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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
ウイルスを精製する方法であって、前記方法は、
　ウイルスおよび液体担体を含むウイルス標品とゲル浸透クロマトグラフィーカラムを接
触させることであって、前記ウイルスが前記ゲル浸透クロマトグラフィーカラム上で保持
される、ことと、
　少なくとも１つの賦形剤、二価陽イオン、および、リン酸緩衝食塩水を含む溶出緩衝液
により前記ゲル浸透クロマトグラフィーカラムから前記ウイルスを回収することとであっ
て、前記少なくとも１つの賦形剤が、ヒスチジンまたはスクロースを含み、前記少なくと
も１つの賦形剤がスクロースを含む場合、前記溶出緩衝液が界面活性剤をさらに含む、こ
とと
を含む、方法。
【請求項２】
前記液体担体が溶出緩衝液である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
前記少なくとも１つの賦形剤が、マンニトールまたはソルビトールの１以上を含む、請求
項１または２に記載の方法。
【請求項４】
前記二価陽イオンがＭｇ２＋である、請求項１～３のいずれかに記載の方法。
【請求項５】
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Ｍｇ２＋が塩化マグネシウムとして存在する、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
前記リン酸緩衝食塩水が、１以上のリン酸塩および１以上の塩化物塩の組み合わせを含む
、請求項１～５のいずれかに記載の方法。
【請求項７】
前記１以上のリン酸塩が、リン酸二ナトリウム、リン酸二水素カリウム、または、それら
の組み合わせを含み、前記１以上の塩化物塩が、塩化ナトリウム、塩化カリウム、または
、それらの組み合わせを含む、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
前記少なくとも１つの賦形剤がヒスチジンを含む場合、前記溶出緩衝液が界面活性剤をさ
らに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
前記界面活性剤が非イオン性界面活性剤を含む、請求項１～８のいずれかに記載の方法。
【請求項１０】
前記非イオン性界面活性剤がポリソルベート８０である、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
前記溶出緩衝液が、マンニトール、ヒスチジン、ソルビトール、ポリソルベート８０、お
よび、ＭｇＣｌ２を含むか、または、スクロース、ポリソルベート８０、および、ＭｇＣ
ｌ２を含み、前記リン酸緩衝食塩水が、リン酸二ナトリウム、リン酸二水素カリウム、塩
化ナトリウムおよび塩化カリウムを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
前記溶出緩衝液中で前記ウイルスを保存することをさらに含む、請求項１～１１のいずれ
かに記載の方法。
【請求項１３】
前記ウイルスが腫瘍退縮ウイルスであるか、または、前記ウイルスが非エンベロープウイ
ルスである、請求項１～１２のいずれかに記載の方法。
【請求項１４】
前記非エンベロープウイルスがレオウイルスである、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
前記レオウイルスが哺乳動物レオウイルスである、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
前記哺乳動物レオウイルスがヒトレオウイルスである、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
前記ヒトレオウイルスが血清型３ウイルスである、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
前記血清型３ウイルスが血清型３ウイルスのＤｅａｒｉｎｇ株である、請求項１７に記載
の方法。
【請求項１９】
前記ウイルスが組み換えまたは再集合レオウイルスである、請求項１３～１８のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項２０】
前記レオウイルスがＩＤＡＣ＃１９０９０７－０１である、請求項１４に記載の方法。
【請求項２１】
装置であって、前記装置は、
　ゲル浸透クロマトグラフィーカラムと、
　溶出緩衝液と
を含み、
前記溶出緩衝液が、少なくとも１つの賦形剤、二価陽イオン、および、リン酸緩衝食塩水
を含み、
前記少なくとも１つの賦形剤が、ヒスチジンまたはスクロースを含み、
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前記少なくとも１つの賦形剤がスクロースを含む場合、前記溶出緩衝液が界面活性剤をさ
らに含む、
装置。
【請求項２２】
前記ゲル浸透クロマトグラフィーカラムが前記緩衝液で平衡化される、請求項２１に記載
の装置。
【請求項２３】
ウイルスおよび液体担体を含むウイルス標品をさらに含む、請求項２１または２２に記載
の装置。
【請求項２４】
（ａ）溶出緩衝液が、少なくとも１つの賦形剤と、二価陽イオンと、非イオン性界面活性
剤と、リン酸緩衝食塩水とを含み、前記少なくとも１つの賦形剤が、ヒスチジンまたはス
クロースを含むか、
（ｂ）溶出緩衝液が、スクロースと、ＭｇＣｌ２と、ポリソルベート８０と、リン酸緩衝
食塩水とを含むか、または、
（ｃ）溶出緩衝液が、マンニトールと、ヒスチジンと、ソルビトールと、ＭｇＣｌ２と、
ポリソルベート８０と、リン酸緩衝食塩水とを含むかであり、
前記溶出緩衝液がゲル浸透クロマトグラフィー溶出緩衝液である、
溶出緩衝液。
【請求項２５】
ゲル浸透クロマトグラフィーカラムからのウイルス回収率を向上させる方法であって、前
記方法は、
　ウイルスおよび液体担体を含むウイルス標品とゲル浸透クロマトグラフィーカラムを接
触させることであって、前記ウイルスが前記ゲル浸透クロマトグラフィーカラム上で保持
される、ことと、
　少なくとも１つの賦形剤、二価陽イオン、および、リン酸緩衝食塩水を含む溶出緩衝液
により前記ゲル浸透クロマトグラフィーカラムから前記ウイルスを回収することであって
、前記少なくとも１つの賦形剤が、ヒスチジンまたはスクロースを含み、前記少なくとも
１つの賦形剤がスクロースを含む場合、前記溶出緩衝液が界面活性剤をさらに含む、こと
と
を含む、方法。
【請求項２６】
前記ウイルス回収率が、リン酸緩衝食塩水で溶出されるウイルスの回収率よりも少なくと
も２０％高いか、または、
前記ウイルス回収率が、リン酸緩衝食塩水で溶出されるウイルスの回収率よりも少なくと
も２５％高いか、または、
前記ウイルス回収率が、リン酸緩衝食塩水で溶出されるウイルスの回収率よりも少なくと
も３０％高いか、または、
前記ウイルス回収率が、リン酸緩衝食塩水で溶出されるウイルスの回収率よりも少なくと
も３５％高いかである、
請求項２５に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　優先出願に対する相互参照
　本願は、その全体において参照により本明細書中に組み込まれる、２０１１年４月２９
日出願の、米国特許仮出願第６１／４８０，５６１号に対する優先権を主張する。
【背景技術】
【０００２】
　ウイルス製造には、例えばゲル浸透クロマトグラフィーなどのクロマトグラフィー法を
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用いてウイルスを精製する段階が含まれる。クロマトグラフィー法はウイルス精製の有効
な方法であるが、これらの方法のにより、クロマトグラフィーカラム上で著しいウイルス
損失が起こり得る。結果として、このような方法を用いた場合のウイルス製造費は相当な
ものとなり得る。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００３】
　ゲル浸透クロマトグラフィーを用いてウイルスを精製するための溶出緩衝液および方法
が本明細書中で提供される。本方法は、例えばウイルス製造中のゲル浸透クロマトグラフ
ィーカラムからのウイルス回収率を向上させることにおいて有用である。
実施形態において、本発明は、例えば、下記の項目を提供する。
（項目１）
　ウイルスおよび液体担体を含むウイルス標品とゲル浸透クロマトグラフィーカラムを接
触させることと（ここで、前記ウイルスはゲル浸透クロマトグラフィーカラム上で保持さ
れる。）；
　少なくとも１つの賦形剤、二価陽イオンおよびリン酸緩衝食塩水を含む溶出緩衝液によ
り前記ゲル浸透クロマトグラフィーカラムから前記ウイルスを回収することと（前記少な
くとも１つの賦形剤は、ヒスチジンまたはスクロースを含む。）、
　を含む、ウイルスを精製する方法。
（項目２）
　前記液体担体が溶出緩衝液である、項目１に記載の方法。
（項目３）
　前記少なくとも１つの賦形剤が、マンニトールまたはソルビトールの１以上を含む、項
目１または２に記載の方法。
（項目４）
　前記二価陽イオンがＭｇ２＋である、項目１から３の何れかに記載の方法。
（項目５）
　Ｍｇ２＋が塩化マグネシウムとして存在する、項目４に記載の方法。
（項目６）
　前記リン酸緩衝食塩水が、１以上のリン酸塩および１以上の塩化物塩の組み合わせを含
む、項目１から５の何れかに記載の方法。
（項目７）
　前記１以上のリン酸塩がリン酸二ナトリウムを含む、項目６に記載の方法。
（項目８）
　前記１以上のリン酸塩がリン酸二水素カリウムを含む、項目６または７に記載の方法。
（項目９）
　前記１以上の塩化物塩が塩化ナトリウムを含む、項目６に記載の方法。
（項目１０）
　前記１以上の塩化物塩が塩化カリウムを含む、項目６または９に記載の方法。
（項目１１）
　前記溶出緩衝液が、非イオン性界面活性剤をさらに含む、項目１から１０の何れかに記
載の方法。
（項目１２）
　前記非イオン性界面活性剤がポリソルベート８０である、項目１１に記載の方法。
（項目１３）
　前記溶出緩衝液が、マンニトール、ヒスチジン、ソルビトール、ポリソルベート８０お
よびＭｇＣｌ２を含み、前記リン酸緩衝食塩水が、リン酸二ナトリウム、リン酸二水素カ
リウム、塩化ナトリウムおよび塩化カリウムを含む、項目１に記載の方法。
（項目１４）
　前記溶出緩衝液が、スクロース、ポリソルベート８０およびＭｇＣｌ２を含み、前記リ
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ン酸緩衝食塩水がリン酸二ナトリウム、リン酸二水素カリウム、塩化ナトリウムおよび塩
化カリウムを含む、項目１に記載の方法。
（項目１５）
　前記溶出緩衝液中で前記ウイルスを保存することをさらに含む、項目１から１４の何れ
かに記載の方法。
（項目１６）
　前記ウイルスが腫瘍退縮ウイルスである、項目１から１５の何れかに記載の方法。
（項目１７）
　前記ウイルスが非エンベロープウイルスである、項目１から１５の何れかに記載の方法
。
（項目１８）
　前記ウイルスがレオウイルスである、項目１から１７の何れかに記載の方法。
（項目１９）
　前記レオウイルスが哺乳動物レオウイルスである、項目１８に記載の方法。
（項目２０）
　前記哺乳動物レオウイルスがヒトレオウイルスである、項目１９に記載の方法。
（項目２１）
　前記ヒトレオウイルスが血清型３ウイルスである、項目２０に記載の方法。
（項目２２）
　前記血清型３ウイルスがＤｅａｒｉｎｇ株である、項目２１に記載の方法。
（項目２３）
　前記レオウイルスが組み換えまたは再集合レオウイルスである、項目１８に記載の方法
。
（項目２４）
　前記レオウイルスがＩＤＡＣ＃１９０９０７－０１である、項目１８に記載の方法。
（項目２５）
　ゲル浸透クロマトグラフィーカラムと、
　溶出緩衝液と、を含み、
　前記溶出緩衝液が、少なくとも１つの賦形剤、二価陽イオンおよびリン酸緩衝食塩水を
含み、
　前記少なくとも１つの賦形剤がヒスチジンまたはスクロースを含む、装置。
（項目２６）
　前記ゲル浸透クロマトグラフィーカラムが前記緩衝液で平衡化される、項目２５に記載
の装置。
（項目２７）
　ウイルスおよび液体担体を含むウイルス標品をさらに含む、項目２５または２６に記載
の装置。
（項目２８）
　少なくとも１つの賦形剤と；
　二価陽イオンと；
　非イオン性界面活性剤と；
　リン酸緩衝食塩水と、
　を含む溶出緩衝液であって、
　前記少なくとも１つの賦形剤がヒスチジンまたはスクロースを含み、
　ゲル浸透クロマトグラフィー溶出緩衝液である、溶出緩衝液。
（項目２９）
　スクロースと；
　ＭｇＣｌ２と；
　ポリソルベート８０と；
　リン酸緩衝食塩水と、
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　を含む溶出緩衝液であって、
　ゲル浸透クロマトグラフィー溶出緩衝液である、
　溶出緩衝液。
（項目３０）
　マンニトールと；
　ヒスチジンと；
　ソルビトールと；
　ＭｇＣｌ２と；
　ポリソルベート８０と；
　リン酸緩衝食塩水と、
　を含む溶出緩衝液であって、
　ゲル浸透クロマトグラフィー溶出緩衝液である、溶出緩衝液。
（項目３１）
　ウイルスおよび液体担体を含むウイルス標品とゲル浸透クロマトグラフィーカラムを接
触させることと（ここで、前記ウイルスはゲル浸透クロマトグラフィーカラム上で保持さ
れる。）；
　少なくとも１つの賦形剤、二価陽イオンおよびリン酸緩衝食塩水を含む溶出緩衝液によ
り前記ゲル浸透クロマトグラフィーカラムから前記ウイルスを回収することと（前記少な
くとも１つの賦形剤はヒスチジンまたはスクロースを含む。）、
　を含み、
　ウイルス回収率が、リン酸緩衝食塩水で溶出されるウイルスの回収率よりも少なくとも
約２０％高い、ゲル浸透クロマトグラフィーカラムからのウイルス回収率を向上させる方
法。
（項目３２）
　前記ウイルス回収率が、リン酸緩衝食塩水で溶出されるウイルスの回収率よりも少なく
とも約２５％高い、項目３１に記載の方法。
（項目３３）
　前記ウイルス回収率が、リン酸緩衝食塩水で溶出されるウイルスの回収率よりも少なく
とも約３０％高い、項目３１に記載の方法。
（項目３４）
　前記ウイルス回収率が、リン酸緩衝食塩水で溶出されるウイルスの回収率よりも少なく
とも約３５％高い、項目３１に記載の方法。
【０００４】
　本明細書中に記載のウイルス精製方法は、ウイルスおよび液体担体を含むウイルス標品
とゲル浸透クロマトグラフィーカラムを接触させることと（ここで、ウイルスはゲル浸透
クロマトグラフィーカラム上で保持される。）、少なくとも１つの賦形剤、二価陽イオン
およびリン酸緩衝食塩水を含む溶出緩衝液によりゲル浸透クロマトグラフィーカラムから
ウイルスを回収することと、を含む。これらの方法において、この少なくとも１つの賦形
剤は、ヒスチジンまたはスクロースを含む。液体担体は、任意に溶出緩衝液である。任意
に、この少なくとも１つの賦形剤は、マンニトールまたはソルビトールの１以上を含む。
二価陽イオンは、任意にＭｇ２＋である。任意に、Ｍｇ２＋は塩化マグネシウムとして存
在する。
【０００５】
　リン酸緩衝食塩水は、１以上のリン酸塩および１以上の塩化物塩の組み合わせを含み得
る。任意に、この１以上のリン酸塩は、リン酸二ナトリウムおよび／またはリン酸二水素
カリウムを含む。任意に、この１以上の塩化物塩は、塩化ナトリウムおよび／または塩化
カリウムを含む。
【０００６】
　溶出緩衝液は、例えば、ポリソルベート８０など、非イオン性界面活性剤をさらに含み
得る。任意に、溶出緩衝液は、マンニトール、ヒスチジン、ソルビトール、ポリソルベー
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ト８０およびＭｇＣｌ２を含み、リン酸緩衝食塩水は、リン酸二ナトリウム、リン酸二水
素カリウム、塩化ナトリウムおよび塩化カリウムを含む。任意に、溶出緩衝液は、スクロ
ース、ポリソルベート８０およびＭｇＣｌ２を含み、リン酸緩衝食塩水は任意にリン酸二
ナトリウム、リン酸二水素カリウム、塩化ナトリウムおよび塩化カリウムを含む。
【０００７】
　本明細書中に記載のウイルス標品中に含まれるウイルスは、例えば腫瘍退縮ウイルスお
よび／または非エンベロープウイルスであり得る。ウイルスがレオウイルス、例えば哺乳
動物レオウイルスなどであるウイルス標品が本明細書中で提供される。哺乳動物レオウイ
ルスの例はヒトレオウイルス、例えば血清型３ウイルスなど（例えばＤｅａｒｉｎｇ株レ
オウイルス）である。レオウイルスは、任意に組み換えレオウイルス、再集合レオウイル
スまたはＩＤＡＣ＃１９０９０７－０１である。これらの方法に従い調製された精製ウイ
ルス製剤も本明細書中に記載される。本明細書中に記載の方法は、溶出緩衝液中でこのウ
イルスを保存することをさらに含み得る。
【０００８】
　ゲル浸透クロマトグラフィーカラムおよび溶出緩衝液を含む装置も本明細書中で提供さ
れる。溶出緩衝液は、少なくとも１つの賦形剤、二価陽イオンおよびリン酸緩衝食塩水を
含み、この少なくとも１つの賦形剤は、ヒスチジンまたはスクロースを含む。ゲル浸透ク
ロマトグラフィーカラムは、任意に緩衝液で平衡化される。任意に、本装置は、ウイルス
および液体担体を含むウイルス標品をさらに含む。
【０００９】
　ゲル浸透クロマトグラフィーカラムから溶出されたウイルスと、ゲル浸透クロマトグラ
フィー媒体と接触させた溶出緩衝液と、を含む精製ウイルス製剤が本明細書中でさらに提
供される。いくつかの例において、溶出緩衝液は、少なくとも１つの賦形剤、二価陽イオ
ンおよびリン酸緩衝食塩水を含み、この少なくとも１つの賦形剤はヒスチジンまたはスク
ロースを含む。
【００１０】
　ゲル浸透クロマトグラフィー溶出緩衝液も本明細書中で提供される。いくつかの例にお
いて、溶出緩衝液は、少なくとも１つの賦形剤、二価陽イオン、非イオン性界面活性剤お
よびリン酸緩衝食塩水を含み得る。これらの例において、少なくとも１つの賦形剤はヒス
チジンまたはスクロースを含み、溶出緩衝液はゲル浸透クロマトグラフィー溶出緩衝液で
ある。任意に、溶出緩衝液は、スクロース、ＭｇＣｌ２、ポリソルベート８０およびリン
酸緩衝食塩水を含む。任意に、溶出緩衝液は、マンニトール、ヒスチジン、ソルビトール
、ＭｇＣｌ２、ポリソルベート８０およびリン酸緩衝食塩水を含む。
【００１１】
　ゲル浸透クロマトグラフィーカラムからのウイルスの回収率を向上させる方法が本明細
書中でさらに提供される。本方法は、ウイルスおよび液体担体を含むウイルス標品とゲル
浸透クロマトグラフィーカラムを接触させることと（ここで、このウイルスはゲル浸透ク
ロマトグラフィーカラム上に保持される。）、少なくとも１つの賦形剤、二価陽イオンお
よびリン酸緩衝食塩水を含む溶出緩衝液を用いてゲル浸透クロマトグラフィーカラムから
ウイルスを回収することと（この少なくとも１つの賦形剤はヒスチジンまたはスクロース
を含む。）、を含む。これらの方法において、ウイルス回収率は、リン酸緩衝食塩水で溶
出されるウイルスの回収率よりも少なくとも約２０％高い。任意に、ウイルス回収率は、
リン酸緩衝食塩水で溶出されるウイルスの回収率よりも少なくとも約２５％高い（例えば
リン酸緩衝食塩水で溶出されるウイルスの回収率よりも少なくとも約３０％高いか、また
はリン酸緩衝食塩水で溶出されるウイルスの回収率よりも少なくとも約３５％高い。）。
【００１２】
　１以上の態様の詳細を下記の添付の説明で示す。他の特性、目的および長所は、説明お
よび特許請求の範囲から明らかとなろう。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
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　本明細書中で、ゲル浸透クロマトグラフィーを用いてウイルスを精製するための溶出緩
衝液および方法が記載される。ゲル浸透クロマトグラフィー（すなわちゲルろ過またはサ
イズ排除クロマトグラフィー）は、その大きさによって混合物の構成成分を分離するため
に使用される拡散律速プロセスである。本明細書中に記載のゲル浸透クロマトグラフィー
溶出緩衝液は、例えばウイルス製造中のゲル浸透クロマトグラフィーカラムからのウイル
スの回収率を上昇させるために使用され得る。本明細書中に記載の溶出緩衝液には、１以
上の賦形剤、二価陽イオン、非イオン性界面活性剤およびリン酸緩衝食塩水が含まれる。
【００１４】
　本明細書中で提供される溶出緩衝液には、少なくとも１つの賦形剤（例えば１、２、３
、４以上の賦形剤）が含まれる。溶出緩衝液中での使用のための賦形剤としては糖および
アミノ酸が挙げられるがこれらに限定されない。本明細書中に記載の溶出緩衝液中での使
用に適切な糖の例としてはスクロースが挙げられる。本明細書中に記載の溶出緩衝液での
使用に適切なアミノ酸の例としてはヒスチジンが挙げられる。任意に、本明細書中に記載
の溶出緩衝液には、ヒスチジンまたはスクロースの少なくとも１つが含まれる。
【００１５】
　本明細書中に記載の溶出緩衝液での使用に適切な糖としては、例えば、単糖類および二
糖類が挙げられる。いくつかの例において、溶出緩衝液には、スクロース、マンニトール
、ソルビトールまたはこれらの組み合わせが含まれる。適切な糖のさらなる例としては、
ラクトース、デキストロース、フルクトース、グルコースおよびマルトースが挙げられる
。任意に、溶出緩衝液は、実質的にトレハロース不含である。実質的に不含とは、溶出緩
衝液に含まれ得るトレハロースが溶出緩衝液の重量に基ずいて０．１％未満、０．０１％
未満、０．００１％未満、０．０００１％未満または０％であることを意味する。いくつ
かの例において、溶出緩衝液は、実質的にスクロース以外の糖不含である（すなわち溶出
緩衝液は実質的に非スクロースのポリオールを含まない。）。
【００１６】
　溶出緩衝液中での使用のための糖は、１種類の糖または２種類以上の糖の組み合わせを
含み得る。例えば、溶出緩衝液は、緩衝液中に存在する糖としてスクロースを含み得る。
任意に、溶出緩衝液は、緩衝液中に存在する糖としてマンニトールまたはソルビトールの
１以上（例えばマンニトールおよびソルビトールの組み合わせ）を含み得る。溶出緩衝液
中に存在する糖の総濃度は、溶出緩衝液の重量に基ずいて１０重量％以下であり得る。例
えば、糖の総濃度は、溶出緩衝液の重量に基ずいて７．５重量％未満（例えば溶出緩衝液
の重量に基ずいて、７．４重量％未満、７．３重量％未満、７．２重量％未満、７．１重
量％未満、７重量％未満、６重量％未満、５重量％未満、４重量％未満、３重量％未満、
２重量％または１重量％未満）であり得る。例えば、スクロースは、０．１重量％から５
重量％、１重量％から４．５重量％、２重量％から４重量％（例えば３重量％）の範囲の
濃度で、または溶出緩衝液の重量にに対して列挙される範囲内の何れかの量で、溶出緩衝
液中に存在し得る。任意に、マンニトールおよびソルビトールは、溶出緩衝液の重量に基
ずいて７．５％未満（例えば７％）の合計濃度で溶出緩衝液中に含まれ得る。例えば、こ
れらの糖の合計濃度が溶出緩衝液の重量に基ずいて７．５％未満となるよう、例えば、マ
ンニトールは、０．０１％から７．４％（例えば０．１％から７％、１％から６％、２％
から５％または３％から４％）の範囲の濃度で含まれ得、ソルビトールは、０．０１％か
ら７．４％（例えば０．１％から７％、１％から６％、２％から５％または３％から４％
）の範囲の濃度で含まれ得る。
【００１７】
　本明細書中に記載の溶出緩衝液中にはアミノ酸も含まれ得る。適切なアミノ酸としては
、例えば、ヒスチジン、アルギニン、リジン、メチオニン、グルタミン酸またはこれらの
混合物が含まれる。１以上のアミノ酸が、溶出緩衝液の重量に基ずいて５％以下の濃度で
溶出緩衝液中に存在し得る。例えば、アミノ酸濃度は、溶出緩衝液の重量に基ずいて４．
５％以下、４．０％以下、３．５％以下、３．０％以下、２．５％以下、２．０％以下、
１．５％以下、１．０％以下または０．５％以下であり得る。
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【００１８】
　上述のように、二価陽イオンも本明細書中に記載の溶出緩衝液中に含まれる。溶出緩衝
液中での使用のための適切な二価陽イオンとしては、マグネシウム陽イオン（すなわちＭ
ｇ２＋）が挙げられる。Ｍｇ２＋は、ＭｇＣｌ２など、塩として陰イオンと組み合わせて
溶出緩衝液に導入され得る。いくつかの例において、二価陽イオン導入塩は、水和物であ
り得る（すなわち緩衝液に二価陽イオンを導入する塩は、金属中心に結合されているかま
たは錯体と結晶化されている水分子を含有し得る。）。水和物は、例えば、一水和物、二
水和物、三水和物、四水和物、五水和物、六水和物または七水和物であり得る。例えば、
Ｍｇ２＋は、ＭｇＣｌ２・６Ｈ２Ｏとして溶出緩衝液に導入され得る。任意に、溶出緩衝
液は、実質的にＺｎ２＋不含である。二価陽イオンは、０．０１ｍＭから５ｍＭの範囲の
濃度で溶出緩衝液中に存在し得る。例えば、Ｍｇ２＋は、０．１ｍＭから４．５ｍＭ、０
．５ｍＭから４ｍＭ、１ｍＭから３ｍＭの範囲の濃度（例えば２ｍＭ）で、または列挙さ
れる範囲内の何らかの濃度で、ＭｇＣｌ２またはＭｇＣｌ２・６Ｈ２Ｏとしてウイルス製
剤中に存在し得る。任意に、リン酸緩衝食塩水構成成分を除く溶出緩衝液中の賦形剤は、
実質的に一価陽イオン塩、例えばナトリウム（Ｎａ＋）、リチウム（Ｌｉ＋）、カリウム
（Ｋ＋）およびアンモニウム（ＮＨ４

＋）含有塩など、不含であり得る。
【００１９】
　界面活性剤もまた本明細書中に記載の溶出緩衝液中に含まれ得る。界面活性剤とは、親
水性部分および疎水性部分を一緒に有する物質を指す。本明細書中に記載の溶出緩衝液中
での使用に適切な界面活性剤としては、イオン性および非イオン性界面活性剤が挙げられ
る。いくつかの例において、ポリソルベート８０は、任意に溶出緩衝液中で非イオン性界
面活性剤として含まれる。１以上の界面活性剤は、溶出緩衝液中に、任意に溶出緩衝液の
重量に基ずいて１重量％未満の量で存在し得る。例えば、界面活性剤は、０．５重量％未
満、０．１重量％未満または０．０５重量％未満（例えば０．０１重量％）の量で溶出緩
衝液中に存在し得る。
【００２０】
　任意に、本溶出緩衝液は、実質的にカルボン酸塩不含である。カルボン酸塩の例として
は、コハク酸塩およびクエン酸塩が挙げられる。
【００２１】
　上述のように、本明細書中で提供される溶出緩衝液は、リン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）を
さらに含む。リン酸緩衝食塩水は、例えば、１以上のリン酸塩、１以上の塩化物塩または
これらの組み合わせを含み得る。任意に、この１以上のリン酸塩は、リン酸二ナトリウム
および／またはリン酸二水素カリウムを含む。溶出緩衝液中での使用に適切な塩化物塩の
例としては、塩化ナトリウムおよび／または塩化カリウムが挙げられる。リン酸緩衝食塩
水を調製するために使用される塩は、任意に水和物である。上述のように、水和物は、例
えば、一水和物、二水和物、三水和物、四水和物、五水和物、六水和物または七水和物で
あり得る。例えば、リン酸緩衝食塩水を調製するために使用されるリン酸二ナトリウムは
、リン酸二ナトリウム七水和物（すなわちＮａ２ＨＰＯ４・７Ｈ２Ｏ）であり得る。
【００２２】
　溶出緩衝液中での使用のためのリン酸緩衝食塩水を調製するために使用される塩の代表
的な組み合わせとしては、リン酸二ナトリウム七水和物（すなわちＮａ２ＨＰＯ４・７Ｈ

２Ｏ）、リン酸二水素カリウム（すなわちＫＨ２ＰＯ４）、塩化ナトリウム（すなわちＮ
ａＣｌ）および塩化カリウム（すなわちＫＣｌ）が挙げられる。任意に、Ｎａ２ＨＰＯ４

・７Ｈ２Ｏは、リン酸緩衝食塩水中で、５ｍＭから１５ｍＭのＮａ２ＨＰＯ４・７Ｈ２Ｏ
濃度とするのに十分な量で、またはこの間の何れかの量で使用され得る。例えばＮａ２Ｈ
ＰＯ４・７Ｈ２Ｏは、７．５ｍＭから１２．５ｍＭまたは９ｍＭから１１ｍＭ（例えば１
０．１４ｍＭ）の濃度とするのに十分な量で、またはこれらの間の何れかの量で使用され
得る。任意に、ＫＨ２ＰＯ４は、リン酸緩衝食塩水中で、０．５ｍＭから５ｍＭの濃度と
するのに十分な量で、またはこれらの間の何れかの量で使用され得る。例えば、ＫＨ２Ｐ
Ｏ４は、１．０ｍＭから３．０ｍＭまたは１．５ｍＭから２．０ｍＭ（例えば１．７６ｍ
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Ｍ）の濃度とするのに十分な量で、またはこれらの間の何れかの量で使用され得る。任意
に、ＮａＣｌは、リン酸緩衝食塩水中で、７５ｍＭから２００ｍＭの濃度とするのに十分
な量で、またはこれらの間の何れかの量で使用され得る。例えば、ＮａＣｌは、１００ｍ
Ｍから１７５ｍＭまたは１２５ｍＭから１５０ｍＭ（例えば１３７ｍＭ）の濃度とするの
に十分な量で、またはこれらの間の何れかの量で使用され得る。任意に、ＫＣｌは、リン
酸緩衝食塩水中で、０．５ｍＭから５ｍＭの濃度とするのに十分な量で、またはこれらの
間の何れかの量で使用され得る。例えば、ＫＣｌは、１．０ｍＭから４．０ｍＭまたは１
．５ｍＭから３．０ｍＭ（例えば２．６８ｍＭ）の濃度とするのに十分な量で、またはこ
れらの間の何れかの量で使用され得る。
【００２３】
　本明細書中に記載のような溶出緩衝液を生成させるための賦形剤、二価陽イオン、界面
活性剤およびリン酸緩衝食塩水の代表的な組み合わせには、マンニトール、ヒスチジン，
ソルビトール、ＭｇＣｌ２、ポリソルベート８０およびリン酸緩衝食塩水が含まれる。ソ
ルビトールは、溶出緩衝液の重量に基づいて３％未満の濃度で存在し得る。例えば，ソル
ビトールは、２．９％未満、２．８％未満、２．７％未満、２．６％未満、２．５％未満
、２．４％未満、２．３％未満、２．２％未満、２．１％未満、２％未満、１．９％未満
、１．８％未満、１．７％未満、１．６％未満、１．５％未満、１．４％未満、１．３％
未満、１．２％未満、１．１％未満または１％未満の濃度で存在し得る。いくつかの例に
おいて、マンニトールおよびソルビトールの合計濃度は、溶出緩衝液の重量に基ずいて１
０％未満である。例えば、合計濃度を５％とするために、マンニトールの濃度は３％であ
り得、ヒスチジンの濃度は２％であり得る。ポリソルベート８０は、０．１溶出緩衝液重
量％未満の量（例えば０．０１％）で存在し得る。これらの例において、リン酸緩衝食塩
水は、リン酸二ナトリウム、リン酸二水素カリウム、塩化ナトリウムおよび塩化カリウム
を含み得る。さらに、溶出緩衝液は、実質的に一価陽イオン塩、Ｚｎ２＋および／または
トレハロース不含であり得る。
【００２４】
　別の適切な溶出緩衝液は、スクロース、ＭｇＣｌ２、ポリソルベート８０およびリン酸
緩衝食塩水を含む。任意に、スクロースは、溶出緩衝液の重量に基ずいて５％未満の濃度
で存在する。例えば、スクロースは、溶出緩衝液の重量に基ずいて４．５％以下、４％以
下、３．５％以下、３％以下、２．５％以下または２％以下の濃度で存在し得る。これら
の例において、リン酸緩衝食塩水は、リン酸二ナトリウム、リン酸二水素カリウム、塩化
ナトリウムおよび塩化カリウムを含み得る。さらに、溶出緩衝液は、実質的に一価陽イオ
ン塩、非スクロースのポリオールおよびカルボン酸塩（例えばコハク酸塩およびクエン酸
塩）不含であり得る。
【００２５】
　本明細書中に記載の溶出緩衝液は、例えばウイルス製造中にウイルスを精製するために
、ゲル浸透クロマトグラフィー溶出緩衝液として使用され得る。本明細書中に記載のよう
なウイルス精製方法には、ウイルスおよび液体担体を含むウイルス標品とゲル浸透クロマ
トグラフィーカラムを接触させることが含まれる。
【００２６】
　本明細書中に記載のウイルス標品中での使用のためのウイルスとしては、エンベロープ
および非エンベロープウイルスが挙げられる。エンベロープおよび非エンベロープウイル
スは、ＤＮＡウイルス、ＲＮＡウイルスまたはレトロウイルスであり得る。任意に、本明
細書中に記載のウイルス標品での使用のためのウイルスは、非エンベロープウイルスであ
る。非エンベロープウイルスとしては、例えば、アデノウイルス科（例えばアデノウイル
ス）、ピコルナウイルス科（例えばポリオウイルス）、レオウイルス科（例えばレオウイ
ルス）、パピローマウイルス科（例えばパピローマウイルス）、ポリオーマウイルス科（
例えばポリオーマウイルス）、パルボウイルス科（例えばキルハムラットウイルス）およ
びイリドウイルス科（例えばガガンボ－イリデッセントウイルス）に属するウイルスが挙
げられる。
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【００２７】
　任意に、ウイルスは、腫瘍退縮ウイルスである。本明細書中に記載のウイルス標品およ
び方法での使用に適切なウイルスとしては、マイオウイルス科、サイフォウイルス科、ポ
ドウイルス科、テクティウイルス科、コルチコウイルス科、プラズマウイルス科、リポス
リクスウイルス科、フセロウイルス科、ポックスウイルス科、イリドウイルス科、フィコ
ドナウイルス科、バキュロウイルス科、ヘルペスウイルス科、アデノウイルス科、パポバ
ウイルス科、ポリドナウイルス科、イノウイルス科、ミクロウイルス科、ジェミニウイル
ス科、サーコウイルス科、パルボウイルス科、ヘパドナウイルス科、レトロウイルス科、
シストウイルス科、レオウイルス科、ビルナウイルス科、パラミクソウイルス科、ラブド
ウイルス科、フィロウイルス科、オルトミクソウイルス科、ブニヤウイルス科、アレナウ
イルス科、レビウイルス科、ピコルナウイルス科、セキウイルス科、コモウイルス科、ポ
ティウイルス科、カリシウイルス科、アストロウイルス科、ノダウイルス科、テトラウイ
ルス科、トンブスウイルス科、コロナウイルス科、フラビウイルス科、トガウイルス科、
バルナウイルス科およびボルナウイルス科ウイルスが挙げられるが、これらに限定されな
い。
【００２８】
　ウイルス標品は、任意にレオウイルスを含む。本明細書中で使用される場合、レオウイ
ルスとは、天然および組み換えレオウイルスを含め、レオウイルス属に分類される何らか
のウイルスを指す。レオウイルスは、２本鎖、分節ＲＮＡゲノムを有するウイルスである
。ビリオンは、直径６０から８０ｎｍであり、２個の正二十面体、同心円状カプシド殻を
有する。ゲノムは、総ゲノムサイズが１６から２７キロ塩基対（ｋｂｐ）である、１０か
ら１２個の個々のセグメント中の２本鎖ＲＮＡからなる。個々のＲＮＡセグメントの大き
さは変動する。３種類の個別ではあるが関連するタイプのレオウイルスが多くの種から回
収されてきた。３種類は全て、共通する補体結合抗原を有する。ヒトレオウイルスは３種
類の血清型：１型（Ｌａｎｇ株、Ｔ１Ｌ）、２型（Ｊｏｎｅｓ株、Ｔ２Ｊ）および３型（
Ｄｅａｒｉｎｇ株、Ｔ３ＤまたはＡｂｎｅｙ株、Ｔ３Ａ）からなる。
【００２９】
　上述のように、レオウイルスは、天然または非天然であり得る、組み換えレオウイルス
であり得る。レオウイルスは、それが、天然起源から単離され得、実験室でヒトにより意
図的に修飾されていない場合、天然と言われる。例えば、レオウイルスは、フィールド起
源由来（すなわちレオウイルスに感染したヒト由来）であり得る。レオウイルスはまた、
活性（例えば腫瘍退縮活性）向上のために選択されるかまたは変異誘発され得る。特異的
なレオウイルスの例は、例えば米国特許第７，８０３，３８５号または米国特許出願公開
第２００８／０２９２５９４号で見出すことができる。
【００３０】
　レオウイルスは、修飾されているが、活性ｒａｓ経路を有する哺乳動物細胞にに対して
依然として溶解性感染可能であり得る。レオウイルスは、増殖細胞への投与前に、化学的
にまたは生化学的に（例えばキモトリプシンまたはトリプシンなどのプロテアーゼでの処
置により）前処理され得る。プロテアーゼでの前処理により、ウイルスの外被またはカプ
シドが除去され、ウイルスの感染性が向上し得る。レオウイルスは、リポソームまたはミ
セル中で被覆され得る（ＣｈａｎｄｒａｎおよびＮｉｂｅｒｔ，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　
Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，７２（１）：４６７－７５（１９９８））。例えば、新しい感染性サ
ブウイルス粒子（ＩＳＶＰ）を生成させるために、ミセル形成濃度のアルキル硫酸塩界面
活性剤の存在下でビリオンをキモトリプシンで処置し得る。
【００３１】
　レオウイルスは、２以上の遺伝的に異なっているレオウイルス由来のゲノムセグメント
の組み換え／再集合の結果得られる組み換えまたはリアソータントレオウイルスであり得
る。レオウイルスゲノムセグメントの組み換え／再集合は、少なくとも２種類の遺伝的に
異なっているレオウイルスの宿主生物への感染後に自然に起こり得る。組み換えビリオン
はまた、細胞培養においても、例えば遺伝的に異なっているレオウイルスの許容宿主細胞



(12) JP 6029651 B2 2016.11.24

10

20

30

40

50

への同時感染によって作製され得る。したがって、本明細書中に記載の製剤での使用のた
めの組み換えレオウイルスは、ヒトレオウイルス、例えば１型（例えばＬａｎｇ株）、２
型（例えばＪｏｎｅｓ株）および３型（例えばＤｅａｒｉｎｇ株またはＡｂｎｅｙ株）、
非ヒト哺乳動物レオウイルスまたは鳥類レオウイルスなどを含むが限定されない、２以上
の遺伝的に異なっているレオウイルス由来のゲノムセグメントの再集合の結果であり得る
。いくつかの例において、組み換えレオウイルスは、少なくとも１つの親ウイルスが遺伝
子改変されているか、１以上の化学合成ゲノムセグメントを含むか、化学的または物理的
変異原で処置されているか、またはそれ自身が組み換え事象の結果である、２以上の遺伝
的に異なっているレオウイルス由来のゲノムセグメントの再集合の結果であり得る。組み
換えレオウイルスでは、例えば硫酸ジメチルおよび臭化エチジウムを含むが限定されない
化学的変異原または紫外線および他の形式の放射を含むが限定されない物理的変異原の存
在下で組み換えが起こり得る。
【００３２】
　適切な組み換えレオウイルスの他の例としては、１以上のゲノムセグメントに欠失また
は複製を含むもの、宿主細胞ゲノムでの組み換えの結果としてさらなる遺伝情報を含むも
のまたは合成遺伝子を含むものが挙げられる。レオウイルスは、ビリオン外殻カプシドへ
の例えばσ３など、変異導入コートタンパク質の組み込みによっても改変され得る。この
タンパク質は、置換、挿入または欠失により変異導入され得る。置換には、ネイティブア
ミノ酸の代わりに異なるアミノ酸を挿入することが含まれる。挿入には、１以上の位置で
のタンパク質へのさらなるアミノ酸残基の挿入が含まれる。欠失には、タンパク質におけ
る１以上のアミノ酸残基の欠失が含まれる。このような突然変異は、当技術分野で公知の
方法により生成され得る。例えば、コートタンパク質の１つをコードする遺伝子の、オリ
ゴヌクレオチド部位特異的突然変異誘発により、所望の突然変異コータンパク質を生成さ
せ得る。ある実施形態において、レオウイルスはＩＤＡＣ＃１９０９０７－０１である。
【００３３】
　本明細書中に記載のウイルス標品における使用のためのウイルスは、１以上の前精製段
階が行われたものであり得る。ウイルスは、例えば、それらの全体において参照により本
明細書中に組み込まれる米国特許第６，８０８，９１６号；同第７，１８６，５４２号；
同第７，２２３，５８５号；および同第７，９０１，９２１号および米国特許出願公開第
２００７／０２６９８５６号に記載の方法に従い、本明細書中に記載のゲル浸透クロマト
グラフィー法の前に精製され得る。例えば、密度勾配遠心、限外濾過、ダイアフィルトレ
ーション、イオン交換クロマトグラフィー、高速液体クロマトグラフィーまたはこれらの
組み合わせの技術を用いて、ウイルスを他の粒子から分離し得る。
【００３４】
　本明細書中に記載のウイルス標品は液体担体をさらに含む。適切な液体担体は、水性ま
たは非水性担体であり得る。適切な非水性担体の例としては、プロピレングリコール、ポ
リエチレングリコールおよび、石油、動物、植物または合成由来のものを含む油、例えば
ピーナツ油、大豆油、鉱物油、ゴマ油、オリーブ油などが挙げられる。オレイン酸エチル
などの有機エステルもまた適切な非水性担体である。水性担体としては、食塩水および緩
衝化液を含む、水、エタノール、グリセロール、アルコール性／水性溶液、乳濁液または
縣濁液が挙げられる。食塩水溶液および水性デキストロースおよびグリセロール溶液もま
た液体担体として使用され得る。本標品はまた、必要に応じて、湿潤剤または乳化剤、潤
滑剤、流動促進剤、皮膚軟化剤、保湿剤、増粘剤、香味剤、保存料またはｐＨ緩衝液も含
有し得る。ウイルス標品のｐＨを調節するために、溶出緩衝液中に含まれるリン酸緩衝食
塩水に加えて、ｐＨ緩衝液が含まれ得る。いくつかの例において、ウイルス標品のｐＨを
５から８．５の間に維持するために緩衝液が含まれる。例えば、ウイルス製剤のｐＨを６
．８から８．０または７．０から７．８の間（例えば７．４）に維持するために緩衝液が
含まれ得る。適切な緩衝液の例としては、リン酸緩衝液、例えば０．０５Ｍリン酸緩衝液
、酢酸緩衝液、安息香酸緩衝液、クエン酸緩衝液、乳酸緩衝液、マレイン酸緩衝液および
酒石酸緩衝液が挙げられる。ハンクス溶液、リンゲル液、デキストロース溶液、５％ヒト
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血清アルブミン、リンゲルデキストロース、デキストロースおよび塩化ナトリウム、乳酸
リンゲルおよび固定油、ポリエチレングリコール、ポリビニルピロリドンまたはレシチン
のような緩衝担体を使用することができる。適切な緩衝液としてモノエタノールアミン、
ジエタノールアミン、トロメタミンおよびグリシン溶液も使用され得る。リポソームおよ
び非水性ビヒクル、例えば固定油なども担体として使用され得る。適切な担体のさらなる
例は、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ：Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ
　Ｐｈａｒｍａｃｙ（２１ｔｈ　ｅｄ．）ｅｄ．Ｄａｖｉｄ　Ｂ．Ｔｒｏｙ，Ｌｉｐｐｉ
ｎｃｏｔｔ　Ｗｉｌｌｉａｍｓ　＆　Ｗｉｌｋｉｎｓ，２００５に記載されている。いく
つかの例において、この緩衝液は、本明細書中に記載のウイルス標品または溶出緩衝液中
で使用されない。
【００３５】
　本ウイルス標品は、ウイルスを液体担体と組み合わせることによって調製される。いく
つかの例において、１ｘ１０５から１ｘ１０１４ウイルス粒子／ｍＬ（ＶＰ／ｍＬ）の範
囲のタイターでウイルス標品を調製するために、適切な量のウイルスが提供される。ある
いは、ウイルス感染した細胞培養物に液体担体を添加し得る。本明細書中で使用される場
合、細胞の培養物とは、それらの培養条件で見出されるような培養細胞集団を指す（例え
ばウイルス感染した細胞および培地）。さらに、ウイルス標品を作製するために、ウイル
ス感染細胞の溶液または縣濁液を液体担体で希釈し得る。
【００３６】
　任意に、ウイルス標品の液体担体は、本明細書中に記載のような溶出緩衝液である。液
体担体が溶出緩衝液以外である実施形態において、ウイルス標品は、ゲル浸透クロマトグ
ラフィー法で直接使用され得る。あるいは、液体担体としての溶出緩衝液とともにウイル
ス標品を提供するために、緩衝液交換が行われ得る。当業者にとって公知の方法に従い、
緩衝液交換を行い得る。例えば、ろ過方法を用いて緩衝液交換を行い得る。
【００３７】
　上記で論じられるように、ウイルスを精製する方法は、ゲル浸透クロマトグラフィーカ
ラムを本明細書中に記載のウイルス標品と接触させることを含む。本明細書中に記載のよ
うなゲル浸透クロマトグラフィーカラムおよび溶出緩衝液を含む装置を用いて、ウイルス
を精製する方法を行い得る。本方法での使用のためのおよび本明細書中に記載の装置中に
含まれるゲル浸透クロマトグラフィーカラムは市販品であり得る。例えばゲル浸透クロマ
トグラフィーカラムは、ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ（Ｃｈａｌｆｏｎｔ　Ｓｔ．Ｇｉｌ
ｅｓ，ＵＫ）から市販されているＢＰＧカラム、Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃ
ｅｓ（Ｐｉｓｔａｃａｗａｙ，ＮＪ）から市販されているＸＫ１６／７０カラムまたは他
の同等物であり得る。ゲル浸透クロマトグラフィーカラムでの使用のための適切なレジン
の例としては、ＳＥＰＨＡＲＯＳＥ　４　Ｆａｓｔ　ＦｌｏｗレジンおよびＳＥＰＨＡＲ
ＯＳＥ　ＣＬ－４Ｂレジン（両者ともＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅから市販）または他の
同等物が挙げられる。適切なゲル浸透クロマトグラフィーカラムのさらなる例としては、
ＳＵＰＥＲＤＥＸカラム（例えばＳＵＰＥＲＤＥＸ－２００カラム）およびＳＥＰＨＡＲ
ＯＳＥカラム（例えばＳＥＰＨＡＲＯＳＥ　４ＦＦレジンカラム（両者ともＧＥ　Ｈｅａ
ｌｔｈｃａｒｅから市販）または他の同等物が挙げられる。　任意に、ゲル浸透クロマト
グラフィーカラムをウイルス標品と接触させる前に、このゲル浸透クロマトグラフィーカ
ラムを緩衝液で平衡化する。ゲル浸透クロマトグラフィーカラムを接触させることには、
例えば標品をカラムに手動で載せることまたは自動化システムを使用して標品をカラムに
載せることが含まれる。載せた後、ウイルスはゲル浸透クロマトグラフィーカラム上で保
持され、その後、本明細書中に記載のような溶出緩衝液をカラムに通すことによってカラ
ムから回収される。ウイルス溶出は、例えば紫外線検出器を使用して、または溶出剤の伝
導度もしくは屈折率を測定することによって、検出することができる。
【００３８】
　本明細書中に記載の方法により、他の溶出緩衝液を使用して得られたウイルスの回収率
と比較した場合、本明細書中に記載の溶出緩衝液を用いたゲル浸透クロマトグラフィーカ
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ラムからのウイルスの回収率が向上する。いくつかの例において、本明細書中に記載の溶
出緩衝液を用いた場合のウイルス回収率は、リン酸緩衝食塩水のみ（すなわち賦形剤、二
価陽イオンおよび任意に界面活性剤を含まないリン酸緩衝食塩水）で溶出されるウイルス
の回収率よりも少なくとも約２０％高い。例えば、ウイルス回収率は、リン酸緩衝食塩水
のみで溶出されるウイルスの回収率よりも少なくとも約２５％高いか、少なくとも約３０
％高いか、または少なくとも約３５％高い。
【００３９】
　本明細書中に記載の方法は、精製ウイルス製剤を提供する。精製ウイルス製剤は、ゲル
浸透クロマトグラフィーカラムから溶出されたウイルスと、ゲル浸透クロマトグラフィー
媒体と接触させられた溶出緩衝液と、を含む。溶出されたウイルスは精製ウイルスであり
得る。本明細書中で使用される場合、精製ウイルスとは、天然でそれらに付随する細胞構
成成分から分離されているウイルスを指す。通常、ウイルスが、天然でそれらに付随する
タンパク質および他の細胞構成成分を、少なくとも７０％、少なくとも７５％、少なくと
も８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％または少なくとも９
９乾燥重量％、含まないようになっている場合、そのウイルスは精製されているとみなさ
れる。
【００４０】
　任意に、本明細書中に記載の精製ウイルス製剤は、ゲル浸透クロマトグラフィー媒体と
接触させられた溶出緩衝液中で、ある時間にわたり保存され得る。例えば、精製ウイルス
および溶出緩衝液を含有する精製ウイルス製剤をゲル浸透クロマトグラフィーカラムから
溶出した後、最長１２ヶ月までその精製ウイルス製剤を保存することができる（例えば１
日、１週間、１ヶ月、３ヶ月、６ヶ月、９ヶ月または１２ヶ月を含む。）。いくつかの例
において、精製ウイルス製剤は、保存期間中、ウイルス感染性を保持する。精製ウイルス
製剤は、周囲温度前後または周囲温度よりも低い温度で保存され得る。本明細書中で使用
される場合、周囲温度は、約１０℃から約３０℃の間の温度を指す。
【００４１】
　本願を通じて、様々な刊行物が参照される。それらの全体におけるこれらの刊行物の開
示は、本願に参照により本明細書により組み込まれる。
【００４２】
　多くの態様が記載されているものの、様々な変更が為され得ることを理解されたい。さ
らに、ある特徴または段階が記載される場合、その組み合わせに明確に言及されなくても
、本明細書中で何らかの他の特徴または段階と組み合わせられ得る。したがって、他の態
様は請求項の範囲内である。
【実施例】
【００４３】
　（実施例１）：材料
　溶出緩衝液を調製するために使用した材料は、別段の指示がない限り、Ｓｉｇｍａ－Ａ
ｌｄｒｉｃｈ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）から入手した。５０．０６グラムのＭｉｌｌｉ
－Ｑグレード水および１．０３グラムのＴｗｅｅｎ　８０保存液を組み合わせることによ
って、Ｍｉｌｌｉ－Ｑグレード水中１％Ｔｗｅｅｎ　８０の希釈標準溶液を調製した。構
成成分を混合した後、さらなるＭｉｌｌｉ－Ｑグレード水を添加して１００ｇの溶液を得
た。８０．６１グラムのＭｉｌｌｉ－Ｑグレード水および２．０４グラムのＭｇＣｌ２・
６Ｈ２Ｏを組み合わせることによって、１００ｍＭ　ＭｇＣｌ２・６Ｈ２Ｏの希釈標準溶
液を調製した。構成成分を混合した後、さらなるＭｉｌｌｉ－Ｑグレード水を添加して１
００ｇの溶液を得た。
【００４４】
　（実施例２）：溶出緩衝液１
　次の手順に従い、溶出緩衝液１を調製した。Ｍｉｌｌｉ－Ｑグレード水（１．０ｋｇ）
およびＬ－ヒスチジン（３２．０ｇ）を合わせ、室温で１０分間撹拌した。次に混合物を
４０±５℃に加熱して、水中でＬ－ヒスチジンを完全に溶解させた。次いで加熱を止め、
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混合物に次の構成成分を添加した：Ｄ－マンニトール（４８．０２ｇ）、１％Ｔｗｅｅｎ
８０希釈標準溶液（１６．０２ｇ）、Ｄ－ソルビトール（３２．０３ｇ）、１００ｍＭ　
ＭｇＣｌ２・６Ｈ２Ｏ希釈標準溶液（３２．０ｇ）、ＫＨ２ＰＯ４（０．３８ｇ）、Ｎａ

２ＨＰＯ４・７Ｈ２Ｏ（４．３６ｇ）、ＫＣｌ（０．３２ｇ）およびＮａＣｌ（１２．８
０ｇ）。構成成分をよく混合し、さらなるＭｉｌｌｉ－Ｑグレード水を添加して１．６ｋ
ｇの緩衝液を得た。
【００４５】
　緩衝液の調製日と同日に較正したｐＨメーターを用いたところ、緩衝液のｐＨは７．５
２であった。次に、０．４５μｍＨＡ膜付きのＭｉｌｌｉｐｏｒｅろ過システム（Ｍｉｌ
ｌｉｐｏｒｅ；Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ，ＭＡ）を通じて溶出緩衝液をろ過し、３０分間にわ
たり室温で脱気して、溶出緩衝液１を生成させた。
【００４６】
　（実施例３）：溶出緩衝液２
　次の手順に従い、溶出緩衝液２を調製した。Ｍｉｌｌｉ－Ｑグレード水（１．０ｋｇ）
、スクロース（６４．０ｇ）、Ｔｗｅｅｎ８０（０．８１ｇ）、１００ｍＭ　ＭｇＣｌ２

・６Ｈ２Ｏ希釈標準溶液（３２．０ｇ）、ＫＨ２ＰＯ４（０．３８ｇ）、Ｎａ２ＨＰＯ４

・７Ｈ２Ｏ（４．３５ｇ）、ＫＣｌ（０．３２ｇ）およびＮａＣｌ（１２．８０ｇ）を合
わせた。構成成分をよく混合し、さらなるＭｉｌｌｉ－Ｑグレード水を添加して、１．６
ｋｇの緩衝液を得た。
【００４７】
　緩衝液の調製日と同日に較正したｐＨメーターを用いたところ、緩衝液のｐＨは７．４
０であった。次に、０．４５μｍＨＡ膜付きのＭｉｌｌｉｐｏｒｅろ過システム（Ｍｉｌ
ｌｉｐｏｒｅ；Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ，ＭＡ）を通じて溶出緩衝液をろ過し、３０分にわた
り室温で脱気して、溶出緩衝液２を生成させた。
【００４８】
　（実施例４）：溶出緩衝液１－２ｘ
　次の手順に従い、実施例２で示される緩衝液の２倍の濃縮処方の溶出緩衝液１を調製し
た。Ｍｉｌｌｉ－Ｑグレード水（６１．７８ｇ）およびＬ－ヒスチジン（４．００ｇ）を
合わせ、室温で１０分間撹拌した。次に、混合物を４０℃に２７分間加熱し、水中でＬ－
ヒスチジンを完全に溶解させた。次いで加熱を止め、混合物に次の構成成分を添加した：
Ｄ－マンニトール（６．００ｇ）、１％Ｔｗｅｅｎ８０希釈標準溶液（２．０２ｇ）、Ｄ
－ソルビトール（４．００ｇ）、１００ｍＭ　ＭｇＣｌ２・６Ｈ２Ｏ希釈標準溶液（４．
０１ｇ）、ＫＨ２ＰＯ４（０．０２４ｇ）、Ｎａ２ＨＰＯ４・７Ｈ２Ｏ（０．２７ｇ）、
ＫＣｌ（０．０２１ｇ）およびＮａＣｌ（０．８１ｇ）。構成成分をよく混合し、さらな
るＭｉｌｌｉ－Ｑグレード水を添加して、１００ｇの緩衝液を得た。
【００４９】
　緩衝液の調製日と同日に較正したｐＨメーターを用いたところ、緩衝液のｐＨは７．５
９であった。次に、０．４５μｍ酢酸セルロース膜（Ｃｏｒｎｉｎｇ　Ｉｎｃｏｒｐｏｒ
ａｔｅｄ；Ｃｏｒｎｉｎｇ，ＮＹ）付きの１５０ｍＬ　Ｃｏｒｎｉｎｇろ過システムを通
じて溶出緩衝液をろ過し、溶出緩衝液１－２ｘを生成させた。
【００５０】
　（実施例５）：溶出緩衝液２－２ｘ
　次の手順に従い、実施例３で示される緩衝液の２倍の濃縮処方の溶出緩衝液２を調製し
た。Ｍｉｌｌｉ－Ｑグレード水（６０．０ｇ）、スクロース（８．００ｇ）、１％Ｔｗｅ
ｅｎ８０希釈標準溶液（１０．０ｇ）、１００ｍＭ　ＭｇＣｌ２・６Ｈ２Ｏ希釈標準溶液
（４．０１ｇ）、ＫＨ２ＰＯ４（０．０２４ｇ）、Ｎａ２ＨＰＯ４・７Ｈ２Ｏ（０．２７
ｇ）、ＫＣｌ（０．０２１ｇ）およびＮａＣｌ（０．８０ｇ）を合わせた。構成成分をよ
く混合し、さらなるＭｉｌｌｉ－Ｑグレード水を添加して１００ｇの緩衝液を生成させた
。
【００５１】
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　緩衝液の調製日と同日に較正したｐＨメーターを用いたところ、緩衝液のｐＨは７．２
８であった。次に、０．４５μｍ酢酸セルロース膜（Ｃｏｒｎｉｎｇ　Ｉｎｃｏｒｐｏｒ
ａｔｅｄ；Ｃｏｒｎｉｎｇ，ＮＹ）付きの１５０ｍＬ　Ｃｏｒｎｉｎｇろ過システムを通
じて溶出緩衝液をろ過し、溶出緩衝液２－２ｘを生成させた。
【００５２】
　（実施例６）：ウイルス標品
　リン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）中２．７６ｘ１０１４個のレオウイルス粒子を与えること
により、対照ウイルス標品（対照標品）を調製した。溶出緩衝液１中で２．７６ｘ１０１

４個のレオウイルス粒子を与えることにより、ウイルス標品１を調製した。溶出緩衝液２
中で２．７６ｘ１０１４個のレオウイルス粒子を与えることにより、ウイルス標品２を調
製した。
【００５３】
　実施例７：ゲル浸透クロマトグラフィー後のウイルス回収
　実施例６で調製したウイルス標品（対照標品、ウイルス標品１およびウイルス標品２）
をそれぞれ個々にゲル浸透クロマトグラフィーカラム上に載せた。対照標品、ウイルス標
品１およびウイルス標品２をＰＢＳ、緩衝液処方１および緩衝液処方２でそれぞれ溶出し
た。個々の実験からの平均データを表１および２で示す。
【００５４】
【表１】

【００５５】
【表２】

【００５６】
　表１で示されるように、ゲル浸透カラムでのレオウイルスと溶出緩衝液１の使用によっ
て、ＰＢＳ単独使用と比較した場合、ウイルス回収率が７５％から１０７％に上昇した。
表２は、溶出緩衝液１を用いると、ＰＢＳ単独使用と比較して、ウイルス回収率が一貫し
て上昇することを示す。さらに、ゲル浸透カラムでのレオウイルスと溶出緩衝液２の使用
により、ＰＢＳ単独使用と比較した場合、ウイルス回収率が７５％から１１１％に上昇し
た（表１参照）。したがって、レオウイルスに溶出緩衝液１および２を添加すると、レオ
ウイルスとＰＢＳの使用と比較して、それぞれおよそ３２％および３６％、タイターが上
昇した。
【００５７】
　添付の特許請求の範囲の組成物および方法は、特許請求の範囲のいくつかの態様の例示
であるものとする本明細書中に記載の具体的な組成物および方法により範囲を限定されず
、機能的に同等であるいかなる組成物および方法も本開示の範囲内に入る。本明細書中で
示され、記載される組成物および方法に加えて、これらの組成物および方法の様々な変形
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物が添付の特許請求の範囲内に含まれるものとする。さらに、具体的に記載されるのは、
これらの組成物および方法のある一定の代表的な組成物、方法および態様のみであるが、
具体的に列挙されなくても、他の組成物および方法ならびにこれらの組成物および方法の
様々な特性の組み合わせが、添付の特許請求の範囲内に包含されるものとする。したがっ
て、段階、要素、構成成分または構成物質の組み合わせが明確に本明細書中で言及され得
るが、明確に述べられていなくても、段階、要素、構成成分または構成物質の他の組み合
わせ全てが含まれる。 
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