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(57)【要約】
抗インフルエンザ化学療法と免疫療法のための低分子標
的指向性薬物結合体が本明細書において開示される。開
示される薬物結合体は、対象においてインフルエンザウ
イルス感染細胞を正確に排除するために、さらなるCAR 
T細胞または他の免疫細胞を動員するためのアダプター
を形成し得る。インフルエンザウイルスに感染した対象
において、標的指向性結合体と一緒に、同時投与された
抗体または既存の免疫がよく効いて、ウイルス感染細胞
が排除され、末期患者を救うための貴重な時間を無駄に
しない。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　インフルエンザウイルスのエンベロープタンパク質に対する標的指向性リガンド(TL)と
、リンカー(L)と、薬物ペイロード(D)とを含む結合体であって、該TLが、該エンベロープ
タンパク質に結合する分子であり、該リンカーが該Dと該TLの両方に共有結合しており、
該Dが、イメージング剤、治療薬物、免疫モジュレーター、またはそれらの組み合わせで
ある、結合体。
【請求項２】
　前記リンカーが、前記TLと前記Dの間に、スペーサーと、切断可能な架橋または切断不
可能な架橋とを含む、請求項1記載の結合体。
【請求項３】
　前記インフルエンザウイルスのエンベロープタンパク質が、ノイラミニダーゼ(NA)また
は血球凝集素(HA)である、請求項1記載の結合体。
【請求項４】
　前記TLがザナミビルである、請求項1記載の結合体。
【請求項５】
　前記TLが、オセルタミビル、ザナミビル、ペラミビル、およびラニナミビルからなる群
より選択される、請求項1記載の結合体。
【請求項６】
　前記Dが、ツブリシンBヒドラジド、ピモジビル、オザニモド、およびSN38からなる群よ
り選択される、請求項1記載の結合体。
【請求項７】
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を含む、請求項4記載の結合体。
【請求項８】
　前記切断可能な架橋が、ジスルフィド結合または酸に不安定な結合を含有する、請求項
2記載の結合体。
【請求項９】
　前記酸に不安定な結合が、エステル、ヒドラゾン、オキシム、アセタール、ケタール、
フェノールエーテル、またはシッフ塩基結合を含む、請求項8記載の結合体。
【請求項１０】
　対象においてインフルエンザウイルス感染を治療する方法であって、該対象に結合体を
提供する工程を含み、該結合体が、インフルエンザウイルスのNAの標的指向性リガンド(T
L)と、リンカー(L)と、薬物ペイロード(D)とを含み、該TLがNAに結合する分子であり、該
Lが該Dと該TLの両方に共有結合しており、該Dが、イメージング剤、治療薬物、免疫モジ
ュレーター、またはそれらの組み合わせである、方法。
【請求項１１】
　前記TLがザナミビルである、請求項10記載の方法。
【請求項１２】
　前記治療薬物が、前記対象においてインフルエンザウイルス感染細胞を死滅させるかま
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たはインフルエンザウイルス複製を阻害する、請求項10記載の方法。
【請求項１３】
　前記治療薬物が、ツブリシンBヒドラジド、ピモジビル、およびSN38からなる群より選
択される、請求項10記載の方法。
【請求項１４】
　前記治療薬物が、アダプター分子（すなわち、前記TLに結合しているフルオレセイン）
と抗フルオレセインCAR T細胞とを含み、該CAR-T細胞が、該アダプターに結合すると、前
記対象においてインフルエンザウイルス感染細胞を死滅させるかまたはインフルエンザウ
イルス複製を阻害する、請求項10記載の方法。
【請求項１５】
　前記免疫モジュレーターが、インフルエンザウイルスによって誘導される初期のサイト
カインストームを抑制する、請求項10記載の方法。
【請求項１６】
　前記免疫モジュレーターが、オザニモドであるか、または自己抗体によって認識される
ハプテンである、請求項10記載の方法。
【請求項１７】
　前記ハプテンが、ジニトロフェニル(DNP)、トリニトロフェニル(TNP)、ラムノース、ま
たはα-ガラクトシル部分で構成される、請求項16記載の方法。
【請求項１８】
　インフルエンザ感染の強度を定量化するために用いられるイメージング剤を含む、請求
項1記載の結合体。
【請求項１９】
　前記イメージング剤が、テクネチウム-99m(99mTc)を含有するキレート錯体を含む、請
求項18記載の結合体。
【請求項２０】
　NAに対する約1nM～約15nMの結合親和性を有する、請求項4記載の結合体。
【請求項２１】
　前記ザナミビル結合体が、抗体依存性細胞食作用(ADCP)、抗体依存性細胞傷害(ADCC)、
または補体依存性細胞傷害(CDC)を介して、抗体で覆われたウイルスまたはウイルス感染
細胞のクリアランスにつながる免疫応答を誘発する、請求項11記載の方法。
【請求項２２】
　少なくとも2つの構成要素を含むシステムであって、第1の構成要素が、インフルエンザ
ウイルスのエンベロープタンパク質に対する標的指向性リガンド(TL)と、リンカー(L)と
、薬物ペイロード(D)とを含有する結合体を含み、該TLが、該エンベロープタンパク質に
結合する分子であり、該Lが該Dと該TLの両方に共有結合しており、該Dがフルオレセイン
であり、第2の構成要素が、第1の構成要素のフルオレセインに結合する抗フルオレセイン
CAR T細胞を含み、該システムが、インフルエンザウイルス感染細胞を殺傷するように促
される、システム。
【請求項２３】
　前記Dが、前記対象が既存の免疫を有する抗原または部分である、請求項10記載の方法
。
【請求項２４】
　前記抗原または部分に対する有効な用量の抗体を前記対象に同時投与する工程をさらに
含む、請求項23記載の方法。
【請求項２５】
　前記抗原または部分が細菌毒素である、請求項23記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野
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　本開示は抗インフルエンザ療法の標的指向性送達を提供する。詳細には、インフルエン
ザウイルスに特異的に結合する低分子リガンドが、インフルエンザウイルス感染細胞の直
接的死滅または免疫調節をもたらす薬物ペイロードに結合されている。
【背景技術】
【０００２】
背景
　インフルエンザウイルス感染によって引き起こされる急性熱性呼吸器疾患インフルエン
ザ(「flu」とも知られる)は依然として最も命にかかわる播種性疾患の1つである。世界保
健機関(WHO)によって公表されたInfluenza Fact Sheetによれば、インフルエンザは季節
的流行によって世界中に蔓延し、毎年約3～5百万症例の重症疾患と毎年約250,000～500,0
00件の死亡の原因となる1。米国では、毎年12,000～56,000件の死亡と140,000～710,000
件の入院がインフルエンザと直接関連している2。高い罹患率と死亡率の原因となること
に加えて、インフルエンザは、生産性の喪失と医学的な予防および治療に起因する、かな
りの社会経済学的負担を負わせる。インフルエンザに関連する総年間コストは米国では10
0億ドルを超えている3。
【０００３】
インフルエンザに対する現行の抗インフルエンザ化学療法
　インフルエンザウイルスは抗原シフトおよび抗原ドリフトにより絶え間なく変化するの
で、ワクチンが変異株に効かなくなることが多い。従って、インフルエンザの予防および
治療において抗インフルエンザ化学療法が依然として重要な役割を果たしている4。現時
点で、2種類の抗インフルエンザ薬、M2イオンチャンネル阻害剤とノイラミニダーゼ阻害
剤が米食品医薬品局(FDA)により承認されている。M2イオンチャンネル阻害剤にはアマン
タジンおよびリマンタジンが含まれる。これらの薬物の作用機構は、酸により活性化され
たウイルスM2イオンチャンネルを遮断し、結果として、ビリオンから宿主サイトゾルへの
ウイルスリボ核タンパク質の放出を阻害することに起因する4。しかしながら、現在ヒト
に広がっているH1N1およびH3N2ウイルスは両方とも、これらの阻害剤に対して耐性がある
。従って、米疾病管理予防センター(CDC)は、薬物耐性が急速に出現するため、これらを
使わないように勧告している5。通常用いられるノイラミニダーゼ阻害剤にはオセルタミ
ビルおよびザナミビルが含まれる。これらは、ノイラミニダーゼ活性部位への結合におい
てシアル酸と競合する競合阻害剤として作用する4。これらの阻害剤はインフルエンザAお
よびインフルエンザBウイルスの両方に対して有効であるが2つの重大な制約がある。第1
に、ノイラミニダーゼ阻害剤については、症状の重篤度の軽減および病気の期間の縮小(7
日のうち0.6～0.7日)の点で、ごくわずかな利益しか観察されなかった6。第2に、この種
類の抗ウイルス薬は薬剤耐性問題という欠点も持つ。2007～2008年の季節からオセルタミ
ビル耐性株の数の増加が確認されている。現行の抗インフルエンザ化学療法の制約を考慮
すれば、新規の作用機構をもつ抗インフルエンザ新薬を開発することが緊急に必要とされ
ている7。
【発明の概要】
【０００４】
　本開示は、インフルエンザウイルスのエンベロープタンパク質に対する標的指向性リガ
ンド(TL)と、リンカー(L)と、薬物ペイロード(D)とを含む結合体であって、TLが、エンベ
ロープタンパク質に結合する分子であり、リンカーがDとTLの両方に共有結合しており、D
が、イメージング剤、治療薬物、免疫モジュレーター、またはそれらの組み合わせである
、結合体を提供する。
【０００５】
　一部の好ましい態様では、上記のリンカーは、DとTLの間に、スペーサーと、切断可能
な架橋または切断不可能な架橋とを含む。
【０００６】
　一部の好ましい態様では、上記のインフルエンザウイルスのエンベロープタンパク質は
ノイラミニダーゼ(NA)または血球凝集素(HA)である。
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【０００７】
　一部の好ましい態様では、上記のTLはザナミビルである。
【０００８】
　一部の好ましい態様では、上記のTLは、オセルタミビル、ザナミビル、ペラミビル、お
よびラニナミビルからなる群より選択される。
【０００９】
　一部の好ましい態様では、上記の結合体は、インフルエンザ感染の強度を定量化するた
めに用いられるイメージング剤を含む。
【００１０】
　一部の好ましい態様では、上記のイメージング剤は、テクネチウム-99m(99mTc)を含有
するキレート錯体を含む。
【００１１】
　一部の好ましい態様では、上記の結合体は、NAに対する約1nM～約15nMの結合親和性を
有する。
【００１２】
　一部の好ましい態様では、上記のDは、ツブリシンBヒドラジド、ピモジビル、オザニモ
ド、およびSN38からなる群より選択される。
【００１３】
　一部の好ましい態様では、上記の結合体は、
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のうちの1つである。
【００１４】
　一部の好ましい態様では、上記の切断可能な架橋は、ジスルフィド結合または酸に不安
定な結合を含有する。
【００１５】
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　一部の好ましい態様では、上記の酸に不安定な結合は、エステル、ヒドラゾン、オキシ
ム、アセタール、ケタール、フェノールエーテル(phenolic ether)、またはシッフ塩基結
合を含む。
【００１６】
　さらに、本開示は、対象においてインフルエンザウイルス感染を治療する方法であって
、結合体を対象に提供する工程を含み、前記結合体が、インフルエンザウイルスのNAの標
的指向性リガンド(TL)と、リンカー(L)と、薬物ペイロード(D)とを含み、TLが、NAに結合
する分子であり、LがDとTLの両方に共有結合しており、Dがイメージング剤、治療薬物、
免疫モジュレーター、またはそれらの組み合わせである、方法を提供する。
【００１７】
　一部の好ましい態様では、上記の方法はTLとしてザナミビルを使用する。
【００１８】
　一部の好ましい態様では、上記の方法は、対象においてインフルエンザウイルス感染細
胞を死滅させるかまたはインフルエンザウイルス複製を阻害するために治療薬物を使用し
た。
【００１９】
　一部の好ましい態様では、上記の方法は、ツブリシンBヒドラジド、ピモジビル、およ
びSN38からなる群より選択される治療薬物を使用する。
【００２０】
　一部の好ましい態様では、上記の方法は、アダプター分子(すなわち、TLに共有結合し
たフルオレセイン)と抗フルオレセインCAR T細胞を含む治療薬物を使用した。前記CAR-T
細胞がアダプター分子に結合すると、対象において、TLに結合するノイラミニダーゼを発
現するインフルエンザウイルス感染細胞を死滅させ、それによってインフルエンザウイル
ス複製を阻害する。
【００２１】
　一部の好ましい態様では、上記の方法は、インフルエンザウイルスによって誘導される
初期のサイトカインストームを抑制するために免疫モジュレーターを使用した。
【００２２】
　一部の好ましい態様では、上記の方法は、免疫モジュレーターであるオザニモドまたは
自己抗体によって認識されるハプテンを使用した。
【００２３】
　一部の好ましい態様では、上記のハプテンは、ジニトロフェニル(DNP)、トリニトロフ
ェニル(TNP)、ラムノース、またはα-ガラクトシル部分で構成される。
【００２４】
　一部の好ましい態様では、上記の方法は、抗体依存性細胞食作用(ADCP)、抗体依存性細
胞傷害(ADCC)、または補体依存性細胞傷害(CDC)を介して、抗体で覆われたウイルスまた
はウイルス感染細胞のクリアランスにつながる免疫応答を誘発するためにザナミビル結合
体を使用した。
【００２５】
　一部の好ましい態様では、上記の方法は、ザナミビルと共に結合体化するために抗原ま
たは別の部分を使用し、対象は、この抗原もしくは部分に対して既存の免疫を有するか、
または対象は、この抗原もしくは部分に対する有効な用量の抗体を同時投与される。例え
ば、この抗原または部分は毒素（例えば、破傷風トキソイド）でもよい。
【００２６】
　さらに、本開示は、少なくとも2つの構成要素を含み、インフルエンザウイルス感染細
胞を殺傷するように促されるシステムであって、第1の構成要素が、インフルエンザウイ
ルスのエンベロープタンパク質に対する標的指向性リガンド(TL)と、リンカー(L)と、薬
物ペイロード(D)とを含有する結合体を含み、TLが、エンベロープタンパク質に結合する
分子であり、LがDとTLの両方に共有結合しており、Dがフルオレセインであり、第2の構成
要素が、第1の構成要素のフルオレセインに結合する抗フルオレセインCAR-T細胞を含む、
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システムを提供する。
【００２７】
　代表的なザナミビル-DNP結合体のインビトロ結合アッセイがN1およびN2クラスのノイラ
ミニダーゼの両方に対して高い結合親和性を示した。この結合体はザナミビルまたはオセ
ルタミビルよりもかなり強力である。この結合体は、患者において感染がずっと先に進行
してしまった後に添加されても有効である。この結合体は、本発明者らの薬物を1回注射
しただけで感染を治癒することができ、全てのインフルエンザ株に対して有効である。
【００２８】
　本発明の、これらのおよび他の特徴、局面、および利点は、以下の図面、関連する説明
、および特許請求の範囲を参照すると、さらに深く理解される。
【図面の簡単な説明】
【００２９】
【図１】ザナミビル-治療薬物結合体の作用機構。(a)薬物結合体の模式図。(b)提唱され
た作用機構。
【図２Ａ】ザナミビル標的指向性治療薬物結合体のために選択された治療薬物ペイロード
。
【図２Ｂ】ザナミビル標的指向性治療薬物結合体のために選択された治療薬物ペイロード
。
【図３】ザナミビル-ハプテン結合体標的指向性免疫療法の作用機構 (a)ザナミビル-DNP
結合体の模式図、(b)提唱される作用機構。
【図４】ザナミビルに基づいた標的指向性リガンドの設計。ザナミビルの7-OH基を黄色で
強調した。
【図５】ノイラミニダーゼと複合体化したザナミビルの結晶構造。
【図６】ザナミビル-ローダミン結合体とインフルエンザウイルスA/Puerto Rico/8/34(H1
N1)感染MDCK細胞との結合。(a)薬物群の共焦点顕微鏡画像。50nMザナミビル-ローダミン
結合体と共にインキュベートしたインフルエンザウイルス感染MDCK細胞。(b)競合群の共
焦点顕微鏡画像。5μMザナミビルの存在下で50nMザナミビル-ローダミン結合体と共にイ
ンキュベートしたインフルエンザウイルス感染MDCK細胞。 (c)結合飽和曲線。
【図７】99mTcキレート化ザナミビル-EC20ヘッド(head)結合体とインフルエンザウイルス
A/Puerto Rico/8/34(H1N1)感染MDCK細胞との結合。(a)結合飽和曲線；(b)99mTcキレート
化ザナミビル-EC20ヘッド結合体の構造。
【図８】インフルエンザウイルスA/Puerto Rico/8/1934(H1N1)感染マウス/非感染マウス
における99mTcキレート化ザナミビル-EC20ヘッド結合体の生体内分布。
【図９】ノイラミニダーゼをトランスフェクトされたHEK293細胞に対するザナミビル-ツ
ブリシンBヒドラジド結合体およびその構成部分のインビトロ細胞傷害性。ザナミビル-ツ
ブリシンBヒドラジド結合体(赤色の丸)、遊離ツブリシンBヒドラジド(オレンジ色の三角)
、および100倍過剰のザナミビルの存在下でのザナミビル-ツブリシンBヒドラジド結合体(
青色の四角)の細胞傷害性をグラフ化した。
【図１０】ザナミビル-DNP結合体と、ノイラミニダーゼをトランスフェクトされたHEK293
細胞との競合結合。(a)ザナミビル-DNP結合体のlog(does)-応答曲線。(b)ザナミビルのlo
g(does)-応答曲線。標識化されたリガンドとしてザナミビル-ローダミン結合体を使用し
た。
【図１１】ザナミビル-DNP結合体が細胞表面ノイラミニダーゼおよび抗DNP抗体に同時結
合する能力を証明したフローサイトメトリー分析。(a)フローサイトメトリーに基づく抗
体動員アッセイの模式図。(b)ノイラミニダーゼをトランスフェクトされたHEK293細胞(29
3tn NA)を用いたフローサイトメトリー分析。(c)トランスフェクトされていないHEK293細
胞(293tn)を用いたフローサイトメトリー分析。
【図１２】感染の2時間後に投与したときの、BALB/cマウスにおけるインフルエンザウイ
ルスA/Puerto Rico/8/1934(H1N1)感染に対するザナミビル-DNP結合体のインビボ保護効力
。(a)体重曲線；(b)生存曲線。
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【図１３】インフルエンザ感染細胞に対する標的指向性CAR-T療法の提唱されたスキーム
。
【図１４Ａ】図14. インフルエンザ表面タンパク質NA発現細胞に対する、フルオレセイン
アダプターによって媒介されるFITC-ザナミビル結合体を用いたインビトロ抗FITC CAR-T
死滅プロファイル。(A) CAR T:293 NA=5:1は293NA細胞を41％死滅させる。
【図１４Ｂ】(B) CAR T:293 NA=10:1は293NA細胞を61％死滅させる。
【図１５】ザナミビル-FITCと正常293T細胞は結合しない。
【図１６】NAに対する細胞傷害性はザナミビル-FITCによって特異的に誘導される。
【図１７】本物のウイルスを用いたインビトロアッセイ。
【図１８】T細胞によるインフルエンザ感染MDCKの死滅対CAR-Tによるインフルエンザ感染
MDCKの死滅のLDHアッセイ。
【図１９】インフルエンザ感染マウスのCAR T細胞療法を試験するための提唱されたマウ
スモデル。
【図２０Ａ－Ｂ】図20. 抗インフルエンザ免疫療法の作用機構。(A) 低分子リガンド標的
指向性薬物結合体。(B) ザナミビル-DNP結合体の構造：ザナミビル(標的指向性リガンド)
がリンカーを介してハプテン(2,4-ジニトロフェニル基)に結合されている。
【図２０Ｃ】(C) 結合体がウイルスノイラミニダーゼに結合すると、DNPに対する自然抗
体がインフルエンザウイルス複製を阻害する。従って、このシステムは、抗ジニトロフェ
ニル(抗DNP)抗体をインフルエンザウイルス/ウイルス感染細胞にリダイレクト(redirect)
し、免疫によって媒介されるインフルエンザウイルス/ウイルス感染細胞破壊を誘導する
。
【図２１Ａ－Ｂ】図21. インフルエンザウイルスA/Puerto Rico/8/34(H1N1)感染MDCK細胞
における様々なインビトロ結合アッセイ。(A) ザナミビル-ローダミン結合体の結合；(B)
 遊離ザナミビル結合。
【図２１Ｃ】(C) ザナミビル-DNP-結合体の結合。
【図２２Ａ－Ｂ】図22. インフルエンザウイルスA/Aichi/2/1968(H3N2)感染MDCK細胞にお
ける様々なインビトロ結合アッセイ。(A) ザナミビル-ローダミン結合体結合；(B) 遊離
ザナミビル結合。
【図２２Ｃ】(C) ザナミビル-DNP-結合体の結合。
【図２３】抗DNP抗体動員(recruiting)アッセイをインフルエンザウイルスA/Puerto Rico
/8/34(H1N1)感染MDCK細胞において行った。(A) アッセイフローチャート；(B) 様々な結
合体添加からの細胞染色結果(細胞核を示すことを目的として、PE-赤色、TO-RPO-3 lolid
e-青色)と結合曲線。
【図２４】抗DNP抗体動員アッセイをインフルエンザウイルスA/Aichi/2/1968(H3N2)感染M
DCK細胞において行った。(A) アッセイフローチャート；(B) 様々な結合体添加からの細
胞染色結果(細胞核を示すことを目的として、PE-赤色、TO-RPO-3 lolide-青色)と結合曲
線。
【図２５】補体依存性細胞傷害アッセイ(CDC)。(A) NAをトランスフェクトした293細胞に
おいて行った補体依存性細胞傷害性アッセイのフロースキーム。(B) 最大細胞死滅を媒介
するためには10nM薬物結合体しか必要とされない。
【図２６】抗体依存性食作用アッセイ(ADCP)。(A) ADCPワークフロー。(B) THP-1細胞(ヒ
トマクロファージ)をPMAで処理し、使用前にDiDで標識した。293tnNA(GFP+)を、THP-1細
胞(比1:1)と様々な濃度のザナミビル-DNP結合体および抗DNP抗体(100nM)と4℃で30分間イ
ンキュベートした。ADCP効果をフローサイトメトリーによって分析した。
【図２７】マウス保護試験手順:2,4-ジニトロフェニル-キーホールリンペットヘモシアニ
ン(DNP-KLH)を皮下注射することによってマウスを免疫化した。5週目に、マウスに致死用
量のインフルエンザウイルス(100LD50, A/Puerto Rico/8/1934(H1N1))を感染させた。ザ
ナミビル-DNP結合体および他の薬物を用いた処置は感染後に開始し、マウスを2週間モニ
タリングした。初期体重の25％が減少したとき、または瀕死になったときに、マウスが死
亡したとみなした。(B) マウスに対する手術。
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【図２８Ａ】図28. 用量段階的増加試験(鼻腔内投与)。0日目に、マウス(5匹のマウス/群
)に50uLのH1N1 PR8ウイルス(100LD50,4.2x10

5PFU)を感染させた。感染の24時間後に、マ
ウスの鼻腔内にPBS/ザナミビル/ザナミビル-DNP結合体を5日間にわたって1日2回与えた。
初期体重の25％が減少したとき、または瀕死になったときに、マウスが死亡したとみなし
た。(A) 体重（％）のグラフ。
【図２８Ｂ】(B) 定義に従った生存マウスの割合（％）。
【図２９】ザナミビル-DNP結合体とその構成要素との効力の比較(鼻腔内投与)。手順:0日
目に、マウス(5匹のマウス/群)に50uLのH1N1 PR8ウイルス(100LD50,4.2x10

5PFU)を感染さ
せた。感染の24時間後に、マウスの鼻腔内にザナミビル-DNP結合体およびその構成要素を
5日間にわたって1日2回与えた。初期体重の25％が減少したとき、または瀕死になったと
きに、マウスが死亡したとみなした。(A) 体重（％）のグラフ。(B) 定義に従った生存マ
ウスの割合（％）。
【図３０】治療開始遅延試験(鼻腔内投与)手順:0日目に、DNP-KLHで免疫化したマウスに5
0uLのH1N1 PR8ウイルス(100LD50,4.2x10

5PFU)を感染させた。感染の48時間/72時間/96時
間後に、マウスの鼻腔内に1.5umol/kgザナミビル-DNP結合体を7日間にわたって1日2回与
えた。初期体重の25％が減少したとき、または瀕死になったときに、マウスが死亡したと
みなした。(A) 体重（％）のグラフ。(B) 定義に従った生存マウスの割合（％）。
【図３１】1用量処置(鼻腔内投与)手順:0日目に、マウス(5匹のマウス/群)に50uLのH1N1 
PR8ウイルス(100LD50,4.2x10

5PFU)を感染させた。感染の24時間後に、マウスの鼻腔内にP
BS/ザナミビル-DNP結合体を1回だけ与えた。初期体重の25％が減少したとき、または瀕死
になったときに、マウスが死亡したとみなした。(A) 体重（％）のグラフ。(B) 定義に従
った生存マウスの割合（％）。
【図３２Ａ－Ｂ】図32. 体内分布およびSPECT/CT画像化。(A) 新たなザナミビル-E20ヘッ
ド結合体構造。(B) 以下の手順に従った細胞結合放射能：　・実験の3日前に、マウスに
インフルエンザウイルス(H1N1)を感染させた。　・マウスに10nmolのザナミビル-EC20ヘ
ッド結合体(150μCi)を静脈内注射した。　・注射の4時間後に放射能を計数した。
【図３２Ｃ】(C) 競合する100×遊離ザナミビルの存在下でのザナミビル-E20ヘッドの結
合曲線。
【図３２Ｄ】(D) 以下の手順に従って、100×遊離ザナミビルなしで(左)、および100×遊
離ザナミビルと共に結合体を注射した後のSPECT/CT画像化：　・実験の3日前に、マウス
にインフルエンザウイルス(H1N1)を感染させた。　・マウスに50nmolのザナミビル-EC20
ヘッド結合体(750μCi)を静脈内注射した。　・注射の4時間後にSPECT/CT画像化を行った
。
【図３３】以下の手順に従った用量段階的増加試験(腹腔内投与)。手順:0日目に、マウス
(5匹のマウス/群)に50uLのH1N1 PR8ウイルス(100LD50,4.2x10

5PFU)を感染させた。感染の
24時間後に、マウスの腹腔内にPBS/ザナミビル/ザナミビル-DNP結合体を5日間にわたって
1日2回与えた。初期体重の25％が減少したとき、または瀕死になったときに、マウスが死
亡したとみなした。(A) 体重（％）のグラフ。(B) 定義に従った生存マウスの割合（％）
。
【図３４】以下の手順に従った、ザナミビル-DNP結合体とその構成要素(腹腔内投与)との
効力の比較。0日目に、マウス(5匹のマウス/群)に50uLのH1N1 PR8ウイルス(100LD50,4.2x
105PFU)を感染させた。感染の24時間後に、マウスの腹腔内にPBS/ザナミビル/ザナミビル
-DNP結合体を5日間にわたって1日2回与えた。初期体重の25％が減少したとき、または瀕
死になったときに、マウスが死亡したとみなした。(A) 体重（％）のグラフ。(B) 定義に
従った生存マウスの割合（％）。
【図３５Ａ】図35. 抗体依存性細胞毒性アッセイ(ADCC)。(A) ADCCレポーターバイオアッ
セイでは、エフェクター細胞として、FcγRIIIa受容体と、ホタルルシフェラーゼを発現
させるNFAT(活性化T細胞核内因子)応答エレメントを安定して発現する操作されたジャー
カット細胞を使用する。ADCC MOAにおける抗体生物学的活性を、NFAT経路活性化の結果と
して産生されたルシフェラーゼによって定量化した。
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【図３５Ｂ】(B) ADCC研究スキームおよびDNP-ザナミビルの結果。
【図３６】H1N1感染MDCK細胞およびH3N2感染MDCK細胞に対するインビトロ抗ウイルスアッ
セイ。(A) A/Puerto Rico/8/34(H1N1)および(B) A/Aichi/2/1968(H3N2)。
【図３７】H3N2ウイルス感染マウスに対する単一用量処置(鼻腔内投与)。(A) 体重維持に
よって測定した処置効果。(B) 生存率（％）によって測定した処置効果。
【図３８】H1N1 PR8ウイルス感染マウスに対する単一用量処置(腹腔内投与)。(A) 体重維
持によって測定した処置効果。(B) 生存率（％）によって測定した処置効果。
【図３９】H3N2ウイルス感染マウスに対する単一用量処置(腹腔内投与)。(A) 体重維持に
よって測定した処置効果。(B) 生存率（％）によって測定した処置効果。
【図４０】抗DNP抗体およびzana-DNPで処置したH1N1 PR8ウイルス感染済み未免疫マウス
。致死用量のH1N1 PR8ウイルスを感染させて1日後に、未免疫マウスの静脈内に異なる用
量の抗DNP抗体を与え、すぐに単一用量の腹腔内投与ザナミビル-DNP結合体で処置した。(
A) 体重維持によって測定した処置効果。(B) 生存率（％）によって測定した処置効果。
【図４１】自然免疫系によって産生された抗ラムノースを利用して、インフルエンザウイ
ルス感染細胞をマーキングし、インフルエンザウイルス感染細胞に対する免疫攻撃を誘導
する異なる結合体であるザナミビル-ラムノース結合体の合成スキーム。
【図４２】標識化されたリガンドとしてザナミビル-ローダミン結合体を用いた、ザナミ
ビル-DNPラムノース結合体と、ノイラミニダーゼをトランスフェクトされたHEK293細胞と
の競合結合。(A) ザナミビルKd 約0.77nM。(B) ザナミビル-ラムノースKd 約3.57nM。
【図４３】ザナミビル-ラムノース結合体を用いた免疫療法試験。0日目に、ラムノース-O
VA免疫化マウス(5匹のマウス/群)に50uLのH1N1 PR8ウイルス(100LD50,4.2x10

5PFU)を感染
させた。感染の24時間後に、マウスの鼻腔内に1.5/0.5/0.17umol/kgのザナミビル-ラムノ
ース結合体/ザナミビル/PBSを5日間にわたって1日2回与えた。初期体重の25％が減少した
とき、または瀕死になったときに、マウスが死亡したとみなした。(A) 体重維持によって
測定した処置効果。(B) 生存率（％）によって測定した処置効果。
【発明を実施するための形態】
【００３０】
詳細な説明
　本開示の概念が本明細書中の図面および説明において詳細に例示および説明されるが、
図面およびその説明の中での結果は例示であり、特徴を制限するものではないと考えなく
てはならない。例示的な態様だけが示され、かつ説明され、本開示の精神の範囲内にある
全ての変更および修正が保護されることが望ましいと理解される。
【００３１】
　特に定義のない限り、科学用語および技術用語は、本開示に属する当業者により一般的
に理解されるものと同じ意味を有する。
【００３２】
インフルエンザウイルスの概説
　インフルエンザウイルスはエンベロープのあるウイルスである。全てのインフルエンザ
亜型は全体構造が非常に似ている。ウイルス粒子は直径が80～120ナノメートルであり、
通常、ほぼ球形であるが、線維状の形態が生じることがある。これらの線維状の形態はイ
ンフルエンザCでよくみられる。インフルエンザCは感染細胞の表面に長さが500マイクロ
メートルまでの、ひも状構造を形成することがある。しかしながら、これらの多様な形状
にもかかわらず、全インフルエンザウイルスのウイルス粒子は組成が似ている。これらは
、中心コアに巻き付けられた、2つの主なタイプの糖タンパク質を含有するウイルスエン
ベロープで作られている。中心コアは、ウイルスRNAゲノムと、このRNAを包んで、保護し
ている他のウイルスタンパク質を含有する。RNAは一本鎖になる傾向があるが、特殊な場
合では二本鎖である。ウイルスには珍しいことだが、インフルエンザウイルスのゲノムは
1つの核酸断片でない。そうではなく、インフルエンザウイルスは7つまたは8つの分節状
のマイナス鎖RNA断片を含有し、それぞれのRNA断片は、遺伝子産物(タンパク質)をコード
する1つまたは2つの遺伝子を含有する。例えば、インフルエンザAゲノムは、8つのRNA断
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片上に11種類のタンパク質:血球凝集素(HA)、ノイラミニダーゼ(NA)、核タンパク質(NP)
、M1、M2、NS1、NS2(NEP:核外輸送タンパク質)、PA、PB1(ポリメラーゼ塩基性1)、PB1-F2
、およびPB2をコードする11の遺伝子を含有する。
【００３３】
　血球凝集素(HA)およびノイラミニダーゼ(NA)は、ウイルス粒子の外側にある2種類の大
きな糖タンパク質である。HAは、ウイルスと標的細胞が結合し、ウイルスゲノムが標的細
胞に侵入するのを媒介するレクチンであるのに対して、NAは、成熟ウイルス粒子に結合す
る糖を切断することで感染細胞からの子孫ウイルスの放出に関与する。従って、これらの
タンパク質は抗ウイルス薬の標的である。さらに、これらは、抗体が産生され得る抗原で
ある。インフルエンザAウイルスは、HAおよびNAに対する抗体応答に基づいて亜型に分類
される。これらの異なるタイプのHAおよびNAは、HおよびNの区別、例えば、H5N1の基盤と
なる。16種類のH亜型と9種類のN亜型が知られているが、ヒトでは、通常、H1、2、および
3とN1および2だけが発見されている。
【００３４】
抗ウイルス療法のための低分子リガンド標的指向性薬物結合体
　低分子リガンド標的指向性薬物結合体は、受容体特異的リガンドと治療剤ペイロードを
組み合わせており、多くの疾患の治療、特に、癌化学療法において将来性を示してきた。
治療剤ペイロードを、標的指向性リガンドによって認識される細胞に特異的に送達するこ
とによって、これらの薬物結合体は悪性細胞に対して高い選択性を示し、関連する付随す
る毒性を低減する。現在まで、多くの癌が、腫瘍細胞上にある過剰発現受容体を標的とす
る低分子リガンド標的指向性薬物結合体によって取り組まれてきた。これらの過剰発現受
容体には、葉酸受容体(FR)、前立腺特異的膜抗原(PSMA)、コレシストキニン2受容体(CCK2
R)、炭酸脱水酵素IX(CAIX)などが含まれる8。
【００３５】
　エンベロープのあるウイルスの場合、複製の最終段階は感染細胞膜上にウイルス成分が
集合し、感染細胞表面から出芽することを伴う9。一方で、一部のウイルスエンベロープ
糖タンパク質、例えば、HIV gp120およびインフルエンザノイラミニダーゼ/血球凝集素が
感染細胞の外面に発現している10。これらの外因性ウイルスタンパク質が感染細胞にしか
発現していない事実を考慮すると、これらはリガンド標的指向性薬物結合体によって標的
とされる可能性がある。
【００３６】
ザナミビル-治療薬物結合体の設計
　本開示の一般的なスキームは、ウイルス感染を治療するための治療薬物またはモジュレ
ーターの有効なペイロードに結合されている特異的標的指向性リガンドを提供することで
ある。標的指向性リガンドは、感染細胞の表面にしか発現しないウイルスエンベロープタ
ンパク質を特異的に認識する。場合によっては、治療薬物またはモジュレーターのペイロ
ードは、改良されたキメラ抗原受容体発現T細胞(CAR T細胞)でもよい。例えば、薬物ペイ
ロードがフルオレセインアダプターである場合、ウイルス感染細胞を死滅させるか、また
は感染細胞におけるウイルス複製を阻害するために、抗フルオレセインCAR T細胞を、標
的指向性リガンドによってガイドされるペイロード薬物と共に投与することができる。ア
ダプター分子によって媒介されるCAR T細胞療法およびその作製の詳細な説明については
、2016年10月16日に出願された米国出願15/296,666（その全内容は参照により本明細書に
組み入れられる）を参照されたい。
【００３７】
　本明細書では、本発明者らは、インフルエンザウイルスエンベロープタンパク質、特に
、ノイラミニダーゼ(NA)を標的とする一連の低分子リガンド標的指向性薬物結合体を設計
した。いかなる理論にも拘束されるものではないが、この原理で、血球凝集素(HA)を特異
的に標的とする他の低分子リガンドもうまくいく可能性があると意図される。例えば、HA
によって媒介されるインフルエンザウイルス侵入を阻害する化合物が、感染細胞のHAに影
響を及ぼす潜在的な標的指向性リガンドとみなされ得る。
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【００３８】
　従って、治療薬物をウイルス感染細胞ならびにウイルス複製部位(例えば、鼻、咽頭、
および肺)に特異的に運搬および送達するために、本明細書では高親和性ノイラミニダー
ゼ阻害剤ザナミビルを別の目的で使用した。これは、子孫ウイルスが放出される前にウイ
ルス感染細胞を死滅させるか、またはウイルス複製を妨げ、ウイルス感染によって誘導さ
れる初期のサイトカインストームを抑制することができる独特の作用機構を示す(図1)。
【００３９】
　このプロジェクトのために選択された治療薬物ペイロードを図2に示した。(1) ツブリ
シンBヒドラジドは、チューブリン重合を阻害する抗有糸分裂性テトラペプチドである。
これは、細胞アポトーシスを誘導することによってインフルエンザウイルス感染細胞を死
滅させるか、またはインフルエンザウイルス感染細胞の微小管ネットワークを破壊するこ
とによってウイルス成分輸送を阻害する11。(2) ピモジビルは、インフルエンザAウイル
スポリメラーゼ複合体のPB2サブユニットにあるm7GTP結合ポケットをブロックするRNA依
存性RNAポリメラーゼ(RdRp)阻害剤である。これはPB2キャップスナッチング(cap-snatchi
ng)活性を阻害することによってウイルス複製を妨害する12,13。インフルエンザによって
引き起こされる高い罹患率と死亡率がウイルス誘導性の組織破壊と炎症性サイトカイン産
生の過剰誘導(サイトカインストーム)の結果であるという事実を考えて、インフルエンザ
治療のアウトカムを改善するために2種類の免疫調節性薬物であるオザニモドとSN38が選
択される14,15。(3) オザニモドは、スフィンゴシン-1-リン酸(S1P)受容体アゴニストと
して作用する免疫調節性の治験薬である16。研究者らは、S1P受容体アゴニストが過剰な
ウイルス誘導性サイトカイン産生を弱めることができるが、無くすことはできないことを
発見し、マウスではインフルエンザウイルス感染からのかなりの保護が示される17,18。(
4) SN38は、イリノテカン(カンプトテシンの類似体)の活性代謝物であるトポイソメラー
ゼI阻害剤である19。SN38は、自然免疫遺伝子へのRNAポリメラーゼIIの動員を阻害するこ
とによってインフルエンザウイルス誘導性炎症遺伝子の過剰発現を制限すると証明された
20。さらに、SN38は、細胞アポトーシスを誘導することによってインフルエンザウイルス
感染細胞を死滅することもできる。
【００４０】
　ツブリシンBヒドラジド、ピモジビル、オザニモド、またはSN38を含むが、これに限定
されない、これらの分子がウイルスエンベロープタンパク質の標的指向性リガンドに結合
しているときに、ウイルス感染細胞を死滅させる、または感染細胞内でのウイルス複製を
阻害するといった様々な役割を果たすことができる。
【００４１】
インフルエンザを治療するためのザナミビル-ハプテン結合体標的指向性免疫療法の設計
　インフルエンザウイルス感染細胞を直接死滅させる、または感染細胞内でのウイルス複
製を阻害することができる治療薬物以外に、免疫療法が、体内に既にある抗体によって免
疫系が特定の感染と戦うように誘発するのに有効な場合がある。このような免疫療法の可
能性がある候補の1つは、ジニトロフェニル(DNP)を用いてTLの結合体を作製することで、
循環している抗DNP抗体の目を覚まさせることである。
【００４２】
　ザナミビルがインフルエンザウイルスまたはウイルス感染細胞を標的とする潜在的な能
力があるため、本発明者らの研究室ではザナミビル-ジニトロフェニル(DNP)結合体も開発
した(図3)。図3bに示したように、ザナミビル-DNP結合体は、インフルエンザウイルス/ウ
イルス感染細胞と内因性の循環抗DNP抗体との間で二重特異性の分子「架橋」を形成する
と考えられている。この「マーキング(marking)」工程は、抗体依存性細胞食作用(ADCP)
、抗体依存性細胞傷害(ADCC)、および補体依存性細胞傷害(CDC)などの機構を介して、抗
体で覆われたウイルスまたはウイルス感染細胞のクリアランスにつながる免疫応答を開始
する21-23。
【００４３】
　ザナミビル-DNP結合体標的指向性免疫療法にはインフルエンザワクチンを上回る2つの
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主な利点がある。第1に、現行のインフルエンザワクチンは、来期にどのウイルス亜型が
現れる可能性が高いか予測することに基づいて調製される。この予測が失敗する場合があ
るので、ワクチンはウイルスとぴったり合わないことがある。しかしながら、ザナミビル
は高親和性をもって11種類全てのインフルエンザNA亜型に効き、診療所で発見されるザナ
ミビル耐性ウイルスはほとんどない7。第2に、抗DNP抗体がヒト血流中に既に存在するの
で、この療法には前ワクチン接種(pre-vaccination)は必要でない24。
【００４４】
　理論に拘束されるものではないが、トリニトロフェニル(TNP)、ラムノース、またはα-
ガラクトシルなどの他の任意の部分に結合されているザナミビルは、それぞれの抗体をイ
ンフルエンザ感染細胞に動員して抗体依存性免疫応答を誘発し得ることが意図される。従
って、本明細書において開示される免疫療法はザナミビル結合体マーキングによってイン
フルエンザウイルス感染細胞を標的とすることができる。
【００４５】
標的指向性CAR T細胞療法のためのインフルエンザウイルス誘導性腫瘍タイプ
　米国出願15/296,666またはその関連出願(これらの内容は明確に参照により本明細書に
組み入れられる)に記載のように、本発明者らの新たに開発された改良CAR T細胞療法に関
連して、CAR T細胞をインフルエンザウイルス感染細胞に標的指向性送達してCAR T細胞免
疫応答機能を果たすことが本開示において意図される。
【００４６】
　図13は、インフルエンザウイルス感染細胞を処置するCAR T細胞戦略を図示する。図13
では、ザナミビル-FITC結合体が生成され、表面にウイルスノイラミニダーゼを発現する
インフルエンザウイルス感染細胞に取り付けられる。このプロセスでは、ザナミビル-FIT
Cは少なくとも2つの異なる機能を果たす可能性があることに注目する。一方の機能は、イ
ンフルエンザウイルスの感染強度を示すためのイメージング剤として働き、他方の機能は
、エンベロープからのウイルス出芽をブロックできるNA阻害剤であるザナミビルでウイル
ス感染細胞をマーキングすることである。感染細胞表面にザナミビル-FITC結合体が存在
すると、抗FITC抗体で改良されたT細胞がウイルス感染細胞に誘導され、免疫シナプスが
形成する可能性がある。当業者が知っている可能性があるように、このような抗FITC CAR
 T細胞はザナミビル-FITC結合体に結合することで活性化することができる。従って、活
性化されたCAR T細胞はサイトカインを分泌し、その後にウイルス感染細胞を死滅させ、
ウイルス複製を阻止する可能性がある。
【００４７】
　いかなる理論にも拘束されるものではないが、インフルエンザ感染細胞を処置するため
に低分子標的指向性薬物または免疫制御因子結合体を用いる利点は複数の側面から見て取
ることができる。現在、来期にどの株が広がる可能性が高いか毎年予測することに基づい
てワクチンが製造されている。しかしながら、このような戦略が誤り、従って、流行中の
最も優勢な株にワクチンが効かなくなる場合がある。例示されたザナミビルは、11種類全
てのインフルエンザNA亜型に有効なNA阻害剤であり、感染細胞からウイルスが出芽するの
をブロックする。従って、この有効性はインフルエンザウイルスの全亜型に適合している
。同時に、ザナミビルに結合されているペイロード薬物である治療剤もしくは免疫療法モ
ジュレーター、またはアダプター分子(すなわち、フルオレセイン)によって媒介される抗
フルオレセインCAR T細胞は、インフルエンザ感染細胞を特異的にマーキングして、ウイ
ルス感染細胞を除去するのに必要な免疫応答を誘発する。
【実施例】
【００４８】
実施例1. 標的指向性リガンドの設計
　インフルエンザノイラミニダーゼ(NA)は、インフルエンザウイルスエンベロープの脂質
ラフトドメインに固定されている膜貫通糖タンパク質である。NAは膜糖タンパク質の20％
(約80)を占め、NAのヘッドはホモ四量体である。これは膜糖タンパク質または糖脂質から
のシアル酸を切断することによって感染細胞からの子孫ウイルスの放出を助ける(ウイル
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ス出芽プロセスでは、インフルエンザウイルス血球凝集素は、宿主細胞膜上にあるシアル
酸受容体に結合することができる。これにより、新たに形成されたウイルスの放出が妨げ
られる) 9。ノイラミニダーゼはインフルエンザウイルス表面上と感染細胞膜表面上の両
方で発現しているので、インフルエンザウイルスとウイルス感染細胞を標的とする標的指
向性リガンドを設計するための潜在的な標的として本発明者らのグループによって選択さ
れた。
【００４９】
　現在まで、抗インフルエンザ薬として4種類のノイラミニダーゼ阻害剤:オセルタミビル
(Tamiflu; Glide/Roche)、ザナミビル(Relenza; GlaxoSmithKline)、ペラミビル(Rapivab
; BioCryst)、およびラニナミビル(Inavir; 第一三共)が開発されている25。ザナミビル
は、最小の機能を持つ天然シアル酸由来阻害剤であるので、まれなザナミビル耐性ウイル
スが診療所で発見される7。従って、標的指向性リガンド設計の候補としてノイラミニダ
ーゼ阻害剤の中からザナミビルを選択した。Hondaらは、ザナミビルのC-7アルキル修飾類
似体がノイラミニダーゼに対する阻害活性を保持していると報告した(図4)。このことか
ら、C-7位置はリンカー付着部位として修飾されるのに寛容なことが分かる26。Hondaの結
論は、ノイラミニダーゼと複合体化したザナミビルのX線結晶構造の結果によって裏付け
られた。すなわち、ザナミビルの7-OH基は溶媒表面領域に対して露出しており、ノイラミ
ニダーゼの活性部位と直接相互作用しない(図5) 27。さらに、いくつかの研究グループも
、抗インフルエンザ活性が改善した、ザナミビルおよびザナミビル誘導体の一組の多量体
類似体を組み立てるために連結部位としてC7位置を使用した28。まとめると、本発明者ら
は、ザナミビルに基づいて、連結部位としてその7-OH基を修飾することによって新たなNA
標的指向性リガンドを設計する(図4)。
【００５０】
実施例2. 化合物合成

スキーム1 標的指向性リガンドの合成
試薬および条件：(a) アンバーライトIR-120B(H+型)、MeOH；(b) 無水酢酸、4-(ジメチル
アミノ)ピリジン(DMAP)、ピリジン；(c) トリフルオロメタンスルホン酸トリメチルシリ
ル、酢酸エチル；(d) アジドトリメチルシラン、tert-ブチルアルコール；(e) トリフェ
ニルホスフィン、H20、THF；(f) N,N’-bis(tertブトキシカルボニル)-1H-ピラゾール-1-
カルボキシアミジン、トリエチルアミン、THF；(g) ナトリウムメトキシド溶液、MeOH；(
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h) 2,2-ジメトキシプロパン、p-トルエンスルホン酸、アセトン；(i) 4-ニトロフェニル
クロロホルメート、DMAP、ピリジン；(j) アジド-dPEG(登録商標)3-アミン、DMAP、ピリ
ジン；(k) 1M NaOH(aq)、THF；(l) TFA。
【００５１】

スキーム2 低分子薬物結合体の一般的な合成スキーム
【００５２】

スキーム3 ザナミビル-ローダミン結合体の合成
試薬および条件：(a) DBCO-アミン、DIPEA、DMF；(b) DMSO。
【００５３】



(22) JP 2021-531312 A 2021.11.18

10

20

30

40

スキーム4 ザナミビル-EC20結合体の合成
試薬および条件：(a) 1. DMFを用いて樹脂を湿らせる、2. Fmoc-Asp(OtBu)-OH、PyBop、D
IPEA、DMF；(b) 1. DMFに溶解した20％ピペリジン、2. Fmoc-DAPA-OH、PyBop、DIPEA、DM
F；(c) DMFに溶解した20％ピペリジン；(d) 1. DBCO-酸、PyBop、DIPEA、DMF、2. TFA/TI
PS/EtSH/H2O(92.5:2.5:2.5:2.5)；(e) DMSO。
【００５４】

スキーム5 ザナミビル-ツブリシンBヒドラジド結合体の合成
試薬および条件：(a) THF/NaHCO3緩衝液。
【００５５】
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スキーム6 ザナミビル-DNP結合体の合成
試薬および条件：(a) TEA、EtOH；(b) DBCO-NHS、DIPEA、DMSO；(c) DMSO。
【００５６】

スキーム7 ザナミビル-ピモジビル結合体の合成
試薬および条件：(a) N-Boc-ジエタノールアミン、EDC、DMAP、DCM；(b) DCMに溶解した2
0％TFA；(c) DBCO-NHS、DIPEA、DMSO；(d) DMSO。
【００５７】
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スキーム8 ザナミビル-オザニモド結合体の合成
試薬および条件：(a) DBCO-酸、EDC、DMAP、DCM；(b) DMSO。
【００５８】

スキーム9 ザナミビル-SN38結合体の合成
試薬および条件：(a) ジ-tertブチルデカルボネート(di-tertbutyldecarbonate)、ピリジ
ン、DCM；(b) DBCO-酸、EDC、DMAP、DCM；(c) DCMに溶解した20％TFA；(d) DMSO。
【００５９】
実施例3. 抗インフルエンザ化学療法のための低分子リガンド標的指向性薬物結合体
インフルエンザウイルス感染MDCK細胞とのインビトロ結合
(1) ザナミビル-ローダミン結合体を用いた共焦点顕微鏡試験
　方法:　MDCK細胞を共焦点プレートに播種し、一晩インキュベートした。細胞が80％コ
ンフルエンスに達した翌日に、100 TCID50インフルエンザウイルスA/Puerto Rico/8/34(H
1N1)を感染させた。3日目に、感染MDCK細胞を5μMザナミビル(zanamivr)の存在下または
非存在下で50nMザナミビル-ローダミン結合体と共にインキュベートした。37℃で1時間イ
ンキュベートした後に、細胞を細胞培養培地で洗浄し、共焦点顕微鏡に送った。
【００６０】
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　図6aに示したように、インフルエンザウイルス感染MDCK細胞を50nMザナミビル-ローダ
ミン結合体と共にインキュベートした場合に強力な蛍光シグナルが観察された。ザナミビ
ル-ローダミン結合体とノイラミニダーゼとの結合が100倍過剰のザナミビルと競合すると
、蛍光発光シグナルは消失する(図6b)。このことから、細胞への結合体の取り込みは受容
体によって媒介されることが分かる。手短に言えば、この結果から、ザナミビル-ローダ
ミン結合体はインフルエンザウイルス感染MDCK細胞に結合し、内部移行できることが証明
された。
【００６１】
(2) ザナミビル-ローダミン結合体を用いた結合親和性試験
　方法:　MDCK細胞を24ウェルプレートに播種し、一晩インキュベートした。細胞が80％
コンフルエンスに達した翌日に、100 TCID50インフルエンザウイルスA/Puerto Rico/8/34
(H1N1)を感染させた。3日目に、感染MDCK細胞を100倍過剰のザナミビルの存在下または非
存在下で様々な濃度のザナミビル-ローダミン結合体と共にインキュベートした。37℃で1
時間インキュベートした後に、細胞を細胞培養培地で洗浄し、残存する蛍光を蛍光分光法
で定量化した。見かけのKdは、GraphPad Prism 4を用いて、細胞に結合した蛍光強度対添
加したザナミビル-ローダミン結合体の濃度をプロットすることによって計算した。
【００６２】
　図6cに示したように、ザナミビル-ローダミン結合体と、ウイルス感染細胞上に発現し
ているノイラミニダーゼとの結合は10.98nMのKdで飽和することが見出された。このザナ
ミビル-ローダミン結合体結合は100倍過剰のザナミビルと競合する。
【００６３】
　上記の共焦点試験および結合親和性試験に基づいて、ザナミビル誘導体はインフルエン
ザウイルスノイラミニダーゼに対する標的指向性リガンドとして優れた候補であると判明
した。
【００６４】
実施例4. インビボ生体内分布
(1) 99mTcキレート化ザナミビル-EC20ヘッド結合体を用いた結合親和性試験
　方法:　MDCK細胞を24ウェルプレートに播種し、一晩インキュベートした。細胞が80％
コンフルエンスに達した翌日に、100 TCID50インフルエンザウイルスA/Puerto Rico/8/34
(H1N1)を感染させた。3日目に、感染MDCK細胞を100倍過剰のザナミビルの存在下または非
存在下で様々な濃度の99mTcキレート化ザナミビル-EC20ヘッド結合体と共にインキュベー
トした。37℃で1時間インキュベートした後に、細胞を細胞培養培地で洗浄し、残存する9

9mTcキレート化ザナミビル-EC20ヘッド結合体の放射能をガンマカウンターで定量化した
。見かけのKdは、GraphPad Prism 4を用いて、細胞に結合した放射能対放射性トレーサー
の濃度をプロットすることによって計算した。
【００６５】
　テクネチウム-99m(99mTc)キレート化ザナミビル-EC20ヘッド結合体と、ウイルス感染細
胞上で発現しているノイラミニダーゼとの結合は15.09nMのKdで飽和することが見出され
た。この99mTcキレート化ザナミビル-EC20ヘッド結合体結合は100倍過剰のザナミビルと
競合する(図7a)。この結合親和性値は、ザナミビル-ローダミン結合体によって測定した
値と一致する。このことから、ザナミビル誘導体はインフルエンザウイルスノイラミニダ
ーゼに対する優れた標的指向性リガンドだとさらに判明した。
【００６６】
(2) 99mTcキレート化ザナミビル-EC20ヘッド結合体を用いた生体内分布試験
　方法:　最初に、インフルエンザ症状を発症させるために、BALB/cマウス(6～7週齢)の
鼻腔内に50μLのインフルエンザウイルスA/Puerto Rico/8/1934(H1N1)を注射した。3日後
に、マウスに100倍過剰のザナミビルの存在下または非存在下で100μLの10nmolザナミビ
ル-EC20ヘッド結合体(20pM99mTcキレート化結合体を含有する)を静脈内注射した。注射し
て5時間後に、主要な組織/臓器を取り出し、放射能の量をガンマカウンターで求めた。
【００６７】
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　ザナミビル誘導体が治療剤またはイメージング剤をインフルエンザウイルス感染肺に特
別に送達する能力を試験するために、ウイルス感染マウス/非感染マウスにおける99mTcキ
レート化ザナミビル-EC20ヘッド結合体の生体内分布プロファイルを測定した。図8に示し
たように、結合体は、インフルエンザウイルスが増殖する主要臓器であるウイルス感染マ
ウス肺において最大の取り込みを示す。さらに、99mTcキレート化ザナミビル-EC20結合体
は競合群のマウスでも非感染群のマウスでも肺に取り込まれていない。このことから、結
合体の肺への取り込みは受容体によって媒介されたことが分かる。ウイルス感染肺は別と
して、腎臓は、かなりの放射性シグナルを示した唯一の器官である。しかしながら、この
シグナルは競合群でも非感染群でも無くなることはなかった。このことから、腎臓におけ
る99mTcキレート化ザナミビル-EC20ヘッド結合体の蓄積はノイラミニダーゼによって媒介
されなかったことが分かる。まとめると、この結果は、このプロジェクトで設計されたザ
ナミビル誘導体が、治療剤またはイメージング剤をウイルス感染肺に特異的に送達する標
的指向性リガンドとして使用できるという強力な証拠を示している。
【００６８】
実施例5. ザナミビル-ツブリシンBヒドラジド結合体を用いたインビトロ細胞傷害試験
　方法:　ノイラミニダーゼをトランスフェクトされたHEK293細胞を96ウェルプレートに
播種し、ザナミビル-ツブリシンBヒドラジド結合体、遊離ツブリシンBヒドラジド、また
は100倍過剰のザナミビルの存在下でザナミビル-ツブリシンBヒドラジド結合体と37℃で2
時間インキュベートした。次いで、細胞を新鮮培地で洗浄し、37℃でさらに48時間インキ
ュベートした。細胞生存率を、ATP検出(CellTiter Glo, Promege Inc. Madison, WT)を用
いて測定した。EC50値は、GraphPad Prism 4を用いて％ルミネセンス強度対log薬物濃度
をプロットすることによって計算した。
【００６９】
　ザナミビル-ツブリシンBヒドラジド結合体の細胞傷害性および標的特異性を確かめるた
めに、ノイラミニダーゼをトランスフェクトされたHEK293細胞を用いてインビトロ細胞傷
害アッセイを行った。図9に示したように、ザナミビル-ツブリシンBヒドラジド結合体のE
C50は5.2nMであった。これは、遊離ツブリシンBヒドラジドのEC50(9.9nM)に匹敵する。ノ
イラミニダーゼ結合部位を100倍過剰のザナミビルでブロックすると、細胞傷害性が30倍
超低下した。このことから、細胞死滅のほとんどが受容体によって媒介されると示唆され
る。
【００７０】
実施例6. 抗インフルエンザ化学療法および免疫療法のための低分子リガンド標的指向性
薬物結合体
標識化されたリガンドとしてザナミビル-ローダミン結合体を用いた、ザナミビル-DNP結
合体と、ノイラミニダーゼをトランスフェクトされたHEK293細胞との競合結合
　方法:　ノイラミニダーゼをトランスフェクトされたHEK293細胞を24ウェルプレートに
播種し、一晩インキュベートした。翌日、細胞を、1種類の濃度の標識化されたリガンド
（15nMザナミビル-ローダミン結合体）ならびに様々な濃度のザナミビル-DNP結合体また
はザナミビルと共にインキュベートした。1時間インキュベートした後に細胞を細胞培養
培地で洗浄し、残存する蛍光を蛍光分光法で定量化した。見かけのKdは、GraphPad Prism
 4において競合結合式を用いて、細胞に結合した蛍光強度対添加したザナミビル-DNP結合
体またはザナミビルのlog濃度をプロットすることによって計算した。
【００７１】
　ザナミビル-DNP結合体と細胞膜結合型ノイラミニダーゼとの結合親和性を競合結合実験
において測定した。図10は、ザナミビル-DNP結合体およびザナミビルの結合親和性が、そ
れぞれ12.81nMおよび0.45nMと測定されたことを示す。DNP部分に取り付けられると、標的
指向性リガンドの結合親和性は28倍低下するが、その結合親和性は依然として低ナノモル
濃度範囲である。このことから、ザナミビル-DNP結合体には、リガンド標的指向性ハプテ
ン結合体として用いられる可能性があることが分かる。
【００７２】
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実施例7. ザナミビル-DNP結合体を用いた抗DNP抗体動員アッセイ
　図11に示したように、約10nMのザナミビル-DNP結合体が、ノイラミニダーゼをトランス
フェクトされたHEK293細胞膜上のノイラミニダーゼ(293tnNA)に特異的に結合し、抗DNP抗
体を動員することができた。トランスフェクトされていないHEK293細胞(293tn)では結合
は観察されなかった。
【００７３】
　方法:　293tnNA(ノイラミニダーゼをトランスフェクトされた)および対照(トランスフ
ェクトされていない293tn)細胞を異なる濃度のザナミビル-DNP結合体と4℃で30分間イン
キュベートし、その後にPBSで3回洗浄した。その後、細胞を抗DNP-ビオチンおよびストレ
プトアビジン-PEで4℃で30分間染色した。細胞をPBSで3回洗浄し、フローサイトメトリー
に提出した。
【００７４】
実施例8. マウス保護試験
　方法:　BALB/cマウス(4週齢)を1週目および3週目に2回、DNP-KLHで免疫化した。4週目
に、インフルエンザ症状を発症させるために、免疫化マウスおよび未免疫マウスの鼻腔内
に50μLの100LD50インフルエンザウイルスA/Puerto Rico/8/1934(H1N1)を注射した。2時
間後、マウスの鼻腔内にPBS/ザナミビル/ザナミビル-DNP結合体(1.5μmol/kg)を5日間に
わたって1日1回与えた。初期体重の25％が減少したとき、または瀕死になったときに、マ
ウスが死亡したとみなした。
【００７５】
　図12に示したように、ザナミビル-DNP結合体(赤色の逆三角)には1.5μmol/kgの用量で
ザナミビル(緑色の三角)より優れた効果がある。ザナミビル-DNP結合体で処置した免疫化
マウスについては体重減少またはインフルエンザ症状は観察されなかった(図12a、赤色の
線)。ザナミビル-DNP結合体は全ての免疫化マウスを致死ウイルス曝露から保護した(図12
b、赤色の線)。対照的に、ザナミビルは免疫化マウスの60％しか救わなかった(図12b、緑
色の線)。未免疫マウスに与えられたときに、ザナミビル-DNP結合体の効力が激減したこ
とは言及する価値がある(青色の線)。このことは、ザナミビル-DNP結合体の免疫学的機能
の重要性を強調している。
【００７６】
実施例9. インフルエンザウイルスは標的指向性CAR T療法のための腫瘍タイプを誘導した
　本実施例では、NA発現HEK293細胞を死滅させるCAR T細胞のインビトロ試験を証明する
。
【００７７】
　図14は、インフルエンザウイルス感染細胞を模倣するためにNA発現HEK293細胞(293NA)
が用いられることを示す。図14AおよびBから、それぞれ、
CAR-T(100,000細胞):293NA(20,000)＝5:1によって41％が死滅する
CAR-T(200,000細胞):293NA(20,000)＝10:1によって61％が死滅する
ことが分かる。
【００７８】
実施例10. ザナミビル-FITCと正常293T細胞は結合しない
　図15は、ザナミビル-FITCが正常293T細胞に結合しないことを示す。ザナミビルは細胞
表面上にあるNAに特異的に結合するので、293細胞がNA発現をトランスフェクトされなけ
れば、ザナミビル-FITCは細胞表面にはない。従って、フローサイトメーターにおいてゲ
ーティングされた場合は正常293細胞が検出されない。表面にNAを発現する細胞だけがザ
ナミビル-FITC結合体によって検出される。従って、ザナミビル-FITCはNA発現細胞を特定
するためのプローブとして役立つ可能性がある。
【００７９】
実施例11. NAに対する細胞傷害性はザナミビル-FITCによって特異的に誘導される
　図16は、抗FITC CAR TがHEK 293NA細胞に対して特異的に細胞傷害性を果たすことを示
す。
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【００８０】
　3つの異なる群（HEK-293＋FITC-ザナミビル、293NA＋EC17、293NA＋遊離ザナミビル）
をヒトCAR-T細胞と共培養し、死滅％をLDHによって試験した。
【００８１】
　この表/図16では、HEK-293は、NAを発現しない正常293T細胞である。これに対して、29
3NAは、NAを発現する293T細胞である。FITC-ザナミビルは、CAR-TがNA発現細胞（自然界
ではインフルエンザ感染細胞；この実験では293NA）を標的とするように設計されたアダ
プターである。EC17の場合、FITC側はCAR-T細胞に結合できるが、他方の側は293NAに結合
しない。従って、3つの群は、1.非標的細胞と正しいアダプター；2.標的細胞と間違った
アダプター；3.標的細胞と遊離薬物と考えることができる。3つの群の結果は死滅がない
と予測された。図16の実験結果は、この仮説を裏付けており（293NA+EC17群の3～5％死滅
はばらつき(variation)である可能性がある）、図14の実験群（293NA+FITC-ザナミビル）
の40～60％死滅と全く比較にならない。
【００８２】
実施例12. 本物のウイルスを用いたインビトロアッセイ
　図17に示したように、実施例10と同様に、本物のウイルスに感染したMDCK細胞をザナミ
ビル-ローダミン結合体によって特定して、NA発現レベルをチェックすることができる。
【００８３】
　典型的には、コンフルエントMDCK細胞に100 TCID50インフルエンザウイルス(H1N1)を感
染させた。例示された図17では、細胞表面上にあるNAの発現レベルをチェックするために
、細胞を100nMザナミビル-ローダミン結合体で染色する。
【００８４】
　MDCK細胞にインフルエンザウイルスを約15時間感染させた後、これらの細胞をCAR-T細
胞と何時間か共培養する。次いで、CAR-T死滅効果の効力を少なくとも2つの異なる手法で
チェックする。1つは、LDHアッセイなどの細胞溶解をチェックする手法である。図18は、
ザナミビル-FITC結合体に適合された抗FITC CAR-T細胞によるH1N1感染MDCKの死滅を示す
。左パネルは、通常のT細胞が18時間の共培養後に10％の最高率でMDCK細胞を死滅させた
文献報告を示す。これに対して、適合されたCAR-T細胞は、わずか7時間の共培養後にイン
フルエンザ感染MDCK細胞を約8.4％死滅させた。さらに、適合されたCAR-T細胞は非感染MD
CKを死滅させない。このことから、CAR Tは感染T細胞に極めて特異的であることが分かる
。CAR T死滅効果をチェックするもう1つの手法は、（例えば、ウイルス遺伝物質を測定し
てウイルス複製を定量化するqPCRを用いて）上清中のウイルス力価を測定する手法である
。
【００８５】
実施例13. 標的指向性CAR-T療法のためにインフルエンザ誘導性腫瘍タイプを研究するた
めのインビボマウスモデル
　図19は、標的指向性アダプターによって媒介される、前の実施例に記載の抗FITC CAR-T
療法を用いてインフルエンザウイルス誘導性腫瘍タイプを研究するためのマウスモデルを
示す。最初に、ウイルス力価のLD50を求めるために、インフルエンザウイルスに感染した
NSGマウスを研究する。妥当なウイルス力価と感染NSGマウスを確立した後に、ザナミビル
-FITC結合アダプターと抗FITC CAR-T細胞を感染NSGマウスに適用して救う。ザナミビル-F
ITC結合体と抗FITC CAR-Tによって救うとマウス生存率は上昇すると予想される。
【００８６】
実施例14. インフルエンザAグループ1ノイラミニダーゼ(N1で表す)およびグループ2ノイ
ラミニダーゼ(N2で表す)に対するザナミビル-DNP結合体の結合親和性
【００８７】
　図21は、インフルエンザウイルスA/Puerto Rico/8/34(H1N1)感染MDCK細胞のインビトロ
結合アッセイを示す。
【００８８】
　図22は、インフルエンザウイルスA/Aichi2/1968(H3N2)感染MDCK細胞のインビトロ結合
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アッセイを示す。
【００８９】
実施例15. ザナミビル-DNP結合体がCDC効果およびADCP効果によってインフルエンザウイ
ルス感染細胞の死滅を誘導する能力
　図23～24は、抗DNP抗体を、H1N1株およびH3N2株の両方についてウイルス感染MDCK細胞
に動員できることを示す。
【００９０】
　図25は、ザナミビル-DNP結合体の補体依存性細胞傷害アッセイを示す。最大死滅に達す
るには10nM薬物結合体しか必要とされない。このことから、ザナミビル-DNP結合体はザナ
ミビル単独よりかなり強力であることが分かる。
【００９１】
　図26は、ザナミビル-DNP結合体が抗DNP抗体を引き寄せて抗体依存性食作用(ADCP)を実
現する可能性があることを示す。
【００９２】
実施例16. 以下を証明した一連の生体マウス試験:
　a. インフルエンザウイルス感染の治療における薬物の鼻腔内投与の効力(図27～29)
　b. 鼻腔内投与後の最適用量を示した用量段階的増加試験(図27)
　c. 鼻腔内投与後に完治させるには単一用量で十分なことを示した用量頻度試験(図28、
31)
　d. 処置は、インフルエンザ症状が検出されて72時間まで遅らせることができ、それで
もなお鼻腔内投与した後に完治する(図29～30)。
　e. 同じ薬物を腹腔内注射によって投与することができ、それでもなお完治する(図33～
34)。
　f. 上記のアッセイの全てにおいて、本発明者らの薬物はザナミビルより性能が著しく
優れている(図27～34)。
　g. BioDデータおよびspect/CT画像化は感染肺組織に対して特異性を示す(図32)。
【００９３】
実施例17. 抗体依存性細胞傷害レポーターバイオアッセイを用いて、インフルエンザを治
療するためのリガンド標的指向性免疫療法を分析した(図35A～B)
　本実施例では、ADCCレポーターバイオアッセイを適用して、ホタルルシフェラーゼレポ
ーターアッセイ(ADCC Reporter Bioassays, V Variant, Catalog #: G7010, Promega)を
介して、ザナミビル-DNP結合体によって誘導されるADCC応答をモニタリングする。簡単に
述べると、図35Aに示したように、エフェクター細胞として、FcγRIIIa受容体と、ホタル
ルシフェラーゼを発現させるNFAT(活性化T細胞核内因子)応答エレメントを安定して発現
するように操作されたジャーカット細胞を使用する。ADCC作用機序における抗体の生物学
的活性を、NFAT経路活性化の結果として産生されたルシフェラーゼによって定量化する。
このことから、図35Bに概説したように、ADCC効果を媒介する際にザナミビル-DNP結合体
は標的細胞に結合することが分かる。本実施例から、ザナミビル-DNP結合体はADCC効果の
媒介において重要な役割を果たすことが分かる。
【００９４】
実施例18. インフルエンザを治療するためのリガンド標的指向性免疫療法を、H1N1感染MD
CK細胞およびH3N2感染MDCK細胞に対するインビトロ抗ウイルスアッセイを用いて分析した
(図36A～B)
　本実施例では、ザナミビル-DNP結合体に保護効果があるかどうか、H1N1またはH3N2ウイ
ルスに感染させたMDCK細胞を研究した。図36A(H1N1)および36B(H3N2)に示したように、EC
50は、ウイルス感染したMDCKを50％保護するための阻害剤濃度を表す。
【００９５】
　ザナミビル-DNP結合体が、インフルエンザウイルス増殖を抑制するために、必要なノイ
ラミニダーゼ活性を依然として阻害できることを保証するために、本発明者らは、MDCK-
インフルエンザウイルス共培養物中におけるインフルエンザウイルス増殖を抑制する際の
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ザナミビルおよびザナミビル-DNP結合体の効力を比較した。
【００９６】
実施例19. H3N2ウイルス感染マウスに対する単一用量処置(鼻腔内投与)(図37A～B)
　本実施例では、0日目に、DNP-KLHで免疫化したマウス(5匹のマウス/群)に50uLのA/Aich
i/2/1968(HA,NA),x-31b(H3N2)ウイルス(100LD50)を感染させた。
【００９７】
　感染の24時間後に、マウスの鼻腔内にザナミビル-DNP結合体/ザナミビル/PBSを1回だけ
与えた。初期体重の25％が減少したとき、または瀕死になったときに、マウスが死亡した
とみなした。
【００９８】
　図37AおよびBに示したように、鼻腔内投与ザナミビル-DNPは感染の14日後に優れた保護
を示す(全マウスが治癒した)。これに対して、ザナミビル単独は同じ保護を示さない。
【００９９】
実施例20. H1N1ウイルス感染マウスに対する単一用量処置(腹腔内投与)(図38A～B)
　本実施例では、0日目に、DNP-KLHで免疫化したマウス(5匹のマウス/群)に50uLのA/Puer
to Rico/8/34(100LD50, 4.2x10

5PFU)を感染させた。
【０１００】
　感染の24時間後に、マウスの腹腔内にザナミビル-DNP結合体/ザナミビル/PBSを1回だけ
与えた。初期体重の25％が減少したとき、または瀕死になったときに、マウスが死亡した
とみなした。
【０１０１】
　図38AおよびBに示したように、腹腔内投与ザナミビル-DNPは感染の14日後に優れた保護
(全マウスが治癒した)を示す。これに対して、ザナミビル単独は同じ保護を示さない。
【０１０２】
実施例21. H3N2ウイルス感染マウスに対する単一用量処置(腹腔内投与)(図39A～B)
　本実施例では、0日目に、DNP-KLHで免疫化したマウス(5匹のマウス/群)に50uLのA/Aich
i/2/1968(HA,NA),x-31b(H3N2)ウイルス(100 LD50)を感染させた。
【０１０３】
　感染の24時間後に、マウスの腹腔内にザナミビル-DNP結合体/ザナミビル/PBSを1回だけ
与えた。初期体重の25％が減少したとき、または瀕死になったときに、マウスが死亡した
とみなした。
【０１０４】
　図39A～Bに示したように、腹腔内投与ザナミビル-DNPは、感染の14日後に優れた保護（
全マウスが治癒した）を示す。これに対して、ザナミビル単独は同じ保護を示さない。
【０１０５】
実施例22. H1N1ウイルスに感染した未免疫マウスを抗DNP抗体で処置した(図40A～B)
　本実施例では、致死用量のH1N1ウイルスに感染させて1日後に、未免疫マウスの静脈内
に抗DNP抗体を与え、すぐに様々な用量の腹腔内投与ザナミビル-DNP結合体で処置した。
【０１０６】
　パイロット試験では、0日目に、マウス(3匹のマウス/群)に50uLのA/Puerto Rico/8/34
ウイルス(100 LD50,4.2x10

5PFU)を感染させた。
【０１０７】
　感染の24時間後にマウスの静脈内に抗DNP抗体(ポリクローナルウサギIgG)を1回だけ与
え、感染の24時間後に鼻腔内にザナミビル-DNP結合体を1回だけ与えた。
【０１０８】
　初期体重の25％が減少したとき、または瀕死になったときに、マウスが死亡したとみな
した。
【０１０９】
　図40A～Bに示したように、感染の24時間後に同時投与した場合、1mg/kgと少ない静脈内
投与抗DNP抗体と1.5umol/kg鼻腔内投与zana-DNP結合体は致死用量のH1N1ウイルス感染に
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【０１１０】
実施例23. ザナミビル-ラムノース結合体の合成スキーム(図41)
　本実施例では、インフルエンザウイルス感染に対する免疫応答の誘導において使用する
ために、異なる結合体ザナミビル-ラムノースを合成する。合成スキームを図41に示した
。
【０１１１】
実施例24. 標識化されたリガンドとしてザナミビル-ローダミン結合体を用いた、ザナミ
ビル-ラムノース結合体と、ノイラミニダーゼをトランスフェクトされたHEK293細胞との
競合結合(図42A～B)
　本実施例では、ノイラミニダーゼをトランスフェクトされたHEK293細胞を24ウェルプレ
ートに播種し、一晩インキュベートした。翌日、細胞を、1種類の濃度の標識化されたリ
ガンド（15nMザナミビル-ローダミン結合体）ならびに様々な濃度のザナミビル-ラムノー
ス結合体またはザナミビルと共にインキュベートした。1時間インキュベートした後に、
細胞を細胞培養培地で洗浄し、残存する蛍光を蛍光分光法で定量化した。見かけのKdは、
GraphPadPrism4において競合結合式を用いて、細胞に結合した蛍光強度対添加したザナミ
ビル-DNP結合体またはザナミビルのlog濃度をプロットすることによって計算した。ザナ
ミビル-ラムノース結合体では約3.57nMのKdがプロットされたのに対し、遊離ザナミビで
は約0.77nMのKd、ザナミビル-ローダミン結合体では約11.71nMのKdがプロットされた。
【０１１２】
実施例25. ザナミビル-ラムノース結合体を用いた免疫療法試験(図43A～B)
　本実施例では、ザナミビル-ラムノース結合体によるマウス保護を用量段階的増加試験
において観察する。簡単に述べると、0日目に、ラムノース-OVAで免疫化したマウス(5匹
のマウス/群)に50uLのA/Puerto Rico/8/34ウイルス(100LD50,4.2x10

5PFU)を感染させた。
【０１１３】
　感染の24時間後に、マウスの鼻腔内に1.5/0.5/0.17umol/kgザナミビル-ラムノース結合
体/ザナミビル/PBSを5日間にわたって1日2回与えた。初期体重の25％が減少したとき、ま
たは瀕死になったときに、マウスが死亡したとみなした。
【０１１４】
　図43A～Bに示したように、0.17umol/kgと少ないザナミビル-ラムノース結合体1日2回(b
.i.d)はA/Puerto Rico/8/34(H1N1)ウイルス致死感染マウスを少なくとも50％保護するこ
とができた。
【０１１５】
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