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(57)【要約】
【課題】狂犬病関連ウイルスに起因する症状の診断、予防および／または治療を現実的な
ものとするために、これまでとは異なるエピトープ認識特異性を持つ抗体を提供すること
。
【解決手段】本発明は、狂犬病ウイルス（ＲＶ）に特異的に結合し、その生物活性を中和
し得るモノクローナル抗体もしくはその抗原結合断片であって、Ｇタンパクの特定のアミ
ノ酸残基を含むエピトープに結合する抗狂犬病ウイルス抗体またはその抗原結合断片を提
供する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　狂犬病ウイルス（ＲＶ）に特異的に結合し、その生物活性を中和し得るモノクローナル
抗体もしくはその抗原結合断片であって、Ｇタンパクの２４２番目のアミノ酸（アラニン
）を含むエピトープに結合する抗狂犬病ウイルス抗体またはその抗原結合断片。
【請求項２】
(a)配列番号：７、８および９のアミノ酸配列、並びにそれらのアミノ酸配列中１～数個
のアミノ酸残基の欠失、置換、挿入及び／または付加の変異を有するアミノ酸配列からな
る群より選択される軽鎖ＣＤＲ１、２および３のいずれか一つ以上のアミノ酸配列、及び
　(b)配列番号：１０、１１および１２のアミノ酸配列、並びにそれらのアミノ酸配列中
１～数個のアミノ酸残基の欠失、置換、挿入及び／または付加の変異を有するアミノ酸配
列からなる群より選択される重鎖ＣＤＲ１、２および３のいずれか一つ以上のアミノ酸配
列を含有する、請求項１記載の抗体またはその抗原結合断片。
【請求項３】
　(a)配列番号：７、８および９のアミノ酸配列、並びにそれらのアミノ酸配列中１～数
個のアミノ酸残基の欠失、置換、挿入及び／または付加の変異を有するアミノ酸配列から
なる群より選択される軽鎖ＣＤＲ１、２および３のアミノ酸配列、及び
　(b)配列番号：１０、１１および１２のアミノ酸配列、並びにそれらのアミノ酸配列中
１～数個のアミノ酸残基の欠失、置換、挿入及び／または付加の変異を有するアミノ酸配
列からなる群より選択される重鎖ＣＤＲ１、２および３のアミノ酸配列を含有する、請求
項１記載の抗体またはその抗原結合断片。
【請求項４】
　(a)配列番号：７、８および９のアミノ酸配列（軽鎖ＣＤＲ１、２および３）及び (b)
配列番号：１０、１１および１２のアミノ酸配列（重鎖ＣＤＲ１、２および３）を含有す
る、請求項１記載の抗体またはその抗原結合断片。
【請求項５】
　(a)配列番号：５のアミノ酸配列；配列番号：５のアミノ酸配列において、１～数個の
アミノ酸残基の欠失、置換、挿入及び／または付加の変異を有するアミノ酸配列；または
配列番号：５のアミノ酸配列と９５％以上の相同性を有するアミノ酸配列で示される軽鎖
可変領域（ＬＣＶＲ）と、(b)配列番号：６のアミノ酸配列；配列番号：６のアミノ酸配
列中１～数個のアミノ酸残基の欠失、置換、挿入及び／または付加の変異を有するアミノ
酸配列；または配列番号：６のアミノ酸配列と９５％以上の相同性を有するアミノ酸配列
で示される重鎖可変領域（ＨＣＶＲ）を含有する、請求項１記載の抗体またはその抗原結
合断片。
【請求項６】
　(a)配列番号：５のアミノ酸配列で示される軽鎖可変領域（ＬＣＶＲ）、及び(b)配列番
号：６のアミノ酸配列で示される重鎖可変領域（ＨＣＶＲ）を含有する、請求項１記載の
抗体またはその抗原結合断片。
【請求項７】
　(a)配列番号：２のアミノ酸配列；配列番号：２のアミノ酸配列において、１～数個の
アミノ酸残基の欠失、置換、挿入及び／または付加の変異を有するアミノ酸配列；または
配列番号：２のアミノ酸配列と９５％以上の相同性を有するアミノ酸配列で示される軽鎖
（Ｌ鎖）、及び(b)配列番号：４のアミノ酸配列；配列番号：４のアミノ酸配列において
、１～数個のアミノ酸残基の欠失、置換、挿入及び／または付加の変異を有するアミノ酸
配列；または配列番号：４のアミノ酸配列と９５％以上の相同性を有するアミノ酸配列で
示される重鎖（Ｈ鎖）を含有する、請求項１記載の抗体またはその抗原結合断片。
【請求項８】
　配列番号：２のアミノ酸配列で示される軽鎖（Ｌ鎖）、及び配列番号：４のアミノ酸配
列で示される重鎖（Ｈ鎖）を含有する、請求項１記載の抗体またはその抗原結合断片。
【請求項９】
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　前記モノクローナル抗体がヒトモノクローナル抗体である、請求項１～８のいずれかに
記載の抗体またはその抗原結合断片。
【請求項１０】
　請求項１～９のいずれかに記載の抗体又はその抗原結合断片および薬学的に許容可能な
担体を含む、狂犬病関連ウイルスに起因する症状の診断、予防および／または治療に使用
される医薬組成物。
【請求項１１】
　狂犬病ウイルスによる感染症を曝露後発症予防するための、請求項１０に記載の医薬組
成物。
【請求項１２】
　ＲＶに特異的に結合し、その生物活性を中和し得る抗ＲＶモノクローナル抗体又はその
抗原結合断片をコードするＤＮＡであって、配列番号：２および４～１２からなる群から
選択されるアミノ酸配列をコードするＤＮＡ、および該ＤＮＡと高ストリンジェントな条
件下でハイブリダイズするＤＮＡから選択される単離されたＤＮＡ。
【請求項１３】
　配列番号：２及び４のアミノ酸配列をコードする、請求項１２に記載のＤＮＡ。
【請求項１４】
　配列番号：５及び６のアミノ酸配列をコードする、請求項１３に記載のＤＮＡ。
【請求項１５】
　請求項１２～１４のいずれかに記載のＤＮＡを組込んだベクター。
【請求項１６】
　請求項１５記載のベクターが導入された宿主細胞。
【請求項１７】
　請求項１６記載の宿主細胞を培養する工程を含む、請求項１～９のいずれかの抗体また
は抗原結合断片の作製方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は狂犬病ウイルス（Rabies virus：以下、ＲＶと称する。）を代表とする狂犬病
関連ウイルスに起因する症状の診断、予防および／または治療に使用されるＲＶの糖タン
パク質（以下、Ｇタンパクと称する。）上に存在する新規なエピトープに特異的に結合す
るヒトのモノクローナル抗体、ならびにその抗原結合断片に関する。
【背景技術】
【０００２】
　狂犬病ウイルスは、犬、コウモリ、猫、アライグマなどあらゆる温血動物に感染しうる
人畜共通神経ウイルス感染症であり、一般には、感染した動物に咬まれた際、唾液と共に
ウイルスが伝播し感染する。発症するとほぼ100％死亡する致死性のウイルス感染症で、
全世界における狂犬病による年間の死者数は50,000人以上と推測されている。発症例の90
%以上はアジアやアフリカに集中しており、特にインド、バングラデシュ、東南アジアな
どがその大部分を占めている。
【０００３】
　狂犬病ウイルスは、ラブドウイルス（Rhabdoviridae）科リッサウイルス(Lyssavirus)
属に分類され、ウイルス粒子は、７０～８０×１８０nm の特徴的な弾丸状の形態を有す
る。ウイルスゲノムは、約１２，０００塩基の一本鎖のマイナス鎖RNAで、カプシドを形
成するNucleoprotein (Nタンパク)、リン酸化タンパク質であるPhosphoprotein (Pタンパ
ク)、ウイルスの出芽に関わるMatrix protein (Mタンパク)、エンベロープを形成する糖
タンパク質であるGlycoprotein (Gタンパク)、そしてRNA依存性RNAポリメラーゼとして働
くLarge protein (Lタンパク)から構成される。
　リッサウイルス属は、遺伝子型および血清型の分析から、下記の7つの遺伝子型に分類
される（非特許文献１）。
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1) genotype 1 ：狂犬病ウイルス（Ravies virus）
2) genotype 2 ：ラゴスバットウイルス（Lagos bat virus）
3) genotype 3 ：モコラウイルス(Mokola virus)
4) genotype 4 ：ドーベンハーゲウイルス(Duvenhage virus)
5) genotype 5 ： EＢＬ１(European bat lyssavirus type 1)
6) genotype 6 ： EＢＬ２(European bat lyssavirus type 2)
7) genotype 7 ： ABL (Australian bat lyssavirus)
　これらのうち、genotype 2のラゴスバットウイルス以外のリッサウイルスは、ヒトに狂
犬病様脳炎をおこすことが知られている。これまで狂犬病の報告が無かったオーストラリ
アでも、近年、リッサウイルスで発病したコウモリに咬まれた人が狂犬病と同じ症状で亡
くなっている。また、モコラウイルスを除きこれらは、狂犬病ウイルス(RV)と血清学的に
交差することより、狂犬病ワクチンにより防御することが出来ると考えられている（非特
許文献１）。従って、狂犬病ウイルスのGタンパクに対するモノクローナル抗体（MAb）は
、これらリッサウイルスに対しても結合し、活性を中和する可能性があると考えられる。
　従って、本明細書では、狂犬病ウイルスのみならずこれら狂犬病様感染症を引き起こす
リッサウイルスを、「狂犬病関連ウイルス」と称することとする。
【０００４】
　ヒトにおける狂犬病の発生例は主に感染した犬に咬まれたことに起因するが、感染した
犬に傷口や目・唇など粘膜部をなめられた場合も危険性が高い。咬傷などから侵入したRV
は、アセチルコリン受容体(Nicotinic Acetylcholine Receptor: nAChR)などを介して末
梢神経から神経軸索を逆行性に中枢へ輸送される。咬まれた部位により潜伏期間は様々で
あるが、ウイルスが脳神経組織に到達して発症するまでの期間は、顔をかまれるより足先
を咬まれるほうが長くなる。脳に近い場合2週間程度、遠い場合で数ヶ月と言われている
。発症後の死亡率はほぼ１００％と、治療法はまだ確立されていない。
【０００５】
　予防法としては、感染前（曝露前）であれば、ワクチン接種によって予防が可能であり
、狂犬病発生国への渡航前の予防接種が有効である。ワクチンによる能動免疫の獲得は、
犬でも同様であり、日本では狂犬病予防法によって、飼い犬の毎年1回の予防接種が義務
付けられている。
　曝露後の予防対策としては、咬まれたらまず傷口を石鹸などでよく洗うこと、消毒液や
消毒用エタノールで消毒することにより、大半は死滅させることが可能である。そして、
速やかにワクチン接種を開始することが望まれる。
　WHOでは狂犬病動物から曝露を受けた場合、その曝露の重症度を3段階に区分している。
このうちカテゴリーIIIに属する高度のRV曝露後には、ワクチン接種に加え抗狂犬病免疫
グロブリン製剤 (RIG)の傷口周囲への投与が推奨されている。曝露後にこれらワクチンや
RIGによる曝露後発症予防 (Post-exposure prophylaxis：以下、PEPと称する。) の対象
となる人は、狂犬病死亡者数のおおよそ1,000倍、毎年世界中で5,000万人にもおよぶと予
測されている。
現在、RIGとしてウマ血清 (ERIG)とヒト免疫グロブリン (HRIG)とが使用可能である。し
かし、ERIGは、異種であるウマに対する抗体の出現する可能性があること、アナフィラキ
シーを引き起こす可能性があることなど問題点も多い。また、HRIGにおいても、1回の投
薬量が非常に多い、安定的な供給が困難で高価である、及びヒト由来の未知の病原体の混
入の可能性があることなど、種々の問題点が挙げられる。
【０００６】
　近年、狂犬病ウイルスの感染および狂犬病の発症の予防には、RVのGタンパクに対する
中和抗体が一つの選択肢として考えられている。但し、狂犬病ウイルスなどのRNAウイル
スは、遺伝子変異を起こしやすく、種々の野生株が認められるのみならず、生体に感染し
た後の潜伏期間中にも変異株の形成が生じやすい。従って、変異が起こりにくいエピトー
プに対するモノクローナル抗体（以下、ＭＡｂと称する）、あるいは変異すると病原性が
著しく低下するエピトープに対するモノクローナル抗体の開発が求められている。
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　また、Hanlon らの報告（非特許文献２）においても,RVに対するヒトのモノクローナル
抗体は、曝露後発症予防（PEP）において、将来HRIGに取って代わる存在になることを示
唆すると共に、従来のＭＡbでは抵抗性のあるウイルス変異体の増殖を防ぎきれないこと
が報告されている。
【０００７】
　RVのGタンパク上のエピトープとしては、これまで5種類が報告されている（表１を参照
）。
【表１】

【０００８】
　一方、Takayama-Itoらの最近の研究（非特許文献６）では、Gタンパク上の242番目（Al
a：アラニン）、255番目（Asp:アスパラギン酸）、および２６８番目（Ile:イソロイシン
）の部位が、狂犬病ウイルスの病原性（pathogenicity）に関与しており、このアミノ酸
部分のいずれかまたは複数個所が変異したRVでは、病原性が大幅に低下することが報告さ
れている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】源　宣之、狂犬病とリッサ（狂犬病関連）ウイルス．2004; 54:p213-22
2
【非特許文献２】Hanlon, C.A.,et al.,Experimental utility of rabies virus-neutral
izing human monoclonal antibodies in post-exposure prophylaxis.,Vaccine. 2001;19
:p3834-3842
【非特許文献３】Marissen WE　et al., Novel rabies virus-neutralizing epitope rec
ognized by human monoclonal antibody: fine mapping and escape mutant analysis. J
 Virol. 2005;79:p4672-4678.
【非特許文献４】Identification and characterization of a human monoclonal antibo
dy that potently neutralizes a broad panel of rabies virus isolates.Vaccine. 200
7 Apr 12;25(15):2800-10. Epub 2006 Dec 29.
【非特許文献５】Prehaud C et al.,Antigenic site II of the rabies virus glycoprot
ein: structure and role in viral virulence. J Virol. 1988 ;62:p1-7.
【非特許文献６】Takayama-Ito M et al., Multiple amino acids in the glycoprotein 
of rabies virus are responsible for pathogenicity in adult mice. Virus Res. 2006
; 115:p169-175
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　このような状況下、狂犬病関連ウイルスに起因する症状の診断、予防および／または治
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療を現実的なものとするためには、変異が起こりにくいあるいは変異すると病原性が低下
するこれまでとは異なるエピトープ認識特異性を持つ抗体の発見が強く望まれる。
【００１１】
　これまでとは異なるエピトープ認識特異性を持ち、ＲＶのＧタンパクに特異的に結合し
、その生物活性を十分に阻害するヒト抗体又は抗原結合断片は、幅広い狂犬病関連ウイル
スに起因する症状の診断、予防および／または治療に有用であるのみならず、特に、狂犬
病ウイルスの曝露後発症予防（PEP）の治療戦略上有用であると考えられる。
【００１２】
　現在、狂犬病の曝露後発症予防（ＰＥＰ）としては、ワクチン接種に加え抗狂犬病免疫
グロブリン製剤 (RIG)の傷口周囲への投与が推奨されている。現在、RIGとしてウマ血清 
(ERIG)とヒト免疫グロブリン (HRIG)とが使用されているが、ERIGは、異種であるウマに
対する抗体の出現する可能性があること、アナフィラキシーを引き起こす可能性があるこ
となど問題点も多い。また、HRIGは、高価であり、かつヒト由来の未知の病原体の混入の
危険性があり大きな問題を抱えている。そのような中、ヒト由来のモノクローナル抗体で
エピトープの異なるＭＡbのカクテルでの使用が試みられているが、これまでとは異なる
新規なエピトープを認識しRVの中和活性のある、かつ単一でも有用なヒト由来のモノクロ
ーナル抗体の更なる提案が望まれている。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　本発明者らは、上記のような抗体を取得するために鋭意努力した結果、ＲＶに対して、
高い中和能を有するヒトモノクローナル抗体を取得することに成功し、その抗体がＲＶの
糖タンパク質（以下、Ｇタンパクと称する。）上に存在し病原性に関与している２４２番
目のアミノ酸（アラニン）を含むエピトープ（立体構造性のエピトープ）に特異的に結合
する抗体であることを確認し、本発明を完成した。
【００１４】
　Gタンパク上の２４２番目のアミノ酸をエピトープとして認識する抗体からのエスケー
プウイルスは、病原性が大幅に低下することが予測され、このことからも、この新規なエ
ピトープを認識するヒトMAｂ又はその抗原結合断片は、狂犬病関連ウイルスに起因する症
状の診断、予防および／または治療に有用であることが期待される。特に、狂犬病の曝露
後発症予防に使用するヒト抗体として、もしくはMAbsカクテル製剤としても、有力な候補
の１つとなると考えられる。
【００１５】
　本発明は、幅広く狂犬病関連ウイルスおよびその中和抵抗性変異株にも有効で、かつ、
Gタンパク上の病原性に関与する部位で、かつ新規なエピトープを特異的に認識するヒト
モノクローナル抗体またはその抗原結合断片を提供するもので、狂犬病関連ウイルスに起
因する症状の診断、予防および／または治療に使用される医薬組成物、特に、狂犬病ウイ
ルスによる曝露後発症予防するために有益な医薬組成物を提供するものである。
【００１６】
　即ち、本発明は、以下に記載する狂犬病ウイルスの新規なエピトープを認識するヒトの
抗ＲＶモノクローナル抗体またはその結合性断片、その抗体又は結合性断片をコードする
ＤＮＡ（ポリヌクレオチド）、そのＤＮＡを含有するベクター、そのベクターを含有する
宿主細胞などに関する。
【００１７】
（１）狂犬病ウイルス（ＲＶ）に特異的に結合し、その生物活性を中和し得るモノクロー
ナル抗体もしくはその抗原結合断片であって、Ｇタンパクの２４２番目のアミノ酸（アラ
ニン）を含むエピトープに結合する抗狂犬病ウイルス抗体またはその抗原結合断片。
（２）(a)配列番号：７、８および９のアミノ酸配列、並びにそれらのアミノ酸配列中１
～数個のアミノ酸残基の欠失、置換、挿入及び／または付加の変異を有するアミノ酸配列
からなる群より選択される軽鎖ＣＤＲ１、２および３のいずれか一つ以上のアミノ酸配列
、及び
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　(b)配列番号：１０、１１および１２のアミノ酸配列、並びにそれらのアミノ酸配列中
１～数個のアミノ酸残基の欠失、置換、挿入及び／または付加の変異を有するアミノ酸配
列からなる群より選択される重鎖ＣＤＲ１、２および３のいずれか一つ以上のアミノ酸配
列を含有する、（１）記載の抗体またはその抗原結合断片。
（３）(a)配列番号：７、８および９のアミノ酸配列、並びにそれらのアミノ酸配列中１
～数個のアミノ酸残基の欠失、置換、挿入及び／または付加の変異を有するアミノ酸配列
からなる群より選択される軽鎖ＣＤＲ１、２および３のアミノ酸配列、及び
　(b)配列番号：１０、１１および１２のアミノ酸配列、並びにそれらのアミノ酸配列中
１～数個のアミノ酸残基の欠失、置換、挿入及び／または付加の変異を有するアミノ酸配
列からなる群より選択される重鎖ＣＤＲ１、２および３のアミノ酸配列を含有する、上記
（１）記載の抗体またはその抗原結合断片。
（４）(a)配列番号：７、８および９のアミノ酸配列（軽鎖ＣＤＲ１、２および３）及び
(b)配列番号：１０、１１および１２のアミノ酸配列（重鎖ＣＤＲ１、２および３）を含
有する、（１）記載の抗体またはその抗原結合断片。
（５）(a)配列番号：５のアミノ酸配列；配列番号：５のアミノ酸配列において、１～数
個のアミノ酸残基の欠失、置換、挿入及び／または付加の変異を有するアミノ酸配列；ま
たは配列番号：５のアミノ酸配列と９５％以上の相同性を有するアミノ酸配列で示される
軽鎖可変領域（ＬＣＶＲ）と、
(b)配列番号：６のアミノ酸配列；配列番号：６のアミノ酸配列中１～数個のアミノ酸残
基の欠失、置換、挿入及び／または付加の変異を有するアミノ酸配列；または配列番号：
６のアミノ酸配列と９５％以上の相同性を有するアミノ酸配列で示される重鎖可変領域（
ＨＣＶＲ）を含有する、上記（１）記載の抗体またはその抗原結合断片。
（６）(a)配列番号：５のアミノ酸配列で示される軽鎖可変領域（ＬＣＶＲ）、及び
(b)配列番号：６のアミノ酸配列で示される重鎖可変領域（ＨＣＶＲ）を含有する、上記
（１）記載の抗体またはその抗原結合断片。
（７）(a)配列番号：２のアミノ酸配列；配列番号：２のアミノ酸配列において、１～数
個のアミノ酸残基の欠失、置換、挿入及び／または付加の変異を有するアミノ酸配列；ま
たは配列番号：２のアミノ酸配列と９５％以上の相同性を有するアミノ酸配列で示される
軽鎖（Ｌ鎖）、及び
(b)配列番号：４のアミノ酸配列；配列番号：４のアミノ酸配列において、１～数個のア
ミノ酸残基の欠失、置換、挿入及び／または付加の変異を有するアミノ酸配列；または配
列番号：４のアミノ酸配列と９５％以上の相同性を有するアミノ酸配列で示される重鎖（
Ｈ鎖）を含有する、上記（１）記載の抗体またはその抗原結合断片。
（８）配列番号：２のアミノ酸配列で示される軽鎖（Ｌ鎖）、及び配列番号：４のアミノ
酸配列で示される重鎖（Ｈ鎖）を含有する、上記（１）１記載の抗体またはその抗原結合
断片。
（９）前記モノクローナル抗体がヒトモノクローナル抗体である、上記（１）～（８）の
いずれかに記載の抗体またはその抗原結合断片。
【００１８】
（１０）上記（１）～（９）のいずれかに記載の抗体又はその抗原結合断片および薬学的
に許容可能な担体を含む、狂犬病関連ウイルスに起因する症状の診断、予防および／また
は治療に使用される医薬組成物
（１１）狂犬病ウイルスによる感染症を曝露後発症予防するための、上記（１０）に記載
の医薬組成物。
【００１９】
（１２）ＲＶに特異的に結合し、その生物活性を中和し得る抗ＲＶモノクローナル抗体又
はその抗原結合断片をコードするＤＮＡであって、配列番号：２および４～１２からなる
群から選択されるアミノ酸配列をコードするＤＮＡ、および該ＤＮＡと高ストリンジェン
トな条件下でハイブリダイズするＤＮＡから選択される単離されたＤＮＡ。
（１３）配列番号：２及び４のアミノ酸配列をコードする、上記（１２）に記載のＤＮＡ
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。
（１４）配列番号：５及び６のアミノ酸配列をコードする、上記（１３）に記載のＤＮＡ
。
（１５）上記（１２）～（１４）のいずれかに記載のＤＮＡを組込んだベクター。
（１６）上記（１５）のベクターが導入された宿主細胞。
（１７）上記（１６）記載の宿主細胞を培養する工程を含む、上記（１）～（９）のいず
れかの抗体または抗原結合断片の作製方法。
【発明の効果】
【００２０】
　本発明に係る抗ＲＶ抗体又はその抗原結合断片は、狂犬病の原因となるＲＶに特異的に
結合しその生物活性を喪失（中和）させるのみならず、従来の抗ＲＶ抗体とは認識するエ
ピトープが異なることにより、従来の抗ＲＶ抗体では抵抗性を示すＲＶに対しても、中和
能を発揮することができる。また、本発明に係る抗ＲＶ抗体又はその抗原結合断片からエ
スケープするＲＶウイルスでは、242番目のアミノ酸が変異しており病原性が大幅に低下
していることが示唆されている。更に、ヒトのモノクローナル抗体であるものは、ヒトに
対して過剰な免疫反応も生じない。従って、例えば、狂犬病ウイルスの曝露後発症予防（
ＰＥＰ）に単独もしくは、エピトープの異なる他のヒトＭＡｂｓとのカクテルで使用する
際、当該抗体または抗原結合断片の併用は、現行の抗狂犬病免疫グロブリン製剤での処置
と比較し有効性の向上が期待できる。
【００２１】
　以上の性質より、本発明に係る抗ＲＶ抗体又はその抗原結合断片は、狂犬病関連ウイル
スに起因する症状の診断、予防および／または治療に使用される医薬組成物として有用で
ある。
【図面の簡単な説明】
【００２２】
【図１】既存の狂犬病ウイルスGタンパク上のエピトープとEV5021のエピトープとの比較
を示す図である。Applied Biosystems 3130 genetic analyzer (Applied biosystems)か
ら得られたヌクレオチド配列をアミノ酸配列に変換し、既存のアライメントソフトにて親
株であるCVS-11株のアミノ酸配列と比較した。既に報告されている抗原認識部位（Antige
nic site I, II, III,IV 及びminor a）についても図示した。EV5021のエスケープウイル
スのアミノ酸配列から推定したエピトープ部位は、242番目のAlaであった。
【図２】EV5021の狂犬病ウイルスGタンパクの認識部位をウエスタンブロット法で解析し
た結果を示す電気泳動写真である。BHK-21細胞 (1×106cell)にCVS-11株 (1×107FFU)を
接種後、37 °C、5 % CO2インキュベーター内で2日間培養し、感染細胞を回収した。感染
細胞、及び非感染細胞はウエスタンブロット法により.EV5021 (200倍希釈)と4 °Cで一晩
反応させ、TBS-Tで洗浄後、それぞれ二次抗体 (ヤギ抗ヒトPOD, 2000倍希釈, Cappel #55
220、又はヤギ抗ヒトIgA+G+M, 100倍希釈, フナコシ #04-10-07)と4 °Cで4時間反応させ
た。CVS-11株の感染細胞、及び非感染細胞のいずれにおいても、抗体と変性・還元状態の
Gタンパクとの特異的な結合は認められなかった。
【図３】EV5021の50%蛍光フォーカス抑制濃度（５０％FR）を求める試験で、図はインビ
トロでの培養細胞に対する狂犬病ウイルスの感染率とEV5021による濃度依存的感染抑制と
の関係を示している。単層培養したNA細胞に100 FFUのCVS-11とMAbとを1時間反応した反
応液を加え、1時間ウイルスを吸着させた。反応液を除去しPBSで洗浄後、1%メチルセルロ
ース重層培地にて37 °C、5 % CO2インキュベーター内で3日間培養した。パラホルムアル
デヒドで固定後、RVのNタンパクに対するFITC標識抗体と反応させ感染フォーカス数を測
定し、感染フォーカス数を５０％に減じる抗体濃度として５０％FRを表した。
【発明を実施するための形態】
【００２３】
１．本発明に係る抗体またはその抗原結合断片
　本発明は、一つの実施形態において、狂犬病ウイルス（Ｒａｂｉｅｓ　Ｖｉｒｕｓ：Ｒ
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Ｖ）に特異的に結合し、その生物活性を中和し得る抗狂犬病ウイルスモノクローナル抗体
またはその抗原結合断片（以下、「本発明の抗体」と呼ぶ。）を提供する。典型的には、
本発明の抗体は、狂犬病ウイルスのＧタンパクの２４２番目のアミノ酸（アラニン）を含
むエピトープ（立体構造性のエピトープ）に結合する抗狂犬病ウイルスモノクローナル抗
体またはその抗原結合断片である。
【００２４】
　狂犬病ウイルスの全ゲノム配列の情報は、ＧｅｎＢａｎｋのような公にアクセス可能な
配列データベースにおいて、例えば、アクセッション番号M13215.1の配列を参照すること
によって入手することができる。また狂犬病ウイルスＧタンパク（または糖タンパク質：
Ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ）のアミノ酸配列の情報は、ＧｅｎＢａｎｋの配列データベー
スにおいて、例えば、アクセッション番号AAA47218.1、AAA47213.1、AAP81751.1等の配列
を参照することによって入手することができる。また、狂犬病ウイルスＧタンパクをコー
ドするヌクレオチド配列の情報は、ＧｅｎＢａｎｋの配列データベースにおいて、例えば
、M13215.1、M32751.1、AF406694.1等の配列を参照することによって入手することができ
る。なお、上記アクセッション番号で特定される狂犬病ウイルスＧタンパクのアミノ酸配
列のＮ末端の１９アミノ酸残基は、シグナルペプチドに相当する（例えば、Prehaud C et
 al.,Antigenic site II of the rabies virus glycoprotein: structure and role in v
iral virulence. J Virol. 1988 ;62:p1-7.；Marissen WE　et al., Novel rabies virus
-neutralizing epitope recognized by human monoclonal antibody: fine mapping and 
escape mutant analysis. J Virol. 2005;79:p4672-4678.を参照。）。
【００２５】
　本発明の抗体の好ましい例としては、例えば、狂犬病ウイルス（ＲＶ）に特異的に結合
し、その生物活性を中和し得るモノクローナル抗体もしくはその抗原結合断片であって、
(a)配列番号：７、８および９のアミノ酸配列、並びにそれらのアミノ酸配列中１～数個
のアミノ酸残基の欠失、置換、挿入及び／または付加の変異を有するアミノ酸配列からな
る群より選択されるアミノ酸配列を有する少なくとも１つ（好ましくは２つ以上、更に好
ましくは３つ）の軽鎖ＣＤＲ、および(b)配列番号：１０、１１および１２のアミノ酸配
列、並びにそれらのアミノ酸配列中１～数個のアミノ酸残基の欠失、置換、挿入及び／ま
たは付加の変異を有するアミノ酸配列からなる群より選択されるアミノ酸配列を有する少
なくとも１つ（好ましくは２つ以上、更に好ましくは３つ）の重鎖ＣＤＲを含有する、抗
ＲＶモノクローナル抗体またはその抗原結合断片が挙げられる。
【００２６】
　本発明の抗体のより好ましい例としては、狂犬病ウイルス（ＲＶ）に特異的に結合し、
その生物活性を中和し得るモノクローナル抗体もしくはその抗原結合断片であって、
(a)配列番号：７のアミノ酸配列またはそのアミノ酸配列中１～数個のアミノ酸残基の欠
失、置換、挿入及び／または付加の変異を有するアミノ酸配列を含む軽鎖ＣＤＲ１、
(b)配列番号：８のアミノ酸配列またはそのアミノ酸配列中１～数個のアミノ酸残基の欠
失、置換、挿入及び／または付加の変異を有するアミノ酸配列を含む軽鎖ＣＤＲ２、
(c)配列番号：９のアミノ酸配列またはそのアミノ酸配列中１～数個のアミノ酸残基の欠
失、置換、挿入及び／または付加の変異を有するアミノ酸配列を含む軽鎖ＣＤＲ３、
(d)配列番号：１０のアミノ酸配列またはそのアミノ酸配列中１～数個のアミノ酸残基の
欠失、置換、挿入及び／または付加の変異を有するアミノ酸配列を含む重鎖ＣＤＲ１、
(e)配列番号：１１のアミノ酸配列またはそのアミノ酸配列中１～数個のアミノ酸残基の
欠失、置換、挿入及び／または付加の変異を有するアミノ酸配列を含む重鎖ＣＤＲ２、お
よび
(f)配列番号：１２のアミノ酸配列またはそのアミノ酸配列中１～数個のアミノ酸残基の
欠失、置換、挿入及び／または付加の変異を有するアミノ酸配列を含む重鎖ＣＤＲ３、
を含有する、抗ＲＶモノクローナル抗体またはその抗原結合断片が挙げられる。
【００２７】
　本発明の抗体のさらにより好ましい例としては、狂犬病ウイルス（ＲＶ）に特異的に結
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合し、その生物活性を中和し得るモノクローナル抗体もしくはその抗原結合断片であって
、(a)配列番号：７、８および９のアミノ酸配列（軽鎖ＣＤＲ１、２および３）及び (b)
配列番号：１０、１１および１２のアミノ酸配列（重鎖ＣＤＲ１、２および３）を含有す
る、抗ＲＶモノクローナル抗体またはその抗原結合断片が挙げられる。
【００２８】
　本発明の抗体のさらにより好ましい例としては、狂犬病ウイルス（ＲＶ）に特異的に結
合し、その生物活性を中和し得るモノクローナル抗体もしくはその抗原結合断片であって
、(a)配列番号：５のアミノ酸配列、配列番号：５のアミノ酸配列において、１～数個の
アミノ酸残基の欠失、置換、挿入及び／もしくは付加の変異を有するアミノ酸配列、また
は配列番号：５のアミノ酸配列と９５％以上の相同性を有するアミノ酸配列で示される軽
鎖可変領域（ＬＣＶＲ）、ならびに、(b)配列番号：６のアミノ酸配列、配列番号：６の
アミノ酸配列中１～数個のアミノ酸残基の欠失、置換、挿入及び／もしくは付加の変異を
有するアミノ酸配列、または配列番号：６のアミノ酸配列と９５％以上の相同性を有する
アミノ酸配列で示される重鎖可変領域（ＨＣＶＲ）を含有する、抗ＲＶモノクローナル抗
体またはその抗原結合断片が挙げられる。
【００２９】
　本発明の抗体のさらにより好ましい例としては、狂犬病ウイルス（ＲＶ）に特異的に結
合し、その生物活性を中和し得るモノクローナル抗体もしくはその抗原結合断片であって
、(a)配列番号：５のアミノ酸配列で示される軽鎖可変領域（ＬＣＶＲ）、及び(b)配列番
号：６のアミノ酸配列で示される重鎖可変領域（ＨＣＶＲ）を含有する、抗ＲＶモノクロ
ーナル抗体またはその抗原結合断片が挙げられる。
【００３０】
　本発明の抗体のさらにより好ましい例としては、狂犬病ウイルス（ＲＶ）に特異的に結
合し、その生物活性を中和し得るモノクローナル抗体もしくはその抗原結合断片であって
、(a)配列番号：２のアミノ酸配列、配列番号：２のアミノ酸配列において、１～数個の
アミノ酸残基の欠失、置換、挿入及び／もしくは付加の変異を有するアミノ酸配列、また
は配列番号：２のアミノ酸配列と９５％以上の相同性を有するアミノ酸配列で示される軽
鎖（Ｌ鎖）、ならびに、(b)配列番号：４のアミノ酸配列、配列番号：４のアミノ酸配列
において、１～数個のアミノ酸残基の欠失、置換、挿入及び／もしくは付加の変異を有す
るアミノ酸配列、または配列番号：４のアミノ酸配列と９５％以上の相同性を有するアミ
ノ酸配列で示される重鎖（Ｈ鎖）を含有する、抗ＲＶモノクローナル抗体またはその抗原
結合断片が挙げられる。
【００３１】
　本発明の抗体のさらにより好ましい例としては、狂犬病ウイルス（ＲＶ）に特異的に結
合し、その生物活性を中和し得るモノクローナル抗体もしくはその抗原結合断片であって
、配列番号：２のアミノ酸配列で示される軽鎖（Ｌ鎖）、及び配列番号：４のアミノ酸配
列で示される重鎖（Ｈ鎖）を含有する、抗ＲＶモノクローナル抗体またはその抗原結合断
片が挙げられる。
【００３２】
　好ましくは、上記抗ＲＶモノクローナル抗体は、ヒトモノクローナル抗体である。
【００３３】
　本明細書で使用される「エピトープ」または「抗原決定基」という用語は、免疫グロブ
リンもしくは抗体（またはその抗原結合フラグメント）が特異的に結合する抗原の部位を
指す。エピトープは、１またはそれ以上のアミノ酸残基を含み、例えば、連続的アミノ酸
、もしくはタンパク質の三次元フォールディングにより並置される非連続的アミノ酸の双
方から形成され得る。本発明の抗体が特異的に認識するＲＶ上のエピトープは、立体構造
依存性のエピトープである。
【００３４】
　本明細書で使用される「抗体」という用語は、４本のポリペプチド鎖、すなわち、２本
の重（Ｈ）鎖および２本の軽（Ｌ）鎖であってジスルフィド結合によって相互接続された
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ものからなる免疫グロブリン分子を指すものとする。本願発明におけるモノクローナル抗
体も、各々２本の軽鎖（Ｌ鎖）及び重鎖（Ｈ鎖）を含む免疫グロブリン分子からなる。各
Ｈ鎖は、Ｈ鎖可変部領域（「ＨＣＶＲ」または「ＶＨ」と称す場合がある）とＨ鎖不変部
領域（Ｈ鎖不変部領域は３つのドメインからなり、それぞれ「ＣＨ１」、「ＣＨ２」、「
ＣＨ３」と称す場合がある（総称：ＣＨ））からなる。各Ｌ鎖は、Ｌ鎖可変部領域（「Ｌ
ＣＶＲ」または「ＶＬ」と称す場合がある）とＬ鎖不変部領域（Ｌ鎖不変部領域は１つの
ドメインからなり、「ＣＬ」と称す場合がある）からなる。
【００３５】
　特にＨＣＶＲおよびＬＣＶＲは、抗体の結合特異性に関与する点で重要である。抗体は
ＬＣＶＲ及びＨＣＶＲのアミノ酸残基を主に通じて標的抗原と相互作用するので、可変部
領域内のアミノ酸配列は可変部領域の外にある配列よりも個々の抗体間の違いが大きい。
更に、ＨＣＶＲ及びＬＣＶＲにおいても、各種抗体間でより一定に保たれたフレームワー
ク領域（ＦＲ）と呼ばれる領域と相補性決定領域（ＣＤＲ）と呼ばれる超可変性の領域に
さらに細分することができる。ＨＣＶＲ及びＬＣＶＲは、それぞれ３つのＣＤＲおよび４
つのＦＲからなり、これらはＦＲ１、ＣＤＲ１、ＦＲ２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３、
ＦＲ４の順序でアミノ末端からカルボキシ末端まで配列している。
【００３６】
　抗体の「抗原結合断片」（又は単に「抗体断片」）という用語は、抗原（例えばＲＶ）
に特異的に結合する能力を持つ１つ又は複数の抗体のフラグメントを指す。なお、そのフ
ラグメントには抗原に特異的に結合する最小限のアミノ酸配列を有するペプチドも含むも
のとする。また抗原に特異的に結合する抗体の可変領域や相補性決定領域を有する１本鎖
抗体（ｓｃＦＶ）や二重特異性抗原、多特異性抗原なども「抗原結合断片」に含まれる。
なお、本明細書においては、簡略化のために、「抗体又は抗原結合断片」のことを単に「
抗体」ともいう。
【００３７】
　「ＲＶの生物活性を中和し得る抗体」とは、ＲＶに結合することによってＲＶの生物学
的活性を阻害する抗体を指すものとする。
　本明細書で使用される、「阻害効果」、「阻害」、「抑制」、「阻害し得る」等々の用
語は、抗原（ＲＶ）に起因する生物活性を約５～１００％、好ましくは１０～１００％、
より好ましくは２０～１００％、より好ましくは３０～１００％、より好ましくは４０～
１００％、より好ましくは５０～１００％、より好ましくは６０～１００％、より好まし
くは７０～１００％、さらに好ましくは８０～１００％、低減させることをいう。
【００３８】
　可変部領域のアミノ酸配列は、大半の抗体－抗原相互作用を担っているため、特定の天
然発生型の抗体を由来とする可変部領域配列またはＣＤＲ部分の配列を、異なる性質を持
った異なる抗体由来の不変部領域またはフレームワーク配列に移植した状態で含有するよ
うな発現ベクターを構築すると、特定の天然発生型抗体の性質を模倣する組換え抗体を発
現させることができる。
【００３９】
　そのために、もとの抗体のものと同様な結合特性を有するインタクト組換え抗体を作り
直す際に、特定の抗体の配列全体を得る必要はない。その抗体の重鎖及び軽鎖の可変部領
域配列若しくはＣＤＲ部分の配列があれば、この目的にとって充分な場合もある。
【００４０】
　配列番号：７、８及び９は、それぞれ、軽鎖のＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３に対応
するアミノ酸配列である。また配列番号：１０、１１及び１２は、それぞれ、重鎖のＣＤ
Ｒ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３に対応するアミノ酸配列である。したがって、本発明の好ま
しい抗体は、配列番号：７～１２（軽鎖のＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３、ならびに、
重鎖のＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３）をすべて含む。しかし、ＲＶに特異的に結合し
、その生物活性を中和し得るモノクローナル抗体であれば、配列番号：７～１２のすべて
のアミノ酸配列を含む必要はない。また、上記中和活性を有する限り、ＣＤＲ配列は、配
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列番号：７～１２のアミノ酸配列において、１～数個（具体的には、１～９個、１～８個
、１～７個、１～６個、１～５個、１～４個、１～３個、１～２個または１個）のアミノ
酸残基の欠失、置換、挿入及び／または付加の変異を有するアミノ酸配列であってもよい
。
【００４１】
　ＣＤＲ以外のアミノ酸配列は特に限定されず、ＣＤＲ以外のアミノ酸配列が他の抗体、
特に、他種の抗体由来である、いわゆるＣＤＲ移植抗体も本発明の抗体に包含される。こ
の内、ＣＤＲ以外のアミノ酸配列もヒト由来であるヒト化抗体が好ましいが、必要に応じ
てフレームワーク領域（ＦＲ）に１ないし数個（具体的な数は上記と同様）のアミノ酸残
基の欠失、置換、挿入及び／または付加の変異があってもよい。ヒト化抗体の作製方法は
公知の方法を用いることができる(Riechmann L, et al., Reshaping human antibodies f
or therapy. Nature, 332：323-327, 1988）。本発明においては、勿論、完全ヒト抗体が
好ましい。
【００４２】
　本発明のタンパク質のアミノ酸配列において1以上のアミノ酸残基が欠失、置換、挿入
および／または付加されたとは、同一配列中の任意かつ1もしくは複数のアミノ酸配列中
の位置において、1または複数のアミノ酸残基の欠失、置換、挿入及び／又は付加がある
ことを意味し、欠失、置換、挿入及び付加のうち2種以上が同時に生じてもよい。
【００４３】
　以下に、相互に置換可能なアミノ酸残基の例を示す。同一群に含まれるアミノ酸残基は
相互に置換可能である。A群：ロイシン、イソロイシン、ノルロイシン、バリン、ノルバ
リン、アラニン、2-アミノブタン酸、メチオニン、o-メチルセリン、t-ブチルグリシン、
t-ブチルアラニン、シクロヘキシルアラニン； B群：アスパラギン酸、グルタミン酸、イ
ソアスパラギン酸、イソグルタミン酸、2-アミノアジピン酸、2-アミノスベリン酸；　C
群：アスパラギン、グルタミン；　D群：リジン、アルギニン、オルニチン、2,4-ジアミ
ノブタン酸、2,3-ジアミノプロピオン酸；　E群：プロリン、3-ヒドロキシプロリン、4-
ヒドロキシプロリン；　F群：セリン、スレオニン、ホモセリン；　G群：フェニルアラニ
ン、チロシン。
【００４４】
　本発明において、好ましい抗体は、(a)配列番号：５のアミノ酸配列；配列番号：５の
アミノ酸配列において、１～数個（具体的には、１～９個、１～８個、１～７個、１～６
個、１～５個、１～４個、１～３個、１～２個または１個）のアミノ酸残基の欠失、置換
、挿入及び／または付加の変異を有するアミノ酸配列；または配列番号：５のアミノ酸配
列と９５％以上（好ましくは、９６％以上、９７％以上、９８％以上、９９％以上または
９９．５％以上）の相同性を有するアミノ酸配列で示される軽鎖可変領域（ＬＣＶＲ）と
、(b)配列番号：６のアミノ酸配列；配列番号：６のアミノ酸配列中１～数個（具体的な
数は上記と同様）のアミノ酸残基の欠失、置換、挿入及び／または付加の変異を有するア
ミノ酸配列；または配列番号：６のアミノ酸配列と９５％以上（具体的な％は上記と同様
）の相同性を有するアミノ酸配列で示される重鎖可変領域（ＨＣＶＲ）を含有する。
【００４５】
　なお、アミノ酸配列や塩基配列の同一性は、カーリンおよびアルチュールによるアルゴ
リズムＢＬＡＳＴ（Proc. Natl． Acad． Sci． USA 87: 2264-2268, 1990; Proc. Natl 
Acad Sci USA 90： 5873, 1993）を用いて決定できる。ＢＬＡＳＴのアルゴリズムに基づ
いたＢＬＡＳＴＮやＢＬＡＳＴＸと呼ばれるプログラムが開発されている（Altschul SF,
 et al： J Mol Biol 215： 403, 1990）。ＢＬＡＳＴＮを用いて塩基配列を解析する場
合は、パラメーターは、例えばｓｃｏｒｅ＝１００、ｗｏｒｄｌｅｎｇｔｈ＝１２とする
。また、ＢＬＡＳＴＸを用いてアミノ酸配列を解析する場合は、パラメーターは、例えば
ｓｃｏｒｅ＝５０、ｗｏｒｄｌｅｎｇｔｈ＝３とする。ＢＬＡＳＴとＧａｐｐｅｄＢＬＡ
ＳＴプログラムを用いる場合は、各プログラムのデフォルトパラメーターを用いる。
【００４６】
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　本発明において、さらに好ましい抗体は、(a)配列番号：５のアミノ酸配列で示される
軽鎖可変領域（LCVR）と、(b)配列番号：６のアミノ酸配列で示される重鎖可変領域（HCV
R）を含有する。
【００４７】
　本発明において、さらに好ましい抗体は、(a)配列番号：２のアミノ酸配列；配列番号
：２のアミノ酸配列において、１～数個（具体的な数は上記と同様）のアミノ酸残基の欠
失、置換、挿入及び／または付加の変異を有するアミノ酸配列；または配列番号：２のア
ミノ酸配列と９５％以上（具体的な％は上記と同様）の相同性を有するアミノ酸配列で示
される軽鎖（Ｌ鎖）、及び(b)配列番号：４のアミノ酸配列；配列番号：４のアミノ酸配
列において、１～数個（具体的な数は上記と同様）のアミノ酸残基の欠失、置換、挿入及
び／または付加の変異を有するアミノ酸配列；または配列番号：４のアミノ酸配列と９５
％以上（具体的な％は上記と同様）の相同性を有するアミノ酸配列で示される重鎖（Ｈ鎖
）を含有する。
【００４８】
　上述した本発明に係る抗ＲＶ抗体又はその抗原結合断片は、従来の抗ＲＶ抗体とはエピ
トープが異なるため、狂犬病の原因となるＲＶに特異的に結合しその生物活性を中和させ
るのみならす、従来の抗RV抗体に抵抗性を示すRVに対しても中和能を有することを特徴と
する。
【００４９】
　ここで「特異的に結合する」とは、他の任意の抗原に対して所定の抗原を特に認識して
それに結合することを言う。本発明の抗体におけるＲＶ（特に、ヒトＲＶ）との解離定数
（Ｋｄ値）は、好ましくは１×１０－7Ｍ以下、より好ましくは２×１０－８Ｍ以下であ
る。抗体とＲＶとの解離定数を測定するには、公知の方法を用いることができる。例えば
、チップ上に固定化した抗ＲＶ抗体を用いてＢＩＡＣＯＲＥ３０００（登録商標）のよう
な蛋白質相互作用解析装置により測定することができる。
【００５０】
　抗ＲＶ抗体の中和能については、例えば、迅速蛍光フォーカス抑制試験(RFFIT)（文献
：Smith J., Yager P., Baer G. 1973. A rapid reproducible test for determining ra
bies neutralizing antibody. Bull. World Health Organ. 48, 535-541）を用いること
が出来る。中和抗体価は抗体の示す50 %蛍光フォーカス抑制濃度（50%FR）とWHO 標準血
清の50%FRとの比較により国際単位 (IU/ ml)で示される。本発明に係る抗ＲＶ抗体又はそ
の抗原結合断片の単位タンパク当たりの中和力価（RFFIT　IU／ｍｇ）としては、好まし
くは、10 IU／mg以上、より好ましくは、１００ IU／ｍｇ以上の活性を有する。
【００５１】
　なお、本願発明の抗体は、完全長の抗体若しくはその抗原結合断片、又は可変部領域を
示す配列番号：５及び６や、相補性決定領域（ＣＤＲ）を示す配列番号：７～１２のアミ
ノ酸配列をもとにすれば、当該技術分野における周知の技術によって、ＲＶに特異的に結
合し、その生物活性を中和し得る組換えヒトモノクローナル抗体、モノクローナル抗体（
キメラ抗体、ヒト化抗体も含む）、又はそれらの抗原結合断片を得ることができる。それ
ら抗体のFab、F(ab')、F(ab')2、Fv、dAb、Fd、相補性決定領域（CDR）フラグメント、単
鎖抗体（scFv）、二価の単鎖抗体、単鎖ファージ抗体、二重特異性抗体(diabody)、三重
特異性抗体(triabody)、四重特異性抗体(tetrabody)、および狂犬病ウイルスまたはその
フラグメントに特異的な抗原結合を形成するのに十分な免疫グロブリンの断片を少なくと
も含む（ポリ）ペプチド、などは、本願発明の抗原結合断片に属するものである。
【００５２】
　重鎖及び軽鎖リーダー配列はタンパク質成熟の過程で切断され、最終的な抗体の特性に
は寄与しないが、欠けている配列を追加するためには、例えば、クローン化されたｃＤＮ
Ａ配列を、ライゲーション又はＰＣＲ増幅法により、合成オリゴヌクレオチドに組み合わ
せることができる。代替的には、可変領域全体を一組の短い、重複のあるオリゴヌクレオ
チドとして合成し、ＰＣＲ増幅法で組み合わせて、完全に人工的な可変領域クローンを作
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製することもできる。
【００５３】
２．本発明に係るＤＮＡ
　本願発明の別の態様は、ＲＶのＧタンパクの２４２番目のアミノ酸（アラニン）を含む
エピトープに特異的に結合し、その生物活性を中和し得る抗ＲＶモノクローナル抗体又は
その抗原結合断片をコードするＤＮＡであって、配列番号：２及び４～１２からなる群か
ら選択されるアミノ酸配列をコードするＤＮＡ、および該ＤＮＡと高ストリンジェントな
条件下でハイブリダイズするＤＮＡから選択される単離されたＤＮＡに関する。ＲＶに結
合し、その生物活性を中和し得る抗ＲＶモノクローナル抗体又はその抗原結合断片をコー
ドするＤＮＡであれば、前記ＤＮＡと高い相同性があれば、その単離されたDNAも本願発
明に含まれる。
【００５４】
　「高ストリンジェントな条件」は、例えば、5×SSC、5×デンハルト溶液、0.5％SDS、5
0％ホルムアミド、50℃の条件である（例えば、J.SambrookらのMolecular Cloning, A La
boratory Manual 2nded.,Cold Spring Harbor Laboratory Press(1989),　特に１１．４
５節"Conditions for Hybridization of Oligonucleotide Probes"参照）。これらの条件
において、温度を上げるほど高い相同性を有するポリヌクレオチド（例えば、ＤＮＡ）が
効率的に得られることが期待できる。ただし、ハイブリダイゼーションのストリンジェン
シーに影響する要素としては温度、プローブ濃度、プローブの長さ、イオン強度、時間、
塩濃度など複数の要素が考えられ、当業者であればこれら要素を適宜選択することで同様
のストリンジェンシーを実現することが可能である。
【００５５】
　上記高ストリンジェントな条件でハイブリダイズするＤＮＡとしては、配列番号：２、
４、５、６、７、８、９、１０、１１または１２のアミノ酸配列をコードするＤＮＡと、
例えば、７０％以上、８０％以上、９０％以上、９５％以上、９７％以上または９９％以
上の相同性を有するＤＮＡが含まれる。
【００５６】
　塩基配列の相同性は、上述した相同性検索アルゴリズムなどを利用して決定することが
出来る（Proc. Natl． Acad． Sci． USA 872264-2268, 1990; Proc Natl Acad Sci USA 
90： 5873, 1993）。
【００５７】
　なお、本発明でより好ましいＤＮＡは、配列番号：５及び６のアミノ酸配列をコードす
るＤＮＡである。
【００５８】
３．本発明に係るベクター、宿主細胞および抗体の作製方法
　本発明は、上記ＤＮＡを組込んだベクターおよびそのベクターが導入された宿主細胞、
これらを用いる抗体の作製方法にも関する。
　本発明の抗体は、公知の方法を用いた組換えヒト抗体としても作製できる（Nature,312
:643,1984 、Nature,321:522,1986など参照）。例えば、本発明の抗体は、本発明に係る
ベクターを導入した宿主細胞を培養し、培養上清などから、産生された抗体を精製するこ
とによって作製することができる。より具体的には、ＶＨおよびＶＬをコードするｃＤＮ
Ａを同一細胞又は別のヒト細胞より作製したヒト抗体ＣＨおよび／またはヒト抗体ＣＬを
コードする遺伝子を含有する動物細胞用発現ベクターにそれぞれ挿入してヒト抗体発現ベ
クターを構築し、動物細胞へ導入し発現させることにより製造することができる。
【００５９】
　本発明の抗体のＶＨまたはＶＬをコードする核酸を組み込むベクターとしては、必ずし
も限定されないが、蛋白質遺伝子等の発現に汎用され、特に抗体遺伝子の発現に適合する
ベクターまたは高発現用ベクターが好ましい。好適な例としては、ＥＦプロモーター及び
／またはＣＭＶエンハンサーを含有するベクターが挙げられる。また、通常ＶＨまたはＶ

Ｌをコードする核酸を組み込んだ発現ベクターをそれぞれ作製し、宿主細胞にコトランス
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フェクトするが、単一の発現ベクターに組み込んでも良い。
　発現ベクターを導入する宿主細胞としては、必ずしも限定されないが、蛋白質遺伝子等
の発現に汎用され、特に抗体遺伝子の発現に適合する細胞が好ましい。例えば、細菌（大
腸菌等）、放線菌、酵母、昆虫細胞（SF9等）、哺乳類細胞（COS-1、CHO、ミエローマ細
胞等）が挙げられる。
【００６０】
　組換抗体を工業的に生産するためには、一般的には当該抗体を安定して高生産する組換
動物細胞株、例えば、ＣＨＯ細胞株が利用される。そのような組換細胞株の作製、クロー
ン化、高発現のための遺伝子増幅及びスクリーニングは公知の方法を用いることができる
（例えば、Omasa T.: J. Biosci. Bioeng., 94, 600-605, 2002等参照）。
【００６１】
　本発明は重鎖２本と軽鎖２本からなる抗体のほかに、本発明の抗体の抗原結合断片も含
まれる。抗原結合断片としては、例えばFab （fragment of antigen binding ）、Fab'、
F(ab')２があり、抗体の活性断片をリンカー等で結合したものとして例えば一本鎖抗体（
single chain Fv ： scFv ）やジスルフィド安定化抗体（disulfide stabilized Fv ：ds
Fv）があり、抗体の活性断片を含むペプチドとして例えばCDR を含有するペプチドが挙げ
られる。これらは、本発明の抗体を適当な蛋白分解酵素で処理する方法または遺伝子組換
技術等、公知の方法で製造することができる。
　抗体の精製は、塩析法、ゲル濾過法、イオン交換クロマト法またはアフィニティークロ
マト法等の公知の精製手段を用いて行うことができる。
【００６２】
　その他、近年開発された、遺伝子工学技術を活用して組み換え抗体（リコンビナント抗
体）をファージ表面に発現させる、ファージディスプレイ抗体技術により、人工的にＶＨ

、ＶＬ遺伝子をシャッフリングさせ多様化したｓｃＦｖ（ｓｉｎｇｌｅｃｈａｉｎ Ｆｒ
ａｇｍｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｂｌｅ ｒｅｇｉｏｎ）抗体をファージ融合タンパクとし
て発現させ、特異抗体を得ることもできる。この技術は、免疫を回避でき、さらに細胞融
合法に変わるヒト化抗体作製技術として高く評価されている。この技術を用いて、本願明
細書における配列番号：２及び４～１２のアミノ酸配列を参考に作製した特異抗体又はそ
の抗原結合断片であれば、本願発明の技術的範囲内に属する。
　また更には、近年開発された抗体の糖鎖部分の修飾により抗体のＡＤＣＣ活性を大幅に
改善するポテリジェント（Ｐｏｔｅｌｌｅｇｅｎｔ）技術を本願発明の抗体に応用して得
られた抗体（文献:Niwa R., et al, Clin.Cancer Res., 10,6248-6255(2004)参照）や、
ＣＤＣ活性を改善するコンプリジェント（Ｃｏｍｐｌｅｇｎｅｎｔ）技術を本願発明の抗
体に応用して得られた抗体（文献：Kanda S., et al, Glycobiology, 17, 104-118(2007)
参照）も、本発明の技術範囲に属する。
【００６３】
　なお、抗体作製の手法として、通常はマウス、ウサギ、ヤギ等の実験動物を利用してポ
リクローナル抗体や、モノクローナル抗体を取得することが行われているが、このように
して得られる抗体は用いた動物種に特徴的な配列を有しているので、そのままヒトに投与
するとヒト免疫系により異物として認識され、ヒト抗動物抗体応答が起こる（即ち、抗体
の抗体を作ってしまう）ことがある。
【００６４】
　本発明に係る抗ＲＶモノクローナル抗体又はその抗原結合断片は、例えば、ＲＶワクチ
ンの接種経験のある健常人などの血液由来の抗体産生細胞から得ることができ、それは完
全ヒト抗体である。この完全ヒト抗体は、抗体医薬として人体に投与したとしても、免疫
原性を有さず、免疫反応は見られないものと考えられる。
【００６５】
　なお、本願発明の抗ＲＶモノクローナル抗体においては、従来の抗ＲＶ抗体とはエピト
ープ特異性が異なることより、これまでの抗RV抗体に対して抵抗性を示すＲＶに対しても
、中和能を発揮することができる。
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【００６６】
４．本発明に係る抗体を含有する医薬組成物
　次に、本発明は、狂犬病関連ウイルスに起因する症状の診断、予防および／または治療
に使用される医薬組成物、特に、狂犬病ウイルスの曝露後発症予防に用いる医薬組成物で
、上記抗体又はその抗原結合断片および薬学的に許容可能な担体を含む物を提供する。
【００６７】
　本発明に係る抗ＲＶ抗体又はその抗原結合断片は、従来の抗ＲＶ抗体とはエピトープ特
異性が異なること、および当該エピトープ部位が狂犬病ウイルスの病原性（pathogenicit
y）にも関与していることより、これまでの抗RV抗体に対して抵抗性を示すＲＶに対して
も有効性が期待できる。
【００６８】
　本明細書で使用される「医薬品として許容される担体」には、生理学的に適合可能な任
意の、または全ての溶媒、分散媒、コーティング、等張剤および吸収遅延剤などが含まれ
る。
　医薬品として許容される担体の例には、水、塩類溶液、リン酸緩衝化生理食塩水、デキ
ストロース、グリセロール、エタノールなどの１種または複数、並びにこれらの組合せが
含まれる。注射剤などとして使用される場合、ｐＨ調節剤や等張剤、例えば糖や、マンニ
トール、ソルビトールなどのポリアルコール、または塩化ナトリウムを組成物中に含むこ
とが好ましい。医薬品として許容される担体には、さらに、湿潤剤や乳化剤、防腐剤、緩
衝剤、安定化剤など、抗体又は抗原結合断片の保存性または有効性を増大させる少量の補
助物質を含めることができる。
【００６９】
　本発明の組成物は、様々な剤型にすることができる。そのような組成物には、例えば、
溶液（例えば注射可能であり輸液可能な溶液）や分散液、懸濁液、錠剤、カプセル、トロ
ーチ、ピル、粉末、リポソーム、坐剤など、液体、半固体、固体の剤型が含まれる。好ま
しい形は、意図される投与形態および治療の適用例により異なる。一般に好ましい組成物
は、他の抗体でヒトを受動免疫化するために使用されるものと同様の組成物など、注射可
能または輸液可能な溶液の形にあるものである。好ましい投与形態は、非経口的なもの（
例えば静脈内、皮下、腹腔内、筋肉内から）である。好ましい実施形態では、抗体は、静
脈輸液または静脈注射によって投与される。別の好ましい実施形態では、抗体は筋肉内注
射または皮下注射によって投与される。
【００７０】
　本発明の抗体および抗原結合断片は、非経口投与に適する医薬品組成物に組み込むこと
ができる。抗体又は抗原結合断片は、単独種類を使用する場合には、０．１～２５０ｍｇ
／ｍＬの抗体を含有する注射可能な製剤として調製することが好ましい。一方、複数種類
の抗体を同一製剤中に混合して使用する場合には、それぞれ０．００１～１００ｍｇ／ｍ
Ｌの抗体を含有する注射可能な製剤として調製することが好ましい。なお、その複数種類
（カクテル）の抗体の混合割合は、適宜設定することができる。
【００７１】
　注射可能な製剤は、有効成分を液体に溶解したものまたは有効成分を凍結乾燥させたも
のを、フリントまたはアンバーバイアル、アンプル、またはプレフィルドシリンジに入れ
たもので構成することができる。緩衝剤は、ｐＨ５．０～７．０（最適な場合、ｐＨ６．
０）のＬ－ヒスチジン（１～５０ｍＭ）、最適な場合は５～１０ｍＭのＬ－ヒスチジンに
することができる。その他の適切な緩衝剤には、コハク酸ナトリウム、クエン酸ナトリウ
ム、リン酸ナトリウム、またはリン酸カリウムが含まれるが、これらに限定されない。濃
度０～３００ｍＭの溶液（液体剤型に関しては、最適な場合、１５０ｍＭ）の浸透圧を変
えるために、塩化ナトリウムを使用することができる。凍結乾燥させた剤型には、凍結保
護物質、主に０～１０％（最適な場合、０．５～５．０％）のスクロースを含めることが
できる。その他の適切な凍結保護物質にはマンニトール、トレハロースおよびラクトース
が含まれる。凍結乾燥させた剤型には、増量剤、主に１～１０％のマンニトール（最適な



(17) JP 2011-50269 A 2011.3.17

10

20

30

40

50

場合、２～４％）を含めることができる。液体および凍結乾燥させた剤型の両方には、安
定剤、主に１～５０ｍＭ（最適な場合、５～１０ｍＭ）のＬ－メチオニンを使用すること
ができる。その他の適切な安定剤にはグリシン、アルギニンおよびポリソルベート８０等
が含まれ、ポリソルベート８０の場合、０～０．０５％（最適な場合、０．００５～０．
０１％）を含めることができる。他の界面活性剤には、ポリソルベート２０およびＢＲＩ
Ｊ界面活性剤が含まれるが、これらに限定されない。
【００７２】
　本医薬組成物は、一般に、製造および貯蔵の条件下で無菌または安定でなければならな
い。この組成物は、溶液、ミクロエマルジョン、分散液、リポソーム、または高い薬物濃
度に適するその他のオーダーされた構造として、処方することができる。無菌の注射可能
な溶液は、必要とされる量の活性化合物（すなわち抗体又は抗原結合断片）を、必要な場
合には上述の成分の１つまたは組合せと共に適切な溶媒に混ぜ、その後、濾過滅菌を行う
ことによって調製することができる。一般に、活性化合物を、基本的な分散媒および上記
列挙したものから必要とされるその他の成分を含有する無菌ビークル（vehicle）に混ぜ
ることによって、分散液を調製する。無菌の注射可能な溶液を調製するための無菌粉末製
剤の場合、好ましい調製方法は、前に述べたその滅菌濾過溶液の凍結真空乾燥および噴霧
乾燥であり、それによって、活性成分の粉末に加え、任意の他の所望の成分を含んだ組成
物が得られる。溶液の適正な流動性は、例えば、レシチンなどのコーティングを使用する
ことによって、また、分散液の場合には必要とされる粒度を維持することによって、また
、界面活性剤を使用することによって、維持することができる。注射可能な組成物の長期
にわたる吸収は、その組成物中に、吸収を遅延させる薬剤、例えばモノステアリン酸塩や
ゼラチンを含めることによって行うことができる。
【００７３】
　本医薬組成物には、補助的な活性化合物も組み入れることができる。ある実施形態では
、本発明の抗体又は抗原結合断片は、狂犬病のＰＥＰに有効な１種または複数の他の治療
薬と一緒に処方し、またはそのような他治療薬と同時に投与する。例えば、本発明の抗Ｒ
Ｖ抗体又は抗原結合断片は、他のエピトープに結合する１つまたは複数の他の抗ＲＶ抗体
とのカクテル製剤として、またはそのような他の抗体と同時に投与することができる。さ
らに、本発明の１つまたは複数の抗体は、前述の治療薬のうち２種またはそれ以上の種類
を組み合わせて使用することができる。そのような組合せによる療法は、狂犬病のエスケ
ープウイルスが出現する確立を大幅に抑えることが可能である。
【００７４】
　本発明の抗体又は抗原結合断片、またはそれを含む医薬組成物は、狂犬病関連ウイルス
に起因する症状の診断、予防および／または治療に使用される際、それらは、試験管内、
生体外、及び生体内で使用可能であり、他の有効成分、例えばワクチンなどとの併用など
もありうる。また、対象患者としても、曝露前の場合、曝露後の場合、もしくは発症後の
場合もありうるのは、当業者には明らかである。
【００７５】
　次に、本発明に係る抗ＲＶモノクローナル抗体およびその抗原結合断片を得た工程につ
いて説明するが、本発明に係る抗体等を得る手法はこれらの記載に何ら限定されるもので
はなく、上述したとおり、当該技術分野における通常の変更ができることは言うまでもな
い。
【００７６】
　本発明に係る抗ＲＶモノクローナル抗体およびその抗原結合断片は、狂犬病のワクチン
接種の経験がある健常人の血液から種々の工程を経て、該抗体を産生する細胞クローンを
分離し、得られた抗体産生細胞ライブラリから抗体陽性細胞を選択する工程を経、前記抗
体陽性細胞上清より得られた抗体について、アフィニティー精製を行うことによって得る
ことができる。
【００７７】
・　狂犬病ウイルス（ＲＶ）に対する完全ヒト抗体産生細胞クローンの分離
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ＲＶワクチンの接種を経験した成人から採血、その末梢血からBリンパ球を分離し、該Bリ
ンパ球の増殖を誘導する。増殖誘導の方法自体は公知であり、例えばガンの誘因因子とな
る「エプスタイン・バールウイルス（ＥＢウイルス）」（Ｅｐｓｔｅｉｎ－Ｂａｒｒ　ｖ
ｉｒｕｓ）（以下、ＥＢＶと称す）を用いたトランスフォーム法（D.Kozborら）により、
行うことができる。
　即ち、上記Bリンパ球をＥＢＶに感染させて増殖誘導し、増殖させた細胞を抗体産生細
胞ライブラリとする。
【００７８】
２）抗体産生細胞ライブラリからモノクローナル抗体の回収
　増殖誘導させた細胞からモノクローナル抗体を回収する方法はモノクローナル抗体の作
製において常用されている周知の方法により行うことができる。
　前記抗体産生細胞ライブラリの中からＲＶに結合する抗体を作り出すリンパ球を選別、
抗体を取り出す。即ち、前記抗体産生細胞ライブラリから限界希釈法によりＲＶに結合す
る抗体を産生する細胞集団（クローン）を選択する。
　ＲＶと結合する画分の検出には、ＲＶ及び標識マウス抗ヒトIgG抗体を用いたＥＬＩＳ
Ａを採用するのが好ましい。
　選択された抗体陽性細胞集団を培養し、スクリーニングを繰り返すことによって、目的
とする抗体のみを産生する細胞集団（クローン）を得ることができる
　以上の抗体産生細胞クローンの分離までの工程を表すフローチャートを図１に示す。
【００７９】
３）ＰｒｏｔｅｉｎＡもしくはＧを用いたアフィニティー精製
　抗ＲＶ抗体を精製するには、選抜された細胞を、ローラ瓶、２リットル入りスピナー・
フラスコ、又は他の培養系で成長させることができる。
　上清を濾過し、濃縮してからプロテインＡあるいはプロテインＧ－セファロース（ニュ
ージャージー州ピスカタウェイ、ファルマシア社）などによるアフィニティ・クロマトグ
ラフィにかけて当該タンパク質を精製することができる。緩衝液をＰＢＳに交換し、ＯＤ

280又は好ましくはネフェロメータ分析により、濃度を判定できる。
　アイソタイプはアイソタイプ抗原に特異的な方法で調べることができる。
【００８０】
　このようにして得られた抗ＲＶ抗体は、ヒト体内で感作されたBリンパ球から作製した
完全ヒト抗体であるので、抗体に対する免疫反応の可能性が低い。
　又、抗体産生細胞クローン作製に関して、Bリンパ球に感染して増殖誘導させる活性が
あるＥＢウイルスを利用している点も特徴である。
　ＥＢウイルス法の利点は、ヒトの体内で作られるナチュラルな抗体を作製できる点及び
親和性の高い抗体が得られる点である。例えば、ＲＶに対するヒト抗体は、マウスを人工
的に免疫して作られた抗体より約１０～１００倍親和性が高いことが判明している。
　ＥＢウイルス感染で増殖したBリンパ球集団は抗体産生細胞のライブラリとなる。
　このライブラリから特定の抗体産生細胞クローンを分離しヒト抗体を得ることができる
。
【００８１】
　上述のとおり、本発明を特定の態様について特記したが、変化、変形をなし得るもので
あり、これらは本発明の技術的範囲内に属するものである。
　本発明の抗体又はその抗原結合断片は、この発明の組換え抗体、またはその抗体結合部
分を発現するための核酸、ベクター及び宿主細胞も又この発明に包含される。
【００８２】
　なお、本明細書中に現れるヌクレオチドまたはアミノ酸配列と配列番号との関係は以下
のとおりである。
配列番号：１
　抗ヒト狂犬病ウイルス抗体(EV5021)Ｌ鎖ヌクレオチド配列を表す。
配列番号：２
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　抗ヒト狂犬病ウイルス抗体(EV5021)Ｌ鎖アミノ酸配列を表す。
配列番号：３
　抗ヒト狂犬病ウイルス抗体(EV5021)Ｈ鎖ヌクレオチド配列を表す。
配列番号：４
　抗ヒト狂犬病ウイルス抗体(EV5021)Ｈ鎖アミノ酸配列を表す。
配列番号：５
　抗ヒト狂犬病ウイルス抗体(EV5021)Ｌ鎖可変領域アミノ酸配列を表す。
配列番号：６
　抗ヒト狂犬病ウイルス抗体(EV5021)Ｈ鎖可変領域アミノ酸配列を表す。
配列番号：７
　抗ヒト狂犬病ウイルス抗体(EV5021)Ｌ鎖ＣＤＲ１アミノ酸配列を表す。
配列番号：８
　抗ヒト狂犬病ウイルス抗体(EV5021)Ｌ鎖ＣＤＲ２アミノ酸配列を表す。
配列番号：９
　抗ヒト狂犬病ウイルス抗体(EV5021)Ｌ鎖ＣＤＲ３アミノ酸配列を表す。
配列番号：10
　抗ヒト狂犬病ウイルス抗体(EV5021)Ｈ鎖ＣＤＲ１アミノ酸配列を表す。
配列番号：11
　抗ヒト狂犬病ウイルス抗体(EV5021)Ｈ鎖ＣＤＲ２アミノ酸配列を表す。
配列番号：12
　抗ヒト狂犬病ウイルス抗体(EV5021)Ｈ鎖ＣＤＲ３アミノ酸配列を表す。
【００８３】
　以下、本発明を実施例によりさらに具体的に説明するが、本発明はこれらの実施例によ
り何ら制限されるものではない。
　本実施例において使用する手順は、特に言及しない限り、Molecular Cloning: A Labor
atory Manual (Third Edition) (Sambrookら、Cold Spring Harbour Laboratory Press，
2001）を参照することができる。
【実施例】
【００８４】
１．ＲＶに対する完全ヒト抗体産生細胞クローンの分離
　業務上年1回のワクチン接種を受けている健常人男性において、採血1ヶ月前に狂犬病ワ
クチンの追加接種を行い、充分な抗体価の上昇を確認したのち末梢血を採取した。分離し
た末梢血リンパ球にEBウイルスを感染させ96穴マルチウェル培養プレートに撒き、2～3週
間培養し、培養上清を用いて迅速蛍光フォーカス抑制試験により狂犬病ウイルスCVS-11株
に対する中和活性を測定し、陽性クローンを得た。さらに、このようなクローニング操作
を繰り返すことにより、目的抗体を産生している細胞クローンを得た。尚、使用したCVS-
11株は、すべて2 % ウシ胎児血清を含むイーグルの最小必須培地でBHK-21細胞にて増殖さ
せ、-80 °C保存したものを使用した。
【００８５】
２．抗ＲＶ抗体をコードするDNAのクローニング
　抗体産生細胞のtotal－RNAから、Oligo-dTプライマーを用いて逆転写し、得られたcDNA
を鋳型としてPCR法による抗体遺伝子の増幅を行った。PCRに使用したプライマーは、ヒト
ＩｇＭ抗体のH鎖およびL鎖をコードするｃDNAのデータベースをもとに設計した。完全長
のH鎖ｃDNAおよびL鎖ｃDNAを増幅するため、5’末端側プライマーは翻訳開始点を、3’末
端側プライマーは翻訳終止点を有している。
【００８６】
３．塩基配列に基づく抗体のアミノ酸配列の決定
　PCR法により増幅した抗体H鎖およびL鎖のcDNAをプラスミドベクターに挿入し、ABIシー
クエンサーによりそれぞれの塩基配列を確認した。得られた塩基配列より、抗体H鎖およ
びL鎖のアミノ酸配列及び抗体のアイソタイプを決定した。得られたEV5021は、IgM・κで
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あった。
　また、抗体の相補性決定領域（CDR）の解析には、Kabatの方法を用いた（文献：www.bi
oinf.org.uk:Dr.andrew C.R. Martin’s Group, Antibodies: General Information参照
）。得られたEV5021の６つのCDRを配列番号：７～１２に示す。具体的にはＬ鎖ＣＤＲ１
、Ｌ鎖ＣＤＲ２、Ｌ鎖ＣＤＲ３、Ｈ鎖ＣＤＲ１、Ｈ鎖ＣＤＲ２、およびＨ鎖ＣＤＲ３のア
ミノ酸配列をそれぞれ配列番号：７、８、９、１０、１１及び１２に示す。
【００８７】
４．得られた抗体遺伝子が抗ＲＶ抗体をコードしていることの確認
　得られたH鎖およびL鎖のcDNAをそれぞれ発現ベクターに挿入し、293T細胞に同時に導入
した。遺伝子導入はリポフェクタミン（Invitrogen社）とプラス試薬（Invitrogen社）に
より、メーカー推奨条件で行った（Invitrogen社 のカタログ：Cat.No.18324-111, Cat.N
o.18324-012,又はCat.No.18324-020を参照）。2日後に培養上清を回収し、迅速蛍光フォ
ーカス抑制試験によりCVS-11株に対する中和活性があることを確認した。
【００８８】
５．抗体タンパクの産生
５．１　ヒト抗ＲＶ抗体遺伝子のCHO細胞への導入
　得られた抗ＲＶ抗体（EV5021）発現プラスミドをCHO細胞に導入し、適切なセレクショ
ンマーカー存在下で培養することにより、抗体を恒常的に発現するCHO細胞クローンを得
た。
　同抗体安定発現CHO細胞を無血清培地中で培養し、培養上清を回収した。
【００８９】
５.２　抗狂犬病ヒト型MAbの樹立
　健常人男性から得られた血清からスクリーニングし、抗狂犬病ヒト型モノクローナル抗
体EV5021を確立することができた。EV5021はIgM 型でCVS-11株に対する中和能力は125 IU
/mgであった。ウエスタンブロット法による検討の結果、CVS-11株感染細胞において当該M
Abは変性・還元状態のGタンパクに対して特異的な結合を示さなかった。また、非感染細
胞と比較しても同様の傾向であった。即ち、EV5021はCVS-11株のGタンパクの立体構造性
エピトープを認識していることが示唆された(図２)。
【００９０】
６．中和耐性変異株の塩基配列による抗狂犬病ヒト型MAbの認識エピトープの決定
６.１　中和耐性変異株の選別
　CVS-11株と抗狂犬病ヒト型MAb(1-3 IU)をそれぞれ0.5 mlずつ混合し、37 °Cで1.5時間
反応させた。反応液をChick embryo-related cell (CER)に接種し、37 °Cで1時間ウイル
スを吸着させた後、反応液を除きPBSで洗った。そこに、10 ％FCS- EMEM/ 1 %アガロース
ゲルを重層し、5 ％CO2インキュベーター－内で4日間培養した。形成された独立プラーク
をそれぞれ採取し、BHK-21にて3日間拡大培養した。さらに、RFFIT法によりそれぞれのヒ
ト型抗体による中和反応に対して抵抗を示す株を、その抗体に対する中和耐性変異株とし
て同定した。
【００９１】
６.２　中和耐性変異株のアミノ酸配列の決定
　同定した中和耐性変異株のmRNAをISOGEN (Nippongene社)により抽出し、OligodT prime
r (Invitrogen社)によりcDNA合成し、ＧタンパクをN末端から3つのフラグメントに分けPC
Rにて増幅した。PCR及びシーケンスプライマーは以下のものを用いた [N terminal fragm
ent; Sense primer: 5'-ATCACTTGTTTACCTCTGGAG-3'（配列番号：１３) / Antisense prim
er: 5'-ACTTATACAGGCCTCTTTCATC-3'（配列番号：１４), Internal fragment; Sense prim
er: 5’- TATAACTGGAAGATGGCCGGTG-3’（配列番号：１５) / Antisense primer: 5’- AC
TCCATATGTTGCTGGAG-3’（配列番号：１６), C terminal fragment; 5’- CCATCATGACCACC
AAGTC-3’（配列番号：１７) / Antisense primer: 5’- CCATCATGACCACCAAGTC-3’（配
列番号：１８) / 5’-GGCCTTCACAGTCTGATCTC-3’（配列番号：１９)]。PCR産物はQIAquic
k PCR Purification Kit (QIAGEN社)を用いて精製した。精製後のフラグメントはそれぞ
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サイクルシークエンス反応を行い、Applied Biosystems 3130 genetic analyzer (Applie
d biosystems社) にてヌクレオチド配列を解析した。そして、中和耐性変異ウイルス株と
親株ウイルスのアミノ酸配列とを比較し、変異が導入された部位、すなわち抗体の認識結
合部位を決定した。
【００９２】
６.３抗狂犬病ヒト型MAbの認識エピトープの決定
　中和耐性変異株(EV5021es株)のGタンパクの塩基配列を決定したところ、 242番目がAla
 (GCG)からVal (GTG)に変異しており、エピトープとしてこれまで報告の無い部位であっ
た（表１および図１参照）。
　今回の抗狂犬病ヒト型MAbは、（図２）の結果よりRVのGタンパクの立体構造(conformat
ional)を認識していることが推察された。もし、リニアエピトープを認識していればWest
ern blot法による解析の際にＧタンパクが還元・変性状態であっても検出することができ
るはずである。
【００９３】
７．抗ＲＶ抗体の迅速蛍光フォーカス抑制試験(RFFIT)を用いた中和活性評価
７.1　迅速蛍光フォーカス抑制試験(RFFIT) 
　RVに対する中和抗体価はRFFIT法にて測定した。それぞれの血清サンプルは96穴プレー
トにて、2 % ウシ胎児血清を含むイーグルの最小必須培地を使用することで2倍段階希釈
を行った。すべてのサンプルは２連にて測定され、段階希釈した抗狂犬病ヒト型MAbに30
‐100 TCID50 (50 % tissue culture infectious dose)のCVS-11株を接種し37 °C、5 % 
CO2存在下にて90分インキュベートした。その後BHK-21細胞(1.0× 106 cells/ ml)をそれ
ぞれのwellに加え、再度24時間37 °Cにてインキュベートした。その後プレートを90 %ア
セトンで固定し、FITC‐標識抗RVウイルス抗体(Fujirebio Diagnostics社, Malvern社)と
37 °Cで45分反応させた。50 %蛍光フォーカス抑制濃度はSpeerman-Karber法にて計算し
た。中和抗体価はWHO 標準血清との比較により国際単位(IU/ ml)で求められ、単位重量あ
たりの中和力価を求めると、EV5021のCVS-11株に対する中和力価 (IU)は、１２５ＩＵ／
ｍｇであった。
【００９４】
７.２　ヒト型抗狂犬病MAbのin vitro中和試験
　CVS-11株と抗狂犬病ヒト型MAbを37 °Cで90分間反応させ、24穴プレートにて3日間前培
養したC1300 (NA)細胞1.5× 105 cell/ wellを準備しPBSで2回洗浄後、反応液を接種し37
 °Cで1時間ウイルスを吸着させた。接種後、上清のウイルス液を吸引し、PBSで1回洗浄
し、1 %メチルセルロースを含む10%FCS-EMEM培地にてさらに3日間培養した。4 %パラホル
ムアルデヒドを加え室温で1時間反応させ細胞を固定し、PBSで2回洗浄後、さらにメタノ
ールを加え5分間置きPBSで洗浄したのちにFITC-標識抗狂犬病ウイルス抗体と37 °Cで45
分反応させ、50 % フォーカス抑制濃度(50 % FR)として表した。MAbを加えていない細胞
では約100 FFU程の感染フォーカスが確認できた。EV5021では5-4希釈でおおよそ80 %抑制
となり、最終的な50 %FRは15.05 ng/mlであった(図３)。
【産業上の利用可能性】
【００９５】
　本発明の抗狂犬病ウイルス抗体、およびその抗体を含む医薬組成物は、狂犬病関連ウイ
ルスに起因する症状の診断、予防および／または治療に用いることができる。本抗体は、
これまでの抗RV抗体とは、そのエピトープが異なり、特に、狂犬病ウイルスの曝露後発症
予防（PEP）に有用であると期待できる。
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