの範囲にある、請求項１又は２に記載の方法。

    【請求項４】  前記幼い動物に投与されたワクチンの投与量が、０．０１～

１μｇの範囲にある、請求項３に記載の方法。

    【請求項５】  前記ワクチンが、ヒト・ワクチンの投与プロトコールと同数

回、前記幼い動物に投与される、請求項１～４のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項６】  前記ワクチンが、前記幼い動物に３回投与される、請求項５

に記載の方法。

    【請求項７】  前記ワクチンが、投与間２週間の期間をあけて、前記動物に

投与される、請求項５又は６に記載の方法。

    【請求項８】  血清サンプルが、ワクチンの最後の投与量が投与されてから

２週間後にテストするために前記幼い動物から採取される、請求項１～７のいず

れか１項に記載の方法。

    【請求項９】  投与されるワクチン投与量当りの前記幼い動物の血清中の抗

－多糖抗体の濃度が、ＥＬＩＳＡにより測定される、請求項１～８のいずれか１

項に記載の方法。

    【請求項１０】  投与されるワクチンの所定投与量に関して、ほぼ同一の抗

－多糖応答が、前記幼い動物に投与された投与量の５～２０倍において、ヒトに

おいて見られる、請求項９に記載の方法。

    【請求項１１】  投与されるワクチンの所定投与量に関して、同一の抗－多

糖応答が、前記幼い動物に投与された投与量の約１０倍において、ヒトにおいて
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見られる、請求項１０に記載の方法。

    【請求項１２】  前記幼い動物が、幼いマウスである、請求項１～１１のい

ずれか１項に記載の方法。

    【請求項１３】  前記幼いマウスが、最初の接種の時に２日～８週齢である

、請求項１２に記載の方法。

    【請求項１４】  前記幼いマウスが、最初の接種の時に、４週齢である、請

求項１３に記載の方法。

    【請求項１５】  前記バクテリアの多糖が、Ｈ．インフルエンザエ（Ｈ．ｉ

ｎｆｌｕｅｎｚａｅ）Ｂ型由来のＰＲＰ莢膜多糖；ストレプトコッカス・ニュー

モニエ（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ  ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）由来の莢膜多糖

；Ｂ群ストレプトコッカス由来の莢膜多糖；Ａ群ストレプトコッカス由来の莢膜

多糖；Ａ血清群髄膜炎菌由来の莢膜多糖；Ｙ血清群髄膜炎菌由来の莢膜多糖；Ｗ

－１３５血清群髄膜炎菌由来の莢膜多糖；Ｃ血清群髄膜炎菌由来の莢膜多糖；及

びサルモネラ・チフィ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ  ｔｙｐｈｉ）由来のＶｉ多糖か

ら成る群から選ばれる、請求項１～４のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項１６】  前記担体タンパク質が、ジフテリア毒素；ＣＲＭ１９７；

破傷風毒素；失活又は突然変異体肺炎球菌のニューモリジン；髄膜炎菌ＯＭＰＣ

；及びＨ．インフルエンザのプロテインＤから成る群から選ばれる、請求項１５

に記載の方法。

    【請求項１７】  請求項１～１６に記載の、多糖コンジュゲート・ワクチン

に対するヒトの投与量応答を測定する方法における、幼い動物の使用。

    【請求項１８】  ヒトに投与されるとき、最適な抗－多糖抗体応答を誘導す

るための最適濃度において２以上の肺炎球菌の莢膜多糖コンジュゲート抗原を含

む併（複）合ワクチン。

    【請求項１９】  前記肺炎球菌の莢膜多糖コンジュゲート抗原の中の１以上

が、血清型６Ｂ、１９Ｆ又は２３Ｆに由来し、かつ、前記ワクチン中低投与量で

存在する、請求項１８に記載の併合ワクチン。

    【請求項２０】  前記肺炎球菌の莢膜多糖コンジュゲート抗原の中の１以上

が、血清型１，３，５，７Ｆ又は１８Ｃに由来し、かつ、前記ワクチン中、中程
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度の投与量で存在する、請求項１８又は１９に記載の併合ワクチン。

    【請求項２１】  前記肺炎球菌の莢膜多糖コンジュゲート抗原の中の１以上

が、血清型４，９Ｖ又は１４に由来し、かつ、前記ワクチン中、高投与量で存在

する、請求項１８～２０のいずれか１項に記載の併合ワクチン。

    【請求項２２】  前記ワクチンが、１以上の追加のバクテリアの多糖コンジ

ュゲートをさらに含み、この追加のバクテリアの多糖が、Ｈ．インフルエンザエ

（Ｈ．ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ）Ｂ型由来のＰＲＰ莢膜多糖；Ｂ群ストレプトコッ

カス由来の莢膜多糖；Ａ群ストレプトコッカス由来の莢膜多糖；Ａ血清群髄膜炎

菌由来の莢膜多糖；Ｙ血清群髄膜炎菌由来の莢膜多糖；Ｗ－１３５血清群髄膜炎

菌由来の莢膜多糖；Ｃ血清群髄膜炎菌由来の莢膜多糖；から成る群から選ばれる

、請求項１８～２１のいずれか１項に記載の併合ワクチン。

    【請求項２３】  前記ワクチンが、ヒトに投与されるとき、最適な抗－多糖

抗体応答を誘導するための最適濃度において、前記追加のバクテリアの多糖コン

ジュゲートの中の少なくとも１を含む、請求項２２に記載の併合ワクチン。

    【請求項２４】  前記の多糖コンジュゲート抗原が、ジフテリア毒素；ＣＲ

Ｍ１９７；破傷風毒素；失活又は突然変異体肺炎球菌のニューモリジン；髄膜炎

菌ＯＭＰＣ；及びＨ．インフルエンザのプロテインＤから成る群から選ばれる、

１以上の担体タンパク質にコンジュゲートされている、請求項１８～２３のいず

れか１項に記載の併合ワクチン。

    【請求項２５】  ヒト宿主内の肺炎球菌疾患の治療方法であって、上記ヒト

宿主に、請求項１８～２４のいずれか１項に記載の併合ワクチンの有効量を投与

するステップを含む、前記方法。

    【請求項２６】  肺炎球菌疾患の治療のための医薬の製造における、請求項

１８～２４のいずれか１項に記載の併合ワクチンの使用。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  本発明の分野

  本発明は、ワクチン評価の分野に関する。特に、本発明は、同一ワクチン原に

対するヒトの応答についての情報を得るための動物モデルにおけるワクチン応答

の測定方法の分野に関する。

      【０００２】

  本発明の背景

  ヒトに投与される物質（例えば、ワクチン）の挙動に関するモデルとしての動

物の使用は、よく確立されている。

      【０００３】

  異なる投与量のＴ－依存性抗原、特に多糖に対する免疫応答は、歴史的に高及

び低投与量耐性といわれる現象をもつ。この免疫学的現象は、多糖コンジュゲー

ト・ワクチンが（例えば、Ｔ－ヘルパー・エピトープを提供するペプチド又はタ

ンパク質に多糖抗原をコンジュゲートすることにより）作られるとき、変化し（

そしてより予想することが困難になる）。なぜなら、このとき、免疫応答に対す

る２つの要素、多糖に関連するＢ－細胞要素と、担体タンパク質に関連するＴ－

細胞要素が、在るからである。現在まで、多糖コンジュゲート・ワクチンのヒト

免疫原性を正しく予想することができる動物モデルは存在していない（Eby R., 

Koster M., Hogerman D., Malinoski F. Pneumococcal conjugate vaccines In 

: Vaccines. Cold Spring Harbour Laboratory Press, 1994 : 119-123）。

      【０００４】

  米国特許第５，６０４，１０８号中、動物にコンジュゲートしていない担体タ

ンパク質を同時投与することによる、多糖コンジュゲート・ワクチンに対するヒ

トの投与量応答を確立するための方法が開示されている。

      【０００５】

  しかしながら、ヒト応答をよりよく予想することができる動物モデルの必要性

が未だ存在する。このような動物モデルは、（ヒトにおける関連応答が許容され

るであろうことを保証するための）ワクチンのバッチのロット出荷のための能力
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試験において、そしてヒトの試験を最初に行うことなく、コンジュゲートの新規

配合物の効力を評価するための臨床前試験において、有利に使用されることがで

きるであろう。

      【０００６】

  本発明の要約

  したがって、本発明は、免疫原性担体タンパク質とバクテリアの多糖を含む多

糖コンジュゲート・ワクチンに対するヒト（好ましくは、数日～１年齢のヒト）

の投与量応答を測定するための方法であって、幼い動物に上記コンジュゲートさ

れたワクチンの一定投与量を投与し、そしてヒトに対する免疫応答の尺度として

、上記バクテリア多糖に対する上記動物の免疫応答を測定するステップを含む、

前記方法を提供する。

      【０００７】

  上記モデルにおけるワクチンの好ましい投与モード、テストされるワクチンの

投与量、投与の間の時間、血清収穫の時機、免疫応答の測定方法、及び使用され

る幼い動物のタイプ（及び年齢）も全て提供される。

      【０００８】

  さらに、上記モデルは、ヒトに投与されるとき、最適な抗－多糖抗体応答を誘

導するための最適濃度において２以上の肺炎球菌莢膜（ｐｎｅｕｍｏｃｏｃｃａ

ｌ  ｃａｐｓｕｌａｒ）多糖コンジュゲート抗原を含む併（複）合ワクチンを開

発するために使用された。上記併合物も、本発明のさらなる局面である。

      【０００９】

  本発明の詳細な説明

  本発明によれば、動物モデルが、そのモデルにおける投与量応答とヒトにおけ

る応答の間に予測できる相関を作り出すために使用されることができるような新

規の、改良された方法が提供される。それにより、本発明は、コンジュゲート・

ワクチンに対するヒトの免疫原性を正しく反映する動物モデルを提供する。この

ようなモデルは、ワクチンのロット出荷試験のために極めて有用なものであろう

。従来要求されていた多くのヒト試験を行うことを必要とせず、新規ワクチン製

剤（抗原の新規併合、抗原の新規投与量又は新規賦形剤又はアジュバント）をデ
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ザインし、そして評価するための重要な臨床前リサーチ・ツールでもあるであろ

う。

      【００１０】

  本発明者らは、どの動物モデルがヒト・データを予想することができるかとい

うことを明確に示さずに、異なる動物モデルが、異なる投与量応答曲線（抗原〔

多糖コンジュゲート・ワクチン中の多糖抗原〕に対するＩｇＧ抗体の幾何平均濃

度と、所定の注射スケジュールをもって投与されたワクチンの投与量の間の関係

）を与えることを発見した。幼い動物だけが、ヒトの幼児においていくつかの血

清型に関してその後立証された、強い反比例投与量応答（高投与量耐性）を示す

ことが発見された。特に、上記実験における幼いマウスの使用は、特定の相関係

数が与えられる場合、ヒトの幼児データと最適に適合した。この幼いマウスにお

ける最大応答を与える投与量は、そのヒト投与量の約１／１０である（投与量応

答曲線は、一般に、上記相関係数が与えられる場合、幼いマウスとヒトの間で比

較しうるものでもある）。

      【００１１】

  したがって、本発明の１の局面は、抗原に対するヒトの（先に記載したような

）投与量応答を測定する方法であって、幼い動物に上記抗原の一定投与量を投与

し、そしてヒト（好ましくは、出生～１歳のヒト）の免疫応答の尺度として、上

記抗原に対する上記動物の免疫応答を測定するステップを含む前記方法を提供す

る。

      【００１２】

  上記方法及び以下に記載する好ましい態様の全てが、いずれの種類の抗原（例

えば、タンパク質、核酸又は炭水化物－又はそれらの組み合せ物）のためにも有

効であろうということが予見できる。それは、免疫原性担体タンパク質とバクテ

リア多糖を含む多糖コンジュゲート・ワクチンのために特に有用である。なぜな

ら、先に記載したようにこれらの抗原に対する免疫応答は特に予想できないとい

う性質をもつからである。本発明の方法を用いて、上記ワクチンの多糖部分に対

する応答を予想することができる。この点から、“多糖コンジュゲート・ワクチ

ン”に関する方法がいずれのタイプの抗原にも適用されることができるというこ
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とが予見できると理解すべきである。

      【００１３】

  １の態様においては、本発明者らは、上記多糖コンジュゲート・ワクチンが上

記の幼い動物に、（例えば、皮下よりもむしろ）筋中に有利に投与されるべきで

あるということを発見した。なぜなら、上記多糖成分の相対的免疫原性は、ヒト

試験からのデータと未だ良好に相関するからである。

      【００１４】

  さらなる態様においては、幼い動物に投与されるワクチンの投与量は、０．０

０１～１０μｇ、そして最も好ましくは０．０１～１μｇの範囲になければなら

ない。本明細書中、多糖コンジュゲート抗原の量への言及は、常に、（担体の量

から独立して）上記多糖成分だけの量をいう。１以上の投与量が、上記範囲から

選ばれることができる。より大きな投与量点が選ばれれば、その投与量応答曲線

はより多くの情報を提供するであろう。

      【００１５】

  好ましくは、上記ワクチンは、そのヒト・ワクチンの投与プロトコールと同数

回、上記幼い動物に投与される。それ故、３投薬スケジュールにおいて投与され

るヒト多糖コンジュゲート・ワクチンに関しては、本発明のモデルにおいてテス

トされるとき、各動物は、上記ワクチンを３回同じように注射されなければなら

ない。さらに、上記ヒト・ワクチンが、２投与量のコンジュゲートされた多糖と

１投与量のコンジュゲートされていない多糖の投与を含む場合、好ましくは、本

発明のモデルにおけるテストは、同じように行わなければならない。

      【００１６】

  通常、ヒト・ワクチンにおいては、投与は、投与間約１～２ヶ月間（好ましく

は１月）あけて行われる（最初の注射は通常、出生～１歳の間に投与される）。

本モデルにおいては、上記ワクチンは上記幼い動物に、投与間に１～３週間あけ

て好ましくは投与され、そして約２週間の時間期間が、上記のヒト投与スケジュ

ールのための最良の予想モデルを獲得するという関点において、最も好ましい。

      【００１７】

  好ましくは、ワクチンの最後の投与量が投与されてから１～４週間後（そして
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最も好ましくは、約２週間後）に試験するために、上記の幼い動物から、血清サ

ンプルを採取する。

      【００１８】

  上記ワクチンに対する上記動物モデルにおける応答を測定するための好ましい

方法は、ＥＬＩＳＡにより、投与されたワクチンの投与量当りの、上記幼い動物

の血清中の抗－多糖抗体の濃度を計測することによるものである。これは、全て

のＥＬＩＳＡテストが、多糖抗原に対する精製抗体（好ましくはモノクローナル

抗体）を用いて換算される場合に、極めて正確に行われることができる。

      【００１９】

  好ましくは、上記幼い動物のデータをヒトにおける予想された投与量応答量に

変換（ｔｒａｎｓｐｏｓｉｎｇ）する方法は、投与量変換係数を用いるものであ

る。幼い動物（特に幼いマウス）は、ヒトに対する類似の投与量応答曲線を示す

であろうが、各計測に関して、上記投与量の約１／１０においてであろう。臨床

前リサーチ目的のためには、投与されたワクチンの投与量当り上記幼い動物血清

中の抗－多糖抗体の所定の濃度に関して、ほぼ同じ抗－多糖投与量が、上記幼い

動物に投与された投与量の５～２０倍（好ましくは、約１０倍）において、ヒト

（特に、出生～１歳のヒト）において見られるということが、予見される。ワク

チン・ロット出荷のための効力試験のためには、ヒト・データが集められている

であろうし、そしてより正確な変換係数が、入手可能なヒト・データから確認さ

れることができる。

      【００２０】

  上記方法においては、上記幼い動物は、ラット、アカゲザル、チンチラ、ウサ

ギ、モルモット（ｇｕｉｎｅａ  ｐｉｇｓ）又はマウスであることができる。上

記幼い動物は、ヒトであってはならない。動物が幼い時期にあるところの時機は

、変化しうるが、一般に、最初の接種時の上記幼い動物の齢は、１日～１２週、

より好ましくは２日～８週、そして最も好ましくは２～４週の間になければなら

ない。マウスとラットに関しては、最初の接種は、好ましくは、１日～６～８週

、より好ましくは、２日～５週、そしてより好ましくは、２～４週、そして最も

好ましくは約４週齢でなければならない。



(10) 特表２００３－５１２４４０

      【００２１】

  好ましい態様においては、上記の方法は、幼いマウスを用いて行われる。最も

好ましくは、Ｂａｌｂ／ｃの幼いマウスである。このモデルは、多糖コンジュゲ

ート・ワクチンに関するヒト（好ましくは、出生～１歳）の投与量応答曲線を予

想するために特に適していることが最初に示された。好ましくは、上記幼いマウ

スは、最初の接種時、２日～８週齢、そして最も好ましくは、最初の接種時、約

４週齢である。

      【００２２】

  いずれかのタイプのバクテリアの多糖コンジュゲートが、上記方法において使

用されることができ、特に、ここで、そのバクテリアの多糖成分は、Ｈ．インフ

ルエンザＢ型からのＰＲＰ莢膜多糖；ストレプトコッカス・ニューモニエからの

莢膜多糖；Ｂ群ストレプトコッカスからの莢膜多糖；Ａ群ストレプトコッカスか

らの莢膜多糖；髄膜炎菌血清群Ａからの莢膜多糖；髄膜炎菌血清群Ｙからの莢膜

多糖；髄膜炎菌血清群Ｗ－１３５からの莢膜多糖；髄膜炎菌血清群Ｃからの莢膜

多糖；及びサルモネラ・チフィからのＶｉ多糖から成る群から選ばれる。好まし

くは、上記多糖は、ストレプトコッカス・ニューモニエのいずれかの株からの（

最も好ましくは、血清型１，２，３，４，５，６Ｂ，７Ｆ，８，９Ｎ，９Ｖ，１

０Ａ，１１Ａ，１２Ｆ，１４，１５Ｂ，１７Ｆ，１８Ｃ，１９Ａ，１９Ｆ，２０

，２２Ｆ，２３Ｆ、又は３３Ｆからの）莢膜多糖である。

      【００２３】

  上記多糖にコンジュゲートするために使用される担体タンパク質は、ペプチド

又はポリペプチドであることができるが、Ｔ－ヘルパー・エピトープの提供者で

なければならない。本分野において一般に使用されるものの中のいずれを用いて

もよい。典型的な例は、ジフテリア毒素；ＣＲＭ１９７；破傷風毒素；失活した

又は突然変異体肺炎球菌ニューモリジン（ｐｎｅｕｍｏｌｙｓｉｎ）；髄膜炎菌

ＯＭＰＣである。好ましくは、上記タンパク質は、Ｈ．インフルエンザのプロテ

インＤである（ＥＰ  ５９４６１０－Ｂ参照）。

      【００２４】

  本発明のさらなる局面は、（特に先に詳述した方法を介して）免疫原性担体タ
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ンパク質とバクテリア多糖を含む多糖コンジュゲート・ワクチンに対するヒト（

好ましくは、出生～１歳）の投与量応答を測定する方法としての、幼い動物の使

用を提供する。

      【００２５】

  上記方法及び使用を使用して、抗原（特に、先に詳述した多糖コンジュゲート

の最適投与量を、ヒト（好ましくは、出生～１歳のヒト）に投与するとき最適抗

－多糖抗体応答を誘導するためのヒト・ワクチンに関して確かめることができる

。最適応答とは、通常、最大の抗体力価を意味するであろう。したがって、さら

なる局面においては、本発明は、抗原（特に多糖コンジュゲート抗原）の投与量

が上記方法により最適化されているところのワクチン製剤を提供する。

      【００２６】

  １例として、本発明者らは、多くの肺炎球菌多糖コンジュゲートに関して、そ

の免疫応答が投与量に直接に関係せず、ベル形であり、その最高投与量（通常、

最近の非コンジュゲート・ワクチンにおいては２５μｇの多糖が使用される）と

最低投与量が、中間投与量よりもより小さな免疫応答を生じさせるということを

発見した。他の血清型に関しては、この投与量応答曲線は、より平らな性質をも

つ。

      【００２７】

  本発明者らは、特定の多糖コンジュゲートに関してどんな投与量が最適である

かどうかから決めるためにさまざまな投与量の肺炎球菌多糖コンジュゲート・ワ

クチンをテストした。上記幼いマウス・モデルにおける上記各種多糖類コンジュ

ゲートに関する最適応答を、最適ヒト投与量に変換することができるであろう。

上記最適ヒト投与量は、低、中又は高投与量のいずれかにおいて存在することが

発見された。低投与量は、０．０１μｇ～２．５μｇであると定義され、そして

好ましくは、０．０５～２μｇ、そして最も好ましくは１μｇの各コンジュゲー

トであり（上述のように、多糖コンジュゲート抗原の量についての言及は、多糖

成分だけの投与量をいう）。中投与量は、２．５μｇ～４．５μｇであると定義

され、そして好ましくは、２．６～４μｇ、そして最も好ましくは３μｇの各コ

ンジュゲートである。高投与量は、４．５μｇ～１０μｇであると定義され、そ
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して好ましくは、５～８μｇ、そして最も好ましくは６μｇの各コンジュゲート

である。

      【００２８】

  （いずれかの免疫原性タンパク質、好ましくは、上記のもの、そして最も好ま

しくは、プロテインＤにコンジュゲートされることができる）１１価肺炎球菌多

糖コンジュゲート・ワクチンにおいては、以下のことが発見された：

      【００２９】

    【表１】

      【００３０】

  本発明者らは、ワクチン中に正しい投与量のコンジュゲートを用意することに

より、得られる応答が、そのコンジュゲートが非最適レベルにおいて投与される

ときよりも、３倍まで改善されることができるということを発見した。抗体力価

におけるこのような上昇は、上記抗原に対する保護免疫応答を顕出する免疫化さ

れた集団のより大きな割合に、関係することができる。したがって、適正に投与

されたワクチンは、ひじょうに有利である。

      【００３１】

  したがって、本発明のさらなる局面は、血清型６Ｂ，１９Ｆ又は２３Ｆ由来の

１以上の肺炎球菌莢膜多糖コンジュゲート抗原を含む肺炎球菌多糖コンジュゲー

ト・ワクチンであり、そして上記ワクチン中低投与量で存在する。

      【００３２】

  本発明の他の態様は、血清型１，３，５，７Ｆ又は１８Ｃ由来の１以上の肺炎
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球菌莢膜多糖コンジュゲート抗原を含む肺炎球菌多糖コンジュゲート・ワクチン

であり、そして上記ワクチン中中投与量で存在する。

      【００３３】

  本発明のさらなる態様は、血清型１，３，４，９Ｖ又は１４由来の１以上の肺

炎球菌莢膜多糖コンジュゲート抗原を含む肺炎球菌多糖コンジュゲート・ワクチ

ンであり、そして上記ワクチン中高投与量で存在する。

      【００３４】

  多くの肺炎球菌多糖コンジュゲート・ワクチンが単一ワクチンに併合されるこ

とができるので、ヒトに投与されるとき最適な抗－多糖抗体応答を誘導するため

に最適濃度において２以上の肺炎球菌莢膜多糖コンジュゲート抗原を含む併合ワ

クチンも予見される。好ましくは、この肺炎球菌莢膜多糖コンジュゲート抗原の

中の１以上は、血清型６Ｂ，１９Ｆ又は２３Ｆに由来し、そして上記ワクチン中

低投与量において存在する。あるいは、肺炎球菌莢膜多糖コンジュゲート抗原の

中の１以上は、血清型１，３，５，７Ｆ又は１８Ｃに由来し、そして上記ワクチ

ン中、中投与量において存在することができる。最後に、上記肺炎球菌莢膜多糖

コンジュゲート抗原の中の１以上が血清型１，３，４，９Ｖ又は１４に由来し、

そして上記ワクチン中、高投与量で存在することができる。上記３態様のいずれ

かの併合物、例えば、上記併合ワクチン中に含まれる低投与量、中投与量、及び

高投与量の多糖コンジュゲートの各々の中の１をもつものも、予見される。

      【００３５】

  特に好ましい併合ワクチンは、上記ワクチン中、低投与量において存在する血

清型６Ｂ，１９Ｆ、及び２３Ｆ由来のコンジュゲート抗原、中投与量において存

在する血清型１，３，５，７Ｆ、及び１８Ｃ由来のコンジュゲート抗原、及び高

投与量において存在する血清型４，９Ｖ、及び１４由来のコンジュゲート抗原を

含む。あるいは、血清型１、及び／又は３は、上記併合物中、高投与量において

存在することができる。

      【００３６】

  本発明のさらなる態様は、以下の多糖コンジュゲートの中の１以上とともに上

記の本発明の肺炎球菌多糖コンジュゲート・ワクチンの中の１を含むワクチンで
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ある。ここで上記バクテリア多糖成分は、Ｈ．インフルエンザＢ型からのＰＲＰ

莢膜多糖；Ｂ群ストレプトコッカスからの莢膜多糖；Ａ群ストレプトコッカスか

らの莢膜多糖；髄膜炎菌血清群Ａからの莢膜多糖；髄膜炎菌血清群Ｙからの莢膜

多糖；髄膜炎菌血清群Ｃからの莢膜多糖から成る群から選ばれる。特に、本発明

の肺炎球菌多糖コンジュゲート・ワクチン、ＰＲＰコンジュゲート、及び上述の

髄膜炎菌多糖コンジュゲートの中の１以上を含む併合ワクチンは、髄膜炎に対す

る全世界的ワクチンとしての使用のために特に有利である。好ましい態様におい

ては、上記多糖コンジュゲートのほとんど（及び好ましくは全て）は、（上記方

法により決定されることができるように）それらの最適投与量において上記ワク

チン中に存在する。

      【００３７】

  好ましくは、上記多糖コンジュゲートは、上述のタンパク質担体、好ましくは

、プロテインＤの中のいずれかにコンジュゲートされる。上記多糖コンジュゲー

トの併合物中、全ての多糖が同一の担体にコンジュゲートされることができるけ

れども、これは、そうである必要はない。それらは、あまりに多量の単一担体が

併合ワクチン中で使用される場合にときどき観察される可能性のある担体の免疫

抑制を最小化するように、異なる担体に、個々にコンジュゲートされ、そして併

合されることができる。

      【００３８】

  好ましくは、本発明のワクチンは、（特に出生～１歳の）ヒトの幼児において

使用される。

      【００３９】

  本発明のワクチン製剤は、アジュバント、例えば、アルム（ａｌｕｍ）又は３

Ｄ－ＭＰＬと配合されることができる。好ましくは、アルミニウム・アジュバン

トを欠く３Ｄ－ＭＰＬが（ＷＯ００／５６３５８中に記載されるように）使用さ

れる。他の一般に使用される賦形剤も使用されうる。

      【００４０】

  実施例

  実施例１
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  Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ莢膜多糖：

  ４価ワクチンは、血清型６Ｂ，１４，１９Ｆ、及び２３Ｆ由来の莢膜多糖を含

む。１１－価候補は、ＥＰ７２５１３中に本質的に記載されるように作られた血

清型１，３，４，５，６Ｂ，７Ｆ，９Ｖ，１４，１８Ｃ，１９Ｆ、及び２３Ｆか

らの莢膜多糖を含む。各多糖は、ＣＤＡＰ化学（ＷＯ９５／０８３４８）を用い

て活性化、及び誘導体化され、そして上記タンパク質担体にコンジュゲートされ

る。上記多糖の全てが、それらの天然形態でコンジュゲートされる。但し、血清

型３を除く。それは、分子サイズにおいて減少された。

      【００４１】

  タンパク質担体：

  選ばれたタンパク質担体は、Ｅ．ｃｏｌｉ内で発現された分類不可のヘモフィ

ラス・インフルエンザエ（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ  ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ）か

らの組換えプロテインＤ（ＰＤ）である。プロテインＤの発現のために、上記活

性化化学を、それを上記多糖にコンジュゲートさせるために使用し、そして上記

コンジュゲートを特徴付けた。ＷＯ００／５６３６０参照。

      【００４２】

  実施例２

  肺炎球菌コンジュゲート・ワクチンの文献のレビューは、動物モデルにおける

投与量応答とヒトにおける投与量応答の間に、明らかな相関を作り出すことがで

きないということを示した。さらに、異なる傾向が、さまざまな肺炎球菌コンジ

ュゲート（ベル型、減少、及びフラット）に関して文献中に報告されたけれども

、統計データの欠如が、これらの中のいずれかが有意差をもつかどうかを決定す

ることを不可能にした。最終的な結論は、肺炎球菌コンジュゲート・ワクチン（

その担体タンパク質は、プロテインＤ又は“ＰＤ”である。）を用いた、ヒトに

おける投与量応答試験を行うことが必要であるということであった。

      【００４３】

  上記プロテインＤコンジュゲート・ワクチンを用いて６匹の動物モデルにおい

て企てられた投与量応答試験からのデータを、コスタリカにおけるヒトの幼児に

おける投与量応答試験ＴｅｔｒａＰｎ００５からのヒト・データに最適適合する
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動物モデルを観察するために、評価した。この評価を、評価者を特定の動物モデ

ルに対してブラインドすることにより、行った。試験された対象は、成体及び幼

いラット及びマウス、幼いアカゲザル、及び成体チンチラであった。

      【００４４】

  上記結果は、上記の幼いマウス・モデルが、上記ヒト免疫原性データに最適に

一致するということであった。

      【００４５】

  将来の試験は、約４週齢の若いマウスに集中するであろうということが提案さ

れる。

      【００４６】

  動物試験に比較したヒト試験

  ４価ＰＳ－ＰＤ（肺炎球菌多糖－プロテインＤ）コンジュゲート・ワクチン（

血清型６Ｂ，１４，１９Ｆ、及び２３Ｆ）〔ＴｅｔｒａＰｎ００５〕を用いた投

与量応答試験の結果を、図２，３、及び１１中に示す。１１価の多糖ワクチンを

図４～１０において試験した。ヒト・データが、コスタリカにおけるＴｅｔｒａ

ＰＮ００５に関してＰａｓｃａｌ  Ｐｅｅｔｅｒｓにより提供された。

      【００４７】

    【表２】
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      【００４８】

  ＥＬＩＳＡデータ

  ＥＬＩＳＡを、ストレプトコッカス・ニューモニエ莢膜多糖に対するＩｇＧ高

体の定量のためのＷＨＯ／ＣＤＣコンセンサス手順を用いて上清ＩｇＧを計測す

るために行った。本質的には、精製された莢膜多糖を、上記マイクロタイター・

プレート上に直接コートする。血清サンプルを、全ての肺炎球菌に共通であり、

かつ、開示（ＥＰ７２５１３  Ｂ１）に従って精製された肺炎球菌多糖中約０．

５％で存在する細胞壁多糖とともに事前インキュベートする。Jackson Immuno L

aboratories Inc.試薬を、結合したＩｇＧを検出するために使用した。滴定曲線

を、内部標準（モノクローナル抗体）に対して参照されたロジスチックｌｏｇ等

式であった。

      【００４９】
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  この計算を、Ｓｏｆｔ  Ｍａｘ  Ｐｒｏソフトウェアを用いて行った。

      【００５０】

  上記結果についての最大絶対誤差は、２つの係数内にあると予想される。相対

誤差は３０％未満である。

      【００５１】

  オプソニン食菌作用（Ｏｐｓｏｎｏｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓ）によるベル型

投与量応答

  上記ＥＬＩＳＡ法を、the Costan Rican Infant Human 血清を用いたＣＢＥＲ

  ｍＨＳＡプロトコール（Conception and Frasch, Clinicol and Diagnostic L

aboratory Immunology (1998)）を使用するために改良した。この新たなデータ

は、１．０μｇヒト投与量が他の投与量よりも有意により免疫原性であるという

さらなる証拠を提供した。血清型６Ｂに関する幾何平均ＩｇＧ濃度は、０．１、

１．０、及び１０μｇ投与量に関して、それぞれ、０．５０、１．３１、及び０

．２２μｇ／mlであった。面白いことに、この０．１μｇの投与量は、上記ｌｏ

ｇ変換されたＩｇＧ濃度の平均に基づく、１０μｇ投与量よりもより免疫原性で

ある傾向をもつ（ｐ＝０．０８）。上記データを、ＣＤＣプロトコール（Romero

 and Steiner, Clinical and Diagnostic Laboratory Immunology (1997) 4 : 4

15）を用いて測定したオプソニン食菌作用力価と比較した。血清型６Ｂに関する

結果を以下の図１に表す。オプソニン活性への血清変換（抗体陽転）は、それぞ

れ、６／２４、１３／２１、及び５／２０である（１μｇ投与量と１０μｇ投与

量の間、ｐ＝０．０２、Ｆｉｓｈｅｒ’ｓ  Ｅｘａｃｔテスト）。オプソニン食

菌作用力価とのＩｇＧ濃度の良い相関と、オプソニン活性への血清変換率の両者

が、上記１．０μｇ投与量がより免疫原性であることを確認する。しかしながら

、０．１μｇにおいても、妥当に有効なワクチン製剤が得られるということが重

要である。

      【００５２】

  異なる動物系における投与量応答曲線のマッチング

  図２～６、１０、及び１１は、どの動物が、ヒト投与量応答曲線（図２）と最

適に一致するかどうかを同定するために分析した。動物モデルをブラインドした
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が、成体及び幼いラット、成体及び幼いマウス、及び幼いアカゲザルが含まれて

いた。さらに、成体チンチラ・データを分析した。１，２、及び４週目のマウス

を含めなかった。

      【００５３】

  反比例投与量効果が一般に全ての幼い動物モデルにおいて見られたけれども、

最良の結果／適合が、２日齢のマウス・モデルに関して得られた。これは、上記

データのランクのためであり、そのベル型の投与量応答は類似であり、そしてＰ

Ｓ１４コンジュゲート・データは、投与量に応答して徐々に増加した。この類似

性は、（ひじょうにフラットな投与量応答をもっていた）チンチラに関するもの

よりも高く、そして幼いラットのものよりもかなり良いものであった。同時に、

この類似性は、幼いアカゲザルが使用されたときよりも良いものであり、上記４

価ワクチンを用いて幼いアカゲザルにおいて見られたＵ－型応答は、ヒト幼児に

おいては観察されなかった。

      【００５４】

  マウス・モデルについての追加試験

  Ｂａｌｂ／ｃマウス群であって、２日齢、及び１，２，４、及び８週齢に最初

に（皮下）免疫感作したものを試験した。３回の免疫感作を、アジュバントとし

て５０μｇのリン酸アルミニウムを含む、多糖当り０．０１、０．１又は０．５

μｇのいずれかを含有する１１価肺炎球菌多糖コンジュゲート５０μｌを用いて

（０，１４、及び２８日目）に行った。最後の採血を、４２日目に行った。真の

投与量応答曲線を隠すことができる、９５％信頼区間を考慮すると、４週齢のマ

ウスが、ヒト・データと最適適合をもつ。２週齢と４週齢の間に、ときどき、上

記マウスが、６Ｂに対するより高い応答まで上昇する能力を得ることは注目に値

する。この６Ｂに対する減少した免疫原性は、それに対する抗体が２本鎖ＤＮＡ

と交差反応することができるという事実に、おそらく関係する。

      【００５５】

  討議

  ベル型投与量応答曲線が、ヒトと動物モデルの両者において、いくつかの肺炎

球菌多糖コンジュゲート血清型を用いて観察された。
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      【００５６】

  他の血清型は、プラトーな投与量応答曲線を示す。１歳未満のヒトは、約１～

１０μｇにおいて最大応答をもち、そして幼いマウスは、０．１～１μｇ間に最

大をもつ。一般に、上記マウスは、ヒト投与量の約１／１０において同様の方法

で応答するようである。

      【００５７】

  ４価肺炎球菌多糖－プロテインＤコンジュゲート・ワクチン中の価数のほとん

どは、幼児においてベル型応答曲線を示し（図２）、そして妥当な投与量レンジ

にわたり上記特性を示す動物モデルを選択することが重要である。これは、その

効能テストのためだけではなく、試験研究目的のためにも重要である。この点で

、上記の若いマウスは、所望の特性を示す。（２日齢～２～４週齢の）幼いマウ

スにおける投与量応答の形状は、図２に示すヒト臨床試験の結果に似ている。さ

らに、ヒトにおけるプラトー投与量曲線を示す血清型に関しては、それは、上記

幼いマウス・モデルによっても十分に予想される。６Ｂに対する応答は、上記動

物施設内での取扱い問題に加えて、２日齢マウスにおいてあまりに低いので、４

週齢マウスが試験研究目的のために使用され、そして４又は８週齢マウスが効能

試験のために使用されることができる（８週齢マウスは未だ取扱いが容易である

が、より悪い予想結果を与える）。

      【００５８】

  ワクチンの筋中対皮下投与

  図１２は、上記１１価肺炎球菌ＰＳコンジュゲート・ワクチンを皮下注射され

た幼いマウス（最初の注射時４週齢）対筋中注射されたヒトにおける、及び上記

１１価肺炎球菌ＰＳコンジュゲート・ワクチンを筋中注射された幼いマウス（最

初の注射時４週齢）対筋中注射されたヒトにおける、抗－肺炎球菌ＰＳ  ＩＧ力

価の比較を示す。

      【００５９】

  上記ワクチンを、注射の間２週間をあけて３回投与した。血清を３回目の注射

から２週間後に採取した。ＥＬＩＳＡテストを、上記のように行った。見られる

ように、マウスにおける上記ワクチンの筋中注射は、上記モデルに対するさらな
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る改良をもたらす。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  コスタ・リカの幼いヒトにおけるＳＢ  ４価ＰＳ－ＰＤを用いた血清型６Ｂに

関するオプソニン食菌作用力価と〔ＩｇＧ〕の相関を示す。

    【図２】

  （血清型６Ｂ，１４，１９Ｆ、及び２３Ｆ、並びにリン酸アルミニウム・アジ

ュバントを含む）４価肺炎球菌ＰＳ－ＰＤワクチンの３回目の注射から１ヶ月後

のコスタ・リカの幼児における幾何平均ＩｇＧ濃度を示す。バーは、９５％信頼

区間を示す。

    【図３】

  リン酸アルミニウム・アジュバントとともに４価肺炎球菌ＰＳ－ＰＤワクチン

の３回目の注射から１ヶ月後の幼いラットにおける幾何平均ＩｇＧ濃度を示す。

バーは、９５％信頼区間を示す。

    【図４】

  同じくリン酸アルミニウム・アジュバントを含む１１価肺炎球菌ＰＳ－ＰＤワ

クチンの３回目の注射から２週間後の幼いラットにおける幾何平均ＩｇＧ濃度を

示す。バーは、９５％信頼区間を示す。

    【図５】

  同じくリン酸アルミニウム・アジュバントを含む１１価肺炎球菌ＰＳ－ＰＤワ

クチンの２回目の注射から２週間後の成体ラットにおける幾何平均ＩｇＧ濃度を

示す。バーは、９５％信頼区間を示す。

    【図６】

  同じくリン酸アルミニウム・アジュバントを含む１１価肺炎球菌ＰＳ－ＰＤワ

クチンの３回目の注射から２週間後の幼いマウス（それらが２日齢時に最初の注

射）における幾何平均ＩｇＧ濃度を示す。バーは、９５％信頼区間を示す。

    【図７】

  同じくリン酸アルミニウム・アジュバントを含む１１価肺炎球菌ＰＳ－ＰＤワ

クチンの３回目の注射から２週間後の幼いマウス（それらが１週齢時に最初の注
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射）における幾何平均ＩｇＧ濃度を示す。バーは、９５％信頼区間を示す。

    【図８】

  同じくリン酸アルミニウム・アジュバントを含む１１価肺炎球菌ＰＳ－ＰＤワ

クチンの３回目の注射から２週間後の幼いマウス（それらが２週齢時に最初の注

射）における幾何平均ＩｇＧ濃度を示す。バーは、９５％信頼区間を示す。

    【図９】

  同じくリン酸アルミニウム・アジュバントを含む１１価肺炎球菌ＰＳ－ＰＤワ

クチンの３回目の注射から２週間後の幼いマウス（それらが４週齢時に最初の注

射）における幾何平均ＩｇＧ濃度を示す。バーは、９５％信頼区間を示す。

    【図１０】

  同じくリン酸アルミニウム・アジュバントを含む１１価肺炎球菌ＰＳ－ＰＤワ

クチンの３回目の注射から２週間後の若いマウス（それらが８週齢時に最初の注

射）における幾何平均ＩｇＧ濃度を示す。バーは、９５％信頼区間を示す。

    【図１１】

  リン酸アルミニウム・アジュバントを含む４価肺炎球菌ＰＳ－ＰＤワクチンの

３回目の注射から１ヶ月後の幼いアカゲザルにおける幾何平均ＩｇＧ濃度を示す

。バーは、９５％信頼区間を示す。

    【図１２】

  皮下（ＳＣ）で肺炎球菌ＰＳコンジュゲート・ワクチンを注射された幼いマウ

ス（最初の注射時４週齢）対筋中（ＩＭ）注射されたヒトにおける、及び筋中で

肺炎球菌ＰＳコンジュゲート・ワクチンを注射された幼いマウス（最初の注射時

４週齢）対筋中注射されたヒトにおける、抗－肺炎球菌ＰＳ  ＩｇＧ力価の比較

を表す。上記ワクチンを、注射の間２週間をあけて３回投与した。血清を、３回

目の注射から２週間後に採取した。ＥＬＩＳＡテストを、実施例に記載したよう

に行った。
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【図１】
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【図１（続き）】
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【図１（続き）】
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【図２】
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【図３】
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【図４】
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【図５】
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【図６】
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【図７】
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【図８】
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【図９】
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【図１０】
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【図１１】
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【図１２】



(37) 特表２００３－５１２４４０

【図１２－１】
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【国際調査報告】
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摘要(译)

本发明涉及在动物模型中测试疫苗反应以获得有关人类对相同疫苗原反
应的信息的方法领域。 本发明是一种测量人对包含免疫原性载体蛋白和
细菌多糖的多糖缀合疫苗的剂量反应的方法，其包括对幼小的动物施用
恒定剂量的缀合疫苗。 提供一种测量动物对细菌多糖的免疫反应作为人
类免疫反应的量度的方法。 还提供了在上述模型中施用疫苗的优选方
法，待测疫苗的剂量，剂量之间的时间，血清收获的时间，测量免疫应
答的方法以及所用幼小动物的类型（和年龄）。 要做。
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