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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　1μg/ml未満のIC50値を示すインビトロでのH3N2インフルエンザＡウイルス中和活性を
有し、少なくとも一つの他のインフルエンザＡウイルスサブタイプに特異的に結合するこ
とができる、単離された、合成の、若しくは組換えの抗体あるいはその単鎖抗体、ユニボ
ディ、一本鎖可変断片（scFv）、Fabフラグメント又はF（ab'）2フラグメントであって、
以下：
　‐　配列番号１を有する重鎖ＣＤＲ１配列、配列番号６を有する重鎖ＣＤＲ２配列、配
列番号１１を有する重鎖ＣＤＲ３配列、配列番号１６を有する軽鎖ＣＤＲ１配列、配列番
号２１を有する軽鎖ＣＤＲ２配列、及び配列番号２６を有する軽鎖ＣＤＲ３配列；
　‐　配列番号３を有する重鎖ＣＤＲ１配列、配列番号８を有する重鎖ＣＤＲ２配列、配
列番号１３を有する重鎖ＣＤＲ３配列、配列番号１８を有する軽鎖ＣＤＲ１配列、配列番
号２３を有する軽鎖ＣＤＲ２配列、及び配列番号２８を有する軽鎖ＣＤＲ３配列；又は
　‐　配列番号４を有する重鎖ＣＤＲ１配列、配列番号９を有する重鎖ＣＤＲ２配列、配
列番号１４を有する重鎖ＣＤＲ３配列、配列番号１９を有する軽鎖ＣＤＲ１配列、配列番
号２４を有する軽鎖ＣＤＲ２配列、及び配列番号２９を有する軽鎖ＣＤＲ３配列
を含む、単離された、合成の、若しくは組換えの抗体あるいはその単鎖抗体、ユニボディ
、一本鎖可変断片（scFv）、Fabフラグメント又はF（ab'）2フラグメント。
【請求項２】
　当該少なくとも一つの他のインフルエンザＡウイルスサブタイプが、グループ２のイン
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フルエンザＡウイルスサブタイプである、請求項１に記載の抗体あるいはその単鎖抗体、
ユニボディ、一本鎖可変断片（scFv）、Fabフラグメント又はF（ab'）2フラグメント。
【請求項３】
　当該少なくとも一つの他のインフルエンザＡウイルスサブタイプが、グループ１のイン
フルエンザＡウイルスサブタイプである、請求項１に記載の抗体あるいはその単鎖抗体、
ユニボディ、一本鎖可変断片（scFv）、Fabフラグメント又はF（ab'）2フラグメント。
【請求項４】
　配列番号３１と同一である重鎖可変領域配列を有し、かつ配列番号３６と同一である軽
鎖可変領域配列を有する；
配列番号３３と同一である重鎖可変領域配列を有し、かつ配列番号３８と同一である軽鎖
可変領域配列を有する；又は
配列番号３４と同一である重鎖可変領域配列を有し、かつ配列番号３９と同一である軽鎖
可変領域配列を有する、
請求項１に記載された抗体あるいはその単鎖抗体、ユニボディ、一本鎖可変断片（scFv）
、Fabフラグメント又はF（ab'）2フラグメント。
【請求項５】
少なくとも
　‐　配列番号１を有する重鎖ＣＤＲ１配列、配列番号６を有する重鎖ＣＤＲ２配列、配
列番号１１を有する重鎖ＣＤＲ３配列、配列番号１６を有する軽鎖ＣＤＲ１配列、配列番
号２１を有する軽鎖ＣＤＲ２配列、及び配列番号２６を有する軽鎖ＣＤＲ３配列；
　‐　配列番号３を有する重鎖ＣＤＲ１配列、配列番号８を有する重鎖ＣＤＲ２配列、配
列番号１３を有する重鎖ＣＤＲ３配列、配列番号１８を有する軽鎖ＣＤＲ１配列、配列番
号２３を有する軽鎖ＣＤＲ２配列、及び配列番号２８を有する軽鎖ＣＤＲ３配列；又は
　‐　配列番号４を有する重鎖ＣＤＲ１配列、配列番号９を有する重鎖ＣＤＲ２配列、配
列番号１４を有する重鎖ＣＤＲ３配列、配列番号１９を有する軽鎖ＣＤＲ１配列、配列番
号２４を有する軽鎖ＣＤＲ２配列、及び配列番号２９を有する軽鎖ＣＤＲ３配列
を含み、
1μg/ml未満のIC50値を示すインビトロでのH3N2インフルエンザＡウイルス中和活性を有
し、少なくとも一つの他のインフルエンザＡウイルスサブタイプに特異的に結合すること
ができる、抗体あるいはその単鎖抗体、ユニボディ、一本鎖可変断片（scFv）、Fabフラ
グメント又はF（ab'）2フラグメントをコードする、単離された、合成の、若しくは組換
えの核酸分子。
【請求項６】
　‐　配列番号４１と同一である重鎖ＣＤＲ１配列、配列番号４６と同一である重鎖ＣＤ
Ｒ２配列、配列番号５１と同一である重鎖ＣＤＲ３配列、配列番号５６と同一である軽鎖
ＣＤＲ１配列、配列番号６１と同一である軽鎖ＣＤＲ２配列、及び配列番号６６と同一で
ある軽鎖ＣＤＲ３配列；
　‐　配列番号４３と同一である重鎖ＣＤＲ１配列、配列番号４８と同一である重鎖ＣＤ
Ｒ２配列、配列番号５３と同一である重鎖ＣＤＲ３配列、配列番号５８と同一である軽鎖
ＣＤＲ１配列、配列番号６３と同一である軽鎖ＣＤＲ２配列、及び配列番号６８と同一で
ある軽鎖ＣＤＲ３配列；又は
　‐　配列番号４４と同一である重鎖ＣＤＲ１配列、配列番号４９と同一である重鎖ＣＤ
Ｒ２配列、配列番号５４と同一である重鎖ＣＤＲ配列、配列番号５９と同一である軽鎖Ｃ
ＤＲ１配列、配列番号６４と同一である軽鎖ＣＤＲ２配列、及び配列番号６９と同一であ
る軽鎖ＣＤＲ３配列
を含む、請求項５に記載された、抗体あるいはその単鎖抗体、ユニボディ、一本鎖可変断
片（scFv）、Fabフラグメント又はF（ab'）2フラグメントをコードする、単離された、合
成の、若しくは組換えの核酸分子。
【請求項７】
　配列番号７１を有する重鎖可変領域配列及び配列番号７６を有する軽鎖可変領域配列；



(3) JP 6325451 B2 2018.5.16

10

20

30

40

50

配列番号７３を有する重鎖可変領域配列及び配列番号７８を有する軽鎖可変領域配列；又
は
配列番号７４を有する重鎖可変領域配列及び配列番号７９を有する軽鎖可変領域配列
を含む、請求項５又は６に記載された核酸分子。
【請求項８】
　請求項５～７のいずれか一項に記載の核酸分子を含むベクター。
【請求項９】
　請求項５～７のいずれか一項に記載の核酸分子及び／又は請求項８に記載のベクターを
含む、単離された又は組換え細胞。
【請求項１０】
　請求項１～８のいずれか一項に記載された抗体あるいはその単鎖抗体、ユニボディ、一
本鎖可変断片（scFv）、Fabフラグメント又はF（ab'）2フラグメントあるいは核酸分子あ
るいはベクター、及び薬学的に許容され得る担体、希釈剤及び／又は賦形剤を含む、医薬
組成物。
【請求項１１】
　医薬及び／又は予防剤として用いるための、請求項１～８のいずれか一項に記載された
抗体あるいはその単鎖抗体、ユニボディ、一本鎖可変断片（scFv）、Fabフラグメント又
はF（ab'）2フラグメントあるいは核酸分子あるいはベクター。
【請求項１２】
　少なくとも部分的にインフルエンザＡウイルス感染を治療及び／又は予防するための医
薬及び／又は予防剤として用いるための、請求項１～８のいずれか一項に記載された抗体
あるいはその単鎖抗体、ユニボディ、一本鎖可変断片（scFv）、Fabフラグメント又はF（
ab'）2フラグメントあるいは核酸分子あるいはベクター。
【請求項１３】
　請求項１～４のいずれか一項に記載の抗体あるいはその単鎖抗体、ユニボディ、一本鎖
可変断片（scFv）、Fabフラグメント又はF（ab'）2フラグメントを製造する方法であって
、
細胞に請求項５～８のいずれか一項に記載の核酸分子あるいはベクターを提供して、当該
核酸分子あるいはベクターを当該細胞に翻訳させ、それにより請求項１～４のいずれか一
項に記載の抗体あるいはその単鎖抗体、ユニボディ、一本鎖可変断片（scFv）、Fabフラ
グメント又はF（ab'）2フラグメントを製造することを含む、方法。
【請求項１４】
　インフルエンザＡウイルス感染の診断において用いるための、請求項１～４のいずれか
一項に記載の抗体あるいはその単鎖抗体、ユニボディ、一本鎖可変断片（scFv）、Fabフ
ラグメント又はF（ab'）2フラグメント。
【請求項１５】
　インフルエンザＡウイルスが試料中に存在するか否かを決定する方法であって、
以下：
　－　当該試料を請求項１～４のいずれか一項に記載の抗体あるいはその単鎖抗体、ユニ
ボディ、一本鎖可変断片（scFv）、Fabフラグメント又はF（ab'）2フラグメントと接触さ
せる工程
　－　当該抗体あるいはその単鎖抗体、ユニボディ、一本鎖可変断片（scFv）、Fabフラ
グメント又はF（ab'）2フラグメントを、存在する場合には、当該インフルエンザＡウイ
ルスと結合させる工程、及び
　－　インフルエンザＡウイルスが当該抗体あるいはその単鎖抗体、ユニボディ、一本鎖
可変断片（scFv）、Fabフラグメント又はF（ab'）2フラグメントと結合したか否かを決定
し、それにより当該試料中にインフルエンザＡウイルスが存在するか否かを決定する工程
を含む、方法。
【請求項１６】
　i）配列番号３を有する重鎖CDR1配列、配列番号８を有する重鎖CDR2配列、及び配列番
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号１３を有する重鎖CDR3配列、並びに
配列番号１８を有する軽鎖CDR1配列、配列番号２３を有する軽鎖CDR2配列、及び配列番号
２８を有する軽鎖CDR3配列
を含む第一の抗体あるいはその単鎖抗体、ユニボディ、一本鎖可変断片（scFv）、Fabフ
ラグメント又はF（ab'）2フラグメント;並びに
ii）配列番号５を有する重鎖CDR1配列、配列番号１０を有する重鎖CDR2配列、及び配列番
号１５を有する重鎖CDR3配列、並びに
配列番号２０を有する軽鎖CDR1配列、配列番号２５を有する軽鎖CDR2配列、及び配列番号
３０を有する軽鎖CDR3配列、
を含む第二の抗体あるいはその単鎖抗体、ユニボディ、一本鎖可変断片（scFv）、Fabフ
ラグメント又はF（ab'）2フラグメント
を含み、
インビトロでのH1N1インフルエンザＡウイルス中和活性及びH3N2インフルエンザＡウイル
ス中和活性を有する、抗体多量体、多量体免疫グロブリン又はそのF（ab'）2フラグメン
ト。
【請求項１７】
　i）配列番号３３を有する重鎖可変領域配列及び配列番号３８を有する軽鎖可変領域配
列；並びに
ii）配列番号３５を有する重鎖可変領域配列及び配列番号４０を有する軽鎖可変領域配列
を含む、請求項１６に記載の抗体多量体、多量体免疫グロブリン又はそのF（ab'）2フラ
グメント。
【請求項１８】
　二量体抗体である、請求項１６又は１７に記載の抗体多量体、多量体免疫グロブリン又
はそのF（ab'）2フラグメント。
【請求項１９】
　同一でない2つの重鎖-軽鎖の組合せを含み、
第一の重鎖-軽鎖の組合せが、配列番号３を有する重鎖CDR1配列、配列番号８を有する重
鎖CDR2配列、配列番号１３を有する重鎖CDR3配列、配列番号１８を有する軽鎖CDR1配列、
配列番号２３を有する軽鎖CDR2配列、及び配列番号２８を有する軽鎖CDR3配列を含み、か
つ
第二の重鎖-軽鎖の組合せが、配列番号５を有する重鎖CDR1配列、配列番号１０を有する
重鎖CDR2配列、配列番号１５を有する重鎖CDR3配列、配列番号２０を有する軽鎖CDR1配列
、配列番号２５を有する軽鎖CDR2配列、及び配列番号３０を有する軽鎖CDR3配列を含み、
インビトロでのH1N1インフルエンザＡウイルス中和活性及びH3N2インフルエンザＡウイル
ス中和活性を有する、二重特異性抗体。
【請求項２０】
　請求項１６～１８のいずれか一項に記載の抗体多量体、多量体免疫グロブリン又はその
F（ab'）2フラグメントあるいは請求項１９に記載の二重特異性抗体を含む、単離された
又は組換え細胞あるいは医薬組成物。
【請求項２１】
　薬剤及び/又は予防剤として使用するための、請求項１６～１８のいずれか一項に記載
の抗体多量体、多量体免疫グロブリン又はそのF（ab'）2フラグメントあるいは請求項１
９に記載の二重特異性抗体。
【請求項２２】
　インフルエンザＡ感染の症状を少なくとも部分的に治療及び／又は予防及び/又は軽減
するための医薬及び/又は予防剤として使用するための、請求項１６～１８のいずれか一
項に記載の抗体多量体、多量体免疫グロブリン又はそのF（ab'）2フラグメントあるいは
請求項１９に記載の二重特異性抗体。
【請求項２３】
　インフルエンザＡ感染の診断で用いるための、請求項１６～１８のいずれか一項に記載
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の抗体多量体、多量体免疫グロブリン又はそのF（ab'）2フラグメントあるいは請求項１
９に記載の二重特異性抗体。
【請求項２４】
　治療有効量の、請求項１６～１８のいずれか一項に記載の多量体抗体、多量体免疫グロ
ブリン又はそのF（ab'）2フラグメント、請求項１９に記載の二重特異性抗体及び／ある
いは請求項２０に記載の細胞又は医薬組成物を含む、インフルエンザＡウイルス感染を少
なくとも部分的に治療及び／又は予防するための組成物。
【請求項２５】
　請求項１６～１８のいずれか一項に記載の抗体多量体、多量体免疫グロブリン又はその
F（ab'）2フラグメント、あるいは請求項１９に記載の二重特異性抗体にH1N1インフルエ
ンザＡウイルス及び／又はH3N2インフルエンザＡウイルスを接触させることにより、当該
H1N1インフルエンザAウイルス及び/又は当該H3N2インフルエンザウイルスを中和するため
の組成物であって、当該抗体多量体、多量体免疫グロブリン又はそのF（ab'）2フラグメ
ント、あるいは二重特異性抗体を含む、組成物。
【請求項２６】
　インフルエンザＡウイルスが試料中に存在するか否かを決定するための方法であって、
以下：
-試料を請求項１６～１８のいずれか一項に記載の多量体抗体、多量体免疫グロブリン又
はそのF（ab'）2フラグメント、あるいは請求項１９に記載の二重特異性抗体に接触させ
る工程、
-当該多量体抗体、多量体免疫グロブリン又はそのF（ab'）2フラグメント、あるいは二重
特異性抗体と、もし存在する場合には、インフルエンザＡウイルスを結合させる工程、及
び
-インフルエンザＡウイルスが当該多量体抗体、多量体免疫グロブリン又はそのF（ab'）2

フラグメント、あるいは二重特異性抗体に結合しているか否かを決定し、それにより、当
該試料中にインフルエンザＡウイルスが存在するか否かを決定する工程、
を含む、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、生物学、免疫学及び医学の分野に関するものである。特に、本発明は、イン
フルエンザＡウイルス特異的抗体に関する。
【背景技術】
【０００２】
　インフルエンザは、インフルエンザウイルスのタイプＡ型、Ｂ型及びＣ型の3種類によ
って引き起こされ得る、鳥類及び哺乳類の感染症である。インフルエンザウイルスは、オ
ルトミクソウイルス科に属するRNAウイルスである。インフルエンザウイルスは、9つのタ
ンパク質をコードする7つのネガティブ一本鎖RNAセグメント（インフルエンザＣ）、又は
11のタンパク質をコードする8つのネガティブ一本鎖RNAセグメント（インフルエンザA及
びB）からなるRNAウイルスである。インフルエンザウイルスは、毎年何百万人もの人々を
感染させる。インフルエンザの症状は、発熱、頭痛、悪寒、筋肉痛、のどの痛みなどの一
般的な風邪に匹敵する症状が含まれる。しかし、インフルエンザはまた、幼児、高齢者、
及び免疫低下や慢性疾患の個人のような高リスク群では、生命にかかわる肺炎などの合併
症、死亡につながり得る。
【０００３】
　インフルエンザAウイルスは、エンベロープタンパク質の発現に基づいて異なるタイプ
に細分することができる。現在16のヘマグルチニン（HA）血清型（H1～H16）及び9ノイラ
ミニダーゼ（NA）血清型（N1～N9）が同定されており、インフルエンザウイルスを分類す
るために使用されている（例えばＨ１Ｎ１のように）。HAは、ジスルフィド結合によって
連結された2つのサブユニット、HA1及びHA2からなる。HAは、伝染性になるためにはホス
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トのプロテアーゼによって切断され、2つのポリペプチドHALとHA2を産生する必要がある
。HA1の大部分は、HAの球状頭部領域を形成し、HA2は、主にHAのステム領域を形成する。
ステム領域がより保存されているのに対し、球状頭部領域は、異なるHAサブタイプ間でか
なり異なっている。HAは宿主細胞へのエントリのために必要とされる。切断されると、HA
2ポリペプチドの露出したN末端は、宿主細胞膜とウイルス膜との融合を媒介するように作
用して、ウイルスを宿主細胞に感染することができるようにする。NAは新しいビリオンの
リリースのために必要とされる。NAは、宿主細胞の糖タンパク質の末端シアル酸残基の加
水分解を触媒し、それによって、これらのタンパク質へのHAの結合を防止する。NAは、こ
のように細胞からのウイルスの放出を促進し、その結果、ウイルスの拡散を促進する。図
1に、インフルエンザウイルスの概略図を示す。
【０００４】
　インフルエンザウイルス感染症は冬に最も普及する。毎年のインフルエンザの流行では
、人口の5～15％が上気道感染症に罹患している。入院と死亡は、主に高リスク群（幼児
、高齢者、免疫低下や慢性疾患の個人）で発生する。毎年の流行は、毎年世界で、深刻な
罹患が300～500万件、及び死亡が250,000～500,000の間になると考えられている。米国経
済へのインフルエンザの流行の推定コストは、医療費と生産性の損失から、年間710から1
670億である。季節性インフルエンザワクチンは、インフルエンザウイルスの抗原ドリフ
トの結果として毎年開発される必要がある。インフルエンザゲノムにおける突然変異は、
HAとNAタンパク質における抗原性の変化を引き起こすアミノ酸置換を誘導することができ
、宿主の免疫逃避を生じる。したがって、たとえインフルエンザ株が高い相同性を持って
いたとしても、特定のワクチンでは、同じインフルエンザＡのサブタイプからの異なる株
に対しては保護できないかもしれない。さらに、新たに開発されるインフルエンザワクチ
ンは、来年の支配的なサブタイプの予測に基づいているため、ワクチンが、常に実際に発
生するインフルエンザサブタイプから必ず保護してくれるわけではない。
【０００５】
　さらに、抗原シフトと呼ばれるプロセスにより、異なるインフルエンザウイルスサブタ
イプからのHA及びNAの組み合わせによって新たなウイルスサブタイプが形成される。変異
及び、人や鳥、及び/又は豚インフルエンザの遺伝的混合は、世界的流行（パンデミック
）につながる可能性がある。世界保健機関（WHO）によると、パンデミックは、三つの条
件、すなわち集団にとって新しい病気の出現、ヒトに感染して深刻な病気の原因となる感
染力、ヒトの間で容易に、かつ持続的に広がる力、が満たされたときに起動され得る。過
去には、いくつかの新型インフルエンザの流行が起こっており、例えば、1889年アジアパ
ンデミック（H2N8）、1918年のスペイン風邪のパンデミック（H1N1）、1957年アジア風邪
パンデミック（H2N2）、1968年の香港風邪（H3N2）及び2009パンデミック（H1N1）である
。これらのパンデミックにより、何百万人もの人々が亡くなった。
【０００６】
　抗ウイルス薬は、インフルエンザの予防及び治療に有効であり得る。抗ウイルス薬の2
つのクラスが入手可能である。M2タンパク質阻害剤及びノイラミニダーゼ阻害剤である。
しかし、これらの阻害剤に対して耐性を示すインフルエンザ株の数が増加している。
【０００７】
　インフルエンザ感染を予防及び治療するための代替のアプローチは、インフルエンザタ
ンパク質に対する抗体の投与である。広い交差中和抗体が、系統グループ1に属するイン
フルエンザウイルスについて記載されている（ThrosbyらPLoS ONE、2008＆スイら、Natur
e structural & molecular biology、2009）。これらの抗体は、HAタンパク質のステムに
保存された領域を認識し、マウスにおけるインフルエンザ感染を処置することができる。
マウスモノクローナル抗体（mAb）は、HA1サブユニットの受容体結合ドメインを含む領域
における保存されたエピトープを認識することが記載されている。この抗体は、H1N1、H2
N2及びH3N2インフルエンザウイルスの病原体を中和する（吉田ら、PLoS Pathogen、2009
）。しかし、エスケープ変異体が生じることが報告されている。この抗体は、ヒトで使用
された場合、副作用があり得るという欠点を有するマウス抗体である。
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【０００８】
　WO2009/115972には、ヒトモノクローナル抗体は、H1N1及びH3N2に対する中和活性を持
つことが開示されている。しかし、10グラム/ミリリットル前後のIC50値での、H1N1及びH
3N2の両方に対する活性の中和は非効率的である。WO2010/010466には、ヒト抗体、FI6が
、H5N1（グループ1）とH7N1（グループ2）偽型インフルエンザウイルスとH1N1及びH3N2の
感染性ウイルスを中和することが記載されている。ここでも、2～12.5μg/mlの間のIC50
値で、両方の感染性ウイルスに対して活性を中和することは、非効率的である。WO2010/1
30636に開示されたヒト抗体は、H3及びH7の交差結合活性を有する。H3及びH7は、両方と
もグループ2のインフルエンザウイルスである。これらの抗体のいくつかは、さらに、H1
（グループ1）と結合することができる。しかしながら、これらの抗体のいずれも、グル
ープ1とグループ2の双方のインフルエンザウイルスを中和することはできなかった。その
結果、抗体のカクテルは、グループ1とグループ2のインフルエンザサブタイプの両方の中
和のために必要である。さらに、H3及びH7インフルエンザウイルスサブタイプの両方を中
和することができる抗体のH3N2中和活性は、1μg/mlより大きい。例えばWO2010/130636の
実施例及び表７に記載の抗体CR8020は、H3N2 A/swine/Neth/St. Oedenrode/96に対して１
５μg／mLのIC50値での非効率的な中和活性を有することを示す例である。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００９】
【特許文献１】国際公開第WO2010/010466号公報
【特許文献２】国際公開第WO2010/130636号公報
【特許文献３】国際公開第WO2010/130636号公報
【非特許文献】
【００１０】
【非特許文献１】ThrosbyらPLoS ONE、2008
【非特許文献２】Suiら、Nature structural & molecular biology、2009
【非特許文献３】Yoshidaら、PLoS Pathogen、2009
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　これらの理由から、インフルエンザウイルス感染に対する追加のインフルエンザウイル
ス抗体及び治療への必要性が存在する。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本願発明は、複数のインフルエンザＡウイルスサブタイプに特異的なさらなる抗体、又
はそのような抗体の機能的等価物及びこのような抗体を含む組成物を提供することを目的
とする。好ましくは、抗体は、高いインフルエンザウイルス中和活性を有する。さらに好
ましくは、抗体は、少なくとも2つのインフルエンザウイルスサブタイプを中和すること
ができる。
【００１３】
　本発明は、複数のインフルエンザＡウイルスサブタイプに特異的であるような抗体を提
供する。実施例で実証されるように、抗体は、少なくとも2種のインフルエンザＡウイル
スサブタイプ、好ましくはグループ1及びグループ2の両方のインフルエンザＡウイルスサ
ブタイプに結合することができる。さらに、抗体は高いインフルエンザAウイルス中和能
力を有する。
【００１４】
　本発明は一実施形態において、1μg/ml未満のIC50値、好ましくは、0.7μg/ml未満、よ
り好ましくは0.3μg/ml以下、さらに好ましくは0.2μg/ml未満のIC50値を有する、インビ
トロでのH3N2インフルエンザＡウイルス中和活性を有する、単離された、合成の、又は組
換えの抗体又はその機能的部分、又は免疫グロブリン鎖又はその機能的等価物を提供し、
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当該抗体又は機能的部分又は免疫グロブリン鎖又は機能的等価物は少なくとも一つの他の
インフルエンザＡウイルスサブタイプに特異的に結合することができる。当該H3N2インフ
ルエンザＡウイルスは、好ましくは、H3N2 A/Ned/177/2008株、H3N2 HKX-31又はH3N2 A/s
wine/Neth/St.Oedenrode/96株を含み、最も好ましくはH3N2 A/Ned/177/2008株である。
【００１５】
　H3N2インフルエンザウイルスは、ヒトに感染することができるインフルエンザウイルス
の一つである。H3N2は、ヒトから他のヒトへ転送され得る。H3N2インフルエンザウイルス
を中和することができる抗体は、したがって、ヒトにおける適用に特に重要である。
【００１６】
　別の好ましい実施形態において、本発明は、5.0μg/ml未満のIC50値、好ましくは4.0μ
g/ml未満、より好ましくは1.0μg/ml未満、さらに好ましくは約0.6μg/ml以下のIC50値で
の、インビトロH7N1インフルエンザＡウイルス中和活性を有する、単離された、合成され
た又は組換えの抗体又はその機能的部分、又はその免疫グロブリン鎖又はその機能的等価
物を提供する。当該H7N1インフルエンザＡウイルスは好ましくはH7N1 A/ck/Italy/1067/9
9株を含む。特に好ましい実施形態において、複数の株に対する保護が得られるように、
当該抗体又はその機能的部分又は免疫グロブリン鎖又は機能的等価物は、特にウイルスサ
ブタイプの少なくとも一つの他のインフルエンザに結合することが可能である。今日まで
、ケースは鳥からヒトへのH7N1の伝達は報告されていないが、このウイルスは変異によっ
て人間に感染する可能性がある。
【００１７】
　別の好ましい実施形態において、本発明は、0.5μg/ml未満のIC50値、好ましくは0.4μ
g/ml以下、より好ましくは0.2μg/ml以下、最も好ましくは約0.1μg/ml以下のIC50値での
、インビトロでのH7N7インフルエンザＡウイルス中和活性を有する、単離された、合成さ
れた又は組換えの抗体又はその機能的部分、又はその免疫グロブリン鎖又はその機能的等
価物を提供する。当該H7N7インフルエンザＡウイルスは好ましくはH7N7 A/ck/Neth/62155
7/03株を含む。特に好ましい実施形態において、抗体又はその機能的部分又は免疫グロブ
リン鎖又はその機能的等価物は、また、複数の株に対する保護が得られるように、少なく
とも一つの他のインフルエンザＡウイルスサブタイプに特異的に結合することが可能であ
る。H7N7インフルエンザウイルスは、鳥からヒトへの伝達の後にヒトに感染する能力を有
するインフルエンザウイルスの一つである。したがって、H7N7インフルエンザウイルスを
中和することができる抗体は、ヒトにおける適用に特に重要である。
【００１８】
　別の好ましい実施形態において、本発明は、5.0μg/ml未満のIC50値、好ましくは4.0μ
g/ml未満、より好ましくは3.0μg/ml未満、より好ましくは約2.7μg/ml以下のIC50値での
、インビトロでのH1N1インフルエンザＡウイルス中和活性を有する、単離された、合成さ
れた又は組換えの抗体又はその機能的部分、又はその免疫グロブリン鎖又はその機能的等
価物を提供する。当該H1N1インフルエンザＡウイルスは好ましくはH1N1 A/Neth/602/2009
株、又は最も好ましくはH1N1 A/Hawaii/31/2007株を含む。特に好ましい実施形態におい
て、抗体又はその機能的部分又は免疫グロブリン鎖又はその機能的等価物は、また、複数
の株に対する保護が得られるように、少なくとも一つの他のインフルエンザＡウイルスサ
ブタイプに特異的に結合することが可能である。H1N1インフルエンザウイルスは、ヒトか
らヒトへの伝達の後にヒトに感染する能力を有するインフルエンザウイルスの一つである
。したがって、H1N1インフルエンザウイルスを中和することができる抗体は、ヒトにおけ
る適用に特に重要である。
【００１９】
　別の好ましい実施形態において、本発明は、5.0μg/ml未満のIC50値、好ましくは4.0μ
g/ml未満、より好ましくは3.0μg/ml未満、より好ましくは2.0μg/ml未満、さらに好まし
くは約1.3μg/ml以下のIC50値での、インビトロでのH5N1インフルエンザＡウイルス中和
活性を有する、単離された、合成された又は組換えの抗体又はその機能的部分、又はその
免疫グロブリン鎖又はその機能的等価物を提供する。当該H1N1インフルエンザＡウイルス
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は好ましくはH5N1 A/turkey/Turkey/05株を含む。特に好ましい実施形態において、抗体
又はその機能的部分又は免疫グロブリン鎖又はその機能的等価物は、また、複数の株に対
する保護が得られるように、少なくとも一つの他のインフルエンザＡウイルスサブタイプ
に特異的に結合することが可能である。H5N1インフルエンザウイルスは、ヒトからヒトへ
の伝達の後にヒトに感染する能力を有するインフルエンザウイルスの一つである。したが
って、H5N1インフルエンザウイルスを中和することができる抗体は、ヒトにおける適用に
特に重要である。
【００２０】
　本明細書において「抗体の機能的部分」とは、必ずしも量でではなく、本質的に当該抗
体としての少なくとも一つの共有の性質を有する部分として定義される。当該機能的部分
は当該抗体と同じ抗原に結合することができるが、必ずしも同程度にでなくてもよい。抗
体の機能的部分は、好ましくは、単一ドメイン抗体、単鎖抗体、ナノボディ、ユニボディ
、一本鎖可変断片（scFv）、Fabフラグメント又はF（ab '）2フラグメントを含む。
【００２１】
　抗体の機能的部分は、抗体を、結果物の化合物の少なくとも一つの性質－好ましくは抗
原結合性－が本質的に同種のものであるように改変することによって製造することもでき
る。これは、例えばアミノ酸残基が一般的に同様の特性（サイズ、疎水性、等）を有する
別の残基で、全体の機能がひどく影響を受けないように置換される保存的アミノ酸置換な
ど、多くの方法で行われる。
【００２２】
　本明細書において「免疫グロブリン鎖の機能的等価物」は、免疫グロブリン鎖の少なく
とも1つのCDR配列を含む、人工的結合化合物として定義される。
【００２３】
　本明細書で使用される「中和活性」は、宿主細胞に感染するインフルエンザウイルスの
能力の阻害又は減少と定義される。中和活性は、当技術分野で公知の任意の方法によって
測定することができる。このような方法の一つは、本出願の実施例に詳述したモノクロー
ナル抗体による培養細胞のインフルエンザ感染の予防を含む。この方法では、インフルエ
ンザウイルスは、抗体と混合され、1時間のインキュベーションの後に細胞に加えられた
。24時間後、細胞のインフルエンザ感染は、標的細胞におけるインフルエンザの核タンパ
ク質の発現を検出することによって測定することができる。強力な抗体は、インフルエン
ザ感染及び標的細胞におけるその後のインフルエンザ核タンパク質の発現を予防又は減少
させる。「IC50」は、当技術分野で周知の用語であり、本明細書中では宿主細胞のウイル
スＡ感染を半分に阻害又は減少させるために必要なインフルエンザＡ中和抗体の濃度をい
う。
【００２４】
　「グループ2サブタイプインフルエンザＡウイルス」とは、グループ2のインフルエンザ
ＡウイルスのHA血清型を持つインフルエンザＡウイルスをいう。現在、H3、H4、H7、H10
、H14及びH15の血清型を有するウイルスは、グループ２のインフルエンザAウイルスであ
る。「グループ1サブタイプインフルエンザＡウイルス」とは、グループ1のインフルエン
ザＡウイルスのHA血清型を持つインフルエンザＡウイルスをいう。現在、H1、H2、H5、H6
、H8、H9、H11、H12、H13及びH16の血清型を有するウイルスは、グループ1のインフルエ
ンザAウイルスである。
【００２５】
　本明細書で使用される「特異的に結合する」とは、抗体とそのエピトープ間の相互作用
をいい、当該抗体が当該エピトープに優先的に結合することを示す。したがって、抗体は
非特異的に他の抗原又はアミノ酸配列に結合することができるが、そのエピトープに対す
る抗体の結合親和性は、当該抗体の他の任意の抗原又はアミノ酸配列に対する非特異的結
合親和性よりも有意に高い。
【００２６】
　本明細書で使用する「インフルエンザＡウイルスのサブタイプ」は、異なるインフルエ
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ンザＡウイルスを意味する。例えば、H1N1、H1N2、H1N7、H2N2、H3N2、H3N8、H4N8、H5N1
、H5N2、H5N9、H6N2、H6N5、H7N2、H7N3、H7N7、H8N4、H9N2、H10N7、H11N6、H12N5又はH
13N6である。
【００２７】
　本明細書で使用される「インフルエンザＡウイルス株」とは、例えば、H3N2 A/Ned/177
/2008、H3N2 A/Wyoming/03/2003及びH3N2 A/Panama/2007/99のように、同じサブタイプに
属する異なるインフルエンザA型ウイルスをいう。
【００２８】
　本発明による、単離された、合成された又は組換えの抗体又はその機能的部分、又はそ
の免疫グロブリン鎖又はその機能的等価物は、本明細書において、「本発明による抗体」
ともいう。
【００２９】
　本発明の中和抗体の好ましいインフルエンザAは、AT10_004、AT10_002とAT10_001であ
る。これらの抗体は、特に交差結合及び/又は中和特性を所望していることが実証されて
いるからである。AT10_004、AT10_002及びAT10_001は、表１に示されるように、それぞれ
配列番号３１、３３及び３４の配列の重鎖を有し、表１に示されるように、それぞれ配列
番号３６、３８及び３９の配列の軽鎖を有する。これらの好ましい抗体の重鎖及び軽鎖の
CDR配列は、表1に示されている。配列番号１、３及び４はそれぞれ抗体AT10_004、AT10_0
02及びAT10_001の重鎖ＣＤＲ１の配列であり、配列番号６、８及び９はそれぞれこれらの
抗体の重鎖ＣＤＲ２の配列であり、配列番号１１、１３及び１４はそれぞれこれらの抗体
の重鎖ＣＤＲ３の配列である。配列番号１６、１８及び１９はそれぞれ抗体AT10_004、AT
10_002及びAT10_001の軽鎖ＣＤＲ１の配列であり、配列番号２１、２３及び２４はそれぞ
れこれらの抗体の軽鎖ＣＤＲ２の配列であり、配列番号２６、２８及び２９はそれぞれこ
れらの抗体の軽鎖ＣＤＲ３の配列である。
【００３０】
　抗体AT10_004は、グループ1とグループ2のインフルエンザＡウイルスの両方と特異的に
結合することが可能であるため、好ましい抗体である。実施例に示されるように、抗体AT
10_004は少なくともH1、H3及びH7サブタイプのインフルエンザAウイルスとの交差結合活
性を有している。AT10_004は、多種多様な組換えHAサブタイプ及びインフルエンザAウイ
ルスに結合することができる。それは、少なくともヒトインフルエンザH1N1（A /Hawaii/
31/2007）に感染した細胞、ヒトインフルエンザH3N2（A/Netherlands/177/2008）に感染
した細胞、及びヒトインフルエンザH1N1（A/NewCaledonia/20/1999）、H3N2（A/Wyoming/
03/2003、A/Aichi/2/1968及びA/Wisconsin/67/2005）、H7N7 (A/Netherlands/219/2003)
及びH9N2 (A/Hong Kong/1073/1999)のＨＡに結合することができる。ヒトインフルエンザ
ウイルスのHAとヒトインフルエンザウイルスに感染した細胞を認識することに加えて、そ
れはまた、シチメンチョウH5N1(A/Turkey/Turkey/2004)、ブタH3N2 (A/swine/St.oedenro
de/1996)、ニワトリH7N1 (A/Ch/Italy/1067/1999)及びニワトリH7N7 (A/Ch/Neth/621557/
2003)に感染した細胞等の、非ヒト細胞に感染するいくつかのインフルエンザウイルスに
感染した細胞も認識することができ、ブタH4N6 (A/Swine/Ontario/01911-1/1999) のＨＡ
及びアヒルH15N8 (A/duck/AUS/341-1983)のＨＡに結合することができるので、抗体AT10_
004は、さらに好ましい。抗体AT10_004は、Ｈ３Ｎ２ウイルスに対する高いインビトロ中
和活性を有し、約0.17μg/mlのIC50値でのインビトロH3N2 A/Ned/177/2008中和活性を有
し、約2.3μg/mlのIC50値でのインビトロH3N2 A/swine/Neth/St. Oedenrode/96中和活性
を有し、なおも約0.017μg/mlのIC50値でのインビトロH3N2 HKX-31中和活性を有するので
、さらに好ましい。AT10_004は、インビボＨ３Ｎ２ウイルス（インフルエンザＡ／ＨＫｘ
-31）に対しても保護活性を有する。抗体AT10_004は、さらに、Ｈ７Ｎ１ウイルスに対す
る特に高い中和活性を有し、約0.6μg/mlのIC50値でのインビトロH7N1 A/ck/Italy/1067/
99中和活性を有する。表７に示されるように、H7N1 A/ck/Italy/1067/99に対する抗体AT1
0_004の保護効果はさらに高く、H3N2 A/swine/Neth/St. Oedenrode/96に対する抗体AT10_
004の保護効果に比べて低いIC50値が得られたことを意味する。抗体AT10_004は、さらに
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、Ｈ７Ｎ７ウイルスに対する特に高い中和活性を有し、約0.2μg/mlのIC50値でのインビ
トロH7N7 A/ck/Neth/621557/03中和活性を有する。HAタンパク質の保存されたステム領域
中のエピトープに結合するので、抗体AT10_004はさらに好ましい。この領域には限定的な
変異が存在するので、エピトープがステム領域に位置するような抗体は広範囲のインフル
エンザウイルスに結合することができる。したがって、一つの実施態様は、抗体AT10_004
の重鎖ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３配列及び軽鎖ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３配列を
有し、配列番号１、配列番号６、配列番号１１、配列番号１６、配列番号２１及び配列番
号２６の配列又はそれらに少なくとも７０％の同一性を有する配列を有する抗体又はその
機能的部分、又はその免疫グロブリン鎖又はその機能的等価物を提供する。
【００３１】
　他の実施態様は、抗体AT10_002の重鎖ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３配列及び軽鎖ＣＤ
Ｒ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３配列を有し、配列番号３、配列番号８、配列番号１３、配列番
号１８、配列番号２３及び配列番号２８の配列又はそれらに少なくとも７０％の同一性を
有する配列を有する抗体又はその機能的部分、又はその免疫グロブリン鎖又はその機能的
等価物を提供する。抗体AT10_002は、少なくともＨ３及びＨ７サブタイプのインフルエン
ザＡウイルスに対する交差結合活性を有するので、好ましい抗体である。AT10_002は、多
種多様な組換えHAサブタイプ及びインフルエンザAウイルスに結合することができる。そ
れは少なくともヒトインフルエンザH3N2 (A/Netherlands/177/2008)に感染した細胞、及
びヒトインフルエンザH3N2 (A/Wyoming/03/2003, A/Aichi/2/1968 及び A/Wisconsin/67/
2005)及びH7N7(A/Netherlands/219/2003)のＨＡに結合することができる。ヒトインフル
エンザウイルスのHAとヒトインフルエンザウイルスに感染した細胞を認識することに加え
て、それはまた、ブタH3N2 (A/swine/St.oedenrode/1996)、ニワトリH7N1 (A/Ch/Italy/1
067/1999)及びニワトリH7N7 (A/Ch/Neth/621557/2003)に感染した細胞等の、非ヒト細胞
に感染するいくつかのインフルエンザウイルスに感染した細胞も認識することができ、ア
ヒルH10N3 (A/duck/Hong Kong/786/1979)のＨＡ及びアヒルH15N8 (A/duck/AUS/341-1983)
 のＨＡに結合することができるので、抗体AT10_002は、さらに好ましい。さらに、抗体A
T10_002は、Ｈ３サブタイプのインフルエンザＡウイルスの少なくとも一つを中和する。
抗体AT10_002は、Ｈ３Ｎ２ウイルスに対する高い中和活性を有し、約0.18μg/mlのIC50値
でのインビトロH3N2 A/Ned/177/2008中和活性を有し、約0.3μg/mlのIC50値でのインビト
ロH3N2 A/swine/Neth/St. Oedenrode/96中和活性を有し、約0.25μg/mlのIC50値でのイン
ビトロH3N2 HKX-31中和活性を有するので、さらに好ましい。AT10_002は、インビボでH3N
2 ウイルス(インフルエンザA/HKx-31)に対する保護活性も有する。実施例で実証されるよ
うに抗体AT10_002は、試験抗体の中で最良の保護活性を提供するので、特に好ましい。抗
体AT10_002は、さらに、Ｈ７Ｎ１ウイルスに対する特に高い中和活性を有し、約3.6μg/m
lのIC50値でのインビトロH7N1 A/ck/Italy/1067/99中和活性を有する。抗体AT10_002は、
さらに、Ｈ７Ｎ７ウイルスに対する特に高い中和活性を有し、約0.1μg/mlのIC50値での
インビトロH7N7 A/ck/Neth/621557/03中和活性を有する。HAタンパク質の保存されたステ
ム領域中のエピトープに結合するので、抗体AT10_002はさらに好ましい。この領域には限
定的な変異が存在するので、エピトープがステム領域に位置するような抗体は広範囲のイ
ンフルエンザウイルスに結合することができる。
【００３２】
　他の実施態様は、抗体AT10_001の重鎖ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３配列及び軽鎖ＣＤ
Ｒ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３配列を有し、配列番号４、配列番号９、配列番号１４、配列番
号１９、配列番号２４及び配列番号２９の配列又はそれらに少なくとも７０％の同一性を
有する配列を有する抗体又はその機能的部分、又はその免疫グロブリン鎖又はその機能的
等価物を提供する。抗体AT10_001は、少なくともＨ３及びＨ７サブタイプのインフルエン
ザＡウイルスに対する交差結合活性を有するので、好ましい抗体である。AT10_001は、多
種多様な組換えHAサブタイプ及びインフルエンザAウイルスに結合することができる。そ
れは少なくともヒトインフルエンザH1N1 (A/Neth/602/2009) に感染した細胞、ヒトイン
フルエンザH3N2 (A/Netherlands/177/2008)に感染した細胞、及びヒトインフルエンザH3N
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2 (A/Wyoming/03/2003, A/Aichi/2/1968 及び A/Wisconsin/67/2005)及びH7N7(A/Netherl
ands/219/2003)のＨＡに結合することができる。ヒトインフルエンザウイルスのHAとヒト
インフルエンザウイルスに感染した細胞を認識することに加えて、それはまた、ニワトリ
H7N1 (A/Ch/Italy/1067/1999)及びニワトリH7N7 (A/Ch/Neth/621557/2003)に感染した細
胞等の、非ヒト細胞に感染するいくつかのインフルエンザウイルスに感染した細胞も認識
することができ、ブタH4N6 (A/Swine/Ontario/01911-1/1999)のＨＡに結合することがで
きるので、抗体AT10_001は、さらに好ましい。さらに、抗体AT10_001は、Ｈ３サブタイプ
のインフルエンザＡウイルスの少なくとも一つを中和する。抗体AT10_001は、Ｈ３Ｎ２ウ
イルスに対する高い中和活性を有し、約2.1μg/mlのIC50値でのインビトロH3N2 HKX-31中
和活性を有するので、さらに好ましい。AT10_001は、インビボでH3N2 ウイルス(インフル
エンザA/HKx-31)に対する保護活性も有する。抗体AT10_001は、さらに、Ｈ７Ｎ７ウイル
スに対する特に高い中和活性を有し、約0.4μg/mlのIC50値でのインビトロH7N7 A/ck/Net
h/621557/03中和活性を有する。HAタンパク質の保存されたステム領域中のエピトープに
結合するので、抗体AT10_001はさらに好ましい。この領域には限定的な変異が存在するの
で、エピトープがステム領域に位置するような抗体は広範囲のインフルエンザウイルスに
結合することができる。
【００３３】
　好ましくは、本発明によるインフルエンザＡ中和抗体は、表１に示された配列に少なく
とも７５％、さらに好ましくは少なくとも８０％、さらに好ましくは少なくとも８５％、
さらに好ましくは少なくとも８６％、さらに好ましくは少なくとも８７％、さらに好まし
くは少なくとも８８％、さらに好ましくは少なくとも８９％、さらに好ましくは少なくと
も９０％、さらに好ましくは少なくとも９１％、さらに好ましくは少なくとも９２％、さ
らに好ましくは少なくとも９３％、さらに好ましくは少なくとも９４％、さらに好ましく
は少なくとも９５％、さらに好ましくは少なくとも９６％、さらに好ましくは少なくとも
９７％、さらに好ましくは少なくとも９８％、さらに好ましくは少なくとも９９％、同一
である重鎖ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３配列及び軽鎖ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３配
列を含む。
【００３４】
　本明細書で使用される用語「AT10_004」、「AT10_002」及び「AT10_001」は、例えば単
離された及び/又は精製された、あるいは組換え的に産生された、示された重鎖及び軽鎖
配列を有するすべての抗体及び機能的等価物を包含する。
【００３５】
　当業者によく知られているように、抗体の重鎖は、免疫グロブリン分子を構成する鎖の
2つのタイプのうち大きい方である。重鎖は定常ドメイン及び可変ドメインを含み、可変
ドメインは抗原結合に関与する。抗体の軽鎖は、免疫グロブリン分子を構成する鎖の2つ
のタイプのうち小さい方である。軽鎖は、定常ドメイン及び可変ドメインを含む。可変ド
メインはしばしば、重鎖の可変ドメインと一緒になって抗原結合に関与する。
【００３６】
　相補性決定領域（CDR）の重鎖可変ドメイン及び軽鎖可変ドメイン中に存在する超可変
領域である。全抗体の場合、抗体の、重鎖のＣＤＲ及び接続された軽鎖が一緒になって抗
原結合部位を形成する。
【００３７】
　表1に示された抗体に基づいて、インフルエンザAウイルスに特異的であって、中和する
ことが可能である、表1に示される免疫グロブリン可変ドメインの少なくとも1つのCDR配
列を含む免疫グロブリン鎖又は機能的等価物を生成することができる。さらに、このよう
に、表1に示す免疫グロブリン可変領域の少なくとも1つのCDR配列を含む、単離された、
組換えの、又は合成された免疫グロブリン鎖又はその機能的等価物が提供される。好まし
くは、抗体は、表1に示された同じ抗体の少なくとも2つのCDR、より好ましくは少なくと
も3つのCDRを含んで提供される。したがって、好ましくは、AT10_004、又はAT10_003、又
はAT10_002、又はAT10_001、又はAT10_005の少なくとも２つ又は３つのＣＤＲは本発明に
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よる一つの抗体又は機能的部分に一緒に存在する。ヒト抗体の使用により、ヒト個体にお
ける免疫学的反応による副作用の可能性が減少するので、好ましい実施形態では、ヒト抗
体が提供される。好ましくは、結合効率又は安定性を改善するために、任意選択的に、少
なくとも一つのCDR配列は、最適化される。これは例えば、得られた化合物の安定性及び/
又は結合効力を試験した後、改善されたインフルエンザＡ中和抗体が選択される、突然変
異誘発実験によって行われる。
【００３８】
　当業者は、本発明による少なくとも1つの改変されたCDR配列を含む変異体を生成するこ
とがよくできる。例えば、保存的アミノ酸置換が適用される。元の抗体と比較して、少な
くとも1つの改変された特性を有する変異体抗体又はその機能的部分を生成するために、
表1に示す少なくとも一つのCDR配列を改変することも可能である。好ましくは、抗体又は
その機能的部分は、本発明によるインフルエンザＡ中和抗体の良好な結合及び中和特性が
少なくとも部分的に維持され、さらには改善されるように、表１に示されたＣＤＲ配列と
少なくとも７０％同一であるＣＤＲ配列を有する。表1に示されるCDR配列は、好ましくは
、得られた抗体又はその機能的部分が、例えば元の抗体と比較して改善された結合親和性
、選択性及び/又は安定性のような、少なくとも1つの改良された特性を含むように改変さ
れる。したがって、表1に示すCDR配列に少なくとも70％同一であるアミノ酸配列を含んで
なる変異体抗体又はその機能的部分も、本発明の範囲内である。アミノ酸配列を改変する
ためにこの分野では様々な方法を用いることができる。例えば、所望のCDR配列を有する
重鎖又は軽鎖配列は、人工的に合成される。好ましくは、本発明によるＣＤＲ配列をコー
ドする核酸分子は、例えばランダム-、又は部位特異的な-突然変異誘発を用いて、突然変
異される。
【００３９】
　結合効率又は安定性を改善するためにCDR配列を最適化する他に、フレームワーク領域
の少なくとも一つに少なくとも一つの配列を最適化することがしばしば有利である。これ
は、好ましくは、結合効率又は安定性を改善するために行われる。フレームワーク配列は
、例えば、得られた抗体又はその機能的部分が好ましく試験された後の、そのようなフレ
ームワーク配列をコードする核酸分子を突然変異させることによって、最適化される。こ
のようにして、改良された抗体又はその機能的部分を得ることができる。好ましい実施形
態では、ヒト生殖細胞系配列が、本発明に係る抗体又はその機能的部分又は免疫グロブリ
ン鎖又は機能的等価物におけるフレームワーク領域のために使用される。生殖細胞系配列
の使用は、好ましくは、抗体又はその機能的部分又は免疫グロブリン鎖又は機能的等価物
の免疫原性の危険性を最小にする。なぜなら、これらの配列は、フレームワーク領域が由
来する個体に固有であって、別のヒト個体に適用された場合に免疫原性応答を引き起こす
身体的変化を含む可能性が低いからである。
【００４０】
　したがって、本発明は、以下：
-　配列番号１、３及び４からなる群より選択される配列と少なくとも７０％同一である
配列を含む重鎖CDR1配列、及び／又は、
-　配列番号６、８及び９からなる群より選択される配列と少なくとも７０％同一である
配列を含む重鎖CDR2配列、及び／又は、
-　配列番号１１、１３及び１４からなる群より選択される配列と少なくとも７０％同一
である配列を含む重鎖CDR3配列、及び／又は、
-　配列番号１６、１８及び１９からなる群より選択される配列と少なくとも７０％同一
である配列を含む軽鎖CDR1配列、及び／又は、
-　配列番号２１、２３及び２４からなる群より選択される配列と少なくとも７０％同一
である配列を含む軽鎖CDR2配列、及び／又は、
-　配列番号２６、２８及び２９からなる群より選択される配列と少なくとも７０％同一
である配列を含む軽鎖CDR3配列、
を含む、単離された、合成された又は組換えの抗体又はその機能的部分、又はその免疫グ
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ロブリン鎖又はその機能的等価物を提供する。
　好ましくは、当該抗体又はその機能的部分又は免疫グロブリン鎖又はその機能的等価物
は、これらの配列と少なくとも75％、より好ましくは少なくとも80％、より好ましくは少
なくとも85％、より好ましくは少なくとも86％、より好ましくは少なくとも87％、より好
ましくは少なくとも88％、より好ましくは少なくとも89％、より好ましくは少なくとも90
％、より好ましくは少なくとも91％、より好ましくは少なくとも92％、より好ましくは少
なくとも93％、より好ましくは少なくとも94％、より好ましくは少なくとも95％、より好
ましくは少なくとも96％、より好ましくは少なくとも97％、より好ましくは少なくとも98
％、より好ましくは少なくとも99％、最も好ましくは100％、同一である、重鎖CDR1、CDR
2及び/又はCDR3配列及び/又は軽鎖CDR1、CDR2及び/又はCDR3配列を含む。
【００４１】
　他の実施形態では、本発明による抗体は、表１に示される配列番号３２の重鎖配列及び
表１の配列番号３７の軽鎖配列を有する、抗体AT10_003の重鎖CDR1、CDR2及びCDR3配列及
び軽鎖CDR1、CDR2及びCDR3配列を含む。配列番号２は抗体AT10_003の重鎖CDR1配列であり
、配列番号７は重鎖CDR2配列であり、配列番号１２は重鎖CDR3配列であり、配列番号１７
は軽鎖CDR1配列であり、配列番号２２は軽鎖CDR2配列であり、配列番号２７は軽鎖CDR3配
列である。抗体AT10_003は、グループ１及びグループ２の両方のインフルエンザＡウイル
スに特異的に結合することができるので、好ましい抗体である。抗体AT10_003は、少なく
ともＨ３、Ｈ５、及びＨ７サブタイプのインフルエンザＡウイルスに対する交差結合活性
を有するので、好ましい抗体である。AT10_003は、多種多様な組換えHAサブタイプ及びイ
ンフルエンザAウイルスに結合することができる。それは少なくともヒトインフルエンザH
1N1 (A/Hawaii/31/2007) に感染した細胞、ヒトインフルエンザH3N2 (A/Netherlands/177
/2008)に感染した細胞、及びヒトインフルエンザH3N2 (A/Wyoming/03/2003, A/Aichi/2/1
968 及び A/Wisconsin/67/2005)、H5N1 (A/Vietnam/1203/2004 及び A/Thailand/Vietnam
 Consensus/2004)、H7N7(A/Netherlands/219/2003) 及びH9N2 (A/Hong Kong/1073/1999)
のＨＡに結合することができる。ヒトインフルエンザウイルスのHAとヒトインフルエンザ
ウイルスに感染した細胞を認識することに加えて、抗体AT10_003はまた、ニワトリH7N7 (
A/Ch/Neth/621557/2003)及びブタ H3N2 (A/swine/St.oedenrode/1996)に感染した細胞等
の、非ヒト細胞に感染するいくつかのインフルエンザウイルスに感染した細胞も認識する
ことができ、ブタH4N6 (A/Swine/Ontario/01911-1/1999)のＨＡ、アヒル H10N3 (A/duck/
Hong Kong/786/1979)のＨＡ、及び アヒル H15N8 (A/duck/AUS/341/1983)のＨＡに結合す
ることができるので、抗体AT10_003は、さらに好ましい。本明細書で用いられる用語「AT
10_003」は、例えば単離された、及び／又は精製された或いは組み換えで製造された等の
ように、表１に示されるAT10_003の重鎖及び軽鎖配列を有する全ての抗体及び機能的等価
物を含む。
【００４２】
　上述したように、当業者は、インフルエンザＡウイルスに特異的な、表1に示される免
疫グロブリン可変ドメインの少なくとも1つのCDR配列を含む免疫グロブリン鎖又はその機
能的等価物をよく産生することができ、本発明の改変されたCDR配列を少なくとも一つ含
む変異体を生成することができる。
【００４３】
　したがって、本発明は、以下：
-　配列番号２と少なくとも７０％同一である配列を含む重鎖CDR1配列、及び／又は、
-　配列番号７と少なくとも７０％同一である配列を含む重鎖CDR2配列、及び／又は、
-　配列番号１２と少なくとも７０％同一である配列を含む重鎖CDR3配列、及び／又は、
-　配列番号１７と少なくとも７０％同一である配列を含む軽鎖CDR1配列、及び／又は、
-　配列番号２２と少なくとも７０％同一である配列を含む軽鎖CDR2配列、及び／又は、
-　配列番号２７と少なくとも７０％同一である配列を含む軽鎖CDR3配列、
を含む、単離された、合成された又は組換えの抗体又はその機能的部分、又はその免疫グ
ロブリン鎖又はその機能的等価物を提供する。
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　好ましくは、当該抗体又はその機能的部分又は免疫グロブリン鎖又はその機能的等価物
は、これらの配列と少なくとも75％、より好ましくは少なくとも80％、より好ましくは少
なくとも85％、より好ましくは少なくとも86％、より好ましくは少なくとも87％、より好
ましくは少なくとも88％、より好ましくは少なくとも89％、より好ましくは少なくとも90
％、より好ましくは少なくとも91％、より好ましくは少なくとも92％、より好ましくは少
なくとも93％、より好ましくは少なくとも94％、より好ましくは少なくとも95％、より好
ましくは少なくとも96％、より好ましくは少なくとも97％、より好ましくは少なくとも98
％、より好ましくは少なくとも99％、最も好ましくは100％、同一である、重鎖CDR1、CDR
2及び/又はCDR3配列及び/又は軽鎖CDR1、CDR2及び/又はCDR3配列を含む。
【００４４】
　他の実施形態では、本発明による抗体は、表１に示される配列番号３５の重鎖配列及び
表１の配列番号４０の軽鎖配列を有する、抗体AT10_005の重鎖CDR1、CDR2及びCDR3配列及
び軽鎖CDR1、CDR2及びCDR3配列を含む。配列番号５は抗体AT10_005の重鎖CDR1配列であり
、配列番号１０は重鎖CDR2配列であり、配列番号１５は重鎖CDR3配列であり、配列番号２
０は軽鎖CDR1配列であり、配列番号２５は軽鎖CDR2配列であり、配列番号３０は軽鎖CDR3
配列である。抗体AT10_003は、グループ１及びグループ２の両方のインフルエンザＡウイ
ルスに特異的に結合することができるので、好ましい抗体である。抗体AT10_005は、少な
くともＨ１、Ｈ５、及びＨ９サブタイプのインフルエンザＡウイルスに対する交差結合活
性を有するので、好ましい抗体である。AT10_005は、多種多様な組換えHAサブタイプ及び
インフルエンザAウイルスに結合することができる。それは少なくともヒトインフルエン
ザH1N1 (A/Neth/602/2009) に感染した細胞、及びヒトインフルエンザH1N1 (A/Californi
a/07/2009,及び A/New Caledonia/20/1999)、H5N1 (A/Vietnam/1203/2004)、及びH9N2 (A
/Hong Kong/1073/1999)のＨＡに結合することができる。ヒトインフルエンザウイルスのH
Aとヒトインフルエンザウイルスに感染した細胞を認識することに加えて、抗体AT10_005
はまた、シチメンチョウH5N1 (A/Turkey/Turkey/2004)に感染した細胞等の、非ヒト細胞
に感染するいくつかのインフルエンザウイルスに感染した細胞も認識することができるの
で、抗体AT10_005は、さらに好ましい。抗体AT10_001は、Ｈ１Ｎ１ウイルスに対する高い
中和活性を有し、約0.24μg/mlのIC50値でのインビトロH1N1 A/Hawaii/31/2007中和活性
、及び約2.7μg/mlのIC50値でのインビトロH1N1 A/Neth/602/2009 (ブタ起源)中和活性を
有するので、さらに好ましい。AT10_005は、インビボでＨ１Ｎ１に対する保護活性も有す
る。抗体AT10_001は、さらにＨ５Ｎ１ウイルスに対する高い中和活性を有し、約1.3μg/m
lのIC50値でのインビトロH5N1 A/turkey/Turkey/05中和活性を有する。HAタンパク質の保
存されたステム領域中のエピトープに結合するので、抗体AT10_005はさらに好ましい。こ
の領域には限定的な変異が存在するので、エピトープがステム領域に位置するような抗体
は広範囲のインフルエンザウイルスに結合することができる。本明細書で用いられる用語
「AT10_005」は、例えば単離された、及び／又は精製された或いは組み換えで製造された
等のように、示されているAT10_005の重鎖及び軽鎖配列を有する全ての抗体及び機能的等
価物を含む。
【００４５】
　上述したように、当業者は、インフルエンザＡウイルスに特異的な、表1に示される免
疫グロブリン可変ドメインの少なくとも1つのCDR配列を含む免疫グロブリン鎖又はその機
能的等価物をよく産生することができ、本発明の改変されたCDR配列を少なくとも一つ含
む変異体を生成することができる。
【００４６】
　　したがって、本発明は、以下：
-　配列番号５と少なくとも７０％同一である配列を含む重鎖CDR1配列、及び／又は、
-　配列番号１０と少なくとも７０％同一である配列を含む重鎖CDR2配列、及び／又は、
-　配列番号１５と少なくとも７０％同一である配列を含む重鎖CDR3配列、及び／又は、
-　配列番号２０と少なくとも７０％同一である配列を含む軽鎖CDR1配列、及び／又は、
-　配列番号２５と少なくとも７０％同一である配列を含む軽鎖CDR2配列、及び／又は、
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-　配列番号３０と少なくとも７０％同一である配列を含む軽鎖CDR3配列、
を含む、単離された、合成された又は組換えの抗体又はその機能的部分、又はその免疫グ
ロブリン鎖又はその機能的等価物を提供する。
好ましくは、当該抗体又はその機能的部分又は免疫グロブリン鎖又はその機能的等価物は
、これらの配列と少なくとも75％、より好ましくは少なくとも80％、より好ましくは少な
くとも85％、より好ましくは少なくとも86％、より好ましくは少なくとも87％、より好ま
しくは少なくとも88％、より好ましくは少なくとも89％、より好ましくは少なくとも90％
、より好ましくは少なくとも91％、より好ましくは少なくとも92％、より好ましくは少な
くとも93％、より好ましくは少なくとも94％、より好ましくは少なくとも95％、より好ま
しくは少なくとも96％、より好ましくは少なくとも97％、より好ましくは少なくとも98％
、より好ましくは少なくとも99％、最も好ましくは100％、同一である、重鎖CDR1、CDR2
及び/又はCDR3配列及び/又は軽鎖CDR1、CDR2及び/又はCDR3配列を含む。
【００４７】
　好ましい実施形態では、本発明による抗体は上記抗体の一つの重鎖及び軽鎖の両方のＣ
ＤＲ配列を含む。したがって、配列番号１、配列番号６、配列番号１１、配列番号１６、
配列番号２１及び配列番号２６、又はそれらと少なくとも７０％同一である配列を含む、
抗体AT10_004の重鎖CDR1、CDR2及びCDR3配列及び軽鎖CDR1、CDR2及びCDR3配列を含む抗体
が提供される。
【００４８】
　他の実施形態では、配列番号２、配列番号７、配列番号１２、配列番号１７、配列番号
２２及び配列番号２７、又はそれらと少なくとも７０％同一である配列を含む、抗体AT10
_003の重鎖CDR1、CDR2及びCDR3配列及び軽鎖CDR1、CDR2及びCDR3配列を含む抗体が提供さ
れる。
【００４９】
　他の実施形態では、配列番号３、配列番号８、配列番号１３、配列番号１８、配列番号
２３及び配列番号２８、又はそれらと少なくとも７０％同一である配列を含む、抗体AT10
_002の重鎖CDR1、CDR2及びCDR3配列及び軽鎖CDR1、CDR2及びCDR3配列を含む抗体が提供さ
れる。
【００５０】
　他の実施形態では、配列番号４、配列番号９、配列番号１４、配列番号１９、配列番号
２４及び配列番号２９、又はそれらと少なくとも７０％同一である配列を含む、抗体AT10
_001の重鎖CDR1、CDR2及びCDR3配列及び軽鎖CDR1、CDR2及びCDR3配列を含む抗体が提供さ
れる。
【００５１】
　他の実施形態では、配列番号５、配列番号１０、配列番号１５、配列番号２０、配列番
号２５及び配列番号３０、又はそれらと少なくとも７０％同一である配列を含む、抗体AT
10_005の重鎖CDR1、CDR2及びCDR3配列及び軽鎖CDR1、CDR2及びCDR3配列を含む抗体が提供
される。
【００５２】
　上述のように、用語「抗体」は、その機能的部分、免疫グロブリン鎖又はその機能的等
価物を含む。
【００５３】
　好ましくは、当該機能的部分、免疫グロブリン鎖又はその機能的等価物は、上記ＣＤＲ
配列と少なくとも75％、より好ましくは少なくとも80％、より好ましくは少なくとも85％
、より好ましくは少なくとも86％、より好ましくは少なくとも87％、より好ましくは少な
くとも88％、より好ましくは少なくとも89％、より好ましくは少なくとも90％、より好ま
しくは少なくとも91％、より好ましくは少なくとも92％、より好ましくは少なくとも93％
、より好ましくは少なくとも94％、より好ましくは少なくとも95％、より好ましくは少な
くとも96％、より好ましくは少なくとも97％、より好ましくは少なくとも98％、より好ま
しくは少なくとも99％、最も好ましくは100％、同一である、重鎖CDR1、CDR2及び/又はCD
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R3配列及び/又は軽鎖CDR1、CDR2及び/又はCDR3配列を含む。
【００５４】
　好ましい実施形態では、本発明による抗体は、表１に示された、重鎖配列及び／又は軽
鎖配列、あるいはそれらと少なくとも７０％の配列同一性を有する配列を含む。したがっ
て、配列番号３１～３５からなる群より選択される配列と少なくとも７０％同一である配
列を含む重鎖配列を有し、及び／又は、配列番号３６～４０からなる群より選択される配
列と少なくとも７０％同一である配列を含む軽鎖配列を有するか、又は、これらの重鎖又
は軽鎖配列のいずれか一つと少なくとも75％、より好ましくは少なくとも80％、より好ま
しくは少なくとも85％、より好ましくは少なくとも86％、より好ましくは少なくとも87％
、より好ましくは少なくとも88％、より好ましくは少なくとも89％、より好ましくは少な
くとも90％、より好ましくは少なくとも91％、より好ましくは少なくとも92％、より好ま
しくは少なくとも93％、より好ましくは少なくとも94％、より好ましくは少なくとも95％
、より好ましくは少なくとも96％、より好ましくは少なくとも97％、より好ましくは少な
くとも98％、より好ましくは少なくとも99％、最も好ましくは100％、同一である配列を
有する、抗体又はその機能的部分又は免疫グロブリン鎖又はその機能的等価物も提供され
る。
【００５５】
　好ましくは、本発明による抗体は、列番号３１～３５からなる群より選択される配列と
少なくとも75％、より好ましくは少なくとも80％、より好ましくは少なくとも85％、より
好ましくは少なくとも86％、より好ましくは少なくとも87％、より好ましくは少なくとも
88％、より好ましくは少なくとも89％、より好ましくは少なくとも90％同一である重鎖配
列、及び／又は、列番号３６～４０からなる群より選択される配列と少なくとも75％、よ
り好ましくは少なくとも80％、より好ましくは少なくとも85％、より好ましくは少なくと
も86％、より好ましくは少なくとも87％、より好ましくは少なくとも88％、より好ましく
は少なくとも89％、より好ましくは少なくとも90％同一である軽鎖配列を含む。最も好ま
しくは、本発明による抗体は、列番号３１～３５からなる群より選択される配列と少なく
とも91％、より好ましくは少なくとも92％、より好ましくは少なくとも93％、より好まし
くは少なくとも94％、より好ましくは少なくとも95％、より好ましくは少なくとも96％、
より好ましくは少なくとも97％、より好ましくは少なくとも98％、より好ましくは少なく
とも99％同一である重鎖配列、及び／又は、列番号３６～４０からなる群より選択される
配列と少なくとも91％、より好ましくは少なくとも92％、より好ましくは少なくとも93％
、より好ましくは少なくとも94％、より好ましくは少なくとも95％、より好ましくは少な
くとも96％、より好ましくは少なくとも97％、より好ましくは少なくとも98％、より好ま
しくは少なくとも99％、最も好ましくは100％同一である軽鎖配列を含む。同一性が高く
なるほど、抗体は表１に示される抗体と緊密に類似する。
【００５６】
　本発明による、抗体又はその機能的部分又は免疫グロブリン鎖又はその機能的等価物は
、好ましくは表１に示されるのと同じ抗体の重鎖及び軽鎖と類似する重鎖並びに軽鎖を含
む。したがって、好ましい実施形態では、本発明による抗体は、与えられた抗体、好まし
くは抗体AT10_004の重鎖配列を含み、配列番号３１の配列を含み、同じ抗体、好ましくは
抗体AT10_004の軽鎖配列を含み、配列番号３６の配列を含むか、又は、それに少なくとも
70％、好ましくは少なくとも75％、より好ましくは少なくとも80％、より好ましくは少な
くとも85％、より好ましくは少なくとも86％、より好ましくは少なくとも87％、より好ま
しくは少なくとも88％、より好ましくは少なくとも89％、より好ましくは少なくとも90％
、より好ましくは少なくとも91％、より好ましくは少なくとも92％、より好ましくは少な
くとも93％、より好ましくは少なくとも94％、より好ましくは少なくとも95％、より好ま
しくは少なくとも96％、より好ましくは少なくとも97％、より好ましくは少なくとも98％
、より好ましくは少なくとも99％、同一である配列を含む。
【００５７】
　他の実施形態では、本発明による抗体又はその機能的部分は、抗体AT10_003の重鎖配列
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を含み、配列番号３２の配列を含み、抗体AT10_003の軽鎖配列を含み、配列番号３７の配
列を含むか、又は、それに少なくとも70％、好ましくは少なくとも75％、より好ましくは
少なくとも80％、より好ましくは少なくとも85％、より好ましくは少なくとも86％、より
好ましくは少なくとも87％、より好ましくは少なくとも88％、より好ましくは少なくとも
89％、より好ましくは少なくとも90％、より好ましくは少なくとも91％、より好ましくは
少なくとも92％、より好ましくは少なくとも93％、より好ましくは少なくとも94％、より
好ましくは少なくとも95％、より好ましくは少なくとも96％、より好ましくは少なくとも
97％、より好ましくは少なくとも98％、より好ましくは少なくとも99％、同一である配列
を含む。
【００５８】
　他の実施形態では、本発明による抗体又はその機能的部分は、抗体AT10_002の重鎖配列
を含み、配列番号３３の配列を含み、抗体AT10_002の軽鎖配列を含み、配列番号３８の配
列を含むか、又は、それに少なくとも70％、好ましくは少なくとも75％、より好ましくは
少なくとも80％、より好ましくは少なくとも85％、より好ましくは少なくとも86％、より
好ましくは少なくとも87％、より好ましくは少なくとも88％、より好ましくは少なくとも
89％、より好ましくは少なくとも90％、より好ましくは少なくとも91％、より好ましくは
少なくとも92％、より好ましくは少なくとも93％、より好ましくは少なくとも94％、より
好ましくは少なくとも95％、より好ましくは少なくとも96％、より好ましくは少なくとも
97％、より好ましくは少なくとも98％、より好ましくは少なくとも99％、同一である配列
を含む。
【００５９】
　他の実施形態では、本発明による抗体又はその機能的部分は、抗体AT10_001の重鎖配列
を含み、配列番号３４の配列を含み、抗体AT10_001の軽鎖配列を含み、配列番号３９の配
列を含むか、又は、それに少なくとも70％、好ましくは少なくとも75％、より好ましくは
少なくとも80％、より好ましくは少なくとも85％、より好ましくは少なくとも86％、より
好ましくは少なくとも87％、より好ましくは少なくとも88％、より好ましくは少なくとも
89％、より好ましくは少なくとも90％、より好ましくは少なくとも91％、より好ましくは
少なくとも92％、より好ましくは少なくとも93％、より好ましくは少なくとも94％、より
好ましくは少なくとも95％、より好ましくは少なくとも96％、より好ましくは少なくとも
97％、より好ましくは少なくとも98％、より好ましくは少なくとも99％、同一である配列
を含む。
【００６０】
　他の実施形態では、本発明による抗体又はその機能的部分は、抗体AT10_005の重鎖配列
を含み、配列番号３５の配列を含み、抗体AT10_005の軽鎖配列を含み、配列番号４０の配
列を含むか、又は、それに少なくとも70％、好ましくは少なくとも75％、より好ましくは
少なくとも80％、より好ましくは少なくとも85％、より好ましくは少なくとも86％、より
好ましくは少なくとも87％、より好ましくは少なくとも88％、より好ましくは少なくとも
89％、より好ましくは少なくとも90％、より好ましくは少なくとも91％、より好ましくは
少なくとも92％、より好ましくは少なくとも93％、より好ましくは少なくとも94％、より
好ましくは少なくとも95％、より好ましくは少なくとも96％、より好ましくは少なくとも
97％、より好ましくは少なくとも98％、より好ましくは少なくとも99％、同一である配列
を含む。
【００６１】
　本発明は、インビトロでのH3N2インフルエンザＡウイルスの、1μg/ml未満のIC50値で
の中和活性を有する抗体を提供する。このような抗体の利点は、中和する能力を得るため
に必要とされる前記抗体の投与量が少ないということである。したがって、インフルエン
ザ感染の治療及び/又は予防のために、より少ないインフルエンザＡ中和抗体を個体に投
与すればよい。所望の効果を得るために、できるだけ少量を用いることは、健康上の観点
及び経済的観点の両方から、望ましいことである。抗体に対する免疫学的反応等の、望ま
しくない影響の可能性が低減されるので、対象にはできるだけ少なく治療用抗体を投与す
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ることが好ましい。さらに、抗体の使用量が少なければ、インフルエンザ感染に対抗して
予防するための個人の治療コストが下がる。
【００６２】
　一般に、抗体の中和活性が高いほど、個々の治療のために必要な抗体の量が低くなる。
実施例に示されるように、抗体AT10_001は、約0.64μg/mlのIC50値でのインビトロH3N2 A
/Ned/177/2008ウイルスの中和活性を有し、抗体AT10_004は、約0.17μg/mlのIC50値での
インビトロH3N2 A/Ned/177/2008ウイルスの中和活性を有し、抗体AT10_002は、約0.18μg
/mlのIC50値でのインビトロH3N2 A/Ned/177/2008ウイルスの中和活性を有する。したがっ
て、好ましくは、本発明による抗体は、0.8μg/ml未満、より好ましくは0.6μg/ml未満、
より好ましくは0.5μg/ml未満、より好ましくは0.4μg/ml未満、より好ましくは0.3μg/m
l未満、より好ましくは0.2μg/ml未満のIC50値でのインビトロH3N2インフルエンザＡウイ
ルスの中和活性を有する。実施例ではさらに抗体AT10_001、AT10_002及びAT10_004がイン
ビボH3N2中和活性を有することが実証されている。これらの抗体は、インフルエンザウイ
ルスH3N2 HKX-31に対してマウスを保護することが示された。対照抗体で治療を受けてい
る全てのコントロールマウスは、それらの体重の25％以上を失い、試験から除外しなけれ
ばならなかったのに対し、抗体AT10_001、AT10_002又はAT10_004処置を受けたすべてのマ
ウスは、H3N2ウイルスによるチャレンジを生き残った。したがって、好ましい実施形態で
は、実施例に記載のように、例えばマウスモデルにおけるインフルエンザH3N2感染に対す
る防御活性によって測定されるように、本発明による抗体は、インビボH3N2中和活性を有
する。
【００６３】
　好ましくは、本発明のインフルエンザＡ中和抗体は、実施例に記載のような中和アッセ
イにおいて決定されるように、当該インビトロ中和活性を有する。
【００６４】
　同じサブタイプのインフルエンザＡウイルスにはいくつかの株が存在する。同じインフ
ルエンザＡウイルスサブタイプの異なる株は、宿主感染性に差異があるかもしれない。し
たがって、好ましい実施形態では、本発明のインフルエンザＡ中和抗体は、少なくとも一
つのH3N2インフルエンザウイルス株を、示された中和活性で中和し、より好ましくは少な
くとも2つ、より好ましくは少なくとも3つ、より好ましくは少なくとも4つ、最も好まし
くは少なくとも5つの異なるH3N2インフルエンザウイルス株を示された中和活性で中和す
る。好ましい実施形態において、本発明のインフルエンザＡ中和抗体は、少なくともH3N2
 A/Ned/177/2008インフルエンザウイルス株を中和し、及び/又はH3N2 HKX-31、及び/又は
H3N2 A/swine/Neth/St. Oedenrode/96を中和する。
【００６５】
　本発明により提供される抗体は、少なくとも2つの異なるインフルエンザサブタイプに
結合することができる。一実施形態において、H3N2に結合することが可能であり、少なく
とも1つの他のグループ2のインフルエンザＡウイルスサブタイプに結合することが可能で
ある抗体が提供される。別の実施形態において、H1N1に結合することが可能であり、少な
くとも1つの他のグループ1のインフルエンザＡウイルスサブタイプに結合することが可能
である抗体が提供される。このような抗体の利点は、このようにして、すなわち、少なく
とも2つの異なるインフルエンザウイルスサブタイプに結合することができるという、交
差結合活性を有することである。好ましい実施形態において、更に当該少なくとも1つの
他のグループ型インフルエンザＡウイルスを中和することができるインフルエンザＡの中
和抗体が提供される。このような抗体は、交差中和活性、すなわち、少なくとも2つの異
なるインフルエンザＡウイルスサブタイプ中和活性を有する。このような抗体は、単一抗
体の使用で複数のインフルエンザサブタイプの中和を可能にするという利点を有する。こ
のような抗体は、このように広い中和活性を有する。
【００６６】
　別の好ましい実施形態において、少なくとも一つのグループ2サブタイプのインフルエ
ンザＡウイルス及び少なくとも一つのグループ1サブタイプのインフルエンザＡウイルス
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に結合することができるインフルエンザＡ中和抗体が提供される。より好ましい実施形態
において、更に当該少なくとも一つのグループ2及び/又は当該少なくとも1つのグループ1
サブタイプのインフルエンザＡウイルスを中和することができる、インフルエンザＡ中和
抗体が提供される。
【００６７】
　本発明のインフルエンザＡ中和抗体は、少なくとも二つのグループ2のインフルエンザ
ウイルスサブタイプ、又は少なくとも一つのグループ１及び一つのグループ2のインフル
エンザＡウイルスサブタイプに特異的に結合することができ、好ましくはインフルエンザ
サブタイプの間で共有されている血球凝集素タンパク質内のエピトープに特異的に結合す
ることができる。好ましくは、当該エピトープは、インフルエンザＡウイルスの血球凝集
素タンパク質の保存領域内に位置される。前述したように、H3、H4、H7、H10、H14及びH1
5は、現在、グループ2からのインフルエンザウイルスであることが分かっている。当該少
なくとも二つのグループ2サブタイプのインフルエンザＡウイルスサブタイプは好ましく
はH3、H4、H7、H10、H14及びH15含有インフルエンザＡウイルスサブタイプからなる群よ
り選択される。一実施形態では、H3N2インフルエンザＡウイルスに結合及び/又は中和す
ることができ、及びH4、H7、H10、H14又はH15含有インフルエンザＡウイルスに結合する
ことができる本発明の抗体が提供される。好ましくは、このような抗体は、H7含有インフ
ルエンザＡウイルスサブタイプに結合することができる。インフルエンザウイルスを含む
H7は頻繁に家禽に感染する。人間は感染した家禽と直接接触するので、H7インフルエンザ
ウイルス並びに、鳥類H7及びヒトインフルエンザウイルスの混合物によるヒトの感染のか
なりのリスクがある。H7を含むインフルエンザウイルスによるヒトの感染に死がもたらさ
れたことが報告されている。したがって、好ましい態様において、本発明は、H3及びH7サ
ブタイプのインフルエンザＡウイルスに結合することができるインフルエンザＡ中和抗体
を提供する。好ましくは、当該抗体は、更にH3及びH7の両方のサブタイプのインフルエン
ザＡウイルスを中和することができる。
【００６８】
　上述したように、グループ1からは、H1、H2、H5、H6、H8、H9、H11、H12、H13及びH16
が、現在知られているインフルエンザウイルスである。したがって、上述した少なくとも
一つのグループ1サブタイプのインフルエンザウイルスは、好ましくはH1、H2、H5、H6、H
8、H9、H11、H12、H13及びH16含有インフルエンザＡウイルスサブタイプからなる群から
選択される。一実施形態では、H3N2インフルエンザＡウイルスに結合及び/又は中和する
ことができ、及びH1、H2、H5、H6、H8、H9、H11、H12、H13及びH16含有インフルエンザＡ
ウイルスに結合することができる本発明の抗体が提供される。好ましくは、当該少なくと
も一つのグループ1サブタイプのインフルエンザＡウイルスは、H1及びH5含有インフルエ
ンザＡウイルスサブタイプからなる群から選択される。H1N1は、ヒトへの感染能を有する
インフルエンザAウイルスの一つであり、一般的には季節的なインフルエンザの流行は、
少なくとも一つのH1N1インフルエンザウイルスを含む。H5N1、H5N3、H5N4及びH5N9などの
ようなH5含有ウイルスは、主に鳥に感染する。しかしながら、H5インフルエンザサブタイ
プのいくつかは、鳥からヒトへ伝達され得る。H5型インフルエンザサブタイプによるヒト
の感染は、原因肺炎など生命を脅かす合併症のリスク及び死亡リスクがあるので、特に危
険である。
【００６９】
　特に好ましい実施形態において、本発明は、H3、H7及びH1サブタイプのインフルエンザ
ウイルスに結合及び/又は中和できるインフルエンザA中和抗体を提供する。
【００７０】
　一実施形態では、本発明に係る抗体は、例えば、ニワトリ、アヒル、ガチョウ、シチメ
ンチョウ、及びキジ等の鳥類、ブタ、フェレット、ウサギ、ネコ、イヌ及びウマを含むが
、これに限定されない非ヒト動物に感染する少なくとも一つのインフルエンザウイルスに
結合することができる。このような抗体は、例えば、家畜やペットとして飼われている動
物であるが、これらに限定されない当該非ヒト動物においてインフルエンザウイルス感染
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に対抗するために使用することができる。さらに、人間はそのような動物と直接接触する
ので、当該動物に感染しているインフルエンザウイルスによるヒトの感染のかなりのリス
クがある。別のリスクは、非ヒト動物に感染することが可能なインフルエンザウイルスと
、ヒトに感染することが可能なインフルエンザウイルスが混合され、新しい、潜在的に高
病原性のインフルエンザウイルスを生じることである。したがって、好ましくは、非ヒト
動物に感染するインフルエンザAウイルスサブタイプに結合することができる、本発明に
よる抗体が提供される。好ましい実施態様において、当該抗体は、鳥類及び/又はブタイ
ンフルエンザＡウイルスサブタイプに結合することが可能である。例えば、そのような鳥
類及び/又はブタインフルエンザウイルスのサブタイプの例としては、これらに限定され
ないが、H4N6、H10N3、H15N8、H7N1、H7N7及び/又はH5N1インフルエンザウイルスのよう
なH4、H10、H15、H5ならびにH7含有インフルエンザウイルスである。
【００７１】
　上述したように、H7含有インフルエンザウイルスはしばしば家禽に感染し、H7インフル
エンザウイルス及び鳥類H7及びヒトインフルエンザウイルスの混合物によるヒトの感染は
かなりの危険性がある。したがって、一実施形態では、H7サブタイプインフルエンザAウ
イルスに結合することができる、本発明に係る抗体が提供される。より好ましくは、H7サ
ブタイプのインフルエンザＡウイルスを中和することができる抗体が提供される。例えば
、このような抗体は、インビトロH7N7（例えばA/Ch/Neth/621557/03など）及び/又はH7N1
（例えばA/Ch/Italy/1067/99など）インフルエンザＡウイルス中和活性を有する。好まし
くは、当該抗体は、10μg/ml未満、より好ましくは5μg/ml未満、より好ましくは4μg/ml
未満、より好ましくは3μg/ml未満、より好ましくは2μg/ml未満、より好ましくは1μg/m
l未満、より好ましくは0.8μg/ml未満、より好ましくは0.6μg/ml未満、より好ましくは0
.4μg/ml未満、より好ましくは0.3μg/ml未満、より好ましくは0.2μg/ml未満、のIC50値
でのインビトロH7N1及び／又はH7N7インフルエンザＡウイルスの中和活性を有する。好ま
しくは、本願発明によるそのようなインフルエンザＡ中和抗体は実施例に記載のような中
和アッセイにおいて決定されるインビトロ中和活性を有する。好ましい実施形態では、本
発明のインフルエンザＡ中和抗体は、少なくとも一つのH7N1及び／又はH7N7インフルエン
ザウイルス株を、示された中和活性で中和し、より好ましくは少なくとも2つ、より好ま
しくは少なくとも3つ、より好ましくは少なくとも4つ、より好ましくは少なくとも5つの
異なるH7N1及び／又はH7N7インフルエンザウイルス株を示された中和活性で中和する。好
ましい実施形態において、本発明のインフルエンザＡ中和抗体は、少なくともH7N7（A/Ch
/Neth/621557/03）及び／又はH7N1（Ch/Italy/1067/99）を中和する。
【００７２】
　H7サブタイプのインフルエンザAウイルスに結合することができる本発明の特に好まし
い抗体は、表１に示される配列番号３１の重鎖配列及び表１に示される配列番号３６の軽
鎖配列を有するAT10_004である。H7サブタイプのインフルエンザAウイルスに結合するこ
とができる本発明の別の特に好ましい抗体は、表１に示される配列番号３３の重鎖配列及
び表１に示される配列番号３８の軽鎖配列を有するAT10_002である。H7サブタイプのイン
フルエンザAウイルスに結合することができる本発明の別の特に好ましい抗体は、表１に
示される配列番号３４の重鎖配列及び表１に示される配列番号３９の軽鎖配列を有するAT
10_001である。
【００７３】
　これらの好ましい抗体の重鎖及び軽鎖のCDR配列は、表1に示されている。配列番号１は
抗体AT10_004の重鎖ＣＤＲ１配列であり、配列番号６は重鎖ＣＤＲ２配列であり、配列番
号１１は重鎖ＣＤＲ３配列であり、配列番号１６は軽鎖ＣＤＲ１配列であり、配列番号２
１は軽鎖ＣＤＲ２配列であり、配列番号２６は軽鎖ＣＤＲ３配列である。配列番号３は抗
体AT10_002の重鎖ＣＤＲ１配列であり、配列番号８は重鎖ＣＤＲ２配列であり、配列番号
１３は重鎖ＣＤＲ３配列であり、配列番号１８は軽鎖ＣＤＲ１配列であり、配列番号２３
は軽鎖ＣＤＲ２配列であり、配列番号２８は軽鎖ＣＤＲ３配列である。配列番号４は抗体
AT10_001の重鎖ＣＤＲ１配列であり、配列番号９は重鎖ＣＤＲ２配列であり、配列番号１
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４は重鎖ＣＤＲ３配列であり、配列番号１９は軽鎖ＣＤＲ１配列であり、配列番号２４は
軽鎖ＣＤＲ２配列であり、配列番号２９は軽鎖ＣＤＲ３配列である。
【００７４】
　したがって、本発明は、以下：
-　配列番号１と少なくとも７０％同一である配列を含む重鎖CDR1配列、及び、
-　配列番号６と少なくとも７０％同一である配列を含む重鎖CDR2配列、及び、
-　配列番号１１と少なくとも７０％同一である配列を含む重鎖CDR3配列、及び、
-　配列番号１６と少なくとも７０％同一である配列を含む軽鎖CDR1配列、及び、
-　配列番号２１と少なくとも７０％同一である配列を含む軽鎖CDR2配列、及び、
-　配列番号２６と少なくとも７０％同一である配列を含む軽鎖CDR3配列、
を含む、単離された、合成された又は組換えの抗体又はその機能的部分、又はその免疫グ
ロブリン鎖又はその機能的等価物を提供する。
【００７５】
　さらに、本発明は、以下：
-　配列番号３と少なくとも７０％同一である配列を含む重鎖CDR1配列、及び、
-　配列番号８と少なくとも７０％同一である配列を含む重鎖CDR2配列、及び、
-　配列番号１３と少なくとも７０％同一である配列を含む重鎖CDR3配列、及び、
-　配列番号１８と少なくとも７０％同一である配列を含む軽鎖CDR1配列、及び、
-　配列番号２３と少なくとも７０％同一である配列を含む軽鎖CDR2配列、及び、
-　配列番号２８と少なくとも７０％同一である配列を含む軽鎖CDR3配列、
を含む、単離された、合成された又は組換えの抗体又はその機能的部分、又はその免疫グ
ロブリン鎖又はその機能的等価物を提供する。
【００７６】
　さらに、本発明は、以下：
-　配列番号４と少なくとも７０％同一である配列を含む重鎖CDR1配列、及び、
-　配列番号９と少なくとも７０％同一である配列を含む重鎖CDR2配列、及び、
-　配列番号１４と少なくとも７０％同一である配列を含む重鎖CDR3配列、及び、
-　配列番号１９と少なくとも７０％同一である配列を含む軽鎖CDR1配列、及び、
-　配列番号２４と少なくとも７０％同一である配列を含む軽鎖CDR2配列、及び、
-　配列番号２９と少なくとも７０％同一である配列を含む軽鎖CDR3配列、
を含む、単離された、合成された又は組換えの抗体又はその機能的部分、又はその免疫グ
ロブリン鎖又はその機能的等価物を提供する。
【００７７】
　好ましくは、当該抗体又はその機能的部分又は免疫グロブリン鎖又はその機能的等価物
は、これらの配列と少なくとも75％、より好ましくは少なくとも80％、より好ましくは少
なくとも85％、より好ましくは少なくとも86％、より好ましくは少なくとも87％、より好
ましくは少なくとも88％、より好ましくは少なくとも89％、より好ましくは少なくとも90
％、より好ましくは少なくとも91％、より好ましくは少なくとも92％、より好ましくは少
なくとも93％、より好ましくは少なくとも94％、より好ましくは少なくとも95％、より好
ましくは少なくとも96％、より好ましくは少なくとも97％、より好ましくは少なくとも98
％、より好ましくは少なくとも99％、最も好ましくは100％、同一である、重鎖CDR1、CDR
2及び/又はCDR3配列及び/又は軽鎖CDR1、CDR2及び/又はCDR3配列を含む。
【００７８】
　上述のように、H5インフルエンザサブタイプのいくつかは、ヒトに感染し得る。H5型イ
ンフルエンザサブタイプによるヒトの感染は、原因肺炎など生命を脅かす合併症のリスク
及び死亡リスクがあるので、特に危険である。したがって、一実施形態では、H5サブタイ
プのインフルエンザＡウイルスに結合することができる、本発明に係る抗体が提供される
。より好ましくは、H5サブタイプのインフルエンザAウイルスを中和することができる抗
体が提供される。例えば、このような抗体は、インビトロH5N1 (例えば A/Turkey/Turkey
/04等の)インフルエンザＡウイルス中和活性を有する。好ましくは、当該抗体は、10μg/
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ml未満、より好ましくは5μg/ml未満、より好ましくは4μg/ml未満、より好ましくは3μg
/ml未満、より好ましくは2μg/ml未満、より好ましくは1μg/ml未満、より好ましくは0.8
μg/ml未満、より好ましくは0.6μg/ml未満、より好ましくは0.4μg/ml未満、より好まし
くは0.3μg/ml未満、より好ましくは0.2μg/ml未満、のIC50値でのインビトロH5N1インフ
ルエンザＡウイルスの中和活性を有する。好ましくは、本願発明によるそのようなインフ
ルエンザＡ中和抗体は実施例に記載のような中和アッセイにおいて決定されるインビトロ
中和活性を有する。好ましい実施形態では、本発明のインフルエンザＡ中和抗体は、少な
くとも一つのH5N1インフルエンザウイルス株を、示された中和活性で中和し、より好まし
くは少なくとも2つ、より好ましくは少なくとも3つ、より好ましくは少なくとも4つ、よ
り好ましくは少なくとも5つの異なるH5N1インフルエンザウイルス株を示された中和活性
で中和する。好ましい実施形態において、本発明のインフルエンザＡ中和抗体は、少なく
ともH5N1 (A/Turkey/Turkey/04)を中和する。H5サブタイプのインフルエンザAウイルスに
結合することができる本発明の特に好ましい抗体は、AT10_003である。H5サブタイプのイ
ンフルエンザAウイルスに結合することができる本発明の他の特に好ましい抗体は、AT10_
005である。AT10_003又はAT10_005のＣＤＲ配列と少なくとも70％同一の配列を有する抗
体又は機能的部分は、Ｈ５サブタイプのインフルエンザＡウイル
スに対抗するために好ましい。
【００７９】
　本発明による抗体は、好ましくはヒト抗体である。ヒトにおける予防及び治療のための
ヒト抗体の使用は、ヒト個体における非ヒト配列に対する免疫学的反応による副作用の可
能性を減少させる。別の実施形態において、本発明に係る抗体はヒト化抗体である。ヒト
化抗体は、ヒト抗体への非ヒト可変ドメインを組み込むことによって製造されるので、完
全非ヒト抗体と比較して、免疫原性が減少している。別の実施形態において、本発明に係
る抗体は、キメラ抗体である。キメラ抗体においては、例えば関心のある結合部位のよう
な、関心のある配列は、本発明による抗体に含まれる。
【００８０】
　本発明の好ましい抗体は、ヘマグルチニン（血球凝集素）タンパク質に対して高い結合
親和性を有する。親和定数と抗原と抗体の間の結合の特異性の測定は、本発明の抗インフ
ルエンザA抗体を用いて予防、治療、診断及び研究方法の有効性を決定することが好まし
い。「結合親和性」とは、一般に、分子の単一の結合部位（例えば、抗体）とその結合パ
ートナー（例えば、抗原）間の非共有相互作用の総和の強さをいう。本明細書で用いる場
合、特に断らない限り、「結合親和性」とは、結合対（例えば抗体と抗原）のメンバー間
の１：１相互作用を反映する内因性結合親和性を意味する。親和性は、一般に、kdに対す
るkaの比として計算される平衡解離定数（KD）で表すことができる（Chen, Y., et al., 
(1999) J. Mol Biol 293:865-881）。親和性は、例えばIBISテクノロジーズBV（ヘンゲロ
、オランダ）のBiaCore又はIBIS-iSPR器具などの表面プラズモン共鳴（SPR）アッセイ、
又はKinexa等の溶液相アッセイ等の、当技術分野で公知の一般的な方法によって測定する
ことができる。好ましくは、本発明による抗体は、インフルエンザHAタンパク質上のエピ
トープに対して100nM以下、より好ましくは50nM以下、より好ましくは25nM以下、より好
ましくは10nM以下、より好ましくは5nM以下、より好ましくは2nM以下、より好ましくは1n
M以下、より好ましくは0.5 nM以下であり、より好ましくはで0.3 nM以下であり、より好
ましくは0.1nM以下である解離定数（KD）によって特徴付けられる結合親和性を有する。
【００８１】
　本発明はさらに、本発明による抗体又はその機能的部分又は免疫グロブリン鎖又はその
機能的等価物の少なくとも一つのCDR配列をコードする、単離された、合成された又は組
換えの、少なくとも15ヌクレオチドの長さの核酸分子、又はその機能的等価物を提供する
。好ましくは、本発明による核酸は、少なくとも30ヌクレオチド、より好ましくは少なく
とも50ヌクレオチド、より好ましくは少なくとも75ヌクレオチドの長さを有している。本
発明の核酸は、例えば本発明による抗体を産生することができるB細胞から単離されたも
のである。好ましい実施態様では、本発明の抗体をコードする核酸が提供される。
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【００８２】
　本明細書において用いられる、「本発明による抗体又はその機能的部分又は免疫グロブ
リン鎖又はその機能的等価物の少なくとも一つのCDR配列をコードする、単離された、合
成された又は組換えの、少なくとも15ヌクレオチドの長さの核酸分子、又はその機能的等
価物」は、本明細書において「本発明による核酸分子又はその機能的等価物」ともいう。
【００８３】
　本明細書で使用される場合、本発明の核酸分子又は核酸配列は、好ましくは、ヌクレオ
チドの鎖、より好ましくは、DNA及び/又はRNAを含む。他の実施形態では、本発明の核酸
分子又は核酸配列は、核酸構造の他の種類、例えば、DNA/RNAヘリックス、ペプチド核酸
（PNA）、ロックド核酸（LNA）及び/又はリボザイムを含む。そのような他の核酸構造は
、核酸配列の機能的等価物と呼ばれる。用語「核酸分子の機能的等価物」はまた、天然の
ヌクレオチドと同様の機能を発揮する非天然ヌクレオチド、修飾ヌクレオチド及び/又は
非ヌクレオチドビルディングブロックを含む鎖を包含する。
【００８４】
　抗体AT10_004、AT10_003、AT10_002、AT10_001及びAT10_005の好ましい重鎖及び軽鎖の
CDRをコードする核酸配列は、表1に示されている。表1に示すCDR核酸配列とは異なるが、
当該重鎖又は軽鎖CDRと同じアミノ酸をコードする核酸コドンを有する、本発明による抗
体の重鎖又は軽鎖CDRをコードする核酸分子もまた、本発明に包含される。例えば、それ
によって一般に類似の特性（サイズ、疎水性等）を有する別の残基によって置換される、
保存的アミノ酸置換を介してアミノ酸残基が変更された、表1に示された抗体の重鎖又は
軽鎖CDRをコードする核酸分子も、得られたCDRが、表1に示されているCDRと少なくとも70
％の配列同一性を有する限り、本発明に包含される。
【００８５】
　本発明に係る好ましい核酸分子は、
　-配列番号41～45からなる群より選択される配列に対して少なくとも70％の配列同一性
を有する、重鎖CDR1をコードする配列、及び／又は
　-配列番号46～50からなる群より選択される配列に対して少なくとも70％の配列同一性
を有する、重鎖CDR2をコードする配列、及び／又は
　-配列番号51～55からなる群より選択される配列に対して少なくとも70％の配列同一性
を有する、重鎖CDR3をコードする配列、及び／又は
　-配列番号56～60からなる群より選択される配列に対して少なくとも70％の配列同一性
を有する、軽鎖CDR1をコードする配列、及び／又は
　-配列番号61～65からなる群より選択される配列に対して少なくとも70％の配列同一性
を有する、軽鎖CDR2をコードする配列、及び／又は
　-配列番号66～70からなる群より選択される配列に対して少なくとも70％の配列同一性
を有する、軽鎖CDR3をコードする配列、
を含む。
【００８６】
　本発明の核酸分子は、当該配列と好ましくは少なくとも75％、より好ましくは少なくと
も80％、より好ましくは少なくとも85％、より好ましくは少なくとも90％、最も好ましく
は少なくとも95％の配列、最も好ましくは100％の同一性を有する配列を含む。好ましく
は、核酸分子は、少なくとも一つのCDRをコードする配列を含む。さらに、配列番号41～7
0から選択される核酸分子に少なくとも70％の配列同一性を有する配列、好ましくは少な
くとも75％、より好ましくは少なくとも80％、より好ましくは少なくとも85％、より好ま
しくは少なくとも90％、最も好ましくは少なくとも95％、最も好ましくは100％の配列同
一性を有し、少なくとも15ヌクレオチドを有する核酸分子又はその機能的等価物が提供さ
れる。
【００８７】
　本発明による核酸分子又はその機能的等価物は、好ましくは、表1に示す重鎖及び／又
は軽鎖と少なくとも70％の配列同一性を有する領域をコードする。したがって、好ましい
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核酸分子又は機能的等価物は、配列番号71～75からなる群から選択される配列に対して少
なくとも70％の配列同一性を有する配列及び／又は配列番号76～80からなる群から選択さ
れる配列に対して少なくとも70％の配列同一性を有する配列を含む。より好ましくは、本
発明に係る核酸分子又はその機能的等価物は、表1に示された抗体と同じ抗体の配列をコ
ードする重鎖及び軽鎖と類似する、重鎖コード配列並びに軽鎖コード配列を含む。したが
って、好ましい実施形態において、本発明による核酸又はその機能的等価物は、配列番号
７１の配列を含み、抗体AT10_004の重鎖コード配列を含み、及び配列番号７６の配列を含
み、抗体AT10_004の軽鎖コード配列を含むか、又はそれらと少なくとも70％、好ましくは
少なくとも75％、より好ましくは少なくとも80％、より好ましくは少なくとも85％、より
好ましくは少なくとも86％、より好ましくは少なくとも87％、より好ましくは少なくとも
88％、より好ましくは少なくとも89％、より好ましくは少なくとも90％、より好ましくは
少なくとも91％、より好ましくは少なくとも92％、より好ましくは少なくとも93％、より
好ましくは少なくとも94％、より好ましくは少なくとも95％、より好ましくは少なくとも
96％、より好ましくは少なくとも97％、より好ましくは少なくとも98％、より好ましくは
少なくとも99％同一である配列を含む。
【００８８】
　他の実施形態において、本発明による核酸又はその機能的等価物は、配列番号７２の配
列を含み、抗体AT10_003の重鎖コード配列を含み、及び、配列番号７７の配列を含み、抗
体AT10_003の軽鎖コード配列を含むか、又はそれらと少なくとも70％、好ましくは少なく
とも75％、より好ましくは少なくとも80％、より好ましくは少なくとも85％、より好まし
くは少なくとも86％、より好ましくは少なくとも87％、より好ましくは少なくとも88％、
より好ましくは少なくとも89％、より好ましくは少なくとも90％、より好ましくは少なく
とも91％、より好ましくは少なくとも92％、より好ましくは少なくとも93％、より好まし
くは少なくとも94％、より好ましくは少なくとも95％、より好ましくは少なくとも96％、
より好ましくは少なくとも97％、より好ましくは少なくとも98％、より好ましくは少なく
とも99％同一である配列を含む。
【００８９】
　他の実施形態において、本発明による核酸又はその機能的等価物は、配列番号７３の配
列を含み、抗体AT10_002の重鎖コード配列を含み、及び、配列番号７８の配列を含み、抗
体AT10_002の軽鎖コード配列を含むか、又はそれらと少なくとも70％、好ましくは少なく
とも75％、より好ましくは少なくとも80％、より好ましくは少なくとも85％、より好まし
くは少なくとも86％、より好ましくは少なくとも87％、より好ましくは少なくとも88％、
より好ましくは少なくとも89％、より好ましくは少なくとも90％、より好ましくは少なく
とも91％、より好ましくは少なくとも92％、より好ましくは少なくとも93％、より好まし
くは少なくとも94％、より好ましくは少なくとも95％、より好ましくは少なくとも96％、
より好ましくは少なくとも97％、より好ましくは少なくとも98％、より好ましくは少なく
とも99％同一である配列を含む。
【００９０】
　他の実施形態において、本発明による核酸又はその機能的等価物は、配列番号７４の配
列を含み、抗体AT10_001の重鎖コード配列を含み、及び、配列番号７９の配列を含み、抗
体AT10_001の軽鎖コード配列を含むか、又はそれらと少なくとも70％、好ましくは少なく
とも75％、より好ましくは少なくとも80％、より好ましくは少なくとも85％、より好まし
くは少なくとも86％、より好ましくは少なくとも87％、より好ましくは少なくとも88％、
より好ましくは少なくとも89％、より好ましくは少なくとも90％、より好ましくは少なく
とも91％、より好ましくは少なくとも92％、より好ましくは少なくとも93％、より好まし
くは少なくとも94％、より好ましくは少なくとも95％、より好ましくは少なくとも96％、
より好ましくは少なくとも97％、より好ましくは少なくとも98％、より好ましくは少なく
とも99％同一である配列を含む。
【００９１】
　他の実施形態において、本発明による核酸又はその機能的等価物は、配列番号７５の配
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列を含み、抗体AT10_005の重鎖コード配列を含み、及び、配列番号８０の配列を含み、抗
体AT10_005の軽鎖コード配列を含むか、又はそれらと少なくとも70％、好ましくは少なく
とも75％、より好ましくは少なくとも80％、より好ましくは少なくとも85％、より好まし
くは少なくとも86％、より好ましくは少なくとも87％、より好ましくは少なくとも88％、
より好ましくは少なくとも89％、より好ましくは少なくとも90％、より好ましくは少なく
とも91％、より好ましくは少なくとも92％、より好ましくは少なくとも93％、より好まし
くは少なくとも94％、より好ましくは少なくとも95％、より好ましくは少なくとも96％、
より好ましくは少なくとも97％、より好ましくは少なくとも98％、より好ましくは少なく
とも99％同一である配列を含む。
【００９２】
　アミノ酸又は核酸配列の同一性のパーセンテージ、又は用語「％配列同一性」は、本明
細書において、2つの配列を整列させ、必要に応じて最大パーセント同一性を達成するた
めに、ギャップを導入した後の、参照配列の残基と同一である候補アミノ酸又は核酸配列
中の残基のパーセンテージとして定義される。アラインメントのための方法及びコンピュ
ータープログラムは、当該分野で周知である。
【００９３】
　さらに、本発明に係る核酸分子又は配列又は機能的等価物を含むベクターも提供される
。本明細書で使用される「本発明の核酸配列又は分子又はその機能的等価物を含むベクタ
ー」は、「本発明によるベクター」ともいう。本発明による核酸又はその機能的等価物を
有するベクターを構築するための方法は当該技術分野で周知である。本発明のベクターを
生成するための適切なベクターの非限定的な例は、レトロウイルスやレンチウイルスベク
ターである。このようなベクターは、様々な用途に適している。例えば、治療的に有益な
核酸配列を含む本発明のベクターは、インフルエンザに対する予防的又は治療的用途に適
している。その必要がある個体、好ましくはヒトへのこのようなベクターの投与により、
インビボでの予防的又は治療的核酸配列が発現され、その結果、インフルエンザに対する
少なくとも部分的な治療又は予防がもたらされる。当該ベクターは、例えば、本発明の抗
体又はその機能的等価物の（商業的な）生産のために、関心対象の核酸分子のインビトロ
での発現を含む用途にも使用することができる。したがって、本発明による核酸分子又は
機能的等価ベクターを含む、単離された又は組換え細胞も提供される。
【００９４】
　本発明に係る核酸分子又はベクターは、インフルエンザＡウイルスのHAタンパク質に特
異的な抗体又は機能的部分、又は免疫グロブリン鎖又はその機能的等価物の生成に特に有
用である。これは、例えば、その細胞の核酸翻訳機構が、コードされた抗体又は機能的部
分、免疫グロブリン鎖又はその機能的等価物を産生するように、細胞内にそのような核酸
分子又はベクターを導入することによって行われる。一つの実施形態では、本発明による
重鎖及び／又は軽鎖をコードする核酸分子又はベクターは、チャイニーズハムスター卵巣
（CHO）、NSO（マウス骨髄腫）又は293（Ｔ）細胞株のような、いわゆるプロデューサー
細胞で発現され、そのうちのいくらかは、商業的な抗体産生に適合される。当該プロデュ
ーサー細胞を増殖させると、本発明による抗体を産生することができるプロデューサー細
胞株が得られる。好ましくは、当該プロデューサー細胞株は、ヒトにおける使用のための
抗体の産生に適している。したがって、当該プロデューサー細胞株は、病原性微生物など
の病原体を含まないことが好ましい。最も好ましくは、ヒト配列からなる抗体は、本発明
による少なくとも1つの核酸分子又はベクターを用いて生成される。
【００９５】
　したがって、本発明による抗体を産生することができる単離された又は組換え抗体産生
細胞もまた提供される。本明細書において、抗体産生細胞は、抗体又はその機能的等価物
を産生及び/又は分泌することができる細胞、及び/又は抗体又はその機能的等価物を産生
及び/又は分泌することができる細胞内に分化することができる細胞と定義される。本発
明による抗体産生細胞は、好ましくは、商業的な抗体産生に適合される産生細胞である。
好ましくは、当該プロデューサー細胞は、ヒトで使用するための抗体の産生に適している
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。本発明による抗体を産生するための方法もまた提供され、当該方法は、本発明に係る核
酸分子又はその機能的等価物又はベクターと一緒に細胞、好ましくは抗体産生細胞を提供
すること、及び当該細胞が前記核酸分子又は機能的等価物又はベクターを翻訳するように
し、それによって本発明の抗体を産生する。本発明による方法は、好ましくは、本発明に
よる抗体を収穫、精製及び/又は単離する工程を含む。本発明により得られた抗体は、好
ましくは、任意の追加の精製、単離又は加工工程の後に、ヒトの治療に使用される。
【００９６】
　一実施形態では、本発明による抗体は、抗体-薬物結合体を形成する別の部分に結合さ
れている。本発明の抗体は、例えばアシクロビル、ペンシクロビル、ラミブジン、リバビ
リン、ザナミビル、ラニナミビル、ペラミビル、イドクスウリジン、オセルタミビル、ア
マンタジン、リマンタジン、マキサミン（Maxamine）、ペラミビル、又はチマルファシン
などの抗ウイルス剤に結合される。本明細書で使用する用語「抗ウイルス剤」は、ウイル
スの、機能又は増殖を減少又は遮断する及び／又はウイルスの破壊を引き起こす任意の物
質を意味する。別の実施形態では、本発明による抗体に結合されている部分は、抗菌性ペ
プチドである。本明細書で使用する用語「抗菌ペプチド」は、例えば細菌、原生動物、酵
母、真菌及び/又はvirussesのような微生物に対する活性を有する、可変の長さ（典型的
には6～100アミノ酸）の小さな両親媒性ペプチド、配列及び構造をいう。抗菌ペプチドは
、通常、比較的非特異的なメカニズムを通して作用して膜溶解活性をもたらすが、いくつ
かの抗菌性ペプチドはまた、先天性免疫応答を刺激することができる。好ましい実施形態
では、当該抗微生物ペプチドは、抗ウイルス活性を有する。適切な抗菌ペプチドの非限定
的な例としては、マガイニン、PGLa、カテリシジン（例えば、LL-37及びカテリシジン関
連の抗菌ペプチド（CRAMP）等）、アラメチシン、メリチン及びセクロピン、ヒドラマシ
ン－１（hydramacin-1）、ペキシガナン、MSI-78、MSI-843、MSI-594、ポリフェムシン、
ヒト抗菌ペプチド、ディフェンシン、プロテグリン及びインドリシジンである。さらに別
の実施形態では、本発明による抗体に結合している部分は、CDS抗体のような免疫調節分
子である。このようなCD3抗体は、T細胞に結合することが可能であり、本発明による抗体
に結合した場合、インフルエンザＡウイルス感染細胞に対するT細胞を標的とすることが
できる。
【００９７】
　例えば細胞傷害性薬剤等の当該他の部分は、好ましくは例えば酸に不安定なヒドラゾン
リンカーを介して、又はシトルリン-バリンなどのペプチドリンカーを介して、又はチオ
エーテル結合を介して、又は2010/087994号に詳細に記載されている、ソルターゼに触媒
されたアミド交換によって、本発明による抗体に結合される。
【００９８】
　ソルターゼに触媒されたアミド交換は、抗体の重鎖上、好ましくは、重鎖のC末端部分
のソルターゼ認識部位（LPETGG）、及び当該抗体に接続される部分のエンジニアリングを
含む。抗体部分は、さらに一般的には、GGGGS配列と、例えばHisタグなどの精製目的のた
めのタグを含む。続いて、ソルターゼ媒介アミド交換は、後のクリック化学結合によって
実行される。ソルターゼ触媒のアミド交換化において、「クリック化学結合」は通常、例
えばアルキン含有試薬と、例えば抗体の重鎖上のソルターゼモチーフ及び抗体と結合され
る部分（例えば、タンパク質、ペプチド又は抗体）上のソルターゼモチーフへの、グリシ
ンの付加を通じて、ソルターゼによって付加されるアジド含有試薬との化学結合を含む。
一実施形態において、本発明は、したがって、ソルターゼ認識部位（LPETGG）が、抗体の
重鎖上に、好ましくは、重鎖のC-末端部分に設計された抗体を提供し、抗体は好ましくは
さらにGGGGS配列と例えばHisタグ等の精製タグを含む。
【００９９】
　別の実施形態において、本発明に係る抗体は、チオエーテル結合を介して別の部分に結
合されている。この場合において、一又は複数のシステインは、好ましくは、本発明によ
る抗体に組み込まれる。システインはチオール基を含有し、したがって、本発明による抗
体への一又は複数のシステインの組み込み、又は本発明による抗体の1つ以上のアミノ酸
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の、一又は複数のシステインによる置換は、当該抗体の、他の部分への結合を可能にする
。当該1つ以上のシステインは、好ましくは、大幅にフォールディングに影響を与えない
位置であって大幅に抗原結合又はエフェクター機能を変化させない位置に導入される。し
たがって、本発明は、システイン以外の少なくとも1つのアミノ酸がシステインで置換さ
れている、本発明による抗体を提供する。
【０１００】
　ここに記載されたインフルエンザ特異的抗体は、異なる（交差）結合能力及び中和能力
を有する。例えばAT10_001、AT10_002、AT10_003、AT10_004又はAT10_005のような、本発
明による抗体は、有利には、本発明に係る他の抗体と組み合わせて使用することができる
。このような組合せは、さらに強力な抗インフルエンザ効果を提供する。一実施形態では
、本発明に係る抗体は、少なくとも一つのインフルエンザＡサブタイプと結合及び/又は
中和することが可能である本発明の別の抗体と組み合わされる。異なるインフルエンザA
ウイルスサブタイプに結合する及び/又は中和する本発明による抗体の組み合わせにより
、単一の治療で広い範囲のインフルエンザAサブタイプを打ち消すことが可能になる。こ
のような組合せは、広い範囲のインフルエンザウイルスを打ち消すのに有用である。さら
に、インフルエンザＡウイルスサブタイプに結合及び/又は中和することができる公知の
抗体と本発明の抗体を組み合わせることも有利である。例えば、このような組み合わせは
、インフルエンザAウイルスに対するより強力な応答を提供し、及び/又は広い範囲のイン
フルエンザサブタイプに対する応答を提供する。さらに別の例は、インフルエンザBに特
異的な既知の抗体と本発明による抗体との組み合わせである。他の実施形態では、本発明
は、ウイルスサブタイプは、少なくとも2つの異なるインフルエンザＡウイルスサブタイ
プに、好ましくは、少なくとも3種のインフルエンザＡウイルスサブタイプに、より好ま
しくは少なくとも4つのインフルエンザＡサブタイプに、特異性を有するインフルエンザ
Ａウイルス二重特異性抗体を提供する。本明細書で使用される、「インフルエンザＡウイ
ルス二重特異性抗体」は、同時に少なくとも二つの異なるインフルエンザＡウイルスサブ
タイプ、例えば、2つ、3つ又は4つのサブタイプに特異的に結合する抗体として定義され
、また、「本発明のインフルエンザＡウイルス二重特異性抗体」又は「本発明の二重特異
性抗体」とも呼ばれる。用語「インフルエンザＡウイルスの二重特異性抗体」はまた、例
えば二重特異性一本鎖可変フラグメント（scFv）、二重特異性のFabフラグメント及び二
重特異性F（ab'）2断片のような、同時に少なくとも二つの異なるインフルエンザＡウイ
ルスサブタイプに結合する能力を保持しているインフルエンザＡウイルス二重特異性抗体
の機能的部分も含む。また、本発明によれば、インフルエンザウイルスの二重特異性抗体
を含む医薬組成物が提供される。
【０１０１】
　一実施形態では、本発明に係る二重特異性抗体は、同一でない2つの重鎖-軽鎖の組合せ
を含み、したがって2つの異なるインフルエンザAウイルスサブタイプ、好ましくは2つの
異なるHAサブタイプを認識する、2つの抗原結合領域を有する。例えば、一実施形態にお
いて、インフルエンザＡウイルス二重特異性抗体は、表1に示される本発明による抗体の
重鎖及び軽鎖、及び表１に示される本発明による他の抗体の重鎖及び軽鎖を含む。二重特
異性一本鎖可変断片（scFv）、二重特異性Fabフラグメント及び二重特異性F（ab'）2断片
は、例えば本発明による抗体のscFv又はFab又はF（ab'）2断片、及び本発明による他の抗
体のscFv又はFab又はF（ab'）2断片を含む。好ましい実施形態において、本発明によるイ
ンフルエンザＡウイルス二重特異性抗体は、表１に示されるAT10_001、AT10_002、AT10_0
03、AT10_004及びAT10_005からなる群より選択される2つの抗体の重鎖及び軽鎖、又はそ
のscFv又はFab断片を含む。好ましくは、当該二重特異性抗体は、抗体AT10_003又はAT10_
005又は好ましくは抗体AT10_005の重鎖及び軽鎖、及びAT10_001、AT10_002、及びAT10_00
4からなる群より選択される抗体の重鎖及び軽鎖を含む。
【０１０２】
　別の実施形態において、本発明に係る二つの抗体は互いに結合しており、又は本発明の
抗体は、公知のインフルエンザ特異的抗体に結合している。これは上で記載され、WO2010
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/087994に詳細に記載されているソルターゼ触媒のアミド交換によって行われる好ましい
実施形態である。この目的のために、ソルターゼ触媒のアミド交換は、結合される双方の
抗体の重鎖への、好ましくは、重鎖のC-末端部分への、ソルターゼ認識部位（LPETGG）の
設計を含む。抗体は、典型的には、GGGGS配列ならびにHISタグなどの精製タグを含む。し
たがって、本発明の二つの抗体が結合される場合、上に記載され、WO2010/087994に、詳
細に説明されているように、両方の前記抗体は、好ましく設計される。その後、ソルター
ゼ媒介アミド交換は、好ましくは、それらの重鎖を経由して両方の抗体を結合するための
クリック化学結合に続いて行われる。ここでこれまでに説明したように、「クリック化学
結合」は、例えば、アルキン含有試薬と、例えば、第一の抗体の重鎖上のソルターゼモチ
ーフへの、及び第一抗体に結合される第二抗体の重鎖への、グリシンの添加を通じたソル
ターゼによって追加されたアジド含有試薬との化学的カップリングを含む。したがって、
本発明の一実施形態は、以下：
i）AT10_001、AT10_002、AT10_003、AT10_004及びAT10_005からなる群より選択される抗
体の、少なくとも2つの、好ましくは3つの、異なる重鎖CDR配列、及び少なくとも2つ、好
ましくは3つの、異なる軽鎖CDR配列;及び
ii）別の抗体の、少なくとも2つの、好ましくは3つの、異なる重鎖CDR配列及び少なくと
も2つの、好ましくは3つの、異なる軽鎖CDR配列、
を含む、合成又は組換え抗体多量体、多量体免疫グロブリン又はその機能的等価物を提供
する。これは必須ではないが、他の抗体は、好ましくは、別のインフルエンザ特異的抗体
である。特に好ましい実施形態では、本発明による少なくとも二つの抗体は、ソルターゼ
catalizedアミド交換によって互いに結合され、それにより、当該少なくとも二つの抗体
は、好ましくは表1に示されるAT10_001、AT10_002、AT10_003、AT10_004及びAT10_005か
らなる群より選択される。
【０１０３】
　したがって、本発明の好ましい一実施形態は、
　i）AT10_001、AT10_002、AT10_003、AT10_004及びAT10_005からなる群より選択される
抗体の、少なくとも2つの異なる重鎖CDR配列及び少なくとも2つの異なる軽鎖CDR配列;及
び
ii）AT10_001、AT10_002、AT10_003、AT10_004及びAT10_005からなる群より選択される抗
体の、少なくとも2つの異なる重鎖CDR配列及び少なくとも2つの異なる軽鎖CDR配列、
（ここで、i）で選択される当該抗体はii）で選択される当該抗体とは異なる）を含む、
合成又は組換え抗体多量体、多量体免疫グロブリン又はその機能的等価物を提供する。
【０１０４】
　好ましくは、本発明による多量体抗体、多量体免疫グロブリン又はその機能的等価物は
、少なくとも2つの本発明の抗体の重鎖CDR1、CDR2及びCDR3配列、並びに軽鎖CDR1、CDR2
及びCDR3配列を含む。したがって、
　i）AT10_001、AT10_002、AT10_003、AT10_004及びAT10_005からなる群より選択される
抗体の、重鎖CDR1、CDR2及びCDR3、並びに軽鎖CDR1、CDR2及びCDR3配列;及び
ii）AT10_001、AT10_002、AT10_003、AT10_004及びAT10_005からなる群より選択される抗
体の、重鎖CDR1、CDR2及びCDR3、並びに軽鎖CDR1、CDR2及びCDR3配列、
（ここで、i）で選択される当該抗体はii）で選択される当該抗体とは異なる）を含む、
合成又は組換え抗体多量体、多量体免疫グロブリン又はその機能的等価物を提供する。
【０１０５】
　一実施形態では、本発明の多量体抗体は、多量体免疫グロブリン又はその機能的等価物
は、本発明による少なくとも2つの抗体の重鎖配列と軽鎖配列、又はそれと少なくとも70
％同一である配列を含む。したがって、本発明は、以下：
i）AT10_001、AT10_002、AT10_003、AT10_004及びAT10_005からなる群より選択される抗
体の、重鎖配列及び軽鎖配列、又はそれらと少なくとも70％、より好ましくは少なくとも
80％、より好ましくは少なくとも85％、より好ましくは少なくとも86％、より好ましくは
少なくとも87％、より好ましくは少なくとも88％、より好ましくは少なくとも89％、より
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好ましくは少なくとも90％、より好ましくは少なくとも91％、より好ましくは少なくとも
92％、より好ましくは少なくとも93％、より好ましくは少なくとも94％、より好ましくは
少なくとも95％、より好ましくは少なくとも96％、より好ましくは少なくとも97％、より
好ましくは少なくとも98％、より好ましくは少なくとも99％同一である配列；及び
ii）AT10_001、AT10_002、AT10_003、AT10_004及びAT10_005からなる群より選択される抗
体の、重鎖配列及び軽鎖配列、又はそれらと少なくとも70％、より好ましくは少なくとも
80％、より好ましくは少なくとも85％、より好ましくは少なくとも86％、より好ましくは
少なくとも87％、より好ましくは少なくとも88％、より好ましくは少なくとも89％、より
好ましくは少なくとも90％、より好ましくは少なくとも91％、より好ましくは少なくとも
92％、より好ましくは少なくとも93％、より好ましくは少なくとも94％、より好ましくは
少なくとも95％、より好ましくは少なくとも96％、より好ましくは少なくとも97％、より
好ましくは少なくとも98％、より好ましくは少なくとも99％同一である配列；
（ここで、i）で選択される当該抗体はii）で選択される当該抗体とは異なる）を含む、
合成又は組換え抗体多量体、多量体免疫グロブリン又はその機能的等価物を提供する。
【０１０６】
　そのような多量体抗体、多量体免疫グロブリン又はその機能的等価物は、典型的には、
一つの抗体の少なくとも一つの重鎖と他の抗体の少なくとも1つの重鎖を含む、ヘテロ多
量体複合体である。一実施態様では、抗体の一種の重鎖は、抗体の別の種類の重鎖と対に
なっている。好ましい実施形態では、当該ヘテロ多量体複合体は、別の種類の抗体の二対
の重鎖に結合した一種の抗体の二対の重鎖を含む。好ましくは、当該抗体の対応する軽鎖
も当該対になった重鎖に結合され、そのようにして2つの結合された抗体を形成する。本
明細書で使用する用語「二量体抗体」は相互に結合された2つの抗体（各抗体は2つの重鎖
及び2つの軽鎖を含む）を指す。用語「多量体抗体」は、互いに連結されている、少なく
とも２つ、例えば２つ、３つ、４つ又は５つの抗体をいう。用語「多量体免疫グロブリン
」とは、互いに結合されている少なくとも2つの免疫グロブリン鎖（例えば、単一ドメイ
ン抗体、単鎖抗体、ナノボディ、ユニボディ又は一本鎖可変断片（scFv）等）を指す。
【０１０７】
　一実施形態では、抗体AT10_003又はAT10_005はソルターゼに触媒されたアミド交換によ
ってAT10_001、AT10_002とAT10_004からなる群より選択される抗体に結合されている。抗
体AT10_003とAT10_005は少なくともインフルエンザＡウイルスサブタイプHI及びH5特異性
を有し、AT10_001、AT10_002とAT10_004は、少なくともインフルエンザＡウイルスサブタ
イプH3及びH7特異性を有し、高い中和能力で少なくともH3N2を中和することが可能である
ので、このような抗体の組み合わせは好ましい。したがって、このような組み合わせは、
広い範囲のインフルエンザＡウイルスサブタイプに対して活性を提供する。好ましくは、
抗体AT10_005は高い中和能力でＨ１Ｎ１インフルエンザＡウイルスを中和することができ
るので、抗体AT10_005はソルターゼに触媒されたアミド交換によって抗体AT10_001、AT10
_002又はAT10_004に結合されている。したがって、本発明は、一実施形態において、好ま
しくは、表1に示される抗体AT10_003又は抗体AT10_005、好ましくは抗体AT10_005の重鎖
及び／又は軽鎖の配列の少なくとも一部を含み、表1に示される抗体AT10_001、AT10_002
又はAT10_004の重鎖及び／又は軽鎖の配列の少なくとも一部を含み、それにより、当該配
列の一部は当該抗体の配列の少なくとも70％、より好ましくは少なくとも75％、より好ま
しくは少なくとも80％、より好ましくは少なくとも85％、より好ましくは少なくとも90％
、より好ましくは少なくとも95％、より好ましくは少なくとも95％を含む。特に好ましい
実施形態において、本質的に表1に示される抗体AT10_003又は抗体AT10_005、好ましくは
抗体AT10_005の全体配列を含み、本質的に表1に示される抗体AT10_001、AT10_002又はAT1
0_004の全体配列を含む、本発明によるインフルエンザＡウイルスの二重特異性抗体が提
供される。例えば、好ましくはインフルエンザ本発明によるウイルス二重特異性抗体は、
抗体AT10_003又は抗体AT10_005の重鎖及び軽鎖、及び抗体AT10_001、抗体AT10_002又は抗
体AT10_004の重鎖及び軽鎖を含む。好ましくは当該抗体は、本明細書に記載のソルターゼ
に触媒されたアミド交換によって結合される。
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【０１０８】
　別の実施形態では、抗体AT10_003はソルターゼに触媒されたアミド交換によってAT10_0
01、AT10_002、AT10_004及びAT10_005からなる群より選択される抗体に結合されている。
抗体AT10_001、AT10_002、AT10_004及びAT10_005の結合エピトープは、少なくとも部分的
に、タンパク質のHA2サブユニット上に位置するのに対し、AT10_003エピトープは、HAタ
ンパク質のHA1サブユニット上に配置されているため、このような抗体の組み合わせが好
ましい。したがって、このような組み合わせは、HAタンパク質内の異なるエピトープを標
的とするため、そのような組み合わせは、インフルエンザに対して強い反応ウイルスを提
供する。したがって、本発明は、一実施形態において、好ましくは、表1に示される抗体A
T10_003の重鎖及び／又は軽鎖の配列の少なくとも一部を含み、好ましくは表1に示される
抗体AT10_001、AT10_002、AT10_004又はAT10_005の重鎖及び／又は軽鎖の配列の少なくと
も一部を含み、それにより、当該配列の一部は当該抗体の配列の少なくとも70％、より好
ましくは少なくとも75％、より好ましくは少なくとも80％、より好ましくは少なくとも85
％、より好ましくは少なくとも90％、より好ましくは少なくとも95％、より好ましくは少
なくとも95％を含む。特に好ましい実施形態において、本質的に表1に示される抗体AT10_
003の全体配列を含み、本質的に表1に示される抗体AT10_001、AT10_002、AT10_004又はAT
10_005の全体配列を含む、本発明によるインフルエンザＡウイルスの二重特異性抗体が提
供される。好ましくは当該抗体は、本明細書に記載のソルターゼに触媒されたアミド交換
によって結合される。
【０１０９】
　本発明のさらに別の態様において、以下：
i）抗体AT10_002の少なくとも2つの異なる重鎖CDR配列及び少なくとも2つの異なる軽鎖CD
R配列;及び
ii）抗体AT10_005の少なくとも2つの異なる重鎖CDR配列及び少なくとも2つの異なる軽鎖C
DR配列、
を含む、合成又は組換え抗体多量体、多量体免疫グロブリン又はその機能的等価物が提供
される。
　好ましくは、本発明による当該合成又は組換え抗体多量体、多量体免疫グロブリン又は
その機能的等価物は、以下：
i）抗体AT10_002の重鎖CDR1、CDR2及びCDR3配列及び軽鎖CDR1、CDR2及びCDR3配列;及び
ii）抗体AT10_005の重鎖CDR1、CDR2及びCDR3配列及び軽鎖CDR1、CDR2及びCDR3配列、
を含む。
　特に好ましい実施態様において、当該合成又は組換え抗体多量体、多量体免疫グロブリ
ン又はその機能的等価物は、以下：
i）抗体AT10_002の重鎖配列及び軽鎖配列、又はそれらと少なくとも70％、より好ましく
は少なくとも80％、より好ましくは少なくとも85％、より好ましくは少なくとも86％、よ
り好ましくは少なくとも87％、より好ましくは少なくとも88％、より好ましくは少なくと
も89％、より好ましくは少なくとも90％、より好ましくは少なくとも91％、より好ましく
は少なくとも92％、より好ましくは少なくとも93％、より好ましくは少なくとも94％、よ
り好ましくは少なくとも95％、より好ましくは少なくとも96％、より好ましくは少なくと
も97％、より好ましくは少なくとも98％、より好ましくは少なくとも99％同一である配列
；及び
ii）抗体AT10_005の重鎖配列及び軽鎖配列、又はそれらと少なくとも70％、より好ましく
は少なくとも80％、より好ましくは少なくとも85％、より好ましくは少なくとも86％、よ
り好ましくは少なくとも87％、より好ましくは少なくとも88％、より好ましくは少なくと
も89％、より好ましくは少なくとも90％、より好ましくは少なくとも91％、より好ましく
は少なくとも92％、より好ましくは少なくとも93％、より好ましくは少なくとも94％、よ
り好ましくは少なくとも95％、より好ましくは少なくとも96％、より好ましくは少なくと
も97％、より好ましくは少なくとも98％、より好ましくは少なくとも99％同一である配列
、を含む。
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【０１１０】
　実施例に示されるように、抗体AT10_002及びAT10_005に基づく多量体抗体又は免疫グロ
ブリンは、インビトロ及びインビボの両方で、優れたインフルエンザ中和活性を提供する
。AT10_002はH3N2を中和することができ、AT10_005はH1N1を中和することができるので、
抗体AT10_002及びAT10_005に基づいた多量体抗体又は免疫グロブリンはH3N2とH1N1の両方
を中和するために特に適している。したがって、H1N1インフルエンザAウイルス及び/又は
H3N2インフルエンザウイルスを中和するための方法であって、抗体AT10_002及びAT10_005
の少なくとも2つ、好ましくは3つの、異なる重鎖ＣＤＲ配列及び少なくとも2つ、好まし
くは3つの、異なる軽鎖ＣＤＲ配列を含む、抗体多量体、多量体免疫グロブリン又はその
機能的等価物に当該H1N1インフルエンザＡウイルス及び／又は当該H3N2インフルエンザＡ
ウイルスを接触させ、その結果当該ウイルスが中和されることを含む方法がさらに提供さ
れる。
【０１１１】
　一実施態様において、本発明による合成又は組換え抗体多量体、多量体免疫グロブリン
又はその機能的等価物は、二量体抗体又は二量体免疫グロブリンである。しかしながら、
本発明は、例えば三量体、四量体又は五量体の抗体又は免疫グロブリンのような他の多量
体抗体又は免疫グロブリンを包含する。
【０１１２】
　さらに、薬剤及び/又は予防剤として使用するための、本発明による多量体抗体、多量
体免疫グロブリン又はその機能的等価物を含む単離された又は組換え細胞又は医薬組成物
並びに本発明の合成又は組換え抗体多量体、多量体免疫グロブリン又はその機能的等価物
が提供される。実施例に示すように、このような多量体抗体又は免疫グロブリンは、イン
フルエンザＡ感染の症状の治療及び/又は予防及び/又は軽減のために特に適している。し
たがって、本発明はまた、インフルエンザＡウイルス感染の症状を少なくとも部分的に治
療及び／又は予防及び/又は軽減するための医薬及び/又は予防剤として使用するための本
発明に係る合成又は組換え抗体多量体、多量体免疫グロブリン又はその機能的等価物、な
らびに、治療有効量の本発明による多量体抗体、多量体免疫グロブリン又はその機能的等
価物及び／又は本発明による多量体抗体、多量体免疫グロブリン又はその機能的等価物を
含む細胞又は医薬組成物を、それを必要とする個体に投与することを含む、インフルエン
ザＡウイルス感染を少なくとも部分的に治療及び／又は予防する方法も提供する。
【０１１３】
　本発明による多量体抗体、多量体免疫グロブリン又はその機能的等価物また、インフル
エンザウイルスの診断に使用するのに適している。これは、例えば本発明の多量体抗体、
多量体免疫グロブリン又はその機能的同等物を試料に接触させ、その後、インフルエンザ
ウイルスが当該多量体抗体、多量体免疫グロブリン又はその機能的同等物に結合している
かどうかを決定することによって行われる。したがって、本発明は、以下：
-試料を本発明の多量体抗体、多量体免疫グロブリン又はその機能的同等物に接触させる
工程、
-当該多量体抗体、多量体免疫グロブリン又はその機能的同等物と、もし存在する場合に
は、インフルエンザＡウイルスを結合させる工程、及び
-インフルエンザＡウイルスが当該多量体抗体、多量体免疫グロブリン又はその機能的同
等物に結合しているか否かを決定し、それにより、当該試料中にインフルエンザＡウイル
スが存在するか否かを決定する工程、
を含む、インフルエンザＡウイルスが試料中に存在するか否かを決定するための方法をも
提供する。
【０１１４】
　インフルエンザＡ感染の診断に使用するための、本発明による多量体抗体、多量体免疫
グロブリン又はその機能的等価物も本明細書に提供される。
【０１１５】
　別々に産生された抗体の混合物に比べた、本発明による多量体抗体、多量体免疫グロブ
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リン又はその機能的等価物の主要な利点は、医薬で使用する場合、抗体の混合物には、複
数の登録手続きであって、通常、各々の抗体のための一つの手続きが必要であり、このよ
うな混合物全体のための別の一手続が必要となるのに対し、多量体抗体、多量体免疫グロ
ブリン又はその機能的等価物には、唯一の登録手順しか必要とされないという事実である
。したがって、本発明の多量体抗体、多量体免疫グロブリン又はその機能的等価物の使用
は、時間と費用についてより効果的である。
【０１１６】
　本発明による抗体は、インフルエンザAウイルスを中和することができる。本発明によ
る抗体は、したがって薬又は予防薬としての使用に特に適している。好ましくは、ヒト個
体が処置される際の有害な副作用の可能性を低減するために、本発明による抗体はヒト配
列から成るものが用いられる。このようなヒト配列は、人間から単離することができ、又
はヒト抗体の配列に基づいて合成又は組換えによって生産することができる。したがって
、薬剤及び/又は予防剤として使用するための本発明による抗体が提供される。また、医
薬及び/又は予防薬としての使用のためのこのような核酸又はその機能的等価物を含む本
発明によるベクター又は本発明による核酸分子又はその機能的等価物が提供される。本発
明による核酸又はその機能的等価物が投与された場合には、本発明による抗体に、宿主の
機構によりインサイチュで翻訳される。本発明にしたがって産生された抗体は、インフル
エンザＡ感染を予防及び/又は中和することができる。本発明の抗体は、いくつかのイン
フルエンザAウイルスサブタイプに結合することができる（heterosubtype）交差結合抗体
であるため、医薬としての使用に特に適している。特に好ましい実施形態では、当該抗体
は、抗体AT10_004、AT10_003、AT10_002、AT10_001、AT10_005又はその機能的部分を含む
。したがって、配列番号３１の重鎖配列及び配列番号３６の軽鎖配列を含み、医薬として
及び／又は予防薬として使用するための、抗体AT10_004が提供される。配列番号３２の重
鎖配列及び配列番号３７の軽鎖配列を含み、医薬として及び／又は予防薬として使用する
ための、抗体AT10_003も提供される。配列番号３３の重鎖配列及び配列番号３８の軽鎖配
列を含み、医薬として及び／又は予防薬として使用するための、抗体AT10_002も提供され
る。配列番号３４の重鎖配列及び配列番号３９の軽鎖配列を含み、医薬として及び／又は
予防薬として使用するための、抗体AT10_001も提供される。配列番号３５の重鎖配列及び
配列番号４０の軽鎖配列を含み、医薬として及び／又は予防薬として使用するための、抗
体AT10_005も提供される。
【０１１７】
　より好ましくは、薬剤及び/又は予防剤として使用するための本発明の抗体は、AT10_00
2、AT10_004、AT10_001及びAT10_005からなる群より選択される。実施例に示されるよう
に、これらの抗体は、インフルエンザを中和するのに特に有効である。この抗体は、イン
フルエンザに対抗するのに非常に有効であるので、最も好ましくは、本発明は、医薬及び
/又は予防薬として使用するためのAT10_002を提供する。
【０１１８】
　本発明による抗体、又は本発明のその核酸分子又は機能的等価物は、好ましくは、少な
くとも部分的にインフルエンザＡウイルス感染を治療及び/又は予防するために使用され
る。本明細書で用いられる「少なくとも部分的にインフルエンザＡウイルス感染を治療す
る」には、インフルエンザＡウイルス感染の中和、インフルエンザＡウイルス感染に起因
する症状及び/又はインフルエンザＡウイルス感染から生じる反作用炎症の緩和が含まれ
る。インフルエンザＡウイルス感染を生じる症状の例としては、限定されないが、発熱、
咳、咽頭痛、鼻水又は鼻づまり、呼吸障害及び肺炎、筋肉痛、頭痛、疲労、結膜炎などの
呼吸器症状が含まれる。したがって、少なくとも部分的に、インフルエンザＡウイルス感
染を治療及び/又は予防する方法において使用するための本発明による抗体、又は本発明
によるその核酸分子若しくはその機能的同等物、又は本発明によるベクターも提供される
。さらに提供されるのは、少なくとも部分的に、インフルエンザＡウイルス感染を治療及
び/又は予防する医薬及び／又は予防薬の調製のための、本発明による抗体、又はその機
能的部分又は免疫グロブリン鎖又はその機能的等価物又は核酸分子又はその機能的等価物
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の使用も提供される。好ましい抗体は、表1に示される重鎖及び軽鎖配列を有する抗体AT1
0_004、AT10_003、AT10_002、AT10_001及びAT10_005である。
【０１１９】
　本発明はさらに、本発明による抗体を含む薬学的組成物及び/又は本発明による二重特
異性抗体、並びに薬学的に許容される担体、希釈剤及び/又は賦形剤を提供する。また、
本発明による核酸分子又は機能的等価物を含む医薬組成物、又はそのような核酸又はその
機能的等価物を含む、本発明によるベクター、及び薬学的に許容される担体、希釈剤及び
/又は賦形剤も提供される。例えば、適切な担体の例には、キーホールリンペットヘモシ
アニン（KLH）、血清アルブミン（例えば、BSA又はRSA）及びオボアルブミンが含まれる
。好ましい一実施形態では、適切な担体は、例えば生理食塩水のような溶液を含む。本発
明による医薬組成物は、ヒトへの使用に適していることが好ましい。
【０１２０】
　本発明はさらに、治療有効量の本発明による抗体、及び／又は本発明による二重特異性
抗体、及び／又は本発明による核酸分子又はその機能的等価物、及び／又は本発明による
ベクター及び／又は本発明による医薬組成物を、それを必要とする個体に投与することを
含む、少なくとも部分的にインフルエンザＡウイルス感染を治療及び/又は予防するため
の方法を提供する。本明細書で用いる場合、「個体」は、ヒト又は動物であり、好ましく
は鳥類及び哺乳動物などのような、インフルエンザウイルスに感染することができる動物
である。個体としては、ニワトリ、アヒル、ガチョウ、シチメンチョウ、ハクチョウ、エ
ミュー、ホロホロ鳥及びキジ、ヒト、ブタ、フェレット、アザラシ、ウサギ、ネコ、イヌ
及びウマが含まれるが、これらに限定されない。本発明の好ましい実施形態において、個
体はヒトである。
【０１２１】
　インフルエンザＡウイルス感染を少なくとも一部治療又は予防するために、本発明によ
る抗体、核酸分子又はその機能的等価物、ベクター、及び/又は医薬組成物をインフルエ
ンザＡウイルス感染が起こる前に個体に投与するのが好ましい。あるいは、本発明による
抗体、核酸分子又はその機能的等価物、ベクター、及び/又は医薬組成物は、個体が既に
感染しているときに投与される。その場合には、インフルエンザＡウイルス感染は打ち消
され、インフルエンザＡウイルス感染に起因する症状が軽減され、及び/又はインフルエ
ンザＡウイルス感染から生じた炎症は打ち消される。当該抗体又はその機能的同等物は、
入院した個人、例えば乳児、妥協免疫を有する個人、及び/又は高齢者などの、合併症の
リスク増加を伴う個体に投与するのに特に適している。本発明による抗体、核酸分子又は
その機能的等価物、ベクター、及び/又は医薬組成物は、好ましくは、1回以上の注射を介
して投与される。本発明による抗体又はそれら少なくとも二つの組み合わせの投与の典型
的な用量は、体重1kgあたり0.1～10mgの間である。予防的又は治療的適用については、本
発明の抗体は、好ましくは薬学的に許容される担体、希釈剤及び/又は賦形剤と組み合わ
される。
【０１２２】
　本発明による抗体はまた、診断用途にも特に適している。例えば個体、好ましくはヒト
が、インフルエンザＡウイルス感染からの罹患が疑われる場合は、唾液、痰、血液、又は
組織サンプルなどの試料を当該個体から得ることができる。続いて、当該試料は、本発明
による抗体を用いて、インフルエンザAウイルスの存在について試験することができる。
好ましくは、当該試料は、本発明による抗体と混合され、それは、特異的にインフルエン
ザＡウイルスのHAタンパク質に結合する。試料中のインフルエンザAウイルスのHAタンパ
ク質の存在は、インフルエンザウイルス感染の存在を示す。本発明による抗体に結合した
インフルエンザＡウイルスのHAタンパク質及び/又はHAタンパク質を含むインフルエンザ
Ａウイルスは、試料から単離することができ、及び/又は当技術分野で公知の任意の方法
を用いて検出することができ、例えば、これらに限定されないが、磁気ビーズ、ストレプ
トアビジン被覆ビーズを用いた単離又はカラムに固定化した二次抗体の使用による単離を
用いて単離することができる。あるいは、又は追加的に、本発明による抗体は、当該抗体
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が検出できるようにするために標識されており、例えば、蛍光標識、又は放射性標識であ
るが、これらに限定されない。あるいは、本発明による抗体は、当該抗体に向けられた、
標識された二次抗体を用いて検出される。当該抗体の結合が検出された場合、インフルエ
ンザＡウイルスのHAタンパク質が存在し、それはインフルエンザＡウイルス感染の指標で
ある。したがって、本発明は、インフルエンザＡウイルス感染の診断における使用のため
の、本発明による抗体を提供する。
【０１２３】
　したがって、本発明はさらに、以下：
-試料を本発明による抗体に接触させる工程、
-もし存在するならば、当該抗体を当該インフルエンザＡウイルスに結合させるようにす
る工程、
-インフルエンザＡウイルスが当該抗体に結合したか否かを決定し、それにより、インフ
ルエンザＡウイルスが存在するか否かを決定する工程、
を含む、インフルエンザＡウイルスが当該試料中に存在するか否かを決定するための方法
を提供する。
【０１２４】
　好ましい実施形態では、個体がインフルエンザウイルス感染症に罹患しているかどうか
を判断する。したがって、以下：
-個体からの試料を本発明による抗体に接触させる工程、
-もし存在するならば、当該抗体を当該インフルエンザＡウイルスに結合させるようにす
る工程、
-インフルエンザＡウイルスが当該抗体に結合したか否かを決定し、それにより、当該個
体がインフルエンザＡウイルス感染から罹患しているか否かを決定する工程、
を含む、当該個体がインフルエンザウイルス感染から罹患しているか否かを決定する方法
が提供される。好ましくは、当該個体はヒトである。
【０１２５】
　さらに別の実施形態において、本発明は、インフルエンザＡウイルス　グループ1ヘマ
グルチニン（H1/H5）のA38、A40、A41、A42、A291、A292、A293、A318、B18、B19、B20、
B21、B38、B41、B42、B45、B46、B48、B49、B52、B53、及びB56位のアミノ酸と相互作用
することができる、単離された、合成の又は組換えの抗体又はその機能的部分、又はその
免疫グロブリン鎖又はその機能的等価物を提供する。これらは、抗体AT10_005と相互作用
するヘマグルチニンアミノ酸である。当該ヘマグルチニンアミノ酸と特異的に相互作用す
る抗体、免疫グロブリン又はそれらの機能的部分又はその機能的等価物が本明細書に提供
される。
【０１２６】
　さらに別の実施形態において、本発明は、インフルエンザＡウイルス　グループ2ヘマ
グルチニン（H3/H7）のA21、A324、A325、A327、B12、B14、B15、B16、B17、B18、B19、B
25、B26、B30、B31、B32、B33、B34、B35、B36、B38、B146、B150、B153、及びB154位の
アミノ酸と相互作用することができる、単離された、合成の又は組換えの抗体又はその機
能的部分、又はその免疫グロブリン鎖又はその機能的等価物を提供する。これらは、抗体
AT10_004と相互作用するヘマグルチニンアミノ酸である。当該ヘマグルチニンアミノ酸と
特異的に相互作用する抗体、免疫グロブリン又はそれらの機能的部分又はその機能的等価
物が本明細書に提供される。
【０１２７】
　さらに別の実施形態において、本発明は、インフルエンザＡウイルス　グループ2ヘマ
グルチニン（H3/H7）のA38、A48、A275、A276、A277、A278、A289、A291、A318、B19、B2
0、B21、B36、B38、B39、B41、B42、B45、B46、B48、B49、B50、B52、B53、B56、B57、B5
8、及びB150位のアミノ酸と相互作用することができる、単離された、合成の又は組換え
の抗体又はその機能的部分、又はその免疫グロブリン鎖又はその機能的等価物を提供する
。これらは、抗体AT10_002と相互作用するヘマグルチニンアミノ酸である。当該ヘマグル
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チニンアミノ酸と特異的に相互作用する抗体、免疫グロブリン又はそれらの機能的部分又
はその機能的等価物が本明細書に提供される。
【０１２８】
　ヘマグルチニンの上述したアミノ酸番号付けは、Wilson et al. 1981 Nature 289, 366
-373 and Nobusawa et al. 1991 Virology 182, 475-485によるものである。
【０１２９】
　さらに別の実施形態では、インフルエンザＡウイルスヘマグルチニン上のと同じエピト
ープについて、AT10_001又はAT10_002又はAT10_003又はAT10_004又はAT10_005と競合する
ことができる、単離された、合成の又は組換えの抗体又はその機能的部分、あるいはその
免疫グロブリン鎖又はその機能的等価物を提供し、前記抗体、免疫グロブリン、機能的部
分又は等価物は、当該インフルエンザＡウイルスヘマグルチニンについて少なくとも同じ
親和性を有し（AT10_001又はAT10_002又はAT10_003又はAT10_004又はAT10_005と比較して
同じか低いＫｍ値を有し）、当該インフルエンザＡウイルスヘマグルチニンと、AT10_001
又はAT10_002又はAT10_003又はAT10_004又はAT10_005との結合が減少することになる。当
該エピトープは、好ましくは、インフルエンザＡウイルスヘマグルチニンのA38、A40、A4
1、A42、A291、A292、A293、A318、B18、B19、B20、B21、B38、B41、B42、B45、B46、B48
、B49、B52、B53及びB56位のアミノ酸を含む。別の好ましい実施形態では、当該エピトー
プは、インフルエンザＡウイルスヘマグルチニンのA21、A324、A325、A327、B12、B14、B
15、B16、B17、B18、B19、B25、B26、B30、B31、B32、B33、B34、B35、B36、B38、B146、
B150、B153、B154位のアミノ酸を含む。さらに別の好ましい実施形態では、当該エピトー
プは、インフルエンザＡウイルスヘマグルチニンのA38、A48、A275、A276、A277、A278、
A289、A291、A318、B19、B20、B21、B36、B38、B39、B41、B42、B45、B46、B48、B49、B5
0、B52、B53、B56、B57、B58、B150位のアミノ酸を含む。
【０１３０】
　本発明は、以下の実施例で説明する。これらの実施例は、本発明の範囲を限定するもの
ではなく、単に発明を明確にするものである。
【図面の簡単な説明】
【０１３１】
【図１】インフルエンザウイルスの概略図である(Subbarao K. and Joseph T. Nature Re
views Immunology 2007: 7, 267-278)。
【図２】Alexa Fluor 647で標識したインフルエンザＨ３(A/Wyoming/03/2003)及びＨ７(A
/Netherlands/219/2003)のＨＡタンパク質とBcl6及びBcl-xLで形質導入されたポリクロー
ナル培養されたＢ細胞とのインキュベーションに続くＨ３及びＨ７結合Ｂ細胞のセルソー
ティングを示す図である。
【図３】ＨＡをトランスフェクトした２９３Ｔ細胞に結合した抗体を示す図である。２９
３Ｔ細胞はH1(A/New Caledonia/20/199)、H3(A/Wisconsin/67/2005)、H5(A/Thailand/Vie
tnam Consensus/2004)及びH7(A/Netherlands/219/2003)のＨＡをコードするＤＮＡがトラ
ンスフェクトされており、ｍＡｂと一緒にインキュベートした。抗体の結合は抗ヒトＩｇ
Ｇ－ＰＥで検出した。
【図４】ウイルス感染細胞に結合する抗体を示す図である。ＭＤＣＫ－ＳＩＡＴ細胞をイ
ンフルエンザH1N1(A/Hawaii/31/2007)及びH3N2(A/Netherlands/177/2008)に感染させ、ｍ
Ａｂと一緒にインキュベートした。抗体の結合は抗ヒトＩｇＧ－ＰＥで検出した。
【図５】ウイルス感染細胞に結合する抗体を示す図である。ＭＤＣＫ細胞をインフルエン
ザH1N1(A/Neth/602/2009)、H3N2(A/Swine/St. Oedenrode/1996)、高病原性H5N1(A/Turkey
/Turkey/2004) 、高病原性H7N7 (A/Ch/Neth/621557/03)及び低病原性H7N1(A/Ch/Italy/10
67/1999)に感染させ、ｍＡｂと一緒にインキュベートした。抗体の結合は抗ヒトＩｇＧ－
ＰＥで検出した。
【図６Ａ】抗体の競合アッセイを示す図である。標識した抗体AT10_001、AT10_002及びAT
10_004を、非標識競合抗体の存在下で、H3N2(A/Netherlands/177/2008)に感染させたＭＤ
ＣＫ－ＳＩＡＴ細胞への結合試験に供した。Rituximab (Ritux, CD20 抗体)を、ネガティ
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ブコントロールとして用いた。
【図６Ｂ】抗体の競合アッセイを示す図である。標識した抗体AT10_004は、非標識競合抗
体の存在下で、H1N1(A/Hawaii/31/2007)に感染させたＭＤＣＫ－ＳＩＡＴ細胞への結合試
験にも供した。Rituximab (Ritux, CD20 抗体)を、ネガティブコントロールとして用いた
。
【図７】インビトロpHシフト実験による、異なるHAコンフォメーションへのAT10抗体の結
合を示す図である。２９３細胞をH3(A/Wisconsin/67/2005)のＨＡをコードするＤＮＡで
トランスフェクトし、トリプシン－ＥＤＴＡを有するプラスチックから取り出し、500 mM
のジチオスレイトール（DTT）、pH5のPBSのいずれかで処理した、又は未処理のままにし
た。細胞は、その後、組換えAT10_001、AT10_002、AT10_003又はAT10J304とインキュベー
トした。抗体の結合は抗ヒトＩｇＧ－ＰＥで検出した。
【図８】漸増量のインフルエンザA/HKx-31(H3N2)で鼻腔内チャレンジしたC57B1/6Jマウス
の生存率（Ａ）及び体重変化（Ｂ）を表す図である。
【図９Ｘ】10の致死量50（20,000TCID50）のインフルエンザA/HKx-31(H3N2)で鼻腔内チャ
レンジする１日前に1又は5mg/kgの抗体AT10_001、AT10_002又はAT10_004を静脈注射した
マウスの生存率（Ａ）及び体重変化（Ｂ）を表す図である。
【図９Ｙ】10の致死量50（20,000TCID50）のインフルエンザA/HKx-31(H3N2)で鼻腔内チャ
レンジする１日前に1又は5mg/kgの抗体AT10_001、AT10_002又はAT10_004を静脈注射した
マウスの体重変化（Ｃ、Ｄ）を表す図である。
【図１０】10の致死量50（20,000TCID50）のインフルエンザA/HKx-31(H3N2)で鼻腔内チャ
レンジした２、３又は４日後に15mg/kgの抗体AT10_002を静脈注射したマウスの生存率（
Ａ）及び体重変化（Ｂ）を表す図である。
【図１１】Ｈ３及びＨ１に対するBiFluの二重特異性及びBiFlu上のカッパ及びラムダ軽鎖
の存在を示すＳＰＲプロットである。抗体AT10_002(ラムダ軽鎖)、AT10_005 (カッパ軽鎖
)及びBiFlu (AT10_002及びAT10_005を含む)が抗ＩｇＧ（Ａ）又は抗ラムダ（Ｂ）コーテ
ィングされたセンサーチップ上に捕捉された。続くインキュベーションサイクル中で、捕
捉された抗体は、ヘマグルチニンＨ３及びＨ１及びカッパ及び/又はラムダに対する軽鎖
抗体への結合能力を試験される。
【図１２】ウイルス感染細胞に結合する抗体を示す図である。ＭＤＣＫ－ＳＩＡＴ細胞を
インフルエンザH1N1(A/Hawaii/31/2007)及びH3N2(A/Netherlands/177/2008)に感染させ、
いくつかの濃度のAT10_002、AT10_005又はBiFlu mAbと一緒にインキュベートした。抗体
の結合は抗ヒトＩｇＧ－ＰＥで検出した。
【図１３】インフルエンザH1N1 (A/Hawaii/31/2007)（Ａ）及びH3N2 (A/Netherlands/177
/2008)（Ｂ）に対する抗体AT10_002、AT10_005及びBiFluの中和曲線を示す図である。各
ウイルスは異なる量の抗体と一緒にインキュベートし、ＭＤＣＫ－ＳＩＡＴ細胞のコンフ
ルエントな単層に添加した。続く２４時間のインキュベーション期間に細胞を洗浄し、固
定し、DAPI及びインフルエンザ核タンパク質について染色した。（抗体コントロールなし
と比較した）感染細胞の百分率は、試験された各濃度の抗体について示されている。
【図１４】10の致死量50（20,000TCID50）のインフルエンザH1N1 A/PR/8/34で鼻腔内チャ
レンジする１日前に1mg/kgのAT10_002、AT10_005又はRituximab、2mg/kgのAT10_002/AT10
_005の混合物、あるいは2mg/kgのBiFluを静脈注射したマウスの生存率（Ａ）及び体重変
化（Ｂ）を表す図である。
【実施例】
【０１３２】
　不死化B細胞の生成
　ヒト記憶B細胞は、Kwakkenbosらによって記載されたBCL6/のBcl-xLの技術を用いて不死
化した。(Generation of stable monoclonal antibody-producing B cell receptor- pos
itive human memory B cells by genetic programming. Nature Medicine (2010) vol. 1
6 (1) pp. 123-8 及び国際公開WO2007/067046号公報) 簡単に言えば、インフルエンザワ
クチン処理されたドナーからのヒト記憶B細胞を、BCL6及びBcl-XLを含むレトロウイルス
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ベクターで形質導入した。形質導入されたB細胞はCD40リガンド発現L-細胞及びインター
ロイキン（IL）-21（R＆D systems）を有する培養物中に維持することができる。
【０１３３】
　ヘテロサブタイプmabの選択
　ヘテロサブタイプ交差結合性ｍＡｂを分泌するＢ細胞を同定するため、２つのアプロー
チを用いた。
i）インフルエンザH3(A/Wyoming/03/2003)及びH7(A/Netherlands/219/2003) HAタンパク
質(Protein Sciences)をAlexa Fluor 647 (Molecular Probes)で標識し、Bcl6及びBcl-xL
形質導入したポリクロナーナル培養されたＢ細胞と一緒にインキュベートした。Ｂ細胞ク
ローンの上清をＨＡの結合についてＥＬＩＳＡでスクリーニングし、又はH3N2(A/Netherl
ands/177/2008)感染細胞及び/又はH7 (A/Netherlands/219/2003)感染したＨＥＫ細胞への
結合についてスクリーニングする前に、Ｂ細胞をFACSAriaによってウエルごとに一つの細
胞にソートして２から３週間培養した（図２）。
ii）細胞を、例えばウエルあたり40細胞で小さなプールに播種し、２～３週間培養した。
これらのプールの上清を、Ｈ７感染ＨＥＫ細胞への結合についてスクリーニングした。Ｂ
細胞の二重陽性が試験されたウエルはウエルあたり１細胞を播種した。これらのモノクロ
ーナルＢ細胞系統の培養上清をＥＬＩＳＡによるＨＡ結合のスクリーニングに用いた。
　１ＨＡ型以上に反応性を示したＢ細胞をさらに培養し、ＥＬＩＳＡによるＨＡ認識（表
２）、及びＨＡ発現ＨＥＫ細胞への結合性（表３）について特徴づけた。
【０１３４】
　ＨＡ　ＥＬＩＳＡ
　交差反応性B細胞クローンのB細胞の上清をELISAにより異なるHA抗原への結合について
試験した。H1(A/New Caledonia/20/1999)、H3 (A/Wyoming/03/2003)、H5 (A/Vietnam/120
3/2004)及びH7(A/Netherlands/219/2003)(Protein Sciences)の組み換えＨＡを1μg/mlで
ELISAプレートにコーティングした。コーティングの後、プレートをPBS及び350μlのブロ
ッキングバッファで１回洗浄し、ＰＢＳ/４％Protivarを添加し、室温で１時間インキュ
ベートした。プレートをPBST(PBS/0.05%Tween20)で３回洗浄し、抗体/培養上清をウエル
に添加した。インキュベーションを室温で1時間行い、プレートをPBSTで3回洗浄した。試
料をヤギ抗ヒトＩｇＧ－ＨＲＰ抗体（Jackson）と一緒に室温で1時間インキュベートした
。結合した抗体をＴＭＢ（3,3’,5,5’テトラメチルベンジジン）基質バッファを用いて
検出し、H2SO4で反応を止めた。Envision (PerkinElmer)上でＯＤ450nmを測定した。AT10
_001とAT10_002は、H3及びH7タンパク質の両方を認識したが、H1及びH5のHAタンパク質は
認識しなかった。AT10_003は、H3、H5及びH7タンパク質を認識し、一方AT10_004は、H1、
H3及びH7タンパク質を認識した(表２)。
【０１３５】
　ＨＡで形質導入された２９３Ｔ細胞に結合する抗体
　AT10 mAbの細胞表面に発現されたＨＡへのヘテロサブタイプ結合を試験するため、293
Ｔ細胞を異なる全長ＨＡ構築物で形質導入した。Fugene (Roche)を用いると、293T細胞は
H1(A/New Caledonia/20/1999)、H3 (A/Wisconsin/67/2005)、H5 (A/Thailand/Vietnam Co
nsensus/2004)及びH7 (A/Netherlands/219/2003)のＨＡをコードするＤＮＡで形質導入さ
れた。形質導入した細胞をＩｇＧ抗体を含むＢ細胞の上清と一緒に、４℃で３０分間イン
キュベートし、150μlのPBS/2%FCSで２回洗浄した。抗体の結合は抗ヒトＩｇＧ－ＰＥ(So
uthern Biotech)で検出し、FACScanto(Becton, Dickinson and Company)で分析した（図
３）。コントロールとして、形質導入されていない２９３Ｔ細胞を用いた。AT10_001とAT
10_002は、細胞表面に発現されたH3及びH7タンパク質の両方を認識したが、H1及びH5のHA
タンパク質は認識しなかった。AT10_003は、H3、H5及びH7タンパク質を認識し、一方AT10
_004は、H1、H3及びH7タンパク質を認識した。
【０１３６】
　選択された抗体のクローニング
　我々はRNeasy（登録商標）mini kit (Qiagen)で全ＲＮＡを単離し、cDNAを生成し、PCR
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を行ってpCR2.1TAクローニングベクター（Invitrogen）中に重鎖及び軽鎖可変領域をクロ
ーニングした。逆転写酵素又はDNAポリメラーゼで誘導される突然変異を除外するために
、我々は、いくつかの独立したクローニング実験を行った。組換えmAbを生産するために
、我々はフレーム内の重及び軽可変領域をヒトＩｇＧ１及びカッパ定常領域と共にpcDNA3
.1（Invitrogen）ベースのベクター中にクローニングし、すぐに２９３Ｔ細胞に形質導入
した。我々は培養上清からの組み換えｍＡｂをＡＫＴＡ(GE healthcare)で精製した。
【０１３７】
　ＡＴ１０抗体の交差結合特異性
　異なるHAサブタイプに結合する抗体の可能性を試験するために、11の異なる組換えHAタ
ンパク質（Sino Biological Inc 及びProtein Sciences）を使用した。上述したように、
これらのHAタンパク質（表3）との反応性を、ELISAで試験した。mAbはいずれも、インフ
ルエンザBとの反応性を示さなかった。AT10_001、 AT10_002、AT10_003及びAT10_004は、
すべての人間のグループ2のHAタンパク質への結合を示した。AT10_001、AT10_003及びAT1
0_004は、ブタH4N6 (A/Swine/Ontario/01911-1/1999)に対する反応性も示した。AT10_002
とAT10_003はアヒルH10N3（A/duck /Hong Kong/786/1979）及びアヒルH15N8（A/duck/AUS
/341/1983）を認識し、AT10_004はH15N8（A/duck/AUS/341/1983）に対するいくつかの活
性も示した。AT10_003は、H9N2(A/Hong Kong/1073/1999)及びH5N1(A/Vietnam/1203/2004)
グループ１のHA分子を認識し、一方AT10_004はH1N1 (A/California/07/2009)及びH9N2(A/
Hong Kong/1073/1999)のＨＡにも結合を示した。AT10_005は、試験されたグループ１のＨ
Ａタンパク質に排他的に結合した。
【０１３８】
　ウイルス感染細胞への抗体の結合
　AT10抗体AT10_001、AT10_002、AT10_003及びAT10_004のウイルス感染細胞への結合能力
を試験するため、我々はインフルエンザのH1N1（Hawaii/31/2007）及びH3N2（Netherland
s/177/2008）に感染した細胞でFACS分析を行った（両方のウイルス株は、Department of 
Medical Microbiology, AMC, Amsterdamから入手した）。ＭＤＣＫ－ＳＩＡＴ細胞はＴ１
７５培養フラスコの中で、DMEM/FCS/PS/G418中で、80～100％のコンフルエンシーまで生
育した。細胞層を10mlのPBSで2回洗浄し、その後15mlのOptimem/PS/G418/トリプシンを添
加した。続いて0.5mlの100.000 TCID50インフルエンザウイルス(H1N1又はH3N2)をフラス
コに添加し、細胞を37℃で培養した。２４～４８時間後、細胞を10mlのPBSで2回洗浄しト
リプシン－EDTAでプラスチックから取り外した。細胞を計数し、使用するまで－150℃で
凍結した。感染した細胞を解凍し、ＩｇＧ抗体／Ｂ細胞上清と一緒に4℃で30分間インキ
ュベートし、150μlのPBS/2%FCSで2回洗浄した。抗体の結合は抗ヒトＩｇＧ－ＰＥで検出
し、FACScanto（Becton, Dickinson and Company）で分析した。コントロールとして非感
染細胞を使用した（図４）。全てのmAbはH3N2感染細胞への結合性を示したが、非感染細
胞には結合しなかった。抗体AT10_004及びAT10_003はH1N1感染細胞に対してもいくらかの
結合性を示した。
【０１３９】
　同様の実験を、AT10抗体AT10_001、AT10_002、AT10_003、AT10_004及びAT10_005とイン
フルエンザH1N1 (A/Neth/602/2009)、H3N2 (A/Swine/St. Oedenrode/1996)、高病原性H5N
1 (A/Turkey/Turkey/2004), 高病原性H7N7 (A/Ch/Neth/621557/03) 及び低病原性H7N1 (A
/Ch/Italy/1067/1999)の感染細胞(Central Veterinary Institue, Lelystad)について行
った。ＭＤＣＫ細胞を上述の通りウイルスに感染させ、ただ細胞を４％パラホルムアルデ
ヒドで4℃で20分間固定し、PBSで1回洗浄して凍結した。コントロールとして非感染細胞
を使用した。ＦＡＣＳ染色及び分析を上述のように行った（図５及び表４）。AT10_001は
両方のＨ７ウイルスを認識したが、H3N2 (A/Swine/St.Oedenrode/1996)感染細胞は認識し
なかった。AT10_001はH1N1 (A/Neth/602/2009)に対していくらかの反応性を示した。抗体
AT10_002及びAT10_004は、3つの全てのグループ２インフルエンザの感染細胞バッチを認
識し、AT10_004はH5N1 (A/Turkey/Turkey/2004)に対してもいくらかの反応性を示した。A
T10_003はH3N2 (A/Swine/St.Oedenrode/1996)及びH7N7 (A/Ch/Neth/621557/2003)感染細
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胞にはいくらかの低結合性を示しただけだった。AT10_005は、グループ１インフルエンザ
の感染細胞には結合したが、グループ２インフルエンザの感染細胞には結合しなかった。
【０１４０】
　ウイルスの中和
　得られた抗体にインフルエンザＡウイルス感染をブロックすることができるかどうかを
決定するため、インビトロ中和アッセイを行った。アッセイはMDCK-SIAT細胞(Journal of
 Virology Aug. 2003; pp. 8418-25)で行った。ＭＤＣＫ－ＳＩＡＴ細胞を96ウエルのプ
レート(CellCarrier Plate, PerkinElmer)中で、DMEM/8%FCS/PS/G418中で、80～100％の
コンフルエンシーまで生育した。中和アッセイは、ＦＣＳ又はＢＳＡなしのOptimem/PS/G
418/トリプシン培地中で行った。組み換えmAbを50μlのH3N2 (A/Ned/177/2008)又はH1N1 
(A/Hawaii/31/2007)インフルエンザのウイルス懸濁液 (100TCID50/50 μl) と混合して、
37℃で1時間インキュベートした。懸濁液を100μlのOptimem/PS/G418/トリプシン中のMDC
K-SIAT細胞を含む９６ウエルプレートに多重に移した。使用の前に、MDCK-SIAT細胞を150
μlのPBSで2回洗浄した。プレートを室温で2500rpmで遠心分離し、37℃／５％　CO2に置
いた。24時間後、細胞をPBSで2回洗浄し、ホルマリン（水中における３７％ホルムアルデ
ヒド）で室温で10分間固定し、150μlのPBSで2回洗浄し、DAPI及びインフルエンザウイル
スの核タンパク質に対する抗体(NP-FITC, Abcam)で室温で染色した。30分後、細胞を150
μlのPBSで2回洗浄し、100μlのPBS/50%グリセロールをウエルに添加した。MDCK-SIAT細
胞のウイルス感染は20倍の対物レンズを用いたOperetta (PerkinElmer)で分析した。ｍAb
の中和能力を定量するため、感染細胞の数を計数した（DAPI及びNP-FITCについて陽性）
（表５）。IC50値はPrism中で計算され、値は一つの代表的な実験で、４通りに行われた
アッセイポイントからである。AT10_001、AT10_002及びAT10_004はインビトロでのH3N2 (
A/Ned/177/2008)及びH3N2 HKX-31インフルエンザウイルス感染の強力な阻害を示した。AT
10_001、AT10_002、AT10_003及びAT10_004については、H1N1 (A/Hawaii/31/2007)の中和
は観察されなかった。
【０１４１】
　得られたAT10抗体が、複数のインフルエンザAウイルス株をブロックすることができる
かどうかを判断するために、追加のインビトロ中和アッセイを実施した。このアッセイで
は、インフルエンザウイルス A/swine/Neth/St. Oedenrode/96 (H3N2; de Jong ら、 199
9), A/ck/Neth/621557/03 (H7N7; van der Goot ら、 2005), A/ck/Italy/1067/99 (H7N1
), A/turkey/Turkey/05 (H5N1; Londt ら2008)及びA/Neth/602/2009 (swine-origin H1N1
; Munster ら、 2009) を用いた。 Madin-Darby イヌ科腎臓（canine kidney） (MDCK) 
細胞を、5％FBS(Integro)及び1% Pen Streptomycine (Gibco BRL Life Technologies)を
含むOptimem (Gibco BRL Life Technologies)中で培養した。細胞を3x104細胞／ウエルの
密度で９６ウエルプレートに播種し、37℃で一晩インキュベートした。PBS中で、ｍAbの
三倍連続希釈を15μg/mlの濃度から開始して行った。リツキシマブ（rituximab）ｍAbを
ネガティブコントロールとして取った。
【０１４２】
　ウイルス希釈液は、抗生物質、及びLPAIウイルスの場合には1μg/mlのトリプシン／TPC
K（シグマ）を補充した、Optimemからなるウイルス感染培地で調製した。各ｍAb希釈物を
37℃で1時間インキュベートし、続いて等量のウイルスと混合した。細胞をPBSで洗浄した
後、ｍAb/ウイルス混合物(~100-1000 TCID50)を細胞単層に接種した。細胞を37℃で24～3
2時間インキュベートし、その後PBSで2回洗浄し、４％ホルマリンで20分間固定し、PBSで
再度洗浄した。培地のみでインキュベートした細胞もネガティブコントロールとして、ウ
イルスのみでインキュベートした細胞もポジティブコントロールとして含まれる。アッセ
イは4通り行った。細胞をDAPI及びインフルエンザウイルスの核タンパク質に対する抗体(
NP-FITC, Abcam又はHB65の後のヤギ-抗マウス IgG Alexa-647, Invitrogen)で室温で1時
間染色した。細胞を150μlのPBSで2回洗浄し、100μlのPBS/50%グリセロールをウエルに
添加した。MDCK-SIAT細胞のウイルス感染は10倍の対物レンズを用いたOperetta (PerkinE
lmer)で分析した。ｍAbの中和能力を定量するため、感染細胞の数を計数した（DAPI及びN
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P-FITC/HB65-Alexa-647について陽性）。IC50値はPrism中で計算され、値は一つの代表的
な実験からである。結果は表７に示される。AT10_002及びAT10_004はインビトロでのグル
ープ２のインフルエンザウイルス感染の強力な阻害を示したが、グループ１のウイルスの
感染は防がなかった。AT10_005はグループ１のインフルエンザウイルスの感染は防いだが
グループ２のウイルスには効果がなかった。抗体CR8020 (WO 2010 130636)はH3N2 A/Swin
e/Neth/Stのいかなる中和能力も示さなかった。Oedenrode/96及びH7N1 A/ck/Italy/1067/
99のIC50は15 μg/mlであり、AT10_002及びAT10_004は4 μg/mlを下回るIC50であった。
【０１４３】
　抗体の競合
　抗体AT10_001とAT10_003はアレクサフルーア555（Molecular Probes）で標識し、抗体
とAT10_002 AT10_004はアレクサフルーア647（Molecular Probes）で標識した。標識され
た抗体は、H3N2(A/Netherlands/177/2008)に感染したMDCK-SIAT細胞への結合について、
結合能力を維持しているかどうか試験した。競合実験のため、アレクサフルーアで標識し
た抗体を添加する前に、H3N2 (A/Netherlands/177/2008)感染細胞を、漸増量の非標識競
合抗体と、4℃で10分間インキュベートした。
【０１４４】
　Guava easyCyte 8 (Millipore)での分析の前に、細胞-抗体混合物をさらに4℃で15分間
インキュベートし、PBS/2％FCSで2回洗浄した。AT10_001、AT10_002及びAT10_004は全てH
Aタンパク質上の似た領域に結合するので、それらは互いの結合をブロックする（図６A）
。抗体競合はH1N1感染細胞(A/Hawaii/31/2007)でも行われた。AT10_004-Alexa-647 抗体
の結合は、未標識のAT10_004 and AT10_005によってブロックされている (図6B)。AT10_0
05抗体は、グループ１のHA分子のステム領域を認識する。AT10_004はAT10_005 と結合に
関して競合するので、AT10_004もHAステム領域を認識するかもしれない。AT10_001、AT10
_002及びAT10_004は全てHAタンパク質の同じ領域に結合するので（図６A）、AT10_001及
びAT10_002もステム領域に結合エピトープを有する。
【０１４５】
　HA1サブユニットのELISA
　HA1サブユニットがHAタンパク質への抗体の結合に不可欠であるかどうかを試験するた
め、HA１サブユニット特的ELISAを行った。全長H3 (A/Aichi/2/1968, 全長)の組み換えHA
及びH3 HA1 サブユニット (A/Aichi/2/1968, HA1 サブユニット, Met-1－Arg 345)でELIS
Aプレートを1 μg/mlでコーティングした。コーティングの後、プレートをPBS及び300μl
のブロッキングバッファで１回洗浄し、ＰＢＳ/４％Protivarを添加し、室温で１時間イ
ンキュベートした。プレートをPBST(PBS/0.05%Tween20)で３回洗浄し、組み換え抗体をウ
エルに添加した。インキュベーションを室温で1時間行い、プレートをPBSTで3回洗浄した
。試料をヤギ抗ヒトＩｇＧ－ＨＲＰ抗体（Jackson）と一緒に室温で1時間インキュベート
した。結合した抗体をＴＭＢ基質バッファを用いて検出し、H2SO4で反応を止めた。Envis
ion (PerkinElmer)上でＯＤ450nmを測定した（表６）。AT10_001、AT10_002及びAT10_004
が全長H3HAタンパク質を認識するが、このタンパク質のHA1サブユニットを認識しないこ
とは、それらの結合エピトープが少なくとも部分的に、前記タンパク質のHA2サブユニッ
ト上に位置していることを示唆している。AT10_003が全長HAタンパク質及びHA１サブユニ
ットを認識したことは、AT10_003エピトープがHAタンパク質のHA１サブユニット上に位置
することを示している。
【０１４６】
　異なるHAコンフォメーションへのAT10抗体の結合
　ビリオンのエンドサイトーシスの取り込み時には、エンドソームの酸性環境は、ウイル
ス及びエンドソーム膜の、HA駆動型融合をトリガする。この融合は、融合前状態から融合
後状態への（低pHによってトリガされる）HAタンパク質のコンフォメーション変化によっ
て媒介される。我々は、いずれのHAのコンフォメーション構成に抗体が結合することがで
きるのかを試験するため、インビトロｐH-シフト実験を行った。Fugene (Roche) 293T を
、H3 (A/Wisconsin/67/2005)のHAをコードするDNAでトランスフェクトした。トランスフ
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ェクション後48時間、細胞をトリプシン－EDTAを使って回収し、さらなる使用まで－150
℃で保存した。ｐH－シフト実験のために、細胞をPBSで2回洗浄し、室温で30分間、PBS中
の10μg/mlのトリプシン－EDTAと一緒にインキュベートした。細胞をPBSで2回洗浄し、画
分をトリプシン条件として取っておいた。残りの細胞は、2つのチューブに分割し、500 m
Mのジチオスレイトール（DTT）で室温で20分間処理するか、又はpH5のPBSと一緒に37℃に
て5分間インキュベートした。細胞をPBSで2回洗浄し、組み換えAT10_001、AT10_002、AT1
0_003又はAT10_004と一緒にインキュベートした。抗体の結合は抗ヒトIgG－PE (southern
 Biotech)抗体を用いて検出し、Guava easyCyte 8 (Millipore)で分析した（図７）。AT1
0_001、AT10_002、AT10_003及びAT10_004は全てトリプシンで処理した細胞に結合した。
トランスフェクトした細胞をｐH5のバッファで処理するとAT10_001、AT10_002及びAT10_0
04は結合しなかったことは、これらの抗体が、HAタンパク質の融合前のコンフォメーショ
ンを認識するが、融合後のコンフォメーションは認識しないことを示している。細胞をDT
Tで処理するとHA2サブユニットからの、HA1サブユニットの分離を誘発するが、これがこ
れらの抗体の結合に影響がないということは、結合エピトープがHA2サブユニット上に位
置することを示唆している。AT10_003は、融合前及び融合後の両方のコンフォメーション
を認識するが、DTT処理すると結合が失われるということは、結合エピトープは、HA1サブ
ユニットが存在している時だけ使用可能であることを示唆している。
【０１４７】
　インビボでのAT10抗体の予防及び治療の有効性
　AT10抗体は、それらの有効性を決定するために、マウスインフルエンザチャレンジモデ
ルで試験した。オスのC57Bl/6Jマウス（グループ当たり4匹）は、鼻腔内に漸増量のイン
フルエンザA/HKx-31（H3N2）をチャレンジし、及びウイルス用量応答を決定するために、
体重変化を14日間、1日2回モニターした。25％の体重損失を、人道的エンドポイントとし
て使用した。体重の25％以上を失ったマウスは試験から除外した。最も高い用量群（2000
0 TCID50）において、全ての動物は、8日以内に体重の25％を失い、一方2000 TCID50の群
のマウスでは50％のみが、この体重減少（図8）に達した。これらの結果に基づいて10LD5
0（20,000 TCID50）のウイルス用量を、その後の抗体の実験に使用した。
【０１４８】
　抗体AT10_001、AT10_002、AT10_004及び陰性対照抗体（リツキシマブ）を、インフルエ
ンザモデルにおける予防的有効性について試験した。10LD50のインフルエンザA/HKx31の
チャレンジの1日前に、マウスの静脈内に1又は5 mg/kgの抗体を注射した。体重は、実験
の終了後10日間モニターした。すべての対照マウスは8日以内に25％の体重を失い、研究
から除外された。しかしながら、予防AT10抗体を投与したマウスのいずれも抗体の保護効
果を実証する研究から除去しなくてもよかった。（P＝<0.000.1, Mantel-Cox, 図9A)。す
べてのAT10抗体グループについて、用量依存的な効果が見られた。例えば1mg/kgの抗体の
投与を受けたマウスは5mg/kgの同じ抗体の投与を受けたマウスよりも体重を失った（図9B
、C、D）。1mg/kgのAT10_002での治療は、1mg/kgのAT10_001での治療よりも、感染後4日
目から実験したの終わりまで、はるかに防御性が高かった（P≦0.05、2方向ANOVA）。1mg
/kgのAT10_002を投与されたマウスの群と1mg/kgのAT10_004を投与されたマウスの群とで
は体重減少について有意差はなかったが、AT10_002の、より優れた防御活性に向かう傾向
は明確に見ることができる。重量損失のグラフに基づいて、次のように抗体の活性をラン
ク付けすることができる; AT10_002>AT10_004>AT10_001。
【０１４９】
　インフルエンザの予防的実験において最高の防御活性を示したAT10抗体であるAT10_002
について、インフルエンザモデルにおける治療有効性について試験した。10LD50のインフ
ルエンザA/HKx31でのチャレンジの２日、３日又は４日後に、マウス静脈内に15mg/kgの抗
体を注射した。コントロールとして、15mg/kgのAT10_002又はネガティブコントロール抗
体（リツキシマブ、15 mg/kg）を10LD50のA/HKx31インフルエンザチャレンジの１日前に
マウスに注射した。体重は、実験の終了後10日間モニターした。結果を図10に示す。リツ
キシマブを投与した全てのコントロールマウスはは8.5日以内に25％の体重を失い、研究
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から除去され、（－１日目に）予防AT10_002抗体を投与したマウスはいずれも体重の減少
を示さず、試験から除外しなくてもよく、AT10_002抗体の防御効果が確認された。インフ
ルエンザチャレンジ後２日又は３日でのAT10_002の静脈内注射によって、全てのマウスに
おいて致死的な体重の損失が防がれ、AT10_002抗体の治療効果が示された。インフルエン
ザのチャレンジを受けたマウスのAT10_002抗体による、感染後４日での治療により、40％
のマウスが致死的な体重損失から防御された。これらの知見は、AT10_002抗体がインフル
エンザ感染後数日までは、致死性を予防するために使用できることを示している。
【０１５０】
　汎特異的抗インフルエンザAのIgG多量体抗体の作製
　ほとんどのインフルエンザAウイルスを認識する抗体多量体複合体を生成するため、我
々はWO2010/087994に詳細に記載されたソルターゼ技術を用いてAT10_002とAT10_005（BiF
lu）を結合した。AT10_002とAT10_005をリンクできるようにするために、配列GGGGSLPETG
GGHHHHHHを有し、ソルターゼ認識部位が加えられたHis6タグを含む（STという）タグを遺
伝子融合を介して抗体の重鎖のC末端に結合した。
【０１５１】
　ソルターゼ反応は、60μMのソルターゼを含む2000μlの反応バッファ（25ｍM Tris, pH
7.5, 150mM NaCl, 10mM CaCl2）中の10.0mgのAT10-002ST抗体と500μMのGGG-ジアベンゾ-
アザシクロ-オクチン(DIBAC)を混合することによって行われた。同様に、10.0mgのAT10-0
05ST抗体を90μMのソルターゼを含む2000μlのソルターゼバッファと混合した。
【０１５２】
　両方のサンプルを、37℃で16時間インキュベートした。インキュベーション後、ソルタ
ーゼを、50mMのEDTAを添加することによって非活性化した。ゲル濾過カラムに試料をロー
ドする前に、反応混合物を遠心分離（3分、13.200 rpm）して、いかなる凝集体もペレッ
ト化した。2つのソルターゼタグ化抗体のゲル濾過クロマトグラフィーは、結合緩衝液（2
5mMトリス（pH7.5）+ 150mMのNaCl）中でハイロード・スーパーデックス200 16/60カラム
（GE Healthcare、ピスカタウェイ、NJ、米国）で実施した。試料をローディングする前
に、カラムを1.0 CV（カラム容積）のカップリングバッファで平衡化した。ローディング
後、カラムを1.5 CVの平衡化バッファでランした。
【０１５３】
　次に、精製した抗体をクリック化学カップリングに付した。3.0mgのAT10-002DIBACを2.
9mgのAT10-005-アジドと混合し、3.0mlのカップリングバッファ（25ｍM Tris, pH7.5, 15
0mM NaCl）中で25℃でインキュベートした。16時間後、試料を（上記のように）PBS（Fre
senius Kabi, Bad Homburg, Germany）中でのゲル濾過に付した。IgG二量体を含む画分を
回収し、プールし、50kDaのカットオフ膜AMICON遠心分離ろ過装置（Millipore、 Billeri
ca、マサチューセッツ州、アメリカ合衆国）を用いて濃縮した。
【０１５４】
　BiFlu調製物の質的SPR分析
　二量体BiFlu（例えばAT10_002（λ軽鎖）及びAT10_005（κ軽鎖）からなる二量体）が
形成されたか、又は調製物がAT10_002 AT10_005ヘテロダイマーからなるのかを決定する
ため、BiFlu調製物に対して表面プラズマ共鳴（SPR）分析を実施した。SPR分析は、IBIS 
MX96 SPRイメージングシステム（IBIS Technologies BV., Enschede, オランダ）上で実
施された（Lokate et al.,2007, J. Am. Chem. Soc. 129:14013-140318）。要するに、一
つのSPR分析サイクルは、分析物がコーティングされたセンサー上にフラッシュされる、1
以上のインキュベーション工程からなる。これには、いかなる結合した分析物がセンサか
ら除去される再生工程が続く。一つの実験中に複数のサイクルを実施することができる。
我々のSPR捕捉結合アッセイにおいて、目的の抗体は、まずSPRセンサー上に固定されたア
イソタイプ特異的抗体（すなわち、抗ヒトIgG、抗ヒトκ軽鎖又は抗ヒトλ軽鎖）上に捕
捉され、その後、分析物と共にインキュベートされる。得られたデータはSprintソフトウ
エア（version 1.6.8.0, IBIS Technologies BV, Enschede, オランダ）を使って分析し
た。
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【０１５５】
　SPRセンサは、カップリングバッファー（10 mMののNaAc、pHは4.5、0.03％トゥイーン2
0）中での、連続フローマイクロスポッター装置（ワサッチマイクロフルイディクス、ユ
タ州ソルトレイクシティ米国）を用いた、アミン特異的EasySpot金フィルムゲルタイプの
SPRチップ（Ssens BV、エンスヘーデ、オランダ）上での、センサ表面上にスポットする
ことによる、アイソタイプ特異的な抗体 抗ヒトIgG（ジャクソンイムノリサーチ、ウエス
トグローブ、PA、USA）、抗ヒトκ軽鎖（Dako社、グロストラップ、デンマーク）及び抗
ヒトλ軽鎖（ダコ、グロストラップ、デンマーク）の固定化によってコーティングした。
【０１５６】
　45分間のスポット後、センサーを0.1Mエタノールアミン、pH8.5で不活性化し、システ
ムバッファ（PBS + 0.03 % Tween20 + 0.05 % NaN3）で3回洗浄した。分析を始める前に
、結合させたセンサーを再生バッファ（10mMグリシン-HCl、pH2）と一緒に2分間インキュ
ベートし、システムバッファでの3回の洗浄工程を続けた。
【０１５７】
　次いで、コーティングされたSPRチップはAT10_002、AT10_005（システムバッファ中の2
μg/ml）又はBiFlu（システムバッファ中の4mg/ml）を注入され、30分間インキュベート
された。続いて、非捕捉IgGは、システムバッファでの5分間のインキュベーションによっ
て除去された。次に、センサは、システムバッファ中のインフルエンザH3-ヘマグルチニ
ンタンパク質（H3N2、ワイオミング州、03/2003、Sino Biological Inc.、北京、中華人
民共和国、0.25から2.0 μg/ml）を注入され、会合を測定するために30分間インキュベー
トされた。複合体の解離を測定するため、センサをシステム緩衝液で洗浄し、40分間イン
キュベートした。H3の注射の後、インフルエンザのH1-ヘマグルチニン(H1N1, New Caledo
nia, 20/1999, Sin Biological inc., 北京, 中華人民共和国, 1.0 ug/ml)及び抗ヒト軽
鎖抗体（抗κ又は抗ラムダとの注射が続いている上記と同様の方法で、）の注射が上述と
同様のやり方で続いた。
【０１５８】
　単一抗体及びBiFluが、抗ヒトIgG（図11A）上及び抗ラムダ軽鎖（図L LB）上に捕獲さ
れている場合、BiFluは、単一抗体と同じ親和性で、HI及びH3の両方と結合する。さらに
、これらの結果はBiFluは二つの異なる軽鎖を有するヘテロ二量体であることを実証して
いる。2つの単量体抗体（AT10_002とAT10_005）が唯一の1検体と結合しており、1種類の
軽鎖を有する。全体として、SPR分析は、BiFluが単一の抗体と同等の親和性でH3及びH1を
結合する、AT10_002とAT10_005のヘテロ二量体であることを示している。
【０１５９】
　ウイルス感染細胞に結合する抗体
　BiFlu抗体の結合能が維持されているかどうか、及びBiFluがAT10_002とAT10_005を組み
合わせた結合特性を有しているかどうかをテストするために、我々は、インフルエンザH1
N1（A/Hawaii/31/2007）及びH3N2（A/Netherlands/177/2008）に感染した細胞にFACS分析
を行った。上述のように、インフルエンザAに感染したMDCK-SIAT細胞を生成した。感染細
胞を解凍し、4℃で30分間異なる濃度のAT10_002、AT10_005又はBiFlu抗体と一緒にインキ
ュベートした後、150μlのIMDM/2%FCSで2回洗浄した。抗体の結合は、抗ヒトIgG-APCで検
出し、Guava easyCyte 8HT (Millepore)で分析した。結果を図12に示す。BiFluとAT10_00
5はH1N1感染細胞に対する濃度依存性結合を示したが、AT10_002はこれらの細胞に結合し
なかった。H3N2に感染した細胞はAT10_005抗体ではなくBiFlu及びAT10_002に結合した。
両方のウイルスサブタイプに対して、BiFlu抗体は関連する単一のコントロール抗体のよ
うに、同様の結合親和性（APC信号のMFIで示されているように）を示している。一緒に、
これらの結果は、BiFlu抗体はAT10_002 AT10_005との組み合わせの結合特性を有すること
を示している。
【０１６０】
　ウイルス中和反応
　BiFluはインフルエンザAウイルス感染を阻止することも可能であるかどうかを決定する
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ために、インビトロ中和アッセイを行った。アッセイは上記のようにMDCK-SIAT細胞で行
った。mAbの中和能を定量化するために、感染した細胞の数（DAPI及びNP-FITCについて陽
性）をカウントした。図１３に示されているのは、AT10_002、AT10_005及びBiFluでのH1N
1 (A/Hawaii/31/2007)及びH3N2 (A/Ned/177/2008)の中和に関する中和曲線である。BiFlu
について示されている濃度は、同じ利用可能な結合の機会（例えば、BiFluは単一の抗体
に比べて2倍の分子量を有するので、示されている濃度は、実際のBiFlu濃度の半分である
）を表すように調整されています。BiFluはH1N1及びH3N2だけでなく、その関連する個別
の成分も中和する。
【０１６１】
　in vivoでのBiFlu抗体の予防効果（図14）
　抗体AT10_002、AT10_005、BiFlu（AT10_002-AT10_005二量体）、AT10_002/AT10__005混
合物及びネガティブコントロール抗体（リツキシマブ）を、インフルエンザモデルにおけ
る予防的有効性について試験した。オスのC57Bl/6Jマウス（1グループ当たり6匹）の鼻腔
内に10LD50のインフルエンザA/HKx31又は10LD50のH1N1インフルエンザA/PR/8/34をチャレ
ンジし、体重変化を10日間モニターした。25％の体重損失を、人道的エンドポイントとし
て使用した。体重の25％以上を失ったマウスは試験から除外した。
【０１６２】
　マウスに静脈内に1mg/kgのAT10_002、1mg/kgのAT10_005、AT10_002とAT10_005のそれぞ
れ1mg/kgの混合物、2mg/kgのBiFlu又は1mg/kgのリツキシマブ抗体を、ウイルスチャレン
ジの1日前に注射した。すべてのコントロールマウス（リツキシマブ）は、8日以内に25％
の体重を失い、研究から除外された。H1N1チャレンジモデルの中で、AT10_005抗体は、防
御効果を示しし、例えば、試験から除外されなければならないマウスはいなかった。また
、BiFlu調製物とAT10_002/AT10_005抗体混合物を投与したマウスも防御された（図14）。
AT10_002/AT10_005抗体混合物を投与されたマウスの群とBiFluを投与されたマウスの群と
では体重減少について有意差はなかった（P≦0.05、2方向ANOVA）。同様の結果がH3N2イ
ンビボモデルにおいて観察された。AT10_002抗体、抗体混合物（AT10_002/AT10_005）及
びBiFlu調製物はH3N2モデルにおいて防御を示した。まとめると、これらのデータは、BiF
lu抗体複合体がインビボでその機能を保持し、その単一成分の混合物と同様の保護作用を
有することを示す。
【０１６３】
　抗体ヘマグルチニン相互作用に関与するアミノ酸を決定するためのタンパク質モデリン
グ（表8、図9、図10）
　多重配列アラインメントはClustalΩによって行われ、さらにEMBOSSの一部であるshowa
lignによって処理された。すべての構造作業はPymolで行った。最小化は、ソフトウェアN
AMD及びforce field CHARMMとを用いて行った。
【０１６４】
　抗体の3Dモデルを構築するための最初のステップは、最高の3Dテンプレートを選択する
ことである。これは、タンパク質データベース（PDB）中に存在する抗体の全配列のデー
タバンクに対するクエリー配列のグローバルアライメント（Needleman及びWunsch）を使
用して行われる。その後、1の構造は、配列内の同一性の割合が最も高い構造の中から選
択される。
【０１６５】
　次のステップは、置換が発生した領域を強調表示し、最終的なモデルが解析される抗体
に類似する方法で配列及び構造を変更することである。二つの技術が適用される。１）ア
ミノ酸の置換、この方法は主鎖をそのままにしておき、側鎖のみを置換する。２）ループ
のグラフト、この方法は主鎖を改変し、ループ中に挿入又は欠失がある場合、配列が遠す
ぎる場合、又は置換が主鎖のコンフォメーションに影響するかもしれない場合、例えばグ
リシン又はプロリンの置換の場合に必要となる。
【０１６６】
　抗体AT10_005とAT10_004との、抗体－ヘマグルチニンの複合体を生成するために、実験
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的に決定された複合体の構造をテンプレートとして使用した。抗体のモデルは結晶構造が
決定された抗体に重畳され、ヘマグルチニンはそのまま維持される。AT10_002については
、結合された手順は、（i）ヘマグルチニンのステムを分析して実際の結合を試験する領
域を限定する、（ii）手作業による、ポイント（i）の残りの領域における抗体の位置づ
け、（iii）ショートコンタクトの構造、複合体において水素結合を欠いた水素結合可能
な基、接触領域のサイズを確認することによる複合体の品質評価、である。
【０１６７】
　AT10_005:
　AT10_005と接触しているインフルエンザＡウイルスのグループ１のヘマグルチニン（H1
/H5）のアミノ酸は：A38, A40, A41, A42, A291, A292, A293, A318, B18, B19, B20, B2
1, B38, B41, B42, B45, B46, B48, B49, B52, B53, B56である。
【０１６８】
　AT10_004:
　AT10_004と接触しているインフルエンザＡウイルスのグループ２のヘマグルチニン（H3
/H7）のアミノ酸は：A21, A324, A325, A327, B12, B14, B15, B16, B17, B18, B19, B25
, B26, B30, B31, B32, B33, B34, B35, B36, B38, B146, B150, B153, B154である。
【０１６９】
　AT10_002:
　AT10_002と接触しているインフルエンザＡウイルスのグループ２のヘマグルチニン（H3
/H7）のアミノ酸は：A38, A48, A275, A276, A277, A278, A289, A291, A318, B19, B20,
 B21, B36, B38, B39, B41, B42, B45, B46, B48, B49, B50, B52, B53, B56, B57, B58,
 B150である。
【０１７０】
　HA分子のアミノ酸の番号付けは、Wilson et al. 1981 Nature 289, 366-373 and Nobus
awa et al. 1991 Virology 182, 475-485による。
【０１７１】
　抗体－ヘマグルチニン相互作用
　AT10_005は、ヘマグルチニンとCR6261又はF10抗体の複合体の結晶によって実証される
保存された疎水性ポケットと、相互作用する。相互作用は、このポケット結合するすべて
の抗体について、主に疎水性である。AT10_004はCR8020のヘマグルチニンとの結晶複合体
におけるのと同じβ鎖と相互作用するが、AT10_004はヘマグルチニンのβシートを継続し
て、他の相互作用の中で、より強力な方法で結合する。この相互作用は、主鎖を介して媒
介されており、したがって、（主鎖はアミノ酸の間で保存されているため）それはHIとH3
の間に保存がなくても交差反応性を可能にする。VHのCDR3を除い、すべての相互作用は、
VLドメインから来るので、AT10_002は、新しい方法で保存された疎水性パッチと相互作用
する。
【０１７２】
［参考文献］
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