
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】牛を１型ウシヘルペスウイルス（ＢＨＶ－１）から守る為の弱毒性生ワクチン及
び不活化ワクチンを提供する。
【解決手段】糖蛋白質ｇＥ－遺伝子中に欠失を有する１型ウシヘルペスウイルスの欠失突
然変異株。突然変異株は、さらにチミジンキナーゼ遺伝子および／または糖蛋白質ｇＩ遺
伝子の欠失を有し、非対称遺伝子の挿入を有する。ｇＥ－遺伝子またはその一部から成る
再結合核酸。糖蛋白質ｇＥ、その上に基礎をおくペプチド、糖蛋白質ｇＥとｇＩとの複合
物、それらに対する抗体。これらの物質のいずれか１つから成るワクチンと診断キット。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 中 に 欠 失 を 有 す る 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 欠 失 突 然 変 異 株 。
【 請 求 項 ２ 】
　 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 中 に 減 衰 手 段 に よ っ て 起 こ る 欠 失 を 有 す る 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス
の 欠 失 突 然 変 異 株 。
【 請 求 項 ３ 】
　 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 中 に 減 衰 手 段 に よ っ て 起 こ り 、 Difivac-1で あ る 欠 失 を 有 す る 1型 ウ
シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 欠 失 突 然 変 異 株 。
【 請 求 項 ４ 】
　 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 中 に 再 結 合 DNA技 術 に よ っ て 起 こ る 欠 失 を 有 す る 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ
イ ル ス の 欠 失 突 然 変 異 株 。
【 請 求 項 ５ 】
　 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 中 に 再 結 合 DNA技 術 に よ っ て 起 こ り 、 IB7ま た は 1B8で あ る 欠 失 を 有 す
る 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 欠 失 突 然 変 異 株 。
【 請 求 項 ６ 】
　 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 中 と 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 中 と に 欠 失 を 有 す る 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス
ウ イ ル ス の 欠 失 突 然 変 異 株 。
【 請 求 項 ７ 】
　 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 中 と 、 同 じ く gI-遺 伝 子 中 と に 欠 失 を 有 す る 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル
ス の 欠 失 突 然 変 異 株 。
【 請 求 項 ８ 】
　 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 中 と 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 中 と 、 糖 蛋 白 質 gI-遺 伝 子 中 と に 欠 失
を 有 す る 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 欠 失 突 然 変 異 株 。
【 請 求 項 ９ 】
　 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 中 に 欠 失 を 有 し 、 再 結 合 DNA技 術 に よ っ て 誘 導 さ れ る 非 対 称 遺 伝 子 を
含 む 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 突 然 変 異 株 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 の 位 置 に 、 再 結 合 DNA技 術 に よ っ て 誘 導 さ れ 、 調 節 し た 配 列 、 た と え
ば gE-遺 伝 子 ま た は 非 対 称 遺 伝 子 の 制 御 下 に あ り 、 ペ プ チ ド 信 号 の た め コ ー ド 化 さ れ た gE-
遺 伝 子 の 部 分 に 随 意 に 接 触 さ せ ら れ る 非 対 称 遺 伝 子 を 含 む 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 突
然 変 異 株 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 中 に あ る 欠 失 に 加 え て 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 中 と 、 糖 蛋 白 質 gI-
遺 伝 子 中 と の 一 方 ま た は 双 方 に 欠 失 を 有 し 、 再 結 合 DNA技 術 に よ っ て 、 前 記 欠 失 の 少 な く
と も 1つ の 位 置 に 誘 導 さ れ る 非 対 称 遺 伝 子 を 含 む 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 突 然 変 異 株 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 中 に 欠 失 を 有 し 、 再 結 合 DNA技 術 で 誘 導 さ れ 、 他 の 病 原 菌 の 免 疫 原 蛋
白 質 の た め と 、 サ イ ド カ イ ン の た め と に コ ー ド 化 さ れ た 非 対 称 遺 伝 子 を 含 む 1型 ウ シ ヘ ル
ペ ス ウ イ ル ス の 突 然 変 異 株 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 を 含 む 再 結 合 核 酸 、 こ の 糖 蛋 白 質 gE-遺
伝 子 の 一 部 ま た は こ の 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 か ら 誘 導 さ れ る ヌ タ レ オ チ ド 配 列 か ら 成 る 組 成
物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 を 含 む 再 結 合 核 酸 、 こ の 糖 蛋 白 質 gE-遺
伝 子 の 一 部 ま た は 、 こ の 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 か ら 誘 導 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 挿 入 す る
ク ロ ー ン ま た は 表 現 ベ タ タ か ら 成 る 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 糖 蛋 白 質 gE、 こ の 糖 蛋 白 質 gEの 一 部 、 こ の 糖 蛋 白 質 gEか ら
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誘 導 さ れ る ペ プ チ ド ま た は 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 糖 蛋 白 質 gEと 同 gIと の 複 合 物 か ら 成
る 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 糖 蛋 白 質 、 こ の 糖 蛋 白 質 gEの 一 部 、 こ の 糖 蛋 白 質 gEか ら 誘
導 さ れ た ペ プ チ ド ま た は 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 糖 蛋 白 質 gEお よ び 同 gIの 複 合 物 に 特 有
の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 糖 蛋 白 質 、 こ の 糖 蛋 白 質 gEの 一 部 、 こ の 糖 蛋 白 質 gEか ら 誘
導 さ れ た ペ プ チ ド ま た は 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 糖 蛋 白 質 gEお よ び 同 gIの 複 合 物 に 特 有
の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 か ら 成 る 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 糖 蛋 白 質 、 こ の 糖 蛋 白 質 gEの 一 部 、 こ の 糖 蛋 白 質 gEか ら 誘
導 さ れ た ペ プ チ ド ま た は 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 糖 蛋 白 質 gEお よ び 同 gIの 複 合 物 に 特 有
の ボ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 か ら 成 る 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス に 対 し て 動 物 を 保 護 す る た め に 、 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物
、 さ ら に 好 ま し く は ウ シ 科 の 動 物 に 接 種 す る た め の 請 求 項 1～ 12の い ず れ か 1項 に 記 載 の 1
型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 欠 失 か ら 成 る ワ ク チ ン 組 成 物 と そ れ に 適 す る 担 体 と 免 疫 助 成 剤
。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 病 原 菌 に 対 し て 動 物 を 保 護 す る た め に 、 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 、 さ ら に 好 ま し く は
ウ シ 科 の 動 物 に 接 種 す る た め の 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 中 に 欠 失 を 有 し 、 再 結 合 DNA技 術 に よ っ
て 誘 導 さ れ 、 病 原 菌 の 免 疫 原 蛋 白 質 ま た は ペ プ チ ド の た め に コ ー ド 化 さ れ た 非 対 称 遺 伝 子
を 含 む 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 欠 失 か ら 成 る ワ ク チ ン 組 成 物 と そ れ に 適 す る 担 体 と 免
疫 助 成 剤 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 、 さ ら に 好 ま し く は ウ シ 科 の 動 物 か ら 得 ら れ る 試 料 、 特 に 血
液 、 血 清 、 血 液 細 胞 、 乳 、 涙 の よ う な 体 液 、 肺 洗 浄 液 、 鼻 水 、 精 液 、 特 に 精 漿 、 痰 、 ま た
は 、 組 織 、 特 に 神 経 組 織 の よ う な 生 体 試 料 の 中 で 、 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 糖 蛋 白 質 g
E-遺 伝 子 か ら 誘 導 さ れ た ヌ タ レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ か ら 成 り
、 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 核 酸 を 検 出 す る た め の 診 断 キ ッ ト お よ び 核 酸 を 分 析 す る た
め に 適 す る 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 、 さ ら に 好 ま し く は ウ シ 科 の 動 物 か ら 得 ら れ る 試 料 、 特 に 血
液 、 血 清 、 唾 液 、 痰 、 涙 の よ う な 体 液 、 肺 洗 浄 液 、 鼻 水 、 乳 ま た は 組 織 の よ う な 生 体 試 料
の 中 で 、 BHV-1の 糖 蛋 白 質 gE、 こ の 糖 蛋 白 質 gEの 一 部 、 こ の 糖 蛋 白 質 gEか ら 誘 導 さ れ る ペ
プ チ ド 、 ま た は 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 糖 蛋 白 質 gEお よ び 同 gIの 複 合 物 か ら 成 り 、 1型 ウ
シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス に 特 有 の 抗 体 を 検 出 す る た め の 診 断 キ ッ ト お よ び 抗 体 を 分 析 す る た め
に 適 す る 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 糖 蛋 白 質 gEま た は 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 糖 蛋 白 質 gEお よ び
同 gIの 複 合 物 に 特 有 の 1ま た は そ れ 以 上 の 抗 体 か ら 成 る 請 求 項 22記 載 の 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 、 さ ら に 好 ま し く は ウ シ 科 の 動 物 か ら 得 ら れ る 試 料 、 特 に 血
液 、 血 清 、 血 液 細 胞 、 乳 、 涙 の よ う な 体 液 、 肺 洗 浄 液 、 鼻 水 、 精 液 、 特 に 精 漿 、 唾 液 、 痰
、 ま た は 組 織 、 特 に 神 経 組 織 の よ う な 生 体 試 料 の 中 で 、 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 糖 蛋
白 質 gE、 ま た は 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス gEお よ び 同 gIの 複 合 物 に 特 有 の 抗 体 か ら 成 り 、 1
型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 蛋 白 質 を 検 出 す る た め の 診 断 キ ッ ト お よ び 蛋 白 質 を 分 析 す る た
め に 適 す る 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
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　 動 物 由 来 の 試 料 、 特 に 血 液 、 血 清 、 血 液 細 胞 、 精 液 、 特 に 精 漿 、 唾 液 、 痰 、 涙 の よ う な
体 液 、 肺 洗 浄 液 、 鼻 水 、 乳 、 組 織 、 特 に 神 経 組 織 の よ う な 生 体 試 料 を 試 験 す る こ と と 、 1
型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 か ら 成 る 核 酸 の 存 在 、 ま た は 1型 ウ シ ヘ ル ペ
ス ウ イ ル ス 糖 蛋 白 質 gEも し く は 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 糖 蛋 白 質 gEと 同 gIと の 複 合 物 の
存 在 、 ま た は 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 糖 蛋 白 質 も し く は 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 糖 蛋
白 質 gEと 同 gIの 複 合 物 の た め の 特 有 の 抗 体 の 存 在 を 試 験 す る こ と と か ら 成 る 1型 ウ シ ヘ ル
ペ ス ウ イ ル ス に 感 染 し た 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 、 さ ら に 好 ま し く は ウ シ 科 の 動 物 を 決
め る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 動 物 由 来 の 試 料 、 特 に 血 液 、 血 清 、 血 液 細 胞 、 精 液 、 特 に 精 漿 、 唾 液 、 痰 、 涙 の よ う な
体 液 、 肺 洗 浄 液 、 鼻 水 、 乳 、 組 織 、 特 に 神 経 組 織 の よ う な 生 体 試 料 を 試 験 す る こ と と 、 1
型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 か ら 成 る 核 酸 の 存 在 、 ま た は 1型 ウ シ ヘ ル ペ
ス ウ イ ル ス 糖 蛋 白 質 gEも し く は 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 糖 蛋 白 質 gEと 同 gIと の 複 合 物 の
存 在 、 ま た は 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 糖 蛋 白 質 も し く は 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 糖 蛋
白 質 gEと 同 gIの 複 合 物 に 特 有 の 抗 体 の 存 在 を 試 験 す る こ と と 、 請 求 項 19に よ っ て 準 備 さ れ
た ワ ク チ ン を 接 種 し た 動 物 か ら 得 ら れ た 試 料 を 試 験 す る こ と と か ら 成 る 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス
ウ イ ル ス に 感 染 し た 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 、 さ ら に 好 ま し く は ウ シ 科 の 動 物 を 決 め る
方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 病 原 体 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 病 に 関 係 し た ワ ク チ ン 注 射 お よ び 診 断 法 の
分 野 に 関 す る も の で 、 弱 毒 性 ワ ク チ ン ま た は 不 活 化 ワ ク チ ン を 生 成 す る 古 典 的 な 方 法 と DN
A組 換 技 術 に 基 づ く 近 代 的 方 法 両 方 の 使 用 に 関 係 し て い る 。
　 よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 動 物 、 特 に 牛 を 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス (BHV-1)か ら 守 る た
め の 弱 毒 性 生 ワ ク チ ン お よ び 不 活 化 ワ ク チ ン に 関 す る も の で 、 こ れ ら の ワ ク チ ン は 、 安 全
で か つ 効 能 が あ る ば か り で な く 、 ワ ク チ ン 接 種 を う け た 群 に お け る 、 非 感 染 動 物 と 感 染 動
物 と を 識 別 す る こ と も 可 能 に す る 。
　 ワ ク チ ン 接 種 群 に お け る 非 感 染 動 物 と 感 染 動 物 の 識 別 の た め の 試 験 に 使 用 が 可 能 で あ る
診 断 キ ッ ト も 本 発 明 の 一 部 で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 発 明 の 背 景
　 牛 の 伝 染 性 鼻 腔 気 管 炎 ウ イ ル ス (IBRV)お よ び 伝 染 性 濃 外 陰 部 腔 炎 ウ イ ル ス (IPVV)を 含 む
BHV-1は 、 牛 の 呼 吸 器 疾 患 、 生 殖 能 力 、 障 害 の 解 明 に 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 BHV-1は 、 急 性
感 染 後 、 潜 伏 し た 形 で 宿 主 内 に そ の ま ま 残 っ て い る こ と が 多 い 。 潜 伏 ウ イ ル ス は と り わ け
、 ス ト レ ス (こ れ は 臨 床 現 象 を 伴 う こ と も 、 伴 わ な い こ と も あ る )の 影 響 下 で 再 び 活 性 化 し
、 続 い て 排 泄 さ れ る こ と が あ り 得 る 。 結 果 と し て 、 感 染 し た 牛 は 終 生 BHV-1を 蔓 延 す る も
の と み な す 必 要 が あ る 。 BHV-1は オ ラ ン ダ の 養 牛 場 の 推 定 75%に お い て 風 土 病 と し て 発 生 し
て い る 。 特 に 、 高 齢 牛 の 血 清 反 応 が 陽 性 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 BHV-1感 染 予 防 接 種 に 利 用 さ れ る 多 く の 不 活 化 ("死 ん だ ")ワ ク チ ン お よ び 弱 毒 ("生 き た "
)ワ ク チ ン が あ る 。 不 活 化 ワ ク チ ン は 、 た と え ば 熱 処 理 や 照 射 、 ま た は エ タ ノ ー ル や ホ ル
マ リ ン 処 理 に よ っ て 、 BHV-1ウ イ ル ス を 死 滅 さ せ て 作 ら れ る 。 し か し な が ら 、 こ れ ら に よ
っ て は 不 充 分 な 予 防 し か 行 え な い こ と が 多 い 。 弱 毒 ワ ク チ ン は 、 同 種 (ウ シ )細 胞 ま た は ブ
タ の 細 胞 や イ ヌ の 細 胞 の よ う な 異 種 細 胞 へ の 多 数 回 に わ た る 継 代 に よ っ て 作 ら れ 、 そ の 後
ウ イ ル ス は 物 理 的 ま た は 化 学 的 に も 処 理 さ れ る こ と も あ る 。 こ の よ う に し て 、 未 知 の 突 然
変 異 /欠 失 が ウ イ ル ス ゲ ノ ム 中 に 発 達 し 、 こ れ が し ば し ば ウ イ ル ス の 疾 病 誘 発 特 性 を 低 下
さ せ る 。 弱 毒 ワ ク チ ン は 不 活 化 ワ ク チ ン よ り も 優 れ た 予 防 を 行 う が 、 こ れ は 特 に 宿 主 の 免
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疫 系 に 、 よ り 多 く の ウ イ ル ス 性 抗 原 を 与 え る か ら で あ る 。 生 き た ワ ク チ ン の 重 要 な 他 の 利
点 と し て 、 そ れ ら は 鼻 腔 内 投 与 が 可 能 で あ る と い う こ と が あ り 、 す な わ ち 、 こ こ は 感 染 後
に 野 性 型 ウ イ ル ス の 増 殖 が 初 め て 起 こ る と こ ろ で あ る 。 生 き た ワ ク チ ン は ま だ 改 良 の 余 地
が あ る 。 い く つ か の 生 き た ワ ク チ ン は さ ら に 、 流 産 を 引 き 起 こ す 可 能 性 を 有 し て い る よ う
に 思 わ れ 、 こ れ は 特 に 筋 肉 内 投 与 後 に 顕 著 に な る 。 さ ら に ま た 、 生 き た ワ ク チ ン は す べ て
、 ワ ク チ ン を 接 種 さ れ た 牛 に 潜 伏 し て 残 っ て い る と 思 わ れ る 。 ま た 、 該 ワ ク チ ン が 野 性 型
ウ イ ル ス と ほ と ん ど 相 違 す る と こ ろ が な け れ ば 、 病 原 性 へ の 復 帰 が 起 こ る 可 能 性 も あ る 。
し か し 、 重 要 な 問 題 の 1つ は 、 BHV-1ワ ク チ ン は 、 野 性 型 ウ イ ル ス に よ る 感 染 を 予 防 す る こ
と が で き な い と い う こ と で あ る 。 そ の 結 果 、 ワ ク チ ン 接 種 を 受 け た 牛 も 野 性 型 BHV-1を 蔓
延 さ せ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 適 切 な BHV-1抑 制 計 画 の た め に は 、 野 性 型 ウ イ ル ス と 識 別 す る こ と が で き る 効 果 的 か つ
安 全 な ワ ク チ ン を 自 由 に 使 え る こ と が 必 要 で あ る 。 何 故 な ら ば 、 効 果 的 ワ ク チ ン の 利 用 に
よ り BHV-1の 蔓 延 を か な り の 程 度 低 下 さ せ る こ と が で き 、 ワ ク チ ン と 野 性 型 ウ イ ル ス の 識
別 が 可 能 な 試 験 に よ っ て 、 ワ ク チ ン 接 種 を 受 け た 牛 の 群 よ り 感 染 し た 牛 を 探 り あ て 、 そ れ
を 取 り 除 く こ と が 可 能 と な る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 と こ ろ で 、 従 来 の ワ ク チ ン よ り も 一 層 安 全 と 思 わ れ る 野 性 型 ウ イ ル ス と の 識 別 が 可 能 な
BHV-1ワ ク チ ン の 開 発 が 行 わ れ て き た 。 流 産 を 引 き 起 こ す 程 度 も よ り 低 く 、 潜 伏 の 頻 度 も
低 く 、 再 活 性 化 さ れ 得 る こ と も な い チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 欠 失 変 異 株 が 単 離 さ れ た 。 さ ら に 、
組 換 え DNA技 術 を 用 い て 、 (血 清 学 的 技 術 に よ り 野 性 型 BHV-1と ワ ク チ ン の 区 別 を 可 能 に す
る )糖 蛋 白 質 gIIIの た め の 遺 伝 子 に 欠 失 を 有 す る BHV-1ワ ク チ ン が 構 成 さ れ た 。 し か し な が
ら 、 こ れ ら の ワ ク チ ン に 対 し て も さ ら に 幾 つ か の 異 論 が あ る 。 一 方 で は 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー
ゼ 遺 伝 子 は ウ イ ル ス 複 製 に 関 与 し て お り 、 複 製 の 程 度 が 低 い 程 、 よ り 程 度 の 低 い 防 御 に つ
な が る 可 能 性 が あ る 。 他 方 、 該 糖 蛋 白 質 gIIIは 防 御 抗 体 の 生 成 に 重 要 で あ り 、 こ の 防 御 抗
体 は 、 gIII欠 失 ワ ク チ ン の 効 果 を 低 下 さ せ る 。 実 際 上 の 問 題 と し て 、 一 般 に は 最 高 の 防 御
が 得 ら れ る 、 組 換 え ワ ク チ ン の 鼻 腔 内 投 与 が 幾 つ か の 国 で は 認 可 さ れ て い な い と い う 問 題
が あ る 。 し た が っ て 、 有 効 か つ 安 全 で 、 さ ら に 野 性 型 BHV-1と 区 別 す る こ と が 可 能 な ワ ク
チ ン が 求 め ら れ て お り 、 さ ら に ま た こ れ は 、 か か る ワ ク チ ン の 少 な く と も 1つ は 、 組 換 え D
NA技 術 に よ っ て 構 成 さ れ た ウ イ ル ス よ り も 、 む し ろ 従 来 の 方 法 で 弱 毒 化 さ れ た ウ イ ル ス に
基 づ い た も の で あ る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 と こ ろ で 、 細 胞 培 養 に お け る 継 代 に よ っ て 、 糖 蛋 白 質 gEの た め の 遺 伝 子 を 欠 く BHV-1菌
株 が 得 ら れ た 。 我 々 が 行 っ た 研 究 の 最 初 の 結 果 は 、 こ の 遺 伝 子 は 、 野 性 型 BHV-1に 関 す る
血 清 学 的 識 別 に 非 常 に 役 立 ち 、 病 原 性 の 発 原 に 関 与 し て い る こ と を 示 し て い る 。 し た が っ
て 、 そ の 欠 失 は 安 全 性 に 寄 与 し て お り 、 こ れ に よ っ て チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 欠 失 の 使 用 は 不 要
と な る か も し れ な い 。 糖 蛋 白 質 gEは く 防 御 の 誘 導 に と っ て 糖 蛋 白 質 gEほ ど 重 要 で は な い と
思 わ れ る 。 従 来 の 方 法 で 弱 毒 化 さ れ た 野 性 型 ウ イ ル ス と 血 清 学 的 に 識 別 す る こ と が 可 能 な
、 従 来 の 方 法 で 弱 毒 化 さ れ た BHV-1菌 株 は 独 自 の も の で あ る 。 こ こ で 初 め て 述 べ た 、 gE-遺
伝 子 の 位 置 と DNA配 列 は 、 こ れ ま で は 知 ら れ て い な か っ た 。 ま た 、 こ れ か ら 誘 導 す る こ と
が で き る オ リ ゴ ヌ タ レ オ チ ド ポ リ ペ プ チ ド お よ び オ リ ゴ ペ プ チ ド も 知 ら れ て い な か っ た 。
ま た 、 gE-遺 伝 子 に 基 づ く 血 清 学 的 識 別 を 行 う た め の 試 験 も 独 自 の も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 こ の "従 来 の "gE欠 失 変 異 株 の 重 要 な 利 点 ("従 来 の "と は 従 来 の 弱 毒 ウ イ ル ス 単 離 方 法 を
使 用 す る こ と を 意 味 し て い る )は 、 親 換 え ワ ク チ ン に 関 す る 限 り で は 、 鼻 腔 内 投 与 が 禁 止
さ れ て い る 国 々 に お い て 、 こ の "従 来 の "gE欠 失 変 異 株 を 鼻 腔 内 投 与 す る こ と が 可 能 に な る
で あ ろ う と い う 点 で あ る 。 し か し な が ら 、 安 全 に 関 し て 別 の 観 点 か ら よ く 考 慮 し て 、 こ の
従 来 の gE欠 失 ワ ク チ ン の 他 に 、 明 確 に 限 定 さ れ た 組 換 え の 型 も 構 成 さ れ た 。 こ れ ら の 組 換
え ワ ク チ ン も ま た 欠 失 を 有 し て お り 、 -ま た 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 の 欠 失 も 有 し て い
て も よ く 、 ま た は 有 し て い な く て も よ い -お よ び 、 こ れ ら の 組 換 え ワ ク チ ン は 、 異 種 の 遺
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伝 子 の 発 現 の た め の ベ ク タ と し て 用 い る こ と も で き る 。 こ れ ら の 組 換 え ワ ク チ ン は 全 て 、
同 じ gE特 有 試 験 に よ っ て 、 野 性 型 ウ イ ル ス と 区 別 す る こ と が で き る 。 一 組 の 異 な る ワ ク チ
ン に 対 し て 標 準 的 な 試 験 を 利 用 す る こ と は 、 国 際 的 な 努 力 と し て の BHV-1の 戦 い に お い て
強 力 な 利 点 と な り 得 る 。 か か る 方 法 が BHV-1ワ ク チ ン の 分 野 に お い て 述 べ ら れ た こ と は な
い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 牛 に お け る 抗 BHV-1反 応 の 血 清 分 析 に よ っ て 、 抗 gE抗 体 の 重 要 部 分 は 、 糖 蛋 白 質 gEお よ
び 他 の BHV-1糖 蛋 白 質 で あ る 糖 蛋 白 質 gIに よ っ て 形 成 さ れ る 複 合 物 に 対 し て 向 け ら れ て い
る こ と が 示 さ れ た 。 し た が っ て 、 か か る 複 合 物 特 有 の 抗 体 の 存 在 を 示 す こ と も で き る 血 清
試 験 は 、 抗 -gE抗 体 を 検 出 す る こ と が で き る だ け の 試 験 よ り も 高 感 受 性 で あ る と 思 わ れ る
。 gE単 欠 失 変 異 株 に よ り ワ ク チ ン 接 種 を 受 け た 牛 は 、 抗 -gI/gE抗 体 の 検 出 を 妨 げ る こ と が
有 り 得 る 抗 -gI抗 体 を 作 る 可 能 性 が あ る 。 し た が っ て 、 こ の 発 明 は gI/gE二 重 欠 失 を 有 す る
ワ ク チ ン を 含 む 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 発 明 の 要 約
　 本 発 明 は 、 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 に 欠 失 を 有 す る BHV-1の 欠 失 変 異 株 を 提 供 す る 。 "～ に 欠
失 を "と い う 語 は 、 全 体 と し て の 遺 伝 子 の 欠 失 を 含 む こ と を 意 図 し て い る 。 本 発 明 の 好 適
な 実 施 例 は 、 以 下 に 述 べ る 欠 失 変 異 株 Difivac-1の よ う な 、 弱 毒 処 置 に よ っ て 引 き 起 こ さ
れ た 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 に お け る 欠 失 を 有 す る BHV-1の 欠 失 変 異 株 に よ っ て 構 成 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 他 の 好 適 な 実 施 例 は 、 以 下 に 述 べ る 欠 失 変 異 株 1B7ま た は 1B8の よ う な 組 換 え DN
A技 術 に よ っ て 作 ら れ た 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 に 欠 失 を 有 し て い る BHV-1の 欠 失 変 異 株 か ら 成
る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 他 の 好 適 な 実 施 例 は 、 以 下 に 述 べ る gI、 /gE二 重 欠 失 変 異 株 Difivac-IEの よ う
な 、 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 お よ び 糖 蛋 白 質 gI一 遺 伝 子 に 各 々 欠 失 を 有 す る BHV-1の 二 重 欠 失 変
異 株 か ら 成 る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 さ ら に ま た 、 最 高 の 安 全 性 を 期 し て 、 本 発 明 に よ れ ば 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 お よ び チ ミ ジ
ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 の そ れ ぞ れ に 欠 失 を 有 す る BHV-1の 欠 失 変 異 株 が 好 適 で あ る 。 ま た 本 発
明 は 、 糖 蛋 自 質 gE-遺 伝 子 、 糖 蛋 白 質 gI-遺 伝 子 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 に 欠 失 を 有 す る
BHV-1の 欠 失 変 異 株 も 含 ん で い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 動 物 を 、 特 に 哺 乳 動 物 を 、 さ ら に 特 に ウ シ 科 の 動 物 を 上 記 に お い て 明 確 に 述
べ た BHV-1欠 失 変 異 株 を 有 す る BHV-1か ら 守 る た め に 、 こ れ ら に ワ ク チ ン 接 種 を す る た め の
ワ ク チ ン の 組 成 、 適 切 な 担 体 ま た は ア ジ ュ バ ン ト を 提 供 す る 。 前 記 構 成 は 、 生 き た ワ ク チ
ン 組 成 で も 不 活 化 ワ ク チ ン 組 成 で も よ い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 に 欠 失 を 有 し 、 組 換 え DNA技 術 に よ っ て 導 か れ た 異
種 遺 伝 子 を 含 む BHV-1の 変 異 株 に お い て 実 施 さ れ て い る 。 好 適 に は 、 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 の
位 置 に 、 組 換 え DNA技 術 に よ っ て 導 か れ た 異 種 遺 伝 子 を 含 む BHV-1の 変 異 株 に 関 す る も の で
、 前 記 異 種 遺 伝 子 は 、 gE-遺 伝 子 の 調 節 配 列 の 管 理 下 に あ り 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド に 関 し て
コ ー ド 化 す る gE-遺 伝 子 の 一 部 に 任 意 に 付 加 さ れ る 。 前 記 異 種 遺 伝 子 は 、 BHV-1の 異 な る プ
ロ モ ー タ の 管 理 下 、 ま た は 異 種 プ ロ モ ー タ の 管 理 下 に あ る こ と も 可 能 で あ る 。 BHV-1の 変
異 株 が 、 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 に お け る 欠 失 に 加 え て 、 さ ら に 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 に
お け る 欠 失 、 お よ び /ま た は 糖 蛋 白 質 gI-遺 伝 子 に お け る 欠 失 な ど の 欠 失 を 有 し て い る 場 合
に は 、 前 記 異 種 遺 伝 子 を 、 こ の 付 加 欠 失 の 位 置 に 挿 入 し て も よ い 。 複 数 の 挿 入 も 別 の 選 択
肢 で あ り 、 1つ の 欠 失 の 位 置 に ま と め て 行 う か 、 幾 つ か の 欠 失 の 位 置 に 分 け て 行 う か さ れ
る 。
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【 ０ ０ １ ５ 】
　 好 適 に 導 か れ た 異 種 遺 伝 子 は 、 別 の 病 原 体 の 免 疫 原 性 蛋 白 質 ま た は ペ プ チ ド に つ い て 、
ま た は 免 疫 反 応 を 促 進 す る サ イ ト カ イ ン に つ い て コ ー ド 化 す る 。 適 切 な サ イ ト カ イ ン の 例
と し て は イ ン タ ー ロ イ キ ン ー 2、 α イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 γ イ ン タ ー フ ェ ロ ン が あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 動 物 を 、 特 に 哺 乳 動 物 を 、 さ ら に 特 に ウ シ 科 の 動 物 を (異 な る )病 原 体 よ
り 守 る た め 、 こ れ ら に ワ ク チ ン を 接 種 す る た め の 、 (生 き た 、 ま た は 不 活 化 )ワ ク チ ン の 組
成 を 提 供 す る も の で 、 該 ワ ク チ ン の 組 成 に は 、 免 疫 原 性 蛋 白 質 ま た は 他 の 病 原 体 ペ プ チ ド
に つ い て コ ー ド 化 し て い る 異 種 遺 伝 子 を 有 し て い る BHV-1突 然 変 異 株 お よ び ア ジ ュ バ ン ト
の 適 切 な 担 体 が 含 ま れ る 。 勿 論 、 こ の 防 御 は 1つ 以 上 の 病 原 体 に 関 す る も の で よ く 、 す な
わ ち 、 変 異 株 が 複 数 の 異 種 遺 伝 子 を 含 む 多 価 ワ ク チ ン に 関 す る も の で よ い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 さ ら に ま た 本 発 明 は 、 BHV-1の 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 、 こ の 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 の 一 部 、 ま
た は こ の 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 か ら 誘 導 さ れ る ヌ タ レ オ チ ド 配 列 を 含 む 組 換 え 核 酸 を 含 む 組
成 に 関 す る 。 こ の 組 成 は 、 BHV-1の 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 、 こ の 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 の 一 部 、
こ の 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 か ら 誘 導 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 組 換 え 核 酸 の 挿 入 を 有 す
る ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ま た は 発 現 ベ ク タ を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 BHV-1の 糖 蛋 白 質 gE、 こ の 糖 蛋 白 質 gEの 一 部 、 こ の 糖 蛋 白 質 gEか ら 誘 導
さ れ た ペ プ チ ド 、 ま た は 糖 蛋 白 質 gEお よ び gIの 複 合 物 を 含 む 組 成 、 お よ び BHV-1の 糖 蛋 白
質 gE、 こ の 糖 蛋 白 質 gEの 一 部 、 こ の 糖 蛋 白 質 gEか ら 誘 導 さ れ た ペ プ チ ド 、 ま た は 糖 蛋 白 質
gEと gIの 複 合 物 に 特 有 の 抗 体 を 有 す る 組 成 を 含 む 。 "抗 体 "と は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 調 製
物 と 、 大 半 の 用 途 に 好 適 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 両 方 を 意 昧 し て い る と 解 釈 さ れ る 。 "糖
蛋 白 質 gEの 一 部 "お よ び "糖 蛋 白 質 gEか ら 誘 導 さ れ る ペ プ チ ド "と い う 用 語 は 、 一 般 に 少 な
く と も 約 8ア ミ ノ 酸 の 長 さ を 有 す る で あ ろ う gE特 有 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 意 味 し て い る と 解 釈
さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 試 料 中 の 、 特 に 、 動 物 、 特 に 哺 乳 動 物 、 さ ら に 特 に ウ シ 科 の 動 物 の 、
血 液 ま た は 血 清 、 血 液 細 胞 、 乳 、 涙 な ど の 体 液 、 肺 洗 浄 液 、 鼻 水 、 精 液 、 特 に 精 漿 、 唾 液
、 痰 、 ま た は 組 織 、 特 に 神 経 組 織 の よ う な 生 物 学 的 試 料 中 の 、 BHV-1の 核 酸 を 検 出 す る た
め の 、 BHV-1の 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 か ら 誘 導 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 プ ロ ー ブ
ま た は 核 酸 プ ラ イ マ を 含 む 診 断 用 キ ッ ト 、 お よ び 核 酸 検 出 試 験 に 適 し た 検 出 手 段 に 関 す る
。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 試 料 中 の 、 特 に 、 動 物 、 特 に 哺 乳 動 物 、 さ ら に 特 に ウ シ 科 の 動 物 の 血
液 ま た は 血 清 、 血 液 細 胞 、 乳 、 涙 の よ う な 体 液 、 肺 洗 浄 液 、 鼻 水 、 精 液 、 特 に 精 漿 、 唾 液
、 痰 、 ま た は 組 織 の よ う な 生 物 学 的 試 料 中 の 、 BHV-1に 特 有 の 抗 体 を 検 出 す る た め の 、 BHV
-1の 糖 蛋 白 質 gE、 こ の 糖 蛋 白 質 の 一 部 、 こ の 糖 蛋 白 質 gEか ら 誘 導 さ れ た ペ プ チ ド 、 ま た は
糖 蛋 白 質 gEお よ び gIの 複 合 物 を 含 む 診 断 用 キ ッ ト 、 お よ び 抗 体 検 出 試 験 に 適 し た 検 出 手 段
に 関 す る 。 該 診 断 用 キ ッ ト は 、 さ ら に 、 BHV-1の 糖 蛋 白 質 gEに 特 有 の 、 ま た は BHV-1の 糖 蛋
白 質 の gEと gIの 複 合 物 に 特 有 の 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 抗 体 を 含 め て も よ い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 試 料 中 の 、 特 に 、 動 物 、 特 に 哺 乳 動 物 、 さ ら に 特 に ウ シ 科 の 動 物 の 血
液 ま た は 血 清 、 血 液 細 胞 、 乳 、 涙 な ど の 体 液 、 肺 洗 浄 液 、 鼻 水 、 精 液 、 特 に 精 漿 、 唾 液 、
痰 、 ま た は 組 織 、 特 に 神 経 組 織 の よ う な 生 物 学 的 試 料 中 の 、 BHV-1の 蛋 臼 質 を 検 出 す る た
め の 、 BHV-1の 糖 蛋 白 質 gEに 特 有 の 、 ま た は BHV-1の 糖 蛋 白 質 gEと gIの 複 合 物 に 特 有 の 1つ
ま た は そ れ 以 上 の 抗 体 を 含 む 診 断 用 キ ッ ト 、 お よ び 蛋 白 質 検 出 試 験 に 適 し た 検 出 手 段 に 関
す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 BHV-1の 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 を 含 む 核 酸 の 存 在 、 BHV-1の 糖 蛋 白 質 gE、
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ま た は BHV-1の 糖 蛋 白 質 gEと gIの 複 合 物 の 存 在 、 ま た は BHV-1の 糖 蛋 白 質 gEに 特 有 の 、 ま た
は BHV-1の 糖 蛋 白 質 gEと gIの 複 合 物 に 特 有 の 抗 体 の 存 在 に つ い て 、 動 物 の 、 特 に 哺 乳 動 物
の 、 さ ら に 特 に ウ シ 科 の 動 物 の BHV-1感 染 を 判 断 す る た め の 、 前 記 動 物 の 試 料 の 、 特 に 、
血 液 ま た は 血 清 、 血 液 細 胞 、 精 液 、 特 に 精 漿 、 唾 液 、 痰 、 涙 な ど の 体 液 、 肺 洗 浄 液 、 鼻 水
、 乳 、 ま た は 組 織 、 特 に 神 経 組 織 の よ う な 生 物 学 的 試 料 の 試 験 を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 試
験 を 行 う 試 料 は 、 本 発 明 に 従 っ た 組 成 の ワ ク チ ン を そ れ ま で に 接 種 さ れ た こ と の な い 動 物
の も の 、 ま た は 本 発 明 に 従 っ て 調 製 さ れ た ワ ク チ ン を そ れ ま で に 接 種 さ れ た こ と の あ る 動
物 の も の と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 生 ワ ク チ ン お よ び 不 活 化 ワ ク チ ン 両 方 か ら 成 る 一 組 の BHV-1ワ ク チ ン に 関 す
る も の で 、 こ れ ら は ど ち ら も 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 の 全 部 ま た は 一 部 を 欠 い て い る 。 こ の 組
は 、 自 然 gE欠 失 変 異 株 も 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 お よ び /ま た は 糖 蛋 白 質 gI-遺 伝 子 の 欠
失 を 含 む こ と も 含 ま な い こ と も あ る 構 成 gE欠 失 変 異 株 も 、 お よ び 異 種 遺 伝 子 ベ ク タ と し て
使 用 さ れ る 構 成 gE欠 失 変 異 株 も 含 む 。 さ ら に 本 発 明 は 、 BHV-1糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 を コ ー ド
化 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 こ れ ら の 配 列 か ら 誘 導 さ れ る オ リ ゴ ヌ タ レ オ チ ド 、 該 糖 蛋 白 質
gEそ れ 自 身 、 そ こ か ら 誘 導 さ れ る ペ プ チ ド 、 お よ び 該 gE糖 蛋 白 質 と そ こ か ら 誘 導 さ れ る ペ
プ チ ド に 対 し て 向 け ら れ る (モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル )抗 体 に 関 す る 。 ま た 本
発 明 は 、 BHV-1の 糖 蛋 白 質 gEと gIの 複 合 物 、 お よ び か か る 複 合 物 に 対 し て 向 け ら れ る 抗 体
に 関 す る 。
　 本 発 明 に 従 っ た こ れ ら の 物 質 は 、 以 下 の た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 1)BHV-1に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 病 を 予 防 す る た め の 牛 の ワ ク チ ン 接 種 。
　 こ れ は BHV-1に 感 染 し た 動 物 と 、 ワ ク チ ン 接 種 し た 動 物 の 間 の 区 別 が 可 能 な 従 来 の ワ ク
チ ン お よ び 構 成 ワ ク チ ン を 一 緒 に 使 用 す る こ と が 可 能 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 2)BHV-1に よ る 疾 病 お よ び 防 御 抗 原 に 対 す る コ ー ド 化 配 列 を BHV-1欠 失 変 異 株 の 中 に 組 込
む こ と が で き る 他 の 病 原 体 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 病 を 予 防 す る た め の 牛 の ワ ク チ ン 接 種
。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 3)牛 の 血 液 、 血 清 、 乳 、 他 の 体 液 に つ い て 、 そ れ ら が 野 性 型 BHV-1に よ っ て 感 染 し て い
る か 、 gE欠 失 変 異 株 で ワ ク チ ン 接 種 さ れ て い る か を 、 血 清 学 的 に 、 ま た は 核 酸 検 出 技 術 (
た と え ば PCR） に よ り 判 断 す る た め の そ れ ら の 試 験 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び BHV-1の 糖 蛋 白 質 g-遺 伝 子 と 糖 蛋 白 質 gI-遺 伝 子
の コ ー ド 化 配 列 よ り 誘 導 さ れ る 糖 蛋 白 質 の 合 成 。
　 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 (図 3A)お よ び こ の 遺 伝 子 に つ い て コ ー ド 化 す る 単 離 DNAフ ラ グ メ ン ト
に つ い て の 、 例 に 記 載 の DNA配 列 分 析 の 結 果 に よ り 、 標 準 的 な 分 子 生 物 学 的 処 置 を 用 い て
、 gE蛋 白 質 の ペ プ チ ド (オ リ ゴ ま た は ポ リ ペ プ チ ド )を 合 成 す る こ と 、 お よ び 原 核 的 方 法 (
バ ク テ リ ア 中 )ま た は 真 核 的 方 法 (た と え ば 、 ネ ズ ミ の 細 胞 に お い て )に よ り 、 gE蛋 白 質 の
全 体 を 、 ま た は そ の 一 部 を 表 す こ と が 共 に 可 能 と な る 。 こ れ ら の 方 法 に よ っ て 、 た と え ば
gE特 有 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 成 に 役 立 つ こ と が で き る gE特 有 の 抗 原 を 得 る こ と が で き
る 。 さ ら に 、 gE特 有 の 抗 原 (お よ び 、 gE特 有 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 )を 血 清 試 験 に お い て 使
用 す る こ と が で き 、 BHV-1 gE欠 失 ワ ク チ ン の 接 種 を し た 動 物 と 野 性 型 BHV-1ウ イ ル ス に 感
染 し た 動 物 の 間 の 区 別 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 例 に 記 載 の 、 糖 蛋 白 質 gI-遺 伝 子 、 お よ び こ の 遺 伝 子 に つ い て コ ー ド 化 す る 単 離 DNAフ ラ
グ メ ン ト に つ い て 、 糖 蛋 白 質 gEを 表 す 真 核 細 胞 と 共 に 、 部 分 的 に DNA配 列 を 分 析 し た 結 果
、 真 核 細 胞 中 の gI/gE複 合 物 を 表 す こ と が で き る (図 13お よ び 図 14参 照 )。 こ の 糖 蛋 白 質 複
合 物 は 、 gI/gE特 有 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 こ
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の gI/gE複 合 物 は 、 単 gE BHV-1欠 失 変 異 株 、 ま た は 二 重 gI/gE BHV-1欠 失 変 異 株 に よ る ワ ク
チ ン 接 種 を 受 け た 牛 と 野 性 型 BHV-1ウ イ ル ス に 感 染 し た 牛 の 区 別 を す る 血 清 試 験 に お け る
抗 原 と し て も 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 gE特 有 ペ プ チ ド
　 既 知 の 蛋 白 質 コ ー ド 化 配 列 に 基 づ き 、 自 動 合 成 装 置 に よ り 、 約 40～ 50の ア ミ ノ 酸 の ポ リ
ペ プ チ ド を 作 る こ と が で き る 。 BHV-1菌 株 Lamの gE糖 蛋 白 質 の 蛋 白 質 コ ー ド 化 配 列 が 解 明 さ
れ た の で (図 3A)、 こ の BHV-1 gE糖 蛋 臼 質 の ポ リ ペ プ チ ド の 合 成 が 可 能 と な る 。 か か る ポ リ
ペ プ チ ド を 用 い て 、 標 準 的 な 方 法 に 従 っ て 、 マ ウ ス や ウ サ ギ な ど の 実 験 動 物 を 免 疫 化 し 、
gE特 有 抗 体 を 作 る こ と が で き る 。 さ ら に 、 こ れ ら の gE特 有 ペ プ チ ド を 用 い て 、 抗 gE抗 体 が
gE蛋 白 質 (エ ピ ト ー プ )と 反 応 す る 位 置 を 、 た と え ば PEPSCAN法 (Geysen et a1.,1984,Proc.
Natl.Acad,Sci.USA 81,3998～ 4002） に よ り 、 さ ら に 特 定 す る こ と が で き る 。 gE特 有 の オ
リ ゴ ペ プ チ ド も 抗 gE抗 体 を 実 証 す る 血 清 試 験 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 gEの 原 核 発 現
　 細 菌 中 に て gE蛋 白 質 を 合 成 す る た め (す な わ ち 、 gEの 原 核 発 現 )、 糖 蛋 白 質 gEに つ い て 、
ま た は そ の 一 部 に つ い て コ ー ド 化 す る DNAフ ラ グ メ ン ト を 、 原 核 発 現 ベ ク タ 中 に タ ロ ー ン
化 し な け れ ば な ら な い 。 原 核 発 現 ベ ク タ は 、 環 状 DNA分 子 で 、 こ れ は 別 個 に 複 製 し て ゆ く
分 子 (プ ラ ス ミ ド ） と し て 、 細 菌 中 で 自 ら を 維 持 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 発 現 ベ ク タ
は 、 抗 性 物 質 抵 抗 に つ い て コ ー ド 化 を 行 い 、 し た が っ て 発 現 ベ ク タ を 伴 う 細 菌 の 選 択 を 可
能 に す る 。 1つ 、 ま た は そ れ 以 上 の 標 識 遺 伝 子 を 含 む 。 さ ら に 、 発 現 ベ タ タ は 、 (制 御 可 能
で あ る こ と も 多 い )プ ロ モ ー タ 領 域 を 有 し て お り 、 該 領 域 の 背 後 に DNAフ ラ グ メ ン ト を 結 合
す る こ と が で き 、 こ れ ら の フ ラ グ メ ン ト は 、 プ ロ モ ー タ の 影 響 に よ り 発 現 さ れ る 。 現 行 の
多 く の 原 核 発 現 ベ ク タ に お い て は 、 い わ ゆ る 担 体 蛋 白 質 に 融 合 し 、 所 望 の 蛋 白 質 が 発 現 し
て い る 。 そ の た め に 、 ベ ク タ 中 で は プ ロ モ ー タ の 後 に 、 担 体 蛋 白 質 に つ い て の コ ー ド 化 配
列 が 位 置 し て お り 、 所 望 の DNAフ ラ グ メ ン ト が こ れ に 直 接 隣 接 し て 結 合 さ れ て い る 。 融 合
蛋 白 質 は 、 多 く の 場 合 よ り 安 定 で 、 認 識 お よ び /ま た は 単 離 も よ り 簡 単 で あ る 。 一 定 の 細
菌 株 に て 、 特 定 の 融 合 蛋 白 が 達 成 す る こ と が で き る 定 常 状 態 レ ベ ル は 融 合 に よ っ て 、 お よ
び 菌 株 に よ っ て 異 な っ て い る 。 種 々 の 組 合 わ せ を 試 み る こ と が 慣 例 に な っ て い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 の 真 核 発 現
　 蛋 白 質 の 原 核 発 現 は 幾 つ か の 利 点 を も た ら し て く れ る が 、 蛋 白 質 は 真 核 細 胞 で 起 こ る グ
リ コ シ ル 化 の よ う な 修 飾 変 更 を 欠 い て い る 。 そ の 結 果 、 真 核 発 現 蛋 白 質 は 多 く の 場 合 よ り
適 切 な 抗 原 で あ る 。 マ ウ ス の 細 胞 の よ う な 真 核 細 胞 に お け る 蛋 白 質 の 異 種 発 現 の 場 合 、 真
核 発 現 ベ ク タ が 使 用 さ れ る 。 こ れ ら の ベ ク タ は 、 プ ラ ス ミ ド で 大 腸 菌 細 胞 内 で 増 殖 さ せ る
こ と が 可 能 で あ る ば か り で な く 、 真 核 細 胞 中 に て 安 定 し た 状 態 で 生 存 す る こ と も で き る 。
こ れ ら の ベ ク タ は 、 原 核 選 択 マ ー カ の 他 に 、 真 核 選 択 マ ー カ も 含 む 。 原 核 発 現 ベ ク タ に 似
て 、 真 核 発 現 ベ ク タ は 、 所 望 の 遺 伝 子 が 後 に 結 合 す る こ と が で き る プ ロ モ ー タ 領 域 を 含 ん
で い る 。 し か し な が ら 、 真 核 ベ ク タ に お け る プ ロ モ ー タ 配 列 は 、 真 核 細 胞 に 特 有 で あ る 。
ま た 、 真 核 ベ ク タ に お い て は 、 担 体 蛋 白 質 に 対 す る 融 合 が 利 用 さ れ る こ と は 滅 多 に な い 。
こ れ ら の ベ ク タ は 、 標 準 的 な ト ラ ン ス ・ フ ェ タ シ ョ ン 法 (F.L.Graham and A. J. van der 
Eb. 1973, Virology 52,456～ 467)に よ り 真 核 細 胞 中 に 導 か れ る 。 真 核 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ
の 他 に 、 ウ ィ ル ス ベ ク タ も あ り 、 こ の 場 合 に は 、 異 種 遺 伝 子 が ウ ィ ル ス (た と え ば 、 レ ト
ロ ウ ィ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ ィ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ ィ ル ス )の ゲ ノ ム 中 に 導 か れ る 。 次 い で 、
真 核 細 胞 に 組 換 え ウ ィ ル ス を 感 染 さ せ る こ と が で き る 。
　 一 般 に 、 個 々 の 遺 伝 子 産 物 に と っ て 、 ベ ク タ や 細 胞 は ど う い っ た タ イ プ の も の が 最 適 で
あ る か と い う こ と を 予 測 す る こ と は で き な い 。 大 抵 の 場 合 、 幾 つ か の 組 合 せ が 試 み ら れ て
い る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 糖 蛋 白 質 gEお よ び 糖 蛋 自 質 gI両 方 の 真 核 発 現 蛋 白 質 が 得 る 最 終 構 造 は 、 蛋 白 質 の 一 次 ア
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ミ ノ 酸 配 列 、 折 た た み 、 翻 訳 後 修 飾 等 に 依 存 し て い る 。 蛋 白 質 の 構 造 に 寄 与 す る 重 要 な フ
ァ ク タ ー は 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 他 の 蛋 白 質 と の 相 互 作 用 で あ る 。 BHV-1糖 蛋 白 質 gEは 、
少 な く と も 1つ の 他 の 糖 蛋 白 質 、 す な わ ち BHV-1糖 蛋 白 質 gIと の 複 合 物 を 形 成 す る こ と を 我
々 は 発 見 し た 。 か か る 複 合 物 を 初 め て 示 し た も の は 、 候 補 的 抗 -gEモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 1,5
1,67,75,78に よ る 我 々 の 結 果 で あ っ た (表 2参 照 )。 こ れ ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Difiv
ac-1と も 、 ま た Lam gE-と も 反 応 し な か っ た ば か り で な く 、 糖 蛋 白 質 gE発 現 3T3細 胞 を 認 識
す る こ と も で き な か っ た 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Difivac-1に
感 染 後 は gE-発 現 3T3細 胞 と は 反 応 せ ず 、 こ れ ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の た め の 適 切 な 抗 原
コ ン ホ メ ー シ ョ ン を 糖 蛋 白 質 gEに 与 え る た め に 、 因 子 を 補 足 す る こ と が 必 要 で あ る こ と を
示 し た 。 我 々 が 行 っ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 81と の 放 射 線 免 疫 沈 澱 試 験 の 幾 つ か に お い て 、
見 か け 上 の 分 子 量 63KDの 蛋 臼 質 が 共 沈 す る こ と が 判 っ た 。 ヘ ル ペ ス 単 ウ ィ ル ス 糖 蛋 白 質 gE
は 、 こ れ に 匹 敵 す る 分 子 量 の 蛋 白 質 (HSV1糖 蛋 白 質 gI)と 複 合 物 を 形 成 す る と い う 事 実 に 鑑
み 、 我 々 は BHV-1糖 蛋 白 質 gEは 、 糖 蛋 白 質 gIの BHV-1同 族 体 と 複 合 物 を 形 成 す る も の と 推 定
し た 。 こ の BHV-1 gE/gI複 合 物 を 研 究 す る た め 、 お よ び 適 切 な 抗 原 構 造 を 有 す る gE抗 原 を
作 る た め 、 こ れ ら の 両 蛋 白 質 を 1つ の 真 核 細 胞 中 で 発 現 さ せ た 。 こ の た め に 、 糖 蛋 白 質 gE
だ け の 真 核 発 現 の た め に 記 載 し た も の と 同 じ 処 置 を 適 用 し た 。 た だ し 、 前 提 条 件 と し て 、
選 択 可 能 な 種 々 の 真 核 標 識 を 有 す る 発 現 ベ ク タ の 使 用 を 1つ だ け 追 加 し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 血 清 試 験
　 gEに 対 す る 抗 体 に 基 づ き 、 Difivac-1の ワ ク チ ン 接 種 を さ れ た 牛 と 、 野 性 型 BHV-1に 感 染
し た 牛 を 区 別 す る た め の 血 清 学 的 方 法 は 、 好 適 に は gEに 対 し て 向 け ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 の 使 用 に 基 づ く 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 以 下 の 方 法 で 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 a)Van Oirschot et al(Journal of Virological Metbods 22,191～ 206,1988)に よ り 述
べ ら れ た 原 則 に よ る 。 Aujeszky病 の ウ イ ル ス に 対 す る gI抗 体 検 出 の た め の 、 こ の 酵 素 結 合
イ ム ノ ソ ル ベ ン ト 検 定 法 (ELISA)で は 、 抗 体 は 、 gI上 に 2つ の 異 な っ た エ ピ ト ー プ を 有 す る
2つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 に 対 す る ブ ロ ッ ク 効 果 に よ っ て 実 証 さ れ る 。 こ の 試 験 は
、 以 下 の よ う に 実 施 さ れ る 。 マ イ タ ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 37℃ で 1晩 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 1で 被 覆 し 、 そ の 後 、 た と え ば 4℃ ま た は -20℃ に て 保 存 す る 。 試 験 さ れ る 血 清 は 、 別 の
未 被 覆 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に お い て 、 37℃ に て た と え ば 2時 間 、 抗 原 と 共 に 前 保 温
さ れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 1が 被 覆 さ れ た プ レ ー ト を 、 た と え ば 5回 洗 浄 し 、 そ の 後 セ イ
ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (HRPO)と 結 合 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 2を こ れ ら の プ レ ー ト
に 添 加 す る 。 次 に 、 前 保 温 さ れ た 血 清 -抗 原 混 合 物 を 、 2つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 置 か れ
て い る プ レ ー ト に 転 移 さ せ 、 37℃ に て た と え ば 1時 問 保 温 す る 。 こ れ ら の プ レ ー ト を 洗 浄
し 、 各 ウ ェ ル に 基 質 を 添 加 す る 。 室 温 に て 約 2時 間 経 過 さ せ た 後 、 こ れ ら の プ レ ー ト に つ
い て ス ペ ク ト ル 光 度 計 に よ る 読 取 り を 行 う 。 各 プ レ ー ト に は 、 4つ の 陰 性 対 照 血 清 お よ び
陽 性 血 清 の 4つ の 連 続 希 釈 物 が 含 ま れ る 。 光 学 濃 度 が 同 じ プ レ ー ト で 試 験 さ れ た 4つ の 陰 性
対 照 血 清 の 平 均 光 学 濃 度 の 50%を 下 回 る 血 清 は 陽 性 と み な さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 b)間 接 2重 抗 体 サ ン ド イ ッ チ (IDAS)法 に よ る 。
　 こ の 場 合 は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト は 、 gE蛋 白 質 に 対 し て 向 け ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ
ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 で 被 覆 す る 。 gE抗 原 調 製 物 と の 保 温 の 結 果 、 被 覆 に gEが 結 合
す る 。 試 験 さ れ る 牛 の 血 清 中 の gEに 対 し て 特 別 に 向 け ら れ た 抗 体 は 続 い て gEに 結 合 す る 。
こ れ ら の 結 合 抗 体 は 、 抗 -ウ シ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 複 合 物 に よ っ て 認 識 さ れ る 。 こ の 複 合 物 中
の 抗 体 は 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 酵 素 に 共 有 結 合 す る 。 最 後 に 、 こ の 結 合 複 合 物 は 、 色 素 原 基
質 の 添 加 に よ り 、 可 視 の も の に さ れ る 。 こ の 反 応 の 特 性 は 、 gE-抗 原 調 製 物 の 代 わ り に 、 g
E-陰 性 対 照 調 製 物 に よ り 同 じ 処 置 を 実 施 し て 調 べ る 。 各 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 上 に は
、 陽 性 お よ び 陰 性 の 対 照 血 清 が 含 ま れ る 。 こ の 試 験 は 、 陽 性 の 血 清 が 一 定 の 希 釈 度 に お い
て 陽 性 を 示 す 場 合 に 有 効 で あ る 。 光 学 濃 度 が 標 準 陰 性 対 照 血 清 よ り も 0.2高 い 場 合 に は 、
血 清 は 陽 性 で あ る 。
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【 ０ ０ ３ ６ 】
　 c)2に お い て 述 べ た IDAS法 で は 、 た だ し 試 験 さ れ る 血 清 を 保 温 し た 後 で あ る が 、 抗 -ウ シ
免 疫 グ ロ ブ リ ン 複 合 物 の 代 わ り に 、 抗 -gEモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 /HRPOが 使 用 さ れ る 。 抗 -gE
ペ プ チ ド 血 清 ま た は 抗 -gEポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 を 抗 -gEモ ノ タ ロ ー ナ ル 抗 体 の 代 わ り に 使 用
し て も よ い 。 こ れ ら の プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 各 々 の ウ エ ル に 色 素 原 基 質 を 添 加 す る 。 室 温 に
て た と え ば 、 約 2時 間 経 過 さ せ た 後 、 こ れ ら の プ レ ー ト に つ い て ス ペ ク ト ル 光 度 計 に よ る
読 取 り を 行 う 。 各 プ レ ー ト に は 、 4つ の 陰 性 対 照 血 清 お よ び 陽 性 血 清 の 4つ の 連 続 希 釈 物 が
含 ま れ る 。 光 学 濃 度 が 同 じ プ レ ー ト で 試 験 さ れ た 4つ の 陰 性 対 照 血 清 の 平 均 光 学 濃 度 の 50%
を 下 回 る 血 清 は 陽 性 と み な さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 d)精 製 、 未 精 製 を 問 わ な い ウ イ ル ス 抗 原 が マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 一 晩 被 覆 さ れ る
ブ ロ ッ ク ELISA法 に よ る 。 こ れ ら の プ レ ー ト に お い て 、 試 験 さ れ る 血 清 は 、 37℃ に て た と
え ば 1時 問 ま た は 1時 間 以 上 保 温 さ れ る 。 洗 浄 処 置 を し た 後 、 こ れ ら の プ レ ー ト に 抗 -gEモ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 添 加 し 、 37℃ に て た と え ぱ 1時 間 保 温 す る 。 抗 -gEペ プ チ ド 血 清 ま た は
抗 -gEポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 を 抗 -gEモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 代 わ り に 使 用 し て も よ い 。 こ れ ら
の プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 各 ウ エ ル に 、 色 素 原 基 質 を 添 加 す る 。 室 温 に て 、 た と え ば 2時 間 経
過 さ せ た 後 、 こ れ ら の プ レ ー ト に つ い て 、 ス ペ ク ト ル 光 度 計 に よ る 読 取 り を 行 う 。 4つ の
陰 性 対 照 血 清 お よ び 陽 性 血 清 4つ の 連 続 希 釈 物 が 含 ま れ る 。 光 学 濃 度 が 、 同 じ プ レ ー ト で
試 験 さ れ た 4つ の 陰 性 対 照 血 清 の 平 均 光 学 濃 度 の 50%を 下 回 る 血 清 は 陽 性 と み な さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 上 記 の 方 法 の い ず れ に お い て も 、 gEを 含 む 、 従 来 の 方 法 で 成 長 さ せ た ウ イ ル ス 抗 原 を 使
用 す る こ と が で き る が 、 原 核 ま た 真 核 を 介 し て 発 現 す る gE-抗 原 も 使 用 す る こ と が で き る
。 あ る い は ま た 、 BHV-lgE配 列 に 基 づ く オ リ ゴ ペ プ チ ド を 従 来 の 抗 原 の 代 わ り に 、 上 記 診
断 試 験 に お い て 使 用 す る こ と が で き る で あ ろ う 。 さ ら に ま た 、 か か る オ リ ゴ ペ プ チ ド を 、
Kemp et al.に よ る 記 事 、 Science 241,1352～ 1354,1988に 記 載 の 方 法 に 従 っ た 、 い わ ゆ る
"Cow-side"試 験 の 開 発 に 使 用 す る こ と が で き る で あ ろ う 。 か か る 試 験 は 、 感 染 動 物 中 に 存
在 し て い る gEに 対 し て 向 け ら れ て い る 抗 体 に よ る オ リ ゴ ペ プ チ ド 抗 原 配 列 の 連 結 に 基 づ い
た も の に な る で あ ろ う 。 こ の よ う な 試 験 の 場 合 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド を 、 牛 の 赤 血 球 に 対 し て
向 け ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 連 結 さ せ る 必 要 が あ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 を 使 用 す る 核 酸 分 析
　 た と え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ )を ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に 用
い て 、 ワ ク チ ン 接 触 を 受 け た 動 物 と 感 染 し た 動 物 を 区 別 す る こ と が で き る 。 ポ リ メ ラ ー ゼ
連 鎖 (PCR)は 、 病 原 体 の 核 酸 を 短 時 間 に 数 十 億 倍 に 増 殖 さ せ る こ と が で き る 技 術 で あ る (De
polymerase kettingreactie. P.F,Hilderink, J.A.Wagenaar,J.W.B.van der Giessen and
 B.A.M. van der Zeijst,1990,Tijdschrift voor Diergeneeskunde deel 115,1111～ 1117
)。 gEオ リ ゴ ヌ タ レ オ チ ド は 、 gE陽 性 ゲ ノ ム に お い て 、 gE陰 性 ゲ ノ ム に お け る も の と は 異
な る 生 成 物 が 形 成 さ れ る よ う に 選 択 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 gE欠 失 ワ ク チ ン を ワ ク チ
ン 接 種 さ れ た 動 物 は 、 RCR試 験 に お い て 陽 性 信 号 を 出 す と い う 利 点 が あ る 。 し か し な が ら
、 こ の 方 法 は 、 試 験 さ れ る 動 物 か ら 採 取 し た 試 料 中 、 た と え ば 血 液 中 の ウ イ ル ス の 核 酸 の
存 在 に 依 存 し て い る 。
　 BHV-1急 性 感 染 後 は 、 血 液 中 に BHV-1特 有 の 核 酸 を 実 証 す る こ と が で き る 見 込 み は 充 分 に
あ る が 、 し か し な が ら 、 BHV-1核 酸 も 、 潜 伏 時 に 血 清 中 に 実 証 す る こ と が で き る か ど う か
は ま だ 確 め ら れ て い な い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ベ ク タ と し て の BHV-1の 使 用
　 BHV-1ゲ ノ ム 中 の 異 種 遣 伝 子 の 発 現 に は 、 そ の 異 種 遺 伝 子 が 挿 入 さ れ る べ き 領 域 に つ い
て の 正 確 な 情 報 を 自 由 に で き る こ と が 必 要 で あ る 。 必 須 配 列 に つ い て の 妨 害 は い か な る も
の も あ っ て は な ら ず 、 ま た 異 種 遺 伝 子 の 発 現 に 調 節 配 列 が 利 用 で き な け れ ば な ら な い 。 gE
-遺 伝 子 は 、 必 須 で は な く 、 し た が っ て 、 異 種 遺 伝 子 gE遺 伝 子 を 交 換 し て も 問 題 は な い 。
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結 果 と し て 、 こ の 異 種 遺 伝 子 を 、 gE遺 伝 子 が 調 節 配 列 の 影 響 下 に あ る よ う に 配 置 す る こ と
が で き る 。 し か し な が ら 、 gE遺 伝 子 の 調 節 配 列 を 使 用 す る 必 要 は な い 。 異 種 遺 伝 子 の 発 現
は 、 代 わ り に 、 他 の も の 、 た と え ば 種 々 の 遺 伝 子 の よ り 強 い 調 節 配 列 に よ り 制 御 す る こ と
が で き る 。 ま た 、 gE遺 伝 子 の (輸 出 )信 号 ペ プ チ ド に 異 種 遺 伝 子 を 連 結 す る こ と も 可 能 で あ
り 、 し た が っ て 異 種 遺 伝 子 生 成 物 の 分 泌 に 影 響 さ せ る こ と が で き る 。 gE遺 伝 子 お よ び gE蛋
白 質 に つ い て の 詳 細 な 知 識 に よ っ て 、 非 常 に 適 切 に 調 整 さ れ た 方 法 で 、 ベ ク タ と し て BHV-
1を 用 い る 可 能 性 が 与 え ら れ る こ と は 明 ら か で あ る 。 発 生 す る ベ ク タ は 、 さ ら に 野 性 型 と
血 清 学 的 に 区 別 す る こ と が で き る 。 異 種 遺 伝 子 を 発 現 す る BHV-1変 異 株 の 構 成 は 、 例 に 示
し た gE欠 失 変 異 株 の 構 成 と 同 じ 方 法 で 実 施 す る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 次 に 、 欠 失
フ ラ グ メ ン ト は 、 異 種 遺 伝 子 が 欠 失 位 置 に 配 置 さ れ て い る フ ラ グ メ ン ト と 交 換 す べ き で あ
る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 例
　 1)自 然 gE欠 失 変 異 株 の 単 離 お よ び 同 定
　 a)自 然 変 異 株 の 単 離
　 ゲ ノ ム DNAを 、 従 来 法 に よ り 弱 毒 化 さ れ た 多 く の ワ ク チ ン か ら 標 準 的 方 法 に 従 っ て 単 離
し 、 制 限 酵 素 を 用 い て 分 析 し た 。 特 に 、 野 性 型 BHV-1ウ イ ル ス と の 区 別 を 可 能 と す る に 適
切 と 思 わ れ る ゲ ノ ム 偏 差 に つ い て 研 究 し た 。
　 特 に 、 BHV-1ゲ ノ ム の Us領 域 に 注 意 し た 。 こ れ は 、 そ の 領 域 に -ヘ ル ペ ス 単 ウ イ ル ス 1と
の 類 似 に よ り -非 必 須 糖 蛋 白 質 に 対 す る 多 く の 遺 伝 子 コ ー デ ィ ン グ が 配 置 さ れ て い る か ら
で あ る 〔 Identification of a herpes simplex virus1 glycoprotein gene within a gen
e cluster dispensable for growth in cell culture, R. Longnecker,S.Chatterjec,R.J
. Whitley and B.Roizwan(1987)Proc、 Natl. Acad. Sci,84,4303～ 4307〕 。
　 ユ ー ゴ ス ラ ビ ア 、 サ グ レ フ 大 学 よ り 入 手 し た BHV-1ワ ク チ ン バ ッ チ (Lugovic et a1.,Vet
erinarski Arhiv 55,241～ 245,1985)は 、 ウ シ の 胚 腎 臓 細 胞 お よ び ウ シ の 胚 気 管 細 胞 (Ebtr
)上 で 多 く の 継 代 を 行 っ た 後 に 、 正 常 な Us領 域 の 他 に 、 偏 差 の あ る Us領 域 を 有 し て い る こ
と を 証 明 し た 。 さ ら に こ の ワ ク チ ン は 、 Ebtr細 胞 に 大 き な プ ラ ー ク と 小 さ な プ ラ ー ク の 両
方 を 形 成 す る よ う に 思 わ れ た 。 こ の 混 合 群 よ り 、 そ れ ぞ れ の 国 ご と に 選 択 さ れ た 小 さ な プ
ラ ー ク で 偏 差 の あ る Us領 域 を 有 す る ウ イ ル ス を 、 3つ の 限 界 希 釈 ス テ ッ プ に よ っ て 単 離 し
た 。 こ の 経 路 を 介 し て 単 離 さ れ た ウ イ ル ス を さ ら に 試 験 し 、 Difivac-1を 希 釈 し た 。 こ れ
は 、 1992年 5月 27日 Institut Pasteur,Paris,Franceに 寄 託 番 号 1-1213と し て 寄 託 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 b)Difivac-1に お け る gE遺 伝 子 の 欠 失 の 同 定
　 U S 領 域 に お け る こ の 偏 差 を さ ら に 分 析 す る た め に 、 Difivac-1の ゲ ノ ム DNAを 標 準 的 な 方
法 で 単 離 し 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 行 っ た (図 1A)。 3 2 Pの ラ ベ ル を 貼 っ た 野 性 型 HindIIIK
フ ラ グ メ ン ト を 有 す る こ の ブ ロ ッ ト の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ り 、 Us領 域 の 中 心 に 位 置 し て
い る こ の フ ラ グ メ ン ト は 、 Difivac-1に お い て は 、 1,0キ ロ ベ ー ス (kb)程 度 短 い 。 さ ら に 、
こ の 分 析 に よ っ て 、 欠 け て い る 部 分 の 位 置 を お お よ そ 推 定 す る こ と が で き た (図 1B)。 こ の
欠 失 を さ ら に 分 析 す る た め に 、 野 性 型 BHV-1菌 株 Lamの Us領 域 を 単 離 し 、 原 核 ベ ク ト ル 中 に
ク ロ ー ン 化 し た 。 そ の た め に 、 標 準 的 な 方 法 に 従 っ て 、 Lam菌 株 (図 2A)の ゲ ノ ム DNAを 単 離
し 、 ベ ク タ 、 pUC18、 pACYCお よ び pBR322中 に ク ロ ー ン 化 し た (図 2B)。 欠 失 の 推 定 位 置 周 辺
の 領 域 の 物 理 的 地 図 を 作 成 し た (Fig.2c)。 こ の 物 理 的 地 図 か ら ス タ ー ト し て 、 こ の 領 域 の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 決 定 に 適 し た サ ブ ク ロ ー ン を ベ ク タ pKUN19と pUC18で 構 成 し た (図 2D)
。 こ れ ら の サ ブ ク ロ ー ン を 用 い て 、 全 領 域 の 2つ の 鎖 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (図 2Cに 指 示 )を
サ ン ガ ー 法 を 用 い て 決 定 し た 。 こ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (SEQ.ID.NO.1)を Pc、 /Geneプ ロ グ ラ
ム を 用 い て 分 析 し た 。 概 念 翻 訳 か ら 、 ヌ ク レ オ チ ド (nt)168～ nt1893が 575の ア ミ ノ 酸 の オ
ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の た め の 遺 伝 暗 号 を 指 定 す る (図 3A)も の と 推 定 さ れ た 。 さ ら
に 分 析 の 結 果 、 こ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 図 3Bに 示 さ れ て い る よ う に 、 貫 膜 糖 蛋 白 質 の 特 性 を 有
し て い る こ と が 示 さ れ た 。 実 は 、 最 初 の 26の ア ミ ノ 酸 (aa)は 、 典 型 的 真 核 性 の 輸 出 信 号 と
し て 認 識 さ れ 、 aa423と aa450の 間 の 領 域 は 、 貫 膜 領 域 と し て 認 識 さ れ る 。 さ ら に 、 3つ の
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ポ テ ン シ ャ ル N-結 合 、 糖 鎖 形 式 部 位 が こ の 配 列 に お い て 発 生 す る 。 こ の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列
は 、 ヘ ル ペ ス 単 ウ イ ル ス (HSV)の 糖 『 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 に 明 ら か に 類 似 し た と こ ろ を 示 し て
い る 。 (図 4Aお よ び 図 4B参 照 )。 こ れ ら お よ び そ の 他 の 類 似 点 に よ り 、 見 つ け ら れ た 遺 伝 子
は 、 BHV-1の gE同 族 体 で あ る と い う 結 論 を 正 当 化 す る も の で あ る 。 こ の 理 由 か ら 、 遺 伝 子
は gEと 呼 ば れ る 。 こ の BHV-1 gE-遺 伝 子 が Difivac-1に お い て ど の 程 度 欠 失 し て い る の か を
判 断 す る た め に 、 p318フ ラ グ メ ン ト を 単 離 し た 。 p318フ ラ グ メ ン ト は 、 要 求 さ れ る BHV-gE
が リ ー デ ィ ン グ ル ー ム を 開 く 前 に 、 Alul部 位 55ntで 開 始 し 、 リ ー デ ィ ン グ ル ー ム の 後 の 13
3ntを 終 了 す る 。 ゲ ノ ム Difivac-1DNAを 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 用 い て 、 こ
の p318フ ラ グ メ ン ト で 分 析 し た 。 こ の 結 果 、 Difivac-1は 検 出 可 能 な p318配 列 を 全 く 含 ん
で い な い こ と が 明 ら か と な っ た (図 5)。 こ の 試 験 に よ り Difivac-1は 欠 失 を 有 し 、 こ の 欠 失
は gE遺 伝 子 全 体 に 広 が っ て い る こ と が 明 ら か に 実 証 さ れ て い る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 欠 失 領 域 の 大 き さ と 位 置 を 決 定 す る た め に 、 Difivac-1の Us領 域 を 包 括 し て い る ゲ ノ ム
配 列 を 原 核 ベ ク タ 中 に ク ロ ー ン 化 し た (図 11Cを 参 照 )。 14.5kb EcoRIフ ラ グ メ ン ト を pACYC
ベ ク タ 中 に ク ロ ー ン 化 し 、 P775と 命 名 し た 。 7.4kb HindIIIフ ラ グ メ ン ト を 独 自 に pUC18ベ
ク タ 中 に ク ロ ー ン 化 し 、 p728と 命 名 し た 。 ク ロ ー ン p728よ り 、 2つ の サ ブ ク ロ ー ン を 単 離
し た 。 す な わ ち 、 ク ロ ー ン p737中 の 1.4kbPst1フ ラ グ メ ン ト と ク ロ ー ン p754中 の 350bp Alu
I-Pst1フ ラ グ メ ン ト で あ る 。 こ れ ら の ク ロ ー ン の 制 限 酵 素 分 析 と サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 (デ
ー タ は 示 さ れ て い な い )に よ り 、 Difivac-1の gE欠 失 の 長 さ は 2.7kbで あ り 、 gE遺 伝 子 か ら
丁 度 5'で ス タ ー ト し 、 Us領 域 の 境 界 で 終 了 す る こ と が 実 証 さ れ た 。 こ れ ら の 2.7kbは 、 反
復 領 域 の 逸 脱 拡 張 と し て 、 gE遺 伝 子 に 対 向 し た Us領 域 に 位 置 し た 重 複 1kbセ グ メ ン ト に よ
っ て 置 き か え ら れ た (図 11bを 参 照 )。 こ の 分 析 の 結 果 を 確 認 す る た め に 、 お よ び 正 確 な 組
換 え 点 を 決 定 す る た め に 、 ク ロ ー ン p754の 大 半 の 挿 入 に つ い て の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定
し 、 野 性 型 配 列 を 比 較 し た (図 12参 照 )。 こ の 分 析 に よ り 組 換 え 点 は 、 gE遺 伝 子 の 出 発 コ ド
ン か ら 77bp上 流 に 位 置 し て い る こ と が 判 っ た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 c)Difivac-1の 安 全 性 と 効 能 に つ い て の 評 価
　 7週 齢 の BHV-1血 清 反 応 陰 性 の 特 有 の 病 原 体 を も っ て い な い 牛 で Difivac-1を 試 験 し た 。 8
体 の 牛 に 2ml,10 5 TCID 5 0 の 鼻 腔 内 ワ ク チ ン 接 種 を 行 っ た 。 2ml中 の 1mlは 各 々 の 鼻 孔 に ス プ
レ ー し た 。 各 々 別 々 の 独 立 し た 区 画 に 収 容 さ れ て い た 、 BHV-1血 清 反 応 陰 性 の 特 有 病 原 体
を 持 っ て い な い 7週 齢 の 8体 の 牛 に 2mlの 培 養 基 を 鼻 腔 内 投 与 し 、 非 ワ ク チ ン 接 種 対 照 と し
て 用 い た 。 ワ ク チ ン 接 種 か ら 5週 後 に 、 ワ ク チ ン 接 種 牛 と 非 ワ ク チ ン 接 種 牛 に 10 7 TCID 5 0 、
の 強 毒 性 BHV-1菌 株 、 Iowaを 鼻 腔 内 接 種 し た 。 接 種 か ら 6週 後 に 推 定 さ れ る 潜 伏 ウ イ ル ス を
再 活 化 さ せ る た め 、 全 牛 に 5日 間 デ キ サ メ タ ゾ ン に よ り 筋 肉 内 処 理 を 行 っ た 。 臨 床 微 候 、
直 腸 温 、 発 育 を 監 視 し た 。 布 で 拭 き 取 っ た 鼻 水 か ら ウ イ ル ス の 単 離 を 行 い 、 血 清 中 の 中 和
抗 体 力 価 を 求 め た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ワ ク チ ン 接 種 後 の 、 牛 の 挙 動 、 食 欲 、 直 腸 温 、 発 育 率 は 正 常 の ま ま で あ っ た が 、 ワ ク チ
ン を 接 種 し た 牛 は 、 い く ら か 漿 液 性 鼻 水 の 分 泌 と 唾 液 の 分 泌 過 多 が あ っ た 。 Difivac-1は
、 ワ ク チ ン 接 種 後 、 布 で 拭 き 取 っ た 鼻 水 か ら 排 泄 さ れ た (図 17)。 ワ ク チ ン 接 種 牛 は 全 て 、
BHV-1に 対 す る 中 和 抗 体 を 生 成 し た 。
　 菌 株 接 種 後 、 14日 ま で に 、 非 ワ ク チ ン 接 種 牛 は 全 て 、 無 感 情 、 食 欲 の 喪 失 、 目 ヤ ニ お よ
び 鼻 水 の 分 泌 、 下 あ ご の 歯 肉 の 赤 ら み 、 鼻 の 粘 膜 の 強 い 傷 害 が 見 ら れ 、 ま た 接 種 後 4日 で
発 育 が 停 止 し た 。 ワ ク チ ン を 接 種 し た 牛 の 鼻 の 粘 膜 の 傷 害 は 小 さ く 、 速 や か に 治 癒 す る も
の で 、 発 育 が 止 ま る こ と は な か っ た 。 菌 株 接 種 後 の 1日 毎 の 臨 床 評 価 、 直 腸 温 、 発 育 の 推
移 を 図 18,図 19お よ び 図 20に 示 し た 。 菌 種 接 種 後 、 全 牛 と も 鼻 か ら ウ イ ル ス を 排 泄 し た が
、 ウ イ ル ス 排 泄 の 量 と 期 間 は 、 ワ ク チ ン 接 種 牛 は 著 し く 低 か っ た (図 21)。 ワ ク チ ン 接 種 牛
に お い て は 、 二 次 抗 体 反 応 が 見 ら れ 、 非 ワ ク チ ン 接 種 牛 は 全 て 、 菌 種 接 種 後 抗 体 を 生 成 し
た 。 再 活 化 後 、 接 種 ウ イ ル ス を 1体 の ワ ク チ ン 接 種 牛 お よ び 5体 の 非 ワ ク チ ン 接 種 牛 か ら 単
離 し た 。 Difivac-1を 再 活 化 す る こ と は で き な か っ た 。
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【 ０ ０ ４ ６ 】
　 上 記 の 結 果 に よ り 、 Difivac-1は 、 若 年 牛 に お い て は 殆 ど 病 気 の 微 候 を 引 き 起 こ さ ず 、
再 活 化 さ れ な い こ と が 実 証 さ れ た 。 Difivac-1は 、 菌 種 接 種 後 病 気 の 程 度 と ウ イ ル ス の 排
泄 量 を 著 し く 低 下 さ せ た 。
　 結 論 と し て 、 Difivac-1は 、 BHV-1感 染 予 防 の た め に 牛 に 使 用 さ れ る 、 安 全 か つ 効 能 の あ
る ワ ク チ ン で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 2)BHV-1の 組 換 え gE欠 失 変 異 株 の 構 成
　 Difivac-1よ り も 分 子 的 に よ り 明 確 で 、 か つ 所 望 さ れ る な ら ば 、 gE-遺 伝 子 の 欠 失 に 加 え
て 、 た と え ば チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 に 欠 失 を 有 し た 識 別 可 能 な BHV-1ワ ク チ ン と 自 由 に
利 用 で き る よ う に す る た め に 、 Difivac-1の 他 に 、 組 換 え gE欠 失 変 異 株 を 構 成 し た 。 糖 蛋
白 質 gE-遺 伝 子 の 決 め ら れ た 位 置 か ら ス タ ー ト し 、 gE遺 伝 子 を 側 面 に 配 置 す る ク ロ ー ン 化
さ れ た DNAフ ラ グ メ ン ト を 用 い て 、 gE欠 失 フ ラ グ メ ン ト を 構 成 す る こ と が で き た 。 標 準 的
な 技 術 (F.L.Graham and A.J.van der Eb 1973,Virology52,456～ 467)を 用 い て 、 ,こ の 欠
失 フ ラ グ メ ン ト を 野 性 型 BHV-1菌 株 の ゲ ノ ム 中 で 組 換 え る こ と が で き 、 そ の 結 果 gE欠 失 変
異 株 と な っ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 a)gE欠 失 フ ラ グ メ ン ト の 構 成
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 gEフ ラ グ メ ン ト の 構 成 の た め に 、 一 方 に お い て は 、 全 gE配 列 を 欠 き 、 他 方 野 性 型 ゲ ノ ム
と 組 み 換 え る こ と が で き る 十 分 な フ ラ ン キ ン グ 配 列 を 含 む フ ラ グ メ ン ト が 目 標 と さ れ た 。
5'(上 流 )側 で は 、 gE遺 伝 子 の 開 始 コ ド ン の 前 に 18ntを 終 え る 1.2kb PstI-AsuIIフ ラ グ メ ン
ト が 選 択 さ れ た 。 3'(下 流 )フ ラ グ メ ン ト に つ い て は 、 gE遺 伝 子 の 停 止 ユ ド ン の 前 に 2ntを
開 始 す る 、 1.2kb EcoNI-DraIフ ラ グ メ ン ト が 選 択 さ れ た (図 6)。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 gE欠 失 フ ラ グ メ ン ト の 構 成 に つ い て は 、 gE遺 伝 子 の 5'側 に 位 置 し た 、 BHV-1菌 株 Lamの 8.
4kb HindIIIKフ ラ グ メ ン ト か ら の 1.4kb PstI-SmaIフ ラ グ メ ン ト が 、 プ ラ ス ミ ド pUC18の Sm
aIお よ び PstI中 に サ ブ ク ロ ー ン さ れ た 。 こ の ク ロ ー ン は p515と 命 名 し た 。 gEの 3'側 に 位 置
し 、 4.1kb HindIII-EcoRIク ロ ー ン か ら く る EcoNI-SmaIフ ラ グ メ ン ト は p515の 特 異 な AsuII
部 位 中 に ク ロ ー ン さ れ た 。 こ の よ う に 、 gE欠 失 フ ラ グ メ ン ト の 構 成 は 完 結 し 、 こ の よ う に
し て 構 成 さ れ た ク ロ ー ン を p519と 命 名 し た 。 原 則 的 に は p519の 全 PstI-SmaI挿 入 を gE欠 失
フ ラ グ メ ン ト と し て 利 用 す る こ と が で き る が 、 こ れ は 望 ま し く な い 。 実 際 は 、 PstI-SmaI
は 、 Us領 域 を フ ラ ン ク す る 反 復 配 列 中 に 、 約 100～ 150塩 基 対 (bp)の 拡 張 を 行 う 。 こ の 100
～ 150bpの 部 分 は 、 gE遺 伝 子 が 位 置 し て お ら ず 、 し た が っ て 所 望 さ れ て い な い 組 換 生 成 物
を 作 り 出 す こ と が で き な い Us領 域 の 他 方 の 反 復 配 列 と 組 換 え る こ と が で き た 。 こ の た め 、
PstI-DraIフ ラ グ メ ン ト が 組 換 え 実 験 の た め に 選 択 さ れ 、 し た が っ て 100bpの 反 復 が 除 去 さ
れ た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 b)野 性 型 BHV-1の ゲ ノ ム に よ る gE欠 失 フ ラ グ メ ン ト の 組 換 え
　 構 成 gE欠 失 フ ラ グ メ ン ト と 野 性 型 BHV-1の ゲ ノ ム の 間 の 組 換 え を 効 果 的 な も の と す る た
め に 、 2つ の DNA分 子 の マ イ ク ロ グ ラ ム 量 を 、 F.L.Graham and A.J.van der Eb(1973、 Viro
logy52,456～ 467)の 標 準 的 な 方 法 に 従 っ て 、 ウ シ の 胚 気 管 (Ebtr)細 胞 に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン す る 。 細 胞 の 組 換 え メ カ ニ ズ ム は 、 細 胞 に よ っ て 組 み 込 ま れ た 少 し の 割 合 の DNA
分 子 (2～ 4%)の 組 換 え を 導 く 。 組 換 え ら れ た gE欠 失 変 異 株 の 選 択 の た め に 、 ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン 後 に 形 成 さ れ る ウ ィ ル ス 混 合 物 を 、 新 鮮 な Ebtr細 胞 培 養 物 上 に 播 種 す る 。 大 抵 の
場 合 、 こ れ に よ っ て 発 達 す る 、 別 々 の ウ ィ ル ス 群 (プ ラ ク )が 、 1つ の ウ ィ ル ス か ら 生 じ る
。 BHV-1菌 株 Lamの gE欠 失 変 異 株 の 単 離 の た め に 、 こ れ ら の プ ラ ク の 内 の 230を 単 離 し 、 Dif
ivaC-1に 感 染 し た 細 胞 と 反 応 し な い 、 BHV-1特 有 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 に よ る 標 準 的 免 疫
法 に よ り 試 験 を 行 っ た 。 こ れ ら の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 、 糖 蛋 白 質 gEに 対 し て 向 け る 。 23
0の プ ラ ー ク の 内 5つ が こ れ ら の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 と 反 応 し な か っ た 。 こ れ ら の 5つ の プ
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ラ ー ク の DNAに つ い て さ ら に 研 究 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 c)BHV-1菌 株 Lamの 構 成 gE欠 失 変 異
　 株 の DNA分 析 上 述 の 5つ の 候 補 gE欠 失 変 異 株 の 内 3つ (1B7,1B8お よ び 2H10)の DNA調 製 物 に
つ い て 、 標 準 的 な サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 技 術 (Sambrook et al.1989)を 用 い て 試 験 し た 。 ゲ
ル 電 気 泳 動 と 、 プ ロ ー ブ と し て 2.3kb PstI-DraI欠 失 フ ラ グ メ ン ト に よ る サ ザ ン ブ ロ ッ ト
ハ イ ブ リ ッ ト 化 が そ の 後 に 続 く 、 PstIと DraIに よ る こ れ ら の DNAの 2重 の 消 化 は 、 ウ ィ ル ス
群 1B7と 1B8の ゲ ノ ム の gE遺 伝 子 は 、 所 望 の 方 法 で 正 確 に 取 り 除 か れ た こ と を 示 し て い る 。
図 7Aお よ び 図 7B参 照 。 群 2H10は 、 偏 差 PstI-DraIフ ラ グ メ ン ト を 有 し て い る 。 gE特 有 プ ロ
ー ブ に よ る サ ザ ン ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ッ ト 化 に よ り 、 3つ の DNA調 製 物 の い ず れ に も gE配 列 は
置 か れ て い な い こ と を 示 し て い る (結 果 に つ い て は 示 さ れ て い な い )。 BHV-1ウ ィ ル ス 群 1B7
お よ び 1B8は 、 故 意 の 組 換 gE欠 失 変 異 株 で あ る 。 BHV-1ウ ィ ル ス 群 1B7は ワ ク チ ン 特 性 に つ
い て 試 験 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 d)チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ /gE二 重 欠 失 変 異 種 の 構 成
　 わ ず か 1つ の 遺 伝 子 に 欠 失 を 有 す る BHV-1組 換 欠 失 変 異 株 は 、 十 分 に 毒 性 が 低 下 し た も の
で は な い か も し れ な い の で 、 BHV-1菌 株 Lamお よ び Harberinkの チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ (CTK)遺 伝
子 に も 欠 失 を 与 え た 。 こ れ ら の 変 異 株 は 、 上 記 の gE欠 失 変 異 種 に 対 し て 使 用 さ れ る 方 法 と
類 似 の 方 法 で 構 成 さ れ た (結 果 は 示 さ れ て い な い )。 こ れ ら の TK欠 失 変 異 株 は TK/gE二 重 欠
失 変 異 株 の 構 成 に 使 用 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 e)糖 蛋 白 質 gI/糖 蛋 白 質 gE二 重 欠 失 変 異
　 株 の 構 成 gE単 欠 失 変 異 株 の ワ ク チ ン 接 種 を う け た 牛 は 、 抗 gI/gE抗 体 の 検 出 を 妨 害 す る
お そ れ の あ る 抗 -gI抗 体 を 生 成 す る 可 能 性 が あ る た め (以 下 に 考 察 )、 gI/gE2重 欠 失 を 有 す
る ワ ク チ ン に つ い て も 発 明 し た 。 こ の よ う な gI/gE二 重 欠 失 変 異 株 は 、 gE単 欠 失 変 異 種 の
構 成 に 使 用 さ れ る の と 同 じ 処 置 を 用 い て 構 成 す る こ と が で き る 。 gE遺 伝 子 の 5'端 部 を 包 括
す る 、 1.8kb PstIフ ラ グ メ ン ト の 上 流 側 端 部 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 部 分 的 分 析 に よ り 、 他
の ヘ ル ペ ス ウ ィ ル ス に 見 ら れ る gI相 同 物 に 対 し て 有 意 な 相 同 関 係 を 有 す る オ ー プ ン リ ー デ
ィ ン グ フ レ ー ム が 明 ら か に な っ た 。 図 13お よ び 図 14を 参 照 の こ と 。 gE遺 伝 子 の 下 流 に 位 置
し た 、 gI遺 伝 子 お よ び EcoNI-SmaIフ ラ グ メ ン ト の 推 定 5'端 部 を 包 囲 し て い る 350bp SmaI-P
stIフ ラ グ メ ン ト を 用 い て 、 gI/gE欠 失 フ ラ グ メ ン ト を 構 成 す る こ と が で き た 。 こ の フ ラ グ
メ ン ト は 野 性 型 ゲ ノ ム と 組 換 え 、 BHV-lgI/gE欠 失 変 異 株 を も た ら す こ と が で き た 。 図 16を
参 照 の こ と 。 理 論 的 に は さ ら に ま だ 生 成 す る こ と が で き る 80～ 90ア ミ ノ 酸 は 、 抗 -gI/gE抗
体 の 欠 失 を 防 げ る こ と が で き る 抗 体 を 導 き 出 す こ と は で き な い で あ ろ う 。 さ ら に 、 gI遺 伝
子 の 配 列 分 析 に よ り 、 完 全 な gIコ ー ド 化 領 域 を 包 括 す る gI欠 失 の 構 成 が 可 能 と な る で あ ろ
う 。 こ の gI/gE二 重 欠 失 変 異 種 を Difivac-IEと 命 名 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 f)Lam gE - お よ び Lam gE - ,TK - 変 異 株 の 安 全 性 と 効 能 の 評 価
　 Lam gE - お よ び Lam gE - ,TK - ,BHV-1変 異 株 菌 株 の ワ ク チ ン 特 性 を 7週 齢 の 、 BHV-1血 清 反 応
陰 性 の 特 有 病 原 体 を 持 た な い 牛 に お い て 試 験 し た 。 各 々 の 変 異 株 を 6体 の 牛 に 鼻 腔 内 ス プ
レ ー し た 。 各 牛 の 全 投 与 量 は 、 2ml培 養 基 に お い て 10 5 TCID 5 0 と な り 、 2m1中 1mlは 各 々 の 鼻
孔 に ス プ レ ー し た 。 他 の 6体 の 牛 は ウ ィ ル ス を 含 ま な い 培 養 基 を 鼻 腔 内 投 与 し 非 ワ ク チ ン
投 与 対 照 と し て 用 い た 。 ワ ク チ ン 投 与 か ら 5週 後 に 、 ワ ク チ ン 投 与 お よ び 非 ワ ク チ ン 投 与
い ず れ の 牛 も 、 す べ て の 牛 に 強 毒 性 BHV-1菌 株 lowa10 7 TCID 5 0 を 鼻 腔 内 接 種 し た 。 ワ ク チ ン
接 種 お よ び 菌 株 接 種 後 、 臨 床 徴 候 、 直 腸 温 、 体 重 を 監 視 し た 。 鼻 の ウ ィ ル ス の 放 出 日 数 の
決 定 の た め に 布 で 拭 き と っ た 鼻 水 を 採 取 し た 。
　 ワ ク チ ン 接 種 後 の 、 牛 の 挙 動 、 食 欲 、 直 腸 温 、 発 育 率 は 正 常 を 維 持 し た 。 漿 液 性 鼻 水 の
分 泌 お よ び 鼻 の 粘 膜 の 小 さ な 傷 害 が 、 ワ ク チ ン 接 種 牛 す べ て に 観 察 さ れ た 。 ワ ク チ ン 接 種
の 牛 の 鼻 か ら 約 7日 間 ウ ィ ル ス を 単 離 す る こ と が で き た (表 1)。
【 ０ ０ ５ ６ 】
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　 菌 接 種 後 、 非 ワ ク チ ン 接 種 の 対 照 牛 す べ て が 、 無 感 情 、 食 欲 の 喪 失 、 目 や 鼻 か ら の 分 泌
、 下 あ ご の 歯 肉 の 赤 ら み 、 鼻 の 粘 膜 の 強 度 の 傷 害 を 示 し 、 鼻 水 率 が 減 少 し た Lam gE - ,TK -

を ワ ク チ ン 接 種 し た 牛 は す べ て 、 鼻 水 の 分 泌 が 幾 分 増 加 し 、 鼻 の 粘 膜 の 小 さ な 傷 害 が い く
ら か 見 ら れ た 。 Lam gE - を ワ ク チ ン 接 種 し た 牛 の す べ て が 、 鼻 水 の 分 泌 ま た は 鼻 の 粘 膜 の
傷 害 が 進 行 し た わ け で は な か っ た 。 無 感 情 、 食 欲 の 喪 失 、 疾 病 に つ い て の そ の 他 の 徴 候 は
、 ワ ク チ ン 接 種 牛 で は 観 察 さ れ な か っ た 。 菌 接 種 後 の 直 腸 温 、 発 育 、 臨 床 評 価 は 図 22,23
お よ び 24に 示 さ れ て い る 。 非 ワ ク チ ン 接 種 牛 は ワ ク チ ン 接 種 牛 の 2倍 の 長 さ に わ た っ て ウ
ィ ル ス を 鼻 か ら 放 出 し た (表 1)。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 上 記 の 結 果 は 、 Lam gE - お よ び Lam gE - ,TK - BHV-1突 然 変 異 菌 株 は 、 若 年 の 牛 に お い て は
、 病 気 の 臨 床 徴 候 を ほ と ん ど 誘 発 し て い な い こ と を 示 し て い る 。 こ れ ら の 突 然 変 異 菌 株 は
ど ち ら も 菌 接 種 後 の 病 気 を 予 防 し 、 鼻 の ウ ィ ル ス 放 出 期 間 を 50%短 縮 さ せ た 。
　 Lam gE - お よ び Lam gE - ,TK - B、 HV-1突 然 変 異 菌 株 は 安 全 で 、 BHV-1感 染 予 防 の ワ ク チ ン と
し て 牛 に 用 い て 効 能 を 有 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 3)gEの 原 核 発 現
　 BHV-1糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 の 原 核 発 現 の 場 合 、 こ れ ま で の と こ ろ pGEX発 原 ベ ク タ (D.B.Smi
th and K.S.Johnson,Gene 67(1988)31～ 40)が 使 用 さ れ て き た 。 イ ソ プ ロ ピ ル チ オ ガ ラ ク
ト シ ド (IPTG)に よ っ て 発 現 に 誘 導 さ れ る こ と が で き る 、 tacプ ロ モ ー タ の 影 響 下 に あ る 日
本 住 血 吸 虫 か ら の 担 体 蛋 白 質 グ ル タ チ オ ン S-転 移 酵 素 (GST)に つ い て pGEXベ タ タ は コ ー ド
化 す る 。 GST-gE融 合 蛋 白 質 の 例 は 構 成 pGEX-2T600s3の 生 成 物 で あ る (図 8A)。 こ の 構 成 に お
い て 、 標 準 的 な 分 子 生 物 学 的 技 術 を 用 い て (Sambrook et al. 1989)、 gE蛋 白 質 の 200ア ミ
ノ 酸 の N末 端 領 域 に つ い て コ ー ド 化 す る 、 600bp SmaIフ ラ グ メ ン ト が GST遺 伝 子 の 後 に 連 結
さ れ た 。 こ の 構 成 は 3つ の 部 分 か ら 成 る 設 計 と さ れ 、 600bpフ ラ グ メ ン ト の 異 な っ た リ ー デ
ィ ン グ フ レ ー ム が GSTに 連 結 さ れ た 。 こ れ ら の 構 成 は す べ て IPTGと 共 に 誘 発 さ れ た 大 腸 菌
株 DH5α 内 に 導 入 さ れ 、 形 成 さ れ た 蛋 白 質 は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ン グ に よ る ポ リ ア ク リ ル
ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 後 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に 転 移 さ せ た 。 抗 -GSTに よ る 免 疫 性 検 出 に よ り
、 gE蛋 白 質 領 域 に つ い て コ ー ド 化 す る 適 切 な リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム (No.3)だ け が 、 27k(GS
T)t20k(gE)=47kの 推 定 サ イ ズ の 顕 著 な 融 合 蛋 白 質 の 発 現 を 導 く こ と が 実 証 さ れ た 。 Difiva
c-1と 反 応 し な い 我 々 が 単 離 し た 3つ の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 中 の 47
k D GST-gE融 合 蛋 白 質 を 認 識 す る 。 図 8B参 照 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 4)糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 の 真 核 発 現
　 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 の 真 核 発 現 に つ い て は 、 こ れ ま で は 、 と り わ け 、 ベ ク タ 、 pEVHisが
選 択 さ れ て き た 。 pEVHisベ ク タ は 、 真 核 遺 伝 標 識 と し て 、 ヒ ス チ ジ ノ ー ル デ ヒ ド ロ ギ ナ ー
ゼ に つ い て の HisD遺 伝 子 コ ー ド を 有 し て お り 〔 EC1.1.1.23〕 (C.Hartmann and R.Mulligan
,1988,Proc,Natl.Acad Sci.USA 85,8047～ 8051)、 こ の ヒ ス ナ ジ ノ ー ル デ ヒ ド ロ ギ ナ ー ゼ
が 、 細 胞 の 2.5mMヒ ス チ ジ ノ ー ル の 毒 性 濃 度 を 長 び か せ る 原 因 と な っ て い る 。 さ ら に 、 こ
の ベ ク タ は 、 ヒ ト の サ イ ト メ ガ に ウ ィ ル ス (HCMV)の 即 時 型 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ 領 域 を 、 該
遺 伝 子 の 後 に 位 置 し て い る 特 異 な 制 限 酵 素 部 位 と 共 に 有 し て い る 。 pEVHis/gE発 現 ベ ク タ
の 構 成 の た め に は 、 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 の 全 コ ー ド 領 域 を 有 す る フ ラ グ メ ン ト が 使 用 さ れ
た 。 gEの 従 来 の オ ー プ ン リ ー テ ィ ン グ フ レ ー ム の 前 の AluI部 位 55で ス タ ー ト し 、 そ の 後 の
133bpで 終 了 す る 。 こ の 領 域 が pEVHisベ ク タ の HCMVプ ロ モ ー タ の 後 で ク ロ ー ン 化 さ れ 、 こ
れ に よ っ て 構 成 pEVHis/gEが 形 成 さ れ た (図 9)。 こ の pEVHis/gEを 大 腸 菌 DH5の 細 胞 中 に て 増
殖 さ せ 、 塩 化 セ シ ウ ム 勾 配 法 に よ っ て 精 製 し た (Sambrook et al.,1989)。 こ の 精 製 DNAを
、 Graham and Vander Ebの 方 法 に 従 っ て 、 Balb/c-3T3細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 形 質
転 換 細 胞 を ヒ ス チ ジ ノ ー ル と 共 に 選 択 し た 結 果 、 20の 耐 ヒ ス チ ジ ノ ー ル コ ロ ニ ー を 単 離 す
る こ と が で き た 。 こ れ ら の コ ロ ニ ー を 免 疫 ペ ロ キ シ ダ ー ゼ 単 分 子 層 試 験 (IPMA)に よ っ て 、
モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 81に よ っ て 試 験 し た 。 4つ の コ ロ ニ 一 に よ っ て 、 gE蛋 白 質 の 発 現 が 証
明 さ れ た 。 こ れ ら の 4つ の コ ロ ニ ー の 内 、 3T3gEク ロ ー ン 9を 、 高 度 の gE発 現 を 有 す る サ ブ
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ク ロ ー ン の 単 離 に 使 用 し た 。 こ の 方 法 に よ っ て 単 離 さ れ た ク ロ ー ン (3T3gE9.5と 命 名 )を 候
補 抗 gEモ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の 特 性 づ け の た め に 用 い た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 5)同 一 細 胞 に お け る BHV-1糖 蛋 白 質 gEお よ び BHV-1糖 蛋 白 質 gI双 方 の 真 核 発 現
　 BHV-1糖 蛋 白 質 gEと 同 一 の 細 胞 に お い て BHV-1糖 蛋 白 質 gIを 発 現 さ せ る た め 、 ま ず 最 初 に
BHV-lgI遺 伝 子 の 推 定 位 置 を 決 め た 。 ヘ ル ペ ス 単 ウ ィ ル ス 糖 蛋 白 質 gI遺 伝 子 は 、 糖 蛋 白 質 g
E遺 伝 子 の ま さ に 上 流 に 位 置 し て い る の で 、 BHV-1 gI遺 伝 子 は 、 対 応 の 位 置 に 位 置 し て い
る も の と 推 定 さ れ た 。 こ れ を 試 験 す る た め 、 BHV-1 gE位 置 が 開 始 し た と こ ろ よ り 約 1kb上
流 に 位 置 し た 、 283ヌ ク レ オ チ ド の 領 域 の 配 列 を 決 定 し た 。 こ の 領 域 の 概 念 翻 訳 に よ り 、
第 2リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム は 、 ヘ ル ペ ス 単 ウ ィ ル ス 糖 蛋 白 質 gIと 相 同 の 94ア ミ ノ 酸 配 列 に
つ い て コ ー ド 化 す る (図 13お よ び 図 14参 照 )。 相 同 セ グ メ ン ト は 、 ス タ ー ト コ ド ン か ら 約 80
の ア ミ ノ 酸 で あ る の で 、 BHV-1 gI遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 推 定 開 始 は 、
配 列 領 域 か ら 約 250nt上 流 と 見 積 も ら れ る 。 こ れ よ り 、 配 列 領 域 か ら 400nt上 流 で ス タ ー ト
し 、 gE遺 伝 子 内 で 終 了 す る 、 1.7kbSmalフ ラ グ メ ン ト は 、 BHV-lgIl遺 伝 子 の 完 全 な コ ー ド
化 領 域 を 含 ん で い る べ き で あ る こ と が 推 定 さ れ た 。 こ の 1.7kbSmalフ ラ グ メ ン ト が 真 核 ベ
ク タ MSV-neo内 に ク ロ ー ン 化 さ れ た (図 15参 照 )。 こ の ベ ク タ は 、 強 い マ ウ ス 肉 腫 ウ ィ ル ス
プ ロ モ ー タ と 、 抗 生 物 質 G-418硫 酸 ゲ ネ テ ィ シ ン に 対 す る 耐 性 に つ い て コ ー ド 化 す る セ レ
ク タ ー 遺 伝 子 neoを 含 ん で い る 。 結 果 と し て 生 じ る 構 成 MSVneoGIが 、 大 腸 菌 DH5α 細 胞 中 で
増 殖 さ れ 、 Graha and Van der Ebの 方 法 を 用 い て 、 3T3gE9.5細 胞 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ
れ た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 は 、 400mg、 ゲ ネ テ ィ シ ン /ml培 養 基 で 選 択 さ れ 、 耐 性
コ ロ ニ ー を 単 離 し 、 3T3gE9.5細 胞 と 反 応 し な か っ た 候 補 抗 -gEモ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 で 試 験
し た 。 こ れ に よ っ て 、 た と え ば 、 野 性 型 BHV-1だ け で な く 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 66と 反 応
し た 3T3gE/gIR 20ク ロ ー ン を 選 択 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 6)候 補 抗 -gEモ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の 特 性 づ け
　 野 性 型 BHV-1に 対 し て モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 生 成 し 、 Difivac-1に 感 染 し た Ebtr細 胞 と の
反 応 不 能 性 に つ い て 選 択 し た 。 こ れ ら の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 下 記 と の 反 応 性 に つ い て 試
験 す る 。
　 a)Lam gE-欠 失 変 異 株
　 b)ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に お け る 、 上 記 の 原 核 発 現 生 成 物
　 c)上 記 の gE発 現 Balb/c-3T3細 胞
　 d)c)に 記 載 の Difivac-1に 感 染 し た 細 胞
　 e)gE/gI複 合 物 を 発 現 す る Ba1b/c-3T3細 胞
　 a,c,dお よ び eと の 反 応 性 試 験 に つ い て は 、 免 疫 ペ ロ キ シ ダ ー ゼ 単 分 子 層 試 験 (IPMA)を 用
い た 。 表 2の 結 果 に よ り 、 我 々 が 生 成 し た も の は 、 gEに 対 し て 向 け ら れ て い る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 (2,3,4,52,66,68,72,81)お よ び gE/gI複 合 物 上 の 立 体 配 座 抗 原 ド メ イ ン に 対 し て
向 け ら れ て い る 可 能 性 の あ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (NO.1,51,53,67,75,78)で あ る こ と が 判
る 。 種 々 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 抗 原 ド メ イ ン の 地 図 を 作 る た め の 競 含
IPMAに よ り 、 少 な く と も 4つ の 抗 原 ド メ イ ン が 糖 蛋 白 質 gE上 に 存 在 す る こ と 、 お よ び お そ
ら く 1つ の ド メ イ ン が gE/gI複 合 物 に よ り 形 成 さ れ る こ と が 示 さ れ た (表 2)。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 BHV-1に 感 染 し た 牛 の 抗 -gE抗 体 の 検 出
　 感 染 し た 牛 の 血 清 中 に gE抗 体 が 存 在 し て い る か 否 か を 調 べ る た め に 、 間 接 ブ ロ ッ キ ン グ
IPMAを 16の 候 補 gE-モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 実 施 し 、 以 下 の 8血 清 を 選 択 し た :
　 － Difivac-1の ワ ク チ ン 接 種 を 受 け 、 毒 性 Iowa菌 株 が 接 種 さ れ た 牛 の 菌 接 種 14日 後 に 採
取 さ れ た 2血 清 。
　 － 試 験 の た め BHV-1サ ブ タ イ プ 1ウ イ ル ス に 感 染 さ せ た 牛 の 、 感 染 20ケ 月 後 に 採 取 さ れ た
2血 清 。 こ れ ら の 牛 の う ち の 一 体 は 接 触 感 染 に よ っ て 感 染 さ せ た 。
　 － 試 験 の た め BHV-1サ ブ タ イ プ 2bウ イ ル ス に 感 染 さ せ た 牛 の 、 感 染 20ケ 月 後 に 採 取 さ れ
た 2血 清 。 こ れ ら の 牛 の う ち の 一 体 は 接 触 感 染 に よ っ て 感 染 さ せ た 。
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　 － ts変 異 株 ワ ク チ ン の 接 種 を 行 い 、 3週 後 に BHV-1サ ブ タ イ プ 2bウ イ ル ス を 接 種 さ せ た 特
有 病 原 体 の な い 牛 の 、 菌 接 種 7週 後 に 採 取 さ れ た 1血 清 。
　 － ts異 変 株 ワ ク チ ン の 接 種 を 行 い 、 3週 後 に BHV-1サ ブ タ イ プ 2bウ イ ル ス を 接 種 さ せ た 、
ノ ト バ イ オ ー ト の 牛 の 、 菌 接 種 7週 後 に 採 取 さ れ た 1血 清 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 表 2に よ り 、 こ れ ら の 血 清 は ど れ も 、 gE上 の 抗 原 性 ド メ イ ン IIIお よ び IVに 対 す る 、 お よ
び gE/gI複 合 物 上 に 位 置 し て い る と 思 わ れ る 抗 原 性 ド メ イ ン 1に 対 す る 抗 体 を 含 ん で い る こ
と が 判 る 。 gEは 、 明 ら か に BHV-1-感 染 と ワ ク チ ン 接 種 さ れ た 牛 を 区 別 す る た め の 適 切 な 血
清 学 的 遺 伝 標 識 で あ る と 結 論 づ け る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 7)BHV-l gE-特 有 プ ラ イ マ を 用 い る PCR処 置 に よ る BHV-1核 酸 の 検 出
　 BHV-lgE遺 伝 子 の 決 定 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら ス タ ー ト し て 、 PCRに 適 切 な プ ラ イ マ
の 対 を 、 Lowe et alに よ る プ ラ イ マ 選 択 プ ロ グ ラ ム (T. Lowe, J.Sharefkin, S, Qi Yang 
and C. W .Dieffenback 1990, Nucleic Acids Res, 18, 1757～ 1761)を 用 い て 選 択 し た 。
こ れ ら の プ ラ イ マ を P 3 、 P 4 と 命 名 し 、 図 に 示 し た 。 こ れ ら の プ ラ イ マ は 159nt離 れ て 位 置
し て お り 、 200ntの フ ラ グ メ ン ト の 増 殖 を 導 く 。 プ ラ イ マ P 3 、 P 4 と 単 離 さ れ た BHV-1 DNAを
用 い て 、 PCR処 置 の 条 件 を 最 適 化 し た 。 こ れ は 特 に 、 MgCl 2 の 濃 度 の 変 更 、 グ リ セ ロ ー ル 濃
度 、 サ イ ク ル 条 件 に 関 す る も の で あ る 。 BHV-lDNAの 増 殖 の た め に P 3 、 P 4 を 使 用 す る た め 最
適 と 考 え ら れ る 緩 衝 液 は 、 10mM Tris pH 8.0, 50mM Kca1, 0.01%ゼ ラ チ ン , 2.6mM MgC1 2
お よ び 20%グ リ セ ロ ー ル で あ る 。 最 適 の サ イ ク ル 条 件 と 考 え ら れ る も の は (Perkin Elber C
etus DNA Thermal Cycler),サ イ ク ル 1～ 51に つ い て は 、 1分 98℃ , 30秒 96℃ , 30秒 55℃ , 4
5秒 72℃ で あ る 。 PCR増 殖 後 、 得 ら れ た 200ntDNAフ ラ グ メ ン ト を 2%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 電 気
泳 動 に か け 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に ブ ロ ッ ト し 、 続 い て サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 行 っ た 。 サ ザ
ン ブ ロ ッ ト 分 析 に 使 用 さ れ た 3 2 P dCTPの ラ ベ ル が 貼 ら れ た プ ロ ー ブ が 、 プ ラ イ マ 結 合 部 位
間 に 位 置 し て い る 137bp TagIフ ラ グ メ ン ト で あ る (図 10)。 ハ イ ブ リ ッ ド フ ィ ル タ ー の 自 動
X線 撮 影 に よ り 、 200bpバ ン ド を 観 察 す る こ と が で き た 。 さ ら に 、 こ の ル ー ト を 介 し て 、 10
BHV-1ゲ ノ ム だ け の 増 殖 (約 1.5× 10- 1 5 μ gDNA)が 検 出 可 能 と 思 わ れ る 信 号 を 導 く (結 果 は 示
さ れ て い な い )。 同 等 の 方 法 で 、 BHV-1糖 蛋 白 質 gIIIの コ ー ド 化 配 列 (D.R.Fitrpatrick, L.
A. Babiuk and T.Zamb, 1989,, Virolagy 173, 46～ 57)に 基 づ く プ ラ イ マ を 用 い て PCR処
置 を 行 っ た 。 野 生 型 BHV-1 DNAと gE欠 失 変 異 株 ワ ク チ ン の 区 別 を 可 能 と す る た め に 、 DNA試
料 に gE-特 有 PCR分 析 お よ び gIII-特 有 PCR分 析 の 両 分 析 を 行 っ た 。 こ の よ う な 試 験 に お い て
、 Difivac-1DNA調 製 物 は gIII陽 性 お よ び gE陰 性 で あ る こ と が 判 っ た 。 ウ シ の 精 液 中 の BHV-
lDNAの 検 出 は 、 BHV-1特 有 PCR処 置 の 重 要 な 用 途 で あ る と 思 わ れ る の で 、 BHV-1に 感 染 し た
ウ シ の 精 液 に gE-特 有 PCRの 実 施 を 試 み た 。 し か し な が ら 、 精 液 中 の 未 知 の 成 分 が ポ リ メ ラ
ー ゼ 連 鎖 反 応 に 強 い 抑 制 効 果 を 有 し て い る 。 し た が っ て 、 ウ シ の 精 液 か ら BHV-1 DNAを 単
離 す る プ ロ ト コ ー ル が 展 開 さ れ た 。 ウ シ の 精 液 か ら DNAを 単 離 す る た め 、 30μ 1の 精 液 を 、
1mg/m1プ ロ テ ィ ナ ー ゼ K(pk)と と も に 、 60℃ に て 、 全 量 300μ 1の 0.15M NaC1, 0.5%Na-サ ル
コ シ ル , 40mM DTT中 に て 培 養 す る 。 1時 間 後 、 試 料 を 室 温 に ま で 冷 却 し 、 300μ l 6M NaIを
添 加 し 、 5分 間 培 養 す る 。 こ の 混 合 物 よ り 、 標 準 ク ロ ロ ホ ル ム /イ ソ ア ミ ル エ タ ノ ー ル 抽 出
に よ り DNAを 単 離 し 、 1容 量 の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル で 沈 殿 さ せ た 。 沈 殿 物 を 2.5M NH 4 AC/70%エ
タ ノ ー ル で 洗 浄 し 、 60℃ に て 1時 間 10mM Tris pH7.4,1mM EDTA,0.5%Tween80お よ び 0.1mg/m
lpk中 で 、 第 2培 養 の た め に 再 懸 濁 す る 。 こ の DNA調 製 物 は 直 接 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 下 に
置 く こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 Lam gE - ま た は Lam gE - /TK - を 接 種 後 お よ び 毒 性 の 強 い BHV-1菌 株 を 投 与 後 、 こ れ ら の 接
種 さ れ ま た は 無 接 種 の 牛 か ら 垂 れ る 鼻 水 ウ イ ル ス
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ６ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ７ 】
【 図 １ 】 BHV-1菌 株 Difivac-1お よ び lowaの サ ザ ン ブ ロ ヅ ト 分 析 　 Aは 、 Difivac-1と lowaと
の ゲ ノ ム DNAの サ ザ ン ブ ロ ッ ト の 自 動 放 射 線 図 で あ る 。 1と 3レ ー ン 中 で 、 Difivac-1DNAは
、 HindIIIと PstIと に よ る 制 限 酵 素 消 化 後 に 、 用 い ら れ た 。 2と 4レ ー ン 中 で 、 lowa　 DNAは
、 HindIIIと Pst1と に よ る 制 限 酵 素 消 化 後 に 用 い ら れ た 。 フ ラ グ メ ン ト の 大 き さ は 、 キ ロ
ベ ー ス (kb)で 示 さ れ る 。 　 Beckman L5-65超 遠 心 分 離 の SW27ロ ー タ 中 で 20,000回 /分 で 、 pH
7.4の ト リ ス 10mMと 150mM NaClと 1mM EDTAと の 中 で 、 25%(w/w)庶 糖 ク ッ シ ョ ン を 用 い て 2時
間 、 ウ イ ル ス で 汚 染 さ れ た Ebtr細 胞 と 共 に 培 養 液 (約 450cm 2 ロ ー ラ ボ ト ル あ た り 70ml)を 遠
心 分 離 す る こ と に よ っ て 、 ウ イ ル ス DNAが 単 離 さ れ た 。 得 ら れ た ウ イ ル ス ベ レ ッ ト か ら 、 D
NAが 標 準 の 手 法 で 単 離 さ れ た (J.Sambrook,E,F.Fritsch and T.Manfatis,1989,Molecular 
cloning:a laboratory manual,2nd ed.Cold Spring Harbor Laboratory Press,NewYork)
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。 こ の DNA上 で 制 限 酵 素 消 化 は 、 製 造 者 に よ っ て 供 給 さ れ る SuRE、 /Cut緩 衝 液 中 で Boehrng
er Mannheimか ら の 酵 素 で 行 わ れ た 。 　 0.7%ア ガ ロ ゲ ル を 水 平 電 気 泳 動 し て 分 離 し 、 ニ ト
ロ セ ル ロ ー ズ フ ィ ル タ (Schleicher & Schuell,lnc)で ブ ロ ッ ト し た 後 、 フ ィ ル タ は 6時 間 4
2℃ で 50%ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中 で 3× SSC(1× SSC=0.15Mの NaClと 0.015Mの ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ
ム ,pH7.4)と 、 50μ lの 変 成 サ ケ 精 液 DNA(Sigma)/mlと 、 0.02%フ ィ コ ー ル と 、 0.1%ド デ シ ル
と 硫 酸 ナ ト リ ウ ム (SDS)と の 中 に 予 備 混 合 さ れ た 。 さ ら に 混 合 物 は 、 同 じ 溶 液 を 加 え る こ
と に よ っ て 、 3 2 PdCTP(Amersham)で 標 識 を 付 さ れ た HindIII Kフ ラ グ メ ン ト を 完 成 さ せ た (H
indIII Kフ ラ グ メ ン ト の 選 択 は 、 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス か ら の DNAの ク ロ ー ニ ン グ と 分
裂 位 置 の マ ッ ピ ン グ に 基 づ く (Cooper菌 種 )John F.Mayfield,Peter J.Good,HollyJ .VanOo
rt,Alphonso R、 Campbell and David A.Reed;Journel of Virology (1983) 259～ 264)。
混 合 の 12～ 14時 間 後 、 フ ィ ル タ は 2時 間 、 0,1%SDSと 0.1× SSCと の 中 で 60℃ で 洗 浄 さ れ た 。
HindIII Kフ ラ グ メ ン ト は 、 標 準 の ク ロ ー ニ ン グ 手 法 に 従 っ て 、 pUC18ベ ク タ 中 で ク ロ ー ン
化 さ れ た (J,Sambrook, E,F,Fritsh and T、 Maniatis, 1989, Molecular cloning la labo
vatony manua1,2nd ed.Cold Spring Harbor labovatort Press,NewYork)。 pUC8.4HindIII
 Kク ロ ー ン の HindIIIに よ る 消 化 後 、 pUC18ベ ク タ は 、 0.7%の 低 融 点 ア ガ ロ ー ス (BRL、 Life
 Techovlogies,Inc.)ゲ ル で 電 気 泳 動 に よ っ て 再 び 8.4kb HindIIIに フ ラ グ メ ン ト か ら 分 離
さ れ 、 基 準 の フ ェ ノ ー ル 抽 出 と エ タ ノ ー ル 沈 澱 と に よ っ て ア ガ ロ ー ス か ら 分 離 さ れ た 。 分
離 さ れ た HindIII Kフ ラ グ メ ン ト は 、 Boehringer Mannheimか ら の ラ ド ン 感 知 DNA標 識 装 置 1
OO4.760で 標 識 を 付 さ れ た 。 混 合 化 フ ィ ル タ ー の 自 動 放 射 線 図 は 、 -70℃ で Kodak XARフ ィ
ル ム の 36時 間 露 出 で 、 反 射 ス ク リ ー ン を 使 っ て 行 わ れ た 。 　 Bは Iowaと Difivac-1の 7.4kb 
HindIIIフ ラ グ メ ン ト と の 8.4kb HindKフ ラ グ メ ン ト の 物 理 的 マ ッ プ で あ る 。 6kb PstIフ ラ
グ メ ン ト の 共 泳 動 と Difivac-1中 の 1.8kb PstIフ ラ グ メ ン ト の 存 在 を 考 え て 、 欠 失 は ハ ッ
チ を 付 さ れ た 面 積 で 求 め ら れ る 。
【 図 ２ 】 Difivac-1中 に 欠 出 領 域 を 包 ん だ 野 性 型 BHV-1フ ラ グ メ ン ト の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 　
A中 で BHV-1ゲ ノ ム の 成 分 は 、 長 ユ ニ ー ク (U L )領 域 、 短 ユ ニ ー ク (U S )領 域 お よ び 2つ の 反 復
物 (lrと Tr)と し て 示 さ れ る 。 こ の マ ッ プ は 、 Cooper菌 種 の 公 表 さ れ た 分 析 に 基 づ い て い る
(John F.Rlayfield, Peter J.Good, Holly J VanOort, Alphonso R. Campbell and David
 A. Reed: Journal of Virology (1983) 259～ 264)。 　 Bの 中 で フ ラ グ メ ン ト は 、 細 胞 核
の な い ベ ク タ 、 す な わ ち pACYC中 の 15.2kb EcoRIフ ラ グ メ ン ト と 、 pUC18中 の 8.4kb HindII
Iフ ラ グ メ ン ト と 、 pBR322中 の 4.1kb EcoRI-HindIIIフ ラ グ メ ン ト と の 中 ヘ ク ロ ー ン さ れ た
U S 領 域 で 示 さ れ る 。 ウ イ ル ス DNAフ ラ グ メ ン ト の 単 離 は 、 図 1Aの 表 示 中 に 述 べ ら れ て い る
手 法 に 従 っ て 実 施 さ れ た 。 種 々 の ベ ク タ 中 へ こ れ ら の フ ラ グ メ ン ト を ク ロ ー ン す る こ と は
、 基 準 の 手 法 で 行 わ れ た (J.Sambrook, E.F.Fritsch and T.Maniatis, 1989, Molecular c
loning:a loboratory mannal,2nd ed.Cold Spring Harbor Laboratony press, NewYork)
。 　 cの 中 で 物 理 マ ッ プ は 、 Difivac-1中 で 要 求 さ れ る 欠 失 が 当 て は め ら れ る 領 域 を 示 す 。
　 Dの 中 で 、 こ の 領 域 の サ ブ ク ロ ー ン が 分 析 の た め に 用 い ら れ る こ と を 示 す 。 2つ の Pstlフ
ラ グ メ ン ト は pKUN19の 中 へ 、 そ し て 残 っ た フ ラ グ メ ン ト は pUC18の 中 ヘ ク ロ ー ン さ れ た 。
【 図 ３ 】 Aは 、 〔 右 端 に あ る AluIの 確 認 位 置 か ら 左 端 に あ る HincIIの 確 認 位 置 に 至 る 〕 図 2
C中 で 示 さ れ る よ う な Difivac-1中 に 欠 失 さ れ た 要 求 さ れ る 位 置 を 囲 む BHV-1の Lam種 の U S 領
域 か ら の 2027個 の ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。 図 2Dで 示 さ れ る サ ブ ク ロ ー ン
の 挿 入 を し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 Sangerら の ジ デ オ キ シ 配 列 法 を 用 い た 2つ の 基 準 で 分
析 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ た (F.Sanger, S.Nicklen and A.R.Coulson, 1977, Proc.Nat
1.Acad.Sci.USA 74,5463～ 5467)。 端 末 に 対 し て 、 Pharmaciaの T7配 列 装 置 が 、 製 造 者 に よ
っ て 指 定 さ れ る 手 法 に 従 っ て 用 い ら れ た 。 放 射 線 標 識 の た め に 、 〔 3 5 S〕 dATP(Amersham)
が 用 い ら れ た 。 人 工 産 物 と 比 較 し て 、 GLの 多 い 領 域 の 配 列 分 析 は 、 Pharmacia装 置 の 7-デ
ア ザ ア デ ニ ン -dGTP変 形 物 で 複 生 さ れ た 。 ヌ タ レ オ チ ド 配 列 の 下 に 示 さ れ た も の は 、 3文 字
の コ ー ド で 、 575ア ミ ノ 酸 残 基 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
そ れ は 、 ヌ ク レ オ チ ド の 概 念 上 の 転 移 後 に 見 付 か っ た 。 こ の 転 移 は 、 一 般 的 な コ ー ド に 基
づ き PC遺 伝 子 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 決 定 さ れ た (PC遺 伝 子 翻 訳 バ ー ジ ョ ン  1987
年 11月 )。 こ の 575ア ミ ノ 酸 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム は 、 ヌ ク レ オ チ ド 168の メ チ
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オ ニ ン で 始 ま り 、 ヌ ク レ オ チ ド 1893の 停 止 コ ド ン で 終 わ る 。 　 575ア ミ ノ 酸 残 基 の オ ー プ
ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 構 造 分 析 は 、 PC遺 伝 子 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム で ま た 実 行 さ れ
る 。 真 核 の 輸 出 信 号 か ら の 最 初 の 26ア ミ ノ 酸 が 、 「 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 」 に よ っ て 図 中 に 示
さ れ る 。 6.2の 点 で こ の 配 列 を 分 裂 す る 信 号 が 、 ア ミ ノ 酸 26と ア ミ ノ 酸 27と の 間 で 起 こ さ
れ る 。 ア ミ ノ 酸 575の 配 列 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 の 線 に よ っ て 指 示 さ れ る 。 3つ の 可 能 な N一 結
合 の グ リ コ レ ー シ ヨ ン 位 置 (NXT/S)を 有 す る 。 Raoと Argosの 方 法 に 従 え ば 、 貫 膜 螺 旋 に よ
る 図 で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 423と ア ミ ノ 酸 450と の 間 に 貫 膜 領 域 が あ る 。 制 限 酵 素 AsuII, Sma
I, HindIIIお よ び EcoNIの た め の 確 認 配 列 (位 置 )は 下 線 が 付 さ れ る 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド の
計 算 さ れ た 分 子 量 は 61212で あ る 。 　 Bは 、 上 で 述 べ た 575ア ミ ノ 酸 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ
フ レ ー ム の 構 造 上 の 特 性 を 模 式 的 に 表 し た も の で あ る 。
【 図 ４ 】 BHV-1 gE遺 伝 子 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 ヘ ル ペ ス 単 体 ウ イ ル ス (HSV)gE遺 伝 子 お よ び
他 の gE均 質 遺 伝 子 〔 疑 似 狂 犬 病 ウ イ ル ス (PRV)gIと 帯 状 庖 疹 ウ イ ル ス (VZV)gpl〕 の ア ミ ノ
酸 配 列 と の 比 較 　 こ の 比 較 の た め に 用 い た 配 列 は 、 次 の 公 表 さ れ た も の で あ る 。 　 HSV:1
型 ヘ ル ペ ス 単 体 ウ イ ル ス の ゲ ノ ム 中 の U S 領 域 の 配 列 決 定 と 遺 伝 子 内 容 (D.J.McGeoch, A.Do
lan, S.Donald and F.J.Rixon (1985) Journal Mol.Biol.181,1～ 13)　 VZV:帯 状 庖 疹 ウ イ
ル ス 遺 伝 子 の U。 成 分 の DNA配 列 (A.J.Davidson (1983), EMBO Journal 2, 2203～ 2209)　 P
RV:ヘ ル ペ ス 単 体 ウ イ ル ス と 帯 状 庖 疹 ウ イ ル ス 糖 蛋 白 と に 同 族 体 で あ る 2つ の 疑 似 狂 犬 病 ウ
イ ル ス 糖 蛋 白 の た め の 単 離 遺 伝 子 に λ gtllの 使 用 (E.A.PetroVsKis, J.G.Timmins and L.E
.Post (1986) Journal of Virology 60,185～ 193)　 こ れ ら の 配 列 は 配 列 分 析 プ ロ グ ラ ム M
ultalinを 使 っ て 比 較 さ れ た (F.Corpet (1988), Nucl. Acids Res.16,10881～ 10890)。 　 A
の 中 で 図 は 、 4つ の ア ミ ノ 酸 配 列 が 模 式 的 に 示 さ れ て い る 。 こ こ に 確 認 さ れ た 貫 膜 部 (TM)
が 各 々 に 示 さ れ る 。 確 立 さ れ た 輸 出 信 号 配 列 (SP)と 可 能 な N-結 合 グ リ コ シ レ ー シ ョ ン 位 置
(I)に 加 え て 、 2つ の 保 護 さ れ る 領 域 が 示 さ れ る 。 そ の 中 で 、 シ ス テ ン 残 基 の 相 対 位 置 (CCC
)は 不 変 で あ る 。 　 Bの 中 で 結 果 は 4つ の gE翻 訳 の 中 央 に 位 置 す る シ ス テ ィ ン の 多 い 領 域 の M
ultalin比 較 が 示 さ れ る 。 ア ス テ リ ス ク は 、 一 致 し た ア ミ ノ 酸 と 類 似 ア ミ ノ 酸 ク ロ ー ン を
示 す 。
【 図 ５ 】 Difivac-1と Iowaと の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 で 得 ら れ た 写 真 図  　 パ ネ ル Aは 、 BstI(
1,2),EcoRI(3,4)お よ び HindIII(5,6)を 有 す る Difivac-1と Iowa消 化 制 限 酵 素 の ゲ ノ ム DNA
で あ る 。 こ れ は 、 0.7%ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 分 離 さ れ 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ズ で ブ ロ ッ ト さ れ 、 図
1Aの 説 明 で 述 べ ら れ た 手 法 に 従 っ て BHV-1菌 株 Lamの 3 2 Pで 標 識 を 付 さ れ た HindIIIKフ ラ グ
メ ン ト で 混 合 さ れ る 。                             　 パ ネ ル Bは 、 Aと 同 様 に 同 じ ゲ ル の
ニ ト ロ セ ル ロ ー ズ ブ ロ ッ ト で あ り 、 BHV-1 gE-種 プ ロ ー ブ p318で 混 合 さ れ た 。 プ ロ ー ブ は
、 図 2C中 で 示 し た AluI-HincII中 で 比 較 さ れ た 。
【 図 ６ 】 BHV-1の 欠 失 の あ る gEフ ラ グ メ ン ト の 構 成 　 Aの 中 で gEの 位 置 と 用 い ら れ た ク ロ ー
ン と が 示 さ れ る 。 BHV-1遺 伝 子 の 成 分 は 、 U L 領 域 、 U s 領 域 お よ び 2つ の 反 復 (lrと Tr)と し て
示 さ れ る 　 gE遺 伝 子 の 5’ 側 に 位 置 す る 領 域 を 得 る た め に 、 BHV-1菌 種 Lamの 8,4kbHindIIIK
か ら の 1.4kbPstI-SmaIフ ラ グ メ ン ト が 、 プ ラ ス ミ ド pUC18の SmaIと PstI位 置 の 中 ヘ サ ブ ク
ロ ー ン さ れ た 。 こ の ク ロ ー ン は 、 p515と 呼 ば れ 、 B中 に 示 さ れ る 。 gEの 3'側 に 位 置 す る Eco
NI-SmaIフ ラ グ メ ン ト は 、 4.lkbHindIII－ EcoRIク ロ ー ン に 由 来 し 、 p515の 普 通 の AsuIIヘ
ク ロ ー ン さ れ る 。 AsuIIの 休 止 に EcoNIの 休 止 を 結 び つ け る た め に 、 ク ロ ー ン p515は AsoII
で 消 化 さ れ 、 そ の 後 ク レ ノ ウ 酵 素 (Boehringer Mlannheim)と 、 基 準 の 手 法 に 従 っ て AsuII
休 止 中 へ 1つ の シ ト シ ン 残 基 を 供 給 す べ き dCTPと で 処 理 し た (Sambrook et al,1989)。 こ の
付 加 シ ト シ ン は 、 D中 で ア ス テ リ ス ク で 示 さ れ る 。 p515は 、 ま た SmaI酵 素 で 消 化 さ れ 、 そ
の 後 EcoNIフ ラ グ メ ン ト は 、 こ の ベ ク タ 中 へ 結 合 さ れ る 。 こ の よ う に し て 構 成 さ れ た ク ロ
ー ン は 、 p519と 呼 ば れ る 。
【 図 ７ 】 Aは 、 1B7,1B8お よ び 2H10の DNA調 整 品 の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 で 得 ら れ た 写 真 で あ
る 。 DNA単 離 物 、 消 化 制 限 酵 素 、 ブ ロ ッ ト お よ び 混 合 物 は 、 図 1Aの 説 明 で 述 べ ら れ た 手 法
に 従 っ て 作 ら れ た 。 DNA調 整 品 1B7,1B8お よ び 2H10の PstI-DraIに よ る 二 重 消 化 後 、 フ ラ グ
メ ン ト は 0.7%ア カ ロ ー ス で 分 離 さ れ 、 直 後 に ニ ト ロ セ ル ロ ー ズ フ ィ ル タ が ブ ロ ッ ト さ れ た
。 こ の フ ィ ル タ は 、 プ ロ ー ブ と し て 、 32PdCTPで 標 識 を 付 さ れ た 2.3kbPstI-　 DraI欠 失 フ
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ラ グ メ ン ト と 混 合 さ れ た 。 レ ー ン 1～ 3中 で 試 料 1B7,1B8お よ び 2HlOが そ れ ぞ れ 分 離 さ れ た
。 レ ー ン 中 で Lam菌 株 の 野 性 型 BHV-1 DNAが 、 レ ー ン 15中 で 2.3kb欠 失 フ ラ グ メ ン ト が 示 さ
れ る 。 　 Bは 、 BHV-1菌 種 Lamの 15.2kb EcoRIフ ラ グ メ ン ト の 物 理 マ ッ プ で あ る 。 マ ッ プ は
、 PstI,DraIお よ び HindIIIの 確 認 位 置 と 7A中 で 述 べ た 混 合 プ ロ ー ブ の 位 置 を 示 す 。
【 図 ８ 】 BHV-1 gEの 無 核 表 現 　 BHV-1 gEの 無 核 細 胞 を 表 現 す る た め に 、 gE遺 伝 子 の 600bpS
maIフ ラ グ メ ン ト は 、 ベ ク タ pGEX-2T中 で 、 日 本 住 血 吸 虫 の グ ル ダ チ オ ン -S-転 移 酵 素 の コ
ー ド 化 領 域 に 3つ の リ ー デ ン グ フ レ ー ム 中 で 融 合 さ れ た (D.B,Smith and K.S.Johnson,Gene
 67(1988)31～ 40)。 SmaIフ ラ グ メ ン ト の 方 位 確 認 性 (syn)を 有 す る 再 結 合 分 子 は 、 基 準 の
手 法 を 用 い て 、 制 限 酵 素 に よ っ て 同 定 さ れ た 。 こ の 融 合 構 造 を 有 す る E.coliDH5α ク ロ ー
ン は 、 pGEX-2T600sl,pGEX-2T600s2お よ び pGEX-2T600s3と 呼 ば れ た 。 　 Aは 、 pGEX-2T600s
の 構 成 の 1つ の 図 で あ る 。 GST-gE融 合 物 の た め に コ ー ド 化 す る 領 域 の NH 2 側 に あ る も の は 、
タ フ プ ロ モ ー タ 領 域 を 導 入 し う る イ ソ プ ロ ピ ル チ オ ガ ラ タ ト シ ド (IPTG)で あ る 。 　 Bは 、 p
GEX-2T600sで 転 移 さ れ た DH5α の 細 胞 の 全 蛋 白 質 調 整 物 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 で 得 ら
れ た 写 真 で あ る 。 pGEX-2T600s1,pGEX-2T600s2お よ び pGEX-2T600s3構 成 で 転 移 さ れ た DH5α
細 胞 の 徹 夜 の 培 養 物 は 、 50μ g/mlア ン ピ シ リ ン を 加 え 、 Luria-Bertani(LB)媒 中 で 1/10継
続 さ れ 、 1時 間 後 培 養 物 は IPTGに 5時 問 導 入 さ れ た 。 　 こ れ ら の 導 入 さ れ た 培 養 物 は 、 5分
間 6,000Gで 遠 心 分 離 し 、 1× ラ ウ エ ル 混 合 物 (2%SDS、 10%グ リ セ ロ ー ル 、 5%メ ル カ プ ト エ タ
ノ ー ル お よ び 0.01%ブ ロ ム フ ェ ノ ー ル ブ ル ー )中 に 混 合 〔 1.5ml培 養 物 は 、 500μ lラ ウ エ ル
混 合 物 中 に 混 ぜ る 〕 さ れ 、 95℃ に 5分 間 加 熱 さ れ た 。 そ し て 、 レ ー ン あ た り 50μ lが 、 基 準
の 手 法 に 従 っ て 、 12.5%ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 水 平 的 に 分 離 さ れ 、 引 続 い て 製 造 者 に
よ っ て 明 確 に さ れ た 条 件 で 、 LKB一 ム ル チ フ ー ル II型 Navaブ ロ ッ ト シ ス テ ム を 用 い て 、 ニ
ト ロ セ ル ロ ー ズ フ イ タ が 半 乾 燥 ブ ロ ッ ト さ れ た 。 　 レ ー ン M中 で 、 予 め 印 を 付 さ れ た 蛋 白
質 が 用 い ら れ 、 (BRL Life Technologies,lnc.236K,112K,71K,44K,28K,18Kお よ び 15K)、 レ
ー ン 1,2,3中 で 、 DH5α 細 胞 の 全 蛋 白 調 整 物 は 、 pGEX-2T600sl,pGEX-2T600s2お よ び pGEX-2T
600s3の 各 々 3つ の フ レ ー ム で 転 移 さ れ る 。 　 パ ネ ル A中 で 、 結 果 は 、 抗 － GST血 清 に よ っ て
ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 で 見 ら れ る 。 フ ィ ル タ は 、 基 準 の 手 法 (E.Harlow and D.Lane(198
6)、 Antibodies:a laboratory manual,Cold Spring Harbor Loboratory,New York)に し た
が っ て 、 ウ サ ギ 血 清 ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 GSTを 加 え た 阻 止 緩 衝 液 (PBS+2%粉 乳 お よ び 0.05%ト
ゥ イ ー ン 20)中 で 培 養 さ れ た 。 そ し て 、 フ ィ ル タ は 洗 浄 さ れ 、 ヤ ギ 対 ウ サ ギ 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 血 清 を 接 合 し た 西 洋 ワ サ ビ パ ー オ キ シ タ ー ゼ (HRPO)を 加 え て 培 養 さ れ た 。 そ の 後 、 結 合
さ れ た ヤ ギ 抗 体 は 、 色 素 体 (ヂ ア ゾ ベ ン ジ ジ ン 、 ク ロ ロ ナ フ ト ー ル お よ び H 2 O 2 )で 免 疫 化 学
的 に 検 出 さ れ た 。 矢 印 に よ っ て 指 示 さ れ る GST融 合 物 は 、 フ レ ー ム 3中 で の み 約 47kの 確 認
さ れ た 大 き さ を 有 す る 。 　 パ ネ ル Bに お い て 、 結 果 は 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 Mab4で 、 ウ エ
ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 で 見 ら れ る 。 パ ネ ル A中 の よ う に デ ュ プ ロ フ ィ ル タ は 阻 止 さ れ 、 Mabで
培 養 さ れ 、 ウ サ ギ 対 マ ウ ス 血 清 を 接 合 し た HRPOで 培 養 さ れ る 。 そ の 後 結 合 ウ サ ギ 抗 体 は 、
色 素 体 で 免 疫 化 学 的 に 検 出 さ れ る 。 レ ー ン 3(フ レ ー ム 3)で 見 ら れ る バ ン ド は 、 47Kの 大 き
さ で 、 矢 印 に よ っ て 指 示 さ れ る 。
【 図 ９ 】 BHV-1 gE遺 伝 子 の 無 核 表 現 の た め の pEVHis gEプ ラ ス ミ ド の 構 成 　 gE遺 伝 子 の 無
核 表 現 の た め に 、 コ ー ド 化 す べ き 領 域 の 全 gEは 、 基 準 の 手 法 を 用 い て 表 現 ベ ク タ pEVHisの
HCMV促 進 領 域 の 背 後 で 方 向 性 を も っ て ク ロ ー ン さ れ る (Sambrook et a1,1989)。 gEの オ ー
プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 前 に 55bpで 出 発 す る 394bpA1UIフ ラ グ メ ン ト は 、 pUC18の 中 ヘ
ク ロ ー ン さ れ 、 p201と 呼 ば れ る 。 そ し て 、 p201を HincIIが 消 化 し た 後 、 1740bp HincIIフ
ラ グ メ ン ト は 、 gE遺 伝 子 の 大 部 分 か ら 成 り 、 p201中 へ ク ロ ー ン さ れ る 。 こ れ は 、 pUC18の
ボ リ リ ン カ 中 で 、 gEの 出 発 コ ー ド の 前 に あ る A1Ul位 置 55bpか ら gEの 停 止 コ ー ド の 後 に あ る
HincH位 置 133bp)ま で の 全 gEコ ー ド 化 領 域 か ら 成 る プ ラ ス ミ ド p318中 に 生 じ た 。 ベ タ タ の
ポ リ リ ン カ 中 で 制 限 酵 素 位 置 を 用 い て 、 こ の フ ラ グ メ ン ト は 、 酵 素 BamHIと Sphiで p318か
ら 切 ら れ た 。 最 初 p318は SphIで 消 化 さ れ 、 そ の 後 SphI位 置 は 、 ク レ ノ ウ ポ リ メ ラ ー ゼ と dN
TPポ リ メ ラ ー ゼ と を 使 っ て 満 た さ れ た 。 BamHIで の 消 化 後 、 1.9kb挿 入 物 は 、 pUCl8ベ ク タ
か ら 低 融 点 ア ガ ロ ー ス 中 で 分 離 さ れ 、 端 末 を BamHIと EcoRVで 消 化 さ れ た pEVHis中 で 結 ば れ
た 。 こ の よ う に 形 成 さ れ た プ ラ ス ミ ド は 、 pEVHis/gEと 呼 ば れ た 。
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【 図 １ ０ 】 BHV-1DNAを 検 出 す る た め に PCR手 順 で 得 ら れ る gE-種 プ ラ イ マ と プ ロ ー ブ の 位 置
　 図 中 に は 、 ヌ ク レ オ チ ド 1272か ら 2027に 至 る BHV-1糖 蛋 白 質 の 核 酸 配 列 が 示 さ れ る 〔 配
列 は 図 3か ら 得 ら れ る 〕 。 gE-種 PCR手 法 の た め に 用 い ら れ る プ ラ イ マ は 、 P 3 と P 4 と 呼 ば れ
る 。 P 3 と P 4 の 位 置 に 結 合 し た プ ラ イ マ は 、 下 線 が 付 さ れ る 。 P 3 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 5'
-ACG-TGG-TGG-TGC-CAG-TTA-GC-3'で あ る (配 列 標 別 番 号 :2)。 P 4 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 (
上 述 の 配 列 に 結 合 す る プ ラ イ マ を 補 足 し て )5'-ACC-AAA-CTT-TGA-ACC-CAG-AGC-G-3'で あ る
(配 列 標 別 番 号 :3)。 DNAで 拡 大 さ れ た PCRの 検 出 の た め に サ ザ ン ブ ロ ッ ト 混 合 を 用 い た プ ロ
ー ブ は 、 プ ラ イ マ が 結 合 す る 位 置 の 間 に 位 置 す る 137bp TaqIフ ラ グ メ ン ト で あ り 、 そ の フ
ラ グ メ ン ト の )端 末 が 指 示 さ れ る 。 図 3と 比 較 の た め に 、 HindIIIと EcoNIの 位 置 が ま た 示 さ
れ る 。
【 図 １ １ 】 Difivac-1の gE欠 失 の マ ッ ピ ン グ 　 Aは 、 野 性 型 BHV-1菌 種 Lamの 15.5kb EcoRIフ
ラ グ メ ン ト の 物 理 マ ッ プ を 示 す 。 Bは 、 Difivac-1の 14.5kb EcoRIフ ラ グ メ ン ト の 物 理 マ ッ
プ を 示 す 。 2つ の EcoRIフ ラ グ メ ン ト は 、 各 々 の ウ イ ル ス の ゲ ノ ム の UP S 領 域 を 完 全 に 覆 う
。 gE遺 伝 子 の 位 置 と gI遺 伝 子 の 推 定 上 の 位 置 は 、 白 四 角 で 指 示 さ れ る 。 マ ッ プ Aと Bと は 、
こ の よ う な 方 法 で 位 置 決 め さ れ 、 各 マ ッ プ 中 の 6kb PstIフ ラ グ メ ン ト は 、 一 直 線 に さ れ る
。 両 方 の マ ッ プ 中 で 、 内 部 反 復 と 端 部 反 復 と の 配 列 は 、 斜 線 を 付 さ れ た 四 角 で 示 さ れ る 。
反 復 の 下 方 の 矢 印 は 、 こ れ ら の 配 列 の 方 向 を 示 す 。 　 Aの 中 で U S 領 域 の 部 分 は 、 Difivac-1
菌 種 中 で 失 敗 が あ る こ と を 示 す 。 　 Cは 、 gE欠 失 を マ ッ プ 化 し 、 B中 に 示 さ れ る 物 理 マ ッ プ
を 得 る た め に 用 い ら れ る ク ロ ー ン 化 Difivac-1フ ラ グ メ ン ト の 位 置 を 示 す 。 ク ロ ー ン p728,
p737お よ び p754の 挿 入 の 下 の 矢 印 は 、 再 結 合 点 を 決 め る た め に 配 列 化 さ れ た 領 域 を 示 す 。
　 略 語 ： 　 A=A1UI,E=EcoRI,P=PstI,H=HindIII,γ =再 結 合 点 ,IR=中 間 反 復 ,TR=端 末 反 復
【 図 １ ２ 】 Difivac-1の U S 領 域 に お け る 正 確 な 再 結 合 位 置 の 決 定 　 Difivac-1菌 種 中 に 見 付
か っ た gE欠 失 の 正 確 な 境 界 を 決 定 す る た め に 、 ク ロ ー ン p754な ら び に p728お よ び p737と が
配 列 さ れ た 。 こ れ ら の ク ロ ー ン の 挿 入 は 、 図 11中 に 指 示 さ れ る 。 用 い ら れ る 配 列 決 定 の 手
法 は 、 図 3の 説 明 中 に 述 べ ら れ て い る 。 　 Aに お い て 、 A1UI-PstIフ ラ グ メ ン ト の 最 大 の 配
列 が 示 さ れ る 。 こ の 配 列 は 、 gE遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ 領 域 で 出 発 す る 。 推 定 の TATAボ ッ ク ス
は 、 下 線 が 付 さ れ て い る 。 点 γ (=再 結 一 合 点 )に お い て 、 こ の プ ロ モ ー タ 領 域 は 、 Us領 域
の 反 対 の 位 置 で 見 付 か っ た 裏 返 し の 反 復 と 呼 ば れ る 配 列 に 接 合 さ れ る 。 正 確 な 再 結 合 点 は
、 U S 領 域 の 反 対 位 置 で 見 付 け ら れ た 反 復 の コ ピ ー を 有 す る gEプ ロ モ ー タ 位 置 で 見 付 け ら れ
た 反 復 を 含 む こ と に よ っ て 決 定 さ れ る 。 こ の 配 列 が 分 岐 す る 点 は 、 B(I)の 中 で γ で 示 さ れ
る 。 類 似 の 比 較 は 、 Difivac-1中 で 見 付 け ら れ る gEプ ロ モ ー タ 配 列 と 野 性 型 菌 種 Lam中 で 見
付 け ら れ た gEプ ロ モ ー タ と で 行 わ れ る 。 こ の 配 列 が 分 岐 す る 点 は 、 B(II)の 中 で 示 さ れ 、
ま た γ で 示 さ れ る 。 見 付 け ら れ た 再 結 合 点 は 同 じ で あ る 。
【 図 １ ３ 】 BHV-1 gI遺 伝 子 の 部 分 配 列 分 析 　 BHV-1 gIと gEと の 双 方 の 遺 伝 子 (図 11に 示 す )
中 に 達 す る BHV-1菌 種 Lamの 1.8kb PstIク ロ ー ン を 用 い て BHV-1 gIの コ ー ド 化 領 域 の 範 囲 内
で 、 284ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 が 決 定 さ れ る 。 配 列 決 定 に 用 い ら れ る 手 法 は 、 図 3の 説 明 の 中
で 述 べ ら れ て い る 。 配 列 は 、 PC/遺 伝 子 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム バ ー ジ ョ ン 1.03(1987年 11
月 )に よ る 汎 用 コ ー ド に 基 づ い て 転 位 さ れ た 。 第 2リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム に よ っ て コ ー ド 化
さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 後 に 1つ の 書 か れ た コ ー ド と し て 与 え ら れ る
。 こ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 他 の ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス gI同 族 体 (図 14に 示 す )の コ ー ド 化 領 域 に 均
等 で あ る 。
【 図 １ ４ 】 推 定 の BHV-1 gI遺 伝 子 の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 ヘ ル ペ ス 単 体 ウ イ ル ス (HSV1)gI
遺 伝 子 、 疑 似 狂 犬 病 ウ イ ル ス (PRV)gp63遺 伝 子 お よ び 帯 状 庖 疹 ウ イ ル ス (VZV)gpIV遺 伝 子 の
コ ー ド 化 領 域 の 相 当 部 分 と の ア ミ ノ 酸 比 較 　 PRV配 列 は そ の コ ー ド 化 領 域 の ア ミ ノ 酸 82で
出 発 し 、 HSV1配 列 は そ の コ ー ド 化 領 域 の ア ミ ノ 酸 で 出 発 し 、 VZVは そ の コ ー ド 化 領 域 の ア
ミ ノ 酸 76で 出 発 す る 。 用 い ら れ る 配 列 は 、 図 4の 説 明 で 述 べ ら れ た 報 告 書 で 公 表 さ れ て い
る 。 比 較 は 、 Multalinコ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 使 っ て 行 わ れ た 。 ア ス テ リ ス ク は 、 同 一
の ア ミ ノ 酸 を 示 し 、 コ ロ ン は 類 似 の ア ミ ノ 酸 を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 BHV-1 gI-遺 伝 子 の 無 核 表 現 の た め の MSVneoGIプ ラ ス ミ ド の 構 成 　 BHV-1 gI-遺
伝 子 の 部 分 配 列 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 に 基 づ い て 、 BHV-1 gI-遺 伝 子 の 推 定 位 置 は 評 価 さ
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れ る 。 こ の 評 価 に 基 づ い て 、 1.7kb SmaIフ ラ グ メ ン ト は 、 BHV-1 gE遺 伝 子 の 完 全 コ ー ド 化
領 域 を 含 む こ と が 推 論 さ れ る 。 こ の 1.7kb SmaIフ ラ グ メ ン ト の 位 置 は 、 A中 に 示 さ れ る 。
こ の 1.7kb SmaIフ ラ グ メ ン ト の 丸 く な っ た 端 末 に 、 BamHIリ ン カ が 基 準 の 手 法 を 用 い て 結
び 合 わ さ れ る 。 こ の 結 果 生 じ た 物 は 、 BamHIで 消 化 さ れ 、 無 核 表 現 ベ ク タ MSV-neo中 で 結 び
合 え わ さ れ る 。 MSV-neoベ タ タ は 、 強 い プ ロ モ ー タ 性 を 有 す る MSV-LTRの 背 後 の 一 般 的 な Ba
mHI位 置 を 有 す る 。 こ の ベ ク タ は 、 Rijsewijk et al.,1987EMBO J.6,127～ 131中 で 述 べ ら
れ て い る 。
【 図 １ ６ 】 BHV-1 gI/gE二 重 欠 失 フ ラ グ メ ン ト の 構 成 　 BHV-1の U S 領 域 中 に お け る 糖 蛋 白 質
gE遺 伝 子 の 位 置 と 糖 蛋 白 質 gI遺 伝 子 の 推 定 位 置 は 、 図 A中 に 表 現 さ れ る 。 斜 線 を 付 さ れ た
部 分 は 、 U S 領 域 を 境 界 す る 反 復 を 示 す 。 Bは 、 双 方 の 遺 伝 子 の 位 置 を 考 慮 し て 、 本 質 的 な
制 限 酵 素 位 置 の 物 理 マ ッ プ を 示 す 。 gI/gE欠 失 フ ラ グ メ ン ト を 構 成 に 関 し て 、 gI遺 伝 子 を
包 み 込 む 1.7kb SmaIフ ラ グ メ ン ト を 含 む ク ロ ー ン P1.7-SmaI/0が PstIで 消 化 さ れ る 。 残 留 3
50bp SmaI-PstI挿 入 の PstIで 消 化 さ れ る 。 残 留 350bp SmaI-PstI挿 入 の PstI位 置 は 、 基 準
の 分 子 生 物 学 的 手 法 を 用 い て 、 丸 く な っ た 端 末 を 作 る 。 EcoNI-SmaIフ ラ グ メ ン ト (図 6B参
照 )は 、 図 6A中 で 記 載 さ れ た 4.1kb HindIII-EcoRIフ ラ グ メ ン ト か ら 単 離 さ れ 、 丸 く な っ た
端 末 に 作 ら れ 、 修 正 PstI位 置 に 結 び 合 わ さ れ る 。 こ れ は 、 Cと D中 に 図 示 さ れ る 。 ク ロ ー ン
P△ IEの 結 果 か ら 、 1.4kb SmaI-DraIフ ラ グ メ ン ト は 、 野 性 型 BHV-1DNAと 再 結 合 し て 単 離 さ
れ う る 。 　 略 号 　 E=EcoRI,H=HindIII,S=SmaI,P=PstI,ENI=EcoNI,D=DraI,kb=キ ロ ベ ー ス ,U

S =短 ユ ニ ー ク
【 図 １ ７ 】 接 種 後 の 牛 か ら 垂 れ た 平 均 鼻 水 の ウ イ ル ス 　 ● =Difivac-1を 接 種 、 ○ =接 種 な
し
【 図 １ ８ 】 毒 性 の 強 い BHV-1菌 株 投 与 後 の 平 均 発 病 牛 数 、 記 号 は 図 17に 同 じ
【 図 １ ９ 】 毒 性 の 強 い BHV-1菌 株 を 投 与 し た 牛 の 平 均 体 温 、 記 号 は 図 17に 同 じ
【 図 ２ ０ 】 毒 性 の 強 い BHV-1菌 株 投 与 後 の 牛 の 平 均 成 育 量 、 記 号 は 図 17に 同 じ
【 図 ２ １ 】 毒 性 の 強 い BHV-1菌 株 投 与 後 の 牛 か ら 垂 れ た 平 均 鼻 水 、 記 号 は 図 17に 同 じ
【 図 ２ ２ 】 毒 性 の 強 い BHV-1菌 株 投 与 後 の 牛 の 平 均 体 温 　 ● =Lam gE-を 接 種 、 ○ =Lam gE-/
TK - を 接 種 、 × =無 接 種
【 図 ２ ３ 】 毒 性 の 強 い BHV-1菌 株 投 与 後 の 牛 の 平 均 成 育 量 、 記 号 は 図 22と 同 じ
【 図 ２ ４ 】 毒 性 の 強 い BHV-1菌 株 投 与 後 の 平 均 発 病 牛 数 、 記 号 は 図 22と 同 じ
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【 図 １ Ａ 】 【 図 １ Ｂ 】

【 図 ２ 】 【 図 ３ Ａ １ 】
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【 図 ３ Ａ ２ 】 【 図 ３ Ａ ３ 】

【 図 ３ Ａ ４ 】 【 図 ３ Ａ ５ 】
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【 図 ３ Ａ ６ 】 【 図 ３ Ｂ 】

【 図 ４ Ａ 】 【 図 ４ Ｂ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ Ａ 】 【 図 ７ Ｂ 】
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【 図 ８ Ａ 】 【 図 ８ Ｂ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】
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【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】 【 図 １ ８ 】
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【 図 １ ９ 】 【 図 ２ ０ 】

【 図 ２ １ 】 【 図 ２ ２ 】
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【 図 ２ ３ 】 【 図 ２ ４ 】

【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 5月 11日 (2006.5.11)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 中 に 欠 失 を 有 す る 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 欠 失 突 然 変 異 。
【 請 求 項 ２ 】
　 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 中 に に よ っ て 起 こ る 欠 失 を 有 す る 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル
ス の 欠 失 突 然 変 異 。
【 請 求 項 ３ 】
　 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 中 に に よ っ て 起 こ 、 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル
ス の 欠 失 突 然 変 異 。
【 請 求 項 ４ 】
　 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 中 に DNA技 術 に よ っ て 欠 失 を 有 す る 1型 ウ シ ヘ ル
ペ ス ウ イ ル ス の 欠 失 突 然 変 異 。
【 請 求 項 ５ 】
　 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 中 に DNA技 術 に よ っ て 欠 失 を 有 す る 1型 ウ シ ヘ ル
ペ ス ウ イ ル ス の 欠 失 突 然 変 異 。
【 請 求 項 ６ 】
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、 体

弱 毒 処 置 、
体

弱 毒 処 置 る 欠 失 を 有 す る
体  Difivac-1

組 換 え 構 築 さ れ た 、
体

組 換 え 構 築 さ れ た 、
体  1B7ま た は 1B8



　 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 中 と 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 中 と に 欠 失 を 有 す る 1型 ウ シ ヘ ル ペ
ス ウ イ ル ス の 欠 失 突 然 変 異 。
【 請 求 項 ７ 】
　 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 中 と 、 gI-遺 伝 子 中 と に 欠 失 を 有 す る 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ
イ ル ス の 欠 失 突 然 変 異 。
【 請 求 項 ８ 】
　 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 中 と 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 中 と 、 糖 蛋 白 質 gI-遺 伝 子 中 と に 欠 失
を 有 す る 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 欠 失 突 然 変 異 。
【 請 求 項 ９ 】
　 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 中 に 欠 失 を 有 し 、 DNA技 術 に よ っ て さ れ る 遺 伝 子
を 含 む 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 突 然 変 異 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 の 位 置 に 、 DNA技 術 に よ っ て さ れ

、 調 節 配 列 、 た と え ば gE
-遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 の 制 御 下 に あ り 、 ペ プ チ ド コ ー ド gE-
遺 伝 子 の 部 分 に 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 突 然 変 異 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 中 に あ る 欠 失 に 加 え て 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 中 と 、 糖 蛋 白 質 gI-
遺 伝 子 中 と の 一 方 ま た は 双 方 に 欠 失 を 有 し 、 DNA技 術 に よ っ て 、 前 記 欠 失 の 少
な く と も 1つ の 位 置 に さ れ る 遺 伝 子 を 含 む 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 突 然 変 異

。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 中 に 欠 失 を 有 し 、 DNA技 術 で さ れ 、 他 の 病 原 菌 の 免 疫
原 蛋 白 質 コ ー ド 遺 伝 子 を
含 む 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 突 然 変 異 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 、 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 の 一 部 ま た は

糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 ヌ レ オ チ ド 配 列 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 、 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 の 一 部 ま た は

糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 挿 入 す る
ま た は ベ タ 組 成 物 。

【 請 求 項 １ ５ 】
　 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 糖 蛋 白 質 gE、 糖 蛋 白 質 gEの 一 部 、 糖 蛋 白 質 gE

ペ プ チ ド ま た は 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 糖 蛋 白 質 gEと gIの 複 合 物 組 成 物
。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 糖 蛋 白 質 、 糖 蛋 白 質 gEの 一 部 、 糖 蛋 白 質 gE

ペ プ チ ド ま た は 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 糖 蛋 白 質 gE gIの 複 合 物 に
組 成 物 。

【 請 求 項 １ ７ 】
　 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 糖 蛋 白 質 、 糖 蛋 白 質 gEの 一 部 、 糖 蛋 白 質 gE

ペ プ チ ド ま た は 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 糖 蛋 白 質 gE gIの 複 合 物 に モ ノ
ク ロ ナ ル 抗 体 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 糖 蛋 白 質 、 糖 蛋 白 質 gEの 一 部 、 糖 蛋 白 質 gE

ペ プ チ ド ま た は 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 糖 蛋 白 質 gE gIの 複 合 物 に リ
ク ロ ナ ル 抗 体 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス に 対 し て 動 物 を 保 護 す る た め に 、 動 物 、 哺 乳 動 物 、 さ ら
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、
体

糖 蛋 白 質 、
体

、 体

且 つ 組 換 え 導 入 異 種
、 体

組 換 え 導 入 た 異 種 遺 伝 子 を 含 む 、 1
型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 突 然 変 異 体 で あ っ て 、 該 異 種 遺 伝 子 が

異 種 調 節 配 列 の シ グ ナ ル を す る
任 意 で 付 着 さ れ る 、 体

且 つ 組 換 え
導 入 異 種 、

体

且 つ 組 換 え 導 入
も し く は ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ま た は サ イ ト カ イ ン を す る 異 種

、 体

該 、
該 に 由 来 す る ク を 含 む 組 換 え 核 酸 を 含 む 、

該 、
該 に 由 来 す る を 含 む 組 換 え 核 酸 ク ロ ー ニ
ン グ ベ ク タ 発 現 ク を 含 む 、

該 該 に 由 来 す
る 、 の を 含 む 、

gE 該 該 に 由 来 す
る 、 の と 特 異 的 な 抗 体
を 含 む 、

gE 該 該 に 由 来 す
る 、 の と 特 異 的 な

ー を 含 む 、

gE 該 該 に 由 来 す
る 、 の と 特 異 的 な ポ

ー を 含 む 、

特 に



に ウ シ 科 の 動 物 に 接 種 す る た め の 請 求 項 1～ 12の い ず れ か 1
項 に 記 載 の 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス と そ れ に 適 す る 担 体

。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 病 原 菌 に 対 し て 動 物 を 保 護 す る た め に 、 動 物 、 哺 乳 動 物 、 さ ら に ウ シ 科 の 動 物
に 接 種 す る た め の 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 中 に 欠 失 を 有 し 、

DNA技 術 に よ っ て さ れ 、 病 原 菌 の 免 疫 原 蛋 白 質 ま た は ペ プ チ ド コ ー ド
遺 伝 子 を 含 む 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス と そ れ に 適 す る 担 体

。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 動 物 、 哺 乳 動 物 、 さ ら に ウ シ 科 の 動 物 か ら 得 ら れ る 試 料 、 特 に 血 液 、 血 清 、 血
液 細 胞 、 乳 、 涙 の よ う な 体 液 、 肺 洗 浄 液 、 鼻 水 、 精 液 、 特 に 精 漿 、 痰 、 ま た は 組 織
、 特 に 神 経 組 織 の よ う な 生 体 試 料 の 中 で 、

糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 ヌ
レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ 、 核 酸 検 出

。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 動 物 、 哺 乳 動 物 、 さ ら に ウ シ 科 の 動 物 か ら 得 ら れ る 試 料 、 特 に 血 液 、 血 清 、 唾
液 、 痰 、 涙 の よ う な 体 液 、 肺 洗 浄 液 、 鼻 水 、 乳 ま た は 組 織 の よ う な 生 体 試 料 の 中 で 、

の 糖 蛋 白 質 gE、 糖 蛋 白 質 gEの 一 部 、 糖 蛋 白 質 gE ペ プ チ ド 、
ま た は 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 糖 蛋 白 質 gE gIの 複 合 物 、 抗 体 検 出

。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 糖 蛋 白 質 gE ま た は 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 糖 蛋 白 質 gE
gIの 複 合 物 に 1ま た は そ れ 以 上 の 抗 体 請 求 項 22記 載 の 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 動 物 、 哺 乳 動 物 、 さ ら に ウ シ 科 の 動 物 か ら 得 ら れ る 試 料 、 特 に 血 液 、 血 清 、 血
液 細 胞 、 乳 、 涙 の よ う な 体 液 、 肺 洗 浄 液 、 鼻 水 、 精 液 、 特 に 精 漿 、 唾 液 、 痰 、 ま た は 組 織
、 特 に 神 経 組 織 の よ う な 生 体 試 料 の 中 で 、

1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 糖 蛋 白 質 gE、 ま た は 1型 ウ シ ヘ ル
ペ ス ウ イ ル ス gE gIの 複 合 物 に 抗 体 、 蛋 白 質

。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 動 物 、 特 に 血 液 、 血 清 、 血
液 細 胞 、 精 液 、 特 に 精 漿 、 唾 液 、 痰 、 涙 の よ う な 体 液 、 肺 洗 浄 液 、 鼻 水 、 乳 、 組 織
、 特 に 神 経 組 織 の よ う な 生 体 試 料 、 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝
子 核 酸 の 存 在 、 ま た は 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 糖 蛋 白 質 gEも し く は 1型 ウ シ ヘ ル ペ
ス ウ イ ル ス 糖 蛋 白 質 gEと gIの 複 合 物 の 存 在 、 ま た は 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 糖 蛋 白
質 も し く は 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 糖 蛋 白 質 gEと gIの 複 合 物 抗 体 の 存 在
を 試 験 す る 1型 ウ シ
ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 感 染 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 動 物 試 料 、 特 に 血 液 、 血 清 、 血
液 細 胞 、 精 液 、 特 に 精 漿 、 唾 液 、 痰 、 涙 の よ う な 体 液 、 肺 洗 浄 液 、 鼻 水 、 乳 、 組 織
、 特 に 神 経 組 織 の よ う な 生 体 試 料 、 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝
子 核 酸 の 存 在 、 ま た は 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 糖 蛋 白 質 gEも し く は 1型 ウ シ ヘ ル ペ
ス ウ イ ル ス 糖 蛋 白 質 gEと gIの 複 合 物 の 存 在 、 ま た は 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 糖 蛋 白
質 も し く は 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 糖 蛋 白 質 gEと gIの 複 合 物 に 抗 体 の 存 在
を 試 験 す る
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特 に ワ ク チ ン 組 成 物 に お い て 、
変 異 体 ま た は ア ジ ュ バ ン ト と を

含 む 、 ワ ク チ ン 組 成 物

特 に 特 に
ワ ク チ ン 組 成 物 に お い て 、 且 つ 組

換 え 導 入 を す る 異 種
変 異 体 ま た は ア ジ ュ バ ン ト と

を 含 む 、 ワ ク チ ン 組 成 物

特 に 特 に
唾 液 、

1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 核 酸 を 検 出 す る た
め の 診 断 キ ッ ト に お い て 、 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の に 由 来 す る ク

お よ び 分 析 に 適 す る 検 出 手
段 を 含 む 、 診 断 キ ッ ト

特 に 特 に
1型

ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス に 特 異 的 な 抗 体 を 検 出 す る た め の 診 断 キ ッ ト に お い て 、 1型 ウ シ ヘ
ル ペ ス ウ イ ル ス 該 該 に 由 来 す る

の と お よ び 分 析 に 適 す
る 検 出 手 段 を 含 む 、 診 断 キ ッ ト

、 の と
特 異 的 な を 含 む 、

特 に 特 に

1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 蛋 白 質 を 検 出 す る
た め の 診 断 キ ッ ト に お い て 、

糖 蛋 白 質 の と 特 異 的 な お よ び 検 出 分 析 に 適 す る
検 出 手 段 を 含 む 、 診 断 キ ッ ト

、 特 に 哺 乳 動 物 、 さ ら に 特 に ウ シ 科 の 動 物 か ら 得 ら れ る 試 料
ま た は

に つ い て
を 含 む

の
gE の に 特 異 的 な

工 程 を 含 む 、 動 物 、 特 に 哺 乳 動 物 、 さ ら に 特 に ウ シ 科 の 動 物 に お け る
の を 決 定 す る

、 特 に 哺 乳 動 物 、 さ ら に 特 に ウ シ 科 の 動 物 か ら 得 ら れ る
ま た は

に つ い て
を 含 む

の
gE の 特 異 的 な

工 程 を 含 む 、 動 物 、 特 に 哺 乳 動 物 、 さ ら に 特 に ウ シ 科 の 動 物 に お け る 1型 ウ シ



請 求 項 19
を 接 種 し た 動 物 か ら 得 ら 。

【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 病 原 体 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 病 に 関 係 し た ワ ク チ ン 注 射 お よ び 診 断 法 の
分 野 に 関 す る も の で 、 弱 毒 性 ワ ク チ ン ま た は 不 活 化 ワ ク チ ン を 生 成 す る 古 典 的 な 方 法 と DN
A組 換 技 術 に 基 づ く 近 代 的 方 法 両 方 の 使 用 に 関 係 し て い る 。
　 よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 動 物 、 特 に 牛 を 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス (BHV-1)か ら 守 る た
め の 弱 毒 性 生 ワ ク チ ン お よ び 不 活 化 ワ ク チ ン に 関 す る も の で 、 こ れ ら の ワ ク チ ン は 、 安 全
で か つ 効 能 が あ る ば か り で な く 、 ワ ク チ ン 接 種 を う け た 群 に お け る 、 非 感 染 動 物 と 感 染 動
物 と を 識 別 す る こ と も 可 能 に す る 。
　 ワ ク チ ン 接 種 群 に お け る 非 感 染 動 物 と 感 染 動 物 の 識 別 の た め の 試 験 に 使 用 が 可 能 で あ る
診 断 キ ッ ト も 本 発 明 の 一 部 で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 発 明 の 背 景
　 牛 の 伝 染 性 鼻 腔 気 管 炎 ウ イ ル ス (IBRV)お よ び 伝 染 性 濃 外 陰 部 腔 炎 ウ イ ル ス (IPVV)を 含
む BHV-1は 、 牛 の 呼 吸 器 疾 患 、 生 殖 能 力 障 害 の 解 明 に 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 BHV-1は 、 急 性
感 染 後 、 潜 伏 し た 形 で 宿 主 内 に そ の ま ま 残 っ て い る こ と が 多 い 。 潜 伏 ウ イ ル ス は と り わ け
、 ス ト レ ス (こ れ は 臨 床 現 象 を 伴 う こ と も 、 伴 わ な い こ と も あ る )の 影 響 下 で 再 び 活 性 化 し
、 続 い て 排 泄 さ れ る こ と が あ り 得 る 。 結 果 と し て 、 感 染 し た 牛 は 終 生 BHV-1を 蔓 延 す る も
の と み な す 必 要 が あ る 。 BHV-1は オ ラ ン ダ の 養 牛 場 の 推 定 75%に お い て 風 土 病 と し て 発 生 し
て い る 。 特 に 、 高 齢 牛 の 血 清 反 応 が 陽 性 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 BHV-1感 染 予 防 接 種 に 利 用 さ れ る 多 く の 不 活 化 ("死 ん だ ")ワ ク チ ン お よ び 弱 毒 ("生 き た "
)ワ ク チ ン が あ る 。 不 活 化 ワ ク チ ン は 、 た と え ば 熱 処 理 や 照 射 、 ま た は エ タ ノ ー ル や ホ ル
マ リ ン 処 理 に よ っ て 、 BHV-1ウ イ ル ス を 死 滅 さ せ て 作 ら れ る 。 し か し な が ら 、 こ れ ら に よ
っ て は 不 充 分 な 予 防 し か 行 え な い こ と が 多 い 。 弱 毒 ワ ク チ ン は 、 同 種 (ウ シ )細 胞 ま た は ブ
タ の 細 胞 や イ ヌ の 細 胞 の よ う な 異 種 細 胞 へ の 多 数 回 に わ た る 継 代 に よ っ て 作 ら れ 、 そ の 後
ウ イ ル ス は 物 理 的 ま た は 化 学 的 に も 処 理 さ れ る こ と も あ る 。 こ の よ う に し て 、 未 知 の 突 然
変 異 /欠 失 が ウ イ ル ス ゲ ノ ム 中 に 発 達 し 、 こ れ が し ば し ば ウ イ ル ス の 疾 病 誘 発 特 性 を 低 下
さ せ る 。 弱 毒 ワ ク チ ン は 不 活 化 ワ ク チ ン よ り も 優 れ た 予 防 を 行 う が 、 こ れ は 特 に 宿 主 の 免
疫 系 に 、 よ り 多 く の ウ イ ル ス 性 抗 原 を 与 え る か ら で あ る 。 生 き た ワ ク チ ン の 重 要 な 他 の 利
点 と し て 、 そ れ ら は 鼻 腔 内 投 与 が 可 能 で あ る と い う こ と が あ り 、 す な わ ち 、 こ こ は 感 染 後
に 野 型 ウ イ ル ス の 増 殖 が 初 め て 起 こ る と こ ろ で あ る 。 生 き た ワ ク チ ン は ま だ 改 良 の 余 地
が あ る 。 い く つ か の 生 き た ワ ク チ ン は さ ら に 、 流 産 を 引 き 起 こ す 可 能 性 を 有 し て い る よ う
に 思 わ れ 、 こ れ は 特 に 筋 肉 内 投 与 後 に 顕 著 に な る 。 さ ら に ま た 、 生 き た ワ ク チ ン は す べ て
、 ワ ク チ ン を 接 種 さ れ た 牛 に 潜 伏 し て 残 っ て い る と 思 わ れ る 。 ま た 、 該 ワ ク チ ン が 野 型
ウ イ ル ス と ほ と ん ど 相 違 す る と こ ろ が な け れ ば 、 病 原 性 へ の 復 帰 が 起 こ る 可 能 性 も あ る 。
し か し 、 重 要 な 問 題 の 1つ は 、 BHV-1ワ ク チ ン は 、 野 型 ウ イ ル ス に よ る 感 染 を 予 防 す る こ
と が で き な い と い う こ と で あ る 。 そ の 結 果 、 ワ ク チ ン 接 種 を 受 け た 牛 も 野 型 BHV-1を 蔓
延 さ せ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】

(37) JP 2006-296426 A 2006.11.2

ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 感 染 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 該 試 料 が に 記 載 の ワ ク チ ン 調
製 物 れ る 方 法

疱

生

生

生
生



　 適 切 な BHV-1抑 制 計 画 の た め に は 、 野 型 ウ イ ル ス と 識 別 す る こ と が で き る 効 果 的 か つ
安 全 な ワ ク チ ン を 自 由 に 使 え る こ と が 必 要 で あ る 。 何 故 な ら ば 、 効 果 的 ワ ク チ ン の 利 用 に
よ り BHV-1の 蔓 延 を か な り の 程 度 低 下 さ せ る こ と が で き 、 ワ ク チ ン と 野 型 ウ イ ル ス の 識
別 が 可 能 な 試 験 に よ っ て 、 ワ ク チ ン 接 種 を 受 け た 牛 の 群 よ り 感 染 し た 牛 を 探 り あ て 、 そ れ
を 取 り 除 く こ と が 可 能 と な る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 と こ ろ で 、 従 来 の ワ ク チ ン よ り も 一 層 安 全 と 思 わ れ る 野 型 ウ イ ル ス と の 識 別 が 可 能 な
BHV-1ワ ク チ ン の 開 発 が 行 わ れ て き た 。 流 産 を 引 き 起 こ す 程 度 も よ り 低 く 、 潜 伏 の 頻 度 も
低 く 、 再 活 性 化 さ れ 得 る こ と も な い チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 欠 失 変 異 が 単 離 さ れ た 。 さ ら に 、
組 換 え DNA技 術 を 用 い て 、 (血 清 学 的 技 術 に よ り 野 型 BHV-1と ワ ク チ ン の 区 別 を 可 能 に す
る )糖 蛋 白 質 gIIIの た め の 遺 伝 子 に 欠 失 を 有 す る BHV-1ワ ク チ ン が 構 さ れ た 。 し か し な が
ら 、 こ れ ら の ワ ク チ ン に 対 し て も さ ら に 幾 つ か の 異 論 が あ る 。 一 方 で は 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー
ゼ 遺 伝 子 は ウ イ ル ス 複 製 に 関 与 し て お り 、 複 製 の 程 度 が 低 い 程 、 よ り 程 度 の 低 い 防 御 に つ
な が る 可 能 性 が あ る 。 他 方 、 該 糖 蛋 白 質 gIIIは 防 御 抗 体 の 生 成 に 重 要 で あ り 、 こ の 防 御 抗
体 は 、 gIII欠 失 ワ ク チ ン の 効 果 を 低 下 さ せ る 。 実 際 上 の 問 題 と し て 、 一 般 に は 最 高 の 防 御
が 得 ら れ る 、 組 換 え ワ ク チ ン の 鼻 腔 内 投 与 が 幾 つ か の 国 で は 認 可 さ れ て い な い と い う 問 題
が あ る 。 し た が っ て 、 有 効 か つ 安 全 で 、 さ ら に 野 型 BHV-1と 区 別 す る こ と が 可 能 な ワ ク
チ ン が 求 め ら れ て お り 、 さ ら に ま た こ れ は 、 か か る ワ ク チ ン の 少 な く と も 1つ は 、 組 換 え D
NA技 術 に よ っ て 構 さ れ た ウ イ ル ス よ り も 、 む し ろ 従 来 の 方 法 で 弱 毒 化 さ れ た ウ イ ル ス に
基 づ い た も の で あ る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 と こ ろ で 、 細 胞 培 養 に お け る 継 代 に よ っ て 、 糖 蛋 白 質 gEの た め の 遺 伝 子 を 欠 く BHV-1菌
株 が 得 ら れ た 。 我 々 が 行 っ た 研 究 の 最 初 の 結 果 は 、 こ の 遺 伝 子 は 、 野 型 BHV-1に 関 す る
血 清 学 的 識 別 に 非 常 に 役 立 ち 、 病 原 性 の 発 に 関 与 し て い る こ と を 示 し て い る 。 し た が っ
て 、 そ の 欠 失 は 安 全 性 に 寄 与 し て お り 、 こ れ に よ っ て チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 欠 失 の 使 用 は 不 要
と な る か も し れ な い 。 糖 蛋 白 質 gEは 防 御 の 誘 導 に と っ て 糖 蛋 白 質 g ほ ど 重 要 で は な い
と 思 わ れ る 。 従 来 の 方 法 で 弱 毒 化 さ れ た 野 型 ウ イ ル ス と 血 清 学 的 に 識 別 す る こ と が 可 能
な 、 従 来 の 方 法 で 弱 毒 化 さ れ た BHV-1菌 株 は 独 自 の も の で あ る 。 こ こ で 初 め て 述 べ た 、 gE-
遺 伝 子 の 位 置 と DNA配 列 は 、 こ れ ま で は 知 ら れ て い な か っ た 。 ま た 、 こ れ

で き る オ リ ゴ ヌ レ オ チ ド ポ リ ペ プ チ ド お よ び オ リ ゴ ペ プ チ ド も 知 ら れ て い な か っ た
。 ま た 、 gE-遺 伝 子 に 基 づ く 血 清 学 的 識 別 を 行 う た め の 試 験 も 独 自 の も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 こ の "従 来 の "gE欠 失 変 異 の 重 要 な 利 点 ("従 来 の "と は 従 来 の 弱 毒 ウ イ ル ス 単 離 方 法 を
使 用 す る こ と を 意 味 し て い る )は 、 親 換 え ワ ク チ ン に 関 す る 限 り で は 、 鼻 腔 内 投 与 が 禁 止
さ れ て い る 国 々 に お い て 、 こ の "従 来 の "gE欠 失 変 異 を 鼻 腔 内 投 与 す る こ と が 可 能 に な る
で あ ろ う と い う 点 で あ る 。 し か し な が ら 、 安 全 に 関 し て 別 の 観 点 か ら よ く 考 慮 し て 、 こ の
従 来 の gE欠 失 ワ ク チ ン の 他 に 、 明 確 に 限 定 さ れ た 組 換 え の 型 も 構 さ れ た 。 こ れ ら の 組 換
え ワ ク チ ン も ま た 欠 失 を 有 し て お り 、 -ま た 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 の 欠 失 も 有 し て い
て も よ く 、 ま た は 有 し て い な く て も よ い -お よ び 、 こ れ ら の 組 換 え ワ ク チ ン は 、 異 種 の 遺
伝 子 の 発 現 の た め の ベ ク タ と し て 用 い る こ と も で き る 。 こ れ ら の 組 換 え ワ ク チ ン は 全 て 、
同 じ gE 試 験 に よ っ て 、 野 型 ウ イ ル ス と 区 別 す る こ と が で き る 。 一 組 の 異 な る
ワ ク チ ン に 対 し て 標 準 的 な 試 験 を 利 用 す る こ と は 、 国 際 的 な 努 力 と し て の BHV-1の 戦 い に
お い て 強 力 な 利 点 と な り 得 る 。 か か る 方 法 が BHV-1ワ ク チ ン の 分 野 に お い て 述 べ ら れ た こ
と は な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 牛 に お け る 抗 BHV-1反 応 の 血 清 分 析 に よ っ て 、 抗 gE抗 体 の 重 要 部 分 は 、 糖 蛋 白 質 gEお よ
び 他 の BHV-1糖 蛋 白 質 で あ る 糖 蛋 白 質 gIに よ っ て 形 成 さ れ る 複 合 物 に 対 し て 向 け ら れ て い
る こ と が 示 さ れ た 。 し た が っ て 、 か か る 複 合 物 抗 体 の 存 在 を 示 す こ と も で き る
血 清 試 験 は 、 抗 -gE抗 体 を 検 出 す る こ と が で き る だ け の 試 験 よ り も 高 感 受 性 で あ る と 思 わ
れ る 。 gE単 欠 失 変 異 に よ り ワ ク チ ン 接 種 を 受 け た 牛 は 、 抗 -gI/gE抗 体 の 検 出 を 妨 げ る こ
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と が 有 り 得 る 抗 -gI抗 体 を 作 る 可 能 性 が あ る 。 し た が っ て 、 こ の 発 明 は gI/gE二 重 欠 失 を 有
す る ワ ク チ ン を 含 む 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 発 明 の 要 約
　 本 発 明 は 、 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 に 欠 失 を 有 す る BHV-1の 欠 失 変 異 を 提 供 す る 。 "～ に 欠
失 を "と い う 語 は 、 全 体 と し て の 遺 伝 子 の 欠 失 を 含 む こ と を 意 図 し て い る 。 本 発 明 の 好 適
な 実 施 例 は 、 以 下 に 述 べ る 欠 失 変 異 Difivac-1の よ う な 、 弱 毒 処 置 に よ っ て 引 き 起 こ さ
れ た 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 に お け る 欠 失 を 有 す る BHV-1の 欠 失 変 異 に よ っ て 構 成 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 他 の 好 適 な 実 施 例 は 、 以 下 に 述 べ る 欠 失 変 異 1B7ま た は 1B8の よ う な 組 換 え DN
A技 術 に よ っ て 作 ら れ た 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 に 欠 失 を 有 し て い る BHV-1の 欠 失 変 異 か ら 成
る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 他 の 好 適 な 実 施 例 は 、 以 下 に 述 べ る gI、 /gE二 重 欠 失 変 異 Difivac-IEの よ う
な 、 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 お よ び 糖 蛋 白 質 gI一 遺 伝 子 に 各 々 欠 失 を 有 す る BHV-1の 二 重 欠 失 変
異 か ら 成 る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 さ ら に ま た 、 最 高 の 安 全 性 を 期 し て 、 本 発 明 に よ れ ば 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 お よ び チ ミ ジ
ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 の そ れ ぞ れ に 欠 失 を 有 す る BHV-1の 欠 失 変 異 が 好 適 で あ る 。 ま た 本 発
明 は 、 糖 蛋 自 質 gE-遺 伝 子 、 糖 蛋 白 質 gI-遺 伝 子 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 に 欠 失 を 有 す る
BHV-1の 欠 失 変 異 も 含 ん で い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 動 物 を 、 特 に 哺 乳 動 物 を 、 さ ら に 特 に ウ シ 科 の 動 物 を 上 記 に お い て 明 確 に 述
べ た BHV-1欠 失 変 異 を 有 す る BHV-1か ら 守 る た め に 、 こ れ ら に ワ ク チ ン 接 種 を す る た め の
ワ ク チ ン の 組 成 、 適 切 な 担 体 ま た は ア ジ ュ バ ン ト を 提 供 す る 。 前 記 構 成 は 、 生 き た ワ ク チ
ン 組 成 で も 不 活 化 ワ ク チ ン 組 成 で も よ い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 に 欠 失 を 有 し 、 組 換 え DNA技 術 に よ っ て
異 種 遺 伝 子 を 含 む BHV-1の 変 異 に お い て 実 施 さ れ て い る 。 好 適 に は 、 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子
の 位 置 に 、 組 換 え DNA技 術 に よ っ て 異 種 遺 伝 子 を 含 む BHV-1の 変 異 に 関 す る も
の で 、 前 記 異 種 遺 伝 子 は 、 gE-遺 伝 子 の 調 節 配 列 の 管 理 下 に あ り 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド コ
ー ド す る gE-遺 伝 子 の 一 部 に 任 意 に 付 加 さ れ る 。 前 記 異 種 遺 伝 子 は 、 BHV-1の 異 な る プ ロ モ
ー タ の 管 理 下 、 ま た は 異 種 プ ロ モ ー タ の 管 理 下 に あ る こ と も 可 能 で あ る 。 BHV-1の 変 異
が 、 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 に お け る 欠 失 に 加 え て 、 さ ら に 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 に お け
る 欠 失 、 お よ び /ま た は 糖 蛋 白 質 gI-遺 伝 子 に お け る 欠 失 な ど の 欠 失 を 有 し て い る 場 合 に は
、 前 記 異 種 遺 伝 子 を 、 こ の 付 加 欠 失 の 位 置 に 挿 入 し て も よ い 。 複 数 の 挿 入 も 別 の 選 択 肢 で
あ り 、 1つ の 欠 失 の 位 置 に ま と め て 行 う か 、 幾 つ か の 欠 失 の 位 置 に 分 け て 行 う か さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 好 適 に 異 種 遺 伝 子 は 、 別 の 病 原 体 の 免 疫 原 性 蛋 白 質 ま た は ペ プ チ ド に つ い て
、 ま た は 免 疫 反 応 を 促 進 す る サ イ ト カ イ ン コ ー ド す る 。 適 切 な サ イ ト カ イ ン の 例 と し て
は イ ン タ ー ロ イ キ ン ー 2、 α イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 γ イ ン タ ー フ ェ ロ ン が あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 動 物 を 、 特 に 哺 乳 動 物 を 、 さ ら に 特 に ウ シ 科 の 動 物 を (異 な る )病 原 体 よ
り 守 る た め 、 こ れ ら に ワ ク チ ン を 接 種 す る た め の 、 (生 き た 、 ま た は 不 活 化 )ワ ク チ ン の 組
成 を 提 供 す る も の で 、 該 ワ ク チ ン の 組 成 に は 、 免 疫 原 性 蛋 白 質 ま た は 他 の 病 原 体 ペ プ チ ド

コ ー ド し て い る 異 種 遺 伝 子 を 有 し て い る BHV-1突 然 変 異 お よ び ア ジ ュ バ ン ト の 適 切 な
担 体 が 含 ま れ る 。 勿 論 、 こ の 防 御 は 1つ 以 上 の 病 原 体 に 関 す る も の で よ く 、 す な わ ち 、 変
異 が 複 数 の 異 種 遺 伝 子 を 含 む 多 価 ワ ク チ ン に 関 す る も の で よ い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
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　 さ ら に ま た 本 発 明 は 、 BHV-1の 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 、 こ の 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 の 一 部 、 ま
た は こ の 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 ヌ レ オ チ ド 配 列 を 含 む 組 換 え 核 酸 を 含 む 組 成
に 関 す る 。 こ の 組 成 は 、 BHV-1の 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 、 こ の 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 の 一 部 、 こ
の 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 組 換 え 核 酸 の 挿 入 を 有 す る ク ロ
ー ニ ン グ ベ ク タ ま た は 発 現 ベ ク タ を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 BHV-1の 糖 蛋 白 質 gE、 こ の 糖 蛋 白 質 gEの 一 部 、 こ の 糖 蛋 白 質 gE

ペ プ チ ド 、 ま た は 糖 蛋 白 質 gEお よ び gIの 複 合 物 を 含 む 組 成 、 お よ び BHV-1の 糖 蛋 白 質 g
E、 こ の 糖 蛋 白 質 gEの 一 部 、 こ の 糖 蛋 白 質 gE ペ プ チ ド 、 ま た は 糖 蛋 白 質 gEと gI
の 複 合 物 に 抗 体 を 有 す る 組 成 を 含 む 。 "抗 体 "と は 、 ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 調 製 物 と 、 大 半 の 用 途 に 好 適 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 両 方 を 意 昧 し て い る
と 解 釈 さ れ る 。 "糖 蛋 白 質 gEの 一 部 "お よ び "糖 蛋 白 質 gE ペ プ チ ド "と い う 用 語 は
、 一 般 に 少 な く と も 約 8ア ミ ノ 酸 の 長 さ を 有 す る で あ ろ う gE ア ミ ノ 酸 配 列 を 意
味 し て い る と 解 釈 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 試 料 中 の 、 特 に 、 動 物 、 特 に 哺 乳 動 物 、 さ ら に 特 に ウ シ 科 の 動 物 の 、
血 液 ま た は 血 清 、 血 液 細 胞 、 乳 、 涙 な ど の 体 液 、 肺 洗 浄 液 、 鼻 水 、 精 液 、 特 に 精 漿 、 唾 液
、 痰 、 ま た は 組 織 、 特 に 神 経 組 織 の よ う な 生 物 学 的 試 料 中 の 、 BHV-1の 核 酸 を 検 出 す る た
め の 、 BHV-1の 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 プ ロ ー ブ ま た
は プ ラ イ マ 、 お よ び 核 酸 検 出 試 験 に 適 し た 検 出 手 段 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 試 料 中 の 、 特 に 、 動 物 、 特 に 哺 乳 動 物 、 さ ら に 特 に ウ シ 科 の 動 物 の 血
液 ま た は 血 清 、 血 液 細 胞 、 乳 、 涙 の よ う な 体 液 、 肺 洗 浄 液 、 鼻 水 、 精 液 、 特 に 精 漿 、 唾 液
、 痰 、 ま た は 組 織 の よ う な 生 物 学 的 試 料 中 の 、 BHV-1に 抗 体 を 検 出 す る た め の 、 B
HV-1の 糖 蛋 白 質 gE、 こ の 糖 蛋 白 質 の 一 部 、 こ の 糖 蛋 白 質 gE ペ プ チ ド 、 ま た は 糖
蛋 白 質 gEお よ び gIの 複 合 物 、 お よ び 抗 体 検 出 試 験 に 適 し た 検 出 手 段 に
関 す る 。 該 診 断 用 キ ッ ト は 、 さ ら に 、 BHV-1の 糖 蛋 白 質 gEに 、 ま た は BHV-1の 糖 蛋
白 質 の gEと gIの 複 合 物 に 1つ ま た は そ れ 以 上 の 抗 体 を 含 め て も よ い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 試 料 中 の 、 特 に 、 動 物 、 特 に 哺 乳 動 物 、 さ ら に 特 に ウ シ 科 の 動 物 の 血
液 ま た は 血 清 、 血 液 細 胞 、 乳 、 涙 な ど の 体 液 、 肺 洗 浄 液 、 鼻 水 、 精 液 、 特 に 精 漿 、 唾 液 、
痰 、 ま た は 組 織 、 特 に 神 経 の よ う な 生 物 学 的 試 料 中 の 、 BHV-1の 蛋 質 を 検 出 す る た
め の 、 BHV-1の 糖 蛋 白 質 gEに 、 ま た は BHV-1の 糖 蛋 白 質 gEと gIの 複 合 物 に
1つ ま た は そ れ 以 上 の 抗 体 お よ び 蛋 白 質 検 出 試 験 に 適 し た 検 出 手 段 に
関 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 BHV-1の 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 を 含 む 核 酸 の 存 在 、 BHV-1の 糖 蛋 白 質 gE、
ま た は BHV-1の 糖 蛋 白 質 gEと gIの 複 合 物 の 存 在 、 ま た は BHV-1の 糖 蛋 白 質 gEに 、 ま
た は BHV-1の 糖 蛋 白 質 gEと gIの 複 合 物 に 抗 体 の 存 在 に つ い て 、 動 物 の 特 に 哺 乳 動
物 の 、 さ ら に 特 に ウ シ 科 の 動 物 の BHV-1感 染 を 判 断 す る た め の 、 前 記 動 物 の 試 料 の 、 特 に
、 血 液 ま た は 血 清 、 血 液 細 胞 、 精 液 、 特 に 精 漿 、 唾 液 、 痰 、 涙 な ど の 体 液 、 肺 洗 浄 液 、 鼻
水 、 乳 、 ま た は 組 織 、 特 に 神 経 組 織 の よ う な 生 物 学 的 試 料 の 試 験 を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
試 験 を 行 う 試 料 は 、 本 発 明 に 従 っ た 組 成 の ワ ク チ ン を そ れ ま で に 接 種 さ れ た こ と の な い 動
物 の も の 、 ま た は 本 発 明 に 従 っ て 調 製 さ れ た ワ ク チ ン を そ れ ま で に 接 種 さ れ た こ と の あ る
動 物 の も の と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 生 ワ ク チ ン お よ び 不 活 化 ワ ク チ ン 両 方 か ら 成 る 一 組 の BHV-1ワ ク チ ン に 関 す
る も の で 、 こ れ ら は ど ち ら も 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 の 全 部 ま た は 一 部 を 欠 い て い る 。 こ の 組
は 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 お よ び /ま た は 糖 蛋 白 質 gI-遺 伝 子 の 欠 失 を 含 む こ と も 含 ま な
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い こ と も あ る gE欠 失 変 異 も 異 種 遺 伝 子
ベ ク タ と し て 使 用 さ れ る gE欠 失 変 異 も 含 む 。 さ ら に 本 発 明 は 、 BHV-1糖 蛋 白
質 gE-遺 伝 子 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 こ れ ら の 配 列 オ リ ゴ ヌ レ オ チ
ド 、 該 糖 蛋 白 質 gEそ れ 自 身 、 ペ プ チ ド 、 お よ び 該 gE糖 蛋 白 質 と

ペ プ チ ド に 対 し て (モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル )抗 体 に 関 す
る 。 ま た 本 発 明 は 、 BHV-1の 糖 蛋 白 質 gEと gIの 複 合 物 、 お よ び か か る 複 合 物 に 対 し て

抗 体 に 関 す る 。
　 本 発 明 に 従 っ た こ れ ら の 物 質 は 、 以 下 の た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 1)BHV-1に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 病 を 予 防 す る た め の 牛 の ワ ク チ ン 接 種 。
　 こ れ は BHV-1に 感 染 し た 動 物 と 、 ワ ク チ ン 接 種 し た 動 物 の 間 の 区 別 が 可 能 従 来 の ワ
ク チ ン お よ び ワ ク チ ン を 一 緒 に 使 用 す る こ と が 可 能 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 2)BHV-1に よ る 疾 病 お よ び 防 御 抗 原 に 対 す る コ ー ド 配 列 を BHV-1欠 失 変 異 の 中 に 組 込 む
こ と が で き る 他 の 病 原 体 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 病 を 予 防 す る た め の 牛 の ワ ク チ ン 接 種 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 3)牛 の 血 液 、 血 清 、 乳 、 他 の 体 液 に つ い て 、 そ れ ら が 野 型 BHV-1に よ っ て 感 染 し て い
る か 、 gE欠 失 変 異 で ワ ク チ ン 接 種 さ れ て い る か を 、 血 清 学 的 に 、 ま た は 核 酸 検 出 技 術 (
た と え ば PCR） に よ り 判 断 す る た め の そ れ ら の 試 験 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び BHV-1の 糖 蛋 白 質 g-遺 伝 子 と 糖 蛋 白 質 gI-遺 伝 子
の コ ー ド 配 列 糖 蛋 白 質 の 合 成 。
　 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 (図 3A)お よ び こ の 遺 伝 子 コ ー ド す る 単 離 DNAフ ラ グ メ ン ト に つ い て
の 、 例 に 記 載 の DNA配 列 分 析 の 結 果 に よ り 、 標 準 的 な 分 子 生 物 学 的 処 置 を 用 い て 、 gE蛋 白
質 の ペ プ チ ド (オ リ ゴ ま た は ポ リ ペ プ チ ド )を 合 成 す る こ と 、 お よ び 原 核 的 方 法 (バ ク テ リ
ア 中 )ま た は 真 核 的 方 法 (た と え ば 、 ネ ズ ミ の 細 胞 に お い て )に よ り 、 gE蛋 白 質 の 全 体 を 、
ま た は そ の 一 部 を こ と が 共 に 可 能 と な る 。 こ れ ら の 方 法 に よ っ て 、 た と え ば gE

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 成 に 役 立 つ こ と が で き る gE 抗 原 を 得 る こ と
が で き る 。 さ ら に 、 gE 抗 原 (お よ び 、 gE モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 )を 血 清
試 験 に お い て 使 用 す る こ と が で き 、 BHV-1 gE欠 失 ワ ク チ ン の 接 種 を し た 動 物 と 野 型 BHV-
1ウ イ ル ス に 感 染 し た 動 物 の 間 の 区 別 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 例 に 記 載 の 、 糖 蛋 白 質 gI-遺 伝 子 、 お よ び こ の 遺 伝 子 コ ー ド す る 単 離 DNAフ ラ グ メ ン ト
に つ い て 、 糖 蛋 白 質 gEを 真 核 細 胞 と 共 に 、 部 分 的 に DNA配 列 を 分 析 し た 結 果 、 真
核 細 胞 中 の gI/gE複 合 物 を こ と が で き る (図 13お よ び 図 14参 照 )。 こ の 糖 蛋 白 質
複 合 物 は 、 gI/gE モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 ま
た 、 こ の gI/gE複 合 物 は 、 単 gE BHV-1欠 失 変 異 、 ま た は 二 重 gI/gE BHV-1欠 失 変 異 に よ
る ワ ク チ ン 接 種 を 受 け た 牛 と 野 型 BHV-1ウ イ ル ス に 感 染 し た 牛 の 区 別 を す る 血 清 試 験 に
お け る 抗 原 と し て も 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 gE ペ プ チ ド
　 既 知 の 蛋 白 質 コ ー ド 配 列 に 基 づ き 、 自 動 合 成 装 置 に よ り 、 約 40～ 50の ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ
プ チ ド を 作 る こ と が で き る 。 BHV-1菌 株 Lamの gE糖 蛋 白 質 の 蛋 白 質 コ ー ド 配 列 が 解 明 さ れ た
の で (図 3A)、 こ の BHV-1 gE糖 蛋 質 の ポ リ ペ プ チ ド の 合 成 が 可 能 と な る 。 か か る ポ リ ペ プ
チ ド を 用 い て 、 標 準 的 な 方 法 に 従 っ て 、 マ ウ ス や ウ サ ギ な ど の 実 験 動 物 を 免 疫 化 し 、 gE

抗 体 を 作 る こ と が で き る 。 さ ら に 、 こ れ ら の gE ペ プ チ ド を 用 い て 、 抗
gE抗 体 が gE蛋 白 質 (エ ピ ト ー プ )と 反 応 す る 位 置 を 、 た と え ば PEPSCAN法 (Geysen et a1.,19
84,Proc.Natl.Acad,Sci.USA 81,3998～ 4002） に よ り 、 さ ら に 特 定 す る こ と が で き る 。 gE

オ リ ゴ ペ プ チ ド も 抗 gE抗 体 を 実 証 す る 血 清 試 験 に お い て 使 用 す る こ と が で き る
。
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【 ０ ０ ３ ０ 】
　 gEの 原 核 発 現
　 細 菌 中 に て gE蛋 白 質 を 合 成 す る た め (す な わ ち 、 gEの 原 核 発 現 )、 糖 蛋 白 質 gE 、 ま た は
そ の 一 部 コ ー ド す る DNAフ ラ グ メ ン ト を 、 原 核 発 現 ベ ク タ 中 に タ ロ ー ン 化 し な け れ ば な
ら な い 。 原 核 発 現 ベ ク タ は 、 環 状 DNA分 子 で 、 こ れ は 別 個 に 複 製 し て ゆ く 分 子 (プ ラ ス ミ ド
） と し て 、 細 菌 中 で 自 ら を 維 持 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 発 現 ベ ク タ は 、 抗 物 質 抵 抗
に つ い て コ ー ド 、 し た が っ て 発 現 ベ ク タ を 伴
う 細 菌 の 選 択 を 可 能 に す る 。 さ ら に 、 発 現 ベ タ は 、 (制 御 可 能 で あ る こ と も 多 い )プ ロ モ
ー タ 領 域 を 有 し て お り 、 該 領 域 の 背 後 に DNAフ ラ グ メ ン ト を 結 合 す る こ と が で き 、 こ れ ら
の フ ラ グ メ ン ト は 、 プ ロ モ ー タ の 影 響 に よ り 発 現 さ れ る 。 現 行 の 多 く の 原 核 発 現 ベ ク タ に
お い て は 、 い わ ゆ る 担 体 蛋 白 質 に 融 合 し 、 所 望 の 蛋 白 質 が 発 現 し て い る 。 そ の た め に 、 ベ
ク タ 中 で は プ ロ モ ー タ の 後 に 、 担 体 蛋 白 質 に つ い て の コ ー ド 配 列 が 位 置 し て お り 、 所 望 の
DNAフ ラ グ メ ン ト が こ れ に 直 接 隣 接 し て 結 合 さ れ て い る 。 融 合 蛋 白 質 は 、 多 く の 場 合 よ り
安 定 で 、 認 識 お よ び /ま た は 単 離 も よ り 簡 単 で あ る 。 一 定 の 細 菌 株 に て 、 特 定 の 融 合 蛋 白
が 達 成 す る こ と が で き る 定 常 状 態 レ ベ ル は 融 合 に よ っ て 、 お よ び 菌 株 に よ っ て 異 な っ て い
る 。 種 々 の 組 合 わ せ を 試 み る こ と が 慣 例 に な っ て い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 の 真 核 発 現
　 蛋 白 質 の 原 核 発 現 は 幾 つ か の 利 点 を も た ら し て く れ る が 、 蛋 白 質 は 真 核 細 胞 で 起 こ る グ
リ コ シ ル 化 の よ う な 修 飾 変 更 を 欠 い て い る 。 そ の 結 果 、 真 核 発 現 蛋 白 質 は 多 く の 場 合 よ り
適 切 な 抗 原 で あ る 。 マ ウ ス の 細 胞 の よ う な 真 核 細 胞 に お け る 蛋 白 質 の 異 種 発 現 の 場 合 、 真
核 発 現 ベ ク タ が 使 用 さ れ る 。 こ れ ら の ベ ク タ は 、 プ ラ ス ミ ド で 大 腸 菌 細 胞 内 で 増 殖 さ せ る
こ と が 可 能 で あ る ば か り で な く 、 真 核 細 胞 中 に て 安 定 し た 状 態 で 生 存 す る こ と も で き る 。
こ れ ら の ベ ク タ は 、 原 核 選 択 マ ー カ の 他 に 、 真 核 選 択 マ ー カ も 含 む 。 原 核 発 現 ベ ク タ に 似
て 、 真 核 発 現 ベ ク タ は 、 所 望 の 遺 伝 子 が 後 に 結 合 す る こ と が で き る プ ロ モ ー タ 領 域 を 含 ん
で い る 。 し か し な が ら 、 真 核 ベ ク タ に お け る プ ロ モ ー タ 配 列 は 、 真 核 細 胞 に 特 有 で あ る 。
ま た 、 真 核 ベ ク タ に お い て は 、 担 体 蛋 白 質 に 対 す る 融 合 が 利 用 さ れ る こ と は 滅 多 に な い 。
こ れ ら の ベ ク タ は 、 標 準 的 な ト ラ ン ス ・ フ ェ タ シ ョ ン 法 (F.L.Graham and A. J. van der 
Eb. 1973, Virology 52,456～ 467)に よ り 真 核 細 胞 中 に 。 真 核 プ ラ ス ミ ド ベ ク
タ の 他 に 、 ウ ィ ル ス ベ ク タ も あ り 、 こ の 場 合 に は 、 異 種 遺 伝 子 が ウ ィ ル ス (た と え ば 、 レ
ト ロ ウ ィ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ ィ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ ィ ル ス )の ゲ ノ ム 中 に 。 次 い
で 、 真 核 細 胞 に 組 換 え ウ ィ ル ス を 感 染 さ せ る こ と が で き る 。
　 一 般 に 、 個 々 の 遺 伝 子 産 物 に と っ て 、 ベ ク タ や 細 胞 は ど う い っ た タ イ プ の も の が 最 適 で
あ る か と い う こ と を 予 測 す る こ と は で き な い 。 大 抵 の 場 合 、 幾 つ か の 組 合 せ が 試 み ら れ て
い る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 糖 蛋 白 質 gEお よ び 糖 蛋 自 質 gI両 方 の 真 核 発 現
　 蛋 白 質 が 得 る 最 終 構 造 は 、 蛋 白 質 の 一 次 ア ミ ノ 酸 配 列 、 折 た た み 、 翻 訳 後 修 飾 等 に 依 存
し て い る 。 蛋 白 質 の 構 造 に 寄 与 す る 重 要 な フ ァ ク タ は 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 他 の 蛋 白 質
と の 相 互 作 用 で あ る 。 BHV-1糖 蛋 白 質 gEは 、 少 な く と も 1つ の 他 の 糖 蛋 白 質 、 す な わ ち BHV-
1糖 蛋 白 質 gIと の 複 合 物 を 形 成 す る こ と を 我 々 は 発 見 し た 。 か か る 複 合 物 を 初 め て 示 し た
も の は 、 候 補 的 抗 -gEモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 1,51,67,75,78に よ る 我 々 の 結 果 で あ っ た (表 2参
照 )。 こ れ ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Difivac-1と も 、 ま た Lam gE-と も 反 応 し な か っ た
ば か り で な く 、 糖 蛋 白 質 gE発 現 3T3細 胞 を 認 識 す る こ と も で き な か っ た 。 し か し な が ら 、
こ れ ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Difivac-1に 感 染 後 は gE-発 現 3T3細 胞 と は 反 応 せ ず 、 こ
れ ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の た め の 適 切 な 抗 原 コ ン ホ メ ー シ ョ ン を 糖 蛋 白 質 gEに 与 え る た
め に 、 因 子 を 補 足 す る こ と が 必 要 で あ る こ と を 示 し た 。 我 々 が 行 っ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
81と の 放 射 線 免 疫 沈 澱 試 験 の 幾 つ か に お い て 、 見 か け 上 の 分 子 量 63KDの 蛋 質 が 共 沈 す る
こ と が 判 っ た 。 ヘ ル ペ ス 単 ウ ィ ル ス 糖 蛋 白 質 gEは 、 こ れ に 匹 敵 す る 分 子 量 の 蛋 白 質 (HSV1
糖 蛋 白 質 gI)と 複 合 物 を 形 成 す る と い う 事 実 に 鑑 み 、 我 々 は BHV-1糖 蛋 白 質 gEは 、 糖 蛋 白 質
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gIの BHV-1 と 複 合 物 を 形 成 す る も の と 推 定 し た 。 こ の BHV-1 gE/gI複 合 物 を 研 究 す る
た め 、 お よ び 適 切 な 抗 原 構 造 を 有 す る gE抗 原 を 作 る た め 、 こ れ ら の 両 蛋 白 質 を 1つ の 真 核
細 胞 中 で 発 現 さ せ た 。 こ の た め に 、 糖 蛋 白 質 gEだ け の 真 核 発 現 の た め に 記 載 し た も の と 同
じ 処 置 を 適 用 し た 。 た だ し 、 前 提 条 件 と し て 、 選 択 可 能 な 種 々 の 真 核 標 識 を 有 す る 発 現 ベ
ク タ の 使 用 を 1つ だ け 追 加 し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 血 清 試 験
　 gEに 対 す る 抗 体 に 基 づ き 、 Difivac-1の ワ ク チ ン 接 種 を さ れ た 牛 と 、 野 型 BHV-1に 感 染
し た 牛 を 区 別 す る た め の 血 清 学 的 方 法 は 、 好 適 に は gEに 対 し て モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 の 使 用 に 基 づ く 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 以 下 の 方 法 で 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 a)Van Oirschot et al(Journal of Virological Met ods 22,191～ 206,1988)に よ り 述
べ ら れ た 原 則 に よ る 。 Aujeszky病 の ウ イ ル ス に 対 す る gI抗 体 検 出 の た め の 、 こ の 酵 素 結 合
イ ム ノ ソ ル ベ ン ト 検 定 法 (ELISA)で は 、 抗 体 は 、 gI上 に 2つ の 異 な っ た エ ピ ト ー プ を 有 す る
2つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 に 対 す る ブ ロ ッ ク 効 果 に よ っ て 実 証 さ れ る 。 こ の 試 験 は
、 以 下 の よ う に 実 施 さ れ る 。 マ イ タ ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 37℃ で 1晩 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 1で 被 覆 し 、 そ の 後 、 た と え ば 4℃ ま た は -20℃ に て 保 存 す る 。 試 験 さ れ る 血 清 は 、 別 の
未 被 覆 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に お い て 、 37℃ に て た と え ば 2時 間 、 抗 原 と 共 に 前 保 温
さ れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 1が 被 覆 さ れ た プ レ ー ト を 、 た と え ば 5回 洗 浄 し 、 そ の 後 セ イ
ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (HRPO)と 結 合 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 2を こ れ ら の プ レ ー ト
に 添 加 す る 。 次 に 、 前 保 温 さ れ た 血 清 -抗 原 混 合 物 を 、 2つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 置 か れ
て い る プ レ ー ト に 転 移 さ せ 、 37℃ に て た と え ば 1時 問 保 温 す る 。 こ れ ら の プ レ ー ト を 洗 浄
し 、 各 ウ ェ ル に 基 質 を 添 加 す る 。 室 温 に て 約 2時 間 経 過 さ せ た 後 、 こ れ ら の プ レ ー ト に つ
い て ス ペ ク ト ル 光 度 計 に よ る 読 取 り を 行 う 。 各 プ レ ー ト に は 、 4つ の 陰 性 対 照 血 清 お よ び
陽 性 血 清 の 4つ の 連 続 希 釈 物 が 含 ま れ る 。 光 学 濃 度 が 同 じ プ レ ー ト で 試 験 さ れ た 4つ の 陰 性
対 照 血 清 の 平 均 光 学 濃 度 の 50%を 下 回 る 血 清 は 陽 性 と み な さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 b)間 接 2重 抗 体 サ ン ド イ ッ チ (IDAS)法 に よ る 。
　 こ の 場 合 は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト は 、 gE蛋 白 質 に 対 し て モ ノ ク ロ ー ナ
ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 で 被 覆 す る 。 gE抗 原 調 製 物 と の 保 温 の 結 果 、 被 覆 に gEが
結 合 す る 。 試 験 さ れ る 牛 の 血 清 中 の gEに 対 し て 特 別 に 抗 体 は 続 い て gEに 結 合 す
る 。 こ れ ら の 結 合 抗 体 は 、 抗 -ウ シ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 複 合 物 に よ っ て 認 識 さ れ る 。 こ の 複 合
物 中 の 抗 体 は 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 酵 素 に 共 有 結 合 す る 。 最 後 に 、 こ の 結 合 複 合 物 は 、 色 素
原 基 質 の 添 加 に よ り 、 可 視 の も の に さ れ る 。 こ の 反 応 の 特 性 は 、 gE-抗 原 調 製 物 の 代 わ り
に 、 gE-陰 性 対 照 調 製 物 に よ り 同 じ 処 置 を 実 施 し て 調 べ る 。 各 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト
上 に は 、 陽 性 お よ び 陰 性 の 対 照 血 清 が 含 ま れ る 。 こ の 試 験 は 、 陽 性 の 血 清 が 一 定 の 希 釈 度
に お い て 陽 性 を 示 す 場 合 に 有 効 で あ る 。 光 学 濃 度 が 標 準 陰 性 対 照 血 清 よ り も 0.2高 い 場 合
に は 、 血 清 は 陽 性 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 c)2に お い て 述 べ た IDAS法 で は 、 た だ し 試 験 さ れ る 血 清 を 保 温 し た 後 で あ る が 、 抗 -ウ シ
免 疫 グ ロ ブ リ ン 複 合 物 の 代 わ り に 、 抗 -gEモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 /HRPOが 使 用 さ れ る 。 抗 -gE
ペ プ チ ド 血 清 ま た は 抗 -gEポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 を 抗 -gEモ ノ ロ ー ナ ル 抗 体 の 代 わ り に 使 用
し て も よ い 。 こ れ ら の プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 各 々 の ウ エ ル に 色 素 原 基 質 を 添 加 す る 。 室 温 に
て た と え ば 、 約 2時 間 経 過 さ せ た 後 、 こ れ ら の プ レ ー ト に つ い て ス ペ ク ト ル 光 度 計 に よ る
読 取 り を 行 う 。 各 プ レ ー ト に は 、 4つ の 陰 性 対 照 血 清 お よ び 陽 性 血 清 の 4つ の 連 続 希 釈 物 が
含 ま れ る 。 光 学 濃 度 が 同 じ プ レ ー ト で 試 験 さ れ た 4つ の 陰 性 対 照 血 清 の 平 均 光 学 濃 度 の 50%
を 下 回 る 血 清 は 陽 性 と み な さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 d)精 製 、 未 精 製 を 問 わ な い ウ イ ル ス 抗 原 が マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 一 晩 被 覆 さ れ る
ブ ロ ッ ク ELISA法 に こ れ ら の プ レ ー ト に お い て 、 試 験 さ れ る 血 清 は 、 37℃ に て た
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と え ば 1時 問 ま た は 1時 間 以 上 保 温 さ れ る 。 洗 浄 処 置 を し た 後 、 こ れ ら の プ レ ー ト に 抗 -gE
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 添 加 し 、 37℃ に て た と え ぱ 1時 間 保 温 す る 。 抗 -gEペ プ チ ド 血 清 ま た
は 抗 -gEポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 を 抗 -gEモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 代 わ り に 使 用 し て も よ い 。 こ れ
ら の プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 各 ウ エ ル に 、 色 素 原 基 質 を 添 加 す る 。 室 温 に て 、 た と え ば 2時 間
経 過 さ せ た 後 、 こ れ ら の プ レ ー ト に つ い て 、 ス ペ ク ト ル 光 度 計 に よ る 読 取 り を 行 う 。 4つ
の 陰 性 対 照 血 清 お よ び 陽 性 血 清 4つ の 連 続 希 釈 物 が 含 ま れ る 。 光 学 濃 度 が 、 同 じ プ レ ー ト
で 試 験 さ れ た 4つ の 陰 性 対 照 血 清 の 平 均 光 学 濃 度 の 50%を 下 回 る 血 清 は 陽 性 と み な さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 上 記 の 方 法 の い ず れ に お い て も 、 gEを 含 む 、 従 来 の 方 法 で 成 長 さ せ た ウ イ ル ス 抗 原 を 使
用 す る こ と が で き る が 、 原 核 ま た 真 核 を 介 し て 発 現 す る gE-抗 原 も 使 用 す る こ と が で き
る 。 あ る い は ま た 、 BHV- gE配 列 に 基 づ く オ リ ゴ ペ プ チ ド を 従 来 の 抗 原 の 代 わ り に 、 上 記
診 断 試 験 に お い て 使 用 す る こ と が で き る で あ ろ う 。 さ ら に ま た 、 か か る オ リ ゴ ペ プ チ ド を
、 Kemp et al.に よ る 記 事 、 Science 241,1352～ 1354,1988に 記 載 の 方 法 に 従 っ た 、 い わ ゆ
る "Cow-side"試 験 の 開 発 に 使 用 す る こ と が で き る で あ ろ う 。 か か る 試 験 は 、 感 染 動 物 中 に
存 在 し て い る gEに 対 し て 抗 体 に よ る オ リ ゴ ペ プ チ ド 抗 原 配 列 の 連 結 に 基 づ い た
も の に な る で あ ろ う 。 こ の よ う な 試 験 の 場 合 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド を 、 牛 の 赤 血 球 に 対 し て

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 連 結 さ せ る 必 要 が あ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 を 使 用 す る 核 酸 分 析
　 た と え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ )を ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に 用
い て 、 ワ ク チ ン 接 触 を 受 け た 動 物 と 感 染 し た 動 物 を 区 別 す る こ と が で き る 。 ポ リ メ ラ ー ゼ
連 鎖 (PCR)は 、 病 原 体 の 核 酸 を 短 時 間 に 数 十 億 倍 に 増 殖 さ せ る こ と が で き る 技 術 で あ る (De
polymerase kettingreactie  P.F Hilderink, J.A.Wagenaar,J.W.B.van der Giessen and
 B.A.M. van der Zeijst,1990,Tijdschrift voor Diergeneeskunde deel 115,1111～ 1117
)。 gEオ リ ゴ ヌ レ オ チ ド は 、 gE陽 性 ゲ ノ ム に お い て 、 gE陰 性 ゲ ノ ム に お け る も の と は 異
な る 生 成 物 が 形 成 さ れ る よ う に 選 択 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 gE欠 失 ワ ク チ ン を ワ ク チ
ン 接 種 さ れ た 動 物 は 、 CR試 験 に お い て 陽 性 を 出 す と い う 利 点 が あ る 。 し か し な
が ら 、 こ の 方 法 は 、 試 験 さ れ る 動 物 か ら 採 取 し た 試 料 中 、 た と え ば 血 液 中 の ウ イ ル ス の 核
酸 の 存 在 に 依 存 し て い る 。
　 BHV-1急 性 感 染 後 は 、 血 液 中 に BHV-1特 有 の 核 酸 を 実 証 す る こ と が で き る 見 込 み は 充 分 に
あ る が 、 し か し な が ら 、 BHV-1核 酸 も 、 潜 伏 時 に 血 清 中 に 実 証 す る こ と が で き る か ど う か
は ま だ 確 め ら れ て い な い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ベ ク タ と し て の BHV-1の 使 用
　 BHV-1ゲ ノ ム 中 の 異 種 遣 伝 子 の 発 現 に は 、 そ の 異 種 遺 伝 子 が 挿 入 さ れ る べ き 領 域 に つ い
て の 正 確 な 情 報 を 自 由 に で き る こ と が 必 要 で あ る 。 必 須 配 列 に つ い て の 妨 害 は い か な る も
の も あ っ て は な ら ず 、 ま た 異 種 遺 伝 子 の 発 現 に 調 節 配 列 が 利 用 で き な け れ ば な ら な い 。 gE
-遺 伝 子 は 、 必 須 で は な く 、 し た が っ て 、 異 種 遺 伝 子 て も 問 題 は な
い 。 結 果 と し て 、 こ の 異 種 遺 伝 子 を 、 gE遺 伝 子 が 調 節 配 列 の 影 響 下 に あ る よ う に 配 置 す る
こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 gE遺 伝 子 の 調 節 配 列 を 使 用 す る 必 要 は な い 。 異 種 遺 伝 子 の
発 現 は 、 代 わ り に 、 他 の も の 、 た と え ば 種 々 の 遺 伝 子 の よ り 強 い 調 節 配 列 に よ り 制 御 す る
こ と が で き る 。 ま た 、 gE遺 伝 子 の ( ) ペ プ チ ド に 異 種 遺 伝 子 を 連 結 す る こ と も
可 能 で あ り 、 し た が っ て 異 種 遺 伝 子 生 成 物 の 分 泌 に 影 響 さ せ る こ と が で き る 。 gE遺 伝 子 お
よ び gE蛋 白 質 に つ い て の 詳 細 な 知 識 に よ っ て 、 非 常 に 適 切 に 調 整 さ れ た 方 法 で 、 ベ ク タ と
し て BHV-1を 用 い る 可 能 性 が 与 え ら れ る こ と は 明 ら か で あ る 。 発 生 す る ベ ク タ は 、 さ ら に
野 型 と 血 清 学 的 に 区 別 す る こ と が で き る 。 異 種 遺 伝 子 を 発 現 す る BHV-1変 異 の 構 は
、 例 に 示 し た gE欠 失 変 異 の 構 と 同 じ 方 法 で 実 施 す る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、

、 欠 失 フ ラ グ メ ン ト は 、 異 種 遺 伝 子 が 欠 失 位 置 に 配 置 さ れ て い る フ ラ グ メ ン ト と
べ き で あ る 。

【 ０ ０ ４ １ 】
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　 例
　 1)自 然 gE欠 失 変 異 の 単 離 お よ び 同 定
　 a)自 然 変 異 の 単 離
　 ゲ ノ ム DNAを 、 従 来 法 に よ り 弱 毒 化 さ れ た 多 く の ワ ク チ ン か ら 標 準 的 方 法 に 従 っ て 単 離
し 、 制 限 酵 素 を 用 い て 分 析 し た 。 特 に 、 野 型 BHV-1ウ イ ル ス と の 区 別 を 可 能 と す る に 適
切 と 思 わ れ る ゲ ノ ム に つ い て 。
　 特 に 、 BHV-1ゲ ノ ム の Us領 域 に 注 意 し た 。 こ れ は 、 そ の 領 域 に -ヘ ル ペ ス 単 ウ イ ル ス 1と
の 類 似 に よ り -非 必 須 糖 蛋 白 質 す る 多 く の 遺 伝 子 が 配 置 さ れ て い る か ら で
あ る 〔 Identification of a herpes simplex virus1 glycoprotein gene within a gene 
cluster dispensable for growth in cell culture, R. Longnecker,S.Chatterjec,R.J. 
Whitley and B.Roizwan(1987)Proc、 Natl. Acad. Sci,84,4303～ 4307〕 。
　 ユ ー ゴ ス ラ ビ ア 、 サ グ レ フ 大 学 よ り 入 手 し た BHV-1ワ ク チ ン バ ッ チ (Lugovic et a1.,Vet
erinarski Arhiv 55,241～ 245,1985)は 、 ウ シ の 胚 腎 臓 細 胞 お よ び ウ シ の 胚 気 管 細 胞 (Ebtr
)上 で 多 く の 継 代 を 行 っ た 後 に 、 正 常 な Us領 域 の 他 に 、 の あ る Us領 域 を 有 し て い る こ
と を 証 明 し た 。 さ ら に こ の ワ ク チ ン は 、 Ebtr細 胞 に 大 き な プ ラ ー ク と 小 さ な プ ラ ー ク の 両
方 を 形 成 す る よ う に 思 わ れ た 。 こ の 混 合 群 よ り 、 そ れ ぞ れ の 国 ご と に 選 択 さ れ た 小 さ な プ
ラ ー ク で 偏 差 の あ る Us領 域 を 有 す る ウ イ ル ス を 、 3つ の 限 界 希 釈 ス テ ッ プ に よ っ て 単 離 し
た 。 こ の 経 路 を 介 し て 単 離 さ れ た ウ イ ル ス を さ ら に 試 験 し 、 Difivac-1を 希 釈 し た 。 こ れ
は 、 1992年 5月 27日 Institut Pasteur,Paris,Franceに 寄 託 番 号 1-1213と し て 寄 託 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 b)Difivac-1に お け る gE遺 伝 子 の 欠 失 の 同 定
　 U S 領 域 に お け る こ の を さ ら に 分 析 す る た め に 、 Difivac-1の ゲ ノ ム DNAを 標 準 的 な 方
法 で 単 離 し 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 行 っ た (図 1A)。 3 2 P ラ ベ ル 野

型 HindIIIKフ ラ グ メ ン ト ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ り 、 Us領 域 の 中 心 に 位 置 し
て い る こ の フ ラ グ メ ン ト は 、 Difivac-1に お い て は 、 1 0キ ロ ベ ー ス (kb)程 度 短 い

。 さ ら に 、 こ の 分 析 に よ っ て 、 欠 け て い る 部 分 の 位 置 を お お よ そ 推 定 す る こ と が
で き た (図 1B)。 こ の 欠 失 を さ ら に 分 析 す る た め に 、 野 型 BHV-1菌 株 Lamの Us領 域 を 単 離 し
、 原 核 ベ ク ト ル 中 に ク ロ ー ン 化 し た 。 そ の た め に 、 標 準 的 な 方 法 に 従 っ て 、 Lam菌 株 (図 2A
)の ゲ ノ ム DNAを 単 離 し 、 ベ ク タ 、 pUC18、 pACYCお よ び pBR322中 に ク ロ ー ン 化 し た (図 2B)。
欠 失 の 推 定 位 置 周 辺 の 領 域 の 物 理 的 地 図 を 作 成 し た ( 2 )。 こ の 物 理 的 地 図 か ら ス タ ー ト
し て 、 こ の 領 域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 決 定 に 適 し た サ ブ ク ロ ー ン を ベ ク タ pKUN19と pUC18
で 構 し た (図 2D)。 こ れ ら の サ ブ ク ロ ー ン を 用 い て 、 全 領 域 の 2つ の 鎖 の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 (図 2Cに 指 示 )を サ ン ガ ー 法 を 用 い て 決 定 し た 。 こ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (SEQ.ID.NO.1)を P
c、 /Geneプ ロ グ ラ ム を 用 い て 分 析 し た 。 概 念 翻 訳 か ら 、 ヌ ク レ オ チ ド (nt)168～ nt1893が 5
75の ア ミ ノ 酸 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の た め の 遺 伝 暗 号 を 指 定 す る (図 3A)も の と
推 定 さ れ た 。 さ ら に 分 析 の 結 果 、 こ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 図 3Bに 示 さ れ て い る よ う に 、 貫 膜 糖
蛋 白 質 の 特 性 を 有 し て い る こ と が 示 さ れ た 。 実 は 、 最 初 の 26の ア ミ ノ 酸 (aa)は 、 典 型 的 真
核 性 の と し て 認 識 さ れ 、 aa423と aa450の 間 の 領 域 は 、 貫 膜 領 域 と し て 認 識 さ
れ る 。 さ ら に 、 3つ の ポ テ ン シ ャ ル N-結 合 、 糖 鎖 形 式 部 位 が こ の 配 列 に お い て 発 生 す る 。
こ の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ヘ ル ペ ス 単 ウ イ ル ス (HSV)の 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 に 明 ら か に 類 似
し た と こ ろ を 示 し て い る 。 (図 4Aお よ び 図 4B参 照 )。 こ れ ら お よ び そ の 他 の 類 似 点 に よ り 、
見 つ け ら れ た 遺 伝 子 は 、 BHV-1の gE で あ る と い う 結 論 を 正 当 化 す る も の で あ る 。 こ
の 理 由 か ら 、 遺 伝 子 は gEと 呼 ば れ る 。 こ の BHV-1 gE-遺 伝 子 が Difivac-1に お い て ど の 程 度
欠 失 し て い る の か を 判 断 す る た め に 、 p318フ ラ グ メ ン ト を 単 離 し た 。 p318フ ラ グ メ ン ト は
、 要 求 さ れ る BHV- gE リ ー デ ィ ン グ ル ー ム Alu 部 位 55ntで 開 始 し 、

リ ー デ ィ ン グ ル ー ム 後 の 133nt 終 了 す る 。 ゲ ノ ム Difivac-1 DNAを 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト ハ
イ ブ リ ッ ド 形 成 を 用 い て 、 こ の p318フ ラ グ メ ン ト で 分 析 し た 。 こ の 結 果 、 Difivac-1は 検
出 可 能 な p318配 列 を 全 く 含 ん で い な い こ と が 明 ら か と な っ た (図 5)。 こ の 試 験 に よ り Difiv
ac-1は 欠 失 を 有 し 、 こ の 欠 失 は gE遺 伝 子 全 体 に 広 が っ て い る こ と が 明 ら か に 実 証 さ れ て い
る こ と が 確 認 さ れ た 。
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【 ０ ０ ４ ３ 】
　 欠 失 領 域 の 大 き さ と 位 置 を 決 定 す る た め に 、 Difivac-1の Us領 域 を 包 括 し て い る ゲ ノ ム
配 列 を 原 核 ベ ク タ 中 に ク ロ ー ン 化 し た (図 11Cを 参 照 )。 14.5kb EcoRIフ ラ グ メ ン ト を pACYC
ベ ク タ 中 に ク ロ ー ン 化 し 、 P775と 命 名 し た 。 7.4kb HindIIIフ ラ グ メ ン ト を 独 自 に pUC18ベ
ク タ 中 に ク ロ ー ン 化 し 、 p728と 命 名 し た 。 ク ロ ー ン p728よ り 、 2つ の サ ブ ク ロ ー ン を 単 離
し た 。 す な わ ち 、 ク ロ ー ン p737中 の 1.4kb Pst フ ラ グ メ ン ト と ク ロ ー ン p754中 の 350bp Al
uI-Pst フ ラ グ メ ン ト で あ る 。 こ れ ら の ク ロ ー ン の 制 限 酵 素 分 析 と サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 (デ
ー タ は 示 さ れ て い な い )に よ り 、 Difivac-1の gE欠 失 の 長 さ は 2.7kbで あ り 、 gE遺 伝 子 か ら
丁 度 5'で ス タ ー ト し 、 Us領 域 の 境 界 で 終 了 す る こ と が 実 証 さ れ た 。 こ れ ら の 2.7kbは 、 反
復 領 域 の と し て 、 gE遺 伝 子 に 対 向 し た Us領 域 に 位 置 し た 重 複 1kbセ グ メ ン ト に
よ っ て 置 き え ら れ た (図 11bを 参 照 )。 こ の 分 析 の 結 果 を 確 認 す る た め に 、 お よ び 正 確 な
組 換 え 点 を 決 定 す る た め に 、 ク ロ ー ン p754の 大 半 の 挿 入 に つ い て の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
決 定 し 、 野 型 配 列 を 比 較 し た (図 12参 照 )。 こ の 分 析 に よ り 組 換 え 点 は 、 gE遺 伝 子 の
コ ド ン か ら 77bp上 流 に 位 置 し て い る こ と が 判 っ た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 c)Difivac-1の 安 全 性 と 効 能 に つ い て の 評 価
　 7週 齢 の BHV-1血 清 反 応 陰 性 の 特 の 病 原 体 を も っ て い な い 牛 で Difivac-1を 試 験 し た 。 8
体 の 牛 に 2ml,10 5 TCID 5 0 の 鼻 腔 内 ワ ク チ ン 接 種 を 行 っ た 。 2ml中 の 1mlは 各 々 の 鼻 孔 に ス プ
レ ー し た 。 各 々 別 々 の 独 立 し た 区 画 に 収 容 さ れ て い た 、 BHV-1血 清 反 応 陰 性 の 特 病 原 体
を 持 っ て い な い 7週 齢 の 8体 の 牛 に 2mlの 培 養 基 を 鼻 腔 内 投 与 し 、 非 ワ ク チ ン 接 種 対 照 と し
て 用 い た 。 ワ ク チ ン 接 種 か ら 5週 後 に 、 ワ ク チ ン 接 種 牛 と 非 ワ ク チ ン 接 種 牛 に 10 7 TCID 5 0 、
の 強 毒 性 BHV-1菌 株 、 Iowaを 鼻 腔 内 接 種 し た 。 接 種 か ら 6週 後 に 推 定 さ れ る 潜 伏 ウ イ ル ス を
再 活 化 さ せ る た め 、 全 牛 に 5日 間 デ キ サ メ タ ゾ ン に よ り 筋 肉 内 処 理 を 行 っ た 。 臨 床 微 候 、
直 腸 温 、 発 育 を 監 視 し た 。 布 で 拭 き 取 っ た 鼻 水 か ら ウ イ ル ス の 単 離 を 行 い 、 血 清 中 の 中 和
抗 体 力 価 を 求 め た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ワ ク チ ン 接 種 後 の 、 牛 の 挙 動 、 食 欲 、 直 腸 温 、 発 育 率 は 正 常 の ま ま で あ っ た が 、 ワ ク チ
ン を 接 種 し た 牛 は 、 い く ら か 漿 液 性 鼻 水 の 分 泌 と 唾 液 の 分 泌 過 多 が あ っ た 。 Difivac-1は
、 ワ ク チ ン 接 種 後 、 布 で 拭 き 取 っ た 鼻 水 か ら 排 泄 さ れ た (図 17)。 ワ ク チ ン 接 種 牛 は 全 て 、
BHV-1に 対 す る 中 和 抗 体 を 生 成 し た 。
　 菌 株 接 種 後 、 14日 ま で に 、 非 ワ ク チ ン 接 種 牛 は 全 て 、 無 感 情 、 食 欲 の 喪 失 、 目 ヤ ニ お よ
び 鼻 水 の 分 泌 、 下 あ ご の 歯 肉 の 赤 ら み 、 鼻 の 粘 膜 の 強 い 傷 害 が 見 ら れ 、 ま た 接 種 後 4日 で
発 育 が 停 止 し た 。 ワ ク チ ン を 接 種 し た 牛 の 鼻 の 粘 膜 の 傷 害 は 小 さ く 、 速 や か に 治 癒 す る も
の で 、 発 育 が 止 ま る こ と は な か っ た 。 菌 株 接 種 後 の 1日 毎 の 臨 床 評 価 、 直 腸 温 、 発 育 の 推
移 を 図 18,図 19お よ び 図 20に 示 し た 。 菌 種 接 種 後 、 全 牛 と も 鼻 か ら ウ イ ル ス を 排 泄 し た が
、 ウ イ ル ス 排 泄 の 量 と 期 間 は 、 ワ ク チ ン 接 種 牛 は 著 し く 低 か っ た (図 21)。 ワ ク チ ン 接 種 牛
に お い て は 、 二 次 抗 体 反 応 が 見 ら れ 、 非 ワ ク チ ン 接 種 牛 は 全 て 、 菌 種 接 種 後 抗 体 を 生 成 し
た 。
　 再 活 化 後 、 接 種 ウ イ ル ス を 1体 の ワ ク チ ン 接 種 牛 お よ び 5体 の 非 ワ ク チ ン 接 種 牛 か ら 単 離
し た 。 Difivac-1を 再 活 化 す る こ と は で き な か っ た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 上 記 の 結 果 に よ り 、 Difivac-1は 、 若 年 牛 に お い て は 殆 ど 病 気 の 微 候 を 引 き 起 こ さ ず 、
再 活 化 さ れ な い こ と が 実 証 さ れ た 。 Difivac-1は 、 菌 種 接 種 後 病 気 の 程 度 と ウ イ ル ス の 排
泄 量 を 著 し く 低 下 さ せ た 。
　 結 論 と し て 、 Difivac-1は 、 BHV-1感 染 予 防 の た め に 牛 に 使 用 さ れ る 、 安 全 か つ 効 能 の あ
る ワ ク チ ン で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 2)BHV-1の 組 換 え gE欠 失 変 異 の 構
　 Difivac-1よ り も 分 子 的 に よ り 明 確 で 、 か つ 所 望 さ れ る な ら ば 、 gE-遺 伝 子 の 欠 失 に 加 え
て 、 た と え ば チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 に 欠 失 を 有 し た 識 別 可 能 な BHV-1ワ ク チ ン と 自 由 に
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利 用 で き る よ う に す る た め に 、 Difivac-1の 他 に 、 組 換 え gE欠 失 変 異 を 構 し た 。 糖 蛋
白 質 gE-遺 伝 子 の 決 め ら れ た 位 置 か ら ス タ ー ト し 、 gE遺 伝 子 を 側 面 に 配 置 す る ク ロ ー ン 化
さ れ た DNAフ ラ グ メ ン ト を 用 い て 、 gE欠 失 フ ラ グ メ ン ト を 構 す る こ と が で き た 。 標 準 的
な 技 術 (F.L.Graham and A.J.van der Eb 1973,Virology52,456～ 467)を 用 い て 、 ,こ の 欠
失 フ ラ グ メ ン ト を 野 型 BHV-1菌 株 の ゲ ノ ム 中 で 組 換 え る こ と が で き 、 そ の 結 果 gE欠 失 変
異 と な っ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 a)gE欠 失 フ ラ グ メ ン ト の 構
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 gEフ ラ グ メ ン ト の 構 の た め に 、 一 方 に お い て は 、 全 gE配 列 を 欠 き 、 他 方 野 型 ゲ ノ ム
と 組 み 換 え る こ と が で き る 十 分 な フ ラ ン キ ン グ 配 列 を 含 む フ ラ グ メ ン ト が 目 標 と さ れ た 。
5'(上 流 )側 で は 、 gE遺 伝 子 の 開 始 コ ド ン 18nt 1.2kb PstI-AsuIIフ ラ グ メ ン
ト が 選 択 さ れ た 。 3'(下 流 )フ ラ グ メ ン ト に つ い て は 、 gE遺 伝 子 の 停 止 ド ン の 2nt
開 始 す る 、 1.2kb EcoNI-DraIフ ラ グ メ ン ト が 選 択 さ れ た (図 6)。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 gE欠 失 フ ラ グ メ ン ト の 構 に つ い て は 、 gE遺 伝 子 の 5'側 に 位 置 し た 、 BHV-1菌 株 Lamの 8.
4kb HindIIIKフ ラ グ メ ン ト か ら の 1.4kb PstI-SmaIフ ラ グ メ ン ト が 、 プ ラ ス ミ ド pUC18の Sm
aIお よ び PstI中 に サ ブ ク ロ ー ン さ れ た 。 こ の ク ロ ー ン は p515と 命 名 し た 。 gEの 3'側 に 位 置
し 、 4.1kb HindIII-EcoRIク ロ ー ン か ら く る EcoNI-SmaIフ ラ グ メ ン ト は p515の 特 異 な AsuII
部 位 中 に ク ロ ー ン さ れ た 。 こ の よ う に 、 gE欠 失 フ ラ グ メ ン ト の 構 は 完 結 し 、 こ の よ う に
し て 構 さ れ た ク ロ ー ン を p519と 命 名 し た 。 原 則 的 に は p519の 全 PstI-SmaI挿 入 を gE欠 失
フ ラ グ メ ン ト と し て 利 用 す る こ と が で き る が 、 こ れ は 望 ま し く な い 。 実 際 は 、 PstI-SmaI
は 、 Us領 域 を フ ラ ン ク す る 反 復 配 列 中 に 、 約 100～ 150塩 基 対 (bp)の を 行 う 。 こ の 100
～ 150bpの 部 分 は 、 gE遺 伝 子 が 位 置 し て お ら ず 、 し た が っ て 所 望 さ れ て い な い 組 換 生 成
物 を 作 り 出 す こ と が で き な い Us領 域 の 他 方 の 反 復 配 列 と 組 換 え る こ と が で き た 。 こ の た め
、 PstI-DraIフ ラ グ メ ン ト が 組 換 え 実 験 の た め に 選 択 さ れ 、 し た が っ て 100bpの 反 復 が 除 去
さ れ た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 b)野 型 BHV-1の ゲ ノ ム に よ る gE欠 失 フ ラ グ メ ン ト の 組 換 え
　 構 gE欠 失 フ ラ グ メ ン ト と 野 型 BHV-1の ゲ ノ ム の 間 の 組 換 え を 効 果 的 な も の と
す る た め に 、 2つ の DNA分 子 の マ イ ク ロ グ ラ ム 量 を 、 F.L.Graham and A.J.van der Eb(1973
、 Virology52,456～ 467)の 標 準 的 な 方 法 に 従 っ て 、 ウ シ の 胚 気 管 (Ebtr)細 胞 に 同 時 ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン す る 。 細 胞 の 組 換 え メ カ ニ ズ ム は 、 細 胞 に よ っ て 組 み 込 ま れ た 少 し の 割 合
の DNA分 子 (2～ 4%)の 組 換 え を 導 く 。 組 換 え ら れ た gE欠 失 変 異 の 選 択 の た め に 、 ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン 後 に 形 成 さ れ る ウ ィ ル ス 混 合 物 を 、 新 鮮 な Ebtr細 胞 培 養 物 上 に 播 種 す る 。 大
抵 の 場 合 、 こ れ に よ っ て 発 達 す る 、 別 々 の ウ ィ ル ス 群 (プ ラ ク )が 、 1つ の ウ ィ ル ス か ら
生 じ る 。 BHV-1菌 株 Lamの gE欠 失 変 異 の 単 離 の た め に 、 こ れ ら の プ ラ ク を 単 離 し
、 DifivaC-1に 感 染 し た 細 胞 と 反 応 し な い 、 BHV-1 モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 に よ る
標 準 的 免 疫 法 に よ り 試 験 を 行 っ た 。 こ れ ら の モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 、 糖 蛋 白 質 gEに 対 し
て 。 230の プ ラ ー ク の 内 5つ が こ れ ら の モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 と 反 応 し な か っ た 。
こ れ ら の 5つ の プ ラ ー ク の DNA さ ら に 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 c)BHV-1菌 株 Lamの 構 gE欠 失 変 異 の DNA分 析
　 上 述 の 5つ の 候 補 gE欠 失 変 異 の 内 3つ (1B7,1B8お よ び 2H10)の DNA調 製 物 に つ い て 、 標 準
的 な サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 技 術 (Sambrook et al.1989)を 用 い て 試 験 し た 。

ゲ ル 電 気 泳 動 と 、 プ ロ ー ブ と し て 2.3kb PstI
-DraI欠 失 フ ラ グ メ ン ト サ ザ ン ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ッ ト 化 、 ウ ィ ル ス 群 1B7
と 1B8の ゲ ノ ム の gE遺 伝 子 は 、 所 望 の 方 法 で 正 確 に 取 り 除 か れ た こ と 図 7Aお よ び
図 7B参 照 。 群 2H10は 、 PstI-DraIフ ラ グ メ ン ト を 有 し て い る 。 gE プ
ロ ー ブ に よ る サ ザ ン ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ッ ト 化 に よ り 、 3つ の DNA調 製 物 の い ず れ に も gE配 列
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は 置 か れ て い な い こ と を 示 し て い る (結 果 に つ い て は 示 さ れ て い な い )。 BHV-1ウ ィ ル ス 群 1
B7お よ び 1B8は 、 故 意 の 組 換 gE欠 失 変 異 で あ る 。 BHV-1ウ ィ ル ス 群 1B7は ワ ク チ ン 特 性
に つ い て 試 験 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 d)チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ /gE二 重 欠 失 変 異 の 構
　 わ ず か 1つ の 遺 伝 子 に 欠 失 を 有 す る BHV-1組 換 欠 失 変 異 は 、 十 分 に 毒 性 が 低 下 し た も
の で は な い か も し れ な い の で 、 BHV-1菌 株 Lamお よ び Harberinkの チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ (CTK)遺
伝 子 に も 欠 失 を 与 え た 。 こ れ ら の 変 異 は 、 上 記 の gE欠 失 変 異 に 対 し て 使 用 さ れ る 方 法
と 類 似 の 方 法 で 構 さ れ た (結 果 は 示 さ れ て い な い )。 こ れ ら の TK欠 失 変 異 は TK/gE二 重
欠 失 変 異 の 構 に 使 用 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 e)糖 蛋 白 質 gI/糖 蛋 白 質 gE二 重 欠 失 変 異 の 構
　 gE単 欠 失 変 異 の ワ ク チ ン 接 種 を う け た 牛 は 、 抗 gI/gE抗 体 の 検 出 を 妨 害 す る お そ れ の
あ る 抗 -gI抗 体 を 生 成 す る 可 能 性 が あ る た め (以 下 に 考 察 )、 gI/gE2重 欠 失 を 有 す る ワ ク チ
ン に つ い て も 発 明 し た 。 こ の よ う な gI/gE 重 欠 失 変 異 は 、 gE単 欠 失 変 異 の 構 に 使 用
さ れ る の と 同 じ 処 置 を 用 い て 構 す る こ と が で き る 。 gE遺 伝 子 の 5' 端 部 を す る 、
1.8kb PstIフ ラ グ メ ン ト の 上 流 側 端 部 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 部 分 的 分 析 に よ り 、 他 の ヘ ル
ペ ス ウ ィ ル ス に 見 ら れ る gI相 同 物 に 対 し て 有 意 な 相 同 関 係 を 有 す る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ
フ レ ー ム が 明 ら か に な っ た 図 13お よ び 図 14を 参 照 の こ と 。

350bp SmaI-PstIフ ラ グ メ ン ト お よ び gE遺 伝 子 の 下 流 に 位 置 し た
gI/gE欠 失 フ ラ グ メ ン ト を 構 す る こ と が で き 。 こ の フ ラ グ メ ン ト は 野

型 ゲ ノ ム と 組 換 え 、 BHV-  gI/gE欠 失 変 異 を も た ら す こ と が で き 。 図 16を 参 照 の こ
と 。 理 論 的 に は さ ら に ま だ 生 成 80～ 90 ア ミ ノ 酸 は 、 抗 -gI/gE抗 体 の 欠 失 を 防 げ
る こ と が で き る 抗 体 を 導 き 出 す こ と は で き な い で あ ろ う 。 さ ら に 、 gI遺 伝 子 の 配 列 分 析 に
よ り 、 全 gIコ ー ド 領 域 gI欠 失 の 構 が 可 能 と な る で あ ろ う 。 こ の gI/gE二 重 欠 失
変 異 を Difivac-IEと 命 名 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 f)Lam gE - お よ び Lam gE - ,TK - 変 異 の 安 全 性 と 効 能 の 評 価
　 Lam gE - お よ び Lam gE - ,TK - ,BHV-1変 異 菌 株 の ワ ク チ ン 特 性 を 7週 齢 の 、 BHV-1血 清 反 応 陰
性 の 特 有 病 原 体 を 持 た な い 牛 に お い て 試 験 し た 。 各 々 の 変 異 を 6体 の 牛 に 鼻 腔 内 ス プ レ
ー し た 。 各 牛 の 全 投 与 量 は 、 2ml培 養 基 に お い て 10 5 TCID 5 0 と な り 、 2m 中 1mlは 各 々 の 鼻 孔
に ス プ レ ー し た 。 他 の 6体 の 牛 は ウ ィ ル ス を 含 ま な い 培 養 基 を 鼻 腔 内 投 与 し 非 ワ ク チ ン
投 与 対 照 と し て 用 い た 。 ワ ク チ ン 投 与 か ら 5週 後 に 、 ワ ク チ ン 投 与 お よ び 非 ワ ク チ ン 投 与
い ず れ の 牛 も 、 す べ て の 牛 に 強 毒 性 BHV-1菌 株 owa10 7 TCID 5 0 を 鼻 腔 内 接 種 し た 。 ワ ク チ ン
接 種 お よ び 菌 株 接 種 後 、 臨 床 徴 候 、 直 腸 温 、 体 重 を 監 視 し た 。 鼻 の ウ ィ ル ス の 放 出 日 数 の
決 定 の た め に 布 で 拭 き と っ た 鼻 水 を 採 取 し た 。
　 ワ ク チ ン 接 種 後 の 、 牛 の 挙 動 、 食 欲 、 直 腸 温 、 発 育 率 は 正 常 を 維 持 し た 。 漿 液 性 鼻 水 の
分 泌 お よ び 鼻 の 粘 膜 の 小 さ な 傷 害 が 、 ワ ク チ ン 接 種 牛 す べ て に 観 察 さ れ た 。 ワ ク チ ン 接 種
の 牛 の 鼻 か ら 約 7日 間 ウ ィ ル ス を 単 離 す る こ と が で き た (表 1)。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 菌 接 種 後 、 非 ワ ク チ ン 接 種 の 対 照 牛 す べ て が 、 無 感 情 、 食 欲 の 喪 失 、 目 や 鼻 か ら の 分 泌
、 下 あ ご の 歯 肉 の 赤 ら み 、 鼻 の 粘 膜 の 強 度 の 傷 害 を 示 し 、 Lam gE - ,TK
- を ワ ク チ ン 接 種 し た 牛 は す べ て 、 鼻 水 の 分 泌 が 幾 分 増 加 し 、 鼻 の 粘 膜 の 小 さ な 傷 害 が い
く ら か 見 ら れ た 。 Lam gE - を ワ ク チ ン 接 種 し た 牛 の す べ て が 、 鼻 水 の 分 泌 ま た は 鼻 の 粘 膜
の 傷 害 が 進 行 し た わ け で は な か っ た 。 無 感 情 、 食 欲 の 喪 失 、 疾 病 に つ い て の そ の 他 の 徴 候
は 、 ワ ク チ ン 接 種 牛 で は 観 察 さ れ な か っ た 。 菌 接 種 後 の 直 腸 温 、 発 育 、 臨 床 評 価 は 図 22,
23お よ び 24に 示 さ れ て い る 。 非 ワ ク チ ン 接 種 牛 は ワ ク チ ン 接 種 牛 の 2倍 の 長 さ に わ た

っ て ウ ィ ル ス を 鼻 か ら 放 出 し た (表 1)。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 上 記 の 結 果 は 、 Lam gE - お よ び Lam gE - ,TK - BHV-1突 然 変 異 菌 株 は 、 若 年 の 牛 に お い て は
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、 病 気 の 臨 床 徴 候 を ほ と ん ど 誘 発 し て い な い こ と を 示 し て い る 。 こ れ ら の 突 然 変 異 菌 株 は
ど ち ら も 菌 接 種 後 の 病 気 を 予 防 し 、 鼻 の ウ ィ ル ス 放 出 期 間 を 50%短 縮 さ せ た 。
　 Lam gE - お よ び Lam gE - ,TK -  BHV-1突 然 変 異 菌 株 は 安 全 で 、 BHV-1感 染 予 防 の ワ ク チ ン と
し て 牛 に 用 い て 効 能 を 有 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 3)gEの 原 核 発 現
　 BHV-1糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 の 原 核 発 現 の 場 合 、 こ れ ま で の と こ ろ pGEX発 ベ ク タ (D.B.Smi
th and K.S.Johnson,Gene 67(1988)31～ 40)が 使 用 さ れ て き た 。 イ ソ プ ロ ピ ル チ オ ガ ラ ク
ト シ ド (IPTG)に よ っ て 発 現 誘 導 さ れ る こ と が で き 、 tacプ ロ モ ー タ の 影 響 下 に あ る 日 本
住 血 吸 虫 の 担 体 蛋 白 質 グ ル タ チ オ ン S-転 移 酵 素 (GST) pGEXベ タ は コ ー ド す る 。 G
ST-gE融 合 蛋 白 質 の 例 は 構 pGEX-2T600s3の 生 成 物 あ る (図 8A)。 こ の 構

に お い て 、 標 準 的 な 分 子 生 物 学 的 技 術 を 用 い て (Sambrook et al. 1989)、 gE蛋 白 質 の 20
0ア ミ ノ 酸 の N末 端 領 域 コ ー ド す る 600bp SmaIフ ラ グ メ ン ト が GST遺 伝 子 の 後 に 連 結 さ
れ た 。 こ の 構 は 3つ の 部 分 か ら 成 る 設 計 と さ れ 、 600bpフ ラ グ メ ン ト の 異 な っ た リ ー デ
ィ ン グ フ レ ー ム が GSTに 連 結 さ れ た 。 こ れ ら の 構 は す べ て IPTGと 共 に 誘 発 さ れ た 大 腸
菌 株 DH5α 内 に 導 入 さ れ 、 形 成 さ れ た 蛋 白 質 は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ン グ に よ る ポ リ ア ク リ
ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 後 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に 転 移 さ 。 抗 -GSTに よ る 免 疫 性 検 出 に よ
り 、 gE蛋 白 質 領 域 コ ー ド す る 適 切 な リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム (No.3)だ け が 、 27k(GST)t20k
(gE)=47kの 推 定 サ イ ズ の 顕 著 な 融 合 蛋 白 質 の 発 現 を 導 く こ と が 実 証 さ れ た 。 Difivac-1と
反 応 し な い 我 々 が 単 離 し た 3つ の モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 中 の 47kD GS
T-gE融 合 蛋 白 質 を 認 識 す る 。 図 8B参 照 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 4)糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 の 真 核 発 現
　 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 の 真 核 発 現 に つ い て は 、 こ れ ま で は 、 と り わ け 、 ベ ク タ 、 pEVHisが
選 択 さ れ て き た 。 pEVHisベ ク タ は 、 真 核 遺 伝 標 識 と し て 、 ヒ ス チ ジ ノ ー ル デ ヒ ド ロ ナ ー
ゼ に つ い て の HisD遺 伝 子 コ ー ド を 有 し て お り 〔 EC1.1.1.23〕 (C.Hartmann and R.Mulligan
,1988,Proc,Natl.Acad Sci.USA 85,8047～ 8051)、 こ の ヒ ス ジ ノ ー ル デ ヒ ド ロ ナ ー ゼ
が 、 細 胞 の 2.5mMヒ ス チ ジ ノ ー ル の 毒 性 濃 度 を 長 び か せ る 原 因 と な っ て い る 。 さ ら に 、 こ
の ベ ク タ は 、 ヒ ト の サ イ ト メ ガ ウ ィ ル ス (HCMV)の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ 領 域 を 、 該
遺 伝 子 の 後 に 位 置 し て い る 特 異 な 制 限 酵 素 部 位 と 共 に 有 し て い る 。 pEVHis/gE発 現 ベ ク タ
の 構 の た め に は 、 糖 蛋 白 質 gE-遺 伝 子 の 全 コ ー ド 領 域 を 有 す る フ ラ グ メ ン ト が 使 用 さ れ
た 。 gEの 従 来 の オ ー プ ン リ ー テ ィ ン グ フ レ ー ム の の AluI部 位 55で ス タ ー ト し 、 そ の

の 133bpで 終 了 す る 。 こ の 領 域 が pEVHisベ ク タ の HCMVプ ロ モ ー タ の 後 で ク ロ ー ン 化 さ
れ 、 こ れ に よ っ て 構 pEVHis/gEが 形 成 さ れ た (図 9)。 こ の pEVHis/gEを 大 腸 菌 DH5 の
細 胞 中 に て 増 殖 さ せ 、 塩 化 セ シ ウ ム 勾 配 法 に よ っ て 精 製 し た (Sambrook et al.,1989)。 こ
の 精 製 DNAを 、 Graham and Van der Ebの 方 法 に 従 っ て 、 Balb/c-3T3細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク
ト し た 。 形 質 転 換 細 胞 を ヒ ス チ ジ ノ ー ル し た 結 果 、 20の 耐 ヒ ス チ ジ ノ ー ル コ
ロ ニ ー を 単 離 す る こ と が で き た 。 こ れ ら の コ ロ ニ ー を 免 疫 ペ キ シ ダ ー ゼ 単 分 子 層 試 験
(IPMA)に よ っ て 、 モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 81に よ っ て 試 験 し た 。 4つ の コ ロ ニ 一 に よ っ て 、 gE
蛋 白 質 の 発 現 が 証 明 さ れ た 。 こ れ ら の 4つ の コ ロ ニ ー の 内 、 3T3gEク ロ ー ン 9を 、 高 度 の gE
発 現 を 有 す る サ ブ ク ロ ー ン の 単 離 に 使 用 し た 。 こ の 方 法 に よ っ て 単 離 さ れ た ク ロ ー ン (3T3
gE9.5と 命 名 )を 候 補 抗 gEモ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 の 特 性 づ け の た め に 用 い た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 5)同 一 細 胞 に お け る BHV-1糖 蛋 白 質 gEお よ び BHV-1糖 蛋 白 質 gI双 方 の 真 核 発 現
　 BHV-1糖 蛋 白 質 gEと 同 一 の 細 胞 に お い て BHV-1糖 蛋 白 質 gIを 発 現 さ せ る た め 、 ま ず 最 初 に
BHV-  gI遺 伝 子 の 推 定 位 置 を 決 め た 。 ヘ ル ペ ス 単 ウ ィ ル ス 糖 蛋 白 質 gI遺 伝 子 は 、 糖 蛋 白 質
gE遺 伝 子 の ま さ に 上 流 に 位 置 し て い る の で 、 BHV-1 gI遺 伝 子 は 、 対 応 の 位 置 に 位 置 し て い
る も の と 推 定 さ れ た 。 こ れ を 試 験 す る た め 、 BHV-1 gE位 置 開 始 よ り 約 1kb上 流 に 位 置
し た 、 283ヌ ク レ オ チ ド の 領 域 の 配 列 を 決 定 し た 。 こ の 領 域 の 概 念 翻 訳 に よ り 、 第 2リ ー デ
ィ ン グ フ レ ー ム は 、 ヘ ル ペ ス 単 ウ ィ ル ス 糖 蛋 白 質 gIと 相 同 の 94ア ミ ノ 酸 配 列 コ ー ド す る
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(図 13お よ び 図 14参 照 ) 。 相 同 セ グ メ ン ト は 、 ス タ ー ト コ ド ン か ら 約 80の ア ミ
ノ 酸 で あ る の で 、 BHV-1 gI遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 推 定 開 始 は 、 配 列
領 域 か ら 約 250nt上 流 と 見 積 も ら れ る 。 こ れ よ り 、 配 列 領 域 か ら 400nt上 流 で ス タ ー ト し 、
gE遺 伝 子 内 で 終 了 す る 、 1.7kb Sma フ ラ グ メ ン ト は 、 BHV-  gI遺 伝 子 の 完 全 な コ ー ド 領 域
を 含 ん で い る べ き で あ る こ と が 推 定 さ れ た 。 こ の 1.7kb Sma フ ラ グ メ ン ト が 真 核 ベ ク タ MS
V-neo内 に ク ロ ー ン 化 さ れ た (図 15参 照 )。 こ の ベ ク タ は 、 強 い マ ウ ス 肉 腫 ウ ィ ル ス プ ロ モ
ー タ と 、 抗 生 物 質 G-418硫 酸 ゲ ネ テ ィ シ ン に 対 す る 耐 性 に つ い て コ ー ド す る セ レ ク タ ー 遺
伝 子 neoを 含 ん で い る 。 結 果 と し て 生 じ る 構 MSVneoGIが 、 大 腸 菌 DH5α 細 胞 中 で 増 殖 さ
れ 、 Graha  and Van der Ebの 方 法 を 用 い て 、 3T3gE9.5細 胞 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た
。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 は 、 400 gゲ ネ テ ィ シ ン /ml培 養 基 で さ れ 、 耐 性 コ ロ
ニ ー を 単 離 し 、 3T3gE9.5細 胞 と 反 応 し な か っ た 候 補 抗 -gEモ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 で 試 験 し た
。 こ れ に よ っ て 、 た と え ば 、 野 型 BHV-1だ け で な く 、 モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 66と 反 応 し た 3
T3gE/g IR20ク ロ ー ン を 選 択 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 6)候 補 抗 -gEモ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 の 特 性 づ け
　 野 型 BHV-1に 対 し て モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 を 生 成 し 、 Difivac-1に 感 染 し た Ebtr細 胞 と の
反 応 不 能 性 に つ い て 選 択 し た 。 こ れ ら の モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 を 下 記 と の 反 応 性 に つ い て 試
験 す る 。
　 a)Lam gE - 欠 失 変 異
　 b)ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に お け る 、 上 記 の 原 核 発 現 生 成 物
　 c)上 記 の gE発 現 Balb/c-3T3細 胞
　 d)c)に 記 載 の Difivac-1に 感 染 し た 細 胞
　 e)gE/gI複 合 物 を 発 現 す る Ba b/c-3T3細 胞
　 a,c,dお よ び eと の 反 応 性 試 験 に つ い て は 、 免 疫 ペ キ シ ダ ー ゼ 単 分 子 層 試 験 (IPMA)を
用 い た 。 表 2の 結 果 に よ り 、 我 々 が 生 成 し た も の は 、 gEに 対 し て モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 (2,3,4,52,66,68,72,81)お よ び gE/gI複 合 物 上 の 立 体 配 座 抗 原 ド メ イ ン に 対 し て

可 能 性 の あ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (NO.1,51,53,67,75,78)で あ る こ と が 判 る 。
種 々 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 抗 原 ド メ イ ン の 地 図 を 作 る た め の 競 IPMA
に よ り 、 少 な く と も 4つ の 抗 原 ド メ イ ン が 糖 蛋 白 質 gE上 に 存 在 す る こ と 、 お よ び お そ ら く 1
つ の ド メ イ ン が gE/gI複 合 物 に よ り 形 成 さ れ る こ と が 示 さ れ た (表 2)。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 BHV-1に 感 染 し た 牛 の 抗 -gE抗 体 の 検 出
　 感 染 し た 牛 の 血 清 中 に gE抗 体 が 存 在 し て い る か 否 か を 調 べ る た め に 、 間 接 ブ ロ ッ キ ン グ
IPMAを 16の 候 補 gE-モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 実 施 し 、 以 下 の 8血 清 を 選 択 し た :
　 － Difivac-1の ワ ク チ ン 接 種 を 受 け 、 毒 性 Iowa菌 株 が 接 種 さ れ た 牛 の 菌 接 種 14日 後 に 採
取 さ れ た 2血 清 。
　 － 試 験 の た め BHV-1サ ブ タ イ プ 1ウ イ ル ス に 感 染 さ せ た 牛 の 、 感 染 20ケ 月 後 に 採 取 さ れ た
2血 清 。 こ れ ら の 牛 の う ち の 一 体 は 接 触 感 染 に よ っ て 感 染 さ せ た 。
　 － 試 験 の た め BHV-1サ ブ タ イ プ 2bウ イ ル ス に 感 染 さ せ た 牛 の 、 感 染 20ケ 月 後 に 採 取 さ れ
た 2血 清 。 こ れ ら の 牛 の う ち の 一 体 は 接 触 感 染 に よ っ て 感 染 さ せ た 。
　 － ts変 異 ワ ク チ ン の 接 種 を 行 い 、 3週 後 に BHV-1サ ブ タ イ プ 2bウ イ ル ス を 接 種 さ せ た 特
有 病 原 体 の な い 牛 の 、 菌 接 種 7週 後 に 採 取 さ れ た 1血 清 。
　 － ts ワ ク チ ン の 接 種 を 行 い 、 3週 後 に BHV-1サ ブ タ イ プ 2bウ イ ル ス を 接 種 さ せ た 、
ノ ト バ イ オ ー ト の 牛 の 、 菌 接 種 7週 後 に 採 取 さ れ た 1血 清 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 表 2に よ り 、 こ れ ら の 血 清 は ど れ も 、 gE上 の 抗 原 性 ド メ イ ン IIIお よ び IVに 対 す る 、 お よ
び gE/gI複 合 物 上 に 位 置 し て い る と 思 わ れ る 抗 原 性 ド メ イ ン に 対 す る 抗 体 を 含 ん で い る こ
と が 判 る 。 gEは 、 明 ら か に BHV-1-感 染 と ワ ク チ ン 接 種 さ れ た 牛 を 区 別 す る た め の 適 切 な 血
清 学 的 遺 伝 標 識 で あ る と 結 論 づ け る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
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　 7)BHV-  gE- プ ラ イ マ を 用 い る PCR処 置 に よ る BHV-1核 酸 の 検 出
　 BHV- gE遺 伝 子 の 決 定 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら ス タ ー ト し て 、 PCRに 適 切 な プ ラ イ
マ の 対 を 、 Lowe et alに よ る プ ラ イ マ 選 択 プ ロ グ ラ ム (T. Lowe, J.Sharefkin, S, Qi Yan
g and C. W .Dieffenback 1990, Nucleic Acids Res, 18, 1757～ 1761)を 用 い て 選 択 し た
。 こ れ ら の プ ラ イ マ を P 3 、 P 4 と 命 名 し 、 図 に 示 し た 。 こ れ ら の プ ラ イ マ は 159nt離 れ て
位 置 し て お り 、 200ntの フ ラ グ メ ン ト の 増 殖 を 導 く 。 プ ラ イ マ P 3 、 P 4 と 単 離 さ れ た BHV-1 D
NAを 用 い て 、 PCR処 置 の 条 件 を 最 適 化 し た 。 こ れ は 特 に 、 MgCl 2 の 濃 度 の 変 更 、 グ リ セ ロ ー
ル 濃 度 、 サ イ ク ル 条 件 に 関 す る も の で あ る 。 BHV- DNAの 増 殖 の た め に P 3 、 P 4 を 使 用 す る
た め 最 適 と 考 え ら れ る 緩 衝 液 は 、 10mM Tris pH 8.0, 50mM K , 0.01%ゼ ラ チ ン , 2.6mM M
gC1 2 お よ び 20%グ リ セ ロ ー ル で あ る 。 最 適 の サ イ ク ル 条 件 と 考 え ら れ る も の は (Perkin Elb
er Cetus DNA Thermal Cycler),サ イ ク ル 1～ 51に つ い て は 、 1分 98℃ , 30秒 96℃ , 30秒 55
℃ , 45秒 72℃ で あ る 。 PCR増 殖 後 、 得 ら れ た 200nt DNAフ ラ グ メ ン ト を 2%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上
で 電 気 泳 動 に か け 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に ブ ロ ッ ト し 、 続 い て サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 行 っ た
。 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に 使 用 さ れ た 3 2 P dCTPの ラ ベ ル プ ロ ー ブ が 、 プ ラ イ マ 結 合 部
位 間 に 位 置 し て い る 137bp TagIフ ラ グ メ ン ト で あ る (図 10)。 ハ イ ブ リ ッ ド フ ィ ル タ ー の 自
動 X線 撮 影 に よ り 、 200bpバ ン ド を 観 察 す る こ と が で き た 。 さ ら に 、 こ の ル ー ト を 介 し て 、
10BHV-1ゲ ノ ム だ け の 増 殖 (約 1.5× 10- 1 5 μ gDNA)が 検 出 可 能 と 思 わ れ る を 導 く (結
果 は 示 さ れ て い な い )。 同 等 の 方 法 で 、 BHV-1糖 蛋 白 質 gIIIの コ ー ド 配 列 (D.R.Fitrpatrick
, L.A. Babiuk and T.Zamb, 1989, Virolagy 173, 46～ 57)に 基 づ く プ ラ イ マ を 用 い て PCR
処 置 を 行 っ た 。 野 生 型 BHV-1 DNAと gE欠 失 変 異 ワ ク チ ン の 区 別 を 可 能 と す る た め に 、 DNA
試 料 に gE- PCR分 析 お よ び gIII- PCR分 析 の 両 分 析 を 行 っ た 。 こ の よ う な 試 験 に
お い て 、 Difivac-1 DNA調 製 物 は gIII陽 性 お よ び gE陰 性 で あ る こ と が 判 っ た 。
　 ウ シ の 精 液 中 の BHV-  DNAの 検 出 は 、 BHV-1 PCR処 置 の 重 要 な 用 途 で あ る と 思 わ れ
る の で 、 BHV-1に 感 染 し た ウ シ の 精 液 に gE- PCRの 実 施 を 試 み た 。 し か し な が ら 、 精
液 中 の 未 知 の 成 分 が ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に 強 い 抑 制 効 果 を 有 し て い る 。 し た が っ て 、 ウ
シ の 精 液 か ら BHV-1 DNAを 単 離 す る プ ロ ト コ ー ル が 展 開 さ れ た 。 ウ シ の 精 液 か ら DNAを 単 離
す る た め 、 30μ の 精 液 を 、 1mg/m プ ロ テ ィ ナ ー ゼ K(pk)と と も に 、 60℃ に て 、 全 量 300μ
の 0.15M NaC , 0.5%Na-サ ル コ シ ル , 40mM DTT中 に て 培 養 す る 。 1時 間 後 、 試 料 を 室 温 に ま
で 冷 却 し 、 300μ l 6M NaIを 添 加 し 、 5分 間 培 養 す る 。 こ の 混 合 物 よ り 、 標 準 ク ロ ロ ホ ル ム
/イ ソ ア ミ ル エ タ ノ ー ル 抽 出 に よ り DNAを 単 離 し 、 1容 量 の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル で 沈 殿 さ せ た
。 沈 殿 物 を 2.5M NH AC/70%エ タ ノ ー ル で 洗 浄 し 、 60℃ に て 1時 間 10mM Tris pH7.4,1mM EDT
A,0.5%Tween80お よ び 0.1mg/ml pk中 で 、 第 2培 養 の た め に 再 懸 濁 す る 。 こ の DNA調 製 物 は 直
接 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 下 に 置 く こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 Lam gE - ま た は Lam gE - /TK - を 接 種 後 お よ び 毒 性 の 強 い BHV-1菌 株 を 投 与 後 、 こ れ ら の 接
種 さ れ ま た は 無 接 種 の 牛 鼻 水
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ６ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ７ 】
【 図 １ 】 BHV-1菌 株 Difivac-1お よ び owaの サ ザ ン ブ ロ ト 分 析 　 Aは 、 Difivac-1と owaと
の ゲ ノ ム DNAの サ ザ ン ブ ロ ッ ト の で あ る 。 1と 3レ ー ン 中 で 、 Difivac-1
 DNAは 、 HindIIIと PstIと に よ る 制 限 酵 素 消 化 後 に 、 用 い ら れ た 。 2と 4レ ー ン 中 で 、 owa 
DNAは 、 HindIIIと Pst と に よ る 制 限 酵 素 消 化 後 に 用 い ら れ た 。 フ ラ グ メ ン ト の 大 き さ は 、
キ ロ ベ ー ス (kb)で 示 さ れ る 。 　 Beckman L5-65超 遠 心 分 離 の SW27ロ ー タ 中 で 20,000回 /分 で
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pH7.4の ト リ ス 10mMと 150mM NaClと 1mM EDTAと の 中 で 、 25%(w/w)庶 糖 ク ッ シ ョ ン を 用 い て 2
時 間 、 ウ イ ル ス で 汚 染 さ れ た Ebtr細 胞 と 共 に 培 養 液 (約 450cm 2 ロ ー ラ ボ ト ル あ た り 70ml)を
遠 心 分 離 す る こ と に よ っ て 、 ウ イ ル ス DNAが 単 離 さ れ た 。 得 ら れ た ウ イ ル ス レ ッ ト か ら
、 DNAが 標 準 の 手 法 で 単 離 さ れ た (J.Sambrook,E F.Fritsch and T.Man atis,1989,Molecul
ar cloning:a laboratory manual,2nd ed.Cold Spring Harbor Laboratory Press, New Y
ork)。 こ の DNA上 で 制 限 酵 素 消 化 は 、 に よ っ て 供 給 さ れ る SuRE/ ut
緩 衝 液 中 で 酵 素 行 わ れ た 。 　 0.7%ア ガ ロ ゲ ル を 水 平 電 気 泳 動 し て 分 離 し 、 ニ
ト ロ セ ル ロ ー フ ィ ル タ (Schleicher & Schuell, nc)で ブ ロ ッ ト し た 後 、 フ ィ ル タ は 6時
間 42℃ で 50%ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中 で 3× SSC(1× SSC=0.15Mの NaClと 0.015Mの ク エ ン 酸 ナ ト リ
ウ ム ,pH7.4)と 、 50μ lの 変 成 サ ケ 精 液 DNA(Sigma)/mlと 、 0.02%フ ィ コ ー ル と 、 0.1%ド デ シ
ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム (SDS)と の 中 に 予 備 さ れ た 。 さ ら に 同 溶 液 3 2 PdCTP(Ame
rsham)で HindIII Kフ ラ グ メ ン ト を

(HindIII Kフ ラ グ メ ン ト の 選 択 は 、 1型 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス か ら の DNAの
ク ロ ー ニ ン グ と 分 裂 位 置 の マ ッ ピ ン グ に 基 づ く (Cooper菌 種 )John F.Mayfield, Peter J.G
ood, Holly J. VanOort, Alphonso R  Campbell and David A.Reed;Journel of Virology
 (1983) 259～ 264)。 の 12～ 14時 間 後 、 フ ィ ル タ は 2時 間 、 0 1%SD
Sと 0.1× SSCと の 中 で 60℃ で 洗 浄 さ れ た 。 HindIII Kフ ラ グ メ ン ト は 、 標 準 の ク ロ ー ニ ン グ
手 法 に 従 っ て 、 pUC18ベ ク タ 中 で ク ロ ー ン 化 さ れ た (J Sambrook, E F Fritsh and T Mania
tis, 1989, Molecular cloning la labo ato y manua ,2nd ed.Cold Spring Harbor labo
vatort Press, New York)。 pUC8.4HindIII Kク ロ ー ン の HindIIIに よ る 消 化 後 、 pUC18ベ ク
タ は 、 0.7%の 低 融 点 ア ガ ロ ー ス (BRL、 Life Tech ologies,Inc.)ゲ ル で 電 気 泳 動 に よ
っ て 8.4kb HindIIIに フ ラ グ メ ン ト か ら 分 離 さ れ 、 基 準 の フ ェ ノ ー ル 抽 出 と エ タ ノ ー ル 沈
澱 と に よ っ て ア ガ ロ ー ス か ら 分 離 さ れ た 。 分 離 さ れ た HindIII Kフ ラ グ メ ン ト は 、 Boehrin
ger Mannheim の DNA標 識 1OO4.760で 標 識 を 付 さ れ た 。

フ ィ ル タ ー の は 、 -70℃ で Kodak XARフ ィ ル ム の 36時
間 露 出 で 、 反 射 ス ク リ ー ン を 使 っ て 行 わ れ た 。 　 Bは Iowaと Difivac-1の 7.4kb HindIIIフ
ラ グ メ ン ト と の 8.4kb Hind Kフ ラ グ メ ン ト の 物 理 的 マ ッ プ で あ る 。 6kb PstIフ ラ グ メ
ン ト の 共 泳 動 と Difivac-1中 の 1.8kb PstIフ ラ グ メ ン ト の を 考 え て 、 欠 失 は

さ れ た 面 積 。
【 図 ２ 】 Difivac-1中 欠 領 域 野 型 BHV-1フ ラ グ メ ン ト の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 　 A

BHV-1ゲ ノ ム の 成 分 は 、 長 ユ ニ ー ク (U L )領 域 、 短 ユ ニ ー ク (U S )領 域 お よ び 2つ の
反 復 物 ( rと Tr)と し て 示 さ れ る 。 こ の マ ッ プ は 、 Cooper菌 種 の 公 表 さ れ た 分 析 に 基 づ い て
い る (John F. ayfield, Peter J.Good, Holly J  VanOort, Alphonso R. Campbell and D
avid A. Reed: Journal of Virology (1983) 259～ 264)。 　 B フ ラ グ メ ン ト は
、 ベ ク タ す な わ ち pACYC中 の 15.2kb EcoRIフ
ラ グ メ ン ト 、 pUC18中 の 8.4kb HindIIIフ ラ グ メ ン ト 、 pBR322中 の 4.1kb EcoRI-Hind
IIIフ ラ グ メ ン ト 。 ウ イ ル ス DNAフ ラ グ メ ン ト の 単 離 は 、 図 1Aの 表 示 中 に 述 べ ら れ て
い る 手 法 に 従 っ て 実 施 さ れ た 。 種 々 の ベ ク タ 中 へ こ れ ら の フ ラ グ メ ン ト を ク ロ ー ン す る
こ と は 、 準 の 手 法 で 行 わ れ た (J.Sambrook, E.F.Fritsch and T.Maniatis, 1989, Molec
ular cloning:a loboratory man al,2nd ed.Cold Spring Harbor Laborato y press, New
 York)。 　 物 理 マ ッ プ は 、 Difivac-1中 で 要 求 さ れ る 欠 失 が 領 域 を 示
す 。 　 D こ の 領 域 の サ ブ ク ロ ー ン が

。 2つ の Pst フ ラ グ メ ン ト は pKUN19の 中 、 そ し て 残 っ た フ ラ グ メ ン ト は pUC18の 中
ク ロ ー ン さ れ た 。
【 図 ３ 】 Aは 、 〔 端 に あ る AluIの か ら 端 に あ る HincIIの に 至 る
〕 図 2C中 で 示 さ れ る よ う な Difivac-1中 に 欠 失 さ れ た 要 求 さ れ る 位 置 BHV-1
の Lam種 の U S 領 域 の 2027個 の ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。 図 2Dで 示 さ れ る
サ ブ ク ロ ー ン の 挿 入 を し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 Sangerら の ジ デ オ キ シ 配 列 法 を 用 い た 2
つ の 基 準 で 分 析 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ た (F.Sanger, S.Nicklen and A.R.Coulson, 19
77, Proc.Nat .Acad.Sci.USA 74,5463～ 5467)。 に 対 し て 、 Pharmacia の T7配 列
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が 、 製 造 者 に よ っ て 指 定 さ れ る 手 法 に 従 っ て 用 い ら れ た 。 放 射 線 標 識 の た め に 、
〔 3 5 S〕 dATP(Amersham )が 用 い ら れ た 。 GLの 多 い 領
域 の 配 列 分 析 は 、 Pharmacia の 7-デ ア ザ ア デ ニ ン -dGTP変 形 物

。 ヌ レ オ チ ド 配 列 の 下 に 3文 字 の コ ー ド で
575ア ミ ノ 酸 残 基 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の ア ミ ノ 酸 配 列 で

あ る 。 こ の は 、 一 般 的 な コ ー ド に 基 づ き PC遺 伝 子 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 決
定 さ れ た (PC遺 伝 子 翻 訳 バ ー ジ ョ ン  1987年 11月 )。 こ の 575ア ミ ノ 酸 の オ ー プ ン リ ー デ
ィ ン グ フ レ ー ム は 、 ヌ ク レ オ チ ド 168の メ チ オ ニ ン で 始 ま り 、 ヌ ク レ オ チ ド 1893の 停 止 コ
ド ン で 終 わ る 。 　 575ア ミ ノ 酸 残 基 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 構 造 分 析 は 、 PC遺
伝 子 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム で 実 行 さ れ る 。 真 核 の

「 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 」 図 中 に 示 さ れ る 。 6.2の 点 で こ の 配 列
が 、 ア ミ ノ 酸 26と ア ミ ノ 酸 27と の 間 で さ れ る 。 ア ミ ノ 酸 575の 配 列 は 、 ア ミ ノ 酸 残

基 の 線 に よ っ て 指 示 さ れ る 。 3つ の 可 能 な N結 合 の グ リ コ レ ー シ ン 位 置 (NXT/S)を 有 す
る 。 Raoと Argosの 方 法 に 従 え ば 、 貫 膜 螺 旋 図 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 423
と ア ミ ノ 酸 450と の 間 に あ る 。 制 限 酵 素 AsuII, SmaI, HindIIIお よ び EcoNIの た め の 配
列 ( )は 下 線 が 付 さ れ る 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド の 計 算 さ れ た 分 子 量 は 61212で あ る 。 　 B
は 、 上 で 述 べ た 575ア ミ ノ 酸 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 構 造 上 の 特 性 を 模 式 的 に 表
し た も の で あ る 。
【 図 ４ 】 BHV-1 gE遺 伝 子 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 ヘ ル ペ ス 単 体 ウ イ ル ス (HSV)gE遺 伝 子 お よ び
他 の gE 遺 伝 子 〔 疑 似 狂 犬 病 ウ イ ル ス (PRV)gIと 帯 状 疹 ウ イ ル ス (VZV)gp 〕 の ア ミ ノ
酸 配 列 と の 比 較 　 こ の 比 較 の た め に 用 い た 配 列 は 、 次 の 公 表 さ れ た も の で あ る 。 　 HSV:1
型 ヘ ル ペ ス 単 体 ウ イ ル ス の ゲ ノ ム 中 の U S 領 域 の 配 列 決 定 と 遺 伝 子 内 容 (D.J.McGeoch, A.Do
lan, S.Donald and F.J.Rixon (1985) Journal Mol.Biol.181,1～ 13)　 VZV:帯 状 疹 ウ イ
ル ス 遺 伝 子 の U 成 分 の DNA配 列 (A.J.Davidson (1983), EMBO Journal 2, 2203～ 2209)　 PR
V:ヘ ル ペ ス 単 体 ウ イ ル ス と 帯 状 疹 ウ イ ル ス 糖 蛋 白 と に 2つ の 疑 似 狂 犬 病
ウ イ ル ス 糖 蛋 白 の た め の 単 離 遺 伝 子 に λ gt の 使 用 (E.A.Petro s is, J.G.Timmins and L
.E.Post (1986) Journal of Virology 60,185～ 193)　 こ れ ら の 配 列 は 配 列 分 析 プ ロ グ ラ
ム Multalinを 使 っ て 比 較 さ れ た (F.Corpet (1988), Nucl. Acids Res.16,10881～ 10890)。
　 Aの 中 で 、 4つ の ア ミ ノ 酸 配 列 模 式 的 示 さ れ て い る 。 こ こ に さ れ た 貫 膜 部 (TM)
が 各 々 に 示 さ れ る 。 さ れ た 配 列 (SP)と N-結 合 グ リ コ シ レ ー シ
ョ ン 位 置 (I)に 加 え て 、 2つ の さ れ る 領 域 が 示 さ れ る 。 そ の 中 で 、 シ ス テ ン 残 基 の 相 対
位 置 (CCC)は 不 変 で あ る 。 　 Bの 中 で 結 果 は 4つ の gE翻 訳 の 中 央 に 位 置 す る シ ス テ ィ ン の 多
い 領 域 の Multalin比 較 が 示 さ れ る 。 ア ス テ リ ス ク は 、 一 致 し た ア ミ ノ 酸 と 類 似 ア ミ ノ 酸 ク
ロ ー ン を 示 す 。
【 図 ５ 】 Difivac-1と Iowaと の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 で 得 ら れ た 写 真 図  　 パ ネ ル Aは 、 BstI(
1,2),EcoRI(3,4)お よ び HindIII(5,6)を 有 す る Difivac-1と Iowa消 化 制 限 酵 素 の ゲ ノ ム DNA
で あ る 。 こ れ は 、 0.7%ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 分 離 さ れ 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー で ブ ロ ッ ト さ れ 、 図
1Aの 説 明 で 述 べ ら れ た 手 法 に 従 っ て BHV-1菌 株 Lamの 3 2 Pで さ れ た HindIIIKフ ラ グ メ
ン ト で さ れ る 。 　 パ ネ ル Bは 、 Aと 同 様 に 同 じ ゲ ル の ニ ト ロ セ ル ロ ー ブ ロ
ッ ト で あ り 、 BHV-1 gE- プ ロ ー ブ p318で さ れ た 。 プ ロ ー ブ は 、 図 2C
中 で 示 し た AluI-HincII 。
【 図 ６ 】 gEフ ラ グ メ ン ト の 構 　 Aの 中 で gEの 位 置 と 用 い ら れ た ク ロ ー ン と が 示
さ れ る 。 BHV-1 の 成 分 は 、 U L 領 域 、 U s 領 域 お よ び 2つ の 反 復 ( rと Tr)と し て 示 さ
れ る gE遺 伝 子 の 5’ 側 に 位 置 す る 領 域 を 得 る た め に 、 BHV-1菌 種 Lamの 8 4kb HindIII
K の 1.4kb PstI-SmaIフ ラ グ メ ン ト が 、 プ ラ ス ミ ド pUC18の SmaIと PstI の 中 ヘ サ
ブ ク ロ ー ン さ れ た 。 こ の ク ロ ー ン は 、 p515と 呼 ば れ 、 B中 に 示 さ れ る 。 gEの 3' 側 に
位 置 す る EcoNI-SmaIフ ラ グ メ ン ト は 、 4. kb HindIII－ EcoRIク ロ ー ン に 由 来 し 、 p515の 普
通 の AsuIIヘ ク ロ ー ン さ れ る 。 AsuIIの に EcoNIの を た め に 、 ク ロ ー ン p51
5は As IIで 消 化 さ れ 、 そ の 後 ク レ ノ ウ 酵 素 (Boehringer Mannheim)と 、 手 法 に 従 っ
て AsuII へ 1つ の シ ト シ ン 残 基 を 供 給 dCTPと で 処 理 し た (Sambrook et al,1989)
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。 こ の 付 加 シ ト シ ン は 、 D中 で ア ス テ リ ス ク で 示 さ れ る 。 p515は 、 ま た SmaI酵 素 で 消 化 さ
れ 、 そ の 後 EcoNIフ ラ グ メ ン ト は 、 こ の ベ ク タ 中 へ 結 合 さ れ る 。 こ の よ う に し て 構 さ れ
た ク ロ ー ン は 、 p519と 呼 ば れ る 。
【 図 ７ 】 Aは 、 1B7,1B8お よ び 2H10の DNA調 品 の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 で 得 ら れ た 写 真 で あ
る 。 DNA単 離 物 、 消 化 制 限 酵 素 、 ブ ロ ッ ト お よ び は 、 図 1Aの 説 明
で 述 べ ら れ た 手 法 に 従 っ て 作 ら れ た 。 DNA調 品 1B7,1B8お よ び 2H10の PstI-DraIに よ る 二
重 消 化 後 、 フ ラ グ メ ン ト は 0.7%ア ロ ー ス で 分 離 さ れ 、 直 後 に ニ ト ロ セ ル ロ ー フ ィ ル タ

ブ ロ ッ ト さ れ た 。 こ の フ ィ ル タ は 、 プ ロ ー ブ と し て 、 PdCTPで さ れ た 2.3kb Pst
I-DraI欠 失 フ ラ グ メ ン ト と さ れ た 。 レ ー ン 1～ 3中 で 試 料 1B7,1B8お よ び 2H
が そ れ ぞ れ 分 離 さ れ た 。 レ ー ン 中 で Lam菌 株 の 野 型 BHV-1 DNAが 、 レ ー ン 5中 で 2.3kb欠

失 フ ラ グ メ ン ト が 示 さ れ る 。 　 Bは 、 BHV-1菌 種 Lamの 15.2kb EcoRIフ ラ グ メ ン ト の 物 理 マ
ッ プ で あ る 。 マ ッ プ は 、 PstI,DraIお よ び HindIIIの と 7A中 で 述 べ た

プ ロ ー ブ の を 示 す 。
【 図 ８ 】 BHV-1 gEの 　 BHV-1 gEの の た め に 、 gE遺 伝 子 の 600bpSmaIフ ラ
グ メ ン ト は 、 ベ ク タ pGEX-2T中 で 、 日 本 住 血 吸 虫 の グ ル ダ チ オ ン -S-転 移 酵 素 の コ ー ド 領 域
に 3つ の リ ー デ ン グ フ レ ー ム 中 で 融 合 さ れ た (D.B Smith and K.S.Johnson,Gene 67(1988)3
1～ 40)。 SmaIフ ラ グ メ ン ト の (syn) を 有 す る 分 子 は 、 準 の 手 法 を 用
い て 、 制 限 酵 素 に よ っ て 同 定 さ れ た 。 こ の 融 合 構 造 を 有 す る E.coli DH5α ク ロ ー ン
は 、 pGEX-2T600s ,pGEX-2T600s2お よ び pGEX-2T600s3と 呼 ば れ た 。 　 Aは 、 pGEX-2T600s構

の 1つ の 図 で あ る 。 GST-gE融 合 物 コ ー ド す る 領 域 の NH 2 側 に あ る も の は 、 イ ソ プ ロ ピ
ル チ オ ガ ラ ト シ ド (IPTG)で 。 　 Bは 、 pGEX-2T600s
で さ れ た DH5α の 細 胞 の 全 蛋 白 質 調 物 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 で 得
ら れ た 写 真 で あ る 。 pGEX-2T600s1,pGEX-2T600s2お よ び pGEX-2T600s3構 で

さ れ た DH5α 細 胞 の の 培 養 物 は 、 50μ g/mlア ン ピ シ リ ン を 加 え Lur
ia-Bertani(LB) 中 で 1/10 、 1時 間 後 培 養 物 は IPTGに 5時 問

さ れ た 。 こ れ ら の さ れ た 培 養 物 は 、 5分 間 6,000Gで 遠 心 分 離 し 、 1× ラ ウ エ ル 混 合 物
(2%SDS、 10%グ リ セ ロ ー ル 、 5%メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル お よ び 0.01%ブ ロ ム フ ェ ノ ー ル ブ ル ー
)中 に 混 合 〔 1.5ml培 養 物 、 500μ lラ ウ エ ル 混 合 物 中 に 混 ぜ る 〕 さ れ 、 95℃ に 5分 間 加 熱
さ れ た 。 そ し て 、 レ ー ン あ た り 50μ l 、 準 の 手 法 に 従 っ て 、 12.5%ポ リ ア ク リ ル ア ミ
ド ゲ ル で 水 平 的 に 分 離 さ れ 、 引 続 い て 製 造 者 に よ っ て さ れ た 条 件 で 、 LKB ム ル チ フ ー
ル II型 Navaブ ロ ッ ト シ ス テ ム を 用 い て 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー フ タ が ブ ロ
ッ ト さ れ た 。 　 レ ー ン M中 で 、 予 め 印 を 付 さ れ た 蛋 白 質 が 用 い ら れ 、 (BRL Life T
echnologies, nc.236K,112K,71K,44K,28K,18Kお よ び 15K)、 レ ー ン 1,2,3中 で 、 pGEX-2T6
00s ,pGEX-2T600s2お よ び pGEX-2T600s3各 々 3つ の フ レ ー ム で さ れ

。 　 パ ネ ル A中 で 、 結 果 は 、 抗 -GST血 清 ウ
エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 で 見 。 フ ィ ル タ は 、 準 の 手 法 (E.Harlow and D.La
ne(1986)、 Antibodies:a laboratory manual,Cold Spring Harbor Loboratory,New York)
に し た が っ て 、 ウ サ ギ 血 清 ポ リ ク ロ ナ ル 抗 GSTを 加 え た 緩 衝 液 (PBS+2%粉 乳
お よ び 0.05%ト ゥ イ ー ン 20)中 で さ れ た 。 そ し て 、 フ ィ ル タ は 洗 浄 さ れ 、 ヤ
ギ ウ サ ギ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 血 清 を し た 西 洋 ワ サ ビ パ ー オ キ シ タ ー ゼ (HRPO)を 加 え て

さ れ た 。 そ の 後 、 結 合 さ れ た ヤ ギ 抗 体 は 、 色 素 体 (ヂ ア ゾ ベ ン ジ ジ ン 、 ク ロ
ロ ナ フ ト ー ル お よ び H 2 O 2 )で 免 疫 化 学 的 に 検 出 さ れ た 。 矢 印 に よ っ て 指 示 さ れ る GST融 合 物
は 、 フ レ ー ム 3中 で の み 約 47kの 確 認 さ れ た 大 き さ を 有 す る 。 　 パ ネ ル Bに お い て 、 結 果 は
、 モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 Mab4 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 で 見 。

パ ネ ル A中 の よ う に デ ュ プ ロ フ ィ ル タ は さ れ 、 Mabで
さ れ 、 ウ サ ギ マ ウ ス 血 清 を し た HRPOで さ れ る 。 そ の 後 結 合 ウ サ ギ

抗 体 は 、 色 素 体 で 免 疫 化 学 的 に 検 出 さ れ る 。 レ ー ン 3(フ レ ー ム 3)で 見 ら れ る バ ン ド は 、 47
Kの 大 き さ で 、 矢 印 に よ っ て 指 示 さ れ る 。
【 図 ９ 】 BHV-1 gE遺 伝 子 の の た め の pEVHis gEプ ラ ス ミ ド の 構 　 gE遺 伝 子 の

の た め に 、 コ ー ド 領 域 は 、 準 の 手 法 を 用 い て ベ ク タ pEVHisの HCMV
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領 域 の 背 後 ク ロ ー ン さ れ る (Sambrook et a1,1989)。 gEの オ ー
プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 55bp で す る 394bpA1UIフ ラ グ メ ン ト は 、 pUC18の 中 ヘ ク
ロ ー ン さ れ 、 p201と 呼 ば れ る 。 そ し て 、 p201を HincIIが 消 化 し た 後 、 1740bp HincIIフ ラ
グ メ ン ト は 、 gE遺 伝 子 の 大 部 分 か ら 成 り 、 p201中 へ ク ロ ー ン さ れ る 。 こ れ は 、 pUC18の
リ リ ン カ 中 で 、 gEの の に あ る 位 置 55bpか ら gEの 停 止 の に あ
る Hinc 位 置 133bpま で の 全 gEコ ー ド 領 域 プ ラ ス ミ ド p318 。 ベ タ の ポ リ リ
ン カ 制 限 酵 素 位 置 を 用 い て 、 こ の フ ラ グ メ ン ト は 、 酵 素 BamHIと Sph で p318か ら
切 ら れ た 。 最 初 p318は SphIで 消 化 さ れ 、 そ の 後 SphI は 、 ク レ ノ ウ ポ リ メ ラ ー ゼ と dN
TPポ リ メ ラ ー ゼ と を 使 っ て 満 た さ れ た 。 BamHIで の 消 化 後 、 1.9kb挿 入 物 は 、 pUC 8ベ ク タ
か ら 低 融 点 ア ガ ロ ー ス 中 で 分 離 さ れ 、 BamHIと EcoRVで 消 化 さ れ た pEVHis中 で 。
こ の よ う に 形 成 さ れ た プ ラ ス ミ ド は 、 pEVHis/gEと 呼 ば れ た 。
【 図 １ ０ 】 BHV-1 DNAを 検 出 す る た め に PCR手 gE- プ ラ イ マ と プ ロ ー ブ の
位 置 　 図 中 に は 、 ヌ ク レ オ チ ド 1272か ら 2027に 至 る BHV-1糖 蛋 白 質 の 核 酸 配 列 が 示 さ れ る
〔 配 列 は 図 3か ら 得 ら れ る 〕 。 gE- PCR手 法 の た め に 用 い ら れ る プ ラ イ マ は 、 P 3 と P 4
と 呼 ば れ る 。 P 3 と P 4 の プ ラ イ マ は 、 下 線 が 付 さ れ る 。 P 3 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は
、 5'-ACG-TGG-TGG-TGC-CAG-TTA-GC-3'で あ る (配 列 標 別 番 号 :2)。 P 4 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は
、 (上 述 の プ ラ イ マ )5'-ACC-AAA-CTT-TGA-ACC-CAG-AGC-G-3'で あ
る (配 列 標 別 番 号 :3)。 さ れ た の 検 出 の た め サ ザ ン ブ ロ ッ ト

用 い た プ ロ ー ブ は 、 プ ラ イ マ が 結 合 す る の 間 に 位 置 す る 137bp TaqI
フ ラ グ メ ン ト で あ り 、 そ の フ ラ グ メ ン ト の が 示 さ れ る 。 図 3と 比 較 の た め に 、 HindIII
と EcoNI が ま た 示 さ れ る 。
【 図 １ １ 】 Difivac-1の gE欠 失 の マ ッ ピ ン グ 　 Aは 、 野 型 BHV-1菌 種 Lamの 15.5kb EcoRIフ
ラ グ メ ン ト の 物 理 マ ッ プ を 示 す 。 Bは 、 Difivac-1の 14.5kb EcoRIフ ラ グ メ ン ト の 物 理 マ ッ
プ を 示 す 。 2つ の EcoRIフ ラ グ メ ン ト は 、 各 々 の ウ イ ル ス の ゲ ノ ム の U S 領 域 を 完 全 に

。 gE遺 伝 子 の 位 置 と gI遺 伝 子 の 推 定 上 の 位 置 は 、 白 四 角 で 指 示 さ れ る 。 マ ッ プ
Aと Bと は 、 各 マ ッ プ 中 の 6kb PstIフ ラ グ メ ン ト 、

。 両 方 の マ ッ プ 中 で 、 内 部 反 復 と 反 復 と の 配 列 は 、 斜 線 を 付 さ れ た 四 角 で
示 さ れ る 。 反 復 の 下 方 の 矢 印 は 、 こ れ ら の 配 列 の 方 向 を 示 す 。 　 A Difivac-1菌
種 中 で が あ る が 示 さ れ た 。 　 Cは 、 gE欠 失 を マ ッ プ 化 し 、 B中 に 示 さ れ る
物 理 マ ッ プ を 得 る た め に 用 い ら れ る ク ロ ー ン 化 Difivac-1フ ラ グ メ ン ト の 位 置 を 示 す 。 ク
ロ ー ン p728,p737お よ び p754の 挿 入 の 下 の 矢 印 は 、 点 を 決 め る た め に 配 列 さ
れ た 領 域 を 示 す 。 　 略 語 ： 　 A=A1UI,E=EcoRI,P=PstI,H=HindIII,γ = 点 ,IR=中 間 反
復 ,TR= 反 復
【 図 １ ２ 】 Difivac-1の U S 領 域 に お け る 正 確 な 位 置 の 決 定 　 Difivac-1菌 種 中 に 見 付
か っ た gE欠 失 の 正 確 な 境 界 を 決 定 す る た め に 、 ク ロ ー ン p754な ら び に p728お よ び p737と が
配 列 さ れ た 。 こ れ ら の ク ロ ー ン の 挿 入 は 、 図 11中 に 指 示 さ れ る 。 用 い ら れ る 配 列 決 定
の 手 法 は 、 図 3の 説 明 中 に 述 べ ら れ て い る 。 　 Aに お い て 、 A1UI-PstIフ ラ グ メ ン ト の

配 列 が 示 さ れ る 。 こ の 配 列 は 、 gE遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ 領 域 で す る 。 推 定 の TATAボ
ッ ク ス は 、 下 線 が 付 さ れ て い る 。 点 γ (= 点 )に お い て 、 こ の プ ロ モ ー タ 領 域 は 、 Us
領 域 の 反 対 の 位 置 で 見 付 か っ た 反 復 と 呼 ば れ る 配 列 に 接 合 さ れ る 。 正 確 な 点
は 、 U S 領 域 の 反 対 位 置 で 見 付 け ら れ た 反 復 の コ ピ ー gEプ ロ モ ー タ で 見 付 け ら れ た 反
復 を こ と に よ っ て 決 定 さ れ る 。 こ の 配 列 が 分 岐 す る 点 は 、 B(I)の 中 で γ で 示 さ れ
る 。 類 似 の 比 較 は 、 Difivac-1中 で 見 付 け ら れ る gEプ ロ モ ー タ 配 列 と 野 型 菌 種 Lam中 で 見
付 け ら れ た gEプ ロ モ ー タ と で 行 わ れ る 。 こ の 配 列 が 分 岐 す る 点 は 、 B(II)の 中 で 示 さ れ 、
ま た γ で 示 さ れ る 。 見 付 け ら れ た 点 は 同 じ で あ る 。
【 図 １ ３ 】 BHV-1 gI遺 伝 子 の 部 分 配 列 分 析 　 BHV-1 gIと gEと の 双 方 の 遺 伝 子 (図 11に 示 す )
中 に 達 す る BHV-1菌 種 Lamの 1.8kb PstIク ロ ー ン を 用 い て BHV-1 gIの コ ー ド 領 域 の 範 囲 内
、 284ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 が 決 定 さ れ 。 配 列 決 定 に 用 い ら れ る 手 法 は 、 図 3の 説 明 の 中 で
述 べ ら れ て い る 。 配 列 は 、 PC/遺 伝 子 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム バ ー ジ ョ ン 1.03(1987年 11月
)に よ る 汎 用 コ ー ド に 基 づ い て さ れ た 。 第 2リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム に よ っ て コ ー ド さ れ
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ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の に コ ー ド と し て 与 え ら れ る 。 こ の ア
ミ ノ 酸 配 列 は 、 他 の ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の gI 体 (図 14に 示 す )の コ ー ド 領 域 に で あ る
。
【 図 １ ４ 】 推 定 の BHV-1 gI遺 伝 子 の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 ヘ ル ペ ス 単 体 ウ イ ル ス (HSV1)gI
遺 伝 子 、 疑 似 狂 犬 病 ウ イ ル ス (PRV)gp63遺 伝 子 お よ び 帯 状 疹 ウ イ ル ス (VZV)gpIV遺 伝 子 の
コ ー ド 領 域 の 相 当 部 分 と の ア ミ ノ 酸 比 較 　 PRV配 列 は そ の コ ー ド 領 域 の ア ミ ノ 酸 82で
し 、 HSV1配 列 は そ の コ ー ド 領 域 の ア ミ ノ 酸 で し 、 VZVは そ の コ ー ド 領 域 の ア ミ ノ 酸 76
で す る 。 用 い ら れ る 配 列 は 、 図 4の 説 明 で 述 べ ら れ た 報 告 書 で 公 表 さ れ て い る 。 比 較
は 、 Multalinコ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 使 っ て 行 わ れ た 。 ア ス テ リ ス ク は 、 同 一 の ア ミ ノ
酸 を 示 し 、 コ ロ ン は 類 似 の ア ミ ノ 酸 を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 BHV-1 gI-遺 伝 子 の の た め の MSVneoGIプ ラ ス ミ ド の 構 　 BHV-1 gI-遺
伝 子 の 部 分 配 列 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 に 基 づ い て 、 BHV-1 gI-遺 伝 子 の 推 定 位 置 は さ
れ る 。 こ の に 基 づ い て 、 1.7kb SmaIフ ラ グ メ ン ト は 、 BHV-1 gE遺 伝 子 の 全 コ ー ド 領 域
を 含 む こ と が 推 論 さ れ る 。 こ の 1.7kb SmaIフ ラ グ メ ン ト の 位 置 は 、 A中 に 示 さ れ る 。 こ の 1
.7kb SmaIフ ラ グ メ ン ト の 丸 く な っ た に 、 BamHIリ ン カ が 準 の 手 法 を 用 い て 結 び
合 わ さ れ る 。 こ の 結 果 生 じ た 物 は 、 BamHIで 消 化 さ れ 、 ベ ク タ MSV-neo中 で 結 び 合
わ さ れ る 。 MSV-neoベ タ は 、 強 い プ ロ モ ー タ 性 を 有 す る MSV-LTRの 背 後 BamH
I を 有 す る 。 こ の ベ ク タ は 、 Rijsewijk et al.,1987EMBO J.6,127～ 131中 で 述 べ ら
れ て い る 。
【 図 １ ６ 】 BHV-1 gI/gE二 重 欠 失 フ ラ グ メ ン ト の 構 　 BHV-1の U S 領 域 中 に お け る 糖 蛋 白 質
gE遺 伝 子 の 位 置 と 糖 蛋 白 質 gI遺 伝 子 の 推 定 位 置 は 、 図 A中 に 表 現 さ れ る 。 斜 線 を 付 さ れ た
部 分 は 、 U S 領 域 境 界 反 復 を 示 す 。 Bは 、 双 方 の 遺 伝 子 の 位 置 を 考 慮 し て 、
的 な 制 限 酵 素 の 物 理 マ ッ プ を 示 す 。 gI/gE欠 失 フ ラ グ メ ン ト を 構 、 gI
遺 伝 子 を 包 み 込 む 1.7kb SmaIフ ラ グ メ ン ト を 含 む ク ロ ー ン 1.7-SmaI/ が PstIで 消 化 さ れ
る 。 残 留 350bp SmaI-PstI挿 入 の PstI は 、 準 の 分 子 生 物 学 的 手 法 を 用 い て 、

を 作 る 。 EcoNI-SmaIフ ラ グ メ ン ト (図 6B参 照 )は 、 図 6A中 で 記 載 さ れ た 4.1kb HindII
I-EcoRIフ ラ グ メ ン ト か ら 単 離 さ れ 、 作 ら れ 、 修 正 PstI に
結 合 さ れ る 。 こ れ は 、 Cと D中 に 図 示 さ れ る 。 ク ロ ー ン PΔ IEか ら 、 1.4kb
 SmaI-DraIフ ラ グ メ ン ト は 、 野 型 BHV-1 DNAと 単 離 さ れ る 。 　 略 号 　 E=E
coRI,H=HindIII,S=SmaI,P=PstI,ENI=EcoNI,D=DraI,kb=キ ロ ベ ー ス ,U S =ユ ニ ー ク
【 図 １ ７ 】 接 種 後 の 牛 か ら 垂 れ た 平 均 ウ イ ル ス 　 ● =Difivac-1を 接 種 、 ○ =接 種
な し
【 図 １ ８ 】 毒 性 の 強 い BHV-1菌 株 投 与 後 の 平 均 発 病 牛 数 、 記 号 は 図 17に 同 じ
【 図 １ ９ 】 毒 性 の 強 い BHV-1菌 株 を 投 与 し た 牛 の 平 均 体 温 、 記 号 は 図 17に 同 じ
【 図 ２ ０ 】 毒 性 の 強 い BHV-1菌 株 投 与 後 の 牛 の 平 均 成 育 量 、 記 号 は 図 17に 同 じ
【 図 ２ １ 】 毒 性 の 強 い BHV-1菌 株 投 与 後 の 牛 か ら 垂 れ た 平 均 ウ イ ル ス 、 記 号 は 図 1
7に 同 じ
【 図 ２ ２ 】 毒 性 の 強 い BHV-1菌 株 投 与 後 の 牛 の 平 均 体 温 　 ● =Lam gE - を 接 種 、 ○ =Lam gE - /
TK - を 接 種 、 × =無 接 種
【 図 ２ ３ 】 毒 性 の 強 い BHV-1菌 株 投 与 後 の 牛 の 平 均 成 育 量 、 記 号 は 図 22と 同 じ
【 図 ２ ４ 】 毒 性 の 強 い BHV-1菌 株 投 与 後 の 平 均 発 病 牛 数 、 記 号 は 図 22と 同 じ
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