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(57)【要約】
【課題】免疫原性ウイルス治療剤に対する予め存在する体液性免疫を減少させるための方
法及び組成物をていきょうすること。
【解決手段】イムノアフェレーシスを用いてアデノウイルスのようなウイルス免疫原性治
療剤に対する予め存在する体液性免疫を減少させる方法が開示される。ウイルス免疫原性
治療剤に特異的な抗体は、その抗体に特異的に結合する免疫吸着剤との体外的な反応によ
りウイルス免疫原性治療剤の投与前に個体の血液から選択的に除去される。血液から抗体
を選択的に除去した後、血液は患者に再注入され、ウイルス免疫原性治療剤が投与される
。本発明は、抗ウイルス抗体の選択的除去のためのキット及び組成物も供する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　明細書に記載される、体液性免疫を減少させる方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　技術分野
　本発明はウイルス免疫原性治療剤の投与の分野、特にこのような投与に対するホストの
体液性免疫応答を少なくするものに関する。
【背景技術】
【０００２】
　背景技術
　広範囲のヒトの病気が細胞レベルで遺伝子異常に関連する。これらの病気のいくつかに
は、襄胞性線維症、貧血症、血友病、糖尿病、ハンチントン病、ＡＩＤＳ、異常に高い血
清コレステロールレベル、及び特定の免疫欠損症がある。特に、ほぼすべての人の生活に
関係している病気は癌である。大規模な研究努力にかかわらず、これらの病気のいずれか
を治療することにおいて限られた進展しかない。
【０００３】
　いくつかの新しい潜在的に見込みのある治療法が現在開発中である。欠損遺伝子又は配
列に外来性の配列を補給する遺伝子療法は、癌ばかりでなく、先に列記した病気全てを治
療するのに役立ち得る。遺伝子療法は、一般に、ウイルスベクターのような外来性配列の
ためのデリバリービヒフルを要求する。これらの病気に対して有効なベクターであり得る
新しく開発されたウイルス剤には、レトロウイルス及び組換えアデノウイルスがある。報
告について、Ｋｉｍら（１９９６）Ｍｏｌ．Ｍｅｄ．Ｔｏｄａｙ　１２：５１９～５２７
及びＳｍｉｔｈら（１９９６）Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　３：４９６～５０２を参照の
こと。治療剤として潜在的に役立つ他のウイルスベクターには、キロニーマウス白血病ウ
イルス（ＭＯＭＬＶ）、ポックスウイルス、ヘルペスウイルス、ＨＩＶ及びアデノ関連ウ
イルス（ＡＡＶ）がある。
【０００４】
　更に、癌において、癌細胞内での選択的複製がこれらの細胞を優先的に破壊するより特
異的な弱毒化複製コンピテントウイルスベクターが開発されている。特定の細胞型を優先
的に複製する（及びこれにより破壊する）種々の細胞特異的複製コンピテントアデノウイ
ルス構成物が共有の米国特許出願通し番号０９１０３３，５５５，０９１０３３，３３３
，６０／０７６，５４５及び０９０／０３３，５５６に記載されている。別の弱毒化複製
コンピテントアデノウイルスはＯｎｙｘ－０１５アデノウイルスである。Ｏｎｙｘ－０１
５はＥＩＢ－５５ｘＤａタンパク質中に欠失を有し、通常、細胞ｐ５３腫瘍サプレッサー
タンパク質を阻害する。Ｏｎｙｘ－０１５は、ｐ５３欠損ヒト細胞内で複製することがで
きるが、ｐ５３陽性細胞内では有効に複製しない（Ｂｉｓｃｈｏｆｆら（１９９６）Ｓｃ
ｉｅｎｃｅ　２７４：３７３～３７６：Ｈｅｉｓｅら（１９９７）Ｎａｔ．Ｍｅｄ．３：
６３９～６４５）。
【０００５】
　安全な治療剤としてアデノウイルスに寄与する有利な因子は次のものがある：（ａ）ア
デノウイルスでの感染は、小さな臨床的病気の徴候しか有さない；（ｂ）アデノウイルス
は、安定な十分に記述され、キャラクタライズされたゲノムを有する；（ｃ）アデノウイ
ルスは、そのウイルスＤＮＡを宿主ＤＮＡに組み込むことができない；（ｄ）アデノウイ
ルスは一時的な遺伝子発現を許容する；（ｅ）アデノウイルスは、分割及び非分割細胞の
両方に感染することができる；（ｆ）アデノウイルスは多様なヒト細胞型に感染すること
ができる：アデノウイルスは物理的に安定である；（ｈ）アデノウイルスは高タイター生
産になじみやすい。
【０００６】
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　アデノウイルスタイプ５ゲノムは、短い逆方向末端与復を含む３５，９３５塩基対の二
本鎖ＤＮＡ分子である（Ｃｈｒｏｂｏｃｚｅｋら（１９９２）Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　１８６
：２８０～２８５；Ｇａｒｏｎら（１９７２）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．
ＵＳＡ　６９：２３９１～２３９５）。ゲノムの発現は、最大Ｌ遺伝子発現のために要求
されるウイルスＤＮＡ複製で、早期（Ｅ）及び後期（Ｌ）にに任意的に分けられる制御さ
れたカスケードである。関連するＲＮＡ転写物は、それらが転写されるゲノムの領域に従
って、及びそれらの発現のタイミング（Ｅ又はＬ）により分類される。そのＥ３領域は組
織培養における複製のために本質的でなく、この領域は最も最初の世代の治療用アデノウ
イルスから削除されている。
【０００７】
　ビリオン表面上のエピトープに対する抗体反応性により区別できるアデノウイルスの４
７の異なる血清型がある。各々の血清型は５つのサブグループ（Ａ－Ｅ）のうちの１つに
割り当てられる。サブグループのメンバーは、遺伝子材料を有効に交換（再結合）するこ
とができるが、それらは異なるサブグループのメンバーと共に再結合しない。アデノウイ
ルスタイプ１，２，５、及び６はサブグループＣのメンバーである。アデノウイルスタイ
プ５（遺伝子治療に及び他の治療のため典型的に用いられるタイプ）はヒトにおける自己
制御性熱性呼吸の病気及び眼の病気に関連する。長期の免疫抑制個体において、アデノウ
イルス５は、腎障害、肝臓壊死、及び胃のびらんにも関連している（Ｓｈｉｅｌｄｓら（
１９８５）Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｊ．Ｍｅｄ．３１２：５２９～５３３；Ｚａｈｒａ
ｄｎｉｋら（１９８０）Ａｍ．Ｊ．Ｍｅｄ．６８：７２５～７３２）。アデノウイルス５
及び他のサブグループ（ウイルスは、ほとんど又は全く哺乳動物において発癌可能性がな
い。（Ｈｏｒｏｗｉｔｚ（１９９０）ｉｎ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ、（Ｒａｖｅｎ　Ｐｒｅｓ
ｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，２nd　Ｅｄ）ｐｐ．１６７９～１７２１）。
【０００８】
　アデノウイルスのようなウイルス治療剤の使用は有望であり続けるが、それらの有効性
に対していくつかの大きな障壁がある。治療用ビヒクルとしてのウイルスベースのベクタ
ーの主要な制限のうちの２つは、（ａ）ウイルスに対する予め存在する循環する抗体によ
るウイルスの不治性化、及び（ｂ）体液性免疫の一次的又は２次的誘導による反復投与の
効能の減少である。例えば、アデノウイルスに関して、現在の血清学的調査は、米国の成
人集団の５７％が、１：２～１：５１２の範囲のタイターでアデノウイルス５に対する中
和性抗体を有することを示す（Ｓｃｈｕｌｉｃｋら（１９９７）Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅ
ｓｔ．９９：２０９～２１９）。中和性抗体は、静脈内アデノウイルス注入の後７～１４
日間、特定の抗原性決定基に対して形成される（Ｚｉｎｋｅｒｎａｇｅｌ（１９９６）Ｓ
ｃｉｅｎｃｅ　２７１：１７３～１７８）。これらの抗体は、典型的には、キャプシドタ
ンパク質及び一種とのグロプロテインのようなビリオン上のタンパク質について特異的で
ある（Ｇｅｏｒｇｅ－Ｆｒｉｅｓ　ｅｔ　ａｌ（１９８４）Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　１３４（
１）：６４－７１；Ｆｉｓｈｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）；Ｅｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．
（１９８９）Ｊ．Ｍｅｄ．Ｖｉｒｏｌ．２７（１）：５９－６５；Ｈｉｇｈｌａｎｄｅｒ
　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６１（１１）３３５６－６４；Ｄｕｒａｌ
ｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９９８）Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．７２（５）：３５４７－５３）。アデノ
ウイルスキャプシドタンパク質によるＣＤチナリンパ球の活性化、感染した細胞における
ＭＨＣクラスｔ分子の上昇制御も導き、中和性抗体の生産及び（ＴＬによるアデノウイル
ス感染細胞のクリーニングに寄与する（Ｙａｎｇら（１９９５）Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６９：
２００４～２０１５）。多くの患者について、治療用アデノウイルスは記憶消失性体液性
応答及びＣＴＬ応答を誘導し、同じウイルスでのくり返しの静脈内治療の効能を更に減少
させる。ヒトの集団の大部分は彼らの寿命の間、アデノウイルスに露出されているので、
予め存在する免疫性ウイルスベクターの使用に対する主な障害となり得る。成人のヒトに
おけるアデノウイルスに対する中和性抗体のこのような高い普及率は、（例えば遠くの腫
瘍部位に）アデノウイルスが広まるのを阻害し、生体内でのアデノウイルスタイプ５ベー
スの治療の有効性を大きく限定し得る。
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【０００９】
　ウイルス播種への中和性抗体の効果は非経口投与を用いるウイルス治療の成功を決める
ことにおける主要な問題である。これは特に、静脈内投与が転移性疾患又は孤立した腫瘍
のための治療のために要求され得るからである。現在の研究は、予め存在する抗体は（腫
瘍退行に関して）腫瘍内ウイルス投与の効能を減少させ得ないことを示すが、ウイルス播
種は予め存在する循環する抗体により大きく妨げられるようである。１つのグループは腫
瘍内注入後のアデノウイルス－免疫動物の肝臓内のトランスジーン発現は、ネイティブマ
ウスにおいて見い出されるトランスジーン発現と比べて１０００超、減少することを見い
出した（Ｂｒａｍｓｏｎら（１９９７）Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　４：１０６９－１－
７６）。別の例において、マウスにおいて、ウイルスベクターの９０％が静脈内注入の２
４時間以内に除去される（Ｗｏｒｇａｌｌら（１９９７）Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．
８：３７～４４）。この発見は、ベクターの９０％除去を証明する注入後最初の７０時間
にわたってのサザンブロット分析を用いて肝臓、脾臓及び肺におけるウイルスＤＮＡの定
量分析により確認された（Ｃｈｒｉｓｔら（１９９７）Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　Ｌｅｔｔ
ｅｒｓ　５７：１９～２５）。Ｓｃｈｕｌｉｃｋら（１９９７）は、ラットが先にアデノ
ウイルスに静脈内露出することにより免疫化されるなら、アデノウイルスベクターの２回
目の静脈内注入は、試された遺伝子転移後３日間、組換え遺伝子発現の証拠を供さないこ
とを見い出した。この観察結果は、アデノウイルスに対する中和性抗体の低い（即ち１：
２）タイターの存在下でさえ再現することができた（Ｓｃｈｕｌｉｃｋら（１９９７））
。別のグループは、肺癌の４人の患者においてアデノウイルスベクターに及び組換え遺伝
子発現（β－ガラクトシダーゼタンパク質）に対する免疫応答を検査した（Ｇａｈｅｒｙ
－Ｓｅｇａｒｄら（１９９７）Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．１００：２２１８～２２２
６）。患者１において、アデノウイルス－β－ｇａｌ注入の前にアデノウイルスに対する
高レベルの中和性抗体が検出された（１：４００で１００％中和）が、患者３においてそ
れは低く（１；４００で３０％中和）。他の２人の患者では検出できなかった。患者１を
除く全ての患者から３０及び６０日目に腫瘍傷バイオプシーにおいてＰＣＲにより検出さ
れた。これにより、現在の研究は、予め存在する体液性免疫はウイルスの半減期、播種、
及び有効性に対する大きな障壁を有し、そして予め存在する抗アデノウイルス中和性抗体
は、静脈内投与を介するアデノウイルス媒介治療の治療効能を限定することを確立してい
る。
【００１０】
　予め存在する免疫性の問題に向けて開発されたストラテジーは大きな制限を有している
。現在、アデノウイルスタンパク質の投与に基づく経口寛容化により予め存在する抗アデ
ノウイルス免疫性を下降制御するためのストラテジーが開発されている（Ｉｌａｎら（１
９９７）（１９９７）Ｊ　Ｃｌｉｎ．　Ｉｎｖｅｓｔ．９９（５）：１０９８～１１０６
）。しかしながら、このストラテジーは、主に、この方法が新生児にのみ有効であるとい
う事実のため、現実的でない。
【００１１】
　アフェレーシスは、特定の血液成分を体外的に除去し、血液を個体に再導入する方法で
ある。典型的なアフェレーシスは、除去されるべき成分が特定の病状に関連している病理
的状態を治療するために用いられる。治療用アフェレーシス法は、異常な血液細胞又は血
漿成分を迅速に除去することができ、いくつかの血液学的疾患、例えば高白血球性白血病
、リンパ腫、血小板血症、血栓性血小板減少性紫斑病、鎌状赤血球貧血症、及び血漿中の
病原性タンパク質に関連する異常を治療するために用いられている。その特定の手順は、
除去される血液成分に従って（細胞搬出法）、除去されるいずれかの血液細胞について（
白血球搬出した、リンパ球搬出法、赤血球搬出法、血小板搬出法、血漿交換法（治療用血
漿搬出法）及び免疫搬出法）選択することができよう。例えば米国特許第４，８５１，１
２６号、４，２５５，６２７号、４，０８６，２９４号、５，１４７，２９０号、及び４
，４１１，７９２号を参照のこと。
【００１２】
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　現在、アフィニティー吸着アフェレーシスが、自己免疫疾患、例えば血友病、特発性血
小板減少性紫斑病、及びループス腎炎の治療のために開発されている（Ｎｉｌｓｓｏｎ　
ｅｔ　ａｌ．（１９８１）Ｂｌｏｏｄ　５８（１）：３８－４４；Ｃｈｒｉｓｔｉｅ　ｅ
ｔ　ａｌ．（１９９３）Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ　３３：２３４－２４２；Ｒｉｃｈｔｅ
ｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）ＡＳＡＩＯ　Ｊ．４３（１）：５３－５９；Ｓｕｚｕｋｉ
　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ａｕｔｏｉｍｍｕｎｉｔｙ　１９：１０５－１１２；Ｕ．Ｓ
．Ｐａｔｅｎｔ　Ｎｏ．５，７３３，２５４）。ＩＴＰは、一般に、皮膚への出血から生
ずる障害の出現、血小板数の減少、骨髄中の巨核球の増加及び薬剤露出又は毒性露出の欠
如下での血小板関連ＩｇＧの増加を特徴とする。最も一般的に用いられるカラムは、シリ
カ担体に結合したリガンドとしてプロテインＡを有するスタフィロコソカスプロテインＡ
カラムである。しかしながら、これらのカラムは（ＩｇＧサブクラス１，２及び４につい
て最も大きなアフィニティー及びＩｇＧ３，ＩｇＭ、及びＩｇＡについて最も低いアフィ
ニティーで）広くイムノグロビリン及び免疫複合体に吸着する（Ｂａｎｄａｒｅｎｋｏ（
１９９６）Ｃｌｉｎｉｃｓ　ｉｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　１６：９
０７－９２９）。ＰＲＯＳＯＲＢＡ（登録商標）カラム（ＩＭＲＥ，Ｉｎｃ，Ｓａｎ　Ｄ
ｉｅｇｏ，ＣＡ）は、シリカに結合したプロテインＡを含み、特発性血小板減少性紫斑病
（ＩＴＰ）及びＨＩＶ関連ＩＴＰの治療において臨床的使用について認可されている（Ｓ
ｎｙｄｅｒら（１９９２）Ｂｌｏｏｄ　７９：２２３７～２２４５；Ｃｈｒｉｓｔｉｅ及
びＨｏｎｅ（１９９３）Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ　３３：２３４～２４２）。市販のプロ
テインＡカラムの大きな制限（それらの関連する非特異性に加えて）は、それらの限定さ
れた結合能力である（Ｃｈｒｉｓｔｉｅら（１９９３））。別のアプローチは、ポリクロ
ーナルＩｇＧ抗体を含むカラムの使用に関する（Ｒｉｃｈｔｅｒら（１９９３）Ｍｅｔａ
ｂｏｌ．Ｃｌｉｎ．Ｅｘｐ．９２：８８８～８９４；Ｒｉｃｈｔｅｒら（１９９７）ＡＳ
ＡＩＯ　Ｊ．４３（１）：５３～５９）。しかしながら、これらのカラムはいずれのＩｇ
Ｇ分子も除去し、これにより特異的でない。
【００１３】
　他のアプローチは抗体のような免疫吸着剤をコンジュゲートするための一般的なアフィ
ニティーカラムであるＴＨＥＲＡＳＯＲＢ（登録商標）（以前はＢａｘｔｅｒ　Ｃｏｒｐ
，Ｍｕｎｉｃｈ，Ｇｅｒｍａｎｙにより製造）を利用している。肝臓移植拒絶のモデルに
おいて、ＩｇＧのより完全な除去（９５％が、Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ＣＬ－４Ｂに共有結
合したヒツジ抗ヒトＩｇＧ抗体からなるＴＨＥＲＡＳＯＲＢ（登録商標）カラムの使用で
見い出された（Ｐａｓｃｈｅｒら（１９９７）Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　６３（
６）：８６７～８７５）。β1 －アドレノレセプター抗体に対する抗体と結合したＴＨＥ
ＲＡＳＯＲＢ（登録商標）も、特発性拡張心筋症を治療する別の研究において自己抗体の
除去に用いた。イムノアフェレーシスは自己抗体レベルをもとの値の８％にした（Ｗｅｌ
ｌｕｋａｔら（１９９６）Ｉｎｔ′ｌ　Ｊ．Ｃａｒｄ．５４：１９１～１９５）。
【００１４】
　アフィニティーアフェレーシスの他の実験的適用には、血友病の管理における抗第VIII
因子抗体の枯渇（Ｎｉｌｓｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８１）Ｂｌｏｏｄ　５８：３８；
Ｗａｔｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）Ｃａｎｃｅｒ　６４：１４００）；セルロース
カラムに固定されたポリアニオン性化合物でのループス腎炎に関連するカチオン性抗ＤＮ
Ａ抗体の除去（Ｓｕｚｕｋｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ａｕｔｏｉｍｍｕｎｉｔｙ　１
９：１０５－１１２）；抗アポリポプロテインＢをＳｅｐｈａｒｏｓｅに結合することに
よる家族性高コレステロール血症の患者からの低密度リポタンパク質（ＬＤＬ）の枯渇（
Ｒｉｃｈｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｍｅｔａｂｏｌ．Ｃｌｉｎ．Ｅｘｐ．４２：
８８８－８９４；　Ｓｕｚｕｋｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９９５）Ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ　Ｏ
ｒｇａｎｓ　２０（４）：２９６－３０２）；グッドパスチャー症候群の治療における抗
基質膜抗体の除去（Ｂａｎｄａｒｅｎｋｏ（１９９６）Ｃｌｉｎｉｃｓ　ｉｎ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｙ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　１６：９０７－９２９）；及びシスプラチン及びマイ
トマイシンＣ誘導化溶血性尿毒症症候群／血栓性血小板減少性紫斑病（ＨＵＳ／ＴＴＰ）
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の治療（Ｗａｔｏｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）Ｃａｎｃｅｒ　６４：１４００；Ｓ
ｎｙｄｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｃａｎｃｅｒ　７１：１８８２－１８９２）があ
る。
【００１５】
　標的特異的治療を促進するウイルス免疫原性治療剤の使用及び効能は、その体自体の免
疫系により限定され得る。本発明は、体の免疫防御を部分的に予めなくすことにより治療
用ウイルスベクターの能力を増強する方法を供することによりこの制限に取り組む。
　本明細書に言及される全ての出版物は、それらの全体が引用により本明細書に組み込ま
れる。
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【００１６】
　発明の開示
　本発明は、免疫原性ウイルス治療剤に対する予め存在する体液性免疫を減少させるため
の方法及び組成物を供する。　従って、１つの態様において、本発明は、ウイルス免疫原
性治療剤に対する予め存在する体液性免疫を減少させる方法であり、個体の血液を、ウイ
ルス治療剤に対する抗ウイルス抗体に選択的に結合する免疫吸着剤で体外的に処理（即ち
接触）させ；存在するなら、その処理の間に形成された抗体－免疫吸着剤複合体を除去し
；そしてその血液を個体にもどすことを含む方法を供する。ウイルス免疫原性治療剤は、
アデノウイルスのようないくつかのウイルスのいずれかであり得る。免疫吸着剤は、有機
分子及びポリペプチドのような、抗体に特異的に結合するいくつかの物質のいずれかであ
り得る。ウイルス表面タンパク質が好ましい。
【００１７】
　別の態様において、本発明は、個体においてウイルス免疫原性治療剤に対する予め存在
する体液性免疫を減少させる方法であって、個体の血液がウイルス免疫原性剤に特異的に
結合する抗体を除去し、ここで該抗体は該抗体に特異的に結合する免疫吸着剤に前記抗体
を体外的に結合させることにより選択的に除去され；存在するなら、免疫吸着剤－抗体複
合体を除去し；そして血液を個体にもどすことを含む方法を供する。
【００１８】
　別の態様において、本発明は、ウイルス治療剤を個体に投与する方法であって、（ａ）
個体の血液を抗体に結合する免疫吸着剤で体外的に処理し；（ｂ）血液から、存在するな
らその処理の間に形成された抗体－免疫吸着剤、複合体を除去し；（ｃ）血液を個体にも
どし；そして（ｄ）ウイルス治療剤を個体に投与することを含む方法を供する。
【００１９】
　別の態様において、本発明は、これらの方法と一緒に用いるため（即ち抗ウイルス抗体
の選択的除去及び／又は検出のため）のキットであって、好適なパッケージング内に除去
すべき抗体に特異的に結合する免疫吸着剤を含むキットを供する。
　別の態様において、本発明は、個体の血液からウイルス免疫原性剤に特異的に結合する
抗体を選択的に除去するための組成物であって、マトリックスに結合した抗体に特異的に
結合する免疫吸着剤を含む組成物を供する。
上記目的を達成するために、本発明は、例えば、以下の手段を提供する。
（項目１）　個体においてウイルス免疫原性治療剤に対して予め存在する
体液性免疫を減少させる方法であって、前記ウイルス治療剤に対する抗ウイルス抗体に選
択的に結合する吸疫吸着剤で体外的に前記個体の血液を処理し；存在するなら、前記処理
の間に形成された血液から抗体－免疫吸着剤複合体を除去し；そして該血液を前記個体に
もどすことを含む方法。
（項目２）　前記ウイルス免疫原性治療剤がアデノウイルスである項目１に記載の方法。
（項目３）　前記免疫吸着剤が有機分子である項目１に記載の方法。
（項目４）　前記免疫吸着剤がポリペプチドである項目１に記載の方法。
（項目５）　前記ポリペプチドがウイルス表面タンパク質である項目４に記載の方法。
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（項目６）　前記表面タンパク質がキャプシドタンパク質である項目５に記載の方法。
（項目７）　前記表面タンパク質が繊維タンパク質である項目５に記載の方法。
（項目８）　前記表面タンパク質がペントンタンパク質である項目５に記載の方法。
（項目９）　前記免疫吸着剤が抗ウイルス抗体に特異的な抗体である請求項１に記載の方
法。
（項目１０）　前記抗体が抗イディオタイプ抗体である項目９に記載の方法。
（項目１１）　前記免疫吸着剤が、ヘキソンタンパク質、繊維タンパク質、ペントンタン
パク質、及びそれらのいずれかの組合せからなる群から選択されるアデノウイルス表面タ
ンパク質である項目２に記載の方法。
（項目１２）　前記免疫吸着剤が、アデノウイルスヘキソンタンパク質、繊維タンパク質
、及びペントンタンパク質の混合物を含む項目１１に記載の方法。
（項目１３）　前記繊維タンパク質が３量体である項目１１に記載の方法。
（項目１４）　処理後の抗ウイルス抗体のタイターが約１：１０以上である項目２に記載
の方法。
（項目１５）　前記個体の処理前の抗ウイルス抗体のタイターが少くとも約１：１０であ
る項目２に記載の方法。
（項目１６）　前記個体の処理前の抗ウイルス抗体のタイターが少くとも約１：２０であ
る項目２に記載の方法。
（項目１７）　処理前の抗アデノウイルス抗体の全量が約１２μｇ／mlより多い項目２に
記載の方法。
（項目１８）　ウイルス治療剤を個体に投与する方法であって、
　（ａ）抗体に結合する免疫吸着剤で体外的に個体の血液を処理し；
　（ｂ）存在するなら、前記処理の間に形成された抗体－免疫吸着剤複合体を除
去し；
　（ｃ）前記血液を前記個体にもどし；そして
　（ｄ）前記ウイルス治療剤を前記個体に投与すること
　を含む方法。
（項目１９）　前記免疫吸着剤がプロテインＡである項目１８に記載の方法。
（項目２０）　前記免疫吸着剤がプロテインＧである項目１８に記載の方法。
（項目２１）　前記抗体がＩｇＧである項目１８に記載の方法。
（項目２２）　前記ウイルス治療剤がアデノウイルスである項目１８に記載の方法。
（項目２３）　少くとも１の免疫抑制剤を投与することを更に含む項目１１に記載の方法
。
（項目２４）　少くとも１のサイトカインを投与することを更に含む請求項１に記載の方
法。
（項目２５）　少くとも１のサイトカイン及び少くとも１の免疫抑制剤を投与することを
更に含む項目１に記載の方法。
（項目２６）　抗Ｔ細胞レセプター抗体を投与することを更に含む項目１に記載の方法。
（項目２７）　好適なパッケージング内に、除去すべき抗体に特異的に結合する少くとも
１の免疫吸着剤を含む項目１に記載の方法に用いるためのキット。
（項目２８）　前記免疫吸着剤がアデノウイルスペントンタンパク質である項目２７に記
載のキット。
（項目２９）　項目１に記載の方法とあわせて抗ウイルス抗体の検出に用いるためのキッ
トであって、好適なパッケージング内に除去すべき抗体に特異的に結合する少くとも１の
免疫吸着剤を含むキット。
（項目３０）　前記免疫吸着剤がアデノウイルスペントンタンパク質である項目２９に記
載のキット。
（項目３１）　個体の血液からウイルス免疫原性剤に特異的に結合する抗体を選択的に除
去するための組成物であって、マトリックスにコンジュゲートした抗体に特異的に結合す
る免疫吸着剤を含む組成物。
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（項目３２）　前記免疫吸着剤が、ヘキソンタンパク質、繊維タンパク質、ペントンタン
パク質、及びそれらのいずれかの組合せからなる群から選択される項目３１に記載のキッ
ト。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２０】
　発明の実施の形態
　我々は、個体において、ウイルス免疫原性剤、特にウイルス治療剤に対する予め存在す
る体液性免疫を減少させるために役立つ方法及び組成物を発見した。治療剤として投与す
る前に個体の血液中のウイルス免疫原性剤に対する抗体を除去することにより、ウイルス
免疫原性剤に対する個体のプレ免疫性が減少する。
【００２１】
　我々は、ウイルス治療剤に特異的な抗体を除去することにより、その処理の有効性が増
加することを発見し、それを信じている。ウイルス治療剤の投与に基づき、ウイルス治療
剤に特異的に結合する抗体が選択的に除去された後、血液中に治療剤が長期にわたって存
在し、播種が増加する。この長期の存在（即ち半減期の増加）は、ウイルス剤の有効性を
増加させるはずである。例えば剤は、転移部位により有効に到達することができる。いず
れの特定の理論にも結びつけるつもりはないが、予め存在する体液性免疫は抗体の除去に
より減少し、それによりウイルス治療剤の免疫破壊を遅らせ、これによりより有効な播種
及びより長い半減期を許容する。
【００２２】
　一般的技術
　本発明の実施は、特に示さない限り、全てが当業者の範囲内にある、細胞生物学、免疫
学、分子生物学、生化学、及びアデノウイルス生物学の慣用的な技術を用いるであろう。
このような技術は、“Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ
”、（Ｈａｌｏｎ，Ｅ．ａｎｄ　Ｌａｎｅ，Ｄ．，１９８８）“Ｐｈｙｓｉｃａｌ　Ｂｉ
ｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ：Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｔｏ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　
ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，”ｓｅｃｏｎｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ（Ｆｒ
ｅｉｆｅｌｄｅｒ，Ｄ．，１９８２）；“Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎ
ｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，”（Ｄ．Ｍ．Ｗｅｉ　＆　Ｃ．Ｃ．Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ
，ｅｄｓ）；“Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ　Ｖｅｃｔｏｒｓ　ｆｏｒ　Ｍａｍｍａｌｉ
ａｎ　Ｃｅｌｌｓ，”（Ｊ．Ｍ．Ｍｉｌｌｅｒ　ａｎｄ　Ｍ．Ｐ．Ｃａｌｏｓ，ｅｄｓ．
１９８７）；“Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，”
（Ｊ．Ｅ．Ｃｏｌｉｇａｎ　ｅｔ　ａｌ．，ｅｄｓ．，１９９１）；Ｆｅｌｇｎｅｒ　ａ
ｎｄ　Ｒｉｎｇｏｌｄ（１９８９）Ｎａｔｕｒｅ　３３７：３８７－３８８；Ｂｅｒｋｎ
ｅｒ　ａｎｄ　Ｓｈａｒｐ（１９８３）　Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１１：６００
３－６０２０；Ｇｒａｈａｍ（１９８４）ＥＭＢＯ　Ｊ．３：２９１７－２９２２；Ｂｅ
ｔｔ　ｅｔ　ａｌ．（１９３３）Ｊ．Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　６７：５９１１－５９２１；Ｂ
ｅｔｔ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９
１：８８０２－８８０６のような文献に十分に説明されている。
【００２３】
　（複数の形態で交換可能に用いられる）“抗体”は、イムノグロブリン分子の可変領域
に位置した少くとも１つ抗体認識部位を介して、ペプチドのような標的に特異的に結合す
ることができるイムノグロブリン分子である。抗体は、それらを生産することができる動
物のいずれかのソース、例えばマウス、ラット、ウサギ、又はヒト抗体からのものであり
得る。本明細書に用いる場合その用語は、完全な抗体ばかりでなく、そのフラグメント（
例えばＦａｂ，Ｆａｂ′、Ｆ（ａｂ′）2 ，Ｆｖ、一本鎖（ＳｃＦｖ））、その変異体、
融合タンパク質、ヒト化抗体、及び要求される特異性の抗原認識部位を含むイムノグロブ
リン分子のいずれかの他の改変形態も包含する。用語“抗体”は、ポクリローナル抗体及
びモノクローナル抗体を含む。“抗イディオタイプ”抗体は、別の抗体が特異的である抗
原の構造に擬態する抗体の型をいう。
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【００２４】
　本明細書に用いる用語“抗原”は、抗体及び／又は免疫細胞と立証可能な方法で反応す
るいずれかの物質である。抗原は、抗原特異性を与えて別の分子の特定の化学基のための
分子内に決定基を含む。
　本明細書に用いる用語“血液”は、細胞構成物及び血漿を含む体液である。“血液”は
全血又はその成分を意味する。“個体の血液”を処理するとは、個体の血液のいずれか又
は全てが処理されることを意味する。
【００２５】
　本明細書に用いる用語“免疫吸着剤”は、抗ウイルス剤抗体に特異的に結合す
る分子、即ち抗ウイルス剤抗体に特異的に結合する分子をいう。本明細書に用い
る用語“エピトープ”は、抗原決定基のいずれかの形態をいう。
　用語“免疫原性ウイルス治療剤”、“ウイルス治療剤”、及び“ウイルス剤”
は交換可能に用いられ、個体に導入した時にそのウイルス剤に特異的な循環性抗
体を誘発する、異常な状態又は病状を治療するために個体に投与されるウイルス
又はウイルス構成物（即ちウイルスゲノム由来のもつ）をいう。ウイルス治療剤
の例は本明細書に開示される。
【００２６】
　本明細書に用いる用語“個体”は、脊椎動物、好ましくは哺乳動物、より好ましくはヒ
トである。哺乳動物には、これらに限らないが、家畜、スポーツ（ｓｐｏｒｔ）動物、ペ
ット、マウス、サル、チンパンジー及び他の研究動物がある。　本明細書に用いる用語“
抗ウイルス抗体”は、ウイルス治療剤に特異的な抗体をいう。“抗ウイルス抗体”は、こ
れらに限らないが、ウイルス治療剤に特異的な中和性抗体を含む。（実施例及び添付図面
を含む）明細書中の用語“中和性抗体”のところどころにある使用は、本発明がいわゆる
“中和性”抗体に限らないことを示す。
【００２７】
　本明細書に用いる用語“予め存在する体液性免疫（性）”は、個体においてウイルス治
療剤に特異的に結合する抗体の存在をいう。本発明の目的のため、これらの抗体は、治療
法のために実際に用いられる剤と同じ型であるか否か（例えば個体は野生型アデノウイル
スへの露出によりアデノウイルス剤に対する予め存在する免疫性を有し得る）、及び／又
は剤での治療の過程の前からの間があるにかかわらず、免疫原性ウイルス剤への先の露出
により、誘発されている。
【００２８】
　用語“選択的除去”として、好ましくは少くとも約５０％、好ましくは少くとも約６０
％、好ましくは少くとも約８０％、好ましくは少くとも約８５％、好ましくは少くとも約
９０％、好ましくは少くとも約９５％の、抗体量又はタイターの削減をいう。結合又は中
和アッセイのいずれかにより抗体タイターを測定する方法は当業界で公知である。
【００２９】
　“安定な複合体”は、その形成後に後の検出及び／又は除去を許容するのに十分に持続
するものである。　本明細書に用いる“トリマー（三量体）”タンパク質又は“トリマー
（三量体）”は、試験管内又は生体内で互いに関連した３つの別個のポリペプチド又はタ
ンパク質鎖を含む多量体タンパク質をいう。トリマータンパク質は、同じ配列の３つのポ
リペプチド鎖からなり得る。多量体タンパク質は、例えばヘテロダイマー又はヘテロトリ
マーを形成するために別個の配列を有する１超のポリペプチドから構成されてもよい。
【００３０】
　本発明の方法　本発明は、ウイルス免疫原性治療剤に対する抗ウイルス抗体を選択的に
除去することによりウイルス免疫原性治療剤に対する予め存在する体液性免疫を減少させ
る方法を供する。一般に、抗ウイルス抗体は、（ａ）個体の血液（即ちその全て又は一部
）を、抗ウイルス抗体に選択的に結合する免疫吸着剤で体外的に処理し又はそれに接触さ
せ；（ｂ）存在するなら、その処理の間に形成された血液から抗体－免疫吸着剤複合体を
除去し；（ｃ）そしてその血液を個体にもどすことにより選択的に除去されて、換言する
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と、ウイルス免疫原性剤に特異的に結合する抗体は、個体の血液から選択的に除去され、
ここでこの除去は、抗体に特異的に結合する免疫吸着剤に抗体を体外で結合させ、そして
存在するなら形成された免疫吸着剤－抗体複合体を除去することにより達成される。次に
、血液は個体にもどされる。細胞成分が血漿（又は血清）から分離されているなら、血漿
及び細胞成分は個体に血液を注ぎ込む前に再び組み込まれる。次に、ウイルス治療剤は、
そのウイルス剤に対して減少した予め存在する体液性免疫を有する個体に投与される。ウ
イルス治療剤の例は、これらに限られないが、アデノウイルス、モロニ－マウス白血病ウ
イルス（ＭｏＭＬＶ）、ヘルペスウイルス、ポックスウイルス、アデノ関連ウイルス（Ａ
ＡＶ）、及びＨＩＶを含む（及び／又はそれらから得ることができる）。
【００３１】
　最初に、血液のサンプルは、通常、抗ウイルス抗体タイターを決定するために採取され
、これにより抗体の選択的除去が保証されるか否かを決定し、そしてこの測定及び決定は
、本明細書に記載される方法における任意的ステップである。本発明の目的のため、抗体
測定は、ＲＩＡ及び中和アッセイのような当業界の標準的技術を用いて行うことができる
。中和アッセイにおいて、（２９３細胞のような）哺乳動物は、既知の希釈率の血清（抗
体）中で予めインキュベートされている既知の感染の多重度のウイルスで感染される。コ
ントロールウイルスは予めインキュベートしない。例えば、Ｇａｈｅｒｙ－Ｓｅｇａｒｄ
ら（１９９７）Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２７：６５３～６５９を参照のこと。細胞
変性効果（ＣＰＥ）が測定され、コントロールウイルスと比較される。希釈率は、一般に
、１００％保護（即ち細胞変性効果なし）を達成する希釈率について報告される。アデノ
ウイルスについて用いることができる。試験管内中和アッセイについてのプロトコルの例
は次の通りである。ヒト２９３細胞をウェル当り１×１０4 細胞で９６ウェルプレートに
予め種つけし、３７℃、５％ＣＯ2で一晩、培養する。血清又は血漿サンプルは補体系を
不活性化するために２０分、５６℃でインキュベートされ、次に５０μｌの完全をＲＰＭ
Ｉをそのプレートに加える。５０μｌの希釈していないテストサンプルを異なるプレート
に連続的な希釈率で各々のウェルに加える。アデノウイルスは完全ＲＰＭＩに２×１０5p
fu ／mlで希釈され、そして５０μｌの希釈化ウイルスがウェルに添加され、次に３７℃
で１時間、インキュベートされる。次にその混合物（ウイルスを含むコントロール及びサ
ンプル）はウェルから除去され、２９３細胞を含むプレートに添加され、３７℃で１時間
、インキュベートされる。そのプレートから混合物を除去した後、１００μｌの新しい媒
体が各々のウェルに添加され、次に３７℃で５％ＣＯ2でインキュベートする（毎日観察
）。コントロールウェルは、テストウェルを（２９３細胞において）ＣＰＥについて検査
する時点である約５～７日後に１００％ＣＰＥを行うと予想されよう。中和性抗体のタイ
ターは、ＣＰＥの１００％阻害を作り出すために要求される最も低い希釈率の逆数として
表される。
【００３２】
　アデノウイルスの場合、細胞は、１のＭＯＩで感染され、そして抗ウイルス抗体の選択
的除去は、そのタイターが約１：１０超、より好ましくは約１：２０超である場合、治療
用ウイルス剤での有効な処理のために推奨される。全抗アデノウイルス抗体に関して、ア
フェレーシス法のために示される個体は、おおよそ次のいずれかを超える全抗アデノウイ
ルス抗体を有する：１２μｇ／ml；１５μｇ／ml；２０μｇ／ml；２５μｇ／ml；３０μ
ｇ／ml；５０μｇ／ml；６０μｇ／ml；７５μｇ／ml。全抗アデノウイルス抗体は、ＥＬ
ＩＳＡのような当業界で知られた方法を用いて決定することができる（Ｍｏｌｎａｒ－Ｋ
ｉｎｂｅｒら（１９９８）Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．９：２１２１－２１３３）
。
【００３３】
　免疫吸着剤の抗ウイルス抗体への結合　本発明の方法において、血液は、免疫吸着剤に
体外的に結合させるために個体から除去される。血液を除去し、それをその構成成分に分
離するための装置及び方法は当業界で知られている（例えば米国特許４，０８６，９２４
；４，２２３，６７２号を参照のこと）。次に、血液又はその部分は、抗ウイルス抗体に
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特異的に結合することができる免疫吸着剤に露出される。この抗ウイルス抗体と免疫吸着
剤との間の結合相互作用は、ウイルス治療剤に対する予め存在する体液性免疫を減少させ
る目的を開始する。
【００３４】
　免疫吸着剤は、その分子が抗ウイルス抗体との結合活性において必要な特異性を有する
限り、いずれの化学成分（生化学物（例えばペプチド）、有機又は無機物）であってもよ
い。免疫吸着剤は、これらに限らないが、次のいずれかを含んでもよい：ウイルスベクタ
ーの抗原性部分（ウイルス自体を含む）、抗ウイルスベクター抗体に特異的なエピトープ
を含むタンパク質又は他の分子構造、抗ウイルスベクター抗体に特異的な抗イディオタイ
プ抗体、及び上述の抗体のＦ′ａｂフラグメント。本発明の目的のため、１又は複数の免
疫吸着剤、即ち異なる免疫吸着剤及び／又は単一の免疫吸着剤の組合せを用いることがで
きる。免疫吸着剤は化学合成及び組換え技術のような当業界の標準的技術を用いて行うこ
とができる。
【００３５】
　一般に、表面タンパク質及びビリオンの遺伝子材料を被包するタンパク質が本発明の方
法に記載される免疫吸着剤の調製に用いるために好適である。種々のウイルスについて特
異的である抗ウイルス抗体は、大部分は、表面エンベロープタンパク質又はキャプシドタ
ンパク質のいずれかに特異的であるようである。それは、ウイルスの１つの血清型を別の
ものと区別するこれらのタンパク質でもある。完全な（全体の）ウイルスポリペプチド、
そのフラグメント、及び少くともウイルスポリペプチドの免疫反応性部分を含む融合ポリ
ペプチドを、特異的結合活性が存在する限り、用いることができる。特異的結合をテスト
することは、ＥＬＩＳＡ又は免疫沈降法のような当業界において標準的な結合アッセイを
用いて直ちに行うことができる。上述の治療用ウイルスの中で、アデノウイルス、単純ヘ
ルペスウイルス、ＡＡＶ及びＨＩＶは、免疫吸着剤として好適な候補であり得る十分にキ
ャラクタライズされた表面及び被包タンパク質を有する。
【００３６】
　アデノウイルスに関して、抗アデノウイルス中和性抗体に特異的に結合するであろう候
補ポリペプチドは表面タンパク質である。概略的に図１３はこれらのタンパク質を示す。
非エンベロープ化アデノウイルス粒子は、少くとも１１の異なるタンパク質を含む（Ｍａ
ｉｚｅｌら（１９６８）Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　３６：１１５～１２５）が、主にヘキソン及
びペントンキャプソンアから構成される。繊維タンパク質はビリオン表面から突き出て、
細胞表面に最初に接触し、そして繊維タンパク質配列におけるバリエーションは、異なる
アデノウイルス単離物の組織向性に寄与する（Ａｒｎｂｅｒｇら（１９９７）Ｖｉｒｏｌ
ｏｇｙ　２２７：３９～２４４）。中和性抗体は、ヘキソン及び繊維ポリペプチド上のタ
イプ特異的抗原決定基と反応する。これらのアデノウイルス表面タンパク質の配列は当業
界で知られている。例えばＲｅｕｂｅｌら（１９９７）Ａｒｃｈ．Ｖｉｒｏｌ．１４２（
６）：１１９３～２１２；Ｐｒｉｎｇ－Ａｋｅｒｂｌｏｍら（１９９５）Ｒｅｓ．Ｖｉｒ
ｏｌ．１４６（６）．３８３～３８８；Ｗｅｂｅｒら（１９９４）Ｊ．Ｇｅｎ．Ｖｉｒｏ
ｌ．７５：１４１～１４７を参照のこと。好ましくは、免疫吸着剤は、アデノウイルス表
面タンパク質、そのフラグメント、又は抗アデノウイルス抗体に対する結合特異性を保持
するその融合ポリペプチドである。より好ましくは、表面タンパク質は、アデノウイルス
ヘキソンタンパク質、繊維タンパク質、ペントンタンパク質、及びそのいずれかの組合せ
からなる群から選択される。従って、免疫吸着剤として用いられるアデノウイルス表面タ
ンパク質は、次のいずれかであってもよい：ヘキソンタンパク質；繊維タンパク質；ペン
トンタンパク質；ヘキソンタンパク質及び繊維タンパク質；ヘキソンタンパク質及びペン
トンタンパク質；繊維タンパク質及びペントンタンパク質；ヘキソンタンパク質、繊維タ
ンパク質、及びペントンタンパク質。特に有効な免疫吸着剤はヘキソン、繊維及びペント
ンタンパク質の組合せ、又はトリマーコンホメーションにおいてアセンブルした繊維タン
パク質である。その組合せは、逐次的に又は同時に行うことができる（即ち、組合せは、
例えば別個の反応を行なうことにより行っても、又は混合物として（例えば単一カラム上
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で）全部で３つのタンパク質を組合せることにより行ってもよい）。我々は、大腸菌が発
現した繊維タンパク質が、一般に生理条件下（例えば界面活性剤なしでの好適な緩衝液の
使用）でトリマータンパク質に再びアセンブルすることができることを観察した。図１４
は、これらの種々のカラム形態を概略的に示す。
【００３７】
　単純ヘルペスウイルスのための中和性抗体は、グリコプロテインのようなエンベロープ
タンパク質について見い出されている。単純ヘルペスウイルス１型のための中和性抗体の
大部分はグリコプロテインＢ，Ｃ及びＥについて特異的である（Ｅｉｎｇら（１９８９）
Ｊ．Ｍｅｄ．Ｖｉｒｏｌ．２７（１）：５９～６５）。グリコプロテインＤは、中和性抗
体のための主要な標的抗原であることが示されている（Ｈｉｇｈｌａｎｄｅｒら（１９８
７）Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６１（１１）３３５６－６４）。単純ヘルペスウイルスタイプ一般
のグリコプロテインＡ，Ｂ及びＤは中和性抗体のための標的として機能しこれにより免疫
吸着剤の調製に用いるための優れた候補であろう（Ｖｅｓｔｅｒｇａａｒｄ（１９８０）
Ｒｅｖ．Ｉｎｆｅｃｔ．Ｄｉｓ．２（６）：８９９－９１３；Ｂｒｏｗｎｅ　ｅｔ　ａｌ
．（１９９３）Ｊ．Ｇｅｎ．Ｖｉｒｏｌ．７４：２８１３－２８１７；Ｓａｎｃｈｅｚ－
Ｐｅｓｃａｄｏｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）１６８（４）：８４４－８５３；Ｃｏｈｅ
ｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ａｄｖ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．Ｂｉｏｌ．３２７：２１７－２
２８）。
【００３８】
　種々のアデノ関連ウイルス（ＡＡＶ）タイプの抗原性は、それらのキャプシドタンパク
質における差から得られ、これにより、キャプシドタンパク質は、中和性抗体への結合の
ための優れた候補であろう（図１３（ａ））。成人テスト集団の６０％がＡＡＶタイプ５
の構成成分に対する抗体を有した（Ｇｅｏｒｇｅ－Ｆｒｉｅｓら（１９８４）Ｖｉｒｏｌ
ｏｇｙ　１３４（１）：６４～７１）。新しい血清型のＡＡＶ（タイプ６）を記述するこ
とにおいて、Ｒｕｔｌｅｄｇｅら（１９９８）は、タイプ２に対する中和性抗体に対する
耐性のような、血清型特異的機能の原因であると考えられるキャプシドタンパク質の部分
内の有意な配列バリエーションを見い出した（Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．７２（１）：３０９～１
９）。
【００３９】
　高い変異性を有するＨＩＶの表面タンパク質（Ｅｎｖ）は中和性抗体の有効な標的であ
る（Ｄｕｒａｌｉら（１９９８）Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．７２（５）：３５４７～５３）。ＨＩ
Ｖの種々の分岐の中で、いくつかのエピトープ、即ちＧａｇｐ２４，Ｇａｇｐ１８、イン
テグラーゼ及びＮｅｆの中央領域状保存されているようである。中和性エピトープは、ｇ
ｐ１２０のＶ３ループ及びＣＤ４結合ドメイン中にも、並びにｇｐ４１のトランスメング
レン領域近くにも見い出されている（Ｈｉｏｅら（１９９７）Ｉｎｔ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．
９（９）：１２８１～９０）。ＨＩＶをウイルスベクターをして用いるなら、これらの種
々のエピトープは、ＨＩＶに対する中和性抗体を一時的に減少させるために免疫吸着剤と
してイムノアフェレーシスに用いることができる。
【００４０】
　ウイルス及びそれらの種々の構成物に加えて免疫吸着剤として他の候補が抗イディオタ
イプ抗体である。抗イディオタイプ抗体はそれらの超可変領域において抗原の構造に擬態
する。抗イディオタイプ抗体は、既知の抗ウイルス抗体を用いることによって発生し得る
。このような抗体の開発の例は次の通りである：（１）マウスにウイルスベクターを注入
して抗ウイルス抗体の生産を誘導し：（２）一次培養物を用いてマウスがＢ細胞を収集し
、その細胞をミエロース細胞と融合してハイブリドースを作り出し；（３）基質としてウ
イルスベクターと共にＥＬＩＳＡシステムを用いることにより抗ウイルス抗体の生産のた
めにハイブリドースをスクリーニングし；（４）抗ウイルス活性について陽性であるクロ
ーンを増殖させ、その抗体を精製し；（５）抗ウイルス抗体をウイルスベクター未処理の
マウスに注入して、抗ウイルス抗体に応答する免疫を作り出し、それにより抗イディオタ
イプ抗体を作り出し；（６）ウイルスベクター未処理マウスからＢ細胞を収集してハイブ
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リドーマを作り；（７）抗イディオタイプ抗体の生産及び抗ウイルス抗体への特異的結合
のためにハイブリドーマをスクリーニングし；（８）免疫吸着剤として用いるための大量
の抗イディオタイプ抗体を生長させる。これらの抗体は、そのフラグメントが要求される
特定の結合活性を有する領域を含む限り、全体として又は部分的に用いることができる。
【００４１】
　抗ウイルス抗体の免疫吸着剤への結合は、血液（又は血液構成物）を、免疫吸着剤と、
その除去を許容するのに十分に安定な免疫吸着剤抗体複合体の形成を許容する（容易に経
験的に決定される）条件下でインキュベートすることにより行うことができる。　免疫吸
着剤－抗体複合体の除去　安定な複合体を形成した後、血液又は血漿からこれらの免疫吸
着剤－抗体複合体を除去するために２つの一般的な方法を用いることができる。１つは固
相系を（即ち免疫吸着剤に結合したマトリックスを用いて）利用し、別の方法は、液相シ
ステムを利用する。固相系において、抗ウイルス剤抗ウイルス抗体に特異的な免疫吸着剤
は固相マトリックスに結合する（即ち免疫吸着剤が結合した固相支持体）。除去すべき抗
体を含む血液又は血漿（又は血清）に固相支持体を通過させる。血液、血漿又は血清は免
疫吸着剤－抗ウイルス抗体複合体を残して固相支持体を出て、それにより血液からそれを
除去する。液相系において、免疫吸着剤－抗体複合体は、血液又は血漿から免疫沈降され
る。
【００４２】
　固相系については、いくつかの固相マトリックスのいずれかを用いることができる。い
くつかの市販のマトリックスには、これらに限らないが、アガロース（即ちＤ－ガラクト
ース及び改変３，６－アンヒドロガラクトース残基から一般に構成される中性直鎖ポリサ
ッカライド）、例えばＳｅｐｈａｒｏｓｅ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）、活性化ゲル、ニトロ
セルロース、ボロシリケート、ガラス繊維フィルター、シリカ、ポリビニルクロライド、
ポリスチレン、およびジアゾ化紙がある。本明細書に用いる用語“アガロース”は、クロ
マトグラフィーに一般に用いられるものを包含する。
【００４３】
　免疫吸着剤は、血液又は血漿（又は血清）をマトリックスに流す前に、共有結合又は非
共有結合のいずれかでマトリックスに結合（即ちコンジュゲート）される。通常室温より
暖かい温度で、免疫吸着剤とのインキュベーションにより非共有結合で結合し得るマトリ
ックスには、これらに限らないが、ニトロセルロース、ボロシリケート、フィルター、ポ
リビニルクロライド、ポリスチレン及びシアゾ化紙がある。他のマトリックスは、そのマ
トリックスに免疫吸着剤を共有結合させるために化学反応を要求する。これらの活性化マ
トリックスの生産は当業界で公知である。例えば米国特許第４，７６２，７８７号を参照
のこと。活性化マトリックスとのインキュベーションのみを要求するいくつかのもの、例
えばエポキシ活性化アブロースは市販されている。他のものには、これらに限らないが、
ＣＮＢｒ活性化アガロース、６－アシノヘキサン酸及び１，６－ジアシノヘキサン－アガ
ロース、エポキシ活性化アガロース、チオプロピルアガロース、カルボニルジイシダゾー
ル活性化アガロース、アミノエチル及びヒドラジド活性化ポリアクリルアシドがある。例
えば、“Ｐｈｙｓｉｃａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ：Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｔ
ｏ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，”ｓｅ
ｃｏｎｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ（Ｆｒｅｊｆｅｌｄｅｒ，Ｄ．，１９８２）を参照のこと。
【００４４】
　ポリペプチド免疫吸着剤が支持体マトリックスに結合している実施形態において、その
ポリペプチド免疫吸着剤の分子量は、好ましくは約１５０kD未満、好ましくは約１２５kD
未満、好ましくは約１００kD未満、好ましくは約９０kD未満、好ましくは約７５kD未満、
好ましくは約６０kD未満、好ましくは約５０kD未満である。小さな分子量ほど立体的障害
によるいずれの負の効果も少い。
【００４５】
　他の本発明の実施形態において、免疫吸着剤に結合した固相マトリックスが粒状物がカ
ラムに入り又はそれから出ることを防止するために両端にフィルターを伴う円柱状容器に
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含まれているアフィニティーカラムを用いる。これらの実施形態について、個体の血液は
その血漿及び細胞成分に分離される。なぜなら全血は、カラムを介して流れるのを妨げ得
る細胞及び粒状物（例えば血小板）を含むからである。血漿は、更に、凝固タンパク質を
除去することにより血清に処理することができ、それはカラムを介しての流れの効率も改
善するであろう。その血漿又は血清は、カラムを通過し、そしてその血漿又は血清は、カ
ラム内に免疫吸着剤－抗体複合体を残して収集される。
【００４６】
　別の固相実施形態は、免疫吸着剤と共に予めインキュベートしたニトロセルロースシー
トを含む。血液、好ましくは血漿又は血清は、個体が収集され、免疫吸着剤に結合したニ
トロセルロースと共にインキュベートされ、そして次にニトロセルロースに結合した免疫
吸着剤－抗体複合体を残して収集される。
　用いることができる他の固相技術は“パニング”として当業界で一般に知られる。大き
なポリスチレンペトリ皿をその表面に結合するまで免疫吸着剤と共にインキュベートする
。個体かつ血液、血漿又は血清は、免疫吸着剤が結合したポリスチレンと共にインキュベ
ートされ、デカントされる。抗ウイルスベクター抗体は、ポリスチレンに結合した免疫吸
着剤に結合して残る。
【００４７】
　いくつかの実施形態において、抗体、又はＩｇＧもしくはＩｇＡのような抗体のクラス
のプレクリアランスは、抗ウイルス抗体の選択的除去の前に行われる。次に、特定の抗ウ
イルス抗体が抗体のより大きなプールから抽出することができる。残りの抗体は個体に再
灌流される血液に再構成される。これらの方法は、血漿内の他の成分と共に発生し得る非
特異的結合を減少させることに加えて、問題の抗体について特異的な免疫吸着剤を通過さ
せなければならない容量を減少させる。例えば、非特異的プロテインＡ又はプロテインＧ
　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅカラム、例えばＰＲＯＳＯＲＢＡ（登録商標）（ＩＭＲＥ，Ｍｕｎ
ｉｃｈ，Ｇｅｒｍａｎｙ）を用いて血漿からの他のクラスの抗体のいくらかの除去と共に
、ＩｇＧ抗体の有意な部分を除去することができる。この抗体は、次に“Ａｎｔｉｂｏｄ
ｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，”（Ｈａｒｌｏｗ，Ｅ．及びＬａｎ
ｅ，Ｄ．，１９８８）の方法のように、当業界で知られたプロトコルに従って溶出し、精
製することができる。次にその精製された抗体は、ウイルスベクター、好ましくはアデノ
ウイルスベクターに特異的な免疫吸着剤に結合した固相マトリックスを通過させ、それに
より他の型の抗体から抗ウイルス抗体を分離することができる。次にその溶出液は、血漿
に再構成されて細胞構成物と混合され、個体に再導入されるここで抗ウイルス抗体は除去
されている。
【００４８】
　抗体の一般的なプレクリアランス（即ち単離）は、イオン交換クロマトグラフィー、カ
プリル酸、ＤＥＡＥ－マトリックス（イオン交換クロマトグラフィー）、ヒドロキシアパ
タイトクロマトグラフィー、又はゲルろ過（Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ）と共に硫酸アンモニウ
ム沈殿を用いて行うこともできる。これらの技術は、当業界で公知である（Ｈａｒｌｏｗ
，Ｅ及びＬａｎｅ，Ｄ，１９８８）。抗体を単離し、可溶化した後、それは、上述のよう
にマトリックスに結合した免疫吸着剤に露出させることができる。次に、得られた溶出液
は、個体への再導入のために処理することができる。
【００４９】
　本発明のいくつかの実施形態において、ウイルス治療剤の投与の方法が供される。ここ
で、個体の血液は、抗体に結合する免疫吸着剤で体外的に処理され、（存在するなら）そ
の処理の間に形成された抗体－免疫吸着剤複合体が除去され、血液が個体にもどされ、そ
してウイルス治療剤が個体に投与される。免疫吸着剤は、プロテインＡ又はプロテインＧ
のような、（抗体のタイプ又はクラスを含む）いずれかの抗体と反応する（上述のような
）いずれの材料であってもよい。同様に、これらの方法で除去された抗体は、いずれの又
は全ての型又はクラスであってよい。好ましくは、ウイルス治療剤はアデノウイルスであ
る。
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【００５０】
　本発明の別の実施形態において、抗ウイルス抗体に特異的な免疫吸着剤は脂質ベシクル
に結合する。これらの液体ベシクル－免疫吸着剤は、次に結合するように個体の血漿又は
血清と混合され、そして次にその血漿又は血清は液体ベシクル－免疫吸着剤－抗体複合体
を除去するためにろ過される（米国特許第４，６４３，７１８号）。
【００５１】
　他の実施形態において、免疫吸着剤－抗体複合体は（固体と反対の）液相を用いて除去
される。例えば、免疫吸着剤はハプテンにコンジュゲートされる。ハプテンは、これらに
限らないが、ジニトロフェノール又はフルオレセインであり得る。ハプテン－免疫吸着剤
複合体は、個体の血液、好ましくは血漿又は血清と混合される。ハプテン－免疫吸着剤複
合体は抗ウイルス抗体に結合する。免疫複合体は、ハプテン－免疫吸着剤－抗体複合体に
結合する抗ハプテン抗体の導入に伴って形成される。これらの複合体は、例えば、遠心を
用いて血漿又は血清から分離することができるポリエチレングリコール（ＰＥＧ）を用い
て沈殿される。例えば米国特許第４，５５１，４３５号を参照のこと。個体への再導入の
前に残留ポリエチレングリコールを除去するための血漿又は血清の処理は当業界で知られ
ている。
【００５２】
　抗ウイルス抗体のタイターは、通常、十分な抗体が除去されているか否かを評価するた
めに選択的な除去の後に決定され、この決定は、本明細書に記載される方法において任意
的ステップである。一般に、回収（即ち生産）がウイルス感染に対して後の保護を許容す
るような十分な抗体を維持しながら、ウイルス効能への体液性免疫応答の効果を減少させ
るために十分な除去が好ましい。抗ウイルス抗体の完全な除去は、必要でないか、又は必
要に応じて好ましい。（上述の）中和アッセイに基づき、抗アデノウイルス抗体の選択的
除去後のタイターは（即ち少くとも）約１：５０以上、好ましくは約１：２０以上、好ま
しくは約１：１５以上、好ましくは１：１０以上、より好ましくは１：５以上、更により
好ましく約１：１以上である。有効であるために要求される除去の範囲及び程度は、実験
的に直ちに決定することができ、治療すべき特定の病状、個体の状態、用いるウイルス剤
の性質及び型（及び治療プロトコル）、及び／又はウイルス剤と共に他の治療剤を用いる
か否かに依存して多様であり得る。
【００５３】
　従って、特定の実施形態において、本発明は、抗ウイルス抗体の選択的除去の方法であ
って、処理後の抗ウイルス抗体のタイターが１：２０以上、好ましく１：１０以上である
方法を供する。本発明は、処理前（即ち選択的除去の前）の抗ウイルス抗体の個体のタイ
ターが少くとも約１：１０又は少くとも約１：２０である方法も供する。特定の実施形態
において、用いるべきウイルス治療剤はアデノウイルスである。特定の実施形態において
、抗ウイルス抗体はアデノウイルスペントンタンパク質である。
【００５４】
　血液を個体にもどすこと　抗ウイルス抗体－免疫吸着剤複合体を選択的に除去した（又
は特定の実施形態に従って、１つの抗体－免疫吸着剤を除去した）後、血液は個体に再導
入され、又は血漿又は血清に血液の細胞構成物が再び組み込まれ、それが個体にもどされ
る（アフェレーシス）。血液の除去及びその個体への返送は当業界で公知であり、先に列
記した特許及び出版物に記載される。一般的に用いられる２つの方法は、連続的及び非連
続的方法である。連続的方法は、規則的な流れで個体が血液を除去し、その細胞構成物か
ら血漿を分離し、その血漿を処理し、その血漿を細胞構成物と組み合せ、そして次に個体
に再注入することに関する。不連続法は、少量の血液を除去し、その特定容量の細胞構成
物から血漿を分離し、その容量の血漿を処理し、それら２成分を再構成し、そしてその容
量を個体に再注入することに関する。
【００５５】
　治療用ウイルス剤の投与　抗ウイルス抗体－免疫吸着剤複合体が選択的に除去された（
又は特定の実施例に従って、１つの抗体－免疫吸着剤が除去された）後、ウイルス治療剤
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は種々の方法で投与することができる。ウイルス剤は、それを再組み込みされた血液に加
えて個体に再注入することにより投与することができる。あるいは、ウイルス剤は、静脈
内、筋内、皮下、及び腫瘍内注入のような注入を介して投与することができる。他の投与
の方法には、経口投与、坐剤、又は吸入剤がある。投与の方法は、一般に、ウイルス剤の
標的の位置に依存するであろう。例えば、標的が肺であるなら、吸入剤が静脈内注入より
好ましい。標的が血液中又は多重転移部位にあるなら、静脈内注入が好ましいであろう。
【００５６】
　投与は、抗ウイルス抗体タイターが有意に増加する前におこるはずである。このタイタ
ーが有意に増加する比率は、個体の状態及び用いるウイルス剤のようないくつかの変数の
いずれかに依存する。好ましくは、ウイルス治療剤は、抗ウイルス抗体の選択的除去の１
週間以内、より好ましくは抗ウイルス抗体の選択的除去の３日以内、より好ましくは選択
的除去の２日以内、より好ましくは選択的除去の１日以内、より好ましくは選択的除去の
２４時間以内、より好ましくは選択的除去の１２時間以内、更により好ましくは選択的除
去の６時間以内、更により好ましくは選択的除去の３時間以内に投与される。
【００５７】
　一般に、選択的除去は、１～２週間までの間、有効であり得、治療用ウイルス（例えば
アデノウイルス）は、循環内で、３～４週間又はそれ以上、有効に存在することが必要で
あり得る。これにより、治療用ウイルス剤での処理の後、抗ウイルス抗体タイターは、一
般に規則的な時点（例えば１週間に１日）で任意にモニターされる。アデノウイルスの場
合、及び上述の中和アッセイで測定して、約１：１０を超える、好ましくは約１：２０を
超えるタイターは、ウイルス側の治療レベルを維持するために抗ウイルス抗体を選択的に
減少させるための別の処理を示し得る。
【００５８】
　投与すべきウイルス治療剤の量（即ち投与量）は、多様な因子、例えばこれらに限らな
いが、治療すべき病気、個体の状態、及び／又は体液性免疫の減少の程度に依存するであ
ろう。一般に、抗ウイルス抗体の減少の程度が大きくなると、投与量はより少くなる。（
部分的に免疫無防備状態の個体へのウイルスの投与による）許容できない副作用を与える
ことなく、有効な量のウイルスを投与することに注意を払わなければならない。好ましく
は、循環性抗体の残留タイターが存在する。
【００５９】
　個体が有意に又は激しく免疫抑制されている場合、ウイルス治療剤での処理の後に十分
な時間の後、抗ウイルス抗体の再注入が望ましい。この文脈における“十分な時間”は、
ウイルス治療剤が有効であることができることを意味し、これは用いるウイルス剤、個体
の状態、投与量、及び／又は治療すべき病気に大きく依存し得る。例えば、アデノウイル
スの場合、２～３週間の期間が抗ウイルス抗体を投与する前に許容されるべきである。
【００６０】
　免疫抑制剤及びサイトカインのコンビネーション治療　本明細書に記載される方法は、
免疫抑制を行う他の剤又は方法と一緒に用いることができる。ウイルス免疫原性治療剤の
投与の前に、又はそれと同時に、Ｔ細胞活性化のために必要なＴ細胞レセプター又は同時
刺激経路のいずれかをブロックする免疫抑制剤、サイトカイン、又はモノクローナル抗体
を投与することができる。抗ウイルス抗体の選択的除去により行われる体液性免疫の減少
に加えて、免疫抑制剤、サイトカイン又はモノクローナル抗体の先の投与は、ウイルス剤
の投与により発生するであろう細胞応答を予め回避し得る。インターロイキン－１２（Ｉ
Ｃ－１２）及びインターフェロン（ＩＦＮ）のようなサイトカインはＢ細胞によるＩｇＡ
抗体の生産をブロックする。これらのサイトカインの使用は、ベクターの投与が肺を介す
るなら特に重要である。なぜなら肺を介してのウイルス侵入に対する体の通常の応答は抗
ウイルス抗体としてのＩｇＡの増加を含むからである（米国特許第５，６５２，２２４号
）。免疫抑制剤には、これらに限らないが、ＣＤ８＋Ｔ細胞の補充をブロックするＣｙｃ
ｌｏｓｐｏｒｉｎｅ　Ａ（ＣｓＡ）（Ｓａｎｄｏｚ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ　
Ｃｏｒｐ．，Ｎ．Ｊ．）；Ｔ細胞分化及び増殖を防ぐＦＫ５０６；Ｂ細胞による抗体の生
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産を防ぐＤｅｏｘｙｓｐｅｒｇｕａｌｉｎ（ＤＳＧ）（Ｎｉｐｐｏｎ　Ｋａｙａｋｕ　Ｃ
ｏ．，Ｌｔｄ，Ｊａｐａｎ）；及び抗体の生産を防ぐシクロホスファシド（ＣｙＰ）があ
る。Ｔ細胞レセプター及び同時刺激経路に特異的であり、抗ウイルス抗体生産を減少させ
ることによりアジノウイルスベクターで長期のトランスジーン発現を有するチノクローナ
ル抗体が、Ｃｈｒｉｓｔら（１９９７）Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　Ｌｅｔｔｅｒｓ　５７：
１９～２５；Ｓａｎｃｈｕｃｋら（１９９６）Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ．Ｔｈｅｒ．７：４９９
～５０６；Ｇｕｅｒｅｔｔｅら（１９９６）Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．７：１４５５
～１４６３：Ｋａｙら（１９９５）Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔ．１１：１９１～１９７）
。イムノアフェレーシスと組み合わせたＴ細胞レセプター又は同時刺激経路に特異的な免
疫抑制剤、サイトカイン及び／又はモノクローナル抗体の使用は、ウイルス免疫原性治療
剤の投与に対する体の免疫応答を減少させる。
【００６１】
　本発明のキット及び組成物　本発明は、本明細書に記載される方法と組み合わせて用い
るためのキット及び組成物も含む。特定の実施形態において、そのキット及び組成物に、
免疫吸着剤－抗ウイルス抗体複合体の体外的な選択的形式及び／又は除去を行う。これら
のキット及び組成物は、ウイルス治療剤に対する抗体について特異的な構成物を含み、治
療剤に対する予め存在する体液性免疫を減少させるために血液からの体外的な除去を助け
て、他の実施形態において、抗ウイルス抗体の検出に用いるためのキット及び組成物を供
する。これらのキット及び組成物は、（ａ）個体が抗ウイルス抗体の選択的除去について
必要であるか否か（例えばそのタイターが要求されるしきい値を超えると考えられるか否
か）を評価し；（ｂ）更に十分な除去が行われるか否か及び／又は更に必要であるか否か
（例えば除去から時間が経過している、抗ウイルス抗体のタイターが必要なしきい値に上
がっている又はそれを過ぎている、及びウイルス治療剤での処理がまだ必要である場合）
を決定するために処理（即ち選択的除去）の後、個体をモニターし；（ｃ）個体が作り出
す抗ウイルス抗体を評価する（これは、１又は複数の抗体が選択的に除去されるべきであ
ることを示す）のを助ける。これらのキット及び組成物は、ウイルス治療剤に対する抗体
に特異的な構成物を含み、検出及び／又はモニターを助ける。
【００６２】
　これらのキット、特に抗ウイルス抗体の選択的除去を行うために用いられるものは、“
システム”でもあり、そう呼ぶことができることが理解される。　本発明のキットは、好
適なパッケージング内に除去されるべき抗ウイルス抗体に特異的に結合する免疫吸着剤を
含む。好ましくは、そのキットはその使用のための説明書も含む。免疫吸着剤は先に議論
される。キットは、１又は複数のこのような免疫吸着剤を含み得る。更に、キットは、別
個の装置（即ち１又は複数の別個の装置）を含み得る。キットに含まれ得る別個の製造の
例は、アフェレーシス装置に適合した免疫吸着剤に予め結合した予め充填されたクロマト
グラフィーカラムである。別個の装置の別の例は、免疫吸着剤に予め結合していない予め
充填されたカラムである。このようなキットにおいて、免疫吸着剤の選択を供することが
でき、使用者がカラムの特異性を規定するのを許容する。他の分離装置には、これらに限
らないが、ニトロセルロース、ポリスチレン、及びガラス繊維フィルターのような上述の
ような他の固相支持体がある。
【００６３】
　本発明のキットは、免疫吸着剤に予め結合したマトリックスを含んでも含まなくてもよ
い。免疫吸着剤がマトリックスに予め結合していない場合、キットは、任意に、マトリッ
クスの活性化及び免疫吸着剤のマトリックスへの結合のための予め測定された緩衝液も含
み得て、予め測定された緩衝液は、直ちに用いるための十分に構成された形態で利用でき
るか、又は好適な希釈率を要求する予め測定された材料を構成し得る。特定の実施例にお
いて、免疫吸着剤は、アデノウイルスペントンタンパク質である。キット内に、１又は複
数の免疫吸着剤が存在し得る。
【００６４】
　本発明のキットは、更に、個体に投与すべき免疫原性ウイルス治療剤を含み得る。この
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ようなキットにおいて、ウイルス剤に適合する免疫吸着剤が供されよう。キットは、モニ
ター目的のために役立つであろう、抗ウイルス抗体の存在（及び／又はレベル）について
テストするための試薬も含み得る。　本発明は、個体の血液からウイルス免疫原性剤に特
異的に結合する抗体を選択的に除去するための組成物であって、マトリックスに結合した
抗体に特異的に結合する免疫吸着剤を含む組成物も供する。マトリックスは先に議論され
ている。本発明の別の組成物は、免疫吸着剤がハプテンにコンジュゲートしているもので
ある。
【００６５】
　以下の例は本発明を説明するために供され、本発明を限定するためではない。
【実施例】
【００６６】
　　〔実施例〕
　実施例１　アデノウイルス効能への予め存在する体液性免疫の効果　我々は、予め存在
するアデノウイルス免疫性に着目するいくつかの動物実験を行った。我々は、抗腫瘍治療
の効能が、前立腺細胞において選択的に複製する複製コンピテンスアデノウイルスの静脈
内投与の後に、我々の動物モデルにおいて、高タイター抗アデノウイルスタイプ５抗体の
存在下で大きく影響を与けることを観察した（図３）。有効な治療は、低いタイターの中
和性抗アデノウイルスタイプ５抗体の存在下又はより高い負荷のウイルスの投与で達成さ
れた（図４及び８）。全体として、これらの動物研究からの結果は、患者の血液、血漿又
は血清からの抗アデノウイルス抗体のような抗ウイルス抗体の除去のための特定の免疫吸
着システムの開発のための必要性を支持する。
【００６７】
　前立腺癌の患者における中和性抗体の存在　我々は、抗原及びウエスタン・ブロット分
析として全アデノウイルス粒子を用いて、中和性抗アデノウイルスタイプ５抗体の存在に
ついて２８人の前立腺の血漿をテストした。結果を図１に示す。中和性抗体は、１：５（
ｎ＝５）～１：６４０（ｎ＝１）の範囲のタイターで、２８サンプルのうちの１３（４６
％）で見い出された。
【００６８】
　中和性抗体の特異性の性質を、ウエスタン・ブロット分析により同定したタンパク質の
分子量を評価することにより、３人の患者（１：１６０タイターの２人の患者（＃１及び
＃１６）、及び抗体タイターのない１人の患者（＃１））について評価した。結果を表１
に示す。高タイターの両方の患者が有意な抗ペントン活性を示した。抗繊維のための特定
の反応を示す抗ウイルス抗体活性のない患者は、この患者が以前にアデノウイルスに露出
されていないことを示す。この患者においてヘキソン及びペントン抗体を検出できないの
は、衰えた免疫性を示す。
【００６９】
 
【表１】

【００７０】
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　予め存在する抗アデノウイルスタイプ５抗体の動物モデルの開発　複製マンピテントア
デノウイルスベースの抗腫瘍治療の結果に基づいて予め存在する抗アデノウイルスタイプ
５抗体の効果を研究するために、無胸腺ＢＡＬＢ／ｃ／ｎｕ／ｎｕマウス（“ヌードマウ
ス”）に静脈内注入によりウサギから生じた精製した抗アデノウイルスタイプ５中和性抗
体を授与した。ヌードマウスは免疫適格性でない。それは、それらに抗ウイルス抗体が非
固有的に供されるからである。これは、免疫適格性であり、アデノウイルスベクターへの
露出に対する応答を備えることができるであろうアデノウイルス治療を受ける潜在的な患
者と対照的である。最初の血液サンプルを、抗体の注入前にヌードマウスから収集した。
更なる血液サンプルは、抗体の授与後１時間、４時間、８時間、１２時間、２４時間、４
８時間、５日、１０日、１５日及び３０日に収集した。
【００７１】
　異なる時間点からの抗アデノウイルスタイプ５抗体のタイターを、ヌードマウスの血液
循環内のウサギ抗アデノウイルスタイプ５抗体の安定性を決定するため試験管内中和アッ
セイにより測定した。用いた中和性アッセイは、Ｇａｈｅｒｙ－Ｓｅｇａｒｄら（１９９
７）Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ　２７：６５３～６５９に記載されるのと同様であった
。結果を図２に示す。高レベルの循環する抗アデノウイルスタイプ５抗体がウサギ血清の
投与後１時間にヌードマウス内に存在した。その高レベルの抗体は投与の最初の週におい
て極めて安定であり、１０日目に下降し始めた。抗体のタイターは投与後３０日までに０
に降下した。抗アデノウイルスタイプ５活性は、０時点からの血液サンプルがいずれの抗
体活性も示さなかったので、極めて特異的であるようである。これにより、ウサギ抗アデ
ノウイルスタイプ５抗体の外的投与は、アデノウイルス治療への予め存在する免疫の効果
を分析するための極めて優れた動物モデルを作り出した。
【００７２】
　抗ウイルス抗体の保護効果は血液循環において抗ウイルス抗体のタイターに依存する　
抗ウイルス抗体の存在下でより高い投与量のアデノウイルスを許容することができるか否
かを決定するために、我々は、予め存在するウサギ抗－Ａｄ－５抗体と共に、ヌードマウ
スにＣＮ７０６（前立腺特異的抗原（ＰＳＡ）プロモーター及びＥＩＡ転写ユニットの上
流のエンハンサー転写調節因子（ＰＳＥ－ＴＲＥ）をアデノウイルス血清型５に挿入する
ことにより作り出した弱毒化複製コンピテントアデノウイルス）を静脈内投与することに
より範囲を見い出す研究を行った。ＣＮ７０６は、試験管内及び生体内でＰＳＡ発現性細
胞に対する選択的細胞毒性を示した。抗ウイルス抗体の欠如下で、ヌードマウスで見い出
されるＬＤ50投与量の２．５倍である５×１０11のＣＮ７０６ウイルス粒子の投与後に全
ての動物（ｎ＝４）は死んだ。典型的には、３×１０11の投与量は、ヌードマウスにおい
て１００％致死率であろう。しかしながら、全ての動物が循環血液中のタイター１：８０
～１：１６０の範囲である場合、正常であるようであった（表２）。これは、高ウイルス
抗体がアデノウイルスベクターの効能に対して及ぼす有意な効果を示す。血清アラニソア
ンノトランスフェラーゼ（ＡＬＴ）レベルを、ヌードマウスの肝臓機能を評価するために
もモニターした。抗体のない動物のグループにおいて、２回目の投与量注入後２４時間に
、循環血液中で極めて高レベルのＡＬＴを検出することができた（１，４１０ユニット）
。ＡＬＴレベルは、２回目の注入後３日に１２，６５０ユニットに達した（表２）。しか
しながら、抗体の動物のグループにおいて、ＡＬＴのレベルは正常であるようであった（
表２）。これにより、より高い程度の抗アデノウイルスタイプ５抗体の存在は、ヌードマ
ウスにおけるアデノウイルスの典型的な致死投与量から保護する。
【００７３】
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【表２】

【００７４】
　我々は、免疫適格性ヌードマウスにおいて動物生存率及び血液中のＡＬＴのレベルを比
較することにより、低タイターの抗アデノウイルス抗体の存在下でアデノウイルスについ
ての保護効果もテストした。低タイターの抗体（１：１０）の全ての動物は、２．５×１
０11粒子のＣＮ７０６（ＬＤ50投与量より多い投与量）を与えた後、死んだが、高タイタ
ーの抗体（１：８０）の動物は、２．５×１０11粒子のＣＮ７０６を与えた後、正常であ
るようであった。ＣＮ７０６の静脈内注入後２日、３日、４日、５日及び６日目に血液サ
ンプル中に感染性ウイルス粒子は見い出されなかった。これは中程度の量の抗体でさえ相
対的に高い投与量のウイルス粒子を迅速に中和することができることを証明する。ＡＬＴ
は、低タイターの抗体の動物のグループにおいて極めて高いレベル（２日目；１，９５５
ユニット、３日目：１３，４５０ユニット）に達した。対照的に、ＡＬＴは高タイターの
抗体の動物のグループにおいて通常の範囲内であるようであった。これにより、抗ウイル
ス抗体の保護効果は、投与量に依存する様式であり、より高いタイターの抗体（１：８０
～１：１６０）はＬＤ50投与量より多いアデノウイルスの投与量が動物を保護し、より低
いタイターの抗体（１：１０）は保護効果を有さないようであった。これらの結果は治療
用ウイルスベクターのクリアランスへの抗ウイルス抗体の効果を示す。これらの結果は、
アデノウイルスを用いて効能ある治療のために推漿される抗ウイルス抗体、特に抗アデノ
ウイルス抗体のレベルは約１：８０未満であるべきであることも示す。
【００７５】
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　ヌードマウスと異なり、ヒト患者は免疫適格性であり、循環中のアデノウイルスの存在
に対する応答において、より多くの抗体を生じさせることができるであろうことに注目す
ることが重要である。それゆえ、ヌードマウスにおいて致死的であろうアデノウイルスの
投与量は必ずしもヒトにおいて致死性を示さないであろう。
【００７６】
【表３】

【００７７】
　抗アデノウイルスタイプ５抗体の存在及び欠如下におけるヌードマウスの循環血液中の
感染性アデノウイルス粒子の差　抗ウイルス抗体の存在及び欠如下でヌードマウスの循環
血液中の感染性アデノウイルス粒子の半減期を決定するために、我々は、ヌードマウスの
血液サンプルから活性なウイルスを定量化するためにＴＣＩＤ50アッセイを行った。異な
る時間点からの血液サンプルを、ＣＮ７０６の静脈内投与の後に、予め存在するウサギ抗
アデノウイルスタイプ５あり及びなしで動物から収集し、ＴＣＩＤ50アッセイにより感染
性ウイルス粒子を検出した。ＴＣＩＤ50からの結果（表３）は、血液循環における活性を
ウイルスの量が、ＣＮ７０６の２．５×１０11粒子の静脈内投与後最初の２４時間にわた
って定常的な下降を示した。４時間目に、感染性ウイルス粒子は３．７５×１０5 ＴＣＩ
Ｄ50ユニットであり、２４時間目には、その量の０．２％（７．２×１０2ＴＣＩＤ50ユ
ニット）のみが存在した。循環血液中の活性アデノウイルスの損失の同様のパターンが、
各々ＣＮ７０６の２．５×１０10，２．５×１０9、及び２．５×１０8粒子を与えた動物
において観察され、それは投与量依存様求で２．５×１０11粒子のものと平行して各々の
時点で相対的に少い量であった。これにより、感染性ウイルス粒子の９９．５％超が投与
後最初の２４時間でマウスの血液循環から失われた。更に、この損失の時間依存性パター
ンは、予め存在する抗体の動物において見い出された。１：１０の抗体タイターのマウス
において、感染性ウイルス粒子は２．５×１０11粒子のＣＮ７０６の投与後４時間、１．
２×１０5ＴＣＩＤ50であり、２４時間目に、活性ウイルスの量の０．３％（３．７５×
１０2 ＴＣＩＤ50ユニット）のみが血液循環中に存在した。高タイターの抗体（１：８０
）のマウスにおいて、感染性ウイルス粒子は２．５×１０11粒子のＣＮ７０６の投与後４
時間で３．７×１０2ＴＣＩＤ50であり、それは抗体の欠如下でのマウスのものより１０
００倍少かった。これらの実験は、ウイルスの循環を浄化することにおいて、抗ウイルス
抗体がいかに有効化を示す。免疫適格性個体における抗ウイルス抗体の選択的除去なしで
、相対的に低いレベルの抗ウイルス抗体がむしろより迅速にウイルスを浄化することがで



(22) JP 2008-55195 A 2008.3.13

10

20

30

40

50

き、その治療価値を減少させることができよう。
【００７８】
【表４】

【００７９】
　ＬＮＣａＰ腫瘍を有するヌードマウスにおける静脈内に投与したＣＮ７０６の効能への
抗アデノウイルスタイプ５抗体の効果　複製コンピテントアデノウイルスベースの抗腫瘍
治療の結果への予め存在する抗ウイルス抗体の効果を決定するために、ＬＮＣａＰ腫瘍を
有するＢＡＬＢ／ｃｎｕ／ｎｕマウスに、両肩の間に、５０％ＭＥＭ培地及び５０％Ｍａ
ｔｒｉｇｅｌに懸濁したＬＮＣａＰ細胞を注入した。移植後４週間目に、明白な腫瘍を有
する動物に、ウサギ抗アデノウイルスタイプ５抗体を静脈内注入して血液循環中の予め存
在する抗体に擬態した条件を確立した。これらの動物における抗アデノウイルスタイプ５
抗体のタイターは約１：８０～１：１６０であった。抗体の投与後１日目に、静脈内注入
によりＣＮ７０６をヌードマウスに導入した。腫瘍体積を毎週、測定した。予め存在する
抗体なしで１×１０11粒子のＣＮ７０６で処理したグループの腫瘍は、腫瘍の成長が有意
に阻害されたが、同じ量のＣＮ７０６＋１：１００のタイターの予め存在する抗体で処理
したグループは腫瘍の有意な成長を示した。しかしながら、同じレベルの予め存在する抗
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体で、ＣＮ７０６投与量を動物当り３×１０11粒子まで３倍に増加させた場合、腫瘍成長
は有意に阻害された（図３）。これにより、予め存在する抗ウイルス抗体はウイルス治療
剤の効能を減少させるようであった。
【００８０】
　抗体タイターを変えることにより効果を更に許容した。固定した投与量のＣＮ７０６（
１×１０11）を、３つの異なる中和性抗体タイター（１：１０，１：２０，１：８０）を
有する動物にデリバリーした。毎週、腫瘍体積を測定することにより抗腫瘍タイターを測
定した。結果を図４に示す。より高いタイターの抗体を有する動物及びコントロールグル
ープの腫瘍は進行的に成長したが、より低いタイターの抗体を有する動物における腫瘍の
成長は処理の後、阻害された（図８）。これらの動物における治療効能はＣＮ７０６のみ
で処理した動物のものと等価である。これにより、アデノウイルスタイプ５に対する予め
存在する抗体のより低いタイターは我々の動物モデルにおいてアデノウイルス治療の効能
を阻害しなかった。
【００８１】
　ＩＶ投与後のアデノウイルス播種及び分布の分析　我々は、静脈内投与後のアデノウイ
ルスの生体分析を評価した。ＣＮ７０６ウイルス（２．５×１０11粒子）をヌードマウス
に静脈内に投与し、我々は、プローブとしてＥ４ＤＮＡを用いるスロットブロット分析に
より種々の時間点後に、種々の器官（肝臓、脾臓、肺、腎臓、心臓）においてアデノウイ
ルスＤＮＡの存在を分析した。２つのマウスを各々の時間点についてテストした。結果を
図５に示す。肝臓は、最も多い量のアデノウイルスＤＮＡを有し、次に脾臓であった。他
の器官は無視できる量のアデノウイルスＤＮＡしか有さなかった。
【００８２】
　抗アデノウイルス抗体あり及びなしでのマウスにおける肝臓中のアデノウイルスの保持
の評価　ＣＮ７０６（２．５×１０11粒子）を、予め投与した抗アデノウイルス抗体（１
：８０）あり及びなしでヌードマウスに静脈内投与した。アデノウイルスＤＮＡを、スロ
ットブロット分析（各々の時点について２つのマウス）によりアデノウイルス投与後種々
の時点で（上述のように）肝臓で測定した。結果を図６に示す。アデノウイルスＤＮＡの
量は、アデノウイルス投与後３０分及び２時間で予め存在する抗体あり及びなしのマウス
の間で極めて類似した。しかしながら、２４時間目に、予め投与した抗体のないマウスは
有意なレベルのアデノウイルスを示し、抗体予め存在するマウスではアデノウイルスＤＮ
Ａの有意な量は見出だされなかった。我々は、肺、心臓、腎臓及び血液のような他の器官
において有意な量のアデノウイルスＤＮＡが検出されないことも見い出し、これは、抗体
が予め存在するマウスにおける肝臓でのアデノウイルスＤＮＡの迅速な損失がウイルス再
分布のためでないことを示唆する。抗体が予め存在するマウスにおける肝臓からのアデノ
ウイルスＤＮＡの迅速な損失は、抗体が予め存在する動物がなぜ抗体が予め存在しないマ
ウスより高いウイルス投与量（ＬＤ投与量）を許容することができるかを説明することが
できる。
【００８３】
　アデノウイルスの投与後に投与した抗体の腫瘍成長への影響の評価　アデノウイルスベ
クターの抗腫瘍効能へのアデノウイルスへの後に存在する抗アデノウイルス抗体の効果を
決定するために、ウサギ抗アデノウイルス抗体を、ＣＮ７０６（１×１０11粒子）の投与
後１４及び１５日目にヌードマウスに静脈内注入した。ＣＮ７０６の投与後１５日目に高
タイターの抗体（１：３００）が観察された。
【００８４】
　結果を図７に示す。投与後の抗体はＣＮ７０６の抗体が腫瘍成長を抑制することに対し
て有意な負の効果を有さないようであり、このことは、ウイルス複製が（即ち腫瘍のよう
な標的組織において）開始することができる限り、循環血液中の抗ウイルス抗体がウイル
スベクターの抗腫瘍効能を除去しないことを示唆する。
【００８５】
　実施例２　アフィニティーカラムを用いる抗アデノウイルス抗体除去　個体から抗アデ
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ノウイルス抗体を除去するための手順を始める前に、血液の少量サンプルを、抗アデノウ
イルス抗体のタイターを決定するために採取する。　アデノウイルス繊維及び／又はペン
トンタンパク質免疫吸着剤を、アデノウイルスからコポリメラーゼ鎖反応（ＰＣＲ）を用
いて、繊維及びペントンタンパク質をコードする遺伝子を増幅することにより調製する。
次に、遺伝子材料を組換えバキュロウイルス発現系にクローン化する。次に、バキュロウ
イルスを用いて昆虫細胞ＳＦ９（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃｕｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）に感
染させ、アデノウイルスタンパク質を作らせる。そのタンパク質を、当業界で知られた方
法を用いて精製し、重炭酸緩衝液に希釈する。
【００８６】
　アフィニティーカラムを以下の通り調製する。活性化マトリックスに適用なカップリン
グ溶液を、アデノウイルス繊維及び／又はペントンタンパク質を５mg／mlの濃度で、滅菌
重炭酸緩衝液ｐＨ８．３に溶かすことにより調製する。そのカップリング溶液を、必要に
なるまで４℃で保存する。マトリックスを膨潤させ、洗浄し、そして活性化するために用
いる洗浄溶液状４℃の４～６Ｌの滅菌１ｍＭＨＣｌである。約４００mlのＣＮＢｒ活性化
Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　４　Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗ　Ｍａｔｒｉｘ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂ
ｉｏｔｅｃｈ，Ｐｉｓｃａｔａｎａｙ，ＮＪ）を最初に、１０～１５容量の１ｍＭＨＣｌ
で洗い、各々の洗浄について１０～１５分、混合物を平衡化させて、その活性化マトリッ
クスを先に調製したカップリング溶液と混合し、その混合物を１０分毎にガラス棒で撹拌
しながら２時間、室温でインキュベートするか、又は静かに撹拌しながら４℃で一晩、イ
ンキュベートする。カップリングの後、本反応の基を数時間、Ｔｒｉｓ緩衝液又はエタノ
ールアミンを用いてマトリックス上でブロックする。そのカップリングした媒体を交互に
低及び高ｐＨのアセテートのｐＨ３～４又はＴｒｉｓＨＣｌｐＨ８～９を用いて洗浄する
。洗浄を３容量のＴｒｉｓで、次に３容量のアセテートで行い、そしてＴｒｉｓ／アセテ
ート洗浄を３回、くり返す。カラムを、均一なパッキングを確実にするために、後に血漿
を充填するのに用いられるのと同じ条件でポンプを用いてパッキングする。カラム及びＳ
ｅｐｈａｒｏｓｅに付随する文献及び説明が、カラムを充填することについての詳細につ
いて引用されるべきである。カラムを、生性ｐＨで塩類溶液を用いて平衡化する。
【００８７】
　血液を、１７ゲージ針を用いて得て、ヘパリン及びクエン酸ナトリウムを用いて抗凝固
処理し、そして遠心により血漿を得る。　血漿を、各々がアデノウイルス繊維タンパク質
及び／又はペントンタンパク質のいずれかに結合したＣＮＢｒ活性化Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ
　４　Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗ　Ｍａｔｒｉｘを含む２７５ml容量の２つのガラスカラムＬＸ
Ｋ５０１２０カラム；Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ，Ｐｉｓｃａｔａｎａｙ，Ｎ
Ｊ）に連続的にくみ出す。血漿中に存在するアデノウイルス中和性抗体は、カラムの固相
マトリックスに結合したアデノウイルスタンパク質に結合することにより除去される。血
漿及び血液細胞は、２回目の静脈アクセスを介して個体にもどされる。カラムから溶出し
た血液又は血漿の少量サンプルを抗体タイターについてテストした。そのカラムをＲｉｃ
ｈｔｅｒら（１９９７）ＡＳＡＩＯ４３（１）：５３～５９の方法に記載されるように再
生する。
【００８８】
　実施例３　種々のアフィニティーカラムを用いる抗アデノウイルス抗体の除去　我々は
、いくつかの免疫吸着剤をテストし、それらのヒト血漿から抗アデノウイルス抗体を除去
する能力を比較した。これらの免疫吸着剤は単独で又は全て一緒に用いる、プロテインＡ
、及びアデノウイルスヘキソン、ペントン、繊維タンパク質を含む。
【００８９】
　６×ヒスチジンタグイヒアデノウイルスヘキソン、繊維又はペントンタンパク質免疫吸
着剤を、６×ヒスチジンリソカープライマーを用いてこれらのタンパク質をコードする遺
伝子を増幅することにより調製した。次に遺伝子材料をタンパク質発現のために大腸菌に
導入した。その大腸菌が発現したアデノウイルスヘキソン、繊維又はペントンタンパク質
を、次に、製造元の説明（Ｑｊａｇｅ内からのＱＩＡ発現システム）に従って精製した。
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全大腸菌ライゼート及び精製した画分の電気泳動は組換えヘキソン、繊維及びペントンタ
ンパク質の豊富さ及び純度を確認した（図１２を参照のこと）。
【００９０】
　ＱＩＡカラム（上述）がヒスチジンテールを介してマトリックスにタンパク質を結合さ
せるための基盤を形成する組換えヘキソン、繊維又はペントンタンパク質を含むアフィニ
ティーカラムを、当業界で知られた方法を用いて調製した。各々のカラムについて、約２
００～４００μｇのタンパク質（約１ml中）を約０．５mlのマトリックスと混合した。繊
維、ヘキソン、及びペントンタンパク質の組合せを用いる実験を、３つの別個の連続的カ
ラム（１つのカラムの流出物が次のカラムに流れる）を走らせることにより行った。ヘキ
ソン－又はペントン－アフィニティーカラムは対応する表面タンパク質と反応する抗体の
いくつかを浄化する（図１５～１６を参照のこと）が、繊維、ヘキソン、及びペントンタ
ンパク質の組合せを用いる場合に抗アデノウイルス抗体のより有効な枯渇が観察された（
図１８及び２０；表３）。特に、そのコンビネーションアプローチは、高い予め存在する
中和性抗体タイターで通常のヒト血漿中に存在する全抗アデノウイルス抗体を除去するこ
とにおいて約３～５倍、より有効であった（図１７）。ＣＮ７０６を注入した患者から収
集した血漿を用いた場合に同様の結果が観察された（図１９）。その混合したアフィニテ
ィーカラムは全抗アデノウイルス抗体の約８０％を枯渇させ、血清から中和活性を実質的
に除去した。
【００９１】
【表５】

【００９２】
　我々は、精製した繊維タンパク質が再アセンブルしてトリマー構造を形成することを観
察した（図２１）。図２２及び表５に示す通り、トリマー繊維はモノマー繊維より優れた
免疫吸着剤として機能する。この結果は、抗繊維抗体の認識のための繊維マニホメーショ
ン及び／又はコンフィグレーションの重要性を示す。まとめると、我々の結果は、アデノ
ウイルス表面タンパク質、特に繊維タンパク質は、ベースラインの抗アデノウイルス抗体
及び２回目の免疫応答から生じた抗体を除去することにおいて有効であることを示す。
【００９３】
　一般的な免疫吸着剤プロテインＡは、ヒト血漿中に存在する抗アデノウイルス抗体を枯
渇させることにおいて極めて有効である（図９～１１）が、一般にアフィニティー吸着ア
フェレーシスのために適していない。プロテインＡはＩｇＧからＩｇＭ分子の範囲の広範
囲のイムノグロブリンと反応し、それは、患者の免疫系を抑制する顕著な危険性を供する
。特に、我々は、プロテインＡアフィニティーカラムは、典型的に、患者の全血漿中に存
在するＩｇＧ１及びＩｇＧ２の９２％、ＩｇＧ４の７０％、及びＩｇＧ３及びＩｇＭ分子
の５０％程度を浄化することを見い出した。
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【００９４】
　実施例４　ウイルス治療剤に対する患者の予め存在する体液性免疫のレベルの測定　約
４０人の患者に関する統計的な研究は、低い又は検出できない中和性抗体活性を有する患
者の約９５％が２０μｇ／ml未満の平均全抗アデノウイルス抗体含有量を有することを示
した。（図２３及び２４）。この研究において、患者の約２／３は前立腺癌であり、残り
の１／３は本明細書に記載の治療用ウイルス剤ＣＮ７０６でも処理した。このデータは、
抗アデノウイルス抗体の測定が、個体における中和性抗体の程度の信頼できるインジケー
ターであり得ることを示し、検出及びモニター目的のためのより簡単なアッセイシステム
を許容する。
【００９５】
　本発明は、明確に理解させる目的のため説明及び例によりいくらか詳細に記載されてい
るが、特定の変化及び改変を行うことができることが当業者に明らかであろう。それゆえ
、本記載及び例は、本発明の範囲を限定するものとして解釈すべきでなく、それは、添付
の請求の範囲により示される。
【図面の簡単な説明】
【００９６】
【図１】前立腺癌患者における抗アデノウイルス抗体（アデノウイルス血清型５）の普及
率を示すグラフである。グラフは、１：５（ｎ＝５）～１：６４０（ｎ＝１）の範囲のタ
イターで２８のサンプルのうちの１３（４６％）で抗ウイルス抗体が見い出されたことを
示す。
【図２】マウスにおけるウサギ抗アデノウイルス抗体の存在の時間経過を示す棒グラフで
ある。無胸腺ＢＡＬＢ／ｃ／ｎｕ／ｎｕマウスにウサギ抗アデノウイルス（血清型５）抗
体を静脈内注入した。示される時間点で、血液サンプルを採取し抗体タイターを、試験管
内中和アッセイにより測定した。
【図３】ＬＮＣａＰ腫瘍を有するヌードマウスにおける前立腺細胞特異的複製コンピテン
トアデノウイルス（ＣＮ７０６）の効能への抗アデノウイルス抗体（１：１００）の効果
を示すグラフである。ダイヤの黒線、抗体のみ；四角の黒線、ウイルス（ＣＮ７０６）の
み；三角の白線、ＣＮ７０６を伴う抗体（３×１０11）；“×”の黒線、ＣＮ７０６を伴
う抗体（１×１０11）。
【図４】ＬＮＣａＰ腫瘍を有するヌードマウスにおけるＣＮ７０６の効能への中和性抗ア
デノウイルス抗体タイターの効果を示すグラフである。ダイヤの黒線、コントロール；四
角の黒線、ＣＮ７０６（１×１０11）；三角の白線、抗体（９０μｌ）＋ＣＮ７０６（１
×１０11）；“×”の黒線、抗体（３０μｌ）＋ＣＮ７０６（１×１０11）；星の黒線（
１０μｌ）＋ＣＮ７０６（１×１０11）。
【図５】ＣＮ７０６（２．５×１０11）の静脈内投与後の（ヌードマウスの）種々の器官
におけるアデノウイルスＤＮＡの量を示すグラフである。誤差棒も示す。
【図６】抗アデノウイルス抗体を予め投与し又は投与したいＣＮ７０６（２．５×１０11

）の投与後の（ヌードマウスの）肝臓中のアデノウイルスＤＮＡの星を示す棒グラフであ
る。左側の棒は抗体なしのマウスの示し；右側の棒は抗体のあるマウスを示す。
【図７】ＣＮ７０６を与えたマウス及びウイルス注入後第２週に抗体を投与した（三角）
マウスにおける相対的な腫瘍容量を示すグラフである。
【図８】ＬＮＣａＰ腫瘍を有するヌードマウスにおける前立腺細胞特異的複製コンピテン
トアデノウイルス（ＣＮ７０６）の効能への低タイター抗アデノウイルス抗体（１：２０
～１：１０）の効果を示すグラフである。ダイヤの黒線、コントロール；円の黒線、ウイ
ルスＣＮ７０６（１×１０11）のみ；黒ぬり四角の黒線、ＣＮ７０６（１×１０11）を伴
う抗体（１×１０11）；中抜き四角の黒線、ＣＮ７０６（１×１０11）を伴う抗体（１：
２０）。
【図９】プロテインＡアフィニティーカラムを用いるヒト血漿からの抗アデノウイルス５
抗体の枯渇を示すイムノブロットの再生である。画分２及び３（Ｆ２，Ｆ３）はアデノウ
イルス表面タンパク質ヘキソン、ペントン及び繊維に結合することができる抗体を含まな
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体を含む。
【図１０】プロテインＡカラムを用いるヒト血漿からの全抗アデノウイルス５抗体の除去
を示す棒グラフである。レーン“Ｎｅａｔ”は、プロテインＡアフィニティークロマトグ
ラフィー前のヒト血漿中に存在する全抗アデノウイルス５抗体を示す。レーンＦ２及びＦ
３は、プロテインＡアフィニティーカラムから収集した第２及び第３の画分の抗アデノウ
イルス５抗体濃度を示す。
【図１１】プロテインＡカラムを用いるヒト血漿からの中和性抗体の除去を示すグラフで
ある。“Ｎｅａｔ”は、プロテインＡアフィニティークロマトグラフィー前のヒト血漿中
に存在する中和性抗体を示す。Ｆ２及びＦ３は、プロテインＡアフィニティーカラムから
収集した第２及び第３の画分中で検出された中和性抗体活性を示す。
【図１２】大腸菌からの組換えヘキソン、ペントン及び繊維タンパク質の発現及び精製を
示す、イムノブロットの再生である。
【図１３（ａ）】アデノウイルス粒子の概略図である。
【図１３（ｂ）】モノマーアデノウイルス繊維タンパク質の構造の概略図である。
【図１４】各々がペントン、三量体繊維、単量体繊維、ヘキソンタンパク質のみ、又はペ
ントン、ヘキソン及び繊維タンパク質の混合物を含むアデノウイルスのための種々のアフ
ィニティーカラムの適用を示す図である。
【図１５】ペントン－アフィニティーカラムを用いるヒト血漿から抗ペントン抗体の枯渇
を示すイムノブロットである。ペントンタンパク質は、アフィニティークロマトグラフィ
ー前（レーン（－））に検出され後（レーン（＋））に検出されなかった。
【図１６】ヘキソン－アフィニティーカラムを用いるヒト血漿ライゼートからの抗ヘキソ
ン抗体の除去を示すイムノブロットである。ヘキソンタンパク質は、アフィニティークロ
マトグラフィー前（レーン（－））に検出され、後（レーン（＋））に検出されなかった
。
【図１７】高い予め存在する中和性抗体タイターを有する正常なヒト血漿（ＨＳＯ３３１
）から全抗アデノウイルス抗体を浄化することにおける種々のイムノソルベントの相対的
効能を示す棒グラフである。正常なヒト血漿は、非癌患者から得た。
【図１８】免疫吸着剤ヘキソン、ペントン及び繊維タンパク質の混合物を充填したアフィ
ニティーカラムを用いる正常なヒト血漿（ＨＳＯ３３１）中に存在する中和性抗体の枯渇
を示す棒グラフである。
【図１９】治療用アデノウイルスＣＮ７０６を注入した後１５日に収集したＣＮ７０６患
者の血漿（ＧＧ／００３）から全抗アデノウイルス抗体を浄化することにおける種々の免
疫吸着剤の相対的効能を示す棒グラフである。
【図２０】ＧＧ／１０３中に存在する中和性活性を浄化することにおける種々の免疫吸着
剤の相対的効能を示すグラフである。
【図２１】モノマーからのトリマーアデノウイルス繊維タンパク質のアセンブリーを示す
イムノブロットの再生である。
【図２２】トリマー繊維アフィニティーカラムを用いる患者の血漿からの抗アデノウイル
ストリマー繊維の枯渇を示すイムノブロットの再生である。
【図２３】ＣＮ７０６患者の血漿中に存在する予め存在する中和性抗体活性の量及び全抗
アデノウイルス５抗体の量の補正を示すグラフである。
【図２４】前立腺癌患者の血漿中に予め存在する中和性抗体活性の量及び全抗アデノウイ
ルス５抗体の量の補正を示すグラフである。
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