
JP 4480398 B2 2010.6.16

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　インフルエンザウイルス粒子を生産するための方法であって、
　－　アデノウイルスのＥ１で形質転換されたヒト細胞を、培地において、インフルエン
ザウイルス粒子による前記細胞の感染を促す条件下に、前記インフルエンザウイルス粒子
と接触させる工程と、
　－　前記細胞を、前記インフルエンザウイルス粒子の増殖を促す条件下に培養する工程
と
を含み、
　前記細胞は、遺伝子操作によって、α２，６シアリルトランスフェラーゼをコード化す
る核酸を過剰発現する、方法。
【請求項２】
　前記α２，６シアリルトランスフェラーゼはヒトα２，６シアリルトランスフェラーゼ
である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　インフルエンザウイルス粒子を生産するための方法であって、
　－　アデノウイルスのＥ１で形質転換されたヒト細胞を、培地において、インフルエン
ザウイルス粒子による前記細胞の感染を促す条件下に、前記インフルエンザウイルス粒子
と接触させる工程と、
　－　前記細胞を、前記インフルエンザウイルス粒子の増殖を促す条件下に培養する工程
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と
を含み、
　前記細胞は、遺伝子操作によって、α２，３シアリルトランスフェラーゼをコード化す
る核酸を過剰発現する、方法。
【請求項４】
　前記α２，３シアリルトランスフェラーゼはヒトα２，３シアリルトランスフェラーゼ
である、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記インフルエンザウイルス粒子はインフルエンザ分離株において存在する、請求項１
～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　前記インフルエンザ分離株は少なくとも１種のインフルエンザに感染した哺乳類対象体
から得られる、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記インフルエンザに感染した哺乳類対象体はヒト又はブタである、請求項６に記載の
方法。
【請求項８】
　前記インフルエンザ分離株は少なくとも１種のインフルエンザに感染したトリから得ら
れる、請求項５に記載の方法。
【請求項９】
　前記ヒト細胞は、ＥＣＡＣＣの第９６０２２９４０号の下で受託されたような細胞であ
り、α２，６シアリルトランスフェラーゼをコード化する核酸又はα２，３シアリルトラ
ンスフェラーゼをコード化する核酸が遺伝子操作によって導入されたものである、請求項
１～８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１０】
　シアリルトランスフェラーゼをコード化する前記核酸は、前記細胞には異種である、請
求項１～９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　シアリルトランスフェラーゼをコード化する前記核酸は、前記細胞のゲノムに組み込ま
れる、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　ワクチンを製造するための方法であって、
　－　請求項１～１１のいずれか１項に記載のインフルエンザウイルス粒子を生産する工
程と、
　－　そのように生産されたインフルエンザウイルス粒子を不活性化する工程と
を含む、方法。
【請求項１３】
　前記方法は、さらに、
　－　そのように生産されたインフルエンザウイルス粒子を処理して抗原性部分を生成す
る工程と、
　－　少なくとも１種の抗原性部分を得る工程と
を含む、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記抗原性部分は、インフルエンザウイルス由来の、血球凝集素タンパク質及び／又は
ノイラミニダーゼタンパク質を包含する、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　アデノウイルスのＥ１で形質転換されたヒト細胞の使用であって、インフルエンザウイ
ルス粒子を増殖させるために、α２，６シアリルトランスフェラーゼを遺伝子操作によっ
て過剰発現させる、ヒト細胞の使用。
【請求項１６】
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　アデノウイルスのＥ１で形質転換されたヒト細胞の使用であって、インフルエンザウイ
ルス粒子を増殖させるために、α２，３シアリルトランスフェラーゼを遺伝子操作によっ
て過剰発現させる、ヒト細胞の使用。
【請求項１７】
　前記インフルエンザウイルス粒子は、少なくとも１種のインフルエンザに感染した哺乳
類対象体から得られたインフルエンザ分離株において存在する、請求項１５又は１６に記
載の使用。
【請求項１８】
　前記インフルエンザに感染した哺乳類対象体はヒト又はブタである、請求項１７に記載
の使用。
【請求項１９】
　前記インフルエンザウイルス粒子は、少なくとも１種のインフルエンザに感染したトリ
から得られたインフルエンザ分離株において存在する、請求項１８に記載の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、医薬分野に関する。本発明は、さらに、インフルエンザ感染症に対して予防
できるようにするワクチン並びにこれらを得る方法及び手段に関する。
【背景技術】
【０００２】
　インフルエンザウイルスは、インフルエンザの病因であり、該インフルエンザは、古代
より、ヒトを苦しめている伝染性が高い呼吸器疾患である。前記ウイルスは、1933年に最
初に同定されたが、ほぼ確実にインフルエンザに起因する多数の伝染病が何世紀にも渡っ
て報告されている（Potter 1998）。前世紀に、インフルエンザの大発生の主要な事例が
３つあった。1918年のいわゆる“スペイン風邪”は特に深刻であった。そのスペイン風邪
によって、世界中でおよそ２千万人から４千万人のヒトが死亡する結果となり、最も深刻
な記録に残るヒト疾患の大発生として歴史上で知られている。1957年には、“アジア風邪
”が、およそ100万人のヒトを死亡させ、1968年には“ホンコン風邪”が70万人以上のヒ
トに死をもたらした。科学者集団の努力にもかかわらず、インフルエンザウイルスを原因
とする感染症は、病気及び死の場合のみならず、経済的帰結に関しても大きな損害を毎年
出し続けている。最近の研究によって、過去に大きな流行病を引き起こしたいくつかのイ
ンフルエンザ株の異常な病原性が明らかにされている（Gibbsら 2001；Hattaら 2001）。
しかしながら、根本的な病原機構に対する理解は不完全であり、従って病気の有効な予防
及び治療が限られている。
【０００３】
　全ての年齢層を含む評価によれば、米国単独において、毎年4,800万人のヒトがインフ
ルエンザにかかっている。これらの伝染病によって、病院で治療を必要とする約400万人
のヒトに加えて１年当たり約20,000人が死亡している（CDC統計）。乳児、子供及び高齢
者は、特にインフルエンザ感染症にかかりやすい。しかしながら、病原力及び感染力が高
い新しいウイルス変異株の出現は、依然として全てのヒトに大きな脅威となっている。こ
のことは、1997年の事例から明らかであり、このとき、ホンコンで同定されたウイルスは
、臨床上診断された18の事例のうち３分の１に死をもたらした（Classら 1998；Subbarao
ら 1998）。
【０００４】
　トリは、インフルエンザウイルスの主要な保有体となる。詳細には、インフルエンザＡ
ウイルスの既知のサブタイプはすべて（サブタイプＢと共にヒトのインフルエンザの最も
多く見られる原因）、野鳥のみならず、家禽からも単離されている。しかしながら、トリ
インフルエンザＡウイルスは、通常、トリからヒトへ直接伝染しない。この点で、これま
でに記録されている唯一の例外が、上記の1997年のホンコンウイルスである。いくつかの
ウイルスタンパク質が、宿主の特異性を与える役割を果たすことが考えられているが、最
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も重要な因子は、血球凝集素（hemagglutinin、HA）膜タンパク質である。
【０００５】
　HA遺伝子は、同定され、配列決定された最初のインフルエンザウイルス遺伝子の１つで
ある。前記遺伝子は、宿主細胞への付着及び侵入に直接関与する膜貫通型タンパク質をコ
ードする。HAは、宿主細胞の表面上にある糖タンパク質及びガングリオシドに存在する末
端のシアリル－オリゴ糖受容体決定基に結合することによって感染を起こす。天然のシア
リル－糖タンパク質及びガングリオシドの末端のシアル酸残基は、結合の最小決定基であ
ることが知られている。しかしながら、結合は、最後から２番目のガラクトースへのシア
ル酸結合の種類及びシアリル複合糖質のより離れた部分の構造にも依存している。
【０００６】
　ヒトインフルエンザウイルスは、シアル酸α－２，６－ガラクトース（SAα2,6Gal）結
合を含む受容体に優先的に結合するが、トリウイルスは、SAα2,3Gal結合を使用する（総
論として、Suzuki 1994参照）。この結合特異性は、宿主内部でのウイスルの細胞指向性
も決定する。ヒトインフルエンザウイルスの感染（及び複製）は、気道に限定されている
が、トリインフルエンザウイルスは、腸管の内側を覆う細胞のみならず、トリの肺でも主
に見られる。シアル酸－ガラクトース結合特異的レクチンを用いることで、SAα2,3Galで
はなくα－２，６結合によってガラクトースに結合したシアル酸残基が、ヒト気管上皮細
胞の表面上に存在することが示された（BaumとPaulson 1990）。さらに、呼吸器のムチン
における多量のSAα2,3Gal部分も、HAのヒトインフルエンザのSAα2,6Gal特異性の表現型
を維持するのに寄与している（BaumとPaulson 1990；Coucerioら 1993）。
【０００７】
　多くの研究室では、初代分離株の増殖を、胚を有するニワトリの卵の漿尿膜の嚢内で依
然として行っている。これは、歴史的理由によるものだけではなく、適切な代わりとなる
成長培地がないためでもある。これは、現在、ワクチン調整物に使用される大量のウイル
スを生産するのに最適なシステムでもある。しかしながら、胚を有する卵は、ワクチン製
造用の宿主システムとして、重大な制限を有する。例えば、高品質の卵の年間を通した確
実な供給が十分ではないことだけでなく、胚を有する卵の入手が一般に限られていること
によって、新しいインフルエンザのサブタイプが突然発生した場合にワクチン生産が妨げ
られる可能性がある。この生産システムの他の不利な点は、自由度の欠如、毒素の存在の
危険及び偶発的なウイルス、特にレトロウイルスの危険及び無菌性に関する問題である。
【０００８】
　これらの制限に加えて、ウイルスを卵で培養することは、非常に重大な別の問題をもた
らし、該問題は、ワクチンの目的のために特に重要であり、すなわち、卵の培養によって
、ウイルスの基質特異的な順応がもたらされる十分な証拠がある。実際に、卵の尿嚢内で
のほんの少数の継代でも、初代ヒト分離株をSAα2,3Gal結合表現型に順応させるのに十分
である（Rogersら 1985）。このことは、SAα2,6Gal残基ではなく、SAα2,3Gal残基が、
ニワトリの胚の漿尿膜表面の内側を覆う細胞上に存在することによるものである。SAα2,
3Gal残基と特異的に相互作用することができる初代分離株内に存在するウイルス変異株は
、SAα2,6Gal残基とより特異的に相互作用するウイルス変異株と比較して複製の利益を有
する。従って、SAα2,3Gal特異的ウイルス変異株は、胚を有する卵で選択される（Gambar
yanら 1999；Gambaryanら 1997）。卵への順応は、SAα2,3Galに対する親和性を上昇させ
るのみならず、SAα2,6Galに対する親和性の減少ももたらす。HAは、実際に、類似物質の
両方の型をうまく均等に受け入れることができず、この改変された結合特異性を与える多
様な変異株が同定されている（Danielsら 1987；Gambaryanら 1999；Itoら 1997；Suzuki
ら 1989）。特異的な免疫反応を誘導することにおいてHAが重要であれば、これらの変異
株によって、その抗原の性質が大きく改変される結果となる（Ilobiら 1994；Robertson
ら 1994）。その結果、卵誘導変異株を有するHA分子を含むワクチンによる免疫化によっ
て、得られた予防水準を犠牲にして、野生型インフルエンザ株に対する中和抗体の減少が
引き起こされる（Newmanら 1993）。
【発明の開示】
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【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明は、好ましくは感染した対象から得られるウイルス分離株に存在するインフルエ
ンザウイルス粒子などのウイルス粒子を生産し、かつ／又は増殖させる方法を開示するも
のであり、前記方法は：細胞をウイルス粒子と接触させる工程と、前記細胞を、前記ウイ
ルス粒子の増殖を助長する条件下で培養する工程を含み、前記細胞は、α２，６又はα２
，３シアリルトランスフェラーゼをコードする核酸を過剰発現する。本発明は、また、イ
ンフルエンザ分離株内に存在するインフルエンザウイルス粒子などの一連のウイルス粒子
を選択的に増殖させる方法を提供し、前記一連のウイルス粒子は、特異的な糖鎖残基を有
する受容体に対する親和性を有し、前記方法は：細胞を、前記分離株とインキュベートす
る工程と；前記ウイルス粒子の増殖を助長する条件下で前記細胞を培養する工程と；前記
細胞及び／又は前記培地からそのように生産されたウイルス粒子を回収する工程を含む。
【００１０】
　本発明は、さらに、新規ワクチン及びそのようなワクチンを製造する方法を提供し、好
ましくは、前記方法は：生産したウイルス粒子を処理して、抗原部分を生成する工程と；
インフルエンザウイルス由来の血球凝集素及び／又はノイラミニダーゼなどの少なくとも
１種以上の抗原部分を回収する工程を含む。本発明は、さらに、ワクチン、例えばインフ
ルエンザ感染症に対するワクチンを製造するために、糖鎖形成に関与する特定のタンパク
質を過剰発現する細胞及び細胞系並びにそれらの使用方法を提供する。本発明の細胞は、
好ましくはヒトのものであり、PER.C6細胞もしくはその誘導体などのアデノウイルスE1に
よって形質転換されている。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１１】
　本発明は、ウイルス粒子を生産し、かつ／又は増殖させる方法を提供し、前記方法は：
ウイルス粒子による細胞の感染を助長する条件下で、培地内で前記細胞を前記ウイルス粒
子と接触させる工程と；前記ウイルス粒子の増殖を助長する条件下で前記細胞を培養する
工程を含み、前記細胞は、α２，６シアリルトランスフェラーゼ又は機能的にそれと等価
なものをコードする核酸を過剰発現する。前記核酸は、ラット及びヒトなどの種々の供給
源由来のα２，６シアリルトランスフェラーゼをコードしていてもよい。好ましくは、前
記α２，６シアリルトランスフェラーゼは、ヒトのα２，６シアリルトランスフェラーゼ
である。本発明は、さらに、ウイルス粒子を生産し、かつ／又は増殖させる方法を提供し
、前記方法は：ウイルス粒子による細胞の感染を助長する条件下で、培地内で前記細胞を
前記ウイルス粒子と接触させる工程と；前記ウイルス粒子の増殖を助長する条件下で前記
細胞を培養する工程を含み、前記細胞は、α２，３シアリルトランスフェラーゼ又は機能
的にそれと等価なものをコードする核酸を過剰発現する。前記核酸は、ラット及びヒトな
どの種々の供給源由来のα２，３シアリルトランスフェラーゼをコードしていてもよい。
好ましくは、前記α２，３シアリルトランスフェラーゼは、ヒトのα２，３シアリルトラ
ンスフェラーゼである。本発明の１の実施態様において、前記ウイルス粒子は、インフル
エンザウイルス粒子である。本発明の方法を用いて生産し、かつ／又は増殖させることが
できる他のウイルス粒子の例として、パラインフルエンザウイルス、アデノ関連ウイルス
（Adeno-Associated Virus、AAV）又はポリオーマウイルスがあるが、これらに限定され
ない。α２，３及びα２，６シアリルトランスフェラーゼによって誘導される糖鎖形成構
造を利用するどのウイルスも本発明の方法を用いて増殖させ、かつ／又は生産することが
できる。
【００１２】
　好ましい実施態様において、本発明は、インフルエンザウイルス粒子を増殖させる方法
を提供し、前記インフルエンザウイルス粒子は、インフルエンザ分離株内に存在している
。前記インフルエンザ分離株を、少なくとも１以上のインフルエンザに感染した対象哺乳
類から得る方法がより好ましい。前記インフルエンザに感染した対象哺乳類はヒト又はブ
タである、インフルエンザウイルス粒子を増殖させる方法がさらに好ましい。別の実施態
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様において、本発明は、インフルエンザウイルス粒子を生産し、かつ／又は増殖させる方
法を提供し、前記インフルエンザ分離株を、少なくとも１以上のインフルエンザに感染し
たトリから得る。本明細書で用いる分離株とは、インフルエンザウイルスに感染した対象
から得られたインフルエンザウイルスのバッチのことを言う。この対象は、ヒト、トリ、
ブタ及びウマなどのインフルエンザウイルスに対して感受性があるすべての種であっても
よい。ヒトを、種々の方法で、すなわち他のヒトから直接か、又はブタ及びトリなどの対
象動物から直接、インフルエンザに感染させることができる。ワクチン製造に用いられる
増殖したウイルスは、本来は、１又はそれ以上の対象（１又はそれ以上のヒト個体、或い
は１又はそれ以上のトリ、ブタなど）に由来する。1997年のホンコンでの事例（上記参照
）のように、インフルエンザウイルスがトリからヒトへ伝染することによって、ヒトに直
接病気がもたらされる場合、トリ分離株に存在するインフルエンザウイルス粒子を生産し
、かつ／又は増殖させることができることは、ワクチンを製造するのに直接有用である。
本発明は、細胞表面タンパク質の糖鎖形成に関与し、オリゴ糖鎖のいわゆるSAα2,3Gal結
合及びSAα2,6Gal結合を生成するシアリルトランスフェラーゼタンパク質を過剰発現させ
ることによって、トリ、ブタ、ウマ及びヒトなどの種から得られる分離株に存在するイン
フルエンザウイルス粒子を生産し、かつ／又は増殖させる方法を提供する。本明細書で用
いられる分離株は、好ましくは臨床分離株（すなわち、病気の患者から得られた分離株）
を言う。そのような臨床分離株は、また初代分離株とも呼ばれている。初代分離株は、例
えば、インフルエンザウイルスに感染しているヒト又は動物の鼻、粘液及び／又は糞便か
ら直接得られるインフルエンザ分離株である。しかしながら、卵又は細胞又は他のシステ
ムで増殖させた分離株でも、本発明の方法によってさらに生産し、かつ／又は増殖させる
ことができる。従って、本発明を用いて生産し、かつ／又は増殖させるウイルス粒子は、
継代培養したバッチ内に存在するものであってもよいが、好ましくは臨床分離株などの初
代バッチに存在するものである。
【００１３】
　本発明の好ましい実施態様において、インフルエンザウイルス粒子の生産及び／又は増
殖を、細胞を用いて培地内で行い、前記細胞は、アデノウイルス由来のE1で形質転換され
ている。前記細胞は、ヒト細胞であることがより好ましい。非常に好ましい態様において
、本発明は、本発明によるインフルエンザウイルス粒子を増殖させる方法を提供し、前記
ヒト細胞は、PER.C6又はその誘導体である。
【００１４】
　PER.C6細胞は、ロタウイルス及びインフルエンザウイルスなどの様々な種類のウイルス
を増殖させるのに有用であると考えられている（国際公開第01/38362号参照）。PER.C6細
胞は、胚網膜から得られた細胞を、アデノウイルス血清型５のE1領域で形質転換すること
によって最初に生成された。α２，３及びα２，６シアリルトランスフェラーゼタンパク
質が両方ともPER.C6細胞に存在し、活性があることが発見されている（Pauら 2001）。従
って、２，３型のみならず２，６型のシアル酸－ガラクトース結合（それぞれSAα2,3Gal
及びSAα2,6Gal）と特異的に相互作用するウイルス粒子が、PER.C6細胞で増えることがで
きた。これらのシアリルトランスフェラーゼタンパク質のうちいずれか１種を過剰発現さ
せることによって、SAα2,3Gal残基又はSAα2,6Gal残基のいずれかを好む一連のインフル
エンザウイルスが特異的に増殖するようになることは、本発明の重要な側面である。この
ことによって、最良の予防のために最も良い内容を有するワクチン製造用のウイルスバッ
チを生成することができるようになる。この内容は、異なっていてもよい。上記のように
、ウイルスの蔓延のいくつかは主にヒト同士の接触を介して生じるが、その他の場合（19
97年のホンコンの事例など）では、トリとヒトが直接接触することによって、ヒトにおい
て劇的な効果が十分にもたらされた。このような役割を果たすインフルエンザウイルスの
病原性及び種類により、分離株中のどの一連のウイルス粒子を増殖させ、それを用いて最
終的なワクチンを製造すべきなのか選択することができる。
【００１５】
　本発明は、またインフルエンザウイルス粒子を生産し、かつ／又は増殖させる方法も提
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供し、該方法において、シアリルトランスフェラーゼをコードする前記核酸は、前記細胞
とは異種である。シアリルトランスフェラーゼをコードする前記核酸は、前記細胞のゲノ
ムに組み込まれていることが好ましい。本明細書で用いる異種とは、核酸を操作していな
いものよりも、シアリルトランスフェラーゼをコードする遺伝子がタンパク質をより多く
発現するように核酸を操作することを意味する。また、異種とは、核酸が、細胞が由来す
る種と異なる種に由来することも意味するが、前記核酸は、同じ種に由来するものでもよ
い。細胞が、その細胞に典型的なものよりも多いシアリルトランスフェラーゼを発現して
いる場合、前記細胞は、シアリルトランスフェラーゼを過剰発現していると言われている
。シアリルトランスフェラーゼを過剰発現する細胞は、前記細胞のゲノム操作によって、
前記細胞のゲノムに存在する遺伝子が、操作される前に前記細胞が発現するものよりも多
いタンパク質を発現するように、タンパク質を過剰発現してもよい。種々の、若しくはよ
り活性のあるプロモーターの組み込みなどの外的な手段によって、タンパク質の発現を通
常は制限しているサプレッサを除去するか、若しくは阻害することによって、又は化学的
な手段によって過剰発現を誘導してもよい。また、過剰発現を選択してもよい。細胞を、
少なくとも１以上のシアリルトランスフェラーゼを著しく過剰発現させるために選別した
場合、それらを、本発明による方法に用いてもよい。従って、そのような細胞及びそのよ
うな細胞を使用することも、本発明の一部である。
【００１６】
　別の実施態様において、本発明は、ワクチンを製造する方法を提供し、前記方法は：本
発明の方法に従って、ウイルス粒子を生産し、かつ／又は増殖させる工程と；そのように
生産されたウイルス粒子を不活性化する工程を含む。さらに、ワクチンを製造する前記方
法は：そのように生産された前記ウイルス粒子を処理して、抗原部分を生成する工程と；
少なくとも１種以上の前記抗原部分を、好ましくは精製するか、かつ／又は濃縮する手段
によって、前記抗原部分を少なくとも１種以上得る工程を含むことが好ましい。前記得ら
れた抗原部分を少なくとも１種以上含む、精製し、かつ／又は濃縮した組成物は、前記処
理したウイルス粒子の他の抗原部分を含まないことが好ましい。より好ましい実施態様に
おいて、本発明は、ワクチンを製造する方法を提供し、該方法において、前記抗原部分は
、インフルエンザウイルス由来の、血球凝集素タンパク質若しくはその部分、及び／又は
ノイラミニダーゼタンパク質もしくはその部分を含む。ノイラミニダーゼ（neuraminidas
e、NA）及び血球凝集素（hemagglutinin、HA）タンパク質は、インフルエンザウイルス粒
子の最も顕著な抗原部分であり、種々の増殖段階の最中に異なるものになる傾向がある。
本発明は、本発明の方法に従って入手できるワクチンを提供する一方で、本発明に従って
得られるワクチンを含む医薬組成物も提供する。
【００１７】
　上述したように、本発明の細胞は、糖タンパク質上に存在する特異的な糖鎖形成残基を
認識する選別したインフルエンザウイルス粒子を得るために、インフルエンザウイルス粒
子を含む初代臨床分離株を増殖させるのに非常に有用であり、一方で前記細胞は、また、
既に胚を有する卵又は他のシステムで継代培養した分離株を増殖させるのに利用すること
もできる。従って、本発明は、また、α２，６シアリルトランスフェラーゼ又はその機能
を有する部分を過剰発現する細胞系をウイルス粒子の増殖に使用する方法、及びα２，３
シアリルトランスフェラーゼ又はその機能を有する部分を過剰発現する細胞系をウイルス
粒子の増殖に使用する方法も提供する。前記ウイルス粒子は、インフルエンザウイルス粒
子であるのが好ましい。前記インフルエンザウイルス粒子は、少なくとも１以上のインフ
ルエンザに感染した対象哺乳類から得られたインフルエンザ分離株内に存在することがよ
り好ましい。前記インフルエンザに感染した対象哺乳類がヒト又はブタである、本発明に
従って前記細胞株を使用する方法がさらに好ましく、一方、前記インフルエンザウイルス
粒子は、少なくとも１以上のインフルエンザに感染したトリから得られたインフルエンザ
分離株内に存在することも好ましい。
【００１８】
　本発明は、さらに、分離株内に存在する一連の所定のウイルス粒子を選択的に生産し、
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かつ／又は増殖させる方法を提供し、前記一連の所定のウイルス粒子は、受容体上に存在
する特異的な糖鎖形成部分を好み、前記分離株は、前記一連の所定のウイルス粒子に加え
て、前記好みを有さないウイルス粒子も含み、前記方法は：前記特異的な糖鎖形成部分を
含む前記受容体を発現し、露出することが可能な細胞を、培地内で、前記一連の所定のウ
イルス粒子に存在する少なくとも１以上のウイルス粒子による前記細胞の感染を助長する
条件下で、前記分離株とインキュベートする工程と；前記ウイルス粒子の増殖を助長する
条件下で前記細胞を培養する工程と；前記細胞及び／又は前記培地から、そのように生産
されたウイルス粒子を回収する工程を含む。本明細書で用いる糖鎖形成部分とは、感染す
るためにウイルス粒子によって認識される糖タンパク質上のオリゴ糖鎖に存在するいかな
る種類の糖の種類の残基、結合及び／又は群のことを言う。前記糖鎖形成部分は、SAα2,
6Gal残基又はSAα2,3Gal残基を含むことが好ましい。前記一連の所定のウイルス粒子が、
一連の所定のインフルエンザウイルス粒子である方法がより好ましい。SAα2,6Gal残基及
びSAα2,3Gal残基は、インフルエンザの場合、ウイルス粒子のHAタンパク質によって特異
的に認識される。いずれか一つの残基との相互作用に何らかの特異性があるかどうかは、
HAタンパク質次第である。概して、インフルエンザ分離株は、SAα2,6Gal残基と特異的に
相互作用するウイルスのみならず、SAα2,3Gal残基と特異的に相互作用するウイルスも含
む。本発明を用いて、臨床初代分離株由来及び／又は継代培養した分離株由来の一連のウ
イルスのいずれかを選択的に増殖させて、ヒトに有用なインフルエンザワクチンの製造に
有用である増殖した一連のウイルスを得ることができる。ワクチンをヒトのために製造す
ることができるという事実に加えて、本発明の方法及び手段を用いることで、獣医薬を製
造するためにウイルスを選択的に増殖させて、例えばブタ又はウマの集団を介してインフ
ルエンザウイルスが蔓延するのを防ぐことができる。前記インフルエンザ分離株を、少な
くとも１以上のインフルエンザに感染したヒト、ブタ又はトリから得ることが好ましい。
前記細胞は、ヒト細胞であって、アデノウイルス由来のE1で形質転換されていることも好
ましい。PER.C6細胞又はその誘導体である細胞が、非常に好ましい。本明細書で用いる誘
導体とは本来のPER.C6細胞の修飾された異形を言い、例えば、他の異種の核酸が導入され
るか、ノックアウトされるか、又は他の方法で修飾されている。PER.C6誘導体の例として
、アデノウイルスE2Aの温度感受性変異体を安定して発現するPER.C6細胞、又はE4などの
他のアデノウイルスの核酸を発現するPER.C6細胞があるが、これらに限定されない。化学
処理又はノックアウト技術などの他の手段によって、PER.C6細胞の特定の核酸のスイッチ
を入れたか、又は切った場合でも、これらの細胞は、依然としてPER.C6誘導体のままであ
る。与えられた実施例には、エリスロポエチン（erythropoietin、EPO）タンパク質を過
剰発現する細胞を使用することについて記載されているが、本発明の細胞においてEPOを
過剰発現させることは本発明の一部ではないことに留意すべきである。
【００１９】
　別の好ましい実施態様において、本発明は、分離株内に存在する一連のウイルス粒子を
選択的に増殖させる方法を提供し、該方法において、前記細胞は、シアリルトランスフェ
ラーゼをコードする、前記細胞と異種の核酸を含む。シアリルトランスフェラーゼをコー
ドする前記核酸が前記細胞のゲノムに組み込まれている、本発明による方法がさらに好ま
しい。そのような組み込まれた核酸を、ハイグロマイシン耐性遺伝子及びネオマイシン耐
性遺伝子などの選択マーカーを用いて安定して組み込むのが好ましい。
【００２０】
　本発明は、また、α２，６－シアリルトランスフェラーゼ又はα２，３－シアリルトラ
ンスフェラーゼをコードする異種の核酸を含むヒト細胞も提供する。前記核酸は、前記ヒ
ト細胞のゲノムに組み込まれていることが好ましい。本発明は、また、ウイルス粒子を選
択的に増殖させるためにそのような細胞を使用する方法も提供し、該ウイルス粒子は、好
ましくはインフルエンザウイルス粒子である。
【００２１】
　本発明は、ヒトインフルエンザウイルスの初代分離株を増殖させる方法の最適化を可能
にする。また、本発明は、細胞表面上の糖タンパク質に存在するSAα2,6Gal又はSAα2,3G
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al（又はその両方の）糖鎖形成部分を用いて、インフルエンザウイルスの初代分離株のみ
ならず、実験用分離株を増殖させる方法の最適化を可能にする。一般に、ヒトインフルエ
ンザウイルスは、SAα2,6Gal部分を認識するが、トリインフルエンザウイルスは、SAα2,
3Gal部分を認識する。ブタインフルエンザウイルスは、一般に両方の残基を利用する。本
発明は、どのウイルスも増殖させる方法の最適化を可能にし、該ウイルスの複製は、α２
，３シアリルトランスフェラーゼ及び／又はα２，６シアリルトランスフェラーゼ活性に
、あるいはより一般的にはSAα2,3Gal残基又はSAα2,6Gal残基の存在に依存する。本発明
の方法には、培地内で細胞を使用することが含まれる。そのような方法の例として、効率
的なインフルエンザウイルスの複製及び生産を支援することが知られているヒト細胞を利
用することがある。
【００２２】
　本発明の細胞は、インフルエンザウイルスを増殖させるのに有用であるだけではない。
アデノ関連ウイルス（Adeno-Associated Virus、AAV）、ヒトポリオーマウイルス及びパ
ラインフルエンザウイルスなどの他のウイルスが、感染のために、糖タンパク質中のα２
，３結合及びα２，６結合を利用することは本技術分野において既知である（Liuら 1998
；Suzukiら 2001；Waltersら 2001）。従って、本発明は、また、標的細胞を認識し、か
つ感染させるためにこれらの糖鎖形成構造を使用する他のウイルスを（選択的に）生産さ
せ、かつ／又は増殖させる方法も提供する。さらに、本発明は、該当する場合、本発明の
細胞を使用する方法、並びにインフルエンザ以外のウイルスを生産し、かつそのようなウ
イルスに対するワクチンを製造する方法及び手段を提供する。従って、本発明は、また、
SAα2,3Gal残基及びSAα2,6Gal残基を、細胞の認識及び感染力に利用するウイルスに対す
るワクチンも提供する。
【００２３】
　PER.C6（登録商標）細胞（ECACCに寄託、受託番号96022940）が、インフルエンザウイ
ルスを増殖させるのに望ましい基質であり、PER.C6由来の生産レベルによって、ワクチン
に適した力価が高い調整物がもたらされたことが既に示されている（国際公開第01/38362
号）。本発明によって製造される新規細胞系を、“PER.C6-α2,6ST”と名付け、該細胞系
は、以下の工程によってPER.C6から得られ、該工程は：強いCMVプロモーターの制御下の
ヒトα２，６シアリルトランスフェラーゼをコードする核酸を宿すプラスミドを、PER.C6
細胞にトランスフェクションし、次に、プラスミドが安定して組み込まれた細胞を選択す
るというものである。PER.C6-α2,6ST細胞は、本来のPER.C6細胞におけるSAα2,6Gal残基
を持つ受容体の数と比較すると、SAα2,6Gal含有受容体が高発現していることを特徴とす
る。このことは、そのような部分を持つタンパク質が過剰発現していることを直接示すも
のではないが、SAα2,6Gal残基を持つタンパク質のパーセンテージが、PER.C6細胞の当該
タンパク質のパーセンテージより高いことを示すものである。PER.C6細胞は、α２，６シ
アリルトランスフェラーゼを過剰発現することなく、SAα2,3Gal残基とSAα2,6Gal残基の
両方を細胞表面の糖タンパク質上に発現する能力が既にある。しかしながら、SAα2,3Gal
残基を持つタンパク質のパーセンテージと比較して、SAα2,6Gal残基を持つタンパク質の
パーセンテージを増加させることは、本発明の重要な側面である。細胞内の糖鎖形成機構
において基質が直接競合するため、SAα2,3Galタイプの受容体は、α２，６シアリルトラ
ンスフェラーゼタンパク質を過剰発現する細胞の表面上に不十分に表れることになる。こ
れらを合わせた特徴によって、この新しい細胞系は、野生型の集団において淘汰圧を誘導
することなく、初代インフルエンザウイルス分離株を増殖させるのに望ましい媒体となる
。本発明の細胞でそのような分離株を増殖させると、ワクチンの製造に非常に有用である
不変のHA特異性及び免疫原性を有する大量のウイルスのストックが効率良く製造される。
PER.C6-α2,6STで生産されたウイルスは、SAα2,3Gal受容体への順応から生じる変異（胚
を有する卵の場合のように）を示さず、このウイルスの免疫原性の性質は、自然に循環す
るインフルエンザウイルスのものと最も類似する。結果として、PER.C6-α2,6STで培養し
たインフルエンザウイルスから得られたワクチン調整物は、循環する野生型インフルエン
ザウイルスに対する防御反応を誘導するのに理想的に適している。ヒトインフルエンザウ
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イルスが、SAα2,6Gal結合を認識する種類のものであることは、本技術分野において既知
であり、従って、ヒトにおいてより防御する免疫反応を提供するために、これらのウイル
ス由来のタンパク質を含むワクチンを得ることが望ましいことは、本技術分野において認
識されている（Newmanら 1993）。
【００２４】
　ヒトインフルエンザウイルスを、胚を有するニワトリの卵によって増殖させる場合、SA
α2,3Galに特異的に結合することができるウイルス変異株を選択し、SAα2,6Galを認識す
るウイルスを除く。PER.C6細胞は、その表面に、SAα2,6Gal含有受容体とSAα2,3Gal含有
受容体の両方を有する。従って、SAα2,6Galを認識するウイルスを優先して増殖させるた
めには、上記のようにこの成分を宿す受容体を過剰発現させることが好ましい。反対の効
果、すなわちヒトα２，３シアリルトランスフェラーゼの過剰発現を確定するために、本
発明は、また、“PER.C6-α2,3ST”と名付けた別の新規な細胞系を生成する方法及び手段
も提供する。上記のPER.C6-α2,6ST細胞と同様の方法で、強いCMVプロモーターの制御下
のヒトα２，３シアリルトランスフェラーゼをコードする核酸を宿すプラスミドをトラン
スフェクションし、その後、安定して組み込まれているプラスミドを持つ細胞を選択する
ことによって、PER.C6からこれらの細胞は得られる。PER.C6-α2,3ST細胞は、SAα2,3Gal
含有受容体を高発現することを特徴とする。
【００２５】
　α２，６シアリルトランスフェラーゼ過剰発現細胞は、SAα2,6Gal残基を好んで認識す
るインフルエンザウイルスを増殖させるのに用いることができ、一方α２，３シアリルト
ランスフェラーゼ過剰発現細胞は、SAα2,3Gal残基を好んで認識するインフルエンザウイ
ルスを増殖させるのに用いることができるので、α２，６シアリルトランスフェラーゼ過
剰発現細胞系とα２，３シアリルトランスフェラーゼ過剰発現細胞系の両方とも有用であ
る。ウイルスの感染及び蔓延が、主に、ヒトとヒトとの間の接触によって生じ、SAα2,6G
al残基を経る感染経路にウイルスがより順応してきた場合、α２，６シアリルトランスフ
ェラーゼ過剰発現細胞系を利用することが好ましい。他方で、SAα2,3Gal残基を宿す糖タ
ンパク質を有さないトリからヒトへ感染力が直接生じる場合（1997年のホンコンでの小規
模だが、深刻な流行の場合のように）、α２，３シアリルトランスフェラーゼを過剰発現
する細胞を利用することが好ましい。
【００２６】
　本明細書で使用する、α２，６シアリルトランスフェラーゼ又はα２，３シアリルトラ
ンスフェラーゼという用語は、それぞれのトランスフェラーゼを言い、また、前記トラン
スフェラーゼと等価なものも言い、前記トランスフェラーゼと等価なものは、等価なトラ
ンスフェラーゼと本質的に同じであるが、必ずしも量は同じではないトランスフェラーゼ
活性を有する。当業者であれば、適切な等価物を生成することができる。前記トランスフ
ェラーゼの一部は、本質的に同じであるが、必ずしも量は同じではないトランスフェラー
ゼ活性を有する場合、適切な等価物である。他の適切な等価物は、等価なトランスフェラ
ーゼと本質的に同じであるが、必ずしも量は同じではないトランスフェラーゼ活性を有す
る、α２，６シアリルトランスフェラーゼ又はα２，３シアリルトランスフェラーゼの誘
導体及び／又は類似物質である。そのような誘導体を、保存されたアミノ酸の置換又は別
の方法によって生成してもよい。誘導体は、また、それぞれのトランスフェラーゼの一部
から作成することもできる。
【００２７】
　本明細書で使用するインフルエンザウイルス粒子は、インフルエンザウイルス又はイン
フルエンザウイルス様粒子である。インフルエンザウイルス粒子と等価なものは、インフ
ルエンザウイルス粒子と本質的に同じであるが、必ずしも量は同じではない感染力の性質
を有するウイルス（様）粒子である。そのような等価物を、例えば、組み換え方法によっ
て生成することができる。そのような等価物は、インフルエンザウイルス内に通常は存在
しない分子を含んでもよい。
【実施例１】
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【００２８】
（pα2,6ST2000/Hygroの構築。）
　α２，６シアリルトランスフェラーゼをコードしている配列を含む断片を、プラスミド
pGST-Gal（アムステルダム自由大学のI. van Die博士からご恵与いただいた；前記プラス
ミドは、ラットα２，６シアリルトランスフェラーゼをコードする全cDNA配列（GenBank
アクセッション番号M18769）を含むpBR322のバックボーンから構成される）をEcoRIで消
化することによって得た。前記断片を、標準手順に従って、T4 DNAポリメラーゼによって
平滑末端にした。ゲルで精製した後、α２，６シアリルトランスフェラーゼをコードする
断片を、pcDNA2000/Hygro（国際公開第00/63403号に記載されているプラスミドpcDNA2000
/Hyg（-）とも呼ばれている）にライゲーションし、標準実験法に従って、PmeIで直線化
し、脱リン酸化し、ゲルで精製した。生じたプラスミドを、pα2,6ST2000/Hygroと名付け
た（図１）。
【実施例２】
【００２９】
（PER.C6-EPOにおけるpα2,6ST2000/Hygroのトランスフェクション及び過剰発現クローン
の選択。）
　最初に、PER.C6-EPOを、他の目的のために、すなわちエリスロポエチン（erythropoiet
in、EPO）の糖鎖形成に重点を置いた実験のために精製した。EPOは、赤血球生産の促進に
関与するタンパク質であり、その活性は、生体内での機能性についてそのシアル酸の含量
に依存するところが大きい。PER.C6-EPO細胞系は、PER.C6の誘導体であり、ヒトEPOタン
パク質を過剰発現させる（細胞について、国際公開第00/63403号に記載されている）。こ
の細胞系がEPOを生産するという事実は、本発明において重要であるとは考えられない。P
ER.C6-EPO細胞を培養し、該細胞を、以下に記載したとおりにpα2,6ST2000/Hygroでトラ
ンスフェクションした。
【００３０】
　組織培養シャーレ（直径10cm）に、シャーレ１枚当たり約200万－300万個のPER.C6細胞
を播き、37℃、10％CO2で一晩保持した。次の日に、リポフェクトアミン（Gibco）を用い
て、メーカーのプロトコールに従って、細胞にトランスフェクションした。当業者に既知
である標準プロトコールに全て従って20枚のシャーレに、それぞれ2μgのpα2,6ST2000/H
ygroでトランスフェクションした。別の6枚のシャーレは、ハイグロマイシンによる死滅
及びトランスフェクション効率のネガティブコントロールとなる。次の日に、ハイグロマ
イシンを、FBSを含むDMEM培地に溶解して50μg/mlの濃度でシャーレに添加した。細胞を
、3－4週間にわたってインキュベートし、該細胞を、ハイグロマイシンを追加した新鮮な
培地で定期的に洗浄した。細胞を、死んでいるかどうか毎日観測し、ハイグロマイシン選
択マーカーを宿すプラスミドを与えられていないネガティブコントロールと比較した。エ
リスロポエチン過剰発現細胞系及び抗体過剰発現細胞系について国際公開第00/63403号に
概ね記載されているとおりに大きく成長したコロニーを採取し、継代培養した。続いて、
約25個の選択された抗生物質耐性コロニーを、24ウェル、6ウェルのプレート及びT25フラ
スコ内で、ハイグロマイシンなしで培養し、細胞が、T75組織培養フラスコ内で成長した
際に、各々のクローンを少なくとも１個以上のバイアル分凍結させ、予備用に保存した。
続いて、前記クローンを、α２，６ST活性があるかどうか、FACsort装置（Becton Dickin
son）によるFACS分析によって、Govorkovaら （1999）に記載されている方法を用いて試
験した。このために、SAα2,6Gal特異的Sambucus nigra凝集素（DIG Glycan differentia
tion kit、Roche）を、供給業者のプロトコールに従って使用した。これらのクローンを
、2ヶ月のタイム・スパンで継代培養し、その間、FACS分析実験を定期的に行って、細胞
表面上のα２，６シアリルトランスフェラーゼの発現を観測した。SAα2,6Galの発現の上
昇は安定していた。最も良いα２，６シアリルトランスフェラーゼ発現クローンは、細胞
表面上のSAα2,6Galの密度が最も高いと評価されたものであり、クローン25-3.10であっ
た。このクローンを、“PER.C6－α2,6 ST”と名付けた。選択過程の終了時のPER.C6－α
2,6 STにおけるFACS分析の結果を、図４Ａに示す。pα2,6ST2000/Hygroの安定したトラン
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スフェクションによって、母系のPER.C6細胞系と比較して、細胞表面上のSAα2,6Gal残基
の濃度が顕著に上昇することは明らかである。興味深いことに、α２，６シアリルトラン
スフェラーゼを過剰発現させると、α2,3Gal特異的Maackia amurensis凝集素を用いてFAC
Sによって検出されるSAα2,3Gal残基の量が少なくなるようである（図４Ｂ）。この効果
は、α２，６シアリルトランスフェラーゼが、内生のα２，３シアリルトランスフェラー
ゼと同じ糖タンパク質基質に対して競合することによるものである可能性が最も高い。
【実施例３】
【００３１】
（α２，６－及びα２，３シアリルトランスフェラーゼのcDNA発現ベクターの生成。）
　ヒトα２，６シアリルトランスフェラーゼの完全長ｃDNA（GeneBankアクセッション番
号：14735135）を含むPCR断片を、当業者に既知である方法を用いたヒトcDNAライブラリ
ーによるポリメラーゼ連鎖反応（Polymerase Chain Reaction、PCR）によって得た。増幅
に使用したプライマー（センス：5'-TTT TTT GGA TCC ATG ATT CAC ACC AAC CTG AAG AAA
 AAG-3'、アンチセンス：5'-TTT TTT CTT AAG TTA GCA GTG AAT GGT CCG GAA GC-3'）は
、センス・プライマーではBamHI、アンチセンス・プライマーではAflIIによる消化をそれ
ぞれ可能にする5'末端部をさらに含む。PCR産物を、アガロースゲル電気泳動によって精
製し、BamHI及びAflIIで消化し、続いてpcDNA2000/Hygro（国際公開第00/63403号には、p
cDNA2000/Hyg（-）と記載されている）及びpcDNA2000/Neo（このベクターは、基本的には
pcDNA2000/Hyg（-）と同様に、pcDNA2000/DHFRから構築され、その詳細については、国際
公開第00/63403号に記載されている）にクローニングした。このために、pcDNA2000/Hygr
o及びpcDNA2000/NeoもBamHI及びAflII制限酵素で消化した。配列と正確にクローニングさ
れていることを、分子生物学分野の当業者に既知である標準手順に従って、二重鎖配列を
決定することによってチェックした。生じたプラスミドを、pα2,6STcDNA2000/Hygro（図
２Ａ）及びpα2,6STcDNA2000/Neo（図２Ｂ）と名付けた。それらは、拡張したCMVプロモ
ーター（国際公開第00/63403号参照）の制御下のヒトα２，６シアリルトランスフェラー
ゼをコードする核酸を含む。さらに、前記プラスミドはそれぞれ、プラスミドがそのゲノ
ムに安定した様態で組み込まれているクローンを選択するのに用いるネオマイシン及びハ
イグロマイシンに対する耐性を与える。
【００３２】
　ヒトα２，３シアリルトランスフェラーゼのcDNA（GeneBankアクセッション番号L23767
）を、上記のヒトα２，６シアリルトランスフェラーゼ遺伝子について記載したようにし
て得、クローニングした。PCR反応に使用したプライマーは：センスは、5'-TTT TTT GGA 
TCC ATG TGT CCT GCA GGC TGG AAG CTC-3'、アンチセンスは、5'-TTT TTT CTT AAG TCA G
AA GGA CGT GAG GTT CTT GAT AG-3'である。生じたプラスミドを、pα2,3STcDNA2000/Hyg
ro（図３Ａ）及びpα2,3STcDNA2000/Neo（図３Ｂ）と名付けた。
【実施例４】
【００３３】
（ヒトα２，６－又はヒトα２，３シアリルトランスフェラーゼを過剰発現する安定した
PER.C6細胞の生成。）
　40枚の組織培養シャーレ（直径10cm）に、シャーレ1枚当たり約200万-300万個のPER.C6
細胞系の細胞を播き、37℃、10％CO2で一晩中保持した。次の日、メーカーのプロトコー
ルと当業者に既知の標準培養手順に従って、リポフェクトアミン（Gibco）で細胞にトラ
ンスフェクションした。20枚のシャーレを、それぞれ5μgのpα2,6STcDNA2000/Neoでトラ
ンスフェクションした。トランスフェクションしていない細胞を有する別の20枚のシャー
レは、ネオマイシンによる死滅及びトランスフェクション効率用のネガティブコントロー
ルとなる。次の日、ネオマイシン（0.5mg/ml）を、FBSを含む培地に溶解して、適切なシ
ャーレに添加した。細胞を、4-5週間にわたってインキュベートし、選択剤を追加した新
鮮な培地で細胞を定期的に洗浄した。毎日、細胞が死んでいるかどうか観測し、ネオマイ
シン及びハイグロマイシン選択マーカーを宿すプラスミドを与えられていないネガティブ
コントロールと比較した。エリスロポエチン過剰発現細胞系及び抗体過剰発現細胞系につ
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いて国際公開第00/63403号に概ね記載されているとおりに大きく成長したクローンを採取
し、継代培養した。
【００３４】
　続いて、各細胞系から、約50個の選択されたネオマイシン耐性コロニーを、96ウェル、
24ウェル、6ウェルのプレート及びT25フラスコでネオマイシンを用いて培養した。細胞が
、T25組織培養フラスコ内で成長した際に、各々のクローンを少なくとも１個以上のバイ
アル分凍結させ、予備用に保存した。続いて、各クローンを、組換えヒトα２，６シアリ
ルトランスフェラーゼを生産しているかどうか、上記及びGovorkovaら（1999）に記載さ
れているSAα2,6Gal特異的Sambucus nigra凝集素を用いて、FACS分析によって試験した。
発現、培養行為及び生存度を基にして、優れた生産を行うクローンを下記のようにして選
択する。長期生存度についてチェックできるようにするために、回転ボトル及びバイオリ
アクター内で長期間懸濁培養し、最も良く機能するクローンのバイアルをより多く凍結さ
せ、さらなる研究のために選択した。これらのクローンを、2ヶ月のタイム・スパンで継
代培養した。この2ヶ月の間に、FACS分析実験を定期的に行って、細胞表面上のα２，６
シアリルトランスフェラーゼの発現を観測した。最も良い安定した生産株を選択し、細胞
バンキングに用いた。このクローンを増やして、PER.C6－H－α2,6 STと名付けた細胞系
を生成した。
【００３５】
　ヒトα２，３シアリルトランスフェラーゼタンパク質を過剰発現する細胞系を上記のヒ
トα２，６シアリルトランスフェラーゼを過剰発現するPER.C6細胞について記載したのと
概ね同様に生成した。この場合、プラスミドpα2,3STcDNA2000/Neoを用いた。生じた細胞
株を、PER.C6－H－α2,3 STを名付けた。
【実施例５】
【００３６】
（PER.C6細胞及びα２，６シアリルトランスフェラーゼ過剰発現PER.C6細胞における初代
及び順応したインフルエンザウイルス分離株を用いた細胞培養及び感染。）
　実験を行って、PER.C6細胞の感染に対する感受性をPER.C6－α2,6STのものと比較した
。PER.C6及びPER.C6－α2,6STの懸濁培養物を、4mMのＬ－グルタミン（Gibco）を追加し
た血清のないExCell 525培地（JRH Biosciences）にて、37℃、10％CO2で、490cm2の組織
培養回転ボトル内で、1rpmで連続回転させながら培養した。以下に記載されている手順を
、報告した全てのインフルエンザ感染に適用した。感染の日に、細胞を、6ウェルのプレ
ートに、1ｘ106個の細胞／mlの密度で、2mg/mlのPen/Strep（Gibco）、200ng/mlのファン
ギゾン（Gibco）及び3μg/mlのトリプシン－EDTA（Gibco）を含む最終容積が2mlの血清の
ない培地に播いた。初代分離株のウイルス接種材料及びPER.C6順応バッチ（初代分離株に
由来し、PER.C6細胞上で１継代、継代培養した）で細胞を感染させた。使用した初代分離
株は、A/Netherlands/002/01（H1N1、A/New Caledoniaと類似、ロッテルダム大学のA. Os
terhaus博士・教授からご恵与いただいた）。バッチを両方とも、100倍（容積／容積）希
釈して使用した。感染した細胞を、35℃、10％CO2で、静置培養で6日間保持した。ウイル
ス上清を実験を通じて回収し、続いて清浄にした。室温で、5000rpmで5分間微量遠心して
細胞をペレットにすることによって、清浄を行った。細胞のペレットを、以下に記載され
ている直接免疫蛍光アッセイによって分析した。上清を、新しいエッペンドルフ・チュー
ブに移し、液体窒素で急速に凍結させ、プラーク・アッセイ（下記参照）に使用するまで
、-80℃で保存した。
【実施例６】
【００３７】
（免疫蛍光試験。）
　インフルエンザウイルスの感染を検出するために、直接免疫蛍光（immunofluorescence
、I.F.）アッセイを、IMAGEN（登録商標）インフルエンザウイルスＡ及びＢキット（Dako
）を用いて、供給業者が提供するプロトコールに従って、感染した細胞（上記参照）で行
った。以下に簡潔に記載する。感染した細胞を5分間遠心した。上清を除去し、ペレット
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をPBSに再懸濁した。これを二回繰り返して、細胞を完全に洗浄した。洗浄した細胞のペ
レットをPBSに再懸濁し、20μlの細胞懸濁液を、I.F.スライドの2個のウェルにそれぞれ
添加した。これを、室温で乾燥させた。20μlのアセトンを各ウェルに添加することで細
胞を固定し、風乾した。各ウェルに、20μlの適切なIMAGENインフルエンザ試薬（すなわ
ち、標識抗体特異的インフルエンザＡ又はＢ）を添加した。次に、スライドを、37℃で15
分間、湿らせたティッシュペーパー上でインキュベートした。過剰な試薬を、PBSで洗い
流し、次にPBSで5分間すすいだ。スライドを室温で風乾した。IMAGEN封入液を各ウェルに
一滴添加し、カバーガラスをスライドの上に置いた（これを、少量のマニキュア液で所定
の位置に固定した）。サンプルを、落射蛍光照射を用いて顕微鏡で観察した。感染した細
胞は、明るい淡黄緑色の蛍光を特徴とする。ネガティブ（赤）細胞と比較して、ポジティ
ブ（蛍光緑）を示す細胞のおよそのパーセンテージを記録した。結果を、図５に示す。PE
R.C6－α2,6STが、臨床分離株（白色棒）の複製を有効に支援することは明らかである。
【実施例７】
【００３８】
（プラーク・アッセイ。）
　PER.C6及びPER.C6－α2,6STにおけるウイルスの生産を、ウイルスの上清を接種したMDC
K（Madin Darbin Canine Kidney）細胞におけるプラークの形成を記録することによって
調べた。MDCK細胞は、そのようなプラーク・アッセイ実験に特に有用である。実施例５に
記載した方法に従って、PER.C6とPER.C6－α2,6STの両方で増殖させた初代及びPER.C6継
代インフルエンザウイルスの10倍希釈したウイルスの上清合計1mlを、95％コンフルエン
スとなるまで、6ウェルのプレートで、2mMのＬ－グルタミンを追加したDMEM内で培養した
MDCK細胞に接種した。1時間後、37℃で、細胞をPBSで２回洗浄し、3mlのアガロース混合
物（2.5％アガロース 1.2ml、2ｘMEM 1.5ml 、200mM Ｌ－グルタミン 30μl、トリプシン
－EDTA 24μl、PBS 250μl）を用いて過負荷をかけた。次に、湿度が高い状態で、10％CO

2雰囲気下、37℃で、約3日間、細胞をインキュベートし、ウイルスのプラークを視覚によ
って記録し、計数した。結果を図６に示す。インフルエンザウイルスの臨床分離株（白色
棒）及びPER.C6継代ウイルス（灰色棒）は、PER.C6－α2,6ST細胞に非常に効果的に感染
することができたが（右パネル）、PER.C6細胞（左パネル）は、初代臨床分離株による感
染に対する感受性があまりなかった。このことは、α２，６シアリルトランスフェラーゼ
を過剰発現する細胞は、初代ウイルス分離株を増殖させるのに特に有用であることを示し
、これらの細胞が、迅速かつ安全な方法で、例えばインフルエンザ感染症対するワクチン
を製造するのに非常に有用であることを示している。
【実施例８】
【００３９】
（FACSにおけるPER.C6細胞を用いたインフルエンザウイルス粒子の滴定。）
　新規なFACSによる方法を使用して、上清中のインフルエンザウイルスの力価を測定した
。前記方法は、ウイルス複製の最初のラウンド内に生産的に感染している細胞画分を検出
することによって、複製能力のあるビリオンを定量することを伴う。0.01から1の間のPER
.C6の懸濁培養物及び感染部分を用いて、数時間以内に非常に正確な値を得ることができ
る。MDCK細胞を用いたプラーク・アッセイによる同様の滴定は、現在のところ、本技術分
野で多く用いられているインフルエンザウイルス滴定用の標準的なアッセイであって、該
滴定は、はるかに長期に渡り（一般的に大体2週間）、労力を要し、特に再現性が低い。
以下に、使用した材料及び方法の専門的な説明をする。ここでは、FACSを用いる上清中の
インフルエンザウイルス粒子の滴定のために懸濁細胞を用いることができることを示す。
【００４０】
　血清のないAEM培地（Gibco）懸濁液内で培養したPER.C6細胞を、24ウェルのプレートに
蒔いた（ウェル当たり1ｘ106個の細胞／mlの細胞を1ml）。トリプシン－EDTA（Gibco）を
、最終濃度が3μg／mlとなるように添加した。インフルエンザウイルスＡ型の上清（X-12
7、A/Beijing/262/95のリアソータント及びX-31（国立生物学的製剤研究所から得た））
を細胞に感染させた。200μlのウイルス上清を、未希釈のウイルス・ストックを初めとし
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て３倍段階希釈で細胞に添加した。偽の感染細胞であるコントロールが用いられている。
ウイルス添加後、細胞を、35℃で5時間保持した。
【００４１】
　感染細胞のサンプルを（各350μl）1.5mlのエッペンドルフ・チューブに取った。冷却
したPBSを1mlまで添加し、チューブを、エッペンドルフ・ベンチ・遠心機（eppendorf be
nch centrifuge）にて、5000rpmで5分間遠心した。上清を捨て、細胞を、100μlの冷却し
たCytoperm/Cytofix 透過処理溶液（permeabilizing solution）（Pharmingen）に穏やか
に再懸濁した。4℃で20分経った後、冷却したPBS（900μl）を添加し、上記のように再び
細胞をペレットにした。ペレット状の細胞を、5μlのFITC標識インフルエンザＡ核タンパ
ク質特異的抗体（Imagen Kit、Dako）を含む350μlの冷却した染色培地（PBS、1％BSA、0
.1％ナトリウムアジド）に再懸濁した。細胞を、4℃で、15分から30分間インキュベート
し、続いて1mlの冷却したPBSで１回洗浄し、1mlの1ｘCellfix固定溶液（Becton Dickinso
n）で１回洗浄した。次に、細胞をFACSで分析するか、又は後のFACS分析のために、4℃、
暗黒下で１週間までの間保存した。
【００４２】
　染色した細胞を、FACsort装置（Becton Dickinson）で分析した。インフルエンザ／FIT
Cポジティブ細胞は、FL１チャンネルで検出され、右上の象限に現れた（図７）。図の下
部には、非感染細胞と感染後5時間における細胞でのFACS分析の結果がプロットされてい
る。グラフの右上の象限は、FITCポジティブ／感染細胞を、左上の象限は、FITCネガティ
ブ／非感染細胞を示している。
【００４３】
　次に、Ｘ軸の、感染細胞を感染させるのに用いた上清の希釈度に対して、該感染細胞を
、パーセンテージとしてＹ軸にプロットした（図８）。50％の感染細胞に相当する値は、
上清のTCID50を示す。1,000,000個の細胞をこの初期感染に用いたことを考えると、6倍希
釈した上清200μlには、500,000個の感染性粒子が含まれ、これは1.5ｘ107個の感染性粒
子／mlの力価に相当するものであることが導き出される。同じ上清を、当業者に既知であ
る標準手順によって、MDCK細胞を用いる標準のプラーク・アッセイで定量したとき、1.7
ｘ107の値が得られ、偏差は+/-50％であった。
【００４４】
　種々の量のPER.C6と共に、種々の容積及び希釈度のウイルス上清を用いて、前記アッセ
イの感受性を変化させることできることは当業者に自明である。同様に、適切な抗体を染
色に用いた場合でも、X-127以外のインフルエンザウイルスの力価を測定することができ
る。
【００４５】
（参考文献）
　Baum LG and Paulson JC (1990) Sialyloligosaccharides of the respiratory epithe
lium in the selection of human influenza virus receptor specificity. Acta Histoc
hem Suppl 40: 35-8.

　Claas EC, Osterhaus AD, van Beek R, De Jong JC, Rimmelzwaan GF, Senne DA, Krau
ss S, Shortridge KF and Webster RG (1998) Human influenza A H5N1 virus related t
o a highly pathogenic avian influenza virus. Lancet 351: 472-427.

　Couceiro JN, Paulson JC and Baum LG (1993) Influenza virus strains selectively
 recognize sialyl-oligosaccharides on human respiratory epithelium; the role of 
the host cell in selection of hemagglutinin receptor specificity. Virus Res 29: 
155-165.

　Daniels PS, Jeffries S, Yates P, Schild GC, Rogers GN, Paulson JC, Wharton SA,
 Douglas AR, Skehel JJ and Wiley DC (1987) The receptor-binding and membrane-fus



(16) JP 4480398 B2 2010.6.16

10

20

30

40

50

ion pro-perties of influenza virus variants selected using anti-haemagglutinin m
onoclonal antibodies. Embo J 6: 1459-1465.

　Gambaryan AS, Robertson JS and Matrosovich MN (1999) Effects of egg-adaptation
 on the receptor-binding properties of human influenza A and B viruses. Virology
 258: 232-239.

　Gambaryan AS, Tuzikov AB, Piskarev VE, Yamnikova SS, Lvov DK, Robertson JS, Bo
vin NV and Matrosovich MN (1997) Specification of receptor-binding phenotypes of
 influenza virus isolates from different hosts using synthetic sialylglycopolyme
rs: non-egg-adapted human H1 and H3 influenza A and influenza B viruses share a 
common high binding affinity for 6'-sialyl(N-acetyllactosamine). Virology 232: 3
45-350.

　Gibbs MJ, Armstrong JS and Gibbs AJ (2001) Recombination in the hemagglutinin 
gene of the 1918 "Spanish flu". Science 293: 1842-1845.

　Govorkova EA, Matrosovich MN, Tuzikov AB et al. (1999) Selection of receptor-b
inding variants of human influenza A and B viruses in baby hamster kidney cells.
 Virology 262: 31- 38.

　Hatta M, Gao P, Halfmann P and Kawaoka Y (2001) Molecular basis for high virul
ence of Hong Kong H5N1 influenza A viruses. Science 293:1840-1842.

　Ilobi CP, Henfrey R, Robertson JS, Mumford JA, Erasmus BJ and Wood JM (1994) A
ntigenic and molecular characterization of host cell-mediated variants of equine
 H3N8 influenza viruses. J Gen Virol 75: 669-673.

　Ito T, Suzuki Y, Takada A, Kawamoto A, Otsuki K, Masuda H, Yamada M, Suzuki T,
 Kida H and Kawaoka Y (1997) Differences in sialic acid-galactose linkages in th
e chicken egg amnion and allantois influence human influenza virus receptor spec
ificity and variant selection. J Virol 71: 3357- 3362.

　Liu CK, Wei G, Atwood WJ (1998) Infection of glial cells by the human polyomav
irus JC is mediated by an N-linked glycoprotein containing terminal α(2-6)-link
ed sialic acids. J Virol 72: 4643-4639.

　Newman RW, Jennings R, Major DL, Robertson JS, Jenkins R, Potter CW, Burnett I
, Jewes L, Anders M, Jackson D and et al. (1993) Immune response of human volunt
eers and animals to vaccination with egg-grown influenza A (H1N1) virus is influ
enced by three amino acid substitutions in the haemagglutinin molecule. Vaccine 
11: 400-406.

　Pau MG, Ophorst C, Koldijk MH, Schouten G, Mehtali M and Uytdehaag F (2001) Th
e human cell line PER.C6 provides a new manufacturing system for the production 
of influenza vaccines. Vaccine 19: 2716-2721.

　Potter WP (1998). Chronicle of inflenza pandemics. In Textbook of influenza, N
KG, RG Webster and AJ Hay, eds. (Oxford) pp. 3-18.



(17) JP 4480398 B2 2010.6.16

10

20

30

40

　Robertson JS, Cook P, Nicolson C, Newman R and Wood JM (1994) Mixed population
s in influenza virus vaccine strains. Vaccine 12: 1317-1322. 

　Rogers GN, Daniels RS, Skehel JJ, Wiley DC, Wang XF, Higa HH and Paulson JC (1
985) Host-mediated selection of influenza virus receptor variants. Sialic acid-
α 2,6 Gal-specific clones of A/duck/Ukraine/1/63 revert to sialic acid-α 2,3 G
al-specific wild type in ovo. J Biol Chem 260: 7362-7367.

　Subbarao K, Klimov A, Katz J, Regnery H, Lim W, Hall H, Perdue M, Swayne D, Be
nder C, Huang J, Hemphill M, Rowe T, Shaw M, Xu X, Fukuda K and Cox N (1998) Cha
racter-ization of an avian influenza A (H5N1) virus isolated from a child with a
 fatal respiratory illness. Science 279: 393-396.

　Suzuki Y (1994) Gangliosides as influenza virus receptors. Variation of influe
nza viruses and their recognition of the receptor sialo-sugar chains. Prog Lipid
 Res 33: 429-457.

　Suzuki Y, Kato H, Naeve CW and Webster RG (1989) Singleamino-acid substitution
 in an antigenic site of influenza virus hemagglutinin can alter the specificity
 of binding to cell membrane-associated gangliosides. J Virol 63: 4298-4302.

　Suzuki T, Portner A, Scroggs RA, Uchikawa M, Koyama N, Matsuo K, Suzuki Y and 
Takimoto T (2001) Receptor specificities of human respiroviruses. J Virol 75: 46
04-4613.

　Walters RW, Yi SM, Keshavjee S, Brown KE, Welsh MJ, Chiorini JA and Zabner J (
2001) Binding of adeno-associated virus type 5 to 2,3-linked sialic acid is requ
ired for gene transfer. J Biol Chem 276: 20610-20616. 
【図面の簡単な説明】
【００４６】
【図１】図１は、pα2,6ST2000/Hygroの略図である。
【図２】図２は、（Ａ）pα2,6STcDNA2000/Neo及び（Ｂ）pα2,6STcDNA2000/Hygroの略図
である。
【図３】図３は、（Ａ）pα2,3STcDNA2000/Neo及び（Ｂ）pα2,3STcDNA2000/Hygroの略図
である。
【図４】図４は、PER.C6及びPER.C6/α2,6STにおける（Ａ）SAα2,6Gal及び（Ｂ）SAα2,
3GalのFACS分析による検出結果を示す図である。
【図５】図５は、PER.C6及びPER.C6/α2,6ST上の初代臨床インフルエンザ分離株及び卵－
継代インフルエンザバッチ（同じ初代分離株由来）の増殖を蛍光で測定し、感染力を、HA
免疫蛍光染色においてポジティプの細胞のパーセンテージで表した結果を示す図である。
【図６】図６は、PER.C6及びPER.C6/α2,6ST上の初代臨床インフルエンザ分離株及び卵－
継代インフルエンザバッチ（同じ初代分離株由来）の増殖を、プラーク・アッセイで測定
し、感染力を、1ml当たりのプラーク形成ユニット（plaque-forming units、pfu's）で表
した結果を示す図である。
【図７】図７は、最初に細胞をウイルス粒子に感染させ、次に細胞を抗血清とインキュベ
ートし、続いて、全ての細胞集団において感染細胞を分離し、かつ計数することができる
FACS分析に使用するというインフルエンザ滴定アッセイの略図である。
【図８】図８は、希釈係数に対する感染細胞画分（％）のプロットを示す図である。
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