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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
インフルエンザビリオンを分裂させるためのプロセスであって：（ｉ）界面活性剤の非存
在下でインフルエンザビリオンを含んでいる組成物を得る工程と；（ｉｉ）界面活性剤の
非存在下で該インフルエンザビリオンを不活化する工程と；（ｉｉｉ）該不活化ビリオン
を１００ｍＭ以上のイオン強度を有している緩衝液において第一の界面活性剤を含んでい
る試薬を用いて分割する工程と；（ｉｖ）該第一の界面活性剤を第二の界面活性剤と交換
する工程とを包含するプロセス。
【請求項２】
前記（ｉ）、（ｉｉ）および（ｉｉｉ）工程がリン酸緩衝液の存在下で行われる請求項１
に記載のプロセス。
【請求項３】
インフルエンザワクチンを調製するためのプロセスであって、ここで（ａ）赤血球凝集素
含有抗原調製物は、請求項１～２のいずれかに記載のプロセスによりインルフエンザビリ
オンが分裂させられるプロセスによってウイルスから得られ、かつ（ｂ）該赤血球凝集素
含有抗原調製物が該ワクチンの調製のために用いられる、プロセス。
【請求項４】
前記インフルエンザビリオンがインフルエンザＡウイルス由来である、請求項１～３のい
ずれかに記載のプロセス。
【請求項５】
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前記インフルエンザビリオンがＨ５赤血球凝集素サブタイプのインフルエンザＡウイルス
由来である、請求項１～４のいずれかに記載のプロセス。
【請求項６】
前記インフルエンザビリオンが卵から調製される、請求項１～５のいずれかに記載のプロ
セス。
【請求項７】
前記インフルエンザビリオンが哺乳動物細胞培養物から調製される、請求項１～６のいず
れかに記載のプロセス。
【請求項８】
前記ワクチンが１株あたり７．５μｇで赤血球凝集素を含む、請求項３～７のいずれか１
項に記載のプロセス。
【請求項９】
前記ワクチンがアジュバントを含む、請求項３～８のいずれか１項に記載のプロセス。
【請求項１０】
前記アジュバントが水中油型エマルジョンを含む、請求項９に記載のプロセス。
【請求項１１】
請求項３～１０のいずれか１項に記載のプロセスによって調製される、患者において免疫
応答を惹起するためのワクチン。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　この出願は、米国仮出願第６１／０６９，８６８号（２００８年３月１８日出願）（こ
の完全な内容は、参考として本明細書に援用される）からの優先権を主張する。
【０００２】
　（技術分野）
　本発明はインフルエンザワクチン調製の分野にある。
【背景技術】
【０００３】
　（背景分野）
　現在一般に使用されるインフルエンザワクチンは、引用文献１の第１７章および１８章
に記載されている。それらは生ウイルスまたは不活化ウイルスに基づいており、不活化ワ
クチンは、ウイルスまるごとに、「分割（スプリット）」ウイルスに、または精製された
表面抗原（赤血球凝集素およびまた通常はノイラミニダーゼを含む）に基づいてもよい。
【０００４】
　分割（スプリット）ワクチンおよび表面抗原ワクチンの両方を調製するためには種々の
異なる手順が公知である。例えば、種々の分割手順が引用文献２～８（特許文献１～４、
非特許文献１、特許文献５～６）に開示されており、そして表面抗原ワクチンを調製する
ための種々の方法は引用文献９～１４（特許文献７～６）に開示されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】国際公開第０２／０６７９８３号
【特許文献２】国際公開第０２／０７４３３６号
【特許文献３】国際公開第０１／２１１５１号
【特許文献４】国際公開第０２／２８４２２号
【特許文献５】国際公開第０２／０９７０７２号
【特許文献６】国際公開第２００５／１１３７５６号
【特許文献７】米国特許第４，１４０，７６２号明細書
【特許文献８】米国特許第４，３２７，１８２号明細書
【特許文献９】米国特許第４，１５８，０５４号明細書



(3) JP 5518041 B2 2014.6.11

10

20

30

40

50

【特許文献１０】米国特許第４，０６４，２３２号明細書
【特許文献１１】米国特許第６，０４８，５３７号明細書
【特許文献１２】米国特許第５，９４８，４１０号明細書
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Ｇｒｏｓｓら、Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ（１９８１）１４：
５３４～８
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　分割（スプリット）ワクチンおよび表面抗原ワクチンを調製するためのさらなる方法お
よび改良方法を提供することが本発明の目的である。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　（発明の開示）
　本発明者らは、分解されたインフルエンザウイルスからワクチン抗原を調製するための
既存のプロセスに対する多数の改良を考案している。
【０００９】
　（界面活性剤使用の改変されたタイミング）
　既存の精製プロセスでは、インフルエンザビリオンを第二の界面活性剤（例えば、ＣＴ
ＡＢ）による分割の前に第一の界面活性剤（例えば、ポリソルベート、例えば、ポリソル
ベート８０）に曝す。この第一の界面活性剤は、ウイルスの不活化の前に用いるが、第二
の界面活性剤は不活化の後に添加する。この第二の界面活性剤は、このプロセスの後の方
で除去されるが、第一の界面活性剤は残り、それによって抗原の溶解性が促進される。
【００１０】
　対照的に、本発明の第一の局面によれば、この第一の界面活性剤はこのプロセスの後の
方で、特に第二の界面活性剤が既にビリオンを分割するために用いられた後に用いられて
いる。このタイミングおよび順序の変更は、特にＨ５サブタイプのインフルエンザＡウイ
ルスにおいては、抗原収率の２０倍を超える増大を伴っている。
【００１１】
　従って、本発明はインフルエンザビリオンを分裂させるためのプロセスであって：（ｉ
）界面活性剤の非存在下でインフルエンザビリオンを含んでいる組成物を得る工程と；（
ｉｉ）界面活性剤の非存在下でインフルエンザビリオンを不活化する工程と；（ｉｉｉ）
この不活化ビリオンを第一の界面活性剤を含んでいる試薬を用いて分割する工程と；（ｉ
ｖ）この第一の界面活性剤を第二の界面活性剤と交換する工程とを包含するプロセスを提
供する。この界面活性剤交換工程は、この分割工程後任意の時点で行ってもよいが、理想
的には、例えば、アフィニティー捕獲、偽アフィニティー捕獲（ｐｓｅｕｄｏ－ａｆｆｉ
ｎｉｔｙ　ｃａｐｔｕｒｅ）、クロマトグラフィーまたは吸着（以下を参照のこと）から
選択されるプロセスによるビリオン捕獲の工程の前に行う。従って第二の界面活性剤は分
割後であるが、ビリオン捕獲の前に添加されてもよい。特に以前に添加された第二の界面
活性剤の量が１．５ｇ／Ｌ未満であった場合、さらなる量の第二の界面活性剤が、ビリオ
ン捕獲の後に添加されてもよい。
【００１２】
　このプロセスによって得られる分裂したビリオンをインフルエンザワクチンの調製のた
めに用いてもよい。
【００１３】
　本発明はまた、インフルエンザビリオンを分裂させるためのプロセスにおいて、以下：
界面活性剤の非存在下でインフルエンザビリオンを不活化する工程と；この不活化ビリオ
ンを第一の界面活性剤を含んでいる試薬を用いて分割する工程と；分割後に第二の界面活
性剤で第一の界面活性剤を交換する工程からなる改良をもたらす。
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【００１４】
　第一の局面の別の実施形態では、この第二の界面活性剤は、不活化の後だが分割の前に
添加される。従って、本発明は、インフルエンザビリオンを分裂させるためのプロセスで
あって：（ｉ）界面活性剤の非存在下でインフルエンザビリオンを含んでいる組成物を得
る工程と；（ｉｉ）界面活性剤の非存在下でインフルエンザビリオンを不活化する工程と
；（ｉｉｉ）この不活化ビリオンを分割することなく、第二の界面活性剤を添加する工程
と；（ｉｖ）第一の界面活性剤を含んでいる試薬を用いてこの第二の界面活性剤の存在下
でこの不活化ビリオンを分割する工程と；（ｖ）この第二の界面活性剤を残しながらこの
第一の界面活性剤を除去する工程とを包含するプロセスを提供する。
【００１５】
　このプロセスによって得られる分裂したビリオンをインフルエンザワクチンの調製のた
めに用いてもよい。
【００１６】
　本発明はまた、インフルエンザビリオンを分裂させるためのプロセスにおいて、以下：
界面活性剤の非存在下でインフルエンザビリオンを不活化する工程と；第二の界面活性剤
の存在下で第一の界面活性剤を含んでいる試薬を用いてこの不活化ビリオンを分割する工
程と；この第二の界面活性剤を残しながら分割後にこの第一の界面活性剤を除去する工程
からなる改良をもたらす。
【００１７】
　界面活性剤使用のタイミングの改変を伴うさらに別の実施形態では、界面活性剤を、ビ
リオン不活化の前だが、ビリオンに対する限外濾過／ダイアフィルトレーション工程が行
われた後に添加する。従って、本発明は、インフルエンザビリオンを分裂させるためのプ
ロセスであって：（ｉ）界面活性剤の非存在下でインフルエンザビリオンを含んでいる組
成物を得る工程と；（ｉｉ）このビリオン含有組成物に対して限外濾過／ダイアフィルト
レーションを行う工程と；（ｉｉｉ）このビリオンを分割することなくこの濾過されたビ
リオン含有組成物に対して界面活性剤を添加する工程と；（ｉｖ）このインフルエンザビ
リオンを不活化する工程とを包含するプロセスを提供する。このプロセスは、（ｖ）この
不活化ビリオンを界面活性剤を用いて分割するさらなる工程を包含してもよい。工程（ｖ
）で用いられる界面活性剤は、工程（ｉｉｉ）で用いられる界面活性剤とは異なってもよ
い。特に、工程（ｉｉｉ）で添加された界面活性剤の量が１．５ｇ／Ｌ未満である場合、
工程（ｉｉｉ）で用いられた同じ界面活性剤の追加量を工程（ｖ）の後に添加してもよい
。
【００１８】
　前に添加された量が１．５ｇ／Ｌ未満である場合に追加量の界面活性剤が添加される実
施形態では、さらなる限外濾過／ダイアフィルトレーションの工程の前にさらなる追加を
行ってもよい。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
【図１】図１は抗原精製の間の５つの段階のＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析を示す。５つのレーン
は左から右に、以下の段階で存在するタンパク質を示す：（ｉ）β－プロピオラクトン不
活化後；（ｉｉ）ＣＴＡＢ分割後；（ｉｉｉ）吸着によるＣＴＡＢ除去の１５時間後；（
ｉｖ）吸着の完了後；および（ｖ）吸着後の無菌濾過の後。
【図２】図２は抗原精製の間の５つの段階のＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析を示す。５つのレーン
は左から右に、以下の段階で存在するタンパク質を示す：（ｉ）β－プロピオラクトン不
活化後；（ｉｉ）ＣＴＡＢ分割後；（ｉｉｉ）吸着によるＣＴＡＢ除去の１５時間後；（
ｉｖ）吸着の完了後；および（ｖ）吸着後の無菌濾過の後。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　（分割手順の改良）
　インフルエンザワクチンのための分割手順には、可溶化濃度の界面活性剤を用いるビリ
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オンの処理を包含する。適切な界面活性剤としては、ポリソルベート（Ｔｗｅｅｎ）［６
］、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００［６、１０、１５］、臭化セチルトリメチルアンモニウム
（ＣＴＡＢ）［９、１６］、およびデオキシコール酸塩［２、１７］が挙げられる。
【００２１】
　既存の精製プロセスでは、インフルエンザビリオンは、２０ｍＭのＴｒｉｓ／ＨＣｌの
存在下において、界面活性剤に対する曝露によって分割される。対照的に、本発明の第二
の局面によれば、この界面活性剤は、より高いイオン強度の緩衝液の存在下で用いられる
。従って、本発明はインフルエンザビリオンを分裂させるためのプロセスであって：（ｉ
）インフルエンザビリオンを含んでいる組成物を得る工程と；（ｉｉ）１００ｍＭ以上の
イオン強度を有している緩衝液において、界面活性剤に対する曝露によってこのビリオン
を分割する工程とを包含するプロセスを提供する。この増大したイオン強度は、特にＨ５
サブタイプのインフルエンザＡウイルスでは、抗原収率の２０倍を超える増大を伴ってい
る。
【００２２】
　このプロセスによって得られる分裂したビリオンをインフルエンザワクチンの調製のた
めに用いてもよい。
【００２３】
　有用な緩衝液は、少なくとも１００ｍＭ、例えば、≧２００ｍＭ、≧３００ｍＭ、≧４
００ｍＭ、≧５００ｍＭ、≧６００ｍＭ、≧７００ｍＭ、≧８００ｍＭなどのイオン強度
を有する。この高いイオン強度は、種々の方法で、例えば、一価のイオン（例えば、Ｎａ
Ｃｌ）、二価のイオン（例えば、硫酸塩）、三価のイオン（例えば、リン酸塩）などを用
いることによって達成され得る。三価のイオンの使用は、イオン強度を増大する便利な方
法である。特にＣＴＡＢベースの分割手順で用いる場合、１つの適切な緩衝液としては、
５０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７．５）中の２００ｍＭのＮａＣｌが挙げられる。多量のＤ
ＮＡの可溶化を回避して、ＤＮＡがその後さらなる処理工程の間保持されるように、特に
細胞培養中で増殖させられたウイルスに対しては、分割の間イオン強度を増大する時には
注意を払わなければならない。
【００２４】
　本発明はまた、インフルエンザビリオンを分裂させるためのプロセスにおいて、１００
ｍＭ以上のイオン強度を有している緩衝液中で界面活性剤を用いてビリオンを分割する工
程からなる改良をもたらす。
【００２５】
　（リン酸緩衝液）
　既存の精製プロセスでは、インフルエンザビリオンは、Ｔｒｉｓ緩衝液中で分割の前、
間および後に維持される。対照的に、本発明の第三の局面によれば、このビリオンは、リ
ン酸塩緩衝液中で分割の前、間および後に維持される。この緩衝液の交換は、特にＨ５サ
ブタイプインフルエンザＡウイルスでの抗原収率の２０倍を超える増大をともなっていた
。
【００２６】
　従って、本発明は、インフルエンザビリオンを分裂させるためのプロセスであって、（
ｉ）リン酸緩衝液の存在下でインフルエンザビリオンを含んでいる組成物を得る工程と；
（ｉｉ）リン酸緩衝液の存在下でインフルエンザビリオンを不活化する工程と；（ｉｉｉ
）リン酸緩衝液の存在下でこの不活化されたビリオンを分割する工程とを包含するプロセ
スを提供する。
【００２７】
　このプロセスによって得られる分裂したビリオンをインフルエンザワクチンの調製のた
めに用いてもよい。
【００２８】
　有用なリン酸緩衝液は６．５～８．５、例えば、７．０～８．０、または約７．５のｐ
Ｈを有する。
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【００２９】
　本発明はまた、インフルエンザビリオンを分裂させるためのプロセスにおいて、以下の
工程：リン酸緩衝液の存在下でビリオンを不活化し次いで分割する両方の工程からなる改
良をもたらす。
【００３０】
　（限外濾過膜）
　既存の精製プロセスでは、半精製（ｓｅｍｉ－ｐｕｒｉｆｉｅｄ）の分割後インフルエ
ンザ表面抗原をさらに、ポリエーテルスルホン（ＰＥＳ）膜による限外濾過／ダイアフィ
ルトレーションによって精製する。対照的に、本発明の第四の局面によれば、限外濾過は
セルロース膜を用いる。この膜交換（疎水性およびタンパク質保持を低下させる）は、特
にＨ５サブタイプインフルエンザＡウイルスでの抗原収率の２０倍を超える増大をともな
っていた。
【００３１】
　従って、本発明は、糖タンパク質を含んでいる混合物からインフルエンザウイルス表面
糖タンパク質を精製するためのプロセスであって、セルロース膜を通じてこの混合物を限
外濾過する工程を包含するプロセスを提供する。このプロセスによって得られる精製され
た糖タンパク質をインフルエンザワクチンの調製のために用いてもよい。
【００３２】
　本発明はまた、限外濾過によって糖タンパク質を含んでいる混合物からインフルエンザ
ウイルス表面糖タンパク質を精製するためのプロセスにおいて、セルロース限外濾過膜を
用いることからなる改良を提供する。
【００３３】
　種々のタイプのセルロース膜を用いてもよい。これらは、セルロース自体、セルロース
エステル（例えば、ジアセタート、トリアセテート、硝酸塩など）、またはその混合物に
基づいてもよい。例えば、引用文献１８は、セルロースおよび／または酢酸セルロースか
ら形成される膜層を有する非線維性ポリマー細孔性ベースを有している膜を開示している
。この膜層は、１～２０μｍの厚みを有し得、そして５～３０μｍまで細孔性ベース中に
拡張し得る。引用文献１９は、必要に応じて最大３０％の二酢酸セルロースで置換されて
いる、三酢酸セルロースに基づく非対称的な限外濾過膜を開示している。引用文献２０は
酢酸セルロースまたは酢酸セルロース誘導体から作製されている、連続的内腔を有する中
空繊維（ホローファイバー）の形態におけるダイアフィルトレーション膜を開示している
。
【００３４】
　（第一のクロマトグラフィー工程の前への追加の処理工程の導入）
　既存の精製プロセスにおいて細胞培養発酵培地成分からインフルエンザビリオンを分離
するために、インフルエンザビリオンを、培養ハーベストから樹脂上に捕獲する。樹脂に
対する結合は、いくつかの株に関しては不十分であることが観察されている。
【００３５】
　本発明の第四の局面によれば、捕獲工程の前にウイルスハーベストを低伝導性緩衝液中
への限外／ダイアフィルトレーション工程に供する。この最初の工程は、インフルエンザ
ウイルス株次第で抗原収率の最大１０倍の増大を生じ得、捕獲剤に結合しないビリオンに
は特に有用である。
【００３６】
　従って、本発明は、インフルエンザビリオンを含んでいる液体培地を処理するためのプ
ロセスであって、低伝導性緩衝液を含んでいるビリオン含有残留物を提供するための液体
培地のダイアフィルトレーション工程を包含するプロセスを提供する。次いで、この残留
物を、例えば、アフィニティー捕獲、吸着、クロマトグラフィーなどによってさらに処理
してもよい。
【００３７】
　本発明はまた、インフルエンザビリオンを含んでいる液体培地からインフルエンザビリ
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オンを分離するためのプロセスにおいて、分離の前に、低伝導性緩衝液を含んでいるビリ
オン含有残留物を提供する液体培地をダイアフィルトレーションする工程からなる改良を
提供する。
【００３８】
　本発明はまた、インフルエンザビリオンを含んでいる液体培地からこのインフルエンザ
ビリオンを分離するためのプロセスであって：（ｉ）低伝導性緩衝液を含んでいるビリオ
ン含有残留物を提供するために液体培地をダイアフィルトレーションする工程；および、
その後の（ｉｉ）アフィニティー捕獲、偽アフィニティー捕獲、クロマトグラフィーまた
は吸着から選択されるプロセスによって残留物からビリオンを捕獲する工程を包含するプ
ロセスを提供する。
【００３９】
　これらのプロセスによって得られる残留物およびビリオンは、インフルエンザワクチン
の調製に用いられ得る。
【００４０】
　ダイアフィルトレーションは浸透性膜フィルターを利用して、溶液および懸濁液の成分
をそれらの分子サイズに基づいて分離する。小さい成分は、膜を通り抜けて濾液を形成し
得るが、より大きい成分（例えば、ビリオン）は通過できず、そのため保持される。ダイ
アフィルトレーションは、液体培地中の塩、溶媒または他の低分子量種の濃度を低下する
ために、および必要に応じて新しい種を導入するために（例えば、緩衝液を交換するため
に）用いられ得る。ダイアフィルトレーションは連続、または不連続のいずれであっても
よい。連続ダイアフィルトレーションは、濾液が形成されるのと実質的に同じ速度でサン
プルに対して水または緩衝液を添加することにより、もとの低分子量種を洗い去る工程を
包含する。緩衝液をダイアフィルトレーションについて用いるならば、サンプル中の新し
い緩衝液塩の濃度は、除去されている種のものとは反比例する速度で増大する。連続ダイ
アフィルトレーションを用いて、１００％の透過性溶質のうち９９．５％より多くが、典
型的には、６サンプル当量の選り抜きの緩衝液による洗浄によって除去され得る。不連続
ダイアフィルトレーションはある容積の水または緩衝液を用いてサンプルを希釈し、次い
でもとの容積に濃縮し戻す。連続ダイアフィルトレーションが本発明では好ましい。代表
的には、培地のダイアフィルトレーションは、少なくとも２（例えば、３、４、５、６、
７、８、９、１０以上）のダイアフィルトレーション容積（すなわち、ダイアフィルトレ
ーションの開始時の少なくとも２倍容積のサンプル）を含む。
【００４１】
　ダイアフィルトレーションは任意の適切な形態（例えば、中空繊維、カセット、スパイ
ラルなど）で任意の適切な膜（例えば、上で考察されるＰＥＳ、セルロースなど）を用い
てもよい。この膜は、ビリオンを保持するカットオフ限界、例えば、５００ｋＤａを有す
る。
【００４２】
　例えば、液体培地を濃縮するために、限外濾過工程がこのダイアフィルトレーション工
程に先行してもよい。このような濃縮は通常は、少なくとも２倍濃縮、例えば、＞２倍、
＞３倍、＞４倍、＞５倍、＞１０倍などである。この限外濾過／濃縮および引き続くダイ
アフィルトレーションは、同じ装置を用いて行ってもよい。ダイアフィルトレーションの
前の濃縮は、ダイアフィルトレーションを完了するために必要な液体の容積を低下させる
ので有利である。
【００４３】
　ダイアフィルトレーション後、残留物は低伝導性緩衝液を含む。適切な緩衝液としては
、リン酸緩衝液、Ｔｒｉｓ／ＨＣｌ緩衝液、ＴＥＳ緩衝液、クエン酸緩衝液、ホウ酸緩衝
液、酢酸緩衝液、グリシン緩衝液などが挙げられる。この残留物は代表的には、２０ｍＳ
／ｃｍ未満、例えば、０．５～１０ｍＳ／ｃｍ、または１．０～１．４ｍＳ／ｃｍという
伝導率を有する。１０ｍＭのリン酸緩衝液が適切である。
【００４４】
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　ダイアフィルトレーション残留物由来のビリオンを捕獲するには、アフィニティー捕獲
、偽アフィニティー捕獲、クロマトグラフィーまたは吸着を用いてもよい。適切な技術が
インフルエンザウイルスについて公知である。例えば、アフィニティーまたは偽アフィニ
ティー捕獲が公知であり、これはＥｕｏｎｙｍｕｓ　ｅｕｒｏｐａｅｕｓレクチン［２１
］を用いるか、またはＣｅｌｌｕｆｉｎｅ　Ｓｕｌｆａｔｅ（ＣＳ）もしくは硫酸化Ｓｅ
ｐｈａｄｅｘカラムを用いる。吸着は、例えば、高分子電解質に対して［２２］、硫酸バ
リウム［２３］に対して、リン酸カルシウム塩［２４］に対してなどに用いられ得る。有
用なことに、使用前に、捕獲物質は、残留物中に存在する低伝導性緩衝液を用いて平衡化
される。従って、例えば、捕獲樹脂は、１０ｍＭのリン酸緩衝液で平衡にしてもよい。同
じ緩衝液をまた、捕獲されたビリオンの放出前に捕獲物質を洗浄するために用いてもよい
。
【００４５】
　（インフルエンザウイルス）
　本発明は、インフルエンザＡ、ＢおよびＣウイルスを含む任意の適切なインフルエンザ
ウイルスから抗原を調製する場合に用いられ得る。これはヒトに感染し得るインフルエン
ザＡウイルスの株での使用に特に有用である。
【００４６】
　ワクチンにおける使用のためのインフルエンザ株は季節ごとに変化する。現在の大流行
間期においては、ワクチンは代表的には２つのインフルエンザＡ株（Ｈ１Ｎ１およびＨ３
Ｎ２）、および１つのインフルエンザＢ株を含み、三価のワクチンが代表的である。本発
明は、このような大流行間期のウイルスで用いられ得るが、流行性の株（すなわち、その
株に対してワクチンのレシピエントおよび一般的なヒト集団が免疫学的にナイーブである
株）由来のウイルス、特にインフルエンザＡウイルスにおいて用いてもよい。従って本発
明は、任意のインフルエンザＡウイルスの赤血球凝集素サブタイプＨ１、Ｈ２、Ｈ３、Ｈ
４、Ｈ５、Ｈ６、Ｈ７、Ｈ８、Ｈ９、Ｈ１０、Ｈ１１、Ｈ１２、Ｈ１３、Ｈ１４、Ｈ１５
またはＨ１６で用いてもよい。このウイルスはさらに任意のＮＡサブタイプＮ１、Ｎ２、
Ｎ３、Ｎ４、Ｎ５、Ｎ６、Ｎ７、Ｎ８またはＮ９を有し得る。
【００４７】
　本発明は、特に、流行性インフルエンザＡウイルス株、例えば、Ｈ５Ｎ１株で有用であ
る。流行性株の特徴は以下である：（ａ）現在広まっているヒト株における赤血球凝集素
に比較して新規な赤血球凝集素、すなわち、１０年以上の間ヒト集団中で顕在性でなかっ
たもの（例えば、Ｈ２）か、またはヒトの集団では以前にまったく見られていなかったも
の（例えば、トリの集団でのみ一般に見られていたＨ５、Ｈ６またはＨ９）を含み、この
結果、ワクチンのレシピエントおよび一般的なヒト集団はこの株の赤血球凝集素に対して
免疫学的にナイーブである；（ｂ）ヒトの集団内で水平感染できる；ならびに（ｃ）ヒト
にとって病原性である。流行性株は、Ｈ２、Ｈ５、Ｈ７またはＨ９サブタイプ株、例えば
、Ｈ５Ｎ１、Ｈ５Ｎ３、Ｈ９Ｎ２、Ｈ２Ｎ２、Ｈ７Ｎ１およびＨ７Ｎ７株である。Ｈ５サ
ブタイプ内では、ウイルスは多数の分岐群（ｃｌａｄｅ）、例えば、分岐群１または分岐
群２に分類され得る。分岐群２の６つの亜分岐群（ｓｕｂ－ｃｌａｄｅ）は、別個の地理
的分布を有している亜分岐群１、２および３と結び付けられており、ヒト感染におけるそ
の関与に起因して、特に関連性を有している。
【００４８】
　インフルエンザＢウイルスは現在、異なるＨＡサブタイプを示すことはないが、インフ
ルエンザＢウイルス株は、２つの別個の系統に分類される。これらの系統は１９８０年代
後期に出現し、お互いとは抗原的におよび／または遺伝学的に識別可能なＨＡを有する［
２５］。現在のインフルエンザＢウイルス株は、Ｂ／Ｖｉｃｔｏｒｉａ／２／８７様、ま
たはＢ／Ｙａｍａｇａｔａ／１６／８８様のいずれかである。これらの株は通常は抗原的
に識別されるが、アミノ酸配列中の相違も２つの系統を識別するために記載されており、
例えば、Ｂ／Ｙａｍａｇａｔａ／１６／８８様株はしばしば（常にではないが）、アミノ
酸残基１６４（「Ｌｅｅ４０」ＨＡ配列に対して番号付けされた）で欠失を有するＨＡタ
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ンパク質を有する［２６］。本発明は、いずれかの系統のＢウイルス由来の抗原で用いら
れ得る。
【００４９】
　インフルエンザウイルスは、弱毒化されてもよい。インフルエンザウイルスは温度感受
性であり得る。インフルエンザウイルスは、低温適応性であり得る。しかし、これらの３
つの特徴は、ワクチン抗原として生きたウイルスを調製する場合、さらに一般的である。
【００５０】
　インフルエンザウイルスは、抗ウイルス療法（例えば、オセルタミビル［２７］および
／またはザナミビル）に対して抵抗性であり得、これには抵抗性の流行性株を含む［２８
］。
【００５１】
　本発明で用いられるインフルエンザウイルスは再集合体株であってもよく、逆遺伝学的
技術（ｒｅｖｅｒｓｅ　ｇｅｎｅｔｉｃｓ　ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ）によって得られてもよ
い。逆遺伝学的技術［例えば、２９～３３］によって、インフルエンザウイルスはプラス
ミドを用いてインビトロで調製される所望のゲノムセグメントを有することが可能になる
。代表的には、これは、（ａ）例えば、ｐｏｌＩプロモーターまたはバクテリオファージ
ＲＮＡポリメラーゼプロモーターから、所望のウイルスＲＮＡ分子をコードするＤＮＡ分
子を発現する工程、および（ｂ）例えば、ｐｏｌＩＩプロモーターからウイルスタンパク
質をコードするＤＮＡ分子を発現する工程を包含し、この結果、細胞中の両方のタイプの
ＤＮＡの発現が完全なインタクト感染性ビリオンのアセンブリをもたらす。このＤＮＡは
好ましくはウイルスＲＮＡおよびタンパク質の全てを提供するが、いくつかのＲＮＡおよ
びタンパク質を提供するためにヘルパーウイルスを用いることも可能である。
【００５２】
　各々のウイルスＲＮＡを作製するために別個のプラスミドを用いるプラスミドベースの
方法を用いてもよく［３４～３６］、これらの方法はまた、いくつかの方法で用いられて
いる最大１２個のプラスミドを用いる、ウイルスタンパク質の全てまたはいくつか（例え
ば、ＰＢ１、ＰＢ２、ＰＡおよびＮＰタンパク質だけ）を発現するためのプラスミドの使
用を包含する。必要なプラスミドの数を減らすために、最近のアプローチ［３７］では、
同じプラスミド上の（ウイルスＲＮＡ合成のための）複数のＲＮＡポリメラーゼＩ転写カ
セット（例えば、１、２、３、４、５、６、７または８つ全てのインフルエンザＡのｖＲ
ＮＡセグメントをコードする配列）と、別のプラスミド上のＲＮＡポリメラーゼＩＩプロ
モーターを有する複数のタンパク質コード領域（例えば、１、２、３、４、５、６、７ま
たは８つ全てのインフルエンザＡのｍＲＮＡ転写物をコードする配列）とを組み合わせる
。引用文献３７の方法の好ましい局面は以下を包含する：（ａ）単一のプラスミド上のＰ
Ｂ１、ＰＢ２およびＰＡのｍＲＮＡコード領域；ならびに（ｂ）単一プラスミド上に８つ
全てのｖＲＮＡコードセグメント。１つのプラスミド上にＮＡセグメントおよびＨＡセグ
メントを含むこと、ならびに別のプラスミド上に６つの他のセグメントを含むことでも問
題を容易にできる。
【００５３】
　ＰｏｌＩプロモーターは種特異的である傾向があり、そのためプロモーターは、逆遺伝
学が生じる細胞タイプに適合するように選択され得、例えば、イヌ細胞では、イヌのｐｏ
ｌＩプロモーターを用いることが好ましい［３８、３９］。しかし、ウイルスＲＮＡセグ
メントをコード化するためにｐｏｌＩプロモーターを用いる代わりに、バクテリオファー
ジのポリメラーゼプロモーターを用いることが可能である［４０］。例えば、ＳＰ６、Ｔ
３またはＴ７ポリメラーゼのプロモーターは、都合よく用いられ得る。また、細胞は外因
性のポリメラーゼ酵素をコードするプラスミドで感染されなければならないが、ｐｏｌＩ
プロモーターの種特異性のため、バクテリオファージプロモーターはいくつかの細胞タイ
プでより好都合であり得る。
【００５４】
　他の技術では、ウイルスＲＮＡを、および単一のテンプレート由来の発現可能なｍＲＮ
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Ａを同時にコードするために二重の（ｄｕａｌ）ｐｏｌＩおよびｐｏｌＩＩプロモーター
を用いることが可能である［４１、４２］。
【００５５】
　従って、インフルエンザＡウイルスは、Ａ／ＰＲ／８／３４ウイルス由来の１つ以上の
ＲＮＡセグメントを包含し得る（代表的には、６つのセグメントは、Ａ／ＰＲ／８／３４
に由来し、ＨＡおよびＮセグメントはワクチン株由来する、すなわち６：２再集合体であ
る）。これはまた、Ａ／ＷＳＮ／３３ウイルス由来の、またはワクチン調製物のための再
集合体ウイルスを作製するために有用な任意の他のウイルス株由来の、１つ以上のＲＮＡ
セグメントを含んでもよい。インフルエンザＡウイルスは、ＡＡ／６／６０インフルエン
ザウイルス（Ａ／Ａｎｎ　Ａｒｂｏｒ／６／６０）由来の６つ未満（すなわち、０、１、
２、３、４または５）のウイルスセグメントを含み得る。インフルエンザＢウイルスは、
ＡＡ／１／６６インフルエンザウイルス（Ｂ／Ａｎｎ　Ａｒｂｏｒ／１／６６）由来の６
つ未満（すなわち、０、１、２、３、４または５）のウイルスセグメントを含み得る。代
表的には、本発明は、ヒトからヒトへ感染し得る株に対して防御し、そのためこの株のゲ
ノムは通常は、哺乳動物における（例えば、ヒトにおける）インフルエンザウイルスに由
来する少なくとも１つのＲＮＡセグメントを含む。鳥類のインフルエンザウイルスに由来
するＮＳセグメントを含んでもよい。
【００５６】
　（インフルエンザウイルス増殖およびビリオン精製）
　本発明のプロセスは、インフルエンザビリオンを含んでいる出発材料に対して行っても
よい。これらのビリオンは卵（例えば、特定病原体除去卵（ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｐａｔｈ
ｏｇｅｎ　ｆｒｅｅ　ｅｇｇ））または細胞培養物中のいずれかで増殖したウイルスの産
物であり得る。インフルエンザウイルス増殖のための現在の標準的な方法は、孵化鶏卵を
用い、ここではウイルスは卵の内容物（尿膜腔液）から精製される。しかし、近年ではウ
イルスは動物細胞培養で増殖され、そして速度および患者のアレルギーの理由で、この増
殖方法が好ましい。
【００５７】
　インフルエンザウイルスを増殖するために用いられる細胞株は代表的には哺乳動物起源
である。適切な哺乳動物細胞の起源としては、限定するものではないが、ハムスター、ウ
シ、霊長類（ヒトおよびサルを含む）およびイヌの細胞が挙げられるが、霊長類の細胞の
使用は好ましくない。種々の細胞タイプ、例えば、腎臓細胞、線維芽細胞、網膜細胞、肺
細胞などを用いてもよい。適切なハムスター細胞の例は、ＢＨＫ２１またはＨＫＣＣとい
う名称を有する細胞株である。適切なサル細胞は、例えば、アフリカミドリザル細胞、例
えば、Ｖｅｒｏ細胞株などの腎臓細胞である［４３～４５］。適切なイヌの細胞は、例え
ば、ＣＬＤＫおよびＭＤＣＫ細胞株などの腎臓細胞である。
【００５８】
　したがって、適切な細胞株としては限定するものではないが以下が挙げられる：ＭＤＣ
Ｋ；ＣＨＯ；ＣＬＤＫ；ＨＫＣＣ；２９３Ｔ；ＢＨＫ；Ｖｅｒｏ；ＭＲＣ－５；ＰＥＲ．
Ｃ６［４６］；ＦＲｈＬ２；ＷＩ－３８；など。適切な細胞株は、例えば、Ａｍｅｒｉｃ
ａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ（ＡＴＣＣ）コレクション［４７］から、Ｃ
ｏｒｉｅｌｌ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｐｏｓｉｔｏｒｉｅｓ［４８］から、またはＥｕｒｏｐｅ
ａｎ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅｓ（ＥＣＡＣＣ）から広
く入手可能である。例えば、ＡＴＣＣはカタログ番号ＣＣＬ－８１、ＣＣＬ－８１．２、
ＣＲＬ－１５８６およびＣＲＬ－１５８７として種々の異なるＶｅｒｏ細胞を供給し、Ｍ
ＤＣＫ細胞をカタログ番号ＣＣＬ－３４として供給する。ＰＥＲ．Ｃ６はＥＣＡＣＣから
寄託番号９６０２２９４０として入手可能である。
【００５９】
　最も好ましい細胞株は、哺乳動物型のグリコシル化を有する細胞株である。哺乳動物細
胞株に対するやや好ましくない代替として、ウイルスは鳥類細胞株で増殖し得［例えば、
引用文献４９～５１］、この鳥類細胞株としては、アヒル（例えば、アヒルの網膜）また
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はニワトリ由来の細胞株が挙げられる。鳥類の細胞株の例としては、鳥類胚性幹細胞［４
９、５２］およびアヒル網膜細胞［５０］が挙げられる。適切な鳥類胚性幹細胞としては
、ＥＢｘ細胞株（ニワトリ胚性幹細胞由来）ＥＢ４５、ＥＢ１４、およびＥＢ１４－０７
４［５３］が挙げられる。ニワトリ胚線維芽細胞（ＣＥＦ）も用いられてもよい。しかし
、鳥類細胞を用いるのではなく、哺乳動物細胞を使用することは、ワクチンが鳥類のＤＮ
Ａおよび卵のタンパク質（例えば、オボアルブミンおよびオボムコイド）を含まないこと
が可能で、それによってアレルゲン性を軽減するということを意味する。
【００６０】
　インフルエンザウイルスを増殖するのに最も好ましい細胞株は、Ｍａｄｉｎ　Ｄａｒｂ
ｙイヌ腎臓由来のＭＤＣＫ細胞株である［５４～５７］。もともとのＭＤＣＫ細胞株はＡ
ＴＣＣからＣＣＬ－３４として入手可能であるが、この細胞株の誘導体も用いられてもよ
い。例えば、引用文献５４は、懸濁培養中での増殖に適したＭＤＣＫ細胞株を開示してい
る（「ＭＤＣＫ　３３０１６」ＤＳＭ　ＡＣＣ　２２１９として寄託された）。同様に、
引用文献５８は、無血清培養中での懸濁物中で増殖するＭＤＣＫ－由来細胞株を開示して
いる（「Ｂ－７０２」、ＦＥＲＭ　ＢＰ－７４４９として寄託された）。引用文献５９は
非腫瘍原性ＭＤＣＫ細胞を開示しており、これは「ＭＤＣＫ－Ｓ」（ＡＴＣＣ　ＰＴＡ－
６５００）、「ＭＤＣＫ－ＳＦ１０１」（ＡＴＣＣ　ＰＴＡ－６５０１）、「ＭＤＣＫ－
ＳＦ１０２」（ＡＴＣＣ　ＰＴＡ－６５０２）および「ＭＤＣＫ－ＳＦ１０３」（ＰＴＡ
－６５０３）を含む。引用文献６０は、感染に対する感受性の高いＭＤＣＫ細胞株を開示
しており、これは「ＭＤＣＫ．５Ｆ１」細胞（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１２０４２）を含む。
これらのＭＤＣＫ細胞株のいずれを用いてもよい。
【００６１】
　ウイルスは接着培養中または懸濁物中の細胞において増殖してもよい。マイクロキャリ
ア培養も用いてもよい。いくつかの実施形態では、細胞は、したがって、懸濁物中での増
殖に適合させられ得る。
【００６２】
　細胞株は、好ましくは、無血清培地および／またはタンパク質を含まない培地中で増殖
させられる。培地は、ヒトまたは動物起源の血清に由来する添加物がない本発明の状況に
おいて、無血清培地と呼ばれる。上記培地中で増殖する細胞は、自身のタンパク質を当然
ながら含むが、タンパク質なしの培地とは細胞の増殖がタンパク質、増殖因子、他のタン
パク質添加物および非血清タンパク質を排除した状態で生じる培地を意味することが理解
され、しかし必要に応じてトリプシンまたはウイルス増殖に必要であり得る他のプロテア
ーゼなどのタンパク質を含んでもよい。
【００６３】
　インフルエンザウイルス複製を支持する細胞株は好ましくは、ウイルス複製の間、３７
℃未満［６１］（例えば、３０～３６℃、または約３０℃、３１℃、３２℃、３３℃、３
４℃、３５℃、３６℃）で増殖される。
【００６４】
　培養細胞中でインフルエンザウイルスを増殖させるための方法は一般に、細胞の培養物
に増殖すべき株の接種材料を接種する工程、例えばウイルス力価または抗原発現（例えば
、接種後２４～１６８時間の間）などによって決定される、ウイルス増殖のための所望の
期間にわたって感染細胞を培養する工程、および増殖したウイルスを収集する工程を包含
する。この培養された細胞は、１：５００～１：１、好ましくは１：１００～１：５、さ
らに好ましくは１：５０～１：１０というウイルス（ＰＦＵまたはＴＣＩＤ５０によって
測定）対細胞比で接種される。このウイルスは、細胞の懸濁物に添加されるか、または細
胞の単層に与えられ、そのウイルスは少なくとも６０分間、ただし通常は３００分未満、
好ましくは９０～２４０分間、２５℃～４０℃で、好ましくは２８℃～３７℃でその細胞
上に吸収される。この感染した細胞培養物（例えば、単層）は、回収される培養上清のウ
イルス含量を増大させるために凍結解凍によって、または酵素作用によってのいずれかで
除去され得る。次いでこの回収された流体は不活化されるか、または凍結保存される。培
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養された細胞は、約０．０００１～１０、好ましくは０．００２～５、さらに好ましくは
０．００１～２という感染効率（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ　ｏｆ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
）（「ｍ．ｏ．ｉ．」）で感染させられ得る。それよりさらに好ましくは、細胞は約０．
０１というｍ．ｏ．ｉで感染させられる。感染した細胞は、感染の３０～６０時間後に回
収され得る。好ましくは、細胞は感染の３４～４８時間後に回収される。それよりさらに
好ましくは、細胞は感染の３８～４０時間後に回収される。プロテアーゼ（代表的にはト
リプシン）は一般に、ウイルス放出を可能にするために細胞培養の間に添加され、プロテ
アーゼは、培養の間、任意の適切な段階で添加されてよく、例えば、接種の前に添加され
ても、接種と同時に添加されても、または接種の後に添加されてもよい［６１］。
【００６５】
　好ましい実施形態では、特にＭＤＣＫ細胞では、細胞株は、４０集団倍加レベル（ｐｏ
ｐｕｌａｔｉｏｎ－ｄｏｕｂｌｉｎｇ　ｌｅｖｅｌ）を上回ってマスターワーキングセル
バンク（ｍａｓｔｅｒ　ｗｏｒｋｉｎｇ　ｃｅｌｌ　ｂａｎｋ）から継代されない。
【００６６】
　ウイルス接種材料およびウイルス培養物は好ましくは、単純ヘルペスウイルス、ＲＳウ
イルス、パラインフルエンザウイルス３、ＳＡＲＳコロナウイルス、アデノウイルス、ラ
イノウイルス、レオウイルス、ポリオーマウイルス、ビルナウイルス、サーコウイルス、
および／またはパルボウイルスを含まない（すなわち、それらによる汚染について試験さ
れ、かつ陰性の結果が得られている）［６２］。単純ヘルペスウイルスが存在しないこと
が特に好ましい。
【００６７】
　インフルエンザウイルスの増殖後、卵または細胞培養物中のいずれかで、ビリオン含有
流体が入手可能である。本発明はこのような流体から抗原を調製するために用いられても
よく、代表的な最初の工程はこの流体からビリオンを精製（または濃縮）することである
。この精製は、種々の方法で達成され得る［６３、６４］。例えば、直線的スクロース勾
配溶液を用いるゾーン遠心分離［６５］を用いてもよい。密度勾配遠心分離は、速度ゾー
ンローター（ｒａｔｅ　ｚｏｎａｌ　ｒｏｔｏｒ）または連続流ローター（ｃｏｎｔｉｎ
ｕｏｕｓ－ｆｌｏｗ　ｒｏｔｏｒ）［６６］を用いてもよい。沈殿方法はまた、例えば、
ポリエチレングリコールを用いて行ってもよい［６７］。例えば、上記されるように、ア
フィニティーまたは偽アフィニティー捕獲を用いてもよい（本発明の第五の局面）。この
ような精製方法の前に、ビリオン含有流体を濾過（例えば、細胞砕片を除去するため）お
よび／または限外濾過（代表的には、高分子量のカットオフ、例えば、≧３００ｋＤａ，
≧５００ｋＤａ、またはそれ以上を有する）および／またはダイアフィルトレーション（
本発明の第五の局面について上記されるとおり）に供してもよい。
【００６８】
　（ウイルス不活化）
　本発明のプロセスは代表的には、ウイルスが不活化されその感染性が除かれる工程を包
含する。ウイルスを不活化するための化学的手段としては、以下の薬剤のうちの１つ以上
の有効量での処理が挙げられる：界面活性剤、ホルムアルデヒド（例えば、ホルマリンと
して）、β－プロピオラクトン、メチレンブルー、ソラレン（ｐｓｏｒａｌｅｎ）、カル
ボキシフラーレン（Ｃ６０）またはそれらの任意の組み合わせ。ウイルス不活化の他の方
法、例えば、バイナリーエチルアミン（ｂｉｎａｒｙ　ｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ）、アセチ
ルエチレンイミンまたはガンマ線照射もしくはＵＶ光などが当該分野で公知である。
【００６９】
　β－プロピオラクトンでの処理は、引用文献６８に開示されるように、特に有用である
。本発明のいくつかの実施形態において、β－プロピオラクトンはリン酸緩衝液中に存在
してもよい。
【００７０】
　不活化に先行する工程において、ビリオンは通常は上記のように濃縮される。
【００７１】
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　（分割）
　分割ビリオンは精製されたビリオンを界面活性剤（イオン性または非イオン性）および
／または溶媒を用いて処理して、サブビリオンの調製物を生成することによって得られる
。上で言及されるとおり、インフルエンザウイルスを分割する方法は当該分野で周知であ
り、これには「Ｔｗｅｅｎエーテル」法が挙げられる。分割は代表的には、丸ごとのビリ
オン（これは感染性であっても非感染性であってもよい）に対して行われる。分裂の結果
、ウイルスタンパク質の完全または部分的な可溶化がもたらされ、ウイルスの完全性が変
更される。ＢＥＧＲＩＶＡＣ（商標）、ＦＬＵＡＲＩＸ（商標）、ＦＬＵＺＯＮＥ（商標
）、およびＦＬＵＳＨＩＥＬＤ（商標）という製品は分割ワクチンである。
【００７２】
　適切な分割剤としては限定するものではないが以下が挙げられる：エチルエーテル、ポ
リソルベート８０、デオキシコール酸塩、トリ－Ｎ－ブチルホスフェート、アルキルグリ
コシド、アルキルチオグリコシド、アシル糖、スルホベタイン、ベタイン、ポリオキシエ
チレンアルキルエーテル、Ｎ，Ｎ－ジアルキル－グルカミド、Ｈｅｃａｍｅｇ、アルキル
フェノキシ－ポリエトキシエタノール、第四級アンモニウム化合物、サルコシル、臭化セ
チルトリメチルアンモニウム（例えば、Ｃｅｔａｖｌｏｎ（商標））、トリ－Ｎ－ブチル
ホスフェート、ミリスチルトリメチルアンモニウム塩、リポフェクチン、リポフェクタミ
ンおよびＤＯＴ－ＭＡ、オクチルフェノキシポリオキシエタノールまたはノニルフェノキ
シポリオキシエタノール（例えば、Ｔｒｉｔｏｎサーファクタント（例えば、Ｔｒｉｔｏ
ｎ　Ｘ－１００またはＴｒｉｔｏｎ　Ｎ１０１）、ノノキシノール９（ＮＰ９）Ｓｙｍｐ
ａｔｅｎｓ－ＮＰ／０９０，）、ポリオキシエチレンソルビタンエステル（Ｔｗｅｅｎサ
ーファクタント）、ポリオキシエチレンエーテル、ポリオキシエチレンエステルなど。１
つの有用な分割手順は、デオキシコール酸ナトリウムおよびホルムアルデヒドの連続的効
果を用い、そして分割は、最初のビリオン精製の間に（例えば、スクロース密度勾配溶液
中で）行ってもよい。
【００７３】
　好ましい分割剤はイオン性（例えば、陽イオン性）界面活性剤、例えば、臭化セチルト
リメトルアンモニウム（ＣＴＡＢ）である。
【００７４】
　分割は、リン酸緩衝液などの緩衝液の存在下で生じ得る。この緩衝液は通常は、わずか
に酸性のｐＨ、例えば、７．１～９．０、７．２～８．０、または約７．５を有し得る。
【００７５】
　分割は通常は、水溶液中で、例えば、緩衝化水溶液中で生じる。上記のように、この溶
液は、１００ｍＭ以上のイオン強度、例えば、≧２００ｍＭ、≧３００ｍＭ、≧４００ｍ
Ｍ、≧５００ｍＭ、≧６００ｍＭ、≧７００ｍＭ、≧８００ｍＭなどを有し得る。
【００７６】
　（界面活性剤の交換）
　分割工程後、分割界面活性剤は吸着によって除去されることが通常である。例えば、引
用文献１４は、Ａｍｂｅｒｌｉｔｅ　ＸＡＤ－４（マクロ網状架橋芳香族ポリマー（ｍａ
ｃｒｏｒｅｔｉｃｕｌａｒ　ｃｒｏｓｓ－ｌｉｎｋｅｄ　ａｒｏｍａｔｉｃ　ｐｏｌｙｍ
ｅｒ））をＣＴＡＢ／Ｔｗｅｅｎ分割工程の後に添加して界面活性剤を除去することを報
告している。次いでこのポリマーはそれ自体濾過によって除去される。
【００７７】
　いくつかの環境では、界面活性剤については、例えば、特定の活性成分を可溶化するた
めに最終の薬学的処方物中に残ることが所望される。この場合、ビリオンからインフルエ
ンザ抗原を調製するための以前のプロセスは、イオン性界面活性剤の分割剤（例えば、Ｃ
ＴＡＢ）の前に、またはそれとともに、非イオン性界面活性剤（例えば、ポリソルベート
）を添加した。次いでイオン性界面活性剤は完全に除去されるが（例えば、Ａｍｂｅｒｌ
ｉｔｅ吸着によって）、非イオン性界面活性剤は可溶化目的で残されている。非イオン性
界面活性剤はまた、抗原を可溶化するために用いられてもよく、その結果それらの抗原は
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イオン性界面活性剤の除去の間に吸着されることがなく、例えば、アンバーライト吸着が
ＣＴＡＢを除去し、赤血球凝集素を除去しないことが確実になる。
【００７８】
　このアプローチでの問題は、非イオン性界面活性剤の所望の最終濃度を達成することが
極めて困難であるということである。なぜなら分割後に溶液中で残る非イオン性界面活性
剤の量は、分割工程の前に存在するタンパク質、脂質などの量に依存するからである：低
レベルの材料インプットでは、非イオン性界面活性剤の残留濃度が高くなり、逆もまた真
である。
【００７９】
　この問題を回避するために、本発明のいくつかの実施形態では、分割工程の前にビリオ
ンを界面活性剤に曝さない。分割は、所望の濃度で第一の界面活性剤（例えば、ＣＴＡＢ
などのイオン性界面活性剤）に対してビリオンを曝す。次いで第一の界面活性剤は除去さ
れるが、第二の界面活性剤（例えば、非イオン性界面活性剤、例えば、ポリソルベート８
０）によって置換され、すなわち、この第一の界面活性剤は第二の界面活性剤で交換され
る。この工程は以下を包含し得る：第一の界面活性剤の除去および第二の界面活性剤の添
加を同時に行うこと；第二の界面活性剤の添加およびその後の第一の界面活性剤の除去；
または第一の界面活性剤の除去およびその後の第二の界面活性剤の添加。交換後に存在す
る第二の界面活性剤の量は、交換の前に存在した第一の界面活性剤の量より少なくても、
高くても、または等しくてもよい。重要なことには、この工程後に残る第二の界面活性剤
の濃度は、制御かつ規定され得るが（例えば、インフルエンザ抗原の量に対して）、しか
し、第二の界面活性剤の早期の添加は、分割界面活性剤が除去された後に残る第二の界面
活性剤の量の変動を生じ得る。
【００８０】
　界面活性剤の交換は分割後直ちに生じる必要はない。例えば、さらなる抗原精製は分割
後、ただし、界面活性剤交換前に行うことが可能であり、例えば、表面抗原は、交換前に
分割ビリオン（下を参照）から精製されてもよい。
【００８１】
　（分割ビリオンのさらなる処理）
　本発明は、インフルエンザウイルス分割手順における種々の改良を提供し、それによっ
て分割ウイルスワクチンの製造に用いられ得る。しかし、さらに、本発明によって調製さ
れる分割ビリオンは、例えば、精製されたインフルエンザウイルス表面抗原（赤血球凝集
素、および代表的にはノイラミニダーゼ）が得られるように、さらに処理されてもよい。
上述のとおり、このタイプのワクチンを調製するプロセスは当該分野で周知であって、Ｆ
ＬＵＶＩＲＩＮ（商標）、ＡＧＲＩＰＰＡＬ（商標）およびＩＮＦＬＵＶＡＣ（商標）と
いう製品がこのようなワクチンである。例えば、分割ビリオンの超遠心分離を用いて、精
製された表面抗原を調製してもよい。同様に、分割ビリオンのゾーン勾配遠心分離を用い
てもよい（引用文献９の実施例１を参照のこと）。
【００８２】
　従って、インフルエンザビリオンを分裂させるための本発明のプロセスは、分割ウイル
スワクチンを調製するため、または精製された表面抗原ワクチンを調製するための全体的
プロセスの一部として用いられ得る。このプロセスでは、赤血球凝集素含有抗原調製物を
、インフルエンザビリオンが分裂させられるプロセス（本明細書において記載のプロセス
による）によって、ウイルスから得る。次いで、この赤血球凝集素含有抗原調製物を用い
て、これも本明細書に記載のように、ワクチンを調製する。
【００８３】
　ＨＡは、現在の不活化インフルエンザワクチンにおいて主要な免疫原であり、ワクチン
用量は、代表的にはＳＲＩＤで測定される、ＨＡレベルに対する参照によって標準化され
る。既存のワクチンは代表的には、１株あたり約１５μｇのＨＡを含むが、例えば、小児
には、または流行の状況では、またはアジュバントを用いる場合、それより低用量を用い
てもよい。分割用量、例えば、１／２（すなわち、１株あたり７．５μｇのＨＡ）、１／
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４および１／８が用いられており、それより高用量も用いられている（例えば、３×また
は９×用量［６９、７０］）。従って、ワクチンは１インフルエンザ株あたり０．１～１
５０μｇのＨＡ、好ましくは０．１～５０μｇ、例えば、０．１～２０μｇ、０．１～１
５μｇ、０．１～１０μｇ、０．１～７．５μｇ、０．５～５μｇなどを含んでもよい。
特定の用量としては、例えば、１株あたり約４５、約３０、約１５、約１０、約７．５、
約５、約３．８、約１．９、約１．５などが挙げられる。１株あたり７．５μｇの用量が
小児での使用には理想的である。
【００８４】
　ワクチンは、インフルエンザＡウイルスおよび／またはインフルエンザＢウイルスを含
む１つ以上（例えば、１、２、３、４またはそれ以上）のインフルエンザウイルス株由来
の抗原（単数または複数）を含んでもよい。ワクチンが２つ以上のインフルエンザ株を含
む場合、異なる株が代表的には別々に増殖し、ウイルスが回収されて抗原が調製された後
に混合される。そのため、２つ以上のインフルエンザ株由来の抗原を含むワクチンについ
ては、本発明のプロセスを、単価バルク抗原の調製中に用いてもよく、次いで複数の単価
バルクを混合して多価ワクチンを調製してもよい。従って、本発明のプロセスは、２つ以
上のインフルエンザ株由来の抗原（赤血球凝集素含有抗原調製物）を混合する工程を包含
し得る。
【００８５】
　本発明で用いられるＨＡは、ウイルスで見出されるような天然のＨＡであってもよいし
、または改変されていてもよい。例えば、ウイルスを鳥類の種で極めて病原性にさせる決
定因子（例えば、ＨＡ１とＨＡ２との間の切断部位周辺の超塩基性領域）を除去するため
にＨＡを修飾することが公知である。なぜならこれらの決定基は、そうしなければ、ウイ
ルスが卵中で増殖することを妨げ得るからである。
【００８６】
　ワクチンは、この抗原内に位置する追加のＴ細胞エピトープから利益を得るために、マ
トリクス（基質）タンパク質を含んでもよい。従って、赤血球凝集素およびノイラミニダ
ーゼを含むワクチンはさらに、Ｍ１および／またはＭ２のマトリクスタンパク質を含んで
もよい。有用なマトリクスフラグメントは、引用文献７１に開示されている。核タンパク
質も存在してもよい。
【００８７】
　（アジュバント）
　本発明のワクチン組成物は、その組成物を投与される患者で惹起される免疫応答（体液
性および／または細胞性）を増強するように機能し得るアジュバントを含んでもよい。本
発明で用いられ得るワクチンアジュバントとしては限定するものではないが以下が挙げら
れる：
　●ミネラル含有組成物（カルシウム塩およびアルミニウム塩（またはそれらの混合物）
を含む）。カルシウム塩としては、リン酸カルシウム（例えば、引用文献７２で開示され
る「ＣＡＰ」粒子）が挙げられる。アルミニウム塩としては、水酸化物、リン酸塩、硫酸
塩などが挙げられ、この塩は任意の適切な形態をとる（例えば、ゲル、結晶、アモルファ
スなど）。これらの塩に対する吸着は好ましい。ミネラル含有組成物はまた、金属塩の粒
子として処方されてもよい［７３］。水酸化アルミニウムおよびリン酸アルミニウムとし
て公知のアジュバントが用いられ得る。これらの名称は慣習的であるが、簡便のために用
いられるに過ぎず、存在する実際の化合物の正確な説明でもない（例えば、引用文献１５
７の第９章を参照のこと）。本発明は、アジュバントとして一般的に用いられる任意の「
水酸化物」または「リン酸塩」アジュバントを用いてもよい。「水酸化アルミニウム」と
して公知のアジュバントは代表的にはオキシ水酸化アルミニウム塩であり、これは通常は
少なくとも部分的に結晶性である。「リン酸アルミニウム」として公知のアジュバントは
、代表的にはヒドロキシリン酸アルミニウムであり、これはまたしばしば少量の硫酸塩（
すなわち、ヒドロキシリン酸アルミニウム硫酸塩）も含む。それらは、沈殿によって得て
もよく、沈殿の間の反応条件および濃度は、塩におけるヒドロキシルへのリン酸塩の置換
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の程度に影響する。本発明は、水酸化アルミニウムおよびリン酸アルミニウムの両方の混
合物を用いてもよい。この場合、水酸化アルミニウムよりもリン酸アルミニウムが多く（
例えば、少なくとも２：１、例えば、≧５：１、≧６：１、≧７：１、≧８：１、≧９：
１などの重量比）あってもよい。患者への投与のための組成物中のＡｌ＋＋＋の濃度は好
ましくは１０ｍｇ／ｍｌ未満、例えば、≦５ｍｇ／ｍｌ、≦４ｍｇ／ｍｌ、≦３ｍｇ／ｍ
ｌ、≦２ｍｇ／ｍｌ、≦１ｍｇ／ｍｌなどである。好ましい範囲は、０．３～１ｍｇ／ｍ
ｌである。１用量あたり最大で０．８５ｍｇが好ましい。
【００８８】
　●サポニン［引用文献１５７の第２２章］、これはステロールグリセリドおよびトリテ
ルペノイドグリコシドの異種グループ（ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓ　ｇｒｏｕｐ）であり
、広範な種々の植物種の樹皮、葉、茎、根およびさらに花で見られる。Ｑｕｉｌｌａｉａ
　ｓａｐｏｎａｒｉａ　Ｍｏｌｉｎａの樹の樹皮由来のサポニンはアジュバントとして広
く研究されている。サポニンはまた、Ｓｍｉｌａｘ　ｏｒｎａｔａ（サルサパリラ）、Ｇ
ｙｐｓｏｐｈｉｌｌａ　ｐａｎｉｃｕｌａｔａ（ブライダル・ベール（ｂｒｉｄｅｓ　ｖ
ｅｉｌ））、およびＳａｐｏｎａｒｉａ　ｏｆｆｉｃｉａｎａｌｉｓ（ソープルート（ｓ
ｏａｐ　ｒｏｏｔ））から商業的に入手することもできる。サポニンアジュバント処方物
としては、精製された処方物、例えば、ＱＳ２１、ならびに液体処方物、例えば、ＩＳＣ
ＯＭが挙げられる。ＱＳ２１はＳｔｉｍｕｌｏｎ（商標）として上市されている。サポニ
ン組成物は、ＨＰＬＣおよびＲＰ－ＨＰＬＣを用いて精製されている。これらの技術を用
いる特定の精製画分は特定されており、これにはＱＳ７、ＱＳ１７、ＱＳ１８、ＱＳ２１
、ＱＨ－Ａ、ＱＨ－ＢおよびＱＨ－Ｃが挙げられる。好ましくはサポニンはＱＳ２１であ
る。ＱＳ２１の産生の方法は、引用文献［７４］に開示されている。サポニン処方物はま
た、ステロール、例えば、コレステロールを含んでもよい［７５］。サポニンおよびコレ
ステロールの組み合わせを用いて、免疫刺激複合体（ＩＳＣＯＭ）と呼ばれる特有の粒子
を形成してもよい［引用文献１５７の第２３章］。ＩＳＣＯＭは代表的にはまた、ホスフ
ァチジルエタノールアミンまたはホスファチジルコリンなどのリン脂質を含む。任意の公
知のサポニンをＩＳＣＯＭで用いてもよい。好ましくは、ＩＳＣＯＭは、ＱｕｉｌＡ、Ｑ
ＨＡおよびＱＨＣのうち１つ以上を含む。ＩＳＣＯＭはさらに、引用文献７５～７７に記
載されている。必要に応じて、ＩＳＣＯＭＳは、追加の界面活性剤を欠いてもよい［７８
］。サポニンベースのアジュバントの開発の概説は引用文献７９および８０に見出され得
る。
【００８９】
　●細菌性ＡＤＰリボシル化毒素（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ熱不安定性エンテロトキシン「
ＬＴ」、コレラ毒素「ＣＴ」、または百日咳毒素「ＰＴ」）、および特にその無毒化誘導
体、例えば、ＬＴ－Ｋ６３およびＬＴ－Ｒ７２［８１］またはＣＴ－Ｅ２９Ｈ［８２］と
して公知の変異体毒素。無毒化ＡＤＰリボシル化毒素の使用は、引用文献８３に粘膜アジ
ュバントとして、そして引用文献８４には非経口的アジュバントとして記載されている。
【００９０】
　●生体接着物（ｂｉｏａｄｈｅｓｉｖｅ）および粘膜接着物（ｍｕｃｏａｄｈｅｓｉｖ
ｅ）、例えば、エステル化ヒアルロン酸ミクロスフェア［８５］またはキトサンおよびそ
の誘導体［８６］。
【００９１】
　●マイクロ粒子（すなわち、約１００ｎｍ～約１５０μｍの直径、さらに好ましくは約
２００ｎｍ～約３０μｍの直径、または約５００ｎｍ～約１０μｍの直径の粒子）であっ
て、生分解性および非毒性である物質（例えば、ポリ（α－ヒドロキシ酸）、ポリヒドロ
キシ酪酸、ポリオルトエステル、ポリアンハイドライド、ポリカプロラクトンなど）から
形成され、ここでポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）が好ましく、必要に応じて、負に
荷電された表面（例えば、ＳＤＳで）または正に荷電された表面（例えば、陽イオン性界
面活性剤、例えば、ＣＴＡＢで）を有するように処理されている、マイクロ粒子。
【００９２】
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　●リポソーム（引用文献１５７の第１３章および１４章）。アジュバントとしての使用
に適切なリポソーム処方物の例は引用文献８７～８９に記載されている。
【００９３】
　●ムラミルペプチド、例えば、Ｎ－アセチルムラミル－Ｌ－トレオニル－Ｄ－イソグル
タミン（「ｔｈｒ－ＭＤＰ」）、Ｎ－アセチル－ノルムラミル－Ｌ－アラニル－Ｄ－イソ
グルタミン（ｎｏｒ－ＭＤＰ）、Ｎ－アセチルグルコサミニル（ａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｓ
ａｍｉｎｙｌ）－Ｎ－アセチルムラミル－Ｌ－Ａｌ－Ｄ－イソグル－Ｌ－Ａｌａ－ジパル
ミトキシ（ｄｉｐａｌｍｉｔｏｘｙ）プロピルアミド（「ＤＴＰ－ＤＰＰ」，または「Ｔ
ｈｅｒａｍｉｄｅ」（商標））、Ｎ－アセチルムラミル－Ｌ－アラニル－Ｄ－イソグルタ
ミニル－Ｌ－アラニン－２－（１’－２’ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ヒドロ
キシホスホリルオキシ）－エチルアミン（「ＭＴＰ－ＰＥ」）。
【００９４】
　●ポリオキシドニウムポリマー［９０、９１］または他のＮ－酸化ポリエチレン－ピペ
ラジン誘導体。
【００９５】
　●メチルイノシン５’－モノホスフェート（「ＭＩＭＰ」）［９２］。
【００９６】
　●ポリヒドロキシル化ピロリジン化合物［９３］、例えば、式：
【００９７】
【化１】

を有する化合物であって、
式中、Ｒは水素、直鎖または分枝鎖の、非置換または置換の、飽和または不飽和のアシル
基、アルキル基（例えば、シクロアルキル基）、アルケニル基、アルキニル基およびアリ
ール基、またはその薬学的に受容可能な塩もしくは誘導体からなる群より選択される。例
としては限定するものではないが：カスアリン（ｃａｓｕａｒｉｎｅ）、カスアリン－６
－α－Ｄ－グルコピラノース、３－ｅｐｉ－カスアリン、７－ｅｐｉ－カスアリン、３，
７－ジｅｐｉ－カスアリンなどが挙げられる。
【００９８】
　●ＣＤ１ｄリガンド、例えば、α－グリコシルセラミド［９４～１０１］（例えば、α
－ガラクトシルセラミド）、フィトスフィンゴシン含有α－グリコシルセラミド、ＯＣＨ
、ＫＲＮ７０００［（２Ｓ，３Ｓ，４Ｒ）－１－Ｏ－（α－Ｄ－ガラクトピラノシル）－
２－（Ｎ－ヘキサコサノイルアミノ（ｈｅｘａｃｏｓａｎｏｙｌａｍｉｎｏ））－１，３
，４－オクタデカントリオール］、ＣＲＯＮＹ－１０１、３’’－Ｏ－スルホ－ガラクト
シルセラミド、など。
【００９９】
　●ガンマイヌリン［１０２］またはその誘導体、例えば、アルガムリン（ａｌｇａｍｍ
ｕｌｉｎ）。
【０１００】
　●水中油型（ｏｉｌ－ｉｎ－ｗａｔｅｒ）エマルジョン。種々のこのようなエマルジョ
ンが公知であり、それらは代表的には、少なくとも１つのオイルおよび少なくとも１つの
サーファクタントを含み、このオイルおよびサーファクタントは生分解性（代謝可能）お
よび生体適合性である。さらなる詳細を下に示す。
【０１０１】
　●免疫刺激性オリゴヌクレオチド、例えば、ＣｐＧモチーフ（グアノシン残基にリン酸
結合によって連結された非メチル化シトシン残基を含んでいるジヌクレオチド配列）、も
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しくはＣｐＩモチーフ（イノシンに連結されたシトシンを含んでいるジヌクレオチド配列
）を含むもの、または二重鎖ＲＮＡ、またはパリンドローム配列を含んでいるオリゴヌク
レオチド、またはポリ（ｄＧ）配列を含んでいるオリゴヌクレオチド。免疫刺激性オリゴ
ヌクレオチドは、ヌクレオチド修飾／アナログ、例えば、ホスホロチオエート修飾を含ん
でもよく、二本鎖または（ＲＮＡを除く）一本鎖であってもよい。引用文献１０３、１０
４および１０５は、可能なアナログ置換、例えば、２’－デオキシ－７－デアザグアノシ
ンでのグアノシンの置換を開示している。ＣｐＧオリゴヌクレオチドのアジュバント効果
はさらに、引用文献１０６～１１１に考察されている。ＣｐＧ配列は、モチーフＧＴＣＧ
ＴＴまたはＴＴＣＧＴＴなどのＴＬＲ９に関連し得る［１１２］。このＣｐＧ配列は、Ｃ
ｐＧ－Ａ　ＯＤＮ（オリゴデオキシヌクレオチド）のようにＴｈ１免疫応答を誘導するた
めに特異的であってもよく、またはＣｐＧ－Ｂ　ＯＤＮのようにＢ細胞応答を誘導するた
めにさらに特異的であってもよい。ＣｐＧ－ＡおよびＣｐＧ－Ｂ　ＯＤＮは、引用文献１
１３～１１５に考察される。好ましくは、ＣｐＧはＣｐＧ－Ａ　ＯＤＮである。好ましく
はＣｐＧオリゴヌクレオチドは、５’末端がレセプター認識に利用可能であるように構築
される。必要に応じて、２つのＣｐＧオリゴヌクレオチド配列を、その３’末端で結合さ
せて、「イムノマー」を形成してもよい。例えば、引用文献１１２および１１６～１１８
を参照のこと。有用なＣｐＧアジュバントは、ＰｒｏＭｕｎｅ（商標）（Ｃｏｌｅｙ　Ｐ
ｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｇｒｏｕｐ，　Ｉｎｃ．）としても公知であるＣｐＧ７９
０９である。別にはＣｐＧ１８２６がある。ＣｐＧ配列を用いる代わりに、またはＣｐＧ
配列の使用に加えて、ＴｐＧ配列を用いてもよく［１１９］、そしてこれらのオリゴヌク
レオチドは非メチル化ＣｐＧモチーフを含まない場合がある。この免疫刺激性オリゴヌク
レオチドはピリミジンリッチであってもよい。例えば、これは、２つ以上の連続性のチミ
ジンヌクレオチドを含んでもよく（例えば、引用文献１１９に開示されるように、ＴＴＴ
Ｔ）、および／または、これは、チミジンが２５％を超えるヌクレオチド組成物（例えば
、＞３５％、＞４０％、＞５０％、＞６０％、＞８０％など）を有してもよい。例えば、
これは、２つ以上の連続性のシトシンヌクレオチドを含んでもよく（例えば、引用文献１
１９に開示されるように、ＣＣＣＣ）、および／または、これは、シトシンが２５％を超
えるヌクレオチド組成物（例えば、＞３５％、＞４０％、＞５０％、＞６０％、＞８０％
など）を有してもよい。これらのオリゴヌクレオチドは、非メチル化ＣｐＧモチーフを含
まない場合がある。免疫刺激性オリゴヌクレオチドは代表的には、少なくとも２０ヌクレ
オチドを含む。それらが含むのは１００ヌクレオチド未満であってもよい。
【０１０２】
　免疫刺激性オリゴヌクレオチドなどに基づいて特に有用なアジュバントは、ＩＣ３１（
商標）として公知である［１２０］。従って、本発明で用いられるアジュバントは、（ｉ
）少なくとも１つの（好ましくは複数の）ＣｐＩモチーフを含んでいるオリゴヌクレオチ
ド（例えば、１５～４０ヌクレオチド）、および（ｉｉ）少なくとも１つの（および好ま
しくは複数の）Ｌｙｓ－Ａｒｇ－Ｌｙｓのトリペプチド配列を含んでいるオリゴヌクレオ
チド（例えば、５～２０アミノ酸）などのポリカチオン性ポリマーの混合物を含んでもよ
い。このオリゴヌクレオチドは、２６マーの配列５’－（ＩＣ）１３－３’（配列番号：
　＿＿＿＿）を含んでいるデオキシヌクレオチドであってもよい。このポリカチオン性ポ
リマーは、１１マーのアミノ酸配列ＫＬＫＬＬＬＬＬＫＬＫ（配列番号：　＿＿＿＿）を
含むペプチドであってもよい。
【０１０３】
　●３－Ｏ－脱アシル化モノホスホリルリピドＡ（「３ｄＭＰＬ」、「ＭＰＬ（商標）」
としても公知）［１２１～１２４］。水性の状態では、３ｄＭＰＬは、異なるサイズ、例
えば、＜１５０ｎｍまたは＞５００ｎｍの直径を有するミセル凝集物または粒子を形成し
得る。これらのいずれかまたは両方を本発明で用いてもよく、よい方の粒子を通常のアッ
セイで選択してもよい。より小さい粒子（例えば、３ｄＭＰＬの透明な水性懸濁物を得る
のに十分小さい粒子）が、その優れた活性のため、本発明による使用に好ましい［１２５
］。好ましい粒子は２２０ｎｍ未満、さらに好ましくは２００ｎｍ未満、または１５０ｎ
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ｍ未満もしくは１２０ｎｍ未満の平均直径を有し、１００ｎｍ未満の平均直径を有してさ
えよい。しかし、ほとんどの場合、平均直径は５０ｎｍ未満ではない。
【０１０４】
　●イミダゾキノリン化合物、例えば、Ｉｍｉｑｕｉｍｏｄ（「Ｒ－８３７」）［１２６
、１２７］、Ｒｅｓｉｑｕｉｍｏｄ（「Ｒ－８４８」）［１２８］、およびそれらのアナ
ログ；ならびにそれらの塩（例えば、塩酸塩）。免疫刺激性イミダゾキノリンについての
さらなる詳細は、引用文献１２９～１３３に見出され得る。
【０１０５】
　●チオセミカルバゾン化合物、例えば、引用文献１３４に開示されるもの。活性化合物
について処方、製造およびスクリーニングする方法も引用文献１３４に記載されている。
チオセミカルバゾンは、ＴＮＦ－αのようなサイトカインの産生のためのヒト末梢血単核
球の刺激に特に有効である。
【０１０６】
　●トリプタントリン（ｔｒｙｐｔａｎｔｈｒｉｎ）化合物、例えば、引用文献１３５に
開示される化合物。活性化合物について処方、製造およびスクリーニングする方法も引用
文献１３５に記載されている。チオセミカルバゾンは、ＴＮＦ－αのようなサイトカイン
の産生のためのヒト末梢血単核球の刺激に特に有効である。
【０１０７】
　●ヌクレオシドアナログ、例えば：（ａ）イサトラビン（Ｉｓａｔｏｒａｂｉｎｅ）（
ＡＮＡ－２４５；７－チア－８－オキソグアノシン）：
【０１０８】

【化２】

およびそのプロドラッグ；（ｂ）ＡＮＡ９７５；（ｃ）ＡＮＡ－０２５－１；（ｄ）ＡＮ
Ａ３８０；（ｅ）引用文献１３６～１３８に開示される化合物。ＴＬＲ４アンタゴニスト
Ｅ５５６４［１３９、１４０］：
【０１０９】
【化３】

などのホスフェート含有非環式骨格に連結された脂質を含んでいる化合物。
【０１１０】
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　●引用文献１４１に規定されるような置換尿素または式Ｉ、ＩＩもしくはＩＩＩの化合
物またはその塩：
【０１１１】
【化４】

、「ＥＲ　８０３０５８」、「ＥＲ　８０３７３２」、「ＥＲ　８０４０５３」、ＥＲ　
８０４０５８」、「ＥＲ　８０４０５９」、「ＥＲ　８０４４４２」、「ＥＲ　８０４６
８０」、「ＥＲ　８０４７６４」、ＥＲ　８０３０２２または「ＥＲ　８０４０５７」例
えば：
【０１１２】

【化５】

など。
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【０１１３】
　●Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ由来のリピドＡの誘導体、例えばＯＭ－１７４（
引用文献１４２および１４３に記載される）。
【０１１４】
　●Ｌｏｘｏｒｉｂｉｎｅ（７－アリル－８－オキソグアノシン）［１４４］。
【０１１５】
　●引用文献１４５に開示される化合物、これには以下を包含する：アシルピペラジン化
合物、インドールジオン化合物、テトラヒドライソキノリン（ＴＨＩＱ）化合物、ベンゾ
シクロジオン化合物、アミノアザビニル化合物、アミノベンズイミダゾールキノリノン（
ＡＢＩＱ）化合物［１４６、１４７］、ヒドラフタラミド化合物、ベンゾフェノン化合物
、イソキサゾール化合物、ステロール化合物、キナゾリノン（Ｑｕｉｎａｚｉｌｉｎｏｎ
ｅ）化合物、ピロール化合物［１４８］、アントラキノン化合物、キノキサリン化合物、
トリアジン化合物、ピラゾロピリミジン（Ｐｙｒａｚａｌｏｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅ）化合
物、およびベンザゾール化合物［１４９］。
【０１１６】
　●アミノアルキルグルコサミニドホスフェート誘導体、例えば、ＲＣ－５２９［１５０
、１５１］。
【０１１７】
　●ホスファゼン、例えば、引用文献１５２および１５３に記載されるような、ポリ［ジ
（カルボキシレートフェノキシ）ホスファゼン］（「ＰＣＰＰ」）など。
【０１１８】
　これらおよび他のアジュバント活性物質は、引用文献１５７＆１５８に、より詳細に考
察されている。
【０１１９】
　組成物は、このようなアジュバントの２つ以上を含んでもよい。個々のアジュバントは
Ｔｈ１応答またはＴｈ２応答のいずれかを優先的に誘導し得、そしてアジュバントの有用
な組み合わせとしては、Ｔｈ２アジュバント（例えば、水中油型エマルジョンまたはアル
ミニウム塩）、およびＴｈ１アジュバント（例えば、３ｄＭＰＬ、サポニン、または免疫
刺激性オリゴヌクレオチド）の両方を挙げることができる。例えば、組成物は、有利に以
下を含む：アルミニウム塩および免疫刺激性オリゴデオキシヌクレオチドの両方；アルミ
ニウム塩および式Ｉ、ＩＩまたはＩＩＩの化合物の両方；水中油型エマルジョンおよび式
Ｉ、ＩＩまたはＩＩＩの化合物の両方；水中油型エマルジョンおよび免疫刺激性オリゴデ
オキシヌクレオチドの両方；アルミニウム塩およびα－グリコシルセラミドの両方；水中
油型エマルジョンおよびα－グリコシルセラミドの両方；水中油型エマルジョンおよび３
ｄＭＰＬの両方；水中油型エマルジョンおよびサポニンの両方；など。３ｄＭＰＬおよび
水中油型エマルジョンの混合物は極めて有用である。
【０１２０】
　本発明での使用のための好ましいアジュバントは水中油型エマルジョンであり、これは
インフルエンザウイルスワクチンの補助に用いるのに特に適していることが見出されてい
る。種々のこのようなエマルジョンが公知であり、それらは代表的には、少なくとも１つ
のオイルおよび少なくとも１つのサーファクタントを含み、このオイルおよびサーファク
タントは生分解性（代謝性）であり、かつ生体適合性である。このエマルジョン中の油滴
は一般には、直径５μｍ未満であり、理想的には、サブミクロンの直径を有し、これらの
小さいサイズは、マイクロフルイダイザー（ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｓｅｒ）で達成され
て安定なエマルジョンが得られている。２２０ｎｍ未満のサイズを有する液滴が好ましい
。なぜならそれらは濾過滅菌にかけることができるからである。
【０１２１】
　このエマルジョンは、動物（例えば、魚）または植物由来のオイルなどのオイルを含ん
でもよい。植物油の供給源としては、ナッツ、種子および穀類が挙げられる。ピーナツオ
イル、ダイズ油、ヤシ油およびオリーブ油が最も通常に利用可能であり、典型的なナッツ
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油である。例えば、ホホバ豆から得られるホホバ油を用いてもよい。種油としては、サフ
ラワー油、綿実油、ヒマワリ種子油、ゴマ油などが挙げられる。穀類の群では、コーン油
が最も容易に入手可能であるが、コムギ、カラスムギ、ライムギ、米、テフ、ライコムギ
などの他のシリアル穀物のオイルも用いられてもよい。グリセロールおよび１，２－プロ
パンジオールの６～１０炭素の脂肪酸エステル（種油中には天然には存在しない）は、ナ
ッツおよび種子の油から出発する適切な材料の加水分解、分離およびエステル化によって
調製され得る。哺乳動物のミルク由来の脂肪および油は代謝性であり、従って本発明の実
施で用いられ得る。動物の供給源から純粋なオイルを得るために必要な分離、精製、けん
化および他の手段のための手段は、当該分野で周知である。ほとんどの魚は代謝性の油を
含み、これは容易に回収され得る。例えば、タラの肝油、サメの肝油および鯨油、例えば
、鯨ろうは、本明細書で用いられ得るいくつかの魚油の例である。多数の分枝鎖油が５炭
素イソプレン単位で生化学的に合成され、一般にはテルペノイドと呼ばれる。サメ肝油は
、スクアレン、２，６，１０，１５，１９，２３－ヘキサメチル－２，６，１０，１４，
１８，２２－テトラコサヘキサエンとして公知の分枝、不飽和のテルペノイドを含み、本
明細書において特に好ましい。スクアランはスクアレンに対する飽和アナログであり、こ
れも好ましい油である。スクアレンおよびスクアランを含んでいる魚油は商業的供給源か
ら容易に入手可能であるか、または当該分野で公知の方法によって得られ得る。他の好ま
しい油は、トコフェロールである（以下を参照のこと）。油の混合物を用いてもよい。
【０１２２】
　サーファクタントは、それらの「ＨＬＢ」（親水性／親油性バランス）によって分類さ
れ得る。本発明の好ましいサーファクタントは、少なくとも１０、好ましくは少なくとも
１５、およびより好ましくは少なくとも１６のＨＬＢを有する。本発明は、サーファクタ
ントとともに使用されてもよく、このサーファクタントとしては、限定するものではない
が以下が挙げられる：ポリオキシエチレンソルビタンエステルサーファクタント（一般に
、Ｔｗｅｅｎといわれる）、特に、ポリソルベート２０およびポリソルベート８０；エチ
レンオキシド（ＥＯ）、プロピレンオキシド（ＰＯ）、および／もしくはブチレンオキシ
ド（ＢＯ）のコポリマー（例えば、ＤＯＷＦＡＸ（商標）の商標名で販売される、直線状
ＥＯ／ＰＯブロックコポリマー）；オクトキシノール（これは、反復するエトキシ（オキ
シ－１，２－エタンジイル）基の数が変動し得る）、ここでオクトキシノール－９（Ｔｒ
ｉｔｏｎ　Ｘ－１００、もしくはｔ－オクチルフェノキシポリエトキシエタノール）が、
特に重要である；（オクチルフェノキシ）ポリエトキシエタノール（ＩＧＥＰＡＬ　ＣＡ
－６３０／ＮＰ－４０）；リン脂質、例えば、ホスファチジルコリン（レシチン）；ノニ
ルフェノールエトキシレート、例えば、Ｔｅｒｇｉｔｏｌ（商標）ＮＰシリーズ；ラウリ
ル、セチル、ステアリルおよびオレイルアルコール由来のポリオキシエチレン脂肪エーテ
ル（Ｂｒｉｊサーファクタントとして公知）、例えば、トリエチレングリコールモノラウ
リルエーテル（Ｂｒｉｊ　３０）；ならびにソルビタンエステル（一般に、ＳＰＡＮとし
て公知）、例えば、ソルビタントリオレエート（Ｓｐａｎ　８５）およびソルビタンモノ
ラウレート。非イオン性サーファクタントが好ましい。エマルジョンに含めるための好ま
しいサーファクタントは、Ｔｗｅｅｎ８０（ポリオキシエチレンソルビタンモノオレエー
ト）、Ｓｐａｎ８５（ソルビタントリオレエート）、レシチンおよびＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－
１００である。
【０１２３】
　サーファクタントの混合物、例えば、Ｔｗｅｅｎ　８０／Ｓｐａｎ　８５混合物が用い
られてもよい。ポリオキシエチレンソルビタンエステル（例えば、ポリオキシエチレンソ
ルビタンモノオレエート（Ｔｗｅｅｎ８０））およびオクトキシノール（例えば、ｔ－オ
クチルフェノキシポリエトキシエタノール（ＴｒｉｔｏｎＸ－１００））の組み合わせも
適切である。別の有用な組み合わせは、ラウレス９に加えてポリオキシエチレンソルビタ
ンエステルおよび／もしくはオクトキシノールを含む。
【０１２４】
　サーファクタントの好ましい量（重量％）は、以下のとおりである：ポリオキシエチレ
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ンソルビタンエステル（例えば、Ｔｗｅｅｎ８０）０．０１～１％、特に、約０．１％；
オクチルフェノキシポリオキシエタノールもしくはノニルフェノキシポリオキシエタノー
ル（例えば、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００もしくはＴｒｉｔｏｎシリーズの他の界面活性剤
）０．００１～０．１％、特に、０．００５～０．０２％；ポリオキシエチレンエーテル
（例えば、ラウレス９）０．１～２０％、好ましくは、０．１～１０％および特に、０．
１～１％もしくは約０．５％。
【０１２５】
　好ましいエマルジョンアジュバントは１μｍ未満、例えば≦７５０ｎｍ、≦５００ｎｍ
、≦４００ｎｍ、≦３００ｎｍ、≦２５０ｎｍ、≦２２０ｎｍ、≦２００ｎｍ、またはそ
れ未満という平均の液滴サイズを有する。これらの液滴サイズは、マイクロフルイダイゼ
ーション（ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｓａｔｉｏｎ）などの技術によって都合よく達成され
得る。
【０１２６】
　本発明で有用な特定の水中油型エマルジョンアジュバントとしては、限定するものでは
ないが以下が挙げられる：
　●スクアレン、Ｔｗｅｅｎ８０、およびＳｐａｎ８５のサブミクロンエマルジョン。エ
マルジョンの組成は容積として、約５％スクアレン、約０．５％ポリソルベート８０およ
び約０．５％Ｓｐａｎ８５であり得る。重量の観点では、これらの比は、４．３％スクア
レン、０．５％ポリソルベート８０および０．４８％Ｓｐａｎ８５になる。このアジュバ
ントは、参考文献１５７の第１０章および参考文献１５８の第１２章により詳細に記載さ
れるように、「ＭＦ５９」［１５４～１５６］として公知である。上記ＭＦ５９エマルジ
ョンは、クエン酸イオン（例えば、１０ｍＭのクエン酸ナトリウム緩衝液）を含むことが
有利である。
【０１２７】
　●スクアレン、トコフェロール、およびポリソルベート８０（Ｔｗｅｅｎ８０）のエマ
ルジョン。このエマルジョンは、リン酸緩衝化生理食塩水を含んでもよい。このエマルジ
ョンはまた、Ｓｐａｎ８５（例えば、１％で）および／もしくはレシチンを含んでもよい
。これらエマルジョンは、２～１０％のスクアレン、２～１０％のトコフェロールおよび
０．３～３％のＴｗｅｅｎ８０を有し得、スクアレン：トコフェロールの重量比は、好ま
しくは１以下である。なぜなら、これは、より安定なエマルジョンを提供するからである
。スクアレンおよびＴｗｅｅｎ８０は、約５：２の容積比でまたは約１１：５の重量比で
存在し得る。１つのこのようなエマルジョンは、Ｔｗｅｅｎ８０をＰＢＳ中に溶解して、
２％溶液を提供し、次いで、この溶液の９０ｍｌと、（５ｇのＤＬ－α－トコフェロール
および５ｍｌのスクアレン）の混合物とを混合し、次いで、この混合物をマイクロフルイ
ダイザーにかけることによって、作製され得る。この得られたエマルジョンは、サブミク
ロンの油滴（例えば、１００～２５０ｎｍ、好ましくは、約１８０ｎｍの平均直径を有す
る）を有し得る。このエマルジョンはまた、３－ｄｅ－Ｏ－アシル化モノホスホリルリピ
ドＡ（３ｄ－ＭＰＬ）を含んでもよい。このタイプの別の有用なエマルジョンはヒトの１
用量あたり、０．５～１０ｍｇのスクアレン、０．５～１１ｍｇのトコフェロール、およ
び０．１～４ｍｇのポリソルベート８０を含んでもよい［１５９］。
【０１２８】
　●スクアレン、トコフェロール、およびＴｒｉｔｏｎ界面活性剤（例えば、Ｔｒｉｔｏ
ｎ　Ｘ－１００）のエマルジョン。このエマルジョンは３ｄ－ＭＰＬ（下参照）も含んで
もよい。このエマルジョンは、リン酸緩衝液も含んでもよい。
【０１２９】
　●ポリソルベート（例えば、ポリソルベート８０）、Ｔｒｉｔｏｎ界面活性剤（例えば
、ＴｒｉｔｏｎＸ－１００）およびトコフェロール（例えば、コハク酸α－トコフェロー
ル）を含んでいるエマルジョン。上記エマルジョンは、これら３つの成分を、約７５：１
１：１０の質量比（例えば、７５０μｇ／ｍｌのポリソルベート８０、１１０μｇ／ｍｌ
のＴｒｉｔｏｎＸ－１００および１００μｇ／ｍｌのコハク酸α－トコフェロール）で含
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んでもよく、そしてこれらの濃度は、抗原からのこれら成分のなんらかの寄与を含むはず
である。このエマルジョンはまた、スクアレンを含んでもよい。このエマルジョンはまた
、３ｄ－ＭＰＬ（以下を参照のこと）を含んでもよい。水相は、リン酸塩緩衝液を含んで
もよい。
【０１３０】
　●スクアラン、ポリソルベート８０およびポロキサマー４０１（「Ｐｌｕｒｏｎｉｃ（
商標）Ｌ１２１」）のエマルジョン。このエマルジョンは、リン酸緩衝化生理食塩水（ｐ
Ｈ７．４）中に処方され得る。このエマルジョンは、ムラミルジペプチドのための有用な
送達ビヒクルであり、そして「ＳＡＦ－１」アジュバント中でスレオニル－ＭＤＰととも
に使用されてきた［１６０］（０．０５～１％のＴｈｒ－ＭＤＰ、５％のスクアラン、２
．５％のＰｌｕｒｏｎｉｃ　Ｌ１２１および０．２％のポリソルベート８０）。このエマ
ルジョンはまた、「ＡＦ」アジュバント［１６１］（５％スクアラン、１．２５％Ｐｌｕ
ｒｏｎｉｃ　Ｌ１２１および０．２％ポリソルベート８０）のように、Ｔｈｒ－ＭＤＰな
しで用いることも可能である。マイクロフルイダイゼーションが好ましい。
【０１３１】
　●スクアレン、水性溶媒、ポリオキシエチレンアルキルエーテル親水性非イオン性サー
ファクタント（例えば、ポリオキシエチレン（１２）セトステアリルエーテル）および疎
水性非イオン性サーファクタント（例えば、ソルビタンエステルもしくはマンニドエステ
ル（例えば、ソルビタンモノオレエート（ｍｏｎｏｌｅａｔｅ）もしくは「Ｓｐａｎ　８
０」））を含んでいるエマルジョン。このエマルジョンは、好ましくは、熱可逆性であり
、そして／または少なくとも９０％（容積で）の２００ｎｍ未満のサイズである油滴を有
する［１６２］。このエマルジョンはまた、以下のうちの１種以上を含んでもよい：アル
ジトール；凍結保護剤（例えば、糖（例えば、ドデシルマルトシドおよび／もしくはスク
ロース））；および／もしくはアルキルポリグリコシド。このエマルジョンは、ＴＬＲ４
アゴニストを含んでもよい［１６３］。このようなエマルジョンは凍結乾燥されてもよい
。
【０１３２】
　●スクアレン、ポロキサマー１０５およびＡｂｉｌ－Ｃａｒｅのエマルジョン［１６４
］。アジュバントが加えられたワクチン中のこれらの成分の最終濃度（重量）は、５％ス
クアレン、４％ポロキサマー１０５（プルロニックポリオール）および２％のＡｂｉｌ－
Ｃａｒｅ８５（Ｂｉｓ－ＰＥＧ／ＰＰＧ－１６／１６　ＰＥＧ／ＰＰＧ－１６／１６ジメ
チコン；カプリル／カプリン酸トリグリセリド）。
【０１３３】
　●０．５～５０％の油、０．１～１０％のリン脂質、および０．０５～５％の非イオン
性サーファクタントを有しているエマルジョン。参考文献１６５に記載されるように、好
ましいリン脂質成分は、ホスファチジルコリン、ホスファチジルエタノールアミン、ホス
ファチジルセリン、ホスファチジルイノシトール、ホスファチジルグリセロール、ホスフ
ァチジン酸、スフィンゴミエリンおよびカルジオリピンである。サブミクロンの液滴サイ
ズが有利である。
【０１３４】
　●非代謝性油（例えば、軽油）および少なくとも１種のサーファクタント（例えば、レ
シチン、Ｔｗｅｅｎ８０もしくはＳｐａｎ８０）のサブミクロンの水中油型エマルジョン
。ＱｕｉｌＡサポニン、コレステロール、サポニン－親油性結合体（例えば、参考文献１
６６に記載され、グルクロン酸のカルボキシル基を介して脂肪族アミンをデスアシルサポ
ニンに付加することによって形成されるＧＰＩ－０１００）、ジメチルジオクタデシルア
ンモニウムブロミド（ｄｉｍｅｔｈｙｉｄｉｏｃｔａｄｅｃｙｌａｍｍｏｎｉｕｍ　ｂｒ
ｏｍｉｄｅ）および／もしくはＮ，Ｎ－ジオクタデシル－Ｎ，Ｎ－ビス（２－ヒドロキシ
エチル）プロパンジアミンなどの添加物が含まれてもよい。
【０１３５】
　●サポニン（例えば、ＱｕｉｌＡもしくはＱＳ２１）およびステロール（例えば、コレ
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ステロール）が螺旋状ミセル（ｈｅｌｉｃａｌ　ｍｉｃｅｌｌｅ）として会合されている
エマルジョン［１６７］。
【０１３６】
　●鉱油、非イオン性親油性エトキシ化脂肪アルコール、および非イオン性親水性サーフ
ァクタント（例えば、エトキシ化脂肪アルコールおよび／もしくはポリオキシエチレン－
ポリオキシプロピレンブロックコポリマー）を含んでいるエマルジョン［１６８］。
【０１３７】
　●鉱油、非イオン性親水性エトキシ化脂肪アルコール、および非イオン性親油性サーフ
ァクタント（例えば、エトキシ化脂肪アルコールおよび／もしくはポリオキシエチレン－
ポリオキシプロピレンブロックコポリマー）を含んでいるエマルジョン［１６８］。
【０１３８】
　いくつかの実施形態では、エマルジョンは、送達時に即座に抗原と混合されてもよく、
従って、上記アジュバントおよび抗原は、パッケージされたワクチンまたは区分されたワ
クチンにおいて別個に保持され得、使用時に最終処方物が準備できた状態になり得る。他
の実施形態では、エマルジョンは製造の間に抗原と混合され、従ってこの組成物は、ＦＬ
ＵＡＤ（商標）製品のように液体のアジュバントが加えられた形態でパッケージングされ
る。この抗原は、一般には、水性形態において存在し、その結果、上記ワクチンは、２つ
の液体を混合することによって、最終的に調製される。上記２つの流体の混合のための容
積比は、変動してもよい（例えば、５：１～１：５の間で）が、一般には、約１：１であ
る。成分の濃度が特定のエマルジョンについての上記説明で与えられる場合、これらの濃
度は代表的には、未希釈の組成物についてであり、従って抗原溶液との混合後の濃度は低
下する。
【０１３９】
　組成物中の抗原およびエマルジョンは、最初は、即座の混合のための別成分のキットの
形態で提示され得るが、それらは代表的には混合される。組成物は一般には、被験体に投
与される場合水性の形態である。
【０１４０】
　上記抗原およびアジュバントを混合した後、赤血球凝集素抗原は、一般には、水溶液中
に残っているが、それ自体は、油／水の界面の周りに位置し得る。一般に、任意の赤血球
凝集素が上記エマルジョンの油層に入り込む場合はほとんどない。
【０１４１】
　組成物が、トコフェロールを含む場合、αトコフェロール、βトコフェロール、γトコ
フェロール、δトコフェロール、εトコフェロールもしくはξトコフェロールのうちのい
ずれが使用されてもよいが、α－トコフェロールが好ましい。このトコフェロールは、い
くつかの形態（例えば、異なる塩および／もしくは異性体）をとり得る。塩としては、有
機塩、例えば、コハク酸塩、酢酸塩、ニコチン酸塩などが挙げられる。Ｄ－α－トコフェ
ロールおよびＤＬ－α－トコフェロールは、両方とも用いられてよい。トコフェロールは
、年配の患者（例えば、６０歳以上の年齢）において用いるためのワクチン中に含まれる
ことが有利である。なぜなら、ビタミンＥは、この患者群における免疫応答に対して陽性
の影響を有することが報告されているからである［１６９］。それらはまた、上記エマル
ジョンを安定化するための一助となり得る抗酸化特性を有する［１７０］。好ましいα－
トコフェロールは、ＤＬ－α－トコフェロールであり、そしてこのトコフェロールの好ま
しい塩は、コハク酸塩である。上記コハク酸塩は、ＴＮＦ関連リガンドとインビボで協力
することが見いだされた。さらに、コハク酸α－トコフェロールは、インフルエンザワク
チンと適合し、水銀化合物の代替として有用な保存剤であることが公知である［５］。
【０１４２】
　（薬学的組成物）
　患者への投与のための本発明の組成物は、薬学的に受容可能である。それらは、抗原に
加えて成分を含んでもよく、例えば、それらは、代表的には、１種以上の薬学的キャリア
および／もしくは賦形剤を含む。このような成分の完全な考察は、参考文献１７１におい
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て入手可能である。
【０１４３】
　この組成物は、保存剤、例えば、チオメルサールまたは２－フェノキシエタノールを含
んでもよい。しかし、このワクチンは、好ましくは、水銀物質を実質的に含まない（すな
わち、５μｇ／ｍｌ未満）、例えば、チオメルサールフリーであるべきである［１７２、
１７３］。水銀含有なしのワクチンがさらに好ましく、コハク酸αトコフェロールを、水
銀化合物の代替として含んでもよい［５］。防腐剤なしのワクチンが最も好ましい。
【０１４４】
　張度を制御するために、生理学的塩、例えば、ナトリウム塩を含むことが好ましい。塩
化ナトリウム（ＮａＣｌ）が好ましく、この塩は、１～２０ｍｇ／ｍｌの間で存在し得る
。存在し得る他の塩としては、塩化カリウム、二水素リン酸カリウム、リン酸二ナトリウ
ム（無水）、塩化マグネシウム、塩化カルシウムなどが挙げられる。
【０１４５】
　組成物は、一般に、２００ｍＯｓｍ／ｋｇ～４００ｍＯｓｍ／ｋｇの間、好ましくは、
２４０～３６０ｍＯｓｍ／ｋｇの間のオスモル濃度を有し、およびより好ましくは、２９
０～３１０ｍＯｓｍ／ｋｇの範囲内におさまる。オスモル濃度は、ワクチン接種によって
引き起こされる疼痛に対して影響を有しないと以前に報告されている［１７４］が、それ
でもこの範囲にあるオスモル濃度を維持することが好ましい。
【０１４６】
　組成物は、１種以上の緩衝液を含んでもよい。代表的な緩衝液としては、以下が挙げら
れる：リン酸緩衝液；Ｔｒｉｓ緩衝液；ホウ酸緩衝液；コハク酸緩衝液；ヒスチジン緩衝
液（特に水酸化アルミニウムアジュバントを有するもの）；またはクエン酸緩衝液。緩衝
液は、代表的には、５～２０ｍＭ範囲に含まれる。
【０１４７】
　組成物のｐＨは、一般に、５．０～８．１の間、より代表的には、６．０～８．０の間
、例えば、６．５～７．５の間、または７．０～７．８の間である。本発明のプロセスは
、従って、パッケージングする前にバルクワクチンのｐＨを調節する工程を包含し得る。
【０１４８】
　この組成物は、好ましくは、無菌である。この組成物は、好ましくは非発熱性であり、
例えば、１用量あたり１ＥＵ未満（内毒素単位、標準的測定）、好ましくは１用量あたり
０．１未満のＥＵを含有する。この組成物は好ましくはグルテンを含まない。
【０１４９】
　この組成物は、単回免疫のための物質を含んでもよく、または複数回免疫のための物質
を含んでもよい（すなわち、「マルチドーズ」キット）。防腐剤を含むことは、マルチド
ーズの手配には好ましい。マルチドーズ組成物中に防腐剤を含むことの代わりとして（ま
たはそれに加えて）、組成物は、材料の取り出しのための無菌アダプターを有している容
器中に含まれてもよい。
【０１５０】
　インフルエンザワクチンは代表的には、約０．５ｍｌの投与容積において投与されるが
、半用量（すなわち、約０．２５ｍｌ）が、本発明に従って小児に投与されてもよい。
【０１５１】
　組成物およびキットは２℃～８℃で保管されることが好ましい。それらは凍結されるべ
きではない。それらは、理想的には光の直射を避けなければならない。
【０１５２】
　ウイルスが、細胞株で増殖させられる場合、細胞株ＤＮＡのなんらかの腫瘍形成活性を
最少にするために、その最終ワクチン中に残留する細胞株ＤＮＡの量を最少にすることは
、標準的技法である。従って、本発明によって調製されるワクチン組成物は、微量の宿主
細胞ＤＮＡが存在し得るが、好ましくは、１用量あたり１０ｎｇ未満（好ましくは、１ｎ
ｇ未満、およびより好ましくは、１００ｐｇ未満）の残留の宿主細胞ＤＮＡを含む。
【０１５３】
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　容積０．２５ｍｌあたり１０ｎｇ未満（例えば、＜１ｎｇ、＜１００ｐｇ）の宿主細胞
ＤＮＡを含有しているワクチンであるような、赤血球凝集素１５μｇあたり１０ｎｇ未満
（例えば、＜１ｎｇ、＜１００ｐｇ）の宿主細胞ＤＮＡを含んでいるワクチンが好ましい
。容積０．５ｍｌあたり１０ｎｇ未満（例えば、＜１ｎｇ、＜１００ｐｇ）の宿主細胞Ｄ
ＮＡを含有しているワクチンであるような、赤血球凝集素５０μｇあたり１０ｎｇ未満（
例えば、＜１ｎｇ、＜１００ｐｇ）の宿主細胞ＤＮＡを含んでいるワクチンがさらに好ま
しい。
【０１５４】
　任意の残留宿主細胞ＤＮＡの平均長は５００ｂｐ未満、例えば、４００ｂｐ未満、３０
０ｂｐ未満、２００ｂｐ未満、１００ｂｐ未満などであることが好ましい。
【０１５５】
　混入しているＤＮＡは、標準的精製手順、例えば、クロマトグラフィーなどを用いるワ
クチン調製の間に除去され得る。残留の宿主細胞ＤＮＡの除去は、ヌクレアーゼ処理によ
って、例えば、ＤＮａｓｅを使用することによって、強化され得る。宿主細胞ＤＮＡ混入
を低下させるための簡便な方法は、参考文献１７５および１４に開示されており、これら
の方法は、２工程処理を包含し、第１は、ウイルス増殖の間に用いられ得るＤＮａｓｅ（
例えば、Ｂｅｎｚｏｎａｓｅ）を用い、次いで、ビリオン分裂の間に用いられ得る陽イオ
ン性界面活性剤（例えば、ＣＴＡＢ）を用いる。β－プロピオラクトン処理による除去も
用いられ得る［６８］。
【０１５６】
　残留の宿主細胞ＤＮＡの測定は、現在、生物製剤の慣例的な規制要件であり、当業者の
通常の能力の範囲内である。ＤＮＡを測定するために使用されるアッセイは、代表的には
、確証されたアッセイである［１７６、１７７］。確証されたアッセイの能力的特徴は、
数学的かつ定量的な用語で記載され得、その誤差の考えられる原因が同定されている。こ
のアッセイは、一般に、正確性、精度、特異性のような特徴について試験されている。一
旦アッセイが調整され（例えば、宿主細胞ＤＮＡの既知の標準的な量に対して）、試験さ
れたならば、定量的ＤＮＡ測定が、慣用的に行われ得る。ＤＮＡ定量の３つの主要な技術
が用いられ得る：ハイブリダイゼーション法、例えば、サザンブロットもしくはスロット
ブロット［１７８］；イムノアッセイ法、例えば、Ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ（商標）Ｓｙｓｔ
ｅｍ［１７９］；および定量的ＰＣＲ［１８０］。各方法の正確な特徴は、該当の宿主細
胞に依存する場合があるが（例えば、ハイブリダイゼーションのためのプローブの選択、
増幅のためのプライマーおよび／もしくはプローブの選択など）、これらの方法は全て、
当業者によく知られている。Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ＤｅｖｉｃｅｓのＴｈｒｅｓｈｏｌｄ
（商標）システムは、総ＤＮＡのピコグラムレベルについての定量的アッセイであり、生
物薬剤中の混入しているＤＮＡのレベルをモニターするために用いられてきた［１７９］
。代表的なアッセイは、ビオチン化ｓｓＤＮＡ結合タンパク質と、ウレアーゼ結合体化抗
ｓｓＤＮＡ抗体と、ＤＮＡとの間の反応複合体の非配列特異的形成を伴う。全てのアッセ
イ成分は、製造業者から入手可能な完全なＴｏｔａｌ　ＤＮＡ　Ａｓｓａｙ　Ｋｉｔ中に
含まれる。種々の商業的製造業者が、残留の宿主細胞ＤＮＡを検出するための定量的ＰＣ
Ｒアッセイを提供している（例えば、ＡｐｐＴｅｃ（商標）Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｓｅ
ｒｖｉｃｅｓ、ＢｉｏＲｅｌｉａｎｃｅ（商標）、Ａｌｔｈｅａ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉ
ｅｓなど）。ヒトウイルスワクチンの宿主細胞ＤＮＡ混入を測定するための、化学発光ハ
イブリダイゼーションアッセイと総ＤＮＡ　Ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ（商標）システムとの比
較は、参考文献１８１中に見いだされ得る。
【０１５７】
　（本発明のキット）
　ワクチンは送達の時点で、特にアジュバントが用いられているとき、即時に調製されて
もよい。従って、本発明は、混合のために準備された種々の構成要素を含んでいるキット
を提供する。このキットによってアジュバントおよび抗原を、使用の時点まで別々に保持
することが可能になる。この構成は水中油型エマルジョンのアジュバントを用いる場合に
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有用であり得る。
【０１５８】
　この成分はキット内でお互いから物理的に別々であり、この分離は種々の方法で達成さ
れ得る。例えば、２つの成分を２つの別々の容器、例えば、バイアル中に入れてもよい。
その後、２つのバイアルの内容物は、例えば、１つのバイアルの内容物を取り出すことお
よびそれらを他のバイアルに添加することによって、または両方のバイアルの内容物を別
々に取り出してそれらを第三の容器内で混合することによって混合され得る。
【０１５９】
　好ましい構成では、キットの成分の１つは、シリンジ内であって、他はバイアルのよう
な容器内である。このシリンジは、混合するために第二の容器内にその内容物を入れるた
めに用いられ得（例えば、ニードルとともに）、次いでこの混合物がシリンジ内に吸引さ
れ得る。次に、このシリンジの混合された内容物は、新しい無菌のニードルを代表的には
通して患者に投与され得る。シリンジ中に１つの成分をパッキングすることで、患者投与
のために別のシリンジを用いる必要が省かれる。
【０１６０】
　別の好ましい構成では、２つのキット成分が一緒に、ただし同じシリンジ内で別々に保
持される（例えば、引用文献１８２～１８９などに開示されるシリンジのような二重チャ
ンバシリンジ）。シリンジが作動される場合（例えば、患者への投与の間）、この２つの
チャンバの内容物は混合される。この構成によって、使用の時点での、別個の混合工程の
必要性はなくなる。
【０１６１】
　このキット成分は一般には、水性型である。いくつかの構成では、ある成分（代表的に
は、アジュバント成分以外の抗原成分）は乾燥型（例えば、凍結乾燥型）であり、他の成
分は水性型である。この２つの成分は、乾燥成分を再活性化して、患者への投与のための
水性組成物を得るために混合されてもよい。凍結乾燥成分は代表的には、シリンジでなく
バイアル内にある。乾燥成分は、ラクトース、スクロースまたはマンニトールなどの安定
化剤、ならびにそれらの混合物、例えば、ラクトース／スクロース混合物、スクロース／
マンニトール混合物などを含んでもよい。１つの可能な構成では、プレフィルド（事前充
填）シリンジ中の水性アジュバント成分およびバイアル中の凍結乾燥された抗原成分を用
いる。
【０１６２】
　（組成物もしくはキット成分のパッケージング）
　本発明の組成物（またはキット成分）のための適切な容器としては、バイアル、シリン
ジ（例えば、使い捨てシリンジ）、鼻用スプレーなどが挙げられる。これらの容器は無菌
でなければならない。
【０１６３】
　組成物／成分がバイアル中にある場合、このバイアルは、好ましくは、ガラスもしくは
プラスチック物質から作製されている。このバイアルは、好ましくは、組成物が添加され
る前に滅菌される。ラテックス感受性の患者に伴う問題を回避するために、バイアルは、
好ましくは、ラテックスを含まないストッパーで密封され、全てのパッケージング材料に
ラテックスがないことが好ましい。このバイアルは、単一用量のワクチンを含んでもよい
し、またはこのバイアルは、２用量以上（「マルチドーズのバイアル」）、例えば、１０
用量を含んでもよい。好ましいバイアルは、無色のガラスから作製される。
【０１６４】
　バイアルは、プレフィルド（予め充填された）シリンジがキャップに挿入され得るよう
に適合したキャップ（例えば、ルアーロック）を有してもよく、このシリンジの内容物は
、このバイアルに放出され得（例えば、その中で凍結乾燥された物質を再構成するように
）、このバイアルの内容物は、シリンジへと戻されてもよい。このバイアルからシリンジ
を取り外した後に、続いてニードルが取り付けられてもよく、そしてこの組成物は、患者
に投与され得る。このキャップは、好ましくは、シールもしくはカバーの内部に位置し、
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その結果、このシールもしくはカバーは、このキャップが接近する前に外されなければな
らない。バイアルは、特に、マルチドーズバイアルのため、その内容物の無菌的取り出し
を可能にする、キャップを備えてもよい。
【０１６５】
　成分がシリンジ中にパッケージングされる場合、このシリンジは、このシリンジに取り
付けられたニードルを有し得る。ニードルが取り付けられていない場合、別個のニードル
が、組み立ておよび使用のために、このシリンジとともに供給されてもよい。そのような
ニードルは、シース（ｓｈｅａｔｈ）に入れられてもよい。安全ニードルが好ましい。１
インチ２３ゲージ、１インチ２５ゲージおよび５／８インチ２５ゲージのニードルが代表
的である。シリンジは、記録の保持を容易にするため、そのロット番号、インフルエンザ
流行期およびこの内容物の使用期限日が印刷され得る剥離ラベルとともに提供されてもよ
い。このシリンジにおけるプランジャーは、好ましくは、プランジャーが吸引の間に偶然
外れてしまわないようにストッパーを有する。このシリンジは、ラテックスゴムキャップ
および／またはプランジャーを有してもよい。使い捨てシリンジは、単一用量のワクチン
を含む。このシリンジは、一般に、ニードルを取り付ける前に、先端をシールするために
先端キャップを有し、この先端キャップは、好ましくは、ブチルゴムから作製される。こ
のシリンジおよびニードルが別個にパッケージされる場合、このニードルは、好ましくは
、ブチルゴム遮蔽物が取り付けられる。有用なシリンジは、商品名「Ｔｉｐ－Ｌｏｋ」（
商標）の下で販売されるシリンジである。
【０１６６】
　容器は、半用量の容積を示すために、例えば、小児への送達を容易にするために、印が
付けられてもよい。例えば、０．５ｍｌ用量を含むシリンジは、０．２５ｍｌ容量を示す
印を有してもよい。
【０１６７】
　ガラス容器（例えば、シリンジもしくはバイアル）が用いられるならば、ソーダ石灰ガ
ラスよりも、ホウケイ酸ガラスから作製される容器を使用することが好ましい。
【０１６８】
　キットまたは組成物は、このワクチンの詳細（例えば、投与のための説明書、このワク
チン内の抗原の詳細など）を含むリーフレットと一緒に（例えば、同じボックス中に）パ
ッケージングされてもよい。この説明書はまた、警告（例えば、ワクチン接種後のアナフ
ィラキシー反応の場合にすぐに使用できるように、アドレナリンの溶液を保持することな
ど）を含む場合がある。
【０１６９】
　（処置およびワクチンの投与の方法）
　本発明のワクチンは、ヒト患者への投与のために適切であり、本発明は、患者における
免疫応答を惹起するための方法を提供し、この方法は、本発明の組成物をこの患者に投与
する工程を包含する。
【０１７０】
　本発明はまた、医薬としての使用のための本発明のキットもしくは組成物を提供する。
本発明はまた、上記で考察される医学的用途を提供する。
【０１７１】
　これらの方法および用途は一般に、抗体応答、好ましくは、防御的抗体応答を生成する
ために用いられる。インフルエンザウイルスワクチン接種後の抗体応答、中和能力および
防御を評価するための方法は、当該分野で周知である。ヒト研究は、ヒトインフルエンザ
ウイルスの赤血球凝集素に対する抗体力価が、防御と相関することを示した（約３０～４
０の血清サンプル赤血球凝集阻害力価は、同種のウイルスによる感染に対して約５０％の
防御を与える）［１９０］。抗体応答は、代表的には、赤血球凝集阻害によって、マイク
ロ中和（ｍｉｃｒｏｎｅｕｔｒａｌｉｓａｔｉｏｎ）によって、一元放射状免疫拡散法（
ＳＲＩＤ）によって、および／または一元放射状溶血（ＳＲＨ）によって測定される。こ
れらアッセイ技術は、当該分野で周知である。
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【０１７２】
　本発明の組成物は、種々の方法で投与され得る。最も好ましい免疫経路は、筋肉内注射
（例えば、腕もしくは足へ）によるものであるが、他の利用可能な経路としては、皮下注
射、鼻内［１９１～１９３］、経口［１９４］、皮内［１９５、１９６］、経皮的（ｔｒ
ａｎｓｃｕｔａｎｅｏｕｓ）、経皮的（ｔｒａｎｓｄｅｒｍａｌ）［１９７］などが挙げ
られる。
【０１７３】
　本発明のワクチンは、小児および成人の両方を処置するために用いられ得る。インフル
エンザワクチンは現在、６ヶ月の年齢から、小児および成人の免疫における使用に推奨さ
れている。従って、この患者は、１歳未満、１～５歳、５～１５歳、１５～５５歳、また
は少なくとも５５歳であってもよい。このワクチンを受けるための好ましい患者は、高齢
患者（例えば、≧５０歳、≧６０歳、好ましくは、≧６５歳）、若年患者（例えば、≦５
歳）、入院患者、ヘルスケア労働者、軍職員（ａｒｍｅｄ　ｓｅｒｖｉｃｅ　ａｎｄ　ｍ
ｉｌｉｔａｒｙ　ｐｅｒｓｏｎｎｅｌ）、妊婦、慢性疾患患者、免疫不全患者、このワク
チンを受ける７日前に抗ウイルス化合物を摂取している患者（例えば、オセルタミビルも
しくはザナミビル化合物；以下を参照のこと）、卵アレルギーを有するヒトおよび外国渡
航者である。しかし、このワクチンは、これら群の対してのみ適切であるわけではなく、
集団においてはより一般的に用いられ得る。流行株に関して、全ての年齢群への投与が好
ましい。
【０１７４】
　本発明の好ましい組成物は、各々のインフルエンザ株についての成体への有効性に関し
、ＣＰＭＰ基準の１、２もしくは３を満たし、それらを小児に投与する場合でも満たす。
これらの基準は、以下のとおりである：（１）≧７０％のセロプロテクション（ｓｅｒｏ
ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ）；（２）≧４０％のセロコンバージョン（ｓｅｒｏｃｏｎｖｅｒ
ｓｉｏｎ）もしくは優位な増大；および／または（３）≧２．５倍のＧＭＴ増大。高齢者
（＞６０歳）において、これらの基準は、以下である：（１）≧６０％のセロプロテクシ
ョン；（２）≧３０％のセロコンバージョン；および／または（３）≧２倍のＧＭＴ増大
。これら基準は、少なくとも５０名の患者での非盲検研究に基づく。
【０１７５】
　処置は、単一用量スケジュールもしくはマルチドーズスケジュールによるものでもよい
。従って、任意の特定のインフルエンザのシーズンでは（例えば、所定の１２ヶ月間に、
代表的には秋または冬に）、患者は本発明の組成物の単一用量または２回以上の用量（例
えば、２用量）を受け得る。単一用量は、インフルエンザＡウイルスのサブタイプＨ３Ｎ
２に対する有用な免疫応答を生じ得るが、インフルエンザＡウイルスのサブタイプＨ１Ｎ
１に対して、およびインフルエンザＢウイルスに対して有用な免疫応答を追加的に提供す
るには２用量が必要な場合がある。マルチドーズスケジュールにおいて、種々の用量は、
同じもしくは異なる経路（例えば、非経口的プライムおよび粘膜によるブースト、粘膜に
よるプライムおよび非経口的ブーストなど）によって与えられてもよい。代表的には、そ
れらは同じ経路によって与えられる。複数回の用量が代表的には少なくとも１週間（例え
ば、約２週間、約３週間、約４週間、約６週間、約８週間、約１２週間、約１６週間など
）間隔を空けて投与される。２５～３０日（例えば、２８日）隔てて２用量を与えること
が特に有用である。
【０１７６】
　本発明によって生成されるワクチンは、他のワクチン、例えば、麻疹ワクチン、流行耳
下腺炎ワクチン、風疹ワクチン、ＭＭＲワクチン、水痘ワクチン、ＭＭＲＶワクチン、ジ
フテリアワクチン、破傷風ワクチン、百日咳ワクチン、ＤＴＰワクチン、結合体化Ｈ．ｉ
ｎｆｌｕｅｎｚａｅ　ｂ型ワクチン、不活化ポリオウイルスワクチン、Ｂ型肝炎ウイルス
ワクチン、髄膜炎菌結合体ワクチン（例えば、四価Ａ－Ｃ－Ｗ１３５－Ｙワクチン）、肺
炎球菌結合体ワクチンなどと実質的に同時に、（例えば、同じ医学的診察の間に、または
ヘルスケア専門家もしくはワクチン接種施設への訪問の間に）患者に投与されてもよい。
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【０１７７】
　同様に、本発明のワクチンは、抗ウイルス化合物、および特に、インフルエンザウイル
スに対して活性な抗ウイルス化合物（例えば、オセルタミビルおよび／もしくはザナミビ
ル）と実質的に同時に（例えば、同じ医学的診察の間に、またはヘルスケア専門家への訪
問の間に）、患者に投与されてもよい。これら抗ウイルス剤としては、ノイラミニダーゼ
インヒビター（例えば、（３Ｒ，４Ｒ，５Ｓ）－４－アセチルアミノ－５－アミノ－３（
１－エチルプロポキシ）－１－シクロヘキセン－１－カルボン酸もしくは５－（アセチル
アミノ）－４－［（アミノイミノメチル）－アミノ］－２，６－アンヒドロ－３，４，５
－トリデオキシ－Ｄ－グリセロ－Ｄ－ガラクトノン－２－エノン酸（それらのエステル（
例えば、そのエチルエステル）およびその塩（例えば、リン酸塩）を含む））が挙げられ
る。好ましい抗ウイルス剤は、（３Ｒ，４Ｒ，５Ｓ）－４－アセチルアミノ－５－アミノ
－３（１－エチルプロポキシ）－１－シクロヘキセン－１－カルボン酸、エチルエステル
、ホスフェート（１：１）（リン酸オセルタミビル（ＴＡＭＩＦＬＵ（商標））としても
公知）である。
【０１７８】
　（本発明の組み合わせた局面）
　上記で考察されるとおり、本発明は、分解されたインフルエンザウイルスからワクチン
抗原を調製するための既存のプロセスに対する多数の改良を提供する。別々に用いるのと
同様、これらの改良を組み合わせて用いてもよい。このような組み合わせを含んでいるプ
ロセスによって得られる分裂させられたビリオンをインフルエンザワクチンの調製のため
に用いてもよい。
【０１７９】
　従って、例えば、本発明は、分裂させられたインフルエンザビリオンを調製するための
プロセスを提供し、このプロセスは以下の工程を包含する：（ｉ）界面活性剤の非存在下
でおよび好ましくは、リン酸緩衝液の存在下でインフルエンザビリオンを含んでいる組成
物を得る工程と；（ｉｉ）界面活性剤の非存在下で、および、好ましくはリン酸緩衝液の
存在下でインフルエンザビリオンを不活化する工程と；（ｉｉｉ）この不活化されたビリ
オンを１００ｍＭ以上のイオン強度を有している緩衝液（好ましくはリン酸緩衝液）にお
いて第一の界面活性剤を含んでいる試薬を用いて分割する工程と；（ｉｖ）この第一の界
面活性剤を第二の界面活性剤で交換する工程。
【０１８０】
　界面活性剤交換後に得られる物質をさらに精製してもよく、これにはセルロース限外濾
過膜を通じた限外濾過の使用が挙げられる（第四の局面による）。
【０１８１】
　同様に、本発明は、分裂させられたインフルエンザビリオンを調製するためのプロセス
を提供し、このプロセスは以下の工程を包含する：（ｉ）インフルエンザビリオンを含ん
でいる液体培地を得る工程と；（ｉｉ）この培地を必要に応じて濃縮する工程と；（ｉｉ
ｉ）低伝導性緩衝液を含んでいるビリオン含有残留物を提供するために液体培地をダイア
フィルトレーションする工程と；（ｉｖ）アフィニティー捕獲、偽アフィニティー捕獲、
クロマトグラフィーまたは吸着から選択されるプロセスによってこの残留物からビリオン
を捕獲する工程と；（ｖ）界面活性剤の非存在下で、および好ましくはリン酸緩衝液の存
在下でインフルエンザビリオンを不活化する工程と；（ｖｉ）１００ｍＭ以上のイオン強
度を有している緩衝液（好ましくはリン酸緩衝液）において第一の界面活性剤を含んでい
る試薬を用いて不活化ビリオンを分割する工程と；（ｖｉｉ）第二の界面活性剤で第一の
界面活性剤を交換する工程。上記の様な物質はさらに精製してもよい。
【０１８２】
　（一般）
　「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」という用語は、「含む（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」お
よび「からなる（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ）」を包含し、例えば、Ｘを「含む」組成物は、
排他的にＸからなってもよいし、またはさらなる何かを含んでいてもよい（例えば、Ｘ＋
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Ｙ）。
【０１８３】
　「実質的に（ｓｕｂｓｔａｎｔｉａｌｌｙ）」という用語は、「完全に（ｃｏｍｐｌｅ
ｔｅｌｙ）」を排除せず、例えば、Ｙを「実質的に含まない」組成物は、Ｙを完全に含ま
なくてもよい。必要な場合、語句「実質的に」とは、本発明の定義から省略されてもよい
。
【０１８４】
　数値ｘに関して「約」という用語は、例えば、ｘ±１０％を意味する。
【０１８５】
　具体的に示されなければ、２種以上の成分を混合する工程を包含するプロセスは、なん
ら特定の混合の順序を要することはない。従って、成分は、任意の順序で混合されてもよ
い。３種の成分が存在するならば、２種の成分が互いに合わされてもよく、次いで、その
組み合わせが、第３の成分と合わされてもよいなど。
【０１８６】
　動物（および特にウシ）の物質を、細胞培養において用いる場合、それらは、伝染性海
綿状脳症（ＴＳＥ）がない、特に、ウシ海綿状脳症（ＢＳＥ）がない供給源から得られる
べきである。全体として、動物由来物質の完全な非存在下で細胞を培養することが好まし
い。
【０１８７】
　化合物が組成物の一部として身体に投与されるならば、その化合物は、代わりに適切な
プロドラッグで置き換えられてもよい。
【０１８８】
　細胞基質が、再集合手順もしくは逆遺伝学手順のために用いられる場合、それは、好ま
しくは、例えば、Ｐｈ　Ｅｕｒ　ｇｅｎｅｒａｌ　ｃｈａｐｔｅｒ　５．２．３．にある
ような、ヒトワクチン手順における使用について承認されたものである。
【実施例】
【０１８９】
　（発明を実施するための形態）
　インフルエンザＡウイルスのＨ５Ｎ１株をＭＤＣＫ細胞で首尾よく増殖させた。この株
から精製された表面糖タンパク質を調製するための最初の試みでは、Ｈ１Ｎ１株で以前に
首尾よく用いられたプロセスを用いたが、このプロセスは極めて良くなかった。ウイルス
ＨＡの９５％より多くがＣＴＡＢベースの分割工程後に失われており、ＣＴＡＢを除去す
るために用いた工程でもＨＡの７５％より多くが除去された。さらに、最終のＨＡは抗原
的に損傷されており、そのかなりの部分がＳＲＩＤで検出されなかった。従ってＨ１Ｎ１
のプロセスを改変した。
【０１９０】
　ウイルスの増殖および回収は変更しなかった。しかし、回収後、限外濾過を用いてビリ
オンを５倍に濃縮し（中空繊維ＰＥＳ膜、５００ｋＤａカットオフ）、この濃縮されたビ
リオン懸濁物を次に１０ｍＭのリン酸緩衝液（ｐＨ７．０±０．１）中にダイアフィルト
レートした。ＣＳ樹脂（同じ１０ｍＭのリン酸緩衝液中で平衡化した）を用いてビリオン
を精製した（濃縮した）。さらなる限外濾過／ダイアフィルトレーション工程では、新し
い緩衝液を用いた。Ｈ１Ｎ１プロセスのようにＴｒｉｓ緩衝液を用いるのではなく、平衡
およびダイアフィルトレーションにはリン酸緩衝液を用いた（緩衝液「Ａ」：５０ｍＭの
リン酸塩、ｐＨ７．５）。さらに、Ｈ１Ｎ１プロセスとは異なり、この緩衝液はポリソル
ベート８０を含まなかった。
【０１９１】
　次いで、精製されたビリオンをβ－プロピオラクトンを用いて不活化した。しかし、Ｈ
１Ｎ１プロセスとは異なり、β－プロピオラクトンを緩衝液「Ａ」中で調製した。
【０１９２】
　次いで不活化ビリオンをＣＴＡＢを用いて分割したが、ここでもＣＴＡＢは緩衝液「Ａ
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０ｍＭのリン酸塩を含む２００ｍＭのＮａＣｌ（ｐＨ７．５）中で行った。従って、分割
の間に用いたイオン強度および緩衝液系を両方変化させた。
【０１９３】
　超遠心分離を用いて、Ｈ１Ｎ１プロセスと同じ方法で表面抗原を調製したが、その後の
ＣＴＡＢ除去（吸着による）工程を変更した。Ｈ１Ｎ１プロセスにおいてＣＴＡＢ吸着剤
をＴｒｉｓ緩衝液中で平衡にしたが、Ｈ５Ｎ１については、これを２．５ｇ／Ｌのポリソ
ルベート８０を補充した緩衝液「Ａ」中で平衡にした。この段階でのポリソルベート８０
の添加を、Ｈ１Ｎ１プロセスにおけるポリソルベート８０の事前不活化添加の代わりとし
た。
【０１９４】
　引き続く精製工程は、同じであったが、ただしここでも、Ｔｒｉｓ緩衝液は緩衝液「Ａ
」で置き換え、ならびに最終限外濾過膜を変えて疎水性を減らし、かつそのサイズ排除限
界を低減した（選択される低い内因性のタンパク質吸着特徴を有する親水性の酢酸セルロ
ース膜に変えた）。
【０１９５】
　図１および図２は抗原精製に対するこれらの変化の効果を示す。図１（Ｈ５Ｎ１ウイル
スに対してＨ１Ｎ１プロセスを用いた結果を示す）では、ＨＡ抗原の量は分割後に大きく
低下するが、その一方で、図２では同じ低下は見られていない。さらに、高レベルのＨＡ
がその後の精製工程の間に残っている。
【０１９６】
　Ｈ１Ｎ１プロセスを、Ｈ５Ｎ１ウイルスで行った場合、＜１０μｇ／ｍＬという最終Ｈ
Ａ濃度が得られたが、改変したプロセスでは、５０５μｇ／ｍＬという最終濃度、すなわ
ち、５０倍を超える改善が得られた。総ＨＡ回収はＳＲＩＤで測定した場合、３６％と評
価された。ＨＡ純度は極めて良かった。残留ＣＴＡＢ濃度はＨＡ１μｇあたり０．０５μ
ｇ未満であった。
【０１９７】
　同じプロセスがまた、他のインフルエンザＡウイルス、例えば、Ｈ１Ｎ１株を処理する
ためにも有用である。改変したプロセスも有用であり、改変したプロセスでは、ポリソル
ベート８０をＣＳクロマトグラフィー工程後に、ただし分割前に、または分割後だがＣＴ
ＡＢ除去の前に添加する。これらの工程のいずれかで添加されたポリソルベート８０の量
が１．５ｇ／Ｌ未満である場合、さらにポリソルベート８０をその後の精製工程で、ただ
し最終の限外濾過の前に添加する。
【０１９８】
　本発明は、例示によってのみ記載されており、改変は、本発明の範囲および精神の範囲
内にとどまりながら行われ得ることが理解されるべきである。
【０１９９】
　参考文献（この内容は、参考として本明細書に援用される）
【０２００】
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