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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞のゲノム中に統合されるアデノウイルスのＥ１ＡおよびＥ１Ｂ－１９ＫおよびＥ１
Ｂ－５５Ｋのコード配列をもち、前記アデノウイルス配列が前記細胞において発現される
ようにそれらの配列が調節配列の制御下にある細胞を調製する方法であって、前駆体細胞
中に、次の
　Ｅ１ＡおよびＥ１Ｂ－１９ＫおよびＥ１Ｂ－５５Ｋのコード配列を備え、前記Ｅ１Ａお
よび少なくとも１種のＥ１Ｂコード配列が少なくとも８ｋｂによって分けられた単一の核
酸分子であるもの、またはＥ１ＡおよびＥ１Ｂ－１９ＫおよびＥ１Ｂ－５５Ｋのコード配
列を備える２つまたはそれよりも多くの核酸分子で、前記２つまたはそれよりも多くの核
酸分子は末端間結合によって単一分子を形成するとき、前記Ｅ１Ａおよび少なくとも１種
のＥ１Ｂコード配列が少なくとも８ｋｂによって分けられたもの
を導入するステップを含む、細胞の調製方法。
【請求項２】
　前記Ｅ１Ａおよび少なくとも１種のＥ１Ｂコード配列は少なくとも１０ｋｂによって分
けられた、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　前記Ｅ１Ａおよび少なくとも１種のＥ１Ｂコード配列は少なくとも３４．５ｋｂによっ
て分けられた、請求項２記載の方法。
【請求項４】
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　Ｅ１欠損アデノウイルスベクターを、ヘルパー依存性Ｅ１含有粒子を生じさせずに補う
ことが可能な、請求項１－３のいずれか一項記載の方法によって得られた、細胞。
【請求項５】
　Ｅ１領域において欠失をもつ組換えアデノウイルスのバッチを生成するための方法であ
って、次のステップ
　ａ）前記組換えアデノウイルスまたはそのゲノムを、前記組換えアデノウイルスの欠失
Ｅ１配列を補うことが可能なアデノウイルスのＥ１配列を備えた細胞中に導入すること、
　ｂ）前記細胞を培養すること、および前記組換えアデノウイルスを収集すること
を含み、
　前記細胞は請求項４記載の細胞であることを特徴とする、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
(発明の分野)
　本発明は、分子及び細胞生物学の分野、更に詳しくは、パッケージング細胞、及び組換
えアデノウイルスのバッチの生成のためのその使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
(発明の背景)
　複製欠損組換えアデノウイルスは、例えば、遺伝子治療において、及びワクチン接種目
的のために有用である。それらは、通常、アデノウイルスのE1-領域を欠き、及び従ってE
1配列を提供する補完細胞(complementing cells)において増殖する。パッケージング細胞
は、細胞において包まれ、組換えウイルス粒子を形成するベクターの複製のために必要な
すべての情報を提供する。パッケージング細胞の例は、293細胞であり、それは、アデノ
ウイルス5のゲノムのヌクレオチド1-4344を含み(Louis(ルイス)等、1997年)、それは、5'
逆方向末端反復(ITR、inverted terminal repeat)、パッケージング信号、E1A及びE1Bの
コード配列及びpIXコード配列を含む。パッケージング細胞におけるアデノウイルス配列
及びベクター間の重複(overlap)は、これらの配列間の相同組換えを導くことがあり、結
果として、複製適格性アデノウイルス(RCA、replication competent adenovirus)の生成
をもたらす[Lochmuller(ロッホミュラー)等、1994年]。この問題は株細胞(cell line)及
びベクターからなるパッケージングシステムを用いることによって解決されており、それ
らは、かかる重複配列(overlapping sequences)を欠くことによって互いに適合される[Fa
llaux(ファラオー)等、1998年; US patent(米国特許)第5,994,128号明細書]。かかる適用
において特に有用な株細胞の1種の例は、PER.C6(R)(商標)株細胞である[米国特許第5,994
,128号明細書; Nichols(ニカルズ)等、2002年]。
【０００３】
　最近、PER.C6(R)細胞を、PER.C6(R)のゲノムにおいてE1配列と相同な177bpの配列をい
まだに含むベクターと併せて用いる際、単一のクロスオーバー事象がヘルパー依存性複製
適格性ウイルスの低頻度(low frequency)での生成をもたらす場合があることが報告され
た[Murakami(ムラカミ)等、2002年]。生じた非定型のRCAはヘルパー-依存性E1含有粒子(H
DEP、helper-dependent E1 containing particle)と称された。予期されるように、ベク
ターが用いられ、それがE1配列との配列重複をPER.C6(R)細胞のゲノムにおいて欠くとき
、この種の粒子の出現は回避された(Murakami等、2002年)。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　しかし、今回、予想に反して、適合したベクター及びPER.C6(R)細胞のシステムを用い
ると、組換えアデノウイルスの若干のバッチが極めて低頻度で粒子によって汚染され、そ
れらは、細胞病理学的効果(CPE、cytopathological effect)がE1配列を欠く細胞において
生じ得ることがわかる。粒子はヘルパー依存性で、及びE1-配列を含み、及び従ってまたH
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DEPでもある。このHDEPは、ベクター及びパッケージング細胞間の実質的な相同性の不存
在下に生じる(Murakami等、2004年参照)。RCAは、規制当局(regulatory authorities)に
よって、潜在的な問題として認識され、及び臨床的使用のためのバッチにおけるRCAの検
出は必須であり[USDHHS、FDA、CBER. Guidance for Industry(産業用ガイダンス)、Guida
nce for human somatic cell therapy and gene therapy(ヒト体細胞治療及び遺伝子治療
のためのガイダンス)、1998年3月]、HDEPの安全性の観点は不明である。HDEPは、それが
自己複製のための必要なウイルス遺伝子を欠くので、複製欠損性(replication deficient
)であり、及び従って、HDEPは宿主において広まらない。しかし、組換えベクター又は野
生型アデノウイルスの同じ細胞での存在がHDEPの救出(rescue)及び拡がりを引き起こすか
もしれないという理論的な可能性は完全には除くことができない。それ故に、少なくとも
、組換えアデノウイルス粒子のバッチの調製の間のE1-含有粒子の生成を防止するための
手段及び方法について潜在的な必要性が存在する。この目的のために、本発明は、新しい
株細胞を調製する方法、新しい株細胞、及びRCA-を含まない(フリー)及びHDEP-フリーの
組換えアデノウイルスベクターのバッチを作製するためのそれらの使用を提供する。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
(図面の説明)
　図1はpIG.E1Aのマップである。図2はpIG.ElAB21のマップである。図3はpElBのマップで
ある。図4はpCC.ElAのマップである。図5はpCC.ElAB21のマップである。図6はpCC101のマ
ップである。図7はpCC105のマップである。図8はpCC.55Kcolのマップである。図9はpIG.E
lBのマップである。図10はpCC.ElBcolのマップである。図11はpEC.ElBのマップである。
図12はpSC.55Kのマップである。
　図13は一次細胞(primary cells、初代培養細胞)の形質転換に適切な大分子の設計の例
である。
　I: スペーサーDNAによって隣接される(flanked)E1A及びE1B蛋白質(A及びB、それぞれの
)のためのコード領域を有する単一のコスミドベクターの図式的な提示であり、RE=スペー
サーDNA又はE1配列において存在しない制限酵素認識部位であり、
　II: スペーサーDNAによって隣接されるいずれかのE1A(A)又はE1B(B)のコード領域を持
つ2種の別々の核酸(例えば、プラスミド又はコスミドベクター)の図式的な表示であり、
　III: 一次細胞の宿主細胞ゲノムへの、Iからの分子でのか、又はIIの2種の分子での形
質転換、及び統合(integration、組込み)後に起こるかもしれない状態である。宿主ゲノ
ムにおいて、挿入物(insert)はスペーサーDNA、及び逆方向にされる配向(inverted orien
tation)におけるその断片/それらの断片群の第2のコピーによって分けられるE1A領域及び
E1B領域で構成される。J: 逆方向反復の間の接合部(junction)。これらの配列の1部分(矢
によって示される)が組換えアデノウイルスにおいて組み換えられる場合、ゲノムは包ま
れるには余りにも大きくなる。ITR: 逆方向末端反復、Φ: パッケージング信号、FI: 組
換えウイルス中に挿入される断片で、ここには逆方向反復配列を含む。逆方向反復の存在
は、その後に必要なウイルスゲノムからの他の配列を欠失させる工程に役立つかもしれな
いが、逆方向反復配列の存在は、組み換えられるウイルスの左端の鏡像重複(mirror-imag
ed duplication)をウイルスゲノムの複製の間にもたらし、及び再びスペーサーDNAのため
に包まれるには余りにも大きなゲノム(重複される断片、DF)を生じさせる。
　図14はpIG.ElA.ElBのマップである。図15はpCC200のマップである。図16はpCC205のマ
ップである。図17はpdys44のマップである。図18はp44-l.ccElAのマップである。
　図19は生じる株細胞からの蛋白質溶解物(lysates)のウエスタンブロットである。レー
ンは、1: HER01-B-71、2: HER01-H-86、3: HER01-H-87、4: HER01-H-88、5: HER01-H-89
、6: HER01-B-90、7: HER01 pn06細胞、8: PER.C6細胞である。
　図20は形質転換細胞クローン、-: 陰性対照(control); MOF: 蛍光の平均; B-71、B-90
、H-86、H-87、H-88、H-89: 生じる形質転換細胞クローンを用いるE1-欠失アデノウイル
スベクターの相補性(complementation)の例示である。
　図21は、形質移入(トランスフェクション)のために用いるAd5.E1構築物の例3における
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図式的概観である。ゲノムDNAを消化するため、及び探査子(プローブ)断片を生じさせる
ために用いる制限部位を示す。E1A及びE1BのDNA断片をElA-含有断片の5'端で番号付けが
開始されるヌクレオチドと仮想的に連結(linked)する。
　図22は本発明の若干の具体例の図式的な提示である(寸法通りではない)。調節配列(Reg
ulating sequences)(プロモータ及びポリA信号のようなもの)は描いていない。
　Aは、アデノウイルスゲノムのE1-領域の自然な配置であり: E1Aに次いでE1Bがあり、そ
れはE1B-19K及びE1B-55Kからなる。スペーサー配列はE1A及びE1Bの間に存在しない。従来
技術のパッケージング細胞は、DNAをこの配置において導入することによって構成され、
及び従ってまた、E1領域をそれらのゲノムにおけるこの配置において持つ。
　Bは、本発明に従う2種の最も単純な可能な配置であり、そこでは、スペーサー[又はス
タッファ(詰めもの、stuffer)]がE1領域において存在する。1は、E1A及びElB-19Kの間に
導入されるスタッファ、2は、E1B-19K及びE1B-55Kの間に導入されるスタッファである。
理論的根拠は、E1A、E1B-19K及びE1B-55Kの間の距離を、自然な状況に比べて増加させ、
これらの3種の読み枠の単一アデノウイルス粒子への同時取込みの可能性を低下させるか
、又は全体を妨げる(RCA及びHDEPを妨げる)。スタッファは、本発明に従う株細胞を得る
には、少なくとも4kbであるべきであり、前記細胞はアデノウイルスのE1A及びE1B-55K及
びE1B-19Kのコード配列をそのゲノムにおいて備えており、前記細胞は核酸配列のストレ
ッチ(伸張)を欠き、そこでは、前記E1A及び双方のE1Bのコード配列が4kb未満によって前
記ゲノムにおいて分けられることを特徴とする。読み枠の次数(程度、order of)は、それ
らが、ゲノムにおいて、E1A、E1B-19K及びE1B-55Kの発現があるような方法ですべて存在
する限り、問題にならない。したがって、次数は、ElA-ElB/19k-ElB/55k、ElB/19k-ElB/5
5k-ElA、ElB/55k-ElB/19k-ElA、ElB/55k-ElA-ElB/19k又はElB19k-ElA-ElB55kでよい。ElB
/19k及びElB/55kが隣接し、それらが単一の転写単位としてか、又は別々の転写単位とし
て存在してよいとき、これは、本発明にとって重大ではない。双方の配置(1及び2)は本発
明にかかるこの間隔基準(spacing criterion)を満たす株細胞を生じさせることができる
。少なくとも6、8、10、15又は34.5kbのスタッファ長は、すべての3種の読み枠を持つが
、核酸配列のストレッチを欠く本発明に従う細胞を生じさせることができ、そこでは、前
記E1A及び双方のE1Bのコード配列が6、8、10、15又は34.5kb未満によってそれらのゲノム
において分けられる。このことは、E1A+E1B-19K+E1B-55Kを含有する単一の断片が、互い
に、生じる細胞から由来すべきとき、この断片が、少なくとも7kb(スタッファ4kb)、9kb(
スタッファ6kb)、等、少なくとも37.5kb(34.5kbのスタッファ)までで、Aにおける状況と
は対照的であるべきで、そこでは、これらの配列は、かかる構成物(E1A+E1B-19K+E1B-55K
の読み枠が互いに約3kbを備える)を用いて生じるパッケージング細胞のゲノムの単に3kb
に過ぎない断片において見出すことができる。
　Cは、Bの原理の拡張であり: Bにおいて示すような断片が互いに隣接して統合し得るの
で、スタッファがまた、本発明の好適例においてE1Aの前及び/又はE1Bの後に位置される(
E1Bの第1の反復によるE1Aの第2の反復への近接近を妨げる)。得られるパッケージング細
胞のゲノムを示すが、ここでは、スタッファDNAを備えるE1領域の2種のコピーが、互いに
隣接してタンデム(直列、tandem)反復において統合されるときに示される。本発明にかか
るこれらのパッケージング細胞は、それらのゲノムE1A及びE1B-19K及びE1B-55Kにおいて
統合するが、核酸のストレッチをそれらのゲノムにおいて含んでおらず、そこでは、前記
E1A及び双方のE1Bのコード配列は4kb未満、等によって、スタッファ長に依存して分けら
れる[この例においては、E1A及びE1B-19Kの間(第1番(no. 1))のか、又はE1B-19K及びE1B-
55Kの間(第2番(no. 2))の少なくとも4kb、及び少なくともE1Aの上流の2kb及びE1B-55Kの
下流の2kb(直接に隣接して統合されるとき互いに4 kb)であるべきである]。
【０００６】
　（発明の記載）
　本発明は、アデノウイルスのE1A及びE1Bの配列を備えるパッケージング細胞を生じさせ
る方法を記載し、そこでは、E1A及び少なくとも1種のE1Bのコード領域が互いから細胞の
ゲノムにおいて分けられる。この目的のために、少なくとも3種の具体例を提供する。第1
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の具体例において、E1A及びE1Bを前駆細胞において異なる時点で導入することができ、E1
A及びE1Bが同じ染色体位置上に共-統合(co-integrate)される機会を減らす。第2の具体例
では、同じ遺伝子座への共-統合の機会は、E1A及びE1Bのコード配列を前駆細胞中に、2種
の異なる分子上で、さもなければ、これらの配列間の相同組換えを導くことがある重複配
列を欠くものにおいて導入することによって減らす。第3の具体例では、E1A及び少なくと
も1種のE1Bのコード領域を1種の核酸分子に基づいて導入し、そこでは、これらの配列が
ある所定の距離によって分けられる。第3の具体例において、また、単一の核酸分子の代
わりに、2種又はそれよりも多い種類の核酸分子を導入することができ、それらは、これ
らの2種又はそれよりも多い種類の分子が、1種の分子、例えば、連結、組換え、及び同様
のものによって形成される場合に、E1A及び少なくとも1種のE1Bのコード領域が所定の距
離によって分けられる規準を満たすことは明らかである。得られるパケージング細胞は、
E1A及び双方のE1Bのコード領域が互いから距離を隔てて存在し、及び従って、そのような
パッケージング細胞において増殖する組換えアデノウイルスのゲノム中に組み込まれるE1
A及び双方のE1Bのコード配列の機会を減少させることで特徴付けられる。
【０００７】
　本発明は、E1欠損アデノウイルスベクターを、ヘルパー依存性E1含有粒子を発生させる
ことなく補うことができる細胞を調製する方法を提供するが、この方法は、次の工程で構
成される: a)前駆体又は祖先に、ElA遺伝子機能及びE1B遺伝子機能をコードする細胞核酸
配列(群)を、又は前駆細胞が既に1種のE1A又はE1B遺伝子機能を備える場合には、他のE1A
及びE1Bの遺伝子機能を導入する工程; 及びb)1種又はそれよりも多い種類のE1遺伝子機能
について欠損する組換えアデノウイルスベクターを補うのに、細胞を用いるときに、ヘル
パー依存性E1含有粒子の形成を妨げる染色体配置において得られるE1A及びE1Bを持つ細胞
を選定する工程又は確認する工程を含んでおり、前記ベクターは、さもなければ、相同組
換えを起こすことがある染色体性に位置付けられる(chromosomally located)E1配列との
実質的な重複を持つ核酸配列を欠く。
【０００８】
　1種の局面では、本発明は、アデノウイルスE1A及びE1B-19K及びE1B-55Kのコード配列を
持つ細胞を調製する方法を提供し、そこでは、前記配列を備える核酸配列は、前駆細胞中
に導入され、その方法は、次の点において特徴付けられる: a)前記配列を互いに備える少
なくとも2種の核酸分子を前駆細胞中に導入し、そこでは、前記E1A及び少なくとも1種のE
1Bのコード配列が異なる核酸分子上に存在し、それらが、前駆細胞中に、異なる時点にお
いて導入され、及びそこでは、前記前駆細胞が仔ラット腎細胞ではなく; 又はb)E1Aコー
ド配列を備える核酸分子及びE1Bコード配列を備える核酸分子が前駆細胞中に導入され、
そこでは、前記核酸分子が、さもなければ、前記少なくとも2種の分子間の相同組換えを
導くことがある実質的な重複を欠き;又はc)E1A及び少なくとも1種のE1Bのコード配列を備
える前記核酸配列が、これらが単一の核酸分子を形成するときに、少なくとも4kbによっ
て単一の核酸分子上か、又は2種又はそれよりも多い種類の核酸分子上で分けられる。好
ましくは、具体例において、c)前記配列は少なくとも10kb、より一層好ましくは少なくと
も34.5kb又はそれよりも大きいものによって分けられる。好ましくは、分離される配列は
非-E1配列であり、その結果、E1A及びE1Bの一緒の双方の発現カセットの単一ウイルスゲ
ノムにおける統合は、極めて起こりそうにないか、又は不可能にされる。代わりに、E1A
及び少なくとも1種のE1B配列が0-15kbによって分けられるとき、生じる細胞におけるE1-
配列の逆方向反復が不存在であることについての選抜を用いて、生じる細胞における組換
えアデノウイルスの増殖の際のHDEPの発生の可能性を減少させるか、又は不存在になる細
胞について選定することができる。本発明はまた、本発明に従う方法によって得られ得る
細胞を提供する。本発明は更に、アデノウイルスのE1A及びE1B-55K及びE1B-19Kのコード
配列を細胞のゲノムにおいて備える細胞を提供し、前記細胞が、核酸配列のストレッチを
欠き、そこでは、前記ElA及び双方のE1Bのコード配列が4kb未満によって前記ゲノムにお
いて分かれることにおいて特徴付けられる。好ましくは、前記細胞は、核酸配列のストレ
ッチを欠き、そこでは、前記E1A及び双方のE1Bのコード配列が10kb未満によって前記ゲノ
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ムにおいて分けられ、より一層好ましくは、前記細胞は核酸配列のストレッチを欠き、そ
こでは、前記E1A及び双方のE1Bのコード配列が34.5kb未満によって前記ゲノムにおいて分
けられる。
【０００９】
　本発明の別の局面は、アデノウイルスE1配列を備える細胞を、与えるか、又は生じさせ
る方法を提供するが、そこでは、前記E1配列はE1A及びE1Bのコード配列を含んでおり、前
記方法が前記E1配列を備える逆方向反復を欠く細胞を選定する工程を含むことにおいて特
徴付けられる。本発明は更に、アデノウイルスE1配列を細胞のゲノムにおいて備える細胞
を提供し、そこでは、前記E1配列はE1A及びE1Bのコード配列を含んでおり、前記E1配列が
逆方向反復の形態で前記細胞において存在しないことで特徴付けられる。その1具体例で
は、前記細胞は前記アデノウイルス配列の少なくとも2種のコピーをそのゲノムにおいて
備え、それらのコピーが同じ染色体上にあることができる。その別の具体例では、前記細
胞は前記E1配列の1種のコピーをそのゲノムにおいて備え、及び更にアデノウイルスの(機
能的)pIXを暗号化するそのゲノムにおいて配列を欠く。
【００１０】
　本発明の別の局面は、El領域において欠失を持つ組換えアデノウイルスのバッチを生じ
させるための方法を提供し、それは、次の工程: a)前記組換えアデノウイルスを、前記組
換えアデノウイルスの欠失したE1配列を補うことができるアデノウイルスのE1配列を備え
る細胞中に導入する工程; b)前述の細胞を培養する工程、及び前記組換えアデノウイルス
を収集する工程を含み、その方法は前記細胞が本発明に従う細胞であることで特徴付けら
れる。前記組換えアデノウイルスの導入工程の代わりに、前記組換えアデノウイルスのゲ
ノムを形成することができる1種又はそれよりも多い種類の核酸断片を用いることによっ
て、組換えアデノウイルスの生成を開始させることもまた可能であり、及びそれは、前記
細胞における複製及びパッケージングの後に前記組換えアデノウイルスを形成させること
は、当業者にとって明らかである。それ故に、この具体例にとって、組換えアデノウイル
スはまた、組換えアデノウイルスのゲノムであることができる。好適例において、前記組
換えアデノウイルスは、前記細胞において存在するE1配列との実質的な配列重複を欠き、
それは、さもなければ、相同組換えを導くことがある。更に別の具体例では、本発明は、
細胞のゲノムにおけるE1配列、及びEl領域における欠失を有する組換えアデノウイルスベ
クターを備えるパッケージング細胞を含むパッケージングシステムを提供し、そこでは、
前記ベクターのゲノムは、前記パッケージング細胞のゲノムにおいてE1配列との実質的な
重複を欠き、そこでは、前記パッケージング細胞が本発明に従う細胞であることで特徴付
けられる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１１】
(発明の詳細な記載)
　複製適格性アデノウイルス(RCA)は、ヘルパーアデノウイルスについての必要性を伴わ
ない細胞において複製が可能なアデノウイルス粒子である。‘HDEP’(ヘルパー依存性E1-
含有粒子)は、本明細書において用いるように、アデノウイルスからの少なくともE1A及び
E1B-55Kのコード配列を備えるウイルス粒子として規定され、前記粒子は、機能的なE1A及
び/又はE1B-55Kを欠く細胞において‘ヘルパーウイルス’の不存在下に複製されることが
ない。ヘルパーウイルスは、野生型又は突然変異体のアデノウイルスでよく、しかしまた
HDEPにおいて欠ける機能を提供する任意のアデノウイルスベクターであってよく、及び従
ってパッケージング細胞上で増殖する(E1欠損の)望ましい生成物の組換えアデノウイルス
によって提供することができる。E1A及びE1B 55Kの配列はアデノウイルスの増殖のために
要求される。HDEPは通常、更にElB-19Kのコード配列を含む。HDEPにおいて存在するE1配
列は、組換えE1-欠損アデノウイルスを補うことができるべきで、それは、HDEPのための
ヘルパーウイルスとして働くことができる。HDEPは、パッケージング細胞におけるE1配列
及びベクターの間の重複における相同組換えによって生じることがあるが(Murakami等、2
002年)、今回、いくつかの調査から予想に反して分かるように、それは、パッケージング
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細胞における配列及びベクターの間の実質的な相同/重複の不存在下に、即ち、本明細書
に言及する非-相同的組換えのようなプロセスによっても生じさせることができる(例えば
、Murakami等、HDEPの可能な構造についての2004年を参照)。したがって、本明細書で用
いるように、‘実質的な重複’は、相同組換えについて十分な重複として規定される。本
発明で‘実質的な重複の不存在’として言及する具体例における任意の場合に、この条件
は、重複が、50種のヌクレオチド(nt)以下、好ましくは40nt未満、より一層好ましくは30
nt未満、更により一層好ましくは20nt未満、更により一層好ましくは10nt未満で存在し、
最も好ましくはまったく重複がない場合に、満たされると考えられる。HDEPの形成の機構
は現在、十分には理解されないが、その中で、E1配列がパッケージング細胞のゲノムから
由来することは明らかである。E1配列の組換えアデノウイルスバッチにおける存在は望ま
れておれず、それはRCA又はHDEPの形態である。本発明はHDEPを生じさせる機会を最小に
する方法及び手段を提供する。加えて、細胞を調製するための方法及び得られる細胞を提
供し、そこでは、細胞をE1-欠損組換えアデノウイルスベクターの相補性のために用いる
とき、ベクター及び本発明にかかる補完細胞の染色体性に位置付けられるE1配列の間の実
質的な配列重複の不存在下に、組換えアデノウイルス中へのElA及びE1Bのコード配列の一
緒の導入、及び従ってHDEPの形成を妨げる染色体配置において、前記細胞はE1A及びE1Bを
持つ。この目的のため、本発明の1具体例に従う細胞の染色体配置はE1A及び少なくとも1
種のE1Bのコード領域が新しい細胞のゲノムにおいて分かれるようなものである。逆方向
反復がアデノウイルス配列の欠失を刺激することによってHDEPの形成に寄与すると思われ
るので、別の具体例において、本発明は、E1A及びE1Bのコード配列を備える細胞を提供し
、そこでは、E1配列が前記パッケージング細胞のゲノムにおいて逆方向反復配置で存在し
ない。
【００１２】
　本発明にかかる細胞は、それらのゲノムにおけるアデノウイルスのE1A及びE1Bのコード
配列を備え、及び好ましくは、それらは、それらのゲノムにおいてすべての機能的なE1A
及び双方のE1B(E1B-55K及びE1B-19K)蛋白質のためのコード配列を備える。ElA及び少なく
とも1種のE1B蛋白質は、同じであってよく、又は随意に本発明に従い異なる血清型であっ
てもよい。
【００１３】
　好ましくは、これらの具体例において、少なくとも1種のE1A及びElBは、E1A及びE1Bの
プロモータとはそれぞれ異なるプロモータによって調節される。
【００１４】
(本発明にかかる細胞)
　組換えアデノウイルスは、株細胞から>20kbのDNAを取り込むことができ、その中でそれ
は増殖し、及び効率的なパッケージングを可能にするアデノウイルスの最大ゲノム長はお
よそ38kbである(アデノウイルスのタイプ5系ベクターのものについて;この形態(figure)
は血清型に若干依存することがある)。この特性を、本発明にかかる新しい補完細胞を調
製するのに用い、前記細胞はE1A及びE1Bのコード配列を備え、及び前記細胞は、前記E1A
及び少なくとも1種のE1Bの配列が、少なくとも4kb、好ましくは少なくとも10kb、より一
層好ましくは少なくとも34.5kbによって前記ゲノムにおいて分けられることを特徴とする
。このことは、かかる細胞のゲノムが、核酸配列のストレッチを欠き、そこでは、前記E1
A及び双方のE1Bのコード配列が、4、10又は34.5kbのそれぞれ未満によって分けられるこ
とを意味する(例えば、図式的表示としての図22参照)。本発明で述べるように、2種の配
列が少なくとも所定の距離によって細胞のゲノムにおいて分けられるのは明らかであり、
この要件は、2種の配列が別々の染色体上に存在するときに、同様に満たされるとみなさ
れる。したがって、2種の配列が異なる染色体にある具体例には、本明細書において用い
るように、その意味の範囲内での‘少なくともxのkb離れて(apart)’又は‘少なくともx
のkbによって分けられる’が明白に包含される。かかる具体例は、この技術の熟練者(当
業者)に既知の方法、例えば、インシトゥハイブリダイゼーションにおける蛍光(FISH)に
よって簡易に調べることができ、それを用いて所定の配列が存在する染色体及び/又は染
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色体位置を位置付けることができる。
【００１５】
　本発明にかかる細胞は、それらのゲノムにおいてアデノウイルスの配列を備え、及び好
ましくは、前記アデノウイルスの配列はすべてのE1蛋白質を暗号化するが、pIX、又はそ
の一部分を暗号化する配列を欠く(即ち、かかる細胞は、好ましくはpIXの読み枠からの配
列を含まず(Ad5 E1配列を有する細胞について、このことは、それらが好ましくはwt Ad5
又はその一部分のnt 3609-4031を含まないことを意味し)、及びより一層好ましくは、そ
れらはまた、pIXのプロモータにおいて欠失を持ち(Ad5 E1配列を有し、好ましくは、nt 3
550、より一層好ましくは3525から下流のpIXプロモータの配列を持たない細胞について)
、それにより、その独自のプロモータの制御下のpIXを持つアデノウイルスベクターとの
実質的な重複が妨げられる)。パッケージング細胞のゲノムからのpIX配列が不存在である
ことは、前記ゲノム及び組換えアデノウイルスベクターの間の重複を妨げるのに助けとな
る(米国特許第5,994,128号明細書)。
【００１６】
　本発明に従う細胞は、A549、ヒーラ(Hela)及び同様のもののような不死化細胞(immorta
lized cells)から導くことができ、その場合において、選択マーカーが細胞を確立するの
に要求される。好ましくは、本発明に従う細胞は、一次細胞から導き、その場合において
、選定はE1A及びE1Bの形質転換活性(transforming activity)によって提供される(例を参
照)。好ましい局面では、前記細胞は網膜細胞から導かれる。それらは、ヒト起源を含む
、任意の起源の細胞でよい。ヒトアデノウイルスの増殖のために、ヒト起源の細胞が好ま
しい。細胞は、例えばまた、組換えウシアデノウイルスの増殖のためのウシ起源でよい(
米国特許第6,379,944号明細書)。細胞の起源は、当業者によって選ばれ、選択できる組換
えアデノウイルスに適合性であることができる。
【００１７】
　1種の局面では、細胞は一次ヒト網膜細胞から導かれる(また、HER細胞と称される)。か
かる細胞のアデノウイルスE1配列を用いた不死化は、例えば、米国特許第5,994,128号明
細書において、Byrd(バード)等の、1982年、1988年、及びGallimore(ガルリモア)等の、1
986年において記述されている。一次HER細胞は、胎仔から分離することができる(Byrd等
、1982年、1988年)。他の具体例では、細胞は、一次ヒト胎児由来腎臓細胞(embryonic ki
dney cells)から導かれる(例えば、Graham(グラハム)等、1977年参照)。また他の具体例
では、ヒト一次羊膜細胞のような一次羊膜細胞から導かれる(例えば、アデノウイルスE1
配列を有する一次羊膜細胞の不死化の方法についての米国特許第6,558,948号明細書参照)
。
【００１８】
(細胞の生成)
　本発明に従う細胞は、アデノウイルスElA及びE1B-55K及びE1B-19Kのコード配列を前駆
体のか又は祖先の細胞に導入することによって生じさせることができる(従って細胞はそ
の中へのE1配列の導入によって前駆体か又は祖先の細胞から導かれる)。本発明によれば
、前記E1A及び少なくとも1種のE1Bのコード配列は、前記前躯体細胞中に非連鎖の(unlink
ed)様式において導入されるべきものである。この意味合いで用いるような‘非連鎖’は
、アデノウイルスにおいて見出されるように、E1A及びE1Bの自然な配置、即ち互いに直接
隣接する配置を称するように意図されるものとは異なる(例えば、図14を参照し、そこで
は、自然の-即ち、ElA及びE1Bの‘連結した’-配置がプラスミドのpIG.E1A.E1Bにおいて
存在するとして示される)。本発明に先立っては、そのゲノムの中にアデノウイルスE1A及
び双方のE1Bのコード配列を備えるパッケージング細胞を得るのを望む当業者が、ElA及び
少なくとも1種のE1Bの配列を非連鎖の様式において導入することを熟慮しないことに注目
すべきであり、その理由は:a)それがより一層多くの作業、及びそれ故により一層不便で
あり、及びb)双方のElA及びE1Bの配列が不死化のために求められるからである。以前の調
査では、E1A及びElBの蛋白質の形質転換の能力に洞察力を注ぐものは、E1A及び少なくと
も1種のE1Bのコード配列の導入によって確立されたクローンが導かれることを例証してい
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る(van den Elsen(ファン・デン・エルセン)等、1982年; Gallimore等、1986年; Jochems
en(ヨッヒェンセン)等、1987年; Rao(ラオ)等、1992年; Nevels(ニーベルス)等、2001年)
。しかし、これらのプラスミドの同時導入、及び/又は導入配列、例えば、プラスミド配
列、プロモータ及び/又はポリアデニル化信号のような調節配列の間の重複、及びE1B-55K
及びE1B-19Kの重複配列は、同じ遺伝子座でのゲノムにおけるE1A及び双方のE1Bのコード
領域の共-統合をもたらし得る。実際、かかる共-統合はvan den Elsen等によって観察さ
れた(1982年)。ある場合に(Jochemsen等、1987年)、仔ラット腎臓(BRK)細胞は、まずE1A
で形質移入され、及び次いで採集したクローンをE1Bプラスミドで形質移入し、E1A発現に
おけるE1B発現に及ぼす影響を調査した。明らかに、この調査は細胞の特定の種類におい
て、及び本出願に記載の発明に無関係な理由のために行われた。本発明に先立っては、パ
ッケージング細胞を生成する目的のために、E1A及び少なくとも1種のE1Bのコード配列を
別々に形質移入する理由は存在しなかった。組換えアデノウイルスのゲノム及びパッケー
ジング細胞の間の実質的な重複の不存在下でのHDEPの形成は、今までには記述されていな
い。さらに、当業者は、実際、例えば、ヒト細胞のようなBRK-誘導細胞以外を得るために
この方法を用いることを断念させられ、その理由は、Gallomore等(1986年)により、ヒト
細胞が単にE1Aだけの発現によってしか形態学的に形質転換されず、及びほとんどのクロ
ーンがインシトゥで、又は分離後直ちに死滅することを記述したからである。唯一の場合
、クローンをもたらすAdl2(亜群(subgroup)A)のE1A発現プラスミドが形質移入後114日に
確認され、及びクローンが皿(dish)で大いに増殖した(overgrown)後に採集できたに過ぎ
ない。明らかに、当業者はE1A及び少なくとも1種のE1Bの遺伝子を前躯体細胞中に導入す
ることに対して、従来技術に基づく別の時点では動機付けられない。細胞のゲノムにおい
て分けられるElA及び少なくとも1種のE1Bのコード配列を持つ細胞を得るためにかかる方
法を提供することは、本発明の長所である。一定の局面では、本発明にかかる細胞は、好
ましくは、仔ラット腎臓(BRK)細胞でない。1種の好適な局面では、本発明にかかる細胞は
、好ましくはヒト細胞である。好適な局面では、細胞はHER細胞から導かれる。細胞は、
ここではE1配列を本発明に従って導入するが、前記導入の前には、好ましくは、アデノウ
イルスのE1A及びE1Bのコード配列をそれらのゲノムにおいて含まず、及び配列の導入によ
ってのみ、それらのゲノムにおけるE1配列が得られ、それによって、不死化してきて、及
び欠失をE1領域において有する組換えアデノウイルスをパッケージングできることは明ら
かである。例えば、国際公開第WO03/031633号パンフレットは、Adl1 E1B-55kの293細胞へ
の導入を記述し:これは明らかに本発明の利点をもたらさず、その理由は、293において既
に存在するようなE1配列が元の配置において残り、及びE1AのORFから4kb未満離れてE1Bの
ORFを持つからである。対照的に、本発明は、アデノウイルスのE1A及びE1B-19K及びE1B-5
5Kのコード配列を細胞のゲノムにおいて持つ細胞を生じさせる方法、並びにこれらの方法
から得られる細胞を提供し、それによって、E1A及び少なくとも1種のE1Bのコード配列を
備える核酸配列が、互いに十分に分けられ、細胞のゲノムからのすべてのE1A及びE1Bの配
列が単一のアデノウイルス粒子のゲノム中に同時に導入されるのを妨げる。
【００１９】
　本発明にかかる細胞を生じさせるための第1の具体例によれば、E1A及び少なくとも1種
のE1Bのコード配列を、前記前駆体細胞中に異なる時点で導入される別々の分子上にそれ
らを配置することによって、前記細胞中に別々に導入し、及び前記前躯体細胞はBRK細胞
ではない。その1種の具体例では、まず、ElA及びE1B-21Kのコード配列を導入する一方で
、E1B-55Kのコード配列をより一層遅い時点で導入する。
【００２０】
　本発明にかかる細胞を生じさせるための第2の具体例によれば、前記E1A及び前記E1Bの
コード配列を一緒に備える少なくとも2種の核酸分子を前記前駆体細胞中に導入するが、
前記少なくとも2種の核酸分子が実質的な重複順序を欠くことで特徴付けられる。かかる
重複配列の存在は、前記少なくとも2種の分子の間の少なくとも何かの相互作用、及びそ
の後の、前記分子が導入される前躯体細胞のゲノムの同じ遺伝子座への前記分子上の配列
の共-統合の可能性を高めると考えられるが、それに対し、これを回避するのが本発明の
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目的である。その1具体例では、少なくとも1種のElA及びE1Bのコード領域は、プロモータ
及びポリアデニル化配列のような異なる異種の調節配列の制御下に位置される。これに関
する別の具体例では、重複している、E1B-55K及びE1B-19Kの配列を分けさせ、及びこれら
のコード配列の間のすべての重複を、遺伝暗号の重複性の知識を用いる遺伝子工学により
、当業者に既知の方法に従って除去し、それによって、これらのE1Bコード配列の導入を
無関係に可能にし、及び互いから非連鎖させる。この具体例でのE1A及びE1Bのコード領域
の導入は、例えば、前記少なくとも2種の分子の共-形質移入(co-transfection)によって
同時でよいが、明らかに、第1及び第2の具体例はまた、組み合わせても、即ち、E1A及び
双方のE1Bのコード配列を一緒に備える核酸配列を含む少なくとも2種の分子の導入でもよ
く、そこでは、前記少なくとも2種の分子は、互いに関して実質的な重複を欠き、及びそ
こでは、前記少なくとも2種の分子は、前駆体細胞中に異なる時点で導入される。
【００２１】
　第3の具体例では、E1Aを暗号化する配列及び少なくとも1種のE1Bコード配列を、それら
を単一の核酸分子上に位置させることによって、非連鎖させ、そこでは、前記E1A及び少
なくとも1種のE1Bのコード配列が(明らかにこれは双方のE1Bコード配列のようなものでよ
い)、少なくとも4kb、好ましくは少なくとも6kb、より一層好ましくは少なくとも8kb、更
により一層好ましくは少なくとも10kb、更により一層好ましくは少なくとも15kb、最も好
ましくは少なくとも34.5kbの核酸、本明細書において言及する‘スペーサー’又は‘スタ
ッファ’核酸のようなものによって分けられる。スペーサー核酸配列は、有利に、スペー
サー核酸配列に関して後に記載するような特徴を持ち、特に、前記配列はElA及びE1Bのコ
ード配列を欠き、少なくともイントロン配列(介在配列)の部分で造り上げられ、及びE1A
及び/又はE1Bのコード配列の調節配列を備えることができる。当業者にとって、第3の具
体例の等価の変形において、前記E1A及び少なくとも1種のE1Bのコード配列が、1種の分子
上での代わりに、異なる核酸分子が、例えば、(相同)組換え又は連結(ligation)又は端々
接合(end-to-end joining)によって、単一の分子を形成するとき、それらの配列が、少な
くとも指定される距離によってまだ分けられている限り、前記異なる核酸配列上に存在し
てもよい(例えば、図13のI、II、及び例えば、例3参照)。着想は、また、かかる場合に、
前躯体細胞のゲノム中に統合されるとき、E1A及び少なくとも1種のE1Bのコード配列が、
まだ、少なくとも4kb、好ましくは少なくとも6kb、より一層好ましくは少なくとも8kb、
更により一層好ましくは10kb、更により一層好ましくは15kb、最も好ましくは少なくとも
34.5kbによって分けられるというものである(例えば、例3及び図21参照)。言い換えれば
、本発明の第3の具体例は、従って前躯体細胞中に、E1A及びE1B-19K及びE1B-55Kのコード
配列を備える単一の核酸分子(‘分子A’)を導入することによって実行することができ、
これらの3種のコード配列の少なくとも2種は、少なくとも4kbによって(具体例3a);又は同
様に良好に、2種又はそれよりも多い種類の核酸分子であって、これらが単一の核酸分子
を形成するときに‘分子A’を形成するものによって(具体例3b)、分けられる。第3の具体
例の一定の局面では、E1A及びE1Bの側方の(flanking)スペーサー核酸の間も、E1A及びE1B
のコード配列のための調節配列においてもまた、実質的に重複する配列は存在せず、それ
で、相互作用及びこれらの分けられた配列間の可能な相同組換えの機会が減らされる。
【００２２】
(E1A及びE1Bを暗号化する組換え分子)
　1種の局面において、本発明はアデノウイルスのE1A蛋白質及び少なくとも1種のアデノ
ウイルスのE1B蛋白質を暗号化する核酸配列を備える組換え分子を提供するが、E1A蛋白質
を暗号化する前記核酸配列及び少なくとも1種のE1B蛋白質を暗号化する前記核酸配列が、
少なくとも4kb、好ましくは少なくとも10kb、より一層好ましくは少なくとも34.5kbによ
って分けられることで特徴付けられる。かかる分子は、本発明に従う方法において用い、
本発明に従う細胞を生じさせることができる。かかる分子は、プラスミド、コスミド、細
菌性人工染色体、YAC、及び同様のもののような、当業者に既知の種々の形態を採ること
ができる。
【００２３】
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　等価の具体例において、初期に別々の分子として存在する前記E1A及びE1Bの蛋白質を暗
号化する核酸を持つことが、また可能である。かかる分子は、随意に、相同組換え、連結
、部位-特異的組換え、端々接合、及び同様のものによって、単一の分子を形成すること
ができる。したがって、本発明の1種の局面では、少なくとも2種の核酸分子の組合せを提
供するが、これには:a)アデノウイルスのE1A蛋白質を暗号化する核酸分子で、そこでは、
前記核酸分子が、少なくとも5kb、好ましくは少なくとも17kbのスペーサー核酸配列を前
記E1Aコード配列の双方の側上に持ち、前記スペーサー核酸がE1B蛋白質を暗号化しないも
の;及びb)アデノウイルスのE1B蛋白質を暗号化する核酸分子で、そこでは、前記核酸分子
が、少なくとも5kb、好ましくは少なくとも17kbのスペーサー核酸配列を前記E1Bコード配
列の双方の側上に持ち、前記スペーサー核酸がE1A蛋白質を暗号化しないものが備わる。
前記スペーサー核酸は、任意の他の核酸でよく、及び好ましくは、それが不活性であり、
即ち、コード配列を含まず、好ましくは既知の調節配列がなく、染色体の不安定性を導く
ことがある高度な反復領域、及び同様のものがないように選ばれる。好ましくは、E1A暗
号化配列の側方の前記スペーサー核酸配列は、E1B蛋白質暗号化配列の側方の前記スペー
サー核酸配列と実質的な相同性を含まない。スペーサー断片は、異種プロモータ及び/又
はポリアデニル化部位のような、E1A及びE1Bの発現カセットの調節配列を含んでよい。
【００２４】
　組換え分子の宿主中での増殖は、通常、分子が環状形態(circular form)であるときに
、有利に実行することができる。一定の局面では、本発明にかかる組換え分子は、線状形
態である。これは、前躯体株細胞の形質移入において助けることがあり、それは概して、
線状分子が用いられるとき、より一層効率的である。直線化は、当業者に知られているよ
うに、例えば、組換え分子の1種又はそれよりも多い種類の制限酵素による消化によって
影響を及ぼされることがある。
【００２５】
(E1配列を逆方向反復配向において欠失する株細胞)
　HDEPを、パッケージング細胞と組換えアデノウイルスとの間の実質的な重複の不存在下
に生じさせる機構が何であろうと、第1の工程は、この処理において、パッケージング細
胞のゲノムからのE1配列のウイルスゲノムへの統合の事象であり得る。これらの余分な配
列について適応させるためには、ウイルスはその後にアデノウイルス配列を削除しなけれ
ばならない(Murakami等、2002年)。この工程は、逆方向反復が存在するときにより一層効
率的となり得る(Steinwaerder(シュタインブエルデ)等、1999年)。PER.C6(R)株細胞は、
そのゲノム中にpIG.E1A.E1Bプラスミドのいくらかの反復を含み、それが株細胞の生成の
ために用いられ、そのいくつかで、反復が互いに関して逆方向配向にある。したがって、
E1領域の逆方向反復のPER.C6(R)株細胞のゲノムにおける存在は、HDEPの発生の頻度に影
響を及ぼすことがある。HDEP粒子の形成がまた、他のアデノウイルスのパッケージング株
細胞において起こるが、かかる株細胞において、古典的なRCAの出現のために検出されな
くなることは注目すべきである。E1配列のパッケージング株細胞での逆方向反復配向にお
ける不存在は、組換えアデノウイルスがかかるパッケージング細胞上で増殖するとき、よ
り一層低い頻度でのか、又は更に完全に不存在なHDEPの生成をもたらし得る。
【００２６】
　新しい株細胞で、それらのゲノムにおいてE1領域を備えるものが生じるか、又は選ばれ
るとき、従って、逆方向反復を欠くが、むしろ直接的な反復だけ、又はE1配列の単一の統
合でさえを持つクローンを選定するのが望ましいことがある。したがって、本発明の1種
の局面は、細胞を提供し、並びにアデノウイルスのE1配列を備える細胞を提供するか、又
は発生させるための方法を提供することであり、前記方法には、前記E1配列を備える逆方
向反復を欠く細胞を選定する工程が含まれることで特徴付けられる。本発明は、細胞のゲ
ノム中にアデノウイルスE1配列を備える細胞を提供し、そこでは、前記El配列には、E1A
及びE1B-19K及びE1B-55Kのコード配列の少なくとも1種の機能的コピー(functional copy)
が含まれており、前記E1配列又はその部分が逆方向反復の形態で前記ゲノムにおいて存在
しないことで特徴付けられる。この具体例では、前記細胞は293細胞又はその誘導体では
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ない。逆方向反復が存在する場合、好ましくは、かかる逆方向反復は、10kb内で前記細胞
において存在せず、及び本発明にとって、逆方向反復は、少なくとも10kbの非(non)-E1の
介在性の(intervening)配列を有し、更に逆方向反復とは考えられない。理論的根拠は、E
1配列の1種のコピーが染色体上のどこかに統合され、及び逆方向のコピーが同じ染色体上
であるが、アデノウイルス粒子における双方の反復を備えるDNAの全体のセグメントの取
り込みを妨げるのに十分に大きな距離で統合されるとき、問題が予想されないことである
。また、距離が、その断片の取り込みを可能にするようなものであるとき(即ち、10kb)、
逆方向反復配列から得られる左端の重複(duplication)が包まれるには余りにも大きなウ
イルスのゲノムを与える(図13で例証される)。ウイルスのゲノムにおけるE1配列の挿入の
部位は、HDEPの最終的な全長にとって重要である。E1-含有ゲノムの断片の組入れ(incorp
oration)がパッケージング可能な(packagable)ゲノムをもたらすという機会は、挿入がウ
イルスの左端に対してより一層多いときに増加することは明らかである。挿入の部位が最
小のパッケージング信号からのまさに3'である場合、次いで挿入物は18.5kbほど大きいこ
とがあり(E1A及びE1B及び逆方向反復配列の1種のコピーを含む)、及びまだパッケージン
グ可能のままである(左側から右側端までの重複が350bpのITR及びパッケージング信号を
含むと仮定する)。このことは、例えば、17kbの挿入物がHDEPsを容易に生じさせず、その
理由は、まだパッケージング可能な寸法のウイルスをもたらすような断片の統合の可能な
部位が、最小のパッケージング配列に対する1.5kbまでのまさに3'に制限されないことを
意味する。したがって、HDEPの生成の頻度は、E1A及びE1Bのコード領域の間の距離の増加
に伴って減少し、及びその距離が述べられた18.5kbよりも大いに小さいときに、まだとて
も良好な検出下であり得る。
【００２７】
　同じ推論は、逆方向反復配列の不存在下のE1A及びE1Bの直接挿入について当てはまる。
その場合、アデノウイルスのゲノムにおける合計の挿入が37.5kbより大きくなることはな
いが(E1A及びE1Bの領域のための約3kbを含む)、それが最小のパッケージング信号から直
接的に3'に挿入されるときだけである。したがって、E1A及び少なくとも1種のE1Bのコー
ド配列が少なくとも34.5kbによってパッケージング細胞のゲノムにおいて分けられるとき
、双方のこれらの配列の組換えアデノウイルスへの挿入が妨げられる。さらに、全体のア
デノウイルスのゲノムは、次いでその後の処理において欠失されるべきであり、その処理
は更に逆方向反復配列の不存在下にそれほど有効でないことがある(Steinwaerder等、199
9年)。任意の場合、ゲノムにおける逆方向E1配列の存在に関係なく、E1A及びE1Bの配列を
含む粒子の発生の機会は、E1A及び少なくとも1種のE1Bのコード配列が更にゲノムにおい
て離れているときに減少する。したがって、一定の具体例では、前記E1A及び少なくとも1
種のE1Bのコード配列が、少なくとも4kb、6kb、8kb、10kb、12kbによって、本発明に従う
細胞のゲノムにおいて分けられる。これらの具体例では、好ましくは、E1配列は逆方向反
復の形態では存在しない。好ましくは、前記配列は少なくとも15kbによって分けられ、及
び逆方向E1配列が存在せず、それは、かかる株細胞における、前記株細胞のゲノムからの
E1配列のアデノウイルスへの導入によるHDEPの発生の理論的な可能性を実際上ゼロにまで
減少させることを確かにする(図13参照)。他の具体例では、前記E1A及び少なくとも1種の
E1Bのコード配列を、少なくとも18kb、20kb、25kb、30kbによって分ける。最も好ましく
は、前記配列は少なくとも34.5kbによって分けられる。このことは、細胞のゲノムから導
く双方のE1A及びE1Bの単一の統合がHDEPの生成をもたらすことができないことを確かにす
る。明らかに、上述したように、一定の等価の具体例において、前記E1A及び少なくとも1
種のE1Bのコード配列は、細胞のゲノムの異なる染色体上に存在する。
【００２８】
　E1配列の逆方向反復の存在について発生させたクローンを選抜する方法は、当業者に既
知であり、及びPCR、サザンブロット法、制限酵素分析、ファイバ-蛍光インシトゥハイブ
リダイゼーション法(Fiber-FISH)、及び同様のものが包含され得る。pIG.E1A.E1Bプラス
ミド(米国特許第5,994,128号明細書)のようなE1遺伝子を含むプラスミドを用いて細胞の
クローンを発生させる際、クローンをまず確立することができ、及び選抜のラウンド(期
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間)において、前記逆方向反復を欠くそれらのクローンを更なる使用のために採集する。
次に、採集されたクローンからの細胞を組換えアデノウイルスの生成のために適切に用い
ることができ、及びこれらの細胞において発生するHDEPの頻度を、前記逆方向反復を含む
細胞におけるものよりも十分に低く(又は不存在でさえ)することが期待される。したがっ
て、本発明の別の局面は、細胞のゲノムにおいてアデノウイルスのE1A及びE1Bのコード配
列を備える細胞を提供することであり、前記E1配列が前記ゲノムにおいて逆方向反復の形
態で存在しないことで特徴付けられる。本発明のこの局面について、非-E1配列の少なく
とも10kbによって分けられる配列は、逆方向反復として考慮されるべきでない。特定の局
面では、前記E1A及びE1B配列は、前記ゲノムにおいてゲノム当り少なくとも2種のコピー
で存在する。1種の局面では、前記少なくとも2種のコピーは、1種の染色体上に存在する
少なくとも2種のコピーを備える。別の具体例では、前記細胞は、それらのゲノムにおい
てE1A及びE1Bのコード領域の1種のコピーのみを備える一方、アデノウイルスのpIXを暗号
化する配列を欠く。もちろん、唯一の1種のコピーの前記E1配列をそのゲノムにおいて備
える細胞は、HDEPの生成のより一層低い頻度(又は不存在でさえ)持つと期待するべきであ
る。
【００２９】
(細胞の使用)
　別の局面において、本発明は、本発明に従う細胞において組換えアデノウイルスを生成
するための方法を提供する。これは、この技術において既知のシステム上で生産されるバ
ッチと比べて、著しく減少させた頻度のHDEPを持つ、好ましくはまったくHDEPのない、組
換えアデノウイルスのバッチを発生させる。特に好適な具体例では、前記組換えアデノウ
イルスの生成のために用いるベクター及びパッケージング細胞は、実質的な配列重複を欠
き(即ち、好ましくは、10nt未満、又はより一層好ましくは、まったく重複がない)、及び
好ましくは重複を持たず、それによって、パッケージング細胞におけるベクター及び配列
の間の相同組換えの機会を最小にし、E1-含有粒子(HDEP、RCA)を持たないウイルスバッチ
をもたらす。
【００３０】
　本発明に従い提供する新しい細胞がまた、先に記載するように組換え蛋白質の生産(WO0
0/63403号)のために、及び先に記載するように他の(非-アデノウイルス)のウイルスの生
産(WO01/38362号)のために用いることができることは注目されるべきである。
【００３１】
　当業者にとって、導入遺伝子の血清型又は性質が本発明に対して重大でないことは明ら
かである。例えば、細胞の生成のために用いられるアデノウイルスのE1コード配列が、Ad
5、Ad35、Adll、Adl6、Ad49等、又はそれらの組合せのような、細胞上で増殖すべきアデ
ノウイルスに適合する任意の都合のよい血清型から、即ち、1種の血清型からのE1A及び別
の血清型からのE1Bの少なくとも1種のコード配列から採用することができることは、たち
まち明らかである(例えば、WO02/40665号を参照)。また、多くの他の局面において、本発
明がその範囲又は精神から逸脱することなく、変形され得ることは明らかである。本発明
を、これから、次の例によって例証するが、それらはその範囲を制限するものと解釈され
るべきではない。
【実施例】
【００３２】
(例)
　本発明の実行では、他に示す場合を除き、通常の技術の分子生物学、細胞生物学、及び
組換えDNAを採用するが、それらはこの技術の熟練の範囲内である。例えば、Sambrook(サ
ムブルック)、Fritsch(フリッチェ)及びManiatis(マニアティス)の、Molecular Cloning(
分子クローニング):A Laboratory Manual(実験室マニュアル)、第2版(2nd edition)、198
9年; Current Protocols in Molecular Biology(分子生物学における最新プロトコル)、A
usubel(オースベル) FM等、eds(編)、1987年;the series Methods in Enzymology(酵素学
における方法論のシリーズ)(Academic Press, Inc.(アカデミック・プレス社); PCR2:A P
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ractical Approach(実用的な手法)、MacPherson(マクファーソン) MJ、Hams(ハムス)BD、
Taylor(ティラー)GR、編、1995年参照。
【００３３】
(例1)(E1A及びE1Bの蛋白質を暗号化する別々の核酸を用いる補完株細胞の生成)
　アデノウイルスのE1遺伝子による一次細胞の完全な形態学的な形質転換は、ElA及びE1B
の領域によって暗号化される蛋白質の組み合わされた活性の成果である。溶菌感染におい
て、及び形質転換において、異なるE1蛋白質の役割が広く調査されている(Zantema(ザン
テマ)及びvan der Eb(ファン・デル・エバ)、1995年;White(ホワイト)、1995年、1996年
において評論されている)。アデノウイルスE1A蛋白質は一次細胞の形質転換のために必須
である。アポトーシスの随伴性誘導(concomitant induction)は、双方のE1B-19K及びE1B-
55Kによってであるが、異なる機構によって妨げられる。ElA領域はいくつかの蛋白質を暗
号化するが、全体の領域は通常E1Aのコード領域と称され、及びすべての具体例において
、本明細書で用いるように、‘E1Aのコード配列’は、すべてのE1A蛋白質を暗号化する配
列に言及する。
【００３４】
　齧歯類細胞において、E1Aと一緒のいずれかのE1B-19K又は55Kの活性は、全部の形質転
換のために十分であるが、双方のE1B蛋白質の一緒の発現は、2倍ほど有効である(Gallimo
re等、1985年;Rao等、1992年)。しかし、ヒト細胞において、E1B-55K蛋白質の活性は、E1
B-55Kが不死の形質転換株細胞の確立のために不可欠であるという観察を考えると、より
一層重要であると思われる(Gallimore等、1986年)。アデノウイルス感染及びウイルス増
殖において、E1A蛋白質は、E1Bを含むアデノウイルス遺伝子及びTATA-結合蛋白質との相
互作用をおそらく介する他の初期の領域の活発化において機能する(Zantema及びvan der 
Eb、1995年において評論される)。E1B-55K発現は、宿主蛋白質合成の遮断(shut-off)のた
めの後期相の感染及び核から細胞質までのウイルス-暗号化蛋白質(viral-encoded protei
ns)の選択的輸送において重要である(Babiss(バービス)等、1985年;Pilder(ピルダー)等
、1986年)。E1B-55Kのために欠失されるアデノウイルスは、非-補完ヒト株細胞上の減少
した複製を示す(Harada(ハラダ)及びBerk(バーク)、1999年)。したがって、E1A-及びElB-
55K-暗号化蛋白質は、一次ヒト細胞の形質転換のため、及びヒト細胞における有効なウイ
ルスの複製のために必要である。
【００３５】
　非-相同組換えは、パッケージング細胞の細胞性ゲノムからのE1配列の組換えアデノウ
イルスへの組入れをもたらすことができる。ヘルパー-依存性E1-含有粒子は、最終的に、
最初の組換えアデノウイルスからもたらされ、非-補完(ヒト)細胞における複製-欠損ベク
ターの補完複製を可能にするが、自律複製を可能としない。この補完は、双方のE1A及びE
1B-55K及びおそらくE1B-19Kの機能によって仲介される。したがって、双方のE1A及びE1B-
55K(及び好ましくはE1B-19K)の機能がアデノウイルスベクターに終わるという機会が排除
されるか、又は減少する場合、次いでHDEPの形成は排除されるか、又は減少する。
【００３６】
　本明細書では、本発明者等は、いずれかのE1A、E1A及びE1B-19K、ElB(E1B-19K+E1B-55K
)又はE1B-55Kを発現する機能的プラスミドの例を記載し、それらを用い、互いから分けら
れるE1A及びElB-55kの領域を有するアデノウイルスのパッケージング株細胞を生じさせる
。
【００３７】
　構築物pIG.E1A.E1B(図14; SEQ.ID.NO.1(配列番号1))は、Ad5-E1領域(Ad5ゲノムのnucl.
(ヌクレオチド)459-3510(Genbank(GenBank,ジェンバンク) Acc. No.(承認番号) M73260)
を含み、動作可能に(operatively)ヒトホスホグリセリン酸キナーゼ(PGK)プロモータ及び
B型肝炎ウイルスのポリ-アデニル化配列に連鎖されており、以前に記述されている(米国
特許第5,994,128号明細書)。
【００３８】
(構築物pIG.E1Aの生成)
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　構築物pIG.E1Aを、pIG.E1A.E1BのHincIIを用いる消化によって作製し、次いで、得られ
る5kbの断片を、ゲルからQIAEX(キアエックス) IIのゲル抽出キット(Qiagen(キアゲン社)
)を製造者の指示に従って用いて精製した。単離した断片の再連結及びSTBL2適格性細胞へ
の形質転換(Invitrogen(インビトロゲン))は、pIG.E1Aを与えた(図1)。この構築物はAd5
ゲノムからのnt. 459から1578までを含む(Genbank Acc. No. M73260)。
【００３９】
(構築物pIG.E1AB21の生成)
　構築物pIG.ElAをXbaI及びHpaIを用いて消化し、及び得られる4.8kbの断片を、ゲルから
上述のように単離した。構築物のpIG.ElA.ElBを、BsrGIを用いて消化し、Klenow(クレノ
ウ)酵素(New England Biolabs(ニューイングランド・バイオラブズ社))を用いて処置し、
5'の突出末端を平滑端に(鈍く、blunt)した。次いで、DNAを、QIAquick(キアクイック) P
CRの精製キット(Qiagen)を製造者の指示に従って用いて精製し、及びその後XbaIを用いて
消化した。得られる913bpの断片は、E1A及びE1B19Kのコード配列の3'部分を含み、ゲルか
ら、記載したように単離した。2種の単離断片の連結及びDH5α-Tlr細胞(Invitrogen)への
形質転換は、構築物pIG.E1AB21を与えた(図2)。この構築物は、このようにして、Ad5ゲノ
ムからのnt. 459から2253までを含み(Genbank Acc. No. M73260)、それによって、E1A配
列はPGKプロモータによって導かれ、及びE1BプロモータはElB-19K遺伝子を駆動する。
【００４０】
　Ad5 E1B-19K遺伝子はまた、ときに、Ad5 ElB-21K遺伝子と称され、その理由は、予測さ
れるアミノ酸配列が20.6KDの蛋白質を構成するからである(例えば、本出願において、い
くつかのプラスミド及びプライマはそれらの名前の一部として21Kを持つ)。
【００４１】
(構築物pCR5Bの生成)
　Ad5-ElB領域を含む構築物を、次いで、次のようにして生じさせた。最初に、PCR断片を
、プライマの5ElBfor-1: 5'-CGG AAT TCG GCG TGT TAA ATG GGG CG-3' (SEQ.ID.NO. 2)、
及び5ElB-rev: 5'-TAG CAG GCG ATT CTT GTG TC-3' (SEQ.ID.NO. 3)を用い、pIG.E1A.E1B
のDNAを鋳型として、及びPwo DNAポリメラーゼ(Roche(ロシュ社))を製造者の指示に従っ
てDMSOの3%の終濃度と共に用いて生じさせた。増幅プログラムは、94℃で2分間であり、3
0回のサイクルが続き(94℃で30秒間、50℃で30秒間及び72℃で1分間)及び72℃で10分間に
よって終わった。得られる481bpの増幅された断片を、QIAquick PCR精製キット(Qiagen)
を用いて精製し、及びPCRのクローニングキット(Stratagene(ストラタジーン社))からのp
CR-ScriptAmpのベクターにSrfI酵素の存在下、製造者の指示に従って連結させた。(平滑
端)連結は、挿入物の2種の配向をベクターにおいて与え、その1種は、挿入物の(5')端に
おけるEcoRI部位及びベクターにおけるEcoRI部位の間の最も大きな断片を有し、任意に選
ばれた。このことで、構成物pCR5Bをもたらした。標的配列の正しい増幅が(KpnI及びEcoR
Iの部位間で)、配列決定によって確認された。
【００４２】
(構築物pE1Bの生成)
　pCR5BをKpnI及びEcoRIで消化し、及び415bpの断片を、QIAquickゲル抽出キット(Qiagen
)を用いて、ゲルから単離した。構築物pIG.E1A.E1Bを次いで、EcoRI及びKpnIで消化し、
及び得られる5.2kbのベクター断片をゲルから上述のように単離した。単離した断片の連
結及びDH5α-Tlr細胞(Invitrogen)への形質転換は、構築物pElBをもたらした(図3)。この
構築物におけるE1B配列はAd5ゲノムからのnt.1642から3510までを構成する。
【００４３】
　次いで、全長Ad5E1の発現構築物と比較して新しい構築物の形質転換能力を試験した。
これには、一次ヒト胚性網膜(HER)細胞を単離し(例えば、Byrd等、1982年、1988年を参照
)、及びDMEM培地(Gibco(ギブコ)BRL社)における6cmの皿において、10%の熱失活させた胎
児ウシ血清(Foetal Bovine Serum、FBS、Gibco BRL)を追加して播種した。60-70%での集
密度の(confluency)細胞を、合計で20μgのDNA/皿において、CaPO4の共-沈(co-precipita
tion)キット(Invitrogen)を製造者の指示に従って用いて形質移入した。2週間後、形質転
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換したクローンを一次細胞の単層において増殖巣(foci)として可視化した。細胞は増殖巣
において(in a focus)一次細胞と比較してはっきり異なる形態を示した。表I(II)には、
各々の形質移入を用いて得られた形質転換させたクローンの量を描く。
【００４４】
　結果は、一次細胞がAd5-ElA及びE1B19Kの遺伝子(pIG.ElAB21)で形質転換できるという
上記観察を確認する。これらの増殖巣が、概して、形質移入によって得られたものより小
さく、そこでは完全なE1B領域が存在することに注目すべきである。また、構築物pIG.E1A
B21での形質移入から得られる増殖巣を採集し、及び96-ウェル平板(well plate)中に播種
した後、維持される細胞増殖は得られず、及びすべての細胞は死滅した。すべての他の場
合に、ほとんどの採集された増殖巣は生存可能な細胞クローンをもたらした。
【００４５】
　pIG.ElAB21での形質移入が形質転換した細胞を最初にもたらすので、細胞を、E1B-55K
発現構築物で、例えば、最初の形質移入に次いで5-10日に再び形質移入する(re-transfec
t)ことが可能である。このことは、ゲノムにおける異なる遺伝子座上の双方の発現カセッ
トが組み込まれて細胞が得られることを確かにする。
【００４６】
　この実験によって、更に、E1A及びE1Bの遺伝子(pIG.ElA+pElB)のための2種の別々のプ
ラスミドを用いることによって、形質転換させた細胞クローンを発生させ、及び確立する
ことが可能であることが確認される。しかし、双方のプラスミドが、一緒に形質移入され
、及び著しい配列重複を含むので(プラスミド骨格及びプロモータ/ポリA)、E1A及びElBの
統合がゲノムにおいて同じ遺伝子座で起こり得る。
【００４７】
　このことは、発現カセットだけを有する断片を用い(ベクター配列なしで)及び配列重複
を持たないようにして避けることができる。配列重複は、プロモータ及びポリアデニル化
(ポリA)配列のような、調節要素から、E1A及びE1Bの配列を有する2種の発現構築物のため
の異なる調節配列を用いることによって、除去することができる。好ましくは、これらの
配列は、相同組換え処理の間に見出される対構造(paired structures)の形成を導くこと
がある重複を妨げるのに十分な不一致(divergent、分岐)である。任意のプロモータ及び
ポリAの配列を用いることができる。好ましくは、調節配列は、これらの細胞上で増殖す
る組換えアデノウイルスにおける導入遺伝子からのものと異なる。明らかにこれは、所定
の組換えアデノウイルスがこれらの細胞上で後期の段階で増殖し、及び特定の組換えアデ
ノウイルスに依存するときに、定められるに過ぎない。それ故に、後者のかかる導入遺伝
子の調節配列を選定するのが便利であり、それらは、本発明によって確立される細胞にお
いてE1A及びElBの配列のものとは異なる。しかし、多くの現在利用できる組換えアデノウ
イルスベクターがCMVプロモータ及びSV40ポリAの配列によって調節される導入遺伝子を運
ぶので、本明細書に例証するように、E1A及びE1Bの構築物のための好適な調節配列はCMV
プロモータ及びSV40のポリAの配列とは異なる。調節の問題の観点から、更に、これらの
調節配列は、好ましくは、ウイルス起源のものでない。
【００４８】
　この目的のため、上述のプラスミドを更に以下に記載するように修飾(modified)する。
【００４９】
(構築物pCC.E1A及びpCC.E1AB21の生成)
　ElA配列を、次のプライマを用いて増幅した: 5ElA-For: 5'-CCG AAT TCG ATC GTG TAG 
TG-3'(SEQ.ID.NO. 4)及び5ElA-rev: 5'-CGG GAT CCA TTT AAC ACG CCA TGC AAG-3'(SEQ.I
D.NO. 5)。反応を、pIG.ElA.E1Bの鋳型DNA上で、Pwo DNAポリメラーゼ(Roche)を製造者の
指示に従うが、3%DMSOの終濃度と共に用いて行った。PCRプログラムは、94℃で2分間、次
いで30回のサイクルのもの(94℃で30秒間、58℃で30秒間及び72℃で120秒間)及び72℃で8
分間によって終わらせる設定にした。得られる1.2kbの断片は、EcoRI(5')及びBamHI(3')
の部位によって隣接される、Ad5からのE1A配列(Genbank Acc. No. M73260におけるような
ヌクレオチド459から1655まで)を含む。



(17) JP 4749334 B2 2011.8.17

10

20

30

40

50

【００５０】
　第2のPCRの断片を、逆方向プライマと一緒のプライマ:5ElAB21-rev: 5'-CGG GAT CCT C
AT TCC CGA GGG TCC AG-3'(SEQ.ID.NO. 6)を用い、同じ条件を使用して、生じさせた。得
られる1.8kbの断片は、EcoRI(5')及びBamHI(3')の部位によって隣接される、Ad5からのE1
A及びE1B-19Kの配列(Genbank Acc. No. M73260におけるようなヌクレオチド459から2244
まで)を含む。双方のPCRの断片を、アガロースゲルから単離し、QIAEX IIゲル抽出キット
(Qiagen)を用いて精製し、及びPCRクローニングベクター; pCR-TOPOblunt(ブラント)(Inv
itrogen)においてクローン化し、及び配列を確認した。次いで、構築物を、EcoRI及びBam
HIを用いて消化し、及び挿入物の断片を、QIAEX IIゲル抽出キット(Qiagen)を用いて上述
のようにゲルから単離した。
【００５１】
　次いで、各々の単離した断片を、ベクターpCC101(以下参照)中に連結したが、それは最
初にEcoRI及びBamHIを用いて消化され、ゲルから上述のように精製された。電気的に適格
性の(electro competent)DH10B細胞(Invitrogen)への形質転換は、構築物pCC.ElA(図4)及
びpCC.ElAB21(図5)を生じさせた。合成ポリアデニル化信号(SPA)は、これらのプラスミド
において存在する(WO02/40665号において記述されるように構築物pCC271から導く)。
【００５２】
(pCC101の生成)
　pCC100(以下参照)をXbaIで消化し、及び得られる線状断片を、上述のようにQIAEX IIゲ
ル抽出キットを用いてゲルから精製した。リンカは、オリゴヌクレオチドX-SM-1: 5'-CTA
GGTCGACCAATTG-3'(SEQ.ID.NO. 7)と共にX-SM-2: 5'-CTAGCAATTGGTCGAC-3'(SEQ.ID.NO. 8)
をアニーリングすることによって調製した。これに、1μgの各オリゴヌクレオチドを、2
μLの10×NEB2の緩衝液(NEB)及び20μLの終容量までのmilliQ(ミリキュウ)H2Oと混合した
。混合物を98℃で位置させ、及びPCR機械において4℃にまで緩徐に冷却した(2℃/分の冷
却速度)。次いで、アニールしたリンカを、単離したXbaI消化断片に、4×モル過剰のリン
カを断片に対して使用して連結した。連結DNAを、QIAquick PCR精製キット(Qiagen)を製
造者の指示に従って用いて精製し、及びXbaIで消化して自己-連結(self-ligated)ベクタ
ーDNAを除去した。XbaI酵素の熱-不活化の後、次いで、混合物を、pCC101(図6)をもたら
すDH5α-Tlrの適格性細胞を形質転換するのに用いた。
【００５３】
(pCC100の生成)
　構築物pCC271(WO02/40665号に記述される)を、EcoRI及びPstIで消化し、及び3kbのベク
ター断片を上述のようにゲルから単離した。リンカを、オリゴヌクレオチドEcoPst-3: 5'
-AAT TGA TAT CGA ATT CGC CGA GCT CGT AAG CTT GGA TCC CTG CA-3'(SEQ.ID. 9)と共に
オリゴヌクレオチドEcoPst-4: 5'-GGG ATC CAA GCT TAC GAG CTC GGC GAA TTC GAT ATC-3
'(SEQ.ID.NO. 10)のアニーリングによって調製した。ここでは、オリゴヌクレオチドを、
上述のように混合し、及び98℃で2分間、65℃で30分間及び室温で2時間のインキュベーシ
ョンによってアニールした。次いで、単離したベクター断片を、過剰にアニールしたオリ
ゴに連結し、及び構築物pCC100をもたらすDH5α-Tlrの適格性細胞中に形質転換した。
【００５４】
(pCC200の生成)
　プラスミドpBR322(GenBank J01749.1)をEcoRIで消化し、及び次いで、Klenow酵素で平
滑端化し、次に、QIAquick PCR精製キット(Qiagen)で精製した。NheIでの第2の消化の後
、4150bpのベクター断片を、アガロースゲルからQIAEX IIゲル抽出キット(Qiagen)を用い
て単離した。並行して、構築物pCC100を、BsaAIで消化し、Klenow酵素で平滑端化し、及
びQIAquick PCR精製キット(Qiagen)で精製し、次に、XbaIでの第2の消化及び350bp断片の
アガロースゲルからの単離を行った。次に、断片を、化学的に適格性のSTBL-2細胞(Invit
rogen)中に連結し、及び形質転換し、pCC200をもたらした(図15)。
【００５５】
(pCC105 構造物の生成)
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　構築物pCC105は、ヒトPGKのプロモータ、及びヒトCOL1A2遺伝子から導かれるポリ-アデ
ニル化の配列を含む。最初に、COL1A2ポリ-アデニル化配列(Natalizio(ナタリジオ)等、2
002年)を、組換えTaqポリメラーゼ(Invitrogen)及びプライマCOL1A2F: 5'-CAG CTA GCC T
GC AGG AAG TAT GCA GAT TAT TTG-3'(SEQ.ID.NO.11)及びCOLlA2R-sal: 5'-ACA CGT CGA C
GG CTG GTAGAG ATG C-3'(SEQ.ID.NO. 12)を用い、著者等によって記載するようにヒトゲ
ノムDNAからPCRによって増幅した。
【００５６】
　ここに刊行された配列は、5'-端でSbfIの制限配列によって、及び3'-端でSalIの制限配
列によって延長される。得られるPCR断片を、pCR-TOPO4 TAのクローニングキット(Invitr
ogen)を用いてpCR-TOPO-TA中にクローン化した。配列決定による挿入物の確認の後、277b
pの挿入物を、TOPOベクターからSbfI及びSalIでの消化によって単離し、及びQIAquick PC
R精製キット(Qiagen)を用いて精製した。並行して、また、プラスミドpCC101を、SbfI及
びSalIで消化し、次いで、ゲル電気泳動させた。2965bpのベクター断片を、アガロースゲ
ルから、GeneClean(ジーンクリーン)のキット(Bio101)を製造者の指示に従って用いて単
離した。このベクター断片を、精製したCOLlA2pA断片に等モル量において連結し、及び化
学的に適格性のSTBL-2細胞(Invitrogen)に対して形質転換させた。これはプラスミドpCC1
05(図7)を与えた。
【００５７】
(pCC205の生成)
　構築物pCC205を、SalI及びEcoRIでのpCC200の消化によって、次いで、4225ntのベクタ
ー断片のアガロースゲルからの、QIAEX IIゲル抽出キット(Qiagen)を用いる精製によって
作製した。並行して、310ntのCOL1A2のpolyA(ポリA)を、構築物pCC105から、EcoRI及びSa
lIでの消化によって、次いで、ゲル電気泳動、及びQIAEX IIゲル抽出キットを用いる断片
の精製によって単離した。次いで、2種の断片を、等モル量において連結し、及びDH5α-T
lrに対して形質転換し、pCC205(図16)をもたらした。
【００５８】
(pCC.55Kcolのクローン化)
　ベクターpCC205を、Ad5 ElB-55k蛋白質を発現するプラスミドの構築物のために用いる
。これには、PCR生成物を、次のプライマを用いて生じさせる: 55KforE: 5'-GGA ATT CGC
 CAC CAT GGA GCG AAG AAA CCC ATC TGA-3'(SEQ.ID.NO. 13)及び55KrevB: 5'-gga tcc TC
A ATC TGT ATC TTC ATC GCT AGA GCC-3'(SEQ.ID.NO. 14)。PCRを、Pwo DNAポリメラーゼ
を、製造者のプロトコルに従って3%DMSOの存在下に実行する。増幅を、pIG.ElA.ElB上で
行い、及びプログラムを、94℃で2分間、次に30回のサイクルのもの(94℃で30秒間、60℃
で30秒間、及び72℃で90秒間)、及び72℃で8分間によって終わるように設定する。得られ
る1510bpの増幅した断片は、Ad5配列からのE1B-55K配列のnt.の2019から3510までを含む
。断片を、QIAquick PCR精製キット(Qiagen)を用いて精製し、EcoRI及びBamHIで消化し、
次に、切断端(cleaved end)を除去するためにゲル電気泳動する。次いで、この断片を、
アガロースゲルから、GeneCleanIIキット(Bio101)を用いて精製し、及びpCC205に連結し
、これをまた、EcoRI及びBamHIで消化し、及びアガロースゲルから、上述のように単離す
る。連結混合物を、化学的に適格性のSTBL2細胞(Invitrogen)に対して形質転換し、構築
物pCC.55Kcol(図8)をもたらす。
【００５９】
(pIG.E1Bのクローン化)
　PCR断片を、Pwo DNAポリメラーゼ(Roche)を製造者の指示に従って3%DMSOの存在下に用
いて生じさせた。次のプライマを増幅反応において用いた: 5ElBstart: 5'-GGA ATT CCT 
CAT GGA GGC TTG GG-3'(SEQ.ID.NO. 15)及び5ElBrev2: 5'-GTG TCT CAC AAC CGC TCT C-3
'(SEQ.ID.NO. 16)。増幅をpIG.E1A.E1B上で行い、及びプログラムを94℃で2分間、次に5
回のサイクルのもの(94℃で30秒間、56℃で30秒間及び72℃で60秒間)に設定し、これらの
サイクルに次いで別の35回のサイクルを行い(94℃で30秒間、60℃で30秒間及び72℃で60
秒間)、及び68℃で8分間によって終わらせた。次いで、390ntのPCRの断片をKpnI及びEcoR
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Iを用いて消化し、347ntの断片をもたらし、それをアガロースゲルからQIAEX IIゲル抽出
キット(Qiagen)を用いて単離した。
【００６０】
　次いで、この断片を、KpnIでの及び部分的にEcoRIでの消化、次いでゲルからの単離、
及びQIAEX IIゲル抽出キット(Qiagen)を用いる精製から得られる5713bpのpIG.ElA.ElBベ
クターの断片に連結した。連結後、混合物を化学的に適格性のSTBL-2細胞中に形質転換し
、プラスミドpIG.E1Bをもたらした(図9)。pIG.ElBはAd5のゲノムからのnt.の2019から351
0までを含む。
【００６１】
(pCC.E1Bcolのクローン化)
　双方の19K及び55KのAd5 E1Bコード配列を運ぶプラスミドの構築のために、プラスミドp
CC.55KcolをEcoRI及びKpnIで消化する。5970ntのベクター断片をゲル電気泳動によって単
離し、及びアガロースゲルから上述のようにGeneClean kitII(Bio101)を用いて精製する
。次いで、構築物pIG.E1Bをまた、KpnI及びEcoRIで消化し、及び347ntの断片を、ゲルか
ら単離し、及びQIAquickゲル抽出キット(Qiagen)を用いて精製する。この挿入物及び単離
されたpCC.55Kcolのベクター断片の連結及びSTBL2細胞への形質転換は、構築物pCC.ElBco
lを与える(図10)。この構築物はAd5ゲノム配列からのnt.の1711から3510までを含む。
【００６２】
(pEC.E1Bのクローン化)
　ヒト伸長因子(Human Elongation Factor)1-αプロモータ(EF1-α)を、プラスミドpEF/m
yc/nuc(Invitrogen)から、EcoRI及びPmlIでの消化によって単離する。消化後、Klenow酵
素で平滑端化し、及び次いで、1183ntのEF1-αプロモータ断片をゲル電気泳動によって単
離し、及びGeneCleanIIキット(Bio101)で精製する。並行して、ベクターpCC.ElBcolをBst
XIで消化し、次いで、平滑端(the ends blunt)を作製するためにT4 DNAポリメラーゼ処置
を行い、及びPCR精製カラム(Qiagen)上で精製する。次いで、第2の消化をEcoRVで実行し
、次いで、ゲル電気泳動を行う。次に、5827ntのベクター断片を、GeneCleanIIキット(Bi
ol0l)を用いて精製する。双方のEF1-α断片及びベクター断片を、等モル量において一緒
に連結し、及び化学的に適格性のSTBL-2細胞(invitrogen)に対して形質転換し、これは、
プラスミドpCC.ElBcolにおけるような同じAd5-ElB配列を含むプラスミドpEC.ElB(図11)を
もたらす。
【００６３】
(pSC.55Kのクローン化)
　SV40のプロモータを、pEF/myc/nucプラスミドDNA(Invitrogen)から、組換えTaq DNAポ
リメラーゼ(Invitrogen)及び次のプライマを用いることによって増幅する: SV40.forS: 5
'-CAA CTA GTA CAT GTG GAA TGT GTG TGT TCA GTT AGG-3'(SEQ.ID.NO. 17)及びSV40.RevE
RI: 5'-GGA ATT CAG CTT TTT GCA AAA GCC TAG G-3'(SEQ.ID.NO. 18)。増幅プログラムを
、94℃で2分間、次に、5回のサイクルのもの(94℃で30秒間、48℃で30秒間、及び72℃で4
5秒間)、次いで25回の追加のサイクルのもの(94℃で30秒間、58℃で30秒間、及び72℃で4
5秒間)に設定し、及び68℃での8分間によって終わらせた。得られる357bpの増幅された断
片(SV40配列GenBank Acc. No. J02400からのヌクレオチドの266から-71まで)を、アガロ
ースゲルから、QIAEX IIゲル抽出キット(Qiagen)を用いて単離した。次いで、この断片を
、PCR TOPO4bluntのクローニングキット(Invitrogen)を用いて、pCR-TOPO中にクローン化
した。配列確認の後、357bpの挿入物を、TOPOベクターから、EcoRI及びSpeIでの消化によ
って単離し、及びアガロースゲルから、QIAEX IIゲル抽出キット(Qiagen)を用いて単離し
た。並行して、プラスミドpCC.55Kcol(pBR322-バックボーン(幹)を持つもの)を、AvrII及
びEcoRIで消化し、次いでゲル電気泳動する。5508ntのベクター断片をゲルから上述のよ
うに単離し、及び等モル量において、消化されたPCR断片に連結する。連結混合物を、化
学的に適格性のSTBL-2細胞中に形質転換し、pCC.55Kcolでのような同じAd5 E1B-55K配列
を含むプラスミドpSC.55K(図12)をもたらす。
【００６４】
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　一次HER細胞から形質転換したクローンを生じさせるため、DNA断片を含む適切な発現カ
セットをゲルから単離する。(重複)ベクター配列の排除は、共-統合の機会を減少させる
と考えられる。これには、pCC.ElA及びpCC.EIAB21をBsaAI及びAflIIIで消化し、及び挿入
物断片を、ゲルから、ELU-Trap apparatus(トラップ装置)(Schleier (シュライエル)及び
Schuell(シュル))を製造業者の指示に従って用いて精製する。この装置は多量のDNA断片
の単離を可能にする。構築物pEC.ElB及びpSC.55Kを、AatII/HincII及びAflIII/HincIIの
それぞれで消化し、及び挿入物断片を上述のように単離する。一次HER細胞を培養し、及
び上述のように形質移入する。pCC.ElA及びpEC.E1Bから単離される断片を、形質移入のた
めに組み合わせる。pCC.ElAB21から単離されるDNA断片を、pSC.55Kと組み合わせるか、又
は単独で形質移入する。次いで、後者の培養物を、観察されたクローンのサイズによって
最初の形質移入に続く7-10日にpSC.55Kから単離されるDNA断片と共に、再形質移入(retra
nsfected)する。形質移入前1日に、E1AB21単独で形質移入した皿の半分を10cmの皿に引き
継ぎ(passed to)、及び次いで再-形質移入し、皿の他の半分を、先立って継代培養(passa
ge)することなく、再-形質移入する。
【００６５】
　これらの形質移入から得られる形質転換クローンを採集し、及び更に96-ウェル平板、
及び次いでより一層大きな形式(formats)に拡げる。組込み部位及び断片のコピー数を、
サザンブロットを用いて研究し、及びPCRによって、挿入が近い近辺(in close vicinity)
で行われたどうかを明らかにする。E1A及びE1B 55Kが単一コピーにおいて存在するか、又
は1コピーよりも多く存在するが、形質移入された細胞のゲノムにおけるこれらの配列の
逆方向反復配置を伴うことがないか、又はE1A及び少なくとも1種のE1Bのコード配列(この
場合、E1B-55K)が、少なくとも4kbによって、好ましくは少なくとも10kbによって、より
一層好ましくは少なくとも34.5kbによって分かれるクローンを、用いるのが更に好ましい
。
【００６６】
(例2)(より一層大きなスペーサー配列によって分かれるE1A及びE1Bの領域を持つ核酸を用
いる、補完性株細胞の生成)
　先の例で記載するように、安定して形質転換された細胞クローンを、一次細胞から、E1
A及びE1Bについての別々のプラスミドを用いて生じさせることが可能である。しかし、DN
A断片を一緒に形質移入するとき、まだ、形質移入された断片が互いに近接近する機会が
あるが、この機会は著しい配列重複の不存在によって減少する。30kbよりも少ないnon(非
)-E1配列を有する、E1A及びElBの発現カセットを用いる、染色体におけるそれらの間への
組込みの可能性は、大きな一片(large pieces)の非-(El-)コードDNA配列(所謂、‘スペー
サー’断片)を用いる異なるE1発現カセットを隣接させることによって避けることができ
る。ElA-搬送断片が、発生したパッケージング細胞のゲノムにおいてElB-含有断片に対し
て隣に統合される場合、大きな側方配列が十分な距離を創成すべきであり、E1A及びE1Bの
暗号化配列が、前記パッケージング細胞における組換えアデノウイルスベクターの増殖に
際し、同じ組換えベクター分子中に再び組み入れられる機会を排除する。用いることがで
きる大きなスペーサーDNA断片の非制限的な例は、例えば、ヒトのジストロフィン遺伝子
又はヒトのApo-E1遺伝子から導かれる大きな配列である。他のスペーシング(間隔空け)分
子をまた、非-ヒト供給源からさえも、用いることができる。好ましくは、側方配列は、
機能的蛋白質のためのコード領域を含ず、及び従ってイントロン配列から導くことができ
る。また、E1A及びE1Bの配列は、異なる分子上にある必要はないが、コスミドのような同
じ大きな分子上に置かれてもよい。これらのE1A及びE1Bの搬送分子の例を図13に与える。
好適例では、E1A及びE1Bのコード領域間の距離は>34.5kbであり、その理由は、そうする
とウイルスへの2種の領域への共-挿入(co-insertion)が包まれるには余りにも大きなゲノ
ムをもたらすからである。この状態は、例えば、発現カセットを概略中間部分において持
つ、およそ40kbの2種の別々のコスミド断片が用いられる場合に達する。しかし、逆方向
反復構造の形態におけるE1がHDEPの生成の頻度に貢献すると仮定すると、そのとき、E1A
及びE1Bのカセットがおよそ22 kb(図13Iにおけるように)の全長の単一のコスミド断片上
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に位置付けられる構築物は、第2のコピーが第1のものに対して隣の逆方向配向における細
胞のゲノムにおいて位置付けられることになるときでさえ十分である。次いで、鏡像構造
の完全な統合はまた、>38kbの断片を包含する。また、逆方向反復の存在がHDEP形成の頻
度を増加させる場合、E1A及びE1Bの2種の完全なコピーを含むDNA断片が≦20kbの長さを持
つときでさえ、多数コピー(multiple copies)がダイレクト(直列)反復(配列)として統合
される状態は、より一層問題が少ないと考えられる。逆方向反復の不存在下では、組換え
ウイルスにおいて残るスペース(空間)よりも大きな任意のE1-含有断片(即ち、38kbから組
換えウイルスの実際のゲノム長を減じるもの)の組換えウイルスへの統合は、それに、逐
次工程として本質的なウイルス配列の部分を削除するように強いて、パッケージング及び
従って増殖を確かにする。相同組換えを介して起こる最初のHDEPゲノムの分析(Murakami
等、2002年)は、ウイルス配列の欠失が可能であることを示した。
【００６７】
　細胞のゲノム中に統合するDNA配列は、クロマチン-関連抑制(associated repression)
によって、転写因子の活性化のために常に利用できるものではない。特に、イントロンDN
Aの大きな断片が用いられるとき、それらはゲノム領域から生じ、それらは通常、これら
の配列を用いて形質導入される細胞において活性ではなく、遺伝子発現は不活性な染色質
によって遮断されるかもしれない。最近、配列は、この抑制を阻害することができること
が確認された。例としては、ニワトリのβ-グロビンHS4要素(element)(米国特許第5,610,
053号明細書)のもので、それは絶縁配列、ショウジョウバエのscs又はscs’の要素(Kellu
m(ケラム)等、1991年; Farkas(ファーカス)等、1992年)、及び抗-リプレッサー要素(Kwak
s(クワクス)等、2003年; WO 03/004704号)のための特定のスクリーンによって識別される
ヒトゲノムにおける一連の配列(所謂、抗-リプレッサー(anti-repressor)要素又はSTAR(
スター)要素)として機能する。かかる配列のE1A及びE1Bの発現構築物における組入れは、
その配列がE1A及び/又はE1Bの遺伝子の位置的なサイレンシング(positional silencing)
を妨げ、また、不死化したクローンの量を高める。したがって、本発明の一定の具体例に
おいて、1種又はそれよりも多い種類のSTAR-要素、例えば、STAR 7(Genbankの受入番号AY
190751)又はSTAR 40(Genbankの受入番号AY190756)は、少なくとも1種のE1A及び/又はE1B
の発現構築物において存在する。好ましくは、前記要素は、双方のE1A及び/又はE1Bのコ
ード配列に隣接し、即ち、発現構築物は、5'から3'までの: STAR要素-発現調節配列(例え
ば、プロモータ)-E1Aのコード配列; 又はE1A+1種のE1Bのコード配列; 又は1種のE1Bコー
ド配列; 又は双方のE1Bコード配列-ポリアデニル化配列-STAR要素を備えることができる
。
【００６８】
(例3)(別々の構築物上での、及びスタッファDNAによって隣接されるE1A及びE1Bを用いる
株細胞の生成)
　この例は、本発明に従う新しい株細胞を、大きなスタッファDNAによって隣接されるElA
発現カセットを持つ第1のDNA断片、及びプラスミドDNAによって隣接されるE1B発現カセッ
トを持つ第2のDNA断片の共-形質移入によって生じさせることを記載する。
【００６９】
　ヒトのジストロフィンのイントロン44配列(Genbank Acc. No. M86524)で、コスミドベ
クターの幹においてクローン化されたもの(pdys44; 図17)を、この例において、E1A発現
プラスミドを囲むスタッファDNAとして採用した。
【００７０】
　構築物pCC.ElA(例1で記載する; 図4)を、AflIII及びAvrII(New England Biolabs)で消
化し、及び突出末端(protruding ends)をKlenow酵素(New England Biolabs)で平滑化にし
た。消化した断片を0,5%のTAEのアガロースゲル上で分離し、及びPGK-E1Aの発現カセット
に対応する2kbの断片をゲル抽出キット(Qiagen)を用い製造者の記述に従って精製した。
【００７１】
　構築物pdys44(図17)をBglII(New England Biolabs)で消化し、及び突出末端をKlenow酵
素で平滑端にした。断片を0,5%のTAEのアガロースゲル上で分離し、幹のプラスミド、及
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びジストロフィンのイントロンの部分を含む27kbの断片を切り取った。次いで、ゲル薄片
を小量のグラスウールを含むシリンジにおいて、プランジャーを用いて入れ、及びDNAを
含む緩衝液をエッペンドルフ管において押す。このようにして得られるDNA溶液はおよそ5
ng/μLを含み、及び精製した2kbのPGK-E1Aの断片との連結反応において直接使用した。
【００７２】
　DH5αT1の適格性細胞への形質転換は、構築物p44-l.ccElA (図18)をもたらした。構築
物は、ヒトPGKプロモータ及び合成polyA信号の制御下のE1Aを含む。
【００７３】
　構築物pElB (例1で記載する; 図3)を、この例において、E1B発現プラスミドとして用い
た。プラスミドはそれ自身のプロモータ及びB型肝炎ウイルス(HBV)のpolyA信号の制御の
下でE1Bを含む。
【００７４】
　構築物p44-l.ccElAを、XhoI及びPmeIで消化し、及び消化したDNAをフェノール/クロロ
ホルム(1:1)抽出によって精製し、次いでエタノール沈殿を行った(E1Aコード配列の上流
の約11.6kb(PGKプロモータを含む)及び下流の約6.5kb (合成polyA信号を含む)のスタッフ
ァによって隣接されるE1Aコード配列をもたらす)。次いで、DNAをペレット化し、70%エタ
ノールで洗浄し、及び滅菌した内毒素-フリーのTEにおいて無菌的に溶解した。プラスミ
ドpElBを、ScaIで消化し、及び上述のように精製した(E1Bコード配列の上流の約1.4kb及
び下流の2.3kbよりも多いスタッファ、HBVのpolyA配列を含む下流のスタッファによって
隣接されるE1Bコード配列をもたらす)。
【００７５】
　一次ヒトHER細胞を培養し、1種の一連の形質移入における継代番号(passage number)6 
(PN6)で、及び第2の一連の形質移入におけるPN9で形質移入した。HER細胞培養及び形質移
入を例1において記載する方法に従って行った。上述のように調製したDNAsを含むE1A及び
E1Bを、異なる割合で、別々の形質移入において混合した(双方の断片は、重大な重複を欠
き、互いに関して、ベクター配列又は調節配列から導かれ、それによって、2種の断片間
の相同組換えの機会が減少し; 双方の断片が単一の核酸分子を形成し(例えば、端々接合
又は連結、理論的な可能性)、及び次いで、ゲノム中に単一ユニットとして統合する場合
、生じる細胞におけるE1A及びE1Bのコード配列は、4kbよりも大きなスタッファ配列によ
って分けられる(少なくとも6.5kb(下流のE1A)+1.4kb(上流のE1B)=E1A及びE1Bのコード配
列間の少なくとも7.9kb、理論上))。合計で8枚の皿を双方の構築物のおよそ等モル比で形
質移入し(17μgのE1A及び3μgのE1Bのプラスミド)、及び3枚の皿を各断片の10μgで形質
移入した。増殖巣を、双方の一連の形質移入において観察したが、各構築物の10μgの場
合には、比較的より一層多くの増殖巣が得られた。AseI及びBglIで消化された構築物pIG.
ElA.E1Bを、別々の皿上で陽性対照(positive control)(20μg DNA/皿)として用いた。期
待されるように、増殖巣形成の効率は、(単一の)陽性対照プラスミドでのものが2種の別
々の断片(p44 l.ccElA及びpElBから)でのものよりも高かった。pIG.ElA.ElBプラスミドは
、およそ10×より一層有効であった。さらに、陽性対照プラスミドでのもの及び2種-断片
の形質移入でのものの双方で、採集された形質転換細胞クローンの約80-90%について、実
行可能(生存可能、viable)であり、及び株細胞として確立されることが見出された。
【００７６】
　これらの実験は、明らかに、一次細胞を、別々のDNA断片上の、及び(非-重複)スタッフ
ァDNAによって隣接される、E1A及びE1Bの遺伝子で共-形質移入することによって形質転換
することを可能にすることを示す。合計で6種のクローンのHER01-B-71 (European Collec
tion of Cell Cultures(ヨーロピアン・コレクション・オブ・(アニマル・)セル・カルチ
ャー)(ECACC)で、第04100101号の下に2004年10月1日に寄託した)、HER01-H-87 (ECACCで
、第04100102号の下に2004年10月1日に寄託した)、HER01-H-86、HER01-H-88、HER01-H-89
及びHER01-B-90を更に分析した。
【００７７】
　El遺伝子の発現をE1蛋白質についての特定の抗体を用いてウエスタンブロットにおいて
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分析した。発生した細胞クローンの溶解物(lysate)からの10μgの蛋白質の合計量を、ウ
エスタンブロットアッセイにおいて用いた。試料を、1/4容量のNuPage(中性ゲル電気泳動
)試料緩衝液(Invitrogen)の添加後、15分間70℃で変性させた。陽性対照として、PER.C6(
R)細胞の溶解物を用いた。形質移入してない一次HER細胞溶解物(継代数6)を、陰性対照と
して働かせた。試料を、10% BisTris SDS PAGE(page)ゲル(Invitrogen)上で、Seeblue pl
us2(シーブルー・プラス2)着色(prestained)マーカー(Invitrogen)と一緒に動かした。ウ
エスタンブロットをゲルから調製した。次の抗体を用いた: いずれかの1) ElA: マウス抗
-ヒトAd2.ElA(1:400, Santa Cruz(サンタクルーズ))、又は2) E1B.19K: ラット抗-ヒトE1
B 21Kモノクローナル(1: 500, Oncogene(オンコジーン))、又は3) E1B.55K: マウス抗-ヒ
ト55Kda(Dr. R. Hoeben(アール・ホーベン博士)から得られる、雑種細胞種(hybridoma)株
細胞C9A1.C6から収穫される、LUMC、Leiden(ライデン))。次の抗体を、第2抗体として用
いた: 1) E1A: ヤギ-抗マウスIgG-HRP(Biorad)、2) E1B.19K: ヤギ-抗ラットIgG-HRP(Epc
am(イプカム社))、3) E1B.55K: μLのヤギ-抗マウスIgG-HRP(Biorad)。蛋白質をECL+アッ
セイ(Amersham(アマシャム社))の使用によって視覚化した。
【００７８】
　これらの実験から、すべての試験したクローンがE1A及びElBの蛋白質を発現すること、
及びそれらのレベルがPER.C6(R)細胞(図19)に匹敵することは明らかである。これは、一
次細胞の形質転換が実際、Ad5 E1発現によって誘導され、及び自発的事象の結果でないこ
とを確認する。
【００７９】
　これらの株細胞におけるAd5 E1遺伝子の機能的発現はまた、細胞がE1-欠失Ad5ウイルス
を補い得ることを示すことによって試験することができる。したがって、6種の異なる細
胞クローンを、Ad5.eGFPベクターの複製について試験し、E1-欠失(Ad5配列のnt.455-3510
の欠失)Ad5-系で、緑色蛍光蛋白質(Green Fluorescent Protein)を発現する。これについ
て、細胞は1×106個の細胞/ウェルの密度で播種され、5種のウイルス粒子(VP)/細胞の感
染効率(a multiplicity of infection)(MOI)で後の日に感染させた。陽性対照として、PE
R.C6(R)細胞をまた、播種し、及び5のMOIで感染させた。5日後、十分な細胞変性効果(CPE
)がすべてのウェルで見られた。細胞及び培地(媒体)を収集し、凍結/融解(freeze/thawed
)を3回行い、及び細胞片(細胞残屑、cell debris)を除去するために遠心分離した。次い
で、上清(粗溶解物)を、A549細胞に感染させるのに用いた。これには、5×105個のA549細
胞を24-ウェル板において播種し、及び1日後に粗溶解物の50μLで感染させた。2日後、A5
49細胞を収集し、及びFACSによってGFP発現について分析した。結果はすべてのクローン
がAd5.eGFPベクター(図20)を補完できることを示す。
【００８０】
　顕著に、アデノウイルスベクター(E1-欠失の、欠損nt 455-3510)は、株細胞(Ad5 nt 45
9-3510)において存在するE1配列との重複を持たず、及び従って、この例での新しい株細
胞を用いるアデノウイルスベクターの組合せは、本発明に従うパッケージングシステムに
達し、及びこの例での組換えアデノウイルスの発生は、本発明に従う組換えアデノウイル
スのバッチを発生させる方法に達する。
【００８１】
　発生した株細胞からのゲノムDNAを、E1A及びE1Bのプローブ(探査子)を用いて、サザン
ブロット上で試験し、E1A及びE1Bのコード配列が細胞のゲノムにおいて4kbよりも大きい
ものによって分けられることを示す。これには、ゲノムDNAを制限エンドヌクレアーゼ(制
限酵素)EcoRV及びBglII (図21)で消化する。消化したDNAを、ゲル電気泳動(例えば、電場
反転(field inversed)ゲル電気泳動、FIGEを用い、大きなDNA断片の分離を可能にする)に
よって寸法分離し、及び次いで、キャピラリ(毛管)ブロッティングによってナイロン膜に
移す。3種の異なる探査子にブロットのハイブリダイゼーションのための放射性標識をし
た。1種のAd5.ElAの探査子を、EcoRV部位からの3'に位置付けられるEcoRV-SalIの制限断
片(1330bp; 図21参照)からAd5.ElA遺伝子において生じさせる。2種のAd5.ElBの探査子を
発生させる; Ad5.ElB (5')、BssHII-BglII断片(1354bp)からのもの、及び及びAd5.ElB(3'
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)、BglII-BsrGIの断片(652bp)からのもので、これらは、それぞれ、Ad5.ElB遺伝子におけ
るBglII部位の5'側及び3'側に位置付けされる。発生した株細胞の消化したゲノムDNAを含
む同一のブロットを調製するか、又は代わりに、ブロットを第1の探査子のハイブリダイ
ゼーション後に剥ぎ取り(stripped)、及び次いで、第2のものにハイブリダイズさせる。
いずれの方法も、E1A及びE1Bの探査子で得られる信号の上敷(overlay)を可能にすべきで
ある。
【００８２】
　形質移入及び形質転換株細胞の発生の間の統合に次いで、E1A断片がElB-含有断片に対
して隣に統合されるようになる場合、E1A及びE1Bのための探査子は、ブロット上の同じバ
ンド、2種の遺伝子の間の距離を識別するバンドのサイズを検出する。E1A及びE1Bの断片
の互いに関する配向が知られていないので、2種のE1B探査子を別々に用いて、BglIIの制
限部位の断片5'又は3'のどちらかへのハイブリダイゼーションを可能にする。E1A断片が
別のE1A断片に対して隣に統合されるようになる場合、次いで、EcoRVの消化から得られる
バンドは、E1B探査子によって認識されない。また、単一の組込み体(integrants)又は端
部断片は、双方の探査子によって認識されないバンドを生じさせる。
【００８３】
　全体として、この例での実験は、はっきりと、別々のプラスミド、大きなスタッファ領
域によって隣接されるE1Aを含むもの、及び幹配列によって隣接されるE1Bを含むものでの
一次ヒト細胞の共-形質移入が、形質転換株細胞をもたらすことを示す。さらに、これら
の株細胞はE1-欠失Ad5ベクターの有効な相補性のために十分な量においてE1蛋白質を発現
する。
【００８４】
　代わりの具体例では、E1A及びElB配列を、単一の構成物中に、これらの配列間のスタッ
ファ配列を用いてクローン化し、しかる後、株細胞を単一の構成物を用いて創出する。
【００８５】
　明らかに、E1A及びElBの間のより一層大きい距離が望まれる場合、ElBコード配列はま
た、より一層長いスタッファ核酸によって隣接されてよく、及び/又はElA及びElBのコー
ド配列に隣接するスタッファの長さを、標準的な日常的に行われる分子生物学の技術によ
って、本明細書の開示の教示に続いて、増加させてもよい。したがって、明らかに、この
例は、本発明の範囲を実際に実行した実験に制限するものではなく、むしろ本発明の概念
の例証として解釈される。
【００８６】
【表１】

【００８７】
(参考)
　Byrd(バード) P, Brown(ブラウン) KW, Gallimore(ガルリモア) PH. 1982年. Malignan
t transformation of human embryo retinoblasts by cloned adenovirus 12 DNA(クロー
ン化アデノウイルス12 DNAによるヒト胚網膜芽細胞の悪性形質転換). Nature(ネイチァー
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　Byrd PJ, Grand(グランド) RJA, Gallimore PH. 1988年. Differential transformatio
n of primary human embryo retinal cells by adenovirus E1 regions and combination
s of ElA + ras(アデノウイルスE1領域及びE1A+rasの組合せによる一次ヒト胚網膜の示差
形質転換). Oncogene(オンコジーン) 2: 477-484. 
　Fallaux(ファラオー) FJ, Bout(ブート) A, van der Velde(ファン・デル・フェルデ) 
I, van den Wollenberg(ファン・デル・ウォーレンバーグ) DJM, Hehir(ヘイール) KM, K
eegan(キーガン) J, Auger(オーガー) C, Cramer(クラマー) SJ, van Ormondt(ファン・
オーモンド) H, van der Eb(ファン・デル・エバ) A, Valerio(ヴァレリオ) D, Hoeben(
ホーベン) RC. 1998年. New helper cells and matched early region 1-deleted adenov
irus vectors prevent generation of replication-competent adenoviruses(新ヘルパー
細胞及び対応初期領域1-欠失アデノウイルスベクターが複製-適格性アデノウイルスの生
成を妨げる). Hum Gene Ther(ヒューマン・ジーン・セラピー) 9: 1909-1917. 
　Farkas(ファーカス) G, Udvardy(オドバルディ) A. 1992年. Sequence of scs and scs
' Drosophila DNA fragments with boundary function in the control of gene express
ion(遺伝子発現の調節における境界機能を有するscs及びscs'のショウジョウバエDNA断片
の配列). Nucleic Acids Res(ヌクレイック・アシッド・リサーチ). 20: 2604. 
　Gallimore, P. H., Byrd, P. J., Whittaker(ホイッタカー), J. L.及びGrand, R. J. 
A. (1985年). Properties of rat cells transformed by DNA plasmids containing aden
ovirus type 12 E1 DNA or specific fragments of the E1 region: comparison of tran
sforming frequencies(アデノウイルスタイプ12のE1 DNA又はE1領域の特定断片を含有す
るDNAプラスミドによって形質転換されるラット細胞の特性: 形質転換頻度の比較). Canc
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【図面の簡単な説明】
【００８９】
【図１】pIG.E1Aのマップである。
【図２】pIG.ElAB21のマップである。
【図３】pElBのマップである。
【図４】pCC.ElAのマップである。
【図５】pCC.ElAB21のマップである。
【図６】pCC101のマップである。
【図７】pCC105のマップである。
【図８】pCC.55Kcolのマップである。
【図９】pIG.ElBのマップである。
【図１０】pCC.ElBcolのマップである。
【図１１】pEC.ElBのマップである。
【図１２】pSC.55Kのマップである。
【図１３】一次細胞の形質転換に適切な大分子の設計の例である。
【図１４】pIG.ElA.ElBのマップである。
【図１５】pCC200のマップである。
【図１６】pCC205のマップである。
【図１７】pdys44のマップである。
【図１８】p44-l.ccElAのマップである。
【図１９】生じる株細胞からの蛋白質溶解物のウエスタンブロットである。
【図２０】E1-欠失アデノウイルスベクターの相補性の例示である。
【図２１】形質移入のために用いるAd5.E1構築物の例3における図式的概観である。
【図２２】本発明の若干の具体例の図式的な提示である。
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【図１１】 【図１２】
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【図１５】 【図１６】
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【図１９】 【図２０】
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