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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Ｈ５亜型鳥インフルエンザウイルスのヘマグルチニンＨＡ１領域のうち、配列番号１０
に示されるアミノ酸配列からなるヘマグルチニンＨＡ１抗原ポリペプチドに特異的に結合
することを特徴とする、抗体またはその可変領域を含む抗体断片。
【請求項２】
　重鎖可変領域中に、配列番号４に示されるＣＤＲ１、配列番号５に示されるＣＤＲ２お
よび配列番号６または配列番号４６に示されるＣＤＲ３のすべてを含んでおり、且つ、軽
鎖可変領域中に、配列番号７に示されるＣＤＲ１、配列番号８に示されるＣＤＲ２および
配列番号９に示されるＣＤＲ３のすべてを含んでいることを特徴とする、請求項１に記載
の抗体またはその可変領域を含む抗体断片。
【請求項３】
　重鎖可変領域が、配列番号２に示されるアミノ酸配列、または、配列番号２に示される
アミノ酸配列において、１～１３個のアミノ酸が置換、欠失、挿入、および／もしくは付
加されたアミノ酸配列からなり、且つ
　軽鎖可変領域が、配列番号３に示されるアミノ酸配列、または、配列番号３に示される
アミノ酸配列において、１～１０個のアミノ酸が置換、欠失、挿入、および／もしくは付
加されたアミノ酸配列からなることを特徴とする、請求項１または２に記載の抗体または
その可変領域を含む抗体断片。
【請求項４】
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　重鎖可変領域が、配列番号４５に示されるアミノ酸配列からなり、且つ
　軽鎖可変領域が、配列番号３に示されるアミノ酸配列からなることを特徴とする、請求
項３に記載の抗体またはその可変領域を含む抗体断片。
【請求項５】
　以下の（１）～（４）の何れかに示す、Ｈ５亜型鳥インフルエンザウイルスのヘマグル
チニンＨＡ１領域のうち、配列番号１０に示されるアミノ酸配列からなるヘマグルチニン
ＨＡ１抗原ポリペプチドに特異的に結合することを特徴とする、請求項１～４のいずれか
一項に記載の抗体またはその可変領域を含む抗体断片：
（１）配列番号１または４４に示されるアミノ酸配列からなる抗体またはその可変領域を
含む抗体断片、
（２）配列番号１または４４に示されるアミノ酸配列において１～３５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からなる抗体またはその可変領
域を含む抗体断片、
（３）配列番号１または４４に示されるアミノ酸配列に対して９０％以上の配列同一性を
有する抗体またはその可変領域を含む抗体断片、
（４）上記（１）に記載の抗体またはその可変領域を含む抗体断片をコードするポリヌク
レオチドと相補的な配列からなるポリヌクレオチドに対して、ストリンジェントな条件下
においてハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミノ酸配列からな
る抗体またはその可変領域を含む抗体断片。
【請求項６】
　下記の（ａ）～（ｃ）の工程を含む製造方法によって得られたことを特徴とする、請求
項１～５のいずれか一項に記載の抗体またはその可変領域を含む抗体断片：
　（ａ）配列番号１０に示されるアミノ酸配列からなるヘマグルチニンＨＡ１抗原ポリペ
プチドをトリに免疫する工程；
　（ｂ）上記工程（ａ）で免疫したトリから上記ヘマグルチニンＨＡ１抗原ポリペプチド
に特異的に結合するファージ抗体を含むファージ抗体ライブラリーを得る工程；および
　（ｃ）上記工程（ｂ）で得られたファージ抗体のうち、上記ヘマグルチニンＨＡ１抗原
ポリペプチドに特異的に結合する抗体を濃縮および選抜する工程。
【請求項７】
　一本鎖可変領域断片または二価抗体であることを特徴とする、請求項１～６のいずれか
一項に記載の抗体またはその可変領域を含む抗体断片。
【請求項８】
　重鎖が配列番号２６または配列番号５２に示されるアミノ酸配列からなり、且つ、
　軽鎖が配列番号２８に示されるアミノ酸配列からなる二価抗体であることを特徴とする
、請求項１～７のいずれか一項に記載の抗体またはその可変領域を含む抗体断片。
【請求項９】
　請求項１～８のいずれか一項に記載の抗体またはその可変領域を含む抗体断片をコード
することを特徴とする、ポリヌクレオチド。
【請求項１０】
　請求項９に記載のポリヌクレオチドを有することを特徴とする、組換えベクター。
【請求項１１】
　請求項１０に記載のポリヌクレオチドまたは請求項１０に記載の組換えベクターが導入
されていることを特徴とする、形質転換体。
【請求項１２】
　Ｈ５亜型鳥インフルエンザウイルスのヘマグルチニンＨＡ１領域のうち、配列番号１０
に示されるアミノ酸配列からなるヘマグルチニンＨＡ１抗原ポリペプチドに特異的に結合
する抗体を製造する方法であって、
　下記の（ａ）～（ｃ）の工程を含むことを特徴とする、方法：
　（ａ）配列番号１０に示されるアミノ酸配列からなるヘマグルチニンＨＡ１抗原ポリペ
プチドをトリに免疫する工程；
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　（ｂ）上記工程（ａ）で免疫したトリから上記ヘマグルチニンＨＡ１抗原ポリペプチド
に特異的に結合するファージ抗体を含むファージ抗体ライブラリーを得る工程；および
　（ｃ）上記工程（ｂ）で得られたファージ抗体のうち、上記ヘマグルチニンＨＡ１抗原
ポリペプチドに特異的に結合する抗体を濃縮および選抜する工程。
【請求項１３】
　上記抗体は、一本鎖可変領域断片または二価抗体であることを特徴とする、請求項１２
に記載の方法。
【請求項１４】
　試料中に含まれるＨ５亜型鳥インフルエンザウイルスを検出するためのキットであって
、請求項１～８のいずれか一項に記載の抗体またはその可変領域を含む抗体断片を備えて
いることを特徴とする、キット。
【請求項１５】
　試料中に含まれるＨ５亜型鳥インフルエンザウイルスを検出する方法であって、
　請求項１～８のいずれか一項に記載の抗体またはその可変領域を含む抗体断片と、生体
から調製した試料とを反応させる工程を含むことを特徴とする、方法。
【請求項１６】
　上記試料は、気管、咽喉頭、口腔または総排泄腔の、拭い液であることを特徴とする、
請求項１５に記載の方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、抗体またはその可変領域を含む抗体断片、抗原ポリペプチド、およびその利
用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　Ｈ５Ｎ１亜型高病原性鳥インフルエンザウイルス（ＨＰＡＩＶ）をはじめとするＨ５亜
型高病原性鳥インフルエンザウイルスは、２００３年以降各地で家禽における鳥インフル
エンザの発生を引き起こし、アジアを中心に常在化の様相を呈している。このような高病
原性鳥インフルエンザウイルスが鳥類に感染し、その感染症が蔓延すると、畜産業等に甚
大な損害を及ぼすと共に、ヒトへの感染も危惧される。日本国内におけるＨＰＡＩＶの防
疫は摘発淘汰を基本としているため、現場レベルにおける早期検出が重要である。現在現
場で簡易的に用いられる検査系として、Ａ型インフルエンザウイルスを検出するものが用
いられているが、Ｈ５Ｎ１亜型高病原性鳥インフルエンザを即座に判定するものではない
。既存の診断キットとして、例えば、インフルエンザ核タンパク質を標的抗原とした診断
キットが挙げられるが、Ｈ５Ｎ１亜型鳥インフルエンザウイルス特異性がなく、他のイン
フルエンザウイルスにも反応するという問題がある。また、その他の例としては、Ｈ５Ｎ
１亜型不活化ウイルスのリコンビナントＨ５ヘマグルチニン（ＨＡ、ウイルス赤血球凝集
素）タンパク質を標的抗原とした診断キットが挙げられるが、イムノドミナントな抗原に
対する抗体ができるため、ウイルスの遺伝子に変異があった場合、反応性が低下または検
出できないという可能性があるという問題がある。そのため、Ｈ５亜型鳥インフルエンザ
ウイルス感染の診断試薬の開発が望まれている。効果的な診断試薬の開発のためには、広
くＨ５亜型鳥インフルエンザウイルスを認識する抗体作製が必要である。
【０００３】
　例えば、特許文献１には、Ｈ５亜型鳥インフルエンザウイルスのＨＡエンベロープ糖タ
ンパク質またはＮ１亜型のノイラミニダーゼ糖タンパク質に特異的に結合するモノクロー
ナル抗体が記載されている。また、特許文献２には、ＨＡのＨＡ２サブユニットにおける
エピトープを認識および結合することができ、Ｈ５亜型の鳥インフルエンザウイルスに対
して中和活性を有するモノクローナル抗体等が記載されている。
【０００４】
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　また、特許文献３には、鳥インフルエンザウイルスのＨＡタンパク質のステム領域のエ
ピトープに結合し、Ｈ５Ｎ１亜型を包含するＡ型インフルエンザウイルスを中和する、単
離されたモノクローナル抗体が記載されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】日本国公開特許公報「特表２０１０－５３９１６２号公報（２０１０年１
２月１６日公表）」
【特許文献１】日本国公開特許公報「特表２０１０－５０２２０７号公報（２０１０年１
月２８日公表）」
【特許文献３】日本国公開特許公報「特表２０１１－５０６３４４号公報（２０１１年３
月３日公表）」
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　上述の特許文献１～３における抗体のスクリーニングに際し、抗体の活性の評価は、ウ
イルスの中和試験によって行われている。例えば血球凝集阻害試験などにより、ＨＡタン
パク質活性の有無を試験することによって行われている。すなわち、従来技術における抗
体は、ヒト等に感染した場合、当該抗体を用いてＨ５Ｎ１亜型鳥インフルエンザウイルス
を中和することを目的としている。その為、それらの抗体を検出試薬に供したとしても、
ウイルスの変異が起こってしまった場合、抗体の反応性が失われ、ウイルスを検出できな
くなる可能性が高い。
【０００７】
　しかし、亜型ウイルス特異的な検出の標的となるウイルス赤血球凝集素（ヘマグルチニ
ン、ＨＡ）タンパク質においてアミノ酸置換が頻繁に起こっており、広くＨ５亜型ＨＡを
認識する抗体の作製が困難である。そのため、抗原検出によるＨ５亜型鳥インフルエンザ
ウイルス感染の診断試薬の普及が遅れている。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　上記の課題を解決するために、本願発明者らは鋭意検討をし、広くＨ５亜型ＨＡを認識
し得る抗体の作出に成功した。
【０００９】
　本発明は以下の何れかの一態様を包含する。
＜１＞　Ｈ５亜型鳥インフルエンザウイルスのヘマグルチニンＨＡ１領域のうち、配列番
号１０に示されるアミノ酸配列からなるヘマグルチニンＨＡ１抗原ポリペプチドに特異的
に結合することを特徴とする、抗体またはその可変領域を含む抗体断片。
＜２＞　Ｈ５亜型鳥インフルエンザウイルスのヘマグルチニンＨＡ１領域のうち、配列番
号１０に示されるアミノ酸配列からなるヘマグルチニンＨＡ１抗原ポリペプチドに特異的
に結合する抗体を製造する方法であって、下記の（ａ）～（ｃ）の工程を含むことを特徴
とする、方法：（ａ）配列番号１０に示されるアミノ酸配列からなるヘマグルチニンＨＡ
１抗原ポリペプチドをトリに免疫する工程；（ｂ）上記工程（ａ）で免疫したトリから上
記ヘマグルチニンＨＡ１抗原ポリペプチドに特異的に結合するファージ抗体を含むファー
ジ抗体ライブラリーを得る工程；および（ｃ）上記工程（ｂ）で得られたファージ抗体の
うち、上記ヘマグルチニンＨＡ１抗原ポリペプチドに特異的に結合する抗体を濃縮および
選抜する工程。
＜３＞　配列番号１０に示されるアミノ酸配列からなることを特徴とする、ポリペプチド
。
【発明の効果】
【００１０】
　本発明に係る抗体およびその可変領域を含む抗体断片は、Ｈ５亜型鳥インフルエンザウ
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イルスに特異的に結合し、且つＨ５以外の他の亜型の鳥インフルエンザウイルスには結合
しないという優れた効果を奏する。したがって、本発明に係る抗体を用いれば、Ｈ５亜型
鳥インフルエンザウイルスを正確、迅速且つ簡便に検出することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】本発明の実施例１に係る、抗体の作製方法における一工程を示す図である。ニワ
トリの免疫および免疫ニワトリ脾臓からのｓｃＦｖファージ抗体ライブラリーの作製の工
程を示している。
【図２】本発明の実施例１に係る、抗体の作製方法における一工程を示す図である。ｓｃ
Ｆｖファージライブラリーの、パニング選択の工程を示している。
【図３】本発明の実施例１に係る、抗体の作製方法における一工程を示す図である。ｓｃ
Ｆｖファージライブラリーの、ＥＬＩＳＡを用いたスクリーニングの工程を示している。
【図４】本発明の実施例１に係る、得られた野生型の単鎖抗体のアミノ酸配列の可変領域
を示す図である。
【図５】本発明の実施例１に係る、抗体の作製方法における一工程を示す図である。二価
抗体発現ベクターへの組換えによる二価抗体の作製の工程を示している。
【図６】本発明の実施例１に係る、野生型の二価抗体タンパク質を電気泳動後にＣＢＢ染
色した結果を示す図である。
【図７】本発明の実施例１に係る、野生型の二価抗体の抗体価を示す図である。
【図８】本発明の実施例１に係る、野生型の二価抗体のＨ５Ｎ１亜型鳥インフルエンザウ
イルスの変異体および複数種類のＨ５以外の亜型鳥インフルエンザウイルスに対する抗体
結合性を示す図である。
【図９】本発明の実施例２に係る、野生型の単鎖抗体のＨ鎖のＣＤＲ３のアミノ酸配列と
変異型抗体のＨ鎖のＣＤＲ３のアミノ酸配列とのアライメントを示す図である。
【図１０】本発明の実施例２に係る、変異型の二価抗体の抗体価を示す図である。
【図１１】本発明の実施例２に係る、変異型の二価抗体の、各亜型鳥インフルエンザウイ
ルスに対する抗体結合性を示す図である。
【図１２】本発明の実施例に係る、Ｈ５亜型鳥インフルエンザウイルスの抗原として用い
た合成ペプチドの配列（右）およびＨＡタンパク質の立体構造（左）を示す図である。
【図１３】本発明の参考例に係る、Ｈ１～Ｈ１６亜型鳥インフルエンザウイルスにおける
すべての亜型間（ａ）およびＨ５Ｎ１亜型鳥インフルエンザウイルスに存在しているすべ
てのクレード間（ｂ）の配列同一性を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　本発明の実施の形態について説明すれば、以下の通りである。なお、本発明は、これに
限定されるものではない。
【００１３】
　〔用語等の定義〕
　本明細書において、「ポリヌクレオチド」は、「核酸」または「核酸分子」とも換言で
き、ヌクレオチドの重合体を意図している。また、「塩基配列」は、「核酸配列」または
「ヌクレオチド配列」とも換言でき、特に言及のない限り、デオキシリボヌクレオチドの
配列またはリボヌクレオチドの配列を意図している。また、ポリヌクレオチドは、一本鎖
であっても二本鎖であってもよく、一本鎖の場合はセンス鎖であってもアンチセンス鎖で
あってもよい。
【００１４】
　本明細書において、「ポリペプチド」は、「タンパク質」または「タンパク質断片」と
も換言できる。
【００１５】
　本明細書において、「Ｈ５亜型鳥インフルエンザウイルス」および「Ｈ５Ｎ１亜型鳥イ
ンフルエンザウイルス」は、鳥インフルエンザウイルスのサブタイプの一種を指している
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。
【００１６】
　「鳥インフルエンザウイルス」は、それらの核タンパク質およびマトリックスタンパク
質の抗原特異性に従って分類される。鳥インフルエンザウイルスは主にＡ、ＢおよびＣ血
清型に類別される。このうち、Ａ型鳥インフルエンザウイルスは、８個のＲＮＡ分節を有
し、１０個のウイルスタンパク質をコードしている。
【００１７】
　「ヘマグルチニン」（以下、“ＨＡ”と称する）は、インフルエンザウイルスのエンベ
ロープ糖タンパク質を意味する。ＨＡは、インフルエンザウイルスの宿主細胞への吸着お
よび侵入を可能にする。「ノイラミニダーゼ」（以下、“ＮＡ”と称する）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
を獲得する役割を担っている。
【００１８】
　全ての既知のＡ型インフルエンザウイルスは鳥類に由来し、Ａ型のインフルエンザウイ
ルスは、ＨＡおよびＮＡの抗原性の性質によって亜型にさらに分類される。ＨＡには、Ｈ
１～Ｈ１６の１６個のサブタイプがあり、ＮＡには、Ｎ１～Ｎ９の９個のサブタイプがあ
る。これらのＨＡとＮＡとの種々の組合せを有する、種々のＡ型インフルエンザウイルス
のサブタイプが存在している。これらの組み合わせのうち、鳥由来インフルエンザウイル
スのＨ５Ｎ１、Ｈ６Ｎ１、Ｈ７Ｎ３、Ｈ７Ｎ７、Ｈ７Ｎ９、Ｈ９Ｎ２およびＨ１０Ｎ８の
亜型は、ヒトへの感染を引き起こすことが知られている。Ｈ５およびＨ７亜型のインフル
エンザウイルスのうち、一部のウイルスは本来の宿主である水禽類に対する病原性はそれ
ほど高くないが、鶏等の家禽に感染した場合死に至らしめるほどの高い病原性を示すこと
が知られ、高病原性鳥インフルエンザウイルス（ＨＰＡＩＶ）と呼ばれている。さらに、
近年では、家禽におけるＨ５Ｎ１亜型ウイルス感染によるインフルエンザの発生から、ヒ
トへの感染事例が相次いで報告されている。このような状況から、Ｈ５Ｎ１亜型ＨＰＡＩ
Ｖが、ヒトからヒトへ効率的に感染できるように変異し、新型インフルエンザウイルスと
なることが懸念されている。
【００１９】
　近年アジアを中心に家禽に常在化しているＨ５Ｎ１亜型鳥インフルエンザウイルスは、
ＨＡ遺伝子の塩基配列の相同性に基づいて、さらに複数種のクレードに分類することがで
きる。米国生物工学情報センター（NCBI; National Center for Biotechnology Informat
ion）により提供されるＧｅｎＢａｎｋデータベース（ウェブページ：http://www.ncbi.n
lm.nih.gov/genbank/）において、所定のアクセッション番号（Accession No.）により登
録されているＨ５Ｎ1亜型ＨＰＡＩＶのＨＡ遺伝子は、WHO/OIE/FAO H5N1 Evolution Work
ing Groupによって、クレード０から９まで、およびさらにそのサブクレードに分類され
ている。例えば、クレード０としてA/Hong Kong/156/1997、クレード１としてA/duck/Vie
tnam/2/2007、クレード２．１．１としてA/chicken/Indonesia/7/2003、クレード２．１
．２としてA/Indonesia/CDC596/2006、クレード２．１．３としてA/Indonesia/CDC940/20
06、クレード２．２としてA/Egypt/1394-NAMRU3/2007、クレード２．３．１としてA/duck
/Hunan/127/2005、クレード２．３．２としてA/whooper swan/Akita/1/2008、クレード２
．３．３としてA/chicken/Guiyang/3055/2005、クレード２．３．４としてA/Viet Nam/HN
31242/2007、クレード２．４としてA/Chicken/Yunnan/493/2005、クレード２．５としてA
/chicken/Yamaguchi/7/2004、クレード３としてA/Pheasant/HongKong/FY155/2001、クレ
ード４としてA/goose/Guiyang/337/2006、クレード５としてA/goose/Guangxi/914/2004、
クレード６としてA/duck/Hubei/wg/2002、クレード７としてA/Beijing/01/2003、クレー
ド８としてA/chicken/Hong Kong/61.9/2002、およびクレード９としてA/Goose/Shantou/1
621/2005が、それぞれのクレードの代表株として挙げられる。
【００２０】
　また、本明細書において、「ＨＡ１領域」および「ＨＡ２領域」とは、それぞれ、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）のタンパク質分解酵素切断部位
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およびそれに連なる融合ペプチド領域を挟む２つの領域を指している。また、ＨＡタンパ
ク質のＨＡ１－ＨＡ２接合部におけるタンパク質分解による切断はウイルスの増殖性と関
連しており、この切断部位周辺に疎水性アミノ酸が連続して存在していることがＨＰＡＩ
Ｖに特徴的である。そして、ＨＡ１領域およびＨＡ２領域は、鶏における高病原性に関与
する。
【００２１】
　また、上述のＨ５Ｎ１亜型におけるすべてのクレード間のＨＡ１領域全域の配列同一性
は、各クレードの株について、上に挙げたものを用いた場合、いずれの異なるクレードの
組み合わせにおいても、９１～９９％の配列同一性を有している。一方で、Ｈ１～Ｈ１６
すべての亜型間のＨＡ１領域全域の配列同一性は、いずれの異なる亜型の組み合わせにお
いても、７～５１％の範囲である。中でも、Ｈ１～Ｈ４亜型およびＨ６～Ｈ１６亜型それ
ぞれのＨＡ１領域全域と、Ｈ５型のＨＡ１領域全域との配列同一性は、非常に低く、すべ
て８％～２１％の範囲である。
【００２２】
　また、上述のＨ５Ｎ１亜型におけるすべてのクレード間のＨＡ２領域全域の配列同一性
は、各クレードの株について、上に挙げたものを用いた場合、いずれのクレードの組み合
わせにおいても、９４～１００％の配列同一性を有している。一方で、Ｈ１～Ｈ１６すべ
ての亜型間のＨＡ１領域全域の配列同一性は、いずれの異なる亜型の組み合わせにおいて
も、４２～８１％の範囲である。中でも、Ｈ１～Ｈ４型およびＨ６～Ｈ１６亜型それぞれ
のＨＡ２領域全域と、Ｈ５亜型のＨＡ２領域全域との配列同一性は、４５～７５％である
。
【００２３】
　また、本明細書において、「二価抗体」とは、１分子あたり抗原結合部位を２つ有する
抗体、つまり、抗原との結合価が二価の抗体を意味する。上記「二価抗体」は、それぞれ
相同な２本の軽鎖（軽鎖可変領域および軽鎖定常領域）と２本の重鎖（重鎖可変領域およ
び重鎖定常領域）とがジスルフィド結合（Ｓ－Ｓ結合）により結合した構造を有する抗体
である。但し、完全長の抗体分子である必要はなく、２本の重鎖がＳ－Ｓ結合により結合
することができる構造、すなわち少なくともＦ（ａｂ’）２フラグメントを有する構造で
あれば「二価抗体」の範疇に含まれる。
【００２４】
　また、本明細書において、「一本鎖可変領域断片（single-chain variable fragment、
（ｓｃＦｖ））」とは、軽鎖（Light chain、Ｌ鎖とも称する）可変領域と重鎖（Heavy c
hain、Ｈ鎖とも称する）可変領域とがリンカーによってつながれ、２種類の可変領域が接
近することよって、１つの抗原結合部位を形成した抗体を意味する。上記「一本鎖可変領
域断片」は、１分子あたり１つの抗原結合部位を有する抗体である。例えば、ファージデ
ィスプレイ法を用いた抗体作成方法によって得られる抗体を指す。本明細書においては「
単鎖抗体」とも記載する。
【００２５】
　本明細書において、「Ａおよび／またはＢ」は、ＡおよびＢとＡまたはＢとの双方を含
む概念であり、「ＡおよびＢの少なくとも一方」とも換言できる。
【００２６】
　〔１．本発明に係るＨＡ１抗原ポリペプチド〕
　本発明に係るＨＡ１抗原ポリペプチドは、配列番号１０に示されるアミノ酸配列からな
るポリペプチドであり得る。
【００２７】
　また、本発明に係るＨＡ１抗原ポリペプチドは、配列番号１０に示されるアミノ酸配列
からなるポリペプチド中の、連続する１５個以上１６個以下のアミノ酸からなるポリペプ
チドであり得る。
【００２８】
　本明細書中において使用される場合、「配列番号１０に示されるアミノ酸配列からなる
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ＨＡ１抗原ポリペプチド」の機能が阻害されない限り、「配列番号１０に示されるアミノ
酸配列からなるポリペプチド」にリンカーペプチドが付加されたもの、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。
【００２９】
　配列番号１０に示されるアミノ酸配列からなるＨＡ１抗原ポリペプチドに連結される、
リンカーポリペプチドとしては、１０～２５個のアミノ酸からなるポリペプチド等が挙げ
られ、タグとしては、Ｈｉｓタグ、ＭｙｃタグおよびＦｌａｇタグ等が挙げられる。
【００３０】
　本発明に係るＨＡ１抗原ポリ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ＨＡ１抗原ポリペプ
チドは、公知のポリペプチド合成法によって製造することができる。ポリペプチド合成法
としては、液相ポリペプチド合成法、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
換体からポリペプチドを生成しても、インビトロ翻訳系を用いてポリペプチドを生成して
もよい。例えば、配列番号１０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ポリペプチドを生成することがで
きる。例えば、以下の〔４．組換えベクター〕の項目に記載の方法が好適に用いられる。
また、形質転換体についても、例えば、以下の〔５．形質転換体〕の項目に記載の方法が
用いられる。
【００３１】
　なお、本発明に係るＨＡ１抗原ポリペプチドは、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ポリペ
プチドを、公知の方法に従って精製することができる。ポリ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、およびアフィニティクロマトグラフィー等が挙げられる。
【００３２】
　本発明に係るＨＡ１抗原ポリペプチドは、実施例および図１２にも示す通り、Ｈ５Ｎ１
亜型鳥インフルエンザウイルスのＨＡ１領域のアミノ酸配列のうち、Ｈ５Ｎ１亜型の異な
る株間において非常に高く保持されており、且つ立体構造上、Ｈ５Ｎ１亜型鳥インフルエ
ンザウイルスタンパク質の表面に出ている部位のアミノ酸配列である。一方で、Ｈ１～Ｈ
４型およびＨ６～Ｈ１６型において、このアミノ酸配列に対応するアミノ酸配列の配列同
一性は非常に低い。すなわち本発明に係るＨＡ１抗原ポリペプチドは、宿主内においても
変異が起こりにくく且つ、構造上、抗体との結合性能が非常に優れている。したがって、
本発明に係るＨＡ１抗原ポリペプチドであれば、Ｈ５Ｎ１亜型鳥インフルエンザウイルス
に非常に特異的な抗体の作製に好適に利用することができる。
【００３３】
　〔２．本発明に係る抗体およびその可変領域を含む抗体断片〕
　本発明に係る抗体およびその可変領域を含む抗体断片は、Ｈ５亜型鳥インフルエンザウ
イルスのＨＡ１領域のうち、配列番号１０に示されるアミノ酸配列からなるヘマグルチニ
ンＨＡ１抗原ポリペプチドに特異的に結合することを特徴とする。
【００３４】
　ここで、「ＨＡ１抗原ポリペプチドに特異的に結合する」とは、当該ＨＡ１抗原ポリペ
プチドの配列を認識して結合することを意味しており、例えば、当該ＨＡ１抗原ポリペプ
チドの配列を含む、より長い配列を有するポリペプチド等にも結合する。
【００３５】
　本明細書において、上記「抗体」は、免疫グロブリン（ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、Ｉｇ
Ｙ、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）を意味し、例えば、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、抗イ
ディオタイプ抗体、キメラ化抗体、ヒト化抗体等の二価抗体および一本鎖可変領域断片お
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よび抗体の相補性決定領域（ＣＤＲ）を含むペプチド等が挙げられるが、本発明はこれら
に限定されない。
【００３６】
　また、本発明の抗体の断片であって、上記抗体の可変領域を含む抗体断片も本発明の範
囲に含まれる。かかる抗体断片としては、上記抗体の可変領域を含む抗体断片であってＨ
５亜型鳥インフルエンザウイルスを認識する抗体断片であれば特に限定されるものではな
い。かかる抗体断片は、本発明の抗体のＨ鎖全長、Ｌ鎖全長、Ｈ鎖の可変領域、およびＬ
鎖の可変領域のいずれかの領域の断片であってもよい。このような抗体断片であれば、例
えば、フローサイトメトリー法またはＥＬＩＳＡ法に好適に用いることができる。また、
抗体断片は、ヒトその他の動物の抗体に移植することによって、キメラ抗体を作製するた
めに好適に用いることができる。
【００３７】
　また、本発明に係る抗体およびその可変領域を含む抗体断片の一態様は、配列番号１０
に示されるアミノ酸配列からなるＨＡ１抗原ポリペプチド中の、連続する１５個以上１６
個以下のアミノ酸に特異的に結合する。
【００３８】
　また、上述の抗体またはその可変領域を含む抗体断片と、ＨＡ１抗原ポリペプチドとの
特異的な結合は、ＨＡ１抗原ポリペプチド中の１箇所の特定の領域に生じているか、また
は２か所以上の異なる領域に同時に生じていてもよい。
【００３９】
　本発明に係る抗体の一態様は、Ｈ鎖が配列番号２６に示されるアミノ酸配列からなり、
且つ、Ｌ鎖が配列番号２８に示されるアミノ酸配列からなる二価抗体である。また、本発
明に係る抗体の別の例は、Ｈ鎖が配列番号５２に示されるアミノ酸配列からなり、且つ、
Ｌ鎖が配列番号２８に示されるアミノ酸配列からなる二価抗体である。
【００４０】
　また、配列番号２に示すアミノ酸配列は、本発明の一態様に係る抗体のＨ鎖可変領域の
アミノ酸配列であり、配列番号３に示すアミノ酸配列は、本発明の一態様に係る抗体のＬ
鎖可変領域のアミノ酸配列である。図４に本発明の一態様に係る抗体のＨ鎖可変領域のア
ミノ酸配列およびＬ鎖可変領域のアミノ酸配列を示す。図４に示すように、本発明の一態
様に係る抗体のＨ鎖可変領域は、四角で囲んで示しているＣＤＲの領域である、ＣＤＲ１
、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３を有している。すなわち本発明の一態様に係る抗体のＨ鎖可変
領域は、配列番号１に示すアミノ酸配列の１番目～１３０番目のアミノ酸配列からなり、
３１番目～３５番目のアミノ酸配列からなるＣＤＲ１、配列番号１に示すアミノ酸配列の
５０番目～６６番目のアミノ酸配列からなるＣＤＲ２および配列番号１に示すアミノ酸配
列の９９番目～１１９番目のアミノ酸配列からなるＣＤＲ３を有する。また、図４に示す
ように、本発明の一態様に係る抗体のＬ鎖可変領域は、四角で囲んで示しているＣＤＲ１
、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３を有している。すなわち本発明の一態様に係る抗体のＬ鎖可変
領域は、配列番号１に示すアミノ酸配列の１４８番目～２７０番目のアミノ酸配列からな
り、配列番号１に示すアミノ酸配列の１６８番目～１７６番目のアミノ酸配列からなるＣ
ＤＲ１、配列番号１に示すアミノ酸配列の１９３番目～２０３番目のアミノ酸配列からな
るＣＤＲ２、および配列番号１に示すアミノ酸配列の２３２番目～２４０番目のアミノ酸
配列からなるＣＤＲ３を有する。また、本発明の一態様の抗体は、配列番号１に示すアミ
ノ酸配列からなる抗体である。また、本発明の別の一態様の抗体はＨ鎖可変領域が配列番
号４５に示すアミノ酸配列からなり、且つ、Ｌ鎖可変領域が配列番号３に示すアミノ酸配
列からなる。さらに、本発明の別の一態様の抗体は配列番号４４に示すアミノ酸配列から
なる抗体である。
【００４１】
　本発明の一態様に係る抗体のＨ鎖可変領域のＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３のアミ
ノ酸配列をそれぞれ配列番号４～６に示し、本発明に係る抗体のＬ鎖可変領域のＣＤＲ１
、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３のアミノ酸配列をそれぞれ配列番号７～９に示す。本発明の別
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の一態様に係る抗体のＨ鎖可変領域のＣＤＲ３のアミノ酸配列および塩基配列をそれぞれ
配列番号４６および４７に示す。
【００４２】
　また、本発明に係る抗体の他の態様は、Ｈ鎖可変領域中に、配列番号４に示されるＣＤ
Ｒ１、配列番号５に示されるＣＤＲ２および配列番号６に示されるＣＤＲ３のすべてを含
んでおり、且つ、Ｌ鎖可変領域中に、配列番号７に示されるＣＤＲ１、配列番号８に示さ
れるＣＤＲ２および配列番号９に示されるＣＤＲ３のすべてを有している、抗体またはそ
の可変領域を含む抗体断片である。
【００４３】
　また、本発明に係る抗体のさらに他の態様は、Ｈ鎖可変領域中に、配列番号４に示され
るＣＤＲ１、配列番号５に示されるＣＤＲ２および配列番号４６に示されるＣＤＲ３のす
べてを含んでおり、且つ、Ｌ鎖可変領域中に、配列番号７に示されるＣＤＲ１、配列番号
８に示されるＣＤＲ２および配列番号９に示されるＣＤＲ３のすべてを有している、抗体
またはその可変領域を含む抗体断片である。
【００４４】
　また、本発明に係る抗体のさらに他の態様は、Ｈ鎖可変領域中に、配列番号４に示され
るＣＤＲ１、配列番号５に示されるＣＤＲ２および配列番号６または配列番号４６に示さ
れるＣＤＲ３のうち少なくとも１つを含んでおり、且つ、Ｌ鎖可変領域中に、配列番号７
に示されるＣＤＲ１、配列番号８に示されるＣＤＲ２および配列番号９に示されるＣＤＲ
３のうちの少なくとも１つを有している、抗体またはその可変領域を含む抗体断片である
。
【００４５】
　また、本発明に係る抗体のさらに他の態様は、Ｈ鎖可変領域中に、配列番号４に示され
るＣＤＲ１、配列番号５に示されるＣＤＲ２および配列番号６または配列番号４６に示さ
れるＣＤＲ３のうち少なくとも１つを有しているか、またはＬ鎖可変領域中に、配列番号
７に示されるＣＤＲ１、配列番号８に示されるＣＤＲ２および配列番号９に示されるＣＤ
Ｒ３のうちの少なくとも１つを有している、抗体またはその可変領域を含む抗体断片であ
る。
【００４６】
　また、本発明に係る抗体、またはその可変領域を含む抗体断片は、以下の特徴を有する
ものも包含している。
【００４７】
　Ｈ鎖可変領域が、配列番号２に示されるアミノ酸配列、または、配列番号２に示される
アミノ酸配列において、１～１３個、好ましくは１～６個、より好ましくは１～２個また
は３個、さらに好ましくは１個のアミノ酸が置換、欠失、挿入、および／もしくは付加さ
れたアミノ酸配列からなり、且つ
　Ｌ鎖可変領域が、配列番号３に示されるアミノ酸配列、または、配列番号３に示される
アミノ酸配列において、１～１０個、好ましくは１～５個、より好ましくは１～２個また
は３個、さらにより好ましくは１個のアミノ酸が置換、欠失、挿入、および／もしくは付
加されたアミノ酸配列からなる、抗体またはその可変領域を含む抗体断片。
【００４８】
　一例として、本発明に係る抗体およびその可変領域を含む抗体断片は、Ｈ鎖可変領域が
配列番号２に示すアミノ酸配列からなり、且つＬ鎖可変領域が配列番号３に示すアミノ酸
配列からなる抗体またはその可変領域を含む抗体断片を挙げることができる。
【００４９】
　本発明に係る抗体およびその可変領域を含む抗体断片の別の例は、Ｈ鎖可変領域が、配
列番号４５に示されるアミノ酸配列からなり、且つＬ鎖可変領域が、配列番号３に示され
るアミノ酸配列からなる抗体またはその可変領域を含む抗体断片を挙げることができる。
ここで、配列番号４５に示されるアミノ酸配列は、配列番号２に示すアミノ酸配列の１０
５番目のアミノ酸ＹをＲに、１０６番目のアミノ酸ＳをＲに、１０７番目のアミノ酸Ｙを
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Ｖに、それぞれ置換した配列である。このような配列を有する抗体は、Ｈ５亜型鳥インフ
ルエンザウイルスへの特異性を維持しながら、ＨＡ１抗原に対するより高い反応性を有し
ており、より好ましい。
【００５０】
　さらに、本発明に係る抗体またはその可変領域を含む抗体断片は、Ｈ５亜型鳥インフル
エンザウイルスのヘマグルチニンＨＡ１領域のうち、配列番号１０に示されるアミノ酸配
列からなるヘマグルチニンＨＡ１抗原ポリペプチドに特異的に結合する抗体またはその可
変領域を含む抗体断片であって、以下の（１）～（４）の何れかに示すものを包含する。
（１）配列番号１または４４に示されるアミノ酸配列からなる抗体またはその可変領域を
含む抗体断片、
（２）配列番号１または４４に示されるアミノ酸配列において１～３５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からなる抗体またはその可変領
域を含む抗体断片、
（３）配列番号１または４４に示されるアミノ酸配列に対して９０％以上の配列同一性を
有する抗体またはその可変領域を含む抗体断片、
（４）上記（１）に記載の抗体またはその可変領域を含む抗体断片をコードするポリヌク
レオチドと相補的な配列からなるポリヌクレオチドに対して、ストリンジェントな条件下
においてハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミノ酸配列からな
る抗体またはその可変領域を含む抗体断片。なお、ストリンジェントな条件については、
本発明に係るポリヌクレオチドの欄で後述する。
【００５１】
　また、本発明に係る抗体の一態様は、下記に示す、（ａ）～（ｃ）の工程を含む製造方
法によって得られたものである。
【００５２】
　（ａ）配列番号１０に示されるアミノ酸配列からなるヘマグルチニンＨＡ１抗原ポリペ
プチドをトリに免疫する工程；（ｂ）上記工程（ａ）で免疫したトリから上記ヘマグルチ
ニンＨＡ１抗原ポリペプチドに特異的に結合するファージ抗体を含むファージ抗体ライブ
ラリーを得る工程；および（ｃ）上記工程（ｂ）で得られたファージ抗体のうち、上記ヘ
マグルチニンＨＡ１抗原ポリペプチドに特異的に結合する抗体を濃縮および選抜する工程
。
【００５３】
　上記工程を含む製造方法については、以下の〔６．本発明に係る抗体の製造方法〕にお
いて詳細に記載する。
【００５４】
　また、本発明に係る抗体およびその可変領域を含む抗体断片は、一本鎖可変領域断片ま
たは二価抗体であり、好ましくは二価抗体である。
【００５５】
　本発明に包含される単鎖抗体の例としては、配列番号４４に示されるアミノ酸配列から
なる抗体が挙げられる。
【００５６】
　本発明に包含される単鎖抗体の他の例としては、配列番号１に示されるアミノ酸配列の
２５２番目～３５１番目のアミノ酸を配列番号４４に示されるアミノ酸配列の２５２番目
～３５９番目のアミノ酸に置換したアミノ酸配列からなる抗体が挙げられる。
【００５７】
　本発明に包含される単鎖抗体のさらに他の例としては、配列番号４４に示されるアミノ
酸配列の２５２番目～３５９番目のアミノ酸を配列番号１に示されるアミノ酸配列の２５
２番目～３５１番目のアミノ酸に置換したアミノ酸配列からなる抗体が挙げられる。
【００５８】
　また、本発明に係る二価抗体の一例は、以下の特性：可変領域がニワトリ由来であり、
定常領域がマウスＩｇＧ１由来である、二価のマウスキメラ型抗ＨＡ１抗体であって、免
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疫グロブリンのサブタイプはＩｇＧ１であり、分子量は約１５０ｋＤａである；を有する
ものである。
【００５９】
　本発明に係る二価抗体のさらに具体的な一例としては、Ｈ鎖が配列番号２６に示される
アミノ酸配列からなり、且つ、Ｌ鎖が配列番号２８に示されるアミノ酸配列からなるもの
が挙げられる。さらに、本発明に係るより好ましい二価抗体の他の例としては、Ｈ鎖が配
列番号５２に示されるアミノ酸配列からなり、且つ、Ｌ鎖が配列番号２８に示されるアミ
ノ酸配列からなるものが挙げられる。
【００６０】
　本発明に係る抗体およびその可変領域を含む抗体断片は、標識剤によって、標識化され
た抗体も包含している。標識化された抗体は、以下の〔７．本発明に係るキット〕および
〔８．Ｈ５亜型鳥インフルエンザウイルスを検出する方法〕において用いることができる
。
【００６１】
　上述の標識剤としては、酵素、酵素基質、放射性同位元素、発光物質、蛍光物質、ビオ
チンおよび着色物質等が挙げられる。酵素の例としては、ペルオキシダーゼ、β－ガラク
トシダーゼ、アルカリホスファターゼ、グルコースオキシダーゼ、アセチルコリンエステ
ラーゼおよびグルコース－６－リン酸脱水素酵素を挙げることができる。これら酵素と抗
体との結合は、マレイミド化合物およびＮ－ヒドロキシスクシンイミドエステル化合物等
の架橋剤を用いる公知の方法により行うことができる。酵素基質としては、使用する酵素
に応じて公知の物質を使用することができる。例えば、酵素としてペルオキシダーゼを使
用する場合には、ＯＰＤ（オルトフェニレンジアミン）およびＴＭＢ（テトラメチルベン
ジジン）等を、また酵素としてアルカリホスファターゼを用いる場合には、ニトロブルー
テトラゾリウム（ＮＢＴ）および５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリルホスファター
ゼｐ－トルイジニル塩（ＢＣＩＰ）の混合基質等を用いることができる。
【００６２】
　放射性同位元素としては、１２５Ｉ、３Ｈまたは３５Ｓ等の通常のラジオイムノアッセ
イで用いられているものを使用することができる。本発明に係る抗体への放射標識は公知
の方法を用いて行うことができる。上記蛍光色素としては、フルオレセインイソチオシア
ネート、テトラメチルローダミンイソチオシアネートおよびフィコエリスリン等の通常の
蛍光抗体法に用いられるものを使用することができる。また、蛍光物質として、蛍光シリ
カナノ粒子を使用してもよい。また、上記発光物質としては、イソルミノール、アクリジ
ンエステルおよびルシゲニン等を用いることができる。この際、標識の方法は、公知の方
法を用いることができる。また、上記着色物質としては、例えば、着色ラテックス粒子お
よび金コロイド等を挙げることができる。
【００６３】
　また、本発明に係る抗体およびその可変領域を含む抗体断片は、固体支持体に固相化さ
れていてもよい。使用できる固体支持体としては、ポリスチレン、ポリカーボネート、ポ
リプロピレンまたはポリビニール性のマイクロタイタープレート、試験管、キャピラリー
、ビーズ（ラテックス粒子および金属化合物など）、膜（リポソームなど）およびフィル
ターなどが挙げられる。これらのうち、特にポリスチレンが好ましい。このように固相化
された抗体は、例えば、後述する〔８．Ｈ５亜型鳥インフルエンザウイルスを検出する方
法〕における方法において好適に用いられる。
【００６４】
　後述する実施例においても示す通り、本発明に係る抗体およびその可変領域を含む抗体
断片は、Ｈ５亜型鳥インフルエンザウイルスのＨＡ１領域のアミノ酸配列のうち、Ｈ５亜
型の異なる株間において高く保持されており、且つ立体構造上、Ｈ５亜型鳥インフルエン
ザウイルスタンパク質の表面に出ている部位に結合する。さらに、Ｈ５以外の亜型に対す
る結合性は著しく低い。そのため、本発明に係る抗体およびその可変領域を含む抗体断片
は、Ｈ５亜型鳥インフルエンザウイルスを特異的に、簡便、且つ高感度に検出することが
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できる。したがって、本発明に係る抗体は、Ｈ５亜型鳥インフルエンザウイルスの検出す
るキットおよび検出方法等に、好適に利用することができる。
【００６５】
　また、Ｈ５亜型鳥インフルエンザウイルスは、Ｎ１～Ｎ９のサブタイプを含んでおり、
本発明において検出の対象として用いられるＨ５亜型鳥インフルエンザウイルスとしては
、例えば、Ｈ５Ｎ１亜型、Ｈ５Ｎ２亜型およびＨ５Ｎ８亜型が挙げられる。
【００６６】
　〔３．本発明に係る抗体およびその可変領域を含む抗体断片をコードするポリヌクレオ
チド〕
　本発明に係るポリヌクレオチドは、上記抗体およびその可変領域を含む抗体断片をコー
ドするものである。このポリヌクレオチドは、具体的には、例えば、以下の（１）～（４
）の何れかに記載のポリヌクレオチドが挙げられる。
（１）配列番号１または４４に示されるアミノ酸配列を有し、Ｈ５亜型鳥インフルエンザ
ウイルスのＨＡ１領域のうち、配列番号１０に示されるアミノ酸配列からなるＨＡ１抗原
ポリペプチドに特異的に結合することを特徴とする抗体またはその可変領域を含む抗体断
片をコードするポリヌクレオチド。
（２）配列番号１または４４に示されるアミノ酸配列において１～３５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有し、Ｈ５亜型鳥インフルエ
ンザウイルスのＨＡ１領域のうち、配列番号１０に示されるアミノ酸配列からなるＨＡ１
抗原ポリペプチドに特異的に結合することを特徴とする抗体またはその可変領域を含む抗
体断片をコードするポリヌクレオチド。なお、置換、欠失、挿入、および／または付加さ
れたアミノ酸の個数は、１～１７個であることが好ましく、１～１３個であることが好ま
しく、１～１０個であることがより好ましく、１～８個であることがさらに好ましく、１
～５個であることがさらに好ましく、１～２個または３個であることが特に好ましい。
（３）配列番号１または４４に示されるアミノ酸配列に対して９０％以上の配列同一性を
有し、Ｈ５亜型鳥インフルエンザウイルスのＨＡ１領域のうち、配列番号１０に示される
アミノ酸配列からなるＨＡ１抗原ポリペプチドに特異的に結合することを特徴とする抗体
またはその可変領域を含む抗体断片をコードするポリヌクレオチド。なお、アミノ酸配列
の配列同一性は、９５％以上であることが好ましく、９６％以上であることがさらに好ま
しく、９７％以上、９８％以上、或いは９９％以上であることが特に好ましい。
（４）上記（１）に記載のポリヌクレオチドと相補的な配列からなるポリヌクレオチドに
対して、ストリンジェントな条件下においてハイブリダイズするポリヌクレオチド。なお
、ストリンジェントな条件下とは、例えば、参考文献：“Molecular cloning-a Laborato
ry manual 2nd edition（Sambrookら、1989）”に記載の条件などが挙げられる。ストリ
ンジェントな条件下とは、より具体的には例えば、６×ＳＳＣ（１×ＳＳＣの組成：０．
１５Ｍ塩化ナトリウム、０．０１５Ｍクエン酸ナトリウム、ｐＨ７．０）、０．５％ＳＤ
Ｓ、５×デンハートおよび１００ｍｇ／ｍＬニシン精子ＤＮＡを含む溶液にプローブとと
もに６５℃で８～１６時間恒温し、ハイブリダイズさせる条件が挙げられる。なお、この
ポリヌクレオチドは、上記（１）に記載のポリヌクレオチドの塩基配列に対して９０％以
上の配列同一性を有することがさらに好ましく、９５％以上、９６％以上、９７％以上、
９８％以上、或いは９９％以上の配列同一性を有することがさらに好ましい。
【００６７】
　本発明にかかるポリヌクレオチドは、ＲＮＡ（例えば、ｍＲＮＡ）の形態、またはＤＮ
Ａの形態（例えば、ｃＤＮＡまたはゲノムＤＮＡ）で存在し得る。ＤＮＡは、二本鎖であ
っても、一本鎖であってもよい。本発明にかかるポリヌクレオチドの一例としては、配列
番号１、および配列番号４４に示すポリペプチドをコードするＤＮＡである。配列番号１
に示すポリペプチドをコードするポリヌクレオチドの配列の一例を配列番号５４に示し、
配列番号４４に示すポリペプチドをコードするポリヌクレオチドの配列の一例を配列番号
５５に示す。本発明に係るポリヌクレオチドは、非翻訳領域（ＵＴＲ）の配列、シグナル
配列およびイントロンなどの付加的な配列を含むものであってもよい。
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【００６８】
　本発明に係るポリヌクレオチドを取得する（単離する）方法は、特に限定されるもので
はないが、例えば、上記ポリヌクレオチドの塩基配列の一部と特異的にハイブリダイズす
るプローブを調製し、ゲノムＤＮＡライブラリーまたはｃＤＮＡライブラリーをスクリー
ニングすればよい。或いは、本発明に係るポリヌクレオチドを、ホスホロアミダイト法な
どの核酸合成法に従って合成してもよい。
【００６９】
　また、本発明にかかるポリヌクレオチドを取得する方法として、ＰＣＲなどの増幅手段
を用いる方法を挙げることができる。例えば、当該ポリヌクレオチドのｃＤＮＡのうち、
５’側および３’側の配列（またはその相補配列）の中からそれぞれプライマーを調製し
、これらプライマーを用いてゲノムＤＮＡ（またはｃＤＮＡ）などを鋳型にしてＰＣＲな
どを行い、両プライマー間に挟まれるＤＮＡ領域を増幅することで、本発明にかかるポリ
ヌクレオチドを含むＤＮＡ断片を大量に取得できる。
【００７０】
　本発明に係るポリヌクレオチドとしては、さらに、本発明の二価抗体をコードしている
ＤＮＡ（配列番号２７および２９および５３）などを挙げることができる。
【００７１】
　〔４．組換えベクター〕
　本発明に係るポリヌクレオチド（例えばＤＮＡ）は、適当なベクター中に挿入された組
換えベクターとして利用に供することもできる。当該ベクターの種類は、例えば、自立的
に複製するベクター（例えばプラスミドなど）でもよいし、或いは、宿主細胞に導入され
た際に宿主細胞のゲノムに組み込まれ、組み込まれた染色体と共に複製されるものであっ
てもよい。
【００７２】
　上記ベクターは、好ましくは発現ベクターである。発現ベクターにおいて本発明に係る
ポリヌクレオチドは、転写に必要な要素（例えば、プロモーターなど）が機能的に連結さ
れている。プロモータは宿主細胞において転写活性を示すＤＮＡ配列であり、宿主の種類
に応じて適宜することができる。
【００７３】
　細菌細胞で作動可能なプロモータとしては、大腸菌のlac、trpおよびtacプロモータな
どが挙げられる。
【００７４】
　昆虫細胞で作動可能なプロモータの例としては、ｐｏｌｈプロモータ、ｐ１０プロモー
タ、およびｐＢ１プロモータなどが挙げられる。酵母細胞で作動可能なプロモータの例と
しては、酵母解糖系遺伝子由来のプロモータ、アルコールデヒドロゲナーゼ遺伝子プロモ
ータ、およびホスホグリセリン酸キナーゼプロモータなどが挙げられる。糸状菌細胞で作
動可能なプロモータの例としては、ＡＤＨ３プロモータ、およびｔｐｉＡプロモータなど
が挙げられる。
【００７５】
　哺乳動物細胞で作動可能なプロモータの例としては、ＳＶ４０プロモータ、ウシ・パピ
ローマ・ウイルス（ＢＰＶ）プロモータおよびヒトサイトメガロウイルス（ＣＭＶ）プロ
モータなどが挙げられる。
【００７６】
　また、本発明に係るポリヌクレオチドは必要に応じて、例えばヒト成長ホルモンターミ
ネータまたは真菌宿主についてはＴＰＩ１ターミネータもしくはＡＤＨ３ターミネータの
ような適切なターミネータに機能的に結合されてもよい。本発明に係る組換えベクターは
更に、ポリアデニレーションシグナル、転写エンハンサ配列および翻訳エンハンサ配列の
ような要素を有していてもよい。
【００７７】
　本発明に係る組換えベクターは、さらに、該ベクターが宿主細胞内で複製することを可
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能にするＤＮＡ配列を具備してもよく、その一例としてはＳＶ４０複製起点（宿主細胞が
哺乳類細胞のとき）が挙げられる。
【００７８】
　本発明に係る組換えベクターはさらに選択マーカーを含有してもよい。選択マーカーと
しては、例えば、アンピシリン、カナマイシン、テトラサイクリン、クロラムフェニコー
ル、ネオマイシンまたはヒグロマイシンのような薬剤耐性遺伝子を挙げることができる。
【００７９】
　〔５．形質転換体〕
　本発明に係るポリヌクレオチド、または、本発明に係る組換えベクター（本発明の核酸
構築物と総称する）を適当な宿主細胞に導入することによって形質転換体を作製すること
ができる。
【００８０】
　宿主細胞としては、例えば、細菌細胞、酵母細胞、真菌細胞および高等真核細胞などが
挙げられる。
【００８１】
　細菌細胞の例としては、バチルスおよびストレプトマイセスなどのグラム陽性菌または
大腸菌などのグラム陰性菌が挙げられる。これら細菌細胞の形質転換は、例えば、プロト
プラスト法、またはコンピテント細胞を用いる方法などによって行えばよい。
【００８２】
　酵母細胞の例としては、サッカロマイセスまたはシゾサッカロマイセスに属する生物の
細胞が挙げられ、例えば、サッカロマイセス・セレビシエ（Saccharomyces cerevisiae）
およびサッカロマイセス・クルイベリ（Saccharomyces kluyveri）などが挙げられる。本
発明の核酸構築物の酵母宿主への導入方法としては、例えば、エレクトロポレーション法
、スフェロブラスト法および酢酸リチウム法などを挙げることができる。
【００８３】
　酵母細胞以外の真菌細胞の例は、糸状菌、例えば、アスペルギルス、ニューロスポラ、
フザリウム、またはトリコデルマに属する生物の細胞である。宿主細胞として糸状菌を用
いる場合、本発明の核酸構築物を宿主染色体に組み込んで組換え宿主細胞を得ることによ
って形質転換を行うことができる。核酸構築物の宿主染色体への組み込みは、例えば、相
同組換えまたは異種組換えによって行うことができる。
【００８４】
　高等真核細胞の例としては、植物細胞、動物細胞および昆虫細胞等が挙げられ、動物細
胞としては、哺乳動物細胞および鳥類細胞がさらに挙げられる。
【００８５】
　昆虫細胞の例としては、Ｓｆ９細胞およびＳｆ２１細胞などが挙げられる。宿主細胞と
して昆虫細胞を用いる場合、組換え遺伝子導入ベクターおよびバキュロウイルスを昆虫細
胞に共導入して昆虫細胞培養上清中に組換えウイルスを得た後、さらに組換えウイルスを
昆虫細胞に感染させ、タンパク質を発現させることができる。共導入方法としては、例え
ば、リン酸カルシウム法またはリポフェクション法などを挙げることができる。
【００８６】
　植物細胞の例としては、Ｔ８７細胞などが挙げられる。宿主細胞として植物細胞を用い
る場合、植物細胞の形質転換には、例えば、エレクトロポレーション法、リン酸カルシウ
ム法、リポフェクション法、リポソーム法、ＤＥＡＥデキストラン法およびマイクロイン
ジェクション法などを用いることができる。
【００８７】
　哺乳動物細胞の例としては、ＨＥＫ２９３細胞、ＨｅＬａ細胞、ＣＯＳ細胞、ＢＨＫ細
胞、ＣＨＬ細胞、ＣＨＯ細胞、ＳＰ２／０細胞およびＮＳＯ細胞などが挙げられる。宿主
細胞として哺乳動物細胞を用いる場合、哺乳動物細胞の形質転換には、例えば、エレクト
ロポレーション法、リン酸カルシウム法、リポフェクション法、リポソーム法、ＤＥＡＥ
デキストラン法およびマイクロインジェクション法などを用いることができる。
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【００８８】
　上記の形質転換体は、導入された核酸構築物の発現を可能にする条件下で、適切な培養
培地中で培養する。次いで、必要に応じて、形質転換体の培養物から、本発明に係る抗体
またはその可変領域を含む抗体断片を単離精製する。
【００８９】
　なお、形質転換体は、細胞に限定されない。すなわち、形質転換体は、例えば、本発明
に係る核酸構築物で形質転換された組織、器官、および個体であってもよい。
【００９０】
　ただし、細胞以外の形質転換体は、非ヒト由来のものであることが好ましい場合があり
、特に個体は非ヒト由来のものであることが好ましい。
【００９１】
　〔６．本発明に係る抗体およびその可変領域を含む抗体断片の製造方法〕
　本発明に係る抗体およびその可変領域を含む抗体断片の製造方法の一例は、Ｈ５亜型鳥
インフルエンザウイルスのヘマグルチニンＨＡ１領域のうち、配列番号１０に示されるア
ミノ酸配列からなるヘマグルチニンＨＡ１抗原ポリペプチドに特異的に結合する抗体を製
造する方法であって、下記の（ａ）～（ｃ）の工程を含むことを特徴とする、方法である
：（ａ）配列番号１０に示されるアミノ酸配列からなるヘマグルチニンＨＡ１抗原ポリペ
プチドをトリに免疫する工程；（ｂ）上記工程（ａ）で免疫したトリから上記ヘマグルチ
ニンＨＡ１抗原ポリペプチドに特異的に結合するファージ抗体を含むファージ抗体ライブ
ラリーを得る工程；および（ｃ）上記工程（ｂ）で得られたファージ抗体のうち、上記ヘ
マグルチニンＨＡ１抗原ポリペプチドに特異的に結合する抗体を濃縮および選抜する工程
。
【００９２】
　以下に、それぞれの工程について説明する。
【００９３】
　（工程（ａ））
　工程（ａ）は、配列番号１０に示されるアミノ酸配列からなるＨＡ１抗原ポリペプチド
をトリに免疫する工程である。抗原をトリに投与する方法は特に限定されない。例えば、
抗原ポリペプチドを腹腔内に投与してもよいし、抗原ポリペプチドを静脈内に投与しても
よい。また、抗原の免疫原性を高める観点から、初回免疫は、抗原ポリペプチドと免疫賦
活剤とを等量混合して投与することが好ましい。上記「免疫賦活剤」としては、例えば、
完全フロイントアジュバント、不完全フロイントアジュバント、または水酸化アルミニウ
ムゲルアジュバント等のこの分野で通常用いられるものを利用することができる。
【００９４】
　抗原ポリペプチドを投与する間隔としては、例えば、初回免疫後４週間後に追加免疫（
２次免疫）を行ない、さらに３～４週間後に追加免疫（３次免疫）を行なうことができる
。血清の上昇が認められない場合は、さらに２～３週間後に追加免疫を行なうことができ
る。
【００９５】
　ＨＡ１抗原ポリペプチドを免疫するトリとしては、ニワトリ、ダチョウ、ウズラおよび
七面鳥などが挙げられ、飼育の容易さおよび飼料の確保の観点からニワトリが最も好まし
い。
【００９６】
　（工程（ｂ））
　工程（ｂ）は、上記工程（ａ）で免疫したトリから抗原ポリペプチドに特異的に結合す
るファージ抗体を含むファージ抗体ライブラリーを得る工程である。抗原ポリペプチドに
特異的に結合する抗体を得る方法は特に限定されない。例えば、ハイブリドーマを作製す
ることによってモノクローナル抗体を作製する方法（参照文献：J.Vet. Med. Sci 58 105
3 1996）またはファージディスプレイ法によりトリ型ファージ抗体を作製する方法（日本
国公開特許公報「特許３９０８２５７号公報」の記載を参照）等によって製造することが
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できる。後述する実施例では、簡便且つ効率よく抗体を製造できることから、ファージデ
ィスプレイ法を用いている。
【００９７】
　ここで、一例として、ファージディスプレイ法を用いてＨＡ１抗原ポリペプチドに特異
的に結合するファージ抗体を得る方法について説明する。
【００９８】
　ファージディスプレイ法では、まず、上記工程（ａ）で免疫したトリから脾臓を摘出し
、当該脾臓からＲＮＡを抽出する。得られたＲＮＡを鋳型としてＲＴ－ＰＣＲを行ない、
トリ抗体の、様々なＨ鎖可変領域とＬ鎖可変領域の遺伝子を含むｃＤＮＡを回収する。
【００９９】
　次いで、得られたＨ鎖可変領域とＬ鎖可変領域の遺伝子の複数の組合せを、リンカー（
（ＧＧＧＧＳ）×３）をコードする遺伝子およびスペーサー（Ａｓｐ－Ｖａｌ）をコード
する遺伝子を介して結合させ、ｓｃＦｖ遺伝子を構築する。
【０１００】
　次いで、トリのＣλと、ｇ３ｐ遺伝子とを組み込んだプラスミドに、得られたｓｃＦｖ
遺伝子を導入し、ファージミドベクターを作製する。
【０１０１】
　次いで、作製したファージミドベクターを宿主（例えば、大腸菌等）に形質転換する。
【０１０２】
　次いで、ファージミドベクターを形質転換した大腸菌にさらにヘルパーファージを感染
させる。このようにして得られた大腸菌を培養すればｓｃＦｖを発現するファージを得る
ことができる。
【０１０３】
　これらの複数の単鎖のファージ抗体（ファージ抗体ライブラリー）の中からＨＡ１抗原
ポリペプチドに特異的に結合する抗体を濃縮する方法として、例えば、パニング選択を行
なうことができる。
【０１０４】
　上記「パニング選択」の方法としては特に限定されないが、例えば、抗原ポリペプチド
をイムノモジュールプレートに固定化し、固定化した抗原ポリペプチドにファージ抗体群
を反応させ、結合しなかったファージを洗浄により除去し、抗原ポリペプチドに結合した
ファージだけを溶出して大腸菌に感染させて増殖させるという操作を数回繰り返す方法が
ある。パニング選択を行なうことによって、抗原ポリペプチドのみに特異的に結合するフ
ァージを濃縮することができる。
【０１０５】
　なお、このパニング選択の操作は、１回～６回繰り返すことが好ましく、６回繰り返す
ことがより好ましい。
【０１０６】
　（工程（ｃ））
　工程（ｃ）は、上記工程（ｂ）で得られた抗原ポリペプチドに特異的に結合する抗体の
うち、上記ＨＡ１抗原ポリペプチドに特異的に結合する抗体を選抜する工程である。
【０１０７】
　選抜する方法としては、特に限定されるものではないが、例えば、ＥＬＩＳＡ法、ウエ
スタンブロット法、フローサイトメトリー法および分子間相互作用解析等を行なうことが
できる。
【０１０８】
　例えば、ＥＬＩＳＡ法を行なう場合は、配列番号１０に示されるアミノ酸配列からなる
ＨＡ１抗原ポリペプチドを固相抗原として用いた、上記パニング選択によって濃縮された
ファージ抗体について固相ＥＬＩＳＡを行なうことによって、上記ＨＡ１抗原ポリペプチ
ドに特異的に結合する抗体を、選抜することができる。
【０１０９】
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　本発明に係る抗体の製造方法では、上記工程（ａ）～（ｃ）に加えて、得られたファー
ジ抗体をもとにニワトリ型二価抗体を作製する工程（ニワトリ型二価抗体を作製する方法
については、国際公開第２００６／０９３０８０号パンフレットを参照のこと）、または
ニワトリの天然抗体の可変領域を有するキメラ化抗体を作製する工程（キメラ化抗体を作
製する方法については、日本国公開特許公報「特開２００６－２８２５２１号公報」およ
び日本国公開特許公報「特開２００５－２４５３３７号公報」を参照のこと）、またはニ
ワトリの天然抗体の抗原結合領域を有するヒト化抗体を作製する工程（ヒト化抗体を作製
する方法については、日本国公開特許公報「特開２００６-２４１０２６号公報」を参照
のこと）を含んでいてもよい。
【０１１０】
　このようなニワトリ型二価抗体またはキメラ化抗体の作製方法として、具体的には、例
えば、〔４．組換えベクター〕において記載した発現用ベクターを用いる方法が挙げられ
、好ましくは、Ｈ鎖用発現用ベクターとＬ鎖用発現用ベクターとを用い、これらにニワト
リ抗体の可変域領域をそれぞれ導入して宿主となる哺乳動物細胞で発現させる方法を挙げ
ることができる。
【０１１１】
　また、本発明に係る抗体の可変領域を含む抗体断片を作製する場合は、得られたファー
ジ抗体をコードしているＤＮＡを鋳型としたＰＣＲによる目的の領域の増幅等を含む方法
が挙げられる。例えば、本発明に係る抗体の作製方法は、得られたファージ抗体または二
価抗体もしくはキメラ抗体をコードしているＤＮＡを鋳型として、Ｉｎｖｅｒｓｅ　ＰＣ
Ｒ法等を用いたランダム変異導入、または公知の変異導入法を用いた点変異導入等を行う
ことによって、目的の部位のアミノ酸配列を変異させる工程を包含していてもよい。
【０１１２】
　例えば、ニワトリ型二価抗体であれば、ニワトリ由来の試料における非特異的反応が低
いと考えられるため、養鶏場などの現場におけるＨ５亜型鳥インフルエンザウイルスの検
出等に好適且つより効果的に用いることができる。
【０１１３】
　なお、上記工程（ａ）～（ｃ）を含むものは本発明に係る製造方法の一例であり、本発
明に係る他の一例としては、上述の〔５．形質転換体〕に記載された形質転換体を導入さ
れた核酸構築物の発現を可能にする条件下で、宿主細胞に適した適切な培養培地中で培養
し、次いで、必要に応じて、形質転換体の培養物から、本発明に係る抗体またはその可変
領域を含む抗体断片を単離精製する方法が挙げられる。
【０１１４】
　また、ヒト化抗体であれば、ヒト由来の試料における非特異的反応が低いと考えられる
ため、ヒトに対するＨ５亜型鳥インフルエンザウイルスの検出方法等に好適に用いること
ができる。
【０１１５】
　〔７．本発明に係るキット〕
　本発明に係るキットは、試料中に含まれるＨ５亜型鳥インフルエンザウイルスを検出す
るためのキットであって、少なくとも本発明に係る抗体またはその可変領域を含む抗体断
片を備えている。本発明に係る抗体およびその可変領域を含む抗体断片については、〔１
．本発明に係る抗体〕で説明した通りである。
【０１１６】
　また、本発明に係るキットは、本発明に係る抗体またはその可変領域を含む抗体断片以
外の、Ｈ５亜型鳥インフルエンザウイルスを認識する少なくとも一種類の抗体またはその
可変領域を含む抗体断片をさらに備えていてもよい。例えば、Ｈ５亜型鳥インフルエンザ
ウイルスのＨＡ２領域に含まれるアミノ酸配列を有するＨＡ２抗原ポリペプチドに特異的
に結合する抗体およびその可変領域を含む抗体断片が挙げられる。より具体的には、Ｈ５
亜型鳥インフルエンザウイルスのＨＡ２領域のうち、配列番号１７のアミノ酸配列からな
るポリペプチドに特異的に結合する抗体およびその可変領域を含む抗体断片が挙げられる
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。このような抗体としては、Ｈ鎖が配列番号１８に示されるアミノ酸配列からなり、且つ
、Ｌ鎖が配列番号２０に示されるアミノ酸配列からなる二価の抗ＨＡ２抗体およびＨ鎖が
配列番号２２に示されるアミノ酸配列からなり、且つ、Ｌ鎖が配列番号２４に示されるア
ミノ酸配列からなる二価の抗ＨＡ２抗体が挙げられる。また、これらの抗ＨＡ２抗体の例
としては、上記配列番号１８に示されるアミノ酸配列からなるＨ鎖をコードしているＤＮ
Ａが配列番号１９に示される塩基配列からなり、且つ上記配列番号２０に示されるアミノ
酸配列からなるＬ鎖をコードしているＤＮＡが、配列番号２１に示される塩基配列からな
る抗ＨＡ２抗体、および上記配列番号２２に示されるアミノ酸配列からなるＨ鎖をコード
しているＤＮＡが配列番号２３に示される塩基配列からなり、且つ上記配列番号２４に示
されるアミノ酸配列からなるＬ鎖をコードしているＤＮＡが、配列番号２５に示される塩
基配列からなる抗ＨＡ２抗体がさらに挙げられる。
【０１１７】
　本発明に係るキットは、本発明に係る抗体以外にも、イムノクロマトグラフィー法、Ｅ
ＬＩＳＡ法およびウエスタンブロット法等の免疫反応を行うために必要な部材（二次抗体
、発色試薬、ブロッキング試薬等）、プレート（９６ウェルプレート等）およびチューブ
等が含まれていてもよい。またウエスタンブロット法を行うために必要なメンブレン、電
気泳動用ゲル、電気泳動装置、ブロッティング装置およびブロッティング用試薬等が含ま
れていてもよい。例えば、本発明に係る抗体を検出するための二次抗体および二次抗体に
結合させた標識酵素の基質等を備えていてもよい。
【０１１８】
　上記二次抗体としては、例えば、アルカリホスファターゼ標識抗ＩｇＧ抗体および西洋
ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）標識抗ＩｇＧ抗体等を挙げることができる。なお、用
いる抗ＩｇＧ抗体の由来は特に限定されず、目的に応じて適宜選択される。
【０１１９】
　また、ＨＲＰ検出用の基質としては、例えば、ＯＰＤ、ＴＭＢおよびＥＣＬ（Electro-
generated chemiluminesence）等を挙げることができる。また、アルカリホスファターゼ
の基質としては、例えば、ニトロブルーテトラゾリウム（ＮＢＴ）および５－ブロモ－４
－クロロ－３－インドリルホスファターゼｐ－トルイジニル塩（ＢＣＩＰ）の混合基質等
を挙げることができる。
【０１２０】
　また上記キットを構成する成分を格納するための１つ以上の容器（例えば、バイアル、
管、アンプルおよびビンなど）が含まれていてもよい。また、上記キットにおいて使用す
る検出方法について詳細が記載された使用説明書がさらに含まれていてもよい。当該検出
方法としては、後述する〔８．Ｈ５亜型鳥インフルエンザウイルスを検出する方法〕で説
明される検出方法が挙げられる。
【０１２１】
　本発明に係るキットとしては、例えば、本発明に係る抗体、本発明に係る抗体以外の抗
体、および検出感度を高めるために必要な部材を備えた、イムノクロマトグラフィーを利
用したキットが挙げられる。
【０１２２】
　〔８．Ｈ５亜型鳥インフルエンザウイルスを検出する方法〕
　本発明に係るＨ５亜型鳥インフルエンザウイルスを検出する方法は、本発明に係る抗体
またはその可変領域を含む抗体断片と、生体から調製した試料とを反応させる工程を含む
。ここで、本発明に係る抗体については、〔２．本発明に係る抗体およびその可変領域を
含む抗体断片〕に記載した通りである。
【０１２３】
　上述の本発明に係る抗体またはその可変領域を含む抗体断片と、生体から調製した試料
とを反応させる工程は、本発明に係る抗体またはその可変領域を含む抗体断片を含む組成
物に生体から調製した試料を接触させる工程と、上記抗体またはその可変領域を含む抗体
断片を含む組成物と上記試料との間に生じる反応を検出する工程とを含んでいてもよい。



(20) JP 6525214 B2 2019.6.5

10

20

30

40

50

【０１２４】
　上記反応を検出に用いられる手法としては、ＥＬＩＳＡ法、放射線免疫測定法、蛍光免
疫測定法、ウエスタンブロット法、イムノクロマトグラフィー法、アフィニティクロマト
グラフィー法、免疫沈降法、免疫拡散法および赤血球凝集抑制試験等が挙げられる。
【０１２５】
　上述の反応を検出する方法は、例えば、標識剤で標識された抗体を用いた、サンドイッ
チ法、競合法および直接吸着法等が挙げられる。これらの方法により、試料中に存在する
、目的とする抗原の量を測定することができる。
【０１２６】
　本発明に係る検出方法に用いる試料としては、特に限定されるものではないが、対象の
タンパク質を少なくとも含み得るものであればよい。生体試料としては、例えば、細胞試
料、組織試料および拭い液試料が挙げられ、中でも試料採取方法の容易性の観点から、拭
い液試料が好ましい。拭い液試料としては、気管の拭い液、咽喉頭の拭い液、口腔の拭い
液、および鳥類の総排泄腔の拭い液等が挙げられる。また、最適なウイルス増殖部位がウ
イルス毎に異なるため、一個体から採取した、気管の拭い液、咽喉頭の拭い液、口腔の拭
い液および総排泄腔（鳥類の場合）の拭い液試料を全て検査に用いることが好ましい。生
体試料の由来となる生物は、例えば、鳥類、ヒトおよびブタ等の哺乳動物が挙げられる。
このうち、好ましくは、鳥類であり、鳥類のうち、より好ましくは家禽のニワトリである
。
【０１２７】
　採取された生体試料は、必要に応じてタンパク質を抽出する操作を行ってからか、また
は、不要な成分を除去する操作を行ってから、検査に供してもよい。
【０１２８】
　また、得られた生体試料は、必要に応じて凍結保存等の、生体試料の種類に適した方法
で保存してもよい。
【０１２９】
　また、本発明に係る検出方法は、本発明に係る抗体以外の、Ｈ５亜型鳥インフルエンザ
ウイルスを認識する少なくとも一種類の抗体またはその可変領域を含む抗体断片と、生体
から調製した試料とを反応させる工程をさらに含んでいてもよい。本発明に係る抗体およ
びその可変領域を含む抗体断片以外の抗体およびその可変領域を含む抗体断片については
、〔７．本発明に係るキット〕に記載した通りである。
【０１３０】
　本発明に係る検査方法は、さらに、上記生体試料におけるウイルスの存在の有無を判定
するか、上記生体試料におけるＨ５亜型鳥インフルエンザウイルスの量、より具体的には
、生体試料の単位量あたりに含まれるＨ５亜型鳥インフルエンザウイルスの量を測定する
工程を含んでいてもよい。ここでＨ５亜型鳥インフルエンザウイルスの量とは、例えばＨ
５亜型鳥インフルエンザウイルスタンパク質の量である。
【０１３１】
　但し、生体試料の単位量あたりに含まれるＨ５亜型鳥インフルエンザウイルスの量を測
定するという概念には定量的測定および定性的測定の両方が含まれ、濃度測定の他、対照
と比較可能な形式でＨ５亜型鳥インフルエンザウイルスの量を提示することが含まれる。
より具体的には、例えば、検量線等を用いて濃度換算する以前の取得した時点でのデータ
比較、またはＨ５亜型鳥インフルエンザウイルスの量がある一定の閾値を超えているか否
かという形式での結果の提示等も含まれる。
【０１３２】
　また、本発明に係るＨ５亜型鳥インフルエンザウイルスを検出する方法は、対象となる
個体における、Ｈ５亜型鳥インフルエンザウイルスの感染の可能性を判定する工程を包含
していてもよい。
【０１３３】
　ここで、「Ｈ５亜型鳥インフルエンザウイルスの感染の可能性を判定する」とは、対象
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となる生物個体について、当該インフルエンザを発症しているか否かにかかわらず、当該
インフルエンザウイルスに感染しているか否かを判定することを指す。
【０１３４】
　また、ここで、Ｈ５亜型鳥インフルエンザウイルスによって引き起こされる鳥インフル
エンザの発症とは、対象となる生物に、Ｈ５亜型鳥インフルエンザウイルスが感染するこ
とによって、当該感染した生物に鳥インフルエンザの症状が生じることを指している。鳥
インフルエンザのニワトリにおける症状としては、沈うつ、肉冠、肉垂および脚部のチア
ノーゼ、顔面浮腫、神経症状、羽毛削ごう、ならびに下痢などの症状が挙げられる。
【０１３５】
　当該判定する工程として、具体的には、例えば、対象となる生物がニワトリの場合、Ｈ
５亜型鳥インフルエンザウイルスを排泄しているか否かを判定する工程が挙げられる。
【０１３６】
　当該判定方法としては、顕性化したウイルス由来物質について、上述したＨ５亜型鳥イ
ンフルエンザウイルスを検出する工程において用いられる手法において得られた発色およ
び数値等のデータの目視により判定する方法が挙げられる。
【０１３７】
　当該工程を行うことにより、Ｈ５亜型鳥インフルエンザウイルスによって引き起こされ
る鳥インフルエンザを発症する前に、感染しているか否かを知ることができる。
【０１３８】
　判定の一例では、健常な対照と比較して被験個体の生体試料における当該ウイルスの量
があらかじめ規定した閾値を超えた場合、被験個体は、Ｈ５亜型鳥インフルエンザウイル
ス感染によってウイルスを排泄していると判定される。なお、ウイルスの量があらかじめ
規定した閾値を超えることとは、定量的測定による結果であっても定性的測定による結果
であってもよく、具体的な数値の比較はもちろん、相対的な量の比較（実際に量を算出す
る必要は無く、ある基準より高いか低いかを判断する）も含む概念である。
【０１３９】
　対照試料の上記検査は、被験個体の試料の検査と同時に行われてもよく、また別々に行
われてもよい。すなわち、被験個体の数値と比較される対照試料の数値は、被験個体の試
料が検査されるときとは異なるときに行われた検査で得られた値であってもよい。また、
対照試料の検査は、被験個体の検査を行う個体自身が行う必要は無く、例えば、既に取得
されデータベース等に蓄積されている対照試料の検査値を閾値として用いることもできる
。
【０１４０】
　判定に用いられる対照試料の数値については、健常個体の試料の数値を直接利用しても
よく、一定の人数の健常個体の試料の数値を母集団としたときに得られる平均値を利用し
てもよい。また、カットオフ値をあらかじめ設定しておき、被験個体の数値とこのカット
オフ値とを比較してもよい。
【０１４１】
　このような方法により、Ｈ５亜型鳥インフルエンザウイルスに感染の可能性を早期に判
定できるため、Ｈ５亜型鳥インフルエンザウイルス感染個体を有している農場内および当
該農場から他の家禽農場への感染拡大を最小限に食い止める為の早期初動対応をとること
ができる。
【０１４２】
　本発明に係るＨ５亜型鳥インフルエンザウイルスを検出する方法によれば、既存の検出
方法よりも試料中に含まれるＨ５亜型鳥インフルエンザウイルスを特異的に、正確、迅速
且つ高感度に検出することができる。
【０１４３】
　〔９．まとめ〕
　本発明は以下の何れかの一態様を包含する。
＜１＞　Ｈ５亜型鳥インフルエンザウイルスのヘマグルチニンＨＡ１領域のうち、配列番
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号１０に示されるアミノ酸配列からなるヘマグルチニンＨＡ１抗原ポリペプチドに特異的
に結合することを特徴とする、抗体またはその可変領域を含む抗体断片。
＜２＞　重鎖可変領域中に、配列番号４に示されるＣＤＲ１、配列番号５に示されるＣＤ
Ｒ２および配列番号６または配列番号４６に示されるＣＤＲ３のすべてを含んでおり、且
つ、軽鎖可変領域中に、配列番号７に示されるＣＤＲ１、配列番号８に示されるＣＤＲ２
および配列番号９に示されるＣＤＲ３のすべてを含んでいることを特徴とする、＜１＞に
記載の抗体またはその可変領域を含む抗体断片。
＜３＞　重鎖可変領域が、配列番号２に示されるアミノ酸配列、または、配列番号２に示
されるアミノ酸配列において、１～１３個のアミノ酸が置換、欠失、挿入、および／もし
くは付加されたアミノ酸配列からなり、且つ軽鎖可変領域が、配列番号３に示されるアミ
ノ酸配列、または、配列番号３に示されるアミノ酸配列において、１～１０個のアミノ酸
が置換、欠失、挿入、および／もしくは付加されたアミノ酸配列からなることを特徴とす
る、＜１＞または＜２＞に記載の抗体またはその可変領域を含む抗体断片。
＜４＞　重鎖可変領域が、配列番号４５に示されるアミノ酸配列からなり、且つ
　軽鎖可変領域が、配列番号３に示されるアミノ酸配列からなることを特徴とする、＜３
＞に記載の抗体またはその可変領域を含む抗体断片。
＜５＞　以下の（１）～（４）の何れかに示す、Ｈ５亜型鳥インフルエンザウイルスのヘ
マグルチニンＨＡ１領域のうち、配列番号１０に示されるアミノ酸配列からなるヘマグル
チニンＨＡ１抗原ポリペプチドに特異的に結合することを特徴とする、＜１＞～＜４＞の
いずれかに記載の抗体またはその可変領域を含む抗体断片：（１）配列番号１または配列
番号４４に示されるアミノ酸配列からなる抗体またはその可変領域を含む抗体断片、（２
）配列番号１または配列番号４４に示されるアミノ酸配列において１～３５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からなる抗体またはその可
変領域を含む抗体断片、（３）配列番号１または配列番号４４に示されるアミノ酸配列に
対して９０％以上の配列同一性を有する抗体またはその可変領域を含む抗体断片、（４）
上記（１）に記載の抗体またはその可変領域を含む抗体断片をコードするポリヌクレオチ
ドと相補的な配列からなるポリヌクレオチドに対して、ストリンジェントな条件下におい
てハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミノ酸配列からなる抗体
またはその可変領域を含む抗体断片。
＜６＞　下記の（ａ）～（ｃ）の工程を含む製造方法によって得られたことを特徴とする
、＜１＞～＜５＞のいずれかに記載の抗体またはその可変領域を含む抗体断片：
　（ａ）配列番号１０に示されるアミノ酸配列からなるヘマグルチニンＨＡ１抗原ポリペ
プチドをトリに免疫する工程；（ｂ）上記工程（ａ）で免疫したトリから上記ヘマグルチ
ニンＨＡ１抗原ポリペプチドに特異的に結合するファージ抗体を含むファージ抗体ライブ
ラリーを得る工程；および（ｃ）上記工程（ｂ）で得られたファージ抗体のうち、上記ヘ
マグルチニンＨＡ１抗原ポリペプチドに特異的に結合する抗体を濃縮および選抜する工程
。
＜７＞　一本鎖可変領域断片または二価抗体であることを特徴とする、＜１＞～＜６＞の
いずれかに記載の抗体またはその可変領域を含む抗体断片。
＜８＞　重鎖が配列番号２６または配列番号５２に示されるアミノ酸配列からなり、且つ
、軽鎖が配列番号２８に示されるアミノ酸配列からなる二価抗体であることを特徴とする
、＜１＞～＜７＞のいずれに記載の抗体またはその可変領域を含む抗体断片。
＜９＞　＜１＞～＜８＞のいずれかに記載の抗体またはその可変領域を含む抗体断片をコ
ードすることを特徴とする、ポリヌクレオチド。
＜１０＞　＜９＞に記載のポリヌクレオチドを有することを特徴とする、組換えベクター
。
＜１１＞　＜９＞に記載のポリヌクレオチドまたは＜１０＞に記載の組換えベクターが導
入されていることを特徴とする、形質転換体。
＜１２＞　Ｈ５亜型鳥インフルエンザウイルスのヘマグルチニンＨＡ１領域のうち、配列
番号１０に示されるアミノ酸配列からなるヘマグルチニンＨＡ１抗原ポリペプチドに特異
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的に結合する抗体を製造する方法であって、下記の（ａ）～（ｃ）の工程を含むことを特
徴とする、方法：（ａ）配列番号１０に示されるアミノ酸配列からなるヘマグルチニンＨ
Ａ１抗原ポリペプチドをトリに免疫する工程；（ｂ）上記工程（ａ）で免疫したトリから
上記ヘマグルチニンＨＡ１抗原ポリペプチドに特異的に結合するファージ抗体を含むファ
ージ抗体ライブラリーを得る工程；および（ｃ）上記工程（ｂ）で得られたファージ抗体
のうち、上記ヘマグルチニンＨＡ１抗原ポリペプチドに特異的に結合する抗体を濃縮およ
び選抜する工程。
＜１３＞　上記抗体は、一本鎖可変領域断片または二価抗体であることを特徴とする、＜
１２＞に記載の方法。
＜１４＞　配列番号１０に示されるアミノ酸配列からなることを特徴とする、ポリペプチ
ド。
＜１５＞　試料中に含まれるＨ５亜型鳥インフルエンザウイルスを検出するためのキット
であって、＜１＞～＜８＞のいずれかに記載の抗体またはその可変領域を含む抗体断片を
備えていることを特徴とする、キット。
＜１６＞　試料中に含まれるＨ５亜型鳥インフルエンザウイルスを検出する方法であって
、＜１＞～＜８＞のいずれかに記載の抗体またはその可変領域を含む抗体断片と、生体か
ら調製した試料とを反応させる工程を含むことを特徴とする、方法。
＜１７＞　上記試料は、気管、咽喉頭、口腔または総排泄腔の、拭い液であることを特徴
とする＜１６＞に記載の方法。
＜１８＞　鳥インフルエンザウイルスのうちＨ５亜型鳥インフルエンザウイルスのみに特
異的に結合することを特徴とする、抗体またはその可変領域を含む抗体断片。
＜１９＞　Ｈ５亜型鳥インフルエンザウイルスに特異的に結合し、かつＨ１～Ｈ４および
Ｈ６～Ｈ１６亜型鳥インフルエンザウイルスに特異的に結合しないことを特徴とする、抗
体またはその可変領域を含む抗体断片。
＜２０＞　上記Ｈ５亜型鳥インフルエンザウイルスはＨ５Ｎ１亜型鳥インフルエンザウイ
ルスであることを特徴とする、＜１８＞または＜１９＞に記載の抗体またはその可変領域
を含む抗体断片。
＜２１＞　Ｈ５亜型鳥インフルエンザウイルスのヘマグルチニンＨＡ１領域における、配
列番号１０に示されるアミノ酸配列で示される領域に特異的に結合することを特徴とする
、＜１８＞～＜２０＞のいずれかに記載の抗体またはその可変領域を含む抗体断片。
【０１４４】
　以下に実施例を示し、本発明の実施の形態についてさらに詳しく説明する。もちろん、
本発明は以下の実施例に限定されるものではなく、細部については様々な態様が可能であ
ることはいうまでもない。さらに、本発明は上述した実施形態に限定されるものではなく
、請求項に示した範囲で種々の変更が可能であり、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。また、本明細
書中に記載された文献の全てが参考として援用される。
【実施例】
【０１４５】
　〔実施例１：野生型抗体の作製および反応性の評価〕
　（１－１．抗体の作製）
　＜ニワトリの免疫および免疫ニワトリ脾臓からのｓｃＦｖファージ抗体ライブラリーの
作製＞
　６０日齡のメスのニワトリに、Ｈ５亜型インフルエンザウイルス由来ヘマグルチニンの
合成ポリペプチド：ＨＡ１抗原ポリペプチド（“ペプチド番号：１１１１０５９Ｎ－１”
）（配列番号１０）を免疫した（０．３ｍｇ／羽）。一次免疫には完全フロイントアジュ
バンド（014-09541、Wako）、二次および三次免疫には不完全フロイントアジュバンド（0
11-09551、Wako）を用いて抗原を免疫した。４回目の免疫はＰＢＳ（phosphate buffered
saline）に希釈した抗原を静脈注射した。４回目の免疫から３日後にニワトリの脾臓を
回収し、Ficoll paque PLUS（17-1440-03、GE Healthcare）を用いた密度勾配遠心により
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リンパ球を単離し、得られたリンパ球からTRIzole Reagent（15596026、Life Technologi
es）を用いてＲＮＡを抽出した。抽出したＲＮＡからPrimeScript II 1st Strand cDNA S
ynthesis Kit（6210A、TAKARA）を用いたＲＴ－ＰＣＲによりｃＤＮＡの合成を行い、ｓ
ｃＦｖファージライブラリーを作製した。ｓｃＦｖファージライブラリーの作製は、参考
文献：“Nakamura et al., J Vet Med Sci. 2004 Ju;66 (7): 807-814”に記載の方法に
従って行った。
【０１４６】
　上述の工程の模式図を図１に示す。図１は、抗体の作製方法における一工程を示す図で
あり、上述のニワトリの免疫および免疫ニワトリ脾臓からのｓｃＦｖファージ抗体ライブ
ラリーの作製の工程を示している。
【０１４７】
　＜パニング選択＞
　ｓｃＦｖファージ抗体ライブラリーを用いて、合成ペプチドを固相化したプレートによ
るパニングを行った。パニングは参考文献：“Nakamura et al., J Vet Med Sci. 2004 J
u;66 (7): 807-814”に記載の方法に従って行った。５回パニングを行った後、ライブラ
リーの反応性を、合成ペプチドを固相化したプレートを用いたＥＬＩＳＡによって確認し
、反応性が上昇し始めたライブラリーからファージのスクリーニングを行った。スクリー
ニングの手法は以下の通りである。ファージを大腸菌に感染させてアンピシリン（５０μ
ｇ／ｍｌ、nacalai）を含む２×ＹＴAgar plateにプレーティングし、得られたコロニー
をアンピシリン含有２×ＹＴ液体培地中で培養した。ヘルパーファージに感染させた後、
アンピシリン（５０μg／ｍｌ）、カナマイシン（２５μｇ／ｍｌ、明治製菓株式会社）
、ＩＰＴＧ（１００μｇ／ｍｌ、nacalai）含有２×ＹＴ液体培地中でファージの誘導を
行った。得られた培養上清中のｓｃＦｖファージ抗体の反応性を、抗原ＨＡ１固相化プレ
ートを用いたＥＬＩＳＡによって確認した。
【０１４８】
　上述の工程の模式図を図２に示す。図２は、抗体の作製方法における一工程を示す図で
あり、ｓｃＦｖファージライブラリーの、パニング選択の工程を示している。
【０１４９】
　続いて、上述のライブラリーのスクリーニングを行った。スクリーニングは以下の＜Ｅ
ＬＩＳＡ＞の項目に示す、ＥＬＩＳＡ法を用いて行った。
【０１５０】
　＜ＥＬＩＳＡ＞
　スクリーニングでは、５μg／ｍｌの合成ペプチドを含むＰＢＳを５０μｌ／ウェルで
９６ウェルプレート（442404、Thermo）に入れ、一晩、４℃で抗原を固相化した。固相化
の後、２５％Block Ace（UK-B80、DSファーマバイオメディカル）を含むＰＢＳでウェル
をブロッキングし、ｓｃＦｖファージ抗体を含む培養上清を反応させた。二次抗体として
、ＨＲＰ標識Goat anti-chickenIgG (H+L)（14-24-06 、KPL）を１０％Block Aceに１０
００倍希釈した溶液を加え、基質として用いたＯＰＤの発色をプレートリーダー（Model 
680、BIO-RAD社）で４９０ｎｍおよび６３０ｎｍの吸光度を測定した。
【０１５１】
　上述の工程の模式図を図３に示す。図３は、本発明の実施例に係る、抗体の作製方法に
おける一工程を示す図であり、ｓｃＦｖファージライブラリーの、ＥＬＩＳＡを用いたス
クリーニングの工程を示している。
【０１５２】
　さらに、上述の工程で得られた陽性クローンを選択し、ＤＮＡシークエンサー（ABI PR
ISM 3100－Genetic Analyzer、Applied Biosystems）を用いてシークエンスを行うことに
よって、選択された陽性クローンのうち、陽性クローン番号No. 6-2-5のアミノ酸の配列
を決定した。シークエンスに用いたプライマーを配列番号１１および配列番号１２として
示し、No. 6-2-5のアミノ酸配列を配列番号１に示す。また、No. 6-2-5のＨ鎖およびＬ鎖
におけるＣＤＲ１、２および３の配列を図４に示す。図４は、得られた抗体のアミノ酸配
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列の可変領域を示す図である。
【０１５３】
　＜組換えマウス／ニワトリキメラ（ＩｇＧ１）抗体発現ベクターへの組換え＞
　上記で選択したクローンのｓｃＦｖ抗体をコードするＤＮＡ鎖を鋳型にして、ニワトリ
由来抗体遺伝子Ｈ鎖可変領域およびＬ鎖可変領域のＰＣＲ増幅を行った後、ＰＣＲ産物を
ＳａｃIIおよびＮｈｅＩ制限酵素処理（R0157S、R0131S、BioLabs）し、Ｈ鎖可変領域お
よびＬ鎖可変領域のそれぞれについて、同じように制限酵素処理したマウス／ニワトリキ
メラ抗体（ＩｇＧ１）発現ベクター（Ｈ鎖用発現ベクター：pcDNA4/myc-His、Ｌ鎖用発現
ベクター：pcDNA3/myc-His、Invitrogen）に組換えた。作製したＨ鎖およびＬ鎖のコンス
トラクトをほ乳類培養細胞にトランスフェクトした後、発現した抗体（抗ＨＡ１マウス／
ニワトリキメラモノクローナル抗体）の精製をProteinG Sepharose 4 Fast Flow（17-018
-02、GE healthcare）を用いて行った。以上により、本発明に係る二価抗体のクローンを
得た（No. 6-2-5）。得られたNo. 6-2-5の二価抗体のＨ鎖全長のアミノ酸配列を配列番号
２６に、Ｈ鎖全長の塩基配列を配列番号２７にそれぞれ示す。また、Ｌ鎖全長のアミノ酸
配列を配列番号２８に、Ｌ鎖全長の塩基配列を配列番号２９にそれぞれ示す。なお、以降
、実施例１で得られたNo. 6-2-5の配列を野生型とし、以下の実施例２においてこれを改
変した配列を変異型配列として記載する。
【０１５４】
　上述の工程の模式図を図５に示す。図５は、抗体の作製方法における一工程を示す図で
あり二価抗体発現ベクターへの組換えによる二価抗体の作製の工程を示している。
【０１５５】
　得られた精製抗体を５～２０％のc-Pagel（C520L、ATTO社）を用いてＳＤＳ－ＰＡＧＥ
電気泳動を行い、ＣＢＢ染色（178-00551、Wako）によってその精製度を確認した。
【０１５６】
　結果を図６に示す。図６は、野生型の二価抗体タンパク質を電気泳動後にＣＢＢ染色し
た結果を示す図である。
【０１５７】
　なお、上述の組換えに関しては、参考文献：“Tateishi et al., J Vet Med Sci. 2008
Apr;70(4): 397-400”に記載の方法に従った。また、Ｈ鎖可変領域のＰＣＲに用いたプ
ライマー配列を配列番号１３および配列番号１４に、Ｌ鎖可変領域のＰＣＲに用いたプラ
イマー配列を配列番号１５および配列番号１６にそれぞれ示す。
【０１５８】
　（１－２．Ｈ５Ｎ１亜型鳥インフルエンザウイルス抗体の活性測定）
　抗体価の測定については、以下の通り行った。５μｇ／ｍｌのrecombinant hemaggluti
nin（ｒＨＡ）（Ｈ５Ｎ１ウイルス由来、A/Vietnam/1203/2004、CT6450、Protein Scienc
es Corp.）またはウシ血清アルブミン（ＢＳＡ（bovine serum albumin））を含むＰＢＳ
を同様に固相化し、ブロッキング後にマウス／ニワトリキメラ抗体の精製抗体（No. 6-2-
5）を、０～２μｇ／ｍｌの濃度で反応させた。二次抗体としてＨＲＰ標識Goat anti-mou
se IgG (H+L)（474-1806、KPL社）を用い、上記２．と同様にして抗体の反応性を検出し
た。結果を図７に示す。図７は、野生型の二価抗体の抗体価を示す図である。
【０１５９】
　（１－３．抗体結合特異性の評価）
　異なる株のＨ５Ｎ１亜型鳥インフルエンザウイルス、およびＨ５以外の亜型鳥インフル
エンザウイルスと本発明に係る抗体の反応性の測定を、以下の方法を用いて行った。
【０１６０】
　１０μｇ／ｍｌの各種ウイルス、ｒＨＡまたはＢＳＡのいずれかを含むＰＢＳを上記と
同様に固相化し、ブロッキング後にマウス／ニワトリキメラ本発明に係る抗体の精製抗体
（No. 6-2-5）を２μｇ／ｍｌの濃度で反応させた。二次抗体にＨＲＰ標識Goat anti-mou
se IgG(H+L)を用い、上記２．と同様にして検出した。結果を図８に示す。図８は、野生
型の二価抗体のＨ５Ｎ１亜型鳥インフルエンザウイルスの変異体および複数種類のＨ５以
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外の鳥インフルエンザウイルス亜型に対する抗体結合性を示す図である。図８に示される
ように、本実施例で得られた野生型の精製二価抗体（No. 6-2-5）はＨ５亜型以外の鳥イ
ンフルエンザウイルスに対する結合性はほぼない一方、何れのＨ５亜型の鳥インフルエン
ザウイルスに対しても結合性が高く、特異性があることが示された。
【０１６１】
　〔実施例２：変異型抗体の作製および反応性の評価〕
　（２－１．抗体の作製）
　＜変異ライブラリーの作製＞
　上述のクローン番号No. 6-2-5のＨ鎖を鋳型として、Ｉｎｖｅｒｓｅ　ＰＣＲ法を用い
てNo. 6-2-5のＨ鎖のＣＤＲ３に９塩基ずつランダムな変異を導入したランダム変異体を
７種類作製した（SMK-101、TOYOBO）。用いたプライマーセットは配列番号３０～４３に
示す。
【０１６２】
　得られた７種類のランダム変異体のＨ鎖の可変領域およびＬ鎖の可変領域をそれぞれＰ
ＣＲで増幅したものをリンカーでつなぎ合わせ、ｓｃＦｖファージライブラリーを作製し
た。ｓｃＦｖファージライブラリーの作製方法の詳細は、参考文献：“Nakamura et al.,
 J Vet Med Sci. 2004 Ju;66 (7): 807-814”に記載の方法に従って行った。
【０１６３】
　＜パニング選択＞
　ｓｃＦｖファージ抗体ライブラリーを用いて、ｒＨＡ（11700-V08H 、Sino Biological
 Inc.）に対するパニングを行った。パニングは参考文献：“Nakamura et al., J Vet Me
d Sci. 2004 Ju;66 (7): 807-814”に記載の方法に従って行った。４回パニングを実施し
た後、反応性の上昇をＥＬＩＳＡによって確認した。反応性が上昇してきた２回目のパニ
ングライブラリからスクリーニングを実施した。スクリーニングは、〔実施例１〕におけ
る（１－１．抗体の作製）＜パニング選択＞に記載の方法と同様の方法を用いて行った。
【０１６４】
　外部委託によって、配列確認を実施した（ユーロフィンジェノミクス）。その結果、新
規な配列の抗体の取得が確認できた。新規取得クローンNo. 6-2-5-21の単鎖抗体全長のア
ミノ酸配列を配列番号４４に示す。新規に取得されたクローンであるNo. 6-2-5-21の配列
は、No. 6-2-5と比較して、Ｈ鎖のＣＤＲ３の配列以外は同一の配列を有していた。No. 6
-2-5-21のＨ鎖可変領域のアミノ酸配列を配列番号４５に、ＣＤＲ３のアミノ酸列を配列
番号４６に、ＣＤＲ３の塩基配列を配列番号４７にそれぞれ示す。さらに、No. 6-2-5-21
のＨ鎖におけるＣＤＲ３の配列を図９に示す。図９は、野生型抗体No. 6-2-5のＨ鎖のＣ
ＤＲ３のアミノ酸配列と変異型抗体No. 6-2-5-21のＨ鎖のＣＤＲ３のアミノ酸配列とのア
ライメントを示す図である。
【０１６５】
　＜二価抗体への組換え＞
　次に、新規に取得されたクローンであるNo. 6-2-5-21の二価抗体への組換えを行った。
まず、新規に取得されたクローンであるNo. 6-2-5-21のｓｃＦｖ抗体をコードするＤＮＡ
鎖を鋳型にして、ニワトリ由来抗体遺伝子Ｈ鎖可変領域およびＬ鎖可変領域のＰＣＲ増幅
を行った後、ＳａｃＩＩ（R0157S、BioLabs）およびＮｈｅＩ（R0131S、BioLabs）で制限
酵素処理したマウス/ニワトリキメラ抗体（ＩｇＧ１）発現ベクター（Ｈ鎖用発現ベクタ
ー：pcDNA4/myc-His、Ｌ鎖用発現ベクター：pcDNA3/myc-His、Invitrogen）に、GeneArt
（登録商標）Seamless Cloning and Assembly（A14606、lifetechnologies）を用いて組
換えた。実施例１と同様に、使用したマウスキメラ発現ベクターはTateishi et al., J V
et Med Sci. 2008 Apr;70(4): 397-400に記載されているベクターを使用した。可変領域
増幅用プライマーの配列を配列番号４８～５１に示す。
【０１６６】
　＜二価抗体の製造＞
　作製したＨ鎖およびＬ鎖のコンストラクトを、ほ乳類培養細胞にExpi293Expression sy
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stem（Cat#A14635、Invitrogen）を用いてトランスフェクトした後、発現した抗体の精製
をProtein G Sepharose 4 Fast Flow（17-018-02、GE healthcare）を用いて行った。以
上により、本発明に係る変異型の二価抗体のクローンを得た（No. 6-2-5-21）。得られた
精製抗体を各種結合活性の測定に用いた。なお、得られたNo. 6-2-5-21の二価抗体のＨ鎖
全長のアミノ酸配列を配列番号５２に、Ｈ鎖全長の塩基配列を配列番号５３にそれぞれ示
す。また、Ｌ鎖全長のアミノ酸配列および塩基配列は、野生型No. 6-2-5の配列と同一で
あった。
【０１６７】
　（２－２．変異型抗体の活性測定）
　＜ＥＬＩＳＡを用いた二価抗体の反応性評価＞
　５μｇ／ｍｌのｒＨＡ（11700-V08H、Sino Biological Inc.）を含むＰＢＳを５０μｌ
／ウェルの濃度で９６ウェルプレート（442404、Thermo）に入れ、一晩、４℃で抗原を固
相化させた。固相化の後、25％Block Ace（UK-B80DS、ファーマバイオメディカ）を含む
ＰＢＳでウェルを３７℃で１時間ブロッキングした。ＰＢＳ－Ｔで１回洗浄した後、１μ
ｇ／ｍｌの濃度から段階希釈をしたNo. 6-2-5またはNo. 6-2-5-21を含むＰＢＳを３７℃
で１時間反応させた。二次抗体として、ＨＲＰ標識Goat anti-mouse IgG (H+L)（474-180
6、KPL）を１０％Block Aceに１０００倍希釈した溶液に加え、基質として用いたＯＰＤ
の発色をプレートリーダー（Model 680、BIO-RAD）で４９０ｎｍおよび６３０ｎｍの吸光
度を測定した。結果を図１０に示す。図１０は、変異型の二価抗体の抗体価を示す図であ
る。
【０１６８】
　＜Biacoreを用いた二価抗体の反応性評価＞
　Biacore（Biacore T200、GE Healthcare）を行い、No. 6-2-5およびNo. 6-2-5-21のｒ
ＨＡ（11700-V08H、Sino Biological）に対する親和性を評価した。No. 6-2-5およびNo. 
6-2-5-21のＦｃ部位はマウス型であるため、Mouse Antibody Capture Kit（BR-1008-38、
GE Healthcare）を用いて、親和性を測定した。具体的には、メーカー提供の標準プロト
コルに従い、ＮＨＳ／ＥＤＣを使用し、ＣＭ５チップ表面のフリーカルボキシル基を利用
したアミンカップリング法によって、ウサギ抗マウスポリクローナル抗体をＣＭ５チップ
表面に固定化した。次に、No. 6-2-5およびNo. 6-2-5-21をウサギ抗マウスポリクローナ
ル抗体にキャプチャーした。Biacore T200に種々の濃度のｒＨＡを供し、カイネティクス
センサーグラムを作成し、結合定数を計算した。結果を以下の表１に示す。
【０１６９】
【表１】

　（２－３．抗体結合特異性の評価）
　Ｈ５亜型以外の亜型の鳥インフルエンザウイルスとNo. 6-2-5-21抗体の反応性の測定を
、以下の方法を用いて行った。
【０１７０】
　５μｇ／ｍｌのＨ５亜型およびＨ５以外の各亜型のｒＨＡを含むＰＢＳを上記と同様に
固相化し、ブロッキング後にマウス/ニワトリキメラ抗体No. 6-2-5-21を１μｇ／ｍｌの
濃度で反応させた。二次抗体にＨＲＰ標識Goat anti-mouse IgG (H+L)を用い、＜ＥＬＩ
ＳＡを用いた二価抗体の反応性評価＞と同様にして検出した。結果を図１１に示す。図１
１は変異型の二価抗体の、各亜型鳥インフルエンザウイルスに対する抗体結合性を示す図
である。
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　〔参考例〕
　（１．ＨＡ１抗原ポリペプチドの配列の解析）
　ＮＣＢＩのインフルエンザウイルスリソース（ウェブページ：http://www.ncbi.nlm.ni
h.gov/genomes/FLU/FLU.html）から、１９７９５個の鳥インフルエンザウイルスのＨＡ遺
伝子のアミノ酸配列を取得した。なお、これらの全ＨＡ遺伝子は、Ｈ１～Ｈ１６までの全
亜型を含んでいる。遺伝子解析ソフトウェアであるBioEdit（ウェブページ：http://www.
mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html）を用いて配列のアライメントを作成し、Ｈ１～Ｈ
１６の各亜型のコンセンサス配列をそれぞれ作成した。立体構造解析ソフトウェアである
Pymol（ウェブページ：http://www.pymol.org/）を用い、プロテインデータバンク（ウェ
ブページ：http://pdbj.org/）に登録されているＨ５亜型のＨＡタンパク質（PDB ID:2IB
X）の立体構造とＨ５亜型のアミノ酸の配列とを比較した。
【０１７２】
　図１２は、Ｈ５Ｎ１亜型鳥インフルエンザウイルスの抗原として用いた合成ポリペプチ
ドの配列（右）およびＨＡタンパク質の立体構造（左）を示す図である。
【０１７３】
　図１２に示すように、本実施例の抗体作製に用いた抗原ポリペプチドは、配列番号１０
として示す１６個のアミノ酸からなるアミノ酸配列は、ＨＡ１領域のうち、Ｈ５Ｎ１亜型
の異なるクレード０～９の株間で保存されていた。また、このアミノ酸配列は、ＮＣＢＩ
に登録されている１９９７年以降に分離された２８１２株のＨ５亜型の９９．４％におい
て、保存されていた。
【０１７４】
　また、図１２にも示されている通り、この１６個のアミノ酸からなるアミノ酸配列は、
Ｈ５亜型の異なる株間において高く保持され、且つ立体構造上タンパク質の表面に出てい
た。
【０１７５】
　（２．Ｈ１～Ｈ１６の亜型鳥インフルエンザウイルス間およびＨ５Ｎ１亜型鳥インフル
エンザウイルスに存在しているすべてのクレード間の配列同一性）
　Ｈ１～Ｈ１６の亜型鳥インフルエンザウイルスにおいて、ＮＣＢＩのインフルエンザウ
イルスリソース（ウェブページ：http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/FLU/FLU.html）
から、Ｈ１亜型について８７８１個、Ｈ２亜型について２３１個、Ｈ３亜型について４５
３６個、Ｈ４亜型について６０８個、Ｈ５亜型について２８１２個、Ｈ６亜型について６
８７個、Ｈ７亜型について７８７個、Ｈ８亜型について６５個、Ｈ９亜型について７３９
個、Ｈ１０亜型について１９０個、Ｈ１１亜型について１８７個、Ｈ１２亜型について８
４個、Ｈ１３亜型について５３個、Ｈ１４亜型について４個、Ｈ１５亜型について１２個
、Ｈ１６亜型について１９個の鳥インフルエンザウイルスのＨＡ遺伝子全長のアミノ酸配
列を取得した。続いて、Ｈ１～Ｈ１６亜型それぞれのアミノ酸配列のコンセンサス配列を
亜型毎に作成し、遺伝子解析ソフトウェアGENETYX-MAC ver.17（株式会社ゼネティクス）
を用いて、それらのアミノ酸のコンセンサス配列について、Ｈ１～Ｈ１６のすべての亜型
間の配列同一性を調べた。また、Ｈ５Ｎ１亜型鳥インフルエンザウイルスに存在するすべ
てのクレードについて、すべてのクレード間の配列同一性を調べた。ただし、各クレード
の配列は、それぞれ図１３に記載した株のアミノ酸配列を用いた。結果を図１３に示す。
図１３は、Ｈ１～Ｈ１６亜型鳥インフルエンザウイルスにおけるすべての亜型間およびＨ
５Ｎ１亜型鳥インフルエンザウイルスに存在しているすべてのクレード間の配列同一性を
示す図である。（ａ）はＨ１～Ｈ１６亜型鳥インフルエンザウイルスにおけるすべての亜
型間の配列同一性を示しており、（ｂ）は、Ｈ５Ｎ１亜型鳥インフルエンザウイルスに存
在しているすべてのクレード間の配列同一性を示している。
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