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(57)【要約】
要約
　ブタ由来ヒトA型インフルエンザウイルスPandemic (H
1N1) 2009を他のヒトA型インフルエンザウイルスと区別
して簡便かつ迅速に検出可能な手段が開示されている。
本発明の抗体又はその抗原結合性断片は、Pandemic (H1
N1) 2009のアミノ酸配列中のaa420-434の領域を免疫原
として作出されたものであり、該領域をエピトープとし
、Pandemic (H1N1) 2009の核タンパク質と特異的に結合
する。該抗体又はその抗原結合性断片を利用すれば、検
体中のPandemic (H1N1) 2009を他のA型ウイルスと区別
して簡便に検出できる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列表の配列番号２に示すブタ由来ヒトA型インフルエンザウイルスPandemic (H1N1) 2
009のアミノ酸配列中のaa420-434の領域をエピトープとし、Pandemic (H1N1) 2009の核タ
ンパク質と特異的に結合する抗Pandemic (H1N1) 2009抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項２】
　Pandemic (H1N1) 2009以外のヒトインフルエンザウイルスの核タンパク質とは実質的に
結合しない請求項１記載の抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項３】
　配列表の配列番号３に示すアミノ酸配列からなるペプチドを動物（ヒトを除く）に免疫
することにより作製される請求項１又は２記載の抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項４】
　前記抗体がモノクローナル抗体である請求項１ないし３のいずれか１項に記載の抗体又
はその抗原結合性断片。
【請求項５】
　請求項１ないし４のいずれか１項に記載の抗体又はその抗原結合性断片と、検体中のPa
ndemic (H1N1) 2009の核タンパク質との抗原抗体反応を利用した免疫測定により、検体中
のPandemic (H1N1) 2009を測定することを含む、ブタ由来ヒトA型インフルエンザウイル
スPandemic (H1N1) 2009の測定方法。
【請求項６】
　前記免疫測定は固相化抗体及び標識抗体を用いたサンドイッチ法により行なわれ、固相
化抗体及び標識抗体の少なくともいずれか一方に前記抗Pandemic (H1N1) 2009抗体又はそ
の抗原結合性断片が用いられる請求項５記載の方法。
【請求項７】
　前記免疫測定は固相化抗体及び標識抗体を用いたサンドイッチ法により行なわれ、固相
化抗体及び標識抗体のいずれか一方に前記抗Pandemic (H1N1) 2009抗体又はその抗原結合
性断片を用い、他方にPandemic (H1N1) 2009及びPandemic (H1N1) 2009以外のヒトA型イ
ンフルエンザウイルスの両者と抗原抗体反応する抗体又はその抗原結合性断片を用いる請
求項５記載の方法。
【請求項８】
　請求項１ないし４のいずれか１項に記載の抗体又はその抗原結合性断片を含む、ブタ由
来ヒトA型インフルエンザウイルスPandemic (H1N1) 2009の測定キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ブタ由来ヒトA型インフルエンザウイルスPandemic (H1N1) 2009と特異的に
反応する抗体又はその抗原結合性断片、及びこれを用いたPandemic (H1N1) 2009の測定方
法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　２００９年４月、世界保健機構（WHO）は、これまでにヒトで感染の報告がない新型の
インフルエンザウイルスの発生を確認した。この新型インフルエンザウイルスは、ブタに
由来する抗原型H1N1のA型インフルエンザウイルスであり、短期間のうちに全世界に蔓延
して大流行を引き起こしている。WHOでは現在この新型インフルエンザウイルスを「Pande
mic (H1N1) 2009」と呼んでいる。日本においては一般に「新型インフルエンザウイルス
」と呼ばれている。
【０００３】
　現在市販されているインフルエンザウイルス検出のための簡易キットは、核タンパク質
（NP）に対する抗体を利用しているものが多いが、これらはA型共通に反応する。新型イ
ンフルエンザウイルスはA型であるから、市販の簡易キットで検出されるが、新型のみを
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検出することはできない。そのため、新型インフルエンザの確定診断を行なうためには、
PCRで最終的な確認をする必要がある（非特許文献１～４参照）。PCR法は測定感度は高い
が、コスト、操作及び設備の面で問題となる場合がある。例えば、PCRを行なうための設
備を持たない国・地域においては、確定診断するためにWHOや他国を頼らざるを得ない。
【０００４】
　新型インフルエンザウイルスのみに反応する抗体が存在すれば、PCRのための設備を持
たない国・地域であっても、簡便な操作で迅速に新型インフルエンザの確定診断を行なう
ことが可能になる。しかしながら、A型の中で新型インフルエンザウイルスPandemic (H1N
1) 2009のみを認識できる抗体は報告されていない。市販のインフルエンザウイルス亜型
鑑別キットの中には、新型と他のA型との間で反応の強弱に違いのある抗体を利用したも
のが存在するが、このような抗体のみでは定性的な判断が困難である。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】NITE/NIID Protocol for Sequencing Influenza A (H1N1) SWL Viral G
enome Segments, version 1.2 (30 May 2009)
【非特許文献２】WHO "Sequencing primers and protocol", 12 May 2009 (first publis
hed 29 April 2009)
【非特許文献３】WHO "WHO information for laboratory diagnosis of pandemic (H1N1)
 2009 virus in humans-reviced", publication date: 23 November 2009
【非特許文献４】吉田宏、「新型インフルエンザ対策は地道に」、"第4回　流行先回りす
る備えを"、[online]、2009年9月18日、Science Portal（独立行政法人科学技術振興機構
）、[平成２２年１月４日検索]、インターネット<http://scienceportal.jp/HotTopics/i
nterview/interview43/04.html>
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　従って、本発明は、Pandemic (H1N1) 2009を他のヒトA型インフルエンザウイルスと区
別して簡便かつ迅速に検出可能な手段を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本願発明者らは、新型インフルエンザウイルス特異的抗体の作製及び利用を行なうこと
を立案した。NPはインフルエンザウイルスA型において保存性が高く、そのため、亜型を
区別できる抗体を作出するにはNPはターゲットとして不向きであると通常考えられている
。実際、既存の簡易キットは、NPをターゲットとした抗体を用いてA型全般を検出可能に
している。亜型の区別には、変異が起こる頻度が高いヘマグルチニン（HA）をターゲット
とすることが通常は望ましい。しかしその一方、ウイルス中のHAの含有率はNPに比べ低い
ため、本願発明者らは、より高感度に検出するためにはNPが適していると考えた。そこで
、NPのアミノ酸配列を新型とその他のインフルエンザウイルスとの間でアラインメントし
、鋭意検討した結果、新型特異的なアミノ酸置換が起こっている領域を見出した。そして
、その領域をエピトープとするモノクローナル抗体の作出に成功し、さらに、該抗体を利
用して新型インフルエンザウイルスのみを検出可能な免疫測定系を確立することに成功し
、本願発明を完成した。
【０００８】
　すなわち、本発明は、配列表の配列番号２に示すブタ由来ヒトA型インフルエンザウイ
ルスPandemic (H1N1) 2009のアミノ酸配列中のaa420-434の領域をエピトープとし、Pande
mic (H1N1) 2009の核タンパク質と特異的に結合する抗Pandemic (H1N1) 2009抗体又はそ
の抗原結合性断片を提供する。また、本発明は、上記本発明の抗体又はその抗原結合性断
片と、検体料中のPandemic (H1N1) 2009の核タンパク質との抗原抗体反応を利用した免疫
測定により、検体中のPandemic (H1N1) 2009を測定することを含む、ブタ由来ヒトA型イ
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ンフルエンザウイルスPandemic (H1N1) 2009の測定方法を提供する。さらに、本発明は、
抗体又はその抗原結合性断片を含む、ブタ由来ヒトA型インフルエンザウイルスPandemic 
(H1N1) 2009の測定キットを提供する。
【発明の効果】
【０００９】
　本発明により、新型インフルエンザウイルスであるブタ由来ヒトA型インフルエンザウ
イルスPandemic (H1N1) 2009を特異的に検出できる抗Pandemic (H1N1) 2009抗体及びその
抗原結合性断片が初めて提供され、また、該抗体又はその抗原結合性断片を用いたPandem
ic (H1N1) 2009の免疫測定方法が初めて提供された。従来法では、Pandemic (H1N1) 2009
であるか否かを確定するためには、PCR等によりウイルスのゲノム配列を確認する必要が
あった。A型と新型との間で反応の強弱に差異のある抗体も知られているが、このような
抗体では定性的な判断が困難である。一方、本発明の抗Pandemic (H1N1) 2009抗体又はそ
の抗原結合性断片によれば、１回の免疫測定のみで新型インフルエンザウイルスPandemic
 (H1N1) 2009を検出可能になる。本発明の抗Pandemic (H1N1) 2009抗体又はその抗原結合
性断片を用いて簡易キットを作製すれば、複数のキットを組み合わせて使用したり、ある
いはPCR等によりゲノム配列を最終的に確認することなく、単独のキットのみで迅速・簡
便にPandemic (H1N1) 2009を検出可能になる。本発明の抗体又はその抗原結合性断片は他
のA型との交差反応性も極めて低く、定性的な判断を簡便・迅速に行なうことができるた
め、臨床現場で非常に有利である。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１】実施例で免疫原として用いたペプチド6-INF420-434と、各種A型インフルエンザ
ウイルスの対応領域とのアラインメントを示す図である。
【図２】実施例で確立した抗Pandemic (H1N1) 2009抗体について、ウエスタンブロットに
より反応の特異性を確認した結果を示す図である。
【図３】組み換え核タンパク質を固相化したプレート及び実施例で確立した抗Pandemic (
H1N1) 2009抗体を用いてELISAを行ない、抗体の特異性を確認した結果を示す図である。
【図４】実施例で確立した抗Pandemic (H1N1) 2009抗体を用いて構築したサンドイッチEL
ISA測定系により、各種A型インフルエンザウイルス試料を測定した結果を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
　本発明の抗体が認識するインフルエンザウイルスは、2009年に世界的大流行を起こし始
めたブタ由来のヒトA型インフルエンザウイルスの亜型である。日本では一般に「新型イ
ンフルエンザウイルス」と呼ばれており、WHOでは「Pandemic (H1N1) 2009」との称呼が
公式に用いられている。本明細書においては、このインフルエンザウイルスを「Pandemic
 (H1N1) 2009」という。Pandemic (H1N1) 2009のNP遺伝子の塩基配列及びNPのアミノ酸配
列の代表例を配列表の配列番号１及び２に示す。該配列は、Pandemic (H1N1) 2009の分離
株の一つであるA/California/07/2009(H1N1)のNPのアミノ酸配列であり、GenBankにアク
セッション番号GQ338390（塩基配列）及びACS94534（アミノ酸配列）で登録されている。
【００１２】
　本発明の抗体は、Pandemic (H1N1) 2009のNPのaa420-434（第420番アミノ酸～第434番
アミノ酸の意）の領域をエピトープとする。配列番号３には、このaa420-434の領域のア
ミノ酸配列を取り出して示す。ここで、「aa420-434の領域をエピトープとする」という
表現には、aa420-434の全長をエピトープとすることのみならず、aa420-434の領域内の一
部の領域をエピトープとすることも包含される。下記実施例に記載されるように、この領
域全長からなるペプチドを免疫原として用いて作製された抗体は、Pandemic (H1N1) 2009
のNPと特異的に結合するが、そもそもの免疫原が配列番号３に示されるaa420-434の領域
からなるペプチドであるから、当然ながら、該抗体はNPのうちのaa420-434の領域（全長
又はその一部）を認識して結合しているのであり、エピトープはNPのaa420-434の領域（
全長又はその一部）ということになる。従って、配列番号３に示されるアミノ酸配列から



(5) JP WO2011/093217 A1 2011.8.4

10

20

30

40

50

なるペプチドを動物（ヒトを除く）に免疫することにより作製された抗体は、Pandemic (
H1N1) 2009のNPのaa420-434の領域をエピトープとする抗体に該当し、本発明の範囲に包
含される。なお、本発明において、「配列番号２に示すアミノ酸配列中のaa420-434の領
域」とは、単に配列番号２に示すアミノ酸配列を基準としてアミノ酸残基の位置を示して
いるに過ぎず、対象のPandemic (H1N1) 2009が配列番号２に示すアミノ酸配列からなるNP
を有するウイルスに限定されるものではない。
【００１３】
　本発明の抗体は、Pandemic (H1N1) 2009のNPに特異的に結合する。ここで、「特異的に
結合する」とは、Pandemic (H1N1) 2009のNPとのみ結合し、他のヒトインフルエンザウイ
ルスのNPとは実質的に結合しないことを意味する。「実質的に結合しない」とは、他のヒ
トインフルエンザウイルスのNPとは検出可能なレベルで結合しない（すなわち、他のヒト
インフルエンザウイルスのNPとの結合がバックグラウンド以下である）か、又は検出し得
るレベルで結合しても、その結合の程度がPandemic (H1N1) 2009のNPとの結合よりも明ら
かに少なく、Pandemic (H1N1) 2009のNPと結合しているわけではないことが当業者にとっ
て明瞭な程度にしか結合しないことを意味する。好ましくは、本発明の抗体は、Pandemic
 (H1N1) 2009のNPとのみ結合し、他のヒトインフルエンザウイルスのNPとは検出可能なレ
ベルで結合しない。他のヒトインフルエンザウイルスとしては、例えば、Aソ連型やA香港
型等の季節性のインフルエンザウイルスが挙げられる。下記実施例に記載されるように、
A型間ではNP配列の保存性が非常に高いが、本発明の抗体はPandemic (H1N1) 2009以外のA
型インフルエンザウイルスとは結合せず、Pandemic (H1N1) 2009のみを特異的に検出する
ことが可能である。なお、本明細書において、「ヒトインフルエンザウイルス」とは、ヒ
トからヒトへの感染力を有するインフルエンザウイルスである。
【００１４】
　本発明の抗体はポリクローナル抗体でもモノクローナル抗体でもよいが、免疫測定等の
ためには、再現性の高いモノクローナル抗体が好ましい。
【００１５】
　本発明の抗体は、配列番号３に示すアミノ酸配列からなるペプチドを免疫原として使用
し、周知の常法に従い、該ペプチドを適宜アジュバントとともに動物（ヒトを除く）に免
疫することで作製することができる。このような低分子のペプチドは単独では免疫原性が
低いため、通常はキャリアタンパク質とコンジュゲートして使用する。キャリアタンパク
質としては、キーホールリンペットヘモシアニン（KLH）やカゼイン等、種々のものが公
知であり、いずれを用いてもよい。コンジュゲートの方法も各種の方法が公知である。例
えば、MBS（マレイミドベンゾイルオキシコハク酸イミド）法によりペプチドとキャリア
タンパク質をコンジュゲートする場合には、ペプチドにシステインを付加し、架橋剤を用
いてシステインのチオール基(-SH)とキャリアタンパクのアミノ基(-NH2)とを結合させる
ことができる。本発明において、「配列番号３に示すアミノ酸配列からなるペプチドを免
疫する」といった場合には、キャリアタンパク質とコンジュゲートした形態のペプチドを
免疫することも包含される。このようにして、適宜アジュバントとともに動物（ヒトを除
く）に該ペプチドを免疫することで、配列番号３に示すアミノ酸配列からなるペプチドに
対する抗体を誘起することができる。
【００１６】
　モノクローナル抗体の作製方法も周知の常法である。具体的には、例えば、免疫した動
物から採取した脾細胞やリンパ球のような抗体産生細胞をミエローマ細胞と融合させてハ
イブリドーマを調製し、配列番号３に示すペプチド又はPandemic (H1N1) 2009のNPと結合
する抗体を産生するハイブリドーマを選択し、これを増殖させて培養上清から抗Pandemic
 (H1N1) 2009モノクローナル抗体を得ることができる。
【００１７】
　本発明の抗体から抗原結合性断片を調製することも可能である。「抗原結合性断片」と
は、例えば免疫グロブリンのFab断片やF(ab')2断片のような、当該抗体の対応抗原に対す
る結合性（抗原抗体反応性）を維持している抗体断片を意味する。このような抗原結合性
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断片も免疫測定に利用可能であることは周知であり、もとの抗体と同様に有用である。Fa
b断片やF(ab')2断片は、周知の通り、モノクローナル抗体をパパインやペプシンのような
タンパク分解酵素で処理することにより得ることができる。なお、抗原結合性断片は、Fa
b断片やF(ab')2断片に限定されるものではなく、対応抗原との結合性を維持しているいか
なる断片であってもよく、遺伝子工学的手法により調製されたものであってもよい。また
、例えば、遺伝子工学的手法により、一本鎖可変領域 (scFv: single chain fragment of
 variable region) を大腸菌内で発現させた抗体を用いることもできる。scFvの作製方法
も周知であり、上記の通りに作製したハイブリドーマのmRNAを抽出し、一本鎖cDNAを調製
し、免疫グロブリンＨ鎖及びＬ鎖に特異的なプライマーを用いてPCRを行なって免疫グロ
ブリンＨ鎖遺伝子及びＬ鎖遺伝子を増幅し、これらをリンカーで連結し、適切な制限酵素
部位を付与してプラスミドベクターに導入し、それで大腸菌を形質転換し、大腸菌からsc
Fvを回収することによりscFvを作製することができる。このようなscFvも「抗原結合性断
片」として本発明の範囲に包含される。
【００１８】
　本発明の抗体又はその抗原結合性断片を用いた免疫測定によれば、NP配列の保存性が非
常に高いA型間であっても、Pandemic (H1N1) 2009のみを特異的に認識することができる
。すなわち、本発明はまた、上記本発明の抗体又はその抗原結合性断片と、被検試料中の
Pandemic (H1N1) 2009の核タンパク質との抗原抗体反応を利用した免疫測定により、被検
試料中のPandemic (H1N1) 2009を測定することを含む、ブタ由来ヒトA型インフルエンザ
ウイルスPandemic (H1N1) 2009の測定方法を提供する。なお、本発明において、「測定」
という語には、検出、定量、半定量が包含される。
【００１９】
　免疫測定自体はこの分野において周知であり、反応様式で分類すると、サンドイッチ法
、競合法、凝集法、ウェスタンブロット法等がある。また、標識で分類すると、放射免疫
測定、蛍光免疫測定、酵素免疫測定、ビオチン免疫測定等があり、いずれの方法を用いて
もPandemic (H1N1) 2009を免疫測定することができる。特に限定されないが、サンドイッ
チ法や凝集法は、操作が簡便で大掛かりな装置等を必要としないため、本発明の測定方法
として好ましく適用することができる。中でも、医療現場で迅速・簡便にPandemic (H1N1
) 2009を検出する観点からは、サンドイッチELISAやイムノクロマトグラフィー等のサン
ドイッチ法がより好ましい。
【００２０】
　これらの免疫測定法自体は周知であり、本明細書で説明する必要はないが、簡単に記載
すると、例えば、サンドイッチ法では、本発明の抗Pandemic (H1N1) 2009抗体（ポリクロ
ーナル抗体でもモノクローナル抗体でも可）を固相に不動化し、検体と反応させ、洗浄後
、標識した抗ヒトA型インフルエンザウイルス抗体（Pandemic (H1N1) 2009以外のヒトA型
インフルエンザウイルスとも結合可能なものでよく、ポリクローナル抗体でもモノクロー
ナル抗体でも可）を反応させ、洗浄後、固相に結合した標識抗体を測定する。これにより
Pandemic (H1N1) 2009を測定することができる。固相化抗体と標識抗体はこの逆であって
もよい。なお、免疫測定では、抗体に代えて、該抗体の抗原結合性断片を用いることもで
きる。
【００２１】
　この分野で周知の通り、インフルエンザウイルスのNPは3量体で存在しているので、固
相化抗体と標識抗体が同一の抗体であっても、インフルエンザウイルスNPのサンドイッチ
アッセイが可能である。従って、本発明の方法においては、Pandemic (H1N1) 2009のNPに
特異的に結合する同一の抗体を固相化抗体と標識抗体の両者に用いることも可能である。
抗Pandemic (H1N1) 2009抗体を固相化抗体及び標識抗体のいずれか一方にのみ用いる場合
、他方としては、例えば、Pandemic (H1N1) 2009以外のヒトA型インフルエンザウイルスN
Pとも結合する、A型を共通して検出可能な抗体を用いることができるし、あるいは、上記
本発明の抗Pandemic (H1N1) 2009抗体とは異なる部位でPandemic (H1N1) 2009のNPと結合
する抗Pandemic (H1N1) 2009 NP抗体を他方の抗体として用いることもできる。ここで、A
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型を共通して認識可能な抗体とは、具体的には、A型インフルエンザウイルスの各種亜型
のNPに共通して結合するA型検出用抗体であり、B型インフルエンザウイルスNPとは実質的
に、好ましくは検出可能なレベルで結合しないものである。そのような抗ヒトA型インフ
ルエンザウイルスNP抗体は各種のものが公知であり、市販のインフルエンザ検査キットに
も用いられているので、入手は容易である。
【００２２】
　イムノクロマトグラフィー自体及びそれに用いられる器具（以下、「イムノクロマト器
具」と呼ぶことがある）は周知であり、ヒトインフルエンザウイルスを検出するイムノク
ロマトグラフィー用キットが各種市販されている。ラテラルフロー方式のイムノクロマト
グラフィーの具体例を以下に簡単に説明する。ニトロセルロース膜のような多孔性素材か
らなる、通常、帯状のマトリックス上に、本発明の抗Pandemic (H1N1) 2009モノクローナ
ル抗体を固相化した検出ゾーンと、その上流（後述の展開液が流れる方向における上流側
）に位置し、標識した抗ヒトA型インフルエンザウイルスモノクローナル抗体（Pandemic 
(H1N1) 2009以外のヒトA型インフルエンザウイルスとも結合する）を点着した標識試薬ゾ
ーンを含む。標識試薬ゾーンには検体が添加され、かつ、標識抗体は、標識試薬ゾーンか
ら流出してマトリクス内を流れる必要があるので、通常、標識試薬ゾーンは、標識抗体を
点着した多孔性のパッドにより構成される。マトリックスの上流端には、展開液を貯蔵し
た展開液槽が設けられている。さらに、通常、上記検出ゾーンの下流に、標識抗体の展開
が起きたかどうかを確認するための、抗標識抗体を固相化した展開確認部と、さらにその
下流に、流れて来た展開液を吸収するための多孔性の吸収パッドが設けられた展開液吸収
ゾーンで構成されている。さらに、標識が酵素標識である場合には、標識試薬ゾーンより
も上流に、標識酵素の基質を点着した基質ゾーンが設けられている。
【００２３】
　使用時には、検体を標識試薬ゾーンに添加し、展開液槽を破って展開液をマトリックス
の上端部に施す。展開液は、マトリックスの毛管現象により下流に向かって流れる。展開
液が基質ゾーンを通過する際に基質が展開液中に溶出され、基質を含む展開液が流れてい
く。展開液が標識試薬ゾーンを通過する際に、標識抗体と検体とが展開液中に溶出され、
基質、標識抗体及び検体を含む展開液が流れていく。検体中にPandemic (H1N1) 2009が含
まれる場合には、該ウイルスのNPと標識抗体が、抗原抗体反応により結合する。これらの
混合物が検出ゾーンまで流れてくると、検出ゾーンにおいて、固相化抗体と該ウイルスの
NPとが抗原抗体反応により結合する。その結果、該ウイルスのNPを介して標識抗体が検出
ゾーンに固定される。従って、検出ゾーンに固定された標識を測定することにより、該ウ
イルスを検出することができる。検体中にPandemic (H1N1) 2009が含まれていない場合に
は、固相化抗体には何も結合されないので、標識抗体は検出ゾーンに固定されず、より下
流に流れていく。従って、検出ゾーンでは標識は検出されない。検出ゾーンの下流の展開
液確認部には、抗標識抗体が固相化されているので、標識抗体は展開液確認部に固定され
る。展開液確認部に標識が検出された場合には、展開液はそこまで正しく流れて来たとい
うことが確認される。展開液は、さらにその下流の吸収パッドに吸収される。
【００２４】
　なお、上記したイムノクロマト器具の例では、抗Pandemic (H1N1) 2009モノクローナル
抗体を固相化抗体とし、Pandemic (H1N1) 2009以外のヒトA型インフルエンザウイルスと
も結合する抗ヒトA型インフルエンザウイルスモノクローナル抗体を標識抗体として説明
したが、固相化抗体と標識抗体はこの逆であってもよい。固相化抗体と標識抗体をどちら
も同一の抗Pandemic (H1N1) 2009モノクローナル抗体としてもよい。
【００２５】
　本発明の免疫測定方法に適用される検体としては、Pandemic (H1N1) 2009が含まれてい
るか否かを検出したい検体であれば何でもよく、血液（全血、血漿、血清を包含）、唾液
、痰等の体液や、粘膜のぬぐい液、器具や設備のぬぐい液等を挙げることができるが、こ
れらに限定されるものではない。
【００２６】
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　本発明の抗Pandemic (H1N1) 2009抗体又はその抗原結合性断片は、免疫測定に用いる試
薬類等と組み合わせて、Pandemic (H1N1) 2009測定キットとして提供することができる。
抗Pandemic (H1N1) 2009抗体又はその抗原結合性断片は、プレートやニトロセルロース膜
等の固相に不動化した形態であってよい。免疫測定に必要となるその他試薬類は、通常の
免疫測定キットに含まれるものと同様でよい。該キットは、例えば、上記したイムノクロ
マト器具であり得る。
【実施例】
【００２７】
　以下、本発明を実施例に基づきより具体的に説明する。もっとも、本発明は下記実施例
に限定されるものではない。
【００２８】
１．Pandemic (H1N1) 2009に特異的な領域の検索
　Pandemic (H1N1) 2009分離株数種（A/California/07/2009(H1N1) [GenBank ACS94534]
、A/California/14/2009(H1N1) [GenBank ACQ76305]など）及び季節性のA型インフルエン
ザウイルス数種（A/Puerto Rico/8/34(H1N1) [GenBank ABP64722]、A/New Caledonia/20/
1999(H1N1) [GenBank ACX46209]、A/USSR/92/77(H1N1) [GenBank ABD60937]、A/Brazil/1
1/1978(H1N1) [GenBank BAA00475]、A/Chile/1/1983(H1N1) [GenBank ABO38344]、A/Texa
s/36/1991(H1N1) [GenBank ACF41937]、A/Beijing/262/1995(H1N1) [GenBank ACF41871]
など）のNPアミノ酸配列をアラインメントし、Pandemic (H1N1) 2009に特異的な配列領域
の候補としてaa420-434のFERATVMAAFSGNNE（配列番号３）を見出した。配列番号３（ペプ
チド6-INF420-434）と代表的なA型インフルエンザウイルス分離株とのアラインメントを
図１に示す。
【００２９】
　上記で見出したPandemic (H1N1) 2009のNPのaa420-434の配列の特異性を調べるため、
該配列をデータベース検索（BLAST及びFASTA）にかけた。その結果を表１に示す。
【００３０】
【表１－１】

【００３１】
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【表１－２】

【００３２】
　登録されているPandemic (H1N1) 2009（表１中では「ヒト新型」と示す）の分離株81株
は全てこれと同一の配列を含んでいた。その他のヒト分離株では6株が検出されたのみで
あり、この6株はいずれもブタ由来のウイルスであった。ヒト分離株以外では、swineを中
心に92株が検出された。以上より、この領域の配列はヒト分離株ではPandemic (H1N1) 20
09に特異的であり、ヒト以外ではswine分離株で該配列が見出されたことは、Pandemic (H
1N1) 2009がブタを起源とすることと一致する。この配列を認識する抗体を取得できればP
andemic (H1N1) 2009の特異的検出が可能になると考えられた。
【００３３】
２．Pandemic (H1N1) 2009特異的抗体の作製
　上記で同定したPandemic (H1N1) 2009特異的配列（配列番号３）からなるペプチド6-IN
F420-434を免疫原として用いてPandemic (H1N1) 2009特異的抗体の作出を試みた。
【００３４】
　6-INF420-434は常法により合成した。6-INF420-434のN末端にはシステインを付加し、
このシステイン中のチオール基を用いてMBS（マレイミドベンゾイルオキシコハク酸イミ
ド）法によりサイログロブリン（CALBIOCEM）を結合させた。これをフロイントアジュバ
ント（DIFCO）とともにマウスに免疫し、常法のハイブリドーマ法により、免疫原に対す
る抗体を産生するハイブリドーマを作製した。Pandemic (H1N1) 2009のNP全長をスクリー
ニングに用いて、ELISA分析により、該NPに結合する抗体を産生するハイブリドーマを選
択し、モノクローナル抗体を２ライン取得した（IFP6-308、IFP6-309）。
【００３５】
３．抗Pandemic (H1N1) 2009抗体の反応性の確認
　上記で取得したモノクローナル抗体の反応性をウエスタンブロットにより確認した。ニ
トロセルロース膜にPandemic (H1N1) 2009（膜A）、並びに季節性インフルエンザウイル
スA/Hokkaido/11/2002 (H1N1)（膜B）及びA/Hiroshima/52/2005 (H3N2)（膜C）を感染さ
せたMDCK細胞の溶解物を転写し、各種モノクローナル抗体又は血清（ポリクローナル抗体
）で検出した。結果を図２に示す。また、図２の結果を下記表２にまとめて示す。抗体FA
V2-11は、市販のインフルエンザ検出キットに使用されている公知の抗A型NP抗体であり、
A型を共通して検出可能な抗体である。
【００３６】
【表２】
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【００３７】
　6-INF420-434免疫から確立したモノクローナル抗体Mab IFP6-308及びIFP6-309は、Pand
emic (H1N1) 2009のNPタンパクに反応し、季節性インフルエンザH1N1とH3N2には反応しな
いことが確認された。
【００３８】
　次に、固相化NPを用いたELISAにより、Mab IFP6-308及びIFP6-309の反応性を確認した
。常法によりPandemic (H1N1) 2009及び季節性インフルエンザウイルスの組み換えNPを作
製し、これをプレートに固相化して波長405 nmにおける吸光度を測定した。使用した組み
換えNPを下記表３に示す。
【００３９】
【表３】

【００４０】
　結果を図３に示す。この場合にも上記と同様に、Mab IFP6-308及びIFP6-309はPandemic
 (H1N1) 2009のNPタンパクに反応し、季節性インフルエンザH1N1とH3N2には反応しないこ
とが確認された。
【００４１】
４．抗Pandemic (H1N1) 2009抗体を用いたサンドイッチELISA
　上記で確立した抗Pandemic (H1N1) 2009モノクローナル抗体IFP6-308及びIFP6-309を用
いて、サンドイッチELISAによるPandemic (H1N1) 2009の測定系を構築した。Mab IFP6-30
8及びIFP6-309は固相抗体としてプレートに固相化し、各種ヒトA型インフルエンザウイル
スを共通して検出可能な公知の抗体FAV2-11を標識抗体として使用した。試料として、以
下の６分離株をそれぞれ感染させたMDCK細胞の溶解物を使用し、構築した測定系で測定を
行なった。
PdmNT: A/Narita/1/2009 (H1N1)
H1(11/02): A/Hokkaido/11/02 (H1N1)
H1(2/96): A/Hokkaido/2/96 (H1N1)
H3(52/05): A/Hiroshima/52/05 (H3N2)
H3(1/03): A/Hokkaido/1/03 (H3N2) 
H5(Vac-1): A/duck/Hokkaido/Vac-1/04(H5N1)
【００４２】
　結果を図４に示す。上記で確立した抗Pandemic (H1N1) 2009抗体をサンドイッチの固相
固体として用いた本測定系では、Pandemic (H1N1) 2009以外への交叉反応性は極めて低い
ことが確認された。このように、上記で確立した抗Pandemic (H1N1) 2009抗体を用いた測
定系によれば、単一回の免疫測定のみで、Pandemic (H1N1) 2009を他のA型インフルエン
ザウイルスと区別して簡便・迅速に測定可能である。
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摘要(译)

总结 公开了一种能够通过简单，快速地将其与其他人类甲型流感病毒区
分开来检测猪源性人类甲型流感病毒大流行（H1N1）2009的方法。 本
发明的抗体或其抗原结合片段是通过使用大流行性（H1N1）2009的氨基
酸序列中的aa420-434的区域作为免疫原，并使用该区域作为表位的大流
行性（H1N1）2009产生的抗体或其抗原结合片段。 它与核蛋白特异性
结合。 通过使用抗体或其抗原结合片段，可以通过将其与其他A型病毒
区分开来轻松检测样品中的Pandemic（H1N1）2009。
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