
(57)【要約】
【課題】　入手可能な細胞を作製し、そして細胞培養における簡単かつ経済的なインフル
エンザウイルスの複製を可能にする方法の提供。
【解決手段】
適切である場合に免疫応答を増大させる物質と組合せて、インフルエンザウイルスを含む
、ワクチンであって、ここで、該インフルエンザウイルスが、以下：（ i）懸濁物中の無
血清培地において、細胞を増殖させる工程であって、該細胞は、インフルエンザウイルス
によって感染され得、そして無血清培地の懸濁物における増殖に適合する、動物細胞であ
る、工程；（ ii）該細胞をインフルエンザウイルスに感染させる工程；（ iii）感染直前
、感染と同時、または感染直後に細胞懸濁物にプロテアーゼを添加し、赤血球凝集素 [HA0
]の前駆体タンパク質を切断する工程；および（ iv）さらなる培養期の後、該細胞中で複
製した該インフルエンザウイルスを単離する工程；で記載される方法によって入手可能で
ある、ワクチン。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に よ っ て 感 染 さ れ 得 る 動 物 細 胞 で あ っ て 、 該 動 物 細 胞 は 無 血 清 培
地 の 懸 濁 物 に お け る 増 殖 に 適 合 す る 、 細 胞 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に よ っ て 感 染 さ れ 得 、 そ し て 無 血 清 培 地 中 の 懸 濁 物
に お け る 増 殖 に 適 用 さ れ る 動 物 細 胞 、 お よ び 細 胞 培 養 に お い て こ れ ら の 細 胞 を 用 い る イ ン
フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 複 製 の た め の 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 記 載 さ れ る 方 法 に よ
っ て 入 手 可 能 な イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 、 お よ び こ の 型 の ウ イ ル ス ま た は そ の 構 成 物 を 含
む ワ ク チ ン に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 全 て の イ ン フ ル エ ン ザ ワ ク チ ン は 、 胚 を 有 す る （ embryonate） 雌 鳥 卵 に お い て 複 製 さ れ
る １ つ 以 上 の ウ イ ル ス 株 か ら な る ヒ ト お よ び 動 物 の 処 置 が 可 能 な ワ ク チ ン と し て 、 今 日 ま
で 40年 間 用 い ら れ て い る 。 こ れ ら の ウ イ ル ス は 、 感 染 し た 雌 鳥 卵 の 尿 膜 液 か ら 単 離 さ れ 、
こ れ ら の 抗 原 は 、 イ ン タ ク ト な ウ イ ル ス 粒 子 ま た は 界 面 活 性 剤 お よ び ／ も し く は 溶 媒 に よ
っ て 分 解 し た ウ イ ル ス 粒 子 の い ず れ か の よ う な ワ ク チ ン （ い わ ゆ る 切 断 さ れ た ワ ク チ ン ）
、 あ る い は 単 離 さ れ 、 限 定 さ れ た ワ ク チ ン （ い わ ゆ る サ ブ ユ ニ ッ ト ワ ク チ ン ） と し て 使 用
さ れ る 。 全 て の 可 能 な ワ ク チ ン に お い て 、 ウ イ ル ス は 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ っ て 不 活
化 さ れ る 。 生 弱 毒 化 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス （ 実 験 的 な ワ ク チ ン に お い て 試 験 さ れ る ） の
複 製 は ま た 、 胚 を 有 す る 雌 鳥 卵 に 生 じ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ワ ク チ ン 産 生 の た め の 胚 を 有 す る 雌 鳥 卵 の 使 用 は 、 時 間 、 労 働 、 お よ び 費 用 を 要 す る 。
卵 （ 獣 医 に よ っ て モ ニ タ ー さ れ る 雌 鳥 の 健 常 群 由 来 ） は 、 感 染 前 に 、 通 常 12日 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト さ れ な け れ ば な ら な い 。 感 染 前 に 、 卵 は 生 存 す る 胚 に 関 し て 選 択 さ れ な け れ ば な ら
な い 。 な ぜ な ら 、 こ れ ら の 卵 の み が ウ イ ル ス 複 製 に 適 切 で あ る か ら で あ る 。 感 染 後 、 卵 は
通 常 ２ ～ ３ 日 間 再 び イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 こ の 時 ま で な お 生 存 し て い る 胚 は 、 冷 却 に よ
っ て 屠 殺 さ れ 、 そ し て 次 い で 、 尿 膜 液 が 、 個 々 の 卵 か ら 吸 引 に よ っ て 得 ら れ る 。 面 倒 な 精
製 方 法 の 手 段 に よ り 、 ワ ク チ ン の 所 望 で な い 副 作 用 を 導 く 雌 鳥 卵 か ら の 物 質 が 、 ウ イ ル ス
か ら 分 離 さ れ 、 そ し て ウ イ ル ス は 濃 縮 さ れ る 。 卵 は 滅 菌 （ 病 原 体 を 含 有 し な い ） さ れ て い
な い の で 、 さ ら に 、 発 熱 物 質 お よ び 存 在 し 得 る 全 て の 病 原 体 を 除 去 お よ び ／ ま た は 不 活 化
す る 必 要 が あ る 。 ウ イ ル ス の 収 率 を 増 加 さ せ る た め に 、 雌 鳥 卵 に お け る イ ン フ ル エ ン ザ ウ
イ ル ス の 複 製 は 、 概 し て 、 低 減 し た 温 度 （ 約 34℃ ） で 実 施 さ れ る 。 呼 吸 性 疾 患 を 引 き 起 こ
す 一 様 な ウ イ ル ス は 、 細 胞 培 養 に お い て 複 製 さ れ 得 る 。 こ こ で 、 減 少 さ れ た 温 度 が 使 用 さ
れ る （ 約 33℃ ） い く つ か の 場 合 に お い て は 、 ワ ク チ ン の 質 に 対 し て 影 響 を 及 ぼ さ ず 、 好 ま
し く 複 製 さ れ る の み で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 例 え ば 、 狂 犬 病 ウ イ ル ス 、 お た ふ く 風 邪 、 麻 疹 、 お よ び 風 疹 ウ イ ル ス 、 ポ リ オ ウ イ ル ス
、 な ら び に FSMEウ イ ル ス の よ う な 他 の ワ ク チ ン の ウ イ ル ス は 、 細 胞 培 養 に お い て 複 製 さ れ
る 。 試 験 さ れ た 細 胞 バ ン ク か ら 始 ま る 細 胞 培 養 は 、 病 原 体 を 含 有 せ ず 、 そ し て 雌 鳥 卵 に 比
べ て 、 （ 理 論 的 に は ） ほ と ん ど 制 限 さ れ な い 量 が 入 手 可 能 な 限 定 さ れ た ウ イ ル ス 複 製 系 で
あ る た め 、 こ れ ら は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 場 合 で さ え 、 特 定 の 環 境 下 で 経 済 的 な ウ
イ ル ス 複 製 が 可 能 で あ る 。 経 済 的 な ワ ク チ ン 産 生 は ま た 、 限 定 さ れ た 、 滅 菌 さ れ た 細 胞 培
養 培 地 か ら の ウ イ ル ス の 単 離 お よ び 精 製 は 、 多 数 の タ ン パ ク 質 を 含 む 尿 膜 液 か ら の 単 離 お
よ び 精 製 よ り も 簡 単 な よ う で あ る こ と が お そ ら く ま た 達 成 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 卵 中 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 単 離 お よ び 精 製 は 、 臨 床 的 な 単 離 と は 大 き く 異 な る 特
定 の 表 現 型 の 選 択 を 導 く 。 臨 床 的 単 離 と は 異 な り 、 細 胞 培 養 に お け る ウ イ ル ス の 単 離 お よ
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び 複 製 に お い て は 、 継 代 依 存 性 選 択 は 生 じ な い （ Oxford,J.S.ら 、 J.Gen.Virology 72 (19
91),185-189； Robertson, J.S.ら 、 J.Gen.Virology74 (1993), 2047-2051） 。 従 っ て 、 有
効 な ワ ク チ ン の た め に 、 細 胞 培 養 に お け る ウ イ ル ス 複 製 は ま た 、 こ の 局 面 よ り 卵 に お け
る も の に 対 し て 好 ま し い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス が 細 胞 培 養 に お い て 複 製 さ れ 得 る こ と は 公 知 で あ る 。 雌 鳥 胚 細
胞 お よ び ハ ム ス タ ー 細 胞 （ BHK21-Fお よ び HKCC） に 加 え て 、 MDBK細 胞 お よ び 特 に MDCK細 胞
が 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の イ ン ビ ト ロ で の 複 製 の た め の 適 切 な 細 胞 と し て 記 載 さ れ て
い る （ Kilbourne,E.D.,： Influenza,89～ 110頁 、 Plenum Medical Book Company-New York
 and London, 1987） 。 首 尾 よ い 感 染 の た め の 必 須 条 件 は 、 感 染 培 地 へ の プ ロ テ ア ー ゼ （
好 ま し く は 、 ト リ プ シ ン ま た は 類 似 の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ ） の 添 加 で あ る 。 な ぜ な ら 、 こ
れ ら の プ ロ テ ア ー ゼ は 、 赤 血 球 凝 集 素 [HA 0 ]の 前 駆 体 タ ン パ ク 質 を 、 活 性 な 赤 血 球 凝 集 素 [
HA 1 お よ び HA 2 ]に 、 細 胞 外 的 に 切 断 す る か ら で あ る 。 切 断 さ れ た 赤 血 球 凝 集 素 の み が 、 続
く 細 胞 へ の ウ イ ル ス 同 化 を 伴 う 細 胞 上 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 吸 着 を 導 く （ Tobita,K
.ら 、 Med.Microbiol.Immunol., 162(1975), 9-14； Lazarowitz,S.G.お よ び Choppin, P.W.
,Virology, 68(1975) 440-454； Klenk,H.-D.ら 、 Virology 68(1975) 426-439） 、 そ し
て そ れ ゆ え 、 細 胞 培 養 に お け る ウ イ ル ス の さ ら な る 複 製 サ イ ク ル を 導 く 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 米 国 特 許 第 4 500513号 は 、 接 着 性 増 殖 細 胞 の 細 胞 培 養 に お け る イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス
の 複 製 を 記 載 し た 。 細 胞 複 製 後 、 栄 養 培 地 は 除 去 さ れ 、 そ し て 新 鮮 な 栄 養 培 地 が 、 イ ン フ
ル エ ン ザ ウ イ ル ス で の 細 胞 の 感 染 と 同 時 に ま た は そ の 少 し 後 に 細 胞 に 添 加 さ れ る 。 感 染 か
ら 所 定 の 時 間 の 後 、 プ ロ テ ア ー ゼ （ 例 え ば ト リ プ シ ン ） が 至 適 ウ イ ル ス 複 製 を 得 る た め に
添 加 さ れ る 。 ウ イ ル ス は 回 収 さ れ 、 精 製 さ れ 、 そ し て 不 活 化 ま た は 弱 毒 化 ワ ク チ ン を 生 じ
さ せ る た め に 加 工 さ れ る 。 し か し 、 ワ ク チ ン 産 生 の た め の 必 須 条 件 と し て の 経 済 的 な イ ン
フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 複 製 は 、 培 地 の 変 換 、 続 く 感 染 、 な ら び に ト リ プ シ ン の 添 加 の よ う な
、 後 に 個 々 の 細 胞 培 養 容 器 を 数 回 開 け る 必 要 性 を も た ら し 、 そ れ ゆ え 大 変 労 力 を 要 す る こ
の 特 許 に 記 載 の 方 法 論 を 用 い て は 達 成 さ れ 得 な い 。 さ ら に 、 培 養 容 器 の 各 操 作 で の 所 望 で
な い 微 生 物 や ウ イ ル ス に よ る 細 胞 培 養 の 汚 染 の 危 険 が 増 大 す る 。 よ り 安 価 な 選 択 は 、 当 業
者 に 公 知 の 発 酵 槽 系 に お け る 細 胞 増 殖 で あ り 、 細 胞 は ミ ク ロ キ ャ リ ア 上 の 接 着 性 増 殖 す る
。 し か し 、 ミ ク ロ キ ャ リ ア 上 の 細 胞 の 増 殖 に 必 要 な 血 清 （ 通 常 、 ウ シ 胚 血 清 ） は 、 ト リ プ
シ ン イ ン ヒ ビ タ ー を 含 み 、 そ の 結 果 、 こ の 産 生 方 法 に お い て さ え 、 ト リ プ シ ン に よ る イ ン
フ ル エ ン ザ 赤 血 球 凝 集 素 の 切 断 を 達 成 し 、 そ れ ゆ え 適 切 な 高 度 な ウ イ ル ス 複 製 の た め に 、
培 地 の 無 血 清 培 地 へ の 変 換 が 必 要 で あ る 。 従 っ て 、 こ の 方 法 論 は ま た 、 培 養 容 器 を 数 回 開
け る こ と を 必 要 と し 、 そ れ ゆ え 汚 染 の 危 険 を 増 大 さ せ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 入 手 可 能 な 細 胞 を 作 製 し 、 そ し て 細 胞 培 養 に お け る 簡 単 か つ 経 済 的
な イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 複 製 を 可 能 に す る 方 法 の 目 的 に 基 づ く 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 こ の 目 的 は 、 特 許 の 請 求 の 範 囲 に 示 さ れ た 実 施 態 様 の 限 定 に よ っ て 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に よ り 感 染 さ れ 、 そ し て 無 血 清 培 地 に お け
る 懸 濁 物 中 の 増 殖 に 適 応 さ れ 得 る 動 物 細 胞 に 関 す る 。 こ の 型 の 細 胞 の 補 助 に よ り 、 単 純 か
つ 経 済 的 な 様 式 に お い て 細 胞 培 養 中 で イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を 複 製 さ せ る こ と が 可 能 で
あ る こ と が 見 出 さ れ た 。 本 発 明 の 細 胞 の 使 用 に よ り 、 一 方 で は 血 清 を 除 去 す る た め の 感 染
の 前 の 培 地 の 交 換 が 省 略 さ れ 得 、 他 方 で は プ ロ テ ア ー ゼ の 添 加 が 感 染 と 同 時 に 行 わ れ 得 る
。 従 っ て 、 全 体 で イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス で の 感 染 の た め の １ 回 の 培 養 容 器 の 開 放 の み が
必 要 で あ り 、 こ れ に よ っ て 細 胞 培 養 物 の 汚 染 の 危 険 が 非 常 に 減 少 す る 。 培 地 の 交 換 、 感 染
お よ び 引 き 続 く プ ロ テ ア ー ゼ 添 加 に 伴 う 努 力 の 出 費 は さ ら に 減 少 す る 。 さ ら な る 利 点 は 、
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培 地 の 消 費 が 有 意 に 減 少 す る こ と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ １ 】
１ ． イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に よ っ て 感 染 さ れ 得 、 そ し て 無 血 清 培 地 の 懸 濁 物 に お け る 増
殖 に 適 合 す る 、 動 物 細 胞 。
２ ． 前 記 細 胞 が 脊 椎 動 物 起 源 で あ る 、 項 目 １ に 記 載 の 細 胞 。
３ ． 前 記 細 胞 が 哺 乳 動 物 起 源 で あ る 、 項 目 ２ に 記 載 の 細 胞 。
４ ． 前 記 細 胞 が 腎 臓 細 胞 由 来 で あ る 、 項 目 １ ～ ３ の い ず れ か １ つ に 記 載 の 細 胞 。
５ ． 前 記 細 胞 が MDCK細 胞 （ ATCCCCL34 MDCK(NBL-2)） 由 来 で あ る 、 項 目 ４ に 記 載 の 細 胞 。
６ ． 前 記 細 胞 が 細 胞 株 MDCK33016（ DSM ACC2219） で あ る 、 項 目 ５ に 記 載 の 細 胞 。
７ ． 細 胞 培 養 に お け る イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 複 製 の た め の 方 法 で あ っ て 、
（ i） 懸 濁 物 中 の 無 血 清 培 地 に お い て 、 項 目 １ ～ ６ の い ず れ か １ つ に 記 載 の 細 胞 を 増 殖 さ
せ る 工 程 ；
（ ii） 該 細 胞 を イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に 感 染 さ せ る 工 程 ；
（ iii） 感 染 直 前 、 感 染 と 同 時 、 ま た は 感 染 直 後 に 細 胞 懸 濁 物 に プ ロ テ ア ー ゼ を 添 加 し 、
赤 血 球 凝 集 素 [HA 0 ]の 前 駆 体 タ ン パ ク 質 を 切 断 す る 工 程 ； お よ び
（ iv） さ ら な る 培 養 期 の 後 、 該 細 胞 中 で 複 製 し た 該 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を 単 離 す る 工
程 ；
を 含 む 、 方 法 。
８ ． 前 記 細 胞 の 培 養 が 灌 流 系 に お い て 行 わ れ る 、 項 目 ７ に 記 載 の 方 法 。
９ ． 前 記 細 胞 の 培 養 が バ ッ チ 法 に お い て 行 わ れ る 、 項 目 ７ に 記 載 の 方 法 。
１ ０ ． 工 程 （ i） の 培 養 培 地 の pHが 6.6～ 7.8の 範 囲 で あ る 、 項 目 ７ ～ ９ の い ず れ か １ つ に
記 載 の 方 法 。
１ １ ． 前 記 培 養 培 地 の pHが 6.8～ 7.3の 範 囲 で あ る 、 項 目 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
１ ２ ． 前 記 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス で の 感 染 が 、 前 記 細 胞 培 養 が 約 ８ ～ 25× 10５ 細 胞 /ml
（ バ ッ チ 法 ） ま た は 約 ５ ～ 20× 10６ 細 胞 /ml（ 灌 流 法 ） の 細 胞 密 度 に 達 す る 場 合 に 生 じ る
、 項 目 ７ ～ １ １ の い ず れ か １ つ に 記 載 の 方 法 。
１ ３ ． イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス で の 前 記 細 胞 の 感 染 が 、 前 記 細 胞 培 養 が 約 0.001～ 10の m.o
.i.（ 感 染 の 多 重 度 ） で 生 じ る 、 項 目 ７ ～ １ ２ の い ず れ か １ つ に 記 載 の 方 法 。
１ ４ ． 前 記 感 染 が 約 0.002～ 0.5の m.o.i.で 生 じ る 、 項 目 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
１ ５ ． 前 記 プ ロ テ ア ー ゼ が セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 、 項 目 ７ ～ １ ４ の い ず れ か １ つ に 記
載 の 方 法 。
１ ６ ． 前 記 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ が ト リ プ シ ン で あ る 、 項 目 １ ５ に 記 載 の 方 法 。
１ ７ ． ト リ プ シ ン が 前 記 培 養 培 地 に お い て １ ～ 200μ g/mlの 最 終 濃 度 ま で 添 加 さ れ る 、 項
目 １ ６ に 記 載 の 方 法 。
１ ８ ． 前 記 培 養 培 地 中 の ト リ プ シ ン の 最 終 濃 度 が ５ ～ 50μ g/mlの 範 囲 で あ る 、 項 目 １ ７ に
記 載 の 方 法 。
１ ９ ． 前 記 感 染 細 胞 が ２ ～ 10日 間 培 養 さ れ る 、 項 目 ７ ～ １ ８ の い ず れ か １ つ に 記 載 の 方 法
。
２ ０ ． 前 記 感 染 細 胞 が ３ ～ ７ 日 間 培 養 さ れ る 、 項 目 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
２ １ ． 前 記 感 染 細 胞 が 30℃ ～ 36℃ で 培 養 さ れ る 、 項 目 ７ ～ ２ ０ の い ず れ か １ つ に 記 載 の 方
法 。
２ ２ ． 前 記 感 染 細 胞 が 32℃ か ら 34℃ で 培 養 さ れ る 、 項 目 ２ １ に 記 載 の 方 法 。
２ ３ ． 前 記 複 製 し た ウ イ ル ス の 採 取 お よ び 単 離 が 、 感 染 後 ２ ～ 10日 に 行 わ れ る 、 項 目 ７ ～
２ ２ の い ず れ か １ つ に 記 載 の 方 法 。
２ ４ ． 前 記 複 製 し た ウ イ ル ス の 採 取 お よ び 単 離 が 、 感 染 後 ３ ～ ７ 日 に 行 わ れ る 、 項 目 ２ ３
に 記 載 の 方 法 。
２ ５ ． 項 目 ７ ～ ２ ４ の い ず れ か １ つ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 入 手 可 能 な 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ
イ ル ス 。
２ ６ ． 適 切 で あ る 場 合 に 免 疫 応 答 を 増 大 さ せ る 物 質 と 組 合 せ て 、 項 目 ２ ５ に 記 載 の イ ン フ
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ル エ ン ザ ウ イ ル ス を 含 む 、 ワ ク チ ン 。
２ ７ ． 前 記 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス が イ ン タ ク ト な ウ イ ル ス 粒 子 と し て 存 在 す る 、 項 目 ２
６ に 記 載 の ワ ク チ ン 。
２ ８ ． 前 記 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス が 弱 毒 化 ウ イ ル ス と し て 存 在 す る 、 項 目 ２ ６ に 記 載 の
ワ ク チ ン 。
２ ９ ． 前 記 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス が 崩 壊 し た ウ イ ル ス 粒 子 と し て 存 在 す る 、 項 目 ２ ６ に
記 載 の ワ ク チ ン 。
３ ０ ． 適 切 で あ る 場 合 に 免 疫 応 答 を 増 大 さ せ る 物 質 と 組 合 せ て 、 項 目 ２ ５ に 記 載 の イ ン フ
ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 構 成 成 分 を 含 む 、 ワ ク チ ン 。
３ １ ． 前 記 ワ ク チ ン が 前 記 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 を 含 む 、 項 目
３ ０ に 記 載 の ワ ク チ ン 。
３ ２ ． 項 目 ２ ５ に 記 載 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス ま た は そ の よ う な ウ イ ル ス の 構 成 成 分 を
含 む 、 診 断 用 組 成 物 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 に よ っ て 、 入 手 可 能 な 細 胞 を 作 製 し 、 そ し て 細 胞 培 養 に お け る 簡 単 か つ 経 済 的 な
イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 複 製 を 可 能 に す る 方 法 が 提 供 さ れ た 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 細 胞 は 、 好 ま し く は 脊 椎 動 物 細 胞 （ 例 え ば 、 ト リ 細 胞 、 特 に 雌 鳥 胚 細 胞 ） で あ
る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 細 胞 は 哺 乳 動 物 細 胞 （ 例 え ば 、 ハ ム ス タ ー 、
ウ シ 、 サ ル 、 ま た は イ ヌ 由 来 、 詳 細 に は こ れ ら 由 来 の 腎 臓 細 胞 ま た は 細 胞 株 ） で あ る 。 こ
れ ら は 、 好 ま し く は MDCK細 胞 由 来 の 細 胞 (ATCC CCL34 MDCK (NBL-2))で あ り 、 そ し て 特 に
好 ま し く は 、 MDCK 33016細 胞 株 の 細 胞 で あ る 。 こ の 細 胞 株 は 、 特 許 手 続 の た め の 微 生 物 の
寄 託 の 国 際 的 承 認 に 関 す る ブ タ ペ ス ト 条 約 の 規 定 に 基 づ き 、 国 際 寄 託 部 署 と し て 承 認 さ れ
て い る ブ ル ン ス ウ ィ ッ ク （ ド イ ツ 連 邦 共 和 国 ） の GermanCollection of Microorganisms(D
SM)に 、 受 託 番 号 DSM ACC 2219の 下 1995年 ６ 月 ７ 日 に 寄 託 さ れ た 。 細 胞 株 MDCK33016は 、 継
代 な ら び に 無 血 清 培 地 に お け る 懸 濁 物 中 で 増 殖 す る 能 力 お よ び 種 々 の ウ イ ル ス （ 例 え ば 、
オ ル ト ミ ク ソ ウ イ ル ス 、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 、 ラ ブ ド ウ イ ル ス 、 お よ び フ ラ ビ ウ イ ル ス (f
lavoviruse)） を 複 製 す る 能 力 に 関 し て の 選 択 に よ り 、 細 胞 株 MDCKに 由 来 す る 。 こ れ ら の
特 性 を 考 慮 し て 、 こ の 細 胞 は 、 単 純 か つ 費 用 効 果 的 方 法 に よ り 、 細 胞 培 養 中 で の イ ン フ ル
エ ン ザ ウ イ ル ス の 経 済 的 な 複 製 の た め に 適 切 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は ま た 、 細 胞 培 養 に お け る イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 複 製 の た め の 方 法
に 関 し 、 こ こ で 本 発 明 の 細 胞 が 使 用 さ れ 、 詳 細 に は 方 法 は 以 下 の 工 程 を 含 む ：
(i)上 記 の 本 発 明 の 細 胞 を 懸 濁 物 中 で 無 血 清 培 地 に お い て 増 殖 さ せ る 工 程 ；
(ii)イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス で 細 胞 を 感 染 さ せ る 工 程 ；
(iii)感 染 の 少 し 前 、 同 時 、 ま た は 少 し 後 に プ ロ テ ア ー ゼ を 添 加 す る 工 程 ； お よ び
(iv)感 染 細 胞 を さ ら に 培 養 し 、 そ し て 複 製 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を 単 離 す る 工 程 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 細 胞 は 、 当 業 者 に 公 知 の 種 々 の 無 血 清 培 地 （ 例 え ば 、 Iscove培 地 、 ultra CHO
培 地 (BioWhittaker)、 EX-CELL(JRHBiosciences)） に お け る 方 法 の 過 程 に お い て 培 養 さ れ
得 る 。 あ る い は 、 複 製 の た め の 細 胞 は ま た 、 通 常 の 血 清 含 有 培 地 （ 例 え ば 、 0.5％ ～ 10％
、 好 ま し く は 1.5％ ～ ５ ％ の ウ シ 胎 児 血 清 を 有 す る MEMま た は DMEM培 地 ） ま た は タ ン パ ク 質
非 含 有 培 地 （ 例 え ば 、 PF-CHO(JRHBiosciences)） 中 で 培 養 さ れ 得 る 。 本 発 明 の 方 法 の 過 程
に お い て 用 い ら れ 得 る 適 切 な 培 養 容 器 は 、 当 業 者 に 公 知 の 全 て の 容 器 （ 例 え ば 、 ス ピ ナ ー
ボ ト ル 、 ロ ー ラ ー ボ ト ル 、 ま た は 発 酵 槽 な ど ） で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
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　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス で の 感 染 前 の 細 胞 の 増 殖 の た め の 温 度 は 、 好 ま し く は 37℃ で あ
る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 細 胞 の 増 殖 の た め の 培 養 （ 工 程 (i)） は 、 方 法 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 灌 流 系 （
例 え ば 、 当 業 者 に 公 知 の 細 胞 貯 留 系 （ 例 え ば 、 遠 心 分 離 、 濾 過 、 ス ピ ン フ ィ ル タ ー な ど ）
を 用 い る 攪 拌 容 器 発 酵 槽 に お い て ） に お い て 行 わ れ る 。 こ の 場 合 に は 細 胞 を 、 好 ま し く は
２ ～ 18日 間 、 特 に 好 ま し く は ３ ～ 11日 間 増 殖 さ せ る 。 培 地 の 交 換 は こ の 過 程 に お い て 行 わ
れ 、 発 酵 槽 容 量 を １ 日 当 た り ０ か ら 、 約 １ ～ ３ ま で 増 大 さ せ る 。 こ の 様 式 に お い て 、 細 胞
を 、 非 常 に 高 い 細 胞 密 度 ま で 、 好 ま し く は 約 ２ × 10 7 細 胞 /mlま で 増 殖 さ せ る 。 灌 流 系 に お
け る 培 養 の 間 の 灌 流 速 度 は 、 細 胞 計 数 、 グ ル コ ー ス 、 グ ル タ ミ ン 、 ま た は ラ ク ト ー ス の 培
地 中 の 含 有 量 、 お よ び 当 業 者 に 公 知 の 他 の パ ラ メ ー タ の 両 方 を 介 し て 調 節 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス で の 感 染 の た め に 、 約 85％ ～ 99％ 、 好 ま し く は 93～ 97％ の 発 酵
槽 容 量 が 細 胞 と と も に さ ら な る 発 酵 槽 に 移 さ れ る 。 第 １ の 発 酵 槽 に 残 っ て い る 細 胞 は 、 次
い で 培 地 と 混 合 さ れ 、 そ し て 灌 流 系 に お い て さ ら に 複 製 さ れ 得 る 。 こ の 様 式 に お い て 、 ウ
イ ル ス 複 製 の た め の 連 続 的 細 胞 培 養 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 灌 流 系 の 代 わ り に 、 本 発 明 の 方 法 の 工 程 (i)に お け る 細 胞 は ま た 、 好 ま し く は 、 バ ッ チ
プ ロ セ ス に お い て 培 養 さ れ 得 る 。 本 発 明 の 細 胞 は 、 こ こ で 約 ８ ～ 25× 10 5 細 胞 /mlの 細 胞 密
度 ま で 、 20～ 30時 間 の 生 成 時 間 で 37℃ に て 増 殖 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 工 程 (i)に 使 用 さ れ る 培 養 培 地 の pHは 、 培
養 の 間 に 調 節 さ れ 、 そ し て こ れ は pH6.6～ pH7.8の 範 囲 、 好 ま し く は pH6.8～ pH7.3の 範 囲 で
あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 さ ら に 、 pO 2 値 は 、 方 法 の こ の 工 程 に お い て 、 好 都 合 に 調 節 さ れ 、 好 ま し く は 25％ と 95
％ と の 間 、 特 に 35％ と 60％ （ 空 気 飽 和 に 基 づ く ） と の 間 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 、 懸 濁 物 に お い て 培 養 さ れ た 細 胞 の 感 染 は 、 好 ま し く は バ ッ チ 工 程 に お
け る 細 胞 が 約 ８ ～ 25× 10 5 細 胞 /ml、 ま た は 灌 流 系 に お い て 約 ５ ～ 20× 10 6 細 胞 /mlの 細 胞 密
度 に 達 し た と き に 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 さ ら に 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス で の 細 胞 の 感 染 は 、 好 ま し
く は 約 0.0001～ 10、 好 ま し く は 、 0.002～ 0.5の m.o.i.（ 多 重 感 染 度 ） で 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 赤 血 球 凝 集 素 の 前 駆 体 タ ン パ ク 質 [HA 0 ]の 切 断 、 従 っ て 細 胞 へ の ウ イ ル ス の 吸 着 を も た
ら す プ ロ テ ア ー ゼ の 添 加 は 、 本 発 明 に 従 い 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス で の 細 胞 の 感 染 の 少
し 前 、 同 時 、 ま た は 少 し 後 に 行 わ れ 得 る 。 添 加 が 感 染 と 同 時 に 行 わ れ る 場 合 、 プ ロ テ ア ー
ゼ は 感 染 さ れ る べ き 細 胞 培 養 に 直 接 ま た は 例 え ば 、 ウ イ ル ス 接 種 と 一 緒 に 濃 縮 物 と し て 添
加 さ れ 得 る 。 血 清 含 有 培 地 が 培 養 に 使 用 さ れ る 場 合 、 こ れ は プ ロ テ ア ー ゼ 添 加 の 前 に 除 去
さ れ る べ き で あ る 。 プ ロ テ ア ー ゼ は 好 ま し く は セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 、 そ し て 特 に 好 ま し く
は ト リ プ シ ン で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 ト リ プ シ ン は 、 培 養 培 地 の １ ～ 200μ g/ml、 好 ま し く は ５
～ 50μ g/ml、 そ し て 特 に 好 ま し く は ５ ～ 30μ g/mlの 最 終 濃 度 で 、 感 染 さ れ る べ き 細 胞 培 養
物 に 添 加 さ れ る 。 本 発 明 の 方 法 の 工 程 (iv)に よ る 感 染 細 胞 の さ ら な る 培 養 の 間 に 、 バ ッ チ
プ ロ セ ス の 場 合 に は ト リ プ シ ン の 新 た な 添 加 に よ っ て 、 ま た は 灌 流 系 の 場 合 に は ト リ プ シ
ン 溶 液 の 持 続 的 ま た は 断 続 的 添 加 に よ っ て 、 ト リ プ シ ン 再 活 性 化 が 行 わ れ 得 る 。 後 者 の 場
合 、 ト リ プ シ ン 濃 度 は 、 好 ま し く は １ μ g/mlか ら 80μ g/mlの 範 囲 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
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　 感 染 の 後 、 感 染 細 胞 培 養 物 は ウ イ ル ス を 複 製 す る た め に 、 詳 細 に は 最 大 細 胞 障 害 効 果 、
ま た は 最 大 量 の ウ イ ル ス 抗 原 が 検 出 さ れ 得 る ま で 、 さ ら に 培 養 さ れ る 。 好 ま し く は 、 ２ ～
10日 間 、 特 に ３ ～ ７ 日 間 、 細 胞 の 培 養 が 行 わ れ る 。 次 い で 、 培 養 は 、 好 ま し く は 灌 流 系 ま
た は バ ッ チ プ ロ セ ス に お い て 行 わ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 さ ら に 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス で の 感 染 の 後 、 細 胞 は 、 30
～ 36℃ 、 そ し て 特 に 好 ま し く は 32℃ ～ 34℃ の 温 度 で 培 養 さ れ る 。 感 染 細 胞 の 37℃ 以 下 の 温
度 、 特 に 上 記 の 温 度 範 囲 で の 培 養 は 、 37℃ で の 細 胞 培 養 に お い て 複 製 し た イ ン フ ル エ ン ザ
ウ イ ル ス と 比 較 し て 、 不 活 性 化 さ れ た 後 に ワ ク チ ン と し て か な り 高 い 効 率 を 有 す る イ ン フ
ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 産 生 を 導 く 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス で の 感 染 の 後 の 細 胞 の 培 養 （ 工 程 (iv)） は 、 次 い で 好 ま し く は
調 節 さ れ た pHお よ び pO 2 で 行 わ れ る 。 こ の 場 合 、 pHは 好 ま し く は 6.6～ 7.8、 特 に 好 ま し く
は 6.8～ 7.2の 範 囲 で あ り 、 そ し て pO 2 は 好 ま し く は 25％ ～ 150％ 、 好 ま し く は 30％ ～ 75％ 、
そ し て 特 に 好 ま し く は 35％ ～ 60％ （ 空 気 飽 和 に 基 づ く ） の 範 囲 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 方 法 の 工 程 (iv)に よ る 細 胞 の 培 養 ま た は ウ イ ル ス 複 製 の 間 、 抗 原 収 率 を 最 適 化 す る た め
に 、 細 胞 培 養 培 地 の 新 た に 調 製 さ れ た 培 地 、 培 地 濃 縮 物 ま た は 定 義 さ れ た 成 分 （ 例 え ば 、
ア ミ ノ 酸 、 ビ タ ミ ン 、 脂 質 画 分 、 リ ン 酸 な ど ） と の 置 換 も ま た 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス で の 感 染 の 後 に 、 細 胞 は 、 培 地 ま た は 培 地 濃 縮 物 の さ ら な る 添
加 に よ り 、 数 日 間 で ゆ っ く り と 希 釈 さ れ る か 、 ま た は 約 １ ～ ３ か ら 、 ０ 発 酵 槽 容 量 ／ 日 に
減 少 す る 培 地 ま た は 培 地 濃 縮 物 で の さ ら な る 灌 流 の 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る か の い ず れ か
で あ り 得 る 。 こ の 場 合 に は 、 次 い で 、 灌 流 速 度 は 、 細 胞 計 数 、 グ ル コ ー ス 、 グ ル タ ミ ン 、
ラ ク テ ー ト ま た は ラ ク テ ー ト デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の 培 地 中 の 含 有 量 、 お よ び 当 業 者 に 公 知 の
他 の パ ラ メ ー タ に よ っ て 調 節 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 灌 流 系 と フ ィ ー ド バ ッ チ プ ロ セ ス と の 組 合 せ も さ ら に 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 こ の プ ロ セ ス の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 複 製 さ れ た イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 採 取
お よ び 単 離 は 、 感 染 か ら ２ ～ 10日 後 、 好 ま し く は ３ ～ ７ 日 後 に 行 わ れ る 。 こ れ を 行 う た め
に 、 例 え ば 、 細 胞 ま た は 細 胞 残 基 は 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 の 手 段 （ 例 え ば 、 分 離 器 ま た は
フ ィ ル タ ー に よ り ） に よ り 、 培 養 培 地 か ら 分 離 さ れ る 。 こ れ に 続 い て 、 培 養 培 地 中 に 存 在
す る イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 濃 縮 が 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 （ 例 え ば 、 勾 配 遠 心 分 離 、 濾
過 、 沈 殿 な ど の よ う な ） に よ り 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 入 手 可 能 な イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に さ ら に 関 す る 。 こ
れ は 、 ヒ ト ま た は 動 物 へ の 投 与 の た め の ワ ク チ ン と し て 、 公 知 の 方 法 に よ り 処 方 さ れ 得 る
。 ワ ク チ ン と し て 得 ら れ た イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 免 疫 原 性 ま た は 効 力 は 、 当 業 者 に 公
知 の 方 法 （ 例 え ば 、 負 荷 実 験 に お い て 付 与 さ れ る 保 護 に よ り 、 ま た は 中 和 抗 体 の 抗 体 力 価
と し て ） に よ り 決 定 さ れ 得 る 。 産 生 さ れ る ウ イ ル ス ま た は 抗 原 の 量 の 決 定 は 、 例 え ば 、 当
業 者 に 公 知 の 方 法 に よ る 赤 血 球 凝 集 素 の 量 の 決 定 に よ り 行 わ れ 得 る 。 例 え ば 、 切 断 赤 血 球
凝 集 素 は 種 々 の 種 の 赤 血 球 （ 例 え ば 、 雌 鳥 赤 血 球 ） に 結 合 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 こ れ
は 、 産 生 さ れ た ウ イ ル ス ま た は 形 成 さ れ た 抗 原 の 単 純 か つ 迅 速 な 定 量 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 方 法 か ら 得 ら れ 得 る イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を 含 む ワ
ク チ ン に 関 す る 。 こ の 型 の ワ ク チ ン は 、 ワ ク チ ン に 通 常 の 添 加 剤 、 詳 細 に は 免 疫 応 答 を 増
大 す る 物 質 （ す な わ ち 、 い わ ゆ る ア ジ ュ バ ン ト 、 例 え ば 種 々 の 金 属 の 水 酸 化 物 、 細 菌 細 胞
壁 の 構 成 物 、 油 、 ま た は サ ポ ニ ン ） 、 お よ び よ り 通 常 の 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 賦 形 剤 を 含 む
。
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【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ウ イ ル ス は 、 イ ン タ ク ト な ウ イ ル ス 粒 子 と し て 、 よ り 詳 細 に は 生 弱 毒 化 ウ イ ル ス と し て
ワ ク チ ン 中 に 存 在 し 得 る 。 こ の 目 的 の た め に 、 ウ イ ル ス 濃 縮 物 は 所 望 の 力 価 に 調 整 さ れ 、
そ し て 凍 結 乾 燥 さ れ る か 、 液 体 形 態 に お い て 安 定 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 さ ら な る 実 施 例 に お い て 、 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 崩 壊 （ す な わ ち 、 不 活 性 化 ） さ れ た 、
ま た は イ ン タ ク ト だ が 不 活 性 化 さ れ た ウ イ ル ス を 含 み 得 る 。 こ の 目 的 の た め に 、 ウ イ ル ス
の 感 染 性 は 、 化 学 的 お よ び ／ ま た は 物 理 的 方 法 （ 例 え ば 、 界 面 活 性 剤 ま た は ホ ル ム ア ル デ
ヒ ド に よ る ） に よ り 破 壊 さ れ る 。 次 い で 、 ワ ク チ ン は 、 抗 原 の 所 望 の 量 に 調 整 さ れ 、 そ し
て 可 能 な ア ジ ュ バ ン ト の 混 合 の 後 ま た は 可 能 な ワ ク チ ン 処 方 の 後 、 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム 、
ミ ク ロ ス フ ェ ア ま た は 「 徐 放 」 処 方 物 と し て 調 剤 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 さ ら に 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ワ ク チ ン は 最 後 に サ ブ ユ ニ ッ ト ワ ク チ ン （
す な わ ち 、 定 義 さ れ た 、 単 離 ウ イ ル ス 構 成 物 、 好 ま し く は イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 単 離
さ れ た タ ン パ ク 質 を 含 み 得 る ） と し て 存 在 し 得 る 。 こ れ ら の 成 分 は 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法
に よ り イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス か ら 単 離 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 方 法 か ら 得 ら れ た イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス は 、 診 断 目 的 の た め に 使 用
さ れ 得 る 。 従 っ て 、 本 発 明 は ま た 、 適 切 な 場 合 に は こ の 分 野 で 通 常 の 添 加 剤 お よ び 適 切 な
検 出 剤 と 組 み 合 わ せ た 、 本 発 明 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス ま た は こ の よ う な ウ イ ル ス の 構
成 物 を 含 む 診 断 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 実 施 例 は 、 本 発 明 を 例 示 す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ １ 】
実 施 例 １
懸 濁 物 中 で の 増 殖 に 適 応 し て お り 、 そ し て イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に よ り 感 染 さ れ 得 る 細
胞 株 の 調 製
　 懸 濁 培 養 に お け る 増 殖 に 適 切 で あ り 、 そ し て イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に よ り 感 染 さ れ 得
る 細 胞 株 を 、 MDCK細 胞 （ ATCC CCL34 MDCK (NBL-2)） か ら 開 始 し て 選 択 し た 。 こ の 細 胞 は
、 研 究 室 に お い て 少 数 回 の 継 代 の み に よ り 、 ま た は 数 ヶ 月 か け て 増 殖 さ せ て お い た 。 こ の
選 択 を 、 16rpm（ 付 着 性 増 殖 細 胞 を 有 す る ロ ー ラ ー ボ ト ル に つ い て の 習 慣 的 な 約 ３ rpmの 代
わ り ） で 回 転 し た ロ ー ラ ー ボ ト ル に お け る 細 胞 の 増 殖 に よ り 実 施 し た 。 培 地 中 に 懸 濁 し て
存 在 す る 細 胞 の 数 回 の 継 代 後 、 懸 濁 物 中 で 増 殖 し て い る 細 胞 株 を 得 た 。 こ れ ら の 細 胞 株 に
イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を 感 染 さ せ 、 そ し て こ の 株 を ど の 株 が 最 大 の ウ イ ル ス 収 量 を 生 じ
る か に つ い て 選 択 し た 。 16rpmで の 最 初 の 継 代 の 間 の 懸 濁 物 中 で の 細 胞 の 増 殖 速 度 の 増 加
は 、 当 業 者 に 公 知 の 選 択 系 （ 例 え ば 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 、 お よ び チ ミ ジ ン
、 ま た は ア ラ ノ シ ン お よ び ア デ ニ ン を 個 々 に ま た は 組 み 合 わ せ て ） の 添 加 に よ り １ ～ ３ 回
の 継 代 に わ た っ て 達 成 さ れ る 。 懸 濁 物 中 で 増 殖 し て い る 細 胞 の 選 択 は ま た 、 当 業 者 に 公 知
の 他 の 撹 拌 細 胞 培 養 系 （ 例 え ば 、 撹 拌 フ ラ ス コ ） に お い て 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 あ る い は 、 高 度 に ウ イ ル ス を 複 製 す る 細 胞 ク ロ ー ン を 、 細 胞 懸 濁 物 と し て の 選 択 の 前 に
、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に お け る 細 胞 ク ロ ー ニ ン グ に よ り 確 立 し 得 る 。 こ の 方 法 に お
い て 、 付 着 し な が ら 増 殖 す る 開 始 細 胞 （ ト リ プ シ ン 処 理 後 ） を 、 約 25細 胞 ／ mlの 濃 度 に 血
清 含 有 培 地 で 希 釈 し 、 そ し て 各 100μ lの こ の 細 胞 懸 濁 物 を マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ
ェ ル に 添 加 す る 。 ２ ～ ４ 日 齢 （ 同 種 ） 細 胞 培 養 物 か ら の 100μ lの 滅 菌 濾 過 培 地 （ 「 馴 化 培
地 」 ） を 各 ウ ェ ル に 添 加 す る 場 合 、 非 常 に 低 い 細 胞 密 度 で 接 種 し た 細 胞 の 増 殖 の 可 能 性 が
増 加 す る 。 光 学 顕 微 鏡 で の 検 査 に よ り １ 個 の 細 胞 の み を 含 む ウ ェ ル を 選 択 す る ； 次 い で 、
そ れ か ら 得 ら れ た 細 胞 ロ ー ン を よ り 大 き な 細 胞 培 養 容 器 に 継 代 す る 。 最 初 の 細 胞 継 代 の 後
の 選 択 培 地 （ 例 え ば 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 、 お よ び チ ミ ジ ン 、 ま た は ア ラ ノ
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シ ン お よ び ア デ ニ ン を 個 々 に ま た は 組 み 合 わ せ て ） の 添 加 は 、 １ ～ ３ 継 代 に わ た っ て 、 細
胞 ク ロ ー ン の よ り 大 き な 識 別 性 を 導 く 。 こ の よ う に し て 得 ら れ る 細 胞 ク ロ ー ン を 、 そ れ ら
の 特 異 的 ウ イ ル ス 複 製 に 関 し て 選 択 し 、 次 い で 懸 濁 細 胞 と し て 選 択 し た 。 無 血 清 培 地 中 で
の 増 殖 に 適 応 し て い る 細 胞 の 選 択 を ま た 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ り 実 施 し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 懸 濁 物 中 で の 増 殖 に 適 応 し て お り 、 そ し て イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に よ り 感 染 さ れ 得 る
細 胞 の 例 は 、 細 胞 株 MDCK33016（ DSM ACC2219） お よ び MDCK 13016で あ る 。 こ れ ら の 特 性
は 以 下 の 実 施 例 に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】

実 施 例 ２
細 胞 株 MDCK33016に お け る イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 複 製
　 細 胞 株 MDCK33016（ DSM ACC2219； MDCK細 胞 培 養 か ら 選 択 圧 に よ り 得 た ） を 、 16rpmで 回
転 す る ロ ー ラ ー ボ ト ル に お い て 週 に ２ 回 、 １ ： ８ ～ １ ： 12の 分 割 割 合 で 、 Iscove培 地 中 で
37℃ で 増 殖 さ せ た 。 移 し て か ら ４ 日 後 、 約 7.0× 10５ ～ 10× 10５ 細 胞 ／ mlの 細 胞 数 を 達 成
し た 。 こ の ４ 日 齢 の 細 胞 培 養 物 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 株 A/PR/8/34（ m.o.i.＝ 0.1） で
の 感 染 と 同 時 に 、 細 胞 培 養 物 を ト リ プ シ ン （ 25μ g/mlの 最 終 濃 度 ） で 処 理 し 、 そ し て 37℃
で さ ら に 培 養 し 、 そ し て ウ イ ル ス 複 製 を ３ 日 間 に わ た っ て 決 定 し た （ 表 Ｉ ） 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 示 し た 比 は 、 １ ： Ｘ 希 釈 の ウ イ ル ス 収 集 物 が 依 然 と し て 血 球 凝 集 特 性 を 有 す る こ と を 意
味 す る 。 血 球 凝 集 特 性 は 、 例 え ば 、 Mayerら , Virologische Arbeitsmethoden, [Virologi
cal Working Methods],第 １ 巻  (1974), 260～ 261頁 ま た は Grist, DiagnosticMethods in
Clinical Virology, 72～ 75頁 に 記 載 の よ う に 決 定 し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】

実 施 例 ３
ス ピ ナ ボ ト ル 中 の 細 胞 株 MDCK 13016に お け る イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 複 製
　 細 胞 株 MDCK13016を 、 ス ピ ナ ボ ト ル （ 50rpm） 中 で 週 に ２ 回 、 １ ： ６ ～ １ ： 10の 分 割 割 合
で 、 Iscove培 地 に お い て 37℃ で 複 製 さ せ た 。 移 し て か ら ４ 日 後 、 約 8.0× 10５ 細 胞 ／ mlの
細 胞 数 を 達 成 し た 。 こ の ４ 日 齢 の 細 胞 培 養 物 の 種 々 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 株 A/PR/8/3
4（ m.o.i.約 0.1） で の 感 染 と 同 時 に 、 細 胞 培 養 物 を ト リ プ シ ン （ 25μ g/mlの 最 終 濃 度 ） で
処 理 し 、 そ し て 33℃ で さ ら に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て ウ イ ル ス 複 製 を ６ 日 間 に わ た っ て
決 定 し た （ 表 II） 。
【 ０ ０ ４ ８ 】

10

20

30

40

(9) JP 2005-211080 A 2005.8.11



【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ９ 】
実 施 例 ４
ロ ー ラ ー ボ ト ル 中 で の 細 胞 株 MDCK 33016に お け る 種 々 の イ ン フ ル エ ン ザ 株 の 複 製
　 細 胞 株 MDCK33016（ DSM ACC2219） を 、 16rpmで 回 転 す る ロ ー ラ ー ボ ト ル に お い て 週 に ２
回 、 １ ： ８ ～ １ ： 12の 分 割 割 合 で 、 Iscove培 地 中 で 37℃ で 複 製 さ せ た 。 移 し て か ら ４ 日 後
、 約 7.0× 10５ ～ 10× 10５ 細 胞 ／ mlの 細 胞 数 を 達 成 し た 。 こ の ４ 日 齢 の 細 胞 培 養 物 の 種 々
の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 株 （ m.o.i.約 0.1） で の 感 染 と 同 時 に 、 細 胞 培 養 物 を ト リ プ シ
ン （ 25μ g/mlの 最 終 濃 度 ） で 処 理 し 、 そ し て 33℃ で さ ら に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て ウ イ
ル ス 複 製 を 感 染 ５ 日 後 に 決 定 し た （ 表 III） 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ １ 】
実 施 例 ５
発 酵 槽 中 の MDCK33016細 胞 に お け る 種 々 の イ ン フ ル エ ン ザ 株 の 複 製
　 細 胞 株 MDCK33016（ DSM ACC2219） を 、 1× 10 5 細 胞 /mlの 細 胞 播 種 物 を 用 い て 、 撹 拌 し た
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容 器 発 酵 槽 （ 作 業 容 量 ８ ｌ ） 中 の Iscoveの 培 地 に 播 種 し た 。 37℃ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 温
度 、 50± 10％ の （ 調 節 さ れ た ） pO 2 お よ び 7.1± 0.2の （ 調 節 さ れ た ） pHで 、 細 胞 を 、 7× 10
5 細 胞 /mlの 細 胞 密 度 に ４ 日 以 内 で 増 殖 さ せ た 。 ８ mlの ウ イ ル ス ス ト ッ ク 溶 液 （ A/PR8/34ま
た は A/Singapore/6/86ま た は A/Shanghai/11/87ま た は A/Beijing/1/87ま た は B/Massachuse
tts/71ま た は B/Yamagata/16/88ま た は B/Panama/45/90の い ず れ か ） 、 お よ び 同 時 に 16mlの
1.25％ 強 度 ト リ プ シ ン 溶 液 の 溶 液 を こ れ ら の 細 胞 に 添 加 し 、 そ し て 播 種 し た 細 胞 培 養 物 を
33℃ で さ ら に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ウ イ ル ス 複 製 を 、 ６ 日 に わ た っ て 決 定 し た （ 表 IV） 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ３ 】
実 施 例 ６
ウ イ ル ス 感 染 に お け る 感 染 用 量 （ m.o.i.） の 影 響
　 細 胞 株 MDCK13016（ 選 択 圧 に よ り MDCK細 胞 培 養 か ら 得 ら れ た ） を 、 16rpmで 回 転 さ せ た ロ
ー ラ ー ボ ト ル 内 で 週 に ２ 回 の 1:8～ 1:12の 分 割 割 合 で ultraCHO培 地 に お い て 37℃ で 増 殖 さ
せ た 。 転 移 の ４ 日 後 、 約 7.0× 10 5 ～ 10× 10 5 細 胞 /mlの 細 胞 計 数 を 達 成 し た 。 抗 原 の 産 生 お
よ び 感 染 性 に お け る 感 染 用 量 （ m.o.i） の 影 響 を 調 査 し た 。 現 在 ４ 日 齢 の 細 胞 培 養 物 の イ
ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 株 A/PR/8/34（ m.o.i＝ 0.5お よ び m.o.i＝ 0.005） で の 感 染 と 同 時 に
、 細 胞 培 養 物 を ト リ プ シ ン （ 25μ g/ml最 終 濃 度 ） で 処 理 し 、 そ し て 37℃ で さ ら に イ ン キ ュ
ベ ー ト し 、 そ し て ウ イ ル ス 複 製 を ３ 日 に わ た っ て 測 定 し た （ 表 Ｖ ） 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 CCID 5 0 の 決 定 は 、 こ の 場 合 に は 、 例 え ば 、 Paul、 Zell-und Gewebekultur [Cell and ti
ssue culture] (1980), p.395に 記 載 さ れ る よ う な 方 法 に 従 っ て 、 実 行 さ れ 得 る

実 施 例 ７
ウ イ ル ス 複 製 に お け る 培 地 置 換 の 影 響
　 細 胞 株 MDCK33016（ DSM ACC2219） を 、 16rpmで 回 転 さ せ た ロ ー ラ ー ボ ト ル 内 で 週 に ２ 回
の 1:8～ 1:12の 分 割 割 合 で Iscoveの 培 地 に 37℃ で 増 殖 さ せ た 。 転 移 の ４ 日 後 、 約 7.0× 10 5

～ 10× 10 5 細 胞 /mlの 細 胞 計 数 を 達 成 し た 。 抗 原 の 産 生 お よ び 感 染 性 に お け る 培 地 置 換 の 影
響 を 調 査 し た 。 現 在 ４ 日 齢 の 細 胞 培 養 物 を 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 株 A/PR/8/34（ m.o.i
.＝ 0.05） で 感 染 さ せ 、 ト リ プ シ ン 添 加 （ ロ ー ラ ー ボ ト ル 中 で 20μ g/mlの 最 終 濃 度 ） を 、
ウ イ ル ス 播 種 物 を ト リ プ シ ン ス ト ッ ク 溶 液 と 混 合 す る こ と に よ っ て 実 行 し た 。 細 胞 培 養 物
を 、 培 地 の 添 加 に よ り 処 理 し 、 そ し て 33℃ で さ ら に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て ウ イ ル ス 複
製 を ５ 日 に わ た っ て 測 定 し た （ 表 VI） 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ７ 】
実 施 例 ８
発 酵 槽 中 の MDCK33016細 胞 に お け る イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 複 製 お よ び ウ イ ル ス の 獲 得
　 細 胞 株 MDCK33016（ ACC2219） を 、 撹 拌 し た 容 器 培 養 槽 （ 作 業 容 量 10ｌ ） に 0.5× 10 5 細 胞
/mlの 細 胞 播 種 物 で Iscoveの 培 地 に 播 種 し た 。 37℃ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 温 度 、 55± 10％
（ 調 節 さ れ た ） pO 2 お よ び 7.1± 0.2（ 調 節 さ れ た ） pHで 、 細 胞 を ４ 日 以 内 に 7× 10 5 細 胞 /ml
の 細 胞 密 度 に 増 殖 さ せ た 。 0.1mlの ウ イ ル ス ス ト ッ ク 溶 液 （ A/Singapore/6/86;m.o.i.約 0.
0015） 、 そ し て 同 時 に 16mlの 1.25％ 強 度 の ト リ プ シ ン 溶 液 を 、 こ れ ら の 細 胞 に 添 加 し 、
そ し て 播 種 し た 細 胞 培 養 物 を 、 さ ら に 33℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ウ イ ル ス 複 製 を ５ 日 後
に 測 定 し 、 そ し て ウ イ ル ス を 収 集 し た 。 細 胞 お よ び 細 胞 残 留 物 を 、 接 線 流 動 濾 過 （ 0.45μ
mの 孔 サ イ ズ を 有 す る 、 SarcotonMini-Microsart Module； 製 造 業 者 の 指 示 に 従 う 濾 過 手 順
） に よ り 除 去 し 、 抗 原 （ HAと し て 測 定 さ れ る ） の 損 失 は 、 濾 過 に お い て 検 出 さ れ な か っ た
。 ウ イ ル ス 物 質 を 、 新 た な 接 線 流 動 濾 過 （ 100,000NMWS（ 見 か け の 分 子 量 分 離 限 界 ） を 有
す る Sartocon Mini-Ultrasart Module； 製 造 業 者 の 指 示 に よ る 濾 過 手 順 ） に よ っ て 、 9.5
ｌ か ら 600mlに 濃 縮 し た 。 濃 縮 に お け る 抗 原 の 量 は 、 5120HA単 位 （ 開 始 256HA単 位 ； 濃 縮 因
子 20） で あ り 、 一 方 、 濃 縮 に お け る 感 染 性 は 、 9.2 log 1 0 CCID 5 0 （ 開 始 時 8.9log 1 0  CCID 5 0
; 濃 縮 因 子 16） で あ り ； 抗 原 の 損 失 お よ び 感 染 性 は 、 100,000NMWS濾 過 の 後 の 濾 過 液 に お
い て 測 定 さ れ 、 １ ％ 未 満 で あ っ た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】

実 施 例 ９
灌 流 発 酵 槽 中 の MDCK33016細 胞 に お け る イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 複 製
　 1.6× 10 8 細 胞 の 細 胞 株 MDCK33016（ DSMACC2219） を 、 BiostatMDの 反 応 容 器 （ Braun Biot
ech Int., Melsungen, Germany） 中 の 2000mlの 有 効 容 量 の UltraCHO培 地 に 懸 濁 し （ 0.8× 1
0 5 細 胞 /ml） 、 そ し て 上 昇 性 の 流 速 （ ホ ー ス 通 気 に よ る 酸 素 の 流 入 （ 酸 素 調 節 40± 10％ pO 2
)； pH調 節 pH≦ 7.2； ス ピ ン フ ィ ル タ ー に よ る 細 胞 保 持 ＞ 95％ ） を 用 い て 灌 流 操 作 に お い
て 37℃ で 増 殖 さ せ た 。 生 存 細 胞 計 数 は 、 11日 以 内 に 175× 10 5 細 胞 /mlま で 200倍 に 増 大 し た
（ 表 VIIIa） 。 こ の 細 胞 培 養 物 の 1990mlを 第 ２ の 灌 流 発 酵 槽 （ 作 業 容 量 ５ ｌ ） に 移 し 、 一
方 、 残 り の 細 胞 を 培 地 で 再 び 2000mlに し 、 そ し て 細 胞 増 殖 を 灌 流 操 作 で 再 び 行 っ た 。 第 ２
の 灌 流 発 酵 槽 （ ウ イ ル ス 感 染 ） 中 で 、 細 胞 を 、 ト リ プ シ ン （ 10μ g/ml最 終 濃 度 ） の 同 時 添
加 を 用 い て イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 株 A/PR/8/34に 感 染 さ せ （ m.o.i.＝ 0.01） 、 そ し て １
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時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 発 酵 槽 を 、 灌 流 操 作 （ pO 2 :40± 10％ お よ び pH:≦ 7.2）
で さ ら に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 感 染 後 の 最 初 の 日 に 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 37℃ で 実 行 し
、 そ し て 灌 流 し た 細 胞 培 養 物 上 清 に お け る ウ イ ル ス 収 集 物 を 廃 棄 し た 。 感 染 後 の ２ 日 目 か
ら 、 ウ イ ル ス 複 製 を 33℃ で 実 行 し 、 そ し て ２ 発 酵 槽 容 量 /日 の 灌 流 速 度 を 、 ７ 日 以 内 に ０
ま で 減 ら し た 。 ウ イ ル ス 複 製 に 必 要 と さ れ る ト リ プ シ ン は 、 UltraCHO培 地 中 に 存 在 し 、 こ
れ は 、 10μ g/mlの 濃 度 で 灌 流 に 使 用 し た 。 ウ イ ル ス 収 集 物 （ ＝ 灌 流 し た 細 胞 培 養 物 上 清 ）
を ４ ℃ で 回 収 し 、 そ し て ７ 日 に わ た り 、 ウ イ ル ス 複 製 を 、 抗 原 の 量 と し て 測 定 し た （ 表 VI
IIb） 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ０ 】
実 施 例 10
実 験 用 イ ン フ ル エ ン ザ ワ ク チ ン の 調 製
　 実 験 用 ワ ク チ ン を 、 実 施 例 ２ （ 37℃ で 複 製 さ せ た A/PR/8（ 実 施 例 ２ ： ワ ク チ ン A)） お よ
び 実 施 例 ４ （ 33℃ で 複 製 さ せ た A/PR/8） に 由 来 す る イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス A/PR/8/34か
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ら 調 製 し た 。 細 胞 培 養 培 地 中 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を 、 低 速 遠 心 分 離 （ 2000g、 20min
、 ４ ℃ ） に よ っ て 細 胞 お よ び 細 胞 フ ラ グ メ ン ト か ら 分 離 し 、 そ し て シ ョ 糖 勾 配 遠 心 分 離 （
10～ 50％ （ wt/wt） の 直 線 状 シ ョ 糖 勾 配 、 30,000g、 ２ h、 ４ ℃ ） に よ っ て 精 製 し た 。 イ ン
フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 含 有 バ ン ド を 入 手 し 、 PBS(pH7.2)で 1:10に 希 釈 し 、 そ し て 20,000rpm
で 沈 殿 さ せ 、 そ し て 沈 殿 物 を PBS（ 容 量 ： 最 初 の 細 胞 培 養 培 地 の 50％ ） 中 に 取 り 出 し た 。
イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 不 活 化 し た （ 24時 間 の 間 隔 で 35％ 強 度 ホ
ル ム ア ル デ ヒ ド 溶 液 の 0.025％ の ２ 回 の 添 加 、 撹 拌 し な が ら 20℃ で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
） 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 10匹 の NMRIマ ウ ス の 各 々 （ 18～ 20gの 重 量 ） に 、 皮 下 注 射 に よ り ０ 日 目 お よ び 28日 目 に
各 々 0.3mlの こ れ ら の 不 活 化 実 験 用 ワ ク チ ン と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 接 種 後 の ２ お
よ び ４ 週 間 、 な ら び に さ ら に ワ ク チ ン 再 接 種 後 の １ お よ び ２ 週 間 に 、 血 液 を 動 物 か ら 採 取
し て 、 A/PR/8/34に 対 す る 中 和 抗 体 の 力 価 を 測 定 し た 。 保 護 割 合 を 決 定 す る た め に 、 マ ウ
ス を 、 ワ ク チ ン 再 接 種 （ 実 験 の 開 始 後 ６ 週 間 ） 後 に 1000LD 5 0 （ 致 死 量 の 50％ ） の 鼻 腔 内 投
与 に よ っ て ２ 週 間 曝 露 し た 。 実 験 の 結 果 を 表 IXに 編 集 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 こ れ ら の 実 験 は 、 細 胞 培 養 に お い て 37℃ で 複 製 し た 、 高 い 抗 原 収 量 （ HA力 価 ） を 伴 う イ
ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス が 、 マ ウ ス に お い て 低 い 中 和 抗 体 力 価 の み を 誘 導 し 、 そ し て か ろ う
じ て 保 護 を 提 供 し 、 一 方 、 細 胞 培 養 に お い て 33℃ で 複 製 し た 、 同 様 に 高 い 抗 原 収 量 （ HA力
価 ） を 伴 う イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス は 、 マ ウ ス に お い て 非 常 に 高 い 中 和 抗 体 力 価 を 誘 導 し
、 そ し て 非 常 に 良 好 な 保 護 に 至 っ た こ と を 確 証 す る 。
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