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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号１に示されるアミノ酸配列からなる、ペプチド。
【請求項２】
　請求項１に記載のペプチドを含んでいる、Ａ型インフルエンザウイルスに対するワクチ
ン。
【請求項３】
　請求項１に記載のペプチドをコードする、ポリヌクレオチド。
【請求項４】
　請求項３に記載のポリヌクレオチドが作動可能に連結されている、発現ベクター。
【請求項５】
　請求項３に記載のポリヌクレオチドを含んでいる、Ａ型インフルエンザウイルスに対す
るワクチン。
【請求項６】
　請求項３に記載のポリヌクレオチドが導入されている形質転換体を用いる工程を包含す
る、ペプチド作製方法。
【請求項７】
　請求項１に記載のペプチドに、リンカーペプチドを付加させてなる、あるいは、タグ化
タンパク質または融合タンパク質を連結させてなる、Ａ型インフルエンザウイルスのヘマ
グルチニンタンパク質のＨ１型サブタイプおよびＨ３型サブタイプを交差認識する抗体を
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惹起するペプチド。
【請求項８】
　配列番号１に示されるアミノ酸配列からなるペプチドによって惹起される、Ａ型インフ
ルエンザウイルスのヘマグルチニンタンパク質のＨ１型サブタイプおよびＨ３型サブタイ
プを交差認識する、抗体。
【請求項９】
　重鎖可変領域（ＶＨ）が、
　（１）配列番号２に示されるアミノ酸配列、または
　（２）配列番号２に示されるアミノ酸配列において、１または数個のアミノ酸が置換、
欠失、挿入、および／または付加されたアミノ酸配列
　を含み、
　軽鎖可変領域（ＶＬ）が、
　（３）配列番号４に示されるアミノ酸配列、または
　（４）配列番号４に示されるアミノ酸配列において、１または数個のアミノ酸が置換、
欠失、挿入、および／または付加されたアミノ酸配列
　を含む、Ａ型インフルエンザウイルスのヘマグルチニンタンパク質のＨ１型サブタイプ
およびＨ３型サブタイプを交差認識する、抗体。
【請求項１０】
　請求項８または９に記載の抗体を含んでいる、Ａ型インフルエンザウイルスに対するワ
クチン。
【請求項１１】
　請求項８または９に記載の抗体を用いる、Ａ型インフルエンザウイルスを検出する方法
。
【請求項１２】
　請求項１または７に記載のペプチド、あるいは請求項３に記載のポリヌクレオチド、あ
るいは請求項４に記載の発現ベクターの、Ａ型インフルエンザウイルスのヘマグルチニン
タンパク質のＨ１型サブタイプおよびＨ３型サブタイプを交差認識する抗体を惹起するた
めの、非ヒト哺乳動物における使用。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、インフルエンザウイルスに対する抗体に関するものであり、より詳細には、
Ａ型インフルエンザウイルスの複数のサブタイプを交差認識し得る抗体を惹起し得るペプ
チドおよびその利用に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　インフルエンザウイルスはコア蛋白質（核蛋白（ＮＰ蛋白）および膜蛋白（Ｍ１蛋白）
）の抗原性に基づいて分類される。１９４０年に、それまでに知られていたインフルエン
ザウイルスとは全く異なる抗原性を有するインフルエンザウイルスが分離され、前者をＡ
型、後者をＢ型と規定した。さらに、１９４９年にＴａｙｌｏｒによって新たなインフル
エンザウイルス（Ｃ型）が発見されている。
【０００３】
　Ａ型インフルエンザウイルスは、ウイルス粒子の表面糖蛋白であるヘマグルチニン（Ｈ
ｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ（ＨＡ））およびノイラミニダーゼ（Ｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａ
ｓｅ（ＮＡ））の抗原性に基づいてサブタイプ（亜型）に分類される。ＨＡタンパク質は
、ヒト等の細胞表面のシアル酸と結合して、ウイルス粒子が細胞内に取り込まれる際の重
要な役割を担っている。ＮＡタンパク質は、ウイルス粒子が感染後期に細胞表面から離れ
る際にシアル酸を切断する働きを有しており、感染性を獲得するのに役だっている。
【０００４】
　インフルエンザウイルスの流行は社会的に大きな問題となっている。過去に大流行を起
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こしたのは１型サブタイプ、２型サブタイプまたは３型サブタイプのＨＡタンパク質を有
するウイルスであり、近年問題となっているトリインフルエンザウイルスはＨ５型サブタ
イプのＨＡタンパク質を有している。インフルエンザウイルスの感染は終生免疫を獲得し
得ないので、これらのインフルエンザに対する予防策として、流行予測に基づいて毎年ワ
クチンを作製し、そのワクチンを接種する。
【０００５】
　具体的には、以下の手順に従って、脱脂・不活化したワクチン（ＨＡワクチン）を得る
：（１）次のシーズンに流行するであろうウイルスの抗原性を予測する；（２）この予測
に基づいて、ワクチンとして適したインフルエンザウイルス株を選択する；（３）選択し
た株を発育鶏卵に摂取して増殖させ、漿尿液からウイルスを精製する；（４）精製したウ
イルスを濃縮し、エーテルおよびホルマリンを用いて処理する。
【０００６】
　ＨＡには１６種類のサブタイプがあり、型によって抗原性が大きく異なる。また、ウイ
ルスは宿主の免疫機構から逃れるために絶えずＨＡタンパク質に小さな変異を起こしてい
るので、同一のサブタイプであっても株によってＨＡタンパク質のアミノ酸配列は異なっ
ている。ＨＡおよび／またはＮＡの変異に起因して、現在用いられているＨＡワクチンは
、抗原型に適合したものを生産することが困難である。
【０００７】
　また、得られたＨＡワクチンは、長期間にわたって強い感染防御免疫を誘導することが
できない。また、実際に流行しているウイルスと異なる型のウイルスから作製されたワク
チンを用いても効果を期待し得ないので、流行に対する正確な予測が必要となる。さらに
、ウイルス培養によってワクチンを作製するので、予想を上回る規模で流行が発生した場
合には、十分なワクチン供給が困難である。また、ワクチンへ混入する鶏卵成分を完全に
除去することは非常に困難であるので、卵アレルギーを有するヒトへは投与し得ない。Ｈ
Ａタンパク質の複数のサブタイプ（すなわち、Ａ型インフルエンザウイルスの複数のサブ
タイプ）を交差認識し得る抗体を、鶏卵を用いることなく簡便に取得することが望まれて
いる。
【０００８】
　特許文献１～３には、ＨＡタンパク質のアミノ酸配列に基づいて所望の抗体を作製する
ことが開示されている。特許文献１には、ＨＡタンパク質のＨ１型サブタイプおよびＨ２
型サブタイプを交差認識するがＨ３型サブタイプを認識しない抗体ならびにその抗原部位
が開示されている。また、特許文献２には、ＨＡタンパク質のＨ３型サブタイプを認識す
るがＨ１型サブタイプおよびＨ２型サブタイプを認識しない抗体ならびにその抗原部位が
開示されている。特許文献３では、ＨＡタンパク質のＨ３型サブタイプの部分断片からな
るポリペプチドによるＣＰＥ阻害活性を確認している。
【０００９】
　また、特許文献４には、ペプチド抗原を用いない技術として、コンビナトリアルケミス
トリー法およびファージディスプレイ法を用いて単離した遺伝子にコードされるヒトＦａ
ｂがＨＡタンパク質のＨ３型サブタイプに効果的な中和活性を有していることが記載され
ている。
【特許文献１】特開平６－１００５９４号公報（平成６年４月１２日公開）
【特許文献２】特開平７－３０４７９９号公報（平成７年１１月２１日公開）
【特許文献３】特表昭５９－５０１７１４号公報（昭和５９年１０月１１日公表）
【特許文献４】特開２００６－２５４７７７号公報（平成１８年９月２８日公開）
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　上述したように、特許文献１に記載の抗体はＨ３型サブタイプを認識しない。また、特
許文献２～４に記載の抗体はＨ３型サブタイプ特異的である。このように、Ｈ３型サブタ
イプと他のサブタイプとの両方を認識する抗体は得られていない。また、ＨＡタンパク質
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のＨ３型サブタイプに由来するポリペプチドのいくつかがＣＰＥ阻害活性を有しているこ
とが特許文献３に記載されているが、特許文献１および２には、特許文献３に記載のポリ
ペプチドは中和活性が弱い上に、抗原性の点でも問題があると記載されている。
【００１１】
　本発明は、上記の問題点に鑑みてなされたものであり、その目的は、スペクトルの広い
インフルエンザワクチンを提供することことにあり、より詳細には、Ａ型インフルエンザ
ウイルスの複数のサブタイプを交差認識し得る抗体およびこのような抗体を効率よく惹起
し得る抗原を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明に係るペプチドは、配列番号１に示されるアミノ酸配列を含んでいることを特徴
としている。本発明に係るペプチドを用いれば、Ａ型インフルエンザウイルスの複数のサ
ブタイプを交差認識する抗体を惹起し得る。
【００１３】
　本発明に係るワクチンは、上記のペプチドを有していることを特徴としている。本発明
に係るワクチンを用いれば、Ａ型インフルエンザウイルスを予防または治療し得る。
【００１４】
　本発明に係るポリヌクレオチドは、上記ペプチドをコードすることを特徴としている。
【００１５】
　本発明に係る発現ベクターは、上記ポリヌクレオチドが作動可能に連結されていること
を特徴としている。本発明に係る発現ベクターを用いれば、Ａ型インフルエンザウイルス
の複数のサブタイプを交差認識する抗体を惹起し得る抗原を提供し得る。
【００１６】
　本発明に係るワクチンは、上記のポリヌクレオチドを有していることを特徴としている
。本発明に係るワクチンを用いれば、Ａ型インフルエンザウイルスを予防または治療し得
る。
【００１７】
　本発明に係るペプチド作製方法は、上記ポリヌクレオチドが導入されている形質転換体
を用いる工程を包含することを特徴としている。本発明に係るペプチド作製方法を用いれ
ば、Ａ型インフルエンザウイルスの複数のサブタイプを交差認識する抗体を惹起し得る抗
原を提供し得る。
【００１８】
　本発明に係るペプチド作製キットは、上記ポリヌクレオチドが導入されている形質転換
体を備えていることを特徴としている。本発明に係るペプチド作製キットを用いれば、Ａ
型インフルエンザウイルスの複数のサブタイプを交差認識する抗体を惹起し得る抗原を提
供し得る。
【００１９】
　本発明に係る抗体は、Ａ型インフルエンザウイルスのヘマグルチニンタンパク質のＨ１
型サブタイプおよびＨ３型サブタイプを交差認識することを特徴としている。本発明に係
る抗体は、配列番号１に示されるアミノ酸配列からなるペプチドを特異的に認識すること
が好ましい。
【００２０】
　本発明に係る抗体は、重鎖可変領域が、（１）配列番号２に示されるアミノ酸配列、ま
たは（２）配列番号２に示されるアミノ酸配列において、１または数個のアミノ酸が置換
、欠失、挿入、および／または付加されたアミノ酸配列を含み、軽鎖可変領域が、（３）
配列番号４に示されるアミノ酸配列、または（４）配列番号４に示されるアミノ酸配列に
おいて、１または数個のアミノ酸が置換、欠失、挿入、および／または付加されたアミノ
酸配列を含むことを特徴としている。本発明に係る抗体は、重鎖可変領域が配列番号２に
示されるアミノ酸配列からなり、軽鎖可変領域が配列番号４に示されるアミノ酸配列から
なることが好ましい。
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【００２１】
　本発明に係るワクチンは、上記の抗体を有していることを特徴としている。本発明に係
るワクチンを用いれば、Ａ型インフルエンザウイルスを予防または治療し得る。
【００２２】
　本発明に係る検出キットは、上記の抗体を備えていることを特徴としている。本発明に
係る検出キットを用いれば、Ａ型インフルエンザウイルスの複数のサブタイプを簡便に検
出し得る。
【００２３】
　本発明に係る検出方法は、上記の抗体を用いることを特徴としている。本発明に係る検
出方法を用いれば、Ａ型インフルエンザウイルスの複数のサブタイプを簡便に検出し得る
。
【発明の効果】
【００２４】
　本発明に係るペプチドは非常に高い抗原性を有している。また、本発明に係るペプチド
を用いれば、Ａ型インフルエンザウイルスの複数のサブタイプを交差認識し得る抗体を得
ることができるので、スペクトルの広いインフルエンザワクチンを提供することができる
。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２５】
　本発明者らは、鋭意検討を行った結果、従来技術からは容易に想到し得ないアミノ酸配
列からなるペプチドが非常に効率よく抗体を惹起し、惹起された抗体がＡ型インフルエン
ザウイルスの複数のサブタイプを交差認識し得ることを見出し、本発明を完成させるに至
った。
【００２６】
　特許文献３では、広いスペクトルのインフルエンザ抗血清を得るための免疫原ペプチド
を得るためにＨＡタンパク質のＨ３型サブタイプの部分断片が用いられている。特許文献
３によれば、Ｈ３型サブタイプ（ＨＡ１サブユニットのＣ末端領域～ＨＡ２サブユニット
のＮ末端領域）に由来するペプチド２０～２６は、ＨＡ２サブユニットのアミノ酸第１５
～２８位からなるペプチド２５を除けばいずれも免疫原ペプチドとして良好である。この
ように、特許文献３には、ペプチド２５が、本発明者らの見出したペプチドのアミノ酸配
列（ＧＭＶＤＧＷＹＧ：配列番号１）と類似する配列を含んでいるにもかかわらず免疫原
性が低いことが記載されている。このような従来技術に基づけば、本発明者らの見出した
ペプチドが非常に効率よく抗体を惹起することは、全く予想され得なかった。しかも、Ａ
型インフルエンザウイルスの複数のサブタイプを交差認識する抗体を、本発明者らの見出
したペプチドが惹起し得ることは、全く予想され得なかった。
【００２７】
　〔１：ペプチドおよびポリヌクレオチド〕
　本発明は、Ａ型インフルエンザウイルスの複数のサブタイプを交差認識し得る抗体を惹
起し得るペプチドを提供する。
【００２８】
　本明細書中において使用される場合、「Ａ型インフルエンザウイルスの（複数の）サブ
タイプ」は、Ａ型インフルエンザウイルスのＨＡタンパク質のサブタイプに基づく分類で
あることが意図され、「Ａ型インフルエンザウイルスのＨＡタンパク質のサブタイプ」と
交換可能に使用される。Ａ型インフルエンザウイルスのＨＡタンパク質がＨ１型、Ｈ２型
またはＨ３型のサブタイプである場合、それぞれＨ１ウイルス、Ｈ２ウイルスまたはＨ３
ウイルスとも称する。また、単にＨ１型サブタイプと称する場合、「Ｈ１型サブタイプの
ＨＡタンパク質」または「Ｈ１型サブタイプのＨＡタンパク質を有するＡ型インフルエン
ザウイルス」が意図される。
【００２９】
　１つの局面において、本発明に係るペプチドは、配列番号１に示されるアミノ酸配列を



(6) JP 5187883 B2 2013.4.24

10

20

30

40

50

含むペプチドであり得る。なお、本明細書中において使用される場合、用語「ペプチド」
は、「タンパク質」または「ポリペプチド」と交換可能に使用される。
【００３０】
　本明細書中において使用される場合、「配列番号１に示されるアミノ酸配列を含むペプ
チド」は、「配列番号１に示されるアミノ酸配列からなるペプチド」であることが好まし
いが、「配列番号１に示されるアミノ酸配列からなるペプチド」の機能が阻害されない限
り、「配列番号１に示されるアミノ酸配列からなるペプチド」にリンカーペプチドが付加
されたものや他のアミノ酸またはタンパク質が連結されたもの（例えば、タグ化されたタ
ンパク質または融合タンパク質）であってもよい。
【００３１】
　本発明に係るペプチドの作製方法は、化学合成であっても発現ベクターを用いるもので
あってもよい。化学合成による場合は、本発明に係るペプチドは、公知のペプチド合成法
によって製造することができる。ペプチド合成法としては、液相ペプチド合成法、固相ペ
プチド合成法等の化学合成法が挙げられるが、これらに限定されない。発現ベクターを用
いる場合は、発現ベクターを導入した形質転換体からペプチドを生成しても、インビトロ
翻訳系を用いてペプチドを生成してもよい。例えば、配列番号１に示されるアミノ酸配列
をコードするポリヌクレオチドを挿入した発現ベクターを導入した宿主細胞中にて目的の
ペプチドを生成することができる。本明細書中において使用される場合、用語「形質転換
体」は、細胞、組織または器官だけでなく、生物個体もまた意図される。形質転換体の作
製方法としては、当該分野で周知の手順が採用されればよく、例えば、組換えベクターを
宿主に導入して形質転換する方法が挙げられる。形質転換の対象となる生物としても、特
に限定されないが、各種微生物、植物および動物が挙げられる。また、遺伝子が導入され
たか否かの確認は、ＰＣＲ法、サザンハイブリダイゼーション法、ノーザンハイブリダイ
ゼーション法などの当該分野において周知の手順に従って行うことができる。
【００３２】
　なお、本発明に係るペプチドは、宿主細胞中において安定的に発現していることが好ま
しいが、一過性に発現していてもよい。このようにして生成されたペプチドを、公知の方
法に従って精製することができる。ペプチドの精製方法としては、特に限定されないが、
例えば、ゲル濾過クロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィー、アフィニティク
ロマトグラフィー等が挙げられる。このような工程を包含するペプチド作製方法もまた本
発明の範囲内であり、このペプチド作製方法を実践するためのツール（例えば、発現ベク
ター、抗体または形質転換体）が備えられたペプチド作製キットもまた本発明の範囲内で
あることを、当業者は容易に理解する。
【００３３】
　本発明はまた、配列番号１に示されるアミノ酸配列を含むペプチドをコードするポリヌ
クレオチドを提供する。本発明に係るポリヌクレオチドは、上記ペプチドをコードすれば
よく、Ａ型インフルエンザウイルスのＨＡタンパク質をコードする遺伝子の塩基配列に限
定されない。なお、本明細書中において使用される場合、用語「塩基配列」は、「核酸配
列」または「ヌクレオチド配列」と交換可能に使用され、デオキシリボヌクレオチド（Ａ
、Ｇ、ＣおよびＴと省略される）の配列として示される。
【００３４】
　本発明に係るポリヌクレオチドは、ＤＮＡの形態であってもＲＮＡの形態であってもよ
く、当業者であれば、本発明に係るペプチドのアミノ酸配列情報、およびこのペプチドを
コードする塩基配列情報に基づけば容易に製造することができる。具体的には、一般的な
ＤＮＡ合成法、ＰＣＲ増幅等によって製造することが可能である。
【００３５】
　本発明はさらに、配列番号１に示されるアミノ酸配列を含むペプチドをコードするポリ
ヌクレオチドを含んでいるベクターを提供する。上述したペプチドの作製方法に用いられ
る場合は、上記ベクターは、上記ポリヌクレオチドを作動可能に連結した発現ベクターで
あることが好ましい。本明細書中において使用される場合、用語「作動可能に連結」は、
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目的のペプチド（またはタンパク質）をコードするポリヌクレオチドが、プロモータなど
の制御領域の制御下にあって、このペプチド（またはタンパク質）を宿主細胞中で発現し
得る形態にあることが意図される。目的のペプチドをコードするポリヌクレオチドを発現
ベクターに「作動可能に連結」して所望のベクターを構築する手順は当該分野において周
知である。また、発現ベクターを宿主細胞に導入する方法もまた、当該分野において周知
である。よって、当業者は、容易に所望のペプチドを宿主細胞内に生成させることができ
る。
【００３６】
　上述したように、本発明に係るペプチドおよびポリヌクレオチドを用いれば、Ａ型イン
フルエンザウイルスの複数のサブタイプを交差認識し得る抗体を惹起することができる。
この抗体は、Ａ型インフルエンザウイルスに対する中和活性を有している可能性が非常に
高い。すなわち、本発明に係るペプチドおよびポリヌクレオチドは、Ａ型インフルエンザ
ウイルスに対するワクチンとして機能し得る。
【００３７】
　〔２：抗体〕
　上述したように、本発明に係るペプチドまたはポリヌクレオチドを用いれば、Ａ型イン
フルエンザウイルスの複数のサブタイプを交差認識し得る抗体を得ることができる。すな
わち、本発明は、Ａ型インフルエンザウイルスの複数のサブタイプを交差認識し得る抗体
を提供する。本発明に係る抗体は少なくともＨ１型サブタイプおよびＨ３型サブタイプを
認識する。
【００３８】
　本明細書中において使用される場合、「抗体」は、免疫グロブリン（ＩｇＡ、ＩｇＤ、
ＩｇＥ、ＩｇＧ、ＩｇＭおよびこれらのＦａｂフラグメント、Ｆ（ａｂ’）２フラグメン
ト、Ｆｃフラグメント）が意図され、例としては、ポリクローナル抗体、モノクローナル
抗体、単鎖抗体および抗イディオタイプ抗体が挙げられるがこれらに限定されない。
【００３９】
　本発明に係る抗体は、配列番号１に示されるアミノ酸配列を含むペプチドによって惹起
される。すなわち、本発明に係る抗体は、配列番号１に示されるアミノ酸配列を含むペプ
チドに特異的に結合し得る。本明細書中において使用される場合、「ペプチドと特異的に
結合する抗体」は、本発明に係るペプチドに特異的に結合し得る完全な抗体分子および抗
体フラグメント（例えばＦａｂおよびＦ（ａｂ’）２フラグメント）を含むことが意図さ
れる。このような抗体は、組換えＤＮＡ技術の適用または化学合成によって産生され得る
。
【００４０】
　一実施形態において、本発明に係るペプチドを用いて生成したマウスモノクローナル抗
体は、特定のアミノ酸配列を含む抗体であり得る。本実施形態に係る抗体は、重鎖可変領
域（ＶＨ）が配列番号２に示されるアミノ酸配列またはその変異体を含む抗体であり得、
軽鎖可変領域（ＶＬ）が配列番号４に示されるアミノ酸配列またはその変異体を含む抗体
であり得る。
【００４１】
　本明細書中においてポリペプチドまたはタンパク質に関して用いられる場合、用語「変
異体」は、具体的に明示されたポリペプチドとそのアミノ酸配列が異なっていても、その
明示されたポリペプチドの有する活性を保持しているポリペプチド（またはタンパク質）
が意図される。すなわち、本明細書中において使用される場合、重鎖可変領域（ＶＨ）ま
たは軽鎖可変領域（ＶＬ）の変異体は、それぞれ配列番号２または４に示されるアミノ酸
配列において、１個または数個のアミノ酸が欠失、置換または付加されたアミノ酸配列を
含むポリペプチドであり得る。
【００４２】
　ペプチドを構成するアミノ酸のいくつかが、このペプチドの構造または機能に有意に影
響することなく容易に改変され得ることは、当該分野において周知である。さらに人為的
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に改変させるだけではなく、天然のペプチドにおいて、当該ペプチドの構造または機能を
有意に変化させない変異体が存在することもまた周知である。当業者は、周知技術を使用
してペプチドのアミノ酸配列において１または数個のアミノ酸を容易に変異させることが
できる。また、当業者は、本明細書に記載の方法に従えば、作製したペプチドが所望の活
性を有しているか否かを容易に確認し得る。
【００４３】
　本実施形態に係る抗体は、重鎖可変領域（ＶＨ）が、（１）配列番号２に示されるアミ
ノ酸配列、または（２）配列番号２に示されるアミノ酸配列において、１または数個のア
ミノ酸が置換、欠失、挿入、および／または付加されたアミノ酸配列を含む抗体であり得
、軽鎖可変領域（ＶＬ）が、（３）配列番号４に示されるアミノ酸配列、または（４）配
列番号４に示されるアミノ酸配列において、１または数個のアミノ酸が置換、欠失、挿入
、および／または付加されたアミノ酸配列を含む抗体であり得る。なお、配列番号２およ
び４に示されるアミノ酸配列に対応する塩基配列はそれぞれ配列番号３および５に示され
る。よって、当業者は、これらの配列情報に従って、本実施形態に係る抗体を容易に作製
することができる。
【００４４】
　本発明に係る抗体は、Ａ型インフルエンザウイルスに対する中和活性を有している可能
性が非常に高い。すなわち、本発明に係る抗体は、Ａ型インフルエンザウイルスに対する
ワクチンとして機能し得る。また、本発明に係る抗体を用いれば、本発明に係るペプチド
の精製を容易にすることができる。例えば、本発明に係る発現ベクターまたは形質転換体
を用いて生成させたペプチドを、本発明に係る抗体を用いてアフィニティ精製すればよい
。さらに、本発明に係る抗体を用いれば、Ａ型インフルエンザウイルスを簡便に検出する
ことができる。
【００４５】
　このように、本発明に係る抗体は、本発明に係るペプチドと特異的に結合する抗体であ
ればよく、本明細書中に具体的に記載した個々の免疫グロブリンの種類（ＩｇＡ、ＩｇＤ
、ＩｇＥ、ＩｇＧまたはＩｇＭ）、キメラ抗体作製方法、ペプチド抗原作製方法等によっ
て限定されるべきではない。したがって、上記各方法以外によって取得される抗体も本発
明の範囲に属することに留意しなければならない。また、本発明に係る抗体を用いるワク
チン、ペプチド生成方法（ペプチド生成キット）およびＡ型インフルエンザウイルスの検
出方法（検出キット）もまた、本発明の範囲内であることを当業者は容易に理解する。
【００４６】
　〔３：ワクチン〕
　上述したように、本発明に係るペプチド、ポリヌクレオチドおよび抗体は、Ａ型インフ
ルエンザウイルスに対するワクチンの有効成分となり得る。すなわち、本発明は、Ａ型イ
ンフルエンザウイルスに対するワクチンを提供する。
【００４７】
　本発明に係るワクチンは、ワクチン組成物として提供されても、ワクチンキットとして
提供されてもよい。本明細書中では、「有効成分を含有しているワクチン組成物」と「有
効成分を備えているワクチンキット」を総称して、「有効成分を有しているワクチン」と
いう。なお、ワクチン組成物およびワクチンキットについては、以下に詳述する。
【００４８】
　本明細書中において使用される場合、「組成物」は各種成分が一物質中に含有されてい
る形態であることが意図される。また、本明細書中において使用される場合、「キット」
は各種成分の少なくとも１つが別物質中に含有されている形態であることが意図される。
【００４９】
　一般に、組成物は「二種以上の成分が全体として均質に存在し、一物質として把握され
るもの」が意図され、例えば、物質Ａを主成分として含有する単一物、主成分としての物
質Ａと物質Ｂとを含有する単一物であり得る。このような組成物は、物質Ａおよび物質Ｂ
以外に他の成分（例えば、薬学的に受容可能なキャリア）を含有してもよい。本発明に係
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るワクチン組成物は、後述する有効成分を物質Ａとして含有していることを特徴としてお
り、単独で使用されても、他の物質または組成物と併用されてもよい。この場合、併用さ
れるべき他の物質または組成物が本発明に係るワクチン組成物中に提供されてもされなく
てもよい。後者の場合は、これらを全体として一組成物として認識し得ないが、この場合
は、後述する「キット」の範疇に入り得、組成物としてではなくキットとして提供され得
ることを当業者は容易に理解する。
【００５０】
　１つの局面において、本発明は、ワクチン組成物を提供する。一実施形態において、本
発明に係るワクチン組成物は、本発明に係るペプチドを含有していることを特徴としてい
る。他の実施形態において、本発明に係るワクチン組成物は、本発明に係るポリヌクレオ
チドを含有していることを特徴としている。本実施形態において、本発明に係るポリヌク
レオチドはコードするペプチドを発現し得る形態であることが好ましく、本発明に係るポ
リヌクレオチドが作動可能に連結されている発現ベクターの形態であることがより好まし
い。さらなる実施形態において、本発明に係るワクチン組成物は、本発明に係る抗体を含
有していることを特徴としている。このように、本発明に係るペプチド、ポリヌクレオチ
ドまたは抗体が、ワクチンの有効成分としてＡ型インフルエンザウイルスに対する治療ワ
クチンまたは予防ワクチンの調製において使用される。
【００５１】
　本明細書中において使用される場合、「予防ワクチン」は、疾患発生を予防するために
未処置の個体に投与されるワクチンであり、「治療ワクチン」は、既に罹患している個体
に、その感染を低減もしくは最小にするか、またはこの疾患の免疫病理的結果を排除する
ために投与されるワクチンである。
【００５２】
　有効成分としての物質を含むワクチンの調製は、当業者に公知である。代表的には、本
発明に係るワクチン組成物は、液体の溶液または懸濁液のいずれかの注射可能物として調
製されるが、注射前に液体に溶解もしくは懸濁するために適切な固体形態としてもまた調
製され得る。この調製物は、乳化され得るか、またはリポソーム中に乳化されたタンパク
質であり得る。
【００５３】
　本発明に係るワクチン組成物の有効成分は、薬学的に受容可能かつ有効成分と適合性の
賦形剤と混合され得る。好ましい賦形剤としては、例えば、水、生理食塩水、デキストロ
ース、グリセロール、エタノールなどおよびそれらの混合物が挙げられる。さらに、所望
される場合、本発明に係るワクチン組成物は、微量の補助物質（例えば、湿潤剤または乳
化剤およびｐＨ緩衝剤）を含み得る。
【００５４】
　本発明に係るワクチン組成物の処方形態は、種々の経路（鼻腔内投与、粘膜投与、経口
投与、腟内投与、尿道投与または眼内投与）による注射（皮下および筋肉内注射を含む。
）や、坐剤のような非経口投与形態であり得る。
【００５５】
　また、本発明に係るワクチン組成物の処方形態は、経口投与形態であってもよい。経口
投与に用いられる場合、本発明に係るワクチン組成物は、例えば、製薬等級のマンニトー
ル、ラクトース、澱粉、ステアリン酸マグネシウム、サッカリンナトリウム、セルロース
、炭酸マグネシウムなどのような賦形剤が併用される。経口投与形態の組成物は、溶液、
懸濁液、錠剤、丸剤、カプセル剤、徐放性処方物、または散剤の形態であり得る。ワクチ
ン組成物が凍結乾燥形態にて提供される場合、この凍結乾燥物質は、投与前に、例えば、
懸濁液として再構成され得、再構成は、好ましくは緩衝液中で行われる。
【００５６】
　本発明に係るワクチン組成物はまた、ワクチンの有効性を増強するためのアジュバント
を含み得る。有効であり得るアジュバントの例としては、水酸化アルミニウム、リン酸ア
ルミニウム、硫酸アルミニウムカリウム（ミョウバン）、硫酸ベリリウム、シリカ、カオ
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リン、炭素、油中水型乳化物、水中油型乳化物、ムラミルジペプチド、細菌内毒素、リピ
ドＸ、Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ　ｐｅｒｔｕｓｓｉｓ、Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ　
ｐａｒｖｕｍ（Ｐｒｏｐｉｏｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ａｃｎｅｓ）、ポリリボヌクレオ
チド、アルギン酸ナトリウム、ラノリン、リゾレシチン、ビタミンＡ、サポニン、リポソ
ーム、レバミゾール、ＤＥＡＥ－デキストラン、ブロックコポリマーまたは他の合成アジ
ュバントが挙げられるが、これらに限定されない。このようなアジュバントは、種々の供
給元から市販されている。代表的には、水中油型アジュバント、水酸化アルミニウムアジ
ュバント、またはこれらとの混合物のようなアジュバントが使用される。なお、ヒトへの
適用のためには、水酸化アルミニウムが認可されている。
【００５７】
　他の局面において、本発明は、ワクチンキットを提供する。本発明に係るワクチンキッ
トは、上述したワクチン組成物に対応するものであり、本発明に係るペプチド、ポリヌク
レオチドまたは抗体をワクチンの有効成分として備えていればよく、上述したワクチン組
成物の成分をさらに備えていてもよい。
【００５８】
　一実施形態において、本発明に係るワクチンキットは、本発明に係るペプチドを備えて
いることを特徴としている。他の実施形態において、本発明に係るワクチンキットは、本
発明に係るポリヌクレオチドを備えていることを特徴としている。本実施形態において、
本発明に係るポリヌクレオチドはコードするペプチドを発現し得る形態であることが好ま
しく、本発明に係るポリヌクレオチドが作動可能に連結されている発現ベクターの形態で
あることがより好ましい。別の実施形態において、本発明に係るワクチンキットは、本発
明に係る抗体を備えていることを特徴としている。
【００５９】
　本明細書中において使用される場合、用語「キット」は、特定の材料を内包する容器（
例えば、ボトル、プレート、チューブ、ディッシュなど）を備えた包装が意図される。好
ましくは各材料を使用するための指示書を備える。本明細書中においてキットの局面にお
いて使用される場合、「備えた（備えている）」は、キットを構成する個々の容器のいず
れかの中に内包されている状態が意図される。また、本発明に係るキットは、複数の異な
る組成物を１つに梱包した包装であり得、ここで、組成物の形態は上述したような形態で
あり得、溶液形態の場合は容器中に内包されていてもよい。本発明に係るキットは、物質
Ａおよび物質Ｂを同一の容器に混合して備えていても別々の容器に備えていてもよい。「
指示書」は、紙またはその他の媒体に書かれていても印刷されていてもよく、あるいは磁
気テープ、コンピューター読み取り可能ディスクまたはテープ、ＣＤ－ＲＯＭなどのよう
な電子媒体に付されてもよい。本発明に係るキットはまた、希釈剤、溶媒、洗浄液または
その他の試薬を内包した容器を備え得る。さらに、本発明に係るキットは、インフルエン
ザ予防／治療に適用するために必要な器具をあわせて備えていてもよい。
【００６０】
　このように、本発明に係るワクチンを用いれば、毎年生じる抗原変異に干渉されないイ
ンフルエンザ予防／治療を提供し得る。
【００６１】
　以下に、本発明を実施例によってさらに詳細に説明するが、本発明はこれらの実施例に
限定されるものではなく、請求項および上記実施形態に示した範囲で種々の変更が可能で
あり、異なる実施形態にそれぞれ開示された技術的手段を適宜組み合わせて得られる実施
形態についても本発明の技術的範囲に含まれる。
【００６２】
　また、本明細書中に記載された学術文献および特許文献の全てが、本明細書中において
参考として援用される。
【実施例】
【００６３】
　〔１：ペプチドの作製〕
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　各サブタイプ間のｈｏｍｏｌｏｇｙ解析に、ＮＢＣＩ（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅ
ｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ）のＩｎｆｌｕｅｎ
ｚａ　Ｖｉｒｕｓ　Ｒｅｓｏｕｒｃｅに登録されている配列を用いた。Ｈ１型として１９
９４～２００５年にヒトから分離された６４株、Ｈ２型として１９００～２００５年にヒ
トから分離された１３株、Ｈ３型として１９９０～２００５年に日本でヒトから分離され
た７株および２００３～２００５年に日本以外（主に米国）でヒトから分離された１４４
株、ならびにＨ５型として１９００～２００５年にヒトから分離された１１８株の配列を
このデータベースから抽出して用いた。複数のサブタイプを交差認識する抗体を惹起し得
ると考えられるペプチド配列を、複数設計した。
【００６４】
　設計したアミノ酸配列のＮ末端またはＣ末端にＣｙｓを導入したものからなるペプチド
を、オペロンバイオテクノジーの推奨する手順に従って、Ｆｍｏｃアミノ酸誘導体を用い
る固相合成法によって合成した。合成装置には、島津製作所製自動ペプチド合成機ＰＳＳ
Ｍ－８を用いた。固相樹脂上でＦｍｏｃ伸長反応を実施した後、アミノ酸側鎖保護基およ
び固相からの脱離をＴＦＡベースの脱保護剤によって実施した。引き続き、島津製作所Ｌ
Ｃ－１０Ａｉシステムを用いてペプチドをＨＰＬＣ精製した。精製条件は下記の通りであ
る：
ＨＰＬＣ精製条件
・システム：島津製作所製　ＬＣ－１０Ａｉ
・流速　　　９．０　ｍｌ／ｍｉｎ
・カラム　ワイエムシィ社製　ＹＭＣ－Ｐａｃｋ　ＯＤＳ－ＡＭ　２０×１５０ｍｍ
・検出波長　　　２１０ｎｍ
・グラジエント　移動相Ａ：０．１Ｎ　ＨＣｌ
　　　　　　　　移動相Ｂ：アセトニトリル
・分取時のグラジエント条件：２０分間にＢ２０～４０％。
【００６５】
　精製したペプチドを、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ社製質量分析装置Ｖｏｙ
ａｇｅｒ　ＤＥを用いてＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳによる質量分析を実施して、理論分子
量の近似値を示すピークが含まれることを確認した後に、凍結乾燥した。
【００６６】
　〔２：ペプチドとキャリアタンパク質との複合体化〕
　続いて、キャリアタンパク質としてＢＳＡを用い、架橋剤にＥＭＣＳを用いるＭＢＳ法
によって、ペプチドとキャリアタンパク質との複合体化を行った。
【００６７】
　バイアル瓶の中で２０ｍｇのＢＳＡを２ｍｌのｄＨ２Ｏに溶解した。２．０ｍｇのＥＭ
ＣＳを０．５ｍｌのジメチルホルムアミドに溶解した。ＢＳＡ溶液を攪拌しながら、ＤＭ
Ｆに溶解したＥＭＣＳを滴下した（０．４ｍｌ）。室温で４５～６０分間、穏やかに攪拌
して、ＥＭＣＳとＢＳＡとを結合させた。結合体を、０．０５Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ７．
２－７．４）で平衡化したゲルろ過カラム（Ｓｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ－２５）にアプライし
、Ａ２８０のピークを回収した。回収したＢＳＡ－ＭＢＳの濃度を５ｍｇ／ｍｌに調整し
た。また、ペプチドを水またはリン酸緩衝液に溶解して、１０ｍｇ／ｍｌのペプチド溶液
を調製した。調製したＢＳＡ－ＭＢＳおよびペプチド溶液を、重量が等量になるように混
合し、攪拌しながら室温で２時間または４℃で一晩反応させた。反応の完了後に、リン酸
緩衝液を反応液に添加して濃度を１．０ｍｇ／ｍｌに調整した。
【００６８】
　次いで、０．１Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ８．０）に未反応のペプチド溶液５μｌを添加し
、２ｍｇ／ｍｌ　ＤＴＮＢ［５，５’－ジチオビス（２－ニトロ安息香酸）］を１００μ
ｌ添加して、室温で約１５分間反応させた後にペプチド中のＳＨ基とＢＳＡ－ＭＢＳとの
結合率を定量した。結合率の定量を、ＤＴＮＢによる発色の吸光度変化を用いて行った。
具体的には、Ａ４１２を測定し（Ａｐ４１２）、反応後のＫＬＨ－ペプチド溶液５０μｌ
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、式（結合効率（％）＝（Ａｐ４１２－Ａｋ４１２）／Ａｐ４１２×１００）に従って結
合効率を測定した。
【００６９】
　〔３：免疫〕
　上記２に従ってキャリアタンパク質と複合体化させたペプチドを免疫原として用いてＢ
ａｌｂ／Ｃマウス（雌）の免疫を行った。２週間間隔での４回の腹部皮下への免疫を繰り
返し、尾静脈からの最終免疫の３日後に、ポリエチレングリコールによる細胞融合法を定
法に従って行い、Ａ型インフルエンザウイルスに対するモノクローナル抗体を作製した。
抗体の選択、得られた抗体の免疫学的性質の検討を、主にＥＬＩＳＡ法によって行った。
【００７０】
　具体的には、Ｂａｌｂ／Ｃマウス（雌６週齢）に対し、初回免疫としてＦＣＡ（Ｆｒｅ
ｕｎｄ’ｓ　ｃｏｍｐｌｅｔｅ　ａｄｊｕｖａｎｔ）と抗原（ＢＳＡとの複合体）とを混
合して得られたエマルジョンを、マウスの腹部皮下の２箇所に５０μｌずつ投与した（１
００μｇ抗原／マウス）。初回免疫から１０日後にマウスの眼窩静脈叢より部分採血し、
抗血清における力価測定をＥＬＩＳＡ法にて定法に従って行った。
【００７１】
　初回免疫から２週間後に追加免疫を行った。３回目からは不完全フロイントアジュバン
ド（ＦＩＡ）と抗原（ＢＳＡとの複合体）とを混合して得られたエマルジョンを使用した
。方法は初回免疫と同様に行い、マウス１匹あたり１００μｌずつ投与した。１０日後に
採血し、同様に力価測定を行った。免疫を合計４回行った。
【００７２】
　免疫したマウスにおいて、追加免疫に応じて力価の上昇が確認された。特に、ＩｎｆＡ
ペプチドを用いた追加免疫後に力価が十分に上がったマウスにのみ最終免疫を行った。最
終免疫としてアジュバントの代わりに滅菌ＰＢＳと抗原との混合液をマウスに尾静脈投与
した。最終免疫の３日後にＰＥＧ法による細胞融合を行い、ハイブリドーマを作製した。
なお、ＩｎｆＡペプチドは、ＨＡ２サブユニットのアミノ酸１６～２３位のＮ末端にＣｙ
ｓを導入したものからなるペプチドである。このように短いペプチドであるにもかかわら
ずＩｎｆＡペプチドは非常に高い免疫原性を有していることがわかった。
【００７３】
　〔４：スクリーニング〕
　細胞融合から約３日後にＨＡＴ培地（約１００μｌ）を添加した。その７日後にコロニ
ーを確認し得たウエルについて１次スクリーニングを行った。次いで、限界希釈法に従っ
て２次スクリーニングを行った。スクリーニングおよびクローニングを繰り返した後に、
ＩｎｆＡペプチドに対するマウスモノクローナル抗体を８クローン確立した。得られたモ
ノクローナル抗体の重鎖可変領域（ＶＨ）および軽鎖可変領域（ＶＬ）の配列（アミノ酸
配列およびコードする塩基配列）を、それぞれ配列番号２および３（ＶＨ）、配列番号４
および５（ＶＬ）に示す。また、得られた抗体のアイソタイプは６クローンがＩｇＧ１（
κ）であり２クローンがＩｇＧ２ｂ（κ）あった（表１参照）。
【００７４】
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【表１】

【００７５】
　〔５：交差反応性〕
　得られた抗体の免疫学的反応性を、ＥＬＩＳＡおよびウエスタンブロッティングに調べ
た。ＩｎｆＡペプチド（配列番号６）以外に、ＨＡ領域のペプチドであるＨＡｃペプチド
（配列番号７）およびＩＡＨペプチド（配列番号８）、ならびにｇｐ４１－１の高度保存
領域からなるＴＰ４１－１ペプチド（配列番号９）を使用した（表２参照）。ＨＡ以外の
タンパク質として、ＢＳＡ、ＴＨＹ、ＨＳＡ、ＫＬＨおよびヘモグロビンを使用した。
【００７６】

【表２】

【００７７】
　交差反応性試験の結果を図１に示す。取得したモノクローナル抗体８クローンはいずれ
もＩｎｆＡペプチドに特異的に反応することがわかった。
【００７８】
　〔６：免疫学的反応性〕
　さらに、Ｈ１型ウイルス（Ｈ１Ｎ１）およびＨ３型ウイルス（Ｈ３Ｎ２）の破砕液を用
いたウエスタンブロッティングを行い、得られた抗体のＨＡに対する反応性を調べた。Ｈ
１型ウイルスに対する結果を図２に示し、Ｈ３型ウイルスに対する結果を図３に示す。ま
た、それぞれの図において、還元したウイルスをサンプルに用いた結果を上段に示し、還
元していない（非還元の）ウイルスをサンプルに用いた結果を下段に示した。ポジティブ
コントロールとして、ＨＡ２と反応することが知られているＪＮ１－１抗体およびＪＮ１
－２抗体を用いた。
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【００７９】
　その結果、ＩｇＧ２ｂ（κ）アイソタイプの２クローン（ＩｎｆＡ－１５およびＩｎｆ
Ａ－１７）はインフルエンザウイルスのＨ１型およびＨ３型と免疫学的に反応することが
わかった。
【産業上の利用可能性】
【００８０】
　Ａ型インフルエンザウイルスの複数のサブタイプを交差認識し得る抗体を得ることがで
きるので、毎年生じる抗原変異に干渉されないインフルエンザ予防／治療が可能になる。
このため、本発に係るペプチドおよび抗体は、医療業、製薬産業、試薬産業等に利用する
ことができ、非常に有用である。
【図面の簡単な説明】
【００８１】
【図１】本発明に係る抗体の交差反応性試験の結果を示す図である。
【図２】本発明に係る抗体のＨ１型ウイルス（Ｈ１Ｎ１）に対する免疫学的反応性の結果
を示す図である。
【図３】本発明に係る抗体のＨ３型ウイルス（Ｈ３Ｎ２）に対する免疫学的反応性の結果
を示す図である。

【図１】
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