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(57)【要約】
　本発明は一般的に、多糖誘導体を含有する組成物、そ
れらの製造方法、及び、髄膜炎菌、特にグループＢ（Ｎ
ｍＢ）株及び大腸菌Ｋ１によって生じる疾患の予防又は
治療のための使用方法を提供する。本発明は、ＰＳの１
又はそれ以上の残基が脱-Ｎ-アセチル化によって修飾さ
れた脱-Ｎ-アセチル化ＰＳ誘導体を提供する。また本発
明は、脱-Ｎ-アセチル化ＰＳを含むＰＳのＮ-アセチル
基の１又はそれ以上が他のＮ-アシル基、通常はＣ２－
Ｃ３の低級アシル基で置換された誘導体も含む。さらに
本発明は、長鎖炭化水素を有する脱-Ｎ-アセチル化ＰＳ
誘導体、並びに脱-Ｎ-アセチル化ＰＳ誘導体がキャリア
、例えばキャリアタンパク質に結合したコンジュゲート
を含む。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
アジュバント及び多糖（ＰＳ）誘導体とを含む組成物であって、当該ＰＳ誘導体が、シア
ル酸又はシアル酸誘導体の第一及び第二の残基の少なくとも１つのダイマーを含み、
　前記第一の残基がＮ-アセチル化であり第二の残基が遊離のアミン基を含む、
　前記第一の残基が遊離のアミン基を含み第二の残基がＮ-アセチル化である、
又は、
　前記第一及び第二の残基が遊離のアミン基を含む組成物。
【請求項２】
式：
【化１】

（式中、Ｘ及びＹは独立してＨ又はアセチル基であり、
ｎは少なくとも１である）
で表される構造を含む多糖（ＰＳ）誘導体を含有し、
　ＰＳ誘導体が担体タンパク質にコンジュゲートしているか、又はＰＳ誘導体の非還元末
端にアルキル第２級アミンを有するシアル酸残基を更に含む組成物。
【請求項３】
式：
【化２】

（式中、Ｘ、Ｙ及びＺの少なくとも１つはＨであり、Ｘ、Ｙ及びＺの少なくとも１つは飽
和アシル基であるという条件で、Ｘ、Ｙ及びＺは独立してＨ又は飽和アシル基であり、
ｎは少なくとも１である）
で表される構造を含む多糖（ＰＳ）誘導体を含有し、
　ＰＳ誘導体は任意に担体タンパク質にコンジュゲートしているか、又はＰＳ誘導体の非
還元末端にアルキル第２級アミンを有するシアル酸残基を更に含む組成物。
【請求項４】
Ｘ、Ｙ及びＺのうち２つがアシル基であり、それらのアシル基が異なるアシル基である請
求項３に記載の組成物。
【請求項５】
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Ｘ、Ｙ及びＺの少なくとも１つがアセチル基であり、Ｘ、Ｙ及びＺの少なくとも１つがプ
ロピオニル基である請求項４に記載の組成物。
【請求項６】
ＸがＨである場合、Ｙ及びＺは異なるアシル基であり；Ｘがアシル基である場合、Ｙ及び
Ｚは異なる成分であって、Ｈ又はアシル基のいずれかであり；Ｘがアシル基である場合、
Ｙ及びＺは異なる成分であって、Ｈ又はアシル基のいずれかである請求項３に記載の組成
物。
【請求項７】
Ｘ、Ｙ及びＺがアセチル及びプロピオニルから選択される異なるアシル基である場合；
　Ｘがアセチル基のとき、Ｙ及びＺは異なる成分であって、Ｈ又はプロピオニル基のいず
れかであり、
　Ｘがプロピオニル基のとき、Ｙ及びＺは異なる成分であって、Ｈ又はアシル基のいずれ
かである請求項６に記載の組成物。
【請求項８】
ＰＳ誘導体が、ＰＳ誘導体の非還元末端にアルキル第２級アミンを持つアミド化シアル酸
残基を含む請求項３に記載の組成物。
【請求項９】
ＰＳ誘導体が、担体タンパク質にコンジュゲートしている請求項３に記載の組成物。
【請求項１０】
ＰＳ誘導体が、ラクトン成分又は環状第２級アミンを持つシアル酸残基を含む請求項１か
ら３の何れか一項に記載の組成物。
【請求項１１】
ＰＳ誘導体が、ヘテロポリマー化合物である請求項１から３の何れか一項に記載の組成物
。
【請求項１２】
式：
【化３】

（式中、Ｘ及びＹは独立してアミン保護基、又は飽和あるいは不飽和のアシル基であり、
ｎは少なくとも１である）
で表される構造を含む多糖（ＰＳ）誘導体を含有し、
　ＰＳ誘導体が任意にＰＳ誘導体のシアル酸残基にコンジュゲートした担体タンパク質を
更に含むか、又は任意にＰＳ誘導体の非還元末端にアルキル第２級アミンを持つシアル酸
残基を更に含む組成物。
【請求項１３】
アシル基が飽和アシル基及びアセチル基であるである請求項１２に記載の組成物。
【請求項１４】
多糖（ＰＳ）誘導体が、式：
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【化４】

（式中、Ｘ、Ｙ及びＺの少なくとも１つはアミン保護基であり、Ｘ、Ｙ及びＺの少なくと
も１つは飽和又は付飽和のアシル基であるという条件で、Ｘ、Ｙ及びＺは独立してアミン
保護基であり、
ｎは少なくとも１である）
で表される構造を含む請求項１２に記載の組成物。
【請求項１５】
アシル基が飽和アシル基及びアセチルあるいはプロピオニル基である請求項１４に記載の
組成物。
【請求項１６】
対象を免疫化する方法であって、
　請求項１から１１のいずれか一項に記載のＰＳ誘導体の、免疫反応を誘発するのに有効
な量を患者に投与することを含み、
　前記投与が、Ｂ群髄膜炎菌に対する免疫反応を誘発するのに有効である方法。
【請求項１７】
対象を免疫化する方法であって、
　請求項１から１１のいずれか一項に記載のＰＳ誘導体の、免疫反応を誘発するのに有効
な量を患者に投与することを含み、
　前記投与が、大腸菌Ｋ１に対する免疫反応を誘発するのに有効である方法。
【請求項１８】
細菌感染に対する消極防護を提供する方法であって、当該方法が、
　請求項１から１１のいずれか一項に記載の脱-Ｎ-アセチル化ＰＳ誘導体で宿主を免疫化
することにより誘発された殺菌抗体を患者に投与することを含み、
　前記投与が、Ｂ群髄膜炎菌又は大腸菌Ｋ１に対する患者の保護を提供する方法。
【請求項１９】
多糖（ＰＳ）誘導体の製造方法であって、当該方法が、
　少なくとも部分的に脱-Ｎ-アセチル化されたＰＳ分子を、アミン保護試薬及びアシル化
試薬と、有機溶媒の存在下で反応させることを含み、
　前記反応が、アミン保護基及びＮ-アシル化基を持つ保護されたＰＳ誘導体を生成する
方法。
【請求項２０】
請求項１９に記載の方法によって製造された保護された多糖（ＰＳ）誘導体。
【請求項２１】
保護されたＰＳ誘導体をアミン保護基を除去する条件下で処理することを更に含み、ＰＳ
誘導体が生成される請求項１９に記載の方法。
【請求項２２】
当該方法が、
　保護されたＰＳ誘導体を担体タンパク質にコンジュゲートさせてコンジュゲートした保
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護ＰＳ誘導体を生成させ、
　コンジュゲートした保護ＰＳ誘導体をアミン保護基を除去する条件下で処理することを
更に含み、
　コンジュゲートしたＰＳ誘導体が生成される請求項１９に記載の方法。
【請求項２３】
当該方法が、
　保護されたＰＳ誘導体をＮ-アシルアミンと反応させて、アルキル第２級アミンを有す
るアミド化シアル酸残基を持つ保護ＰＳ誘導体を生成させ、
　アミド化した保護ＰＳ誘導体をアミン保護基を除去する条件下で処理することを更に含
み、
　アルキル第２級アミンを有するアミド化したシアル酸残基を持つＰＳ誘導体が生成され
る請求項１９に記載の方法。
【請求項２４】
多糖（ＰＳ）誘導体を製造する方法であって、当該方法が、
　Ｂ群髄膜炎菌細菌を、Ｎ-アシル-マンノサミン及びアミン-保護マンノサミンを含有す
る増殖培地中で培養することを含み、マンノースを追加しないと細菌は莢膜多糖を十分に
生産せず、
　前記増殖培地が、アミン保護基及びＮ-アシル化基を持つ保護されたＰＳ誘導体の生産
を提供する方法。
【請求項２５】
当該方法が、
　保護されたＰＳ誘導体を担体タンパク質にコンジュゲートさせてコンジュゲートした保
護ＰＳ誘導体を生成させ、
　コンジュゲートした保護ＰＳ誘導体をアミン保護基を除去する条件下で処理することを
更に含み、
　コンジュゲートしたＰＳ誘導体が生成される請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
当該方法が、
　保護されたＰＳ誘導体をＮ-アシルアミンと反応させて、アルキル第２級アミンを有す
るアミド化シアル酸残基を持つ保護ＰＳ誘導体を生成させ、
　アミド化した保護ＰＳ誘導体をアミン保護基を除去する条件下で処理することを更に含
み、
　アルキル第２級アミンを有するアミド化したシアル酸残基を持つＰＳ誘導体が生成され
る請求項２４に記載の方法。
【請求項２７】
抗体が結合したポリシアル酸（ＰＳＡ）エピトープを同定する方法であって、
　ＰＳＡ誘導体を抗体と接触させるること、前記接触は抗体とＰＳ誘導体との抗原－抗体
複合体の形成に適した条件下であり、
　抗原－抗体複合体を、抗原－抗体複合体のシアリダーゼが接近しうるＰＳＡ誘導体残基
の除去に適した条件下でシアリダーゼと接触させることを含み、
　シアリダーゼ処理の後に抗原－抗体複合体に残存するＰＳＡ誘導体残基が抗体の結合し
たエピトープを特定する方法。
【発明の詳細な説明】
【発明の開示】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、２００４年１月２３日に出願された米国特許仮出願第６０／５８２，６７２
号の優先権の利益を主張するものであり、その全開示内容は参照することにより本明細書
に組み込まれる。
【０００２】
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連邦委託研究に関する説明
　本発明は、米国国立アレルギー感染症研究所および米国国立衛生研究所により授与され
た助成金ＡＩ４６４６４号およびＡＩ４５６４２号に基づく政府支援によってなされた。
本発明において、政府は一定の権利を有する。
【０００３】
技術分野
　本発明は、多糖誘導体、当該物質を含有する組成物、およびそれらの使用方法に関する
。
【０００４】
発明の背景
　髄膜炎菌（Neisseria meningitidis）はグラム陰性菌であり、細菌性髄膜炎および敗血
症を引き起こす主要なヒト病原菌である。罹患率は２歳未満の幼児において最も高い。疾
患を引き起こす分離株の大部分を、主要な５種類の莢膜群が占めている。これらはＡ、Ｂ
、Ｃ、Ｙ、およびＷ－１３５と呼ばれる異なる多糖類莢膜によって定義される。Ａ、Ｃ、
Ｙ、およびＷ－１３５群の細菌によって引き起こされる疾患の予防にはワクチンが有効で
ある。しかしながら、Ｂ群の菌株（以後「ＮｍＢ」と呼ぶ）によって引き起こされる疾患
の予防に有効なワクチンはなく、米国および欧州では小児の髄膜炎菌性疾患の全症例の５
０パーセント以上を占める（Jones, D., in “Meningococcal Disease,” John Wiley & 
Sons, New York, 1995）。
【０００５】
　Ｂ群髄膜炎菌莢膜多糖体（本明細書ではＮｍＢ莢膜多糖体または「ＮｍＢ ＰＳ」と呼
ぶ）は、α（２→８）Ｎ－アセチルノイラミン酸のホモ線状ポリマー（ポリシアル酸；以
後「ＰＳＡ」と呼ぶ）からなる。この莢膜ＰＳは、全ＮｍＢ菌株にわたって保存されてお
り、また、病原性大腸菌（Escherichia coli）Ｋ１にも見いだされる。ＮｍＢ ＰＳは、
脳・心臓・腎臓などの胎生組織によって豊富に発現されるポリシアル酸と化学的に同一の
ものである。
【０００６】
　Ｂ群莢膜は、重要な毒性決定因子である。例えば、莢膜の発現が不足した突然変異体は
血清感受性を有し、非病原性である（Stephens 1991, Infect Immun 59:4097）。また、
Ｂ群多糖体に対する血清抗体が、補体媒介性の溶菌作用および／またはオプソニン作用を
活性化することにより、疾患に対する防御となることを示す証拠もある（Griffiss, J. M
., in“Meningococcal Disease,” John Wiley & Sons, New York, 1995）。
【０００７】
　しかしながら、ＮｍＢ莢膜多糖体をワクチン成分として用いるための取り組みは、担体
タンパク質にコンジュゲートされた場合でも（Devi et al., 1997, Infect Immun 65:104
5; Jennings et al., 1981, J Immunol 127:1011）、その不十分な免疫原性によって阻ま
れてきた（Wyle et al., 1972, J. Infect. Dis. 126: 514-522; Zollinger, et al., 19
79, J. Clin. Invest. 63: 836-834）。不十分な免疫原性の原因は、神経細胞接着分子（
「ＮＣＡＭ」）のような、種々の宿主組織で発現する交差反応性ポリシアル化糖タンパク
質への胎児暴露によって誘発される免疫学的寛容にあると考えられている（Finne et al.
 1983, Biochem Biophys Res Commun 112:482; Hayrinen et al. 1995, J Infect Dis 17
1: 1481）。抗ＮｍＢ ＰＳモノクローナル抗体（ｍＡｂ）が、マウスをＢ群の死菌で免疫
化することにより（Mandrell et al. 1982 J Immunol 129:2172; Moreno et al. 1983 J 
Gen Microbiol 129 (Pt 8):2451; Shin et al. 2001 Infect Immun 69:3335）、またはＮ
ＺＢマウスを単純な多糖体や細菌で免疫化することにより（Frosch et al. 1985 Proc Na
tl Acad Sci U S A 82: 1194; Hurpin et al. 1992 Hybridoma 11 :677）、作製されてい
る。また、ヒトＮｍＢ ＰＳ反応性ＩｇＭ ｍＡｂまたはパラプロテインについての報告も
されている（Raff et al. 1988 J Infect Dis 157:118; Rohr et al. 1980 J Biol Chem 
255:2332; Azmi et al. 1994 Infect Immun 62:1776; Mandrell et al. 1995 J Infect D
is 172:1279）。これらのｍＡｂまたはパラプロテインは、補体媒介性の殺菌作用を誘発
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させる。従って、抗原としての多糖体に基づいたワクチンの開発は、免疫原性の増強に関
して、当分野において特に重視されてきた。
【０００８】
　１９８０年代にJenningsおよび共同研究者は、ＮｍＢ ＰＳの種々の誘導体の免疫原性
について研究した（Jennings et al., 1981, supra Jennings 1985 J Immunol 134:2651;
 Ashton et al. 1989 Microb Pathog 6:455; Pon et al. 1997 J Exp Med 185:1929）。
ＮｍＢ ＰＳのＮ－アセチル基を疎水性の大きいさまざまなアシル基、具体的にはプロピ
オニル（Ｎ－Ｐｒ）で置換した多糖体を含有するコンジュゲートワクチンは、免疫原性お
よび誘発性の防御殺菌抗体であった。得られた修飾多糖体は、担体タンパク質にコンジュ
ゲートされており（Jennings et al. 1986, J Immunol 137:1708, 1986; Jennings et al
. 1987, J Exp Med 165:1207; Jennings et al., 1981, supra; Jennings et al. 1985 s
upra; Asthon et al. 1989, supra; Pon et al. 1997, supra; U.S. Pat. No. 4,727,136
）、実験動物において免疫原性を有し、in vitroで補体媒介性溶菌を活性化するＩｇＧ抗
体を誘発させ、ＮｍＢに感染した実験動物において消極防御となることが分かった。この
ワクチンは、類人猿において免疫原性を有し、補体媒介性溶菌を活性化する血清抗体を誘
導した（Fusco et al., 1997, J Infect. Dis. 175: 364-372）。ヒトにおいては、殺菌
抗体は髄膜炎菌性疾患の発症に対する防御となることが分かっている（Goldschneider et
 al., 1969, J Exp. Med. 129:1307）。
【０００９】
　しかしながら、現行の利用可能なワクチンによって誘導される抗体のサブセットは、未
修飾ＮｍＢ ＰＳ（すなわちＮ－アセチル－ＮｍＢ ＰＳ）に対し抗宿主自己抗体活性を有
する（Hayrinen et al. 1995 J Infect Dis 171 :1481; Granoff et al., 1998, J. Immu
nol; 160: 5028- 5036）。ＰＳＡは胎生および新生児の組織において、とりわけ脳組織で
見られるＮＣＡＭで豊富に発現するため、このアプローチには深刻な安全上の懸念が生じ
る。注目すべきことに、ＮｍＢ ＰＳのＮ－Ｐｒおよび他の誘導体によって誘発される殺
菌抗体のサブセットは細菌に特異的に結合するが、宿主組織には結合せず、また、ＮｍＢ
 ＰＳアフィニティーマトリックスによって吸収されなかった（Jennings et al. 1989 J 
Immunol 142:3585; Pon et al. 1997, supra）。Granoffらは、破傷風トキソイドとコン
ジュゲートしたＮ－Ｐｒ ＮｍＢ ＰＳでマウスを免疫化し、モノクローナル抗Ｎ－Ｐｒ 
ＮｍＢ ＰＳ抗体（ｍＡｂ）のパネルを作製した（Granoff et al. 1998 J Immunol 160:5
028）。多数のｍＡｂがin vitroで補体媒介性殺菌活性を誘発させ、幼齢のラットモデル
において菌血症に対する消極防御となった。防御ｍＡｂは、ＥＬＩＳＡ法における天然Ｎ
ｍＢ ＰＳとの交差反応性の有無、ならびにＮ－Ｐｒ－ＭＢオリゴ糖（平均重合度［Ｄｐ
］＝３．８）の抗Ｎ－Ｐｒ－ＮｍＢ ＰＳ結合抑制能に基づき、４つの異なる微細抗原特
異性グループに亜分類された。４つの微細抗原特異性グループのそれぞれを代表するｍＡ
ｂは、長鎖のポリシアル酸を発現するヒト細胞系ＣＨＰ－１３４を用いたフローサイトメ
トリー試験（Granoff et al. 1998, supra）、およびヒト胎生組織を用いた免疫組織学に
よって、宿主ポリシアル酸に極微ないし検出不能の自己反応性を示した。ｍＡｂは、生き
た被包性のＢ群髄膜炎菌の表面に結合したが、莢膜欠損変異体には結合しなかった。これ
らの抗Ｎ－Ｐｒ ＮｍＢ ＰＳ ｍＡｂによって認識される細菌のエピトープは同定されな
かった。
【００１０】
　本発明は、免疫応答、具体的には、Ｂ群髄膜炎菌の菌株に対する防御的免疫応答を誘発
させると同時に、宿主組織に対する検出可能もしくは有意な自己抗体を誘発させないワク
チン組成物および方法を提供することにより、ワクチン接種への従来技術のアプローチの
欠点を克服するものである。
文献
【００１１】
ＰＣＴ第ＷＯ９９／１０３７２号公報（anti-N-Pr NmB PS mAbs、１９９７年８月２７日
に出願された米国特許仮出願第６０／０５８，００１号の優先権を主張）；米国特許第６
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，０４８，５２７号（anti-NmB antibodies）；米国特許第６，３５０，４４９号（anti-
NmB antibodies）。
【００１２】
米国特許第６，０３０，６１９号（Granoff and Moe (mimetics)）
【００１３】
米国特許第４，７２７，１３６号（Jennings (N-Pr NmB PS vaccine)）
【００１４】
米国特許第６，６３８，５１３号；
【００１５】
Fusco et al. “Preclinical evaluation of a novel group B meningococcal conjugate
 vaccine that elicits bactericidal activity in both mice and nonhuman primates,
”（1997） J. Infect. Dis. 175:364-72。
【００１６】
発明の概要
　本発明は一般的に、多糖誘導体を含有する組成物、ならびにそれらの作製、および髄膜
炎菌、具体的にはＢ群（ＮｍＢ）菌株と大腸菌Ｋ１に起因する疾患の予防・治療のための
使用の方法を提供する。本発明は、ＰＳの１つまたはそれ以上の残基が脱Ｎ－アセチル化
によって修飾された脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体を提供する。本発明はまた、脱Ｎ－アセ
チル化ＰＳを含むＰＳの１つまたはそれ以上のＮ－アセチル基が他のＮ－アシル基、通常
はＣ２－Ｃ３の低級アシル基で置換された誘導体を含む。さらに本発明は、長鎖炭化水素
を含む脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体、ならびに脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体が担体タンパ
ク質等の担体に連結されたコンジュゲートを含む。
【００１７】
　従って、一態様において、本発明はアジュバントおよび多糖（ＰＳ）誘導体を含有する
組成物を特徴とし、ＰＳ誘導体はシアル酸またはシアル酸誘導体の第一および第二の残基
の少なくとも１個のダイマーを有し、ただし第一の残基がＮ－アセチル化されて第二の残
基が遊離アミン基を含むか、第一の残基が遊離アミン基を含み第二の残基がＮ－アセチル
化されているか、または第一および第二の残基が遊離アミン基を含む。
【００１８】
　別の実施形態では、本発明は、次式により表される構造を有するＰＳ誘導体を含有する
組成物を特徴とする：
【化１】

式中、ＸおよびＹは独立してＨまたはＮ－アセチル基であり、ＰＳ誘導体は担体タンパク
質にコンジュゲートされているか、またはさらにＰＳ誘導体の非還元末端にアルキル二級
アミンを有するシアル酸残基を含む。本実施形態でＰＳ誘導体は、一般的にポリマー内に
位置する上記構造を１つまたはそれ以上有する。
【００１９】
　別の実施形態では、本発明は、次式により表される構造を有するＰＳ誘導体を含有する
組成物を特徴とする：
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【化２】

式中、Ｘ、Ｙ、およびＺのうちの少なくとも１つがＨで、Ｘ、Ｙ、およびＺのうちの少な
くとも１つが飽和アシル基であるという条件で、Ｘ、Ｙ、およびＺは独立してＨまたは飽
和アシル基であり、ＰＳ誘導体は任意に担体タンパク質にコンジュゲートされているか、
またはさらにＰＳ誘導体の非還元末端にアルキル二級アミンを有するシアル酸残基を含む
。本実施形態でＰＳ誘導体は、一般的にポリマー内に位置する上記構造を１つまたはそれ
以上有する。
【００２０】
　関連する実施形態では、前記組成構造はＸ、Ｙ、およびＺのうちの２つがアシル基であ
る場合、そのアシル基は異なるアシル基である。さらに関連する実施形態では、前記組成
構造はＸ、Ｙ、およびＺのうちの少なくとも１つがアセチル基で、Ｘ、Ｙ、およびＺのう
ちの少なくとも１つがプロピオニル基である。またさらに関連する実施形態では、前記組
成構造は、ＸがＨである場合、ＹおよびＺは異なるアシル基である；Ｘがアシル基である
場合、ＹおよびＺは異なる部分でありＨまたはアシル基である；さらにＸがアシル基であ
る場合、ＹおよびＺは異なる部分でありＨまたはアシル基である。またさらに関連する実
施形態では、前記組成構造は、ＸがＨである場合、ＹおよびＺはアセチルおよびプロピオ
ニルから選択された異なるアシル基である；Ｘがアセチル基である場合、ＹおよびＺは異
なる部分でありＨまたはプロピオニル基である；さらにＸがプロピオニル基である場合、
ＹおよびＺは異なる部分でありＨまたはアセチル基である。
【００２１】
　またさらに関連する実施形態では、ＰＳ誘導体は、ＰＳ誘導体の非還元末端で生成され
たアルキル二級アミンを有するアミド化されたシアル酸残基を含む。またさらに関連する
実施形態では、ＰＳ誘導体は担体タンパク質にコンジュゲートされている。別の関連する
実施形態では、ＰＳ誘導体は、ラクトン部分または環状二級アミンを有するシアル酸残基
誘導体を含む。別の実施形態では、ＰＳ誘導体はヘテロポリマー化合物である。
【００２２】
　別の実施形態では、本発明は、次式により表される構造を有するＰＳ誘導体を含有する
組成物を特徴とする：
【化３】

式中、ＸおよびＹは独立してアミン保護基、または飽和もしくは不飽和のアシル基であり
、ＰＳ誘導体は、任意にさらにＰＳ誘導体のシアル酸残基にコンジュゲートされた担体タ
ンパク質を含むか、または任意にさらにＰＳ誘導体の非還元末端にアルキル二級アミンを
有するアミド化されたシアル酸残基を含む。ＰＳ誘導体は、一般的にポリマー内に位置す
る上記構造を１つまたはそれ以上有する。関連する実施形態では、アシル基は飽和アシル
基およびアセチルまたはプロピオニルである。
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【００２３】
　関連する実施形態では、ＰＳ誘導体は次式により表される構造を有する：
【化４】

ただし、Ｘ、Ｙ、およびＺのうちの少なくとも１つがアミン保護基で、Ｘ、Ｙ、およびＺ
のうちの少なくとも１つが飽和または不飽和のアシル基であるという条件で、Ｘ、Ｙ、お
よびＺは独立してアミン保護基である。本実施形態でＰＳ誘導体は、一般的にポリマー内
に位置する上記構造を１つまたはそれ以上有する。関連する実施形態では、アシル基は飽
和アシル基およびアセチルまたはプロピオニルである。
【００２４】
　別の実施形態では、本発明は、免疫応答を誘発するのに有効な量で本発明のＰＳ誘導体
の量を投与することにより対象を免疫化する方法を特徴とし、かかる投与は対象において
Ｂ群髄膜炎菌に対する免疫応答を誘発するのに有効である。別の実施形態では、本発明は
、免疫応答を誘発するのに有効な量で本発明のＰＳ誘導体の量を投与することにより対象
を免疫化する方法を特徴とし、かかる投与は対象において大腸菌Ｋ１に対する免疫応答を
誘発するのに有効である。
【００２５】
　別の実施形態では、本発明は、本発明のＰＳ誘導体を用いた宿主の免疫化によって誘発
された殺菌抗体を対象に投与することにより細菌感染症に対する消極防護を提供する方法
を特徴とし、かかる投与はＢ群髄膜炎菌または大腸菌Ｋ１に対する対象の防御を提供する
。
【００２６】
　本発明はまた、有機溶媒の存在下で、少なくとも部分的に脱Ｎ－アセチル化されたＰＳ
分子を、アミン保護試薬およびアシル化試薬を含む混合物と反応させることを包含するＰ
Ｓ誘導体を生成する方法を特徴とし、反応はアミン保護基およびＮ－アシル化基を有する
保護ＰＳ誘導体を生成する。関連する実施形態では、方法はさらに、ＰＳ誘導体を生成す
るためにアミン保護基を除去する条件下で保護ＰＳ誘導体を処理することを包含する。さ
らに関連する実施形態では、方法はさらに、コンジュゲートした保護ＰＳ誘導体を生成す
るために保護ＰＳ誘導体を担体タンパク質にコンジュゲートさせること、ならびにアミン
保護基を除去する条件下でコンジュゲートした保護ＰＳ誘導体を処理し、その結果、コン
ジュゲートしたＰＳ誘導体が生成されることを包含する。別の関連する実施形態では、方
法はさらに、アルキル二級アミンを有しアミド化したシアル酸残基を有するアミド化した
保護ＰＳ誘導体を生成するために、保護ＰＳ誘導体をＮ－アシルアミン試薬と反応させる
こと、ならびにアミン保護基を除去する条件下でアミド化した保護ＰＳ誘導体を処理し、
その結果、アルキル二級アミンを有しアミド化したシアル酸残基を有するＰＳ誘導体が生
成されることを包含する。本発明はまた、これらの方法によって生成されるＰＳ誘導体に
も係る。
【００２７】
　本発明はまた、Ｎ－アシルマンノサミンおよびアミン保護マンノサミンを含有する増殖
培地でＢ群髄膜炎菌を培養し、その結果、培養がアミン保護基およびＮ－アシル化基を有
する保護ＰＳ誘導体の産生を提供することにより、多糖（ＰＳ）誘導体を生成する方法を
特徴とする。関連する実施形態では、細菌は、添加マンノサミンの非存在下で莢膜多糖体
の産生が不足する。関連する実施形態では、方法はさらに、コンジュゲートした保護ＰＳ
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誘導体を生成するために保護ＰＳ誘導体を担体タンパク質にコンジュゲートさせること、
ならびにコンジュゲートしたＰＳ誘導体を生成するためにアミン保護基を除去する条件下
でコンジュゲートした保護ＰＳ誘導体を処理することを包含する。関連する実施形態では
、方法はさらに、保護ＰＳ誘導体のシアル酸残基上にアルキル二級アミンを提供するため
に、保護ＰＳ誘導体をＮ－アシルアミン試薬と反応させること、ならびにアミン保護基を
除去する条件下で保護ＰＳ誘導体を処理し、アルキル二級アミンを含むシアル酸残基を有
するＰＳ誘導体が生成されることを包含する。本発明はまた、これらの方法によって生成
されるＰＳ誘導体にも係る。
【００２８】
　本発明はさらに、ＰＳＡ誘導体を抗体に接触させることによって、抗体により結合され
たポリシアル酸（ＰＳＡ）エピトープを同定する方法を特徴とし、前記接触が抗体とＰＳ
誘導体との抗原－抗体複合体の形成に適している条件下にあり、前記抗原－抗体複合体と
シアリダーゼとの接触が、抗原－抗体複合体中のシアリダーゼ接触可能なＰＳＡ誘導体残
基の除去に適している条件下にあり、シアリダーゼ処理の後に抗原－抗体複合体中に残存
するＰＳＡ誘導体残基が、抗体により結合されたエピトープを特定することを特徴とする
。
【００２９】
　本発明は、本発明のＮｍＢ ＰＳ誘導体が対象に免疫応答を誘発させるために用いられ
、正常な宿主組織のポリシアル残基との検出可能な交差反応がほとんどもしくは全くなく
、特異的にＮｍＢ細菌に結合する血清殺菌抗体を含むことができるということにおいて有
利である。
【００３０】
　本発明の他の利点は、本明細書の開示を読めば、当業者に容易に明らかとなるであろう
。
【００３１】
　本発明、および本発明の特定の例示的な実施形態を記載する前に、本発明が、記載され
る特定の実施形態に制限されず、もちろんそれ自体変化し得ると理解されるべきである。
また、本発明の範囲は添付された請求項によってのみ制限されるため、本明細書で使用さ
れる専門用語は具体的な実施形態を記載するのみの目的のためであって、限定的であるこ
とを意図していないと理解されるべきである。
【００３２】
　数値の範囲が提供される場合には、各々の中間にある数値が、文脈が他に明確に指定し
ない限りは下限値の単位の少数第１位までであり、範囲の上限値、下限値および規定され
た範囲内で他に規定もしくは中間にある数値との間にあることが、本発明に包含されるこ
とが理解される。これらのより狭い範囲の上・下限値は、規定された範囲内で任意に特に
除外される限度値を条件として、独立して、本発明に同様に包含されるより狭い範囲内に
含まれてもよい。また、規定された範囲が限度値の一方または両方を含む場合、それらの
含まれる限度値の一方または両方を除外する範囲も本発明に含まれる。
【００３３】
　他に定義されない限り、本明細書中で用いられるすべての技術および科学用語は、本発
明が属する技術分野の当業者によって普通に理解されるのと同じ意味を有する。本明細書
中に記載されたものと類似または同等のいかなる方法および材料も本発明の実施または試
験において用いられることができるが、好ましい方法および材料が以下に記載される。本
明細書で言及されたすべての刊行物は、参考として本明細書中に組み込まれ、刊行物が引
用されたことに関連して方法および／または材料を開示および記載される。
【００３４】
　本明細書、および添付された請求項で使用されているように、単数形“a”、“an”、
および“the”は、その文脈が他に明確に指定しない限り、複数の指示対象を含むことに
注意する必要がある。それ故、例えば“an antigen”への言及は複数個の当該抗原を含ん
でおり、また、“the peptide”への言及は１個またはそれ以上のペプチドへの言及を含
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んでおり、その他これらと同等のことは当業者には周知である。
【００３５】
　本明細書において説明される刊行物は本出願の提出日に先立って単独でその開示を提供
される。本明細書における何物も、かかる刊行物が先願発明であるという理由で、本発明
が先行する権利がないことを承認すると解釈されない。さらに、提供された刊行日付は個
別に確認される必要のある実際の刊行日付と異なる場合がある。
【００３６】
発明の詳細な説明
　本発明は、ＮｍＢが莢膜多糖体（ＰＳ）中に脱Ｎ－アセチル残基を含むこと、および脱
Ｎ－アセチル残基（約２５％またはそれ以上）を含むＮｍＢ ＰＳベースのワクチンがＮ
ｍＢに起因する疾患に対して防護的な抗体を誘発させ得るが、ヒト組織により発現する自
己のポリシアル酸（ＰＳＡ）抗原と交差反応をしない、または最小限の交差反応性である
ことを発見したことに基づく。具体的には、本発明者は、当該ワクチンの最小エピトープ
がＰＳ二糖類であり、片方または両方の残基が脱Ｎ－アセチル残基を含むことを発見して
いる。
【００３７】
　当該抗ＮｍＢ ＰＳ抗体の最小エピトープは当該ＮｍＢ ＰＳ誘導体の二糖単位であって
、二糖単位が１個またはそれ以上の残基を含み、Ｃ－５アミノ基上のＮ－アセチル基が除
去されているか、または２個の残基のうち１個が脱Ｎ－アセチル化されており、２番目の
残基がＮ－アセチル基を含む（しかし、いくつかの実施形態では、Ｎ－プロピオニル基で
はない）。この最小エピトープを規定する二糖単位は、還元末端、非還元末端、または多
糖体内部にあってもよい。脱Ｎ－アセチル化残基はＮ－アシル化残基を含むＰＳＡとの関
連で免疫原性であり、抗体を誘発させるが、その抗体はＮｍＢ莢膜と反応し、ヒトＰＳＡ
抗原とは最小限に反応するか、または検出可能な反応をしない。このアプローチはＮｍＢ
に起因する疾患を予防するための安全かつ有効な方法を提供する。さらに、大腸菌Ｋ１の
莢膜ＰＳはＮｍＢのそれと化学的および免疫学的に全く一致しているため、本発明はまた
、大腸菌Ｋ１による疾患の予防に使用するＰＳ誘導体の産生に適用できる。
【００３８】
　脱Ｎ－アセチル化ＮｍＢ多糖体エピトープは、Granoff et al., 1998, J Immunol 160:
5028（anti-N-Pr NmB PS mAbs（抗Ｎ－Ｐｒ ＮｍＢ ＰＳ ｍＡｂ））; US 6,048,527（an
ti-NmB antibodies（抗ＮｍＢ抗体））; and US 6,350,449（anti-NmB antibodies（抗Ｎ
ｍＢ抗体））に記載されている、マウス抗Ｎ－Ｐｒ ＮｍＢ多糖体ｍＡｂ（モノクローナ
ル抗体）パネルを用いて同定された。これらのｍＡｂ（以後「ＳＥＡＭ」ｍＡｂと呼ぶ）
は、ＮｍＢ多糖誘導体を精製するのに用いられた。
【００３９】
　従って、本発明は、脱Ｎ－アセチル化ＰＳエピトープ、ならびに抗ＮｍＢ多糖体抗体応
答を誘発させるために宿主に投与するのに適合した処方を特徴とする。加えて、大腸菌Ｋ
１の莢膜多糖体は髄膜炎菌の莢膜多糖体と同じ構造を有するため、本発明はまた、脱Ｎ－
アセチル化ＰＳエピトープ、ならびに抗大腸菌Ｋ１多糖体抗体応答を誘発させるために宿
主に投与するのに適合した処方を特徴とする。
【００４０】
　本発明はまた、宿主に投与するのに適している抗原組成物中の脱Ｎ－アセチル化多糖体
エピトープ含有化合物のコンジュゲートを包含する。
【００４１】
　本発明はまた、組成物のモノマー単位またはポリマー単位（例えば、２個またはそれ以
上の残基で、そのＰＳＡがホモポリマーまたはヘテロポリマー構造として組成物中に提供
されてもよい）として、本発明の脱Ｎ－アセチル化ＰＳＡ誘導体を含有する組成物を含む
。組成物は、本発明の脱Ｎ－アセチル化ＰＳＡの非還元末端、還元末端、または非還元・
還元の両末端に結合した追加の残基を含有することができる。
【００４２】
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　本発明はまた、脱Ｎ－アセチル化ＰＳを、結果として生じる脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導
体のＮ－アシル化残基が化合物の全残基（例えば、化合物中の全残基が普通少なくとも約
１０～２０残基）の９０％未満、８５％未満、８４％未満、８０％未満、７５％未満、７
０％未満、６０％未満、５５％未満、または５０％未満を示し、かつ、脱Ｎ－アセチル化
残基（遊離アミンを持つ残基）が化合物の全残基（例えば、化合物中の全残基が普通少な
くとも約１０～２０残基）の少なくとも１０％、少なくとも１５％、少なくとも１６％、
少なくとも２０％、少なくとも２５％、少なくとも３０％、少なくとも４０％、少なくと
も４５％、または少なくとも５０％になるような条件下で、アシル無水物などのアシル化
剤に接触させることを含む、脱Ｎ－アセチル化ＰＳの製造方法を特徴とする。本態様にお
いて、本発明は、所望のアシル化レベルを有する脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体を提供する
ために、最終生成物のアシル化レベルを制御するという利点を提供する。
【００４３】
　本発明はさらに、脱Ｎ－アセチル化ＰＳを、アシル化剤とアミン保護試薬との混合物に
接触させることを含む、脱Ｎ－アセチル化ＰＳの製造方法を特徴とする。本態様において
、本発明は、所望のアシル化レベルを有する脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体を提供するため
に、ＰＳコンジュゲート誘導体の作製時に生じ最終生成物中で容易に除去される不都合な
副反応物からＣ－５アミノ基を保護するという利点を提供する。
【００４４】
　本発明はさらに、アミン保護マンノサミン（例えば、Ｎ－トリハロアセチル－Ｄ－マン
ノサミン）とＮ－アセチル－Ｄ－マンノサミンとの混合物を含む増殖培地を添加すること
により、ＮｍＢ菌株での生合成によって脱Ｎ－アセチル化ＰＳを製造する方法を特徴とす
る。本態様において、本発明は、所望のアシル化レベルを有する脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘
導体を提供するために、ＰＳコンジュゲート誘導体の作製時に生じ最終生成物中で容易に
除去される不都合な副反応物から保護されたＣ－５アミノ基を有するＰＳを効果的に生成
するという利点を提供する。
【００４５】
　本発明はさらに、脱Ｎ－アセチル化ＮｍＢ多糖体またはコンジュゲート（本明細書で「
ＰＳコンジュゲート」とも呼ぶ）の１またはそれ以上の免疫原性用量を投与することによ
って、宿主中で抗ＮｍＢ多糖体抗体応答を誘発させる方法を特徴とする。投与は、有意な
または検出可能な宿主の自己抗体を産生しないで抗ＮｍＢ莢膜多糖体抗体応答を誘発させ
るのに有効である。
【００４６】
　本発明はまた、免疫応答を誘発させ、例えば、ＮｍＢや大腸菌Ｋ１のような細菌性病原
体に対して防護的であるが、正常な宿主ＰＳＡ抗原と反応する抗ＰＳＡ抗体ではないＰＳ
Ａエピトープを同定する方法であって、
　（１）抗体をＰＳ誘導体と接触させ、抗体が、例えば、ＮｍＢ ＰＳ（抗ＮｍＢ ＰＳ抗
体）、宿主ＰＳＡ（抗宿主ＰＳＡ抗体または「自己抗体」）、または両方と結合し、接触
が十分で、ＰＳ誘導体との抗原－抗体複合体の形成に適している条件下にあるステップと
、
　（２）所望の抗体に結合されたエピトープを同定し、エピトープが、例えば、ＮｍＢ 
ＰＳと結合するが宿主ＰＳＡとは結合しない抗体と結合し、エピトープの同定が、適切な
酵素（例えばシアリダーゼであり、例えばエンドまたはエキソシアリダーゼ。ノイラミニ
ダーゼの使用は特に興味深い）を用いた抗原－抗体複合体の処理を含むステップと
を含む方法を特徴とする。
【００４７】
　本方法はさらに、ノイラミニダーゼ処理した抗原－抗体複合体のアフィニティー精製に
続いて、エピトープを測定するための分析（例えば、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ分析）を含む。
関連する実施形態では、ＰＳＡ誘導体は、種々のＰＳＡ誘導体を含むライブラリーとして
存在する。
【００４８】
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用語の意味
　本明細書で使用される「ＰＳ」は、多糖体、普通は莢膜多糖体、具体的には１つまたは
それ以上の脱アセチル化残基を有する莢膜多糖体を指し、髄膜炎菌または大腸菌の莢膜多
糖体を含んでおり、Ｂ群髄膜炎菌および大腸菌Ｋ１は特に興味深い。本明細書で使用され
る「ＮｍＢ ＰＳ」は、Ｂ群髄膜炎菌のＰＳを指す。本明細書全体においてＮｍＢ ＰＳへ
の言及は、本発明に関する組成物の生成および方法の使用が可能なＰＳ構造の例示的なも
のである。
【００４９】
　本明細書で使用される「ＰＳ誘導体（PS derivative）」は、修飾された、普通は化学
修飾された多糖体（ＰＳ）、具体的にはＢ群髄膜炎菌または大腸菌Ｋ１のＰＳを指し、１
つまたはそれ以上のＮ－アセチル基の代わりに遊離アミン（すなわち１級アミン）を有す
るＰＳ誘導体は特に興味深い。概して、ＰＳ誘導体はガングリオシドまたはガングリオシ
ド誘導体を包含しない。
【００５０】
　本明細書で使用される「脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体（de-N-acetylated PS derivativ
e）」は、１つまたはそれ以上の脱Ｎ－アセチル化残基、例えば、多糖誘導体の１つまた
はそれ以上の残基のＣ－５位置に１つまたはそれ以上の遊離アミンを有するＰＳ誘導体を
指す。「脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体」なる用語は、脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体が、Ｐ
Ｓ分子からアセチル基を除去することを含むプロセスによって生成されるＰＳ誘導体に限
定されることを意味するものではないが、その代わり、他に特に指示がない限り、任意の
適当な方法（例えば、ＰＳ生合成時にＰＳ分子に組み込まれたトリハロアシル保護基を除
去することにより脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体中に遊離アミンが生成される生合成的手法
によって）で生成される脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体を包含することを意味する。さらに
、「脱Ｎ－アセチル化残基（de-N- acetylated residue）」は、本明細書ではＰＳ誘導体
との関連で、天然アセチル基の代わりに１級アミンを有する分子中のシアル酸残基に言及
するのに用いられる。
【００５１】
　「遊離アミン（Free amine）」および「１級アミン（primary amine）」は、本明細書
では互換的に、例えば、「Ｒ」が本発明のＰＳ誘導体のシアル酸残基であるＲＮＨ２にお
いて見られるようなＮＨ２基に言及するのに用いられる。
【００５２】
　本明細書で使用される「ＰＳコンジュゲート（PS conjugate）」は、担体分子（担体タ
ンパク質など）と、α（２→８）Ｎ－アセチルノイラミン酸またはこのモノマー単位を含
む他の多糖体のホモリニアポリマー、または本発明の脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体を含む
誘導体とのコンジュゲートを指す。特に興味深いのは、担体タンパク質と髄膜炎菌莢膜多
糖体（具体的にはＢ群莢膜多糖体）の誘導体とのコンジュゲート、具体的には、本発明の
脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体である。また特に興味深いのは、担体タンパク質と大腸菌Ｋ
１莢膜多糖体の誘導体とのコンジュゲート、具体的には、本発明の脱Ｎ－アセチル化ＰＳ
誘導体である。
【００５３】
　「ＮｍＢコンジュゲート（NmB conjugate）」または「莢膜多糖体コンジュゲート（cap
sular polysaccharide conjugate）」または「ＮｍＢ莢膜多糖体コンジュゲート（NmB ca
psular polysaccharide conjugate）」なる用語は、髄膜炎菌の莢膜多糖体、具体的には
本発明のＰＳ誘導体を含むＢ群髄膜炎菌莢膜多糖体と、破傷風トキソイド、ＣＰＭ１９７
、組換え髄膜炎菌ポリンＢタンパク質、または髄膜炎菌外膜小胞に含まれるタンパク質な
どの担体との間のコンジュゲートを指すことを意図している。
【００５４】
　本明細書の脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体とコンジュゲートした担体との関連で使用され
る「担体（Carrier）」は、概ね抗原に結合された場合に、Ｔ細胞を活性化かつ回復する
Ｔ依存性抗原としての機能を果たし、それによりＴ細胞依存性抗体の産生を増大させる物
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質を指す。強力な免疫原性担体が本発明の範囲内にあるが、担体はそれ自体強力な免疫原
性である必要はない。これに関連して、担体は概してポリペプチドであり、タンパク質の
全部または断片でもよい。
【００５５】
　「コンジュゲートした（Conjugated）」は、概して共有または非共有の、普通は共有の
化学結合を指し、近位で脱Ｎ－アセチル化ＰＳを担体と結合させ、その結果、非コンジュ
ゲートの脱Ｎ－アセチル化ＰＳと比較して、担体コンジュゲート脱Ｎ－アセチル化ＰＳが
免疫原性を増大させている。
【００５６】
　「感染防御免疫（protective immunity）」なる用語は、哺乳動物に投与されるワクチ
ンまたは免疫化スケジュールが、病原菌（例えば髄膜炎菌）によって引き起こされる疾患
の発生を予防・遅延させるかまたはその重篤度を軽減させ、または疾患の症状を軽減また
は完全に解消するような免疫応答を誘導することを意味する。髄膜炎菌の場合、補体媒介
性殺菌活性を活性化する（Goldschneider 1969 J Exp Med 129:1307-26）、または適切な
動物チャレンジモデルにおいて髄膜炎菌性菌血症に対する消極防御となる（例、the infa
nt rat model（幼齢ラットモデル） (Welsch et al 2003 J Infect Dis 188:1730)）血清
抗体の能力に基づいて、感染防御免疫が予測され得る。
【００５７】
　「髄膜炎菌のＢ群の菌株に起因する疾患（a disease caused by a strain of group B 
of Neisseria meningitidis）」という語句は、任意の臨床症状、または髄膜炎菌のＢ群
の一部の感染において存在する臨床症状の組み合わせを包含する。これらの症状は以下に
挙げるものを含むが、これに限定されない：髄膜炎菌のＢ群の病原性株による上気道コロ
ニー形成（例、鼻咽頭および扁桃の粘液）、粘膜および粘膜下血管床への細菌の侵入、敗
血症、敗血症性ショック、炎症、出血性皮膚病変、フィブリン溶解および血液凝固の活性
化、腎臓・肺・心不全などの臓器機能不全、副腎出血および筋梗塞、毛細血管漏出、浮腫
、末梢性下肢虚血、呼吸器系疾患症候群、心膜炎、および髄膜炎。
【００５８】
　多糖体・リン脂質・タンパク質・ペプチドなどの抗原に言及する場合の「抗体に特異的
に結合する（specifically binds to an antibody）」または「特異的に免疫反応性の（s
pecifically immunoreactive with）」という語句は、他分子の不均質な集団も含んでい
る試料中の抗原の存在に基づく、かつ／または証拠となる結合反応を指す。それ故、指定
された免疫学的検定条件下では、指定の抗体または抗体類が試料中の特定の抗原または抗
原類に結合し、試料中に存在する他の分子には有意な量で結合しない。かかる条件下での
抗体への特異的結合は、特定の抗原または抗原類に対する特異性で選択される抗体または
抗血清を必要とする。
【００５９】
　「自己反応性（autoreactive）」とは、抗体結合の関連で、抗体が宿主の抗原（例えば
、宿主のポリシアル酸（ＰＳＡ））と結合することを意味する。自己反応性抗体は、外来
抗原と同様に宿主の抗原にも結合するものを含む（例えば、ＮｍＢ ＰＳ、または大腸菌
Ｋ１ ＰＳに対して）。「非自己反応性抗体（non-autoreactive antibody）」は、宿主の
抗原に有意または検出可能に結合しない抗体であり、宿主の抗原に検出可能に結合しない
ことが好ましい。興味深い非自己反応性抗体は、ＮｍＢ ＰＳまたは大腸菌Ｋ１ ＰＳに特
異的に結合する抗体であって、また、その抗体はＮｍＢおよび／または大腸菌Ｋ１に対し
殺菌性であることが好ましい。
【００６０】
　「免疫応答を誘発させるのに十分な量で（in a sufficient amount to elicit an immu
ne response）」（例えば、調製物中に存在するエピトープに対して）という語句は、特
定の抗原調製物の投与前と投与後に測定された免疫応答インジケータ間に検出可能な差異
があることを意味する。免疫応答インジケータは以下に挙げるものを含むが、これに限定
されない： 酵素結合免疫検定（ＥＬＩＳＡ）、殺菌能試験（例えば、血清の殺菌抗体の
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検出）、フローサイトメトリー、免疫沈降、Ｏｕｃｈｅｒ－Ｌｏｗｒｙ免疫拡散；スポッ
ト・ウエスタンブロット・抗原アレイなどの結合検出アッセイ；細胞毒性アッセイ、など
のようなアッセイによって検出される抗体の力価または特異性。
【００６１】
　「抗体（antibody）」なる用語は、ポリクローナルおよびモノクローナル抗体調製物、
ならびに、ハイブリッド抗体、変性抗体、Ｆ（ａｂ’）２フラグメント、Ｆ（ａｂ）分子
、Ｆｖフラグメント、ファージ上で提示される一本鎖化可変部フラグメント（ｓｃＦｖ）
、シングルドメイン抗体、キメラ抗体、ヒト化抗体、および親抗体分子の免疫学的結合特
性を示す機能フラグメントを含む調製物を包含する。
【００６２】
　本明細書で使用される「モノクローナル抗体（monoclonal antibody）」なる用語は、
均質な抗体集団を有する抗原組成物を指す。該用語は、作製方法によって限定されない。
該用語は、Ｆａｂ分子、Ｆ（ａｂ’）２フラグメント、Ｆｖフラグメント、ファージ上で
提示される一本鎖化可変部フラグメント（ｓｃＦｖ）、および親モノクローナル抗体分子
の免疫学的結合特性を示す他の分子と同様に、全免疫グロブリン分子を包含する。ポリク
ローナルおよびモノクローナル抗体の作製方法は、当技術分野で周知であり、以下にさら
に詳細に説明する。
【００６３】
　「抗原（antigen）」は、本明細書では抗体分子により特異的に結合される任意の物質
を含むと定義される。「免疫原（immunogen）」は、抗原特異的免疫応答を引き起こすリ
ンパ球活性化を開始する能力がある抗原である。
【００６４】
　「エピトープ（epitop）」とは、特異的Ｂ細胞および／またはＴ細胞が応答する抗原上
の部位を意味する。該用語はまた、「抗原決定基（antigenic determinant）」または「
抗原決定部位（antigenic determinant site）」と互換的に用いられる。タンパク質、多
糖体、または他のバイオポリマー上にあるＢ細胞エピトープ部位は、折り畳みにより一緒
にもたらされた高分子のさまざまな部分の分子部分から構成される。該部位は直鎖状配列
では不連続であるが、折り畳み構造では連続のポリマーのセグメントから構成されるため
、この種のエピトープは、立体構造または不連続エピトープと呼ばれる。バイオポリマー
または他の分子の単一のセグメントから構成されるエピトープは、連続または直線状エピ
トープと呼ばれる。Ｔ細胞エピトープは、概して直鎖ペプチドに限定される。同一のエピ
トープを認識する抗体類は、ある抗体が他の抗体の標的抗原への結合を阻止する能力を示
す簡単な免疫学的検定で同定されることができる。
【００６５】
　本明細書で使用される「血清群（Serogroup）」または「群（Group）」は、莢膜多糖体
中の免疫学的に検出可能な変異に基づいた髄膜炎菌（Neisseria meningitides）の分類を
指す。以下に挙げる約１２の血清群が公知である：Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｘ、Ｙ、Ｚ、２９－Ｅ、
Ｗ－１３５、Ｈ、Ｉ、Ｋ、およびＬ。いずれの血清群も多種の血清型および多種の血清亜
型を包含することがある。
【００６６】
　本明細書で使用される「血清型（Serotype）」は、モノクローナル抗体によって規定さ
れる外膜ポリンたんぱく質Ｂの抗原性の差異に基づいた髄膜炎菌株の分類を指す。単一の
血清型が多種の血清群および多種の血清亜型の中に見つかることがある。
【００６７】
　本明細書で使用される「血清亜型（Serosubtype）」は、ポリンＡと呼ばれる外膜タン
パク質上の抗原性の変異によって規定される抗体に基づいた、またはＤＮＡ配列から推定
されるアミノ酸配列のＶＲタイピングに基づいた、髄膜炎菌株の分類を指す（Sacchi et 
al., 2000, J. Infect. Dis. 182:1169；Multi Locus Sequence Typing web siteも参照
されたい）。ＰｏｒＡタンパク質間のほとんどの変異性は、推定される表面露出ループ８
つのうち２つ（ループＩおよびＩＶ）において生じる。可変ループＩおよびＩＶはそれぞ
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れＶＲ１およびＶＲ２と呼ばれている。単一の血清亜型が多種の血清群および多種の血清
型の中に見つかることがある。
【００６８】
　「単離される（isolated）」とは、ある化合物が、天然の状態でそれを伴う全部または
一部の成分から分離されることを意味する。「単離される」はまた、製造時にそれを伴う
全部または一部の成分から分離された化合物の状態を指すことがある（例えば、化学合成
）。
【００６９】
　「精製された（purified）」とは、関心化合物が、天然の状態でそれを伴う成分から分
離されたことを意味する。「精製された」はまた、製造時にそれを伴う成分から分離され
た関心化合物を指すのに用いられることがある（例えば、化学合成時）。通常は、少なく
とも５０重量％ないし６０重量％の化合物が、天然にそれに付随するかまたは製造時に付
随する有機分子が存在しない場合に、化合物は実質的に純粋である。調製物は、概ね関心
化合物の少なくとも７５重量％、より好ましくは少なくとも９０重量％、最も好ましくは
９９重量％である。実質的に純粋な化合物は、例えば、天然源からの抽出（例えば、細菌
）により、化合物の化学合成により、または精製および化学修飾の組み合わせにより、得
ることができる。実質的に純粋な化合物はまた、例えば、目的の抗体に結合する化合物を
有する試料を濃縮することにより得ることができる。純度は、任意の適切な方法、例えば
クロマトグラフィー、質量分析、ＨＰＬＣ分析などにより測定することができる。
【００７０】
　「濃縮される（enriched）」は、組成物中の物質（例えば、抗体または抗原）が、抗原
組成物が得られた菌株中の該抗原の濃度よりも、総重量で少なくとも３倍高い濃度、好ま
しくは少なくとも１０倍高い濃度、より好ましくは少なくとも１００倍高い濃度、そして
最も好ましくは１，０００倍高い濃度で存在するように、実験者または臨床医によって操
作されることを意味する。従って、例えば、特定の抗原の濃度が、総細菌調製物（または
総細菌タンパク質）のグラムあたり１マイクログラムである場合、濃縮調製物は総細菌調
製物（または総細菌タンパク質）のグラムあたり少なくとも３マイクログラムを含有する
ことになる。
【００７１】
　「ＰＳ誘導体に関して免疫学的に未処置である（immunologically naive with respect
 to a PS derivative）」なる用語は、単独または巨大分子との関連で、免疫応答を引き
起こす（例えば、プライムすること）のに十分な量で本発明のＰＳ誘導体に曝露されたこ
とのない個体（例えば、ヒト患者などの哺乳動物）を意味する。個体がＰＳコンジュゲー
トワクチン（１回またはそれ以上の投与）に曝露されたことがある場合、その個体は防御
抗体および自己反応性抗体を産生する性向があり、（例えば、ＰＳコンジュゲートワクチ
ン）防御および自己反応性の抗体の混合物を発現する性向がある。
【００７２】
　「プライムされた（primed）」対象とは、免疫応答を誘発するのに十分な量で抗原（例
えば、本発明の脱Ｎ－アセチル化ＰＳ）に曝露されたことがあり（例えば、投与により）
、その後同一または第二抗原（例えば、ＰＳコンジュゲート）に曝露することにより、防
御的免疫応答を提供し、その応答が有意（例えば、臨床的に妥当な）または検出可能な自
己抗体を有しない対象を指す。
【００７３】
　「臨床的に妥当でない自己抗体応答（no clinically relevant autoantibody response
）とは、本発明の方法を用いることにより、従来のＰＳワクチン（例えば、米国特許４，
７２７，１３６号（N-Pr-NmB conjugate vaccine）に記載のＰＳコンジュゲートワクチン
）を用いて未処置の対象の免疫化を行った後の自己抗体の産生と比較して、自己抗体の産
生が少なくとも２５％、少なくとも４０％、少なくとも５０％、少なくとも６０％、少な
くとも７５％、少なくとも８０％、またはそれ以上減少することを意味する。
【００７４】
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　本明細書で使用される「製薬上許容しうる賦形剤（Pharmaceutically acceptable exci
pient）」は、対象に関心化合物を投与するのに製薬上許容しうるビヒクルを提供する任
意の適切な物質を指す。「製薬上許容しうる賦形剤」は、製薬上許容しうる希釈剤、製薬
上許容しうる添加剤、および製薬上許容しうる担体と呼ばれる物質を包含することができ
る。
【００７５】
多糖誘導体およびコンジュゲート
　上で述べたように、本発明は、非自己反応性かつ殺菌性抗ＮｍＢのＢ群莢膜ｍＡｂによ
って認識される最小エピトープがシアル酸またはシアル酸誘導体の残基の二量体であり、
二量体がＮ－アシル化した（例えば、アセチル化またはプロピオニル化した）シアル酸残
基またはシアル酸誘導体残基に隣接した少なくとも１個の脱Ｎ－アセチル化されたシアル
酸残基を含むことを発見したことに基づく。この二量体エピトープは、脱Ｎ－アセチル化
ＰＳ誘導体内部の還元末端・非還元末端に、または化合物内部に配置されることができる
（例えば、化合物の還元末端・非還元末端から１、２、３，４，５、１０個またはそれ以
上の残基）。二量体エピトープは脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体内の１個またはそれ以上の
二量体単位として存在することができる（例えば、連続または非連続の二量体反復単位と
して）か、または脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体内に存在する他の単位内部に存在すること
ができる（例えば、三量体単位内部に、連続または非連続の反復単位として存在してもよ
い）。本発明の範囲内にある例示的な分子を図１０～１９、２０～２２、および２３～３
７に示す。
【００７６】
　本発明の、および本発明の方法に有用な脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体は、概ね少なくと
も１個の二量体エピトープを含み、完全に脱Ｎ－アセチル化された多糖体または少なくと
も部分的に脱Ｎ－アセチル化された多糖体に存在することができ、また、ホモポリマーま
たはヘテロポリマー分子中に存在することができる。例えば、本発明のＰＳ誘導体は、以
下に示すように１つまたはそれ以上の構造を含むことができる（例えば、以下の化学式Ｉ
～ＶIIを参照）。ＰＳ誘導体は、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、
１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５
０、５５、６０個またはそれ以上のシアル酸残基またはその誘導体を含むことができ、重
合度（Ｄｐ）が約２～約６０、約１０～約５０、約３０～約５０、約１０～約２０、また
は約１２～約１８であってよく、Ｄｐが約２～約１０のものは特に興味深い。より小さな
サイズのＰＳ誘導体は、適当な大きさおよび／または免疫原性の分子を提供するために、
さらに修飾（例えば、担体へのコンジュゲート、脂質化など）を含むことができる。本発
明のＰＳ誘導体はさらに、３，４，５，６，７，８，９、１０個またはそれ以上の隣接し
た脱Ｎ－アセチル化残基を含むことができ、いくつかの実施形態では、具体的にはＰＳ誘
導体がＮ－アセチル化および脱Ｎ－アセチル化残基のみから構成され、それ以上の修飾（
例えば、担体とのコンジュゲートによる、または還元末端のシアル酸残基を修飾して二級
アルキルアミンを含むことによる）を受けていない場合に、ＰＳ誘導体の脱Ｎ－アセチル
化残基は該分子の総残基の３０％またはそれ以下でもよく、また、Ｎ－アセチル化残基は
該分子の総残基の約７０％またはそれ以下でもよい。
【００７７】
　本発明の脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体は、対象に投与された場合に、細菌と結合する抗
体の産生を誘発させる（例えば、抗ＮｍＢまたは抗大腸菌Ｋ１応答）。抗ＮｍＢまたは抗
大腸菌Ｋ１抗体の場合に殺菌性となりうる当該抗体は、対象のＰＳＡ（例えば、ヒトＰＳ
Ａ）に対する有意または検出可能の自己反応性がない。
【００７８】
　概して、本発明の脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体は、少なくとも部分的に脱Ｎ－アセチル
化されており、その結果、ＰＳ誘導体は多糖体残基またはその誘導体からなる双性化合物
であって、１個またはそれ以上の二量体、ならびに／または１個またはそれ以上の三量体
を含み、前述のようにエピトープを含む。脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体は、概して少なく
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番目の脱Ｎ－アセチル化残基；（２）１番目のＮ－アシル化残基および２番目の隣接した
脱Ｎ－アシル化残基（すなわち、遊離アミン基を有する残基）であって、ただしＮ－アシ
ル化残基はＮ－プロピオニル（Ｎ－Ｐｒ）基ではない；または（３）１番目の脱Ｎ－アシ
ル化残基（すなわち、遊離アミン基を有する残基）および２番目の隣接したＮ－アシル化
残基を有することを特徴とする。ある実施形態では、Ｎ－アシル化残基は不飽和アシル基
を含む；さらなる実施形態では、Ｎ－アシル化残基はＮ－プロピオニル（Ｎ－Ｐｒ）基を
含まない（すなわち、二量体中のシアル酸残基はＮ－プロピオニル化されていない）。
【００７９】
　本明細書で使用される「アシル基」は、飽和または不飽和アシル基、普通は、飽和また
は不飽和Ｃ２－１８アシル基、飽和または不飽和Ｃ２－１６アシル基、飽和または不飽和
Ｃ２－１２アシル基、飽和または不飽和Ｃ２－１０アシル基、飽和または不飽和Ｃ２－８

アシル基、飽和または不飽和Ｃ２－６アシル基、飽和または不飽和Ｃ２－４アシル基、ま
たは飽和Ｃ２－４アシル基を含む。本明細書で使用される飽和アシル基は、飽和アルキル
基に結合したカルボニルを指すことを意図する；本明細書で使用される不飽和アシル基は
、不飽和アルキル基に結合したカルボニルを指すことを意図する。いくつかの実施形態で
は、不飽和アシル基は特に興味深い。二量体の残基は、ラクトンまたは環状シアル酸など
のシアル酸またはシアル酸誘導体とすることができる。
【００８０】
　従って、本発明のＰＳ誘導体は、シアル酸分子部分またはその誘導体（例えば、ラクト
ン、環状シアル酸など）の１個またはそれ以上の脱Ｎ－アセチル化残基を含んでおり、そ
の脱Ｎ－アセチル化残基は、ＰＳ誘導体内部の還元末端・非還元末端に、またはＰＳ誘導
体内部（すなわち還元および非還元末端の間）に配置されることができ、その結果、還元
末端に脱Ｎ－アセチル化残基を有するＰＳ誘導体は特に興味深い。
【００８１】
　本発明の脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体は、単一の二量体エピトープを含む構造か、２個
またはそれ以上の二量体エピトープを含むポリマー単位として提供されてよい。脱Ｎ－ア
セチル化ＰＳ誘導体はホモポリマーまたはヘテロポリマー構造でもよく、いくつかの実施
形態では追加の脱Ｎ－アセチル化またはＮ－アセチル化シアル酸残基と同様に、以下の１
つまたはそれ以上の構造から構成されることができる。「ｎ」単位（例えば、二量体また
は三量体の単位）に関して以下の化学式が与えられる場合、ＰＳ誘導体は、多数の当該「
ｎ」単位を含むことができる。例えば、本発明のＰＳ誘導体は、所与の二量体または三量
体構造の２、３、４、５、６、７、８、９、１０個またはそれ以上の連続または非連続の
単位を含むことができ、ただし「ｎ」は各単位内部の連続した二量体または三量体構造の
数を指す。当該二量体または三量体構造は、シアル酸残基によって分離されることができ
る。
【００８２】
　本発明のＰＳ誘導体はさらに、多糖体ポリマーの非還元末端、還元末端、または非還元
・還元末端の両方でシアル酸残基またはその誘導体と結合している追加の分子部分を含む
ことができる。
【００８３】
　一実施形態において、本発明の脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体は、次式により表される構
造を有するものを含む：
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【化５】

　式中、ＸおよびＹは独立してＨ、アミン保護基（例えばトリハロアシル基）、または飽
和もしくは不飽和アシル基（普通は飽和アシル基）であって、いくつかの実施形態では、
ＸおよびＹは独立して、１）Ｈまたはアミン保護基；２）飽和もしくは不飽和アシル基で
あり、さらに、ｎは少なくとも１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２
、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２５、３０、３５、４０、４５，
５０、５５、６０またはそれ以上、普通は５またはそれより大きく、より普通には約１０
またはそれより大きく、また、重合度（Ｄｐ）が約２～約６０、約１０～約５０、約３０
～約５０、約１０～２０、または約１２～約１８であってよく、Ｄｐが約２～約１０のも
のは特に興味深く、
　またさらに、式中、
Ｘが飽和もしくは不飽和アシル基（いくつかの実施形態ではプロピオニル基以外で、また
、さらなる実施形態では不飽和アシル基以外）である場合、ＹはＨまたはアミン保護基で
あって；
Ｙが飽和もしくは不飽和アシル基（いくつかの実施形態ではプロピオニル基以外で、また
、さらなる実施形態では不飽和アシル基以外）である場合；ＸはＨまたはアミン保護基で
ある。特に興味深い別の一実施形態では、ＸおよびＹは独立してＨまたは飽和もしくは不
飽和アシル基であって、普通は不飽和アシル基である。さらなる実施形態では、Ｘおよび
Ｙは独立してアミン保護基（例えばトリハロアシル基）または飽和もしくは不飽和アシル
基であって、普通は飽和アシル基である。いくつかの実施形態では、特にＸまたはＹがＨ
または不飽和アシル基である場合、ＰＳ誘導体は９０％未満、普通は８５％未満、または
特にＰＳ誘導体が少なくとも１０ないし２０残基を含む場合は、８０％未満がＮ－アシル
化されている。
【００８４】
　興味深い一実施形態では、化学式ＩにおけるＸが飽和アシル基で、ＹがＨまたはアミン
保護基である。特に興味深い一実施形態では、化学式ＩにおけるＸがアセチル基で、Ｙが
Ｈまたはアミン保護基である（例えばトリハロアシル基（例えばトリハロアセチル基））
。興味深い別の一実施形態では、化学式ＩにおけるＸが飽和アシル基で、ＹがＨであって
；またはＸがアセチル基で、ＹがＨである。
【００８５】
　ＸまたはＹがアミン保護基（例えばトリハロアシル基）である場合、当該ＰＳ誘導体は
、本明細書で「保護ＰＳ誘導体（protected PS derivative）と呼ばれ、例えば分子と担
体（例えば担体タンパク質）とのコンジュゲーションや、脂質部分の付加（例えば、保護
ＰＳ誘導体の非還元末端におけるアシルアミンの付加）などのように、保護ＰＳ誘導体を
さらに修飾する間に、アミン保護基は、アミン基が反応を受けることを防止するように作
用する。続いてアミン保護基は、残基に遊離アミンを供与するために修飾を受けることが
できる。アミン保護基が可変位置に水素の代わりに存在する場合、保護ＰＳ誘導体は、概
して本明細書記載の構造によって例示される。これは、ＰＳ誘導体において遊離アミンを
供与するために水素が要求される可能性がある場合、その残基に遊離アミンの水素の代わ
りにアミン保護基を含む保護ＰＳ誘導体である。
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【００８６】
　本明細書で使用される「アミン保護基（amine protecting group）」は、窒素原子が分
子の他の部分で起こる反応に関与するのを妨げるように、アミン分子の窒素原子に結合し
たラジカルまたは原子団を指す。「アミン保護された（amine-protected）」なる用語は
、それによりその窒素原子が分子の他の部分で起こる反応に関与するのを妨げられるアミ
ンの窒素原子を含む分子の構造的特徴を意味する。
【００８７】
　本発明で用いられる例示的なアミン保護基は、カーバメート、アミド、Ｎ－アルキルお
よびＮ－アリルアミン、イミン誘導体、エナミン誘導体、Ｎ－スルホニルなどを含むが、
必ずしもそれらに限定されない。さらに例示的なアミン保護基は：ホルミル、トリフルオ
ロアセチル、フタリル、およびｐ－トルエンスルホニルのようなアシル型；ベンジルオキ
シカルボニル（Ｃｂｚ）および置換型ベンジルオキシカルボニル、１－（ｐ－ビフェニル
 ）－１－メチルエトキシ－カルボニル、ならびに９－フルオレニルメチルオキシカルボ
ニル（Ｆｍｏｃ）のような芳香族カーバメート型；ｔｅｒｔ－ブチルオキシカルボニル（
ｔＢｏｃ）、エトキシカルボニル、ジイソプロピルメトキシカルボニル、およびアリルオ
キシカルボニルのような脂肪族カーバメート型；シクロペンチルオキシカルボニル、およ
びアダマンチルオキシカルボニルのような環式アルキルカーバメート型；トリフェニルメ
チルおよびベンジルのようなアルキル型；トリメチルシランのようなトリアルキルシラン
；フェニルチオカルボニルおよびジチアサクシニルのようなチオール含有型を含むが、必
ずしもそれらに限定されない。アミン保護基および保護アミン基は、例えばC. B. Reese 
and E. Haslam, “Protective Groups in Organic Chemistry（有機化学における保護基
）,” J. G. W. McOmie, Ed., Plenum Press, New York, N. Y., 1973, Chapters 3 and 
4, respectively, and T. W. Greene and P. G. M. Wuts, “Protective Groups in Orga
nic Synthesis（有機合成における保護基）,” Second Edition, John Wiley and Sons, 
New York, N. Y., 1991, Chapters 2 and 3に記載されている。
【００８８】
　さらに、特に興味深い例示的なアミン保護基は、トリハロアセチルおよびトリハロプロ
ピオニル基のようなトリハロアシル基、（例えば、トリクロロアセチル、トリフルオロア
セチル、トリクロロプロピオニル、トリフルオロプロピオニル）などを含んでおり、トリ
ハロアセチル基は興味深い。
【００８９】
　特に興味深い一実施形態では、化学式Ｉの構造を含むＰＳ誘導体は、以下に記載のよう
に、例えばＣ２ケトン、Ｃ６アルデヒド、Ｃ７アルデヒド、またはＣ８アルデヒドを介し
た共有結合によって担体にコンジュゲートされており（例えば、Ｃ２－ＮＨ－担体タンパ
ク質またはＣ６－ＮＨ－担体タンパク質）、ただし担体は、還元もしくは非還元末端のい
ずれか、またはその両方に（例えば、該誘導体の還元末端の残基か、該誘導体の非還元末
端の残基、またはその両方との結合を介して）存在してよい。特に興味深い別の一実施形
態では、ＰＳ誘導体は少なくとも化学式Ｉの二量体を１個含み、また、アシルアミンで置
換されたＮ－アシル化または脱Ｎ－アシル化シアル酸残基を非還元末端に有する（例えば
、飽和または非飽和アシルアミン、普通は飽和または非飽和脂肪族アシルアミン、普通は
飽和アシルアミン（例えば、ＮＨＣ２－１８、ＮＨＣ２－１２、ＮＨＣ２－１０、ＮＨＣ

２－８、ＮＨＣ４－１２など））（例えば、化学式ＩＶａまたはＩＶｂの非還元末端部分
を参照）。担体／およびまたはアシルアミンを含むこれらの後者の実施形態は、ＰＳ誘導
体が化学式Ｉの構造を有しており、式中、ＸがＨでＹがアセチル基である場合、またはＸ
がアセチル基でＹがＨである場合に、特に興味深い。別の特定の一実施形態では、ＰＳ誘
導体が化学式Ｉの構造を有しており、式中、ＸがＨでＹがアセチル基である場合、または
Ｘがアセチル基でＹがＨである場合に、ＰＳ誘導体はアジュバントと組み合わせて供与さ
れ、以下に記載のように、ＰＳ誘導体およびアジュバントは、好ましくは製薬上許容しう
る担体（乾燥または水性希釈剤）中に供与される。
【００９０】
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　一実施形態では、該二量体は二糖類であって、該二糖類がＣ－５アミノ基上のＮ－アセ
チル基が除去された１個もしくはそれ以上の残基を含む場合、または２個の残基のうち１
個が脱Ｎ－アセチル化されている場合、第２の残基はＮ－アセチル基を含む（しかし、い
くつかの実施形態でＮ－プロピオニル基ではない）。この最小エピトープを規定する二糖
単位は、還元末端、非還元末端、または多糖体内部にあってよい。脱Ｎ－アセチル化ＰＳ
誘導体が二糖類として供与される場合、組成物は以下の構造を有することができる：
【化６】

　式中、ＸおよびＹは独立してＨ、アミン保護基（例えばトリハロアシル基）、または飽
和もしくは不飽和アシル基であって；好ましくはさらに、式中、Ｘがアシル基（好ましく
はプロピオニル基以外）である場合にＹはＨまたはアミン保護基であって、また、Ｙがア
シル基（好ましくはプロピオニル基以外）である場合にＸはＨまたはアミン保護基である
。特に興味深い一実施形態では、Ｘがアセチル基で、ＹがＨである。Ｘおよび／またはＹ
がアミン保護基である場合、化合物は本明細書で保護ＰＳ誘導体と呼ばれ、該保護基は前
述のように利用されることができる。例示的なアミン保護基は前述した。化学式IIのＰＳ
誘導体は、化学式ＩのＰＳ誘導体について既述したように、担体／およびまたはアシルア
ミンを含むようにさらに修飾されることができ、具体的には、ＸがＨで、Ｙがアセチル基
であり；またはＸがアセチル基で、ＹがＨである。
【００９１】
　本発明の脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体はまた、次式により表される構造を有するものを
含む：

【化７】

　式中、Ｘ、Ｙおよびｎは上記規定した通りであって、前述のように、Ｒ１およびＲ２は
独立してＨまたはアミン保護基（例えばトリハロアシル基）であり；またはアシル基（例
えばアセチル基）である。化学式IIIのＰＳ誘導体は、担体／およびまたはアシルアミン
を含むようにさらに修飾されることができ、化学式ＩおよびIIのＰＳ誘導体について既述
したように、保護ＰＳ誘導体の修飾は興味深く、具体的には、ＸがＨならＹがアセチル基
であり、Ｘがアセチル基ならＹがＨである。
【００９２】
　別の一実施形態では、脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体は次式により表される構造を有する
：
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【化８】

または、
【化９】

　式中、Ｘ１、Ｘ、ＹおよびＺはＨ、アミン保護基（例えばトリハロアシル基）、または
飽和もしくは不飽和アシル基であって、普通は不飽和アシル基であり、普通は式中、Ｘ１

、Ｘ、ＹおよびＺは、１）Ｈまたはアミン保護基、または、２）飽和もしくは不飽和アシ
ル基（普通は飽和アシル基）であって；少なくともＸ、ＹおよびＺのうち１つがＨまたは
アミン保護基という条件で；また少なくともＸ、ＹおよびＺのうち１つが飽和もしくは不
飽和（普通は飽和）アシル基であって；特に興味深い実施形態では、少なくともＸ、Ｙお
よびＺのうち１つがＨまたはアミン保護基であって；少なくともＸ、ＹおよびＺのうち１
つがアセチル基で、少なくともＸ、ＹおよびＺのうち１つがプロピオニル基であって；
ｎは少なくとも１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、
１５、１６、１７、１８、１９、２０、２５、３０、３５、４０、４５，５０、５５、６
０またはそれ以上、普通は５残基またはそれより大きく、より普通には約１０残基または
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それより大きく（例えば、約２～約６０、約１０～約５０、約３０～約５０、約１０～２
０、または約１２～約１８の重合度（Ｄｐ）を有し、Ｄｐが約２～約１０のものは特に興
味深い）；
Ｒ１は、飽和または非飽和アシルアミン、普通は飽和または非飽和脂肪族アシルアミン、
普通は飽和アシルアミン（例えば、ＮＨＣ２－１８、ＮＨＣ２－１２、ＮＨＣ２－１０、
ＮＨＣ２－８、ＮＨＣ４－１２など）であって；
Ｒ２は、本明細書記載のように、ヒドロキシル、または１個ないしそれ以上のアシル化、
アミン保護（すなわち、アミン保護基を有する、例えばトリハロアセチル化）、または脱
Ｎ－アセチル化シアル酸残基である。一実施形態では、Ｒ２は脱Ｎ－アセチル化シアル酸
残基およびアシル化シアル酸残基（普通は飽和Ｎ－アシル基を有するシアル酸残基、例え
ば、アセチル化シアル酸残基、プロピオニル化シアル酸残基など）のポリマーである。
【００９３】
　特に興味深い実施形態では、化学式IＶａおよびIＶｂのＰＳ誘導体は、遊離アミン（ま
たはアミン保護基）、アセチル基、およびプロピオニル基のそれぞれのうち、少なくとも
１個を含む。本実施形態では、ＰＳ誘導体は化学式Ｖの構造を持つことができ、式中、Ｘ
がＨである場合、ＹおよびＺは異なるアシル基であり、アセチル基またはプロピオニル基
のいずれかであって；Ｘがアセチル基である場合、ＹおよびＺは異なる部分であり、Ｈ（
もしくはアミン保護基）またはプロピオニル基のいずれかであって；さらにＸがプロピオ
ニル基である場合、ＹおよびＺは異なる部分であり、Ｈ（もしくはアミン保護基）または
アシル基のいずれかである。例示的な実施形態を図２３～３７に示す。
【００９４】
　別の一実施形態では、本発明の脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体は、少なくとも１個の三量
体を含むということができ、次式により表される構造を有する；
【化１０】

　式中、Ｘ、ＹおよびＺは独立してＨ、アミン保護基（例えばトリハロアシル基）、また
は飽和もしくは不飽和アシル基（普通は飽和アシル基）であって；普通は式中、Ｘ、Ｙお
よびＺは独立して、１）Ｈまたはアミン保護基、または、２）飽和もしくは不飽和アシル
基、普通は飽和アシル基であって；少なくともＸ、ＹおよびＺのうち１つがＨまたはアミ
ン保護基という条件で；また少なくともＸ、ＹおよびＺのうち１つが飽和もしくは不飽和
アシル基で、普通は飽和アシル基であって；特に興味深い実施形態では、少なくともＸ、
ＹおよびＺのうち１つがＨまたはアミン保護基であって；少なくともＸ、ＹおよびＺのう
ち１つがアセチル基で；少なくともＸ、ＹおよびＺのうち１つがプロピオニル基であって
；
ｎは少なくとも１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、
１５、１６、１７、１８、１９、２０、２５、３０、３５、４０、４５，５０、５５、６
０またはそれ以上、普通は４残基またはそれより大きく、より普通には約１０残基または
それより大きい（例えば、約２～約６０、約１０～約５０、約３０～約５０、約１０～２
０、または約１２～約１８の重合度（Ｄｐ）を有し、Ｄｐが約２～約１０のものは特に興
味深い）。
【００９５】
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　特に興味深い実施形態では、ＰＳ誘導体は、各々の三量体が遊離アミン、アセチル基、
およびプロピオニル基のそれぞれのうち、少なくとも１個を含む混合アシル構造を有する
。本実施形態では、ＰＳ誘導体は化学式Ｖの構造を持つことができ、式中、ＸがＨである
場合、ＹおよびＺは異なるアシル基であり、アセチル基またはプロピオニル基のいずれか
であって；Ｘがアセチル基である場合、ＹおよびＺは異なる部分であり、Ｈまたはプロピ
オニル基のいずれかであって；さらにＸがプロピオニル基である場合、ＹおよびＺは異な
る部分であり、Ｈまたはアシル基のいずれかである。
【００９６】
　本発明の脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体は、飽和または不飽和の、普通は飽和のＣ１－Ｃ

４、普通はＣ１－Ｃ３のアルキル基を有するアシル誘導体を含み、例えばアセチル、プロ
ピオニル、イソプロピル、ブチオニルなどを含む。脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体はさらに
、１個またはそれ以上の脱Ｎ－アセチル化された部位を有する混合アシル誘導体を含み、
該脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体は、異なる飽和または不飽和の、普通は飽和のアシル基を
含む。
【００９７】
　本発明の脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体はさらに、本明細書記載の脱Ｎ－アセチル化ＰＳ
誘導体の１個またはそれ以上のシアル酸部分に加え、またはその代わりに、ラクトン部分
、環状シアル酸部分、または他のシアル酸誘導体を有するものを含む。例えば、ラクトン
部分を有するＰＳ誘導体は、以下の構造を有することができる：
【化１１】

　式中、Ｘ、Ｙおよびｎは上記のように定義する。ラクトン部分を有するＰＳ誘導体は、
本明細書記載のような構造を有する1個またはそれ以上のポリマー（例えば、二量体、三
量体）を含むヘテロポリマー中に存在することができる。
【００９８】
　別の例では、環状イミンを含み、かつ／または還元してシアル酸部分の代わりに環状二
級アミン部分（例えば、１－（４－ヒドロキシ－５－ヒドロキシメチル－ピロリジン－２
－イル）－エタノン）を得た脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体は、以下の構造を有することが
できる：
【化１２】

　式中、Ｘおよびｎは上記のように定義する。環状イミンまたは環状二級アミン部分を有
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するＰＳ誘導体は、本明細書記載のような構造を有する1個またはそれ以上のポリマー（
例えば、二量体、三量体）を含むヘテロポリマー中に存在することができる。
【００９９】
　脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体が単一の単位のエピトープ（すなわち、前述のような２残
基、または下述のような３残基）として提供される場合、脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体は
、通常は担体（例えばタンパク質担体）と共有結合で結合する。概して、そして具体的に
は、脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体が二糖類（例えば図１１に示すように）、三糖類、また
は３残基もしくはそれ以下の他の分子である場合、脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体は、Ｃ２
ケトンを介して、または過ヨウ素酸塩処理後の還元的アミノ化によるＣ６アルデヒドを介
して、担体タンパク質に結合されることができる（例えば、Ｃ２－ＮＨ－担体タンパク質
またはＣ６－ＮＨ－担体タンパク質）。別の実施形態では、アミンがＣ７、Ｃ６、および
／またはＣ８のアルデヒドに結合され（例えば図２０～２２参照）、これは不完全酸化の
結果である可能性がある。Ｃ７との結合が最も一般的であり、Ｃ６およびＣ８との結合は
あまり一般的ではない。
【０１００】
　本発明の脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体はさらに、結合脂質部分を有する１個またはそれ
以上の残基を有するものを含む（例えば、米国特許第６，６３８，５１３号など）。本発
明の脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体はまた、結合したＮ－脂肪アシル基を有する１個または
それ以上の残基を有するものを含む（例えば、Ｎ－ラウロイル、Ｎ－オレオイルなど）。
特に興味深いのは、Ｎ－脂肪アシル基含有の残基が例えばＰＳ誘導体の残基の５０％また
はそれ以下を構成し、結果得られたＰＳ誘導体がさらに水に溶解しうるようなＰＳ誘導体
である。本発明の脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体はまた、１個またはそれ以上のアミド化さ
れたシアル酸残基を有するものを含み、その残基は普通はＰＳ誘導体の非還元末端にアル
キル二級アミンを有する。１個またはそれ以上のアミド化されたシアル酸残基を有するＰ
Ｓ誘導体は、例えば、求核置換反応により、脂肪族アミン（例えば、ドデシルアミン、オ
レオイルアミンなど）をＣｌカルボキシル基とカップリングすることにより調製すること
ができる。特に興味深いのは、該Ｃｌアミド誘導体が例えばＰＳ誘導体の残基の約５０％
またはそれ以下を構成するＰＳ誘導体である。脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体はさらに、還
元もしくは非還元末端、またはその両方で担体とコンジュゲートしているものを含む（例
えば、該誘導体の還元末端の残基、該誘導体の非還元末端の残基、またはその両方との結
合を介して）。
【０１０１】
　本発明の脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体は、前述のように２、３、４、５、６、７、８、
９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２５、３０
、３５、４０、４５，５０、５５、６０またはそれ以上の二量体エピトープ単位（最小エ
ピトープを規定）のホモポリマー、またはヘテロポリマーとすることができ、該二量体単
位は、シアル酸残基またはその誘導体のモノマーまたはポリマーにより隣接または分離さ
れることができる。
いくつかの実施形態では、脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体のＮ－アセチル化残基は、化合物
の全残基の９０％未満、８５％未満、８４％未満、８０％未満、７５％未満、７０％未満
、６０％未満、または５５％未満を示すものを含む。
【０１０２】
　別の実施形態では、脱Ｎ－アセチル化残基のＮ－アシル化残基に対する比は、１：１、
２：１、３：１、４：１、５：１、またはそれ以上である。特定の実施形態では、脱Ｎ－
アセチル化残基のＮ－アセチル化残基に対する比は、１：１、２：１、３：１、４：１、
５：１、またはそれ以上である。さらに特定の実施形態では、脱Ｎ－アセチル化残基のＮ
－プロピオニル化残基に対する比は、１：１、２：１、３：１、４：１、５：１、または
それ以上である。別の特定の実施形態では、脱Ｎ－アセチル化残基のアルキル化残基に対
する比は、１：１、２：１、３：１、４：１、５：１、またはそれ以上である。別の特定
の一実施形態では、脱Ｎ－アセチル化残基のＮ－アセチル化残基に対する比は、１：１、
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２：１、３：１、４：１、５：１、またはそれ以上である。
【０１０３】
　本発明の脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体は、その中に含有される脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘
導体に関して均質または不均質である組成物として提供されることができる。例えば、本
発明は、１個またはそれ以上の二量体エピトープ構造、脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体内部
の二量体エピトープの位置、コンジュゲートされた担体タンパク質の有無、Ｄｐ、分子量
、脱Ｎ－アシル化残基のＮ－アシル化残基に対する比、Ｎ－アシル化度（例えば、Ｎ－ア
セチル化度またはＮ－プロピオニル化）などに関し、均質または不均質である脱Ｎ－アセ
チル化ＰＳ誘導体を有する組成物を意図している。
【０１０４】
　本発明の脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体は、未修飾の脱Ｎ－アセチル化ＰＳの抗原性また
は免疫原性の全部を向上または少なくとも実質的に維持する一方で、種々の所望の特性、
例えば改良された薬理学的特性を提供するために修飾されてもよいことは理解されるであ
ろう。例として、ＰＳはポリマー中の残基数の増減により修飾が可能である（例えば、異
なる重合度（Ｄｐ）を提供するために）。「Ｄｐ」は、ポリマーの残基数を意味する。
【０１０５】
　天然または非天然の異なる残基との置換もまた、例えば脱Ｎ－アセチル化やＮ－アシル
化などにおける化学修飾の結果としてなされることができる。例えば、本発明のＰＳ誘導
体は、脂質部分により修飾されること（例えば、下記の実施例１および５、ならびに米国
特許第６，６３８，５１３号（Seid）に記載のとおり）、担体にコンジュゲート（例えば
、還元または非還元末端において）されることが可能であり、また、ラクトン、環状シア
ル酸、イミンおよび還元イミン構造を有してもよい。別の一実施例では、本発明のＰＳ誘
導体は、Ｎ－脂肪アシル基（例えば、Ｎ－ラウロイル、Ｎ－オレオイルなど）の結合によ
り修飾されることができる。さらなる実施例では、本発明のＰＳ誘導体は、アルキル二級
アミン（例えば、Ｃｌアミド誘導体）を有する１個またはそれ以上のシアル酸残基を含む
ことができ、例えば、求核置換反応により、脂肪族アミン（例えば、ドデシルアミン、オ
レオイルアミンなど）をＣｌケト基とカップリングすることにより調製することができる
。
【０１０６】
　髄膜炎菌莢膜多糖体に選択的に結合し、かつ宿主抗原（例えば、宿主ポリシアル酸（ポ
リシアル酸））にほとんどまたは全く有意に結合しない抗体の産生を提供する宿主におい
て、主題の脱Ｎ－アセチル化ＰＳが免疫応答を誘導することができる限り、主題の発明で
使用される脱Ｎ－アセチル化ＰＳが後述の実施例で開示されたものと同一である必要はな
い。従って、多くの誘導体（さらに詳細を後述する）が実質的に脱Ｎ－アセチル化ＰＳの
活性に影響を及ぼすことなく作製されうるということが、当業者には理解されよう。
【０１０７】
脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体の作製方法
　概して、本発明の脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体は、髄膜炎菌（N. meningitidis）もし
くは大腸菌Ｋ１（E. coli K1）または他の適当な細菌性ＰＳ供給源のＰＳを脱Ｎ－アセチ
ル化し、その次に部分的に再Ｎ－アシル化することにより生成されることができる。部分
的な再Ｎ－アシル化は、化合物中の全残基に対して９０％未満、８５％未満、８４％未満
、８０％未満、７５％未満、７０％未満、６０％未満、または５５％未満であって、普通
は約１０％、約１５％、約１６％、約２０％、約２５％、約３０％、約４０％、または約
４５％のＮ－アシル化残基を有する脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体の産生を提供する。この
関連で、本発明は、所望のアシル化レベルを有する脱Ｎ－アセチル化ＰＳを提供するため
に、最終生成物中のアシル化レベルの制御を提供する。概して、再アシル化はアシル化試
薬の量を制限することにより制御または抑制される。
【０１０８】
　本発明の脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体は、髄膜炎菌（N. meningitidis）もしくは大腸
菌Ｋ１（E. coli K1）または他の適当な細菌性ＰＳ供給源のＰＳを脱Ｎ－アセチル化し、
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その次に、アミン保護基とアシル基の混合物（例えば、トリハロアセチルとアセチル基）
で再Ｎ－アシル化することによっても、該ＰＳ誘導体が化合物中の全残基に対して９０％
未満、８５％未満、８４％未満、８０％未満、７５％未満、７０％未満、６０％未満、ま
たは５５％未満のアミン保護基、普通は約１０％、約１５％、約１６％、約２０％、約２
５％、約３０％、約４０％、または約４５％のアミン保護基（例えば、Ｎ－トリハロアシ
ル基）を有するような所望の比で生成されることができる（ただし、該化合物は概ね少な
くとも１０ないし２０残基を有する）。この関連で、本発明は、所望のアシル化レベルを
有する脱Ｎ－アセチル化ＰＳを提供するために、アミン保護基を除去して遊離アミノ基と
の不都合な副反応を回避した後の最終生成物中のアシル化レベルの制御を提供する。アミ
ン保護基の除去は、脱保護残基の遊離アミンのためである。概して、脱Ｎ－アセチル基の
割合は、アミン保護試薬の量（例えば、トリハロアシル化試薬の量）を制限することによ
り制御される。
【０１０９】
　本発明の脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体は、髄膜炎菌（N. meningitidis）もしくは大腸
菌Ｋ１（E. coli K1）または他の適当な細菌性ＰＳ供給源のＰＳを、アミン保護マンノサ
ミン（例えば、Ｎ－トリハロアシルマンノサミン）とアシルマンノサミン（例えば、Ｎ－
トリハロアセチルおよびＮ－アセチルマンノサミン）の混合物が添加された細菌増殖培地
中で生合成することにより、細菌によって発現された該ＰＳ誘導体が、産生されたＰＳ中
の全残基に対して９０％未満、８５％未満、８４％未満、８０％未満、７５％未満、７０
％未満、６０％未満、または５５％未満のアミン保護（例えば、Ｎ－トリハロアシル化）
基を有するような所望の比で生成されることもできる。
【０１１０】
　この関連で、本発明は、所望のアシル化レベルを有する脱Ｎ－アセチル化ＰＳを提供す
るために、アミン保護基を除去して遊離アミノ基との不都合な副反応を回避した後の最終
生成物中のアシル化レベルの制御を提供する。概して、脱Ｎ－アセチル基の割合は、アミ
ン保護マンノサミン試薬（例えば、Ｎ－トリハロアセチルマンノサミン）の量を制限する
ことにより制御される。
【０１１１】
　ＮｍＢ ＰＳおよび大腸菌Ｋ１を含むＰＳは、本発明におけるＰＳ誘導体およびコンジ
ュゲートならびに他の分子での使用に適する例示的な分子であって、かかる出発原料は、
それらの単離および担体へのコンジュゲートに関する方法と同様に、当技術分野で周知で
ある。
【０１１２】
　脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体は、従来の任意の適切な手段によって生成が可能である。
例えば、一実施態様では、ＰＳの脱Ｎ－アセチル化は、天然のＰＳを塩基性の水性媒体に
高温で、例えば約９０℃～約１１０℃、ｐＨ約１３～約１４で（例えば濃度２Ｍの水酸化
ナトリウム中で）接触させることにより、達成されることができる。もう一つの方法とし
て、ヒドラジン水溶液が使用されてよい。この段階におけるＮ－脱アセチル化度はさまざ
まであって、少なくとも約８５％、約９０％、約９５％、または約９９％から最高約１０
０％の脱Ｎ－アセチル化は興味深い。脱Ｎ－アセチル化した生成物は、例えば冷却、中和
、必要ならば精製、および凍結乾燥により、回収されることができる。
【０１１３】
　非水性および生合成的な生成方法は、実施例と同様に、さらに詳細を後述する。
【０１１４】
非水性の生成方法
　特に興味深い一実施形態では、本発明の脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体は、５％未満の水
を含有する極性プロトン性有機溶媒中で生成される。本発明者らは、ＮｍＢ ＰＳ誘導体
（例えば、実施例１にあるような）を調製するのに用いられる水溶液ベースの方法が、防
御的かつ非自己反応性のｍＡｂとよく反応する物質（例えば、ＳＥＡＭ２、３）を比較的
少量生成することを見いだしている。理論によって拘束されることなく、この低収率は、
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ＰＳアミノ基の反応性の弱さ（分子内ＣＯＯ－およびＮＨ３
＋電荷が対になること）、ア

シル化試薬の加水分解の競合、および／または非還元末端アルデヒドの調製時における過
ヨウ素酸塩によるアミノ基の酸化により、前述のＮ－アセチル基を全部除去できなかった
こと、再Ｎ－アシル化を量的に制御できなかったことのうち、一つまたはそれ以上に起因
する。
【０１１５】
　本発明者らは、極性プロトン性有機溶媒中で、所望の場合は少量の水の存在下（例えば
、ホルムアミド、２．５％水との混合ホルムアミドなど）で、ＰＳをアシル化し、アミノ
基を保護し（例えば、トリハロアシル（例えば、トリハロアセチルまたはトリフルオロア
セチル）アミドにより）、後にそれを除去して脱Ｎ－アセチル残基の予測可能なフラクシ
ョンを生成し、また、アシル化の段階で強塩基（例えば、水酸化ナトリウムまたはメトキ
シド）を使用して、アミノ基の反応性を確実にし、これらの実行が収量向上および脱Ｎ－
アセチル化された残基のフラクションの良好な制御を提供することを見いだしている。
【０１１６】
　有機溶媒は、任意の適当な溶媒とすることができ、普通は極性プロトン性または非プロ
トン性有機溶媒である。例示的な該有機溶媒は、ホルムアミド、ジメチルホルムアミド、
混合ホルムアミド／ ジメチルホルムアミドなど、または有機溶媒と少量％の水（典型的
には水が少なくとも約２％ないし２．５％だが、普通は１０％未満、５％未満）の混合物
を含む。成分、特にＰＳの溶解性を確保するために、必要に応じて水を加える。
【０１１７】
　該分子のアミン基は、適当なアミン保護基で修飾することにより保護される。例示的な
アミン保護基は上に記載があり、また、限定されないがカーバメートまたはアミドを含み
、Ｎ－アルキルおよびＮ－アリルアミン、イミン誘導体、エナミン誘導体、Ｎ－スルホニ
ルなどを含む。特に興味深い一実施形態では、アミン保護基はトリハロアシルアミドであ
って、普通はＣ２－Ｃ１２、より普通にはＣ２－Ｃ１０、より普通にはＣ２－Ｃ８、最も
普通にはＣ２－Ｃ６のトリハロアシル基であり、最も普通にはトリハロアセチルまたはト
リハロプロピオニルの保護基である。かかる保護基は、好ましくはｐＨ８またはそれ以下
での安定性、過ヨウ素酸塩存在下での安定性、および下述のごとく除去の容易さで選択さ
れる。概して、アミン保護基は過ヨウ素酸塩存在下でＮ－酸化を防止する。この保護ステ
ップの後に生成されるＰＳ誘導体の形態は、本明細書では「保護ＰＳ誘導体（protected 
PS derivative）」または「保護アシル化ＰＳ誘導体（protected acylated PS derivativ
e」」と呼ばれ、該ＰＳ誘導体は１個またはそれ以上のアミン保護基（例えば、トリハロ
アシル－保護アミン基）を有する。
【０１１８】
　概して、保護ＰＳ誘導体の産生は、前述の有機溶媒の存在下で少なくとも部分的に脱Ｎ
－アセチル化ＰＳ分子をアミン保護基試薬およびアシル化試薬と接触させることによって
達成される。例えば、アミン保護試薬はトリハロアシル化試薬とすることができ、例えば
、トリハロ酢酸無水物またはアルキルトリハロ酢酸エステルは特に興味深い（例えば、ト
リクロロ酢酸無水物、トリフルオロ酢酸無水物、トリフルオロ酢酸エチルエステル、また
はトリクロロ酢酸エチルエステルなど）。アシル化試薬は活性化アシル基を供与し、該活
性化アシル基は、普通はアセチル基またはプロピオニル基であって、より普通にはアセチ
ル基である。好ましくは、トリハロアシル化試薬とアシル化試薬が混合物として、脱Ｎ－
アセチル化ＰＳ分子と接触する。
【０１１９】
　該混合物中のトリハロアシル化試薬とアシル化試薬の相対量は、保護ステップの最終生
成物がＰＳ誘導体において所望の比のトリハロアシル基とアシル基を含有するように供与
され、該トリハロアシル基は概ね除去され、最終生成物中に遊離アミンを供与する。例え
ば、最終脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体生成物における遊離アミンのアシル基に対する比が
約１：１０、１：４、または１：１である場合、該混合物中に存在するトリハロアシル化
試薬のアシル化試薬に対する比は大体で、約１：１０、１：４、または１：１である。つ
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まり、該混合物中のトリハロアシル化試薬の量は、脱保護後の最終脱Ｎ－アセチル化ＰＳ
誘導体生成物中で所望される脱Ｎ－アセチル基のフラクションとほぼ等しい（例えば、１
０％、２５％、５０％など）。アシル化試薬はまた、該ＰＳ誘導体において別に所望の比
のアシル基を供与するために、異なる活性化アシル基（例えば、アセチル、プロピオニル
）の混合物として供与されることができる。例えば、該ＰＳ誘導体において、アセチル化
残基のプロピオニル残基に対する比を２：１または１：１にする場合、
活性化アシルおよびプロピオニル基を供与するアシル化試薬は、同一または類似の比でア
シル化剤混合物中に供与される。
【０１２０】
　保護ステップの後、保護ＰＳ誘導体は所望の通りに修飾されることができる。例えば、
該保護ＰＳ誘導体は、perioidiationとそれに続く還元的アミノ化等によって所望の担体
にコンジュゲートされることができる。保護基は次に、遊離アミンを脱離するために除去
され（例えば、加水分解または還元）、それ故、最終脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体生成物
を提供することができる。アミン保護基は、水性強塩基（例えば、ｐＨ９かそれ以上）を
用いた加水分解によるか、還元（例えばナトリウムシアノボロハイドライドを用いて）に
よるか、もしくは還元的アミノ化によるコンジュゲート調製時に加えられるアミンによっ
て、除去されることができる（例えば実施例５を参照）。該ＰＳ誘導体は次に、当業界で
周知の方法に従い単離されることができる。
【０１２１】
　非水性の産生方法はいくつかの利点を有する。第１に、アシル化反応を有機溶媒中で行
うことは、使用できるアシル基のタイプにおいて、より大きな柔軟性を提供する。例えば
、有機溶媒の使用は、反応性の高い活性化アシル基と同様、水性系における溶解度に関し
て問題となりうる炭素数４を超える脂肪アシル基の使用を容易にする（例えば、トリフル
オロアセチルおよびトリクロロアセチル）。有機溶媒における反応はまた、該試薬を消耗
させる水およびＯＨ－との競争反応がないか、または極微であるため、より優れたアセチ
ル化度の制御を提供する。結果的に、多糖体とのアシル化反応はそれらが進行して完了す
るように策定されるこができる。
【０１２２】
　非水性のアプローチはまた、保護アミン基の使用を可能にする。多糖体のアミン基が保
護されないままの場合、過ヨウ素酸塩の存在下での酸化、ならびに活性化カルボキシル基
または非還元末端に導入したアルデヒドと還元末端のケトンとの分子内反応のような、他
の望ましくない反応に関与することがある。トリフルオロアセチルまたはトリクロロアセ
チルは、約８未満のｐＨで安定であり、過ヨウ素酸塩の存在下で安定であり、また、塩基
水溶液中で、またはナトリウムシアノボロハイドライドで還元されて容易に除去され、保
護基で誘導体化されたアミンの量によってその割合が制御されるところの脱Ｎ－アセチル
残基を有するＮｍＢ ＰＳ誘導体を産生することができるため、好ましい保護基である。
【０１２３】
ＰＳ誘導体生成の方法
　別の一実施形態では、PS誘導体はN. meningitides（髄膜炎菌）、特にB群の菌を、N-ア
シルマンノサミン誘導体が単数または複数存在し、またN-アシルシアル酸の在留物がある
PS誘導体の生成を促進する条件下で培養することにより産生される。　
【０１２４】
　一実施形態では、N-アシルマンノサミン誘導体はアミン保護基の (「保護マンノサミン
」または「アミン保護マンノサミン」)を含むマンノサミンであり、この中でN-トリハロ
アシルマンノサミンによって例証され、「バクテリアにマンノサミン誘導体を与えること
」を達成する。本発明に適した典型的なアミン保護マンノサミンは保護PS誘導体の生成を
助けるためにバクテリアのPS合成経路に取り込まれることのできるアミン保護マンノサミ
ンを含む。典型的なアミン保護マンノサミン試薬はN-トリハロアシルマンノサミン、例え
ばN-トリハロアセチルマンノサミン（例えばN- -トリハロアセチルマンノサミン、トリフ
ルオロアセチルマンノサミン）、N-ホルミルマンノサミン等）を含む。アミン保護マンノ
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サミンに加え、その培養液は一般的にまたPS誘導体が保護シアル酸の残基およびN-アセチ
ル化されたシアル酸マンノサミンの残基を持つのを助長するためのN-アセチルマンノサミ
ンを含む。
【０１２５】
　理論によって拘束されることなく、アミン保護マンノサミンの存在下で培養される場合
、バクテリアの酵素はアミン保護マンノサシンをシアル酸に取り込み、その後さらに莢膜
多糖体に取り込まれる莢膜生合成に関係する。標準的な発酵および精製法は、保護基に付
着した目的とするモノマーの分留を含有する、保護NmB PS誘導体を産生するのに使うこと
ができる。
【０１２６】
　関連する一実施形態では、N-アシルシアル酸の残基と混合したPS誘導体を目的とする場
合、培養液は混合N-アシルマンノサミン試薬を含む。例えば、N-アシルマンノサミンは飽
和または不飽和アシル基特に興味深いアセチルまたはプロピオニル基を持つ、普通はC1-C

5、より普通にはC2-C5、より普通にはC2-C4、より普通にはC2-C3の飽和アシル基を含むこ
とが可能である。このような混合N-アシルマンノサミン試薬の存在下でのバクテリアの培
養は　N-アシルシアル酸残基、例えば、N-アセチルシアル酸、N-プロピオニルシアル酸な
どを混合したPS誘導体の生成を助けることができる。特に興味深い一実施形態では、バク
テリアは保護マンノサミン（例えばN-トリハロアシルマンノサミン）およびN-アシルマン
ノサミン（例えばN-アセチルマンノサミンやN-プロピオニルマンノサミン）の混合物の存
在下で培養される。
【０１２７】
　特に興味深い一実施形態では、髄膜炎菌、好ましくはB群株は、N-アシルマンノサミン
（例えばN-アセチルマンノサミン）およびN-トリハロアシルマンノサミンの混合物の存在
下で培養される。特に興味深い実施形態では、前述の菌は無莢膜株であり、追加のN-アセ
チルマンノサミンが培養液にない場合、PS莢膜合成において欠陥がある（例えば1種類以
上の酵素の欠陥のため、増殖培地にN-アセチルマンノサミンを追加しないと菌が莢膜PSを
合成できない）。例えば、株は、NmB M7株のように、N-アセチル-D-グルコサミン-6-リン
酸2エピメラーゼに欠陥がある可能性がある。
【０１２８】
　前述の培養物の相対的なマンノサミン試薬の量（例えばN-トリハロアシルマンノサミン
やN-アセチルマンノサミンの割合）は、生合成の最終生成物が目的とする割合の異なるシ
アル酸残基および／またはPS誘導体中の誘導体（例えばPS誘導体上のトリハロアシル化さ
れた残基）を含むように規定することができる。一般的に、保護基（例えばトリハロアシ
ル化基）は最終的なPS誘導体生成物中に遊離アミンを与えるために取り除かれる。例えば
、最終的なde-N-アシル化PS誘導体生成物中のアシル化残基に対する遊離アミンの割合が1
：10、1：4、または1：1である場合、培養液中のN-トリハロアシルマンノサミンの量は脱
保護後の最終的な脱-N-アシル化PS誘導体生成物中の脱-N-アセチルシアル酸基の目的とす
る割合におおよそ等しい。（例えば10％、25％、50％など）
【０１２９】
　同様に、培養物中の“保護されていない”N-アシルマンノサミン（アミン保護基を含ま
ないが、例えばN-アシル基のようにアセチルまたはプロプリオニル基で構成されるマンノ
サミン）の相対的な量は、PS誘導体中で異なる程度にアシル化されたシアル酸残基の目的
とする割合に必要な量を供給することを規定することができる。例えば、PS誘導体のアセ
チル化された残基のプロピオニル化された残基に対する比を2：1または1：1とするとき、
N-アセチルマンノサミンおよびN-プロピオニルマンノサミンは培養物中に同じまたは似た
割合で供給される。
【０１３０】
　前述のPS誘導体は、当技術分野で周知の方法で菌から単離することができる。PS誘導体
がアミン保護基を含む場合、このようなPS誘導体は特に、さらに改変のあるPS誘導体、例
えば、アルキル二級アミン、特にC1アミドをPS誘導体の非還元末端位に供与するためのコ
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ンジュゲート（非還元末端の過ヨウ素酸酸化などによる）やシアル酸残基を修飾するのに
向いている。改変の完了後、トリハロアキル保護基は前述のように取り除くことができる
。例えば、保護基は還元的アミノ化（例えばナトリウムシアノボロハイドライド）または
さらなる還元（例えばナトリウムシアノボロハイドライドまたはpH9以上のアルカリで処
理）で遊離アミンを供与することにより取り除くことができる。
【０１３１】
断片、再アシル化およびその他の改変
　PSの残留物質は通常、N-脱アセチル化によって生成され、その残留物質は一般的に3,00
0から50,000ダルトンの範囲の平均分子量を持つ。本発明が断片だけでなくPSの完全長の
誘導体の使用を意図する一方で、PS断片の誘導体は特に興味深い。
【０１３２】
　所望の場合は、本発明の脱-N-アセチル化PS誘導体を供給するための再アシル化は脱-N-
アセチル化PSをpH8-9程度の水溶性の溶剤（水酸化ナトリウムなど）で再懸濁しその後適
切な無水アシルを加えることによってなすことができる。一実施形態では、多糖類および
アシル化試薬（無水アセチルまたは無水プロピオン酸など）両方が有機溶剤／水溶液（ホ
ルムアミドまたはジメチルホルムアミドに水を2％ (vol./vol.)加えたものなど）に供給
される。この実施形態は特により管理されたレベルの再アシル化を助長する。本発明の方
法は１モル当量未満、0.75モル当量未満、0.5モル当量未満、0.25モル当量未満、0.1モル
当量未満、0.05モル当量未満、0.025モル当量未満、0.02モル当量未満の無水酸またはア
シル化試薬（例えばO-アシルヒドロキシコハク酸などのアシル活性エステル）の使用を含
む。
【０１３３】
　O-アシル基はpHを12程度に上げることで取り除くことができる。このpHはその後（塩酸
などを加えることにより）8程度まで下げられ、前述の誘導体が透析などによって所望通
り精製される。反応生成物は、所望通り、さらに精製・凍結乾燥することができる。
【０１３４】
　脱-N-アセチル化PS誘導体の結果としてできるN-アシル化の程度は一般的に90％未満、8
5％未満、84％未満、90％未満、80％未満、75％未満、70％未満、60％未満、55％未満、9
0％未満であり、通常10％、15％、16％、25％、30％、40％もしくは45％より大きい。脱-
N-アセチル化PS誘導体の分子量は様々で、この文中に書かれた脱-N-アセチル化PS誘導体
は約0.5 kDa（ニ糖類など）から約80 kDa、約1 kDaから約70 kDa、約2 kDaから約60 kDa
、約3 kDaから約50 kDa、約5 kDaから約25 kDa、約10 kDaから約80 kDa、約20 kDaから約
60 kDa、約30 kDaから約50 kDaの範囲におよび、通常は約0.5 kDaから約10 kDaである。
【０１３５】
脱-N-アセチル化PSコンジュゲート
　脱-N-アセチル化PS、または好ましくは保護アミンPSは、脱-N-アセチル化PS－担体複合
体を供与するため、担体にコンジュゲートすることができる。コンジュゲートされたPS－
担体複合体は複数の担体分子、複数のPS分子、またはその両方を含むことが可能である。
【０１３６】
　前述のように、前述のコンジュゲートのPS誘導体は、前述のように最小限のエピトープ
を決定するダイマーとして、またはポリマー単位（前述のエピトープを決定する２個以上
のダイマー単位など）として供与されることが可能である。PS誘導体がポリマー構造であ
る場合、そのPS誘導体はホモポリマー状またはヘテロポリマー状である。その組成は脱-N
-アセチル化PS、または好ましくは保護アミンPS誘導体の非還元、還元末端またはその両
方に付着した追加の残基から構成されることが可能である。
【０１３７】
　一実施形態では、担体はタンパク質、ペプチド、T細胞アジュバントまたは免疫応答を
強化する能力があるその他の化合物である。タンパク質はウィルス、細菌、寄生虫、動物
、および真菌のタンパク質からなるが、それに制限されるものではないグループから選ぶ
ことができる。一実施形態では担体はアルブミンである。その他の選択肢として、破傷風
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トキソイド、ジフテリアトキソイド、髄膜炎菌外膜タンパク複合体（例えば US4,707,543
; US6,476,201; US6,558677を参照）または細菌外膜（組換え髄膜炎菌ポリンBなど）が担
体となる。このような担体は生化学または製薬会社から得るか、標準的な手法（Cruise, 
J M(ed.) Conjugate Vaccines in Contributions to Microbiology and Immunology vol.
10（1989））で用意することができる。担体としての使用に適したT細胞エピトープを含
む合成ペプチドは、“一般的な”T細胞エピトープ（Panina-Bordignon et al 1989 Eur J
 Immunol 19:2237）または非天然Pan DRエピトープペプチド（PADRE）E）（del Guercio 
et al 1997 Vaccine 15:441）を含んでもよい。担体として機能しうる他のタンパクを含
むその他の試薬は免疫学の技術分野における通常の技術として知られている。
【０１３８】
　本発明におけるPS誘導体のコンジュゲートのための例示的な手法は、US Pat. Nos. 4,7
27,136; 5,811,102 （B群髄膜炎菌不飽和C3-5N-アシル誘導体多糖類コンジュゲートの記
載）、US 5,969,130; および US 6,080,589に記載されたようにPSコンジュゲートを含む
が、必ずしもそれに制限されない。例えば、１個以上の担体タンパク質の共有結合に使用
するため、コンジュゲートは、de-N-アセチル化PS誘導体の非還元末端、還元末端、また
はその両方にアルデヒド基を導入することで達成できる。このようなことは、PSまたはPS
誘導体を、例えばメタ過ヨウ素酸ナトリウムなどに接触させて過ヨウ素酸化することによ
り達成できる。
【０１３９】
　脱-N-アセチル化PS誘導体が誘導体化されていないアミノ基で構成される場合、一定の
制限が脱-N-アセチル化PS誘導体を担体タンパク質などの担体に結合させる手順に課され
る。この実施形態では、担体は一般的に、EDACで活性化されたカルボキシル基における、
ヒドラジドまたはアジピン酸ジヒドラジドの担体タンパク質との反応を通じて、１個以上
のアジド（ヒドラジドまたはアジピン酸ジヒドラジド）基を含むように改変されている（
US Pat, No. 6, 632,437などを参照）。ヒドラジドアミノ基のpKaが約2.5であり、またヒ
ドラジドは強い求核試薬であるので、イミンコンジュゲート反応は、担体タンパク質およ
び多糖類の１級アミンが実質的に完全にプロトン化されているので非反応であるpH5.5-7.
5あたりで行われるのが可能である。
【０１４０】
　PS誘導体－タンパク質コンジュゲートワクチンはサイズ排除クロマトグラフィー(ToyoP
erl HW-45F)で精製される。タンパク質濃度はLowryタンパク質定量法、コンジュゲートし
た多糖類の量はレゾルシノール定量法（Svennerholm 1957 Biochim biophys Acta24:604
）によって決定される。タンパク質と多糖類が共有結合していることを確実にするため、
コンジュゲートワクチンはSDS-PAGE上で分離され、タンパク質と多糖類は、多糖類を検出
するために、ポリクローナル抗担体タンパク抗血清および抗PS mAbsを使用して、ウェス
タンブロットによって別個に検出される。
【０１４１】
　一実施例では、脱-N-アセチル化PS誘導体が二量体エピトープを有する場合、脱-N-アセ
チル化PS誘導体は担体に結合を提供するよう修飾されることができ、次式により表される
構造を有する：
【化１２】
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　ここでX、Yは前述のように定義され、R1はHまたはアシル基（例えばアセチル基）であ
る。他の実施例では、R1はH；飽和または不飽和アシル基（例として飽和または不飽和C2-
18アシル基、飽和または不飽和C2-16アシル基、飽和または不飽和C2-12アシル基、飽和ま
たは不飽和C2-10アシル基、飽和または不飽和C2-8アシル基、飽和または不飽和C2-6アシ
ル基、飽和または不飽和C2-4アシル基、飽和C2-4アシル基）；N-脂肪酸アシル基（例：N-
ラウロイル、N-オレオイルなど）；または脂肪酸アミン（ドデシルアミン、オレオイルア
ミンなど）とは独立して選択される。１つの実施例ではR1は（例えばUS5,576,002中に記
載されているように）n-ブタノイル、イソブタノイル、n-ペンタノイル、n-ヘキサノイル
、n-ヘプタノイルまたは n-オクタノイルなどのC4からC8のアシル基であるか、US6,350,4
49に記載されているような不飽和C3-C5アシル基である。
【０１４２】
　脱-N-アセチル化PS誘導体が三量体の反復で構成される別の一実施形態では、脱-N-アセ
チル化PS誘導体は担体に結合を提供するよう修飾されることができ、次式により表される
構造を有する：

【化１３】

ここで、
X、YおよびZは独立したHまたはアミン保護基；または、飽和または不飽和アシル基（通常
は飽和アシル基）、但し、少なくともX、YおよびZの1つはHまたはトリハロアシル基；ま
た少なくともX、YおよびZの1つは飽和または不飽和アシル基、通常は飽和アシル基で、そ
の中に特に興味深い実施形態があり、それらにおいては少なくともX、YおよびZの1つはH
（またはアミン保護基）、少なくともX、YおよびZの1つはアセチル基、そしてX、Yおよび
Zの1つはプロピオニル基である；
nは少なくとも1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 
20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 600またはそれ以上であり、通常はおよそ4以上の残基
、より通常にはおよそ10以上の残基（ポリマー化の程度（Dp）が2程度から60程度、10程
度から50程度、30程度から50程度、10程度から20程度、12程度から18程度であり、Dpが2
程度から10程度が特に興味深い）；そして
R1はH、アミン保護基、またはアシル基（例としてアセチル基などの飽和アシル基）であ
る。他の実施例では、R1はH；アミン保護基；飽和または不飽和アシル基（例として飽和
または不飽和C2-18アシル基、飽和または不飽和C2-16アシル基、飽和または不飽和C2-12
アシル基、飽和または不飽和C2-10アシル基、飽和または不飽和C2-8アシル基、飽和また
は不飽和C2-6アシル基、飽和または不飽和C2-4アシル基、飽和C2-4アシル基）；N-脂肪酸
アシル基（例としてN-ラウロイル、N-オレオイル）；または脂肪酸アミン（例としてドデ
シルアミン、オレオイルアミンなど）とは独立して選択される。一実施形態ではR1は（例
えばUS5,576,002中に記載されているように）n-ブタノイル、イソブタノイル、n-ペンタ
ノイル、n-ヘキサノイル、n-ヘプタノイルまたは n-オクタノイルなどC4からC8のアシル
基であるか、US6,350,449に記載されているような不飽和C3-C5アシル基である。
【０１４３】
脱-N-アセチル化PSおよび脱-N-アセチル化PSコンジュゲートの免疫原性
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　単離された脱-N-アセチル化PSは、さらなるコンジュゲートがあろうとなかろうと、ま
たは提示の構造があってもなくても、免疫原性を持つか、あるいはその代わりに、その免
疫原性がコンジュゲートから起こる可能性がある。免疫原性を測定する方法は当業者には
周知であり、主に作成物注入後の様々な時点での濃度、結合活性、アイソトープ分布など
の血清抗体の測定を含む。より大きな免疫原性は、より高い力価および／または抗体の寿
命の伸びによって反映される。免疫原性は、インビトロバクテリア定量法や、受動的な保
護を適切な動物の暴露モデルの感染または疾病に与えるために免疫化した動物の血清の能
力で測定が可能である。免疫原性は治療を受ける患者の集団、または患者集団の免疫応答
を模倣する集団の中で測定が可能である。
【０１４４】
　特定の物質の免疫原性を決定する特に好ましい手段は、まず動物（例としてマウス）の
血清を、免疫化前と、脱-N-アセチル化PSで初回抗原刺激し追加の脱-N-アセチル化PSコン
ジュゲートの投与でブーストした後の両方の時点で得ることである。これに続いて、脱-N
-アセチル化PSに結合している免疫化後の血清の強度を、ELISAを用いて確認し、対照偽免
疫化動物の対応する結果と比較する。
【０１４５】
　本発明の脱-N-アセチル化PSは、脱-N-アセチル化PSで初回抗原刺激されておらず、同じ
PSコンジュゲートを接種された個体の反応と比較した場合、自己抗体を避け、かつPSコン
ジュゲートに対して強化された抗体反応を助長することができるPSコンジュゲート、例と
してNmB PSコンジュゲート、ワクチンなどに対する免疫応答を、初回抗原刺激することが
できる。
【０１４６】
抗原性組成物の製剤形態
　「抗原組成物」「抗原性組成物」または「免疫原性組成物」は、ここでは脱-N-アセチ
ル化PSまたは本発明のコンジュゲートを便宜上総称して指す。N-脱アセチル化NmB PS、Nm
B PSコンジュゲート、またはその両方が特に興味深い。NmB、大腸菌 K1、またはガン細胞
に対する抗体を誘発するのに有用な組成物は本発明により意図される。
【０１４７】
　ワクチンとして使用される組成物は免疫原生的に効果的な量の抗原、および必要に応じ
てその他の互換性がある成分から構成される。“免疫原性的に効果的な量”とは、その量
の個体への投与、同じまたは異なる抗原組成物の、一連の投与の一部としての単回投与で
、治療、または例えばナイセリアによる感染、特に髄膜炎菌、より特定的にはB群髄膜炎
菌；または大腸菌K1による感染による症状または疾病の予防に有効な抗体反応を誘発する
のに有効である量である。この量は治療を受ける個体の健康および肉体的条件、年齢、治
療を受ける個体の分類学的グループ（例としてヒト、ヒト以外の霊長類、霊長類など）、
その個体の抗体を作る免疫システム、目的とする保護の程度、ワクチンの製剤形態、治療
する臨床家の医学的状況の診断、および他の関係する要素によって異なる。その量は定期
的な治験によって決定することができ、相対的に広い範囲にわたることが予想される。調
剤治療は単回投与スケジュールまたは複数回投与スケジュール（例としてブースター投与
を含む）が可能である。このワクチンは他の免疫調節性剤と組み合わせて投与できる。
【０１４８】
　本発明の組成物は、医薬的に許容される賦形剤中に、水溶液、しばしば生理食塩水のよ
うな溶液として供給することができ、または粉状で供給することができる。本発明の組成
物は、本発明の1個の脱-N-アセチル化PS誘導体および1個のアジュバントで構成されるこ
とが可能である。ヒトに使用できる、既知の適当なアジュバントは、ミョウバン、リン酸
アルミニウム、水酸化アルミニウム、MF59（4.3 % w/v Squalene、0.5 % w/v Tween、0.5
 % w/v Span 85）、CpG含有核酸（シトシンがメチル化されていないもの）、QS21、MPL、
3 DMPL、Aquillaからの抽出物、ISCOMS、LT/CT変異体、poly（D,L-lactide-co-glycolide
）(PLG)微小粒子、Quil A、インターロイキン、などを含むが、必ずしもこれに留まるも
のではない。実験動物に対しては、Freund’s、 N-acetyl-muramyl-L-threonyl-D-isoglu
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tamine（thr-MDP）、N-acetyl-nor-muramyl-L-alanyl-D-isoglutamine (CGPl 1637, nor-
MDPと呼ばれる)、N-acetylmuramyl-L-alanyl-D-isoglutaminyl-L-alanine-2-(1’-2’-di
palmitoyl-Sn-glycero-3-hydroxyphosphoryloxy)-ethylamine (CGP 19835A, MTP-PEと呼
ばれる)、および、バクテリア、monoPhosphoryl lipid A、trehalose dimycolate、およ
び細胞壁骨格（MPL+TDM+CWS）から抽出した3種類の成分を含むRIBIを2% squalene/Tween 
80乳濁液中に入れたものを使用することができる。アジュバントの効果は免疫原性抗原に
対する抗体の量を測定することで決定できる。
【０１４９】
　さらに組成物の効果を強める例示的なアジュバントは下記を含むが、それに限定されな
い。：(1) 水中油型乳剤形態（ムラミルペプチド(下記例参照)、または細菌細胞壁成分の
ようなその他特定の免疫賦活性剤があってもなくてもよい。）例として(a)Microfluidize
rを用いてサブミクロンの粒子形状に製剤された、5％ Squalene、0.5％Tween80、および0
.5％ Span 85（任意にMTP-PEを含む）を含有する MF59TM（WO90／14837；Chapter 10 in 
Vaccine design：the subunit and adjuvant approach，eds. Powell ＆ Newman，Plenum
 Press 1995）、(b) サブミクロンの乳剤にミクロ流体化された、もしくはより大きな粒
子サイズの乳剤を産生するためボルテックスで攪拌された、10％ Squalane、0.4％Tween8
0、5％ pluronic-blocked polymer L121、およびthr-MDPを含有する SAF (c) 　 2％ Squ
alane、0.2％Tween 80、および1種類以上の細菌細胞壁成分、例としてmonophosphory lip
id A（MPL）、trehalose dimycolate (TDM)および細胞壁骨格（CWS）、望ましくはMPL+CW
S+(Detox?)を含む、RIBI? adjuvant system (AS)，（Ribi Immunochem, Hamilton, MT）
；(2) QS21またはStimulon? M（Cambridge Bioscience, Worcester, MA）のようなサポニ
ンアジュバントは使用可能、またはISCOMs（免疫賦活性複合体）のような、それより作ら
れる粒子。ISCOMsは、例えばWO 00/07621のような追加の洗浄剤を欠いてもよい。（3）完
全なFreud’s Adjuvant（CFA）および不完全なFreud’s Adjuvant（IFA）；(4) インター
ロイキン (例としてIL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12 (WO99/44636)など)、
インターフェロン(例としてガンマインターフェロン)、マイクロファージコロニー刺激因
子（M-CDF）、腫瘍壊死因子 (TNF)などのようなサイトカイン；(5) monophosphoryl lipi
d A（MPL）または3-0-deacylated MPL (3dMPL)、例としてGB-2220221、EP-A-0689454、pn
eumococcal saccharides、例としてWO 00/56358とともに使用されるとき、任意にミョウ
バンの実質的非存在下で；(6) 3dMPLと、例えばQS21および／または水中油乳剤、例とし
て、EP-A-0835318, EP-A-0735898, EP-A-0761231との組み合わせ；(7) CpGモチーフ（Kri
eg Vaccine 2000, 19, 618－622; Krieg Curr opin Mol Ther 2001 3: 15-24;Roman et a
l.,Nat. Med, 1997,3,849-854;Weiner et al., PNAS USA, 1997, 94, 10833-10837; Davi
s et al., J lmmunol 1998,160,870-876;Chu et al., J. Exp. Med, 1997,186,1623-1631
; Lipford et al., Ear. J. Immunol., 1997,27,2340-2344;Moldoveami et al, Vaccine,
 1988,16,1216-1224, Krieg et al, Nature,1995, 374, 546-549; Klinman et al.,PNAS 
USA,1996,93,2879-2883; Ballas et al, J. lmmunol 1996,157,1840-1845;Cowdery et al
, J. Immunol, 1996,156,4570-4575;Halpen et al, Cell Immunol., 1996,167,72-78;Yam
amoto et al., Jpn. J. Cancer Res.,1988,79,866-873;Stacey et al. J. Immunol.,1996
,157,2116-2122;Messina et al , J. lmmunol. 1991,147,1759-1764;Yi et al, J. lmmun
ol, 1996,157,4918-4925;Yi et al, J. lmmunol, 1996,157,5394-5402;Yi et al, J. lmm
unol. 1998,160, 4755-4761;and Yi et al, J. lmmunol, 1998,160,5898-5906;Internati
onal patent applicationsWO96/02555, WO98/16247, WO98/18810, WO98/40100, WO98/554
95, WO98/37919および WO98/52581）で構成されるオリゴヌクレオチド、すなわち、シト
シンがメチル化されていない場合、少なくとも1個のCGジヌクレオチドを含むもの；(8) 
ポリオキシエチレンエーテルまたはポリオキシエチレンエステル、例としてWO99/52549；
(9)ポリオキシエチレンソルビタンエステル界面活性物質とオクトキシノールとの併用(WO
 01/21207)、またはポリオキシエチレンアルキルエーテル、またはエステル界面活性物質
と少なくとも1種類の、オクトキシノールのような非イオン界面活性物質の併用(WO 01/21
152)；(10) サポニンと免疫賦活性のオリゴヌクレオチド(例としてCpGオリゴヌクレオチ
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ド)（WO 00/62800）；(11) 免疫賦活薬および金属塩粒子、例としてWO 00/23105；(12) 
サポニンおよび水中油乳剤、例としてWO 99/11241；(13) サポニン（例としてQS21）＋3d
MPL ＋ IM2 （任意に＋ステロール）、例としてWO 98/57659；(14) 前述の組成物の効力
を強化する免疫賦活剤として作用するその他の物質。N-aCetyl-muramyl-L-threonyl-D-is
oglutamine (thr-MDP), N-25 acetyl-normuramyl-L-alanyl-D-isoglutamine (nor-MDP), 
N- acetylmuramyl-L-alanyl-D-isoglutarninyl-L-alanine-2-(1’-2’-dipalmitoyl-Sn-g
Iycero-3- hydroxyphosphoryloxy)-ethylamine MTP-PE)などのムラミルペプチド。
【０１５０】
　抗原組成物は、医薬品グレードのマンニトール、ラクトース、デンプン、ステアリン酸
マグネシウム、サッカリンナトリウム、タルカム、セルロース、ブドウ糖、ショ糖、マグ
ネシウム、炭酸塩などの他の成分を含むことが可能である。その組成物は医薬的に許容さ
れる補助的な物質、例えば酢酸ナトリウム、塩化ナトリウム、塩化カリウム、塩化カルシ
ウム、乳酸ナトリウムなどを、pHの調整、緩衝液、毒性調整剤などにより生理的条件に近
づけるため、必要に応じて含むことができる。これらの組成中の抗原の濃度は広い範囲に
わたる可能性があり、主に液量、粘性、体重などにより、投薬の特定の方法と患者の必要
性に従って選択される。結果として得られた組成は、溶液、懸濁剤、錠剤、丸薬、カプセ
ル、散剤、ジェル、クリーム、ローション、軟膏、煙霧剤などの形態となることができる
。
【０１５１】
　本発明の医薬製剤の抗体の濃度は広い範囲すなわち、重量で約0.1%以下、通常は2％ま
たはそれ以上から20％～50％、またはそれ以上まで、で変化することが可能であり、主に
液量、粘性などにより、選択された投薬の特定の方法に従って選択される。
【０１５２】
　脱-N-アセチル化PSおよび脱-N-アセチル化コンジュゲートは単独で、あるいは従来のPS
誘導体および／またはPSコンジュゲートと組み合わせて使用できる。組み合わせて使用す
る場合、様々な組成物を同じまたは異なる剤形に供給することができる。異なる剤形で投
薬された場合、その組成物は同じまたは異なる用法（例として同じまたは異なる経路で、
同時または異なる時点(例として同日または別の日) など）で投与することができる。一
般的に、本書に記載されている脱-N-アセチル化PSおよび脱-N-アセチル化PSコンジュゲー
トの投与は、下記に詳細が記載されているように、連続して、同時に、または混合して行
ってよい。好ましいのは、投与は連続で、脱-N-アセチル化PSコンジュゲートの反復投与
である。典型的な免疫化療法はより詳細が後述されている。
【０１５３】
　一般的に免疫化は、その組成物を、経口、経鼻、経鼻咽頭、非経口、腸内、胃内、局所
的、経皮的、皮下、筋肉内、錠剤、固形、散剤、液体、噴霧剤の形態での投与などの適切
な経路を通じて、局所または全身に、追加の賦形剤のあるなしにかかわらず投与すること
によって達成される。非経口的な投薬可能な組成物の実際の調製方法は当業者には周知ま
たは明白となり、Remington’s Pharmaceutical Science, 15th ed., Mack Publishing C
ompany，Easton，Pennsylvania（1980）のような出版物により詳しく記載されている。
【０１５４】
　脱-N-アセチル化PSおよび前述の関連した化合物は、経口的に投与したとき、消化され
ないように保護されるべきであることが認識されている。これは典型的には、脱-N-アセ
チル化PSまたは脱-N-アセチル化PSコンジュゲートを酸または酵素加水分解に対して耐性
を持たせる組成物と複合させるか、リポゾームのような適切な耐性のある担体に詰め込む
ことで達成される。興味深い化合物を保護する方法は当該技術分野では周知である。
【０１５５】
　血清の半減期を強化するため、注入される抗原の調製もまたカプセル化し、リポゾーム
の内腔に導入し、コロイドとして調製することができ、あるいはペプチドの半減期を延長
する他の従来の技法を利用することができる。リポゾームを調製するには、例としてSzok
a et al., Ann. Rev. Biophys. Bioeng. 9:467(1980), U.S・Patents Nos. 4,235,871, 4
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,501,728および4,837,028に記載されているような様々な手法が使用できる。調製はまた
、抗原調製の放出および投与に対して制御放出または持続放出の形態を混在した、または
連続した方法で与えることができる。
【０１５６】
　前述の組成物は、ナイセリアの疾患にかかる危険のある被験体に、予防または少なくと
も部分的に発病およびその合併症を抑止するために投与される。これを達成するのに妥当
な量は、“治療効果のある用量”として定義される。治療に用いるのに効果的な量は、例
えば抗原組成物、投与方法、患者の体重および一般的健康状態、および処方する内科医の
判断によるであろう。抗原組成物の単回または複数回投与は、投与量、および患者に必要
かつ許容される頻度、そして投与の経路によって管理することができる。一般的に、免疫
化は、被験体の免疫応答を誘発するために与えられ、本発明は免疫化が、被験体のポリシ
アル酸に有意に交差反応する、検出可能な抗体を誘発せず、かつ髄膜炎菌や大腸菌K1に対
して殺菌性のある抗体生成を含むことができる利点がある。別の言い方をすれば、本発明
の組成物での免疫化は、ホストのシアル酸に対する、臨床的に関連する自己抗体の反応を
一切誘発しない。
【０１５７】
免疫化療法
　脱-N-アセチル化PSコンジュゲートは、検出可能なホストの自己抗体生成がほとんどま
たは全くないホストに選択的抗PS抗体、特に、抗NmB PS抗体の生成を助長するように投与
される。
【０１５８】
　具体的な実施形態では、本書に記載されている抗原組成物は連続して投与される。まず
、免疫原性的に効果がある量の脱-N-アセチル化PS（担体とコンジュゲートしていてもよ
く、賦形剤のある場合とない場合がある）を被験体に投与する。初回の用量は一般的に免
疫応答を誘発させるのに効果がある量（例としてBおよび／またはT細胞の賦活化）である
。初回の免疫化の量は一般的に、70kgの患者に対して約0.001mgから約1.0 mg の範囲であ
り、より一般的には70kgの患者に対して約0.001mgから約0.2mg の範囲、通常は約0.005mg
から約0.015mg の範囲である。特に抗原が、体腔内や臓器の内腔など、隔離した部位に投
与され、血流中に投与されない時には、1日に1人の患者につき0.001から約10ｍｇまでの
用量を使うことができる。実質的に高用量（例として10から100 mg以上）は、経口、経鼻
、または局所的な投与で可能である。
【０１５９】
　初回の脱-N-アセチル化PSの抗原組成物投与後、第２の抗原組成物（例として脱-N-アセ
チル化PS、任意に、コンジュゲート型のもの、賦形剤のある場合とない場合がある）の治
療効果のある用量を、被験体が初回投与への曝露により免疫学的に初回刺激を受けた後に
、被験体に投与する。このブースターは患者の反応および状態によって、初回の免疫化よ
り数日後、数週間後、または数ヵ月後に投与される。
【０１６０】
　初回の抗原組成物に対する免疫応答の存在は周知の手法（例として免疫化の前後に個体
から血清を取り、その個体の免疫状態の変化を示すことによる、例えば免疫沈降定量法、
またはELISAまたは殺菌定量法、またはWestern Blot、またはフローサイトメトリー定量
法など）および／または２回目の注入に対する免疫応答の大きさが、２回目の注入（例と
して免疫学的初回刺激）に使われた物質の組成物で初めて免疫化された対照動物のそれと
比較して高いことを示すことによって決定できる。
【０１６１】
　ある好ましい実施形態においては、調製された第３の抗原組成物の治療効果のある用量
が、その個体が初回刺激を受け、かつ／または第２の抗原組成物に対する免疫応答を備え
た後に被験体に投与される。第３の抗原組成物は脱-N-アセチル化PSまたは脱-N-アセチル
化PSコンジュゲートにすることができる。第３のブースターは被験体の応答および状態に
よって、２回目の免疫化の数日後、数週間後、または数ヵ月後に投与できる。
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【０１６２】
　第２の抗原組成物に対する初回刺激および／または免疫応答の存在は、第２の抗原組成
物に対する免疫応答を検出するのに使用されたのと同じ手法で決定できる。第２の抗原組
成物に対する初回刺激および／または免疫応答の存在はまた、２回目の免疫化の後、以前
の経験に基づいて、免疫応答が起こるのに十分な期間―例として2、4、6、10または14週
待つことにより推定できる。第２の抗原組成物のブースト用量は典型的な場合、約0.001m
gから約1.0 mgの抗原で、免疫原の性質および免疫化の経路によって変わる。
【０１６３】
　本発明はさらに、第４、第５、第６の抗原組成物を使用した第４、第５、第６またはそ
れ以上のブースター免疫化を意図する。
【０１６４】
　１つの実施例では、脱-N-アセチル化PSまたは脱-N-アセチル化PSコンジュゲートが少な
くとも１回、通常は少なくとも２回投与され、またいくつかの実施例では２回以上投与さ
れる。
【０１６５】
　１つの実施例では、脱-N-アセチル化PS誘導体または脱-N-アセチル化PS誘導体コンジュ
ゲートが初回の抗原組成物として免疫応答を初回刺激するように投与される。続いて投与
される抗原組成物（例えばブースター投与）は脱-N-アセチル化PS誘導体または脱-N-アセ
チル化PS誘導体コンジュゲートが可能であり、または初回刺激された第１の抗原組成物に
対する免疫応答をブーストする抗原性組成物が可能であるが、抗原性組成物は必ずしもホ
ストの自己抗体応答を回避したり軽減したりするようデザインされない。この実施例では
、最初の初回刺激投与後に投与される抗原組成物は、例えば、ベシクル製剤（例として外
膜小胞および／または微小胞製剤）、興味深い細菌の単離された１種類以上のタンパク質
製剤（例としてPorBまたは髄膜炎菌からなる製剤）などが可能である。理論にとらわれず
、それについての本発明の脱-N-アセチル化PS誘導体またはコンジュゲートの最初の初回
刺激投与は免疫応答を最小限にホストの抗原と交差反応性がある抗体の生成に対して向け
、自己反応性の抗体から遠ざける。いったんホストの免疫がこの方法で初回刺激されれば
、たとえブースター投与が脱-N-アセチル化PSを含んでいても、そうしない場合に自己免
疫応答を誘発する抗原への曝露は十分な自己抗体の生成が得られない結果となるであろう
。
【０１６６】
　１つの実施例では、抗原組成物は、髄膜炎菌または大腸菌K1に免疫学的にナイーブな哺
乳類の被験体（例としてヒト）に投与することができる。特定の実施例では、この哺乳類
はおよそ５歳以下、好ましくはおよそ２歳以下のヒトの子どもで、抗原組成物は次の１つ
以上の時点で投与される：出生後2、3、4、5、6、7、8、9、10、11ヶ月、１年、15、18、
21ヶ月、または2、3、4、5歳時。
【０１６７】
　一般的に、哺乳類への投与は、初めて病気の症状の徴候、または、可能性のある、もし
くは実際に感染または病気への曝露の最初の徴候（例としてナイセリアまたは大腸菌K1へ
の曝露による）が見られる前に始めるのが好ましい。
【０１６８】
特定の抗PS抗体に基づく診断法および治療法
　脱-N-アセチル化PSは、誘導体でもコンジュゲートでも、本書に記載されているように
抗体を産生するために使用でき、その抗体を試薬として診断の測定法および抗体を元にし
た治療に使用できる。このように、一面では、本発明は　選択的に髄膜炎菌のPS、特にNm
B PS；または大腸菌K1 PSを結合し、ホストのポリシアル酸をほとんどまたは全く結合し
ない抗体からなる組成物を特徴とする（すなわち、抗体が有意にホストの組織と交差反応
性をもたない）。抗PS抗体（特に抗NmB PS、抗大腸菌K1 PSまたは抗ガン細胞抗体）は、
単クローン性、または多クローン性が可能で、適切な賦形剤を供給されることが可能であ
る。いつくかの実施例では、抗PS抗体は担体上で不動化され、またはバイアルのような容
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器、特に滅菌バイアルに入れられ、下記により詳細が記載されているように、診断または
治療法に使用するためにラベリングされる。
【０１６９】
診断法
　脱-N-アセチル化PSと反応性がある抗体は、免疫診断の技法を用いて、生物学的サンプ
ル中の髄膜炎菌莢膜多糖類（PS）、または大腸菌K1PSを検出するために使用することがで
きる。この文脈において、本発明はこのような脱-N-アセチル化PS抗体が、ホスト由来のP
SAへの結合がほとんどまたは全く検出不可能なサンプル中の細菌のPSを検出するのに役に
立ち、それによって誤った陽性反応が出る頻度を減らすという利点を提供する。適切な免
疫診断の技法は、競合、直接反応、またはサンドイッチタイプ測定法などを含むが、必ず
しもそれだけに限らない。このような測定法には、Western Blots; 凝集試験、ELISAのよ
うな酵素標識および仲介免疫試験；ビオチン／アビジン型測定法；放射免疫測定法；免疫
電気泳動法；免疫沈降などが含まれる。反応は一般的に、蛍光性、化学発光性、放射性、
酵素的標識のような標識の明確化、または色素分子、またはその他の、サンプル中のPSお
よび抗体またはそれによって反応した抗体中の複合体の組成を検出する手法を含む。
【０１７０】
　前述の測定法は一般的に、PS抗体複合体が結合している固体相担体から液体相での非結
合の抗体の分離を含む。本発明の実践で使用可能な固体の担体はニトロセルロース（例と
して膜中またはマイクロタイターウェルの形）；ポリ塩化ビニル（例としてシートやマイ
クロタイターウェル）；ポリスチレンラテックス（例としてビーズまたはマイクロタイタ
ープレート）；ポリフッ化ビニリデン；ジアゾ化紙；ナイロン膜；活性化ビーズ；磁気的
反応性ビーズなどのような基質を含む。
【０１７１】
　典型的には、固体の担体はまず、成分が十分に担体に対して不動化される適切な結合条
件の下で、最初固体相の成分（例えば抗PS抗体）と反応させる。時には担体に対する不動
化が、よりよい結合特性をもつ、または、抗体結合活性または特異性を顕著に失わず、担
体上での抗体の不動化を助長するタンパク質への抗体の最初の結合によって強化できる。
適切な結合タンパク質は、牛血清アルブミン(BSA)を含む血清アルブミン、キーホールリ
ンペットヘモシアニン、免疫グロブリン分子、チログロブリン、卵白アルブミン、その他
の当業者には周知のタンパク質などの高分子を含むが、それに限定されない。抗体を担体
に結合させるのに使用できる他の分子は、多糖類、ポリ乳酸、ポリグリコール酸、重合ア
ミノ酸、アミノ酸コポリマーなどを含む。このような分子およびこれらの分子を抗原にカ
ップリングする手法は、当業者には周知である。例えば、Brinkley, M. A. Bioconjugate
 Chem.（1992）3:2－13; Hashida et al., J. Appl. Biochem.（1984）6: 56－63; Anjan
eyulu and Staros，Intemational J. of Peptide and Protein Res.（1987）30: 117－12
4。を参照のこと。
【０１７２】
　固体の担体を固体相の成分と反応させた後、非不動化固体相成分は洗浄により担体から
取り除かれ、担体に結合した成分は、次に適切な結合条件下でリガンド部分（例えばPS、
特にNmB PSまたは大腸菌PS）を含むと思われる生物的サンプルに接触させる。洗浄して非
結合のリガンドを全て取り除いた後、適切な結合条件下で二次的結合剤部分が加えられ、
この二次結合剤は選択的に結合リガンドに結合する能力がある。二次的結合剤の存在は、
当業者には周知の技術を用いて検出できる。
【０１７３】
　さらに特別には、本発明に従ってマイクロティルタープレートのウェルが脱-N-アセチ
ル化PS抗体でコーティングした方法のELSA法を使用することができる。PS（特にNmB PSま
たは大腸菌K1 PS）を含む、または含むと思われる生物学的サンプルがコートされたウェ
ルに加えられる。抗体を結合させるのに十分なインキュベーションの後、プレートは非結
合の部分を取り除くため洗浄され、検出可能な程度に標識のついた二次結合分子が加えら
れる。二次結合分子は、捕獲されたいかなる抗原にも反応させ、プレートを洗浄し、に字
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結合分子の存在が当業者には周知の手法で検出される。
【０１７４】
　このように、具体的な一実施形態では、生物学的サンプル中の結合PSの存在が、抗体リ
ガンドに対する抗体からなる二次結合剤を用いて直ちに検出できる。当業者には周知の手
法を用いて、直ちに検出できる程度にワサビペルオキシダーゼ、アルカリフォスフォター
ゼ、またはウレアーゼなどの酵素標識にコンジュゲートできる、多くの抗ウシ免疫グロブ
リン(Ig)分子が当技術分野では周知である。適切な酵素基質が次に検出できる信号を産生
するのに使われる。その他の関連した実施例では、競合型ELISA技法が当業者には周知の
手法で実行できる。
【０１７５】
　測定法はまた、沈降条件下で抗体とPSが複合体を形成する溶液中でも行うことができる
。具体的な一実施形態では、当技術分野では周知の、直接化学的または間接カップリング
になどによるカップリング技法を用いて、抗体を固体相粒子（アガロース・ビーズなど）
に付着させることができる。抗体でコートされた粒子は次に適切な結合条件下で、PSを含
むと思われる生物学的サンプルと接触させ、粒子―抗体―PS複合凝集体の形成を助長する
。この凝集体は洗浄および／または遠心分離を用いて沈降させサンプルから分離できる。
反応混合物は上記の免疫診断法など、標準的な多くの手法のいずれかを用いて、抗体－抗
原複合体の有無を決定するため分析することができる。
【０１７６】
　本書中に記載される手法に従って産生される脱-N-アセチル化PSを含む上記の測定法の
試薬は、上記に記載の免疫測定法を行うために、適切な説明書および他の必要な試薬とと
もに、キットで供給することが可能である。キットにはまた、どの特定の免疫測定法を使
うかによって異なる、適切な標識および他の包装された試薬および材料（すなわち洗浄緩
衝液など）を含むことができる。上記に記載されているような、標準的な免疫測定法を、
これらのキットを使用して実施することができる。
【０１７７】
受動的免疫化およびその他の抗体に基づく治療法
　さらに、哺乳類を対象とした髄膜炎菌に仲介される、または大腸菌K1に仲介される病気
の治療または予防のための本発明の手法で産生される抗体。特に、本発明に従って、脱-N
-アセチル化PSまたはそのコンジュゲートを用いて産生される抗体は、被験体の髄膜炎菌
または大腸菌K1によって起こる病気に対する受容的保護、またはガン治療を助長するため
に、被験体への投与に適した医薬組成物に入れて提供することができる。
【０１７８】
　また特に、本書に記載された手法に従って産生される免疫保護抗体、およびナイセリア
PSまたは大腸菌K1エピトープを認識する免疫保護抗体は、感染または病気が起こるのを予
防するため、またはすでに病気が確立した患者の臨床結果を改善する療法（例としてショ
ックなどの合併症の減少、死亡率の減少、または聴覚障害などの罹患率の減少）として、
ナイセリアによる病気に対する受動的免疫を誘発するために、被験体（例としてヒトの患
者）に投与することができる。抗体をガン治療のために投与する場合、抗体は任意にガン
細胞を標的にする薬、（例として毒素（リシンなど）、放射性核種など）に添付して腫瘍
死滅や排除に効果をもたらすことができる。
【０１７９】
　それが産生される種以外の生物に投与される抗体はしばしば免疫原性がある。従って例
えばマウスまたはブタの抗体をヒトに投与するとその抗体に対してしばしば免疫性応答が
誘発される。抗体の免疫原性特性は、抗体の部分または全部を特徴的にヒトの配列に変化
させ、それによってキメラまたはヒトの抗体それぞれを生成することによって低下する。
【０１８０】
　キメラ抗体はヒトおよび非ヒトの部分からなる免疫グロブリン分子である。より特異的
には、ヒト化したキメラ抗体の抗原混合領域（または可変領域）はヒト由来ではなく(マ
ウスなど)、キメラ抗体の定常的な領域（生物学的エフェクター機能を免疫グロブリンに
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与える）はヒト由来である。キメラ抗体は、望ましくは、その非ヒト抗体分子の特異性に
結合する抗原とヒト抗体分子によって与えられたエフェクター機能を持つ。キメラ抗体を
産生する多くの手法が当業者にはよく知られている。例としてU,S.Pat.Nos. 5,502,167, 
5,500,362, 5,491,088, 5,482,856, 5,472,693, 5,354,847, 5,292,867, 5,231,026, 5,2
04,244, 5,202,238, 5,169,939, 5,081,235, 5,075,431および4,975,369を参照）。代替
となるアプローチは、組換えDNA技術によって、非ヒト抗体のCDR領域をヒトの定常領域に
連結することによって、ヒト化抗体を産生することである。Queen et al., Proc. Natl. 
AcadSci. USA86:10029-10033 (1989) およびWO90/07861を参照。
【０１８１】
　好ましい一実施形態では、本発明のペプチドに対する抗体を生成する細胞系を形質移入
するために組換えDNAベクターが使われている。新規の組換えDNAベクターは、細胞系の免
疫グロブリンの定常領域をエンコードする遺伝子の全部または一部を置き換える“置換遺
伝子”（例として、置換遺伝子はヒト免疫グロブリン、または特定の免疫グロブリン分類
の全部または一部をエンコードできる）、また抗体生成細胞内で標的である相同の免疫グ
ロブリン配列組換えを許可する“標的配列”を含む。
【０１８２】
　別の一実施形態では、組換えDNAベクターは、目的とするエフェクター機能（例として
ヒト免疫グロブリンの定常領域）を持つ抗体を生成する細胞系を形質移入するために使わ
れ、その場合、組換えベクターに含まれる置換遺伝子は抗体の一領域の全部または部分を
エンコードすることができ、抗体生成細胞内で組換えベクターに含まれる標的配列によっ
て相同の組換えと標的遺伝子組み替えができる。どちらの実施形態においても、可変また
は定常領域の一部のみが置き換えられた場合、結果として作られるキメラ抗体が同じ抗原
を決定し、および／または、キメラ抗原がより大きな抗原特異性、定常的な増大したエフ
ェクター機能を結合するより大きな親和性、または形質移入した抗体生成細胞系による分
泌と生成の増大などを示すことができるように、まだ変化したり改良されたりしていない
同じエフェクター機能を持つことができる。
【０１８３】
　別の一実施形態では、本発明は完全なヒト抗体に必要なものを供給する。ヒト抗体は、
全面的に特徴的なヒトポリペプチド配列からなっている。本発明のヒト抗原は広範囲にわ
たる様々な手法で生成することができる。（例として、Larrick et al., U.S. Patent No
.5,001,065参照）一実施形態では、本発明のヒト抗体は最初にtrioma細胞（2個のヒト細
胞と1個マウス細胞に由来する）の内で生成される。抗体をエンコードする遺伝子はそれ
から複製され、他の細胞内、特にヒト以外の哺乳類の細胞内で発現する。一般的なアプロ
ーチtrioma技術によるヒト抗体生成のアプローチはOstberg et al. (1983), Hybridoma 2
: 36l-367, Ostberg, U.S. Patent No. 4,634,664, およびEngelman et al., U.S.Patent
 No. 4,634,666に記載されている。Triomaは通常のヒト細胞から作られるハイブリドーマ
よりもより安定であることがわかっている。
【０１８４】
　抗体を生成と被験体（例えばヒトの被験体）への投与に適した調製の方法は、当技術分
野ではよく知られている。例えば、抗体は、効果的な量の抗体と、医薬的な賦形剤（生理
食塩水など）から構成される、医薬品の組成物から構成される。医薬品の組成物は、任意
に他の添加剤を加えてもよい（例として緩衝液、安定剤、保存料など）。抗体の効果的な
量は一般的に、目的とする期間内（例えば少なくとも約2日から10日、または1ヶ月から2
ヶ月）のナイセリアによる病気または大腸菌K1による病気または症状に対する保護のため
に必要な量である。
【０１８５】
ポリシアル酸のエピトープ同定法
　本発明はまた抗体に結合されているポリシアル酸（PSA）エピトープを同定する手法を
特徴とする。一般的にこのような手法は、PS誘導体（本書中ではPSA誘導体とも呼ばれる
）の、抗体とPS誘導体の抗原抗体複合体の形成に適した条件下での、抗体への接触がある
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。 次に抗原抗体複合体を、適切な酵素（例としてendo-またはexo-sialidaseなどのsiali
dase、特に興味深いノイラミニダーゼと併用）に接触させ、抗原抗体複合体のノイラミニ
ダーゼ酵素到達可能PSA誘導体の残基の除去を促進させる。sialidase酵素治療の後の、抗
原抗体複合体に残る、PSA誘導体残基は、こうして抗体に結合しているエピトープを決定
する。結果として生じる抗原抗体複合体は抗体に結合したエピトープを決定するために分
析に供することができる。このような分析は抗原抗体複合体の精製とその後の質量分析（
例としてMALDI-TOFなど）を含むことができる。
【０１８６】
　いくつかの実施形態では、その手法は、興味深い抗体に結合したエピトープを持つPS誘
導体の同定を促進するため、数のPS誘導体（例として異なるPS誘導体のライブラリー）の
選別を含む。例えば、その抗体は、ホストPSAとの検出しうる程度の交差反応が最小限で
あるか、反応しない抗PS特異抗体でありえる。
【０１８７】
実施例
　本書に記載される実施例および実施形態は説明のためのみのものであり、それを踏まえ
た様々な改変や変更は当業者に提案され、この応用の意図と範囲、添付の請求範囲内に含
まれることになっている。本書において引用されている全ての出版物、特許、および特許
申請は、参照することにより全体として本書に含まれる。
【０１８８】
実施例1：　N-アシルNmB PSおよび誘導体
　N-アシルNmB PS (acyl=acetyl [Ac] またはpropionyl [Pr])がGuoおよびJenningsの手
法で、以下のように本発明のPS誘導体を生成するため、下記に言及されているような差異
を持って調製された。(Guo, Z, and Jennings, H. In 2001. N-Propionylation. In Meni
ngococcal Vaccines: Methods and Protocols. A. J. Pollard, and C, J. M. Maiden, e
ds. Humana Press Inc., Totowa, N.J、P55)。コロミン酸またはNmB PS(231g; Sigma-Ald
rich Chemical Co., St. Louis, MO)および20 mgのホウ化水素ナトリウム（Sigma-Aldric
h）が 10 mlの2M NaOHに溶かされ、密閉した試験管内(Piece Chemical Co., Rockford, I
L)で100℃に6時間熱せられた。
【０１８９】
　脱-N-アセチル化反応の条件はGuoおよびJenningsによって記載されたものとは異なる。
GuoおよびJenningsが記したように、完全に脱-N-アセチル化したPS誘導体を使う代わりに
、本生成物は典型的に下記に記載されるresorcinol測定法によって測定された20％のN-ア
セチル残基を含んでいた。図1は模範的な脱-N-アセチル化PSの構造を示す。本書に記載さ
れているアプローチは、最低でも残基の20％はN-アセチル化だったことを確実にするので
、N-アセチルとN-アシル残基の混合（例としてN-プロピオニル、N-ブタノイルなど）を含
むPS誘導体を調製することができる利点、またN-アセチル化と脱-N-アセチル化 残基の混
合を含むPS誘導体も同様に調製できる利点がある。また、ホウ化水素ナトリウムを追加す
るとPSの還元性末端のケトンをアルコールに還元し、また、脱-N-アセチル化されたアミ
ノ基と還元性末端残基のC2ケトンの間に形成されることができるイミンを二級アミンに還
元する。還元末端残基にN-アセチル基、脱-N-acetyl部位、環状2級アミンを持つ残基を含
むNmB PS誘導体は、非自己反応性、抗NmB PS mAbs (“SEAM” mAbs、図 2)によって結合
され（下記の実施例３を参照）、従って、保護性、非自己反応性の抗NmB莢膜抗原を更新
する重要な抗原である。
【０１９０】
　溶液を室温に冷却後、溶液は2M HCLでpH8.0に調整され、水に対して透析し、凍結乾燥
された。このPSは２mlの01x PBS (0.1 mM KH2PO4, 1 mM Na2HPO4, 13.7 mM NaCl, 0.27mM
 KCl, pH 7.0)中に再懸濁され、沈降した物質を取り除くために10分間遠心分離（5000 xg
）された。CuoおよびJenningsの方法とは対照的に、再懸濁されたPSは0.1X PBSで平衡化
されたToyoperl HW-55F (Supelco，Belefonte, PA)の1.5cm x 25 cmのカラムに搭載され
た。見かけの質量が10kDaより大きい、溶出している画分は化合され、凍結乾燥された。H
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W-55Fのカラムは青色のデキストランを、ウシ血清アルブミン、卵白アルブミン、carboni
c anhydrase、および標準としてアジピン酸ジヒドラジドのtrinitrophenyl誘導体を使っ
て、校正された(Sigma Aldrich)。
【０１９１】
　遊離アミノ基はPS（～100 mg）を5 mlの 0.1M NaOH中で再懸濁し、0.2mlの無水アシル
（例として無水酢酸または無水プロピオン酸）を加え、5アリコート中で数時間攪拌した
ことによりアシル化された（無水酢酸はGuoおよびJenningsによって以前に調製された誘
導体には含まれていなかった）。溶液のpHは2M NaOHを必要に応じて加えることで~8-9に
維持された。O-アシル基を取り除くため、溶液pHは１時間の間、~12まで上げられ、次に2
M HClを使ってpH 8まで下げられ、溶液は透析され、凍結乾燥され、その生成物が上記に
記載のように精製され凍結乾燥された。
【０１９２】
　ほとんどのアミノ基はこの手順中でアシル化されたが（? 90%）いくらかのアミノ基は
誘導体化されておらず、遊離アミノ基のままであった。アシル化の効率は無水酸の水中で
の溶解性に依存する。従って、無水酢酸よりも水中溶解性が低い無水プロピオン酸のアシ
ル化は無水酢酸よりも遊離アミノ基の量が多い結果となるであろう。脱-N-アセチル部位
を持つPSを含む残基はSEAM mAbsによって結合された（下記の実施例３参照）。結合され
るのであるから従って保護性、非自己反応性の抗NmB莢膜抗体を誘発するための重要な決
定因子である。
【０１９３】
　PSのより小さな断片（平均ポリマー化程度 [Dp] 30）が酸処理によって生成された。N-
acyl NmB PS (20 mg)の一部が5 mlの 0.2M NaOAc, pH 5.1に溶解され、密閉した試験管中
で70℃で30分加熱した。溶液は上記に記載のように、透析され、凍結乾燥され、精製され
、再び凍結乾燥された。
【０１９４】
　開始した時点のPSより平均してDpが小さいPSを生成することに加えて、酸処理の結果、
C1カルボキシル基と前述の残留分（図3）のC9OH基との間にラクトンが形成される。少量
のラクトンを含むPSはNmB細菌莢膜内で発生する可能性があるが、人のポリシアル酸内で
の発生は起こりそうにない。NmB PS中に小量のラクトンがあることは、保護性、非自己反
応性抗NmB莢膜抗体を誘発するために重要であるかもしれない。
【０１９５】
　アルデヒド基は単体タンパク質への共有結合に使用するためPSの非還元性および還元性
末端に導入された。PS（20ｇ）を1 mlの0.1M NaOAc緩衝液pH6.5に溶解した。メタ過ヨウ
素酸ナトリウム(5 mg、Sigma-Aldrich)が加えられ、溶液は暗所に30分間置かれた。残っ
たNaIO4は分解された 01mlの10％(wt/vol)エチレングリコールを水に入れ、30分放置した
。この手順は還元性のない末端残基のC8および／またはC7にアルデヒド基を生成し、その
中で脱アセチル化の間に（上記参照）C2ケトンがアルコールに還元された、還元末端残基
を含むPSについては、アルデヒド基をC6に生成する（図4）。
【０１９６】
ドデシルアミンとタンパクPS誘導体コンジュゲート
　ドデシルアミン誘導体は、非還元性末端または還元性の末端アルデヒドまたはケトンに
接触する20ミリグラムのNmB PS誘導体と、5ミリリットルの水中の10ミリグラムのドデシ
ルアミンとを組み合わせて調製された。混合液を温めながらおよそ50℃で30分間攪拌した
時に、5 mgのナトリウムシアノボロハイドライドが加えられた。混合物は室温24時間で攪
拌され、その後超過のドデシルアミンを取り除くため水中で透析が3-5日行われた。
【０１９７】
　ドデシルアミン誘導体のSEAM mAbsとの反応性は、直接ELISAに結合させることで決定さ
れ、その中の抗原（すなわちドデシルアミン PS 誘導体など）が抗原の溶液をウェルの中
のPBS緩衝液の中で、4℃で1晩インキュベートすることにより、マイクロタイタープレー
トの表面に吸収された。プレートはPBS緩衝液（5ｘ）で洗浄され、1％(ｗ/ｗ)のウシ血清
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アルブミン（Sigma；ブロッキング緩衝液）を含むPBS緩衝液で、1時間室温でブロックさ
れた。抗体はブロッキング緩衝液中に希釈され、プレートに加えられた。（ウェルごとに
100マイクロリットル）。室温4時間のプレートのインキュベーションが終わった後、プレ
ートはPBS緩衝液（5ｘ）で洗浄され、ブロッキング緩衝液中に希釈されたウサギ抗マウス
アルカリフォスファターゼコンジュゲート抗体（Zymed）が加えられた。さらに1時間のイ
ンキュベーションの後、プレートはPBS緩衝液（5ｘ）で洗浄され、P-nitrophenyl phosph
ase基質を1mM MgCl2を含む50ｍMの炭酸ナトリウム緩衝液pH 9に加えることにより、結合
していた抗体が検出された。30分の室温でのインキュベーション後、405nmにおける吸光
度がBioRad Model microtilter plate readerを使うことによって測定された。結合実験
の結果は図38に示されている。
【０１９８】
　担体タンパクにコンジュゲートしたPS誘導体は、10ミリグラムのウシ血清アルブミン（
BSA, Piece Chemical Co.,）を20mgのPS誘導体または非還元性末端アルデヒド基を含むPS
誘導体とPBS緩衝液中で混合させることで調製された。5ミリグラムのsodium cyanoborohy
drideが加えられ、混合液が暗所で5日間攪拌された。その溶液はPBS緩衝益虫で透析され
た（10-14kDaカットオフ膜）。PS誘導体-BSAコンジュゲートのmAbsとの反応性は、前述の
パラグラフに記載されているように、直接ELISAを結合させることで測定された。結合実
験の結果は図39に示されている。
【０１９９】
　NmB PS誘導体の原液中のシアル酸と脱-N-アセチルシアル酸の濃度は、次のように改変
したSvennerholm resorcinol反応（Svemmerholm, L. (1957) Biochim. Biophys. Acta 24
:604）によって測定された。9.75ミリリットルの水、0.25ミリリットルの0.1M CuSO4・5H
2O, 10ミリリットルの 20 mg/ml Resorcinol水溶液、および80ミリリットルの濃HCLを混
合してResorcinol作用試薬を調製した。Resorcinol作用試薬（300マイクロリットル）は
シアル酸または脱-N-アセチルシアル酸サンプル溶液（シアル酸は最高50マイクログラム
まで）または水溶液標準原液（300マイクロリットル）とポリプロピレンの深いウェル（2
ミリリットル）のマイクロティルタープレート内で混合された。プレートはプレートカバ
ーで密封され、沸騰した湯に30分間つけられた。室温まで冷却した後、イソアミルアルコ
ール（600マイクロリットル）がピペットを用いて加えられ、混合された。分離するにま
かせ、マイクロティルタープレートを清掃するために上側のイソアミル層が取り除かれた
。250マイクロリットルのイソアミルアルコール抽出物および下側の水溶液は別々にポリ
スチレンのマイクロティルタープレートに移され、495nmおよび580nmでの吸光度が測定さ
れた。
【０２００】
　N-アセチルシアル酸の量は、イソアミルアルコール画分の580nmでの吸光度から決定さ
れ、脱-N-アセチルシアル酸の量は、水溶液画分の495nmでの吸光度からそれぞれ標準曲線
との比較により決定された。脱-N-アセチルシアル酸の量は、シアル酸標準中で生じた脱-
N-アセチル化の量を測定することにより、測定法の酸加水分解段階の間に生じた脱-N-ア
セチル化の量に修正された。
【０２０１】
　長鎖アルキル基を含むNmB PS誘導体の逆相HPLC精製。長鎖（すなわち>=C8）アルキル基
（例としてドデシルアミン誘導体）NmB PS誘導体はPoros R1/HカラムとBioCAD灌流クロマ
トグラフィーワークステーションを用いて逆相HPLCによって分離された。誘導体は0%から
80%のアセトニトリル勾配で、20mM酢酸アンモニウム緩衝液中, pH6.5に30分以上、流量5 
ml/minで溶出された。画分（それぞれ1ミリリットル）が捕集された。
【０２０２】
　mAbsと反応性がある誘導体を含む画分（たとえばSEAM3、SEAM12 Granoff et al. 1998,
 supra）は、それぞれの画分を100マイクロリットルずつ96 well microthilter plate(Im
mulon II, Dynatech) のウェルに加え、プレートを4℃で1晩インキュベーションすること
により決定された。プレートはPBS緩衝液（5x）で洗浄され、1％(w/w) のウシ血清アルブ
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ミン（Sigma; ブロッキング緩衝液）を含むPBS緩衝液で、室温で1時間ブロックされた。
抗体はブロッキング緩衝液内に希釈されてプレートに加えられた（ウェルごとに100マイ
クロリットル）。プレートを室温で4時間インキュベーションした後で、プレートはPBS緩
衝液（5x）で洗浄され、ブロッキング緩衝液内に希釈されたウサギ抗マウスアルカリフォ
スフォターゼコンジュゲート抗体（Zymed）が加えられた。さらに1時間のインキュベーシ
ョンの後、プレートはPBS緩衝液（5x）で洗浄され、1mM MgCl2を含む50mMの炭酸ナトリウ
ム緩衝液、pH 9にp-nitrophenyl phosphate 基質を加えることにより、結合された抗体が
検出された。室温で30分のインキュベーションの後、BioRad Model microtilter plate r
eaderを用いて405nmにおける吸光度が測定された。
【０２０３】
　NmB PSの非還元末端ドデシルアミン誘導体のMALDI-TOF質量分析。逆相HPLCから得られ
た画分中の溶媒はSpinVac(TermoSavant)を用いて蒸発させられた。残留分はアセトニトリ
ル／水（1：1）中に溶解された。アセトニトリル／水中で濃度3mg/mlにおけるTrihydroxy
acetophenone (THAP)のマトリクスでターゲット上にスポットがつけられた（1スポットに
つき0.5マイクロリッター）。マトリクススポットを真空化で乾燥させた後、サンプルを
マトリクススポットの上にスポットした（0.5マイクロリッター）。MALDI-TOF（Autoflex
, Bruker Daltonics）が正負双方のリニアモード（30ショットN2レーザー、50％レーザー
出力）、レフレクターの正および負モード（30ショットN2レーザー、50％レーザー出力）
で運転された。質量スペクトルは外部ペプチド（Bruker Daltonics）とシアル酸（EY Sci
entific）標準を用いて校正された。観察された質量の誤差は?0.1％だと推定された。図2
0-22に、保護性、非自己反応性抗NmB莢膜mAb SEAM 3と反応性があり、前述の記載のよう
に逆性HPLCで精製したNmB PSの標本から得た、MALDI-TOFによって同定された構造式を示
す。誘導体は、少なくとも1つの脱-N-アセチル残基がある、脱-N-アセチル、N-アセチル
、およびN-プロピオニル残基の混合物を含む。
【０２０４】
実施例2：N-アシルNmB PS合成の中間生成物によるELISAにおける非自己反応性NmB莢膜mAb
sとN-Pr NmB PSの結合阻害。
　NmB PSのN-アセチル基がプロピオニル基（N-Pr NmB PS）によって置換されている、NmB
 PSから調製される多糖類－タンパク質コンジュゲートワクチンはマウス（特許前述）お
よび非ヒト霊長類（Fusco）の血清殺菌抗体を誘発し、これらの抗体の部分セットは最小
限の自己反応性をもっている（特許前述）。ヒトPSと反応しない抗N-Pr NmB PS抗体がNmB
系統に対して殺菌性があった理由は不明であった。この実施例では、我々は　N-アシルNm
B PS合成中の中間生成物がELISA中で非自己反応性抗NmB莢膜mAbsを阻害することを示す。
阻害固体相ELISAは次のように実施された。
【０２０５】
　リン酸緩衝食塩水（PBS；pH 7.4）中の100μl/wellのアビジン（4 μg/ml; ExtrAvidin
; Sigma-Aldrich）を含むマイクロティルタープレート(Immulon 2; Dynatech Laboratori
es, Inc.,)が4℃で一晩インキュベーションされた。PBSで3回洗浄した後、1:800にPBS内
で希釈した100 μlのビオチン化したN-Pr MenB PSが各ウェルに加えられ、37℃、2時間イ
ンキュベーションされた。プレートは次にPBSで3回洗浄され、ウェルは250μlのブロッキ
ング緩衝液（１%のウシ血清アルブミン[BSA]および0.1%のアジ化ナトリウムを含むPBS；[
pH7.4]）を充填され、30-60分室温で非特異的な結合部位をブロックするためにインキュ
ベーションされた。プレートは洗浄緩衝液（PBS-0.1% Tween 20 -0.1% アジ化ナトリウム
；[pH7.40]） で3回洗浄された。基質とともにおよそ30分のインキュベーションの後、非
自己反応性抗NmB莢膜単クローン抗体が0.5から1.0のODを得る濃度まで事前に希釈された
。この単クローン抗体がレプリカプレートのウェルに加えられ、それぞれが最終的な阻害
剤濃度100μg/mlの高分子量N-PrNmB PSまたはPS誘導体または緩衝液単独を含んでいた。
プレートはカバーされ、4℃で一晩インキュベーションされた。翌日、ウェルは洗浄緩衝
液で5回洗浄され、希釈緩衝液で1:2000に希釈された、100μl/wellのアルカリフォスフォ
ターゼコンジュゲート抗マウス多クローン抗体（IgA + IgG + IgM; Zymed）とともに、4
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℃で3時間インキュベーションされた。それからプレートは洗浄緩衝液で洗浄され、新た
に調製され、基質緩衝液（1.0M diethanolamine, 0.5mM MgCl2 [pH9.8]）で1mg/lに希釈
された100μlの基質（p-Nitrophenyl phosphotase; Sigma）が各ウェルに加えられた。40
5nmにおける吸光度の値がおよそ30分測定された。、阻害剤を含むウェルと、それに対応
する阻害剤を含まないウェルの中の基質とともに30分インキュベーションした後の405nm
における吸光度値を比較することにより阻害パーセントが計算された。
【０２０６】
　次のNmB PS誘導体が阻害活性をテストされた；脱アセチル化NmB PS（deAc NmB PS）. 
再合成N-アセチル NmB PS（N-Ac NmB PS）、N-プロピオニル NmB PS（N-Pr NmB PS）、過
ヨウ素酸酸化N-Ac NmB PSおよびN-Pr NmB PS（それぞれOx N-Ac NmB PSおよびOx N-Pr Nm
B PS）、そして酸で処理し平均Dpを減少させたNmB PS誘導体(H+TN-Ac NmB PS, H+Ox N-Ac
 NmB PS, H+N-Pr NmB PS, H+Ox N-Pr NmB PS)。さらに、負の対照として、髄膜炎菌B群MC
58系統から分離したNmB PSと、大腸菌K1（Sigma-Aldrich）から分離したコロミン酸もま
た供試された。NmB PSはConstantino et al.（1999 Vaccine 17：1251）によって記載さ
れた方法によって分離された。分離途中で起こる加水分解の結果生じる脱-N-アセチル化N
mB PSの可能性を排除するために、前述のように髄膜炎菌のNmB PSは0.1M NaOH中の過剰な
無水酢酸で処理され、O-アセチル基を取り除くためのアセチル化の後、pH11で1時間イン
キュベーションされた。
【０２０７】
　図5に示されているように、N-Pr NmB PSは4つのSEAM mAbsの中で最良の阻害剤であった
。一方、コロミン酸やNｍB PSはどのmAbs結合も阻害しなかった。対照実験では、コロミ
ン酸やNｍB PSの同じ溶液が抗NｍB PS mAb 2-1-B （class IgM，（Mandrell et al．1982
 J. Immunol 129：2172）の N-Ac NmB PS または阻害剤濃度が0.1μg/ml未満であるELISA
のN-Pr NmB PSに対する結合を完全に阻害した。SEAM mAbsはN-Pr NmB PSをELISA中で結合
する能力のため、可溶性のN-Pr NmB PSによって阻害されるべき結合のため、しかしELISA
の表面抗原としてNmB PS（アジピン酸ジヒドラジド誘導体として）には結合されないため
に選択されたものであったので、これらの結果は予期されたものであった。しかしながら
、コロミン酸は簡単な脱アセチル化の後SEAM 3およびSEAM 18において、また再アセチル
化の後SEAM12において阻害剤となる。対照的に、結果としてラクトンが形成される酸処理
（図3）、およびN-Ac
とN-Pc両方の酸化（図4）は対応する変更していない多糖類よりも性能の低い阻害剤とな
る結果となった。この結果はmAbsが少なくとも一部脱-N-アシル化残基を含むエピトープ
を認識することを示している。さらに、酸化の後は、阻害の濃度が全ての誘導体に対して
増大するので、mAbsによって認識されたエピトープは過ヨウ化処理によって変更された多
糖類の非還元性および／または還元性末端にあることが多い（図4）。
【０２０８】
実施例3：NmB8047系統に対して測定された抗N-Pr NmB PS Mabs の補体媒介殺菌活性
　この実施例はSEAM抗体の殺菌活性が脱-Nアセチル残基を含むPS誘導体によってブロック
される可能性があり、従って脱-Nアセチル残基が生きているNmBバクテリアの莢膜PSおよ
び保護性抗体の抗原性標的にあったことを示す。
【０２０９】
　補体媒介殺菌活性は髄膜炎菌B群8047系統で測定された。一晩チョコレート寒天で増殖
した後、いくつかの髄膜炎菌のコロニーがMueller-Hintonブロス（A620nm of~0.1で開始
）に播種され、供試生物が約2時間でA620nm of~0.6になるまで育成された。バクテリアを
1％のウシ免疫アルブミン（BSA；RIA等級、Sigma-Aldrich）を含むGey緩衝液で2回洗浄し
た後、およそ300から400CFUが反応混合物に加えられた。試験法はウサギの補体（Cedarla
ne, Hornby, Ontario, Canadaより得た貯蔵子ウサギ血清）で行われた。40μLの最終反応
混合物は20%(v/v)の補体、Gey1％BSA緩衝液中に希釈された、阻害剤がある場合とない場
合があるmAbsを含んでいた。反応混合物のCFU/mlは一晩チョコレート寒天（Remel. Ranch
o Cordova, CA）で増殖させた後測定された。殺菌性力価または濃度は、バクテリアを反
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応混合液に入れ60分のインキュベーションの後、対照となる時間０でmLあたりのCFUと比
較して1mLあたりのコロニー形成単位（CFL）が50％減少する結果となる血清希釈度（また
は抗体濃度）によって定義される。典型的には、負の対照抗体と補体とともにインキュベ
ートされたバクテリアはCFU/mLで150から200％の増加を示した。
【０２１０】
　実施例2に記載されているように、抗N-Pr NmB PS mAb SEAM 3とELISA中の固体相N-Pr N
mB PSとの結合は可溶性の脱-アセチルコロミン酸またはre-NアセチルNmB PSによって阻害
された。図6はすべての抗N-Pr NmB PS mAbの髄膜炎菌B群8047系統に対する殺菌活性をこ
れらの中間物質が阻害する能力を示す。図7はSEAM3の阻害データを示す。re-N-アセチル
化NmB PSは、N-Pr NmB PSとほとんど同じくらいよいSEAM3殺菌活性の阻害剤であった（0.
6μg/mlに対して0.2μg/ml）。一方で、脱-N-Ac NmB PSは 7倍高い濃度、NmB PSは20倍以
上高い濃度を要した。従って、SEAM3に認識される莢膜エピトープ、殺菌非自己反応性抗N
-Pr NmB PS mAbが、プロピオニル基を含まないN-Pr NmB PS 誘導体の合成中に生成される
、中間物の中に存在した。ナイーブなNmBのみがSEAM2の殺菌活性を阻害した（図6）。さ
らに特異性の対照として、50μg/mlの髄膜炎菌性A莢膜多糖類は試験に供したいかなるmAb
sの殺菌活性も阻害しなかった。
【０２１１】
実施例4：MALDI－TOF質量分析による、保護性、非自己反応性抗NmB胸膜単クローン抗体に
認識されるNmB PS誘導体の構造の決定
　保護性、非自己反応性抗NmB胸膜単クローン抗体（図2）は次のように電磁ビーズに連結
していた。MagnaBind?ヤギ抗マウスIgGビーズ（200μl; Pierce）がPBS緩衝液中で5μgの
SEAM2、SEAM3、SEAM12、SEAM18、混合された。混合物は室温で1時間、回転ホイール上で
インキュベートされた。ビーズは洗浄緩衝液で3回された（上記実施例2を参照）。結合し
た抗体はBS3TM（Pierce）をPBS緩衝液中に2ｍMの濃度加え、室温で30分ボルテックスする
ことにより交差結合された。未反応のものはTrisを0.1M, PH8.0で10分間加えることによ
り分解された。ビーズはPBS緩衝液で3回洗浄された。実施例1で調製されたN-Pr NmB PS(2
40マイクログラム)がPSB緩衝液中で洗浄したビーズに加えられた。混合物質を回転ホイー
ルに載せ室温で1時間インキュベートした後、非結合物質は取り除かれ、ビーズは洗浄緩
衝剤で2回、PBS緩衝域で1回洗浄され、その後200μｌのOBS緩衝液中で再懸濁された。ノ
イラミニダーゼ（0.00175U, EC 3.2.1.18; Sigma）が各試験管に加えられ、混合物質は37
℃で一晩、回転ホイール上でインキュベートされた。結合PSはDpの点では不均一であるの
で従ってビーズ抗体PS複合体はノイラミニダーゼとともに処理された。ノイラミニダーゼ
は連続して残基をポリマーの非還元末端から取り除き、さらに抗体に消化されることから
保護されるようポリマーのサイズを小さくする。ノイラミニダーゼ処理の後、ビーズは50
ｍMの炭酸アンモニウム緩衝液, pH8.5で3回洗浄され、結合PSは最後に0.1M trirthylamin
e水溶液に溶出された。
【０２１２】
　マトリクス分析レーザー脱離イオン化フライト時間（MALDI-TOF）質量分析のため、溶
出PS溶液、トリエチルアミン/水はSpin-Vac (Savant)内での蒸発によって取り除かれた。
乾燥したサンプルは4μlの50％(vol/vol)アセトニトリル／水内で再懸濁された。マトリ
クスは、50%アセトニトリル／水（0.5μl）中の2’,4’.6’-trihydroxyacetophenone (T
HAP, Fluka Chemival) の飽和溶液が、ステンレスの標的プレートの上にスポットされた
。PSサンプル（2回、0.5μl）は、乾燥したTHAPの一番上にスポットされた。サンプルはB
urker autoflex MALDI-TOF質量分析計を使用して分析された。マイナスイオンレフラクタ
ーモードでぶんせきされた・。
【０２１３】
　図8はノイラミニダーゼ処理の後、SEAM3に結合したPS誘導体の代表的な質量スペクトル
を示す。図9は各サンプルの観察された質量、および観察された質量に一致する対応する
イオンの理論的質量を示す。PS誘導体の構造が図10および19に示されている。全ての質量
は1個以上の残基を含むニ糖類に対応し、その中でC-5アミノ基のNアセチル基が取り除か
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れている。また、1個の脱-N-アセチル化残基を含む二糖類は、Nアセチル基を2級シアル酸
残基に含むがN-プロピオニル基は含まない。さらに、exosialidaseは残基を非還元末端か
ら前向きに取り除くので、SEAM mAsbによって結合され、MALDI-TOHによって検出されたす
べての誘導体は還元末端誘導体である。これは類似の脱-N-アセチル化誘導体が末端の非
還元または多糖体の内部残基でも生じうることを除外するものではない。多糖類はDpに関
して不均一であるので、このような誘導体は検出が困難であろう。
【０２１４】
　まとめると、N-Pr NmB PSおよびN-Pr NmB PSの誘導体の合成中における、SEAM mAbsに
よって捕獲され、MALDI-TOF質量分析によって同定された中間生成物質に対する阻害ELISA
の結果は、非自己反応性、殺菌性抗NmBB群莢膜mAbsによって認識される最小の決定要因は
、1個以上の脱-Nアセチル化残基を含む二糖類だということを示している。
【０２１５】
実施例5:　 PSおよびアキル化剤を有機溶剤／水懸濁を使用した脱-Nアセチル化PS誘導体
の調製
トリクロロアセチル（またはトリフルオロアセチル）アミドとして保護されるC5アミノ基
を持つNmB PS誘導体の調製
　20ミリグラムの脱-Nアセチルコロミン酸がＡＧ501-8Ｘ温床レジン（BioRad）で脱イオ
ン化され、2.5%(vol/vol)の水を含む4ミリリットルのホルムアミドに溶解された。遊離ア
ミノ基のモル量1.1に等しいメタノール中のナトリウム・メトキシドの量が加えられ、そ
の後でtrichloroacetic anhydride（またはエチルトリフルオロアセチルエステル）と無
水酢酸（または他の賦活化されたアシル基、例えば無水プロピオン、ride，lauric N-hyd
roxysuccinimide esterなど）の混合物（1.2モル当量）が加えられ、ここでトリハロアシ
ル化試薬の量は最終生成物で目標とする脱-Nアセチル基の割合に等しい（例えば、10５、
25％、50％など）。混合物は数分間攪拌され、必要に応じて水酸化ナトリウムまたはメト
キシドを余分に加えることでpHが8に（pH試験紙につけて測定）調整された。反応混合物
は水中で透析され、凍結乾燥された。生成物はサイズ排除（例えば実施例1を参照）およ
び／またはイオン交換クロマトグラフィーにより当業者にはよく知られた手法に従って精
製することができた。望む場合、トリクロロアセチル（またはトリフルオロアセチル）基
はホウ化水素ナトリウム（またはトリフルオアセチルで保護されたアミドには濃度0.1M, 
pH9の炭酸アンモニウム）加え、水中で透析し凍結乾燥の前に室温で1時間攪拌することで
取り除かれた。
【０２１６】
非還元性末端アルデヒドを含む再アシル化NmB PS誘導体の調製
　メタ過ヨウ素酸ナトリウム（10ミリグラムの多糖類につき1ミリグラムの過ヨウ素酸）
がre-N-アシル化NmB PSの溶液に加えられ、そのなかではすべてのアミノ機がトリフルオ
ロアセチルか（実施例6に記載のように獲得）または保護されたトリクロアセチル（実施
例5に記載のように調製）、または他のアミドの形体で、0.1Mの酢酸ナトリウム緩衝液、p
H6.5の中にあった。反応は暗所で30分から1時間かけて行われ、過剰のエチレングリコー
ル水溶液を加えてクエンチされた。その後反応混合物は水中で透析され、凍結乾燥された
。
【０２１７】
　ナトリウムシアノボロハイドライドでの還元的アミノ化により、生成物は次に担体タン
パク質（BSA）にコンジュゲートされた。非還元性末端アルデヒド基を含むPS誘導体はPBS
緩衝液中で、2：1の割合で担体タンパク質に混合された。ナトリウムシアノボロハイドラ
イド（担体タンパク質1mgにつき1mｇ）が加えられ、混合物は暗所で5日間攪拌され、その
後PBS緩衝液（10-14kCaカットオフ膜）中で透析された。
【０２１８】
実施例6：N-トリクロロアセチル（またはトリフルオロアセチル）保護シアル酸残基のNmB
 PSへの生合成的な導入、及び、得られた莢膜PSのPS－タンパクコンジュゲートワクチン
調製のための使用



(50) JP 2008-509886 A 2008.4.3

10

20

30

40

50

　0.5ミリモル（108ミリグラム）の塩酸マンノサミンが0.55ミリモルのメトキシドナトリ
ウムを含んだ10ミリリットルのメタノールに溶解され、4℃に冷却された。0.6ミリモルの
無水トリクロロ酢酸（またはトリフルオロ酢酸エチル）が加えられ、混合物は2時間攪拌
された。反応の進行は反応混合物をシリカゲルTLCプレートにスポットしてプレートをエ
チルアセテート、メタノール、水（5：2：1）で展開し、開始時点では存在したマンノサ
ミンがヨードの蒸気とともになくなっているのを検出することによってモニターされた。
反応が完了すると、1.5ミリ当量のAG501-8X温床レジン（BipRad）と、10ミリリットルの
水が加えられ、必要に応じてNaOHまたはHClを加えてpHが7に調整され、混合物は1時間お
だやかに振盪された。溶媒の混合物とビーズが分けられ、溶媒は凍結乾燥で取り除かれた
。必要に応じてTLCのために記載されたのと同じ溶媒システムを使い、シリカゲルクロマ
トグラフィーによってさらに生成物の精製が実施された。目的の物質を含む混合した画分
の溶媒は蒸発によって取り除かれた。最後に乾燥した生成物を水中で再懸濁し、凍結乾燥
した。
【０２１９】
　NmB M7系統のコロニーを新たに画線したチョコレート寒天プレートに播種し、OD620nM 
~0.1になるまで一晩37℃、5%の二酸化炭素中で増殖させ、それを5ミリモルのNアシルマン
ノサシン（例えばN-アセチル、トリクロアセチル、トリフルオロアセチルマンノサミン）
を補充したMueller-Hintonブロスに移すことにより、トリハロアセチル化したマンノサミ
ンがNmB PSに組み入れられた。M7系統は遺伝子のエンコーディング N-acetyl-D-glucosam
ine- 6-Phosphate 2 epimeraseを翻訳するトランスポゾンを含む。 (J. Swartley, J.S. 
and Stephens, D.S.,1994,J. Bact. 176:1530; Swartley,,,S.,Ahn,J.H. Liu, L-J,Kahle
r.C.M. and Stephens，D.S., 1996，J. Bact. 178:4).結果として、増殖培地にNアセチル
マンノサミンが補充されないとバクテリアは莢膜PSを合成できなかった。
従って、このシステムで合成される莢膜PSのN-アシルの含有量は増殖培地に供給されるN-
アシルまたはN-アシルマンノサミンの混合物によって決定される。バクテリアは37℃でOD
620nmまで一晩で増殖させる。
【０２２０】
　トリハロアセチル基を含む莢膜PSの生成は蛍光顕微鏡で測定することができるmAb SEAM
 12を使ってM7生成系統の莢膜PSの有無を検出することができた。N-アセチルマンノサミ
ンを補充したSEAM12とM7の結合は、赤い蛍光色の、検出ローダミン標識のついた二次抗体
（Zymed）として検出された。細胞はDNA系統SYTO（Molecular Probes Inc.）で標識され
、これは緑で現れた。N-アシルマンノサミンがないか、またはN-トリクロアセチルマンノ
サミンの補充があるSEAM12のM7との結合はなかった。SEAM12はトリクロロメチル基の大き
なサイズが結合を乱すせいで、トリクロロアセチル基を含む莢膜PSを結合しなかった。 
【０２２１】
　多糖類はGuoおよびJenningsによって記載されているように、増殖培地から精製された
。(Guo,Z.and Jennings, H. In 2001.In Meningococcal Vaccines: Methods and Protoco
Is. A. J. Pollard, and C. J. M. Maiden, eds. Humana Press Inc.,‘Totawa, N.J. p4
1)。精製された多糖類は前述のように還元的アミノ化によって酸化され、担体タンパク質
、または脂質アミンにコンジュゲートされ、トリハロアセチル基はホウ化水素菜ナトリウ
ムの還元によって取り除かれた。最終生成物は前述のように、サイズ排除クロマトグラフ
ィーで精製され、PBSで透析され、凍結乾燥された。
【図面の簡単な説明】
【０２２２】
【図１】本発明による脱Ｎ－アセチル化された後のＮｍＢ ＰＳの構造を示す図である。
ほとんどの残基においてＲはＨであり、（脱アセチル化基に）遊離アミンを供与する。脱
Ｎ－アセチル化された生成物中の残基の小フラクションにおいて、ＲはＣＨ３Ｃ＝Ｏ（ア
セチル基）であってもよく、「ｎ」はポリマー中のシアル酸残基の数を表し、本明細書中
に記載した他の化学式中の「ｎ」の値であってよい。
【図２】殺菌抗ＮｍＢ ＰＳ抗体により特異的に結合され、宿主ＰＳＡと交差反応する抗
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体によっては結合されないＮｍＢ ＰＳ誘導体のエピトープの同定を容易にするための実
施例で用いられるＳＥＡＭ抗体を記載した表である。
【図３】ＮｍＢ ＰＳを酸処理した後のＮｍＢ ＰＳにおいて先行する残基のＣ１カルボキ
シル基とＣ９ヒドロキシル基間に形成されるラクトン部分の構造を示す図である。
【図４】非還元末端の末端残基にアルデヒド基を有するＰＳ誘導体の構造を示す図である
。
【図５】ＳＥＡＭモノクローナル抗体とＮ－Ｐｒ ＮｍＢ ＰＳとの結合時における種々の
ＮｍＢ ＰＳ誘導体の阻害活性を判定するためのＥＬＩＳＡ阻害アッセイの結果の概要を
示す表である。
【図６】Ｂ群髄膜炎菌の菌株８０４７に対して測定されるところの抗Ｎ－Ｐｒ ＮｍＢ Ｐ
Ｓ ｍＡｂの補体媒介性殺菌活性の阻害における、種々のＮｍＢ ＰＳ誘導体の活性を判定
するためのアッセイの結果の概要を示す表である。
【図７】種々のＮｍＢ ＰＳ誘導体の存在下におけるＳＥＡＭ ３ ｍＡｂについて、補体
媒介性殺菌活性の阻害のデータを示すグラフである。
【図８】ＳＥＡＭ ３によってノイラミニダーゼの開裂から選択かつ保護されたＰＳ誘導
体の質量スペクトルを示す図である。
【図９】各々の試料についての実測質量、ならびに対応するイオンが実測質量と一致して
いる理論質量をまとめた表である。
【図１０】図９において同定された脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体の構造を示す図である。
【図１１】図９において同定された脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体の構造を示す図である。
【図１２】図９において同定された脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体の構造を示す図である。
【図１３】図９において同定された脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体の構造を示す図である。
【図１４】図９において同定された脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体の構造を示す図である。
【図１５】図９において同定された脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体の構造を示す図である。
【図１６】図９において同定された脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体の構造を示す図である。
【図１７】図９において同定された脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体の構造を示す図である。
【図１８】図９において同定された脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体の構造を示す図である。
【図１９】図９において同定された脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体の構造を示す図である。
【図２０】実施例１において作製かつ同定されたドデシルアミンＮｍＢ ＰＳ誘導体の構
造を示す図である。
【図２１】実施例１において作製かつ同定されたドデシルアミンＮｍＢ ＰＳ誘導体の構
造を示す図である。
【図２２】実施例１において作製かつ同定されたドデシルアミンＮｍＢ ＰＳ誘導体の構
造を示す図である。
【図２３】本発明の例示的アシルアミン脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体の構造を提供する。
【図２４】本発明の例示的アシルアミン脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体の構造を提供する。
【図２５】本発明の例示的アシルアミン脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体の構造を提供する。
【図２６】本発明の例示的アシルアミン脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体の構造を提供する。
【図２７】本発明の例示的アシルアミン脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体の構造を提供する。
【図２８】本発明の例示的アシルアミン脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体の構造を提供する。
【図２９】本発明の例示的アシルアミン脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体の構造を提供する。
【図３０】本発明の例示的アシルアミン脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体の構造を提供する。
【図３１】本発明の例示的アシルアミン脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体の構造を提供する。
【図３２】本発明の例示的アシルアミン脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体の構造を提供する。
【図３３】本発明の例示的アシルアミン脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体の構造を提供する。
【図３４】本発明の例示的アシルアミン脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体の構造を提供する。
【図３５】本発明の例示的アシルアミン脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体の構造を提供する。
【図３６】本発明の例示的アシルアミン脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体の構造を提供する。
【図３７】本発明の例示的アシルアミン脱Ｎ－アセチル化ＰＳ誘導体の構造を提供する。
【図３８】直接結合ＥＬＩＳＡによって測定されるところの、ドデシルアミンＭＢＰＳ誘
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導体と結合するｍＡｂの結果をまとめた表である。ｍＡｂ ＳＥＡＭ－２、３、１２、お
よび１８は、米国特許第６，０４８，５２７号に記載されている。ｍＡｂ ＳＥＡＭ ３８
は、Granoff et al. 1998, J. Immunol. 160:5028に記載されている。
【図３９】直接結合ＥＬＩＳＡによって測定されるところの、ＢＳＡ－ＭＢＰＳ誘導体コ
ンジュゲートと結合するｍＡｂの結果をまとめた表である。ｍＡｂ ＳＥＡＭ－２、３、
１２、および１８は、米国特許第６，０４８，５２７号に記載されている。ｍＡｂ ＳＥ
ＡＭ ３８は、Granoff et al. 1998, J. Immunol. 160:5028に記載されている。
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