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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　感染細胞を、高圧下で試料を小さな固定したオリフィスに高速で通して試料を高圧部か
ら低圧部へ急速に移動させることによって高圧均質化し、ポックスウイルス含有ホモジネ
ートを得る段階を含む感染細胞よりポックスウイルスを採取するための方法。
【請求項２】
　前記ポックスウイルスが、オルトポックスウイルス、アビポックスウイルス、スイポッ
クスウイルスおよびカプリポックスウイルスからなる群より選択されることを特徴とする
、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記ポックスウイルスが、ワクシニアウイルス、ヤギ痘（ヤギポックス）ウイルス、ヒ
ツジ痘（ヒツジポックス）ウイルス、カナリア痘（カナリアポックス）ウイルスおよび鶏
痘（ニワトリポックス）ウイルスからなる群より選択されることを特徴とする、請求項１
～２のうちいずれかに記載の方法。
【請求項４】
　前記ワクシニアウイルスが、Ｅｌｓｔｒｅｅまたは改変（修飾）ワクシニアウイルス株
アンカラ（Ａｎｋａｒａ；ＭＶＡ）、特に、ＥＣＡＣＣ寄託番号第Ｖ０００８３００８号
のＭＶＡ－ＢＮであることを特徴とする、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記ポックスウイルスが、組換え体ポックスウイルスであることを特徴とする、請求項
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１～４のうちいずれかに記載の方法。
【請求項６】
　高圧均質化工程における出口でのホモジネートの温度が２５℃を越えないことを特徴と
する、請求項１～５のうちいずれかに記載の方法。
【請求項７】
　前記ポックスウイルス含有ホモジネートを、少なくとも１つの精製段階にかけ、ポック
スウイルスに富んだ画分を得ることを特徴とする、請求項１～６のうちいずれかに記載の
方法。
【請求項８】
　少なくとも１つの精製段階の１つが、限外濾過段階であることを特徴とする、請求項７
に記載の方法。
【請求項９】
　前記限外濾過が、クロス－フロー－濾過であることを特徴とする、請求項８に記載の方
法。
【請求項１０】
　前記クロス－フロー－濾過段階において、５００ｋＤａより大きく、０．１μｍ以下の
孔の大きさを有する膜を使用することを特徴とする、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記限外濾過に続き、少なくとも１つのカラムクロマトグラフィー段階を実施すること
を特徴とする、請求項８～１０のうちいずれかに記載の方法。
【請求項１２】
　前記ポックスウイルス含有ホモジネートまたはポックスウイルスに富んだ画分を凍結乾
燥することを特徴とする、請求項１～１１のうちいずれかに記載の方法。
【請求項１３】
　請求項１～１２のうちのいずれかに記載の方法によって得られたポックスウイルスに富
んだ画分またはポックスウイルス含有ホモジネート。
【請求項１４】
　ワクチンとしての、請求項１３に記載のポックスウイルスに富んだ画分またはポックス
ウイルス含有ホモジネート。
【請求項１５】
　ワクチンの調製のための、請求項１３に記載のポックスウイルスに富んだ画分またはポ
ックスウイルス含有ホモジネートの使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ポックスウイルス、特に改変（修飾）ワクシニアウイルスアンカラ（ＭＶＡ
）を感染細胞から採取する方法に関する。本発明によって、ポックスウイルス感染細胞を
高圧均質化にかけ、ポックスウイルス含有ホモジネートを得る。ポックスウイルスに富ん
だ画分（a poxvirus-enriched fraction）を得るために、ポックスウイルス含有ホモジネ
ートを少なくとも一回の精製工程にかけて良い。本発明はさらに、本発明による方法で得
られる、ポックスウイルス含有画分およびポックスウイルス含有ホモジネートにも関する
。
【背景技術】
【背景技術】
【０００２】
　ポックスウイルス科は、脊椎動物細胞および無脊椎動物細胞の細胞質中で複製する複合
ＤＮＡウイルスの大きなファミリーからなる。ポックスウイルス科は、コルドポックスウ
イルス（脊椎動物ポックスウイルス）およびエントモポックスウイルス（昆虫ポックスウ
イルス）の亜科に分けられる。
【０００３】
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　コルドポックスウイルスとしては、例えばラクダ痘ウイルス、ヒツジ痘ウイルス、ヤギ
痘ウイルスまたはトリ痘ウイルス、特に鶏痘ウイルスなどの、経済的に重要ないくつかの
動物ポックスウイルス（異なる属に分類される）が挙げられる。ヒツジ痘およびヤギ痘に
対する家畜への予防接種のために、弱毒化した、生きたウイルスおよび不活性化したワク
チンが入手可能である。予防接種を行うために、鶏痘ウイルスをベクターとして用いた家
禽組換えワクチンの開発が行なわれてきた。
【０００４】
　鶏痘ウイルスはヒト細胞に感染するため、ヒトにおいて異種（非相同）遺伝子を発現さ
せ、対応する免疫応答を誘導するためのベクターとしても利用できることが仮定される。
ゲノム中にＨＩＶ遺伝子を含有する鶏痘ウイルスは、米国特許第５，７３６，３６８号お
よび米国特許第６，０５１，４１０号に開示されている。
【０００５】
　ヒトにおいて、天然痘ウイルスは、オルトポックスウイルス属の一員であるが、群を抜
いて最も重要なポックスウイルスであった。ワクシニアウイルスもまた、ポックスウイル
ス科のファミリーのうちの、オルソポックスウイルス属の一員であるが、天然痘に対する
免疫性の付与のための生ワクチンとして利用されていた。天然痘ウイルスを用いた、世界
的に好結果であった予防接種は天然痘の撲滅で完結した（天然痘の世界的撲滅。天然痘撲
滅の証明に対する世界委員会の最終報告；Ｈｉｓｔｏｒｙ　ｏｆ　Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａ
ｌｔｈ、ＮＯ．４、Ｇｅｎｅｖａ：世界保健機構、１９８０年）。このＷＨＯの宣言以来
、ポックスウイルス感染について危険度が高い人々（例えば、研究所勤務者）を除いては
予防接種を続けなかった。生物戦争で、またはバイオテロリストにより利用される天然痘
ウイルスの危険性という観点から、予防接種プログラムが再び重要になっている。
【０００６】
　さらに最近では、ワクシニアウイルスもまた、組換え遺伝子発現のための、および組換
え体生ワクチンとして利用する可能性を持つ、遺伝子工学で作るウイルスベクターに利用
されている（Ｍａｃｋｅｔｔ，Ｍ．，Ｓｍｉｔｈ，Ｇ．Ｌ．およびＭｏｓｓ，Ｂ．［１９
８２年］Ｐ．Ｎ．Ａ．Ｓ．　ＵＳＡ７９巻、７４１５～７４１９頁；Ｓｍｉｔｈ，Ｇ．Ｌ
．,Ｍａｃｋｅｔｔ，Ｍ．およびＭｏｓｓ，Ｂ．［１９８４年］Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｙ　ａｎｄ　Ｇｅｎｅｒｉｃ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　２巻、３８
３～４０７頁）。これは、ＤＮＡ組換え技術により、ワクシニアウイルスのゲノム中に導
入された外来抗原をコードするＤＮＡ配列（遺伝子）を必要とする。ウイルスＤＮＡ中の
、ウイルスの生活サイクルに必須でない部位において遺伝子を統合させれば、新しく生産
した組換えワクシニアウイルスの感染が可能になる、すなわち、外来細胞の感染が可能に
なり、したがって統合したＤＮＡ配列の発現が可能になる（欧州特許明細書第８３，２８
６号および第１１０，３８５号）。このようにして調製した組換え体ワクシニアウイルス
は、一方では感染病の予防のための生ワクチンとして、また一方では真核細胞における非
相同タンパク質の調製のために利用することができる。
【０００７】
　組換え体生ワクチンの開発のためのベクターとしてのワクシニアウイルスの利用は、安
全性の問題および規制に影響を受けてきた。文献に記述されている組換え体ワクチンのほ
とんどは、ワクシニアウイルスのＷｅｓｔｅｒｎ　Ｒｅｓｅｒｖｅ）菌株に基づいている
。この菌株は神経毒性が高く、そのためヒトおよび動物への利用にはあまり適さないこと
が知られている（Ｍｏｒｉｔａ　ｅｔ．　ａｌ．,Ｖａｃｃｉｎｅ　５巻、６５～７０頁
［１９８７年］）。一方、修飾ワクシニアウイルスアンカラ（Ａｎｋａｒａ）（ＭＶＡ）
は、例外的に安全であることが知られている。ＭＶＡは、ワクシニアウイルスのアンカラ
菌株（ＣＶＡ）をひな鳥の胚繊維芽細胞上で長期間連続継代させることにより発生させる
（Ｍａｙｒ，Ａ．，Ｈｏｃｈｓｔｅｉｎ－Ｍｉｎｔｚｅｌ，Ｖ．およびＳｔｉｃｋｌ，Ｈ
．［１９７５年］Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　３巻、６～１４頁；スイス特許第５６８，３９２
号を参照のこと）。ブダペスト条約の必要条件を満たして保管されているＭＶＡウイルス
菌株の例としては、ＭＶＡ５７２菌株、ＭＶＡ５７５菌株およびＭＶＡ－ＢＮが挙げられ
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、これらはＥｕｒｏｐｅａｎ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌ　
Ｃｕｌｔｕｒｅｓ（ＥＣＡＣＣ）、Ｓａｌｉｓｂｕｒｙ（ＵＫ）に保管されており、保管
番号はそれぞれＥＣＡＣＣ　Ｖ９４０１２７０７、ＥＣＡＣＣ　Ｖ００１２０７０７およ
びＥＣＡＣＣ　Ｖ０００８３００８である。ＭＶＡは、その顕著な弱毒化性、すなわち、
良好な免疫原生を維持する間に減少させた毒性または感染性によって区別される。ＭＶＡ
ウイルスについて、野生型ＣＶＡ菌株と比較したゲノムの変異を決定するための分析が行
なわれている。全部で３１，０００塩基対のゲノムＤＮＡにおける６つの主要な欠失（欠
失、ＩＩ、ＩＩＩ、ＩＶ、Ｖ、およびＶＩ）が明らかになっている（Ｍｅｙｅｒ，Ｈ．，
Ｓｕｔｔｅｒ，Ｇ．およびＭａｙｒ　Ａ．［１９９１年］Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．　７２巻、１
０３１～１０３８頁）。得られたＭＶＡウイルスは、鳥類に対する高度な宿主細胞制限と
なる。さらに、ＭＶＡは、その極度な弱毒化性に特徴付けられる。様々な動物モデルで試
験したところ、ＭＶＡは免疫抑制動物においてさえも無毒であることが分かった。さらに
重要なことに、広範囲の臨床試験においてＭＶＡ菌株の優れた性質が実証された（Ｍａｙ
ｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｚｂｌ．Ｂａｋｔ．Ｈｙｇ．Ｉ、Ａｂｔ．Ｏｒｇ．Ｂ１６７、３７５
～３９０頁［１９８７年］、Ｓｔｉｃｋｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｄｔｓｃｈ．ｍｅｄ．Ｗｓｃ
ｈｒ．９９巻、２３８６～２３９２頁［１９７４年］）。高リスクの患者を含む１２０，
０００人のヒトにおけるこれらの研究の間、ＭＶＡワクチンの使用に関連する副作用はみ
られなかった。ワクチンとして有効な組換えＭＶＡはすでに構築されており、臨床試験に
利用されている。国際特許第ＷＯ　９８／１３５００号に、デング熱ウイルス抗原をコー
ドしているＤＮＡ配列を１つまたはそれ以上含み、発現させることができる組換えＭＶＡ
が開示されている。ＭＶＡゲノム中で自然に起こる欠失部位において、外来ＤＮＡ配列を
ウイルスＤＮＡ中に組換えた。
【０００８】
　予防接種にポックスウイルスまたは組換えポックスウイルスを用いる前に、ウイルスを
、規制の必要条件を満たすようにある程度まで精製する必要がある。ポックスウイルス、
特にＭＶＡおよび組換えＭＶＡを精製するための従来の方法は以下の通りである：第一工
程でそれぞれのポックスウイルスに感染可能な細胞を培養する。ＭＶＡの場合に可能な細
胞は一般にトリ胎児胚繊維芽細胞である。可能な細胞をポックスウイルスで感染させ、ウ
イルスの子孫が発生するのに十分な時間培養する。ついで培養バイアル表面からの細胞を
分離し、細胞を部分的に分解するために、細胞を凍結、溶解させる。無傷の細胞と破壊さ
れた細胞の混合物をスピンダウンさせる。超音波を用いてホモジネートを産生させる。ス
クロースクッション遠心分離によりホモジネートからウイルスを精製する（Ｊｏｋｌｉｋ
　ＷＫ．「４つのポックスウイルス菌株の精製（Ｔｈｅ　ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏ
ｆ　ｆｏｕｒ　ｓｔｒａｉｎｓ　ｏｆ　ｐｏｘｖｉｒｕｓ．）」Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　１９
６２年；１８巻：９～１８頁）。この手順中で重要な工程は、超音波を用いた均質化であ
る（Ｈｅｄｓｔｏｒｍ，Ｋ．Ｇ．およびＬｉｎｄｂｅｒｇ，Ｕ．，Ｚ．Ｉｍｍｕｎ．Ｆｏ
ｒｓｃｈ．１９６９年　１３７巻：４２１～４３０頁；Ｓｔｉｃｋｌ，Ｈ．，Ｋｏｒｂ，
Ｗ．およびＨｏｃｈｓｔｅｉｎ－Ｍｉｎｔｚｅｌ，Ｖ．，Ｚｂｌ．Ｂａｋｔ．，Ｉ．Ａｂ
ｔ．Ｏｒｉｇ．（１９７０年）、２１５巻、３８～５０頁）。工業用の手順においては、
全ての工程が容易に制御および再生できることが好ましい。しかしながら、ウイルスと細
胞の懸濁液を均質化するために超音波を用いることの不都合として、超音波工程を同一様
式で再生することが難しいこと、調整が難しいこと、およびこの手順を研究所の規模から
工業規模へ拡大するのが難しいこと、が挙げられる。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　したがって、ポックスウイルス、特に、ＭＶＡ菌株などのワクシニアウイルスをポック
スウイルス感染細胞から採取する方法を、感染細胞の均質化が再生可能であり、制御が容
易で研究所規模から工業規模へ拡大できるような形で供給することは本発明の目的である
。
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【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明は、ポックスウイルス、特に、エルストリー菌株または修飾ワクシニアウイルス
アンカラ（ＭＶＡ）などのワクシニアウイルスを感染細胞から採取する方法に関する。感
染細胞からポックスウイルスを採取するための、本発明による方法には、ポックスウイル
ス含有ホモジュネートを得るために感染細胞を高圧均質化にかける工程が含まれる。
【００１１】
　本発明による方法によって無傷で感染性のポックスウイルスを採取することは予想して
いなかった。高圧均質化は、真核細胞および原核細胞からタンパク質または脂質を単離す
る目的で、細胞性および副細胞性の構造物を破壊するために一般的に利用される。米国特
許第３，９８３，００８号に、高圧均質化を用いて微生物から有効成分を抽出する方法が
開示されている。そこで抽出された成分は酵母のタンパク質、細菌の酵素、および酵母の
脂質であった。第ＤＥ１９９１８６１９号に、酵母細胞からのＨｂｓＡｇの単離するため
の高圧均質化の利用が開示されている。米国特許第４，２２５，５２１号に、高圧均質化
により、微生物細胞からグルコースイソメラーゼを抽出する手順が記載されている。高圧
均質化はまた、組換えサッカロマイセス　セルビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃ
ｅｒｅｖｉｓｉａｅ）からウイルス様粒子（ＶＬＰ）を単離するため（Ｍｉｌｂｕｒｎ　
ａｎｄ　Ｄｕｎｎｉｌｌ（１９９４年）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｅ
ｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　４４巻、７３６～７４４頁）、およびアデノウイルスベクターを
生産および精製するため（米国特許第６，１９４，１９１号）にも利用されている。ＶＬ
Ｐｓおよびアデノウイルスはエンベロープ（外被）を持たず、より小さく単純なウイルス
であり、そのため細胞性タンパク質構造物に似ている。ゆえに、細胞からのタンパク質単
離に適すことが示された高圧均質化が、真核細胞からのアデノウイルスおよびＶＬＰｓの
単離にも利用されることは驚くことではない。一方、細胞内成熟ポックスウイルスビリオ
ン（ＩＭＶ、以下参照のこと、Ｆｉｅｌｄｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｆｉｅｌｄｓ　Ｖｉｒｏｌ
ｏｇｙ、１９９６、Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ－Ｒａｖｅｎ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ、Ｐｈｉ
ｌａｄｅｌｐｈｉａ、ＵＳＡ、ＩＳＢＮ　０－７８１７－０２５３－４、８３章　２６５
４～２６５５頁を参照のこと）は非常に複雑な組織形態をもち、それにはとりわけ脂質膜
があげられる。ポックスウイルスＩＭＶの組織形態および物理的性質は、ある局面におい
てはエンベロープ（外被）を持たないウイルスの組織形態および物理的性質よりも、細胞
の組織形態および物理的性質により綿密に関連する。したがって、高圧均質化による細胞
破壊に用いた条件により、ポックスウイルスの破壊も導かれると期待できた。したがって
、高圧均質化により、細胞が破壊されるがかなりの量のポックスウイルスが無傷のまま残
り、さらに精製可能であったことは意外な結果であった。言い換えれば、高圧均質化を感
染細胞からポックスウイルスを採取する方法に利用できることはだれも想定しなかった。
実際、公知の感染細胞からポックスウイルスを採取する方法においては、均質化のより一
般的な手段である超音波を均質化に用いる。
【００１２】
　超音波を用いた採取法と対比して、本発明による方法を用いると、感染細胞の均質化が
再生可能になる；本方法は容易に制御することができ、また研究室規模から工業規模への
拡大が容易である。
【００１３】
　本発明の文中において用いる用語「ポックスウイルス（ｐｏｘｖｉｒｕｓ）」は、ポッ
クスウイルス科に属する任意のウイルスを指す。本発明による方法は、コルドポックスウ
イルス亜科に対して行なうことが好ましく、オルトポックスウイルス属、アヴィポックス
ウイルス属、カプリポックスウイルス属およびスイポックスウイルス属のポックスウイル
スに対して行なうことがさらに好ましい。最も好ましくは、本発明はワクシニアウイルス
、ヤギ痘ウイルス、ヒツジ痘ウイルス、カナリヤ痘ウイルスおよび鶏痘ウイルスからなる
群から選択したポックスウイルスを採取および精製する方法に関する。特に好ましいのは
、ワクシニアウイルスである。本発明による方法に用いるワクシニアウイルス菌株の例と
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しては、Ｅｌｓｔｒｅｅ株、Ｗｙｅｔｈ株、Ｃｏｐｅｎｈａｇｅｎ株、Ｔｅｍｐｌｅ　ｏ
ｆ　Ｈｅａｖｅｎ株、ＮＹＣＢＨ株、Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｒｅｓｅｒｖｅ株が挙げられる。
本発明は、ここに挙げた特定のワクシニアウイルスに限定されず、任意のワクシニアウイ
ルス株を代わりに用いて良い。ワクシニアウイルス株の好ましい例は、修飾ワクシニアウ
イルス株アンカラ（ＭＶＡ）である。一般的なＭＶＡ株はＭＶＡ５７５であり、Ｅｕｒｏ
ｐｅａｎ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅｓに
、寄託番号第ＥＣＡＣＣ　Ｖ００１２０７０７号で寄託されている。最も好ましいのはＭ
ＶＡ－ＢＮまたはその誘導体である。ＭＶＡ－ＢＮは国際特許第ＷＯ　０２／４２４８０
号（第ＰＣＴ／ＥＰ０１／１３６２８号）に記載されている。前述の国際出願には、ある
ＭＶＡ菌株に対し、それがＭＶＡ－ＢＮであるか、その誘導体であるかを評価することが
できる検定法、およびＭＶＡ－ＢＮまたはその誘導体を得る方法が開示されている。この
出願の内容は、本出願に参考文献として組み込まれている。ＭＶＡ－ＢＮはＥｕｒｏｐｅ
ａｎ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅｓに、委
託番号第ＥＣＡＣＣ　Ｖ０００８３００８号で保管されている。
【００１４】
　採取しようとするウイルスは、天然のウイルス、弱毒化ウイルス、または組換えウイル
スであって良い。
【００１５】
　用語「組換え体ウイルス（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｖｉｒｕｓ）」という言葉は、ウ
イルスゲノム中に、本来のウイルスゲノムの一部ではない非相同遺伝子を挿入されたよう
な任意のウイルスを指す。非相同遺伝子は治療的な遺伝子、免疫応答を誘導するための、
抗原をコードしている遺伝子、または少なくとも一つのエピトープを有するペプチド、ア
ンチセンス発現カセットまたはリボザイム遺伝子であって良い。組換え体ウイルスを得る
方法は、当業者に公知である。異種遺伝子は好ましくはウイルスゲノムの必要不可欠では
ない部位に挿入する。本発明の他の好ましい実施様態では、非相同核酸配列を、ＭＶＡゲ
ノムの自然に起こる欠失部位に挿入する（第ＰＣＴ／ＥＰ９６／０２９２６号に記載）。
【００１６】
　「弱毒化ウイルス（ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ　ｖｉｒｕｓ）」とは、宿主となる生物体に
感染した際の死亡率および／または罹患率が、弱毒化していない親ウイルスに比べて低い
ウイルスを指す。弱毒化ウイルスの例としては、ＭＶＡ菌株、特にＭＶＡ－５７５および
ＭＶＡ－ＢＮが挙げられる。
ワクシニアウイルスのようなポックスウイルスは、二つの異なる形態で存在することが分
かっている：感染細胞の細胞質中の細胞膜に付着するポックスウイルス（細胞内成熟ウイ
ルス（ＩＭＶ））および外面化されたウイルス（細胞外外被ウイルス（ＥＥＶ））である
（Ｖａｎｄｅｒｐｌａｓｓｃｈｅｎ　Ａ，Ｈｏｌｌｉｎｓｈｅａｄ　Ｍ，Ｓｍｉｔｈ　Ｇ
Ｌ「細胞内および細胞外ワクチンウイルスは、異なる機構によって細胞内に侵入する（Ｉ
ｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　ａｎｄ　ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　ｖａｃｃｉｎｉａ　
ｖｉｒｉｏｎｓ　ｅｎｔｅｒ　ｃｅｌｌｓ　ｂｙ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｍｅｃｈａｎｉ
ｓｍｓ）」Ｊ．Ｇｅｎ．Ｖｉｒｏｌ．（１９９８年）、７９巻，８７７－８８７頁）。Ｉ
ＭＶｓおよびＥＥＶｓ両方が感染性があるが、しかしＥＥＶがさらなるリポタンパク質エ
ンベロープを含むので、形態学的に異なる。通常の環境下では、ＩＭＶ粒子はＥＥＶより
も豊富であるが、本発明による方法では、両方の型の粒子を得ることができる。
【００１７】
　本発明による均質化段階のための開始物質は、それぞれのポックスウイルスで感染した
細胞である。本発明の均質化のための開始物質を定義するために使用した「感染細胞（ｉ
ｎｆｅｃｔｅｄ　ｃｅｌｌ）」は、それぞれのウイルスが感染した無傷の細胞、それぞれ
のポックスウイルスが接着した感染細胞の部分および断片、または無傷の細胞と溶解／分
解細胞の混合物を意味する。感染細胞の部分または断片の例は、それぞれのポックスウイ
ルスが接着した、崩壊／溶解細胞の細胞膜である。開始物質はまた、細胞膜に接着しない
か、細胞内に局在しない遊離ウイルス粒子を含みうる。
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【００１８】
　本発明による方法のための開始物質である感染細胞を得るために、真核細胞に、それぞ
れのポックスウイルスを感染させる。真核細胞は、それぞれのポックスウイルスの感染に
感受性であり、感染性ウイルスの複製および産出を許容する細胞である。そのような細胞
は、すべてのポックスウイルスの当業者に公知である。ＭＶＡおよびワクシニアウイルス
株Ｅｌｓｔｒｅｅに関して、この型の細胞の例は、ニワトリ胎児繊維芽細胞（ＣＥＦ）（
Ｄｒｅｘｌｅｒ　Ｉ．，Ｈｅｌｌｅｒ　Ｋ．，Ｗａｈｒｅｎ　Ｂ．，Ｅｒｆｌｅ　Ｖ．ａ
ｎｄ　Ｓｕｔｔｅｒ　Ｇ．「高度に弱毒化した修飾ワクシニアアンカラは、ウイルス増殖
の潜在的な宿主である生まれたばかりのハムスターの腎臓細胞中で複製するが、様々なヒ
ト移植細胞および自己細胞中では複製しない（Ｈｉｇｈｌｙ　ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ　ｍ
ｏｄｉｆｉｅｄ　ｖａｃｃｉｎｉａ　Ａｎｋａｒａ　ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ　ｉｎ　ｂａ
ｂｙ　ｈａｍｓｔｅｒ　ｋｉｄｎｅｙ　ｃｅｌｌｓ，ａ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ｈｏｓｔ
　ｆｏｒ　ｖｉｒｕｓ　ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ，ｂｕｔ　ｎｏｔ　ｉｎ　ｖａｒｉｏｕ
ｓ　ｈｕｍａｎ　ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ　ａｎｄ　ｐｒｉｍａｒｙ　ｃｅｌｌｓ．）Ｊ
．Ｇｅｎ．Ｖｉｒｏｌ．（１９９８年）、７９巻、３４７～３５２頁）である。ＣＥＦ細
胞は当業者に公知の条件下で培養することができる。好ましくは、ＣＥＦ細胞はステーシ
ョナリーフラスコまたはローラーボトル内で、血清を含まない培地中で培養する。インキ
ュベーションは、好ましくは３７℃±２℃において４８～９６時間行なう。感染について
は、好ましくは感染の多重度（ＭＯｌ）０．０５～１　ＴＣＩＤ５０にてポックスウイル
スを用い、インキュベーションを、好ましくは３７℃±２℃にて４８～７２時間行なう。
【００１９】
　感染の進行は細胞変性の影響（ＣＰＥ）を見ることにより、特に感染細胞のかなりのラ
ウンディングがあらわれることにより、観測することができる。
【００２０】
　本発明により、ＥｌｓｔｒｅｅまたはＭＶＡなどのポックスウイルスを感染細胞から採
取することが可能になる。「採取（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）」という言葉を使うことにより、
本発明の方法によりポックスウイルス感染細胞を崩壊させること、および／またはポック
スウイルスを、それらが通常付着する細胞膜から、さらにポックスウイルスを精製するこ
とが可能になるような程度に分離することが可能になることを表わす。したがって、感染
細胞からのポックスウイルスの採取で得た産物（本明細書では「ポックスウイルス含有ホ
モジネート（ｐｏｘｖｉｒｕｓ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｈｏｍｏｇｅｎａｔｅ）」と呼
ぶ）は、遊離ポックスウイルスと、無傷の、破壊されていない細胞および細胞膜に付着し
ているウイルスをほんの少量だけ含む細胞性有機堆積物との均質な混合物である。
【００２１】
　感染細胞が、懸濁培地で培養できる細胞である場合、感染細胞は遠心分離により容易に
回収することができる。感染細胞が多少無傷の付着細胞である場合、高圧均質化にかける
前に、回収、すなわち培養バイアルから取り除く必要がある。このような方法は当業者に
公知である。有用な技術としては、機械的方法（例えば、ゴム製セルスクレーパーの使用
による方法）、物理学的方法（例えば、－１５℃以下で凍結させてから、培養管を＋１５
℃以上で解凍させる）または生化学的方法（例えばトリプシンなどの酵素で処理し、培養
管から細胞を分離する）があげられる。この目的のために酵素を用いる場合には、インキ
ュベーションをしている間に、酵素によりウイルスも損傷を受けるため、インキュベーシ
ョン時間を制御する必要がある。
【００２２】
　本発明による方法においては、感染細胞、さらに特に回収した感染細胞を次に高圧均質
化工程にかける。本明細書では「高圧均質化（ｈｉｇｈ　ｐｒｅｓｓｕｒｅ　ｈｏｍｏｇ
ｅｎｉｚａｔｉｏｎ）」という言葉は時折「ＨＰＨ」と省略する。高圧均質化は二重の効
果をもつ。一方では、高圧均質化により無傷の細胞を破壊することができる。したがって
、ＩＭＶｓが遊離し、さらに精製できる状態になる。もう一方では、高圧均質化により、
ポックスウイルスを細胞膜から分離する、または少なくとも細胞－膜－ウイルス集合体の
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大きさを減少させることができる。また、これによりポックスウイルスのさらなる精製が
簡単になる。
【００２３】
　当業者は、高圧均質化の一般的な原理を熟知している（Ｗｈｉｔｅ　ＭＤ、Ｍａｒｃｕ
ｓ　Ｄ．，「微生物の分解（ｄｉｓｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｉｃｒｏｏｒｇａ
ｎｉｓｍｓ）」、Ａｄｖ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．Ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ　１９９８年；８
巻：５１～９６頁）。ＨＰＨ系は、制御された、繰り返し可能な条件下で高圧により、試
料を小さな固定したオリフィスに高速で通すことに基づいている。本明細書で使用すると
ころの「ジェット（ｊｅｔ）」、「オリフィス（ｏｒｉｆｉｃｅ）」、および「ノズル（
ｎｏｚｚｌｅ）」は互換性を持つ。
【００２４】
　それぞれの細胞破壊器の中心となるのは、破壊頭部である。破壊頭部は好ましくは（）
高圧チャンバー／シリンダー、（ＩＩ）前記チャンバー／シリンダーの中へ移動し、それ
によってチャンバー／シリンダー内の圧力が上昇するような高圧ピストン、および（ＩＩ
Ｉ）チャンバーの内容物が噴出する時に通るノズル／ジェットからなる。噴出したチャン
バーの内容物は、好ましくは冷却可能な熱交換表面を有する金属片などの標的表面に注が
れる。破壊されたチャンバー内容物を収集するために、この系には破壊された試料の収集
法が備えられている（「収集チャンバー（ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　ｃｈａｍｂｅｒ）」と
呼ぶ）。一般的な高圧均質化ユニットは、Ｃｏｎｓｔａｎｔ　Ｃｅｌｌ　Ｄｉｓｒｕｐｔ
ｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍｓ（Ｌｏｗ　Ｍａｒｃｈ、Ｄａｖｅｎｔｒｙ、Ｎｏｒｔｈａｎｔｓ
、ＮＮ１１４ＳＤ、Ｕｎｉｔｅｄ　Ｋｉｎｇｄｏｍ）のＢａｓｉｃ　Ｚ＋である。
【００２５】
　好ましい実施様態においては、高圧均質化系を用いた細胞破壊を行なうには三つの工程
がある。（）試料を高圧シリンダー／チャンバーの中に入れる。次にシリンダー／チャン
バー内の圧力を強める。最後に高圧ピストンを下げる。（ＩＩ）ついでピストンを試料が
高速でノズルを通るようにする。高圧部から低圧部へ試料が急速に移動することにより、
細胞破壊が起こる。（ＩＩＩ）試料が標的に当たり、冷却した熱交換表面に急速に広がる
。ついで産物をチャンバー内に流して、収集する。水圧を再充電させ、この周期を続ける
。工程の最後に、噴出させたホモジネートを量に応じて適切なバイアル中に収集する。
【００２６】
　本発明によるポックスウイルスの採取に用いるには、ノズルの直径は０．１０～０．６
ｍｍ、０．１５～０．６ｍｍ、０．１５～０．５０ｍｍの範囲で、好ましくは０．１５～
０．４０ｍｍ、０．２０～０．５０ｍｍの範囲、さらに好ましくは０．２０～０．４０ｍ
ｍ、最も好ましくは０．２５ｍｍ～０．３５ｍｍであることが必要である。最も好ましい
直径の例は、０．２５ｍｍおよび０．３５ｍｍである。
【００２７】
　圧力チャンバー／シリンダー内の圧力は、２００～１０００ｂａｒ、好ましくは４００
～１０００ｂａｒ、２００～８００ｂａｒ、さらに好ましくは４００～８００ｂａｒ、６
００～１０００ｂａｒ、さらに好ましくは６００～９００ｂａｒ、最も好ましくは７００
～９００ｂａｒに設定する。最も好ましい圧力は８００ｂａｒである。
【００２８】
　出口でのホモジネートの温度は、好ましくは＋２５℃を超えず、好ましくは１５℃以下
、最も好ましくは１０℃以下である。
【００２９】
　本発明による方法は、ほとんど直線的にスケールアップでき、一回ずつででも、連続工
程ででも実行することができる。
【００３０】
　一回ずつの工程においては、均質化するそれぞれの細胞バッチを一回または数回高圧均
質化工程にかけることができる。好ましくはそれぞれのバッチは一回～三回、最も好まし
くは一回だけ均質化工程にかける。
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【００３１】
　均質化工程の結果は、好ましくは上記で定義した開始物質（初期物質）および均質化工
程の後に得られた物質のウイルス力価（組織培養物感染用量（ＴＣＩＤ５０）またはプラ
ーク形成ユニット（ｐｆｕ）のどちらかで測定した、感染性ウイルス粒子の数と等量）の
測定により確認して良い。言い換えれば、高圧均質化の前後でウイルス力価を測定する。
初期物質にはほぼ無傷の細胞が含まれ、細胞膜に付着したポックスウイルス粒子を含む集
合体の割合が高い。そのような物質をウイルス力価の測定に用いた場合、得られる力価は
実際の感染性粒子の数よりも低い。これは、ウイルス力価の測定に用いる試験系が、通常
感染細胞の数またはプラーク数を計測するような細胞培養系（実施例２に開示したような
系）であることによる。そのような系では、ただ一つのウイルス粒子による感染を示す陽
性の結果と、例えば細胞膜に付着したウイルスの大きな集合体による感染を示す陽性の結
果との区別ができない。高圧均質化後、ポックスウイルスが細胞膜から分離するようにな
り、および／または細胞膜－ウイルス集合体の大きさがかなり減少し、たくさんのより小
さな集合体となる。この物質を力価の測定に用いた場合、たとえ実際の感染性ウイルス粒
子の数が変わらなくても、得られる結果はより高くなる。　このように、均質化の結果は
、好ましくは初期物質と比べて少なくとも等量またはより高いホモジネートのＴＣＩＤ５

０／ｍｌ（「ＴＣＩＤ」は「組織培養物感染用量（ｔｉｓｓｕｅ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｉｎ
ｆｅｃｔｉｏｕｓ　ｄｏｓｅ）」の略語である）に反映される。実施例項においてＴＣＩ
Ｄ５０／ｍｌ値がどのように測定されるかを示す。あるいは、高圧均質化の質および結果
は電子顕微鏡により測定することができる。
【００３２】
　さらに精製するために、得られたホモジネートを少なくとも一回の精製工程にかけポッ
クスウイルスに富んだ画分を得る。特に、前述のワクシニアウイルスのさらなる精製を企
図している場合、これらの工程はワクシニアウイルス含有ホモジネートに対して行なうこ
とができる。
【００３３】
　精製工程はすなわち
－一回のバッチ分離（例えばスクロースクッションを用いた）または連続フロー超遠心分
離（スクロース勾配）（Ｈｉｌｆｅｎｈａｕｓ，Ｊ．，Ｋｏｈｌｅｒ，Ｒ．ａｎｄ　Ｇｒ
ｕｓｃｈｋａｕ，Ｈ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｓｔａｎｄ．（１９７６）４、２８５～２９３；
Ｍａｄａｌｉｎｓｋｉ，Ｗ．，Ｂａｎｋｏｖｓｋｉ，Ａ．　ａｎｄ　Ｋｏｒｂｅｃｋｉ，
Ｍ．Ａｃｔａ　Ｖｉｒｏｌ．（１９７７年）２１巻、１０４～１０８頁）、
－限外濾過（例えば、孔の大きさが５０ｋＤａ以上で０，１μｍ以下の膜を用いたクロス
フロー濾過）、
－カラムクロマトグラフィー（例えば、イオン交換、疎水性相互作用、サイズ排除または
それらの組み合わせ）（Ｈｅｄｓｔｒｏｍ，Ｋ．Ｇ．　ａｎｄ　Ｌｉｎｄｂｅｒｇ，Ｕ．
，Ｚ．ＩｍｍｕｎＦｏｒｓｃｈ．１９６９年　１３７巻：４２１～４３０頁；Ｓｔｉｃｋ
ｌ，Ｈ．，Ｚ．Ｉｍｍｕｎ．Ｆｏｒｓｃｈ．１９６９，１３７：４２１－４３０；Ｓｔｉ
ｃｋｌ，Ｈ．Ｋｏｒｂ，Ｗ．　ａｎｄ　Ｈｏｃｈｓｔｅｉｎ－Ｍｉｎｔｚｅｌ，Ｖ．，Ｚ
ｂｌ．Ｂａｋｔ．，Ｉ．Ａｂｔ．Ｏｒｉｇ．（１９７０年）、２１５巻、３８～５０頁）
、または
－上記全ての組み合わせ（Ｍａｓｕｄａ，Ｎ．，Ｅｌｌｅｎ，Ｒ．Ｐ．　ａｎｄ　Ｇｒｏ
ｖｅ，Ｄ．Ａ．，Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．（１９８１年）、１４７（３）巻、１０９５
～１１０４頁）
でありうる。当業者に公知のその他の任意の方法も本発明の範囲に含まれる。
【００３４】
　精製工程が限外濾過工程であることが好ましい。限外濾過は、クロスフロー濾過である
ことが最も好ましい。クロスフロー濾過の原理は、当業者に公知である。例えば、Ｒｉｃ
ｈａｒｄｓ、Ｇ．Ｐ．　ａｎｄ　Ｇｏｌｄｍｉｎｔｚ，Ｄ．，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．Ｍｅｔｈ
ｏｄｓ（１９８２年）、４（３）巻、１４７～１５３頁「接種したカキ組織ホモジネート



(10) JP 5322252 B2 2013.10.23

10

20

30

40

50

からのポックスウイルスの抽出に対するクロスフロー濾過技術の評価（Ｅｖａｌｕａｔｉ
ｏｎ　ｏｆ　ａ　ｃｒｏｓｓ－ｆｌｏｗ　ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ　ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ　
ｆｏｒ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｏｌｉｏｖｉｒｕｓｅｓ　ｆｒｏｍ　ｉｎｏｃ
ｕｌａｔｅｄ　ｏｙｓｔｅｒ　ｔｉｓｓｕｅ　ｈｏｍｏｇｅｎａｔｅｓ）」を参照のこと
。
【００３５】
　一つの精製段階で、生物薬学的な産物に要求される規制に十分見合うかもしれないが、
さらに精度の高い産物を得るために、二つ、またはそれ以上の上記の精製工程を組み合わ
せて行なって良い。
【００３６】
　最も好ましい実施様態においては、第一精製工程はクロスフロー濾過であり、続いて少
なくとも一つのカラムクロマトグラフィー工程を行なう。最も好ましいカラムクロマトグ
ラフィー工程はイオン交換または疎水性相互作用によるものである。
【００３７】
　得られたウイルスが濃縮された画分を、任意に凍結乾燥させる。凍結乾燥の方法は当業
者に公知である（Ｄａｙ　Ｊ．　ａｎｄ　ＭｃＬｅｌｌａｎ　Ｍ．，Ｍｅｔｈｏｄ　ｉｎ
　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（１９９５年）、３８巻、Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅ
ｓｓ、「低温保存および凍結乾燥プロトコール（Ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ　ａ
ｎｄ　ｆｒｅｅｚｅ－ｆｒｙｉｎｇ　ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ．）」）。
【００３８】
　本発明はさらに、本発明によるポックスウイルスの採取法、すなわち感染細胞を高圧均
質化にかける工程を含む方法で得られる、ポックスウイルスに富んだ画分および／または
ポックスウイルス含有ホモジネートにも関する。特に、本発明は、本発明による採取／精
製法、すなわちＨＰＨにより得られるポックスウイルス濃縮ホモジネートを少なくとも一
つの精製工程にかける方法で得られる、ポックスウイルスに富んだ画分に関する。ポック
スウイルスは上記で定義した任意のポックスウイルスであって良い。特に、本発明による
ポックスウイルスは、予防接種に適する任意の菌株のワクシニアウイルスであり、特に、
エルストリー菌株または修飾ワクシニアウイルスアンカラ（Ａｎｋａｒａ）、最も好まし
くはＭＶＡ－ＢＮである。
【００３９】
　ＨＰＨ工程を含んだ、本発明による工程で得られるポックスウイルス含有ホモジネート
および／またはポックスウイルスに富んだ画分は、遊離ＩＭＶポックスウイルスのＥＥＶ
ポックスウイルスに対する比率が非常に高いことで特徴付けられる。「遊離ＩＭＶ（ｆｒ
ｅｅ　ＩＭＶ）」という言葉は、感染細胞の破壊の後、前、または最中に細胞膜から分離
され、そのためさらに精製可能なＩＭＶｓに対して用いる。ポックスウイルスの調製に関
する全ての工業的工程において、初期物質は感染細胞と同様に培養物の上澄みを含む。し
たがって、初期物質には感染細胞に含まれるＩＭＶポックスウイルスと同様に、主に上澄
みに見られるＥＥＶポックスウイルスも含まれる。細胞を破壊するための、および続く均
質化のための公知の方法（例えば超音波を用いた）は、細胞の破壊および／または細胞性
有機堆積物からのＩＭＶポックスウイルスの分離に関して、高圧均質化ほど効果的でない
。言い換えれば、ほとんどのＩＭＶポックスウイルスが細胞膜および有機堆積物に付着し
たまま残る。したがって、遊離ＩＭＶのＥＥＶに対する比率は本発明による方法に比べ低
い。超音波を用いた方法では、ＩＭＶｓが付着したままの細胞有機堆積物が通常取り除か
れるので、さらなる精製工程の段階でもこの比率は変化しない。公知のポックスウイルス
採取法と対照的に、本発明による採取法では、感染細胞は非常に効果的に破壊され、ＩＭ
Ｖｓは非常に効果的に細胞膜から分離される。したがって、さらに精製することができる
ような遊離ＩＭＶｓの総量は、従来の方法に比べ高く、その結果として遊離ＩＭＶのＥＥ
Ｖに対する比率も高い。
【００４０】
　本発明による方法で得られるポックスウイルス含有ホモジネートおよび／またはポック
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スウイルスに富んだ画分はワクチンとして有用である。
【００４１】
　ポックスウイルス含有ホモジネートおよび／またはポックスウイルスに富んだ画分に、
ワクシニアウイルスエルストリー菌株またはＭＶＡ菌株などの、非修飾ポックスウイルス
または弱毒化ポックスウイルスが含まれている場合、ポックスウイルス感染に対する予防
接種に利用できる。例えば、エルストリー菌株またはＭＶＡ菌株、特にＭＶＡ－ＢＮ株な
どのワクシニアウイルスを含有するウイルス含有ホモジネートおよび／またはウイルス濃
縮画分を、天然痘感染に対するワクチンとして利用して良い。
【００４２】
　ポックスウイルス含有ホモジネートおよび／またはポックスウイルスに富んだ画分に、
一つまたはそれ以上の非相同遺伝子を含む、および発現しているポックスウイルスが含ま
れている場合、ポックスウイルス含有ホモジネートおよび／またはポックスウイルスに富
んだ画分は、さらにヒトを含む動物における、非相同遺伝子により発現されるタンパク質
に対する予防接種に利用して良い。
【００４３】
　ワクチンの調製のために、本発明による方法で得られるポックスウイルス含有ホモジネ
ートおよび／またはポックスウイルスに富んだ画分を生理学的に許容可能な形態に変換す
る。これは天然痘に対する予防接種に用いるポックスウイルスワクチンの調製における経
験に基づいて行なう（Ｓｔｉｃｋｌ，Ｈ．ｅｔ　ａｌ．［１９７４年］Ｄｔｓｃｈ．ｍｅ
ｄ．Ｗｓｃｈｒ．９９巻、２３８６～２３９２頁に記載のように）。例えば、ポックスウ
イルス含有ホモジネートおよび／またはポックスウイルスに富んだ画分を、－８０℃にて
、約１０ｍＭのＴｒｉｓ、１４０ｍＭのＮａＣｌ　ｐＨ７．４中で製剤した力価５×１０
８ＴＣＩＤ５０／ｍｌで保存する。ワクチン注射の調製のために、例えば、１０３～１０
９ＴＣＩＤ５０のウイルスを、２％のペプトンおよび１％のヒトアルブミン存在下で、ア
ンプル、好ましくはガラスアンプル内で、リン酸緩衝塩水（ＰＢＳ）中に凍結乾燥させる
。あるいは、ワクチン注射は、処方中のウイルスを段階的に凍結乾燥させることにより生
産しても良い。この処方には、生体内投与に適合するような、マンニトール、デキストラ
ン、糖、グリシン、ラクトースまたはポリビニルピロリドンなど追加的な添加物、または
抗酸化剤または不活性ガス、安定剤または組換えタンパク質（例えばヒト血清アルブミン
）などのその他の添加物が含まれても良い。一般的な、凍結乾燥に適したウイルス含有処
方には１０ｍＭのＴｒｉｓ－緩衝液、１４０ｍＭ　ＮａＣｌ、１８．９ｇ／ｌ　デキスト
ラン（ＭＷ　３６０００～４００００）、４５ｇ／ｌ　スクロース、０．１０８ｇ／ｌ　
Ｌ－グルタミン酸一カリウム塩一水和物　ｐＨ７．４が含まれる。次にガラスアンプルに
封をし、４℃～室温にて数ヶ月保存して良い。しかしながら、必要のない間は、アンプル
は－２０℃以下で保存するのが好ましい。
【００４４】
　予防接種のために、凍結乾燥させた産物を０．１～０．５ｍｌの水性溶液、好ましくは
生理食塩水またはＴｒｉｓ緩衝液中に溶解させ、全身的にか局所的にかどちらかで、すな
わち、非経口、筋肉内、または当業者に公知のその他の任意の経路により投与して良い。
当業者は、投与様式、用量および投与回数について公知の方法で最適化して良い。ポック
スウイルスベクターに最も好ましいのは皮下、または筋肉内投与である。
【００４５】
　本発明はさらに、ヒトを含む動物への予防接種の方法にも関し、それは本発明による方
法で得られるポックスウイルス含有ホモジネートまたはポックスウイルスに富んだ画分を
必要とするような、ヒトを含む動物への予防接種からなる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００４６】
　本発明はとりわけ以下を、単独または組み合わせて含む。
【００４７】
　ポックスウイルス含有ホモジネートを得るために、感染細胞を高圧均質化にかける段階
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を含む、感染細胞からポックスウイルスを採取する方法。
【００４８】
　前記ポックスウイルスが、オルトポックスウイルス、アビポックスウイルス、スイポッ
クスウイルスおよびカプリポックスウイルスからなる群から選択されることを特徴とする
上記のような方法。
【００４９】
　前記ポックスウイルスが、ワクシニアウイルス、ヤギ痘ウイルス、ヒツジ痘ウイルス、
カナリヤ痘ウイルスおよび鶏痘ウイルスからなる群から選択されることを特徴とする上記
の方法。
【００５０】
　前記ワクシニアウイルスが修飾ワクシニアウイルス菌株アンカラ（ＭＶＡ）、特にＭＶ
Ａ－ＢＮ（ＥＣＡＣＣ寄託番号　Ｖ０００８３００８）であることを特徴とする上記の方
法。
【００５１】
　前記ポックスウイルスが組換えポックスウイルスであることを特徴とする上記の方法。
【００５２】
　高圧均質化を、感染細胞を高圧チャンバーに入れ、チャンバー内の圧力を高めて感染細
胞を、ノズルを通して噴出させることにより行なうことを特徴とする上記の方法。
【００５３】
　チャンバー内の圧力を２００～１０００ｂａｒまで高めることを特徴とする上記の方法
。
【００５４】
　前記ノズルの直径が０．１０～０．６ｍｍであることを特徴とする上記の方法。
【００５５】
　ポックスウイルスに富んだ画分を得るために、ポックスウイルス含有ホモジネートを少
なくとも一つの精製工程にかけることを特徴とする上記の方法。
【００５６】
　少なくとも一つの精製工程が限外濾過工程であることを特徴とする上記の方法。
【００５７】
　前記限外濾過がクロスフロー濾過であることを特徴とする上記の方法
　クロスフロー濾過に用いる膜の孔の大きさが５００ｋＤａよりも大きく０．１μｍと同
等かまたはそれよりも小さいことを特徴とする上記の方法。
【００５８】
　限外濾過に続いて少なくとも一つのカラムクロマトグラフィー工程を行なうことを特徴
とする上記の方法。
【００５９】
　得られるポックスウイルス含有ホモジネートまたはポックスウイルスに富んだ画分を凍
結乾燥させることを特徴とする上記の方法。
【００６０】
　上記で定義した方法により得られるポックスウイルス含有ホモジネートまたはポックス
ウイルスに富んだ画分。
【００６１】
　上記のように、ワクチンとしてのポックスウイルス含有ホモジネートまたはポックスウ
イルスに富んだ画分。
【００６２】
　上記の、ワクチンの調製へのポックスウイルス含有ホモジネートまたはポックスウイル
スに富んだ画分の使用方法。
【００６３】
　上記で定義したように、動物体内への、ポックスウイルス含有ホモジネートまたはポッ
クスウイルスに富んだ画分またはワクチンの投与を特徴とする、ワクチン接種を必要とす
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るヒトを含む動物のワクチン接種のための方法。
【００６４】
　図面の簡単な説明
図１：
　ＭＶＡ－ＢＮ感染したＣＥＦ細胞を凍結融解サイクルにかけ、ウイルス－細胞懸濁液を
得た。その懸濁液のウイルス力価を、実施例２に記載のようにさらに細胞－ウイルス懸濁
液を精製せずに測定した（「０値」）。ウイルス－細胞懸濁液を、超音波を用いた従来か
ら公知の均質化法（「Ｓｏｎｉｆｉｅｒ」）、または実施例１に記載のように本発明によ
る均質化法（「ＨＰＨ」）にかけた。ＨＰＨ工程における圧力は８００ｂａｒであり、ノ
ズルの直径は０．２５ｍｍであった。均質化工程の最期にウイルス力価を再度測定した。
以下の実施例により本発明がさらに説明される。本発明で得られる技術がこれらの実施例
への適用に限定されるという解釈をされないことを当業者には理解されたい。
【実施例１】
【００６５】
高圧均質器を用いたポックスウイルス－細胞懸濁液の均質化
　ローラーフラスコ内で培養したニワトリ胎児胚繊維芽細胞（ＣＥＦ）にＭＶＡ－ＢＮ（
ＥＣＡＣＣ　Ｖ０００８３００８）を感染させた。感染細胞を凍結および融解させてウイ
ルス－細胞懸濁液を得た。
【００６６】
　Ｃｏｎｓｔａｎｔ　Ｃｅｌｌ　Ｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｌｏｗ　Ｍａｒ
ｃｈ、Ｄａｖｅｎｔｒｙ、Ｎｏｒｔｈａｎｔｓ、ＮＮ１１４ＳＤ、Ｕｎｉｔｅｄ　Ｋｉｎ
ｇｄｏｍ）のＢａｓｉｃ　Ｚ＋ホモジナイザーに、一回の運転ごと５０ｍｌの未精製ウイ
ルス－細胞懸濁液をつめた。最適な均質化条件を確認するために、ノズルの直径を０．１
８～０．４０ｍｍ、圧力を２００～１０００ｂａｒの範囲で試した。粗懸濁液を一回、二
回、または三回高圧均質化にかけた。均質器は製造者の指示にしたがって使用した。実施
例２に記載のように、力価を観測することにより、方法の評価を行なった。
【００６７】
　予備研究において、直径が０．４ｍｍよりも大きいジェットを用いると、均質化の結果
にプラスの影響がみられないことが分かった。直径が０．１８ｍｍ、０．２５ｍｍおよび
０．３５ｍｍのノズルを用いた場合に、ウイルス－細胞懸濁液を圧力８００ｂａｒに一回
かけた際に最も良い結果が得られた。これらの条件下では力価については目立った違いは
見られなかった。
【００６８】
　本発明による方法を、従来から公知の直接フロー型超音波処理と比較した。結果を図１
に示す。本発明による方法では、超音波処理と比較して、ウイルス力価が高く、懸濁液の
均質化がよりよくできた。そのため、さらに先の工程により適している。
【実施例２】
【００６９】
修飾ワクシニアウイルスアンカラ（ＭＶＡ）の滴定
　修飾ワクシニアウイルスアンカラ（ＭＶＡ）について、９６ウェル形式で、１０倍希釈
液を用いてＴＣＩＤ５０に基づいた検定によって滴定を行なった。この検定の最後に、抗
ワクシニアウイルス抗体および適切な染色溶液を用いて感染細胞を明視化した。
【００７０】
　２～３日齢の初代ＣＥＦ（ニワトリ胎児胚繊維芽細胞）細胞を、７％のＲＰＭＩ中１×
１０５細胞／ｍｌに希釈した。希釈液ごと８回、１０倍希釈を行なった。希釈後、９６ウ
ェルプレートにウェルごと１００μｌいれた。次に細胞を３７℃にて、および５％のＣＯ

２下で一晩インキュベートした。
【００７１】
　ウシ胎児血清を含まないＲＰＭＩを用いて、ウイルス含有溶液の希釈を１０倍工程（１
０－１～１０－１２）で行なった。ついで、細胞含有ウェルにそれぞれのウイルス試料を
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キュベートし、感染およびウイルス増殖をさせた。
【００７２】
　感染後５日間、ワクシニアウイルスに特異的な抗体で細胞を染色した。特異的な抗体を
検出するために、セイヨウワサビペルオキダーゼ（ＨＲＰ）結合二次抗体を用いた。ＭＶ
Ａに特異的な抗体は、抗ワクシニアウイルス抗体、ウサギポリクローナル、ＩｇＧ画分（
Ｑｕａｒｔｅｔｔ、Ｂｅｒｌｉｎ、Ｇｅｒｍａｎｙ＃９５０３～２０５７）である。二次
抗体は、抗ウサギＩｇＧ抗体、ＨＲＰ結合ヤギポリクローナル（Ｐｒｏｍｅｇａ、Ｍａｎ
ｎｈｅｉｍ、Ｇｅｒｍａｎｙ、＃Ｗ４０１１）である。着色反応を公知の技術したがって
行なった。
【００７３】
　着色反応において陽性の細胞があるウェルを全て陽性とし、ＴＣＩＤ５０の計算に用い
た。Ｓｐｅａｒｍａｎ［１］およびＫａｅｒｂｅｒ［２］の計算式を用いて力価を計算し
た。全ての検定指数は一定のため、以下の単純化した計算式を用いた：
ウイルス力価
【００７４】
【数１】

【００７５】
ａ＝８つのウェルすべてが陽性であるような最終カラムの希釈数
Ｘａ＝カラムａ＋１の、陽性ウェルの数
Ｘｂ＝カラムｂ＋１の、陽性ウェルの数
Ｘｃ＝カラムｃ＋１の、陽性ウェルの数
【図面の簡単な説明】
【００７６】
【図１】図１は均質化工程の最期にウイルス力価を示す。
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