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(54)【発明の名称】 動物の免疫状態を決定するための組換え抗原の使用

(57)【要約】
本発明は、動物の免疫状態を決定する方法を包含し、こ
の方法は、（ａ）組換え抗原と抗体との間の複合体の形
成に適切な条件下で、感染性因子に対して選択的な抗体
を検出するために特異的な組換え感染性因子抗原に、動
物の生物学的検体を接触させる工程、および（ｂ）この
複合体の存在または非存在を検出する工程（ここで、複
合体の存在または非存在は、動物の免疫状態を示す）を
包含する。好ましくは、このような方法は、動物がワク
チン接種されるべきか否かを示す。本発明はまた、（ａ
）この感染性因子について選択的な抗体を検出するため
に特異的な組換え感染性因子抗原；および（ｂ）この組
換え抗原に選択的に結合する抗体を検出する手段を含む
アッセイを包含する。また、本発明において含まれるも
のは、組換え抗原およびこのような抗原をコードする核
酸分子、ならびにこのような核酸分子および組換え抗原
を生成し、使用する方法である。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  動物の免疫状態を決定する方法であって、該方法が、以下：

  （ａ）該動物の生物学的検体を組換え感染性因子抗原と、該組換え抗原と該抗

体との間での複合体の形成のために適切な条件下で、接触させる工程であって、

該抗原が、該感染性因子について選択的な抗体を検出するために特異的である、

工程；および

  （ｂ）該複合体の存在または非存在を検出する工程であって、ここで、該複合

体の存在または非存在が該動物の免疫状態を示す、工程、

を包含する、方法。

    【請求項２】  動物にワクチン接種するか否かを決定する方法であって、該

方法が、以下：

  （ａ）該動物の生物学的検体を組換え感染性因子抗原と、該組換え抗原と該抗

体との間での複合体の形成のために適切な条件下で、接触させる工程であって、

該抗原が、該感染性因子について選択的な抗体を検出するために特異的である、

工程；および

  （ｂ）該複合体の存在または非存在を検出する工程であって、ここで、該複合

体の存在が、該動物がワクチン接種される必要がないことを示し、そして該複合

体の非存在が、該動物がワクチン接種されるべきであることを示す、工程、

を包含する、方法。

    【請求項３】  動物の免疫状態を決定するアッセイであって、該アッセイが

以下：

  （ａ）生物学的検体において抗体を検出するために特異的である組換え感染性

因子抗原であって、該抗体が該感染性因子について選択的であり、該抗体の存在

が該動物の免疫状態を示す、抗原；および

  （ｂ）該組換え抗原に選択的に結合する抗体を検出するための手段、

を含む、アッセイ。

    【請求項４】  組換えタンパク質を含む組換え抗原であって、該組換えタン

パク質が、配列番号２、配列番号４、配列番号６、配列番号８、配列番号１０、

配列番号１２、配列番号１４、配列番号１６、配列番号１８、配列番号２０、配
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列番号２２、配列番号２４、配列番号２６、配列番号２８、配列番号３０、配列

番号３２、配列番号３４、配列番号３６、および該アミノ酸配列のいずれかをコ

ードする核酸配列の対立遺伝子改変体によってコードされるアミノ酸配列からな

る群より選択されるアミノ酸配列を有する、組換え抗原。

    【請求項５】  前記検出する工程が、前記複合体が存在する場合、試験シグ

ナルを得るために、該複合体に結合する検出試薬を適用する工程を包含し、ここ

で、該試験シグナルの存在が、前記動物がワクチン接種される必要がないことを

示し、そして該試験シグナルの非存在が、該動物がワクチン接種されるべきであ

ることを示す、請求項２に記載の方法。

    【請求項６】  前記複合体の存在が、前記感染性因子による感染に対する非

感受性を示す、請求項２に記載の方法。

    【請求項７】  前記抗体が、母系由来の抗体、前記感染性因子による天然の

感染に応答して生成される抗体、および該感染性因子に対するワクチン接種に応

答して生成される抗体からなる群より選択される、請求項１、２または３に記載

の発明。

    【請求項８】  前記生物学的検体が、血液、血清、血漿、唾液、尿、涙、房

水、脳脊髄液、リンパ、鼻汁、気管気管支吸引液、乳汁、初乳、腸分泌物、およ

び糞便からなる群より選択される、請求項１、２または３に記載の発明。

    【請求項９】  前記動物が、ネコ、イヌ、およびウマからなる群より選択さ

れる、請求項１、２または３に記載の発明。

    【請求項１０】  前記組換え抗原が、基材上に固定される、請求項１、２ま

たは３に記載の発明。

    【請求項１１】  請求項１または２に記載の方法であって、ここで、該方法

が、アッセイまたは請求項３に記載のアッセイを実行する工程を包含し、ここで

、請求項１、２または３に記載のアッセイが、酵素結合イムノアッセイ、ラジオ

イムノアッセイ、蛍光イムノアッセイ、発光アッセイ、リン光アッセイ、イムノ

ブロットアッセイ、イムノドットアッセイ、免疫沈降アッセイ、ラテラルフロー

アッセイ、フロースルーアッセイ、凝集反応アッセイ、微粒子に基づくアッセイ

、および電子感覚アッセイからなる群より選択される、方法。
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    【請求項１２】  前記検出する工程が、前記複合体が存在する場合、試験シ

グナルを得るために、該複合体に結合する検出試薬を適用する工程を包含し、こ

こで、試験シグナルの存在または非存在が、前記動物の免疫状態を示す、請求項

１に記載の方法。

    【請求項１３】  前記検出試薬が、検出可能なマーカーに結合した抗体結合

パートナーを含む、請求項５、１２または２９に記載の発明。

    【請求項１４】  前記抗体結合パートナーが、Ｆｃ結合抗体、Ｆｃレセプタ

ー、および抗体結合細菌表面タンパク質からなる群より選択される、請求項１３

に記載の発明。

    【請求項１５】  請求項１３に記載の発明であって、ここで、前記検出可能

なマーカーが、酵素、放射性標識、蛍光標識、発光標識、リン光標識、発色標識

、金属ゾル標識、金属結合標識、物理的標識、電気的標識、およびリガンドから

なる群より選択される、発明。

    【請求項１６】  前記組換え抗原が、検出可能なマーカーをさらに含む、請

求項１、２または４に記載の発明。

    【請求項１７】  前記方法が、約１日以内で実行される、請求項１または２

に記載の方法。

    【請求項１８】  前記方法が、約１時間以内で実行される、請求項１または

２に記載の方法。

    【請求項１９】  前記方法が、約１分と約１５分との間の時間で実行される

、請求項１または２に記載の方法。

    【請求項２０】  前記組換え抗原が、組換えウイルス抗原、組換え細菌抗原

、組換え真菌抗原、組換え内部寄生生物抗原、および組換え外部寄生生物抗原か

らなる群より選択される、請求項１、２または３に記載の発明。

    【請求項２１】  前記組換え抗原が、組換えウイルス抗原である、請求項１

、２または３に記載の発明。

    【請求項２２】  前記組換え抗原が、カリチウイルスタンパク質、ジステン

パーウイルスタンパク質、ヘルペスウイルスタンパク質、白血病ウイルスタンパ

ク質、およびパルボウイルスタンパク質からなる群より選択される、請求項１、
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２または３に記載の発明。

    【請求項２３】  請求項１、２または３に記載の発明であって、ここで、前

記組換え抗原が、ネコカリチウイルスキャプシドタンパク質、ネコヘルペスウイ

ルス糖タンパク質Ｂタンパク質、ネコヘルペスウイルス糖タンパク質Ｃタンパク

質、ネコヘルペスウイルス糖タンパク質Ｄタンパク質、ネコパルボウイルスＶＰ

１２タンパク質、ネコパルボウイルスＶＰ２タンパク質、ネコ白血病ウイルスｐ

２７タンパク質、ネコ白血病ウイルスｇｐ７０タンパク質、ネコ白血病ウイルス

ｐ２７－ｇｐ７０融合タンパク質、イヌジステンパーウイルス融合タンパク質、

およびイヌジステンパーウイルス血球凝集素タンパク質からなる群より選択され

る、発明。

    【請求項２４】  請求項１、２または３に記載の発明であって、ここで、前

記組換え抗原が、ＰＦＣＶＣＰ６７１、ＰＦＣＶＣＰ５４７、ＰＦＰＶＶＰ２５

８４、ＰＦＰＶＶＰ２Ｃ２４３、ＰＦＰＶｐＶＰ１２６２０、ＰＦＰＶｐＶＰ２

４７７、ＰＦＨＶｇＢ９４３、ＰＦＨＶｇＢ２５０、ＰＦＨＶｇＣ５３４、ＰＦ

ＨＶｇＣ４６７、ＰＦＨＶｇＣ４６７（ｏｐｔ）、ＰＦＨＶｇＤ３７４、ＰＦＨ

ＶｇＤ３００、ＰＦｅＬＶｐ２７２５３、ＰＦｅＬＶｐ２７６１９、ＰＦｅＬＶ

ｐ２７－ｇｐ７０６１１、ＰＣＤＶＨ６０４、ＰＣＤＶＦ６６２、ＰＨｉｓ－Ｐ

ＦＣＶＣＰ６７１、ＰＨｉｓ－ＰＦＣＶＣＰ５４７、ＰＨｉｓ－ＰＦＰＶＶＰ２

５８４、ＰＨｉｓ－ＰＦＰＶＶＰ２Ｃ２４３、ＰＨｉｓ－ＰＦＰＶｐＶＰ１２６

２０、ＰＨｉｓ－ＰＦＰＶｐＶＰ２４７７、ＰＨｉｓ－ＰＦＨＶｇＢ９４３、Ｐ

Ｈｉｓ－ＰＦＨＶｇＢ２５０、ＰＨｉｓ－ＰＦＨＶｇＣ５３４、ＰＨｉｓ－ＰＦ

ＨＶｇＣ４６７、ＰＨｉｓ－ＰＦＨＶｇＣ４６７（ｏｐｔ）、ＰＨｉｓ－ＰＦＨ

ＶｇＤ３７４、ＰＨｉｓ－ＰＦＨＶｇＤ３００、ＰＨｉｓ－ＰＦｅＬＶｐ２７２

５３、ＰＨｉｓ－ＰＦｅＬＶｐ２７６１９、ＰＨｉｓ－ＰＦｅＬＶｐ２７－ｇｐ

７０６１１、ＰＨｉｓ－ＰＣＤＶＨ６０４、およびＰＨｉｓ－ＰＣＤＶＦ６６２

からなる群より選択される、発明。

    【請求項２５】請求項１、２または３に記載の発明であって、ここで、前記

組換え抗原が、ＰＦＣＶＣＰ６７１、ＰＦＣＶＣＰ５４７、ＰＦＰＶＶＰ２５８

４、ＰＦＰＶＶＰ２Ｃ２４３、ＰＦＰＶｐＶＰ１２６２０、ＰＦＰＶｐＶＰ２４



(6) 特表２００３－５２７５８４

７７、ＰＦＨＶｇＢ９４３、ＰＦＨＶｇＢ２５０、ＰＦＨＶｇＣ５３４、ＰＦＨ

ＶｇＣ４６７、ＰＦＨＶｇＣ４６７（ｏｐｔ）、ＰＦＨＶｇＤ３７４、ＰＦＨＶ

ｇＤ３００、ＰＦｅＬＶｐ２７２５３、ＰＦｅＬＶｐ２７６１９、ＰＦｅＬＶｐ

２７－ｇｐ７０６１１、ＰＣＤＶＨ６０４、およびＰＣＤＶＦ６６２からなる群

より選択される組換えタンパク質を含む、発明。

    【請求項２６】請求項１、２または３に記載の方法であって、ここで、前記

組換え抗体が、配列番号２、配列番号４、配列番号６、配列番号８、配列番号１

０、配列番号１２、配列番号１４、配列番号１６、配列番号１８、配列番号２０

、配列番号２２、配列番号２４、配列番号２６、配列番号２８、配列番号３０、

配列番号３２、配列番号３４および配列番号３６からなる群より選択されるアミ

ノ酸配列を含む、方法。

    【請求項２７】  請求項１、２または３に記載の方法であって、ここで、前

記組換え抗原が、配列番号１、配列番号３、配列番号５、配列番号７、配列番号

９、配列番号１１、配列番号１３、配列番号１５、配列番号１７、配列番号１９

、配列番号２１、配列番号２３、配列番号２５、配列番号２７、配列番号２９、

配列番号３１、配列番号３３および配列番号３５からなる群より選択される核酸

配列によってコードされる、方法。

    【請求項２８】  請求項１または２に記載の方法であって、ここで、前記生

物学的検体が、組換えカリチウイルス抗原、組換えヘルペスウイルス抗原および

組換えパルボウイルス抗原と接触され、カリチウイルス感染、ヘルペスウイルス

感染およびパルボウイルス感染に対する前記動物の請求項１に記載の免疫状態ま

たは請求項２に記載のワクチン接種状態が決定されるような条件下で該接触がな

される、方法。

    【請求項２９】  前記手段が、検出試薬を含む、請求項３に記載のアッセイ

。

    【請求項３０】  前記アッセイが、以下：

  （ａ）試験領域および参照領域を含む固体支持体；および

  （ｂ）参照試薬

をさらに含む、請求項３に記載のアッセイ。



(7) 特表２００３－５２７５８４

    【請求項３１】  前記試験領域が、前記組換え抗原を含む、請求項３に記載

のアッセイ。

    【請求項３２】  前記アッセイが、アッセイの確認のためのコントロール領

域をさらに含む、請求項３に記載のアッセイ。

    【請求項３３】  請求項１、２、３または４に記載の発明であって、ここで

、前記組換え抗原が、配列番号１、配列番号３、配列番号５、配列番号７、配列

番号９、配列番号１１、配列番号１３、配列番号１５、配列番号１７、配列番号

１９、配列番号２１、配列番号２３、配列番号２５、配列番号２７、配列番号２

９、配列番号３１、配列番号３３および配列番号３５からなる群より選択される

核酸配列を含む核酸分子、前記核酸配列のいずれかを含む核酸分子の対立遺伝子

改変体を含む核酸分子、ならびに該核酸配列のいずれかを含む核酸分子の縮重物

を含む核酸分子によってコードされる、発明。

    【請求項３４】  核酸分子であって、（ａ）請求項４に記載のタンパク質を

コードする核酸分子；（ｂ）配列番号２、配列番号４、配列番号６、配列番号８

、配列番号１０、配列番号１２、配列番号１４、配列番号１６、配列番号１８、

配列番号２０、配列番号２２、配列番号２４、配列番号２６、配列番号２８、配

列番号３０、配列番号３２、配列番号３４および配列番号３６からなる群より選

択されるアミノ酸配列を含むタンパク質をコードする核酸分子；（ｃ）配列番号

１、配列番号３、配列番号５、配列番号７、配列番号９、配列番号１１、配列番

号１３、配列番号１５、配列番号１７、配列番号１９、配列番号２１、配列番号

２３、配列番号２５、配列番号２７、配列番号２９、配列番号３１、配列番号３

３および配列番号３５からなる群より選択される核酸配列を含む核酸分子；（ｄ

）（ｃ）の核酸分子の対立遺伝子改変体を含む核酸分子；（ｅ）（ｃ）の核酸分

子の縮重物を含む核酸分子；および（ｆ）（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）また

は（ｅ）の核酸分子のいずれかに完全に相補的な核酸分子からなる群より選択さ

れる、核酸分子。

    【請求項３５】  請求項３３に記載の核酸分子を含む、組換え分子。

    【請求項３６】  請求項３３に記載の核酸分子を含む、組換え細胞。

    【請求項３７】  請求項４に記載の組換え抗原を生成する方法であって、該
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方法が、請求項３５に記載の組換え細胞を培養する工程であって、ここで、該細

胞が前記組換え抗原をコードする、工程；および該組換え抗原を回収する工程、

を包含する、方法。

    【請求項３８】  前期組換え抗原が、融合セグメントおよびリガンドからな

る群より選択される成分をさらに含む、請求項４に記載の組換え抗原。

    【請求項３９】  前記組換え抗原が、検出可能なマーカーをさらに含む、請

求項４に記載の組換え抗原。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （発明の分野）

  本発明は、一般的に動物における抗体の検出に有用な物質および方法に関する

。特に、本発明は、動物が、感染性因子による感染からの防御を示す抗体を有し

ているか否かを決定するために、動物の免疫状態を決定するための組換え抗原の

使用に関する。

      【０００２】

  （発明の背景）

  病原体に対するワクチン接種の必要性は、ヒトおよび他の動物において、長い

間認められている。ワクチン（特に、ウイルスに対するワクチン）の長期の効力

は、より近年になって関心の種となってきた。例えば、１つの最近の研究は、ネ

コパルボウイルス（ＦＰＶ）、ネコヘルペスウイルス（ＦＨＶ）、およびネコカ

リチウイルス（ＦＣＶ）に対する中和抗体力価が、ネコにおいてワクチン接種後

少なくとも３年間残存することを示した：Ｓｃｏｔｔら、１９９７、Ｆｅｌｉｎ

ｅ  Ｐｒａｃｔｉｃｅ  ２５、１２－１９を参照のこと。しかし、この抗体力価

は、経時的に低下し、そして任意の所定のネコが疾患に対して防御されたままで

ある正確な時間は、試験なしでは予測され得ない。ワクチン接種についての現在

のガイドラインは、ネコに３年毎にワクチン接種することを推奨している：例え

ば、Ｅｌｓｔｏｎら、１９９８、Ｆｅｌｉｎｅ  Ｐｒａｃｔｉｃｅ  ２６、１４

－１６；Ｅｌｓｔｏｎら、１９９８、Ｊ．Ａｍ．Ｖｅｔ．Ｍｅｄ．Ａｓｓｏｃ．

２１２、２２７－２４１を参照のこと。イヌについては、毎年イヌパルボウイル

スおよびイヌジステンパーウイルスに対して再ワクチン接種することが、現在推

奨されている。

      【０００３】

  しかし、ワクチン接種は、危険がないわけではない。アナフィラキシー、ワク

チン後イヌジステンパーウイルス脳炎、多発性関節症、糸球体腎炎、免疫媒介溶

血性貧血、自己免疫非再生性貧血（ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ  ｎｏｎｒｅｇｅｎｅ

ｒａｔｉｖｅ  ａｎｅｍｉａ）および免疫媒介血小板減少症は、すべて報告され
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ているワクチン接種に対する有害反応である；例えば、ＭｃＣａｗら、１９９８

、Ｌ．Ａｍ．Ｖｅｔ．Ｍｅｄ．Ａｓｓｏｃ．２１３、７２－７５を参照のこと。

ほんの一部のネコではまた、多重ワクチン注射後に、線維肉腫が発生することも

報告されている；例えば、Ｈｅｒｓｈｅｙら、２０００、Ｊ．Ａｍ．Ｖｅｔ．Ｍ

ｅｄ．Ａｓｓｏｃ．２１６、５８－６１を参照のこと。ワクチン接種に関連する

この危険は、少なくともいくつかのネコは、７年間より長い間特定のワクチン接

種を必要とし得ず、そして少なくともいくつかのイヌは、２年より長い間再ワク

チン接種を必要とし得ないことを示す最近の研究とあわせて、ワクチン接種前に

動物の免疫状態を決定するために抗体力価を測定することが望ましいことを示し

ている；Ｓｃｏｔｔら、１９９９、Ａｍ．Ｊ．Ｖｅｔ．Ｒｅｓ．６０、６５２－

５８、１９９９；ＭｃＣａｗら、同書を参照のこと。

      【０００４】

  しかし、Ｓｃｏｔｔら、１９９９、同書およびＭｃＣａｗら、同書によって実

施された免疫実験の持続は、ウイルス中和（「ＶＮ」）試験を利用して、試験動

物における感染防御抗体の量を決定した。特定のアッセイに依存して、ＶＮ試験

は代表的に、実施のため３日～４日間を必要とし、そして６日または７日間ほど

も長い期間も必要とし得る。時間は、ＶＮ試験の唯一不便な点である：この試験

はまた、実施のために熟練した実験者を必要とし、かなりのコストを費やし、そ

してバイオハザードの危険性を示す生きたウイルスの使用を含む。

      【０００５】

  酵素結合イムノソルベント検定法（ＥＬＩＳＡ）は、ＶＮ試験に対する代替案

を表す。ＥＬＩＳＡは、一晩のコーティング工程を通常必要とし、実際の試験は

、１日未満で実施される。この試験は、多重工程を必要とし、そして実施および

分析のために比較的熟練した技術者を必要とする。標準的な方法は、感染防御抗

体の検出のために、抗原としてウイルス全体（ｗｈｏｌｅ  ｖｉｒｕｓ）または

ウイルス感染細胞を使用して、やはりバイオハザードの危険性を提起する。例え

ば、Ｈｉｌｌら、１９９５、Ａｍ．Ｊ．Ｖｅｔ．Ｒｅｓ．５６、１１８１－１１

８７；Ｓｐｅｎｃｅｒら、１９９１、Ｊ．Ｗｉｌｄｌ．Ｄｉｓ．２７、５７８－

５８３；Ｆｉｓｃｕｓら、１９８５、Ａｍ．Ｊ．Ｖｅｔ．Ｒｅｓ．４６、８５９



(11) 特表２００３－５２７５８４

－６３を参照のこと。さらに、ウイルス全体の調製物は、ウイスルを増殖するた

めに使用される細胞由来の抗原で汚染される。例えば、Ｆｉｓｃｕｓら、同書に

おけるイヌパルボウイルス（ＣＰＶ）を得るための手順は、このような細胞性抗

原を調製物から完全に除去するのに十分ではない。ワクチン接種された動物由来

の血液または血清などの生物学的検体を試験サンプルとして使用する場合、ウイ

ルス調製物中の細胞性抗原は、動物が予めワクチン接種されたウイルス調製物中

にあるこのような細胞性タンパク質に応答して、この動物によって予め産生され

た抗体と反応し得る。イムノアッセイにおけるこのような細胞性抗原の存在は、

しばしばアッセイにおけるシグナルのレベルを増加し、それによって偽陽性また

はあいまいな結果を導く。

      【０００６】

  従って、動物の免疫状態を決定するために現在実施されている方法は、多数の

不利益を被る。これらの方法は、検出を望む各抗体型で多重化される。従って、

バイオハザードの物質の使用を必要とせず、そして偽陽性を導く汚染物質を含む

物質を利用しない、試験サンプル中の抗体を検出するための改良されたアッセイ

についての必要性が依然として存在する。１つ以上の感染性因子に対する抗体の

検出のためのアッセイについての必要性も依然として存在する。このアッセイは

、熟練していない人員によって獣医の医院において安価に比較的短期間で実施さ

れ得る。さらに、生成において安定かつ経済的なだけではなく、バッチ毎に一致

もする抗原試薬についての必要性も依然として存在する。

      【０００７】

  （発明の要旨）

  本発明は、一般的に動物の免疫状態の検出に有用な物質および方法に関する。

特に、本発明は、組換え抗原および動物における疾患に対する防御を示す抗体の

存在を決定するための試薬としてのそれらの使用に関する。

      【０００８】

  本発明の１つの実施形態は、動物の免疫状態を決定する方法である。このよう

な方法は、以下の工程を包含する：（ａ）動物の生物学的検体を、組換え抗原と

抗体との間での複合体の形成に適切な条件下で、感染性因子に対して選択的な抗
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体を検出するのに特異的な組換え感染性因子抗原と接触させる工程；および（ｂ

）複合体の存在または非存在を検出する工程であって、ここでこの複合体の存在

または非存在が、この動物の免疫状態を示す、工程。例えば、複合体の存在は、

動物が感染性因子による感染に感受性ではない（すなわち、防御される）ことを

示す。

      【０００９】

  本発明の別の実施形態は、動物をワクチン接種するか否かを決定する方法であ

る。このような方法は、以下の工程を包含する：（ａ）動物の生物学的検体を、

組換え抗原と抗体との間での複合体の形成に適切な条件下で、感染性因子に対し

て選択的な抗体を検出するのに特異的な組換え感染性因子抗原と接触させる工程

；および（ｂ）複合体の存在または非存在を検出する工程。このような複合体の

存在は、この動物がワクチン接種される必要はないことを示し、一方、このよう

な複合体の非存在は、この動物がワクチン接種されるべきことを示す。

      【００１０】

  本発明のさらに別の実施形態は、動物の免疫状態を決定するアッセイである。

このようなアッセイは、（ａ）感染性因子に対して選択的な抗体を検出するのに

特異的な組換え感染性因子抗原；および（ｂ）この組換え抗原に選択的に結合す

る抗体を検出する手段を含む。

      【００１１】

  本発明はまた、以下の組換え抗原を含む：ＰＦＣＶＣＰ６７１、ＰＦＣＶＣＰ

５４７、ＰＦＰＶＶＰ２５８４、ＰＦＰＶＶＰ２Ｃ２４３、ＰＦＰＶｐＶＰ１２

６２０、ＰＦＰＶｐＶＰ２４７７、ＰＦＨＶｇＢ９４３、ＰＦＨＶｇＢ２５０、

ＰＦＨＶｇＣ５３４、ＰＦＨＶｇＣ４６７、ＰＦＨＶｇＣ４６７（ｏｐｔ）、Ｐ

ＦＨＶｇＤ３７４、ＰＦＨＶｇＤ３００、ＰＦｅＬＶｐ２７２５３、ＰＦｅＬＶ

ｐ２７６１９、ＰＦｅＬＶｐ２７－ｇｐ７０６１１、ＰＣＤＶＨ６０４、および

ＰＣＤＶＦ６６２。これらの組換え抗原は、それぞれ以下のアミノ酸配列によっ

て表わされる：配列番号２、配列番号４、配列番号６、配列番号８、配列番号１

０、配列番号１２、配列番号１４、配列番号１６、配列番号１８、配列番号２０

、配列番号２２、配列番号２４、配列番号２６、配列番号２８、配列番号３０、
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配列番号３２、配列番号３４および配列番号３６。含まれるものはまた、このよ

うな組換え抗原をコードする核酸分子およびこのようなコード配列に完全に相補

的な核酸分子である。含まれるものはまた、組換え分子およびこのような核酸分

子を含む組換え細胞ならびにこのような核酸分子、組換え分子、組換え細胞、お

よび組換え抗原を生成する方法である。

      【００１２】

  （発明の詳細な説明）

  本発明は、動物の免疫状態を決定するための方法を含む。本明細書で使用され

る場合、動物の免疫状態を決定するという句は、動物において所定の感染性因子

に対して選択的な抗体を検出するための方法をいう。このような抗体の存在は、

この動物がこの感染性因子による感染から防御されることを示す。このような動

物は、感染性因子による感染に感受性ではないので、ワクチン接種される必要は

ない。動物の免疫状態を決定する本発明の方法は、以下の工程を包含する：（ａ

）動物の生物学的検体を、組換え抗原と抗体との間での複合体の形成に適切な条

件下で、感染性因子に対して選択的な抗体を検出するのに特異的な組換え感染性

因子抗原と接触させる工程；および（ｂ）複合体の存在または非存在を検出する

工程であって、ここで複合体の存在または非存在が、動物の免疫状態を示す、工

程。１つの実施形態において、このような方法は、動物をワクチン接種するかど

うかを決定するために使用される。本発明はまた、動物の免疫状態を決定するた

めのアッセイおよびこのような方法またはアッセイに使用され得る組換え抗原を

含む。含まれるものはまた、このような組換え抗原をコードする核酸分子、組換

え分子および組換え細胞ならびにこのような分子および細胞を産生する方法およ

び使用する方法である。

      【００１３】

  組換え抗原が、動物の免疫状態を正確に決定する方法に必須のものであること

は、本発明者らにとっては驚くことであった。このような方法におけるのウイル

ス全体の使用は、ウイルス調製物と細胞性抗原を同時精製することによって引き

起こされる偽陽性の可能性があるため受容不可能であることが見出された。細胞

性抗原を用いる問題は、ウイルスが大規模調製物において単離される場合、いっ
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そう大きくなった。これらの問題を克服するために、例えば、ウイルスを精製す

るための超遠心分離または塩化セシウム精製技術を使用する試みがなされたが、

細胞性抗原の受容不可能なレベルが残った。実施例においてより詳細に記載され

るように、各ウイルスが増殖するＣｒａｎｄｅｌｌネコ腎臓（Ｃｒａｎｄｅｌｌ

  ｆｅｌｉｎｅ  ｋｉｄｎｅｙ）（ＣＲＦＶ）細胞から精製されるネコカリチウ

イルス（ＦＣＶ）、ネコヘルペスウイルス（ＦＨＶ）またはネコパルボウイルス

（ＦＰＶ）を含む試薬（すなわち、超遠心分離によって精製されるＦＣＶもしく

はＦＨＶまたは塩化セシウムを介して精製されるＦＰＶ）が、各ウイルスを予め

投与されたネコにおいて抗体を検出するためのＥＬＩＳＡにおいて陽性結果を生

じるのみならず、各「コントロール」試薬が、感染していないＣＲＦＫ細胞から

同じ様式で精製される。「コントロール」試薬から得られたデータは、受容不可

能な偽陽性結果を示し、本発明者らが免疫状態アッセイを開発するための代替の

経路を追及することを導いた。本発明者らは、組換え的に生成されたウイルス抗

原が、イムノアッセイによる動物の免疫状態の決定において受容可能なバックグ

ラウンドレベルで、予期しない良好な結果を得ることを続いて見出した。

      【００１４】

  このように、本発明は、以下の工程を包含する、動物の免疫状態を決定する方

法を含む：（ａ）動物の生物学的検体を、組換え抗原と抗体との間での複合体の

形成に適切な条件下で、感染性因子に対して選択的な抗体を検出するのに特異的

な組換え感染性因子抗原と接触させる工程；および（ｂ）複合体の存在または非

存在を検出する工程であって、ここで複合体の存在または非存在が、この動物の

免疫状態を示す、工程。用語、実体（「ａ」ｅｎｔｉｔｙ  ｏｒ  「ａｎ」ｅｎ

ｔｉｔｙ）は、１つ以上のその実体をいい：例えば、組換え抗原は、１つ以上の

抗原またはすくなくとも１つの抗原をいう、ことに注意するべきである。このよ

うに、用語「１つの」（「ａ」）（または「１つの」（「ａｎ」））、「１つ以

上の」および「少なくとも１つの」は、本明細書中で交換的に使用され得る。用

語「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」、「含有する（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」、

および「有する（ｈａｖｉｎｇ）」は、交換的に使用され得ることにもまた注意

するべきである。
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      【００１５】

  本明細書中で使用する場合、組換え感染性因子抗原は、組換え核酸技術を使用

して産生される感染性因子の抗原である。本明細書中において本発明の組換え抗

原または単に組換え抗原と言及される、このような抗原は、感染性因子に対して

選択的な抗体を特異的に検出するその能力によって簡単な様式で同定され得る。

本明細書中で使用される場合、本明細書中において抗感染性因子抗体と言及され

る、感染性因子に対して選択的な抗体は、異なる無関連の感染性因子への結合と

は対照的にこの感染性因子に優先的に結合するという点で、その感染性因子に選

択的に結合する抗体である。本発明に従って、このような抗体は、動物の生物学

的検体に存在することに注意するべきである。なぜなら、動物に感染する際に、

所定の感染性因子が、この感染性因子に対して選択的なこのような抗体の産生を

含む免疫応答を誘導するからである。本発明の組換え抗原はまた、組換え抗原が

、このような検出を可能にするのに十分に感染性因子上の対応する抗原に類似し

ているという点で、このような抗体の存在を特異的に検出し得る。このような検

出の特異性は、動物が、関連しない感染性因子ではなく所定の感染性因子に対す

る抗体を有するということを確かめることを可能にする。抗原と抗体との結合は

、当業者に公知の種々の方法（例えば、本明細書中の他の箇所に開示される方法

であるが、それらに限定されない）を使用して測定され得る。好ましくは、本発

明の組換え抗原は、本発明の抗感染性因子抗体に対して約１０８  ｌ／ｍｏｌ（

Ｍ－１）～約１０１２Ｍ－１の結合親和性を有する。

      【００１６】

  本発明の組換え感染性因子抗原は、感染性因子上で見出される抗原に正確に対

応し得るか、または組換え抗原は、このようなネイティブ抗原のホモログであり

得る。ホモログの例としては、アミノ酸が欠失（例えば、ペプチドなどのタンパ

ク質の短縮型（ｔｒｕｎｃａｔｉｏｎ）バーション）、挿入、転位、置換および

または誘導体化（グリコシル化、リン酸化、アセチル化、ミリストイル化、プレ

ニル化、パルミトイル化、アミド化、および／またはグリセロホスファチジルイ

ノシトールの付加による）されているタンパク質が挙げられる。その結果、ホモ

ログは、抗感染性因子抗体を有する免疫複合体（本明細書中で複合体としてまた
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呼ばれる）を形成し得る少なくとも１つのエピトープを含む。本明細書中で使用

される場合、用語、エピトープは、抗体の抗原結合部位に選択的に結合し得る、

タンパク質または他の抗原の最も小さい部分をいう。タンパク質エピトープの最

小のサイズは、約４アミノ酸であることを当業者にとって十分認識されている。

１つの実施形態において、本発明の組換え抗原は、改変されて、より可溶性の抗

原を産生する。核酸配列またはタンパク質自体のいずれかを改変することによっ

て、より可溶性の抗原を産生する方法は、当業者にとっては周知である。このよ

うな方法の１つの例（限定されないことが意図される）は、タンパク質ヨードア

セトイミド化（ｉｏｄｏａｃｅｔｉｍｉｄａｔｉｏｎ）である。

      【００１７】

  組換え抗原ホモログは、天然の対立遺伝子改変または天然変異の結果であり得

る。本発明のホモログはまた、当該分野で公知の技術（タンパク質に対する直接

改変または例えば、ランダムまたは標的化された変異誘発に影響する古典的な核

酸分子技術または組換え核酸分子技術を使用して、タンパク質をコードする核酸

分子を改変することが挙げられるが、それらに限定されない）を使用して生成さ

れ得る。

      【００１８】

  本発明の組換え抗原としては、全長タンパク質、所定の核酸配列の対立遺伝子

改変体によってコードされるタンパク質、ハイブリッドタンパク質、融合タンパ

ク質、多価タンパク質、およびタンパク質の短縮型ホモログであるか、またはタ

ンパク質の少なくとも１つの部分のタンパク質分解産物であるタンパク質が挙げ

られるが、それらに限定されないことが理解されるべきである。本明細書中で使

用される場合、用語、ハイブリッドタンパク質は、少なくとも２つの異なるタン

パク質から生成される（すなわち、少なくとも２つの異なるタンパク質由来のド

メインを有する）単一のタンパク質をいう。

      【００１９】

  組換え抗原を生成する方法に起因して、本発明の組換え抗原は、天然の環境か

ら取り出されている。このように、組換え抗原は、単離されているかまたは、生

物学的に純粋である。このような用語は、組換え抗原が純粋である程度を問わな
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い。好ましい組換え抗原は、タンパク質を発現する組換え細胞から精製される。

本発明の組換え抗原を生成する方法の例は、本明細書中の他の箇所に開示される

。

      【００２０】

  本発明の組換え感染性因子抗原は、感染性因子に対応する（例えば、由来する

）任意の組換え抗原である。好ましいのは、動物がこの因子による感染に感受性

であるかどうかを決定することを所望する感染性因子である。適切な感染性因子

として、ウイルス、細菌、真菌、内部寄生生物および外部寄生生物が挙げられる

が、これらに限定されない。このように、適切な組換え感染性因子抗原としては

、組換えウイルス、細菌、真菌、内部寄生生物および外部寄生生物の抗原が挙げ

られるが、これらに限定されない。ウイルス感染性因子の例としては、アデノウ

イルス、カリチウイルス、コロナウイルス、ジステンパーウイルス、肝炎ウイル

ス、ヘルペスウイルス、免疫不全ウイルス、伝染性腹膜炎ウイルス、白血病ウイ

ルス、腫瘍ウイルス、乳頭腫ウイルス、パラインフルエンザウイルス、パルボウ

イルス、狂犬病ウイルス、およびレオウイルスならびに他の癌原因（ｃａｎｃｅ

ｒ－ｃａｕｓｉｎｇ）ウイルスまたは癌関連ウイルスが挙げられるが、これらに

限定されない。細菌感染性因子の例としては、Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｓ、Ｂａｃ

ｉｌｌｕｓ、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ、Ｂａｒｔｏｎｅｌｌａ、Ｂｏｒｄｅｔｅ

ｌｌａ、Ｂｏｒｒｅｌｉａ、Ｂｒｕｃｅｌｌａ、Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ、

Ｃａｐｎｏｃｙｔｏｐｈａｇａ、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ、Ｃｏｒｙｎｅｂａｃ

ｔｅｒｉｕｍ、Ｃｏｘｉｅｌｌａ、Ｄｅｒｍａｔｏｐｈｉｌｕｓ、Ｅｈｒｌｉｃ

ｈｉａ、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ、Ｆｒａｎｃｉｓ

ｅｌｌａ、Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、Ｈａｅｍｏｂａｒｔｏｎｅｌｌａ、Ｈ

ｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ、Ｌ－型細菌、Ｌｅｐｔｏｓｐ

ｉｒａ、Ｌｉｓｔｅｒｉａ、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａ、Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ

、Ｎｅｏｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ、Ｎｏｃａｒｄｉａ、Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ、

Ｐｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ、Ｐｅｐｔｏｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ、Ｐｒｏｔｅ

ｕｓ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ、Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ、Ｒｏｃｈａｌｉｍａｅ

ａ、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ、Ｓｈｉｇｅｌｌａ、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
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、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ、およびＹｅｒｓｉｎｉａが挙げられるが、これ

らに限定されない。真菌感染性因子の例としては、Ａｂｓｉｄｉａ、Ａｃｒｅｍ

ｏｎｉｕｍ、Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ、Ｂａｓｉｄｉｏ

ｂｏｌｕｓ、Ｂｉｐｏｌａｒｉｓ、Ｂｌａｓｔｏｍｙｃｅｓ、Ｃａｎｄｉｄａ、

Ｃｈｌａｍｙｄｉａ、Ｃｏｃｃｉｄｉｏｉｄｅｓ、Ｃｏｎｉｄｉｏｂｏｌｕｓ、

Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓ、Ｃｕｒｖａｌａｒｉａ、Ｅｐｉｄｅｒｍｏｐｈｙｔ

ｏｎ、Ｅｘｏｐｈｉａｌａ、Ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍ、Ｈｉｓｔｏｐｌａｓｍａ、

Ｍａｄｕｒｅｌｌａ、Ｍａｌａｓｓｅｚｉａ、Ｍｉｃｒｏｓｐｏｒｕｍ、Ｍｏｎ

ｉｌｉｅｌｌａ、Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ、Ｍｕｃｏｒ、Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃ

ｅｓ、Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ、Ｐｈｉａｌｅｍｏｎｉｕｍ、Ｐｈｉａｌｏｐｈ

ｏｒａ、Ｐｒｏｔｏｔｈｅｃａ、Ｐｓｅｕｄａｌｌｅｓｃｈｅｒｉａ、Ｐｓｅｕ

ｄｏｍｉｃｒｏｄｏｃｈｉｕｍ、Ｐｙｔｈｉｕｍ、Ｒｈｉｎｏｓｐｏｒｉｄｉｕ

ｍ、Ｒｈｉｚｏｐｕｓ、Ｓｃｏｌｅｃｏｂａｓｉｄｉｕｍ、Ｓｐｏｒｏｔｈｒｉ

ｘ、Ｓｔｅｍｐｈｙｌｉｕｍ、Ｔｒｉｃｈｏｐｈｙｔｏｎ、Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏ

ｒｏｎ、およびＸｙｌｏｈｙｐｈａが挙げられるが、これらに限定されない。原

生動物寄生生物感染性因子の例としては、Ｂａｂｅｓｉａ、Ｂａｌａｎｔｉｄｉ

ｕｍ、Ｂｅｓｎｏｉｔｉａ、Ｃｒｙｐｔｏｓｐｏｒｉｄｉｕｍ、Ｅｉｍｅｒｉａ

、Ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｏｚｏｏｎ、Ｅｎｔａｍｏｅｂａ、Ｇｉａｒｄｉａ、Ｈ

ａｍｍｏｎｄｉａ、Ｈｅｐａｔｏｚｏｏｎ、Ｉｓｏｓｐｏｒａ、Ｌｅｉｓｈｍａ

ｎｉａ、Ｍｉｃｒｏｓｐｏｒｉｄｉａ、Ｎｅｏｓｐｏｒａ、Ｎｏｓｅｍａ、Ｐｅ

ｎｔａｔｒｉｃｈｏｍｏｎａｓ、Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ、Ｐｎｅｕｍｏｃｙｓｔ

ｉｓ、Ｓａｒｃｏｃｙｓｔｉｓ、Ｓｃｈｉｓｔｏｓｏｍａ、Ｔｈｅｉｌｅｒｉａ

、Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ、およびＴｒｙｐａｎｏｓｏｍａが挙げられるが、これ

らに限定されない。蠕虫寄生生物感染性因子の例としては、Ａｃａｎｔｈｏｃｈ

ｅｉｌｏｎｅｍａ、Ａｅｌｕｒｏｓｔｒｏｎｇｙｌｕｓ、Ａｎｃｙｌｏｓｔｏｍ

ａ、Ａｎｇｉｏｓｔｒｏｎｇｙｌｕｓ、Ａｓｃａｒｉｓ、Ｂｒｕｇｉａ、Ｂｕｎ

ｏｓｔｏｍｕｍ、Ｃａｐｉｌｌａｒｉａ、Ｃｈａｂｅｒｔｉａ、Ｃｏｏｐｅｒｉ

ａ、Ｃｒｅｎｏｓｏｍａ、Ｄｉｃｔｙｏｃａｕｌｕｓ、Ｄｉｏｃｔｏｐｈｙｍｅ

、Ｄｉｐｅｔａｌｏｎｅｍａ、Ｄｉｐｈｙｌｌｏｂｏｔｈｒｉｕｍ、Ｄｉｐｌｙ



(19) 特表２００３－５２７５８４

ｄｉｕｍ、Ｄｉｒｏｆｉｌａｒｉａ、Ｄｒａｃｕｎｃｕｌｕｓ、Ｅｎｔｅｒｏｂ

ｉｕｓ、Ｆｉｌａｒｏｉｄｅｓ、Ｈａｅｍｏｎｃｈｕｓ、Ｌａｇｏｃｈｉｌａｓ

ｃａｒｉｓ、Ｌｏａ、Ｍａｎｓｏｎｅｌｌａ、Ｍｕｅｌｌｅｒｉｕｓ、Ｎａｎｏ

ｐｈｙｅｔｕｓ、Ｎｅｃａｔｏｒ、Ｎｅｍａｔｏｄｉｒｕｓ、Ｏｅｓｏｐｈａｇ

ｏｓｔｏｍｕｍ、Ｏｎｃｈｏｃｅｒｃａ、Ｏｐｉｓｔｈｏｒｃｈｉｓ、Ｏｓｔｅ

ｒｔａｇｉａ、Ｐａｒａｆｉｌａｒｉａ、Ｐａｒａｇｏｎｉｍｕｓ、Ｐａｒａｓ

ｃａｒｉｓ、Ｐｈｙｓａｌｏｐｔｅｒａ、Ｐｒｏｔｏｓｔｒｏｎｇｙｌｕｓ、Ｓ

ｅｔａｒｉａ、Ｓｐｉｒｏｃｅｒｃａ、Ｓｐｉｒｏｍｅｔｒａ、Ｓｔｅｐｈａｎ

ｏｆｉｌａｒｉａ、Ｓｔｒｏｎｇｙｌｏｉｄｅｓ、Ｓｔｒｏｎｇｙｌｕｓ、Ｔｈ

ｅｌａｚｉａ、Ｔｏｘａｓｃａｒｉｓ、Ｔｏｘｏｃａｒａ、Ｔｒｉｃｈｉｎｅｌ

ｌａ、Ｔｒｉｃｈｏｓｔｒｏｎｇｙｌｕｓ、Ｔｒｉｃｈｕｒｉｓ、Ｕｎｃｉｎａ

ｒｉａ、およびＷｕｃｈｅｒｅｒｉａが挙げられるが、これらに限定されない。

外部寄生生物感染性因子の例としては、ノミ；マダニおよびヒメダニを含むダニ

；ハエ（例えば、ユスリカ、カ、スナバエ、ブユ、アブ、ツノサシバエ、メクラ

アブ、ツェツェバエ、サシバエ、ハエウジ病因バエ（ｃａｕｓｉｎｇ  ｆｌｙ）

および噛み付きナット（ｂｉｔｉｎｇ  ｇｎｕｔ））；アリ；クモ；シラミ；ダ

ニ（ｍｉｔｅ）；ならびに半翅類昆虫（ｔｒｕｅ  ｂｕｇ）（例えば、トコジラ

ミおよびサシガメ）が挙げられるが、これらに限定されない。

      【００２１】

  本発明の好ましい組換え抗原としては、アデノウイルスタンパク質、カリチウ

イルスタンパク質、コロナウイルスタンパク質、ジステンパーウイルスタンパク

質、ヘルペスウイルスタンパク質、免疫不全ウイルスタンパク質、インフルエン

ザウイルスタンパク質、白血病ウイルスタンパク質、パルボウイルスタンパク質

、狂犬病ウイルスタンパク質、Ｂａｒｔｏｎｅｌｌａタンパク質、Ｅｈｒｌｉｃ

ｈｉａタンパク質、Ｈａｅｍｏｂａｒｔｏｎｅｌｌａタンパク質、Ｌｅｐｔｏｓ

ｐｉｒａタンパク質、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓタンパク質、原虫ｍｙｅｌｏ

ｅｃｅｐｈａｌｉｔｉｓタンパク質、Ｄｉｒｏｆｉｌａｒｉａタンパク質、およ

びＧｉａｒｄｉａタンパク質が挙げられる。より好ましい組換え抗原としては、

ネコカリチウイルスタンパク質、ネココロナウイルスタンパク質、ネコヘルペス
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ウイルスタンパク質、ネコ白血病タンパク質、ネコパルボウイルスタンパク質、

イヌアデノウイルスタンパク質、イヌコロナウイルスタンパク質、イヌジステン

パーウイルスタンパク質、イヌパルボウイルスタンパク質、狂犬病ウイルスタン

パク質、ウマＩ型ヘルペスウイルスタンパク質、ウマＩＶ型ヘルペスウイルスタ

ンパク質、ウマインフルエンザウイルスタンパク質、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕ

ｓ  ｅｑｕｉｉタンパク質、およびＥｈｒｌｉｃｈｉａタンパク質が挙げられる

。本発明のさらにより好ましい組換え抗原としては、ネコカリチウイルスキャプ

シドタンパク質（ｒＦＣＶＣＰタンパク質）、ネコヘルペスウイルス糖タンパク

質Ｂ（ｇＢ）タンパク質（ｒＦＨＶｇＢタンパク質）、ネコヘルペスウイルス糖

タンパク質Ｃ（ｇＣ）タンパク質（ｒＦＨＶｇＣタンパク質）、ネコヘルペスウ

イルス糖タンパク質Ｄ（ｇＤ）タンパク質（ｒＦＨＶ  ｇＤタンパク質）、ネコ

パルボウイルスＶＰ１２タンパク質（ｒＦＰＶＶＰ１２）、ネコパルボウイルス

ＶＰ２タンパク質（ｒＦＰＶＶＰ２タンパク質）、ネコ白血病ウイルスｐ２７タ

ンパク質（ｒＦｅＬＶｐ２７タンパク質）、ネコ白血病ウイルス糖タンパク質７

０タンパク質（ｒＦｅＬＶｐｇ７０タンパク質）、ｐ２７／ｇｐ７０融合タンパ

ク質（ｒＦｅＬＶｐ２７－ｇｐ７０タンパク質）、ネコジステンパーウイルス融

合タンパク質（ｒＣＤＶＦタンパク質）、およびイヌジステンパーウイルス赤血

球凝集素タンパク質（ｒＣＤＶＨタンパク質）が挙げられる。本発明のさらによ

り好ましい組換え抗原としては、ＰＦＣＶＣＰ６７１、ＰＦＣＶＣＰ５４７、Ｐ

ＦＰＶＶＰ２５８４、ＰＦＰＶＶＰ２Ｃ２４３、ＰＦＰＶｐＶＰ１２６２０、Ｐ

ＦＰＶｐＶＰ２４７７、ＰＦＨＶｇＢ９４３、ＰＦＨＶｇＢ２５０、ＰＦＨＶｇ

Ｃ５３４、ＰＦＨＶｇＣ４６７、ＰＦＨＶｇＣ４６７（ｏｐｔ）、ＰＦＨＶｇＤ

３７４、ＰＦＨＶｇＤ３００、ＰＦｅＬＶｐ２７２５３、ＰＦｅＬＶｐ２７６１

９、ＰＦｅＬＶｐ２７－ｇｐ７０６１１、ＰＣＤＶＨ６０４、およびＰＣＤＶＦ

６６２が挙げられ、これらの特徴および産生は、実施例において記載される。こ

のような組換えタンパク質は、以下のそれぞれのアミノ酸配列を有する：配列番

号２、配列番号４、配列番号６、配列番号８、配列番号１０、配列番号１２、配

列番号１４、配列番号１６、配列番号１８、配列番号２０、配列番号２２、配列

番号２４、配列番号２６、配列番号２８、配列番号３０、配列番号３２、配列番
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号３４および配列番号３６。

      【００２２】

  本発明の特に好ましい組換え抗原は、以下のアミノ酸配列の少なくとも１つを

有するタンパク質を含む：配列番号２、配列番号４、配列番号６、配列番号８、

配列番号１０、配列番号１２、配列番号１４、配列番号１６、配列番号１８、配

列番号２０、配列番号２２、配列番号２４、配列番号２６、配列番号２８、配列

番号３０、配列番号３２、配列番号３４および配列番号３６。このような引用さ

れたアミノ酸配列を有するこのような抗原のいずれかのフラグメント、対応する

感染性因子について選択的な抗体に結合し得るフラグメントである組換え抗原も

また、好ましい。好ましい組換え抗原は、（ａ）以下の核酸配列：配列番号１、

配列番号３、配列番号５、配列番号７、配列番号９、配列番号１１、配列番号１

３、配列番号１５、配列番号１７、配列番号１９、配列番号２１、配列番号２３

、配列番号２５、配列番号２７、配列番号２９、配列番号３１、配列番号３３お

よび配列番号３５の少なくとも１つを有するか；（ｂ）（ａ）の核酸配列の縮重

体であるか；（ｃ）（ａ）の核酸配列の対立遺伝子改変体であるか；あるいは（

ｄ）（ａ）、（ｂ）、または（ｃ）の核酸分子のいずれか１つのフラグメントで

ある、核酸分子によってコードされ得る。上述の配列番号は、実施例において開

示される方法によって推定された核酸配列およびアミノ酸配列を示す。核酸配列

決定技術は、完全に誤りがないというわけではないので、前述の配列番号は、せ

いぜい、本発明の特定の核酸分子および組換え抗原の見かけの核酸配列およびア

ミノ酸配列をそれぞれ示すことに注意すべきである。さらに、前述の配列番号に

おいてみられるバリエーションもまた、少なくとも部分的に、対立遺伝子のバリ

エーションに起因し得、これは、とりわけ、遺伝的浮動によって引き起こされ得

る。

      【００２３】

  本発明のさらなる好ましい組換え抗原は、以下のアミノ酸配列の少なくとも１

つを有するタンパク質と、アミノ酸レベルで、少なくとも約７０％、好ましくは

少なくとも約７５％、より好ましくは少なくとも約８０％、より好ましくは少な

くとも８５％、より好ましくは少なくとも約９０％、より好ましくは少なくとも
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約９５％、そしてより好ましくは少なくとも約１００％の同一性を共有する：配

列番号２、配列番号４、配列番号６、配列番号８、配列番号１０、配列番号１２

、配列番号１４、配列番号１６、配列番号１８、配列番号２０、配列番号２２、

配列番号２４、配列番号２６、配列番号２８、配列番号３０、配列番号３２、配

列番号３４および配列番号３６。このような抗原のフラグメント、および特に、

長さが、少なくとも約５、１０、１５、２０、２５、３０、４０、５０、６０、

７０、８０、９０、１００、１５０、２００、２５０、３００、３５０、４００

、４５０、５００、５５０、６００、６５０、７００、７５０、８００、８５０

、または９００アミノ酸であるフラグメントもまた好ましい。

      【００２４】

  本発明はまた、組換え抗原核酸分子を含む。本発明の組換え抗原核酸分子は、

本発明の組換え抗原をコードする任意の組換え核酸分子ならびに任意のこのよう

なコード配列に完全に相補的な核酸分子を含む。本発明の核酸分子は、一本鎖ま

たは二本鎖であり得る。本発明に従って、単離された核酸分子は、その自然環境

から取り出された（すなわち、ヒト操作に供された）核酸分子であり、そして、

ＤＮＡ、ＲＮＡ、あるいはＤＮＡまたはＲＮＡのいずれかの誘導体を含み得る。

用語単離されたとは、核酸分子が精製された程度を反映しないことに注意する。

本発明の組換え抗原核酸分子は、その天然の供給源から単離され得るか、または

組換えＤＮＡ技術（例えば、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）増幅またはクロー

ニング）もしくは化学的合成を使用して産生され得る。成句核酸分子は、物質的

な核酸分子をいい、そして、成句核酸配列は、主に、核酸分子上のヌクレオチド

の配列をいうが、この２つの成句は、交換可能に使用され得る。

      【００２５】

  本発明の核酸分子は、天然の単離体またはそのホモログであり得る。核酸分子

ホモログは、天然の対立遺伝子改変体、および改変が本発明の組換え抗原をコー

ドする核酸分子の能力を実質的に干渉しない様式で、１つ以上のヌクレオチド挿

入、欠失、置換、および／または逆位によって改変された核酸分子を含む。本発

明の核酸分子ホモログは、多数の当業者に公知の方法；例えば、Ｓａｍｂｒｏｏ

ｋら、１９８９、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏ
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ｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｓ  Ｐｒ

ｅｓｓ；Ｓａｂｒｏｏｋら、同書は、その全体が本明細書中に参考として援用さ

れる、を使用して産生され得る。例えば、核酸分子は、種々の技術を使用して改

変され得、これらの技術としては、以下を含むがこれらに限定されない：部位特

異的変異誘発のような伝統的な変異誘発および組換えＤＮＡ技術、化学的処理、

制限酵素切断、核酸フラグメントのライゲーション、ＰＣＲ増幅、核酸分子の混

合物を構築するためのオリゴヌクレオチド混合物の合成および混合物群のライゲ

ーション、ならびにそれらの組み合わせ。核酸分子ホモログは、ハイブリダイゼ

ーションによってか、または核酸分子によってコードされたタンパク質の機能（

例えば、対応する感染性因子について選択的な抗体を検出する能力）についてス

クリーニングすることによって、選択され得る。

      【００２６】

  本発明の適切でそして好ましい核酸分子は、本明細書中に開示されるような適

切でそして好ましい組換え抗原をコードする。本発明の特に好ましい核酸分子は

、以下の核酸配列を含む：配列番号１、配列番号３、配列番号５、配列番号７、

配列番号９、配列番号１１、配列番号１３、配列番号１５、配列番号１７、配列

番号１９、配列番号２１、配列番号２３、配列番号２５、配列番号２７、配列番

号２９、配列番号３１、配列番号３３および配列番号３５；ならびにこのような

配列に対して完全に相補的な核酸配列を有する核酸分子。特に好ましい二本鎖核

酸分子としては、ｎＦＣＶＣＰ２０１３、ｎＦＣＶＣＰ１６４１、ｎＦＰＶＶＰ

２１７５１、ｎＦＰＶＶＰ２Ｃ７２９、ｎＦＰＶｐＶＰ１２１８６０、ｎＦＰＶ

ｐＶＰ２１４３１、ｎＦＨＶｇＢ２８２９、ｎＦＨＶｇＢ７５０、ｎＦＨＶｇＣ

１６０２、ｎＦＨＶｇＣ１４０１、ｎＦＨＶｇＣ１４０１（ｏｐｔ）、ｎＦＨＶ

ｇＤ１１２２、ｎＦＨＶｇＤ９００、ｎＦｅＬＶｐ２７７５９、ｎＦｅＬＶｐ２

７１８５７、ｎＦｅＬＶｐ２７－ｇｐ７０１８３３、ｎＣＤＶＨ１８１２、およ

びｎＣＤＶＦ１９８６が挙げられる。引用された核酸配列を有する上記の核酸分

子およびその対立遺伝子改変体である核酸分子のいずれかに対する縮重配列を有

する核酸分子、ならびに上記の核酸分子のいずれかのフラグメントもまた、好ま

しい。本明細書中で使用される場合、引用された核酸配列と比較して縮重する配



(24) 特表２００３－５２７５８４

列を有する核酸分子は、引用された配列を有する核酸分子と同じタンパク質をコ

ードする核酸分子であるが、その遺伝子コードの縮重性に起因して異なる核酸配

列を有する核酸分子である。本明細書中で使用される場合、引用される核酸配列

を有する核酸分子の対立遺伝子改変体は、本明細書中に引用される特定の配列番

号を含む遺伝子と基本的に同じゲノム中の座位に存在する遺伝子である核酸分子

である。しかし、本明細書中に引用される特定の配列番号は、例えば、変異また

は組換えによって引き起こされる天然のバリエーションに起因して、類似である

が同一ではない配列を有する。このような遺伝子に由来するｃＤＮＡの対立遺伝

子改変体もまた、用語対立遺伝子に含まれる。天然の選択は、代表的に機能に影

響する変更に対して選択するので、対立遺伝子は、通常、それらが比較される遺

伝子によってコードされるタンパク質の活性と類似した活性を有するタンパク質

をコードする。核酸分子の対立遺伝子改変体はまた、遺伝子の５’または３’非

翻訳領域における（例えば、調節制御領域における）変更を含み得るか、または

新生転写物の選択的なスプライシングを含み得、それにより、選択的なエキソン

を近接させる。対立遺伝子改変体は、当該分野で周知であり、そして、所定の感

染性因子中で見出されることが予期される。

      【００２７】

  本発明のさらなる好ましい組換え抗原核酸分子は、以下の核酸配列の少なくと

も１つを有する核酸分子と、核酸レベルで、少なくとも約７０％、好ましくは少

なくとも約７５％、より好ましくは少なくとも約８０％、より好ましくは少なく

とも８５％、より好ましくは少なくとも約９０％、より好ましくは少なくとも約

９５％、そしてより好ましくは少なくとも約１００％の同一性を共有する：配列

番号１、配列番号３、配列番号５、配列番号７、配列番号９、配列番号１１、配

列番号１３、配列番号１５、配列番号１７、配列番号１９、配列番号２１、配列

番号２３、配列番号２５、配列番号２７、配列番号２９、配列番号３１、配列番

号３３および配列番号３５。このような核酸分子のフラグメント、特に、長さが

、少なくとも約１５、２０、２５、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０

、１００、１５０、２００、２５０、３００、３５０、４００、４５０、５００

、５５０、６００、６５０、７００、７５０、８００、８５０、９００、９５０
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、１０００、１１００、１２００、１３００、１４００、１５００、１６００、

１７００、１８００、１９００、２０００、２１００、２２００、２３００、２

４００、２５００、２６００、２７００、または２８００ヌクレオチドであるフ

ラグメントもまた好ましい。

      【００２８】

  本発明の組換え抗原の最小サイズは、対応するタンパク質をコードする核酸分

子の相補的な配列と、安定したハイブリッドを形成し得る（すなわち、ストリン

ジェントなハイブリダイゼーション条件でハイブリダイズする）核酸分子によっ

てコードされるのに十分なサイズである。このようなタンパク質をコードする核

酸分子の大きさは、核酸組成物および核酸分子と相補的な核酸配列との間のパー

セント相同性に依存する。ストリンジェントな条件下で、安定したハイブリッド

を形成するのに必要な相同性の程度は、相同な配列が、所定の核酸分子中に分散

しているか、または所定の核酸分子上の別個の領域中でクラスター化している（

すなわち、局在化している）か否かに依存して、変化し得ることが容易に理解さ

れ得る。

      【００２９】

  組換え抗原をコードする核酸分子と安定したハイブリッドを形成し得る核酸分

子の最小の大きさは、代表的に、核酸分子がＧＣリッチである場合、長さが少な

くとも約１２～約１５ヌクレオチドであり、そして、核酸分子がＡＴリッチであ

る場合、長さが少なくとも約１５～約１７ヌクレオチドである。本発明の組換え

抗原ホモログをコードするために使用される核酸分子の最小の大きさは、長さが

約１２～約１８ヌクレオチドである。従って、本発明の組換え抗原ホモログの最

小のサイズは、長さが約４～約６アミノ酸である。本発明の組換え抗原をコード

する核酸分子の最小の大きさに対しては、実際上の制限以外に制限はない。なぜ

なら、本発明の核酸分子は、全長コード領域の一部、または全長コード領域、ま

たは複数のコード領域（部分的または全長のいずれか）を含み得るからである。

本発明の核酸分子によってコードされるタンパク質の好ましい大きさは、このよ

うなタンパク質の全長、融合物、多価染色体、または機能的部分のいずれが所望

であるかに依存する。
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      【００３０】

  ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件は、核酸分子がハイブリダイ

ズされる標的核酸分子の規定された物理的性質に基づいて決定され、そして、数

学的に規定され得る。ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件は、個々

の当業者が異種の核酸分子間の有意な類似性を同定するのを可能にする実験的パ

ラメーター（すなわち、少なくとも約７０％同一である（すなわち、約３０％未

満のミスマッチを共有する）核酸分子の同定を可能にする条件）である。これら

の条件は、当業者に周知である（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、１９８９、同書

、およびＭｅｉｎｋｏｔｈら、１９８４，Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１３８，

２６７－２８４；Ｍｅｉｎｋｏｔｈら（これは、その全体が本明細書中に参考文

献として援用される）を参照のこと）。

      【００３１】

  さらに、２つの核酸配列または２つのアミノ酸配列間の類似性の程度を決定す

るための市販のコンピュータープログラムが存在することが当該分野で公知であ

る。これらのコンピュータープログラムは、核酸分子間およびタンパク質間の同

一性の割合ならびにギャップの数および長さを決定するための種々の公知の方法

を含む。種々の利用可能な配列分析プログラムは、２つの比較された分子が、３

０％を超えるアミノ酸同一性を有するアミノ酸配列をコードする場合、実質的に

類似の結果を生じることがさらに公知である（例えば、Ｊｏｈｎｓｏｎら、１９

９３  Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２３３，７１６－７３８，１９９３およびＦｅｎ

ｇら、１９８５、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｅｖｏｌ．２１，１１２－１２５，１９８５（こ

れらの各々は、本明細書中にその全体が参考文献として援用される）を参照のこ

と）。アミノ酸配列の間およびまた核酸配列の間でパーセント同一性を決定する

ための好ましい方法は、核酸またはアミノ酸配列を比較および分析するために設

計された市販のコンピュータープログラムの１つ以上を使用する分析を含む。こ

れらのコンピュータープログラムとしては、ＧＣＧＴＭ（Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  Ｃ

ｏｍｐｕｔｅｒ  Ｇｒｏｕｐ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩより入手可能）、ＤＮＡｓ

ｉｓＴＭ（Ｈｉｔａｃｈｉ  Ｓｏｆｔｗａｒｅ，Ｓａｎ  Ｂｒｕｎｏ，ＣＡより

入手可能）およびＭａｃＶｅｃｔｏｒＴＭ（Ｅａｓｔｍａｎ  Ｋｏｄａｋ  Ｃｏ
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ｍｐａｎｙ，Ｎｅｗ  Ｈａｖｅｎ，ＣＴより入手可能）が挙げられるが、決して

これらに限定されない。アミノ酸配列の間およびまた核酸配列の間のパーセント

同一性を決定するための特に好ましい方法は、デフォルトパラメーターを使用し

て、ＤＮＡｓｉｓＴＭコンピュータープログラムを使用する分析を行なうことで

ある。

      【００３２】

  本発明はまた、本発明の組換え抗体のミメトープ（ｍｉｍｅｔｏｐｅ）を含む

。本発明に従って、「ミメトープ」は、抗体に結合する本発明の組換え抗原の能

力を模倣し得る任意の化合物をいう。ミメトープは、分解に対するその感受性を

減少するように改変されたペプチドであるが、抗体結合活性をなお保持するペプ

チドであり得る。ミメトープの他の例としては、炭水化物ベースの化合物、脂質

ベースの化合物、核酸ベースの化合物、天然の有機化合物、合成由来の有機化合

物、抗イディオタイプ抗体および／または触媒性抗体、あるいはそのフラグメン

トが挙げられるが、これらに限定されない。ミメトープは、例えば、抗感染性因

子の抗体に結合し得る化合物について、合成化合物のライブラリーをスクリーニ

ングすることによって得られ得る。ミメトープはまた、例えば、合理的な薬物設

計によって得られ得る。合理的な薬物設計手順において、本発明の化合物の三次

元構造は、例えば、核磁気共鳴（ＮＭＲ）またはＸ線結晶学によって分析され得

る。次いで、三次元構造を使用して、例えば、コンピューターモデリングによっ

て、潜在的なミメトープの構造を推定する。次いで、推定されるミメトープ構造

は、例えば、化学的合成、組換えＤＮＡ技術によって、または天然供給源からの

単離によって、生成され得る。

      【００３３】

  本発明の１つの実施形態は、本発明の少なくとも１つの単離された核酸分子（

宿主細胞にその核酸分子を送達し得る任意のベクターに挿入される）を含み、た

組換えベクターを含む。このようなベクターは、異種核酸配列を含み、これは、

本発明の核酸分子に隣接して天然に見出されず、そして好ましくは、この核酸分

子が由来する種以外の種に由来する核酸配列である。このベクターは、ＲＮＡベ

クターまたはＤＮＡベクターのいずれか、原核生物ベクターまたは真核生物ベク
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ターのいずれかであり得、そして代表的には、ウイルスベクターまたはプラスミ

ドベクターである。組換えベクターは、クローニング、配列決定、および／また

は他に本発明の抗原核酸分子の操作において使用され得る。

      【００３４】

  組換えベクターの１つの型（本明細書中で、組換え分子といわれる）は、発現

ベクターに作動可能に連結された本発明の核酸分子を含む。成句作動可能に連結

されたとは、核酸分子が宿主細胞に形質転換された場合に発現され得る様式で、

その核酸分子を発現ベクターへ挿入することをいう。本明細書中で使用される場

合、発現ベクターは、宿主細胞を形質転換し得そして特定の核酸分子の発現に影

響し得るＤＮＡベクターまたはＲＮＡベクターである。好ましくは、この発現ベ

クターはまた、宿主細胞内で複製し得る。発現ベクターは、原核生物ベクターま

たは真核生物ベクターのいずれかであり得、そして、代表的にウイルスベクター

またはプラスミドベクターである。本発明の発現ベクターは、細菌、真菌、寄生

生物、昆虫、他の動物、および植物細胞を含む、本発明の組換え細胞において機

能する（すなわち、遺伝子発現を指向する）任意のベクターを含む。本発明の好

ましい発現ベクターは、細菌、酵母、昆虫および哺乳動物細胞において、ならび

により好ましくは、細菌において遺伝子発現を指向し得る。

      【００３５】

  詳細には、本発明の発現ベクターは、転写制御配列、翻訳制御配列、複製起点

のような調節配列、および組換え細胞と適合性でありそして本発明の核酸分子の

発現を制御する他の調節配列を含む。詳細には、本発明の組換え分子は、転写制

御配列を含む。転写制御配列は、転写の開始、伸長、および終結を制御する配列

である。特に重要な転写制御配列は、プロモーター、エンハンサー、オペレータ

ーおよびリプレッサー配列のような転写開始を制御する配列である。適切な転写

制御配列は、本発明の組換え細胞の少なくとも１つにおいて機能し得る、任意の

転写制御配列を含む。種々のこのような転写制御配列は、当業者に公知である。

好ましい転写制御配列は、細菌、酵母、昆虫または哺乳動物細胞において機能す

る配列を含む。より好ましい転写制御配列は、例えば、以下のような細菌におい

て機能する配列を含むが、これらに限定されない：ｔａｃ、ｌａｃ、ｔｒｐ、ｔ
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ｒｃ、ｏｘｙ－ｐｒｏ、ｏｍｐ／ｌｐｐ、ｒｒｎＢ、バクテリオファージλ（λ

ｐＬおよびλｐＲおよびこのようなプロモーターを含む融合物のような）、バク

テリオファージＴ７、Ｔ７ｌａｃ、バクテリオファージＴ３、バクテリオファー

ジＳＰ６、バクテリオファージＳＰ０１、および抗生物質耐性遺伝子転写制御配

列。

      【００３６】

  本発明の組換えベクター中に入れるための適切かつ好ましい核酸分子は、本明

細書中で開示されるような核酸分子である。組換えベクターに入れるための好ま

しい核酸分子、および特に組換え分子として以下が挙げられる：

      【００３７】

【化１】

。本発明の特に好ましい組換え分子として以下が挙げられる：

      【００３８】

【化２】

。これらの生成物は実施例の節に記載される。

      【００３９】

  本発明の組換え分子はまた（ａ）本発明の発現される抗原がタンパク質を産生
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する細胞から分泌されることを可能にするための分泌シグナル（すなわち、シグ

ナルセグメント核酸配列）を含み得、そして／または（ｂ）本発明の核酸分子の

融合タンパク質としての発現を生じる融合配列を含み得る。適切なシグナルセグ

メントの例として、本発明のタンパク質の分泌を指向し得る任意のシグナルセグ

メントが挙げられる。本発明での使用について適切な融合セグメントとして：タ

ンパク質の安定性を高め得る、基質へのタンパク質の付着性を高め得る、そして

／または本発明の単離された抗原の精製（例えば、アフィニティークロマトグラ

フィーによって）を補助し得るセグメントが挙げられるが、これらに限定されな

い。適切な融合セグメントは、所望の機能（例えば、増加した安定性の供与、基

質への付着性の増強、および／またはタンパク質精製の単純化）を有する任意の

サイズのドメインであり得る。融合セグメントは、タンパク質のアミノ末端およ

び／またはカルボキシル末端に結合され得、そして本発明の単離された抗原の単

純な回収を可能にするための切断に感受性であり得る。融合タンパク質は、好ま

しくは、ドメインのカルボキシル末端および／またはアミノ末端のいずれかに付

着される融合セグメントを含むタンパク質をコードする融合核酸分子で形質転換

された組換え細胞を培養することによって作製される。好ましい融合セグメント

として金属結合ドメイン（例えば、ポリヒスチジンセグメント）；免疫グロブリ

ン結合ドメイン（例えば、プロテインＡ；プロテインＧ；Ｔ細胞；Ｂ細胞；Ｆｃ

レセプターまたは相補的タンパク質抗体結合ドメイン）；糖結合ドメイン（例え

ば、マルトース結合ドメイン）；および／または「タグ」ドメイン（例えば、β

ガラクトシダーゼの少なくとも一部、ストレップタグペプチド、ドメインに結合

する化合物を使用して精製され得る他のドメイン（例えば、モノクローナル抗体

））が挙げられる。より好ましい融合セグメントは、金属結合ドメインである。

本発明の特に好ましい融合タンパク質の例として以下が挙げられる：

      【００４０】

【化３】
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このような融合タンパク質を作製する方法は、実施例に開示される。本発明はま

た、リガンドを導入するための組換え抗原の翻訳後修飾を含む。リガンドの例と

して、ビオチン、ビオチン様化合物、アビジン、アビジン様化合物、金属結合化

合物、糖結合化合物、免疫グロブリン結合ドメイン、および他のタグドメインが

挙げられる。

      【００４１】

  本発明の別の実施形態は、本発明の１以上の核酸分子または組換え分子で形質

転換された宿主細胞を含む組換え細胞を含む。核酸分子の細胞への形質転換は、

任意の方法によって達成され得、その方法によって核酸分子は細胞へ挿入され得

る。形質転換技術として、トランスフェクション、エレクトロポレーション、マ

イクロインジェクション、リポフェクション、吸着、およびプロトプラスト融合

が挙げられるが、これらに限定されない。本発明の形質転換された核酸分子は、

染色体外にとどまり得るか、または形質転換された（すなわち、組換え）細胞の

染色体内の１以上の部位に組込まれ得る。このような様式において、これらの核

酸分子の発現能力は、保持される。細胞を形質転換する適切な核酸分子として本

明細書中で開示された任意の核酸分子が挙げられ、これらは組換え抗原をコード

する。細胞を形質転換するための特に好ましい核酸分子として以下が挙げられる

：

      【００４２】

【化４】
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。

      【００４３】

  形質転換するための適切な宿主細胞として、本発明の核酸分子で形質転換され

得る任意の細胞が挙げられる。宿主細胞は、形質転換されていない細胞であるか

、または少なくとも１つの核酸分子ですでに形質転換されている細胞のいずれか

であり得る。本発明の宿主細胞は、本発明の少なくとも１つのタンパク質を産生

し得る任意の細胞であり得る。宿主細胞として、細菌、真菌（酵母を含む）、寄

生生物（蠕虫、原生動物および外部寄生生物を含む）、他の昆虫、他の動物およ

び植物細胞が挙げられる。好ましい宿主細胞として、細菌細胞、ミコバクテリア

細胞、酵母細胞、昆虫細胞および哺乳動物細胞が挙げられる。より好ましい宿主

細胞として、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ細胞、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ細胞、Ｂａｃ

ｉｌｌｕｓ細胞、Ｌｉｓｔｅｒｉａ細胞、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ細胞、Ｐ

ｉｃｈｉａ細胞、Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ細胞、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａ細胞、

およびＴｒｉｃｈｏｐｌｕｓｉａ細胞が挙げられる。特に好ましい宿主細胞は、

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ  ｃｏｌｉである。

      【００４４】

  組換え細胞は、好ましくは宿主細胞を、転写制御配列を含む発現ベクターに作

動可能に連結された本発明の組換え抗原をコードする組換え分子で形質転換する

ことによって作製される。特に好ましい組換え分子として以下が挙げられる：

      【００４５】

【化５】
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。特に好ましい組換え細胞として以下が挙げられ：

      【００４６】

【化６】

これらの組換え細胞の作製に関連する詳細が本明細書中で開示される。

      【００４７】

  組換えＤＮＡ技術を使用して、例えば、宿主細胞中の核酸分子のコピーの数、

核酸分子が翻訳される効率、生じた転写物が翻訳される効率、および翻訳後修飾

の効率を操作することによって形質転換された核酸分子の発現を改善し得る。本

発明の核酸分子の発現を増強するために有用な組換え技術として、高いコピー数

のプラスミドへの核酸分子の作動可能な連結、１以上の宿主細胞染色体への核酸

分子の組込み、プラスミドへのベクター安定配列の付加、転写制御シグナル（例

えば、プロモーター、オペレーター、エンハンサー）の置換または改変、翻訳制

御シグナル（例えば、リボソーム結合部位、シャイン－ダルガーノ配列）の置換
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または改変、宿主細胞のコドン利用頻度に一致させるための本発明の核酸分子の

改変、転写物を不安定化する配列の欠失、および発酵の間に組換え酵素産生から

組換え細胞増殖を一時的に分離する制御シグナルの使用が挙げられるが、これら

に限定されない。本発明の発現された組換え抗原の活性は、このような抗原をコ

ードする核酸分子を断片化、改変、または誘導化することによって促進され得る

。

      【００４８】

  本発明の組換え抗原は、当業者に公知の種々の方法で生成され得る。１つの実

施形態において、本発明の組換え抗原は、抗原を生成するのに効果的な条件下で

抗原を発現し得る細胞を培養すること、そしてその抗原を回収することによって

生成される。培養するための好ましい細胞は、本発明の組換え細胞である。効果

的な培養条件として、タンパク質生成を可能にする効果的な培地、効果的なバイ

オリアクター、効果的な温度、効果的なｐＨおよび効果的な酸素条件が挙げられ

るが、これらに限定されない。効果的な培地とは、本発明の組換え抗原を生成す

るために細胞がその中で培養される任意の培地を言う。このような培地は代表的

には同化可能な炭素、窒素およびリン酸供給源、ならびに適切な塩、ミネラル、

金属および他の栄養源（例えば、ビタミン）を含有する水性培地を含む。本発明

の組換え細胞は、従来の発酵バイオリアクター、振盪フラスコ、試験管、マイク

ロタイターディッシュ、およびぺトリ皿で培養され得る。培養は、組換え細胞に

適切な温度、ｐＨ、および酸素含有量で行われ得る。このような培養条件は、当

業者の知識の範囲内である。適切な条件の例は、実施例の節に含まれる。

      【００４９】

  生成に使用されるベクターおよび宿主系に依存して、発現された組換え抗原は

、組換え細胞内に残存し得るか；発酵培地に分泌され得るか；２つの細胞膜間の

空間（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉの細胞周辺腔）に分泌され得るか；または細胞もし

くはウイルス膜の外面に保持され得るかのいずれかであり得る。

      【００５０】

  成句「抗原を回収する」および類似の成句は、組換え生成物を含有する全発酵

培地を収集することを言い、分離または精製のさらなる工程を含意する必要はな
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い。本発明のタンパク質は、種々の標準的なタンパク質精製技術（例えば、アフ

ィニティークロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィー、濾過、電気泳

動、疎水性相互作用クロマトグラフィー、ゲル濾過クロマトグラフィー、逆相ク

ロマトグラフィー、コンカナバリンＡクロマトグラフィー、クロマトフォーカシ

ングおよび示差的可溶化が挙げられるが、これらに限定されない）を使用して精

製され得る。本発明の組換え抗原は、好ましくは「実質的に純粋な」形態で回収

される。本明細書中で使用される場合、「実質的に純粋」は、検出試薬としての

タンパク質の効果的な使用を可能にする純度を言う。好ましくは、このような組

換え抗原試薬は、偽陽性反応を引き起こさない。好ましい実施形態において、本

発明の組換え抗原は、少なくとも約６０％の純度、好ましくは少なくとも約６５

％の純度、より好ましくは少なくとも約７０％の純度、より好ましくは少なくと

も約７５％の純度、より好ましくは少なくとも約８０％の純度、より好ましくは

少なくとも約８５％の純度、より好ましくは少なくとも約９０％の純度、そして

より好ましくは少なくとも約９５％の純度である。１つの実施形態において、本

発明の組換え抗原は、少なくとも約９８％～１００％の純度である。

      【００５１】

  本発明の１つの実施形態は、動物の所望の感染性因子への免疫状態を、その感

染性因子に選択的に結合するその動物中の抗原を検出することによって決定する

方法である。その方法は以下の工程を包含する：（ａ）動物の生物学的検体と組

換え感染性因子の抗原（この抗原は、その感染性因子について選択的な抗体を検

出することに特異的である）とを、組換え抗原と抗体の間の複合体の形成に適切

な条件下で接触させる工程；および（ｂ）この複合体の存在または非存在を検出

する工程であって、ここで複合体の存在または非存在が、この動物の免疫状態の

指標である工程。複合体の存在は、動物が、その感染性因子による感染から保護

されているか、またはこの感染を浮けにくいことを示し、例えば、その動物がワ

クチン接種する必要がないことを示す。複合体の非存在は、動物が感染性因子に

よる感染から保護され得ないか、またはこの感染受けやすくあり得ることを示唆

し、例えば、その動物をワクチン接種することが望ましいことが示唆される。

      【００５２】
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  検出される抗体は、感染性因子による天然の感染、またはワクチン接種に対す

る応答において子孫に伝えられた母系抗体であり得るか、またはそのような応答

において作製（すなわち、生成）され得る。ワクチン接種は、当業者に公知の以

下に挙げられる（しかし、限定ではない）種々の方法で達成され得る：感染性因

子自体またはそれらの任意の免疫原性形態（例えば、改変された生の感染性因子

、不活化、破壊、細分化もしくは弱毒化した感染性因子、ネイティブもしくは組

換え抗原、または感染性因子に対する免疫応答を惹起する核酸分子が挙げられる

が、これらに限定されない）を投与すること。検出される抗体は、任意のクラス

（すなわち、免疫グロブリンＡ（ＩｇＡ）抗体、免疫グロブリンＤ（ＩｇＤ）抗

体、免疫グロブリンＥ（ＩｇＥ）抗体、免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）抗体、また

は免疫グロブリンＭ（ＩｇＭ）抗体、ＩｇＥ抗体、ＥｇＧ抗体、もしくはＩｇＭ

抗体であり得る。検出のために好ましい抗体は、ＩｇＡ抗体、ＩｇＧ抗体、およ

びＩｇＭ抗体である。

      【００５３】

  感染性因子または対応するワクチンに対する応答における母系抗体を保有する

か、または抗体を生成する任意の動物が、本発明に従って試験され得る。１つの

実施形態において、試験するための好ましい動物は、試験の少なくとも約６ヶ月

、１年、２年または３年前にワクチン接種された（すなわち、ワクチンを投与さ

れた）動物である。別の実施形態において、試験するための好ましい動物は、そ

の感染またはワクチン状態が未知である。免疫状態を決定する適切な動物として

、ネコ（すなわち、ネコ科）、イヌ（すなわち、イヌ科）、ウマ（すなわち、ウ

マ科）、ヒトおよび他の霊長類、クロアシイタチおよび他のイタチ科、ウシ、ヒ

ツジ、ブタ、および齧歯動物、ならびに他のコンパニオンアニマル（すなわち、

ペット）、食用動物、作業用動物、または動物園の動物が挙げられるが、これら

に限定されない。試験される好ましい動物として、ネコ、イヌ、ウマおよび他の

コンパニオンアニマルが挙げられ、ネコ、イヌおよびウマがさらにより好ましい

。本明細書中で使用される場合、ネコは、ネコ科（ｃａｔ  ｆａｍｉｌｙ）（す

なわち、ネコ科（Ｆｅｌｉｄａｅ））の任意のメンバーを言い、家庭用ネコ、野

生のネコおよび動物園のネコを言う。ネコの例として、家庭用ネコ、ライオン、
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トラ、ヒョウ、パンサー、クーガ、ボブキャット、オオヤマネコ、ジャガー、チ

ータ、およびサーバルが挙げられるが、これらに限定されない。試験するための

好ましいネコは、家庭用ネコである。本明細書中で使用される場合、イヌは、イ

ヌ科の任意のメンバーを言い、家庭用イヌ、野生のイヌ、キツネ、オオカミ、ジ

ャッカル、およびコヨーテならびにイヌ科の他のメンバーが挙げられるが、これ

らに限定されない。本明細書中で使用される場合、ウマは、ウマ科の動物を言う

。ウマ科の動物は、有蹄の哺乳動物であり、そして家畜用ウマおよび野生のウマ

（例えば、ウマ、ロバ（ａｓｓ）、ロバ（ｄｏｎｋｅｙ）およびシマウマ）が挙

げられるがこれらに限定されない。試験のための好ましいウマとして、レース用

ウマを含む家畜用のウマが挙げられる。

      【００５４】

  生物学的検体とは、動物から回収され得る（得られ得る）任意のサンプルであ

って、その中に抗体が見出され得るサンプルを言う。適切な生物学的検体として

、体液組成物または細胞組成物が挙げられるが、これらに限定されない。体液の

例として、血液、血清、血漿、唾液、尿、涙液、水性体液、脳脊髄液、リンパ、

鼻汁、気管支吸引物、乳汁、初乳、腸性分泌物、および排泄物が挙げられるが、

これらに限定されず、血液、血清、血漿、唾液、尿、涙液、乳汁、初乳が好まし

く、そして血液、血清または血漿がさらにより好ましい。

      【００５５】

  本明細書中で使用される場合、用語、接触する（接触させる）は、この場合に

おいて、生物学的検体と本発明の組換え抗原を結合または混合することを言う。

組換え抗原と生物学的検体中に存在する感染性因子について選択性の任意の抗体

（すなわち、抗感染性因子抗体）の間の複合体（すなわち、免疫複合体）の形成

とは、組換え抗原が、検出可能な適切な複合体を形成するためにその抗体に選択

的に結合する能力を言う。本明細書中で使用される場合、用語、抗体に選択的に

結合する、または抗体に特異的であるとは、本発明の組換え抗原が、他の関係の

ない抗体に実質的に結合し得ることなく、疾患からその動物が保護されているこ

とを示す抗体に優先的に結合する能力を言う。組換え抗原と抗感染性因子抗体間

の結合は、複合体を形成するための適切な条件下で生じる；そのような条件（例
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えば、適切な濃度、緩衝液、温度、反応時間）ならびにこのような条件を最適化

するための方法は、当業者に公知であり、そして例が本明細書中に開示されてい

る。複合体形成の条件の例はまた、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（同書）および

Ｈａｒｌｏｗら、１９８８、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ

  Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｓ  Ｐｒｅｓ

ｓ；Ｈａｒｌｏｗら（同書）（本明細書中でその全体が参考として援用される）

に開示される。

      【００５６】

  本明細書中で使用される場合、成句「複合体の存在または非存在を検出する」

とは、任意の複合体が形成されたか否かを決定すること、すなわち複合体の存在

（すなわち、実在）または非存在（すなわち、非実在）についてアッセイするこ

とを言う。複合体が形成される場合、形成された複合体の量が決定され得るが、

必要ではない。組換え抗原と抗感染性因子抗体との間の複合体形成、または選択

的結合は、当該分野で標準的な種々の方法を使用して測定（すなわち、検出、決

定）され得る；例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（同書），Ｈａｒｌｏｗら（同書）

および本明細書中の実施例を参照のこと。

      【００５７】

  複合体は、種々の方法（以下のアッセイの１つが挙げられるが、これらに限定

されない）で測定され得る：酵素結合イムノアッセイ、ラジオイムノアッセイ、

蛍光イムノアッセイ、発光アッセイ（例えば、化学発光アッセイまたは生物発光

アッセイ）、リン光アッセイ、イムノブロットアッセイ（例えば、ウエスタンブ

ロット）、イムノドットアッセイ、免疫沈降アッセイ、ラテラルフローアッセイ

（ｌａｔｅｒａｌ  ｆｌｏｗ  ａｓｓａｙ）、フロースルーアッセイ、凝集反応

アッセイ、微粒子に基づくアッセイ（ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅ－ｂａｓｅｄ  ａ

ｓｓａｙ）（例えば、磁性粒子もしくはプラスチックポリマー（例えば、ラテッ

クスビーズまたはポリスチレンビーズ）が挙げられるが、これらに限定されない

粒子を使用して）、および電子感覚アッセイ（ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ  ｓｅｎｓ

ｏｒｙ  ａｓｓａｙ）（例えば、エレクトロニックチップを使用して）。１つの

実施形態において、ウイルス中和アッセイ、赤血球凝集アッセイ、または補体固



(39) 特表２００３－５２７５８４

着アッセイの使用は好ましくない。このようなアッセイは当業者に周知のアッセ

イである；例えば、Ｈａｒｌｏｗら（同書）を参照のこと。アッセイを使用して

その使用方法に依存する定性的または定量的結果を得られ得る。

      【００５８】

  いくつかのアッセイ（例えば、凝集、粒子分離、および免疫沈降）は、検出マ

ーカーの必要性なしに視覚的に観察され得る（例えば、目視または機械（例えば

、濃度計または分光光度計）のいずれかによって）。他のアッセイにおいて、検

出マーカーの、本発明の組換え抗原へのまたは検出される抗体に選択的に結合す

る本発明の抗体結合パートナーへの結合（すなわち、付着、連結）は、複合体形

成を測定することに役立つ。結合は、組換え抗原または抗体結合パートナーの抗

感染性因子抗体への選択的な結合能力が損われないような様式で行われる。結合

は、例えば、検出マーカーの組換え抗原もしくは抗体結合パートナーへの結合、

または検出マーカーに融合される組換え抗原もしくは検出マーカーに融合される

抗体結合パートナーをコードする遺伝的キメラを構築することによって達成され

得る。  検出マーカーの例として、酵素、放射性ラベル、蛍光ラベル、発光ラベ

ル（例えば、生物発光ラベルまたは化学発光ラベル）、発色体（例えば、比色分

析）ラベル、金属ゾルラベル、金属結合ラベル、物理的ラベル、電気的ラベル、

またはリガンドが挙げられるが、これらに限定されない。リガンドとは、別の分

子に選択的に結合する分子を言う。好ましい検出マーカーとして、ホスファター

ゼ（例えば、アルカリホスファターゼ）、ペルオキシダーゼ（例えば、西洋ワサ

ビペルオキシダーゼ）、βガラクトシダーゼ、ルシフェラーゼ、フルオレセイン

、ラジオアイソトープ、ビーズ（例えば、色素ビーズ、磁性ビーズ）、コロイド

状金、ビオチン、アビジン、およびビオチン関連化合物またはアビジン関連化合

物（例えば、ストレプトアビジンもしくはＩｍｍｕｎｏＰｕｒｅ（登録商標）Ｎ

ｅｕｔｒＡｖｉｄｉｎ）が挙げられるが、これらに限定されない。

      【００５９】

  本発明の抗体結合パートナーは、本発明の抗病原菌抗体に結合し得る任意の化

合物である。好ましくは、抗体結合パートナーは、このような抗体の定常領域（

例えば、ＩｇＡ抗体、ＩｇＤ抗体、ＩｇＥ抗体、ＩｇＧ抗体、またはＩｇＭ抗体
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のＦｃ領域）に結合する。このような抗体結合パートナーの例としては、試験さ

れる動物の抗体の定常領域に選択的に結合する抗アイソタイプ抗体（例えば、抗

ＩｇＡ抗体、抗ＩｇＤ抗体、抗ＩｇＥ抗体、抗ＩｇＧ抗体、および抗ＩｇＭ抗体

）、抗体Ｆｃ領域（例えば、ＩｇＡレセプター、ＩｇＤレセプター、ＩｇＥレセ

プター、ＩｇＧレセプター、ＩｇＭレセプター）、抗体結合細菌表面タンパク質

（例えば、プロテインＡまたはプロテインＧ、またはこれらのタンパク質の組換

え形態）、抗体結合細胞（例えば、Ｂ細胞、Ｔ細胞、またはマクロファージ）、

他の抗体結合真核生物表面タンパク質、および抗体結合補体タンパク質、ならび

に抗病原菌抗体に選択的に結合するこれらのタンパク質の任意の部分が挙げられ

る。好ましい抗体結合パートナーとしては、プロテインＡ、プロテインＧ、抗Ｉ

ｇＧ抗体、抗ＩｇＭ抗体、抗ＩｇＡ抗体、抗ＩｇＥ抗体、Ｆｃγレセプター分子

、Ｆｃεレセプター分子、Ｆｃμレセプター分子、およびＦｃαレセプター分子

、ならびに抗病原菌抗体の定常領域に選択的に結合する任意のこのようなタンパ

ク質の部分が挙げられる。抗病原菌抗体と本発明の組換え抗原との間の複合体が

、１つ以上の層および／または二次抗体の型または他の結合化合物を使用して決

定され得ることは、本発明の範囲内である。例えば、未標識の二次抗体は、抗病

原菌抗体に結合され得、次いで、未標識の二次抗体は、標識された三次抗体によ

って結合され得る。

      【００６０】

  本発明の１つの実施形態において、複合体の存在または非存在は、試験シグナ

ルを得るために、存在する場合に、この複合体に結合する検出試薬を適用するこ

とによって検出される。用語、適用（する）は、組換え抗原が、検体中の任意の

抗病原菌抗体と複合体を形成する条件下で、検体と組み合わせられた後、生物学

的検体に検出試薬を添加することをいう。この検出試薬は、任意の存在する複合

体に結合し、そしてこのような結合は、試験シグナル（すなわち、検出され得る

事象）を生じる。抗病原菌抗体が、生物学的検体中に存在する場合、試験シグナ

ルが保証される。抗病原菌抗体が存在しない場合、試験シグナルは発生しない。

好ましくは、この検出試薬は、本発明の検出可能なマーカーに結合体化された本

発明の抗体結合パートナーを含む。
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      【００６１】

  １つの実施形態において、複合体は、溶液中で形成および測定され得る。別の

実施形態において、本発明の組換え抗原または本発明の抗体結合パートナーは、

基材に固定され（例えば、コートされ）得る。好ましくは、本発明の組換え抗原

は、基材上に固定される。固定技術は、当業者に公知である。本発明の組換え抗

原もしくは抗体結合パートナーまたは組成物を固定する適切な基材としては、プ

ラスチック、ガラス、ゲル、セルロイド、紙、織物、電子チップ、ならびにラテ

ックス、ポリスチレン、ナイロン、ニトロセルロース、アガロース、綿、ＰＶＤ

Ｆ（ポリビニリデンフルオライド）および磁性樹脂のような粒子性物質が挙げら

れるがこれらに限定されない。適切な基材としては、ウェル（例えば、マイクロ

タイターディシュウェル）、プレート、ディップスティック、ストリップ、ビー

ズ、スポンジ、ラテラルフロー装置、膜、フィルター、チューブ、ディッシュ、

セルロイド型マトリクス、磁性粒子、電子感知デバイス（例えば、電子感知チッ

プ）、および他の粒子が挙げられるがこれらに限定されない。１つの実施形態に

おいて、基材（例えば、粒子性基材）は、検出可能なマーカーを含み得る。

      【００６２】

  好ましい実施形態において、動物の免疫状態を決定する方法は、約１日以内、

より好ましくは約２時間以内、より好ましくは約１時間以内、そしてなおより好

ましくは約１分と約１５分との間の時間内で、行なわれ得る。

      【００６３】

  免疫状態を検出するための本発明の方法は、定性的、定量的、または半定量的

であり得る。１つの実施形態において、生物学的検体中の抗病原菌抗体の量を決

定するために、本発明の試験シグナルの強度と、参照試薬を検出試薬と接触させ

ることによって得られた参照シグナルの強度を比較する工程を包含する。１つの

実施形態において、参照シグナルは、閾値を示し、この結果、試験シグナルが参

照シグナルよりも強力である場合、生物学的検体が収集される動物は、病原菌に

よる感染から保護されるとみなされる。１つの実施形態において、参照試薬は、

基材上、好ましくは、組換え抗体と同じ基材上に固定される。適切な参照試薬は

、試験されるのと同じ動物の種から単離された抗体を含む。ネコ、イヌ、および
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ウマについての免疫状態アッセイにおいて使用するための好ましい参照試薬とし

ては、それぞれ、ネコ抗体、イヌ抗体およびウマ抗体が挙げられる。

      【００６４】

  動物の免疫状態を決定するための本発明の方法の１つの実施形態は、１つを超

える病原菌に関して、免疫状態を決定することである。任意の数の組換え抗原が

、このような決定において用いられ得ることが意図され得る。１つの実施形態に

おいて、動物由来の生物学的検体は、カリチウイルス感染、ヘルペスウイルス感

染、およびパルボウイルス感染に対する動物の免疫状態が決定されるような条件

で、組換えカリチウイルス抗原、組換えヘルペスウイルス抗原および組換えパル

ボウイルス抗原と接触される。

      【００６５】

  本発明の別の実施形態は、ヒトが、狂犬病ウイルス感染について処置されるべ

きか否かを決定するための免疫状態アッセイの使用を含む。このような実施形態

において、生物学的検体は、本発明に従って狂犬病ウイルス感染にヒトを曝露さ

せたと疑われる動物から収集され、そして、組換え狂犬病ウイルス抗原と接触さ

れる。複合体の存在は、ヒトが、狂犬病ウイルス感染について処置されるべきで

あることを示す。

      【００６６】

  抗病原菌抗体を検出するための好ましい方法は、免疫吸着アッセイである。１

つの実施形態において、本発明の組換え抗原は、基材（例えば、マイクロタイタ

ーディッシュウェルまたはディップスティック）上に固定される。動物から収集

された生物学的検体は、基材上に適用され、そして、複合体の形成を可能にする

のに十分な条件下でインキュベートされる。過剰の流体は、存在する場合、除去

され、そして、抗病原菌抗体に選択的に結合し得る検出試薬が、基材に添加され

、そして、検出試薬と組換え抗原：抗病原菌抗体複合体との間の複合体の形成を

可能にするようにインキュベートされる。過剰の検出試薬は、除去され、必要で

あれば、現像剤が添加され、そして、基材が、分析のための検出デバイスに供さ

れる。あるいは、上記のような抗体結合パートナーは、基材上に固定され、そし

て、生物学的検体は、複合体を形成する抗体結合パートナーと共にインキュベー
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トされる。次いで、複合体検出は、本発明の検出可能なマーカー結合体化組換え

抗原を複合体に適用することによって、達成され得る。

      【００６７】

  動物の免疫状態を決定するための別の好ましい方法は、ラテラルフローアッセ

イであり、これらの例は、Ｐｒｏｎｏｖｏｓｔらによる１９９５年６月１３日に

発行された米国特許第５，４２４，１９３号；Ｉｍｒｉｃｈらによる１９９５年

５月１６日に発行された米国特許第５，４１５，９９４号；Ｍｉｌｌｅｒらによ

る１９９４年１２月２２日に公開されたＷＯ９４／２９６９６；およびＰａｗｌ

ａｋらによる１９９４年１月２０日に公開されたＷＯ９４／０１７７５に開示さ

れ、これらの特許公開の各々は、本明細書中にその全体が参考文献として援用さ

れる。動物の免疫状態を決定するための別の好ましい方法は、フロースルーアッ

セイであり、この例は、Ｖａｌｋｉｒｓらによる１９８６年１２月３０日に発行

された米国特許第４，６３２，９０１号およびＶａｌｋｉｒｓらによる１９８８

年２月２３日に発行された米国特許第４，７２７，０１９号において開示される

；米国特許第４，６３２，９０１号、同書、および米国特許第４，７２７，０１

９号、同書、は共に本明細書中に参考文献としてその全体が援用される。

      【００６８】

  本発明の別の実施形態は、動物をワクチン接種するか否を決定するための方法

である。このような方法としては、以下の工程：（ａ）組換え抗原と抗体との間

での複合体の形成に適切な条件下で、動物の生物学的検体と、病原菌に選択的な

抗体を検出するために特異的である組換え病原菌抗原とを接触させる工程；およ

び（ｂ）複合体の存在または非存在を検出する工程。このような複合体の存在は

、動物が、ワクチン接種される必要がないことを示し、一方このような複合体の

非存在は、動物が、ワクチン接種されるべきであることを示す。このような複合

体の検出は、動物の免疫状態を決定するための、本明細書中に開示された様式と

類似の様式で、達成され得る。

      【００６９】

  本発明のなお別の実施形態は、動物の免疫状態を決定するためのそして／また

は動物をワクチン接種するか否かを決定するためのアッセイまたはキットである
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。このようなアッセイは、（ａ）病原菌に選択的な抗体を検出するために特異的

である組換え病原菌抗原；および（ｂ）組換え抗原に選択的に結合する抗体を検

出するための手段を含む。１つの実施形態において、この手段は、本発明の検出

試薬を含む。本発明のアッセイはまた、（ａ）試験領域および参照領域を含む固

体支持体；および（ｂ）参照試薬を必要ではないが、含み得る。好ましくは、試

験領域は、本発明の１つ以上の組換え抗原を含み、そして、参照領域は、本発明

の１つ以上の参照試薬を含む。本発明のアッセイはまた、アッセイ確証のための

コントロール領域を必要ではないが、含み得る。好ましくは、本発明の組換え病

原菌抗原は、本明細書中に開示されるような基材上に固定される。特に好ましい

アッセイとしては、ＥＬＩＳＡ、ラテラルフローアッセイ、およびフロースルー

アッセイが挙げられる。

      【００７０】

  以下の実施例は、例示の目的のために提供され、そして、本発明の範囲を制限

することを意図しない。

      【００７１】

  （実施例）

  この実施例は、当業者に公知であると考えられる多数の生物学技術、微生物学

技術、免疫学技術および生化学技術を含むことに注意すべきである。このような

技術の開示は、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、同書、Ｈａｒｌｏｗら、同書、お

よび関連した参考文献において見出され得る。

      【００７２】

  （実施例１）

  この実施例は、動物の免疫状態を決定するための完全なウイルス調製物の使用

が、偽ポジティブを生じ、そしてそれ自体が、受容可能でない試薬であるという

ことを実証する。

      【００７３】

  （Ａ．ネコカリチウイルスおよびネコ鼻気管炎ウイルスの調製）

  ネコ鼻気管炎ウイルス（ネコヘルペスウイルス、すなわち、ＦＨＶとしてもま

た知られている）およびネコカリチウイルス（ＦＣＶ）を、ＦＨＶについて２％
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胎児ウシ血清（ＦＢＳ）を含み、ＦＣＶについて胎児ウシ血清を含まない、ＤＭ

ＥＭ高グルコース（Ｇｉｂｃｏ  ＢＲＬ，Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，ＭＤから

入手可能）中でＣｒａｎｄａｌｌ  Ｒｅｅｓｅ  Ｆｅｌｉｎｅ  Ｋｉｄｎｅｙ（

ＣＰＦＫ）細胞中で培養した。力価決定した（ｔｉｔｅｒｅｄ）（ＴＣＩＤ５０

）ウイルス含有組織培養物上清のアリコートを収集し、そして、使用まで－７０

℃で保存した。

      【００７４】

  ＦＣＶまたはＦＨＶ含有上清アリコートを、各々、３７℃の水浴で迅速に解凍

し、そして、４℃で１０分間、１０００×ｇでの遠心分離によって清澄化した。

５倍容量の６０％（ｗ／ｖ）イオジキサノール溶液（ＯｐｔｉＰｒｅｐａ，Ｎｙ

ｃｏｍｅｄ，Ｏｓｌｏ，Ｎｏｒｗａｙから入手可能）を、０．８％  ＮａＣｌ、

６０ｍＭ  ＨＥＰＥＳ，ｐＨ７．４の１容量と混合し、５０％イオジキサノール

溶液を生成した。３ｍｌのイオジキサノール含有上清アリコートを、１６×１０

２ｍｍ  Ｂｅｃｋｍａｎ  Ｕｌｔｒａ  Ｃｌｅａｒ遠心分離管（Ｂｅｃｋｍａｎ

，Ｆｕｌｌｅｒｔｏｎ，ＣＡより入手可能）に移した。３ｍｌの５０％イオジキ

サノール溶液を上清アリコートの下に重ねた。ウイルスをＢｅｃｋｍａｎ  ＳＷ

２８固定角度ローター（Ｂｅｃｋｍａｎより入手可能）を使用して、４℃で１時

間、１００，０００×ｇでの遠心分離によって、沈降させた。ウイルスは、イオ

ジキサノールクッションの頂部ではっきりとした帯を形成した。３ｍｌの上清を

除去した。チューブの残りの内容物を混合して、約２５％イオジキサノールにお

いて、濃縮したウイルス懸濁液を生成した。この懸濁液を、１６×７６ｍｍ  Ｂ

ｅｃｋｍａｎ  Ｑｕｉｃｋｓｅａｌチューブ（Ｂｅｃｋｍａｎより入手可能）に

移した。熱シールチューブ中の残りの空間を、０．８％  ＮａＣｌ、６０ｍＭ  

ＨＥＰＥＳ緩衝液で充填し、そして、チューブを熱シールした。このチューブを

Ｂｅｃｋｍａｎ  ＶＴｉ－６５．１ローター（Ｂｅｃｋｍａｎより入手可能）を

使用して、４℃で１～３時間３５０，０００×ｇで遠心分離した。このローター

を、ブレーキなしで、２１×ｇ（５００ｒｐｍ）から減速させた。チューブ上の

シールを破り、そして、上清の大部分を、長いパスツールピペットを用いて取り

出した。約１ｍｌの流体が、各チューブに残された。この物質を普通のチューブ
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に移し、そして、本来のチューブを０．５ｍｌの０．８％  ＮａＣｌ／６０ｍＭ

  ＨＥＰＥＳ緩衝液でリンスし、そして、その物質を普通のチューブに添加した

。総タンパク質をＢｉｏＲａｄ  Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ａｓｓａｙ（ＢｉｏＲａｄ，

Ｒｉｃｈｍｏｎｄ，ＣＡから入手可能）によって決定した。ウイルスのアリコー

トを－７０℃に貯蔵した。調製物の純度をＥＬＩＳＡによって決定した。この様

式で精製されたＦＣＶは、Ｏｐｔｉｐｒｅｐ精製ＦＣＶ調製物またはＯｐｔｉｐ

ｒｅｐ精製ＦＣＶといわれる。この様式で精製されたＦＨＶを、Ｏｐｔｉｐｒｅ

ｐ精製ＦＨＶ調製物またはＯｐｔｉｐｒｅｐ精製ＦＨＶという。

      【００７５】

  （Ｂ．ネコ汎白血球減少症ウイルスの精製）

  ネコ汎白血球減少症ウイルス（ＦＰＶ）を、２％胎児ウシ血清を用いるＤＭＥ

Ｍ高グルコース中で、Ｃｒａｎｄａｌｌ  Ｒｅｅｓｅ  Ｆｅｌｉｎｅ  Ｋｉｄｎ

ｅｙ（ＣＲＦＫ）細胞中で、培養した。力価決定した（ＴＣＩＤ５０）ウイルス

含有組織培養物上清のアリコートを収集し、そして、使用まで－７０℃で保存し

た。

      【００７６】

  ＦＰＶ含有上清アリコートを、４℃で１５分間、７０００×ｇでの遠心分離に

よって清澄化した。ペレットを捨て、そして、ウイルスを、固体のポリエチレン

グリコール（ＰＥＧ）３３５０（０．７５Ｍ  ＰＥＧまで）および０．２Ｍ  塩

化ナトリウムの添加によって、上清から沈殿させた。混合物を、氷上で３０分間

インキュベートし、次いで、４℃で３０分間、７０００×ｇで遠心分離した。ペ

レットを０．５Ｍ  ＮａＣｌを有する０．２Ｍ  ホウ酸緩衝液（ｐＨ７．４）中

で再懸濁した。この物質を、５分間４５０×ｇで遠心分離し、不溶性物質を除去

する。ウイルスは、４℃で２０時間の１５０，０００×ｇ（Ｂｅｃｋｍａｎ  Ｓ

Ｗ６５Ｔｉローター中で４０，０００ｒｐｍ）での平衡遠心分離によって、等密

度の塩化セシウム（ＣｓＣｌ）勾配（１．４０ｇ／ｍｌ）においてバンドを形成

した。総タンパク質をＢｉｏＲａｄ  Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ａｓｓａｙによって決定

した。ウイルスのアリコートを－７０℃で保存した。調製物の純度をＥＬＩＳＡ

によって決定した。この様式で精製されたＦＰＶを、ＣＳＣｌ精製ＦＰＶ調製物
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またはＣＳＣｌ精製ＦＰＶという。

      【００７７】

  （Ｃ．免疫状態試薬としての全ＦＣＶ調製物の試験）

  実施例１Ａに記載されるように産生されたＯｐｔｉｐｒｅｐ精製ＦＣＶ調製物

、ならびに同じ様式で調製されているが、ＣＲＦＫ細胞がＦＣＶと感染していな

い調製物（すなわち、Ｏｐｔｉｐｒｅｐ精製非感染細胞（すなわちＮＩＣ）調製

物）を、ＦＣＶワクチン接種した（ポジティブ）ネコまたはバリア（ｂａｒｒｉ

ｅｒ）コントロール（ネガティブ）ネコ由来の血清と反応するその能力について

、ＥＬＩＳＡによって、各々試験した。

      【００７８】

  ＥＬＩＳＡを以下のように行なった。Ｏｐｔｉｐｒｅｐ精製ＦＣＶおよびＮＩ

Ｃ調製物を、表１に示されるようなタンパク質濃度に従って、５０ｍＭ  炭酸／

炭酸水素緩衝液（ｐＨ９．６）中に各々希釈した。希釈後、プレートをＰｏｌｙ

Ｓｏｒｐストリップ（Ｎｕｎｃ、ＶＷＲ  Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｗｅｓｔ  Ｃ

ｈｅｓｔｅｒ，ＰＡより入手可能）中のウェルの中で、各希釈液の１００μＬの

アリコートでコートした。各ストリップをストリップホルダープレートに配置し

、４℃で一晩インキュベートした。コートされたウェルを、自動プレートウォッ

シャー（Ｂｉｏ－ｔｅｋ  Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，Ｉｎｃ．，Ｗｉｎｏｏｓｋ

ｉ，ＶＴより入手可能）を使用して、ＰＢＳＴ（１Ｌ水中に８．５ｇ  ＮａＣｌ

、０．２０ｇ  ＫＨ２ＰＯ４、および１．１６ｇ  Ｎａ２ＨＰＯ４を含む１０ｍ

Ｍ  ＰＢＳ（ｐＨ＝７．２）０．０５％  Ｔｗｅｅｎ－２０（Ｃ５８Ｈ１１４Ｏ

２６；ＦＷ＝１２２７、Ｆｉｓｈｅｒ  Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｐｔｉｔｔｓｂ

ｕｒｇｈ，ＰＡより入手可能））で４回洗浄した。洗浄後、ＳｔａｂｉｌＣｏａ

ｔ（ＳｕｒＭｏｄｉｃｓ，Ｅｄｅｎ  Ｐｒａｉｒｉｅ，ＭＮより入手可能）の２

００μＬのアリコートを各ウェルに添加し、そして、ストリップを２２℃で１時

間インキュベートした。次いで、ウェルを、自動プレートウォッシャーを使用し

て、ＰＢＳＴで４回洗浄した。ワクチン接種した（ポジティブ）ネコ血清または

バリア（ネガティブ）ネコ血清を、希釈液Ａ（ＰＢＳＴ，４％  ＦＢＳ，０．５

％  ＰｒｏＣｌｉｎ３００（Ｓｕｐｅｌｃｏ，Ｂｅｌｌｅｆｏｎｔｅ，ＰＡから
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入手可能））と共にウェルに添加する前に、１：５０に希釈した。次いで、適切

に希釈した血清の１００μＬアリコートを、適切なウェルの各々に添加し、そし

て、プレートを２２℃で２時間インキュベートし、次いで、自動プレートウォッ

シャーを使用して、ＰＢＳＴを用いる４回の洗浄した。ヤギ抗ネコＩｇＧ（Ｈ＆

Ｌ）－ＨＲＰ（Ｋｉｒｋｅｇａａｒｄ＆Ｐｅｒｒｙ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ

，Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，ＭＤから入手可能）を希釈液Ａ中で５００ｎｇ／

ｍｌに希釈し、次いで、１００μＬのアリコートを各ウェルに添加した。このプ

レートを２２℃で１時間インキュベートし、次いで、自動プレートウォッシャー

を使用してＰＢＳＴを用いる４回の洗浄した。次いで、二成分基材（ＴＭＢ  Ｐ

ｅｒｏｘｉｄａｓｅ  Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ  Ｓｙｓｔｅｍ、Ｋｉｒｋｅｇａａｒ

ｄ＆Ｐｅｒｒｙ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓより入手可能）の１００μＬのアリ

コートを、ウェルの各々に添加し、次いで、２２℃で５分間インキュベートした

。反応を、１００μＬのＩＭ  Ｈ３ＰＯ４をウェルの各々に添加することによっ

て停止し、その時点で、自動プレートリーダーを使用して（例えば、Ｍｏｌｅｃ

ｕｌａｒ  Ｄｅｖｉｃｅｓ  ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ  ２５０（Ｍｏｌｅｃｕｌａ

ｒ  Ｄｅｖｉｃｅｓ，Ｓｕｎｎｙｖａｌｅ，ＣＡより入手可能）を使用して）、

４５０ｎｍでのＯ．Ｄを決定する。ＥＬＩＳＡ結果を表１に示す。

      【００７９】

【表１】
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  これらのデータは、Ｏｐｔｉｐｒｅｐ精製ＦＣＶ調製物は、ＦＣＶワクチン接

種ネコにおいて抗体を検出し得るが、Ｏｐｔｉｐｒｅｐ精製ＮＩＣ調製物（すな

わち、同様な手順を使用する未感染細胞から生成された調製物）もまたそうであ

る。このように、完全なＦＣＶは、ワクチン接種されたネコ由来の血清と反応す

る細胞性タンパク質の存在に起因する、高い割合の偽ポジティブ反応の可能性に

起因して、ネコの免疫状態の決定のための受容可能ではない試薬である。

      【００８０】

  （Ｄ．免疫状態試薬としての完全なＦＨＶ調製物の試験）

  実施例１Ａに記載されるように産生されたＯｐｔｉｐｒｅｐ精製ＦＨＶ調製物

、ならびに同様の様式で調製されているが、ＣＲＦＫ細胞がＦＨＶに感染してい

ない調製物（すなわち、Ｏｐｔｉｐｒｅｐ精製非感染細胞（すなわちＮＩＣ）調

製物）を、ＦＨＶワクチン接種した（ポジティブ）ネコまたはバリアコントロー

ル（ネガティブ）ネコ由来の血清と反応するその能力について、ＥＬＩＳＡによ

って、各々試験した。

      【００８１】

  Ｏｐｔｉｐｒｅｐ精製ＦＨＶ調製物をＯｐｔｉｐｒｅｐ精製ＦＣＶ調製物の代

わりに使用し、ＦＨＶワクチン接種したネコ由来の血清を使用し、そして調製物

の希釈を表２に示すように実施した以外は、実施例１Ｃに記載するようにＥＬＩ
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ＳＡを実施した。結果を表２に示す。

      【００８２】

  （表２：ＦＨＶワクチン接種したネコ（陽性）またはバリアネコ（陰性）から

収集した血清を試験するためのＯｐｔｉｐｒｅｐ精製ＦＨＶまたはＮＩＣを用い

たＥＬＩＳＡ）

      【００８３】

【表２】

  これらのデータは、Ｏｐｔｉｐｒｅｐ精製ＦＨＶ調製物がＦＨＶワクチン接種

したネコの抗体を検出し得るが、Ｏｐｔｉｐｒｅｐ精製ＮＩＣ調製物（すなわち

、類似の手順を用いて未感染細胞から生成された調製物）も同様にこれを検出し

得ることを示す。従って、全ＦＨＶは、ワクチン接種したネコ由来の血清と反応

する細胞タンパク質の存在に起因する高い割合の疑陽性反応の可能性が原因で、

ネコの免疫状態の決定のために受容可能な試薬ではない。

      【００８４】

  （Ｅ．免疫状態試薬としての全ＦＰＶ調製物の試験）

  実施例１Ｂに記載したように生成したＣｓＣｌ精製ＦＰＶ調製物ならびに同様

の様式で調製したがＣＲＦＫ細胞をＦＰＶで感染していない調製物（すなわち、

ＣｓＣｌ精製非感染細胞、すなわちＮＩＣ、調製物）を、各々、ＦＰＶワクチン

接種したネコ（陽性）またはバリアネコ（陰性）由来の血清と反応するその能力

に関して、ＥＬＩＳＡによって試験した。
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      【００８５】

  ＣｓＣｌ精製ＦＰＶ調製物をＯｐｔｉｐｒｅｐ精製ＦＣＶ調製物の代わりに使

用し、ＦＰＶワクチン接種したネコ由来の血清を使用し、そして調製物の希釈を

表３に示すように実施した以外は、実施例１Ｃに記載するようにＥＬＩＳＡを実

施した。結果を表３に示す。

      【００８６】

  （表３：ＦＰＶワクチン接種したネコ（陽性）またはバリアネコ（陰性）から

収集した血清を試験するためのＣｓＣｌ精製ＦＰＶまたはＮＩＣを用いたＥＬＩ

ＳＡ）

      【００８７】

【表３】

  これらのデータは、ＣｓＣｌ精製ＦＰＶ調製物がＦＰＶワクチン接種したネコ

の抗体を検出し得るが、ＣｓＣｌ精製ＮＩＣ調製物（すなわち、類似の手順を用

いて未感染細胞から生成された調製物）も同様にこれを検出し得ることを示す。

従って、全ＦＰＶは、ワクチン接種したネコ由来の血清と反応する細胞タンパク

質の存在に起因する高い割合の疑陽性反応の可能性が原因で、ネコの免疫状態の

決定のための受容可能な試薬ではない。

      【００８８】

  （実施例２）

  本実施例は、本発明のネコカリチウイルスコートタンパク質（ＦＣＶＣＰ）を
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コードする本発明の核酸分子の単離および発現を記載する。本発明の組換えネコ

カリチウイルスコートタンパク質（ｒＦＣＶＣＰ）の精製もまた、記載する。

      【００８９】

  Ａ．配列番号１によって示されるコード鎖を有し、本明細書中ｎＦＣＶＣＰ２

０１３として示される２０１６ヌクレオチドの核酸分子（全長ＦＣＶＣＰをコー

ドする）を、標準的な技術（Ｓａｍｂｒｏｏｋら（同書）に記載されるような技

術）を用いてＰＣＲ増幅およびＴＡクローニングによって生成した。ＰＣＴ公開

番号ＷＯ９８／１２５６３（１９９８年３月２６日、Ｇｒｉｅｖｅら）に記載さ

れるように、Ｎ末端ヒスチジン（Ｈｉｓ）タグをコードする組換えベクターのヌ

クレオチドがネコカリチウイルスコートタンパク質をコードするヌクレオチドと

インフレーム連結するように、核酸分子ｎＦＣＶＣＰ２０１３を組換えベクター

λＰＲｃｒｏ／Ｔ
２ｏｒｉ／ＲＳＥＴ－Ｂに連結した。得られる組換え分子（本

明細書中、ｐλＰＲＨｉｓ－ｎＦＣＶＣＰ２０１３として示す）を、標準的な技

術（Ｓａｍｂｒｏｏｋら（同書）に開示されるような技術）を用いてＥｓｃｈｅ

ｒｉｃｈｉａ  ｃｏｌｉに形質転換し、組換え細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲＨｉ

ｓ－ｎＦＣＶＣＰ２０１３を作製した。組換え細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲＨｉ

ｓ－ｎＦＣＶＣＰ２０１３を、ＷＯ９８／１２５６３（同書）に記載されるよう

に培養し、Ｈｉｓタグに連結された６７２アミノ酸のＦＣＶＣＰタンパク質（配

列番号２）（ＰＦＣＶＣＰ６７１と示す）を生成した。本明細書中ＰＨｉｓ－Ｐ

ＦＣＶＣＰ６７１と称する融合タンパク質を、標準的なタンパク質精製技術によ

ってＥ．ｃｏｌｉから精製した。

      【００９０】

  Ｂ．配列番号１のヌクレオチド３７３～２０１６にまたがる１６４４ヌクレオ

チドの核酸分子（配列番号３によって示されるコード鎖を有し本明細書中ｎＦＣ

ＶＣＰ１６４１として示す）（成熟ＦＣＶＣＰをコードする）を、実施例２Ａに

記載するようなＰＣＲ増幅およびＴＡクローニングによって生成した。核酸分子

ｎＦＣＶＣＰ１６４１を、組換えベクターλＰＲｃｒｏ／Ｔ
２ｏｒｉ／ＲＳＥＴ

－Ｂ／Ｈｉｓｌｅｓｓに連結した。このλＰＲｃｒｏ／Ｔ
２ｏｒｉ／ＲＳＥＴ－

Ｂ／Ｈｉｓｌｅｓｓは、組換えベクターλＰＲｃｒｏ／Ｔ
２ｏｒｉ／ＲＳＥＴ－
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Ｂ（実施例２Ａに記載する）の改変バージョンであり、Ｈｉｓタグをコードする

コドンが取り除かれている。生じる組換え分子（本明細書中、ｐλＰＲ－ｎＦＣ

ＶＣＰ１６４１として示す）を、実施例２Ａに記載するように、Ｅｓｃｈｅｒｉ

ｃｈｉａ  ｃｏｌｉに形質転換し、組換え細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲ－ｎＦＣ

ＶＣＰ１６４１を作製した。組換え細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲ－ｎＦＣＶＣＰ

１６４１を、実施例２ＡのＷＯ９８／１２５６３（同書）に記載されるように培

養し、５４８アミノ酸のＦＣＶＣＰタンパク質（ＰＦＣＶＣＰ５４７と示す）を

生成し、このアミノ酸配列を配列番号４として本明細書中に表す。ＰＦＣＶＣＰ

５４７を、標準的なタンパク質精製技術によってＥ．ｃｏｌｉから精製した。

      【００９１】

  （実施例３）

  本実施例は、本発明のネコパルボウイルスキャプシドタンパク質（ＦＰＶＶＰ

）をコードする本発明の核酸分子の単離および発現を記載する。本発明の組換え

ネコパルボウイルスキャプシドタンパク質（ｒＦＰＶＶＰ）の精製もまた、記載

する。

      【００９２】

  Ａ．配列番号５によって示されるコード鎖を有し本明細書中ｎＦＰＶＶＰ２１

７５２として示される１７５５ヌクレオチドの核酸分子（全長ネコパルボウイル

スＶＰ２キャプシドタンパク質をコードする）を、実施例２Ａに記載するように

ＰＣＲ増幅およびＴＡクローニングによって生成した。実施例２Ａに記載するよ

うに、核酸分子ｎＦＰＶＶＰ２１７５２を組換えベクターλＰＲｃｒｏ／Ｔ
２ｏ

ｒｉ／ＲＳＥＴ－Ｂに連結して、組換え分子ｐλＰＲＨｉｓ－ｎＦＰＶＶＰ２１

７５２を生成した。次いでこれを、実施例２Ａに記載するように、Ｅｓｃｈｅｒ

ｉｃｈｉａ  ｃｏｌｉに形質転換し、組換え細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲＨｉｓ

－ｎＦＰＶＶＰ２１７５２を作製した。組換え細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲＨｉ

ｓ－ｎＦＰＶＶＰ２１７５２を、実施例２Ａに記載するように培養し、Ｈｉｓタ

グに融合した５８５アミノ酸のＦＰＶＶＰ２タンパク質（配列番号６）（ＰＦＰ

ＶＶＰ２５８４と示す）を生成した。本明細書中ＰＨｉｓ－ＰＦＰＶＶＰ２５８

４と称する融合タンパク質を、標準的なタンパク質精製技術によってＥ．ｃｏｌ
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ｉから精製した。

      【００９３】

  Ｂ．配列番号５のヌクレオチド７０３～１４３１にまたがる７２９ヌクレオチ

ドの核酸分子（配列番号７によって示されるコード鎖を有し本明細書中ｎＦＰＶ

ＶＰ２Ｃ７２９として示す）（短縮ＶＰ２キャプシドタンパク質をコードする）

を、実施例２Ａに記載するようなＰＣＲ増幅およびＴＡクローニングによって生

成した。核酸分子ｎＦＰＶＶＰ２Ｃ７２９を、実施例２Ａに記載するような組換

えベクターλＰＲｃｒｏ／Ｔ
２ｏｒｉ／ＲＳＥＴ－Ｂに連結し、組換え分子ｐλ

ＰＲＨｉｓ－ｎＦＰＶＶＰ２Ｃ７２９を作製した。次いでこれを、実施例２Ａに

記載するように、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ  ｃｏｌｉに形質転換し、組換え細胞

Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲＨｉｓ－ｎＦＰＶＶＰ２Ｃ７２９を作製した。組換え細

胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲＨｉｓ－ｎＦＰＶＶＰ２Ｃ７２９を、実施例２Ａに記

載するように培養し、Ｈｉｓタグに融合した配列番号８の２４３アミノ酸のＦＰ

ＶＶＰ２タンパク質（ＰＦＰＶＶＰ２Ｃ２４３と示す）を生成した。この融合タ

ンパク質（本明細書中ＰＨｉｓ－ＰＦＰＶＶＰ２Ｃ２４３と呼ぶ）を、標準的な

タンパク質精製技術によってＥ．ｃｏｌｉから精製した。

      【００９４】

  核酸分子ｎＦＰＶＶＰ２Ｃ７２９をまた、実施例２Ｂに記載するような組換え

ベクターλＰＲｃｒｏ／Ｔ
２ｏｒｉ／ＲＳＥＴ－Ｂ／Ｈｉｓｌｅｓｓに連結し、

組換え分子ｐλＰＲ－ｎＦＰＶＶＰ２Ｃ７２９を作製した。次いでこれを、実施

例２Ａに記載するように、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ  ｃｏｌｉに形質転換し、組

換え細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲ－ｎＦＰＶＶＰ２Ｃ７２９を作製した。組換え

細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲ－ｎＦＰＶＶＰ２Ｃ７２９を、実施例２Ａに記載す

るように培養し、２４３アミノ酸のＦＰＶＶＰ２タンパク質（ＰＦＰＶＶＰ２Ｃ

２４３と本明細書中に示す）（配列番号８として本明細書中に示されるアミノ酸

配列）を生成した。ＰＦＰＶＶＰ２Ｃ２４３を、標準的なタンパク質精製技術に

よってＥ．ｃｏｌｉから精製した。

      【００９５】

  Ｃ．１８６０ヌクレオチドの核酸分子（配列番号９によって示されるコード鎖
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を有し本明細書中ｎＦＰＶｐＶＰ１２１８６０として示す）（短縮ＶＰ１－ＶＰ

２キャプシドタンパク質をコードする）を、実施例２Ａに記載するようなＰＣＲ

増幅およびＴＡクローニングによって生成した。核酸分子ｎＦＰＶｐＶＰ１２１

８６０を、実施例２Ａに記載するような組換えベクターλＰＲｃｒｏ／Ｔ
２ｏｒ

ｉ／ＲＳＥＴ－Ｂに連結し、組換え分子ｐλＰＲＨｉｓ－ｎＦＰＶｐＶＰ１２１

８６０を作製した。次いでこれを、実施例２Ａに記載するように、Ｅｓｃｈｅｒ

ｉｃｈｉａ  ｃｏｌｉに形質転換し、組換え細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲＨｉｓ

－ｎＦＰＶｐＶＰ１２１８６０を作製した。組換え細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲ

Ｈｉｓ－ｎＦＰＶｐＶＰ１２１８６０を、実施例２Ａに記載するように培養し、

Ｈｉｓタグに融合した配列番号１０の６２０アミノ酸のＦＰＶＶＰ１２タンパク

質（ＰＦＰＶｐＶＰ１２６２０と示す）を生成した。この融合タンパク質（本明

細書中ＰＨｉｓ－ＰＦＰＶｐＶＰ１２６２０と呼ぶ）を、標準的なタンパク質精

製技術によってＥ．ｃｏｌｉから精製した。

      【００９６】

  Ｄ．配列番号５のヌクレオチド１～１４３１にまたがる１４３１ヌクレオチド

の核酸分子（配列番号１１によって示されるコード鎖を有し本明細書中ｎＦＰＶ

ｐＶＰ２１４３１として示す）（短縮ＶＰ２キャプシドタンパク質をコードする

）を、実施例２Ａに記載するようなＰＣＲ増幅およびＴＡクローニングによって

生成した。核酸分子ｎＦＰＶｐＶＰ２１４３１を、実施例２Ｂに記載するような

組換えベクターλＰＲｃｒｏ／Ｔ
２ｏｒｉ／ＲＳＥＴ－Ｂ／Ｈｉｓｌｅｓｓに連

結し、組換え分子ｐλＰＲ－ｎＦＰＶｐＶＰ２１４３１を作製した。次いでこれ

を、実施例２Ａに記載するように、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ  ｃｏｌｉに形質転

換し、組換え細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲ－ｎＦＰＶｐＶＰ２１４３１を作製し

た。組換え細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲ－ｎＦＰＶｐＶＰ２１４３１を、実施例

２Ａに記載するように培養し、４７７アミノ酸の短縮ＦＰＶＶＰ２タンパク質（

ＰＦＰＶｐＶＰ２４７７と示す）（配列番号１２として示されるアミノ酸配列）

を生成した。ＰＦＰＶｐＶＰ２４７７を、標準的なタンパク質精製技術によって

Ｅ．ｃｏｌｉから精製した。

      【００９７】
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  核酸分子ｎＦＰＶｐＶＰ２１４３１をまた、実施例２Ａに記載するような組換

えベクターλＰＲｃｒｏ／Ｔ
２ｏｒｉ／ＲＳＥＴ－Ｂに連結し、組換え分子ｐλ

ＰＲＨｉｓ－ｎＦＰＶｐＶＰ２１４３１を作製した。次いでこれを、実施例２Ａ

に記載するように、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ  ｃｏｌｉに形質転換し、組換え細

胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲＨｉｓ－ｎＦＰＶｐＶＰ２１４３１を作製した。組換

え細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲＨｉｓ－ｎＦＰＶｐＶＰ２１４３１を、実施例２

Ａに記載するように培養し、Ｈｉｓタグに融合した配列番号１２の４７７アミノ

酸の短縮ＦＰＶＶＰ２タンパク質（ＰＦＰＶｐＶＰ２４７７と示す）を生成した

。この融合タンパク質（ＰＨｉｓ－ＰＦＰＶｐＶＰ２４７７と示す）を、標準的

なタンパク質精製技術によってＥ．ｃｏｌｉから精製した。

      【００９８】

  （実施例４）

  本実施例は、本発明のネコヘルペスウイルス糖タンパク質をコードする本発明

の核酸分子の単離および発現を記載する。本発明の組換えネコヘルペスウイルス

糖タンパク質（ｒＦＨＶｇＢ、ｒＦＨＶｇＣ、およびｒＦＨＶｇＤタンパク質）

の精製もまた、記載する。

      【００９９】

  Ａ．配列番号１３によって示されるコード鎖を有し本明細書中ｎＦＨＶｇＢ２

８２９として示される２８３２ヌクレオチドの核酸分子（全長ネコヘルペスウイ

ルス糖タンパク質Ｂタンパク質をコードする）を、実施例２Ａに記載するような

ＰＣＲ増幅およびＴＡクローニングによって生成した。核酸分子ｎＦＨＶｇＢ２

８２９を、実施例２Ａに記載するように組換えベクターλＰＲｃｒｏ／Ｔ
２ｏｒ

ｉ／ＲＳＥＴ－Ｂに連結し、組換え分子ｐλＰＲＨｉｓ－ｎＦＨＶｇＢ２８２９

を作製した。次いでこれを、実施例２Ａに記載するように、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈ

ｉａ  ｃｏｌｉに形質転換し、組換え細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲＨｉｓ－ｎＦ

ＨＶｇＢ２８２９を作製した。組換え細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲＨｉｓ－ｎＦ

ＨＶｇＢ２８２９を、実施例２Ａに記載するように培養し、Ｈｉｓタグに連結さ

れた配列番号１４の９４４アミノ酸のＦＨＶｇＢタンパク質（ＰＦＨＶｇＢ９４

３と示す）を生成した。本明細書中ＰＨｉｓ－ＰＦＨＶｇＢ９４３と称する融合
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タンパク質を、標準的なタンパク質精製技術によってＥ．ｃｏｌｉから精製した

。

      【０１００】

  Ｂ．配列番号１３のヌクレオチド１～７５０にまたがる７５０ヌクレオチドの

核酸分子（配列番号１５によって示されるコード鎖を有し本明細書中ｎＦＨＶｇ

Ｂ７５０として示す）（短縮ネコヘルペスウイルス糖タンパク質Ｂタンパク質を

コードする）を、実施例２Ａに記載するようなＰＣＲ増幅およびＴＡクローニン

グによって生成した。核酸分子ｎＦＨＶｇＢ７５０を、実施例２Ａに記載するよ

うに、組換えベクターλＰＲｃｒｏ／Ｔ
２ｏｒｉ／ＲＳＥＴ－Ｂに連結し、組換

え分子ｐλＰＲＨｉｓ－ｎＦＨＶｇＢ７５０を作製した。次いでこれを、実施例

２Ａに記載するように、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ  ｃｏｌｉに形質転換し、組換

え細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲＨｉｓ－ｎＦＨＶｇＢ７５０を作製した。組換え

細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲＨｉｓ－ｎＦＨＶｇＢ７５０を、実施例２Ａに記載

するように培養し、Ｈｉｓタグに融合した配列番号１６の２５０アミノ酸のＦＨ

ＶｇＢタンパク質（ＰＦＨＶｇＢ２５０と示す）を生成した。この融合タンパク

質（本明細書中ＰＨｉｓ－ＰＦＨＶｇＢ２５０と呼ぶ）を、標準的なタンパク質

精製技術によってＥ．ｃｏｌｉから精製した。

      【０１０１】

  Ｃ．１６０５ヌクレオチドの核酸分子（配列番号１７によって示されるコード

鎖を有し本明細書中ｎＦＨＶｇＣ１６０２として示す）（全長ネコヘルペスウイ

ルス糖タンパク質Ｃタンパク質をコードする）を、実施例２Ａに記載するような

ＰＣＲ増幅およびＴＡクローニングによって生成した。核酸分子ｎＦＨＶｇＣ１

６０２を、実施例２Ａに記載するように、組換えベクターλＰＲｃｒｏ／Ｔ
２ｏ

ｒｉ／ＲＳＥＴ－Ｂに連結し、組換え分子ｐλＰＲＨｉｓ－ｎＦＨＶｇＣ１６０

２を作製した。次いでこれを、実施例２Ａに記載するように、Ｅｓｃｈｅｒｉｃ

ｈｉａ  ｃｏｌｉに形質転換し、組換え細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲＨｉｓ－ｎ

ＦＨＶｇＣ１６０２を作製した。組換え細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲＨｉｓ－ｎ

ＦＨＶｇＣ１６０２を、実施例２Ａに記載するように培養し、Ｈｉｓタグに融合

した配列番号１８の５３５アミノ酸のＦＨＶｇＣタンパク質（ＰＦＨＶｇＣ５３
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４と示す）を生成した。この融合タンパク質（本明細書中ＰＨｉｓ－ＰＦＨＶｇ

Ｃ５３４と呼ぶ）を、標準的なタンパク質精製技術によってＥ．ｃｏｌｉから精

製した。

      【０１０２】

  Ｄ．配列番号１７のヌクレオチド９７～１４９７にまたがる１４０１ヌクレオ

チドの核酸分子（配列番号１９によって示されるコード鎖を有し本明細書中ｎＦ

ＨＶｇＣ１４０１として示す）（短縮ネコヘルペスウイルス糖タンパク質Ｃタン

パク質をコードする）を、実施例２Ａに記載するようなＰＣＲ増幅およびＴＡク

ローニングによって生成した。核酸分子ｎＦＨＶｇＣ１４０１を、実施例２Ａに

記載するように、組換えベクターλＰＲｃｒｏ／Ｔ
２ｏｒｉ／ＲＳＥＴ－Ｂに連

結し、組換え分子ｐλＰＲＨｉｓ－ｎＦＨＶｇＣ１４０１を作製した。次いでこ

れを、実施例２Ａに記載するように、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ  ｃｏｌｉに形質

転換し、組換え細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲＨｉｓ－ｎＦＨＶｇＣ１４０１を作

製した。組換え細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲＨｉｓ－ｎＦＨＶｇＣ１４０１を、

実施例２Ａに記載するように培養し、Ｈｉｓタグに融合した配列番号２０の４６

７アミノ酸のＦＨＶｇＣタンパク質（ＰＦＨＶｇＣ４６７と示す）を生成した。

この融合タンパク質（本明細書中ＰＨｉｓ－ＰＦＨＶｇＣ４６７と呼ぶ）を、標

準的なタンパク質精製技術によってＥ．ｃｏｌｉから精製した。

      【０１０３】

  Ｅ．ネコヘルペスウイルスタンパク質ＰＦＨＶｇＣ４６７をコードするが多数

のコドンがＥ．ｃｏｌｉにおける発現のために最適化されている１４０１ヌクレ

オチドの核酸配列（ｎＦＨＶｇＣ１４０１（ｏｐｔ）と命名した）を以下のよう

に作製した。一連のＰＣＲ変異誘発工程を、標準的な技術（Ｓａｍｂｒｏｏｋら

（同書）に記載されるような技術）を用いてｎＦＨＶｇＣ１４０１（このコード

鎖は、配列番号１９によって示される）に対して実行し、以下のコドンを標的化

した：配列番号１９のヌクレオチド１１９～１２４にまたがる２つのアルギニン

コドン；配列番号１９のヌクレオチド１３３～１４１にまたがる３つのセリンコ

ドン；配列番号１９のヌクレオチド７２４～７２６にまたがるグリシンコドン；

ならびに、配列番号１９のヌクレオチド７２７～７２９にまたがるロイシンコド
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ン。生じる核酸分子（主に、ｎＦＨＶｇＣ１４０１（ｏｐｔ））は、配列番号２

１に示されるようなコード鎖配列を有する。核酸分子ｎＦＨＶｇＣ１４０１（ｏ

ｐｔ）を、実施例２Ｂに記載されるように組換えベクターλＰＲｃｒｏ／Ｔ
２ｏ

ｒｉ／ＲＳＥＴ－Ｂ／Ｈｉｓｌｅｓｓに連結し、組換え分子ｐλＰＲ－ｎＦＨＶ

ｇＣ１４０１（ｏｐｔ）を作製し、次いでこれを、実施例２Ａに記載するように

、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ  ｃｏｌｉに形質転換し、組換え細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：

ｐλＰＲ－ｎＦＨＶｇＣ１４０１（ｏｐｔ）を作製した。組換え細胞Ｅ．ｃｏｌ

ｉ：ｐλＰＲ－ｎＦＨＶｇＣ１４０１（ｏｐｔ）を、実施例２Ａに記載するよう

に培養し、４６７アミノ酸のＦＨＶｇＣタンパク質（ＰＦＨＶｇＣ４６７（ｏｐ

ｔ）と命名した）を生成した。ＰＦＨＶｇＣ４６７（ｏｐｔ）（このアミノ酸配

列を、配列番号２２として示し、これは、配列番号２０と同一である）を、標準

的なタンパク質精製技術によってＥ．ｃｏｌｉから精製した。

      【０１０４】

  Ｆ．１１２５ヌクレオチドの核酸分子（配列番号２３によって示されるコード

鎖を有し本明細書中ｎＦＨＶｇＤ１１２２と命名した）（全長ネコヘルペスウイ

ルス糖タンパク質Ｄタンパク質をコードする）を、実施例２Ａに記載するような

ＰＣＲ増幅およびＴＡクローニングによって生成した。核酸分子ｎＦＨＶｇＤ１

１２２を、実施例２Ａに記載するように、組換えベクターλＰＲｃｒｏ／Ｔ
２ｏ

ｒｉ／ＲＳＥＴ－Ｂに連結し、組換え分子ｐλＰＲＨｉｓ－ｎＦＨＶｇＤ１１２

２を作製した。次いでこれを、実施例２Ａに記載するように、Ｅｓｃｈｅｒｉｃ

ｈｉａ  ｃｏｌｉに形質転換し、組換え細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲＨｉｓ－ｎ

ＦＨＶｇＤ１１２２を作製した。組換え細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲＨｉｓ－ｎ

ＦＨＶｇＤ１１２２を、実施例２Ａに記載するように培養し、Ｈｉｓタグに融合

した配列番号２４の３７５アミノ酸のＦＨＶｇＤタンパク質（ＰＦＨＶｇＤ３７

４と示す）を生成した。この融合タンパク質（本明細書中ＰＨｉｓ－ＰＦＨＶｇ

Ｄ３７４と呼ぶ）を、標準的なタンパク質精製技術によってＥ．ｃｏｌｉから精

製した。

      【０１０５】

  Ｇ．配列番号２３のヌクレオチド８５～８９４にまたがる９００ヌクレオチド
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の核酸分子（配列番号２５によって示されるコード鎖を有し本明細書中ｎＦＨＶ

ｇＤ９００と命名した）（短縮ネコヘルペスウイルス糖タンパク質Ｄタンパク質

をコードする）を、実施例２Ａに記載するようなＰＣＲ増幅およびＴＡクローニ

ングによって生成した。核酸分子ｎＦＨＶｇＤ９００を、実施例２Ａに記載する

ように、組換えベクターλＰＲｃｒｏ／Ｔ
２ｏｒｉ／ＲＳＥＴ－Ｂに連結し、組

換え分子ｐλＰＲＨｉｓ－ｎＦＨＶｇＤ９００を作製した。次いでこれを、実施

例２Ａに記載するように、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ  ｃｏｌｉに形質転換し、組

換え細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲＨｉｓ－ｎＦＨＶｇＤ９００を作製した。組換

え細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲＨｉｓ－ｎＦＨＶｇＤ９００を、実施例２Ａに記

載するように培養し、Ｈｉｓタグに融合した配列番号２６の３００アミノ酸のＦ

ＨＶｇＤタンパク質（ＰＦＨＶｇＤ３００と命名した）を生成した。この融合タ

ンパク質（本明細書中ＰＨｉｓ－ＰＦＨＶｇＤ３００と呼ぶ）を、標準的なタン

パク質精製技術によってＥ．ｃｏｌｉから精製した。

      【０１０６】

  （実施例５）

  本実施例は、本発明のネコ白血病ウイルス（ＦｅＬＶ）タンパク質をコードす

る本発明の核酸分子の単離および発現を記載する。また、本発明の組換えネコヘ

ルペスウイルスタンパク質（ｒＦｅＬＶｐ２７タンパク質およびｒＦｅＬＶｇｐ

７０タンパク質）の精製を記載する。

      【０１０７】

  （Ａ．）７８９ヌクレオチドの核酸分子であり、成熟ＦｅＬＶｐ２７タンパク

質をコードし、配列番号２７によって表されるコード鎖を有する、本明細書中で

ｎＦｅＬＶｐ２７７５９と名付けられた核酸分子を、実施例２Ａに記載のように

ＰＣＲ増幅およびＴＡクローニングによって生成した。核酸分子ｎＦｅＬＶｐ２

７７５９を、実施例２Ｂに記載のように、組換えベクターλＰＲｃｒｏ／Ｔ
２ｏ

ｒｉ／ＲＳＥＴ－Ｂ／Ｈｉｓｌｅｓｓに連結して、組換え分子ｐλＰＲ－ｎＦｅ

ＬＶｐ２７７５９を生成した。次いで、実施例２Ａに記載のように、この分子を

、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ  ｃｏｌｉ中に形質転換して、組換え細胞Ｅ．ｃｏｌ

ｉ：ｐλＰＲ－ｎＦｅＬＶｐ２７７５９を生成した。組換え細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：



(61) 特表２００３－５２７５８４

ｐλＰＲ－ｎＦｅＬＶｐ２７７５９を、実施例２Ａに記載のように培養し、ＰＦ

ｅＬＶｐ２７２５３と名付けられた２６３アミノ酸のＦｅＬＶｐ２７タンパク質

を生成した。そのアミノ酸配列を、配列番号２８として表す。標準的なタンパク

質精製技術により、ＰＦｅＬＶｐ２７２５３をＥ．ｃｏｌｉから精製した。

      【０１０８】

  （Ｂ．）１８５７ヌクレオチドの核酸分子であり、成熟ＦｅＬＶエンベロープ

糖タンパク質７０（ｇｐ７０）タンパク質をコードし、配列番号２９によって表

されるコード鎖を有する、本明細書中でｎＦｅＬＶｇｐ７０１８３０と名付けら

れた核酸分子を、実施例２Ａに記載のようにＰＣＲ増幅およびＴＡクローニング

によって生成した。核酸分子ｎＦｅＬＶｇｐ７０１８３０を、実施例２Ａに記載

のように、組換えベクターλＰＲｃｒｏ／Ｔ
２ｏｒｉ／ＲＳＥＴ－Ｂに連結して

、組換え分子ｐλＰＲＨｉｓ－ｎＦｅＬＶｐ２７１８５７を生成した。次いで、

実施例２Ａに記載のように、この分子を、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ  ｃｏｌｉ中

に形質転換して、組換え細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲＨｉｓ－ｎＦｅＬＶｐ２７

１８５７を生成した。組換え細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲＨｉｓ－ｎＦｅＬＶｐ

２７１８５７を、実施例２Ａに記載のように培養し、ＰＦｅＬＶｇｐ７０６１０

と名付けられた６１９アミノ酸のＦｅＬＶｇｐ７０タンパク質を生成した。Ｈｉ

ｓタグと融合したそのアミノ酸配列を、配列番号３０として表す。標準的なタン

パク質精製技術により、本明細書中でＰＨｉｓ－ＰＦｅＬＶｇｐ７０６１０と呼

ばれるこの融合タンパク質を、Ｅ．ｃｏｌｉから精製した。

      【０１０９】

  （Ｃ．）１８３３ヌクレオチドの核酸分子であり、ＦｅＬＶＰｒ６５－ｇａｇ

のカルボキシ末端とｇｐ７０との融合タンパク質をコードし、配列番号３１によ

って表されるコード鎖を有する、本明細書中でｎＦｅＬＶｐ２７－ｇｐ７０１８

３３と名付けられた核酸分子を、実施例２Ａに記載のようにＰＣＲ増幅およびＴ

Ａクローニングによって生成した。核酸分子ｎＦｅＬＶｐ２７－ｇｐ７０１８３

３を、実施例２Ｂに記載のように、組換えベクターλＰＲｃｒｏ／Ｔ
２ｏｒｉ／

ＲＳＥＴ－Ｂ／Ｈｉｓｌｅｓｓに連結して、組換え分子ｐλＰＲ－ｎＦｅＬＶｐ

２７－ｇｐ７０１８３３を生成した。次いで、実施例２Ａに記載のように、この
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分子を、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ  ｃｏｌｉ中に形質転換して、組換え細胞Ｅ．

ｃｏｌｉ：ｐλＰＲ－ｎＦｅＬＶｐ２７－ｇｐ７０１８３３を生成した。組換え

細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲ－ｎＦｅＬＶｐ２７－ｇｐ７０１８３３を、実施例

２Ａに記載のように培養し、ＰＦｅＬＶｐ２７－ｇｐ７０６１１と名付けられた

６１１アミノ酸の融合タンパク質を生成した。そのアミノ酸配列を、配列番号３

２として表す。標準的なタンパク質精製技術により、ＰＦｅＬＶｐ２７－ｇｐ７

０６１１をＥ．ｃｏｌｉから精製した。

      【０１１０】

  核酸分子ｎＦｅＬＶｐ２７－ｇｐ７０１８３３をまた、実施例２Ｂに記載のよ

うに、組換えベクターλＰＲｃｒｏ／Ｔ
２ｏｒｉ／ＲＳＥＴ－Ｂに連結して、組

換え分子ｐλＰＲＨｉｓ－ｎＦｅＬＶｐ２７－ｇｐ７０１８３３を生成した。次

いで、実施例２Ａに記載のように、この分子を、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ  ｃｏ

ｌｉ中に形質転換して、組換え細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲＨｉｓ－ｎＦｅＬＶ

ｐ２７－ｇｐ７０１８３３を生成した。組換え細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲＨｉ

ｓ－ｎＦｅＬＶｐ２７－ｇｐ７０１８３３を、実施例２Ａに記載のように培養し

、ＰＦｅＬＶｐ２７－ｇｐ７０６１１と名付けられた６１１アミノ酸の融合タン

パク質を生成した。Ｈｉｓタグに融合したそのアミノ酸配列を、配列番号３２と

して表す。標準的なタンパク質精製技術により、ＰＨｉｓ－ＰＦｅＬＶｐ２７－

ｇｐ７０６１１と名付けられたこの融合タンパク質をＥ．ｃｏｌｉから精製した

。

      【０１１１】

  （実施例６）

  本実施例は、本発明のイヌジステンパーウイルス（ＣＤＶ）タンパク質をコー

ドする本発明の核酸分子の単離および発現を記載する。また、本発明の組換えＣ

ＤＶ血球凝集素（ｒＣＤＶＨ）タンパク質および融合（ｒＣＤＶＨ）タンパク質

の精製を記載する。

      【０１１２】

  （Ａ．）１８１２ヌクレオチドの核酸分子であり、ＣＤＶ血球凝集素タンパク

質をコードし、配列番号３３によって表されるコード鎖を有する、本明細書中で
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ｎＣＤＶＨ１８１２と名付けられた核酸分子を、実施例２Ａに記載のようにＰＣ

Ｒ増幅およびＴＡクローニングによって生成した。核酸分子ｎＣＤＶＨ１８１２

を、実施例２Ａに記載のように、組換えベクターλＰＲｃｒｏ／Ｔ
２ｏｒｉ／Ｒ

ＳＥＴ－Ｂに連結して、組換え分子ｐλＰＲＨｉｓ－ｎＣＤＶＨ１８１２を生成

した。次いで、実施例２Ａに記載のように、この分子を、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉ

ａ  ｃｏｌｉ中に形質転換して、組換え細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲＨｉｓ－ｎ

ＣＤＶＨ１８１２を生成した。組換え細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲＨｉｓ－ｎＣ

ＤＶＨ１８１２を、実施例２Ａに記載のように培養し、ＰＣＤＶＨ６０４と名付

けられた６０４アミノ酸のタンパク質を生成した。Ｈｉｓタグと融合したそのア

ミノ酸配列を、配列番号３４として表す。標準的なタンパク質精製技術により、

ＰＨｉｓ－ＰＣＤＶＨ６０４と名付けられたこの融合タンパク質をＥ．ｃｏｌｉ

から精製した。

（Ｂ．）１９８６ヌクレオチドの核酸分子であり、ＣＤＶ融合タンパク質をコー

ドし、配列番号３５によって表されるコード鎖を有する、本明細書中でｎＣＤＶ

Ｈ１９８６と名付けられた核酸分子を、実施例２Ａに記載のようにＰＣＲ増幅お

よびＴＡクローニングによって生成した。核酸分子ｎＣＤＶＨ１９８６を、実施

例２Ａに記載のように、組換えベクターλＰＲｃｒｏ／Ｔ
２ｏｒｉ／ＲＳＥＴ－

Ｂに連結して、組換え分子ｐλＰＲＨｉｓ－ｎＣＤＶＨ１９８６を生成した。次

いで、実施例２Ａに記載のように、この分子を、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ  ｃｏ

ｌｉ中に形質転換して、組換え細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲＨｉｓ－ｎＣＤＶＨ

１９８６を生成した。組換え細胞Ｅ．ｃｏｌｉ：ｐλＰＲＨｉｓ－ｎＣＤＶＨ１

９８６を、実施例２Ａに記載のように培養し、ＰＣＤＶＨ６６２と名付けられた

６６２アミノ酸のタンパク質を生成した。Ｈｉｓタグと融合したそのアミノ酸配

列を、配列番号３６として表す。標準的なタンパク質精製技術により、ＰＨｉｓ

－ＰＣＤＶＨ６６２と名付けられたこの融合タンパク質をＥ．ｃｏｌｉから精製

した。

      【０１１３】

  （実施例７）

  本実施例は、本発明の免疫状態アッセイを実証する。特に、この実施例は、汎
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白血球減少症ウイルス（ＦＰＶ）ワクチン、ヘルペスウイルス１（ＦＨＶ－１）

ワクチンおよびカリチウイルス（ＦＣＶ）ワクチンで予めワクチン接種したネコ

における体液性免疫応答と、チャレンジ感染からのこのようなネコの防御との間

の関連を実証する。

      【０１１４】

  ４０匹のネコを、以下の様式で処置した：１４匹のネコに、チャレンジの６ヶ

月前にＦＣＶワクチン、ＦＨＶ－１ワクチンおよびＦＰＶワクチンを用いて１回

ワクチン接種した；１２匹のネコに、１回または２回のいずれかで、ＦＣＶワク

チン、ＦＨＶ－１ワクチンおよびＦＰＶワクチンでワクチン接種し、最後のワク

チンは、チャレンジの３０～３６ヶ月前に与えた；そして１４匹のネコには、ワ

クチン接種しなかった。チャレンジを、ワクチン承認について使用されるＵＣＤ

Ａチャレンジプロトコールに従って達成した。免疫状態ＥＬＩＳＡを使用して、

以下の本発明の抗原をそれぞれ使用して、チャレンジの前にこれらのネコの各々

の血清中の抗ＦＣＶ抗体、抗ＦＨＶ－１抗体および抗ＦＰＶ抗体の量を、それぞ

れ決定した：組換えＦＣＶコートタンパク質（ｒＦＣＶＣＰ）タンパク質ＰＦＣ

ＶＣＰ５４７（そのアミノ酸配列は配列番号４として表され、そしてその産生が

、実施例２Ｂに記載される）；組換えＦＨＶ糖タンパク質Ｃ（ｒＦＨＶｇＣ）タ

ンパク質ＰＨｉｓ－ＰＦＨＶｇＣ４６７（ＦＨＶｇＣ４６７の融合タンパク質）

（そのアミノ酸配列は配列番号２２によって示され、そしてその産生は、実施例

４Ｄに記載される）；ならびに組換えＦＰＶ  ＶＰ２キャプシドタンパク質（ｒ

ＦＰＶＶＰ２）タンパク質ＰＦＰＶｐＶＰ２４７７（そのアミノ酸配列は配列番

号１２によって表され、そしてその産生は、実施例３Ｄに記載される）。カット

オフ値は、３０匹のワクチン接種しなかったネコからの結果に基づいた。ＥＬＩ

ＳＡを、実施例１Ｃに記載されるものと類似の様式で、以下の改変と共に実行し

た。これらの特定の組換え抗原を以下の濃度で使用して、プレート（１ウェル当

たり１００μＬ）を被覆した。ｒＦＣＶＣＰタンパク質ＰＦＣＶＣＰ５４７（開

始濃度３ｍｇ／ｍｌ）を２０ｎｇ／ｍｌに希釈した（１：１５０，０００希釈）

；ｒＦＨＶｇＣタンパク質ＰＦＨＶｇＣ４６７（開始濃度２．２４ｍｇ／ｍｌ）

を５０ｎｇ／ｍｌに希釈した（１：４４，８００希釈）；およびｒＦＰＶＶＰ２
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タンパク質ＰＦＰＶｐＶＰ２４７７（開始濃度１．１２ｍｇ／ｍｌ）を１２０ｎ

ｇ／ｍｌに希釈した（１：９３３３）。ｒＦＣＶＣＰ抗原およびｒＦＨＶｇＣ抗

原を含むウェルについて、試験されるネコ血清を、希釈液Ａ中に１：８００希釈

した；ｒＦＰＶＶＰ２抗原を含むウェルについて、試験されるネコ血清を、希釈

液Ａで１：１００希釈した。

      【０１１５】

  抗体レベルを、臨床スコア（ＦＣＶ、ＦＨＶ－１）または好中球減少症の発症

（ＦＰＶ）と比較した。この臨床スコアが、ワクチン接種していないネコ群の臨

床スコアの平均の５０％以下である場合、ネコが、ＦＣＶまたはＦＨＶ－１に対

して防御されたとみなす。抗ＦＣＶ抗体レベル、抗ＦＨＶ抗体レベルおよび抗Ｆ

ＰＶ抗体レベルの間の相関、ならびにＦＣＶについてのそれぞれの臨床スコア、

ＦＨＶ－１についてのそれぞれの臨床スコア、そしてそれぞれの好中球減少症の

発症（ＦＰＶ）を、それぞれ表４、５および６に示す。

      【０１１６】

  （表４：組換え抗原ＰＦＣＶＣＰ５４７を使用したＥＬＩＳＡによって測定さ

れたＦＣＶチャレンジ後の臨床スコアと抗ＦＣＶ抗体レベルとの間の相関）

      【０１１７】

【表４】
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      【０１１８】

【表５】
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  （表５：組換え抗原ＰＦＨＶｇＣ４６７を使用したＥＬＩＳＡによって測定さ

れたＦＨＶ－１チャレンジ後の臨床スコアと抗ＦＨＶ抗体レベルとの間の相関）

      【０１１９】

【表６】
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      【０１２０】

【表７】
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  （表６：組換え抗原ＰＦＰＶｐＶＰ２４７７を使用したＥＬＩＳＡによって測

定されたＦＰＶチャレンジ後の好中球減少症の発症と抗ＦＰＶ抗体レベルとの間

の相関）

      【０１２１】

【表８】
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      【０１２２】

【表９】
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  これらのデータは、ウイルスチャレンジからネコが防御されることを予測する

ことにおける本発明の免疫状態の有用性を示す。詳細には、表４の結果は、ワク

チン接種を受けた２６匹のネコ全てが、ＦＣＶチャレンジから防御されたこと、

そしてこれらのネコの各々が防御を予測する抗体レベルを有したことを示す。表
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５の結果は、ワクチン接種された２６匹のネコのうち２２匹がＦＨＶ－１チャレ

ンジから防御されたこと、そして防御された２２匹のネコのうち１８匹が防御を

予測する抗体レベルを有したことを示す。防御されなかったこの群の４匹のネコ

のうち、２匹のネコが、防御の欠如を予測する抗体レベルを有し、そして２匹の

ネコが、防御を予測する抗体レベルを有した。表６の結果は、好中球減少症が、

ワクチン接種されていない１４匹のネコの全てにおいて検出されたが、ワクチン

接種されたネコにおいては検出されず、ワクチン接種されなかったネコにおいて

汎白血球減少症を確認した。ワクチン接種されたネコのうち、研究のために利用

可能な２５匹のうち１４匹のネコが、防御を予測するＦＰＶ抗体レベルを有した

。

      【０１２３】

  結論として、本発明の免疫状態アッセイは、有毒なＦＣＶ、ＦＨＶ－１または

ＦＰＶに曝露された、健康なワクチン接種されたネコにおいて、チャレンジから

の防御との高い陽性相関を示す。

      【０１２４】

  本発明の種々の実施形態が詳細に記載されたが、これらの実施形態の改変およ

び適応が生じることは、当業者に明らかである。しかし、このような改変および

適応は、上記の特許請求の範囲に示されるような、本発明の範囲内にあることが

、明白に理解されるべきである。
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