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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　初期圧力及び０℃未満の初期温度のワクチンを提供する工程と、
　圧力を５，０００から１５０，０００ｐｓｉまでの範囲の高圧に上昇させて、ワクチン
中の微生物を不活性化する工程と、
　圧力を降下させて減圧とし、これにより滅菌ワクチンを提供する工程と、
　を含むことを特徴とする微生物を含むワクチンの滅菌方法。
【請求項２】
　前記ワクチンはさらに蛋白質を含み、前記高圧は不可逆的に蛋白質を変性させるには不
十分なものであることを特徴とする請求項１記載の方法。
【請求項３】
　前記高圧はワクチン中の微生物の少なくとも１０％を不活性化するのに十分なものであ
ることを特徴とする請求項１記載の方法。
【請求項４】
　前記減圧は１ａｔｍであることを特徴とする請求項１記載の方法。
【請求項５】
　前記初期温度は－２０℃から－５℃の間であることを特徴とする請求項１記載の方法。
【請求項６】
　前記高圧は５，０００ｐｓｉから９５，０００ｐｓｉまでの範囲であることを特徴とす
る請求項１記載の方法。
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【請求項７】
　前記高圧は３０，０００から７５，０００ｐｓｉまでの範囲であることを特徴とする請
求項１記載の方法。
【請求項８】
　前記高圧は９５，０００から１５０，０００ｐｓｉまでの範囲であることを特徴とする
請求項１記載の方法。
【請求項９】
　さらに、前記高圧と前記減圧との間の圧力を繰り返しサイクルさせる工程を含むことを
特徴とする請求項１記載の方法。
【請求項１０】
　病原細胞の懸濁液を得る工程と、
　請求項９の方法により懸濁液を滅菌する工程と、
　滅菌した懸濁液にアジュバントを添加しワクチンを製造する工程と、
　を含むことを特徴とする病原体に対するワクチンの製造方法。
【請求項１１】
　さらに、滅菌工程後に、懸濁液から、その懸濁液中に存在する可能性のあるどの毒素も
実質的に全て除去する工程を含むことを特徴とする請求項１０記載の方法。
【請求項１２】
　前記初期温度は－４０℃と０℃との間であることを特徴とする請求項９記載の方法。
【請求項１３】
　さらに、圧力を上昇させる各工程前に、ワクチンの温度が平衡に達するのに十分な時間
を提供する工程を含むことを特徴とする請求項９記載の方法。
【請求項１４】
　さらに、前記ワクチンを冷却する工程を含むことを特徴とする請求項１記載の方法。
【請求項１５】
　前記冷却工程は圧力上昇工程の前に実行されることを特徴とする請求項１４記載の方法
。
【請求項１６】
　前記冷却工程は、圧力上昇工程後であって圧力減少工程の前に実行されることを特徴と
する請求項１４記載の方法。
【請求項１７】
　前記ワクチンは－４０℃から０℃までの範囲の温度まで冷却されることを特徴とする請
求項１４記載の方法。
【請求項１８】
　前記ワクチンは－２０℃から－５℃までの範囲の温度まで冷却されることを特徴とする
請求項１４記載の方法。
【請求項１９】
　さらに、圧力減少工程前に、ワクチンを加温する工程を含むことを特徴とする請求項１
４記載の方法。
【請求項２０】
　さらに、圧力減少工程後に、ワクチンを加温する工程を含むことを特徴とする請求項１
４記載の方法。
【請求項２１】
　さらに、圧力上昇工程前に、ワクチンのｐＨを１０を超える値に調整する工程を含むこ
とを特徴とする請求項１記載の方法。
【請求項２２】
　さらに、圧力上昇工程前に、ワクチンのｐＨを４未満の値に調整する工程を含むことを
特徴とする請求項１記載の方法。
【請求項２３】
　微生物は、細菌、ウイルス、真菌、原生生物、胞子形成体、原生動物寄生体、蠕虫寄生
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体、マラリア誘発生物、ジアルディア、ウイルス感染細胞からなるグループの１以上の要
素であることを特徴とする請求項１記載の方法。
【請求項２４】
　滅菌前に、ワクチンに相転移触媒を添加することを特徴とする請求項１記載の方法。
【請求項２５】
　滅菌前に、ワクチンに蛋白質安定化剤を添加することを特徴とする請求項１記載の方法
。
【請求項２６】
　前記蛋白質安定化剤は、糖、グリセロール、親水性ポリマー、シクロデキストリン、カ
プリレート、アセチルトリプトファノエート、ポリエチレングリコール、抗酸化剤、及び
蛋白質特異配位子からなるグループから選択されることを特徴とする請求項２５記載の方
法。
【請求項２７】
　滅菌前に、前記ワクチンに核酸－結合化合物を添加することを特徴とする請求項１記載
の方法。
【請求項２８】
　核酸－結合化合物は光増感剤であることを特徴とする請求項２７記載の方法。
【請求項２９】
　光増感剤はソラレンであることを特徴とする請求項２８記載の方法。
【請求項３０】
　滅菌するワクチンは、最終的なパッケージングで提供され、そのパッケージングは破壊
無しで圧力が伝達されるように適合されていることを特徴とする請求項１記載の方法。
【請求項３１】
　前記パッケージングは可撓性プラスチック中に密閉されることを特徴とする請求項３０
記載の方法。
【請求項３２】
　前記パッケージングはシリンジであり、圧力はプランジャーを介して伝達されることを
特徴とする請求項３０記載の方法。
【請求項３３】
　（ａ）初期圧力及び０℃未満の初期温度のワクチンを提供する工程と、
（ｂ）そのワクチンを繰り返される圧力サイクルに暴露する工程と、
を含むワクチン中のウイルスを不活性化するための方法において、各サイクルが、
（ｉ）圧力を５，０００から１５０，０００ｐｓｉまでの範囲の高圧まで上昇させる工程
と、
（ｉｉ）５，０００から１５０，０００ｐｓｉまでの範囲の高圧を所定の期間ｔeの間維
持する工程と、
（ｉｉｉ）圧力を減圧まで減少させる工程と、
（ｉｖ）ワクチンを減圧で一定の期間ｔlの間維持する工程と、
を含み、
　５，０００から１５０，０００ｐｓｉまでの範囲の高圧をｔeの時間維持すると各サイ
クルにおいてワクチン中のウイルスが不活性化されることを特徴とする方法。
【請求項３４】
　前記ワクチンは蛋白質を含み、
　前記高圧は、その高圧をｔeより実施的に長い時間維持すると実質的に全ての蛋白質が
不可逆的に変性するには十分であるが、ｔeの期間あるいはそれより短い期間その高圧を
維持しても蛋白質の不可逆的な変性が起こるには不十分なものであることを特徴とする請
求項３３記載の方法。
【請求項３５】
　前記高圧は、その高圧をｔeの１０倍よりも長い期間維持すると実質的に全ての蛋白質
が変性するのに十分なものであることを特徴とする請求項３４記載の方法。
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【請求項３６】
　前記高圧は、その高圧をｔeの３倍よりも長い期間維持すると実質的に全ての蛋白質が
変性するのに十分なものであることを特徴とする請求項３４記載の方法。
【請求項３７】
　前記蛋白質は１以上の血液凝固因子を含むことを特徴とする請求項３４記載の方法。
【請求項３８】
　前記蛋白質は１以上の免疫グロブリンを含むことを特徴とする請求項３４記載の方法。
【請求項３９】
　前記蛋白質は１以上の単量体蛋白質を含むことを特徴とする請求項３４記載の方法。
【請求項４０】
　前記蛋白質は１以上の多量体蛋白質を含むことを特徴とする請求項３４記載の方法。
【請求項４１】
　前記ワクチンは、血漿と、血漿から誘導される治療及び診断生成物、生物学的流体、医
療用流体、薬剤、リサーチ溶液、生組織、及び製剤からなるグループから選択されること
を特徴とする請求項３４記載の方法。
【請求項４２】
　前記ウイルスは無包ウイルスを含むことを特徴とする請求項３３記載の方法。
【請求項４３】
　前記ウイルスは、ヒトパーボウイルスＢ１９、ブタパーボウイルス、ウシパーボウイル
ス、ヒト免疫不全ウイルス、単純疱疹ウイルス、Ａ型肝炎ウイルス、輸血伝達ウイルスか
らなるグループから選択されることを特徴とする請求項３３記載の方法。
【請求項４４】
　前記高圧は１０，０００ｐｓｉから１２０，０００ｐｓｉであることを特徴とする請求
項３３記載の方法。
【請求項４５】
　前記高圧は４０，０００ｐｓｉから１００，０００ｐｓｉであることを特徴とする請求
項３３記載の方法。
【請求項４６】
　前記高圧は７０，０００ｐｓｉから９０，０００ｐｓｉであることを特徴とする請求項
３３記載の方法。
【請求項４７】
　前記減圧は初期圧力と高圧との間の中間値であることを特徴とする請求項３３記載の方
法。
【請求項４８】
　前記時間ｔeは０．５から３００秒であることを特徴とする請求項３３記載の方法。
【請求項４９】
　前記時間ｔeは１０から３０秒であることを特徴とする請求項４８記載の方法。
【請求項５０】
　前記ワクチンは２から１００の間のサイクルに暴露されることを特徴とする請求項３３
記載の方法。
【請求項５１】
　前記ワクチンは少なくとも３サイクルに暴露されることを特徴とする請求項３３記載の
方法。
【請求項５２】
　前記ワクチンは少なくとも１０サイクルに暴露されることを特徴とする請求項３３記載
の方法。
【請求項５３】
　前記ワクチンは少なくとも１００サイクルに暴露されることを特徴とする請求項３３記
載の方法。
【請求項５４】
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　さらに、暴露工程前に、ワクチンを温度Ｔｅまで冷却する工程を含むことを特徴とする
請求項３３記載の方法。
【請求項５５】
　前記温度Ｔeは－４０℃から１０℃であることを特徴とする請求項５４記載の方法。
【請求項５６】
　前記温度Ｔeは－２５℃から－１０℃であることを特徴とする請求項５５記載の方法。
【請求項５７】
　（ａ）ウイルスの懸濁液を獲得する工程と、
（ｂ）請求項３３記載の方法によりウイルスを不活性化する工程と、
（ｃ）不活性化されたウイルスを含む懸濁液にアジュバントを添加してワクチンを製造す
る工程と、
　を含むことを特徴とするワクチン製造方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
関連出願に対するクロスリファレンス
この出願は１９９８年６月１５日に出願された米国出願番号０９／０９７，８５２号，及
び１９９８年１０月２日に出願された米国出願番号０９／１６５，８２９号について優先
権を主張する。これらの出願は全てこの中で引用され参照される。
【０００２】
＜発明の背景＞
この発明は材料を殺菌する方法及びワクチンを調製する方法に関する。
【０００３】
生物学的及び非生物学的材料の滅菌、除染、あるいは殺菌については様々な方法および装
置が存在する。これらの方法としては、加熱駆除（例えば、焼却）、加熱殺菌、照射（例
えば、紫外線照射または電離放射線）、ガス滅菌（例えば、エチレンオキシドを用いて）
、光感作、メンブラン滅菌、及び化学消毒剤（例えば、ホルムアルデヒド、グルタルアル
デヒド、アルコール類、水銀化合物類、第四級アンモニウム化合物類、ハロゲン化化合物
類、溶剤／洗浄剤系、あるいは過酸化物）を用いるものなどが挙げられる。
【０００４】
例えば、医療用溶液を患者に使用する前に滅菌するために、加熱殺菌（例えば、オークレ
ーブ殺菌）がしばしば使用される。加熱殺菌では典型的には、オークトクレーブ中で加圧
下、１２１℃まで最低１５分間、溶液を加熱し、その加熱、加圧条件を十分な時間維持し
、溶液中の細菌、真菌及び原生生物を死滅させウイルスを不活性化させることが必要であ
る。
【０００５】
多くの再使用可能な医療用品および材料はオートクレーブ中での殺菌または滅菌には適し
ていない。例えば、医療用機器のプラスチック部分、血液透析装置及び光ファイバ装置は
一般に、化学的な殺菌剤処理により滅菌される。一般に、殺菌剤により微生物を不活性化
するには数時間の処理が必要である。
【０００６】
薬剤製造において確実に滅菌するために、ガス滅菌がしばしば使用される。しかしながら
、ガス滅菌（例えば、エチレンオキシドを用いる）は時間がかかり、サンプルチャンバの
予備加湿、加熱、排気を行い、その後、一度に２０時間まで高濃度のガスを用いて処理す
ることが必要である。
【０００７】
適当に用いれば、従来の消毒剤により、増殖期細菌、一定の真菌、及び脂質親和性ウイル
スあるいは中型のウイルスを不活性化することができる。しかしながら、これらの消毒剤
ではしばしば、結核菌、胞子形成細菌及び非脂質親和性ウイルスあるいは小型ウイルスを
阻止することができない。細胞を溶解させ、これによりサンプルを滅菌する他の方法は、
微生物学（Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ）（デイビス（Ｄａｖｉｓ）ら、ハーパー＆ロウ（
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Ｈａｒｐｅｒ＆Ｒｏｗ）、ヘイゲルスタウン（Ｈａｇｅｒｓｔｏｗｎ）、ＭＤ、１９８０
）において説明されている。サンプルを凍結・解凍するこの手順は、細菌の懸濁液を凍結
させた時の細胞内の微小ポケットの形成によりその効果が発揮されると考えられる。氷の
結晶及び局在化した高濃度の塩の両方により、細菌にダメージが与えられる。いくらかの
細菌を死滅させるだけであれば、一回の凍結で一般には十分であるが、凍結－解凍サイク
ルを繰り返すと、生存度が連続的に減少する。致死率は緩慢な凍結及び迅速な解凍と相関
する。
【０００８】
従来の凍結－解凍法は、サンプルの中心まで及び中心からの熱伝達により相変化を起こす
のに必要な時間により、凍結－解凍サイクルの速度において限りがある。大容積のサンプ
ル（例えば、約１００ｍｌ以上）の場合、平衡速度は特に遅くなる。従来の方法の滅菌効
率は、それらの方法では多数の凍結－解凍サイクルを実行することができないことにより
制限される。
【０００９】
食品保存の従来の方法としては低温殺菌法が挙げられる。この方法では、食品は一定の時
間、高温で保持される。
【００１０】
滅菌のための改良方法を開発する必要がある。特に、保持することが望ましい活性を有す
る蛋白質、例えば、凝固因子、抗体、血液酵素（例えば、リパーゼ、ホスファターゼ）及
び成長因子、をも含む材料中のウイルス及び他の微生物を不活性化するための改良方法を
開発する必要がある。無包性ウイルスを不活性化する方法の開発はとりわけ興味深い。と
いうのは、そのようなウイルスの外皮には、保持することが望ましい蛋白質と同様の蛋白
質が含まれるからである。
【００１１】
＜発明の概要＞
この発明は、生物学的及び非生物学的材料が、相対的に高い圧力及び低い圧力の間でサイ
クルを繰り返すことにより滅菌、除染あるいは殺菌できることを見出したことに基づくも
のである。圧力サイクルは、低温、室温、あるいは高温（例えば、約－４０℃から約９５
℃）で実行することができる。この発見に基づく新規方法は、例えば、ワクチンの調製、
血漿あるいは血清の滅菌、軍用装置の除染、食品及び飲料の製造、医療用機器の殺菌にお
いて適用することができる。新規方法はまた、製造プロセスまたはリサーチ手順に組み込
むこともできる。
【００１２】
一般に、この発明は材料を滅菌するための方法に関する。この方法は、初期圧力（例えば
、１ａｔｍ）、初期温度（例えば、２５℃；０℃、－５℃、－２５℃、－４０℃あるいは
それ以下のより低い温度）の材料を提供する工程と、圧力を上昇させて、材料中に含まれ
る少なくともいくらか（例えば、少なくとも１０％、２５％、５０％、７５％、９０％、
９５％、９９％あるいは実質的に全て）の微生物を不活性化するのに十分な圧力（例えば
、約５，０００ｐｓｉから約９５，０００ｐｓｉまでの範囲、あるいは約１０，０００ｐ
ｓｉから約７５，０００ｐｓｉまでの範囲、あるいは約９５，０００ｐｓｉから約１５０
，０００ｐｓｉ）とする工程と、続いて圧力を下げ、初期圧力とほぼ同じ、より低い、あ
るいはより高い圧力（例えば、約１ａｔｍ）である減圧とする工程と、を含み、滅菌材料
（すなわち、微生物の力価が減少した材料）を提供する。
【００１３】
場合によっては、材料は蛋白質を含む。そのような場合、高圧は、その高圧レベルにある
間に蛋白質が不可逆的に変性するには十分な圧力であることが望ましい。当業者は、「蛋
白質が変性する」が十分な量の蛋白質の変性により特別の用途のための蛋白質の有用性が
減少するあるいは破壊されることを意味することを理解するであろう。典型的には、サン
プル中の蛋白質分子のうち非可逆的に変性したものが約５０％を超えると、サンプルは蛋
白質源として不十分なものとなる。しかしながら、場合によっては、蛋白質活性の１０％
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以下でさえ保持されれば十分である。
【００１４】
材料は、圧力を増加させる前あるいは後に、零下の温度（例えば、約－４０℃から約０℃
、とりわけ約－２０℃と約－５℃の間）まで冷却する。温度は、圧力を減少させる前ある
いは後に、実質的に上げることができる。
【００１５】
圧力は必要に応じて、高圧と初期圧力との間で繰り返し、（例えば、２，３，５，１０回
あるいは１００回以上でさえも）サイクルさせることができる。そのようなサイクルは初
期温度で、低温（例えば、－４０℃と０℃の間、あるいは－２０℃と－５℃との間などの
零下温度）で、あるいは材料を低温まで冷却させながら、実行することができる。サイク
ルのタイミングは、材料の温度が各サイクルの前に平衡（例えば、この方法が実行される
反応容器の壁の温度）に達することができるようなものとしてもよい。
【００１６】
場合によっては、低温の材料は、初期圧力では固体（すなわち、凍結）状態であるが、高
圧では液体（すなわち、溶融あるいは解凍）状態となる。そのような場合、圧力サイクル
により、付随する凍結－解凍サイクルが引き起こされる。パルセーションの一時的なパタ
ーンは必要に応じて変更することができる。各サイクル中に、圧力は交互に、上げられそ
の後下げられる。高圧での時間の低圧での時間に対する比は「パルセーションパターン比
」と呼ぶ。パルセーションパターン比が１：１より大きい（例えば、２：１以上）であれ
ば、ほとんどの場合不純物の最適な不活性化が得られ、パルセーションパターン比が１：
１よりも小さいと、適当に折りたたまれた、感受性蛋白質の保持が大きくなる。
【００１７】
滅菌材料は、例えば、生物学的サンプル、血漿、血漿から導いた治療用及び／または診断
生成物、生物学的流体、医療用流体、薬剤、リサーチ用溶液及び試薬、血清、生組織、医
療用あるいは軍用機器、食料品、調剤、あるいはワクチンとすることができる。滅菌材料
は始めに、１つ以上の細菌、ウイルス、真菌、原生生物、胞子形成体、原生動物寄生体、
マラリア誘発生物、ジアルジア、あるいはウイルス感染細胞により感染、あるいは汚染さ
れている可能性があり、あるいはそうでなければそれらを含む可能性がある。
【００１８】
この発明はまた、材料中のウイルスを不活性化する方法に関する。この方法は、初期圧力
及び初期温度の材料を提供する工程と、その材料を繰り返し圧力サイクル（例えば、２か
ら１００サイクル、約３、１０、５０、１００、１，０００あるいは１０，０００サイク
ルを超える）に暴露する工程と、を含む。各圧力サイクルは、圧力を一定の高圧（例えば
、約１０，０００ｐｓｉと約１２０，０００ｐｓｉとの間、約４０，０００ｐｓｉと約１
００，０００ｐｓｉとの間、あるいは約７０，０００ｐｓｉと約９０，０００ｐｓｉとの
間）まで上げる工程と、一定の高圧を期間ｔｅの間維持する工程と、圧力を一定の減圧ま
で下げる工程と、材料を一定の減圧（例えば、前記高圧よりも低い圧力、及び初期圧力よ
りも低い、同じ、あるいは高い圧力）で、一定期間ｔｌの間維持する工程と、を含む。前
記高圧は、その高圧が時間ｔｅの間（例えば、約０．５と約３００秒の間、あるいは約５
または１０と約３０秒の間）維持されると、材料中のウイルスの少なくともいくらか（例
えば、少なくとも約１％、５％、１０％、２５％、５０％以上）が各サイクルで不活性化
されるのに十分なものとされる。
【００１９】
場合によっては、材料は蛋白質を含む。そのような場合、高圧は、ｔｅより実質的に長い
時間（例えば、２、３、５、１０あるいは１００倍のｔｅ以上）、その高圧を維持すると
蛋白質の実質的に全て（例えば、５０％、７５％、９０％、９５％以上）が不可逆的に変
性するのに十分であるが、高圧をｔｅ以下の時間のみ維持しても蛋白質が不可逆的に変性
するには不十分な圧力である。
【００２０】
蛋白質としては、例えば、血液凝固因子（例えば、第ＶＩＩ因子、第ＶＩＩＩ因子、第Ｉ
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Ｘ因子、第ＸＩ因子、及び／または第ＸＩＩＩ因子）、免疫グロブリン（例えば、ＩｇＧ
、ＩｇＭ）、単量体蛋白質、多量体蛋白質、あるいは蛋白質の混合物が挙げられる。
【００２１】
ウイルスは被包性あるいは無包性ウイルス（例えば、ヒトパーボウイルスＢ１９、ブタパ
ーボウイルス、ウシパーボウイルス、ヒト免疫不全ウイルス、単純疱疹ウイルス、Ａ型肝
炎ウイルス、バクテリオファージＭＳ２、あるいは輸血伝達ウイルス）とすることができ
る。
【００２２】
この方法はまた、材料を高圧に暴露させる前に、材料を温度Ｔｅ（例えば、約－４０℃か
ら約１０℃、あるいは約－２５℃から約－１０℃）まで冷却する工程を含む。
【００２３】
以上で説明した新規方法のいずれもまた、特定の微生物に対するワクチンを製造するのに
使用することができる。例えば、微生物細胞の懸濁液を入手し、新規方法の１つ（例えば
、零下での、圧力サイクル、潜在的な凍結／解凍サイクルを含む方法）により滅菌し、ア
ジュバントと結合させ、ワクチンを製造することができる。懸濁液中に毒素が存在する場
合、これらの除去が可能である（例えば、滅菌工程後に）。
【００２４】
場合によっては、相転移触媒（例えば、ガラス粒子）、蛋白質－安定化剤（例えば、糖、
グリセロール、親水性ポリマー、シクロデキストリン、カプリレート、アセチルトリプト
ファノエート、ポリエチレングリコール、抗酸化剤、あるいは蛋白質特異配位子）、ある
いは、核酸結合化合物（例えば、ソラレンなどの光増感剤）などの添加剤を、滅菌される
材料と共に含むと効果的である。そのような添加剤のいくつかはその後、必要であれば、
遠心分離あるいは濾過により除去することができる。
【００２５】
上記方法のいずれかにより滅菌された材料もまた、本発明の観点にかかるものであると考
えられる。
【００２６】
他の実施の形態においては、本発明は材料を滅菌するための装置に関する。その装置は、
その中の材料に外圧を伝達するように適合された加圧容器を含む。容器は高圧（例えば、
上記新規方法のいずれかを実行する際に用いられる圧力）に耐える必要があり、圧力サイ
クル装置（例えば、ＰＣＴ　ＵＳ９７／０３２３２において説明されているものなど）内
に適合することができなければならない。また、この容器は滅菌された材料の無菌回収を
可能とするバルブを含んでもよい。場合によっては、この装置はまた、加熱、冷却装置（
例えば、ヒーター及び冷凍器）を含むこともできる。
【００２７】
更に他の実施の形態では、この発明は蛋白質を含む材料の滅菌方法に関する。この方法は
、初期圧力の材料を提供する工程と、迅速に圧力を増加させ、微生物を不活性化するのに
十分な圧力とする工程と、迅速に初期圧力に戻す工程と、を含み、滅菌材料を提供すると
共に蛋白質の実質的な凝集を阻止するものである。高圧は、圧力サイクルの短い期間（例
えば、約１秒から約３００秒の間）、場合によっては、低温（例えば、約－１０℃から約
－４０℃の間）により、ほとんどの蛋白質を変性させるに十分なもの（例えば、約６５，
０００ｐｓｉと約８５，０００ｐｓｉとの間）としてもよい。しかしながら、新規方法は
、この方法により滅菌された材料中の蛋白質の不可逆的な変性を過剰に引き起こさないよ
うにする。
【００２８】
さらに他の実施の形態では、この発明は蛋白質を含む材料を滅菌する他の方法に関する。
この方法は、初期圧力の材料を提供する工程と、１以上の蛋白質－安定化剤（例えば、グ
ルコースなどの糖；グリセロール；親水性ポリマー；シクロデキストリン；カプリレート
；アセチルトリプトファノエート；ポリエチレングリコール；抗酸化剤；あるいは蛋白質
特異配位子）をその材料に添加する工程と、圧力を上昇させ一定の高圧（例えば、蛋白質
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の安定性により、約１０，０００から７０，０００－８０，０００ｐｓｉまで）とする工
程と、蛋白質の機能を実質的に損なわずに滅菌を行うのに十分な時間材料を保温する工程
と、圧力を初期圧力に戻す工程と、を含み、滅菌材料を提供するものである。また、圧力
は繰り返しサイクルさせてもよい。
【００２９】
以上の方法のいずれにおいても、滅菌される材料はその最終パッケージング中で提供する
ことができる。パッケージングは破壊せずに圧力を伝達することができる。例えば、パッ
ケージングは可撓性プラスチック（例えば、ＰＶＣまたはポリエチレン）中に密閉するこ
とができる。その代わりに、パッケージングはシリンジとすることができ、圧力はプラン
ジャを介して伝達される。
【００３０】
この発明はまた、感染材料に加圧するための方法に関する。この方法は、外圧を材料に伝
達するように適合された容器内に材料を充填する工程と、その容器を滅菌化学溶液（例え
ば、酸化剤、アルコール、尿素、グアニジニウム塩、酸あるいは塩基を含む）中に沈める
工程と、その容器内の材料に加圧する工程と、を含む。
【００３１】
以上の方法のいずれにおいても、滅菌される材料のｐＨは必要に応じて、圧力を上げる前
に、約１０以上（例えば、１０から１４の間、あるいは１１から１２の間）あるいは約４
以下（例えば、０から４までの間、あるいは２から３の間）に調整することができる。そ
のようなｐＨ調整は、例えば、ｐＨ－感応微生物（例えば、パーボウイルス）や、極端な
ｐＨに耐性のある蛋白質（例えば、ＩｇＧ）を含む材料中の微生物の不活性化に対しては
有効であり、滅菌法を促進することができ、場合によっては、全体としてより低い圧力で
その方法を実行することを可能とする。
【００３２】
この中で使用されているように、用語「零下温度」は、０℃より低い温度（例えば、－１
℃、－５℃、－１０℃、－２０℃以下）を意味する。この中の温度は全て、特記がなけれ
ば、摂氏温度であり、単に「℃」と表示する。この中の圧力の単位はポンド／平方インチ
（ｐｓｉ）または気圧（ａｔｍ）で表す。１気圧は約１４．５ｐｓｉ、１ｂａｒまたは１
０１．３キロパスカルである。
【００３３】
「クリオバリックプロセス」は、零下温度で実行する少なくとも１度の圧力変化を含むプ
ロセスである。いくつかのクリオバリックプロセスでは、温度を１つの零下温度に維持し
ながら、あるいは、零下温度範囲内で変化させながら、圧力を２つの圧力（例えば、約１
４．５ｐｓｉから約５，０００ｐｓｉ、３５，０００ｐｓｉ、７０，０００ｐｓｉ、８０
，０００ｐｓｉ、１００，０００ｐｓｉ以上まで）の間でサイクルさせる。
【００３４】
用語「滅菌する」、「殺菌する」、「不活性化する」、「除染する」はこの中では、特に
その文脈で要求されいなければ、互換性のあるものとして使用されている。「滅菌」（全
ての生物の死滅）は、不純物が蛋白質やプリオンなどの非生物である場合、一定の操作に
おいては、「除染」とは類義語ではないことに注意すべきである。
【００３５】
新規方法はいくつかの利点を有する。例えば、この方法は零下温度（例えば、約－４０℃
から０℃の間）で実行することができる。零下温度で実行する圧力サイクルは、好都合な
ことに、生物学的不純物の細胞あるいは液胞内外の水の異なる相間の振動を誘発すること
ができる。液体状態と固体状態間の転移は膜、壁、液胞に物理的応力を与えることができ
、これにより、意図するプロセスが容易になる。新規方法において一般に使用される零下
温度の範囲は、特定の要求に適合する形状及びサイズの範囲内で容易に入手可能な比較的
高価でない機器（例えば、市販の冷却装置）を用いて容易に利用できるものである。同様
に、この方法の標準操作において必要とされる圧力の範囲（例えば、約１４．５ｐｓｉか
ら約３０，０００ｐｓｉ、７０，０００ｐｓｉ、８０，０００ｐｓｉ、１００，０００ｐ
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ｓｉ以上）は、ＰＣＴ　ＵＳ９７／０３２３２において説明されている装置により発生さ
せることができる。
【００３６】
クリオバリックプロセスにより材料を滅菌するための装置は一般に、材料を含有すると共
に選択された高圧で操作することができるチャンバと、チャンバ内の温度及び圧力を制御
、変化、あるいは調整するためのシステムと、を含む。装置は、圧力サイクルの加圧及び
減圧工程中における蛋白質の変性を避けるのに十分迅速な速度で、圧力を増加及び減少さ
せることができる。最適な迅速性は、例えば、プロセスで使用する温度に依存する。一般
的には、温度が高いほど高い速度が必要となる。装置はまた、チャンバから無菌状態で滅
菌材料を取り出すためのシステムも提供する。さらに、新規方法と共に使用する典型的な
滅菌装置は、様々な制御装置、調節器及び温度及び／または圧力センサを含む。加圧媒質
としては、例えば、水／エチレングリコール溶液あるいは他の不凍溶液あるいは粉末タル
クなどの固体とすることができる。
【００３７】
新規方法を実行するために必要な装置は、特別の適用の要求に従うように容易に適合させ
ることができる。例えば、小型の携帯用装置を得ることができる。これにより、（例えば
、パラメディカル員あるいは軍医療員により）現場で滅菌あるいは除染手順を実行するこ
とが可能となる。
【００３８】
温度の変更はまた、微生物の溶解を助けることができる。温度、圧力、サイクル数、ある
いはサイクル頻度を変更し、滅菌プロセスの有効性を最大とすることができる。
【００３９】
新規方法は非常に迅速である。例えば、圧力は約１ｍＨｚから約１０Ｈｚの頻度でサイク
ルさせることができる。これにより、典型的には、数分内に完全な滅菌プロセスを完了さ
せることが可能となる。
【００４０】
新規方法は、蛋白質の変性を伴わずに、材料中の病原生物を中和させることが可能である
。新規方法は、生物学的材料の滅菌でしばしば起こる変性を避けることができる。
【００４１】
迅速で経済的な滅菌は、蛋白質の破壊あるいは変性を最小に抑えながら、達成することが
できる。このように、新規方法は、高活性ワクチンの製造に使用するのに好都合である。
これらのワクチンはより高い温度で製造されたワクチンよりも優れている。というのは、
高温では、蛋白質中の共有結合及び非共有結合の両方の破壊が引き起こされ、ここでクレ
ームした方法に比べ不可逆的な変性の程度がより大きくなることがあるからである。高温
ではまた、酸化グルコースなどの小分子への蛋白質の共有結合が引き起こされることもあ
る。この発明の他の利点は、分析前に患者のサンプル中のウイルス及び細菌を不活性化す
るために使用することができることである。研究所で働いている人々は、分析用に患者か
ら採取した組織、細胞あるいは流体サンプルを取り扱う際に、（例えば、ヒト免疫不全ウ
イルス及びＢ型肝炎ウイルスなどのウイルスから）感染する危険を受けやすい。この危険
を避けるために、そのようなサンプルは、加圧サイクル装置に挿入するように設計された
容器内に収集することができる。適した容器は圧縮可能で、あるいは圧力を伝達するため
のピストンまたはプランジャを有してもよい。その後、病原体の不活性化前にサンプルを
暴露せずに、この発明の方法を容器内のサンプルに関し実行することができる。１つの例
では、シリンジ内に集められた血液は蓋をし、蓋をしたシリンジは、７０％エタノールな
どの滅菌圧力－伝達媒質で満たされた加圧チャンバ内に置かれる。その後、サンプルはこ
の発明の方法により処理され、分析用に取り出される。
【００４２】
新規方法の他の利点としては、血液画分への化学添加剤の添加の必要性の排除あるいは減
少、このプロセスの単一ユニットから大量のプールサンプルあるいは連続オンラインプロ
セスへの概算性、蛋白質成分に対する熱不活性化プロセスの副作用の除去が挙げられる。
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【００４３】
特に規定がなければ、この中で使用されている全ての技術用語及び科学用語はこの発明の
属する分野の通常の当業者により普通に理解されるものと同じ意味である。この中で説明
されているものと同じあるいは等価な方法及び材料は、本発明の実行あるいは試験におい
て使用することができるが、適した方法及び材料について以下に説明する。この中で触れ
た全ての刊行物、特許出願、特許及び他の参考文献は全て、完全にこの中で引用され参照
される。矛盾があった場合、定義を含むこの明細書により調整する。さらに、材料、方法
及び実施例は説明するためだけのものであり、限定するものではない。
【００４４】
この発明の他の特徴及び利点は以下の詳細な説明及び請求の範囲により明らかになるであ
ろう。
【００４５】
＜詳細な説明＞
この発明は、約５，０００から約９５，０００ｐｓｉまでの範囲、好ましくは３０，００
０から７５，０００ｐｓｉまでの範囲の高圧により、材料を滅菌あるいは除染することが
できる方法を提供する。材料は加圧前あるいは加圧後に、材料の所望の特性を保存すると
共に、不純物の破壊をも可能とする特別な温度まで調整される。
【００４６】
サイクルの温度、圧力、数及び持続時間及び圧力と温度の変化の相対的なタイミングは変
更することができるが、この新規方法は一般的には以下の手順に従い実行される。材料を
初期圧力（例えば、大気圧、１４．５ｐｓｉ）及び初期温度（例えば、大気温度、２５℃
、あるいは０℃から４℃までなどの冷却温度、あるいは－８０℃から－２０℃までなどの
凍結温度）で提供する。その後、材料を一定の高圧まで加圧する。圧力は高圧と大気圧と
の間で繰り返しサイクルすることができる。最終減圧後、材料を凍結状態で得ることがで
きる。あるいは減圧前に０℃以上まで温め、凍結していない滅菌生成物を製造することも
できる。
【００４７】
上記プロセスはまた、周知の静圧及び／または特別の圧力を所定の時間維持する方法と共
に使用することもできる。場合によっては、圧力は、微生物の不活性化には十分であるが
不可逆的な蛋白質の変性には不十分な時間の間、非常に高いレベルで維持してもよい。
【００４８】
滅菌プロセスのいずれかにおいて相転移が関係する場合、その転移を促進するために触媒
を添加してもよい。例えば、微粉砕したガラスあるいは他の材料の存在により、サンプル
あるいは材料の凍結のための核形成部位を提供することができる。
【００４９】
＜一般＞
新規方法の適用には、（例えば、輸血において使用するための）ドナーからの血漿などの
材料の滅菌、血液から誘導された精製あるいは部分的に精製された治療用及び診断用蛋白
質、医学サンプル（血液、尿、糞、毛、生検材料、あるいは他の組織サンプル）、製剤（
例えば、生合成アンチセンス薬）、生物薬剤、及び遺伝子導入により製造した蛋白質の滅
菌を含む。新規方法は、培養された材料中のウイルスの増殖を抑制するために、そのよう
な材料を滅菌するために使用することができる。新規方法はまた、化粧品、製剤及び工業
製品の滅菌を確実にするために使用することもできる。
【００５０】
この新規方法により不活性化することができる微生物の例としては、親水性、親脂質性ウ
イルスの両方共と；ほとんど全ての細菌、例えば、ブドウ球菌、小球菌、化膿連鎖球菌、
ジフテロイド菌（例えば、プロピオバクテリウムなどの親脂質性、非－親脂質性、嫌気性
ジフテロイド菌）、グラム陰性小腸桿菌（例えば、大腸菌、腸内細菌、クレブシェラ、プ
ロテウス、セラチア）、ナイセリア、好気性胞子形成体、マイコバクテリウム；真菌、例
えば、酵母菌、ピチロスポルン・オバーレ、ピチロスポルン・オービクラーレ、カンジダ



(12) JP 4556067 B2 2010.10.6

10

20

30

40

50

・アルビカンス、カンジダ・パラプシロシス、トルロプシス・グラバラタ、皮膚糸状菌種
；原生生物及び低次多細胞生物、例えば、原生動物寄生体；及び蠕虫寄生体；マラリア誘
発生物；ジアルディア；及びウイルス感染細胞が挙げられる。
【００５１】
この新規方法により不活性化することができるウイルスの例としては、ＤＮＡウイルス及
びＲＮＡウイルスの両方とも、例えば、ヒトパーボウイルスＢ１９（「Ｂ１９」）、ブタ
パーボウイルス（「ＰＰＶ」）、バクテリオファージＭＳ２（「ＭＳ２」）、及びＡ型肝
炎ウイルス（ＨＡＶ）が挙げられる。Ｂ１９及びＨＡＶはどちらも小さく（約１５－３０
ｎｍ）、脂質から成る外膜を有しておらず（ノン－エンベロープ）、熱及び化学処理に対
し耐性があり、ナノ濾過により除去するのは困難である。ＰＰＶ及びＭＳ２も同様に、ヒ
ト病原体Ｂ１９及びＨＡＶに対するリサーチモデルとして機能することができる耐性ウイ
ルスである。エンベロープウイルス（例えば、ヒト免疫不全ウイルス、Ｂ型肝炎ウイルス
、Ｃ型肝炎ウイルス）もまた、新規方法の潜在的なターゲットである。現在キャラクタリ
ゼーションがなされていないウイルス、例えば、いくつかの新たに認識された型の肝炎ウ
イルス及び輸血伝達ウイルスもまた新規方法に対し脆弱である。
【００５２】
血漿プールはしばしばＣ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）を含む。このように、血液製剤を製造
するための手順はＨＣＶ及び他のウイルスを不活性化するプロセスの恩恵を受ける。ヒト
パーボウイルスＢ１９（Ｂ１９）は他の一般的な血漿不純物である。Ａ型肝炎ウイルス（
ＨＡＶ）不純物はそれほど一般的ではないが、それでも厄介である。Ｂ１９及びＨＡＶは
どちらも小さく（約１５－３０ｎｍ）、脂質からなる外膜を有しておらず（ノン－エンベ
ロープ）、熱及び化学的処理に対し耐性があり、ナノ濾過により除去するのは困難である
。エンべロープウイルス（例えば、ＨＩＶ、ＨＢＶ、ＨＣＶ）もまた新規方法の潜在的な
ターゲットである。現在キャラクタリゼーションがなされていないウイルス、例えば、い
くつかの新たに認識された型の肝炎ウイルス及び輸血により伝達されたウイルスもまた新
規方法に対し脆弱である。さらに、伝染性海綿様脳症などのプリオン系病原菌はスクリー
ン、不活性化するのが困難である。しかしながら、この発明は適した条件下で蛋白質の変
性を誘発するので、この発明の方法によりそのような病原菌を不活性化することは可能か
もしれない。
【００５３】
破壊されたウイルス粒子が圧力処理後に再構築する可能性により、ウイルス中に含まれる
核酸を不可逆的に分解することが望ましい。中位の高圧（例えば、２０，０００ｐｓｉか
ら６０，０００ｐｓｉ）により、ヌクレアーゼとその内在性阻害因子の複合体を破壊する
ことができる。活性化ヌクレアーゼは核酸を分解する働きをし、これによりウイルスの不
可逆的な不活性化が強化される。さらに、中位の圧力は阻害されていない酵素の活性を促
進することができる。プロセスはヌクレアーゼを添加することにより強化してもよい。場
合によっては、クエン酸塩添加血漿の処理における場合のように、マグネシウム独立ヌク
レアーゼを添加することが望ましい。というのは、クエン酸はマグネシウムイオンと結合
しこのためマグネシウム依存性ヌクレアーゼを阻害するからである。
【００５４】
その代わりに、ずっと高い圧力（例えば、５０，０００ｐｓｉから１５０，０００ｐｓｉ
）を使用して、圧力に対し安定な材料、例えば小分子製剤または熱安定性蛋白質の滅菌を
行うことができる。圧力サイクル凍結－解凍滅菌法（例えば、氷ＩＩＩ、氷ＩＶ、氷Ｖま
たは氷ＶＩなどの高圧氷のサイクリック形成を利用する方法）も使用してよい。
【００５５】
生物学的不純物が比較的圧力安定であり、材料が保持する必要のある不安定な蛋白質を含
む場合、この方法の変更を使用することができる。この変更では、圧力を迅速に（例えば
、５秒以内で、あるいは１秒以内で）上昇させ、非常に高い最大圧（例えば、１００，０
００ｐｓｉ以上）とし、高圧をほんの短い期間のみ（例えば、５秒以内）維持する。圧力
及び時間は、微生物の高い不活性化の程度を提供するように選択されるが、時間は高圧条
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件により変性する蛋白質が再び折り畳まれ天然形態とならず、凝集して十分な程度に不可
逆的な複合体となる時間がないほど十分短いものとする。その後、圧力を迅速に（例えば
、５秒以内に、あるいは１秒以内に）減少させる。ウイルスなどの微生物の不活性化の進
行速度は、蛋白質分子の不可逆的凝集あるいは変性よりも、ずっと大きい。
【００５６】
低温で圧力サイクルを実行すると、凝集速度が遅くなり、蛋白質が再び折り畳まれる速度
が増加することにより、さらに活性蛋白質の保持が向上する。高圧及び低温の一定条件下
（例えば、１００，０００ｐｓｉ及び－２０℃）では、高圧氷（すなわち、氷Ｖまたは氷
ＶＩ）が形成することができる。高圧氷の格子構造内に閉じ込められた蛋白質は凝集しに
くい。高圧氷が溶解するのにかかる時間は有限であるが、この時間は材料中の蛋白質が固
体中に閉じ込められている間に再び折り畳まれるのに十分なものである。グルコースを添
加してもまた、蛋白質の折り畳み（ｆｏｌｄｉｎｇ）速度が増加する。
【００５７】
圧力はまた、多くの酵素の活性を増加させることが示されている。例えば、リボヌクレア
ーゼ活性は高静水圧により促進される。この効果は、ウイルスを不活性化するための新規
方法と共に利用することができる。ＲＮＡウイルスは高圧処理により容易に分解される。
【００５８】
＜輸血＞
新規方法は輸血の安全性を向上させるために使用することができる。静脈免疫グロブリン
（「ＩＶＩｇ」）、第ＶＩＩ因子、第ＶＩＩＩ因子、第ＩＸ因子、第ＸＩ因子、第ＸＩＩ
Ｉ因子、アルブミン、フォン・ウィルブランド因子、フィブリノーゲン、抗トロンビンＩ
ＩＩ、Ｃ蛋白質、Ｃ１－阻害剤、α－１抗トリプシン、及びフィブリン密閉剤などの血漿
蛋白質製剤が、例えば、血友病患者、癌患者及び腎臓透析患者にとって、必要である。し
かしながら、血液製剤中に存在するウイルスは、それらの血液製剤を必要とする患者を危
険にさらすことがある。多くの細胞を除去する新規濾過技術を使用したとしても、一定の
細菌及びウイルスは血液製剤中に残存することがある。
【００５９】
通常、血漿は、（例えば、抗凝血剤を含む管内に収集された）血液サンプルを入手し、血
漿分離管中のサンプルを遠心分離機にかけ、管中の沈殿から血漿のデカンテーションを行
うことにより単離する。この方法は血漿から大部分の細胞を取り除くが、必然的にいくら
かの細胞が血漿中に残存する。残存する細胞が、例えば、細菌やウイルスを含んでいれば
、輸血により病気が広がることもある。この新規方法は上記デカンテーション法により得
られた血漿について実行することができる。血漿中に残存する不純物はこの新規方法によ
り不活性化することができる。
【００６０】
＜試薬及び倍地の滅菌＞
この新規方法はまた、工業製品の滅菌に使用することができる。例えば、ウシ血清はしば
しば分子生物学研究所において細胞培養のために使用される。供給者からの原料の微生物
汚染はめったに起こらない。しかしながら、微生物汚染が起こると、経済的なコスト及び
時間の遅れがしばしば重要となる。ウシ胎児血清を滅菌する現在の方法（例えば、加熱ま
たは濾過）は、機能的に重要な蛋白質（例えば、成長ホルモン）を不活性化し、ロット間
で大きな変動が生じる。さらに、原料が最初無菌であったとしても、研究室内で開封した
時に偶然汚染されることもある。この新規方法はどちらの製造プロセス（例えば、バッチ
または連続）においても使用することができ、あるいは実験を開始する前に血清または他
の倍地の前処理のために個々の研究所において使用することができる。
【００６１】
＜ワクチン製造＞
ワクチンは典型的には、培養ウイルスの溶液に、不活性化処理（例えば、加熱、あるいは
化学的変性剤の添加及び除去）を施すことにより調製される。
【００６２】
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成功したワクチン調製法では理想的には高程度のウイルスの不活性化が達成されなければ
ならないが、患者の体内で免疫防御応答を刺激する能力を製品に保持させなければならな
い。高圧手順は成功するワクチン製造のために必要な基準を満たすようにうまく適合され
ている。冷・圧力変性蛋白質は、加熱され、あるいは化学的に変性された蛋白質に比べ、
より天然に近い構造を保持しているので、圧力により不活性化させたウイルスはより免疫
原性が良好である。圧力変性蛋白質はまた、凝集しにくく、これにより、ワクチン収率が
高くなる。この中で説明している圧力不活性化法は規模を拡大しても経済的である。とい
うのは、一般に化学薬品を添加あるいは除去せず、熱とは異なり圧力は大量のサンプルを
介して迅速に伝達させることができるからである。
【００６３】
ワクチン製造に必要な特定の条件は不活性化させる特別の微生物により変更させることが
できる。例えば、胞子形成生物の場合、必要に応じて、低圧及び中くらいの温度（例えば
、１０，０００ｐｓｉ及び４０℃）による前処理を適用して、胞子を発芽させることがで
きる。発芽した胞子はその後、この発明の方法により不活性化することができる。
【００６４】
＜圧力により向上した核酸の光感作＞
滅菌する製品を、ＤＮＡまたはＲＮＡと選択的に結合し核酸と反応することができる化学
試薬と共に混合する滅菌方法についてはすでに説明されている（ラドセビッチ（Ｒａｄｏ
ｓｅｖｉｃｈ）、「血栓症と止血におけるセミナー」、Ｖｏｌ．２４、Ｎｏ．２、ｐｐ．
１５７－１６１、１９９８）。場合によっては、化学的な部分を活性化するのに光が使用
されることがある。そのような方法の欠点としては、（例えば、化学薬品とのあるいは照
射による非特異的反応により、あるいは微生物の内部への不活性化薬品の不完全なあるい
は遅い浸透により）滅菌する製品の所望の分子成分に与えられる副行のダメージが挙げら
れる。圧力を上昇させて適用すると、細胞及びウイルスに浸透性を付与し不活性化剤の浸
入を可能とすることにより、これらの問題を実質的に克服することができる。圧力を上昇
させることにより、分子の核酸に対する親和性及び選択性も向上し、これにより薬品濃度
を低くし、あるいは照射量を低くすることができる。このように、より速く、より低コス
トの、より高効率の方法が得られる。
【００６５】
光化学法を実行するための装置としては、ＰＣＴ出願ＵＳ９６／０３２３２に説明されて
いるような、高圧フロースルーシステムが挙げられる。このシステムは、石英あるいはサ
ファイアなどの材料で製造することができる少なくとも１つの耐圧ウインドウを含む反応
チャンバと、そのウインドウを介して材料の照射を行うための装置と、を有する。液体の
流量は材料のすべてがその照射領域を通過するようなものとする。その後、材料は無菌状
態で収集することができる。材料は高圧あるいは低圧で反応チャンバ内に導入し、その後
照射前に加圧することができる。
【００６６】
＜ウイルスの化学的不活性化＞
様々な化学薬品（例えば、ヨウ素、エチレンイミン、アスコルビン酸、チオホスファミド
、コンゴーレッド、パラホルムアルデヒド）を使用して不安定な蛋白質を含む溶液を滅菌
することができる。しかしながら、そのような化学薬品を使用すると、不活性化が遅く、
蛋白質の損傷の可能性がある、あるいは化合物が微生物の内部まで浸透することができな
い、などの負の効果が得られることがある。圧力を上昇させると、（例えば、パーボウイ
ルス及びＡ型肝炎ウイルスなどの熱安定性無包ウイルスに対する化学薬品の効力を増加さ
せることにより）負の効果を激化させること無く、これらの化学薬品の滅菌活性を向上さ
せることができる。
【００６７】
＜蛋白質及び酵素の安定化＞
場合によっては、上記滅菌手順に必要な圧力で不可逆的に変性してしまう不安定な蛋白質
を含む溶液あるいは他の材料を滅菌することが望ましいこともある。このような場合、安
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定化剤（例えば、グリシンなどのアミノ酸、あるいは混合物中の蛋白質の特異的な配位子
、回復される蛋白質の配位子、あるいはグリセロール、キシロース、グルコースなどの糖
）を、加圧前に材料に添加することができる。例えば、ヒト血清アルブミン安定化剤であ
るカプリレート及びアセチルトリプトファノエートを血漿サンプルに添加し、その後、血
漿サンプルについてクリオバリック滅菌プロセスを実行することができる。この場合、特
定の血漿蛋白質の過剰な不安定化は起こらない。その後、安定化剤は標準の方法（例えば
、透析、濾過、クロマトグラフィー）により除去することができる。
【００６８】
＜感染材料の圧力処理＞
感染症の因子を含んでいる可能性のある材料に対し、滅菌、細胞及びウイルスの破壊、ヌ
クレアーゼの不活性化を実行するためには静水圧あるいはパルス圧は有効である。さらに
、一般的な安全性を考慮すると、その材料を扱う人間への感染防止、他の材料の汚染防止
が要求される。そのような汚染を防止する１つの方法は加圧媒質として、滅菌溶液（例え
ば、１０％クロロックス（ＣＬＯＲＯＸ、登録商標）漂白剤；７０％エタノール；濃縮尿
素；あるいはグアニジウム塩）あるいは酸化剤を使用するものである。
【００６９】
例えば、材料を閉鎖形の柔軟な容器内に置き、その後、それを化学的滅菌溶液中に浸漬さ
せることができる。溶液はその後、第２の化学的に不活性な容器の内側に密封することが
できる（すなわち、加圧チャンバの内側にある金属部分と接触しないようにする）。その
後、不活性な加圧媒質を使用して、加圧チャンバの内側と、材料と滅菌溶液とを保持する
容器との間の容積を充填させることができる。滅菌溶液を保持する容器は、例えば、プラ
スチックバッグ、ねじ蓋プラスチック容器、蓋つきシリンジ、あるいは収縮ラッピングと
することができる。
【００７０】
この発明についてさらに、以下の実施例で説明する。これらの実施例はクレームにおいて
記載された発明の範囲を限定するものではない。
【００７１】
＜実施例＞
実施例１：ラムダファージのクリオバリック不活性化
４サンプルのそれぞれについて、約２４８μｌの子ウシ血清を添加して２．５μｌのラム
ダファージ株（５×１０１１ｐｆｕ／ｍｌ）を１００倍に希釈した。５番目の２．５μｌ
ラムダファージ株サンプルは懸濁液媒質中で１００倍に希釈した。２つのファージ－血清
サンプル（２５０μｌ）は管をエタノール－ドライアイス浴中に浸漬することにより凍結
させた。３つの他のサンプルは氷上に置いた。
【００７２】
凍結ファージ血清サンプルの１つについて、３６，０００ｐｓｉ（３０秒）と１４．７ｐ
ｓｉ（３０秒）の間で５分間、サイクルさせた。圧力処理中、このサンプルの温度は－１
０℃に維持した。残りの凍結サンプルは、対照標準として実験を通して１４．７ｐｓｉに
維持した。この実験を繰り返すと、ドライアイスサンプルを－１０℃まで５分間温めた。
３番目のファージ－血清サンプルは、２３℃で１０分間３６，０００ｐｓｉまで加圧した
。残りの２つのサンプルは、陽性対照として使用するものであり、それぞれ、圧力処理を
施さずに２３℃で１０分間培養したファージ－血清サンプル、及び圧力処理も温度処理も
施さないファージ懸濁媒質（すなわち、０．０４９６Ｍの塩化ナトリウム、４．０６ｍＭ
の硫酸マグネシウム、５０ｍＭのトリス－Ｃｌ　ｐＨ７．５、１．０ｇ／ｌのゼラチン）
とした。加圧処理後、ファージサンプルの１０２、１０４、１０６倍希釈を懸濁媒質中で
行った。
【００７３】
アンピシリン耐性大腸菌の培養物はラムダブロス（すなわち、１０ｇ／ｌのトリプトン、
０．０４２Ｍの塩化ナトリウム）、０．２％のマルトース、１０ｍＭの硫酸マグネシウム
中では増殖し飽和に達した（分子生物学における最新プロトコル、１．１１．１ページ）
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【００７４】
感染を誘発するために、１００μｌのファージサンプルを以上のように調製した３００μ
ｌの大腸菌培養物に添加し、この培養物を３７℃で１０分間培養させた。２．５ｍｌのラ
ムダトップ寒天（すなわち、１０．０ｇ／ｌのトリプトン、４２ｍＭの塩化ナトリウム、
７ｇ／ｌの寒天）を各ファージ－大腸菌混合物に添加し、渦状に攪拌し、直ちにラムダプ
レート（すなわち、９０ｍｍのペトリ皿中の、１０ｇ／ｌのトリプトン、０．０４２Ｍの
塩化ナトリウム、１０．０ｇ／ｌの寒天）上に広げた。
【００７５】
プレートを３７℃で１６時間培養した後、ラムダプラークをそれぞれ計数した。あるいは
、融合性が高いプレートに対しては、プラークにより占められた総表面積を評価した。希
釈係数に、各プレート上に現れたプラークの数をかけることにより、１ｍｌあたりのプラ
ーク形成単位（ｐｆｕ／ｍｌ）を計算した。
【００７６】
ラムダファージのプラーク形成活性は、－１０℃で静水圧を交互に替えることにより５桁
減少した。凍結させた圧力サイクルサンプルの密度は９．４×１０５ｐｆｕ／ｍｌである
ことがわかった。一方、凍結させた、加圧していない対照標準の密度は３．２×１０１１

ｐｆｕ／ｍｌであった。第２の実験では、プラーク形成活性は、交替圧力処理後、９×１
０１０ｐｆｕ／ｍｌから６．４×１０４ｐｆｕ／ｍｌに減少した。凍結サンプルとは対照
的に、室温サンプルでは、プラーク形成活性は３倍しか減少しなかった。２３℃で５分間
、３６，０００ｐｓｉで保持したサンプルでは、１．２×１０１１ｐｆｕ／ｍｌが得られ
、１４．７ｐｓｉで維持した対照標準では、３．１×１０１１ｐｆｕ／ｍｌが得られた。
【００７７】
プラーク形成活性には、血清はほとんど影響しなかった。懸濁液媒質中で希釈したサンプ
ルでは５０×１０１１ｐｆｕであったが、血清中で１００倍に希釈したサンプルでは３．
１×１０１１ｐｆｕまで減少したにすぎなかった。大気圧（１４．７ｐｓｉ）で一度だけ
凍結しても、見掛け上、プラーク形成活性には影響はなかった。凍結サンプルでは３．２
×１０１１ｐｆｕであり、室温（２３℃）で保温したサンプルでは３．１×１０１１ｐｆ
ｕであった。
【００７８】
実施例２：ウイルスの不活性化に対するパルスセイション頻度の効果
血清中のラムダバクテリオファージの不活性化に対するパルセイション頻度の効果を決定
するために実験を行った。
【００７９】
血清サンプルにウイルスを接種し、パルセイション頻度を変化させ、最大圧力を４０，０
００ｐｓｉとする以外は実施例と同様に処理した。全サンプルは－６℃で処理し、全サン
プルに対する総処理時間は１５分とし、高圧及び低圧での時間は各実験において７．５分
であった。実験は実験条件の各組に対し２度行った。ウイルスの力価を実施例１のように
測定した。
【００８０】
治療蛋白質のモデルについて、その活性化が維持されるかどうか確認するために、並行実
験を行った。抗フルオレセインヤギＩｇＧ（ケミコンインターナショナル（Ｃｈｅｍｉｃ
ｏｎ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ）；テクマ（Ｔｅｃｕｍａ）、ＣＡ）は、５％のグル
コースと０．３％のＮａＣｌ中で濃度４ｍｇ／ｍｌに調整した。その後、溶液に対しバク
テリオファージ不活性化実験と同様の処理を行い、フルオレセインの５０ｎＭ溶液の蛍光
の消光能力を測定することにより分析した。以下のデータが得られた。
【００８１】
【表１】
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この実験により、低温での圧力のパルセイションはウイルスの不活性化率に重要な効果を
持つこと、及び治療及び診断血液製剤の製造において有用であることが証明される。プロ
セスは適当に折り畳まれた治療蛋白質の高い回復と一致する圧力及び温度条件下で行うこ
とができると共に多くの型のウイルスに対して効果的である。
【００８２】
実施例３：高圧滅菌プロセスにおけるヌクレアーゼ活性の促進
成体ウシ血清を水を用いて希釈し５０％（ｖ／ｖ）とし、０℃まで冷却する。血清の４ア
リコットを２５０μｌの微小遠心分離管に分配し、各管内には２５μｌの空気が存在する
ようにする。管を氷上で使用するまで保存する。５μｌの５０ｍＭトリス緩衝液、ｐＨ８
．０中の２μｇのｐＵＣ１９プラスミドＤＮＡと２μｇの酵母菌の全ＲＮＡ（シグマ）を
各サンプルに適当な時間に添加する。加圧前に、５μｌの水をサンプル＃４に添加する。
１０ｍＭのバナジルリボヌクレオシド錯体を添加し、サンプルを氷上に置くことにより反
応を停止させる。これらのサンプルの処理は以下の通りである。
【００８３】
サンプル＃１：対照標準サンプル（すなわち、核酸のみ）。このサンプルでは、核酸の前
にバナジルリボニクレオシドが添加される。
【００８４】
サンプル＃２：血清及び核酸混合物が２５℃で１０分間保温される。反応は以上のように
直ちに停止される。
【００８５】
サンプル＃３：血清及び核酸混合物が６０，０００ｐｓｉまで２５℃で１０分間加圧され
る。反応は上述のように停止される。
【００８６】
サンプル＃４：血清が６０，０００ｐｓｉまで２５℃で１０分間加圧される。その後、核
酸が添加され、混合物は１０分間保温され、反応は上述のように停止される。
【００８７】
サンプルは全て、同じ量のフェノール／クロロホルム／イソアミルアルコール混合物を用
いて抽出して蛋白質を除去し、その後、７０％エタノール中の核酸の沈降析出を行う。核
酸ペレットは２０μｌのＴＥ緩衝液中に再び溶解する。得られた溶液１０μｌを電気泳動
のために０．８％のアガロースゲル上に載せる。電気泳動後、ＤＮＡはエチジウムブロミ
ド蛍光により可視化する。残りのサンプルの５μｌはピコグリーン及びリボグリーン染料
（モレキュラープローブ）を用いて定量する。
【００８８】
サンプル＃３及び＃４ではどちらもサンプル＃２に比べ、分解が増加する。サンプル＃４
中の核酸はサンプル＃３中の核酸よりも分解が進む。これらの結果により、圧力は、直接
活性を刺激すること及び阻害物質を放出させることの両方により、血液ヌクレアーゼを促
進することができることが実証される。
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【００８９】
実施例４：サッカロマイセス・セレビシェの圧力及び温度誘発不活性化
サッカロマイセス・セレビシェをＹＰＤ液体倍地（１％酵母菌抽出物、２％ペプトン、２
％デキストロース）で、培養物密度が２×１０６細胞／ｍｌに到達するまで増殖させた。
その後、サッカロマイセス・セレビシェサンプルを子ウシ血清中で１：１０に希釈し、そ
の後、様々な圧力及び温度を適用した。
【００９０】
最初に、温度を２３．８℃で一定に保持しながら、加圧プロセスを実行した。第１のサン
プルは２３．８℃で１０分間、３６，０００ｐｓｉで維持した。第２のサンプルは２３．
８℃で１０分間、３０秒間隔で、３６，０００ｐｓｉと１４．７ｐｓｉの間でサイクルさ
せた。第３のサンプルは陽性対照として、圧力及び温度をそれぞれ、１４．７ｐｓｉ、２
３．８℃で一定に維持した。
【００９１】
次の３つのサンプルに対しては、同様の圧力処理を実行する間、温度を下降させた。この
ように、第４のサンプルは－３．６℃まで冷却し、その後３６，０００ｐｓｉで１０分間
加圧した。第５のサンプルもまたは－３．６℃まで冷却し、その後３６，０００ｐｓｉと
１４．７ｐｓｉとの間で３０秒の間隔で圧力交替させるサイクルを１０回実行した。陽性
対照として、第６のサンプルは－３．６℃まで冷却させたが、圧力処理を行わなかった。
【００９２】
必要な圧力及び温度処理の後、サンプルは全て１０、１００、１０００の係数で希釈し、
ＬＰＤプレート（１％酵母菌抽出物、２％ペプトン、２％デキストロース、１．５％寒天
）上に広げ、３２℃で２４時間増殖させた。コロニー形成単位（ｃｆｕ）の数を、コロニ
ーの数に希釈係数を掛けることにより計算した。
【００９３】
サッカロマイセス・セレビシェは圧力処理により著しく不活性化されることが、２３．８
℃及び－３．６℃の両方において観察された。加圧サンプルのコロニー形成活性の範囲は
、加圧サンプルに対し１×１０２ｃｆｕから５．６×１０３ｃｆｕの範囲であった。陽性
対照のコロニー形成活性は１．１×１０５ｃｆｕから９．２×１０５ｃｆｕの範囲であっ
た。このように、サッカロマイセス・セレビシェのコロニー形成能力は約２から３桁減少
した。
【００９４】
実施例５：モロニーネズミ白血病ウイルスの圧力及び温度誘発不活性化
Ｐｈｉ＋（拡大ウイルスパッケージングシグナル）とネオマイシン耐性マーカー（Ｎｅｏ
ｒ）を含むが、ウイルス構造遺伝子を欠くレトロウイルスベクターｐＬＮＣＸを、パッケ
ージング細胞系ＮＩＨ－Ｃｙｔ２と共に使用した。ＮＩＨ－Ｃｙｔ２細胞は、粒子形成及
び複製のために必要なｇａｇ、ｐｏｌ、ｅｎｖウイルス構造遺伝子を発現させるが、ＲＮ
ＡパッケージングシグナルＰｈｉ＋は発現させない。このように、ｐＬＮＣＸベクターと
ＮＩＨ－Ｃｙｔ２細胞系は共に、モロニーネズミ白血病ウイルス（ＭＭＬＶ）と構造的に
同じ感染性の複製－不能な粒子を生成する。これらの感染性ＭＭＬＶ粒子はｐＬＮＣＸベ
クターをコードするＲＮＡを含む。
【００９５】
ＭＭＬＶ感染性粒子については、１０％の子ウシ血清（ＣＳ）を含むＤＭＥＭ中に懸濁さ
せ、以下の温度及び圧力処理中以外は、４℃、１４．７ｐｓｉで維持する。第１のサンプ
ルでは、静水圧を３０秒の間隔で３５，０００ｐｓｉと１４．７ｐｓｉとの間でサイクル
させ、その間、温度を２℃に維持する。陽性対照として、第２のサンプルの温度は、１４
．７ｐｓｉで１０分間、２℃で維持する。第３のサンプルは、－１０℃において、３０秒
の間隔で３５，０００ｐｓｉと１４．７ｐｓｉとの間でサイクルさせる。第４のサンプル
は、－１０℃で５分間、３５，０００ｐｓｉで保持する。陽性対照として、第５のサンプ
ルはドライアイス中で凍結させ、その後－１０℃まで５分間温めた。
【００９６】
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サンプルをＮＩＨ－Ｃｙｔ２細胞の皿に添加し、３７℃で３０分間保温し、細胞にレトロ
ウイルスベクターｐＬＮＣＸをトランスフェクトさせる。陰性対照として、細胞の１プレ
ートをウイルスを含まないＤＭＥＭ－ＣＳを用いて、偽－トランスフェクトさせる。細胞
を１０％の子ウシ血清と、ＮｅＯｒと共にある時にのみ細胞を増殖させ、このため、安定
な形質転換細胞を選択するＧ４１８を含むＤＭＥＭ中で増殖させる。１０日後、皿をＰＢ
Ｓですすぎ、メチレンブルーで染色し、再びＰＢＳですすぎ、その後、コロニーを計数す
る。コロニー形成単位（ｃｆｕ）として表されるウイルスの力価を、希釈係数にコロニー
数を掛けることにより計算する。
【００９７】
実施例６：大腸菌接種血清の圧力－サイクル不活性化
ＬＢ／ａｍｐ倍地（５０μｇ／ｍｌのアンピシリンを含むルリアブロス）中のアンピシリ
ン耐性大腸菌株の培養物を増殖させ飽和させた。成体ウシ血清（シグマ）のサンプルに、
１ｍｌ血清あたり３０μｌの大腸菌を接種した。接種させた血清のアリコット（それぞれ
２８０μｌ）を９つの微小遠心分離管内に入れた。９つの管内のサンプルを以下の実験条
件に暴露した。
【００９８】
サンプル１は対照として処理せず放置した。
【００９９】
サンプル２は大気圧（すなわち、約１４．７ｐｓｉ）に維持し、温度を約－１７℃と室温
（すなわち、約２５℃）との間で２０回、２０分にわたりサイクルさせた。
【０１００】
サンプル３～６は大気圧で－１５℃まで冷却した。サンプルは確実に熱平衡に達するよう
に２分間静置した。その後、サンプルに対し、約３０秒／サイクルあるいは２Ｈｚの速度
で圧力サイクルを実行した。サンプル３は約１４．７ｐｓｉと約１５，０００ｐｓｉとの
間で、５分間にわたり、１０回サイクルさせた。サンプル４は、約１４．７ｐｓｉと約３
５，０００ｐｓｉとの間で、５分間にわたり、１０回サイクルさせた。サンプル５及び６
は、約１４．７ｐｓｉと約３５，０００ｐｓｉとの間で、１０分間にわたり、２０回サイ
クルさせた。
【０１０１】
サンプル７は、室温において、約１４．７ｐｓｉと約３５，０００ｐｓｉとの間で、６分
４０秒にわたり、２０回サイクルさせた。
【０１０２】
サンプル８及び９については、２．５分間静圧を加圧した。サンプル８は室温で加圧し、
サンプル９は－１５℃で加圧した。
【０１０３】
サンプルをＬＢ／ａｍｐ倍地で希釈し、サンプルを培養した。１ｍｌあたりのコロニー形
成単位（ＣＦＵ／ｍｌ）を、対数減少（すなわち、対照に対して）と共に以下に示す。
【０１０４】
【表２】
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このように、最も効果的な処理はサンプル＃７、約２５℃での３５，０００ｐｓｉまでの
サイクル、に対応するものであった。結果から、同じ温度では静的加圧に比べ、サイクリ
ングはより効果的であることが示唆される（サンプル＃８参照）。
【０１０５】
実施例７：大腸菌汚染針の滅菌
２つの２０Ｇ針を、プラスチックマウントに取り付けた３ｍｍの金属シャフトを残して、
切り取った。３ｍｌシリンジのプラスチックシャフトの端を切り取り、その端を２つのプ
ランジャーからのゴム部分でふさぐことにより管を構成した。大腸菌を一晩培養したもの
１ｍｌを、各針を通って通過させた。各針を１ｍｌのルリアブロス（ＬＢ）倍地を有する
管内に置いた。各管の上部には空気が約０．２ｍｌ残っていた。
【０１０６】
１つの管について、２２．２℃で、１０サイクルの圧力処理（各サイクルは３７，０００
ｐｓｉで３０秒、その後、１４．７ｐｓｉで３０秒からなる）を実行した。第２の管は２
２．２℃で１０分間圧力チャンバ内に置いたが、圧力処理は行わなかった。
【０１０７】
圧力処理後、管から針を取り出し、各針を通って０．２ｍｌのＬＢを通過させた。０．２
ｍｌのＬＢの半分をＬＢプレート上に広げた。残りの０．１ｍｌのＬＢを希釈し（１：１
０、１：１００、１：１，０００、１：１０，０００）、４つのＬＢプレート上に広げた
。全てのプレートを一晩３７℃で増殖させた。各プレート上のコロニーを計数し、各ＬＢ
サンプル内のコロニー形成単位（ｃｆｕ）の数を計算した。
【０１０８】
処理針及び未処理針を通して通過させたＬＢ倍地のコロニー形成活性において著しい差が
観察された。圧力処理針を通して通過させた０．２ｍｌにおいては１０ｃｆｕであったが
、未処理針を通して通過させたＬＢ中には９．２×１０５ｃｆｕも存在し、約１００，０
００倍もの違いであった。
【０１０９】
実施例８：圧力－ショック滅菌
病原性ウイルスのモデルとして、新鮮な凍結血漿に、１０％グルコースと４ｍＭのカプリ
ル酸ナトリウムで安定化させた、１０８プラーク形成ユニット（ｐｆｕ）／ｍｌのラムダ
バクテリオファージを添加する。血漿を、圧力伝達媒質として５０％エチレングリコール
を含む高圧容器内に入れ、温度平衡を－１０℃とする。圧力を１秒にわたって１５０，０
００ｐｓｉまで上昇させ、その圧力を更に１秒間保持する。その後、圧力を２秒にわたっ
て下げる。血漿サンプルを取り出し、希釈物を大腸菌芝上で培養する。血漿サンプルは実
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質的に感染ウイルスを有していないことが見出されている。血漿蛋白質について、ＨＰＬ
Ｃ、ＩｇＧ抗原結合、ＨＳＡによるダンシルサルコシンの蛍光強化、及び凝固因子の完全
性を評価する凝固分析（活性化部分トロンボプラスチン時間分析、ＡＰＴＴを含む）など
の様々な方法により分析する。
【０１１０】
実施例９：ウイルスの圧力－強化光化学不活性化
ウシ血清サンプルに、１０８プラーク形成単位（ｐｆｕ）／ｍｌのラムダバクテリオファ
ージを接種する。０．１５ｍＭのソラレンを添加する。サンプルを３つのアリコットに分
割する。３つのサンプルについて以下のように処理する。
【０１１１】
（１） それ以上処理はしない。
【０１１２】
（２） ３０，０００ｐｓｉまで加圧する。
【０１１３】
（３） ３０，０００ｐｓｉまで加圧し、同時にＵＶＡ光に１０分間暴露する。
【０１１４】
全てのサンプルは実験を通して２５℃に維持する。圧力及び光による処理は、ポリエチレ
ンキャップを有する石英瓶中にサンプルを入れることにより実行する。瓶を、エタノール
－充填高圧分光セル（ＩＳＳ、チャンペイン（Ｃｈａｍｐａｉｇｎ）、ＩＬ）中に置き、
加圧する。分光セルのウインドウを一定距離のＵＶＡランプに合わせ、サンプル照射を行
う。処理後、血清を連続希釈し、大腸菌と混合し、寒天上で培養する。３７℃で一晩中培
養した後、プレート上のプラークを計数し、加圧により、及び加圧と照射により、ウイル
スの力価がかなり減少していることがわかった。サンプル＃１及び＃２に対し、サンプル
＃３において観察されたウイルスの不活性化の程度は非常に大きいことが見出された。よ
り濃度の低いソラレンを用いて実験を繰り返すと、圧力とＵＶＡ光の組み合わせにより、
ＵＶＡのみで得られる率と同様の不活性化率が得られるが、治療用蛋白質の損傷はより小
さいことがわかった。同様の実験により、サンプルが加圧される場合、必要な光の強度あ
るいは照射時間は少なくなることが明らかとなった。実験により、酸素と共に作用する核
酸結合染料（例えば、メチレンブルー）では、ソラレンにより得られた結果と同様の結果
が得られることも示された。
【０１１５】
実施例１０：ウイルスの圧力強化化学不活性化
ウシ血清サンプルに、１０８プラーク形成単位（ｐｆｕ）／ｍｌのラムダバクテリオファ
ージを接種する。サンプルを４つのアリコットに分割する。サンプルについて以下のよう
に処理する。
【０１１６】
＃１　処理なし。
【０１１７】
＃２　０．１ｍＭのヨウ素を添加し１０分間保温する。
【０１１８】
＃３　０．１ｍＭのヨウ素を添加し３０，０００ｐｓｉまで１０分間加圧する。
【０１１９】
＃４　３０，０００ｐｓｉで１０分間加圧する。
【０１２０】
サンプルは全て、実験を通して、２５℃の温度で維持する。処理後、反応を還元剤により
停止させ、血清は連続希釈し、大腸菌と混合し、寒天上で培養する。３７℃で一晩中培養
した後、プレート上のプラークを計数し、加圧により、及び加圧と化学処理により、ウイ
ルスの力価がかなり減少していることがわかった。（サンプル＃１と比較した）サンプル
＃３のウイルス力価の減少は、サンプル＃２とサンプル＃４で観察された減少の合計に比
べ、非常に大きいことがわかった。これにより圧力とヨウ素の相乗効果が実証された。化
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学添加物の濃度をより低くして同様の実験を実行すると、加圧すると、より低い濃度のヨ
ウ素により、あるいはより短い保温時間により、同様のウイルスの不活性化が可能となる
ことがわかった。
【０１２１】
実施例１１：凝固時間に関する圧力サイクル処理の効果
ヒト血漿サンプル（ＢＢＩ）に対し、４０，０００ｐｓｉでの２分の圧力サイクル及び－
７０℃から２０℃の範囲の温度による処理を１０回行い、使用するまで－７０℃で凍結保
存した。分析は、１００μｌのキュベットに、６０μｌの血漿と、６０μｌのＡＰＴＴ試
薬（シグマ）（３７℃）と、６０μｌの２５ｍＭのＣａＣｌ２（３７℃）とを添加するこ
とにより開始した。５５０ｎｍで吸光度を測定し、凝固時間を０．８の光学的密度（極大
の約１／２）までの時間として記録した。より低い温度を用いると、凝固活性において著
しい向上が得られることがわかった。
【０１２２】
実施例１２：クリオバリック処理におけるＩｇＧ、ＩｇＭ、ＨＳＡ、ｆＸの完全性
ＩｇＧ及びＩｇＭ．サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）抗体力価に対するヒト血漿対照標準
の市販の製剤（アクルン（ＡＣＣＵＲＵＮ、登録商標）、ボストンバイオメディカ（Ｂｏ
ｓｔｏｎ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａ）社）について、圧力サイクリング技術を用いて処理し、
ＩｇＧ及びＩｇＭのＣＭＶ抗原結合能力をアボット及びウォルポウル（Ｗａｌｐｏｌｅ）
ＣＭＶ－抗体酵素免疫学的アッセイを用いて測定した。このアッセイは、熱不活性化ＣＭ
Ｖ抗原でコートしたポリスチレンビーズを用いてサンプルを培養する工程を含む。その後
、ビーズを洗浄し、ホースラディッシュペルオキシダーゼ標識抗－ヒト免疫グロブリンと
反応させる。再び、ビーズを洗浄し、結合した抗－ＣＭＶ抗体を暗示する速度で発色する
発色基質と共に培養する。アクルン材料の希釈は、アッセイが線形であることを示し、活
性化が減少すれば検出されることを示唆する。アクルンの２６０μｌサンプルについては
－５℃で平衡をとり、高圧で１分、大気圧で１分の処理を含む１０の圧力サイクルを用い
て処理する。約１０，０００から約５０，０００ｐｓｉまでの最大圧力を使用した。サン
プルを取り出し、抗－ＣＭＶレベルを測定した。約５０，０００ｐｓｉまでの圧力では、
ＩｇＧあるいはＩｇＭ活性において有意な損失は観察されなかった。
【０１２３】
ＨＳＡ．ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）完全性は、ダンシルサルコシンの蛍光の強化能力
により決定した。このアッセイは、蛋白質のドメインＩＩＩにおける変化及び凝集の全体
的なレベルに感応する。ミクロコン－３０スピンフィルタを用いて濾過しウシアルブミン
及びそれより大きな蛋白質を除去したウシ血清に、４０ｍｇ／ｍｌのＨＳＡを添加した。
サンプルについて、－５℃で、約３４，０００ｐｓｉの最大圧を１５分間、パルセイショ
ン頻度を変えて適用する圧力パルセイションを実行した。蛋白質活性は、ＰＢＳ中の過剰
のダンシルサルコシン溶液を１０μｌ容積ずつ３ｍｌまで連続添加することにより、測定
した。結果から、この圧力パルセイションは蛋白質の完全性にとって有利であることが示
唆された。
【０１２４】
第Ｘ因子．酵素血液因子に対するクリオバリックプロセスの効果の試験を行うために、い
くつかの圧力で処理したヒトＡＣＤ血漿に対し色素産性アッセイを行った。使用した条件
はＩｇＧ実験と同一とした：－５℃、約１９，０００ｐｓｉから約５０，０００ｐｓｉま
での２分サイクル１０回。８０％を超える第Ｘ因子の活性が維持された。
【０１２５】
＜結　論＞
このデータから、圧力サイクルにより、ノンエンべロープウイルスの力価において１５分
で１０７を超える減少が可能となること、しかしながら、同時に、ＩｇＧ、ＩｇＭ、第Ｘ
因子、ＨＳＡの活性は許容レベルで維持することができることが実証された。圧力パルセ
イションは蛋白質活性の保持を向上させると考えられる。
【０１２６】
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実施例１３：非常に低い温度でのヒト血漿中のブタパーボウイルス（ＰＰＶ）の圧力サイ
クル不活性化
ブタパーボウイルス（ＡＴＣＣ）は、非常に多数の０．１の感染で感染させ、６日間培養
することによりブタの睾丸（ＰＴ）中で増殖させる。細胞を３回の凍結－解凍サイクルに
より溶離させ、その溶液から遠心分離により不純物を除去する。得られたＰＰＶの力価は
約１×１０１０感染量／ｍｌである。
【０１２７】
ＰＰＶ株を１：１００でヒト血漿中で希釈させ、２６０μｌ容積中に懸濁させ、２つの可
撓性ポリエチレン微小遠心分離管（コウルパーマー（Ｃｏｌｅ　Ｐａｒｍｅｒ））中に入
れる。１つの管は「対照標準」とし残りの管を「実験用」とする。ダウコーニングシリコ
ーン高真空グリースを用いて管を密閉し、パラフィルム（ＰＡＲＡＦＩＬＭ，登録商標）
（アメリカンナショナルカン、メナシャ、ウィスコンシン州）で包む。
【０１２８】
高圧反応チャンバに７０％エタノールとトレーサーとしての０．２％ロダミンＢを満たし
、－４０℃まで冷却する。試験管を高圧反応チャンバ内に６分間置き温度平衡をとり、圧
力を５秒にわたって上昇させ８０，０００ｐｓｉとする。圧力を８０，０００ｐｓｉで１
０分間保持し、その後、２秒にわたり減少させる。その後、５分間、温度の平衡をとる。
このプロセスを合計２０サイクル繰り返す。対照サンプルは同じ時間、－１０℃で培養す
る。
【０１２９】
対照及び実験サンプルのＰＰＶ力価は、ハンクス緩衝生理食塩水溶液（ＨＢＳＳ）中で、
半対数連続希釈を実行することにより決定する。各希釈物は、５０％の融合性ＰＴ細胞を
含む９６ウエル培養プレート中の６ウエルに接種するために使用する。
【０１３０】
７．５％の胎児ウシ血清を追加したＭＥＭ倍地で細胞を５日間培養した後、８０％アセト
ン中で２０分間プレートを固定し、各ウエルを５０μｌのフルオレセイン－複合抗ＰＰＶ
抗体（ＶＭＲＤ社、プルマン　ワシントン州）を用いて３７℃で４０分間培養し、水で３
度洗浄し、エピフルオレセンス顕微鏡で観察することにより、ウイルスの存在を決定する
。ＴＣＩＤ５０は、スピアマン－カーバー法により決定する。実験サンプルには検出可能
なウイルスは存在せず、対照サンプルは１０８感染量／ｍｌの力価を有することが見出さ
れた。凝固時間分析は、一段階活性化部分トロンボプラスチン時間（ＡＰＴＴ）測定によ
り実行し、凝固時間は対照、実験サンプルの両方において約３０秒であることがわかった
。これにより、血漿は血液製剤及び輸血の精製に適していることが示唆される。
【０１３１】
実施例１４：細菌及び真菌の圧力サイクル不活性化
様々な種の細菌について、圧力サイクルプロトコルを実行し、不活性化率を決定した。各
々の種の２５０μｌ容積をコウルパーマーポリエチレン管中に等分した。その管を－７０
℃で凍結させ、高真空グリースの層を凍結液層の一番上に加えた。その後、パラフィルム
（登録商標、アメリカンナショナルカン、メナシャ、ウィスコンシン州）の層で、各管を
包んだ。
【０１３２】
以下の細菌種について試験した：バシラス・セレウスＡＴＣＣ１４５７９（初期力価：６
．６×１０８ｃｆｕ／ｍｌ）、エンテロコッカス・ファエシウムＡＴＣＣ４９０３２（３
．３×１０８）、２つのサンプル大腸菌ＡＴＣＣ４３８９４（８．６×１０９、５．４×
１０７）、シュードモナス・アエルギノーザＡＴＣＣ１４５０２（９．５×１０７）、黄
色ブドウ球菌ＡＴＣＣ９１４４（９．９×１０７）。
【０１３３】
２分の圧力サイクル（すなわち、大気圧で１分、５０，０００ｐｓｉまでで１分）を１０
回、各細菌培養物に対し－１０℃で実行した。各種の一定のサンプルについてはまた、約
２９，０００と約５０，０００ｐｓｉの両方の静圧を１０分間適用した。各サンプルは加
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圧前に、５分間チャンバ温度と平衡をとった。チャンバは５０％エチレングリコール水で
満たし、１％ロダミンを追加し、チャンバ液が加圧中にサンプル内に漏れて入らないか確
認した。圧力サイクル手順後、サンプルは分析するまで－７０℃で放置した。
【０１３４】
サンプルについて、加圧プロセス後の力価（ｃｆｕ／ｍｌ）を決定するためにアッセイを
行った。各サンプルの１アリコットから連続希釈を行った。各希釈物を１０ｍｌの固体寒
天上に置き、３７℃で一晩中培養した。各プレートの力価を計数し、不活性化率（最終力
価）を決定した。初期力価を最終力価で割って、微生物数の減少を決定した。
【０１３５】
調べた全てのグラム陽性細菌及びグラム陰性細菌は不活性化された。バシラス・セレウス
は５対数でエンテロコッカス・ファエシウムは６対数、大腸菌は７対数、シュードモナス
・アエルギノーザは８対数、黄色ブドウ球菌は６対数、カンジダ・アルビカンスは５対数
で不活性化された。全ての細菌について、圧力パルセイションは静圧に比べ効果的であっ
た。最も著しい差異は、エンテロコッカスを用いた場合に見られた。このエンテロコッカ
スの不活性化は圧力サイクルが無いと１対数未満であるが、５０，０００ｐｓｉでの圧力
サイクルを用いると約６対数で不活性化された。シュードモナスは圧力サイクルを用いる
と約６対数で不活性化され、約２９，０００ｐｓｉの静圧を用いると不活性化は２．５対
数となった。圧力サイクルを用いた５０，０００ｐｓｉでのシュードモナス不活性化率は
８対数を超えたが、静圧では６対数のままであった。ブドウ球菌サンプルは２９，０００
ｐｓｉ及び５０，０００ｐｓｉでの圧力サイクルを用いると、それぞれ、２対数、６対数
で不活性化されたが、静圧下で同じ条件を用いた場合の不活性化はそれぞれ１及び３対数
に過ぎなかった。２９，０００ｐｓｉでの低力価大腸菌の不活性化率の差異は、サイクル
を用いると６７倍、静圧を用いると６．４倍であった。５０，０００ｐｓｉでの不活性化
率はサイクルを用いると４対数に増加したが、静圧を用いた場合の増加は２対数にすぎな
かった。高力価大腸菌では、２９，０００ｐｓｉ及び５０，０００ｐｓｉの両方において
、圧力サイクルを用いると、静圧に比べ、不活性化が４対数増加した。
【０１３６】
このように、圧力パルセイションにより、試験を行った最近の全ての種において、静圧の
場合に比べ不活性化が向上した。この圧力サイクルの利点は、全ての種について、２９，
０００ｐｓｉよりも５０，０００ｐｓｉを用いた場合により明白となった。
【０１３７】
実施例１５：エンベロープウイルスの不活性化
エンベロープウイルスに対するクリオバリック処理の効力を試験するために、ヒト免疫不
全ウイルス（ＨＩＶ－１）及び単純疱疹ウイルス（ＨＳＶ－１）について処理を行い、そ
の感染力を測定した。ＨＩＶ実験では、クリオバリック処理は、－１０℃において２分の
圧力サイクルを５回とした。各サイクルは、高圧で１分、大気圧で１分とした。圧力を５
０，０００ｐｓｉまで上昇させると、ＨＩＶ感染において約６対数の減少が達成できた。
単純疱疹１もまた、この圧力において６対数で不活性化された。この処理では、例えば、
実施例２１で示されるように、ほとんどの治療蛋白質の完全性及び活性が保持されている
。
【０１３８】
実施例１６：ＭＳ２の不活性化：静圧条件
ＭＳ２－感染血漿サンプルを－２６℃で加圧して８０，０００ｐｓｉとし、その後、５、
１０、１５、３０、及び６０分間、温度を－１４℃まで上昇させた。各実験に対し２つの
血漿サンプルの処理を行った。１つは不活性化研究用にファージを用い、もう１つは因子
分析のためにファージ無しのものである。
【０１３９】
クリオバリック処理後、ＭＳ２感染力について以下のプロトコルに従い分析した。宿主大
腸菌を、０．２％マルトースと１０ｍＭの硫酸マグネシウムを追加したＭＳ２ブロス（１
０ｇ／ｌのトリプトンと４２ｍＭの塩化ナトリウムとを含む）中で一晩中飽和するまで増
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殖させた。必要に応じて、処理したファージの希釈後、１００μｌのファージサンプルを
１００μｌの大腸菌に添加し、２３℃で２０分間培養し、その後３７℃で１０分間培養し
た。ファージ－大腸菌混合物を２．５ｍｌの溶融トップ寒天（１０ｇ／ｌのトリプトン、
４２ｍＭの塩化ナトリウム、７ｇ／ｌの寒天、４７℃）に添加し、渦攪拌し、直ちに、１
０ｇ／ｌのトリプトン、４２ｍＭの塩化ナトリウム、１０ｇ／ｌの寒天を含む９０ｍｍの
ペトリ皿上に広げた。３７℃で約１６時間培養した後、プラークを計数した。
【０１４０】
第ＶＩＩＩ因子分析に対するサンプルはアッセイまで－７０℃で保存した。第ＶＩＩＩ因
子アッセイは、アメリカ診断色素産性分析キット（グリーンウィッチ（Ｇｒｅｅｎｗｉｃ
ｈ）、コネチカット州）を用いて実行した。
【０１４１】
結果は以下の通りであった。「不活性化」は未処理サンプルに対する力価（ｐｆｕ／ｍｌ
）を各所定のサンプルに対する力価で割ったものであり、「ｆＶＩＩＩ」は圧力処理後、
各サンプルについて残っている第ＶＩＩＩ因子活性の割合（すなわち、未処理サンプルに
対する割合）を示したものである。
【０１４２】
【表３】

これらのデータから、第ＶＩＩＩ因子の損失については約１次の速度論が観察された。一
方、ＭＳ２不活性化は培養時間とは比較的無関係であった。このことより、ウイルスの不
活性化は－２６℃では８０，０００ｐｓｉまでの最初のパルスで起きたことが示唆される
。
【０１４３】
実施例１７：ＭＳ２の不活性化：温度最適化
ＭＳ２不活性化のための最適温度を決定する実験では、各サンプルについて、下記のデー
タ表に示した対応する開始温度と５分間平衡をとること以外は実施例１６で示した条件を
使用した。サンプルに約８０，０００ｐｓｉまで２分間加圧し、その後、減圧し、５分間
温度平衡をとった。加圧サイクルをもう２回繰り返した。結果は以下の通りであった。
【０１４４】
【表４】
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これらのデータにより、ｆＶＩＩＩの５０％の回復が得られる条件（－２０℃）下におけ
る、ＭＳ２の重大な（すなわち、３対数）不活性化が実証された。温度が高いほど、ＭＳ
２の不活性化は向上したが、ｆＶＩＩＩの回復が減少した。
【０１４５】
実施例１８：ＭＳ２の不活性化：圧力最適化
ＭＳ２不活性化のための最適圧力を決定する実験では、各サンプルについて、５分間－１
７℃と平衡をとり、下記のように、６０，０００ｐｓｉと８０，０００ｐｓｉとの間まで
加圧すること以外は実施例１６で示した条件を使用した。指示した圧力を６０秒間保持し
、その後、減圧し、５分間温度平衡をとった。加圧時間（約３秒）と減圧時間（約１秒）
は報告した加圧時間に含まない。結果は以下の通りであった。
【０１４６】
【表５】

データから、これらの温度及びタイミング条件下での最適圧力は約７５，０００ｐｓｉで
あることが示唆された。
【０１４７】
実施例１９：ＭＳ２の不活性化：パルセイションタイミング最適化
各パルスに対し、高圧での時間の関数としてのＭＳ２不活性化の相対率及びｆＶＩＩＩ活
性の損失を測定するために、実施例１８と同様の条件を使用した。各サンプルについて、
５分間－２０℃と平衡をとった。サンプルについて、約８０，０００ｐｓｉまで加圧し、
下記のように、その圧力で１５から１２０秒の間維持し、その後、減圧し、５分間温度平
衡をとった。加圧サイクルをもう２回繰り返した。加圧に必要な時間（すなわち、約３秒
）と減圧に必要な時間（すなわち、約１秒）は報告した加圧時間には含まれない。第２ラ
ウンドの実験を１０から１２０秒の圧力パルス持続時間を用いて行った。２つの実験の結
果は以下の通りであった。
【０１４８】
【表６】



(27) JP 4556067 B2 2010.10.6

10

20

30

40

50

これらのデータから、圧力パルス持続時間が１０秒という短い時間まで減少すると、ｆＶ
ＩＩＩの保持には正の効果を与えるが、ＭＳ２不活性化レベルにはほとんどあるいはまっ
たく効果がない。
【０１４９】
実施例２０：ＭＳ２の不活性化：ｐＨ効果
３ｍｌのヒト血漿に、ＬＢ中の５０μｌのＭＳ２株を添加した。１０Ｘの３－［シクロ－
ヘキシルアミノ］－１－プロパンスルホン酸（ＣＡＰＳ）のストック溶液を調製し、添加
血漿を用いて１：１０に希釈した。このサンプルと血漿だけの対照サンプルとを－７０℃
で凍結させ、シリコングリース及びパラフィルム（登録商標）を用いて密閉した。処理前
に、各サンプルを反応チャンバ内に４分間置き、実験温度と平衡をとった。
【０１５０】
１００μｌの各サンプルを連続希釈のために取り出した。ファージは微小遠心分離管内で
、ラムダブロス中で、１００倍に連続希釈した。適当に混合されるように、管の渦攪拌を
行い、その後、さらに希釈した。１００μｌの各希釈物を対数期のＭＳ２－宿主大腸菌１
００μｌと共に統合し、室温で１０分間培養し、３７℃で２０分間培養した。３ｍｌのラ
ムダトップ寒天（４７～５０℃）を添加し、その後、管の渦攪拌を簡単に行い、ラムダ寒
天プレート上に注いだ。サンプルを６０，０００ｐｓｉで１０分間加圧し、その後分析し
た。
【０１５１】
結果は以下の通りであった。
【０１５２】
【表７】

データから、緩衝液を添加してｐＨを増加させると、中性溶液での処理後では不活性化が
起こらない圧力で、ウイルスの不活性化を起こすことが可能となることが示唆された。
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【０１５３】
実施例２１：臨床試料中の病原体の不活性化
ヒト血漿サンプルについて、４分間にわたり、－１０℃と平衡をとった。圧力を１分間２
０，０００ｐｓｉの高圧まで上昇させた。圧力を大気圧まで減少させ、１分間平衡をとっ
た。このプロセスをもう９回繰り返した。同様の処理を３０，０００、４０，０００、５
０，０００及び６０，０００ｐｓｉの高圧を用いて実行した。対照サンプルは同等の時間
の間（約２０分間）、－１０℃に維持し、圧力は上昇させなかった。
【０１５４】
処理後、臨床分析を実行し、様々な分析物の活性を決定した。以下の分析物はどの圧力サ
イクル処理の影響も受けなかった。
【０１５５】
尿酸
カルシウム
リン
グルコース
クレアチニン
尿窒素
Ｎａ、Ｋ、Ｃｌ、Ｍｇ、重炭酸塩
トリグリセリドＧＢ
総ビリルビン
総蛋白質
アルブミン
コレステロール
リパーゼ
アニオンギャップ
ＢＵＮ／クレアチニン比
アルブミン／グロブリン比
アルカリ性ホスファターゼ
以下の多量体酵素の活性は、３０，０００ｐｓｉ以上の圧力に暴露したサンプルでは、減
少した。
【０１５６】
クレアチンキナーゼ（ＣＫ）
アラニンアミノトランスフェラーゼ（ＡＬＴ）
アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ（ＡＳＴ）
肝臓アルコールデヒドロゲナーゼ（ＬＤ）
ガンマグルタミルトランスフェラーゼ（ＧＧＴ）
例えば、肝不全の患者において起こるこれらの酵素の通常レベルと上昇したレベルとの差
異を測定するためには、十分な量の活性が残っていたが、多量体酵素の活性を減少させな
い滅菌法が望ましい。
【０１５７】
このため、以下の実験を実行した。ヒト血漿サンプルについて４分間－１０℃と平衡をと
り、圧力を約５秒にわたって８０，０００ｐｓｉまで上昇させ、一定期間保持した。その
後、圧力を約２秒にかけて大気圧まで減少させた。このプロセスをもう２回繰り返した。
試験した高圧持続時間は１、５、１０、３０、６０、１２０、２４０秒であった。その後
、血漿サンプルについて酵素活性の試験を行った。
【０１５８】
試験した２つの単量体酵素、リパーゼとアミラーゼの活性はどの圧力持続時間でも影響さ
れなかった。
【０１５９】
３０秒以上の持続時間を用いると、ＬＤ、ＣＫ、ＡＳＴ及びＡＬＴの活性はほとんど完全
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に排除され、一方、ＧＧＴ及びアルカリ性ホスファターゼ（ＡＬＫ）の活性は約２分の１
だけ減少した。持続時間を５秒とすると、酵素活性のすべてが向上した。持続時間が１秒
では、ＡＬＴ、ＧＧＴ及びＡＬＫはほとんどの完全な活性を有したが、ＬＤ、ＡＳＴ及び
ＣＫの活性は未処理対照標準の活性の４０％から７０％となった。
【０１６０】
短い持続時間でも、病原体の不活性化のレベルは、例えば、前記実施例においては、許容
レベルであった。
【０１６１】
＜他の実施の形態＞
以上、この発明について詳細な説明を行ってきたが、これらの記述は、添付のクレームの
範囲により規定される発明の範囲を説明するためのものであり、限定するものではないこ
とを理解すべきである。他の観点、利点及び変更も以下のクレームの範囲内である。
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