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(57)【要約】
ストレプトコッカス・アガラクティエ（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ａｇａｌａｃｔｉ
ａｅ）の莢膜糖を用いて使用される３つの複合方法。第１の方法では、酸化されたシアル
酸残基側鎖の還元アミノ化を使用するが、そのアルデヒド基を最初にアミノ化し、次いで
得られたアミンを担体にリンカーによって連結する。第２の方法では、シアル酸残基及び
／又はＮ－アセチル－グルコサミン残基を脱－Ｎ－アセチル化してアミン基を得、該アミ
ン基を担体タンパク質にリンカーによって連結する。第３の方法では、結合は、シアル酸
残基よりもむしろ莢膜糖のガラクトース残基によるものであって、ガラクトースオキシダ
ーゼを使用して都合よく達成することができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ストレプトコッカス・アガラクティエ莢膜糖と担体分子との複合体の製造方法であって
、該方法は、
　（ａ）ストレプトコッカス・アガラクティエ莢膜糖を酸化して、該糖の少なくとも１個
の末端シアル酸残基にアルデヒド基を導入する工程；
　（ｂ）該アルデヒド基を、アンモニア又は第１級アミンを用いて還元アミノ化に供して
、－ＣＨ２－結合アミンを得る工程；
　（ｃ）該－ＣＨ２－結合アミンを二官能性リンカーと反応させて、活性化糖を得る工程
；そして
　（ｄ）該活性化糖を担体分子と反応させ、それによって該複合体を得る工程、
を包含する、方法。
【請求項２】
　リンカー部分によって担体に結合されたストレプトコッカス・アガラクティエ莢膜糖部
分を含む複合体であって、該リンカー部分が該莢膜糖部分のシアル酸残基に結合されてい
る、複合体。
【請求項３】
　請求項１に記載の方法によって得ることができる、請求項２に記載の複合体。
【請求項４】
　前記糖がＧＢＳ血清型Ｉａ、Ｉｂ、ＩＩ、ＩＩＩ又はＶの１つに由来する、請求項１～
３のいずれか１項に記載の複合体又は方法。
【請求項５】
　前記糖がその天然型を有する、請求項１～４のいずれか１項に記載の複合体又は方法。
【請求項６】
　前記糖がその天然莢膜糖よりも短い、請求項１～４のいずれか１項に記載の複合体又は
方法。
【請求項７】
　前記糖が天然莢膜糖に関して化学的に修飾される、請求項１～４のいずれか１項に記載
の複合体又は方法。
【請求項８】
　前記糖が脱－Ｏ－アセチル化される（部分的又は完全に）、請求項７に記載の複合体又
は方法。
【請求項９】
　前記糖が脱－Ｎ－アセチル化される（部分的又は完全に）、請求項７に記載の複合体又
は方法。
【請求項１０】
　前記担体がジフテリアトキソイド、破傷風トキソイド、ＣＲＭ１９７、ヒト血清アルブ
ミン、種々の病原体由来抗原に由来する複数のヒトＣＤ４＋Ｔ細胞エピトープを含む人工
タンパク質、ヘモフィルス・インフルエンザ由来のプロテインＤ、又はストレプトコッカ
ス・アガラクティエタンパク質である、請求項１～９のいずれか１項に記載の複合体又は
方法。
【請求項１１】
　前記担体が前記糖に該担体の－ＮＨ２基によって結合される、請求項１～１０のいずれ
か１項に記載の複合体又は方法。
【請求項１２】
　前記複合体が１：５～５：１の糖：タンパク質比（ｗ／ｗ）を有する、請求項１～１１
のいずれか１項に記載の複合体又は方法。
【請求項１３】
　アルデヒド基が全シアル酸単糖単位の５％～５０％に導入される、請求項１～１２のい
ずれか１項に記載の複合体又は方法。
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【請求項１４】
　複合後に、遊離糖及び複合糖を分離する、請求項１～１３のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項１５】
　工程（ａ）が前記アルデヒドを化学的に導入する、請求項１～１４のいずれか１項に記
載の方法。
【請求項１６】
　工程（ａ）が近接ヒドロキシドを酸化するために過ヨウ素酸塩の使用を含む、請求項１
５に記載の方法。
【請求項１７】
　還元アミノ化がアンモニア又は第１級アミン（ＮＨ２Ｒ）のいずれかを含む、請求項１
～１６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１８】
　還元アミノ化がアンモニウム塩を還元剤と共に含む、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記二官能性リンカーがヘテロ二官能性である、請求項１～１８のいずれか１項に記載
の方法。
【請求項２０】
　前記二官能性リンカーがホモ二官能性である、請求項１～１８のいずれか１項に記載の
方法。
【請求項２１】
　前記糖及び前記担体の両方との反応がアミンを含み、且つ該リンカーが式Ｘ－Ｌ－Ｘを
有し、ここで、２つの基Ｘは相互に同じであり且つ該アミンと反応することができ；そし
てＬは該リンカーの結合性部分である、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　ＸがＮ－オキシスクシンイミドである、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　前記リンカーがアジピン酸Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドジエステルである、請求項２
２に記載の方法。
【請求項２４】
　前記糖を、必要ならば、還元アミノ化に先立って実質的に全部再－Ｎ－アセチル化する
、請求項１～２３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２５】
　個々の糖が多数の担体に結合される、請求項１～２４のいずれか１項に記載の方法又は
複合体。
【請求項２６】
　ストレプトコッカス・アガラクティエ莢膜糖と担体分子との複合体の製造方法であって
、該方法は、
　（ａ）該莢膜糖を脱－Ｎ－アセチル化して、脱－Ｎ－アセチル化された糖を得る工程；
　（ｂ）該脱－Ｎ－アセチル化された糖を二官能性リンカーと反応させて、活性化糖を得
る工程；そして
　（ｃ）該活性化糖を担体分子と反応させ、それによって該複合体を得る工程、
を包含する、方法。
【請求項２７】
　莢膜糖と担体分子との複合体の製造方法であって、該方法は、
　（ａ）該莢膜糖の少なくとも１個のガラクトース残基にアルデヒド基を導入するために
、該莢膜糖を酸化して、修飾されたガラクトース残基を得る工程；そして
　（ｂ）該修飾されたガラクトース残基を担体分子に連結する工程、
を包含する、方法。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本明細書で引用した全ての文献は、その全体を参照することにより援用する。
【０００２】
　本発明は、複合糖質を形成するために細菌性莢膜糖を担体に複合させる分野に入る。複
合糖質は、免疫処置に有用である。
【背景技術】
【０００３】
　細菌の莢膜糖は、莢膜を有する細菌に対するワクチンに長年使用されている。しかし、
糖質はＴ細胞非依存性抗原であるので、免疫原性が低い。担体への複合は、Ｔ細胞非依存
性抗原をＴ細胞依存性抗原に転化させることができ、それによって記憶応答を高め且つ防
御免疫を発達させる。従って、最も有効な糖質ワクチンは、複合糖質に基づくものであり
、始原型複合ワクチンはヘモフィルス・インフルエンザ（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎ
ｆｌｕｅｎｚａｅ）ｂ型（「Ｈｉｂ」）に対するものであった［例えば、非特許文献１（
参考文献７８）の第１４章参照］。
【０００４】
　複合ワクチン用に記載されている別の細菌は、ストレプトコッカス・アガラクティエ（
Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ａｇａｌａｃｔｉａｅ）であり、「Ｂ群連鎖球菌」として
、又は単に「ＧＢＳ」としても知られている。この研究の多くは、Ｄｅｎｎｉｓ　Ｋａｓ
ｐｅｒとその同僚達によって行われており、参考文献１～９などの文献に記載されている
。ＧＢＳ糖の複合のためのＫａｓｐｅｒ法は、典型的には、精製された糖を破傷風トキソ
イド（ＴＴ）又はＣＲＭ１９７などの担体タンパク質に還元アミノ化することを含む［非
特許文献２（参考文献２）］。この還元アミノ化は、担体のアミノ酸の側鎖のアミン基及
び糖のアルデヒド基を含む。ＧＢＳ莢膜糖類はこれらの天然型にアルデヒド基を含有して
いないので、この場合にはアルデヒド基は、図１に示すように、複合の前に糖のシアル酸
残基の一部の過ヨウ素酸酸化によって生成する［非特許文献２（参考文献２）、特許文献
１（参考文献１０）］。
【０００５】
　ＧＢＳ血清型Ｉａ、Ｉｂ、ＩＩ、ＩＩＩ、及びＶのそれぞれについてこのよう方法で調
製された複合ワクチンは、ヒトにおいて安全であり、免疫原性であることが明らかにされ
ている［非特許文献３（参考文献１１）］が、ＧＢＳ莢膜糖の複合体を調製する別のより
良い方法に対する要求が依然としてある。
【特許文献１】米国特許第４３５６１７０号明細書
【非特許文献１】ＰｌｏｔｋｉｎおよびＯｒｅｎｓｔｅｉｎら編、Ｖａｃｃｉｎｅｓ（２
００４年）ＩＳＢＮ　０－７２１６－９６８８－０
【非特許文献２】Ｗｅｓｓｅｌｓら、Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｉｎｖｅｓｔ（１９９０）８６：１
４２８～３３
【非特許文献３】ＰａｏｌｅｔｔｉおよびＫａｓｐｅｒ　Ｅｘｐｅｒｔ　Ｏｐｉｎ　Ｂｉ
ｏｌ　Ｔｈｅｒ　３：９７５～８４
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　（発明の開示）
　本発明は、従来技術に開示されている直接還元アミノ化の代わりに使用できる３つの複
合方法に基づく。これらの方法は全て、（ａ）シアル酸残基を従来技術よりも天然多糖に
見られる型に近い型で保持すること、及び（ｂ）担体に対する結合を向上させるために、
複合化反応においてリンカーの使用を可能にすることを目的とする：
・　第１の方法では、酸化されたシアル酸残基側鎖の還元アミノ化を使用するが、アルデ
ヒド基を最初にアミノ化し、次いで得られたアミンを担体にリンカーによって結合する。
この方法は、図２の「経路Ａ」に示される。
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・　第２の方法では、シアル酸残基及び／又はＮ－アセチル－グルコサミン残基を脱－Ｎ
－アセチル化してアミン基を得、アミン基を担体タンパク質にリンカーによって結合する
。この方法は、図２の「経路Ｂ」に示される。
・　第３の方法では、結合は、シアル酸残基よりもむしろ莢膜糖のガラクトース残基によ
る。この方法は、シアル酸残基によって形成されるキーエピトープを分解することを回避
する。
【０００７】
　従って、第１の態様において、本発明は、ストレプトコッカス・アガラクティエ（Ｓ．
　ａｇａｌａｃｔｉａｅ）莢膜糖と担体分子との複合体の製造方法であって、（ａ）スト
レプトコッカス・アガラクティエ莢膜糖を酸化して、糖の少なくとも１個の末端シアル酸
残基にアルデヒド基を導入し；（ｂ）該アルデヒド基を、アンモニア又は第１級アミンを
用いて還元アミノ化に供して－ＣＨ２－結合アミンを得；（ｃ）該－ＣＨ２－結合アミン
を二官能性リンカーと反応させて、活性化糖を得；そして（ｄ）活性化糖を担体分子と反
応させ、それによって複合体を得る工程を含む方法を提供する。本発明はまた、リンカー
部分によって担体に結合されたストレプトコッカス・アガラクティエ莢膜糖部分を含み、
リンカー部分が莢膜糖部分のシアル酸残基に結合されている複合体を提供する。
【０００８】
　第２の態様において、本発明は、ストレプトコッカス・アガラクティエ莢膜糖と担体分
子との複合体の製造方法であって、（ａ）莢膜糖を脱－Ｎ－アセチル化して、脱－Ｎ－ア
セチル化糖を得；（ｂ）脱－Ｎ－アセチル化された糖を二官能性リンカーと反応させて、
活性化糖を得；そして（ｃ）該活性化糖を担体分子と反応させて、それによって複合体を
得る工程を含む方法を提供する。該方法は、工程（ａ）と（ｂ）との間に、糖の部分的再
Ｎ－アセチル化の工程を含んでいてもよい。
【０００９】
　第３の態様において、本発明は、莢膜糖と担体分子との複合体の製造方法であって、（
ａ）莢膜糖を酸化して該糖の少なくとも１個のガラクトース残基にアルデヒド基を導入し
て、修飾されたガラクトース残基を得；そして（ｂ）修飾されたガラクトース残基を担体
分子に連結させる工程を含む方法を提供する。工程（ｂ）での連結は、直接であってもよ
いし、又はリンカー分子によるものであってもよい。本発明はまた、担体にリンカー部分
を介して結合された莢膜糖部分を含み、リンカー部分が莢膜糖部分のガラクトース残基に
結合されている複合体を提供する。ガラクトース残基の酸化は、ストレプトコッカス・ア
ガラクティエ莢膜糖の複合に特に有用であるが、この方法はまた、例えば髄膜炎菌（Ｎｅ
ｉｓｓｅｒｉａ　ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓ）（血清群Ｗ１３５）、コレラ菌（Ｖｉｂｒ
ｉｏ　ｃｈｏｌｅｒａｅ）（例えば、０１３９）、肺炎桿菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐ
ｎｅｕｍｏｎｉａｅ）（例えば、Ｋ２１）、大腸菌（例えば、Ｋ５２）、肺炎連鎖球菌（
Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）（例えば、型１８Ｃ）などにおい
てガラクトース含有莢膜糖を有するその他の細菌と共に使用するのにも適している。この
方法は、ガラクトース含有リポ多糖及びリポオリゴ糖と共に使用することもできる。ガラ
クトースが糖の末端残基である場合に特に有用である。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１０】
　莢膜糖
　本発明は、ストレプトコッカス・アガラクティエの莢膜糖に基づく。莢膜多糖は、ＧＢ
Ｓのペプチドグリカン主鎖に共有結合しており、ペプチドグリカン主鎖に結合している別
の糖であるＢ群抗原と異なる。
【００１１】
　ＧＢＳ莢膜多糖は、化学的には関連があるが、抗原的には極めて異なる。全てのＧＢＳ
莢膜多糖は、次の三糖コア：
　　β－Ｄ－ＧｌｃｐＮＡｃ（１→３）β－Ｄ－Ｇａｌｐ（１→４）β－Ｄ－Ｇｌｃｐ
を共有する。
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【００１２】
　種々のＧＢＳ血清型は、このコアが修飾される方法によって異なる。血清型ＩａとＩＩ
Ｉとの間の違いは、例えば、連続した三糖コアを結合するためのこのコアにＧｌｃＮＡｃ
（Ｉａ）又はＧａｌ（ＩＩＩ）のいずれかを使用することに起因する（図４）。血清型Ｉ
ａ及びＩｂは両方共に、コアのＧｌｃＮＡｃに結合された［α－Ｄ－ＮｅｕｐＮＡｃ（２
→３）β－Ｄ－Ｇａｌｐ（１→］二糖を有するが、その結合は１→４（Ｉａ）又は１→３
（Ｉｂ）である。
【００１３】
　ＧＢＳ関連疾患は、主として血清型Ｉａ、Ｉｂ、ＩＩ、ＩＩＩ、ＩＶ、Ｖ、ＶＩ、ＶＩ
Ｉ及びＶＩＩＩに起因し、その９０％を超える疾患は、５つの血清型：Ｉａ、Ｉｂ、ＩＩ
、ＩＩＩ及びＶによって引き起こされる。本発明は、好ましくはこれら５つの血清型の１
つからの糖を使用する。図３に示すように、これらの５つの血清型のそれぞれの莢膜糖は
、（ａ）全ての場合においてガラクトース残基に２→３で結合されている末端Ｎ－アセチ
ル－ノイラミン酸（ＮｅｕＮＡｃ）残基（一般にシアル酸と呼ばれる）；及び（ｂ）三糖
コア内にＮ－アセチル－グルコサミン残基（ＧｌｃＮＡｃ）を含む。
【００１４】
　５つの糖は全て、三糖コア内にガラクトース残基を含むが、血清型Ｉａ、Ｉｂ、ＩＩ及
びＩＩＩもまたそれぞれの反復単位に追加のガラクトース残基を含有し、血清型ＩＩの糖
は反復単位当たり３個のガラクトース残基を含有する。本発明の第３の態様において、複
合化反応に関与するガラクトース残基は、三糖コア内の残基であってもよいし又は三糖コ
ア外の残基であってもよい。単一の糖分子が多数の担体分子に結合される場合には、結合
は種々の結合された反復単位に同様に配置されたガラクトースを含むことが好ましいが、
異なる反復単位に種々に別々に配置されたガラクトース残基に結合することもできる。
【００１５】
　本発明に従って使用される糖類は、その天然型であってもよいし、又は修飾されていて
もよい。例えば、糖は、天然の莢膜糖よりも短くてもよいし、又は化学修飾されていても
よい。
【００１６】
　従って、本発明に従って使用される糖は、天然に見出されるように実質的に完全な長さ
の莢膜多糖であってもよいし、又は天然の長さよりも短くてもよい。完全な長さの多糖は
、本発明で使用される短い断片を得るために、例えば弱酸中での加水分解によって、加熱
によって、サイズクロマトグラフィーなどによって解重合させてもよい。鎖長はウサギに
おいてＧＢＳ糖の免疫原性に影響を及ぼすことが報告されている［４］。
【００１７】
　エンド－β－ガラクトシダーゼによる血清型ＩＩＩ莢膜糖の解重合が、例えば破傷風ト
キソイド担体と複合体を形成するために、解重合された物質を使用することを含めて、報
告されている［参考文献１及び４～６］。ＧＢＳ血清型ＩＩ、ＩＩＩ及びＶＩＩＩ由来の
莢膜多糖のオゾン分解も解重合に使用されている［１２］。＞３０ｋＤａのＭＷをもつ糖
を使用することが好ましく、実質的に完全な長さの莢膜多糖を使用することができる。血
清型Ｉａについては、～１４５ｋＤａまでのＭＷをもつ多糖を使用することが好ましい。
血清型Ｉｂについては、～５０ｋＤａまでのＭＷをもつ多糖を使用することが好ましい。
血清型ＩＩＩについては、～５０ｋＤａまでのＭＷをもつ多糖を使用することが好ましい
。これらの分子量は、デキストラン標準、例えばＰｏｌｙｍｅｒ　Ｓｔａｎｄａｒｄ　Ｓ
ｅｒｖｉｃｅから入手できるデキストラン標準に対してゲル濾過によって測定することが
できる［１３］。
【００１８】
　糖は、天然に見出されるように莢膜糖に関して化学修飾されていてもよい。例えば、糖
は脱－Ｏ－アセチル化されていてもよく（部分的に又は完全に）、脱－Ｎ－アセチル化等
されていてもよく（部分的又は完全に）、Ｎ－プロピオン化されていてもよい（部分的又
は完全に）。脱アセチル化は、複合化の前に、間に又は後に生じてもよいが、複合化の前
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に生じることが好ましい。具体的な糖に応じて、脱アセチル化は、免疫原性に影響を及ぼ
してもよいし又は及ぼさなくてもよく、例えばＮｅｉｓＶａｃ－Ｃ（商標）ワクチンは脱
－Ｏ－アセチル化された糖を使用し、これに対してＭｅｎｊｕｇａｔｅ（商標）は、アセ
チル化されるが、両方のワクチンが有効である。種々の血清型におけるＧＢＳ糖に対する
Ｏ－アセチル化の関連性が参考文献１４で論じられており、複合化の前に、間に又は後に
、例えば保護／脱保護によって、再アセチル化などによって７位、８位及び／又は９位の
シアル酸残基のＯ－アセチル化を保持することが好ましい。脱アセチル化などの効果は、
常用のアッセイで評価することができる。
【００１９】
　莢膜糖は、本明細書における参考文献に記載されるように、公知の方法で精製すること
ができる。典型的な方法としては、塩基抽出、遠心分離、濾過、ＲＮアーゼ／ＤＮアーゼ
処理、プロテアーゼ処理、濃縮、サイズ排除クロマトグラフィー、限外濾過、陰イオン交
換クロマトグラフィー、及び別の限外濾過が挙げられる。酵素ムタノリシン（これは、細
菌細胞壁を切断して細胞壁成分を取り除く）を用いたＧＢＳ細胞の処理も有用である。
【００２０】
　別法として、参考文献１５に記載された精製方法を使用することができる。これは、塩
基抽出、エタノール／ＣａＣｌ２処理、ＣＴＡＢ沈降、及び再可溶化を含む。
【００２１】
　本発明は、天然源から精製された糖類に限定されないが、糖類は他の方法、例えば全合
成又は部分合成によって得てもよい。
【００２２】
　担体
　本発明は、担体分子（これは典型的にはタンパク質である）の使用を含む。一般的に、
担体に対する糖類の共有結合による複合は、それが糖類をＴ細胞非依存性抗原からＴ細胞
依存性抗原に転化させることから、糖類の免疫原性を高め、従って免疫記憶を与える（ｐ
ｒｉｍｉｎｇ）ことを可能にする。複合は、小児用ワクチンに特に有用であり［例えば、
参考文献１６］、周知の技術である［例えば、参考文献１７～２５に記載されている］。
【００２３】
　好ましい担体タンパク質は、細菌毒素又はトキソイド、例えばジフテリアトキソイド又
は破傷風トキソイドである。ジフテリア毒素のＣＲＭｌ９７突然変異体［２６～２８］は
、ジフテリアトキソイドであるので、特に好ましい担体である。他の適当な担体タンパク
質としては、髄膜炎菌外膜タンパク質［２９］、合成ペプチド［３０、３１］、熱ショッ
クタンパク質［３２、３３］、百日咳タンパク質［３４、３５］、サイトカイン類［３６
］、リンホカイン類［３６］、ホルモン類［３６］、増殖因子類［３６］、ヒト血清アル
ブミン（好ましくは、組換え体）、種々の病原体由来抗原からの複数のヒトＣＤ４＋Ｔ細
胞エピトープを含有する人工タンパク質［３７］、例えばＮ１９［３８］、ヘモフィルス
・インフルエンザ（Ｈ．ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ）由来のタンパク質Ｄ［３９、４０］、肺
炎球菌表面タンパク質ＰｓｐＡ［４１］、肺炎球菌溶血素［４２］、鉄取り込みタンパク
質［４３］、クロストリジウム・デフィシレ（Ｃ．　ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ）由来の毒素Ａ
又はＢ［４４］、ＧＢＳタンパク質（以下を参照；特にＧＢＳ６７）［１９５］などが挙
げられる。
【００２４】
　担体に対する付着は、例えば担体タンパク質のリシン残基又はアルギニン残基の側鎖の
－ＮＨ２基によることが好ましい。糖が遊離アルデヒド基を有する場合には、これは担体
のアミンと反応して還元アミノ化によって複合体を形成することができる。本発明の第３
の態様は、糖における酸化されたガラクトース（それからアルデヒドが形成される）及び
担体又はリンカーにおけるアミンを必要とする還元アミノ化に基づくものであり得る。付
着はまた、例えばシステイン残基の側鎖の－ＳＨ基によるものであってもよい。
【００２５】
　例えば担体抑制の恐れを減らすために２個以上の担体タンパク質を使用することができ
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る。従って、種々の担体タンパク質を種々のＧＢＳ血清型に使用することができ、例えば
血清型Ｉａ糖はＣＲＭ１９７に複合させ得、一方で血清型Ｉｂ糖は破傷風トキソイドに複
合させ得る。特定の糖抗原に２種以上の担体タンパク質を使用することもでき、例えば血
清型ＩＩＩ糖は２つの群にあり得、そのあるものはＣＲＭ１９７に複合し、他方は破傷風
トキソイドに複合する。しかし、一般的に、全ての糖に同じ担体タンパク質を使用するこ
とが好ましい。
【００２６】
　単一の担体タンパク質は、２以上の糖抗原を担持し得る［４５、４６］。例えば、単一
の担体タンパク質は、それを血清型Ｉａ及びＩｂ由来の糖を複合していてもよい。この目
的を達成するために、種々の糖を複合化反応に先立って混合することができる。しかし、
一般的に、それぞれの血清群について別々の複合体を有することが好ましく、種々の糖が
複合後に混合される。別々の複合体は、同じ担体に基づくものであり得る。
【００２７】
　１：５（すなわち、過剰のタンパク質）～５：１（すなわち、過剰の糖）の間の糖：タ
ンパク質比（ｗ／ｗ）を有する複合体が好ましい。１：２～５：１の間の比が、１：１．
２５～１：２．５の間の比であるので、好ましい。１：１～４：１の間の比も好ましい。
より長い糖鎖について、過剰量の糖が典型的である。実施例に示すように、１：１～４：
１、特に１：１～３：１の間の重量比が、容易に達成できる。一般的に、本発明は、担体
に結合されたストレプトコッカス・アガラクティエ莢膜糖部分を含み、糖質：担体の重量
比が少なくとも２：１である複合体を提供する。
【００２８】
　組成物は、少量の遊離の担体を含有していてもよい［４７］。所定の担体タンパク質が
本発明の組成物に遊離形及び複合形の両方で存在する場合には、未複合形は、好ましくは
全体として組成物中の担体タンパク質の全体量の５％以下であり、さらに好ましくは２重
量％未満で存在する。
【００２９】
　複合後に、遊離糖及び複合糖は分離することができる。多数の適当な方法、例えば疎水
性クロマトグラフィー、接線限外濾過、膜分離法などがある［参考文献４８及び４９など
も参照］。
【００３０】
　本発明の組成物が解重合オリゴ糖を含有する場合には、解重合は複合に先立つことが好
ましい。
【００３１】
　アルデヒド基の導入
　本発明の第１の態様は、アルデヒドを形成するためのシアル酸の酸化を包含し、第３の
態様はアルデヒドを形成するためのガラクトースの酸化を包含する。次いで、アルデヒド
は、還元アミノ化などの反応に使用することができる。
【００３２】
　アルデヒドを得るためのヒドロキシルの酸化は、化学的に又は酵素的に達成することが
できる。これらの反応は、典型的には水性条件で行われるであろう。
【００３３】
　還元アミノ化のためのアルデヒド基を導入することを目的とした、ＧＢＳ糖におけるシ
アル酸の酸化方法は、当該技術では公知である［例えば、参考文献５０］。シアル酸中に
アルデヒドを生成させる典型的な反応は、隣接ヒドロキシドを酸化するために、過ヨウ素
酸塩、特にメタ過ヨウ素酸塩（例えば、メタ過ヨウ素酸ナトリウム又はカリウム、例えば
ＮａＩＯ４）の使用を包含する［１０］。過ヨウ素酸塩酸化は、少なくとも血清群ＩＩ［
３、５０］、ＩＩＩ［２］及びＶ［５０］について報告されている。その他の酸化条件、
例えば四酸化オスミウムなどの使用が使用できる。
【００３４】
　本発明の第３の態様では、酸化される－ＯＨは、Ｃ－６に結合されている第１級－ＯＨ
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（すなわち、第２級又は芳香族性－ＯＨ基ではない）であることが好ましい。従って、ガ
ラクトースをガラクトヘキソジアロースに転化させることが好ましい。これは、ガラクト
ースオキシダーゼを使用して、適当な供給源から〔例えば、フザリウム（Ｆｕｓａｒｉｕ
ｍ）菌、又はダクチリウム・デンドロイデス（Ｄａｃｔｙｌｉｕｍ　ｄｅｎｄｒｏｉｄｅ
ｓ）から〕都合よく達成することができる。酵素は、組換え体で使用できるし、又はその
天然源から精製することができる。ガラクトースオキシダーゼはＥＣ番号１．１．３．９
を有し、Ｄ－ガラクトース：酸素６－オキシドレダクターゼとしても知られている。この
酵素は、銅イオン補因子を使用し、シアン化物、ジエチルジチオカーバメート、アジド及
びヒドロキシルアミンで阻害することができ、それゆえに酸化に先立つこれらの試薬の使
用は回避されることが好ましい。ダクチリウム・デンドロイデス（Ｄ．　ｄｅｎｄｒｏｉ
ｄｅｓ）について最適なｐＨは、中性近辺であり、従って酸化に好ましいｐＨである。酵
素反応の生成物はＨ２Ｏ２（還元酸素）であり、この生成物の濃度は、例えばその存在が
糖に被害を与える場合には、制御することができる。
【００３５】
　従って、シアル酸及びガラクトースの両方について、好ましい酸化反応は、単糖中に末
端炭素原子、すなわち標準命名法による最も高い番号を付与された炭素を含有する。
【００３６】
　アルデヒド基を含有させるために転化される糖鎖の単糖サブユニットの割合は、種々の
反応条件により制御することができる。例えば、参考文献５０は、血清型ＩＩのＧＢＳ多
糖の制御された過ヨウ素酸塩酸化がガスクロマトグラフィー－質量分光分析により測定さ
れるようにシアル酸残基の７％の修飾をもたらし、さらに高い割合が血清型ＶのＧＢＳ多
糖について認められることを報告している。参考文献２は、血清型ＩＩＩについて２５％
の転化率を報告している。反応条件（例えば、時間、温度、濃度など）の予備的調査は、
所望の最終結果について最適な条件を見出すために行うことができる。
【００３７】
　一般的に、糖内の全シアル酸又はガラクトース単糖単位の５％～５０％（例えば１０～
４０％、好ましくは１５％～３０％；又は５％～２０％）にアルデヒド基を導入すること
が好ましい。さらに高い割合は、対応する免疫原性の増大なしに、取り扱うことがより困
難である糖類をもたらす。
【００３８】
　還元アミノ化
　本発明の第１の態様では、新しいアルデヒド基の還元アミノ化は、リンカーの結合用の
基を得るのに使用される。還元アミノ化はまた、リンカーを結合するために又は担体に直
接結合させるために、アルデヒド基が生成した後に本発明の第３の態様で使用することも
できる。還元アミノ化は、有機化学での標準的な技術であり、ワクチン用途の莢膜糖の複
合体の製造に広く使用されている。
【００３９】
　第１の態様では、還元アミノ化は、アンモニア又は第１級アミン（ＮＨ２Ｒ）を含む。
これは、アンモニウム塩（例えば塩化アンモニウム）を適当な還元剤（例えば、水素化シ
アノホウ素ナトリウムＮａＢＨ３ＣＮなどの水素化シアノホウ素；ボラン－ピリジン；ト
リアセトキシ水素化ホウ素ナトリウム；水素化ホウ素交換樹脂；など）と組み合わせて使
用することによって都合よく達成することができる。還元アミノ化の結果は、シアル酸の
Ｃ－８が＝Ｏよりもむしろ－ＮＨＲを有することである。次いで、この基は、複合のため
に二官能性リンカーの結合に使用することができる。
【００４０】
　第３の態様では、酸化されたガラクトースはＣ－６上にアルデヒド基を有する。この基
は、上記の方法と同じ方法で、すなわちアンモニア又は第１級アミンを含む還元アミノ化
で二官能性リンカーに連結することができる。別法として、還元アミノ化は、アルデヒド
を担体に、リンカーを使用せずに、担体上のアミン基を利用することによって直接結合す
るのに使用することができる。
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【００４１】
　還元アミノ化は、一般に極性プロトン性溶媒、例えば水又はアルコール中で行われる。
【００４２】
　二官能性リンカー
　本発明の第１及び第２の態様（並びに、場合によっては、第３の態様）は、二官能性リ
ンカーの使用を含む。二官能性リンカーは、修飾された莢膜糖のアミン基に連結するため
の第１の基及び担体に連結するための（典型的には、担体のアミンに連結するための）第
２の基を提供するのに使用される。
【００４３】
　二官能性リンカーの第１の基は、従って、修飾されたシアル酸（又はガラクトース）残
基のアミン基（－ＮＨＲ）と反応することができる。この反応は、典型的にはアミンの水
素の求電子置換を伴う。二官能性リンカーの第２の基は、担体上のアミン基と反応するこ
とができる。この反応もまた、典型的にはアミンの求電子置換を含む。本発明は、異種二
官能性リンカー及び同種二官能性リンカーの両方を使用することができる。
【００４４】
　糖及び担体の両方との反応がアミン類を含む場合には、式Ｘ－Ｌ－Ｘ（式中：２つの基
Ｘは互いに同一であり且つアミン類と反応することができ；かつＬはリンカーの結合部分
である）の二官能性リンカーを使用することが好ましい。好ましい基ＸはＮ－オキシスク
シンイミドである。Ｌは、好ましくは式－Ｌ’－Ｌ２－Ｌ’－（式中、Ｌ’はカルボニル
である）を有する。好ましい基Ｌ２は、１～１０個の炭素原子（例えば、Ｃ１、Ｃ２、Ｃ

３、Ｃ４、Ｃ５、Ｃ６、Ｃ７、Ｃ８、Ｃ９、Ｃ１０）を有する直鎖アルキル、例えば－（
ＣＨ２）４－である。従って、好ましいリンカーは、アジピン酸Ｎ－ヒドロキシスクシン
イミドジエステル（ＳＩＤＥＡ）：
【００４５】
【化１】

である。
【００４６】
　他の基Ｘは、ＨＯ－Ｌ－ＯＨと組み合わせた場合にエステルを形成する基、例えばノル
ボラン、ｐ－ニトロ安息香酸、及びスルホ－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドである。
【００４７】
　本発明で使用するアミン類と反応する別の二官能性リンカーとしては、アクリロイルハ
ライド（例えばクロリド）［５４］、ハロアシルハライド［５５］、ジスクシンイミジル
グルタレート、ジスクシンイミジルスベレート、エチレングリコールビス［スクシンイミ
ジルスクシネート］などが挙げられる。
【００４８】
　リンカーは、一般に修飾された糖にモル過剰で加えられるであろう。
【００４９】
　リンカー／糖の反応は、リンカーが典型的には水に不溶性であるので、一般に非プロト
ン性溶媒（例えば、ＤＭＳＯ、エタノールアセテートなど）中で行うであろう。しかし、
水溶性リンカーを使用する場合には、さらに広い範囲の溶媒、例えば水などのプロトン性
溶媒が利用可能である。適当なリンカーとしては、スルホン化体、例えばスルホン化され
たＳＩＤＥＡ：
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【００５０】
【化２】

が挙げられる。
【００５１】
　脱－Ｎ－アセチル化及び再－Ｎ－アセチル化
　ＧＢＳ莢膜糖のシアル酸残基は、三糖コア内のグルコサミン残基であるので、Ｎ－アセ
チル化される。本発明の第１の態様がシアル酸のＣ－８にアルデヒド中間体を介してアミ
ン基を導入するのに対して、本発明の第２の態様は、シアル酸及び／又はＮ－アセチル－
グルコサミン残基の脱－Ｎ－アセチル化によって製造されるアミン基を使用する。この方
法で製造されるアミンの反応スキームは、概して本発明の第１の態様について記載の反応
スキームと同じである。
【００５２】
　ＧＢＳ糖の脱－Ｎ－アセチル化は、糖を塩基で処理することによって都合よく達成する
ことができる。ＧＢＳ糖は塩基抽出を伴う方法［５１］で精製することができるので、こ
の場合には脱－Ｎ－アセチル化は精製中の副反応であり得る。
【００５３】
　Ｎ－アセチル基はＧＢＳ糖の重要なエピトープの一部であり得るので、完全な脱－Ｎ－
アセチル化は望ましくない場合があるが、この方法は制御することが困難である。従って
、脱－Ｎ－アセチル化の程度が所望の程度よりも大きい場合には、本発明は、制御された
再－Ｎ－アセチル化の工程を含み得る。再－Ｎ－アセチル化は、無水酢酸（ＣＨ３ＣＯ）

２Ｏなどの試薬を使用して、例えば５％炭酸水素アンモニウム中で都合よく行なうことが
できる［５２］。しかし、本発明者らは、再－Ｎ－アセチル化を使用するよりもむしろ、
細菌由来の糖の塩基抽出は、糖を長期保存せずに十分に迅速に行われる場合には、２５％
未満の脱－Ｎ－アセチル化を有する糖を与えることができることを見出した。
【００５４】
　脱－Ｎ－アセチル化及び任意の再－Ｎ－アセチル化の結果は、少なくとも１個のシアル
酸残基又はグルコサミンが脱－Ｎ－アセチル化されている糖である。典型的には、ＧＢＳ
糖のシアル酸残基及びグルコサミン残基の少なくとも６０％がＮ－アセチル化され、例え
ば≧７０％、≧７５％、≧８０％、≧８５％、≧９０％などがＮ－アセチル化される。残
っている脱－Ｎ－アセチル化された基（すなわち－ＮＨ２基）は、最終複合体における－
ＮＨ－が、複合化反応中に添加される糖よりもむしろ元の糖から誘導されるであろうとい
うこと以外は、本発明の第１の態様について記載の方法と同じ方法で複合化に使用するこ
とができる。
【００５５】
　これらの脱－アセチル化反応及び再－アセチル化反応は、水性条件中で行なうことがで
きる。
【００５６】
　アルデヒドを還元アミノ化する本発明の第１及び第３の実施形態では、糖は、アミノ化
されたアルデヒドに別の方法で別の結合基を提供するであろうシアル酸上の遊離アミン基
の存在を避けるために、還元アミノ化に先立って（好ましくは、第３の態様のガラクトー
スの酸化に先立って）実質的に完全に再－Ｎ－アセチル化されることが好ましい。
【００５７】
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　複合体
　本発明の複合体は、修飾されたＧＢＳ糖類を担体と適当な反応条件下で混合することに
よって形成される。一般的に、図５に示すように２種類の複合体：すなわち（ａ）個々の
糖が例えばその還元末端によって単一の担体に結合されている複合体；及び（ｂ）個々の
糖が、例えば数個の単糖サブユニットが反応性であるという理由で多数の担体に結合され
ている複合体を調製することができる。両方の状況において、単一の担体タンパク質は、
多数の露出したリシン側鎖を有することができることから、多数の糖分子に結合すること
ができる。
【００５８】
　タイプ（ｂ）の複合体は、本発明ではより典型的である。その理由は、本発明の修飾さ
れたシアル酸又はガラクトース残基が単一の糖に沿って多数の部位で生じるからである［
５０］。従って、本発明の好ましい複合体では、単一の糖分子が、平均して２個以上の担
体分子に結合される。
【００５９】
　酸化された糖を複合に使用する本発明の第１及び第３の方法では、糖に結合される担体
分子の数は、存在する遊離アルデヒド基の数に依るであろう。上述のように、糖のシアル
酸（第１の方法）又はガラクトース（第３の方法）残基の５～５０％が酸化されることが
好ましい。
【００６０】
　本発明の第１及び第２の態様では（場合によっては第３の態様では）、複合体はリンカ
ー部分を含有するであろう。このリンカー部分は、糖にも担体にも由来しないが、複合体
調製中に使用される第３の分子であり、最終複合体生成物中の糖及び担体の両方と容易に
識別することができる。
【００６１】
　リンカー部分は、種々の原子、例えば炭素、水素、酸素及び／又は窒素を含有し得る。
炭素及び水素を含むリンカーが好ましく、さらに酸素及び／又は窒素を含むリンカーも好
ましい。窒素原子を含有するリンカーは、窒素原子に結合された炭素原子を含有し得、こ
れは言い換えると第２の炭素原子に結合されている（－Ｃ－Ｎ－Ｃ－）。酸素原子を含有
するリンカーは、酸素原子をカルボニル基の一部として含有することが好ましい。３０～
５００Ｄａの分子量を有するリンカー部分が好ましい。２個のカルボニル基を含有するリ
ンカーが好ましい。
【００６２】
　特に好ましいリンカー部分は、－ＮＨ－Ｃ（Ｏ）－（ＣＨ２）ｎ－Ｃ（Ｏ）－（式中、
ｎは１、２、３、４、５、６、７、８、９又は１０である）である。ｎの値は４であるこ
とが好ましい。このリンカーの末端－ＮＨ－は、糖部分由来の炭素原子に結合されること
が好ましい。末端－Ｃ（Ｏ）－は、担体のアミノ酸側鎖の窒素原子に結合されることが好
ましい。好ましいリンカー部分は、酸化されたシアル酸のアルデヒドの還元アミノ化；得
られる－ＮＨ２基と、二酸〔例えば、アジピン酸、ＨＯＯＣ－（ＣＨ２）４－ＣＯＯＨ〕
のジエステル（例えば、ジスクシンイミジルエステル）である二官能性リンカーとの反応
；及び生成物の還元アミノ化を伴う方法で都合よく導入することができる（図６［５３］
参照）。
【００６３】
　（本発明の第１の態様の場合のように）導入されていてもよいし又は（本発明の第２の
態様の場合のように）脱－Ｎ－アセチル化された単糖残基の一部であってもよい糖末端－
ＮＨ２にリンカーを結合するのに使用できる他の化学反応は、
－　アクロリル化（例えば、アクリロイルクロリドとの反応による）、次いでアミノ酸側
鎖のε－ＮＨ２又はシステイン側鎖の－ＳＨのいずれかに対するマイケル型の付加［５４
］。得られるリンカーは、図８に示すような－ＮＨ－Ｃ（Ｏ）－（ＣＨ２）２－（プロピ
オンアミド）であるか、又は存在する－ＮＨ２が反応に関与する場合には－Ｃ（Ｏ）－（
ＣＨ２）２－である。
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－　ハロアシルハライドとの反応、次いでアミノ酸側鎖のε－ＮＨ２又はシステイン側鎖
の－ＳＨとの反応［５５］。このリンカーは、存在するか又は添加された－ＮＨ２が反応
に関与するか否かに応じて、－ＮＨ－Ｃ（Ｏ）－ＣＨ２－（図９に示す）又は－Ｃ（Ｏ）
－ＣＨ２－である。
【００６４】
　別の好ましいリンカー部分は、－Ｃ（Ｏ）－（ＣＨ２）ｎ－Ｃ（Ｏ）－（式中、ｎは１
、２、３、４、５、６、７、８、９又は１０である）。ｎの値は４であることが好ましい
。このリンカーの一方の末端－Ｃ（Ｏ）－は、糖部分の窒素炭素原子に結合されることが
好ましく、他方の末端－Ｃ（Ｏ）－は、担体のアミノ酸側鎖の窒素原子に結合されること
が好ましい。好ましいリンカー部分は、脱－Ｎ－アセチル化された単糖単位の－ＮＨ２基
と、二酸〔例えば、アジピン酸、ＨＯＯＣ－（ＣＨ２）４－ＣＯＯＨ〕のジエステル（例
えば、ジスクシンイミジルエステル）である二官能性リンカーとの反応；及び生成物の還
元アミノ化を伴う方法で都合よく導入することができる（図７）。
【００６５】
　別の選択は、糖のヒドロキシル基による複合化を含む。ヒドロキシルは、活性化させ（
例えば、ＣＮＢｒ又はＣＤＡＰで）、次いで複合化に供することができる。
【００６６】
　複合体と他の抗原との組み合わせ
　同様に、上記の個々の複合体を提供するとともに、本発明は、本発明の複合体及び１種
又はそれ以上の別の抗原を含有してなる組成物を提供する。
【００６７】
　別の抗原（１種又はそれ以上）は、本発明の別の複合体を含有し得、従って本発明は本
発明の２種以上の複合体を含有する組成物を提供する。別の抗原（１種又はそれ以上）は
、本発明の方法以外の方法で調製されるＧＢＳ糖であってもよく、従って本発明は、第１
のＧＢＳ糖複合体と第２のＧＢＳ糖複合体とを含有してなる組成物であって、第１の複合
体が本発明の複合体であり且つ第２の複合体が本発明の複合体ではない組成物を提供する
。
【００６８】
　異なるＧＢＳ複合体は、同じＧＢＳ血清型由来の種々の型の複合体及び／又は異なるＧ
ＢＳ血清型由来の複合体の異なる種類を含有していてもよい。例えば、本発明は、血清型
Ｉａ、Ｉｂ及びＩＩＩの２種類又は３種類由来の複合体を含有する組成物を提供する。該
組成物は、別々の複合体（例えば、それぞれの血清型について異なる複合体）を調製し、
次いでこれらの複合体を組み合わせることによって製造されるであろう。
【００６９】
　別の抗原（１種又は複数）は、以下に挙げるＧＢＳアミノ酸配列を含有し得る。
【００７０】
　別の抗原（１種又は複数）は、非ＧＢＳ病原体由来の抗原を含有し得る。従って、本発
明の組成物は、１種又はそれ以上の非ＧＢＳ抗原、例えば追加の細菌性抗原、ウイルス性
抗原又は寄生虫抗原を含有する。これらは、以下から選択し得る：
－　髄膜炎菌（Ｎ．ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓ）血清群Ｂ由来のタンパク質抗原、例えば
参考文献５６～６２に記載のタンパク質抗原。タンパク質「２８７」（以下を参照）及び
誘導体（例えば「ΔＧ２８７」）が特に好ましい。
－　髄膜炎菌血清群Ｂ由来の外膜小胞（ＯＭＶ）調製物、例えば参考文献６３、６４、６
５、６６などに記載のもの。
－　血清群Ｃ由来の参考文献６７に記載のオリゴ糖又は参考文献６８のオリゴ糖等の、髄
膜炎菌血清群Ａ、Ｃ、Ｗ１３５及び／又はＹ由来の糖抗原。
－　肺炎連鎖球菌由来の糖抗原［例えば、参考文献６９～７１；参考文献７８の第２２及
び２３章参照］。
－　Ａ型肝炎ウイルス、例えば不活化ウイルス由来の抗原［例えば、参考文献７２、７３
；参考文献７８の第１５章参照］。
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－　Ｂ型肝炎ウイルス由来の抗原、例えば表面抗原及び／又はコア抗原［例えば、参考文
献７３、７４；参考文献７８の第１６章参照］。
－　Ｃ型肝炎ウイルス由来の抗原［例えば、参考文献７５参照］。
－　百日咳菌（Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ　ｐｅｒｕｔｕｓｓｉｓ）由来の抗原、例えば百日
咳菌由来の百日咳ホロトキシン（ＰＴ）及び繊維状赤血球凝集素（ＦＨＡ）、場合によっ
てはまた、ペルタクチン並びに／又は凝集原２及び３の組み合わせ［例えば、参考文献７
６及び７７；参考文献７８の第２１章参照］。
－　ジフテリア抗原、例えばジフテリアトキソイド［例えば、参考文献７８の第１３章参
照］。
－　破傷風抗原、例えば破傷風トキソイド［例えば、参考文献７８の第２７章参照］。
－　ヘモフィルス・インフルエンザＢ由来の糖抗原［例えば、参考文献７８の第１４章参
照］。
－　淋菌（Ｎ．ｇｏｎｏｒｒｈｏｅａｅ）由来の抗原［例えば、５６、５７、５８］。
－　クラミジア肺炎菌（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）由来の抗原［例え
ば、７９、８０、８１、８２、８３、８４、８５］。
－　クラミジア・トラコマチス（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｔｒａｃｈｏｍａｔｉｓ）由来の
抗原［例えば、８６］。
－　ポルフィロモナス・ジンジバリステン（Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ　ｇｉｎｇｉｖ
ａｌｉｓ）由来の抗原［例えば、８７］。
－　ＩＰＶなどのポリオ抗原（１種又はそれ以上）［例えば、８８、８９；参考文献７８
の第２４章］。
－　凍結乾燥不活化ウイルス［例えば、９ｌ、ＲａｂＡｖｅｒｔ（商標）］などの狂犬病
抗原（１種又はそれ以上）［例えば、９０］。
－　はしか、おたふく風邪及び／又は風疹抗原［例えば、文献７８の第１９、２０及び２
６章］。
－　赤血球凝集素及び／又はノイラミニダーゼ表面タンパク質などのインフルエンザ抗原
（１種又はそれ以上）［例えば、文献７８の第１７及び１８章］。
－　モラクセラ・カタラーリス（Ｍｏｒａｘｅｌｌａ　ｃａｔａｒｒｈａｌｉｓ）由来の
抗原［例えば、９２］。
－　化膿連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｙｒｏｇｅｎｅｓ）（Ａ群連鎖球菌
）由来の抗原［例えば、９３、９４、９５］。
－　黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）由来の抗原［例え
ば、９６］。
【００７１】
　糖又は糖抗原を使用する場合には、免疫原性を高めるために担体に複合させることが好
ましい。ヘモフィルス・インフルエンザ、髄膜炎菌及び肺炎球菌糖抗原の複合は周知であ
る。
【００７２】
　毒性タンパク質抗原は、必要ならば解毒し得る（例えば、化学的手段及び／又は遺伝的
手段による百日咳毒素の解毒［７７］）。
【００７３】
　ジフテリア抗原が組成物に含まれる場合には、破傷風抗原及び百日咳抗原を含むことが
好ましい。同様に、破傷風抗原が含まれる場合には、ジフテリア及び百日咳抗原も含むこ
とが好ましい。同様に、百日咳抗原が含まれる場合には、ジフテリア及び破傷風抗原も含
むことが好ましい。
【００７４】
　抗原は、アルミニウム塩に吸着させてもよい。
【００７５】
　１つの型の好ましい組成物は、性感染病原体、例えば：ヘルペスウイルス；淋菌；パピ
ローマウイルス；クラミジア・トラコマチス（Ｃ．ｔｒａｃｈｏｍａｔｉｓ）；などに由
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来する抗原をさらに含有する。別の型の好ましい組成物は、高齢者及び／又は免疫不全者
に影響を及ぼす別の抗原を含有し、従って本発明のＧＢＳ抗原は、次の非ＧＢＳ病原体：
インフルエンザウイルス、エンテロコッカス・フェカーリス（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ
　ｆａｅｃａｌｉｓ）、黄色ブドウ球菌、表皮ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕ
ｓ　ｅｐｉｄｅｒｍｉｓ）、緑膿菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）
、レジオネラ・ニューモフィラ（Ｌｅｇｉｏｎｅｌｌａｌｅｄ　ｐｎｅｕｍｏｐｈｉｌａ
）、リステリア・モノサイトゲネンス（Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ
）、髄膜炎菌及びパラインフルエンザウイルス由来の１種又はそれ以上の抗原と組み合わ
せることができる。
【００７６】
　組成物中の抗原は、典型的にはそれぞれ少なくとも１μｇ／ｍｌの濃度で存在させるで
あろう。一般的に、任意の所定の抗原の濃度は、その抗原に対する免疫応答を誘発するの
に十分であろう。
【００７７】
　本発明の組成物にタンパク質抗原を使用する代替として、抗原をコードする核酸を使用
してもよい［例えば、参考文献９７～１０５］。従って、本発明の組成物のタンパク質成
分は、該タンパク質をコードする核酸（好ましくは、例えばプラスミドの形のＤＮＡ）で
置換し得る。
【００７８】
　実際面で、本発明の組成物に含有させる抗原の数には上限があり得る。本発明の組成物
中の抗原（例えばＧＢＳ抗原）の数は、２０未満、１９未満、１８未満、１７未満、１６
未満、１５未満、１４未満、１３未満、１２未満、１１未満、１０未満、９未満、８未満
、７未満、６未満、５未満、４未満、又は３未満であり得る。本発明の組成物中のＧＢＳ
抗原の数は、６未満、５未満、又は４未満であり得る。
【００７９】
　医薬組成物及び方法
　本発明は、（ａ）本発明の複合体と（ｂ）製薬学的に許容し得る担体とを含有する医薬
組成物を提供する。典型的な「製薬学的に許容し得る担体」としては、組成物を受け入れ
る個人に有害な抗体の産生をそれ自体誘発しない担体が挙げられる。適当な担体は、典型
的には大きくて、徐々に代謝される巨大分子、例えばタンパク質、多糖類、ポリ乳酸類、
ポリグリコール酸類、高分子アミノ酸、アミノ酸共重合体、スクロース［１０６］、トレ
ハロース［１０７］、ラクトース、及び脂質凝集体（例えば油滴又はリポソーム）である
。このような担体は、当業者には周知である。ワクチンはまた、希釈剤、例えば水、食塩
水、グリセロールなどを含有していてもよい。さらに、補助物質、例えば湿潤又は乳化剤
、ｐＨ緩衝物質などを存在させてもよい。滅菌発熱物質無含有のリン酸緩衝食塩水が典型
的な担体である。製薬学的に許容し得る賦形剤に関する詳細な考察は参考文献１０８にお
いて利用できる。
【００８０】
　本発明の組成物は、水性形態（すなわち、溶液又は懸濁液）又は乾燥形態（例えば、凍
結乾燥体）であり得る。乾燥ワクチンを使用する場合には、注射に先立って、液状媒体中
に再構成されるであろう。複合体ワクチンの凍結乾燥は、当該技術において公知であり、
例えばＭｅｎｊｕｇａｔｅ（商標）製品は凍結乾燥体で提供され、一方でＮｅｉｓＶａｃ
－Ｃ（商標）及びＭｅｎｉｎｇｉｔｅｃ（商標）は水性形態で提供される。複合体を凍結
乾燥中に安定化させるために、糖アルコール（例えば、マンニトール）又は二糖（例えば
、スクロース又はトレハロース）を、例えば１ｍｇ／ｍｌ～３０ｍｇ／ｍｌ（例えば、約
２５ｍｇ／ｍｌ）で組成物に含有させることが好ましいものであり得る。
【００８１】
　組成物は、バイアルで提供してもよいし、又は充填容易な注射器で提供してもよい。注
射器は、針をつけて又は針なしで供給し得る。注射器は、単回用量の組成物を含有し、一
方でバイアルは単回投与量又は複数回投与量を含有し得る。
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【００８２】
　本発明の水性組成物はまた、凍結乾燥体から別のワクチンを再構成するのにも適してい
る。本発明の組成物がこのような即時再構成に使用されるべきである場合には、本発明は
、２個のバイアルから構成又は充填容易な注射器と１個のバイアルとから構成され得るキ
ットを提供する。注射器の内容物は、注射に先立ってバイアルの内容物を再活性化させる
のに使用される。
【００８３】
　本発明の組成物は、単位投与形態又は複数回投与形態で包装し得る。複数回投与形態に
ついては、バイアルが予備充填された注射器には好ましい。有効投与用量は、日常的に定
めることができるが、組成物の典型的なヒト用量は、例えば筋肉内注射については０．５
ｍｌの容量を有する。
【００８４】
　組成物のｐＨは、好ましくは６～８、好ましくは約７である。安定なｐＨは、緩衝液の
使用によって保持し得る。組成物が水酸化アルミニウム塩を含有する場合には、ヒスチジ
ン緩衝液を使用することが好ましい［１０９］。組成物は、滅菌及び／又は発熱物質無含
有であり得る。本発明の組成物は、ヒトに関して等張性であり得る。
【００８５】
　本発明の組成物は、免疫原性であり、さらに好ましくはワクチン組成物である。本発明
のワクチンは、予防のため（すなわち、感染症を予防するため）のものであってもよいし
又は治療のため（すなわち、感染症を治療するため）のものであってもよいが、典型的に
は予防のためのものである。ワクチンとして使用される免疫原性組成物は、免疫学的有効
量の抗原（１種又はそれ以上）と、必要ならば任意のその他の成分を含有する。「免疫学
的有効量」とは、単回投与で又は一連の一部としてのその量の個人への投与が、治療又は
予防に有効であることを意味する。この量は、治療すべき個人の健康及び肉体条件、年齢
、治療すべき個人の分類群（例えば、非ヒト霊長類、霊長類など）、個人の免疫系の抗体
を合成する能力、所望の保護の程度、ワクチンの製剤、治療医の医学的状況の評価、及び
その他の関連因子に応じて変化する。その量は、日常試験によって決定することができる
比較的幅広い範囲内にあることが予期される。
【００８６】
　それぞれの用量内で、個々の糖抗原の量は、一般に１～５０μｇ（糖の量として測定さ
れる）、例えば約１μｇ、約２．５μｇ、約４μｇ、約５μｇ、又は約１０μｇであろう
。
【００８７】
　ＧＢＳは、体の種々の領域に影響を及ぼし、従って本発明の組成物は種々の形態で調製
し得る。例えば、組成物は、注射剤として、溶液又は懸濁液として調製してもよい。組成
物は、肺投与のために、微細粉末又は噴霧液を使用する吸入器として調製してもよい。組
成物は、坐薬又はペッサリーとして調製してもよい。組成物は、鼻、耳又は眼への投与の
ために、例えば噴霧液、点滴剤、ゲル又は粉末として調製してもよい［例えば、参考文献
１１０及び１１１］。肺炎球菌糖類［１１２、１１３］、Ｈｉｂ糖類［１１４］、Ｍｅｎ
Ｃ糖類［１１５］、並びにＨｉｂ複合体及びＭｅｎＣ糖複合体の混合物［１１６］の鼻内
投与を用いた成功が報告されている。
【００８８】
　本発明の組成物は、特に複数回投与形式で包装された場合には抗菌剤を含有してもよい
。
【００８９】
　本発明の組成物は、洗浄剤、例えばＴｗｅｅｎ（ポリソルベート）、例えばＴｗｅｅｎ
８０を含有してもよい。洗浄剤は、一般に、少量で、例えば＜０．０１％で存在させる。
【００９０】
　本発明の組成物は、緊張性を与えるためにナトリウム塩（例えば、塩化ナトリウム）を
含有し得る。１０±２ｍｇ／ｍｌ　ＮａＣｌの濃度が典型的である。
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【００９１】
　本発明の組成物は、一般に緩衝液を含有する。リン酸緩衝液が典型的である。
【００９２】
　本発明の組成物、一般に他の免疫調節剤と共に投与される。特に、組成物は、通常、１
種又はそれ以上のアジュバント（ａｄｊｕｖａｎｔ）を含有する。このようなアジュバン
トとしては、以下のものが挙げられるが、これらに限定されない：
　Ａ．無機物含有組成物
　本発明でアジュバントとして使用するのに適した無機物含有組成物としては、無機塩、
例えばアルミニウム塩及びカルシウム塩が挙げられる。本発明は、無機塩、例えば水酸化
物（例えば、オキシ水酸化物）、リン酸塩（例えば、ヒドロキシリン酸塩、オルトリン酸
塩）、硫酸塩など［例えば、参考文献１１７の第８及び９章参照］、又は種々の無機化合
物の混合物（例えば、リン酸塩と水酸化物アジュバントと、場合によっては過剰のリン酸
塩との混合物）を含有し、化合物は適当な形態（例えば、ゲル、結晶質、無定形など）を
とり、塩（１種又はそれ以上）に対する吸着が好ましい。無機物含有組成物は、金属塩の
粒子として製剤してもよい［１１８］。
【００９３】
　アルミニウム塩は、本発明のワクチンにＡｌ３＋の用量が用量当たり０．２～１．０ｍ
ｇであるように含有させ得る。
【００９４】
　典型的なリン酸アルミニウムアジュバントは、０．６ｍｇ　Ａｌ３＋／ｍｌで含有させ
た０．８４～０．９２のＰＯ４／Ａｌモル比を有する無定形ヒドロキシリン酸アルミニウ
ムである。低用量のリン酸アルミニウム、例えば用量当たりの複合体当たり５０～１００
μｇのＡｌ３＋を用いた吸着を使用し得る。リン酸アルミニウムを使用し且つ抗原をアジ
ュバントに吸着させないことが望ましい場合には、これは遊離のリン酸イオンを溶液に（
例えば、リン酸緩衝液を使用することによって）含有させることによることが好都合であ
る。
【００９５】
　Ｂ．オイルエマルジョン
　本発明においてアジュバントとして使用するのに適したオイルエマルジョン組成物とし
ては、スクアレン－水エマルジョン、例えばＭＦ５９（５％スクアレン、０．５％Ｔｗｅ
ｅｎ８０、及び０．５％Ｓｐａｎ８５、ミクロ流動化装置を使用してサブミクロン粒子に
製剤される）が挙げられる［参考文献１１７の第１０章；参考文献１１９～１２１も参照
］。ＭＦ５９は、ＦＬＵＡＤ（商標）インフルエンザウイルス三価サブユニットワクチン
においてアジュバントとして使用される。
【００９６】
　組成物に使用するのに特に好ましいアジュバントは、サブミクロン水中油エマルジョン
である。本明細書で使用するための好ましいサブミクロン水中油エマルジョンは、場合に
よって種々の量のＭＴＰ－ＰＥを含有していてもよいスクアレン／水エマルジョン、例え
ば４～５％（ｗ／ｖ）スクアレン、０．２５～１．０％（ｗ／ｖ）Ｔｗｅｅｎ８０（ポリ
オキシエチレンソルビタンモノオレエート）、及び／又は０．２５～１．０％Ｓｐａｎ８
５（ソルビタントリオレエート）、及び場合によって、Ｎ－アセチルムラミル－Ｌ－アラ
ニル－Ｄ－イソグルタミル－Ｌ－アラニン－２－（１’－２’－ジパルミトイル－ｓｎ－
グリセロ－３－ヒドロキシホスホリルオキシ）－エチルアミン（ＭＴＰ－ＰＥ）を含有す
るサブミクロン水中油エマルジョンである。組成物に使用するための、サブミクロン水中
油エマルジョン、それを製造する方法及び免疫賦活剤、例えばムラミルペプチドは、参考
文献１１９及び１２２～１２３に詳細に記載されている。
【００９７】
　完全フロイントアジュバント（ＣＦＡ）及び不完全フロイントアジュバントもまた、本
発明においてアジュバントとして使用し得る。
【００９８】
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　Ｃ．サポニン製剤［参考文献の第２２章］
　サポニン製剤もまた、本発明でアジュバントとして使用し得る。サポニンは、種々様々
な植物種の樹皮、葉、茎、根及び花に見出される異種群のステロールグリコシド及びトリ
テルペノイドグリコシドである。Ｑｕｉｌｌａｉａ　ｓａｐｏｎａｒｉａ　Ｍｏｌｉｎａ
と呼ばれる木の樹皮から単離されるサポニンは、アジュバントとして広く研究されている
。サポニンはまた、サルサバリラ（Ｓｍｉｌａｘ　ｏｒｎａｔａ）、シュッコンカスミソ
ウ（Ｇｙｐｓｏｐｈｉｌｌａ　ｐａｎｉｃｕｌａｔａ）、及びシャボンソウ（Ｓａｐｏｎ
ａｒｉａ　ｏｆｆｉｃｉａｎａｌｉｓ）から商業的に得ることもできる。サポニンアジュ
バント製剤としては、ＱＳ２１などの精製製剤、及びＩＳＣＯＭ類などの脂質製剤が挙げ
られる。
【００９９】
　サポニン組成物は、ＨＰＬＣ及びＲＰ－ＨＰＬＣを使用して精製されている。これらの
方法を使用して特定の精製画分、例えばＱＳ７、ＱＳ１７、ＱＳ１８、ＱＳ２１、ＱＨ－
Ａ、ＱＨ－Ｂ及びＱＨ－Ｃが確認されている。好ましくは、サポニンはＱＳ２１である。
ＱＳ２１の製造方法は、参考文献１２４に開示されている。サポニン製剤はまた、コレス
テロールなどのステロールを含有していてもよい［１２５］。
【０１００】
　サポニンとコレステロール類との組み合わせは、免疫刺激複合体（ＩＳＣＯＭ）と呼ば
れる独特な粒子を形成するのに使用することができる［参考文献１１７の第２３章］。Ｉ
ＳＣＯＭはまた、典型的にはリン脂質、例えばホスファチジルエタノールアミン又はホス
ファチジルコリンを含有する。任意の公知のサポニンをＩＳＣＯＭに使用することができ
る。好ましくは、ＩＳＣＯＭは、ＱｕｉｌＡ、ＱＨＡ及びＱＨＣの１種又はそれ以上を含
有する。ＩＳＣＯＭはまた、参考文献１２５～１２７に記載されている。場合によっては
、ＩＳＣＯＭは追加の洗浄剤（１種又はそれ以上）を欠いていてもよい［１２８］。
【０１０１】
　サポニン基剤のアジュバントの開発についての概説は、参考文献１２９及び１３０に見
出すことができる。
【０１０２】
　Ｄ．ビロゾーム及びウイルス様粒子
　ビロゾーム及びウイルス様粒子（ＶＬＰ）もまた、本発明においてアジュバントとして
使用することができる。これらの構造は、一般に、場合によりリン脂質と組み合わせられ
ていてもよいし又は製剤されていてもよいウイルス由来の１種又はそれ以上のタンパク質
を含有する。これらは、一般に非病原性、非複製性であり、しかも一般に天然ウイルスゲ
ノムを含有していない。ウイルスタンパク質は、ウイルス全体から組換え技術によって製
造又は単離し得る。ビロゾーム又はＶＬＰに使用するのに適したこれらのウイルスタンパ
ク質としては、インフルエンザウイルス（例えば、ＨＡ又はＮＡ）、Ｂ型肝炎ウイルス（
例えば、コア又はタンパク質）、Ｅ型肝炎ウイルス、麻疹ウイルス、シンドビスウイルス
、ロタウイルス、口蹄疫ウイルス、レトロウイルス、ノーウォークウイルス、ヒトパピロ
ーマウイルス、ＨＩＶ、ＲＮＡ－ファージ、Ｑβ－ファージ（例えば、コートタンパク質
）、ＧＡ－ファージ、ｆｒ－ファージ、ＡＰ２０５ファージ、及びＴｙ（例えば、レトロ
トランスポゾンＴｙタンパク質ｐ１）由来のタンパク質が挙げられる。ＶＬＰは、さらに
参考文献１３１～１３６で論じられている。ビロゾームは、さらに参考文献１３７で論じ
られている。
【０１０３】
　Ｅ．細菌又は微生物誘導体
　本発明で使用するのに適したアジュバントとしては、細菌又は微生物誘導体、例えば腸
内細菌リポ多糖（ＬＰＳ）の無毒誘導体、脂質Ａ誘導体、免疫賦活オリゴヌクレオチド及
びＡＤＰ－リボシル化毒素及びその解毒誘導体が挙げられる。ＬＰＳの無毒誘導体として
は、モノホスホリル脂質Ａ（ＭＰＬ）及び３－Ｏ－脱アシル化ＭＰＬ（３ｄＭＰＬ）が挙
げられる。３ｄＭＰＬは、３脱－Ｏ－アシル化モノホスホリル脂質Ａと、４、５又は６ア
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シル化鎖との混合物である。３脱－Ｏ－アシル化モノホスホリル脂質Ａの好ましい「小粒
子」形態は、参考文献１３８に記載されている。このような３ｄＭＰＬの「小粒子」は、
０．２２μｍ膜を通して滅菌濾過するのに十分に小さい［１３８］。他の無毒ＬＰＳ誘導
体としては、モノホスホリル脂質Ａ模倣体（ｍｉｍｉｃｓ）、例えばアミノアルキルグル
コサミンリン酸誘導体、例えばＲＣ－５２９が挙げられる［１３９、１４０］。
【０１０４】
　脂質Ａ誘導体としては、ＯＭ－１７４などの大腸菌由来の脂質Ａの誘導体が挙げられる
。ＯＭ－１７４は、例えば参考文献１４１及び１４２に記載されている。
【０１０５】
　本発明においてアジュバントして使用するのに適した免疫賦活オリゴヌクレオチドとし
ては、ＣｐＧモチーフ（グアノシンに対するリン酸結合によって結合されたメチル化され
ていないシトシンを含有するジヌクレオチド配列）を含有するヌクレオチド配列が挙げら
れる。パリンドローム又はポリ（ｄＧ）配列を含有する二本鎖ＲＮＡ及びオリゴヌクレオ
チドが免疫賦活性であることも明らかにされている。
【０１０６】
　ＣｐＧ類は、ヌクレオチド修飾体／類似体、例えばホスホロチオエート修飾体を包含す
ることができ、二本鎖又は一本鎖であることができる。参考文献１４３、１４４及び１４
５には、可能な類似置換、例えばグアノシンの２’－デオキシ－７－デアザグアノシンに
よる置換が開示されている。ＣｐＧオリゴヌクレオチドのアジュバント効果は、さらに参
考文献１４６～１５１で論じられている。
【０１０７】
　ＣｐＧ配列は、ＴＬＲ９、例えばモチーフＧＴＣＧＴＴ又はＴＴＣＧＴＴを対象とし得
る［１５２］。ＣｐＧ配列は、Ｔｈ１免疫応答、例えばＣｐＧ－Ａ　ＯＤＮを誘発するの
に特異的であり得るし、又はＢ細胞応答、例えばＣｐＧ－Ｂ　ＯＤＮを誘発するのにより
特異的であり得る。ＣｐＧ－Ａ及びＣｐＧ－Ｂ　ＯＤＮは、参考文献１５３～１５５で論
じられている。好ましくは、ＣｐＧはＣｐＧ－Ａ　ＯＤＮである。
【０１０８】
　好ましくは、ＣｐＧオリゴヌクレオチドは、５’末端が受容体認識に利用できるように
組み立てられる。場合によっては、２つのＣｐＧオリゴヌクレオチド配列は、これらの３
’末端で「イムノマー（ｉｍｍｕｎｏｍｅｒ）」を形成するために結合されていてもよい
。例えば、参考文献１５２及び１５６～１５８参照。
【０１０９】
　細菌ＡＤＰ－リボシル化毒素及びその解毒誘導体は、本発明においてアジュバントとし
て使用し得る。好ましくは、該タンパク質は、大腸菌（大腸菌熱不安定エンテロトキシン
「ＬＴ」）、コレラ（「ＣＴ」）、又は百日咳（「ＰＴ」）から誘導される。解毒ＡＤＰ
－リボシル化毒素の粘膜アジュバントとしての使用は、参考文献１５９に記載されており
、非経口アジュバントとしては参考文献１６０に記載されている。毒素又はトキソイドは
、Ａサブユニット及びＢサブユニットの両方を含有するホロトキシンの形態であることが
好ましい。好ましくは、Ａサブユニットは解毒突然変異を含有し；好ましくは、Ｂサブユ
ニットは突然変異していない。好ましくは、アジュバントは、解毒ＬＴ突然変異体、例え
ばＬＴ－Ｋ６３、ＬＴ－Ｒ７２、及びＬＴ－Ｇ１９２である。ＡＤＰ－リボシル化毒素及
びその解毒誘導体、特にＬＴ－Ｋ６３及びＬＴ－Ｒ７２のアジュバントとしての使用は、
参考文献１６１～１６８に見出し得る。アミノ酸置換についての番号参照は、好ましくは
参考文献１６９に挙げたＡＤＰ－リボシル化毒素のＡ及びＢサブユニットの配置に基づい
ており、具体的には本明細書においてその全体を参照することにより組み込まれる。
【０１１０】
　Ｆ．ヒト免疫調節剤
　本発明においてアジュバントとして使用するのに適したヒト免疫調節剤としては、サイ
トカイン類、例えばインターロイキン類（例えば、ＩＬ－１、ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＬ
－５、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－１２［１７０］、など）［１７１］、インターフェロ
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ン類（例えば、インターフェロン－γ）、マクロファージコロニー刺激因子、及び腫瘍壊
死因子が挙げられる。
【０１１１】
　Ｇ．生体接着剤及び粘膜接着剤
　生体接着剤及び粘膜接着剤もまた、本発明においてアジュバントとして使用し得る。適
当な生体接着剤としては、エステル化ヒアルロン酸微小球［１７２］又は粘膜接着剤、例
えばポリ（アクリル酸）の架橋誘導体、ポリビニルアルコール、ポリビニルピロリドン、
多糖類及びカルボキシメチルセルロースが挙げられる。キトサン及びその誘導体もまた、
本発明においてアジュバントとして使用し得る［１７３］。
【０１１２】
　Ｈ．微粒子
　微粒子もまた、本発明においてアジュバントとして使用し得る。ポリ（ラクチド－コ－
グリコリド）を用いて、生分解性であり且つ無毒である材料（例えば、ポリ（α－ヒドロ
キシ酸）、ポリヒドロキシ酪酸、ポリオルトエステル、ポリ酸無水物、ポリカプロラクト
ンなど）から形成される微粒子（すなわち、～１００ｎｍから～１５０ｎｍの直径、さら
に好ましく～２００ｎｍから～３０μｍの直径、最も好ましくは～５００ｎｍから～１０
μｍの直径を有する粒子）が好ましくは、場合によって（例えば、ＳＤＳを用いて）負に
帯電させた表面を有するか又は（例えば、陽イオン性洗浄剤、例えばＣＴＡＢを用いて）
正に帯電させた表面を有するために処理される。
【０１１３】
　Ｉ．リポソーム（参考文献１１７の第１３及び１４章）
　アジュバントとして使用するのに適したリポソーム製剤は、参考文献１７４～１７６に
記載されている。
【０１１４】
　Ｊ．ポリオキシエチレンエーテル及びポリオキシエチレンエステル製剤
　本発明で使用するのに適したアジュバントとしては、ポリオキシエチレンエーテル及び
ポリオキシエチレンエステル類が挙げられる［１７７］。このような製剤としてはまた、
オクトキシノールと組み合わせたポリオキシエチレンソルビタンエステル界面活性剤［１
７８］及び少なくとも１種の追加の非イオン性界面活性剤、例えばオクトキシノールと組
み合わせたポリオキシエチレンアルキルエーテル又はエステル界面活性剤［１７９］が挙
げられる。好ましいポリオキシエチレンエーテルは、次の群：ポリオキシエチレン－９－
ラウリルエーテル（ｌａｕｒｅｔｈ９）、ポリオキシエチレン－９－ステオリルエーテル
、ポリオキシエチレン－８－ステオリルエーテル、ポリオキシエチレン－４－ラウリルエ
ーテル、ポリオキシエチレン－３５－ラウリルエーテル、及びポリオキシエチレン－２３
－ラウリルエーテルから選択される。
【０１１５】
　Ｋ．ポリホスファゼン（ＰＣＰＰ）
　ＰＣＰＰ製剤は、例えば参考文献１８０及び１８１に記載されている。
【０１１６】
　Ｌ．ムラミルペプチド
　本発明においてアジュバントとして使用するのに適したムラミルペプチドの例としては
、Ｎ－アセチル－ムラミル－Ｌ－スレオニル－Ｄ－イソグルタミン（ｔｈｒ－ＭＤＰ）、
Ｎ－アセチル－ノルムラミル－Ｌ－アラニル－Ｄ－イソグルタミン（ｎｏｒ－ＭＤＰ）、
及びＮ－アセチルムラミル－Ｌ－アラニル－Ｄ－イソグルタミニル－Ｌ－アラニン－２－
（１’－２’－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ヒドロキシホスホリルオキシ）－
エチルアミンＭＴＰ－ＰＥ）が挙げられる。
【０１１７】
　Ｍ．イミダゾキノロン化合物
　本発明においてアジュバントとして使用するのに適したイミダゾキノロン化合物として
は、参考文献１８２及び１８３に記載されているＩｍｉｑｕａｍｏｄ及びその同族体（例
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えば、「Ｒｅｓｉｑｕｉｍｏｄ　３Ｍ」）が挙げられる。
【０１１８】
　Ｎ．チオセミカルバゾン化合物
　本発明においてアジュバントとして使用するのに適したチオセミカルバゾン化合物、並
びに化合物全てを製剤し、製造し、選別する方法の例としては、参考文献１８４に記載の
化合物及び方法が挙げられる。チオセミカルバゾン類は、サイトカイン、例えばＴＮＦ－
αの製造用のヒト末梢血単核細胞の刺激に特に有効である。
【０１１９】
　Ｏ．トリプタントリン化合物
　本発明においてアジュバントとして使用するのに適したトリンプタントリン化合物、並
びに化合物全てを製剤し、製造し、選別する方法の例としては、参考文献１８５に記載の
化合物及び方法が挙げられる。トリンプタントリン化合物は、サイトカイン、例えばＴＮ
Ｆ－αの製造用のヒト末梢血単核細胞の刺激に特に有効である。
【０１２０】
　本発明はまた、上記のアジュバントの１種又はそれ以上の態様の組み合わせを含み得る
。例えば、次の組み合わせ：（１）サポニン及び水中油エマルジョン［１８６］；（２）
サポニン（例えば、ＱＳ２１）＋無毒ＬＰＳ誘導体（例えば、３ｄＭＰＬ）［１８７］；
（３）サポニン（例えば、ＱＳ２１）＋無毒ＬＰＳ誘導体（例えば、３ｄＭＰＬ）＋コレ
ステロール；（４）サポニン（例えば、ＱＳ２１）＋３ｄＭＰＬ＋ＩＬ－１２（場合によ
っては＋ステロール）［１８８］；（５）３ｄＭＰＬと、例えばＱＳ２１及び／又は水中
油エマルジョンとの組み合わせ［１８９］；（６）サブミクロンエマルジョンにミクロ流
動化されるか又はより大きい粒子サイズのエマルジョンを生成させるためにボルテックス
された、１０％スクアラン、０．４％Ｔｗｅｅｎ８０（商標）、５％プルロニック（ｐｌ
ｕｒｏｎｉｃ）ブロック重合体Ｌ１２１及びｔｈｒ－ＭＤＰを含有するＳＡＦ；（７）２
％スクアレン、０．２％Ｔｗｅｅｎ８０、並びにモノホスホリルリピドＡ（ＭＰＬ）、ト
レハロースジミコレート（ＴＤＭ）、及び細胞壁骨格（ＣＷＳ）、好ましくはＭＰＬ＋Ｃ
ＷＳ（Ｄｅｔｏｘ（商標））からなる群から選択される１種又はそれ以上の細菌細胞壁成
分を含有するＲｉｂｉ（商標）アジュバント系（ＲＡＳ）、（Ｒｉｂｉ　Ｉｍｍｕｎｏｃ
ｈｅｍ）；並びに（８）１種又はそれ以上の無機塩（例えば、アルミニウム塩）＋ＬＰＳ
（例えば、３ｄＭＰＬ）の無毒誘導体；を本発明においてアジュバント組成物として使用
し得る。
【０１２１】
　免疫賦活剤として作用するその他の物質は、参考文献１１７の第７章に開示されている
。
【０１２２】
　アルミニウム塩アジュバントの使用が特に好ましく、抗原は一般にこのような塩に吸着
される。Ｍｅｎｊｕｇａｔｅ（商標）及びＮｅｉｓＶａｃ（商標）複合体は水酸化物アジ
ュバントを使用し、一方でＭｅｎｉｎｇｉｔｅｃ（商標）はリン酸塩アジュバントを使用
する。本発明の組成物においてある種の抗原を水酸化アルミニウムに吸着させることが可
能であるが、他の抗原をリン酸アルミニウムと共に有することが可能である。しかし、一
般的に、１種の塩だけ、例えば水酸化物又はリン酸塩（両方ではない）を使用することが
好ましい。必ずしも全ての複合体を吸着させる必要はない、すなわち幾つか又は全部が溶
解していなくてよい。
【０１２３】
　治療の方法
　本発明はまた、医薬本発明の組成物を哺乳動物に投与することを含む、哺乳動物におい
て免疫応答を高める方法も提供する。免疫応答は、好ましくは保護的であり、好ましくは
抗体を伴う。本発明の方法は追加免疫応答を高め得る。
【０１２４】
　哺乳動物はヒトであるのが好ましい。ワクチンが予防用である場合には、ヒトは子供（
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例えば、歩き初めの子供又は乳児）又はティーンエージャーであることが好ましく；ワク
チンが治療用である場合には、ヒトは成人であることが好ましい。子供を目的としたワク
チンはまた、例えば安全性、用量、免疫原性などを評価するために成人に投与してもよい
。治療するためのヒトの好ましい分類は、出産年齢（例えば、ティーンエージャー及びそ
れ以上）の女性である。別の好ましい分類は、妊婦である。
【０１２５】
　本発明はまた、医薬として使用するための本発明の組成物を提供する。この医薬は、好
ましくは哺乳動物において免疫応答を高めることができる（すなわち、それは免疫原性組
成物である）ことが好ましく、ワクチンであることがさらに好ましい。
【０１２６】
　本発明はまた、哺乳動物において免疫応答を高めるための医薬の製造における本発明の
複合体の使用も提供する。
【０１２７】
　これらの使用及び方法は、好ましくはストレプトコッカス・アガラクティエによって引
き起こされる病気、例えば新生児の敗血症又は菌血症、新生児肺炎、新生児髄膜炎、子宮
内膜炎、骨髄炎、化膿性関節炎などの予防及び／又は治療のためのものである。
【０１２８】
　病気を予防する対象は、本発明の複合体を受け入れる対象と同じでなくてもよい。例え
ば、複合体は、子孫を守るために（妊娠前又は妊娠中の）女性に投与し得る（いわゆる、
「母体免疫」［１９０～１９２］）。
【０１２９】
　治療処置の効果を調べる１つの方法は、本発明の組成物の投与後にＧＢＳ感染を監視す
ることを伴う。予防処置の効果を調べる１つの方法は、組成物の投与後にＧＢＳ抗原に対
する免疫応答を監視することを伴う。
【０１３０】
　本発明の好ましい組成物は、被験者の許容し得る割合についてそれぞれの抗原成分につ
いての血清防御（ｓｅｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ）の基準よりも優れている患者において
抗体価を与えることができる。宿主が抗原に対してセロコンバートされると考えられる抗
体価を上回る関連抗体価を有する抗原は周知であり、このような抗体価はＷＨＯ等の機関
によって公表されている。被験者の統計学的に有意な試料の好ましくは８０％を越える試
料、さらに好ましくは９０％を越える試料、よりさらに好ましくは９３％を越える試料、
最も好ましくは９６～１００％がセロコンバートされる。
【０１３１】
　本発明の組成物は、一般に患者に直接に投与される。直接送達は、非経口注射（例えば
、皮下、腹腔内、静脈内、筋肉内に、又は組織の間質腔に）によって、あるいは直腸、口
腔、膣内、局所、経皮、鼻腔内、眼内、耳内、肺又はその他の粘膜投与によって達成し得
る。大腿又は上腕への筋肉内投与が好ましい。注射は、針（例えば、皮下針）によるもの
であり得るが、その代わりに無針注射を使用してもよい。典型的な筋肉内用量は０．５ｍ
ｌである。
【０１３２】
　本発明は、全身性免疫及び／又は粘膜免疫を誘発させるのに使用してもよい。
【０１３３】
　投薬処置は、単回投与スケジュール又は反復投与スケジュールであり得る。反復投与は
、一次免疫処置スケジュール及び／又は追加免疫処置スケジュールで使用し得る。一次投
与スケジュールの後に追加投与スケジュールが続いてもよい。初回投与の間（例えば、４
～１６週）、及び初回投与と追加免疫処置との間の適当な時期は、日常的に決定すること
ができる。
【０１３４】
　ＧＢＳタンパク質抗原
　上述のように、ＧＢＳタンパク質は、本発明の組成物に含有させることができる。これ
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らのタンパク質は、本発明の複合体用の担体タンパク質、その他の複合体用の担体タンパ
ク質、又は非複合タンパク質抗原として使用し得る。
【０１３５】
　本発明で使用するためのＧＢＳタンパク質抗原としては、参考文献９３及び１９３～１
９５に記載のものが挙げられる。本発明で使用するための５つの好ましいＧＢＳタンパク
質抗原が、ＧＢＳ６７；ＧＢＳ８０；ＧＢＳ１０４；ＧＢＳ２７６；及びＧＢＳ３２２と
して知られている［参考文献９３参照］。さらに、これらの５つの抗原の詳細を以下に示
す。
【０１３６】
　これらの５つのＧＢＳタンパク質の完全配列は、本明細書の配列番号１～５である。従
って、本発明の組成物は、（ａ）配列番号１～５から選択されるアミノ酸配列を含有する
ポリペプチド、及び／又は（ｂ）ポリペプチドであって、（ｉ）配列番号１～５の１つ又
はそれ以上と配列同一性を有するアミノ酸配列及び／又は（ｉｉ）配列番号１～５の断片
からなるポリペプチドを含有し得る。
【０１３７】
　具体的な配列番号に応じて、（ｉ）の配列同一性の程度は、５０％よりも大きい（例え
ば、６０％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４
％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％又はそれ以上）ことが好ましい。これらの
ポリペプチドは、同族体、相同分子種、対立遺伝子多型体及び機能変異体を包含する。典
型的には、２つのポリペプチド配列の間の５０％又はそれ以上の同一性は、機能的同義性
の指標であると考えられる。ポリペプチド間の同一性は、ＭＰＳＲＣＨプログラム（Ｏｘ
ｆｏｒｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ）において実行されるようなＳｍｉｔｈ－Ｗａｔｅｒｍａ
ｎ相同性検索アルゴリズムによって、パラメーター　ギャップ開始ペナルティ＝１２及び
ギャップ伸長ペナルティ＝１を用いてアフィンギャップ検索を使用して調べることが好ま
しい。
【０１３８】
　具体的な配列番号に応じて、（ｉｉ）の断片は、配列由来の少なくともｎ個の連続した
アミノ酸を含むべきであり、具体的な配列番号に応じて、ｎは７又はそれ以上（例えば、
８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２６、２８、３０、３５、４０
、４５、５０、６０、７０、８０、９０、１００又はそれ以上）である。断片は、配列の
少なくとも１個のＴ細胞、又は好ましくはＢ細胞のエピトープを含み得る。Ｔ細胞エピト
ープ及びＢ細胞エピトープは、実験的に（例えば、ＰＥＰＳＣＡＮ［１９６、１９７］又
は同様の方法を使用して）確認することができるか、又はこれらは（例えば、Ｊａｍｅｓ
ｏｎ－Ｗｏｌｆ抗原指数［１９８］、マトリックスに基づいたアプローチ［１９９］、Ｔ
ＥＰＩＴＯＰＥ［２００］、神経ネットワーク［２０１］、ＯｐｔｉＭｅｒ　＆　Ｅｐｉ
Ｍｅｒ［２０２、２０３］、ＡＤＥＰＴ［２０４］、Ｔｓｉｔｅｓ［２０５］、親水性［
２０６］、抗原指数［２０７］又は参考文献２０８に記載の方法などを使用して）予測す
ることができる。他の好ましい断片は、Ｎ末端アミノ酸残基がないか又はＮ末端シグナル
ペプチドがない配列番号１～５である。１つ又はそれ以上のドメイン、例えばリーダー又
はシグナル配列領域、貫膜領域、細胞質領域又は細胞壁係留モチーフの除去を使用するこ
とができる。好ましい断片を以下に示す（配列番号６から１９）。
【０１３９】
　これらのポリペプチドは、配列番号１～５と比べて、１個又はそれ以上の（例えば、１
、２、３、４、５、６、７、８、９、１０個など）連続したアミノ酸置換、すなわち関連
側鎖を有する別のアミノ酸による１個のアミノ酸の置換を含有していてもよい。遺伝子コ
ードアミノ酸は、一般に４つのファミリー：（１）酸性、すなわちアスパラギン酸、グル
タミン酸；（２）塩基性、すなわちリシン、アルギニン、ヒスチジン；（３）非極性、す
なわちアラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラニン、メチ
オニン、トリプトファン；及び（４）非荷電極性、すなわちグリシン、アスパラギン、グ
ルタミン、シスチン、セリン、トレオニン、チロシンに分けられる。フェニルアラニン、
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トリプトファン及びチロシンは、一緒に芳香族アミノ酸として分類される場合がある。一
般的に、これらのファミリー内の単一アミノ酸の置換は、生物活性に大きな影響を及ぼさ
ない。ポリペプチドはまた、配列番号１～５に対して１個又はそれ以上の（例えば、１、
２、３、４、５、６、７、８、９、１０個など）単一アミノ酸の欠失を含有していてもよ
い。ポリペプチドはまた、配列番号１～５に対して１個又はそれ以上の（例えば、１、２
、３、４、５、６、７、８、９、１０個など）挿入（例えば、１個、２個、３個、４個又
は５個のアミノ酸のそれぞれ）を含有していてもよい。
【０１４０】
　本発明のポリペプチドは、多くの方法で、例えば化学合成（全部又は一部において）に
よって、さらに長いポリペプチドをプロテアーゼを使用して消化することによって、ＲＮ
Ａから翻訳によって、細胞培養から（例えば、組換え体発現から）の精製によって、生物
それ自体から（例えば、細菌培養後に、又は患者から直接に）などによって調製すること
ができる。＜４０個のアミノ酸の長さのペプチドの好ましい製造方法は、インビトロ化学
合成を伴う［２０９、２１０］。固相ペプチド合成法、例えばｔＢｏｃ又はＦｍｏｃ［２
１１］化学反応に基づいた方法が、特に好ましい。酵素合成法［２１２］もまた、一部又
は全部を使用し得る。化学合成の代替として、生物学的合成を使用してもよく、例えばポ
リペプチドは翻訳によって製造し得る。これは、インビトロ又はインビボで実施し得る。
生物学的方法は、一般的にＬ－アミノ酸に基づくポリペプチドの製造に限定されるが、翻
訳機械装置（例えば、アミノアシルｔＲＮＡ分子の）の操作が、Ｄ－アミノ酸（あるいは
他の非天然アミノ酸、例えばヨドチロシン又はメチルフェニルアラニン、アジドホモアラ
ニンなど）の導入を可能にするために使用することができる［２１３］。しかし、Ｄ－ア
ミノ酸が含まれる場合には、化学合成を使用することが好ましい。本発明のポリペプチド
は、Ｃ末端及び／又はＮ末端に共有結合修飾を有する。
【０１４１】
　これらのＧＢＳタンパク質が本発明の組成物に含まれる場合には、これらのタンパク質
は種々の形（例えば、天然型、融合型、グリコシル化された形、グリコシル化されていな
い形、脂質化された形、脂質化されていない形、ホスホリル化された形、ホスホリル化さ
れていない形、ミリスチル化された形、ミリスチル化されていない形、モノマー、多量体
、粒状、変性された形など）を取り得る。これらは、好ましくは精製された形又は実質的
に精製された形で使用される、すなわち実質的に他のポリペプチドを含まない（例えば、
天然産ポリペプチドを含まない、特に他のＧＢＳ又は宿主細胞ポリペプチドを含まない）
。
【０１４２】
　ＧＢＳ６７
　血清型Ｖ菌株２６０３Ｖ／Ｒから配列決定されたＧＢＳ６７のヌクレオチド及びアミノ
酸配列は、参考文献９３に配列番号３７４５及び３７４６として示される。アミノ酸配列
は、本明細書では配列番号１：
【０１４３】
【化３】

である。
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【０１４４】
　ＧＢＳ６７は、上記の配列番号１のＣ末端に最も近い下線を付した領域によって示され
るＣ末端貫膜領域を含む。貫膜領域から１個又はそれ以上のアミノ酸が除去されていても
よいし、又はアミノ酸が貫膜領域の前で切断されていてもよい。このようなＧＢＳ６７断
片の例を以下に配列番号１８として示す。
【０１４５】
【化４】

　ＧＢＳ６７は、上記の配列番号１においてイタリック体で示される細胞壁アンカーを示
すアミノ酸モチーフを含む。幾つかの組換え宿主細胞系において、宿主細胞から組換えＧ
ＢＳ６７タンパク質の分泌を促進するためにこのモチーフを除去することが好ましいもの
であり得る。従って、本発明で使用するためのＧＢＳ６７の１つの好ましい断片において
、貫膜及び細胞壁アンカーモチーフがＧＢＳ６７から除去される。このようなＧＢＳ６７
断片の例を、以下に配列番号１９として示す。
【０１４６】
【化５】

　ＧＢＳ８０
　ＧＢＳ８０とは、推定される細胞壁表面アンカーファミリータンパク質を指す。血清型
Ｖ分離株２６０３Ｖ／Ｒから配列決定されたＧＢＳ８０のヌクレオチド及びアミノ酸配列
は、参考文献９３に配列番号８７７９及び８７８０として示される。アミノ酸配列は、本
明細書では配列番号２として以下に示す：
【０１４７】

【化６】

　ＧＢＳ８０は、上記の下線を付した配列によって示されるＮ末端リーダー又はシグナル
配列領域を含む。ＧＢＳ８０のリーダー又はシグナル配列領域から１個又はそれ以上のア
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して示す：
【０１４８】
【化７】

　ＧＢＳ８０は、上記の配列番号２の末端の近くに下線を付した配列によって示されるＣ
末端貫膜領域を含む。貫膜領域及び／又は細胞質領域から１個又はそれ以上のアミノ酸が
除去されていてもよい。このような断片の例を、以下に配列番号７として示す：
【０１４９】

【化８】

　ＧＢＳ８０は、上記の配列番号２においてイタリック体で示される細胞壁アンカーを示
すアミノ酸モチーフを含む。幾つかの組換え宿主細胞系において、宿主細胞から組換えＧ
ＢＳ８０タンパク質の分泌を促進するためにこのモチーフを除去することが好ましいもの
であり得る。従って、貫膜及び／又は細胞質領域並びに細胞壁アンカーモチーフは、ＧＢ
Ｓ８０から除去し得る。このような断片の例を、以下に配列番号８として示す：
【０１５０】
【化９】

　あるいは、幾つかの組換え宿主細胞系において、組換え発現タンパク質を細胞壁に係留
させるために細胞壁アンカーモチーフを使用することが好ましいものであり得る。発現タ
ンパク質の細胞外ドメインは精製中に切断されていてもよし、又は組換えタンパク質は、
最終組成物の不活化宿主細胞又は細胞膜のいずれかに結合された状態にしておいてもよい
。
【０１５１】
　１つの実施形態において、リーダー又はシグナル配列領域、貫膜及び細胞質領域並びに
細胞壁アンカーモチーフは、ＧＢＳ８０配列から除去される。このようなＧＢＳ８０断片
の例を、以下に配列番号９として示す：
【０１５２】
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【化１０】

　ＧＢＳ８０の特に免疫原性の断片は、タンパク質のＮ末端方向に配置され、本明細書に
おいて配列番号１０として示される：
【０１５３】
【化１１】

　ＧＢＳ１０４
　ＧＢＳ１０４とは、推定される細胞壁表面アンカーファミリータンパク質を指す。それ
はｅｍａＡと呼ばれている。血清型Ｖ分離株２６０３Ｖ／Ｒから配列決定されたＧＢ１０
４のヌクレオチド及びアミノ酸配列は、参考文献９３に配列番号８７７７及び８７７８と
して示される。アミノ酸配列を、本明細書では配列番号３として以下に示す：
【０１５４】

【化１２】

　ＧＢＳ１０４は、上記の配列番号３の先頭に下線を付した配列によって示されるＮ末端
リーダー及びシグナル配列領域を含む。ＧＢＳ１０４のリーダー又はシグナル配列領域か
ら１個又はそれ以上のアミノ酸が除去されていてもよい。このようなＧＢ１０４断片の例
を、以下に配列番号１１として示す。
【０１５５】

【化１３】

　ＧＢＳ１０４は、上記の配列番号３の末端の近くに下線を付した配列によって示される
Ｃ末端貫膜及び／又は細胞質領域を含む。貫膜又は細胞質領域から１個又はそれ以上のア
ミノ酸が除去されていてもよい。このようなＧＢＳ１０４の断片の例を、以下に配列番号
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【０１５６】
【化１４】

　リーダー又はシグナル配列領域から１個又はそれ以上のアミノ酸を、及び貫膜又は細胞
質領域から１個又はそれ以上のアミノ酸を除去し得る。このようなＧＢＳ１０４の断片の
例を、以下に配列番号１３として示す：
【０１５７】

【化１５】

　ＧＢＳ１０４の別の断片としては、アミノ酸２８－８５８（配列番号３で付された番号
）のＧＢＳ１０４の８３０アミノ酸断片、アミノ酸２８－３８７のＧＢＳ１０４の３５９
アミノ酸断片、アミノ酸２８－６０９のＧＢＳ１０４の５８１アミノ酸断片、又はアミノ
酸２８－７６８のＧＢＳ１０４の７４０アミノ酸断片が挙げられる。
【０１５８】
　ＧＢＳ２７６
　ＧＢＳ２７６とは、Ｃ５ａペプチダーゼを指す。ＧＢＳ２７６の別の説明は、参考文献
２１４～２１７に見出すことができる。血清型Ｖ分離株２６０３Ｖ／Ｒから配列決定され
たＧＢＳ２７６のヌクレオチド及びアミノ酸配列は、参考文献９３に配列番号８９４１及
び８９４２として示される。アミノ酸配列を、本明細書では配列番号４として以下に示す
：
【０１５９】
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【化１６】

　ＧＢＳ２７６は、上記の配列番号４の先頭に下線を付した配列によって示されるＮ末端
リーダー及びシグナル配列領域を含む。ＧＢＳ２７６のリーダー又はシグナル配列領域か
ら１個又はそれ以上のアミノ酸が除去されていてもよい。このようなＧＢ２７６断片の例
を、以下に配列番号１４として示す：
【０１６０】

【化１７】

　ＧＢＳ２７６は、上記の配列番号２の末端の近くに下線を付した配列によって示される
Ｃ末端貫膜及び／又は細胞質領域を含む。ＧＢＳ２７６の貫膜領域又は細胞質領域から１
個又はそれ以上のアミノ酸が除去されていてもよい。このようなＧＢＳ２７６断片の例を
、以下に配列番号１５として示す：
【０１６１】

【化１８】

　リーダー又はシグナル配列領域から１個又はそれ以上のアミノ酸及び貫膜又は細胞質領
域から１個又はそれ以上のアミノ酸を除去し得る。このようなＧＢＳ２７６断片の例を、
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以下に配列番号１６として示す：
【０１６２】
【化１９】

　ＧＢＳ３２２
　ＧＢＳ３２２は、表面免疫原性タンパク質を指し、「ｓｉｐ」とも呼ばれる。血清型Ｖ
分離株２６０３Ｖ／Ｒから配列決定されたＧＢＳ３２２のヌクレオチド及びアミノ酸配列
は、参考文献９３に配列番号８５３９及び８５４０として示される。アミノ酸配列を、本
明細書では配列番号５として以下に示す：
【０１６３】
【化２０】

　ＧＢＳ３２２は、配列番号５の先頭の近くに下線を付した配列によって示されるＮ末端
リーダー及びシグナル配列領域を含む。ＧＢＳ３２２のリーダー又はシグナル配列領域か
ら１個又はそれ以上のアミノ酸が除去されていてもよい。このようなＧＢ３２２断片の例
を、以下に配列番号１７として示す：
【０１６４】

【化２１】

　総則
　「含む」という用語は、「含有する」及び「のみからなる」を包含し、例えばＸ「から
なる」組成物は、Ｘのみからなっていてもよいし又は何か追加成分を例えばＸ＋Ｙとして
含有していてもよい。
【０１６５】
　数値ｘに関連して「約」という用語は、例えば、ｘ±１０％を意味する。
【０１６６】
　「実質的に」という単語は、「完全に」を除外しない、例えばＹを「実質的に含有しな
い」組成物は、Ｙを完全に含有していなくてもよい。必要ならば、「実質的に」という単
語は、本発明の定義から除外してもよい。
【０１６７】
　本発明が多数の連続する工程を含む方法を提供する場合には、本発明はまた、工程の総
数よりも少ない工程を含む方法を提供することもできる。例えば、本発明の第１の態様に
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おいて、本発明は、（ａ）ＧＢＳ莢膜糖を酸化してアルデヒド基を末端シアル酸残基に導
入し；（ｂ）該アルデヒド基を還元アミノ化に供する工程を含む方法を提供する。さらな
る工程（ｃ）及び（ｄ）は、工程（ａ）及び（ｂ）の生成物が複合体製造において中間体
として有用性を有し、例えば工程（ｃ）及び（ｄ）において別々に及び後で使用するため
に使用、保存、輸出などされてもよいので、本発明の範囲内に入るために行う必要はない
。
【０１６８】
　同様に、出発糖原料が既に部分的に処理されている場合には、本発明は方法の後の工程
のみを含む方法を包含する。例えば、本発明の第３の態様において、本発明は、修飾され
たガラクトース残基を担体分子に連結する工程を含む方法であって、該方法用の出発原料
がアルデヒド基をガラクトース残基に導入するために既に酸化されている糖である方法を
包含する。
【０１６９】
　これらの種々の工程を、極めて異なる時間で、種々の場所で（例えば、種々の国で）種
々の人々によって実施することができる。
【０１７０】
　糖環が開いた状態で及び閉じた状態で存在することができること及び閉じた状態は本明
細書の構造式で示されるが、開いた状態もまた本発明に包含されることが認識されるであ
ろう。同様に、糖類がピラノース型及びフラノース型で存在することができること及びピ
ラノース型が本明細書の構造式で表すが、フラノース型もまた本発明に包含されることが
認識されるであろう。糖の種々のアノマー型も包含される。
【０１７１】
　第１級アミンは、式ＮＨ２Ｒで表すことができる。基Ｒは、電気供与性であることが好
ましく、基ＲとしてはＣ１－８ヒドロカルビル、さらに好ましくはＣ１－８アルキル、特
にメチルが挙げられる。Ｒは、好ましくは－ＣＨ３、－Ｃ２Ｈ５又は－Ｃ３Ｈ７である。
ヒドロカルビルは、１個又はそれ以上の基、例えば：ハロゲン（例えば、Ｃｌ、Ｂｒ、Ｆ
、Ｉ）、トリハロメチル、－ＮＯ２、－ＣＮ、Ｎ＋（Ｃ１－６アルキル）２Ｏ－、－ＳＯ

３Ｈ、－ＳＯＣ１－６アルキル、－ＳＯ２Ｃ１－６アルキル、－ＳＯ３Ｃ１－６アルキル
、－ＯＣ（＝Ｏ）ＯＣ１－６アルキル、－Ｃ（＝Ｏ）Ｈ、－Ｃ（＝Ｏ）Ｃ１－６アルキル
、－ＯＣ（＝Ｏ）Ｃ１－６アルキル、－Ｎ（Ｃ１－６アルキル）２、Ｃ１－６アルキル、
－Ｎ（Ｃ１－６アルキル）２、－Ｃ（＝Ｏ）Ｎ（Ｃ１－６アルキル）２、－Ｎ（Ｃ１－６

アルキル）Ｃ（＝Ｏ）Ｏ（Ｃ１－６アルキル）、－Ｎ（Ｃ１－６アルキル）Ｃ（＝Ｏ）Ｎ
（Ｃ１－６アルキル）２、－ＣＯ２Ｈ、－ＯＣ（＝Ｏ）Ｎ（Ｃ１－６アルキル）２、－Ｎ
（Ｃ１－６アルキル）Ｃ（＝Ｏ）Ｃ１－６アルキル、－Ｎ（Ｃ１－６アルキル）Ｃ（＝Ｓ
）Ｃ１－６アルキル、－Ｎ（Ｃ１－６アルキル）ＳＯ２Ｎ（Ｃ１－６アルキル）２、－Ｃ
Ｏ２Ｃ１－６アルキル、－ＳＯ２Ｎ（Ｃ１－６アルキル）２、－Ｃ（＝Ｏ）ＮＨ２、－Ｃ
（＝Ｓ）Ｎ（Ｃ１－６アルキル）２、－Ｎ（Ｃ１－６アルキル）ＳＯ２Ｃ１－６アルキル
、－Ｎ（Ｃ１－６アルキル）Ｃ（＝Ｓ）Ｎ（Ｃ１－６アルキル）２、－ＮＨ－Ｃ１－６ア
ルキル、－Ｓ－Ｃ１－６アルキル又は－Ｏ－Ｃ１－６アルキルで置換されていてもよい。
「ヒドロカルビル」という用語は、炭素と水素とからなる線状、分岐又は環状の一価の基
を包含する。従って、ヒドロカルビル基は、アルキル基、アルケニル基及びアルキニル基
、シクロアルキル基（ポリシクロアルキル基を含む）、シクロアルケニル基及びアリール
基並びにこれらの組み合わせ、例えばアルキルシクロアルキル基、アルキルポリシクロア
ルキル基、アルキルアリール基、アルケニルアリール基、シクロアルキルアリール基、シ
クロアルケニルアリール基、シクロアルキルアルキル基、ポリシクロアルキルアルキル基
、アリールアルキル基、アリールアルケニル基、アリールシクロアルキル基及びアリール
シクロアルケニル基を包含する。好ましいヒドロカルビルは、Ｃ１－４ヒドロカルビルで
あり、さらに好ましくはＣ１－８ヒドロカルビルである。
【実施例】
【０１７２】
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　（発明を実施するための様式）
　複合体の製造及び特定
　ＧＢＳ血清型Ｉｂ由来の莢膜糖は、参考文献１５に記載のようにして精製し、次いで上
記のように再アセチル化した。この糖を脱－Ｎ－アセチル化して、結合用のアミン基を得
た。これらのアミン基を使用して、糖をモノマー破傷風トキソイド（ＴＴ）に、直接還元
アミノ化（シアル酸のＣ－８上で、従来技術に記載のようにして）によるか又はＳＩＤＥ
Ａスペーサーによる（参考文献２１８に髄膜炎菌糖について記載のようにして）かいずれ
かで共有結合により複合させた。
【０１７３】
　得られた複合体のシアル酸含有量を、参考文献２１９の比色法に従って測定した。全糖
量を、シアル酸含有量から推定した（シアル酸は重合体の平均３１重量％である）。複合
体中のタンパク質濃度を、Ｍｉｃｒｏ　ＢＣＡタンパク質アッセイキット（Ｐｉｅｒｃｅ
）を用いて調べた。１～４の多糖：タンパク質重量比が目標であり、結果は次のとおりで
あった：
【０１７４】
【化２２】

　どのように複合体の架橋比が影響を及ぼし得るかを調べるために、精製したＧＢＳＩａ
及びＩｂ糖を、種々の酸化の度合いに供し、次いでＣＲＭ１９７に複合させた。結果は次
のとおりであった：
【０１７５】
【化２３】

　同様の実験を使用して種々のタンパク質担体を調べた。ＣＲＭ１９７及び破傷風トキソ
イドの両方を、ＧＢＳＩＩＩ型糖用の担体として使用した、結果は下記の通りであった：
【０１７６】
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【化２４】

　３種類の担体をＧＢＳＩＩ型及びＶ型糖：破傷風トキソイド；ＣＲＭ１９７；及びヒト
血清アルブミンについて比較した。酸化の程度は、型Ｖ糖については１５．３％であり、
ＩＩ型糖については６．９％であった。結果は下記の通りであった：
【０１７７】
【化２５】

　ヒト血清アルブミンを、Ｉａ型糖（６．７％酸化された）、Ｉｂ型糖（８．２％酸化さ
れた）及びＩＩＩ型（４．１％酸化された）糖用の担体として別々に試験した：
【０１７８】

【化２６】

　Ｉａ型、Ｉｂ型及びＩＩＩ型の複合体を、４種類の担体：破傷風トキソイド；ＣＲＭ１
９７；ＧＢＳ８０；及びＧＢＳ６７を使用して調製した。破傷風及びＣＲＭ担体の場合は
、酸化率％は、Ｉａについては９．１％であり、Ｉｂについては１４．２％であり、ＩＩ
Ｉについては１３％であった；ＧＢＳ担体の場合は、酸化率％は、８．２％、９．０％及
び７．９％であった。次いで、複合体を用いて免疫化した動物を、それぞれのＧＢＳ型（
すなわち、同種の攻撃（ｃｈａｌｌｅｎｇｅ））に対する防御について試験した、結果は
次の通りであり、致死的攻撃に生き残る動物の％として表した：
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【０１７９】
【化２７】

　並列実験において、ＧＢＳ　Ｖ型株による感染であるが、Ｖ型糖を用いて免疫処置して
いない場合について、結果は次の通りであった：
【０１８０】
【化２８】

　従って、ＧＢＳ担体は、Ｖ型株に対してある防御を提供することができ、従ってＧＢＳ
タンパク質は担体として、タンパク質に複合された糖で補足することができるタンパク質
介在防御のバックグラウンドレベルを提供する。
【０１８１】
　遊離の糖の濃度を、種々の複合体ロットについて試験した。結果は次の通りであった：
【０１８２】

【化２９】

　本発明は、単なる例として説明したこと及び変更をなし得るが本発明の範囲及び精神内
にあることが理解されるであろう。
【０１８３】
　（参考文献（これらの内容は、参考として本明細書に援用される））
【０１８４】
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【化３０】

【０１８５】
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【化３１】

【０１８６】
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【化３２】

【０１８７】
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【化３３】

【０１８８】
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【化３４】

【図面の簡単な説明】
【０１８９】
【図１】図１は、末端シアル酸残基の過ヨウ素酸酸化を表す。
【図２】図２は、本発明の第１の態様及び第２の態様を図解する。
【図３】図３は、ＧＢＳ血清型Ｉａ、Ｉｂ、ＩＩ、ＩＩＩ及びＶの莢膜糖の反復構造を表
す。
【図４】図４は、ＧＢＳ血清型Ｉａの反復構造とＧＢＳ血清型ＩＩＩの反復構造との間の
相違を表す。
【図５】図５は、製造することができる２種類の複合体を表す。
【図６】図６は、本発明の第１の態様の、アジピン酸のスクシンイミジルジエステルを使
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用する好ましい複合化反応を表す。
【図７】図７は、本発明の第２の態様の、アジピン酸のスクシンイミジルジエステルを使
用する好ましい複合化反応を表す。
【図８】図８は、末端シアル酸残基の酸化によって形成されるアルデヒドの還元アミノ化
の後の、複合体を調製するためのアクリロイル化の使用を表す。
【図９】図９は、末端シアル酸残基の酸化によって形成されるアルデヒドの還元アミノ化
の後の、複合体を調製するためのハロアシルハライドの使用を表す。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】

【図６】 【図７】
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【図８】 【図９】
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