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명 세 서

청구범위

청구항 1 

a) 담체 단백질에 컨쥬게이션된 GBS 혈청형 Ia의 캡슐 당류인 컨쥬게이트; b) 담체 단백질에 컨쥬게이션된 GBS

혈청형 Ib의 캡슐 당류인 컨쥬게이트; c) 담체 단백질에 컨쥬게이션된 GBS 혈청형 III의 캡슐 당류인 컨쥬게이

트; d) 담체 단백질에 컨쥬게이션된 GBS 혈청형 II의 캡슐 당류인 컨쥬게이트; 및 e) 담체 단백질에 컨쥬게이션

된 GBS 혈청형 V의 캡슐 당류인 컨쥬게이트를 포함하는 면역원성 조성물.

청구항 2 

제1 항에 있어서, GBS 캡슐 당류의 총량은 ≤ 70μg인 것을 특징으로 하는 면역원성 조성물.

청구항 3 

제1 항 또는 제2 항에 있어서, 각각의 GBS 캡슐 당류는 단위 용량 당 1 내지 30μg의 양으로 존재하는 것을 특

징으로 하는 면역원성 조성물.

청구항 4 

제3 항에 있어서, 각각의 GBS 캡슐 당류는 단위 용량 당 5μg, 10μg 또는 20μg의 양으로 존재하는 것을 특징

으로 하는 면역원성 조성물.

청구항 5 

제1 항 내지 제4 항 중 어느 한 항에 있어서, 단위 용량 당 GBS 혈청형 Ia, Ib, II, V 및 III 캡슐 당류의 양은

20μg, 20μg, 20μg, 20μg 및 20μg; 10μg, 10μg, 10μg, 10μg 및 10μg; 및 5μg, 5μg, 5μg, 5μg 및

5μg으로 구성된 군으로부터 선택되는 것을 특징으로 하는 면역원성 조성물.

청구항 6 

제5 항에 있어서, 단위 용량 당 GBS 혈청형 Ia, Ib, II, V 및 III 캡슐 당류의 양은 5μg, 5μg, 5μg, 5μg

및 5μg인 것을 특징으로 하는 면역원성 조성물.

청구항 7 

제1 항 또는 제2 항에 있어서, 각 GBS 캡슐 당류는 단위 용량 당 0.1 내지 5μg의 양으로 존재하는 것을 특징으

로 하는 면역원성 조성물.

청구항 8 

제7 항에 있어서, 각 GBS 캡슐 당류는 단위 용량 당 0.5, 2.5 또는 5μg의 양으로 존재하는 것을 특징으로 하는

면역원성 조성물.

청구항 9 

제1 항 내지 제8 항 중 어느 한 항에 있어서, GBS 혈청형 Ia,  Ib, II,  V 및 III 캡슐 당류의 질량의 비는

1:1:1:1:1인 것을 특징으로 하는 면역원성 조성물.

청구항 10 

제1 항 내지 제9 항 중 어느 한 항에 있어서, 조성물은 하나의 단위 용량에 이어서 첫 번째 단위 용량 후 3개월

에 투여된 두 번째 단위 용량으로 투여를 위한 것을 특징으로 하는 면역원성 조성물.

청구항 11 

제1 항 내지 제10 항 중 어느 한 항에 있어서, 조성물은 하나의 단위 용량에 이어서 첫 번째 단위 용량 후 1개
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월에 투여된 두 번째 단위 용량으로 투여를 위한 것을 특징으로 하는 면역원성 조성물.

청구항 12 

제1 항 내지 제9 항 및 제11 항 중 어느 한 항에 있어서, 조성물은 일회 용량으로 투여를 위한 것을 특징으로

하는 면역원성 조성물.

청구항 13 

제1 항 내지 제12 항 중 어느 한 항에 있어서, 면역원성 조성물은 알루미늄 염 보조제를 함유하지 않는 것을 특

징으로 하는 면역원성 조성물.

청구항 14 

제1 항 내지 제13 항 중 어느 한 항에 있어서, 면역원성 조성물은 어떤 보조제도 함유하지 않는 것을 특징으로

하는 면역원성 조성물.

청구항 15 

제1 항 내지 제14 항 중 어느 한 항에 있어서, a), b), c), d) 및 e)에서 담체 단백질은 디프테리아 변성 독소,

파상풍 변독소 또는 CRM197인 것을 특징으로 하는 면역원성 조성물.

청구항 16 

제15 항에 있어서, a), b), c), d) 및 e)에서 담체 단백질은 CRM197인 것을 특징으로 하는 면역원성 조성물.

청구항 17 

제1 항 내지 제16 항 중 어느 한 항에 있어서, GBS 혈청형 Ia의 캡슐 당류는 150-300kDa의 범위의 MW를 갖고;

GBS 혈청형 Ib의 캡슐 당류는 150-300kDa의 범위의 MW를 갖고; GBS 혈청형 III의 캡슐 당류는 50-200kDa의 범

위의 MW를 갖고; GBS 혈청형 II의 캡슐 당류는 150-300kDa의 범위의 MW를 갖고; GBS 혈청형 V의 캡슐 당류는

150-300kDa의 범위의 MW를 갖는 것을 특징으로 하는 면역원성 조성물.

청구항 18 

제1 항 내지 제17 항 중 어느 한 항에 있어서, 담체 단백질에 컨쥬게이션된 GBS 혈청형 Ia의 캡슐 당류인 컨쥬

게이트는약 1:1 내지 1:2의 당류:단백질 중량비를 갖고; 담체 단백질에 컨쥬게이션된 GBS 혈청형 Ib의 캡슐 당

류인 컨쥬게이트는 약 1:1 내지 1:2의 당류:단백질 중량비를 갖고; 담체 단백질에 컨쥬게이션된 GBS 혈청형 II

의 캡슐 당류인 컨쥬게이트는 약 1:1 내지 1:2의 당류:단백질 중량비를 갖고; 담체 단백질에 컨쥬게이션된 GBS

혈청형 V의 캡슐 당류인 컨쥬게이트는 약 1:1 내지 1:2의 당류:단백질 중량비를 갖고; 담체 단백질에 컨쥬게이

션된 GBS 혈청형 III의 캡슐 당류인 컨쥬게이트는 약 3:1 내지 1:1의 당류:단백질 중량비를 갖는 것을 특징으로

하는 면역원성 조성물.

청구항 19 

제1 항 내지 제18 항 중 어느 한 항에 있어서, 조성물은 근육 내 투여를 위한 것을 특징으로 하는 면역원성 조

성물.

청구항 20 

제1 항 내지 제19 항 중 어느 한 항에 있어서, 조성물은 주사 가능한 액체 용액 또는 현탁액인 것을 특징으로

하는 면역원성 조성물.

청구항 21 

제1 항 내지 제19 항 중 어느 한 항에 있어서, 조성물은 동결건조되는 것을 특징으로 하는 면역원성 조성물.

청구항 22 

제21 항에 있어서, 조성물은 컨쥬게이트(들)를 안정화하기 위해 만니톨을 포함하는 것을 특징으로 하는 면역원
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성 조성물.

청구항 23 

제1 항 내지 제22 항 중 어느 한 항에 있어서, 조성물은 칼륨 디히드로겐 포스페이트 버퍼를 포함하는 것을 특

징으로 하는 면역원성 조성물.

청구항 24 

제1 항 내지 제23 항 중 어느 한 항에 있어서, 조성물은 나트륨 클로라이드를 포함하는 것을 특징으로 하는 면

역원성 조성물.

청구항 25 

제1 항 내지 제24 항 중 어느 한 항에 있어서, 조성물은 백신인 것을 특징으로 하는 면역원성 조성물.

청구항 26 

제1 항 내지 제25 항 중 어느 한 항에 있어서, 조성물은 인간에게 투여를 위한 것을 특징으로 하는 면역원성 조

성물.

청구항 27 

제1 항 내지 제26 항 중 어느 한 항에 있어서, 조성물은 임신 가능 연령의 여성, 임신한 여성 및 고령의 환자로

부터 선택되는 인간에게 투여를 위한 것을 특징으로 하는 면역원성 조성물.

청구항 28 

제27 항에 있어서, 조성물은 임신한 여성에게 투여를 위한 것을 특징으로 하는 면역원성 조성물.

청구항 29 

제26 항 내지 제28 항 중 어느 한 항에 있어서, 투여 전에 인간은 검출 불가능한 수준의 GBS 혈청형 Ia의 캡슐

당류, GBS 혈청형 Ib의 캡슐 당류, GBS 혈청형 II의 캡슐 당류, GBS 혈청형 V의 캡슐 당류, 및/또는 GBS 혈청형

III의 캡슐 당류에 대한 항체를 갖는 것을 특징으로 하는 면역원성 조성물.

청구항 30 

제1 항 내지 제29 항 중 어느 한 항에 있어서, 조성물은 의약품으로서 사용을 위한 것을 특징으로 하는 면역원

성 조성물.

청구항 31 

제30 항에 있어서, 조성물은 스트렙토코쿠스 아갈락티애에 의해 유발된 질환의 예방 및/또는 치료를 위한 것을

특징으로 하는 면역원성 조성물.

청구항 32 

제31 항에 있어서, 질환은 신생아 패혈증, 균혈증, 신생아 폐렴, 신생아 뇌막염, 자궁내막염, 골수염 또는 화농

성 관절염인 것을 특징으로 하는 면역원성 조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 스트렙토코쿠스 아갈락티애(Streptococcus agalactiae) 캡슐 당류의 컨쥬게이트(conjugate) 및 담체[0001]

단백질을 포함하는 면역원성 조성물의 분야에 있다. 조성물은 면역화에 유용하다. 

배 경 기 술

박테리아의 캡슐 당류는 수년 동안 캡슐화된 박테리아에 대한 백신에 사용되었다. 하지만, 당류가 T-독립적 항[0002]
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원이기 때문에, 그것들은 불량한 면역원성이 있다. 담체로의 컨쥬게이션(Conjugation)은 T-독립적 항원을 T-의

존적 항원으로 전환시킬 수 있으며, 이로 인해 기억 반응(memory response)을 향상시키고 보호적 면역력이 발달

하게 한다. 그러므로 가장 효과적인 당류 백신은 당컨쥬게이트(glycoconjugate)를 기반으로 하며, 원형 컨쥬게

이트 백신은 헤모필루스 인플루엔재(Haemophilus  influenzae)  타입 b  ('Hib')에 대한 것이었다 [예를 들어,

Vaccines (2004) eds. Plotkin & Orenstein. ISBN 0-7216-9688-0의 14장을 참고하면 된다]. 

컨쥬게이트 백신이 설명된 또 다른 박테리아는 스트렙토코쿠스 아갈락티애이며, 'B군 스트렙토코쿠스', 또는 간[0003]

단하게 'GBS'로도 알려져 있다. 많은 이 작업들은 Dennis Kasper와 동료들에 의해 수행되었고 참고문헌 1 내지

9와 같은 문서에서 설명된다. GBS 혈청형 Ia, Ib, II, III, 및 V 각각에 대한 컨쥬게이트 백신은 인간에서 안전

하고 면역원성인 것으로 나타났다 [10&11]. 하지만, 추가의 및 개선된 GBS 컨쥬게이트 백신에 대한 필요성이 남

아있다. 

발명의 내용

본 발명은 담체 단백질에 컨쥬게이션된 GBS 혈청형 Ia의 캡슐 당류; ii) 담체 단백질에 컨쥬게이션된 GBS 혈청[0004]

형 Ib의 캡슐 당류; iii) 담체 단백질에 컨쥬게이션된 GBS 혈청형 III의 캡슐 당류; iv) 담체 단백질에 컨쥬게

이션된 GBS 혈청형 V의 캡슐 당류; 및 v) 담체 단백질에 컨쥬게이션된 GBS 혈청형 II의 캡슐 당류를 포함하는

면역원성 조성물을 제공한다. 

전형적으로, 면역원성 조성물은 특이적으로 언급된 것들 이외에 어떤 컨쥬게이트, 특히 특이적으로 언급된 것들[0005]

이외에 GBS 혈청형의 캡슐 당류를 포함하는 컨쥬게이트도 포함하지 않을 것이다. 하지만, 일부 구체예에서, 조

성물은 다른 컨쥬게이트를 포함할 수도 있는데, 다른 GBS 혈청형의 캡슐 당류를 포함하는 컨쥬게이트를 포함한

다. 예를 들어, 조성물은 담체 단백질에 컨쥬게이션된 GBS 혈청형 VI의 캡슐 당류인 컨쥬게이트를 포함할 수도

있다. 또 다른 가능성에서, 조성물은 담체 단백질에 컨쥬게이션된 GBS 혈청형 VIII의 캡슐 당류인 컨쥬게이트를

포함할 수도 있다. 

상기  설명된  면역원성  조성물은  단위  용량  당  캡슐  당류(들)의  어떤  적합한  양도  포함할  수  있다.  캡슐[0006]

당류(들)의 적합한 양은 단위 용량 당 0.1 내지 50μg일 수도 있다. 전형적으로, 각 GBS 캡슐 당류는 1 내지 30

μg, 예를 들어, 2 내지 25μg, 및 특히 5 내지 20μg의 양으로 존재한다. 캡슐 당류(들)의 적합한 양은 단위

용량 당 5, 10 및 20μg을 포함할 수도 있다. 

단위 용량 당 캡슐 당류(들)의 양을 더 최소화하는 것이 가능할 수도 있다. 특히, 캡슐 당류(들)의 적합한 양은[0007]

단위 용량 당 0.1 내지 5μg일 수도 있다. 그러므로, 전형적으로, 각 GBS 캡슐 당류는 단위 용량 당 0.1 내지 5

μg, 예를 들어, 0.5, 2.5 또는 5μg의 양으로 존재할 수도 있다. 예를 들어, 각 GBS 캡슐 당류는 단위 용량 당

0.5 내지 5μg, 1 내지 4μg, 2 내지 3μg, 또는 약 2.5μg의 양으로 존재할 수도 있다. 

면역원성 조성물이 하나 이상의 컨쥬게이트를 포함하는 상기 설명된 구체예에서, 특정 캡슐 당류의 질량 대 다[0008]

른 캡슐 당류(들)의 질량의 비는 다를 수도 있다. 하지만, 전형적으로 GBS 혈청형 Ia, Ib, II, III 및 V 캡슐

당류의 질량의 비는 1:1:1:1:1이다. 

본 발명의 면역원성 조성물을 투여하는 방법은 하기 논의된다. 간략히 말하면, 본 발명의 면역원성 조성물은 일[0009]

회 또는 다 회수 용량으로 투여될 수도 있다. 본 발명의 면역원성 조성물의 일회 용량의 투여가 효과적이다. 그

러므로 일회 용량의 투여가 본 발명, 특히 이 구체예들에서 바람직하다. 

대안으로, 하나의 단위 용량에 이은 제2 단위 용량이 효과적일 수도 있다. 전형적으로, 제2 (또는 제3, 제4, 제[0010]

5 등) 단위 용량은 제1 단위 용량과 동일하다. 제2 단위 용량은 제1 단위 용량 후 어떤 적합한 시간, 특히 1, 2

또는 3개월 후에도 투여될 수 있다. 예를 들어, 제2 단위 용량은 제1 단위 용량 후 3개월에 투여될 수도 있다.

또 다른 예에서, 제2 단위 용량은 제1 단위 용량 후 1개월에 투여될 수도 있다. 전형적으로, 본 발명의 면역원

성 조성물은 근육 내로, 예를 들어, 하기 설명된 바와 같이 허벅지 또는 상부 팔에 근육 내 투여에 의해 투여될

것이다. 

하기 설명된 바와 같이, 본 발명의 면역원성 조성물은 하나 이상의 보조제를 포함할 수도 있다. 하지만, 보조제[0011]

가 첨가되지 않은 조성물의 사용이 또한 효과적일 수 있다. 잠재적인 독성을 감소시키기 위해 보조제를 제외하

는 것이 유리할 수도 있다. 따라서, 어떤 보조제도 함유하지 않은 (특히 어떤 알루미늄 염 보조제도 함유하지

않는) 면역원성 조성물이 본 발명에서의 사용, 특히 이 구체예들에서 바람직하다. 

캡슐 당류 [0012]
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본 발명은 스트렙토코쿠스 아갈락티애의 캡슐 당류를 기반으로 한다.  캡슐 당류는 GBS의  펩티도글리칸 백본[0013]

(backbone)에 공유 결합되며, 펩티도글리칸 백본에 부착된 또 다른 당류인 B군 항원과는 별개의 것이다. 

GBS 캡슐 당류는 화학적으로 관련된 것이지만, 항원의 관점에서는 매우 다르다. 모든 GBS 캡슐 다당류는 다음[0014]

삼당류 코어(core)를 공유한다:

β-D-GlcpNAC(1→3)β-D-Galp(1→4)β-D-Glcp[0015]

다양한 GBS 혈청형은 이 코어가 변형되는 방법에 의해 차이가 난다. 혈청형 Ia와 III 사이의 차이점은, 예를 들[0016]

어, 연속적인 삼당류 코어를 연결하는 이 코어에서 GlcNAc (Ia) 또는 Gal (III)의 사용으로부터 발생한다. 혈청

형s Ia와 Ib 둘 다는 이 코어에서 GlcNAc에 연결된 [α-D-NeupNAc(2→3)β-D-Galp-(1→] 이당류를 갖지만, 연

결은 1→4 (Ia) 또는 1→3 (Ib)이다. 

GBS-관련 질환은 주로 혈청형 Ia, Ib, II, III, IV, V, VI, VII, 및 VIII로부터 발생하며, 85% 이상은 다섯 개[0017]

의 혈청형:Ia, Ib, III & V에 의해 유발된다. 본 발명은 바람직하게는 이 네 개의 혈청형 중 하나 이상, 특히

혈청형: Ia, Ib & III 중 하나 이상의 당류를 사용한다. 이 네 개의 혈청형들 각각의 캡슐 당류는 (a) 모든 경

우에서, 갈락토스 잔기에 2→3 결합되는 말단 N-아세틸-뉴라민산 (NeuNAc) 잔기 (보통 시알산으로도 불림); 및

(b) 삼당류 코어 내 N-아세틸-글루코사민 잔기 (GlcNAc)를 포함한다. 

네 개의 당류 모두는 삼당류 코어 내 갈락토스 잔기를 포함하지만, 혈청형 Ia, Ib, II & III는 또한 각각의 반[0018]

복 단위에서 추가의 갈락토스 잔기를 함유한다. 

당류는 자연에서 발견된 캡슐 당류에 관하여 화학적으로 변형될 수도 있다. 예를 들어, 당류는 데-O-아세틸화[0019]

(부분적으로 또는 완전히), 데-N-아세틸화 (부분적으로 또는 완전히), N-프로피온화 (부분적으로 또는 완전히),

등이 될 수도 있다. 탈아세틸화는 컨쥬게이션 전에, 중에 또는 후에 발생할 수도 있지만, 바람직하게는 컨쥬게

이션 전에 발생한다. 특정 당류에 따라, 탈아세틸화는 면역원성에 영향을 미치거나 그렇지 않을 수도 있다. 다

양한 혈청형에서 GBS 당류에 대한 O-아세틸화의 적합성이 참고문헌 12에서 논의되고, 위치 7, 8 및/또는 9에서

시알산 잔기의 O-아세틸화는, 예를 들어, 보호/탈보호, 재아세틸화, 등에 의해 컨쥬게이션 전에, 중에 및 후에

유지된다. 하지만, 전형적으로 본 발명에서 사용된 GBS 당류는 실질적으로 위치 7, 8 및/또는 9에서 시알산 잔

기의 O-아세틸화를 갖지 않는다. 특히, GBS 당류가 하기 설명된 바와 같이 염기 추출에 의해 정제되었을 때, O-

아세틸화는  전형적으로  손실된다  (참고문헌  12).  탈아세틸화  등의  효과는  일상적인  검정에  의해  평가될  수

있다. 혈청형 V 캡슐 당류는 참고문헌 13 및 14에서 설명된 바와 같이 변형될 수도 있다. 예를 들어, 참고문헌

13 및 14에서 설명된 바와 같이 실질적으로 탈시알릴화된 혈청형 V 캡슐 당류가 유용할 수 있다. 탈시알릴화된

GBS 혈청형 V 캡슐 당류는 약산성 조건 하에서 정제된 GBS 혈청형 V 캡슐 당류의 처리에 의해 (예를 들어, 80℃

에서 60분 동안 0.1M 황산) 또는 뉴라미니다제 처리에 의해 제조될 수도 있으며, 참고문헌 13에서 설명된 바와

같다. 탈시알릴화된 GBS 혈청형 V 캡슐 당류를 제조하는 바람직한 방법은 정제된 당류에 81℃ +/- 3℃에서 2시

간 동안 1M 아세트산의 처리에 의한 것이다. 

특히 GBS 혈청형 V 캡슐 다당류의 시알산 산화의 정도는 40% 이하, 25% 이하, 20% 이하, 17% 이하, 15% 이하,[0020]

10% 이하, 예를 들어, 약 12%, 약 9%, 약 8%, 약 7%이다. 특히 GBS 혈청형 V 캡슐 다당류의 N-아세틸-뉴라민산

(NeuNAc 또는 시알산) 함량은 NeuNAc 함량이 약 100%인 것으로 고려되는 원래의 GBS 혈청형 V 다당류와 비교할

때, 50% 이상, 60% 이상, 70% 이상, 75% 이상, 80% 이상, 85% 이상, 90% 이상, 95% 이상이다. 특히, GBS 혈청

형 V 다당류는 완전히 시알릴화되거나 "원래의 다당류"이다. 예를 들어, 시알산 함량은 원래의 GBS 혈청형 V 다

당류와 비교할 때 약 100%, 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 약 90% (또는 이 값들 사이의 어떤

범위)이다. 특히, 타입 v 다당류는 3:2:1:1의 분자비로 D-글루코스, D-갈락토스, 2-아세트아미도-2-데옥시-글루

코스 및 시알산을 함유한다. 

본 발명에 따라 사용된 당류는 자연에서 발견된 바와 같이, 실질적으로 전장 캡슐 다당류일 수도 있거나, 또는[0021]

자연의 길이보다 더 짧을 수도 있다. 전장 다당류는, 예를 들어, 약산에서 가수분해, 가열, 사이징 크로마토그

래피(sizing chromatography), 등에 의해 탈폴리머화되어 본 발명과 함께 사용되는 더 짧은 단편을 제공할 수도

있다. 사슬 길이는 토끼에서 GBS 당류의 면역원성에 영향을 미치는 것으로 보고되었다 [4]. 특히, 본 발명에서

사용된 혈청형 II 및/또는 III 캡슐 당류는 참고문헌 15 및 16에서 설명된 바와 같이 탈폴리머화될 수도 있다.

이 문서들은 환원성-말단 2,5-무수-D-만노스 잔기를 갖는 항원성 단편으로의 약한 탈아미노화 분할에 의한 타입

II 및 타입 III 캡슐 당류의 부분적 탈폴리머화를 설명한다. 간략히 말하면, 캡슐 당류는 0.5N NaOH에 용해되고

약 1-4시간 동안 70℃에서 가열된다. 이 배양의 길이는 탈폴리머화의 정도를 제어하는데, 이것은 표준 방법에
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의해 (예를 들어, 참고문헌 15에서 설명된 바와 같이 HPLC에 의해) 결정될 수도 있다. 샘플은 pH를 4로 조정하

기 위해 빙초산이 추가되기 전에 얼음물에서 냉각된다. 부분적으로 N-탈아실화된 생성물은 그 다음에 4℃에서 2

시간 동안 교반하면서 5% (wt/vol) NaN02의 첨가에 의해 탈아미노화된다. 새로 형성된 2,5-무수-D-만노스 잔기

의 자유 알데히드는 담체 단백질로의 컨쥬게이션에 사용될 수도 있으며, 하기 설명된 바와 같다. 

엔도-β-갈락토시다제에 의한 혈청형 III 캡슐 당류의 탈폴리머화가 보고되었으며 [참고문헌 1 & 4-6], 파상풍[0022]

변독소(tetanus toxoid) 담체로 컨쥬게이트를 형성하기 위해 탈폴리머화된 재료의 사용을 포함한다. GBS 혈청형

III 및 VIII로부터 캡슐 다당류의 오존 분해가 또한 탈폴리머화에 사용되었다 [17]. MW ≥ 30kDa의 당류를 사용

하는 것이 바람직하고, 실질적으로는 전장 캡슐 다당류가 사용될 수 있다. 혈청형 Ia에 대하여, 150-300kDa, 특

히 175-275kDa의 범위의 MW를 갖는 다당류를 사용하는 것이 바람직하다. 전형적으로, 약 200kDa 또는 약 260kDa

의 MW를 갖는 혈청형 Ia 당류가 사용된다. 혈청형 Ib에 대하여, 150-300kDa, 특히 175-250kDa의 범위의 MW를

갖는 다당류를 사용하는 것이 바람직하다. 전형적으로, 약 200kDa 또는 약 230kDa의 MW를 갖는 혈청형 Ib 당류

가 사용된다. 혈청형 III에 대하여, 50-200kDa, 특히 80-150kDa의 범위에 있는 MW를 갖는 다당류를 사용하는 것

이 바람직하다. 전형적으로, 약 100kDa 또는 약 140kDa의 범위의 MW를 갖는 혈청형 III 당류가 사용된다. 혈청

형 V에 대하여, 최대 ~50kDa의 MW를 갖는 다당류를 사용하는 것이 바람직하다. 전형적으로, 약 100kDa의 MW를

갖는 혈청형 V 당류가 사용된다. 이 분자 질량은 , 덱스트란 표준에 관하여, Polymer Standard Service로부터

이용 가능한 것들과 같이 겔 여과에 의해 측정될 수 있다 [18]. 

캡슐 당류는 참고문헌 2 및 19과 같은 본원의 참고문헌에서 설명된 바와 같이, 알려진 기술에 의해 정제될 수[0023]

있다. 전형적인 공정은 염기 추출, 원심분리, 여과, RNase/DNase 처리, 프로테아제 처리, 농축, 크기 배제 크로

마토그래피(size exclusion chromatography), 한외 여과, 음이온 교환 크로마토그래피, 및 추가의 한외 여과를

수반한다. GBS 세포에 효소 뮤타노리신의 처리가 또한 유용하며, 이것은 박테리아 세포벽을 분할하여 세포벽 구

성요소를 자유롭게 한다. 

대안으로서, 참고문헌 20에서 설명된 정제 공정이 사용될 수 있다. 이것은 염기 추출, 에탄올/CaCl2 처리, CTAB[0024]

침전, 및 재가용화를 수반한다. 추가의 대체 공정은 참고문헌 21에서 설명된다. 

본 발명은 자연의 공급원으로부터 정제된 당류에 제한되지 않지만, 당류는 전체 또는 부분적 합성과 같은 다른[0025]

방법에 의해 얻어질 수도 있다. 

컨쥬게이션 [0026]

본 발명은 GBS 혈청형 Ia, Ib, II, III 및 V의 캡슐 당류인 컨쥬게이트를 수반하며, 각각 담체에 컨쥬게이션된[0027]

다. 일반적으로, 당류의 담체로의 공유 결합에 의한 컨쥬게이션은 당류의 면역원성을 향상시키는데 그것들을 T-

독립적  항원에서  T-의존적  항원으로  전환하고,  따라서  면역  기억(immunological  memory)에  대한  프라이밍

(priming)을 허용하기 때문이다. 컨쥬게이션은 소아 백신에 특히 유용하고 [예를 들어, 참고문헌 22] 잘 알려진

기술이다 [예를 들어, 참고문헌 23 내지 31에서 재검토됨]. 따라서 본 발명의 공정은 정제된 당류를 담체 분자

에 컨쥬게이션하는 추가의 단계를 포함할 수도 있다. 

GBS 당류의 컨쥬게이션은 널리 보고되었고, 예를 들어, 참고문헌 1을 참고하면 된다. 다당류는 면역원성이지만,[0028]

다당류의 담체 단백질로의 컨쥬게이션은 면역원성을 개선하거나 향상시킬 수 있다. 그러므로, 본원에서 사용된

바와 같이, 용어 "담체"는 항원 (예를 들어, 다당류)에 컨쥬게이션되어 동물에 투여될 때, 동물에서 면역 반응,

특히, 보호적 면역 반응을 유발하거나 향상시키고, 항원, 예를 들어, 상기 설명된 다당류에 특이적으로 결합하

는 항체의 생산을 유도하는 면역원성 물질을 나타낸다. GBS 당류 컨쥬게이션에 대한 전형적인 선행 기술 공정은

전형적으로 정제된 당류의 파상풍 변독소 (TT) 또는 CRM197과 같은 담체 단백질로의 환원적 아미노화를 수반한

다 [2]. 환원적 아미노화는 담체의 아미노산 측쇄에서 아민 기 및 당류에서 알데히드 기를 수반한다. GBS 캡슐

당류가 알데히드 기를 그것의 자연적인 형태로 포함하지 않기 때문에 이것은 전형적으로 당류의 시알산 잔기 중

일부 (예를 들어,  5  내지 40%,  특히 10  내지 30%,  바람직하게는 약 20%)의 산화 (예를 들어, 페리오데이트

산화)에 의해 컨쥬게이션 전에 생성된다 [2,32]. 이 방식으로 제조된 컨쥬게이트 백신은 인간에서 GBS 혈청형

Ia, Ib, II, III, 및 V 각각에 대하여 안전하고 면역원성인 것으로 나타났다 [10]. 전형적으로, 본 발명의 면역

원성 조성물에서 모든 컨쥬게이트는 이 방식으로 제조되었다. 하지만, 본 발명이 탈시알릴화된 혈청형 V 캡슐

당류를 사용할 때, 알데히드 기는 이 당류에서 당류의 갈락토스 잔기 중 일부 (예를 들어, 5 내지 40%, 특히 10

내지 30%, 바람직하게는 약 20%)의 산화 (예를 들어, 페리오데이트 산화)에 의해 컨쥬게이션 전에 생성될 수도

있다 [14]. 대체 컨쥬게이션 공정은 이기능적 결합자와 함께 당류 (데-N-아세틸화로부터, 또는 아민의 도입 후
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에)에서 -NH2 기의 사용을 수반하며, 참고문헌 33에서 설명된 바와 같다. 일부 구체예에서, 본 발명의 면역원성

조성물에서 컨쥬게이트 중 하나 이상은 이 방식으로 제조되었다. 추가의 대체 공정은 참고문헌 15 및 16에서 설

명된다. 이 공정에서, 약한 탈아미노화 분할에 의한 타입 II 또는 타입 III 캡슐 당류 탈폴리머화의 말단 2,5-

무수-D-만노스 잔기의 자유 알데히드 기는 환원성 아미노화에 의한 컨쥬게이션에 사용된다. 일부 구체예에서,

본 발명의 면역원성 조성물에서 컨쥬게이트 중 하나 이상이 이 방식으로 제조되었다. 

본 발명은 담체 분자의 사용을 수반하며, 이것은 전형적으로 단백질이다. 유용한 담체 단백질은 박테리아 독소[0029]

또는 디프테리아(diphtheria) 변성 독소 또는 파상풍 변독소와 같은 변성 독소를 포함한다. 독소 또는 변성 독

소의 단편, 예를 들어, 파상풍 변독소의 단편 C가 또한 사용될 수 있다 [34].

디프테리아 독소의 CRM197 돌연변이 [35-37]는 본 발명과 함께 사용되는 특히 유용한 담체이다. 교차-반응 재료[0030]

(CRM197)는 디프테리아 독소의 유전적으로 해독된 조제물이다. CRM197은 단일 아미노산에서만 디프테리아 독소

(DT)와 다르고 그러므로 DT (CRM=교차 반응 재료)와 고도로 교차-반응성이다. 디프테리아 독소의 이 돌연변이는

포름알데히드로의 해독화를 필요로 하지 않고, 정제된 항원의 균질한 조제물은, 예를 들어, 카사미노산 및 이스

트(yeast) 추출 배지에서 키워진 코리네박테리아 디프테리아(Corynebacteria diphtheria) 균주 C7 (beta197)의

배양물로부터 쉽게 얻어질 수 있다. 대안으로 CRM197은 제US5,614,382호에 따라 재조합으로 제조될 수도 있다.

CRM197은 여러 캡슐 다당류 항원에 대한 담체 단백질로서 인간 사용에 대하여 허가되며 포름알데히드 처리에 의

해 제조된 통상적인 디프테리아 변성 독소에 대한 잠재적 대안이다. 

다른  적합한  담체  단백질은  네이세리아  메닝기티디스(N.  meningitidis)  외막  단백질  [38],  합성  펩티드[0031]

[39,40],  열 충격 단백질 [41,42],  백일해(pertussis)  단백질 [43,44],  시토킨 [45],  림포킨 [45],  호르몬

[45], 성장 인자 [45], 인간 혈청 알부민 (바람직하게 재조합), 다양한 병원체-유래 항원의 다중 인간 CD4
+
 T

세포 에피토프를 포함하는 인공적 단백질 [46], 예를 들어, N19 [47], 헤모필루스 인플루엔재(H.인플루엔자e)의

단백질 D [48,49], 페렴 구균 표면 단백질 PspA [50], 뉴모리신 [51], 철-흡수 단백질 [52], 클로스트리듐 디피

실레(C. difficile)의 독소 A 또는 B [53], 재조합 슈도모나스 애루기노사(Pseudomonas aeruginosa) 외부 단백

질(exoprotein) A (rEPA) [54], 등을 포함한다. 담체에 부착은 바람직하게, 예를 들어, 담체 단백질의 리신 잔

기, 또는 아르기닌 잔기의 측쇄에서, 또는 N-말단에서 -NH2 기를 통한 것이다. 부착은 또한, 예를 들어, 시스테

인 잔기의 측쇄에서, -SH 기를 통한 것일 수도 있다. 

예를 들어, 담체 억제의 위험을 감소시키기 위해 하나 이상의 담체 단백질을 사용하는 것이 가능하다. 따라서[0032]

상이한 담체 단백질은 상이한 GBS 혈청형에 사용될 수 있다, 예를 들어, 혈청형 Ia 당류는 CRM197에 컨쥬게이션

될 수도 있는 한편, 혈청형 Ib 당류는 파상풍 변독소에 컨쥬게이션될 수도 있다. 특히, 혈청형 Ia, lb 및 III

당류는 CRM197과 같은 제1 담체에 컨쥬게이션될 수도 있는 한편, 혈청형 II 및 V 당류는 파상풍 변독소 (-TT)와

같은 제2 (상이한) 담체에 컨쥬게이션될 수도 있다. 그러나 더 특히, 혈청형 Ia, Ib, III 및 V 당류는 CRM197과

같은 제1 담체에 컨쥬게이션될 수도 있는 한편, 혈청형 II 당류는 -TT와 같은 제2 (상이한) 담체에 컨쥬게이션

될 수도 있다. 

본 발명의 예시적 면역원성 조성물은 a) CRM197에 컨쥬게이션된 GBS 혈청형 Ia의 캡슐 당류인 컨쥬게이트; b)[0033]

CRM197에 컨쥬게이션된 GBS 혈청형 Ib의 캡슐 당류인 컨쥬게이트; c) CRM197에 컨쥬게이션된 GBS 혈청형 III의

캡슐 당류인 컨쥬게이트; d) CRM197에 컨쥬게이션된 GBS 혈청형 II의 캡슐 당류인 컨쥬게이트; 및 e) CRM197에

컨쥬게이션된 GBS 혈청형 V의 캡슐 당류인 컨쥬게이트를 포함한다. 본 발명의 또 다른 예시적 면역원성 조성물

은 a) CRM197에 컨쥬게이션된 GBS 혈청형 Ia의 캡슐 당류인 컨쥬게이트; b) CRM197에 컨쥬게이션된 GBS 혈청형

Ib의 캡슐 당류인 컨쥬게이트; c) CRM197에 컨쥬게이션된 GBS 혈청형 III의 캡슐 당류인 컨쥬게이트; d) 파상풍

변독소에 컨쥬게이션된 GBS 혈청형 II의 캡슐 당류인 컨쥬게이트; 및 e) 파상풍 변독소에 컨쥬게이션된 GBS 혈

청형 V의 캡슐 당류인 컨쥬게이트를 포함한다. 그러나 본 발명의 또 다른 예시적 면역원성 조성물은 a) CRM197

에 컨쥬게이션된 GBS 혈청형 Ia의 캡슐 당류인 컨쥬게이트; b) CRM197에 컨쥬게이션된 GBS 혈청형 Ib의 캡슐 당

류인 컨쥬게이트; c) CRM197에 컨쥬게이션된 GBS 혈청형 III의 캡슐 당류인 컨쥬게이트; d) 파상풍 변독소에 컨

쥬게이션된 GBS 혈청형 II의 캡슐 당류인 컨쥬게이트; 및 e) CRM197에 컨쥬게이션된 GBS 혈청형 V의 캡슐 당류

인 컨쥬게이트를 포함한다. 그러나, 본 발명의 또 다른 예시적 면역원성 조성물은 a) CRM197에 컨쥬게이션된

GBS 혈청형 Ia의 캡슐 당류인 컨쥬게이트; b) CRM197에 컨쥬게이션된 GBS 혈청형 Ib의 캡슐 당류인 컨쥬게이트;

c) CRM197에 컨쥬게이션된 GBS 혈청형 III의 캡슐 당류인 컨쥬게이트; d) CRM197에 컨쥬게이션된 GBS 혈청형 II

의 캡슐 당류인 컨쥬게이트; 및 e) 파상풍 변독소에 컨쥬게이션된 GBS 혈청형 V의 캡슐 당류인 컨쥬게이트를 포

함한다. 또한 특정 당류 항원에 대하여 하나 이상의 담체 단백질을 사용하는 것이 가능하다, 예를 들어, 혈청형
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III 당류는 두 개의 군일 수도 있는데, 일부는 CRM197에 컨쥬게이션되고 다른 것들은 파상풍 변독소에 컨쥬게이

션된다. 하지만, 일반적으로는, 모든 당류에 대하여 같은 담체 단백질을 사용하는 것이 바람직하다. 

단일 담체 단백질은 하나 이상의 당류 항원을 갖고 있을 수도 있다 [55,56]. 예를 들어, 단일 담체 단백질은 혈[0034]

청형 Ia와 Ib의 당류에 컨쥬게이션될 수도 있다. 이 목적을 달성하기 위해, 상이한 당류는 컨쥬게이션 반응 전

에 혼합될 수 있다. 하지만, 일반적으로는, 각 혈청군에 대하여 별개의 컨쥬게이트를 갖는 것이 바람직하며, 상

이한 당류는 컨쥬게이션 후에 혼합된다. 별개의 컨쥬게이트는 같은 담체를 기반으로 할 수도 있다. 

1:5 (즉, 과도한 단백질) 내지 5:1 (즉, 과도한 당류)의 당류:단백질 중량비, 특히 1:5 내지 2:1의 비를 갖는[0035]

컨쥬게이트가 전형적으로 사용된다. 담체 단백질에 컨쥬게이션된 GBS 혈청형 Ia의 캡슐 당류인 컨쥬게이트에 대

하여, 당류:단백질 중량비는 전형적으로 약 1:1 내지 1:2, 특히 약 1:1.3이다. 담체 단백질에 컨쥬게이션된 GBS

혈청형 Ib의 캡슐 당류인 컨쥬게이트에 대하여, 비는 전형적으로 약 1:1 내지 1:2, 특히 약 1:1.3이다. 담체 단

백질에 컨쥬게이션된 GBS  혈청형 III의 캡슐 당류에 대하여,  당류:단백질 중량비는 전형적으로 약 3:1  내지

1:1, 특히 약 2:1이다. 하지만, 약 1:1 내지 1:5, 특히 약 1:3.3의 당류:단백질 중량비를 갖는 담체 단백질에

컨쥬게이션된 GBS 혈청형 III가 또한 사용될 수도 있다. 담체 단백질에 컨쥬게이션된 GBS 혈청형 V의 캡슐 당류

인 컨쥬게이트에 대하여, 비는 전형적으로 약 2:1 내지 1:1, 특히 약 1.1:1이다. 따라서 당류의 중량 초과가 전

형적이며, 특히 당류 사슬이 더 길다. 

탈시알릴화된 GBS 혈청형 V 다당류가 사용되면, 교차-결합하는 단백질에 대하여 특히 상이한 수준의 다당류가[0036]

사용된다. 교차-결합의 수준은, 예를 들어, 단백질-다당류 비를 변화시킴으로써 조절될 수도 있다. 특히, 당

류:단백질 중량비는 1:1.5 이하, 1:1 이하, 또는 약 1:0.5이다.

조성물은 소량의 자유 담체를 포함할 수도 있다 [57]. 본 발명의 조성물에서 자유 및 컨쥬게이션된 형태 둘 다[0037]

로 존재할 때, 컨쥬게이션되지 않은 형태는 바람직하게 전체로서 담체 단백질의 총량의 5% 이하이고, 더 바람직

하게는 2 중량% 이하로 존재한다. 

컨쥬게이션 후, 자유 및 컨쥬게이션된 당류가 분리될 수 있다. 많은 적합한 방법이 있는데, 소수성 크로마토그[0038]

래피(hydrophobic  chromatography),  수직적  한외  여과(tangential  ultrafiltration),  디아필트레이션

(diafiltration) 등을 포함한다. [또한 참고문헌 58 & 59, 등을 참고하면 된다]. 바람직한 방법은 참고문헌 60

에서 설명된다. 

본 발명의 조성물이 탈폴리머화된 올리고당을 포함하는 경우, 탈폴리머화가 컨쥬게이션보다 선행하는 것이 바람[0039]

직하다. 

약학적 방법 및 사용[0040]

본 발명의 면역원성 조성물은 약학적으로 허용 가능한 담체를 더 포함할 수도 있다. 전형적인 '약학적으로 허용[0041]

가능한 담체'는 조성물을 받는 개체에 해로운 항체의 생산을 스스로 유발하지 않는 어떤 담체도 포함한다. 적합

한 담체는 단백질, 다당류, 폴리락트산, 폴리글리콜산, 폴리머의 아미노산, 아미노산 코폴리머, 수크로스 [61],

트레할로스 [62], 락토스, 및 지질 응집체 (예를 들어, 오일 방울 또는 리포솜)와 같이 전형적으로 크고, 서서

히 대사작용하는 거대분자이다. 이러한 담체는 당업자들에게 잘 알려져 있다. 백신은 또한 물, 식염수, 글리세

롤, 등과 같은 희석제를 함유할 수도 있다. 추가적으로, 습윤제 또는 에멀젼화제, pH 완충 물질, 등과 같은 보

조 물질이 존재할 수도 있다. 멸균 피로겐이 없는, 포스페이트-완충된 생리학적 식염수가 전형적인 담체이다.

약학적으로 허용 가능한 부형제의 철저한 논의는 참고문헌 63에서 이용 가능하다. 

본 발명의 조성물은 수성 형태 (즉, 용액 또는 현탁액) 또는 건조된 형태 (예를 들어, 동결건조됨)로 있을 수도[0042]

있다. 건조된 백신이 사용되면 그것은 주사 전에 액체 배지로 재구성될 것이다. 컨쥬게이트 백신의 동결건조는

업계에 알려져 있는데, 예를 들어, Menjugate™ 제품은 동결건조된 형태로 제공된다. 본 발명의 면역원성 조성

물이 하나 이상의 GBS 혈청형의 캡슐 당류를 포함하는 컨쥬게이트를 포함할 때, 컨쥬게이트가 별개로 제조되고,

혼합된 다음에 동결건조되는 것이 전형적이다. 이 방법으로, 본원에서 설명된 바와 같이 두 개, 세 개 또는 네

개 등의 컨쥬게이트를 포함하는 동결건조됨 조성물이 제조될 수도 있다. 동결건조 중에 컨쥬게이트를 안정화하

기 위해서, 조성물에서, 예를 들어, 1mg/ml 내지 30mg/ml (예를 들어, 약 25mg/ml)로 당 알콜 (예를 들어, 만니

톨) 및/또는 이당류 (예를 들어, 수크로스 또는 트레할로스)를 포함하는 것이 바람직할 수도 있다. 수크로스의

사용은 GBS 컨쥬게이트 백신에 대한 안정화제로서 추천되었다 (참고문헌 64). 하지만, 본 발명의 안정화제가 만

니톨인 것이 전형적이다. 건조된 백신이 주사 전에 액체 배지로 재구성될 때, 잔여 만니톨의 농도는 전형적으로

약 2-20mg/ml, 예를 들어, 3.75mg/ml, 7.5mg/ml 또는 15mg/ml일 것이다. 만니톨의 사용이 유리한데 만니톨이
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GBS 캡슐 당류의 단당류 서브유닛과 화학적으로 다르기 때문이다. 이것은, 예를 들어, 품질 관리 분석을 위한

캡슐 당류의 검출이 만니톨의 간섭 없이 당류의 서브유닛의 존재를 기반으로 할 수도 있다는 것을 의미한다. 반

대로, 수크로스와 유사한 안정화제는 클루코스를 포함하는데, 이것은 당류에서 글루코스 서브유닛의 검출을 간

섭할 수도 있다. 

조성물은 바이알로 제공될 수도 있거나, 그것들은 미리 채워진 주사기로 제공될 수도 있다. 주사기는 바늘과 함[0043]

께 또는 없이 공급될 수도 있다. 주사기는 조성물의 일회 용량을 포함하는 반면에, 바이알은 일회 용량 또는 다

회수 용량을 포함할 수도 있다. 

본 발명의 수성 조성물은 또한 동결건조된 형태의 다른 백신을 재구성하는데 적합하다. 본 발명의 조성물이 이[0044]

러한 즉석의 재구성에 사용되기 위한 것이면, 본 발명은 두 개의 바이알을 포함할 수도 있거나, 또는 하나의 미

리 채워진 주사기 및 하나의 바이알을 포함할 수도 있는 키트를 제공하며, 주사기의 내용물은 주사 전 바이알의

내용물을 재활성화하기 위해 사용된다. 

본 발명의 조성물은 단위 용량 형태 또는 다회수 용량 형태로 포장될 수도 있다. 다회수 용량 형태에 대하여,[0045]

바이알은 미리 채워진 주사기가 바람직하다. 효과적인 투약 부피는 일상적으로 확립될 수 있지만, 조성물의 전

형적인 인간 용량은, 예를 들어, 근육 내 주사를 위해 0.5ml의 부피를 갖는다. 

조성물의 pH는 바람직하게 6 내지 8, 바람직하게 약 7이다. 안정한 pH는 버퍼의 사용에 의해 유지될 수도 있다.[0046]

본 발명의 면역원성 조성물은 전형적으로 칼륨 디히드로겐 포스페이트 버퍼를 포함한다. 칼륨 디히드로겐 포스

페이트 버퍼는 약 1-10mM, 예를 들어, 1.25mM, 2.5mM 또는 5.0mM 칼륨 디히드로겐 포스페이트를 포함할 수도 있

다. 조성물이 알루미늄 히드록시드 염을 포함하면, 히스티딘 버퍼를 사용하는 것이 바람직하다 [65]. 조성물은

멸균되고 및/또는 피로겐이 없을 수도 있다. 본 발명의 조성물은 인간에 대하여 등장성일 수도 있다. 

본 발명의 조성물은 면역원성이고, 더 바람직하게는 백신 조성물이다. 본 발명에 따르는 백신은 예방적 (즉, 감[0047]

염을 예방하기 위해) 또는 치료적 (즉, 감염을 치료하기 위해)일 수도 있지만, 전형적으로 예방적일 것이다. 본

발명의 조성물은 면역원성이고, 더 바람직하게는 백신 조성물이다. 본 발명에 따르는 백신은 예방적 (즉, 감염

을 예방하기 위해) 또는 치료적 (즉, 감염을 치료하기 위해)일 수도 있지만, 전형적으로 예방적일 것이다. 예방

적 백신은 질환으로부터 완벽한 보호를 보장하지 않는데 환자가 항체를 발달시키더라도, 면역 시스템이 감염을

몰아낼 수 있기 전에 시간적 격차 또는 지연이 있을 수도 있기 때문이다. 그러므로, 및 의심할 여지를 없애기

위해, 용어 예방적 백신은 또한, 예를 들어, 이러한 감염의 심각도 또는 기간을 감소시킴으로써 미래의 감염의

효과를 개선하는 백신을 나타낼 수도 있다. 용어 "감염에 대한 보호" 및/또는 "보호적 면역력을 제공하다"는 대

상체의 면역 시스템이 면역 반응을 촉발하고 감염을 물리치기 위해 프라이밍되었다 (예를 들어, 백신 접종에 의

해)는 것을 의미한다. 특히, 촉발된 면역 반응은 박테리아의 상이한 균주와 같이 많은 병원체에 대한 감염을 물

리칠 수 있다. 따라서 백신 접종된 대상체가 감염될 수도 있지만, 대조군 대상체보다 감염을 더 잘 물리칠 수

있다. 

백신으로서 사용된 면역원성 조성물은, 필요에 따라, 항원(들)의 면역학적 유효량, 뿐만 아니라 어떤 다른 구성[0048]

요소도 포함한다. '면역학적 유효량'은, 일회 용량으로 또는 일련의 일부로서, 개체에 상기 양의 투여가 치료

또는 예방에 효과적이라는 것을 의미한다. 보통, 원하는 결과는 병원체에 대하여 대상체를 보호할 수 있거나 이

에 기여할 수 있는 항원 (예를 들어, 병원체)-특이적 면역 반응의 생산이다. 이 양은 치료되는 개체의 건강 및

육체적인 상태, 나이, 치료되는 개인의 분류군 (예를 들어, 비-인간 영장류, 영장류, 등), 항체를 합성하는 개

체 면역 시스템의 능력, 원하는 보호의 정도, 백신의 제형화, 치료하는 의사의 의학적 상황에 대한 평가, 및 다

른 관련된 인자에 따라 다르다. 양은 일상적인 시험을 통해 결정될 수 있는 비교적 넓은 범위에 속할 것으로 예

상된다. 

각각의 용량 내에서, 개개의 당류 항원의 양은 일반적으로 일반적으로 0.1-50μg (당류의 질량으로 측정됨), 특[0049]

히 1-50μg 또는 0.5-25μg, 더 특히 2.5-7μg, 예를 들어, 약 1μg, 약 2.5μg, 약 5μg, 약 10μg, 약 15μ

g, 약 20μg 또는 약 25μg일 것이다. 각각의 용량 내에서, GBS 캡슐 당류의 총량은 일반적으로 ≤ 70μg (당류

의 질량으로 측정됨), 예를 들어, ≤ 60μg일 것이다. 특히, 총량은 ≤ 40μg (예를 들어, ≤ 30μg) 또는 ≤

20μg (예를 들어, ≤ 15μg)일 것이다. 이 총량들이 본 발명에서 사용에 바람직하다. 잠재적 독성을 감소시키

기 위해 단위 용량 당 캡슐 당류(들)의 총량을 최소화하는 것이 유리할 것이다. 따라서, ≤ 20μg의 총량, 예를

들어, ≤ 15μg, ≤ 7.5μg 또는 ≤ 1.5μg이 바람직하다. 

GBS는 신체의 다양한 지역에 영향을 미치며 그래서 본 발명의 조성물은 다양한 형태로 제조될 수도 있다. 예를[0050]
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들어, 조성물은 액체 용액 또는 현탁액으로서, 주사 가능 물질로 제조될 수도 있다. 조성물은, 예를 들어, 흡입

제로서, 폐 투여를 위해 제조될 수도 있으며, 미세한 분말 또는 스프레이를 사용한다. 조성물은 좌약 또는 페서

리(pessary)로서 제조될 수도 있다. 조성물은, 예를 들어, 스프레이, 방울, 겔 또는 분말로서 비강, 귀 또는 안

구 투여를 위해 제조될 수도 있다 [예를 들어, 참고문헌 66 & 67]. 페렴 구균 당류 [68,69], Hib 당류 [70],

MenC 당류 [71], 및 Hib 및 MenC 당류 컨쥬게이트의 혼합물 [72]의 비강 투여의 성공이 보고되었다. 

본 발명의 조성물은 aP/wP, TT, DT 및/또는 IPV 항원, 즉, 무세포성 백일해 항원, 예를 들어, 백일해 사상 헤마[0051]

글루티닌 (FHA), 퍼탁틴 (PRN, 69K-OMP), 백일해 핌브리애 (fimbriae; FIM), 또는 세포성 백일해 항원, 전체

세포 백일해 항원, 백일해 변성 독소 또는 백일해 독소 (PT), 파상풍 변독소, 디프테리아 변성 독소 및/또는 불

활성화된  폴리오바이러스(poliovirus)  항원과  조합될  수도  있다.  예를  들어,  이것은  본  발명의  조성물을

ANATETALL®, DIFTETALL®, PENTACEL® 또는 DAPTACEL®을 포함하는 이미 상업적으로 이용 가능한 제형과 조합

함으로써 수행될 수 있다. 

본 발명의 조성물은, 특히 다회수 용량 포맷으로 포장될 때, 항균제를 포함할 수도 있다. [0052]

본 발명의 조성물은 세제, 예를 들어, Tween 80과 같은 Tween (폴리소르베이트)을 포함할 수도 있다. 세제는 일[0053]

반적으로 낮은 수준, 예를 들어, ≤ 0.01%로 존재한다. 

본 발명의 조성물은 긴장성을 제공하기 위해 나트륨 염 (예를 들어, 나트륨 클로라이드)을 포함할 수도 있다.[0054]

10  ± 2mg/ml  NaCl의 농도가 전형적이다. 일부 구체예에서, 4-10mg/ml  NaCl의 농도, 예를 들어,  9.0,  7.0,

6.75 또는 4.5mg/ml이 사용될 수도 있다. 

본 발명의 조성물은 일반적으로 버퍼를 포함할 것이다. 포스페이트 버퍼가 전형적이다. [0055]

본 발명의 조성물은 다른 면역조절제와 함께 투여될 수도 있다. 특히, 조성물은 하나 이상의 보조제를 포함할[0056]

수도 있다. 이러한 보조제는 다음을 포함하지만, 이에 제한되지 않는다: 

A. 미네랄-함유 조성물[0057]

본 발명에서 보조제로서 사용에 적합한 미네랄 함유 조성물은 알루미늄 염 및 칼슘 염 (또는 이것의 혼합물)과[0058]

같은 미네랄 염을 포함한다. 칼슘 염은 칼슘 포스페이트 (예를 들어, 참고문헌 73에 개시된 "CAP" 입자)를 포함

한다. 알루미늄 염은 히드록시드, 포스페이트, 술페이트, 등을 포함하며, 염은 어떤 적합한 형태 (예를 들어,

겔, 결정, 무정형, 등)를 취한다. 이 염들로의 흡착이 바람직하다. 미네랄 함유 조성물은 또한 금속 염의 입자

로서 제형화될 수도 있다 [74]. 

알루미늄 히드록시드 및 알루미늄 포스페이트로서 알려져 있는 보조제가 사용될 수도 있다. 이 이름들은 통상적[0059]

이지만, 존재하는 실제의 화합물의 정확한 설명이 없기 때문에, 단지 편의상으로만 사용된다 (예를 들어, 참고

문헌 75의 9장 참조). 본 발명은 보조제로서 일반적으로 사용되는 "히드록시드" 또는 "포스페이트" 보조제 중

어떤 것도 사용할 수 있다. "알루미늄 히드록시드"로서 알려져 있는 보조제는 전형적으로 알루미늄 옥시히드록

시드 염인데, 이것은 보통 적어도 부분적으로는 결정형이다. "알루미늄 포스페이트"로서 알려져 있는 보조제는

전형적으로 알루미늄 히드록시포스페이트이며, 종종 소량의 술페이트 (즉, 알루미늄 히드록시포스페이트 술페이

트)를 또한 함유한다. 그것들은 침전에 의해 얻어질 수도 있고, 침전 중에 반응 조건 및 농도는 염에서 히드록

실에 대한 포스페이트 치환의 정도에 영향을 미친다. 

섬유상 형태 (예를 들어, 투과 전자 현미경에서 보이는 바와 같음)가 알루미늄 히드록시드 보조제에 대하여 전[0060]

형적이다. 알루미늄 히드록시드 보조제의 pI는 전형적으로 약 11이다, 즉, 보조제 자체는 생리학적 pH에서 양의

표면 전하를 갖는다. 1.8-2.6mg 알루미늄 포스페이트 보조제의 흡착 능력은 일반적으로 0.3 내지 1.2, 바람직하

게 0.8 내지 1.2, 및 더 바람직하게 0.95 ± 0.1의 PO4/Al 몰비를 갖는다. 알루미늄 포스페이트는 일반적으로

특히 히드록시포스페이트 염에 대하여 무정형일 것이다. 전형적인 보조제는 0.84 내지 0.92의 PO4/Al 몰비를 갖

는 무정형 알루미늄 히드록시포스페이트이며, 0.6mg Al
3+
/ml로 포함된다. 알루미늄 포스페이트는 일반적으로 미

립자 (예를 들어, 투과 전자 현미경 사진에서 보이는 평판-유사 형태)일 것이다. 입자의 전형적인 지름은 어떤

항원에 흡착 후에 0.5-20μm (예를 들어, 약 5-10μm)의 범위에 있다. pH 7.4에서 mg Al
+++

 당 0.7-1.5mg 단백

질의 흡착 능력이 알루미늄 포스페이트 보조제에 대하여 보고되었다. 

알루미늄 포스페이트의 영 전위점 (PZC)은 히드록실에 대한 포스페이트 치환의 정도에 역으로 관련되고, 이 치[0061]

환의 정도는 침전에 의해 염을 제조하는데 사용된 반응 조건 및 반응물의 농도에 따라 다를 수도 있다. PZC는
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또한 용액에서 자유 포스페이트 이온의 농도를 변화시킴으로써 (더 많은 포스페이트 = 더 산성인 PZC) 또는 히

스티딘 버퍼와 같은 버퍼를 추가함으로써 (PZC를 더 염기성으로 만든다) 달라진다. 본 발명에 따라 사용된 알루

미늄 포스페이트는 일반적으로 4.0 내지 7.0, 더 바람직하게 5.0 내지 6.5 예를 들어, 약 5.7의 PZC를 가질 것

이다. 

본 발명의 조성물을 제조하기 위해 사용된 알루미늄 염의 현탁액은 버퍼 (예를 들어, 포스페이트 또는 히스티딘[0062]

또는 트리스 버퍼)를 함유할 수도 있지만, 이것이 항상 필수적인 것은 아니다. 현탁액은 바람직하게 멸균되고

피로겐이 없다. 현탁액은, 예를 들어, 1.0 내지 20mM, 바람직하게 5 내지 15mM, 및 더 바람직하게 약 10mM의 농

도로 존재하는 자유 수성 포스페이트 이온을 포함할 수도 있다. 현탁액은 또한 나트륨 클로라이드를 포함할 수

도 있다. 

본 발명은 알루미늄 히드록시드 및 알루미늄 포스페이트 둘 다의 혼합물을 사용할 수 있다. 이 경우에 히드록시[0063]

드보다 더 많은 알루미늄 포스페이트가 있을 수도 있는데 중량비는, 예를 들어, 적어도 2:1 예를 들어, ≥ 5:1,

≥ 6:1, ≥ 7:1, ≥ 8:1, ≥ 9:1, 등이다. 

환자에게 투여되는 조성물에서 Al
+++
의 농도는 바람직하게는 1Omg/ml 이하, 예를 들어, ≤ 5mg/ml, ≤ 4mg/ml,[0064]

≤ 3mg/ml, ≤ 2mg/ml, ≤ 1mg/ml, 등이다. 바람직한 범위는 0.3 내지 1mg/ml이다. 최대 0.85mg/용량이 바람직

하다. 

전형적인 보조제 알루미늄 포스페이트 보조제는 0.84 내지 0.92의 PO4/Al 몰비를 갖는 무정형 알루미늄 히드록[0065]

시포스페이트이며, 0.6mg Al
3+
/ml로 포함된다. 저용량의 알루미늄 포스페이트로의 흡착이 사용될 수도 있는데,

예를 들어, 용량 당 컨쥬게이트 당 50 내지 100μg Al
3+
이다. 

B. 오일 에멀젼[0066]

본 발명에서 보조제로서 사용에 적합한 오일 에멀젼 조성물은 스쿠알렌-물 에멀젼, 예를 들어, MF59 (5% 스쿠알[0067]

렌, 0.5% Tween 80, 및 0.5% Span 85, 미세유동화기를 사용하여 1 마이크론 미만의 입자로 제형화됨)를 포함한

다 [참고문헌 75의 10장 참조; 또한 참고문헌 76-78 참조]. MF59는 FLUAD™ 인플루엔자(influenza) 바이러스 3

가 서브유닛 백신에서 보조제로서 사용된다. 

특히 조성물에서 사용되는 바람직한 보조제는 1 마이크론 미만의 수중유 에멀젼이다. 본원에서 사용되는 바람직[0068]

한 1 마이크론 미만의 수중유 에멀젼은 다양한 양의 MTP-PE, 예를 들어, 4-5% w/v 스쿠알렌, 0.25-1.0% w/v

Tween 80 (폴리옥시에틸렌소르비탄 모노올레에이트), 및/또는 0.25-1.0% Span 85 (소르비탄 트리올레에이트),

및, 선택적으로, N-아세틸뮤라밀-L-알라닐-D-이소글루타미닐-L-알라닌-2-(-2'-디팔미토일-sn-글리세로-3-히드록

시포스포포릴옥시)-에틸아민 (MTP-PE)을 함유하는 1 마이크론 미만의 수중유 에멀젼을 선택적으로 함유하는 스

쿠알렌/물 에멀젼이다. 본원에서 사용되는 1 마이크론 미만의 수중유 에멀젼, 같은 것을 만드는 방법 및 면역자

극제, 예를 들어, 뮤라밀 펩티드는 참고문헌 76 & 79-80에서 상세히 설명된다. 

완전 프로인트 보조제 (Complete Freund's Adjuvant; CFA) 및 불완전 프로인트 보조제 (incomplete Freund's[0069]

Adjuvant; IFA)는 또한 본 발명에서 보조제로서 사용될 수도 있다. 

C. 사포닌 제형 [참고문헌 75의 22장] [0070]

사포닌 제형은 또한 본 발명에서 보조제로서 사용될 수도 있다. 사포닌은 광범위한 식물 종의 껍질, 잎, 줄기,[0071]

뿌리 및 심지어 꽃에서도 발견되는 스테롤 글리코시드 및 트리터페노이드 글리코시드의 이종기원 군이다. 퀼라

이아 사포나리아 몰리나 나무(Quillaia saponaria Molina tree)의 껍질로부터 분리된 사포닌은 보조제로서 널리

연구되었다. 사포닌은 또한 스밀락스 오르나타(Smilax ornata) (사르사프릴라(sarsaprilla)), 깁소필라 파니쿨

라타(Gypsophilla  paniculata)  (브리데스  베일(brides  veil)),  및  사포나리아  오피시아날리스(Saponaria

officianalis) (석회패랭이꽃(soap root))로부터 상업적으로 얻을 수 있다. 사포닌 보조제 제형은 QS21과 같은

정제된 제형, 뿐만 아니라 ISCOM과 같은 지질 제형을 포함한다. 

사포닌 조성물은 HPLC 및 RP-HPLC를 사용하여 정제되었다. 이 기술들을 사용하는 특이적 정제된 분획이 확인되[0072]

었으며, QS7, QS17, QS18, QS21, QH-A, QH-B 및 QH-C를 포함한다. 바람직하게, 사포닌은 QS21이다. QS21의 생

산 방법은 참고문헌 81에서 개시된다. 사포닌 제형은 또한 콜레스테롤과 같은 스테롤을 포함할 수도 있다 [82]. 

사포닌과 콜레스테롤의 조합은 면역 자극 복합체 (ISCOM)로 불리는 독특한 입자를 형성하기 위해 사용될 수 있[0073]
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다 [참고문헌 75의 23장]. ISCOM은 전형적으로 포스파티딜에탄올아민 또는 포스파티딜콜린과 같은 인지질을 또

한 포함한다. 어떤 알려져 있는 사포닌도 ISCOM에서 사용될 수 있다. 바람직하게, ISCOM은 QuilA, QHA 및 QHC

중 하나 이상을 포함한다. ISCOM은 참고문헌 82-84에서 더 설명된다. 선택적으로, ISCOM은 추가의 세제(들)가

전혀 없다 [85]. 

사포닌 기반 보조제의 개발의 재검토는 참고문헌 86 & 87에서 발견될 수 있다. [0074]

D. 비로솜 및 바이러스-유사 입자[0075]

비로솜 및 바이러스-유사 입자 (VLP)는 본 발명에서 보조제로서 사용될 수 있다. 이 구조들은 일반적으로 원래[0076]

의 바이러스 게놈과 선택적으로 조합되거나 이것으로 제형화된 바이러스의 하나 이상의 단백질을 함유한다. 바

이러스 단백질은 재조합에 의해 생산되거나 전체 바이러스로부터 분리될 수도 있다. 비로솜 또는 VLP에서 사용

에  적합한  이  바이러스  단백질들은  인플루엔자  바이러스  (예를  들어,  HA  또는  NA),  B형  간염  바이러스

(Hepatitis B virus) (예를 들어, 코어(core) 또는 캡시드(capsid) 단백질), E형 간염 바이러스(Hepatitis E

virus), 홍역 바이러스(measles virus), 신드비스 바이러스(Sindbis virus), 로타바이러스(Rotavirus), 구제역

바이러스(Foot-and-Mouth  Disease  virus),  레트로바이러스(Retrovirus),  노르워크 바이러스(Norwalk  virus),

인간 파필로마 바이러스(Papilloma virus), HIV, RNA-파지, Qβ-파지 (예를 들어, 코팅 단백질), GA-파지, fr-

파지, AP205 파지, 및 Ty (예를 들어, 레트로트랜스포손(retrotransposon) Ty 단백질 p1)로부터 유래된 단백질

을 포함한다. VLP는 참고문헌 88-93에서 더 논의된다. 비로솜은 예를 들어, 참고문헌 94에서 더 논의된다. 

E. 박테리아 또는 미생물 유도체[0077]

본  발명에서  사용에  적합한  보조제는  박테리아  또는  미생물  유도체,  예를  들어,  엔테로박테리아[0078]

(enterobacteria) 지질다당류 (LPS)의 비-독성 유도체, 지질 A 유도체, 면역 자극 올리고뉴클레오티드 및 ADP-

리보실화 독소 및 이것의 해독된 유도체를 포함한다. 

LPS의 비-독성 유도체는 모노포스포릴 지질 A (MPL) 및 3-O-탈아실화된 MPL (3dMPL)을 포함한다. 3dMPL은 3 데[0079]

-O-아실화된 모노포스포릴 지질 A과 4, 5 또는 6 아실화된 사슬의 혼합물이다. 3 데-O-아실화된 모노포스포릴

지질 A의 바람직한 "작은 입자" 형태는 참고문헌 95에서 개시된다. 3dMPL의 이러한 "작은 입자"는 0.22μm 막을

통해  멸균  여과될  정도로  작다  [95].  다른  비-독성  LPS  유도체는  아미노알킬  글루코사미니드  포스페이트

유도체, 예를 들어, RC-529와 같은 모노포스포릴 지질 A 모방체를 포함한다 [96,97]. 

지질  A  유도체는  OM-174와  같이  에스체리키아  콜리(Escherichia  coli)의  지질  A의  유도체를  포함한다.[0080]

OM-174는, 예를 들어, 참고문헌 98 & 99에서 설명된다. 

본 발명에서 보조제로서 사용에 적합한 면역 자극 올리고뉴클레오티드는 CpG 모티프(motif)를 함유하는 뉴클레[0081]

오티드 서열 (구아노신에 결합된 포스페이트에 의해 연결된 메틸화되지 않은 시토신을 함유하는 디뉴클레오티드

서열)을 포함한다. 회귀성 또는 poly(dG) 서열을 함유하는 이중-가닥 RNA 및 올리고뉴클레오티드는 또한 면역

자극인 것으로 나타났다. 

CpG's는 뉴클레오티드 변형/유사체, 예를 들어, 포스포로티오에이트 변형을 포함할 수 있고 이중-가닥 또는 단[0082]

일-가닥일 수 있다. 참고문헌 100, 101 및 102는 가능한 유사체 치환, 예를 들어, 구아노신의 2'-데옥시-7-데아

자구아노신으로 대체를 개시한다. CpG 올리고뉴클레오티드의 보조 효과는 참고문헌 103-108에서 더 논의된다. 

CpG 서열은 TLR9, 예를 들어, 모티프 GTCGTT 또는 TTCGTT와 관련된 것일 수도 있다 [109]. CpG 서열은 Th1 면[0083]

역 반응, 예를 들어, CpG-A ODN을 유발하는데 특이적일 수도 있거나, 또는 B 세포 반응, 예를 들어, CpG-B ODN

에 더 특이적일 수도 있다. CpG-A 및 CpG-B ODN은 참고문헌 110-112에서 논의된다. 바람직하게, CpG는 CpG-A

ODN이다. 

바람직하게, CpG 올리고뉴클레오티드는 5' 끝이 수용체 인식에 접근할 수 있도록 구성된다. 선택적으로, 두 개[0084]

의 CpG 올리고뉴클레오티드 서열은 그것들의 3'에서 부착되어 "이뮤노머(immunomer)"를 형성할 수도 있다. 예를

들어, 109 & 1[1] Kandimalla et al. (2003) BBRC 306:948-953.-23을 참고하면 된다. 

박테리아  ADP-리보실화  독소  및  이것의  해독된  유도체는  본  발명에서  보조제로서  사용될  수도  있다.[0085]

바람직하게,  단백질은  에스체리키아  콜리(E.coli)  (에스체리키아  콜리  열  불안정  장독소  "LT"),  콜레라

(cholera) ("CT"), 또는 백일해 ("PT")로부터 유래된다. 점막 보조제로서 해독된 ADP-리보실화 독소의 사용은

참고문헌 116에서 설명되고 비경구 보조제로서는 참고문헌 117에서 설명된다. 독소 또는 변성 독소는 바람직하

게 완전독소(holotoxin)의 형태이며, A 및 B 서브유닛 둘 다를 포함한다. 바람직하게, A 서브유닛은 해독 돌연
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변이를 함유한다; 바람직하게 B 서브유닛은 돌연변이되지 않는다. 바람직하게, 보조제는 LT-K63,  LT-R72,  및

LT-G192와 같이 해독된 LT 돌연변이이다. 보조제로서, ADP-리보실화 독소 및 이것의 해독된 유도체, 특히 LT-

K63 및 LT-R72의 사용은 참고문헌 118-125에서 발견될 수 있다. 아미노산 치환에 대한 수치적 참조는 바람직하

게 참고문헌 126에서 제시된 ADP-리보실화 독소의 A 및 B 서브유닛 정렬을 기반으로 하며, 특별히 그 전문이 본

원에 참고로 포함된다. 

F. 인간 면역조절기 [0086]

본 발명에서 보조제로서 사용에 적합한 인간 면역조절기는 시토킨, 예를 들어, 인터류킨 (예를 들어, IL-1, IL-[0087]

2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12 [127], 등) [128], 인터페론 (예를 들어, 인터페론-γ), 대식세포 콜로니

자극 인자(macropahge colony stimulating factor), 및 종양 괴사 인자(tumor necrosis factor)를 포함한다.

G. 생체 접착제(Bioadhesive) 및 점막 접착제(Mucoadhesive) [0088]

생체 접착제 및 점막 접착제는 또한 본 발명에서 보조제로서 사용될 수도 있다. 적합한 생체 접착제는 에스테르[0089]

화된 히알루론산 미소구체 [129] 또는 폴리(아크릴산), 폴리비닐 알콜, 폴리비닐 피롤리돈, 다당류 및 카르복시

메틸셀룰로스의 교차-결합된 유도체와 같은 점막 접착제를 포함한다. 키토산 및 이것의 유도체가 또한 본 발명

에서 보조제로서 사용될 수도 있다 [130].

H. 미세입자 [0090]

미세입자는 또한 본 발명에서 보조제로서 사용될 수도 있다. 폴리(락티드-코-글리콜리드)와 함께, 생분해성 및[0091]

비-독성 (예를 들어, 폴리(α-히드록시산), 폴리히드록시부티르산, 폴리오르토에스테르, 폴리안히드라이드, 폴

리카프로락톤, 등)인 재료로 형성된 미세입자 (즉, 지름이 ~lOOnm 내지 ~150μm, 더 바람직하게 지름이 ~200nm

내지 ~30μm, 및 가장 바람직하게는 지름이 ~500nm 내지 ~10μm인 입자)가 바람직하고, 음전하를 띤 표면 (예를

들어, SDS로) 또는 양전하를 띤 표면 (예를 들어, 양이온 세제, 예를 들어, CTAB로)을 갖도록 선택적으로 처리

된다. 

I. 리포솜 (참고문헌 75의 13 & 14장) [0092]

보조제로서 사용에 적합한 리포솜 제형의 예는 참고문헌 131-133에서 설명된다. [0093]

J. 폴리옥시에틸렌 에테르 및 폴리옥시에틸렌 에스테르 제형[0094]

본 발명에서 사용에 적합한 보조제는 폴리옥시에틸렌 에테르 및 폴리옥시에틸렌 에스테르를 포함한다 [134]. 이[0095]

러한 제형은 옥톡시놀과 조합된 폴리옥시에틸렌 소르비탄 에스테르 계면활성제 [135], 뿐만 아니라 옥톡시놀과

같은 적어도 하나의 추가적인 비-이온성 계면활성제와 조합된 폴리옥시에틸렌 알킬 에테르 또는 에스테르 계면

활성제를 더 포함한다 [148]. 바람직한 폴리옥시에틸렌 에테르는 다음 군들로부터 선택된다: 폴리옥시에틸렌-9-

라우릴 에테르 (라우레쓰(laureth) 9), 폴리옥시에틸렌-9-스테로일 에테르, 폴리옥시에틸렌-8-스테로일 에테르,

폴리옥시에틸렌-4-라우릴 에테르, 폴리옥시에틸렌-35-라우릴 에테르, 및 폴리옥시에틸렌-23-라우릴 에테르.

K. 폴리포스파젠 (PCPP) [0096]

PCPP 제형은, 예를 들어, 참고문헌 137 및 138에서 설명된다. [0097]

L. 뮤라밀 펩티드[0098]

본  발명에서  보조제로서  사용에  적합한  뮤라밀  펩티드의  예는  N-아세틸-뮤라밀-L-트레오닐-D-이소글루타민[0099]

(thr-MDP),  N-아세틸-노르뮤라밀-L-알라닐-D-이소글루타민 (nor-MDP), 및 N-아세틸뮤라밀-L-알라닐-D-이소글루

타미닐-L-알라닌-2-(1'-2'-디팔미토일-sn-글리세로-3-히드록시포스포릴옥시)-에틸아민 MTP-PE)를 포함한다. 

M. 이미다조퀴놀론 화합물. [0100]

본 발명에서 보조제로서 사용에 적합한 이미다조퀴놀론 화합물의 예는 이미콰모드(Imiquamod) 및 그것의 상동체[0101]

(예를 들어, "레스퀴모드(Resiquimod) 3M")를 포함하며, 참고문헌 139 및 140에서 더 설명된다. 

N. 티오세미카르바존 화합물. [0102]

티오세미카르바존 화합물의 예, 뿐만 아니라 본 발명에서 보조제로서 사용에 적합한 모든 화합물을 제형화하고,[0103]

제조하고, 스크리닝하는 방법은 참고문헌 141에서 설명된 것들을 포함한다. 티오세미카르바존은 시토킨, 예를

들어, TNF-α의 생산을 위한 인간 말초 혈액 단핵 세포의 자극에 있어서 특히 효과적이다.
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O. 트립탄트린 화합물. [0104]

트립탄트린 화합물의 예, 뿐만 아니라 본 발명에서 보조제로서 사용에 적합한 모든 화합물을 제형화하고, 제조[0105]

하고,  스크리닝하는  방법은  참고문헌  142에서  설명된  것들을  포함한다.  트립탄트린  화합물은  시토킨,  예를

들어, TNF-α의 생산을 위한 인간 말초 혈액 단핵 세포의 자극에 있어서 특히 효과적이다. 

본 발명은 또한 상기 확인된 보조제 중 하나 이상의 양태의 조합을 포함할 수도 있다. 예를 들어, 다음 조합은[0106]

본 발명에서 보조제 조성물로서 사용될 수도 있다:  (1)  사포닌 및 수중유 에멀젼 [143];  (2)  사포닌 (예를

들어, QS21) + 비-독성 LPS 유도체 (예를 들어, 3dMPL) [144]; (3) 사포닌 (예를 들어, QS21) + 비-독성 LPS

유도체 (예를 들어, 3dMPL) + 콜레스테롤; (4) 사포닌 (예를 들어, QS21) + 3dMPL + IL-12 (선택적으로 + 스테

롤) [145]; (5) 3dMPL과 예를 들어, QS21 및/또는 수중유 에멀젼의 조합 [146]; (6) 10% 스쿠알렌, 0.4% Tween

80™, 5% 플루로닉(pluronic)-차단 폴리머 L121, 및 thr-MDP를 함유하고, 1 마이크론 미만의 에멀젼으로 유동화

되거나 더 큰 입자 크기 에멀젼을 생성하기 위해 보텍스(vortex)된 SAF, (7) 2% 스쿠알렌, 0.2% Tween 80, 및

모노포스포릴리피드 A (MPL), 트레할로스 디미콜레이트 (TDM), 및 세포벽 골격 (CWS)으로 구성된 군의 하나 이

상의 박테리아 세포벽 구성요소를 함유하는 Ribi™ 보조제 시스템 (RAS), (Ribi Immunochem), 바람직하게 MPL +

CWS (Detox™); 및 (8) 하나 이상의 미네랄 염 (예를 들어, 알루미늄 염) + LPS의 비-독성 유도체 (예를 들어,

3dMPL).

면역자극제로서 작용하는 다른 물질은 참고문헌 75의 7장에서 개시된다. [0107]

알루미늄 염 보조제의 사용이 특히 바람직하며, 항원은 일반적으로 이러한 염에 흡착된다. 본 발명의 조성물에[0108]

서 일부 항원이 알루미늄 히드록시드에 흡착하지만 알루미늄 포스페이트에 관련된 다른 항원을 갖는 것이 가능

하다. 하지만, 일반적으로는, 단일 염, 예를 들어, 히드록시드 또는 포스페이트만을 사용하는 것이 바람직하지

만, 둘 다는 아니다. 모든 컨쥬게이트가 흡착되어야 하는 것은 아니다, 즉, 일부 또는 모두가 용액에서 유리될

수 있다. 

치료 방법[0109]

본 발명은 또한 포유동물에서 면역 반응을 일으키는 방법을 제공하며, 포유동물에 본 발명의 약학적 조성물을[0110]

투여하는 단계를 포함한다. 면역 반응은 바람직하게 보호적이고 바람직하게 항체를 수반한다. 방법은 촉진 반응

을 일으킬 수도 있다. 

포유동물은 바람직하게는 인간이다. 백신이 예방적 사용을 위한 것이면, 인간은 바람직하게는 어린이 (예를 들[0111]

어, 영유아) 또는 청소년이다; 백신이 치료적 사용을 위한 것이면, 인간은 바람직하게는 성인이다. 어린이를 위

해 의도된 백신은, 예를 들어, 안전성, 투약량, 면역원성, 등을 평가하기 위해 성인에게도 투여될 수 있다. 치

료되는 인간의 바람직한 등급은 임신 가능 연령의 여성 (예를 들어, 청소년 이상)이다. 또 다른 바람직한 등급

은 임신한 여성이다. 고령의 환자 (예를 들어, 50살, 60살, 70살, 80살 또는 90살 이상, 특히 65살 이상인 환자

들), 특히 GBS 감염의 위험이 증가될 수도 있는 양로원에 사는 환자들 ([147])은 치료되는 인간의 또 다른 바람

직한 등급이다. 일부 구체예에서, 인간은 약학적 조성물의 투여 전에 GBS 혈청형 Ia의 캡슐 당류에 대하여 검출

불가능한 수준의 항체를 가진다. 약학적 조성물의 투여 전에 GBS 혈청형 Ia의 캡슐 당류에 대하여 검출 불가능

한 수준의 항체를 가진다. 다른 구체예에서, 인간은 약학적 조성물의 투여 전에 GBS 혈청형 Ib의 캡슐 당류에

대하여 검출 불가능한 수준의 항체를 가진다. 다른 구체예에서, 인간은 약학적 조성물의 투여 전에 GBS 혈청형

III의 캡슐 당류에 대하여 검출 불가능한 수준의 항체를 가진다. 다른 구체예에서, 인간은 약학적 조성물의 투

여 전에 GBS 혈청형 II의 캡슐 당류에 대하여 검출 불가능한 수준의 항체를 가진다. 다른 구체예에서, 인간은

약학적 조성물의 투여 전에 GBS 혈청형 V의 캡슐 당류에 대하여 검출 불가능한 수준의 항체를 가진다. 특히, 인

간은 약학적 조성물의 투여 전에 GBS 혈청형 Ia의 캡슐 당류에 대하여 검출 불가능한 수준의 항체 및 GBS 혈청

형 Ib의 캡슐 당류에 대하여 검출 불가능한 수준의 항체를 가질 수도 있다. 대안으로 또는 덧붙여, 인간은 약학

적 조성물의 투여 전에 GBS 혈청형 III의 캡슐 당류에 대하여 검출 불가능한 수준의 항체를 가질 수도 있다. 대

안으로 또는 덧붙여, 인간은 약학적 조성물의 투여 전에 GBS 혈청형 II의 캡슐 당류에 대하여 검출 불가능한 수

준의 항체를 가질 수도 있다. 대안으로 또는 덧붙여, 인간은 약학적 조성물의 투여 전에 GBS 혈청형 V의 캡슐

당류에 대하여 검출 불가능한 수준의 항체를 가질 수도 있다. 캡슐 당류(들)에 대한 항체의 수준(들)은 업계에

알려져 있는 기술, 예를 들어, ELISA를 사용하여 결정될 수도 있다. 항체의 수준(들)은 투여 전 한 달, 특히 투

여 전 한 달 내 (예를 들어, 투여의 2주 내, 1주 내 또는 투여일)의 것과 같을 수도 있다. 캡슐 당류(들)에 대

한 검출 불가능한 수준(들)의 항체를 가진 여성들은 그들의 신생아에서 더 높은 속도의 GBS 감염을 가질 수도

있다. 이것은 GBS 캡슐 당류에 대한 더 높은 수준의 모체 항체가 신생아에서 질환의 감소된 위험과 연관성이 있
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기 때문이다 [참고문헌 148 및 149]. 따라서, 이 여성들에게 투여가 본 발명에서 특별히 예상된다. 

본 발명은 또한 의약품으로 사용되는 본 발명의 조성물을 제공한다. 의약품은 바람직하게 포유동물에서 면역 반[0112]

응을 일으킬 수 있고 (즉, 그것은 면역원성 조성물이다) 더 바람직하게는 백신이다. 

본 발명은 또한 포유동물에서 면역 반응을 일으키는 의약품의 제조에 있어서 본 발명의 조성물의 사용을 제공한[0113]

다. 

이 사용 및 방법은 바람직하게는 스트렙토코쿠스 아갈락티애(S.agalactiae)에 의해 유발된 질환, 예를 들어, 신[0114]

생아 패혈증(neonatal  sepsis)  또는 균혈증(bacteremia),  신생아 폐렴(neonatal  pneumonia),  신생아 뇌막염

(neonatal  meningitis),  자궁내막염(endometritis),  골수염(osteomyelitis),  화농성  관절염(septic

arthritis), 등의 예방 및/또는 치료를 위한 것이다. 

질환이 예방되는 대상체는 본 발명의 컨쥬게이트를 받는 대상체와 같지 않을 수도 있다. 예를 들어, 컨쥬게이트[0115]

는 자손을 보호하기 위해서 여성에게 투여될 수도 있다 (임신 전에 또는 중에)  (소위 '모체 면역화'  [150-

152]). 임신한 여성의 면역화는 수동적 모체 면역을 통해 유아에게 항체-매개 면역력을 제공한다. 수동 면역은

모체 항체가 태반을 통해 태아에게 이동될 때 자연적으로 발생한다. 수동 면역은 유아에게 특히 중요한데 그들

이 어떤 능동적 획득 면역도 없이 태어나기 때문이다. 임신한 여성에게 본 발명의 조성물의 투여는 여성의 면역

력을 향상시키고, 항체는 태반을 통해 신생아에게 전달되며, 유아에게 수동적 모체 면역을 부여한다. 하지만,

유아의 수동 면역은 단지 일시적이고 태어나 처음 몇 주, 또는 몇 달 후에 감소하기 시작한다. 수동 면역이 단

지 일시적이기 때문에, 수동 면역이 줄어들기 전에, 유아의 능동 면역을 유발하기 위해, 유아가 본 발명의 조성

물의 투여를 받는 것이 중요할 수도 있다. 태어난 후 유아에게 두 번째 면역원성 조성물의 투여는 유아의 능동

면역을 유발하고, 임신 중에 모체로부터 전달된 면역력을 연장한다. 

본원에서 사용된 바와 같이, 유아는 1살 이하 (예를 들어, 1일령, 1주령, 2주령, 3주령, 4주령, 2개월령, 3개월[0116]

령, 4개월령, 5개월령, 6개월령, 7개월령, 8개월령, 9개월령, 10개월령, 11개월령 이하, 12개월령 이하)의 개체

이다. 

임신한 여성은 임신 중 어떤 기간에도 본 발명의 조성물이 투여될 수 있다. 예를 들어, 조성물은 임신 1삼분기,[0117]

2삼분기 또는 3삼분기 동안 여성에게 투여될 수도 있다. 일부 구체예에서, 조성물은 임신 마지막 6-12주 (예를

들어,  임신 28주,  임신 29주,  임신 30주,  임신 31주,  임신 32주,  임신 33주,  임신 34주,  임신 35주,  임신

36주, 임신 37주, 임신 38주, 임신 39주) 동안 여성에게 투여된다. 특히, 본 발명의 조성물은 유아의 전달 전

적어도 4주에 임신한 여성에게 투여된다. 일부 구체예에서, 1회-투여 요법은 임신 32주 내지 36주에 임신한 여

성에게 투여된다. 다른 구체예에서, 2회-투여 요법이 임신한 여성에게 투여되는데, 제1 용량은 대략 임신 32주

에 투여되고 제2 용량은 대략 임신 36주에 투여된다. 

유아는 태어난 첫 해 중의 어떤 기간에도, 및 원하면 그 후에도 조성물이 투여될 수 있고다. 일반적으로 조성물[0118]

은 태어난 첫 해 중에 한 번, 두 번, 세 번, 네 번 이상 유아에게 투여될 것이다. 예를 들어, 본 발명의 조성물

은 태어났을 때, 2주령, 4주령, 6주령, 2개월령, 3개월령, 4개월령, 6개월령, 9개월령, 및 12개월령으로부터 선

택된 하나 이상의 기간에 유아에게 투여될 수도 있다. 특히, 본 발명의 조성물은 모체 항체가 비-보호 역가로

감소하기 전에 유아에게 투여된다. 이후의 투여는 어떤 원하는 일정에 따라 일어날 수 있다. 

한 구체예에서, 스트렙토코쿠스 아갈락티애에 의해 유발된 질환에 대하여 유아를 보호하는 방법이 제공되는데,[0119]

(a) 상기 유아의 임신 중에 본 발명의 조성물을 여성에게 투여하는 단계; 및 (b) 선택적으로 본 발명의 조성물

을 임신으로부터 태어난 유아에게 투여하는 단계를 포함한다. 특히, 스트렙토코쿠스 아갈락티애 혈청형 Ia, Ib,

III, II 및 V에 의해 유발된 조기 발현 질환에 대하여 유아를 보호하는 방법이다. 특히 질환은 태어난지 0 내지

168시간, 더 특히 태어난지 0 내지 72시간, 더 특히 태어난지 24 내지 72시간, 및 더 특히 태어난지 48 내지 72

시간 내에 일어나는 패혈증(sepsis)이다. 

또한 스트렙토코쿠스 아갈락티애 혈청형 Ia, Ib, III, II 및 V에 의해 유발된 후기 발현 질환에 대하여 유아를[0120]

보호하는 방법이 제공된다. 특히 질환은 태어난지 7일 내지 90일 내 또는 그 이후에 발생한다. 

치료적 처리의 효능을 체크하는 한 가지 방법은 본 발명의 조성물의 투여 후 GBS 감염을 관찰하는 단계를 수반[0121]

한다. 예방적 처리의 효능을 체크하는 한 가지 방법은 조성물의 투여 후 GBS 항원에 대한 면역 반응을 관찰하는

단계를 수반한다. 

본 발명의 바람직한 조성물은 인간 대상체의 허용 가능한 퍼센트에 대하여 각각의 항원 구성요소에 대한 혈청[0122]
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방어의 기준보다 우수한 환자에서 항체 역가를 부여할 수 있다. 숙주가 항원에 대하여 혈청전환되는 것으로 고

려되는 상기 관련 항체를 갖는 항원이 잘 알려져 있고, 이러한 역가는 WHO와 같은 기구에 의해 공표된다. 바람

직하게는, 대상체의 통계적으로 유의한 샘플 중 80% 이상, 더 바람직하게 90% 이상, 더 바람직하게 93% 이상 및

가장 바람직하게 96-100%가 혈청전환된다. 

본  발명의 조성물은 일반적으로 환자에게 직접 투여될 것이다.  직접적인  전달은 비경구 주사에 의해 (예를[0123]

들어,  피하,  복강  내,  정맥  내,  근육  내로,  또는  조직의  사이 공간으로),  또는  직장,  구강,  질,  국부적,

경피성, 비강 내, 안구, 귀, 폐 또는 다른 점막 투여에 의해 달성될 수도 있다. 허벅지 또는 상부 팔에 근육 내

투여가 바람직하다. 주사는 바늘 (예를 들어, 피하 주사침)을 통한 것일 수도 있지만, 대안으로 바늘이 없는 주

사가 사용될 수도 있다. 전형적인 근육 내 용량은 0.5 ml이다. 임신한 여성 및 유아에게 투여는 같은 루트 또는

다른 루트를 통한 것일 수도 있다. 

본 발명은 전신 및/또는 점막 면역력을 유도하기 위해 사용될 수도 있다. [0124]

투약 치료는 일회 용량 일정 또는 다회수 용량 일정일 수 있다. 다회수 용량은 주요 면역화 일정 및/또는 촉진[0125]

면역화 일정에서 사용될 수도 있다. 주요 용량 일정이 촉진 용량 일정으로 이어질 수도 있다. 프라이밍 용량 사

이 (예를 들어, 4-16주), 및 프라이밍 및 촉진 사이의 적합한 시기는 일상적으로 결정될 수 있다. 

일반[0126]

용어  "포함하는(comprising)"은  "포함하는(including)",  뿐만  아니라  "구성되는(consisting)"을  포함하는데,[0127]

예를 들어, X를 "포함하는" 조성물은 X로 독점적으로 구성될 수도 있거나 추가적인 어떤 것, 예를 들어, X + Y

를 포함할 수도 있다. 

용어 "~로 구성되는"은 "~로만 구성되는"을 의미한다. "X로 구성된" 조성물은 어떤 다른 구성요소를 포함하지[0128]

않을 수도 있다. "본질적으로 X로 구성되는" 조성물은 어떤 다른 활성 구성요소를 포함하지 않을 수도 있다. 용

어 "본질적으로 ~로 구성되는"은 추가적인 성분, 단계 및/또는 일부가 청구된 조성물, 방법 또는 구조의 기본적

인 및 새로운 특성을 실질적으로 변화시키지 않을 때만 조성물, 방법 또는 구조가 추가적인 성분, 단계 및/또는

부품을 포함할 수도 있다는 것을 의미한다. 

수치값 x에 관하여 용어 "약"은, 예를 들어, x ± 10%를 의미한다. [0129]

단어 "실질적으로"는 "완전히"를 제외하지 않는다, 예를 들어, Y로부터 "실질적으로 자유로운" 조성물은 Y로부[0130]

터 완전히 자유로울 수도 있다. 필요하면, 단어 "실질적으로"는 본 발명의 정의로부터 제외될 수도 있다. 

당 고리는 개방형 및 폐쇄형으로 존재할 수 있으며, 폐쇄형은 본원에서 구조식으로 나타나는 한편, 개방형 또한[0131]

본 발명에 포함되는 것으로 인정될 것이다. 유사하게, 당은 피라노스 및 푸라노스 형태로 존재할 수 있으며, 피

라노스 형태가 본원에서 구조식으로 나타나는 한편, 푸라노스 형태 또한 포함된다. 당의 다른 아노머 형태가 또

한 포함된다. 

달리 진술되지 않으면, 둘 이상의 구성요소를 혼합하는 단계를 포함하는 공정에 혼합의 어떤 특정 순서가 필요[0132]

하지 않다. 따라서 구성요소는 어떤 순서로도 혼합될 수 있다. 세 개의 구성요소가 있는 경우 두 개의 구성요소

가 서로 결합될 수 있고, 그 후 조합은 제3 구성요소, 등과 결합될 수도 있다. 

항체는 일반적으로 그것들의 표적에 특이적일 것이다. 따라서 그것들은 소 혈청 알부민과 같이 무관한 대조군[0133]

단백질보다 표적에 대하여 더 높은 친화도를 가질 것이다. 

달리 진술되지 않으면, 폴리펩티드 서열 사이의 동일성은, 바람직하게 MPSRCH 프로그램 (Oxford Molecular)에서[0134]

시행된 바와 같은 스미스-워터맨(Smith-Waterman) 상동성 검색 알고리즘에 의해 결정되며, 파라미터 갭 오픈 패

널티(gap open penalty)=12 및 갭 연장 패널티(gap extension penalty)=1로 아핀 갭(affine gap) 검색을 사용

한다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 신생아 도전 모델에서 마우스의 생존율 (% 보호)을 나타낸다. 모체 면역화는 (A) GBS Ia, (B) GBS Ib,[0135]

(C) GBS III, (D) GBS II 및 (E) GBS V로 수행되었으며, 각각 CRM197에 컨쥬게이션되었다. 마우스는 해당 항원

으로 시도하였다.

도 2는 (A) GBS Ia, (B) GBS Ib, (C) GBS III, (D) GBS II 및 (E) GBS에 대한 OPK 역가를 나타내며, 각각
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CRM197에 컨쥬게이션되었다. 마우스는 해당 항원으로 면역화되었다. 

도 3은 GBS V에 대한 IgG 역가 (도 3A) 및 OPK 역가 (도 3B)를 나타낸다. 마우스는 (A) Alum, (B) CRM 컨쥬게

이션된 GBS V, (C) CRM 컨쥬게이션된 GBS V + 3가 백신 (CRM 컨쥬게이션된 GBS Ia, Ib 및 III), 및 (D) CRM 컨

쥬게이션된 GBS V + CRM 컨쥬게이션된 GBS II + 3가 백신 (CRM 컨쥬게이션된 GBS Ia, Ib, 및 III)으로 면역화

되었다. 

도 4는 GBS II에 대한 IgG 역가 (도 4A) 및 OPK 역가 (도 4B)를 나타낸다. 마우스는 (A) Alum, (B) CRM 컨쥬게

이션된 GBS II, (C) CRM 컨쥬게이션된 GBS II + 3가 백신 (CRM 컨쥬게이션된 GBS Ia, Ib 및 III), 및 (D) CRM

컨쥬게이션된 GBS II + CRM 컨쥬게이션된 GBS V + 3가 백신 (CRM 컨쥬게이션된 GBS Ia, Ib 및 III)으로 면역화

되었다. 

도 5A 및 5B는 GBS Ia, Ib, II, III 및 V에 대한 IgG 역가 (5A) 및 균주 515 Ia, H36B, COH1, 5401, CJB111에

대한 OPK  역가 (5B)를 나타낸다.  마우스는 (A)  3가 백신:CRM  컨쥬게이션된 GBS  Ia,  Ib  및 III  및 (B)  5가

백신:CRM 컨쥬게이션된 GBS Ia, Ib, II, III 및 V로 면역화되었다. 

도 6은 GBS V에 대한 IgG 역가를 나타낸다. 마우스는 (A) PBS/Alum, (B) CRM 컨쥬게이션된 GBS V, (C) CRM 컨

쥬게이션된 GBS V + 3가 백신 (CRM197 컨쥬게이션된 GBS Ia, Ib 및 III), (D) CRM 컨쥬게이션된 GBS II 및 V +

3가 백신 (CRM197 컨쥬게이션된 Ia, Ib, III), (E) TT 컨쥬게이션된 GBS V, (F) TT 컨쥬게이션된 GBS V + 3가

백신 (CRM197 컨쥬게이션된 GBS Ia, Ib 및 III), (G) TT 컨쥬게이션된 GBS II 및 V + 3가 백신 (CRM197 컨쥬게

이션된 Ia, Ib, III)으로 면역화되었다. 

도 7은 GBS II에 대한 IgG 역가를 나타낸다. 마우스는 (A) PBS/Alum, (B) CRM 컨쥬게이션된 GBS II, (C) CRM

컨쥬게이션된 GBS II + 3가 백신 (CRM197 컨쥬게이션된 GBS Ia, Ib 및 III), (D) CRM 컨쥬게이션된 GBS II 및

V + 3가 백신 (CRM197 컨쥬게이션된 Ia, Ib, III), (E) TT 컨쥬게이션된 GBS II, (F) TT 컨쥬게이션된 GBS II

+ 3가 백신 (CRM197 컨쥬게이션된 GBS Ia, Ib 및 III), (G) TT 컨쥬게이션된 GBS II 및 V + 3가 백신 (CRM197

컨쥬게이션된 Ia, Ib, III)으로 면역화되었다. 

도 8은 CRM-Ia의 상이한 시알산 함량을 가진 샘플의 성능 분석, 컨쥬게이트/마우스의 1μg의 2회 용량으로 면역

화의 결과를 나타낸다. A) OPKA 역가, 세 개의 프로토콜의 평균값은 수평 막대로 나타난다. B): 세 개의 프로토

콜의 도전한 새끼들의 누적 퍼센트 생존율 %. C): 투여된 로트(lot)의 IVRP 성능 값.

도 9는 탈시알릴화된 CRM-lb 샘플의 성능 분석 (컨쥬게이트/마우스의 1μg로 면역화의 결과)를 나타낸다. 패널

A는 Alum과 함께 제형화된 탈시알릴화된 Ia-CRM197 샘플의 2회 용량으로 면역화된 마우스에서 OPKA 역가 (풀링

된(pooled) 혈청)를 나타낸다. 조제물 #1의 데이터는 삼각형으로 나타나고 조제물 #2의 것은 원으로 나타난다;

두 개의 조제물에서 퍼센트 SA는 X 축에서 표시된다. 수평 막대는 ELISA GMT 및 OPKA 역가의 평균을 나타낸다.

B): 시도된 새끼들의 퍼센트 생존율 (세 개의 프로토콜의 평균). C) 조제물의 IVRP 성능 값.

도 10은 탈시알릴화된 CRM-III 샘플의 성능 분석 (컨쥬게이트/마우스의 0.2μg로 면역화의 결과)을 나타낸다.

패널 A는 Alum에서 제형화된 조제물 #1의 Ia-CRM197 탈시알릴화된 샘플의 2회 0.2μg 용량으로 면역화된 마우스

의 혈청에서 OPKA 역가를 나타낸다. (A) 원은 각각의 단일 마우스의 IgG 역가를 나타내며, 수평 막대는 ELISA

GMT의 평균을 나타낸다. (B) 원은 같은 프로토콜의 풀링된 혈청의 OPKA 역가를 나타낸다. 패널 B는 면역화된 여

성 마우스의 시도된 새끼들의 퍼센트 생존율을 나타낸다. 

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

백신 [0136]

연구에서 사용된 GBS 1가 백신은 모두 CRM197에 컨쥬게이션된다. [0137]

모든 연구에 사용된 GBS 3가 백신은 혈청형: Ia, Ib 및 III로부터 유래된 캡슐 다당류로 구성되며, 각각 CRM197[0138]

에 컨쥬게이션된다. 

연구 1[0139]

신생아 도전 모델에서 마우스 보호의 수준 (Maione et al., Science 1 July 2005: vol. 309 no. 5731 pp. 148-[0140]

150)을 조사하였다. 알루미늄 염 (400μg)으로 보조된 GBS 1가 백신 (1μg 항원)의 3회 용량을 모체에 제공하였

다. 테스트된 GBS 1가 백신은 GBS Ia, Ib, II, III 및 V였으며, 각각 CRM197에 컨쥬게이션되었다. 결과는 도 1
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에서 나타난다. 

OPK 검정을 또한 수행하였고, 결과는 도 2에서 나타난다. 백신의 효능을 평가하기 위한 실행 가능한 접근법은[0141]

GBS의 경우에 혈청 항체의 옵소닌화(opsonizing) 활성인 보호의 대용물을 사용하는 것이다. 

옵소닌에 의한 식균 작용(opsonophagocytosis) 살해 검정은 보체의 존재시 작용기 세포에 의한 살해를 위해 GBS[0142]

를 옵소닌화하는 혈청 항체의 능력을 측정한다. 일반적으로, ELISA IgG Ab와 OPK 역가 사이에 양호한 연관성이

있다. GBS II 및 GBS V에 의한 보호 및 OPA 수준은 GBS Ia, Ib 및 III에 의한 것과 비슷한 것으로 볼 수 있다. 

연구 2[0143]

마우스를  알루미늄  염  (400μg)으로  보조된  1가  또는  다가  백신  (각  항원의  1μg)의  3회  용량으로[0144]

면역화하였다. 테스트된 백신은 (1) GBS V, (2) GBS V 및 GBS 3가 백신을 함유하는 4가 백신, 및 (3) GBS II,

GBV 및 GBS 3가를 함유하는 5가 백신이었다. 마우스를 음성 대조군으로서 알루미늄 염 단독으로 면역화하였다.

ELISA 및 OPK 검정 (타입 V CJB 111 균주 사용)을 수행하였다 (2번 반복됨).

이 실험들의 결과는 도 3에서 나타난다. GBS V와 다른 항원들 사이에서 유의한 면역 간섭이 관찰되지 않았다. [0145]

면역화된 마우스는 GBS V로 도전하였고, 결과는 표 1에서 제공된다. [0146]

표 1

GBS 타입 V 균주 (타입 V CJB111)에 대한 도전의 결과[0147]

GBS V로 도전

항원 보호됨＼치료됨 % 보호

PBS 39/100 39

CRM-V 108/119 91

CRM-Ia/Ib/III 

　

32/102 31

CRM-Ia/Ib/III + CRM-V 60/70 86

CRM-Ia/Ib/III + CRM-II + CRMV-V 89/95 94

연구 3[0148]

마우스는 알루미늄 염 (400μg)로 보조된 1가 또는 다가 백신 (각 항원의 1μg)의 3회 용량으로 면역화되었다.[0149]

테스트된 백신은 (1) GBS II, (2) GBS II 및 GBS 3가 백신을 함유하는 4가 백신, 및 (3) GBS II, GBV 및 GBS 3

가 백신을 함유하는 5가 백신이었다. 마우스는 음성 대조군으로서 알루미늄 염 단독으로 면역화되었다. ELISA

및 OPK 검정 (타입 II 5401 균주 사용)이 수행되었다 (2회 반복됨).

결과들은 도 4에서 나타난다. GBS II와 다른 항원들 사이에서 유의한 면역 간섭이 관찰되지 않았다. [0150]

면역화된 마우스는 GBS II로 도전하였고, 결과는 표 2에서 제공된다. [0151]

표 2

GBS 타입 II 균주 (타입 II 5401)에 대한 도전의 결과[0152]

GBS II로 도전

항원 보호됨/치료됨 % 보호

PBS 37/120 31

CRM-II 55/80 69

CRM-Ia/Ib/III 　 15/100 15

CRM-Ia/Ib/III + CRM-II 72/99 73

CRM-Ia/Ib/III + CRM-II + CRM-V 62/129 48

연구 4[0153]

마우스는 알루미늄 염 (400μg)으로 보조된 3가 또는 5가 백신 (각 항원의 1μg)의 3회 용량으로 면역화되었다.[0154]

테스트된 백신은 (1) GBS II, (2) GBS 3가 백신 (CRM197 컨쥬게이션된 GBS Ia, Ib 및 III), (3) GBS 4가 백신
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(CRM197 컨쥬게이션된 GBS Ia, Ib, II 및 III 또는 CRM197 컨쥬게이션된 GBS Ia, Ib, 및 III + TT 컨쥬게이션

된 GBS II) 및 (4) (CRM197 컨쥬게이션된 GBS Ia, Ib, II, III 및 V 또는 CRM197 컨쥬게이션된 GBS Ia, Ib, 및

III + TT 컨쥬게이션된 GBS II 및 V) 함유하는 5가 백신이었다. 마우스는 음성 대조군으로서 알루미늄 염 단독

으로 면역화되었다. ELISA 및 OPK 검정 (타입 II 5401 균주 사용)을 수행하였다 (2회 반복됨). 

면역화된 마우스는 GBS II로 도전하였고, 결과는 표 3에서 제공된다. [0155]

표 3

GBS 타입 II 균주 (타입 II 5401)에 대한 도전의 결과[0156]

GBS II로 도전

항원 보호됨/치료됨 % 보호

PBS 19/60 31%

CRM-II 23/30 77%

CRM-Ia/Ib/III 　 8/30 26%

CRM-Ia/Ib/III + CRM-II 40/50 80%

CRM-Ia/Ib/III + CRM-II + CRM-V 32/77 41%

CRM-Ia/Ib/III + TT-II 62/77 80%

CRM-Ia/Ib/III + TT-II + TT-V 75/77 97%

연구 5[0157]

마우스를 알루미늄 염 (400μg)으로 보조된 3가 또는 5가 백신 (각 항원의 1μg)의 3회 용량으로 면역화하였다.[0158]

ELISA 및 OPK 검정 (타입 II 5401 균주 사용)을 수행하였다 (2회 반복됨). 

결과는 도 5A 및 5B에서 나타난다. 3가 및 5가 백신 사이에서 유의한 간섭이 관찰되지 않았다. [0159]

컨쥬게이트 Ia, Ib 및 III의 면역원성 및 보호는 PS-II 및 V의 추가에 의해 영향을 받지 않는다. 5가 제형에서[0160]

각 PS에 대하여 비슷한 ELISA 및 OPK 역가.

연구 6[0161]

상이한 담체 단백질에 컨쥬게이션된 GBS 당류의 면역원성을 조사하였다. [0162]

마우스를 CRM197 ("CRM") 또는 파상풍 변독소 ("TT")에 컨쥬게이션된 GBS II 및/또는 V를 함유하는 조성물로 면[0163]

역화하였다. GBS V에 대한 항체 역가를 ELISA로 분석하였다. 결과는 도 6 및 7에서 나타난다. 마우스를 음성 대

조군으로서 PBS/알루미늄 염 단독으로 면역화하였다. 

CRM 및 TT 컨쥬게이트 둘 다가 해당 항원에 대하여 유의한 면역 반응을 제공한다고 볼 수 있다. GBS II에 대하[0164]

여, 다가 백신에서 GBS II 및 다른 항원들 사이에서 유의한 면역 간섭이 관찰되지 않았으며, 그것이 CRM 또는

TT에 컨쥬게이션되는지와 상관 없다. GBS V와 유사하게, 다가 백신에서 GBS V 및 다른 항원들 사이에서 유의한

면역 간섭이 관찰되지 않았으며, 그것이 CRM 또는 TT에 컨쥬게이션되는지와 상관 없다.

연구 7 [0165]

시알산 구성요소의 기여를 조사하기 위해, CRM197에 컨쥬게이션된 스트렙토코쿠스 아갈락티애 캡슐 다당류 항원[0166]

Ia, Ib 및 II를 테스트하였다. 상이한 시알산 함량을 가진 백신 로트를 제조하여 마우스를 면역화하고 마우스

모체 면역화/신생아 도전 모델에서 GBS에 대하여 IgG 역가, 유발된 항체의 기능적 활성 및 유도된 보호를 결정

하기 위해 사용하였다. 100% 내지 < 5%의 상이한 시알산 함양을 가진 다당류-CRM197 컨쥬게이트의 1가 로트를

약산성 조건 (예를 들어, pH 4.75 80℃에서 상이한 배양 시간 동안)에서 원래의 컨쥬게이트의 처리에 의해 생산

하였다. 성능을 IVRP로 평가하였다. 탈시알릴화된 로트로 면역화된 마우스의 혈청을 각각 백신 면역원성 및 유

도된 항체의 기능적 활성을 테스트하기 위해 ELISA 및 옵소닌에 의한 식균 작용 검정 (OPKA)으로 분석하였다.

백신을 받는 여성 마우스에서 태어난 새끼들의 보호를 연구하기 위해 생존율 실험을 또한 실행하였다. 

간략히 말하면,  GBS  컨쥬게이트를 중수소화된 나트륨 아세테이트의 처리로 탈시알릴화하였다.  시알산 함량을[0167]

NMR 기술로 관찰하였다. 모든 조제물에 대하여, 3mg의 컨쥬게이트 (총 당류 함량에 의해 결정됨)를 진공 조건

(Genevac mod. EZ-2 Plus) 하에서 건조하였고 pH 4.75에서 중수소화된 (D20 - Aldrich 151882-100G 로트 번호

STBC04462V) 50mM 나트륨 아세테이트 (Sigma S80750-500G 로트 번호 050M0213V) 3 mL에서 용해시켰다; 혼합물

공개특허 10-2015-0073943

- 21 -



을 80℃에서 상이한 시간에 배양하였고 획득한 조제물의 앨리쿼트(aliquot)를 다음과 같이 특성화하였다: (1)

결합된/자유 시알산 함량의 비율을 측정하기 위한 1H NMR 분석, (2) 갈락토스 (Gal) 결정에 기초한 당류 함량의

추정, (3) 단백질 함량의 결정, (4) SDS-PAGE 분석 및 (5) 모세관 전기영동(Capillary Electrophoresis) (데이

터 미도시). 

100% (원래의 untreated material) 내지 0%의 상이한 SA를 갖는 다당류-CRM197 컨쥬게이트의 1가 로트를 Alumd[0168]

에서 제형화하였고 제1 일 및 제21 일에 복강 내 (i.p.) 주사로 5주령 CD1 여성 마우스의 군에 투여하였다. 제

21 일에 두 번째 면역화 후, 여성을 교미시켰고 새끼들에게 같은 혈청형의 GBS (혈청형 Ia에 대하여 GBS 090,

Ib에 대하여 GBS H36b 및 혈청형 III에 대하여 GBS M781)의 LD90 용량으로 도전하였다. 치사율을 도전 후 3일

동안 매일 기록하였다. 백신 면역원성을 혈청형 특이적 항원 (Ia, Ib 및 III) 각각에 대한 항체의 존재에 대하

여 최종 백신 주사 후 2주에 수거된 혈청을 분석함으로써 테스트하였다. 각 다당류에 대한 특이적 IgG 항체 역

가를 ELISA로 정량하였다. 기능적 항체 활성을 옵소닌에 의한 식균 작용 검정 (OPKA)을 사용하여 및 신생아 도

전에 의해 같은 백신을 받는 동물의 혈청의 풀(pool)에 대하여 평가하였다. 

다당류 Ia-CRM197에 대하여, 1μg 백신 용량으로 면역화된 동물의 IgG 역가는 < 5%를 제외하고 모든 샘플과 유[0169]

사하였는데, 이것은 원래의 다당류와 비교하여 약 4배의 통계적으로 유의한 감소를 일으켰다 (P=0.0067, 만 휘

트니 테스트(Mann Whitney test)). 항체 기능 활성의 감소는 19% 및 < 5% (OPKA 살해) 및 < 5% 시알산 함량

(생존)에서 인정될 수 있다. IVRP 결과에 관하여, 33% 이하의 시알산 함량을 가진 샘플의 성능 값은 10배 이상

감소하였다 (도 8).

다당류 Ib-CRM197에 대하여, 5% 미만의 SA를 함유하는 샘플은 더 높은 시알산 함량을 가진 샘플과 비교하여 더[0170]

낮은 ELISA 역가, OPKA 역가 및 생존율을 유발하였다 (도 9). 

다당류 III-CRM197에 대하여, IgG GMT 대 PS III는 더 높은 SA 함량을 가진 샘플로 면역화된 것들과 비교하여[0171]

66% 미만의 SA를 함유하는 샘플을 받는 동물에서 유의하게 더 높다 (P ≤ 0.01 만-휘트니 테스트). 기능적 항체

의 수준은 1μg 용량의 원래의 및 탈시알릴화된 샘플을 받는 동물에서 유사하였다. 하지만, 차이는 0.2 ug 용량

의 컨쥬게이트를 받는 동물에서 인식 가능하였는데, OPKA 역가는 39% SA의 샘플을 받는 동물에서 크게 감소하였

고 24% SA 하에서는 생존율이 더 낮았다 (도 10).

연구 8[0172]

시알산 함량의 기여를 조사하기 위해, CRM197에 컨쥬게이션된 스트렙토코쿠스 아갈락티애 캡슐 다당류 항원 V를[0173]

테스트하였다. 다른 시알산 함량을 가진 백신 로트를 제조하여 마우스를 면역화하기 위해 사용하였다. 100% 내

지 25%의 상이한 시알산 함량을 가진 다당류-CRM197 컨쥬게이트의 1가 로트를 약산성 조건에서 원래의 컨쥬기에

트의 처리에 의해 생산하였다 (예를 들어, pH 4.75 80℃에서 상이한 배양 시간 동안).

[0174]
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NeuNAc의 제거는 마우스에서 백신 접종에 이은 보호에 영향을 주는 것으로 나타난다. 이 실험들은 NeuNAc의 함[0175]

량이 75% 이상인 다당류 타입 V 컨쥬게이트가 유용하다고 제안한다. 

[0176]

다당류 V-CRM197 탈시알릴화된 다당류 컨쥬게이트의 면역원성은 반대로 그것의 교차-결합 수준에 비례한다. 따[0177]

라서, 면역원성 조성물이 다당류 타입 V, 특히 탈시알릴화된 다당류를 포함할때, 더 낮은 단백질:다당류 교차결

합 수준을 가진 컨쥬게이트가 유익할 수도 있다. 

본 발명이 실시예의 방법으로만 설명되었고 변형이 이루어질 수도 있지만 본 발명의 범위 및 사상 내에 유지된[0178]

다. 
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