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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ｉ）中東呼吸器症候群コロナウイルス（ＭＥＲＳ－ＣｏＶ）抗原を含むＭＥＲＳ－Ｃ
ｏＶナノ粒子であって、前記抗原が、三量体の形態の、バキュロウイルスで発現させた完
全長スパイクポリペプチドからなり、前記スパイクポリペプチドが前記ナノ粒子中の唯一
のポリペプチドである、ナノ粒子；及び
　（ｉｉ）サポニン系アジュバント；
を含む免疫原性組成物であって、ＭＥＲＳ－ＣｏＶに対する高親和性中和抗体を誘導する
ことができる、免疫原性組成物。
【請求項２】
　ナノ粒子がスパイクポリペプチドの三量体を少なくとも約５個～約３０個含む、請求項
１に記載の組成物。
【請求項３】
　ナノ粒子がスパイクポリペプチドの三量体を少なくとも約１０個～約２０個含む、請求
項２に記載の組成物。
【請求項４】
　ナノ粒子の濃度が少なくとも約２０μｇ／ｍＬ～約６０μｇ／ｍＬである、請求項１に
記載の組成物。
【請求項５】
　ナノ粒子の濃度が少なくとも約３０μｇ／ｍＬ～約５０μｇ／ｍＬである、請求項４に
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記載の組成物。
【請求項６】
　スパイクポリペプチドが配列番号２を含む、請求項１～３のいずれかに記載の組成物。
【請求項７】
　スパイクポリペプチドが配列番号２からなる、請求項１～３のいずれかに記載の組成物
。
【請求項８】
　高親和性抗体の製造方法であって、トランスジェニックウシまたはトランスジェニック
ウマである動物に、中東呼吸器症候群コロナウイルス（ＭＥＲＳ－ＣｏＶ）抗原を含むＭ
ＥＲＳ－ＣｏＶナノ粒子と、サポニン系アジュバントを含む免疫原性組成物であって、前
記抗原が、三量体の形態の、バキュロウイルスで発現させた完全長スパイクポリペプチド
を含み、前記スパイクポリペプチドが前記ナノ粒子中の唯一のポリペプチドである、免疫
原性組成物を投与する工程、前記動物から血清および／または血漿を採取する工程、なら
びに血清および／または血漿から抗体を精製する工程、を含む方法。
【請求項９】
　ナノ粒子がスパイクポリペプチドの三量体を少なくとも約５個～約３０個含む、請求項
８に記載の方法。
【請求項１０】
　ナノ粒子がスパイクポリペプチドの三量体を少なくとも約１０個～約２０個含む、請求
項９に記載の方法。
【請求項１１】
　ナノ粒子の濃度が少なくとも約２０μｇ／ｍＬ～約６０μｇ／ｍＬである、請求項８に
記載の方法。
【請求項１２】
　ナノ粒子の濃度が少なくとも約３０μｇ／ｍＬ～約５０μｇ／ｍＬである、請求項１１
に記載の方法。
【請求項１３】
　スパイクポリペプチドが配列番号２を含む、請求項８～１０のいずれかに記載の方法。
【請求項１４】
　スパイクポリペプチドが配列番号２からなる、請求項８～１０のいずれかに記載の方法
。
【請求項１５】
　アジュバントの投与をさらに含む、請求項８に記載の方法。
【請求項１６】
　アジュバントが、Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ　ＩＳＡ２０６、Ｑｕｉｌ　Ａ、アラム、フロイ
ントアジュバント、不完全フロイントアジュバント、および水酸化アルミニウムアジュバ
ントからなる群から選択される、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　抗体のＫＤが１０－８～１０－１５である、請求項８に記載の方法。
【請求項１８】
　抗体のＫＤが１０－１２～１０－１４である、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　ＭＥＲＳ感染を治療するための医薬の製造における、請求項８～１８のいずれか一項に
記載の方法で製造した高親和性抗体の使用。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
[0001]　本出願は、あらゆる目的に関してその全体が参照により本明細書に組み込まれる



(3) JP 6643239 B2 2020.2.12

10

20

30

40

50

、２０１３年９月１９日出願の米国特許仮出願第６１／８８０，１１１号の利益を主張す
るものである。
【０００２】
電子的に提出されたテキストファイルについての記載
[0002]　本明細書と共に電子的に提出されたテキストファイルの内容は、その全体が参照
により本明細書に組み込まれる：配列表のコンピュータ読取可能フォーマットのコピー（
ファイル名：ＮＯＶＶ－０５６／０１ＷＯ＿Ｓｅｑｌｉｓｔ．ｔｘｔ、記録日：２０１４
年９月１８日、ファイルサイズ、１７，３８４メガバイト）。
【背景技術】
【０００３】
[0003]　コロナウイルスは、ヒトなどの動物で疾患を引き起こす可能性がある。そのよう
な疾患の１つの例は、ＳＡＲＳ（重症急性呼吸器症候群）である。最近、ヒトの致死に関
連する新しいコロナウイルスである中東呼吸器症候群コロナウイルス（MERS-CoV）が出現
した。ＭＥＲＳ－ＣｏＶは、世界保健機関（WHO）により「世界的な健康に対する脅威(th
reat to global health)」であると同定され、中東およびヨーロッパの２１カ国において
報告されている。ＭＥＲＳ－ＣｏＶは、感染した個体において重症呼吸窮迫および潜在的
に腎不全を引き起こす、病原性が高い呼吸器ウイルスである［１、２］。
【０００４】
[0004]　コロナウイルスは、それらのビリオンの表面にあるスパイク（S）糖タンパク質
と宿主細胞にあるコロナウイルスのコグネイト受容体（例えば、肺細胞および腎臓細胞を
含めた種々のヒト細胞に見いだされるジペプチジルペプチダーゼ４（DPP4））との相互作
用によって細胞の膜に付着する。Ｓ糖タンパク質は、受容体結合性ドメイン（RBD）を含
有するＮ末端Ｓ１ドメインとウイルス－細胞融合に関与するＳ２ドメインとからなる。Ｍ
ＥＲＳ－ＣｏＶ　ＲＢＤは、コアドメインからなり、これはヒトＤＰＰ４タンパク質と共
結晶化されて、ＤＰＰ４のブレード４およびブレード５と相互作用することが示されてい
る［１１］。ＳＡＲＳ－ＣｏＶを含めた他のコロナウイルスでは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにお
いてＲＢＤに対する抗体で中和し、ウイルスの成長を阻害することができる［１２～１４
］。ＳＡＲＳ－ＣｏＶのマウスモデルでは、ワクチンにより誘導され、受動的に移される
中和抗体が肺の病理発生および死亡の阻害において有効であることが証明されている［１
５］。しかし、ＳＡＲＳ　ＣｏＶに関してｉｎ　ｖｉｔｒｏにおけるヒト免疫細胞での抗
体依存性感染増強（ADE）が報告されているが、ｉｎ　ｖｉｖｏにおけるその臨床的意義
は不明である。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
[0005]　多くのウイルス性感染因子を予防および治療するために、ヒト回復期血漿および
／または免疫グロブリンが有効に使用されている［１６］。Public Health Englandおよ
びthe International Severe Acute Respiratory & Emerging Infection Consortium（IS
ARIC）により、中和抗体（回復期血漿を含める）を用いた受動免疫療法は優先的な試験が
保証されるＭＥＲＳ－ＣｏＶ治療アプローチであると同定された。しかし、親和性および
結合活性が高い抗体を伴う抗病原体ヒト血漿および／または免疫グロブリンを多量に製造
するためには、現在、回復期ヒトからの供与を受ける必要があることから、いくつもの文
化的な理由、社会基盤や物流上の理由でこれらのヒト由来製品の広範にわたる利用可能性
が限定される可能性がある。ＭＥＲＳ－ＣｏＶを含めた感染因子を予防および治療するた
めの特異的なヒトポリクローナル免疫グロブリンを迅速に製造するための代替的な手段が
必要とされている。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
[0006]　本明細書には、中東呼吸器症候群（MERS-CoV）を引き起こすコロナウイルス（Co
V）による感染に対する免疫応答をシミュレートするための組成物および方法が開示され
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ている。本開示は、免疫原性であり、ＭＥＲＳ－ＣｏＶ感染に対する防御をもたらす組成
物を提供する。有利には、当該組成物はＭＥＲＳ－ＣｏＶに対する中和抗体を誘導するも
のであり、ワクチンとして使用することができる。
【０００７】
[0007]　本開示は、ＭＥＲＳ－ＣｏＶにかかりやすい動物におけるウイルス感染に対する
実質的な免疫を誘導する方法であって、ＭＥＲＳ－ＣｏＶナノ粒子を含むワクチンを有効
用量で少なくとも１回投与する工程を含む方法も提供する。一実施形態では、前記方法は
、動物に前記ナノ粒子を経口投与、皮内投与、鼻腔内投与、筋肉内投与、腹腔内投与、静
脈内投与、または皮下投与する工程を含む。
【０００８】
[0008]　複数の態様では、ナノ粒子は、ＭＥＲＳ－ＣｏＶタンパク質を１種類のみ含有す
る。特定の態様では、唯一のタンパク質はスパイク（S）タンパク質である。
【０００９】
[0009]　一態様では、本開示は、ＭＥＲＳ－ＣｏＶナノ粒子を含む免疫原性組成物であっ
て、ナノ粒子がスパイクポリペプチドの三量体を少なくとも１つ含む免疫原性組成物を提
供する。別の実施形態では、ナノ粒子はスパイクポリペプチドの三量体を少なくとも約５
個～約３０個含む。別の実施形態では、ナノ粒子はスパイクポリペプチドの三量体を少な
くとも約１０個～約２０個含む。一実施形態では、ナノ粒子の濃度は少なくとも約２０μ
ｇ／ｍＬ～約６０μｇ／ｍＬである。別の実施形態では、ナノ粒子の濃度は少なくとも約
３０μｇ／ｍＬ～約５０μｇ／ｍＬである。さらなる実施形態では、スパイクポリペプチ
ドは配列番号２を含む。さらに別の実施形態では、スパイクポリペプチドは配列番号２か
らなる。
【００１０】
[0010]　別の態様では、本開示は、高親和性抗体の製造方法であって、動物に、スパイク
ポリペプチドの三量体を少なくとも１つ含むＭＥＲＳ－ＣｏＶナノ粒子を含む免疫原性組
成物を投与する工程、動物から血清および／または血漿を採取する工程、ならびに血清お
よび／または血漿から抗体を精製する工程を含む方法を提供する。一実施形態では、当該
方法は、アジュバントの投与をさらに含む。さらなる実施形態では、アジュバントは、Ｍ
ｏｎｔａｎｉｄｅ　ＩＳＡ２０６、Ｑｕｉｌ　Ａ、アラム(Alum)、フロイントアジュバン
ト、不完全フロイントアジュバント、および水酸化アルミニウムアジュバントからなる群
から選択される。一実施形態では、動物はウシまたはウマである。さらなる実施形態では
、ウシまたはウマ動物は、トランスジェニック動物である。
【００１１】
[0011]　一実施形態では、ナノ粒子を用いて動物を免疫することによって産生される抗体
のＫＤは１０－８～１０－１５である。さらなる実施形態では、抗体のＫＤは約１０－１

２～１０－１４または約１０－１３～１０－１４である。
【００１２】
[0012]　さらに別の態様では、本開示は、本方法によって製造される精製された高親和性
抗体をヒト対象にさらに投与することを含む。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】[0013]コロナウイルス構造を示す図である。
【図２】[0014]本明細書に開示されている方法を実施することによって得られるワクチン
粒子を示す図である。
【図３】[0015]それぞれ抗ＭＥＲＳ抗体および抗ＳＡＲＳ抗体による、本明細書に開示さ
れているＭＥＲＳ　ＣｏＶナノ粒子ＶＬＰおよびＳＡＲＳ　ＣｏＶナノ粒子ＶＬＰへの抗
体の結合を示す図である。
【図４】[0016]明細書に開示されているＭＥＲＳ　ＣｏＶナノ粒子ＶＬＰおよびＳＡＲＳ
　ＣｏＶナノ粒子ＶＬＰの電子顕微鏡写真である。
【図５】[0017]本明細書に開示されているＭＥＲＳ　ＣｏＶナノ粒子ＶＬＰおよびＳＡＲ
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Ｓ　ＣｏＶナノ粒子ＶＬＰについての、異なる期間、異なる用量、かつ、アジュバントを
用いた場合と用いない場合の免疫プロトコールを示す図である。
【図６】[0018]本明細書に開示されている方法を実施することによって得られるワクチン
粒子を示す図である。２６ｎｍのタンパク質－タンパク質ミセルの三量体に集合したＭＥ
ＲＳスパイクタンパク質が示されている。
【図７】[0019]本明細書に開示されているＭＥＲＳ　ＣｏＶ　ＶＬＰおよびＳＡＲＳ　Ｃ
ｏＶナノ粒子ＶＬＰでマウスを免疫した後の中和結果を示す図である。Ｍａｔｒｉｘ　Ｍ
アジュバントが特に有効である。
【図８】[0020]コドン最適化ＭＥＲＳ　ＣｏＶスパイクヌクレオチド配列を示す図である
。
【図９】[0021]ＭＥＲＳ　ＣｏＶスパイクアミノ酸配列を示す図である。
【図１０】[0022]図１０Ａ～Ｃは、ＭＥＲＳスパイクタンパク質特異的抗体産生およびＥ
ＬＩＳＡ力価を示す図である。図１０Ａは、ワクチン接種戦略を示す図である（ｖはワク
チン接種数を示し、例えば、ｖ１は１回目のワクチン接種を示し、ｖ２は２回目のワクチ
ン接種を示す、など）。図１０Ｂは、ＥＬＩＳＡによって測定される、免疫期間にわたる
個々のＴｃ動物由来の血清試料における組換えＭＥＲＳ－ＣｏＶスパイクタンパク質に対
する抗体価を示すグラフである。力価値（単位／ｍｌ）は、ＯＤ４５０読み取りがブラン
クよりも２．５倍高くなる血清試料の最高希釈度と定義される。図１０Ｃは、ＳＡＢ－３
００およびＳＡＢ－３０１の組換えＭＲＳ－ＣｏＶスパイクタンパク質に対する抗体価を
示すグラフである。力価活性値（単位／ｍｇ）は、ＯＤ４５０読み取りがブランクよりも
２．５倍高くなる抗体１ｍｇの最高希釈度と定義される。
【図１１Ａ】[0023]蛍光低下中和アッセイの結果を示すグラフである。ワクチン接種した
ウシ血清をＦＲＮＴ５０アッセイによって中和について試験した。検出されるＭＥＲＳ－
ＣｏＶを５０％阻害するために必要な血清の質量（μｇ）を各試料についてグラフにした
。ＭＥＲＳ－ＣｏＶを血清の希釈物で前処理した後に感染を定量化した。感染後、細胞を
固定し、抗スパイク抗体で標識して、モック血清と比較して細胞の５０％のみが感染する
レベルを定量化した。
【図１１Ｂ】蛍光低下中和アッセイの結果を示すグラフである。ＳＡＢ－３００およびＳ
ＡＢ－３０１について、ベロ細胞におけるＭＥＲＳ－ＣｏＶの感染を阻害するそれらの能
力についてアッセイしたＦＲＮＴ５０アッセイ結果を示すグラフである。これらのＦＲＮ
Ｔ５０アッセイでは抗原アフィニティ精製したウサギ抗スパイク抗体を陽性対照として使
用した。統計：ガウス分布を仮定したウエルチ補正を伴う対応のないＴ検定。有意差は認
められなかった。バーは９５％ＣＩである。
【図１２】[0024]図１２Ａ～Ｂは、ＭＥＲＳ－ＣｏＶ中和アッセイを示すグラフである。
図１２Ａは、ＳＡＢ－３００およびＳＡＢ－３０１を、ＭＥＲＳ－ＣｏＶを中和するそれ
らの能力についてＴＣＩＤ５０アッセイによって試験し、陰性対照の精製ｈＩｇＧと比較
したウイルス力価のパーセントとしてグラフにしたものである。百分率が高いほど感染の
阻害が低いことを意味する。図１２Ｂは、ＭＥＲＳ－ＣｏＶに対するＳＡＢ－３００およ
びＳＡＢ－３０１の抗体依存性感染増強を示すグラフである。感染後４８時間の時点でＳ
ＡＢ－３００およびＳＡＢ－３０１と一緒にプレインキュベートしたＭＥＲＳ－ＣｏＶ由
来のＲＮＡをＭＥＲＳ－ＣｏＶ特異的転写物の量についてアッセイし、モック試料と比較
した倍率変化としてグラフにした。ｎ．ｓ．は有意でないことを意味する。
【図１３】[0025]図１３Ａ～Ｂは、ｉｎ　ｖｉｖｏにおけるＭＥＲＳ－ＣｏＶ複製の阻害
を示すグラフである。ＭＥＲＳ－ＣｏＶ感染の１２時間前にＳＡＢ－３００（図１３Ａ）
またはＳＡＢ－３０１（図１３Ｂ）を、Ａｄ５－ｈＤＰＰ４を形質導入したＢＡＬＢ／ｃ
マウス（６週齢、雌）の腹腔内に移した。次いで、マウスに１×１０５ＰＦＵのＭＥＲＳ
－ＣｏＶを鼻腔内に感染させた。示されている時点で肺におけるウイルス力価を測定した
。力価は、組織１ｇ当たりのＰＦＵとして表されている。ｎ＝マウス３匹／群／時点。無
処置群と比較して＊Ｐ＜０．０５；対照Ａｂ群と比較してＰ＜０．０５。
【図１４】[0026]ＭＥＲＳ－ＣｏＶ　Ｓタンパク質とウシＴｃ由来ヒトＩｇＧの結合カイ
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ネティクスを示すグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
[0027]　「ａ（１つの）」、「ａｎ（１つの）」、および「ｔｈｅ（その）」などの単数
形が本出願全体を通して便宜上使用されているが、文脈または明示的な記載により別段示
されていなければ、単数形は複数を包含することが意図されていることが理解されるべき
である。さらに、本明細書で言及されているあらゆる学術論文、特許、特許出願、刊行物
などはその全体があらゆる目的に関して参照により本明細書に組み込まれることが理解さ
れるべきである。数値範囲は全て、数値範囲内の個々の数値全てを包含するものと理解さ
れるべきであり、個々の数値全てが個別に列挙されているものと解釈されるべきである。
同じ成分または性質を対象とする全ての範囲の終点が含まれ、それぞれ独立に組合せ可能
であるものとする。
【００１５】
[0028]　「約」とは、参照値と実質的に同じ効果を有するか、または実質的に同じ結果を
もたらす全ての値を含む。したがって、「約」という用語により包含される範囲は、この
用語が使用される文脈、例えば、参照値と関連するパラメータに応じて変動する。したが
って、文脈に応じて、「約」とは、例えば、±１５％、±１０％、±５％、±４％、±３
％、±２％、±１％、または±１％未満を意味し得る。重要なことに、「約」という用語
が先行する参照値の列挙は全て、参照値のみの列挙でもあることが意図されている。
【００１６】
[0029]　本明細書で使用される場合、「バキュロウイルス」という用語は、ｂａｃｕｌｏ
ｖｉｒｉｄａｅとしても公知であり、節足動物のエンベロープを有するＤＮＡウイルスの
科を指し、そのメンバーは、挿入断片細胞培養物において組換えタンパク質を産生させる
ための発現ベクターとして使用することができる。ビリオンは、環状高次コイル二本鎖Ｄ
ＮＡの分子を含有する（Ｍｒ５４×１０６～１５４×１０６）１つまたは複数の桿状ヌク
レオカプシドを含有する。ベクターとして使用されるウイルスは、一般に、Ａｕｔｏｇｒ
ａｐｈａ　ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ核多角体病ウイルス（NVP）である。導入された遺伝
子の発現は、通常はウイルスが感染細胞に埋め込む大きな核封入物の多角体タンパク質成
分の発現を調節する強力なプロモーターの制御下に置かれる。
【００１７】
[0030]　本明細書で使用される場合、「由来する」という用語は、起源または供給源を指
し、天然に存在する分子、組換え分子、精製されていない分子、または精製された分子を
含み得る。
【００１８】
[0031]　本明細書で使用される場合、「高分子タンパク質の構造」という用語は、１つま
たは複数のタンパク質の構成または配置を指す。
【００１９】
[0032]　本明細書で使用される場合、「ワクチン」という用語は、死滅させたもしくは弱
めた病原体の調製物、または病原体に対する抗体もしくは免疫の形成を誘導するために使
用される由来する抗原性決定因子の調製物を指す。ワクチンは、疾患、例えば、ＭＥＲＳ
　ＣｏＶウイルスによって引き起こされるＭＥＲＳ、またはＳＡＲＳ　ＣｏＶウイルスに
よって引き起こされるＳＡＲＳに対する免疫をもたらすために供給される。本開示は、免
疫原性であり、防御をもたらすワクチン組成物を提供する。さらに、「ワクチン」という
用語は、防御免疫、すなわち、感染に付随する疾患の重症度を低下させるための免疫を生
じさせるために脊椎動物に投与される免疫原（例えば、ナノ粒子ＶＬＰ）の懸濁液または
溶液も指す。
【００２０】
[0033]　本明細書で使用される場合、「実質的な免疫」という用語は、ナノ粒子を脊椎動
物に投与すると、前記脊椎動物において免疫系が誘導され、それにより前記脊椎動物にお
ける感染の予防、感染の好転またはウイルス感染に関連する少なくとも１つの症状の軽減
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がもたらされる免疫応答を指す。
【００２１】
[0034]　本明細書で使用される場合、「アジュバント」という用語は、製剤中に特定の免
疫原（例えば、ナノ粒子ＶＬＰ）と組み合わせて使用すると、結果として得られる免疫応
答を増強するかまたは他の点で変更もしくは改変する化合物を指す。免疫応答の改変とし
ては、抗体による免疫応答と細胞性免疫応答のいずれかまたは両方の特異性の強化または
拡大が挙げられる。免疫応答の改変は、ある特定の抗原に特異的な免疫応答を低下させる
ことまたは抑制することも意味し得る。
【００２２】
[0035]　本明細書で使用される場合、「免疫刺激物質」という用語は、体の独自の化学メ
ッセンジャー（サイトカイン）を介して免疫応答を増強する化合物を指す。これらの分子
は、免疫賦活活性、免疫強化活性、および炎症促進活性を有する種々のサイトカイン、リ
ンフォカインおよびケモカイン、例えば、インターロイキン（例えば、IL-1、IL-2、IL-3
、IL-4、IL-12、IL-13）；増殖因子（例えば、顆粒球－マクロファージ（GM）－コロニー
刺激因子（CSF））；ならびに、マクロファージ炎症性因子、Ｆｌｔ３リガンド、Ｂ７．
１；Ｂ７．２などの他の免疫賦活性分子などを含む。免疫賦活分子は、ナノ粒子ＶＬＰと
同じ製剤において投与することもでき、別々に投与することもできる。タンパク質または
タンパク質をコードする発現ベクターのいずれかを、免疫賦活性効果を生じさせるために
投与することができる。
【００２３】
[0036]　本明細書で使用される場合、「有効用量」とは、一般に、免疫を誘導するため、
ウイルス感染を予防するおよび／もしくは好転させるため、または感染の少なくとも１つ
の症状を軽減するために、ならびに／または別の用量のナノ粒子の有効性を増強するため
に十分なナノ粒子の量を指す。有効用量とは、感染の発症を遅延させるかまたは最小限に
するために十分なナノ粒子の量を指し得る。有効用量は、感染の治療または管理において
治療的利益をもたらすナノ粒子の量も指し得る。さらに、有効用量は、ウイルス感染の治
療または管理において治療的利益をもたらす、ナノ粒子単独に関する量、または他の療法
と組み合わせた量である。有効用量は、その後のウイルスへの曝露に対する対象（例えば
、ヒト）の固有の免疫応答を増強するために十分な量でもあり得る。免疫のレベルは、例
えば、中和性の分泌抗体および／または血清抗体の量を、例えば、プラーク中和、補体結
合、酵素結合免疫吸着、またはマイクロ中和アッセイによって測定することによってモニ
ターすることができる。ワクチンの場合では、「有効用量」とは、疾患を予防するかまた
は疾患の重症度を低下させるものである。
【００２４】
[0037]　本明細書で使用される場合、「実質的に防御的な抗体応答」という用語は、脊椎
動物（例えば、ヒト）によって示される、感染を予防するもしくは好転させるか、または
少なくとも１つのその症状を軽減する、ウイルスに対する抗体により媒介される免疫応答
を指す。ナノ粒子により、抗体、例えば、ウイルスが細胞に侵入するのを遮断する、前記
ウイルスの複製をウイルスに結合することによって遮断する、かつ／または宿主細胞を感
染および破壊から保護する中和抗体の産生が刺激され得る。
【００２５】
[0038]　本明細書で使用される場合、「実質的に防御的な細胞性応答」という用語は、脊
椎動物（例えば、ヒト）によって示される、感染を予防するもしくは好転させるか、また
は少なくとも１つのその症状を軽減する、ウイルスに対するＴ－リンパ球および／または
他の白血球により媒介される免疫応答を指す。細胞性免疫の１つの重要な態様には、細胞
傷害性Ｔ細胞（「CTL」）による抗原特異的応答が伴う。ＣＴＬは、主要組織適合性遺伝
子複合体（MHC）によりコードされるタンパク質と会合して提示され、細胞の表面上に発
現するペプチド抗原に対する特異性を有する。ＣＴＬにより、細胞内微生物の破壊、また
はそのような微生物に感染した細胞の溶解の誘導および促進が補助される。細胞性免疫の
別の態様には、ヘルパーＴ細胞による抗原特異的応答が伴う。ヘルパーＴ細胞は、ＭＨＣ
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分子と会合したペプチド抗原を表面にディスプレイしている細胞に対する非特異的エフェ
クター細胞の機能が刺激され、その活性に焦点が合わせられるように作用する。「細胞性
免疫応答」とは、ＣＤ４＋Ｔ細胞およびＣＤ８＋Ｔ細胞から得られた細胞を含めた、活性
化されたＴ細胞および／または他の白血球によって産生されるサイトカイン、ケモカイン
および他のそのような分子の産生も指す。
【００２６】
[0039]　本明細書で使用される場合、「集団全体ベースでの実質的な免疫」という用語は
、集団内の個体に投与されたナノ粒子による結果としての免疫を指す。前記集団内の前記
個体における免疫により、前記個体における感染の予防、好転、またはウイルス感染に関
連する少なくとも１つの症状の軽減がもたらされ、前記ウイルスが集団内の他の個体に蔓
延するのが予防される。集団という用語は、個体（例えば、学童、高齢者、健康な個体な
ど）の群と定義され、地域（例えば、特定の都市、学校、地区、職場、国、州など）を含
み得る。
【００２７】
[0040]　本明細書で使用される場合、「抗原性製剤」または「抗原性組成物」という用語
は、脊椎動物、特に哺乳動物に投与すると免疫応答が誘導される調製物を指す。
【００２８】
[0041]　本明細書で使用される場合、「脊椎動物」または「対象」または「患者」という
用語は、これだけに限定することなく、ヒトならびにチンパンジーおよび他の類人猿およ
びサル種などの非ヒト霊長類を含めた他の霊長類を含む、ｃｏｒｄａｔａ亜門の任意のメ
ンバーを指す。ウシ、ヒツジ、ブタ、ヤギおよびウマなどの農場動物；例えば、イヌおよ
びネコなどの飼育哺乳動物；マウス、ラットおよびモルモットなどのげっ歯類を含めた実
験動物；ニワトリ、シチメンチョウおよび他のキジ類の鳥類、アヒル、ガチョウなどの家
禽、野鳥および猟鳥を含めた鳥類も非限定的な例である。「哺乳動物」および「動物」と
いう用語がこの定義に含まれる。成体と新生児の個体のどちらも包含されるものとする。
【００２９】
ナノ粒子ＶＬＰ
[0042]　ワクチン開発の目標のうちの１つは、病原体に対する免疫系を刺激するが、それ
自体は感染性ではないワクチン製造することである。このため、ワクチンでの全ビリオン
の使用はより遠ざけられ、最小限の組成物への傾向がある。しかし、これらの最小限の組
成物にはそれら自体の障害が存在し、具体的には、多くの場合、免疫原性が低下し、免疫
応答を後押しするアジュバントおよび系の使用が必要になる。ネイティブなウイルスタン
パク質を含むナノ粒子により、細胞に侵入し、免疫応答を刺激するウイルスの天然の能力
を利用する免疫の手段がもたらされる。
【００３０】
[0043]　本明細書に開示されているナノ粒子は、特定の型のウイルス様粒子（VLP）であ
る。ナノ粒子はウイルスタンパク質を含有するが、いかなるウイルス遺伝子材料も含有せ
ず、したがって、それ自体は感染性ではない。ナノ粒子は、組換えにより製造されたウイ
ルスタンパク質の自己集合によって形成され、特に有用な免疫応答を刺激する。理論に束
縛されることなく、サイズ、反復構造、および粒子の性質が強力な免疫応答に寄与すると
考えられる。特に、アジュバントが存在しなくても強力な免疫応答を得ることができる。
【００３１】
ナノ粒子構造
[0044]　ナノ粒子は、ポリマーの形態に配置されたウイルスカプシドまたはコートタンパ
ク質などのウイルスタンパク質を含有する。一般には、ポリマーは少なくともウイルスタ
ンパク質の三量体である。他の態様では、ポリマーは、ウイルスタンパク質の単量体を３
個超含有し得る。例えば、ポリマーは、４個、５個、６個、７個、８個、９個または１０
個の単量体単位を含有し得る（４－ｍｅｒ、５－ｍｅｒ、６－ｍｅｒなどと称される）。
特定の態様では、ポリマーは集合して高次構造になり得る。したがって、例えば、ナノ粒
子は、少なくとも約３個のポリマー、少なくとも約５個のポリマー、少なくとも約１０個
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のポリマー、少なくとも約１５個のポリマー、少なくとも約２０個のポリマー、または少
なくとも約３０個のポリマーを含有し得る。特定の態様では、ナノ粒子は、約５～１５個
のポリマー、約５～２０個のポリマー、または約５～３０個のポリマーを含有する。さら
に他の態様では、ナノ粒子は、約５～２００個のポリマー、約１０～２００個のポリマー
または約１０～５０個のポリマーを含有する。したがって、特定の例では、ナノ粒子は、
約５～約２０個の三量体を含有し得る。
【００３２】
[0045]　一般に、タンパク質の濃度を上昇させることによって、より複雑な高次構造を得
ることができる。一実施例では、低濃度のタンパク質により、約５個のポリマーを含むナ
ノ粒子がもたらされ、高濃度のタンパク質（例えば、３０～５０μｇ／ｍＬ）により、約
１０～２０個のポリマーを含むナノ粒子がもたらされる。１つの非限定的な例では、ナノ
粒子の濃度は少なくとも約１０μｇ／ｍＬ、約２０μｇ／ｍＬ、約３０μｇ／ｍＬ、約４
０μｇ／ｍＬ、約５０μｇ／ｍＬ、約６０μｇ／ｍＬ、約１００μｇ／ｍＬ、約２００μ
ｇ／ｍＬ、または約５００μｇ／ｍＬである。具体的には、ナノ粒子の濃度は約１０μｇ
／ｍＬ～約１ｍｇ／ｍＬ、または約２０μｇ／ｍＬ～約５００μｇ／ｍＬ、または約３０
μｇ／ｍＬ～約１００μｇ／ｍＬ、または約３０μｇ／ｍＬ～約５０μｇ／ｍＬであり得
る。
【００３３】
ナノ粒子タンパク質
[0046]　本明細書に開示されているナノ粒子は、これだけに限定されないが、スパイク（
S）タンパク質、膜（M）タンパク質、ヌクレオカプシド（N）タンパク質、およびエンベ
ロープ（E）タンパク質、またはこれらの組合せを含めた任意のＭＥＲＳ－ＣｏＶタンパ
ク質を含み得る。タンパク質は、任意のＭＥＲＳ－ＣｏＶ株、クレード、または種から得
ることができるか、またはそれに由来してよい。ナノ粒子は、１つまたは複数のＭＥＲＳ
－ＣｏＶ分離株、株、クレード、および／または種に由来する１つまたは複数のタンパク
質を含み得る。一実施形態では、タンパク質はＭＥＲＳ－ＣｏＶのＪｏｒｄａｎ－Ｎ３／
２０１２株（GenBank KC776174.1）から得られるかまたはそれに由来する。別の実施形態
では、タンパク質はＭＥＲＳ－ＣｏＶのＭｕｎｉｃｈ＿２０１３株から得られるかまたは
それに由来する。別の実施形態では、タンパク質はＭＥＲＳ－ＣｏＶのＡｌ－Ｈａｓａ＿
１＿２０１３株から得られるかまたはそれに由来する。ナノ粒子を構成するタンパク質は
また、これだけに限定されないが、Ｈａｆｒ－Ａｌ－ｂａｔｉｎ＿１＿２０１３株、Ｂｉ
ｓｈａ＿１＿２０１２株、Ｑａｔａｒ＿３＿２０１３株、Ｃａｍｅｌ＿Ｅｇｙｐｔ＿２０
１３株、ＭＥＲＳ－ＣｏＶクレードＡウイルス、ＭＥＲＳ－ＣｏＶクレードＢウイルス、
密接に関連するＨＫＵ４およびＨＫＵ５　ｂａｔコロナウイルス株、および／または他の
密接に関連するコロナウイルスを含めた種々の他の供給源に由来してよいかまたはそれか
ら得ることができる。ＭＥＲＳ－ＣｏＶタンパク質は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて合成的
にまたは組換えによって製造することもできる。一実施形態では、タンパク質は、Ｓｆ９
細胞などの昆虫細胞において組換えによって製造する。
【００３４】
[0047]　一実施形態では、ポリマーは、１つまたは複数の異なる型のＭＥＲＳ－ＣｏＶタ
ンパク質を含み得る。さらなる実施形態では、ポリマーは、単一の型のＭＥＲＳ－ＣｏＶ
タンパク質を含む。好ましい実施形態では、ポリマーは、スパイクタンパク質のみを含む
。別の実施形態では、ポリマー内のタンパク質はスパイクタンパク質からなる。さらなる
実施形態では、ナノ粒子は、膜タンパク質またはヌクレオカプシドタンパク質を含有しな
い。さらに別の実施形態では、ナノ粒子は、いかなるウイルス核酸配列も含まない。
【００３５】
[0048]　一実施形態では、ナノ粒子は、スパイクタンパク質またはその断片を含む。さら
に別の実施形態では、ナノ粒子は、スパイクタンパク質の三量体、またはその断片を含む
。別の実施形態では、ナノ粒子は、配列番号１によりコードされるスパイクタンパク質の
ポリマーを少なくとも１つ含む。別の実施形態では、ナノ粒子は、配列番号２を含むスパ
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イクタンパク質のポリマーを少なくとも１つ含む。別の実施形態では、ナノ粒子は、配列
番号２からなるスパイクタンパク質のポリマーを少なくとも１つ含む。さらなる実施形態
では、ナノ粒子は、スパイクタンパク質の受容体結合性ドメイン（RBD）のポリマーを少
なくとも１つ含む。
【００３６】
[0049]　ナノ粒子は、当技術分野に記載のとおり（例えば、全ての目的に関して本明細書
に組み込まれる、２０１０年９月２３日に公開されたＵＳ２０１００２３９６１７に記載
のとおり）調製することができる。例えばクローニング、変異、細胞培養などの、本開示
に適用可能な分子生物学的技法が記載されている一般的なテキストとしては、Ｂｅｒｇｅ
ｒおよびＫｉｍｍｅｌ、Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｔｅ
ｃｈｎｉｑｕｅｓ、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　ｖｏｌｕｍｅ　１５
２　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｉｎｃ．、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、Ｃａｌｉｆ．（
Berger）；Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ－－Ａ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（第３版）、１～３巻、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂ
ｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎ．Ｙ．、２０
００（「Sambrook」）およびＣｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｆ．　Ｍ．　Ａｕｓｕｂｅｌら編、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔ
ｏｃｏｌｓ、ａ　ｊｏｉｎｔ　ｖｅｎｔｕｒｅ　ｂｅｔｗｅｅｎ　Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂ
ｌｉｓｈｉｎｇ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ，　Ｉｎｃ．およびＪｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　
Ｓｏｎｓ，　Ｉｎｃ．（「Ausubel」）が挙げられる。これらのテキストには、変異誘発
、ベクター、プロモーターの使用ならびにタンパク質のクローニングおよび変異に関連す
る多くの他の関連性のある主題が記載されている。したがって、本開示は、ナノ粒子上ま
たはナノ粒子中に発現するタンパク質の特性を改善または変更するための、タンパク質工
学および組換えＤＮＡ技術の公知の方法の使用も包含する。これらとしては、これだけに
限定されないが、部位特異的点変異誘発、ランダム点変異誘発、相同組換え（ＤＮＡシャ
ッフリング）、ウラシルを含有する鋳型を使用した変異誘発、オリゴヌクレオチド指向性
変異誘発、ホスホロチオエート修飾ＤＮＡ変異誘発、ギャップ挿入２重鎖ＤＮＡを使用し
た変異誘発などが挙げられる。追加的な適切な方法としては、点ミスマッチ修復、修復欠
損宿主株を使用した変異誘発、制限選択および制限精製、欠失変異誘発、全遺伝子合成に
よる変異誘発、二本鎖破壊修復などが挙げられる。例えばキメラ構築を伴う変異誘発も本
開示に包含される。一実施形態では、変異誘発は、天然に存在する分子または変更された
または変異した天然に存在する分子などに関する公知の情報、例えば、配列、配列の比較
、物理特性、結晶構造によって手引きされ得る。
【００３７】
ＭＥＲＳスパイクタンパク質
[0050]　適切なスパイクタンパク質またはその断片は、ＭＥＲＳ－ＣｏＶ分離株、株、ク
レード、および／または配列から得られるかまたはそれに由来する。あるいは、これらは
、組換えによってまたは合成的に製造することができる。例えば、適切なＭＥＲＳ－Ｃｏ
Ｖアミノ酸配列は、ＧｅｎＢａｎｋ受託番号ＡＧＮ７０９６２に開示されている（図９（
配列番号２））。一実施形態では、スパイクタンパク質またはその断片は、Ａｌ－Ｈａｓ
ａ　ＭＥＲＳ－ＣｏＶ株から得られる。
【００３８】
[0051]　本開示は、ＭＥＲＳ－ＣｏＶタンパク質のバリアントを提供する。バリアントは
、構成タンパク質のアミノ酸配列中に変更を含有し得る。「バリアント」という用語は、
ポリペプチドに関しては、参照配列に対して１つまたは複数のアミノ酸が変更されたアミ
ノ酸配列を指す。バリアントは、置換アミノ酸が同様の構造的または化学的性質を有する
「保存的」変化、例えば、ロイシンのイソロイシンによる置き換えを有し得る。あるいは
、バリアントは「非保存的」変化、例えば、グリシンのトリプトファンによる置き換えを
有し得る。類似した軽微な変形は、アミノ酸の欠失または挿入、またはその両方も含み得
る。どのアミノ酸残基を、生物学的または免疫学的活性を排除することなく置換、挿入、
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または欠失させることができるかの決定の手引きは、当技術分野で周知のコンピュータプ
ログラム、例えば、ＤＮＡＳＴＡＲソフトウェアを使用して見いだすことができる。
【００３９】
[0052]　天然のバリアントは、抗原ドリフトに起因して生じ得る。抗原ドリフトは、時間
と共に継続的に起こるウイルスタンパク質の小さな変化である。したがって、特定のＭＥ
ＲＳ－ＣｏＶウイルス株に感染したヒトでは、そのウイルスに対する抗体が生じ、新しい
ウイルス株が出現すると、古い株に対する抗体によって新しいウイルスはもはや認識され
ず、再感染が起こり得る。これらの天然に存在するＭＥＲＳ－ＣｏＶタンパク質およびＲ
ＢＤバリアントは、本明細書に記載のナノ粒子を製造するために使用することができる。
【００４０】
[0053]　一部の実施形態では、変異は、サイレント置換、付加または欠失が生じるが、コ
ードされるタンパク質の性質もしくは活性またはタンパク質がどのように作られるかは変
化しない変更を含む。ヌクレオチドバリアントは、種々の理由で、例えば、特定の宿主に
対してコドン発現を最適化する（ヒトｍＲＮＡのコドンをＳｆ９細胞などの昆虫細胞に好
まれるコドンに変化させる）ために製造することができる。あらゆる目的に関してその全
体が参照により本明細書に組み込まれる、米国特許公開第２００５／０１１８１９１号を
参照されたい。特定の態様では、好ましいタンパク質は、図８（配列番号１）に示されて
いるものなどのコドン最適化ヌクレオチド配列によりコードされるものである。核酸およ
びポリペプチドは、図 ８および図９に示されている配列（配列番号１および配列番号２
）と少なくとも８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％または９９％同一であ
ってよい。
【００４１】
[0054]　さらに、正しいコード領域がクローニングされており、いかなる望ましくない変
異も含有されていないことを確実にするために、ヌクレオチドの配列決定を行うことがで
きる。ヌクレオチドは、任意の細胞において発現させるために発現ベクター（例えば、バ
キュロウイルス）にサブクローニングすることができる。上記は、ウイルスタンパク質を
どのようにクローニングすることができるかの例の１つにすぎない。当業者には、追加的
な方法が利用可能であり、可能であることが理解される。
【００４２】
[0055]　本開示は、ナノ粒子製造の効率を上昇させる構築物および方法も提供する。例え
ば、タンパク質の発現を増加させるために、タンパク質から切断部位を除去する。他の方
法は、輸送をより効率的にするためのリーダー配列の付加を含む。例えば、異種シグナル
配列をＭＥＲＳタンパク質と融合することができる。一実施形態では、シグナル配列は昆
虫細胞の遺伝子に由来するものであってよい。別の実施形態では、シグナルペプチドは、
バキュロウイルスの発現系において効率的に働くキチナーゼシグナル配列である。他の実
施形態では、タンパク質間でリーダー配列を交換することにより、より良好なタンパク質
輸送がもたらされ得る。
【００４３】
[0056]　ＭＥＲＳ－ＣｏＶタンパク質またはその断片をコードする適切なベクターを使用
することができる。ベクターは、例えば、ファージベクター、プラスミドベクター、ウイ
ルスベクター、またはレトロウイルスベクターであってよい。一実施形態では、ベクター
は組換えバキュロウイルスベクターである。遺伝子をコードする構築物および／またはベ
クターは適切なプロモーターに作動可能に連結しているべきであり、例えば、ＡｃＭＮＰ
Ｖポリヘドリンプロモーター（または他のバキュロウイルス）、ファージラムダＰＬプロ
モーター、Ｅ．ｃｏｌｉ　ｌａｃ、ｐｈｏＡおよびｔａｃプロモーター、ＳＶ４０初期お
よび後期プロモーター、ならびにレトロウイルスＬＴＲのプロモーターなどが非限定的な
例である。他の適切なプロモーターは宿主細胞および／または所望の発現率に応じて当業
者に公知である。発現構築物は、転写開始、終結のための部位、および、転写領域内に、
翻訳のためのリボソーム結合部位をさらに含有する。構築物によって発現される転写物の
コード部分は、最初に翻訳開始コドン、翻訳されるポリペプチドの最後に適切に位置づけ
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られた終結コドンを含むことが好ましい。
【００４４】
[0057]　発現ベクターは、少なくとも１つの選択マーカーを含むことが好ましい。そのよ
うなマーカーとしては、真核細胞培養物に関してはジヒドロ葉酸レダクターゼ、Ｇ４１８
またはネオマイシン耐性、ならびにＥ．ｃｏｌｉおよび他の細菌における培養に関しては
テトラサイクリン、カナマイシンまたはアンピシリン耐性遺伝子が挙げられる。好ましい
ベクターとしては、バキュロウイルス、ポックスウイルス（例えば、ワクシニアウイルス
、アビポックスウイルス、カナリアポックスウイルス、鶏痘ウイルス、アライグマ痘ウイ
ルス（ｒａｃｃｏｏｎｐｏｘ　ｖｉｒｕｓ）、豚痘ウイルスなど）、アデノウイルス（例
えば、イヌアデノウイルス）、ヘルペスウイルス、およびレトロウイルスなどのウイルス
ベクターがある。細菌ベクターも使用することができる。例示的な細菌ベクターとしては
、ｐＱＥ７０、ｐＱＥ６０およびｐＱＥ－９、ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔベクター、Ｐｈａ
ｇｅｓｃｒｉｐｔベクター、ｐＮＨ８Ａ、ｐＮＨ１６ａ、ｐＮＨ１８Ａ、ｐＮＨ４６Ａ、
ｐｔｒｃ９９ａ、ｐＫＫ２２３－３、ｐＫＫ２３３－３、ｐＤＲ５４０、ｐＲＩＴ５が挙
げられる。好ましい真核生物のベクターとしては、ｐＦａｓｔＢａｃ１　ｐＷＩＮＥＯ、
ｐＳＶ２ＣＡＴ、ｐＯＧ４４、ｐＸＴ１およびｐＳＧ、ｐＳＶＫ３、ｐＢＰＶ、ｐＭＳＧ
、およびｐＳＶＬがある。他の適切なベクターは当業者には容易に明らかになろう。
【００４５】
[0058]　ベクター、例えば、ＭＥＲＳ－ＣｏＶポリヌクレオチドを含むベクターは、当技
術分野で周知の方法に従って宿主細胞にトランスフェクトすることができる。例えば、真
核細胞への核酸の導入は、リン酸カルシウム共沈澱、電気穿孔、微量注射、リポフェクシ
ョン、およびポリアミントランスフェクション試薬を使用するトランスフェクションによ
るものであってよい。一実施形態では、前記ベクターは組換えバキュロウイルスである。
【００４６】
[0059]　上に開示されているものなどの組換えベクターを真核細胞および／または原核細
胞のトランスフェクト、感染、または形質転換のために使用することができ、真核細胞お
よび／または原核細胞においてタンパク質を発現させることができる。真核生物宿主細胞
としては酵母宿主細胞、昆虫宿主細胞、トリ宿主細胞、植物宿主細胞、Ｃ．ｅｌｅｇａｎ
ｓ（または線形動物）宿主細胞および哺乳動物宿主細胞がある。昆虫細胞の非限定的な例
は、Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ　ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ（Sf）細胞、例えば、Ｓｆ９、Ｓｆ２
１、Ｔｒｉｃｈｏｐｌｕｓｉａ　ｎｉ細胞、例えば、Ｈｉｇｈ　Ｆｉｖｅ細胞、およびＤ
ｒｏｓｏｐｈｉｌａ　Ｓ２細胞である。真菌（酵母を含む）宿主細胞の例は、Ｓ．ｃｅｒ
ｅｖｉｓｉａｅ、Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ　ｌａｃｔｉｓ（K. lactis）、Ｃ．ａｌ
ｂｉｃａｎｓおよびＣ．ｇｌａｂｒａｔａを含めたＣａｎｄｉｄａの種、Ａｓｐｅｒｇｉ
ｌｌｕｓ　ｎｉｄｕｌａｎｓ、Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｐｏｍｂｅ（
S. pombe）、Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ、ならびにＹａｒｒｏｗｉａ　ｌｉｐｏｌ
ｙｔｉｃａである。哺乳動物細胞の例は、ＣＯＳ細胞、ベビーハムスター腎臓細胞、マウ
ス Ｌ細胞、ＬＮＣａＰ細胞、チャイニーズハムスター卵巣（CHO）細胞、ヒト胎児由来腎
臓（HEK）細胞、およびアフリカミドリザル細胞、ＣＶ１細胞、ＨｅＬａ細胞、ＭＤＣＫ
細胞、ＶｅｒｏおよびＨｅｐ－２細胞である。Ｘｅｎｏｐｕｓ　ｌａｅｖｉｓ卵母細胞、
または両生類起源の他の細胞も使用することができる。原核生物宿主細胞としては、細菌
細胞、例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ、Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ、およびマイコバクテリアが挙げら
れる。
【００４７】
[0060]　ナノ粒子を産生するように操作した細胞を成長させる方法としては、これだけに
限定されないが、回分細胞培養技法、流加細胞培養技法、連続細胞培養技法および灌流細
胞培養技法が挙げられる。細胞培養とは、細胞を繁殖させ、精製および単離するためにタ
ンパク質（例えば、組換えタンパク質）を発現させる、バイオリアクター（発酵チャンバ
ー）における細胞の成長および繁殖を意味する。一般には、細胞培養は、バイオリアクタ
ー中、無菌、制御された温度および大気条件下で実施する。バイオリアクターは、細胞を
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温度、雰囲気、撹拌および／またはｐＨをモニターすることができるものなどの環境条件
下で培養するために使用されるチャンバーである。一実施形態では、前記バイオリアクタ
ーはステンレス鋼チャンバーである。別の実施形態では、前記バイオリアクターは、予め
滅菌したプラスチックバッグ（例えば、Ｃｅｌｌｂａｇ（登録商標）、Ｗａｖｅ　Ｂｉｏ
ｔｅｃｈ、Ｂｒｉｄｇｅｗａｔｅｒ、ＮＪ）である。他の実施形態では、前記予め滅菌し
たプラスチックバッグは約５０Ｌ～１０００Ｌのバッグである。
【００４８】
[0061]　次いで、ナノ粒子を、勾配遠心分離、例えば、塩化セシウム、スクロースおよび
イオジキサノール、ならびに、例えばイオン交換およびゲル濾過クロマトグラフィーを含
めた標準の精製技法によるものなどの、ナノ粒子の完全性が保存される方法を使用して単
離することができる。
【００４９】
[0062]　以下は、ナノ粒子をどのように作出し、単離し、精製することができるかの例で
ある。通常、ナノ粒子は、ナノ粒子を作るように操作された組換え細胞株により、前記細
胞を細胞培養物中で成長させた際に産生される。
【００５０】
[0063]　例えば、ナノ粒子の産生は、Ｓｆ９細胞（感染させていない）を振とうフラスコ
に播種し、細胞を増大させ、細胞が成長し、増加するにしたがってスケールアップする（
例えば、１２５ｍｌのフラスコから５０ＬのＷａｖｅ　ｂａｇに）ことによって開始させ
ることができる。細胞を成長させるために使用する培地を適切な細胞株に対して配合する
（無血清培地、例えば、昆虫培地ＥｘＣｅｌｌ－４２０、ＪＲＨが好ましい）。次に、前
記細胞に組換えバキュロウイルスを効率が最大である感染多重度（例えば、細胞当たり約
１～約３プラーク形成単位）で感染させる。感染が起こったら、タンパク質がウイルスゲ
ノムから発現され、ナノ粒子ＶＬＰに自己集合し、感染のおよそ２４～７２時間後に細胞
から分泌される。通常、感染は、細胞が成長の中間対数期（１ｍｌ当たり細胞４～８×１
０６個）にあり、少なくとも約９０％生存可能である場合が最も効率的である。
【００５１】
[0064]　あるいは、ナノ粒子は、例えば、宿主細胞（例えば、Ｓｆ９）細胞にＭＥＲＳ－
ＣｏＶタンパク質または目的のタンパク質をコードするヌクレオチド配列を含む組換えバ
キュロウイルスを感染させることによって産生させることができる。感染細胞をインキュ
ベートし、回収する。界面活性剤を使用してＭＥＲＳ－ＣｏＶタンパク質（例えばスパイ
クタンパク質）を細胞膜から抽出する。次いで、タンパク質を自然に集合させて構造（例
えば、三量体）を形成させ、次いで、精製する。精製の間に界面活性剤を除去することに
より、タンパク質が多重構造を含むナノ粒子などの高次構造（例えば、タンパク質三量体
を含むタンパク質－タンパク質ミセル状ナノ粒子（ｍｉｃｅｌｌｕｌａｒ　ｎａｎｏｐａ
ｒｔｉｃｌｅ））を形成することが可能になる。一般に、ナノ粒子中の構造の数は、タン
パク質の濃度に影響され、タンパク質の濃度が高いほど、構造の数が多い（例えば、三量
体）ナノ粒子がもたらされる。
【００５２】
[0065]　感染のおよそ４８～９６時間後、細胞培養培地中のナノ粒子ＶＬＰのレベルがほ
ぼ最大であるが広範囲にわたる細胞溶解が起こる前にナノ粒子を回収することができる。
回収時のＳｆ９細胞の密度および生存能力は、色素排除アッセイによって示されるとおり
、１ｍｌ当たり細胞約０．５×１０６個～１ｍｌ当たり細胞約１．５×１０６個、少なく
とも２０％の生存能力であり得る。次に、培地を取り出し、清澄化する。望ましくない凝
集を回避するために、ＮａＣｌを培地に約０．４～約１．０Ｍ、好ましくは約０．５Ｍの
濃度まで添加することができる。ナノ粒子を含有する細胞培養培地からの細胞および細胞
の壊死組織片の除去は、使い捨ての、予め滅菌した中空繊維０．５μｍまたは１．００μ
ｍフィルターカートリッジまたは同様のデバイスを用いたタンジェンシャルフロー濾過（
TFF）によって実現することができる。
【００５３】
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[0066]　次に、清澄化した培養培地中のナノ粒子を、使い捨ての、予め滅菌した５００，
０００分子量カットオフ中空繊維カートリッジを使用した限外濾過によって濃縮すること
ができる。濃縮したナノ粒子を、１０体積、ｐＨ７．０～８．０の、０．５ＭのＮａＣｌ
を含有するリン酸緩衝食塩水（PBS）に対してダイアフィルトレーションして残留培地成
分を除去することができる。
【００５４】
[0067]　濃縮し、ダイアフィルトレーションしたナノ粒子を、０．５ＭのＮａＣｌを伴う
ＰＢＳ緩衝液、ｐＨ７．２中２０％～６０％不連続スクロース勾配で、約４℃～約１０℃
、６，５００×ｇで１８時間遠心分離によってさらに精製することができる。通常、ナノ
粒子ＶＬＰは、約３０％～約４０％スクロースまたは界面（２０％および６０％ステップ
勾配において）で、勾配から回収することができる区別可能な可視バンドを形成し、保管
することができる。この産物を、精製プロセスの次の工程のために、調製物中２００ｍＭ
のＮａＣｌを含むように希釈することができる。この産物は、ナノ粒子ＶＬＰを含有し、
また、インタクトなバキュロウイルス粒子を含有し得る。
【００５５】
[0068]　ナノ粒子のさらなる精製を陰イオン交換クロマトグラフィー、または４４％等密
度スクロースクッション遠心分離することによって実現することができる。陰イオン交換
クロマトグラフィーでは、スクロース勾配（上記を参照されたい）からの試料を、陰イオ
ンを用いた媒体を含有するカラム（例えば、Matrix Fractogel EMD TMAE）にローディン
グし、ナノ粒子と他の混入物（例えば、バキュロウイルスおよびDNA/RNA）を分離するこ
とができる塩勾配（約０．２Ｍ～約１．０ＭのＮａＣｌ）によって溶出させる。スクロー
スクッション法では、ナノ粒子を含む試料を４４％スクロースクッションに添加し、３０
，０００ｇで約１８時間遠心分離する。ナノ粒子は４４％スクロースの上部にバンドを形
成するが、バキュロウイルスは底部に沈殿し、他の混入タンパク質は上部の０％スクロー
ス層に留まる。ナノ粒子のピークまたはバンドを収集する。
【００５６】
[0069]　所望であれば、インタクトなバキュロウイルスを不活化することができる。不活
化は、化学的方法、例えば、ホルマリンまたはβ－プロピルラクトン（BPL）によって実
現することができる。インタクトなバキュロウイルスの除去および／または不活化は、大
部分を、上に例示されている当技術分野で公知の選択的沈殿およびクロマトグラフィー法
を使用することによって実現することもできる。不活化の方法は、ナノ粒子を含有する試
料を０．２％のＢＰＬ中、約２５℃～約２７℃で３時間インキュベートすることを含む。
バキュロウイルスは、ナノ粒子を含有する試料を０．０５％ＢＰＬ、４℃で３日間、次い
で、３７℃で１時間インキュベートすることによっても不活化することができる。
【００５７】
[0070]　不活化／除去工程の後、ナノ粒子を含む産物を別のダイアフィルタレーション工
程に供して不活化工程に由来するあらゆる試薬および／またはあらゆる残留スクロースを
除去すること、およびナノ粒子を所望の緩衝液（例えばPBS）中に入れることができる。
ナノ粒子を含む溶液は、当技術分野で公知の方法（例えば、濾過滅菌）によって滅菌し、
冷蔵庫または冷凍装置内で保管することができる。
【００５８】
[0071]　上記の技法は、種々の規模にわたって実施することができる。例えば、Ｔ－フラ
スコ、振とうフラスコ、スピナビンから、工業的なサイズのバイオリアクターに至るまで
。バイオリアクターは、ステンレス鋼の槽または予め滅菌したプラスチックバッグ（例え
ば、Wave Biotech、Bridgewater、NJによりシステム販売されている）のいずれも含み得
る。当業者には、自身の目的のために何が最も望ましいかが分かろう。
【００５９】
医薬製剤またはワクチン製剤および投与
[0072]　本発明で有用な医薬組成物は、任意の適切な希釈剤または賦形剤を含めた薬学的
に許容される担体を含有し、薬学的に許容される担体とは、それ自体は組成物を受ける脊
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椎動物に有害な免疫応答の発生を誘導しない任意の医薬品を含み、また、過度の毒性を伴
わずにナノ粒子と一緒に投与することができるものである。本明細書で使用される場合、
「薬学的に許容される」という用語は、連邦もしくは州政府の規制当局による認可を受け
たものであるか、または米国薬局方、欧州薬局方、もしくは他の脊椎動物、より詳細には
ヒトにおける使用に関して一般に認識されている薬局方に列挙されているものであること
を意味する。
【００６０】
[0073]　一般に、ナノ粒子は、ＭＥＲＳ　ＣｏＶウイルスの１種または複数種の株に対す
る免疫応答を刺激するために十分な、有効な量または数量（上で定義された）で投与する
。これらの組成物は、脊椎動物における防御免疫応答を誘導するためのワクチンおよび／
または抗原性組成物として使用することができる。組成物は、異なるポリマー種を有する
ナノ粒子を含有してよい。例えば、組成物は、主に三量体を含有し、残りは異なるポリマ
ーで構成されていてよい。一実施形態では、ＭＥＲＳ－ＣｏＶウイルスの１種または複数
種の株に対する免疫応答を刺激するために有効量で投与されるナノ粒子は、ＭＥＲＳ－Ｃ
ｏＶタンパク質の三量体を少なくとも約５～１００個、少なくとも約１０～９０個、少な
くとも約２０～５０個、少なくとも約１０～３０個、または少なくとも約１０～２０個含
む。別の組成物の実施形態では、投与されるナノ粒子は、スパイクタンパク質またはその
断片（例えばRBDなど）の三量体を少なくとも約５～１００個、少なくとも約１０～９０
個、少なくとも約２０～５０個、少なくとも約１０～３０個、または少なくとも約１０～
２０個含む。
【００６１】
[0074]　ある非限定的態様において、ナノ粒子の濃度は、少なくとも約１０μｇ／ｍＬ、
約２０μｇ／ｍＬ、約３０μｇ／ｍＬ、約４０μｇ／ｍＬ、約５０μｇ／ｍＬ、約６０μ
ｇ／ｍＬ、約１００μｇ／ｍＬ、約２００μｇ／ｍＬまたは約５００μｇ／ｍＬである。
特定の態様において、ナノ粒子の濃度は約１０μｇ／ｍＬ～約１ｍｇ／ｍＬ、または約２
０μｇ／ｍＬ～約５００μｇ／ｍＬ、または約３０μｇ／ｍＬ～約１００μｇ／ｍＬ、ま
たは約３０μｇ／ｍＬ～約５０μｇ／ｍＬである。
【００６２】
[0075]　他の例では、組成物は、５－ｍｅｒ～６－ｍｅｒなどの高次ナノ粒子を含有して
よい。特定の態様では、組成物は、少なくとも７０％の５－ｍｅｒ～６－ｍｅｒ、少なく
とも８０％の５－ｍｅｒ～６－ｍｅｒ、または少なくとも９０％の５－ｍｅｒ～６－ｍｅ
ｒを含有する。他の態様では、組成物は、少なくとも７０％の５－ｍｅｒ～６－ｍｅｒ、
少なくとも８０％の５－ｍｅｒ～６－ｍｅｒ、または少なくとも９０％の５－ｍｅｒ～６
－ｍｅｒを含有する。
【００６３】
[0076]　一実施形態では、本明細書に開示されている医薬製剤は、ＭＥＲＳ－ＣｏＶタン
パク質、多くの場合にはスパイクタンパク質と、薬学的に許容される担体または賦形剤と
を含むナノ粒子を含む。
【００６４】
[0077]　他の実施形態では、組成物は、異なるＭＥＲＳ株ＭＥＲＳ－ＣｏＶタンパク質、
またはＲＢＤバリアントなどのバリアントを含有するナノ粒子を含有してよい。そのよう
な組成物は、多数の異なる株に対する免疫をもたらすために投与することができる。ある
態様では、組成物は、第１の株、第２の株、第３の株に対して免疫応答をもたらすための
ナノ粒子を含有してよい。別の態様では、ナノ粒子により、４種、５種または６種の株に
対して免疫応答をもたらすことができる。別の実施形態では、医薬製剤は、ナノ粒子を投
与した動物において産生された高親和性抗体を精製したものを含む。
【００６５】
[0078]　薬学的に許容される担体としては、これだけに限定されないが、生理食塩水、緩
衝生理食塩水、デキストロース、水、グリセロール、滅菌等張性水性緩衝液、およびこれ
らの組合せが挙げられる。薬学的に許容される担体、希釈剤、および他の賦形剤の詳細な
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考察はＲｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ（Ma
ck Pub. Co. N.J. 現行版）に示されている。製剤は投与形式に適するものであるべきで
ある。好ましい実施形態では、製剤は、ヒトへの投与に適するものであり、滅菌されてお
り、非微粒子状であり、かつ／または非発熱性であることが好ましい。
【００６６】
[0079]　所望であれば、組成物は、微量の湿潤剤もしくは乳化剤、またはｐＨ緩衝剤も含
有してよい。組成物は、再構成に適した凍結乾燥粉末などの固体の形態、液剤、懸濁剤、
乳剤、錠剤、ピル、カプセル剤、持続放出製剤、または散剤であってよい。経口用製剤は
、医薬品グレードのマンニトール、ラクトース、デンプン、ステアリン酸マグネシウム、
サッカリンナトリウム、セルロース、炭酸マグネシウムなどの標準の担体を含んでよい。
【００６７】
[0080]　本開示は、免疫原性ワクチン製剤の成分のうちの１つまたは複数を詰めた１つま
たは複数の容器を含む医薬パックまたは医薬キットも提供する。好ましい実施形態では、
キットは、容器を２つ含み、一方はナノ粒子を含有し、他方はアジュバントを含有する。
そのような容器には、医薬品または生物学的製剤の製造、使用または販売の規制を行う政
府当局によって規定された形式の、ヒトへの投与に関する製造、使用または販売の当局に
よる認可を示す通知が付随してよい。
【００６８】
[0081]　製剤は、組成物の数量が示されたアンプルまたはサシェなどの密封容器に包装さ
れていてよい。一実施形態では、組成物は液体として供給され、別の実施形態では、密封
容器に入った乾燥し滅菌した凍結乾燥粉末または水を含まない濃縮物であり、例えば水ま
たは生理食塩水を用いて対象に投与するために適した濃度に再構成することができるもの
として供給される。組成物は、好ましくは、約１μｇ、約５μｇ、約１０μｇ、約２０μ
ｇ、約２５μｇ、約３０μｇ、約５０μｇ、約１００μｇ、約１２５μｇ、約１５０μｇ
、または約２００μｇの単位投薬量で密封容器に入った乾燥し滅菌した凍結乾燥粉末であ
ることが好ましい。あるいは、組成物の単位投薬量は、約１μｇ未満（例えば、約０．０
８μｇ、約０．０４μｇ、約０．２μｇ、約０．４μｇ 、約０．８μｇ 、約０．５μｇ
未満、約０．２５μｇ未満、または約０．１μｇ未満）、または約１２５μｇ超、（例え
ば、約１５０μｇ超、約２５０μｇ超、または約５００μｇ超）である。これらの用量は
、総ナノ粒子として、またはＭＥＲＳ－ＣｏＶタンパク質（例えばスパイクタンパク質、
またはその断片）のμｇとして測定することができる。ナノ粒子組成物は、凍結乾燥粉末
から再構成してから約１２時間以内、好ましくは 約６時間以内、約５時間以内、約３時
間以内、または約１時間以内に投与されるべきである。
【００６９】
[0082]　代替の実施形態では、ナノ粒子組成物は、ナノ粒子組成物の数量および濃度が示
された密封容器に入った液体の形態で供給される。液体の形態のナノ粒子組成物は、密封
容器中、少なくとも約５０μｇ／ｍｌ、より好ましくは少なくとも約１００μｇ／ｍｌ、
少なくとも約２００μｇ／ｍｌ、少なくとも５００μｇ／ｍｌ、または少なくとも１ｍｇ
／ｍｌで供給されることが好ましい。
【００７０】
[0083]　ナノ粒子は、ＭＥＲＳ－ＣｏＶに対する免疫応答を引き出すために動物に投与す
ることができる。一実施形態では、動物はＭＥＲＳ－ＣｏＶに感染しやすい。一実施形態
では、動物はヒトである。ナノ粒子の投与により、少なくとも１種のＭＥＲＳ－ＣｏＶ株
、分離株、クレード、および／または種に対して実質的な免疫が引き出されることが好ま
しい。一実施形態では、ナノ粒子の投与により、少なくとも２種超のＭＥＲＳ－ＣｏＶ株
、分離株、クレード、および／または種に対して実質的な免疫が引き出される。さらなる
実施形態では、ナノ粒子の投与により、別のコロナウイルスに対して実質的な免疫が引き
出される。一般には、用量は、例えば、年齢、健康状態、体重、性別、食事、投与時間、
および他の臨床的因子に基づいて、この範囲内で調整することができる。
【００７１】
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[0084]　したがって、本明細書には、対象に対するウイルス感染または少なくとも１つの
その症状に対する実質的な免疫を誘導するワクチンまたは抗原性組成物を製剤化する方法
であって、前記製剤に有効用量のナノ粒子を添加することを含む方法が開示されている。
【００７２】
[0085]　単回投薬で実質的な免疫が刺激されることが好ましいが、所望の効果を実現する
ために、追加的な投薬を同じ経路または異なる経路によって行うことができる。新生児お
よび乳児では、例えば、十分な免疫のレベルを引き出すために多数回の投与が必要になる
場合がある。感染に対する防御を十分なレベルで維持するために必要に応じて、小児期全
体を通して周期的に投与を継続することができる。同様に、例えば、健康管理従事者、デ
イケア従事者、低年齢の小児の家族、高齢者、および心肺機能が損なわれている個体など
の、繰り返し感染または重篤な感染に特にかかりやすい成体では、防御免疫応答を確立し
、かつ／または維持するために多数回の免疫が必要になる場合がある。誘導される免疫の
レベルは、例えば、中和性の分泌抗体および血清抗体の量を測定することによってモニタ
ーすることができ、所望のレベルの防御を引き出し、それを維持するために必要に応じて
投薬量を調整することまたはワクチン接種を繰り返することができる。
【００７３】
[0086]　したがって、一実施形態では、対象におけるウイルス感染または少なくとも１つ
のその症状に対する実質的な免疫を誘導するための方法は、少なくとも１種のナノ粒子を
有効用量で投与する工程を含み、ナノ粒子は、ＭＥＲＳ　ＣｏＶスパイクタンパク質また
はその断片を含む三量体を少なくとも１つ含む。他の態様では、ナノ粒子は、ＭＥＲＳ　
ＣｏＶスパイクタンパク質またはその断片から本質的になる三量体を少なくとも１つ含む
。実際に、スパイクタンパク質は三量体および／またはナノ粒子中の唯一のタンパク質で
あり得る。
【００７４】
[0087]　ナノ粒子を含む組成物（ワクチンおよび／または抗原性製剤）を投与する方法と
しては、これだけに限定されないが、非経口投与（例えば、皮内、筋肉内、静脈内および
皮下）、硬膜外、および粘膜（例えば、鼻腔内および経口または肺経路または坐剤による
）が挙げられる。特定の実施形態では、本開示の組成物は、筋肉内に、静脈内に、皮下に
、経皮的に、または皮内に投与される。組成物は、任意の都合のよい経路によって、例え
ば、注入またはボーラス注射によって、上皮または皮膚粘膜（例えば、口腔粘膜、結腸、
結膜、上咽頭、中咽頭、膣、尿道、膀胱および腸粘膜など）の内層を通じた吸収によって
投与することができ、また、他の生物活性のある薬剤と一緒に投与することができる。一
部の実施形態では、ナノ粒子を含む組成物の投与の鼻腔内または他の粘膜経路により、他
の投与経路よりも実質的に高い抗体または他の免疫応答が誘導され得る。別の実施形態で
は、ナノ粒子を含む組成物の投与の鼻腔内または他の粘膜経路により、ウイルスの他の株
に対する交差防御を誘導する抗体または他の免疫応答が誘導され得る。投与は全身性であ
っても局所的であってもよい。予防的なワクチン製剤は、例えば、針とシリンジ、または
無針注射デバイスを使用して皮下注射または筋肉内注射によって全身投与する。あるいは
、ワクチン製剤は、鼻腔内に、滴下、大粒子エアロゾル（約１０ミクロン超）、または上
気道への噴霧のいずれかによって投与する。上記の送達経路のいずれによっても免疫応答
がもたらされるが、鼻腔内投与により、ウイルスの侵入部位において粘膜免疫が引き出さ
れるという付加利益が付与される。
【００７５】
[0088]　さらに別の実施形態では、免疫した部位において免疫応答を引き出すために、ワ
クチンおよび／または抗原性製剤を粘膜組織が標的となるように投与する。例えば、特定
の粘膜を標的とする性質を有するアジュバントを含有する組成物の経口投与を使用するこ
とによって腸管関連リンパ組織（GALT）などの粘膜組織を免疫の標的とすることができる
。鼻咽頭リンパ組織（NALT）および気管支関連リンパ組織（BALT）などの追加的な粘膜組
織も標的とすることができる。
【００７６】
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[0089]　ワクチンおよび／または抗原性製剤は、投薬スケジュールどおりに投与すること
、例えば、ワクチン組成物を最初に投与し、その後、追加刺激投与を行うこともできる。
特定の実施形態では、組成物の２回目の投薬は、最初の投与の２週間～１年後、好ましく
は約１カ月後、約２カ月後、約３カ月後、約４カ月後、約５カ月後から約６カ月までのど
こかで行う。さらに、２回目の投薬後、最初の投与の約３カ月～約２年後、またはさらに
後、好ましくは約４カ月、約５カ月、または約６カ月、または約７カ月～約１年後に３回
目の投薬を行うことができる。３回目の投薬は、２回目の投薬後に対象の血清および／ま
たは尿または粘膜からの分泌物において特定の免疫グロブリンが検出されないか、または
低レベルである場合に、任意選択により行うことができる。好ましい実施形態では、２回
目の投薬を最初の投与の約１カ月後に行い、３回目の投薬を最初の投与の約６カ月後に行
う。別の実施形態では、２回目の投薬を最初の投与の約６カ月後に行う。
【００７７】
[0090]　別の実施形態では、ナノ粒子を併用療法の一部として投与することができる。例
えば、ナノ粒子を他の免疫原性組成物および／または抗ウイルス薬と一緒に製剤化するこ
とができる。
【００７８】
[0091]　医薬製剤の投薬量は、当業者が、例えば、まず予防的または治療的な免疫応答を
引き出すために有効な用量を、例えば、ウイルス特異的免疫グロブリンの血清力価を測定
することによって、または血清試料、または尿試料、または粘膜からの分泌物中の抗体の
阻害比を測定することによって同定することにより、容易に決定することができる。前記
投薬量は動物試験から決定することができる。
【００７９】
[0092]　さらに、当業者がヒトに対する好ましい有効用量を決定するために、ヒト臨床試
験を実施することができる。そのような臨床試験は、日常的なものであり、当技術分野で
周知である。使用する正確な用量は投与経路にも左右される。有効用量は、ｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏにおいてまたは動物試験系において得られる用量反応曲線から推定することができる
。
【００８０】
[0093]　同じく当技術分野で周知のとおり、アジュバントとして公知の免疫応答の非特異
的な刺激物質を使用することによって、特定の組成物の免疫原性を増強することができる
。アジュバントは、未知の抗原に対する免疫の全般的な増大を促進するために実験的に使
用されている（例えば、米国特許第４，８７７，６１１号）。アジュバントは何年にもわ
たって応答を刺激するために免疫プロトコールで使用されており、したがって、アジュバ
ントは当業者には周知である。いくつかのアジュバントは抗原の提示のされ方に影響を及
ぼす。例えば、アラムによってタンパク質抗原が沈殿すると免疫応答が増大する。また、
抗原の乳化により抗原提示の持続時間が延長される。アジュバントを含めることができる
。適切なアジュバントとしては、あらゆる目的に関してその全体が参照により本明細書に
組み込まれる、Ｖｏｇｅｌら、「A Compendium of Vaccine Adjuvants and Excipients（
第２版）」に記載されているものが挙げられる。
【００８１】
[0094]　他の例示的なアジュバントとしては、完全フロイントアジュバント（死滅させた
Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓを含有する免疫応答の非特異的
な刺激物質）、不完全フロイントアジュバントおよび水酸化アルミニウムアジュバントが
挙げられる。他のアジュバントは、ＧＭＣＳＰ、ＢＣＧ、水酸化アルミニウム、ｔｈｕｒ
－ＭＤＰおよびｎｏｒ－ＭＤＰなどのＭＤＰ化合物、ＣＧＰ（MTP－PE）、リピドＡ、Ｍ
ｏｎｔａｎｉｄｅ　ＩＳＡ２０６、およびモノホスホリルリピドＡ（MPL）を含む。２％
スクアレン／Ｔｗｅｅｎ　８０エマルション中に細菌から抽出された３つの成分、ＭＰＬ
、トレハロースジミコレート（TDM）および細胞壁の骨格（CWS）を含有するＲＩＢＩも意
図されている。ＭＦ－５９、Ｎｏｖａｓｏｍｅｓ（登録商標）、ＭＨＣ抗原も使用するこ
とができる。
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【００８２】
[0095]　ある実施形態では、アジュバントは、脂質二重層を含まない大きな非結晶中心腔
の周囲の水層によって分離された実質的に球状のシェルの形態に配置された約２～１０個
の二重層を有する少重膜脂質小胞(paucilamellar lipid vesicle)である。少重膜脂質小
胞は、非特異的な刺激物質として、抗原の担体として、追加的なアジュバントの担体とし
て、およびこれらの組合せのいくつかのやり方で免疫応答が刺激されるように作用し得る
。少重膜脂質小胞は、例えば、ワクチンが、抗原を予め形成された小胞と混合することに
よって調製されたものであり、したがって、抗原が小胞の細胞外に留まっている場合に、
非特異的な免疫賦活物質としての機能を果たす。抗原を小胞の中心腔に封入することによ
り、小胞は免疫賦活物質として、および抗原の担体としての両方の働きをする。別の実施
形態では、小胞は、主に非リン脂質小胞でできている。他の実施形態では、小胞はＮｏｖ
ａｓｏｍｅｓである。Ｎｏｖａｓｏｍｅｓ（登録商標）は約１００ｎｍ～約５００ｎｍの
範囲の少重膜非リン脂質小胞である。Ｎｏｖａｓｏｍｅｓ（登録商標）はＢｒｉｊ７２、
コレステロール、オレイン酸およびスクアレンを含む。Ｎｏｖａｓｏｍｅｓは、抗原に対
する有効なアジュバントであることが示されている（それらの全体があらゆる目的に関し
て参照により本明細書に組み込まれる、米国特許第５，６２９，０２１号、同第６，３８
７，３７３号、および同第４，９１１，９２８号を参照されたい）。
【００８３】
[0096]　一態様では、アジュバント効果は、リン酸緩衝生理食塩水中約０．０５～約０．
１％溶液で使用されるアラムなどの薬剤の使用によって実現される。あるいは、ナノ粒子
は、約０．２５％溶液として使用される糖（Carbopol（登録商標））の合成ポリマーとの
混和物として作出することができる。いくつかのアジュバント、例えば、細菌から得たあ
る特定の有機分子は、抗原にではなく宿主に作用する。例は、ムラミルジペプチド（Ｎ－
アセチルムラミル－Ｌ－アラニル－Ｄ－イソグルタミン［MDP］）、細菌ペプチドグリカ
ンである。他の実施形態では、ヘモシアニンおよびヘモエリトリンを使用することもでき
る。ある特定の実施形態ではキーホールリンペット（KLH）由来のヘモシアニンの使用が
好ましいが、他の軟体動物および節足動物のヘモシアニンおよびヘモエリトリンも使用す
ることができる。
【００８４】
[0097]　種々の多糖アジュバントも使用することができる。例えば、マウスの抗体応答に
おける種々の肺炎球菌多糖アジュバントの使用が記載されている（Yinら、1989）。示さ
れているとおり、最適な応答を生じるか、または他の点で抑制を生じさせない用量を使用
するべきである（Yinら、1989）。脱アセチル化キチンを含めたキチンおよびキトサンな
どの多糖のポリアミン変種が特に好ましい。別の実施形態では、ムラミルジペプチドの親
油性二糖－トリペプチド誘導体がホスファチジルコリンおよびホスファチジルグリセロー
ルから形成される人工的なリポソームにおける使用に関して記載されている。
【００８５】
[0098]　他の適切なアジュバントとしては、両親媒性表面活性剤、例えば、サポニンおよ
びＱＳ２１（Cambridge Biotech）などの誘導体が挙げられる。サポニン系アジュバント
としては、マトリックスＡおよびマトリックスＣを単独で含有するものおよびそれらを組
み合わせて含有するものが挙げられる。例示的な適切なサポニン系アジュバントは、あら
ゆる目的に関して参照により本明細書に組み込まれる米国特許公開第、２０１２０１０７
３５３号および同第２０１１００８１３７８号に記載されている。
【００８６】
[0099]　非イオン性ブロック共重合体界面活性物質（Rabinovichら、1994）も使用するこ
とができる。アジュバントの別の有用な群はオリゴヌクレオチドである（Yamamotoら、19
88）。ある特定の実施形態で使用することができる他のアジュバントはＱｕｉｌ　Ａおよ
びレンチネン（ｌｅｎｔｉｎｅｎ）である。
【００８７】
[00100]　アジュバントの別の群は、米国特許第４，８６６，０３４号の不純物を取り除
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いた無毒化内毒素などの無毒化内毒素である。これらの不純物を取り除いた無毒化内毒素
は脊椎動物においてアジュバント応答を生じさせるのに有効である。当然、無毒化内毒素
は、マルチアジュバント（ｍｕｌｔｉ－ａｄｊｕｖａｎｔ）製剤を調製するために他のア
ジュバントと組み合わせることができる。例えば、米国特許第４，４３５，３８６号に記
載のとおり、無毒化内毒素とトレハロースジミコレートの組合せが特に意図されている。
無毒化内毒素とトレハロースジミコレートおよび内毒素糖脂質の組合せ（米国特許第４，
５０５，８９９号）、同様に、米国特許第４，４３６，７２７号、同第４，４３６，７２
８号および同第４，５０５，９００号に記載のとおり、無毒化内毒素と細胞壁の骨格（CW
S）またはＣＷＳおよびトレハロースジミコレートとの組合せも意図されている。米国特
許第４，５２０，０１９号に記載のとおり、無毒化内毒素を伴わないＣＷＳとトレハロー
スジミコレートのみの組合せも有用であると考えられている。
【００８８】
[00101]　とりわけアルキルリゾリン脂質（ALP）；ＢＣＧ；およびビオチン（ビオチン化
誘導体を含む）を含め、ワクチンとコンジュゲートすることができる種々のアジュバント
は当業者には分かろう。使用が特に意図されているある特定のアジュバントはグラム細胞
由来のテイコ酸である。これらとしては、リポテイコ酸（LTA）、リビトールテイコ酸（R
TA）およびグリセロールテイコ酸（GTA）が挙げられる。それらの合成対応物の活性型も
使用することができる（Takadaら、1995）。
【００８９】
[00102]　種々のアジュバントを、たとえヒトにおいて一般に使用されていないものであ
っても、それでも他の脊椎動物において、例えば、抗体を生じさせることまたはその後に
活性化Ｔ細胞を得ることが望まれる場合に使用することができる。例えば非照射腫瘍細胞
を使用すると起こり得る、アジュバントまたは細胞のいずれかに起因する可能性がある毒
性または他の有害作用はそのような状況では重要ではない。
【００９０】
[00103]　免疫応答を誘導する別の方法は、ナノ粒子を「免疫賦活物質」と一緒に製剤化
することによって実現することができる。これらは、免疫系の応答を増大させる体の独自
の化学メッセンジャー（サイトカイン）である。免疫賦活物質としては、これだけに限定
されないが、免疫賦活性、免疫強化活性、および炎症促進活性を有する種々のサイトカイ
ン、リンフォカインおよびケモカイン、例えば、インターロイキン（例えば、IL-1、IL-2
、IL-3、IL-4、IL-12、IL-13）など；増殖因子（例えば、顆粒球－マクロファージ（GM）
－コロニー刺激因子（CSF））；ならびに他の免疫賦活性分子、例えば、マクロファージ
炎症性因子、Ｆｌｔ３リガンド、Ｂ７．１；Ｂ７．２などが挙げられる。免疫賦活性分子
は、ナノ粒子と同じ製剤において投与することもでき、別々に投与することもできる。タ
ンパク質またはタンパク質をコードする発現ベクターのいずれかを、免疫賦活性効果を生
じさせるために投与することができる。
【００９１】
[00104]　アラムは、下限値：約０．２μｇ、約０．４μｇ、約０．６μｇ、約０．８μ
ｇ、約１μｇ、約２μｇ、約３μｇ、約４μｇ、約５μｇ、約６μｇ、約７μｇ、約９μ
ｇ、約１０μｇ、約１５μｇ、約２０μｇ、約２５μｇ、約３０μｇ、約３５μｇ、４０
μｇ、約４５μｇ、約５０μｇ、約６０μｇ、約７０μｇ、約８０μｇ、約９０μｇ、約
１００μｇ、約１１０μｇ、約１２０μｇ、約１３０μｇ、約１４０μｇ、または約１５
０μｇの範囲で存在し得る。アラムは、上限値：約１０μｇ、約１５μｇ、約２０μｇ、
約２５μｇ、約３０μｇ、約３５μｇ、４０μｇ、約４５μｇ、約５０μｇ、約６０μｇ
、約７０μｇ、約８０μｇ、約９０μｇ、約１００μｇ、約１１０μｇ、約１２０μｇ、
約１３０μｇ、約１４０μｇ、約１５０μｇまたは約２００μｇの範囲で存在し得る。特
定の態様において、アラムの範囲は、約８０μｇ～約１２０μｇまたは約１００μｇ～約
１２０μｇである。
【００９２】
[00105]　サポニン系アジュバントは、下限値：約０．２μｇ、約０．４μｇ、約０．６
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μｇ、約０．８μｇ、約１μｇ、約２μｇ、約３μｇ、約４μｇ、約５μｇ、約６μｇ、
約７μｇ、約９μｇ、約１０μｇ、約１５μｇ、約２０μｇ、約２５μｇまたは約３０μ
ｇの範囲で存在し得る。サポニン系アジュバントは、上限値：約１０μｇ、約１５μｇ、
約２０μｇ、約２５μｇ、約３０μｇ、約３５μｇ、４０μｇ、約４５μｇ、約５０μｇ
、約６０μｇ、約７０μｇ、約８０μｇ、約９０μｇ、約１００μｇ、約１１０μｇ、約
１２０μｇ、約１３０μｇ、約１４０μｇ、約１５０μｇまたは約２００μｇの範囲で存
在し得る。特定の態様において、サポニン系アジュバントの範囲は、約５μｇ～約２０μ
ｇまたは約１μｇ～約１０μｇである。
【００９３】
[00106]　これらの用量はマウスに特に適しており、ヒトへの使用については典型的なマ
ウスの体重２０ｇに対してヒト体重約６０Ｋｇに基づいて調整することができる。
【００９４】
抗ＭＥＲＳ　ＣｏＶ免疫応答を刺激する方法
[00107]　ナノ粒子は、ＭＥＲＳ　ＣｏＶウイルスに対する免疫または実質的な免疫が付
与される免疫応答を刺激するための免疫原性組成物を調製するために有用である。粘膜免
疫と細胞性免疫はどちらも感染および疾患に対する免疫に寄与し得る。上気道において局
所的に分泌される抗体は自然感染に対する抵抗性の主要な因子である。分泌性免疫グロブ
リンＡ（sIgA）は上気道の防御に関与し、血清ＩｇＧは下気道の防御に関与する。感染に
よって誘導される免疫応答により、同じウイルスまたは抗原性が類似したウイルス株への
再感染から保護される。本明細書に開示されているナノ粒子を用いた免疫後に宿主におい
て産生される抗体は、他者に投与し、それにより、当該対象における受動的な投与をもた
らすこともできる。
【００９５】
[00108]　本開示は、高親和性抗ＭＥＲＳ－ＣｏＶ抗体を産生させる方法を提供する。本
明細書に開示されているナノ粒子を用いた免疫によって産生される高親和性抗体は、ＭＥ
ＲＳ－ＣｏＶナノ粒子を含む免疫原性組成物を動物に投与し、動物から血清および／また
は血漿を採取し、血清および／または血漿から抗体を精製することによって製造される。
一実施形態では、動物はヒトである。一実施形態では、動物はウシまたはウマである。別
の実施形態では、ウシまたはウマ動物はトランスジェニックである。さらに別の実施形態
では、トランスジェニックウシまたはウマ動物はヒト抗体を産生する。一実施形態では、
当該方法は、アジュバントまたは免疫刺激化合物の投与をさらに含む。さらなる実施形態
では、精製した高親和性抗体をヒト対象に投与する。一実施形態では、ヒト対象はＭＥＲ
Ｓ－ＣｏＶ感染のリスクがある。
【００９６】
[00109]　ナノ粒子は、脊椎動物（例えば、ヒト）に投与されると、前記脊椎動物におけ
る実質的な免疫を誘導し得るものである。ナノ粒子に対する免疫応答から生じる実質的な
免疫は、前記脊椎動物における感染から保護するもしくは好転させるかまたは少なくとも
ウイルス感染の症状を軽減するものである。いくつかの場合には、前記脊椎動物が感染す
ると、前記感染は無症候性になる。応答は完全な防御応答でない可能性がある。この場合
、前記脊椎動物がＭＥＲＳ　ＣｏＶウイルスに感染すると、前記脊椎動物では免疫してい
ない脊椎動物と比較して症状が軽減されるかまたは症状の持続時間が短くなる。
【００９７】
[00110]　一実施形態では、本開示は、対象におけるウイルス感染または少なくとも１つ
のその症状に対する実質的な免疫を誘導する方法であって、少なくとも１種のナノ粒子を
有効用量で投与する工程を含む方法を提供する。別の実施形態では、前記実質的な免疫の
誘導により、ＭＥＲＳ症状の持続時間が短縮される。別の実施形態では、対象におけるウ
イルス感染または少なくとも１つのその症状に対する実質的な免疫を誘導するための方法
は、少なくとも１種のナノ粒子を有効用量で投与する工程を含む。別の実施形態では、前
記対象は哺乳動物である。別の実施形態では、前記哺乳動物はヒトである。さらなる実施
形態では、前記ナノ粒子は、アジュバントまたは免疫賦活物質と一緒に製剤化されている
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。
【００９８】
[00111]　複数の実施態様において、組成物中に存在する各抗原の用量は、約０．２μｇ
、約０．４μｇ、約０．６μｇ、約０．８μｇ、約１μｇ、約２μｇ、約３μｇ、約４μ
ｇ、約５μｇ、約６μｇ、約７μｇ、約９μｇ、約１０μｇ、約１５μｇ、約２０μｇ、
約２５μｇ、約３０μｇ、約３５μｇ、４０μｇ、約４５μｇ、約５０μｇ、約６０μｇ
、約７０μｇ、約８０μｇ、約９０μｇ、約１００μｇ、約１１０μｇ、約１２０μｇ、
約１３０μｇ、約１４０μｇ、または約１５０μｇであり得る。例えば、量は、ＭＥＲＳ
スパイクタンパク質含量として測定することができる。例えば、１μｇのナノ粒子は、約
１μｇのＭＥＲＳスパイクタンパク質である。
【００９９】
ナノ粒子を用いた免疫によって産生される抗体
[00112]　本明細書に開示されているナノ粒子は、宿主における高親和性抗ＭＥＲＳ－Ｃ
ｏＶ抗体の産生を誘導するものである。これらの高親和性抗ＭＥＲＳ－ＣｏＶ抗体では、
従来の方法（例えば、ファージディスプレイ； Zhangら、2014参照））によって産生され
た抗ＭＥＲＳ－Ｃｏ－Ｖ抗体よりも高い親和性が実証される。
【０１００】
[00113]　「親和性」という用語は、エピトープと抗体の抗原結合部位の間の相互作用の
強度を指す。親和性は、例えば、以下の方程式を使用して決定することができる。
【０１０１】
【数１】

【０１０２】
[00114]　式中、ＫＡ＝親和定数であり、［Ａｂ］＝抗体上の占有されていない結合部位
のモル濃度であり、［Ａｇ］＝抗原上の占有されていない結合部位のモル濃度であり、［
Ａｂ－Ａｇ］＝抗体－抗原複合体のモル濃度である。ＫＡは、平衡に達した時点で抗体－
抗原複合体がどのくらい存在するかを記載するものである。これが起こるまでにかかる時
間は、拡散の速度に依存し、あらゆる抗体で同様である。しかし、高親和性抗体は、低親
和性抗体よりも短い期間でより多くの量の抗原に結合する。産生される抗体のＫＡ（親和
定数）は、変動し得、約１０５ｍｏｌ－１～約１０１２ｍｏｌ－１の範囲またはそれ以上
である。ＫＡは、ｐＨ、温度、および緩衝液の組成を含めた因子による影響を受ける可能
性がある。
【０１０３】
[00115]　産生される抗体は、ポリクローナル抗体であってもモノクローナル抗体であっ
てもよい。モノクローナル抗体は、均一であり、また単一のエピトープに対して選択的で
あるので、その親和性を正確に測定することができる。ポリクローナル抗体は不均一であ
り、いくつかのエピトープを認識する、親和性が異なる抗体の混合物を含有するので、平
均親和性のみを決定することができる。
【０１０４】
[00116]　抗体親和性は、これだけに限定されないが、表面プラズモン共鳴（例えば、Bia
core）などのバイオセンサーの使用を含めた、当技術分野において一般に使用される任意
の手段を使用して測定することができる。共鳴単位は、可溶性リガンドと固定化した受容
体（または可溶性抗体と固定化した抗原）の結合の程度に比例する。異なる既知濃度の受
容体（抗体）およびリガンド（タンパク質抗原）を用いて平衡状態で結合の量を決定する
ことにより、平衡定数（KA、KD）、ならびに解離および会合の速度（koff、kon）を算出
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することが可能になる。
【０１０５】
[00117]　例えば、ＫＤ（平衡解離定数）は、抗体とその抗原との間のｋｏｆｆ／ｋｏｎ

比である。ＫＤおよび親和性は逆相関する(inversely related)。ＫＤ値が低いほど（抗
体濃度が低いほど）、抗体の親和性が高い。大多数の抗体はＫＤ値が低マイクロモル（１
０－６）からナノモル（１０－７～１０－９）までの範囲に入る。高親和性抗体は、一般
に、低ナノモル範囲（１０－９）に入ると考えられており、非常に高親和性の抗体はピコ
モル（１０－１２）範囲またはそれよりも低い（例えば、１０－１３～１０－１４の範囲
）と考えられている。一実施形態では、本明細書に開示されているナノ粒子を用いた免疫
によって産生される抗体のＫＤは、約１０－６～約１０－１５、約１０－７～約１０－１

５、約１０－８～約１０－１５、および約１０－９～約１０－１５、約１０－１０～約１
０－１５、約１０－１１～約１０－１５、約１０－１２～約１０－１５、約１０－１３～
約１０－１４、約１０－１３～約１０－１５、および約１０－１４～約１０－１５の範囲
である。好ましい実施形態では、本明細書に開示されているナノ粒子を用いた免疫によっ
て産生される抗体のＫＤは、約１０－１０～約１０－１４の範囲である。
【０１０６】
[00118]　本明細書に開示されているナノ粒子を用いた免疫によって産生される抗体は解
離の速度（Koff）が低く、当該抗体が抗原と密接に結合することを示している。一実施形
態では、本明細書に開示されているナノ粒子を用いた免疫によって産生される抗体のＫｏ

ｆｆは、約１０－３Ｍ－１～約１０－１３Ｍ－１、約１０－５Ｍ－１～約１０－１３Ｍ－

１、約１０－６Ｍ－１～約１０－１３Ｍ－１、約１０－７Ｍ－１～約１０－１３Ｍ－１、
約１０－８Ｍ－１～約１０－１３Ｍ－１、約１０－９Ｍ－１～約１０－１３Ｍ－１、約１
０－１０Ｍ－１～約１０－１３Ｍ－１、約１０－１１Ｍ－１～約１０－１３Ｍ－１、また
は約１０－１２Ｍ－１～約１０－１３Ｍ－１の範囲である。別の実施形態では、本明細書
に開示されているナノ粒子を用いた免疫によって産生される抗体のＫｏｆｆは、約１０－

４Ｍ－１～約１０－１０Ｍ－１、約１０－４Ｍ－１～約１０－９Ｍ－１、または約１０－

４Ｍ－１～約１０－８Ｍ－１の範囲である。
【０１０７】
[00119]　本明細書に開示されているナノ粒子を用いた免疫によって産生される抗体は会
合の速度（Kon）が高く、当該抗体が抗原と密接に結合することを示している。一実施形
態では、本明細書に開示されているナノ粒子を用いた免疫によって産生される抗体のＫｏ

ｎは、約１０３Ｍ～約１０８Ｍ、約１０４Ｍ～約１０７Ｍ、約１０４Ｍ～約１０６Ｍ、約
１０４Ｍ～約１０５Ｍ、約１０５Ｍ～約１０７Ｍ、または約１０５Ｍ～約１０６Ｍの範囲
である。
【０１０８】
[00120]　本明細書に開示されているナノ粒子を用いた免疫によって産生される抗体は、
ＭＥＲＳ－ＣｏＶウイルスを中和するものである。当該抗体は広範な中和抗体であり、１
種または複数種のＭＥＲＳ－ＣｏＶウイルス株、クレード、またはコロナウイルスを中和
するものであり得るか、または、当該抗体はただ１つのＭＥＲＳ－ＣｏＶウイルス株を中
和するものであり得る。抗体の中和能力は、これだけに限定されないが、Ｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｎｃｅ　Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ　Ｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎ　Ｔｅｓｔ（ＦＲＮＴ

５０）、免疫した細胞から放出されるビリオンの量を測定するｉｎ　ｖｉｔｒｏ細胞に基
づくアッセイ、および免疫した動物における感染を測定するｉｎ　ｖｉｖｏアッセイを含
めた、当技術分野において一般に使用される任意の手段によって測定することができる。
【０１０９】
[00121]　本開示を、限定するものと解釈されるべきではない以下の実施例によりさらに
例示する。本出願全体を通して引用されている全ての参考文献、特許および公開特許出願
の内容、ならびに図面は、その全体があらゆる目的に関して参照により本明細書に組み込
まれる。
【実施例】
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【０１１０】
実施例１
ＭＥＲＳ　ＣｏＶスパイクナノ粒子の製造
[00122]　ナノ粒子は、Ｓｆ９細胞においてバキュロウイルスでＭＥＲＳ　ＣｏＶスパイ
クタンパク質（図８および図９）を過剰発現させることによって産生される。精製後、ス
パイクタンパク質を含有するナノ粒子ＶＬＰは主に三量体の形態で回収された（図４およ
び図６）。
【０１１１】
実施例２
ＭＥＲＳ　ＣｏＶスパイクナノ粒子を使用した免疫応答の誘導
[00123]　図５に示されているとおり、ＶＬＰをマウスに投与した。４５日の期間の最後
に、マウスから血液を抽出して免疫応答を評価した。図７には、ＳＡＲＳ　ＣｏＶスパイ
クナノ粒子ＶＬＰまたはＭＥＲＳ　ＣｏＶスパイクナノ粒子ＶＬＰのいずれかを投与した
マウスについての中和抗体力価が示されている。アジュバントであるＭａｔｒｉｘ　Ｍ１
を使用することによって最も高い応答が得られた。
【０１１２】
実施例３
トランス染色体（transchromosomic）ウシにより産生される強力な抗ＭＥＲＳ－ＣｏＶヒ
ト免疫グロブリンにより、ｉｎ　ｖｉｖｏにおいてＭＥＲＳ－ＣｏＶが阻害される
[00124]　ワクチン接種後にＴｃウシから得られた抗ＭＥＲＳ　ＣｏＶ　ｈＩｇＧ抗体お
よび免疫グロブリンにより、ｉｎ　ｖｉｔｒｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏにおいてＭＥＲＳ　
ＣｏＶを中和できることを実証するために、３種の実験的なＭＥＲＳ　ＣｏＶワクチンを
３つの別々の群のＴｃウシに投与して、ＭＥＲＳ　ＣｏＶに対する高力価の中和抗体を誘
導した。試験した第１のワクチンは、全死菌(whole killed)Ｊｏｒｄａｎ株（クレードＡ
）ＭＥＲＳ－ＣｏＶビリオン（WKV）ワクチンであり、第２ワクチンはＡｌ－Ｈａｓａ（
クレードＢ）ＭＥＲＳ－ＣｏＶスパイクナノ粒子（SN）ワクチンであり、第３のワクチン
はＡｌ－Ｈａｓａ　ＭＥＲＳ－ＣｏＶスパイクタンパク質ｐＤＮＡワクチンであった。ｐ
ＤＮＡワクチンは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイにおいて免疫原性が低いことが見いだされ
、さらなる評価は行わなかった（データは示していない）。しかし、ＷＫＶ（SAB-300と
称される）を用いてワクチン接種したＴｃウシおよびＳＮ（SAB-301と称される）を用い
てワクチン接種したＴｃウシ由来の回復期血清および高度に精製したｈＩｇＧ免疫グロブ
リンはどちらも、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいてウイルスを交差中和することができ、ＭＥＲ
Ｓ－ＣｏＶのヒトラジＢ細胞への抗体依存性侵入を誘導せず、また、Ａｄ５－ｈＤＰＰ４
を形質導入したＭＥＲＳ－ＣｏＶのマウスモデルにおけるウイルス感染（Erasmus株）を
急速に低下させた。
【０１１３】
方法および材料
動物試験
トランス染色体（Ｔｃ）ウシのクローニングおよび抗体産生
[00125]　ＴｃウシをＭａｔｓｕｓｈｉｔａら、ＰＬｏＳ　Ｏｎｅ、２０１４．９（３）
：ｅ９０３８３頁、Ｓａｎｏら、ＰＬｏＳ　Ｏｎｅ、２０１３．８（１０）：ｅ７８１１
９頁、およびＫｕｒｏｉｗａら、Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ、２００９．２７（２）
：１７３～８１頁に記載のとおり製造した。簡単に述べると、この試験において使用する
Ｔｃウシは、内在性ウシ免疫グロブリン遺伝子の三重ノックアウトについてホモ接合性で
あり（IGHM-/- IGHML1-/- IGL-/-）、ヒト免疫グロブリン重鎖遺伝子座全体を含有するヒ
ト第１４染色体断片と、ヒト免疫グロブリンカッパ軽鎖遺伝子座全体を含有するヒト第２
染色体断片とからなるヒト人工染色体（HAC）を有する。
【０１１４】
不活化全ビリオンの製造
[00126]　ワクチン接種用の全不活化（whole inactivated）ＭＥＲＳ－ＣｏＶビリオンを
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、Ｊｏｒｄａｎ－Ｎ３／２０１２株（GenBank KC776174.1）を感染させたＶｅｒｏ　ＣＣ
Ｌ－８１細胞から培地を収集することによって製造した。４×１０８ＰＦＵのＭＥＲＳ－
ＣｏＶを、コバルト線源を用いて線量が６ＭＲａｄになるまで照射した。材料を不活化に
ついて安全性試験した。照射通過材料においてＭＥＲＳ－ＣｏＶに特異的なシグナルは検
出されなかった。
【０１１５】
ＭＥＲＳ－ＣｏＶスパイクナノ粒子の製造
[00127]　精製Ａｌ－Ｈａｓａ株ＭＥＲＳ－ＣｏＶスパイクタンパク質ナノ粒子を、Ｃｏ
ｌｅｍａｎら、２０１４に記載のとおり製造した。簡単に述べると、１ｍｌ当たり細胞２
～３×１０６個のＳｆ９細胞に特定の組換えバキュロウイルスを感染させた。感染したＳ
ｆ９細胞を２７±２℃で継続的に撹拌しながらインキュベートし、６８～７２ｈｐｉにお
いて４０００×ｇで１５分遠心分離することによって回収した。非イオン性界面活性剤を
用いて細胞膜からスパイクタンパク質を抽出し、１０，０００×ｇで３０分遠心分離する
ことによって不溶性材料を除去した。陰イオン交換クロマトグラフィー、アフィニティク
ロマトグラフィー、およびサイズ排除クロマトグラフィーの組合せを使用してスパイクタ
ンパク質集合体を精製した。精製中に大多数の界面活性剤を除去し、それにより、スパイ
クタンパク質三量体に高次タンパク質－タンパク質ミセル状ナノ粒子を形成させた。精製
スパイクナノ粒子を０．２ミクロンで濾過し、－８０℃で保管した。
【０１１６】
Ｔｃウシへのワクチン接種
[00128]　図１０Ａに示されているとおり、群１のＴｃウシ３頭（#2244；#2252および#22
54）を、水中油エマルションとしてＭｏｎｔａｎｉｄｅ　ＩＳＡ２５アジュバント（Sepp
ic）、加えてサポニン由来免疫刺激薬Ｑｕｉｌ　Ａ（Accurate Chemicals）と一緒に製剤
化した全死菌ＭＥＲＳ－ＣｏＶウイルス（WKV）を１～２×１０８ＰＰＦ／用量で用いて
免疫した。群２のＴｃウシ２頭（#2178および#2183）を、同様に水中油中水エマルション
としてＭｏｎｔａｎｉｄｅ　ＩＳＡ２０６アジュバント、加えてＱｕｉｌ　Ａと一緒に製
剤化した組換えＭＥＲＳ－ＣｏＶスパイクナノ粒子（SN）を２ｍｇ／用量で用いて免疫し
た。両群のＴｃウシを３～４週間の間隔を空けて５回免疫した。
【０１１７】
アデノウイルス／ｈＤＰＰ４マウスにおけるｉｎ　ｖｉｖｏでのＭＥＲＳ－ＣｏＶによる
攻撃試験
[00129]　形質導入されたｈＤＰＰ４　ＢＡＬＢ／ｃマウスにＥｒａｓｍｕｓ株ＭＥＲＳ
－ＣｏＶを感染させた。簡単に述べると、ＢＡＬＢ／ｃに陰性対照またはウシから採取し
た試験免疫グロブリン（SAB-300またはSAB-301）１００μｇまたは５００μｇを腹腔内注
射した。１２時間後、マウスに総体積５０μｌのＭＥＲＳ－ＣｏＶ（１×１０５ＰＦＵ）
を鼻腔内感染させた。ウイルス力価を得るために、肺を取り出してＰＢＳ中に入れ、手動
ホモジナイザーを使用してホモジナイズした。ベロ８１細胞においてウイルスの力価測定
を行った。ウイルス力価は、組織１ｇ当たりのＭＥＲＳ－ＣｏＶのＰＦＵとして表される
。
【０１１８】
結果および考察
Ｔｃ動物において産生される抗原特異的ｈＩｇＧの評価
[00130]　ＭＥＲＳ－ＣｏＶスパイクタンパク質に特異的なＥＬＩＳＡを実施して、ＷＫ
ＶまたはＳＮを用いた免疫後のＴｃウシ（図１０Ｂ）ならびにＳＡＢ－３００およびＳＡ
Ｂ－３０１（図１０Ｃ）における抗原特異的ｈＩｇＧ応答を評価した。ＥＬＩＳＡの結果
により、血清ならびにＳＡＢ－３００およびＳＡＢ－３０１のどちらについても、２回目
のワクチン接種（V2）時にロバストなＭＥＲＳ－ＣｏＶスパイク特異的ｈＩｇＧ応答が実
証され、最後の免疫（V5）まで高力価が維持された（図１０）。このデータにより、ＭＥ
ＲＳ－ＣｏＶタンパク質を標的とする高力価のｈＩｇＧ抗体がＷＫＶまたはＳＮを用いて
免疫したＴｃウシで生成されたこと、および、どちらの免疫グロブリンの活性も精製後に
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保持されることが示される。
【０１１９】
ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける、血清、ＳＡＢ－３００およびＳＡＢ－３０１によるＭＥＲＳ
－ＣｏＶの中和
蛍光低下中和試験－５０％低下（FRNT50）。
[00131]　２種の中和アッセイを実施して、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおけるＳＡＢ－３００お
よびＳＡＢ－３０１による中和の潜在性を同定した。ワクチン接種したウシ由来の血清、
ＳＡＢ－３００、およびＳＡＢ－３０１を、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいてＭＥＲＳ－ＣｏＶ
の感染を阻害するそれらの能力について蛍光低下中和試験（FRNT50）およびウイルス感染
中和アッセイを使用してアッセイした。ＦＲＮＴアッセイでは感染が蛍光を使用して報告
され、ウイルス感染中和アッセイでは細胞の生存能力を使用して報告される。
【０１２０】
[00132]　ワクチン接種したウシ由来の血清（図１１Ａ）、ならびにＳＡＢ－３００およ
びＳＡＢ－３０１（図１１Ｂ）に対してＦＲＮＴ５０アッセイを実施した。ウシ＃２２４
４　Ｖ２で高力価の中和抗体が産生され、ウシ＃２１７８および＃２１８３由来のＶ２で
も同様であった。等量の、陽性対照である抗原アフィニティ精製した抗スパイクウサギ抗
体と比較して、ＴｃウシＶ２血清は有意に中和性が高かった。このデータは、図１０Ｂの
抗原特異的ＥＬＩＳＡの結果と一致する。次いで、ウシ＃２２４４　Ｖ２由来の精製ｈＩ
ｇＧであるＳＡＢ－３００、ならびに＃２１７８および＃２１８３のＶ２由来の精製ｈＩ
ｇＧであるＳＡＢ－３０１を同じＦＲＮＴ５０アッセイで中和について試験した。データ
により、ＳＡＢ－３００およびＳＡＢ－３０１により同様の高レベルの中和抗体力価が生
じることが実証される（図１１Ｃ）。等量の、陽性対照である抗原アフィニティ精製した
ウサギ抗スパイク抗体と比較して、精製ｈＩｇＧ調製物はどちらもＭＥＲＳ－ＣｏＶを中
和するのに高度に有効であり、ＳＡＢ－３００とＳＡＢ－３０１がどちらもｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏにおいてＭＥＲＳ－ＣｏＶの感染を阻害できることを実証している。
【０１２１】
[00133]　さらに、ＳＡＢ－３００およびＳＡＢ－３０１により、ベロＥ６細胞で成長さ
せたＭＥＲＳ－ＣｏＶの有意な中和が引き起こされたが、非特異的対照の血清には、ベロ
Ｅ６細胞のＭＥＲＳ－ＣｏＶ感染に対する有意な効果はなかった（図１２Ａ）。ＳＡＢ－
３００を用いて前処理したＭＥＲＳ－ＣｏＶを感染させた細胞から放出される感染性ＭＥ
ＲＳ－ＣｏＶのレベルはアッセイの検出限界未満であり、（１５８　ＴＣＩＤ５０／ｍｌ
；図１２Ａ）、ＳＡＢ－３００が非常に強力な中和抗体であることを示している。ＳＡＢ
－３０１を用いて前処理したＭＥＲＳ－ＣｏＶを感染させた細胞から放出される感染性Ｍ
ＥＲＳ－ＣｏＶのレベルは１：８０００および１：１６０００以外の全ての希釈度でアッ
セイの検出限界未満であり（１５８　ＴＣＩＤ５０／ｍｌ；図１２Ａ）、血清ＳＡＢ－３
０１は強力な中和抗体であるが、ＳＡＢ－３００ほど阻害性が高くないことを示唆してい
る。
【０１２２】
ＳＡＢ－３００およびＳＡＢ－３０１により、ＭＥＲＳ－ＣｏＶの抗体増強は引き起こさ
れない
[00134]　抗体が結合したＭＥＲＳ－ＣｏＶウイルスにより、通常は感染しない細胞への
ビリオンの侵入が可能にならないことを実証するために、一般にはＭＥＲＳ－ＣｏＶが感
染しない不死化ヒトＢ細胞株であるラジ細胞を試験して、抗ＭＥＲＳ抗体の存在により、
ウイルスＲＮＡの転写および生ウイルスの放出が可能になり得るかどうかを調べた。ラジ
細胞に、ＳＡＢ－３００およびＳＡＢ－３０１と一緒にプレインキュベートしたＭＥＲＳ
－ＣｏＶを感染させた（図１２Ｂ）。ウイルスｍＲＮＡのＲＴ－ＰＣＲおよびＴＣＩＤ５

０アッセイを感染の４８時間後の培地に対して実施して感染を評価した。ＴＣＩＤ５０ア
ッセイでは、ラジ細胞から放出されたＭＥＲＳ－ＣｏＶを検出することはできず、当該細
胞にＭＥＲＳ－ＣｏＶが感染しなかったことを示している。逆に、このアッセイにより、
同様に処理した、一般にＭＥＲＳ－ＣｏＶが感染するベロＥ６細胞では感染の４８時間後
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に高レベルのウイルスが生じたことが見いだされた（データは示していない）。ＭＥＲＳ
－ＣｏＶをＳＡＢ－３００およびＳＡＢ－３０１と一緒にプレインキュベートした後に感
染させたラジ細胞においてＭＥＲＳ－ＣｏＶ　ＲＮＡが検出されるかどうかを決定するた
めに、感染細胞からＲＮＡを抽出し、ＭＥＲＳ－ＣｏＶの新しく転写されたＲＮＡに特異
的なプライマー（リーダープライマー）を用いてＴａｑｍａｎリアルタイムＰＣＲによっ
て分析した（図１２Ｂ）。ＭＥＲＳ－ＣｏＶを単独で感染させたラジ細胞、予めワクチン
接種した血漿から精製した非特異的な陰性対照ｈＩｇＧを感染させたラジ細胞、またはＳ
ＡＢ－３００もしくはＳＡＢ－３０１を用いて前処理したＭＥＲＳ－ＣｏＶを感染させた
細胞におけるＭＥＲＳ－ＣｏＶの新しく転写されたウイルスＲＮＡ（リーダープライマー
セット）の有意な検出はなかった。これらのデータにより、ＳＡＢ－３００またはＳＡＢ
－３０１によるＭＥＲＳ－ＣｏＶ感染の抗体依存性感染増強は引き起こされないことが実
証される。
【０１２３】
ｉｎ　ｖｉｖｏにおけるＭＥＲＳ－ＣｏＶ複製の阻害
[00135]　ＭＥＲＳ－ＣｏＶのマウスモデルにおいてＳＡＢ－３００およびＳＡＢ－３０
１の有効性を試験した。マウスは、ＭＥＲＳ－ＣｏＶ非許容的であるが、ＭＥＲＳ－Ｃｏ
Ｖ受容体であるヒトジペプチジルペプチダーゼ４（ｈＤＰＰ４）を発現するアデノウイル
スを用いて形質導入すると許容的になり、ウイルスが複製される（Zhaoら、Proc Natl Ac
ad Sci U S A、2014. 111（13）: p. 4970-5）。Ｔｃ抗体の抗ウイルス活性を試験するた
めに、ＢＡＬＢ／ｃマウス（６～８週）に、ＰＢＳ７５μ中Ａｄ５－ｈＤＰＰ４を２．５
×１０８ＰＦＵで鼻腔内に用いて形質導入した。形質導入の５日後に、マウスを単回の１
００μｇまたは５００μｇ用量の対照ｈＩｇＧ、ＳＡＢ－３００またはＳＡＢ－３０１を
用いて腹腔内注射によって処置した。１２時間後、マウスに総体積５０μｌのＭＥＲＳ－
ＣｏＶ（１×１０５ＰＦＵ）を鼻腔内感染させた。感染の５日の経過にわたって追加的な
抗体注射は行わなかった。感染の１日後、３日後および５日後にマウスを安楽死させ、そ
れらの肺を切開した。ウイルス力価を得るために、手動ホモジナイザーを使用して肺をＰ
ＢＳ中でホモジナイズし、遠心分離することによって清澄化し、ベロ細胞で力価測定を行
った（図１３）。無処置群、および陰性対照ヒトＩｇＧを受けた群の肺において感染の１
日後および３日後に肺組織１ｍｇ当たり約１×１０６ＰＦＵの力価が見いだされ、注射５
日後には力価が１×１０５に降下した。ＳＡＢ－３００を１００μｇまたは５００μｇ注
射したマウスでは、ｈＩｇＧ対照注射群と比較して、それぞれ約５０分の１または５００
分の１のウイルス力価の低下が感染の１日後に見いだされた（図１３Ａ）。感染の３日後
までに、１００μｇ群についてのウイルス力価の低下は約５０００分の１であり、５００
μｇを受けたマウスにおける力価は検出レベル未満であった。感染の５日後には、どちら
の処置群においてもウイルス力価は検出レベル未満であった（図１３Ａ）。ＳＡＢ－３０
１抗体についても、感染の１日後の肺力価がＳＡＢ－３００で処置したマウスと比較して
わずかに高かった以外は同様のウイルス力価の低下が見いだされた（図１３Ｂ）。感染の
５日前までに、ＳＡＢ－３０１で処置したマウス全てでウイルス力価が検出レベル未満で
あった（図１３Ｂ）。これらのデータにより、ＳＡＢ－３００とＳＡＢ－３０１がどちら
も単回の予防注射でマウスをＭＥＲＳ－ＣｏＶ感染から保護できることが実証される。
【０１２４】
実施例４
ＭＥＲＳ－ＣｏＶスパイクタンパク質（S）ナノ粒子を用いて免疫した動物における抗体
のＢＩＡＣＯＲＥ解析
[00136]　図１０Ａおよび実施例３に示されている一連の免疫に従ってＭＥＲＳ－ＣｏＶ
　Ｓナノ粒子ワクチンを用いて免疫したＴｃウシ２頭（＃２１７８および２１８３）由来
の２種の抗体の結合活性を抗Ｓ親和性（Biacore（商標））解析によって試験した。これ
らの動物の、ワクチン接種３（v3）、ワクチン接種４（v4）、およびワクチン接種５（v5
）後の血清中の抗体の結合活性を試験した。簡単に述べると、ＣＭ５チップとアミンカッ
プリングしたプロテインＡ／Ｇを使用して、ウシＴｃ血清ＩｇＧをフローセルに捕捉した
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。ＭＥＲＳスパイクタンパク質抗原を０ｎＭ、２０ｎＭ、および４０ｎＭでフローセルに
１８０秒にわたって注射し、その後６００秒にわたって解離させた。１：１フィットモデ
ルを適用した。会合速度および解離速度を時間に応じて測定し、センサーグラムにプロッ
トし、会合速度および解離速度から解離定数を算出した。図１４および表１に結果が示さ
れている。
【０１２５】
【表１】

【０１２６】
[00137]　表２には、Ｙｉｎｇら、Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．（２０１４）に開示されているファ
ージディスプレイによって産生される抗Ｓ１　ｍＡｂの親和性が示されている。これらの
２つの表中のデータを比較することにより、ファージディスプレイによって産生されたＭ
ＥＲＳ－ＣｏＶ　ｍＡｂの報告されたＫＤおよび抗体Ｋｏｆｆ速度がＴｃウシにおいて誘
導されるポリクローナル抗Ｓ応答よりも数桁低いことが実証される。
【０１２７】
【表２】

【０１２８】
他の実施形態
[00138]　当業者は、日常的な実験だけを使用して、本明細書に記載の特定の実施形態に
対する多くの均等物を理解または確認することができる。そのような均等物は、本明細書
において提供される特許請求の範囲に包含されるものとする。
【０１２９】
参照による組み込み
[00139]　本出願は、本明細書に開示されている全ての刊行物または参考文献の全体をあ
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らゆる目的に関して参照により組み入れる。
【０１３０】
[00140]　本出願は、あらゆる目的に関して以下の全体を参照により組み入れる：２００
７年６月２７日出願の米国特許出願第１２／３０６，９６５号、２００７年１２月２０日
出願の米国特許出願第６１／０１５，４４０号、２００６年１０月１８日出願の米国特許
出願第１１／５８２，５４０号、２００６年１０月１８日出願の米国特許出願第１２／６
３３，９９５号、２００５年１０月１８日出願の米国特許出願第６０／７２７，５１３号
；２００６年３月１０日出願の６０／７８０，８４７；２００６年５月１５日出願の６０
／８００，００６；２００６年７月１７日出願の６０／８３１，１９６；２００６年７月
２１日出願の６０／８３２，１１６、および、２００６年９月１９日出願の６０／８４５
，４９５、および２００３年７月１１日出願の１０／６１７，５６９。
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