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(57)【要約】
本発明は、イヌ科動物に感染して該イヌ科動物に呼吸器疾患を引き起こすことができる分
離されたインフルエンザウイルスに関する。本発明は、本発明のインフルエンザウイルス
に対する免疫応答を誘発するための組成物および方法にも関する。本発明は、本発明のウ
イルスを同定して本発明のウイルスの動物への感染を診断するための組成物および方法に
も関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　イヌ科動物に感染することができる、分離されたインフルエンザウイルス。
【請求項２】
　H3のHA血清型を持つ、請求項1記載のインフルエンザウイルス。
【請求項３】
　H3N8の血清型を持つ、請求項1記載のインフルエンザウイルス。
【請求項４】
　配列番号：2、4、6、8、10、12、14、16、18、20、22、24、26、28、30、32、33、34、
48、50、52、54、56、58、60、62、64、66、68、70、72、74、76もしくは78のいずれかに
示されるアミノ酸配列またはそれらの機能性および/もしくは免疫原性断片を持つポリペ
プチドをコードするポリヌクレオチドを含む、または
　該ポリヌクレオチドが、配列番号：2、4、6、8、10、12、14、16、18、20、22、24、26
、28、30、32、33、34、48、50、52、54、56、58、60、62、64、66、68、70、72、74、76
もしくは78のいずれかに示されるアミノ酸配列と99％もしくはそれよりも高い配列同一性
を持つポリペプチドをコードする、
請求項1記載のインフルエンザウイルス。
【請求項５】
　配列番号：1、3、5、7、9、11、13、15、17、19、21、23、25、27、29、31、47、49、5
1、53、55、57、59、61、63、65、67、69、71、73、75もしくは77のいずれかに示される
ヌクレオチド配列を持つポリヌクレオチドを含む、または　該ポリヌクレオチドが配列番
号：1、3、5、7、9、11、13、15、17、19、21、23、25、27、29、31、47、49、51、53、5
5、57、59、61、63、65、67、69、71、73、75もしくは77のいずれかに示されるヌクレオ
チド配列と98％もしくはそれよりも高い配列同一性を持つ、
請求項1記載のインフルエンザウイルス。
【請求項６】
　A/イヌ/フロリダ/43/2004と命名されるウイルス分離物またはA/イヌ/フロリダ/242/200
3と命名されるウイルス分離物である、請求項1記載のインフルエンザウイルス。
【請求項７】
　イヌ/Jax/05と命名されるウイルス分離物またはイヌ/マイアミ/05と命名されるウイル
ス分離物である、請求項1記載のインフルエンザウイルス。
【請求項８】
　不活化または弱毒化された、請求項1記載のインフルエンザウイルス。
【請求項９】
　薬学的に許容される担体または希釈剤中で提供される、請求項1記載のインフルエンザ
ウイルス。
【請求項１０】
　請求項1記載のインフルエンザウイルスのゲノムセグメントまたは遺伝子の全体または
一部を含む、単離されたポリヌクレオチド。
【請求項１１】
　ノイラミニダーゼ遺伝子、核タンパク質遺伝子、マトリックスタンパク質遺伝子、ポリ
メラーゼ塩基性タンパク質遺伝子、ポリメラーゼ酸性タンパク質遺伝子、非構造タンパク
質遺伝子およびヘマグルチニン遺伝子からなる群より選択されるインフルエンザ遺伝子の
全てまたは一部を含む、請求項10記載のポリヌクレオチド。
【請求項１２】
　インフルエンザウイルスが配列番号：2、4、6、8、10、12、14、16、18、20、22、24、
26、28、30、32、33、34、48、50、52、54、56、58、60、62、64、66、68、70、72、74、
76もしくは78のいずれかに示されるアミノ酸配列またはその機能性および/もしくは免疫
原性断片を持つポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む、または
　該ポリヌクレオチドが配列番号：2、4、6、8、10、12、14、16、18、20、22、24、26、
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28、30、32、33、34、48、50、52、54、56、58、60、62、64、66、68、70、72、74、76も
しくは78のいずれかに示されるアミノ酸配列と99％もしくはそれよりも高い配列同一性を
持つポリペプチドをコードする、
請求項10記載のポリヌクレオチド。
【請求項１３】
　インフルエンザウイルスが配列番号：1、3、5、7、9、11、13、15、17、19、21、23、2
5、27、29、31、47、49、51、53、55、57、59、61、63、65、67、69、71、73、75もしく
は77のいずれかに示されるヌクレオチド配列を持つポリヌクレオチドを含む、または
　該ポリヌクレオチドが配列番号：1、3、5、7、9、11、13、15、17、19、21、23、25、2
7、29、31、47、49、51、53、55、57、59、61、63、65、67、69、71、73、75もしくは77
のいずれかに示されるヌクレオチド配列と98％もしくはそれよりも高い配列同一性を持つ
、
請求項10記載のポリヌクレオチド。
【請求項１４】
　薬学的に許容される担体または希釈剤中で製剤化される、請求項10記載のポリヌクレオ
チド。
【請求項１５】
　請求項10記載のポリヌクレオチドを含む、ポリヌクレオチド発現構築物。
【請求項１６】
　請求項10記載のポリヌクレオチドのコードまたは非コード配列にハイブリダイズするこ
とができる、オリゴヌクレオチド。
【請求項１７】
　高ストリンジェントな条件下において配列にハイブリダイズする、請求項16記載のオリ
ゴヌクレオチド。
【請求項１８】
　10～500個のヌクレオチド、10～20個のヌクレオチド、21～30個のヌクレオチド、31～4
0個のヌクレオチド、41～50個のヌクレオチド、51～60個のヌクレオチド、61～70個のヌ
クレオチド、71～80個のヌクレオチド、81～90個のヌクレオチド、または91～100個のヌ
クレオチドの長さである、請求項16記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項１９】
　検出可能な標識またはレポーター分子を含む、請求項16記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項２０】
　請求項1記載のインフルエンザウイルスのゲノムセグメントまたは遺伝子の全てまたは
一部を含むポリヌクレオチドと約90％から100％のヌクレオチド配列同一性を持つ、請求
項16記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項２１】
　配列番号：35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、79、80、81、82、83、
84、85、86、87または88のいずれかに示されるヌクレオチド配列を含む、請求項16記載の
オリゴヌクレオチド。
【請求項２２】
　請求項10記載のポリヌクレオチドによってコードされる、単離されたポリペプチド。
【請求項２３】
　ヘマグルチニンタンパク質、ノイラミニダーゼタンパク質、核タンパク質、マトリック
スタンパク質、ポリメラーゼ塩基性タンパク質、ポリメラーゼ酸性タンパク質および非構
造タンパク質からなる群より選択される、請求項22記載のポリペプチド。
【請求項２４】
　配列番号：2、4、6、8、10、12、14、16、18、20、22、24、26、28、30、32、33、34、
48、50、52、54、56、58、60、62、64、66、68、70、72、74、76もしくは78のいずれかに
示されるアミノ酸配列、またはその機能性および/もしくは免疫原性断片を含む、請求項2
2記載のポリペプチド。
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【請求項２５】
　薬学的に許容される担体または希釈剤中で製剤化される、請求項22記載のポリペプチド
。
【請求項２６】
　免疫原がイヌ科動物に感染することができるインフルエンザウイルスに対する免疫応答
を誘発することができる、請求項1記載のインフルエンザウイルスの免疫原を含む組成物
。
【請求項２７】
　免疫原が無細胞のウイルス全体もしくはその一部；ウイルスポリヌクレオチド；ウイル
スタンパク質；ウイルスポリペプチドもしくはペプチド；ウイルス感染細胞；組換え型ウ
イルスベクターをベースとする構築物；リアソータントウイルス；または該ウイルスの裸
の核酸を含む、請求項26記載の組成物。
【請求項２８】
　ウイルスタンパク質、ポリペプチドまたはペプチドが、配列番号：2、4、6、8、10、12
、14、16、18、20、22、24、26、28、30、32、33、34、48、50、52、54、56、58、60、62
、64、66、68、70、72、74、76もしくは78のいずれかに示されるアミノ酸配列またはその
機能性および/もしくは免疫原性断片を含む、または
　該ポリヌクレオチドが配列番号：2、4、6、8、10、12、14、16、18、20、22、24、26、
28、30、32、33、34、48、50、52、54、56、58、60、62、64、66、68、70、72、74、76も
しくは78のいずれかに示されるアミノ酸配列と99％もしくはそれよりも高い配列同一性を
持つポリペプチドをコードする、
請求項27記載の組成物。
【請求項２９】
　ウイルスポリヌクレオチドが、配列番号：2、4、6、8、10、12、14、16、18、20、22、
24、26、28、30、32、33、34、48、50、52、54、56、58、60、62、64、66、68、70、72、
74、76もしくは78のいずれかに示されるアミノ酸配列、またはその機能性および/もしく
は免疫原性断片を含むポリペプチドをコードする、請求項27記載の組成物。
【請求項３０】
　薬学的に許容される担体または希釈剤中で製剤化される、請求項26記載の組成物。
【請求項３１】
　動物においてイヌ科動物に感染することができるインフルエンザウイルスに対する免疫
応答を誘発するための方法であって、
　請求項26記載の組成物の有効量を該動物に投与する工程を含む、方法。
【請求項３２】
　組成物が配列番号：2、4、6、8、10、12、14、16、18、20、22、24、26、28、30、32、
33、34、48、50、52、54、56、58、60、62、64、66、68、70、72、74、76もしくは78のい
ずれかに示されるアミノ酸配列、またはその機能性および/もしくは免疫原性断片を含む
ウイルスタンパク質、ポリペプチドまたはペプチドを含む、請求項31記載の方法。
【請求項３３】
　組成物がイヌ科動物に感染することができるインフルエンザウイルスまたは該ウイルス
の一部を含む、請求項31記載の方法。
【請求項３４】
　インフルエンザウイルスが、A/イヌ/フロリダ/43/2004と命名されるウイルス分離物、A
/イヌ/フロリダ/242/2003と命名されるウイルス分離物、イヌ/Jax/05と命名されるウイル
ス分離物、もしくはイヌ/マイアミ/05と命名されるウイルス分離物、または該ウイルス分
離物のいずれかの一部からなる群より選択される、請求項33記載の方法。
【請求項３５】
　免疫応答がインフルエンザウイルスによる動物の感染を予防または阻害する防御免疫応
答である、請求項31記載の方法。
【請求項３６】
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　インフルエンザウイルスがH3より選択されるHA血清型を持つ、請求項31記載の方法。
【請求項３７】
　インフルエンザウイルスがH3N8の血清型を持つ、請求項31記載の方法。
【請求項３８】
　組成物がアジュバントをさらに含む、請求項31記載の方法。
【請求項３９】
　動物がイヌ科である、請求項31記載の方法。
【請求項４０】
　イヌ科動物が飼い慣らされたイヌである、請求項39記載の方法。
【請求項４１】
　組成物が非経口的に投与される、請求項31記載の方法。
【請求項４２】
　組成物が経皮的、腹腔内または筋肉内に投与される、請求項41記載の方法。
【請求項４３】
　組成物が鼻腔内または経口的に投与される、請求項31記載の方法。
【請求項４４】
　インフルエンザウイルスが不活化または弱毒化された、請求項33記載の方法。
【請求項４５】
　請求項22記載のいずれかのポリペプチドのエピトープに特異的に結合する、単離された
抗体。
【請求項４６】
　モノクローナル抗体である、請求項45記載の抗体。
【請求項４７】
　ヘマグルチニンタンパク質に結合する、請求項45記載の抗体。
【請求項４８】
　ヘマグルチニンタンパク質がH3ヘマグルチニンタンパク質である、請求項47記載の抗体
。
【請求項４９】
　ヘマグルチニンタンパク質が配列番号：16、配列番号：32、配列番号：62または配列番
号：78に示されるアミノ酸配列を含む、請求項47記載の抗体。
【請求項５０】
　以下を含む細胞：
a）イヌ科動物に感染することができるインフルエンザウイルス；または
b）請求項1記載のインフルエンザウイルスのゲノムセグメントまたは遺伝子の全てまたは
一部を含むポリヌクレオチド。
【請求項５１】
　イヌ科動物の細胞である、請求項50記載の細胞。
【請求項５２】
　イヌ科動物に感染することができるインフルエンザウイルスを検出するための方法であ
って、
　動物から生物学的試料を得る工程、および請求項1記載のインフルエンザウイルスのタ
ンパク質、ポリペプチドまたはペプチドに結合する抗体またはリガンドの存在に関して該
試料をスクリーニングする工程を含む、方法。
【請求項５３】
　イヌ科動物に感染することのできるインフルエンザウイルスを検出するための方法であ
って、
　動物から核酸試料を得る工程、および該核酸試料を請求項16記載のオリゴヌクレオチド
と接触させる工程、および該オリゴヌクレオチドがストリンジェントな条件下において該
核酸にハイブリダイズするかどうかを調べる工程を含む、方法。
【請求項５４】
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　イヌ科動物に感染することのできるインフルエンザウイルスに対して抗ウイルス活性を
持つ化合物をスクリーニングするための方法であって、
　請求項1記載のウイルスに感染したまたはこのウイルスを含む細胞を試験化合物と接触
させる工程、および該試験化合物が該細胞における該ウイルスの活性を阻害するかどうか
を調べる工程を含む、方法。
【請求項５５】
　請求項1記載のインフルエンザウイルスの少なくとも1つの遺伝子、ゲノムセグメントま
たはポリヌクレオチドを含む、リアソータントウイルス。
【請求項５６】
　薬学的に許容される担体または希釈剤中で製剤化される、請求項55記載のリアソータン
トウイルス。
【請求項５７】
　HA、NA、NP、MA、PB1、PB2、PAおよびNS、またはその機能性もしくは免疫原性断片から
なる群より選択されるイヌインフルエンザウイルスタンパク質をコードする1つまたは複
数のポリヌクレオチドを含む、分離されたウイルス。
【請求項５８】
　1つまたは複数のポリヌクレオチドが配列番号：1、3、5、7、9、11、13、15、17、19、
21、23、25、27、29、31、47、49、51、53、55、57、59、61、63、65、67、69、71、73、
75および77からなる群より選択されるヌクレオチド配列を含む、請求項57記載のウイルス
。
【請求項５９】
　HAタンパク質が配列番号：16、32、62および78からなる群より選択されるアミノ酸配列
を持つ、請求項57記載のウイルス。
【請求項６０】
　NAタンパク質が配列番号：12、28、58および74からなる群より選択されるアミノ酸配列
を持つ、請求項57記載のウイルス。
【請求項６１】
　NPタンパク質が配列番号：10、26、56および72からなる群より選択されるアミノ酸配列
を持つ、請求項57記載のウイルス。
【請求項６２】
　MAタンパク質が配列番号：14、30、60および76からなる群より選択されるアミノ酸配列
を持つ、請求項57記載のウイルス。
【請求項６３】
　PB1タンパク質が配列番号：4、20、50および66からなる群より選択されるアミノ酸配列
を持つ、請求項57記載のウイルス。
【請求項６４】
　PB2タンパク質が配列番号：2、18、48および64からなる群より選択されるアミノ酸配列
を持つ、請求項57記載のウイルス。
【請求項６５】
　PAタンパク質が配列番号：6、22、52および68からなる群より選択されるアミノ酸配列
を持つ、請求項57記載のウイルス。
【請求項６６】
　NSタンパク質が配列番号：8、24、54および70からなる群より選択されるアミノ酸配列
を持つ、請求項57記載のウイルス。
【請求項６７】
　薬学的に許容される担体または希釈剤中で提供される、請求項57記載のウイルス。
【請求項６８】
　イヌ科動物に感染することができるインフルエンザウイルスを検出するための方法であ
って、
　動物から核酸を含む試料を得る工程、およびプライマーが結合する配列を核酸が含む場
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合に、該核酸試料を、増幅産物の形成に十分な条件下において該ウイルスのポリヌクレオ
チドまたは遺伝子配列に対して特異的に結合するフォワードおよびリバースオリゴヌクレ
オチドプライマーと接触させる工程；および該増幅産物を検出する工程を含む、方法。
【請求項６９】
　オリゴヌクレオチドプライマーが、イヌ科動物に感染することができるインフルエンザ
ウイルスのゲノムセグメントまたは遺伝子の全てまたは一部を含むポリヌクレオチドのコ
ードまたは非コード配列にハイブリダイズするオリゴヌクレオチドである、請求項68記載
の方法。
【請求項７０】
　イヌをインフルエンザウイルス感染から保護するための方法であって、
　以下を含むワクチンの治療上有効量をイヌに投与する工程を含む、方法：
少なくとも1つのウマインフルエンザウイルス抗原、および
少なくとも1つの薬学的に許容される賦形剤。
【請求項７１】
　ウマインフルエンザウイルス抗原が不活化ウイルスを含む、請求項70記載の方法。
【請求項７２】
　ウマインフルエンザウイルス抗原が弱毒化生ウイルスを含む、請求項70記載の方法。
【請求項７３】
　ワクチンが複数のウイルス分離物からのウマインフルエンザウイルス抗原を含む、請求
項70記載の方法。
【請求項７４】
　ワクチンがH7インフルエンザウイルス由来の少なくとも1つの抗原を含む、請求項70記
載の方法。
【請求項７５】
　ワクチンが皮下投与される、請求項70記載の方法。
【請求項７６】
　ワクチンが鼻腔内投与される、請求項70記載の方法。
【請求項７７】
　ワクチンが、百日咳ワクチン、アデノウイルスワクチンおよびパラインフルエンザウイ
ルスワクチンからなる群より選択される少なくとも1つのワクチンと組み合わせて投与さ
れる、請求項70記載の方法。
【請求項７８】
　イヌをH3インフルエンザウイルス感染から保護するための方法であって、
　以下を含むワクチンの治療上有効量をイヌに投与する工程を含む、方法：
少なくとも1つのH3インフルエンザウイルス抗原および/または少なくとも1つのH7インフ
ルエンザウイルス抗原、ならびに
少なくとも1つの薬学的に許容される賦形剤。
【請求項７９】
　ワクチンが以下のイヌインフルエンザウイルス分離物の1つまたは複数に由来する1つま
たは複数の抗原を含む、請求項78記載の方法：
A/イヌ/フロリダ/43/2004、A/イヌ/フロリダ/242/2003、イヌ/Jax/05、およびイヌ/マイ
アミ/05。
【請求項８０】
　ワクチンがH7インフルエンザウイルス由来の少なくとも1つの抗原を含む、請求項78記
載の方法。
【請求項８１】
　H3インフルエンザウイルス抗原が不活化ウイルスを含む、請求項78記載の方法。
【請求項８２】
　ワクチンが以下のイヌインフルエンザウイルス分離物の1つまたは複数に由来する1つま
たは複数の抗原を含む、請求項81記載の方法：
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A/イヌ/フロリダ/43/2004、A/イヌ/フロリダ/242/2003、イヌ/Jax/05、およびイヌ/マイ
アミ/05。
【請求項８３】
　H3インフルエンザウイルス抗原が弱毒化生ウイルスを含む、請求項78記載の方法。
【請求項８４】
　ワクチンが感染したイヌから分離されたウイルス分離物の少なくとも1つの抗原を含む
、請求項78記載の方法。
【請求項８５】
　ワクチンが複数のウイルス分離物に由来する抗原を含む、請求項78記載の方法。
【請求項８６】
　ワクチンが皮下投与される、請求項78記載の方法。
【請求項８７】
　ワクチンが鼻腔内投与される、請求項78記載の方法。
【請求項８８】
　ワクチンがイヌに1回投与される、請求項78記載の方法。
【請求項８９】
　ワクチンがイヌに少なくとも2回投与される、請求項78記載の方法。
【請求項９０】
　ワクチンの2回目の用量が1回目用量から約2から約8週後にイヌに投与される、請求項89
記載の方法。
【請求項９１】
　ワクチンが、百日咳ワクチン、アデノウイルスワクチンおよびパラインフルエンザウイ
ルスワクチンからなる群より選択される少なくとも1つのワクチンと組み合わせて投与さ
れる、請求項78記載の方法。
【請求項９２】
　イヌをイヌインフルエンザウイルスによって引き起こされる呼吸器病変から保護するた
めの方法であって、
　以下を含むワクチンの治療上有効量をイヌに投与する工程を含む、方法：
少なくとも1つのウマインフルエンザウイルス抗原、および
少なくとも1つの薬学的に許容される賦形剤。
【請求項９３】
　ワクチンが、イヌがイヌインフルエンザウイルスに感染する前にイヌに投与される、請
求項92記載の方法。
【請求項９４】
　イヌをイヌインフルエンザウイルスによって引き起こされる呼吸器病変から保護するた
めの方法であって、
　以下を含むワクチンの治療上有効量をイヌに投与する工程を含む、方法：
少なくとも1つのH3インフルエンザウイルス抗原および/または少なくとも1つのH7インフ
ルエンザウイルス抗原、ならびに
少なくとも1つの薬学的に許容される賦形剤。
【請求項９５】
　ワクチンが、イヌがイヌインフルエンザウイルスに感染する前にイヌに投与される、請
求項94記載の方法。
【請求項９６】
　イヌをイヌインフルエンザウイルス感染によって引き起こされる鼻または口分泌物中に
イヌインフルエンザウイルスを持つことから保護するための方法であって、
　以下を含むワクチンの治療上有効量をイヌに投与する工程を含む、方法：
少なくとも1つのウマインフルエンザウイルス抗原、および
少なくとも1つの薬学的に許容される賦形剤。
【請求項９７】
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　ワクチンが、イヌがイヌインフルエンザウイルスに感染する前にイヌに投与される、請
求項96記載の方法。
【請求項９８】
　イヌをイヌインフルエンザウイルス感染によって引き起こされる鼻または口分泌物中に
イヌインフルエンザウイルスを持つことから保護するための方法であって、
　以下を含むワクチンの治療上有効量をイヌに投与する工程を含む、方法：
少なくとも1つのH3インフルエンザウイルス抗原および/または少なくとも1つのH7インフ
ルエンザウイルス抗原、ならびに
少なくとも1つの薬学的に許容される賦形剤。
【請求項９９】
　ワクチンが、イヌがイヌインフルエンザウイルスに感染する前にイヌに投与される、請
求項98記載の方法。
【請求項１００】
　ワクチンが以下を含む、イヌインフルエンザワクチン：
少なくとも1つのH3インフルエンザウイルス抗原および/または少なくとも1つのH7インフ
ルエンザウイルス抗原の治療上有効量、ならびに
少なくとも1つの薬学的に許容される賦形剤。
【請求項１０１】
　以下のイヌインフルエンザウイルス分離物の1つまたは複数に由来する1つまたは複数の
抗原を含む、請求項100記載のワクチン：
A/イヌ/フロリダ/43/2004、A/イヌ/フロリダ/242/2003、イヌ/Jax/05、およびイヌ/マイ
アミ/05。
【請求項１０２】
　ウイルス抗原が不活化ウイルスを含む、請求項100記載のワクチン。
【請求項１０３】
　以下のイヌインフルエンザウイルス分離物の1つまたは複数に由来する1つまたは複数の
抗原を含む、請求項102記載のワクチン：
A/イヌ/フロリダ/43/2004、A/イヌ/フロリダ/242/2003、イヌ/Jax/05、およびイヌ/マイ
アミ/05。
【請求項１０４】
　ウイルス抗原が弱毒化生ウイルスを含む、請求項100記載のワクチン。
【請求項１０５】
　ワクチンが以下を含む、イヌインフルエンザワクチン：
ウマインフルエンザウイルス抗原の治療上有効量、および
少なくとも1つの薬学的に許容される賦形剤。
【請求項１０６】
　ウマインフルエンザウイルス抗原が不活化ウイルスを含む、請求項105記載のワクチン
。
【請求項１０７】
　ウイルス抗原が弱毒化生ウイルスを含む、請求項105記載のワクチン。
【請求項１０８】
　イヌをインフルエンザウイルス感染から保護するためのキットであって、
　以下を含む、キット：
少なくとも1つのウマインフルエンザウイルス抗原を含むワクチンの治療上有効量、なら
びに
以下からなる群より選択される少なくとも1つの成分：
　ワクチンをイヌに投与するための装置、
　ワクチンのイヌへの投与を支援する薬学的に許容される賦形剤、
　ワクチンに対するイヌの免疫応答を促進する薬学的に許容される賦形剤、
　イヌによってワクチンと同時に摂取される食物、および
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　イヌによってワクチンと同時に摂取されるごちそう（treat）。
【請求項１０９】
　ワクチンをイヌに皮下投与するための装置を含む、請求項108記載のキット。
【請求項１１０】
　ワクチンをイヌに鼻腔内投与するための装置を含む、請求項108記載のキット。
【請求項１１１】
　イヌをH3インフルエンザウイルス感染から保護するためのキットであって、
　以下を含む、キット：
少なくとも1つのH3インフルエンザウイルス抗原および/または少なくとも1つのH7インフ
ルエンザウイルス抗原を含むワクチンの治療上有効量、ならびに
以下からなる群より選択される少なくとも1つの成分：
　ワクチンをイヌに投与するための装置、
　ワクチンのイヌへの投与を支援する薬学的に許容される賦形剤、
　ワクチンに対するイヌの免疫応答を促進する薬学的に許容される賦形剤、
　イヌによってワクチンと同時に摂取される食物、および
　イヌによってワクチンと同時に摂取されるごちそう。
【請求項１１２】
　ワクチンの2回用量を含み、
　2回用量が合計でワクチンの治療上有効量を含む、
請求項111記載のキット。
【請求項１１３】
　ワクチンをイヌに皮下投与するための装置を含む、請求項111記載のキット。
【請求項１１４】
　ワクチンをイヌに鼻腔内投与するための装置を含む、請求項111記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は2006年4月21日に出願された米国特許出願第11/409,416号の一部継続出願であ
る；また本出願は2005年10月19日に出願された米国特許出願第60/728,449号、2005年12月
29日に出願された60/754,881、2006年1月14日に出願された同60/759,162号、2006年1月23
日に出願された同60/761,451号、および2006年3月3日に出願された同60/779,080号に対す
る優先権を主張し、各出願の開示は簡単な概要、発明の詳細な説明、実施例、特許請求の
範囲、要約、図、表、核酸配列、アミノ酸配列および図を含めて、参照によりその全体が
本明細書に組み入れられる。
【０００２】
発明の背景
　「ケンネルコフ」、つまり感染性気管気管支炎（ITB）は、主として咳を特徴とするイ
ヌの急性伝染性呼吸器感染症である（Fordら、1998年）。イヌITBは世界中で最も蔓延し
ているイヌの感染性呼吸器疾患の一つと考えられており、イヌが犬舎のような過密集団の
環境下で飼育されると大流行が流行割合に達することがある。大半の大流行は、イヌ-イ
ヌ間の直接的な接触または呼吸器分泌物のエアロゾル化に起因する（Fordら、1998年）。
臨床徴候は、上下気道の上皮にコロニーを形成する細菌性およびウイルス性物質の一つま
たは組み合わせに感染することによって引き起こされる。イヌパラインフルエンザウイル
ス（CPiV）および気管支敗血症菌（ボルデテラ・ブロンキセプチカ（Bordetella bronchi
septica））は感染したイヌから分離される最も一般的な生物であるが、イヌジステンパ
ーウイルス（CDV）ならびに1型および2型イヌアデノウイルス（CAV-1、CAV-2）などの複
数のその他のウイルス、ならびに連鎖球菌（Streptococcus sp.）、パスツレラ・ムルト
シダ（Pasteurella multocoda）および大腸菌（Escherichia coli）などの細菌が臨床上
の経過および帰結に影響を及ぼし得る（Fordら、1998年）。過密集団では罹患率の高い大
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流行が極めて効率的および急速に発生するが、合併症である呼吸器感染症および死亡は稀
である。生命の危険性のある二次的細菌性肺炎が発症する可能性があるが、ITB症例の大
部分は自己限定的であり、何ら治療することなく回復する（Fordら、1998年）。
【０００３】
　1992年7月、「ケンネルコフ」と推定される呼吸器感染症がニューイングランド、フロ
リダ、ウエストバージニア、ウィスコンシン、カンザス、コロラド、オクラホマおよびア
リゾナの複数のグレイハウンドトラックで流行した。獣医師によると、感染犬の大部分は
軽度の咳をして回復したが、数十頭を超えるグレイハウンドが急性出血性肺炎を発症し、
その後、急死した（Greyhound Daily News, 1999）。
【０００４】
　1998年末から1999年初めにかけて、国中のレース用グレイハウンド犬舎において複数の
「ケンネルコフ」の大流行が発生し、その結果、米国内のすべてのレース用グレイハウン
ドのトラックおよび検疫が数週間にわたって強制的に閉鎖された（Greyhound Daily News
, 1999）。フロリダの一つのトラック（Palm Beach Kennel Club）では、咳をすることが
一日においてイヌ集団の40％近くに記録された（Dr. William Duggarからの私信）。1992
年の大流行と同様に、大半のグレイハウンドでは咳は回復したが、フロリダの10頭のイヌ
は「ケンネルコフ」の特徴ではない出血性肺炎症候群のために死亡した（Putnam, 1999）
。
【０００５】
　2003年の3月～4月に、もう一つの「ケンネルコフ」の大流行が米国東部のグレイハウン
ドトラックで発生した。この大流行はフロリダの4つのトラックの犬舎に端を発したと考
えられ、ほぼ3週間にわたってイヌのレースおよび検疫が停止された。West Palm Beachの
トラックでは25％近いイヌが感染し、St. PetersburgのDerby Laneでは1400頭のイヌのほ
ぼ50％が咳を発症した。この場合も、大半のイヌは回復したが、複数のイヌは呼吸器感染
のために死亡していた。Derby Laneトラック単独の呼吸器大流行の推定経済的影響は200
万ドルであった。
【０００６】
　1992年、1998～1999年、または2003年のレース用グレイハウンド犬舎における「ケンネ
ルコフ」流行の病因論または臨床病理学について実証した既報の報告はない。感染は、ケ
ンニルコフの二大原因であるCPiVおよび/または気管支敗血症菌によるものであると想定
されている。ウェブサイトなどの十分な証拠のないコミュニケーションによると、咳をし
ているイヌの一部で報告された致命的な出血性肺炎はβ溶血性連鎖球菌（Streptococcus 
equi subspecies zooepidemicus）の感染が原因であり、「イヌ連鎖球菌毒素ショック」
である症候群とされる。
【０００７】
　1つの宿主動物種からもう1つの宿主動物種へのウイルスの伝播は、インフルエンザウイ
ルスの生態学および疫学の重要な特徴である（Webster、1998年）。インフルエンザウイ
ルスの種間伝播に関する2つの基本的メカニズムが可能である（Websterら、1992年；Lipa
tovら、2004年）。一つは、一つの動物種からもう一つの動物種への本質的に未変化のウ
イルスの直接的伝播である。このメカニズムの例には、最近のヒトにおけるトリインフル
エンザウイルスのH5N1亜型の感染が含まれ（Subbaraoら、1998; Peiris ら、2004; Guan
ら、2004）、またことによるとスペイン風邪として知られる1918年の感染爆発も含まれる
（Reidら、2004年）。第2のメカニズムはインフルエンザゲノムのセグメント化された性
質の結果である。異なる動物種からウイルスが宿主に同時感染すると、セグメント化され
たウイルス遺伝子が再集合して、別の動物種への感染能力を持つ組換えが起こり得る。例
えば、1957年および1968年には、トリおよびヒトインフルエンザウイルス間の遺伝子再集
合により形成された新しいウイルスがヒトインフルエンザの感染爆発を起こした（Webste
rら、1992年；Lipatovら、2004年；Kawaokaら、1989年）。
【０００８】
　自然宿主動物種から別の動物種への未変化インフルエンザウイルスの大半の直接的伝播
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は、新しい動物種の個体間での持続性の伝播が起こり得ないために終末的事象である。複
製および水平伝播には多くのウイルス－宿主相互作用が必要であり、新しい宿主体内での
インフルエンザウイルスの永続化に対して強力なバリアとなる（Webbyら、2004年）。従
って、インフルエンザウイルスの新しい宿主特異的系統の確立は稀であり、家禽、ブタ、
ウマおよびヒトにおいてのみ起こっている（Websterら、1992年；Lipatovら、2004年）。
【０００９】
　インフルエンザ感染は深刻であるため、インフルエンザウイルスによる感染を診断、予
防および治療するための方法に対するニーズがある。
【発明の開示】
【００１０】
発明の簡単な概要
　本発明は、イヌ科に感染してイヌ科に呼吸器疾患を引き起こすことのできる分離された
インフルエンザウイルスに関する。本発明は、本発明のインフルエンザウイルスに対する
免疫応答を誘発するための組成物および方法にも関する。本発明は、さらに、本発明のウ
イルスを同定して、本発明のウイルスの動物への感染を診断するための組成物および方法
にも関する。
【００１１】
　本発明の一つの局面は、イヌをイヌインフルエンザから保護するためのワクチンおよび
方法、このようなワクチンを含むキット、ならびにこのようなワクチンを使用するための
方法に関する。この保護は、インフルエンザおよび/またはその症状の1つもしくは複数（
典型的には2つもしくはそれよりも多く）の予防、そのリスクの低減、その発症の遅延、
その拡散の縮小、緩解、抑制、および/または根絶を含む。本発明のワクチン、キットお
よび方法は一般にイヌに関しての使用に適していると考えられている。イヌには、オオカ
ミ、コヨーテおよびキツネなど、野生、動物園および家庭のイヌが含まれる。イヌには、
さらに、例えば、純系および/または雑種の伴侶犬などの家庭内のイヌ、ショードッグ、
作業犬、牧羊犬、狩猟犬、番犬、警察犬、レース犬、および/または実験犬も含まれる。
【００１２】
　本発明は、イヌをインフルエンザウイルス感染から保護する（即ち、インフルエンザウ
イルス感染の予防、そのリスクの低減、その発症の遅延、抑制、緩解、または根絶する）
ための方法も一部目的とする。方法は、少なくとも1つのウマインフルエンザウイルス抗
原、少なくとも1つのH3インフルエンザウイルス抗原、および/または少なくとも1つのH7
インフルエンザウイルス抗原を含むワクチンの治療上有効量を投与する工程を含む。
【００１３】
　本発明は、イヌを呼吸器の病変から保護する（即ち、呼吸器病変の予防、そのリスクの
低減、その発症の遅延、抑制、緩解、または根絶する）ための方法も一部目的とする。方
法は、少なくとも1つのウマインフルエンザウイルス抗原、少なくとも1つのH3インフルエ
ンザウイルス抗原、および/または少なくとも1つのH7インフルエンザウイルス抗原を含む
ワクチンの治療上有効量をイヌに投与する工程を含む。
【００１４】
　本発明は、イヌインフルエンザウイルス感染によって引き起こされる鼻または口分泌物
中にイヌインフルエンザウイルスを持つことからイヌを保護する（即ち、鼻または口分泌
物中のイヌインフルエンザウイルスの予防、そのリスクの低減、その発症の遅延、抑制、
緩解または根絶）ための方法も一部目的とする。 方法は、少なくとも1つのウマインフル
エンザウイルス抗原、少なくとも1つのH3インフルエンザウイルス抗原、および/または少
なくとも1つのH7インフルエンザウイルス抗原を含むワクチンの治療上有効量をイヌに投
与する工程を含む。
【００１５】
　本発明は、イヌインフルエンザワクチンも一部目的とする。一部の態様において、例え
ば、ワクチンは、少なくとも1つのウマインフルエンザウイルス抗原、少なくとも1つのH3
インフルエンザウイルス抗原、および/または少なくとも1つのH7インフルエンザウイルス
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抗原の治療上有効量を含む。
【００１６】
　本発明は、イヌをインフルエンザウイルス感染から保護するためのキットも一部目的と
する。キットは、少なくとも1つのウマインフルエンザウイルス抗原、少なくとも1つのH3
インフルエンザウイルス抗原、および/または少なくとも1つのH7インフルエンザウイルス
抗原を含むワクチンの治療上有効量を含む。さらに、キットは以下の少なくとも1つを含
む：
ワクチンをイヌに投与するための装置、
ワクチンのイヌへの投与を支援する薬学的に許容される賦形剤、
ワクチンに対するイヌの免疫応答を促進する薬学的に許容される賦形剤、
イヌによってワクチンと同時に摂取される食物、および/または
イヌによってワクチンと同時に摂取されるごちそう（treat）。
【００１７】
　本発明者の発明のさらなる恩典は、この明細書を読むことから当業者に明らかとなるで
あろう。
【００１８】
発明の詳細な開示
　本発明は、イヌ科に感染して呼吸器疾患を引き起こすことのできる分離されたインフル
エンザウイルスに関する。一つの態様において、本発明のインフルエンザウイルスは配列
番号：2、4、6、8、10、12、14、16、18、20、22、24、26、28、30、32、33、34、48、50
、52、54、56、58、60、62、64、66、68、70、72、74、76もしくは78、またはその機能性
および/もしくは免疫原性断片もしくは変異型のいずれかに示されるアミノ酸配列を持つ
タンパク質をコードするポリヌクレオチドを含む。具体的な態様において、ポリヌクレオ
チドは配列番号：1、3、5、7、9、11、13、15、17、19、21、23、25、27、29、31、47、4
9、51、53、55、57、59、61、63、65、67、69、71、73、75もしくは77、またはその断片
もしくは変異型のいずれかに示されるヌクレオチド配列を含む。本発明のインフルエンザ
ウイルスは、H1、H2、H3、H4、H5、H6、H7、H8、およびH9、H10、H11、H12、H13、H14、H
15もしくはH16のHA亜型、またはN1、N2、N3、N4、N5、N6、N7、N8もしくはN9のNA亜型を
含むことができる。具体的な態様において、本発明のインフルエンザウイルスはH3亜型で
ある。ウイルスは、本明細書に開示される方法に従って、感染したイヌから分離して細胞
または卵で培養することができる。一つの例示的態様において、インフルエンザウイルス
はインフルエンザAウイルスである。
【００１９】
　本発明は、本発明のインフルエンザウイルスの遺伝子の全体または一部、またはゲノム
セグメントを含むポリヌクレオチドにも関する。一つの態様において、本発明のポリヌク
レオチドはヘマグルチニン（HA）遺伝子、ノイラミニダーゼ（NA）遺伝子、核タンパク質
（NP）遺伝子、マトリックスタンパク質（MAまたはM）遺伝子、ポリメラーゼ塩基性（PB
）タンパク質遺伝子、ポリメラーゼ酸性（PA）タンパク質遺伝子、非構造（NS）タンパク
質遺伝子、またはこれらの任意の遺伝子の機能性断片もしくは変異型を含む。一つの具体
的態様において、本発明のポリヌクレオチドはヘマグルチニン（HA）遺伝子またはその機
能性断片もしくは変異型を含む。さらなる態様において、HA遺伝子は以下の一つまたは複
数を持つヘマグルチニンタンパク質をコードする：ウマH3共通配列のアミノ酸配列に対し
て、83位のセリン；222位のロイシン；328位のスレオニン；および/または483位のスレオ
ニン。一つの態様において、HA遺伝子は配列番号：16、32、62、もしくは78に示されるア
ミノ酸配列、またはその機能性および/もしくは免疫原性断片または変異型を持つポリペ
プチドをコードする。具体的態様において、HA遺伝子は配列番号：15、31、61または77に
示されるヌクレオチド配列を含む。
【００２０】
　一つの態様において、本発明のポリヌクレオチドは配列番号：2、4、6、8、10、12、14
、16、18、20、22、24、26、28、30、32、33、34、48、50、52、54、56、58、60、62、64
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、66、68、70、72、74、76もしくは78、またはその機能性および/もしくは免疫原性断片
もしくは変異型のいずれかに示されるアミノ酸配列を持つポリペプチドをコードする。具
体的態様において、配列番号：2、4、6、8、10、12、14、16、18、20、22、24、26、28、
30、32、33、34、48、50、52、54、56、58、60、62、64、66、68、70、72、74、76または
78に示されるアミノ酸配列をコードするポリヌクレオチドは、それぞれ、配列番号：1、3
、5、7、9、11、13、15、17、19、21、23、25、27、29、31、47、49、51、53、55、57、5
9、61、63、65、67、69、71、73、75または77に示されるヌクレオチド配列、または配列
番号：2、4、6、8、10、12、14、16、18、20、22、24、26、28、30、32、33、34、48、50
、52、54、56、58、60、62、64、66、68、70、72、74、76、もしくは78のいずれかの機能
性および/または免疫原性断片もしくは変異型をコードする配列を含む。従って、本発明
は、配列番号：1、3、5、7、9、11、13、15、17、19、21、23、25、27、29、31、47、49
、51、53、55、57、59、61、63、65、67、69、71、73、75もしくは77のいずれかに示され
るヌクレオチド配列、または配列番号：1、3、5、7、9、11、13、15、17、19、21、23、2
5、27、29、31、47、49、51、53、55、57、59、61、63、65、67、69、71、73、75もしく
は77のいずれかの断片もしくは縮重変異型を含む変異型を含むポリヌクレオチド配列に関
する。さらなる具体的態様において、本発明のポリヌクレオチドは以下を含むことができ
る：配列番号：3の1～2271のヌクレオチド；配列番号：5の1～2148のヌクレオチド；配列
番号：7の1～657のヌクレオチド；配列番号：9の1～1494のヌクレオチド；配列番号：11
の1～1410のヌクレオチド；配列番号：13の1～756のヌクレオチド；配列番号：15の1～16
95のヌクレオチド；配列番号：19の1～の2271ヌクレオチド；配列番号：21の1～2148のヌ
クレオチド；配列番号：23の1～657のヌクレオチド；配列番号：25の1～1494のヌクレオ
チド；配列番号：29の1～756のヌクレオチド；配列番号：31の1～1695のヌクレオチド；
配列番号：47の1～2277のヌクレオチド；配列番号：49の1～2271のヌクレオチド；配列番
号：51の1～2148のヌクレオチド；配列番号：53の1～690のヌクレオチド；配列番号：55
の1～1494のヌクレオチド；配列番号：57の1～1410のヌクレオチド；配列番号：59の1～7
56のヌクレオチド；配列番号：61の1～1695のヌクレオチド；配列番号：63の1～2277のヌ
クレオチド；配列番号：65の1～2271のヌクレオチド；配列番号：67の1～2148のヌクレオ
チド；配列番号：69の1～690のヌクレオチド；配列番号：71の1～1494のヌクレオチド；
配列番号：73の1～1410のヌクレオチド；配列番号：75の1～756のヌクレオチド；および
配列番号：77の1～1695のヌクレオチド。さらに、本発明の範囲内と考えられるウイルス
性ポリヌクレオチドおよびポリペプチド配列のヌクレオチドおよびアミノ酸配列は、その
開示が参照により本明細書に組み入れられるアクセッション番号DQ124147～DQ 124161お
よびDQ 124190にてGenBankに寄託されている。
【００２１】
　本発明は、本発明のインフルエンザウイルスのポリヌクレオチドによってコードされる
ポリペプチドにも関する。本発明は、このポリペプチドの機能性および/または免疫原性
断片および変異型にも関する。意図されるポリペプチドには、本発明のインフルエンザウ
イルスのHAタンパク質、NAタンパク質、NSタンパク質、核タンパク質、ポリメラーゼ塩基
性タンパク質、ポリメラーゼ酸性タンパク質およびマトリックスタンパク質が含まれる。
一つの例示的態様において、本発明のポリペプチドは配列番号：2、4、6、8、10、12、14
、16、18、20、22、24、26、28、30、32、33、34、48、50、52、54、56、58、60、62、64
、66、68、70、72、74、76もしくは78、またはその機能性および/もしくは免疫原性断片
もしくは変異型のいずれかに示されるアミノ酸配列を持つ。
【００２２】
　本発明は、本発明のポリヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチド発現構築物にも関す
る。一つの態様において、本発明の発現構築物は、配列番号：2、4、6、8、10、12、14、
16、18、20、22、24、26、28、30、32、33、34、48、50、52、54、56、58、60、62、64、
66、68、70、72、74、76もしくは78、またはその機能性および/もしくは免疫原性断片も
しくは変異型のいずれかに示されるアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードするポリヌ
クレオチド配列を含む。具体的態様において、配列番号：2、4、6、8、10、12、14、16、
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18、20、22、24、26、28、30、32、33、34、48、50、52、54、56、58、60、62、64、66、
68、70、72、74、76または78に示されるアミノ酸配列をコードするポリヌクレオチドは、
それぞれ、配列番号：1、3、5、7、9、11、13、15、17、19、21、23、25、27、29、31、4
7、49、51、53、55、57、59、61、63、65、67、69、71、73、75もしくは77に示されるヌ
クレオチド配列、または配列番号：2、4、6、8、10、12、14、16、18、20、22、24、26、
28、30、32、33、34、48、50、52、54、56、58、60、62、64、66、68、70、72、74、76も
しくは78のいずれかの機能性および/もしくは免疫原性断片もしくは変異型をコードする
配列を含む。従って、本発明は、配列番号：1、3、5、7、9、11、13、15、17、19、21、2
3、25、27、29、31、47、49、51、53、55、57、59、61、63、65、67、69、71、73、75も
しくは77のいずれかに示されるヌクレオチド配列、または配列番号：1、3、5、7、9、11
、13、15、17、19、21、23、25、27、29、31、47、49、51、53、55、57、59、61、63、65
、67、69、71、73、75もしくは77のいずれかの断片もしくは縮重変異型を含む変異型を含
むポリヌクレオチド配列を含む。好ましい態様において、本発明の発現構築物は、本発明
の機能的に結合されたポリヌクレオチドの過剰発現に対応する。
【００２３】
　本発明の発現構築物は、一般に、その発現構築物を発現させようとする対象宿主細胞に
おいて機能性である調節エレメントを含む。従って、当業者は、例えば、ヒト宿主細胞、
哺乳動物宿主細胞、昆虫宿主細胞、酵母宿主細胞、細菌宿主細胞および植物宿主細胞内で
の使用のための調節エレメントを選択することができる。一つの態様において、調節エレ
メントはイヌ細胞において機能性であるエレメントである。調節エレメントには、プロモ
ーター、転写終結配列は、翻訳終結配列、エンハンサーおよびポリアデニル化エレメント
が含まれる。本明細書で用いられる通り、「発現構築物」という用語は、機能的に結合さ
れた核酸配列の転写に対応する核酸配列の組み合わせを示す。本明細書で用いられる通り
、「機能的に結合する」という用語は、それらの意図する方法で機能することを可能とす
る関係にある、記載されるコンポーネントの近位を示す。一般に、機能的に結合するコン
ポーネントは近接する関係にある。
【００２４】
　本発明の発現構築物は、本発明のポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列に機
能的に結合するプロモーター配列を含むことができる。プロモーターは、当技術分野にお
いて公知である標準的手法を用いてポリヌクレオチドに組み込むことができる。プロモー
ターの多くの複製または多くのプロモーターが本発明の発現構築物において使用できる。
好ましい態様において、プロモーターはその本来の遺伝子環境において転写開始点からの
距離とほぼ同一の発現構築物における転写開始点からの距離に位置することができる。こ
の距離における若干の変動は、プロモーター活性を実質的に低下させることなく可能であ
る。転写開始点は、典型的には発現構築物に含まれる。好ましくは、本発明の発現構築物
に関連するプロモーターは本発明の機能的に結合するポリヌクレオチドの過剰発現に対応
する。
【００２５】
　真核細胞において本発明の発現構築物と共に使用するためのプロモーターは、ウイルス
または細胞起源であり得る。ウイルス性プロモーターには、サイトメガロウイルス（CMV
）遺伝子プロモーター、SV40初期もしくは後期プロモーター、またはラウス肉腫ウイルス
（RSV）遺伝子プロモーターが含まれるが、これらに限定されるものではない。細胞起源
のプロモーターには、デスミン遺伝子プロモーターおよびアクチン遺伝子プロモーターが
含まれるが、これらに限定されるものではない。酵母細胞において本発明の発現構築物と
の使用に適しているプロモーターには、3-ホスホグリセレートキナーゼプロモーター、グ
リセルアルデヒド-3-ホスフェートデヒドロゲナーゼプロモーター、メタロチオネインプ
ロモーター、アルコールデヒドロゲナーゼ-2プロモーターおよびヘキソキナーゼプロモー
ターが含まれるが、これらに限定されるものではない。
【００２６】
　発現構築物が植物細胞に提供または導入されなければならない場合、例えば、カリフラ
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ワーモザイクウイルス（CaMV）35S（エンハンスト（enhanced）CaMV 35Sプロモーターを
含む（例えば、米国特許第5,106,739号およびAn, 1997を参照されたい））またはCaMV 19
Sプロモーターなどの植物ウイルス性プロモーターが使用可能である。植物において発現
構築物として使用できるその他のプロモーターには、例えば、プロリフェラ（prolifera
）プロモーター、Ap3プロモーター、熱ショックプロモーター、A.ツメファシエンス（A. 
tumefaciens）のT-DNA 1'-または2'-プロモーター、ポリガラクツロナーゼプロモーター
、ペチュニア由来カルコンシンターゼA（CHS-A）プロモーター、タバコPR-1aプロモータ
ー、ユビキチンプロモーター、アクチンプロモーター、alcA遺伝子プロモーター、pin2プ
ロモーター（Xuら、1993年）、トウモロコシWipIプロモーター、トウモロコシtrpAプロモ
ーター（米国特許第5,625,136号）、トウモロコシCDPK遺伝子プロモーター、およびRUBIS
CO SSUプロモーター（米国特許第5,034,322号）も使用可能である。米国特許第6,455,760
号もしくは米国特許第6,696,623号に開示、または公開された米国特許出願第20040078841
号；米国特許出願第20040067506号；米国特許出願第20040019934号；米国特許出願第2003
0177536号；米国特許出願第20030084486号；もしくは米国特許出願第20040123349号に開
示される任意のプロモーター配列などの根特異的プロモーターは、本発明の発現構築物と
共に使用することができる。構成的プロモーター（CaMV、ユビキチン、アクチンまたはNO
Sプロモーターなど）、発現調節プロモーター、および誘導性プロモーター（熱、光、ホ
ルモンまたは化学物質によって誘導可能なもの意外のプロモーターなど）も本発明のポリ
ヌクレオチド発現構築物との使用のために考えられる。例えば、トマトのE8プロモーター
（アクセッション番号：AF515784；Goodら、（1994年）のような果実特異的プロモーター
などの組織特異的プロモーターも使用可能である。（例えば、インゲンマメの）β-ファ
ゼオリン遺伝子または（例えば、ダイズの）グリシニン遺伝子およびその他由来のプロモ
ーターなどの種子特異的プロモーターも使用することができる。
【００２７】
　原核生物の系での発現のため、本発明の発現構築物は、例えば、アルカリホスファター
ゼプロモーター、トリプトファン（trp）プロモーター、ラムダPLプロモーター、β-ラク
タマーゼプロモーター、ラクトースプロモーター、phoAプロモーター、T3プロモーター、
T7プロモーター、またはtacプロモーター（de Boerら、1983年）などのプロモーターを含
むことができる。
【００２８】
　本発明の発現構築物は、任意で、転写終結配列、翻訳終結配列、シグナルペプチドをコ
ードする配列および/またはエンハンサーエレメントを含んでもよい。転写終結領域は、
典型的には真核生物またはウイルスの遺伝子配列の3'未翻訳領域から得ることができる。
転写終結配列は、効果的な終結に備えるためのコード配列の下流に位置し得る。シグナル
ペプチド配列は、典型的にはタンパク質のアミノ末端に位置する短いアミノ酸配列であり
、特異的細胞小器官コンパートメントからタンパク質作用部位および細胞外環境までに及
ぶ、広範にわたる翻訳後の細胞内目的地への機能的に結合された成熟ポリペプチドの移動
を司る。機能的に結合したシグナルペプチド配列の使用を介した対象となる細胞および/
または細胞外目的地への遺伝子産物のターゲティングは、本発明のポリペプチドを用いた
使用に関して考えられる。古典的なエンハンサーは、遺伝子転写を亢進させて、さらに発
現構築物に含まれることもできるシス作用エレメントである。古典的エンハンサーエレメ
ントは当技術分野において公知であり、CaMV 35Sエンハンサーエレメント、サイトメガロ
ウイルス（CMV）初期プロモーターエンハンサーエレメントおよびSV40エンハンサーエレ
メントが含まれるが、これらに限定されるものではない。遺伝子発現を亢進させるイント
ロン介在エンハンサーエレメントも当技術分野において公知である。これらのエレメント
は転写領域内に存在しなければならず、配向依存性である。
【００２９】
　発現構築物から転写されるmRNAのポリアデニル化を誘導するDNA配列も発現構築物に含
められ得て、これらにはオクトピンシンターゼまたはノパリンシンターゼシグナルが含ま
れるが、これらに限定されるものではない。
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【００３０】
　発現構築物は、例えば、形質転換した細胞を選択するための抗生物質耐性および/また
は除草剤耐性をコードする遺伝子を含む一つまたは複数の優性選択可能マーカー遺伝子も
含むことができる。抗生物質耐性遺伝子は、以下の抗生物質の一つまたは複数に対する耐
性を提供し得る：ハイグロマイシン、カナマイシン、ブレオマイシン、G418、ストレプト
マイシン、パロモマイシン、ネオマイシンおよびスペクチノマイシン。カナマイシン耐性
はネオマイシンホスホトランスフェラーゼ（NPT II）によって提供され得る。除草剤耐性
遺伝子は、ホスフィノスリシンアセチルトランスフェラーゼまたはグリフォセートに対す
る耐性を提供し得る。細胞形質転換のスクリーニングに用いられるその他のマーカーには
、β-グルクロニダーゼ（GUS）、β-ガラクトシダーゼ、ルシフェラーゼ、ノパリンシン
ターゼ、クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ（CAT）、緑色蛍光タンパク
質（GFP）、またはエンハンストGFPが含まれるが、これらに限定されるものではない（Ya
ngら、1996年）。
【００３１】
　本発明は、本発明のポリペプチドをコードする本発明のポリヌクレオチド配列を含むポ
リヌクレオチドベクターにも関する。固有の制限酵素部位は、ポリヌクレオチドベクター
への挿入を可能とする本発明の発現構築物またはポリヌクレオチドの5'および3'末端に含
まれ得る。本明細書で用いられる通り、「ベクター」という用語は、例えば、適切な調節
領域と結合した場合に複製可能であり、細胞間でポリヌクレオチド配列を移動させること
ができるプラスミド、コスミド、クロモゾーム、ファージ、ウイルスなどを含む任意の遺
伝子エレメントを指す。ベクターは、特定の宿主細胞内でのベクターの複製を可能とする
ヌクレオチド配列を含む。発現および/またはクローニングには多くのベクターが使用可
能であり、pBR322、pUCシリーズ、M13シリーズ、pGEMシリーズ、およびpBLUESCRIPTベク
ターが含まれるがこれらに限定されるものではない（Stratagene, La Jolla, CA and Pro
mega, Madison, WI）。
【００３２】
　本発明は、本発明のポリヌクレオチドのコードまたは非コード配列にハイブリダイズす
ることができるポリメラーゼ連鎖反応（PCR）プライマーなどのオリゴヌクレオチドプロ
ーブおよびプライマーにも関する。本発明のオリゴヌクレオチドプローブは、インフルエ
ンザウイルス核酸配列を検出するための方法で用いることができる。本発明のオリゴヌク
レオチドプライマーは、PCR法および核酸増幅を伴うその他の方法で用いることができる
。好ましい態様において、本発明のプローブまたはプライマーはストリンジェントな条件
下において本発明のポリヌクレオチドにハイブリダイズすることができる。本発明のプロ
ーブおよびプライマーは、任意で蛍光分子、酵素、放射性分子などのような検出可能な標
識またはレポーター分子を含むことができる。本発明のプローブおよびプライマーは、用
いられている方法またはアッセイ法における任意の適切な長さであり得る。典型的には、
本発明のプローブおよびプライマーは10～500個またはそれよりも多いヌクレオチドの長
さである。10～20、21～30、31～40、41～50、51～60、61～70、71～80、81～90、91～10
0、または101もしくはそれよりも多いヌクレオチドの長さであるプローブおよびプライマ
ーは本発明の範囲内と考えられる。一つの態様において、プローブおよびプライマーは、
9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、2
9または30個の任意のヌクレオチドの長さである。本発明のプローブおよびプライマーは
、ポリヌクレオチド配列と完全な（100％）ヌクレオチド配列同一性を持ち得て、そうで
ない場合は、配列同一性は100％未満であり得る。例えば、プローブまたはプライマーと
配列の間の配列同一性は99％、98％、97％、96％、95％、90％、85％、80％、75％、70％
、またはプローブもしくはプライマーが本発明のポリヌクレオチドのヌクレオチド配列に
対してストリンジェントな条件下においてハイブリダイズし得る限り、その他の任意のパ
ーセントの配列同一性であり得る。本発明の例示的プローブおよびプライマーは、配列番
号：35、配列番号：36、配列番号：37、配列番号：38、配列番号：39、配列番号：40、配
列番号：41、配列番号：42、配列番号：43、配列番号：44、配列番号：45および配列番号
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：46のいずれか、または配列番号：35～46の任意の機能性断片もしくは変異型に示される
ヌクレオチド配列を持つものを含む。
【００３３】
　本明細書で用いられる通り、「核酸」、「ポリヌクレオチド」および「オリゴヌクレオ
チド」という用語は、一本鎖または二本鎖のデオキシリボヌクレオチド、リボヌクレオチ
ド、またはデオキシリボヌクレオチドおよびリボヌクレオチドの混合ポリマーを指し、別
途限定されない限り、天然のヌクレオチドと同様の方法で機能を発揮することができる天
然型ヌクレオチドの公知の類似体を含む。ポリヌクレオチド配列は、タンパク質に翻訳さ
れ得るRNAおよびRNA鎖に転写され得るDNA鎖配列を含む。本発明の任意の核酸、ポリヌク
レオチドまたはオリゴヌクレオチドの相補的配列も本発明の範囲内と考えられる。ポリヌ
クレオチド配列は、さらに、完全長の配列および完全長配列から派生するより短い配列を
含む。本発明は、本明細書で開示されるポリヌクレオチドに対して配列において相補的で
あるポリヌクレオチドも内包する。本発明のポリヌクレオチドおよびポリペプチドは精製
または単離された型として提供され得る。
【００３４】
　遺伝暗号の縮重のため、様々な異なるポリヌクレオチド配列が本発明のポリペプチドを
コードし得る。想定されるすべてのトリプレットコドンを示す表（UはTも表す）および各
コドンによってコードされるアミノ酸についてはLewin（1985年）に述べられている。さ
らに、同一または本質的に同一の本発明のポリペプチドをコードする代替のポリヌクレオ
チド配列を作出することは十分に当業者の技術の範囲内である。これらの縮重変異型およ
び代替ポリヌクレオチド配列は本発明の範囲内である。本明細書で用いられる通り、「本
質的に同一な」配列への言及は、本発明のポリヌクレオチドによってコードされるポリペ
プチドの機能性および/または免疫原性活性を物質的には変化させずに、アミノ酸の置換
、欠失、付加または挿入をコードする配列を指す。
【００３５】
　本発明は、本発明のポリペプチドをコードする本発明のポリヌクレオチドの変異型にも
関する。変異型の配列は、配列の一つまたは複数のヌクレオチドが置換、欠失および/ま
たは挿入されている配列を含む。DNAの天然のヌクレオチドに関して置換され得るヌクレ
オチドは、イノシン、5-フルオロウラシル、5-ブロモウラシル、ヒポキサンチン、1-メチ
ルグアニン、5-メチルシトシンおよびトリチル化塩基を含み得るがこれらに限定されない
塩基分子を持つ。配列におけるヌクレオチドの糖分子はさらに修飾され得て、アラビノー
ス、キシルロースおよびヘキソースを含むが、これらに限定されるものではない。さらに
、ヌクレオチドのアデニン、シトシン、グアニン、チミンおよびウラシル塩基はアセチル
基、メチル基および/またはチオ基で修飾され得る。ヌクレオチドの置換、欠失および/ま
たは挿入を含む配列は、当技術分野において公知の標準的手法を用いて作成および検査す
ることができる。
【００３６】
　具体的に例示されている、または本発明のポリペプチドに自然の状態で含まれる以外の
アミノ酸の置換も本発明の範囲内と考えられる。例えば、非天然型アミノ酸は、置換アミ
ノ酸を持つポリペプチドが、アミノ酸が置換されていないポリペプチドと実質的に同一の
機能活性を維持する限り、ポリペプチドのアミノ酸に置換することができる。非天然型ア
ミノ酸の例には、オルニチン、シトルリン、ヒドロキシプロリン、ホモセリン、フェニル
グリシン、タウリン、ヨードチロシン、2,4-ジアミノ酪酸、α-アミノイソ酪酸、4-アミ
ノ酪酸、2-アミノ酪酸、γ-アミノ酪酸、ε-アミノヘキサン酸、6-アミノヘキサン酸、2-
アミノイソ酪酸、3-アミノプロピオン酸、ノルロイシン、ノルバリン、サルコシン、ホモ
シトルリン、システイン酸、τ-ブチルグリシン、τ-ブチルアラニン、フェニルグリシン
、シクロヘキシルアラニン、β-アラニン、フルオロアミノ酸、β-メチルアミノ酸、C-メ
チルアミノ酸、N-メチルアミノ酸などのデザイナーアミノ酸（designer amino acids）、
および一般のアミノ酸類似体が含まれるが、これらに限定されるものではない。非天然型
アミノ酸には、誘導体形成された側鎖を持つアミノ酸も含まれる。さらに、タンパク質内



(19) JP 2009-512449 A 2009.3.26

10

20

30

40

50

の任意のアミノ酸がD型（右旋性）またはL型（左旋性）であってよい。本発明のポリペプ
チドのタンパク質配列の対立遺伝子変異型も本発明の範囲内に含まれる。
【００３７】
　アミノ酸は、一般に、以下のクラスに分類することができる：非極性、非荷電極性、塩
基性および酸性。一つのクラスのアミノ酸を持つ本発明のポリペプチドが同一クラスのも
う一つのアミノ酸で置換される保存的置換は、置換が生じたポリペプチドが置換が起こっ
ていないポリペプチドと引き続き実質的に同一の機能性活性を保持する限り、本発明の範
囲内である。配列内に一つまたは複数のアミノ酸置換を持つポリペプチドをコードするポ
リヌクレオチドは本発明の範囲内と考えられる。以下の表11は、各クラスに属するアミノ
酸例のリストを示す。一文字表記のアミノ酸の略号を表12に示す。
【００３８】
　本発明のインフルエンザウイルスのポリペプチドの断片および変異型は、当技術分野に
おいて公知の標準的方法を用いて作成して、当技術分野において公知の標準的手法を用い
て機能または免疫原性の存在について調べることができる。例えば、本発明のノイラミニ
ダーゼポリペプチドの断片および/または変異型の試験では、酵素活性が測定され得る。
このように、当業者は、本発明のポリペプチドの断片および変異型を容易に作成および試
験して、その断片または変異型が完全長または非変異型ポリペプチドに比して活性を保持
しているかどうかを調べることができる。
【００３９】
　本発明の範囲内と考えられるポリヌクレオチドおよびポリペプチドは、本明細書におい
て具体的に例示される本発明の配列とより高い特定の同一性および/または類似性の範囲
の観点で規定することもできる。配列同一性は、典型的には60％よりも高く、好ましくは
75％よりも高く、より好ましくは80％よりも高く、さらに一層好ましくは90％よりも高く
、95％よりも高い値であり得る。配列の同一性および/または類似性は、本明細書に例示
される配列に比して、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、
64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、
84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98または99％であり得る。
特記する場合を除いて、本明細書で用いられる通り2つの配列の配列同一性および/または
類似性パーセントは、KarlinおよびAltschul（1993年）に修正されたKarlinおよびAltsch
ulのアルゴリズム（1990年）を用いて求めることができる。このようなアルゴリズムは、
Altschulら（1990年）のNBLASTおよびXBLASTプログラムに組み入れられる。所望の配列同
一性パーセントを持つ配列を得るために、NBLASTを用いてスコア＝100、語長＝12にてBLA
ST検索を実施することができる。比較のためのギャップの整列を得るために、Altschulら
（1997年）に記載されるようにGapped BLASTを使用することができる。BLASTおよびGappe
d BLASTプログラムを用いる場合、それぞれのプログラム（NBLASTおよびXBLAST）のデフ
ォルトのパラメータを用いてもよい。NCBI/NIHのウェブサイトを参照されたい。
【００４０】
　本発明は、標準的なストリンジェントな条件および標準的方法（Maniatisら、1982年）
においてその配列とハイブリダイズさせるために、本明細書に例示されるポリヌクレオチ
ド配列と十分に相同である配列を持つポリヌクレオチド分子も意図される。本明細書で用
いられる通り、ハイブリダイゼーションにおける「ストリンジェント」な条件とは、典型
的にはハイブリダイゼーションが6×SSPE、5×Denhardt溶液、0.1％SDS、0.1mg/ml変性DN
A内においてDNAハイブリッドの融点（Tm）を下回る20～25Cで一晩実施される条件を指す
。融点Tmは次式により示される（Beltzら、1983年）：
Tm=81.5 C+16.6 Log[Na+]+0.41(%G+C)-0.61(%ホルムアミド)-600/塩基対の二本鎖の長さ
。
【００４１】
　洗浄は典型的には以下のように行われる：
（1）1×SSPE、0.1％SDSにおいて室温で15分ずつ2回（低ストリンジェントな洗浄）
（2）0.2×SSPE、0.1％SDSにおいてTm-20Cで15分間1回（中ストリンジェントな洗浄）。
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【００４２】
　本発明は、本発明のインフルエンザウイルスの遺伝子によってコードされるウイルス性
タンパク質およびペプチドにも関する。一つの態様において、ウイルスタンパク質は成熟
HAタンパク質である。具体的態様において、成熟HAタンパク質は以下の一つまたは複数を
含む：82位のセリン；221位のロイシン；327位のスレオニン；および/または482位のスレ
オニン。一つの例示的態様において、成熟HAタンパク質は配列番号：33もしくは配列番号
：34に示すアミノ酸配列、または配列番号：33もしくは配列番号：34の機能性および/ま
たは免疫原性の断片もしくは変異型を持つ。もう一つの態様において、ウイルスタンパク
質は、NAタンパク質、NSタンパク質、PBタンパク質、PAタンパク質またはMAタンパク質で
ある。本発明のウイルスタンパク質およびペプチドは、そのタンパク質またはペプチドに
特異的に結合する抗体を作出するために使用され得る。本発明のウイルスタンパク質およ
びペプチドは、免疫原として、またワクチン組成物として使用することもできる。
【００４３】
　本発明は、感受性宿主動物に感染して呼吸器疾患を引き起こすことのできるインフルエ
ンザウイルスに対する免疫応答を誘発するための組成物および方法にも関する。本発明は
、感受性宿主動物において任意の亜型のインフルエンザウイルスに対する免疫応答を誘発
するために用いられ得る。例えば、インフルエンザウイルスは、H1、H2、H3、H4、H5、H6
、H7、H8、H9、H10、H11、H12、H13、H14、H15またはH16のHA亜型、およびN1、N2、N3、N
4、N5、N6、N7、N8またはN9のNA亜型であり得る。一つの態様においてHA亜型はH3またはH
5である。さらなる態様において、NA亜型はN7またはN8である。具体的態様において、免
疫応答は亜型H3N8のインフルエンザウイルスに対して誘発される。一つの態様において、
宿主動物はイヌ科である。イヌ科には、オオカミ、コヨーテおよびキツネなど、野生、動
物園および家庭のイヌが含まれる。イヌには、さらに、例えば、純系および/または雑種
の伴侶犬などの家庭内のイヌ、ショードッグ、作業犬、牧羊犬、狩猟犬、番犬、警察犬、
レース犬、および/または実験犬も含まれる。一つの具体的態様において、宿主動物はグ
レイハウンドのような飼い慣らされたイヌである。一つの態様において、動物は本発明の
インフルエンザウイルスに対する免疫応答を誘発するために十分な本発明の免疫原性組成
物の有効量を投与される。免疫応答は液性および/または細胞性免疫応答であり得る。一
つの具体的態様において、免疫応答は、免疫化後のある期間、免疫された宿主動物体内に
おいてウイルス感染を予防または最小限に抑えることのできる防御的免疫応答である。従
って、本発明は、ワクチン接種された動物に本発明のウイルスに対する防御免疫応答を提
供することができるワクチン組成物および方法にも関する。
【００４４】
　本明細書に記載される通り、本発明のワクチンまたは免疫原性組成物は、弱毒化もしく
は不活化ウイルスを含む無細胞の完全ウイルス、またはサブビリオン粒子（ビリオンが処
理されてウイルス脂質の一部またはすべての除去された「スプリットワクチン」を含む）
、ウイルスタンパク質（個々のタンパク質および多くのタンパク質の高分子複合体を含む
）、ポリペプチド、およびペプチドを含むそのウイルスの一部、ならびにウイルス感染細
胞株、またはこれらの任意の組み合わせを含み得る。ウイルス感染細胞株を含むワクチン
または免疫原性組成物は、それぞれが異なるウイルス株に感染した多くの細胞株を含んで
もよい。
【００４５】
　本発明の1つの態様において、イヌは1種類もしくは複数の不活化（即ち、死菌）および
/もしくは弱毒化生インフルエンザウイルスワクチン、または1種類もしくは複数のウイル
ス分離物に由来するインフルエンザウイルス抗原の1つもしくは多数を含むワクチンで免
疫化され得る。一つの態様において、インフルエンザウイルスはイヌインフルエンザウイ
ルスである。もう一つの態様において、インフルエンザウイルスは、イヌインフルエンザ
ウイルスポリペプチドと少なくとも約90％、または少なくとも約95％、もしくは少なくと
も約96％、もしくは97％、もしくは98％、もしくは99％、または99％もしくはそれよりも
高いアミノ酸配列同一性を持つポリペプチドをコードまたは発現するウマインフルエンザ



(21) JP 2009-512449 A 2009.3.26

10

20

30

40

50

ウイルスである。一つの態様において、本発明のワクチンで用いられるインフルエンザ抗
原は、イヌインフルエンザウイルスのHA抗原および/またはNA抗原と少なくとも約96％の
配列同一性を持つ。
【００４６】
　不活化ワクチンの例は、Intervet Inc.（Millsboro, DE, USA）によって液体ワクチン
として販売されているEQUICINE II（商標）である。EQUICINE II（商標）は、不活化した
A/ペンシルバニア/63インフルエンザウイルス（「A/Pa/63」）およびA/ウマ/ケンタッキ
ー/93インフルエンザウイルス（「A/KY/93」）をカルボポール（即ち、HAVLOGEN（登録商
標）（Intervet Inc.））と共に含む。より具体的には、EQUICINE II（商標）の用量は、
不活化A/Pa/63を106.0 EID50、不活化A/KY/93を106.3 EID50、体積に基づいて0.25％のカ
ルボポール、1mlの総液量を作成するために十分なPBSを含む。
【００４７】
　不活化ワクチンのもう一つの例はウマインフルエンザウイルスA/ウマ/オハイオ/03（「
Ohio 03」）である。いくつかの態様において、このようなワクチンは、MVP Laboratorie
s, Inc.（Ralston, NE）から市販されている乳化されたポリマーをベースとするアジュバ
ントであるCARBIGEN（商標）を含む。このようなワクチンにおいて、投与単位は、典型的
には、少なくとも約250 HA単位のウイルス、約250から約12,500 HA単位のウイルス、また
は約1000から約6200 HA単位のウイルスを含む。CARBIGEN（商標）の推奨濃度は約5から約
30％（質量に基づく）である。
【００４８】
　弱毒化生ワクチンの例は、水で再溶解することができる凍結乾燥ワクチンの剤形の改変
された生のウマ/ケンタッキー/91（「A/KY/91」）インフルエンザである。いくつかの態
様において、この再溶解は、ワクチン投与量を総液量1mlとするために十分なワクチン級
の水を用いて実施される。このようなワクチンの局面は、例えば、参照によりそれらの全
体が本特許に組み入れられる米国特許第6,436,408号、同6,398,774号および同6,177,082
号において考察される。再溶解された場合、このようなワクチンの用量は、例えば、1ml
当たり107.2 TCID50のA/KY/91、1ml当たり0.015gのN-Z AMINE AS（商標）、1ml当たり0.0
025gのゼラチン、および1ml当たり0.04gのDラクトースを含む。N-Z AMINE AS（商標）は
、カゼインの酵素加水分解によって産生されるアミノ酸およびペプチドの精製したソース
である。N-Z AMINE AS（商標）はKerry Bio-Science（Norwich, NY,USA）より販売されて
いる。
【００４９】
　好ましい態様において、ワクチンは、例えば、ウマ/ニューマーケット/79株のように、
HAコード配列においてフロリダ/43/2004と少なくとも約93％の相同性を持つH3インフルエ
ンザ抗原を含む。好ましい相同性は、例えばウマ/アラスカ/1/91およびウマ/サンティア
ゴ/85の株のように少なくとも約96％である。続く実施例において、ウマ/ケンタッキー/9
1、ウマ-2/ケンタッキー/93、ウマ-1/ペンシルバニア/63およびウマ オハイオ/03インフ
ルエンザ抗原がワクチンに組み入れられた。好ましいワクチンは、ウマ/ウィスコンシン/
03、ウマ/ケンタッキー/02、ウマ/ケンタッキー/93およびウマ/ニューマーケット 2/93を
含むワクチンも含む。続く実施例では、H3N8ウイルスが用いられた。但し、その他のH3イ
ンフルエンザウイルスは本発明に従って用いることができると考えられる。
【００５０】
　弱毒化生ワクチンは簡便な方法で調製することができる。このような方法は、一般に、
例えば、インビトロにおける継代による病原性株の修飾、低温適応、遺伝子操作による生
物の病原性の修飾、キメラの調製、ウイルスベクターへの抗原の挿入、非病原性野性株の
選択などを含む。
【００５１】
　いくつかの態様において、弱毒化生ウイルス株は細胞培養物、実験動物、宿主以外の動
物または鶏卵を介しての野生型ウイルスの連続継代によって誘導される。このような継代
中の遺伝子突然変異の蓄積は、典型的に本来の宿主に対する生物の病原性の段階的喪失に
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至る。
【００５２】
　いくつかの態様において、弱毒化生ウイルス株は許容細胞の弱毒化突然変異ウイルスお
よび病原性ウイルスの同時感染によって調製される。結果的に得られる望ましい組換え型
ウイルスは、病原性ウイルスに由来する感染防御抗原についてコードする遺伝子を持つ弱
毒化ウイルスの安全性を持つ。
【００５３】
　いくつかの態様において、弱毒化生ウイルス株は低温適応によって調製される。低温適
応したウイルスは上気道において見られる温度でのみ複製するという利点を持つ。低温適
応したウマインフルエンザウイルスの作出の方法は米国特許第6,177,082号に記載されて
いる。結果として得られる望ましい低温適応したウイルスは以下の表現型の1つまたは複
数を付与する：低温適応、温度感受性、優性干渉および/または弱毒化。
【００５４】
　いくつかの態様において、弱毒化生ウイルス株は、元々のウイルスの感染防御特性を保
持しながら、病原性ウイルスを元々のウイルスに比して非病原性または低病原性のウイル
スに転換するための点突然変異、欠失または挿入などの分子的方法によって調製される。
【００５５】
　いくつかの態様において、弱毒化生ウイルスは、感染防御抗原の遺伝子の候補を非病原
性もしくは低病原性のウイルスまたはその他の生物のゲノムにクローニングすることによ
って調製される。
【００５６】
　不活化（即ち、「死菌」）ウイルスワクチンはウイルスを簡便な方法を用いて不活化す
ることによって調製することができる。典型的には、このようなワクチンは免疫応答を促
進し得る賦形剤、およびワクチンにおいて慣例的に用いられるその他の賦形剤を含む。例
えば、以降の実施例では、EQUICINE II（商標）は、HAVLOGEN（登録商標）を含む。ウイ
ルスの不活化は、ウイルスの複製能を無能にするために、ウイルスを不活化化合物（例え
ば、ホルマリン、βプロピオラクトン（「BPL」）、ブロモエチルアミン（「BEA」）、お
よびバイナリーエチレンイミン（「BEI」）で処理することによって、または非化学的方
法（例えば、熱、凍結/融解、もしくは超音波処理）によって達成することができる。
【００５７】
　以降の実施例では、刺激ウイルスとしてウマ/オハイオ/03が用いられた。これはフロリ
ダ/43/04分離物と約99％の相同性を持つことが公知であり、イヌにおいて感染の症状およ
び血清転換を誘発することが示されている。実施例18はウマインフルエンザワクチンのイ
ヌにおける有効性を例証し、CARBIGEN（商標）アジュバントを含むワクチン組成物中の不
活化Ohio 03抗原でワクチン接種されたイヌにおける血球凝集阻害（または「HI」もしく
は「HAI」）力価を示す。表29は、ワクチン接種前、ワクチン接種後、および2回目ワクチ
ン接種後、さらに刺激後の力価を示す。結果は、ワクチン接種したイヌにおけるワクチン
接種後の各段階でのHI力価、および対照において増大がほとんどまたは全くないことを示
す。表30は、同一試験からの臨床徴候、ウイルス分離、および病理組織学の結果を例証す
る。刺激された動物は臨床徴候、ウイルス排出、または明確な病理組織学を示さなかった
が、陽性HI力価（表29）は免疫した動物における顕著な抗体価を示す。
【００５８】
　その他のH3インフルエンザウイルス抗原ワクチンも本発明に内包される点に留意される
べきである。本明細書および以降の実施例に記載されるそれらは本発明およびその好まし
い態様を例証するために示されるものであって、特許請求される発明の範囲を制限するた
めのものではない。
【００５９】
　H3インフルエンザウイルス抗原以外のインフルエンザ抗原が本発明に従って用いられ得
る点にも留意すべきである。このような抗原には、例えば、ウマA1亜型（H7N7）であるウ
マ/PA/63の抗原が含まれる。このような抗原の1つまたは複数が1つまたは複数のH3インフ
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ルエンザ抗原を伴ってまたは伴わずに用いられ得ることが考えられる。
【００６０】
　一般に、ワクチンは治療上有効量にて投与される。「治療上有効量」とは、イヌ患者に
おいて標的ウイルスに対する防御反応を誘発するために十分な量である。典型的には、投
与は、それがインフルエンザまたはその症状の1つもしくは複数（典型的には2つまたはそ
れよりも多く）を予防し、そのリスクを低減し、その発症を遅延し、その拡散を縮小し、
緩解、抑制または根絶する場合、「治療上有効」である。典型的なインフルエンザの症状
には、例えば、発熱（イヌでは典型的には≧103.0○F；≧39.4℃）、咳嗽、くしゃみ、病
理組織学的病変、眼分泌物、鼻分泌物、嘔吐、下痢、抑鬱、体重低下、空嘔吐、喀血、お
よび/または聴取可能なラ音が含まれる。その他のしばしばより重度の症状には、例えば
、肺、縦隔または胸膜腔における出血；気管炎；気管支炎；細気管支炎；支持性気管支肺
炎；ならびに/または肺の上皮内壁および気道内腔における好中球および/もしくはマクロ
ファージの浸潤が含まれる。
【００６１】
　ワクチンは、併用療法、即ち、ワクチン自体に加えて1つまたは複数の追加の活性物質
、アジュバント、療法などの投与を含む療法の一部として投与してもよい。この場合、「
治療上有効」量を構成するワクチンの量は、ワクチンが単独で投与される場合に「有効」
量を構成するであろうワクチンの量よりも少ない可能性があるあることが認識されなけれ
ばならない。その他の療法は、例えば、抗ウイルス剤、鎮痛薬、解熱剤、去痰剤、抗炎症
剤、抗ヒスタミン剤、インフルエンザウイルス感染に起因する細菌感染を治療するための
抗生物質、安静、および/または輸液など、当技術分野で公知の療法を含み得る。いくつ
かの態様において、本発明のワクチンは百日咳ワクチン、アデノウイルスワクチン、およ
び/またはパラインフルエンザウイルスワクチンと組み合わせて投与される。
【００６２】
　いくつかの態様において、例えば、弱毒化生ワクチンの典型的用量は少なくとも約103p
fu/イヌであり、より典型的には約103～約109pfu/イヌである。本発明において「pfu」は
「プラーク形成単位」を意味する。いくつかの態様において、弱毒化生ワクチンの典型的
用量は少なくとも約103 TCID50/イヌであり、より典型的には約103～約109 TCID50/イヌ
である。いくつかの態様において、弱毒化生ワクチンの典型的用量は少なくとも約103 EI
D50/イヌであり、より典型的には約103～約109 EID50/イヌである。いくつかの態様にお
いて、死菌ワクチンの典型的用量は少なくとも約40 HA単位であり、典型的には約40～約1
0,000 HA単位であり、より典型的には約500～約6200 HA単位である。いくつかの態様にお
いて、用量は約6100～約6200 HA単位である。
【００６３】
　いくつかの好ましい態様において、ワクチンは弱毒化生ワクチンを免疫原性量よりも少
なくとも約100.5 pfu/イヌ高い濃度で含む。いくつかの好ましい態様において、ワクチン
は弱毒化生ワクチンを免疫原性量よりも少なくとも約100.5 TCID50/イヌ高い濃度で含む
。いくつかの好ましい態様において、ワクチンは弱毒化生ワクチンを免疫原性量よりも少
なくとも約100.5 EID50/イヌ高い濃度で含む。
【００６４】
　免疫原性量は、当技術分野において一般的に公知である刺激用量滴定試験の手法によっ
て実験的に求めることができる。このような手法には、典型的には、多くのイヌを異なる
用量のワクチンでワクチン接種する工程、続いて、最低保護用量を求めるために病原性ウ
イルスでイヌを刺激する工程が含まれる。
【００６５】
　好ましい投与計画に影響を及ぼす要因には、例えば、対象の種類（例えば、種および品
種）、年齢、体重、性別、食餌、活性、肺の大きさ、および状態；投与経路；用いられる
特定のワクチンの有効性、安全性、および免疫期間のプロフィール;送達系が用いられる
かどうか；さらにワクチンが薬剤および/またはワクチンの組み合わせの一部として投与
されるのかどうかが含まれ得る。従って、実際に用いられる投与量は具体的な動物におい
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て変動することができて、従って、上記に示される典型的な投与量から逸脱する可能性が
ある。このような投与量調整の決定は、一般に、簡便な方法を用いて当業者の技術の範囲
内である。弱毒化生ウイルスは一般に自己増殖性であり、従って、投与されるこのような
ウイルスの具体的な量は必ずしも決定的ではない点にさらに留意すべきである。
【００６６】
　ワクチンはイヌの患者に対して1回で、またはもう一つの選択肢として数日、数週間、
数カ月もしくは数年を通して2回もしくはそれよりも多い回数で投与される可能性がある
ことが考えられる。いくつかの態様において、ワクチンは少なくとも2回投与される。い
くつかのこのような態様において、例えば、ワクチンは2回投与されて、2回目の用量（例
えば、ブースター）は1回目から少なくとも約2週間後に投与される。いくつかの態様にお
いて、ワクチンは2回投与されて、2回目の用量は1回目の後、8週間以内に投与される。い
くつかの態様において、2回目の用量は、1回目の用量後約2週間から約4年、1回目の用量
後約2から約8週間、または1回目の用量後約3から約4週間後に投与される。いくつかの態
様において、2回目の用量は1回目の用量から約4週間後に投与される。上記の態様におい
て、1回目およびその後の投与量は、例えば、量および/または剤形などを変更してよい。
しかしながら、しばしば投与量は量および剤形に関して同一である。単回用量のみが投与
される場合、その用量単独におけるワクチンの量は一般にワクチンの治療上有効量を含む
。しかし、1回よりも多い用量が投与される場合は、それらの用量を統合したワクチンの
量が治療上有効量を含み得る。
【００６７】
　いくつかの態様において、ワクチンはイヌレシピエントがインフルエンザに感染する前
に投与される。このような態様において、ワクチンは、例えば、インフルエンザまたは1
つもしくは複数（典型的には2つもしくはそれよりも多い）インフルエンザの症状を予防
し、そのリスクを低減し、または発症を遅延させるために投与され得る。
【００６８】
　いくつかの態様において、ワクチンはイヌレシピエントがインフルエンザに感染した後
に投与される。このような態様において、ワクチンは、例えば、インフルエンザまたは1
つもしくは複数（典型的には2つもしくはそれよりも多く）のインフルエンザ症状を緩解
させ、抑制し、または根絶し得る。
【００６９】
　ワクチンの好ましい組成物は、例えば、ワクチンが不活化ワクチン、弱毒化生ワクチン
またはその双方であるかどうかに依存する。またワクチンの投与の方法にも依存する。ワ
クチンが1つまたは複数の通常の薬学的に許容される担体、アジュバント、その他の免疫
応答促進剤、および/またはビヒクル（vehicle）（集合的に「賦形剤（excipient）」と
呼ばれる）を含むことが考えられる。このような賦形剤は、一般に、ワクチン中の活性成
分と適合性であるように選択される。賦形剤の使用は、一般に当業者に公知である。
【００７０】
　「薬学的に許容される」という用語は、修飾された名詞が薬学的製品中での使用に適し
ていることを意味するために形容詞的に用いられる。例えば、薬学的なワクチン中の賦形
剤を示すために用いられる場合、それは賦形剤を組成物のその他の成分と適合性であり、
意図されるレシピエントであるイヌに対して不都合に有害でないと見なす。
【００７１】
　ワクチンは、例えば、粘膜投与（鼻腔内、経口、気管内および眼科的など）ならびに非
経口投与を含む通常の方法で投与することができる。粘膜投与はしばしば弱毒化生ワクチ
ンにとって特に有利である。非経口投与は、しばしば、不活化ワクチンにとって特に有利
である。
【００７２】
　粘膜ワクチンは、例えば、薬学的に許容される乳濁液、溶液、懸濁液、シロップおよび
エリキシル剤のような液体の剤形であり得る。このようなワクチンに適した賦形剤には、
例えば、水、生理食塩液、デキストロース、グリセロール、ラクトース、ショ糖、デンプ
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ン粉末、アルカン酸のセルロースエステル、セルロースアルキルエステル、タルク、ステ
アリン酸、ステアリン酸マグネシウム、酸化マグネシウム、リン酸および硫酸のナトリウ
ムおよびカルシウム塩、ゼラチン、アラビアゴム、アルギン酸ナトリウム、ポリビニルピ
ロリドン、ならびに/またはポリビニルアルコールなどの当技術分野において広く用いら
れる不活性の希釈剤が含まれる。賦形剤は様々な湿潤剤、乳化剤、懸濁剤、香料（例えば
、甘味料）、および/または芳香物質を含むこともできる。
【００７３】
　口腔粘膜ワクチンは、例えば、簡便な投与のためにタブレット化またはカプセル化され
てもよい。このようなカプセルまたはタブレットは徐放性製剤を含むことができる。カプ
セル、タブレットおよび丸剤の場合、投与剤形はクエン酸ナトリウム、または炭酸もしく
は炭酸水素マグネシウムもしくはカルシウムのような緩衝物質も含むことができる。タブ
レットおよび丸剤はさらに腸溶コーティングを用いて調製することができる。
【００７４】
　ワクチンはイヌの患者の飲水および/または飼料を介して投与され得ることが考えられ
る。ワクチンはごちそうまたは玩具の形で投与され得ることがさらに考えられる。
【００７５】
　「非経口投与」には、皮下注射、粘膜下注射、静脈内注射、筋肉内注射、胸骨内注射、
経皮注射および注入が含まれる。注射可能調製物（例えば、滅菌注射可能な水性または油
性の懸濁液）は、ビヒクル、溶媒、分散媒、湿潤剤、乳化物質および/または懸濁物質の
ような適切な賦形剤を用いて公知の技術に従って製剤化することができる。これらには、
典型的には、例えば、水、生理食塩液、デキストロース、グリセロール、エタノール、コ
ーン油、綿実油、落花生油、ゴマ油、ベンジルアルコール、1,3-ブタンジオール、リンガ
ー液、等張塩化ナトリウム液、無刺激性不揮発性油（例えば、合成モノまたはジグリセリ
ド）、脂肪酸（例えば、オレイン酸）、ジメチルアセトアミド、界面活性剤（例えば、イ
オン性および非イオン性洗剤）、プロピレングリコール、および/またはポリエチレング
リコールが含まれる。賦形剤は、pH緩衝物質のようなその他の少量の補助的物質も含み得
る。
【００７６】
　ワクチンは、イヌの患者の免疫応答（抗体反応、細胞反応またはその双方を含み得る）
を促進して、それによってワクチンの有効性を高める1つまたは複数の賦形剤を含んでも
よい。このような賦形剤（または「アジュバント」）の使用は、不活化ワクチンを用いる
際に特に有益であり得る。アジュバントは、イヌの患者の免疫系の細胞に対して直接（例
えば、サイトカインまたはカルメット-ゲラン桿菌（「BCG」））または間接的な効果（リ
ポソーム）を持つ物質であり得る。しばしば適切なアジュバントの例には、油（例えば、
鉱油）、金属の塩（例えば、水酸化アルミニウムまたはリン酸アルミニウム）、細菌成分
（例えば、細菌性リポサッカライド、フロイントアジュバント、および/またはMDP）、植
物成分（例えば、Quil A）、ならびに/または担体効果を持つ1つもしくは複数の物質（例
えば、ベントナイト、ラテックス粒子、リポソーム、および/もしくはQuil A、ISCOM）が
含まれる。上記の通り、アジュバントは例えばCARBIGEN（商標）およびカルボポールをさ
らに含む。本発明は、アジュバントを含むワクチンならびにいかなるアジュバントも含ま
ないワクチンの双方を含むことが認識されるべきである。
【００７７】
　ワクチンは保存のために凍結乾燥（または別の方法で液体の体積を減らして）、続いて
、投与前または投与時に液体に再溶解され得ることが考えられる。このような再溶解は、
例えば、ワクチン級の水を用いて実施され得る。
【００７８】
　本発明は、上記の方法の実施における使用に適したキットをさらに含む。キットは、上
記のワクチンを含む投与剤形を含む。キットは、少なくとも1つの追加の成分、および典
型的にはワクチンを追加の成分と共に使用するための説明書も含む。追加の成分は、例え
ば、投与前または投与中にワクチンと混合することができる1つまたは複数の追加の成分
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（例えば、上記の賦形剤の1つもしくは複数、飼料、および/またはおやつなど）であり得
る。追加の成分は、もう一つの選択肢として（または追加的に）、ワクチンをイヌの患者
に投与するための1つまたは複数の装置を含み得る。このような装置は、例えば、シリン
ジ、吸入器、噴霧器、ピペット、鉗子、または医学的に許容される任意の送達用媒体であ
り得る。いくつかの態様において、装置はワクチンの皮下投与に適している。いくつかの
態様において、装置はワクチンの鼻腔内投与に適している。
【００７９】
　医用薬剤または生物製剤に関する技術分野において公知のその他の賦形剤および投与モ
ードを使用してもよい。
【００８０】
　本発明のワクチンまたは免疫原性組成物は、例えば、本発明のインフルエンザウイルス
のHAタンパク質、NAタンパク質、核タンパク質、ポリメラーゼ塩基性タンパク質、ポリメ
ラーゼ酸性タンパク質および/またはマトリックスタンパク質をコードする遺伝子を含み
得る組換え型ウイルスベクターをベースとする構築物も含む。組換え型ベクター/ウイル
ス構築物を作成するために用いることができる任意の適切なウイルスベクターが本発明に
従って用いられることが意図される。例えば、アデノウイルス、アビボックス、ヘルペス
ウイルス、ワクシニア、カナリアポックス、エントモポックス、ブタポックス、ウェスト
ナイルウイルス、および当技術分野において公知であるその他から派生するウイルスベク
ターは本発明の組成物および方法と共に使用することができる。コンポーネントをコード
および発現する組換え型ポリヌクレオチドベクターは、当技術分野において標準的な遺伝
子工学の手法を用いて構築することができる。さらに、本明細書に記載される様々なワク
チン組成物は別々に、また互いに組み合わせて使用してもよい。例えば、動物の一次免疫
化は単一または多くの系統のコンポーネントを持つ組換え型ベクターをベースとする構築
物を使用し得て、続いて、不活化ウイルスまたは不活化ウイルス感染細胞株を含むワクチ
ン組成物を用いて二次的追加免疫を行ってもよい。本発明のワクチン組成物を用いたその
他の免疫化プロトコールは当業者には明白であり、本発明の範囲内と考えられる。
【００８１】
　本発明は、本発明のインフルエンザウイルスの少なくとも一つの遺伝子またはゲノムセ
グメント、および本発明の異なるインフルエンザウイルスまたは本発明のウイルス以外の
インフルエンザウイルス由来のウイルス遺伝子またはゲノムセグメントの残りを含むリア
ソータントウイルスにも関する。リアソータントウイルスは、ドナーである本発明のイン
フルエンザウイルスの核酸とレシピエントであるインフルエンザウイルスの核酸の遺伝的
リアソータント、およびその後のドナーウイルスの核酸を含むリアソータントウイルスの
選択によって作出することができる。リアソータントウイルスを作出および分離するため
の方法は当技術分野において周知である（Fieldsら、1996年）。一つの態様において、本
発明のリアソータントウイルスはヒト、トリ、ブタまたはウマインフルエンザウイルスの
遺伝子またはゲノムセグメントを含む。本発明のリアソータントウイルスは、リアソータ
ントウイルスが本発明のドナーインフルエンザウイルス由来の少なくとも1つの遺伝子ま
たはゲノムセグメントを含む限り、ドナーおよびレシピエントインフルエンザウイルス由
来の核酸の任意の組み合わせを含んでよい。一つの態様において、レシピエントインフル
エンザウイルスはウマインフルエンザウイルスであり得る。
【００８２】
　ウイルスタンパク質の天然、組換え型または合成ポリペプチド、およびそのペプチド断
片も、本発明の方法に従ってワクチン組成物として使用することができる。一つの態様に
おいて、ワクチン組成物はイヌインフルエンザウイルスのポリヌクレオチドまたはポリペ
プチドを含む。一つの態様において、ワクチン組成物は配列番号：2、4、6、8、10、12、
14、16、18、20、22、24、26、28、30、32、33、34、48、50、52、54、56、58、60、62、
64、66、68、70、72、74、76もしくは78のいずれかに示されるアミノ酸配列、またはその
機能性および/もしくは免疫原性断片または変異型を持つポリペプチドをコードするポリ
ヌクレオチドを含む。具体的態様において、配列番号：2、4、6、8、10、12、14、16、18
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、20、22、24、26、28、30、32、33、34、48、50、52、54、56、58、60、62、64、66、68
、70、72、74、76または78に示されるアミノ酸配列をコードするポリヌクレオチドは、そ
れぞれ、配列番号：1、3、5、7、9、11、13、15、17、19、21、23、25、27、29、31、47
、49、51、53、55、57、59、61、63、65、67、69、71、73、75もしくは77に示されるヌク
レオチド配列、または配列番号：2、4、6、8、10、12、14、16、18、20、22、24、26、28
、30、32、33、34、48、50、52、54、56、58、60、62、64、66、68、70、72、74、76もし
くは78のいずれかの機能性および/もしくは免疫原性断片または変異型をコードする配列
を含む。さらなる具体的態様において、本発明のポリヌクレオチドは以下を含むことがで
きる：配列番号：3のヌクレオチド1～2271；配列番号：5のヌクレオチド1～2148；配列番
号：7のヌクレオチド1～657；配列番号：9のヌクレオチド1～1494；配列番号：11のヌク
レオチド1～1410；配列番号：13のヌクレオチド1～756；配列番号：15のヌクレオチド1～
1695；配列番号：19のヌクレオチド1～2271；配列番号：21のヌクレオチド1～2148；配列
番号：23のヌクレオチド1～657；配列番号：25のヌクレオチド1～1494；配列番号：29の
ヌクレオチド1～756；配列番号：31のヌクレオチド1～1695；配列番号：47のヌクレオチ
ド1～2277；配列番号：49のヌクレオチド1～2271；配列番号：51のヌクレオチド1～2148
；配列番号：53のヌクレオチド1～690；配列番号：55のヌクレオチド1～1494；配列番号
：57のヌクレオチド1～1410；配列番号：59のヌクレオチド1～756；配列番号：61のヌク
レオチド1～1695；配列番号：63のヌクレオチド1～2277；配列番号：65のヌクレオチド1
～2271；配列番号：67のヌクレオチド1～2148；配列番号：69のヌクレオチド1～690；配
列番号：71のヌクレオチド1～1494；配列番号：73のヌクレオチド1～1410；配列番号：75
のヌクレオチド1～756；および配列番号：77のヌクレオチド1～1695。もう一つの態様に
おいて、ワクチン組成物は、配列番号：2、4、6、8、10、12、14、16、18、20、22、24、
26、28、30、32、33、34、48、50、52、54、56、58、60、62、64、66、68、70、72、74、
76もしくは78のいずれかに示されるアミノ酸配列、またはその機能性および/もしくは免
疫原性断片または変異型を持つポリペプチドを含む。さらなる態様において、ワクチン組
成物は、ポリヌクレオチドまたはポリペプチドがイヌインフルエンザのポリヌクレオチド
またはポリペプチドと少なくとも約90％または少なくとも約95％、もしくは少なくとも約
96％、もしくは97％、もしくは98％、または99％もしくはそれよりも高い配列同一性を持
つウマインフルエンザウイルスのポリヌクレオチドまたはポリペプチドを含む。一つの態
様において、多くの系統から由来するウイルスポリペプチドは、ワクチン組成物中で混合
され得て、宿主動物にワクチン接種するために使用することができる。例えば、本発明の
インフルエンザウイルスの少なくとも2つの異なる系統に由来するウイルス性HAタンパク
質をベースとするポリペプチドがワクチンにおいて混合され得る。ポリペプチドは一つの
系統に対して相同であり得て、またはアミノ酸配列が少なくとも2つの異なる系統に由来
するポリペプチドの連結または結合によって派生する「ハイブリッド」または「キメラ」
ポリペプチドを含んでもよい。ウイルス性ポリペプチドを調製するための手順は当技術分
野において周知である。例えば、ウイルス性のポリペプチドおよびペプチドは固相合成法
（Merrifield、1963年）を用いて合成することができる。ウイルスのポリペプチドおよび
ペプチドは、ウイルスのタンパク質またはペプチドをコードするポリヌクレオチド分子を
細菌、酵母または哺乳動物細胞株などの宿主細胞内で発現させて、その発現したタンパク
質を当技術分野の標準的な技術を用いて精製する組換えDNA技術を用いて作成することも
できる。
【００８３】
　本発明のワクチン組成物は裸の核酸組成物も含む。一つの態様において、核酸は本発明
のインフルエンザウイルスのHAおよび/またはNAタンパク質をコードするヌクレオチド配
列を含み得る。核酸ワクチン接種のための方法は当技術分野において公知であり、例えば
、米国特許第6,063,385号および米国特許第6,472,375号において開示されている。核酸は
プラスミドまたは遺伝子発現カセットの剤形であり得る。一つの態様において、核酸は動
物に投与されるリポソームに被包されて提供される。
【００８４】



(28) JP 2009-512449 A 2009.3.26

10

20

30

40

50

　本発明に従って用いることができるワクチン組成物ならびにポリペプチドおよび核酸な
どの免疫原は、薬学的に許容される担体または希釈剤と共に提供され得る。本発明におい
て有用な化合物および組成物は、薬学的に有用な組成物を調製するための公知の方法に従
って製剤化してよい。製剤化については、当業者に周知であって容易に入手可能な多くの
情報源に詳細に記載されている。例えば、E.W. MartinによるRemington's Pharmaceutica
l Science, Easton Pennsylvania, Mack Publishing Company、第19版、1995年は本発明
と関連付けて用いることができる製剤化について述べている。一般に、本発明の組成物は
、組成物の有効な投与を促進するために有効量の免疫原を適切な担体と組み合わせるよう
に製剤化される。また、この方法で用いられる組成物は様々な剤形であり得る。これらに
は、例えば、錠剤、丸剤、粉剤、液剤または懸濁剤、坐剤、注射可能および不溶性の液剤
、およびスプレーなど、固体、半固体および液体の投与剤形が含まれる。好ましい剤形は
、意図する投与モードおよび治療適用に依存する。組成物は、好ましくは、当業者に公知
である通常の薬学的に許容される担体および希釈剤も含む。このペプチド模倣物と共に使
用するための担体または希釈剤の例には、水、生理食塩液、鉱油を含む油、エタノール、
ジメチルスルホキシド、ゼラチン、シクロデキストラン、ステアリン酸マグネシウム、デ
キストロース、セルロース、糖、炭酸カルシウム、グリセロール、アルミナ、デンプン、
ならびに相当する担体および希釈剤、またはこれらの任意の混合物が含まれるが、これら
に限定されるものではない。本発明の免疫原の製剤は、懸濁物質、保護剤、潤滑剤、緩衝
剤、保存剤および安定剤を含んでもよい。所望の治療的投与のためのこのような用量の投
与に備えるため、本発明の薬学的組成物は、好都合に、担体または希釈剤を含む組成物全
体の重量に基づく免疫原の重量に基づいて約0.1％～45％、特に1～15％を含む。
【００８５】
　本発明のワクチンおよび免疫原性組成物は当技術分野において周知の手順によって調製
することができる。例えば、ワクチンまたは免疫原は、典型的には、例えば液体の溶液ま
たは懸濁液などの注射可能剤として調製される。ワクチンまたは免疫原は、投与製剤と適
合する方法およびレシピエントにおいて治療上有効かつ免疫原性であるような量で投与さ
れる。特定のワクチンまたは免疫原製剤において最適な投与量および投与パターンについ
て、当業者は容易に判断することができる。
【００８６】
　本発明のペプチドおよび/またはポリペプチドは多抗原性ペプチド（MAP）構築物の形で
も提供することができる。MAP構築物の調製はTam（1988年）に述べられている。MAP構築
物は、免疫原の多数の複製が合成されるリジン残基のコアマトリックスを使用する（Posn
ettら、1988年）。それぞれが同一または異なる免疫原を含有する多くのMAP構築物が本発
明の方法に従ってワクチン組成物として調製されて投与され得る。一つの態様において、
MAP構築物は一つまたは複数のアジュバントと共に提供および/または投与される。本発明
のインフルエンザポリペプチドは、一つまたは複数のポリペプチドを含む高分子タンパク
質構造物としても作成および投与され得る。公開された米国特許出願であるUS2005/00090
08には、インフルエンザウイルスのためのワクチンとしてウイルス様粒子を産生するため
の方法が開示されている。
【００８７】
　本発明の方法に従って、本明細書に記載されるワクチンおよび免疫原性組成物は、その
後のウイルスによる宿主の刺激または感染に対して防御免疫を誘発するための有効な量お
よび方法で、感受性の宿主、典型的にはイヌ科、より典型的には飼い慣らされたイヌに投
与される。一つの態様において、宿主動物はイヌ科である。イヌには、オオカミ、コヨー
テおよびキツネなど、野生、動物園および家庭のイヌが含まれる。イヌには、さらに、例
えば、純系および/または雑種の伴侶犬などの家庭内のイヌ、ショードッグ、作業犬、牧
羊犬、狩猟犬、番犬、警察犬、レース犬、および/または実験犬も含まれる。一つの具体
的態様において、宿主動物はグレイハウンドのような飼い慣らされたイヌである。ワクチ
ンまたは免疫原は、典型的には、例えば皮下、腹腔内または筋肉内のいずれかの注射によ
り非経口的に投与される。その他の適切な投与モードは経口または鼻腔投与を含む。通常
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はワクチンまたは免疫原は、動物に対して少なくとも2回、各投与間に1週またはそれより
も多い週の間隔を空けて投与される。しかし、ワクチンまたは免疫原の初回および追加免
疫投与のためのその他の投与計画が、意図され、医師の判断および治療しようとする特定
の宿主動物に依存し得る。
【００８８】
　ワクチン製剤中のウイルスおよびウイルス感染細胞は、当技術分野において公知の方法
を用いて不活化または弱毒化してよい。例えば、完全ウイルスおよび感染細胞は、パラホ
ルムアルデヒド、ホルマリン、βプロピオラクトン（BPL）、ブロモエチルアミン（BEA）
、バイナリーエチレンイミン（BEI）、フェノール、UV光、高温、凍結融解、音波処理（
超音波処理を含む）などに曝露することによって不活化または弱毒化することができる。
ワクチン用量中の無細胞の完全ウイルスの量は、約0.1mgから約5mgの範囲であり、より通
常は約0.2mgから約2mgであることができる。ウイルス感染細胞株を含むワクチン製剤の投
与量は、通常は、用量当たり約106個から約108個の細胞、より通常は用量当たり約5×106

個から約7.5×107個の細胞を含む。動物のための用量中のタンパク質またはペプチド免疫
原の量は、用量を投与される動物の大きさ、齢期などに依存して、約0.1μgから10000μg
、または約1μgから5000μg、または約10μgから1000μg、または約25μgから750μg、ま
たは約50μgから500μg、または100μgから250μgまで変動し得る。
【００８９】
　ウイルスもしくはウイルス感染細胞またはウイルス性タンパク質もしくはペプチドなど
の本発明の免疫原性またはワクチン組成物は、典型的には投与直前にアジュバントと混合
してよい。ワクチン製剤での使用について意図されるアジュバントには、スレオニルムラ
ミルジペプチド（MDP）（Byarsら、1987年）、サポニン、コリネバクテリウムパルバム（
Cornebacterium parvum）、フロイント完全およびフロイント不完全アジュバント、アル
ミニウム、またはこれらの任意の混合物が含まれる。ミョウバンなど、本発明の方法およ
びワクチンとの使用に適切なその他の様々なアジュバントが当技術分野において公知であ
り、本発明との使用に関して意図される。
【００９０】
　本発明はさらに本発明のタンパク質またはペプチドと特異的に結合する抗体にも関する
。本発明の抗体はモノクローナルおよびポリクローナル抗体組成物を含む。好ましくは、
本発明の抗体はモノクローナル抗体である。抗体全体およびその抗原結合断片が本発明に
おいて意図される。従って、例えば、適切な抗体に結合した断片にはFab2、FabおよびFv
抗体断片が含まれる。本発明の抗体は、蛍光分子（例えば、フルオレセインまたは酵素）
などの検出可能分子で標識してよい。
【００９１】
　本発明は、本発明のインフルエンザウイルスの検出および同定、ならびに本発明のイン
フルエンザウイルスの動物への感染の診断のための方法および組成物にも関する。本発明
の方法は、動物由来の生物学的試料におけるイヌインフルエンザの存在の検出を含む。試
料中のイヌインフルエンザの検出は、動物におけるイヌインフルエンザを診断するために
有用である。さらに、この情報は、ある期間にわたって存在するイヌインフルエンザの特
徴的な量に基づいて動物の予後を判断するための能力を提供し得て、動物における治療の
ための物質および処置の選択を支援し、治療のモニタリングを支援することができる。こ
の方法は、試験対象である動物のイヌインフルエンザの不在を証明する能力も提供する。
【００９２】
　動物におけるイヌインフルエンザ検出能は、異なる地理的位置におけるイヌインフルエ
ンザの大流行の評価を可能とする。この情報はさらに早期の検出を可能とするので、感染
した動物は疾患の蔓延を制限するために隔離することが可能であり、治療オプションの早
期介入が可能となる。さらに、この有効な情報を持っていることは、医療担当者に対して
、医療供給品および有効であればワクチンの組み立てを含めて、多くの疾病動物を治療す
るための準備の方向を提供することができる。
【００９３】
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　一つの態様において、本発明の方法は、イヌなどの試験動物からの生物学的試料の採取
を伴う。生物学的試料は、細胞、組織、被毛、全血、血清、血漿、乳頭吸引液、肺洗浄液
、脳脊髄液、唾液、汗および涙を含む任意の生物材料であり得る。
【００９４】
　動物試験試料は、動物がインフルエンザの症状を発症しているか否かにかかわらず、イ
ヌインフルエンザウイルスを持っていることが疑われる動物から採取され得る。また、対
照試料は、イヌインフルエンザを持っていないことが公知である動物から提供または採取
することができる。さらなる対照は、例えば、偽陽性および偽陰性の結果を抑制するため
、アッセイ法の試薬がA型イヌインフルエンザウイルスを積極的に検出することを確認す
るために提供されてもよい。
【００９５】
　生物学的試料中のイヌインフルエンザの有無の検出に加えて、本発明で用いられる検出
方法は核酸配列の変化など、環境、薬剤投与、遺伝子操作または突然変異、損傷、飼料の
変化、加齢、または動物のその他の任意の特徴に起因し得るイヌインフルエンザウイルス
における突然変異も検出することができる。突然変異は、また、イヌインフルエンザAを
以前には有効であった薬剤に対して耐性とする、または異なる動物種、つまりヒトにおけ
るウイルスの感染および伝播を可能とする場合がある。例えば、トリインフルエンザAウ
イルスはその他の動物およびヒトに感染することが示されている。
【００９６】
　動物におけるインフルエンザウイルスを検出するための一つの態様において、診断は高
品質の試料の採取、検査施設への迅速な輸送、および検査室での検査前の適切な保管によ
って促進される。ウイルスは、感染細胞および分泌物を含む試料中で最もよく検出される
。一つの態様において、ウイルス抗原の直接検出のための、ならびに/または細胞培養中
の核酸および/もしくはウイルス分離のための標本は、臨床症状発症直後の3日間に採取す
る。上気道のウイルス感染症の診断には、鼻腔スワブ、鼻咽頭スワブ、鼻咽頭吸引液、鼻
腔洗浄液および咽頭スワブを含むがこれらに限定されない多くのタイプの標本が適切であ
る。スワブに加えて、組織または血清の試料を採取してもよく、観血的手順も実施可能で
ある。
【００９７】
　一つの態様において、呼吸器の標本を採取して1～5mlのウイルス輸送培地に入れて輸送
する。様々なウイルスの回収に十分な多くの培地が市販されている。臨床標本は輸送培地
に加えられる。鼻腔または鼻咽頭スワブもウイルス輸送培地に入れて輸送してよい。輸送
培地の一つの例は、子ウシ抽出液 10gmおよびウシアルブミン画分V 2gmであり、無菌蒸留
水に400mまで加える。硫酸ゲンタマイシン液（50mg/ml）0.8mlおよびアンホテリンB（250
μg/ml）3.2mlなどの抗生物質も加えることができる。培地は、好ましくは、濾過処理に
よって滅菌する。無菌生理食塩液（0.85％NaCl）などの鼻腔洗浄液も呼吸器ウイルスの標
本の採取に使用することができる。
【００９８】
　一つの態様において、血清は臨床症状発症後すぐに、好ましくは7日以内に急性期の動
物から採取した全血1～5mlから血清を採取する。例えば、症状発症後約14日など、回復期
血清試料を採取してもよい。血清標本は、中和試験において呼吸器ウイルスに対する抗体
の検出に有用であり得る。
【００９９】
　いくつかの場合において、試料は一定期間を通して個々の動物から採取され得る（例え
ば、1日1回、週1回、月1回、半年に1回、または年1回）。一定期間を通して個々の動物か
ら多くの試料を採取することは、早期検出からの結果を確認し、さらに/または具体的な
治療、例えば選択された治療薬剤に対する反応性または耐性を明らかにするために使用す
ることができる。
【０１００】
　本発明の方法は、動物に由来する試験試料中の1つまたは複数の病理学的物質の存在、
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および各病理学的物質の量を検出するために使用することができる。酵素結合免疫吸着法
（ELISA）、間接蛍光抗体（IFA）試験、血球凝集および血球凝集阻害（HI）アッセイ法、
ならびにウェスタンブロットを含む抗体アッセイ法を含むがこれらに限定されない病理学
的物質を検出するための任意の方法を使用してよい。公知の細胞培養法も使用することが
できる。陽性培養は、細胞培養の免疫蛍光法または細胞培養用培地（上清）のHIアッセイ
法を用いてさらに同定してもよい。
【０１０１】
　さらに、核酸（DNAもしくはRNA）またはタンパク質を検出するための方法が使用できる
。このような方法には、ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）および逆転写酵素（RT）PCR試験お
よびリアルタイム試験、ならびに定量的なヌクレアーゼプロテクションアッセイ法が含ま
れるが、これらに限定されるものではない。これらのアッセイ法を実施するための検査キ
ットが市販されている。例えば、QIAGEN（Valencia, CA）より一段階RT-PCRキットおよび
ウイルスRNA抽出キットが販売されている。
【０１０２】
　一つの態様において、方法は本発明のウイルスまたはウイルスタンパク質に特異的な抗
体を使用する。一つの具体的態様において、本発明のウイルスのHAタンパク質に特異的な
抗体が使用される。もう一つの態様において、本発明のウイルスのNPタンパク質に特異的
な抗体が使用される。鼻腔または鼻咽頭域に由来するような適切な試料が動物から得られ
て、それからウイルスまたはウイルスタンパク質が単離される。続いて、本発明のウイル
スのHAまたはNPなどのタンパク質に特異的な抗体の結合に関して、ウイルスコンポーネン
トがスクリーニングされる。もう一つの態様において、動物から血清試料（またはその他
の抗体を含む試料）が得られて、この血清について本発明のウイルスのタンパク質に結合
する抗体の存在をスクリーニングする。例えば、プレート壁が壁に結合するHAおよび/も
しくはNPタンパク質、またはそのペプチド断片を持つ場合は、ELISA法が実施できる。続
いて、プレート壁を試験動物由来の血清または抗体と接触させる。動物体内にHAおよび/
またはNPタンパク質に特異的に結合する抗体が存在することは、その試験動物が本発明の
インフルエンザウイルスに感染しているまたは感染したことがあることを示す。
【０１０３】
　一つの態様において、病理学的物質の存在は生物学的試料におけるその物質に対する抗
体の有無を調べることによって検出される。それは、動物の感染後、血液検査で抗体が検
出できる前に一定期間（例えば、数カ月）を要することもある。一旦形成されると、抗体
は、たとえ疾患の治療が成功した後であっても、通常は何年も持続する。イヌインフルエ
ンザAに対する抗体の検出は、感染が最近または過去のいつであったかは示すことはでき
ない。
【０１０４】
　抗体検査は液体に対しても実施することができる。抗体アッセイ法には、酵素結合免疫
吸着法（ELISA）、間接蛍光抗体（IFA）法、およびウェスタンブロットが含まれる。好ま
しくは、抗体検査は、例えばELISAまたはIFA、続くウェスタンブロットなど、多くのアッ
セイ法を用いて実施される。抗体アッセイ法は、ELISA法またはIFA法のいずれか、続いて
ウェスタンブロットアッセイ法を用いて2段階の過程で実施してよい。ELISAはIFAよりも
信頼性の高い正確なアッセイ法と考えられるが、IFAはELISAが有効でない場合に使用でき
る可能性がある。（より特異的な試験である）ウェスタンブロット試験は、すべての動物
、特に、ELISA法またはIFA法において陽性または境界域の陽性（不確か）とされている動
物において実施することもできる。
【０１０５】
　インフルエンザウイルスの検出に使用することができるその他の抗体をベースとする試
験には血球凝集阻害試験が含まれる。血球凝集活性は、（Burlesonら、1992）およびKend
alら、1982年が記載したように、ニワトリまたはシチメンチョウの赤血球を用いて動物由
来の生物学的試料において検出可能である。一つの態様において、本発明のインフルエン
ザまたはHAタンパク質もしくはペプチドを血清または抗体を含む試験試料と接触させる。
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続いて、トリなどの動物由来の赤血球（RBC）を加える。HAに対する抗体が存在すれば、R
BCは凝集しない。HAに対する抗体が存在しない場合は、RBCはHAの存在下にて凝集する。
標準的な血球凝集阻害アッセイ法に対する変更および修正は当技術分野において公知であ
り、本発明の範囲内と考えられる。
【０１０６】
　動物の感染は、鼻腔または鼻咽頭スワブなどの試料からのウイルスの分離によっても調
べることができる。ウイルス分離は、細胞培養および鶏卵接種法を含む標準的な方法を用
いて実施してよい。
【０１０７】
　さらなる態様において、核酸をベースとするアッセイ法を本発明のウイルスの検出のた
めに使用することができる。一つの態様において、核酸試料は動物から得られて、その核
酸が本発明のインフルエンザウイルスに特異的な配列を含む場合、その核酸は増幅産物を
産生するプライマーを用いたPCRに供される。具体的態様において、RT-PCRが対象ウイル
スのアッセイ法に用いられる。一つの例示的態様において、リアルタイムRT-PCRが本発明
のインフルエンザウイルスについてアッセイするために用いられる。PCR、RT-PCRおよび
リアルタイムPCR法は当技術分野において公知であり、米国特許第4,683,202号；米国特許
第4,683,195；米国特許第4,800,159号；米国特許第4,965,188号；米国特許第5,994,056号
；米国特許第6,814,934号、ならびにSaikiら（1985年）；Sambrookら（1989年）；Leeら
（1993年）；およびLivakら（1995年）において開示されている。一つの態様において、P
CRアッセイ法はインフルエンザマトリックス（MA）遺伝子および/またはHA遺伝子に特異
的なオリゴヌクレオチドを使用する。増幅産物が本発明のインフルエンザウイルスの配列
を持つか否かを調べるために、増幅産物をシーケンシングしてもよい。その他の核酸をベ
ースとするアッセイ法は本発明のウイルスによるウイルス感染を検出および診断するため
に使用され得て、このようなアッセイ法は本発明の範囲内と考えられる。一つの態様にお
いて、核酸を含む試料について、ウイルスのポリヌクレオチドまたは遺伝子配列に特異的
であるフォワードおよびリバースプライマーを用いて、PCRをベースとする増幅を行う。
試料中の核酸がRNAである場合は、RT-PCRを実施してもよい。リアルタイムPCRについては
、プライマーと共に検出可能プローブを使用する。
【０１０８】
　多くの循環インフルエンザウイルスのヘマグルチニン（HA）遺伝子に特異的なプライマ
ーセットが公知であり、引き続き開発中である。インフルエンザウイルスゲノムは一本鎖
RNAであり、DNAコピー（cDNA）は逆転写酵素（RT）ポリメラーゼを用いて作成しなければ
ならない。例えば、RT-PCRを用いたRNAゲノムの増幅は、典型的にはインフルエンザA亜型
および公知のHA配列およびノイラミニダーゼ（NM）-1に基づいて設計されるオリゴヌクレ
オチドプライマーのペアを必要とする。このプライマーは、一つのウイルスの亜型のみの
RNAを特異的に増幅するように選択することができる。亜型特異的なプライマーを用いて
作成されるDNAは、シーケンシングなどの分子遺伝学的技術によってさらに分析され得る
。この試験は好ましくは陽性対照を用いて実施され、または産物はシーケンシングおよび
公知の配列との比較により確認される。ターゲットPCR産物がないこと（即ち、「陰性」
の結果）は、ウイルスの存在を排除しない可能性がある。続いて、結果は、臨床スワブま
たは感染細胞培養から数時間以内に得られる。インフルエンザウイルスAのPCRおよびRT-P
CRについては、Fouchierら、2000年およびMaertzdorfら、2004年によって報告されている
。
【０１０９】
　本発明は、本発明のウイルスに対する抗ウイルス活性を持つ化合物または薬剤のスクリ
ーニングのための方法にも関する。一つの態様において、本発明のウイルスに感染した細
胞を試験化合物または薬剤と接触させる。続いて、接触後のウイルス量またはウイルス活
性を測定する。抗ウイルス活性を示す化合物または薬剤をさらなる評価のために選択され
得る。
【０１１０】
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　本発明は、本発明のインフルエンザウイルスに感染した単離細胞にも関する。一つの態
様において、細胞は、イヌ腎上皮細胞などイヌの細胞である。
【０１１１】
　本発明は、本発明のポリペプチドをコードする本発明のポリヌクレオチドで形質転換し
た細胞にも関する。好ましくはポリヌクレオチド配列は本発明の発現構築物において提供
される。より好ましくは、発現構築物は、本発明の機能的に結合したポリヌクレオチドの
細胞内での過剰発現に備える。一つの態様において、細胞は、配列番号：2、4、6、8、10
、12、14、16、18、20、22、24、26、28、30、32、33、34、48、50、52、54、56、58、60
、62、64、66、68、70、72、74、76もしくは78、またはその機能性断片もしくは変異型の
いずれかに示されるアミノ酸配列をコードする配列を含むポリヌクレオチド配列で形質転
換される。具体的態様において、細胞は、それぞれ、配列番号：1、3、5、7、9、11、13
、15、17、19、21、23、25、27、29、31、47、49、51、53、55、57、59、61、63、65、67
、69、71、73、75または77に示されるヌクレオチド配列を含む配列番号：2、4、6、8、10
、12、14、16、18、20、22、24、26、28、30、32、33、34、48、50、52、54、56、58、60
、62、64、66、68、70、72、74、76もしくは78に示されるアミノ酸配列をコードするポリ
ヌクレオチド、または配列番号：2、4、6、8、10、12、14、16、18、20、22、24、26、28
、30、32、33、34、48、50、52、54、56、58、60、62、64、66、68、70、72、74、76もし
くは78の任意の機能性断片もしくは変異型をコードする配列で形質転換される。従って、
本発明は、配列番号：1、3、5、7、9、11、13、15、17、19、21、23、25、27、29、31、4
7、49、51、53、55、57、59、61、63、65、67、69、71、73、75もしくは77のいずれかに
示されるヌクレオチド配列、または配列番号：1、3、5、7、9、11、13、15、17、19、21
、23、25、27、29、31、47、49、51、53、55、57、59、61、63、65、67、69、71、73、75
もしくは77のいずれかの断片または縮重変異型を含む変異型を含むポリヌクレオチド配列
で形質転換された細胞に関する。
【０１１２】
　形質転換した細胞は、例えば、プロトプラストを含む植物細胞の真核細胞であり得て、
または形質転換した細胞は例えば大腸菌または枯草菌（B. subtilis）などの細菌細胞の
原核細胞であり得る。動物細胞には、ヒトの細胞、哺乳動物細胞、特にイヌの細胞、トリ
の細胞および昆虫細胞が含まれる。植物細胞には、双子葉、単子葉および針葉樹の細胞が
含まれるが、これらに限定されるものではない。
【０１１３】
　本発明は、本発明のウイルスタンパク質またはポリペプチドを発現および産生するトラ
ンスジェニック植物を含む植物にも関する。本発明のポリヌクレオチドで形質転換された
、または本発明のポリヌクレオチドを含むように交配された植物、植物組織および植物細
胞は本発明によって意図される。好ましくは、本発明のポリヌクレオチドは植物、植物組
織または植物細胞において過剰発現する。本発明のインフルエンザワクチン組成物を産生
するために植物が使用され得て、この植物の摂取を介してワクチンを投与することができ
る（例えば、米国特許第5,484,719号および米国特許第6,136,320号を参照されたい）。
【０１１４】
　本発明は、本発明のウイルスによるウイルスの検出または感染の診断のためのキットに
も関する。一つの態様において、キットは本発明のインフルエンザウイルスに特異的に結
合する本発明の抗体、またはその抗原性部分を含む。もう一つの態様において、キットは
本発明の一つまたは複数のポリペプチドまたはペプチドを含む。具体的態様において、ポ
リペプチドは配列番号：2、4、6、8、10、12、14、16、18、20、22、24、26、28、30、32
、33、34、48、50、52、54、56、58、60、62、64、66、68、70、72、74、76もしくは78、
またはその機能性および/もしくは免疫原性断片もしくは変異型のいずれかに示されるア
ミノ酸配列を持つ。さらなる態様において、キットは本発明の一つまたは複数のポリヌク
レオチドまたはオリゴヌクレオチドを含む。具体的態様において、ポリヌクレオチドは、
配列番号：1、3、5、7、9、11、13、15、17、19、21、23、25、27、29、31、47、49、51
、53、55、57、59、61、63、65、67、69、71、73、75もしくは77、またはその断片もしく
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は変異型のいずれかに示されるヌクレオチド配列を持つ。キットは、任意で、一つまたは
複数の抗体、調節ポリペプチドもしくはペプチド、および/または調節ポリヌクレオチド
もしくはオリゴヌクレオチドを含む。キットの抗体、ポリペプチド、ペプチド、ポリヌク
レオチド、および/またはオリゴヌクレオチドは適切な容器またはパッケージに入れて提
供され得る。
【０１１５】
　本出願は、インフルエンザウイルスの感染および病原のためのモデルとしての雑種犬の
使用にも関する。一つの態様において、雑種犬に、本発明のイヌインフルエンザウイルス
のようなインフルエンザウイルスを接種する。任意で、接種後、イヌに治療用物質を投与
してもよい。イヌは、ウイルスの接種前にインフルエンザウイルスに対する免疫応答を生
じさせるための組成物を投与されていてもよい。組織、血液、血清およびその他の生物学
的試料は、接種の前および/または後に入手され得て、PCR、RT-PCR、核酸シーケンシング
、および免疫組織化学を含むがこれらに限定されない当技術分野において公知の方法を用
いてウイルスの存在および組織の病原について調べられ得る。
【０１１６】
　イヌインフルエンザウイルス株（「A/イヌ/フロリダ/43/2004」および「A/イヌ/フロリ
ダ/242/2003」と命名）は、2006年10月9日にAmerican Type Culture Collection (ATCC),
 P.O. Box 1549, Manassas, VA 20108に寄託された。イヌインフルエンザウイルス株（「
イヌ/Jax/05」および「イヌ/マイアミ/05」と命名）は2006年10月27日にAmerican Type C
ulture Collection (ATCC), P.O. Box 1549, Manassas, VA 20108に寄託された。本ウイ
ルス株は、37 CFR 1.14および35 U.S.C. 122に基づいて、本特許出願の係属期間中、特許
商標庁長官（the Commissioner of Patents and Trademarks）によって資格があると定め
られた人物が培養物を入手することが確保される条件下で寄託されている。寄託物は、本
出願またはその子孫出願の同等物が出願される国において外国の特許法によって要求があ
れば、提供可能であろう。但し、寄託物が提供可能であることは、行政上の措置によって
与えられる特許権の逸脱において、本発明を実践するための許可をなすものではないこと
が理解されるべきである。
【０１１７】
　さらに、本ウイルス寄託物は、微生物の寄託に関するブダペスト条約の規定に従って保
存および公開されるものであり、即ち、寄託物の試料の分譲に関する最新の請求後少なく
とも5年間、およびいかなる場合も、寄託日から少なくとも30年間または培養物の開示内
容を発行し得る任意の特許の権利行使可能期間にわたって、生存可能かつ汚染のない状態
に維持されるために必要なあらゆる注意を持って保存される。寄託者は、寄託物の条件の
ために、要請があった場合に寄託機関が試料を分譲できない場合は寄託物を取り替える義
務を負うことを了承する。本培養寄託物の公開可能性に関する全ての制限は、それを開示
する特許が許可され次第、変更不可能に排除されるであろう。
【０１１８】
　表57は、A/イヌ/フロリダ/43/2004（Ca/Fla/43/04）と同定されたイヌインフルエンザ
ウイルスと、H3N8ウマ分離物およびイヌ/フロリダ/242/2003分離物のヘマグルチニン（つ
まり「HA」）、ノイラミニダーゼ（つまり「NA」）および核タンパク質（NP）の遺伝子に
よってコードされるアミノ酸配列の類似性を示す。
【０１１９】
　本明細書に開示される任意の態様の任意の要素は本明細書に開示される任意のその他の
要素または態様と組み合わせることが可能であり、このような組み合わせは特に本発明の
範囲内と考えられる。
【０１２０】
　本明細書において言及または引用されるすべての特許、特許出願、仮出願、および刊行
物は、それらが本明細書の明確な開示と相反しない限り、すべての図および表を含めて、
参照により全体が組み入れられる。
【０１２１】
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実施例1～6の材料および方法
グレイハウンドからの血液および鼻腔スワブの採取
　呼吸器疾患の大流行が発生しているレース用犬舎の臨床的に疾患または正常なグレイハ
ウンドから、頚静脈穿刺により急性期および回復期の血液試料を採取した。回復期試料は
急性試料の4～12週後に採取した。血清を回収し、-80℃で保存した。鼻腔スワブを採取し
て、細菌分離のための提出まで活性炭を加えたAmies輸送培地（Becton Dickinson Biosci
ences）中に置いた。
【０１２２】
グレイハウンドの死亡後検査
　2004年1月のフロリダトラックでの大流行において死亡した8頭中5頭のグレイハウンド
について、University of Florida College of Veterinary Medicine（UF CVM）のAnatom
ic Pathology Serviceにて徹底した死亡後検査を実施した。もう1頭のイヌの死亡後検査
は個人の動物病院で実施されて、組織を病理組織学的診断のためにUF CVMに提出した。組
織は10％中性緩衝ホルマリン中で固定して、パラフィンに包埋し、5μmの切片を病理組織
学的診断のためのヘマトキシリン・エオジンで染色するか、または以下に記載する通り免
疫組織化学的検査に備えて加工した。未固定の組織は細菌培養に提出して、同じく-80℃
で保存した。
【０１２３】
イヌウイルス性呼吸器病原体に関する血清学的検査
　急性期および回復期の対の血清試料は、イヌジステンパーウイルス、2型アデノウイル
スおよびパラインフルエンザウイルスに対する血清中和試験のため、Cornell University
 College of Veterinary MedicineのAnimal Health Diagnostic Laboratory（AHDL）に送
付した。抗体価は、細胞培養物のウイルス感染を阻害する血清の最終希釈として表される
。急性期および回復期試料間の抗体価の≧4倍の増加として定義される血清変換はウイル
ス感染を示した。これらのウイルス性病原体に対する血清変換は検出されなかった。
【０１２４】
イヌ細菌性呼吸器病原体に関する微生物検査
　対の鼻腔スワブおよび死亡後組織は、細菌の分離および同定のためにUF CVMのDiagnost
ic Clinical Microbiology/Parasitology/Serology Serviceに送付した。試料は、非選択
培地ならびにボルデテラ属（Regan-Lowe; Remel）およびマイコプラズマ属（Remel）の選
択培地で培養した。すべての培養物は、増殖なしと報告する前に21日間維持した。数頭の
グレイハウンドから得られた鼻腔スワブは、細菌培養のためにKansas State University 
College of Veterinary MedicineのDepartment of Diagnostic Medicine/Pathobiologyに
も送付した。臨床的に疾患が認められて試験が行われた70頭のイヌの内、気管支敗血症菌
（Bordetella bronchiseptica）が1頭のイヌの鼻腔から分離されて、マイコプラズマ属は
33頭のイヌの鼻腔から回収された。パスツレラ・ムルトシダは、膿性鼻分泌物の見られる
イヌの鼻腔から広く回収された。2004年1月の大流行で死亡したイヌの内の2頭では死亡後
に肺に若干の大腸菌の増殖が認められ、1頭では大腸菌およびストレプトコッカス・カニ
ス（Streptococcus canis）の若干の増殖が見られ、またもう1頭では緑膿菌（Pseudomona
s aeruginosa）および酵母の若干の増殖が認められた。死亡したイヌの気管または肺から
は、気管支敗血症菌およびマイコプラズマは分離されなかった。
【０１２５】
死亡後組織からのウイルスの分離
　凍結組織を融解して、0.5％ウシ血清アルブミン（BSA）および抗生物質を強化した10倍
量の最小必須培地（MEM）を加えてホモジナイズした。遠心分離により固体の細片を除去
して、上清を培養細胞または10日齢の孵化鶏卵に接種した。死亡したグレイハウンド由来
の組織ホモジネートを、広範囲のウイルス性病原体の複製を支持する種々の細胞培養物に
接種した。細胞培養物には、Vero（アフリカミドリザル腎上皮細胞、ATCC No. CCL-81）
、A-72（イヌ腫瘍線維芽細胞、CRL-1542）、HRT-18（ヒト直腸上皮細胞、CRL-11663）、M
DCK（イヌ腎上皮細胞、CCL-34）、イヌ一次腎上皮細胞（AHDL, Cornell University）、
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イヌ一次肺上皮細胞（AHDL）、およびウシ一次精巣細胞（AHDL）が含まれた。MDCKおよび
HRT細胞は2.5μg/mL TPCK処理トリプシン（Sigma）を強化したMEMで培養し、残りの細胞
株は10％ウシ胎児血清および抗生物質を強化したMEMで培養した。細胞は、25cm2のフラス
コを用いて5％CO2含有加湿大気中、37℃で培養した。対照培養には強化MEMを接種した。
培養物は形態学的変化を1日1回観察して、接種後5日に回収した。回収した液体および細
胞は遠心分離により清澄化して、最初の接種において記載した通り、新鮮な細胞に接種し
；2回の盲目継代を行った。清澄化した上清の血球凝集活性は、記載される通り（Burleso
nら、1992年；Kendalら、1982年）、ニワトリまたはシチメンチョウの赤血球を用いて測
定した。鶏胚を用いたウイルス分離では、組織ホモジネートの0.1mLを尿膜嚢に接種して
、35℃にて48時間、インキュベートした。2回の盲目継代後、尿膜腔液の血球凝集活性を
、記載される通り（Burlesonら、1992年；Kendalら、1982年）、測定した。
【０１２６】
RT-PCR、ヌクレオチドシーケンシング、および系統学的解析
　製造業者の説明書に従ってRNeasyキット（Qiagen, Valencia, CA）を用いて、組織培養
上清または尿膜腔液から全RNAを抽出した。全RNA（10ng）は、一段階RT-PCRキット（Qiag
en, Valencia, CA）を製造業者の説明書に従って使用して、cDNAに逆転写した。cDNA内の
8つのインフルエンザウイルス遺伝子のコード領域のPCR増幅は、汎用遺伝子特異的プライ
マーセットを用いて既報（Klimovら、1992a）の通り実施した。得られたDNA単位複製配列
は、サイクルシーケンシングダイターミネーターケミストリー（ABI）を用いたApplied B
iosystems 3100自動DNAシーケンサーでの自動シーケンシングのための鋳型として用いら
れた。ヌクレオチド配列は、GCG Package（著作権）、バージョン10.0（Accelyrs）（Wom
ble, 2000）を用いて解析した。ヌクレオチド配列からの系統発生の推定およびブーツス
トラップの算出にはPhylogeny Inference Package（著作権）バージョン3.5を用いた（Fe
lsenstein、1989年）。系統樹は、MEGA（著作権）プログラム（Kumarら、2004年）におい
て実行されたTamura-Neiガンマモデルを用いて近隣結合法により得られた系統樹と比較し
て、PAUP（著作権）4.0ベータプログラム（Sinauer Associates）により確認した。
【０１２７】
イヌの実験的接種
　6カ月齢の4頭の特定病原体除去ビーグル犬［（雌雄各2頭（Liberty Research）］を使
用した。理学的検査、ならびに詳細な血球計測/型別計測を含むベースラインの血液検査
、血清化学的検査パネル、および尿検査より、動物が健常であることが明らかとなった。
動物は、実験動物管理認定協会より認定されたBSL 2-強化施設内で群飼いした。ベースラ
インの直腸温度は1日2回、7日間、記録した。イヌは、気管内チューブの挿管に備えて、
プロポフォール（ディプリバン（登録商標）、Zeneca Pharmaceuticals、0.4mg/kg体重～
効果）の静脈内注入により麻酔した。各イヌにA/イヌ/フロリダ/43/2004（イヌ/FL/04）
（H3N8）ウイルスを106.6の半数組織培養物感染用量（TCID50）の総用量で接種して、半
量は気管内チューブを介して気管末端に投与して、残りの半量はカテーテルを介して深部
鼻気道に投与した。理学的検査および直腸温の記録は、1日2回、接種後（p.i.）14日間実
施した。p.i.0、3、5、7、10および14日に頚静脈穿刺により血液試料（4mL）を採取した
。鼻腔および口咽頭の標本は、各イヌからp.i.0～5、7、10および14日にポリエステルス
ワブ（Fisher Scientific）を用いて採取した。スワブはウイルス輸送培地（Remel）に回
収して、-80℃で保存した。2頭のイヌ（雌雄各1頭）はp.i.5日にBeuthanasia-D（登録商
標）液（1mL/5kg体重；Schering-Plough Animal Health Corp）の静脈内接種により安楽
死させて、残りの2頭は14日目に死亡後検査のために安楽死させた。組織学的検査のため
の組織は既述の通り加工した。ウイルス培養用の組織は-80℃で保存した。この試験は、U
niversity of Florida Institutional Animal Care and Use Committeeにより承認された
。
【０１２８】
実験的に接種されたイヌからのウイルス排出
　肺ホモジネート、および遠心分離によるスワブ輸送培地の清澄化により調製したスワブ
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抽出液の段階希釈は、0.5％BSAおよび抗生物質を強化したMEMで調製した。プラークアッ
セイ法は、6穴組織培養プレート中の単層のMDCK細胞を用いて既報（Burlesonら、1992年
）の通り実施した。接種した単層細胞層に0.8％アガロースおよびTPCK-トリプシン 1.5μ
g/mLを含む強化MEMを重層した。細胞は、固定およびクリスタルバイオレットでの染色前
に、5％CO2を含む加湿大気中で37℃にて72時間、培養した。ウイルス濃度は、組織1グラ
ム当たりまたはスワブ当たりのプラーク形成単位（PFU）として表した。
【０１２９】
免疫組織化学
　グレイハウンドおよびビーグル犬由来の脱パラフィンおよび再水和した5μm肺組織切片
をBond-Rite（商標）スライドガラス（Richard-Allan Scientific, Kalamazoo, MI）にセ
ットして、プロテイナーゼK（DakoCytomation, Carpenteria, CA）、ペルオキシダーゼ遮
断試薬（Dako（登録商標）En Vision（商標）Peroxidase Kit, Dako Corp.）で順次処理
した。切片を、イヌジステンパーウイルス（VMRD, Inc.）、2型イヌアデノウイルス（VMR
D, Inc.）、イヌパラインフルエンザウイルス（VMRD, Inc.）、またはインフルエンザA H
3（Chemicon International, Inc.）に対するモノクローナル抗体の1：500希釈と共に室
温で2時間インキュベートした。対照には、同一の切片とマウスIgG（1mg/mL、Serotec, I
nc.）のインキュベート、およびモノクローナル抗体と通常のイヌ肺切片のインキュベー
トが含まれた。一次抗体で処理した後、切片は製造業者の説明書に従って二次イムノペル
オキシダーゼおよびペルオキシダーゼ基質試薬（Dako（登録商標）EnVision（商標）Pero
xidase Kit, Dako Corp.）と共にインキュベートした。切片をヘマトキシリンで対比染色
して、清澄化剤#2およびBluing試薬（Richard-Allan Scientific, Kalamazoo, MI）で処
理して脱水し、Permount（ProSciTech）を用いてカバーガラスをかけた。
【０１３０】
血球凝集阻害（HI）試験
　血清試料は、56℃での60分間の熱失活前に、レセプター破壊酵素（RDE, Denka）（血清
1容積：RDE 3容積）と共にインキュベートした。インフルエンザA/イヌ/FL/04（H3N8）ウ
イルスはMDCK細胞を用いて37℃にて36～48時間、増殖させた。ウイルス培養の上清を回収
して、遠心分離により清澄化して-80℃で保存した。HIアッセイ法は既報（Kendalら、198
2年）の通り実施した。つまり、25μl中4血球凝集単位のウイルスをマイクロタイターウ
ェルの段階希釈した等量の血清に加えて、室温で30分間、インキュベートした。等量の0.
5％ v/vシチメンチョウ赤血球を加えて、30分後に血球凝集力価を目視により求めた。エ
ンドポイントのHI力価は、血球凝集を完全に阻害する血清の最終希釈として定義された。
血清変換は、急性期および回復期の対の試料間におけるHI力価の≧4倍の増大として定義
された。単一試料の血清陽性は≧1：32のHI抗体価として定義された。
【０１３１】
マイクロ中和（MN）試験
　A/イヌ/FL/04（H3N8）に対する血清抗体反応の中和は、既報のMNアッセイ法（Roweら、
1999年）により検出された。但し、イヌ血清はアッセイ前に上記のようにRDE処理した。
エンドポイントの力価は、100 TCID50のウイルスを50％中和する血清の最高希釈として定
義された。血清変換は、急性期および回復期の対の試料間におけるMN力価の≧4倍の増大
として定義された。単一試料の血清陽性は≧1：80のMN力価として定義された。
【０１３２】
　以下は、本発明を実践するための手順を例示する実施例である。これらの実施例は限定
として見なされるべきではない。特記する場合を除いて、すべてのパーセントは重量に基
づき、すべての溶媒混合物割合は体積に基づく。
【０１３３】
実施例1
　2004年1月に、フロリダのトラックの2箇所の犬舎およびこれらの犬舎にイヌを供給する
地元飼育場で飼育されている22頭のレース用グレイハウンドにおいて、呼吸器疾患の大流
行が発生した。各犬舎建物には約60頭、飼育場には約300頭のイヌがいた。大流行は6日間
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起こって、その後、新しい症例は特定されなかった。22頭中14頭のイヌが39.5～41.5℃の
発熱を示し、10～14日間にわたって咳をして、最終的に回復した。残りの8頭の内、見か
け上健康であった6頭のイヌは予想に反して死亡して、口および鼻から出血が見られた。
その他の2頭のイヌは、急激な悪化のために、口および鼻からの出血発生の24時間以内に
安楽死させた。これらの双方のイヌは41℃の熱があった。8頭中4頭の死亡が犬舎施設で発
生して、4頭は飼育場で発生した。死亡の50％が大流行の3日目に発生した。22頭のイヌは
17カ月齢から4歳であったが、73％は17～33カ月齢であった。
【０１３４】
　2つの臨床的症候群が認められた：初期の発熱およびその後の10～14日間の咳、その後
の回復を特徴とする比較的軽度の疾病（14頭のイヌ）、または呼吸器の出血を伴う極めて
急激な死亡（8頭、死亡率 36％）。致命的な症例の8頭中6頭について、死亡後検査を実施
した。すべてのイヌが、肺、縦隔および胸膜腔に過度の出血を示した。呼吸器の組織学的
検査の結果、肺出血に加えて、すべてのイヌが気管炎、気管支炎、細気管支炎、および化
膿性気管支肺炎を示した（図3）。これらの組織の上皮裏打ちおよび気道腔に好中球およ
びマクロファージの浸潤が見られた。これらのイヌから調製した肺ホモジネートをウイル
ス培養のために、サル、ヒト、ウシおよびイヌの様々な細胞株に接種した。1頭のイヌの
肺ホモジネートがトリプシンの存在下で培養したMadin-Darbyイヌ腎上皮細胞（MDCK）に
おいて細胞変性作用を引き起こし、細胞培養の上清はニワトリ赤血球を凝集した。A型イ
ンフルエンザウイルスの予備的証拠は、インフルエンザAおよびBウイルスの核タンパク質
の検出に関する市販のELISA、ならびにインフルエンザAウイルスのマトリックス遺伝子に
特的なプライマーを用いたPCR解析により得られた。さらに、血球凝集活性はウマインフ
ルエンザA H3亜型に対する参照抗血清により阻害されたが、ヒトインフルエンザAのH1-H1
1およびH13亜型に特異的な抗血清では阻害されなかった（表3）。ウイルスの分子特性を
解明するため、本発明者らはウイルスゲノムの8つのRNAセグメントのヌクレオチド配列を
調べた。公知のインフルエンザウイルス遺伝子との配列の比較および系統学的解析により
、イヌ分離物の8つの遺伝子は、現代のウマインフルエンザA（H3N8）ウイルス由来のそれ
に極めて類似し、≧96～97％の配列同一性を持つ（図1A、表4）。これに対して、トリ、
ブタおよびヒトのインフルエンザA分離物由来の代表的遺伝子はイヌ分離物と≦94％の同
一性を示した（表4）。これらのデータは、イヌ分離物であるA/イヌ/フロリダ/43/2004（
イヌ/FL/04）をウマインフルエンザウイルスの現代の系統に密接に関連するインフルエン
ザA H3N8と同定した。イヌ分離物のすべての遺伝子がウマインフルエンザウイルス由来で
あったことから、本発明者らはウマインフルエンザウイルスの全ゲノムがイヌに伝播され
たと結論づけた。
【０１３５】
実施例2
　グレイハウンドの臨床的および病理学的観察所見におけるイヌ/FL/04ウイルスの役割に
ついて検討するため、本発明者らはインフルエンザA H3に対するモノクローナル抗体を用
いて肺組織の免疫組織化学的染色（IHC）を実施した。ウイルス性H3抗原は気管支および
細気管支の上皮細胞、気管支腺上皮細胞の細胞質に一貫して検出され、またマクロファー
ジは気道腔および肺胞腔に検出された（図2A）。これらのデータは、多くのイヌにおける
H3亜型のインフルエンザウイルスの肺感染の診断を支持する。
【０１３６】
実施例3
　呼吸器疾患大流行の病因論におけるイヌ/FL/04様ウイルスの関与について調べるため、
本発明者らは血球凝集阻害（HI）およびマイクロ中和（MN）により病気のイヌ11頭および
無症状の接触犬16頭から採取した急性期および回復期の対の血清を分析した。急性期から
回復期までのイヌ/FL/04に対する抗体価の≧4倍の増加として定義される血清変換が、両
アッセイ法において、11頭中8頭（73％）の病犬で発生した（表1）。血清変換はHIアッセ
イ法では16頭中6頭（38％）の無症状接触犬で発生し、MNアッセイ法では16頭中8頭（50％
）が血清変換を示した（表1）。血清変換のデータは、イヌのイヌ/FL/04様ウイルスの感
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染が大半の動物において呼吸器疾患の発症と時間的に一致することを実証した。
【０１３７】
　大流行の3カ月後に、病犬と共に飼育されていたさらに46頭の無症状のイヌから単一の
血清試料を採取した。これらの内、43検体（93％）が両アッセイ法において血清陽性であ
った。検査した73頭の集団全体については、病犬の82％（11頭中9頭）および健常接触犬
の95％（62頭中59頭）を含む93％が両アッセイ法において血清陽性であった。呼吸器疾患
歴のないイヌにおける高い血清疫学は、イヌインフルエンザウイルスの大半の感染は不顕
性であることを示しており、イヌにおけるウイルスの効率的伝播が示唆される。不顕性感
染がウイルスの伝播に寄与するか否かは不明である。
【０１３８】
実施例4
　イヌ/FL/04ウイルスのイヌへの感染能力についてより理解するために、4頭の6カ月齢の
純系ビーグル犬に106.6半数組織培養物感染用量（TCID50）を気管内または鼻腔内経路に
よりそれぞれ接種した。すべてのイヌが接種後（p.i.）最初の2日間に発熱（直腸温 ≧39
℃）を発症したが、14日間の観察期間を通して咳または鼻分泌物などの呼吸器症状を示し
たものはいなかった。ウイルス排出は、鼻および口咽頭のスワブにおけるウイルスの定量
によって調べた。4頭中2頭のイヌのみが検出可能量のウイルスを排出した。1頭のイヌはp
.i.1日および2日にウイルスを排出し（スワブ当たり1.0～2.5 log10 PFU）、その他のイ
ヌは接種後連続4日間にわたってウイルスを排出した（スワブ当たり1.4～4.5 log10 PFU
）。p.i. 5日における2頭のイヌの死亡後検査より、グレイハウンドにおける自然発生性
疾患に見られる所見とほぼ等しい壊死性増殖性気管炎、気管支炎および細気管支炎が認め
られたが、肺出血または気管支肺炎は認められなかった。IHCにより、ウイルスH3抗原が
気管支、細気管支および気管支腺の上皮細胞の細胞質に検出された（図2B）。感染性ウイ
ルスが1頭のイヌの肺組織から回収された。p.i.14日における残りの2頭の死亡後検査より
、呼吸組織における最小限の組織学的変化、IHCによるウイルスH3抗原の不在、および肺
ホモジネートからのウイルスの無回収が確認された。これらの後者の2頭のイヌにおける
血清変換は、MNアッセイ法においてp.i.7日に検出され、14日までに抗体価はさらに2～3
倍に増加した。これらの結果より、熱性反応、肺実質におけるウイルス抗原および感染性
ウイルスの存在、インフルエンザに典型的な病理組織学的所見、ならびに血清変換に示さ
れるように、イヌ/FL/04感染に対するイヌの感受性が確立された。実験的に接種したビー
グル犬において重度の疾患および死亡を再現できなかったことは、自然感染したグレイハ
ウンドの大集団が無症候性であったことを考えると、驚くべきことではない。
【０１３９】
実施例5
　2004年1月の大流行以前にイヌ/FL/04様インフルエンザウイルスがフロリダのグレイハ
ウンド集団で広まっていたかどうかを調べるため、65頭のレース用グレイハウンドに由来
する保存血清についてHIおよびMNアッセイ法を用いてイヌ/FL/04に対する抗体の存在を調
べた。1996年～1999年に試料採取した33頭のイヌでは、検出可能な抗体はなかった。2000
年～2003年に試料採取した32頭の内、9頭は双方のアッセイ法において血清陽性であった
－2000年に1頭、2002年に2頭、および2003年に6頭（表5）。血清陽性のイヌは1999年から
2003年まで病因不明の呼吸器疾患の大流行に関与したフロリダのトラックで飼育されてお
り、イヌ/FL/04様ウイルスがこれらの大流行の原因物質であった可能性があることを示唆
する。この可能性をさらに調べるために、本発明者らは2003年3月に出血性気管支肺炎の
ために死亡したグレイハウンドから採取された保存組織を調べた。1頭のイヌに由来する
肺ホモジネートをMDCK細胞および鶏胚に接種したところ、H3N8インフルエンザウイルスが
回収されて、A/イヌ/フロリダ/242/2003（イヌ/FL/03）と命名された。イヌ/FL/03の完全
ゲノムの配列解析はイヌ/FL/04に対して＞99％同一性を示し（表4）、イヌ/FL/04様ウイ
ルスが2004年以前にグレイハウンドに感染していたことを示す。
【０１４０】
実施例6
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　2004年6月から8月にフロリダ、テキサス、アラバマ、アーカンソー、ウェストバージニ
アおよびカンザスの14箇所のトラックで何千頭ものレース用グレイハウンドに呼吸器疾患
の大流行が発生した。
【０１４１】
　これらのいくつかのトラックの担当者は、それらのイヌ集団の少なくとも80％が臨床疾
患を有すると推定した。大半のイヌは2004年1月の大流行時のイヌと同様の発熱（≧39℃
）および咳の臨床徴候を示したが、多くのイヌは粘液膿性の鼻分泌物も呈した。多くの死
亡が報告されたが、正確な死亡率は求められなかった。
【０１４２】
　本発明者らは、フロリダの4箇所のトラックに収容されている94頭のイヌから急性期お
よび回復期の対の血清を採取し：これらのイヌの56％はイヌ/FL/04に対する抗体価が≧4
倍に上昇しており、100％が血清陽性であった（表6）。ウェストバージニアおよびカンザ
スの29頭のイヌから得られた回復期血清もイヌ/FL/04に対する抗体を有した。本発明者ら
は、テキサスのトラックで出血性気管支肺炎のために死亡した1頭のグレイハウンドの肺
からインフルエンザA（H3N8）ウイルスを分離した。A/イヌ/テキサス/1/2004（イヌ/TX/0
4）と命名されたこの分離物の全ゲノムをシーケンシングした結果、イヌ/FL/04と≧99％
の同一性を示した（表4）。13カ月の期間中の致命的なイヌの症例および地理的に異なる
位置から得られた密接に関連する3つのインフルエンザウイルスの分離、ならびにレース
用グレイハウンドにおける広範な感染を示す実質的な血清学的証拠は、イヌ集団において
イヌ/FL/04様ウイルスが持続的に広がっていることを示唆する。
【０１４３】
　イヌ/FL/03、イヌ/FL/04およびイヌ/TX/04のHA遺伝子を系統発生的に解析した結果、そ
れらは単系統性のグループを構成し、頑健なブーツストラップはその系統が2002年および
2003年に分離されたウマウイルスの現代のH3遺伝子とは明らかに異なったことを裏付けて
いる（図1B）。その他の7つのゲノムセグメントの系統学的解析およびヌクレオチド配列
の対比較より、イヌ遺伝子がウマウイルスの系統に最も密接に関連する異なる亜系統とし
て分離したことを裏付けている（データは示さず、表4）。ウマインフルエンザから分離
した単系統性のグループとしてのイヌインフルエンザウイルスのクラスター形成は、HAに
おける4つのサインアミノ酸変化の存在によっても裏付けられる（表2）。2003年および20
04年の血清学的結果と共に、これらのデータはウマからイヌへの単一のウイルス伝播およ
びその後のグレイハウンド集団内でのウイルスの水平伝染と一致する。しかし、未同定の
保有動物種からの固有系統のインフルエンザウイルスの度重なる導入は、可能性はなさそ
うであるが、正式には除外することはできない。
【０１４４】
　ウイルスHAは、インフルエンザウイルスの宿主動物特異性に関する重要な決定要因であ
る（Suzukiら、2000年）。イヌ宿主への適応に関連し得るHA内の残基を特定するため、本
発明者らは、イヌHAの推定したアミノ酸配列を現代のウマウイルスのそれと比較した。ウ
マおよびイヌの成熟HA共通アミノ酸配列は、4つのアミノ酸変化によって区別される：N83
S、W222L、I328TおよびN483T（表2 参照）。イヌウイルスには、共通ウマ配列に比してア
ミノ酸の欠失が見られる。従って、HAウマ配列の7位のアミノ酸はHAイヌ配列では6位であ
り、HAウマ配列の29位のアミノ酸はHAイヌ配列では28位であり、HAウマ配列の83位のアミ
ノ酸はHAイヌ配列では82位などである。このように、4つの置換アミノ酸は配列番号：33
および配列番号：34に示されるアミノ酸配列の82、221、327および482位である。その他
の動物種に由来するH3分子では様々な極性残基が見られることから、共通配列83位のアス
パラギンのセリンへの置換は機能的重要性の不明な変化である。H3 HA開裂部位近くの共
通配列328位における厳密に保存されたイソロイシンはスレオニンによって置換されてい
る。病原における宿主プロテアーゼによるHA開裂の中枢的役割は、この変化がさらなる試
験に値することを示唆している。共通配列222位のトリプトファンからロイシンへの置換
は、レセプター機能を調節することができるシアル酸結合ポケットに隣接する非保存的変
化であることから（Weisら、1988年）、非常に際立っている。面白いことに、222位のロ
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年；Kovacovaら、2002年）、イヌH3 HAに固有ではない。ブタのH4亜型の感染（Karasinら
、2000年）ならびにヒトおよびブタのH9亜型ウイルスの感染（Peirisら、1999年）が報告
されていることから、ロイシンの置換は哺乳動物宿主におけるウイルス特異性とさらに適
合性であり得る。共通配列483位におけるスレオニンによるアスパラギンの置換の結果、
すべてのHA亜型で保存されるHA2サブユニットにおける糖鎖付加部位の消失が起こった（W
agnerら、2002年）。ウマウイルスのイヌへの適応に際してのHAにおけるこれらのアミノ
酸の変化の重要性は依然明らかにされていないが、これまでに同様のアミノ酸変化が種間
伝播に関連して観察されている（Vinesら、1998年；Matrosovichら、2000年）。本発明の
その他のインフルエンザウイルスタンパク質およびウマ共通配列のアミノ酸の相違点を表
19～25に示す。
【０１４５】
　レース用グレイハウンドに最初に感染したウマインフルエンザウイルスのソースは依然
推論的である。グレイハウンド競技場の犬舎はウマまたは競馬場の近くには位置しておら
ず、グレイハウンドおよびウイルスを排出しているウマの接触は2004年の異なる州での多
くの大流行を説明するには不十分であることが示唆される。想定されるウマウイルスへの
曝露源はグレイハウンドへの馬肉の給餌であり、その飼料にはインフルエンザを保有する
可能性のあるウマを含めて、屠体を加工する缶詰工場より提供される生肉が添加される。
この感染機序の前例には、感染したニワトリの屠体を給餌されたブタおよび動物園のネコ
科動物へのH5N1トリインフルエンザウイルスの種間伝播の報告が含まれる（Webster、199
8年；Keawcharoenら、2004年；Kuikenら、2004年）。これはウマインフルエンザのイヌへ
の初期導入における現実味のある経路ではあるが、異なる州における何千頭というイヌで
の最近の多くのインフルエンザ大流行を説明するものではない。本発明者らの実験的接種
試験は、たとえ力価は中程度であっても、イヌの鼻道および口咽頭にウイルスが存在する
ことを実証した。それにも関わらず、これらの結果はウイルス排出が可能であり、大粒の
エアロゾル、媒介物または直接の粘膜接触によるイヌ-イヌ間のウイルス伝達がこの疾患
の家畜流行疫学に関与し得ることを示している。
【０１４６】
　無関係の哺乳動物種への完全哺乳動物インフルエンザウイルスの種間伝達は稀な事象で
ある。これまでの試験では、ヒトインフルエンザA（H3N2）ウイルスのイヌへの一過性の
感染に関する限定的な血清学的またはウイルス学的証拠－但し双方ではない－を提供して
いる（Nikitinら、1972年；Kilbourneら、1975年；Changら、1976年；Houserら、1980年
）。しかし、イヌ宿主における持続的循環を示す証拠はなかった。ブタからヒトへのブタ
インフルエンザウイルスの直接伝達は十分に実証されているが（Dacsoら、1984年；Kimur
aら、1998年；Patriarcaら、1984年；Topら、1977年）、ブタウイルスのヒト宿主への適
応に関する証拠はない。本報告書において、本発明者らは完全なウマインフルエンザA（H
3N8）ウイルスのもう一つの哺乳動物種であるイヌへの種間伝播に関するウイルス学的、
血清学的および分子的証拠を提供する。イヌウイルスHAにおける固有のアミノ酸置換、な
らびに米国の多くの州でのイヌの感染に関する血清学的確認は、ウイルスのイヌ宿主への
適応を示唆する。イヌはヒトにとって重要な伴侶動物であることから、これらの所見は公
衆衛生にとって意味があり；イヌはヒトへの新しいインフルエンザAウイルスの新規伝達
源を提供し得る。
【０１４７】
　（表１）A/イヌ/フロリダ/43/04（H3N8）に対する抗体反応
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a　疾病の臨床徴候を伴うイヌの数。
b　臨床的疾病犬と接触して飼育されている無症候性のイヌの数。
c　A/イヌ/フロリダ/43/2004ウイルスを用いた血球凝集阻害（HI）アッセイ法。
d　A/イヌ/フロリダ/43/2004ウイルスを用いたマイクロ中和（MN）アッセイ法
e　急性期および回復期の対の血清の抗体価が少なくとも4倍に増加したイヌのパーセント
。
f　回復期血清において陽性抗体価（HI抗体価 ≧32：MN抗体価 ≧80）を伴うイヌのパー
セント。
g　回復期血清の抗体価幾何学平均。
【０１４８】
　（表２）イヌおよびウマのH3ヘマグルチニン間のアミノ酸の違い

*　成熟H3 HAのアミノ酸残基（一文字表記）および位置。アミノ酸コードは、A＝アラニ
ン、D＝アスパラギン酸、G＝グリシン、I＝イソロイシン、K＝リジン、L＝ロイシン、M＝
メチオニン、N＝アスパラギン、R＝アルギニン、S＝セリン、T＝スレオニン、V＝バリン
、W＝トリプトファンである。
†　共通のウマH3 HAからの変化なしを示す。
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　（表３）異なるHA亜型に対する参照抗血清によるウイルス分離物の血球凝集阻害

a　　イヌ#43由来のウイルス分離物に対する血球凝集阻害力価
b　　ポリクローナル抗血清はフェレットにおいて作出されたが、その他のすべての抗血
清はヒツジまたはヤギにおいて作出された。
【０１５０】
　（表４）ウマ、トリ、ブタおよびヒトのインフルエンザA株に対するA/イヌ/フロリダ/4
3/2004 （H3N8）遺伝子の配列相同性
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ロリダ/43/04（H3N8）遺伝子のヌクレオチドおよびアミノ酸（括弧内）配列同一性パーセ
ント、続いてそれらのGenbank配列データベースアクセッション番号。
b　　該当なし：N8ノイラミニダーゼはヒトまたはブタのウイルスではこれまで報告され
なかった。
【０１５１】
　（表５）1996年から2003年に採取されたグレイハウンド血清のA/イヌ/フロリダ/43/04
（H3N8）に対する抗体価
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a　　フロリダのレース用グレイハウンドからの血清試料採取年。
b　　6頭の2003年血清陽性犬の範囲を含む、血清陽性犬におけるマイクロ中和試験抗体価
。
【０１５２】
　（表６）2004年6月のフロリダの4箇所のトラックにおけるレース用グレイハウンドのA/
イヌ/フロリダ/43/2004（H3N8）に対する抗体反応

a　　A/イヌ/フロリダ/43/04（H3N8）を用いたHIにより試験した臨床的に疾病の見られる
イヌの数。
b　　急性期および回復期血清の抗体価における≧4倍の増加を示すイヌのパーセント。
c　　回復期血清において陽性の抗体価（HI抗体価＞16）を示したイヌのパーセント。
d　　回復期血清における抗体価幾何学平均
【０１５３】
実施例7～11の材料および方法
イヌの組織
　フロリダ北東部の保護施設におけるインフルエンザ大流行で2005年4月/5月に死亡した6
頭の雑種犬およびフロリダ南東部の動物病院でのインフルエンザ大流行において2005年5
月に死亡した1頭のペットのヨークシャーテリアについて、University of Florida Colle
ge of Veterinary MedicineのAnatomic Pathology Serviceにて死亡後検査を実施した。
組織は10％中性緩衝ホルマリン中で固定して、パラフィンに包埋し、病理組織学的診断の
ための5μmの切片をヘマトキシリン・エオジンで染色した。未固定の組織は、ウイルス学
的分析まで-80℃で保存した。
【０１５４】
イヌ組織試料からのRNAの抽出
　7頭の各イヌに由来する凍結肺組織を融解して、使い捨ての組織グラインダー（Kendall
, Lifeline Medical Inc., Danbury, CT）を用いて、0.5％ウシ血清アルブミン（BSA）お
よび抗生物質（ゲンタマイシンおよびシプロフロキサシン）を強化した最小必須培地（ME
M）を加えてホモジナイズした。市販のキット（RNeasy（登録商標）Mini Kit, QIAGEN In
c., Valencia, CA）を製造業者の説明書に従って用いて全RNAを抽出し、最終液量 60μL
の緩衝液で溶出した。呼吸器疾患を伴わないイヌから採取した肺組織からも、全RNAを抽
出した。
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【０１５５】
リアルタイムRT-PCR
　ROXをパッシブレファレンス色素として含むQuantiTect（登録商標）プローブRT-PCRキ
ット（QIAGEN Inc., Valencia, CA）を用いて、イヌ組織試料から抽出された全RNAに対し
て一段階定量的リアルタイムRT-PCRを実施した。つまり、2つのプライマー-プローブセッ
トを各試料中のインフルエンザA配列の検出に用いた（表7）。1つのプライマー-プローブ
セットはイヌヘマグルチニン（H3）遺伝子配列に選択的であった。他方のプライマー-プ
ローブセットはA型インフルエンザウイルスのマトリックス（M）遺伝子の高度に保存的領
域をターゲットとした。各リアルタイムRT-PCR反応において、最終液量 25μL中、2X Qua
ntiTech（登録商標） Probe RT-PCR Master Mix 12.5μL、QuantiTech（登録商標）RT Mi
x 0.25μL、フォワードおよびリバースプライマー（それぞれ、0.4μMの最終濃度）、プ
ローブ（0.1μMの最終濃度）、ならびにRNaseフリーの水を含む反応混合液に抽出した全R
NA 5μLを加えた。イヌ組織試料から抽出されたRNAの存在に関する内因性の内部対照であ
る18S rRNAの検出には、TaqMan（登録商標）リボソームRNA対照試薬（Applied Biosystem
s, Foster City, CA）を製造業者の説明書に従って使用した。
【０１５６】
　Mx3000P（登録商標）QPCR System（Stratagene, La Jolla, CA）を用いて、反応混合物
に対して定量的一段階リアルタイムRT-PCRを実施した。サイクリング条件は、50℃での30
分間の逆転写段階、HotStarTaq（登録商標）DNAポリメラーゼを活性化させるための95℃
での15分間の初回変性段階、および40サイクルの増幅を含んだ。各増幅サイクルには、94
℃での15秒間の変性およびその後の60℃での1分間のアニーリング/伸長が含まれた。FAM
（発光波長 518nm）およびVIC（発光波長 554nm）蛍光シグナルは各サイクルの終了時に
記録した。閾値サイクル（Ct）は、それぞれの各実験において閾値蛍光（dR）を1000に設
定することによって求めた。データの収集および解析には、Mx3000P（登録商標）バージ
ョン2.0ソフトウェアプログラム（Stratagene, La Jolla, CA）を用いた。H3またはM遺伝
子の閾値サイクル（Ct）が呼吸器疾患を伴わないイヌから得られた肺組織のCtよりも3単
位少ない場合、試料はインフルエンザAウイルスに関して陽性と判断した。陽性対照は、A
/イヌ/FL/242/03（H3N8）ウイルスから抽出されたRNAの増幅物から構成された。
【０１５７】
MDCK細胞におけるウイルスの分離
　7頭の各イヌに由来する凍結肺組織を融解して、0.5％（BSA）および抗生物質（ゲンタ
マイシンおよびシプロフロキサシン）を強化した10倍量のDulbecco修正イーグル培地（DM
EM）を加えてホモジナイズした。遠心分離により固体の細片を除去して、上清を1μg/mL 
TPCK処理したトリプシン（Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO）および抗生物質（ゲン
タマイシンおよびシプロフロキサシン）を加えたDMEMで培養したMadin-Darbyイヌ腎（MDC
K）細胞に接種した。細胞は、25cm2のフラスコを用いて5％CO2含有加湿大気中、37℃にて
培養した。培養物は形態学的変化を1日1回観察して、接種後5日に回収した。回収した培
養物を遠心分離により清澄化して、上清を初回接種において記載した通り新鮮なMDCK細胞
に接種し；血球凝集またはRT-PCRによりインフルエンザウイルスの証拠を示さなかった試
料についてはさらに2回の継代を行った。清澄化した上清の血球凝集活性は、既報の通り
（Burleson, F.ら、1992年；Kendal, P.ら、1982年）、0.5％シチメンチョウ赤血球を用
いて測定した。RT-PCRは、下記の通り、実施した。
【０１５８】
孵化鶏卵におけるウイルス分離
　ホモジネートは、MDCK細胞の接種に関して上記の通り、凍結肺組織から調製した。ホモ
ジネート（0.2mL）を10日齢の孵化鶏卵の尿嚢に接種した。35℃にて48時間インキュベー
ト後、尿膜腔液の回収前に一晩、卵を4℃で冷却した。清澄化した上清の血球凝集活性は
、既報の通り（Burleson, F.ら、1992年；Kendal, P.ら、1982年）、0.5％シチメンチョ
ウ赤血球を用いて測定した。RT-PCRは、下記の通り、実施した。初回接種後にインフルエ
ンザウイルスの証拠を示さなかった試料については、孵化鶏卵を用いたさらに2回の継代
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を行った。
【０１５９】
RT-PCR、ヌクレオチドシーケンシング、および系統学的解析
　製造業者の説明書に従ってQIAamp（登録商標）ウイルスRNAミニキット（QIAGEN Inc., 
Valencia, CA）を用いて、MDCK上清または尿膜腔液からウイルスRNAを抽出した。ウイル
スRNAは、QIAGEN（登録商標）一段階RT-PCRキット（QIAGEN Inc., Valencia, CA）を製造
業者の説明書に従って使用して、cDNAに逆転写した。cDNA内の8つのインフルエンザウイ
ルス遺伝子のコード領域のPCR増幅は、汎用遺伝子特異的プライマーセット（プライマー
配列は要求に応じて与えられる）を用いて既報（Klimov, A.ら、1992b）の通り実施した
。得られたDNA単位複製配列は、サイクルシーケンシングダイターミネーターケミストリ
ー（Applied Biosystems, Foster City, CA）を用いたABI PRISM（登録商標）3100自動DN
Aシーケンサーでの自動シーケンシングのための鋳型として用いられた。ヌクレオチド配
列はLasergene 6 Package（登録商標）（DNASTAR, Inc., Madison, WI）を用いて解析し
た。ヌクレオチド配列からの系統発生の推定およびブーツストラップの算出にはPHYLIPバ
ージョン3.5（著作権）ソフトウェアプログラムを用いた（Felsenstein, J.、1989年）。
系統樹は、MEGA（著作権）プログラム（Kumar, S.ら、2004年）において実行されたTamur
a-Neiモデルを用いて近隣結合法により得られた系統樹と比較して、PAUP（著作権）4.0ベ
ータプログラム（Sinauer Associates, Inc., Sunderland, MA）により確認した。
【０１６０】
血球凝集阻害（HI）試験
　血清試料は、56℃での30分間の熱失活前に、レセプター破壊酵素（RDE、デンカ生検株
式会社、東京、日本）（血清1容積：RDE 3容積）と共にインキュベートした。インフルエ
ンザA/イヌ/ジャクソンビル/05（H3N8）ウイルスはMDCK細胞を用いて5％CO2中、37℃にて
72時間、増殖させた。ウイルス培養の上清を回収して、遠心分離により清澄化して-80℃
で保存した。HIアッセイ法で用いられるその他のウイルスはすべて、10日齢の孵化鶏卵で
培養し、尿膜腔液を回収して-80℃で保存した。HIアッセイ法は既報（Kendal, P.ら、198
2年）の通り実施した。つまり、25μl中4血球凝集単位のウイルスを96穴プラスチックプ
レートにて段階希釈した等量の血清に加えて、室温で30分間、インキュベートした。等量
の0.5％シチメンチョウ赤血球を加えて、30分後に血球凝集力価を目視により求めた。エ
ンドポイントのHI力価は、血球凝集を完全に阻害する血清の最終希釈として定義された。
【０１６１】
実施例7－臨床症例
　2005年4月および5月に、既報（Crawford, P.C.ら、2005年）の呼吸器疾患大流行がフロ
リダ北東部の保護施設に収容されていたイヌで発生した。この大流行には3カ月齢から9歳
までの齢期範囲の少なくとも58頭が関与し、純系のイヌおよび雑種犬が含まれた。最も一
般的な臨床徴候は、7～21日間にわたる膿性鼻分泌物および咳であった。≧7日にわたって
臨床疾患が認められた43頭の内、41頭はイヌ/FL/04（H3N8）に対して32から＞1024のHI抗
体価を示した。少なくとも10頭の犬が肺炎に進行し、この内、6頭は安楽死させた。これ
らの6頭の雑種犬は、4カ月齢から3歳までの雌雄各3頭であった。臨床徴候の期間は、安楽
死の時点で2～10日であった。死亡後検査において、これらのイヌは肺のうっ血および浮
腫を示した。呼吸器の組織学的検査では、鼻炎、気管炎、気管支炎、細気管支炎および化
膿性気管支肺炎が認められた。気管、気管支、細気管支および気管支腺に、上皮細胞の壊
死およびびらんが認められた。呼吸組織に好中球およびマクロファージの浸潤が見られた
。
【０１６２】
　2005年5月にフロリダ南東部の動物病院において40頭のペットのイヌにおいて呼吸器疾
患の大流行が発生した。最も一般的な臨床徴候は、10～30日間にわたる膿性鼻分泌物およ
び咳であった。40頭の内、17頭はイヌ/FL/04（H3N8）に関して血清陽性であり、HI抗体価
は32から＞1024であった。急性期および回復期の対の血清が得られた10頭のイヌでは、血
清変換が生じた。3頭のイヌは肺炎に進行した。これらの内の1頭である9歳の雄のヨーク
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シャーテリアは臨床徴候の発症後3日に死亡した。このイヌは、気管気管支炎、肺の浮腫
およびうっ血、ならびに重度気管支肺炎であった。6頭の保護施設のイヌと同様に、気道
の上皮細胞の壊死およびびらん、ならびに組織における好中球浸潤が認められた。
【０１６３】
実施例8－リアルタイムRT-PCRおよびウイルスの分離
　7頭のイヌから得られた肺組織を、A型インフルエンザのM遺伝子およびイヌH3N8インフ
ルエンザAウイルスのH3遺伝子を検出する定量的リアルタイムRT-PCRアッセイ法で解析し
た。7頭すべてのイヌの肺がインフルエンザAのM遺伝子およびイヌインフルエンザH3遺伝
子の双方に関して陽性であった（表8）。MDCK細胞で3回継代後、3日間の肺炎の後に死亡
した保護施設のイヌの肺からインフルエンザAのH3N8亜型のウイルスが分離された。この
ウイルスはA/イヌ/ジャクソンビル/05（H3N8）（イヌ/Jax/05）と命名された。孵化鶏卵
で2回継代後、同じく3日間の肺炎の後に死亡したペットのイヌの肺からインフルエンザA
のH3N8亜型のウイルスが分離された。このウイルスはA/イヌ/マイアミ/05（H3N8）（イヌ
/マイアミ/05）と命名された。
【０１６４】
実施例9－イヌインフルエンザA H3N8分離物の遺伝子解析
　イヌ/Jax/05およびイヌ/マイアミ/05の配列解析の結果、それらのヘマグルチニン（HA
）遺伝子は2004年および2005年のトラックでのインフルエンザ大流行時に肺炎で死亡した
レース用グレイハウンドの肺から回収されたイヌ/FL/04、イヌ/TX/04およびイヌ/アイオ
ワ/05分離物と98％一致することが明らかとなった（Crawford, P.C, ら、2005年；Yoon K
-Yら、2005年）。さらに、イヌ/Jax/05およびイヌ/マイアミ/05のHA遺伝子は、2000年以
降に分離された現代のウマインフルエンザウイルスと98％一致した。HA遺伝子の系統学的
比較では、イヌ/Jax/05およびイヌ/マイアミ/05ウイルスはイヌ/FL/04、イヌ/TX/04、お
よびイヌ/アイオワ/05のグレイハウンド分離物、ならびに現代のウマ分離物とクラスター
を形成し、1990年代初期に分離された古いウマウイルスとは異なる群を形成することが示
された（図4）。さらに、イヌ/Jax/05、イヌ/マイアミ/05およびイヌ/アイオワ/05分離物
は、イヌ/FL/04またはイヌ/FL/03よりもイヌ/Tx/04により密接に関連した。2005年の分離
物は先の2003年および2004年イヌウイルスから枝分れしたと思われる亜型を形成し、約10
箇所の節減的に情報価値のある部位が異なる。これらの相違は、外部の感染源から定期的
に再導入されるのとは対照的に、イヌからイヌへと水平伝播するという仮説を支持する。
2003年から2005年までの突然変異の蓄積は、イヌインフルエンザウイルスに生じたと予想
されるように、ウイルスが新しい宿主に伝達された後に受けなければならない適応の進行
中の過程を例示するものである。
【０１６５】
実施例10－イヌインフルエンザA H3N8分離物のアミノ酸解析
　6検体のすべてのイヌ分離物には、それらを現代のウマインフルエンザと区別する保存
的アミノ酸置換があった（表9）。これらの保存的置換はI15M、N83S、W222L、I328Tおよ
びN483Tであった。成熟HAタンパク質を系統学的に比較した結果、イヌ/Jax/05、イヌ/マ
イアミ/05およびイヌ/アイオワ/05ウイルスはイヌ/TX/04分離物と共に亜型を形成するこ
とが示された（図4）。この亜型とその他のイヌウイルスを区別する3つのアミノ酸変化（
L118V、K261NおよびG479E）があった（表9）。2005年の分離物をそれらのルーツであるイ
ヌ/TX/04と区別する2つのアミノ酸変化（F79LおよびG218E）があった。さらに、グレイハ
ウンド以外のイヌからの2005年分離物であるイヌ/Jax/05およびイヌ/マイアミ/05は1個の
アミノ酸変化であるR492Kがイヌ/アイオワ/05グレイハウンド分離物と異なった。最後に
、イヌ/Jax/05は一つのアミノ酸S107Pにおいてイヌ/マイアミ/05とは異なった。その他の
すべてのH3N8ウマおよびイヌウイルスにおいて、Tを持つA/ウマ/チーリン/1/89（Guo Y.
ら、1992年）を除いてSは107の位置に保存される。
【０１６６】
実施例11－イヌインフルエンザA H3N8分離物の抗原分析
　血球凝集阻害（HI）試験は、以前および現代のウマインフルエンザウイルスおよびイヌ
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インフルエンザウイルス、ならびにインフルエンザウイルスに感染したウマおよびイヌか
ら2005年に採取された血清を用いて実施された（表10）。イヌ/FL/04に対して免疫したフ
ェレットの血清も分析に含めた。ウマ血清のHI抗体価は現代のウマウイルスを以前の分離
物と比較して調べた結果、8～16倍高かったが、イヌウイルスを用いて調べると少なくと
も1/4低下した。イヌ血清は以前のウマウイルスとは非反応性であったが、現代のウマ分
離物およびイヌ分離物を用いて調べると抗体価は4倍に増加した。これは、イヌインフル
エンザウイルスに対して免疫されたフェレットの血清についても観察された。これらの血
清反応パターンは、イヌインフルエンザウイルスおよび現代のウマインフルエンザウイル
スの間の抗原類似性を実証するものであり、系統学的解析と一致した。イヌ/マイアミ/05
分離物に対するウマ、イヌおよびフェレット血清の抗体価は、2003年および2004年のイヌ
分離物における抗体価とほぼ等しかった。しかし、イヌ/Jax/05分離物の抗体価は1/2～1/
4であった。このことは、イヌ/Jax/05が抗原的にはその他のイヌ分離物とは異なり、成熟
HAの107位における単一のアミノ酸の変化に一部関連し得ることを示唆する。
【０１６７】
　（表７）インフルエンザAウイルスのマトリックス遺伝子およびイヌインフルエンザA（
H3N8）のH3遺伝子の定量的リアルタイムRT-PCR解析のためのプライマーおよびプローブ
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a　　下線を引いた文字rはaまたはgのヌクレオチドを示し、下線を引いた文字kはgまたは
tのヌクレオチドを示す。
b　　大文字は固定された核酸残基を示す。
【０１６８】
　（表８）フロリダの保護施設および動物病院において呼吸器疾患大流行時に肺炎で死亡
したイヌの肺組織に対して実施した定量的リアルタイムRT-PCRおよびウイルス分離
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【０１６９】
　（表９）イヌインフルエンザウイルスおよび現代のウマインフルエンザウイルスにおけ
る成熟HAのアミノ酸の比較
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【０１７０】
　（表１０）以前および現代のウマインフルエンザウイルスおよびイヌインフルエンザウ
イルスに対するウマ、イヌおよびフェレット血清の抗体価
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a　　抗体価は、ウマ、イヌまたはフェレットの血清の段階希釈、ならびに抗原のカラム
に列記されるウイルスを用いて実施した血球凝集阻害試験で求められた。
b　　イヌ/FL/04ウイルスで免疫したフェレットの血清
【０１７１】
実施例12～15の材料および方法例
イヌインフルエンザウイルス接種物
　ウイルス接種物は、Madin-Darbyイヌ腎（MDCK）上皮細胞に既報（Crawfordら、2005年
）のオリジナル分離物の3回継代物であるA/イヌ/FL/43/04（H3N8）のストックを接種して
調製した。1μg/mL TPCK処理トリプシン（Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO）および
抗生物質（ゲンタマイシンおよびシプロフロキサシン）を強化したDulbecco最小必須培地
（DMEM）中の接種されたMDCK細胞は、250cm2のフラスコに入れて5％CO2を含む加湿大気中
、37℃にて生育させた。培養物は形態学的変化を1日1回観察して、接種後5日に回収した
。回収した培養物は遠心分離によって清澄化して、上清をイヌの接種まで-80℃で保存し
た。ReedおよびMuench法によるウイルス力価の測定には、上清の画分を使用した。力価は
、1mL当たり107半数組織培養物感染用量（TCID50）のA/イヌ/フロリダ/43/04（イヌ/FL/2
004）であった。
【０１７２】
実験的接種
　コロニーで繁殖した4カ月齢の8頭の雑種犬（Marshall BioResources, North Rose, NY
）（雌雄各4頭）をUniversity of Florida Institutional Animal Care and Use Committ
eeにより承認された実験的接種試験に使用した。イヌの体重は13～17kgであった。イヌは
、理学的検査、ベースラインの血液検査、および接種前2週間の体温記録に基づいて、健
常であった。すべてのイヌは、施設への到着時および2週間後に採取した対の血清試料に
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ついて実施した血清学的検査に基づいて、イヌインフルエンザウイルスへの曝露歴はなか
った。イヌは、気管内チューブの挿管に備えて、プロポフォール（ディプリバン（登録商
標）、Zeneca Pharmaceuticals、行うために0.4mg/kg体重）の静脈内注入により麻酔した
。6頭（雌雄各3頭）のイヌに、気管内チューブに挿入した直径の小さなゴム製カテーテル
を介して5mL無菌生理食塩液中107 TCID50のイヌ/FL/04ウイルスを遠位気管に投与して、
それぞれ接種した。2頭のイヌ（雌雄各1頭）には等量の無菌生理食塩液を偽接種した。偽
接種した対照のイヌは、ウイルス接種したイヌとは別の部屋に収容して、別の担当者がケ
アした。理学的検査および直腸温の記録は、1日2回、接種後（p.i.）6日間実施した。
【０１７３】
咽頭および直腸スワブの採取
　ウイルス排出をモニターするために、p.i.0～6日にポリエステルスワブ（Fisher Scien
tific International Inc., Pittsburgh, PA）を用いて口咽頭標本を各イヌから1日2回、
採取した。スワブは、0.5％ウシ血清アルブミン（BSA）を含む無菌リン酸緩衝生理食塩液
（PBS）1mL中に置いた。直腸スワブは0日から6日まで1日1回、各イヌから採取した。スワ
ブ抽出液は、スワブ輸送培地を遠心分離によって清澄化して調製した。スワブ抽出液の画
分は、Directigen（商標）の市販の免疫アッセイキット（BD, Franklin Lakes, NJ）を製
造業者の説明書に従って用いて、インフルエンザAウイルス核タンパク質について直ちに
検査した。残りの抽出液は、その他のウイルス学的アッセイ法まで-80℃にて保存した。
【０１７４】
死亡後検査
　p.i. 1日に、偽接種した1頭およびウイルス接種した1頭のイヌをBeuthanasia-D（登録
商標）液（1mL/5kg体重；Schering-Plough Animal Health Corp）の静脈内注入により安
楽死させた。p.i. 2日から5日まで毎日、ウイルス接種した1頭のイヌを同様に安楽死させ
た。p.i. 6日に偽接種およびウイルス接種した残りのイヌを安楽死させた。詳細な死亡後
検査は1名の試験担当者（WLC）により実施された。組織は10％中性緩衝ホルマリン中で固
定して、パラフィンに包埋し、5μmの切片を病理組織学的診断のためにヘマトキシリン・
エオジンで染色するか、または以下に記載する通り免疫組織化学的検査に備えて加工した
。未固定の肺組織は、細菌の分離および同定のため、University of Florida College of
 Veterinary MedicineのDiagnostic Clinical Microbiology/Parasitology/Serology Ser
viceに送付した。試料は、非選択培地およびボルデテラ属（Regan-Lowe; Remel, Lenexa,
 KS）およびマイコプラズマ属（Remel）の選択培地で培養した。すべての培養物は、増殖
なしと報告する前に21日間維持した。未固定の組織は、同じくウイルス学的分析まで-80
℃で保存した。
【０１７５】
免疫組織化学
　脱パラフィンおよび再水和した5μmの気管および肺組織切片をBond-Rite（商標）スラ
イドガラス（Richard-Allan Scientific, Kalamazoo, MI）にセットして、プロテイナー
ゼK（DAKOCytomation, Carpenteria, CA）ペルオキシダーゼ遮断試薬（DAKO（登録商標）
EnVision（商標）ペルオキシダーゼキット、DAKO Corp., Carpenteria, CA）で順次処理
した。切片は、インフルエンザA H3に対するモノクローナル抗体の1：500希釈（Chemicon
 International, Inc., Ternecula, CA）と共に室温で2時間、インキュベートした。対照
には、同一の切片とマウスIgG（1mg/mL、Serotec, Inc. Raleigh, NC）のインキュベート
、およびモノクローナル抗体と正常なイヌ肺切片のインキュベートが含まれた。一次抗体
で処理した後、切片は製造業者の説明書に従って二次イムノペルオキシダーゼおよびペル
オキシダーゼ基質試薬（Dako（登録商標）EnVision（商標）ペルオキシダーゼキット、Da
ko Corp.）と共にインキュベートした。ヘマトキシリンで切片を対比染色して、清澄化剤
#2およびBluing試薬（Richard-Allan Scientific, Kalamazoo, MI）で処理して脱水し、P
ermount（ProSciTech, Queensland, Australia）を用いてカバーガラスをかけた。
【０１７６】
スワブおよび組織からのRNAの抽出
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　各イヌに由来する肺および気管の組織を融解して、使い捨ての組織グラインダー（Kend
all, Lifeline Medical Inc., Danbury, CT）を用いて、0.5％ウシ血清アルブミン（BSA
）および抗生物質（ゲンタマイシンおよびシプロフロキサシン）を強化した最小必須培地
（MEM）を加えてホモジナイズした。市販のキット（RNeasy（登録商標）ミニキット、QIA
GEN Inc., Valencia, CA）を製造業者の説明書に従って用いて、組織ホモジネートならび
に口咽頭および直腸スワブ抽出液から全RNAを抽出して、最終液量 60μLの緩衝液で溶出
した。
【０１７７】
リアルタイムRT-PCR
　ROXをパッシブレファレンス色素として含むQuantiTect（登録商標）プローブRT-PCRキ
ット（QIAGEN Inc., Valencia, CA）およびA型インフルエンザウイルスのマトリックス（
M）遺伝子の高度保存領域をターゲットとするプライマー-プローブセット（Payungporn S
.ら、2006年a；Payungporn S.ら、2006年b）を用いて、全RNAに対して一段階定量的リア
ルタイムRT-PCRを実施した。各リアルタイムRT-PCR反応において、最終液量 25μL中、2X
 QuantiTech（登録商標） Probe RT-PCR Master Mix 12.5μL、QuantiTech（登録商標）R
T Mix 0.25μL、フォワードおよびリバースプライマー（それぞれ、0.4μMの最終濃度）
、プローブ（0.1μMの最終濃度）、ならびにRNaseフリーの水を含む反応混合液に抽出し
た全RNA 5μLを加えた。スワブおよび組織試料から抽出されたRNAの存在に関する内因性
の内部対照として、また標準化対照としてのGAPDHの検出には、TaqMan（登録商標）GAPDH
対照試薬（Applied Biosystems, Foster City, CA）を製造業者の説明書に従って使用し
た。
【０１７８】
　Mx3000P（登録商標）QPCR System（Stratagene, La Jolla, CA）を用いて、反応混合物
に対して定量的一段階リアルタイムRT-PCRを実施した。サイクリング条件は、50℃での30
分間の逆転写段階、HotStarTaq（登録商標）DNAポリメラーゼを活性化させるための95℃
での15分間の初回変性段階、および40サイクルの増幅を含んだ。各増幅サイクルには、94
℃での15秒間の変性およびその後の60℃での1分間のアニーリング/伸長が含まれた。FAM
（発光波長 518nm）およびVIC（発光波長 554nm）蛍光シグナルは各サイクルの終了時に
記録した。閾値サイクル（Ct）は、それぞれの各実験において閾値蛍光（dR）を1000に設
定することによって求めた。データの収集および解析には、Mx3000P（登録商標）バージ
ョン2.0ソフトウェアプログラム（Stratagene, La Jolla, CA）を用いた。陽性対照は、A
/イヌ/FL/242/03（H3N8）ウイルスから抽出されたRNAの増幅物から構成された。結果は、
各試料についてM Ct値を対応するGAPDHのCt値で割って標準化した。
【０１７９】
組織からのウイルスの再分離
　ウイルス接種したイヌから得られた肺および気管の凍結組織を融解して、0.5％BSAおよ
び抗生物質を強化した10倍量のDMEM中でホモジナイズした。遠心分離により固体の細片を
除去して、上清を上記の通り1μg/mLのTPCK処理したトリプシン（Sigma-Aldrich Corp., 
St. Louis, MO）および抗生物質を強化したDMEMで培養したMDCK細胞に接種した。細胞は
、25cm2のフラスコを用いて5％CO2含有加湿大気中、37℃にて培養した。培養物は形態学
的変化を1日1回観察して、接種後5日に回収した。回収した培養物を遠心分離により清澄
化して、上清を初回接種において記載した通り新鮮なMDCK細胞に接種し；血球凝集または
RT-PCRによりインフルエンザウイルスの証拠を示さなかった試料についてはさらに2回の
継代を行った。清澄化した上清の血球凝集活性は、上記の通り0.5％シチメンチョウ赤血
球（Crawfordら、2005年）を用いて測定した。RT-PCRは、下記の通り、実施した。
【０１８０】
RT-PCR、ヌクレオチドシーケンシング、および系統学的解析
　製造業者の説明書に従ってQIAamp（登録商標）ウイルスRNAミニキット（QIAGEN Inc., 
Valencia, CA）を用いて、MDCK上清からウイルスRNAを抽出した。ウイルスRNAは、QIAGEN
（登録商標）一段階RT-PCRキット（QIAGEN Inc., Valencia, CA）を製造業者の説明書に
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ード領域のPCR増幅は、汎用遺伝子特異的プライマーセット（プライマー配列は要求に応
じて与えられる）を用いて既報（Crawfordら、2005年）の通り実施した。得られたDNA単
位複製配列は、サイクルシーケンシングダイターミネーターケミストリー（Applied Bios
ystems, Foster City, CA）を用いたABI PRISM（登録商標）3100自動DNAシーケンサーで
の自動シーケンシングのための鋳型として用いられた。ヌクレオチド配列はLasergene 6 
Package（登録商標）（DNASTAR, Inc., Madison, WI）を用いて解析した。呼吸器での複
製中に何らかの変化が生じたか否かを調べるために、感染犬から回収されたウイルスのヌ
クレオチド配列を接種物中のウイルスの配列と比較した。
【０１８１】
実施例12－臨床疾患
　ウイルス接種された6頭のすべてのイヌが最初のp.i. 2日間に発熱（直腸温 ≧39℃）を
発症したが、6日間の観察期間を通して咳または鼻分泌物などの呼吸器症状を示したもの
はいなかった。偽接種したイヌは臨床的に健常な状態を維持した。
【０１８２】
実施例13－ウイルス排出
　インフルエンザAの核タンパク質がp.i. 24時間にウイルス接種したイヌの1頭から採取
された口咽頭スワブで検出された。p.i. 72、84および120時間に1頭のイヌから、またp.i
. 108、120および132時間にはもう1頭のイヌから採取された口咽頭スワブが定量的リアル
タイムRT-PCRによりウイルスに関して陽性であった（表11）。スワブ抽出液1μL当たりの
インフルエンザM遺伝子コピーの絶対数は、p.i.3日から6日まで経時的に増加した。直腸
スワブには、ウイルスは検出されなかった。
【０１８３】
実施例14－死亡後検査
　特定病原体除去ビーグルを用いた過去の実験的感染（Crawfordら、2005年）とは対照的
に、ウイルス接種した雑種犬は、p.i.1日から6日までの肺の肉眼的および組織学的分析に
より示される通り、肺炎を発症した。肺炎に加えて、イヌは、自然感染したイヌにおける
報告（Crawfordら、2005年）と同様に鼻炎、気管炎、気管支炎および細気管支炎を呈した
。気道の裏打ち細胞および気管支腺に上皮の壊死およびびらんが認められ、粘膜下組織に
は好中球およびマクロファージの浸潤が見られた（図5、上段）。免疫組織化学的検査に
より、気管支、細気管支および気管支腺の上皮細胞にウイルス性H3抗原が検出された（図
5、下段）。細菌の重複感染はなかった。2頭の偽接種犬の呼吸組織は正常であった。
【０１８４】
実施例15－気管および肺におけるウイルスの複製
　気管および肺は、p.i. 1日から6日まですべてのイヌにおいて定量的リアルタイムRT-PC
Rによりウイルスに関して陽性であった（表12）。気管ホモジネート1μL当たりのインフ
ルエンザM遺伝子コピーの絶対数はp.i. 1日から5日まで増加して、その後、6日には減少
した。肺ホモジネート1μL当たりのM遺伝子コピーの絶対数はp.i. 1日から6日まで減少し
た。一般に、気管には6日間の各p.i.日に肺よりも≧1log10多いウイルスが含まれた。
【０１８５】
　（表１１）定量的リアルタイムRT-PCRによる、イヌインフルエンザウイルスを接種され
た雑種犬の中咽頭におけるウイルス排出の検出
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a　　A/イヌ/FL/43/04（H3N8）ウイルスの接種後の、イヌから口咽頭スワブが採取された
時期。
b　　標準化比は、各スワブ抽出液についてM（Ct）をGAPDH（Ct）で割って算出した。
c　　スワブ抽出液1μL当たりのマトリックス遺伝子コピーの絶対数。
【０１８６】
　（表１２）定量的リアルタイムRT-PCRによる、イヌインフルエンザウイルスを接種され
た雑種犬の気管および肺におけるウイルス複製の検出

a　　A/イヌ/FL/43/04（H3N8）ウイルスの接種後の、イヌから組織が採取された時期。
b　　標準化比は、各組織ホモジネートについてM（Ct）をGAPDH（Ct）で割って算出した
。
c　　組織ホモジネート1μL当たりのマトリックス遺伝子コピーの絶対数。
【０１８７】
実施例16の材料および方法例
ウイルス株
　イヌインフルエンザウイルス株ならびにトリ、ウマおよびヒト由来のウイルス株（表15
に列記）を孵化鶏卵またはMDCK細胞で増殖させて、それらの感染性をニワトリ胚における
エンドポイント希釈またはプラーク法により定量した。シチメンチョウ赤血球（red bloo
d cell）の赤血球（erythrocytes）を用いた血球凝集試験により、迅速なウイルスの定量
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が実施された。
【０１８８】
診断のための標本
　2005年にウイルス性呼吸器疾患が疑われる症例から採取された合計60頭のイヌの肺組織
について、イヌインフルエンザウイルスの存在を調べた。
【０１８９】
イヌ組織試料からのRNAの抽出
　20～30mgの重量の肺組織のブロックを使い捨ての組織グラインダー（Kendal）に入れて
ホモジナイズした。製造業者の説明書に従って市販のキット（RNeasyミニキット、Qiagen
, Valencia, CA）を用いて全RNAを抽出し、最終液量 60μLの液量で溶出した。
【０１９０】
プライマーおよびプローブの設計
　CLUSTAL Xプログラム（バージョン1.8）を用いて、様々な亜型および多様な動物種に由
来するH3およびM遺伝子のマルチプル配列アラインメントを実施した。マトリックス（M）
プライマーおよびプローブはインフルエンザAウイルスの異なる亜型に対応する公知の配
列を通じての保存領域より選択され、H3ヘマグルチニン遺伝子特異的なプライマーおよび
プローブはウマおよびイヌインフルエンザAウイルス遺伝子に特異的にマッチして、相同
のトリおよびヒト遺伝子にはミスマッチするように選択した（表13）。プライマー設計ソ
フトウェア（OLIGOS バージョン9.1）およびEXIQON（http://lnatools.com）より提供さ
れるウェブ上の解析ツールをTmの算出ならびに二次構造および自己ハイブリダイゼーショ
ンの予測に使用した。18S rRNAの保存領域を、イヌ組織試料から抽出されたRNAの存在に
関する内因性内部対照として使用した。Pre-Developed TaqMan（登録商標）Assay Reagen
ts for Eukaryotic 18S rRNA（VIC/TAMRA） （Applied Biosystems）を組織試料における
18S rRNAのリアルタイム検出に使用した。
【０１９１】
リアルタイムRT-PCRの条件
　一段階定量的リアルタイムRT-PCRは、ROXをパッシブレファレンス色素として含むQuant
itectプローブRT-PCRキット（Qiagen, Valencia, CA）を用いて実施した 各リアルタイム
RT-PCR反応において、最終液量 20μL中、2X QuantiTechプローブRT-PCRマスターミック
ス 10μL、QuantiTech RT Mix 0.2μL、プライマー（H3遺伝子については最終濃度0.4μM
、M遺伝子については最終濃度0.6μM）、プローブ（H3遺伝子については最終濃度0.1μM
、M遺伝子については最終濃度0.2μM）、RNaseフリーの水を含む反応混合液と化合するた
めの鋳型としてRNA試料の5μLを使用した。一段階リアルタイムRT-PCRはMx3005Pリアルタ
イムQPCRシステム（Stratagene）を用いて実施した。サイクリング条件は、50℃、30分間
の逆転写過程を含んだ。HotStarTaq DNAポリメラーゼを活性化するための95℃、15分間の
1回目変性段階の後、増幅は変性（94℃、15秒間）およびアニーリング/伸長（60℃、30秒
間）を含む40サイクルの期間中に実施された。FAM（H3およびM検出のため発光波長516nm
）およびVIC（18S rRNA検出のため発光波長555nm）の蛍光シグナルはサイクル当たり1回
ずつ、伸長段階の終了時に得た。リアルタイムPCRアッセイ法のデータの取得および解析
はMx3005Pソフトウェア バージョン2.02（Stratagene）を用いて実施した。
【０１９２】
イヌインフルエンザ（H3N8）のためのH3プライマー/プローブの特異性、およびA型インフ
ルエンザウイルスのためのMプライマー/プローブセットの汎用性
　各プライマー/プローブセットの特異性について試験するために、インフルエンザAウイ
ルスの複数の公知の亜型から抽出されたRNAをリアルタイムRT-PCRアッセイ法における鋳
型として用いた（表15）。
【０１９３】
リアルタイムRT-PCRの性能の測定のためのRNA標準
　イヌインフルエンザAウイルス（A/イヌ/フロリダ/242/2003(H3N8)）の遺伝子は、T7プ
ロモーターと結合したプライマーを用いることによってH3（nt 1～487）およびM（nt 1～
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276）のPCR単位複製配列を作出するために使用した（表13）。続いて、リボプローブイン
ビトロ転写システム-T7（Promega)を製造業者の説明書に従って用いることによって、H3
およびM遺伝子の精製PCR単位複製配列をインビトロにおける転写のための鋳型として用い
た。転写されたRNAの濃度は、260nmでの吸光度を測定して算出した。次に、感受性試験を
実施するためにRNAを108～10コピー/μLの範囲で10倍段階希釈した。さらに、リアルタイ
ムRT-PCRの全体の性能を調べるために、初回RNA鋳型濃度（コピー/μL）の対数を各希釈
より得られた閾値サイクル（Ct）に対してプロットして標準曲線を作成した。
【０１９４】
リアルタイムRT-PCRおよびDirectigen Flu A検査キットの比較感受性試験
　106.67EID50/mL（HA=64）のA/ワイオミング/3/2003 (H3N2)および107.17EID50/mL（HA=
16)のA/イヌ/フロリダ/242/2003(H3N8)を含む2つのウイルス株のストックウイルスを検出
閾値アッセイ法に使用した。高速インフルエンザA抗原検出キットであるDirectigen Flu 
A（Becton, Dickinson and Company）を製造業者の説明書に従って使用して、標本のリン
酸緩衝生理食塩液（PBS）（125μL）の対数希釈を用いた。それぞれのDirectigen Flu A
検査装置には膜の中央部に紫色のドットとして現れるH1N1インフルエンザ抗原スポットが
あり、核タンパク質（NP）に対するモノクローナル抗体に基づいて検査の完全性が示され
る。ドットを取り巻く紫色の三角形の出現は、試験標本におけるインフルエンザNPの存在
を示す。三角形からの紫色のシグナルの強度は、+（三角形の輪郭）、++（明るく着色し
た三角形）、+++（暗紫色の三角形）および++++（極めて暗紫色の三角形）としてスコア
化される。ウイルスRNAはQIAampウイルスRNAミニキット（Qiagen, Valencia, CA）を用い
て各ウイルス希釈液の125μL画分からウイルスRNAを抽出し、最終液量50μLに溶出した。
抽出したウイルスRNAの5μL容量を、Directigen Flu Aキットを用いた比較感受性試験に
おいてリアルタイムRT-PCRにより試験した。
【０１９５】
実施例16
　イヌインフルエンザに関するリアルタイムRT-PCRアッセイ法は、宿主細胞由来の18S rR
NAならびにインフルエンザAウイルスゲノム由来のMおよびH3をターゲットとする3つの分
子プローブからの情報に依拠する（表14）。宿主遺伝子の増幅は標本の品質および完全性
に関するレポーターである。イヌインフルエンザ（H3N8）ウイルスを含む臨床的、剖検ま
たは実験的試料は3つのプローブを用いて増幅シグナルが得られることが期待された。Mお
よび18S rRNAプローブを用いた場合は増幅シグナルを与えるがH3については陰性である標
本は、ヒト、ブタもしくはトリ由来、またはH3以外の亜型に由来するインフルエンザウイ
ルスH3亜型の指標である。これらの稀なケースは、シーケンシングによって分析すること
ができる単位複製配列cDNAを作出するためのHA汎用プライマーを用いたRT-PCRにより解決
することができる。適切に採取および取り扱われたインフルエンザAウイルスを含まない
標本は、18S rRNA単位複製配列シグナルのみを与える。18S rRNAプローブおよびH3プロー
ブのみが増幅シグナルを与える状況は、そうでないことが証明されない限り、技術が不完
全であることの指標であり；Mプローブでの偽陰性またはH3での偽陽性のいずれかが実証
されなければならない。最後に、3つのプローブを用いて増幅シグナルを与えられない標
本は、不完全な試料の採取、変性、RNA抽出の不備、またはPCRで用いられたポリメラーゼ
の阻害物質の存在が示唆される。
【０１９６】
　イヌインフルエンザAウイルス（H3N8）のH3プライマー/プローブセットの特異性、およ
びA型インフルエンザのMプライマー/プローブセットの汎用性について調べるため、イン
フルエンザAウイルスの複数の亜型をリアルタイムRT-PCRにより試験した。結果は、H3プ
ライマー/プローブセットがイヌインフルエンザ（H3N8）を用いた場合にのみ陽性の増幅
シグナルを与えることを示している。その他の亜型またはヒトH3株では、顕著な偽陽性ま
たは非特異的な増幅シグナルは認められなかった。Mプライマー/プローブセットは、試験
したすべての株において明確な増幅シグナルを与えた（表15）。これらの結果は、H3プラ
イマー/プローブはイヌインフルエンザAウイルス（H3N8）を特異的に検出し、Mプライマ
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ー/プローブはA型インフルエンザウイルスの多くの亜型を検出することを示した。
【０１９７】
　リアルタイムRT-PCRアッセイ法の性能は、MおよびH3のインビトロにおける転写RNAのエ
ンドポイント希釈により評価した。予想通り、閾値サイクル（Ct）は、RNA標準の希釈に
直接相関して増加した。蛍光シグナルは、MおよびH3のRNA標準の希釈において、それぞれ
、103および102コピー/μLの低い値で検出可能である（図6Aおよび6B）。MおよびH3遺伝
子の標準曲線は、各希釈から得られた閾値サイクル（Ct）に対して開始時のRNA濃度の対
数をプロットして作成した（図6Cおよび6D）。標準曲線の勾配を用いて、理論上は指数関
数的であるPCR反応効率を求め；100％増幅効率は各サイクルの単位複製配列濃度の倍化を
意味する。約-3.1～-3.6の勾配の標準曲線は、典型的には正確な定量（90～110％の反応
効率）を必要とする大半のアプリケーションにおいて受け入れ可能である。Rsq値は、標
準曲線のプロットに対する全データの適合である。すべてのデータが完全に曲線上に位置
する場合は、Rsqは1.00となる。データが曲線からさらに離れるに伴って、Rsqは減少する
。≧0.985のRsq値は大半のアッセイ法において受け入れ可能である。M標準曲線の勾配は-
3.576（効率＝90.4％）、Rsq＝1.00であり、H3標準曲線では勾配 -3.423（効率＝95.9％
）およびRsq＝0.999であった。これらの値は、リアルタイムRT-PCRアッセイ法の増幅効率
および全体の性能が申し分ないことを示している。本発明者らは、H3プライマー/プロー
ブセットに比してMプライマー/プローブセットの低い効率および感度は多くの亜型、宿主
および系統のウイルスを通じてのM遺伝子配列の変異性を幅広く網羅することを確保する
ために必要なMプライマー配列のN倍縮重が原因としている。
【０１９８】
　リアルタイムRT-PCRアッセイ法の感度を市販の高速抗原検出アッセイ法（Directigen F
lu A）とも比較した。A/ワイオミング/3/2003（H3N2）およびA/イヌ/フロリダ/242/2003
（H3N8）の対数希釈をDirectigen Flu AおよびリアルタイムRT-PCRで分析した。Directig
en Flu Aの結果より、双方のウイルス株に対する感受性がこれらの実験で用いられたウイ
ルスストック株からの約100倍希釈であることが示された（図7）。イヌウイルス（A/イヌ
/フロリダ/242/2003：106.xPFU/ml）の試料より生じるシグナル（紫色）は、これらの試
料中の低いウイルス濃度に一致して、ヒトウイルス（A/ワイオミング/3/2003：107.xPFU/
ml）に見られるシグナルよりも極めて弱いものであった。または、イヌインフルエンザの
低いシグナルはNPに対するモノクローナル抗体の分子特異性、即ち、イヌインフルエンザ
AウイルスのNPエピトープ内でのアミノ酸の保存が低いことによるものである可能性があ
る。
【０１９９】
　M遺伝子のリアルタイムRT-PCRは、A/イヌ/フロリダ/242/2003およびA/ワイオミング/3/
2003の反応当たり、それぞれ、10および30PFU当量のウイルスで閾値を上回るCt値を与え
た（表16）。2つのウイルス株の感受性の値の差異は元々のウイルス力価の差異である。
本発明者らのリアルタイムRT-PCRアッセイ法におけるH3プライマー/プローブは専らイヌ
インフルエンザAウイルスを増幅することから、イヌおよびヒトインフルエンザウイルス
間のH3遺伝子検出の比較は実施されなかった。RT-PCRの感受性は、高速抗原検出キットよ
りも105倍高い値であった。
【０２００】
　急性呼吸器疾患のイヌから得られた剖検標本におけるRT-PCR検査の性能について評価す
るため、2005年に提出された60検体のイヌ肺組織試料についてリアルタイムRT-PCRにより
イヌインフルエンザAウイルスの存在を調べた。60検体中合計12検体の試料（20％）がMお
よびH3の双方の遺伝子について陽性であり、残りの48検体の試料はMおよびH3の双方の遺
伝子について陰性の結果を示した。リアルタイムアッセイ法の特異性について調べるため
、鶏卵およびMDCK細胞接種によりウイルス分離の試みを実施し；RT-PCRによりイヌインフ
ルエンザに関して陽性であった12検体中2検体の試料からイヌインフルエンザウイルスが
得られた（データは示さず、原稿準備中）。すべての組織が重度呼吸器疾患の既往を有す
るイヌから採取されたが、大半の試料ではリアルタイムRT-PCRまたは従来の分離のいずれ
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によってもイヌインフルエンザウイルスは得られず、気管支敗血症菌、イヌジステンパー
またはパラインフルエンザウイルスなどのその他の呼吸器病原体の高い出現率が示唆され
た。本明細書における一段階リアルタイムRT-PCRアッセイ法は、イヌインフルエンザAウ
イルス（H3N8）検出のための高速かつ高感度の経済的なアプローチを提供する。疾患の早
期段階におけるイヌインフルエンザAウイルス（H3N8）感染の迅速な検査による診断は、
臨床上の患者および施設の運営管理に関連する情報を与え得る。
【０２０１】
　（表１３）リアルタイムRT-PCR検出およびインビトロ転写において用いられたプライマ
ーおよびプローブ
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*注：大文字＝LNA（固定された核酸）残基、r＝aまたはg、k＝gまたはt、下線＝T7プロモ
ーター配列
【０２０２】
　（表１４）リアルタイムRT-PCRアッセイ法の評価
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【０２０３】
　（表１５）インフルエンザAウイルスの複数の亜型を用いたイヌH3プライマー/プローブ
セットの特異性試験およびMプライマー/プローブセットの汎用性試験
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*　臨床試料の亜型はヌクレオチドシーケンシングによって確認された点に留意されたい
。
【０２０４】
　（表１６）リアルタイムRT-PCRおよびDirectigen Flu A間のインフルエンザAウイルス
検出に関する比較感受性試験
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【０２０５】
　（表１７）

【０２０６】
　（表１８）
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【０２０７】
　（表１９）H3N8ウマおよびイヌインフルエンザウイルスのPB2タンパク質間のアミノ酸
の相違

【０２０８】
　（表２０）H3N8ウマおよびイヌインフルエンザウイルスのPB1タンパク質間のアミノ酸
の相違

【０２０９】
　（表２１）H3N8ウマおよびイヌインフルエンザウイルスのPAタンパク質間のアミノ酸の
相違

*　1963年から1998年に分離されたウイルスの有効な遺伝子に基づく。
【０２１０】
　（表２２）H3N8ウマおよびイヌインフルエンザウイルスのNPタンパク質間のアミノ酸の
相違
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【０２１１】
　（表２３）H3N8ウマおよびイヌインフルエンザウイルスのNAタンパク質間のアミノ酸の
相違

【０２１２】
　（表２４）H3N8ウマおよびイヌインフルエンザウイルスのM1タンパク質間のアミノ酸の
相違

*　1963年から1998年に分離されたウイルスの有効な遺伝子に基づく。
【０２１３】
　（表２５）H3N8ウマおよびイヌインフルエンザウイルスのNS1タンパク質間のアミノ酸
の相違
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*　1963年から1998年に分離されたウイルスの有効な遺伝子に基づく。
【０２１４】
実施例17－イヌインフルエンザ刺激モデルの開発
　フロリダで大流行したインフルエンザから分離されたイヌインフルエンザ（canine inf
luenza）（イヌインフルエンザ（canine flu））ウイルスはH3N8型インフルエンザウイル
スであることが観察されていて、ウマインフルエンザウイルス株であるA/ウマ/オハイオ/
03と密接に関連した（Crawford et al., SCIENCE Vol. 309, September 2005、参照によ
り全体が本特許に組み入れられる）。この試験では、イヌにおいてインフルエンザ様疾病
を誘発するためにウマインフルエンザウイルス株であるA/ウマ/オハイオ/03を使用するこ
との可能性について検討された。
【０２１５】
手順：
　雌雄の10頭の13週齢のビーグル犬を供給業者から入手して、BSL-2施設内において個別
のケージに入れて飼育した。イヌは各群5頭の2群に無作為に振り分けた。表26に示す通り
、一方の群は気管内刺激に供して、他方の群は口鼻腔内刺激に供した。14週齢の時点でイ
ヌを刺激した。
【０２１６】
　（表２６）実験設計

【０２１７】
　細胞培養で増殖させたウマインフルエンザウイルスA/ウマ/オハイオ/03を刺激ウイルス
として使用した。気管内刺激では、刺激ウイルスは、カフ付き気管チューブ（サイズ 4.0
/4.5、Sheridan, USA）および給液チューブ（サイズ 5Fr、1.7mm、長さ /16インチ、Kend
all, USA）からなる送達チューブを介して、0.5～1.0mlの液量で投与した。口鼻腔刺激で
は、刺激ウイルス（10×7.0～10×8.0 TCID50/イヌ）を噴霧器（DeVilbiss Ultra-Neb（
登録商標）99超音波噴霧器、Sunrise Medical, USA）を用いて2～3mlの液量でミストとし
て投与した。
【０２１８】
　刺激後14日間、インフルエンザ関連性の臨床徴候についてイヌを観察した。標準的プロ
トコル（SAM 124, CVB, USDA, Ames, IA）に従ってH3N8ウマインフルエンザウイルスを用
いてHI力価を測定するため、0日（刺激前）、ならびに刺激後7および14日に各イヌから血
清試料を採取した。病理組織学的評価に備えて、全てのイヌを人道的に安楽死させて肺組
織を10％緩衝ホルマリン中に採取した。
【０２１９】
結果：
　この実験の結果を表27にまとめる。インフルエンザ関連性の臨床徴候が刺激後数頭のイ
ヌにおいて観察された。これらの徴候には、発熱（＞103○F；＞39.4℃）および咳嗽が含
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まれた。2群の5頭中1頭（即ち、20％）に比して、1群では5頭中2頭（即ち、40％）が発熱
（＞103○F；＞39.4℃）を示した。刺激後に口鼻腔刺激群の1頭がくしゃみを示して、も
う1頭が咳嗽を示した。1群では、10～80のHI力価範囲、幾何学平均力価（GMT）20が観察
された。2群では40～160の力価範囲、GMT 86が観察された。各群の1頭のイヌがインフル
エンザと適合性するまたはインフルエンザに疾患特異的な病理組織学的病変を示した。
【０２２０】
　（表２７）イヌインフルエンザ刺激－臨床徴候、ウイルス分離、病理組織学の結果、お
よび血清学の結果
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*　動物はウマインフルエンザ分離物であるOhio 03で刺激した。
**　直腸温?≧103○F；≧39.4℃
【０２２１】
実施例18－イヌにおけるウマインフルエンザウイルスワクチンの有効性
　フロリダで大流行したインフルエンザから分離されたイヌインフルエンザ（イヌインフ
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ルエンザ）ウイルスはH3N8インフルエンザウイルスであることが観察されていて、配列類
似性に基づいて、ウマインフルエンザウイルスのA/ウマ/オハイオ/03と密接に関連した。
以下の試験は、実験的に不活化したウマインフルエンザウイルスワクチンの有効性を調べ
るために実施された。
【０２２２】
手順：
　雌雄の9頭の7週齢のビーグル犬を供給業者から入手して、BSL-2施設内において個別の
ケージに入れて飼育した。これらのイヌは、表28に示す通り、2群に無作為に振り分けた
。
【０２２３】
　（表２８）実験設計

【０２２４】
　最初の群は、不活化してCARBIGEN（商標）でアジュバント化したウマインフルエンザウ
イルスA/ウマ/オハイオ/03ワクチンを8～12週齢の時点で皮下（SQ）経路によってワクチ
ン接種した5頭のイヌから構成された。A/ウマ/オハイオ/03は、標準的な方法を用いてバ
イナリーエチレンイミン（BEI）により不活化した。ワクチンの各用量には、質量に基づ
いて5％のCARBIGEN（商標）、不活化ウイルス 4096 HA単位、用量の総液量を1mlとするた
めに十分なPBS、およびpHを7.2～7.4に調整するために十分なNaOHが含まれた。H3N8ウマ
インフルエンザウイルス標準的プロトコル（SAM 124, CVB,USDA, Ames, IA）を用いてHI
力価を測定するために、1回目および2回目ワクチン接種日、ならびに1回目および2回目ワ
クチン接種後7日および14日、ならびに刺激前に全てのイヌから血清試料を採取した。2回
目ワクチン接種後3週に、ワクチン接種したイヌ5頭および齢期の対応するイヌ4頭からな
る第2群（即ち、対照群）を細胞培養で増殖させたウマインフルエンザウイルスA/ウマ/オ
ハイオ/03（107.0～108.0 TCID50/イヌ）で1頭当たり1～2mlの液量にて口鼻腔内投与によ
り刺激した。刺激ウイルスは噴霧器（DeVilbiss Ultra-Neb（登録商標）99超音波噴霧器
、Sunrise Medical, USA）を用いてミストとして投与した。刺激後14日間、インフルエン
ザ関連性の臨床徴候についてイヌを観察した。病理組織学的評価に備えて肺組織を10％緩
衝ホルマリンに採取するために、刺激後7日に5頭（ワクチン接種群 3頭、対照群 2頭）お
よび刺激後14日に4頭（対照群 2頭、ワクチン接種群 2頭）のイヌを人道的に安楽死させ
た。
【０２２５】
結果：
　この実験の結果を表29および30にまとめる。ワクチン接種した全てのイヌがワクチン接
種後に血清転換を示した。40～640のHI力価範囲および129のGMTがウマインフルエンザウ
イルスA/ウマ/オハイオ/03でのワクチン接種後期間に観察されて、イヌインフルエンザ分
離物であるA/イヌ/フロリダ/242/03では160～320のHI力価および211の幾何平均力価が観
察された。6頭中2頭のワクチン接種犬が＞103○F（＞39.4℃）の発熱を1日示して、刺激
後、いずれのイヌにもその他の臨床徴候は観察されなかった。
【０２２６】
結論：
　ワクチン接種した全てのイヌが不活化してCARBIGEN（商標）でアジュバント化したウマ
インフルエンザウイルスに反応した。イヌインフルエンザウイルス分離物を用いたHI力価
の結果は、不活化したウマインフルエンザワクチンがイヌインフルエンザウイルスに対し
て検出可能な量の交差反応抗体を誘導したことを示唆する。この実験で用いられた刺激ウ
イルスがビーグル犬に注目に値するいかなる臨床的な疾病も誘発しなかったにも関わらず
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、イヌインフルエンザウイルス分離物を用いたHI力価に基づいて、不活化したウマワクチ
ンは、イヌにおいて、H3N8型イヌインフルエンザウイルスによって引き起こされる「イヌ
インフルエンザ」疾病から潜在的にイヌを保護することができる交差反応抗体を誘導する
ために用いることができると結論付けられた。
【０２２７】
　（表２９）血清学－ワクチン接種前後および刺激後のHI力価

*　動物はウマインフルエンザ分離物であるOhio 03で刺激した。
**　ワクチン接種にはCARBIGEN（商標）でアジュバント化した不活化ウマインフルエンザ
ウイルスOhio 03ワクチンを使用した。
***　刺激後7日に安楽死させた。
【０２２８】
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　（表３０）イヌインフルエンザ刺激*－臨床徴候、ウイルス分離、病理組織学の結果

*　動物はウマインフルエンザ分離物であるOhio 03で刺激した。
**　ワクチン接種にはCARBIGEN（商標）でアジュバント化した不活化ウマインフルエンザ
ウイルスOhio 03ワクチンを使用した。
【０２２９】
実施例19－イヌにおけるウマインフルエンザウイルスワクチンの有効性
　フロリダでのインフルエンザ大流行から分離されたイヌインフルエンザウイルスは、多
くのH3N8型ウマインフルエンザウイルス分離物と密接に関連すると特徴付けられた。DNA
およびアミノ酸配列類似性の分析から、イヌインフルエンザウイルスはウマインフルエン
ザウイルスのA/ウマ/オハイオ/03と極めて類似することが示された。市販のウマインフル
エンザワクチンのイヌにおける有効性を調べるために、イヌにおいて以下の試験が実施さ
れた。
【０２３０】
手順：
　雌雄の約16カ月齢の雑種20頭およびビーグル犬20頭を試験に使用した。イヌは各群6～7
頭の6群（表31）に無作為に振り分けた。1および4群のイヌには、16および17カ月齢の時
点で、市販の不活化してアジュバント化したウマインフルエンザワクチン（EQUICINE IIT
M, Intervet Inc., Millsboro, DE）を皮下（SQ）経路によりワクチン接種した。2および
5群のイヌに修飾ウマ/ケンタッキー/91生インフルエンザワクチンを1mlの液量で鼻腔内投
与（単一の鼻孔）によりワクチン接種した。標準的プロトコル（SAM 124, CVB, USDA, Am
es, IA）を用いてH3N8ウマインフルエンザウイルスおよびイヌインフルエンザウイルスを
用いたHI力価の測定に備えて、ワクチン接種日、1回目ワクチン接種後（1、2、4および5
群）および2回目ワクチン接種後（1および4群）7および14日に血液試料を採取した。
【０２３１】
　ワクチン接種群（最終のワクチン接種後72時間）および対照群に、細胞培養で増殖させ
たウマインフルエンザウイルス株であるA/ウマ/オハイオ/03（1頭当たり10×7.0～10×8.
0 TCID50）を1～2mlの液量で口鼻腔内投与により刺激した。刺激ウイルスは噴霧器（DeVi
lbiss Ultra-Neb（登録商標）99超音波噴霧器、Sunrise Medical, USA）を用いてミスト
としてイヌに投与した。刺激後12日間、インフルエンザ関連性の臨床徴候についてイヌを
観察した。ウイルス分離のため、刺激後－1日から12日まで毎日、抗生物質（ネオマイシ
ンおよびポリミキシンB）を加えたEarl MEM培地に鼻腔および口咽頭スワブを採取した。
スワブ中のウイルスの存在は、動物が鼻/口分泌物中にウイルスを排出していることを示
す。病理組織学的評価に備えて、全てのイヌを刺激後12日に人道的に屠殺して肺組織を10
％緩衝ホルマリン中に採取した。
【０２３２】
　（表３１）実験設計
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*　該当なし
**　EQUICINE II（商標）はIntervet Inc.より液体ワクチンとして販売されている。EQUI
CINE II（商標）は、不活化されたA/ペンシルバニア/63インフルエンザ（つまり、「A/Pa
/63」）ウイルスおよびA/ウマ/ケンタッキー/93インフルエンザ（つまり、「A/KY/93」）
ウイルスをカルボポール（即ち、HAVLOGEN（登録商標）（Intervet Inc.））と共に含む
。より具体的には、EQUICINE II（商標）の1回用量は、不活化したA/Pa/63?106.0 EID50
、不活化したA/KY/93?106.7 EID50、体積に基づく0.25％カルボポール、および1mlの総液
量を作成するために十分なPBSを含む。
***　A/KY/91は水で再溶解した凍結乾燥ワクチンである。このような再溶解は、ワクチン
投与量を総液量1mlとするために十分なワクチン級の水を用いて実施された。ワクチンは
ウマ/ケンタッキー/91インフルエンザ（つまり「A/KY/91」）ウイルスを含んだ。このワ
クチンについては、例えば、参照によりそれらの全体が本特許に組み入れられる米国特許
第6,436,408号、同6,398,774号および同6,177,082号において考察される。再溶解した場
合、ワクチンの1回用量はA/KY/91 1ml当たり107.2 TCID50、N-Z AMINE AS（商標） 1ml当
たり0.015g、ゼラチン 1ml当たり0.0025g、およびDラクトース 1ml当たり0.04gを含んだ
。N-Z AMINE AS（商標）は、カゼインの酵素加水分解によって産生されるアミノ酸および
ペプチドの精製したソースである。N-Z AMINE AS（商標）はKerry Bio-Science（Norwich
, NY,USA）より販売されている。
【０２３３】
結果：
　ワクチン接種した全てのイヌがワクチン接種後に血清転換を示して、HI力価はウマイン
フルエンザウイルス（H3N8型）を用いたA/KY/91ワクチン群のイヌにおける10～40に比し
て、EQUICINE II（商標）ワクチン群では10～80であった。
【０２３４】
　イヌインフルエンザおよびウマインフルエンザウイルス（H3N8型）を用いたHI力価の測
定のために、ワクチン接種後（EQUICINE II（商標）ワクチン）については2回目ワクチン
接種後）2週に採取した試料を分析した。HIの結果を表32に示す。臨床徴候には、刺激後
に観察された発熱（＞103○F；＞39.4℃）、散発性の咳嗽、および軽度の鼻分泌物が含ま
れる。
【０２３５】
　（表３２）血清学－ワクチン接種後2週のHI力価
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*　該当なし
【０２３６】
　ビーグル犬では、EQUICINE II（商標）ワクチン群（1群）の6頭中2頭、A/KY/91ワクチ
ン群（2群）の7頭中1頭および対照群（3群）の6頭中2頭が発熱を示した。3群（対照群）
の6頭中1頭のイヌが0.25％ニワトリ赤血球（CRBC）を用いた血球凝集試験により鼻腔スワ
ブ材料の細胞培養上清中にウイルスについて陽性であった。対照群（3群）の6頭中1頭お
よびA/KY/91ワクチン群（2群）の7頭中1頭のイヌが刺激後観察期間中に軽度の鼻分泌物を
示した。ビーグル犬では、対照群およびワクチン群に統計学的有意差はなかった（P>0.05
）。
【０２３７】
　雑種犬では、EQUICINE II（商標）ワクチン群（4群）の7頭中5頭、A/KY/91ワクチン群
（5群）の7頭中1頭および対照群（6群）の6頭中5頭のイヌが発熱を示した。4および6群の
それぞれ1頭のイヌが軽度の鼻分泌物を示して、5群の1頭のイヌが散発性の咳嗽を示した
。EQUICINE II（商標）ワクチン群（4群）の7頭中2頭および対照群（6群）の6頭中3頭の
イヌがHAアッセイ法により鼻腔スワブ中のインフルエンザウイルスについて陽性であった
。A/KY/91群（5群）のイヌには、鼻腔スワブ材料中にインフルエンザウイルスに関して陽
性のイヌはいなかった。
【０２３８】
結論：
　血清学により、市販のウマインフルエンザワクチンを用いたイヌのワクチン接種は中等
度のインフルエンザ抗体反応を刺激することが示された。H3N8型インフルエンザウイルス
での刺激後のイヌにおけるインフルエンザ関連性の臨床徴候の発現には、若干の品種差が
ある可能性がある。弱毒化生ウマインフルエンザワクチン（A/KY/91）は、雑種犬におい
て直腸温の点で臨床的疾病の発症からの有意（P＜0.05）な保護を示した。同様に、弱毒
化生ウイルスワクチンは鼻分泌物中のインフルエンザウイルスの排出を予防した。
【０２３９】
実施例20－イヌインフルエンザ刺激モデルの開発
　試験のためにイヌにおいて疾病を誘発することが成功しなかった報告書を考慮して、イ
ヌにおけるイヌインフルエンザ刺激モデルを開発するためにイヌインフルエンザウイルス
であるH3N8を用いることの可能性を以下の試験で検討した。
【０２４０】
手順：
　10頭の雌雄の雑種犬を、市販業者から入手して、BSL-2施設にてケージで飼育した。イ
ヌは各群5頭の2群に無作為に振り分けた。表33に示す通り、一方の群は気管内/鼻腔内刺
激に供して、他方の群は供された。
【０２４１】
　（表３３）実験設計



(76) JP 2009-512449 A 2009.3.26

10

20

30

40

【０２４２】
　約12週齢の時点でイヌを刺激した。孵化鶏卵で増殖させたイヌインフルエンザウイルス
（A/イヌ/フロリダ/242/03）ウイルスを刺激ウイルスとして使用した。各イヌに、合計約
107.2 TCID50のウイルスを2ml（口鼻腔内投与）または4ml（気管内/鼻腔内投与）のいず
れかの液量で投与した。
【０２４３】
　気管内/鼻腔内刺激では、カフ付き気管チューブ（サイズ4.5/5.0、Sheridan, USA）お
よび給液チューブ（サイズ5Fr、1.7mm；長さ 16インチ（41cm）、Kendall, USA）からな
る送達チューブを用いて先ず刺激ウイルス 3mlを、次いでPBS 5mlを気管に投与して、さ
らにシリンジを用いて刺激ウイルス1mlおよび大気 3mlを順次、鼻孔に投与した。
【０２４４】
　口鼻腔内刺激では、噴霧器（Nebulair（商標）、DVM Pharmaceuticals, Inc., Miami, 
FL）を用いて刺激ウイルスをミストとして約2mlの液量で投与した。刺激後14日間、イン
フルエンザ関連性の臨床徴候についてイヌを観察した。病理組織学的検査に備えて、イヌ
を刺激後14日に安楽死させて、組織（肺および気管）の試料を10％緩衝ホルマリンに回収
した。
【０２４５】
結果：
　1および2群の全てのイヌが24～48時間以内にイヌインフルエンザの臨床徴候を発症した
。各イヌが以下の臨床徴候の2つまたはそれよりも多くを示した：発熱（＞103.0○F；＞3
9.4℃）、咳嗽、漿液性または粘液膿性の眼分泌物、漿液性または粘液膿性の鼻分泌物、
嘔吐、下痢、抑鬱、体重低下、空嘔吐、喀血および聴取可能なラ音。1群の5頭中5頭およ
び2群の5頭中4頭のイヌの肺組織が以下の1つまたは複数を含む病理組織学的病変を示した
：びまん性膿性気管支肺炎、腔内の好中球浸出物のプラグならびに粘膜および細気管支周
辺組織における顕著な単核細胞凝集を伴う気管支炎/細気管支炎、多数の泡沫性マクロフ
ァージを伴う肺胞内の混合浸出物、リンパ細胞性および形質細胞性ならびに顆粒球性の細
胞浸潤、ならびにインフルエンザウイルス感染と適合性またはインフルエンザウイルス感
染に疾病特異的なII型肺細胞の増殖を伴う肺胞隔壁の肥厚。気管組織の試料は正常であっ
た。
【０２４６】
結論：
　本試験で用いられたもののようなH3N8イヌインフルエンザ分離物は、本試験で記載され
た方法または同様の方法の一つを用いてイヌにおいてイヌインフルエンザ疾病を誘発する
ために使用することができる。
【０２４７】
実施例21－イヌインフルエンザ刺激モデルの開発
　イヌにおけるイヌインフルエンザ刺激モデルを開発するためのイヌインフルエンザウイ
ルスH3N8を使用する可能性について、以下の試験でさらに詳しく検討した。
【０２４８】
手順：
　15頭の17～18週齢の雑種犬および5頭の15週齢のビーグル犬を市販業者から入手して、B
SL-2施設においてケージで飼育した。雑種犬は、各群5頭の3群（1群～3群）に無作為に振
り分けた。ビーグル犬は全て、表34に示す通り1つの群（4群）に振り分けた。
【０２４９】
　（表３４）実験設計
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【０２５０】
　イヌを病原性イヌインフルエンザウイルスであるA/イヌ/フロリダ/242/2003（イヌイン
フルエンザ疾病を伴うグレイハウンドドッグの肺から分離された）（University of Flor
idaのDr. Cynda Crawfordより提供）で口鼻腔内投与により刺激した。刺激ウイルスは噴
霧器（Nebulair（商標））を用いてミストとして約2mlの液量で投与した。刺激後14日間
、インフルエンザ関連性の臨床徴候についてイヌを観察した。
【０２５１】
結果：
　1および4群のイヌの80％（5頭中4頭）、2および3群のイヌの100％が48時間以内にイヌ
インフルエンザの臨床徴候を発症した。各イヌは以下の臨床徴候の1つまたは複数を示し
た：発熱（＞103.0○F；＞39.4℃）、咳嗽、漿液性または粘液膿性の眼分泌物、漿液性ま
たは粘液膿性の鼻分泌物、嘔吐、下痢、抑鬱、体重低下、空嘔吐およびラ音。ビーグル犬
に観察された臨床徴候は一般に雑種犬に比してより軽度かつ短期間であった。
【０２５２】
結論：
　本試験で用いられたもののようなH3N8イヌインフルエンザ分離物は、104.8～106.8 TCI
D50の刺激用量範囲で、本試験で記載された方法または同様の方法を用いてイヌにおいて
イヌインフルエンザ様またはケンネルコフ様の疾病を誘発するために用いられ得る。雑種
犬およびビーグル犬に認められた臨床徴候にはいくつかの相違があった。一般に、ビーグ
ル犬は雑種犬に比してより軽度のインフルエンザ関連性の臨床徴候を示す傾向がある。
【０２５３】
実施例22－イヌインフルエンザワクチン有効性試験
　以下の試験は、H3N8ウマインフルエンザワクチンのイヌにおけるイヌインフルエンザウ
イルスに対する有効性を調べるために実施された。
【０２５４】
手順：
　17頭の14週齢の雑種犬および10頭の8週齢のビーグル犬を市販業者から入手した。イヌ
は表35に示す通り5試験群に無作為に振り分けて、研究施設内で飼育した。
【０２５５】
　（表３５）実験設計

【０２５６】
　この試験で用いられたワクチンはHAVLOGEN（登録商標）でアジュバント化した不活化ウ
マインフルエンザウイルス（A/ウマ/KY/02）ワクチンであった。このワクチンを調製する
ため、ウイルスは標準的方法を用いてバイナリーエチレンイミン（BEI）により不活化し
た。各ワクチン用量は、HAVLOGEN（登録商標）（10％ v/v）、不活化ウイルス 6144 HA単



(78) JP 2009-512449 A 2009.3.26

10

20

30

40

50

位、10％チメロサール 0.1％（v/v）、フェノールレッド 0.1％（v/v）、pHを6.8～7.2に
調整するために十分なNaOH、および総投与液量を1mlとするために十分なPBSを含んだ。
【０２５７】
　1および4群のイヌはワクチンの2回用量でワクチン接種した。2回目用量（即ち、ブース
ター）は1回目の4週後に投与した。2群のイヌは18週齢の時点で1回用量でワクチン接種し
た。1回目および2回目ワクチン接種後0日（ワクチン接種前）、7および14日に、H3N8イヌ
インフルエンザ分離物を用いて標準的プロトコル（例えば、SAM 124、CVB、USDA、Ames、
LA）でHI力価を評価するため、血液試料を採取した。刺激約5日前にイヌをBSL-2施設に移
して、個別ケージで飼育した。
【０２５８】
　ワクチン接種群および齢期の対応する対照群の全てのイヌを、1および4群の2回目ワク
チン接種後ならびに2群の1回目ワクチン接種後2週に病原性イヌインフルエンザウイルス
（1頭当たりA/イヌ/フロリダ/242/2003 107.7 TCID50）の口鼻腔内投与により刺激した。
刺激ウイルスは噴霧器（Nebulair（商標））を用いてミストとして1頭当たり2mlにて投与
した。刺激後17日間、インフルエンザ関連性の臨床徴候についてイヌを観察した。刺激後
－1日（即ち、刺激前日）から17日までウイルス分離のため、ウイルス輸送培地 2mlを含
む試験管に鼻腔および口咽頭スワブを採取した。病理組織学に備えて、全てのイヌを刺激
後17日に安楽死させて、肺および気管の試料を10％緩衝ホルマリンに採取した。HI力価測
定のため、刺激後7および14日に血液試料を採取した。刺激後観察において用いられた臨
床徴候スコア割付を表36に示す。
【０２５９】
結果：
　2回ワクチン接種群（1および4群）の全てのイヌがイヌインフルエンザウイルス分離物
に対してHI抗体価反応を発現した（表37）。刺激後、全ての群において刺激後14日の力価
が約4倍に増大したことは、全てのイヌが刺激ウイルスに曝露されたことを間接的に示し
た。全てのイヌがイヌインフルエンザの以下の徴候の1つまたは複数を発症した：発熱（
＞103.0○F；＞39.4℃）、咳嗽、漿液性または粘液膿性の眼分泌物、漿液性または粘液膿
性の鼻分泌物、嘔吐、下痢、抑鬱、体重低下、および呼吸困難。ワクチン接種群は、齢期
の対応する対照群に比して、程度の軽い臨床徴候を示した（表38）。8週齢（P＝0.040）
および14週齢（P＝0.003）のイヌ（それぞれ、4群および1群）の双方において、2回用量
のワクチン接種に起因して臨床徴候の有意な軽減が見られた。この実験では、1回用量の
ワクチン接種は臨床徴候の有意な軽減を示さなかった（P＝0.294）（2群）。
【０２６０】
　ウイルス分離結果を表39に示す。14週齢のイヌでは、2回用量ワクチン群（1群）の7頭
中2頭（29％）、1回用量ワクチン群（2群）の5頭中3頭（60％）、および対照群（3群）の
5頭中5頭（100％）のイヌから採取されたスワブ試料よりイヌインフルエンザウイルスが
分離された。8週齢のイヌでは、2回用量ワクチン群（4群）の5頭中1頭（20％）および対
照群（5群）の5頭中4頭（80％）のイヌからウイルスが分離された。ワクチン接種してい
ない対照群（3および5群）に比して、2回用量ワクチン接種（1および4群）に起因してス
ワブ試料中のイヌインフルエンザウイルスについて陽性のイヌの数が有意な減少（P＝0.0
03）を示した。1回用量ワクチン群（2群）および対照群（3群）においてスワブ試料中の
イヌインフルエンザウイルス陽性のイヌの数に減少が見られたが（60％対100％）、差は
統計学的に有意でなかった（P＝0.222）。
【０２６１】
　イヌインフルエンザ疾病と適合性または疾病特異的な病変を特定するため、病変に関し
て肺および気管組織試料の病理組織学的評価を行った。これには、例えば、以下の1つま
たは複数が存在するかどうかの検討が含まれる：化膿性気管支肺炎を伴う領域、単核細胞
凝集（リンパ球、形質細胞）を伴う気管支周囲炎/細気管支周囲炎；腔内における顆粒球
細胞片のプラグの存在；呼吸上皮の過形成；多量の顆粒球細胞および細胞片を伴う肺胞に
おける混合浸出物；（泡沫性）マクロファージ、形質細胞およびリンパ球の凝集；ならび



(79) JP 2009-512449 A 2009.3.26

10

20

30

40

にII型肺細胞の増殖を伴う肺胞隔壁の肥厚。
【０２６２】
　表40は、イヌにおけるこの実験での病変の程度の総括を示す。14週齢のイヌでは、2回
用量ワクチン接種群（2群）の7頭中5頭および1回用量ワクチン接種群（1群）の5頭中4頭
のイヌにおいて肺病変は規模が小さくかつ程度が軽かった。対照群の全てのイヌ（3群）
は重度かつ大規模な病変を示して、保護作用がないことが示唆された。14週齢のイヌでは
、1回または2回用量ワクチン接種に起因する気管病変の差はなかった。8週齢のイヌでは
、2回用量ワクチン接種群および対照群のイヌで肺病変に差はなかった。何らかの気管病
変を示したイヌはいなかった。
【０２６３】
結論：
　この試験の結果は以下を実証する。（1）不活化したH3N8ウマインフルエンザウイルス
はワクチン接種したイヌにおいてイヌインフルエンザウイルス交差反応性のHI抗体反応を
誘発することができる、（2）H3N8ウマインフルエンザウイルスワクチンの使用はイヌに
おいてイヌインフルエンザウイルス疾病の程度を軽減することができる、および（3）H3N
8ウマインフルエンザウイルスワクチンの使用は鼻および/または口分泌物中のウイルス排
出を抑制することができる。
【０２６４】
　（表３６）臨床徴候および評点系
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【０２６５】
　（表３７）血清学－血球凝集阻害力価
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*　1回目ワクチン接種－1群および4群
**　2回目ワクチン接種－1群および4群；1回目ワクチン接種－2群
***　刺激日
【０２６６】
　（表３８）総イヌインフルエンザウイルス疾病臨床スコアの分析
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*　SAS（登録商標）バージョン8.2のNPARIWAY法を用いて解析（ワクチン群はウィルコク
ソン順位和検定を用いて比較した）。
【０２６７】
　（表３９）ウイルス排出
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【０２６８】
　（表４０）組織試料の病理組織学的評価
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「+」　インフルエンザ感染に一致するまたは疾病特異的な重度の病変
「+/－」　軽度の病変（不明確）
「－」　正常
【０２６９】
実施例23－イヌインフルエンザワクチン有効性試験
　イヌにおけるイヌインフルエンザウイルスに対する多価H3N8ウマインフルエンザワクチ
ンの有効性を調べるために、以下の試験が実施された。
【０２７０】
手順：
　17頭の15週齢のビーグル犬を市販業者から入手した。イヌは表41に示す通り3群に無作
為に振り分けて、研究施設にて飼育した。
【０２７１】
　（表４１）実験設計
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【０２７２】
　この試験で使用したワクチンは、HAVLOGEN（登録商標）でアジュバント化した不活化ウ
マインフルエンザ（A/ウマ/KY/02、A/ウマ/KY/93およびA/ウマ/NM/2/93）ワクチンであっ
た。このワクチンを調製するため、ウイルスは標準的な方法を用いてバイナリーエチレン
イミン（BEI）により不活化した。各ワクチン用量は、HAVLOGEN（登録商標）（10％ v/v
）、各不活化ウイルス 2048 HA単位、10％チメロサール 0.1％（v/v）、フェノールレッ
ド 0.1％（v/v）、pHを6.8～7.2に調整するために十分なNaOH、および総投与液量を1mlと
するために十分なPBSを含んだ。
【０２７３】
　1群のイヌはワクチンの2回用量でワクチン接種した。2回目（即ち、ブースター）用量
は1回目用量の4週後に投与した。2群のイヌは19週齢の時点でワクチンの1回用量でワクチ
ン接種した。1回目および2回目ワクチン接種後0日（ワクチン接種前）、7および14日にH3
N8イヌインフルエンザ分離物を用いて標準的プロトコルによりHI力価を評価するため、血
液試料を採取した。刺激7日前にイヌをBSL-2施設に移して、個別ケージで飼育した。
【０２７４】
　ワクチン接種群および齢期の対応する対照群の全てのイヌを、1群の2回目ワクチン接種
後および2群の1回目ワクチン接種後2週に病原性イヌインフルエンザウイルス（1頭当たり
A/イヌ/フロリダ/242/2003 107.3 TCID50）の口鼻腔内投与により刺激した。刺激ウイル
スは噴霧器（Nebulair（商標））を用いてミストとして1頭当たり2mlにて投与した。刺激
後14日間、インフルエンザ関連性の臨床徴候についてイヌを観察した。病理組織学に備え
て、全てのイヌを刺激後14日に安楽死させて、肺および気管の試料を10％緩衝ホルマリン
に採取した。HI力価測定のため、刺激後7および14日に血液試料を採取した。刺激後観察
において用いられた臨床徴候スコア割付を表42に示す。
【０２７５】
結果：
　ワクチン接種した全てのイヌがイヌインフルエンザウイルス分離物に対してHI抗体力価
反応を発現した（表43）。刺激後に、全ての群において刺激前のHI力価に比して刺激後14
日のHI力価が約4倍に増大したことは全てのイヌが刺激ウイルスに曝露されたことを間接
的に示す。全てのイヌがイヌインフルエンザ疾病の徴候を発症して、各イヌは以下の臨床
徴候の1つまたは複数を示した：発熱（＞103.0○F；＞39.4℃）、咳嗽、漿液性または粘
液膿性の眼分泌物、漿液性または粘液膿性の鼻分泌物、嘔吐、下痢、抑鬱、体重低下およ
び呼吸困難。ワクチン接種群は、齢期の対応する対照群に比して、程度の軽い臨床徴候を
示した（表44）。イヌにおける2回用量のワクチン接種に起因して、臨床徴候の有意（P＝
0.028）な軽減が見られた（1群）。1回用量のワクチン接種は臨床徴候の有意な軽減を示
さなかった（P＝0.068）（2群）。
【０２７６】
　実施例22と同じく、イヌインフルエンザ疾病と適合性または疾病特異的な病変を特定す
るため、病変に関して肺および気管組織試料の病理組織学的評価を行った。表45は、イヌ
におけるこの実験での病変の程度の総括を示す。15週齢のイヌでは、1回用量または2回用
量のイヌのワクチン接種が全てのイヌにおいて肺の病変を予防した。対照群の5頭中4頭（
80％）のイヌが、インフルエンザ疾患に一致する重度の化膿性気管支肺炎を有した。2回
用量のワクチン群（1群）の7頭中1頭および対照群（3群）の5頭中1頭のイヌが、インフル
エンザ疾病に帰することができる気管支炎を示唆する軽度の気管支病変を有した。
【０２７７】
結論：
　この試験の結果は、1）不活化したH3N8ウマインフルエンザウイルスがワクチン接種し
たイヌにおいてイヌインフルエンザウイルス交差反応性HI抗体反応を誘発することができ
る、および2）H3N8ウマインフルエンザウイルスワクチンの使用がイヌにおいてイヌイン
フルエンザウイルス疾病の程度を軽減することができることを実証する。
【０２７８】



(86) JP 2009-512449 A 2009.3.26

10

20

30

40

50

　（表４２）臨床徴候および評点系
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【０２７９】
　（表４３）血清学－血球凝集阻害力価

*　1回目ワクチン接種－1群
**　2回目ワクチン接種－1群；1回目ワクチン接種－2群
***　刺激日
【０２８０】
　（表４４）総イヌインフルエンザ疾病臨床スコアの分析
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*　SAS（登録商標）バージョン8.2のNPARIWAY法を用いて解析（ワクチン群はウィルコク
ソン順位和検定を用いて比較した）。
【０２８１】
　（表４５）組織試料の病理組織学的評価
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「+」　インフルエンザ感染に一致するまたは疾病特異的な重度の病変
「+/－」　軽度の病変（不明確）
「－」　正常
【０２８２】
実施例24－イヌインフルエンザワクチン有効性試験
　（1）イヌにおけるイヌインフルエンザウイルスに対する一価対多価H3N8ウマインフル
エンザワクチンの有効性、および（2）ワクチン有効性に対する投与経路の影響を調べる
ために、以下の試験が実施された。
【０２８３】
手順：
　30頭の10週齢のビーグル犬を市販業者から入手した。イヌは表46に示す通り6群に無作
為に振り分けて、研究施設にて飼育した。
【０２８４】
　（表４６）実験設計

【０２８５】
　3種類のワクチン（VAX-1、VAX-2およびVAX-3）を使用した。VAX-1はHAVLOGEN（登録商
標）でアジュバント化した不活化ウマインフルエンザウイルス（A/ウマ/KY/02）の一価ワ
クチンであり、各用量はHAVLOGEN（登録商標）（10％ v/v）、不活化ウイルス 6144 HA単
位、10％チメロサール 0.1％（v/v）、フェノールレッド 0.1％（v/v）、pHを6.8～7.2に
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調整するために十分なNaOH、および総投与液量を1mlとするために十分なPBSを含んだ。VA
X-2はHAVLOGEN（登録商標）でアジュバント化した不活化ウマインフルエンザウイルス（A
/ウマ/KY/02）の一価ワクチンであり、ワクチンの各用量はHAVLOGEN（登録商標）（10％ 
v/v）、不活化ウイルス 4096 HA単位、10％チメロサール 0.1％（v/v）、フェノールレッ
ド 0.1％（v/v）、pHを6.8～7.2に調整するために十分なNaOH、および総投与液量を1mlと
するために十分なPBSを含んだ。VAX-3はHAVLOGEN（登録商標）でアジュバント化した不活
化ウマインフルエンザ（A/ウマ/KY/02、A/ウマ/KY/93およびA/ウマ/NM/2/93）の多価ワク
チンであり、HAVLOGEN（登録商標）（10％ v/v）、株当たり不活化ウイルス 2048 HA単位
、10％チメロサール 0.1％（v/v）、フェノールレッド 0.1％（v/v）、pHを6.8～7.2に調
整するために十分なNaOH、および総投与液量を1mlとするために十分なPBSを含んだ。ワク
チン製剤のために用いられた全てのインフルエンザウイルスは、標準的な方法を用いてバ
イナリーエチレンイミン（BEI）により不活化された。
【０２８６】
　各群のワクチンおよび投与経路を表46に示す。ワクチン接種群の全てのイヌが鼻腔内（
IN）または皮下（SQ）経路を介してワクチン接種されて、各イヌは2回用量の投与を受け
た。2回目（即ち、ブースター）用量は1回目用量の4週後に投与した。1回目および2回目
ワクチン接種後0日（ワクチン接種前）、7および14日にH3N8イヌインフルエンザ分離物を
用いて標準的プロトコルによりHI力価を評価するため、血液試料を採取した。刺激7日前
にイヌをBSL-2施設に移して、個別ケージで飼育した。
【０２８７】
　ワクチン接種群および齢期の対応する対照群の全てのイヌを、2回目ワクチン接種後2週
に病原性イヌインフルエンザウイルス（1頭当たりA/イヌ/フロリダ/242/2003 107.4 TCID
50）の口鼻腔内投与により刺激した。刺激ウイルスは噴霧器（Nebulair（商標））を用い
てミストとして1日当たり2mlにて投与した。刺激後14日間、インフルエンザ関連性の臨床
徴候についてイヌを観察した。HI力価測定のため、刺激後7および14日に血液試料を採取
した。病理組織学に備えて、全てのイヌを刺激後14日に安楽死させて、肺および気管の試
料を10％緩衝ホルマリンに採取した。刺激後観察において用いられた臨床徴候スコア割付
を表47に示す。
【０２８８】
結果：
　ワクチンの種類に関わらず、SQ経路を介してワクチン接種された全てのイヌがイヌイン
フルエンザウイルス分離物に対してHI抗体価反応を発現した（表48）。ワクチンの種類に
関わらず、INワクチン接種群（即ち、1、3および5群）のイヌには、ワクチン接種後期間
中、イヌインフルエンザウイルス分離物に対してHI抗体価反応を発現したイヌはいなかっ
た。しかし、全てのイヌにおいて刺激後14日までに抗体価が4倍に増加し、間接的に、全
てのイヌが刺激ウイルスに曝露されたことが示された（表47）。
【０２８９】
　全てのイヌがイヌインフルエンザの以下の臨床徴候の1つまたは複数を発症した：発熱
（＞103.0○F；＞39.4℃）、咳嗽、漿液性または粘液膿性の眼分泌物、漿液性または粘液
膿性の鼻分泌物、嘔吐、下痢、抑鬱、体重低下、および呼吸困難。ワクチン接種群は、齢
期の対応する対照群に比して、程度の軽い臨床徴候を示した（表49）。VAX-3をSQ経路に
よりワクチン接種されたイヌ（4群）では、臨床徴候の顕著な軽減が見られた。この実験
では、VAX-1、VAX-2またはVAX-3のIN投与はイヌインフルエンザウイルスの臨床徴候にお
ける顕著な軽減を示さなかった。
【０２９０】
　実施例22および23と同じく、イヌインフルエンザ疾病と適合性または疾病特異的な病変
を特定するため、病変に関して肺および気管組織試料の病理組織学的評価を行った。表50
は、イヌにおけるこの実験での病変の程度の総括を示す。対照群の5頭中5頭のイヌ（6群
）がインフルエンザ感染に一致する肺病変を示した。VAX-2をSC経路でワクチン接種され
た5頭中2頭（2群）およびVAX-3をSC経路でワクチン接種された5頭中3頭（4群）のイヌに
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はいかなるインフルエンザ関連性の肺病変もなかった。ワクチンを鼻腔内経路により投与
された全てのイヌが、ワクチンの種類に関わらず、インフルエンザ感染に一致する重度の
肺病変を示した。この試験で観察された気管の病変は極めて軽度であった。
【０２９１】
結論：
　この試験の結果は以下を実証する。（1）不活化したH3N8ウマインフルエンザウイルス
はSQ経路を介してワクチン接種したイヌにおいてイヌインフルエンザウイルス交差反応性
HI抗体反応を誘発することができる、（2）一価（VAX-1およびVAX-2）または多価ワクチ
ン（VAX-3）のいずれの鼻腔内投与もイヌでは有効でなかった、および（3）多価ワクチン
（VAX-3）の皮下投与はイヌにおいてイヌインフルエンザウイルス疾病の程度を有意（P＝
0.016）に軽減させた。
【０２９２】
　（表４７）臨床徴候および評点系
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【０２９３】
　（表４８）血清学－血球凝集阻害力価
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*　1回目ワクチン接種
**　2回目ワクチン接種
***　刺激日
【０２９４】
　（表４９）総イヌインフルエンザ疾病臨床スコアの分析
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*　SAS（登録商標）バージョン8.2のNPARIWAY法を用いて解析（ワクチン群はウィルコク
ソン順位和検定を用いて比較した）。
【０２９５】
　（表５０）組織試料の病理組織学的評価
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「+」　インフルエンザ感染に一致するまたは疾病特異的な重度の病変
「+/－」　軽度の病変（不明確）
「－」　正常
【０２９６】
実施例25－イヌインフルエンザワクチン有効性試験
　イヌインフルエンザ疾病はH3N8インフルエンザウイルス（CIV）によって引き起こされ
る。CIVはウマH3N8ウイルスに非常に密接に関連して（Crawfordら、2005年）、曝露され
た全てのイヌに感染する。曝露されたイヌの約80％が臨床徴候を発症した。以下の試験で
は、不活化したH3N8ウマインフルエンザウイルスワクチンおよびイヌインフルエンザウイ
ルスワクチンの有効性について調べた。
【０２９７】
手順：
　35頭のビーグル犬および5頭の雑種犬がこの試験で使用された。ビーグル犬は3群に無作
為に振り分けられた（表51）。雑種犬は全て、対照群（3群）に振り分けられた。全ての
イヌが標準的なグロースダイエットで飼育されて、飲水は自由に与えられた。
【０２９８】
　（表５１）実験設計
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【０２９９】
　1および2群のイヌはVAX-1またはVAX-2のいずれかをワクチン接種された（表51）。VAX-
1はHAVLOGEN（登録商標）でアジュバント化した不活化ウマインフルエンザウイルス（A/
ウマ/KY/02）ワクチンであった。ワクチンの調製のため、ワクチンウイルスは標準的な方
法を用いてバイナリーエチレンイミン（BEI）により不活化した。ワクチンの各用量は、H
AVLOGEN（登録商標）（10％ v/v）、不活化ウイルス 6144 HA単位、10％チメロサール 0.
1％（v/v）、フェノールレッド 0.1％（v/v）、総投与液量を1mlとするために十分なPBS
、およびpHを6.8～7.2に調整するために十分なNaOHを含んだ。
【０３００】
　VAX-2は不活化してCARBIGEN（商標）でアジュバント化したイヌインフルエンザ抗原ワ
クチン（A/イヌ/Fl/43/2004）であった。A/イヌ/Fl/43/2004は、標準的な方法を用いてバ
イナリーエチレンイミン（BEI）により不活化した。ワクチンの各用量には、質量に基づ
いて5％のCARBIGEN（商標）、不活化ウイルス 約1280 HA単位、投与の総液量を1mlとする
ために十分なPBS、およびpHを7.2～7.4に調整するために十分なNaOHが含まれた。H3N8ウ
マインフルエンザウイルス標準的プロトコル（SAM 124, CVB, USDA, Ames, IA）を用いて
HI力価を測定するために、全てのイヌから1回目および2回目ワクチン接種日、1回目およ
び2回目ワクチン接種後7日および14日、ならびに刺激前に血清試料を採取した。刺激7日
前にイヌをABSL-2施設に移して、個別ケージで飼育した。
【０３０１】
　ワクチン接種群および齢期の対応する対照群の全てのイヌを、2回目ワクチン接種後2週
に病原性イヌインフルエンザウイルス（1頭当たりA/イヌ/フロリダ/242/2003 107.2 TCID
50）の口鼻腔内投与により刺激した。刺激ウイルスは噴霧器（Nebulair（商標））を用い
てミスト（2ml/イヌ）として投与した。刺激後14日間、インフルエンザ関連性の臨床徴候
についてイヌを観察した。刺激後－1日（即ち、刺激前日）から14日までウイルス分離の
ために、ウイルス輸送培地 2mlを含む試験管に毎日、鼻腔および口咽頭スワブを採取した
。HI力価測定のため、刺激後7および14日に血液試料を採取した。刺激後観察において用
いられた臨床徴候スコア割付を表52に示す。
【０３０２】
結果：
　ワクチン接種した全てのイヌ（1および2群）がイヌインフルエンザウイルス分離物に対
してHI抗体価反応を発現した（表53）。全てのイヌがイヌインフルエンザの以下の徴候の
1つまたは複数を発症した：発熱（＞103.0○F；＞39.4℃）、咳嗽、漿液性または粘液膿
性の眼分泌物、漿液性または粘液膿性の鼻分泌物、嘔吐、下痢、抑鬱、および食欲不振。
ワクチン接種群は、齢期の対応する対照群に比して、程度の軽い臨床徴候を示した（表54
）。VAX-1（1群）またはVAX-2(2群）のいずれかをワクチン接種したイヌにおいて、臨床
徴候の有意（P＜0.001）な軽減が見られた。
【０３０３】
　ウイルス分離結果を表55および56に示す。病原性イヌインフルエンザウイルス刺激後、
1群（VAX-1）の15頭中5頭（33％）、2群（VAX-2）の5頭中0頭（0％）、および対照群（3
群）の20頭中17頭（85％）のイヌからイヌインフルエンザウイルスが分離された。不活化
したウマインフルエンザワクチン（VAX-1）およびイヌインフルエンザウイルス（VAX-2)
ワクチン接種群の双方が、対照群に比して、鼻もしくは口分泌物またはその双方において
ウイルス排出の有意（P＝0.004）な減少を示した（表55）。
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【０３０４】
結論：
　この試験の結果は以下を実証する。（1）不活化したH3N8ウマインフルエンザウイルス
およびイヌインフルエンザウイルスのワクチンはワクチン接種したイヌにおいてイヌイン
フルエンザウイルス反応性HI抗体反応を誘発することができる、（2）H3N8ウマインフル
エンザウイルスまたはイヌインフルエンザウイルスワクチンの使用はイヌにおいてイヌイ
ンフルエンザウイルス疾病の程度を軽減することができる、ならびに（3）H3N8ウマイン
フルエンザウイルスまたはイヌインフルエンザウイルスワクチンの使用は鼻および/また
は口分泌物中のウイルス排出を抑制することができる。
【０３０５】
　（表５２）臨床徴候および評点系
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　（表５３）血清学－血球凝集阻害力価
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**　2回目ワクチン接種
***　刺激日
【０３０７】
　（表５４）総イヌインフルエンザ疾病臨床スコアの分析
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*　SAS（登録商標）バージョン9.1のNPARIWAY法を用いて解析（ワクチン群はGLM法を用い
て比較した）。
【０３０８】
　（表５５）刺激後のウイルス排出

*　SAS（登録商標）（バージョン9.1）のFREQ法およびFisherの直接検定に関連するP値を
用いて解析した。
【０３０９】
　（表５６）血清学－血球凝集阻害力価
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N－口または鼻腔スワブからウイルスは分離されなかった。
P－鼻もしくは口または鼻腔および口腔のスワブからウイルスが分離された。
【０３１０】
　（表５７）インフルエンザウイルス間のヘマグルチニン、ノイラミニダーゼおよび核タ
ンパク質遺伝子アミノ酸配列の類似性
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【０３１１】
　本特許（特許請求の範囲を含む）における「含む（comprise）」、「含む（comprises
）」、および「含む（comprising）」の語句は、排他的ではなく包括的に解釈されるべき
である。この解釈は、これらの語句が米国特許法下で与えられる解釈と同一であることを
意図する。
【０３１２】
　好ましい態様の前記の詳細な説明は、専ら当業者に発明、その原理およびその実践応用
を知らせることを意図するものであり、従って、当業者は、それらが特定の使用の要件に
最適であり得るように、発明を多くの形式において採用および応用することが可能である
。従って、本発明は前記の態様に限定されるものではなく、様々に修正され得る。
【０３１３】
　本明細書に記載される実施例および態様は専ら例示目的であり、その観点において様々
な修正または変更が当業者に示唆されて本出願の精神および範囲内に含められるべきであ
ることが理解されなければならない。
【０３１４】
参照
米国特許第5,106,739号
米国特許第5,034,322号
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米国特許第6,455,760号
米国特許第6,696,623号
米国特許第4,683,202号
米国特許第4,683,195号
米国特許第4,800,159号
米国特許第4,965,188号
米国特許第5,994,056号
米国特許第6,814,934号
米国特許第6,436,408号
米国特許第6,398,774号
米国特許第6,177,082号
公開された米国特許出願第20040078841号
公開された米国特許出願第20040067506号
公開された米国特許出願第20040019934号
公開された米国特許出願第20030177536号
公開された米国特許出願第20030084486号
公開された米国特許出願第20040123349号
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【０３１５】
【図１】ヘマグルチニン遺伝子の系統学的関連性を示す。図1Aは、A/セキセイインコ/ホ
ッカイドウ/1/77（H4）を外群として含む、代表的なイヌ、ヒト、トリ、ブタおよびウマ
分離物から得られたHA遺伝子の系統樹を示す。図1Bは、A/アヒル/ウクライナ/63（H3）を
外群として用いた、現代および以前のウマHA遺伝子と共にイヌインフルエンザウイルスHA
遺伝子の系統樹を示す。系統樹は近隣結合法によるヌクレオチド配列から推定され、≧90
％のブーツストラップ解析値を示す。バーは、水平方向の分枝の単位長さ当たりのヌクレ
オチド変化数を示す。
【図２】肺におけるインフルエンザH3抗原の免疫組織化学的検出を示す。H3ヘマグルチニ
ンに対するマウスモノクローナル抗体を用いて肺組織切片を精査し、イムノペルオキシダ
ーゼ反応（褐色の沈殿）により結合を検出した。図2Aは、自然発生疾患を伴うグレイハウ
ンドから得られた気管支上皮を示す。ウイルスH3抗原は、気管支上皮細胞の細胞質ならび
に気道腔および肺胞腔内のマクロファージに検出された。図2Bは、A/イヌ/フロリダ/43/2
004（H3N8）の接種5日後のイヌに由来する気管支上皮を示す。ウイルスH3抗原は、気管支
上皮細胞の細胞質に検出された。メモリのバーは66μm。
【図３】インフルエンザ感染に関連する出血性肺炎のために死亡したグレイハウンドの気
管支における特徴的な組織学的変化を示す。組織はH&Eで染色されている。上段：繊毛上
皮細胞、粘液細胞および基底細胞を持つ正常な気管支。下段：自然発生性のインフルエン
ザに罹患したグレイハウンドの気管支。気管支繊毛上皮細胞に壊死およびびらんが見られ
る。メモリのバーは100μm。
【図４】H3ヘマグルチニン遺伝子の系統学的関連性を示す。図4Aは、イヌインフルエンザ
ウイルスHA遺伝子ならびに現代および以前のウマHA遺伝子の系統樹を示す。図4Bは、イヌ
インフルエンザウイルスHAタンパク質ならびに現代および以前のウマHAの系統樹を示す。
系統樹は近隣結合法による遺伝子またはアミノ酸配列から推定され、≧80％のブーツスト
ラップ解析値を示す。バーは、水平方向の分枝の単位長さ当たりのアミノ酸変化数を示す
。
【図５】インフルエンザウイルス感染に伴う肺炎で死亡したイヌの肺における気管支およ
び気管支腺の上皮細胞のインフルエンザウイルスH3タンパク質を示す。上段：気管支にお
ける気管支繊毛上皮細胞のびらん。組織はH&Eで染色された。下段：気管支（左）および
気管支腺（右）の上皮細胞の細胞質におけるインフルエンザウイルスH3タンパク質。組織
は、イムノペルオキシダーゼ反応（褐色の沈殿）により検出されるインフルエンザH3に対
するモノクローナル抗体で染色し、ヘマトキシリンで対比染色した。
【図６】10倍段階希釈したインビトロにおいて転写させたRNA標準の増幅から得られたH3
およびマトリックス遺伝子の増幅プロット（図6Aおよび6B）を示す。各希釈から得られた
閾値サイクル（Ct）に対して開始時のRNA濃度の対数をプロットして作成したH3およびマ
トリックス遺伝子の標準曲線（図6Cおよび6D）。
【図７】Directigen Flu Aの感受性がA/ワイオミング/3/2003およびA/イヌ/FL/242/2003
を含む10倍段階希釈したウイルスストックを用いて試験されたことを示す。紫色の三角は
陽性の結果を示す。
【配列表フリーテキスト】
【０３１６】
配列の簡単な説明
　配列番号：1は、本発明に従って使用することができるPB2タンパク質をコードするイヌ
インフルエンザウイルス（フロリダ/43/04）のヌクレオチド配列である。
　配列番号：2は、配列番号：1によってコードされるアミノ酸配列である。
　配列番号：3は、本発明に従って使用することができるPB1タンパク質をコードするイヌ
インフルエンザウイルス（フロリダ/43/04）のヌクレオチド配列である。
　配列番号：4は、配列番号：3によってコードされるアミノ酸配列である。
　配列番号：5は、本発明に従って使用することができるPAタンパク質をコードするイヌ
インフルエンザウイルス（フロリダ/43/04）のヌクレオチド配列である。
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　配列番号：6は、配列番号：5によってコードされるアミノ酸配列である。
　配列番号：7は、本発明に従って使用することができるNSタンパク質をコードするイヌ
インフルエンザウイルス（フロリダ/43/04）のヌクレオチド配列である。
　配列番号：8は、配列番号：7によってコードされるアミノ酸配列である。
　配列番号：9は、本発明に従って使用することができるNPタンパク質をコードするイヌ
インフルエンザウイルス（フロリダ/43/04）のヌクレオチド配列である。
　配列番号：10は、配列番号：9によってコードされるアミノ酸配列である。
　配列番号：11は、本発明に従って使用することができるNAタンパク質をコードするイヌ
インフルエンザウイルス（フロリダ/43/04）のヌクレオチド配列である。
　配列番号：12は、配列番号：11によってコードされるアミノ酸配列である。
　配列番号：13は、本発明に従って使用することができるMAタンパク質をコードするイヌ
インフルエンザウイルス（フロリダ/43/04）のヌクレオチド配列である。
　配列番号：14は、配列番号：13によってコードされるアミノ酸配列である。
　配列番号：15は、本発明に従って使用することができるHAタンパク質をコードするイヌ
インフルエンザウイルス（フロリダ/43/04）のヌクレオチド配列である。
　配列番号：16は、配列番号：15によってコードされるアミノ酸配列である。
　配列番号：17は、本発明に従って使用することができるPB2タンパク質をコードするイ
ヌインフルエンザウイルス（FL/242/03）のヌクレオチド配列である。
　配列番号：18は、配列番号：17によってコードされるアミノ酸配列である。
　配列番号：19は、本発明に従って使用することができるPB1タンパク質をコードするイ
ヌインフルエンザウイルス（FL/242/03）のヌクレオチド配列である。
　配列番号：20は、配列番号：19によってコードされるアミノ酸配列である。
　配列番号：21は、本発明に従って使用することができるPAタンパク質をコードするイヌ
インフルエンザウイルス（FL/242/03）のヌクレオチド配列である。
　配列番号：22は、配列番号：21によってコードされるアミノ酸配列である。
　配列番号：23は、本発明に従って使用することができるNSタンパク質をコードするイヌ
インフルエンザウイルス（FL/242/03）のヌクレオチド配列である。
　配列番号：24は、配列番号：23によってコードされるアミノ酸配列である。
　配列番号：25は、本発明に従って使用することができるNPタンパク質をコードするイヌ
インフルエンザウイルス（FL/242/03）のヌクレオチド配列である。
　配列番号：26は、配列番号：25によってコードされるアミノ酸配列である。
　配列番号：27は、本発明に従って使用することができるNAタンパク質をコードするイヌ
インフルエンザウイルス（FL/242/03）のヌクレオチド配列である。
　配列番号：28は、配列番号：27によってコードされるアミノ酸配列である。
　配列番号：29は、本発明に従って使用することができるMAタンパク質をコードするイヌ
インフルエンザウイルス（FL/242/03）のヌクレオチド配列である。
　配列番号：30は、配列番号：29によってコードされるアミノ酸配列である。
　配列番号：31は、本発明に従って使用することができるHAタンパク質をコードするイヌ
インフルエンザウイルス（FL/242/03）のヌクレオチド配列である。
　配列番号：32は、配列番号：31によってコードされるアミノ酸配列である。
　配列番号：33は、N末端の16のアミノ酸シグナル配列が除去されている配列番号：16に
示すHAタンパク質の成熟型である。
　配列番号：34は、N末端の16のアミノ酸シグナル配列が除去されている配列番号：32に
示すHAタンパク質の成熟型である。
　配列番号：35は、本発明に従って用いることができるオリゴヌクレオチドである。
　配列番号：36は、本発明に従って用いることができるオリゴヌクレオチドである。
　配列番号：37は、本発明に従って用いることができるオリゴヌクレオチドである。
　配列番号：38は、本発明に従って用いることができるオリゴヌクレオチドである。
　配列番号：39は、本発明に従って用いることができるオリゴヌクレオチドである。
　配列番号：41は、本発明に従って用いることができるオリゴヌクレオチドである。
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　配列番号：42は、本発明に従って用いることができるオリゴヌクレオチドである。
　配列番号：43は、本発明に従って用いることができるオリゴヌクレオチドである。
　配列番号：44は、本発明に従って用いることができるオリゴヌクレオチドである。
　配列番号：45は、本発明に従って用いることができるオリゴヌクレオチドである。
　配列番号：46は、本発明に従って用いることができるオリゴヌクレオチドである。
　配列番号：47は、本発明に従って使用することができるPB2タンパク質をコードするイ
ヌインフルエンザウイルス（マイアミ/2005）のヌクレオチド配列である。
　配列番号：48は、配列番号：47によってコードされるアミノ酸配列である。
　配列番号：49は、本発明に従って使用することができるPB1タンパク質をコードするイ
ヌインフルエンザウイルス（マイアミ/2005）のヌクレオチド配列である。
　配列番号：50は、配列番号：49によってコードされるアミノ酸配列である。
　配列番号：51は、本発明に従って使用することができるPAタンパク質をコードするイヌ
インフルエンザウイルス（マイアミ/2005）のヌクレオチド配列である。
　配列番号：52は、配列番号：51によってコードされるアミノ酸配列である。
　配列番号：53は、本発明に従って使用することができるNSタンパク質をコードするイヌ
インフルエンザウイルス（マイアミ/2005）のヌクレオチド配列である。
　配列番号：54は、配列番号：53によってコードされるアミノ酸配列である。
　配列番号：55は、本発明に従って使用することができるNPタンパク質をコードするイヌ
インフルエンザウイルス（マイアミ/2005）のヌクレオチド配列である。
　配列番号：56は、配列番号：55によってコードされるアミノ酸配列である。
　配列番号：57は、本発明に従って使用することができるNAタンパク質をコードするイヌ
インフルエンザウイルス（マイアミ/2005）のヌクレオチド配列である。
　配列番号：58は、配列番号：57によってコードされるアミノ酸配列である。
　配列番号：59は、本発明に従って使用することができるMAタンパク質をコードするイヌ
インフルエンザウイルス（マイアミ/2005）のヌクレオチド配列である。
　配列番号：60は、配列番号：59によってコードされるアミノ酸配列である。
　配列番号：61は、本発明に従って使用することができるHAタンパク質をコードするイヌ
インフルエンザウイルス（マイアミ/2005）のヌクレオチド配列である。
　配列番号：62は、配列番号：61によってコードされるアミノ酸配列である。
　配列番号：63は、本発明に従って使用することができるPB2タンパク質をコードするイ
ヌインフルエンザウイルス（ジャクソンビル/2005）のヌクレオチド配列である。
　配列番号：64は、配列番号：63によってコードされるアミノ酸配列である。
　配列番号：65は、本発明に従って使用することができるPB1タンパク質をコードするイ
ヌインフルエンザウイルス（ジャクソンビル/2005）のヌクレオチド配列である。
　配列番号：66は、配列番号：65によってコードされるアミノ酸配列である。
　配列番号：67は、本発明に従って使用することができるPAタンパク質をコードするイヌ
インフルエンザウイルス（ジャクソンビル/2005）のヌクレオチド配列である。
　配列番号：68は、配列番号：67によってコードされるアミノ酸配列である。
　配列番号：69は、本発明に従って使用することができるNSタンパク質をコードするイヌ
インフルエンザウイルス（ジャクソンビル/2005）のヌクレオチド配列である。
　配列番号：70は、配列番号：69によってコードされるアミノ酸配列である。
　配列番号：71は、本発明に従って使用することができるNPタンパク質をコードするイヌ
インフルエンザウイルス（ジャクソンビル/2005）のヌクレオチド配列である。
　配列番号：72は、配列番号：71によってコードされるアミノ酸配列である。
　配列番号：73は、本発明に従って使用することができるNAタンパク質をコードするイヌ
インフルエンザウイルス（ジャクソンビル/2005）のヌクレオチド配列である。
　配列番号：74は、配列番号：73によってコードされるアミノ酸配列である。
　配列番号：75は、本発明に従って使用することができるMAタンパク質をコードするイヌ
インフルエンザウイルス（ジャクソンビル/2005）のヌクレオチド配列である。
　配列番号：76は、配列番号：75によってコードされるアミノ酸配列である。
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　配列番号：77は、本発明に従って使用することができるHAタンパク質をコードするイヌ
インフルエンザウイルス（ジャクソンビル/2005）のヌクレオチド配列である。
　配列番号：78は、配列番号：77によってコードされるアミノ酸配列である。
　配列番号：79は、本発明に従って用いることができるオリゴヌクレオチドである。
　配列番号：80は、本発明に従って用いることができるオリゴヌクレオチドである。
　配列番号：81は、本発明に従って用いることができるオリゴヌクレオチドである。
　配列番号：82は、本発明に従って用いることができるオリゴヌクレオチドである。
　配列番号：83は、本発明に従って用いることができるオリゴヌクレオチドである。
　配列番号：84は、本発明に従って用いることができるオリゴヌクレオチドである。
　配列番号：85は、本発明に従って用いることができるオリゴヌクレオチドである。
　配列番号：86は、本発明に従って用いることができるオリゴヌクレオチドである。
　配列番号：87は、本発明に従って用いることができるオリゴヌクレオチドである。
　配列番号：88は、本発明に従って用いることができるオリゴヌクレオチドである。
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【図１Ｂ】

【図２】
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摘要(译)

本发明涉及分离的流感病毒，特别是命名为犬/迈阿密/ 05的病毒分离
株，其能够感染犬科动物并在犬科动物中引起呼吸道疾病。本发明还涉
及用于诱导针对本发明的流感病毒的免疫应答的组合物和方法。本发明
还涉及用于鉴定本发明的病毒和用本发明的病毒诊断动物感染的组合物
和方法。

https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/037885846/publication/JP2009512449A?q=JP2009512449A

