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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
以下の工程を包含するアデノウイルス組成物を作製する方法であって：
ａ）グルコースを含む培地中で宿主細胞を増殖させる工程；
ｂ）該細胞を該培地中で灌流する工程；
ｃ）該宿主細胞をアデノウイルスに感染させる工程；
ｄ）該アデノウイルス組成物を含む溶解物を作製するために、該宿主細胞を採取し、そし
て界面活性剤を用いて溶解させる工程；及び
ｅ）前記細胞溶解液からアデノウイルスを精製する工程
を包含する、方法。
【請求項２】
界面活性剤が非変性性界面活性剤である、請求項１の方法。
【請求項３】
前記細胞が、約0.7～1.7g/Lのグルコース濃度を提供する速度で灌流される、請求項１に
記載の方法。
【請求項４】
前記アデノウイルスが、外因の遺伝子構築物を含むアデノウイルスベクターを含む、請求
項１に記載の方法。
【請求項５】
前記遺伝子構築物が、プロモーターに作動可能に連結されている、請求項４に記載の方法
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。
【請求項６】
前記アデノウイルスが、複製不能アデノウイルスである、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
前記アデノウイルスが、E1-領域の少なくとも一部分を欠失している、請求項６に記載の
方法。
【請求項８】
前記アデノウイルスが、E1Aおよび/またはE1B領域の少なくとも一部分を欠失している、
請求項７に記載の方法。
【請求項９】
前記宿主細胞が複製を補完し得る、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
前記宿主細胞が293細胞である、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
前記外因の遺伝子構築物が治療遺伝子をコードする、請求項４の記載の方法。
【請求項１２】
前記界面活性剤が、Thesit（登録商標）、NP-40（登録商標）、Tween-20（登録商標）、B
rij-58（登録商標）、Triton X（登録商標）-100、またはオクチルグルコシドである、請
求項１に記載の方法。
【請求項１３】
前記精製工程が、ヌクレアーゼを用いる細胞溶解物の処理を含む、請求項１に記載の方法
。
【請求項１４】
前記ヌクレアーゼが、Benzonase（登録商標）、またはPulmozyme（登録商標）である、請
求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
前記精製工程に、１以上のクロマトグラフィー工程を用いるクロマトグラフィーを含む、
請求項１に記載の方法。
【請求項１６】
前記クロマトグラフィーが、本質的に１回のクロマトグラフィー工程を含む、請求項１５
に記載の方法。
【請求項１７】
前記クロマトグラフィー工程が、イオン交換クロマトグラフィーを含む、請求項１６に記
載の方法。
【請求項１８】
前記イオン交換クロマトグラフィーが、陰イオン交換クロマトグラフィーである、請求項
１７に記載の方法。
【請求項１９】
膜濾過を用いる濃縮工程をさらに包含する、請求項１に記載の方法。
【請求項２０】
前記濾過が、接線流動（tangential flow）濾過である、請求項１９の記載の方法。
【請求項２１】
前記溶解物を濃縮する工程、前記溶解物の緩衝液を交換する工程、および前記溶解物の夾
雑する核酸の濃度を減少させる工程をさらに包含する、請求項１に記載の方法。
【請求項２２】
前記培地が無血清培地である、請求項１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
発明の背景
本出願は、1997年11月20に提出された、米国特許分割出願第60/031，329号の一部継続出
願である。上記に参照される開示の全体の内容は放棄せずに、本明細書中で参考として特
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に援用される。
１．発明の分野
本発明は、一般的に、細胞培養およびウイルス産生の分野に関する。より詳細には、哺乳
動物細胞の培養のための改良された方法、これらの細胞のアデノウイルスでの感染、およ
びそれらからの感染性アデノウイルス粒子の産生に関与する。
２．関連技術の説明
アデノウイルスベクター（これは、治療用タンパク質を発現する）は、現在、種々のガン
徴候（肺および頭部および頚部ガン）の処置のための診療において評価される。診療試行
発展のための、診療用グレードのアデノウイルスベクターについての需要は、劇的に増加
している。300人の患者の臨床試行のために計画された一年間の需要は、約６×1014PFUに
達し得た。
伝統的には、アデノウイルスは、市販の組織培養フラスコまたは「セルファクトリー（ce
llfactory）」において産生される。細胞に感染したウイルスは採集され、そして凍結融
解されて、粗細胞溶解物の形態の細胞からウイルスを放出する。次いで、産生した粗細胞
溶解物（CCL）は、二重CsCl勾配超遠心分離によって精製される。代表的に報告される100
シングルトレイセルファクトリーから得られるウイルスは、約６×1012FPUである。明ら
かに、この伝統的なプロセスを用いて、必要な量のウイルスを産生することが実行できな
いようになる。新規な大スケール化可能（scaleable）ならびに確認可能（validatable）
産生および精製プロセスが、増加する需要に見合うように開発されなければならない。
CsCl勾配超遠心分離の精製処理能力は限られているので、遺伝子治療適用のためのアデノ
ウイルスベクターについての需要に応じ得ない。それゆえ、大規模アデノウイルスベクタ
ー産生を達成するために、CsCl勾配超遠心分離以外の精製方法が開発されなければならな
い。ウイルスのクロマトグラフィー精製の報告は、組換えタンパク質の精製のためのクロ
マトグラフィーの幅広い適用にもかかわらず、非常に限られている。サイズ排除、イオン
交換、およびアフィニティークロマトグラフィーは、レトロウイルス、ダニ媒介性脳炎ウ
イルス、および植物ウイルスの精製について、変動する程度の成功とともに評価されてい
る（Crooksら、1990；Aboudら、1982；McGrathら、1978、SmithおよびLee，1978；O’Nei
lおよびBalkovic，1993）。より少ない調査も、アデノウイルスのクロマトグラフィー精
製においてなされている。この調査活性の不足は、アデノウイルスのための有効な（スケ
ールアップ可能でないにもかかわらず）CsCl勾配超遠心分離精製法の存在に部分的に起因
し得る。
近年、Huygheら（1996）は、金属キレートアフィニティクロマトグラフィーと組み合わせ
てイオン交換クロマトグラフィーを用いる、アデノウイルスベクター精製を報告した。Cs
Cl勾配超遠心分離と同様のウイルス純度が報告された。不運なことに、23％のウイルスの
みが、二重カラム精製プロセスの後に回収された。この低いウイルス回収に寄与するプロ
セス因子は、著者らによって利用される、細胞からウイルスを放出するために、細胞を溶
解する凍結／融解工程、および２つのカラム精製手順である。
明らかに、このような手順のための増加する需要に応じる、高収量の産物を回収するアデ
ノウイルスベクター産生の有効な、そしてスケールアップ可能方法についての需要が存在
する。
発明の要旨
本発明は、アデノウイルスの産生および精製のための新規なプロセスを記載する。この新
規な産生プロセスは、スケーラビリティおよび有効性能（validatability）のみでなく、
CsCl勾配超遠心分離を用いて達成されるものに匹敵するウイルス純度を提供する。
本発明は、アデノウイルスを産生するための方法を提供し、これは、低灌流速度にて培地
中で宿主細胞を増殖させる工程、宿主細胞をアデノウイルスで感染させる工程、宿主細胞
を採集および溶解して、粗細胞溶解物を産生する工程、粗細胞溶解物を濃縮する工程、粗
細胞溶解物の緩衝液を交換する工程、および粗細胞溶解物中に含有する核酸の濃度を低減
する工程を含む。
特定の実施態様において、この方法はさらに、クロマトグラフィーを用いて、溶解物から
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アデノウイルス粒子を単離する工程を含む。特定の実施態様において、単離工程は、本質
的には、シングルクロマトグラフィー工程からなる。他の実施態様において、クロマトグ
ラフィー工程は、イオン交換クロマトグラフィーである。特定の好ましい実施態様におい
て、イオン交換クロマトグラフィーは、約7.0～約10.0の範囲のpHで行われる。より好ま
しい実施態様において、イオン交換クロマトグラフィーは、陰イオン交換クロマトグラフ
ィーである。特定の実施態様において、陰イオン交換クロマトグラフィーは、DEAE、TMAE
、QAE、またはPEIを利用する。他の好ましい実施態様において、陰イオン交換クロマトグ
ラフィーは、Toyoperal Super Q 650M、MonoQ、Source Q、またはFrantogel TMAEを利用
する。
本発明の特定の実施態様において、培地中のグルコース濃度は、約0.7～約1.7g/Lに維持
される。特定の他の実施態様において、交換緩衝液は、ダイアフィルトレーション工程に
関与する。
本発明の好ましい実施態様において、アデノウイルスは、外因性遺伝子構築物をコードす
るアデノウイルスベクターを含む。特定のこのような実施態様において、遺伝子構築物は
、プロモーターに作動可能に連結される。特定の実施態様において、プロモーターは、SV
40 IE、RSV LTR、βアクチンもしくはCMV IE、アデノウイルス主要後期、ポリオーマF9-1
、またはチロシナーゼである。本発明の特定の実施態様において、アデノウイルスは、複
製コンピテントなアデノウイルスである。他の実施態様において、アデノウイルスは、少
なくともE1領域の一部を欠く。特定の局面において、アデノウイルスは、少なくともE1A
および／またはE1B領域の一部を欠く。他の実施態様において、宿主細胞は、複製を完了
し得る。特定の好ましい実施態様において、宿主細胞は、293細胞である。
本発明の好ましい実施態様において、外因性遺伝子構築物が、治療用遺伝子をコードする
ことが意図される。例えば、治療用遺伝子は、アンチセンスras、アンチセンスmyc、アン
チセンスraf、アンチセンスerb、アンチセンスsrc、アンチセンスfms、アンチセンスjun
、アンチセンスtrk、アンチセンスret、アンチセンスgsp、アンチセンスhst、アンチセン
スbcl、アンチセンスabl、Rb、CFTR、p16、p21、p27、p57、p73、C-CAM、APC、CTS-1、za
c1、scFV ras、DCC、NF-1、NF-2、WT-1、MEN-I、MEN-II、BRCA1、VHL、MMAC1、FCC、MCC
、BRCA2、IL-1、IL-2、IL-3、IL-4、IL-5、IL-6、IL-7、IL-8、IL-8、IL-9、IL-10、IL-1
1、IL-12、GM-CSF G-CSF、チミジンキナーゼ、またはp53をコードし得る。
本発明の特定の局面において、低張液、高張液、凍結溶解、超音波処理、衝撃噴出（impi
nging jet）、微小流動化（microfluidization）、または界面活性剤を用いて、エキソサ
イチュで（ex situ）細胞は採集されそして溶解され得る。他の局面において、低張液、
高張液、または界面活性剤を用いて、インサイチュで細胞は採集されそして溶解される。
本明細書中で使用されるように、用語「インサイチュ」は、CellCubeTMのような組織培養
装置内に位置する細胞をいい、そして「エキソサイチュ」は、組織培養装置から取り出さ
れた細胞をいう。
特定の実施態様において、細胞は、界面活性剤を用いて溶解されそして採集される。好ま
しい実施態様において、界面活性剤は、Thesit▲Ｒ▼、NP-40▲Ｒ▼、Tween-20▲Ｒ▼、B
rij-58▲Ｒ▼、Triton▲Ｒ▼Ｘ-100、またはオクチルグルコシドであり得る。本発明の他
の局面において、溶解は、感染細胞の自己溶解を通じて達成される。本発明の特定の他の
局面において、細胞溶解物は、Benzinase▲Ｒ▼、またはPulmozyme▲Ｒ▼で処理される。
特定の実施態様において、方法はさらに、膜濾過を使用する濃縮工程を含む。特定の実施
態様において、濾過は、接線方向流動（tangential flow）濾過である。好ましい実施態
様において、濾過は、100～300K NMWC、再生セルロース、またはポリエーテルスルホン膜
を利用し得る。
本発明はまた、培地中で低灌流速度にて宿主細胞を増殖させる工程、宿主細胞をアデノウ
イルスで感染させる工程、宿主細胞を採取および溶解して、粗細胞溶解物を産生する工程
、および粗細胞溶解物に夾雑する核酸の濃度を低減する工程を含むプロセスに従って産生
される、アデノウイルスを提供する。
本発明の他の局面は、アデノウイルスの精製のための方法を提供し、これは、宿主細胞を
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増殖させる工程、宿主細胞をアデノウイルスで感染させる工程、細胞を界面活性剤に接触
させることによって、宿主細胞を採取および溶解して、粗細胞溶解物を産生する工程、粗
細胞溶解物を濃縮する工程、粗細胞溶解物の緩衝液を交換する工程、および粗細胞溶解物
に夾雑する核酸の濃度を低減する工程を含む。
特定の実施態様において、界面活性剤は、Thesit▲Ｒ▼、NP-40▲Ｒ▼、Tween-20▲Ｒ▼
、Brij-58▲Ｒ▼、TritonＸ-100▲Ｒ▼、またはオクチルグルコシドであり得る。より好
ましい実施態様において、界面活性剤は、溶解溶液中に、約１％（w/v）の濃度で存在す
る。
本発明の他の局面において、宿主細胞を増殖させる工程、宿主細胞をアデノウイルスで感
染させる工程、細胞を界面活性剤に接触させることによって、宿主細胞を採取および溶解
して、粗細胞溶解物を産生する工程、粗細胞溶解物を濃縮する工程、粗細胞溶解物の緩衝
液を交換する工程、および粗細胞溶解物に夾雑する核酸の濃度を低減する工程を含むプロ
セスに従って産生される、アデノウイルスが提供される。
なお別の実施態様において、本発明は、アデノウイルスを精製するための方法を提供し、
これは血清非含有培地において宿主細胞を増殖させる工程；宿主細胞をアデノウイルスで
感染させる工程；宿主細胞を採取および溶解して、粗細胞溶解物を産生する工程；粗細胞
溶解物を濃縮する工程；粗細胞溶解物の緩衝液を交換する工程；および粗細胞溶解物に夾
雑する核酸の濃度を低減する工程を含む。好ましい実施態様において、細胞は、細胞懸濁
物または足場依存性培養として独立して増殖され得る。
好ましい実施態様において、宿主細胞は、血清非含有培地における増殖のために順応され
る。より好ましい実施態様において、血清非含有培地における増殖のための改作は、増殖
培地のウシ胎児血清含有量における一連の減少を含む。より好ましくは、血清非含有培地
は、0.03％v/v未満のウシ胎児血清含有量を含む。
他の実施態様において、この方法はさらに、アデノウイルスを溶解物からクロマトグラフ
ィーによって単離する工程を含む。好ましい実施態様において、単離は、本質的に一回の
クロマトグラフィー工程からなる。より好ましくは、クロマトグラフィー工程は、イオン
交換クロマトグラフィーである。
宿主細胞を血清非含有培地において増殖させる工程；宿主細胞をアデノウイルスで感染さ
せる工程；宿主細胞を採取および溶解して、粗細胞溶解物を産生する工程；粗細胞溶解物
を濃縮する工程；粗細胞溶解物の緩衝液を交換する工程；および粗細胞溶解物に夾雑する
核酸の濃度を低減する工程を含むプロセスに従って産生されるアデノウイルスもまた、本
発明によって意図される。
本発明はさらに、血清非含有培地における増殖に順応した293宿主細胞を提供する。特定
の局面において、血清非含有培地における増殖のための改作は、増殖培地のウシ血清含有
量における一連の減少を含む。特定の好ましい実施態様において、細胞は、懸濁培養にお
ける増殖に順応される。特定の実施態様において、本発明の細胞は、IT293SF細胞と称さ
れる。これらの細胞は、特許手順の目的のための微生物の寄託の国際認識に基づくブタペ
スト条約の要求に合わせるために、アメリカン組織培養コレクション（ATCC）に寄託され
た。細胞は、Dr．Shuyuan Zhangによって、Introgen Therapeutics,Inc．（Houston，Tx.
）の利益に基づいて、1997年11月17日に寄託された。IT293SF細胞株は、293細胞株の本明
細書中に記載の血清非含有懸濁物への順応に由来する。細胞は、100mg/Lヘパリンおよび0
.1％pluonic F-68を補充したIS 293血清非含有培地（Irvine Scientific．Santa Ana，Ca
.）において培養され得、そしてヒトアデノウイルス感染に許容的である。
本発明の他の目的、性質、および利点は、以下の詳細な説明から明らかになる。しかし、
詳細な説明および特定の実施例は、本発明の好ましい実施態様を示すが、例証のためにの
み与えられる。なぜなら、本発明の精神および範囲内の種々の変更および改変は、この詳
細な説明から、当業者に明らかになるからである。
図面の詳細な説明
以下の図面は、本明細書の一部を形成し、そして本発明の特定の局面のさらなる実証が含
まれる。本発明は、１つ以上のこれらの図面を、本明細書中に示される特定の実施態様の
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詳細な説明と見あわせて参照することによって、より理解され得る。
図１Ａおよび図１Ｂ。「高」（図１Ａ）および「低」（図１Ｂ）として特徴づけられる培
地灌流速度を用いる産生実行からのウイルス溶液のHPLCプロフィール。
図２。CellCubeTMからの粗細胞溶解物（CCL）のHPLCプロフィール（実線A260；破線A280
）。
図３Ａ、図３Ｂ、図３Ｃ、図３Ｄ、および図３Ｅ。異なる界面活性剤を用いたCellCubeTM

からの溶解溶液のHPLCプロフィール。図３Ａ Thesit▲Ｒ▼。図３Ｂ Triton▲Ｒ▼Ｘ-100
。図３Ｃ NP-40▲Ｒ▼。図３Ｄ Brij-58▲Ｒ▼。図３Ｅ Tween▲Ｒ▼20。界面活性剤濃度
：１％（w/v）。溶解温度：室温。（実線A260；破線A280）。
図４Ａおよび図４Ｂ。Benzonase処理の前（図４Ａ）および後（図４Ｂ）のウイルス溶液
のHPLCプロフィール。（実線A260；破線A280）。
図５。１M NaClの存在下のBenzonase処理後のウイルス溶液のHPLCプロフィール。（実線A

260；破線A280）。
図６。20mM Tris＋１mM MgCl2＋0.2M NaCl（pH＝7.5）の緩衝液Ａ条件下のAdCMVp53ウイ
ルスの精製。
図７。20mM Tris＋１mM MgCl2＋0.2M NaCl（pH＝9.0）の緩衝液Ａ条件下のAdCMVp53ウイ
ルスの精製。
図８Ａ、図８Ｂ、および図８Ｃ。精製の間に得られた画分のHPLC分析。図８Ａ 画分３。
図８Ｂ 画分４。図８Ｃ 画分８。（実線A260；破線A280）。
図９。20mM Tris＋１mM MgCl2＋0.3M NaCl（pH＝９）の緩衝液Ａ条件下のAdCMVp53ウイル
スの精製。
図10Ａ、図10Ｂ、図10Ｃ、図10Ｄ、および図10Ｅ。粗対精製の間に得られた画分およびCs
Cl勾配精製したウイルスのHPLC分析。図10Ａ 粗ウイルス溶液。図10Ｂ フロースルー。図
10Ｃ ピーク数１。図10Ｄ ピーク数２。図10Ｅ CsCl精製したウイルス。（実線A260；破
線A280）。
図11。５cm idカラムからのHPLC精製プロフィール。
図12。SDS-PAGEで検出された主要なアデノウイルス構造タンパク質。
図13。ウエスタンブロットアッセイの検出されたレベルとしての、精製ウイルスにおける
BSA濃度。
図14。CellCubeTMから作製された粗細胞溶解物材料についてのクロマトグラム。
図15。Toyopearl Super Q樹脂を用いる本発明の方法を用いて精製した処理ウイルス溶液
の溶出プロフィール。
図16Ａおよび図16Ｂ。精製プロトコルからのウイルス画分のHPLC分析。図16Ａ 第１精製
工程からのウイルス画分のHPLCプロフィール。図16Ｂ 第２精製からのウイルス画分のHPL
Cプロフィール。（実線A260；破線A280）。
図17。低培地灌流速度下での１％Twee▲Ｒ▼採集ウイルス溶液の精製。
図18。低培地灌流速度下で産生したウイルス画分のHPLC分析。
図19Ａ、図19Ｂ、および図19Ｃ。カラム精製したウイルスの分析。図19Ａ SDS-PAGE分析
。図19Ｂ BSAについてのウエスタンブロット。図19Ｃ 夾雑する核酸濃度を決定するため
の核酸スロットブロット。
図20Ａ、図20Ｂ、図20Ｃ、図20Ｄ、図20Ｅ、および図20Ｆ。Toyopearl Super Q 350M樹脂
の行為能力研究。図20Ａ 1:1のロード比からのフロースルー。図20 Ｂ1:1のロード比から
の精製ウイルス。図20Ｃ 2:1のロード比からのフロースルー。図20Ｄ 2:1のロード比から
の精製ウイルス。図20Ｅ 3:1のロード比からのフロースルー。図20Ｆ 3:1のロード比から
の精製ウイルス。（実線A260；破線A280）。
図21。等密度CsCl超遠心分離カラム精製したウイルス。
図22。カラム精製したウイルスＡに存在するインタクトなウイルスのHPLCプロフール。イ
ンタクトなウイルスＢ。欠損ウイルス。（実線A260；破線A280）。
図23。AdCMVp53についての産生および精製フローチャート。
例示的な実施態様の説明
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アデノウイルスは、真核生物遺伝子発現およびワクチン開発に首尾良く使用され得ること
が示されている。近年、動物研究は、組換えアデノウイルスが、遺伝子治療に使用され得
ることを実証している。組換えアデノウイルスの異なる組織への投与における首尾良い研
究は、治療におけるアデノウイルスベクターの有効性を提供している。この成功は、この
ようなベクターのヒト治療試行における使用を導いている。現在、種々の治療に使用され
るアデノウイルスベクターの産生のための増加した需要が存在する。現在入手可能な技術
は、このような需要に見合うには不十分である。本発明は、このような治療に使用するた
めの大量のアデノウイルスの産生のための方法を提供する。
本発明は、複製欠損組換えアデノウイルスの産生および精製のために開発されているプロ
セスに関する。産生プロセスは、細胞増殖およびウイルス産生のためのCellcibeTMバイオ
リアクターの使用に基づいている。細胞増殖および培養のウイルス産生段階に使用される
所定の灌流速度は、ウイルスの下流精製における有意な効果を有する。より詳細には、低
培地灌流速度は、ウイルス産生を改良する。さらに、ウイルス産生段階の最後にCellcibe
TM中の細胞を溶解するのに使用される、緩衝化界面活性剤からなる溶解溶液もまた、プロ
セスを改良する。これらの２つの利点とともに、回収した粗ウイルス溶液は、粗ウイルス
溶液中に夾雑する核酸を減少するための濃縮／ダイアフィルトレーションおよびヌクレア
ーゼ処理の後、シングルイオン交換クロマトグラフィー実行を用いて精製され得る。カラ
ム精製したウイルスは、二重CsCl勾配精製ウイルスのものと相対的に等しい純度を有する
。ウイルス産物の全プロセス回収率は、70％±10％である。これは、Huygheら（1996）に
よって報告された結果を越える、有意な改良である。CsCl勾配超遠心分離と比較して、カ
ラム精製は、より一貫した、スケール化可能、有効可能、より早い、そしてあまり高価で
ないという利点を有する。この新規なプロセスは、遺伝子治療のためのアデノウイルスベ
クターの製造のための技術における有意な改良を示す。
それゆえ、本発明は、アデノウイルスベクターを産生および精製する目的のための大規模
培養系および精製におけるこれらの改良の利点を得るために設計される。このような系に
ついての種々の成分、およびそれとともにアデノウイルスを産生する方法は、以下に詳細
に示される。
１．宿主細胞
Ａ）細胞
好ましい実施態様において、アデノウイルスベクターの作製および増殖は、唯一のヘルパ
ー細胞株（293と称される）に依存する。この細胞は、ヒト胎児性腎臓細胞から、アデノ
ウイルス血清型５（Ad5）DNAフラグメントによって形質転換されており、そしてE1タンパ
ク質を構成的に発現する（Grahamら、1977）。E3領域は、Adゲノムから不必要であるので
（JonesおよびShenk，1978）、最新のAdベクター（293細胞の補助を伴う）は、E1、E3、
またはその両方の領域において外来DNAを保有する（GrahamおよびPrevec，1991；Bettら
、1994）。
本発明の最初の局面は、アデノウイルスゲノムの部分を発現する組換え細胞株である。こ
れらの細胞株は、アデノウイルス組換えベクターおよび特定のアデノウイルスにおいて欠
損を有する（すなわち、これらのウイルスおよびベクターの増殖に「許容的」である）ヘ
ルパーウイルスの複製を支持し得る。組換え細胞はまた、複製非コンピテントなアデノウ
イルスベクターにおいて欠損を完了しそして複製を支持する能力のために、ヘルパー細胞
ともいわれる。アデノウイルスヘルパー細胞のための原型は、293細胞株であり、これは
、アデノウイルスE1領域を含む。293細胞は、トランスで複製に必要なE1活性エレメント
を提供することにより、E1機能を欠くアデノウイルスベクターの複製を指示する。
本発明のヘルパー細胞は、哺乳動物細胞に由来し、そして好ましくは、ヒト胎児性腎臓細
胞のような霊長類細胞に由来する。種々の霊長類細胞が好ましく、そしてヒトまたはヒト
胎児性腎臓細胞が最も好ましいが、ウイルスの複製を支持し得る任意の型の細胞が、本発
明の実施において容認される。他の細胞型としては、Vero細胞、CHO細胞、または細胞が
アデノウイルス許容性である細胞である限りは細胞培養技術が確立されている任意の真核
生物細胞が挙げられ得るがこれらに限定されない。用語「アデノウイルス許容性」は、ア
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デノウイルス（単数または複数）ベクターが、細胞環境内で全体の細胞内ウイルス生存周
期を完了し得ることを意味する。
ヘルパー細胞は、存在する細胞株（例えば、293細胞株）に由来し得るか、または新規に
開発され得る。このようなヘルパー細胞は、トランスでアデノウイルスゲノムにおける欠
損に相補するのに必要な、または別の欠損アデノウイルスベクターの複製を指示するアデ
ノウイルス遺伝子（例えば、E1、E2、E4、E5、および後期機能）を発現する。アデノウイ
ルスゲノムの特定の部分（E1領域）は、相補する細胞株を作製するのに既に使用されてい
る。取り込まれているかまたはエピソームのいずれであっても、ウイルス複製起点を欠く
アデノウイルスゲノムの部分は、細胞株が導入される場合、細胞が野生型アデノウイルス
で重感染された場合でさえ、複製されない。さらに、主要後期ユニットの転写は、ウイル
スDNA複製の後であるので、アデノウイルスの後期機能は、細胞株から有意に発現され得
ない。従って、E2領域（これは、後期機能（L1-5）と重複する）は、ヘルパーウイルスに
よって提供されるが、細胞株によっては提供されない。代表的には、本発明の細胞株は、
E1および／またはE4を発現する。
本明細書中で使用されるように、用語「組換え」細胞は、遺伝子（例えば、アデノウイル
スゲノムまたは別の細胞からの遺伝子）が導入されている細胞をいうことが意図される。
それゆえ、組換え細胞は、組換え的に導入された遺伝子を含まない天然に存在する細胞か
ら区別可能である。従って、組換え細胞は、「人の手」を介して導入された遺伝子（単数
または複数）を有する細胞である。
複製は、未感染細胞、または１つ以上のヘルパーウイルスで感染した細胞の層を、ウイル
ス粒子と接触させ、続いて細胞をインキュベーションすることによって決定される。ウイ
ルスプラーク、または細胞層における無細胞領域の形成は、特定のウイルス産物の発現に
よって引き起こされる細胞溶解の結果である。細胞溶解は、ウイルス複製の指標である。
複製可能なウイルスとともに使用される得るか、または複製欠損ウイルスとともに使用す
るために相補する宿主細胞に変換され得る、他の有用な哺乳動物細胞株の例は、Veroおよ
びHeLa細胞、ならびにチャイニーズハムスター卵巣の細胞株、W138、BHK、COS-7、HepG2
、3T3、RIN、およびMDCK細胞である。
Ｂ）選択培地における増殖
特定の実施態様において、所望でない細胞の増殖を防止する選択系を使用することが有用
であり得る。これは、細胞株を選択可能なマーカーで持続的に形質転換することによって
、または選択可能なマーカーをコードするウイルスベクターで細胞株を形質導入または感
染することによって達成され得る。いずれの場合でも、適切な薬物または選択的化合物で
形質転換／形質導入した細胞の培養は、細胞集団において、マーカーを保有するこれらの
細胞の増強を生じる。
マーカーの例としては、それぞれ、tk-、hgprt-、またはaprt-細胞における、HSVチミジ
ンキナーゼ、ヒポキサンチン-グアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ、およびアデ
ニンホスホリボシルトランスフェラーゼ遺伝子が挙げられるが、これらに限定されない。
また、抗代謝産物耐性は、dhfr（メトトレキサートへの耐性を付与する）；gpt（ミコフ
ェノール酸への耐性を付与する）；neo（アミノグリコシドG418への耐性を付与する）；
およびhygro（ハイグロマイシンへの耐性を付与する）についての選択の基準として使用
され得る。
Ｃ）血清ウィーニングの増殖
足場依存性細胞の無血清懸濁培養への血清ウィーニング順応は、組換えタンパク質（Berg
，1993）およびウイルスワクチン（Perrin，1995）の産生のために使用されている。293A
細胞の無血清懸濁培養への順応は、近年まであまり報告されていなかった。Gilbertは、
アデノウイルスおよび組換えタンパク質産生のための、293A細胞の無血清懸濁培養への順
応を報告した（Gilbert，1996）。同様の順応方法は、アデノウイルス産生のためのA549
細胞の無血清懸濁培養への順応のために使用されていた（Morrisら、1996）。細胞特異的
ウイルスは、順応した懸濁物細胞を生じるが、親付着細胞において達成されたものより約
５～10倍低い。
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同様の血清ウィーニング手順を用いて、本発明者らは293A細胞を無血清懸濁培養に首尾良
く順応させている（293SF細胞）。この手順において、293細胞を、Ｔフラスコにおいて連
続希釈したFBS濃度によって、市販の293培地に順応させた。簡単には、培地中の最初の血
清濃度は、T-75フラスコ中約10％FBS DMEM培地であり、そして細胞を、続いて培地中のFB
S濃度を連続的に低くすることによって、Ｔフラスコ中の無血清IS 293培地に順応させた
。T-75フラスコにおける６継代の後、FBS％は、約0.019％および293細胞であることが推
定された。細胞は、撹拌フラスコに移される前に、Tフラスコにおいてさらに２回継代培
養された。本明細書中以下に記載される結果は、細胞が、無血清培地（IS293培地、Irvin
e Scientific，Santa Ana，CA）において満足に増殖することを示す。細胞の平均倍加時
間は、18～24時間であり、培地の変更なしで、４～10×106細胞／mlのオーダーの定常細
胞濃度に達した。
Ｄ）細胞の懸濁培養への順応
２つの方法論が、293細胞を懸濁培養に順応させるのに使用されてきている。Grahamは、
ヌードマウスにおける３連続継代によって、293A細胞を懸濁培養（293N3S細胞）に順応さ
せた（Graham，1987）。懸濁物293N3S細胞は、E1-アデノウイルスベクターを支持し得る
ことが見いだされた。しかし、Garnierら（1994）は、293N35細胞は、懸濁物における比
較的長い開始誘導期、低い増殖速度、および強力に群がる傾向を有することを観察した。
使用されている第２の方法は。293A細胞の懸濁物増殖への逐次的順応である（Cold Sprin
g HarborLaboratories,、293S細胞）。Garnierら（1994）は、アデノウイルスベクターか
らの組換えタンパク質の産生のための293S細胞の使用を報告した。著者らは、293S細胞が
、無カルシウム培地においてほとんど塊にならず、そしてウイルス感染の時点での新鮮な
培地への交換が、タンパク質産生を有意に増加し得ることを見いだした。グルコースが、
培地の交換なしでは、培養における制限因子であることが見いだされた。
本発明において、無血清状態における増殖に順応した293細胞は、懸濁培養に順応した。
細胞は、懸濁培養のために、約1.18E+5vc/mL～約5.22E+5vc/mLの最初の細胞密度で、無血
清の250mL撹拌懸濁培養（100mL作動容量）に移された。培地は、細胞の凝集を防ぐために
、ヘパリンを補充され得る。この細胞培養系は、細胞密度の何らかの増加を可能にする一
方、細胞生存度が維持される。一旦、これらの細胞が培養において増殖されると、これら
の細胞は、撹拌フラスコにおいて、さらに約７継代、継代培養される。細胞の倍加時間は
、倍加時間が約1.3日である首尾良い継代の終点（すなわち付着細胞培養において10％FBS
培地の細胞の1.2日と匹敵する）まで、段階的に減少される。ヘパリンを補充した無血清I
S 293培地において、ほとんど全ての細胞は、懸濁培養において細胞の凝集を形成しない
個別の細胞として存在した。
２．細胞培養系
感染性ウイルスベクターを産生する能力は、製薬産業、特に遺伝子治療の文脈において、
ますます重要である。ここ十年にわたって、バイオテクノロジーにおける進歩は、治療法
、ワクチン、およびタンパク質産生機として潜在的に使用されている多数の重要なウイル
スベクターの産生をもたらした。哺乳動物培養におけるウイルスベクターの使用は、ジス
ルフィド依存性折り畳みおよびグリコシル化のような複合タンパク質構造を転写後プロセ
スするそれらの能力において、細菌または他の下等生命体（lifeform）宿主において産生
されるタンパク質を越える利点を有する。
ウイルスベクターの産生のための細胞培養の開発は、哺乳動物細胞培養において非常に有
効なベクター系の設計および構築のための技術の分子生物学における開発、一連の有用な
選択マーカー、遺伝子増幅体系、および誘導したベクターからの最終的に生物学的に活性
な分子を確保することに関与する生化学および細胞機構のより総合的な理解によって、非
常に助けられている。
頻繁に、製造のスケールアップの下流（この場合、細胞溶解以降）側に影響する因子は、
宿主としての細胞株を発現系について選択する前に考慮されなかった。また、長時間非常
に高密度の培養物を持続し得るバイオリアクター系の開発は、低コストの増加した産生に
ついての増加する需要に応えていない。
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本発明は、近年入手可能なバイオリアクター技術の利点を利用する。バイオリアクターに
おいて増殖する本発明の細胞は、本発明のアデノウイルスベクターによって感染され得る
完全に生物学的に活性な細胞の大規模産生を可能にする。低灌流速度で系を操作し、そし
て感染する粒子の精製に異なる体系を適用することによって、本発明は、大量の高度に精
製した産物を産生するのに容易にスケール化可能である精製ストラテジーを提供する。
バイオリアクターは、懸濁および足場依存性細胞培養の両方からの生物学的産物の産生の
ために、広範に使用されている。アデノウイルスベクター産生のために最も広範に使用さ
れる手順は、足場依存性ヒト胎児性腎臓細胞（293細胞）である。アデノウイルスベクタ
ー産生のために開発されるバイオリアクターは、高いプロデューサー細胞密度および高い
ウイルス収率を達成するために、高い容量特異的培養表面積の特徴を有さなければならな
い。滅菌したタンクバイオリアクターにおけるマイクロキャリア細胞培養は、非常に高い
容量特異的培養表面積を提供し、そしてウイルスワクチンの産生のために使用されている
（Griffiths，1986）。さらに、滅菌したタンクバイオリアクターは、スケール化可能で
あることが工業的に証明されている。また、Corning-Costarによって製造されるマルチプ
レートCellcubeTM細胞培養系は、非常に高い容量特異的培養表面積を提供する。細胞は、
コンパクトキューブの形状でともに密封封入された培養プレートの両側で増殖する。滅菌
したバイオリアクターとは異なり、CellcubeTM培養ユニットは、使い捨てである。これは
、使い捨て系に関連して資源の消費費用、品質制御費用、および品質保証費用の削減のた
めに、診療用産物の初期段階の産生で非常に所望される。異なる系によって提供される利
点の考慮において、滅菌したタンクバイオリアクターおよびCellcubeTM系の両方は、アデ
ノウイルスの産生について評価された。
Ａ）足場依存性培養物対非足場依存性培養物。
動物およびヒト細胞は、２つの態様においてインビトロで増殖され得る：非足場依存性細
胞は、培養物の空間中に懸濁物中で自由に増殖する；または足場依存性細胞は、それらの
増殖のために、固体基質への接着を必要とする（すなわち、単層型の細胞増殖）。
続いて確立された細胞株からの非足場依存性すなわち懸濁培養は、細胞および細胞生成物
の大規模な産生の最も広範に使用される手段である。微生物（細菌および酵母）発酵技術
に基づく大規模懸濁培養は、哺乳動物細胞産物の製造のための明らかな利点を有する。プ
ロセスは、比較的簡単に操作され、そしてスケールアップに向いている。均一な条件は、
温度、溶存酸素、およびpHの正確なモニタリングおよび制御を可能にし、そして培養の代
表的なサンプルが得られ得ることを保証にするリアクターにおいて提供され得る。
しかし、懸濁培養した細胞は、生物学的製剤の産生に、いつも使用され得るとは限らない
。懸濁培養物はさらに、腫瘍原生能力を有すると考えられ、従って、産生のための基質と
してのそれらの使用は、ヒトおよび獣医学適用において得られる産物の使用において制限
を加える（Petricciani，1985；Larsson，1987）。足場依存性培養に反対の懸濁培養にお
いて増殖したウイルスは、ウイルスマーカーにおける迅速な変化を時々引き起こし得、減
少した免疫原性を導く（Bahnemann，1980）。最終的に、時々、組換え細胞株でさえ、懸
濁における同じ細胞株と比較して、足場依存性培養で増殖させた場合、相当高い量の産物
を分泌し得る（NilssonおよびMosbach，1987）。これらの理由のために、異なる型の足場
依存性細胞は、異なる生物学的製剤産物の産生において、広範に使用される。
Ｂ）懸濁のためのリアクターおよびプロセス。
滅菌したタンクにおける哺乳動物培養の大規模懸濁培養が試みられた。バイオリアクター
のための計測および制御は、発酵の設計に沿って、関連した微生物適用から順応させた。
しかし、より遅く増殖する哺乳動物培養において、夾雑制御の増大する需要を認識したの
で、改良された無菌設計は、迅速に実行され、これらのリアクターの信頼性を改良させた
。計測および制御は、他の発酵槽において見いだされるのと基本的に同様であり、そして
撹拌速度、温度、溶存酸素、およびpH制御を含む。濁度（存在粒子の関数）、電気容量（
存在生存細胞の関数）、グルコース／乳酸、炭酸／重炭酸、および二酸化炭素のオンライ
ンおよびオフライン測定のためのより進歩したプローブおよび自動分析器が入手可能であ
る。懸濁培養において得られ得る最大細胞密度は、比較的低く約２～４×106細胞／mlの
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培地（これは、１mlあたり１mg未満の乾燥細胞重量である）であり、微生物発酵において
達成され数値未満である。
２つの懸濁培養リアクター設計は、操作のそれらの単純さおよび堅牢さに起因して、産業
においてより広範に使用される（撹拌リアクターおよびエアリフトリアクター）。撹拌リ
アクター設計は、インターフェロンの産生のために、8000リットル容量において首尾よく
使用されている（Phillipsら、1985；Mizrahi，1983）。細胞は、1:1～3:1の高さ-直径比
のステンレス鋼タンクにおいて増殖される。培養物は、通常は、葉片ディスクまたは船舶
プロペラパターンに基づいて、１つ以上の撹拌装置で混合される。葉より小さい剪断焦点
を提供する撹拌系が記載されている。撹拌は、磁性的に結合したドライブによって、直接
的または間接的のいずれかで駆動される。間接的な駆動は、スターラーバー（stirrer sh
aft）におけるシールを介する微生物夾雑のリスクを低減する。
エアリフトリアクター（微生物発酵について最初に記載され、そして後に哺乳動物培養に
順応される）は、培養を混合および酸素添加の両方をする気体流に関連する。気体流は、
リアクターのけ上げ区画に入り、そして循環を駆動する。気体は、培養表面で開放し、こ
れは、リアクターの降水管区画において下向きに移動する気体泡を離れて濃密（denser）
を生じる。この設計の主な利点は、単純性、および機械的混合の必要性の欠失である。代
表的には、高さ-直径比は、10:1である。エアリフトリアクターは、比較的容易にスケー
ルアップし、気体の良好な手段移入を有し、そして比較的低い剪断焦点を作製する。
最も大規模な懸濁培養は、バッチまたはフェッドバッチプロセスとして操作される。なぜ
なら、それらは、操作およびスケールアップするのに最も向いているからである。しかし
、ケモスタットまたは灌流方式に基づく連続プロセスが入手可能である。
バッチプロセスは、代表的な増殖プロフィールが見られる閉鎖系である。誘導期は、指数
期、定常期、および減衰期に続く。このような系において、環境は、連続的に変化する。
なぜなら、栄養素が枯渇し、そして代謝産物が蓄積するからである。これは、細胞増殖お
よび産生性に影響する要因の分析をなし、それゆえプロセス（複合タスク）の至適化をな
す。バッチプロセスの生産性は、増殖周期を延長するために、鍵栄養素の供給を制御する
ことによって増加され得る。このようなフェッドバッチプロセスは、依然として閉鎖系で
ある。なぜなら、細胞、産物、および消耗産物が、除去されないからである。
依然として閉鎖系において、培養物を通じる新鮮な培地の灌流は、細胞を種々のデバイス
（例えば、微細メッシュ回転フィルター、中空繊維または平厚板膜フィルター、沈澱管）
で維持することによって達成され得る。回転フィルター培養は、約５×107細胞／mlの細
胞密度を産生する。真の開放系および最も単純な灌流プロセスは、培地のインフローなら
びに細胞および産物のアウトフローが存在するケモスタットである。培養培地は、細胞の
最大特異的増殖速度より低い値で培養の希釈濃度を維持する（リアクターからの細胞集団
の洗い出しを防ぐため）、予め決定されそして一定の速度で、リアクターに供給される。
細胞および細胞産物および副産物を含む培養液は、同じ速度で除去される。
Ｃ）非灌流付着系。
伝統的には、足場依存性細胞培養は、小さなガラスまたはプラスチック容器の底部で増殖
される。研究室規模に適切な、古典的で伝統的な技術によって提供される制限された表面
-容量比は、大規模な細胞および細胞産物の産生の問題を生じる。小さな培養容器におけ
る細胞増殖のための大きなアクセス可能な表面を提供する系を提供するために、多数の技
術が報告されている：ローラーボトル系、堆積プレート増殖器（stack plate propagator
）、らせんフィルムボトル、中空繊維系、圧縮化ベッド（packed bed）、プレート交換系
（plate exchanger system）、および膜チューブリール（membrane tubing reel）。これ
らの系は、これらの性質に非相同であり、そして時々複数のプロセスに基づくので、以下
の短所を提供する－スケールアップのための限定された能力、細胞サンプルを得ることに
おける困難、鍵プロセスパラメーターを測定および制御するための限定された能力、およ
び培養を通して相同な環境条件を維持することにおける困難。
これらの欠点にもかかわらず、大規模足場依存性細胞産生に一般的に使用されたプロセス
は、ローラーボトルである。大きな異なる形状のTフラスコより小さいので、系の単純性
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は、非常に信頼でき、従って魅力的になる。１日あたり何千ものローラーボトルを操作し
得る、完全な自動化ロボットが入手可能であり、従って、夾雑の危険および別に要求され
た強烈なヒト操作と関連した矛盾を排除する。頻繁な培地変更で、ローラーボトル培養は
、0.5×106細胞／cm2に近い細胞密度を達成し得る（約109細胞／ボトルまたは細胞培地の
ほとんどは107細胞／mlに対応する）。
Ｄ）マイクロキャリアでの培養
伝統的な足場依存性培養プロセスの短所を克服するための努力の結果、van Wezel（1967
）は、マイクロキャリア培養系の概念を開発した。この系において、細胞は、増殖培地に
懸濁された小さな固体粒子の表面で、遅い撹拌によって増殖される。細胞はマイクロキャ
リアに付着し、そしてマイクロキャリアの表面でコンフルエンシーまで段階的に増殖する
。実際、この大規模培養系は、単層および懸濁培養の両方がともにもたらされている、単
一ディスクプロセスからユニットプロセスまでの、付着依存性培養をアップグレードする
。従って、増殖する細胞に必要な表面と、相同な懸濁培養の利点との組み合わせは、産生
を増加する。
ほとんどの他の足場依存性大規模培養法に対するマイクロキャリア培養の利点は、何倍に
もなる。第１に、マイクロキャリア培養は、高い表面-容量比（キャリア濃度を変化させ
ることによって変動する）を提供し、これは、高い細胞密度収率、および高度に濃縮した
細胞産物を得るための能力を導く。細胞収率は、培養が灌流リアクター態様において増殖
される場合、１～２×107細胞／mlまでである。第２に、細胞は、多くの小さな低産生性
容器（すなわち、フラスコまたは皿）を用いるかわりに、１ユニットのプロセス容器にお
いて増殖され得る。これは、さらに良好な栄養素利用、および培養培地の相当な節約を生
じる。さらに、単一リアクターにおける増殖は、設備空間の必要性、および１細胞あたり
に必要な操作工程の数における減少を導き、従って、労働コストおよび夾雑の危険性を低
減する。第３に、よく混合されそして相同なマイクロキャリア懸濁培養は、環境条件（例
えば、pH、pO2、および培地成分の濃度）をモニターおよび制御することを可能にし、従
ってより再現性の細胞増殖および産物回収性を導く。第４に、顕微鏡観察、化学試験、ま
たは列挙のための代表的なサンプルを得ることが可能である。第５に、マイクロキャリア
は迅速に懸濁物に沈澱するので、フェッドバッチプロセスの使用または細胞の採集が、比
較的容易になされ得る。第６に、マイクロキャリアにおける足場依存性培養増殖の態様は
、他の細胞操作（例えば、タンパク質分解性酵素の使用を伴わない細胞移入、細胞の同時
培養、動物への移植、およびデカンター、カラム、流動床、またはマイクロキャリア維持
のための中空繊維を使用する培養の灌流）のためにこの系を使用するのを可能にする。第
７に、マイクロキャリア培養は、懸濁物における微生物および動物細胞の培養のために使
用された従来の装置を用いて、比較的容易にスケールアップされる。
Ｅ）哺乳動物細胞のマイクロカプセル化
哺乳動物細胞を培養するのに特に有用であることが示されている１つの方法は、マイクロ
カプセル化である。哺乳動物細胞は、半透性ヒドロゲル膜内に保持される。多孔性膜は、
栄養素、気体、および代謝産物の、カプセルの周りのバルクの培地との交換を許容する細
胞を囲んで形成される。穏和で、迅速な、そして非毒性のいくつかの方法が開発されてお
り、そしてここで、得られる膜は、培養の期間を通じて増殖する細胞塊を維持するのに、
十分多孔性かつ強力である。これらの方法は全て、カルシウム含有溶液との液滴接触によ
ってゲル化された可溶性アルギン酸に基づいている。Lim（1982，米国特許第4,352,883号
、本明細書中に参考として援用される）は、小さな開口部を介して影響される、約１％ア
ルギン酸ナトリウム溶液に濃縮される細胞を記載し、これは液滴を形成し、そして約１％
塩化カルシウム溶液に逃げ出す。次いで、液滴は、アルギン酸の表面にイオン結合するポ
リアミノ酸の層に注入される。最後に、アルギン酸は、キレート試薬中で液滴を処理して
、カルシウムイオンを除去することによって、再液化される。他の方法は、アルギン酸溶
液に滴下されて、従って中空アルギン酸球を作製するカルシウム溶液中の細胞を使用する
。同様のアプローチは、アルギン酸に滴下され、また中空球を作製するキトサン溶液中の
細胞に関する。
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マイクロカプセル化細胞は、撹拌タンクリアクターにおいて、容易に増殖され、そして、
150～1500μmの直径の範囲のビーズサイズを有して、微細メッシュスクリーンを用いて灌
流リアクターに容易に保持される。カプセル容量の全培地容量に対する比は、1:2～1:10
の密度で維持され得る。108までのカプセル内細胞密度で、培養において有効な細胞密度
は、１～５×107である。
マイクロカプセル化の他のプロセスを越える利点としては、散布および撹拌から生じる剪
断応力の有害な効果からの保護、灌流系を用いる目的のためにビーズを容易に保持する能
力（スケールアップは比較的簡単である）、および移植のためにそのビーズを使用する能
力が挙げられる。
本発明は、天然において足場依存性である細胞を含む。293細胞は、例えば、足場依存性
であり、そして懸濁において増殖する場合、細胞は、互いに接着し、そして凝集塊におい
て増殖し、最終的には各凝集塊の内部コア中の細胞を窒息させる。なぜなら、それらは、
培養条件によって維持できないコア細胞を残すサイズに達するからである。それゆえ、足
場依存性細胞の大規模培養の有効な手段は、これらの細胞を、大量のアデノウイルスを作
製するのに有効に使用するために必要とされる。
Ｆ）灌流付着系
灌流付着系は、本発明の好ましい形態である。灌流は、（生理学的栄養溶液の）細胞の集
団を介してまたは越えて、一定速度で連続する流れを意味する。細胞を回収された培地で
洗い流す連続フロー培養（例えば、ケモスタット）とは反対の、培養単位内の細胞の保持
をいう。灌流の考え方は、今世紀初め以来公知であり、そして拡張された顕微鏡観察に実
行可能な組織の小片を保存するために適用されている。この技術は、細胞が、血液、リン
パ、または他の体液で連続的に供給される、インビボでの細胞環境を模倣することを開始
した。灌流なしでは、培養における細胞は、流加（fed）および飢餓の交互段階を通過し
、従って、それらの増殖および代謝能力の完全な発現を制限する。
灌流培養の現在の使用は、高密度（すなわち、0.1～５×108細胞／ml）で細胞を増殖する
投与に対して応答する。２～４×106細胞／mlを越えて密度を増加させるために、培地は
、栄養欠乏を補い、そして毒性産物を除去するために、絶え間なく新鮮な培地で置換され
なければならない。灌流は、培養環境（pH、pO2、栄養レベルなど）。のよりよい制御を
可能にし、そして細胞付着のために、培養内の表面積の利用を有意に増加させる手段であ
る。
不織布のベッドマトリックスを用いる灌流充填ベッドリアクターの開発は、108細胞／ml
の総容積を越える密度で灌流培養を維持するための手段を提供している（CelliGenTM、Ne
w Brunswick Scietific，Edison，NJ；Wangら、1992；Wangら、1993；Wangら、1994）。
簡潔に記載すると、このリアクターは、足場および非足場依存性細胞の両方の培養のため
に改良されたリアクターを含む。リアクターは、内部循環を提供するための手段で充填さ
れたベッドとして設計される。好ましくは、繊維マトリックスキャリアが、リアクター容
器内のバスケットに配置される。バスケットの頂部および底部は孔を有し、培地がバスケ
ットを介して流れるのを可能にする。特別に設計された羽根（impeller）は、栄養分の単
一供給および消耗物の除去を確実にするための繊維マトリックスによって占有される空間
を介する培地の再循環を提供する。これは同時に、全細胞塊のごく少量が培地に懸濁され
ることを確実にする。バスケットおよび再循環の組合せはまた、繊維マトリックスを介し
て酸化された培地の泡なしの流れを提供する。繊維マトリックスは、10μm～100μmの「
孔」直径を有する不織布であり、これは、個々の細胞の容量の１～20倍に対応する孔容量
を有する高い内部容量を提供する。
他の培養系と比較して、このアプローチは、いくつかの有意な利点を提供する。繊維マト
リックスキャリアを用いて、細胞は、撹拌および起泡からの機械的ストレスに対して保護
される。バスケットを介する自由な培地の流れは、至適に調節されたレベルの酸素、pH、
および栄養素を細胞に提供する。産物は、培養から連続的に除去され、そして採集した産
物は細胞から離れ、そして続く精製工程を容易にする低タンパク質培地において産生され
得る。また、このリアクター系の唯一の設計は、リアクターをスケールアップするのによ
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り簡単な方法を提供する。現在、30リットルまでのサイズが利用可能である。100リット
ルから300リットルのバージョンは、開発中であり、そして理論的な計算は、1000リット
ルまでのリアクターを支持する。この技術は、WO 94/17178（1994年８月４日、Freedman
ら）に詳細に説明され、これは、本明細書中でその全体を参考として援用される。
CellcubeTM（Corning-Costar）モジュールは、基質に接着した細胞の固定化および増殖の
ための、大きなスチレン（styrenic）表面積を提供する。それは、隣接するプレート間の
薄くシールされた薄層の流れ空間を作製するためにつながれた一連の平行培養プレートを
有する、完全にカプセル化された滅菌使い捨てデバイスである。
CellcubeTMモジュールは、互いに対角線上の反対にあり、そして培地の流れを調節するの
を助ける注入口および放出口を有する。最初の数日の増殖の間、培養は一般的に、最初の
播種の後に系内に含まれている培地によって満たされる。最初の播種と培地灌流の開始と
の間の時間は、播種接種物における細胞密度および細胞増殖速度に依存する。循環する培
地における栄養素濃度の測定は、培養状態の良い指標である。手順が確立された場合、栄
養素組成を、種々の異なる灌流速度でモニターして、最も経済的かつ生産性の高い操作パ
ラメーターを決定することが必要であり得る。
この系内の細胞は、伝統的な培養系におけるものより高い溶液密度（細胞／ml）に達する
。多くの代表的に使用される基本培地は、１～２×106細胞／ml／日を支持するように設
計される。代表的なCellcubeTM（85,000cm2表面で実行）は、モジュール内に約６Lの培地
を含む。細胞密度はしばしば、培養容器において107細胞／mLを越える。コンフルエンス
では、培地の２～４リアクター容量が、１日あたりに必要である。
培養の産生相のタイミングおよびパラメーターは、特定の細胞株の型および使用に依存す
る。多くの培養物は、産生相では、培養の増殖相で必要とされる培地とは異なる培地を必
要とする。１つの相から他の相への移行は、伝統的培養においては複数の洗浄工程を必要
とするようである。しかし、CellcubeTM系は、灌流系を用いる。このような系の利点の１
つは、種々の操作相の間で穏やかな移行を提供する能力である。灌流系は、増殖培地中の
血清成分を除去しようとする伝統的洗浄工程の必要性がない。
本発明の例示的な実施態様では、CellCubeTM系は、AdCMVp53でトランスフェクトした細胞
を増殖するために用いられる。293細胞を、製造者の推奨に従ってCellcubeTMに接種した
。接種細胞密度は、１～1.5×104/cm2の範囲であった。細胞を、７日間37℃にて、pH=7.2
0、DO=60％の空気飽和の培養条件下で増殖させた。培地灌流速度を、CellcubeTM中のグル
コース濃度によって調節した。ウイルス感染の１日前に、灌流のための培地を、10％FBS
を含む緩衝液から、２％FBSを含む緩衝液へと交換した。８日目に、細胞を、５の感染多
重度（MOI）でウイルスに感染させた。培地灌流を、感染直後に１時間の間停止し、次い
で残りの期間はウイルス産生相を再開した。培養物を、感染後45～48時間で回収した。も
ちろん、これらの培養条件は例示的であり、そして特定の細胞株の栄養要求性および増殖
要件によって変更され得る。このような変更は、過度の実験を伴わずに実施され得、そし
て充分に当業者の技術範囲内である。
Ｇ）無血清懸濁培養
特定の実施態様において、遺伝子治療のためのアデノウイルスベクターは、上記のように
、293細胞（293A細胞）の足場依存性培養物から産生される。アデノウイルスベクター産
生のスケールアップは、293A細胞の足場依存性によって束縛される。スケールアップを容
易にし、そしてアデノウイルスベクターについての将来の需用を満たすために、かなりの
努力が、スケールアップしやすい別の産生プロセスの開発のために費やされている。方法
は、293A細胞をマイクロキャリア培養において増殖させ、そして293Aプロデューサー細胞
を懸濁培養に順応させることを含む。マイクロキャリア培養技術は、上記に記載されてい
る。この技術は、プロデューサー細胞が、機械的撹拌によって培養培地に懸濁されるマイ
クロキャリアの表面に接着することに頼る。細胞接着の必要要件は、マイクロキャリア培
養のスケール変更能力（scaleability）に対するいくらかの制限を示し得る。
本願までに、遺伝子治療用のアデノウイルスベクター産生のための293懸濁細胞の使用の
報告はされていない。さらに、報告された懸濁293細胞は、至適な細胞増殖およびウイル
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ス産生のために、培養培地において５～10％のFBSの存在を必要とする。歴史的に、細胞
培養培地におけるウシ供給源タンパク質の存在は、特に近年は、いくつかの国におけるウ
シ海綿状脳障害（BSE）の大発生のために、規制の要件である。厳しくかつ複雑な下流の
精製プロセスが、夾雑タンパク質および任意の外来性ウイルスを最終産物から除去するた
めに、開発されなければならない。無血清293懸濁培養の開発は、遺伝子治療用のアデノ
ウイルスベクターの産生のための、主要なプロセスの改良であると判断される。
スピナーフラスコおよび３L撹拌タンクバイオリアクターにおけるウイルス産生の結果は
、293SF細胞の細胞特異的ウイルス産生性が、約2.5×104vp／細胞であったことを示し、
これは、293A細胞からの産生性の約60～90％である。しかし、より高い定常細胞濃度のた
めに、293SF培養物からの容積測定のウイルス産生性は、293A細胞培養物のウイルス産生
性と、本質的に等価であった。本発明者らはまた、ウイルス産生が、ウイルス感染時に新
鮮培地の交換を行うことによって有意に増加したことを観察した。本発明者らは、培地に
おける制限要因の評価を始める。
これらの知見は、アデノウイルスベクターを産生するための、スケール変更可能な、効率
的な、かつ簡単に確認可能なプロセスを可能にする。この順応方法は、293A細胞のみに限
定されず、そして他のアデノウイルスベクタープロデューサー細胞に適用される場合に、
等しく有用である。
３．細胞採集および溶解の方法
アデノウイルス感染は、感染した細胞の溶解を生じる。アデノウイルス感染の溶解特徴は
、ウイルス産生の２つの異なる態様を許容する。一方は、細胞溶解の前に、感染した細胞
を採集する。他方の態様は、産生されたウイルスによる完全な細胞溶解の後に、ウイルス
上清を採集する。後者の態様については、完全な細胞溶解を達成するためにより長いイン
キュベーション時間が必要である。ウイルス感染後のこの長期のインキュベーション時間
は、複製可能アデノウイルス（RCA）の生成の可能性の増加について、特に、最新の第一
世代アデノウイルスベクター（E1欠失ベクター）についての深刻な懸念を生じる。それゆ
え、感染細胞を細胞溶解前に採集することが、選り抜きの産生態様として選択された。表
１は、細胞採集後に細胞を溶解するために使用されている最も一般的な方法を列挙する。
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Ａ）界面活性剤
細胞は、膜によって結合される。細胞の成分を放出するために、細胞をこじ開けることが
必要である。本発明に従ってこれを達成し得る最も有利な方法は、界面活性剤の使用によ
り膜を可溶化することである。界面活性剤は、脂肪族または芳香族の性質の無極性末端と
、荷電していても荷電していなくてもよい極性末端とを有する、両親媒性分子である。界
面活性剤は、脂質より親水性であり、従って、脂質より高い水溶性を有する。界面活性剤
は、水性媒体への水不溶性化合物の分散を可能にし、そして天然の形態のタンパク質を単
離および精製するのに使用される。
界面活性剤は、変性性または非変性性であり得る。前者は、ドデシル硫酸ナトリウムのよ
うな陰イオン性またはエチルトリメチルアンモニウムブロミドのような陽イオン性であり
得る。これらの界面活性剤は全体的に膜を破壊し、そしてタンパク質-タンパク質相互作
用を壊すことによってタンパク質を変性させる。非変性性界面活性剤は、Triton▲Ｒ▼X-
100のような非陰イオン性界面活性剤、コール酸塩のような胆汁酸塩、およびCHAPSのよう
な両イオン性界面活性剤に分類され得る。両性イオン性物（zwitterionics）は、同じ分



(17) JP 4492826 B2 2010.6.30

10

20

30

40

50

子中に陽イオン基および陰イオン基の両方を含み、正電荷は、同じまたは隣接する分子の
負電荷によって中和される。
SDSのような変性剤は、モノマーとしてタンパク質に結合し、そしてその反応は、飽和す
るまで平衡に働く。従って、モノマーの遊離濃度は、必要な界面活性剤濃度を決定する。
SDS結合は、協同性（すなわち、SDSの１つの分子の結合が、そのタンパク質への別の分子
結合の可能性を増加する）であり、そしてタンパク質を、その長さがそれらの分子量に比
例する桿状に変更させる。
Triton▲Ｒ▼X-100のような非変性性剤は、天然のコンホメーションに結合せず、これら
は協同性結合機構も有さない。これらの界面活性剤は、水可溶性タンパク質に貫入しない
堅固でかさ高い無極性部分を有する。これらは、タンパク質の疎水性部分に結合する。Tr
iton▲Ｒ▼X-100および他のポリオキシエチレン非陰イオン性界面活性剤は、タンパク質-
タンパク質相互作用を壊すのには効果がなく、そしてタンパク質の人為的な凝集を引き起
こし得る。しかし、これらの界面活性剤は、タンパク質-脂質相互作用を破壊するが、ず
っと穏和であり、そしてタンパク質の天然の形態および機能的能力を維持し得る。
界面活性剤除去は、多数の方法において試みられ得る。透析は、モノマーとして存在する
界面活性剤では良好に作用する。透析は、容易に凝集して、ミセルを形成する界面活性剤
では、いくらか効果がない。なぜなら、それらのミセルは、大きすぎて、透析を通過しな
いからである。イオン交換クロマトグラフィーは、この問題を回避するのに利用され得る
。破壊されたタンパク質の溶液は、イオン交換クロマトグラフィーカラムにアプライされ
、次いでカラムは、界面活性剤を含まない緩衝液で洗浄される。界面活性剤は、緩衝液と
界面活性剤溶液との平衡化の結果として除去される。あるいは、タンパク質溶液は、密度
勾配を介して通過し得る。タンパク質が勾配を介して沈降するにつれ、界面活性剤は、化
学ポテンシャルに起因して離れる。
しばしば、単一の界面活性剤は、細胞中に見いだされるタンパク質の環境の可溶化および
分析に十分には融通が利かない。タンパク質は、ある界面活性剤において可溶化され得、
次いで、タンパク質分析のために、別の適切な界面活性剤に入れられる。最初の工程で形
成したタンパク質界面活性剤ミセルは、純粋な界面活性剤ミセルから分離するべきである
。これらが、分析のために過剰の界面活性剤に添加される場合、このタンパク質は、両方
の界面活性剤とのミセルにおいて見いだされる。界面活性剤-タンパク質ミセルの分離は
、イオン交換もしくはゲル濾過クロマトグラフィー、透析、または浮遊密度型分離を用い
て達成され得る。
Triton▲Ｒ▼X-100界面活性剤：このファミリーの界面活性剤（Triton▲Ｒ▼X-100、X114
X、およびNP-40）は、同様の基本的特徴を有するが、それらの特異的疎水性-親水性性質
において異なる。これらの異種起源の界面活性剤の全ては、芳香環に付着した分岐した８
炭素鎖を有する。分子のこの部分は、界面活性剤の疎水性性質の大部分に寄与する。Trit
on▲Ｒ▼X-100界面活性剤は、非変性条件下で、膜タンパク質を可溶化するのに使用され
る。タンパク質を可溶化するための界面活性剤の選択は、可溶化されるタンパク質の疎水
性性質に依存する。疎水性タンパク質は、それらを効果的に可溶化するために疎水性界面
活性剤を必要とする。
Triton▲Ｒ▼X-100およびNP-40は、構造および疎水性において非常に類似しており、そし
て細胞溶解、脱脂タンパク質解離、ならびに膜タンパク質および脂質可溶化を含むほとん
どの適用において交換可能である。一般的に、２mgの界面活性剤が、１mgの膜タンパク質
または10mgの界面活性剤／１mgの脂質膜を可溶化するのに使用される。Triton▲Ｒ▼X-11
4は、親水性タンパク質から疎水性タンパク質を分離するために有用である。
Brij▲Ｒ▼界面活性剤：これらは、疎水性鎖に付着した種々の長さのポリオキシエチレン
鎖を有する点で、Triton▲Ｒ▼X界面活性剤と、構造において類似する。しかし、Triton
▲Ｒ▼X界面活性剤とは異なり、Brij▲Ｒ▼界面活性剤は、芳香環を有さず、そしてその
炭素鎖の長さが変化し得る。Brij▲Ｒ▼界面活性剤は、透析を用いて溶液から除去するの
は困難であるが、界面活性剤除去ゲルを用いて除去され得る。Brij▲Ｒ▼58は、その疎水
性／親水性特徴の点で、Triton▲Ｒ▼X-100と最も類似する。Brij▲Ｒ▼35は、HPLC適用
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において通常使用される界面活性剤である。
透析可能な非イオン性界面活性剤：η-オクチル-β-D-グルコシド（オクチルグルコピラ
ノシド）およびη-オクチル-β-D-チオグルコシド（オクチルチオグルコピラノシド、OTG
）は、非変性性陰イオン界面活性剤であり、これらは溶液から容易に透析される。これら
の界面活性剤は、膜タンパク質を可溶化するために有用であり、そして280nmでの低いUV
吸収を有する。オクチルグルコシドは、23～25mMの高いCMCを有し、そして膜タンパク質
を可溶化するのに、1.1～1.2％の濃度で使用されている。
オクチルチオグルコシドは、オクチルグルコシドの代替物を提供するために最初に合成さ
れた。オクチルグルコシドは、製造するには高価であり、そして生物学的系においていく
つかの固有の問題が存在する。なぜなら、β-グルコシダーゼによって加水分解され得る
からである。
Tween▲Ｒ▼界面活性剤：Tween▲Ｒ▼界面活性剤は、非変性性の非イオン性界面活性剤で
ある。それらは、脂肪酸のポリオキシエチレンソルビタンエステルである。Tween▲Ｒ▼2
0およびTween▲Ｒ▼80界面活性剤は、生物学的適用においてブロッキング剤として使用さ
れ、そして通常、タンパク質溶液に添加されて、プラスチックまたはニトロセルロースの
ような疎水性材料への非特異的結合を防ぐ。それらは、ELISAおよびブロッティング適用
におけるブッロキング剤として使用されている。一般的には、これらの界面活性剤は、0.
01～1.0％の濃度で使用されて、疎水性材料への非特異的結合を防ぐ。
Tween▲Ｒ▼20および他の非イオン性界面活性剤は、いくつかのタンパク質をニトロセル
ロースの表面から除去することが示されている。Tween▲Ｒ▼80は、マルチウェルプラス
チック組織培養プレートへのタンパク質の非特異的結合を示す膜タンパク質を可溶化する
ため、そして血清タンパク質およびビオチン化プロテインＡによる、ELISAにおけるポリ
スチレンプレートへの非特異的結合を減少させるために使用されている。
これらの界面活性剤の間の差異は、脂肪酸鎖の長さである。Tween▲Ｒ▼80は、C18鎖を有
するオレイン酸から誘導されるが、一方、Tween▲Ｒ▼20は、C12鎖を有するラウリン酸か
ら誘導される。より長い脂肪酸鎖によって、Tween▲Ｒ▼20界面活性剤よりも親水性の低
いTween▲Ｒ▼80界面活性剤が作成される。両方の界面活性剤が、水に非常に可溶性であ
る。
Tween▲Ｒ▼界面活性剤は、透析による溶液からの除去が困難であるが、Tween▲Ｒ▼20は
界面活性剤除去ゲルによって除去され得る。これらの界面活性剤中に見出されるポオリオ
キシエチレン鎖によって、これらの界面活性剤が酸化（過酸化物の形成）に供され、そし
てTriton▲Ｒ▼XおよびBrij▲Ｒ▼シリーズの界面活性剤の場合もこれにあてはまる。
双イオン性界面活性剤：双イオン性界面活性剤であるCHAPSは、コール酸のスルホベタイ
ン誘導体である。この双イオン性界面活性剤は、タンパク質活性が重要である場合に、膜
タンパク質の可溶化に有用である。この界面活性剤は、広範なpHの範囲（pH２～12）にわ
たって有用であり、そして高CMC（８～10mM）による透析によって溶液から容易に除去さ
れる。この界面活性剤は、280nmで低い吸光度を有し、この波長でのタンパク質のモニタ
ーリングが必要な場合にこれを有用にする。CHAPSは、BCAタンパク質アッセイに適合性で
あり、そして界面活性剤除去ゲルによって溶液から除去され得る。タンパク質は、CHAPS
の存在下でヨウ素化され得る。
CHAPSは、内在性の膜タンパク質およびレセプターを可溶化するために良好に使用されて
おり、そしてタンパク質の機能的能力を維持する。チトクロムP-450がTriton▲Ｒ▼X-100
またはコール酸ナトリウムのいずれかで可溶化される場合、凝集が形成される。
Ｂ）非界面活性剤法
種々の非界面活性剤法（好ましくはないが）が、本発明の他の有利な局面と組み合わせて
使用され得る：
凍結－融解：これは、穏やかなおよび効果的な様式で細胞を溶解させるために広範に使用
されている技術である。一般には、細胞は、例えばドライアイス／エタノール浴中で完全
に凍結するまで迅速に凍結され、次いで完全に融解するまで37℃浴中に移される。このサ
イクルが、複数回、細胞の完全な溶解が達成されるまで繰り返される。
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超音波処理：高周波の超音波振動が細胞の破壊に有用であることが見出されている。超音
波で細胞を崩壊させるこの方法は完全には理解されていないが、懸濁物が超音波振動に供
された場合に一時的に高い圧力が生じることが知られている。この技術の主要な欠点は、
相当量の熱が発生することである。熱の影響を最小にするために、特別に設計されたガラ
ス容器が、細胞懸濁物を入れるために使用される。このような設計によって、懸濁物を超
音波処理チューブからフラスコが氷中におかれていて冷却されている容器の外側へ循環さ
せることが可能である。
高圧放出：これは、微生物細胞を破壊するために頻繁に使用される方法である。フレンチ
プレッシャー細胞（French pressure cell）は、細胞を破壊させて開くために10.4×107P
a（16,000p.s.i）の圧力を使用する。これらの装置は、針状のバルブによって外側に開い
ているステンレス鋼チャンバーからなる。細胞懸濁物を、閉じられた部位に針状バルブを
備えたチャンバー中に置く。チャンバーを反転させた後、バルブを開き、そしてピストン
を押してチャンバー内に空気を送り込む。閉じられた部位中にバルブを備えたチャンバー
を、その元の部位に戻し、固体の基板上に置き、そして必要な圧力を、水圧によってピス
トンにかけた。圧力が到達すると、針状のバルブがほんのわずかに開いて、わずかに圧力
を放出し、そして細胞を膨らませてそれらを破裂させる。バルブを開いたままにし、一方
、圧力はそのままにし、その結果、回収され得る破裂した細胞の破片が生じる。
固体剪断法：研磨剤を用いる機械的剪断を、Mickleシューカー中で行い得る。これは、50
0nmの直径のガラスビーズの存在下で激しく懸濁物を振動（300～3000回／分）させる。こ
の方法は、細胞小器官に損傷を生じ得る。さらに制御された方法は、ピストンがほとんど
の細胞を、細胞の剥離または深い凍結ペーストを伴って圧力チャンバー中の0.25mmの直径
のスロットを通って押し出す、Hughes pressを使用することである。5.5×107Pa（8000p.
s.i）までの圧力が細菌調製物を溶解させるために使用され得る。
液体剪断法：これらの方法は、高速の往復または回転羽のホモジナイザーを使用する破砕
機を使用する。これは、プランジャー、ボール、および微量流動化装置の上方／下方の動
き、または小さい直径のチューブの高速での通過または２つの液体の流れの高速での衝突
を使用する衝突ジェットを使用する。破砕機の羽は、効率的な混合が可能にするために種
々の角度の傾斜がつけられている。ホモジナイザーは、通常は、局部的な加熱を最小にす
るために数秒の短い高速での破裂で通常作動させられる。これらの技術は、一般には、微
生物細胞には適切ではないが、非常に穏やかな液体剪断が、通常は、動物細胞を破壊する
ために適切である。
低張／高張法：細胞は、はるかに低い（低張）または高い（高張）の溶質濃度を有する溶
液に曝される。溶質濃度の差異は、浸透圧勾配を生成する。低張環境では細胞中に向かっ
て水流が生じ、細胞の膨張および破裂を生じる。高張環境では細胞の外側への水流によっ
て、細胞を収縮およびそれに続いて破裂が生じる。
４．濃縮および濾過の方法
本発明の１つの局面は、細胞溶解物からのアデノウイルスの粗精製の方法を使用する。こ
れらの方法は、明澄化、濃縮、および透析を含む。この精製プロセスの最初の工程は、細
胞の溶解物から大きな粒子物質（特に、細胞成分）を除去するための細胞溶解物の明澄化
である。溶解物の明澄化は、深部（depth）フィルターを使用して、または接線流量濾過
（tangential flow filtration）によって達成され得る。本発明の好ましい実施態様にお
いて、細胞溶解物は、比較的非吸着性の物質（例えば、ポリエステル樹脂、砂、珪藻土、
コロイド、ゲルなど）のパッケージされたカラムからなる深部フィルターを通過させられ
る。接線流量濾過（TFF）において、溶解物の液体は、膜表面を通過して流れ、これによ
って、バルクの溶液への膜表面からの溶質の逆方向の拡散を促進する。膜は、一般的には
、種々の型のフィルター装置（オープンチャンネルプレートおよびフレーム、中空ファイ
バー、および細管）中に配置される。
細胞溶解物の明澄化および予備濾過後、得られるウイルス上清を最初に濃縮し、次いで、
緩衝液をダイアフィルトレーションによって交換する。ウイルス上清を100～300Kの名目
上の分子量カットオフの限外濾過膜を通した接線流量濾過によって、濃縮する。限外濾過
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は、分子の大きさ、形状、および／または電荷で種類を分離する半透膜を使用する、圧改
変対流プロセスである。これによって、溶質分子の大きさから独立して、種々の大きさの
溶質から溶媒を分離する。限外濾過は穏やかであり、効率的であり、そして同時に溶液を
濃縮しそして脱塩するために使用され得る。限外濾過膜は一般に、以下の２つの異なる層
を有する：薄い（0.1～1.5μm）、10～400オングストロームの孔直径を有する高密度の外
板、および限外濾過膜の浸透側に大きく開いている次第に大きくなる隙間の開放構造。し
たがって、外板の孔を通過し得る任意の種が、膜を自由に通過し得る。溶質の最大の保持
のために、保持される種よりも十分に低い名目上の分子量カットオフを有する膜が選択さ
れる。巨大分子の濃縮において、膜は、所望の生物学的種の含量を富化し、そして保持さ
れた物質の明澄化された濾過物を提供する。ミクロ溶質は、溶媒での対流によって除去さ
れる。保持される溶質の濃度を上昇させる場合、限外濾過速度は低下する。
ダイアフィルトレーション、または限外濾過膜を使用する緩衝液交換は、塩、糖の除去お
よび交換、種に結合されていない非水溶性の溶媒の分離、低分子量の物質の除去、または
イオン環境およびpH環境の迅速な交換のための理想的な方法である。ミクロ溶質は、限外
濾過速度と同じ速度での限外濾過される溶液への溶媒の添加によって最も効率よく除去さ
れる。これによって、一定の容量で溶液からミクロ種を洗浄し、保持された種を精製する
。本発明は、Benzonase▲Ｒ▼処理の前のウイルス上清の緩衝液の交換のために、ダイア
フィルトレーション工程を利用する。
５．ウイルス感染
本発明は、１つの例において、治療的に有意なベクターを作成するために細胞のアデノウ
イルス感染を使用する。代表的には、ウイルスは、ウイルスの取り込みが可能である生理
学的条件下で、適切な宿主細胞に単純に曝される。アデノウイルスが具体的に説明される
が、本方法は、以下に考察される他のウイルスベクタートともに有利に使用され得る。
Ａ）アデノウイルス
アデノウイルスは、その中程度の大きさのDNAゲノム、操作の容易さ、高力価、広範な標
的細胞の範囲、および高い感染性によって、遺伝子移入ベクターとしての使用に特に適切
である。およそ36kBのウイルスゲノムが、100～200塩基対（bp）の逆末端反復（ITR）に
よって結合され、これには、ウイルスDNAの複製およびパッケージングに必要なシス作用
エレメントが含まれる。種々の転写ユニットを含むゲノムの初期（Ｅ）および後期（Ｌ）
領域が、ウイルスDNAの複製の開始によって分けられる。
E1領域（E1AおよびE1B）は、ウイルスゲノムおよび数個の細胞性遺伝子の転写の調節を担
うタンパク質をコードする。E2領域（E2AおよびE2B）の発現は、ウイルスDNAの複製のた
めのタンパク質の合成を生じる。これらのタンパク質は、DNAの複製、後期遺伝子の発現
、および宿主細胞のシャットオフに関与する（Renan、1990）。後期遺伝子（L1、L2、L3
、L4、およびL5）の産物（ウイルスキャプシドタンパク質の大部分を含む）は、主要後期
プロモーター（MLP）によって誘導される単一の一次転写産物の有意なプロセシング後に
のみ発現される。MLP（16.8マップユニットに位置する）は、感染の後期の間に特に効果
的である。そしてこのプロモータから誘導される全てのmRNAが、それらを翻訳のために好
ましいmRNAにする5’三部分リーダー（TL）配列を有する。
アデノウイルスを遺伝子治療について最適化するために、DNAの大きなセグメントが含ま
れ得るように保有する能力を最大にすることが必要である。特定のアデノウイルス産物に
関連する毒性および免疫学的反応を減少させることもまた非常に所望される。アデノウイ
ルスゲノムの大部分の除去、ヘルパーウイルスおよび／またはヘルパー細胞によるトラン
スでの遺伝子産物の除去を提供することによって、ベクター中への異種DNAの大きな部分
の挿入を可能にする。このストラテジーはまた、アデノウイルス遺伝子産物の毒性および
免疫原性の低下を生じる。
DNAの大きな置換は、ウイルスDNAの複製に必要とされるシスエレメントが線状のウイルス
ゲノムのいずれかの末端の逆末端反復（ITR）（100～200bp）中にすべて局在するので、
可能である。ITRを含有するプラスミドは、非欠損アデノウイルス（Hayら、1984）の存在
下で複製され得る。したがって、アデノウイルスベクター中へのこれらのエレメントの包
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含は、複製を可能にするはずである。
さらに、ウイルスのキャプシド化のためのパッケージングシグナルは、ウイルスゲノムの
左側末端での194～385bp（0.5～1.1マップユニット）の間に局在する（Hearingら、1987
）。このシグナルは、バクテリオファージλDNA中のタンパク質認識部位を模倣している
。ここで、特異的配列は左側の末端に隣接しているが、凝集性の末端配列の外側が、頭部
構造へのDNAの挿入のために必要であるタンパク質への結合を媒介する。AdのE1置換ベク
ターは、ウイルスゲノム左側末端の450bp（０～1.25マップユニット）のフラグメントが2
93細胞においてパッケージングを指向し得ることを実証した（Levreroら、1991）。
以前に、アデノウイルスゲノムの特定の領域が哺乳動物細胞のゲノム中に取り込まれ得る
こと、およびそれによってコードされる遺伝子が発現されることが示されている。これら
の細胞株は、細胞株によってコードされるアデノウイルス機能を欠損している、アデノウ
イルスベクターの複製を支持し得る。複製欠損アデノウイルスベクターの「ヘルピング」
ベクター（例えば、野生型ウイルスまたは条件的欠損変体）の相補体の報告もまた存在す
る。
複製欠損アデノウイルスベクターは、ヘルパーウイルスによってトランスで相補され得る
。この観察のみでは、複製欠損ベクターの単離は可能ではないが、しかし、ヘルパーウイ
ルスの存在が複製機能を提供するために必要とされるので、任意の調製物を混入する。し
たがって、複製欠損ベクターの複製および／またはパッケージングに対して特異性を付与
するさらなるエレメントが、必要とされた。本発明において提供されるようなそのエレメ
ントは、アデノウイルスのパッケージング機能に由来する。
アデノウイルスのパッケージングシグナルが従来のアデノウイルスマップの左側末端に存
在することが示されている（Tibbetts、1977）。後の研究において、ゲノムのE1A（194～
358bp）領域に欠失を有する変異体が、初期（E1A）機能を意図された細胞株中でもなおわ
ずかに増殖することが示された（HearingおよびShenk、1983）。補償（compensating）ア
デノウイルスDNA（０～353bp）を変異体の右末端に再結合させた場合、ウイルスは正常に
パッケージングされた。さらなる変異分析によって、Ad5ゲノムの左側末端の短い、反復
する、部位依存性エレメントを同定した。反復の１つのコピーは、ゲノムのいずれかの末
端に存在する場合に効率的なパッケージングに十分であるが、Ad5 DNA分子の内部に移動
する場合はそうではないことが見出された（Hearingら、1987）。
パッケージングシグナルの変異したバージョンを使用することによって、種々の効率でパ
ッケージングされるヘルパーウイルスを作成することが可能である。代表的には、変異体
は点変異体または欠失変異体である。低効率のパッケージングを有するヘルパーウイルス
をヘルパー細胞中で増殖させる場合、ウイルスは、野生型ウイルスと比較して低下した割
合ではあるがパッケージされ、それによってヘルパーの増殖を可能にする。しかし、これ
らのヘルパーウイルスが野生型のパッケージングシグナルを含むウイルストともに細胞中
で増殖される場合、野生型パッケージングシグナルは変異したバージョンにわたって優先
的に認識される。パッケージング因子の限定量を仮定すると、野生型シグナルを含むウイ
ルスは、ヘルパーと比較した場合に選択的にパッケージングされる。選択が極めて十分で
ある場合、均一に近づけたストックが達成されるはずである。
Ｂ）レトロウイルス
治療的に有意なベクターの生成のための細胞のアデノウイルス感染が本発明の好ましい実
施態様であるが、本発明がこのようなベクターを生成する目的のために細胞のレトロウイ
ルス感染を使用し得ることが意図される。レトロウイルスは、逆転写のプロセスによって
感染させられた細胞中でそれらのRNAを二本鎖のDNAに転換する能力によって特徴付けられ
る一本鎖RNAウイルスの群である（Coffin、1990）。次いで、得られるDNAが、プロウイル
スとして細胞の染色体に安定に組み込まれ、そしてウイルスタンパク質の合成を導く。組
み込みによって、レシピエント細胞およびその子孫におけるウイルス遺伝子の配列の保持
を生じる。レトロウイルスゲノムは、３つの遺伝子（gag、pol、およびenv－それぞれ、
キャプシドタンパク質、ポリメラーゼ酵素、およびエンベロープ成分をコードする）を含
む。gag遺伝子の上流に見出される、Ｙと呼ばれる配列は、ビリオンへのゲノムのパッケ
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ージングのためのシグナルとして機能する。２つの長末端反復（LTR）配列が、ウイルス
ゲノムの5’および3’末端に存在する。これらは、強力なプロモーターおよびエンハンサ
ー配列を含み、そして宿主細胞ゲノムへの組み込みにもまた必要とされる（Coffin、1990
）。
レトロウイルスベクターを構築するために、プロモーターをコードする核酸は、複製欠損
ウイルスを産生するために特定のウイルス配列の代わりにウイルスゲノム中に挿入される
。ビリオンを産生するために、gag、pol、およびenv遺伝子を含むが、LTRおよびＹ成分を
含まないパッケージング細胞株が、構築される（Mannら、1983）。レトロウイルスLTRお
よびＹ配列とともにヒトcDNAを含む組換えプラスミドがこの細胞株に導入される（例えば
、リン酸カルシウム沈殿によって）場合、Ｙ配列は、ウイルス粒子中にパッケージングさ
れる組換えプラスミドのRNAの転写を可能にし、次いで、これは、培養培地に分泌される
（NicolasおよびRubenstein、1988；Temin、1986；Mannら、1983）。次いで、組換えレト
ロウイルスを含有する培地が回収され、必要に応じて濃縮され、そして遺伝子移入に使用
される。レトロウイルスベクターは、広範な種々の細胞型を感染させ得る。しかし、組み
込みおよび安定な発現は、宿主細胞の分裂を必要とする（Paskindら、1975）。
レトロウイルスベクターの特異的標的を可能にするために設計された新規のアプローチが
、最近、ウイルスエンベロープへのガラクトース残基の化学的付加によるレトロウイルス
の化学的改変に基づいて開発された。この改変は、アシアロ糖タンパク質レセプターを介
する肝細胞のような細胞の特異的感染を可能にし得、これが所望されるはずである。
組換えレトロウイルスを標的化する異なるアプローチが設計され、ここで、レトロウイル
スエンベロープタンパク質および特異的細胞レセプターに対するビオチン化抗体は使用さ
れる。この抗体は、ストレプトアビジンを使用することによって、ビオチン成分を介して
結合された（Rouxら、1989）。主要組織適合性複合体クラスＩおよびクラスII抗原に対す
る抗体を使用して、その表面抗原を有する種々のヒト細胞の感染が、インビトロで同種指
向性ウイルスを用いて実証された（Rouxら、1989）。
Ｃ）他のウイルスベクター
他のウイルスベクターは、本発明の発現構築物として使用され得る。ウイルス（例えば、
ワクシニアウイルス（Ridgeway、1988；BaichwalおよびSugden、1986；Couparら、1988）
、アデノ隋半ウイルス（AAV）（Ridgeway、1988；BaichwalおよびSugden、1986；Hermona
tおよびMuzycska、1984）、およびヘルペスウイルス）由来のベクターが使用され得る。
これらのウイルスは、種々の哺乳動物細胞への遺伝子の移入における使用のためのいくつ
かの特徴を付与する。
６．ウイルスベクターの操作
特定の実施態様において、本発明はさらに、ウイルスベクターの操作に関する。このよう
な方法は、例えば、目的の遺伝子をコードする異種DNAを含むベクター構築物の使用、お
よびその発現の手段、適切なヘルパー細胞中でのベクターの複製、そこから産生されるウ
イルス粒子の得る工程、および細胞を組換えウイルス粒子で感染させる工程を包含する。
遺伝子は、タンパク質を単純にコードし得、ここで、大量のタンパク質が所望される（す
なわち、大規模なインビトロでの産生方法が所望される）。あるいは、遺伝子は、例えば
、ガン細胞を処置するため、ウイルス感染に抵抗するための免疫調節遺伝子を発現するた
め、または遺伝的欠損の結果として遺伝子の機能を置換するための、治療用遺伝子であり
得る。遺伝子治療ベクターとは対照的に、遺伝子は異種DNAであり、これは、ベクターの
骨格を提供するウイルスゲノム以外の供給源から誘導されるDNAを含むことを意味する。
最終的に、ウイルスは、生ウイルスワクチンとして作用し得、そしてそれらが対抗する抗
体の産生のための目的の抗原を発現する。遺伝子は、例えば、細菌、ウイルス、酵母、寄
生虫、植物、またはさらに動物のような、原核生物または真核生物供給源に由来し得る。
異種DNAはまた、１つ以上の供給源（すなわち、複合遺伝子構築物または融合タンパク質
）由来であり得る。異種DNAはまた、１つの供給源に由来し得る調節配列および種々の供
給源由来の遺伝子を含み得る。
Ａ）治療用遺伝子
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現在、ｐ53が、腫瘍サプレッサー遺伝子として認識されている（Montenarh、1992）。高
レベルの変異体p53が、化学的発ガン、紫外線照射、およびいくつかのウイルス（SV40を
含む）によって形質転換した多くの細胞中に見出されている。p53遺伝子は、広範な種々
のヒトの腫瘍において変異の不活化の頻繁な標的であり、そして一般的なヒトのガンにお
いて最も頻繁に変異する遺伝子であることがすでに報告されている（Mercer、1992）。こ
れは、ヒトのNSCLCの50％以上において変異しており（Hollesteinら、1991）、そして他
の腫瘍の広範な範囲において変異している。
p53遺伝子は、ラージＴ抗原およびE1Bのような宿主タンパク質と複合体を形成し得る393-
アミノ酸のリンタンパク質をコードする。このタンパク質は、正常な組織および細胞中で
、形質転換された細胞または腫瘍組織と比較して一般に少ない濃度であるが、見出されて
いる。興味深いことに、野生型p53は、細胞の増殖および分裂を制御するために重要であ
るようである。野生型のp53の過剰発現は、いくつかの場合、ヒト腫瘍細胞株において坑
増殖性であることが示されている。したがって、p53は、細胞増殖のネガティブレギュレ
ーターとして作用し得（Weinberg、1991）、そして制御されていない細胞の増殖を直接抑
制し得るか、またはこの増殖を抑制する遺伝子を直接もしくは間接的に活性化する。した
がって、野生型ｐ53の欠損または不活化は、形質転換に寄与し得る。しかし、いくつかの
研究は、変異体p53の存在が遺伝子の形質転換能力の完全な発現に必要であり得ることを
示す。
野生型のｐ53は、多くの細胞の型において重要な増殖のレギュレーターとして認識されて
いる。ミスセンス変異がｐ53遺伝子について一般的であり、そして少なくとも30個の異な
るコドン中に生じることが公知であり、しばしば、ホモ接合性を損なうことなく細胞の表
現系のシフトを生じる優勢の対立遺伝子を作成する。さらに、これらの優勢のネガティブ
な対立遺伝子の多くが、生物中で寛容であるようであり、そして生殖系を通じて継代され
る。種々の変異対立遺伝子は、最小の機能不全から強力に浸透する優勢のネガティブな対
立遺伝子までの範囲にあるようである（Weinberg，1991）。
Caseyおよび共同研究者らは、２つのヒト乳ガン細胞株への野生型のｐ53をコードするDNA
のトランスフェクションが，このような細胞中での増殖抑制制御を回復することを報告し
た（Caseyら、1991）。同様の効果がまた野生型のトランスフェクションについて示され
ているが、ヒト肺ガン細胞株への変異ｐ53のトランスフェクションはそうではない（Taka
hasiら、1992）。ｐ53は、変異遺伝子にわたって明らかに優性であり、そして変異体遺伝
子を有する細胞にトランスフェクトされた場合に増殖に対して選択される。トランスフェ
クトされたｐ53の正常な発現は、内因性の野生型ｐ53を有する正常な細胞に対して有害で
はない。したがって、このような構築物は、正常な細胞によって、有害な影響を伴わずに
取り込まれ得る。したがって、野生型のｐ53発現構築物でのｐ53関連ガンの処置によって
悪性細胞の数またはそれらの増殖速度を減少させることが提案されている。さらに、最近
の研究では、いくつかのｐ53野生型腫瘍がまた、外因性のｐ53の発現の効果に敏感である
ことを示唆する。
真核生物の細胞周期の主要な転移は、サイクリン依存性キナーゼ、すなわち、CDKによっ
て誘発される。１つのCDKである、サイクリン依存性キナーゼ４（CDK４）は、G1期を介す
る進行を調節する。この酵素の活性は、G1後期でRbをリン酸化することであり得る。CDK4
の活性は、サブユニット、Ｄ型サイクリンを活性化させること、および阻害サブユニット
（例えば、ｐ16INK4、これは、CDK4に特異的に結合しそして阻害するタンパク質として、
生物化学的に特徴付けられている）によって制御され、したがって、Rbのリン酸化を調節
し得る（Serranoら、1993；Serranoら、1995）。ｐ16INK4タンパク質がCDK4インヒビター
であるので（Serrano、1993）、この遺伝子の欠損は、CDK4の活性を増大し得、それによ
ってRbタンパク質の過リン酸化を生じる。ｐ16はまた、CDK6の機能を調節することが知ら
れている。
ｐ16INK4はまた、ｐ16B、ｐ21WAF1、CIP1、SDI1、およびｐ27KIP1を含むCDK阻害タンパク
質の新たに記載されたクラスに属する。ｐ16INK4遺伝子は、多くの腫瘍型において頻繁に
欠失される染色体領域である、9p21にマップされる。ホモ接合性の欠損およびｐ16INK4遺
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伝子の変異体は、ヒトの腫瘍細胞株中に頻繁に存在する。この証拠は、ｐ16INK4遺伝子が
腫瘍サプレッサー遺伝子であることを示唆する。しかし、ｐ16INK4遺伝子の変化の頻度が
、培養された細胞株よりも最初の培養されていない細胞株においてはるかに低いという観
察によって、この解釈が試みられている（Caldasら、1994；Chengら、1994；Hussussian
ら、1994；Kambら、1994a；Kambら、1994b、Moriら、1994；Okamotoら、1994；Noboriら
、1995；Orlowら、1994；Arapら、1995）。プラスミド発現ベクターでのトランスフェク
ションによる野生型ｐ16INK4の回復は、いくつかのヒトガン細胞株によるコロニー形成を
減少させた（Okamoto、1994；Arap、1995）。
C-CAMは、実質的に全ての上皮細胞で発現される（OdinおよびObrink、1987）。105kDの見
かけの分子量を有するC-CAMは、ラットの肝細胞の原形質膜から、細胞の凝集を中和する
特異的抗体とのその反応によって最初に単離された（Obrink、1991）。最近の研究は、構
造的にはC-CAMは、免疫グロブリン（Ig）スーパーファミリーに属し、そしてその配列は
、ガン胎児抗原（CEA）に高く相同であることを示す（LinおよびGuidotti、1989）。バキ
ュロウイルス発現系を使用して（Cheungら（1993a；1993b、および1993c））、C-CAMの第
1Igドメインが細胞の接着活性に重要であることが示された。
細胞接着分子またはCAMは、器官の発達および細胞の分化を調節する複雑な分子の相互作
用のネットワークに関連することが知られている（Edelman、1985）。最近のデータは、C
AMの異常な発現が、いくつかの新生物の腫瘍形成に関与し得ることを示す；例えば、上皮
細胞で優先的に発現されるＥカドヘリンの発現の減少は、新生物のいくつかの種類の発達
に関連する（EdelmanおよびCrossin、1991；Frixenら、1991；Bussemakersら、1992；Mat
suraら、1992；Umbasら、1992）。また、GiancottiおよびRuoslahti（1990）は、遺伝子
導入によるα5β1インテグリンの発現の増大が、インビボでチャイニーズハムスター卵巣
細胞の腫瘍形成を減少し得ることを示した。C-CAMは現在、インビトロおよびインビボで
腫瘍の増殖を抑制することが示されている。
本発明に従って使用され得る他の腫瘍サプレッサーとして、RB、APC、DCC、NF-1、NF-2、
WT-1、MEN-I、MEN-II、zac1、p73、BRCA1、VHL、FCC、MMAC1、MCC、p16、p21、p57、C-CA
M、p27、およびBRCA2が含まれる。アポトーシスのインデューサー（例えば、Bax、Bak、B
cl-Xs、Bik、Bid、Harakiri、Ad E1B、BadおよびICE-CED3プロテアーゼ）も同様に、本発
明にしたがって使用されることが見出され得る。
種々の酵素遺伝子が、本発明の目的である。このような酵素として、シトシンデアミナー
ゼ、ヒポキサンチン-グアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ、ガラクトース-1-リン
酸ウリジルトランスフェラーゼ、フェニルアラニンヒドロキシラーゼ、グルコセレブロシ
ダーゼ、スフィンゴミエリナーゼ、α-L-イズロニダーゼ、グルコース-6-リン酸デヒドロ
ゲナーゼ、HSVチミジンキナーゼおよびヒトチミジンキナーゼが挙げられる。
ホルモンは、本明細書中で記載されるベクター中で使用され得る遺伝子の別の群である。
以下が含まれる：成長ホルモン、プロラクチン、胎盤性ラクトゲン、黄体形成ホルモン、
卵胞刺激ホルモン、絨毛性性腺刺激ホルモン、甲状腺刺激ホルモン、レプチン（leptin）
、副腎皮質刺激ホルモン（adenocorticotropin、ACTH）、アンギオテンシンＩおよびII、
β-エンドルフィン、β-メラニン細胞刺激ホルモン（β-MSH）、コレシストキニン、エン
ドセリンＩ、ガラニン、胃抑制ペプチド（GIP）、グルカゴン、インシュリン、リポトロ
フィン、ニューロフィシン、ソマトスタチン、カルシトニン、カルシトニン遺伝子関連ペ
プチド（CGRP）、β-カルシトニン遺伝子関連ペプチド、高カルシウム血症の悪性因子（1
-40）、副甲状腺ホルモン関連タンパク質（107-139）（PTH-rP）、副甲状腺ホルモン関連
タンパク質（107-111）（PTH-rP）、グルカゴン様ペプチド（GLP-1）、パンクレアチン（
pancreastatin）、膵臓ペプチド、ペプチドYY、PHM、セクレチン、血管作用性腸ペプチド
（VIP）、オキシトシン、バソプレシン（AVP）、バソトシン、エンケファリンアミド、メ
トロフィンアミド、αメラニン細胞刺激ホルモン（α-MSH）、心房性ナトリウム利尿因子
（5-28）（ANF）、アミリン、アミロイドＰ成分（SAP-1）、副腎皮質刺激ホルモン放出ホ
ルモン（CRH）、成長ホルモン放出因子（GHRH）、黄体形成ホルモン放出ホルモン（LHRH
）、神経ペプチドＹ、サブスタンスＫ（ニューロキニンＡ）、サブスタンスＰおよび甲状



(25) JP 4492826 B2 2010.6.30

10

20

30

40

50

腺刺激ホルモン放出ホルモン（TRH）。
本発明のベクターへの挿入が意図される他の遺伝子のクラスとして、インターロイキンお
よびサイトカインが挙げられる。インターロイキン１（IL-1）、IL-2、IL-3、IL-4、IL-5
、IL-6、IL-7、IL-8、IL-9、IL-10、IL-11、IL-12、GM-CSF、およびG-CSF。
本発明のウイルスベクターが有用である疾患の例として、以下が挙げられるが、これらに
限定されない：アデノシンデアミナーゼ欠損症、血友病Ｂにおけるヒト血液凝固第IX因子
欠損症、および嚢胞性繊維症膜貫通レセプター遺伝子の置換に関与する嚢胞性繊維症。本
発明で具体化されるベクターはまた、リウマチ様関節炎または再狭窄のような過増殖性障
害の処置に、血管形成インヒビターまたは細胞周期インヒビターをコードする遺伝子の移
入によって、使用され得る。HSV-TK遺伝子のようなプロドラッグ活性化因子の導入もまた
、ガンを含む過増殖性障害の処置で使用され得る。
Ｂ）アンチセンス構築物
ras、myc、neu、raf、erb、src、fms、jun、trk、ret、gsp、hst、bcl、およびablのよう
な癌遺伝子もまた、適切な標的である。しかし、治療の利点について、これらの癌遺伝子
は、アンチセンス核酸を発現し、その結果、癌遺伝子の発現を阻害する。用語「アンチセ
ンス核酸」は、癌遺伝子をコードするDNAおよびRNAの塩基配列に相補的なオリゴヌクレオ
チドを意味することが意図される。アンチセンスオリゴヌクレオチドは、標的細胞に導入
された場合、それらの標的核酸に特異的に結合し、そして転写、RNAのプロセシング、輸
送、および／または翻訳を妨害する。オリゴヌクレオチドでの二本鎖（ds）DNAの標的化
は、三重ヘリックスの形成を導き；RNAの標的化は二本鎖ヘリックスの形成を導く。
アンチセンス構築物は、プロモーターおよび他の制御領域、エキソン、イントロン、また
はさらに遺伝子のエキソン－イントロンの境界に結合するように設計され得る。アンチセ
ンスRNA構築物、またはこのようなアンチセンスRNAをコードするDNAは、インビトロまた
はインビボのいずれにおいても、宿主（例えば、ヒト被験体を含む宿主動物）細胞内で、
遺伝子の転写もしくは翻訳、または両方を阻害するために使用され得る。「相補的なヌク
レオチド」を含む核酸配列は、標準Watson-Crick相補規則に従って塩基対を形成し得るヌ
クレオチドである。すなわち、より大きなプリンがより小さいピリミジンと塩基対合し、
DNAの場合には、シトシンと対合したグアニン（G：C）およびチミンと対合したアデニン
（A：T）、またはRNAの場合には、ウラシルと対合したアデニン（A：U）の組合せのみを
形成する。
本明細書中で使用される場合、用語「相補的」または「アンチセンス配列」は、それらの
全長にわたって実質的に相補的であり、そして非常にわずかな塩基ミスマッチを有する核
酸配列を意味する。例えば、15塩基長の核酸配列は、それらが、わずかに１つまたは２つ
のみのミスマッチを有する、13または14位での相補的核酸を有する場合、相補的と呼ばれ
得る。本来は、「完全に相補的」である核酸配列は、その全長にわたって完全に相補的で
あり、そして塩基ミスマッチを有さない核酸配列である。
遺伝子配列の全てまたは一部がアンチセンス構築物の状況において使用され得るが、統計
学的に、17塩基長の任意の配列がヒトゲノムにおいて一度だけ生じる。したがって、独特
の標的配列を特定するに十分である。より短いオリゴマーは作製が容易であり、そしてイ
ンビボでの接触可能性が増大するが、多数の他の因子がハイブリダイゼーションの特異性
の決定に関与する。その相補的標的に対するオリゴヌクレオチドの結合親和性および配列
特異性の両方が、長さの増大にしたがって増大する。８、９、10、11、12、13、14、15、
16、17、18、19、20、またはそれ以上の塩基対が使用されることが意図される。所定のア
ンチセンス核酸が、対応する宿主遺伝子の標的化に有効であるかどうかは、内因性の遺伝
子の機能が影響を受けるかどうか、または相補的な配列を有する関連する遺伝子の発現が
影響を受けるかどうかを決定するために、インビトロで構築物を単に試験することによっ
て容易に決定され得る。
特定の実施態様において、他のエレメント（例えば、C-5プロピンピリミジンを含むエレ
メント）を含むアンチセンス構築物を使用することを所望し得る。ウリジンおよびシチジ
ンのC-5プロピンのアナログを含むオリゴヌクレオチドが、高い親和性でRNAに結合し、そ
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して遺伝子発現の強力なアンチセンスインヒビターであることが示されている（Wagnerら
、1993）。
標的化アンチセンス送達の代替えとして、標的化リボザイムが使用され得る。用語「リボ
ザイム」は、癌遺伝子DNAおよびRNA中の特定の塩基配列を標的化し、そして切断し得るRN
Aに基づく酵素をいう。リボザイムは、リボザイム配列を取り込むRNAオリゴヌクレオチド
の形態で、細胞に対して直接標的化され得るか、または所望のリボザイムRNAをコードす
る発現構築物として細胞中に導入され得るかのいずれかである。リボザイムは、アンチセ
ンス核酸について記載されているものとほとんど同じ方法で使用され、そして適用され得
る。
Ｃ）ワクチンのための抗原
他の治療用遺伝子は、ウイルス抗原、細菌抗原、真菌抗原、または寄生虫抗原のような抗
原をコードする遺伝子を含み得る。ウイルスは以下を含む：ピコルナウイルス、コロナウ
イルス、トガウイルス、フラビウイルス（flavirviru）、ラブドウイルス、パラミクソウ
イルス、オルトミクソウイルス、ブンヤウイルス、アレンウイルス（arenvirus）、レオ
ウイルス、レトロウイルス、パポバウイルス、パルボウイルス、ヘルペスウイルス、ポッ
クスウイルス、ヘパドナウイルス、およびスポンジ型ウイルス。好ましいウイルス標的と
して、インフルエンザ、単純ヘルペスウイルス１および２、麻疹、小痘ポリオ、またはHI
Vが挙げられる。病原体として、トリパノソーマ、サナダムシ、回虫、ぜん虫が挙げられ
る。胎児抗原または前立腺特異的抗原のような腫瘍マーカーもまた、この様式で標的化さ
れ得る。好ましい例として、HIVエンベロープタンパク質およびＢ型肝炎表面抗原が挙げ
られる。ワクチンのための本発明のベクターの投与は、ベクターに結合する抗原が、導入
遺伝子の長期間の発現を可能にするために十分に非免疫原性であることを必要とする。こ
のために、強力な免疫応答が所望される。好ましくは、個々のワクチン接種は、たまに（
例えば、１年ごとまたは２年ごとのように）必要とされるのみであり、そして感染性の薬
剤に対する長期間の免疫原性の保護が提供される。
Ｄ）制御領域
ウイルスベクターが治療用遺伝子をコードする転写の発現に影響を及ぼすために、治療用
遺伝子をコードするポリヌクレオチドは、プロモーターおよびポリアデニル化シグナルの
転写制御下にある。「プロモーター」は、宿主細胞の合成機構によって認識されるDNA配
列、または遺伝子の特異的な転写を開始するために必要とされる導入された合成機構をい
う。ポリアデニル化シグナルは、宿主細胞の合成機構によって認識されるDNA配列、また
は翻訳のための細胞質への細胞核の転写後の適切なプロセシングおよび輸送のために、mR
NA転写物の末端への一連のヌクレオチドの付加を導入することに必要とされる、導入され
た合成機構をいう。句「転写制御下」は、プロモーターがRNAポリメラーゼの開始および
ポリヌクレオチドの発現を制御するためにポリヌクレオチドに関して適切な位置に存在す
ることを意味する。
用語プロモーターは、本明細書中で、RNAポリメラーゼIIの開始部位の周辺に集まる転写
制御モジュールの群をいうために使用される。プロモーターが組織化される方法について
のほとんどの考察は、いくつかのウイルスプロモーター（HSVチミジンキナーゼ（tk）お
よびSV40初期転写ユニットのプロモーターを含む）の分析に由来する。さらに最近の研究
によって議論されるこれらの研究は、各プロモーターが約７～20bpのDNAからなり、そし
て転写活性化因子または抑制タンパク質の１つ以上の認識部位を含む、不連続の機能的モ
ジュールからなる。
各プロモーターの少なくとも１つのモジュールは、RNA合成の開始部位を位置づけるため
に機能する。最も公知のこの例はTATAボックスであるが、例えば哺乳動物末端デオキシヌ
クレオチジルトランスフェラーゼ遺伝子のプロモーター、およびSV40後期遺伝子のプロモ
ーター、それ自体が開始の配置を固定することを補助する開始部位に含まれる別々のエレ
メントのようないくつかのプロモーターは、TATAボックスを欠いている。
さらなるプロモーターエレメントは、転写開始の頻度を調節する。多数のプロモーターが
最近、開始部位の下流の機能的エレメントを含むことも示されているが、代表的には、こ
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れらは、開始部位の領域30～110bp上流に存在する。プロモーターエレメント間の間隔は
しばしば可撓性であり、その結果、プロモーター機能は、エレメントが逆転または互いに
相対的に移動している場合に、保存される。tkプロモーターにおいて、プロモーターエレ
メント間の間隔は、活性が減少し始める前は、50bp離れるまで増大し得る。プロモーター
に依存して、個々のエレメントは、共作動性または独立のいずれかで機能し、転写を活性
化し得ると思われる。
治療用遺伝子の発現を制御するために使用される特定のプロモーターは、それが標的化さ
れた細胞中でポリヌクレオチドを発現し得る限りは、重要でないと考えられている。した
がって、ヒトの細胞が標的化される場合、ヒト細胞中で発現され得るプロモーターに近接
してまたはその制御下に、ポリヌクレオチドコード領域を位置づけることが好ましい。一
般的に言えば、このようなプロモーターは、ヒトまたはウイルスプロモーターのいずれか
を含み得る。プロモーターのリストを表２に提供する。
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プロモーターはさらに、誘導性プロモーターとして特徴付けられ得る。誘導性プロモータ
ーは、誘導物質の存在下であることを除いて、不活または低い活性を示す、プロモーター
である。本発明の一部として含まれ得るプロモーターのいくつかの例として、以下が挙げ
られるが、これらに限定されない：MT II、MMTV、コラゲナーゼ、ストロメリシン、SV40
、マウスMX遺伝子、α-2-マクログロブリン、MHCクラスＩ遺伝子h-2kb、HSP70、プロリフ
ェリン、腫瘍壊死因子、または甲状腺刺激ホルモンα遺伝子。関連するインデューサーを
表３に示す。任意の誘導性プロモーターが本発明の実施において使用され得ること、およ
びこのようなプロモーターの全てが請求される発明の精神および範囲内で行われることが
理解される。
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種々の実施態様において、ヒトサイトメガロウイルス（CMV）即時初期遺伝子プロモータ
ー、SV40初期プロモーター、およびラウス肉腫ウイルス末端反復配列が、目的のポリヌク
レオチドの高レベルの発現を得るために使用され得る。当該分野で周知の、ポリヌクレオ
チドの発現を達成するための他のウイルスプロモーターまたは哺乳動物細胞のプロモータ
ーまたはバクテリオファージプロモーターの使用が、十分に意図され、発現のレベルが増
殖阻害効果を生じるために十分であることが提供される。
周知の特性を有するプロモーターを使用することによって、トランスフェクション後のポ
リヌクレオチドの発現のレベルおよびパターンを最適化し得る。例えば、特異的細胞中で
活性である（例えば、チロシナーゼ（黒色腫）、α-フェトプロテイン、およびアルブミ
ン（肝腫瘍）、CC10（肺腫瘍）、および前立腺特異的抗原（前立腺腫瘍）プロモーターの
選択により、治療用遺伝子の組織特異的発現が可能である。
エンハンサーは、DNAの同じ分子上の異なる位置に配置されたプロモーターによる転写を
増大する遺伝子エレメントとして、最初に検出された。広い範囲にわたって作用するこの
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能力は、原核生物の転写の調節の伝統的な研究においてほとんど前例がなかった。続く研
究は、エンハンサー活性を有するDNAの領域が、ほとんどプロモーターのように組織化さ
れることを示した。すなわち、これらは、多くの個々のエレメント（そのそれぞれが１つ
以上の転写タンパク質に結合する）からなる。
エンハンサーとプロモーターとの間の塩基の距離は、作動可能である。全体としてのエン
ハンサー領域は、一定の距離で転写を刺激し得なければならない；これは、プロモーター
領域またはその相補エレメントにはあてはまる必要はない。一方、プロモーターは、RNA
合成の開始を導く１つ以上のエレメントを特定の部位および特定の方向で有さなければな
らないにもかかわらず、エンハンサーはこれらの特異性を欠いている。プロモーターおよ
びエンハンサーはしばしば、重複し、そして連続的であり、しばしば、非常に類似した調
節機構を有するようである。
さらに、任意のプロモーター／エンハンサーの組み合わせ（真核生物のプロモーターデー
タベース（EPDB）として）もまた、特定の構築物の発現を駆動するために使用され得る。
T3、T7、またはSP6細胞質発現系の使用は、別の可能性のある実施態様である。真核生物
細胞は、適切なバクテリオファージポリメラーゼが、送達複合体の一部として、またはさ
らなる遺伝子発現ベクターとして提供される場合、特定のバクテリオファージプロモータ
ーからの細胞質の転写を支持し得る。
cDNAインサートが用いられる場合、代表的には、遺伝子転写物の適切なポリアデニル化を
もたらすためにポリアデニル化シグナルを含むことが所望される。ポリアデニル化シグナ
ルの性質は、本発明の好結果の実施に重要ではないと考えられ、そしてこのような任意の
配列が用いられ得る。SV40、ウシ成長ホルモン、および単純ヘルペスウイルスチミジンキ
ナーゼ遺伝子からのようなポリアデニル化シグナルは、多くの標的細胞において十分に機
能することが見いだされている。
７．遺伝子導入の方法
本発明のヘルパー細胞株を作製するために、およびその使用のための組換えアデノウイル
スベクターを作製するために、種々の遺伝的（すなわち、DNA）構築物は細胞に送達され
なければならない。これを達成するための１つの方法は、例えば、本発明のアデノウイル
スベクターでの形質転換によって、感染性ウイルス粒子を使用するウイルス形質導入によ
る。あるいは、レトロウイルスまたはウシパピローマウイルスが用いられ得、その両方と
も、目的の１つまたは複数の遺伝子での宿主細胞の永久的形質転換を可能にする。他の状
況では、導入されるべき核酸は感染性ではなく、すなわち、感染性ウイルス粒子に含まれ
ない。この遺伝物質は、導入のための非ウイルス方法に頼らなければならない。
培養した哺乳動物細胞への発現構築物の導入のためのいくつかの非ウイルス方法はまた、
本発明によって意図される。これらには、リン酸カルシウム沈降法（GrahamおよびVan De
r Eb，1973；ChenおよびOkayama，1987；Rippeら，1990）、DEAE-デキストラン（Gopal，
1985）、エレクトロポレーション（Tur-Kaspaら，1986；Potterら，1984）、直接マイク
ロインジェクション（HarlandおよびWeintraub，1985）、DNA積載リポソーム（Nicolauお
よびSene，1982；Fraleyら，1979）、細胞超音波処理（Fechheimerら，1987）、高速マイ
クロプロジェクタイルを使用する遺伝子ボンバードメント（Yangら，1990）、およびレセ
プター媒介されるトランスフェクション（WuおよびWu，1987；WuおよびWu，1988）が挙げ
られる。
一旦構築物が細胞に送達されると、治療遺伝子をコードする核酸は、異なる位置に配置さ
れそして発現され得る。ある実施態様では、治療遺伝子をコードする核酸は、細胞のゲノ
ムに安定に組み込まれ得る。この組込みは、相同組換え（遺伝子置換）によって同種の位
置および配向であり得るか、またはランダムな非特異的位置（遺伝子増強（augmentation
））に組み込まれ得る。なおさらなる実施態様では、核酸は、DNAの別々のエピソームセ
グメントとして細胞に安定に維持され得る。このような核酸セグメントまたは「エピソー
ム」は、宿主細胞周期と独立したまたは同調して維持および複製を可能にするために十分
な配列をコードする。発現構築物を細胞に送達する方法および細胞内で核酸が維持される
場所は、用いられる発現構築物のタイプに依存する。
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本発明の１つの実施態様では、発現構築物は、単に、裸の組換えDNAまたはプラスミドか
らなり得る。構築物の導入は、細胞膜を物理的または化学的に透過性にする上記の方法の
いずれかによって行われ得る。これは、インビトロでの導入に特に適用可能であるが、同
様にインビボでの使用にも適用され得る。Dubenskyら（1984）は、成体および新生仔マウ
スの肝臓および脾臓に、CaPO4沈殿物の形態でポリオーマウイルスDNAを首尾良く注射した
。これは、活性なウイルス複製および急性感染を示す。BenvenistyおよびNeshif（1986）
はまた、CaPO4沈殿したプラスミドの直接的腹腔内注射が、トランスフェクトした遺伝子
の発現を生じることを示した。CAMをコードするDNAがまた、インビボで同様の様式で導入
されそしてCAMを発現し得ることが想像される。
裸のDNA発現構築物を細胞に導入するための本発明の別の実施態様は、パーティクルボン
バードメントを含み得る。この方法は、細胞膜を貫通させそして細胞を殺さずに細胞に侵
入するのを可能にする高速に、DNAコートしたマクロプロジェクタイルを加速する能力に
依存する（Kleinら，1987）。小粒子を加速するためのいくつかのデバイスが開発されて
いる。このようなデバイスの１つは、電流を生じるために高圧放電に頼り、これは次に動
力を提供する（Yangら，1990）。使用したマイクロプロジェクタイルは、タングステンま
たは金のビーズのような生物学的に不活性な物質からなった。
本発明のさらなる実施態様では、発現構築物は、リポソームに封入され得る。リポソーム
は、リン脂質二重層膜および内部水性媒体によって特徴づけられる小胞構造である。多重
ラメラリポソームは、水性媒体によって分離された複数の脂質層を有する。これらは、リ
ン脂質が過剰の水性溶液に懸濁される場合に、自然に形成される。脂質成分は、閉鎖構造
の形成前に自己再配置を受け、そして脂質二重層間に水および溶解した溶質を封入する（
GhoshおよびBachhawat，1991）。
インビトロでの外来DNAのリポソーム媒介された核酸送達および発現は、非常に成功して
いる。β-ラクタマーゼ遺伝子を使用して、Wongら（1980）は、培養したニワトリ胚、HeL
a、および肝ガン腫細胞における、外来DNAのリポソーム媒介性送達および発現の可能性を
証明した。Nicolauら（1987）は、静脈内注射後、ラットで好結果なリポソーム媒介され
た遺伝子導入を成し遂げた。「リポフェクション」技術を含む種々の市販のアプローチも
含まれる。
本発明のある実施態様では、リポソームは、血球凝集性ウイルス（HVJ）と複合体化され
得る。これは、細胞膜との融合を容易にし、そしてリポソームカプセル化したDNAの細胞
侵入を促進することが示されている（Kanedaら，1989）。他の実施態様では、リポソーム
は、核非ヒストン染色体タンパク質（HMG-1）とともに複合体化されるかまたは用いられ
得る（Katoら，1991）。なおさらなる実施態様では、リポソームは、HVJおよびHMG-1の両
方とともに複合体化されるかまたは用いられ得る。このような発現構築物が、インビトロ
およびインビボでの核酸の導入および発現に好結果に用いられているので、これらは本発
明に適用可能である。
治療遺伝子をコードする核酸を細胞に送達するために用いられ得る他の発現構築物は、レ
セプター媒介される送達ビヒクルである。これらは、ほとんどすべての真核生物細胞にお
いてレセプター媒介されるエンドサイトーシスによる巨大分子の選択的取り込みを利用す
る。種々のレセプターの細胞タイプ特異的分布のため、送達は非常に特異的であり得る（
WuおよびWu，1993）。
レセプター媒介される遺伝子標的化ビヒクルは、一般的に、２つの成分からなる：細胞レ
セプター特異的リガンドおよびDNA結合剤。いくつかのリガンドは、レセプター媒介され
る遺伝子導入に使用されている。最も詳細に特徴づけられたリガンドは、アシアロオロソ
ムコイド（asialoorosomusoid）（ASOR）（WuおよびWu，1987）およびトランスフェリン
（transferring）（Wagnerら，1990）である。最近、ASORと同じレセプターを認識する合
成ネオ糖タンパク質（neoglycoprotein）は、遺伝子送達ビヒクル（Ferkolら，1993；Per
alesら，1994）として使用されており、そして上皮増殖因子（EGF）はまた扁平上皮ガン
細胞に遺伝子を送達するために使用されている（Myers，EPO 0273085）。
他の実施態様では、送達ビヒクルは、リガンドおよびリポソームを含み得る。例えば、Ni
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colauら（1987）は、ラクトシル-セラミド、ガラクトース末端アシアロガングリオシド（
asialganglioside）を用い、リポソームに組み込まみ、そして肝細胞によるインスリン遺
伝子の取り込みの上昇を観察した。したがって、治療遺伝子をコードする核酸がまた、リ
ポソームとともにまたはなしで任意の数のレセプター-リガンド系によって、前立腺、上
皮、または腫瘍細胞のような細胞タイプに特異的に送達され得ることが可能である。例え
ば、ヒト前立腺特異的抗原（Wattら，1986）は、前立腺組織における核酸の媒介された送
達についてレセプターとして使用され得る。
８．核酸夾雑物を除去すること
本発明は、夾雑する核酸を除去するためにヌクレアーゼを用いる。代表的ヌクレアーゼに
は、Benzonase▲Ｒ▼、Pulmozyme▲Ｒ▼；あるいは当該技術分野内で普通に使用される任
意の他のDNaseまたはRNaseが挙げられる。
Benzonase▲Ｒ▼のような酵素は、核酸を分解し、そしてタンパク質分解活性を有さない
。Benzonase▲Ｒ▼が核酸を迅速に加水分解する能力は、細胞溶解物粘度を減少させるた
めにこの酵素を理想的にする。核酸がウイルスのような細胞由来粒子に接着し得ることは
周知である。接着は、凝塊形成により分離を妨害し得るか、粒子のサイズを変化し得るか
、または粒子の電荷を変化させ得、任意の産物が所定の精製スキームで回収される場合に
はほとんど生じない。Benzonase▲Ｒ▼は、精製中に核酸負荷を減少させるために十分適
切であり、そのため妨害を排除しそして収量を改良する。
すべてのエンドヌクレアーゼについてのように、Benzonase▲Ｒ▼は、特定のヌクレオチ
ド間の内部ホスホジエステル結合を加水分解する。完全な切断の際、溶液中に存在するす
べての遊離核酸は、２～４塩基長のオリゴヌクレオチドまで減少する。
９．精製技術
本発明は、本発明のアデノウイルスベクターを精製するために多くの異なる精製法を用い
る。このような技術としては、沈降およびクロマトグラフィーに基づく技術が挙げられ、
そして本明細書中以下でより詳細に説明する。
Ａ）密度勾配遠心分離
密度勾配遠心分離の２つの方法（速度帯技術（rate zonal technique）および等密度（等
しい密度）技術）があり、そして両方とも、粒子の混合物のすべての成分の定量的分離が
必要とされる場合に使用され得る。これらは、浮遊密度の決定のためにおよび沈降係数の
評価のためにも使用される。
速度帯技術による粒子分離は、サイズまたは沈降速度の差に基づく。この技術は、予め形
成された液体密度勾配の上部に試料溶液を注意深く積層する工程を包含し、この最高密度
は、分離されるべき最も密度の高い粒子の密度を越える。次いで、試料を、所望の程度の
分離がもたらされるまで、すなわち、粒子が、勾配を通って動いて粒子の相対速度に従っ
て間隔をあけられた分離した帯またはバンドを形成するために十分な時間、遠心分離する
。この技術は時間依存的であるので、遠心分離は、分離された帯のいずれかがチューブの
底部でペレットになる前に終了されなければならない。この方法は、酵素、ホルモン、RN
A-DNAハイブリッド、リボソームサブユニット、非細胞性（subcellular）オルガネラの分
離のために、ポリソームの試料のサイズ分布の分析のために、およびリポタンパク質分画
のために使用されている。
試料は、分離されるべき粒子密度の全範囲にわたる連続的密度勾配の上部に積層される。
それゆえ、勾配の最大密度は、最も密な粒子の密度をいつも超えなければならない。遠心
分離中、粒子の沈降は、粒子の浮遊密度と勾配の密度とが等しくなるまで生じる（すなわ
ち、ここでは等式2.12においてｐp＝ｐm）。この時点で、粒子はそれ自体の密度よりも大
きな密度を有する物質のクッションに浮かんでいるので、遠心分離をどんなに長く続けた
としても、さらなる沈降は生じない。
速度帯技術とは対照的に、等密度遠心分離は、平衡化方法であり、粒子は、バンドを形成
して、それ自体の特徴的浮遊密度でそれぞれ帯を形成する。おそらく、粒子の混合物中の
すべての成分が必要とされるとは限らない場合、混合物の望ましくない成分は遠心チュー
ブの底に沈降するが、目的の粒子がそれぞれの等密度位置に沈降する勾配範囲が選択され
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得る。このような技術は、速度帯および等密度アプローチの両方の組み合わせを包含する
。
等密度遠心分離は、粒子の浮遊密度にのみ依存し、そしてその形状またはサイズには依存
せず、そして時間とは関係ない。したがって、非常に類似の密度（例えば、スクロース溶
液においてｐ＝1.3g cm-3）を有する可溶性タンパク質は、通常はこの方法によって分離
され得ないが、非細胞性オルガネラ（例えば、スクロース溶液において、ゴルジ装置、ｐ
＝1.11g cm-3、ミトコンドリア、ｐ＝1.19g cm-3、およびペルオキシソーム、ｐ＝1.23g 
cm-3）は、効果的に分離され得る。
予め形成された勾配上で分離されるべき粒子混合物を積層することの代わりとして、試料
は、最初に、均一密度の溶液を得るために勾配培地と混合され、遠心分離中に沈降平衡化
によって、勾配が「自己形成する」。この方法（平衡化等密度方法という）では、一般的
に、重金属（例えば、セシウムまたはルビジウム）の塩、スクロース、コロイド状シリカ
、またはMetrizamideが使用される。
試料（例えば、DNA）は、例えば、塩化セシウムの濃縮された溶液と均質に混合される。
濃縮された塩化セシウム溶液の遠心分離は、CsCl分子の沈降を生じて、濃度勾配、従って
密度勾配を形成する。チューブ全体を通して最初は均一に分布した試料分子（DNA）は、
ここで、溶液密度がそれ自体の浮遊密度に等しい領域、すなわち、その等密度位置に達す
るまで上昇するかまたは沈降するかのいずれかであり、この位置で試料分子はバンド形成
して帯になる。この技術はしばしば、平衡を確立するために非常に長い遠心分離時間（例
えば、36～48時間）が必要とされるという不利益がある。しかし、これは、粒子の浮遊密
度、二本鎖DNAの塩基組成を決定するために、および環状形態のDNAから線状形態のDNAを
分離するために、分析遠心分離で普通に使用される。
分離の多くは、生合成の間に重い同位元素（例えば、15Ｎ）の組込みによりDNAの異なる
形態間の密度の差を増加させること（Esherichia coliにおけるDNA複製のメカニズムを解
明するためにLeselsonおよびStahlによって使用された技術）によって、あるいは重金属
イオンまたはエチジウムブロミドのような染料の結合によって改良され得る。等密度勾配
はまた、ウイルスを分離および精製するため、およびヒト血漿リポタンパク質を分析する
ために使用されている。
Ｂ）クロマトグラフィー
本発明のある実施態様では、精製したアデノウイルスを産生することが所望される。精製
技術は、当該技術分野で周知である。これらの技術は、混合物の他の成分からアデノウイ
ルス粒子を分離するための細胞環境の分画化を包含する傾向がある。他の成分からアデノ
ウイルス粒子が分離されると、アデノウイルスは、完全な精製を達成するために、クロマ
トグラフィーおよび電気泳動技術を使用して精製され得る。本発明の純粋なアデノウイル
ス粒子の調製に特に適切な分析方法は、イオン交換クロマトグラフィー、サイズ排除クロ
マトグラフィー；ポリアクリルアミドゲル電気泳動である。本発明に関連して用いられる
べき特に効率的な精製方法は、HPLCである。
本発明のある局面は、アデノウイルス粒子の精製に関し、そして特定の実施態様では、そ
の実質的な精製に関する。本明細書で使用される用語「精製された」は、他の成分から単
離可能な組成物をいうことが意図され、ここで、アデノウイルス粒子は、天然に得られ得
る形態に対して任意の程度まで精製される。したがって、精製されたアデノウイルス粒子
はまた、その粒子が天然に存在し得た環境から免れたアデノウイルス成分をいう。
一般的に、「精製された」とは、種々の他の成分を除去するための分画化を受けているア
デノウイルス粒子をいい、そしてこの組成物は、その発現された生物学的活性を実質的に
保持する。用語「実質的に精製された」が使用される場合、この名称は、粒子、タンパク
質、またはペプチドが、組成物中の約50％以上の構成成分を構成するような、組成物の主
要成分を形成する組成物をいう。
タンパク質またはペプチドの精製の程度を定量するための種々の方法は、本明細書の開示
を考慮すれば当業者に公知である。これらには、例えば、活性画分の比活性を決定するこ
と、またはSDS/PAGE分析によって画分内のポリペプチドの量を評価することが包含される
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。画分の純度を評価するために好ましい方法は、画分の比活性を算出すること、これを最
初の抽出物の比活性と比較すること、および純度の程度を算出することであり、ここでは
「-倍精製数」によって評価される。活性の量を表すために使用される実際の単位は、も
ちろん、精製に続いて選択される特定のアッセイ技術、ならびに、発現されたタンパク質
またはペプチドが検出可能な活性を示すかどうかに依存する。
アデノウイルスが、常に最も精製された状態で提供されるという一般的な要件は存在しな
い。実際、実質的にあまり精製されていない産物が、ある実施態様で有用性を有すること
が予想される。部分精製は、少数の精製工程を組み合わせて使用することによって、また
は同じ一般的精製スキームの種々の形態を利用することによって、達成され得る。例えば
、HPLC装置を利用して行われる陽イオン交換カラムクロマトグラフィーが、一般的に、低
圧クロマトグラフィーシステムを利用する同じ技法よりも大きな倍率の精製を生じること
が理解される。より低い程度の相対精製を示す方法は、タンパク質産物の総回収に、また
は発現されたタンパク質の活性を維持することに利点を有し得る。
もちろん、当業者に公知のクロマトグラフィー技法および他の精製技法もまた、本発明の
アデノウイルスベクターによって発現されるタンパク質を精製するために用いられ得るこ
とが理解される。イオン交換クロマトグラフィーおよび高速液体クロマトグラフィーは、
アデノウイルス粒子の精製に用いられる代表的精製技法であり、そして本明細書で以下に
さらに詳細に記載される。
イオン交換クロマトグラフィー。イオン交換クロマトグラフィーの基本原理は、交換体に
対する物質の親和性が、材料の電気的特性および溶媒中の他の荷電物質の相対親和性の両
方に依存する。したがって、結合した材料は、pHを変化させること、そのため材料の電荷
を変化させることによって、あるいは競合する材料（その塩は１例にすぎない）を添加す
ることによって、溶出され得る。異なる物質は異なる電気的特性を有するので、遊離につ
いての条件は、各結合した分子種で変化宇する。一般的に、良好な分離を得るために、選
択方法は、連続的イオン強度グラジエント溶出または段階的溶出のいずれかである。（イ
オン強度を同時に増加させることなくpHグラジエントを設定することは困難であるので、
pHのみのグラジエントはしばしば使用されない。）陰イオン交換体については、pHおよび
イオン強度が徐々に増加するか、またはイオン強度のみが増加するかのいずれかである。
陽イオン交換体については、pHおよびイオン強度の両方とも増加する。溶出手順の実際の
選択は、通常、試行錯誤、および安定性の考慮の結果である。例えば、不安定な材料につ
いては、かなり一定のpHを維持することが最良である。
イオン交換体は、イオンが静電的に結合する、化学的に結合した荷電基を有する固体であ
り；水性溶液中のイオンに対してこれらのイオンを交換し得る。イオン交換体は、電荷に
従って分子を分離するためにカラムクロマトグラフィーで使用され得；実際には、分子の
他の特徴は、通常、クロマトグラフの挙動が、分子の電荷密度、電荷分布、およびサイズ
に感受性であるために重要である。
イオン交換クロマトグラフィーの原理は、荷電分子が可逆的にイオン交換体に吸着し、そ
の結果、分子がイオン環境を変化させることによって結合または溶出され得ることである
。イオン交換体における分離は、通常、２つの段階で達成される：第１は、分離されるべ
き物質が、安定で強固な結合を与える条件を使用して、交換体に結合される；次いで、カ
ラムが、異なるpH、イオン強度、または組成の緩衝液で溶出され、そして緩衝液の成分が
、結合部位に対して、結合した材料と競合する。
イオン交換体は、通常、共有結合した荷電基を含む三次元ネットワークまたはマトリクス
である。基は、負に荷電している場合、陽イオンを交換しそして陽イオン交換体である。
陽イオン交換体で使用される代表的な基は、スルホン基SO3

-である。H+がこの基に結合さ
れるならば、交換体は、酸形態であるといい；例えば、１つのNa+に対してH+を、または
１つのCa2+に対して２つのH+を交換し得る。スルホン酸基は、強酸性陽イオン交換体と呼
ばれる。他の通常使用される基は、フェノール性ヒドロキシルおよびカルボキシルであり
、両方とも弱酸性陽イオン交換体である。荷電基が正、例えば、４級アミノ基であるなら
ば、これは強塩基性陰イオン交換体である。最も通常の弱塩基性陰イオン交換体は、芳香
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族または脂肪族アミノ基である。
マトリクスは、種々の材料から作製され得る。普通に使用される材料は、デキストラン、
セルロース、アガロース、ならびにスチレンとビニルベンゼンとのコポリマーであり、こ
こでジビニルベンゼンはポリスチレン鎖を架橋し、しかも荷電基を含む。表４は、多くの
イオン交換体の組成を示す。
イオン交換体の総容量が、乾燥重量のミリグラム当たりの交換可能な基を取り込む能力の
尺度となる。この数は、製造者によって提供され、そして容量を超過してしまうと、イオ
ンが結合せずにカラムを通過するので、重要である。

利用可能な容量は、特定の実験条件（すなわち、pH、イオン強度）下の容量である。例え
ば、イオン交換体が荷電する程度は、pHに依存する（pHの効果は、強イオン交換体では、
より小さい）。荷電基の近くの小イオンがこれらの基について試料分子と競合するので、
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別の因子はイオン強度である。小イオンのより高い拡散係数がより大きな回数の遭遇を意
味するので、この競合は、試料が巨大分子であるならば、非常に効果的である。明らかに
、緩衝液濃度が上昇するにつれて、競合はより激しくなる。
マトリクスの多孔性は、荷電基がマトリクスの内側および外側の両方にあるので、そして
マトリクスがまた分子ふるいとして作用するので、重要な特徴である。大きな分子は、孔
を通過することが不可能であり得；そのため、容量は分子の大きさの増加とともに減少す
る。ポリスチレンベースの樹脂の多孔性は、ジビニルベンゼンによる架橋の量によって決
定される（多孔性は、ジビニルベンゼンの量の増加とともに減少する）。DowexおよびAG
シリーズでは、ジビニルベンゼンの割合は、Ｘの後の数字によって示され、したがって、
Dowex 50-X8は、８％ジビニルベンゼンである。
イオン交換体は、メッシュサイズと呼ばれる、種々の粒子サイズにはいる。より細かいメ
ッシュは、増加した表面対容量比（ration）、したがって交換体の所定の容量について生
じる交換についての増加した容量および減少した時間を意味する。一方、細かいメッシュ
は、拡散的な広がりを増加し得るゆっくりとした流速を意味する。非常に細かい（約10μ
m直径の）粒子および適切な流れを維持するための高圧の使用は、高速または高圧液体ク
ロマトグラフィー、すなわち単にHPLCと呼ばれる。
このような異なる特性－電荷、容量、多孔性、メッシュ－を有する交換体のこのようなコ
レクションは、特定の分離を達成するために適切な交換体の選択を困難にする。カラム材
料のタイプならびに結合および溶出のための条件をどのように決定するかを、以下の実施
例に記載する。
技法としてイオン交換クロマトグラフィーを用いる場合、行われるべき多くの選択がある
。行われるべき第１の選択は、交換体が陰イオン性または陽イオン性のどちらであるべき
かである。カラムに結合されるべき材料が単一電荷（すなわち、正または負のいずれか）
を有するならば、選択は明らかである。しかし、多くの物質（例えば、タンパク質、ウイ
ルス）は、負電荷および正電荷の両方を有し、そして正味の電荷はpHに依存する。このよ
うな場合、主要な因子は、種々のpH値での物質の安定性である。ほとんどのタンパク質は
、正または負のいずれかに荷電する安定性のpH範囲（すなわち、この範囲でタンパク質は
変性しない）を有する。したがって、タンパク質が等電点より上のpH値で安定であるなら
ば、陰イオン交換体が使用されるべきであり；等電点以下の値で安定ならば、陽イオン交
換体が必要とされる。
強イオン交換体と弱イオン交換体との間の選択はまた、電荷および安定性に対するpHの効
果に基づく。例えば、イオン化のために非常に低いまたは高いpHを必要とする弱くイオン
化された物質がクロマトグラフされるならば、全pH範囲にわたり機能するので、強イオン
交換体が要求される。しかし、物質が不安定であるならば、強交換体はしばしば分子が変
性するように分子をゆがめ得るので、弱イオン交換体が好ましい。物質が安定であるpHは
、もちろん、特定の弱交換体が荷電されるpHの狭い範囲にマッチさせなければならない。
弱く荷電したイオンは通常結合しないので、弱イオン交換体はまた、小さな電荷を有する
分子からの高い電荷を有する分子の分離に関して優れている。弱交換体はまた、電荷の差
が非常に小さいならば、物質のより大きな分解能を示す。巨大分子が非常に強い電荷を有
するならば、強交換体から溶出することが不可能であり得、そして弱交換体がまた好まし
くあり得る。一般に、弱交換体は、強交換体よりも有用である。
SephadexおよびBio-gel交換体は、低イオン強度で不安定である巨大分子について特に利
点を提供する。これらの材料における架橋は、たとえマトリクスが非常に極性であっても
、マトリクスの不溶性を維持するので、イオン化可能な基の密度は、セルロースイオン交
換体で可能であるよりも数倍大きくさせ得る。増加した電荷密度は、増加した親和性を意
味し、その結果、より高いイオン強度で吸着が行われ得る。一方、これらの交換体は、分
子ふるい特性をいくつか保持し、そのため、ときどき、分子量の差は、電荷の差によって
引き起こされる分配を無効にする。分子ふるい効果はまた、分離を増強し得る。
小分子は、利用可能容量が大きいので、小さい孔サイズ（高い程度の架橋）のマトリクス
で最良に分離されるが、巨大分子は大きな孔サイズを必要とする。しかし、Sephadexタイ
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プを除いて、ほとんどのイオン交換体は、多孔性を分子量とマッチさせる機会がない。
セルロースイオン交換体は、タンパク質およびポリヌクレオチドのような大きな分子を精
製するために最良であることが証明されている。これは、マトリクスが繊維状であり、し
たがって、すべての官能基は表面上にあり、そして最大の分子でさえも利用可能であるか
らである。しかし、多くの場合には、DEAE-SephacelおよびDEAE-Biogel Pのようなビーズ
化形態は、分離におけるより良好な流速および分子ふるい効果の補助があるため、より有
用である。
メッシュサイズを選択することは常に難しい。小さいメッシュサイズは、分解能を改良す
るが、流速を減少させ、これはゾーンの広がりを増加させ、そして分解能を減少させる。
したがって、適切なメッシュサイズは、通常、経験的に決定される。
緩衝液自体はイオンからなるので、これらはまた交換し得、そしてpH平衡が影響され得る
。これらの問題を避けるために、陰イオン交換体には陽イオン緩衝液を使用し、そして陽
イオン交換体には陰イオン緩衝液を使用せよという、緩衝液の規則が採用される。イオン
強度は結合における因子であるので、そのイオン強度が高すぎる必要がないように、高い
緩衝能を有する緩衝液を選択すべきである。さらに、最良の解析について、一般的に、カ
ラムに試料を適用するために使用されるイオン条件（いわゆる開始条件）は、カラムを溶
出するために使用される条件に近くあるべきである。
高速液体クロマトグラフィー（HPLC）は、ピークの並外れた分解能を有する非常に迅速な
分離によって特徴づけられる。これは、非常に細かい粒子および適切な流速を維持するた
めの高圧の使用によって達成される。分離は、数分またはせいぜい１時間で達成され得る
。さらに、粒子が非常に小さくそして密にパックされ、ボイドボリュームがベッド容量の
非常に小さな画分であるので、非常に小さな容量の試料のみが必要とされる。また、バン
ドが狭く試料はほとんど希釈されないので、試料の濃度は非常に大きい必要はない。
10．薬学的組成物および処方物。
上記の方法によって精製されると、本発明のウイルス粒子は投与され、インビトロ、エク
スビボ、またはインビボが意図される。したがって、目的の適用に適切な薬学的組成物と
して複合体を調製することが所望される。一般に、これは、発熱物質、ならびにヒトまた
は動物に有害であり得る任意の他の不純物を、本質的に含まない薬学的組成物を調製する
ことを伴う。一般に、複合体を安定にしそして標的細胞による複合体の取り込みを可能に
するために適切な塩および緩衝液を用いることも所望される。
本発明の水性組成物は、薬学的に受容可能なキャリアまたは水性媒体に溶解または分散さ
れた、有効量の発現構築物および核酸を含む。このような組成物はまた、接種物ともいわ
れ得る。句「薬学的または薬理学的に受容可能」とは、動物または適切にはヒトに投与さ
れる場合、有害な、アレルギー性の、または他の望ましくない反応を生じない分子実体お
よび組成物をいう。本明細書で使用される場合、「薬学的に受容可能なキャリア」は、任
意のおよびすべての溶媒、分散媒体、コーティング剤、抗菌および抗真菌剤、等張および
吸収遅延剤などを含む。薬学的に活性な物質のためのこのような媒体および薬剤の使用は
、当該分野で周知である。任意の従来の媒体または薬剤が活性成分と適合不可能である限
りを除いて、治療組成物におけるその使用が意図される。追加の活性成分もまた、組成物
に組み込まれ得る。
遊離塩基または薬理学的に受容可能な塩としての活性化合物の溶液は、ヒドロキシプロピ
ルセルロースのような界面活性剤と適切に混合された水において調製され得る。分散物は
また、グリセロール、液体ポリエチレングリコール、およびその混合物中で、および油中
で調製され得る。貯蔵および使用の通常の条件下で、これらの調製物は、微生物の増殖を
防止するための保存剤を含む。
本発明のウイルス粒子は、ヒトへの投与を含む治療レジメにおける使用のための古典的な
薬学的調製物を含み得る。本発明による治療組成物の投与は、標的組織がその経路によっ
て利用可能である限り、任意の普通の経路による。これには、経口、鼻内、頬内、直腸内
、膣内、または局所を含む。あるいは、投与は、患部に直接（orthotopic）、皮内、皮下
、筋肉内、腹腔内、または静脈内注射による。このような組成物は、正常には、生理学的
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に受容可能なキャリア、緩衝液、または他の賦形剤を含む薬学的に受容可能な組成物とし
て投与される。腫瘍に対する適用については、腫瘍内直接注入、切除された腫瘍床への注
入、局所的（すなわち、リンパ）または全身的投与が企図される。疾患部位、例えば、腫
瘍または腫瘍部位へカテーテルによって数時間から数日にわたって持続灌流を行うことも
所望され得る。
本発明の治療組成物は、液体溶液または懸濁液のいずれかとしての注射可能組成物の形態
で有利に投与される。液体における注射前の溶解または懸濁に適切な固体形態もまた調製
され得る。これらの調製物はまた乳化され得る。このような目的のための代表的な組成物
は、薬学的に受容可能なキャリアを含む。例えば、組成物は、リン酸緩衝化生理食塩水の
１ミリリットル当たり約100mgのヒト血清アルブミンを含み得る。他の薬学的に受容可能
なキャリアは、水性溶液を含み、塩、保存剤、緩衝剤などを含む非毒性賦形剤が使用され
得る。非水性溶媒の例は、プロピレングリコール、ポリエチレングリコール、植物油、お
よびエチルオレエートのような注射可能な有機エステルである。水性キャリアには、水、
アルコール性／水性溶液、生理食塩溶液、塩化ナトリウムのような非経口ベヒクル、リン
ゲルデキストロースなどが挙げられる。静脈内ベヒクルには、液体および栄養補充物が挙
げられる。保存剤には、抗菌剤、抗酸化剤、キレート剤、および不活性ガスが挙げられる
。薬学的組成物の種々の成分のpHおよび正確な濃度は、周知のパラメータによって調節さ
れる。
経口投与に適切な追加の処方物。経口処方物には、例えば、薬学的グレードのマンニトー
ル、ラクトース、スターチ、ステアリン酸マグネシウム、サッカリンナトリウム、セルロ
ース、炭酸マグネシウムなどのような代表的賦形剤が挙げられる。組成物は、溶液、懸濁
液、錠剤、丸剤、カプセル剤、持続放出処方物、または粉剤の形態をとる。経路が局所で
ある場合、形態は、クリーム、軟膏、膏薬、またはスプレーであり得る。
有効量の治療剤は、意図された目的に基づいて決定され、例えば、（i）腫瘍細胞増殖の
阻害、（ii）腫瘍細胞の排除または殺傷、（iii）ワクチン接種、または（iv）治療遺伝
子の長期発現のための遺伝子導入である。用語「単位用量」とは、被験体における使用の
ために適切な物理学的に離散的単位をいい、各単位は、投与に関連して、すなわち、適切
な経路および処置レジメで、上記の所望の応答を生じるために算出された所定量の治療組
成物を含む。処置の数および単位用量の両方に従って投与される量は、処置される被験体
、被験体の状態、および所望される結果に依存する。複数の遺伝子治療レジメが、特にア
デノウイルスについて期待される。
本発明のある実施態様では、腫瘍サプレッサー遺伝子をコードするアデノウイルスベクタ
ーは、ガン患者を処置するために使用される。ガンの遺伝子治療に使用されるアデノウイ
ルスベクターの代表的量は、103～1015PFU/用量（103、104、105、106、107、108、109、
1010、1011、1012、1013、1014、1015）であり、ここで用量は、固体腫瘍内の異なる部位
で数回の注射に分けられ得る。処置レジメはまた、３～10週間にわたる、数サイクルの遺
伝子移入ベクターの投与を含み得る。数カ月から数年のより長期間のベクターの投与は、
継続的な治療利益に必要であり得る。
本発明の別の実施態様では、治療遺伝子をコードするアデノウイルスベクターは、ヒトま
たは他の哺乳動物にワクチン接種するために使用され得る。代表的には、この場合のワク
チン接種において、所望の効果を生じるために効果的なウイルスの量は、トランスジーン
の長期発現が達成されそして強い宿主免疫応答が発生するように、ヒトまたは哺乳動物に
投与される。一連の注射、例えば、最初の注射、および続く２回の追加免疫注射は、長期
の免疫応答を誘導するために十分である。代表的用量は、所望の結果に依存して106～101
5PFU/注射である。低用量の抗原は、一般に、強い細胞媒介応答を誘導するが、高用量の
抗原は、一般に、抗体媒介免疫応答を誘導する。治療組成物の正確な量はまた、主治医の
判断に依存し、そして各個体に固有である。
11．実施例
以下の実施例は、本発明の好ましい実施態様を証明するために含まれる。以下の実施例に
開示される技法が、本発明の実施において十分に機能するために発明者によって発見され
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た技法を示し、そのため実施について好ましい態様を構成すると見なされ得ることが、当
業者に理解されるべきである。しかし、当業者は、本明細書の開示に照らせば、開示され
る特定の実施態様において多くの変更が行われ得、そして本発明の精神および範囲から逸
脱することなく同様または類似の結果をなお獲得し得ることを理解すべきである。
実施例１
材料および方法
Ａ）細胞
Master Cell Bankからの293細胞（ヒト上皮胚性腎細胞）を研究に使用した。
Ｂ）培地
ダルベッコ改変イーグル培地（DMEM、4.5g/Lグルコース）＋10％ウシ胎児血清（FBS）を
、細胞増殖相に使用した。ウイルス産生相については、DMEM中のFBS濃度を２％まで低下
させた。
Ｃ）ウイルス
AdCMVp53は、サイトメガロウイルス（CMV）即時プロモーターの制御下でヒト野生型p53タ
ンパク質を発現する、遺伝子操作した複製不可能なヒト５型アデノウイルスである。
Ｄ）Celligenバイオリアクター
５Ｌの総容量（3.5Ｌの作業用量）を有するCelligenバイオリアクター（New Brunswick S
cientific，Co．Inc.）を使用して、マイクロキャリア培養を用いてウイルス上清を産生
した。13g/Lのガラスコーティングされたマイクロキャリア（SoloHill）を、バイオリア
クターで細胞を培養するために使用した。
Ｅ）Celligenバイオリアクターにおけるウイルス上清の産生
マスターセルバンク（MCB）からの293細胞を融解し、そしてCellfactories（Nunc）に拡
げた。一般に、細胞を、約85～90％のコンフルエンスに分割した。細胞を、１×105細胞/
mlの接種濃度でバイオリアクターに接種した。細胞を、中程度の撹拌によってマイクロキ
ャリアに付着させた。30rpmの速度での連続撹拌を、細胞接種後６～８時間で開始した。
細胞を、pH＝7.20、溶存酸素（DO）＝60％の空気飽和、温度＝37℃に設定したプロセスパ
ラメータで７日間培養した。８日目に、細胞を、MOI＝５でAdCMVp53に感染させた。ウイ
ルス感染の50時間後、撹拌速度を、30rpmから150rpmに増加して、細胞溶解および上清へ
のウイルスの放出を容易にした。ウイルス上清を、感染後74時間で採取した。次いで、ウ
イルス上清を、さらに濃縮／ダイアフィルトレーションのために濾過した。
Ｆ）CellcubeTMバイオリアクターシステム
CellcubeTMバイオリアクターシステム（Corning-Costar）もまた、AdCMVp53ウイルスの産
生のために使用した。これは、使い捨ての細胞培養モジュール、酸素発生装置、培地再循
環ポンプ、および潅流用の培地ポンプから構成される。使用される細胞培養モジュールは
、21,550cm2（１マー）の培養表面積を有する。
Ｇ）CellcubeTMにおけるウイルスの産生
マスターセルバンク（MCB）からの293細胞を融解し、そしてCellfactories（Nunc）に拡
げた。一般に、細胞を、約85～90％のコンフルエンスで分割した。細胞を、製造者の推奨
に従ってCellcubeTMに接種した。接種細胞密度は、１～1.5×104/cm2の範囲であった。細
胞を、pH＝7.20、DO＝60％空気飽和の培養条件下で37℃にて７日間増殖させた。培地灌流
速度を、CellcubeTM中のグルコース濃度に従って調節した。ウイルス感染の１日前に、灌
流用の培地を、DMEM＋10％FBSからDMEM＋２％FBSに変更した。８日目に、細胞を、５の感
染多重度（MOI）でAdCMVp53ウイルスに感染させた。培地灌流を、感染直後１時間で停止
し、次いでウイルス産生相の残りの期間に再開した。培養物を感染後45～48時間に採取し
た。
Ｈ）溶解溶液
20mM Tris＋0.25M NaCl＋１mM MgCl2、pH＝7.50緩衝液中１％（v/v）の濃度でTween-20（
Fisher Chemicals）を使用して、CellcubeTMにおいてウイルス産生相の最後に細胞を溶解
した。
Ｉ）清澄化および濾過
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Celligenバイオリアクターからのウイルス上清およびCellcubeTMからのウイルス溶液を、
最初に、深層（depth）フィルター（Preflow,GelmanSciences）を用いて清澄化し、次い
で、0.8/0.22μmフィルター（SuporCap 100,GelmanSciences）に通して濾過した。
Ｊ）濃縮／ダイアフィルトレーション
接流濾過（tangential flow filtration）（TFF）を使用して、Celligenバイオリアクタ
ーからのウイルス上清およびCellcubeTMからのウイルス溶液を濃縮および緩衝液交換した
。300K名目分子量カットオフ（NMWC）のPellicon IIミニカセット（Millipore）を、濃縮
およびダイアフィルトレーションに使用した。ウイルス溶液を最初に10倍濃縮した。これ
に続いて、一定容量ダイアフィルトレーション法を用いて、20mM Tris＋1.0M NaCl＋１mM
 MgCl2（pH＝9.00）緩衝液に対して４サンプル容量の緩衝液交換を行った。
同様の濃縮／ダイアフィルトレーションを、カラム精製したウイルスについて行った。10
0K NMWCのPellicon IIミニカセットを、300K NMWCカセットの代わりに使用した。ダイア
フィルトレーションを、20mM Tris＋0.25M NaCl＋１mM MgCl2（pH＝9.00）緩衝液または
ダルベッコリン酸緩衝化生理食塩水（DPBS）に対して行った。
Ｋ）Benzonase処理
濃縮／ダイアフィルトレーションされたウイルス溶液を、ウイルス溶液中の夾雑する核酸
の濃度を低減するために、室温で一晩、100u/ml濃度のBenzonaseTM（American Internati
onal Chemicals）を用いて処理した。
Ｌ）CsCl勾配超遠心分離
粗ウイルス溶液を、Beckman超遠心分離機（XL-90）においてSW40ローターを用いる２重Cs
Cl勾配超遠心分離を用いて精製した。最初に、７mlの粗ウイルス溶液を、それぞれ、1.25
g/mlおよび1.40g/ml CsCl溶液の2.5ml等容量で作られる段階CsCl勾配の上部に重層した。
CsCl勾配を、室温で１時間、35,000rpmで遠心分離した。勾配界面のウイルスバンドを回
収した。次いで、回収されたウイルスを、等密度（isopicnic）CsCl勾配に通してさらに
精製した。これは、ウイルス溶液を少なくとも1.5倍容量の1.33g/ml CsCl溶液と混合する
ことによりなされた。CsCl溶液を、室温で少なくとも18時間35,000rpmで遠心分離した。
低部のバンドをインタクトなウイルスとして回収した。直ぐに、CsClを取り除くために、
ウイルスを20mM Tris＋１mM MgCl2（pH7.50）緩衝液に対して透析した。透析されたウイ
ルスを、将来の使用のために-70℃で貯蔵した。
Ｍ）イオン交換クロマトグラフィー（IEC）精製
Benzonase処理されたウイルス溶液を、IECを用いて精製した。強陰性樹脂Toyopearl Supe
rQ 650M（Tosohaas）を、精製のために使用した。XK16カラム（Pharmacia）を備えたFPLC
システム（Pharmacia）を、最初の方法開発のために使用した。さらなるスケールアップ
研究を、XK50カラム（Pharmacia）を備えたBioPilotシステム（Pharmacia）を用いて行っ
た。簡単には、樹脂をカラムにパックし、そして1N NaOHで清浄し、次いで緩衝液Ｂを充
填し、これに続いて緩衝液Ａで調節した。緩衝液ＡおよびＢは、それぞれ、20mM Tris＋0
.25M NaCl＋１mM MgCl2（pH9.00）および20mM Tris＋２M NaCl＋１mM MgCl2（pH9.00）か
らなる。ウイルス溶液サンプルを調節されたカラムにロードし、続いてUV吸収がベースラ
インに達するまで緩衝液Ａでカラムを洗浄した。精製されたウイルスを、10カラム容量の
直線NaCl勾配を用いることによりカラムから溶出させた。
Ｎ）HPLC分析
HPLC分析手順を、ウイルス生成および精製の効率を評価するために開発した。トリス（ヒ
ドロキシメチル）アミノメタン（tris）を、FisherBiotech（カタログ番号BP154-1；Fair
 Lawn,New Jersey,U.S.A.）から得；塩化ナトリウム（NaCl）を、Sigma（カタログ番号S-
7653,St.Louis,MO,U.S.A）から得た。両方を、さらなる精製なしで直接使用した。HPLC分
析を、TosoHaasからの陰イオン交換カラム（7.5cm×7.5mm ID、10μm粒子サイズ、カタロ
グ番号18257）を備えたGold Workstation Software（126バイナリーポンプおよび168ダイ
オードアレイ検出器）を用いる、BeckmanからのAnalytical Gradient Systemにおいて行
った。１-ml Resource Q（Pharmacia）陰イオン交換カラムを使用して、それらのHEPES緩
衝系を用いて、Huygheらにより開発された方法を評価した。この方法は、Bioreactorシス
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テムのみについて試みた。
本発明のHPLCシステムにおいて使用された緩衝液は、緩衝液Ａ：10mM tris緩衝液（pH9.0
）、緩衝液Ｂ：緩衝液Ａ中の1.5M NaCl（pH9.0）であった。緩衝液を、Corning（カタロ
グ番号25970-33）による0.22μmの瓶上部（bottle top）フィルターに通して濾過した。
全てのサンプルを、注入前にGelman Sciences（カタログ番号4187）からの0.8/0.22μm A
crodisc PFに通して濾過した。
サンプルを、60～100μl容量でHPLCカラムに注入する。注入後、カラム（TosoHaas）を、
0.75ml/分の流速で３分間、20％Ｂで洗浄する。次いで、勾配を開始し、ここでＢを６分
間にわたって20％から50％に増大させる。次いで、勾配を、３分間にわたって50％から10
0％Ｂに変え、続いて６分間100％Ｂにする。次いで、塩濃度を、４分間にわたって再び20
％に段階的にもとに戻し、そしてさらに６分間20％Ｂで維持する。Adp53の保持時間は、

で9.5±0.3分である。各クロマトグラフィー作業後のカラムの洗浄は、100μlの0.15M Na
OHを注入し、次いで勾配を流すことにより達成される。
実施例２
ウイルス生成および精製に対するCellcubeTMにおける培地灌流速度の効果
灌流細胞培養システム（例えば、CellcubeTM）について、培地灌流速度は、産物の収率お
よび品質に重要な役割を果たす。２つの異なる培地灌流ストラテジーを調べた。一方のス
トラテジーは、CellcubeTMにおいてグルコース濃度を

（高灌流速度）に保つことであった。他方のストラテジーは、グルコース濃度を

（低培地灌流速度）に保ことであった。
培養パラメーター（例えば、pH、DO）における有意な変化は、２つの異なる灌流速度間で
観察されなかった。ほとんど等量の粗ウイルス（精製前）は、表５に示されるように、１
％ Tween-20溶解溶液を用いて採集した後に生成された。しかし、劇的な差異が、高およ
び低培地灌流速度の生成作業からのウイルス溶液のHPLCプロフィールにおいて見られた。

図１に示されるように、非常によく分離されたウイルスピーク（保持時間9.39分）を、低
培地灌流速度を用いたウイルス溶液から生成した。十分な純度および生物学的活性を有す
るウイルスは、低培地灌流速度下で生成されたウイルス溶液の単一段階イオン交換クロマ
トグラフィー精製後に達成されることが見出された。他方では、9.39分の保持時間で分離
されなかったウイルスピークが、高培地灌流速度を用いて生成されたウイルス溶液から観
察された。これは、ウイルスと同じ溶出プロフィールを有する夾雑物が、高培地灌流速度
下で生成されたことを示唆する。夾雑物の性質はまだ明らかでないが、夾雑物は、プロデ
ューサー細胞に由来する高培地灌流速度（高血清給餌）下での増大した細胞外マトリクス
タンパク質生成に関係することが予想される。HPLCにおいて見られたこの不十分な分離特
性は、以下の実施例に示されるように、プロセスIEC精製を困難にした。結果として、Cel
lcubeTMにおいて細胞増殖およびウイルス生成期間に使用される培地灌流速度は、ウイル
スの下流IEC精製に対して有意な効果を有する。低培地灌流速度が推奨される。これは粗
産物を精製し易くするだけでなく、低減した培地消費に起因して、より費用に対し効率の
よい生成も提供する。
実施例３
細胞採集および溶解の方法
以前の経験に基づいて、本発明者らは、最初に凍結解凍法を評価した。細胞を、感染の45
～48時間後にCellcubeTMから採集した。最初に、CellcubeTMを培養系から単離し、そして
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消費された培地を排水した。次いで、50mM EDTA溶液をCubeにポンプでくみ上げて、培養
表面から細胞を取り外した。このように得られた細胞懸濁物を、10分間、1,500rpm（Beck
man GS-6KR）で遠心分離した。得られた細胞ペレットを、ダルベッコリン酸緩衝化生理食
塩水（DPBS）に再懸濁した。細胞懸濁物を、37℃水浴とドライアイスエタノール浴との間
の５サイクルの凍結／解凍に供して、細胞からウイルスを放出した。このように作製され
た粗細胞溶解物（CCL）を、HPLCにおいて分析した。
図２は、HPLCプロフィールを示す。ウイルスピークは、9.32分の保持時間で観察されなか
った。代わりに、9.11分および9.78分の保持時間の２つのピークを生じた。このプロフィ
ールは、ウイルスと同様の溶出時間を有する他方の夾雑物がCCLに存在し、そしてウイル
ス精製を妨げることを示唆する。結果として、CCLをFPLCを用いたIECにより精製した場合
、非常に低い精製効率が観察された。
低い精製効率に加えて、表６に示されるように、EDTA溶液への細胞採集工程の間の有意な
産物損失があった。約20％の産物は、処分したEDTA溶液中で失われた。さらに、約24％の
粗ウイルス産物は、消費された培地（これもまた捨てられた）に存在した。従って、56％
の粗ウイルス産物しかCCLになかった。さらに、凍結解凍は、変化の大きいプロセスであ
り、測定の可能が非常に制限される。産物の損失がより少ない、より効率的な細胞溶解プ
ロセスは、開発される必要があった。

データを１マー（mer）CellcubeTMから作製した。
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界面活性剤は、細胞を溶解して細胞内の細胞小器官を放出するために使用された。その結
果として、本発明者らは、アデノウイルス放出のための界面活性剤溶解方法を評価した。
表７は、細胞溶解について評価された５つの異なる非イオン性界面活性剤を列挙する。細
胞を、50mM EDTAを用いて感染の48時間後CelltubeTMから採集した。細胞ペレットを、表
７に列挙された種々の濃度で、異なる界面活性剤に再懸濁した。
細胞溶解を、室温または氷上のいずれかで30分間行った。澄んだ溶解溶液を、沈殿物およ
び細胞破片を除去するための遠心分離後に得た。溶解溶液をBenzonaseで処理し、次いでH
PLCにより分析した。図３は、異なる界面活性剤に由来する溶解溶液のHPLCプロフィール
を示す。ThesitおよびNP-40は、Triton X-100と同様に振る舞った。１％ Tween-20から生
成された溶解溶液は、最も良いウイルス分離を生じ、最も少ないウイルス分離はBrij-58
で観察された。より効率的な細胞溶解は、１％（w/v）の界面活性剤濃度で見出された。
溶解温度は、調べられた界面活性剤濃度下でウイルス分離に有意に寄与しなかった。プロ
セス平易の目的のために、室温での溶解が推奨される。溶解溶液は、20mM Tris＋0.25M N
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aCl＋１mM MgCl2中の１％ Tween-20からなり、細胞溶解のためにpH＝7.50を使用し、そし
てウイルス採集をCelltubeTMにおいて行った。
実施例４
ウイルス回収に対する濃縮／ダイアフィルトレーションの効果
溶解工程からのウイルス溶液を清澄化し、そして濃縮／ダイアフィルトレーション前に濾
過した。異なるNMWC（100K、300K、500K、および1000Kを含む）のTFF膜を、効率的な濃縮
／ダイアフィルトレーションについて評価した。濾過物に対して最小のウイルス損失を伴
う最も高い培地流動（medium flux）を、300K NMWC膜を用いて得た。より大きなNMWC膜は
より高い培地流動を提供するが、濾過物に対してより大きなウイルス損失をもたらし、一
方より小さなNMWC膜は不十分な培地流動を達成した。ウイルス溶液を最初に10倍濃縮し、
続いて、一定容量法を用いて、20mM Tris＋0.25M NaCl＋１mM MgCl2（pH9.00）緩衝液に
対する４サンプル容量のダイアフィルトレーションを行った。濃縮／ダイアフィルトレー
ションプロセス間、膜を横切る圧力の低下を

に保った。一貫した高レベルのウイルス回収は、表８に示されるように濃縮／ダイアフィ
ルトレーション工程間で証明された。
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実施例５
Benzonase処理に対する塩添加の効果
濃縮／ダイアフィルトレーション後のウイルス溶液を、ウイルス溶液中の夾雑核酸の濃度
を低減するためにBenzonase（ヌクレアーゼ）で処理した。異なる作用濃度のBenzonase（
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50、100、200、300単位/mlを含んだ）を、核酸濃度の低減について評価した。プロセス平
易の目的のために、処理を室温で一晩行った。ヒトゲノムDNAプローブにハイブリダイズ
可能な夾雑核酸の有意な低減は、Benzonase処理後に見られた。
表９は、Benzonase処理前後の核酸濃度の低減を示す。ウイルス溶液を、Benzonase処理前
後にHPLCにおいて分析した。図4Aおよび図4Bに示されるように、夾雑核酸ピークの劇的な
低減は、Benzonase処理後に観察された。これは、核酸ハイブリダイゼーションアッセイ
の結果と一致する。有効性のために、100u/mlのBenzonase濃度を、粗ウイルス溶液処理に
使用した。

HPLCプロフィールにおけるかなりの変化は、Benzonase処理前後で観察された。分離され
なかったウイルスピークが、Benzonase処理後9.33分の保持時間で検出された。同じ時間
に、9.54分の保持時間で高い260nm吸収を有する主要なピークが生じた。力価アッセイ結
果は、Benzonase処理がウイルス力価に負に影響せず、そしてウイルスがBenzonase処理後
、インタクトおよび感染性のままであることを示す。細胞溶解工程間に放出された細胞核
酸はウイルスと相互作用し、そしてBenzonase処理間に、ウイルスとの凝集体を形成した
か、またはウイルス表面上に吸収されたかのいずれかであると推論された。
Benzonase処理間の可能な核酸ウイルス相互作用を最小にするために、異なる濃度のNaCl
を、Benzonase処理前にウイルス溶液に添加した。HPLCプロフィールにおける劇的な変化
は、ウイルス溶液中１M NaClの存在下でのBenzonase処理後に起こらなかった。図５は、
１M NaClの存在下でのBenzonase処理後のウイルス溶液のHPLCプロフィールを示す。図4B
に示されるものとは異なり、9.35分の保持時間でのウイルスピークは、Benzonase処理後
になお存在する。この結果は、１M NaClの存在が、Benzonase処理間に核酸とウイルスと
の相互作用を妨げ、そして夾雑核酸からのウイルスのさらなる精製を容易にすることを示
す。
実施例６
イオン交換クロマトグラフィー精製
生理的なpH条件でのアデノウイルス表面上の負電荷の存在は、アデノウイルス精製のため
の陰イオン交換体の評価を促進した。強い陰イオン交換体Toyopearl Super Q 650Mを、精
製方法の開発のために使用した。ウイルス精製に対するローディング緩衝液（緩衝液Ａ）
におけるNaCl濃度およびpHの効果を、FPLCシステムを用いて評価した。
Ａ）方法開発
イオン交換クロマトグラフィーについて、緩衝液pHは最も重要なパラメーターの１つであ
り、そして精製効率に対して劇的な影響を有し得る。ウイルス生成を通じて使用される培
地のpHおよび伝導性に関して、本発明者らは、緩衝液Ａとして20mM Tris＋１mM MgCl2＋0
.2M NaCl（pH7.50）を処方した。５cmの長さを有するToyopearl Super Q 650Mでパックさ
れたXK16カラムを緩衝液Ａで調節した。
CelligenバイオリアクターからのBenzonase処理濃縮／ダイアフィルトレーションウイル
ス上清の５mlサンプルを、カラムにロードした。カラムを洗浄した後、溶出を、mM Tris
＋１mM MgCl2＋２M NaCl（pH7.50）に達するように、10カラム容量以上の緩衝液Ｂ処方物
の直線勾配で行った。
図６は溶出プロフィールを示す。３つのピークが、それらの間での満足な分離なく溶出間
で観察された。293細胞馴化培地（ウイルスなし）を用いて行われたコントロール研究は
、最初の２つのピークがウイルス関連であることを示した。分離効率をさらに改善するた
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めに、緩衝液pHの効果を評価した。緩衝液pHを9.00まで増大させたが、一方他の条件を一
定に保った。図７に示されるように、7.50の緩衝液pHのものと比較して、非常に改善した
分離が観察された。画分＃３、＃４、および＃８をHPLCにおいて分析した。
図８に示されるように、ウイルスの大部分は画分＃４において見出され、ウイルスは画分
＃３および＃８において検出されなかった。画分＃８は、主に夾雑核酸からなると見出さ
れた。しかし、精製はまだ最適ではなかった。画分＃３と＃４との間に重複があり、夾雑
物は画分＃４においてなお検出された。
図７におけるクロマトグラムに基づいて、ウイルス精製のさらなる改善は、緩衝液Ａ中の
塩濃度を増大させることにより達成され得ることが推論された。結果として、ウイルスピ
ークの前である画分＃３に存在する夾雑物を、フロースルー（flow through）画分に移し
得る。緩衝液Ａ中のNaCl濃度を0.3Mに増大させたが、一方他の条件を一定に保った。図９
は、緩衝液Ａ中の0.3M NaCl条件下での溶出プロフィールを示す。
精製効率における劇的な改善が達成された。予想されたように、図７において観察された
夾雑物ピークを、増大した塩条件下で排除した。粗ウイルス上清、フロースルー、ピーク
＃１、およびピーク＃２からのサンプルをHPLCにおいて分析し、そして結果を図10に示す
。ウイルスは、フロースルー画分において検出されなかった。粗材料中に存在する夾雑物
の大部分が、フロースルー中に見出された。ピーク＃１のHPLC分析は、ウイルスピークと
定義された単一ウェルを示した。このHPLCプロフィールは、２重CsCl勾配精製ウイルスか
ら得られるものと等しい。CsCl勾配精製ウイルスにおいて3.14分および3.61分の保持時間
で観察されたピークは、グリセロール関連ピークである。精製ウイルスは、1.27±0.03の
A260/A280比を有する。これは、２重CsCl勾配精製ウイルスならびにHuygheら（1996）に
より報告された結果の値と同様である。ピーク＃２は、主に夾雑核酸からなる。精製結果
に基づいて、本発明者らは、バイオリアクターからのアデノウイルス上清のIEC精製のた
めに以下の方法を提案した。
緩衝液Ａ：20mM Tris＋１mM MgCl2＋0.3M NaCl、pH＝9.00
緩衝液Ｂ：20mM Tris＋１mM MgCl2＋２M NaCl、pH＝9.00
溶出：10カラム容量直線勾配
Ｂ）方法スケールアップ
方法開発の後、精製を、同じ精製方法を用いてXK16カラム（1.6cm I.D.）からXK50カラム
（５cm I.D.、10倍スケールアップ）にスケールアップした。同様の溶出プロフィールを
、図11に示されるようにXK50カラムにおいて達成した。ウイルス画分をHPLCにおいて分析
し、これはXK16カラムから得られたものと等しいウイルス純度を示した。
スケールアップ研究の間に、緩衝液Aの塩濃度を定量するために、伝導率を用いることが
、より好都合であり確実であることが認められた。緩衝液Aの最適伝導率は、ほぼ室温（2
1℃）で、25±2mS/cmの範囲である。二重のCsCl精製ウイルスとともに精製工程で産生さ
れるサンプルを、SDS-PAGEで分析した。
図12に示されているように、主要アデノウイルス構造タンパク質の全てを、SDS-PAGEで検
出した。IEC精製ウイルスは、二重のCsCl精製ウイルスと同じ染色を示した。ウシ血清ア
ルブミン（BSA）濃度の有意な減少が、精製中に達成された。精製ウイルス中のBSA濃度は
、図13に示されているように、ウエスタンブロットアッセイの検出レベルを下まわった。
精製工程中のウイルス溶液中の夾雑核酸濃度の減少は、核酸スロットブロットを用いて測
定された。32P標識ヒトゲノムDNAを、（293細胞はヒト胚腎細胞であるので）ハイブリダ
イゼーションプローブとして使用した。表10は、精製プロセスの異なる段階での核酸濃度
を示す。最終精製ウイルス溶液の核酸濃度は、60pg/mlに減少され、最初のウイルス上清
に比較して約3.6 x 106倍の減少であった。ウイルス力価および総粒子の比に対して感染
性を、精製ウイルスに対して測定し、表９において、二重のCsCl精製からの結果と比較し
た。両ウイルス回収率および粒子/PFU比は、２つの精製方法間で非常に類似する。カラム
精製ウイルス溶液の力価は、濃縮工程を実施することによってさらに増大され得る。
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実施例７
他の精製方法
強陰イオン交換クロマトグラフィーに加えて、クロマトグラフ法の他の態様（例えば、サ
イズ排除クロマトグラフィー、疎水相互作用クロマトグラフィー、陽交換クロマトグラフ
ィー、または金属イオンアフィニティークロマトグラフィー）もまた、AdCMVp53ウイルス
精製について評価した。Toyopearl Super Qに比較して、精製のこれら全態様が、産物の
低回収率をともなって、より非効率的な精製を示した。従って、Toyopearl Super Q樹脂
が、AdCMVp53の精製に対して推薦される。しかし、他の四級アンモニウム化学に基づく強
陰イオン交換体は、いくらかのプロセスの改変によりAdCMVp53精製に適するようである。
実施例８
CellcubeTMから産生された粗AdCMVp53ウイルスの精製
２つの異なる産生方法を、AdCMVp53ウイルスの産生のために開発した。一方の方法は、撹
拌されたタンクバイオリアクター中のマイクロタイター培養物に基づいた。他方は、Cell
cubeTMバイオリアクターに基づいた。上記のように、精製方法は、撹拌タンクバイオリア
クターにより生産された粗ウイルス上清を使用して、開発した。バイオリアクターおよび
CellcubeTMの両方において、ウイルス生産のために、同じ培地、細胞、およびウイルスを
使用したが、細胞が接着する培養物表面が異なることが認識された。
バイオリアクターでは、細胞を、マイクロキャリアに被覆されたガラス上で増殖し、一方
、CellcubeTM細胞を、独自に処理したポリスチレン培養表面上で増殖した。CellcubeTMで
は、定常的な培地潅流を使用したが、一方、バイオリアクターでは、培地潅流を使用しな
かった。CellcubeTMでは、粗ウイルス産物をウイルス感染細胞形態で回収し、これはバイ
オリアクターから回収されたウイルス上清とは異なる。
回収されたウイルス感染細胞を５サイクルの凍結-融解した後に産生された粗ウイルス細
胞溶解物（CCL）を、上記の方法を使用したIECによって精製した。バイオリアクターから
のウイルス上清とは異なり、CellcubeTMから産生されたCCL物質に対して満足される精製
は達成されなかった。図14は、そのクロマトグラムである。結果は、凍結-融解回収され
た細胞による、CellcubeTMから産生された粗ウイルス溶液は、IEC方法では容易に精製さ
れないことを示唆する。
他の精製方法（疎水相互作用および金属キレートクロマトグラフィーを含む）を、CCLで
のウイルス精製について試験した。不運にも、どちらの方法によっても精製の改善は認め
られなかった。CCLでのウイルス精製の困難さおよび生産プロセスにおける凍結-融解工程
に関連する不利益を考慮して、発明者は他の細胞溶解方法を探求することにした。
A）溶解緩衝液中の粗ウイルス溶液の精製
実施例１および３に記載されているように、異なる界面活性剤溶解方法をスクリーニング
するために、HPLC分析を使用した。HPLCの結果に基づき、20mM Tris+0.25M NaCl+1mM MgC
l2、pH=7.50緩衝液中の1% Tween-20を、溶解緩衝液として使用した。ウイルス産生期の最
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終段階で、感染細胞の回収にかわって、使用済み培地を取り出した後に、溶解緩衝液をCe
llcubeTMへポンプで注入した。細胞を溶解し、30分間インキュベートして溶解緩衝液へウ
イルスを放出した。
浄化および濾過後に、ウイルス溶液を濃縮／透析濾過し、Benzonase処理によって夾雑ア
ミノ酸濃度を減少した。処理されたウイルス溶液をToyopearl SuperQ樹脂を使用して、上
記改良された方法によって精製した。バイオリアクターからのウイルス上清を用いて得ら
れたのと同様に、溶出中に満足な分離が達成された。図１５は、溶出プロフィールを示す
。しかし、ウイルス画分がHPLCで分析されたとき、ウイルスピークに加えて、別のピーク
が検出された。結果は図１６Ａに示されている。
ウイルスをさらに精製するために、回収ウイルス画分を、同じ方法を用いて再度精製した
。図１６Ｂに示されているように、ウイルス画分の純度は、第二精製後にかなり改善され
た。金属キレートクロマトグラフィーもまた、第二精製の候補として評価した。ウイルス
純度において第二IECで認められるのと同様の改良が達成された。しかし、その簡便さの
理由から、IECが第二精製に対して選択される方法として好ましい。
実施例２で上述されているように、細胞増殖およびウイルス産生期に用いられた培地灌流
速度は、Tween-20粗ウイルス回収のHPLC分離プロフィールにかなりの影響を有する。高速
培地灌流下で生産される粗ウイルス溶液に対しては、必要なウイルス純度を達成するため
に２つのイオン交換カラムが必要である。
低速培地灌流下で生産されるウイルス溶液に対してHPLCで観察される、非常に改良された
分離に基づいて、１つのイオン交換カラムによる精製が、必要なウイルス純度を達成し得
るようである。図17は、低速培地灌流下で生産された粗ウイルス溶液を用いた、溶出プロ
フィールを示す。鋭いウイルスピークが溶出の間に達成された。ウイルス画分のHPLC分析
は、１回のイオン交換クロマトグラフィー工程後のCsCl濃度勾配精製ウイルスの純度と同
程度のウイルス純度を示す。図18は、HPLC分析結果を示す。
精製されたウイルスを、SDS-PAGE、BSAに対するウエスタンブロット、および核酸スロッ
トブロットによって更に分析し、夾雑核酸濃度を測定した。分析結果は、それぞれに図１
９Ａ、図１９Ｂ、および図１９Ｃに示されている。これらの全分析は、二重CsCl濃度勾配
精製ウイルスに比較して、同程度の純度を有することを示す。表１１は、カラム精製前お
よび後のウイルス力価および回収率を示す。比較目的のために、二重CsCl濃度勾配精製に
よって達成された典型的なウイルス回収率もまた含まれている。両方法によって、同じウ
イルス回収率が達成された。

A）樹脂許容量研究
Toyopearl Super Q樹脂の動力学的許容量を、低速培地灌流下で生産された、Tween-20回
収ウイルス溶液の精製について評価した。樹脂100mlをXK50カラムに詰めた。個別の粗ウ
イルス溶液量を、本明細書に記載されている方法を用い、カラムに通して精製した。
ウイルス突破（breakthrogh）および精製効率を、HPLCで分析した。図２０は、HPLC分析
結果を示す。2:1の試料／カラム容積比を超えるカラム負荷係数で、ウイルス画分の純度
が減少された。夾雑物がウイルスとともに溶出した。3:1を超える負荷係数で、ウイルス
のフロースルーへの突破が観察された。従って、樹脂の作用負荷許容量は、1:1の試料／
カラム容積比の範囲であると提案される。
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B）精製後の濃縮／透析濾過
カラム精製後の濃縮／透析濾過工程は、ウイルス力価を増加するのみでなく、必要に応じ
て、ウイルス産物に対して特定される緩衝系を交換するように作用する。300K NMWC TFF
膜を、濃縮工程で使用した。精製されたウイルス中にタンパク質分解性および核酸夾雑物
が存在しないので、膜を通しての顕著な圧力降下をともなわずに、非常に高い緩衝液流動
が達成された。
ほぼ100%のウイルス回収が、20mM Tris+1mM MgCl2+0.15M NaCl，pH=7.50に緩衝液を変化
させるてことによって、この工程の間に達成された。精製ウイルスもまた、濃縮／透析濾
過工程間に、DPBSへ首尾よく緩衝液交換された。濃縮係数は、最終産物において所望され
るウイルス力価、およびカラムから溶出されたウイルス溶液の力価によって決定され得る
。この可撓性（flexibility）は、最終精製ウイルス産物一貫性を維持する助けとなる。
C）IEC精製AdCMVp53中の欠陥アデノウイルスの評価
プロデューサー細胞における100％未満のアデノウイルスパッケージング効率に起因して
、概して、いくらかの欠陥アデノウイルスが粗ウイルス溶液中に存在する。欠陥ウイルス
は、ウイルスキャプシド内にパッケージされたDNAを有さず、従って、密度差に基づいてC
sCl濃度勾配超遠心分離で、完全ウイルスから分離され得る。イオン交換クロマトグラフ
ィーに基づいて、完全ウイルスから欠陥ウイルスを分離することは困難であるようであり
、両ウイルスは類似の表面化学特性を有すると思われる。過剰量の欠陥ウイルスの存在は
、精製産物の性質に影響する。
存在する欠陥ウイルス粒子のパーセントを評価するために、精製および濃縮されたウイル
スを、等圧（isopicnic）CsCl超遠心分離に供した。図２１に示されているように、完全
ウイルスバンドの頂上のかすかなバンドが、遠心分離後に認められた。両バンドを回収し
、20mM Tris+1mM MgCl2、pH=7.50緩衝液で透析し、CsClを除去した。透析されたウイルス
をHPLCで分析し、結果を図２２に示す。両ウイルスは、同様の保持時間を示す。しかし、
欠陥ウイルスは、完全ウイルスよりも小さなA260/A280比を有する。これは、欠陥ウイル
スにおいてウイルスDNAがより少ないことを示している。
3.02分から3.48分の保持時間に認められるピークは、-70℃で凍結される前にウイルスに
添加される（10% v/v）グリセロールによって生じる。欠陥ウイルスパーセントは、全ウ
イルスの1%未満であった。欠陥ウイルスのこの低いパーセントは、精製ウイルス産物中の
感染ウイルス（PFU）に対する全粒子比に影響しないようである。両ウイルスを、SDS-PAG
Eで分析した（図１９Ａに示されている）。完全ウイルスに比較して、欠陥ウイルスは24
および48.5KDのバンドの、DNA結合コアタンパク質を欠如する。この結果は、欠陥ウイル
スでのDNA非存在に一致する。
D）AdCMVp53ウイルスの生産および精製のプロセス概説
上記プロセスの改良結果に基づいて、発明者は、図２３に示されているような、AdCMVp53
についての生産および精製フローチャートを提供する。段階的および累積ウイルス回収が
含まれ、対応ウイルス収量は1mer CellcubeTMに基づく。最終ウイルス回収率は、約70±1
0%である。これは、p53タンパク質コーディングアデノウイルスの精製のために、DEAEイ
オン交換および金属キレートクロマトグラフィー精製手順を用いた、Huygheら（1996）に
よって報告されたウイルス回収率より約３倍高い。最終精製ウイルス産物の約3×1012PFU
が、1mer CellcubeTMから産生された。これは、精製のための二重CsCl濃度勾配超遠心分
離を用いる現在の生産方法に比較して、同様の最終産物収量を示す。
E）規模拡大
良好な拡大規模研究は、4mer CellcubeTMシステムによって実施され、16mer CellcubeTM

システムでのウイルス生産でウイルス産生を評価することが、最近進行中である。産生さ
れた粗ウイルス溶液を、濾過し、濃縮して、より大きなPelliconカセットを用いて透析濾
過する。ウイルスの性質および回収量を決定する。Benzonase処理後に、粗ウイルス溶液
を、20cmおよび30cm BioProcessカラムを用いて、4merおよび16merのそれぞれについて精
製する。
実施例９
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無血清懸濁培地での改良されたAd-p53生産
293細胞の適応
293細胞を、Tフラスコ中でFBS濃度を順次下げることにより、市販のIS293無血清培地（Ir
vine Scientific; Santa Ana，CA）に適応させた。PDWB１バイアル中の凍結細胞を解凍し
、Tフラスコ中の10% FBS DMEM培地に入れ、その細胞を、培地中のFBS濃度を順次下げるこ
とにより、Tフラスコ中の無血清IS 293培地に適応させた。T-75フラスコ中での６継代後
に、FBS%を約0.019%と評価した。撹拌フラスコに移す前に、その細胞をTフラスコ中でさ
らに２回継代培養した。
Tフラスコ中の無血清適応293細胞を懸濁培地に適応させた
Tフラスコ中の上記無血清適応細胞を、懸濁培養のために血清非含有の250mL撹拌懸濁培地
（100mL 操作容積）移した。開始細胞密度は1.18E+5vc/mLであった。細胞培養中に、生存
率が減少し、細胞の大きな凝塊が認められた。Tフラスコ中でさらに２継代した後に、懸
濁培地への適応を再度試みた。二回目の試みで、培地に100mg/L濃度のヘパリンを補充し
、細胞の凝集を防ぎ、開始細胞密度を5.22E+5vc/mLに増加した。細胞培養中に、細胞密度
のなんらかの増加があり、細胞生存率が維持された。それ以降、その細胞を、撹拌フラス
コ中でさらに７継代培養し、その継代中に細胞の倍化時間はめざましく減少され、７継代
の最終には（付着細胞培養での10% FBS培地での1.2日細胞に匹敵する）約1.3日であった
。ヘパリンを補充された無血清IS 293培地では、ほとんど全ての細胞が、懸濁培養で細胞
凝塊を形成せずに、個別細胞として存在した（表12）。
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撹拌フラスコ中の無血清懸濁培養でのウイルス生産および細胞の増殖
無血清懸濁培養でのAd5-CMVp53ベクターの産生をテストするために、無血清懸濁培養に適
応された上記細胞を、250mL撹拌フラスコ中で、0.1% Pluronic F-68およびヘパリン（100
mg/L）を補充した100mL無血清IS293培地にて増殖させた。３日目に、細胞が1.36E+06生存
細胞／mLに達したときに、5MOIに感染していた。その上清を、感染後毎日、HPLCウイルス
粒子／mLについて分析した。３日目の試料以外は、ウイルスは検出されなかった。３日目
には、ウイルスは2.2E+09vps/mLであった。６日目のpfu/mLは、2.6+/-0.6E+07pfu/mLであ
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った。細胞あたりのpfu産生は、血清補充培地での付着培養の約46倍下回る、19であると
評価した。コントロールとして、感染なしに細胞増殖を確認した。

無血清懸濁適応293細胞バンクの調製
上記のように、細胞がAd-p53ベクターを産生したことが実証された後に、その細胞を、撹
拌フラスコ中で、0.1% F-68および100mg/Lヘパリンを含有する無血清IS293培地で増殖し
、1.0E+07生存細胞／mL／バイアルを有する、無血清懸濁適応細胞バンクを作製した。細
胞を回収するために、細胞が中期対数増殖期（mid-log phase growth）にあり、生存率が
90%を超えるときに、その細胞を遠心分離し、無血清のIS293補充培地に再懸濁させ、再度
遠心分離沈降させてその細胞を洗浄した。次に、0.1% F-68、100mg/mLヘパリン、10％ DM
SO、および0.1%メチルセルロースを含有する冷却IS293である、凍結保存培地に再度懸濁
させた（1E+07生存細胞／mLをもたらす）。細胞懸濁物を滅菌凍結保存バイアルに移し、
封印して-70℃で一晩、凍結容器中で凍結した。バイアルを液体窒素貯蔵装置へ移した。
マイコプラズマテストは、陰性であった。
凍結細胞を再生するために、１バイアルを、T-150中で、0.1% F-68および100mg/Lヘパリ
ンを含有する50mLの無血清IS293培地へ解凍した。次に、培養物を、250mL撹拌フラスコ中
で３回継代培養した。もう一方の研究で、１バイアルを、250mL撹拌フラスコ中で、100mL
の無血清補充IS293培地へ解凍した。それ以降、これらを、無血清撹拌フラスコ中で２回
継代培養した。この両方の研究では、細胞は非常に良好に増殖した。
撹拌フラスコ中の無血清懸濁培養での培地交換およびウイルス生産
以前の撹拌フラスコでの懸濁培養による無血清ウイルス生産では、細胞あたりのウイルス
産生は非常に少なすぎて、無血清懸濁生産に実用的でない。これは、栄養の枯渇および／
または阻害副産物の産生に起因すると考えられた。消費された培地を新鮮な無血清補充IS
293培地と交換するために、細胞を３日目に遠心沈降させ、F-68およびヘパリン（100mg/L
）を補充した、新鮮な無血清IS293培地に再懸濁させ、得られた細胞密度は1.20E+06vc/mL
であり、細胞を、5 MOIでAd5-CMVp53ベクターに感染させた。細胞外HPLC vps/mLは、３日
目で7.7E+09vps/mLであり、４日目で1.18E+10vps/mLであり、５日目で1.2E+10vps/mLであ
り、６日目で1.3E+10vps/mLであり、６日目のpfu/mLは、2.75+/-0.86E+08tvps/mLであっ
た。pfuに対するHPLCウイルス粒子の比は、約47であった。また、細胞を遠心沈降させ、C
ellCubeの回収で使用した同じタイプの界面活性溶解緩衝液を用いて溶解した。細胞HPLC 
vps/mLは、２日目で1.6E+10vps/mLであり、３日目で6.8E+09vps/mLであり、４日目で2.2E
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+09vps/mLであり、５日目で2.24E+09vps/mLであり、６日目で2.24E+09vps/mLであった。
消費された培地の、新鮮な血清比含有補充IS293培地との交換は、Ad-p53ベクターの産生
を有意に増加した。培地交換は、細胞外HPLCウイルス粒子の産生を、３日目の以前のレベ
ルより3.6倍高くに増加し、細胞外pfu力価の産生を６日目の以前のレベルより10倍高く増
加した。Ad-p53ベクターの細胞あたりの産生は、約1.33E+04 HPLC vpsと概算した。
細胞内HPLCウイルス粒子は、感染後２日目にピークに達し、次に粒子数は減少した。かわ
りに、細胞外ウイルス粒子は、次第に、回収６日目まで増加した。Ad-p53ベクターのほと
んど全てが、感染後２日間に産生され、細胞内局在化され、次にウイルスが細胞外へ放出
された。ウイルスのほぼ半数が、感染後２日目および３日目の間に細胞の外側で上清に放
出され、放出速度は、時間経過にともなって減少された。
Af-p53ベクターで感染された全細胞が、感染後６日の終わりにその生存性を失い、一方、
感染していない細胞は97%生存率を有した。感染が存在するときの、培地交換を伴わない
および伴う消費培地のpHは、それぞれに6.04および5.97であっが、一方、感染が存在しな
いものは、7.00であった（表１２）。
培地交換およびガスオーバーレイをともなう撹拌バイオリアクターでのウイルス生産およ
び細胞培養
Ad-p53ベクターの生産を増加するために、より制御された環境を提供するために、5L Cel
liGenバイオリアクターを使用した。5L CelliGenバイオリアクターでは、pHおよび溶存酸
素ならびに温度を制御した。酸素および二酸化炭素ガスを、酸素供給およびpH調整のため
に、それぞれソレノイドバルブに接続した。低剪断環境をつくっている間、より良好に混
合するために、marine-blade羽根を装備した。バイオリアクター内の加圧状態を維持する
ために、操作中の時間の間ずっと空気を供給した。
バイオリアクターに接種するために、細胞１バイアルを、250mL撹拌フラスコ中で100mL無
血清培地へ解凍し、その細胞を250または500mL撹拌フラスコ中で拡大させた。500mLフラ
スコ中で増殖された、800mL細胞接種物を、10Lカルボイ中で2700mL新鮮培地と混合し、ガ
ス圧によってCelliGenバイオリアクターへ移した。CelliGenバイオリアクターの開始操作
容積は、約3.5L培養であった。marine-blade羽根の回転速度を80rpmに設定し、温度37℃
、開始pH7.1、感染後pH7.0、そして操作中全時間にわたりDO 40%であった。
開始細胞密度は、4.3E+5vc/mL（97%生存率）、細胞密度が2.7E+6vc/mL（93%生存率）に達
した4日後に、細胞を遠心沈降させ、そして細胞を新鮮培地に再懸濁させて、CelliGenバ
イオリアクターへ移した。培地交換後の細胞密度は2.1E+6vc/mLであり、その細胞を10 MO
Iで感染させた。それ以降、DOが40%未満に減少した。DOを40%を超えるように維持するた
めに、約500mLの培養物をCelliGenバイオリアクターから回収し、細胞培養に要求された
酸素を減少させ、上部marine-bladeを気相および液相の間の界面近くに設置して、表面回
復を増大することによって酸素移動を改善した。それ以降、DOは、操作終了まで40%を超
えて維持された。
pH制御のために、CO2ガスを使用して細胞培養物を酸性化し、1N NaHCO3溶液を用いて細胞
培養物をアルカリにした。pH制御は、最初は7.10に設定した。細胞培養の開始pHは、約pH
7.41であった。細胞培養pHがpH7.1周辺に安定化されるまで、1N NaHCO3溶液を約280mL消
費した。細胞培養物のウイルス感染後、pH制御をpH7.0に下げ、CO2ガス供給ラインを閉じ
てNaHCO3溶液の消費を減少した。pH調整のための過剰NaHCO3溶液の消費は、望ましくない
細胞培養容積を増加する。それ以降、1N NaHCO3溶液70mLを消費して、操作中のほとんど
の時間、pHを7.0および7.1間であった。温度は、35℃および37℃間に制御した。
感染後、細胞生存率は、感染後６日目の回収まで一定して減少した。回収日には、生存細
胞はなかった。CelliGenバイオリアクターのウイルス生産容積は、撹拌フラスコでの1.3E
+10vps/mLに比較して、5.1E+10 HPLC vps/mLであった。CelliGenバイオリアクターでの制
御環境は、Ad-p53ベクターの産生を、培地交換を伴う撹拌フラスコに比較して４倍増加し
た。これは、感染時の細胞密度の1.2E+6から2.1E+6vc/mLへの増加、および細胞あたりの
ウイルス産生の1.3E+4から2.5E+4vps/mLへの増加の両方に原因する。2.5E+4vps/mLは、血
清補充付着細胞培養での3.5E+4vps/細胞に匹敵する。
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撹拌および散布バイオリアクターでのウイルス生産および細胞培養
最初の研究で、細胞を、ウイルス生産のために、撹拌バイオリアクター中で首尾よく増殖
し、酸素およびCO2を、バイオリアクターの上部にガスオーバーレイによって供給した。
しかし、この方法は、ガス輸送が非効率であるという理由によって、細胞培養系の規模拡
大を制限する。従って、第二研究では、散布バイオリアクターにおける、無血清懸濁培養
の規模拡大の可能性をテストし、細胞増殖およびAd-p53産生を調べるために、純粋酸素お
よびCO2ガスを、F-68（0.1%）およびヘパリン（100mg/L）を補充した無血清IS293培地に
吹き込んで、供給した。
純粋酸素を液体培地に吹き込んで、溶存酸素を細胞に供給し、純粋酸素の供給を、溶存酸
素を40%を超えて維持するようにソレノイドバルブによって制御した。細胞に対する損傷
を最少にする効率的な酸素供給のために、公称孔サイズ約0.22マイクロメーターのステン
レス鋼焼結散気装置を、純粋酸素送達に使用した。CO2ガスもまた、純粋酸素と同じ散気
装置およびチューブから吹き込むことにより液体培地に供給し、pHをpH7.0付近に維持し
た。pH制御のために、Na2CO3溶液（106g/L）もまた、バイオリアクターにつないだ。空気
をバイオリアクターの上部に供給して、バイオリアクター内部を陽圧に維持した。その他
のバイオリアクターの配置は、最初の研究と同じであった。
接種細胞を、凍結バイアルから発育させた。凍結細胞１バイアル（1.0E+7vc）を、T-150
フラスコ中で50mL培地に解凍し、500mL撹拌フラスコ中で200mL培地に３回継代培養した。
２つの500mL撹拌フラスコで増殖された接種細胞400mLを、10Lカルボイ中で、F-68および
ヘパリンを含有したIS293培地と混合して、3.5L細胞懸濁物を作製し、5L CelliGEnバイオ
リアクターへ移した。
バイオリアクターでの開始細胞密度は、3.0E+4vc/mLであった。開始細胞密度は、第一の
研究より低い。第一研究では、500mL撹拌フラスコの４つを、接種物として使用した。よ
り低い開始細胞密度でさえ、細胞は、散布環境で７日目に1.8E+6vc/mLに増殖され、生存
率は98%であった。７日間の増殖中に、グルコース濃度は、5.4g/Lから3.0g/Lに減少し、
乳酸は、0.3g/Lから1.8g/Lに増加した。
７日目に、細胞密度は1.8E+6vc/mLに達し、バイオリアクター中の細胞を遠心沈降させ、1
0Lカルボイ中で、F-68およびヘパリン含有する、3.5Lの新鮮な無血清IS293培地に再懸濁
させた。293細胞を1.25E+11 pfu Ad-p53で感染させ、CelliGenバイオリアクターへ移した
。バイオリアクターでは、細胞生存率は100%であったが、細胞密度は7.2E+5vc/mLのみで
あった。培地交換操作中に細胞損失があった。培地中のウイルス力価は、回収の２日目に
2.5E+10 HPLC vps/mLであり、３日目に2.0E+10であり、４日目に2.8E+10であり、５日目
に3.5E+10であり、６日目に3.9E+10 HPLC vps/mLであった。ガスオーバーレイによる第一
CelliGenバイオリアクター研究は、5.1E+10 HPLC vps/mLを生産した。第二研究操作での
より低いウイルス濃度は、感染時のより低い細胞密度に原因するようである。第二操作で
の7.2E+5vc/mLに比較して、第一操作で2.1E+6vc/mLを使用した。事実、第二散布CelliGen
バイオリアクターでの細胞あたりAd-p53生産は、これまで達成された最も高い細胞あたり
の産生である5.4E+4vps/細胞と概算される。散布をともなわない、第一の無血清CelliGen
バイオリアクター、および血清補充T-フラスコでの細胞あたりの生産は、それぞれに、2.
5E+4vps/細胞および3.5E+4vps/細胞であった。
ウイルス感染後に、細胞生存率は、回収の６日目に100%から13%に減少した。感染後のこ
の６日間に、グルコース濃度は、5.0g/Lから2.1g/Lに減少し、乳酸は、0.3g/Lから2.9g/L
に増加した。操作の全期間中、約20mLのNa2CO3（106g/L）溶液を消費した。
実験結果は、散布および振盪バイオリアクターでAd-p53の生産が、技術的および経済的に
実行可能であることを示す。散布および撹拌バイオリアクターの拡大および多量規模単位
の操作は、十分に確立される。
＊＊＊
本明細書に開示および請求されている全ての組成物および／または方法は、本開示を考慮
して過度の実験を行うことなく調製および実施され得る。一方、本発明の組成物および方
法は、好ましい実施態様によって記載されてきたが、変更が、組成物および／または方法
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、および、本明細書に記載されている方法の工程または一連の工程に、本発明の概念、精
神、および範囲を逸脱することなく、適用され得ることは、当行者に明白である。より詳
細には、化学的および生理学的に関連するある種の因子が、同一または同類の結果が達成
される限り、本明細書に記載されている因子と置換され得ることは、明白である。当業者
に明白であるこのような同類の置換および改変は、添付の請求の範囲によって定義される
ように、本発明の精神、範囲、および概念内であると考えられる。
参考文献
以下の参考文献は、本明細書に記載されている文献に補充して、例示的な手順または他の
詳細を提供する程度に、詳細に本明細書に参考として援用されている。
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