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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼの変異体ＰＢ２領域をコードするヌクレオチ
ド配列を含む、単離されたポリヌクレオチドであって、該ポリメラーゼが、Ｑ３０６Ｈ、
Ｆ３２３Ｌ、Ｓ３２４Ｉ、Ｓ３２４Ｎ、Ｓ３２４Ｒ、Ｆ３２５Ｖ、Ｈ３５７Ｑ、Ｋ３７６
Ｑ、Ｋ３７６Ｒ、Ｑ４０６Ｋ、Ｍ４３１Ｉ、Ｎ５１０ＫおよびＮ５１０Ｔからなる群から
選択される少なくとも１つのアミノ酸置換を有する配列番号１のアミノ酸配列を含む、単
離されたポリヌクレオチド。
【請求項２】
　前記ポリヌクレオチドが、野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼと比較して
アミノ酸３０６、３２３、３２４、３２５、３５７、３７６、４０４、４０６、４３１、
および５１０からなる群から選択されるアミノ酸位置において２つもしくは３つのアミノ
酸置換をコードする、請求項１に記載の単離されたポリヌクレオチド。
【請求項３】
　Ｑ３０６Ｈ、Ｆ３２３Ｌ、Ｓ３２４Ｉ、Ｓ３２４Ｎ、Ｓ３２４Ｒ、Ｆ３２５Ｖ、Ｈ３５
７Ｑ、Ｋ３７６Ｑ、Ｋ３７６Ｒ、Ｑ４０６Ｋ、Ｍ４３１Ｉ、Ｎ５１０ＫおよびＮ５１０Ｔ
からなる群から選択される少なくとも１つのアミノ酸置換を有する配列番号１のアミノ酸
配列を含む、単離されたインフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼであって、変異体ＰＢ
２領域を含む、単離されたインフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼ。
【請求項４】
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　インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼの生物学的に活性な断片を含む、請求項３に
記載のインフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼ。
【請求項５】
　Ｑ３０６Ｈ、Ｆ３２３Ｌ、Ｓ３２４Ｉ、Ｓ３２４Ｎ、Ｓ３２４Ｒ、Ｆ３２５Ｖ、Ｈ３５
７Ｑ、Ｋ３７６Ｑ、Ｋ３７６Ｒ、Ｑ４０６Ｋ、Ｍ４３１Ｉ、Ｎ５１０ＫおよびＮ５１０Ｔ
からなる群から選択される少なくとも１つのアミノ酸置換を有する配列番号１のアミノ酸
配列を含むインフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼの変異体ＰＢ２領域を特異的に認識
する、抗インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼ抗体。
【請求項６】
　請求項１に記載のポリヌクレオチドを含む、発現系。
【請求項７】
　プロモーターに作動可能に連結した請求項１に記載のポリヌクレオチドを含むベクター
を含む、請求項６に記載の発現系。
【請求項８】
　請求項７に記載のベクターで、トランスフェクトされ、形質転換され、または形質導入
されている、宿主細胞。
【請求項９】
　ｍＲＮＡディスプレイ系である、請求項６に記載の発現系。
【請求項１０】
　変異体ＰＢ２領域を含むインフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼをコードするポリヌ
クレオチドを含む、単離されたインフルエンザＡ型ウイルスバリアントであって、該ポリ
メラーゼが、Ｑ３０６Ｈ、Ｆ３２３Ｌ、Ｓ３２４Ｉ、Ｓ３２４Ｎ、Ｓ３２４Ｒ、Ｆ３２５
Ｖ、Ｈ３５７Ｑ、Ｋ３７６Ｑ、Ｋ３７６Ｒ、Ｑ４０６Ｋ、Ｍ４３１Ｉ、Ｎ５１０Ｋおよび
Ｎ５１０Ｔからなる群から選択される少なくとも１つのアミノ酸置換を有する配列番号１
のアミノ酸配列を含む、単離されたインフルエンザＡ型ウイルスバリアント。
【請求項１１】
　患者におけるインフルエンザＡ型ウイルス感染症のポリメラーゼ阻害剤に対する薬物耐
性または感受性を評価するための方法であって、
　該インフルエンザＡ型ウイルスに感染した患者から収集された生物学的試料が、変異体
ＰＢ２領域を含むインフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼをコードする核酸を含むかど
うか評価するステップであって、該ポリメラーゼが、Ｑ３０６Ｈ、Ｆ３２３Ｌ、Ｓ３２４
Ｉ、Ｓ３２４Ｎ、Ｓ３２４Ｒ、Ｆ３２５Ｖ、Ｈ３５７Ｑ、Ｋ３７６Ｑ、Ｋ３７６Ｒ、Ｑ４
０６Ｋ、Ｍ４３１Ｉ、Ｎ５１０ＫおよびＮ５１０Ｔからなる群から選択される少なくとも
１つのアミノ酸置換を有する配列番号１のアミノ酸配列を含む、ステップ
を含み、該ポリメラーゼ阻害剤が、以下の式：
【化１Ａ】

を有する化合物１、または薬学的に許容されるその塩である、方法。
【請求項１２】
　前記評価した薬物耐性または感受性が、患者におけるインフルエンザＡ型ウイルス感染
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症に対する処置を指導するため、または患者に対する処置レジメンの最適化を指導するた
めのものである、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　患者におけるインフルエンザＡ型ウイルス感染症を処置するための候補化合物を同定す
るための方法であって、
　請求項１０に記載のインフルエンザＡ型ウイルスバリアントに感染した試料中の該イン
フルエンザＡ型ウイルスバリアントの活性を阻害する該候補化合物の能力をアッセイする
ステップ
を含む、方法。
【請求項１４】
　前記インフルエンザＡ型ウイルスバリアントの活性が複製である、請求項１３に記載の
方法。
【請求項１５】
　患者におけるインフルエンザＡ型ウイルス感染症を処置または予防するための候補化合
物を同定するための方法であって、
ａ）請求項１に記載のポリヌクレオチドを含むレプリコンＲＮＡを用意するステップと、
ｂ）該候補化合物が、ａ）の該レプリコンＲＮＡの複製を阻害するかどうか決定するステ
ップと
を含む、方法。
【請求項１６】
　患者におけるインフルエンザＡ型ウイルス感染症を処置するための候補化合物を同定す
るための方法であって、
ａ）請求項３に記載の単離されたインフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼおよびポリメ
ラーゼ基質を用意するステップであり、該ポリメラーゼおよび該基質が、細胞ベースの系
または無細胞の系に存在する、ステップと、
ｂ）該基質の存在下で、該インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼを該候補化合物に接
触させるステップと、
ｃ）該インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼ活性が減少しているかどうか決定するス
テップと
を含む、方法。
【請求項１７】
　患者におけるインフルエンザＡ型ウイルス感染症を処置するための候補化合物を評価す
るための方法であって、
ａ）請求項１に記載のポリヌクレオチドおよび指標をコードする指標遺伝子を含むベクタ
ーを宿主細胞に導入するステップと、
ｂ）該宿主細胞を培養するステップと、
ｃ）該候補化合物の存在下および該候補化合物の非存在下で該指標を測定するステップと
を含む、方法。
【請求項１８】
　機械可読性データがコードされたデータ記憶材料を含む機械可読性データ記憶媒体であ
って、該機械可読性データが、Ｑ３０６Ｈ、Ｆ３２３Ｌ、Ｓ３２４Ｉ、Ｓ３２４Ｎ、Ｓ３
２４Ｒ、Ｆ３２５Ｖ、Ｈ３５７Ｑ、Ｋ３７６Ｑ、Ｋ３７６Ｒ、Ｑ４０６Ｋ、Ｍ４３１Ｉ、
Ｎ５１０ＫおよびＮ５１０Ｔからなる群から選択される少なくとも１つのアミノ酸置換を
有する配列番号１のアミノ酸配列を含むインフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼの変異
体ＰＢ２領域に対するインデックス値を含み、該機械可読性データがさらに、インフルエ
ンザＡ型ウイルスバリアントまたは生物学的試料に関連する少なくとも１つの特色に対す
るインデックス値を含み、該特色が、
ａ）ポリメラーゼ阻害剤に対する感受性の低下に対する耐性を示す能力、
ｂ）患者の罹患率または回復の可能性、ならびに
ｃ）該インフルエンザＡ型ウイルスバリアントの変更された複製能（増加または低減）
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からなる群から選択され、該ポリメラーゼ阻害剤が、以下の式：
【化１Ｂ】

を有する化合物１、または薬学的に許容されるその塩である、機械可読性データ記憶媒体
。
【請求項１９】
　生物学的試料中のインフルエンザＡ型ウイルスバリアントの存在を検出するための方法
であって、該生物学的試料中の、請求項１に記載のポリヌクレオチドの存在を検出するス
テップを含む、方法。
【請求項２０】
　請求項５に記載の抗体を含む、診断用キット。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願の引用）
　本ＰＣＴ出願は、２０１４年１０月２日出願の米国仮出願第６２／０５８，９４５号の
利益を主張する。この文書は、その全体が本明細書中に参考として援用される。
【０００２】
　（配列表）
　本出願は、２０１４年１０月２日に作成され、ここに電子出願された「３５５６１７＿
ＳＴ２５．ｔｘｔ」（８．０６キロバイト）という表題の配列表を、その全体において参
照により組み込む。
【背景技術】
【０００３】
　（発明の背景）
　インフルエンザは、季節的流行において世界中に拡散し、毎年数十万人、世界的流行の
年には何百万人もの死亡をもたらす。例えば、３種のインフルエンザの世界的流行が２０
世紀に起こり、何千万の人々を死に追いやったが、これらの世界的流行のそれぞれは、ヒ
トにおいて、新規株のウイルスが出現することにより引き起こされている。多くの場合、
これらの新規株は、他の動物種からヒトへの既存のインフルエンザウイルスの拡散から生
じる。
【０００４】
　インフルエンザはまず、感染した人間が咳またはくしゃみをした際に生じる、ウイルス
を積んだ大きな液滴を介して人間から人間に伝染し、次いで、これらの大きな液滴は、感
染した人間の近くにいる（例えば、約６フィート以内）感染しやすい個体の上気道の粘膜
表面上に沈降し得る。伝染はまた、呼吸器の分泌物との直接的接触または間接的接触、例
えば、インフルエンザウイルスで汚染された表面に触れて、次いで眼、鼻または口に触れ
ることにより生じ得る。成人は、症状が現れる１日前から、症状が始まった約５日後まで
他人にインフルエンザを拡散することが可能であり得る。幼い子供および免疫系が弱い人
間は、症状の発症後１０またはそれ超の日数後に感染する可能性がある。



(5) JP 6953307 B2 2021.10.27

10

20

30

40

50

【０００５】
　インフルエンザウイルスは、ＯｒｔｈｏｍｙｘｏｖｉｒｉｄａｅファミリーのＲＮＡウ
イルスであり、このファミリーは５つの属を含む：インフルエンザウイルスＡ型、インフ
ルエンザウイルスＢ型、インフルエンザウイルスＣ型、イサウイルスおよびトゴトウイル
ス。
【０００６】
　インフルエンザウイルスＡ属は、１つの種、インフルエンザＡ型ウイルスを有する。野
生の水鳥は多種多様のインフルエンザＡ型に対する自然の宿主である。時には、ウイルス
は、他の種へ伝染し、次いで、家禽において壊滅的な集団発生を引き起こすか、またはヒ
トインフルエンザの世界的流行を生じることもある。Ａ型ウイルスは、３つのインフルエ
ンザ型の中で最も毒性のあるヒト病原体であり、最も重症の疾患を引き起こす。インフル
エンザＡ型ウイルスは、これらのウイルスに対する抗体応答に基づき異なる血清型に細分
化することができる。ヒトにおいて確認された血清型は、公知の世界的流行のヒト死亡数
の順に並べると、Ｈ１Ｎ１（１９１８年にスペイン風邪を引き起こした）、Ｈ２Ｎ２（１
９５７年にアジア風邪を引き起こした）、Ｈ３Ｎ２（１９６８年に香港風邪を引き起こし
た）、Ｈ５Ｎ１（２００７～０８年のインフルエンザシーズンに世界的流行の脅威となっ
た）、Ｈ７Ｎ７（稀な人獣共通感染症の可能性がある）、Ｈ１Ｎ２（ヒトおよびブタにお
いて流行）、Ｈ９Ｎ２、Ｈ７Ｎ２、Ｈ７Ｎ３およびＨ１０Ｎ７である。
【０００７】
　インフルエンザウイルスＢ属は、１つの種、インフルエンザＢ型ウイルスを有する。イ
ンフルエンザＢ型は、ほぼ独占的にヒトに感染し、インフルエンザＡ型よりも一般的では
ない。インフルエンザＢ型感染症に罹りやすいことが公知の他の唯一の動物はアザラシで
ある。この型のインフルエンザはＡ型より２～３倍遅い速度で変異し、結果的には、遺伝
的にあまり多様でなく、インフルエンザＢ型の血清型は１つのみである。この抗原多様性
の欠如の結果、インフルエンザＢ型に対するある程度の免疫は、若年齢において通常獲得
される。しかし、インフルエンザＢ型は、免疫の持続が可能ではない程度に変異する。こ
の低い抗原変化の速度は、その宿主範囲の限定（異種間の抗原シフトを阻害する）と合わ
せて、インフルエンザＢ型の世界的流行が生じないことを確実にしている。
【０００８】
　インフルエンザウイルスＣ属は、１つの種、インフルエンザＣ型ウイルスを有し、この
インフルエンザＣ型ウイルスは、ヒトおよびブタに感染し、重症の疾病および局所的な流
行病を引き起こす可能性がある。しかし、インフルエンザＣ型は、他の型よりも一般的で
はなく、通常子供において軽度の疾患を引き起こすようである。
【０００９】
　インフルエンザＡ、ＢおよびＣ型ウイルスは構造が非常に類似している。ウイルス粒子
は、直径８０～１２０ナノメートルであり、通常ほぼ球状であるが、線維状の形態も生じ
得る。ウイルスにしては珍しく、そのゲノムは核酸の単一の小片ではない。代わりに、こ
れは、セグメント化したマイナス鎖ＲＮＡの７または８つの小片を含有する。インフルエ
ンザＡ型ゲノムは、１１種のタンパク質をコードする：赤血球凝集素（ＨＡ）、ノイラミ
ニダーゼ（ＮＡ）、核タンパク質（ＮＰ）、Ｍ１、Ｍ２、ＮＳ１、ＮＳ２（ＮＥＰ）、Ｐ
Ａ、ＰＢ１、ＰＢ１－Ｆ２およびＰＢ２。
【００１０】
　ＨＡおよびＮＡは、ウイルス粒子の外側の大きな糖タンパク質である。ＨＡは、標的細
胞へのウイルスの結合および標的細胞へのウイルスゲノムの侵入を媒介するレクチンであ
り、ＮＡは、成熟したウイルス粒子を結合させる糖を切断することによって、感染細胞か
らの子孫ウイルスの放出に関与している。したがって、これらのタンパク質は、抗ウイル
ス薬の標的であった。さらに、これらは、抗体の惹起が可能である抗原である。インフル
エンザＡ型ウイルスは、例えば、Ｈ５Ｎ１における、ＨとＮの区別（上記を参考）の基礎
を形成するＨＡおよびＮＡに対する抗体応答に基づき、にサブタイプへと分類される。
【００１１】
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　インフルエンザによって、生産性の損失および関連する医療処置による直接的費用、な
らびに予防手段という間接的費用が生じる。米国では、インフルエンザは、毎年１００億
ドルを超える総費用の原因となり、将来の世界的流行は、何千億ドルもの直接的および間
接的費用をもたらし得ることが推測されている。予防的費用もまた高い。世界各国の政府
は、薬物およびワクチンを購入し、ならびに災害訓練および出入国管理の改善のための戦
略を開発することに伴う費用として、起こり得るＨ５Ｎ１トリインフルエンザの世界的流
行に対する用意および計画に何十億ものＵ．Ｓ．ドルを費やした。
【００１２】
　インフルエンザに対する現行の処置オプションは、ワクチン接種、および抗ウイルス薬
物治療を用いた、化学療法または化学的予防法を含む。インフルエンザワクチンを用いた
、インフルエンザに対するワクチン接種は、多くの場合、高リスクの群、例えば、子供お
よび高齢者、または喘息、糖尿病、もしくは心疾患を有する人々に対して推奨されている
。しかし、ワクチン接種をしていても、依然としてインフルエンザに罹る可能性がある。
ワクチンは、少数の特定のインフルエンザ株に対して各シーズン再製剤化されるが、その
シーズンに、世界中で人々に活発に感染するすべての株を含むことはおそらくできない。
季節的流行病に対処するため必要とされる何百万もの用量を製造業者が製剤化および生産
するのに約６カ月かかる。時には、新規または見落とした株がその時期に顕著であり、ワ
クチン接種したにもかかわらず人々に感染する（２００３～２００４年のインフルエンザ
シーズンにおける、福建省でのＨ３Ｎ２インフルエンザによるように）。ワクチンが有効
となるのに約２週間かかるので、ワクチン接種直前に感染し、ワクチンが予防することを
想定しているまさにその株で発病する可能性もある。
【００１３】
　さらに、これらのインフルエンザワクチンの有効性は変わり得る。ウイルスの変異率が
高いため、特定のインフルエンザワクチンでは、通常数年以下しか防御が得られない。イ
ンフルエンザウイルスは時間の経過と共に急速に変化し、異なる株が優性となるので、あ
る年に対して製剤化されたワクチンは、次の年には有効でない可能性がある。
【００１４】
　また、ＲＮＡ校正酵素の非存在のため、インフルエンザｖＲＮＡのＲＮＡ依存性ＲＮＡ
ポリメラーゼは、インフルエンザｖＲＮＡのおおよその長さである、およそ１０，０００
のヌクレオチドにつき１つのヌクレオチド挿入誤差を作製する。したがって、ほぼすべて
の新しく製造されたインフルエンザウイルスは、変異体、つまり抗原ドリフトである。１
つより多くのウイルス系統が単一の細胞に感染した場合、ゲノムが８つの別個のｖＲＮＡ
セグメントに分離することによって、ｖＲＮＡの混合または再集合が可能となる。ウイル
スの遺伝学的特性において生じた急速な変化は、抗原シフトをもたらし、ウイルスが新規
の宿主種に感染し、すばやく防御免疫に打ち勝つことを可能にする。
【００１５】
　抗ウイルス薬もまた、インフルエンザを処置するために使用することができ、ノイラミ
ニダーゼ阻害剤は特に有効であるが、ウイルスは、標準の抗ウイルス薬に対する耐性を生
み出すことができる。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１６】
　したがって、インフルエンザ感染症を処置するための薬物、例えば、処置ウインドウが
拡張され、および／またはウイルス価（viral　titer）に対する感受性を低下させる薬物
の必要性が依然として存在する。
【００１７】
　したがって、薬物または他の治療法に対する耐性を示す変異したインフルエンザＡ型ウ
イルスまたは他のウイルスを同定すること、およびこれらの変異したウイルスに対して有
効な新規ウイルス治療薬を開発する必要性が存在する。
【課題を解決するための手段】
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【００１８】
　（発明の概要）
　したがって、本発明は、インフルエンザＡ型ウイルスバリアント、ならびに関係する方
法および組成物を提供する。特に、１種または複数種のポリメラーゼ阻害剤に対する感受
性を低下させたインフルエンザＡ型ウイルスバリアントおよびバリアントインフルエンザ
Ａ型ウイルスポリメラーゼが提供される。
【００１９】
　一態様では、本発明は、インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼをコードする遺伝子
内に変異を含む、単離されたインフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチド、生物学的に
活性なその類似体、または生物学的に活性なその断片であって、前記変異が、野生型イン
フルエンザＡ型ウイルスのアミノ酸３０６、３２３、３２４、３２５、３５７、３７６、
４０４、４０６、４３１、および５１０からなる群から選択されるアミノ酸残基に対応す
る少なくとも１つのアミノ酸置換をもたらす、単離されたインフルエンザＡ型ウイルスポ
リヌクレオチド、生物学的に活性なその類似体、または生物学的に活性なその断片を提供
する。
【００２０】
　ある特定の実施形態では、単離されたインフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドは
、Ｑをコードしない野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドのアミノ酸３０
６に対応するヌクレオチドを含む。ある特定の実施形態では、ヌクレオチドはＨをコード
する。
【００２１】
　ある特定の実施形態では、単離されたインフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドは
、Ｆをコードしない野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドのアミノ酸３２
３に対応するヌクレオチドを含む。ある特定の実施形態では、ヌクレオチドはＬをコード
する。
【００２２】
　ある特定の実施形態では、単離されたインフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドは
、Ｓをコードしない野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドのアミノ酸３２
４に対応するヌクレオチドを含む。ある特定の実施形態では、ヌクレオチドはＩ、Ｎまた
はＲをコードする。
【００２３】
　ある特定の実施形態では、単離されたインフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドは
、Ｓをコードしない野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドのアミノ酸３２
５に対応するヌクレオチドを含む。ある特定の実施形態では、ヌクレオチドはＶをコード
する。
【００２４】
　ある特定の実施形態では、単離されたインフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドは
、Ｈをコードしない野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドのアミノ酸３５
７に対応するヌクレオチドを含む。ある特定の実施形態では、ヌクレオチドはＱをコード
する。
【００２５】
　ある特定の実施形態では、単離されたインフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドは
、Ｋをコードしない野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドのアミノ酸３７
６に対応するヌクレオチドを含む。ある特定の実施形態では、ヌクレオチドはＱまたはＲ
をコードする。
【００２６】
　ある特定の実施形態では、単離されたインフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドは
、Ｆをコードしない野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドのアミノ酸４０
４に対応するヌクレオチドを含む。ある特定の実施形態では、ヌクレオチドはＹをコード
する。
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【００２７】
　ある特定の実施形態では、単離されたインフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドは
、Ｆをコードしない野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドのアミノ酸４０
６に対応するヌクレオチドを含む。ある特定の実施形態では、ヌクレオチドはＫをコード
する。
【００２８】
　ある特定の実施形態では、単離されたインフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドは
、Ｍをコードしない野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドのアミノ酸４３
１に対応するヌクレオチドを含む。ある特定の実施形態では、ヌクレオチドはＩをコード
する。
【００２９】
　ある特定の実施形態では、単離されたインフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドは
、Ｎをコードしない野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドのアミノ酸５１
０に対応するヌクレオチドを含む。ある特定の実施形態では、ヌクレオチドはＫまたはＴ
をコードする。
【００３０】
　ある特定の実施形態では、アミノ酸３０６、３２３、３２４、３２５、３５７、３７６
、４０４、４０６、４３１、および５１０からなる群から選択される任意の２つのアミノ
酸に対応するヌクレオチドは、対応する野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオ
チドによりコードされるアミノ酸と異なるアミノ酸をコードするように変異している。あ
る特定の実施形態では、アミノ酸３０６、３２３、３２４、３２５、３５７、３７６、４
０４、４０６、４３１、および５１０からなる群から選択される任意の３つのアミノ酸に
対応するヌクレオチドは、対応する野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチド
によりコードされるアミノ酸と異なるアミノ酸をコードするように変異している。
【００３１】
　さらなる実施形態では、本発明は、本発明のインフルエンザＡ型ウイルスに関する方法
および組成物を提供する。例えば、インフルエンザＡ型ウイルスを含む発現系が提供され
、このような発現系は、プロモーターに作動可能に連結したインフルエンザＡ型ウイルス
を含むベクターを含むことができる。ベクターでトランスフェクトされ、形質転換され、
または形質導入された宿主細胞もまた提供される。代わりに、本発明の発現系は、ｍＲＮ
Ａディスプレイ技術、例えば、米国特許第６，２５８，５５８号に記載されているＲＮＡ
－タンパク質融合技術または米国特許第６，３６１，９４３号に記載されているｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏでの「ウイルス」技術に基づく。
【００３２】
　別の態様では、本発明は、インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼをコードするポリ
ヌクレオチドを含む、単離されたインフルエンザＡ型ウイルスバリアントであって、３０
６、３２３、３２４、３２５、３５７、３７６、４０４、４０６、４３１、および５１０
からなる群から選択される少なくとも１つの位置の少なくとも１つのアミノ酸が、野生型
インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドの対応するアミノ酸と異なるアミノ酸をコ
ードするように変異している、バリアントを提供する。本発明のさらなる実施形態は、イ
ンフルエンザＡ型ウイルスバリアントに関する方法および組成物を提供する。例えば、本
発明のインフルエンザＡ型ウイルスバリアントの複製を阻害することができる化合物を同
定するための方法が提供される。本発明のインフルエンザＡ型ウイルスバリアントに感染
した細胞が提供される。
【００３３】
　別の態様では、本発明は、３０６、３２３、３２４、３２５、３５７、３７６、４０４
、４０６、４３１、および５１０からなる群から選択される少なくとも１つの位置のアミ
ノ酸が野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼの対応する位置のアミノ酸と異な
るアミノ酸配列を含む、単離されたインフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼを提供する
。一部の実施形態では、インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼは、インフルエンザＡ
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型ウイルスポリメラーゼの生物学的に活性な類似体を含む。一部の実施形態では、インフ
ルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼは、インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼの生物
学的に活性な断片を含む。
【００３４】
　さらなる態様では、本発明は、３０６、３２３、３２４、３２５、３５７、３７６、４
０４、４０６、４３１、および５１０からなる群から選択される少なくとも１つの位置の
アミノ酸が野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼの対応する位置のアミノ酸と
異なるアミノ酸配列を含むインフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼを認識する、抗イン
フルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼ抗体を提供する。本発明のさらなる実施形態は、本
発明の抗インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼ抗体に関する方法および組成物を提供
する。例えば、本発明の抗体を含む診断用キット、ならびに本発明の抗体および薬学的に
許容されるキャリアを含む医薬組成物が提供される。
【００３５】
　別の態様では、本発明は、ストリンジェントな条件下で、本発明のインフルエンザＡ型
ウイルスポリヌクレオチドの核酸配列とハイブリダイズすることが可能なヌクレオチドプ
ローブまたはプライマーを提供する。本発明のさらなる実施形態は、プローブまたはプラ
イマーに関する方法および組成物を提供する。例えば、本発明のプローブまたはプライマ
ーを含む診断用または検出キットが提供され、キットは、例えば、本発明のインフルエン
ザＡ型ウイルスバリアントまたはインフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼが試料中に存
在するかどうかを決定するのに有用である。
【００３６】
　さらなる態様では、本発明は、患者において、インフルエンザＡ型ウイルス感染症のポ
リメラーゼ阻害剤に対する薬物耐性または感受性を評価するための方法であって、ａ）イ
ンフルエンザＡ型ウイルスに感染した患者から生物学的試料を収集するステップと、ｂ）
試料が、３０６、３２３、３２４、３２５、３５７、３７６、４０４、４０６、４３１、
および５１０からなる群から選択される少なくとも１つの位置のアミノ酸が野生型インフ
ルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼの対応する各位置のアミノ酸と異なるアミノ酸配列を
含むインフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼをコードする核酸を含むかどうか評価する
ステップとを含む方法を提供する。
【００３７】
　患者において、インフルエンザＡ型ウイルス感染症に対する処置を指導するための方法
であって、ａ）請求項２３に記載の方法に従い、患者のポリメラーゼ阻害剤に対する薬物
耐性または感受性を評価するステップと、ｂ）ａ）において評価した薬物耐性または感受
性に基づき、患者に対して処置レジメンを最適化するステップとを含む方法もまた提供さ
れる。例えば、薬物耐性が予測または検出された場合（例えば、ポリメラーゼ阻害剤に対
する感受性の低下）、１種または複数種の他の化合物または薬剤を患者の処置計画または
治療レジメンに含めることができる。方法は、患者においてインフルエンザＡ型ウイルス
ポリメラーゼの配列を決定すること（例えば、遺伝子型判定）、ポリメラーゼ阻害剤に対
する感受性を決定すること（例えば、表現型判定）、または患者のインフルエンザＡ型ウ
イルスのウイルス適合度レベルを決定することの任意の組合せを含むことができる。表現
型判定は、無細胞の系（例えば、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでのプロテアーゼアッセイ）ならびに
細胞ベースの系（例えば、レプリコンアッセイまたはウイルス感染または複製アッセイ）
において行うことができる。
【００３８】
　別の態様では、本発明は、患者において、インフルエンザＡ型ウイルス感染症を処置す
るための候補化合物を同定するための方法であって、ａ）インフルエンザＡ型ウイルスバ
リアントに感染した試料を用意するステップと、ｂ）試料中のインフルエンザＡ型ウイル
スバリアントの活性を阻害する候補化合物の能力をアッセイするステップとを含む方法を
提供する。試料は、患者の細胞または血漿から得ることができる。インフルエンザＡ型ウ
イルスバリアントに感染した試料はまた、培養細胞であってもよい。インフルエンザＡ型



(10) JP 6953307 B2 2021.10.27

10

20

30

40

50

ウイルスバリアントの活性は、その感染、複製、および／または放出される能力により決
定することができる。
【００３９】
　代わりに、このような方法は、本発明のインフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチド
を含むレプリコンＲＮＡを用意するステップと、適切なアッセイにおいて、候補化合物が
、レプリコンＲＮＡの複製を阻害するかどうか決定するステップとを含み得る。
【００４０】
　別の代替法は、発明の単離されたインフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼおよびポリ
メラーゼ基質を用意するステップと、インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼ活性が候
補化合物の存在下で減少するかどうか決定するステップとを含むことができ、インフルエ
ンザＡ型ウイルスポリメラーゼおよび／もしくはポリメラーゼ基質は、例えば、培養細胞
中で発現する、細胞ベースの系に存在してもよいし、またはインフルエンザＡ型ウイルス
ポリメラーゼおよび／もしくはポリメラーゼ基質は無細胞の系、例えば、インフルエンザ
Ａ型ウイルスポリメラーゼおよびペプチド基質を含む反応混合物中に存在してもよい。
【００４１】
　患者において、インフルエンザＡ型ウイルス感染症を処置するための候補化合物を評価
するためのさらなる代替法は、本発明のインフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドお
よび指標をコードする指標遺伝子を含むベクターを宿主細胞に導入するステップと、候補
化合物の存在下、および候補化合物の非存在下で指標を測定するステップとを含み得る。
【００４２】
　インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼ活性を減少させるのに有効な化合物を同定す
るための方法がさらに提供される。方法は、本発明のインフルエンザＡ型ウイルスポリメ
ラーゼの三次元モデルを得るステップと、化合物を設計または選択するステップとを含み
得る。方法は、ポリメラーゼに結合するまたはこれと相互作用する化合物の能力を、ｉｎ
　ｓｉｌｉｃｏ、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで、および／またはｉｎ　ｖｉｖｏで評価するステッ
プをさらに含み得る。方法は、また、無細胞のまたは細胞ベースのアッセイにおいて、設
計または選択した化合物が、ポリメラーゼ阻害剤に対する感受性を低下させたインフルエ
ンザＡ型ウイルスポリメラーゼ、特に、バリアントインフルエンザＡ型ウイルスポリメラ
ーゼの活性を阻害できるかどうかを決定するステップも含むことができる。方法は、さら
にまたは代わりに、細胞または試料中でインフルエンザＡ型ウイルス複製を阻害する、設
計または選択した化合物の能力をアッセイするステップを含むことができる。インフルエ
ンザＡ型ウイルス複製は、本発明のインフルエンザＡ型ウイルスバリアントまたは本発明
のインフルエンザＡ型ウイルスレプリコンの複製を測定することによって決定することが
できる。
【００４３】
　本発明のさらなる態様は、患者において、インフルエンザＡ型ウイルス感染症を処置す
るための方法を提供する。方法は、本発明の方法により同定された化合物の薬学的有効量
または治療有効量を、単独でまたは別の抗ウイルス剤と組み合わせて患者に投与するステ
ップを含むことができる。
【００４４】
　本発明の別の態様は、機械可読性データがコードされたデータ記憶材料を含む機械可読
性データ記憶媒体を提供するコンピューターツールであって、機械可読性データが、イン
フルエンザＡ型ウイルスバリアントまたは生物学的試料に関連する少なくとも２つの特色
（feature）に対するインデックス値を含む、コンピューターツールに関する。
【００４５】
　特色は、ａ）ポリメラーゼ阻害剤に対する感受性の低下に対する耐性を示す能力、ｂ）
野生型インフルエンザＡ型ウイルスの３０６、３２３、３２４、３２５、３５７、３７６
、４０４、４０６、４３１、および５１０からなる群から選択される少なくとも１つの位
置のアミノ酸が野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼの対応する位置のアミノ
酸と異なるアミノ酸配列を含む、インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼ、ｃ）患者の
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罹患率または回復の可能性、ならびにｄ）インフルエンザＡ型ウイルスバリアントの変更
された複製能（増加または低減）から選択される。
【００４６】
　本発明のさらなる態様は、インフルエンザＡ型ウイルスに感染した患者において、イン
フルエンザＡ型ウイルスバリアントのプロファイルを得る方法を提供する。方法は、患者
から試料（例えば、血漿試料）を得るステップと、この試料からの少なくとも２、２０、
５０、１００、２００、５００個またはそれ超のインフルエンザＡ型ウイルスビリオンか
ら、インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼの遺伝子型判定および／または表現型判定
を行うステップを含み得る。例えば、このような遺伝子型判定は、血漿試料からの少なく
とも２、２０、５０、１００、２００、５００個またはそれ超のインフルエンザＡ型ウイ
ルスビリオンから、インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼのヌクレオチド配列を決定
することを含み得る。
【００４７】
　ある特定の実施形態では、このようなプロファイリングに供される患者は、ポリメラー
ゼ阻害剤で処置されているか、または処置するように選択されていてもよい。
【００４８】
　ある特定の実施形態では、血漿試料は、２つまたはそれ超の異なる時点で、このような
プロファイリングに供される患者から得る。
　特定の実施形態では、例えば、以下が提供される：
（項目１）
　インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼをコードする遺伝子内に変異を含む、単離さ
れたインフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチド、生物学的に活性なその類似体、また
は生物学的に活性なその断片であって、該変異が、野生型インフルエンザＡ型ウイルスの
アミノ酸３０６、３２３、３２４、３２５、３５７、３７６、４０４、４０６、４３１、
および５１０からなる群から選択されるアミノ酸残基に対応する少なくとも１つのアミノ
酸置換をもたらす、単離されたインフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチド、生物学的
に活性なその類似体、または生物学的に活性なその断片。
（項目２）
　前記野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドのアミノ酸３０６に対応する
ヌクレオチドが、Ｑをコードしない、項目１に記載の単離されたインフルエンザＡ型ウイ
ルスポリヌクレオチド。
（項目３）
　前記野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドのアミノ酸３０６に対応する
ヌクレオチドが、Ｈをコードする、項目１に記載の単離されたインフルエンザＡ型ウイル
スポリヌクレオチド。
（項目４）
　前記野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドのアミノ酸３２３に対応する
ヌクレオチドが、Ｆをコードしない、項目１に記載の単離されたインフルエンザＡ型ウイ
ルスポリヌクレオチド。
（項目５）
　前記野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドのアミノ酸３２３に対応する
ヌクレオチドが、Ｌをコードする、項目１に記載の単離されたインフルエンザＡ型ウイル
スポリヌクレオチド。
（項目６）
　前記野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドのアミノ酸３２４に対応する
ヌクレオチドが、Ｓをコードしない、項目１に記載の単離されたインフルエンザＡ型ウイ
ルスポリヌクレオチド。
（項目７）
　前記野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドのアミノ酸３２４に対応する
ヌクレオチドが、Ｉをコードする、項目１に記載の単離されたインフルエンザＡ型ウイル
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スポリヌクレオチド。
（項目８）
　前記野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドのアミノ酸３２４に対応する
ヌクレオチドが、Ｎをコードする、項目１に記載の単離されたインフルエンザＡ型ウイル
スポリヌクレオチド。
（項目９）
　前記野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドのアミノ酸３２４に対応する
ヌクレオチドが、Ｒをコードする、項目１に記載の単離されたインフルエンザＡ型ウイル
スポリヌクレオチド。
（項目１０）
　前記野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドのアミノ酸３２５に対応する
ヌクレオチドが、Ｓをコードしない、項目１に記載の単離されたインフルエンザＡ型ウイ
ルスポリヌクレオチド。
（項目１１）
　前記野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドのアミノ酸３２５に対応する
ヌクレオチドが、Ｖをコードする、項目１に記載の単離されたインフルエンザＡ型ウイル
スポリヌクレオチド。
（項目１２）
　前記野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドのアミノ酸３５７に対応する
ヌクレオチドが、Ｈをコードしない、項目１に記載の単離されたインフルエンザＡ型ウイ
ルスポリヌクレオチド。
（項目１３）
　前記野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドのアミノ酸３５７に対応する
ヌクレオチドが、Ｑをコードする、項目１に記載の単離されたインフルエンザＡ型ウイル
スポリヌクレオチド。
（項目１４）
　前記野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドのアミノ酸３７６に対応する
ヌクレオチドが、Ｋをコードしない、項目１に記載の単離されたインフルエンザＡ型ウイ
ルスポリヌクレオチド。
（項目１５）
　前記野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドのアミノ酸３７６に対応する
ヌクレオチドが、Ｒをコードする、項目１に記載の単離されたインフルエンザＡ型ウイル
スポリヌクレオチド。
（項目１６）
　前記野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドのアミノ酸３７６に対応する
ヌクレオチドが、Ｑをコードする、項目１に記載の単離されたインフルエンザＡ型ウイル
スポリヌクレオチド。
（項目１７）
　前記野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドのアミノ酸４０４に対応する
ヌクレオチドが、Ｆをコードしない、項目１に記載の単離されたインフルエンザＡ型ウイ
ルスポリヌクレオチド。
（項目１８）
　前記野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドのアミノ酸４０４に対応する
ヌクレオチドが、Ｙをコードする、項目１に記載の単離されたインフルエンザＡ型ウイル
スポリヌクレオチド。
（項目１９）
　前記野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドのアミノ酸４０６に対応する
ヌクレオチドが、Ｆをコードしない、項目１に記載の単離されたインフルエンザＡ型ウイ
ルスポリヌクレオチド。
（項目２０）



(13) JP 6953307 B2 2021.10.27

10

20

30

40

50

　前記野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドのアミノ酸４０６に対応する
ヌクレオチドが、Ｋをコードする、項目１に記載の単離されたインフルエンザＡ型ウイル
スポリヌクレオチド。
（項目２１）
　前記野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドのアミノ酸４３１に対応する
ヌクレオチドが、Ｍをコードしない、項目１に記載の単離されたインフルエンザＡ型ウイ
ルスポリヌクレオチド。
（項目２２）
　前記野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドのアミノ酸４３１に対応する
ヌクレオチドが、Ｉをコードする、項目１に記載の単離されたインフルエンザＡ型ウイル
スポリヌクレオチド。
（項目２３）
　前記野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドのアミノ酸５１０に対応する
ヌクレオチドが、Ｎをコードしない、項目１に記載の単離されたインフルエンザＡ型ウイ
ルスポリヌクレオチド。
（項目２４）
　前記野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドのアミノ酸５１０に対応する
ヌクレオチドが、Ｔをコードする、項目１に記載の単離されたインフルエンザＡ型ウイ
ルスポリヌクレオチド。
（項目２５）
　前記野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドのアミノ酸５１０に対応する
ヌクレオチドが、Ｋをコードする、項目１に記載の単離されたインフルエンザＡ型ウイル
スポリヌクレオチド。
（項目２６）
　アミノ酸３０６、３２３、３２４、３２５、３５７、３７６、４０４、４０６、４３１
、および５１０からなる群から選択される任意の２つのアミノ酸に対応するヌクレオチド
が、対応する野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドによりコードされるア
ミノ酸と異なるアミノ酸をコードするように変異している、項目１に記載の単離されたイ
ンフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチド。
（項目２７）
　アミノ酸３０６、３２３、３２４、３２５、３５７、３７６、４０４、４０６、４３１
、および５１０からなる群から選択される任意の３つのアミノ酸に対応するヌクレオチド
が、対応する野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドによりコードされるア
ミノ酸と異なるアミノ酸をコードするように変異している、項目１に記載の単離されたイ
ンフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチド。
（項目２８）
　３０６、３２３、３２４、３２５、３５７、３７６、４０４、４０６、４３１、および
５１０からなる群から選択される少なくとも１つの位置のアミノ酸が野生型インフルエン
ザＡ型ウイルスポリメラーゼの対応する位置のアミノ酸と異なるアミノ酸配列を含む、単
離されたインフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼ。
（項目２９）
　インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼの生物学的に活性な類似体を含む、項目２８
に記載のインフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼ。
（項目３０）
　インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼの生物学的に活性な断片を含む、項目２８に
記載のインフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼ。
（項目３１）
　３０６、３２３、３２４、３２５、３５７、３７６、４０４、４０６、４３１、および
５１０からなる群から選択される少なくとも１つの位置のアミノ酸が野生型インフルエン
ザＡ型ウイルスポリメラーゼの対応する位置のアミノ酸と異なるアミノ酸配列を含むイン
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フルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼを認識する、抗インフルエンザＡ型ウイルスポリメ
ラーゼ抗体。
（項目３２）
　ストリンジェントな条件下で、項目１に記載のインフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレ
オチドの核酸配列とハイブリダイズすることが可能なヌクレオチドプローブまたはプライ
マー。
（項目３３）
　項目１に記載のインフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチドを含む、発現系。
（項目３４）
　プロモーターに作動可能に連結した項目１に記載のインフルエンザＡ型ウイルスポリヌ
クレオチドを含むベクターを含む、項目１７に記載の発現系。
（項目３５）
　項目１８に記載のベクターで、トランスフェクトされ、形質転換され、または形質導入
されている、宿主細胞。
（項目３６）
　ｍＲＮＡディスプレイ系である、項目３３に記載の発現系。
（項目３７）
　インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼをコードするポリヌクレオチドを含む、単離
されたインフルエンザＡ型ウイルスバリアントであって、３０６、３２３、３２４、３２
５、３５７、３７６、４０４、４０６、４３１、および５１０からなる群から選択される
少なくとも１つの位置の少なくとも１つのアミノ酸が、野生型インフルエンザＡ型ウイル
スポリヌクレオチドの対応するアミノ酸と異なるアミノ酸をコードするように変異してい
る、単離されたインフルエンザＡ型ウイルスバリアント。
（項目３８）
　患者において、インフルエンザＡ型ウイルス感染症のポリメラーゼ阻害剤に対する薬物
耐性または感受性を評価するための方法であって、
ａ）該インフルエンザＡ型ウイルスに感染した患者から生物学的試料を収集するステップ
と、
ｂ）該試料が、３０６、３２３、３２４、３２５、３５７、３７６、４０４、４０６、４
３１、および５１０からなる群から選択される少なくとも１つの位置のアミノ酸が野生型
インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼの対応する各位置のアミノ酸と異なるアミノ酸
配列を含むインフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼをコードする核酸を含むかどうか評
価するステップと
を含む、方法。
（項目３９）
　患者において、インフルエンザＡ型ウイルス感染症に対する処置を指導するための方法
であって、
ａ）項目３８に記載の方法に従い、該患者のポリメラーゼ阻害剤に対する薬物耐性または
感受性を評価するステップと、
ｂ）ａ）において評価した該薬物耐性または感受性に基づき、該患者に対して処置レジメ
ンを最適化するステップと
を含む、方法。
（項目４０）
　患者において、インフルエンザＡ型ウイルス感染症を処置するための候補化合物を同定
するための方法であって、
ａ）項目３７に記載のインフルエンザＡ型ウイルスバリアントに感染した試料を用意する
ステップと、
ｂ）該試料中の該インフルエンザＡ型ウイルスバリアントの活性を阻害する前記候補化合
物の能力をアッセイするステップと
を含む、方法。
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（項目４１）
　前記インフルエンザＡ型ウイルスバリアントの活性が複製である、項目４０に記載の方
法。
（項目４２）
　患者において、インフルエンザＡ型ウイルス感染症を処置または予防するための候補化
合物を同定するための方法であって、
ａ）項目１に記載のポリヌクレオチドを含むレプリコンＲＮＡを用意するステップと、ｂ
）該候補化合物が、ａ）の該レプリコンＲＮＡの複製を阻害するかどうか決定するステッ
プと
を含む、方法。
（項目４３）
　患者において、インフルエンザＡ型ウイルス感染症を処置するための候補化合物を同定
するための方法であって、
ａ）項目２８に記載の単離されたインフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼおよびポリメ
ラーゼ基質を用意するステップであり、該ポリメラーゼおよび該基質が、細胞ベースの系
または無細胞の系に存在する、ステップと、
ｂ）該基質の存在下で、該インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼを該候補化合物に接
触させるステップと、
ｃ）該インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼ活性が減少しているかどうか決定するス
テップと
を含む、方法。
（項目４４）
　患者において、インフルエンザＡ型ウイルス感染症を処置するための候補化合物を評価
するための方法であって、
ａ）項目１に記載のポリヌクレオチドおよび指標をコードする指標遺伝子を含むベクター
を宿主細胞に導入するステップと、
ｂ）該宿主細胞を培養するステップと、
ｃ）該候補化合物の存在下および該候補化合物の非存在下で該指標を測定するステップと
を含む、方法。
（項目４５）
　患者において、インフルエンザＡ型ウイルス感染症を処置する方法であって、項目４０
から４３のいずれかに記載の同定された化合物の薬学的有効量を該患者に投与するステッ
プを含む、方法。
（項目４６）
　機械可読性データがコードされたデータ記憶材料を含む機械可読性データ記憶媒体であ
って、該機械可読性データが、インフルエンザＡ型ウイルスバリアントまたは生物学的試
料に関連する少なくとも２つの特色に対するインデックス値を含み、該特色が、
ａ）ポリメラーゼ阻害剤に対する感受性の低下に対する耐性を示す能力、
ｂ）３０６、３２３、３２４、３２５、３５７、３７６、４０４、４０６、４３１、およ
び５１０からなる群から選択される少なくとも１つの位置のアミノ酸が野生型インフルエ
ンザＡ型ウイルスポリメラーゼの対応する位置のアミノ酸と異なるアミノ酸配列を含む、
インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼ、
ｃ）患者の罹患率または回復の可能性、ならびに
ｄ）該インフルエンザＡ型ウイルスバリアントの変更された複製能（増加または低減）
からなる群から選択される、機械可読性データ記憶媒体。
（項目４７）
　インフルエンザＡ型ウイルスに感染した患者において、インフルエンザＡ型ウイルスバ
リアントのプロファイルを得る方法であって、
ａ）該患者から血漿試料を得るステップと、
ｂ）該血漿試料からの少なくとも２個のインフルエンザＡ型ウイルスビリオンから、イン
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フルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼのヌクレオチド配列を決定するステップと
を含む、方法。
（項目４８）
　少なくとも２０個のインフルエンザＡ型ウイルスビリオンが同定された、項目４７に記
載の方法。
（項目４９）
　少なくとも５０個のインフルエンザＡ型ウイルスビリオンが同定された、項目４７に記
載の方法。
（項目５０）
　少なくとも１００個のインフルエンザＡ型ウイルスビリオンが同定された、項目４７に
記載の方法。
（項目５１）
　少なくとも２００個のインフルエンザＡ型ウイルスビリオンが同定された、項目４７に
記載の方法。
（項目５２）
　少なくとも５００個のインフルエンザＡ型ウイルスビリオンが同定された、項目４７に
記載の方法。
（項目５３）
　インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼのヌクレオチド配列が、項目１に記載のポリ
ヌクレオチドの配列を含む、項目４７に記載の方法。
（項目５４）
　前記患者が、ポリメラーゼ阻害剤で処置されている、項目４７に記載の方法。
（項目５５）
　少なくとも２つの血漿試料が、少なくとも２つの異なる時点で前記患者から得られる、
項目４７に記載の方法。
（項目５６）
　生物学的試料中のインフルエンザＡ型ウイルスバリアントの存在を検出するための方法
であって、該生物学的試料中の、項目１に記載のポリヌクレオチドの存在を検出するステ
ップを含む、方法。
（項目５７）
　項目３１に記載の抗体を含む、診断用キット。
（項目５８）
　項目３２に記載のヌクレオチドプローブまたはプライマーを含む、診断用キット。
【発明を実施するための形態】
【００４９】
　（発明の詳細な説明）
　本発明は、インフルエンザＡ型ウイルスバリアントに関する。特に、ポリメラーゼ阻害
剤に対する耐性を示すインフルエンザＡ型ウイルスバリアントが提供される。インフルエ
ンザＡ型ウイルスバリアントに関係した方法および組成物もまた提供される。方法および
組成物は、インフルエンザＡ型ウイルスおよび他のウイルスのバリアントを含む、ウイル
スバリアントを同定すること、抗ウイルス化合物を評価および同定すること、ならびにウ
イルス感染症に対する治療薬を開発および最適化することに有用である。
【００５０】
　インフルエンザＡ型ウイルスバリアントおよび関係するポリヌクレオチドおよびポリメ
ラーゼ
【００５１】
　本発明は、インフルエンザＡ型ウイルスバリアントを提供する。特定の実施形態では、
インフルエンザＡ型ウイルスバリアントは、化合物１などのポリメラーゼ阻害剤に対する
感受性を低下させたインフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼ（また「バリアントインフ
ルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼ」とも呼ばれる）をコードするポリヌクレオチド配列
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を含む。本明細書で使用する場合、野生型インフルエンザＡ型ウイルスとは、ポリメラー
ゼ阻害剤に対して正常または望ましい感受性を有するインフルエンザＡ型ウイルスポリメ
ラーゼをコードするポリヌクレオチド（また「野生型ポリヌクレオチド」とも呼ばれる）
を含むインフルエンザＡ型ウイルスを指し、特定の実施形態では、ポリメラーゼ阻害剤は
化合物１である。同様に、野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼとは、ポリメ
ラーゼ阻害剤に対して正常または望ましい感受性を有するインフルエンザＡ型ウイルスポ
リメラーゼを指し、特定の実施形態では、ポリメラーゼ阻害剤は化合物１である。
【００５２】
　一部の実施形態では、野生型インフルエンザＡ型ウイルスは、配列番号１のアミノ酸配
列を含む。一部の実施形態では、野生型インフルエンザＡ型ウイルスは、配列番号１と少
なくとも５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５、９７または９
９％の相同性を有するアミノ酸配列を含む。追加のインフルエンザＡ型ウイルス株は当技
術分野で公知であり、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ＮＣＢＩ）（国立バイオテクノロジー情報センター
）により提供されるＧｅｎＢａｎｋ配列データベースに見出すことができる。具体例とし
て、インフルエンザＡ／Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ／６７／２００５：ＰＢ２　７５９　ａａ　
タンパク質－－ＡＨＧ９７０６６．１、ＡＨＧ９７０５４．１、ＡＨＧ９７０４２．１、
ＡＨＧ９７００６．１など；Ａ／Ｐｕｅｒｔｏ　Ｒｉｃｏ／８／３４：ＰＢ２　７５９　
ａａ　タンパク質－－ＡＡＭ７５１５５．１；Ａ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／０７／２００
９：ＰＢ２　７５９　ａａ　タンパク質－－ＡＦＭ７２８４１．１、ＡＣＱ６３２７３．
１、ＡＣＰ４４１７５．１、ＡＣＰ４１９５６．１；Ａ／Ｈａｍｂｕｒｇ／ＮＹ１５８０
／２００９（Ｈ１Ｎ１）ＰＢ２ドメイン遺伝子－－ＧＵ４８０８０７．１；およびＡ／ｔ
ｕｒｋｅｙ／Ｏｎｔａｒｉｏ／ＦＡＶ１１０／２００９（Ｈ１Ｎ１）ＰＢ２ドメイン遺伝
子－－ＨＭ３７０９５７．１、ＨＭ３７０９７２．１が挙げられる。
【００５３】
　「インフルエンザウイルス媒介性の状態」、「インフルエンザ感染症」、「インフルエ
ンザ（Influenza）」、または「インフルエンザ（flu）」という用語は、本明細書で使用
する場合、交換可能に使用され、インフルエンザウイルスによる感染によって引き起こさ
れる疾患を意味する。
【００５４】
　インフルエンザとは、インフルエンザウイルスにより引き起こされる、トリおよび哺乳
動物に影響を与える感染性疾患である。インフルエンザウイルスは、Ｏｒｔｈｏｍｙｘｏ
ｖｉｒｉｄａｅファミリーのＲＮＡウイルスであり、これは、５つの属を含む：インフル
エンザウイルスＡ型、インフルエンザウイルスＢ型、インフルエンザウイルスＣ型、イサ
ウイルスおよびトゴトウイルス。インフルエンザウイルスＡ属は、１つの種、インフルエ
ンザＡ型ウイルスを有し、これらのウイルスに対する抗体応答に基づき異なる血清型に細
分化することができる：Ｈ１Ｎ１、Ｈ２Ｎ２、Ｈ３Ｎ２、Ｈ５Ｎ１、Ｈ７Ｎ７、Ｈ１Ｎ２
、Ｈ９Ｎ２、Ｈ７Ｎ２、Ｈ７Ｎ３およびＨ１０Ｎ７。インフルエンザウイルスＢ属は、１
つの種、インフルエンザＢ型ウイルスを有する。インフルエンザＢ型は、ほぼ独占的にヒ
トに感染し、インフルエンザＡ型より一般的ではない。インフルエンザウイルスＣ属は、
１つの種、インフルエンザウイルスＣ型ウイルスを有し、ヒトおよびブタに感染し、重症
の疾病および局所的な流行病を引き起こす可能性がある。しかし、インフルエンザウイル
スＣ型は、他の型より一般的ではなく、通常子供において軽度の疾患を引き起こすようで
ある。
【００５５】
　本発明の一部の実施形態では、インフルエンザまたはインフルエンザウイルスは、イン
フルエンザウイルスＡ型またはＢ型に関連する。本発明の一部の実施形態では、インフル
エンザまたはインフルエンザウイルスは、インフルエンザウイルスＡ型に関連する。本発
明の一部の具体的な実施形態では、インフルエンザウイルスＡ型はＨ１Ｎ１、Ｈ２Ｎ２、
Ｈ３Ｎ２またはＨ５Ｎ１である。
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【００５６】
　ヒトにおいて、インフルエンザの一般的な症状は、寒気、発熱、咽頭炎、筋痛、重症の
頭痛、咳嗽、衰弱、および一般的な不快感である。より重篤な症例では、インフルエンザ
は、特に幼い子供および高齢者において致死性となり得る肺炎を引き起こす。感冒と混同
されることが多いが、インフルエンザは、はるかに重症の疾患であり、異なる型のウイル
スにより引き起こされる。インフルエンザにより、特に子供において、悪心および嘔吐が
生じ得るが、これらの症状は関係のない胃腸炎の特徴をさらに示し、時には「胃インフル
エンザ（stomach　flu）」または「２４時間インフルエンザ（24-hour　flu）」と呼ばれ
る。
【００５７】
　インフルエンザの症状は、感染の１～２日後、かなり突然始まる可能性がある。通常、
最初の症状は、寒気または寒気がする感覚であるが、発熱もまた感染早期には一般的であ
り、体温は３８～３９℃の範囲である（約１００～１０３°Ｆ）。多くの人々は、ひどく
気分が悪いので、数日間ベッドで寝たきりとなり、身体全体にわたり痛みおよび疼痛があ
り、これらは、背中および脚においてよりひどい。インフルエンザの症状として、以下が
挙げられる：身体の痛み、特に関節および喉、極端な寒さおよび発熱、疲労、頭痛、炎症
を起こした涙目（irritated　watering　eyes）、赤くなった眼、皮膚（特に顔）、口、
喉および鼻、腹痛（インフルエンザＢ型に罹った子供において）。インフルエンザの症状
は、非特異的であり、多くの病原体と重複する（「インフルエンザ様疾病」）。通常、診
断を裏付けるための検査室データが必要とされる。
【００５８】
　「疾患」、「障害」、および「状態」という用語は、ここで交換可能に使用することが
でき、インフルエンザウイルス媒介性の医学的または病理学的な状態を指す。
【００５９】
　本明細書で使用する場合、「被験体」および「患者」という用語は交換可能に使用され
る。「被験体」および「患者」という用語は、動物（例えば、ニワトリ、ウズラもしくは
シチメンチョウなどのトリ、または哺乳動物）、具体的には、非霊長類（例えば、ウシ、
ブタ、ウマ、ヒツジ、ウサギ、モルモット、ラット、ネコ、イヌ、およびマウス）および
霊長類（例えば、サル、チンパンジーおよびヒト）を含む「哺乳動物」、さらに具体的に
はヒトを指す。一実施形態では、被験体は、非ヒト動物、例えば、家畜（例えば、ウマ、
ウシ、ブタまたはヒツジ）、またはペット（例えば、イヌ、ネコ、モルモットまたはウサ
ギ）である。好ましい実施形態では、被験体は「ヒト」である。
【００６０】
　「生物学的試料」という用語は、本明細書で使用する場合、限定ではないものの、細胞
培養物またはその抽出物；哺乳動物から得た生検用材料またはその抽出物；血液、唾液、
尿、糞、精液、涙、または他の体液またはそれらの抽出物を含む。
【００６１】
　本明細書で使用する場合、「感染効率」または「ＭＯＩ」は、感染因子（例えば、ファ
ージまたはウイルス）と、感染標的（例えば、細胞）との比である。例えば、感染性ウイ
ルス粒子を播種した細胞の群について言及している場合、感染効率またはＭＯＩは、ウェ
ル内に沈着した感染性ウイルス粒子の数を、そのウェル内に存在する標的細胞の数で割っ
たものにより定義される比である。
【００６２】
　本明細書で使用する場合、「インフルエンザウイルスの複製の阻害」という用語は、ウ
イルス複製の量の減少（例えば、少なくとも１０％の減少）と、ウイルス複製の完全な停
止（すなわち、ウイルス複製の量の１００％の減少）の両方を含む。一部の実施形態では
、インフルエンザウイルスの複製は、少なくとも５０％、少なくとも６５％、少なくとも
７５％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、または少なくとも９５％阻害される。
【００６３】
　インフルエンザウイルス複製は、当技術分野で公知の任意の適切な方法により測定する
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ことができる。例えば、生物学的試料（例えば、感染細胞培養物）またはヒト（例えば、
患者内の肺ウイルス価）におけるインフルエンザウイルス価を測定することができる。よ
り具体的には、細胞がｉｎ　ｖｉｔｒｏで培養されるたびに、細胞ベースのアッセイに対
して、ウイルスは、試験剤の存在下でまたは非存在下で培養物に加えられ、適切な長さの
時間後、ウイルス依存性エンドポイントが評価される。典型的なアッセイに対して、Ｍａ
ｄｉｎ－Ｄａｒｂｙイヌの腎臓細胞（ＭＤＣＫ）および標準組織培養に適応したインフル
エンザ株、Ａ／Ｐｕｅｒｔｏ　Ｒｉｃｏ／８／３４を使用することができる。本発明にお
いて使用することができる第１のタイプの細胞アッセイは、ウイルス感染が、細胞資源の
消耗および細胞の最終的な溶解を引き起こす、細胞変性効果（ＣＰＥ）と呼ばれるプロセ
スである、感染した標的細胞の死亡に依存する。第１のタイプの細胞アッセイでは、マイ
クロタイタープレートのウェル内の低い分率の細胞を感染させて（通常１／１０～１／１
０００）、ウイルスには、４８～７２時間にわたり数ラウンドの複製を繰り返し、次いで
、非感染の対照と比較して、細胞のＡＴＰ含有量の低減を使用して、細胞死の量を測定す
る。本発明で用いることができる第２のタイプの細胞アッセイは、感染細胞内でのウイル
ス特異的なＲＮＡ分子の増殖に依存し、分枝鎖ＤＮＡハイブリダイゼーション方法（ｂＤ
ＮＡ）を使用してＲＮＡレベルを直接測定する。第２のタイプの細胞アッセイでは、マイ
クロタイタープレートのウェル内で少数の細胞を最初に感染させ、ウイルスを感染細胞内
で複製させ、細胞のさらなるラウンドへと拡散させ、次いで細胞が溶解し、ウイルスＲＮ
Ａ含有量を測定する。このアッセイは、通常１８～３６時間後、早期に停止されるが、す
べての標的細胞は依然として生存可能である。ウイルスＲＮＡは、アッセイプレートのウ
ェルに固定された特定のオリゴヌクレオチドプローブへのハイブリダイゼーションにより
定量し、次いで、レポーター酵素に連結しているさらなるプローブを用いたハイブリダイ
ゼーションによりシグナルを増幅する。
【００６４】
　本明細書で使用する場合、「ウイルス価」（または力価）とは、ウイルス濃縮の尺度で
ある。力価試験は、段階希釈を用いて、正または負とだけ本質的に評価する分析手順から
おおよその定量的情報を得ることができる。力価は、依然として正の測定値（reading）
を生じる最大希釈係数に対応する；例えば、最初の８段階２倍希釈における正の測定値は
、１：２５６の力価に変換される。具体例がウイルス価である。力価を決定するために、
いくつかの希釈物、例えば、１０－１、１０－２、１０－３、．．．、１０－８を調製す
る。依然として細胞に感染するウイルスの最も低い濃度がウイルス価である。
【００６５】
　本明細書で使用する場合、「処置する」、「処置」、および「処置すること」という用
語は、治療的処置と予防的処置の両方を指す。例えば、治療的処置は、１種または複数種
の治療法（例えば、１種または複数種の治療剤、例えば、本発明の化合物または組成物）
の投与から結果として生じる、インフルエンザウイルス媒介性状態の進行、重症度および
／もしくは持続期間の減少もしくは寛解、またはインフルエンザウイルス媒介性状態の１
つもしくは複数の症状（具体的には、１つまたは複数の認識できる症状）の寛解を含む。
具体的な実施形態では、治療的処置は、インフルエンザウイルス媒介性状態の少なくとも
１つの測定可能な物理的パラメーターの寛解を含む。他の実施形態では、治療的処置は、
認識できる症状の安定化などによって物理的に、または物理的パラメーターの安定化など
によって生理学的に、またはその両方でインフルエンザウイルス媒介性状態の進行を阻害
することを含む。他の実施形態では、治療的処置は、インフルエンザウイルス媒介性感染
症の減少または安定化を含む。インフルエンザをすでに有する人々を処置するために社会
環境において抗ウイルス薬を使用することによって、症状の重症度を減少させ、病気の日
数を減少させることができる。
【００６６】
　「化学療法」という用語は、障害または疾患を処置するための薬物治療、例えば、小分
子薬（「ワクチン」ではない）の使用を指す。
【００６７】
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　「予防法」または「予防的使用」および「予防的処置」という用語は、本明細書で使用
する場合、その目的が、疾患を処置または治癒するというよりもむしろ予防することにあ
る、任意の医学的なまたは公衆衛生手順を指す。本明細書で使用する場合、「予防する」
、「予防」、および「予防すること」という用語は、病気ではないが、疾患に罹った人間
の近くにいた、またはいる可能性のある被験体において、所与の状態を獲得もしくは発生
するリスクを減少させること、または前記状態の再発を減少させることもしくは阻害する
ことを指す。「化学的予防法」という用語は、障害または疾患の予防のための薬物治療、
例えば小分子薬（「ワクチン」ではない）の使用を指す。
【００６８】
　本明細書で使用する場合、予防的使用は、重篤なインフルエンザ合併症のリスクが高い
多くの人々が互いに密接に接触して居住する場所（例えば、病院の病棟、デイケアセンタ
ー、刑務所、介護施設など）において、感染の伝染または拡散を予防するために、集団発
生が検出された状況において使用することを含む。予防的使用はまた、インフルエンザか
らの防御を必要とするが、ワクチン接種後に防御が得られない（例えば、弱い免疫系によ
り）集団の間での、またはワクチンが利用不可能である場合の、または副作用によりワク
チンを打つことができない場合の使用も含む。予防的使用はまた、ワクチン接種後の２週
間の間の使用を含む。これは、その間ワクチンは依然として効果がないからである。予防
的使用はまた、インフルエンザで病気にならない、または合併症に対して高いリスクがあ
ると考えられない人間（例えば、保健医療従事者、介護施設職員など）を処置することに
よって、彼らがインフルエンザに感染し、この感染者と密接な接触のある高リスクの人間
にインフルエンザを移す確率を減少させることを含み得る。
【００６９】
　ＵＳ　ＣＤＣによると、インフルエンザの「集団発生」とは、互いに近接近している人
々の群の中で（例えば、介護付き施設の同じエリア内、同じ家族内など）正常なバックグ
ラウンド率を超えて、または分析している集団の中の任意の被験体がインフルエンザの試
験で陽性だった場合に、４８～７２時間の期間内に生じる急性熱性呼吸器疾患（ＡＦＲＩ
）の突然の増加と定義される。任意の試験方法により確認されたインフルエンザの一症例
は集団発生と考えられる。
【００７０】
　「クラスター」とは、互いに近接近している人々（例えば、介護付き施設の同じエリア
内、同じ家族内など）の群の中で、４８～７２時間の期間内で生じる、３つまたはそれ超
のＡＦＲＩ症例の群として定義される。
【００７１】
　本明細書で使用する場合、「発端者（index　case）」、「一次症例」、または「患者
第1号（ｐａｔｉｅｎｔ　ｚｅｒｏ）」は疫学的調査の集団試料の中の最初の患者である
。疫学的調査においてこのような患者を指すように一般的に使用される場合、用語は大文
字で書かれない。用語が、特定の調査についての報告の中で、その人間の名前の代わりに
特定の人間を指すように使用される場合、用語は患者第1号（Ｐａｔｉｅｎｔ　Ｚｅｒｏ
）として大文字で書かれる。多くの場合、科学者は、疾患がどのように拡散するか、集団
発生の間で何のリザーバーが疾患を保持しているかを決定するために発端者を検索する。
発端者は、集団発生の存在を示す最初の患者であることに注目されたい。早期症例が見出
されることもあり、これらは、一次、二次、三次などと標識される。
【００７２】
　一実施形態では、本発明の方法は、インフルエンザウイルスの感染により生じる合併症
の素因を有する患者、具体的にはヒトに対する、予防または「先制」手段である。「先制
」という用語は、例えば、先制的使用において、「先制的に」など、本明細書で使用する
場合、「発端者」または「集団発生」が確認されている状況において、残りの地域社会ま
たは集団群における感染の拡散を予防するための予防的使用である。
【００７３】
　別の実施形態では、本発明の方法は、地域社会または集団群のメンバー、具体的にはヒ
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トに対して、感染の拡散を予防するための「先制」手段として適用される。
【００７４】
　本明細書で使用する場合、「有効量」とは、所望の生物学的応答を誘発するのに十分な
量を指す。本発明において、所望の生物学的応答とは、インフルエンザウイルスの複製を
阻害する、インフルエンザウイルスの量を減少させる、またはインフルエンザウイルス感
染症の重症度、持続期間、進行、もしくは発症を減少させるもしくは寛解させる、インフ
ルエンザウイルス感染症の前進を予防する、インフルエンザウイルス感染症に関連する症
状の再発、発生、発症もしくは進行を予防する、またはインフルエンザ感染症に対して使
用される別の治療法の予防効果（複数可）または治療効果（複数可）を増強もしくは改善
することである。被験体に投与される化合物の正確な量は、投与モード、感染症のタイプ
および重症度ならびに被験体の特徴、例えば、全般的な健康状態、年齢、性別、体重およ
び薬物に対する耐容性に依存する。当業者であれば、これらのおよび他の因子に応じて適
当な投薬量を決定することができる。他の抗ウイルス剤と共投与される場合、例えば、抗
インフルエンザ薬物治療と共投与される場合、第２の薬剤の「有効量」は、使用される薬
物のタイプに依存する。適切な投薬量は、承認された薬剤に対して公知であり、被験体の
状態、処置している状態（複数可）のタイプおよび使用している本明細書に記載の化合物
の量に従い当業者により調整することができる。量が明示的に述べられていない場合、有
効量は想定されるべきである。例えば、本明細書に記載の化合物は、治療的または予防的
処置のために、約０．０１～１００ｍｇ／ｋｇ体重／日の範囲の投薬量で被験体に投与す
ることができる。
【００７５】
　一般的に、投薬量レジメンは、処置している障害および障害の重症度；用いる特定の化
合物の活性；用いる特定の組成物；患者の年齢、体重、全般的な健康状態、性別および食
事；投与の時間、投与経路、および用いる特定の化合物の排出速度；被験体の腎臓および
肝臓機能；ならびに用いる特定の化合物またはその塩、処置の持続期間；用いる特定の化
合物と組み合わせてまたは同時に使用される薬物、ならびに医学分野において周知の同様
の因子を含む様々な因子に従い選択することができる。当業者であれば、疾患の進行を処
置、予防、阻害（完全または部分的に）または停止するのに必要とされる有効量の本明細
書に記載の化合物を容易に決定および処方することができる。
【００７６】
　本明細書に記載の化合物の投薬量は、約０．０１～約１００ｍｇ／ｋｇ体重／日、約０
．０１～約５０ｍｇ／ｋｇ体重／日、約０．１～約５０ｍｇ／ｋｇ体重／日、または約１
～約２５ｍｇ／ｋｇ体重／日の範囲とすることができる。１日当たりの総量は、単回用量
で投与することもでき、複数回投与で、例えば、１日２回（例えば、１２時間ごと）、１
日３回（例えば、８時間ごと）、または１日４回（例えば、６時間ごと）投与することも
できることを理解されたい。
【００７７】
　治療的処置に対して、本明細書に記載の化合物は、症状の発症（例えば、鼻詰まり、の
どの痛み、咳、痛み、疲労、頭痛、および寒気／汗）から例えば、４８時間以内（または
４０時間以内、または２日未満、または１．５日未満、または２４時間以内）に患者に投
与することができる。治療的処置は、任意の適切な持続期間、例えば、５日間、７日間、
１０日間、１４日間など、持続することができる。地域社会での集団発生中の予防的処置
のため、本明細書に記載の化合物は、発端者における症状の発症の例えば、２日以内に患
者に投与することができ、任意の適切な期間、例えば、７日間、１０日間、１４日間、２
０日間、２８日間、３５日間、４２日間など、継続することができる。
【００７８】
　本発明では、様々なタイプの投与方法を用いることができ、「投与方法」と表題が付い
たセクションにおいて以下に詳細に記載されている。
【００７９】
　本発明はまた、単離されたインフルエンザＡ型ウイルスバリアント、単離されたバリア
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ントインフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼ、およびバリアントインフルエンザＡ型ウ
イルスポリメラーゼをコードする単離されたポリヌクレオチドを提供する。「単離された
」という用語は、自然の環境の対象ウイルス、プロテアーゼ、またはポリヌクレオチドの
構成成分から分離および／または回収されたことを一般的に意味する。
【００８０】
　ある特定の実施形態では、バリアントインフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼは、野
生型インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼの３０６、３２３、３２４、３２５、３５
７、３７６、４０４、４０６、４３１、および５１０位からの１つまたは複数の位置のア
ミノ酸（複数可）が野生型インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼのそれぞれ対応する
位置のアミノ酸と異なるアミノ酸配列を含む、バリアントインフルエンザＡ型ウイルスポ
リメラーゼであってよい。
【００８１】
　例えば、本発明のバリアントインフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼを作製するため
の発現系が提供される。発現系は、本発明のインフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチ
ドを含む発現ベクターを含み得る。本発明のインフルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチ
ド（または「核酸」、本明細書で交換可能に使用される）を含む適切な原核性または真核
性ベクター（例えば、発現ベクター）は、ポリヌクレオチドが１つまたは複数の発現制御
エレメントに（例えば、ベクター内で、または宿主細胞ゲノムに組み込まれて）作動可能
に連結するように、適当な方法（例えば、形質転換、トランスフェクション、エレクトロ
ポレーション、感染）で適切な宿主細胞に導入することができる。生成のため、宿主細胞
は、発現に対して適切な条件下（例えば、誘導物質の存在下での適当な塩、増殖因子、抗
生物質、栄養補助剤などを補充した適切な培地）で維持することができ、これによってコ
ードされたポリペプチドが生成される。所望する場合、コードされたタンパク質は、回収
および／または単離（例えば、宿主細胞または培地から）することができる。生成の方法
は、トランスジェニック動物の宿主細胞における発現を包含することを理解されたい（例
えば、ＷＯ９２１０３９１８を参照されたい）。発現系は、無細胞の系、例えば、米国特
許第６，２５８，５５８号に記載されているＲＮＡ－タンパク質融合技術、または米国特
許第６，３６１，９４３号に記載されているｉｎ　ｖｉｔｒｏ「ウイルス」に基づくこと
ができる。米国特許第５，８４３，７０１号に記載されている方法などのリボソームディ
スプレイ法もまた使用することができる。
【００８２】
　様々なアッセイ、例えば、インフルエンザＡ型ウイルスを表現型判定するのに適切なア
ッセイが提供される。アッセイは、ウイルス活性（例えば、ウイルス粒子の感染、複製、
および／または放出）または酵素活性（例えば、ポリメラーゼ活性）を測定することを対
象とし得る。ウイルス活性アッセイは、その活性を測定することになるウイルスまたはウ
イルスバリアントに感染させた細胞または試料を用いることができる。細胞または試料は
、患者、例えば、ヒト患者から得ることができる。代わりに、細胞または試料を、ウイル
スまたはウイルスバリアントとともにｉｎ　ｖｉｔｒｏで培養し、ウイルスまたはウイル
スバリアントで感染させることもできる。ウイルス活性アッセイは、レプリコンベースの
系を用いることができる。
【００８３】
　酵素活性は、目的の酵素または生物学的に活性な断片もしくはその類似体および目的の
酵素に対する基質を一般的に含む無細胞のまたは細胞ベースの系において決定することが
できる。
【００８４】
　ある特定の実施形態では、同定された化合物は、化合物および薬学的に許容されるキャ
リア、アジュバントまたはビヒクルを含む組成物へと製剤化する。好ましくは、組成物は
、インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼの活性を減少させるのに有効な量の化合物を
含有する。さらにより好ましくは、組成物は、患者への投与のために製剤化する。組成物
はまた、免疫調節剤；抗ウイルス剤；インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼの第２の
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阻害剤；インフルエンザＡ型ウイルスライフサイクルにおける別の標的の阻害剤；または
それらの組合せから選択される追加の薬剤も含み得る。様々な組成物が、以下により詳細
に記載されている。
【００８５】
　別の態様では、本発明は、インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼ、特に、野生型イ
ンフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼと比較して、１つまたは複数の変更されたアミノ
酸を有するインフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼに特異的である抗体を提供する。「
抗体」という用語は、最も幅広い意味で使用され、これらが所望の生物学的活性を示す限
り、限定ではないものの、インタクトなモノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、キメ
ラ抗体、少なくとも２種のインタクトな抗体から形成された多特異性抗体（例えば、二重
特異性抗体）、および抗体断片を具体的に網羅する。「免疫グロブリン」という用語は、
必ずしも抗体ではない様々な構造的に関係するタンパク質を含む。
【００８６】
　「抗体断片」は、インタクトな抗体の一部分、好ましくはインタクトな抗体の抗原－結
合領域または可変領域を含む。抗体断片の例として、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２
、およびＦｖ断片；ダイアボディ；線状抗体；単鎖抗体分子；ならびに抗体断片から形成
される多特異性抗体が挙げられる。「単鎖Ｆｖ」または「ｓｃＦｖ」抗体断片は、抗体の
ＶＨおよびＶＬドメインを含み、これらのドメインは、単一のポリペプチド鎖内に存在す
る。好ましくは、Ｆｖポリペプチドは、ｓｃＦｖが抗原結合のための所望の構造を形成す
るのを可能にするＶＨとＶＬドメインの間のポリペプチドリンカーをさらに含む。
【００８７】
　「ダイアボディ」という用語は、２つの抗原結合部位を有する小さな抗体断片を指し、
この断片は、同じポリペプチド鎖（ＶＨＶＬ）内の軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）に結合して
いる重鎖可変ドメイン（ＶＨ）を含む。同じ鎖上の２つのドメイン間での対形成を可能に
するには短すぎるリンカーを使用することによって、ドメインは、別の鎖の相補ドメイン
と対になることを強制され、２つの抗原－結合部位を作り出す。
【００８８】
　バリアントインフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼに対する抗体は、例えば、分子進
化によってインフルエンザＡ型ウイルスタンパク質に対する公知の抗体から開発すること
ができる。アミノ酸配列バリアントは、適当なヌクレオチド変化を公知の抗体のＤＮＡに
導入することにより、またはペプチド合成により調製する。このようなバリアントとして
、例えば、公知の抗体のアミノ酸配列からの残基の欠失、および／またはアミノ酸配列へ
の残基の挿入、および／またはアミノ酸配列内での残基の置換が挙げられる。欠失、挿入
、および置換の任意の組合せを行うことによって、最終構築物に到達するが、ただし、最
終構築物は、所望の特徴を保有する。アミノ酸変化はまた、抗体の翻訳後のプロセスを変
更する、例えば、グリコシル化部位の数または位置を変化させることができる。
【００８９】
　本発明の抗体は、診断ならびに治療適用を有することができる。ある特定の実施形態で
は、本発明の抗体は標識される。本開示の様々な抗体を使用して、バリアントインフルエ
ンザＡ型ウイルスポリメラーゼの発現を検出または測定することができ、したがって、こ
れらはまた、診断または研究目的のための細胞選別および画像化（例えば、フローサイト
メトリー、および蛍光活性化細胞選別）などの適用において有用である。本明細書で使用
する場合、「標識」または「標識した」という用語は、抗体内の別の分子の組込みを指す
。一実施形態では、標識は、検出可能なマーカー、例えば、放射標識したアミノ酸の組込
み、またはマークを付けたアビジン（例えば、光学的方法または比色分析法により検出す
ることができる蛍光マーカーまたは酵素活性を含有するストレプトアビジン）により検出
することができるビオチニル部分のポリペプチドへの結合である。別の実施形態では、標
識またはマーカーは、治療薬、例えば、薬物コンジュゲートまたは毒素であることができ
る。ポリペプチドおよび糖タンパク質を標識する様々な方法が、当技術分野で公知であり
、使用することができる。ポリペプチドに対する標識の例として、これらに限定されない
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が、以下が挙げられる：放射性同位体または放射性核種（例えば、３Ｈ、１４Ｃ、１５Ｎ
、３５Ｓ、９０Ｙ、９９Ｔｃ、１１１Ｉｎ、１２５Ｉ、１３１Ｉ）、蛍光標識（例えば、
ＦＩＴＣ、ローダミン、ランタニドリン光体）、酵素的標識（例えば、西洋ワサビペルオ
キシダーゼ、ベータ－ガラクトシダーゼ、ルシフェラーゼ、アルカリホスファターゼ）、
化学発光性マーカー、ビオチニル基、二次レポーターで認識される既定のポリペプチドエ
ピトープ（例えば、ロイシンジッパー対配列、二次抗体に対する結合部位、金属結合ドメ
イン、エピトープタグ）、ガドリニウムキレートなどの磁気剤、百日咳毒素などの毒素、
タキソール、サイトカラシンＢ、グラミシジンＤ、臭化エチジウム、エメチン、マイトマ
イシン、エトポシド、テニポシド（tenoposide）、ビンクリスチン、ビンブラスチン、コ
ルヒチン、ドキソルビシン、ダウノルビシン、ジヒドロキシアントラシンジオン、ミトキ
サントロン、ミトラマイシン、アクチノマイシンＤ、１－デヒドロテストステロン、グル
ココルチコイド、プロカイン、テトラカイン、リドカイン、プロプラノロール、およびピ
ューロマイシンならびにそれらの類似体または相同体。一部の実施形態では、標識は、潜
在的な立体障害を減少させるために様々な長さのスペーサーアームによって結合される。
【００９０】
　ある特定の態様では、生物学的試料中のインフルエンザＡ型ウイルス、バリアントイン
フルエンザＡ型ウイルスポリヌクレオチド、またはバリアントインフルエンザＡ型ウイル
スポリメラーゼの存在の検出に使用するためのキットもまた調製することができる。この
ようなキットは、本発明のバリアントインフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼを認識す
る抗体、ならびに抗体と、バリアントポリメラーゼまたはその一部分との間の複合体の存
在を検出するのに適切な１つまたは複数の補助試薬を含んでもよい。代わりに、このよう
なキットは、本発明のプローブまたはプライマーを含んでもよく、このようなプローブま
たはプライマーは、ストリンジェントな条件下で、本発明のバリアントインフルエンザＡ
型ウイルスポリヌクレオチドとハイブリダイズさせることができる。本発明のプローブま
たはプライマーは、目的の対象を検出するために用いることができるＰＣＲまたはＲＴ－
ＰＣＲに対して適切であり得る。代わりに、このようなキットは、商業的に利用可能な、
ＰＣＲまたは非ＰＣＲベースのインフルエンザＡ型ウイルス診断用キットに基づくもので
あってもよい。
【００９１】
　本発明の別の態様は、本発明の化合物、例えば、ポリメラーゼ阻害剤の活性を救済する
ことができるものとして同定された二次化合物、またはインフルエンザＡ型ウイルスバリ
アントに対して有効であると同定された化合物（例えば、ウイルスバリアントの複製を減
少させることが可能）および／もしくはバリアントインフルエンザＡ型ウイルスポリメラ
ーゼに対して有効であると同定された化合物（例えば、バリアントポリメラーゼの酵素活
性を減少させることが可能）を含む医薬組成物または製剤を提供する。
【００９２】
　本発明の別の態様は、医薬、例えば、患者において、インフルエンザＡ型ウイルス感染
症を処置するための医薬の製造における本発明の化合物の使用を提供する。
【００９３】
　本発明の別の態様は、患者において、インフルエンザＡ型ウイルス感染症を処置するた
めの方法を提供する。このような方法は、本発明の化合物の薬学的有効量または治療有効
量を、単独でまたは別の抗ウイルス剤と組み合わせて（逐次または同時期に）患者に投与
するステップを一般的に含む。化合物または薬剤の「有効量」とは、一般的に、インフル
エンザＡ型ウイルスポリメラーゼの発現もしくは活性、インフルエンザＡ型ウイルスの生
成、複製、もしくは病毒性、インフルエンザＡ型ウイルス感染症を再現性よく減少させる
、またはこのような化合物もしくは薬剤がない場合のこれらのパラメーターのレベルと比
較して、インフルエンザＡ型ウイルス感染症の１つもしくは複数の症状の寛解または軽減
をもたらすのに有効な量を指す。
【００９４】
　別の態様では、本発明の方法および組成物は、ポリメラーゼ阻害剤および別の抗ウイル
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ス剤、好ましくは抗インフルエンザＡ型ウイルス剤を含む。インフルエンザＡ型ウイルス
を標的とする併用治療法はまた、ＷＯ２０１０／１４８１９７にも記載されている。
【００９５】
　本明細書で使用する場合、「組み合わせて」または「共投与」という用語は、交換可能
に使用して、１つより多くの治療法（例えば、１つまたは複数の予防剤および／または治
療剤）の使用を指すことができる。その用語の使用は、治療法（例えば、予防剤および／
または治療剤）が被験体に施行される順序を制限しない。
【００９６】
　共投与は、例えば、単一の医薬組成物、例えば、第１の量と第２の量との固定比を有す
るカプセル剤もしくは錠剤で、またはそれぞれに対する複数の、別個のカプセル剤もしく
錠剤で、本質的に同時方式で化合物の第１のおよび第２の量が共投与される投与を包含す
る。加えて、このような共投与はまた、いずれかの順序で、逐次的な方式で各化合物を使
用することも包含する。
【００９７】
　本明細書で使用する場合、「相乗的」という用語は、治療法の相加効果よりも有効であ
る、本発明の化合物と別の治療法（例えば、予防剤または治療剤）の組合せを指す。治療
法の組合せ（例えば、予防剤または治療剤の組合せ）の相乗効果は、１つもしくは複数の
治療法のより低い投薬量の使用および／または前記治療法の被験体へのより低い頻度の投
与を可能にすることができる。より低い投薬量の治療法（例えば、予防剤または治療剤）
を利用する、および／またはより低い頻度で前記治療法を施行する能力は、障害の予防、
管理または処置における前記治療法の効力を減少させることなく、被験体に前記治療法の
施行と関連する毒性を減少させることができる。加えて、相乗効果は、障害の予防、管理
または処置において薬剤の改善された効力をもたらすことができる。最後に、治療法の組
合せ（例えば、予防剤または治療剤の組合せ）の相乗効果は、いずれかの治療法を単独で
使用することと関連する有害なまたは望ましくない副作用を回避するまたは減少させるこ
とができる。
【００９８】
　相乗効果の存在は、薬物相互作用を評価するための適切な方法を使用して決定すること
ができる。適切な方法は、例えば、Ｓｉｇｍｏｉｄ－Ｅｍａｘ方程式（Holford,　N.H.G.
およびScheiner,　L.B.、Clin.　Pharmacokinet.、６巻：４２９～４５３頁（１９８１年
））、Ｌｏｅｗｅ相加方程式（Loewe,　S.およびMuischnek,　H.、Arch.　Exp.　Pathol
　Pharmacol.、１１４巻：３１３～３２６頁（１９２６年））および半有効方程式（medi
an-effect　equation）（Chou,　T.C.およびTalalay,　P.、Adv.　Enzyme　Regul.、２２
巻：２７～５５頁（１９８４年））を含む。上に言及した各方程式は、実験データに適用
して、対応するグラフを生成し、薬物の組合せの効果を評価するのを補助することができ
る。上に言及した方程式に関連する対応するグラフは、それぞれ濃度－効果曲線、イソボ
ログラム曲線および組合せ指数曲線（combination　index　curve）である。
【００９９】
　本明細書に記載の化合物と共投与することができる具体例としてノイラミニダーゼ阻害
剤、例えば、オセルタミビル（Ｔａｍｉｆｌｕ（登録商標））およびザナミビル（Ｒｌｅ
ｎｚａ（登録商標））；ウイルスイオンチャネル（Ｍ２タンパク質）遮断剤、例えば、ア
マンタジン（Ｓｙｍｍｅｔｒｅｌ（登録商標））およびリマンタジン（Ｆｌｕｍａｄｉｎ
ｅ（登録商標））；ならびにＴｏｙａｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｏｆ　Ｊａｐａｎで開発
中のＴ－７０５を含めた、ＷＯ２００３／０１５７９８に記載されている抗ウイルス薬が
挙げられる。（Rurutaら、Antiviral　Research、８２巻：９５～１０２頁（２００９年
）、「T-705　(flavipiravir)　and　related　compounds:　Novel　broad-spectrum　in
hibitors　of　RNA　viral　infections」も参照されたい）。一部の実施形態では、本明
細書に記載の化合物は、従来のインフルエンザワクチンと共投与することができる。
【０１００】
　本発明の方法または組合せを任意の特定の剤形または管理（regime）に限定するものは
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本明細書において何もない。したがって、本発明による組合せの各構成成分は、別々に、
一緒に、逐次もしくは同時に、またはそれらの任意の組合せで投与することができる。
【０１０１】
　前述の分子についての製剤、用量、および投与経路は当技術分野で周知である。代わり
に、インフルエンザＡ型ウイルスの抗ウイルス活性、特にインフルエンザＡ型ウイルスの
薬物耐性株に対する抗ウイルス活性を示す化合物が一度同定されると、その化合物の薬学
的有効量は、当業者に周知の技法を使用して決定することができる。したがって、このよ
うな化合物の適当な製剤、用量範囲、および投薬量レジメンは、常習的方法で簡単に決定
することができる。
【０１０２】
　本発明の併用治療法に関係した組成物は、１種より多くの治療剤を含有する製剤と同時
にもしくは逐次投与される別個の薬学的に許容される製剤、または単剤および多剤の製剤
の取合せのいずれかで、細胞（単数または複数）、またはヒト患者に提供され得る。投与
経路に関わらず、これらの薬物の組合せは、薬学的に許容される製剤の構成成分の抗イン
フルエンザＡ型ウイルス有効量を形成する。
【０１０３】
　免疫調節物質および免疫賦活剤の存在下で、本発明のインフルエンザＡ型ウイルスポリ
メラーゼ阻害剤のインフルエンザＡ型ウイルス抗ウイルス有効性が増強した場合には、本
明細書で想定される方法および組成物においてこれらのインフルエンザＡ型ウイルスポリ
メラーゼ阻害剤の減少させた量を用いることができる。このような減少させた量は、治療
を受けている感染患者において、インフルエンザＡ型ウイルス価を常習的なモニタリング
によって決定することができる。これは、例えば、スロット－ブロット、ドット－ブロッ
ト、もしくはＲＴ－ＰＣＲ技法により患者の血清中のインフルエンザＡ型ウイルスＲＮＡ
をモニタリングすることによって、またはインフルエンザＡ型ウイルスの表面抗原もしく
は他の抗原の測定によって行うことができる。患者は、本明細書で開示されているインフ
ルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼ阻害剤および抗インフルエンザＡ型ウイルス活性を有
する他の化合物を用いた併用治療法中に同様にモニタリングして、組み合わせて使用する
場合のそれぞれの最も低い有効用量を決定することができる。
【０１０４】
　患者の状態が改善されると、本発明の化合物、組成物または組合せの維持用量が必要に
応じて投与され得る。続いて、投与の投薬量もしくは頻度、またはその両方は、症状の関
数として、改善された状態が保持されるレベルまで減少させることができ、症状が所望の
レベルまで軽減された場合、処置は停止されるべきである。しかし、患者は、疾患症状の
任意の再発の際には長期的ベースで断続的処置を必要とし得る。
【０１０５】
　任意の特定の患者に対する特定の投薬量および処置レジメンは、用いる特定の化合物の
活性、年齢、体重、全般的な健康状態、性別、食事、投与の時間、排出速度、薬物の組合
せ、および処置する医師の判断ならびに処置している特定の疾患の重症度を含めた様々な
因子に依存する。活性成分の量はまた、特定の記載されている化合物ならびに組成物中の
追加の抗ウイルス剤の存在または非存在および性質に依存する。
【０１０６】
　別の実施形態によると、本発明は、本発明の薬学的に許容される組成物を患者に投与す
ることによって、ウイルスのライフサイクルに必要な、ウイルスによりコードされたイン
フルエンザポリメラーゼにより特徴付けられたウイルスに感染した該患者を処置する、ま
たは該ウイルスによる感染症を予防するための方法を提供する。好ましくは、本発明の方
法は、インフルエンザＡ型ウイルス感染症に罹患した患者を処置するために使用される。
このような処置は、ウイルス感染症を完全に根絶するか、またはその重症度を減少させる
ことができる。
【０１０７】
　別の実施形態では、本発明の化合物は、ウイルスによりコードされたインフルエンザＡ
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型ウイルスポリメラーゼの単離を補助するための実験室ツールとして使用することができ
る。この方法は、固体支持体に結合している本発明の化合物を用意するステップと、前記
ポリメラーゼの前記固体支持体への結合を引き起こす条件下で、前記固体支持体を、イン
フルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼを含有する試料に接触させるステップと、前記固体
支持体から前記インフルエンザＡ型ウイルスポリメラーゼを溶出するステップとを含む。
好ましくは、この方法で単離されたウイルスポリメラーゼはＰＢ２ポリメラーゼである。
より具体的には、これは、ポリメラーゼ阻害剤による処置に耐性がある変異体ＰＢ２ポリ
メラーゼである。例示的なこのようなポリメラーゼとして、３０６、３２３、３２４、３
２５、３５７、３７６、４０４、４０６、４３１、および／または５１０位で変異体（す
なわち、非野生型）残基を有するような本明細書に記載のものが挙げられる。
【０１０８】
本発明の化合物
【０１０９】
　一部の実施形態では、上記で特定された任意の使用のためのインフルエンザＡ型ウイル
スポリメラーゼ阻害剤は化合物１、または薬学的に許容されるその塩である。
【化１】

【０１１０】
　さらに別の実施形態では、本明細書に記載の化合物または薬学的に許容されるその塩は
、生物学的試料（例えば、感染細胞培養物）またはヒト（例えば、患者における肺ウイル
ス価）におけるウイルス価を減少させるために使用することができる。
【０１１１】
薬学的に許容される塩、溶媒和物、クラスレート（chlatrate）、プロドラッグおよび他
の誘導体
【０１１２】
　本明細書に記載の化合物は、遊離形態で、または、適切な場合には、塩として存在する
ことができる。薬学的に許容されるような塩は、これらが医学的目的のための以下に記載
の化合物を投与するのに有用であることから、特に重要である。薬学的に許容されない塩
は製造プロセスにおいて、単離および精製目的のために、一部の場合には、本発明の化合
物またはその中間体の立体異性形態を分離するのに使用するのに有用である。
【０１１３】
　本明細書で使用する場合、「薬学的に許容される塩」という用語は、健全な医学的判断
の範囲内で、毒性、刺激、アレルギー応答などの過度の副作用なしにヒトおよび下等動物
の組織と接触させて使用するのに適切であり、妥当な利益／リスク比に見合う化合物の塩
を指す。
【０１１４】
　薬学的に許容される塩は当技術分野で周知である。例えば、S.　M.　Bergeらは、J.　P
harmaceutical　Sciences、１９７７年、６６巻、１～１９頁において薬学的に許容され
る塩を詳細に記載しており、これは本明細書に参照により組み込まれている。本明細書に
記載の化合物の薬学的に許容される塩として、適切な無機酸および無機塩基ならびに有機
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酸および有機塩基由来のものが挙げられる。これらの塩は、化合物の最終単離および精製
の間ｉｎ　ｓｉｔｕで調製することができる。
【０１１５】
　本明細書に記載の化合物が塩基性基、または十分に塩基性の生物学的等価体（bioisost
ere）を含有する場合、酸付加塩は、１）その遊離塩基形態の精製された化合物を、適切
な有機酸または無機酸と反応させ、２）こうして形成された塩を単離することによって調
製することができる。実際には、酸付加塩は、使用に対してさらに便利な形態であっても
よく、塩の使用は、遊離塩基の形態の使用に相当する。
【０１１６】
　薬学的に許容される、無毒性酸付加塩の例は、無機酸、例えば、塩酸、臭化水素酸、リ
ン酸、硫酸および過塩素酸と、もしくは有機酸、例えば、酢酸、シュウ酸、マレイン酸、
酒石酸、クエン酸、コハク酸もしくはマロン酸と、または当技術分野で使用される、イオ
ン交換などの他の方法を使用することによって、形成されるアミノ基の塩である。他の薬
学的に許容される塩として、アジピン酸塩、アルギン酸塩、アスコルビン酸塩、アスパラ
ギン酸塩、ベンゼンスルホン酸塩、安息香酸塩、重硫酸塩、ホウ酸塩、酪酸塩、ショウノ
ウ酸塩、カンファースルホン酸塩、クエン酸塩、シクロペンタンプロピオン酸塩、ジグル
コン酸塩、ドデシル硫酸塩、エタンスルホン酸塩、ギ酸塩、フマル酸塩、グルコヘプトン
酸塩、グリセロリン酸塩、グリコール酸塩、グルコン酸塩、グリコール酸塩、ヘミ硫酸塩
、ヘプタン酸塩、ヘキサン酸塩、塩酸塩、臭化水素酸塩、ヨウ化水素酸塩、２－ヒドロキ
シ－エタンスルホン酸塩、ラクトビオン酸塩、乳酸塩、ラウリン酸塩、ラウリル硫酸塩、
リンゴ酸塩、マレイン酸塩、マロン酸塩、メタンスルホン酸塩、２－ナフタレンスルホン
酸塩、ニコチン酸塩、硝酸塩、オレイン酸塩、シュウ酸塩、パルミチン酸塩、パモ酸塩（
palmoate）、ペクチン酸塩、過硫酸塩、３－フェニルプロピオン酸塩、リン酸塩、ピクリ
ン酸塩、ピバル酸塩、プロピオン酸塩、サリチル酸塩、ステアリン酸塩、コハク酸塩、硫
酸塩、酒石酸塩、チオシアン酸塩、ｐ－トルエンスルホン酸塩、ウンデカン酸塩、吉草酸
塩などが挙げられる。
【０１１７】
　本明細書に記載の化合物がカルボキシ基または十分に酸性の生物学的等価体を含有する
場合、塩基付加塩は、１）その酸形態の精製された化合物を、適切な有機塩基または無機
塩基と反応させ、２）こうして形成された塩を単離することによって調製することができ
る。実際に、塩基付加塩の使用はさらに便利となり得るので、塩形態の使用は、遊離酸形
態の使用に本質的に相当する。適当な塩基由来の塩として、アルカリ金属（例えば、ナト
リウム、リチウム、およびカリウム）塩、アルカリ土類金属（例えば、マグネシウムおよ
びカルシウム）塩、アンモニウム塩およびＮ＋（Ｃ１～４アルキル）４塩が挙げられる。
本発明はまた、本明細書で開示されている化合物の任意の塩基性窒素含有基の四級化を想
定している。水溶性または油溶性または分散性の生成物をこのような四級化により得るこ
とができる。
【０１１８】
　塩基性付加塩（basic　addition　salt）として、薬学的に許容される金属塩およびア
ミン塩が挙げられる。適切な金属塩として、ナトリウム、カリウム、カルシウム、バリウ
ム、亜鉛、マグネシウム、およびアルミニウムが挙げられる。ナトリウム塩およびカリウ
ム塩が通常好ましい。さらに薬学的に許容される塩として、適当な場合、無毒性のアンモ
ニウム、第四級アンモニウム、ならびにハロゲン化物、水酸化物、カルボキシレート、サ
ルフェート、ホスフェート、ニトレート、低級アルキルスルホネートおよびアリールスル
ホネートなどの対イオンを使用して形成されるアミンカチオンが挙げられる。適切な無機
塩基付加塩は、水素化ナトリウム、水酸化ナトリウム、水酸化カリウム、水酸化カルシウ
ム、水酸化アルミニウム、水酸化リチウム、水酸化マグネシウム、水酸化亜鉛などを含む
金属塩基から調製する。適切なアミン塩基付加塩は、医学的使用に対するこれらの低い毒
性および許容性から、医薬品化学において頻繁に使用されるアミンから調製する。アンモ
ニア、エチレンジアミン、Ｎ－メチル－グルカミン、リシン、アルギニン、オルニチン、



(29) JP 6953307 B2 2021.10.27

10

20

30

40

50

コリン、Ｎ、Ｎ’－ジベンジルエチレンジアミン、クロロプロカイン、ジエタノールアミ
ン、プロカイン、Ｎ－ベンジルフェネチルアミン、ジエチルアミン、ピペラジン、トリス
（ヒドロキシメチル）－アミノメタン、水酸化テトラメチルアンモニウム、トリエチルア
ミン、ジベンジルアミン、エフェナミン、デヒドロアビエチルアミン、Ｎ－エチルピペリ
ジン、ベンジルアミン、テトラメチルアンモニウム、テトラエチルアンモニウム、メチル
アミン、ジメチルアミン、トリメチルアミン、エチルアミン、塩基性アミノ酸、ジシクロ
ヘキシルアミンなどである。
【０１１９】
　他の酸および塩基は、これら自体は薬学的に許容されないが、本明細書に記載の化合物
およびこれらの薬学的に許容される酸付加塩または塩基付加塩を得るために中間体として
有用な、塩の調製に用いることができる。
【０１２０】
　本発明は、異なる薬学的に許容される塩の混合物／組合せ、ならびに遊離形態および薬
学的に許容される塩での化合物の混合物／組合せも含むことが理解されるべきである。
【０１２１】
　本明細書に記載の化合物に加えて、これらの化合物の薬学的に許容される溶媒和物（例
えば、水和物）およびクラスレートもまた、本明細書で同定された障害を処置または予防
するための組成物において用いることができる。
【０１２２】
　本明細書で使用する場合、「薬学的に許容される溶媒和物」という用語は、１つまたは
複数の薬学的に許容される溶媒分子が、本明細書に記載の化合物の１つに会合することか
ら形成される溶媒和物である。溶媒和物という用語は、水和物（例えば、半水和物、一水
和物、二水和物、三水和物、四水和物など）を含む。
【０１２３】
　本明細書で使用する場合、「水和物」という用語は、非共有結合分子間力により結合し
た化学量論的または非化学量論的量の水をさらに含む本明細書に記載の化合物またはその
塩を意味する。
【０１２４】
　本明細書で使用する場合、「クラスレート」という用語は、その中にゲスト分子（例え
ば、溶媒または水）がトラップされた空間（例えば、チャネル）を含有する結晶格子の形
態の本明細書に記載の化合物またはその塩を意味する。
【０１２５】
　本明細書に記載の化合物に加えて、これらの化合物の薬学的に許容される誘導体または
プロドラッグもまた、本明細書で同定された障害を処置または予防するための組成物にお
いて用いることができる。
【０１２６】
　「薬学的に許容される誘導体またはプロドラッグ」は、本明細書に記載の化合物の任意
の薬学的に許容されるエステル、エステルの塩または他の誘導体もしくはその塩を含み、
レシピエントへ投与すると、これらは、本明細書に記載の化合物または活性が抑制された
その代謝物または残基を直接または間接的に提供することが可能である。特に好まれる誘
導体またはプロドラッグは、このような化合物が患者に投与された場合、化合物のバイオ
アベイラビリティーを増加させる（例えば、経口投与された化合物が、血液中にさらに容
易に吸収されることを可能にすることによって）または親種と比べて、生物学的区画（例
えば、脳またはリンパ系）へ親化合物の送達を増強させるものである。
【０１２７】
　本明細書で使用する場合および別段指摘されていない限り、「プロドラッグ」という用
語は、生物学的条件下で（ｉｎ　ｖｉｔｒｏでまたはｉｎ　ｖｉｖｏで）加水分解する、
酸化する、または他の方法で反応して、本明細書に記載の化合物を提供することができる
化合物の誘導体を意味する。プロドラッグは、生物学的条件下でのこのような反応により
活性となることもできるし、これらの未反応の形態で活性を有することもできる。本発明
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において想定されるプロドラッグの例として、これらに限定されないが、生物加水分解性
部分、例えば、生物加水分解性アミド、生物加水分解性エステル、生物加水分解性カルバ
メート、生物加水分解性カーボネート、生物加水分解性ウレイド、および生物加水分解性
ホスフェート類似体を含む本発明の化合物の類似体または誘導体が挙げられる。プロドラ
ッグの他の例として、－ＮＯ、－ＮＯ２、－ＯＮＯ、または－ＯＮＯ２部分を含む本明細
書に記載の化合物の誘導体が挙げられる。プロドラッグは通常、周知の方法、例えば、Bu
rger's　Medicinal　Chemistry　and　Drug　Discovery（１９９５年）１７２～１７８頁
、９４９～９８２頁（Manfred　E.　Wolff編、第５版）で記載されているものを使用して
調製することができる。
【０１２８】
　「薬学的に許容される誘導体」とは、必要とする患者への投与により、本明細書の他で
記載の化合物、またはその代謝物もしくは残基を直接または間接的に提供することが可能
な付加体または誘導体である。薬学的に許容される誘導体の例として、これらに限定され
ないが、エステルおよびこのようなエステルの塩が挙げられる。
【０１２９】
　本明細書に記載の化合物の薬学的に許容されるプロドラッグとして、限定ではないもの
の、エステル、アミノ酸エステル、リン酸エステル、金属塩およびスルホン酸エステルが
挙げられる。
【０１３０】
医薬組成物
【０１３１】
　本明細書に記載の化合物は、薬学的に許容されるキャリア、希釈剤、アジュバントまた
はビヒクルをさらに含む医薬組成物へと製剤化することができる。一実施形態では、本発
明は、上に記載されている本発明の化合物と、薬学的に許容されるキャリア、希釈剤、ア
ジュバントまたはビヒクルとを含む医薬組成物に関する。一実施形態では、本発明は、有
効量の本発明の化合物または薬学的に許容されるその塩と、薬学的に許容されるキャリア
、希釈剤、アジュバントまたはビヒクルとを含む医薬組成物である。薬学的に許容される
キャリアとして、例えば、意図する投与形態に関して適切に選択され、かつ従来の薬務と
一致する薬学的希釈剤、賦形剤またはキャリアが挙げられる。
【０１３２】
　「有効量」は「治療有効量」および「予防的有効量」を含む。「治療有効量」という用
語は、インフルエンザに感染した患者において、インフルエンザウイルス感染症を処置す
るおよび／または寛解させるのに有効な量を指す。「予防的有効量」という用語は、イン
フルエンザウイルス感染症の集団発生の確率または大きさを予防するおよび／または実質
的に減らすのに有効な量を指す。有効量の具体例は、開示化合物の使用という表題の付い
たセクションにおいて上に記載されている。
【０１３３】
　薬学的に許容されるキャリアは、化合物の生物学的活性を過度に阻害しない不活性成分
を含有し得る。薬学的に許容されるキャリアは、生体適合性、例えば、無毒性、非炎症性
、非免疫原性である、または被験体への投与の際に他の所望しない反応もしくは副作用を
欠くべきである。標準の医薬製剤技法を用いることがきる。
【０１３４】
　薬学的に許容されるキャリア、アジュバント、またはビヒクルは、本明細書で使用する
場合、所望の特定の剤形に適合するような、任意のおよびすべての溶媒、希釈剤、または
他の液体ビヒクル、分散助剤もしくは懸濁助剤、表面活性剤、等張剤、増粘剤もしくは乳
化剤、防腐剤、固体結合剤、滑沢剤などを含む。Remington's　Pharmaceutical　Science
s、第１６版、E.　W.　Martin　（Mack　Publishing　Co.、Easton、Pa.、１９８０年）
は、薬学的に許容される組成物の製剤化に使用される様々なキャリアおよびその調製のた
めの公知の技法を開示している。任意の所望しない生物学的作用を生じることにより、ま
たは他の方法で薬学的に許容される組成物の任意の他の構成成分（複数可）と有害な方式
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で相互作用するなど、任意の従来のキャリア媒体が本明細書に記載の化合物と不適合でな
い限り、その使用は、本発明の範囲内にあると想定される。本明細書で使用する場合、「
副作用」という句は、治療法（例えば、予防剤または治療剤）の望ましくないおよび有害
作用を包含する。副作用は常に望ましくないが、望ましくない作用は必ずしも有害ではな
い。治療法（例えば、予防剤または治療剤）による有害作用は、害があり、または不快で
あり、またはリスクを伴うこともある。副作用として、これらに限定されないが発熱、寒
気、嗜眠、消化管毒性（胃のおよび腸の潰瘍およびびらんを含む）、悪心、嘔吐、神経毒
性、腎毒性（nephrotoxicity）、腎臓毒性（renal　toxicity）（乳頭壊死および慢性間
質性腎炎などの状態を含む）、肝臓毒性（血清肝臓酵素レベルの上昇を含む）、骨髄毒性
（白血球減少症、骨髄抑制、血小板減少症および貧血を含む）、ドライマウス、金属味、
妊娠の延長、衰弱、傾眠、疼痛（筋痛、骨痛および頭痛を含む）、脱毛、無力症、めまい
、錐体外路症状、アカシジア、心血管障害および性機能不全が挙げられる。
【０１３５】
　薬学的に許容されるキャリアとしての役目を果たすことができる材料の一部の例として
、これらに限定されないが、イオン交換体、アルミナ、ステアリン酸アルミニウム、レシ
チン、血清タンパク質（ヒト血清アルブミンなど）、緩衝物質（ｔｗｅｅｎ８０、ホスフ
ェート、グリシン、ソルビン酸、またはソルビン酸カリウムなど）、植物飽和脂肪酸の部
分的グリセリド混合物、水、塩または電解質（硫酸プロタミン、リン酸水素二ナトリウム
、リン酸水素カリウム、塩化ナトリウム、または亜鉛塩など）、コロイド状シリカ、三ケ
イ酸マグネシウム、ポリビニルピロリドン、ポリアクリレート、ワックス、ポリエチレン
－ポリオキシプロピレン－ブロックポリマー、メチルセルロース、ヒドロキシプロピルメ
チルセルロース、羊毛脂；糖、例えば、ラクトース、グルコースおよびスクロース；デン
プン、例えば、トウモロコシデンプンおよびジャガイモデンプン；セルロースおよびその
誘導体、例えば、カルボキシメチルセルロースナトリウム、エチルセルロースおよび酢酸
セルロース；粉末状トラガカント；麦芽；ゼラチン；タルク；賦形剤、例えば、ココアバ
ターおよび坐剤ワックス；油、例えば、ピーナッツ油、綿実油、ベニバナ油、ゴマ油、オ
リーブ油、トウモロコシ油およびダイズ油；グリコール、例えば、プロピレングリコール
またはポリエチレングリコール；エステル、例えば、オレイン酸エチルおよびラウリン酸
エチル；寒天；緩衝剤、例えば、水酸化マグネシウムおよび水酸化アルミニウム；アルギ
ン酸；発熱物質を含まない水；等張食塩水；リンガー液；エチルアルコール、およびリン
酸緩衝溶液、ならびに他の無毒性相容性滑沢剤、例えば、ラウリル硫酸ナトリウムおよび
ステアリン酸マグネシウム、ならびに着色剤、離型剤、コーティング剤、甘味剤、香味剤
および香料が挙げられ、防腐剤および酸化防止剤もまた、処方者の判断に従い組成物中に
存在することができる。
【０１３６】
投与方法
【０１３７】
　上に記載の化合物および薬学的に許容される組成物は、処置している感染症の重症度に
応じて、ヒトおよび他の動物に、経口的に、直腸に、非経口的に、大槽内に、膣内に、腹
腔内に、局所的に（粉剤・散剤（powder）、軟膏剤、またはドロップ剤として）、口腔か
ら、口腔スプレー剤または鼻スプレー剤などとして投与することができる。
【０１３８】
　経口投与のための液体剤形として、これらに限定されないが、薬学的に許容される乳剤
、マイクロエマルジョン、液剤、懸濁剤、シロップ剤およびエリキシル剤が挙げられる。
活性化合物に加えて、液体剤形は、当技術分野で一般的に使用される不活性希釈剤、例え
ば、水または他の溶媒、可溶化剤および乳化剤、例えば、エチルアルコール、イソプロピ
ルアルコール、炭酸エチル、酢酸エチル、ベンジルアルコール、安息香酸ベンジル、プロ
ピレングリコール、１，３－ブチレングリコール、ジメチルホルムアミド、油（特に、綿
実油、ラッカセイ油、トウモロコシ油、胚芽油、オリーブ油、ヒマシ油、およびゴマ油）
、グリセロール、テトラヒドロフルフリルアルコール、ポリエチレングリコールおよびソ
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ルビタンの脂肪酸エステル、ならびにそれらの混合物などを含有し得る。不活性希釈剤に
加えて、経口組成物はアジュバント、例えば、湿潤剤、乳化剤および懸濁化剤など、甘味
剤、香味剤、および香料もまた含むことができる。
【０１３９】
　注射用調製物、例えば、無菌の注射用水性または油性懸濁液を適切な分散剤または湿潤
剤および懸濁化剤を使用して公知の技術に従い製剤化することができる。無菌の注射用調
製物はまた、例えば、１，３－ブタンジオール中溶液としての、無毒性の非経口的に許容
される希釈剤または溶媒中の無菌の注射用液剤、懸濁剤または乳剤であってもよい。中で
も、用いることができる許容されるビヒクルおよび溶媒は、水、リンガー液、Ｕ．Ｓ．Ｐ
．および等張性塩化ナトリウム溶液である。加えて、無菌の、固定油が、溶媒または懸濁
媒として慣例的に用いられる。この目的のために合成モノグリセリドまたはジグリセリド
を含む任意の無刺激の固定油を用いることができる。加えて、脂肪酸、例えば、オレイン
酸が、注射剤の調製に使用される。
【０１４０】
　注射用製剤は、例えば、細菌保持フィルターによる濾過により、または使用前に滅菌水
もしくは他の無菌の注射用媒体中に溶解もしくは分散させることができる無菌の固体組成
物の形態で滅菌剤を組み込むことによって無菌化することができる。
【０１４１】
　本明細書に記載の化合物の効果を延ばすために、多くの場合、皮下注射または筋肉注射
からの化合物の吸収を遅らせることが望ましい。これは、難水溶性を有する結晶質または
非晶質の材料の液体懸濁物を使用することによって達成することができる。次いで、化合
物の吸収速度はその溶解速度に依存し、ひいては、溶解速度は、結晶の大きさおよび結晶
形態に依存し得る。代わりに、非経口的に投与される化合物形態の遅延吸収は、油ビヒク
ル中に化合物を溶解または懸濁させることによって達成される。注射用デポー形態は、生
分解性ポリマー、例えば、ポリラクチド－ポリグリコリド中に化合物のマイクロカプセル
マトリックスを形成することによって作製される。化合物とポリマーとの比および用いる
特定のポリマーの性質に応じて、化合物の放出速度を制御することができる。他の生分解
性ポリマーの例として、ポリ（オルトエステル）およびポリ酸（無水物）が挙げられる。
デポー注射用製剤はまた、体組織と適合性のあるリポソームまたはマイクロエマルジョン
中に化合物をエントラップすることにより調製される。
【０１４２】
　直腸または経膣投与のための組成物は、具体的には、周辺温度では固体であるが、体温
では液体であり、したがって直腸または膣腔内で融解して、活性化合物を放出する、適切
な無刺激性賦形剤またはキャリア、例えば、ココアバター、ポリエチレングリコールまた
は坐剤ワックスと本明細書に記載の化合物を混合することによって調製することができる
坐剤である。
【０１４３】
　経口投与のための固体剤形として、カプセル剤、錠剤、丸剤、粉剤・散剤、および顆粒
剤が挙げられる。このような固体剤形では、活性化合物は、少なくとも１種の不活性な、
薬学的に許容される賦形剤もしくはキャリア、例えば、クエン酸ナトリウムもしくはリン
酸二カルシウムおよび／または、ａ）充填剤または増量剤、例えば、デンプン、ラクトー
ス、スクロース、グルコース、マンニトール、およびケイ酸；ｂ）結合剤、例えば、カル
ボキシメチルセルロース、アルギン酸塩、ゼラチン、ポリビニルピロリジノン、スクロー
ス、およびアカシアなど；ｃ）保湿剤、例えば、グリセロール；ｄ）崩壊剤、例えば、寒
天、炭酸カルシウム、ジャガイモデンプンまたはタピオカデンプン、アルギン酸、ある特
定のケイ酸塩、および炭酸ナトリウム；ｅ）溶解遅延剤、例えば、パラフィン；ｆ）吸収
促進剤、例えば、第四級アンモニウム化合物；ｇ）湿潤剤、例えば、セチルアルコールお
よびモノステアリン酸グリセロールなど；ｈ）吸収剤、例えば、カオリンおよびベントナ
イト粘土；ならびにｉ）滑沢剤、例えば、タルク、ステアリン酸カルシウム、ステアリン
酸マグネシウム、固体ポリエチレングリコール、ラウリル硫酸ナトリウム、ならびにそれ
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らの混合物と混合する。カプセル剤、錠剤および丸剤の場合、剤形はまた緩衝剤を含んで
もよい。
【０１４４】
　ラクトースまたは乳糖ならびに高分子量のポリエチレングリコールなどの賦形剤を使用
する軟質および硬質充填ゼラチンカプセル剤中の充填剤として、類似のタイプの固体組成
物を用いることもできる。錠剤、糖衣錠、カプセル剤、丸剤、および顆粒剤の固体剤形は
、コーティングおよびシェル、例えば、腸溶コーティングおよび医薬品製剤化技術におい
て周知の他のコーティングを用いて調製することができる。これらは、不透明化剤を任意
選択で含有してもよく、また、これらが活性成分（複数可）のみを、または優先的に、腸
管のある特定の一部において、任意選択で、遅延した方式で放出する組成物のものである
こともできる。使用することができる包埋組成物の例として、ポリマー物質およびワック
スが挙げられる。類似のタイプの固体組成物もまた、ラクトースまたは乳糖ならびに高分
子量ポリエチレングリコールなどの賦形剤を使用して、軟質および硬質充填ゼラチンカプ
セル剤中の充填剤として用いることができる。
【０１４５】
　活性化合物はまた、上述のような１種または複数種の賦形剤を用いたマイクロカプセル
化形態であることもできる。錠剤、糖衣錠、カプセル剤、丸剤、および顆粒剤の固体剤形
は、コーティングおよびシェル、例えば、腸溶コーティング、放出制御コーティングおよ
び医薬品製剤化技術で周知の他のコーティングを用いて調製することができる。このよう
な固体剤形では、活性化合物は、少なくとも１種の不活性希釈剤、例えば、スクロース、
ラクトースまたはデンプンと混和することができる。このような剤形はまた、通常の慣行
の通り、不活性希釈剤以外の追加の物質、例えば、錠剤化滑沢剤およびステアリン酸マグ
ネシウムおよび微結晶性セルロースなどの他の錠剤化助剤を含むことができる。カプセル
剤、錠剤および丸剤の場合、剤形はまた緩衝剤を含むこともできる。これらは、不透明化
剤を任意選択で含有することができ、これらが活性成分（複数可）のみを、または優先的
に、腸管のある特定の一部において、任意選択で、遅延した方式で放出する組成物のもの
であることもできる。使用することができる包埋組成物の例として、ポリマー物質および
ワックスが挙げられる。
【０１４６】
　本明細書に記載の化合物の局所的または経皮的投与のための剤形として、軟膏剤、ペー
スト剤、クリーム剤、ローション剤、ゲル剤、粉剤・散剤、液剤、スプレー剤、吸入剤ま
たはパッチが挙げられる。活性成分は、無菌の条件下で、薬学的に許容されるキャリアお
よび必要に応じて任意の必要とされる防腐剤または緩衝剤と混和する。眼用製剤、点耳剤
、および点眼剤もまた本発明の範囲内にあると想定される。さらに、本発明は、化合物の
身体へのコントロールドデリバリーを提供するという追加の利点を有する経皮的パッチの
使用を想定している。このような剤形は、適切な媒体中に化合物を溶解または分配するこ
とによって作製することができる。吸収増強剤もまた、皮膚全体にわたって化合物の流動
を増加させるために使用することができる。速度は、速度制御膜を提供することによって
、またはポリマーマトリックスもしくはゲル中に化合物を分散させることによって制御す
ることができる。
【０１４７】
　本明細書に記載の組成物は、経口的に、非経口的に、吸入スプレーにより、局所的に、
直腸に、経鼻的に、口腔内頬側に（buccally）、経膣によりまたは埋め込みリザーバーを
介して投与することができる。「非経口」という用語は、本明細書で使用する場合、これ
らに限定されないが、皮下、静脈内、筋肉内、関節内、関節滑液嚢内、胸骨内、髄腔内、
肝臓内、病巣内および脳内の注射または注入の技法を含む。具体的には、組成物は、経口
的に、腹腔内にまたは静脈内に投与される。
【０１４８】
　本明細書に記載の組成物の無菌の注射用形態は、水性または油性の懸濁剤であってよい
。これらの懸濁剤は、適切な分散剤または湿潤剤および懸濁化剤を使用して、当技術分野
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で公知の技法に従い製剤化することができる。無菌の注射用調製物はまた、例えば１，３
－ブタンジオール中溶液としての、無毒性の非経口的に許容される希釈剤または溶媒中の
無菌の注射用液剤または懸濁剤であってもよい。中でも、用いることができる許容される
ビヒクルおよび溶媒は、水、リンガー液および等張性塩化ナトリウム溶液である。加えて
、無菌の、固定油が、溶媒または懸濁媒として慣例的に用いられる。この目的のために、
合成モノグリセリドまたはジグリセリドを含む任意の無刺激の固定油を用いることができ
る。オレイン酸などの脂肪酸およびそのグリセリド誘導体は、特にこれらのポリオキシエ
チル化された形の天然の薬学的に許容される油、例えばオリーブ油またはヒマシ油と同様
に注射剤の調製に有用である。これらの油の液剤または懸濁剤はまた、乳剤および懸濁剤
を含めた薬学的に許容される剤形の製剤に一般的に使用される、長鎖アルコール希釈剤ま
たは分散剤、例えば、カルボキシメチルセルロースまたは類似の分散化剤を含有し得る。
他の一般的に使用される界面活性剤、例えば、Ｔｗｅｅｎ、Ｓｐａｎおよび他の乳化剤、
または薬学的に許容される固体、液体、もしくは他の剤形の製造に一般的に使用されるバ
イオアベイラビリティー増強剤もまた製剤化の目的のために使用することができる。
【０１４９】
　本明細書に記載の医薬組成物は、これらに限定されないが、カプセル剤、錠剤、水性懸
濁剤または液剤を含めた任意の経口的に許容される剤形で経口投与することができる。経
口使用のための錠剤の場合、一般的に使用されるキャリアとして、これらに限定されない
が、ラクトースおよびトウモロコシデンプンが挙げられる。ステアリン酸マグネシウムな
どの滑沢化剤もまた通常加えられる。カプセル剤形態での経口投与に対して有用な希釈剤
として、ラクトースおよび乾燥トウモロコシデンプンが挙げられる。水性懸濁剤が経口使
用に必要とされる場合、活性成分を乳化剤および懸濁化剤と組み合わせる。所望する場合
、ある特定の甘味剤、香味剤または着色剤もまた加えることができる。
【０１５０】
　代わりに，本明細書に記載の医薬組成物は、直腸投与のための坐剤の形態で投与するこ
とができる。これらは、室温では固体ではあるが、直腸の温度では液体であり、したがっ
て直腸内で融解して、薬物を放出する、適切な無刺激性賦形剤と薬剤を混合することによ
って調製することができる。このような材料として、これらに限定されないが、ココアバ
ター、蜜ろうおよびポリエチレングリコールが挙げられる。
【０１５１】
　本明細書に記載の医薬組成物はまた、眼、皮膚、または下部腸管の疾患を含めて、特に
処置の標的が局所適用により容易に接触可能なエリアまたは器官を含む場合、局所的に投
与することもできる。適切な局所用製剤は、これらのエリアまたは器官のそれぞれに対し
て容易に調製される。
【０１５２】
　下部腸管に対する局所適用は、直腸の坐剤製剤（上記を参照されたい）または適切な浣
腸製剤で実行することができる。局所経皮パッチもまた使用することができる。
【０１５３】
　局所適用に対して、医薬組成物は、１種または複数種のキャリア中に懸濁または溶解し
た活性構成成分を含有する適切な軟膏剤に製剤化することができる。本発明の化合物の局
所投与のためのキャリアとして、これらに限定されないが、鉱油、液体ワセリン（liquid
　petrolatum）、白色ワセリン、プロピレングリコール、ポリオキシエチレン、ポリオキ
シプロピレン化合物、乳化ワックスおよび水が挙げられる。代わりに、医薬組成物は、１
種または複数種の薬学的に許容されるキャリア中に懸濁または溶解した活性構成成分を含
有する適切なローション剤またはクリーム剤へと製剤化することができる。適切なキャリ
アとして、これらに限定されないが、鉱油、モノステアリン酸ソルビタン、ポリソルベー
ト６０、セチルエステルワックス、セテアリルアルコール、２オクチルドデカノール、ベ
ンジルアルコールおよび水が挙げられる。
【０１５４】
　眼への使用に対して、医薬組成物は、塩化ベンジルアルコニウムなどの防腐剤を含む、
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または含まない、等張の、ｐＨ調整された無菌食塩水中の微粉化された懸濁剤として、ま
たは具体的には、等張の、ｐＨ調整された無菌の食塩水中液剤として、製剤化することが
できる。代わりに、眼への使用に対して、医薬組成物は、ワセリンなどの軟膏剤へと製剤
化することもできる。
【０１５５】
　医薬組成物はまた、鼻のエアゾール剤または吸入剤により投与することもできる。この
ような組成物は、当技術分野で周知の医薬製剤の技法に従い調製され、ベンジルアルコー
ルまたは他の適切な防腐剤、バイオアベイラビリティーを増強する吸収プロモーター、フ
ルオロカーボン、および／または他の従来の可溶化剤または分散化剤を用いて、食塩水中
溶液として調製することができる。
【０１５６】
　本発明の方法における使用のための化合物は、単位剤形で製剤化することができる。「
単位剤形」という用語は、処置を受けている被験体に対する単位投薬量として適切な物理
的に別個の単位を指し、各単位は、任意選択で適切な薬学的キャリアと共同して、所望の
治療効果を生じるように計算した既定量の活性物質を含有する。単位剤形は、単一の日用
量または複数の日用量のうちの１つ（例えば、１日当たり約１～４回またはそれ超）につ
いてのものであってよい。複数の日用量が使用される場合、単位剤形は、各用量に対して
同じまたは異なっていてもよい。
【０１５７】
例証
【０１５８】
　本開示はここで全般的に記載されており、以下の実施例を参照することで、本開示はよ
り容易に理解されるが、これらの実施例は本開示のある特定の態様および実施形態の単に
例証目的のために含まれているもので、本開示を限定することを意図しない。
【実施例】
【０１５９】
　（実施例）
【０１６０】
　（実施例１）
インフルエンザＡ型ウイルスバリアントの同定
【０１６１】
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ選択実験を３種のインフルエンザウイルスについて実施した：Ａ／Ｐ
ｕｅｒｔｏ　Ｒｉｃｏ／８／３４、広く特徴付けられたＨ１Ｎ１実験室株、Ａ／Ｃａｌｉ
ｆｏｒｎｉａ／０７／２００９、現代の世界的流行、ブタ起源のＨ１Ｎ１株、およびＡ／
Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ／６７／２００５、治験２Ａ相における使用のために選択されたＨ３
Ｎ２株（表１）。野生型およびバリアントインフルエンザ分離株に対する化合物１の抗ウ
イルス活性を、ＭＤＣＫ細胞を使用して、３日間の細胞変性効果（ＣＰＥ）ベースのアッ
セイにおいて測定した。ＭＯＩ１．０のインフルエンザウイルスで、ＭＤＣＫ細胞を含有
する複製ウェルを感染させることによって、化合物１に対する感受性を低下させたバリア
ントをｉｎ　ｖｉｔｒｏで選択し、ウイルス複製に対する代用物としてのＣＰＥの発生を
モニターした。１×から１２８×のＥＣ５０の範囲の、化合物１の８つの濃度のそれぞれ
において３２個の複製ウェルを使用して、選択実験を３８４ウェルプレート内で実施した
。ウイルスを上清からサンプリングし、新規細胞に継代した。阻害剤の存在下でウイルス
増殖を示すウェルからの上清を使用して、小さなウイルスストックを増やし、これらを化
合物１感受性および複製能について特徴付けた。化合物１に対する感受性を低下させたウ
イルスについて、ウイルスＲＮＡを抽出し、逆転写させ、ＰＣＲ－増幅し、続いてＰＡ、
ＰＢ１およびＰＢ２コード領域のＳａｎｇｅｒベースの集団配列決定を行った。リバース
ジェネティクス系を使用して、化合物１に対するウイルス感受性についての一次アミノ酸
の変化の効果の確認を実施し、同定したバリアントの自然頻度を分析した。
【０１６２】



(36) JP 6953307 B2 2021.10.27

10

20

30

40

50

　一連の濃度の阻害剤の存在下で、Ａ／Ｐｕｅｒｔｏ　Ｒｉｃｏ／８／３４、Ａ／Ｃａｌ
ｉｆｏｒｎｉａ／０７／２００９、またはＡ／Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ／６７／２００５イン
フルエンザウイルス株を繰り返し継代することによって、化合物１に対する感受性（sens
itivity）を低下させたバリアントを単離した。各選択では、化合物１に対する耐性を付
与されたバリアントをＰＢ２タンパク質のキャップ結合ポケットにおいて同定した。キャ
ップ結合ポケット内の耐性バリアントの単離は、インフルエンザポリメラーゼ複合体の本
質的な「キャップ転用」活性の阻害剤としての化合物１の作用機序を支持する。ＰＢ２ア
ミノ酸３０６、３２３、３２４、３２５、３５７、３７６、４０４、４０６、４３１、お
よび５１０位でのバリアントは、３．５から＞７６７倍の耐性を付与したが、最近または
過去のヒトインフルエンザ配列において一般的に観察されていなかった（頻度は０．０１
％未満）。
【０１６３】
　化合物１に対する感受性（susceptibility）を低下させたバリアントは、インフルエン
ザウイルスＰＢ２遺伝子セグメントにおける特異的な変化を示したが、ＰＡまたはＰＢ１
では示さなかった。ＰＢ２アミノ酸Ｑ３０６、Ｆ３２３、Ｓ３２４、Ｆ３２５、Ｈ３５７
、Ｋ３７６、Ｆ４０４、Ｑ４０６、Ｍ４３１、およびＮ５１０位でのバリアントは、化合
物１に対する感受性において１０倍を超えるシフトを示した。これらのＰＢ２変更を含有
する、リバースジェネティクスで生成したウイルスは、化合物１に対する感受性の低下を
確認した。
【０１６４】
　化合物１に対する感受性（susceptibility）を低下させた、選択されたバリアントの大
部分（アミノ酸Ｆ３２３、Ｓ３２４、Ｆ３２５、Ｈ３５７、Ｋ３７６、Ｆ４０４、Ｑ４０
６、およびＭ４３１位）は、ＰＢ２キャップ－結合領域内に位置している。Ｑ３０６およ
びＮ５１０において、他のものは、構造的情報が入手できないＰＢ２領域に位置している
。
【０１６５】
　化合物１に対する感受性（susceptibility）の低下と関連するアミノ酸変化は、自然発
生のインフルエンザ株では稀である。初代化合物１選択バリアント（primary　Compound
　1-selected　variant）は、自然発生のヒト分離株からの約９０００のＰＢ２配列の調
査データセットにおいて観察されなかった。
【０１６６】
【表１】

【０１６７】
　（実施例２）
化合物、増殖培地および培地補充物
【０１６８】
　化合物１を、Ｖｅｒｔｅｘ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ　Ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔ
ｅｄで合成し、濃度１０ｍＭで１００％ＤＭＳＯ中に溶解し、－２０℃で保存した。ＤＭ
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０－０８１）、ペニシリン－ストレプトマイシン液体（カタログ番号１５１４０－１２２
）およびＨＥＰＥＳ緩衝液（カタログ番号１５６３０）はＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（Ｃａｒ
ｌｓｂａｄ、ＣＡ、ＵＳＡ）から購入した。ウシ胎児血清（ＦＢＳ；カタログ番号Ｆ４１
３５または１００９１－１４８）は、それぞれＳｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ（Ｓｔ　Ｌｏ
ｕｉｓ、ＭＯ、ＵＳＡ）、またはＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎから購入した。ジメチルスルホキ
シド（ＤＭＳＯ；カタログ番号Ｄ２６５０）およびＥｘ－ＣＥＬＬ無血清培地（カタログ
番号Ｍ８３０３）はＳｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈから購入した。ＣｅｌｌＴｉｔｅｒＧｌ
ｏ（登録商標）（カタログ番号Ｇ７５７３）はＰｒｏｍｅｇａ（Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ、
ＵＳＡ）から購入した。トリルスルホニルフェニルアラニルクロロメチルケトン（ＴＰＣ
Ｋ）処理したトリプシン（カタログ番号２２７２５）はＵＳＢ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ
（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ、Ｆｒｅｍｏｎｔ、ＣＡ、ＵＳＡ）から購入した。
【０１６９】
　（実施例３）
ウイルスのストック
【０１７０】
　インフルエンザウイルスＡ／Ｐｕｅｒｔｏ　Ｒｉｃｏ／８／３４（Ａｍｅｒｉｃａｎ　
Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ、ＶＲ－９５、Ｍａｎａｓｓａｓ、Ｖ
Ａ、ＵＳＡ）、Ａ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／０７／２００９（Ｉｎｆｌｕｅｎｚａ　Ｒｅ
ａｇｅｎｔ　Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ、ＦＲ－２０１、Ｍａｎａｓｓａｓ、ＶＡ、ＵＳＡ）お
よびＡ／Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ／６７／２００５（ＩＲＲ、ＦＲ－３９７）ストックを標準
的方法（Ｗｏｒｌｄ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ（世界保健機関））で調
製した。簡単に説明すると、ＭＤＣＫ細胞（ＣＣＬ－３４、ＡＴＣＣ）を、２ｍＭのＬグ
ルタミン、１×非必須アミノ酸、１００Ｕ／ｍＬのペニシリン、１００μｇ／ｍＬのスト
レプトマイシン（完全なＤＭＥＭ；ｃＤＭＥＭ）を、１０％ＦＢＳと共に補充したＤＭＥ
Ｍ中で維持した。１μｇ／ｍＬ　ＴＰＣＫ処理トリプシンを有するｃＤＭＥＭ（ウイルス
増殖培地；ＶＧＭ）中で約４８時間、細胞を低い感染効率（ＭＯＩ）で感染させ、その後
、Ｂｅｃｋｍａｎ　ＧＳ－６Ｒ遠心分離機を用いて、６５０×ｇで１０分間遠心分離する
ことによって上清を採取した。ウイルスストックは使用するまで－８０℃で凍結した。Ａ
／Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ／６７／２００５をＭＤＣＫ細胞の感染に適応させるため、ウイル
スをＭＤＣＫ細胞中で１０回連続的に継代し、プラークを精製し、上に述べられているよ
うに増殖させた。４日間の細胞変性効果ベースのアッセイにおいて、ＭＤＣＫ細胞に対す
るＴＣＩＤ５０（５０％の細胞培養物において病理学的変化を生成する感染因子の量）感
染力価を、ウイルスストックの段階希釈物を試験することによって決定し、Ｋａｒｂｅｒ
法で結果を計算した。
【０１７１】
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【表２】

【０１７２】
【表３】

【０１７３】
　（実施例４）
インフルエンザバリアントのｉｎ　ｖｉｔｒｏでの選択
【０１７４】
　Ｂｉｏｍｅｋ　ＦＸ液体ハンドラー（Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ、Ｂｒｅａ、Ｃ
Ａ、ＵＳＡ）を使用して、ＭＤＣＫ細胞（細胞４×１０５個／ｍＬ）を、黒色、透明底の
３８４ウェルプレートに、５０μＬのウイルス増殖培地（ＶＧＭ：ペニシリン／ストレプ
トマイシン、Ｌ－グルタミン、ＨＥＰＥＳおよび１μｇ／ｍＬ　ＴＰＣＫ処理トリプシン
を補充したダルベッコ改変イーグル培地（ＤＭＥＭ））中、ウェル１個当たり２×１０４

個の細胞密度でプレーティングした。３７℃、５％ＣＯ２、加湿して５時間、細胞をイン
キュベートし、細胞が接着し単層を形成するのを可能にした。Ｂｉｏｍｅｋ　ＦＸを使用
して、４０μＬの培地を除去し、希釈薬物（最終ＤＭＳＯ濃度０．５％ＤＭＳＯ）および
１５μＬの、ＭＯＩ１のウイルス（２０，０００ＴＣＩＤ５０／ウェル）を含有する２５
μＬのＶＧＭを合計５０μＬとなるように加えた。１×から１２８×のＥＣ５０の範囲の
８つの濃度の化合物１のそれぞれにおいて、薬物を３２個の複製ウェルに加えた。内部対
照は、細胞のみを含有する６４個のウェルおよび化合物の非存在下でウイルス感染細胞を
有する６４個のウェルからなった。プレートは、３７℃、５％ＣＯ２、飽和しつつある湿
度で、７２時間インキュベートした。インキュベーション後、２０μＬの上清を採取し、
１５０μＬのｃＤＭＥＭで希釈した。Ｂｉｏｍｅｋ　ＦＸを使用して、ＣｅｌｌＴｉｔｅ
ｒ－Ｇｌｏを、３０μＬの培地および細胞を含有するプレートに加え、室温で１０分間イ
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ンキュベートした。化合物の存在下で増殖させたウイルスの効果をモニターするためのＥ
ｎＶｉｓｉｏｎプレートリーダー（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ、Ｗａｌｔｈａｍ、ＭＡ、Ｕ
ＳＡ）を使用して、細胞中の全ＡＴＰを介した細胞生存度の尺度である発光を測定した。
希釈した上清ウイルスを新規ウェルに継代した。２回の追加のウイルス継代を実施した。
合計３回の継代後、阻害剤の存在下でウイルス増殖を示すウェルを小さなウイルスストッ
クへと増やし、３日間のＭＤＣＫ細胞防御アッセイにおいて、化合物１感受性についてこ
れらのストックを特徴付けた。化合物１に対する感受性の低下を示すストックに対して、
ＲＮＡ単離、逆転写ＰＣＲ、ＰＣＲ増幅およびＳａｎｇｅｒベースの集団配列決定を使用
して、ＰＢ１、ＰＢ２、およびＰＡコード配列を配列決定した。親株からのアミノ酸変化
を同定し、１２－プラスミドリバースジェネティクス系を使用して、Ａ／Ｐｕｅｒｔｏ　
Ｒｉｃｏ／８／３４インフルエンザバックグランドへとクローニングした。リバースジェ
ネティクスインフルエンザ株の表現型を、３日間のＭＤＣＫ細胞防御、阻害剤感受性アッ
セイにより再び特徴付けた。同定したバリアントの自然頻度を、インフルエンザ配列の公
共のデータベースを検索することにより分析した。
【０１７５】
　イヌの腎臓細胞株（すなわち、ＭＤＣＫ）内で生産的感染を可能にするために、Ａ／Ｗ
ｉｓｃｏｎｓｉｎ／６７／２００５を、ＭＤＣＫ細胞によって１０回連続的に継代し、プ
ラークを精製してＡ／Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ／６７／２００５－ｐ５を生成した（本明細書
ではＡ／Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ／６７／２００５と称する）。
【０１７６】
　化合物１に対する感受性を低下させたインフルエンザウイルスバリアントの選択を、Ｅ
Ｃ５０から１２８×－ＥＣ５０の範囲の化合物濃度で実施した。１個のウェル当たり同じ
化合物濃度でのウイルスの３回の継代後、富化されたウイルスの集団を上清から採取した
。１６個の潜在的な化合物１耐性バリアントを含有するウェル（すなわち、非感染のウェ
ルと比較して、ＡＴＰレベルが５０％を超える低減を有するもの）および３種のウイルス
のそれぞれに対する１６個の対照ウェルを確認的表現型分析およびポリメラーゼ遺伝子配
列決定のために選択した（表４から表９）。
【０１７７】
　３１個の分離株が、化合物１に対する感受性が１０倍超減少したことを示し、これらの
分離株のうちの２９個において、ＰＢ２バリアントが観察された；Ｑ３０６Ｈ、Ｆ３２３
Ｌ、Ｓ３２４Ｉ／Ｎ／Ｒ、Ｆ３２５Ｖ、Ｈ３５７Ｑ、Ｋ３７６Ｑ／Ｒ、Ｆ４０４Ｙ、Ｑ４
０６Ｋ、Ｍ４３１Ｉ、およびＮ５１０Ｋ／Ｔ。最も一般的に単離されたバリアントはＫ３
７６Ｒ（ｎ＝６）、Ｓ３２４Ｉ（ｎ＝４）、Ｍ４３１Ｉ（ｎ＝４）、およびＮ５１０Ｋ（
ｎ＝３）であったが、この試料のサイズが小さかったため、化合物１の選択圧（すなわち
、ＥＣ５０選択倍率）およびバリアント位置または同一性との間の明らかな相関関係は得
られない。生物学的分離株は、化合物１　ＥＣ５０において、１０～１７２０倍のシフト
を有した。２８６および５００倍のＥＣ５０シフトを有する残りの２個の分離株に対して
、Ｓａｎｇｅｒ配列決定法を使用して、ＰＢ２、ＰＢ１またはＰＡ領域には、いかなるポ
リメラーゼ変動も同定されなかった。１つの可能な説明は、配列同定に対する閾値より下
の耐性バリアントの存在である。いかなる初代インフルエンザＡ型ウイルスバリアント（
primary　influenza　A　virus　variant）もＰＢ１またはＰＡ遺伝子に見出されなかっ
た。
【０１７８】
　リバースジェネティクスベースの系で試験するために潜在的な化合物１耐性バリアント
を同定するため、いくつかの判定基準を使用した。第１に、ウイルスは、化合物１感受性
において１０倍超のＥＣ５０シフトを必要とした、これはアッセイ間のばらつきの３～５
倍外側にある。第２に、化合物１に関係しない一般的な多形性を除去するために、ＤＭＳ
Ｏ継代ウイルスにバリアントが観察された場合、これを除外した。
【０１７９】
　リバースジェネティクス方法を使用した個々の潜在的な化合物１耐性バリアントの特徴
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の化合物１　ＥＣ５０シフトを付与した（表１０）。これは、ＰＢ２における単一のアミ
ノ酸変化が、化合物１に対する感受性の低下をもたらすことができることを示している。
これらの検査に使用されたリバースジェネティクス系は、Ｍ２－阻害剤耐性およびＮＡＩ
感受性を付与する配列を含有するＡ／Ｐｕｅｒｔｏ　Ｒｉｃｏ／８／３４から生成された
ので、交差耐性検査は実施しなかった。
【０１８０】
【表４－１】
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【０１８１】
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【表５－２】

【０１８２】
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【０１８３】
【表７－１】
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【０１８４】
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【０１８６】
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【表１０－３】

【０１８７】
　（実施例５）
化合物１に対するインフルエンザバリアントの感受性の特徴付け
【０１８８】
　ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ　Ｇｌｏを使用して細胞のＡＴＰレベルにより測定される、インフ
ルエンザウイルス感染の結果であるＭＤＣＫ細胞死を予防するその能力により化合物抗ウ
イルス活性を評価した。簡単に説明すると、Ｂｉｏｍｅｋ　ＦＸ液体ハンドラーを使用し
て、ＭＤＣＫ細胞（４×１０５細胞／ｍＬ）を、黒色、透明底の３８４ウェルプレートに
、５０μＬのＶＧＭ中、ウェル１個当たり２×１０４個の細胞密度でプレーティングした
。３７℃、５％ＣＯ２、、飽和湿度で５時間、細胞をインキュベートし、細胞が接着し単
層を形成することを可能にした。Ｂｉｏｍｅｋ　ＦＸを使用して、４０μＬの培地を除去
し、希釈薬物（最終ＤＭＳＯ濃度０．５％ＤＭＳＯ）、および１５μＬのウイルスを１０
０ＴＣＩＤ５０／ウェルの濃度で含有する２５μＬのＶＧＭを加えた。内部対照は、細胞
のみ含有するウェル、および化合物の非存在下でウイルスに感染させた細胞を含有するウ
ェルからなった。プレートを、３７℃、５％ＣＯ２、および飽和しつつある湿度で７２時
間インキュベートした。インキュベーション後、Ｂｉｏｍｅｋ　ＦＸを使用して、２０μ
ＬのＣｅｌｌＴｉｔｅｒ－Ｇｌｏを各ウェルに加え、室温で１０分間インキュベートした
。ＥｎＶｉｓｉｏｎプレートリーダー（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ）を使用して発光を測定
した。Ｌｅｖｅｎｂｕｒｇ　Ｍａｒｑｕａｒｄｔアルゴリズムの４－パラメーターカーブ
フィッティング法を使用して、化合物用量対応答データをフィッティングすることにより
、ＥＣ５０（ＣＰＥが対照の半分である化合物濃度）値を計算した（Ｃｏｎｄｏｓｅｏ　
ｓｏｆｔｗａｒｅ；Ｇｅｎｅｄａｔａ　Ｂａｓｅｌ、Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）。
【０１８９】
　（実施例６）
ウイルス複製適格性の決定
【０１９０】
　感染したＭＤＣＫ細胞における６２時間増殖曲線を介してリバースジェネティクスバリ
アントについてのウイルス複製適格性をアッセイした。ＭＤＣＫ細胞を、ウェル１個当た
り４×１０４個の細胞密度で９６－ウェルプレートにプレーティングし、化合物の非存在
下でＭＯＩ＝０．０１でウイルスに感染させた。様々な時点で、プレートから採取し、ウ
イルス価について上清をアッセイした。ウイルス価を時間の経過と共にプロットし、野生
型ウイルスについてのピーク力価を感染後４８時間において生じると決定した。
【０１９１】
　（実施例７）
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ウイルスのストックまたは感染したＭＤＣＫ細胞からのインフルエンザＡ型ポリメラーゼ
複合体の増幅および配列決定
【０１９２】
　インフルエンザＡ型ウイルスの配列分析は、ＰＢ２、ＰＢ１、およびＰＡコード領域の
約３キロベースのＲＮＡ断片の逆－転写酵素ポリメラーゼ連鎖反応法（ＲＴ－ＰＣＲ）増
幅を利用した。変性条件下、１００μＬのウイルスストックから、または３００μＬの溶
解緩衝液中の２×１０６個の感染したＭＤＣＫ細胞からウイルスＲＮＡを抽出した。ＲＮ
ｅａｓｙ　Ｐｌｕｓ　Ｍｉｎｉ法（カタログ番号７４１３４、Ｑｉａｇｅｎ、Ｖａｌｅｎ
ｃｉａ、ＣＡ、ＵＳＡ）またはＱＩＡａｍｐ　Ｖｉｒｕｓ　ＲＮＡ　Ｍｉｎｉ法（カタロ
グ番号５２９０４、Ｑｉａｇｅｎ）のいずれかを使用して、ウイルスＲＮＡを標準的市販
のシリカゲル膜で単離した。２．５μＭのＵｎｉｖｅｒｓａｌ　１２プライマー（ＡＧＣ
ＲＡＡＡＧＣＡＧＧ）（配列番号２）、４００ＵのＳｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ（商標）ＩＩ
Ｉ　Ｒｅｖｅｒｓｅ　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ（カタログ番号１８０８０－０４４、
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）、４０ＵのＲＮａｓｅ　ＯＵＴ（カタ
ログ番号１０７７７－０１９、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、ＰＣ２反応緩衝液（５０ｍＭ　
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ９．１、１６ｍＭの硫酸アンモニウム、３．５ｍＭの塩化マグネ
シウム、および１５０μｇ／ｍＬのウシ血清アルブミン）（カタログ番号１００１、ＡＢ
　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ、ＵＳＡ）、５００μＭのｄＮＴＰ（カタ
ログ番号６３９１２５、Ｃｌｏｎｔｅｃｈ、Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ、ＣＡ、ＵＳＡ
）、および５ｍＭのジチオールトレイトール（カタログ番号１８０８０－０４４、Ｉｎｖ
ｉｔｒｏｇｅｎ）を含有する５０μＬ反応物中のウイルスＲＮＡから、変性ステップ（６
５℃で５分間）を用いて、続いてＲＴ反応において、伸長温度を上昇させて（２５℃で１
０分間、４２℃で１０分間、５０℃で２０分間、５５℃で１０分間、および７０℃で１５
分間）相補ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）断片を合成した。インフルエンザＡ型ウイルスポリメラー
ゼサブユニットをコードする断片を、合成したｃＤＮＡプールから増幅するために、５μ
Ｌの完了したＲＴ反応物を、ＰＣ２反応緩衝液、２００μＭのｄＮＴＰ（カタログ番号６
３９１２５、Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）、１．５Ｍのベタイン（カタログ番号、Ｂ０３００、Ｓ
ｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ）、３．２ＵのＫｌｅｎｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ（カタロ
グ番号１００１、ＡＢ　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ）、１．６ＵのＰｆｕ　ＤＮＡポリメラーゼ（
カタログ番号６００１６０、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ、Ｌａ　Ｊｏｌｌａ、ＣＡ、ＵＳＡ）
、および４００μＭの各プライマーと、最終の反応物容量が５０μＬとなるよう合わせた
（ＰＡセグメントに対して：フォワード：５’－ＣＧＴＣＴＣＮＧＧＧＡＧＣＧＡＡＡＧ
ＣＡＧＧＴＡＣＴＧＡＴＣＣＡＡＡＡＴ（配列番号３）およびリバース：５’－ＣＧＴＣ
ＴＣＮＴＡＴＴＡＧＴＡＧＡＡＡＣＡＡＧＧＴＡＣＴＴＴＴＴＴＧＧＡ（配列番号４）、
ＰＢ１セグメントに対して：フォワード：５’－ＣＧＴＣＴＣＮＧＧＧＡＧＣＧＡＡＡＧ
ＣＡＧＧＣＡＡＡＣＣＡＴＴＴＧＡＡ（配列番号５）およびリバース：５’－ＣＧＴＣＴ
ＣＮＴＡＴＴＡＧＴＡＧＧＡＡＣＡＡＧＧＣＡＴＴＴＴＴＴＣＡＴＧ（配列番号６）、Ｐ
Ｂ２セグメントに対して：フォワード：５’－ＣＧＴＣＴＣＮＧＧＧＡＧＣＧＡＡＡＧＣ
ＡＧＧＴＣＡＡＴＴＡＴＡＴＴＣＡＡ（配列番号７）およびリバース：５’－ＣＧＴＣＴ
ＣＮＴＡＴＴＡＧＴＡＧＡＡＡＣＡＡＧＧＴＣＧＴＴＴＴＴＡＡＡＣ（配列番号８））。
反応物を９４℃で２分間、続いて９４℃で１５秒間、６８℃－０．４℃／サイクル（「タ
ッチダウン」ＰＣＲ）を２０秒間、および６８℃で３．５分間を４０サイクルでインキュ
ベートし、続いて６８℃で７分間インキュベートした。ＱＩＡｑｕｉｃｋ　９６　ＰＣＲ
　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　キット（カタログ番号２８１８１、Ｑｉａｇｅｎ）を使用
してＰＣＲ生成物を精製し、アリコートの質を１％アガロース（agaraose）ゲル電気泳動
で分析した。分光光度法（ＮａｎｏＤｒｏｐ、８０００ｖ．１．１；Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉ
ｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）を使用して、精製したＰＣＲ生成物の純度および量を
評価した。精製したＤＮＡは、社内で配列決定するか、またはＰＢ２、ＰＢ１およびＰＡ
セグメントの配列決定のためにＢｅｃｋｍａｎ－Ｃｏｕｌｔｅｒ（Ａｇｅｎｃｏｕｒｔ（
登録商標）Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ；Ｄａｎｖｅｒｓ、ＭＡ、ＵＳＡ）に送った。
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【０１９３】
　Ｍｕｔａｔｉｏｎ　Ｓｕｒｖｅｙｏｒソフトウエア（ＳｏｆｔＧｅｎｅｔｉｃｓ、Ｓｔ
ａｔｅ　Ｃｏｌｌｅｇｅ、ＰＡ）を使用して、配列トレースを整列させ、解釈した。配列
を耐性選択に対して使用した対応するウイルスと比較することによって、アミノ酸置換を
検出した（すなわち、Ａ／Ｐｕｅｒｔｏ　Ｒｉｃｏ／８／３４、Ａ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉ
ａ／０７／２００９またはＡ／Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ／６７／２００５）。
【０１９４】
　（実施例８）
リバースジェネティクスのためのプラスミドの構築
【０１９５】
　ウイルスゲノムセグメントをコードするプラスミド構築物を作製した。簡単に説明する
と、インフルエンザＡ／Ｐｕｅｒｔｏ　Ｒｉｃｏ／８／３４ウイルスのＲＮＡ単離および
ｃＤＮＡ合成であった。末端ＢｓｍＢ１制限エンドヌクレアーゼ部位を含有するオリゴを
使用してｃＤＮＡを増幅し、増幅した生成物を、ＴＯＰＯ（登録商標）ＸＬ　ＰＣＲ　Ｃ
ｌｏｎｉｎｇ　Ｋｉｔ（カタログ番号Ｋ４７００　１０、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を使用
してｐＣＲ－ＸＬ－ＴＯＰＯシャトルベクターへとクローニングした。ｃＤＮＡを含有す
るＴＯＰＯベクターをＢｓｍＢ１で消化し、挿入物をＲＮＡポリメラーゼＩで駆動した発
現ベクターｐＨＨ２１にライゲーションした。プラスミドを配列決定することによって、
ｃＤＮＡ断片の適切な組込みおよび望ましくない変異がないことを確認した。
【０１９６】
　製造業者のプロトコールに従い、Ｑｕｉｃｋ　Ｃｈａｎｇｅ（商標）ＩＩ　ＸＬ　Ｓｉ
ｔｅ－Ｄｉｒｅｃｔｅｄ　Ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ　Ｋｉｔ（カタログ番号２００５１８
、Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．、Ｗｉｌｍｉｎｇｔｏｎ、ＤＥ
、ＵＳＡ）を使用して、耐性選択実験から同定した、親株からのアミノ酸変化を対応する
ｐＨＨ２１－Ａ／Ｐｕｅｒｔｏ　Ｒｉｃｏ／８／３４プラスミドにクローニングした。簡
単に説明すると、１０ｎｇの野生型プラスミドおよび１５０ｎｇのそれぞれフォワード変
異およびリバース変異を含有するプライマーを、５μＬの１０×反応緩衝液、１μＬのｄ
ＮＴＰミックス、３μＬのＱｕｉｋＳｏｌｕｔｉｏｎおよび２．５ＵのＰｆｕＵｌｔｒａ
　ＨＦ　ＤＮＡ　ポリメラーゼをＰＣＲ等級の水中で合わせ５０μＬにし、変異をＰＣＲ
で導入した。サーマルサイクリングは、最初の変性を９５℃で１分間と、９５℃で５０秒
間、６０℃で５０秒間、６８℃で５分間を１８サイクルと、最終伸長を６８℃で７分間行
った。残存する野生型プラスミドを、ＤｐｎＩ制限酵素で消化し、変異を含有するプラス
ミドを細菌中へと形質転換し、ＱＩＡＧＥＮ　Ｐｌａｓｍｉｄ　Ｍｉｄｉ　Ｋｉｔ（カタ
ログ番号１２１４３、Ｑｉａｇｅｎ）を使用してプラスミドを単離した。プラスミドへの
点変異の適切な組込みを配列決定することによって確認した。
【０１９７】
　代わりに、スプライスオーバーラップエクステンションＰＣＲにより変異を導入し、こ
れによって、所望のアミノ酸置換を含有する内部プライマーを使用して、オーバーラップ
する３’末端および適当な制限部位を含んだフランキングプライマーを有する中間セグメ
ントを生成した。提供されたプロトコールに従い、１０ｎｇの鋳型プラスミドＤＮＡ、内
部フォワード変異またはリバース変異を含有するプライマー、ならびにＨｉｇｈ　Ｆｉｄ
ｅｌｉｔｙ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒミックス（カタログ番号１２１４０３１４００１、Ｒ
ｏｃｈｅ、Ｂａｓｅｌ、Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）を用いて、第１のラウンドのＰＣＲ増
幅反応を実施した。サーマルサイクリング温度および回数は、９４℃で４分間と、９４℃
で４５秒間、５５℃で３０秒間、７２℃で２分間を４０サイクルと、最終伸長を７２℃で
１０分間であった。生成物を、１．５％アガロースゲル上で、電気泳動によりゲル精製し
た。５ｎｇの第１のラウンドの各ＰＣＲ生成物を、フランキング制限部位を含有するプラ
イマーを使用して、第２のＰＣＲ反応のための鋳型として使用した。ＰＣＲラウンドの２
つの生成物を再びゲル精製し、ｐＨＨ２１プラスミドを適当な制限酵素で消化し、ライゲ
ーションし、５μＬの生成物を細菌の形質転換のために使用した。点変異の適切な組込み
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【０１９８】
　（実施例９）
組換えウイルスの生成
【０１９９】
　変異を調べるために、１．２５μｇのｐＨＨ２１変異を含有するプラスミドを含有する
プラスミド混合物（残りの７つのｐＨＨ２１野生型プラスミド、および４つのＲＮＰ複合
体発現プラスミドのそれぞれ）を用いて、２９３Ｔ細胞（ＣＲＬ－１１２６８、ＡＴＣＣ
）の一過性トランスフェクションにより、組換えウイルスを生成した。ＴｒａｎｓＩＴ－
ＬＴ１トランスフェクション試薬（カタログ番号ＭＩＲ　２３００、ＭｉｒｕｓＢｉｏ、
Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ、ＵＳＡ）を用いて一過性トランスフェクションを実施した。簡単
に説明すると、プラスミド混合物とトランスフェクション試薬の１：２混合物（ｗ／ｖ）
を、１．５ｍＬのＯＰＴＩ－ＭＥＭ　Ｉ培地（カタログ番号１１０５８、Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ）中、室温で１５分間インキュベートした。次いで、１５ｍＬのＯＰＴＩ－ＭＥＭ
　Ｉ中で、５０％集密度で維持された２９３Ｔ細胞を含有するＴ－７５フラスコに、トラ
ンスフェクション混合物を加えた。細胞を、５％ＣＯ２中、３７℃で４８時間インキュベ
ートした。インキュベーション後、上清を採取し、６５０×ｇで１０分間遠心分離して、
細胞デブリを除去し、低いＭＯＩで感染させたＭＤＣＫ細胞中でウイルスをさらに増殖さ
せ、その後、ウイルスのストックを採取し、力価を求めた。
【０２００】
　他の実施形態
　本発明は、その詳述な説明と併せて記載されているが、前述の記載は例示することを意
図し、添付の特許請求の範囲により定義された本発明の範囲を限定するものではないこと
を理解されたい。他の態様、利点および修正は、以下の特許請求の範囲の範囲内である。
【配列表】
0006953307000001.app



(53) JP 6953307 B2 2021.10.27

10

20

30

40

50

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                                        
   Ｃ１２Ｎ   7/01     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ    7/01     　　　　        　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   1/15     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ    1/15     　　　　        　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   1/19     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ    1/19     　　　　        　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   1/21     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ    1/21     　　　　        　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   5/10     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ    5/10     　　　　        　　　　　
   Ｃ１２Ｑ   1/04     (2006.01)           Ｃ１２Ｑ    1/04     　　　　        　　　　　
   Ｃ１２Ｑ   1/6876   (2018.01)           Ｃ１２Ｑ    1/6876   　　　Ｚ        　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/569    (2006.01)           Ｇ０１Ｎ   33/569    　　　Ｌ        　　　　　

(72)発明者  リーマン，　ジョシュア　ロバート
            アメリカ合衆国　マサチューセッツ　０１８９０，　ウィンチェスター，　ミスティック　バレー
            　パークウェイ　１９６
(72)発明者  バイアン，　ランダル
            アメリカ合衆国　マサチューセッツ　０１７７８，　ウェイランド，　ペンバートン　ロード　７
(72)発明者  ベネット，　ハミルトン　バーロウ
            アメリカ合衆国　マサチューセッツ　０２１４８，　モールデン，　コロンビア　ストリート　６
            ３
(72)発明者  バーテルズ，　ダグラス　ジョン
            アメリカ合衆国　アイオワ　５２３１７，　ノース　リバティー，　フォックス　ラン　３１０

    審査官  小田　浩代

(56)参考文献  特表２００８－５４４７５６（ＪＰ，Ａ）　　　
              特表２０１４－５２１６８８（ＪＰ，Ａ）　　　
              特開２０１３－１１６１１２（ＪＰ，Ａ）　　　
              特表２０１７－５３６８０４（ＪＰ，Ａ）　　　
              新開 敬行　ほか，インフルエンザウイルス（A/H1N1pdm09）の検出法の開発と流行株における抗
              原解析，東京都健康安全研究センター研究年報，2011年，Vol. 62，pp. 49-55，[retrieved on 
              12.23.2020]
              GUILLIGAY, D. et al.，The structural basis for cap binding by influenza virus polymera
              se subunit PB2，Nat. Struct. Mol. Biol.，2008年，Vol. 15，pp. 500-506
              内藤忠相　ほか，インフルエンザウイルスＲＮＡポリメラーゼの構造生物学，ウイルス，2009年
              ，Vol. 59，pp. 1-12
              CLARK, M. P. et al.，Discovery of a novel, first-in-class, orally bioavailable azaindo
              le inhibitor (VX-787) of influenza PB2，J. Med. Chem.，2014年08月14日，Vol. 57，pp. 66
              68-6678
              FECHTER, P. et al.，Two aromatic residues in the PB2 subunit of influenza A RNA polyme
              rase are crucial for cap binding，J. Biol. Chem.，Vol. 278，2003年，pp. 20381-20388

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ｃ１２Ｎ　　１５／００－１５／９０
              Ｃ０７Ｋ　　　１／００－１９／００
              ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩＩ）
              ＣＡｐｌｕｓ／ＲＥＧＩＳＴＲＹ／ＭＥＤＬＩＮＥ／ＥＭＢＡＳＥ／ＢＩＯＳＩＳ／ＷＰＩＤＳ
              （ＳＴＮ）
              ＧｅｎＢａｎｋ／ＥＭＢＬ／ＤＤＢＪ／ＧｅｎｅＳｅｑ
              ＵｎｉＰｒｏｔ／ＧｅｎｅＳｅｑ



(54) JP 6953307 B2 2021.10.27

              ＰｕｂＭｅｄ


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	reference-file-article
	overflow

