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(57)【要約】
本発明は医学、公衆衛生、免疫学、分子生物学及びウイルス学の分野にある。本発明はイ
ンフルエンザの治療、寛解、及び／又は予防のための組成物、ワクチン組成物及び薬学的
組成物を提供する。本発明の組成物、ワクチン組成物及び薬学的組成物はＲＮＡバクテリ
オファージのウイルス様粒子及び少なくとも一つの抗原を含み、前記少なくとも一つの抗
原はインフルエンザウイルス赤血球凝集タンパク質の外部ドメイン又はインフルエンザウ
イルス赤血球凝集タンパク質の前記外部ドメインの断片である。動物、好ましくはヒトに
投与される場合、前記組成物、ワクチン組成物及び薬学的組成物は効果的に免疫応答、特
に抗体応答を誘導し、典型的にかつ好ましくは前記抗体応答はインフルエンザウイルスに
対する。従って、本発明はインフルエンザウイルス感染の治療、寛解、及び／又は予防の
方法を更に提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）少なくとも一つの第一付着部位を持つウイルス様粒子（ＶＬＰ）であって、前記
ウイルス様粒子はＲＮＡバクテリオファージのウイルス様粒子であるウイルス様粒子と、
　（ｂ）少なくとも一つの第二付着部位を持つ少なくとも一つの抗原であって、前記少な
くとも一つの抗原はインフルエンザウイルス赤血球凝集タンパク質の外部ドメイン又はイ
ンフルエンザウイルス赤血球凝集タンパク質の該外部ドメインの断片であり、インフルエ
ンザウイルス赤血球凝集タンパク質の該外部ドメインの該断片がインフルエンザウイルス
赤血球凝集タンパク質の該外部ドメインの少なくとも８０の連続アミノ酸を含む抗原
を含み、
（ａ）及び（ｂ）が前記少なくとも一つの第一付着部位及び前記少なくとも一つの第二付
着部位を介して結合している組成物。
【請求項２】
　インフルエンザウイルス赤血球凝集タンパク質の前記外部ドメインがタンパク質であり
、該タンパク質が（ａ）配列番号７５のアミノ酸位置１１からアミノ酸位置３２８を含む
か又は好ましくは該アミノ酸位置からなるＨＡ１サブユニットと（ｂ）配列番号７６の位
置１から１７６からなるＨＡ２サブユニットから構成される、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　インフルエンザウイルス赤血球凝集タンパク質の前記外部ドメインはインフルエンザＡ
型ウイルス赤血球凝集タンパク質の外部ドメインである、請求項１又は２に記載の組成物
。
【請求項４】
　前記インフルエンザＡ型ウイルス赤血球凝集タンパク質の前記外部ドメインは、インフ
ルエンザＡ型ウイルス赤血球凝集タンパク質サブタイプＨ１，Ｈ２，Ｈ３，Ｈ４，Ｈ５，
Ｈ６，Ｈ７，Ｈ８，Ｈ９，Ｈ１０，Ｈ１１，Ｈ１２，Ｈ１３，Ｈ１４，Ｈ１５，及びＨ１
６からなる群から選択されるインフルエンザＡ型ウイルス赤血球凝集タンパク質サブタイ
プの外部ドメインであり、好ましくは前記インフルエンザＡ型ウイルス赤血球凝集タンパ
ク質の前記外部ドメインは、インフルエンザＡ型ウイルス赤血球凝集タンパク質サブタイ
プＨ１，Ｈ２，Ｈ３からなる群から選択されるインフルエンザＡ型ウイルス赤血球凝集タ
ンパク質サブタイプの外部ドメインである、請求項１から３の何れか一項に記載の組成物
。
【請求項５】
　インフルエンザウイルス赤血球凝集タンパク質の前記外部ドメインはインフルエンザウ
イルス赤血球凝集タンパク質の天然に存在する外部ドメインである、請求項１から４の何
れか一項に記載の組成物。
【請求項６】
　前記インフルエンザＡ型ウイルス赤血球凝集タンパク質の前記外部ドメインのアミノ酸
配列は（ｉ）配列番号３９に記載のアミノ酸配列、及び（ｉｉ）配列番号３９と少なくと
も７０％のアミノ酸配列同一性であるアミノ酸配列からなる群から選択される、請求項１
から５の何れか一項に記載の組成物。
【請求項７】
　前記インフルエンザＡ型ウイルス赤血球凝集タンパク質の前記外部ドメインのアミノ酸
配列は、（ｉ）配列番号４０に記載のアミノ酸配列、及び（ｉｉ）配列番号４０と少なく
とも７０％のアミノ酸配列同一性であるアミノ酸配列からなる群から選択される、請求項
１から５の何れか一項に記載の組成物。
【請求項８】
　前記インフルエンザＡ型ウイルス赤血球凝集タンパク質の前記外部ドメインのアミノ酸
配列は、（ｉ）配列番号４１に記載のアミノ酸配列、及び（ｉｉ）配列番号４１と少なく
とも７０％のアミノ酸配列同一性であるアミノ酸配列からなる群から選択される、請求項
１から５の何れか一項に記載の組成物。
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【請求項９】
　前記インフルエンザＡ型ウイルス赤血球凝集タンパク質の前記外部ドメインのアミノ酸
配列は、（ｉ）配列番号４２に記載のアミノ酸配列、及び（ｉｉ）配列番号４２と少なく
とも７０％のアミノ酸配列同一性であるアミノ酸配列からなる群から選択される、請求項
１から５の何れか一項に記載の組成物。
【請求項１０】
　前記インフルエンザＡ型ウイルス赤血球凝集タンパク質の前記外部ドメインのアミノ酸
配列は、（ｉ）配列番号４３に記載のアミノ酸配列、及び（ｉｉ）配列番号４３と少なく
とも７０％のアミノ酸配列同一性であるアミノ酸配列からなる群から選択される、請求項
１から５の何れか一項に記載の組成物。
【請求項１１】
　前記インフルエンザＡ型ウイルス赤血球凝集タンパク質の前記外部ドメインのアミノ酸
配列は、（ｉ）配列番号７３に記載のアミノ酸配列、及び（ｉｉ）配列番号７３と少なく
とも７０％のアミノ酸配列同一性であるアミノ酸配列からなる群から選択される、請求項
１から５の何れか一項に記載の組成物。
【請求項１２】
　前記インフルエンザＡ型ウイルス赤血球凝集タンパク質の前記外部ドメインのアミノ酸
配列は、（ｉ）配列番号７４に記載のアミノ酸配列、及び（ｉｉ）配列番号７４と少なく
とも７０％のアミノ酸配列同一性であるアミノ酸配列からなる群から選択される、請求項
１から５の何れか一項に記載の組成物。
【請求項１３】
　インフルエンザウイルス赤血球凝集タンパク質の前記外部ドメインはインフルエンザＢ
型ウイルス赤血球凝集タンパク質の外部ドメインである、請求項１に記載の組成物。
【請求項１４】
　前記抗原はインフルエンザウイルス赤血球凝集タンパク質の外部ドメインであり、好ま
しくはインフルエンザウイルス赤血球凝集タンパク質の前記外部ドメインは３量体型であ
る、請求項１から１３の何れか一項に記載の組成物。
【請求項１５】
　前記抗原はインフルエンザウイルス赤血球凝集タンパク質の前記外部ドメインの断片で
あり、好ましくはインフルエンザウイルス赤血球凝集タンパク質の前記外部ドメインの前
記断片は、インフルエンザウイルス赤血球凝集タンパク質の前記外部ドメインのＨＡ１サ
ブユニット又はインフルエンザウイルス赤血球凝集タンパク質の前記外部ドメインの前記
ＨＡ１サブユニットの断片である、請求項１から１３に記載の何れか一項に記載の組成物
。
【請求項１６】
　インフルエンザウイルス赤血球凝集タンパク質の前記外部ドメインの前記断片は、少な
くとも一つの８本鎖ジェリーロールバレルとインフルエンザウイルス赤血球凝集タンパク
質の少なくとも一本のαヘリックスを含む、請求項１５に記載の組成物。
【請求項１７】
　インフルエンザウイルス赤血球凝集タンパク質の前記外部ドメインの前記断片は、受容
体結合ドメインを含むか、又は好ましくは該ドメインからなる、請求項１５又は１６に記
載の組成物。
【請求項１８】
　インフルエンザウイルス赤血球凝集タンパク質の前記外部ドメインの前記断片は、更に
痕跡エステラーゼドメインを含む、請求項１５から１７の何れか一の組成物。
【請求項１９】
　インフルエンザウイルス赤血球凝集タンパク質の前記外部ドメインの前記断片は、配列
番号７５の位置９８及び１９５に対応するアミノ酸残基チロシン、配列番号７５の位置１
５３に対応するトリプトファン、及び配列番号７５の対応するヒスチジンを含む、請求項
１５から１８の何れか一項に記載の組成物。
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【請求項２０】
　インフルエンザウイルス赤血球凝集タンパク質の前記外部ドメインの前記断片は、配列
番号７５の対応するシステイン残基を含み、好ましくはインフルエンザウイルス赤血球凝
集タンパク質の前記外部ドメインの前記断片は、配列番号７５の位置６４，７６，９７，
１３９に対応するシステイン残基を含み、より好ましくはインフルエンザウイルス赤血球
凝集タンパク質の前記外部ドメインの前記断片は、配列番号７５の位置５２，６４，７６
，９７，１３９，２７７，２８１，３０５に対応するシステイン残基を含む、請求項１５
から１９の何れか一項に記載の組成物。
【請求項２１】
　インフルエンザウイルス赤血球凝集タンパク質の前記外部ドメインの前記断片は、配列
番号７５の位置５７から２７６に対応するアミノ酸配列を含むか、又は好ましくは該アミ
ノ酸配列からなる、請求項１５から２０の何れか一項に記載の組成物。
【請求項２２】
　インフルエンザウイルス赤血球凝集タンパク質の前記外部ドメインの前記断片は、配列
番号７５の位置４６から３１０に対応するアミノ酸配列を含むか、又は好ましくは該アミ
ノ酸配列からなる、請求項１５から２１の何れか一項に記載の組成物。
【請求項２３】
　インフルエンザウイルス赤血球凝集タンパク質の前記外部ドメインの前記断片は、配列
番号７５の位置４２から３１０に対応するアミノ酸配列を含むか、又は好ましくは該アミ
ノ酸配列からなる、請求項１５から２２の何れか一項に記載の組成物。
【請求項２４】
　インフルエンザウイルス赤血球凝集タンパク質の前記外部ドメインの前記断片は、配列
番号７５の位置５４から２７６に対応するアミノ酸配列を含むか、又は好ましくは該アミ
ノ酸配列からなる、請求項１５から２３の何れか一項に記載の組成物。
【請求項２５】
　インフルエンザウイルス赤血球凝集タンパク質の前記外部ドメインの前記断片は、配列
番号７５の位置５４から２７０に対応するアミノ酸配列を含むか、又は好ましくは該アミ
ノ酸配列からなる、請求項１５から２４の何れか一項に記載の組成物。
【請求項２６】
　インフルエンザウイルス赤血球凝集タンパク質の前記外部ドメインの前記断片は、配列
番号７５の位置５４ａから２７６に対応するアミノ酸配列を含むか、又は好ましくは該ア
ミノ酸配列からなる、請求項１５から２５の何れか一項に記載の組成物。
【請求項２７】
　インフルエンザウイルス赤血球凝集タンパク質の前記外部ドメインの前記断片は、配列
番号７５の位置５４ａから２７０に対応するアミノ酸配列を含むか、又は好ましくは該ア
ミノ酸配列からなる、請求項１５から２６の何れか一項に記載の組成物。
【請求項２８】
　インフルエンザウイルス赤血球凝集タンパク質の前記外部ドメインはインフルエンザＡ
型ウイルス株Ａ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／０７／２００９（Ｈ１Ｎ１）（ジェンバンク受
託番号ＡＣＰ４４１８９．１）又はＡ／Ｐｅｒｔｈ／１６／２００９（Ｈ３Ｎ２）（ジェ
ンバンク受託番号ＡＣＳ７１６４２．１）のＨＡ外部ドメインと少なくとも７０％のアミ
ノ酸配列同一性を有し、好ましくはインフルエンザウイルス赤血球凝集タンパク質の前記
外部ドメインはインフルエンザウイルス赤血球凝集タンパク質の天然に存在する前記外部
ドメインである、請求項１５から２７の何れか一項に記載の組成物。
【請求項２９】
　インフルエンザウイルス赤血球凝集タンパク質の前記外部ドメインはインフルエンザＢ
型ウイルス株Ｂ／Ｂｒｉｓｂａｎｅ／３３／２００８（ジェンバンク受託番号ＡＣＮ２９
３８７．１）、Ｂ／Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ／０１／２００７（ジェンバンク受託番号ＡＢＸ
７１６８４．１又はＢ／Ｂｒｉｓｂａｎｅ／６０／２００８（ジェンバンク受託番号ＡＣ
Ｎ２９３８３．１）のＨＡ外部ドメインと少なくとも７０％のアミノ酸配列同一性を有し
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、好ましくはインフルエンザウイルス赤血球凝集タンパク質の前記外部ドメインはインフ
ルエンザウイルス赤血球凝集タンパク質の天然に存在する前記外部ドメインである、請求
項１５から２７の何れか一項に記載の組成物。
【請求項３０】
　前記ウイルス様粒子は、ＲＮＡバクテリオファージの組換えコートタンパク質を含むか
、該タンパク質から本質的になるか、又は代わりに該タンパク質からなる、請求項１から
２９の何れか一項に記載の組成物。
【請求項３１】
　前記ウイルス様粒子はＲＮＡバクテリオファージＱβ、ＲＮＡバクテリオファージＡＰ
２０５、又はＲＮＡバクテリオファージφＣｂ５の組換えコートタンパク質を含むか、該
タンパク質から本質的になるか、又は代わりに該タンパク質からなる、請求項１から３０
の何れか一項に記載の組成物。
【請求項３２】
　前記ウイルス様粒子は、（ａ）配列番号１、（ｂ）配列番号１及び２の混合物、（ｃ）
配列番号１９、（ｄ）配列番号９２、（ｅ）配列番号９３、及び（ｆ）配列番号９４、か
らなる群から選択されたアミノ酸配列を含むか、又は好ましくは該アミノ酸配列からなる
組換えコートタンパク質を含むか、該タンパク質から本質的になるか、又は代わりに該タ
ンパク質からなる、請求項１から３１の何れか一項に記載の組成物。
【請求項３３】
　前記ＶＬＰはＲＮＡバクテリオファージＱβのＶＬＰである、請求項１から３２の何れ
か一項に記載の組成物。
【請求項３４】
　前記ウイルス様粒子は、ＲＮＡバクテリオファージＱβの組換えコートタンパク質を含
む、該タンパク質のみから実質的になる、又は代わりに該タンパク質からなる、請求項１
から３３の何れか一項に記載の組成物。
【請求項３５】
　前記ウイルス様粒子は、配列番号１を含むか又は好ましくは配列番号１からなる組換え
コートタンパク質を含むか、該タンパク質のみから実質的になるか、又は代わりに該タン
パク質からなる、請求項１から３４の何れか一項に記載の組成物。
【請求項３６】
　前記第一付着部位及び前記第二付着部位は少なくとも一の非ペプチド性共有結合を介し
て結合している、請求項１から３５の何れか一項に記載の組成物。
【請求項３７】
　前記第一付着部位はアミノ基、好ましくはリジン残基のアミノ基を含むか、又は好まし
くは該アミノ基である、請求項１から３６の何れか一項に記載の組成物。
【請求項３８】
　前記第二付着部位はスルフヒドリル基、好ましくはシステイン残基のスルフヒドリル基
を含むか、又は好ましくは該スルフヒドリル基である、請求項１から３７の何れか一項に
記載の組成物。
【請求項３９】
　請求項１から３８の何れか一項に記載の組成物を有効な量含むワクチン組成物であって
、好ましくは該ワクチン組成物は更にアジュバントを含むワクチン組成物。
【請求項４０】
　（ａ）請求項１から３８の何れか一項に記載の組成物又は請求項３９に記載のワクチン
組成物と、
　（ｂ）薬学的に許容される担体と
を含む薬学的組成物。
【請求項４１】
　免疫化方法であって、請求項１から３８の何れか一項に記載の組成物、請求項３９に記
載のワクチン組成物、又は請求項４０に記載の薬学的組成物を動物に、好ましくはヒトに
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投与することを含む方法。
【請求項４２】
　医薬として使用するための請求項１から３８の何れか一項に記載の組成物、請求項３９
に記載のワクチン組成物、又は請求項４０に記載の薬学的組成物。
【請求項４３】
　インフルエンザの治療方法に使用するための請求項１から３８の何れか一項に記載の組
成物、請求項３９に記載のワクチン組成物、又は請求項４０に記載の薬学的組成物。
【請求項４４】
　インフルエンザの治療、寛解、及び／又は予防の方法であって、請求項１から３８の何
れか一項に記載の組成物、請求項３９に記載のワクチン組成物、及び／又は請求項４０に
記載の薬学的組成物を動物に、好ましくはヒトに、免疫学的に有効な量、投与することを
含む方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は医学、公衆衛生、免疫学、分子生物学及びウイルス学の分野にある。本発明は
、インフルエンザの治療、寛解、及び／又は予防のための組成物、ワクチン組成物及び薬
学的組成物を提供する。本発明の組成物、ワクチン組成物及び薬学的組成物はＲＮＡバク
テリオファージのウイルス様粒子及び少なくとも一つの抗原を含み、前記の少なくとも一
つの抗体はインフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク質の外部ドメイン又はインフル
エンザウイルス赤血球凝集素タンパク質の前記外部ドメインの断片である。動物、好まし
くはヒトに投与されると、前記組成物、ワクチン組成物及び薬学的組成物は効率良く免疫
応答、特に抗体応答を誘導し、典型的かつ好ましくは前記抗体応答はインフルエンザウイ
ルスに対する。従って、本発明はインフルエンザウイルス感染の治療、寛解、及び/又は
予防の方法を更に提供する。
【背景技術】
【０００２】
　家禽における強毒型鳥インフルエンザウイルスの出現及び鳥インフルエンザウイルス又
は異なるサブタイプの豚ウイルスのヒトへの増加する感染例数、続くそれらのウイルスの
ヒトの集団における直接感染は、これらのウイルスの汎発性流行の可能性のため公衆衛生
にとって多大な驚異である（Ｓｕｂｂａｒａｏ等 ２００７、Ｎａｔｕｒｅ ｒｅｖｉｅｗ
ｓ ７：２６７－２７８）。
【０００３】
　インフルエンザウイルスにはインフルエンザＡ、Ｂ、及びＣの３つのタイプがある。イ
ンフルエンザＢ型ウイルスはほぼ例外なくヒトに感染し、ただ一つの型の主要表面糖タン
パク質、赤血球凝集素（ＨＡ）及びノイラミダーゼ（ＮＡ）しか含まない。
【０００４】
　インフルエンザＡ型ウイルスは主要表面糖タンパク質、赤血球凝集素（ＨＡ）及びノイ
ラミダーゼ（ＮＡ）の遺伝学的及び抗原性の相違に基づき異なるサブタイプに分類される
（Ｗｒｉｇｈｔ等 ２００１、Ｆｉｅｌｄｓ Ｖｉｒｏｌｏｇｙ 第４版；編集Ｋｎｉｐｅ
Ｄ．Ｍ. ＆ Ｈｏｗｌｅｙ、Ｐ．Ｍ. １５３３－１５７９）。少なくとも１６の異なるＨ
Ａ抗原が知られている。これらのサブタイプはＨ１からＨ１６まで命名されている。
【０００５】
　ＨＡタンパク質はウイルスの宿主細胞への付着と細胞の細胞質ゾルへウイルスが貫通す
る間のウイルス性細胞膜融合を媒介する。インフルエンザウイルスゲノムは８本の一本鎖
マイナス鎖ＲＮＡ断片からなり、その４番目に大きな断片がＨＡタンパク質をコードする
。
【０００６】
　インフルエンザＨＡはビリオンの表面上及び感染細胞上に存在するホモ三量体の内在性
膜糖タンパク質である。ＨＡタンパク質は三つの単量体おのおのの配列にまたがっている
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膜貫通部分によって膜に固定されている。主なインフルエンザワクチンの予防効果は、付
着を阻害し故に細胞の感染を阻害する抗赤血球凝集素抗体によるものである（Ｖｉｒｅｌ
ｉｚｉｅｒ Ｊ. Ｌ．１９７５ Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１１５：４３４－４３９）。ウイル
ス付着の阻害は人々を感染症又は重い病気から守る。防御の程度は抗ＨＡ力価に相関する
。ＨＡ糖タンパク質は、翻訳後にＨＡ１とＨＡ２サブユニットに切断されるＨＡ０前駆体
として合成される。この開裂は融合ペプチドのＮ末端で起き、融合が起きるためには不可
欠である（Ｓｔｅｉｎｈａｕｅｒ Ｄ．Ａ．１９９９ Ｖｉｒｏｌｏｇｙ ２５８：１－２
０）。融合の過程はＨＡがホモ三量体を形成することを必要とする（Ｄａｎｉｅｌｉ等 
１９９６ Ｊ．Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ．１３３：５５９－５６９）。インフルエンザウイルス
は型、地理的な起源、系統番号、分離の年、及びＨＡとＨＢのサブタイプを含む命名法、
例えば、Ａ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／０４／０９）（Ｈ１Ｎ１）と記述される。少なくと
も１６のＨＡサブタイプ（Ｈ１－Ｈ１６）及び９つのＮＡ（Ｎ１－Ｎ９）サブタイプが知
られている（Ｍｕｒｐｈｙ及びＷｅｂｓｔｅｒ， ”Ｏｒｔｈｏｍｙｘｏｖｉｒｕｓｅｓ
”，Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，編集 Ｆｉｅｌｄｓ，Ｂ．Ｎ．，Ｋｎｉｐｅ，Ｄ．Ｍ．，Ｃｈａ
ｎｏｃｋ，Ｒ．Ｍ．，１０９１－１１５２（Ｒａｖｅｎ Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ 
１９９０））。１６ＨＡサブタイプのうち６つのＨ１、Ｈ２、Ｈ３、Ｈ５、Ｈ７及びＨ９
はヒトに感染するインフルエンザＡ型ウイルスに既に同定されている（Ｃｏｘ等、２００
３ Ｓｃａｎｄａｎａｖｉａｎ、Ｊ．ｏｆ Ｉｍｍｕｎ．５９：１－１５）。
【０００７】
　ＨＡに対する抗体はインフルエンザ感染を中和することができ、インフルエンザに対す
る自然免疫の基礎である（Ｃｌｅｍｅｎｔｓ、 ”ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ｖａｃｃｉｎｅｓ
”，ｉｎ Ｖａｃｃｉｎｅｓ：Ｎｅｗ Ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ ｔｏ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉ
ｃａｌ Ｐｒｏｂｌｅｍｓ、編集 Ｒｏｎａｌｄ Ｗ． Ｅｌｌｉｓ、頁１２９－１５０（Ｂ
ｕｔｔｅｒｗｏｒｔｈ－Ｈｅｉｎｅｍａｎｎ、Ｓｔｏｎｅｈａｍ、Ｍａｓｓ.１９９２）
。ＨＡ分子中の抗原性変異はインフルエンザの頻発な発生及びワクチンによる感染の限定
的な制御の原因である。インフルエンザウイルスのＨＡ部分は防御免疫反応の標的であり
、抗原連続変異と抗原不連続変異の結果として変化しうる。
【０００８】
　抗原連続変異は主要表面タンパク質である赤血球凝集素及びノイラミダーゼを産生する
遺伝物質を含む２つの遺伝子中の点変位により起きる小さな段階的変化を言う。これらの
点変位は予期せずに起き、これらの表面タンパク質に小さな変化をもたらす。抗原連続変
異は、以前のインフルエンザ株に対する抗体により認識され得ない新しいウイルス株を生
みだす。このことは、なぜ人々は１回以上インフルエンザに感染し、なぜ毎年のインフル
エンザワクチンの生産に含まれるべき株の選択のために、ヒトインフルエンザウイルス株
の進化をモニターするための大規模な調査が重要なのかについて主な理由の一つである。
ほとんどの年でインフルエンザウイルスの３種のウイルス株のうち１つ又は２つが、蔓延
するインフルエンザウイルスの変化に後れないために更新される。この理由により、イン
フルエンザに対して免疫を付与されることを望む人々は毎年ワクチン摂取を受ける必要が
ある（Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｄｉｓｅａｓｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ Ｐｒｅｖｅｎｔｉ
ｏｎ、Ｓｕｂｂａｒａｏ等、２００７ Ｎａｔｕｒｅ ｒｅｖｉｅｗｓ ７：２６７－２７
８）。抗原不連続変異はインフルエンザＡ型ウイルスに観察された現象である。それは、
現在は人々に蔓延していないヒトの新種のインフルエンザＡ型ウイルスサブタイプを生じ
させる突然の主要な変化を言う。抗原不連続変異は直接動物からヒトへの伝染を通じて、
又はヒトインフルエンザＡ型ウイルスと動物インフルエンザＡ型ウイルスが混合すること
で起こり得、遺伝子再集合と呼ばれるプロセスを通じて新種のヒトインフルエンザＡ型サ
ブタイプウイルスを作り出す。大規模なインフルエンザの世界的流行（世界中に広がった
）は仮に３つの条件を満たすと起きうる。（ｉ）インフルエンザＡ型ウイルスの新規サブ
タイプがヒト集団に導入される。（ｉｉ）そのウイルスがヒトに重篤な病気を引き起こす
。（ｉｉｉ）そのウイルスが容易にヒトからヒトへ持続的に広がる可能性がある。
【０００９】
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　市販のインフルエンザワクチンの大半は鶏の孵化卵中で産生される。毎年のインフルエ
ンザワクチンを生育させるために卵を使用することはいくつか良く知られた不利な点、特
に流行又は世界的大流行の状況に応じて迅速にワクチンを生産することができないという
不利な点を持っている。抗原の組換え発現に基づいたアプローチが新たなインフルエンザ
ワクチンの代わりとして研究されている。これらのワクチンではタンパク質抗原は大腸菌
、酵母、昆虫細胞、及び哺乳動物細胞等の原核生物と真核生物の発現系において産生され
る。インフルエンザに対する組換えサブユニットワクチンの開発はウイルスを生育する必
要性が除外されるため魅力的な選択肢である。
【００１０】
　２つの主な問題が組換えインフルエンザタンパク質の開発に妨げになっている。ひとつ
は低い発現レベル、及びもうひとつは原核細胞で天然のコンフォーメーションを持ったタ
ンパク質を発現させることの困難さである。例えば、インフルエンザワクチンの主要成分
であるＨＡは組換え体として発現させることが困難であることが判明している。膜へのア
ンカーを欠損したＨＡ分子のピチア属での発現が報告されている（Ｓａｅｌｅｎｓ等、１
９９９ Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２６０：１６６－１７５）。その他の研究におい
て、Ｍｃ Ｅｗｅｎ等は（１９９２ Ｖａｃｃｉｎｅ；１０：４０５－４１１）、サルモネ
ラのフラジェリン遺伝子の中へクローン化したインフルエンザＨ３サブタイプのＨＡ分子
の１８アミノ酸残基の抗原決定基を含む合成ペプチドが、マウスモデルにて肺で局所的Ｉ
ｇＡを誘導し、インフルエンザ曝露に対する部分的な防御を与えることが可能であること
を示した。同様に、Ｊｅｏｎ等は（２００２ Ｖｉｒａｌ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ １５：
１６５－１７６）、肺ホモジネートの赤血球凝集アッセイに基づき、タンパク質断片ＨＡ
９１－２６１で免疫したマウスはウイルス曝露に対する著しい防御を誘導したことを報告
した。Ｓｏｎｇ等は（２００８ ＰＬｏＳ ｏｎｅ ３：ｅ２２５７）、ＨＡ抗原の球状頭
部ドメインが強力なＴＬＲ５リガンドのフラジェリンと融合したワクチンを産生した。
【発明の概要】
【００１１】
　主な態様において、本発明は、（ａ）少なくとも一つの第一付着部位を持つウイルス様
粒子（ＶＬＰ）であって、前記ウイルス様粒子はＲＮＡバクテリオファージのウイルス様
粒子であるウイルス様粒子と、（ｂ）少なくとも一つの第二付着部位を持つ少なくとも一
つの抗原であって、前記少なくとも一つの抗原はインフルエンザウイルス赤血球凝集タン
パク質の外部ドメイン又はインフルエンザウイルス赤血球凝集タンパク質の該外部ドメイ
ンの断片であり、インフルエンザウイルス赤血球凝集タンパク質の該外部ドメインの該断
片がインフルエンザウイルス赤血球凝集タンパク質の該外部ドメインの少なくとも８０の
連続アミノ酸を含む抗原を含み、（ａ）及び（ｂ）が前記少なくとも一つの第一付着部位
及び前記少なくとも一つの第二付着部位を介して結合している組成物に関する。我々は今
や驚くべきことに、本発明の組成物は免疫応答、特に抗体応答を誘導する能力があり、イ
ンフルエンザに対する動物モデルにおいてインフルエンザウイルスによる致死的曝露に対
して防御する高い抗体力価をもたらすことを見いだした。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　「アジュバント」：本明細書で使用する「アジュバント」なる用語は、本発明のワクチ
ン組成物及び薬学的組成物と組合わせると、前記ワクチン組成物又は薬学的組成物のみよ
りも、より亢進した免疫応答を与える貯蔵所を宿主内において生成することを可能にする
物質又は免疫応答の非特異的刺激因子を意味する。アジュバントは（ａ）ゲル状鉱物、好
ましくは水酸化アルミニウム、（ｂ）リゾレシチン、プルロニックポリオール、ポリアニ
オン、ペプチド、油乳剤、キーホールリンペットヘモシアニン、及びジニトロフェノール
、及び（ｃ）ヒトアジュバント、好ましくはＢＣＧ（カルメット・ゲラン桿菌）及びコリ
ネバクテリウム・パルバムを含む。アジュバントは完全及び不完全フロインドアジュバン
ト、修飾ムラミールジペプチド、モノホスホリル脂質免疫調節物質、ＡｄｊｕＶａｘ １
００ａ、ＱＳ－２１、ＱＳ－１８、ＣＲＬ１００５、ＭＦ－５９、ＯＭ－１７４、ＯＭ－
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１９７、ＯＭ－２９４、及びビロソームアジュバント技術を更に含む。好ましいアジュバ
ントはアルミニウム含有アジュバントであり、好ましくはアルミニウム塩、最も好ましく
は水酸化アルミニウム（アラム）である。アジュバントなる用語はまた、これらの物質の
混合物を網羅する。ＶＬＰは一般的にアジュバントとして記載されている。しかしながら
、本出願書類の枠の中で使用される「アジュバント」なる用語は、発明組成物、ワクチン
組成物、及び/又は薬学的組成物によるＶＬＰを含まないアジュバントを指す。より正確
には、アジュバントなる用語は、前記組成物の付加的で特徴的な組成物、ワクチン組成物
及び/又は薬学的組成物をを指す。
【００１３】
　「抗原」：本明細書で使用する「抗原」なる用語は、ＭＨＣ分子に提示されると抗体又
はＴ細胞受容体（ＴＣＲ）が結合する能力を有する分子を指す。本明細書で使用する「抗
原」なる用語はまた、Ｔ細胞抗原決定基を指す。抗原は加えて、免疫系により認識される
能力、及び／又は体液性免疫応答、及び／又は細胞性免疫応答を誘導する能力を有し、Ｂ
－、及び／又はＴ－リンパ球の活性化を導く。このことはしかしながら、少なくとも所定
の場合において、抗原がＴｈ細胞抗原決定基を含むか又は結合している、及び／又はアジ
ュバントに与えられていることを必要とし得る。抗原は一つ以上の抗原決定基（Ｂ－及び
Ｔ－抗原決定基）を有することが可能である。上で述べられた特異的反応は、抗原は他の
抗原により誘発され得る多くの他の抗体又はＴＣＲとではなく、対応する抗体又はＴＣＲ
とともに、一般的には高度に選択的な方法で好ましくは反応するであろうことを示してい
ることを意味する。もし他で示されなければ、本明細書で使用する「抗原」なる用語は、
本発明の組成物、ワクチン組成物、及び／又は薬学的組成物に含まれるウイルス様粒子は
言及しない。
【００１４】
　「「対応する」アミノ酸の位置（Ｈ３番号付け）」：インフルエンザウイルス赤血球凝
集素タンパク質ＨＡ１及びＨＡ２のアミノ酸配列は非常に可変である。従って、これらの
サブユニットのアミノ酸の位置は一般的には直接的には指定されず、インフルエンザウイ
ルスの参考株のＨＡ１及びＨＡ２サブユニットのアミノ酸配列のアミノ酸配列位置に対し
、好ましくは構造のアラインメントを経由してマッピングされる。当該技術分野で一般的
に使用され、又本明細書中で使用される参考株はインフルエンザＡ型ウイルスＨ３ １９
６８（Ｗｉｌｓｏｎ等、１９８１、Ｎａｔｕｒｅ ２８９：３６６－３７３）である。そ
れに応じて、赤血球凝集素ＨＡ１サブユニットはインフルエンザＡ型ウイルスＨ３１９６
８（配列番号７５）に対してマッピングされ、赤血球凝集素ＨＡ２サブユニットのアミノ
酸位置はヒトインフルエンザＡ型ウイルスＨ３ １９６８（配列番号７６）に対し、好ま
しくは構造のアラインメントを経由してマッピングされる。得られたアミノ酸位置の番号
付けは、従って、しばしば「Ｈ３番号付け」として言及される。典型的かつ好ましくは結
晶構造データに基づいて構造アラインメントが行われる。結晶構造データはサブタイプＨ
１（Ｇａｍｂｌｉｎ等、２００４ Ｓｃｉｅｎｃｅ ３０３：１８３８－１８４２、及び該
論文に引用された参照文献）、Ｈ３ (Ｗｉｌｓｏｎ等、１９８１、Ｎａｔｕｒｅ ２８９
：３６６－３７３）、Ｈ５（Ｓｔｅｖｅｎｓ等、２００６、Ｓｃｉｅｎｃｅ ３１２：４
０４－４１０）について入手可能である。結晶構造が入手できないＨＡサブタイプの構造
情報は、アミノ酸配列に基づく構造モデル構築により得ることができる。本発明の目的の
ために、ソフトウエアＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬにより構造モデル構築が望ましく行われる
。構造データに基づくアラインメントを発生させるツール及びアルゴリズムは技術者が容
易に入手できる（例えば、Ｗｅｉｓ ＷＩ等、１９９０、Ｒｅｆｉｎｅｍｅｎｔ ｏｆ ｔ
ｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ ｂｙ ｓｉｍｕｌａ
ｔｅｄ ａｎｎｅａｌｉｎｇ．Ｊ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ、１９９０ Ａｐｒ ２０；２１２（４
）：７３７－６１）。典型的かつ好ましくは、インフルエンザＡ型サブタイプのＨ１、Ｈ
２、Ｈ３、Ｈ５及びＨ９の既知のＨＡ１又はＨＡ２サブユニットのアミノ酸位置のマッピ
ングは、Ｓｔｅｖｅｎｓ等により提供されたアラインメントに基づく（Ｓｃｉｅｎｃｅ 
３０３：１８６６－１８７０、追加のオンラインコンテンツの図Ｓ１）。インフルエンザ
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Ｂ型ウイルス赤血球凝集素の構造は２００８年にＷａｎｇ等から知られている（Ｊ．Ｖｉ
ｒｏｌ．、頁３０１１－３０２０）。典型的かつ好ましくは、既知のインフルエンザＢ型
ウイルス赤血球凝集素ＨＡ１サブユニットのアミノ酸位置のＨ３マッピングは、２００４
年にＴｕｎｇ等により提供されたアラインメントに基づく（Ｊ Ｖｉｒｏｌ．８５：３２
４９－５９）。既知のアミノ酸配列は、前記既知アミノ酸配列が前記参考アミノ酸配列の
連続する部分に対しマッピングされ得、すなわち構造的にアラインメントされ得る場合、
前記の連続部分が前記アミノ酸位置として定義され、参考アミノ酸配列上の所定のアミノ
酸位置に“対応している”と見なされる。典型的かつ好ましくは、参考アミノ酸配列上の
所定のアミノ酸位置に対応する既知のアミノ酸配列は、参考アミノ酸配列に対しマッピン
グできないいかなるフランキング配列をも含まない。従って、「配列番号７５のアミノ酸
位置１１からアミノ酸位置３２８に“対応する”アミノ酸配列」、「配列番号７５のアミ
ノ酸位置１１からアミノ酸位置３２９に“対応する”アミノ酸配列」、「配列番号７６の
アミノ酸位置１からアミノ酸位置１７６に“対応する”アミノ酸配列」、又は「配列番号
７５の位置１１５から位置２６１からなるアミノ酸配列に“対応する”アミノ酸配列」等
の用語は、位置番号により定義される参考アミノ酸配列のその連続部分に対し、マッピン
グされ得、すなわち構造的にアラインメントされ得るアミノ酸配列を言う。
【００１５】
　「インフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク質の外部ドメイン（ＨＡ外部ドメイン
）」：本明細書で使用する、「インフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク質の外部ド
メイン（ＨＡ外部ドメイン）」なる用語は、（ｉ）タンパク質であって、前記タンパク質
は（ａ）配列番号７５のアミノ酸位置１１からアミノ酸位置３２８を含むか、又は好まし
くは該アミノ酸からなるＨＡ１サブユニット、（ｂ）配列番号７６の位置１から１７６か
らなるＨＡ２サブユニットからなるタンパク質を指し、及び（ｉｉ）アミノ酸配列同一性
をそれらに対し、少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、より好ましくは少な
くとも８０％、更により好ましくは少なくとも８５％、更により好ましくは少なくとも９
０％、更により好ましくは少なくとも９５％、更により好ましくは少なくとも９８％、及
び最も好ましくは少なくとも９９％有し、さらにまた好ましくは前記ＨＡ外部ドメインは
天然に存在するＨＡ外部ドメインである任意のタンパク質を指す。「インフルエンザウイ
ルス赤血球凝集素タンパク質の外部ドメイン」なる用語は好ましくは、（ｉ）（ａ）配列
番号７５のアミノ酸位置１１から３２９からなるＨＡ１サブユニット、及び（ｂ）配列番
号７６の位置１から１７６からなるＨＡ２サブユニットからなるタンパク質、（ｉｉ）（
ａ）配列番号７５のアミノ酸位置１１からアミノ酸位置３２８からなるＨＡ１サブユニッ
ト及び（ｂ）配列番号７６の位置１から１７６からなるＨＡ２サブユニットからなるタン
パク質、（ｉｉｉ）（ａ）天然に存在するインフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク
質のＨＡ１サブユニットであって、前記天然に存在するインフルエンザウイルス赤血球凝
集素タンパク質の前記ＨＡ１サブユニットは配列番号７５のアミノ酸位置１１からアミノ
酸位置３２９に対応するアミノ酸配列からなり、及び（ｂ）天然に存在するインフルエン
ザウイルス赤血球凝集素タンパク質のＨＡ２サブユニットであって、前記天然に存在する
インフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク質のＨＡ２サブユニットは配列番号７６の
アミノ酸位置１からアミノ酸位置１７６に対応するアミノ酸配列からなる、前記（ａ）及
び（ｂ）からなるタンパク質、（ｉｖ）（ａ）天然に存在するインフルエンザウイルス赤
血球凝集素タンパク質のＨＡ１サブユニットであって、前記天然に存在するインフルエン
ザウイルス赤血球凝集素タンパク質のＨＡ１サブユニットは配列番号７５のアミノ酸位置
１１から３２８に対応するアミノ酸配列からなり、及び、（ｂ）天然に存在するインフル
エンザウイルス赤血球凝集素タンパク質のＨＡ２サブユニットであって、前記天然に存在
するインフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク質のＨＡ２サブユニットは配列番号７
６のアミノ酸位置１から１７６に対応するアミノ酸配列からなる、前記（ａ）及び（ｂ）
からなるタンパク質、及び（ｖ）アミノ酸配列の同一性を（ｉ）、（ｉｉ）、（ｉｉｉ）
、又は（ｉｖ）に定義されたタンパク質の何れか一と少なくとも７０％、好ましくは少な
くとも８０％、より好ましくは少なくとも８０％、更により好ましくは少なくとも８５％
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、更により好ましくは少なくとも９０％、更により好ましくは少なくとも９５％、更によ
り好ましくは少なくとも９６％、更により好ましくは少なくとも９７％、更により好まし
くは少なくとも９８％、及び最も好ましくは少なくとも９９％有し、更に好ましくは前記
ＨＡ外部ドメインは天然に存在するＨＡ外部ドメインであるタンパク質、からなる群から
選択されるタンパク質を指す。本発明に係るＨＡ１外部ドメインにおいて、前記ＨＡ１サ
ブユニット（ａ）は典型的かつ好ましくは前記ＨＡ２サブユニット（ｂ）に、少なくとも
一本の、好ましくは一本又は二本の共有結合を経由して結合し、前記共有結合はペプチド
結合及びジスルフィド結合からなる群から選択される。非常に好ましくは、前記ＨＡ１サ
ブユニット（ａ）は前記ＨＡ２サブユニット（ｂ）に、少なくとも一本の、好ましくは一
本又は二本の共有結合を経由して結合し、前記共有結合の少なくとも一本はジスルフィド
結合である。非常に好ましくは、前記ＨＡ１サブユニット（ａ）は遺伝子的に前記ＨＡ２
サブユニット（ｂ）のＮ末端と融合しており、前記ＨＡ１サブユニット（ａ）は更に前記
ＨＡ２サブユニット（ｂ）に少なくとも一本の、好ましくは一本のジスルフィド結合によ
って更に結合する。本発明の所定の実施態様において、前記ＨＡ１とＨＡ２の間のペプチ
ド結合は融合産物の成熟化の間に切断され得、その間前記ジスルフィド結合はもとの状態
のままである。従って、前記ＨＡ１サブユニット（ａ）は好ましくは前記ＨＡ２サブユニ
ット（ｂ）に厳密に一本の共有結合を経由して結合し、前記共有結合はジスルフィド結合
である。しかしながら、ＨＡ１とＨＡ２の融合産物であるＨＡ外部ドメインは、ＨＡ１と
ＨＡ２サブユニット間のペプチド結合はもとの状態のままであり、本発明によってまた包
含される。従って、本発明に係る更に好まれるＨＡ外部ドメインにおいて、前記ＨＡ１サ
ブユニット（ａ）は遺伝子的に前記ＨＡ２サブユニット（ｂ）のＮ末端に融合し、前記Ｈ
Ａ１サブユニット（ａ）は前記ＨＡ２サブユニット（ｂ）に一本の第一の共有結合を経由
して、及び少なくとも一本の、好ましくは一本の、第二の共有結合を経由して結合し、前
記第一の共有結合はペプチド結合であり及び前記の少なくとも一本の第二の共有結合はジ
スルフィド結合である。
【００１６】
　「天然に存在する」：「天然に存在する」なる用語は、インフルエンザウイルス又はイ
ンフルエンザウイルス株に関して、自然宿主集団に、好ましくはヒトの集団に存在するイ
ンフルエンザウイルス又はインフルエンザウイルス株を指す。典型的かつ好ましくは、天
燃に存在するインフルエンザウイルス又はインフルエンザウイルス株は前記集団の一感染
個体から単離される。インフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク質又はＨＡ外部ドメ
インに関して、「天然に存在する」なる用語は、天然に存在するインフルエンザウイルス
赤血球凝集素タンパク質、又は天然に存在するインフルエンザウイルス又は天然に存在す
るインフルエンザウイルス株のＨＡ外部ドメインを指す。
【００１７】
　「インフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク質の前記外部ドメインの断片」：本明
細書で使用する、「インフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク質の前記外部ドメイン
の断片」なる用語は、インフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク質の一部分を指し、
インフルエンザＡ型又はＢ型ウイルスのインフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク質
の外部ドメインの、好ましくはインフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク質の外部ド
メインの、少なくとも８０、又は少なくとも１００、又は少なくとも１５０、又は少なく
とも１８０、又は少なくとも１９０、又は少なくとも２００、又は少なくとも２１０、又
は少なくとも２２０、又は少なくとも２３０、又は少なくとも２５０、又は少なくとも２
７０、又は少なくとも２９０、又は少なくとも３１０、又は少なくとも３２０の連続する
アミノ酸を含む。インフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク質の前記外部ドメインと
いう用語はまた、インフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク質の一部分を包含し、前
記断片はインフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク質のＮ末端、及び／又はＣ末端の
一つ以上のアミノ酸の欠失に由来する。インフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク質
の前記外部ドメインの断片は好ましくはその２次構造に所定の要素を含む。そのような構
造要素は先行技術から入手できる構造データに基づいて技術者により容易に同定可能であ
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る。非常に好ましい実施態様では、インフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク質の前
記外部ドメインの前記断片は、インフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク質の少なく
とも一つの８本鎖ジェリーロールバレル及び少なくとも一本のαヘリックスを含む。好ま
しい実施態様では、インフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク質の前記外部ドメイン
の前記断片は、受容体結合ドメインを含むか、又は好ましくは、受容体結合ドメインから
なる。更に好ましい実施態様では、インフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク質の前
記外部ドメインの前記断片は、痕跡エステラーゼドメインを更に含む。典型的かつ好まし
くはインフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク質の前記外部ドメインの前記断片は、
分子内ジスルフィド結合形成能を有する少なくとも一対の、及び最大でも四対のシステイ
ン残基を含む。より好ましくは、インフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク質の前記
外部ドメインの前記断片は、分子内ジスルフィド結合形成能を有する二対のシステイン残
基を含む。インフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク質の前記外部ドメインの断片は
、好ましくは真核生物又は原核生物の発現系における組換え体発現により、好ましくは原
核生物の発現系で、最も好ましくは大腸菌で得られる。典型的かつ好ましくはインフルエ
ンザウイルス赤血球凝集素タンパク質の前記外部ドメインの前記断片は、本発明に係るウ
イルス様粒子に共有結合すると、赤血球の赤血球凝集を誘導することができ、前記赤血球
は好ましくは鶏、七面鳥、馬、又はヒトに由来する。本発明に係るウイルス様粒子に結合
しているインフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク質の前記外部ドメインの断片は、
１μｌの１％赤血球中の接合体が０．５μｇ以下の濃度で観察されると、赤血球の赤血球
凝集を誘導可能であると考えられている。赤血球凝集アッセイは本明細書では好ましくは
実施例３５に記載の通り実施される。
【００１８】
　「インフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク質の前記外部ドメインのＨＡ１サブユ
ニットの位置５４ａ」：インフルエンザウイルスＡ型又はＢ型の天然に存在するアミノ酸
配列は非相同アミノ酸残基の挿入を有し得る。例えば、位置「５４ａ」は２００４年のＲ
ｕｓｓｅｌｌ等（Ｖｉｒｏｌｏｇｙ ３２５：２８７－２９６）の図１に記述された挿入
を指す。従って、インフルエンザＡ型サブタイプＨ１において、位置５４ａのアミノ酸は
リジンである。
【００１９】
　「結合した」：本明細書で使用する「結合した」又は「結合」なる用語は化学的、及び
／又は物理的相互作用を指し、それにより二分子が一緒に結合される。化学的相互作用は
共有結合性及び非共有結合性相互作用を含む。好ましい非共有結合性の相互作用はイオン
相互作用、疎水性相互作用又は水素結合である。好ましい共有結合性相互作用は共有結合
であり、最も好ましくはエステル、エーテル、リン酸エステル、アミド、ペプチド、炭素
－リン結合、チオエステル等の炭素－硫黄結合、又はイミド結合である。
【００２０】
　「第一付着部位」：本明細書で使用する「第一付着部位」は、ＶＬＰとともに天然に存
在し又は人工的にＶＬＰに付加され、第二付着部位が結合することが可能な要素を指す。
第一付着部位は好ましくは化学的反応基、好ましくはアミノ酸、カルボキシル基、スルフ
ヒドリル基、ヒドロキシル基、グアニジル基、ヒスチジニル基、又はその組合わせを含む
か、又は該基である。非常に好ましくは、第一付着部位はアミノ基を含むか、又はアミノ
基である。第一付着部位は従ってまた、タンパク質、ポリペプチド、ペプチド、及び好ま
しくはアミノ酸残基を含む。第一付着部位は更に、糖、ビオチン、フルオレセイン、レチ
ノール、及びジゴキシゲニンを含む他の反応性化学残基を含む。好ましい実施態様では、
第一付着部位は化学的反応基であり、好ましくはアミノ酸残基のアミノ基、最も好ましく
はリジン残基のアミノ基である。更に好ましい実施態様では、第一付着部位はアミノ基又
はカルボニル基であり、好ましくはアミノ基又はアミノ酸残基のカルボニル基である。第
一付着部位は好ましくは表面に、最も好ましくはＶＬＰの外表面に位置する。更に好まし
くは、複数の第一付着部位が表面に存在し、好ましくはＶＬＰの外表面に、典型的かつ好
ましくは繰り返し構造で存在する。好ましい実施態様では、第一付着部位は少なくとも一
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本の共有結合を介して、好ましくは少なくとも一本のペプチド結合を介してＶＬＰと結合
する。更に好ましい実施態様では、第一付着部位はＶＬＰと共に天然に存在する。非常に
好ましい実施態様では、前記第一付着部位はＶＬＰに含まれるタンパク質のアミノ酸残基
のアミノ基であり、更に好ましくは前記第一付着部位はＶＬＰのタンパク質に含まれるリ
ジン残基のアミノ基である。更に非常に好ましい実施態様では、前記第一付着部位はＶＬ
Ｐに含まれるコートタンパク質のアミノ酸残基のアミノ基であり、更に好ましくは前記第
一付着部位はＶＬＰのコートタンパク質に含まれるリジン残基のアミノ基である。あるい
は、好ましい実施態様では、第一付着部位は人工的にＶＬＰに付加される。
【００２１】
　「第二付着部位」：本明細書で使用する「第二付着部位」は、抗原とともに天然に存在
し又は人工的に抗原に付加され、第一付着部位が結合することが可能な要素を指す。抗原
の第二付着部位は好ましくはタンパク質、ポリペプチド、ペプチド、アミノ酸、糖、又は
アミノ基、カルボキシル基、又はスルフヒドリル基等の化学的反応基である。好ましい実
施態様では、第二付着部位は化学的反応基、好ましくはアミノ酸の化学反応基である。非
常に好ましい実施態様では第二付着部位はスルフヒドリル基であり、好ましくはアミノ酸
のスルフヒドリル基、最も好ましくはシステイン残基のスルフヒドリル基である。更に好
ましい実施態様では第二付着部位はアミノ基又はカルボキシル基であり、好ましくはアミ
ノ酸のアミノ基又はカルボキシル基である。「少なくとも一つの第二付着部位を持つ抗原
」なる用語は、従って、抗原及び少なくとも一つの第二付着部位を含むコンストラクトを
指す。一実施態様では、第二付着部位は抗原の中に天然に存在する。その他の実施態様で
は、第二付着部位は好ましくはリンカーを介して人工的に抗原に付加される。それゆえ、
少なくとも一つの第二付着部位を持つ抗原は、前記第二付着部位は前記抗原の中で天然に
存在せず、典型的かつ好ましくは更に「リンカー」を含む。好ましい実施態様では第二付
着部位は少なくとも一共有結合、好ましくは少なくとも一本のペプチド結合を介して抗原
と結合する。
【００２２】
　「リンカー」：本明細書で使用する「リンカー」は第二付着部位と抗原を結合させるか
、又は第二付着部位を含むか、本質的に該部位からなるか、又は該部位からなる。好まし
くは、「リンカー」は第二付着部位を含むか、又は代わりに該部位からなり、更に好まし
くは前記第二付着部位は一つのアミノ酸であり、好ましくはシステイン残基である。少な
くとも一つのアミノ酸残基を含むリンカーはまたアミノ酸リンカーを指す。非常に好まし
い実施態様では、リンカーはアミノ酸リンカーであり、好ましくは前記アミノ酸リンカー
はアミノ酸残基だけからなる。本発明に従ったリンカーの更に好ましい実施態様はスルフ
ヒドリル基、又はシステイン残基を含む分子である。抗原とリンカーの結合は好ましくは
少なくとも一本の共有結合を介して、より好ましくは少なくとも一本のペプチド結合を介
す。遺伝子融合によるＶＬＰと抗原の結合との関連で、リンカーは欠損しているか、又は
好ましくはアミノ酸リンカー、より好ましくはアミノ酸残基だけからなるアミノ酸リンカ
ーであり得る。
【００２３】
　「規則的で反復性の抗原アレイ」：本明細書で使用される「規則的で反復性の抗原アレ
イ」なる用語は抗原の反復性パターンを指す。規則的な反復性抗原アレイは、ウイルス様
粒子に関して抗原の空間的配置における典型的かつ好ましい高次均一性に特徴がある。本
発明による一実施態様では、反復パターンは幾何学的パターンである。望ましい規則的で
反復性の抗原アレイはＲＮＡバクテリオファージのＶＬＰと結合する抗原により形成され
る。規則的で反復性の抗原アレイは、ＲＮＡバクテリオファージのＶＬＰと結合する抗原
により形成され、典型的かつ好ましくは、好ましくは１から３０ナノメーターの間隔、好
ましくは２から１５ナノメーターの間隔、より好ましくは２から１０ナノメーターの間隔
、より好ましくは２から８ナノメーターの間隔、更により好ましくは１．６から７ナノメ
ーターの間隔を有する厳密に反復的な準結晶性の抗原の配列を持つ。
【００２４】
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　「ポリペプチド」：本明細書で使用する「ポリペプチド」なる用語は、アミド結合（ペ
プチド結合としても知られる）によって直線的に連結したモノマー（アミノ酸）から構成
される分子を指す。これはアミノ酸の分子鎖を示し、特定の長さの生成物を指すわけでは
ない。したがって、ペプチド、ジペプチド、トリペプチド、オリゴペプチドおよびタンパ
ク質は、ポリペプチドの定義中に含まれる。たとえば、グリコシル化、アシル化、リン酸
化など、ポリペプチドの翻訳後修飾も包含する。
【００２５】
　「配列同一性（アミノ酸配列）」：二つの所定のアミノ酸配列間の配列同一性のパーセ
ンテージは任意の標準的なアルゴルズム、好ましくはベストフィット（Ｂｅｓｔｆｉｔ）
プログラムに組み入れられたアルゴリズムにより決定される。典型的かつ好ましくは前記
アルゴリズムのデフォルトのパラメーター設定は、好ましくはベストフィットの設定が適
用される。本方法は本発明で開示された任意のタンパク質、ポリペプチド又はその断片の
アミノ酸配列間の配列同一性の決定に適用できる。
【００２６】
　「コートタンパク質」：本明細書で使用する「コートタンパク質」なる用語はウイルス
キャプシド又はＶＬＰに組み込まれることができる、ウイルスタンパク質、好ましくはウ
イルスの、好ましくはＲＮＡバクテリオファージの天然のキャプシドサブユニットを指す
。コートタンパク質なる用語は天然に存在するコートタンパク質ならびに組換え発現コー
トタンパク質を包含する。更に包含されるのはコートタンパク質の変異体及び断片であり
、前記変異体及び断片はＶＬＰを形成する能力を保持する。
【００２７】
　「ウイルス様粒子（ＶＬＰ）」：本明細書で用いられるウイルス様粒子(ＶＬＰ)は、非
複製性又は非感染性、好ましくは非複製性かつ非感染性のウイルス粒子を指し、又はウイ
ルス粒子、好ましくはウイルスのキャプシドに類似する非複製性又は非感染性、好ましく
は非複製性かつ非感染性の構造を指す。本明細書で用いる「非複製性」なる用語は、ＶＬ
Ｐに含まれるゲノムを複製することができないことを意味する。本明細書中で用いる「非
感染性」なる用語は、宿主細胞に侵入できないことを意味する。好ましくは、本発明のウ
イルス様粒子は、ウイルスゲノムないしはウイルスゲノム機能の全て又は一部を欠いてい
るため、非複製性、及び／又は非感染性である。一実施態様では、ウイルス様粒子はウイ
ルス粒子であり、このウイルスゲノムは物理的又は化学的に不活性化されている。典型的
かつより好ましくは、ウイルス様粒子はウイルスゲノムの複製性及び感染性の成分の全て
又は一部を欠いている。本発明のウイルス様粒子は、それらのゲノムと異なる核酸を含み
うる。本発明のウイルス様粒子の典型的かつ好ましい実施態様では、対応するウイルス、
バクテリオファージ、好ましくはＲＮＡファージのウイルスキャプシド等の、ウイルスキ
ャプシドである。「ウイルスキャプシド」又は「キャプシド」なる用語は、ウイルスタン
パク質のサブユニットから構成される巨大分子の集合体を指し、好ましくは前記ウイルス
タンパク質サブユニットは前記ウイルスのコートタンパク質である。典型的には、６０、
１２０、１８０、２４０、３００、３６０及び３６０以上のウイルスタンパク質サブユニ
ットであり、好ましくはコートタンパク質サブユニットである。典型的かつ好ましくは、
これらのサブユニットの相互作用により、固有に反復して組織化されたウイルスキャプシ
ドが形成され、前記構造は典型的には球状又はチューブ状である。例えば、ＲＮＡバクテ
リオファージのキャプシドは正２０面体対称の球形である。ウイルス様粒子の一つの特徴
は、そのサブユニットの高次に規則的かつ反復性配置である。
【００２８】
　「ＲＮＡバクテリオファージのウイルス様粒子」：本明細書で使用する「ＲＮＡ－バク
テリオファージのウイルス様粒子」なる用語は、ＲＮＡ－バクテリオファージのコートタ
ンパク質、突然変異体又はその断片を含むか、又は好ましくは本質的に該タンパク質から
なるか、又は該タンパク質からなる。加えて、ＲＮＡバクテリオファージのウイルス様粒
子は、ＲＮＡ－バクテリオファージの構造に似ており、非複製性で非感染性であり、ＲＮ
Ａバクテリオファージ複製装置をコードする少なくともその遺伝子を欠如しており、典型
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的には宿主へのウイルス付着又は侵入の役割を果たしているタンパク質をコードする遺伝
子を欠如している。また含まれるものはＲＮＡバクテリオファージのウイルス様粒子であ
り、上述の遺伝子は依然として存在するが不活性であり、従ってまたＲＮＡバクテリオフ
ァージの非複製性、及び／又は非感染性のウイルス様粒子へと導く。ＲＮＡバクテリオフ
ァージ由来の好ましいＶＬＰは正２０面体対称を示し１８０サブユニット（モノマー）か
らなる。ＲＮＡバクテリオファージのウイルス様粒子を非複製性、及び／又は非感染性に
する好ましい方法は、ＵＶ照射、ホルムアミド処理、典型的かつ好ましくは遺伝子操作等
の物理的、化学的不活性化による
【００２９】
　「組換えＶＬＰ」：本明細書で使用される「組換えＶＬＰ」なる用語は、少なくとも一
工程の組換えＤＮＡ技術を含む方法によって得られるＶＬＰを指す。典型的かつ好ましく
は、組換えＶＬＰは、宿主、好ましくは微生物細胞中で組換えウイルスコートタンパク質
の発現により得られる。
【００３０】
　「免疫賦活性核酸」：本明細書で使用する場合、免疫賦活性核酸なる用語は、免疫応答
を誘導するか、及び／又は高めることができる核酸を指す。免疫賦活性核酸は、リボ核酸
、特にデオキシリボ核酸を含み、リボ核酸及びデオキシリボ核酸双方とも、２本鎖又は１
本鎖であり得る。好ましいＩＳＳ－ＮＡはデオキシリボ核酸であり、更に好ましくは前記
デオキシリボ核酸は１本鎖である。好ましくは、免疫賦活性核酸は、非メチル化Ｃを含有
する少なくとも１つのＣｐＧモチーフを含む。非常に好ましい免疫賦活性核酸は少なくと
も１つのＣｐＧモチーフを含み、前記の少なくとも１つのＣｐＧモチーフは、Ｃが非メチ
ル化状態である少なくとも１つの、好ましくは１つのＣＧジヌクレオチドを含む。好まし
くは、しかし限らないが、前記ＣＧジヌクレオチドはパリンドローム配列の一部である。
免疫賦活性核酸なる用語はまた、修飾塩基、好ましくは４－ブロモシトシンを含む核酸を
指す。本発明の文脈において特に好まれるのは、樹枝状細胞におけるＩＦＮ－アルファの
生産を刺激する能力があるＩＳＳ－ＮＡである。本発明の目的に有用な免疫賦活性核酸は
、例えば、国際公開第２００７／０６８７４７Ａ１号に記載されている。
【００３１】
　「オリゴヌクレオチド」：本明細書で使用する場合、「オリゴヌクレオチド」なる用語
は、２個以上のヌクレオチド、好ましくは約６から約２００個のヌクレオチド、及びより
好ましくは約２０から約１００個のヌクレオチド、及び最も好ましくは約２０から約４０
個のヌクレオチドを含む核酸配列を指す。非常に好ましくは、オリゴヌクレオチドは厳密
に３０個のヌクレオチドを含み、最も好ましくはオリゴヌクレオチドは厳密に３０個のヌ
クレオチドを含む。オリゴヌクレオチドは、ポリリボヌクレオチド又はポリデオキシリボ
ヌクレオチドであり、好ましくは（ａ）非修飾ＲＮＡ又はＤＮＡ、及び（ｂ）修飾ＲＮＡ
又はＤＮＡから選択される。修飾はバックボーン又はヌクレオチドアナログを含み得る。
オリゴヌクレオチドは好ましくは、（ａ）一本鎖及び２本鎖ＤＮＡ、（ｂ）一本鎖及び２
本鎖領域の混合物であるＤＮＡ、（ｃ）一本鎖及び２本鎖ＲＮＡ、（ｄ）一本鎖及び２本
鎖領域の混合物であるＲＮＡ、及び（ｅ）一本鎖又は、より好ましくは２本鎖、又は一本
鎖及び２本鎖領域の混合物であるＤＮＡ及びＲＮＡを含むハイブリッド分子、からなる群
から選択される。好ましいヌクレオチド修飾／アナログは（ａ）ペプチド核酸、（ｂ）イ
ノシン、（ｃ）トリチル化塩基、（ｄ）ホスホロチオエート、（ｅ）アルキルホスホロチ
オエート、（ｆ）５－ニトロインドールデスオキシリボフラノシル、（ｇ）５－メチルデ
スオキシシトシン、及び（ｈ）５，６－ジヒドロ－５，６ジヒドロオキシデスオキシチミ
ジンからなる群から選択される。ホスホチオール化ヌクレオチドは細胞又は臓器中で分解
に対して保護され、従って望ましいヌクレオチド修飾である。ホスホジエステル結合ヌク
レオチドのみからなる非修飾オリゴヌクレオチドは、典型的には修飾ヌクレオチドより活
性があり、従って本発明の関連において一般的に望まれる。最も好まれるのは、ホスホジ
エステル結合デオキシヌクレオチドのみからなるオリゴヌクレオチドであり、更に好まし
くは前記オリゴヌクレオチドは一本鎖である。更に好ましいのは、細胞内で、好ましくは
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樹状細胞においてＩＦＮ－アルファ産物を刺激することのできるオリゴヌクレオチドであ
る。細胞内でＩＦＮ－アルファ産物を刺激することのできる非常に好ましいオリゴヌクレ
オチドはＡ型のＣｐＧ及びＣ型のＣｐＧから選択される。
【００３２】
　「ＣｐＧモチーフ」：本明細書で使用する「ＣｐＧモチーフ」なる用語は、非メチル化
状態の中央のＣｐＧ、すなわち、Ｃが非メチル化状態であり、少なくとも一個の塩基で、
好ましくは中央のＣｐＧに隣接（３’及び５’側に）する、一個又は二個のヌクレオチド
で囲まれた非メチル化ＣｐＧジヌクレオチドを含むヌクレオチドパターンを指す。典型的
にかつ好ましくは、本明細書で使用されるＣｐＧモチーフは、非メチル化状態のＣｐＧジ
ヌクレオチド及びその５’及び３’末端の２個のヌクレオチドを含むか、又は代わりに該
ヌクレオチドからなる。
【００３３】
　「非メチル化ＣｐＧ－含有オリゴヌクレオチド」：本明細書で使用する「非メチル化Ｃ
ｐＧ含有オリゴヌクレオチド」又は「ＣｐＧ」なる用語は、少なくとも一つのＣｐＧモチ
ーフを含むオリゴヌクレオチド、好ましくはオリゴデスオキシヌクレオチドを意味する。
よって、ＣｐＧは少なくとも一つの非メチル化シトシン、グアニジンヌクレオチドを含む
。好ましいＣｐＧは、脊椎動物骨髄由来細胞の分裂促進効果を刺激／活性化し、例えば有
し、あるいは該細胞によるサイトカインの発現を誘導又は増大させる、例えば、ＣｐＧは
Ｂ細胞、ＮＫ細胞及び抗原提示細胞、例えば樹状細胞、単球及びマクロファージの活性化
に有用でありうる。好ましくは、ＣｐＧは、３’にグアノシンが続く非メチル化シトシン
を含むオリゴデスオキシヌクレオチド、好ましくは一本鎖オリゴデスオキシヌクレオチド
を意味し、前記非メチル化シトシン及び前記グアノシンはホスフェート結合によって結合
され、好ましくは前記ホスフェート結合はホスホジエステル結合又はホスホチオエート結
合であり、更に好ましくは前記ホスフェート結合はホスホジエステル結合である。ＣｐＧ
は、ヌクレオチドアナログ、例えばホスホロチオエステル結合を含むアナログなどを含む
ことができ、二本鎖又は一本鎖であってよい。一般に、二本鎖分子はインビボにおいてよ
り安定性がある一方、一本鎖分子は高い免疫活性を有する。好ましくは、本明細書で使用
する場合、ＣｐＧは、少なくとも約１０のヌクレオチド長で、少なくとも一つのＣｐＧモ
チーフを含むオリゴヌクレオチドであり、更に好ましくは、前記ＣｐＧは１０から６０、
より好ましくは１５から６０、更により好ましくは２０から４０，更により好ましくは約
３０、最も好ましくは正確に３０のヌクレオチド長である。ＣｐＧは、メチル化、及び／
又は非メチル化ヌクレオチドからなり得、前記少なくとも一つのＣｐＧモチーフは、Ｃが
非メチル化の少なくとも一つのＣＧジヌクレオチドを含む。ＣｐＧはまたメチル化及び非
メチル化配列ストレッチを含み得、前記少なくとも一つのＣｐＧモチーフは、Ｃが非メチ
ル化の少なくとも一つのＣＧジヌクレオチドを含む。非常に好ましくは、ＣｐＧは、３’
端にグアノシンが続く非メチル化シトシンを含む一本鎖オリゴデスオキシヌクレオチドに
関連し、前記非メチル化シトシンと前記グアノシンはホスホジエステル結合によって結合
している。ＣｐＧはホスホロチオエステル結合を含むアナログのようなヌクレオチドアナ
ログを含み得、二本鎖又は一本鎖でありうる。一般に、ホスホジエステルＣｐＧは以下に
示すようにＡ型ＣｐＧであり、ホスホチオエステル安定化ＣｐＧはＢ型ＣｐＧである。本
発明に関連して好ましいＣｐＧオリゴヌクレオチドはＡ型ＣｐＧである。
【００３４】
　「Ａ型ＣｐＧ」：本明細書で使用する「Ａ型ＣｐＧ」又は「Ｄ型ＣｐＧ」は、少なくと
も一つのＣｐＧモチーフを有するオリゴデスオキシヌクレオチド（ＯＤＮ）を意味する。
Ａ型ＣｐＧは優先的にＴ細胞の活性化及び樹状細胞の成熟を刺激し、ＩＦＮ-α産生を刺
激可能である。Ａ型ＣｐＧでは、少なくとも一つのＣｐＧモチーフのヌクレオチドが少な
くとも一つのホスホジエステル結合によって結合している。Ａ型ＣｐＧは、その５’端、
及び／又は好ましくはその３’端にホスホロチオエート結合ヌクレオチドが隣接しうる少
なくとも一つのホスホジエステル結合ＣｐＧモチーフを含む。好ましくは、ＣｐＧモチー
フ、よって好ましくはＣＧジヌクレオチド及び少なくとも一つ、好ましくは二つのヌクレ
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オチドを含むその直ぐ隣接する領域はホスホジエステルヌクレオチドからなる。好ましい
Ａ型ＣｐＧは専らホスホジエステル（ＰＯ）結合ヌクレオチドからなる。典型的には、ま
た好ましくは、本明細書で使用される「Ａ型ＣｐＧ」又は「Ｄ型ＣｐＧ」なる用語は、少
なくとも一つのＣｐＧモチーフと、５’及び／又は３’端にポリＧモチーフを含むオリゴ
デスオキシヌクレオチド（ＯＤＮ）を意味する。典型的にかつ好ましくは、ポリＧモチー
フは、少なくとも一つ、好ましくは少なくとも３つ、少なくとも４、５、６、７、８、９
、１０、１１、１２、１３、１４又は１５個のＧ（グアノシン）、最も好ましくは少なく
とも１０個のＧを含むか、あるいは該グアノシンからなる。ある実施態様では、５’及び
／又は３’端、典型的にかつ好ましくは、５’及び／又は３’端のポリＧモチーフの少な
くとも一つのＧ、好ましくはポリＧモチーフの少なくとも二つ、三つ又は四つ、更により
好ましくは全てのＧが、ホスホロチオエート修飾されている。しかしながら、非常に好ま
しい実施態様では、ポリＧモチーフの全てのＧはホスホジエステル結合によって結合して
いる。好ましくは、本発明のＡ型ＣｐＧはパリンドローム配列を含むかあるいは該配列か
らなる。
【００３５】
　「パリンドローム配列」：パリンドローム配列は、規則的な塩基対（Ａ／Ｔ；Ｃ／Ｇ）
を有する二本鎖核酸の形態で存在する場合、５’－３’方向に同一配列の二つの一本鎖か
らなるヌクレオチド配列である。
【００３６】
　「パッケージ化」：本明細書で使用する「パッケージ化」という用語は、ＶＬＰと関係
がある免疫賦活物質、特に免疫賦活性核酸の状態を指す。本明細書で使用する場合、「パ
ッケージ化」という用語は、共有、たとえば化学的結合による、又は非共有、たとえばイ
オン性相互作用、疎水性相互作用、水素結合などでありうる結合を含む。該用語はまた免
疫賦活性核酸の封入化、又は部分的封入化を含む。従って、免疫賦活性核酸はＶＬＰによ
り、実際の結合、特に共有結合の存在なしに封入できる。好ましい実施態様では、免疫賦
活性核酸はＶＬＰ内にパッケージ化され、最も好ましくは、非共有結合の様式で該パッケ
ージ化される。前記免疫賦活性核酸がＤＮＡ、好ましくは非メチル化ＣｐＧ－含有オリゴ
ヌクレオチドである場合、パッケージ化なる用語は前記免疫賦活性核酸、好ましくは前記
非メチル化ＣｐＧ－含有オリゴヌクレオチドが、ヌクレアーゼ加水分解、望むらくはＤＮ
Ａｓｅによる加水分解（例えばＤＮａｓｅＩ又はＢｅｎｚｏｎａｓｅ）、に曝されないこ
とを示し、望ましくは該露出度は国際公開第２００３／０２４４８１Ａ２号の実施例１１
－１７の記載によりアッセイされる。
【００３７】
　Ｏｎｅ、ａ、又はａｎ：用語「ｏｎｅ」、「ａ」、又は「ａｎ」を本開示中で使用する
とき、それらは、特に示さない限りは、「少なくとも一」又は「一つ以上」を意味する。
【００３８】
　一態様では、本発明は（ａ）少なくとも一つの第一付着部位を持つウイルス様粒子（Ｖ
ＬＰ）であって、好ましくは前記ウイルス様粒子はＲＮＡバクテリオファージのウイルス
様粒子であり、及び（ｂ）少なくとも一つの第二付着部位を持つ一抗体であって、前記の
少なくとも一つの抗体はインフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク質の外部ドメイン
（ＨＡ外部ドメイン）又はインフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク質の前記外部ド
メインの断片であって、インフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク質の前記外部ドメ
インの前記断片は、インフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク質の前記外部ドメイン
の少なくとも８０個の連続アミノ酸を含有し、（ａ）及び（ｂ）は前記の少なくとも１つ
の第一結合部位、及び少なくとも１つの第二結合部位を介して連結している、該（ａ）及
び（ｂ）を含む組成物に関する。
【００３９】
　好ましい実施態様では、前記ＨＡ外部ドメインはタンパク質であり、前記タンパク質は
（ａ）配列番号７５のアミノ酸位置１１からアミノ酸位置３２８を含むか、又は好ましく
は前記アミノ酸からなるＨＡ１サブユニット、及び（ｂ）配列番号７６の位置１から１７
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６からなるＨＡ２サブユニット、から構成されるタンパク質である。
【００４０】
　更に好まれる実施態様では前記ＨＡ外部ドメインはインフルエンザＡ型ウイルスのＨＡ
外部ドメインであり、好ましくは前記インフルエンザＡ型ウイルスは天然に存在するイン
フルエンザＡ型株に属す。更に好ましい実施態様では、前記の天然に存在するインフルエ
ンザＡ型ウイルス株は、（ａ）Ａ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／０４／２００９（Ｈ１Ｎ１）
（ジェンバンク受託番号：ＡＣＰ４１１０５．１）（配列番号７４）；（ｂ）Ａ／Ｂｒｉ
ｓｂａｎｅ／５９／２００７（Ｈ１Ｎ１）（ジェンバンク受託番号：ＡＣＡ２８８４４．
１）（配列番号７３）；（ｃ）Ａ／Ａｌｂａｎｙ／１／１９６８（Ｈ２Ｎ２）（ジェンバ
ンク受託番号：ＡＢＯ５２２４７．１）；（ｄ）Ａ／ｎｏｒｔｈｅｒｎ ｓｈｏｖｅｌｅ
ｒ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／ＨＫＷＦ１１２８／２００７（Ｈ２Ｎ７）（ジェンバンク受
託番号：ＡＣＦ４７４２０．１）；（ｅ）Ａ／Ｕｒｕｇｕａｙ／７１６／２００７ Ｘ－
１７５ （Ｈ３Ｎ２）（ジェンバンク受託番号：ＡＣＤ４７２３４．１）（配列番号４０
）；（ｆ）Ａ／ｒｕｄｄｙ ｔｕｒｎｓｔｏｎｅ／Ｎｅｗ Ｊｅｒｓｅｙ／Ｓｇ－００５４
２／２００８ （Ｈ４Ｎ６）（ジェンバンク受託番号：ＡＣＮ８６６４２．１）；（ｇ）
Ａ／Ｖｉｅｔ Ｎａｍ／１２０３／２００４ （Ｈ５Ｎ１）（ジェンバンク受託番号：ＡＢ
Ｐ５１９７７．１）（配列番号４１）；（ｈ）Ａ／Ｉｎｄｏｎｅｓｉａ／５／２００５（
Ｈ５Ｎ１）（ジェンバンク受託番号：ＡＢＷ０６１０８．１）（配列番号４２）；（ｉ）
Ａ／Ｅｇｙｐｔ／２３２１－ＮＡＭＲＵ３／２００７（Ｈ５Ｎ１）（ジェンバンク受託番
号：ＡＢＰ９６８５０．１）（配列番号４３）；（ｊ）Ａ／ｎｏｒｔｈｅｒｎ ｓｈｏｖ
ｅｌｅｒ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／ＨＫＷＦ３８３／２００７（Ｈ６Ｎ１）（ジェンバン
ク受託番号：ＡＣＥ７６６１４．１；（ｋ）Ａ／Ｃａｎａｄａ／ｒｖ５０４／２００４（
Ｈ７Ｎ３）（ジェンバンク受託番号：ＡＢＩ８５０００．１）；（ｌ）Ａ／ｄｕｃｋ／Ｍ
ｏｎｇｏｌｉａ／１１９／２００８（Ｈ７Ｎ９）（ジェンバンク受託番号：ＢＡＨ２２７
８５．１）；（ｍ）Ａ／ｍａｌｌａｒｄ／Ｍｉｎｎｅｓｏｔａ／Ｓｇ－００５７０／２０
０８（Ｈ８Ｎ４）（ジェンバンク受託番号：ＡＣＮ８６７１４．１）；（ｎ）Ａ／ＨＫ／
２１０８／２００３（Ｈ９Ｎ２）（ジェンバンク受託番号：ＡＢＢ５８９４５．１）；（
ｏ）Ａ／Ｋｏｒｅａ／ＫＢＮＰ－００２８／２０００（Ｈ９Ｎ２）（ジェンバンク受託番
号：ＡＢＱ５７３７８．１）；（ｐ）Ａ／ｃｈｉｃｋｅｎ／Ａｎｈｕｉ／ＡＨ１６／２０
０８（Ｈ９Ｎ２）（ジェンバンク受託番号：ＡＣＪ３５２３５．１）；（ｑ）Ａ／ｒｕｄ
ｄｙ ｔｕｒｎｓｔｏｎｅ／Ｎｅｗ Ｊｅｒｓｅｙ／Ｓｇ－００４９０／２００８（Ｈ１０
Ｎ７）（ジェンバンク受託番号：ＡＣＮ８６５１６．１）；（ｒ）Ａ／ｒｕｄｄｙ ｔｕ
ｒｎｓｔｏｎｅ／Ｎｅｗ Ｊｅｒｓｅｙ／Ｓｇ－００５６１／２００８ （Ｈ１１Ｎ９）（
ジェンバンク受託番号：ＡＣＮ８６６８４．１）；（ｓ）Ａ／ｒｕｄｄｙ ｔｕｒｎｓｔ
ｏｎｅ／Ｎｅｗ Ｊｅｒｓｅｙ／Ｓｇ－００４８４／２００８（Ｈ１２Ｎ５）（ジェンバ
ンク受託番号：ＡＣＮ８６４９８．１）；（ｔ）Ａ／ｈｅｒｒｉｎｇ ｇｕｌｌ／Ｎｏｒ
ｗａｙ／１０_２３３６／２００６（Ｈ１３Ｎ６）（ジェンバンク受託番号：ＣＡＱ７７
１９１．１）；（ｕ）Ａ／ｍａｌｌａｒｄ ｄｕｃｋ／Ａｓｔｒａｋｈａｎ／２６３／１
９８２（Ｈ１４Ｎ５）（ジェンバンク受託番号：ＡＢＩ８４４５３．１）；（ｖ）Ａ／Ａ
ｕｓｔｒａｌｉａｎ ｓｈｅｌｄｕｃｋ／Ｗｅｓｔｅｒｎ Ａｕｓｔｒａｌｉａ／１７５６
／１９８３（Ｈ１５Ｎ２）（ジェンバンク受託番号：ＡＢＢ９０７０４．１）；（ｗ）Ａ
／ｈｅｒｒｉｎｇ ｇｕｌｌ／Ｎｏｒｗａｙ／１０_１６２３／２００６（Ｈ１６Ｎ３）（
ジェンバンク受託番号：ＣＡＱ７７１８９．１）；（ｘ）Ａ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／０
７／２００９（Ｈ１Ｎ１）（ジェンバンク受託番号：ＡＣＰ４４１８９．１）、及び（ｙ
）Ａ／Ｐｅｒｔｈ／１６／２００９（Ｈ３Ｎ２）（ジェンバンク受託番号：ＡＣＳ７１６
４２．１）を含む群から選択される。非常に好ましい実施態様では、前記天然に存在する
インフルエンザA型ウイルス株は、Ａ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／０７／２００９（Ｈ１Ｎ
１）（ジェンバンク受託番号：ＡＣＰ４４１８９．１）又はＡ／Ｐｅｒｔｈ／１６／２０
０９（Ｈ３Ｎ２）（ジェンバンク受託番号：ＡＣＳ７１６４２．１）である。
【００４１】
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　本発明の好ましい実施態様では、前記ＨＡ外部ドメインはインフルエンザＡ型ウイルス
赤血球凝集素タンパク質サブタイプＨ１、Ｈ２、Ｈ３、Ｈ４、Ｈ５、Ｈ６、Ｈ７、Ｈ８、
Ｈ９、Ｈ１０、Ｈ１１、Ｈ１２、Ｈ１３、Ｈ１４、Ｈ１５及びＨ１６の外部ドメインから
なる群から選択される。好ましくは、前記ＨＡ外部ドメインはインフルエンザＡ型ウイル
ス赤血球凝集素タンパク質サブタイプＨ１、Ｈ２、Ｈ３、Ｈ５、Ｈ７、及びＨ９の外部ド
メインからなる群から選択され、より好ましくは、前記ＨＡ外部ドメインはインフルエン
ザＡ型ウイルス赤血球凝集素タンパク質サブタイプＨ１、Ｈ２、Ｈ３、Ｈ５、及びＨ９の
外部ドメインからなる群から選択され、更により好ましくは、前記ＨＡ外部ドメインはイ
ンフルエンザＡ型ウイルス赤血球凝集素タンパク質サブタイプＨ１，Ｈ３，及びＨ５の外
部ドメインからなる群から選択される。更に好ましくは前記ＨＡ外部ドメインはインフル
エンザＡ型ウイルス赤血球凝集素タンパク質サブタイプＨ１、Ｈ２、及びＨ３の外部ドメ
インからなる群から選択される。更に好ましい実施態様では、前記ＨＡ外部ドメインはイ
ンフルエンザＡ型ウイルス赤血球凝集素タンパク質サブタイプＨ１の外部ドメインである
。更に好ましい実施態様では、前記ＨＡ外部ドメインはインフルエンザＡ型ウイルス赤血
球凝集素タンパク質サブタイプＨ３の外部ドメインである。更に好ましい実施態様では、
前記ＨＡ外部ドメインはインフルエンザＡ型ウイルス赤血球凝集素タンパク質サブタイプ
Ｈ５の外部ドメインである。
【００４２】
　更に好ましい実施態様では、前記インフルエンザＡ型ウイルス赤血球凝集素タンパク質
の前記外部ドメインのアミノ酸配列は、（ｉ）配列番号３９に記載のアミノ酸配列、及び
（ｉｉ）配列番号３９に対して、少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、更に
より好ましくは少なくとも８５％、更により好ましくは少なくとも９０％、更により好ま
しくは少なくとも９５％、更により好ましくは少なくとも９６％、更により好ましくは少
なくとも９７％、更により好ましくは少なくとも９８％、最も好ましくは少なくとも９９
％のアミノ酸配列同一性を持つ該アミノ酸配列からなる群から選択され、更に好ましくは
前記インフルエンザＡ型ウイルス赤血球凝集素タンパク質の前記外部ドメインはインフル
エンザＡ型ウイルス赤血球凝集素タンパク質の天然に存在する外部ドメインである。
【００４３】
　更に好ましい実施態様では、前記インフルエンザＡ型ウイルス赤血球凝集素タンパク質
の前記外部ドメインのアミノ酸配列は、（ｉ）配列番号４０に記載のアミノ酸配列、及び
（ｉｉ）配列番号４０に対して、少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、更に
より好ましくは少なくとも８５％、更により好ましくは少なくとも９０％、更により好ま
しくは少なくとも９５％、更により好ましくは少なくとも９６％、更により好ましくは少
なくとも９７％、更により好ましくは少なくとも９８％、最も好ましくは少なくとも９９
％のアミノ酸配列同一性を持つ該アミノ酸配列からなる群から選択され、更に好ましくは
前記インフルエンザＡ型ウイルス赤血球凝集素タンパク質の前記外部ドメインはインフル
エンザＡ型ウイルス赤血球凝集素タンパク質の天然に存在する外部ドメインである。
【００４４】
　更に好ましい実施態様では、前記インフルエンザＡ型ウイルス赤血球凝集素タンパク質
の前記外部ドメインのアミノ酸配列は、（ｉ）配列番号４１に記載のアミノ酸配列、及び
（ｉｉ）配列番号４１に対して、少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、更に
より好ましくは少なくとも８５％、更により好ましくは少なくとも９０％、更により好ま
しくは少なくとも９５％、更により好ましくは少なくとも９６％、更により好ましくは少
なくとも９７％、更により好ましくは少なくとも９８％、最も好ましくは少なくとも９９
％のアミノ酸配列同一性を持つ該アミノ酸配列からなる群から選択され、更に好ましくは
前記インフルエンザＡ型ウイルス赤血球凝集素タンパク質の前記外部ドメインはインフル
エンザＡ型ウイルス赤血球凝集素タンパク質の天然に存在する外部ドメインである。
【００４５】
　更に好ましい実施態様では、前記インフルエンザＡ型ウイルス赤血球凝集素タンパク質
の前記外部ドメインのアミノ酸配列は、（ｉ）配列番号４２に記載のアミノ酸配列、及び
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（ｉｉ）配列番号４２に対して、少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、更に
より好ましくは少なくとも８５％、更により好ましくは少なくとも９０％、更により好ま
しくは少なくとも９５％、更により好ましくは少なくとも９６％、更により好ましくは少
なくとも９７％、更により好ましくは少なくとも９８％、最も好ましくは少なくとも９９
％のアミノ酸配列同一性を持つ該アミノ酸配列からなる群から選択され、更に好ましくは
前記インフルエンザＡ型ウイルス赤血球凝集素タンパク質の前記外部ドメインはインフル
エンザＡ型ウイルス赤血球凝集素タンパク質の天然に存在する外部ドメインである。
【００４６】
　更に好ましい実施態様では、前記インフルエンザＡ型ウイルス赤血球凝集素タンパク質
の前記外部ドメインのアミノ酸配列は、（ｉ）配列番号４３に記載のアミノ酸配列、及び
（ｉｉ）配列番号４３に対して、少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、更に
より好ましくは少なくとも８５％、更により好ましくは少なくとも９０％、更により好ま
しくは少なくとも９５％、更により好ましくは少なくとも９６％、更により好ましくは少
なくとも９７％、更により好ましくは少なくとも９８％、最も好ましくは少なくとも９９
％のアミノ酸配列同一性を持つ該アミノ酸配列からなる群から選択され、更に好ましくは
前記インフルエンザＡ型ウイルス赤血球凝集素タンパク質の前記外部ドメインはインフル
エンザＡ型ウイルス赤血球凝集素タンパク質の天然に存在する外部ドメインである。
【００４７】
　更に好ましい実施態様では、前記インフルエンザＡ型ウイルス赤血球凝集素タンパク質
の前記外部ドメインのアミノ酸配列は、（ｉ）配列番号７３に記載のアミノ酸配列、及び
（ｉｉ）配列番号７３に対して、少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、更に
より好ましくは少なくとも８５％、更により好ましくは少なくとも９０％、更により好ま
しくは少なくとも９５％、更により好ましくは少なくとも９６％、更により好ましくは少
なくとも９７％、更により好ましくは少なくとも９８％、最も好ましくは少なくとも９９
％のアミノ酸配列同一性を持つ該アミノ酸配列からなる群から選択され、更に好ましくは
前記インフルエンザＡ型ウイルス赤血球凝集素タンパク質の前記外部ドメインはインフル
エンザＡ型ウイルス赤血球凝集素タンパク質の天然に存在する外部ドメインである。
【００４８】
　更に好ましい実施態様では、前記インフルエンザＡ型ウイルス赤血球凝集素タンパク質
の前記外部ドメインのアミノ酸配列は、（ｉ）配列番号７４に記載のアミノ酸配列、及び
（ｉｉ）配列番号７４に対して、少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、更に
より好ましくは少なくとも８５％、更により好ましくは少なくとも９０％、更により好ま
しくは少なくとも９５％、更により好ましくは少なくとも９６％、更により好ましくは少
なくとも９７％、更により好ましくは少なくとも９８％、最も好ましくは少なくとも９９
％のアミノ酸配列同一性を持つ該アミノ酸配列からなる群から選択され、更に好ましくは
前記インフルエンザＡ型ウイルス赤血球凝集素タンパク質の前記外部ドメインはインフル
エンザＡ型ウイルス赤血球凝集素タンパク質の天然に存在する外部ドメインである。
【００４９】
　更に好ましい実施態様では、前記ＨＡ外部ドメインはインフルエンザＢ型ウイルスのＨ
Ａ外部ドメインであり、好ましくは前記インフルエンザＢ型ウイルスは天然に存在するイ
ンフルエンザＢ型ウイルス株に属す。好ましい実施態様では、前記の天然に存在するイン
フルエンザＢ型ウイルス株は、（ａ）Ｂ／Ｂｒｉｓｂａｎｅ／３３／２００８（ジェンバ
ンク受託番号：ＡＣＮ２９３８７．１）；（ｂ）Ｂ／Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ／０１／２００
７（ジェンバンク受託番号：ＡＢＸ７１６８４．１）、及び（ｃ）Ｂ／Ｂｒｉｓｂａｎｅ
／６０／２００８（ジェンバンク受託番号：ＡＣＮ２９３８３．１）からなる群から選択
される。
【００５０】
　更に好ましい実施態様では、前記抗原はインフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク
質の外部ドメインであり、好ましくはインフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク質の
前記外部ドメインは三量体型である。更に好ましい実施態様では、インフルエンザウイル
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ス赤血球凝集素タンパク質の前記三量体型は、（ｉ）バクテリオファージＴ４タンパク質
フィブリチンの三量体ドメイン、又はその機能性断片を、インフルエンザウイルス赤血球
凝集素タンパク質の前記外部ドメインに、好ましくはインフルエンザウイルス赤血球凝集
素タンパク質の前記外部ドメインのＣ末端に融合することにより組換えによりコンストラ
ンクトを作成し、（ｉｉ）前記コンストラクトを真核又は原核細胞に基づく系、好ましく
はバキュロウイルス／昆虫細胞系にてにおいて発現させ、（ｉｉｉ）前記三量体を精製す
る工程、を含む方法により得られる。非常に好ましい実施態様では、バクテリオファージ
Ｔ４タンパク質フィブリチンの前記三量体ドメインは配列番号９５又はその機能断片であ
る。非常に好ましい実施態様では、バクテリオファージＴ４タンパク質フィブリチンの前
記三量体ドメインは配列番号９５である。コンストラクトの発現は好ましくはＨｉ５又は
ｓｆ２１昆虫細胞、好ましくはｓｆ２１昆虫細胞で行われる。抗原は精製を可能にするた
めに更にインフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク質の前記外部ドメインのＣ末端に
Ｈｉｓタグを組み込み得る。前記Ｈｉｓタグは、三量体形成配列を含むインフルエンザウ
イルス赤血球凝集素タンパク質の前記外部ドメインのＣ末端か、好ましくはインフルエン
ザウイルス赤血球凝集素の前記外部ドメインのＣ末端に融合した、好ましくは３から６個
のヒスチジン残基か、好ましくは６個のヒスチジン残基を含む。
【００５１】
　更に好ましい実施態様では、前記抗原は前記ＨＡ外部ドメインの断片であり、好ましく
は前記ＨＡ外部ドメインの前記断片は前記ＨＡ外部ドメインのＨＡ１サブユニット又は前
記ＨＡ外部ドメインの前記ＨＡ１サブユニットの機能性断片である。
【００５２】
　更に好ましい実施態様では、前記ＨＡ外部ドメインの前記断片は配列番号７５の位置１
１から位置３２８に対応するアミノ酸配列を含むか、又は好ましくは該配列からなる。更
に好ましい実施態様では、前記ＨＡ外部ドメインの前記断片は配列番号７５の位置１１か
ら位置３２９に対応するアミノ酸配列からなる。更に好ましい実施態様では、前記ＨＡ外
部ドメインの前記断片は配列番号７５の位置１１５から位置２６１に対応するアミノ酸配
列を含むか、又は好ましくは該配列からなる。更に好ましい実施態様では、前記ＨＡ外部
ドメインの前記断片は配列番号７５の位置５０から位置２６１に対応するアミノ酸配列を
含むか、又は好ましくは該配列からなる。更に好ましい実施態様では、前記ＨＡ外部ドメ
インの前記断片は配列番号７５の位置９８から位置１９５に対応するアミノ酸残基チロシ
ン、配列番号７５の位置１５３に対応するトリプトファン、及び配列番号７５の位置１８
３に対応するヒスチジンを含む。
【００５３】
　更に好ましい実施態様では、前記ＨＡ外部ドメインの前記断片は少なくとも１つのジス
ルフィド結合、好ましくは少なくとも２つのジスルフィド結合、より好ましくは少なくと
も３つのジスルフィド結合、及び更により好ましくは少なくとも４つのジスルフィド結合
を含む。従って、更に好ましい実施態様では、前記ＨＡ外部ドメインの前記断片は配列番
号７５の位置９７から１３９に対応するシステイン残基を含み、好ましくは前記ＨＡ外部
ドメインの前記断片は配列番号７５の位置６４、７６、９７、１３９に対応するシステイ
ン残基を含み、より好ましくは前記ＨＡ外部ドメインの前記断片は配列番号７５の位置５
２、６４、７６、９７、１３９、２７７、２８１、３０５に対応するシステイン残基を含
む。
【００５４】
　更に好ましい実施態様では、前記ＨＡ外部ドメインの前記断片は前記ＨＡ外部ドメイン
のＨＡ１サブユニットの断片である。更に好ましい実施態様では、前記ＨＡ外部ドメイン
の前記断片は配列番号７５の位置５７から２７０に対応するアミノ酸配列を含むか、又は
好ましくは該配列からなる。更に好ましい実施態様では、前記ＨＡ外部ドメインの前記断
片は配列番号７５の位置５７から２７６に対応するアミノ酸配列を含むか、又は好ましく
は該配列からなる。
【００５５】
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　更に好ましい実施態様では、前記ＨＡ外部ドメインの前記断片は配列番号７５の位置４
６から３１０に対応するアミノ酸配列を含むか、又は好ましくは該配列からなる。更に好
ましい実施態様では、前記ＨＡ外部ドメインの前記断片は配列番号７５の位置４６から３
１０に対応するアミノ酸配列を含むか、又は好ましくは該配列からなり、前記ＨＡ外部ド
メインは、インフルエンザＡ型ウイルス株Ａ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／０７／２００９（
Ｈ１Ｎ１）（ジェンバンク受託番号：ＡＣＰ４４１８９．１）又はＡ／Ｐｅｒｔｈ／１６
／２００９（Ｈ３Ｎ２）（ジェンバンク受託番号：ＡＣＳ７１６４２．１）に対して、少
なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも８０％、更に
より好ましくは少なくとも８５％、更により好ましくは少なくとも９０％、更により好ま
しくは少なくとも９５％、更により好ましくは少なくとも９６％、更により好ましくは少
なくとも９７％、更により好ましくは少なくとも９８％、最も好ましくは少なくとも９９
％のアミノ酸配列同一性を有し、好ましくは前記ＨＡ外部ドメインは天然に存在するＨＡ
外部ドメインである。
【００５６】
　更に好ましい実施態様では、前記ＨＡ外部ドメインの前記断片は配列番号７５の位置４
６から３１０に対応するアミノ酸配列を含むか、又は好ましくは該配列からなり、前記Ｈ
Ａ外部ドメインは、インフルエンザＢ型ウイルス株Ｂ／Ｂｒｉｓｂａｎｅ／３３／２００
８（ジェンバンク受託番号：ＡＣＮ２９３８７．１），Ｂ／Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ／０１／
２００７（ジェンバンク受託番号：ＡＢＸ７１６８４．１），又はＢ／Ｂｒｉｓｂａｎｅ
／６０／２００８（ジェンバンク受託番号：ＡＣＮ２９３８３．１）に対して、少なくと
も７０％、好ましくは少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも８０％、更により好
ましくは少なくとも８５％、更により好ましくは少なくとも９０％、更により好ましくは
少なくとも９５％、更により好ましくは少なくとも９６％、更により好ましくは少なくと
も９７％、更により好ましくは少なくとも９８％、最も好ましくは少なくとも９９％のア
ミノ酸配列同一性を有し、好ましくは前記ＨＡ外部ドメインは天然に存在するＨＡ外部ド
メインである。
【００５７】
　更に好ましい実施態様では、前記ＨＡ外部ドメインの前記断片は配列番号７５の位置４
２から３１０に対応するアミノ酸配列を含むか、又は好ましくは該配列からなる。更に好
ましい実施態様では、前記ＨＡ外部ドメインの前記断片は配列番号７５の位置４２から３
１０に対応するアミノ酸配列を含むか、又は好ましくは該配列からなり、前記ＨＡ外部ド
メインは、インフルエンザＡ型ウイルス株Ａ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／０７／２００９（
Ｈ１Ｎ１）（ジェンバンク受託番号：ＡＣＰ４４１８９．１）又はＡ／Ｐｅｒｔｈ／１６
／２００９（Ｈ３Ｎ２）（ジェンバンク受託番号：ＡＣＳ７１６４２．１）に対して、少
なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも８０％、更に
より好ましくは少なくとも８５％、更により好ましくは少なくとも９０％、更により好ま
しくは少なくとも９５％、更により好ましくは少なくとも９６％、更により好ましくは少
なくとも９７％、更により好ましくは少なくとも９８％、最も好ましくは少なくとも９９
％のアミノ酸配列同一性を有し、好ましくは前記ＨＡ外部ドメインは天然に存在するＨＡ
外部ドメインである。
【００５８】
　更に好ましい実施態様では、前記ＨＡ外部ドメインの前記断片は配列番号７５の位置４
２から３１０に対応するアミノ酸配列を含むか、又は好ましくは該配列からなり、前記Ｈ
Ａ外部ドメインは、インフルエンザＢ型ウイルス株Ｂ／Ｂｒｉｓｂａｎｅ／３３／２００
８（ジェンバンク受託番号：ＡＣＮ２９３８７．１），Ｂ／Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ／０１／
２００７（ジェンバンク受託番号：ＡＢＸ７１６８４．１）、又はＢ／Ｂｒｉｓｂａｎｅ
／６０／２００８（ジェンバンク受託番号：ＡＣＮ２９３８３．１）に対して、少なくと
も７０％、好ましくは少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも８０％、更により好
ましくは少なくとも８５％、更により好ましくは少なくとも９０％、更により好ましくは
少なくとも９５％、更により好ましくは少なくとも９６％、更により好ましくは少なくと
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も９７％、更により好ましくは少なくとも９８％、最も好ましくは少なくとも９９％のア
ミノ酸配列同一性を有し、好ましくは前記ＨＡ外部ドメインは天然に存在するＨＡ外部ド
メインである。
【００５９】
　更に好ましい実施態様では、前記ＨＡ外部ドメインの前記断片は配列番号７５の位置５
４から位置２７６に対応するアミノ酸配列を含むか、又は該アミノ酸配列からなる。更に
好ましい実施態様では、前記ＨＡ外部ドメインの前記断片は配列番号７５の位置５４から
位置２７０に対応するアミノ酸配列を含むか、又は該アミノ酸配列からなる。更に好まし
い実施態様では、前記ＨＡ外部ドメインの前記断片は配列番号７５の位置５４ａから位置
２７６に対応するアミノ酸配列を含むか、又は該アミノ酸配列からなる。更に好ましい実
施態様では、前記ＨＡ外部ドメインの前記断片は配列番号７５の位置５４ａから位置２７
０に対応するアミノ酸配列を含むか、又は該アミノ酸配列からなる。
【００６０】
　更に好ましい実施態様では、前記ＨＡ外部ドメインの前記断片のアミノ酸配列は、少な
くとも９０％、好ましくは少なくとも９５％、より好ましくは少なくとも９８％、及び最
も好ましくは少なくとも９９％のアミノ酸配列同一性を、（ａ）配列番号６７の位置２か
ら２７７；（ｂ）配列番号６８の位置２から２７３；（ｃ）配列番号６９の位置２から２
３０；（ｄ）配列番号７０の位置２から２３０；（ｅ）配列番号７１の位置２から２２４
；（ｆ）配列番号７２の位置２から２２１；（ｇ）配列番号８４；（ｈ）配列番号８５；
（ｉ）配列番号８６；（ｊ）配列番号８８；（ｋ）配列番号８９；及び（ｌ）配列番号９
０かななる群から選択されるアミノ酸配列に対して有するアミノ酸配列である。
【００６１】
　更に好ましい実施態様では、前記ＨＡ外部ドメインの前記断片のアミノ酸配列は、（ａ
）配列番号６７の位置２から２７７；（ｂ）配列番号６８の位置２から２７３；（ｃ）配
列番号６９の位置２から２３０；（ｄ）配列番号７０の位置２から２３０；（ｅ）配列番
号７１の位置２から２２４；（ｆ）配列番号７２の位置２から２２１；（ｇ）配列番号８
４；（ｈ）配列番号８５；（ｉ）配列番号８６；（ｊ）配列番号８８；（ｋ）配列番号８
９；及び（ｌ）配列番号９０かななる群から選択されるアミノ酸配列である。
【００６２】
　更に好ましい実施態様では、前記ＨＡ外部ドメインの前記断片のアミノ酸配列は少なく
とも９０％、好ましくは少なくとも９５％、より好ましくは少なくとも９８％、及び最も
好ましくは少なくとも９９％のアミノ酸配列同一性を配列番号８７に対して有するアミノ
酸配列である。更に好ましい実施態様では、前記ＨＡ外部ドメインの前記断片のアミノ酸
配列は配列番号８７である。
【００６３】
　更に好ましい実施態様では、少なくとも１つの第二付着部位を持つ前記の少なくとも１
つの抗原はリンカーを更に含み、前記リンカーは前記第二付着部位を含むか、又は該部位
からなる。好ましい実施態様では、前記リンカーは１本のペプチド結合を介して前記抗原
に結合し、好ましくは前記リンカーは（ａ）システイン残基、（ｂ）ＣＧＧ、及び（ｃ）
ＧＧＣからなる群から選択される。少なくとも１つの第二付着部位を持つ前記の少なくと
も１つの抗原は、インフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク質の外部ドメインのＣ末
端に更にＨｉｓタグを組み込み得る。
【００６４】
　従って、更に好ましい実施態様では、少なくとも１つの第二付着部位を持つ前記の少な
くとも１つの抗原は、配列番号６７から７２の何れか一つを含むか、又は好ましくは該配
列番号からなる。組換え体として産生したポリペプチドが開裂され得ることは本明細書に
より技術者によって理解される。従って、更に好ましい実施態様では、前記の少なくとも
１つの抗原は配列番号８４から９０の何れか一つを含む。
【００６５】
　好ましい実施態様では、本発明の組成物は、１％赤血球１μｌ中にて前記組成物が０．
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５０μｇ未満の濃度で、赤血球の赤血球凝集反応を誘導することが可能である。本明細書
では赤血球凝集反応アッセイは好ましくは実施例３５に記載の条件で実施される。
【００６６】
　本発明は好ましくは国際公開２００７／０６８７４７Ａ１号の４６－５２頁に開示され
たウイルスのウイルス様粒子に係り、参照によりここに組込まれる。好ましい実施態様で
は、ＶＬＰは組換えＶＬＰである。組換えＶＬＰは宿主細胞中で、好ましくは微生物細胞
中で、最も好ましくは大腸菌でコートタンパク質を発現させることで得られる。
【００６７】
　更に好ましい実施態様では、ＶＬＰはＲＮＡバクテリオファージのＶＬＰである。本発
明は好ましくは国際公開２００７／０６８７４７Ａ１号の４９－５０頁に開示されたＲＮ
Ａバクテリオファージのウイルス様粒子に係り、参照によりここに組込まれる。
【００６８】
　ＲＮＡバクテリオファージのコートタンパク質が微生物発現系、特に大腸菌で容易に発
現できることは該タンパク質の特別な利点である。従って、本発明の好ましい一実施態様
では、ウイルス様粒子はＲＮＡバクテリオファージの組換えコートタンパク質を含むか、
本質的に該タンパク質からなるか、又は代わりに該タンパク質からなる。ＲＮＡバクテリ
オファージの好ましいコートタンパク質は国際公開２００７／０６８７４７Ａ１号の配列
番号３から２３として開示されたコートタンパク質である。好ましい実施態様では、ウイ
ルス様粒子は組換えコートタンパク質を含むか、本質的に該タンパク質からなる、又は代
わりに該タンパク質からなり、好ましくは前記組換えコートタンパク質はＲＮＡバクテリ
オファージの組換えコートタンパク質である。更に好ましい実施態様では、ウイルス様粒
子は、ＲＮＡバクテリオファージＱβ、ＲＮＡバクテリオファージＡＰ２０５、又はＲＮ
ＡバクテリオファージφＣｂ５の組換えコートタンパク質を含むか、本質的に該タンパク
質からなるか、又は代わりに該タンパク質からなる。更に好ましい実施態様では、ウイル
ス様粒子は、（ａ）配列番号１（Ｑβコートタンパク質）；（ｂ）配列番号１、及び、配
列番号２（Ｑβ Ａ１タンパク質）の混合物；（ｃ）配列番号１９（ＡＰ２０５コートタ
ンパク質）；（ｄ）配列番号９２（φＣｂ５ Ｒ２１）；（ｅ）配列番号９３（φＣｂ５ 
Ｋ２１）；及び（ｆ）配列番号９４（φＣｂ５ Ｋ２１ ｄｏｕｂｌｅ Ｃｙｓ）からなる
群から選択されたアミノ酸配列を含むか、又は好ましくは該配列からなる組換えコートタ
ンパク質を含むか、本質的に該タンパク質からなるか、又は代わりに該タンパク質からな
る。
【００６９】
　好ましい一実施態様では、ＶＬＰはＲＮＡバクテリオファージＱβのＶＬＰである。従
って、更に好ましい実施態様では、ウイルス様粒子はＲＮＡバクテリオファージＱβの組
換えコートタンパク質を含むか、本質的に該タンパク質からなるか、又は代わりに該タン
パク質からなる。更に好ましい実施態様では、ウイルス様粒子は配列番号１を含むか、又
は好ましくは該配列からなる組換えコートタンパク質を含むか、本質的に該タンパク質か
らなるか、又は代わりに該タンパク質からなる。ＲＮＡバクテリオファージ、特にバクテ
リオファージＱβ及びバクテリオファージｆｒの更に好ましいウイルス様粒子は、国際公
開第０２／０５６９０５号に開示されており、ここにその開示はその全体において参照に
より組込まれる。特に、国際公開第０２／０５６９０５号の実施例１８はバクテリオファ
ージＱβのＶＬＰ粒子の調製法の詳述を含む。
【００７０】
　更に好ましい実施態様では、ＶＬＰはバクテリオファージＡＰ２０５のＶＬＰである。
従って、更に好ましい実施態様では、ウイルス様粒子はＲＮＡバクテリオファージＡＰ２
０５の組換えコートタンパク質を含むか、本質的に該タンパク質からなるか、又は代わり
に該タンパク質からなる。更に好ましい実施態様では、ウイルス様粒子は配列番号１９を
含むか、又は好ましくは配列番号１９からなる組換えコートタンパク質を含むか、本質的
に該タンパク質からなるか、又は代わりに該タンパク質からなる。バクテリオファージＡ
Ｐ２０５の更に好ましいＶＬＰは、国際公開２００４／００７５３８号の特に実施例１及
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び２に記述されたＶＬＰである。
【００７１】
　更に好ましい実施態様では、ＶＬＰはＲＮＡバクテリオファージφＣｂ５のＶＬＰであ
る。従って、更に好ましい実施態様では、ウイルス様粒子はＲＮＡバクテリオファージφ
Ｃｂ５の組換えコートタンパク質を含むか、本質的に該タンパク質からなるか、又は代わ
りに該タンパク質からなる。更に好ましい実施態様では、ウイルス様粒子は配列番号９２
から９４の何れか一つ、好ましくは配列番号９２を含むか、好ましくは該配列番号からな
る組換えコートタンパク質を含むか、本質的に該コートタンパク質からなるか、又は代わ
りに該コートタンパク質からなる。
【００７２】
　更なる態様では、本発明は、（ａ）少なくとも一つの第一付着部位を持つウイルス様粒
子であって、前記ウイルス様粒子はＲＮＡバクテリオファージのウイルス様粒子である該
ウイルス様粒子を提供し、（ｂ）少なくとも一つの第二付着部位を持つ少なくとも１つの
抗原であって、前記の少なくとも一つの抗原はインフルエンザウイルス赤血球凝集素タン
パク質の前記外部ドメイン又はインフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク質の前記外
部ドメインの断片であって、インフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク質の前記外部
ドメインの前記断片は、インフルエンザウイルス赤血球凝集素タンパク質の前記外部ドメ
インの少なくとも８０個の連続アミノ酸を含む該抗原を提供し、及び（ｃ）前記ウイルス
様粒子及び前記の少なくとも一つの抗原を組合わせ、該少なくとも一つの抗原と該ウイル
ス様粒子が第一及び第二付着部位を通じて連結した組成物を産生することを含む、本発明
の該組成物を産生する方法に関する。好ましい実施態様では、少なくとも一つの第二付着
部位を持つ少なくとも１つの抗原の提供は、発現によって、好ましくは微生物系での発現
により、好ましくは大腸菌による発現による。
【００７３】
　好ましい一実施態様では、少なくとも一つの第一付着部位を持つ該ウイルス様粒子、及
び前記の少なくとも一つの第二付着部位を持つ前記の少なくとも１つの抗原は少なくとも
１本のペプチド共有結合を介して結合している。前記抗原をコードする遺伝子はコートタ
ンパク質をコードする遺伝子の内部、又は好ましくはＮ又はＣ末端へインフレーム連結し
ており、融合タンパク質は好ましくはウイルス様粒子を形成する能力を保持している。更
なる実施態様では、「Ｋｏｚｌｏｖｓｋａ, Ｔ．Ｍ．等，Ｉｎｔｅｒｖｉｒｏｌｏｇｙ 
３９：９－１５（１９９６）、Ｐｕｓｈｋｏ Ｐ．等，Ｐｒｏｔ．Ｅｎｇ．６：８８３－
８９１（１９９３）、国際公開第９２／１３０８１号）、又は米国特許第５，６９８，４
２４号」に記載された、抗原のコートタンパク質への融合を包含する。
【００７４】
　更に好ましい実施態様では、少なくとも一つの第一付着部位を持つ前記ウイルス様粒子
と前記の少なくとも一つの第二付着部位を持つ前記の少なくとも１つの抗原は、少なくと
も１本の非ペプチド性共有結合を介して連結している。更に好ましい実施態様では、前記
第一付着部位と前記第二付着部位は少なくとも１本の非ペプチド性共有結合で連結してい
る。
【００７５】
　ジスルフィド結合を介したキャプシドと抗原性タンパク質の付着は、とりわけ、スルフ
ィドリル部分を含む分子に対して不安定であり、更に、例えばチオエーテル結合よりも血
清中でより不安定である（Ｍａｒｔｉｎ ＦＪ．及びＰａｐａｈａｄｊｏｐｏｕｌｏｓ Ｄ
．（１９８２）、Ｉｒｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ Ｃｏｕｐｌｉｎｇ ｏｆ Ｉｍｍｕｎｏｇｌ
ｏｂｕｌｉｎ Ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｔｏ Ｐｒｅｆｏｒｍｅｄ Ｖｅｓｉｃｌｅｓ．Ｊ．Ｂ
ｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２５７：２８６－２８８）。従って、更に非常に好ましい実施態様に
て、少なくとも一つの第一付着部位を持つ前記ウイルス様粒子と、前記の少なくとも一つ
の第二付着部位を持つ前記の少なくとも一つの抗原との間の付着又は連結では、硫黄－硫
黄結合は含まない。更なる非常に好ましい実施態様では、前記の少なくとも一つの第一付
着部位はスルフィドリル基ではないか、又は該基を含まない。再び更なる非常に好ましい
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実施態様では、前記の少なくとも一つの第一付着部位はシステインのスルフィドリル基で
はないか、又は該基を含まない。
【００７６】
　好ましい実施態様では、第一付着部位はアミノ基、好ましくはリジン残基のアミノ基を
含むか、又は該基であり、好ましくは前記リジン残基は前記ウイルス様粒子のコートタン
パク質に含まれ、また更に好ましくは前記リジン残基は、ＲＮＡバクテリオファージ、最
も好ましくはＲＮＡバクテリオファージＱβ、ＲＮＡバクテリオファージＡＰ２０５、又
はＲＮＡバクテリオファージφＣｂ５の組換えコートタンパク質に含まれる。非常に好ま
しい実施態様では、前記リジン残基は配列番号１、１９、又は、配列番号９２又は９３の
何れか一のリジン残基である。その他の好ましい実施態様では、第二付着部位はスルフィ
ドリル基、好ましくはシステインのスルフィドリル基を含むか、又は好ましくは該基であ
る。
【００７７】
　更に好ましい実施態様では、前記の少なくとも一つの第一付着はアミノ基を含み、前記
の第二付着はスルフィドリル基を含む。更に好ましい実施態様では、前記第一付着部位は
アミノ基であり、前記第二付着部位はスルフィドリル基である。更になお好ましい実施態
様では、前記第一付着はリジン残基のアミノ基であり、好ましくは前記リジン残基は前記
ウイルス様粒子のコートタンパク質に含まれるリジン残基であり、かつ前記第二付着部位
はシステイン残基のスルフィドリル基である。
【００７８】
　更に好ましい実施態様では、少なくとも１つの第一付着部位を持つ前記ウイルス様粒子
は、ＲＮＡバクテリオファージの組換えコートタンパク質を含むか、本質的に該タンパク
質からなるか、又は代わりに該タンパク質からなり、前記組換えコートタンパク質は配列
番号１、１９、及び配列番号９２から９４の何れか一つのアミノ酸配列を含むか、又は好
ましくは該アミノ酸配列からなり、また前記の第一付着部位は前記アミノ酸配列のリジン
残基のアミノ基を含むか、又は好ましくは該アミノ基である。更に好ましい実施態様では
、前記組換えコートタンパク質は配列番号１のアミノ酸配列を含むか、又は好ましくは該
アミノ酸配列からなり、かつ前記第一付着部位は配列番号１のリジン残基のアミノ基を含
むか、又は好ましくは該アミノ基である。
【００７９】
　更に好ましい実施態様では、前記第二付着部位のうちのただ一つが少なくとも１本の非
ペプチド性共有結合により前記第一付着部位と結合し、前記抗原の前記ウイルス様粒子に
対する単一かつ均一な型をもたらし、前記第一付着部位に結合する前記の唯一の第二付着
部位はスルフィドリル基であり、前記抗原と前記ウイルス様粒子は前記結合によって相互
作用し、整列した反復抗原アレイを形成する。
【００８０】
　ヘテロ二官能性架橋剤を用いた抗原のＶＬＰへの連結は、抗原をＶＬＰへ配向して結合
させることを可能とする。従って、好ましい実施態様では、少なくとも１カ所の第一付着
部位を持つ前記ウイルス様粒子と少なくとも１カ所の第二付着部位を持つ１個の抗原が、
典型的かつ好ましくはヘテロ二官能性架橋剤を用いた化学的架橋結合によって連結される
。好ましい実施態様では、ヘテロ二官能性架橋剤は、（ａ）好ましくは第一付着部位、好
ましくはアミノ基、より好ましくはＶＬＰのリジン残基のアミノ基と反応する官能基、及
び（ｂ）好ましい第二付着部位、好ましくはスルフィドリル基、最も好ましくはシステイ
ン残基のスルフィドリル基と反応する更なる官能基であって、抗原に固有であり、又は人
工的に付加され、また任意で還元による反応に利用される該官能基、を含む。従って、好
ましいヘテロ二官能性架橋剤は、アミノ基に対して反応的である１つの官能基とスルフィ
ドリル基に対して反応的な１つの官能基を含む。非常に好ましいヘテロ二官能性架橋剤は
、ＳＭＰＨ（Ｐｉｅｒｃｅ）、Ｓｕｌｆｏ－ＭＢＳ、Ｓｕｌｆｏ－ＥＭＣＳ、Ｓｕｌｆｏ
－ＧＭＢＳ、Ｓｕｌｆｏ－ＳＩＡＢ、Ｓｕｌｆｏ－ＳＭＰＢ、Ｓｕｌｆｏ－ＳＭＣＣ、Ｓ
ｕｌｆｏ－ＫＭＵＳ、ＳＶＳＢ、及びＳＩＡからなる群から選択され、最も好ましくは前
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記ヘテロ二官能性架橋剤はＳＭＰＨである。上記の架橋剤は全て、アミノ基との反応後に
アミド結合を形成し、及びスルフィドリル基によるチオエーテル結合の形成をもたらす。
【００８１】
　好ましい実施態様では、少なくとも１つの第二付着部位を持つ前記の少なくとも１つの
抗原は更にリンカーを含み、好ましくは前記リンカーは前記第二付着部位を含むか、又は
該第二付着部位からなる。好ましい実施態様では、前記リンカーは前記の少なくとも１つ
の第一結合部位と前記の少なくとも１つの第二結合部位に結合する。本発明の更に好まし
い実施態様では、リンカーは少なくとも１本の共有結合、好ましくは、少なくとも１本の
、好ましくは１本のペプチド結合を介して抗原に結合する。更に好ましい実施態様では、
前記の少なくとも１つの第二付着部位を持つ前記の少なくとも１つの抗原はリンカーを含
み、前記リンカーは前記第二付着部位を含み、好ましくは前記リンカーは前記抗原に１本
のペプチド結合を介して結合し、更に好ましくは前記リンカーはシステイン残基を含むか
、又は代わりに該システイン残基からなる。好ましくは、リンカーは第二付着部位を含む
か、又は代わりに該部位からなる。更に好ましい実施態様では、リンカーはスルフィドリ
ル基、好ましくはシステイン残基を含む。その他の好ましい実施態様では、リンカーはシ
ステイン残基を含むか、又は好ましくはシステイン残基である。更に好ましい実施態様で
は、前記リンカーは（ａ）ＣＧＧ；（ｂ）Ｎ末端グリシンリンカー、好ましくはＧＣＧＧ
ＧＧ；（ｃ）ＧＧＣ；及び（ｄ）Ｃ－末端グリシン残基、好ましくはＧＧＧＧＣＧからな
る群から選択される。本発明に有用な更なるリンカーは、例えば、国際公開第２００７／
０３９５５２（Ａ１）号（３２頁の段落１１１及び１１２）に開示されている。好ましい
実施態様では、リンカーは抗原のＣ末端に付加されている。
【００８２】
　更に好ましい実施態様では、前記組成物は更に少なくとも１つの免疫賦活物質を含む。
本発明に有用な免疫賦活物質は一般的に前記技術分野で知られており、とりわけ国際公開
２００３／０２４４８１Ａ２号に開示されている。
【００８３】
　更に好ましい実施態様では、前記免疫賦活物質は前記ウイルス様粒子に結合している。
更に好ましい実施態様では、前記免疫賦活物質は前記ウイルス様粒子と混合される。更に
好ましい実施態様では、前記免疫賦活物質は（ａ）免疫賦活性核酸、（ｂ）ペプチドグリ
カン、（ｃ）リポ多糖、（ｄ）リポタイコ酸、（ｅ）イミダゾキノリン化合物、（ｆ）フ
ラジェリン、（ｇ）リポタンパク質、及び（ｈ）（ａ）から（ｇ）の少なくとも一つの物
質の任意の混合物からなる。
【００８４】
　更に好ましい実施態様では、前記免疫賦活物質は免疫賦活性核酸であり、好ましくは前
記免疫賦活性核酸は、（ａ）リボ核酸、（ｂ）デオキシリボ核酸、（ｃ）キメラ核酸、及
び（ｄ）（ａ）、（ｂ）及び／又は（ｃ）の任意の混合物からなる群から選択される。
【００８５】
　更に好ましい実施態様では、前記免疫賦活性核酸はリボ核酸であり、該リボ核酸は宿主
細胞由来のＲＮＡである。更に好ましい実施態様では、前記免疫賦活性核酸はポリ－（Ｉ
：Ｃ）又はその誘導体である。
【００８６】
　更に好ましい実施態様では、前記免疫賦活性核酸はデオキシリボ核酸であり、好ましく
は前記デオキシリボ核酸は非メチル化ＣｐＧ含有オリゴヌクレオチドである。更に好まし
い実施態様では、前記非メチル化ＣｐＧ含有オリゴヌクレオチドはＡ型ＣｐＧである。
【００８７】
　更に好ましい実施態様では、前記免疫賦活性核酸、及び本明細書で好ましい前記デオキ
シリボ核酸、及び本明細書で更に好ましい前記非メチル化ＣｐＧ含有オリゴヌクレオチド
は前記ウイルス様粒子の中に含まれている。
【００８８】
　更に好ましい実施態様では、前記非メチル化ＣｐＧ含有オリゴヌクレオチドはパリンド
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ローム配列を含む。更に好ましい実施態様では、前記非メチル化ＣｐＧ含有オリゴヌクレ
オチドのＣｐＧモチーフはパリンドローム配列の一部である。更に好ましい実施態様では
、前記パリンドローム配列はＧＡＣＧＡＴＣＧＴＣ（配列番号９６）である。
【００８９】
　更に好ましい実施態様では、前記パリンドローム配列はその５’末端及びその３’末端
にグアノシン実体が隣接している。更に好ましい実施態様では、前記パリンドローム配列
はその５’末端に少なくとも３個、最大で１５個のグアノシン実体が隣接し、かつ前記パ
リンドローム配列はその３’末端に少なくとも３個、最大で１５個のグアノシン実体が隣
接する。更に好ましい実施態様では、前記非メチル化ＣｐＧ含有オリゴヌクレオチドは、
（ａ）“Ｇ６－６”ＧＧＧＧＧＧＧＡＣＧＡＴＣＧＴＣＧＧＧＧＧＧ（配列番号９７）；
（ｂ）“Ｇ７－７”ＧＧＧＧＧＧＧＧＡＣＧＡＴＣＧＴＣＧＧＧＧＧＧＧ（配列番号９８
）；（ｃ）“Ｇ８－８”ＧＧＧＧＧＧＧＧＧＡＣＧＡＴＣＧＴＣＧＧＧＧＧＧＧＧ（配列
番号９９）；（ｄ）“Ｇ９－９”ＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧＡＣＧＡＴＣＧＴＣＧＧＧＧＧＧ
ＧＧＧ（配列番号１００）；及び（ｅ）“Ｇ１０”ＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧＡＣＧＡＴＣ
ＧＴＣＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧ（配列番号１０１）なる群から選択された配列を含むか、又
は代わりに該配列からなる。更に好ましい実施態様では、前記非メチル化ＣｐＧ含有オリ
ゴヌクレオチドは、ＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧＡＣＧＡＴＣＧＴＣＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧ（
配列番号１０１）配列を含むか、又は代わりに該配列からなる。更に好ましい実施態様で
は、前記非メチル化ＣｐＧ含有オリゴヌクレオチドは、リン酸ジエステル結合ヌクレオチ
ドのみからなり、好ましくは前記非メチル化ＣｐＧ含有オリゴヌクレオチドは前記ＶＬＰ
の中に含まれる。
【００９０】
　更に好ましい実施態様では、前記免疫賦活性核酸、好ましくは前記非メチル化ＣｐＧ含
有オリゴヌクレオチドは、デオキシリボヌクレアーゼ加水分解に曝されない。更に好まし
い実施態様では、前記免疫賦活性核酸は非メチル化ＣｐＧ含有オリゴヌクレオチドであり
、前記非メチル化ＣｐＧ含有オリゴヌクレオチドはベンゾナーゼ加水分解に曝されない。
更に好ましい実施態様では、前記免疫賦活性核酸はＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧＡＣＧＡＴＣ
ＧＴＣＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧ（配列番号１０１）の配列からなる非メチル化ＣｐＧ含有オ
リゴヌクレオチドであり、前記非メチル化ＣｐＧ含有オリゴヌクレオチドはリン酸ジエス
テル結合ヌクレオチドのみからなり、かつ好ましくは前記非メチル化ＣｐＧ含有オリゴヌ
クレオチドは前記ＶＬＰの中に含まれる。
【００９１】
　本発明の更なる態様では、本発明の組成物を含むか、又は好ましくは該組成物からなる
ワクチン組成物であり、好ましくは前記ワクチン組成物は本発明の組成物を有効量含み、
かつ更に好ましくは前記ワクチン組成物は本発明の組成物を治療に有効な量含む。本明細
書で「有効な量」とは望まれる生理学的、好ましくは免疫学的効果を生みだす量を指す。
「治療に有効な量」とは、望まれる治療効果を生みだす量を指す。本発明の関係では、望
まれる治療効果とは動物、好ましくはヒトにおけるインフルエンザウイルス感染の予防、
又は寛解である。
【００９２】
　本発明の有利な特徴は、アジュバント非存在下でさえも、組成物の免疫原性が高いこと
である。従って、好ましい実施態様では、ワクチン組成物にアジュバントを欠いている。
アジュバントが存在しないことは、更に、好ましからざる副作用の発生を最小限度に押さ
えている。従って、患者に対するワクチン組成物の投与は、同一患者にワクチン組成物の
投与の前か、同時か又は後にアジュバントを投与すること無く行われるであろう。
【００９３】
　更に好ましい実施態様では、ワクチン組成物は更に少なくとも１つのアジュバントを含
む。アジュバントが投与される場合、少なくとも１つのアジュバントの投与が、本発明の
組成物又はワクチン組成物の投与の前か、同時か又は後に行われうる。
【００９４】
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　本発明の更なる態様は（１）本発明の組成物又はワクチン組成物、及び（２）薬学的に
許容される担体又は賦形剤を含む薬学的組成物である。本発明の組成物、及び／又はワク
チン組成物は薬学的に許容される形態で個体に投与される。本発明の薬学的組成物はそれ
らの投与が受容個体、好ましくはヒトによって忍容できる場合には、薬学的に許容される
と考えられている。薬学的に許容される担体又は賦形剤は、塩、バッファー、アジュバン
ト、又はコンジュゲートの効能を向上するために望ましい他の物質を含み得る。ワクチン
組成物又は薬学的組成物の調製の使用に適した原料の例は、例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ
によるＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ（Ｏｓｏｌ，Ａ，編集、Ｍａｃ
ｋ Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ Ｃｏ．、（１９９０））に与えられる。これは無菌性水溶液（
例、生理食塩水）又は非水性溶液及び懸濁液を含む。非水性溶媒の例は、プロピレングリ
コール、ポリエチレングリコール、オリーブ油等の植物油、オレイン酸エチルなどの注射
可能な有機エステルである。担体又は閉鎖包帯は皮膚透過性を高め、抗原吸収を強化する
ことに使用可能である。
【００９５】
　更なる態様では、本発明は好ましくは、インフルエンザに対する、最も好ましくは流感
に対する免疫化の方法に関し、前記方法は本発明の組成物、ワクチン組成物、又は薬学的
組成物を、動物、好ましくはヒトに投与することを含む。
【００９６】
　更なる態様では本発明は、動物、好ましくはヒトにおけるインフルエンザウイルス感染
、好ましくはインフルエンザＡ型ウイルス感染を治療、寛解、及び／又は予防する方法に
関し、前記方法は本発明の組成物、ワクチン組成物、又は薬学的組成物を前記動物に、好
ましくは前記ヒトに投与することを含む。
【００９７】
　更なる態様では、本発明は、医薬として使用するための本発明の組成物、ワクチン組成
物、又は薬学的組成物に関する。
【００９８】
　更なる態様では、本発明は、インフルエンザウイルス感染、好ましくはインフルエンザ
Ａ型ウイルスの治療、寛解、及び／又は予防の方法に使用のための本発明の組成物、ワク
チン組成物又は薬学的組成物に関する。
【００９９】
　更なる態様では、本発明は、インフルエンザ、好ましくはＡ型インフルエンザの治療、
寛解、及び／又は予防の方法に係り、前記方法は本発明の組成物、ワクチン組成物、又は
薬学的組成物を動物に、好ましくはヒトに投与することを含み、好ましくは前記組成物、
前記ワクチン組成物、及び／又は前記薬学的組成物は、前記動物に、より好ましくは前記
ヒトに、効果的な量、好ましくは免疫学的に効果的な量、投与される。免疫学的に効果的
な量とは、本明細書では検出可能な免疫応答、好ましくは前記個体、好ましくは前記ヒト
における抗体応答を高めることが可能な量を指す。
【０１００】
　一実施態様では、組成物、ワクチン組成物、及び／又は薬学的組成物は、前記動物、好
ましくは前記ヒトに注射、点滴、吸入、経口投与、又は他の適切な物理的方法により投与
される。更に好ましい実施態様では、組成物、ワクチン組成物、及び／又は薬学的組成物
は、前記動物、好ましくは前記ヒトに筋肉内、静脈内、経粘膜、経皮、鼻腔内、腹腔内、
皮下、又は直接リンパ節に投与される。
【０１０１】
　更なる態様では、本発明はインフルエンザ、好ましくはインフルエンザＡ型の治療、寛
解、及び／又は予防のための本発明の組成物、ワクチン組成物、及び／又は薬学的組成物
の使用に関する。
【０１０２】
　更なる本発明の態様では、インフルエンザ、好ましくはインフルエンザＡ型の治療、寛
解、及び／又は予防のための医薬の製造のための本発明の組成物、ワクチン組成物、及び
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／又は薬学的組成物の使用である。
【０１０３】
　更なる態様では、本発明は抗原に関し、前記抗原は本明細書に定義されたＨＡ外部ドメ
イン又はＨＡ外部ドメインの断片である。好ましい実施態様では、前記抗原は本明細書に
定義されたＨＡ外部ドメインの断片である。更に好ましい実施態様では、前記抗原は配列
番号７５の位置４２から位置３１０に対応するアミノ酸配列を含むか、又は好ましくは該
配列からなるＨＡ外部ドメインの断片である。更に好ましい実施態様では、前記抗原は配
列番号７５の位置４２から位置３１０に対応するアミノ酸配列を含むか、又は好ましくは
該アミノ酸配列からなるＨＡ外部ドメインの断片であり、前記ＨＡ外部ドメインは、イン
フルエンザＡ型ウイルス株Ａ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／０７／２００９（Ｈ１Ｎ１）（ジ
ェンバンク受託番号：ＡＣＰ４４１８９．１）又はＡ／Ｐｅｒｔｈ／１６／２００９（Ｈ
３Ｎ２）（ジェンバンク受託番号：ＡＣＳ７１６４２．１）のＨＡ外部ドメインに対して
少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも８０％、更
により好ましくは少なくとも８５％、更により好ましくは少なくとも９０％、更により好
ましくは少なくとも９５％、更により好ましくは少なくとも９６％、更により好ましくは
少なくとも９７％、更により好ましくは少なくとも９８％、最も好ましくは少なくとも９
９％のアミノ酸配列同一性を有し、好ましくは前記ＨＡ外部ドメインは天然に存在するＨ
Ａ外部ドメインである。
【０１０４】
　更に好ましい実施態様では、前記抗原は、配列番号７５の位置４２から位置３１０に対
応するアミノ酸配列を含むか、又は好ましくは該アミノ酸配列からなるＨＡ外部ドメイン
の断片であり、前記ＨＡ外部ドメインは、インフルエンザＢ型ウイルス株Ｂ／Ｂｒｉｓｂ
ａｎｅ／３３／２００８（ジェンバンク受託番号：ＡＣＮ２９３８７．１），Ｂ／Ｇｕａ
ｎｇｚｈｏｕ／０１／２００７（ジェンバンク受託番号：ＡＢＸ７１６８４．１）、又は
Ｂ／Ｂｒｉｓｂａｎｅ／６０／２００８（ジェンバンク受託番号：ＡＣＮ２９３８３．１
）のＨＡ外部ドメインに対して少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、より好
ましくは少なくとも８０％、更により好ましくは少なくとも８５％、更により好ましくは
少なくとも９０％、更により好ましくは少なくとも９５％、更により好ましくは少なくと
も９６％、更により好ましくは少なくとも９７％、更により好ましくは少なくとも９８％
、最も好ましくは少なくとも９９％のアミノ酸の同一性を有し、好ましくは前記ＨＡ外部
ドメインは天然に存在するＨＡ外部ドメインである。
【０１０５】
　本明細書に記載される全ての技術的特徴及び実施態様、特に本発明の組成物及びその構
成成分のために記載された全ての技術的特徴及び実施態様は、本発明の全ての態様に、特
にワクチン組成物、薬学的組成物、その方法及び使用法に対して、単独か又は可能性のあ
る任意の組合わせにより適用され得る。
【実施例】
【０１０６】
実施例１：ｅｃＨＡ Ａ／ＰＲ／８／３４（Ｈ１Ｎ１）のクローニング、発現及び精製
　Ａ）ｐＦａｓｔＢａｃ１_ＧＰ６７の生成
ｐＦａｓｔＢａｃ１_ＧＰ６７（配列番号３３）ベクターはｐＦａｓｔＢａｃ１（インビ
トロジェン）の誘導体であり、シグナルペプチドＧＰ６７をタンパク質分泌の多重クロー
ニング部位の前に導入した。ベクターをアニールされたオリゴＰＨ１５５（配列番号２０
）及びＰＨ１５６（配列番号２１）のペア、及びアニールされたオリゴＰＨ１５７（配列
番号２２）及びＰＨ１５８（配列番号２３）のペア、及びアニールされたオリゴＰＨ１５
９（配列番号２４）及びＰＨ１６０（配列番号２５）のペア、及びアニールされたオリゴ
ＰＨ１６１（配列番号２６）及びＰＨ１６２（配列番号２７）のペアを一緒にｐＦａｓｔ
Ｂａｃ１プラスミドと称したＢａｍＨＩ－ＥｃｏＲＩの中へ繋いで作成し、ｐＦａｓｔＢ
ａｃ１_ＧＰ６７を得た。得られたプラスミドはその多重クローニング部位にＢａｍＨＩ
，ＥｃｏＲＩ，ＰｓｔＩ，ＸｈｏＩ，ＳｐｈＩ，Ａｃｃ６５Ｉ，ＫｐｎＩ及びＨｉｎｄＩ
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ＩＩの制限部位を有する。
【０１０７】
　Ｂ）マウス適合インフルエンザＡ／ＰＲ８／３４（Ｈ１Ｎ１）のクローニングとシーク
エンシング
（ＨＡ０ ＰＲ８）株のＨＡ０のｃＤＮＡを、プライマーＵｎｉ１２（配列番号２８）を
用いてインフルエンザＡ型ＰＲ８を感染させたＭＤＣＫ細胞の上清から抽出したｖＲＮＡ
（－）の逆転写により作製し、続いてＢＭ－ＨＡ－１（配列番号２９）とＢＭ－ＮＳ－８
９０Ｒ（配列番号３０）のプライマーを用いてＰＣＲを行った。ＰＲ８由来ｅｃＨＡの転
写配列は配列番号３９である。
【０１０８】
　Ｃ）ＦａｓｔＢａｃ１_ＧＰ６７_ＨＡ_ＰＲ８の作製
マウス適合ＰＲ８（Ｂを参照）由来のアミノ酸１１－３２９（ＨＡ１）にアミノ酸１－１
７６（ＨＡ２）［ＨＡのアミノ酸位置はＨ３番号付けに基づく］が続き、バクテリオファ
ージＴ４フィブリチン由来の３量体配列（フォールドン）、６×Ｈｉｓタグ及びシステイ
ン含有リンカーが続く該アミノ酸をコードするＤＮＡを哺乳類細胞での発現のために最適
化し、遺伝子合成により産生した（Ｇｅｎｅａｒｔ，Ｒｅｇｅｎｓｂｕｒｇ，Ｇｅｒｍａ
ｎｙ）。最適化されたヌクレオチド配列をオリゴヌクレオチドＰＨ１６３（配列番号３１
）及びＰＨ１６４（配列番号３２）により増幅した。得られたＤＮＡ断片はＢａｍＨＩ及
びＸｈｏＩで消化され、ＢａｍＨＩ－ＸｈｏＩ消化発現ベクターｐＦａｓｔＢａｃ１_Ｇ
Ｐ６７にクローニングし、プラスミドｐＦａｓｔＢａｃ１_ＧＰ６７_ＨＡ_ＰＲ８（配列
番号３４）を得た。このプラスミドは、配列番号４４のＮ末端に融合したマウス適合ＰＲ
８（ＨＡ２由来のＮ末端アミノ酸１－１７６に融合したＨＡ１由来のアミノ酸１１－３２
９からなり、ＨＡ１及びＨＡ２のアミノ酸位置はＨ３番号付けに基づく）（配列番号３９
）由来のＮ末端含有ＨＡ０からなる融合タンパク質をコードする。配列番号４４のＮ末端
に融合した配列番号３４の融合タンパク質はｅｃＨＡ－ＰＲと命名された。
【０１０９】
　Ｄ）組換えバキュロウイルスの作製、ｅｃＨＡの産生及び精製
ｅｃＨＡ－ＰＲ８を発現する組換えバキュロウイルスはＢａｃ-ｔｏ-Ｂａｃバキュロウイ
ルス発現システム（インビトロジェン）を使用してプラスミドｐＦａｓｔＢａｃ１_ＧＰ
６７_ＨＡ_ＰＲ８により作成した。発現において、Ｈｉ５昆虫細胞（インビトロジェン）
を２７℃で増殖し、組換えバキュロウイルスに感染効率５で感染させ７２時間インキュベ
ートした。組換え発現したタンパク質ｅｃＨＡ－ＰＲ８を含む上清を７２時間感染後に（
ｐ．ｉ．）採取した。上清をＴＦＦによりＧＥホロー・ファイバーカートリッジＵＦＰ－
５－Ｃ－３５；５’０００ＮＭＷＣを使用して１０倍に濃縮した。濃縮した上清をＮｉ２

＋－ＮＴＡアガロースカラム（Ｑｉａｇｅｎ，Ｈｉｌｄｅｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）へ適用し
た。洗浄バッファー（５０ｍＭのＮａＨ２ＰＯ４，３００ｍＭのＮａＣｌ，２０ｍＭのイ
ミダゾール，ｐＨ８．０）でカラムを広範に洗浄後、タンパク質を溶出バッファー（５０
ｍＭのＮａＨ２ＰＯ４，３００ｍＭのＮａＣｌ，２００ｍＭのイミダゾール，ｐＨ８．０
）で溶出した。精製したタンパク質はＰＢＳ ｐＨ７．２に対して透析し－８０℃で次の
使用まで保管した。
【０１１０】
実施例２：Ａ／Ｕｒｕｇｕａｙ／７１６／２００７ Ｘ－１７５（Ｈ３Ｎ２）由来ｅｃＨ
Ａのクローニング、発現及び精製
　３’末端にＢａｍＨＩ制限酵素部位が隣接し、かつ５’末端にＡｓｃＩ制限酵素部位が
隣接し、Ａ／Ｕｒｕｇｕａｙ／７１６／２００７ Ｘ－１７５（Ｈ３Ｎ２）（ＮＣＢＩ受
託番号ＡＣＤ４７２３４．１）由来のアミノ酸１－１７６（ＨＡ２）［ＨＡのアミノ酸位
置はＨ３番号付けに基づく］が続くアミノ酸１１－３２９（ＨＡ１）をコードするＤＮＡ
を昆虫細胞での発現のために最適化し、遺伝子合成により産生した（Ｇｅｎｅａｒｔ，Ｒ
ｅｇｅｎｓｂｕｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ）。得られたＤＮＡ断片をＢａｍＨＩ及びＡｓｃＩ
（配列番号３５）で消化し、ＢａｍＨＩ－ＡｓｃＩ消化発現ベクターｐＦａｓｔＢａｃ１
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_ＧＰ６７_ＨＡ_ＰＲ８（実施例１に記載）の中へクローニングし、プラスミドｐＦａｓ
ｔＢａｃ１_ＧＰ６７_ＨＡ_Ａ／Ｕｒｕｇｕａｙ／７１６／２００７ ＮＹＭＣ Ｘ－１７
５Ｃ、短くはｐＦａｓｔＢａｃ１_ＧＰ６７_ＨＡ_Ａ_Ｕｒｕｇｕａｙと称す、を得た。こ
のプラスミドは、実施例１Ｃ（配列番号４４）に記載のリンカーのＮ末端に融合した、イ
ンフルエンザＡ／Ｕｒｕｇｕａｙ／７１６／２００７ Ｘ－１７５（ＨＡ２由来のアミノ
酸１－１７６からなるＮ末端に融合したＨＡ１由来のアミノ酸１１－３２９からなり、Ｈ
Ａ１及びＨＡ２のアミノ酸位置はＨ３番号付けに基づく。）（配列番号４０）由来のＮ末
端含有ＨＡ０からなる融合タンパク質をコードする。配列番号４４のＮ末端に融合した配
列番号４０の融合タンパク質はｅｃＨＡ－Ｕｒｕｇｕａｙと称された。ｅｃＨＡ－Ｕｒｕ
ｇｕａｙは実施例１Ｄに記載の通り産生し精製した。
【０１１１】
実施例３：インフルエンザＡ型Ｈ５Ｎ１株Ａ／Ｖｉｅｔ Ｎａｍ／１２０３／２００４，
Ａ／Ｉｎｄｏｎｅｓｉａ／５／２００５及びＡ／Ｅｇｙｐｔ／２３２１－ＮＡＭＲＵ３／
２００７由来ｅｃＨＡのクローニング、発現及び精製
　３’末端にＢａｍＨＩ制限酵素部位が隣接し、かつ５’末端にＡｓｃＩ制限酵素部位が
隣接し、Ａ／Ｖｉｅｔ Ｎａｍ／１２０３／２００４（Ｈ５Ｎ１）（ＮＣＢＩ受託番号Ａ
ＢＰ５１９７７．１），Ａ／Ｉｎｄｏｎｅｓｉａ／５／２００５（Ｈ５Ｎ１）（ＮＣＢＩ
受託番号ＡＢＷ０６１０８．１）及び（Ａ／Ｅｇｙｐｔ／２３２１－ＮＡＭＲＵ３／２０
０７（Ｈ５Ｎ１））株（ＮＣＢＩ受託番号ＡＢＰ９６８５０．１）由来のアミノ酸１－１
７６（ＨＡ２）［ＨＡのアミノ酸位置はＨ３番号付けに基づく］が続くアミノ酸１１－３
２９（ＨＡ１）をコードするＤＮＡを昆虫細胞での発現のために最適化し、遺伝子合成に
より産生した（Ｇｅｎｅａｒｔ，Ｒｅｇｅｎｓｂｕｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ）。得られたＤ
ＮＡ断片をＢａｍＨＩ及びＡｓｃＩ（配列番号３６、３７，３８）で消化し、ＢａｍＨＩ
－ＡｓｃＩ消化発現ベクターｐＦａｓｔＢａｃ１_ＧＰ６７_ＨＡ_ＰＲ８の中へクローニ
ングし、プラスミドｐＦａｓｔＢａｃ１_ＧＰ６７_ＨＡ_Ａ／Ｖｉｅｔ Ｎａｍ／１２０３
／２００４（短くｓｈｏｒｔｌｙ ｔｅｒｍｅｄ ｐＦａｓｔＢａｃ１_ＧＰ６７_ＨＡ_Ａ_
Ｖｉｅｔ Ｎａｍと称す）、ｐＦａｓｔＢａｃ１_ＧＰ６７_ＨＡ_Ａ／Ｉｎｄｏｎｅｓｉａ
／５／２００５（ｐＦａｓｔＢａｃ１_ＧＰ６７_ＨＡ_Ａ_Ｉｎｄｏｎｅｓｉａと称す）、
及びｐＦａｓｔＢａｃ１_ＧＰ６７_ＨＡ_Ａ／Ｅｇｙｐｔ／２３２１－ＮＡＭＲＵ３／２
００７（短くｐＦａｓｔＢａｃ１_ＧＰ６７_ＨＡ_Ａ_Ｅｇｙｐｔと称す）を得るであろう
。このプラスミドは、実施例１Ｃ（配列番号４４）に記載のリンカーのＮ末端に融合した
、ＨＡ２由来のアミノ酸１－１７６のＮ末端に融合したＨＡ１由来のアミノ酸１１－３２
９（ＨＡ１及びＨＡ２のアミノ酸位置はＨ３番号付けに基づく）からなる各々のウイルス
株（ｅｃＨＡ_Ａ_Ｖｉｅｔ_Ｎａｍ．配列番号４１，ｅｃＨＡ_Ａ_Ｉｎｄｏｎｅｓｉａ配
列番号４２及びｅｃＨＡ_Ａ_Ｅｇｙｐｔ 配列番号４３）由来のＮ末端含有ＨＡ０からな
る融合タンパク質をコードするであろう。配列番号４４を伴ったそれぞれの融合タンパク
質はそれぞれｅｃＨＡ－Ｖｉｅｔｎａｍ．ｅｃＨＡ－Ｉｎｄｏｎｅｓｉａ及びｅｃＨＡ－
Ｅｇｙｐｔと称されるであろう。これらのタンパク質は実施例１Ｄに記載の通りに産生さ
れ精製されるであろう。
【０１１２】
実施例４：インフルエンザＡ型Ｈ１Ｎ１株Ａ／Ｂｒｉｓｂａｎｅ／５９／２００７及びＡ
／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／０４／０９のクローニング、発現及び精製
　３’末端にＢａｍＨＩ制限酵素部位が隣接し、かつ５’末端にＡｓｃＩ制限酵素部位が
隣接し、Ａ／Ｂｒｉｓｂａｎｅ／５９／２００７（ＮＣＢＩ受託番号ＡＣＡ２８８４４．
１）及びＡ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／０４／０９（ＮＣＢＩ受託番号ＡＣＰ４１１０５．
１）由来のアミノ酸１－１７６（ＨＡ２）［ＨＡのアミノ酸位置はＨ３番号付けに基づく
］が続くアミノ酸１１－３２９（ＨＡ１）をコードするＤＮＡを昆虫細胞での発現のため
に最適化し、遺伝子合成により産生した（Ｇｅｎｅａｒｔ，Ｒｅｇｅｎｓｂｕｒｇ，Ｇｅ
ｒｍａｎｙ）。得られたＤＮＡ断片はＢａｍＨＩ及びＡｓｃＩで消化され、ＢａｍＨＩ－
ＡｓｃＩ消化発現ベクターにクローニングされ、ｐＦａｓｔＢａｃ１_ＧＰ６７_ＨＡ_Ａ_
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Ｂｒｉｓｂａｎｅと短く称されるｐＦａｓｔＢａｃ１_ＧＰ６７_Ａ／Ｂｒｉｓｂａｎｅ／
５９／２００７プラスミド、ｐＦａｓｔＢａｃ１_ＧＰ６７_ＨＡ_Ａ_Ｃａｌｉｆｏｒｎｉ
ａと短く称されるｐＦａｓｔＢａｃ１_ＧＰ６７_Ａ_Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ_０４_０９プ
ラスミドを得るであろう。これらのプラスミドは実施例１Ｄに記載のアミノ酸リンカー（
配列番号４４）のＮ末端に融合したＨＡ２由来のアミノ酸１－１７６のN末端（ＨＡ１及
びＨＡ２のアミノ酸位置はＨ３番号付けに基づく）に融合したＨＡ１由来アミノ酸１１－
３２９からなる各々のウイルス株（ｅｃＨＡ Ａ／Ｂｒｉｓｂａｎｅ／５９／２００７_Ａ
ＣＡ２８８４４．１，配列番号７３及びｅｃＨＡ Ａ_Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／０４／２０
０９_ＡＣＰ４１１０５．１，配列番号７４）由来のＮ末端含有ＨＡ０からなる融合タン
パク質をコードするであろう。配列番号４４を伴ったそれぞれの融合タンパク質はそれぞ
れｅｃＨＡ－Ｂｒｉｓｂａｎｅ及びｅｃＨＡ－Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａと称されるであろう
。これらのタンパク質は実施例１Ｃに記載の通りに産生され精製されるであろう。
【０１１３】
実施例５：Ｑβ及びＡＰ２０５ウイルス様粒子へのｅｃＨＡ－ＰＲ８（Ｈ１Ｎ１）の結合
　ＰＢＳ ｐＨ７．２に溶解した実施例１由来の精製ｅｃＨＡ－ＰＲ８タンパク質（配列
番号４４のＮ末端に遺伝的に融合させた配列番号３９）１ｍｇ／ｍｌを含有する溶液を、
Ｃ末端システイン残基の還元のために５分間室温で３倍モル過剰のＴＣＥＰとともにイン
キュベートした。２０ｍＭのＨＥＰＳ ｐＨ７．２に溶解した１ｍｇ／ｍｌのＱβ ＶＬＰ
タンパク質の４ｍｌ溶液を、３０分間室温で８５．２μｌのＳＭＰＨ溶液（ＤＭＳＯ中に
５０ｍＭ）とともに反応させた。反応液を４℃で２０ｍＭのＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．２の４
ｌ交換を２回、それぞれ１２時間と２時間にわたって透析した。誘導体化され透析したＱ
β溶液１ｍｌを、ＴＣＥＰで処理したｅｃＨＡ－ＰＲ８［１ｍｇ／ｍｌ］の３７００，１
８５０又は９２５μｌと混合し、化学的架橋のため４時間室温でインキュベートし、それ
ぞれワクチンのバッチＱβ－ｅｃＨＡ（ＰＲ８）－１，Ｑβ－ｅｃＨＡ（ＰＲ８）－２又
はＱβ－ｅｃＨＡ（ＰＲ８）－３を得た。分離したタンパク質はセファロースＣＬ４Ｂカ
ラムを使用したサイズ排除クロマトグラフィーで除いた。結合産物は還元条件下で４－１
２％のビス－トリス－ポリアクリルアミドゲルで分析した。クーマシー染色したゲルはＱ
β単量体及びｅｃＨＡ－ＰＲ８単量体に関して分子量が増加したいくつかのバンドを現し
、明らかにｅｃＨＡ－ＰＲ８タンパク質がＱβ ＶＬＰに首尾良く架橋したことを示して
いた。カップリングバンドのデンシトメトリーによる定量化によって、異なるワクチンバ
ッチに対して以下のカップリング密度が明らかになった。：Ｑβ－ｅｃＨＡ（ＰＲ８）－
１：４０ ｅｃＨＡ／ＶＬＰ，Ｑβ－ｅｃＨＡ（ＰＲ８）－２：２９ ｅｃＨＡ／ＶＬＰ及
びＱβ－ｅｃＨＡ（ＰＲ８）－３：１７ ｅｃＨＡ／ＶＬＰ。ＡＰ２０５ ＶＬＰへの結合
のために２０ｍＭのＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．２に溶解した１ｍｇ／ｍｌのＡＰ２０５ ＶＬ
Ｐの５ｍｌ溶液を、９０分間室温で１０６．５μｌのＳＭＰＨ溶液（ＤＭＳＯ中に５０ｍ
Ｍ）とともに反応させた。反応溶液を４℃で２０ｍＭのＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．２の５ｌ交
換を３回、それぞれ１２時間、２時間、２時間にわたって透析した。誘導体化され透析し
たＡＰ２０５溶液２ｍｌを、ＴＣＥＰで処理したｅｃＨＡ－ＰＲ８（Ｈ１Ｎ１）５５００
μｌと混合し、化学的架橋のため４時間室温でインキュベートし、ＡＰ２０５－ｅｃＨＡ
（ＰＲ８）を得た。分離したタンパク質はセファロースＣＬ４Ｂカラムを使用したサイズ
排除クロマトグラフィーで除いた。結合産物は還元条件下で４－１２％のビス－トリス－
ポリアクリルアミドゲルで分析した。クーマシー染色したゲルはＶＬＰ単量体及びｅｃＨ
Ａ－ＰＲ８単量体に関して分子量が増加したいくつかのバンドが現れ、明らかにｅｃＨＡ
－ＰＲ８ タンパク質がＡＰ２０５に首尾良く架橋したことを示していた。カップリング
バンドのデンシトメトリーによる定量化によって、３０ ｅｃＨＡ／ＶＬＰのカップリン
グ密度が明らかになった。
【０１１４】
実施例６：酵素結合免疫測定法
　ＨＡ特異的抗体力価を決定するために、ＥＬＩＳＡプレートを実施例１で得られたｅｃ
ＨＡ－ＰＲ８、実施例２で得られたｅｃＨＡ－Ｕｒｕｇｕａｙ、又はＰｒｏｔｅｉｎ Ｓ
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ｃｉｅｎｃｅｓから入手した組換えインフルエンザＨＡタンパク質（ｒＨＡ）（ｒＨＡ_
Ａ／Ｂｒｉｓｂａｎｅ／５９／２００７、ｒＨＡ_Ａ／Ｖｉｅｔｎａｍ／１２０３／２０
０４、ｒＨＡ_Ａ／Ｉｎｄｏｎｅｓｉａ／０５／２００５、ｒＨＡ_Ａ／Ｃａｌｉｆｏｒｎ
ｉａ／０４／２００９、ｒＨＡ_Ｂ／Ｆｌｏｒｉｄａ／０４／２００６）でコーティング
し、又は別の方法としてＥＬＩＳＡプレートを実施例３又は実施例４で得られたｅｃＨＡ
タンパク質を１μｇ／ｍｌの濃度で、又はＱβ又はＡＰ２０５ ＶＬＰを１０μｇ／ｍｌ
の濃度でコーティングされるであろう。プレートをブロックし次いでマウス血清を連続的
に希釈しインキュベートした。結合抗体を酵素的に標識した抗マウスＩｇＧ，抗マウスＩ
ｇＧ１又は抗マウスＩｇＧ２ａ抗体で検出した。全ＩｇＧ抗体力価を飽和状態で測定され
た光学密度（ＯＤ４５０ｎｍ）の５０％に到達に必要な希釈の逆数として決定した。Ｉｇ
Ｇ１及びＩｇＧ２について終点力価を計算した。平均抗体力価を示す。
【０１１５】
実施例７：インフルエンザウイルスＰＲ８の血球凝集阻害力価の決定
　マウス血清をインフルエンザウイルスＰＲ８によるニワトリ赤血球の凝集を阻害する能
力について試験した。非特異的阻害剤を不活化するために、まず血清を受容体破壊酵素（
ＲＤＥ，Ｓｅｉｋｅｎ，Ｊａｐａｎ）で処理した。簡単に述べると、ＲＤＥ３部を１部の
血清に添加し３７℃で一晩インキュベートした。ＲＤＥは５６℃で３０分間インキュベー
トして不活性化した。血清の希釈に応じて、血清を最終的に４倍から１０倍希釈するため
に０から６倍のＰＢＳを添加した。ＲＤＥ処理した血清をｖ底型マイクロタイタープレー
ト中で連続的に２倍に希釈した。８ＨＡＵ／５０ｕｌに調整した等量のインフルエンザＰ
Ｒ８ウイルスを各穴に添加した。プレートを覆い、室温で３０分間インキュベートし続い
てＰＢＳ溶解１％ニワトリ赤血球を添加した。プレートを攪拌により混合し、覆い、ＲＢ
Ｃを室温で１時間沈降させた。ＨＡ１力価は非凝集ＲＢＣを含む最終列の希釈の逆数とし
て決定された。他のインフルエンザウイルス株に対するＨＡ１力価を決定するために、各
ウイルス株を（インフルエンザＡ／ＰＲ／８／３４の代わりに）ＲＢＣの凝集のために使
用した。これらの他のインフルエンザ株に対しては、異なる種（例えば七面鳥や馬）のＲ
ＢＣを凝集に用いられねばならないであろう。
【０１１６】
実施例８：マウスインフルエンザモデル
　以下のインフルエンザＡ型ウイルスが異なる研究に使用された：Ａ／ＰＲ／８／３４（
Ｈ１Ｎ１）、Ａ／ＦＭ／１／４７（Ｈ１Ｎ１）、Ａ／Ａｉｃｈｉ／２／６８（Ｘ３１）（
Ｈ３Ｎ２）及びＡ／ＷＳＮ／３３（Ｈ１Ｎ１）。各々のウイルスの致死量を決定するため
に、マウスにウイルスの連続希釈（２×５０μｌ）をイソフランによる浅麻酔下で経鼻投
与した。感染させたマウスの体重と体温を感染後少なくとも２０日間モニターした。初期
体重が３０％以上減ったか、又は体温が３０℃以下のマウスは安楽死させた。ＬＤ５０力
価をＲｅｅｄとＭｕｎｃｈの方法（Ｒｅｅｄ ＬＪ等、１９３８．Ａｍ．Ｊ．Ｈｙｇ．２
７、４９３－４９７）に従って各々のウイルス株に対して計算した。異なるワクチンの有
効性を決定するために、上記の各々の実施例で示されかつモニターした通りに、マウスは
指示された化合物で免疫を与え、同種又は異種のインフルエンザウイルスの致死量（４Ｌ
Ｄ５０又は１０ＬＤ５０）に曝露させた。初期体重が３０％以上減った、又は体温が３０
℃以下のマウスは安楽死させた。各々の処置群について感染後（ｐ．ｉ．）２０日間生存
動物の％をそれぞれの実施例に示す。
【０１１７】
実施例９：致死量の同種インフルエンザ曝露からのＱβ－ｅｃＨＡ（ＰＲ８）及びＡＰ２
０５－ｅｃＨＡ（ＰＲ８）ワクチン防御
　１群あたり３匹のメスのｂａｌｂ／ｃマウスは第０日に、２００μｌのＰＢＳに処方し
たＱβ－ｅｃＨＡ（ＰＲ８）－１、Ｑβ－ｅｃＨＡ（ＰＲ８）－２又はＱβ－ｅｃＨＡ（
ＰＲ８）－３（実施例５で得た）を５０、５又は０．５μｇ、又はｅｃＨＡ（ＰＲ８）（
実施例１で得た）を４５又は４．５μｇ、又はＱβ ＶＬＰを５０μｇにより皮下注射で
免疫した。血清を第２０日に後眼窩から採取し、実施例６及び７に記載の通りｅｃＨＡ（
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ＰＲ８）－特異的ＥＬＩＳＡ又は赤血球凝集阻害（ＨＡＩ）アッセイで分析した。第２１
日に全てのマウスはマウス適合インフルエンザウイルスＡ／ＰＲ／８／３４の４ＬＤ５０
により曝露され、実施例８に記載の通り生存について２０日間モニターした。この実験の
結果を表１に示す。表１に示した通り、３つのＱβ－ｅｃＨＡ（ＰＲ８）接合体の何れか
により免疫された全ての動物は、試験した全ての濃度で致死的曝露を生き延びたが、一方
担体のみ（Ｑβ）で免疫された動物は死亡した。試験した両方の濃度にてｅｃＨＡ（ＰＲ
８）のみを受けた動物においては部分的な防御のみ観察された。同様にｅｃＨＡ（ＰＲ８
）特異的力価及びＨＡ１力価は、ｅｃＨＡ（ＰＲ８）のみで免疫された動物に比べて、Ｑ
β－ｅｃＨＡ（ＰＲ８）を受けた全ての動物で著しく増加した。誘導されたＨＡＩ力価は
抗ｅｃＨＡ（ＰＲ８）抗体ＥＬＩＳＡ力価に比例し、誘導された抗体がウイルスの天然の
ＨＡを認識することを示唆している。これらの結果はｅｃＨＡ－ＰＲ８のＱβ ＶＬＰに
対する結合は、低いカップリング密度でさえもｅｃＨＡ－ＰＲ８の免疫原性を強く増強し
、一方、担体に誘導されたエピトープ抑制のリスクを最小限にするＶＬＰに抗原が結合し
たとき、Ｑβ ＶＬＰの免疫応答は強く減少する。更に、Ｑβ－ｅｃＨＡ（ＰＲ８）を０
．５μｇによる、低カップリング密度（１７ＨＡ／ＶＬＰ）による単一免疫化は、マウス
を完全に同種のインフルエンザウイルスＡ／ＰＲ８／３４による致死的曝露から完全に防
御することができた。
【０１１８】

【０１１９】
実施例１０：致死的曝露研究におけるＱβ－ｅｃＨＡ（ＰＲ８）の投与量滴定
　ワクチンによる防御の可能性を更に決定するために、１群あたり５匹のメスのｂａｌｂ
／ｃマウスにＱβ－ｅｃＨＡ（ＰＲ８）－１（実施例５で得た）を５、１、０．２、０．
０４、０．００８μｇ、又はｅｃＨＡ（ＰＲ８）総タンパク質１５μｇ（実施例１で得た
）又はネガティブコントロールとして５０μｇのＱβ ＶＬＰで免疫した。全ての化合物
は２００ｍｌのＰＢＳに処方され第０日に皮下注射された。マウスは第２１日に後眼窩か
ら採血し、血清はｅｃＨＡ（ＰＲ８）－特異的ＥＬＩＺＡ又はＨＡＩアッセイを用いて分
析した。第６３日に全てのマウスはマウス適合インフルエンザウイルスＡ／ＰＲ／８／３
４の４ＬＤ５０で曝露され、２０日間生存をモニターした（実施例８に記載の通り）。こ
の実験結果を表２に示す。表２に示した通り、Ｑβ－ｅｃＨＡ（ＰＲ８）－１を０．００
８μｇ単回注射は、ｅｃＨＡ（ＰＲ８）１５μｇよりも高い抗ＨＡ（ＰＲ８）－ＩｇＧ及
びＨＡＩ力価を誘導した。更に、マウス適合インフルエンザＡ／ＰＲ／８／３４による致
死的曝露に対する同様の防御は、１５μｇのｅｃＨＡ（ＰＲ８）よりも０．００８μｇの
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－ｅｃＨＡ（ＰＲ８）－１は市販のＴＩＶインフルエンザワクチンに含まれるインフルエ
ンザＨＡの標準的投与量である１５μｇのｅｃＨＡ（ＰＲ８）よりも、同様の応答及び防
御を誘導したという理由で、ｅｃＨＡ－ＰＲ８のＱβ ＶＬＰへの結合はｅｃＨＡ－ＰＲ
８抗原の投与量を約１０００倍節約可能であることを示している。
【０１２０】

【０１２１】
実施例１１：致死的曝露研究におけるＱβ－ｅｃＨＡ（ＰＲ８）及びＡＰ２０５－ｅｃＨ
Ａ（ＰＲ８）の投与量滴定
　次に、その他のバクテリオファージ担体に基づいたＨＡワクチンによる防御の可能性を
評価した。この目的のため、１群あたり４匹のメスのｂａｌｂ／ｃマウスを、実施例５で
得たＡＰ２０５－ｅｃＨＡ（ＰＲ８）を１５、３、０．６、０．１２、０．０２４、０．
００４６μｇ、又は実施例５で得たＱβ－ｅｃＨＡ（ＰＲ８）－１を１５μｇ、又は実施
例１で得たｅｃＨＡ（ＰＲ８）を１５μｇ、又はＱβ ＶＬＰを５０μｇで免疫した。全
ての化合物は２００μｌのＰＢＳに処方し、第０日に皮下注射した。マウスは第２１日に
後眼窩から採血し、血清はｅｃＨＡ（ＰＲ８）特異的ＥＬＩＳＡ又はＨＡＩアッセイを用
いて実施例６及び７に記載の通りに分析した。第２７日に全てのマウスはマウス適合イン
フルエンザウイルスＡ／ＰＲ／８／３４の４ＬＤ５０で曝露され、実施例８に記載の通り
に２０日間生存をモニターした。この実験の結果を表３に示す。表３に示した通り、ｅｃ
ＨＡ－ＰＲ８のＡＰ２０５ ＶＬＰへの結合はｅｃＨＡ－ＰＲ８の免疫原性を強く増強し
、０．０２４μｇのＡＰ２０５－ｅｃＨＡ（ＰＲ８）は市販のＴＩＶインフルエンザワク
チンに含まれるインフルエンザＨＡの標準的投与量である１５μｇのＨＡ（ＰＲ８）より
も、同様の抗ＨＡ（ＰＲ８）－ＩｇＧ力価及びＨＡＩ力価を誘導したという理由で、ｅｃ
ＨＡ－ＰＲ８抗原の投与量を約６２５倍節約可能であることを示している。更に、ＡＰ２
０５－ｅｃＨＡを０．０２４μｇの単回投与では、致死的なインフルエンザ曝露からマウ
スを完全に防御した。興味深いことに、ＡＰ２０５ ＶＬＰに結合したｅｃＨＡにより誘
導された応答はＩｇＧ１力価よりも高いＩｇＧ２ａ力価を誘導し、一方ｅｃＨＡ（ＰＲ８
）だけではＩｇＧ２ａ力価よりも高いＩｇＧ１力価を誘導し、ＶｌＰへの結合はＴＨ２か
らＴＨ１免疫応答へのシフトを誘導することを示唆している。
【０１２２】
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【０１２３】
実施例１２：致死的インフルエンザ曝露実験におけるＱβ－ｅｃＨＡ（ＰＲ８）及びＡＰ
２０５－ｅｃＨＡ（ＰＲ８）による交差防御の誘導
　ＨＡワクチンの防御可能性を更に決定するために、実験群あたり６匹のメスのｂａｌｂ
／ｃマウスを実施例５で得たＱβ－ｅｃＨＡ（ＰＲ８）－１を１５μｇ、又は実施例５で
得たＡＰ２０５－ｅｃＨＡ（ＰＲ８）を１５μｇ、又は実施例１で得たｅｃＨＡ（ＰＲ８
）を１５μｇ又はＱβ又はＡＰ２０５を１５μｇにより免疫した。全てのタンパク質は２
００μｌのＰＢＳに処方し、２回（第０日及び第２１日）又は第２１日に１回だけ皮下注
射した（より詳細は表４を参照）。マウスは第３５日に後眼窩から採血し、血清は実施例
６及び７に記載の通りＥＬＩＳＡ又はＨＡＩアッセイを用いて分析した。第３９日にそれ
ぞれの群は表４に概説の通り、Ａ／ＰＲ／８／３４（Ｈ１Ｎ１）を１０ＬＤ５０、Ａ／Ｗ
ＳＮ／３３（Ｈ１Ｎ１）を１０ＬＤ５０、Ａ／ＦＭ／１／４７（Ｈ１Ｎ１）を１０ＬＤ５
０又はＡ／Ａｉｃｈｉ／２／６８（Ｘ３１）（Ｈ３Ｎ２）を１０ＬＤ５０で曝露させた。
マウスは次いで実施例８に記載された通りに生存についてモニターした。この実験の結果
を表４に示す。表４に示した通り、Ｑβ又はＡＰ２０５に結合したｅｃＨＡ（ＰＲ８）に
よるマウスの免疫化は、単回投与後に高致死量（１０ＬＤ５０）の相同インフルエンザＡ
／ＰＲ８／３４及び異種Ａ／ＷＳＮ／３３ウイルスによる感染に対する防御を誘導してい
る。その一方、ｅｃＨＡ（ＰＲ８）による１回の免疫化は、Ａ／ＷＳＮ／３３による異種
曝露に対して防御に失敗し、Ａ／ＰＲ／８／３４による同種曝露に対して部分的にのみ防
御した。同種又はＡ／ＷＳＮ／３３による異種曝露に対する完全なる防御のために、ｅｃ
ＨＡ（ＰＲ８）による２度目の免疫化が必要であった。同様に１回又は２回のｅｃＨＡ（
ＰＲ８）による投与だけでは完全には致死的曝露からマウスを防御できなかったため、Ｑ
β又はＡＰ２０５に結合したｅｃＨＡ（ＰＲ８）は、マウスをＡ／ＦＭ／１／４７－ＭＡ
（Ｈ１Ｎ１）株で曝露した場合、ｅｃＨＡ（ＰＲ８）と比較して明らかに向上した交差防
御を示した。ｅｃＨＡ（ＰＲ８）単独又はＱβ又はＡＰ２０に結合したｅｃＨＡ（ＰＲ８
）によるマウスの免疫化は、Ｈ３Ｎ１インフルエンザ株Ａ／Ａｉｃｈｉ／２／６８（Ｘ３
１）ウイルスによるマウスの致死的感染（１０ＬＤ５０）に対してある程度の交差防御を
誘導した。交差防御の水準は抗－ｅｃＨＡ（ＰＲ８）ＩｇＧ抗体力価には相関せず、ｅｃ
ＨＡ（ＰＲ８）－特異的ＩｇＧ抗体はこの場合交差防御に関与し得ないことを意味してお
り、これらの実験群に交差防御の異なる機構が所を得ていことを示唆している。まとめる
と、これらの実験はｅｃＨＡのバクテリオファージ（ＡＰ２０５又はＱβ）ＶＬＰ表面へ
の結合が明らかに免疫原性を強め、かつＨＡに対して誘導された防御応答を向上させるこ
とを更に強調している。これは特にバクテリオファージ－ｅｃＨＡワクチンは異種ウイル
スによる曝露に対し完全に防御可能であり、一方－ｅｃＨＡ単独では不可能であるという
事実により明らかにされる。
【０１２４】
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【０１２５】
実施例１３：インフルエンザＨ３Ｎ２に対するワクチンの産生と試験
　実施例２から得られたｅｃＨＡ－Ａ－Ｕｒｕｇｕａｙを実施例５に記載の通りＱβ Ｖ
ＬＰに結合させた。このワクチンの免疫原性をマウスで試験した。簡潔には、１群あたり
４匹のメスのｂａｌｂ／ｃマウスに実施例２で得られたＱβ－ｅｃＨＡ（Ｕｒｕｇｕａｙ
）を１５、３、０．６、０．１２、０．０２４、０．００４６μｇ、又はｅｃＨＡ（Ｕｒ
ｕｇｕａｙ）を１５μｇにて免疫化した。全ての化合物は２００μｌのＰＢＳに処方し、
第０日に皮下注射投与した。マウスを第２１日に後眼窩から採血し、血清をｅｃＨＡ－Ｕ
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ｒｕｇｕａｙ－特異的ＥＬＩＺＡを使用して分析した。結果を表５に要約する。表５に示
した通り、ワクチン０．００４６μｇは単独ｅｃＨＡ（Ｕｒｕｇｕａｙ）１５μｇよりも
高いｅｃＨＡ特異的ＥＬＩＺＡを誘導したため、ｅｃＨＡ－ＵｒｕｇｕａｙのＱβ ＶＬ
Ｐへの結合は劇的に免疫原性を増加させた。
【０１２６】

【０１２７】
実施例１４：インフルエンザＨ５Ｎ１及びＨ１Ｎ１株に対するワクチンの産生及び試験
　実施例３及び４から得られたｅｃＨＡ－Ｖｉｅｔｎａｍ、ｅｃＨＡ－Ｉｎｄｏｎｅｓｉ
ａ、ｅｃＨＡ－Ｅｇｙｐｔ、ｅｃＨＡ－Ｂｒｉｓｂａｎｅ及びｅｃＨＡ－Ｃａｌｉｆｏｒ
ｎｉａは実施例５に記載の通りＱβ及びＡＰ２０５ ＶＬＰに結合するであろう。これら
のワクチンの有効性は実施例８に記載の通りインフルエンザ感染に対してマウスモデルで
試験されるであろう。免疫化したマウスの血清のＥＬＩＺＡ抗体力価及びＨＡＩ力価は実
施例６又は７に記載の通り、適切なコーティング剤と赤血球凝集試験に使用したウイルス
株で決定されるであろう。加えて、免疫化した動物が実施例１０に記載の実験に似た同種
ウイルスで曝露されるであろう投与量滴定実験が行われるであろう。その上、防御可能性
を更に評価するために、動物が同種インフルエンザウイルス又は異種インフルエンザウイ
ルスで曝露されであろう、実施例１２に記載の実験に似た交差防御実験が行われるであろ
う。
【０１２８】
実施例１５：ワクチン投与を受けた動物由来の血清によるインフルエンザウイルスのイン
ビトロ中和
　実施例９－１４及び２６－３３で得られた免疫化されたマウスの血清はインビトロ中和
アッセイに使用されるであろう。簡潔には、同種及び異種インフルエンザウイルスは各々
の血清の連続希釈とともにインキュベートされ、各々のインフルエンザウイルスによるＭ
ＤＣＫ細胞を阻害する能力が決定されるであろう。ウイルス中和力価はマイクロタイター
プレートのＭＤＣＫ単層に各々のインフルエンザウイルス２００ＴＣＩＤ５０を完全に感
染させないようにすることが可能な最も高い血清希釈倍数の逆数として定義されるであろ
う。感染は細胞内に産生したウイルスＮＰタンパク質を決定するＥＬＩＺＡにより測定さ
れるであろう。
【０１２９】
実施例１６：マウス適合インフルエンザＡ／ＰＲ／８／３４（Ｈ１Ｎ１）ウイルスのＨＡ
（ｇｄＨＡ）の球状ドメインの異なる断片のクローニング、発現、精製、及びリフォール
ディング
　Ａ）ｐＥＴ－４２Ｔ（＋）の生成
ｐＥＴ－４２Ｔ（＋）はｐＥＴ－４２ａ（＋）（ノバジェン）の誘導体であり、配列番号
９１のアミノ酸配列をコードする、Ｃ末端を持つ融合タンパク質を発現させるための多重
クローニング部位の後ろに、６×Ｈｉｓ－タグ及び停止コドンが続くアミノ酸リンカー（
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ＧＧＣ）を導入した。第一工程で中間ベクターｐＥＴ－４２Ｓ（＋）はオリゴ４２－１（
配列番号４５）とオリゴ４２－２（配列番号４６）のアニールしたペアをＮｄｅＩ－Ａｖ
ｒＩＩ消化ｐＥＴ－４２ａ（＋）プラスミドへ結合して構築しｐＥＴ－４２Ｓ（＋）を得
た。第二工程でオリゴ４２Ｔ－１（配列番号４７）とオリゴ４２Ｔ－２（配列番号４８）
のアニールしたペアをＸｈｏＩ－ＡｖｒＩＩ消化ｐＥＴ－４２Ｓ（＋）プラスミドに結合
させ、ベクターｐＥＴ－４２Ｔ（＋）（配列番号６０）を得た。得られたプラスミドは多
重クローニング部位にＮｄｅＩ，ＥｃｏＲＶ，ＥｃｏＲＩ，ＨｉｎｄＩＩＩ，ＰｓｔＩ，
ＰｖｕＩＩ，ＸｈｏＩ，ＸｃｍＩ，ＡｖｒＩＩ制限部位を有している。
【０１３０】
　Ｂ）コンストラクトｇｄＨＡ_ＰＲ８_４２_３１０，ｇｄＨＡ_ＰＲ８_４６_３１０，ｇ
ｄＨＡ_ＰＲ８_５７_２７６，ｇｄＨＡ_ＰＲ８_５４ａ_２７６，ｇｄＨＡ_ＰＲ８_５４ａ
_２７０，ｇｄＨＡ_ＰＲ８_５７_２７０の生成
マウス適合インフルエンザＡ型Ａ／ＰＲ／８／３４（Ｈ１Ｎ１）ウイルス（プロトタイプ
Ｈ１ ＨＡ断片）のＨＡ（ｇｄＨＡ）外部ドメインの断片を、Ｇａｍｂｌｉｎ ＳＪ 等に
より Ｓｃｉｅｎｃｅ，２００４ ３０３：１８３８－４に記載されたプロトタイプヒト（
１９３４－ヒト）Ｈ１インフルエンザウイルスＡ／Ｐｕｅｒｔｏ Ｒｉｃｏ／８／３４ Ｈ
Ａのタンパク質構造（ＰＤＢ １ＲＶＸ）に基づいて設計した。マウス適合Ａ／ＰＲ／８
／３４（実施例１Ｂで得られた配列番号３９）とプロトタイプヒト（１９３４－ヒト）Ｈ
１インフルエンザウイルスＡ／Ｐｕｅｒｔｏ Ｒｉｃｏ／８／３４ ＨＡ（Ｇａｍｂｌｉｎ
 ＳＪ等、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２００４ ３０３：１８３８－４２）とのアミノ酸配列アライ
ンメントに基づき、Ｈ３番号付けに基づくアミノ酸４２－３１０（ＨＡ１）に対応するア
ミノ酸３６－３１１（ＨＡ１）をコードし、Ｎ末端にＮｄｅＩ制限部位を、かつＣ末端に
ＸｈｏＩ制限部位を持つヌクレオチド配列を大腸菌による発現のために最適化し、遺伝子
合成により生成した（Ｇｅｎｅａｒｔ，Ｒｅｇｅｎｓｂｕｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ）。最適
ヌクレオチド配列はＮｄｅＩとＸｈｏＩで消化しｐＥＴ－４２Ｔ（＋）のＮｄｅＩ－Ｘｈ
ｏＩ部位へクローニング意し、プラスミドｐＥＴ４２Ｔ_ＨＡ１_ＰＲ８_４２_３１０（配
列番号６１）を得た。このベクターは表６に概説した通りＰＣＲによる異なった短い断片
の生成に使用された。簡潔には、ＰＣＲ反応はｐＥＴ４２Ｔ_ＨＡ１_ＰＲ８_４２_３１０
に表示されたプライマーで実施し、得られた産物はＮｄｅＩとＸｈｏＩで消化しｐＥＴ－
４２Ｔ（＋）のＮｄｅＩ－ＸｈｏＩ部位へクローニングし、表６の最終行に示されたコン
ストラクトを得た。これらのプラスミドは、配列番号９１のＮ末端に遺伝子的に融合した
、マウス適合インフルエンザウイルスＡ／ＰＲ／８／３４（配列番号３９）の外部ドメイ
ンのアミノ酸配列である、アミノ酸４２－３１０（配列番号６７）、アミノ酸４６－３１
０（配列番号６８）、アミノ酸５７－２７６（配列番号６９）、アミノ酸５４ａ－２７６
（配列番号７０）、アミノ酸５４ａ－２７０（配列番号７１）、及びアミノ酸５７－２７
０（配列番号７２）、からなる融合タンパク質をコードする。アミノ酸位置はＳｔｅｖｅ
ｎｓ Ｊ．等、Ｓｃｉｅｎｃｅ ２００４ ３０３，１８６６－１８７０）から由来するＨ
３番号付けに従う。得られたタンパク質はそれぞれｇｄＨＡ_ＰＲ８_４２_３１０、ｇｄ
ＨＡ_ＰＲ８_４６_３１０、ｇｄＨＡ_ＰＲ８_５７_２７６、ｇｄＨＡ_ＰＲ８_５４ａ_２
７６、ｇｄＨＡ_ＰＲ８_５４ａ_２７０、ｇｄＨＡ_ＰＲ８_５７_２７０と命名された。
【０１３１】



(41) JP 2012-525134 A 2012.10.22

10

20

30

40

50

【０１３２】
　Ｃ）ｇｄＨＡコンストラクトの発現、精製及びリフォールディング
発現のために、何れのプラスミドも内包する大腸菌ＢＬ２１細胞を３７℃で、６００ｎｍ
でＯＤ値が１．０になるまで増殖させ、次いで濃度１ｍＭののイソプロピル－β－Ｄ－チ
オガラクトピラノシドの添加により誘導した。細菌は更に４時間３７℃で培養し、遠心分
離で採集し、グラム湿重量あたり５ｍｌのリシスバッファー（５０ｍＭのＮａ２ＨＰＯ４

、３００ｍＭのＮａＣｌ、１０ｍＭのイミダゾール、ｐＨ８．０）に再懸濁し、細胞を１
ｍｇ／ｍｌのリゾチームで３０分間インキュベートにより溶解した。細胞を次いで超音波
で破砕し細胞のＤＮＡは氷上で５μｇ／ｍｌのＤＮＡｓｅＩとともに１５分間のインキュ
ベーションにより消化した。封入体（ＩＢ）は遠心分離（１０’０００ｘｇ、４℃ ３０
分）で採集し、Ｂ－ＰＥＲ Ｉ試薬（Ｐｉｅｒｃｅ）を用いて精製し、ＩＢ可溶化バッフ
ァー（８Ｍの尿素、５０ｍＭのＴｒｉｓ－Ｃｌ ｐＨ８．０、５０ｍＭのジチオスレイト
ール）に０．５ｍｇ／ｍｌの濃度に可溶化した。タンパク質のリフォールディングはリフ
ォールディングバッファー２（２Ｍの尿素、５０ｍＭのＮａＨ２ＰＯ４、０．５Ｍのアル
ギニン、１０％のグリセロール（ｖ／ｖ）、５ｍＭの還元グルタチオン、０．５ｍＭの酸
化グルタチオン、ｐＨ８．５）に対して透析し、次いでリフォールディングバッファー３
（５０ｍＭのＮａＨ２ＰＯ４、０．５Ｍのアルギニン、１０％のグリセロール（ｖ／ｖ）
、５ｍＭの還元グルタチオン、０．５ｍＭの酸化グルタチオン、ｐＨ８．５）に対して透
析し、リフォールディングバッファー４（２０ｍＭのリン酸ナトリウム、１０％のグリセ
ロール（ｖ／ｖ）、ｐＨ７．２）に対して透析した。リフォールドされたタンパク質は次
の使用まで－８０℃で保管した。
【０１３３】
実施例１７：天然に存在するインフルエンザＡ型ウイルス及びインフルエンザＢ型ウイル
スのインフルエンザＡ型サブタイプＨ１、Ｈ２、Ｈ３、Ｈ４、Ｈ５、Ｈ６、Ｈ７、Ｈ８、
Ｈ９、Ｈ１０、Ｈ１１、Ｈ１２、Ｈ１３、Ｈ１４、Ｈ１５、Ｈ１６ ＨＡの外部ドメイン
断片の設計と番号付け
　ヒト１９３４－Ｈ１Ｎ１インフルエンザＡ型株のＨ１ＨＡの構造（ｐｄｂ １ＲＶＸ）
（Ｇａｍｂｌｉｎ ＳＪ等、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２００４ ３０３，１８３８－１８４２）に
基づき、インフルエンザＡ型 Ｈ１ ＨＡプロトタイプ断片を実施例１６Ｂに記載の通り設
計した。インフルエンザＡ型 Ｈ１ ＨＡプロトタイプ断片は、Ｈ３サブタイプのインフル
エンザＨＡの構造を（ヒト１９６８－Ｈ３Ｎ２ インフルエンザＡ型株（ｐｄｂ １Ｅ０８
），Ｗｉｌｓｏｎ ＩＡ等、Ｎａｔｕｒｅ（１９８１）２８９，３６６－３７３）、Ｈ５
サブタイプのインフルエンザＨＡ、つまりヒト２００４－Ｈ５Ｎ１インフルエンザＡ型株
の構造（ｐｄｂ ２ＦＫ０）（Ｓｔｅｖｅｎｓ Ｊ等、Ｓｃｉｅｎｃｅ（２００６）３１２
，４０４－４１０）、及びヒトインフルエンザＢ型ウイルスＢ／Ｈｏｎｇ Ｋｏｎｇ／８
／７３の構造（ｐｄｂ ３ＢＴ６）（Ｗａｎｇ Ｑ等、Ｊ．Ｖｉｒｏｌ（２００８）３０１
１－３０２０）に構造的にアラインし、インフルエンザＡ型Ｈ１ ＨＡプロトタイプ断片
と同じような構造を持ったインフルエンザＡ型Ｈ３プロトタイプ、インフルエンザＡ型Ｈ
５プロトタイプＨＡ断片、及びインフルエンザＢ型プロトタイプＨＡ断片を設計した。断
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片の番号付けはヒト１９６８－Ｈ３Ｎ２インフルエンザＡ型株（ｐｄｂ １Ｅ０８）（Ｗ
ｉｌｓｏｎ ＩＡ等、Ｎａｔｕｒｅ（１９８１）２８９、３６６－３７３）に基づいた。
インフルエンザウイルスの天然に存在するインフルエンザＡ型Ｈ１，Ｈ３及びＨ５断片は
、インフルエンザＡ型ウイルス株の対応するサブタイプのプロトタイプＨＡ断片とのアミ
ノ酸のアラインメントによって設計した。天然に存在するインフルエンザＡ型ウイルスの
インフルエンザＡ型Ｈ６、Ｈ１３、Ｈ１１、Ｈ１６ ＨＡ断片は、アミノ酸アラインメン
ト又は構造モデリング及びプロトタイプＨ１ ＨＡ断片との構造アラインメントで設計さ
れ、天然に存在するインフルエンザウイルスのインフルエンザＡ型Ｈ４、Ｈ７、Ｈ１０、
Ｈ１４、Ｈ１５ ＨＡ断片は、アミノ酸アラインメント又は構造モデリング及びプロトタ
イプＨ３ＨＡ断片との構造アラインメントにより設計され、天然に存在するインフルエン
ザウイルスのインフルエンザＡ型Ｈ２、Ｈ８、Ｈ９、Ｈ１２ ＨＡ断片は、アミノ酸アラ
インメント又は構造モデリング及びプロトタイプＨ５ ＨＡ断片との構造アラインメント
により設計され、Ｈ３の番号付け（Ｗｉｌｓｏｎ ＩＡ等、Ｎａｔｕｒｅ（１９８１）２
８９，３６６－３７３）に従って番号付けされるであろう。モデル構築はプログラムＳＷ
ＩＳＳ－ＭＯＤＥＬを使用して実施されるであろう。
【０１３４】
実施例１８：インフルエンザＡ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／０４／２００９由来のｇｄＨＡ
断片のクローニング、発現、精製及びリフォールディング
　アミノ酸４２－３１０（Ｈ３番号付けに基づく）をコードし、３’末端にＮｄｅＩ制限
部位を、５’末端にＸｈｏＩ制限部位を持つインフルエンザＡ型（Ａ／Ｃａｌｉｆｏｒｎ
ｉａ／０４／０９）（Ｈ１Ｎ１））株（ＮＣＢＩ受託番号ＡＣＰ４１１０５．１）のＨＡ
０のｃＤＮＡは大腸菌での発現のために最適化され、Ｇｅｎｅａｒｔ，Ｒｅｇｅｎｓｂｕ
ｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙによる遺伝子合成により生成した。最適化したヌクレオチド配列は
ＮｄｅＩ及びＸｈｏＩ（配列番号７７）で消化しｐＥＴ－４２Ｔ（＋）のＮｄｅＩ－Ｘｈ
ｏＩ部位へクローニングし、プラスミドｐＥＴ４２Ｔ_ＨＡ１_ＡＣ０４０９_４２_３１０
を得た。このプラスミドは配列番号９１のＮ末端に融合したインフルエンザウイルスＡ／
Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／０４／０９（配列番号８４）の外部ドメインのアミン酸４２－３
１０をコードし、実施例１６Ｃに記載の通りに産生し、精製し、リフォールドさせた。あ
るいは、Ａ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／０４／２００９の球状ドメインの短い断片（Ｈ３の
番号付けに基づく、アミノ酸４６－３１０，アミノ酸５７－２７６，アミノ酸５４ａ－２
７６，アミノ酸５４ａ－２７０及びアミノ酸５７－２７０）を含み、両側にＮｄｅＩ及び
ＸｈｏＩ部位が伴うｐＥＴ－４２Ｔ（＋）発現コンストラクトは実施例１６Ｂに類似の方
法で適当なオリグヌクレオチドで増幅され、ｐＥＴ－４２Ｔ（＋）へクローニングされる
であろう。これらのタンパク質は実施例１６Cに記載の通りに精製されリフォールドされ
るであろう。
【０１３５】
実施例１９：インフルエンザＡ／Ｂｒｉｓｂａｎｅ／５９／２００７ ＩＶＲ１４８（Ｈ
１Ｎ１）由来ｇｄＨＡ断片のクローニング、発現、精製及びリフォールディング
　Ｈ３の番号付けに基づくアミノ酸４２－３１０をコードし、３’末端にＮｄｅＩ制限部
位を、５’末端にＸｈｏＩ制限部位を伴う、インフルエンザＡ型（Ａ／Ｂｒｉｓｂａｎｅ
／５９／２００７）（Ｈ１Ｎ１））株（ＮＣＢＩ受託番号ＡＣＡ２８８４４．１）のＨＡ
０のｃＤＮＡを大腸菌での発現のために最適化し、Ｇｅｎｅａｒｔ，Ｒｅｇｅｎｓｂｕｒ
ｇ，Ｇｅｒｍａｎｙによる遺伝子合成により生成した。最適化したヌクレオチド配列はＮ
ｄｅＩ及びＸｈｏＩ（配列番号７８）で消化しｐＥＴ－４２Ｔ（＋）のＮｄｅＩ－Ｘｈｏ
Ｉ部位へクローニングし、プラスミドｐＥＴ４２Ｔ_ＨＡ１_ＡＢ５９０７_４２_３１０を
得た。このプラスミドは配列番号９１のＮ末端に融合したインフルエンザウイルスＡ／Ｂ
ｒｉｓｂａｎｅ／５９／２００７（Ｈ１Ｎ１）（配列番号８５）の外部ドメインのアミノ
酸４２－３１０をコードし、ｇｄＨＡ_ＡＢ５９０７_４２_３１０と命名され、実施例１
６Ｃに記載の通りに、産生し、精製し、リフォールドさせた。あるいは、Ａ／Ｂｒｉｓｂ
ａｎｅ／５９／２００７ ＩＶＲ１４８の球状ドメインの短い断片（Ｈ３の番号付けに基
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づく、アミノ酸４６－３１０，アミノ酸５７－２７６，アミノ酸５４ａ－２７６，アミノ
酸５４ａ－２７０及びアミノ酸５７－２７０）を含み、ＮｄｅＩ及びＸｈｏＩ部位を伴う
ｐＥＴ－４２Ｔ（＋）発現コンストラクトは適当なオリゴヌクレオチドで増幅され、実施
例１６Ｃに類似の方法でｐＥＴ－４２Ｔ（＋）へクローニングされるであろう。これらの
タンパク質は実施例１６Ｃに記載の通りに精製され、リフォールドされるであろう。
【０１３６】
実施例２０：インフルエンザＡ／Ｕｒｕｇｕａｙ／７１６／２００７／ＮＹＭＣ／Ｘ／１
７５Ｃ（Ｈ３Ｎ２）由来のｇｄＨＡのクローニング、発現、精製及びリフォールディング
　アミノ酸４２－３１０をコードし（Ｈ３の番号付けに基づく）、３’末端にＮｄｅＩ制
限部位を、５’末端にＸｈｏＩ制限部位を伴う、インフルエンザＡ型（Ａ／Ｕｒｕｇｕａ
ｙ／７１６／２００７ Ｘ－１７５（Ｈ３Ｎ２））株（ＮＣＢＩ受託番号ＡＣＤ４７２３
４．１）のＨＡ０のｃＤＮＡを大腸菌で発現のために最適化し、Ｇｅｎｅａｒｔ，Ｒｅｇ
ｅｎｓｂｕｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙによる遺伝子合成により生成した。最適化したヌクレオ
チド配列はＮｄｅＩ及びＸｈｏＩ（配列番号７９）で消化しｐＥＴ－４２Ｔ（＋）のＮｄ
ｅＩ－ＸｈｏＩ部位へクローニングし、プラスミドｐＥＴ４２Ｔ_ＨＡ１_ＡＵ７１６０７
_４２_３１０を得た。このプラスミドは配列番号９１のＮ末端に融合したインフルエンザ
ウイルスＡ／Ｕｒｕｇｕａｙ／７１６／２００７（Ｘ－１７５）Ｈ３Ｎ２（配列番号８６
）の外部ドメインのアミノ酸４２－３１０をコードし、ｇｄＨＡ_ＡＵ７１６０７_４２_
３１０と命名され、実施例１６Ｃに記載の通りに、産生し、精製してリフォールドさせた
。あるいは、Ａ／Ｕｒｕｇｕａｙ／７１６／２００７／ＮＹＭＣ／Ｘ／１７５Ｃの球状ド
メインの短い断片（Ｈ３の番号付けに基づく、アミノ酸４６－３１０、アミノ酸５７－２
７６、アミノ酸５４ａ－２７６、アミノ酸５４ａ－２７０及びアミノ酸５７－２７０）を
含み、ＮｄｅＩ及びＸｈｏＩ部位を伴うｐＥＴ－４２Ｔ（＋）発現コンストラクトは適当
なオリゴヌクレオチドで増幅され、実施例１６Ｂに類似の方法でｐＥＴ－４２Ｔ（＋）へ
クローニングされるであろう。これらのタンパク質は実施例１６Ｃに記載の通りに精製さ
れ、リフォールドされるであろう。
【０１３７】
実施例２１：インフルエンザ由来のｇｄＨＡのクローニング、発現、精製及びリフォール
ディング
　アミノ酸４２－３１０をコードし（Ｈ３の番号付けに基づく）、３’末端にＮｄｅＩ制
限部位を、５’末端にＸｈｏＩ制限部位を伴う、インフルエンザＡ型（Ａ／Ｖｉｅｔ Ｎ
ａｍ／１２０３／２００４（Ｈ５Ｎ１））株（ＮＣＢＩ受託番号ＡＢＰ５１９７７．１）
のＨＡ０のｃＤＮＡを大腸菌で発現のために最適化し、Ｇｅｎｅａｒｔ，Ｒｅｇｅｎｓｂ
ｕｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙによる遺伝子合成により生成した。最適化したヌクレオチド配列
はＮｄｅＩ及びＸｈｏＩ（配列番号８１）で消化しｐＥＴ－４２Ｔ（＋）のＮｄｅＩ－Ｘ
ｈｏＩ部位へクローニングし、プラスミドｐＥＴ４２Ｔ_ＨＡ１_ＡＶ１２０３０４_４２_
３１０を得た。このプラスミドは配列番号９１のＮ末端に融合したインフルエンザウイル
スＡ／ＶｉｅｔＮａｍ／１２０３／２００４（Ｈ５Ｎ１）（配列番号８８）の外部ドメイ
ンのアミノ酸４２－３１０をコードし、ｇｄＨＡ_ＡＶ１２０３０４_４２_３１０と命名
され、実施例１６Ｃに記載の通りに、産生し、精製してリフォールドさせた。あるいは、
Ａ／Ｖｉｅｔ Ｎａｍ／１２０３／２００４の球状ドメインの短い断片（Ｈ３の番号付け
に基づく、アミノ酸４６－３１０、アミノ酸５７－２７６、アミノ酸５４ａ－２７６、ア
ミノ酸５４ａ－２７０及びアミノ酸５７－２７０）を含み、ＮｄｅＩ及びＸｈｏＩ部位を
伴うｐＥＴ－４２Ｔ（＋）発現コンストラクトは適当なオリゴヌクレオチドで増幅され、
実施例１６Ｂに類似の方法でｐＥＴ－４２Ｔ（＋）へクローニングされるであろう。これ
らのタンパク質は実施例１６Ｃに記載の通りに精製され、リフォールドされるであろう。
【０１３８】
実施例２２：インフルエンザＡ／Ｉｎｄｏｎｅｓｉａ／５／２００５（Ｈ５Ｎ１）由来の
ｇｄＨＡのクローニング、発現、精製及びリフォールディング
　アミノ酸４２－３１０をコードし（Ｈ３の番号付けに基づく）、３’末端にＮｄｅＩ制
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限部位を、５’末端にＸｈｏＩ制限部位を伴う、インフルエンザＡ型（Ａ／Ｉｎｄｏｎｅ
ｓｉａ／５／２００５（Ｈ５Ｎ１））株（ＮＣＢＩ受託番号ＡＢＷ０６１０８．１）のＨ
Ａ０のｃＤＮＡを大腸菌で発現のために最適化し、Ｇｅｎｅａｒｔ，Ｒｅｇｅｎｓｂｕｒ
ｇ，Ｇｅｒｍａｎｙによる遺伝子合成により生成した。最適化したヌクレオチド配列はＮ
ｄｅＩ及びＸｈｏＩ（配列番号８２）で消化しｐＥＴ－４２Ｔ（＋）のＮｄｅＩ－Ｘｈｏ
Ｉ部位へクローニングし、プラスミドｐＥＴ４２Ｔ_ＨＡ１_ＡＩ５０５_４２_３１０を得
た。このプラスミドは配列番号９１のＮ末端に融合したインフルエンザウイルスＡ／Ｉｎ
ｄｏｎｅｓｉａ／５／２００５（Ｈ５Ｎ１）（配列番号９１）の外部ドメインのアミノ酸
４２－３１０をコードし、ｇｄＨＡ_ＡＩ５０５_４２_３１０（配列番号８９）と命名さ
れ、実施例１６Ｃに記載の通りに、産生し、精製してリフォールドさせた。あるいは、Ａ
／Ｉｎｄｏｎｅｓｉａ／５／２００５の球状ドメインの短い断片（Ｈ３の番号付けに基づ
く、アミノ酸４６－３１０、アミノ酸５７－２７６、アミノ酸５４ａ－２７６、アミノ酸
５４ａ－２７０及びアミノ酸５７－２７０）を含み、ＮｄｅＩ及びＸｈｏＩ部位を伴うｐ
ＥＴ－４２Ｔ（＋）発現コンストラクトは適当なオリゴヌクレオチドで増幅され、実施例
１６Ｂに類似の方法でｐＥＴ－４２Ｔ（＋）へクローニングされるであろう。これらのタ
ンパク質は実施例１６Ｃに記載の通りに精製され、リフォールドされるであろう。
【０１３９】
実施例２３：インフルエンザｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ｂ／Ｂｒｉｓｂａｎｅ／３／０７由来
のｇｄＨＡのクローニング、発現、精製及びリフォールディング
　アミノ酸４２－３１０をコードし（Ｈ３の番号付けに基づく）、３’末端にＮｄｅＩ制
限部位を、５’末端にＸｈｏＩ制限部位を伴う、インフルエンザＢ型（Ｂ／Ｂｒｉｓｂａ
ｎｅ／３／２００７）株（受託番号ＩＳＤＮ２６３７８２）のＨＡ０のｃＤＮＡを大腸菌
で発現のために最適化し、Ｇｅｎｅａｒｔ，Ｒｅｇｅｎｓｂｕｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙによ
る遺伝子合成により生成した。最適化したヌクレオチド配列はＮｄｅＩ及びＸｈｏＩ（配
列番号８０）で消化しｐＥＴ－４２Ｔ（＋）のＮｄｅＩ－ＸｈｏＩ部位へクローニングし
、プラスミドｐＥＴ４２Ｔ_ＨＡ１_ＢＢ３０７_４２_３１０を得た。このプラスミドは配
列番号９１のＮ末端に融合したインフルエンザウイルスＢ／Ｂｒｉｓｂａｎｅ／３／２０
０７（配列番号８７）の外部ドメインのアミノ酸４２－３１０をコードし、ｇｄＨＡ_Ｂ
Ｂ３０７_４２_３１０と命名され、実施例１６Ｃに記載の通りに、産生し、精製してリフ
ォールドさせた。あるいは、Ｂ／Ｂｒｉｓｂａｎｅ／３／０７の球状ドメインの短い断片
（Ｈ３の番号付けに基づく、アミノ酸４６－３１０、アミノ酸５７－２７６、アミノ酸５
４ａ－２７６、アミノ酸５４ａ－２７０及びアミノ酸５７－２７０）を含み、ＮｄｅＩ及
びＸｈｏＩ部位を伴うｐＥＴ－４２Ｔ（＋）発現コンストラクトは適当なオリゴヌクレオ
チドで増幅され、実施例１６Ｂに類似の方法でｐＥＴ－４２Ｔ（＋）へクローニングされ
るであろう。これらのタンパク質は実施例１６Ｃに記載の通りに精製され、リフォールド
されるであろう。
【０１４０】
実施例２４：インフルエンザＡ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／０７／２００９（Ｈ１Ｎ１）由
来のｇｄＨＡのクローニング、発現、精製及びリフォールディング
　アミノ酸４２－３１０をコードし（Ｈ３の番号付けに基づく）、３’末端にＮｄｅＩ制
限部位を、５’末端にＸｈｏＩ制限部位を伴う、インフルエンザＡ型（Ａ／Ｃａｌｉｆｏ
ｒｎｉａ／０７／０９）（Ｈ１Ｎ１））株（ＮＣＢＩ受託番号ＡＣＲ７８５８３）のＨＡ
０のｃＤＮＡを大腸菌で発現のために最適化し、Ｇｅｎｅａｒｔ，Ｒｅｇｅｎｓｂｕｒｇ
，Ｇｅｒｍａｎｙによる遺伝子合成により生成した。最適化したヌクレオチド配列はＸｂ
ａＩ－ＨｉｎｄＩＩＩ（配列番号８３）で消化しｐＥＴ－４２Ｔ（＋）のＸｂａＩ－Ｈｉ
ｎｄＩＩＩ部位へクローニングし、プラスミドｐＥＴ_ＨＡ１_ＡＣ０７０９_４２_３１０
を得た。このプラスミドはリンカーＧＧＣＧのＮ末端に融合したインフルエンザウイルス
Ａ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／０７／０９（Ｈ１Ｎ１）（配列番号９０）の外部ドメインの
アミノ酸４２－３１０をコードし、ｇｄＨＡ_ＡＣ０７０９_４２_３１０と命名され、実
施例１６Ｃに記載の通りに産生し、精製し、リフォールドさせた。あるいは、Ａ／Ｃａｌ
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ｉｆｏｒｎｉａ／０７／２００９の球状ドメインの短い断片（Ｈ３の番号付けに基づく、
アミノ酸４６－３１０、アミノ酸５７－２７６、アミノ酸５４ａ－２７６、アミノ酸５４
ａ－２７０及びアミノ酸５７－２７０）を含み、ＸｂａＩ及びＨｉｎｄＩＩＩ部位を伴う
ｐＥＴ－４２Ｔ（＋）発現コンストラクトは適当なオリゴヌクレオチドで増幅され、実施
例１６Ｂに類似の方法でｐＥＴ－４２Ｔ（＋）へクローニングされるであろう。これらの
タンパク質は実施例１６Ｃに記載の通りに精製され、リフォールドされるであろう。
【０１４１】
実施例２５：Ａ／ＰＲ／Ａ／３４ ＨＡの球状ドメインのＱβ及びＡＰ２０５ ＶＬＰへの
カップリング
　２０ｍＭのＨＥＰＥＳ，ｐＨ７．２に可溶の１ｍｇ／ｍｌＱβ ＶＬＰタンパク質の６
ｍｌ溶液を３０分間室温でＳＭＰＨ溶液（ＤＭＳＯ中に５０ｍＭ）１２８μｌと反応させ
た。反応溶液は４℃で２０ｍＭのＨＥＰＥＳ ｐＨ７．２の６ｌ交換を２回、それぞれ１
２時間と２時間、透析した。誘導体化され透析されたＱβ溶液１ｍｌを実施例１６から得
られたｇｄＨＡ_ＰＲ８_４２_３１０［０．５ｍｇ／ｍｌ］を４’４００μｌ、ｇｄＨＡ_
ＰＲ８_４６_３１０［０．４ｍｇ／ｍｌ］を５’４５０μｌ、ｇｄＨＡ_ＰＲ８_５４ａ_
２７６［０．４５ｍｇ／ｍｌ］を２’０９０μｌ、ｇｄＨＡ_ＰＲ８_５７_２７６［０．
４５ｍｇ／ｍｌ］を２’０００μｌ、ｇｄＨＡ_ＰＲ８_５４ａ_２７０［０．６ｍｇ／ｍ
ｌ］を２’９５０μｌ及びｇｄＨＡ_ＰＲ８_５７_２７０を３’５２９μｌと混合し、Ｑ
β_ｇｄＨＡ_ＰＲ８_４２_３１０、Ｑβ_ｇｄＨＡ_ＰＲ８_４６_３１０、Ｑβ_ｇｄＨＡ_
ＰＲ８_５４ａ_２７６、Ｑβ_ｇｄＨＡ_ＰＲ８_５７_２７６、Ｑβ_ｇｄＨＡ_ＰＲ８_５
４ａ_２７０を得た。非結合タンパク質はセファロースＣＬ４Ｂカラムを使用してサイズ
排除クロマトグラフィーで除去した。結合産物は還元条件下で４－１２％のビス－トリス
－ポリアクリルアミドゲル上で分析した。Ｑβ単量体及びｇｄＨＡ－ＰＲ８単量体に関し
て分子量の増加した複数のバンドが目視でき、明らかに全てのＰＲ８の球状ドメイン断片
がＱβ ＶＬＰに首尾良く架橋したことを示していた。２０ｍＭのＨＥＰＥＳ ｐＨ７．２
に溶解した１ｍｇ／ｍｌのＡＰ２０５キャプシドタンパク質溶液６ｍｌを、６０分間室温
で１２８μｌのＳＭＰＨ溶液（ＤＭＳＯ中に５０ｍＭ）とともに反応させた。反応液を４
℃で２０ｍＭのＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．２の６ｌ交換を２回、それぞれ１２時間と２時間、
透析した。誘導体化され透析されたＡＰ２０５溶液１ｍｌをｇｄＨＡ_ＰＲ８_４２_３１
０［０．５ｍｇ／ｍｌ］を４’４００μｌ、ｇｄＨＡ_ＰＲ８_４６_３１０［０．４ｍｇ
／ｍｌ］を５’４５０μｌ、ｇｄＨＡ_ＰＲ８_５４ａ_２７６［０．４５ｍｇ／ｍｌ］を
２’０９０μｌ、ｇｄＨＡ_ＰＲ８_５７_２７６［０．４５ｍｇ／ｍｌ］を２’０００μ
ｌ、ｇｄＨＡ_ＰＲ８_５４ａ_２７０［０．６ｍｇ／ｍｌ］を２’９５０μｌ及びｇｄＨ
Ａ_ＰＲ８_５７_２７０を３’５２９μｌと混合し、ＡＰ２０５_ｇｄＨＡ_ＰＲ８_４２_
３１０、ＡＰ２０５_ｇｄＨＡ_ＰＲ８_４６_３１０、ＡＰ２０５_ｇｄＨＡ_ＰＲ８_５４
ａ_２７６、ＡＰ２０５_ｇｄＨＡ_ＰＲ８_５７_２７６、ＡＰ２０５_ｇｄＨＡ_ＰＲ８_５
４ａ_２７０、ＡＰ２０５_ｇｄＨＡ_ＰＲ８_５７_２７０を得た。非結合タンパク質はセ
ファロースＣＬ４Ｂカラムを使用してサイズ排除クロマトグラフィーで除去した。結合産
物は還元条件下で４－１２％のビス－トリス－ポリアクリルアミドゲル上で分析した。Ａ
Ｐ２０５キャプシド単量体及びｇｄＨＡ－ＰＲ８単量体に関して分子量の増加した複数の
バンドが目視でき、明らかに全てのＰＲ８の球状ドメイン断片がＡＰ２０５ＶＬＰに首尾
良く架橋したことを示していた。
【０１４２】
実施例２６：ｍａ Ａ／ＰＲ／８／３４由来の異なるｇｄＨＡの有効性試験
　実施例１６のＡ／ＰＲ／８／３４から生成した異なる球状ドメインのコンストラクトが
防御的免疫応答を誘導可能か否かを試験するために、実施例２５で得られたこれらの球状
ドメインとともに生成したワクチンをインフルエンザマウスモデルで試験した。陽性コン
トロールとして、全細胞外ドメイン（実施例５で得られたＱβ－ｅｃＨＡ（ＰＲ８）を使
用した）を含むワクチンを使用した。簡潔には、群あたり４匹のメスのｂａｌｂ／ｃマウ
スを２００μｌのＰＢＳに処方した表７の最初の列に示した抗原を１５μｇ、第０日に皮
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下注射し免疫化した。マウスを第２１日に後眼窩から採血し、血清を実施例６に記載の通
りにｅｃＨＡ（ＰＲ８）－特異的ＥＬＩＺＡ、実施例７に記載の通りに赤血球凝集阻害（
ＨＡＩ）アッセイを使用して分析した。ワクチンによる防御可能性を試験するために、全
てのマウスは第２８日に、致死用量（１０ＬＤ５０）のインフルエンザＡ／ＰＲ／８／３
４により曝露され、実施例８に記載の通りにモニターした。抗体力価、ＨＡＩ力価並びに
曝露後の生存率を表７に要約する。まとめると、これらの結果はワクチン産生に使用した
球状ドメインの大半は、あたかも細胞外ドメイン全体が同一のＶＬＰに結合しているかの
ようにバクテリオファージＶＬＰに結合すると、より高い力価を示し、用いた断片は正し
い抗原決定基とコンフォメーションを有していることを示唆している。更に、球状ドメイ
ンによって作られた全てのワクチンはマウスを同種ウイルスによる致死的曝露から完全に
防御し、一方球状ドメインのみの大部分はマウスを致死的曝露から防御することに失敗し
、バクテリオファージＶＬＰ上の表示が結合した抗原の免疫原性を強く増強することを更
に明示している。更に、抗原がＶＬＰに結合するとＱβに対する免疫応答は強く減少し、
担体に誘導される抗原決定基の抑制のリスクが最小限となる。
【０１４３】

【０１４４】
実施例２７：異種ウイルス曝露に対する防御
　ｇｄＨＡに基づくワクチンの防御可能性を更に理解するために、群あたり６匹のｂａｌ
ｂ／ｃマウスを第０日に２００μｌのＰＢＳに処方したＱβ_ｇｄＨＡ_ＰＲ８_４２_３１
０又はＱβ_ｇｄＨＡ_ＰＲ８_４６_３１０（実施例１６で得た）を１５μｌ、又はＱβ_
ｅｃＨＡ（ＰＲ８）（実施例５で得た）を１５μｇ、又はｅｃＨＡ（ＰＲ８）総タンパク
質（実施例１で得た）を１５μｇ、又はＱβ総タンパク質を１５μｇで皮下注射免疫した
。マウスを第１６日に後眼窩から採血し、血清を実施例６に記載の通りにｅｃＨＡ（ＰＲ
８）－特異的ＥＬＩＺＡ、及び実施例７に記載の通りに赤血球凝集阻害（ＨＡＩ）アッセ
イを使用して分析した。ワクチンによる防御可能性を試験するために、全てのマウスは第
２３日に致死用量（１０ＬＤ５０）のインフルエンザＡ型株Ａ／ＷＳＮ／３３及びＡ／Ｆ
Ｍ／１／４７により曝露され、実施例８に記載の通りにモニターした。抗体力価、ＨＡＩ
力価並びに曝露後の生存率を表８に要約する。表８に示した通り、Ｑβ ＶＬＰに結合し
たＨＡの２つの球状ドメインは同種ウイルス由来の天然型ＨＡに対して高い抗体力価を誘
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ＨＡＩ力価は、ＶＬＰに結合した全細胞外ドメインからなるワクチンにより誘導されたも
のと同様か又はより良好である。球状ドメインを持つ両方のワクチンは、２つの異なるＨ
１Ｎ１株（Ａ／ＦＭ／４７又はＡ／ＷＳＮ／３３）による異種曝露から完全にマウスを防
御し、一方完全な天然型細胞外ドメインによる免疫化は完全なる防御を与え得なかったこ
とに言及することは重要である。この結果は、インフルエンザワクチンの産生のために選
ばれた細胞外ドメイン断片の可能性を更に強調している。
【０１４５】

【０１４６】
実施例２８：Ｑβに結合した球状ドメインの投与量滴定
　ワクチンの防御可能性を更に理解するために、群あたり４匹のメスのｂａｌｂ／ｃマウ
スを第０日に２００μｌのＰＢＳに処方した、Ｑβに結合したｇｄＨＡ_ＰＲ８_４２_３
１０又はｇｄＨＡ_ＰＲ８_４６_３１０（実施例１６で得た）を１５、３、０．６、０．
１２、０．０２４又は０．００４６μｇ、又はｅｃＨＡ（ＰＲ８）を１５μｇで（実施例
１で得た）又はＱβを１５μｇで皮下注射で免疫した（表９の最初の２列を参照）。マウ
スを第１８日に後眼窩から採血し、血清を実施例６及び７のそれぞれに記載の通りにｅｃ
ＨＡ（ＰＲ８）－特異的ＥＬＩＺＡ、又は赤血球凝集阻害（ＨＡＩ）アッセイを使用して
分析した。ワクチンの防御可能性を試験するために、全てのマウスは第２１日に、致死用
量（４ＬＤ５０）のインフルエンザＡ／ＰＲ／８／３４により曝露され、実施例８に記載
の通りにモニターした。抗体力価、ＨＡＩ力価並びに曝露後の生存率を表９に要約する。
表９に示した通り、調査した両方の球状ドメインを持つワクチンは同種ウイルス由来の天
然のＨＡに対して高い抗体力価、及び同種ウイルス株により決定された良好なＨＡＩ力価
を誘導した。更に、ワクチン１２０ｎｇの単回注射では同種ウイルスによる致死的曝露か
らマウスを完全に防御することができた。真核細胞発現系で産生したＨＡ細胞外ドメイン
１５μｇでは致死的曝露からマウスを完全には防御できなかった点に言及することは重要
であり、ＨＡの球状ドメインに基づくワクチンの有効性を更に強調している。上に観察さ
れたように、抗原のバクテリオファージＶＬＰへの結合は担体特異的な免疫応答を強く減
少させる。
【０１４７】
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【０１４８】
実施例２９：ＡＰ２０５に結合した球状ドメインの投与量滴定
　ワクチンの防御可能性をより理解するために、群あたり４匹のメスのｂａｌｂ／ｃマウ
スを第０日に２００μｌのＰＢＳに処方した、ＡＰ２０５に結合したｇｄＨＡ_ＰＲ８_４
２_３１０又はｇｄＨＡ_ＰＲ８_４６_３１０（実施例１６で得た）を１５、３、０．６、
０．１２、０．０２４又は０．００４６μｇ、又はｅｃＨＡ（ＰＲ８）（実施例１で得た
）を１５μｇ、又はＡＰ２０５を１５μｇで皮下注射で免疫した（表１０の最初の２列を
参照）。マウスを第２１日に後眼窩から採血し、血清を実施例６及び７それぞれ記載の通
りにｅｃＨＡ（ＰＲ８）－特異的ＥＬＩＺＡ又は赤血球凝集阻害（ＨＡＩ）アッセイを使
用して分析した。ワクチンの防御可能性を試験するために、全てのマウスは第３４日にイ
ンフルエンザＡ／ＰＲ／８／３４の致死用量（４ＬＤ５０）により曝露され、実施例８に
記載の通りにモニターした。抗体力価、ＨＡＩ力価並びに曝露後の生存率を表１０に要約
する。表１０に示した通り、調査した両方の球状ドメインを持つワクチンは同種ウイルス
由来の天然のＨＡに対して高い抗体力価及び同種ウイルス株により決定された良好なＨＡ
Ｉ力価を誘導した。更に、ワクチンを２４ｎｇ又は１２０ｎｇの単回注射により（使用し
た球状ドメインに依存）同種ウイルスによる致死的曝露からマウスを完全に防御すること
ができ、ＨＡの球状ドメインに基づくワクチンの有効性を更に強調している。上に観察さ
れたように、抗原のバクテリオファージＶＬＰへの結合は担体特異的な免疫応答を強く減
少させる。
【０１４９】
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【０１５０】
実施例３０：バクテリオファージＶＬＰ＋／－アラム、＋／－追加免疫 に結合したｇｄ
ＨＡ_ＰＲ８_４２_３１０及びｇｄＨＡ_ＰＲ８_４６_３１０による免疫化
　アジュバントと併用したワクチンの免疫原性を更に探求するために、群あたり４匹のメ
スｂａｌｂ／ｃマウスを第０日及び２４日に、２００μｌのＰＢＳに処方した、Ｑβ_ｇ
ｄＨＡ_ＰＲ８_４２_３１０，Ｑβ_ｇｄＨＡ_ＰＲ８_４６_３１０，ＡＰ２０５_ｇｄＨＡ
_ＰＲ８_４２_３１０又はＡＰ２０５_ｇｄＨＡ_ＰＲ８_４６_３１０（実施例１６で得た
）を１５、３、０．６又は０．１２μｇで、アラム（マウスあたり、注射あたり、８．３
μｌのアルハイドロゲル２％（Ｂｒｅｎｎｔａｇ，Ｂｉｏｓｅｃｔｏｒ））と共に、又は
、該アラム無しで、マウスあたり、注射あたり）皮下注射免疫化した。マウスを第２４日
及び第４８日に後眼窩から採血し、血清をｅｃＨＡ（ＰＲ８）－特異的ＥＬＩＺＡ又は赤
血球凝集阻害（ＨＡＩ）アッセイを使用して分析した。第２４日と第４８日における抗ｅ
ｃＨＡ－ＰＲ８抗体力価の平均を表１１に示す。表１１の結果は全てのワクチンは試験し
た各濃度で同種ウイルスの天然の細胞外ドメインに対して良好な抗体応答を誘導したこと
を明示している。同じことはＨＡＩ力価にも当てはまる。初期の力価（ＥＬＩＺＡ及びＨ
ＡＩ）は同投与量のワクチンの第２回目の注射によって著しく上昇することが可能であっ
た。更にデータはワクチンへのアラムの添加は誘導される免疫応答を更にもっと増加させ
たことを示している。
【０１５１】
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【０１５２】
実施例３１：バクテリオファージＶＬＰに結合したＡ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／０４／０
９の球状ドメインからなるワクチンの有効性
　インフルエンザＡ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／０４／２００９（Ｈ１Ｎ１）由来の球状ド
メインを試験するために、ワクチンを産生し、異種ウイルス曝露によるマウス有効性試験
で試験した。簡潔には、基本的に実施例２５に記載の通りにインフルエンザＡ型Ａ／Ｃａ
ｌｉｆｏｒｎｉａ／０４／２００９（実施例１８で得た）をＱβ及びＡＰ２０５に結合さ
せ離れたタンパク質をとり除いた。得られたワクチンはＱβ_ｇｄＨＡ_ＡＣ０４０９_４
２_３１０及びＡＰ２０５_ｇｄＨＡ_ＡＣ０４０９_４２_３１０と命名した。群あたり４
匹のｂａｌｂ／ｃマウスを、第０日及び２８日に２００μｌのＰＢＳに処方した、Ｑβ_
ｇｄＨＡ_ＡＣ０４０９_４２_３１０又はＡＰ２０５_ｇｄＨＡ_ＡＣ０４０９_４２_３１
０を７５、１５、３、０．６又は０．１２μｇで、アラム（マウスあたり、注射あたり、
８．３μｌのアルハイドロゲル２％（Ｂｒｅｎｎｔａｇ，Ｂｉｏｓｅｃｔｏｒ））と共に
、又は、該アラム無しで、皮下注射免疫化した。マウスを第２１日及び第４９日に後眼窩
から採血し、血清を実施例６に記載の通りにｒＨＡ（Ａ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／０４／
０９）－特異的ＥＬＩＺＡを使用して分析した。第６５日に、マウスは異種マウス適合イ
ンフルエンザＡ／ＰＲ／８／３４ウイルスの致死的用量４ＬＤ５０で曝露され、実施例８
に記載の通りに生存についてモニターした。この実験結果を表１２に要約する。表１２に
示された結果は大腸菌で発現されリフォールドした、インフルエンザＡ／Ｃａｌｉｆｏｒ
ｎｉａ／０４／０９ウイルス血球凝集素の外部ドメインの変異体によるマウスの免疫化に
より誘導されたＩｇＧ抗体は、インフルエンザＡ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／０４／０９赤
血球凝集タンパク質の天然の３量体型を認識することを明示している。両方のワクチンが
、試験した各濃度で同種ウイルスの天然の細胞外ドメインに対して良好な抗体応答を誘導
した。初期の力価（ＥＬＩＺＡ及びＨＡＩ）は同投与量のワクチンの第２回目の注射によ
って著しく上昇することが可能であった。更にデータはワクチンへのアラムの添加は結合
した抗原に対する免疫応答を更により増加させたことを示している。重要なのは、一実験
群を除いて、バクテリオファージＶＬＰに結合した球状タンパク質で免疫化された全ての
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マウスが、単独あるいはアラムと一緒に投与されても、異種ウイルスによる致死的曝露の
中を生き延びた。全く対照的に、アラムとともに球状ドメインのみ１５μｇを投与すると
部分的防御だけが観察された。同様にアラム無しで球状ドメインのみを受けた全ての動物
は死亡した。まとめるとこれらの結果はバクテリオファージＶＬＰに球状ドメインが結合
すると著しくその防御の可能性を向上することを明示している。
【０１５３】

【０１５４】
実施例３２：マウスの異なるインフルエンザ株由来のｇｄＨＡの免疫原性
　異なるインフルエンザサブタイプ由来の球状ドメインが、それぞれのサブタイプの天然
のＨＡを認識するワクチンの産生に使用可能かを試験するために、異なるサブタイプの球
状ドメインを持つワクチンが産生され、マウスにおける免疫原性について試験した。簡潔
には、基本的に実施例２５に記載された通りに、インフルエンザＡ型Ｈ１Ｎ１（実施例１
９及び実施例２４で得た）、インフルエンザＡ型Ｈ３Ｎ２の球状ドメイン（実施例２０で
得た）、インフルエンザＡ型Ｈ５Ｎ１株の球状ドメイン（実施例２１及び２２で得た）及
びインフルエンザＢ型の球状ドメイン（実施例２３で得た）をＱβ、及び／又はＡＰ２０
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５に結合させ、離れたタンパク質を取り除いた。得られたワクチンはＶＬＰ（Ｑβ又はＡ
Ｐ２０５）及び結合した球状ドメインに従い命名された（例、Ｑβ_ｇｄＨＡ_ＡＢ５９０
７_４２_３１０）。群あたり３匹から５匹のメスのｂａｌｂ／ｃマウスに、第０日に２０
０μｌのＰＢＳに処方した表１３の最初の列に示した抗原１５μｇで１回の皮下注射で免
疫化した。マウスを第２１日に後眼窩から採血し、血清を表１３の第二列に示されたコー
ティングを使用し実施例６に記載の通りにＨＡ－特異的ＥＬＩＺＡを使用して分析した。
表１３に示した通り、試験した全ての異なるインフルエンザＡ型サブタイプ（Ｈ１、Ｈ５
及びＨ３）及びインフルエンザＢ型株は、インフルエンザサブタイプそれぞれに由来する
天然のＨＡを認識する抗体応答を引き出すことができた。いずれの場合も、ｇｄＨＡドメ
インのＶＬＰへの結合は、ｇｄＨＡ単独による免疫化と比較して明らかにその免疫原性を
増加させた。重要なことには、その方法は調査した全ての株及びサブタイプに有効であっ
たという事実は、ワクチンとして作用するであろう球状ドメインは将来現れるインフルエ
ンザ株及びサブタイプについて予測されることが可能と強く示している。
【０１５５】

【０１５６】
実施例３４ ＣＢ５：
　Ａ）ｇｄＨＡ_ＰＲ８_４２_３１０（Ｈ１Ｎ１）のＣｂ５ウイルス様粒子への結合
ＰＢＳ／１０％グリセロール ｐＨ７．２に溶解した１ｍｇ／ｍｌのＣｂ５ＶＬＰタンパ
ク質（配列番号９２）の２ｍｌ溶液を６０分間室温でＳＭＰＨ溶液（ＤＭＳＯ中に５０ｍ
Ｍ）４２．６μｌとともに反応させた。反応溶液を４℃で２０ｍＭのＨＥＰＥＳ／１０％
グリセロール、ｐＨ７．２の２ｌ交換を２回、１２時間と４時間にわたり透析した。誘導
体化され透析したＣｂ５溶液１．４ｍｌを、ＰＢＳ ｐＨ７．２に可溶の実施例１６で得
得られた精製したｇｄＨＡ_ＰＲ８_４２_３１０タンパク質を１ｍｇ／ｍｌ含む溶液２ｍ
ｌと混合し、化学的架橋のため４時間室温でインキュベートし、Ｃｂ５－ｇｄＨＡ_ＰＲ
８_４２_３１０を得た。分離タンパク質はセファロースＣＬ４Ｂカラムを使用してサイズ
排除クロマトグラフィーにより除去した。結合産物は還元条件下で１２％のビス－トリス
ポリアクリルアミドゲル上で分析した。Ｃｂ５キャプシド単量体に関する増加した分子量
のバンドが目視でき、明らかにｇｄＨＡ_ＰＲ８_４２_３１０タンパク質がＣｂ５ ＶＬＰ
に首尾良く架橋したことを示している。
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　Ｂ）Ｃｂ５キャプシド（Ｃｂ５－ｇｄＨＡ（ＰＲ８）に結合したｇｄＨＡ－ＰＲ８（Ｈ
１Ｎ１）タンパク質によるマウスの免疫化
Ｃｂ５－ｇｄＨＡ（ＰＲ８）免疫化の有効性を実施例８に記載の通りインフルエンザ感染
のマウスモデルで試験した。簡潔に、群あたり４匹のメスのｂａｌｂ／ｃマウスを２００
μｌのＰＢＳに処方したＣｂ５－ｇｄＨＡ_ＰＲ８_４２_３１０ワクチンを１５μｌ又は
Ｃｂ５ ＶＬＰを１５μｌで免疫化し、第０日に皮下注射した。マウスを第３４日に後眼
窩から採血し、血清をｅｃＨＡ_ＰＲ８－特異的及びＣｂ５－特異的ＥＬＩＺＡを使用し
て分析した。ついでマウスは第４１日に致死量（４×ＬＤ５０）のマウス適合インフルエ
ンザＡ／ＰＲ／８／３４で曝露した。この実験の結果を表１４に示す。表１４に示した結
果はｇｄＨＡ（ＰＲ８）のＣｂ５ＶＬＰへの結合は高い抗ｅｃＨＡ（ＰＲ８）抗体応答の
誘導を可能とすることを明示している。更にＣｂ５－ｇｄＨＡ（ＰＲ８）ワクチンによる
マウスの単回免疫化は、マウス適合インフルエンザＡ／ＰＲ／８／３４による致死的曝露
に対して防御的抗体応答を誘導し、Ｃｂ５がＨＡの球状ドメインに基づくインフルエンザ
ワクチンの良い担体であることを明示している。
【０１５７】

【０１５８】
実施例３５：赤血球凝集アッセイ
　実施例２４に記載の通り産生し、及び、実施例２５に記載の通りＱβ又はＡＰ２０５に
結合したｇｄＨＡ断片が天然のＨＡタンパク質と構造が似ているかを試験するために、赤
血球凝集アッセイをＱβ又はＡＰ２０５に結合したｇｄＨＡ_ＰＲ８_４２_３１０又はｇ
ｄＨＡ_ＰＲ８_４６_３１０で行った。インフルエンザウイルスに存在する天然のＨＡタ
ンパク質は、赤血球表面の受容体（ＲＢＣ）に結合する結果として赤血球を凝集させるこ
とが可能である。ニワトリＲＢＣのインフルエンザウイルスによるこの凝集は実施例７に
記載の通り抗体を中和することによる赤血球凝集阻害アッセイで阻害される。Ｑβ又はＡ
Ｐ２０５に結合したｇｄＨＡ断片がインフルエンザウイルス表面の天然のＨＡタンパク質
と似た構造を持ち、従ってＲＢＣ上の受容体に結合することができ、結果としてニワトリ
ＲＢＣの凝集を誘導できるかを試験するために、Ｑβ－ｇｄＨＡ_ＰＲ８_４２_３１０、
Ｑβ－ｇｄＨＡ_ＰＲ８_４６_３１０、ＡＰ２０５－ｇｄＨＡ_ＰＲ８_４２_３１０及びＡ
Ｐ２０５－ｇｄＨＡ_ＰＲ８_４６_３１０溶液をＰＢＳ中で連続的に希釈し９６穴プレー
トの中で１％ニワトリＲＢＣ５０μｌと混合した。プレートを撹拌して混合し、覆い、Ｒ
ＢＣを１時間室温で沈降させた。ニワトリＲＢＣを更に凝集可能なＱβ－ｇｄＨＡ_ＰＲ
８_４２_３１０、Ｑβ－ｇｄＨＡ_ＰＲ８_４６_３１０、ＡＰ２０５－ｇｄＨＡ_ＰＲ８_
４２_３１０及びＡＰ２０５－ｇｄＨＡ_ＰＲ８_４６_３１０の最小量が決定され、Ｑβ－
ｇｄＨＡ_ＰＲ８_４２_３１０に対して８０ｎｇ／ウエル、Ｑβ－ｇｄＨＡ_ＰＲ８_４２_
３１０に対して８０ｎｇ／ウエル、ＡＰ２０５－ｇｄＨＡ_ＰＲ８_４２_３１０に対して
４０ｎｇ／ウエル、及びＡＰ２０５－ｇｄＨＡ_ＰＲ８_４６_３１０に対して１０ｎｇと
なった。この実験結果はｇｄＨＡ断片は天然のＨＡタンパク質の受容体に結合でき、従っ
て天然のＨＡタンパク質に構造的に似ていなければならないことを示している。
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