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(57)【要約】
本発明は、Ｂ型インフルエンザウイルスのヘマグルチニンに結合し、かつこのようなイン
フルエンザウイルスに対して広い中和活性を有する結合分子、例えば、ヒトモノクローナ
ル抗体に関する。この結合分子は、Ａ型インフルエンザウイルスのヘマグルチニンに結合
しない。本発明は、この結合分子をコードする核酸分子、および結合分子を含む組成物を
さらに提供する。この結合分子は、Ｂ型インフルエンザウイルスの診断、予防、および／
または治療に使用することができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Ｂ／山形系統およびＢ／ビクトリア系統のＢ型インフルエンザウイルス株のヘマグルチ
ニンタンパク質（ＨＡ）に特異的に結合することができ、かつ前記Ｂ／山形系統および前
記Ｂ／ビクトリア系統の前記Ｂ型インフルエンザウイルス株を中和することができ、Ａ型
インフルエンザウイルスのＨＡに結合しない結合分子。
【請求項２】
　前記Ｂ型インフルエンザウイルスの前記ＨＡタンパク質の球状部領域、特に前記Ｂ型イ
ンフルエンザウイルスのＨＡ１の球状部領域に結合する、請求項１に記載の結合分子。
【請求項３】
　配列番号７１に示されているアミノ酸配列、あるいは少なくとも８０％、９０％、９１
％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、もしくは９９％以上ま
たは少なくとも約８０％、約９０％、約９１％、約９２％、約９３％、約９４％、約９５
％、約９６％、約９７％、約９８％、もしくは約９９％以上の配列同一性を有するアミノ
酸配列を有する重鎖可変領域を含む、請求項１または２に記載の結合分子。
【請求項４】
　配列番号７３に示されているアミノ酸配列、あるいは少なくとも８０％、９０％、９１
％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、もしくは９９％以上ま
たは少なくとも約８０％、約９０％、約９１％、約９２％、約９３％、約９４％、約９５
％、約９６％、約９７％、約９８％、もしくは約９９％以上の配列同一性を有するアミノ
酸配列を有する軽鎖可変領域を含む、請求項３に記載の結合分子。
【請求項５】
　配列番号７１のアミノ酸配列を有する重鎖可変領域および配列番号７３のアミノ酸配列
を有する軽鎖可変領域を含む、請求項３または４に記載の結合分子。
【請求項６】
　配列番号７５に示されているアミノ酸配列、あるいは少なくとも８０％、９０％、９１
％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、もしくは９９％以上ま
たは少なくとも約８０％、約９０％、約９１％、約９２％、約９３％、約９４％、約９５
％、約９６％、約９７％、約９８％、もしくは約９９％以上の配列同一性を有するアミノ
酸配列を有する重鎖可変領域を含む、請求項１または２に記載の結合分子。
【請求項７】
　配列番号７７に示されているアミノ酸配列、あるいは少なくとも８０％、９０％、９１
％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、もしくは９９％以上ま
たは少なくとも約８０％、約９０％、約９１％、約９２％、約９３％、約９４％、約９５
％、約９６％、約９７％、約９８％、もしくは約９９％以上の配列同一性を有するアミノ
酸配列を有する軽鎖可変領域を含む、請求項６に記載の結合分子。
【請求項８】
　配列番号７５のアミノ酸配列を有する重鎖可変領域および配列番号７７のアミノ酸配列
を有する軽鎖可変領域を含む、請求項６または７に記載の結合分子。
【請求項９】
　配列番号７８のアミノ酸配列を有する重鎖可変領域および配列番号７９のアミノ酸配列
を有する軽鎖可変領域を含む、請求項６または７に記載の結合分子。
【請求項１０】
　配列番号１１３に示されているアミノ酸配列、あるいは少なくとも８０％、９０％、９
１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、もしくは９９％以上
または少なくとも約８０％、約９０％、約９１％、約９２％、約９３％、約９４％、約９
５％、約９６％、約９７％、約９８％、もしくは約９９％以上の配列同一性を有するアミ
ノ酸配列を有する重鎖可変領域を含む、請求項１または２に記載の結合分子。
【請求項１１】
　配列番号１１５に示されているアミノ酸配列、あるいは少なくとも８０％、９０％、９
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１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、もしくは９９％以上
または少なくとも約８０％、約９０％、約９１％、約９２％、約９３％、約９４％、約９
５％、約９６％、約９７％、約９８％、もしくは約９９％以上の配列同一性を有するアミ
ノ酸配列を有する軽鎖可変領域を含む、請求項１０に記載の結合分子。
【請求項１２】
　配列番号１１３のアミノ酸配列を有する重鎖可変領域および配列番号１１５のアミノ酸
配列を有する軽鎖可変領域を含む、請求項１０または１１に記載の結合分子。
【請求項１３】
　Ｂ型インフルエンザウイルスＨＡタンパク質のエピトープへの結合を、請求項１～１２
のいずれか１項に記載の結合分子と免疫特異的に競合する結合分子。
【請求項１４】
　Ｂ型インフルエンザウイルスの感染細胞からの放出を阻害する、請求項１～１３のいず
れか１項に記載の結合分子。
【請求項１５】
　ヒトモノクローナル抗体またはその抗原結合断片である、請求項１～１４のいずれか１
項に記載の結合分子。
【請求項１６】
　請求項１～１５のいずれか１項に記載の少なくとも１つの結合分子、および少なくとも
１つのタグを含む免疫コンジュゲート。
【請求項１７】
　請求項１～１５のいずれか１項に記載の結合分子をコードする核酸分子。
【請求項１８】
　薬剤として使用される、好ましくは、Ｂ型インフルエンザウイルスによって引き起こさ
れるインフルエンザ感染の診断、予防、および／または治療に使用される請求項１～１５
のいずれか１項に記載の結合分子、請求項１６に記載の免疫コンジュゲート、および／ま
たは請求項１７に記載の核酸分子。
【請求項１９】
　請求項１～１５のいずれか１項に記載の結合分子の機能的変異体。
【請求項２０】
　請求項１～１５のいずれか１項に記載の結合分子、および／または請求項１６に記載の
免疫コンジュゲート、および薬学的に許容され得る担体もしくは賦形剤を含む医薬組成物
。
【請求項２１】
　Ｂ型インフルエンザウイルス感染を検出する方法であって、
　（ａ）請求項１～１５のいずれか１項に記載の結合分子および／または請求項１６に記
載の免疫コンジュゲートを用いて生物学的サンプル中のＢ型インフルエンザウイルス抗原
のレベルをアッセイするステップと、
　（ｂ）前記Ｂ型インフルエンザウイルス抗原のアッセイしたレベルを対照のレベルと比
較し、Ｂ型インフルエンザウイルス抗原の前記アッセイしたレベルが、前記Ｂ型インフル
エンザウイルス抗原の前記対照のレベルよりも高い場合は、Ｂ型インフルエンザウイルス
感染を示すステップと、を含む、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は医薬に関する。本発明は、特に、Ｂ型インフルエンザウイルスに結合して中和
することができるヒト結合分子、例えば、モノクローナル抗体またはその抗原結合断片、
特に、Ｂ／山形系統および／またはＢ／ビクトリア系統の両方に由来するＢ型インフルエ
ンザウイルスに結合して中和する中和結合分子に関する。加えて、本発明は、Ｂ型インフ
ルエンザによって引き起こされる感染、特に、Ｂ／山形系統および／またはＢ／ビクトリ
ア系統に由来するＢ型インフルエンザによって引き起こされる感染の診断、予防、および
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／または治療に関する。
【背景技術】
【０００２】
　インフルエンザ感染（「インフルエンザ」または「流感」とも呼ばれる）は、人間に最
も一般的な既知の疾患の１つであり、世界では毎年３００万件～５００万件の重症疾患が
発生し、２５万人～５０万人が死亡している。インフルエンザは、季節的流行で急速に広
がり、人口の５～１５％が感染し、医療コストの負担および生産性の低下は甚大である（
世界保健機関（ＷＨＯ））。ヒトおよび動物に感染症状を引き起こす３つのタイプのイン
フルエンザウイルス（Ａ型、Ｂ型、およびＣ型）が存在する。現在、Ａ型およびＢ型ウイ
ルスは、ヒトで観察されるインフルエンザの流行および大流行を引き起こす病原体である
。
【０００３】
　毎年のインフルエンザの流行に対処する現在のアプローチには、毎年のワクチン接種、
好ましくは、異種交差防御を誘導することが含まれる。しかしながら、ヒトにインフルエ
ンザウイルスが広まることにより、永久的な抗原変化が起きるため、インフルエンザワク
チン製剤を毎年投与して、インフルエンザワクチン株と広まるインフルエンザ株との間の
一致を可能な限り近づける必要がある。あるいは、抗ウイルス剤、例えば、オセルタミビ
ル（タミフル（登録商標））は、インフルエンザ感染の予防および治療に有効であり得る
。しかしながら、抗ウイルス剤、例えば、オセルタミビルに対して耐性を示すインフルエ
ンザウイルス株の数が増加している。
【０００４】
　代替のアプローチは、様々な季節性インフルエンザウイルスを中和するための抗体ベー
スの予防手段または治療手段の開発である。
【０００５】
　系統発生群１（例えば、Ｈ１またはＨ５亜型のＨＡを含むインフルエンザウイルス）の
Ａ型インフルエンザウイルスのＨＡの保存された幹領域のエピトープを認識する広く交差
中和する抗体（例えば、ＣＲ６２６１、国際公開第２００８／０２８９４６号パンフレッ
トを参照）、および系統発生群２のＡ型インフルエンザウイルス、例えば、Ｈ３および／
またはＨ７亜型のＨＡを含むインフルエンザウイルスのＨＡの幹領域の高度に保存された
エピトープを認識する交差中和する抗体（例えば、ＣＲ８０２０、ＣＲ８０４３；国際公
開第２０１０／１３０６３６号パンフレットを参照）が近年開示された。さらに最近にな
って、系統発生群１および２の両方のＡ型インフルエンザウイルスおよびＢ型インフルエ
ンザウイルスに結合して中和することができる抗体が見出された（例えば、ＣＲ９１１４
、欧州特許出願第１１１７３９５３．８号明細書に記載されている）。
【０００６】
　これまで、Ｂ型インフルエンザウイルスにはそれほど注意が払われていなかった。これ
は、Ｂ型インフルエンザウイルスには、Ａ型インフルエンザ株の大流行の発生の鍵となる
大型宿主動物が殆どおらず、宿主が主にヒトに限定されることが理由であろう。しかしな
がら、大流行期間中の年間の流行の累積的な影響は、大流行の影響を超え、Ｂ型インフル
エンザに起因する罹患率および死亡率は、例えば、Ｈ３Ｎ２ウイルスに起因する罹患率お
よび死亡率よりも低いが、Ｈ１Ｎ１ウイルスに起因する罹患率および死亡率よりも高い（
Ｔｈｏｍｐｓｏｎ（２００３）、Ｔｈｏｍｐｓｏｎ（２００４））。
【０００７】
　Ｂ型インフルエンザウイルスの進化は、長期間に亘って抗原的および遺伝的に異なる系
統が同時に広まることによって特徴付けられる。原型ウイルスＢ／ビクトリア／２／８７
（ビクトリア系統）およびＢ／山形／１６／８８（山形系統）によって示される２つ系統
は、現在は区別されている（Ｋａｎｅｇａｅ（１９９０）、Ｒｏｔａ（１９９０））。Ｂ
／山形は、Ｂ／ビクトリア系統ウイルスが出現した１９８０年代までは、広まる主な系統
であった。それ以来、両方のＢ型インフルエンザ系統のドリフト変異体が、世界的に同時
に広まり、両方の系統が、最近のインフルエンザ流行期には同時に広まる。
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【０００８】
　Ｂ型インフルエンザウイルスが、２年～４年ごとの季節性インフルエンザの流行の主な
原因であるという事実、および特定のＢ型インフルエンザウイルスによって引き起こされ
る呼吸器疾患の重症度を背景に、Ｂ型インフルエンザ亜型の予防および治療の代替の有効
な手段が現在必要とされている。従って、Ｂ型インフルエンザウイルスを交差中和するこ
とができる結合分子、好ましくは、広く中和するヒト結合分子が必要とされている。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明は、Ｂ／山形系統およびＢ／ビクトリア系統の両方に由来するＢ型インフルエン
ザウイルス株に特異的に結合して中和することができる結合分子、特にヒト結合分子を提
供する。この結合分子は、Ａ型インフルエンザウイルス亜型には結合しない。
【００１０】
　本発明はまた、この結合分子を含む免疫コンジュゲートおよび／または医薬組成物、お
よびヒト結合分子の少なくとも結合領域をコードする核酸分子にも関する。
【００１１】
　本発明の結合分子、免疫コンジュゲート、および／または核酸分子は、原因となるＢ型
インフルエンザウイルス亜型にかかわらず、Ｂ型インフルエンザウイルスの一般的な予防
薬、診断薬、および／または治療薬としての使用に適している。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】競合実験に基づいた模式的なエピトープマップである。本発明で同定された抗Ｂ
型インフルエンザ抗体が、Ｂ型インフルエンザＨＡに対する結合／競合に基づいて４つの
群に分けられている。
【図２Ａ】受容体のンフルエンザウイルスへの結合およびインフルエンザウイルスの取り
込みをブロックする結合分子の能力を分析するようにデザインされた免疫蛍光侵入アッセ
イの結果を示している。Ａ．免疫蛍光の測定値によるウイルス侵入の阻害
【図２Ｂ】受容体のンフルエンザウイルスへの結合およびインフルエンザウイルスの取り
込みをブロックする結合分子の能力を分析するようにデザインされた免疫蛍光侵入アッセ
イの結果を示している。Ｂ．Ｂ／フロリダ／０４／２００６を用いたＭＤＣＫ細胞の感染
。
【図３】本発明の結合分子によるウイルス放出の阻害を示している。
【図４】Ｂ型インフルエンザ感染細胞の走査型電子顕微鏡法の結果を示している。
【図５】マウスにおける致死性Ｂ型インフルエンザ感染（Ｂ／フロリダ／０４／２００６
およびＢ／マレーシア／２５０６／２００４）に対するＣＲ８０３３によるｉｎ　ｖｉｖ
ｏでの防御を示している。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　本発明で使用される語の定義が以下に記載される。
【００１４】
　本明細書で使用される「含まれる」または「含んでいる」という語は、「限定されない
」という語が続くものと見なされる。
【００１５】
　本明細書で使用される「結合分子」という語は、モノクローナル抗体、例えば、キメラ
、ヒト化もしくはヒトモノクローナル抗体を含む無傷の免疫グロブリン、または免疫グロ
ブリンの結合パートナー、例えば、ＨＡに対する特異的な結合を無傷の免疫グロブリンと
競合する免疫グロブリンの断片を含む抗原結合領域および／または可変領域を指す。構造
にかかわらず、抗原結合断片は、無傷の免疫グロブリンによって認識される同じ抗原に結
合する。抗原結合断片は、結合分子のアミノ酸配列の少なくとも２つ、５つ、１０、１５
、２０、２５、３０、３５、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、１２５、１
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５０、１７５、２００、または２５０の連続したアミノ酸残基のアミノ酸配列を有するペ
プチドまたはポリペプチドを含み得る。
【００１６】
　本明細書で使用される「結合分子」という語は、当分野で公知の全ての免疫グロブリン
のクラスおよびサブクラスを含む。結合分子は、その重鎖の定常領域のアミノ酸配列によ
って、無傷の抗体の５つの主要クラス：ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ、およびＩｇＭ
に分類することができ、これらのいくつかは、サブクラス（アイソタイプ）、例えば、Ｉ
ｇＡ１、ＩｇＡ２、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、およびＩｇＧ４にさらに分類するこ
とができる。
【００１７】
　抗原結合断片として、特に、（ポリ）ペプチドに対する特異的な抗原結合性を付与する
のに十分である免疫グロブリンの断片を少なくとも含むＦａｂ、Ｆ（ａｂ’）、Ｆ（ａｂ
’）２、Ｆｖ、ｄＡｂ、Ｆｄ、相補性決定領域（ＣＤＲ）断片、一本鎖抗体（ｓｃＦｖ）
、二価一本鎖抗体、一本鎖ファージ抗体、ダイアボディ、トライアボディ、テトラボディ
、（ポリ）ペプチドなどが挙げられる。上記断片は、合成によって、または無傷の免疫グ
ロブリンの酵素的もしくは化学的切断によって作製しても良いし、あるいは上記断片は、
組換えＤＮＡ技術によって遺伝子組み換えしても良い。このような作製方法は、当分野で
周知であり、例えば、参照により本明細書に組み入れられるＡｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、Ｅ．ＨａｒｌｏｗおよびＤ，Ｌａｎｅ編（１９８
８）、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐ
ｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋに記載されている。結合分子またはその抗原
結合断片は、１つ以上の結合部位を有する。２つ以上の結合部位が存在する場合、結合部
位は、互いに同一であっても良いし、または異なっていても良い。
【００１８】
　結合分子は、裸または非コンジュゲート結合分子であり得るが、免疫グロブリンの一部
でもあり得る。裸または非コンジュゲート結合分子は、エフェクター部分またはタグ、例
えば、特に毒物、放射性物質、リポソーム、酵素にコンジュゲートしていない、機能的に
連結されていない、または他の方法で物理的もしくは機能的に結合していない結合分子を
指すものとする。裸または非コンジュゲート結合分子から、安定化された結合分子、多量
体化された結合分子、ヒト化された結合分子、ならびにエフェクター部分およびタグの付
着以外の任意の他の方法で処置された結合分子が除外されるものではないことを理解され
たい。従って、全ての翻訳後修飾された裸および非コンジュゲート結合分子は、この修飾
が、組換え結合分子産生細胞によって天然結合分子産生細胞環境で行われ、かつ最初の結
合分子の調製の後に人間の手によって導入される場合を含め、本発明に含まれる。もちろ
ん、裸または非コンジュゲート結合分子という語は、体に投与された後にエフェクター細
胞および／またはエフェクター分子と機能的な結合を形成する結合分子の能力を排除する
ものではなく、このような相互作用の一部は、生物学的効果を与えるために必要である。
従って、結合したエフェクター群またはタグが存在しないことが、ｉｎ　ｖｉｖｏではな
くｉｎ　ｖｉｔｒｏでの裸または非コンジュゲート分子の定義に当てはまる。
【００１９】
　本明細書で使用される「生物学的サンプル」という語は、生物起源の血液および他の液
体サンプル、固体組織サンプル、例えば、生検標本もしくは組織培養物、またはそれらに
由来する細胞およびそれらの子孫を含む、様々なサンプルの種類を包含する。この語はま
た、入手した後に任意の方法、例えば、試薬を用いた処置、可溶化、または特定の成分、
例えば、タンパク質もしくはポリヌクレオチドの濃縮によって処置されたサンプルも含む
。この語は、任意の種から得た様々な種類の臨床サンプルを包含し、培養中の細胞、細胞
上清、および細胞溶解物も含む。
【００２０】
　本明細書で使用される「相補性決定領域」（ＣＤＲ）という語は、抗原で認識されるエ
ピトープに対して形状および電荷の分布が相補的である抗原結合部位に通常は大きく寄与
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する結合分子、例えば、免疫グロブリンの可変領域内の配列を指す。ＣＤＲ領域は、その
自然の立体構造でタンパク質上に存在するか、または、場合によっては、例えば、ＳＤＳ
中での溶解によって変性してタンパク質上に存在する、タンパク質またはその断片の直線
状エピトープ、不連続エピトープ、または立体構造エピトープに特異的であり得る。エピ
トープはまた、タンパク質の翻訳後修飾から構成され得る。
【００２１】
　本明細書で使用される「欠失」という語は、多くの場合天然に存在する基準分子と比較
して１つ以上のアミノ酸またはヌクレオチド残基がそれぞれ存在しないアミノ酸またはヌ
クレオチド配列の変化を指す。
【００２２】
　本明細書で使用される「発現調節核酸配列」という語は、特定の宿主生物の機能的に連
結されたコード配列の発現に必要かつ／または影響を与えるポリヌクレオチド配列を指す
。発現調節核酸配列、例えば、特に適切な転写開始配列、終結配列、プロモーター配列、
エンハンサー配列；抑制または活性化配列；効率的なＲＮＡプロセシングシグナル、例え
ば、スプライシングおよびポリアデニル化シグナル；細胞質ｍＲＮＡを安定させる配列；
翻訳効率を促進する配列（例えば、リボソーム結合部位）；タンパク質の安定性を促進す
る配列；および望ましい場合、タンパク質の分泌を促進する配列は、最適な宿主生物で活
性を示す任意の核酸配列であり得、かつ宿主生物に対して同種または異種であるタンパク
質をコードする遺伝子に由来し得る。発現調節配列の同定および利用は、当業者にはルー
チンである。
【００２３】
　本明細書で使用される「機能的変異体」という語は、基準核酸分子または結合分子のヌ
クレオチド配列および／またはアミノ酸配列と比較すると、１つ以上のヌクレオチドおよ
び／またはアミノ酸が変更されたヌクレオチド配列および／またはアミノ酸配列を含む核
酸分子または結合分子を指す。本発明による結合分子の機能的変異体は、結合パートナー
、即ち、インフルエンザウイルスに対する結合を、基準結合分子と競合し得る。言い換え
れば、基準結合分子のアミノ酸配列および／またはヌクレオチド配列における変更は、そ
のヌクレオチド配列によってコードされるまたはそのアミノ酸配列を含む結合分子の結合
特性にそれほど影響を与えない、または結合特性をそれほど変更しない、即ち、結合分子
はなお、その標的を認識して結合することができる。機能的変異体は、ヌクレオチドおよ
びアミノ酸の置換、付加、および欠失を含む保存的な配列の変更を有し得る。これらの変
更は、当分野で公知の標準的な技術、例えば、部位特異的突然変異誘発法およびランダム
ＰＣＲ介在突然変異誘発法によって導入することができ、かつ天然および非天然のヌクレ
オチドおよびアミノ酸を含み得る。
【００２４】
　保存的なアミノ酸の置換には、アミノ酸残基が、類似の構造または化学特性を有するア
ミノ酸残基で置換される置換が含まれる。類似の側鎖を有するアミノ酸残基のファミリー
は、当分野で定義されている。これらのファミリーには、塩基性側鎖（例えば、リシン、
アルギニン、ヒスチジン）、酸性側鎖（例えば、アスパラギン酸、グルタミン酸）、非荷
電極性側鎖（例えば、アスパラギン、グルタミン、セリン、トレオニン、チロシン、シス
テイン、トリプトファン）、非極性側鎖（例えば、グリシン、アラニン、バリン、ロイシ
ン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラニン、メチオニン）、β分岐側鎖（例えば、
トレオニン、バリン、イソロイシン）、および芳香族側鎖（例えば、チロシン、フェニル
アラニン、トリプトファン）が含まれる。当業者には、上で使用された分類以外のアミノ
酸残基ファミリーの分類を利用できることが明らかであろう。さらに、変異体は、非保存
的なアミノ酸置換、例えば、異なる構造または化学特性を有するアミノ酸残基でのアミノ
酸の置換を有し得る。同様の軽微な変化はまた、アミノ酸の欠失もしくは挿入、または両
方を含み得る。免疫学的活性を無効にすることなく、どのアミノ酸を置換、挿入、または
欠失させることができるかの決定のガイダンスは、当分野で周知のコンピュータプログラ
ムを用いて見つけることができる。
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【００２５】
　ヌクレオチド配列の突然変異は、ある遺伝子座での１つの変化（点突然変異）、例えば
、対突然変異またはトランスバージョン突然変異であり得る、あるいは、多数のヌクレオ
チドを、１つの遺伝子座で挿入、欠失、または変更することができる。加えて、１つ以上
の変更を、ヌクレオチド配列内の任意の数の遺伝子座で行うことができる。突然変異は、
当分野で公知の任意の適切な方法によって生じさせることができる。
【００２６】
　Ａ型インフルエンザウイルスに対する「亜型インフルエンザウイルス」という語は、ヘ
マグルチニン（Ｈ）およびノイラミダーゼ（Ｎ）ウイルス表面タンパク質の様々な組み合
わせによって特徴付けられるＡ型インフルエンザウイルスの変異体を指す。Ａ型インフル
エンザウイルスの亜型は、そのＨの数、例えば、「Ｈ１もしくはＨ３亜型のＨＡを含むイ
ンフルエンザウイルス」、または「Ｈ１インフルエンザウイルス」もしくは「Ｈ３インフ
ルエンザウイルス」などによって、あるいはＨの数とＮの数の組み合わせ、例えば、「Ｈ
３Ｎ２亜型インフルエンザウイルス」または「Ｈ３Ｎ２」として表すことができる。「亜
型」インフルエンザウイルスという語は、特に、各亜型の範囲内の全ての個々のインフル
エンザウイルス「株」を含み、これらは、突然変異から生じ、異なる病原プロフィールを
示す。このような株は、亜型ウイルスの様々な「分離株」と呼ばれることもあり得る。従
って、本明細書で使用される「株」および「分離株」という語は、互換的に使用すること
ができる。
【００２７】
　本発明の結合分子に対して本明細書で使用される「中和する」という語は、中和が達成
される機序にかかわらず、ｉｎ　ｖｉｔｒｏおよび／または対象の体内でインフルエンザ
ウイルスの複製を阻害する結合分子を指す。従って、中和は、例えば、ウイルスの細胞表
面への付着もしくは接着を阻害することによって、またはウイルスの標的細胞への付着後
のウイルス膜と細胞膜との融合を阻害することによって、または感染細胞からのウイルス
の放出を阻害することなどによって達成することができる。
【００２８】
　本発明の結合分子に対して本明細書で使用される「交差中和する」または「交差中和」
という語は、Ｂ／山形系統およびＢ／ビクトリア系統の両方に由来するＢ型インフルエン
ザウイルス、および／またはこれらの系統の範囲内の異なるＢ型インフルエンザウイルス
株を中和する本発明の結合分子の能力を指す。
【００２９】
　本明細書で使用される「宿主」という語は、ベクター、例えば、クローニングベクター
もしくは発現ベクターが導入される生物または細胞を指すものとする。このような生物ま
たは細胞は、原核性でも真核性でも良い。好ましくは、宿主は、単離された宿主細胞、例
えば、培養中の宿主細胞である。「宿主細胞」という語は、細胞が、本発明の結合分子の
（過剰）発現のために変更されたことを単に意味し、これらの結合分子を本来発現するＢ
細胞を含み、このような細胞は、不死化、増幅、発現の増強などによって結合分子を過剰
発現するように変更されている。宿主という語は、特定の対象生物または細胞を指すだけ
ではなく、このような生物または細胞の子孫も指すことを理解されたい。突然変異または
環境の影響により世代交代で特定の変更が起こり得るため、このような子孫は、実際には
、親生物または親細胞と同一でなくても良く、なお本明細書で使用される「宿主」という
語の範囲内に含まれる。
【００３０】
　「ヒト」という語は、本明細書で定義される結合分子に使用される場合、ヒトに直接由
来するか、またはヒト生殖細胞系の配列に基づいた分子を指す。結合分子が、ヒト配列に
由来またはヒト配列に基づき、後に変更される場合も、結合分子はなお、本明細書で使用
されるヒトと見なされる。言い換えれば、ヒトという語は、結合分子に使用される場合、
ヒト生殖細胞免疫グロブリン配列に由来する可変領域および定常領域を有する結合分子、
またはヒトもしくはヒトリンパ球で産生されてある形態に変更された可変領域または定常
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領域に基づいた結合分子を含むものとする。従って、ヒト結合分子は、置換および／また
は欠失（例えば、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでのランダムもしくは部位特異的突然変異によって、
またはｉｎ　ｖｉｖｏでの体細胞突然変異によって導入される突然変異など）を含む、ヒ
ト生殖細胞免疫グロブリン配列によってコードされないアミノ酸残基を含み得る。本明細
書で使用される「基づく」という語は、核酸配列が、例えば、ｅｒｒｏｒ－ｐｒｏｎｅ　
ＰＣＲ法によって鋳型から正確に、もしくは僅かな変異でコピーされ得る、または合成に
より鋳型に正確に、もしくは僅かな変更で一致させる場合を指す。
【００３１】
　「付加」とも呼ばれる「挿入」という語は、親配列と比較して、１つ以上のアミノ酸残
基の付加となるアミノ酸配列の変化、または１つ以上のヌクレオチド残基の付加となるヌ
クレオチド配列の変化を指す。
【００３２】
　「単離された」という語は、本明細書で定義される結合分子に使用される場合、他のタ
ンパク質またはポリペプチドを実質的に含まない、特に異なる抗原特異性を有する他の結
合分子を実質的に含まない、かつ他の細胞物質および／または化学物質も実質的に含まな
い結合分子を指す。例えば、結合分子が組換えにより作製される場合は、このような結合
分子は、好ましくは、培地成分を実質的に含まず、結合分子が化学合成により形成される
場合は、このような結合分子は、好ましくは、前駆化学物質または他の化学物質を実質的
に含まない、即ち、結合分子は、タンパク質の合成に関与する前駆化学物質または他の化
学物質から分離されている。「単離された」という語は、本明細書に定義される結合分子
をコードする核酸分子に使用される場合、結合分子をコードするヌクレオチド配列が他の
ヌクレオチド配列、特に他の結合パートナーに結合する結合分子をコードするヌクレオチ
ド配列を含まない核酸分子を指す。さらに、「単離された」という語は、天然宿主におけ
る天然の核酸分子を必然的に伴う他の細胞成分、例えば、リボソーム、ポリメラーゼ、ま
たは核酸分子が自然に結合するゲノム配列から実質的に分離された核酸分子を指す。さら
に、「単離された」核酸分子、例えば、ｃＤＮＡ分子は、組換え技術によって作製される
場合は他の細胞物質もしくは培地を実質的に含み得ない、または化学合成される場合は前
駆化学物質または他の化学物質を実質的に含み得ない。
【００３３】
　本明細書で使用される「モノクローナル抗体」という語は、単一特異性の抗体分子の調
製物を指す。モノクローナル抗体は、単一結合特異性および特定のエピトープに対する親
和性を示す。従って、「ヒトモノクローナル抗体」という語は、ヒト生殖細胞免疫グロブ
リン配列に由来もしくは基づいた、または完全に合成の配列に由来する可変領域および定
常領域を有する単一結合特異性を示す抗体を指す。モノクローナル抗体を調製する方法は
、結合特異性に関係しない。
【００３４】
　本明細書で使用される「自然発生」という語は、物体に使用される場合、物体または化
合物が自然に見られることを意味する。例えば、自然の供給源から単離することができる
生物に存在し、かつ実験室で人間が意図的に変更したものでないポリペプチドまたはポリ
ヌクレオチド配列は自然発生である。
【００３５】
　本発明に使用される「核酸分子」という語は、ヌクレオチドの多量体型を指し、ＲＮＡ
のセンス鎖およびアンチセンス鎖の両方、ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ、ならびに上記の合成
型および混合ポリマーを含む。ヌクレオチドは、リボヌクレオチド、デオキシヌクレオチ
ド、またはヌクレオチドのいずれかの型の修飾型を指す。この語はまた、ＤＮＡの一本鎖
型および二本鎖型も含む。加えて、ポリヌクレオチドは、自然発生および／または非自然
発生のヌクレオチド結合によって互いに結合された自然発生および修飾ヌクレオチドのい
ずれかまたは両方を含み得る。核酸分子は、当業者には容易に理解できるように、化学的
もしくは生化学的に修飾しても良いし、または非天然もしくは誘導体化ヌクレオチド塩基
を含み得る。このような修飾として、例えば、標識、メチル化、１つ以上の自然発生のヌ
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クレオチドの類似体との置換、ヌクレオチド間修飾、例えば、非荷電結合（例えば、メチ
ルホスホネート、ホスホトリエステル、ホスホラミデート、カルバメートなど）、荷電結
合（例えば、ホスホロチオエート、ホスホロジオチオエートなど）、懸垂部分（例えば、
ポリペプチド）、挿入剤（例えば、アクリジン、ソラレンなど）、キレート剤、アルキル
化剤、および修飾された結合（例えば、αアノマー核酸など）が挙げられる。上記の語は
また、一本鎖、二本鎖、部分的に二重鎖、三重鎖、ヘアピン、円形、および南京錠の構造
を含む任意のトポロジー構造も含むものとする。また、水素結合および他の化学的相互作
用によって指定配列に結合することができるポリヌクレオチドに類似した合成分子も含ま
れる。このような分子は、当分野で公知であり、例えば、分子の骨格におけるペプチド結
合がリン酸塩結合の代わりをしている分子を含む。核酸配列について述べる場合、核酸配
列は、特段の記載がない限り、その相補体を包含する。従って、特定の配列を有する核酸
分子について述べる場合、この核酸分子は、その相補的な配列と共に相補鎖を包含するこ
とを理解されたい。相補鎖はまた、例えば、アンチセンス療法、ハイブリダイゼーション
プローブ、およびＰＣＲプライマーに有用である。
【００３６】
　「機能的に連結された」という語は、通常は物理的に連結され、かつ互いに機能的な関
係にある２つ以上の核酸配列要素を指す。例えば、プロモーターは、コード配列に機能的
に連結され、このプロモーターがコード配列の転写もしくは発現を開始または制御するこ
とができると、この場合、コード配列は、プロモーターの「制御下」にあることを理解さ
れたい。
【００３７】
　「薬学的に許容され得る賦形剤」とは、好ましいまたは便利な剤形を調製するために活
性分子、例えば、薬物、作用物質、結合分子と組み合わせられる任意の不活性物質のこと
である。「薬学的に許容され得る賦形剤」は、使用される用量および濃度ではレシピエン
トにとって無毒である賦形剤であり、かつ薬物、作用物質、または結合分子を含む製剤の
他の成分と適合性である。薬学的に許容され得る賦形剤は、広く利用され、当分野で公知
である。
【００３８】
　結合分子、例えば、抗体とその結合パートナー、例えば、抗原との相互作用に関連して
本明細書で使用される「特異的に結合」という語は、この相互作用が、結合パートナーに
おける特定の構造、例えば、抗原決定基またはエピトープの存在によって決まることを意
味する。言い換えれば、抗体は、たとえ結合パートナーが他の分子または生物の混合物中
に存在したとしても、結合パートナーに優先的に結合する、または結合パートナーを優先
的に認識する。この結合は、共有結合性もしくは非共有結合性相互作用または両方の組み
合わせによって仲介され得る。さらに言い換えれば、「特異的に結合」という語は、抗原
決定基またはエピトープへの免疫特異的結合を意味し、他の抗原決定基またはエピトープ
への免疫特異的結合を意味するものではない。抗原に免疫特異的に結合する結合分子は、
例えば、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、酵素結合免疫吸着検査法（ＥＬＩＳＡ）、Ｂ
ＩＡＣＯＲＥ、または当分野で公知の他のアッセイによって決定される親和性が低い他の
ペプチドまたはポリペプチドに結合することができない。抗原に免疫特異的に結合する結
合分子またはその断片は、同じエピトープを有する関連抗原と交差反応性であり得る。好
ましくは、抗原に免疫特異的に結合する結合分子またはその断片は、他の抗原と交差反応
性ではない。
【００３９】
　本明細書で使用される「置換」という語は、１つ以上のアミノ酸の異なるアミノ酸によ
る置換、または１つ以上のヌクレオチドの異なるヌクレオチドによる置換を意味する。
【００４０】
　「治療有効量」という語は、Ｂ型インフルエンザウイルスの感染から生じる状態を予防
、緩和、および／または治療するのに有効な、本明細書で定義される結合分子の量を指す
。本明細書で使用される緩和とは、可視もしくは知覚可能な疾患の症状、ウイルス血症、
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またはインフルエンザ感染の任意の他の測定可能な兆候の軽減を意味し得る。
【００４１】
　「治療」という語は、治療処置、および疾患を治癒する、または疾患の進行を停止もし
くは少なくとも遅延させる予防手段あるいは防止手段を指す。治療を必要とする対象とし
て、インフルエンザウイルスの感染から生じる状態に既に苦しんでいる対象、およびイン
フルエンザウイルスの感染が予防されるべき対象が含まれる。インフルエンザウイルスの
感染から部分的または完全に回復した対象も治療を必要とすることがある。予防は、イン
フルエンザウイルスの拡散の防止もしくは軽減、またはインフルエンザウイルスの感染に
関連した１つ以上の症状の発症、進展、もしくは進行を包含する。
【００４２】
　「ベクター」という語は、宿主に導入するために第２の核酸分子を挿入することができ
る核酸分子を指し、この第２の核酸分子が宿主で複製され、場合によっては発現される。
言い換えれば、ベクターは、このベクターに連結された核酸分子を輸送することができる
。クローニングベクターおよび発現ベクターは、本明細書で使用される「ベクター」とい
う語に含まれる。ベクターとして、限定されるものではないが、プラスミド、コスミド、
細菌人工染色体（ＢＡＣ）、酵母人口染色体（ＹＡＣ）、およびバクテリオファージまた
は植物もしくは動物（ヒトを含む）ウイルスに由来するベクターが挙げられる。ベクター
は、推奨される宿主によって認識される複製起点を含み、発現ベクターの場合は、発現ベ
クター、プロモーター、および宿主によって認識される他の調節領域も含む。第２の核酸
分子を含むベクターは、形質転換、トランスフェクション、またはウイルス侵入機序の利
用によって細胞に導入される。特定のベクターは、導入される宿主で自動的に複製するこ
とができる（例えば、細菌の複製起点を有するベクターは細菌中で複製することができる
）。他のベクターは、宿主への導入時に宿主のゲノムに取り込まれ、これにより、宿主ゲ
ノムと共に複製され得る。
【００４３】
　第１の態様では、本発明は、Ｂ／山形系統およびＢ／ビクトリア系統のＢ型インフルエ
ンザウイルス株のヘマグルチニン（ＨＡ）に特異的に結合でき、かつＢ／山形系統および
Ｂ／ビクトリア系統の前記Ｂ型インフルエンザウイルス株を中和することができる結合分
子を提供する。本発明によると、この結合分子は、Ａ型インフルエンザウイルスのＨＡに
は結合しない。この結合分子は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏの両方でＢ型イ
ンフルエンザウイルスを中和することができる。
【００４４】
　好ましくは、結合分子は、ヒト結合分子である。好ましい一実施形態では、結合分子は
、ヒト抗体またはその抗原結合断片である。
【００４５】
　特定の実施形態では、結合分子は、配列番号１１６のアミノ酸配列を有する重鎖可変領
域および配列番号１１７のアミノ酸配列を有する軽鎖可変領域を含む、ＣＲ９１１４（同
時係属の欧州特許出願第１１１７３９５３．８号明細書に記載されている）のエピトープ
とは異なるエピトープに結合する。ＣＲ９１１４は、系統発生群１および２の両方のＡ型
インフルエンザウイルスならびにＢ型インフルエンザウイルスに結合し、ｉｎ　ｖｉｖｏ
で中和できることが示されている。
【００４６】
　特定の実施形態では、結合分子は、Ｂ型インフルエンザウイルスのＨＡタンパク質の球
状部領域、特にＢ型インフルエンザウイルスのＨＡ１の球状部領域に結合する。
【００４７】
　特定の実施形態では、結合分子は、細胞受容体のＢ／山形系統および／またはＢ／ビク
トリア系統のＢ型インフルエンザウイルスへの結合をブロックする。
【００４８】
　特定の実施形態では、結合分子は、細胞受容体のＢ／山形系統および／またはＢ／ビク
トリア系統のインフルエンザウイルスへの結合をブロックしない。
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【００４９】
　特定の実施形態では、結合分子は、Ｂ型インフルエンザウイルス、特にＢ／山形系統お
よび／またはＢ／ビクトリア系統の両方のインフルエンザウイルス株の感染細胞からの放
出をブロックする。
【００５０】
　特定の実施形態では、単離された結合分子は、Ｂ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（ＨＡ）に特異的に結合することができ、かつＢ／ビクトリア／２／８
７系統およびＢ／山形／１６／８８系統の両方のＢ型インフルエンザウイルス株を中和す
ることができ、Ａ型インフルエンザウイルスの亜型のＨＡタンパク質に結合せず、かつ配
列番号７１に示されているアミノ酸配列、あるいは少なくとも８０％、９０％、９１％、
９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、もしくは９９％以上または
少なくとも約８０％、約９０％、約９１％、約９２％、約９３％、約９４％、約９５％、
約９６％、約９７％、約９８％、もしくは約９９％以上の配列同一性を有するアミノ酸配
列を有する重鎖可変領域を含む。
【００５１】
　特定の実施形態では、結合分子は、配列番号７３に示されているアミノ酸配列、あるい
は少なくとも８０％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７
％、９８％、もしくは９９％以上または少なくとも約８０％、約９０％、約９１％、約９
２％、約９３％、約９４％、約９５％、約９６％、約９７％、約９８％、もしくは約９９
％以上の配列同一性を有するアミノ酸配列を有する軽鎖可変領域を含む。
【００５２】
　一実施形態では、結合分子は、配列番号７１のアミノ酸配列を有する重鎖可変領域およ
び配列番号７３のアミノ酸配列を有する軽鎖可変領域を含む。
【００５３】
　本発明はまた、Ｂ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（ＨＡ）に特
異的に結合することができ、かつＢ／ビクトリア／２／８７系統およびＢ／山形／１６／
８８系統の両方のＢ型インフルエンザウイルス株を中和することができ、Ａ型インフルエ
ンザウイルスの亜型のＨＡタンパク質に結合せず、かつ配列番号１に示されているアミノ
酸残基の配列を有する重鎖ＣＤＲ１；配列番号２に示されているアミノ酸残基の配列を有
する重鎖ＣＤＲ２、および配列番号３に示されているアミノ酸残基の配列を有する重鎖Ｃ
ＤＲ３を含む。本発明によると、ＣＤＲ領域は、Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅ
ｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔに記載されているＫａｂ
ａｔら（１９９１）によるものである。
【００５４】
　特定の実施形態では、結合分子は、配列番号４に示されているアミノ酸残基の配列を有
する軽鎖ＣＤＲ１、配列番号５に示されているアミノ酸残基の配列を有する軽鎖ＣＤＲ２
、および配列番号６に示されているアミノ酸残基の配列を有する軽鎖ＣＤＲ３を含む。
【００５５】
　特定の実施形態では、結合分子は、配列番号１のアミノ酸配列を有する重鎖ＣＤＲ１、
配列番号２のアミノ酸配列を有する重鎖ＣＤＲ２、および配列番号３のアミノ酸配列を有
する重鎖ＣＤＲ３、ならびに配列番号４のアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ１、配列番号
５のアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ２、および配列番号６のアミノ酸配列を有する軽鎖
ＣＤＲ３を含む。
【００５６】
　本発明は、結合分子と同じＢ型インフルエンザウイルスＨＡタンパク質のエピトープに
免疫特異的に結合し、かつ配列番号７１のアミノ酸配列を有する重鎖可変配列および配列
番号７３のアミノ酸配列を有する軽鎖可変領域を含む結合分子をさらに提供する。
【００５７】
　特定の実施形態では、結合分子は、配列番号１４のアミノ酸配列を有する重鎖ＣＤＲ１
、配列番号１５のアミノ酸配列を有する重鎖ＣＤＲ２、および配列番号１６のアミノ酸配
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列を有する重鎖ＣＤＲ３、ならびに配列番号１７のアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ１、
配列番号１８のアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ２、および配列番号１９のアミノ酸配列
を有する軽鎖ＣＤＲ３を含む。
【００５８】
　特定の実施形態では、結合分子は、配列番号２６のアミノ酸配列を有する重鎖ＣＤＲ１
、配列番号２７のアミノ酸配列を有する重鎖ＣＤＲ２、および配列番号２８のアミノ酸配
列を有する重鎖ＣＤＲ３、ならびに配列番号２９のアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ１、
配列番号２４のアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ２、および配列番号３０のアミノ酸配列
を有する軽鎖ＣＤＲ３を含む。
【００５９】
　本発明はまた、ヘマグルチニンタンパク質（ＨＡ）に特異的に結合することができ、か
つＢ／ビクトリア系統のＢ型インフルエンザウイルス株、特にＢ／マレーシア／２５０６
／２００４のＢ型インフルエンザウイルス株のＨＡの１６８位のアミノ酸がプロリン（Ｐ
）である場合は、このＢ型インフルエンザウイルス株、特にＢ／マレーシア／２５０６／
２００４のＢ型インフルエンザウイルス株を中和することができ、かつ、Ｂ／ビクトリア
系統のＢ型インフルエンザウイルス、特にＢ／マレーシア／２５０６／２００４のＨＡの
１６８位のアミノ酸がグルタミン（Ｑ）である場合は、このＢ型インフルエンザウイルス
株、特にＢ／マレーシア／２５０６／２００４のＢ型インフルエンザウイルス株を中和す
ることができない結合分子を提供する。
【００６０】
　特定の実施形態では、本発明は、ヘマグルチニンタンパク質（ＨＡ）に特異的に結合す
ることができ、かつＢ／山形系統のＢ型インフルエンザウイルス株、特にＢ／フロリダ／
０４／２００のＢ型インフルエンザウイルス株のＨＡの３８位のアミノ酸がリシン（Ｋ）
である場合は、このＢ型インフルエンザウイルス株、特にＢ／フロリダ／０４／２００６
のＢ型インフルエンザウイルス株を中和することができ、かつ、Ｂ／山形系統のＢ型イン
フルエンザ株、特にＢ／フロリダ／０４／２００６のＨＡの３８位のアミノ酸がグルタミ
ン酸（Ｅ）である場合は、このＢ型インフルエンザウイルス株、特にＢ／フロリダ／０４
／２００６も中和することができる結合分子を提供する。
【００６１】
　本発明は、Ｂ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（ＨＡ）に特異的
に結合することができ、かつＢ／ビクトリア／２／８７系統およびＢ／山形／１６／８８
系統の両方のＢ型インフルエンザウイルス株を中和することができる結合分子をさらに提
供し、この結合分子は、Ａ型インフルエンザウイルスの亜型のＨＡタンパク質には結合せ
ず、かつ、配列番号７５に示されているアミノ酸配列、あるいは少なくとも８０％、９０
％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、もしくは９９
％以上または少なくとも約８０％、約９０％、約９１％、約９２％、約９３％、約９４％
、約９５％、約９６％、約９７％、約９８％、もしくは約９９％以上の配列同一性を有す
るアミノ酸配列を有する重鎖可変領域を含む。
【００６２】
　特定の実施形態では、結合分子は、配列番号７７に示されているアミノ酸配列、あるい
は少なくとも８０％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７
％、９８％、もしくは９９％以上または少なくとも約８０％、約９０％、約９１％、約９
２％、約９３％、約９４％、約９５％、約９６％、約９７％、約９８％、もしくは約９９
％以上の配列同一性を有するアミノ酸配列を有する軽鎖可変領域を含む。
【００６３】
　特定の実施形態では、結合分子は、配列番号７５のアミノ酸配列を有する重鎖可変領域
および配列番号７７のアミノ酸配列を有する軽鎖可変領域を含む。
【００６４】
　特定の実施形態では、結合分子は、配列番号７８のアミノ酸配列からなる重鎖可変領域
および配列番号７９のアミノ酸配列からなる軽鎖可変領域を含む。
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【００６５】
　特定の実施形態では、本発明は、Ｂ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（ＨＡ）に特異的に結合することができ、かつＢ／ビクトリア／２／８７系統および
Ｂ／山形／１６／８８系統の両方のＢ型インフルエンザウイルス株を中和することができ
る結合分子を提供し、この結合分子は、Ａ型インフルエンザウイルスの亜型のＨＡタンパ
ク質に結合せず、かつ、配列番号７に示されているアミノ酸残基の配列を有する重鎖ＣＤ
Ｒ１；配列番号８に示されているアミノ酸残基の配列を有する重鎖ＣＤＲ２、および配列
番号９に示されているアミノ酸残基の配列を有する重鎖ＣＤＲ３を含む。
【００６６】
　特定の実施形態では、結合分子は、配列番号１０に示されているアミノ酸残基の配列を
有する軽鎖ＣＤＲ１、配列番号１１に示されているアミノ酸残基の配列を有する軽鎖ＣＤ
Ｒ２、および配列番号１２または１３に示されているアミノ酸残基の配列を有する軽鎖Ｃ
ＤＲ３を含む。
【００６７】
　特定の実施形態では、配列番号７のアミノ酸配列を有する重鎖ＣＤＲ１、配列番号８の
アミノ酸配列を有する重鎖ＣＤＲ２、および配列番号９のアミノ酸配列を有する重鎖ＣＤ
Ｒ３、ならびに配列番号１０のアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ１、配列番号１１のアミ
ノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ２、および配列番号１２のアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ
３を含む。
【００６８】
　特定の実施形態では、結合分子は、配列番号７のアミノ酸配列を有する重鎖ＣＤＲ１、
配列番号８のアミノ酸配列を有する重鎖ＣＤＲ２、および配列番号９のアミノ酸配列を有
する重鎖ＣＤＲ３、ならびに配列番号１０のアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ１、配列番
号１１のアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ２、および配列番号１３のアミノ酸配列を有す
る軽鎖ＣＤＲ３を含む。
【００６９】
　本発明は、結合分子と同じＢ型インフルエンザウイルスＨＡタンパク質のエピトープに
免疫特異的に結合し、かつ配列番号７５のアミノ酸配列を有する重鎖可変配列および配列
番号７７のアミノ酸配列を有する軽鎖可変領域を含む結合分子をさらに提供する。
【００７０】
　特定の実施形態では、結合分子は、配列番号２０のアミノ酸配列を有する重鎖ＣＤＲ１
、配列番号２１のアミノ酸配列を有する重鎖ＣＤＲ２、および配列番号２２のアミノ酸配
列を有する重鎖ＣＤＲ３、ならびに配列番号２３のアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ１、
配列番号２４のアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ２、および配列番号２５のアミノ酸配列
を有する軽鎖ＣＤＲ３を含む。
【００７１】
　特定の実施形態では、結合分子は、配列番号３１のアミノ酸配列を有する重鎖ＣＤＲ１
、配列番号３２のアミノ酸配列を有する重鎖ＣＤＲ２、および配列番号３３のアミノ酸配
列を有する重鎖ＣＤＲ３、ならびに配列番号４のアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ１、配
列番号５のアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ２、および配列番号３４のアミノ酸配列を有
する軽鎖ＣＤＲ３を含む。
【００７２】
　特定の実施形態では、本発明は、ヘマグルチニンタンパク質（ＨＡ）に特異的に結合す
ることができ、かつＢ／ビクトリア系統のＢ型インフルエンザウイルス株、特にＢ／マレ
ーシア／２５０６／２００４のＢ型インフルエンザウイルス株のＨＡの１６８位のアミノ
酸がプロリン（Ｐ）である場合は、このＢ型インフルエンザウイルス株、特にＢ／マレー
シア／２５０６／２００４のＢ型インフルエンザウイルス株を中和することができ、かつ
、Ｂ／ビクトリア系統、特にＢ／マレーシア／２５０６／２００４のＢ型インフルエンザ
ウイルスのＨＡの１６８位のアミノ酸がグルタミン（Ｑ）である場合は、Ｂ／ビクトリア
系統、特にＢ／マレーシア／２５０６／２００４のＢ型インフルエンザウイルス株も中和
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することができる結合分子を提供する。
【００７３】
　特定の実施形態では、本発明は、ヘマグルチニンタンパク質（ＨＡ）に特異的に結合す
ることができ、かつＢ／山形系統のＢ型インフルエンザウイルス株、特にＢ／フロリダ／
０４／２００のＢ型インフルエンザウイルス株のＨＡの３８位のアミノ酸がリシン（Ｋ）
である場合は、このＢ型インフルエンザウイルス株、特にＢ／フロリダ／０４／２００６
のＢ型インフルエンザウイルス株を中和することができ、かつ、Ｂ／山形系統のＢ型、特
にＢ／フロリダ／０４／２００６のＢ型インフルエンザウイルス株のＨＡの３８位のアミ
ノ酸がグルタミン酸（Ｅ）である場合は、Ｂ／山形系統、特にＢ／フロリダ／０４／２０
０６のＢ型インフルエンザウイルス株を中和することができない結合分子を提供する。
【００７４】
　本発明は、Ｂ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（ＨＡ）に特異的
に結合することができ、Ｂ／ビクトリア／２／８７系統およびＢ／山形／１６／８８系統
の両方のＢ型インフルエンザウイルス株を中和することができる結合分子をさらに提供し
、この結合分子は、Ａ型インフルエンザウイルスの亜型のＨＡタンパク質には結合せず、
かつ、配列番号１１３に示されているアミノ酸配列、あるいは少なくとも８０％、９０％
、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、もしくは９９％
以上または少なくとも約８０％、約９０％、約９１％、約９２％、約９３％、約９４％、
約９５％、約９６％、約９７％、約９８％、もしくは約９９％以上の配列同一性を有する
アミノ酸配列を有する重鎖可変領域を含む。
【００７５】
　特定の実施形態では、結合分子は、配列番号１１５に示されているアミノ酸配列、ある
いは少なくとも８０％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９
７％、９８％、もしくは９９％以上または少なくとも約８０％、約９０％、約９１％、約
９２％、約９３％、約９４％、約９５％、約９６％、約９７％、約９８％、もしくは約９
９％以上の配列同一性を有するアミノ酸配列を有する軽鎖可変領域を含む。
【００７６】
　一実施形態では、結合分子は、配列番号１１３のアミノ酸配列を有する重鎖可変領域お
よび配列番号１１５のアミノ酸配列を有する軽鎖可変領域を含む。
【００７７】
　特定の実施形態では、本発明は、Ｂ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（ＨＡ）に特異的に結合することができ、かつＢ／ビクトリア／２／８７系統および
Ｂ／山形／１６／８８系統の両方のＢ型インフルエンザウイルス株を中和することができ
る結合分子を提供し、この結合分子は、Ａ型インフルエンザウイルスの亜型のＨＡタンパ
ク質に結合せず、かつ、配列番号５４に示されているアミノ酸残基の配列を有する重鎖Ｃ
ＤＲ１；配列番号５５に示されているアミノ酸残基の配列を有する重鎖ＣＤＲ２、および
配列番号５６に示されているアミノ酸残基の配列を有する重鎖ＣＤＲ３を含む。
【００７８】
　特定の実施形態では、結合分子は、配列番号５７に示されているアミノ酸残基の配列を
有する軽鎖ＣＤＲ１、配列番号５に示されているアミノ酸残基の配列を有する軽鎖ＣＤＲ
２、および配列番号５８に示されているアミノ酸残基の配列を有する軽鎖ＣＤＲ３を含む
。
【００７９】
　特定の実施形態では、結合分子は、配列番号５４のアミノ酸配列を有する重鎖ＣＤＲ１
、配列番号５５のアミノ酸配列を有する重鎖ＣＤＲ２、および配列番号５６のアミノ酸配
列を有する重鎖ＣＤＲ３、ならびに配列番号５７のアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ１、
配列番号５のアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ２、および配列番号５８のアミノ酸配列を
有する軽鎖ＣＤＲ３を含む。
【００８０】
　特定の実施形態では、結合分子と同じＢ型インフルエンザウイルスＨＡタンパク質のエ
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ピトープに免疫特異的に結合し、かつ配列番号１１３のアミノ酸配列を有する重鎖可変配
列および配列番号１１５のアミノ酸配列を有する軽鎖可変領域を含む結合分子をさらに提
供する。
【００８１】
　Ｂ型インフルエンザウイルスは、Ａ型インフルエンザウイルスと同様に、標的細胞の細
胞表面のシアル酸残基に結合し、次いでエンドソーム内に移動し、そしてウイルス膜がエ
ンドソーム膜に融合し、次いでゲノム転写酵素複合体を細胞内に放出することによって細
胞に感染する。受容体の結合プロセスおよび膜融合のプロセスの両方が、ＨＡ糖タンパク
質によって仲介される。Ａ型インフルエンザウイルスおよびＢ型インフルエンザウイルス
の両方のＨＡは、２つの構造的に異なる領域、即ち、ウイルスの標的細胞への付着に関与
し、かつＨＡの血球凝集活性に関与する受容体結合部位を含む球状部領域、およびウイル
スエンベロープと細胞のエンドソーム膜との間の膜融合に必要な融合ペプチドを含む幹領
域を有する。ＨＡタンパク質は、各単量体が、前駆体（ＨＡ０）のタンパク分解的切断に
より感染中に産生される２つのジスルフィド結合糖ポリペプチドＨＡ１およびＨＡ２から
なる三量体である。切断は、膜融合のためにＨＡをプライミングして立体構造の変化を可
能にするために必要であるため、ウイルス感染に必要である。プライミングされた分子の
活性化が、ｐＨ５～ｐＨ６の低いｐＨで、エンドソームで起こり、この活性化には、ＨＡ
構造の大きな変化が必要である。
【００８２】
　特定の実施形態では、結合分子は、ＨＡタンパク質のＨＡ１サブユニット、特にＨＡ１
サブユニットの球状部領域に特異的に結合することができる。結合分子は、ＨＡタンパク
質のＨＡ１サブユニットの線形もしくは構造および／または立体構造エピトープに特異的
に結合することができる。ＨＡ分子は、ウイルスから精製しても良いし、または組換えに
より作製し、任意選択で使用の前に単離しても良い。あるいは、ＨＡは、細胞表面で発現
され得る。
【００８３】
　本発明の結合分子は、生存可能、生きている、および／もしくは感染性である、または
不活化／弱毒化された形態のＢ型インフルエンザウイルスに特異的に結合することができ
る。ウイルス、例えば、インフルエンザウイルスを不活化／弱毒化する方法は、当分野で
周知であり、この方法として、限定されるものではないが、ホルマリン、β－プロピオラ
クトン（ＢＰＬ）、メルチオレート、および／または紫外線での処置が挙げられる。
【００８４】
　本発明の結合分子は、Ｂ型インフルエンザウイルスの１つ以上の断片、例えば、特に、
Ｂ型インフルエンザウイルスの亜型に由来する１つ以上のタンパク質および／もしくは（
ポリ）ペプチドの調製物、またはＢ型インフルエンザウイルスの１つ以上の組換えにより
作製されたタンパク質および／もしくはポリペプチドに特異的に結合することができる。
様々なＢ型インフルエンザ株のタンパク質のヌクレオチド配列および／またはアミノ酸配
列は、ＧｅｎＢａｎｋデータベース、ＮＣＢＩインフルエンザウイルス配列データベース
、インフルエンザ配列データベース（ＩＳＤ）、ＥＭＢＬデータベース、および／または
他のデータベースで見つけることができる。このような配列をそれぞれのデータベースで
見つけることは、十分に当業者の知識の範囲内である。
【００８５】
　別の実施形態では、本発明の結合分子は、上述のタンパク質および／またはポリペプチ
ドの断片に特異的に結合することができ、この断片は、本発明の結合タンパク質によって
認識されるエピトープを少なくとも含む。本明細書で使用される「エピトープ」は、本発
明の結合分子に十分に高い親和性で結合して検出可能な抗原－結合分子複合体を形成する
ことができる部分である。
【００８６】
　本発明の結合分子は、無傷の免疫グロブリン分子、例えば、モノクローナル抗体として
も良いし、またはその抗原結合断片としても良く、このような抗原結合断片として、限定
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されるものではないが、インフルエンザウイルス株に対する特異的な抗原結合性を付与す
るのに十分な免疫グロブリンの少なくとも断片を含む重鎖および軽鎖可変領域、Ｆａｂ、
Ｆ（ａｂ’）、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ、ｄＡｂ、Ｆｄ、相補性決定領域（ＣＤＲ）断片、
一本鎖抗体（ｓｃＦｖ）、二価一本鎖抗体、一本鎖ファージ抗体、ダイアボディ、トライ
アボディ、テトラボディ、および（ポリ）ペプチドまたはそれらの断片が挙げられる。好
ましい一実施形態では、本発明の結合分子は、ヒトモノクローナル抗体および／またはそ
の抗原結合断片である。結合分子はまた、ナノボディ、αボディ、アフィボディ、ＦＮ３
ドメイン足場、およびＡｄｎｅｃｔｉｎ、Ａｎｔｉｃａｌｉｎ、Ｄａｒｐｉｎのような（
ヒト）反復タンパク質のドメインに基づいた他の足場、またはエピトープ結合配列を含む
他の足場としても良い。
【００８７】
　特定の実施形態では、結合分子は、完全な重鎖および軽鎖可変領域ならびに完全な重鎖
および軽鎖定常領域を含む無傷の抗体である。
【００８８】
　特定の実施形態では、結合分子は、相補体依存性細胞傷害活性（ＣＤＣ）および／また
は抗体依存性細胞媒介細胞傷害（ＡＤＣＣ）活性を有する。
【００８９】
　本発明の結合分子は、非単離形態または単離形態で使用することができる。さらに、本
発明の結合分子は、単独で使用しても良いし、または本発明の少なくとも１つの結合分子
（またはその変異体もしくは断片）、およびインフルエンザに結合してインフルエンザウ
イルスを阻害する効果を有する１つ以上の他の結合分子を含む混合物として使用しても良
い。言い換えれば、結合分子は、組み合わせて、例えば、２つ以上の結合分子、それらの
変異体または断片を含む医薬組成物として使用することができる。例えば、異なるが相補
的活性を有する結合分子を単回療法で組み合わせて、所望の予防効果、治療効果、または
診断効果を達成することができるが、代替として、同一の活性を有する結合分子を単回療
法で組み合わせて、所望の予防効果、治療効果、または診断効果を達成することもできる
。任意選択で、混合物は、本発明による少なくとも１つの結合分子および少なくとも１つ
の他の治療薬も含み得る。好ましくは、治療薬、例えば、Ｍ２阻害剤（例えば、アマンチ
ジン、リマンタジン）および／またはノイラミニダーゼ阻害剤（例えば、ザナミビル、オ
セルタミビル）は、インフルエンザウイルス感染の予防および／または治療に有用である
。
【００９０】
　典型的には、本発明による結合分子は、その結合パートナー、即ち、Ｂ／山形系統およ
び／またはＢ／ビクトリア系統のＢ型インフルエンザウイルス、および／またはそれらの
断片に結合することができ、その親和定数（Ｋｄ値）は、０．２×１０－４Ｍ未満、１．
０×１０－５Ｍ未満、１．０×１０－６Ｍ未満、１．０×１０－７Ｍ未満、好ましくは１
．０×１０－８Ｍ未満、より好ましくは１．０×１０－９Ｍ未満、より好ましくは１．０
×１０－１０Ｍ未満、さらに好ましくは１．０×１０－１１Ｍ未満、特に１．０×１０－

１２Ｍ未満である。親和定数は、抗体のアイソタイプによって異なり得る。例えば、Ｉｇ
Ｍアイソタイプの親和結合は、少なくとも約１．０×１０－７Ｍの結合親和性を有する。
親和定数は、例えば、表面プラズモン共鳴を用いて、例えば、ＢＩＡＣＯＲＥシステム（
Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｓｅｎｓｏｒ　ＡＢ、Ｕｐｐｓａｌａ、Ｓｗｅｄｅｎ）を用
いて測定することができる。
【００９１】
　本発明の結合分子は、中和活性を示す。中和活性は、例えば、本明細書に記載されるよ
う測定することができる。中和活性を測定する代替のアッセイは、例えば、ＷＨＯ　Ｍａ
ｎｕａｌ　ｏｎ　Ａｎｉｍａｌ　Ｉｎｆｌｕｅｎｚａ　Ｄｉａｇｎｏｓｉｓ　ａｎｄ　Ｓ
ｕｒｖｅｉｌｌａｎｃｅ、Ｇｅｎｅｖａ：世界保健機関、２００５、２００２．５版に記
載されている。
【００９２】
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　典型的には、本発明による結合分子は、５０μｇ／ｍｌ以下、好ましくは２０μｇ／ｍ
ｌ以下、より好ましくは１０μｇ／ｍｌ以下、さらに好ましくは５μｇ／ｍｌ以下の中和
活性を有し、この中和活性は、実施例６に記載されるｉｎ　ｖｉｔｒｏウイルス中和アッ
セイ（ＶＮＡ）で決定される。本発明による結合分子は、可溶型、例えば、サンプル中も
しくは懸濁液中などでインフルエンザウイルスもしくはその断片に結合することができ、
または、担体もしくは支持体、例えば、マイクロタイタープレート、膜、およびビーズな
どに結合もしくは付着したインフルエンザウイルスもしくはその断片に結合することがで
きる。担体または支持体は、ガラス、プラスチック（例えば、ポリスチレン）、多糖、ナ
イロン、ニトロセルロース、またはテフロンなどから形成することができる。このような
支持体の表面は、中実または多孔質として、任意の便利な形状にすることができる。さら
に、結合分子は、精製／単離または非精製／非単離の形態でインフルエンザウイルスに結
合することができる。
【００９３】
　上記のように、本発明は、特定の実施形態では、Ｂ型インフルエンザウイルスのインフ
ルエンザヘマグルチニンタンパク質（ＨＡ）のエピトープを認識して結合することができ
る単離されたヒト結合分子を提供し、前記結合分子は、Ｂ／山形系統および／またはＢ／
ビクトリア系統の両方のＢ型インフルエンザウイルスに対して、ｉｎ　ｖｉｔｒｏおよび
ｉｎ　ｖｉｖｏの両方で中和活性を有する。本発明によると、本発明の結合分子が、系統
発生的に両方の系統に属する亜型インフルエンザウイルスを交差中和することが示された
。当業者は、本明細書の記載に基づいて、抗体が実際に、異なる亜型に由来するＨＡタン
パク質と交差反応するか否かを決定することができ、かつ抗体が、異なる亜型のインフル
エンザウイルスをｉｎ　ｖｉｔｒｏおよび／またはｉｎ　ｖｉｖｏで中和することができ
るか否かを決定することもできる。
【００９４】
　本発明の別の態様は、上記定義された結合分子の機能的変異体を含む。分子は、その変
異結合分子が、インフルエンザウイルスまたはその断片への免疫特異的結合を「親」また
は「基準」結合分子と競合することができる場合は、本発明による結合分子の機能的変異
体と見なされる。言い換えれば、分子は、その機能的変異体が、インフルエンザウイルス
またはその断片の同じエピトープまたは重複エピトープになお結合できる場合は、本発明
による結合分子の機能的変異体と見なされる。本明細書では、「親」および「基準」は、
同義語として使用される、つまり、基準分子もしくは親分子の情報、または物理的な分子
自体が、変異体の基礎を形成し得る。機能的変異体として、限定されるものではないが、
一次構造配列が実質的に同じである誘導体が挙げられ、このような誘導体として、Ｆｃ受
容体またはエフェクター機能に関与する他の領域に修飾を有し、かつ／または親結合分子
には見られない、例えば、ｉｎ　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏでの化学的および／ま
たは生化学的な修飾を含む誘導体が挙げられる。このような修飾として、特に、アセチル
化、アシル化、ヌクレオチドまたはヌクレオチド誘導体の共有結合、脂質または脂質誘導
体の共有結合、架橋結合、ジスルフィド結合形成、グリコシル化、ヒドロキシル化、メチ
ル化、酸化、ＰＥＧ化、タンパク質分解処理、およびリン酸化などが挙げられる。あるい
は、機能的変異体は、親結合分子のアミノ酸配列と比較して、１つ以上のアミノ酸の置換
、挿入、欠失、またはこれらの組み合わせを含むアミノ酸配列を含む、本発明で定義され
た結合分子とすることができる。さらに、機能的変異体は、アミノ末端またはカルボキシ
ル末端のいずれかまたは両方にアミノ酸配列の切断を含み得る。本発明による機能的変異
体は、親結合分子と比較して、同じまたは異なる、高いまたは低い結合親和性を有し得る
が、インフルエンザウイルスまたはその断片になお結合することができる。例えば、本発
明による機能的変異体は、親結合分子と比較して、インフルエンザウイルスまたはその断
片に対して高いまたは低い結合親和性を有し得る。特定の実施形態では、限定されるもの
ではないが、フレームワーク領域、超可変領域、特にＣＤＲ３領域を含む可変領域のアミ
ノ酸配列が変更される。一般に、軽鎖および重鎖可変領域は、３つのＣＤＲを含む３つの
超可変領域、およびより保存された領域、いわゆるフレームワーク領域（ＦＲ）を含む。
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超可変領域は、ＣＤＲのアミノ酸残基および超可変ループのアミノ酸残基を含む。本発明
の範囲内に含まれる機能的変異体は、本明細書で定義される親結合分子と少なくとも約８
０～約９９％、好ましくは少なくとも約７０％～約９９％、より好ましくは少なくとも約
８０％～約９９％、さらに好ましくは少なくとも約９０％～約９９％、最も好ましくは少
なくとも約９５％～約９９％、特に少なくとも約９７％～約９９％のアミノ酸配列同一性
および／または相同性を有する。コンピュータアルゴリズム、例えば、特に、当業者に公
知のＧａｐまたはＢｅｓｔｆｉｔを使用して、アミノ酸配列を最適にアラインして、同様
または同一のアミノ酸残基を明らかにすることができる。機能的変異体は、当分野で公知
の一般的な分子生物学的方法によって親結合分子またはその一部を変更することによって
得ることができ、このような分子生物学的方法として、限定されるものではないが、ｅｒ
ｒｏｒ－ｐｒｏｎｅ　ＰＣＲ、オリゴヌクレオチド指定突然変異誘発法、部位特異的突然
変異誘発法、ならびに重鎖および／または軽鎖シャッフリングが挙げられる。
【００９５】
　特定の実施形態では、本発明の機能的変異体は、Ｂ型インフルエンザウイルスに対する
中和活性を有する。この中和活性は、親結合分子と比較して同一であっても良いし、また
は高くても低くても良い。本明細書において、（ヒト）結合分子という語が使用される場
合、この語は、（ヒト）結合分子の機能的変異体も包含する。変異結合分子が中和活性を
有するか否かを検証するアッセイは、当分野で周知である（ＷＨＯ　Ｍａｎｕａｌ　ｏｎ
　Ａｎｉｍａｌ　Ｉｎｆｌｕｅｎｚａ　Ｄｉａｇｎｏｓｉｓ　ａｎｄ　Ｓｕｒｖｅｉｌｌ
ａｎｃｅ、Ｇｅｎｅｖａ：世界保健機関、２００５、２００２．５版を参照）。
【００９６】
　特定の実施形態では、機能的変異体は、配列番号７１と比較して、１つ以上のアミノ酸
変異、例えば、１つ、２つ、３つ、４つ、５つ、６つ、７つ、８つ、９つ、１０、１１、
１２、１３、１４、もしくは１５のアミノ酸変異を含む重鎖可変配列、および／または配
列番号７３と比較して、１つ以上のアミノ酸変異、例えば、１つ、２つ、３つ、４つ、５
つ、６つ、７つ、８つ、９つ、１０、１１、１２、１３、１４、もしくは１５のアミノ酸
変異を含む軽鎖可変領域を含む結合分子である。
【００９７】
　特定の実施形態では、機能的変異体は、配列番号７５と比較して、１つ以上のアミノ酸
変異、例えば、１つ、２つ、３つ、４つ、５つ、６つ、７つ、８つ、９つ、１０、１１、
１２、１３、１４、もしくは１５のアミノ酸変異を含む重鎖可変配列、および／または配
列番号７７と比較して、１つ以上のアミノ酸変異、例えば、１つ、２つ、３つ、４つ、５
つ、６つ、７つ、８つ、９つ、１０、１１、１２、１３、１４、もしくは１５のアミノ酸
変異を含む軽鎖可変領域を含む結合分子である。
【００９８】
　特定の実施形態では、機能的変異体は、配列番号１１３と比較して、１つ以上のアミノ
酸変異、例えば、１つ、２つ、３つ、４つ、５つ、６つ、７つ、８つ、９つ、１０、１１
、１２、１３、１４、もしくは１５のアミノ酸変異を含む重鎖可変配列、および／または
配列番号１１５と比較して、１つ以上のアミノ酸変異、例えば、１つ、２つ、３つ、４つ
、５つ、６つ、７つ、８つ、９つ、１０、１１、１２、１３、１４、もしくは１５のアミ
ノ酸変異を含む軽鎖可変領域を含む結合分子である。
【００９９】
　特定の実施形態では、本発明による結合分子は、
（ａ）配列番号５９のアミノ酸配列を含む重鎖ＣＤＲ１、配列番号２のアミノ酸配列を含
む重鎖ＣＤＲ２、および配列番号３のアミノ酸配列を含む重鎖ＣＤＲ３、ならびに配列番
号１７のアミノ酸配列を含む軽鎖ＣＤＲ１、配列番号１８のアミノ酸配列を含む軽鎖ＣＤ
Ｒ２、および配列番号６０のアミノ酸配列を含む軽鎖ＣＤＲ３；
（ｂ）配列番号６１のアミノ酸配列を含む重鎖ＣＤＲ１、配列番号２のアミノ酸配列を含
む重鎖ＣＤＲ２、および配列番号３のアミノ酸配列を含む重鎖ＣＤＲ３、ならびに配列番
号６２のアミノ酸配列を含む軽鎖ＣＤＲ１、配列番号１８のアミノ酸配列を含む軽鎖ＣＤ



(20) JP 2015-518369 A 2015.7.2

10

20

30

40

50

Ｒ２、および配列番号６３のアミノ酸配列を含む軽鎖ＣＤＲ３；
（ｃ）配列番号５９のアミノ酸配列を含む重鎖ＣＤＲ１、配列番号２のアミノ酸配列を含
む重鎖ＣＤＲ２、および配列番号３のアミノ酸配列を含む重鎖ＣＤＲ３、ならびに配列番
号６４のアミノ酸配列を含む軽鎖ＣＤＲ１、配列番号６５のアミノ酸配列を含む軽鎖ＣＤ
Ｒ２、および配列番号６６のアミノ酸配列を含む軽鎖ＣＤＲ３；
（ｄ）配列番号５９のアミノ酸配列を含む重鎖ＣＤＲ１、配列番号２のアミノ酸配列を含
む重鎖ＣＤＲ２、および配列番号３のアミノ酸配列を含む重鎖ＣＤＲ３、ならびに配列番
号６７のアミノ酸配列を含む軽鎖ＣＤＲ１、配列番号６８のアミノ酸配列を含む軽鎖ＣＤ
Ｒ２、および配列番号６９のアミノ酸配列を含む軽鎖ＣＤＲ３；
（ｅ）配列番号３５のアミノ酸配列を含む重鎖ＣＤＲ１、配列番号３６のアミノ酸配列を
含む重鎖ＣＤＲ２、および配列番号３７のアミノ酸配列を含む重鎖ＣＤＲ３、ならびに配
列番号４のアミノ酸配列を含む軽鎖ＣＤＲ１、配列番号３８のアミノ酸配列を含む軽鎖Ｃ
ＤＲ２、および配列番号３９のアミノ酸配列を含む軽鎖ＣＤＲ３；
（ｆ）配列番号４０のアミノ酸配列を含む重鎖ＣＤＲ１、配列番号４１のアミノ酸配列を
含む重鎖ＣＤＲ２、および配列番号４２のアミノ酸配列を含む重鎖ＣＤＲ３、ならびに配
列番号４３のアミノ酸配列を含む軽鎖ＣＤＲ１、配列番号５のアミノ酸配列を含む軽鎖Ｃ
ＤＲ２、および配列番号４４のアミノ酸配列を含む軽鎖ＣＤＲ３；
（ｇ）配列番号４５のアミノ酸配列を含む重鎖ＣＤＲ１、配列番号４６のアミノ酸配列を
含む重鎖ＣＤＲ２、および配列番号４７のアミノ酸配列を含む重鎖ＣＤＲ３、ならびに配
列番号４８のアミノ酸配列を含む軽鎖ＣＤＲ１、配列番号３８のアミノ酸配列を含む軽鎖
ＣＤＲ２、および配列番号４９のアミノ酸配列を含む軽鎖ＣＤＲ３；ならびに
（ｈ）配列番号４５のアミノ酸配列を含む重鎖ＣＤＲ１、配列番号５０のアミノ酸配列を
含む重鎖ＣＤＲ２、および配列番号４７のアミノ酸配列を含む重鎖ＣＤＲ３、ならびに配
列番号５１のアミノ酸配列を含む軽鎖ＣＤＲ１、配列番号５２のアミノ酸配列を含む軽鎖
ＣＤＲ２、および配列番号５３のアミノ酸配列を含む軽鎖ＣＤＲ３を含む結合分子からな
る群から選択される。
【０１００】
　特定の実施形態では、結合分子は、
（ａ）配列番号１１９の重鎖可変領域および配列番号１２１の軽鎖可変領域を含む結合分
子；
（ｂ）配列番号１２３の重鎖可変領域および配列番号１２５の軽鎖可変領域を含む結合分
子；
（ｃ）配列番号１２７の重鎖可変領域および配列番号１２９の軽鎖可変領域を含む結合分
子；
（ｄ）配列番号１３１の重鎖可変領域および配列番号１３３の軽鎖可変領域を含む結合分
子；
（ｅ）配列番号７７の重鎖可変領域および配列番号７９の軽鎖可変領域を含む結合分子；
（ｆ）配列番号１０１の重鎖可変領域および配列番号１０３の軽鎖可変領域を含む結合分
子；
（ｇ）配列番号１０５の重鎖可変領域および配列番号１０７の軽鎖可変領域を含む結合分
子；ならびに
（ｈ）配列番号１０９の重鎖可変領域および配列番号１１１の軽鎖可変領域を含む結合分
子からなる群から選択される。
【０１０１】
　特定の実施形態では、本発明による結合分子は、薬剤として使用され、好ましくは、Ｂ
型インフルエンザウイルスによって引き起こされるインフルエンザ感染の治療処置および
／または予防処置に使用される。本発明による結合分子を用いて治療することができる、
インフルエンザ感染を引き起こすインフルエンザウイルスは、Ｂ／山形系統および／また
はＢ／ビクトリア系統のＢ型インフルエンザウイルスであり得る。
【０１０２】
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　本発明は、本発明による少なくとも１つの結合分子および少なくとも１つの薬学的に許
容され得る賦形剤を含む医薬組成物にも関する。
【０１０３】
　なお別の実施形態では、本発明は、インフルエンザウイルス感染の予防および／または
治療用の薬剤の調製における本発明による結合分子の使用に関する。
【０１０４】
　本発明の結合分子を用いて予防および／または治療することができるインフルエンザウ
イルス感染は、小さい集団で起こり得るが、季節的流行で世界中に広がることもあるし、
さらに悪いことに数百万人が危険にさらされる世界的大流行も起こり得る。本発明は、こ
のような季節的流行および潜在的な大流行を引き起こすインフルエンザ株の感染を中和す
ることができる結合分子を提供する。
【０１０５】
　なおさらなる態様では、本発明は、免疫コンジュゲート、即ち、本明細書で定義される
少なくとも１つの結合分子および少なくとも１つのタグ、例えば、特に検出可能な部分／
作用物質を含む分子を提供する。また、本発明による免疫コンジュゲートの混合物、また
は本発明による少なくとも１つの免疫コンジュゲートと別の分子、例えば、治療薬もしく
は別の結合分子もしくは免疫コンジュゲートの混合物も本発明で企図される。さらなる実
施形態では、本発明の免疫コンジュゲートは、２つ以上のタグを含み得る。これらのタグ
は、互いに同じでも異なっていても良く、かつ結合分子に非共有結合で連結／コンジュゲ
ートすることができる。タグはまた、共有結合によってヒト結合分子に直接的に連結／コ
ンジュゲートすることもできる。あるいは、タグは、１つ以上の連結化合物によって結合
分子に連結／コンジュゲートすることができる。タグを結合分子にコンジュゲートする技
術は当業者に周知である。
【０１０６】
　本発明の免疫コンジュゲートのタグは、治療薬とすることができるが、検出可能な部分
／作用物質とすることもできる。治療および／または予防に適したタグは、毒素もしくは
その機能的部分、抗生物質、酵素、食作用を強める他の結合分子、または免疫刺激物とす
ることができる。検出可能な作用物質を含む免疫コンジュゲートを診断に使用して、例え
ば、対象がインフルエンザウイルスに感染しているか否かを決定する、または臨床検査手
順の一部としてインフルエンザウイルス感染の発症もしくは進行を監視して、例えば、所
与の治療計画の有効性を決定することができる。しかしながら、免疫コンジュゲートは、
他の検出目的および／または分析目的および／または診断目的にも使用することができる
。検出可能な部分／作用物質として、限定されるものではないが、酵素、補欠分子族、蛍
光物質、発光物質、生物発光物質、放射性物質、陽電子放出金属、および非放射性常磁性
金属イオンが挙げられる。検出目的および／または分析目的および／または診断目的用の
結合分子を標識するために使用されるタグは、使用される特定の検出／分析／診断技術お
よび／または方法、例えば、特に、（組織）サンプルの免疫組織化学的染色、フローサイ
トメトリー検出、走査型レーザー細胞数検出、蛍光イムノアッセイ、酵素結合免疫吸着検
査法（ＥＬＩＳＡ）、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、バイオアッセイ（例えば、食作
用アッセイ）、ウェスタンブロット法などによって決まる。当分野で公知の検出／分析／
診断技術および／または方法に適したタグは、十分に当業者の知識の範囲内である。
【０１０７】
　さらに、本発明のヒト結合分子または免疫コンジュゲートは、インフルエンザウイルス
もしくはその断片のｉｎ　ｖｉｔｒｏイムノアッセイまたは精製に特に有用な固体支持体
に取り付けることもできる。このような固体支持体は、多孔性または無孔性、平面または
非平面とすることができる。本発明の結合分子は、マーカー配列、例えば、ペプチドに融
合して精製を促進ことができる。例として、限定されるものではないが、ヘキサヒスチジ
ンタグ、ヘマグルチニン（ＨＡ）タグ、ｍｙｃタグ、またはフラッグタグが挙げられる。
あるいは、抗体を二次抗体にコンジュゲートさせて抗体ヘテロコンジュゲートを形成する
ことができる。別の態様では、本発明の結合分子は、１つ以上の抗原にコンジュゲート／
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付着させることができる。好ましくは、これらの抗原は、結合分子－抗原コンジュゲート
が投与される対象の免疫系によって認識される抗原である。抗原は、同一とすることがで
きるが、互いに異なっていても良い。抗原と結合分子を付着させるコンジュゲート法は、
当分野で周知であり、限定されるものではないが、架橋剤の使用を含む。本発明の結合分
子は、インフルエンザウイルスＨＡに結合し、結合分子に付着した抗原は、コンジュゲー
トに対して強力なＴ細胞攻撃を開始し、これにより、インフルエンザウイルスが最終的に
破壊されることになる。
【０１０８】
　直接的に、または、例えば、リンカーを介して間接的にコンジュゲートすることによっ
て化学的に免疫コンジュゲートを形成してから、この免疫コンジュゲートを、本発明の結
合分子および適切なタグを含む融合タンパク質として作製することができる。融合タンパ
ク質は、当分野で公知の方法、例えば、適切なタグをコードするヌクレオチド配列と共に
、結合分子をインフレームでコードするヌクレオチド配列を含む核酸分子を作製し、次い
で、この核酸分子を発現させることによって組換えなどにより作製することができる。
【０１０９】
　本発明の別の態様では、本発明による少なくとも１つの結合分子、機能的変異体、また
は免疫コンジュゲートをコードする核酸分子を提供する。このような核酸分子は、クロー
ニングのために、例えば、上記の親和性成熟プロセスで中間体として使用することができ
る。好ましい一実施形態では、この核酸分子は、単離または精製される。
【０１１０】
　当業者であれば、これらの核酸分子の機能的変異体も本発明の一部であるとされること
を理解されよう。機能的変異体は、標準的遺伝子コードを用いて直接翻訳して、親核酸分
子から翻訳されたアミノ酸配列と同一のアミノ酸配列を提供することができる核酸配列で
ある。
【０１１１】
　好ましくは、この核酸分子は、上記のＣＤＲ領域を含む結合分子をコードする。さらな
る実施形態では、この核酸分子は、本発明の結合分子の２つ、３つ、４つ、５つ、または
６つ全てのＣＤＲ領域を含む結合分子をコードする。
【０１１２】
　別の実施形態では、核酸分子は、上記の可変重鎖配列を有する重鎖を含む結合分子をコ
ードする。別の実施形態では、核酸分子は、上記の可変軽鎖配列を有する軽鎖を含む結合
分子をコードする。本発明の結合分子の重鎖および軽鎖可変領域のヌクレオチド配列およ
びアミノ酸配列が以下に示される。
【０１１３】
　本発明の別の態様では、本発明による１つ以上の核酸分子を含むベクター、即ち、核酸
構築物を提供する。ベクターは、プラスミド、特にＦ、Ｒ１、ＲＰ１、Ｃｏｌ、ｐＢＲ３
２２、ＴＯＬ、Ｔｉなど；コスミド；ファージ、例えば、λ、ラムドイド、Ｍ１３、Ｍｕ
、Ｐ１、Ｐ２２、Ｑβ、Ｔ－ｅｖｅｎ、Ｔ－ｏｄｄ、Ｔ２、Ｔ４、Ｔ７など；植物ウイル
スに由来し得る。ベクターは、本発明の結合分子のクローニングおよび／または発現に使
用することができ、かつ遺伝子治療目的にさえも使用することができる。１つ以上の発現
調節核酸分子に機能的に連結された本発明による１つ以上の核酸分子を含むベクターも本
発明に包含される。ベクターの選択は、続く組換え手順および使用される宿主によって決
まる。ベクターの宿主細胞への導入は、特に、リン酸カルシウムトランスフェクション、
ウイルス感染、ＤＥＡＥデキストラン媒介トランスフェクション、リポフェクタミントラ
ンスフェクション、またはエレクトロポレーションによって行うことができる。ベクター
は、自動的に複製することができる、またはベクターが組み込まれる染色体と共に複製す
ることができる。好ましくは、ベクターは、１つ以上の選択マーカーを含む。マーカーの
選択は、宿主細胞の選択によって決まり得るが、これは、当業者には周知のように本発明
にとってそれほど重要ではない。マーカーとして、限定されるものではないが、カナマイ
シン、ネオマイシン、ピューロマイシン、ハイグロマイシン、ゼオシン、単純ヘルペスウ
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イルス由来のチミジンキナーゼ遺伝子（ＨＳＶ－ＴＫ）、マウス由来のジヒドロ葉酸還元
酵素遺伝子（ｄｈｆｒ）が挙げられる。ヒト結合分子の単離に使用することができるタン
パク質またはペプチドをコードする１つ以上の核酸分子に機能的に連結された上記のヒト
結合分子をコードする１つ以上の核酸分子を含むベクターも本発明に包含される。これら
のタンパク質またはペプチドとして、限定されるものではないが、グルタチオン－Ｓ－ト
ランスフェラーゼ、マルトース結合タンパク質、金属結合ポリヒスチジン、緑色蛍光タン
パク質、ルシフェラーゼ、およびβ－ガラクトシダーゼが挙げられる。
【０１１４】
　上述のベクターの１つ以上のコピーを含む宿主は、本発明のさらなる態様である。好ま
しくは、宿主は、宿主細胞である。宿主細胞として、限定されるものではないが、哺乳動
物、植物、昆虫、真菌、または細菌を起源とする細胞が挙げられる。細菌細胞として、限
定されるものではないが、グラム陽性細菌またはグラム陰性細菌、例えば、エシェリキア
（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ）属のいくつかの種、例えば、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）および
シュードモナス菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）に由来する細胞が挙げられる。真菌細胞の
群では、好ましくは、酵母細胞が使用される。酵母での発現は、酵母菌株、例えば、特に
ピキア・パストリス（Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ）、サッカロマイセス・セレヴィ
シエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）、およびハンゼヌラ・ポリ
モルファ（Ｈａｎｓｅｎｕｌａ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈａ）を用いることによって達成する
ことができる。さらに、昆虫細胞、例えば、ショジョウバエ（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ）お
よびＳｆ９由来の細胞を宿主細胞として使用することができる。その他に、宿主細胞は、
植物細胞、例えば、特に作物、例えば、森林植物由来の細胞、または食物および原料を供
給する植物、例えば、穀物用植物もしくは薬用植物由来の細胞、または観葉植物由来の細
胞、または球根作物由来の細胞とすることができる。形質転換（トランスジェニック）植
物または植物細胞は、公知の方法、例えば、アグロバクテリウム（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒ
ｉｕｍ）媒介遺伝子導入、葉片の形質転換、ポリエチレングリコール誘導ＤＮＡ導入によ
るプロトプラスト形質転換、エレクトロポレーション、超音波処理、マイクロインジェク
ション、またはパーティクルガン遺伝子導入法によって作製することができる。加えて、
適切な発現系は、バキュロウイルス系とすることができる。哺乳動物細胞、例えば、チャ
イニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、ＣＯＳ細胞、ＢＨＫ細胞、ＮＳＯ細胞、または
Ｂｏｗｅｓメラノーマ細胞を用いる発現系が本発明では好ましい。哺乳動物細胞は、哺乳
動物起源の天然分子に極めて類似した翻訳後修飾を有する発現タンパク質を提供する。本
発明は、ヒトに投与されることもある分子に対応するため、完全なヒトの発現系が特に好
ましいであろう。従って、さらに好ましくは、宿主細胞はヒト細胞である。ヒト細胞の例
として、特にＨｅＬａ、９１１、ＡＴ１０８０、Ａ５４９、２９３、およびＨＥＫ２９３
Ｔ細胞が挙げられる。好ましい実施形態では、ヒト産生細胞は、発現可能な形態のアデノ
ウイルスＥ１領域をコードする核酸配列の少なくとも機能的な部分を含む。さらに好まし
い実施形態では、前記宿主細胞は、ヒト網膜に由来し、アデノウイルスＥ１配列を含む核
酸で不死化された細胞、例えば、１９９６年２月２９日に９６０２２９４０の番号でＥｕ
ｒｏｐｅａｎ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅｓ（ＥＣＡＣＣ
）、ＣＡＭＲ、Ｓａｌｉｓｂｕｒｙ、Ｗｉｌｔｓｈｉｒｅ　ＳＰ４　ＯＪＧ、Ｇｒｅａｔ
　Ｂｒｉｔａｉｎに寄託され、ＰＥＲ．Ｃ６（登録商標）（ＰＥＲ．Ｃ６はＣｒｕｃｅｌ
ｌ　Ｈｏｌｌａｎｄ　Ｂ．Ｖ．の登録商標である）という商標で販売されている９１１細
胞または細胞株である。本出願では、「ＰＥＲ．Ｃ６細胞」は、９６０２２９４０の番号
で寄託された細胞、または原細胞の上流継代もしくは下流継代、寄託された細胞の原細胞
の子孫細胞、およびこれらのあらゆる誘導体を指す。宿主細胞での組換えタンパク質の産
生は、当分野で周知の方法に従って行うことができる。目的のタンパク質の産生プラット
フォームとしてＰＥＲ．Ｃ６（登録商標）の商標で販売されている細胞の使用は、参照に
よりその全開示内容が本明細書に組み入れられる国際公開第００／６３４０３号パンフレ
ットに記載されている。
【０１１５】
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　本発明による結合分子を生産する方法は、本発明の別の態様である。この方法は、（ａ
）本発明による宿主を、結合分子が発現しやすい条件下で培養するステップと、（ｂ）任
意選択で、発現された結合分子を回収するステップと、を含む。発現された結合分子は、
無細胞抽出物から回収することができるが、好ましくは、培地から回収される。上記の生
産する方法は、本発明の結合分子および／または免疫コンジュゲートの機能的変異体を生
産するためにも使用することができる。タンパク質、例えば、結合分子を無細胞抽出物ま
たは培地から回収する方法は当業者に周知である。上記の方法によって得られる結合分子
、機能的変異体、および／または免疫コンジュゲートも本発明の一部である。
【０１１６】
　あるいは、宿主、例えば、宿主細胞での発現の次に、本発明の結合分子および免疫コン
ジュゲートを、従来のペプチドシンセサイザーによる合成によって、または本発明による
ＤＮＡ分子に由来するＲＮＡ核酸を用いる無細胞翻訳系で生産することができる。上記の
合成による生産方法または無細胞翻訳系によって得られる結合分子および免疫コンジュゲ
ートも本発明の一部である。
【０１１７】
　なお別の実施形態では、本発明の結合分子は、トランスジェニック非ヒト哺乳動物、例
えば、特にウサギ、ヤギ、またはウシで生産することができ、例えば、その乳に分泌され
るようにすることもできる。
【０１１８】
　なお別の代替の実施形態では、本発明による結合分子は、ヒト免疫グロブリン遺伝子を
発現するトランスジェニック非ヒト哺乳動物、例えば、トランジェニックマウスまたはウ
サギによって生産させることができる。好ましくは、トランスジェニック非ヒト動物は、
上記のヒト結合分子の全てまたは一部をコードするヒト重鎖導入遺伝子およびヒト軽鎖導
入遺伝子を含むゲノムを有する。トランスジェニック非ヒト哺乳動物は、インフルエンザ
ウイルスもしくはその断片の精製調製物または濃縮調製物で免疫化することができる。非
ヒト哺乳動物を免疫化するプロトコルは、当分野で十分に確立されている。参照によりそ
の開示内容が本明細書に組み入れられるＵｓｉｎｇ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、Ｅ．Ｈａｒｌｏｗ、Ｄ．Ｌａｎｅ編（１９９８）、Ｃｏ
ｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　
Ｈａｒｂｏｒ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、およびＣｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　
Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、Ｊ．Ｅ．Ｃｏｌｉｇａｎ、Ａ．Ｍ．Ｋｒｕｉｓｂｅｅｋ、Ｄ．Ｈ
．Ｍａｒｇｕｌｉｅｓ、Ｅ．Ｍ．Ｓｈｅｖａｃｈ、Ｗ．Ｓｔｒｏｂｅｒ編（２００１）、
Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ　Ｉｎｃ．、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋを参照されたい。免
疫化プロトコルは、アジュバント、例えば、フロイント完全アジュバントおよびフロイン
ト不完全アジュバントを用いる、または用いない多数の免疫化を含む場合が多いが、裸の
ＤＮＡ免疫化も含み得る。別の実施形態では、ヒト結合分子は、トランスジェニック動物
に由来するＢ細胞、形質細胞、および／または記憶細胞によって生産される。なお別の実
施形態では、ヒト結合分子は、上記のトランスジェニック非ヒト哺乳動物から得られたＢ
細胞の不死化細胞への融合によって作製されるハイブリドーマによって生産される。上記
のトランスジェニック非ヒト哺乳動物から得ることができるＢ細胞、形質細胞、およびハ
イブリドーマ、ならびに上記のトランスジェニック非ヒト哺乳動物、Ｂ細胞、形質細胞お
よび／または記憶細胞、およびハイブリドーマから得ることができるヒト結合分子も本発
明の一部である。
【０１１９】
　なおさらなる態様では、本発明は、本発明による少なくとも１つの結合分子、好ましく
はヒトモノクローナル抗体、少なくとも１つのその機能的変異体、本発明による少なくと
も１つの免疫コンジュゲート、および／またはこれらの組み合わせを提供する。これに加
えて、本組成物は、特に安定化分子、例えば、アルブミンもしくはポリエチレングリコー
ル、または塩を含み得る。好ましくは、使用される塩は、結合分子の望ましい生物学的活
性を保持し、かつ不所望の毒性効果を一切付与しない塩である。必要に応じて、本発明の
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ヒト結合分子を、物質の内外にコーティングして、酸の作用、または結合分子を不活化し
得る他の天然もしくは非天然の条件から結合分子を保護することができる。
【０１２０】
　なおさらなる態様では、本発明は、本発明で定義される少なくとも１つの核酸分子を含
む組成物を提供する。この組成物は、水溶液、例えば、塩（例えば、ＮａＣｌまたは上記
の塩）を含む水溶液、界面活性剤（例えば、ＳＤＳ）、および／または他の適切な成分を
含み得る。
【０１２１】
　さらに、本発明は、本発明の少なくとも１つの結合分子、例えば、ヒトモノクローナル
抗体（またはその機能的断片もしくは変異体）、本発明による少なくとも１つの免疫コン
ジュゲート、本発明による少なくとも１つの組成物、またはこれらの組み合わせを含む医
薬組成物に関する。本発明の医薬組成物は、少なくとも１つの薬学的に許容され得る賦形
剤をさらに含む。薬学的に許容され得る賦形剤は当分野で周知である。本発明による医薬
組成物は、少なくとも１つの他の治療薬をさらに含み得る。適切な作用物質もまた、当業
者に周知である。
【０１２２】
　特定の実施形態では、本発明による医薬組成物は、少なくとも１つの追加の結合分子を
含む、即ち、この医薬組成物は、結合分子のカクテルまたは混合物とすることができる。
医薬組成物は、本発明による少なくとも２つの結合分子、または本発明による少なくとも
１つの結合分子および少なくとも１つのさらなるインフルエンザウイルス結合分子および
／もしくは中和分子、例えば、ＨＡタンパク質もしくはインフルエンザウイルスに存在す
る他の抗原構造に対する別の抗体、例えば、Ｍ２、および／もしくは１つ以上の他の病原
体を中和する結合分子を含み得る。別の実施形態では、追加の結合分子は、同時の別個の
投与または連続的な投与用に調製することができる。
【０１２３】
　特定の実施形態では、結合分子は、組み合わせて使用されると相乗的な中和活性を示す
。本明細書で使用される「相乗的」という語は、組み合わせて使用される場合の結合分子
の組み合わせ効果が、個々に使用される場合のそれぞれの相加効果よりも大きいことを意
味する。相乗的に作用する結合分子は、インフルエンザウイルスの同じまたは異なる断片
の様々な構造に結合することができる。相乗効果を計算する方法は、併用指数を用いる。
併用指数（ＣＩ）の概念は、ＣｈｏｕおよびＴａｌａｌａｙ（１９８４）に記載されてい
る。本組成物は、例えば、中和活性を有する１つの結合分子および１つの非中和結合分子
を含み得る。非中和結合分子および中和結合分子も、インフルエンザウイルスの中和で相
乗的に作用し得る。
【０１２４】
　特定の実施形態では、医薬組成物は、本発明による少なくとも１つの結合分子、および
少なくとも１つのさらなる結合分子、好ましくは、さらなるインフルエンザウイルスを中
和する結合分子を含み得る。医薬組成物中の結合分子は、好ましくは、インフルエンザウ
イルスの様々な亜型と反応することができる。結合分子は、高い親和性および広い特異性
を有し得る。好ましくは、両方の結合分子は、それぞれがインフルエンザウイルスの様々
な亜型を中和するという点で交差中和分子である。加えて、好ましくは、結合分子は、様
々なインフルエンザウイルス亜型の可能な限り多くの各株を中和する。
【０１２５】
　特定の実施形態では、医薬組成物は、少なくとも１つの他の予防薬および／または治療
薬を含む。好ましくは、前記さらなる治療薬および／または予防薬は、インフルエンザウ
イルス感染および／またはこのような感染から生じる状態を予防および／または治療する
ことができる作用物質である。治療薬および／または予防薬として、限定されるものでは
ないが、抗ウイルス薬が挙げられる。このような作用物質は、結合分子、小分子、有機ま
たは無機化合物、酵素、ポリヌクレオチド配列、抗ウイルスペプチドなどであり得る。イ
ンフルエンザウイルスに感染した患者を治療するために現在使用されている他の作用物質
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は、Ｍ２阻害剤（例えば、アマンチジン、リマンタジン）および／またはノイラミニダー
ゼ阻害剤（例えば、ザナミビル、オセルタミビル）である。これらは、本発明の結合分子
と併用することができる。本明細書の「併用」は、別個の製剤としての、もしくは１つの
組み合わせ製剤としての同時投与、または別個の製剤としての連続投与計画に従った任意
の順序での投与を意味する。実験段階にある、インフルエンザウイルス感染および／また
はこのような感染から生じる状態を予防および／または治療することができる作用物質は
、本発明に有用な他の治療薬および／または予防薬として使用される可能性もある。
【０１２６】
　本発明の結合分子または医薬組成物は、ヒトに使用する前に適切な動物モデル系で試験
することができる。このような動物モデル系として、限定されるものではないが、マウス
、フェレット、およびサルが挙げられる。
【０１２７】
　典型的には、医薬組成物は、滅菌され、製造および保存の条件下で安定しなければなら
ない。本発明の結合分子、免疫コンジュゲート、または組成物は、送達の前または送達時
に適切な薬学的に許容され得る賦形剤中で戻される粉末形態にすることができる。滅菌注
射液の調製用の滅菌粉末の場合には、調製の好ましい方法は、事前に滅菌濾過された溶液
から活性成分と追加の所望の成分の粉末を形成する真空乾燥およびフリーズドライ（凍結
乾燥）である。
【０１２８】
　あるいは、本発明の結合分子、免疫コンジュゲート、または組成物は、溶液に溶解する
ことができ、適切な薬学的に許容され得る賦形剤を、送達の前または送達時に添加および
／または混合して、１回量の注射可能な形態にすることができる。好ましくは、本発明で
使用される薬学的に許容され得る賦形剤は、高い薬物濃度に適し、適切な流動性を維持す
ることができ、必要に応じて吸収を遅らせることができる。
【０１２９】
　医薬組成物の投与の最適な経路の選択は、組成物内の活性分子の物理化学的特性、臨床
的症状の緊急性、および活性分子の血漿濃度と所望の治療効果との関係を含むいくつかの
因子による影響を受ける。例えば、必要に応じて、本発明の結合分子は、この結合分子の
迅速な放出を防止する担体、例えば、インプラント、経皮パッチ、およびマイクロカプセ
ル化送達システムを含む徐放製剤を用いて調製することができる。特に、生分解性の生体
適合性ポリマー、例えば、エチレン酢酸ビニル、ポリ無水物、ポリグルコール酸、コラー
ゲン、ポリオルトエステル、およびポリ乳酸を使用することができる。さらに、ヒト結合
分子の不活化を防止する物質もしくは化合物で結合分子をコーティングする、またはこの
ような物質もしくは化合物を結合分子と同時投与する必要があろう。例えば、結合分子は
、適切な担体、例えば、リポソームまたは希釈剤に含めて対象に投与することができる。
【０１３０】
　投与の経路は、経口投与と非経口投与の２つに大きく分けることができる。好ましい投
与経路は、静脈内または吸入である。
【０１３１】
　経口剤形は、特に、錠剤、トローチ、ロゼンジ、水性もしくは油性懸濁液、分散性粉末
もしくは顆粒、エマルション、カプセル、ソフトゼラチンカプセル、シロップもしくはエ
リキシル剤、ピル、糖衣錠、液体、ゲル、またはスラリーとして製剤することができる。
これらの製剤は、限定されるものではないが、不活性希釈剤、造粒剤および崩壊剤、結合
剤、潤滑剤、保存剤、着色剤、香料もしくは甘味剤、植物油もしくは鉱油、および増粘剤
を含む薬学的に許容され得る賦形剤を含み得る。
【０１３２】
　本発明の医薬組成物は、非経口投与用に製剤することもできる。非経口投与用の製剤は
、特に、水性もしくは非水性かつ等張性の滅菌非毒性注射もしくは注入溶液または懸濁液
の形態にすることができる。この溶液または懸濁液は、利用される用量および濃度では賦
形剤に対して非毒性である作用物質、例えば、１，３－ブタンジオール、リンガー溶液、
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ハンクス溶液、等張性塩化ナトリウム溶液、油、脂肪酸、局所麻酔薬、保存薬、バッファ
ー、増粘剤もしくは溶解度増加剤、水溶性酸化防止剤、油溶性酸化防止剤、および金属キ
レート剤を含み得る。
【０１３３】
　さらなる態様では、結合分子、例えば、本発明のヒトモノクローナル抗体（その機能的
断片および機能的変異体）、免疫コンジュゲート、組成物、または医薬組成物は、薬剤ま
たは診断薬として使用することができる。従って、本発明の結合分子、免疫コンジュゲー
ト、組成物、または医薬組成物を用いてインフルエンザウイルスの感染を診断、治療、お
よび／または予防する方法は本発明の別の態様である。上述の分子は、特に、Ｂ型インフ
ルエンザウイルスによって引き起こされるインフルエンザウイルス感染の診断、予防、治
療、またはこれらの組み合わせに使用することができる。これらは、インフルエンザウイ
ルスに感染している未治療患者およびインフルエンザウイルス感染の治療を受けた、また
は治療を受けている患者の治療に適している。
【０１３４】
　上述の分子または組成物は、診断、予防、および／または治療に有用な他の分子と併用
することができる。これらは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ、ｅｘ　ｖｉｖｏ、またはｉｎ　ｖｉｖ
ｏで使用することができる。例えば、結合分子、例えば、本発明のヒトモノクローナル抗
体（もしくはその機能的変異体）、免疫コンジュゲート、組成物、または医薬組成物は、
インフルエンザウイルスのワクチン（利用可能な場合）と同時投与することができる。あ
るいは、このようなワクチンは、本発明の分子の投与前または投与後に投与しても良い。
ワクチンの代わりに、抗ウイルス薬を、本発明の結合分子と併用しても良い。適切な抗ウ
イルス薬は上述されている。
【０１３５】
　これらの分子は、典型的には、治療有効量または診断有効量で本発明の組成物および医
薬組成物中に製剤される。あるいは、これらの分子は、別個に製剤し、別個に投与しても
良い。例えば、他の分子、例えば、抗ウイルス薬は、全身投与することができ、一方、本
発明の結合分子は、静脈内に投与することができる。
【０１３６】
　治療は、インフルエンザに感染しやすい患者群を標的とすることができる。このような
患者群として、限定されるものではないが、高齢者（例えば、≧５０歳、≧６０歳、およ
び好ましくは≧６５歳）、若者（例えば、≦５歳、≦１歳）、入院患者、および抗ウイル
ス化合物で治療されたが十分な抗ウイルス反応を示さない既に感染している患者が挙げら
れる。
【０１３７】
　投与計画は、最適な望ましい応答（例えば、治療応答）を得るために調整することがで
きる。適切な用量範囲は、０．０１～１００ｍｇ／ｋｇ　体重、好ましくは０．１～５０
ｍｇ／ｋｇ　体重、好ましくは０．０１～１５ｍｇ／ｋｇ　体重とすることができる。さ
らに、例えば、単回ボーラス投与することができる、時間をかけて数回に分けて投与する
ことができる、または用量を、治療状態の緊急性によって示されるように比例的に増減さ
せることができる。本発明による分子および組成物は、好ましくは無菌である。これらの
分子および組成物を無菌にする方法は当分野で周知である。診断、予防、および／または
治療に有用な他の分子は、本発明の結合分子に提案されるものと同様の投与計画で投与す
ることができる。他の分子が別個に投与される場合、これらは、本発明の１つ以上のヒト
結合分子または医薬組成物の投与の前（例えば、２分前、５分前、１０分前、１５分前、
３０分前、４５分前、６０分前、２時間前、４時間前、６時間前、８時間前、１０時間前
、１２時間前、１４時間前、１６時間前、１８時間前、２０時間前、２２時間前、２４時
間前、２日間前、３日間前、４日間前、５日間前、７日間前、２週間前、４週間前、また
は６週間前）に、同時に、または投与の後（例えば、２分後、５分後、１０分後、１５分
後、３０分後、４５分後、６０分後、２時間後、４時間後、６時間後、８時間後、１０時
間後、１２時間後、１４時間後、１６時間後、１８時間後、２０時間後、２２時間後、２
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４時間後、２日間後、３日間後、４日間後、５日間後、７日間後、２週間後、４週間後、
または６週間後）に投与することができる。正確な投与計画は、通常は、ヒト患者の臨床
検査中に選択される。
【０１３８】
　ヒト結合分子およびこのヒト結合分子を含む医薬組成物は、投与される抗体に対するレ
シピエントの免疫応答が、モノクローナルネズミ、キメラ、またはヒト化結合分子の投与
によって引き起こされる免疫応答よりも実質的に弱い場合が多いため、ｉｎ　ｖｉｖｏ治
療薬としてヒトに投与されると特に有用であり、好ましい場合が多い。
【０１３９】
　別の態様では、本発明は、インフルエンザウイルス感染、特にＢ型インフルエンザウイ
ルスによって引き起こされるインフルエンザウイル感染の診断、予防、治療、またはこれ
らの組み合わせ用の薬剤の調製における、本発明による結合分子、例えば、中和ヒトモノ
クローナル抗体（その機能的断片および機能的変異体）、免疫コンジュゲート、核酸分子
、組成物、または医薬組成物の使用に関する。
【０１４０】
　次いで、本発明による少なくとも１つの結合分子、例えば、中和ヒトモノクローナル抗
体（その機能的断片および機能的変異体）、少なくとも１つの免疫コンジュゲート、少な
くとも１つの核酸分子、少なくとも１つの組成物、少なくとも１つの医薬組成物、少なく
とも１つのベクター、少なくとも１つの宿主、またはこれらの組み合わせを含むキットも
本発明の一態様である。任意選択で、本発明のキットの上述の構成要素は、適切な容器に
入れられ、示された症状の診断、予防、および／または治療のラベルが貼られる。上述の
構成要素は、水溶液、好ましくは滅菌溶液として、または元に戻される凍結乾燥製剤、好
ましくは滅菌製剤として１回用または複数回用の容器に保存することができる。このよう
な容器は、様々な材料、例えば、ガラスまたはプラスチックから形成することができ、か
つ滅菌アクセスポートを有することができる（例えば、容器は、皮下注射針によって刺入
可能なストッパーを有する静脈注射溶液バッグまたはバイアルとすることができる）。キ
ットは、薬学的に許容され得るバッファーを含む別の容器をさらに含み得る。キットは、
商業的およびユーザーの観点から望ましい他の材料、例えば、他のバッファー、希釈剤、
フィルター、針、シリンジ、１つ以上の適切な宿主用の培地、および場合により少なくと
も１つの他の治療薬、予防薬、または診断薬さえもさらに含み得る。キットには、治療製
品、予防製品、または診断製品の市販のパッケージに慣習的に含められる取扱説明書が付
随し、この取扱説明書は、このような治療製品、予防製品、または診断製品の使用上の指
示、使用法、用量、製造、投与、禁忌、および／または警告を含む。
【０１４１】
　本発明による結合分子は、インフルエンザウイルスの検出のｉｎ　ｖｉｔｒｏ法におけ
る診断薬として有利に使用することもできる。従って、本発明は、サンプル中のＢ型イン
フルエンザウイルス亜型を検出する方法に関し、この方法は、
（ａ）本発明による結合分子および／または本発明による免疫コンジュゲートを用いて生
物学的サンプル中のＢ型インフルエンザウイルス抗原のレベルをアッセイするステップと
、
（ｂ）Ｂ型インフルエンザウイルス抗原のレベルを対照のレベルと比較し、Ｂ型インフル
エンザウイルス抗原のアッセイレベルが、Ｂ型インフルエンザウイルス抗原の対照のレベ
ルよりも高い場合は、Ｂ型インフルエンザウイルスの感染を示すステップと、を含む。
【０１４２】
　生物学的サンプルは、限定されるものではないが、（潜在的に）感染した対象に由来す
る血液、血清、便、痰、鼻咽頭吸引物、気管支洗浄液、尿、組織、もしくは他の生物学的
物質を含む生物学的サンプル、または非生物学的サンプル、例えば、水、飲料などとする
ことができる。（潜在的に）感染した対象は、ヒト対象とすることができるが、インフル
エンザウイルスの保菌動物として疑われる動物も、本発明のヒト結合分子または免疫コン
ジュゲートを用いてウイルスの存在について検査することができる。サンプルは、検出方
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法に対してより適切となるように最初に処置することができる。処置とは、ウイルスが抗
原成分、例えば、タンパク質、（ポリ）ペプチド、または他の抗原断片に分解するように
ウイルスを含む疑いのあるサンプルおよび／またはウイルスを含むサンプルを処置するこ
とを意味する。好ましくは、本発明のヒト結合分子または免疫コンジュゲートは、ヒト結
合分子とサンプル中に存在し得るウイルスまたはその抗原成分との間の免疫複合体の形成
を可能にする条件下でサンプルに接触させる。免疫複合体の形成は、存在する場合は、サ
ンプル中のウイルスの存在を示し、次いで検出され、適切な手段によって測定される。こ
のような方法として、特に、同種および異種結合イムノアッセイ、例えば、ラジオイムノ
アッセイ（ＲＩＡ）、ＥＬＩＳＡ、免疫蛍光、免疫組織化学、ＦＡＣＳ、ＢＩＡＣＯＲＥ
、およびウェスタンブロット分析が挙げられる。
【０１４３】
　特に患者の血清、血液、および血液由来産物の大規模臨床スクリーニングの好ましいア
ッセイ技術は、ＥＬＩＳＡおよびウェスタンブロット技術である。ＥＬＩＳＡ試験が特に
好ましい。本発明の結合分子または免疫コンジュゲートは、これらのアッセイで試薬とし
て使用される場合、マイクロタイターウェルの内面に好都合に結合する。本発明の結合分
子または免疫コンジュゲートは、マイクロタイターウェルに直接結合することができる。
しかしながら、本発明の結合分子または免疫コンジュゲートのウェルに対する最大の結合
は、本発明の結合分子または免疫コンジュゲートの添加の前にウェルをポリリシンで前処
理することによって達成され得る。さらに、本発明の結合分子または免疫コンジュゲート
は、公知の手段によってウェルに共有結合させることができる。一般に、結合分子または
免疫コンジュゲートは、コーティング用に０．０１～１００μｇ／ｍｌの濃度で使用され
るが、これよりも高い濃度でも低い濃度でも使用することができる。次いで、サンプルが
、本発明の結合分子または免疫コンジュゲートでコーティングされたウェルに添加される
。
【０１４４】
　本発明は、対象のＢ型インフルエンザウイルス感染を治療または防止する方法をさらに
提供し、この方法は、治療有効量または予防有効量の本発明の結合分子、免疫コンジュゲ
ート、および／または医薬組成物を対象に投与するステップを含む。特定の実施形態では
、対象は、哺乳動物、好ましくはヒトである。
【０１４５】
　さらに、本発明の結合分子を使用して、インフルエンザウイルスの特異的な結合構造を
同定することができる。この結合構造は、タンパク質および／またはポリペプチド上のエ
ピトープであり得る。これらは、線形でも良いが、構造および／または立体構造でも良い
。一実施形態では、結合構造は、ＰＥＰＳＣＡＮ分析（特に、国際公開第８４／０３５６
４号パンフレット、同第９３／０９８７２号パンフレット、Ｓｌｏｏｔｓｔｒａら、１９
９６を参照されたい）によって分析することができる。あるいは、インフルエンザウイル
スのタンパク質由来のペプチドを含むランダムペプチドライブラリーを、本発明の結合分
子に結合できるペプチドについてスクリーニングすることができる。
【０１４６】
　本発明は、以下の実施例および図面にさらに例示される。実施例は、本発明の範囲を決
して限定することを意図するものではない。
【実施例】
【０１４７】
実施例１
記憶Ｂ細胞から抽出されたＲＮＡを用いたｓｃＦｖファージディスプレイライブラリーの
構築
　末梢血を、ＥＤＴＡ抗凝固サンプル管の静脈穿刺により健常なドナーから採取した。一
本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）ファージディスプレイライブラリーを、参照により本明細書に組み
入れられる国際公開第２００８／０２８９４６号パンフレットに記載されているように得
た。最終ライブラリーを、挿入されたＶＨ－ＶＬ領域（１００～１５０の単一コロニー）
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に隣接したプライマーセットを使用するコロニーＰＣＲを用いて挿入頻度についてチェッ
クした。典型的には、９５％を超えるコロニーが、正確な長さのインサートを示した（表
１を参照）。コロニーＰＣＲ産物を、後のＤＮＡ配列分析に使用して配列変異体をチェッ
クし、完全なＯＲＦを示すコロニーのパーセンテージを算定した。これは、典型的には７
０％を超えていた（表１を参照）。Ｖ領域の突然変異の頻度も分析した。約９５％の配列
は、成熟プロセスを示す生殖系列配置ではなく、ライブラリーのＲＮＡ源として使用され
るＢ細胞の記憶表現型と一致していた。
【０１４８】
　国際公開第２００８／０２８９４６号パンフレットに示されているプライマーセットを
利用して２回のＰＣＲ増幅法を行って、それぞれのドナーレパートリーから免疫グロブリ
ンＶＨおよびＶＬ領域を単離した。
【０１４９】
　それぞれのｃＤＮＡに対する１回目の増幅により、ＶＨ領域、Ｖｋａｐｐａ領域、およ
びＶｌａｍｂｄａ領域に対してそれぞれ、７つ、６つ、および９つの約６５０塩基対の産
物が得られた。ＩｇＭ記憶Ｂ細胞ＶＨ領域の増幅では、ＯＣＭ定常プライマー（ＩｇＭ定
常重鎖特異的）をＯＨ１～ＯＨ７と組み合わせて使用した。第１回の増幅の熱サイクルプ
ログラムは：９６℃で２分間（変性ステップ）、９６℃で３０秒間／６０℃で３０秒間／
７２℃で５０秒間を３５サイクル、７２℃で１０分間の最後の伸長、６℃で冷蔵、とした
。産物を添加し、ゲル抽出カラム（Ｍａｃｈｅｒｅｙ－Ｎａｇｅｌ、ＭＮ）を使用して１
％アガロースゲルから単離し、５０μｌの５ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ　８．０で溶
出した。１回目の産物の１０％（５μｌ）に対して２回目の増幅を行った。これらのプラ
イマーを制限部で伸長させて、それぞれのＶＬ領域およびＶＨ領域のファージディスプレ
イベクターＰＤＶ－Ｃ０６への方向性クローニングを可能にした。２回目の増幅のＰＣＲ
プログラムは、次の通りとした：９６℃で２分間（変性ステップ）、９６℃で３０秒間／
６０℃で３０秒間／７２℃で５０秒間を３０サイクル、７２℃で１０分間の最後の伸長、
６℃で冷蔵。２回目の産物（約３５０塩基対）をまずゲルに添加し、上記のようにアガロ
ースゲルから抽出した。次いで、免疫グロブリン遺伝子産物に見られるＪセグメントの自
然発生に従って断片をプールし、表１および表２に示されているように、ＶＨ可変領域、
Ｖｋａｐｐａ可変領域、およびＶｌａｍｂｄａ可変領域に対してそれぞれ、７つ、６つ、
および９つのプールを得た。
【０１５０】
　免疫ライブラリーにおける免疫グロブリン配列の正規化分布を得るために、６つのＶｋ
ａｐｐａ軽鎖プールおよび９つのＶｌａｍｂｄａ軽鎖プールを、表１に示されているパー
センテージに従って混合した。この単一最終ＶＬプール（５μｇ）を、ＳａｌＩおよびＮ
ｏｔＩ制限酵素で消化し、添加し、ＭＮ抽出カラムを用いて１．５％アガロースゲルから
単離し（約３５０塩基対）、次のようにＳａｌＩ－ＮｏｔＩ　ｃｕｔ　ＰＤＶ－Ｃ０６ベ
クターでライゲーションした（約５０００塩基対）：５００ｎｇのＰＤＶ－Ｃ０６ベクタ
ー、７０ｎｇのＶＬインサート、５μｌの１０×ライゲーションバッファー（ＮＥＢ）、
２．５　Ｔ４　ＤＮＡリガーゼ（４００　Ｕ／μｌ）（ＮＥＢ）、および超純水を添加し
て総量を５０μｌにした（ベクターとインサートの比は１：２）。ライゲーションを、１
６℃の水槽で一晩行った。次いで、総量を水で２倍にし、等量のフェノール－クロロホル
ム－イソアミルアルコール（７５：２４：１）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）で抽出し、次い
で、クロロホルム（Ｍｅｒｃｋ）抽出し、１μｌのＰｅｌｌｅｔ　Ｐａｉｎｔ（Ｎｏｖｏ
ｇｅｎ）、１０μｌの酢酸ナトリウム（３Ｍ　ｐＨ５．０）、および１００μｌのイソプ
ロパノールを用いて－２０℃で２時間沈殿させた。次に、得られたサンプルを２０，００
０×ｇ、４℃で３０分間遠心分離した。得られた沈殿物を、７０％エタノールで洗浄し、
２０，０００×ｇ、室温で１０分間遠心分離した。エタノールを除去し、ペレットを数分
間乾燥させ、次いで、１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ８．０を含む５０μｌのバッフ
ァーで溶解した。２μｌのライゲーション混合物を、１．７ｋＶ、２００Ω、２５μＦ（
時定数：約４、５秒）に設定されたＧｅｎｅｐｕｌｓｅｒ　ＩＩ装置（Ｂｉｏｒａｄ）を



(31) JP 2015-518369 A 2015.7.2

10

20

30

40

50

用いて、冷却された０．１ｃｍのエレクトロポレーションキュベット（Ｂｉｏｒａｄ）内
の４０μｌのＴＧ－１エレクトロコンピテントセル（Ａｇｉｌｅｎｔ）の形質転換に使用
した。パルスの直後に、細菌を、３７℃の５％（ｗ／ｖ）グルコース（Ｓｉｇｍａ）を含
む７５０μｌのＳＯＣ培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を含むキュベットから洗い流し、培
養管に添加した。別の７５０μｌのＳＯＣ／グルコースを使用して、残った細菌をキュベ
ットから洗い流し、培養管に添加した。シェーカーインキュベーターで、２２０ｒｐｍ、
３７℃で正確に１時間培養することによって細菌を回収した。形質転換細菌を、５０μｇ
／ｍｌ　アンピシリンおよび５％（ｗ／ｖ）グルコース（Ｓｉｇｍａ）が添加された、２
００ｍｌの２ＴＹ寒天（１６ｇ／ｌ　ｂａｃｔｏ－ｔｒｙｐｔｏｎｅ、１０ｇ／ｌ　ｂａ
ｃｔｏ－ｙｅａｓｔ　ｅｘｔｒａｃｔ、５ｇ／ｌ　ＮａＣｌ、１５ｇ／ｌ　寒天、ｐＨ７
．０）を含む大きい２４０ｍｍの正方形ペトリ皿（ＮＵＮＣ）にプレーティングした。１
０００分の１の希釈物および１０，０００分の１の希釈物を、同じ培地を含む１５ｃｍペ
トリ皿に計数目的でプレーティングした。この形質転換手順を連続２０回繰り返し、完全
なライブラリーを、合計１０の大きな正方形のペトリ皿にプレーティングし、３７℃の培
養ストーブで一晩増殖させた。典型的には、１×１０７ｃｆｕが上記プロトコルを用いて
得られた。細菌を優しく擦り取ってプレート当たり１２ｍｌの２ＴＹ培地に入れ、中間Ｖ
Ｌ軽鎖ライブラリーをプレートから回収した。細胞集団をＯＤ６００測定によって決定し
、５００ＯＤの２倍の細菌を、製造者の取扱説明書に従って２つのｍａｘｉｐｒｅｐカラ
ム（ＭＮ）を用いてｍａｘｉプラスミドＤＮＡ調製物に使用した。
【０１５１】
　ＶＬ可変領域と同様に、２回目のＶＨ－ＪＨ産物を、最初に互いに混合して正常なＪセ
グメント使用分布（表２を参照）を得て、ＰＨ１～ＰＨ７と呼ばれる７つのＶＨサブプー
ルにした。これらのプールを、表２に示されているパーセンテージで混合して正規化配列
分布を得て、ＳｆｉＩおよびＸｈｏＩ制限酵素で消化し、上記のように得られたＳｆｉＩ
－ＸｈｏＩ　ｃｕｔ　ＰＤＶ－ＶＬ中間ライブラリーでライゲーションして１つのＶＨ断
片を得た。ライゲーションの準備、精製方法、次のＴＧ１の形質転換、および細菌の回収
は、使用した２４０ｍｍのプレートの数を除いて、ＶＬ中間ライブラリーについて上記の
通りとした（上記を参照）。最終ライブラリーに２０のプレートを使用した場合は、約２
×１０７のｃｆｕが得られた。最終ライブラリーを、挿入ＶＨ－ＶＬ領域（１００～１５
０の単一コロニー）に隣接するプライマーセットを用いてコロニーＰＣＲによりインサー
トの頻度をチェックした。典型的には、９５％を超えるコロニーが、正確な長さのインサ
ートを示した（表３を参照）。コロニーＰＣＲ産物を次のＤＮＡ配列の分析に使用して、
配列変異体をチェックし、完全なＯＲＦを示すコロニーのパーセンテージを算定した。こ
れは、典型的には７０％を超えた（表３を参照）。Ｖ遺伝子の突然変異の頻度も分析した
。配列の約９５％が、天然のプロセスを示す生殖系列配置ではなく、ライブラリーのＲＮ
Ａ源として使用されるＢ細胞の記憶表現型に一致した。最後に、ライブラリーを回収して
、ＣＴヘルパーファージ（国際公開第０２／１０３０１２号パンフレット）を用いること
によって増幅し、後述されるパニング法によるファージ抗体の選択に使用した。
【０１５２】
実施例２
Ｂ型インフルエンザに対する一本鎖Ｆｖ断片を有するファージの選択
　Ｂ型インフルエンザ（Ｂ／オハイオ／０１／２００５、Ｂ／フロリダ／０４／２００６
、およびＢ／ブリスベン／６０／２００８）の組換えヘマグルチニン（ＨＡ）に対する抗
体ファージディスプレイライブラリーを用いて選択を行った。ＨＡ抗原をＰＢＳ（５．０
μｇ／ｍｌ）で希釈し、管当たり２ｍｌをＭａｘｉＳｏｒｐ（商標）Ｎｕｎｃ－Ｉｍｍｕ
ｎｏ　Ｔｕｂｅｓ（Ｎｕｎｃ）に添加し、回転ホイール上で、４℃で一晩インキュベート
した。イムノチューブを空にして、ブロックバッファー（ＰＢＳ中２％非脂肪粉末乳（Ｅ
ＬＫ））で３回洗浄した。次に、イムノチューブをブロックバッファーで完全に満たし、
室温で１～２時間インキュベートした。ファージディスプレイライブラリーのアリコート
（３５０～５００μｌ、ＣＴヘルパーファージを用いた増幅（国際公開第０２／１０３０
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１２号パンフレットを参照））を、室温で１～２時間、ブロッキングバッファー（任意選
択で：１０％非熱不活化ウシ胎児血清および２％マウス血清を添加）でブロックした。ブ
ロックされたファージライブラリーをイムノチューブに添加し、室温で２時間インキュベ
ートし、洗浄バッファー（ＰＢＳ中０．０５％（ｖ／ｖ）Ｔｗｅｅｎ－２０）で洗浄して
結合していないファージを除去した。結合したファージを、室温で１０分間、１ｍｌの１
００ｍＭ　トリエチルアミン（ＴＥＡ）と共にインキュベートすることによって各抗原か
ら溶離した。次に、溶離したファージを０．５ｍｌの１Ｍ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ７．
５と混合してｐＨを中和した。この混合物を使用して、約０．３のＯＤ６００ｎｍまで３
７℃で増殖された５ｍｌのＸＬ１－Ｂｌｕｅ大腸菌（Ｅ．Ｃｏｌｉ）培地を感染させた。
ファージにより、３７℃で３０分間、ＸＬ１－Ｂｌｕｅ細菌を感染させた。次いで、混合
物を室温で、３０００×ｇで１０分間遠心分離し、細菌ペレットを０．５ｍｌの２－ｔｒ
ｙｐｔｏｎ　ｙｅａｓｔ　ｅｘｔｒａｃｔ（２ＴＹ）培地に再懸濁した。得られた細菌懸
濁液を、テトラサイクリン、アンピシリン、およびグルコースが添加された２つの２ＴＹ
寒天プレートに分けた。３７℃のプレートで一晩インキュベートした後、コロニーをプレ
ートから擦り取り、Ｄｅ　Ｋｒｕｉｆら（１９９５ａ）および国際公開第０２／１０３０
１２号パンフレットに基本的に記載されているように濃縮ファージライブラリーの調製に
使用した。簡単に述べると、擦り取った細菌を使用して、アンピシリン、テトラサイクリ
ン、およびグルコースを含む２ＴＹ培地に接種し、約０．３のＯＤ６００になるまで３７
℃の温度で増殖させた。ＣＴヘルパーファージを添加し、細菌に感染させ、次いで、培地
を、アンピシリン、テトラサイクリン、およびカナマイシンを含む２ＴＹに代えた。接種
を、３０℃で一晩続けた。翌日、細菌を２ＴＹ培地から遠心分離によって除去し、次いで
、培地中のファージを、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）６０００／ＮａＣｌを用いて
沈殿させた。最後に、ファージを、１％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）が添加された２ｍ
ｌのＰＢＳに溶解し、濾過滅菌し、次の回の選択に使用した。２回目の選択は、同じＨＡ
亜型または異なるＨＡ亜型のいずれかで行った。
【０１５３】
　個々の一本鎖ファージ抗体の単離の前に、２回続けて選択を行った。２回目の選択の後
、個々の大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）コロニーを使用して、モノクローナルファージ抗体を調
製した。基本的に、個々のコロニーを９６ウェルプレート形式で対数増殖させ、ＶＣＳ－
Ｍ１３ヘルパーファージで感染させ、次いで、ファージ抗体産物を一晩インキュベートし
た。ファージ抗体を含む上清を、ＨＡ抗原への結合についてのＥＬＩＳＡで直接使用した
。あるいは、ファージ抗体を、ＰＥＧ／ＮａＣｌ沈殿させ、ＥＬＩＳＡおよびフローサイ
トメトリー分析（通常は、ＥＬＩＳＡで陽性のクローンで行われる）の両方のために濾過
滅菌した。
【０１５４】
実施例３
ＨＡ特異的一本鎖ファージ抗体の検証
　上記のスクリーニングで得られた一本鎖ファージ抗体を含む選択された上清を、特異性
、即ち、異なるＨＡ抗原に対する結合についてＥＬＩＳＡで検証した。このために、バキ
ュロウイルス発現組換えＢ型インフルエンザＨＡ（Ｂ／オハイオ／０１／２００５、Ｂ／
マレーシア／２５０６／２００４、Ｂ／吉林／２０／２００３、Ｂ／ブリスベン／６０／
２００８、およびＢ／フロリダ／０４／２００６）（Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
、ＣＴ、ＵＳＡ）を、Ｍａｘｉｓｏｒｐ（商標）ＥＬＩＳＡプレートにコーティングした
（０．５μｇ／ｍｌ）。コーティング後、プレートを、０．１％　ｖ／ｖ　Ｔｗｅｅｎ－
２０を含むＰＢＳで３回洗浄し、２％ＥＬＫを含むＰＢＳで、室温で１時間ブロックした
。選択された一本鎖ファージ抗体を、４％ＥＬＫを含む等量のＰＢＳで１時間インキュベ
ートしてブロックされたファージ抗体を得た。プレートを空にして、ＰＢＳ／０．１％Ｔ
ｗｅｅｎ－２０で洗浄し、ブロックされた一本鎖ファージ抗体をウェルに添加した。１時
間インキュベートし；プレートをＰＢＳ／０．１％Ｔｗｅｅｎ－２０で５回洗浄した。結
合したファージ抗体を、ペルオキシダーゼにコンジュゲートした抗－Ｍ１３抗体を用いて
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検出した（ＯＤ４９２ｎｍ測定を用いて）。対照として、この手順を、一本鎖ファージ抗
体を用いずに、無関係の陰性対照一本鎖ファージ抗体を用いて同時に行った。
【０１５５】
　免疫ライブラリーを用いた異なるＨＡ抗原に対する選択から、山形様およびビクトリア
様Ｂ型インフルエンザＨＡの両方に対して特異的な１４のユニークな一本鎖ファージ抗体
を得た（ｓｃ０８－０３１、ｓｃ０８－０３２、ｓｃ０８－０３３、ｓｃ０８－０３４、
ｓｃ０８－０３５、ｓｃ０８－０５９、ｓｃ１０－０２３、ｓｃ１０－０３２、ｓｃ１０
－０４９、ｓｃ１０－０５１、ｓｃ１１－０３５、ｓｃ１１－０３６、ｓｃ１１－０３８
、およびｓｃ１１－０３９）。表４を参照されたい。
【０１５６】
　これらの１４のファージ抗体を、さらなる特徴付けのための完全なヒト免疫グロブリン
の構築に使用した（実施例４を参照）。
【０１５７】
実施例４
選択された一本鎖Ｆｖｓからの完全なヒト免疫グロブリン分子（ヒトモノクローナル抗体
）の構築
　選択された特異的な一本鎖ファージ抗体（ｓｃＦｖ）クローンからプラスミドＤＮＡを
得て、ヌクレオチド配列を、標準的な配列決定技術を用いて決定した。ｓｃＦｖのＶＨお
よびＶＬ遺伝子の特性を、ＩＭＧＴ／Ｖ－ＱＵＥＳＴの検索ページ（Ｂｒｏｃｈｅｔら（
２００８））で決定した（表５を参照）。
【０１５８】
　ｓｃＦｖの重鎖可変領域（ＶＨ）を、同じ酵素で消化されたＩｇＧ発現ベクターｐＩｇ
－Ｃ９１１－ＨＣｇａｍｍａ１での発現のために制限消化（ＳｆｉＩ／ＸｈｏＩ）によっ
てクローニングした。軽鎖可変領域（ＶＬ）も、国際公開第２００８／０２８９４６号パ
ンフレットに既に記載されているように、インサート断片用のＳａｌＩ／ＮｏｔＩおよび
標的ベクター用のＸｈｏＩ／ＮｏｔＩを用いて、そのＩｇＧ指定発現ベクターｐＩＧ－Ｃ
９０９－Ｃｋａｐｐａ、またはｐＩｇ－Ｃ９１０－Ｃｌａｍｂｄａにクローニングした。
【０１５９】
　抗体（ＣＲ８０５９）の１つにおける潜在的な脱アミド化部位を除去するために、単一
アミノ酸変異抗体（ＣＲ８０７１）をアセンブリＰＣＲによって作製した。それぞれが所
望の変異を含む２つの重複ＰＣＲ断片を作製した。これらの断片を等モル比で混合し、こ
れらの断片が２回目のＰＣＲの鋳型として機能し、完全長ＬＣ配列を得た。全ての構築物
のヌクレオチド配列を、標準的な配列決定技術を用いて検証した。ヒトＩｇＧ１重鎖およ
び軽鎖をコードする得られた発現構築物を、ＨＥＫ２９３Ｔ細胞で一緒に一時的に発現さ
せた。１週間後、ヒトＩｇＧ１抗体を含む上清を得て、標準的な精製手順で処理した。ヒ
トＩｇＧ１抗体を、Ｂ型インフルエンザＨＡ抗原に対して１０～０．００３μｇ／ｍｌの
濃度範囲で滴定した（データは不図示）。無関係の抗体を対照抗体として含めた。
【０１６０】
　選択された免疫グロブリンの重鎖および軽鎖の両方のＣＤＲのアミノ酸配列が表５に示
されている。重鎖および軽鎖可変領域のヌクレオチド配列およびアミノ酸配列が以下に示
される。
【０１６１】
実施例５
抗Ｂ型インフルエンザＩｇＧの交差結合反応性
　選択された抗Ｂ型インフルエンザ抗体を用いて、ＦＡＣＳ分析によって結合の幅を検査
した。このために、ＨＡをコードする完全長組換えＢ型インフルエンザ発現ベクター（Ｂ
／ミシシッピ／０４／２００８、Ｂ／ヒューストン／Ｂ６０／１９９７、Ｂ／ナッシュビ
ル／４５／１９９１、Ｂ／フロリダ／０１／２００９、Ｂ／ミシシッピ／０７／２００８
、およびＢ／オハイオ／０１／２００５）を、リポフェクタミン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
）を用いて１対５の比でＰＥＲ．Ｃ６（登録商標）細胞にトランスフェクトした。トラン
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スフェクションの４８時間後に、表面でＢ型インフルエンザＨＡを発現するＰＥＲ．Ｃ６
（登録商標）細胞をＦＡＣＳ（ＣａｎｔｏＩＩ、ＢＤ　ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）によって
分析した。これに関して、細胞を、ＩｇＧ抗体と共に１時間インキュベートし、次いで、
０．１％ＢＳＡを含むＰＢＳで連続して３回の洗浄ステップを行った。結合した抗体を、
同様に１時間インキュベートしたＰＥ－コンジュゲート二次抗ヒト抗体を用いて検出した
。陰性対照として、非トランスフェクトＰＥＲ．Ｃ６（登録商標）細胞を使用し、二次抗
体と共にインキュベートした。ＦＡＣＳの結果は、Ｂ型インフルエンザ結合抗体ＣＲ８０
３３、ＣＲ８０５９、ＣＲ８０７１、ＣＲ１００３２、およびＣＲ１００５１が、６つ全
ての検査したＢ型インフルエンザＨＡに結合することを示した（表６）。
【０１６２】
実施例６
交差反応性抗Ｂ型インフルエンザのＩｇＧのＨＡへの結合の競合
　上記の抗Ｂ型インフルエンザＩｇＧ抗体を、Ｂ型インフルエンザＨＡのエピトープに対
する競合について検証した。これに関して、Ｂ／ブリスベン／６０／２００８、Ｂ／フロ
リダ／０４／２００６、およびＢ／吉林／２０／２００３を、ＥＺ－ｌｉｎｋ　Ｓｕｌｐ
ｈｏ－ＮＨＳ－ＬＣ－ＬＣ－ビオチンキット（Ｐｉｅｒｃｅ）を用いてビオチンで標識し
た。１μｌの１０ｍＭ　ビオチン溶液を、ビオチンの６倍過剰のモル濃度である１１０μ
ｇの組換えＨＡに添加し、室温で３０～４０分間インキュベートした。取り込まれなかっ
た遊離ビオチンを、Ａｍｉｃｏｎ　Ｕｌｔｒａ遠心分離フィルター（０．５ｍｌ、１０Ｋ
　Ｕｌｔｒａｃｅｌ－１０Ｋ膜；Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ、ｃａｔ＃：ＵＦＣ５０１０９６）
を用いて除去した。これに関して、サンプル（３００μｌ）をカラムに添加し、Ｅｐｐｅ
ｎｄｏｒｆ卓上遠心分離機（２０８００ｒｃｆ）で、１４０００ＲＰＭで１０分間回転さ
せた。流動トラフを廃棄して、０．４ｍｌのＤＰＢＳバッファーをカラムに添加し、再び
回転させた。このステップを２回繰り返した。標識サンプルを、カラムを裏返して新たな
収集管に入れることによって回収し；次いで、２００μｌのＤＰＢＳを添加し、卓上遠心
分離機で、１０００ｒｐｍで１分間回転させた。Ｎａｎｏｄｒｏｐ　ＮＤ－１０００装置
（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）を用いてＨＡ濃度を測定した。
【０１６３】
　実際の競合実験を、室温で動態バッファーで事前に３０分間湿潤されたストレプトアビ
ジン被覆バイオセンサ（ＦｏｒｔｅＢｉｏ、ｃａｔ＃　１８－５０１９）を用いて表７の
設定に従ってＯｃｔｅｔ－ＱＫ　ｂｉｏ－ｌａｙｅｒ干渉計（ＦｏｒｔｅＢｉｏ）で行っ
た。二次抗体が、一次抗体の存在下でＢ型インフルエンザＨＡに結合できる場合は、非競
合と見なした（表８を参照）。対照として、幹結合抗体ＣＲ９１１４（同時係属の欧州特
許出願第１１１７３９５３．８号明細書に記載されている）および非結合抗体ＣＲ８０５
７（国際公開第２０１０／１３０６３６号パンフレットに記載されている）を使用した。
【０１６４】
　抗体ＣＲ１００２３およびＣＲ１００４９は、ＣＲ８０３３と結合を競合する。抗体Ｃ
Ｒ１００３２およびＣＲ１００５１は、ＣＲ８０５９と結合を競合する。抗体ＣＲ１００
４９は、ＣＲ１００３２と結合を競合する。試験した抗体はいずれも、幹結合抗体ＣＲ９
１１４と競合しない。これらの結果は、Ｂ型インフルエンザＨＡに少なくとも３～４の異
なるエピトープが存在することを示している（図１）。
【０１６５】
実施例７
ＩｇＧの交差中和活性
　選択されたＩｇＧが、多数のＢ型インフルエンザ株をブロックできたかを決定するため
に、ｉｎ　ｖｉｔｒｏウイルス中和アッセイ（ＶＮＡ）を行った。ＶＮＡは、ＭＤＣＫ細
胞培地（１０％（ｖ／ｖ）ウシ胎児血清が添加された、２０ｍＭ　Ｈｅｐｅｓおよび０．
１５％（ｗ／ｖ）重炭酸ナトリウムが添加されたＭＥＭ培地（完全ＭＥＭ培地））で培養
されたＭＤＣＫ細胞（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ－３４）に対して行った。アッセイに使用したＢ
型インフルエンザ山形様（Ｂ／ハルピン／７／１９９４およびＢ／フロリダ／０４／２０
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０６）株およびＢ型インフルエンザビクトリア様（Ｂ／マレーシア／２５０６／２００４
およびＢ／ブリスベン／６０／２００８）株を全て、５．７×１０３　ＴＣＩＤ５０／ｍ
ｌ（１ｍｌ当たり５０％組織培養感染用量）の力価に希釈した。この力価は、Ｓｐｅａｒ
ｍａｎ－Ｋａｒｂｅｒ法によって計算した。ＩｇＧ調製物（１００μｇ／ｍｌ）を、４連
のウェル内の完全ＭＥＭ培地で段階２倍希釈した（１：２～１：５１２）。５０μｌの各
ＩｇＧ希釈液を５０μｌのウイルス懸濁液（１００　ＴＣＩＤ５０／３５μｌ）と混合し
て、３７℃で１時間インキュベートした。次いで、この懸濁液を、１００μｌの完全ＭＥ
Ｍ培地中にコンフルエントなＭＤＣＫ培養物を含む９６ウェルプレートに４連で移した。
使用の前に、ＭＤＣＫ細胞を、ＭＤＣＫ細胞培地に１ウェル当たり２×１０４の細胞で播
種し、細胞がコンフルエントになるまで増殖させ、３００～３５０μｌのＰＢＳ、ｐＨ７
．４で洗浄し、最後に１００μｌの完全ＭＥＭ培地を各ウェルに添加した。接種された細
胞を３７℃で３～４日間培養し、細胞変性効果（ＣＰＥ）の発生について毎日観察した。
ＣＰＥを陽性対照と比較した。
【０１６６】
　ＣＲ８０３２、ＣＲ８０３３、ＣＲ８０３４、ＣＲ８０３５、ＣＲ８０５９、ＣＲ８０
７１、ＣＲ１００２３、ＣＲ１００３２、ＣＲ１００４９、ＣＲ１００５１、ＣＲ１１０
３５、ＣＲ１１０３６、ＣＲ１１０３８、およびＣＲ１１０３９が全て、山形様およびビ
クトリア様Ｂ型インフルエンザウイルス株の両方の代表的な株に対して交差中和活性を示
した。表９を参照されたい。
【０１６７】
実施例８
ＩｇＧの受容体結合ブロック活性
　選択されたＩｇＧが、受容体に媒介されるＢ型インフルエンザ株の宿主細胞への結合を
ブロックすることができるか否かを決定するために、ヘマグルチニン阻害（ＨＩ）アッセ
イを行った。Ｂ型インフルエンザ山形様（Ｂ／ハルピン／７／１９９４およびＢ／フロリ
ダ／０４／２００６）およびビクトリア様（Ｂ／マレーシア／２５０６／２００４および
Ｂ／ブリスベン／６０／２００８）ウイルス株を、ＨＡＵアッセイで決定される８ＨＡ単
位まで希釈し、等量の段階希釈ＩｇＧと混合し、室温で１時間インキュベートした。等量
の０．５％七面鳥血球（ＴＲＢＣ）をウェルに添加し、３０分間インキュベーションを続
けた。ボタンの形成を、赤血球凝集の証拠として記録した。
【０１６８】
　ＣＲ８０５９、ＣＲ８０７１、ＣＲ１００３２、ＣＲ１００５１、およびＣＲ１１０３
６は、試験したＢ型インフルエンザウイルス株のいずれに対してもＨＩ活性を示さず（Ｃ
Ｒ１１０３６が１０μｇ／ｍｌ未満、他の抗体が５０μｇ／ｍｌ未満）、これらが、受容
体結合をブロックしないことを示している。抗体ＣＲ８０３３およびＣＲ１００２３は、
山形様Ｂ型インフルエンザウイルス株の代表的な株に対してのみＨＩ活性を示し、ビクト
リア様Ｂ型インフルエンザウイルス株に対してＨＩ活性を示さない。抗体ＣＲ１１０３５
は、ビクトリア様Ｂ型インフルエンザウイルス株の代表的な株に対してのみＨＩ活性を示
し、山形様Ｂ型インフルエンザウイルス株に対してはＨＩ活性を示さない。抗体ＣＲ１０
０４９、ＣＲ１１０３８、およびＣＲ１１０３９は、山形様およびビクトリア様Ｂ型イン
フルエンザウイルス株の両方の代表的な株に対してＨＩ活性を示す。表１０を参照された
い。
【０１６９】
　あるいは、免疫蛍光侵入アッセイを、所与の抗体が受容体の結合およびウイルスの取り
込みをブロックする能力を分析するようにデザインした。従って、ウイルスを、段階２倍
希釈ステップで抗体と共に２～３時間プレインキュベートしてから、９６ウェル皿の感染
培地（ＤＭＥＭ＋２００ｍＭ　グルタミン）にプレーティングされたＭＤＣＫ細胞のコン
フルエントな単層に添加した。次に、接種材料を除去して、示された濃度の抗体に代えて
、３７℃、５％ＣＯ２で１６～１８時間インキュベートした。次いで、上清を除去し、プ
レートを、マウスモノクローナル抗ＮＰ一次抗体（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ、ｓｃ－５２０
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２７）およびＡｌｅｘａ４８８結合抗マウス二次抗体（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ａ１１０
１７）を用いて感染細胞を標識し、続く細胞核のＤＡＰＩ標識によって後の免疫蛍光検出
のために８０％アセトンで固定した（図２ａを参照）。ＨＩアッセイから分かるように、
抗体ＣＲ８０３３は、山形様ウイルスＢ／フロリダ／０４／２００６のウイルス侵入は特
異的にブロックしたが、ビクトリア様ウイルスＢ／マレーシア／２５０６／２００４のウ
イルス侵入はブロックしなかった。抗体ＣＲ８０５９は、試験したＢ型インフルエンザウ
イルスの侵入をブロックしなかった。次に、一部のプレートを、ＢＤ　Ｐａｔｈｗａｙ　
８５５　ｂｉｏｉｍａｇｅｒを用いて分析した。侵入の阻害のレベルを評価するために、
定義された背景よりも高い所与のウェル当たりの蛍光強度および感染細胞（ＤＡＰＩ染色
を用いて細胞を決定）の量を、ＢＤ　Ｐａｔｈｗａｙ画像分析ツールを用いて分析した。
非結合対照抗体で処置した感染細胞と比較した、示された希釈の抗体で処置された感染細
胞のパーセンテージが図２ｂに示されている。
【０１７０】
実施例９
抗ＨＡ　ＩｇＧの放出阻害
　抗体の動作の機序を調べるために、放出アッセイを、抗体処置条件下で感染の１８時間
後に上清に放出されたウイルス粒子の量を分析するようにデザインした。このような上清
のゲル電気泳動法およびこれに続くウェスタンブロット後の抗ＨＡシグナルの検出（また
は非存在）は、放出されたウイルス粒子の存在（または非存在）を示すとみなされる。
【０１７１】
　実験の４時間前に、１ウェル当たり４０，０００のＭＤＣＫ細胞を９６ウェルプレート
のＤＭＥＭ／グルタミンに播種した。９０～１００％の感染を達成するために必要なウイ
ルスの量を、別の実験で滴定した。必要な量のウイルスを細胞に添加し、３７℃、５％Ｃ
Ｏ２でインキュベートした。３時間後、上清を除去し、細胞を、ＰＢＳで３回洗浄して、
取り込まれなかったウイルス粒子を除去した。細胞に、ｍＡｂを含む感染培地を補充した
（２０μｇ／ｍｌで段階希釈を開始）。３７℃、５％ＣＯ２で１６～１８時間後、上清を
回収し、残った細胞を溶解した（Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ７．５、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ
、５ｍＭ　ＥＤＴＡ、１％（ｖ／ｖ）Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ）。サンプルをＳＤＳ－ＰＡＧＥ
／ウェスタンブロットにかけて、ウサギポリクローナル抗ＨＡ染色（Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓ
ｃｉｅｎｃｅｓ）およびこれに続くＨＲＰ結合抗ウサギＦ（ａｂ’）２－断片（Ｊａｃｋ
ｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、１１１－０３６
－０４７）を用いたＷＢの開発によって測定される、上清に放出されたビリオンの量を分
析した。図３に示されているように、抗体ＣＲ８０３３およびＣＲ８０５９の両方が、濃
度依存的にウイルス粒子の放出を阻害する。さらなる実験は、少なくともＣＲ８０７１お
よびＣＲ１００５１もウイルス粒子の放出を阻害することを示している。
【０１７２】
　細胞の適切な感染を、同一に処置されたウェルを８０％アセトンで固定することによっ
てチェックした。感染の量を、マウスモノクローナル抗ＮＰ一次抗体（Ｓａｎｔａ　Ｃｒ
ｕｚ、ｓｃ－５２０２７）およびＡｌｅｘａ４８８結合抗マウス二次抗体（Ｉｎｖｉｔｒ
ｏｇｅｎ　Ａ１１０１７）を用いる免疫蛍光標識で算定した。次に、プレートを、ＢＤ　
Ｐａｔｈｗａｙ　８５５　ｂｉｏｉｍａｇｅｒを用いて分析した（結果は不図示）。
【０１７３】
実施例１０
Ｂ型インフルエンザ感染細胞の走査型電子顕微鏡法
　ＭＤＣＫ細胞を、実験の１日前にガラスカバースリップに播種した。翌日、細胞を異な
る量のウイルスで感染させて、感染の１８時間後に９０～１００％の感染細胞を生じさせ
る量を決定した。最初の感染から３時間後に、上清を除去し；細胞をＰＢＳで３回洗浄し
てから、示された濃度の抗体を含む培地を添加した。さらに１５～１８時間が経過したら
、細胞培地を除去し、細胞を２．５％グルタルアルデヒドバッファーに固定し、次の分析
まで４℃で保存した。サンプルを、グルタルアルデヒド（ＧＡ）および／または四酸化オ
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スミウム（ＯｓＯ４）を用いてさらに化学的に固定した。ＳＥＭイメージングの前に、標
本をアセトン脱水し、臨界点乾燥を行った。最後に、細胞を、アルミナスタブ（ａｌｕｍ
ｉｎａ　ｓｔｕｂ）に取り付けて、炭素の薄層で被覆し、Ｚｅｉｓｓ　Ｕｌｔｒａ　５５
　ＳＥＭ顕微鏡で検査した。
【０１７４】
　Ｂ型インフルエンザ感染ＭＤＣＫ細胞の表面が、非感染対照（図４ａ）とは異なり、電
子密度の高い球形粒子（図４ｂ）で覆われた。抗体ＣＲ８０５９とのインキュベーション
は、これらの球体粒子の形成を妨げないが（図４ｃ）、抗体ＣＲ８０３３とのインキュベ
ーションは、粒子の形成を大幅に減少させる（図４ｄ）。ＣＲ８０５９と共にインキュベ
ートされた細胞とは対照的に、出芽ビリオンは、ＣＲ８０３３と共にインキュベートされ
た細胞では容易に検出することができない（図４ｅおよび図４ｆ）。
【０１７５】
実施例１１
ｉｎ　ｖｉｖｏでの致死性Ｂ型インフルエンザ暴露に対するヒトＩｇＧモノクローナル抗
体の予防活性
　ｉｎ　ｖｉｖｏでの２種類のＢ型インフルエンザウイルスを用いた致死性暴露に対する
モノクローナル抗体ＣＲ８０３３およびＣＲ８０７１の予防効果を検査するために研究を
行った。ｍＡｂ　ＣＲ８０３３およびＣＲ８０７１を、マウス用に適合されたインフルエ
ンザＢ／フロリダ／０４／２００６ウイルスを用いたマウス致死性暴露モデルでの予防効
果について試験した。Ｂ／フロリダ／０４／２００６ウイルスは、５回の肺－肺通過後に
マウスに適合した。マウス適合Ｂ型インフルエンザ５回通過ウイルスを、孵化鶏卵で増殖
させた。実験開始前に少なくとも４日間、全てのマウス（Ｂａｌｂ／ｃ、雌、６～８週齢
、１群当たりｎ＝８）を順応させて維持した。マウス１匹当たりの平均体重を１８ｇ、固
定投与量を０．２ｍｌと仮定して、０．０６ｍｇ／ｋｇ、０．２ｍｇ／ｋｇ、０．６ｍｇ
／ｋｇ、１．７ｍｇ／ｋｇ、および５ｍｇ／ｋｇのｍＡｂ　ＣＲ８０３３およびＣＲ８０
７１を、暴露の１日前に尾静脈（尾骨静脈）に注射した。対照群を、ビヒクル対照群と共
に投与した。次いで、マウスを、０日目に、鼻腔内接種により２５ＬＤ５０マウス適合Ｂ
／フロリダ／０４／２００６　Ｂ型インフルエンザウイルスに暴露した。図５は、ｍＡｂ
投与後のマウスの生存率を示している。ＣＲ８０３３が０．２ｍｇ／ｋｇ、ＣＲ８０７１
が０．６ｍｇ／ｋｇの低用量で投与されたマウスは、ビヒクル処置対照動物よりも有意に
高い生存率を示した。
【０１７６】
　あるいは、ｍＡｂ　ＣＲ８０３３およびＣＲ８０７１を、マウス用に適合されたインフ
ルエンザＢ／マレーシア／２５０６／２００４ウイルスを用いたマウス致死性暴露モデル
での予防効果について試験した。Ｂ／マレーシア／２５０６／２００４ウイルスは、４回
の肺－肺通過後にマウスに適合した。マウス適合Ｂ型インフルエンザ４回通過ウイルスを
、孵化鶏卵で増殖させた。実験開始前に少なくとも４日間、全てのマウス（Ｂａｌｂ／ｃ
、雌、６～８週齢、１群当たりｎ＝８）を順応させて維持した。マウス１匹の平均体重を
１８ｇ、固定投与量を０．２ｍｌと仮定して、０．０６ｍｇ／ｋｇ、０．２ｍｇ／ｋｇ、
０．６ｍｇ／ｋｇ、１．７ｍｇ／ｋｇ、および５ｍｇ／ｋｇのｍＡｂ　ＣＲ８０３３およ
びＣＲ８０７１を、暴露の１日前に尾静脈（尾骨静脈）に注射した。対照群を、ビヒクル
対照群と共に投与した。次いで、マウスを、０日目に、鼻腔内接種により２５ＬＤ５０マ
ウス適合Ｂ／マレーシア／２５０６／２００４　Ｂ型インフルエンザウイルスに暴露した
。図５は、ｍＡｂ投与後のマウスの生存率を示している。ＣＲ８０３３が０．２ｍｇ／ｋ
ｇ、ＣＲ８０７１が０．６ｍｇ／ｋｇの低用量で投与されたマウスは、ビヒクル処置対照
動物よりも有意に高い生存率を示した。
【０１７７】
　これらの結果は、本明細書に開示されるように同定され、開発されたヒト抗インフルエ
ンザ抗体ＣＲ８０３３およびＣＲ８０７１が、感染の１日前にそれぞれ０．２ｍｇ／ｋｇ
または０．６ｍｇ／ｋｇ以上の用量で投与された場合に、Ｂ／山形系統および／またはＢ
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／ビクトリア系統の両方の致死量のＢ型インフルエンザウイルスに対してｉｎ　ｖｉｖｏ
で防御できることを示している。
【０１７８】
【表１－１】
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