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(57)【要約】
　配列番号１乃至１６よりなる群から選択されたアミノ酸配列を有するノロウイルス抗原
ペプチドまたはそれのフラグメントを開示する。このようなペプチドは、ワクチンのよう
な抗ウイルス治療剤の製造、抗原ペプチドに対する抗体の製造方法、ノロウイルスを検出
するためのペプチドまたは対応する抗体を使用する方法及びペブチド、ＤＮＡ及び／また
は抗体の組成物に使用されることができる。また、ノロウイルスの検出のためのキットが
提供される。
【選択図】　なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
配列番号１乃至１６よりなる群から選択されたアミノ酸配列を有する抗原ペプチドまたは
それのフラグメントを含み、ここで、前記フラグメントは、４以上の連続アミノ酸残基を
含む免疫原。
【請求項２】
請求項１に記載の免疫原を含み、製薬学的に許容可能な賦形剤をさらに含む組成物。
【請求項３】
配列番号１乃至１６よりなる群から選択されたアミノ酸配列を有する抗原ペプチドまたは
４以上の連続アミノ酸残基を含むそれのフラグメントに対する天然ノロウイルスカプシド
構造に結合されることができる単離された抗体。
【請求項４】
前記抗体は、ポリクローナルである請求項３に記載の抗体。
【請求項５】
前記抗体は、モノクローナルである請求項３に記載の抗体。
【請求項６】
前記抗体は、ヒト化されたものである請求項５に記載の抗体。
【請求項７】
前記アミノ酸配列は、配列番号７である請求項３に記載の抗体。
【請求項８】
前記抗体は、ＧII遺伝子群ノロウイルスに結合することができないが、ＧＩ遺伝子群ノロ
ウイルスに結合することができる請求項３に記載の抗体。
【請求項９】
前記抗体は、ＧＩ遺伝子群ノロウイルスに結合することができないが、ＧII遺伝子群ノロ
ウイルスに結合することができる請求項３に記載の抗体。
【請求項１０】
前記抗体は、ＧＩ遺伝子群ノロウイルス及びＧII遺伝子群ノロウイルスに結合することが
できる請求項３に記載の抗体。
【請求項１１】
前記抗体は、配列番号１乃至１６よりなる群から選択された１つ以上のアミノ酸配列から
発生する請求項３に記載の抗体。
【請求項１２】
前記抗体は、配列番号１乃至１６よりなる群から選択されたアミノ酸配列を有する抗原ペ
プチドまたはそれのフラグメントに対する２つ以上の別個の抗体の混合物で存在し、ここ
で、前記フラグメントは、４以上の連続アミノ酸残基を含み、ここで、混合物中の複数の
抗体は、天然ノロウイルスカプシド構造に結合することができるものである請求項６に記
載の抗体。
【請求項１３】
請求項３乃至１２のいずれかに記載の抗体を含み、製薬学的に許容可能な賦形剤をさらに
含む組成物。
【請求項１４】
前記組成物は、経口用投与のために剤形化されるものである請求項１３に記載の組成物。
【請求項１５】
ＩｇＹをさらに含む請求項１３に記載の組成物。
【請求項１６】
配列番号１乃至１６よりなる群から選択されたアミノ酸配列を有する１つ以上のペプチド
で対象物を免疫化する段階を含み、ここで、対象物は、１つ以上のペプチドに対する抗体
を発現し、次いで免疫化するものである抗体の製造方法。
【請求項１７】
対象物から発現された抗体産生を収集する段階をさらに含み、ここで、対象物は、ヒトを
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除いた動物であり、ここで、発現された抗体産生は、天然ノロウイルスカプシド構造に結
合することができる抗体を含む請求項１６に記載の抗体の製造方法。
【請求項１８】
前記発現された抗体産生からモノクローナル抗体を製造する段階をさらに含む請求項１７
に記載の抗体の製造方法。
【請求項１９】
（ｉ）配列番号１乃至１６よりなる群から選択された１つ以上の抗原ペブチドまたはそれ
のフラグメント、－ここで、フラグメントは、４以上の連続アミノ酸残基を含み、－；及
び、選択的に
　（ｉｉ）１つ以上の抗原ペプチドにコンジュゲイションされる担体を含むワクチン。
【請求項２０】
前記担体は、タンパク質担体である請求項１９に記載のワクチン。
【請求項２１】
前記担体は、液体担体である請求項１９に記載のワクチン。
【請求項２２】
前記担体は、ノロウイルスカプシドタンパク質またはそれのサブユニットまたはドメイン
、またはノロウイルスＲＮＡポリメラーゼタンパク質またはそれのサブユニットまたはド
メインを含む請求項１９に記載のワクチン。
【請求項２３】
１つ以上の製薬学的に許容可能な賦形剤をさらに含む請求項１９に記載のワクチン。
【請求項２４】
（ｉ）ベクターＤＮＡ、－ここで、ベクターＤＮＡは、配列番号１乃至１６よりなる群か
ら選択された１つ以上の抗原ペプチドまたはそれのフラグメントをコーディングするＤＮ
Ａを含み、ここで、前記フラグメントは、４以上のアミノ酸残基を含み、－；及び, 選択
的に
　（ｉｉ）製薬学的に許容可能する担体、補助剤または賦形剤を含むワクチン。
【請求項２５】
（ｉ）テストされるサンプルを提供する段階と、
　（ｉｉ）配列番号１乃至１６よりなる群から選択された１つ以上のペプチド配列を認識
する１つ以上の抗体を使用するレポーティングアッセイをサンプルに施行する段階を含み
、
　ここで、前記レポーティングアッセイが陽性の結果を示す場合、ノロウイルスがサンプ
ル中に存在する、サンプル中で天然ノロウイルスを検出する方法。
【請求項２６】
前記サンプルは、水サンプル、食品サンプル、環境サンプル及び標本サンプルよりなる群
から選択される請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
前記ノロウイルスは、ヒトである請求項２５に記載の方法。
【請求項２８】
前記ノロウイルスは、牛である請求項２５に記載の方法。
【請求項２９】
（ｉ）サンプル収集ツールと、
　（ｉｉ）配列番号１乃至１６よりなる群から選択された１つ以上のペプチド配列を認識
する１つ以上の抗体を含むレポーティングアッセイを施行するための試薬と、
　（ｉｉｉ）ノロウイルスの検出のためのテストを実行し、且つ結果を解釈するための指
示資料と、
　を含む、サンプルの中で天然ノロウイルスの検出のためのキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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　本特許出願は、２００６年６月３０日付けで提出された米国仮特許出願第６０／８１８
,０６９号の利点を主張し、これは、参照として本明細書に含まれる。また、本明細書に
参照として含まれるものは、本明細書と同時にコンパクトディスクで提出され、次のよう
なものとして確認されたコンピューター読み取り可能な核酸／アミノ酸配列リストである
、２００７年６月２９日付けで作られた３,４０９バイトＡＳＣＩＩ（テキスト）　ファ
イル名″２５９１９７＿ＳＴ２５.ＴＸＴ″（明細書の末尾に添付した「配列表」に記載
）として提出された資料の参照として包含される。
【背景技術】
【０００２】
　ノロウイルスは、伝染性胃膓炎に連関された非細菌性病原体である。ノロウイルスは、
ノロウイルスのゲノム及びカプシドタンパク質配列に基礎を置いた５個の遺伝的に別個の
遺伝子群で組職される。ヒトノロウイルス（ＨｕＮＶ）菌株は、遺伝子群ＧＩ、ＧII及び
ＧIVに属し、これは、遺伝子型またはクラスターにさらに分けられる。ＧＩ遺伝子群は、
８個のクラスター（ＧＩ.１－ＧＩ.８）を有し、ＧII遺伝子群は、１７個（ＧII.１－ＧI
I.１７）を有する。ＧIVは、ただ１つのクラスター、ＧIV.１を有する。各々のクラスタ
ーは、他のものと抗原的に別個であり、また、各クラスター内の菌株も別個である。
【０００３】
　ノロウイルスの多重菌株に対する広い特異性を有する抗体の同定及び製造が要求される
。追加的に、ノロウイルスに対する効果的な抗ウイルス治療剤が要求される。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　本発明は、配列番号１乃至１６よりなる群から選択されたアミノ酸配列を有するノロウ
イルス抗原ペプチドまたはそれのフラグメント、抗ウイルス治療剤の製造においてこのよ
うなペプチドを使用する方法、ノロウイルスの検出のためにペプチドまたは得られた抗体
を使用する方法及びペプチド及び／または抗体の組成物を提供する。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　一様態において、本発明は、配列番号１乃至１６よりなる群から選択されたアミノ酸配
列を有する抗原ペプチドまたはそれのフラグメントを含み、ここで、フラグメントは、４
以上の連続アミノ酸残基を含む、免疫原を提供する。
【発明の効果】
【０００６】
　他の様態において、本発明は、配列番号１乃至１６よりなる群から選択されたアミノ酸
配列を有する抗原ペプチドまたはそれのフラグメントに対する単離された抗体を提供し、
ここで、フラグメントは、４以上の連続アミノ酸残基を含み、ここで、抗体は、天然ノロ
ウイルスカプシド構造またはウイルス－類似粒子（ＶＬＰ）に結合することができる。
【０００７】
　さらに他の様態において、本発明は、配列番号１乃至１６よりなる群から選択されたア
ミノ酸配列を有する１つ以上のペプチドで対象物を免疫化することを含む抗体の製造方法
を提供し、ここで、対象物は、１つ以上のペプチドに対する抗体を発現し、次いで免疫化
する。
【０００８】
　他の様態において、本発明は、配列番号１乃至１６よりなる群から選択された１つ以上
の抗原ペプチドまたはそれのフラグメント；及び選択的に、担体を含むワクチンを提供し
、ここで、フラグメントは、４以上の連続アミノ酸残基を含み、ここで、担体は、１つ以
上の抗原ペプチドにコンジュゲイションドされる。
【０００９】
　さらに他の様態において、本発明は、ベクターＤＮＡ；及び選択的に製薬学的に許容可
能な担体、補助剤または賦形剤を含むワクチンを提供し、ここで、ベクターＤＮＡは、配



(5) JP 2009-542715 A 2009.12.3

10

20

列番号１乃至１６よりなる群から選択された１つ以上の抗原ペプチドまたはそれのフラグ
メントをコーディングするＤＮＡを含み、ここで、フラグメントは、４以上の連続アミノ
酸残基を含む。
【００１０】
　また、本発明は、テストされるサンプルを提供する段階及び配列番号１乃至１６よりな
る群から選択された１つ以上のペプチド配列を認識する１つ以上の抗体を含むレポーティ
ングアッセイをサンプルに施行する段階を含み、ここで、レポーティングアッセイが陽性
の結果を示す場合、ノロウイルスは、サンプル中に存在する、サンプル中で天然ノロウイ
ルスを検出する方法を提供する。
【００１１】
　最終的に、本発明は、サンプル収集ツール；配列番号１乃至１６よりなる群から選択さ
れた１つ以上のペプチド配列を認識する１つ以上の抗体を含むレポーティンアッセイを施
行するための試薬；及びノロウイルスの検出のためのテストを実行し、且つ結果を解釈す
るための指示資料を含む、サンプル中でノロウイルスを検出するためのキットを提供する
。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　本発明は、配列番号１乃至１６よりなる群から選択されたアミノ酸配列を有する抗原ペ
プチドまたはそれのフラグメントを含み、ここで、フラグメントは、４以上の連続アミノ
酸残基を含む、免疫原を提供する。免疫原は、追加に製薬的に許容可能な担体または賦形
剤を含む組成物中に含まれることができる。
【００１３】
　免疫原のペプチドは、例えば、再組み換え発現または固相ペブチド合成によってこの分
野の当業者に知られた任意の方法によって製造されることができる。
【００１４】
　本発明の免疫原は、下記表１から分かるように、ノロウイルスの１つ以上の遺伝子型及
び／またはクラスターと関連されることができる。
【００１５】
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【表１】

【００１６】
　他の様態において、本発明は、配列番号１乃至１６よりなる群から選択されたアミノ酸
配列を有する抗原ペプチドまたはそれのフラグメントに結合することができる単離された
抗体を提供し、ここで、フラグメントは、４以上の連続アミノ酸残基を含み、ここで、抗
体は、天然ノロウイルスカプシド構造に結合することができる。″結合″というのは、バ
ックグラウンドまたは非－特異的相互作用と区別され得るリガンド－基質相互作用を意味
する。この分野の当業者は、ＥＬＩＳＡ、免疫ブロット法または免疫沈降法のような任意
の標準手段によって特異性を決定することができる。例えば、Ｂｕｒｒｙ, Ｊ. Ｈｉｓｔ
ｏｃｈｅｍ. Ｃｙｔｏｃｈｅｍ, ４８：１６３－１６６（２０００）参照。抗体は、ポリ
クローナルまたはモノクローナルであることができる。一部の具現例において、抗体は、
ヒト化される。ヒト化された抗体は、Ｃｏ, ｅｔ ａｌ., ＰＮＡＳ ８８（７）：２８６
９－７３（１９９１）に説明された方法のようなこの分野の当業者に知られた任意の方法
によって製造されることができる。好ましい具現例において、アミノ酸配列は、配列番号
７である。抗体は、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＹ、ＩｇＤ、ＩｇＭ、ＩｇＥまたはそれらの１
つ以上の一部、例えば、重鎖、軽鎖、ＦｃまたはＦ（ａｂ）一部のような任意の要求され
た類型であることができる。
【００１７】
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　抗体は、ノロウイルスの１つ以上の遺伝子群またはクラスターに結合されることができ
る。例えば、抗体は、表１に示された免疫原の１つ以上に結合することができる。好まし
い具現例において、抗体は、ＧＩ遺伝子群ノロウイルスに結合することができるが、ＧII
遺伝子群ノロウイルスには結合することができない。例えば、このような抗体は、配列番
号１乃至４の１つ以上のペプチドに結合することができるが、配列番号５乃至１１には結
合することができない。さらに他の好ましい具現例において、抗体は、ＧII遺伝子群ノロ
ウイルスに結合することができるが、ＧＩ遺伝子群ノロウイルスには結合することができ
ない。例えば、このような抗体は、配列番号５乃至１１の１つ以上のペプチドに結合する
ことができるが、配列番号１乃至４には結合することができない。さらに他の好ましい具
現例において、抗体は、ＧＩ遺伝子群ノロウイルス及びＧII遺伝子群ノロウイルスのいず
れにも結合することができる。他の具現例において、抗体は、ＧＩ、ＧII、ＧIII、ＧIV
またはＧＶ遺伝子群ノロウイルスに組み合わせて、または遺伝子群ＧＩ－ＧＶの１つに結
合する能力を排除して結合することができる。
【００１８】
　抗体は、配列番号１乃至１６よりなる群から選択されたアミノ酸配列を有する抗原ペプ
チドまたはそれのフラグメントに対する２つ以上の別個の抗体の混合物で存在することが
でき、ここで、フラグメントは、４以上の連続アミノ酸残基を含む。混合物中の各々の抗
体は、天然ノロウイルスカプシド構造に結合することができる。混合物中の抗体は、Ｉｇ
Ｇ、ＩｇＡ、ＩｇＹ、ＩｇＤ、ＩｇＭ、ＩｇＥまたはこれらの１つ以上の一部、例えば、
重鎖、軽鎖、ＦｃまたはＦ（ａｂ）一部のような任意の要求された類型であることができ
る。好ましくは、抗体は、ＩｇＧまたはＩｇＹ類型抗体またはそれらの一部である。
【００１９】
　本発明の抗体またはこれらの混合物は、製薬学的に許容可能な賦形剤をさらに含む組成
物中に含まれることができる。好ましい具現例において、組成物は、経口胃腸投与のため
に食品（例えば、ヨーグルト）中に含まれる。このような組成物は、ノロウイルスに露出
による予防的使用のために特に好ましい。
【００２０】
　本発明の抗体は、配列番号１乃至１６よりなる群から選択された１つ以上のアミノ酸配
列から発生することができる。しかし、この分野の当業者に知られた任意の技術が本発明
の抗体を製造するために使用されることができる。
【００２１】
　本発明は、配列番号１乃至１６よりなる群から選択されたアミノ酸配列を有する１つ以
上のペプチドで対象物を免疫化する段階を含む、抗体の製造方法を提供し、ここで、対象
物は、１つ以上のペプチドに対する抗体を発現し、次いで免疫化する。対象物は、ヒトま
たはヒトを除いた動物（non-human animal）であることができる。ヒトを除いた動物は、
牛、豚、羊、兎、猫、犬、ニワトリ、マウス、ラットまたは発現された抗体産生を生産し
得るその他の動物のような任意の適切な動物であってもよい。
【００２２】
　一部の具現例において、方法は、対象物から発現された抗体産生を収集する段階をさら
に含み、ここで、発現された抗体産生は、天然ノロウイルスカプシド構造に結合すること
ができる抗体を含む。抗体の天然ノロウイルスカプシド構造への結合能力は、ＥＬＩＳＡ
または前述したような他の方法のようなこの分野の当業者によく知られた任意の適切な方
法で決定されることができる。このような具現例において、対象物は、通常、ヒトを除い
た動物であることが理解される。一部の具現例において、発現された抗体産物は、動物の
血液または血清から収集される。好ましい具現例において、発現された抗体産生は、ニワ
トリのたまごのようなたまごの黄身から収集される。一部の具現例において、発現された
抗体産生を発生する動物は、モノクローナル抗体を製造するために使用されることができ
る。モノクローナル抗体は、Ｋｏｈｌｅｒ, ｅｔ ａｌ., Ｎａｔｕｒｅ ２５６（５５１
７）：４９５－４９７（１９７５）に説明された方法のようなこの分野の当業者に知られ
た任意の方法によって製造されることができる。
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【００２３】
　さらに他の様態において、本発明は、配列番号１乃至１６よりなる群から選択された１
つ以上の抗原ペプチドまたはそれのフラグメント；及び選択的に担体を含むワクチンを提
供し、ここで、フラグメントは、４以上の連続アミノ酸残基を含み、ここで、担体は、１
つ以上の抗原ペプチドにコンジュゲイションされる。好ましい具現例において、１つ以上
のペプチドの多重複写物（multiple copies）は、各々の担体にコンジュゲイションドさ
れる。担体は、任意の製薬学的に許容可能な担体であることができる。一部の具現例にお
いて、担体は、タンパク質担体である。一部の具現例において、担体は、液体担体である
。好ましい具現例において、担体は、ノロウイルスタンパク質を含む。例えば、担体は、
ウイルス－類似粒子（ＶＬＰｓ）を含むノロウイルスカプシドタンパク質またはこれのサ
ブユニットまたはドメイン（Ｊｉａｎｇ Ｘ ｅｔ ａｌ., Ｊ. Ｖｉｒｏｌ. ６６（１１）
：６５２７－３２（１９９２））のみならず、ノロウイルスＲＮＡポリメラーゼタンパク
質またはこれのサブユニットまたはドメイン（例えば、Ｖｅｎｋａｔａｒａｍ Ｐｒａｓ
ａｄ, ｅｔ ａｌ., Ｓｃｉｅｎｃｅ ２８６：２８７－２９０（１９９９）参照）の１つ
以上の複写物になることができる。さらに他の具現例において、担体は、ビロソーム、Ｂ
型肝炎ウイルスコアタンパク質（hepatitis B virus core protein：ＨｂｃＡｇ）（例え
ば、Ｊ. Ｖｉｒｏｌ. ７９：１３６４１（２００５）参照）、ポリ（ラクチド－コ－グリ
コリド）マイクロ粒子、リポソーム、多重抗原性ペプチド（multiple antigenic peptide
s：ＭＡＰｓ）、免疫－刺激複合物（immune-stimulating complex：ＩＳＣＯＭＳ）、キ
トサン、キーホールリンペットヘモシアニン（keyhole limpet hemocyanin：ＫＬＨ）ま
たは牛血清アルブミン（ＢＳＡ）のような任意の適切な担体であることができる。
【００２４】
　ワクチンは、対象物に投与するためのワクチン、例えば、本明細書に説明された組成物
を剤形化するのに有用な、または必要な製薬学的に許容可能な賦形剤をさらに含むことが
できる。
【００２５】
　さらに他の様態において、本発明は、ベクターＤＮＡ；及び選択的に製薬学的に許容可
能な担体、補助剤または賦形剤を含むワクチンを提供し、ここで、ベクターＤＮＡは、配
列番号１乃至１６よりなる群から選択された１つ以上の抗原ペプチドまたはそれのフラグ
メントをコーディングするＤＮＡを含み、ここで、フラグメントは、４以上の連続アミノ
酸残基を含む。
【００２６】
　本発明の組成物は、本発明の免疫原、抗体またはＤＮＡ及び製薬学的に許容可能な賦形
剤を含む。組成物は、例えば、ワクチンまたは予防薬または診断ツールのための試薬にな
ることができる。組成物は、静脈内、筋肉内、腹膜内、鼻腔内、経皮、皮下または経口の
ような任意の経路への投与のために剤形化されることができる。好ましい具現例において
、組成物は、経口投与のために剤形化される。また、組成物は、希釈剤、補助剤、賦形剤
、防腐剤、ｐＨ調節剤などのような追加成分を含むことができる。
【００２７】
　本発明の組成物は、食品または飲料（例えば、ヨーグルト）のようなものを含み、経口
投与用に剤形化されることができる。代案的に、組成物は、錠剤、カプセル、丸薬、シロ
ップ、エリキシル剤または経口投与のための他のビヒクルに剤形化されることができる。
【００２８】
　局所的または系統的注入投与のための適切な剤形は、水性及び非水性の等張滅菌注射溶
液（これは抗酸化剤、緩衝剤、細菌発育阻止剤及び意図された輸血者の血液で剤形等張液
を提供する溶質を含むことができる）、及び懸濁化剤、可溶化剤、増粘剤、安定剤及び防
腐剤を含むことができる水性及び非水性の滅菌懸濁液を含む。剤形物は、アンプルまたは
バイアルのような容器に密封された単一－投与量または多重－投与量で存在することがで
き、使用前にすぐ注入のために注射用滅菌液体賦形剤、例えば、水の添加のみを要求する
冷凍－乾燥された（凍結乾燥）状態に保存されることがでぎる。 即席で用意された注射
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溶液及び懸濁液は、滅菌粉末、顆粒または錠剤から製造されることができる。
【００２９】
　滅菌注射用溶液は、要求に応じて前記列挙された成分の１つまたは組合せと共に適切な
溶媒の中に所要の量で活性化合物を含ませ、次いで、ろ過された滅菌化によって製造され
ることができる。好ましくは、注射用溶液は、内毒素がない。一般的に、分散液は、活性
化合物を基本分散培地及び前記列挙されたものから要求された他の成分を含む滅菌ビヒク
ルに含ませることによって製造される。滅菌注射用溶液の製造のための滅菌粉末の場合、
好ましい製造方法は、活性成分粉末と以前のそれの滅菌－ろ過された溶液から任意の追加
的な所望の成分を付加して得られたものを真空乾燥及び凍結乾燥する。
【００３０】
　また、活性成分は、例えば、コアセルベーション技術によって、または界面重合によっ
て製造されたマイクロカプセル、例えば、 各々ヒドロキクシメチルセルロースまたはゼ
ラチン－マイクロカプセル及びポリ－（メチルメタクリレート）マイクロカプセルの中に
、 コロイダル薬物伝達システム（例えば、リポソーム、アルブミン小球体、マイクロエ
マルション、ナノ－粒子及びナノカプセル）またはマイクロエマルションの中に取り込ま
れることができる。このような技術は、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ'ｓ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉ
ｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ １６ｔｈ ｅｄｉｔｉｏｎ, Ｏｓｏｌ, Ａ. Ｅｄ.（１９８０）
に開示されている。特に、免疫原または抗体を含むリポソームは、Ｅｐｓｔｅｉｎ ｅｔ 
ａｌ, Ｐｒｏｃ. Ｎａｔｌ. Ａｃａｄ. Ｓｃｉ. ＵＳＡ, ８２：３６８８（１９８５）；
Ｈｗａｎｇ ｅｔ ａｌ., Ｐｒｏｃ. Ｎａｔｌ. Ａｃａｄ. Ｓｃｉ. ＵＳＡ, ７７：４０
３０（１９８０）；及び米国特許第４,４８５,０４５号及び第４,５４４,５４５号に説明
された方法によって製造されることができる。強化された循環時間を有するリポソームは
、米国特許第５,０１３,５５６号に開示される。
【００３１】
　特に有用なリポソームは、ホスファチジルコリン、コレステロール及びＰＥＧ－誘導さ
れたホスファチジルエタノールアミン（ＰＥＧ－ＰＥ）を含む脂質組成物をもって逆相蒸
発法によって生成されることができる。リポソームは、所要の直径を有するリポソームを
得るために定義された細孔径のフィルターを通じて押し出す。本発明のポリペプチドは、
例えばＭａｒｔｉｎ ｅｔ ａｌ., Ｊ. Ｂｉｏｌ. Ｃｈｅｍ., ２５７：２８６－２８８（
１９８２）に説明されたように、ジスルフィド相互交換反応によってリポソームにコンジ
ュゲイションされることができる。
【００３２】
　気道への投与は、例えば、気管及び／または肺に系統的または局所的投与によって提供
することができる。このような投与は、吸入または物理的適用を通じて、エアロゾル、溶
液及び気管支鏡のような装置を利用して行われることができる。吸入のために、本組成物
は、吸入器（insufflator）、噴霧器、ポンプ、加圧パックまたはエアロゾル、ノンエア
ゾールスプレーの粉末またはノンエアゾール（non-aerosol）スプレーの液体を伝達する
その他の便利な手段から便利に伝達される。加圧パックは、液化ガスまたは圧縮ガスのよ
うな適切な推進剤を含むことができる。液化ガスとしては、例えば、フルオル化された塩
素化ヒドロカーボン、ヒドロクロロフルオロカーボン、ヒドロクロロカーボン、ヒドロカ
ーボン、及びヒドロカーボンエーテルを含む。圧縮ガスは、例えば、窒素、窒素酸化物及
び二酸化炭素を含む。特に、ジクロロジフルオロメタン、トリクロロフルオロメタン、ジ
クロロテトラフルオロエタン、二酸化炭素またはその他の適切なガスの使用が考慮される
。加圧されたエアロゾルの場合、投与量単位は、制御された量を伝達するためのバルブを
提供することによって決定されることができる。乾燥粉末組成物の投与時に、粉末ミック
スは、ラクトースまたは澱粉のような適切な粉末ベースを含むことができる。粉末組成物
は、例えば、カプセル、 カートリッジまたは粉末が吸入器（inhalator）または吸入器（
insufflator）の助力で投与されることができるブリスターパックのような単位投与量形
態で提供されることができる。
【００３３】
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　一部の具現例において、また、投与は、経粘膜的な手段によって行われることができる
。経粘膜的な投与のために、障壁に浸透され得る適切な浸透剤が剤形物の中に使用される
。このような浸透剤は、一般的にこの分野に知られたものであり、例えば、経粘膜的な投
与のために、洗浄剤、胆汁塩及びフシジン酸誘導体を含む。経粘膜的な投与は、鼻腔スプ
レー、吸入エアロゾル、坐薬、口腔洗浄剤、速溶性錠剤またはトローチ剤の使用を通じて
行われることができる。
【００３４】
　製薬組成物は、薬物伝達システムを用いて伝達されることができる。このような伝達シ
ステムは、ヒアルロン酸溶液またはコラーゲンフラグメントの懸濁液を含む。薬物は、マ
イクロカプセルに剤形化されることができ、制御された放出のために、例えば、ポリ乳酸
、エチルヒドロキシセルロース、ポリカプロラクトン、ポリカプロラクトンジオール、ポ
リリシン、ポリグリコール酸、ポリマレイン酸、ポリ［Ｎ－（２－ヒドロキシプロピル）
メチルアクリルアミド］などのような適切な重合性物質でデザインされることができる。
薬物伝達システムを使用する特別な剤形は、液体懸濁液、軟膏、包帯との複合物、コラー
ゲンシールドなどの形態であることができる。
【００３５】
　他の様態において、本発明は、（ａ）テストされるサンプルを提供する段階；及び（ｂ
）配列番号１乃至１６よりなる群から選択された１つ以上のペプチド配列を認識する１つ
以上の抗体を使用するレポーティングアッセイをサンプルに施行する段階を含み、ここで
、レポーティングアッセイが陽性の結果を示す場合、ノロウイルスがサンプル中に存在す
る、サンプル中で天然ノロウイルスを検出する方法を提供する。サンプルは、ノロウイル
スの検出が有用な、または必要な任意のソースから取ることができる。例えば、サンプル
は、水サンプル、食品サンプル、環境サンプルまたは標本サンプルであることができる。
標本は、動物組職サンプルまたは動物体液または排泄物のサンプルであることができる。
【００３６】
　一部の具現例において、検出されようとするノロウイルスは、 ヒト宿主で一般的に発
見された遺伝子型である。他の具現例において、ノロウイルスは、牛宿主で一般的に発見
された遺伝子型である。また、ノロウイルスは、マウスまたは豚宿主で発見された遺伝子
型になることができる。
【００３７】
　さらに他の様態において、本発明は、（ａ）サンプル収集ツールと、（ｂ）配列番号１
乃至１６よりなる群から選択された１つ以上のペプチド配列を認識する１つ以上の抗体を
含むレポーティングアッセイを施行するための試薬と、（ｃ）ノロウイルスの検出のため
のテストを実行し、且つ結果を解釈するための指示資料を含む、サンプル中で天然ノロウ
イルスの検出のためのキットとを提供する。
【００３８】
　本発明の方法またはキットに使用されたレポーティングアッセイは、この分野または以
後に開発される任意のレポーティングアッセイになることができる。アッセイは、例えば
、任意の類型のＥＬＩＳＡ、または米国特許公開第２００６－０１２９３２７号に説明さ
れたようなアッセイであることができる。また、アッセイは、免疫磁気分離法（immunoma
gnetic separation：ＩＭＳ）であることができる（Ｍｙｒｍｅｌ, ｅｔ ａｌ., Ｉｎｔ.
 Ｊ. Ｆｏｏｄ. Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ. ６２（１－２）：１７－２６（２０００））。Ｉ
ＭＳを使用する抗体の検出は、例えば、ＶａｌｉｄＣｈｅｃｋ装置（ＰＣＴ／ＵＳ０７／
６６１７２）を用いて行われることができる。
【００３９】
　次の実施例は、本発明をさらに説明するものであるだけで、本発明の範囲を限定しよう
とするものではない。
【実施例１】
【００４０】
　本実施例は、抗原性ノロウイルスペプチド配列の製造及び使用を示す。
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【００４１】
　製造：抗原性ノロウイルスペプチド配列は、イリノイ大学のアーバナ・シャンペーンバ
イオテクノロジーセンターのタンパク質配列設備で合成した。ペプチドは、ＫＬｐ１、Ｋ
Ｌｐ２、ＫＬｐ３などと命名した。アミノ酸システインは、担体タンパク質への結合を促
進するために、すなわちシステインの側鎖に位置するスルフヒドリル機能基と担体タンパ
ク質上のリシン側鎖に位置する活性化されたアミン基との間に発生する共有結合をもたら
す化学反応を促進するために、各々のペプチドのＮ－末端に挿入させた。ＫＬＨ（キーホ
ールリンペットヘモシアニン）－ペプチド及びＢＳＡ（牛血清アルブミン）－ペプチドコ
ンジュゲイションさけた抗原をイムジェクトマレイミド活性化された免疫原コンジュゲイ
ションキットに説明されたプロトコールによってピアース（Pierce）（ロックフォード、
イリノイ）からのｍｃＫＬＨ及びＢＳＡで発生させ、特性化し精製した。ＫＬＨ－ペプチ
ドコンジュゲートは、マウスの免疫原として使用される一方で、ＢＳＡ－ペプチドコンジ
ュゲートは、得られるポリクロナール血清から抗－ペプチド抗体の存在に対するテストに
使用された。ＫＬＨ免疫原コンジュゲートは、ＫＬＨ－１、ＫＬＨ－２、ＫＬＨ－３など
と命名した。ＢＳＡテストコンジュゲートは、ＢＳＡ－１、ＢＳＡ－２、ＢＳＡ－３など
と命名した。ノロウイルス用ウイルス－類似粒子（ＶＬＰｓ）は、ＮＩＨ及びＣＤＣから
得た。
【００４２】
　動物への投与：一次免疫化のために、個々のＢａｌｂ／ｃマウスに３０μｇの１つのＫ
ＬＨ－ペプチドコンジュゲート、１０μｇのＢａｌｂ／ｃＴ－細胞エピトープＮＴＧＧＡ
ＷＤＮＡＫＫＹ（配列番号：１７）、微生物のピロフォスファターゼタンパク質配列の一
部（例えば、加入番号Ｑ９ＺＷ１８）、及び タイターマックスゴールド補助剤（TiterMa
x Gold Adjuvant）（Ｓｉｇｍａ, Ｓｔ. Ｌｏｕｉｓ, Ｍｏ）を含むエマルションを腹膜
内に注入した。すべての後続免疫化のために、同一の手続が補助剤がＩｎｃｏｍｐｌｅｔ
ｅ　Ｆｒｅｕｎｄ'ｓ（Ｓｉｇｍａ, Ｓｔ. Ｌｏｕｉｓ, ＭＯ）であることを除いて引き
続いた。各々のマウスに注入された全体量の体積は、１００μｌを超過せず、補助剤が５
０体積％に該当した。免疫化は、３週離れるようにした。マウスを２～３回免疫化させた
後、血液サンプルをマウスが一般的な痲酔の影響下にある間にレトロ－オービタルプレク
サスを通じて取った。酵素－連結免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）を用いて、ポリクロー
ナル血清がＢＳＡ－ペプチドテストコンジュゲートに対する反応性をテストした。これら
抗原に強い反応性を有する血清は、ＥＬＩＳＡを用いてＶＬＰ上に反応性アイソタイプに
対してさらにテストした。
【００４３】
　ＫＬＨ－ペプチドコンジュゲートが注入されたマウスから得た血清は、ノロウイルスＶ
ＬＰだけでなく、ＢＳＡ－ペプチドコンジュゲートに反応性になることが明らかになった
。
【実施例２】
【００４４】
　本実施例は、ノロウイルス免疫原に対するモノクローナル抗体の製造を示す。
【００４５】
　マウスを実施例１で説明されたようにＫＬＨ－ペプチド免疫原で免疫化した。ＶＬＰ抗
原に対する高いタイター（titer）ＩｇＧ血清抗体反応を示す免疫化されたマウスをハイ
ブリドーマ融合のために犠牲させた。細胞融合工程は、１９７５年Ｋｏｈｌｅｒ及びＭｉ
ｌｓｔｅｉｎによって最初に説明された（Ｋｏｈｌｅｒ, ｅｔ ａｌ., Ｎａｔｕｒｅ ２
５６（５５１７）：４９５－４９７, １９７５）ものと類似の標準プロトコールに従い、
ここで、脾臓から単離されたリンパ球は、ポリエチレングリコールの存在下でｓｐ２／０
骨髄腫細胞と融合させた。得られるハイブリドーマ細胞株は、７.２％ＣＯ２インキュベ
ータート中の選択的なＨＡＴ（ヒポキサンチンアミノプテリン－チミジン）培地（１０％
ＦＢＳ（ウシ胎児血清）に補充されたＬ－グルタミン、ＮＣＴＣ、最小必須培地（ＭＥＭ
）非必須アミノ酸、システイン、ヒポキサンチン、アミノプテリン、チミジン、オキサロ
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'ｓ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｅａｇｌｅ'ｓ培地（ＤＭＥＭ））で成長させた。融合後、７乃
至１４日に、ハイブリドーマ細胞株から培養培地をＥＬＩＳＡにノロウイルスＶＬＰ試薬
を結合することができるＩｇＧモノクローナル抗体の存在に対してスクリーニングした。
要求された形質を示すハイブリドーマ細胞株は、安定性のためにサブクローンさせ、次い
で、大規模モノクロナール抗体生成のためのＩｎｔｅｇｒａ　Ｃｅｌｌｉｎｅバイオリア
クターで成長させた。得られるバイオリアクター抗体は、タンパク質Ｇカラム上で精製さ
せ、４℃で０.０２％アジ化ナトリウムを有するＰＢＳ（リン酸緩衝生理食塩水）に保存
させた。
【実施例３】
【００４６】
　本実施例は、単純なＥＬＩＳＡを用いてノロウイルスを検出するにあたつて抗体の使用
を示す。
【００４７】
　イムロン（Immulon）ＩＢプレート（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ, ＰＡ）をＰＢＳの中
で２μｇ／ｍｌでノロウイルスまたはＶＬＰｓでコーティングした。プレートを１時間３
７℃で培養させ、洗浄した。次いで、ウェルをＰＢＳ中の０.５％スキームミルクで遮断
させ、次いで、１時間以上３７℃で培養させた。次いで、対応する抗－ノロウイルスモノ
クロナール抗体（実施例２で説明されたように製造）の５０μｌ（５μｇ／ｍｌ）をシュ
アリンク（Surelink）コンジュゲイションキット（ＫＰＬ、ＭＤ）を用いてＨＲＰ（ホー
スラディッシュペルオキシダーゼ（Horse Radish Peroxidase）にコンジュゲイションさ
せ、各々のウェルに添加し、１時間３７℃で培養させ、洗浄した。１００μｌのＴＭＢ（
テトラメチルベンジジン）基質（Ｓｉｇｍａ、ＭＡ）をすべてのウェルに添加し、青色変
化が観察された後に、Ｈ２ＳＯ４を反応を中止させるために添加した。プレートは、４５
０ｎｍ吸光度で読み出された。
【００４８】
　結果：配列番号１のペプチドに対して発生したモノクローナル抗体（ｍＡｂｓ）は、Ｅ
ＬＩＳＡでＧＩ.１ ＶＬＰ（ノーウォーク）を検出した。これは、類似の検出能力が遺伝
子型ＧＩ.６及びＧＩ.８を代表するＶＬＰｓ（または天然ノロウイルス）で見られること
を予測するようにする。配列番号２のペプチドに対して発生したＭＡｂｓは、ＥＬＩＳＡ
でＧＩ.３ ＶＬＰデザートシールドを検出することができる。類似の検出能力が残りのＧ
Ｉ遺伝子型ＧＩ.２、ＧＩ.４、ＧＩ.５及びＧＩ.７を代表するＶＬＰｓまたは天然ノロウ
イルスで見られる。配列番号６のペプチドに対して発生したＭＡｂｓは、ＥＬＩＳＡで多
様なＧII ＶＬＰｓ（ＧII.２、ＧII.３、及びＧII.７を含む）を検出した。配列番号７の
抗－ペプチドｍＡｂｓは、ＧII.４に強く反応するが、他のＧII ＶＬＰｓにはそうでない
。表２は、選択されたノロウイルスＶＬＰｓ（ＥＬＩＳＡ）上に初期抗－ペプチドモノク
ローナル抗体の反応パターンを示す。
【００４９】
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【表２】

【実施例４】
【００５０】
　本実施例は、サンドイッチＥＬＩＳＡによってノロウイルスを捕獲し検出するにあたっ
て抗体の使用を示す。
【００５１】
　イムロン２ＨＢプレート（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ, ＰＡ）のウェルを実施例２で
製造された５０μｌの抗－ノロウイルス抗体（２５０ｎｇ／ウェル）でコーティングし、
１時間３７℃で培養させ、洗浄した。次いで、ウェルをＰＢＳ中の０.５％ミルクで遮断
させ、次いで、１時間以上３７℃で培養させた。製造されたサンプルをウェルに添加した
。プレートを１時間３７℃で培養し、洗浄した。抗－ノロウイルス抗体をシュアリンクコ
ンジュゲイションキット（ＫＰＬ、ＭＤ）を用いてＨＲＰにコンジュゲイションさせ、５
０μｌの抗－ノロウイルス－ＨＲＰ（５μｇ／ｍｌ）を各々のウェルに添加した。次いで
、プレートを１時間３７℃で培養させ、洗浄した。１００μｌのＴＭＢ基質をすべてのウ
ェルに添加し、青色変化が観察された後に、Ｈ２ＳＯ４を反応を中止させるために添加し
た。プレートは、４５０ｎｍで読み出された。
【００５２】
　バックグラウンドに対して相対的な陽性インテンシティ結果は、プレートの分析によっ
て得られた。
【実施例５】
【００５３】
　本実施例は、ＩＭＳ－ＥＬＩＳＡによってノロウイルスを濃縮化し検出するにあたって
抗体の使用を示す。
【００５４】
　ＩＭＳ－ＥＬＩＳＡ手続をＰＢＳ中の０.５％ミルクでエッペンドルフチューブを遮断
することによって行い、１時間３７℃で培養した。ノロウイルスＶＬＰｓは、抗体／ビー
ズコンジュゲートとともに各々のチューブに添加させた。抗体／ビーズコンジュゲートは
、実施例２で製造されたインビトロゲンから推薦されたプロトコールを使用するインビト
ロゲンからのＭ２８０トシル活性化されたダイナルビーズ（tosylactivated dynal beads
）にコンジュゲイションされた抗－ノロウイルス抗体である。次いで、チューブを１時間
回転させながら室温で培養させた。マグネティックレトリーバを用いて一方の側面にＩＭ
Ｓ複合物（磁石ビーズに結合されたＶＬＰｓ）を引き寄せた。ビーズをＰＢＳで１回洗浄
し、１００μｌ ＰＢＳに再懸濁した。次いで、各々のチューブのＩＭＳ複合物を抗－ウ
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イルス抗体にコーティングされたイムロンＩＢプレートに伝達した。プレートを１時間３
７℃で培養し洗浄した。次いで、シュアリンクコンジュゲイションキット（ＫＰＬ, ＭＤ
）を用いてＨＲＰ（ホースラディッシュペルオキシダーゼ）にコンジュゲイションされた
抗－ノロウイルス抗体の５０μｌ（２μｇ／ｍｌ）を各々のウェルに添加し、１時間３７
℃で培養し洗浄した。１００μｌのＴＭＢ（テトラメチルベンジジ）基質（Ｓｉｇｍａ, 
ＭＡ）をすべてのウェルに添加した。青色変化が観察された後に、Ｈ２ＳＯ４を反応を中
止させるために添加した。プレートは、４５０ｎｍ吸光度で読み出された。
【００５５】
　バックグラウンドに対して相対的な陽性インテンシティ結果は、プレートの分析によっ
て得られた。
【実施例６】
【００５６】
　本実施例は、免疫磁性分離によってノロウイルスを濃縮化し検出するにあたって抗体の
使用を示す。
【００５７】
　ＩＭＳ手続をＰＢＳ中の０.５％ミルクで微小遠心管を遮断することによって行しい、
１時間３７℃で培養した。ノロウイルスＶＬＰｓを抗体／ビーズコンジュゲートとともに
各々のチューブに添加させた。抗体／ビーズドコンジュゲートは、実施例２で製造された
、インビトロゲンから推薦されたプロトコールを使用するインビトロゲンからのＭ２８０
トシル活性化されたダイナルビーズにコンジュゲイションされた抗－ノロウイルス抗体で
ある。次いで、チューブを１時間回転させながら室温で培養した。１時間培養後、マグネ
ティックレトリーバーを用いて一方の側面にＩＭＳ複合物（磁石ビーズに結合されたＶＬ
Ｐｓ）を引き寄せた。ビーズをＰＢＳで１回洗浄し、シュアリンクコンジュゲイションキ
ット（ＫＰＬ、ＭＤ）を用いてＨＲＰ（ホースラディッシュペルオキシダーゼ）にコンジ
ュゲイションされた抗－ノロウイルス抗体３００μｌ（２.５μｇ／ｍｌ）で再懸濁した
。チューブを１時間回転しながら３７℃で培養し、マグネチックレトリーバーを用いてＰ
ＢＳで３回洗浄した。１００μｌのＴＭＢ（テトラメチルベンジジン）基質（Ｓｉｇｍａ
, ＭＡ）をすべてのウェルに添加した。青色変化が観察された後に、Ｈ２ＳＯ４を反応を
中止させるために添加した。プレートは、４５０ｎｍ吸光度で読み出された。
【００５８】
　バックグラウンドに対して相対的な陽性インテンシー結果は、プレートの分析によって
得られた。
【００５９】
　本明細書で引用された文献、特許出願及び特許を含むすべての参考文献は、各々の参考
文献が参考文献として含まれるように個別的に且つ具体的に表示され、及びその全体が本
明細書で説明されたものと同様の同一範囲で参照として含まれる。
【００６０】
　本発明を説明する文脈（特に、次の請求範囲の文脈）で使用される用語″ a″、″an″
、″the″、及び類似の指示対象は、本明細書に異なって表示されない以上、または文脈
によって明確に否認されない以上、単数及び複数の両方をカバーするものとして解釈され
る。用語″含む（comprising）″、″有する（having）″、″含む（including）″及び
″含有する（containing）″は、異なって指摘されない以上、制限がない用語として解釈
されるべきである（すなわち、″含む（including）が、これに制限されない″を意味）
。本明細書で値（value）の範囲の列挙は、本明細書に異なって表示されない以上、範囲
内に属する各々の別個の値を個別的に言及することを簡単に標記するための方法として使
用されたものに過ぎず、各々の個別値は、これが本明細書に各々列挙されたように明細書
に含まれる。本明細書に説明されたすべての方法は、本明細書に異なって表示されない以
上、または文脈によって明確に否認されない以上、任意の適切な手順で行われる。任意の
及びすべての実施例、または本明細書に提供された例示的な用語（例えば、″～のような
（such as）″）は、発明を一層明確にするためのものに過ぎず、異なって請求されない



(15) JP 2009-542715 A 2009.12.3

10

以上、本発明の範囲を限定するものとして意味されない。明細書中には、発明の実施に必
須的なもので、非－請求された任意の要素を示すものとして解釈されるべき用語はない。
【００６１】
　本発明の好ましい具現例は、本発明を実施するために発明者に知られた最上のモードを
含んで本明細書に説明される。多様な好ましい具現例は、前記説明を読むことによって当
業者に明確になる。発明者は、熟練された技術者が適切に多様に使用することを期待し、
発明者は、発明が本明細書に詳細に説明されたものを除いて実施されることを希望する。
したがって、本発明は、適用可能な法によって許容される限り、これに添付された請求範
囲に列挙された発明対象のすべての変形及び同等物を含む。また、すべての可能な変形で
前記説明された要素の任意の組合せは、本明細書に異なって表示されない以上、または文
脈によって明確に否認されない以上、本発明によって内包される。
【産業上の利用可能性】
【００６２】
　本発明の活用例として、ノロウイルス用抗体に適用出来る。

【配列表】
2009542715000001.app
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摘要(译)

公开了具有选自SEQ ID NOS：1-16的氨基酸序列的诺如病毒抗原肽或
其片段。这样的肽可以通过制备抗病毒治疗剂如疫苗，产生抗抗原肽抗
体的方法，使用肽检测诺罗病毒或相应抗体的方法，以及肽，DNA和/或
抗体的组合物来制备。用于事物可以使用。还提供了用于检测诺罗病毒
的试剂盒。 发明背景
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