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(57)【要約】
　本発明は、H.ソムニの外膜タンパク質（OMP）の免疫
学的組成物の他に、抽出方法、呼吸器チャレンジモデル
、投与方法並びに診断アッセイ及びキットに関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも1つの外膜タンパク質（OMP）ヒストフィルス・ソムニペプチド及び生理学的
に許容できるベヒクルを含む免疫原性組成物であって、該OMPヒストフィルス・ソムニペ
プチドがヒストフィルス・ソムニに対して免疫反応性である、前記免疫原性組成物。
【請求項２】
　生理学的に許容できるベヒクルが、医薬的若しくは獣医的に許容できる担体、アジュバ
ント又は前記の組合せから成る群から選択される、請求項１に記載の免疫原性組成物。
【請求項３】
　PTA-12755、PTA-12756及びそれらの組合せを含む、請求項１に記載の免疫原性組成物。
【請求項４】
　請求項１に記載の免疫原性組成物の対象動物への投与を含む、ヒストフィルス・ソムニ
感染に対して免疫応答を惹起する方法。
【請求項５】
　請求項１に記載の免疫原性組成物のその必要がある対象動物への投与を含む、ヒストフ
ィルス・ソムニ感染に付随する臨床徴候の発生及び重篤度を軽減する方法であって、該臨
床徴候の発生又は重篤度の軽減が、該免疫原性組成物を投与されなかった対象動物と比較
して少なくとも10％である、前記方法。
【請求項６】
　臨床徴候が、喘ぎ呼吸又は急迫呼吸、咳、食欲不振、抑うつ又は無気力、鼻及び眼の分
泌物放出、並びに死亡率から成る群から選択される、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　対象動物が、ウシ又はヒツジから成る群から選択される動物である、請求項５に記載の
方法。
【請求項８】
　少なくとも1つのOMPヒストフィルス・ソムニペプチドを生理学的に許容できるベヒクル
と混合することを含む、請求項１に記載の免疫原性組成物を調製する方法。
【請求項９】
　対象動物でヒストフィルス・ソムニ感染症を診断する方法であって、前記方法が、少な
くとも1つのOMPヒストフィルス・ソムニペプチドを提供する工程、該ヒストフィルス・ソ
ムニペプチドを該対象動物から得られたサンプルと接触させる工程、及び、該ヒストフィ
ルス・ソムニペプチドと結合できる抗体が該サンプルで検出される場合に、該対象動物が
ヒストフィルス・ソムニ感染症を有すると認定する工程を含む、前記方法。
【請求項１０】
　少なくとも1つのOMPヒストフィルス・ソムニペプチド、免疫原性担体、該OMPヒストフ
ィルス・ソムニペプチド及び免疫原性担体を包む容器、印刷された指示一式、並びにワク
チンを動物に投与することができるディスペンサーを含むキット。
【請求項１１】
　（i）OMPヒストフィルス・ソムニペプチド及び（ii）生理学的に許容できるベヒクルを
含む、請求項１に記載の免疫原性組成物を調製するためのキットであって、（i）及び（i
i）が別々に包装される、前記キット。
【請求項１２】
　さらにキットの使用についての指示を含む、請求項１１に記載のキット。
【請求項１３】
　さらにディスペンサーを含む、請求項１１に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ヒストフィルス・ソムニ（Histophilus somni）が関与するウシの呼吸器感
染症に対して使用されるヒストフィルス・ソムニの外膜タンパク質（OMP）の免疫学的組
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成物に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ウシ呼吸器複合症（Bovine Respiratory Disease Coplex；BRDC）は多数の微生物病原
体から成り、畜産業に大きな経済的損失をもたらす。予防ワクチン接種及び大流行後の投
薬の両方を含む治療コストは年間ほぼ10億ドルと概算される（Griffin, D. 1997. Econom
ic Impact Associated with Respiratory Disease in Beef Cattle. Vet. Clin. North A
m. Anim. Pract. 13;p367-377）。この経済的影響に付加されるものは、BRDCと診断され
た動物で認められる出来具合に関係する損失で、それらは一日の平均体重増加、採集時の
体重及び肉質等級の相当な低下に関連する（Babcock, A.H. 2010. Epidemiology of Bovi
ne Respiratory Disease and Mortality in Commercial Feedlots. Kansas State Univer
sity（博士論文））。出来具合の低下に付随する具体的な金銭的損失に関する報告は変動
するが（おそらくBRDCの症例の定義が変動することによる）、動物1頭につき40ドル（Ful
ton, R.W. et al. 2002. Evaluation of Health Status of Calves and the Impact on F
eedlot Performances: Assessment of a Retained Ownership Program for Postweaning 
Calves. Can. J. Vet. Res. 66, 173-180）からほぼ300ドル（Duff and Gaylean 2011. R
ecent Advances in Management of Highly Stressed, Newly Received Feedlot Cattle. 
Journal of Animal Science. 85; p 823-840）と概算される。前記出来具合の低下はまた
、動物がBRDCの治療を必要とする回数とともに顕著に増加することが示された（Fulton e
t al. 2002）。
【０００３】
　ヒストフィルス・ソムニ（以前にはヘモフィルス・ソムス（Haemophilus somnus））は
、BRDCの主要な寄与因子と同定された（Duff and Gaylean 2011）。パスツレラ科（Paste
urellaceae）ファミリー（Korczak et al. 2004. Phylogeny of the Family Pasteurella
ceae based on rpoB sequences. International Journal of Systemic and Evolutionary
 Microbiology. 54; p 1393-1399）に属するこのグラム陰性多形性球杆菌は、ウシ、ヒツ
ジ及び他の反芻動物の上気道及び尿生殖器道の正常な微生物相の部分を形成する（Ward e
t al. 2006. Haemophilus somnus (Histophilus somni) in Bighorn Sheep. Canadian Jo
urnal of Veterinary Research. 70; p. 34-42）。ヒストフィルス・ソムニは、他のウシ
病源体（パスツレラ・ムルトシダ（P. multocida）及びマンヘイミア・ヘモリチカ（Mann
heimia haemolytica）（前記はまたともにBRDCに関与する）を含む）の他にヒトの病源体
（ヘモフィルス・デュクレイイ（Haemophilus ducreyi）及びヘモフィルス・インフルエ
ンザエ（Haemophilus influenazae））と近縁である（Challacombe et al. 2007. Comple
te Genome Sequence of Haemophilus somnus (Histophilus somni) strain 129Pt and Co
mparison to Haemophilus durcreyi 35000HP and Haemophilus influenzae Rd. Journal 
of Bacteriology 189(5); p 1890-1898）。
　臨床症状が出現していない健康なウシの上気道からのH.ソムニの単離率の概算は50％で
あるが、BRDCと診断された動物はこの細菌のさらに高い単離率を示す（Griffin, D. 2010
. Bovine Pasteurellosis and Other Bacterial Infections of the Respiratory Tract.
 Veterinary Clinics of North American Food Animal Practice. 26(1); p57-71）。ス
トレス条件下又は免疫抑制状態下では、H.ソムニは下気道、心内膜又は中枢神経系でコロ
ニーを形成することがあり、多様な疾患（例えば肺炎、心内膜炎、関節炎、流産、敗血症
及び血栓塞栓性髄膜脳炎（TEME））の病因因子と同定された（Ward et al. 2006）。
【０００４】
　屠殺時には、適切な処置（予防ワクチン接種及び流行時の適切な抗生物質）を受けた動
物の15％未満が肺病巣の徴候を示し、さらにこれらの病巣は全肺臓の5％未満を含む（Gri
ffin, D. 2010）。逆に、適切な手当てを受けなかった動物の50％が屠殺時に肺病巣を示
し、これらの病巣は全肺臓の15％を含み得る（Griffin, D. 2010）。10,000頭を超える動
物のある野外試験では、459頭のウシ（4.6％）が1つの型又は別の型の疾患で死亡した。
この実験の死亡数に関して、279頭（60.8％）が軽度の呼吸器疾患と関係があることが示
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され、呼吸器感染を示すウシで、226頭（81.0％）がH.ソムニ関連肺炎、胸膜炎又は膿瘍
を伴った（Ribble et al. 1988. Efficacy of Immunization of Feedlot Cattle with a 
Commercial Haemophilus somnus bacterin. Canadian Journal of Veterinary Research.
 52; p191-198）。抗生物質処置はH.ソムニ感染に良好に応答できるが、抗生物質耐性野
外単離株蔓延の高まりが懸念される（Duff and Gaylean 2011）。ワクチン接種による予
防的手当てが望ましいであろう。なぜならば、ワクチン接種は後手活動ではなく先手活動
であり、はるかに費用効率が高いからである。
【０００５】
　これまでのところ、多くのH.ソムニワクチンが多様な動物健康管理会社から入手できる
が、これらのワクチンはもっぱら殺滅バクテリンで構成され、TEMEを予防する目的で30年
前に認可された。これらのバクテリンワクチンの使用はTEMEに対しては有効であったが、
フィードロットのウシの呼吸器疾患には効果が不明確であるか負の作用すら示すことが判
明した。負の副作用には、IgE誘発アナフィラキシーショック及びウシ呼吸器合胞体ウイ
ルス（BRSV）感染牛のワクチン接種時の相互作用が含まれる（Griffin, D. 2010）。TEME
流行の減少並びに1980年代後期に始まった米国でのH.ソムニ関連肺炎の出現及びカナダで
の心筋炎の出現は、ワクチン製造のために有効な抗原の更なる究明の要請につながった（
O’Toole  et al. 2009. Diagnostic Exercise: Myocarditis due to Histophilus somni
 in Feedlot and Backgrounded Cattle. Veterinary Pathology. 46; p1015-1017）。
　H.ソムニ関連肺炎は牛肉産業及び酪農産業にとって経済的に重要な症状である。これま
で入手可能であったワクチンの野外における有効性の証拠はほとんどなく、したがって次
世代ワクチンの研究の必要性は明らかである。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明は、当業界の欠陥を克服する免疫原性組成物、ワクチン及び関連方法を提供する
。該組成物及び方法は、反芻動物（ウシ、ヒツジ及びバイソンを含むが、ただしこれらに
限定されない）の呼吸器症状を治療する、ヒストフィルス・ソムニの外膜タンパク質（OM
P）を提供する。
　本発明はさらに、ヒストフィルス・ソムニを含む、本発明の免疫原性組成物及びワクチ
ンを含む。本明細書に規定する少なくとも1つ以上のOMPヒストフィルス・ソムニポリペプ
チドを含む本発明の免疫原性組成物は、さらに生理学的に許容できるベヒクル、例えば医
薬的若しくは獣医的に許容できる担体、アジュバント又は前記の組合せを含む。
　本明細書で提供するOMPヒストフィルス・ソムニポリペプチドのいずれも、又は本明細
書で提供するこれらのOMPヒストフィルス・ソムニポリペプチドの1つ以上を含む任意の免
疫原性組成物は、医薬として、好ましくはワクチン又は免疫原性組成物として、もっとも
好ましくはヒストフィルス・ソムニ感染に対する対象動物の予防又は治療のために用いる
ことができる。
　OMPヒストフィルス・ソムニポリペプチドの2つの代表的単離株はLg2-OK08及びLgD1-TN0
8を含み、前記は米国菌培養収集所（ATCC；10801 University Boulevard, Manassas, VA2
0110-2209）にブダペスト条約の条項に基づき2012年3月29日に寄託され、それぞれPTA-12
755及びPTA-12756と称される。
【０００７】
　本明細書で用いられる組成物は公知の注射可能な生理学的に許容できる無菌的溶液を取
り込むことができることは、当業者には理解されよう。非経口注射又は輸液用の即席溶液
を調製するために、等張な水溶液（例えば食塩水又は血漿タンパク質溶液）を容易に利用
できる。さらにまた、本発明の免疫原性及びワクチン組成物は獣医的に許容できる担体、
希釈剤、等張剤、安定化剤又はアジュバントを含むことができる。
　本発明の方法には、対象動物でヒストフィルス・ソムニ感染に対する免疫応答を惹起す
る方法が含まれ（ただし前記に限定されない）、前記方法は、本明細書に規定する1つ以
上のOMPヒストフィルス・ソムニポリペプチドを含む免疫原性組成物を対象動物に投与す
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る工程を含む。好ましくは、該免疫応答はヒストフィルス・ソムニの2つ以上の血清型又
は単離株に対して惹起される。本発明の組成物は、ヒストフィルス・ソムニ感染の治療或
いはまた予防に用いることができる。好ましくは、そのような免疫応答は、1つ以上のヒ
ストフィルス・ソムニ血清型の感染に付随する1つ以上の臨床徴候の発生又はその重篤度
を軽減する。
【０００８】
　本明細書では、本発明の組成物を投与し得る適切な及び必要がある対象動物(subject)
には、ウイルス、微生物、寄生動物、原生動物、細菌又は真菌が関与する感染症、疾患若
しくは症状の予防又は治療の必要がある動物及び人間が含まれる。好ましい動物にはウシ
及びヒツジが含まれる。もっとも好ましくは、免疫応答はウシで刺激される。
　本発明はまた、ヒストフィルス・ソムニ感染に付随する1つ以上の臨床徴候の発生又は
重篤度を軽減する方法を提供し、前記方法は、本明細書で提供する1つ以上のOMPヒストフ
ィルス・ソムニペプチド及び好ましくは担体分子を含む、本発明の免疫原性組成物を投与
し、それによって本明細書で提供する免疫原性組成物を投与されなかった対象動物と比較
して、ヒストフィルス・ソムニ感染症の臨床徴候の発生又は重篤度が、少なくとも10％、
好ましくは少なくとも20％、さらに好ましくは少なくとも30％、さらに好ましくは少なく
とも50％、さらに好ましくは少なくとも70％、もっとも好ましくは少なくとも100％軽減
される工程を含む。そのような臨床徴候には、喘ぎ（labored）呼吸若しくは急迫呼吸、
咳、食欲不振、抑うつ若しくは無気力、鼻若しくは眼の分泌物放出、及び死亡率が含まれ
る。さらに別の特徴にしたがえば、本発明はヒストフィルス・ソムニ感染症の予防方法に
関し、前記方法は、本明細書で提供する1つ以上のOMPヒストフィルス・ソムニペプチドを
含む本発明の免疫原性組成物を投与する工程を含む。
【０００９】
　本発明はまた、本明細書で提供する免疫原性組成物のいずれかを調製する方法を提供し
、前記方法は、本明細書で提供する1つ以上のOMPヒストフィルス・ソムニペプチドと担体
分子を、好ましくは該1つ以上のOMPヒストフィルス・ソムニペプチド及び担体分子が互い
に共有結合的に結びつくか（covalently coupled）又は複合物を形成する（conjugated）
ように混合する工程を含む。そのような複合物は多価でも一価でもよい。多価組成物又は
ワクチンは、複数のOMPヒストフィルス・ソムニペプチドと1つの担体分子の免疫性複合物
（immuno-conjugation）を含む。さらに別の特徴では、本発明は、1つ以上のOMPヒストフ
ィルス・ソムニペプチドを製造する方法を提供し、前記方法は、宿主細胞（好ましくは原
核細胞、例えば大腸菌（E. coli））を本明細書で提供するヒストフィルス・ソムニペプ
チドのいずれかをコードする核酸分子で形質転換する工程を含む。また別には、該宿主細
胞は、真核細胞（例えば動物細胞、原生生物細胞、植物細胞又は真菌細胞）であってもよ
い。好ましくは、該真核細胞は、哺乳動物細胞（例えばCHO、BHK又はCOS）又は真菌細胞
（例えばサッカロミセス・セレビシアエ（Saccharomyces cerevisiae））又は昆虫細胞（
例えばSf9）である。
【００１０】
　本発明の別の特徴は、ヒストフィルス・ソムニに対する免疫応答を誘発する1つ以上のO
MPヒストフィルス・ソムニペプチドを製造する方法を提供する。前記方法は、本明細書で
開示する1つ以上のヒストフィルス・ソムニペプチドをコードし前記を発現する形質転換
された発現ベクターを培養する工程を含む。発現されたタンパク質は当該発現生物によっ
て保持されるか、又は培養媒体中に分泌される。発現は、ヒストフィルス・ソムニに対す
る免疫応答を誘発することができるOMPヒストフィルス・ソムニペプチドを製造するため
に十分な条件下で実施される。
　本発明の組成物を生成する方法はさらに、1つ以上のOMPヒストフィルス・ソムニペプチ
ド及び担体分子の複合物を生理学的に許容できるベヒクル（例えば医薬的若しくは獣医的
に許容できる担体、アジュバント又はその組合せ）とともに混合する工程を含むことがで
きる。ベヒクル、アジュバント又は組合せの選択は、とりわけデリバリールート、個人的
な好み及び動物種によって決定されることは当業者には理解されよう。
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【００１１】
　別の特徴では、本発明は、対象動物でヒストフィルス・ソムニ感染症を診断する方法を
提供する。当該方法は、1つ以上のOMPヒストフィルス・ソムニペプチドを提供する工程、
該1つ以上のOMPヒストフィルス・ソムニペプチドを該対象動物から得られたサンプルと接
触させる工程、及び該1つ以上のOMPヒストフィルス・ソムニペプチドと結合できる抗体が
該サンプルで検出される場合に、該対象動物がヒストフィルス・ソムニ感染症を有すると
認定する工程を含む。
　別の観点では、本発明は、対象動物が以前にヒストフィルス・ソムニ感染に曝露された
こと及びヒストフィルス・ソムニに対し免疫応答を発現できることを確認する方法を提供
する。当該方法は、1つ以上のOMPヒストフィルス・ソムニペプチドを提供する工程、該1
つ以上のOMPヒストフィルス・ソムニペプチドを該対象動物から得られたサンプルと接触
させる工程、及び該1つ以上のOMPヒストフィルス・ソムニペプチドと結合できる抗体が該
サンプルで検出される場合に、該対象動物がヒストフィルス・ソムニ感染症を有すると認
定する工程を含む。
【００１２】
　本発明はまた、1つ以上のOMPヒストフィルス・ソムニペプチドを（好ましくは担体分子
と一緒に）含む免疫原性組成物、該免疫原性組成物を包む容器、印刷された指示一式、及
び該免疫原性組成物を動物に投与することができるディスペンサーを含むキットを提供す
る。場合によって、該1つ以上のOMPヒストフィルス・ソムニペプチド及び担体分子は複合
物として又は別個の化合物として包装され得る。別個に供給されるときは、該1つ以上のO
MPヒストフィルス・ソムニペプチド及び担体分子の複合物を形成する手段がまた、印刷さ
れた適切な指示と同様に提供される。
　本発明はまた動物にワクチン接種するキットを提供し、前記キットは、印刷された指示
一式、1つ以上のOMPヒストフィルス・ソムニペプチドを含む本明細書で提供する免疫原性
組成物を動物に投与することができるディスペンサーを含み、ここで、OMPヒストフィル
ス・ソムニペプチドの少なくとも1つが、ヒストフィルス・ソムニ感染が関与する少なく
とも1つの疾患に対して動物を効果的に免疫する。好ましくは、該1つ以上のOMPヒストフ
ィルス・ソムニペプチドは本明細書で提供するものから選択される。本発明のキットはさ
らに、獣医的に許容できる担体、アジュバント又はその組合せを含むことができる。
　本発明のキットのディスペンサーは、その内容物を小滴として分配することができ、さ
らにキットに含まれる該免疫組成物は本明細書で提供するOMPヒストフィルス・ソムニペ
プチドを含み、動物の鼻内に、経口的に、皮内に又は筋肉内に投与されたとき、ヒストフ
ィルス・ソムニ感染症の少なくとも1つの臨床徴候の重篤度を軽減することができる。好
ましくは、臨床徴候の重篤度は、未処置の感染動物と比較して少なくとも10％、好ましく
は少なくとも20％、さらに好ましくは少なくとも30％、さらに好ましくは少なくとも50％
、さらに好ましくは少なくとも70％、もっとも好ましくは少なくとも100％軽減される。
【００１３】
　ヒストフィルス・ソムニ関連感染症の治療又は予防方法もまた開示される。前記方法は
、有効な量の本発明の免疫原性組成物を対象動物に投与する工程を含み、前記治療又は予
防は以下から成る群から選択される：ヒストフィルス・ソムニ感染症の徴候を軽減するこ
と、ヒストフィルス・ソムニ感染症の臨床徴候の重篤度又は発生を軽減すること、対象動
物のヒストフィルス・ソムニ感染症による死亡率を低下させること、及び前記の組合せ。
　本発明の組成物はさらに、獣医的に許容できる担体、アジュバント又は前記の組合せを
含む。そのような組成物はワクチンとして用いることができ、弱毒ワクチン、不活化ワク
チン又は前記の組合せを含む。
　本明細書で用いられる組成物が公知の注射可能な生理学的に許容できる無菌溶液を含む
ことは当業者には理解されよう。非経口的な注射又は輸液の即席溶液を調製するために、
等張な水溶液、例えば食塩水又は血漿タンパク質溶液を容易に利用できる。さらにまた、
本発明の免疫原性及びワクチン組成物は、医薬的若しくは獣医的に許容できる担体、希釈
剤、等張剤、安定化剤又はアジュバントを含むことができる。



(7) JP 2015-519305 A 2015.7.9

10

20

30

40

50

　本発明の方法はまた、本発明の組成物を獣医的に許容できる担体、アジュバント又は前
記の組合せと混合する工程を含むことができる。担体、アジュバント又は組合せの選択は
、とりわけデリバリールート、個人的な好み及び動物種によって決定されることは当業者
には理解されよう。
【００１４】
　本発明はまた、動物のヒストフィルス・ソムニ感染症の重篤度を軽減する方法を提供し
、前記方法はヒストフィルス・ソムニのOMPを含む組成物を動物に投与する工程を含む。
　ヒストフィルス・ソムニが関与する感染症の治療又は予防の方法もまた開示される。前
記方法は、有効な量の本発明の免疫原性組成物を対象動物に投与する工程を含み、前記治
療又は予防は以下から成る群から選択される：ヒストフィルス・ソムニ感染症の徴候を軽
減すること、ヒストフィルス・ソムニ感染症の臨床徴候の重篤度又は発生を軽減すること
、対象動物のヒストフィルス・ソムニ感染症による死亡率を低下させること、及び前記の
組合せ。
　好ましい投与ルートには、鼻内、経口、皮内及び筋肉内が含まれる。飲料水による投与
、好ましくは一回投与が好ましい。本発明の組成物はまた2回以上投与し得るとともに他
の投与ルートにより投与できることは当業者には理解されよう。例えば、そのような他の
ルートには皮下、皮内、静脈内、血管内、動脈内、腹腔内、包膜内、気管内、心臓内、肺
葉内、脊髄内、肺臓内又は膣内である。所望される治療の持続時間及び有効性に応じて、
本発明の組成物は、1回又は数回、さらに間歇的に、例えば日を基準として数日間、数週
間又は数カ月間にわたって種々の投薬量で投与され得る。
【００１５】
　本発明はまた動物にワクチン接種するキットを提供し、前記キットは、印刷された指示
一式、動物にワクチンを投与できるディスペンサー、及びヒストフィルス・ソムニが関与
する少なくとも1つの疾患に対して動物を効果的に免疫するヒストフィルス・ソムニのOMP
の少なくとも1つの単離株を含む。本発明のキットはさらに、獣医的に許容できる担体、
アジュバント又はその組合せを含むことができる。
　本発明のキットのディスペンサーは、その内容物を小滴として分配することができ、さ
らにキットに含まれる単離株は、動物の鼻内に、経口的に、皮内に又は筋肉内に投与され
たとき、ヒストフィルス・ソムニ感染症の少なくとも1つの臨床徴候の重篤度を軽減する
ことができる。いくつかのキットでは、該単離株はまた、ヒストフィルス・ソムニ感染症
の少なくとも1つの臨床徴候の重篤度を軽減することができる。好ましくは、臨床徴候の
重篤度は、未処置の感染動物と比較して少なくとも10％軽減される。
　本発明の他の目的、特色及び利点は以下の詳細な説明から明白となろう。しかしながら
、該詳細な説明及び具体的な実施例は本発明の好ましい実施態様を提示するが、前記は単
に例示として提供されることは理解されよう。なぜならば、本発明の趣旨及び範囲内で多
様な変更及び改変が本詳細な説明から当業者には明らかになるからである。
　以下の図は本明細書の部分を構成し、本発明のある種の特徴をさらに提示するために包
含される。本発明は、本明細書に提示する具体的な実施態様の詳細な説明と併せてこれら
の図面の1つ以上を参照することによってより深く理解し得よう。本出願はカラーで示す
少なくとも1枚の図面を含む。カラー図面を含む本特許出願公開公報のコピーは、申請及
び必要な料金の支払いにしたがって当局によって提供されるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
【図１】処置グループの平均直腸温度を示すグラフである。基準直腸温度は、チャレンジ
1日前、続いてチャレンジ直前（-1日目及び0日目）の両方の観察によって入手した。直腸
温度はチャレンジに続いて毎日記録し、最終剖検を7日目に実施するまで継続した。誤差
バーは、α＝0.1による信頼を示す。
【図２】総肺病変パーセントを示すグラフである。肺関与のパーセンテージは、担当の現
場獣医師の各肺葉の観察及び触診によって決定された。合計パーセンテージは、文献記載
の方法（Jericho and Langford, 1982）を用いて計算された。誤差バーはα＝0.1による
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信頼を示す。非チャレンジコントロール動物は病変を示さなかった。全てのチャレンジグ
ループが、チャレンジが成功であると考えるために十分な病変を生じたが、単離株Lg2-OK
08が、もっとも強くもっとも一定した病毒性（ビルレンス）を示し、さらに単離株5166よ
りも有意に強い病変を提示した（p＝0.08）。
【図３】処置グループの平均直腸温度を示すグラフである。基準直腸温度は、チャレンジ
1日前、続いてチャレンジ直前（41日目及び42日目）の両方の観察によって入手した。直
腸温度はチャレンジに続いて毎日記録し、最終剖検を49日目に実施するまで継続した。誤
差バーは、α＝0.1による信頼を示す。
【図４】総肺病変パーセントを示すグラフである。肺関与のパーセンテージは、担当の現
場獣医師の各肺葉の観察及び触診によって決定された。合計パーセンテージは、文献記載
の方法（Jericho and Langford, 1982）を用いて計算された。誤差バーはα＝0.1による
信頼を示す。OMPワクチンは、非ワクチン接種コントロールと比較したとき肺病変を有意
に軽減させた（p＝0.001）。
【図５】処置グループの平均直腸温度を示すグラフである。基準直腸温度は、チャレンジ
1日前、続いてチャレンジ直前（41日目及び42日目）の両方の観察によって入手した。直
腸温度はチャレンジに続いて毎日記録し、最終剖検を49日目に実施するまで継続した。誤
差バーは、α＝0.1による信頼を示す。
【図６】総肺病変を示すグラフである。肺関与のパーセンテージは、担当の現場獣医師の
各肺葉の観察及び触診によって決定された。合計パーセンテージは、文献記載の方法（Je
richo and Langford, 1982）を用いて計算された。誤差バーはα＝0.1による信頼を示す
。単離株Lg2-OK08（p＝0.03）及びLgD1-TN08（p＝0.05）から調製したとき、サルコシル
抽出ワクチンは、非ワクチン接種コントロールと比較したとき病変の有意な軽減を生じた
。単離株LgD1-TN08のSDS抽出は肺病変の軽減を生じたが、統計的に有意ではなかった（p
＝0.01）。156A2のトリトンX抽出は、コントロールグループと比較したとき病変に相違は
なかった。
【図７】処置グループの平均直腸温度を示すグラフである。基準直腸温度は、チャレンジ
1日前、続いてチャレンジ直前（41日目及び42日目）の両方の観察によって入手した。直
腸温度はチャレンジに続いて毎日記録し、最終剖検を49日目に実施するまで継続した。誤
差バーは、α＝0.1による信頼区間を示し、44日目から開始しこのチャレンジ期間の最後
まで継続してチャレンジコントロールグループと比較したとき、SDS抽出ワクチンの平均
直腸温度の有意な低下を表している。
【図８】総肺病変パーセントを示すグラフである。肺関与のパーセンテージは、担当の現
場獣医師の各肺葉の観察及び触診によって決定された。合計パーセンテージは、文献記載
の方法（Jericho and Langford, 1982）を用いて計算された。誤差バーはα＝0.1による
信頼を示す。サルコシル不溶性ワクチン原型は、非ワクチン接種コントロールと比較した
とき肺病変の有意な軽減を生じない処置でしかなかった（p＝0.11）。サルコシル可溶性
物質を含むか又はSDS抽出物質から成るワクチンは観察された病変で有意な軽減を提供し
た。
【図９】ワクチン免疫期のH.ソムニIgGについてのELISAの結果を示すグラフである。アッ
セイ間の比較を可能にする各プレートで、2組ずつのサンプルの平均A450を血清陰性コン
トロールの平均A450で割ることによってS：N比を計算した。データは、別々の日に完了さ
せた3アッセイでの2組ずつのサンプルの結果を表す（各サンプルについて6回の繰返し）
。誤差バーはα＝0.1による信頼を示す。
【図１０】ワクチン免疫期のH.ソムニIgGについてのELISAの結果を示すグラフである。ア
ッセイ間の比較を可能にする各プレートで、2組ずつのサンプルの平均A450を血清陰性コ
ントロールの平均A450で割ることによってS：N比を計算した。データは、別々の日に完了
させた3アッセイでの2組ずつのサンプルの結果を表す（各サンプルについて6回の繰返し
）。誤差バーはα＝0.1による信頼を示す。
【図１１】ワクチン免疫期のH.ソムニIgGについてのELISAの結果を示すグラフである。ア
ッセイ間の比較を可能する各プレートで、2組ずつのサンプルの平均A450を血清陰性コン
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トロールの平均A450で割ることによってS：N比を計算した。このアッセイのために、個々
の動物について各実験日に血清サンプルを試験してα＝0.1の信頼区間（誤差バーによっ
て表されている）の決定を可能にした。実験4のS：Nは実験2及び3で観察されたものより
低かった。これは、これらの実験の試験の間に全試薬及びコントロールサンプルについて
凍結ストックを作製したことに起因し得る。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
　本発明は、ウシの呼吸器感染症の治療として使用されるH.ソムニのOMPの免疫学的組成
物を提供する。前記組成物は、単離株Lg2-OK08及びLgD1-TN08に由来するヒストフィルス
・ソムニの2つの代表的なOMP調製物（ただし前記に限定されない）を含む（前記単離株は
、米国菌培養収集所（ATCC；10801 University Boulevard, Manassas, VA20110-2209）に
ブダペスト条約の条項の下に2012年3月29日に寄託され、それぞれPTA-12755及びPTA-1275
6と称される）。
　グラム陰性細菌として、H.ソムニは、当該細菌と宿主免疫系との間の最初の相互作用域
である外膜を提示する。グラム陰性細菌の外膜は、リン脂質、リポ多糖類（LPS）及びタ
ンパク質から成る。概算によれば、当該外膜の外面の組成は41％LPS及び59％タンパク質
であり、一方、内面は53％のリン脂質及び47％のタンパク質を含むと予想される（Nikaid
o and Nakae 1979. The Outer Membrane of Gram Negative Bacteria.  Advances in Mic
robial Physiology. 20; p163-250）。外膜のリン脂質成分は、ホスファチジルエタノー
ルアミン、ホスファチジルグリセロール及びカルジオリピンを含み、それらは他の細胞膜
で認められる二重層を作出する（Nikaido and Nakae 1979）。
【００１８】
　大半のグラム陰性細菌の外膜は内毒素リポ多糖類（LPS）を含む。LPSの外側部分は病原
性及び宿主免疫系との相互作用で重要な役割を果たすが、一方で甚だしい多様性を単一種
内においてさえ示し、以前から“O-抗原”と称されている（Nikaido and Nakae 1979）。
O-抗原は、“R-核”と称されるより保存された多糖類によって当該膜に連結される。R-核
は、8-炭素糖、3-デオキシオクツロソン酸、L-グリセロ-D-マンノヘプトース、ホスフェ
ート、エタノールアミンホスヘート、及びエタノールアミンピロホスフェートから成る（
Nikaido and Nakae 1979、上掲書）。O-抗原及びR-核に加えて、LPSは典型的には脂質-A
を含む。脂質-Aは、アミド又はエステル結合によって結合した飽和脂肪酸を有するD-グル
コサミニル-(1->6)-D-グルコサミン骨格から成る。
　H.ソムニの外膜は、真のLPSを構成するある種の高分子量成分を欠くことが示され、し
たがってその内毒素はリポオリゴ糖（LOS）と称される（St. Michael et al. 2006. Stru
ctural Analysis of the Lipooligosaccharide-derived Oligosaccharide of Histophilu
s somni (Haemophilius somnus) strain 8025. Carbohydrate Research. 341; p281-284
）。H.ソムニのLOSは、他のグラム陰性細菌のLPSと同様に露出構造において高レベルの多
様性を示し、一方、膜結合アンカー領域はより保存される（St. Michael et al. 2006）
。
【００１９】
　最初のLOS精製及び生化学アッセイは、H.ソムニのLOSは、ドデカン、テトラデカン及び
3-ヒドロキシテトラデカン脂肪酸、高い割合のヘキソース、3-デオキシ-D-マンノ-オクツ
ロン酸（Kdo）、ホスフェート、少量のヘプトース（L-グリセロ-D-マンノ-ヘプトース）
、グルコサミン及び脂質-Aから成ることを示した（Inzana et al. 1988. Purification a
nd Characterization of Lipooligosaccharides from Four Strains of Haemophilus som
nus. Infection and Immunity. 56(11); p2830-2837）。更なる研究によって、H.ソムニ
は、ホスホエタノールアミン（PEtn）、ホスホコリン（ChoP）及びヘプトース側鎖の様々
な提示により生じる、そのLOSの相変動の能力を有することが示された（Inzana et al. 1
992. Phenotypic Phase Variation in Haemolphilus somnus Lipoologosaccharide Durin
g Bovine Pneumonia and After in vitro Passage. Infection and Immunity. 60(7); p2
943-2951; Cox et al. 1998. Structural Analysis of the Phase-Variable Lipooligosa
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cchride from Haemolophilus somnus strain 738. Eur. J. Biochem. 253; p507-516; El
swaifi 2006. The Molecular Characterization of Phosphorylcholine (ChoP) on Histo
philus somni Lipooligosaccharide: Contribution of ChoP to Bacterial Virulence an
d Pathogenesis. Virginia Polytechnic Institute and State University (doctoral di
ssertation); Howard et al. 2000. Antigenic Diversity of Haemophilus somnus Lipoo
ligosaccharide: Phase-Variable Accessibility of the Phosphorylcholine Epitope.  
Journal of Clinical Microbiology. 28(12); p4412-4419）。このことは、N-アセチルノ
イラミン酸（哺乳動物細胞表面で通例的に見出される）の外膜への取り込みに加えて、H.
ソムニに宿主免疫系回避の多様な態様を与える（Inzana et al. 2002. Incorporation of
 N-Acetyleneuraminic Acid into Haemophilus somnus Lipooligosaccharide (LOS): Enh
ancement of Resistance to Serum and Reduction of LOS Antibody Binding. Infection
 and Immunity. 70(9); p4870-4879）。
【００２０】
　グラム陰性細菌として、その外膜成分は興味を引く免疫学的標的を形成する。ワクチン
候補の土台としてOMPを使用することによって、ビルレンスに関与する表面抗原を選択的
に標的とする免疫応答を誘発することができよう。OMPワクチンによりもたらされる、標
的誘導免疫応答は、H.ソムニの下気道に集落を形成する能力を妨害し、持続的な集落形成
に必要な鉄摂取を阻害し、又は多様な態様の免疫回避及び妨害の影響を制限することがで
きる。
　H.ソムニのビルレンス機構に関する情報の土台を広げるために多くの研究が実施されて
きたが、どのOMP又はOMP組合せが免疫学的に重要であるかの明瞭な最終的提示には至って
いない。マウスモデル実験はいくらかの有望性を示したが、宿主動物のワクチン有効性実
験はこれまでの文献には見当たらない。本論題の目標は、呼吸器チャレンジに対するOMP
ワクチン候補の有効性についての理論を立証し、さらに観察される一切の有効性レベルを
従来の製品と比較することである。
【００２１】
　この目標を達成するために、一貫した肺病巣スコアを生じる能力を有するチャレンジモ
デルを確立した。適切なチャレンジモデルは、未処置コントロール動物の50％以上で総肺
提示病巣が15％以上を示す肺病巣を生じることによって、野生型H.ソムニ感染により一貫
した肺病巣を生じるはずである。OMPワクチン候補（複数の表面露出抗原を含む）をin vi
voで試験し、有効性を他のワクチン代替物と比較した。これらの代替物には、従来の殺滅
バクテリン製品及びある種のバイオフィルム形成性欠如改変変異体が含まれる。これらワ
クチン候補による抗体（IgG）応答をモニターするために、酵素結合免疫吸着アッセイ（E
LISA）を血清学試験のために開発し、さらにドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミ
ドゲル電気泳動（SDS-PAGE）とその後に続くウェスタンブロット分析を実施して、特異的
な免疫反応性タンパク質が更なる研究のために同定し得るか否かを決定した。
【００２２】
　これらの外膜変異メカニズムはH.ソムニの複雑なゲノムによって促進される。いくつか
の単離株は完全に配列が決定され、2.0Mbから2.3Mbの範囲のゲノムサイズを有することが
判明した（Challacombe et al. 2007）。非病毒性単離株の既知ゲノムと病毒性の（ビル
レントな）単離株のゲノムを比較することによって、病原性についてより良好な理解が達
成され得る。H.ソムニ単離株129Ptは健康な動物の尿道から単離され、非病原性であると
考えらる。このゲノムの分析は病原性単離株との比較の良好な出発点を提供する。129Pt
ゲノムは長さが2.0Mbであり、総GC含量は37％であることが判明した。前記単離株はまた5
.2kbのpHS129プラスミドを含む。環状の単一染色体ゲノム内で、平均して980bpのオープ
ンリーディングフレームを有する1,844遺伝子のコード配列が同定された。複製起点は塩
基1926721に位置する（Challacombe et al. 2007）。ヘモフィルス・デュクレイイ及びヘ
モフィルス・インフルエンザエとの比較で、これら遺伝子の多くは保存されているが、31
9がH.ソムニに固有であることが観察された。これらの固有の遺伝子は、LOS合成、炭水化
物摂取及び代謝、陽イオン輸送、アミノ酸代謝、ユビキノン及びメナキノン生合成、細胞
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表面付着、補助因子合成並びに電子輸送に必要であることが判明した（Challacombe et a
l. 2007）。これら固有の遺伝子、続いて発現されるそれらのタンパク質（特に外膜領域
と連結され得るもの）は、ワクチン開発に携わる者には興味深いであろう。
【００２３】
　病原性H.ソムニ単離株2336は、非病原性129Pt単離株と比較してわずかに大きなゲノム
を有し、いくつかの追加遺伝子をコードすることが判明した。該追加遺伝子は、ビルレン
ス因子、例えば自家輸送因子アドヘシン、糸状ヘマグルチニンホモローグ、制限改変（RM
）系、プロファージ様配列及びLOS合成タンパク質をコードすることが判明した（Sandal 
and Inzana 2010. A Genomic Window into the Virulence of Histophilus. Trends in M
icrobiology. 18(2); p90-99）。これら2つの単離株間の病原性における重要な相違をさ
らに分析することによって、ワクチン開発のより直接的なアプローチが得られよう。
　ヘモフィルス亜種（Haemophilus spp.）による下気道の感染の成就及びその後の症状の
進行はピリ線毛の存在及び粘着（Jacques and Paradis 1998. Adhesin-Receptor Interac
tions in Pasteruellaceae. FEMS Microbiol. Rev. 22; p45-59）、並びにLOSの存在によ
って促進される（Johnson and Inzana 1986. Loss of Ciliary Activity in Organ Cultu
res of Rat Trachea Treated with Lipo-oligosaccharide from Haemophilus influenzae
. J. Med. Microbiol. 22; p265-268）。非病原性単離株として、129Ptは12の大きなアド
ヘシン分子をコードするが、病原性単離株（例えば2336）による粘膜表面の集落形成に関
与するピリ線毛及びアドヘシンのための多くの遺伝子を欠くことが判明した（Challacomb
e et al. 2007）。ピリ線毛遺伝子（前記はまた分泌メカニズムにも必要であり得る）は
病原性単離株で見出される。これらの遺伝子にはpilA、B、C及びDが含まれる（Sandal an
d Inzana 2010）。
【００２４】
　ビルレントなH.ソムニ単離株（例えば2336）はまた、5’-CAAT-3’の不定数タンデムリ
ピート（VNTR）のスリップ鎖ミスペア形成によってLOSの抗原相の変異を可能にする。こ
の相変異は単離株129Ptでは認められない。これらのVNTRは、グリコシルトランスフェラ
ーゼの開始コドンの下流又はオープンリーディングフレーム（ORF）内に位置する。この
翻訳改変はlob2ABCD遺伝子で認められ、前記改変は、当該細菌のLOS提示を変化させて宿
主免疫応答の回避を可能にする。Neu5Acは宿主自身の細胞表面で一般的であるので、LOS
中のN-アセチル-5-ノイラミン酸（Neu5Ac）の存在はまた、細菌が免疫応答からそれ自体
を隠すことを可能にする（Sandal and Inzana 2010）。
　lic1ABCDがこれまでさらに研究され、glpQ遺伝子と一緒にホスホリルコリン（ChoP）（
H.ソムニのLOSで発現される）の相変異を制御することが示された。同様なスリップ鎖ミ
スペア形成がlic1A遺伝子のタンデムリピート5’-CAAT-3’に沿って生じ、種々の伸長及
び切端をもたらし、開始コドンと一緒に一列に並んだORFをシフトさせる。このキナーゼ
の変異がlic1BCD遺伝子の下流の動作に影響を及ぼすようには思われないが、宿主の防衛
から身を隠すために、表面提示に別の変異を提供し得る。ChoPはまたH.ソムニによる呼吸
器での集落形成のための寄与因子であることが示されたが、全身性感染時には集落形成を
妨げるように思われた（Elswaifi 2006）。最後に、ChoPは、血小板活性化因子レセプタ
ー（PAF-R）との相互作用を介してウシ血小板を凝集させることが示された（Elswaifi 20
06）。
【００２５】
　H.ソムニの病原性単離株がNeu5AcをLOSに取り込む能力に関する研究はまた、ビルレン
スに関する別のメカニズムも明らかにする（Inzana et al. 2002）。そのようにすること
によって、細菌はラクト-N-ネオテトラオースを模倣し、前記はウシ内皮細胞を被覆して
免疫系を回避する別の方法を可能にする（Sandal and Inzana 2010）。ChoPの変異及びNe
u5Acの取り込みは、抗体結合を妨害すること、精製H.ソムニLOSに特異的なモノクローナ
ル抗体の結合さえも妨害し、回復期血清による殺滅もまた阻害することが示された（Sand
al and Inzana 2010）。
　さらにまた、H.ソムニはin vitroでバイオフィルムを産生し、in vivoでもそうであろ
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うと考えられるが、ただしこれは、典型的な実験室増殖方法によるバイオフィルム表現型
に対する人工的迅速選別及び非宿主モデル使用における不正確さのために試験することは
困難である（Sandal and others 2009）。多くの細菌がエキソ多糖類（EPS）及び線毛の
結合によりバイオフィルムを形成して細胞表面及び互いと付着する（Costerton 1999）。
細菌はバイオフィルムの形成を利用して、細胞との付着を維持し、厳しい環境条件からそ
れ自身を保護する。このフィルムそれ自体は90％までEPSから成り、したがって当該細菌
を免疫による検出及び応答から保護する（Costerton 1999）。H.ソムニによって形成され
るバイオフィルムは、パスツレラ科の他のメンバーよりもin vivoではより組織化され重
厚であることが、捜査電子顕微鏡（SEM）及び蛍光in situハイブリダイゼーション（FISH
）によって示された（Sandal and others 2009）。この特徴を改変することは改変生ワク
チンへの魅力的なアプローチであり得る。
【００２６】
　新規ワクチンのための戦略はまた外膜中のタンパク質を標的とすることができる。これ
らOMPのいくつかはその特徴が決定され、いくつかは宿主の血清と免疫反応性を有するこ
とが判明した（Sandal and Inzana 2010）。OMPは、細菌がその外部環境と相互作用する
ことを可能にし、それらのいくつかは、いくつかの種にわたって高度に保存されるが、多
くは種特異的である。OMPは、鞭毛又は線毛の形で運動性を付与し、膜を通過して代謝物
又は老廃物を移動させ、宿主細胞の付着を促進するか、又は免疫回避において重要な他の
結合特性を可能にすることができる（Challacombe et al., 2007）。
　OMPの単離は、洗剤、有機溶媒、浸透圧ショック又は反復凍結融解による溶解に続いて
低速での遠心分離を実施して細胞屑を除去することによって、純培養の細菌細胞の破壊に
よって達成された（Bollag and others 1996）。OMP含有上清を続いて超遠心分離に付し
て全ての不溶性成分を除去する。続いて、得られたペレットを10mMのHEPES緩衝液に懸濁
し、2％（wt/vol）のN-ラウロイルサルコシン（サルコシル）とインキュベートしてもう1
回超遠心分離に付す（Hobb etal., 2009）。そうでなければ、得られたペレットをドデシ
ル硫酸ナトリウム（SDS）、3-(N-モルホリノ)プロパンスルホン酸（MOPS）、トリス若し
くはリン酸緩衝液、カオトロピズム系ロダン化物又は尿素で可溶化し、続いて対象タンパ
ク質にとって適切な方法で精製できる（Rehm 2006）。続いて回復期血清を使用して免疫
反応性をウェスタンブロットで試験する（Kania et al., 1990）。
【００２７】
　このようにして記載されるべき免疫学的に重要な第一の潜在的タンパク質の1つは、大
半の被検単離株（多様な病的状態から得られた単離株とともに非病原性単離株を含む）で
保存されていることが示された78kDaのタンパク質である（Kania and others 1990）。40
kDaサイズの別のOMPが、TEME関連H.ソムニ単離株8025から単離し、N-末端配列決定に付し
た。このタンパク質は、H.インフルエンザエ及び大腸菌の両方で見出されるポリンタンパ
ク質と高い相同性を有することが判明した（Tagawa et al., 1993a）。ポリンタンパク質
は膜上での溶質の低分子質量拡散を促進することが示された。当該タンパク質が60℃で又
は100℃で可溶化されるか否かに応じて、28－37kDaの分子量を有する、熱改変性分子量を
もつOMPもまた同定された。このタンパク質は、N-末端配列決定によって、他のグラム陰
性細菌（大腸菌及びアクチノバシルス・アクチノミセテムコミタンス（Actinobacillus a
ctinomycetemcomitans）を含む）のOmpAタンパク質と相同であることが示された（Tagawa
 et al., 1993b）。
　さらに別の研究は、H.ソムニの53の単離株の主なOMPを比較して、病原性の分類がタン
パク質プロフィールによって達成できるか否かを決定した。この研究はOMP分子量におけ
る大きな変動を示し、被検単離株を4つの別個のグループ及び3つのサブグループに分類で
きた。しかしながら、これらの分類は種々の単離株に付随する病的状態とは一致しなかっ
た。OMPの分子質量変動は、この研究で同定された主なOMPはH.インフルエンザエの病原性
との関与を示すP2タンパク質とN-末端相同性を示すので興味深い（Tagawa et al., 2000
）。
【００２８】
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　宿主から鉄を獲得するH.ソムニの能力はまた感染成就のために重要なプロセスであり、
トランスフェリン結合OMPの相違は宿主特異性及びビルレンスの説明となり得る。パスツ
レラ科の多くのメンバーは、2つのOMP（トランスフェリン結合タンパク質A及びB）で構成
されるレセプター複合体を利用して、宿主から鉄と結合したトランスフェリンを獲得する
（Ekins et al., 2004）。Tbp応答性オペロンは、TbpBがTbpAに優先し、典型的には、利
用可能な鉄の存在下で第二鉄摂取調節因子（Fur）タンパク質を必要とする抑圧メカニズ
ムによって制御されるように編成される。tbpA遺伝子の対立遺伝子相違は、ビルレント単
離株及び非ビルレント単離株と連関した異なるトランスフェリン結合メカニズムをもたら
す（Ekins et al., 2004）。TbpA対立遺伝子の存在は、単離株129Ptで観察されたように
単成分TbpAレセプターを生じ、一方、tbpA及びtbpB遺伝子の結合は、病原性H.ソムニ単離
株2336及び649で同定された二部分から成るレセプター複合体をコードする（Trembay et 
al., 2006）。
　fhaB遺伝子（H.ソムニの病原性単離株にのみ存在する）は免疫グロブリン結合タンパク
質（IbpA）をコードする。単離株2336は、4つの異なる遺伝子座に分離した4つのfhaBホモ
ローグをコードする。IbpAタンパク質は、宿主免疫系の食作用の阻害に関与する大きなエ
キソタンパク質である（Sandal and Inzana 2010）。IbpAは、IgG1、IgG2及びIgMのFc部
分と相互作用する、270、120及び41kDaサイズのサブユニットを有する350kDaタンパク質
と記載されている。41kDaサブユニットは、ウシIgG1と反応することが示された唯一の部
分である（Yamada et al., 1988）。
【００２９】
　最近の研究は、病毒性及び宿主免疫回避のメカニズムとしての細菌の分泌物による宿主
細胞タンパク質の翻訳後改変の重要性を示している。AMPyl化は、スレオニン及びチロシ
ン残基のヒドロキシルタンパク質側鎖にアデノシン一リン酸（AMP）を共有結合により付
加する可逆的プロセスである（Woolery et al., 2010）。このプロセスを促進するアデニ
ルトランスフェラーゼ酵素は、全ての種にわたって広く保存されるcAMP（Fic）ドメイン
（HPFx（D/E）GN（G/K）R）によって誘発されるフィラメント形成を含む（Xiao et al., 
2010）。Ficドメインは真核細胞で天然に認められ、しばしば細胞シグナリングで役割を
果たす（Roy and Mukherjee 2009）。しかしながら、原核細胞由来のタンパク質を含むFi
cドメインは、当該宿主細胞でRho依存GTPアーゼの機能を阻害するように思われる（Worby
 et al., 2009）。
　ビルレントなH.ソムニ単離株のIbpAは、2つの連続するFicドメインをC-末端近くに（Ro
y and Mukherje 2009）、さらに粘着ドメインをN-末端に含む（Woolery et al., 2010）
。このタンパク質は細菌によって宿主細胞に分泌され、宿主細胞のGTPアーゼのAMPyl化及
びアクチン細胞骨格の改変を生じるように思われる（Woolery et al., 2010）。アデニル
化はスイッチ1チロシン残基で基質としてRhoA、Rac1又はCdc42と一緒になって生じる（Xi
ao et al., 2010）。このメカニズムはまた、ビブリオ・パラヘモリチクス（Vibrio para
haemolyticus）のVopSタンパク質についても観察される（VopSは代わりにスレオニン残基
をAMPyl化する）。これらの改変は、マクロファージの食作用、食胞の細胞内輸送、免疫
エフェクターの転写活性化、順応応答の刺激及びアポトーシスの実行能力の妨害をもたら
す（Chimini and Chavrier 2000）。IbpA Ficドメイン誘発細胞傷害は病原性単離株（例
えば2336）でのみ観察され、非病原性単離株（例えば129Pt）では認められなかった（Zec
karias et al., 2011）。
【００３０】
　IbpAサブユニットワクチンの原型を試験する実験を行い、混ぜ合わされた結果を得た。
pET41a及びpET-GSTxを使用して、組換え体IbpAサブユニットA3、A5、及びDR2（第二のFic
ドメイン）を大腸菌で作製し、5－6週齢NIHスイスウェブスターマウスの前記組換えサブ
ユニットによるワクチン免疫後にH.ソムニ誘発敗血症を予防することに成功した（Geerts
ema et al., 2008）。IbpA DR2サブユニットもまた、3週間離して2用量を投与したとき、
5週齢のホルスタイン牛でH.ソムニによる呼吸器チャレンジに対して防御を示すことが報
告された（Geertsema et al., 2011）。この実験から大きな集団へとデータを推論するこ



(14) JP 2015-519305 A 2015.7.9

10

20

30

40

50

とは、処置グループ（それぞれ5－6頭の動物）が小さいので難しい。DR2ワクチン免疫グ
ループは、コントロールグループと比較したとき、総肺病変で統計的に有意な減少（p＝0
.04）を示したが、この減少は、コントロール動物が11％の肺病変を示しただけであるの
で生物学的に有意ではないであろう。
【００３１】
　ワクチン戦略
　上首尾のワクチン免疫は宿主内に免疫学的記憶を誘導し、その後の感染に対して迅速な
標的誘導応答を可能にする。前記を達成するためにいくつかの戦略があり、各々がそれぞ
れ固有の利点及び欠点を有する。細菌感染に対するワクチン免疫のための従来の技術は、
死菌、改変生変異体及びタンパク質系ワクチンの使用を含む。
　細菌毒素及びグラム陰性細菌の細胞壁に包埋された細胞表面タンパク質のエピトープを
中和する抗原特異性を有するメモリー細胞の増殖が、ワクチン免疫の主要目標である。そ
の後の感染がより軽く凌がれ、個々の宿主がこれを浄化することができるとき、群れの免
疫は改善される。適切なワクチンが投与されるとき、病原性生物はなお個々の動物内で小
さな問題を引き起こし得るが、広範囲に広がる経済的損失が出現することはほとんどあり
得ない。
　ワクチンが細胞表面上に存在するすべての可能な病毒性関連抗原を含むことを担保する
最速の方法は死菌の使用である。しかしながらこれらの製品は、製造方法及び個々の動物
の感受性によりアナフィラキシー反応を誘発することが可能で、複数の生物を含む混合製
品ではこれらの事象はより生じやすい（Roth, 2007）。これらのワクチンが畜産に関する
疾患の予防で有用であることが証明され、典型的には最も費用効率のよい疾患流行の制御
手段であるときに、典型的にはこれらの製品の利点は前記リスクを補って余りある（Babi
uk, 1994）。
【００３２】
　ビルレントな単離株の迅速な弱毒化、又は天然の非病毒性単離株の単離は開発コストの
低下をもたらすが、一方、製造プロセスの単純性は経常経費を減少させ、製造業者により
低価格で消費者に製品を提供させる。しかしながら、野生型の変異又は野外における他の
条件が時間の経過にしたがってこれらの製品の有効性を低下させることがあるので、企業
が彼らの製品の寿命を保証することは困難である。
　有効性の問題は、ワクチンに存在する抗原が野生型の生単離株に対して免疫を付与しな
いときに生じる。H.ソムニの事例では、in vivoで産生されるある種の表面タンパク質及
び培養上清タンパク質は、in vitroでのワクチン製造時には適切に表出されないというこ
とが示された（Griffin, 2010）。これらのタンパク質のいくつかは免疫学的に重要であ
ると考えられ、多様な増殖方法、タンパク質精製手段、又は遺伝子ノックアウト変異体単
離株がワクチン有効性を改善できるか否かを決定する研究が進行中である（Tagawa, 1993
；Sandal, 2009；Zekarias, 2010）。新規なワクチン単離株がないならば、改善は多様な
アジュバントプラットフォームを用いることによって為し得よう。
【００３３】
　死菌ワクチンでは、生きた病原体は導入されないので、アジュバントが取り込まれて重
要な抗原に対する免疫応答を強化する。獣医ワクチンで従来用いられるアジュバントには
、アルミニウム塩（カリミョウバン）、オイルエマルジョン、免疫刺激複合体（ISCOM）
、リポソーム、微粒子、非イオン性ブロック共重合体、誘導多糖類、サイトカイン、及び
細菌性誘導体が含まれる（Spickler, 2003）。各アジュバントは、その作用様式を決定す
るそれ自身の特性一式を有し、前記は誘引される免疫応答のタイプに時宜に応じて影響を
与えることができる。
　粒子状アジュバント（すなわちカリミョウバン）は、凝集物（より容易に食作用を受け
る）を形成することによって抗原提示細胞の作用を改善するために供される（Spickler, 
2003）。水酸化アルミニウムは、市場で入手できるいくつかのH.ソムニワクチン（ファイ
ザー（Pfizer）のソムバク（Sommubac）及びBIVIのエリート（Elite）-9HSを含む）のた
めのアジュバント形として用いられる。アジュバント処方物は専売特許であり、実際の作



(15) JP 2015-519305 A 2015.7.9

10

20

30

40

50

用メカニズムの多くが不明であるが、このタイプのアジュバントの一般的理論は、主要組
織適合複合体II型（MHC II）抗体媒介応答の誘発であろう（Murphy, 2008）。
【００３４】
　オイルエマルジョンアジュバントは、報告によれば、注射部位に抗原を留めて長期間に
わたってより多くの抗原提示細胞を重要抗原に遭遇させることによる“デポット効果”に
より、MHC II応答の誘発を促進するであろう（Spickler, 2003）。H.ソムニのためのワク
チンにこのタイプのアジュバントを産業的にこれまで使用した製品は存在しないが、オイ
ル系リヒドラゲル(商標)（Rehydragel(商標))水酸化アルミニウムゲル（Reheis社から市
場で入手できる）が、クロストリジウムワクチンで用いられ（前記は混合製品としてH.ソ
ムニと組み合わせることができる）、さらに、フロイントアジュバントが、新規なワクチ
ン候補のために理論を立証する試験に最初に用いられるアジュバントとして通常的に研究
で用いられる（Babiuk, 1994）。
　H.ソムニは細胞外性細菌病原体であるので、血液細胞によるIgG産生の誘発、補体系の
活性化及び内毒素中和を強化できるアジュバントが有利であろう。このような理由から、
典型的にはアルミニウム塩及び水中油エマルジョンが用いられる。しかしながら、これら
のアジュバントはより新規な技術と比較して劣る傾向があるが、それでもなお、前記は獣
医ワクチンでの使用について規制庁によって承認され、かつ全身的毒性の脅威がないので
広く用いられる（Aguilar and Rodriguez 2007）。
【００３５】
　非病毒性の改変された生きた生物を用いるワクチン免疫はアジュバントを必要とせず、
さらに抗体誘導免疫応答と同様に細胞媒介免疫応答を生じる能力が高いことが示された（
Detmer and Glenting 2006）。これらの製品は、アナフィラキシー反応の頻発を同様に減
少させる傾向がある。しかしながら、弱毒単離株又は標的に誘導される欠損変異体の開発
は非常に高価であり、別の大きなリスクを伴う。これらの生きた生物はちょうどそれらの
野生型対応物のようにふるまい、それらの遺伝情報を当該動物内の他の単離株と交換する
能力を保持する。この遺伝的組換えのために、非病毒性ワクチンはビルレンス因子を取り
込み、ビルレントな型に復帰できる。これらの生物はちょうど他の任意の単離株のように
放出及び拡散され得る。前記任意の他の単離株はそれらが非病毒性のままであるならば群
れの免疫に有益であるが、復帰が生じた場合は重大な流行を引き起こし得る（Detmer and
 Glenting 2006）。このタイプのワクチンは徹底的な安全性試験に付して、規制庁の承認
の前にこれらの懸念を減らす必要があるが、復帰の可能性は残る。
【００３６】
　無細胞タンパク質系ワクチンは、バクテリン製品で認められるアナフィラキシーの発生
を低下させながら、改変生ワクチンで認められるビルレント復帰の懸念を払拭する。この
タイプのワクチンは、殺滅バクテリンと極めて同じ態様で機能すると予想され、類似する
アジュバントと組み合わせてMHCII及び抗体媒介免疫を誘発することができよう。これら
の調製物は、ワクチン接種により、免疫学的に重要なタンパク質のより高濃度のデリバリ
ーをもたらし、したがってより多くの指定免疫応答を生じることができる。開発コストは
高いが、適切な組換え発現系の製造コストは低く維持できる。このタイプのワクチンにと
って重要なことは、野生型感染を確立させる能力の低下に向けて免疫応答を誘発するビル
レンス関連タンパク質の重要なエピトープを導入することである（Babiuk, 1994）。
【００３７】
　本発明の実施には、特段の指示がなければ、分子生物学、微生物学、組換えDNA技術、
タンパク質化学及び免疫学の通常の技術が用いられ、前記は当業者の技術範囲内である。
そのような技術は文献に完全に記載されている。例えば以下を参照されたい：Sambrook, 
Fritsch & Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Vols. I, II and III,
 Second Edition (1989); DNA Cloning, Vols. I and II (D. N. Glover ed. 1985); Oli
gonucleotide Synthesis (M. J. Gait ed. 1984); Nucleic Acid Hybridization (B. D. 
Hames & S. J. Higgins eds. 1984); Animal Cell Culture (R. K. Freshney ed. 1986);
 Immobilized Cells and Enzymes (IRL press, 1986); Perbal, B., A Practical Guide 
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to Molecular Cloning (1984); the series, Methods In Enzymology (S. Colowick and 
N. Kaplan eds., Academic Press, Inc.); Protein purification methods - a practica
l approach (E.L.V. Harris and S. Angal, eds., IRL Press at Oxford University Pre
ss); and Handbook of Experimental Immunology, Vols. I-IV (D. M. Weir and C. C. B
lackwell eds., 1986, Blackwell Scientific Publications)。
【００３８】
　本発明を詳細に記載する前に、本発明は、特定のDNA、ポリペプチド配列又はプロセス
パラメーターに限定されず、したがってもちろん変動し得ることは理解されるべきである
。さらにまた、本明細書で用いられる専門用語は単に本発明の具体的な実施態様を記載す
ることを目的とし、これを限定しようとするものではないことも理解されるべきである。
本明細書及び添付の特許請求の範囲で用いられているように、単数形“a”、“an”及び
“the”は、文脈が明瞭にそうでないことを記載していない場合、複数の対応語を含むこ
とに留意されなければならない。したがって、“an antigen”といえば、2つ以上の抗原
の混合物を含み、“an excipient”といえば、2つ以上の賦形剤の混合物を含むというよ
うなものである。
　Ａ．定義
　特段の規定がなければ、本明細書で用いられる全ての技術用語及び学術用語は、出願時
点で本発明が属する分野の業者が一般的に理解する意味と同じ意味を有する。それらの用
語の意味及び範囲は明確であるべきであるが、何らかの隠れた不明確さがあれば、ここに
提供する定義が一切の辞書の定義又は非本質的定義に優先する。さらにまた、文脈がそう
でないことを求めないかぎり、単数用語は複数を含み、複数用語は単数を含む。本明細書
では、そうでないと記載されないかぎり“or”の使用は“and/or”を意味する。さらにま
た、“including”という用語の使用は、他の形態（例えば“includes”及び“included
”）と同様に限定的ではない。本明細書に引用される全ての特許及び刊行物は、参照によ
り本明細書に含まれる。
【００３９】
　“疾患に対する防御”、“防御免疫”、“機能的免疫”及び類似の語句は、本発明の１
つ以上の治療組成物又はその組合せの投与によって生じる、病気又は症状に対する応答を
意味し、前記応答は、疾患又は感染に曝露された非免疫対象動物で予想されるよりも少な
い有害な影響を生じる。すなわち、該感染の有害な影響の重篤度はワクチン接種動物で低
下する。ワクチン接種動物では、感染は減少し、その進行速度は遅くなるか、又は完全に
予防されることがある。本明細書では、感染の完全な予防を意味する場合、それは具体的
に記載される。完全な予防が記載されていない場合、前記用語は部分的予防を含む。
　本明細書では、“臨床徴候の発生及び／又は重篤度の低下”又は“臨床症状の緩和”は
、野生型の感染と比較して、群内の感染動物数の減少、感染の臨床徴候を示す対象動物数
の減少又はゼロ、又は１頭以上の対象動物に存在する任意の臨床徴候の重篤度の緩和が含
まれるが、ただしこれらに限定されない。例えば、前記は、病源体負荷、病源体放出の任
意の減少、病源体伝播の減少、又は任意の臨床徴候の緩和を指すべきでる。好ましくはこ
れらの臨床徴候は、本発明の治療組成物を投与された1頭以上の対象動物で、該組成物を
投与されずかつ感染が成立した対象動物と比較したとき、少なくとも10％減少する。より
好ましくは、臨床徴候は、本発明の組成物を投与された対象動物で少なくとも20％、好ま
しくは30％、より好ましくは少なくとも40％、さらに好ましくは少なくとも50％減少する
。
【００４０】
　本明細書で“防御の増強”という用語は、それぞれ対象動物のワクチン接種グループと
対象動物の非ワクチン接種コントロールグループで、感染性因子（好ましくはH.ソムニ）
による感染に付随する1つ以上の臨床症状の統計的に有意な緩和を意味するが、ただし前
記に限定されない。“臨床症状の統計的に有意な緩和”は、対象動物のワクチン接種グル
ープにおける少なくとも1つの臨床症状の発生頻度が、該感染因子のチャレンジ後に非ワ
クチン接種コントロールグループよりも少なくとも10％、好ましくは20％、より好ましく
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は30％、さらに好ましくは50％、さらに好ましくは70％低いことを意味するが、ただし前
記に限定されない。
　“長期持続防御”は、少なくとも3週間、より好ましくは少なくとも3カ月、さらに好ま
しくは少なくとも6カ月持続する“改善された有効性”を指すであろう。家畜の場合、長
期持続防御は、動物を肉として市場に出す平均年齢まで持続することがもっとも望ましい
。
【００４１】
　“免疫原性又は免疫学的組成物”は、H.ソムニの少なくとも1つのOMP又はその免疫原性
部分を含む物質の組成物を指し、前記は、前記組成物に対する細胞性又は抗体媒介免疫応
答による免疫学的応答を宿主で誘引する。本発明の好ましい実施態様では、免疫原性組成
物は免疫応答を誘発し、より好ましくはヒストフィルス・ソムニ感染の臨床徴候の1つ以
上に対する防御免疫を付与する。
　本明細書で用いられる“免疫原性”又は“抗原”は、本明細書に記載の免疫学的応答を
誘引するポリペプチド又はタンパク質を指す。“免疫原性”ヒストフィルス・ソムニタン
パク質又はポリペプチドには、本明細書で同定されるOMPヒストフィルス・ソムニの任意
の完全長配列又はそのアナローグ若しくは免疫原性フラグメントが含まれる。“免疫原性
フラグメント”又は“免疫原性部分”という用語は、OMPヒストフィルス・ソムニのフラ
グメント又は切端及び／又は置換形を指し、前記は1つ以上のエピトープを含み、したが
って本明細書に記載の免疫学的応答を誘引する。一般的には、そのような切端及び／又は
置換形又はフラグメントは、完全長のOMPヒストフィルス・ソムニタンパク質由来の少な
くとも6つの連続するアミノ酸を含む。より好ましくは、該切端若しくは置換形又はフラ
グメントは、完全長OMPヒストフィルス・ソムニタンパク質由来の少なくとも15、より好
ましくは少なくとも19の連続するアミノ酸を有するであろう。そのようなフラグメントは
、当業界で周知の多数のエピトープマッピング技術を用いて同定できる。例えば以下を参
照されたい：Epitope Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology, Vol. 66 (
Glenn E. Morris, Ed., 1996) Humana Press, Totowa, New Jersey。例えば線状エピトー
プは、多数のペプチドを固相で同時合成し（当該ペプチドは該タンパク質分子の部分に一
致する）、当該ペプチドが該固相に結合している間に当該ペプチドを抗体と反応させるこ
とによって決定できる。そのような技術は当業界では公知であり文献に記載されている。
例えば以下を参照されたい：米国特許第4,708,871号；Geysen et al. (1984) Proc. Natl
. Acad. Sci. USA 81:3998-4002；及びGeysen et al. (1986) Molec. Immunol. 23:709-7
15。同様に、構造性エピトープは、アミノ酸の空間的立体配座を、例えばX線結晶学及び
二次元核磁気共鳴によって決定することによって容易に同定できる。例えば上掲書（Epit
ope Mapping Protocols）を参照されたい。合成抗原もまた本定義に含まれ、前記は、例
えばポリペプチド、フランキングエピトープ及び他の組換え体又は合成誘導抗原である。
例えば以下を参照されたい：Bergmann et al. (1993) Eur. J. Immunol. 23:2777-2781；
Bergmann et al. (1996), J. Immunol. 157:3242-3249；Suhrbier, A. (1997), Immunol.
 and Cell Biol. 75:402-408；及びGardner et al., (1998) 12th World AIDS Conferenc
e, Geneva, Switzerland, June 28-July 3, 1998（前記文献の教示及び内容は参照により
全て本明細書に含まれる）。
【００４２】
　“免疫応答”又は“免疫学的応答”は、問題の組成物又はワクチンに対する細胞性及び
／又は抗体媒介免疫応答の発生（ただし前記に限定されない）を意味する。通常は、免疫
又は免疫学的応答には、以下の１つ以上の作用が含まれる（ただしこれらに限定されない
）：抗体、B細胞、ヘルパーT細胞、サプレッサーT細胞及び／又は細胞傷害性T細胞（前記
は問題の組成物又はワクチンに含まれる1つの抗原又は複数の抗原に特異的に向かう）の
産生又は活性化。好ましくは、宿主は、治療的又は防御的な免疫学的（メモリー）応答を
示し、したがって新規な感染に対する耐性が強化されるか及び／又は当該疾患の臨床的重
篤度が緩和される。そのような防御は、症状数の減少、症状の重篤度の緩和、又は該病原
体の感染に付随する症状の1つ以上の消失、ウイルス血症開始の先送り、ウイルス存続の
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低下、全体的ウイルス負荷の低下、及び／又はウイルス排出の減少のいずれかによって示
されるであろう。
　本明細書では、“特異的に免疫反応性である”は、ヒストフィルス・ソムニ感染に特徴
的な抗原を認識するが、厳密なチャレンジコントロールに特徴的な抗原とは反応しない免
疫反応性タンパク質又はポリペプチドを指す。
【００４３】
　本明細書で用いられるように、“医薬的に若しくは獣医的に許容できる担体”には、任
意の及び全ての溶媒、分散媒体、コーティング、アジュバント、安定化剤、希釈剤、保存
料、抗菌及び抗カビ剤、等張剤、吸収遅延剤などが含まれる。いくつかの好ましい実施態
様、特に凍結乾燥された免疫原性組成物を含む実施態様では、本発明で使用される安定化
剤には凍結乾燥又はフリーズドライのための安定化剤が含まれる。
　いくつかの実施態様では、本発明の免疫原性組成物はアジュバントを含む。本明細書で
用いられる“アジュバント”は、水酸化アルミニウム及びリン酸アルミニウム、サポニン
、例えばQuil A、QS-21（Cambridge Biotech Inc., Cambridge MA）、GPI-0100（Galenic
a Pharmaceuticals, Inc., Birmingham, AL）、油中水エマルジョン、水中油エマルジョ
ン、水中油中水エマルジョンを含むことができる。該エマルジョンは、特に以下を基剤に
できる：軽流動パラフィン油（欧州局方タイプ）；イソプレノイド油、例えばスクワラン
又はスクワレン；アルケン（特にイソブテン又はデセン）のオリゴマー化から生じる油；
直鎖アルキル基を含む酸又はアルコールのエステル、より具体的には植物油、エチルオレ
エート、プロピレングリコールジ-(カプリレート/カプレート)、グリセリルトリ-(カプリ
レート/カプレート)又はプロピレングリコールジオレエート；分枝脂肪酸又はアルコール
のエステル、特にイソステアリン酸エステル。油は乳化剤と一緒に用いられてエマルジョ
ンを形成する。乳化剤は、好ましくは非イオン性界面活性剤、特にソルビタンの、マンニ
ドの（例えばアンヒドロマンニトールオレエート）、グリコールの、ポリグリセロールの
、プロピレングリコールの、及びオレイン酸、リシノール酸又はヒドロキシステアリン酸
のエステル（前記は場合によってエトキシル化される）、並びにポリオキシプロピレン-
ポリオキシエチレンコポリマーブロック、特にプルロニック製品（特にL121）である。以
下を参照されたい：Hunter et al., The Theory and Practical Application of Adjuvan
ts (Ed.Stewart-Tull, D. E. S.), JohnWiley and Sons, NY, pp51-94, 1995；及びTodd 
et al., Vaccine 15:564-570, 1997。例示的なアジュバントは、SPTエマルジョン（以下
の文献の１４７ページに記載：“Vaccine Design, The Subunit and Adjuvant Approach
”edited by M. Powell and M. Newman, Plenum Press, 1995）、及びエマルジョンMF59
（上掲書の183ページに記載）である。
【００４４】
　アジュバントのさらに別の例は、アクリル酸若しくはメタクリル酸のポリマー、並びに
無水マレイン酸及びアルケニル誘導体のコポリマーから選択される化合物である。有益な
アジュバント化合物は、特に糖又は多価アルコールのポリアルケニルエーテルで架橋され
たアクリル酸又はメタクリル酸のポリマーである。これらの化合物はカルボマーという名
称によって知られている（Phameuropa Vol. 8, No. 2, June 1996）。当業者はまた米国
特許第2,909,462号を参照できる。前記は、ポリヒドロキシル化化合物（少なくとも3つの
（好ましくは8つを超えない）ヒドロキシル基を有し、少なくとも3つのヒドロキシルの水
素原子は不飽和脂肪族ラジカルで置き換えられている）で架橋された前記に記載のアクリ
ル酸ポリマーについて記載している。好ましいラジカルは、2から4つの炭素原子を含むも
の、例えばビニル、アリル及び他のエチレン系不飽和基である。前記不飽和ラジカルは、
それ自身他の置換基（例えばメチル）を含むことができる。カルボポール（Carbopol；BF
 Goodrich, Ohio, USA）という名称で販売される製品が特に適切である。それらはアリル
シュクロース又はアリルペンタエリトリトールで架橋される。とりわけ、カルボポール97
4P、934P及び971Pを挙げることができる。カルボポール971Pの使用がもっとも好ましい。
無水マレイン酸とアルケニル誘導体のコポリマーでは、とりわけコポリマーEMA（Monsant
o）があり、前記は無水マレイン酸とエチレンのコポリマーである。これらのポリマーの
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水への溶解は酸溶液を生じ、前記酸溶液は好ましくは生理学的pHに中和されてアジュバン
ト溶液を提供し、前記溶液に該免疫原性、免疫学的組成物又はワクチン組成物自体が取り
込まれるであろう。
【００４５】
　さらに別の適切なアジュバントには、RIBIアジュバント系（Ribi Inc.）、ブロックコ
ポリマー（CytRx, Atlanta GA）、SAF-M（Chiron, Emeryville CA）、モノホスホリル脂
質A、アブリジン脂質-アミンアジュバント、大腸菌の易熱性内毒素（組換え又は他の態様
による）、コレラ毒素、IMS 1314若しくはムラミルジペプチド、又は、天然若しくは組換
えサイトカイン又はそのアナローグ、内因性サイトカイン放出刺激物質が含まれるが、た
だしこれらに限定されない。
　アジュバントは、1用量当たり約100μgから約10mgの量、好ましくは1用量当たり約100
μgから約10mgの量、より好ましくは1用量当たり約500μgから約5mgの量、さらに好まし
くは1用量当たり約750μgから約2.5mgの量、もっとも好ましくは1用量当たり約1mgの量で
添加し得ると予想される。また別には、アジュバントは、最終製品の体積で約0.01から50
％の濃度で、好ましくは約2％から30％の濃度で、より好ましくは約5％から25％の濃度で
、さらに好ましくは約7％から22％の濃度で、もっとも好ましくは10％から20％の濃度で
あり得る。
【００４６】
　“希釈剤”には、水、食塩水、デキストロース、エタノール、グリセロールなどが含ま
れ得る。等張剤には、とりわけ塩化ナトリウム、デキストロース、マンニトール、ソルビ
トール、及びラクトースが含まれ得る。安定化剤には、とりわけアルブミン及びエチレン
ジアミンテトラ酢酸のアルカリ塩が含まれる。
　“単離されて”とは、その天然の状態から“人間の手によって”改変されることを意味
する。すなわちそれが天然に存在する場合は、その本来の環境が変更されるか若しくはそ
の本来の環境から取り出されるか又はその両方を意味する。例えば、生きた生物に存在す
るポリヌクレオチド又はポリペプチドは“単離されて”いないが、その天然の状態で一緒
に存在する物質から分離された前記ポリヌクレオチド又はポリペプチドは、当該用語が本
明細書で用いられるとおり“単離されて”いる。
　“安全性”は、ワクチン接種動物でワクチン接種後に有害な結果が存在しないことを指
し、前記有害な結果には、細菌系ワクチンの病毒性への潜在的復帰、臨床的に顕著な副作
用（例えば全身症状又はワクチン投与部位の許容不能な炎症）が含まれる（ただしこれら
に限定されない）。
【００４７】
　本明細書で用いられる“ワクチン免疫”又は“ヒストフィルス・ソムニ”又はその変種
は、動物に投与したとき、直接的に又は間接的にヒストフィルス・ソムニに対する免疫応
答を動物で誘引するか又は誘引することができる本発明の免疫原性組成物を投与する工程
を含むプロセス（ただし前記に限定されない）を意味する。
　本発明に関して“死亡率”は、ヒストフィルス・ソムニ感染に付随する死を指し、さら
に、該感染が重篤であるので動物を安楽死させて、苦痛を与えないで人道的な終末を提供
する状況を含む。
　“弱毒化”は病源体の病毒性を軽減させることを意味する。本発明では、“弱毒化”は
“非病毒性”と同義である。本発明では、弱毒菌は、標的哺乳動物でヒストフィルス・ソ
ムニ感染症の臨床徴候を引き起こさないが、免疫応答を誘発できるように病毒性を軽減さ
せた細菌であるが、前記用語はまた、非弱毒化ヒストフィルス・ソムニに感染しかつ弱毒
菌を投与されていない“コントロールグループ”の動物と比較して、弱毒ヒストフィルス
・ソムニに感染した動物で該臨床徴候の発生率又は重篤度が軽減することを意味する。こ
の関係では、“軽減する/軽減させる”とは、上記に規定したコントロールグループと比
較して、少なくとも10％、好ましくは25％、さらに好ましく50％、さらに好ましくは60％
、さらに好ましくは70％、さらに好ましくは80％、さらに好ましくは90％、もっとも好ま
しくは少なくとも100％の軽減を意味する。したがって、弱毒化、非病毒性ヒストフィル
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ス・ソムニ単離株は、改変ヒストフィルス・ソムニ生菌を含む免疫原性組成物への取り込
みに適切な細菌である。
【００４８】
　本明細書では、“有効な用量”は、当該抗原を投与された動物で臨床症状の緩和をもた
らす（ただし前記に限定されない）免疫応答を誘引するか又は誘引できる抗原の量を意味
する。
　本明細書で用いられるように、“有効な量”という用語は、組成物の関係では、動物で
感染の発生率を減少若しくはその重篤度を緩和させるか、又は疾患の発生率を減少させる
免疫応答を誘発することができる免疫原性組成物の量を意味する。特に、有効な量はコロ
ニー形成単位(CFU)/用量を指す。或いはまた、治療方法に関しては、“有効な量”は、疾
患若しくは異常又は前記の1つ以上の症状の重篤度若しくは持続期間を軽減又は緩和し、
疾患若しくは異常の進行を予防し、疾患若しくは異常の進行を逆行させ、疾患若しくは異
常に付随する1つ以上の症状の再発、発達、開始若しくは進行を予防し、又は別の治療方
法若しくは治療薬による予防又は治療を強化若しくは改善するために十分である治療方法
の量を指す。
【００４９】
　“フラグメント”という用語は、ヒストフィルス・ソムニのOMP又はそのようなOMPペプ
チドをコードする遺伝子のフラグメント又は切端及び／又は置換形を指し、前記は1つ以
上のエピトープを含み、したがってヒストフィルス・ソムニに対して免疫学的応答を誘引
する。好ましくは、そのようなフラグメントは、本明細書で提供するヒストフィルス・ソ
ムニペプチドのいずれか又はヒストフィルス・ソムニ遺伝子のいずれかのフラグメント又
は切端及び／又は置換形である。一般的には、そのような切端及び／又は置換形又はフラ
グメントは、完全長配列由来の連続する少なくとも6つのアミノ酸を含む。より好ましく
は、該切端若しくは置換形又はフラグメントは、完全長配列由来の連続する少なくとも10
、より好ましくは少なくとも15、さらに好ましくは少なくとも19のアミノ酸を有する。そ
のようなフラグメントは、当業界で周知の多数のエピトープマッピング技術を用いて同定
できる。例えば以下を参照されたい：Epitope Mapping Protocols in Methods in Molecu
lar Biology, Vol. 66 (Glenn E. Morris, Ed., 1996) Humana Press, Totowa, New Jers
ey。例えば線状エピトープは、多数のペプチドを固相で同時合成し（当該ペプチドは該タ
ンパク質分子の部分に一致する）、当該ペプチドが該固相に結合している間に当該ペプチ
ドを抗体と反応させることによって決定できる。そのような技術は当業界では公知であり
文献に記載されている。例えば以下を参照されたい：米国特許第4,708,871号；Geysen et
 al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3998-4002；及びGeysen et al. (1986) Mo
lec. Immunol. 23:709-715。同様に、構造性エピトープは、アミノ酸の空間的立体配座を
、例えばX線結晶学及び二次元核磁気共鳴によって決定することによって容易に同定でき
る。例えば上掲書（Epitope Mapping Protocols）を参照されたい。合成抗原もまた本定
義に含まれ、前記は、例えばポリペプチド、フランキングエピトープ及び他の組換え体又
は合成誘導抗原である。例えば以下を参照されたい：Bergmann et al. (1993) Eur. J. I
mmunol. 23:2777-2781；Bergmann et al. (1996), J. Immunol. 157:3242-3249；Suhrbie
r, A. (1997), Immunol. and Cell Biol. 75:402-408；及びGardner et al., (1998) 12t
h World AIDS Conference, Geneva, Switzerland, June 28-July 3, 1998（前記文献の教
示及び内容は参照により全て本明細書に含まれる）。
【００５０】
　本明細書で用いられる“ヒストフィルス・ソムニに対する免疫反応性”という用語は、
該ペプチド又はフラグメントがヒストフィルス・ソムニに対する免疫学的応答を誘引する
ことを意味する。
　本明細書で用いられる、“配列相同性”は2つの配列間の関連性を決定する方法を指す
。配列相同性を決定するために、2つ以上の配列を最適にアラインメントし、必要な場合
にはギャップを導入する。しかしながら、“配列同一性”とは対照的に、配列相同性を決
定するときは、保存的アミノ酸置換は一致と数えられる。換言すれば、参照配列に対して
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95％の配列相同性を有するポリペプチド又はポリヌクレオチドを得るために、参照配列中
のアミノ酸残基又はヌクレオチドの85％、好ましくは90％、さらに好ましくは95％が一致
するか又は別のアミノ酸若しくはヌクレオチドによる保存的置換を含む必要があるか、又
は、参照配列中の全アミノ酸残基若しくはヌクレオチドの15％まで、好ましくは10％まで
、さらに好ましくは5％までの数のアミノ酸若しくはヌクレオチド（保存的置換を含まな
い）が参照配列に挿入され得る。好ましくは、該ホモローグ配列は、少なくとも50、より
好ましくは100さらに好ましくは250、さらに好ましくは500ヌクレオチドのストレッチを
含む。
　“保存的置換”は、全体的機能性が顕著には変化しないような、類似の特徴又は特性（
サイズ、疎水性などを含む）を有する別のアミノ酸残基又はヌクレオチドによるアミノ酸
残基又はヌクレオチドの置換を指す。
【００５１】
　当業界で公知のように“配列同一性”は、2つ以上のポリペプチド配列又は2つ以上のポ
リヌクレオチド配列、すなわち参照配列と該参照細列と比較されるべきある配列間の関係
を指す。配列同一性は、ある配列及び参照配列を最適にアラインメントし最高度の配列類
似性を達成（そのような配列鎖間の一致によって決定される）した後、当該ある配列と参
照配列を比較することによって決定される。そのようなアラインメントに際して、配列同
一性は位置毎に確認される。例えば、個々の位置でヌクレオチド又はアミノ酸残基が同一
であるならば、該配列は当該位置で“同一”である。続いて、そのような位置同一性を示
す総数を参照配列中のヌクレオチド又は残基総数で割り、％配列同一性を得る。配列同一
性は公知の方法によって容易に計算できる。前記方法には以下に記載されたものが含まれ
る（ただしこれらに限定されない）：Computational Molecular Biology, Lesk, A. N., 
ed., Oxford University Press, New York (1988)；Biocomputing: Informatics and Gen
ome Projects, Smith, D.W., ed., Academic Press, New York (1993)；Computer Analys
is of Sequence Data, Part I, Griffin, A.M., and Griffin, H. G., eds., Humana Pre
ss, New Jersey (1994)；Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinge, G., A
cademic Press (1987)；Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. and Devereux, J., e
ds., M. Stockton Press, New York (1991)；及びCarillo, H., and Lipman, D., SIAM J
. Applied Math., 48: 1073, 1988（前記文献の教示は参照により本明細書に含まれる）
。配列同一性を決定する好ましい方法は、試験される配列間の最大一致を提供するように
設計される。配列同一性を決定する方法は、ある配列間の配列同一性を決定する公開コン
ピュータプログラムで集大成されている。そのようなプログラムの例には以下が含まれる
（ただしそれらに限定されない）：GCGプログラムパッケージ（Devereux, J., et al., N
ucleic Acids Research, 12(1):387, 1984）、BLASTP、BLASTN及びFASTA（Altschul, S. 
F. et al., J. Molec. Biol., 215:403-410, 1990。BLASTXプログラムはNCBI及び他の供
給源（BLAST Manual, Altschul, S. et al., NCVI NLM NIH Bethesda, MD 20894, Altsch
ul, S. F. et al., J. Molec. Biol., 215:403-410, 1990（前記文献の教示は参照により
本明細書に含まれる）から公開されている。これらのプログラムは規定ギャップ重を用い
て配列を最適にアラインメントして、ある配列と参照配列との間に最高レベルの配列同一
性を提供する。例示すれば、参照ヌクレオチド配列と少なくとも例えば85％、好ましくは
90％、より好ましくは95％の“配列同一性”を有するヌクレオチド配列を有するポリヌク
レオチドによって、当該あるポリヌクレオチドのヌクレオチド配列は、当該あるポリヌク
レオチド配列が該参照ヌクレオチド配列の100ヌクレオチド毎に15まで、好ましくは10ま
で、より好ましくは5つまで点変異を含み得るという点を除いて、該参照配列と同一であ
ることが意図される。換言すれば、該参照ヌクレオチド配列と少なくとも85％、好ましく
は90％、より好ましくは95％の同一性を有するヌクレオチド配列を有するポリヌクレオチ
ドでは、該参照配列のヌクレオチドの15％まで、好ましくは10％まで、より好ましくは5
％までが欠失され得るか、別のヌクレオチドで置換され得るか、又は該参照配列の全ヌク
レオチドの15％まで、好ましくは10％まで、より好ましくは5％までの数のヌクレオチド
が該参照配列に挿入され得る。参照配列のこれらの変異は、該参照ヌクレオチド配列の5
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’若しくは3’末端の位置に又はそれら末端位置の間の任意の位置に存在するか、該参照
配列内のヌクレオチド間に個々に若しくは該参照配列内の1つ以上の連続するグループ間
に分散され得る。同様に、参照アミノ酸配列に対して少なくとも例えば85％、好ましくは
90％、さらに好ましくは95％の配列同一性を有するあるアミノ酸配列を有するポリペプチ
ドによって、当該ポリペプチドのあるアミノ酸配列は、当該あるポリペプチド配列が該参
照アミノ酸配列の100アミノ酸毎に15まで、好ましくは10まで、より好ましくは5つまでの
アミノ酸変異を含み得るという点を除いて、該参照配列と同一であることが意図される。
換言すれば、参照アミノ酸配列と少なくとも85％、好ましくは90％、より好ましくは95％
の配列同一性を有するあるポリペプチド配列を得るために、該参照配列のアミノ酸残基の
15％まで、好ましくは10％まで、より好ましくは5％までが欠失され得るか、別のアミノ
酸で置換され得るか、又は該参照配列のアミノ酸残基総数の15％まで、好ましくは10％ま
で、より好ましくは5％までの数のアミノ酸が該参照配列に挿入され得る。参照配列のこ
れらの変異は、該参照アミノ酸配列のアミノ末端若しくはカルボキシ末端の位置に又はそ
れら末端位置の間の任意の位置に存在するか、該参照配列の残基間に個々に若しくは該参
照配列内の1つ以上の連続するグループ間に分散され得る。好ましくは、同一ではない残
基位置は保存的アミノ酸置換によって相違する。しかしながら、配列同一性を決定すると
きは、保存的置換は一致には含まれない。
【００５２】
　担体分子
　本発明のOMPヒストフィルス・ソムニペプチドと複合物を形成するか又は前記に共有結
合される担体分子は、好ましくは上記に記載されたものである。動物で使用される好まし
い担体はウシ血清アルブミン及びキーホールリンペットヘモシアニンである。人間で使用
される適切なタンパク質担体には、破傷風トキソイド、ジフテリアトキソイド、無細胞百
日咳ワクチン（LPFトキソイド）、細菌毒素と抗原的に類似するが変異により非毒性であ
る交差反応性物質（CRM）が含まれる。例えば、文献（Pappenheimer, et al, Immunochem
istry, 9, 891-906, 1972）にしたがって得られるCRM 197、及び他の細菌性担体、例えば
髄膜炎菌の外膜タンパク質を用いることができる。好ましくは、該担体タンパク質自体が
免疫原である。
　本発明のOMPヒストフィルス・ソムニペプチドは、当業界で公知の任意の通常的方法に
よって該担体と共有結合させることができる。対称性リンカー、例えばアジピン酸ジヒド
ラジド（Schneersonらが記載（J. Experimental Medicine, 152, 361-376, 1980））、又
は異種二官能性リンカー、例えばN-スクシンイミジル3-(2-ピリジルジチオ)プロピオネー
ト（Fattomらが記載（Infection and Immunity, 56, 2292-2298, 1988））の使用は本発
明の範囲内であるが、一切のリンカーの使用を回避しその代わりに本発明のヒストフィル
ス・ソムニペプチドを直接担体分子に結合させるのが好ましい。そのような結合は、Land
iら（J. Immunology, 127, 1011-1019, 1981）が記載したように、還元アミノ化の手段に
よって達成できる。
【００５３】
　平均分子量によって規定される、免疫原性組成物のサイズは多様で、選択されるOMPヒ
ストフィルス・ソムニペプチド及び当該OMPヒストフィルス・ソムニペプチドと担体との
結合方法に左右される。したがって、前記は1,000（103）ダルトンより小さくても106ダ
ルトンより大きくてもよい。還元アミノ化による結合方法では、ヒストフィルス・ソムニ
ペプチドの分子量は、通常5,000から500,000、例えば300,000から500,000、又は例えば5,
000から50,000ダルトンの範囲内である。
　担体分子、すなわちペプチド、誘導体及びそのアナローグ、並びに本発明のOMPヒスト
フィルス・ソムニペプチドと特異的に結合するペプチド模倣体は、当業界で公知の多様な
方法（固相合成を含む（ただしこれらに限定されない））によって、又は溶液によって製
造できる（Nakanishi et al., 1993, Gene 137:51-56；Merrifield, 1963, J. Am. Chem.
 Soc. 15:2149-2154；Neurath, H. et al., Eds., The Proteins, Vol II, 3d Ed., p. 1
05-237, Academic Press, New York, N.Y., 1976（前記文献は参照によりその全体が本明
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細書に含まれる））。
　本発明のOMPヒストフィルス・ソムニペプチド又は本発明の抗体若しくはその結合部分
は、医薬的又は獣医的担体を含む希釈剤の溶液又は懸濁液によって注射可能な調剤として
投与できる。
　そのような分子の毒性及び治療的有効性は、標準的な医薬的手順によって細胞培養又は
実験動物（例えばLD50（集団の50％の致死用量）決定用）で決定できる。
【００５４】
　本発明のワクチンは多価でも一価でもよい。多価ワクチンは、複数のOMPヒストフィル
ス・ソムニペプチドと1つの担体分子との免疫性複合物から製造される。
　ある特徴では、OMPヒストフィルス・ソムニペプチド組成物は、有効免疫量の免疫原性
複合物を、好ましくは免疫刺激物質及び生理学的に許容できるベヒクルと組み合わせて含
む。この関係で用いられる“免疫刺激物質”は、免疫系の活性を強化する能力を有する任
意の化合物又は組成物を包含することを意図する。前記免疫刺激物質は、特異的な抗原と
組み合わされる特異的な強化作用であるか、又は単に1つ以上の免疫応答成分の活性で独
立した作用を有するか否かに関係しない。免疫刺激化合物には、鉱物ゲル、例えば水酸化
アルミニウム；表面活性物質、例えばリソレクチン、プルロニックポリオール；多価陰イ
オン；ペプチド；オイルエマルジョン；カリミョウバン及びMDPが含まれるが、ただしこ
れらに限定されない。これらの物質を利用する方法は当業界で公知であり、与えられたワ
クチンについて刺激物質の最適量を決定することは十分に当業者の能力の範囲内である。
2つ以上の免疫刺激物質を与えられた1つの処方物で用いることができる。免疫原はまたリ
ポソームに取り込むか、又は多糖類及び／又はワクチン処方物で使用される他のポリマー
と複合物を形成させることができる。
　所望の場合は、本組成物は、活性成分を含む1つ以上のユニット調剤形を含み得る、パ
ック又はディスペンサー装置として提示できる。前記パックは、例えば金属又はプラスチ
ック箔を含むことができる（例えばブリスターパック）。該パック又はディスペンサー装
置は、投与についての指示（好ましくは哺乳動物、特にブタへの投与についての指示）を
含むことができる。医薬又は生物学的製品の製造、使用又は販売を規制する政府機関によ
り指定された形式の注意書きをそのような容器に添えることができる（前記注意書きは、
当局による人間への投与に関し製造、使用又は販売の承認を示す）。
【００５５】
　アジュバント
　本明細書で提供する、1つ以上のOMPヒストフィルス・ソムニペプチドを含む免疫原性組
成物の免疫原性をさらに増強するために、本組成物は1つ以上のアジュバントを含むこと
ができる。
　該アジュバントは以前に記載されたか、又は当業界で公知の任意の技術によって精製で
きる。好ましい精製技術は、シリカゲルクロマトグラフィー、特に“フラッシュ”（迅速
）クロマトグラフィー技術であり、前記はW. Clark Stillら（Organic Chemistry, 43, 2
923-2925, 1978）が記載した。しかしながら、他のクロマトグラフィー方法（HPLCを含む
）をアジュバントの精製に用いてもよい。結晶化もまたアジュバントの精製に用いること
ができる。いくつかの事例では、分析純度の生成物を合成から直接入手できるので精製は
不要である。
　本発明のワクチン組成物は、アジュバント組成物を製造する既知の技術にしたがって、
適切な無菌的条件下でアジュバントをOMPヒストフィルス・ソムニペプチドと物理的に混
合することによって調製される。OMPヒストフィルス・ソムニペプチドとアジュバントの
複合化は、該複合物上の正味の陰性荷電の存在によって促進される（前記は長鎖アルキル
化合物アジュバント上に存在する陽性荷電に静電的に引き付けられる）。
　アジュバントは、1用量当たり約100μgから約10mgの量、好ましくは1用量当たり約100
μgから約10mgの量、より好ましくは1用量当たり約500μgから約5mgの量、さらに好まし
くは1用量当たり約750μgから約2.5mgの量、もっとも好ましくは1用量当たり約1mgの量で
添加し得ると予想される。また別には、アジュバントは、最終製品の体積で約0.01から75
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％の濃度で、好ましくは約2％から60％の濃度で、より好ましくは約5％から25％の濃度で
、さらに好ましくは約7％から22％の濃度で、もっとも好ましくは10％から20％の濃度で
あり得る。
【００５６】
　生理学的に許容できるベヒクル
　本発明のワクチン組成物は、他のポリペプチド医薬組成物のために使用される技術と類
似の技術を用いて処方できる。したがって、アジュバント及びOMPヒストフィルス・ソム
ニペプチド（好ましくは担体分子と複合物を形成するか、及び／又はアジュバントと混合
される）は、凍結乾燥形で保存され、さらに生理学的に許容できるベヒクル中で投与前に
再構成されて懸濁液を形成する。また別に、アジュバント及び複合物はベヒクル中で保存
することができる。好ましいベヒクルは、滅菌溶液、特に滅菌緩衝溶液（例えばリン酸緩
衝食塩水）である。免疫原性組成物の免疫学的有効性を改善するようにアジュバントとベ
ヒクル中の複合物を結合させる方法はいずれも適切である。
　本発明のワクチンの1回分用量の体積は変動し得るが、一般的には、通常のワクチンで
一般的に利用される範囲内であろう。1回分用量の体積は、上記に記載の複合物及びアジ
ュバントの濃度で好ましくは約0.1mLから約3mL、好ましくは約0.2mLから約1.5mL、より好
ましくは約0.2mLから約0.5mLである。
　本発明のワクチン組成物は任意の通常的手段によって投与され得る。
【００５７】
　処方物
　担体分子と結合したOMPヒストフィルス・ソムニペプチドを含む免疫原性複合物を、ヒ
ストフィルス・ソムニの1つ以上の血清型に対する免疫用ワクチンとして用いることがで
きる。生理学的に許容できるベヒクル中に免疫原性複合物を含む本ワクチンは、ヒストフ
ィルス・ソムニによる感染症の治療又は予防のために、動物（好ましくは反芻動物（ウシ
又はヒツジを含む））を免疫する方法で有用である。
　免疫原性複合物による免疫によって本発明の免疫原性複合物に対して生じる抗体を、ヒ
ストフィルス・ソムニの感染の治療又は予防のために受動免疫及び抗イディオタイプ抗体
の生成に用いることができる。
　該組成物が投与される対象動物は、好ましくは動物（乳牛、ウマ、ヒツジ、ブタ、家禽
（例えばニワトリ）、ヤギ、ネコ、イヌ、ハムスター、マウス及びラットを含むが、ただ
しこれらに限定されない）であり、もっとも好ましい哺乳動物は乳牛である。別の実施態
様では、対象動物は人間である。
　本発明の処方物は、1つ以上の免疫原性組成物又は前記に対する抗体の有効免疫量、及
び生理学的に許容できるベヒクルを含む。ワクチンは、1つ以上の免疫原性組成物の有効
免疫量及び生理学的に許容できるベヒクルを含む。該処方物は投与態様にふさわしいもの
でなければならない。
　所望の場合は、該免疫原性組成物はまた、少量の湿潤剤若しくは乳化剤又はpH緩衝剤を
含むことができる。該免疫原性組成物は、流動溶液、懸濁液、エマルジョン、錠剤、ピル
、カプセル、持続放出処方物、又は散剤であり得る。経口処方物は、標準的な担体、例え
ば医薬等級のマンニトール、ラクトース、デンプン、ステアリン酸マグネシウム、サッカ
リンナトリウム、セルロース、炭酸マグネシウムなどを含むことができる。
【００５８】
　有効用量
　本明細書に記載する化合物は、ヒストフィルス・ソムニが関与する疾患を治療するため
に治療的に有効な用量で対象動物に投与できる。投薬量は、該ワクチンを投与される宿主
に、複数の要件（例えば宿主のサイズ、体重及び年齢）と同様に左右される。
　処方物中で用いられるべき、本発明の免疫原生複合物又は抗体の正確な量は、投与ルー
ト及び対象動物の性質（例えば種、年齢、サイズ、疾患の状態/レベル）に左右され、医
師の判断及び対象動物の環境にしたがって標準的な臨床技術により決定されるべきである
。有効免疫量は、対象動物のヒストフィルス・ソムニ感染症を治療又は予防するために十
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分な量である。有効な用量はまた、動物モデル試験系から誘導した用量応答曲線から外挿
することができ、0.001mg/kgから100mg/kg、より好ましくは約400μg/用量の用量である
。
【００５９】
　化合物の毒性及び治療的有効性は、例えばLD50（集団の50％に対する致死用量）及びED

50（集団の50％で治療的に有効な用量）を決定する標準的な医薬的手順によって細胞培養
又は実験動物で決定できる。毒性作用と治療効果との間の用量比は治療インデックスであ
り、LD50/ED50比として表すことができる。大きな治療インデックスを示す化合物が好ま
しい。毒性副作用を示す化合物を用いる場合には、罹患組織部位を標的としてそのような
化合物で狙い撃ちして、非感染細胞の潜在的損傷を最小限にし、それによって副作用を軽
減するデリバリー系を設計するように注意を払わなければならない。
　細胞培養アッセイ及び動物実験から得られるデータを、動物、特にウシ又は人間で使用
される投薬量範囲の定式化に用いることができる。そのような化合物の投薬量は、好まし
くはほとんど又はまったく毒性を示さないED50を含む循環濃度範囲内に存在する。投薬量
は、用いられる調剤形及び利用される投与ルートに応じて前記範囲内で変動し得る。本発
明の方法で用いられるいずれの化合物についても、治療的に有効な用量は最初に細胞培養
アッセイから概算できる。細胞培養の決定にしたがい、動物モデルで用量を定式化し、IC

50（すなわち症状の1/2最大阻害を達成する試験化合物の濃度）を含む循環血漿濃度範囲
を決定する。そのような情報を用いて、対象動物での有用な用量をより正確に決定できる
。血漿中のレベルは例えば高速液体クロマトグラフィーによって測定できる。
【００６０】
　組成物の免疫原性は、該組成物による免疫後に被検対象動物の免疫応答を、当業界で公
知の任意の免疫アッセイを用いてモニターすることによって決定できる。液性（抗体）応
答及び／又は細胞媒介免疫の発生は免疫応答の指標として利用することができる。被検対
象動物には、動物、例えばブタ、マウス、ハムスター、イヌ、ネコ、ウサギ、乳牛、ウマ
、ヒツジ、家禽（例えばニワトリ、アヒル、ガチョウ及びシチメンチョウ）が含まれ得る
。
　被検対象動物の免疫応答は例えば以下のような多様なアプローチによって分析できる：
公知の技術（例えば酵素結合免疫吸着アッセイ（ELISA）、イムノブロット、免疫沈澱な
ど）によってアッセイされる生成免疫血清の該免疫原性複合物に対する反応性、又は該病
原体による感染の免疫宿主の防御及び／又は該病原体感染による免疫宿主の症状の緩和（
感染症因子のレベル（例えば細菌レベル）をアッセイするための、当業界で公知の任意の
方法（例えば該対象動物由来のサンプルを培養することによる）又は当業界で公知の他の
技術によって決定される）。感染症因子のレベルはまた、該免疫グロブリンが指向する抗
原のレベルを測定することによって決定できる。該感染症因子のレベルの低下又は該感染
症の症状の緩和は該組成物が有効であることを示す。
　本発明の治療薬は、動物又は人間でのin vivo使用の前に、所望される治療的又は予防
的活性についてin vitroで試験することができる。例えば、個々の治療薬の投与が望まし
いか否かを決定するために用いることができるin vitroアッセイには、細胞株又は特定の
疾患若しくは異常を有する対象動物から培養された細胞に由来する適切な細胞を治療薬に
曝露し、或いはまた前記に治療薬を投与して、当該治療薬の当該細胞における効果を観察
するin vitro細胞培養アッセイが含まれる。
【００６１】
　また別には、該治療薬は、該感染症因子による感染に感受性を有するが、該感染症因子
に感染しない細胞（対象動物から培養された細胞又は培養細胞株）に該治療薬を接触させ
、該細胞を該感染症因子に暴露し、続いて該治療薬に接触させた細胞の感染率が該治療薬
に接触させなかった細胞の感染率より低いか否かを決定することによってアッセイできる
。
　さらにまた、該治療薬は、治療前、治療中又は治療後に適切な時間間隔で動物モデル又
は人間で生成される抗体の対抗分子のレベルを測定することによって評価することができ
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る。該分子の量のいずれの変化も又は前記分子が存在しないことも、該対象動物における
治療の効果を認定させ得るか又は効果の相関性を示し得る。
　本発明の方法及び組成物を用いてOMPヒストフィルス・ソムニに対して動物を免疫した
後、当業界で公知の任意の結合アッセイを用いて、生じた抗体と当該特定の分子との間の
結合を評価することができる。これらのアッセイはまた、当該特定の抗原に対するより高
い親和性又は特異性を示す抗体を選別するために実施することができる。
【００６２】
　検出方法及び診断方法
　本発明のOMPヒストフィルス・ソムニペプチドを使用して得られた抗体又はその結合部
分は、ヒストフィルス・ソムニ菌の存在をサンプルで検出するために有用である。本検出
方法は、本発明のヒストフィルス・ソムニペプチドに対して得られた単離抗体又はその結
合部分を提供する工程、ある量のヒストフィルス・ソムニを含むと思われるサンプルを該
単離抗体又はその結合部分に添加する工程、及びヒストフィルス・ソムニと結合した該単
離抗体又はその結合部分を含む複合体の存在を検出する工程を含む。
　本発明の抗体又はその結合部分はまた、ヒストフィルス・ソムニペプチドの存在をサン
プルで検出するために有用である。本検出方法は、ヒストフィルス・ソムニペプチドに対
して得られた単離抗体又はその結合部分を提供する工程、ある量のヒストフィルス・ソム
ニペプチドを含むと思われるサンプルを該単離抗体又はその結合部分に添加する工程、及
びヒストフィルス・ソムニと結合した該単離抗体又はその結合部分を含む複合体の存在を
検出する工程を含む。
【００６３】
　結合対のメンバーである特異的分子と結合する免疫グロブリン、特に抗体（及びその機
能的に活性なフラグメント）は、本明細書に記載するように、診断薬及び予後薬として用
いることができる。多様な実施態様では、本発明は、結合対のメンバーの測定及びそのよ
うな測定の臨床応用における使用を提供する。本発明の免疫グロブリンは、例えば生物学
的サンプル中の抗原の検出で用いることができ、それによって、該免疫グロブリンが結合
する分子の異常レベルについて、及び／又はそのような分子の異常型の存在について対象
動物を試験することができる。“異常レベル”とは、該身体の一部分に由来するか又は疾
患をもたない対象動物に由来する類似のサンプルに存在するレベル、又は前記に存在する
レベルに典型的な標準的レベルと比較して増加又は減少していることを意味する。本発明
の抗体はまた、診断又は予後技術で使用されるキットに試薬として含まれ得る。
　ある特徴では、ヒストフィルス・ソムニペプチドと免疫特異的に結合する本発明の抗体
は、ヒストフィルス・ソムニ感染の診断、予後又はスクリーニングのために用いることが
できる。
【００６４】
　別の特徴では、本発明は、ヒストフィルス・ソムニ感染又は前記に対する免疫の存在を
診断又はスクリーニングする方法を提供し、前記方法は、対象動物に由来するサンプルに
対する免疫特異的結合抗体（該抗体はヒストフィルス・ソムニペプチドと免疫特異的に結
合する）のレベルを対象動物で測定する工程を含み、前記工程で、該感染症因子をもたな
い対象動物に由来する類似のサンプルの免疫特異的結合レベルと比較して、前記免疫特異
的結合レベルの増加はヒストフィルス・ソムニの存在の指標である。
　ヒストフィルス・ソムニペプチド又はそのアンタゴニストの存在を検出する適切なアッ
セイの例には、ELISA、放射性免疫アッセイ、ゲル拡散沈殿反応アッセイ、免疫核酸アッ
セイ、凝集アッセイ、蛍光免疫アッセイ、タンパク質A免疫アッセイ又は免疫電気泳動ア
ッセイが含まれるが、ただしこれらに限定されない。
　典型的には、該問題の分子の免疫アッセイは、検出可能なように標識した抗体の存在下
でサンプル（例えば生物学的液体、組織抽出物、新しく採集した細胞、又は培養細胞溶解
物）をインキュベートする工程、及び当業界で公知の多数の任意の技術によって結合抗体
を検出する工程を含むであろう。
【００６５】



(27) JP 2015-519305 A 2015.7.9

10

20

30

40

50

　ある抗体の結合活性は周知の方法にしたがって決定できる。当業者は、日常的な実験を
用いて、各測定について動作し得る最適なアッセイ条件を決定できるであろう。
　本発明の追加の特徴は、ヒストフィルス・ソムニの検出用又は測定用診断キットに関す
る。1つ以上の容器に抗ヒストフィルス・ソムニペプチド抗体及び場合によって該抗体に
対する標識された結合パートナーを含む、診断で使用されるキットが提供される。また別
には、該抗OMPヒストフィルス・ソムニペプチド抗体は標識することができる（検出可能
なマーカー、例えば化学発光部分、酵素部分、蛍光部分又は放射性部分により標識できる
）。したがって、本発明は、抗OMPヒストフィルス・ソムニペプチド抗体及びコントロー
ル免疫グロブリンを含む診断キットを提供する。具体的な実施態様では、該容器の前述の
化合物の1つは検出可能なように標識することができる。キットは場合によってさらに、
標準物質又はコントロールとして使用するために、該キットの抗体によって認識される予
め定められた量のOMPヒストフィルス・ソムニペプチドを容器中に含む。
【００６６】
　対象動物への投与
　投与の好ましいルートには、鼻内、経口、皮内及び筋肉内が含まれるが、ただしこれら
に限定されない。飲み水での投与が、もっとも好ましくは1回分用量として所望される。
本発明の組成物はまた、1用量、2用量又は3用量以上で、同様に他のルートでも投与する
ことができる。例えば、そのような他のルートには皮下、皮内、静脈内、血管内、動脈内
、腹腔内、包膜内、気管内、皮内、心臓内、肺葉内、脊髄内、肺臓内又は膣内である。所
望される治療の持続時間及び有効性に応じて、本発明の組成物は、1回又は数回、間歇的
にも、例えば日を基準として数日間、数週間又は数カ月間にわたって種々の投薬量で投与
され得る。
　以下の実施例は本発明の好ましい実施態様を示すために含まれている。以下の実施例で
開示する技術は本発明者らが発見した代表的な技術であり、本発明の実施で良好に機能し
、したがって本発明の実施のための好ましい態様を構成すると考えることができることは
、当業者には理解されよう。しかしながら、本開示を考慮して、開示した具体的な実施態
様で多くの変更を実施し、さらに本発明の趣旨から外れることなく同様な又は類似の結果
を得ることができることは当業者には理解されよう。
【実施例】
【００６７】
実施例１：CD牛における呼吸器チャレンジモデルの開発
　Ａ．目的
　任意のプロトタイプワクチンを評価するために、適切な病状が非処置動物で出現するこ
とを示す良好かつ一貫したチャレンジモデルが要求された。BIVIリサーチアンドデベロッ
プメントラブによる大半の刊行文献及び以前の研究は単離株5166を用いている。前記はカ
リフォルニア大学サンディエゴ分校（UCSD）からチャレンジ目的で入手されたが、一貫し
ない結果を生じた。より一貫したモデルを作製するために、最近獲得した野外単離株を51
66単離株との比較に用い、どちらが十分な臨床徴候、肺臓病理学及び死亡率を提供し、ワ
クチンプロトタイプの評価のために更なる実験に供し得るかを確定した。以前の文献にし
たがえば、野外で処置を施されなかった野生型感染は平均15％の肺関与を生じる（Griffi
n, 2009）。この測定を利用し、チャレンジモデルが成功か否かを決定した。
【００６８】
　Ｂ．材料と方法
　細菌単離株
　コントロールとして使用するために単離株5166をUCSDから入手した。単離株35576（ア
イオワ州立大学獣医診断研究室（ISUVDL）から入手）、LgD1-TN08（PTA-12756）、及びLg
2-OK08（PTA-12755）を、細菌性肺炎と診断された野外例から回収した。全ての単離株ス
トックを調製し、クリオビーズ（Cryobeads, Copan Diagnostics）で保存した。増殖は、
無菌的な10μLループを用いてコロンビア血液寒天（CBA）プレート（5％ヒツジ血液（Rem
el）を含む）にストリークし、10％のCO2とともに37℃で24時間インキュベートすること
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によって完了させた。前記プレートから個々のコロニーを選別し、新しいCBAプレートに
ローン増殖のためにストリークし、再度24時間インキュベートした。細菌ローンを1.0mL
の無菌的リン酸緩衝食塩水（PBS, Gibco）に採集し、300μLを用い、T-150フラスコ中のC
BA（Corning）に接種し、無菌的ガラスビーズを用いて拡散させた。より大きな容器を10
％のCO2とともに37℃で再度インキュベートし、続いてチャレンジの日に18時間増殖でガ
ラスビーズを利用して採集し、前記培養を6.0mLの5％ウシ胎児血清（FBS, SAFC）含有RPM
I1640培養液/フラスコに移した。以前の研究では、610nmで75％の透光度は約3.0ｘ108 CF
U/mLに相関することが示された。この概算値を用い、培養をRPMI1640で最終濃度1.0ｘ109

 CFU/mLに稀釈した。
【００６９】
　ウシ
　初乳を止めた67頭のホルスタイン牛を業者（Dykstra Dairy, Strubble, IA）から入手
した。前記は、イヤーノッチによりウシウイルス性下痢ウイルス（BVDV）持続感染陰性、
鼻スワブのq-PCRによりマイコプラズマ・ボビス（Mycoplasma bovis）持続感染陰性と判
定され、さらにH.ソムニワクチン接種を全く受けていない。全てのウシが実験の開始前に
良好な健康状態であることを、BIVIリサーチファーム（Sioux Center, IA）で現場の担当
獣医師が決定した。チャレンジの時点で、ウシは55日齢から71日齢の範囲で、平均は59日
齢である。動物は、施設の方法にしたがいその日齢及び体重に適切な1日分の飼料を与え
られた。水は各囲いについて利用可能なゴム容器により自由に摂取可能であった。ウシを
5グループのそれぞれにランダムに振り分け、さらに10囲いを含む複数のブロックとして
編成された個々の囲いにランダムに振り分けた。
　チャレンジ
　厳密コントロール動物を安楽死させ、チャレンジ前に剖検して、供給元由来の呼吸器病
変が存在しないことを確認した。他のコントロールには、H.ソムニを含まない2ｘ20.0mL
用量の5％FBS含有RPMI1640培養液を内視鏡により気管内に投与した。実験のための全ての
動物に対して、割り当てた単離株から採集したH.ソムニ20.0mLを1.0ｘ109 CFU/mLに稀釈
し、総概算チャレンジ用量2.0ｘ1010 CFUを、内視鏡により各ウシの気管内に第一分岐部
レベルで投与した。前記投与に続いて、20mLの5％FBS含有RPMI1640培養液で洗浄した。
【００７０】
　臨床観察
　チャレンジ後7日間、臨床徴候及び直腸温度を毎日観察した。全ての身体系統を観察し
たが、呼吸器ストレスの徴候に特に注意を払った。重篤な呼吸器ジストレスの徴候を示す
か、立っていることができなくなるか、及び／又は介助がなければ飼料及び／又は水にた
どり着くことができない動物は、人道的理由及び剖検のために安楽死させた。チャレンジ
後7日で、残りの全動物を安楽死させて剖検した。剖検時に、肉眼病変及び各肺葉に存在
する肺病変のパーセンテージを担当獣医師が記録した。病巣の辺縁の組織及び健全組織か
ら成る肺サンプルを収集した。ウシ毎に2つのサンプルを収集し、検査のために研究室へ
配送するときまで氷上に保存した。各ウシの追加サンプルを組織病理学的試験のために10
％ホルマリンで固定した。
　細菌の回収
　プロパンランプで組織の表面を焼き、続いて無菌的に切断して内部面を露出させた。乾
燥綿棒を該組織に挿入しサンプルに対して回転させた。この綿棒を5mLのBHIブロスにディ
ップした。前記ブロスにはトリス緩衝液及びチアミン一リン酸が文献（Asmussen and Bau
gh, 1981）で提唱されたように補充された。ブロスチューブを37℃で24－72時間、130rpm
で浸透しながらインキュベートした。組織の第二のセットは-70℃で保存した。インキュ
ベーションに続いて、ブロス培養を陽性及び陰性コントロールチューブと比較して濁度を
基準に増殖について陽性又は陰性を判定した。
【００７１】
　PCR
　感染肺由来培養のH.ソムニの存在を立証するために、各ブロス培養から50μLのサンプ
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ルを採取し、DNA抽出（Qiagen DNAキット）に付してq-PCRによりH.ソムニDNAの存在につ
いて試験した。利用したプライマーは、16S rDNA内の配列に対してH.ソムニ種特異的であ
った：フォワードプライマー（5’-GAAGGCGATTAGTTTAAGAG-3’）及びリバースプライマー
（5’-TTCGGGCACC AAGTRTTCA-3’）（Angen et al., 1998）。PCRは、25μL体積の96ウェ
ル様式で、バイオラドマスターミックス（Bio-Rad Master Mix）、0.4μg/μLウシ血清ア
ルブミン（BSA）及び各ウェルの反応の有効性を確認するインプロセスコントロールプラ
イマー一式とともにCFX-96サーモサイクラー（Bio-Rad）を用いて実施した。H.ソムニDNA
の標準曲線を各プレートで用いた。95.0℃で5分間の最初の活性化工程を実施し、続いて9
5℃で15秒の変性工程及び60.0℃で30秒のアニーリング/伸長工程の45サイクル、さらに各
サイクルの最後にプローブの蛍光のリアルタイム捕捉を実施した。データを捕捉し、バイ
オラドCFXソフトを用いて分析した。サンプルはデュープリケートで試験し、平均閾サイ
クル（Ct）を標準物と比較して、各サンプルが陽性か陰性かを決定した。サンプルが1つ
の陽性ウェル及び1つの陰性ウェルを有する場合には、当該サンプルをトリプリケートで
再度試験し、試験ウェルの50％超が示す結果によって最終的に陽性性を決定した。
　組織病理学
　10％ホルマリン固定肺サンプルを、組織病理学試験のためにISU-VDL（Ames, IA）へ送
った。0－4のスコア系を用いた。スコア0は顕微鏡病巣が存在しないことを示し、スコア1
は限局性病巣を示し、スコア2は中等度又は多数の限局性病巣を示し、スコア3は重度の又
は拡散した顕微鏡病巣を示し、スコア4は重度で拡散した顕微鏡病巣を示す。
【００７２】
　結果
　全チャレンジグループが、コントロールグループと本実験の過程を通して比較したとき
、平均直腸温度の検出可能な上昇を示した。単離株5166は1日目にもっとも迅速にピーク
温度に達するが、単離株35576は観察された最高の直腸温度に2日目に達した。各単離株の
チャレンジグループの直腸温度は1日目又は2日目にピーク温度から平均して下降を示した
。観察された直腸温度をグループ間で比較したとき、単離株35576のみが、他の単離株の
温度上昇よりも有意な温度上昇を示した（p＝0.004）。本チャレンジ期間の全過程にわた
る平均直腸温度は図1にまとめられている。
　臨床徴候、例えば抑うつ、食欲不振、急迫呼吸、喘ぎ呼吸、頭を下げる、体移動を嫌が
る、眼及び鼻の分泌物放出が全チャレンジ動物で観察された。徴候はチャレンジ後1日目
から3日目までもっとも重度でもっとも広く観察された。症状がもっとも重度で最も数多
く観察されたのはグループ2（単離株Lg2-OK08）で、このグループでは、15頭のうち11頭
が3日目までに死亡しているのが発見されたか又は人道的理由で安楽死させられた。死亡
率は表1にまとめられている。
　細菌培養及びその後のq-PCR分析は全チャレンジグループにおける高い肺臓回収率を示
した。グループ2（単離株Lg2-OK08）では、肺組織培養で陽性PCRが観察されなかったのは
ただ1頭だけであった。
【００７３】
　総肺病変を各動物の剖検時に測定した。赤色から灰白色へ黄色へと変動する肝変による
硬化が観察された。病巣は気管支樹に続く。肋骨郭に付着するフィブリンタグもまた、数
頭の動物の胸腔内及び心臓周囲嚢の過剰液体とともに観察された。これら動物のうちの数
頭は胸膜炎も同様に示した。グループ2（Lg2-OK08）は36.89％+/-8.64％（α＝0.1）の総
肺関与を生じた。グループ1（5166）は22.16％+/-7.66％（α＝0.1）の総肺関与を生じた
。この相違は統計的に有意である（p＝0.08）。肺病変は図2にまとめられている。
　肺組織を病巣の重篤度（0－4スケール）及びこれらの観察が細菌性肺炎と適合し得るか
に関して採点した。グループ間に有意な相違は見つけられなかったが、各単離株によるチ
ャレンジによって肺炎が惹起され得ることが支持される。組織病理学的試験の重篤度スコ
アは表2にまとめられている。
【００７４】
表1：処置グループの死亡率
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*単離株Lg2-OK08は、5166よりも有意（p＝0.01）に高い死亡率をもたらした。
**単離株35576は、5166よりも有意（p＝0.02）に高い死亡率をもたらした。
死亡率は、そのような事象が観察されたそれぞれの日の各群の死亡数として報告されてい
る。パーセンテージは当該処置グループの影響を受けた割合を表す。3日目の朝から7日目
の最後の剖検まで動物は全く死亡しなかった。
【００７５】
　Ｃ．結論
　本実験の目的は、以前に用いられた単離株5166と比較して、単離株Lg2-OK08、LgD1-TN0
8及び35576を良好なチャレンジモデルとして用いることができるか否かを決定することで
あった。単離株Lg2-OK08は、以下を含む臨床所見を提示することで最初の単離株5166より
も優れている：実験の過程を通して同等な平均直腸温度を示し、2日目にはより高いピー
ク温度を示す；より多くの目に見える臨床徴候；有意に高い死亡率；及び本実験における
肺病巣パーセンテージの有意な増加。単離株Lg2-OK08はまた、他の被検単離株（LgD1-TN0
8又は35576）のどちらよりも一貫した結果をもたらした。全ての被検単離株が細菌性肺炎
を生じ、該モデルによって意図される所望の肺病変（15％以上）を提示するが、単離株Lg
2-OK08は、他の単離株と比較して最も強い病毒性を示すようである。この単離株は、処置
グループ内で一貫して適切な病変形成性を示し、そのより新しい単離ゆえに現在の野生型
呼吸器感染をより厳密に反映することができる。したがってLg2-OK08をチャレンジ生物と
して更なる研究のために利用した。
【００７６】
表2：組織病理学実験による重篤度スコア

重篤度スコアはISU-VDLの技術スタッフの判定を基準にして割り当てられた。パーセンテ
ージは、提示の顕微鏡病巣の重篤度を示す該当処置グループにおける割合を示す。
スコアは以下のとおりである：0＝顕微鏡病巣は存在しない；1＝軽度又は限局性病巣；2
＝中等度又は多数の限局性病巣；3＝重度の又は拡散した病巣；4＝重度で拡散した病巣。
【００７７】
実施例２：CD牛モデルでのワクチン戦略評価
　Ａ．目的
　本実験の目標は、実施例1に記載の呼吸器チャレンジモデルに対して、これまで利用可
能なワクチン技術を代表する多様なワクチンプロトタイプの有効性を判定することであっ
た。本実験で精査するワクチンは、死菌、バイオフィルム形成遺伝子に欠損を有する2つ
の改変生変異体、及びサルコシル抽出によって得られる粗OMP抽出物が含まれる。呼吸器
チャレンジの成功を、細菌の回収、H.ソムニ特異的PCR、及び顕微鏡病巣の組織病理学的
試験によって確認しながら、野外実験で観察される肺病変に対して再度調べた。ワクチン
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の有効性は、非ワクチン接種コントロールと比較した肺病変の減少を基準に判定した。
【００７８】
　Ｂ．材料と方法
　細菌単離株
　H.ソムニ単離株Lg2-OK08（PTA-12755）をチャレンジと同様にOMP抽出にも用いた。ある
種のバイオフィルム形成の特徴を欠く2つの改変生欠損変異体をVATech（Virginia Polyte
chnic Institute and State University）から入手した。市場で入手できる死菌製品を入
手してこれまでの利用可能な方法と該プロトタイプとの有効性の比較として供した。OMP
抽出のための単離株Lg2-OK08の増殖は以下の節で記載する。このチャレンジ用単離株の増
殖は、改変生ワクチン単離株の増殖と同様に、実施例1に報告した方法とまったく同一の
態様で実施した。
　OMP抽出
　OMP抽出方法は文献記載の方法（Bollag et al., 1996及びRehm, 2006）から改変した。
5％ウシ血液（Remel）を含むCBAプレートにクリオビーズ（Copan Diagnostics）上で保存
した単離株Lg2-OK08（PTA-12755）を打ち付け、10％CO2とともに37℃で24時間インキュベ
ートした。続いて、コロニーを50mLの円錐チューブ（Corning）中の10mLの私有ブロス培
地（BIVI）（FBS（SAFC）、酵母抽出物（BIVI）及びデキストロース（BIVI）を補充）に
移した。このブロスを130rpmで震盪させながら37℃で24時間インキュベートした。典型的
なH.ソムニ増殖に一致する濁度を、分光光度計を用い610nmで光学密度（OD）を測定する
ことによって実証し、この最初の培養の1.5mLを、2.8Lの震盪フラスコ中の1.5Lの新しい
培養液に接種した。このより大きな培養を130rpmで震盪しながら18時間37℃でインキュベ
ートした。前記培養を10,000ｘGで10分間遠心分離して細菌を採集した。続いて、採集細
胞を10ｘ濃度で10mMの4-(2-ヒドロキシエチル)-1-ピペラジンエタンスルホン酸（HEPES）
緩衝液（Signa）（プロテアーゼン阻害剤（Sigma）を含む）に再懸濁した。続いて、この
再懸濁ペレットを3サイクルの凍結融解に付して細胞融解を開始させた。3回目の融解に続
いて、培養を3ラウンドの超音波によって更なる細胞溶解に付した。超音波はカップホー
ンを用い、完全振幅で0.5秒のバーストを1分間実施した。続いて、細胞溶解物を17,000ｘ
Gで20分間遠心分離して細胞屑を除去した。続いて得られた上清を100,000ｘGで1時間、4
℃で遠心分離し、膜結合タンパク質をペレットにした。この遠心分離ペレットを10ｘ濃度
で10mMのHEPES（プロテアーゼ阻害剤（Sigma）含む）に再懸濁し、続いて2.0％サルコシ
ル（Sigma）で30分間室温にて処理し非タンパク質成分を可溶化した。続いて、前記処理
懸濁物を再度100,000ｘG、4℃で1時間遠心分離してタンパク質をペレットにした。続いて
、得られたペレットを10mMのHEPESに再懸濁し、さらに最終濃度1.0mg/mLに稀釈した。前
記濃度は、BCA総タンパク質アッセイキット（Thermo）によって示された。
　前記抽出プロセスは、生成されるタンパク質総量で予想したほど有効ではないことが示
され、最終処理のタンパク質の多くが可溶性分画に留まることもまた観察された。殺滅バ
クテリンワクチンを投与したウシの血清を用いたこれらの調製物のウェスタンブロットは
、これら2つの分画のタンパク質プロフィールはほぼ同一であることを示した。ワクチン
のための十分な材料を提供するために、サルコシル処理の不溶性及び可溶性分画の両分画
を本ワクチン免疫に用いた。
【００７９】
　ウシ
　70頭の初乳停止ホルスタイン牛を業者（J&R Livestock（アイオワ））から入手した。
前記は、イヤーノッチによりBVDV持続感染陰性、鼻スワブのq-PCRによりM.ボビス持続感
染陰性と判定され、さらにH.ソムニワクチン接種を以前に全く受けていない。最初のワク
チン接種の時点でウシは41日齢から51日齢の範囲で、チャレンジの時点で平均90日齢であ
った。全てのウシが実験の開始前に良好な健康状態であることを、BIVIリサーチファーム
（Cosby, MO）の現場の担当獣医師が決定した。動物は、施設の方法にしたがいその日齢
及び体重に適切な1日分の飼料を与えられた。水は各囲いについて利用可能なゴム容器に
より自由に摂取可能であった。ウシを5グループのそれぞれにランダムに振り分け、さら
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に処置に応じて複数のブロックの個々の木枠に振り分けた。コントロール動物は、この実
験のワクチン接種期の間、改変生ワクチン接種動物から可能なかぎり離れた木枠に振り分
けた。さらにまた、ワクチン免疫期間の間、動物は常に以下と同じ順序に並べた：コント
ロール、バクテリンワクチン免疫、OMPワクチン免疫、続いて改変生ワクチン免疫。
　ワクチン免疫とチャレンジ
　ワクチンを本実験の0日目に投与し、続いて3週間後の21日目にブースターを投与した。
チャレンジコントロール動物にはPBSのみを投与した。バクテリンワクチン免疫動物には
、製造業者のラベルの推奨にしたがい2.0mL用量を皮下（SQ）に投与した。OMPワクチン免
疫動物には、1用量当たりフロイント不完全アジュバント（Sigma）中の400μgのOMP材料
をSQで投与した。改変生ワクチン免疫動物には、概算1.0ｘ109 CFU/用量で2.0mL用量を2
つの異なるルート（SQ及び鼻内（IN））により投与した。
　41日目（チャレンジ1日前）に、動物をランダムに新規な囲い（ストレッサーとして機
能する）に再度振り分けた。42日目に、先の実験と同一の方法により5％FBS含有RPMI1640
で稀釈した単離株Lg2-OK08の1.0ｘ1010 CFUで動物をチャレンジした。全てのチャレンジ
後の観察、サンプル採集、試験方法及び安楽終末は実施例1に記載したものと同一であっ
た。ワクチン免疫及びチャレンジスケジュールは表3にまとめられている。
【００８０】
表3：実験デザイン

ワクチン接種は本実験の0日目及び21日目に実施した。チャレンジは42日目に実施した。
【００８１】
　臨床観察
　チャレンジ後7日間、臨床徴候及び直腸温度を毎日観察した。全ての身体系統を観察し
たが、呼吸器ストレスの徴候に特に注意を払った。重篤な呼吸器ジストレスの徴候を示す
か、立っていることができなくなるか、及び／又は介助がなければ飼料及び／又は水にた
どり着くことができない動物は、人道的理由及び剖検のために安楽死させた。チャレンジ
後7日で、残りの全動物を安楽死させて剖検した。剖検時に、肉眼病変及び各肺葉に存在
する病巣形成のパーセンテージを担当獣医師が記録した。病巣の辺縁の組織及び健全組織
から成る肺サンプルを収集した。ウシ毎に2つのサンプルを収集し、検査のために研究室
へ配送するときまで氷上に保存した。各ウシの追加サンプルは組織病理学的試験のために
10％ホルマリンで固定した。
　細菌の回収
　肺組織のスワブを細菌検出に用いた。実験１と同一の方法で、開放火炎上で肺組織を焼
き、無菌フードに移し、組織の内部面を無菌的にスワブでふき取ることができるように切
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されないとき、-70℃で保存されてあった第二の肺組織サンプルを続いて融解させた。実
験1の手順を繰り返し、第二のスワブを用い、5％ヒツジ血液（Remel）を含むコロンビア
血液寒天（CBA）プレートをストリークした。前記第二のスワブは直接PCRのためにもまた
維持された。各ブロス培養、寒天プレート及び第二の検査セットのスワブ由来サンプルを
それぞれDNA抽出及びPCR分析に付した。
【００８２】
　PCR
　感染肺由来培養のH.ソムニの存在を立証するために、各ブロス培養から50μLのサンプ
ルを採取し、DNA抽出（Qiagen DNAキット）に付してq-PCRによりH.ソムニDNAの存在につ
いて試験した。実験1に記載したH.ソムニ16S遺伝子特異的プライマーを用いた。PCRは、2
5μL体積の96ウェル様式で、バイオラドマスターミックス、0.4μg/μLウシ血清アルブミ
ン（BSA）及び各ウェルの反応の有効性を確認するインプロセスコントロールプライマー
一式とともにCFX-96サーモサイクラー（Bio-Rad）を用いて実施した。H.ソムニDNAの標準
曲線を各プレートで用いた。95.0℃で5分間の最初の活性化工程を実施し、続いて95℃で1
5秒の変性工程及び60.0℃で30秒のアニーリング/伸長工程の45サイクル、各サイクルの最
後にプローブ蛍光のリアルタイム捕捉を実施した。データを捕捉し、バイオラドCFXソフ
トを用いて分析した。サンプルはデュープリケートで試験し、平均閾サイクル（Ct）を標
準と比較して、各サンプルが陽性か陰性かを決定した。サンプルが1つの陽性ウェル及び1
つの陰性ウェルを有する場合には、当該サンプルをトリプリケートで再度試験し、試験ウ
ェルの50％超が示す結果によって最終的に陽性性を決定した。
　組織病理学
　10％ホルマリン固定肺サンプルを、組織病理学試験のためにISU-VDL（Ames, IA）へ輸
送した。0－4のスコア系を用いた。スコア0は顕微鏡病巣が存在しないことを示し、スコ
ア1は軽度又は限局性病巣を示し、スコア2は中等度又は多数の限局性病巣を示し、スコア
3は重度の又は拡散した顕微鏡病巣を示し、スコア4は重度で拡散した顕微鏡病巣を示す。
　結果
　全てのグループについて直腸温度はチャレンジの翌日に約3度上昇した。バクテリンワ
クチン接種グループは最高の平均温度を示し、一方、変異体1ワクチン接種動物は最低の
平均温度を示した。ワクチンのいずれに関しても直腸温度に有意な低下は存在しなかった
。直腸温度は図3にまとめられている。
　以前の研究では、肺スワブのブロス培養はインキュベーション24－27時間後に濁った。
本実験では、この濁りは観察されず、肺組織から生命活性を有する細菌が回収されなかっ
たことを示している。第二のブロス培養セットもまた、37℃/130rpm震盪で72時間のイン
キュベーション後に濁りを示さなかった。しかしながら、CBAプレートは、37℃で10％CO2
下での24時間インキュベーション後にH.ソムニの典型的なコロニーを示し、非H.ソムニ生
物の明白な増殖は認められなかった。表4に示すように、ブロス培養の各々についてのPCR
分析、平板培養コロニー及び直接スワブはいずれもH.ソムニの存在を示している。
【００８３】
表4：チャレンジ動物よりH.ソムニの検出
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パーセンテージは、16s rRNA遺伝子に特異的なH.ソムニのq-PCRによる検出成功の各グル
ープにおける割合を示す。新鮮ブロス培養も凍結ブロス培養も、以前には通常的に観察さ
れたH.ソムニの増殖の成功を示す濁りをもたらさなかったが、PCRによって、生命活性を
もたないとしても検出可能な微生物が確認され、平板培養は他の夾雑細菌が存在しないこ
とを示した。
【００８４】
　観察された臨床徴候には、抑うつ、食欲不振、急迫及び／又は喘ぎ呼吸、咳、鼻の分泌
物放出、震え、ワクチン注射部位の浮腫が含まれる。全グループについて、臨床徴候はチ
ャレンジ期間を通して持続したが、OMPワクチン接種動物ではチャレンジ後5日間に咳のみ
が示された。OMPワクチン処置は、コントロールグループと比較したとき、以下の事柄で
有意な減少をもたらした：観察される抑うつの発生（p＝0.06）、食欲低下を示す日数（p
＝0.02）、鼻の分泌物放出（p＝0.03）、及び観察される臨床徴候の総数（p＝0.05）。変
異体1ワクチンは、喘ぎ呼吸の発生の減少又は鼻の分泌物放出減少を示さなかった唯一の
ワクチンであった。
　コントロールグループの5頭の動物はチャレンジ期間の終了前に死亡した。市販バクテ
リングループの2頭の動物、変異体1グループの3頭の動物、及び変異体2グループの3頭の
動物もまたチャレンジ期間中に死亡した。OMPワクチンを投与した動物はいずれも剖検前
には死亡せず、これは、コントロールと比較したとき有意である（p＝0.02）。死亡率は
表5にまとめられている。
【００８５】
表5：処置グループによる死亡率

*OMPワクチンはコントロールグループよりも有意に低い死亡率を生じた（p＝0.02）。
死亡率は、そのような事象が観察されたそれぞれの日の死亡数として報告される。
パーセンテージは当該処置グループの影響を受けた割合を示す。
【００８６】
　チャレンジコントロールグループと比較したとき、改変生変異単離株の両株が、肺病巣
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の平均パーセンテージの低下を示したが（変異体1について24.38％及び変異体2について2
4.47％）、この相違は統計的に有意であるとは認められなかった。しかしながら、OMPワ
クチン候補は平均して13％の肺病巣を生じ、前記はコントロールグループで観察された32
.4％と比較したとき有意である（p＝0.001）。市場で入手できる殺滅バクテリンワクチン
は、コントロールグループと比較したとき病巣スコアで相違を示さなかった（32.10％）
。肺の病理学は図4にまとめられている。
　組織学的試験は細菌性肺炎と一致した。当該精査者は、小葉間隔壁がしばしば浮腫、炎
症性細胞及びリンパ管の血栓症により拡大/拡張されることを報告した。グループ間に相
違は認められず、このデータは確認の目的のためにのみ利用された。
【００８７】
　Ｃ．結論
　問われているワクチンの有効性評価はOMP調製物について有望な結果を提示した。前記
結果は、コントロールグループと比較したとき全体的な臨床徴候、パーセント肺病巣及び
死亡率の有意な減少を示した。改変生候補ワクチンはこれら変数について減少傾向を示し
たが、本実験では統計的に有意であるとは認められなかった。市場で入手できるバクテリ
ン製品は呼吸器チャレンジに対して有効性を示さなかった。
　細菌回収中にブロス培養が濁らなかったのは、培養液又はその成分の１つの特定のロッ
トの人工産物であったかもしれない。濁りの欠如は、PCRにより検出可能なH.ソムニの非
存在と相関しなかった。ブロス培養方法は更なる実験では廃止できる。なぜならば、直接
スワブ法は同じレベルのH.ソムニ回収を示しつつ処理時間を72時間まで短縮するからであ
る。
　OMP候補ワクチンは有望のように見えるが、該OMPワクチンはチャレンジ単離株（BIVI:L
g2-OK08）から作製されること、及びワクチン免疫のために必須のタンパク質量を得るた
めに要求される大培養体積及びタンパク質抽出での超遠心分離の使用のために、OMPのサ
ルコシル調製方法はこれまでのところ大量生産に移行させることができないことは留意さ
れねばならない。製造のために効率的な代替抽出方法（すなわち、フィルター濃縮又は低
速遠心分離を用いるより高いタンパク質収量のための方法）を評価する必要があり、さら
に異種OMP調製物の有効性が試験されなければならない。
【００８８】
実施例３：タンパク質抽出方法を基準にしたOMPワクチンプロトタイプの有効性
　Ａ．目的
　実験2で観察された、チャレンジ単離株（Lg2-OK08）のサルコシル抽出OMP調製物の有効
性に関して、異種ワクチン調製物を評価することが重要になった。この目的のために単離
株LgD1-TN08及び156A2を選択した。実験2で利用したOMP抽出のサルコシル方法は、可溶性
及び不溶性分画の両分画について類似するタンパク質プロフィールをもたらし（このプロ
セスの非効率性を示す）、期待する総タンパク質収量よりも低い収量を提供した。SDS及
びトリトン-Xを用いて抽出されたOMPの有効性もまた試験した（サルコシル方法と異なり
、前記は大量生産レベルと比較し得る）。
【００８９】
　Ｂ．材料と方法
　細菌単離株
　H.ソムニ単離株Lg2-OK08（PTA-12755）、LgD1-TN08（PTA-12756I）及び156A2（BIVI）
を本実験で利用した。単離株Lg2-OK08及びLgD1-TN08の培養増殖及びサルコシル抽出は実
験2で用いた方法と同一であった。両単離株について、サルコシル方法は比較的少量の総
タンパク質を生じること、及び採集タンパク質の大半がサルコシル可溶性分画に留まるこ
とが再度認められた。可溶性及び不溶性分画の両分画をワクチン処方物のために用いた。
次の節で述べるSDS抽出をLgD1-TN08に用い、トリトンXを156A2に用いた。SDS方法を単離
株LgD1-TN08のために実験室スケールで実施し、製造スケールのトリトンX方法を単離株15
6A2のために用いた（156A2は従来のワクチン製品で用いられる）。
　SDS抽出



(36) JP 2015-519305 A 2015.7.9

10

20

30

40

　中空繊維ろ過を利用して外膜タンパク質を抽出するトリトンXの方法は、BIVI製造施設
（Fort Dodge, IA）によって概略された。簡単に記せば、生培養を0.2μmのカットオフフ
ィルターを用いて中空繊維ろ過（HFF）による濃縮に付し、再懸濁し、トリトンXで処理し
、続いてその最初の体積に戻した。続いて、前記処理抗原を5kDaカットオフフィルターに
よる第二ラウンドのHFFに付し、所望のタンパク質荷重に濃縮する。本施設において製造
スケールで生成した単離株156A2由来抗原を用いて1つのグループをワクチン免疫した。
　第二のグループは、研究用単離株LgD1-TN08由来のSDS抽出材料を用いてワクチン免疫し
た。この研究室スケールの手順のために、前記単離株のブロス培養を実験2のサルコシル
抽出方法について記載したように調製し、0.2μmのHFFではなく10,000ｘGで10分間の遠心
分離によって採集した。続いてペレットを10ｘ濃度で10mMのHEPES（プロテアーゼに阻害
剤（Sigma）を含む）に懸濁した。続いて、この懸濁物を1時間60℃でインキュベートした
。SDSを0.04％の総濃度で添加し、30分間41℃でインキュベートした。続いて処理抽出物
を9,500ｘGで24分間遠心分離して細胞屑を除去した。続いて10mMのHEPES（プロテアーゼ
に阻害剤（Sigma）を含む）を用いて、上清を1ｘ濃度に戻し、さらに5kDaフィルターを用
いて中空繊維ろ過により20ｘに濃縮した。
　ウシ
　70頭の初乳停止ホルスタイン牛を業者（J&R Livestock（アイオワ））から入手した。
前記は、イヤーノッチによりBVDV持続感染陰性、鼻スワブのq-PCRによりM.ボビス持続感
染陰性と判定され、さらにH.ソムニワクチン接種を以前に全く受けていない。最初のワク
チン接種の時点でウシは44日齢から54日齢の範囲で、チャレンジの時点で平均92日齢であ
った。全てのウシが実験の開始前に良好な健康状態であることを、BIVIリサーチファーム
（Sioux Center, IA）の現場の担当獣医師が決定した。動物は、施設の手順にしたがいそ
の日齢及び体重に適切な1日分の飼料を与えられた。水は各囲いについて利用可能なゴム
容器により自由に摂取できた。ウシを5グループのそれぞれにランダムに振り分け、さら
に10囲いを含む複数のブロックとして編成された1つの囲いにランダムに振り分けた。チ
ャレンジ1日前に、全てのウシをランダムに新規な囲い（ストレッサーとして機能する）
に再度振り分けた。
　ワクチン免疫とチャレンジ
　全ワクチンプロトタイプをフロイント不完全アジュバント（Sigma）中の400μgタンパ
ク質/用量の濃度で処方した。実験2でOMPワクチンについて実施したように、ワクチンを0
日目及び21日目に2.0mLのSQ注射として投与した。囲いへの割り当ての再ランダム化は41
日目に実施し、実験2のチャレンジと同一のチャレンジを42日目に実施した。ワクチン免
疫及びチャレンジスケジュールは表6にまとめられている。
　臨床観察
　チャレンジ後7日間、臨床徴候及び直腸温度を毎日観察した。全ての身体系統を観察し
たが、呼吸器ストレスの徴候に特に注意を払った。重篤な呼吸器ジストレスの徴候を示す
か、立っていることができなくなるか、及び／又は介助がなければ飼料及び／又は水にた
どり着くことができない動物は、人道的理由及び剖検のために安楽死させた。チャレンジ
後7日で、残りの全動物を安楽死させて剖検した。剖検時に、肉眼病変及び各肺葉に存在
する病巣形成のパーセンテージを担当獣医師が記録した。病巣の辺縁の組織及び健全組織
から成る肺サンプルを収集した。ウシ毎に2つのサンプルを収集し、検査のために研究室
へ配送するときまで氷上に保存した。各ウシの追加サンプルは組織病理学的試験のために
10％ホルマリンで固定した。
【００９０】
表6：実験設計
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【００９１】
　細菌の回収
　実施例2で行ったように、剖検後の肺サンプルを-70℃で凍結し、さらに加工処理前に融
解した。融解サンプルを開放火炎上で焼き、無菌的環境に移し、切開して内部面をスワブ
でふき取った。前記スワブを用いてCBAプレート（Remel）にストリークした。前記プレー
トを10％CO2とともに37℃で一晩インキュベートし、外部因子が存在しないことを立証し
た。続いて前記スワブをDNA抽出及びPCRに付して、H.ソムニの存在を立証した。
【００９２】
　PCR
　感染肺のスワブからH.ソムニの存在を立証するために、前記スワブをDNA抽出（Qiagen 
DNAキット）に付し、q-PCRによりH.ソムニDNAの存在について試験した。実験1に記載した
H.ソムニ16S遺伝子特異的プライマーを用いた。PCRは、25μL体積の96ウェル様式で、バ
イオラドマスターミックス、0.4μg/μLウシ血清アルブミン（BSA）及び各ウェルの反応
の有効性を立証するインプロセスコントロールプライマー一式とともにCFX-96サーモサイ
クラー（Bio-Rad）を用いて実施した。H.ソムニDNAの標準曲線を各プレートで用いた。95
.0℃で5分間の最初の活性化工程を実施し、続いて95℃で15秒の変性工程及び60.0℃で30
秒のアニーリング/伸長工程の45サイクル、各サイクルの最後にプローブ蛍光のリアルタ
イム捕捉を実施した。データを捕捉し、バイオラドCFXソフトを用いて分析した。サンプ
ルはデュープリケートで試験し、平均閾サイクル（Ct）を標準と比較して、各サンプルが
陽性か陰性かを決定した。サンプルが1つの陽性ウェル及び1つの陰性ウェルを有する場合
には、当該サンプルをトリプリケートで再度試験し、試験ウェルの50％超が示す結果によ
って最終的に陽性性を決定した。
　組織病理学
　10％ホルマリン固定肺サンプルを、組織病理学試験のためにISU-VDL（Ames, IA）へ輸
送した。0－4のスコア系を用いた。スコア0は顕微鏡病巣が存在しないことを示し、スコ
ア1は軽度又は限局性病巣を示し、スコア2は中等度又は多数の限局性病巣を示し、スコア
3は重度の又は拡散した顕微鏡病巣を示し、スコア4は重度で拡散した顕微鏡病巣を示す。
　結果
　全グループの直腸温度はチャレンジの次の日（43日目）に約3度上昇した。最高のピー
ク温度は、トリトンX抽出単離株156A2でワクチン免疫したグループで観察され、チャレン
ジの次の日に～40℃（～華氏104.0度）に達した。チャレンジコントロールと比較したと
き、いくつかのワクチングループについて、顕著な温度の相違がそれぞれの日に観察され
たが、これらの観察が防御の指標として生物学的に有意であるようには思われない。なぜ
ならば、これらの相違は、肺病変のパーセンテージの減少が観察されたグループとは無関
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係に観察されたからである。直腸温度は図5にまとめられている。
　凍結融解した肺組織のスワブの直接q-PCRを示した先の実験を考慮すれば、これらのサ
ンプルからH.ソムニを検出し得ることは許容できよう。検出を成功させたサンプル数は、
生存能力を有するH.ソムニを培養増殖のために提供するサンプル数のようにこの実験で低
かった。前記観察の原因を決定することは本実験の範囲を超えているが、前記は、ワクチ
ン投与による感染の除去の増加を示しているかもしれない。グループ間で有意な相違は認
められなかったが、より高レベルの検出及び回収が、ワクチンの有効性を一切欠いたグル
ープで認められた。このパラメーターは更なる実験でも調査が継続されるであろう。H.ソ
ムニの回収は表7に記載されている。
【００９３】
表7：チャレンジ動物のH.ソムニの検出

【００９４】
　観察された臨床徴候はチャレンジ後1日から認められ、抑うつ、食欲低下、急迫及び／
又は喘ぎ呼吸及び咳を含む。重篤な鼻の分泌物放出がチャレンジ後3日から数頭の動物で
認められた。全グループの臨床徴候はチャレンジ期間を通して持続した。任意の個々の徴
候又は提示された徴候の総数に関して、グループ間で有意な相違は認められなかった。コ
ントロールグループの3頭の動物がチャレンジ期間の終了前に死亡した。156A2グループの
4頭の動物、LgD1-TN08 OMPサルコシルグループの2頭の動物、及びLgD1-TN08 OMP SDSグル
ープの3頭の動物もまたチャレンジ期間の最中に死亡した。Lg2-OK08 OMPサルコシルワク
チンを投与された動物はいずれも剖検前に死亡しなかった。チャレンジコントロールと比
較していずれの相違も統計的に有意ではなかった。死亡率は表8にまとめられている。
【００９５】
表8：処置グループの死亡率

死亡率は、そのような事象が観察されたそれぞれの日の各群の死亡数として報告される。
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パーセンテージは当該処置グループの影響を受けた割合を表す。
【００９６】
　単離株Lg2-OK08（13.72％、p＝0.045）及び単離株LgD1-TN08（14.14％、p＝0.037）の
両単離株のサルコシル抽出によって生成されたOMPから成るワクチンは、チャレンジコン
トロールグループ（28.37％）と比較したとき、総肺病変の有意な減少を示した。単離株L
gD1-TN08（16.22％、p＝0.114）のSDS抽出を用いて生成されたOMPワクチンは、当該グル
ープで観察された平均肺病変の減少で同様な傾向を示した。しかしながら、当該グループ
内の変動のために、病巣スコアは、チャレンジコントロールグループと有意に相違すると
は認められなかった。トリトンX100によって抽出された156A2抗原（25.36％、p＝0.814）
は、チャレンジコントロールグループと比較したとき肺病変で相違を示さなかった。肺病
変のパーセンテージは図6にまとめられている。
　肺組織の組織学的試験は細菌性肺炎と一致した。気道栓子、浮腫、胸膜炎、壊死及び無
気肺もまた全グループの動物で報告されたが、チャレンジコントロールグループで最も重
篤であった。ワクチングループにおけるこれらの所見の存在は、この試験のためのサンプ
ルが病巣周辺から採取されたので予期された。前記は個々の動物で観察される全体的な病
変の指標を提供せず、チャレンジがまた成功であったことを示していると解されるべきで
ある。
【００９７】
　Ｃ．結論
　チャレンジ単離株と同種（Lg2-OK08、p＝0.045）又は異種（LgD1-TN08、p＝0.037）のH
.ソムニ単離株のサルコシル抽出によって調製された材料による2用量ワクチン免疫は、チ
ャレンジコントロール動物と比較したとき総肺病変の有意な減少を示した。異種単離株Lg
D1-TN08のSDS抽出を用いた同じワクチン免疫スケジュールは総肺病変で同様な減少を示し
たが、当該グループ内の変動性のために、本実験では有意であるとは認められなかった（
p＝0.114）。156A2抗原（トリトンX抽出によって調製）は、コントロールグループと比較
したとき総肺病変で相違を示さなかった（p＝0.814）。総肺病変は有効性の比較のために
もっとも相関性の高いパラメーターであり続ける。本実験で用いられる400μgタンパク質
/用量は156A2抗原が用いられている実際の市販ワクチンのポテンシー基準より低いことは
理解されるべきである。タンパク質濃度を増加させるか、又は通常のより免疫能力の高い
ウシを用いれば、本実験で観察された結果は変化し得よう。
　サルコシル抽出材料から誘導したワクチンは、サルコシル不溶性ペレットとともにサル
コシル可溶性上清を一緒に用いて処方された。なぜならばペレットそのもののタンパク質
収量がワクチン免疫に不十分であったからである。ウェスタンブロット分析は、類似の分
子量を有する免疫反応性タンパク質が両分画に存在することを示した。総タンパク質収量
の増加及び不溶性ペレットに蓄積されるタンパク質の量の増加を試みる更なる研究が、こ
のプロセスの有効性の改善のために実施されねばならない。本抽出方法で超音波処理及び
遠心分離の方法も可能な改善点であるかもしれない。
【００９８】
　SDS抽出方法はより効率的であるが、SDS-PAGEで分離しウェスタンブロット分析に付し
たとき、異なるタンパク質プロフィールをもたらす。サルコシル調製物と類似するバンド
を観察することができるが、それらは総調製物中ではるかに希薄で、重要性が未知のいく
つかの他のタンパク質もまた観察される。これは、SDS抽出物を投与された動物で観察さ
れる肺病変の減少を説明するだけでなく、グループ内で良好な結果が変動することの説明
ともなり得る。
　実験2は、同種のサルコシル抽出ワクチン（Lg2-OK08）を用いたとき、観察される抑う
つ、喘ぎ呼吸、総臨床徴候及び死亡率で有意な低下を示したが、これはこの実験では認め
られなかった。Lg2-OK08のサルコシル抽出物を投与されたグループはこの実験では全く死
亡を示さず、このことは以前の観察と一致する。他の全てのグループは、チャレンジ後に
14.3％（LgD1-TN08のサルコシル抽出）から26.7％（156A2のトリトンX抽出）の範囲の死
亡率を示した。臨床徴候は、これらの実験では従来ワクチン比較の主要なパラメーターで
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はないが、一貫した臨床徴候及び死亡率をもたらすことは、ワクチンの比較を含む将来の
いずれの研究でも有益であろう。
　試験した他のパラメーターには直腸温度、培養及びq-PCRによるH.ソムニの回収、並び
に注射部位の反応の比較が含まれる。これらのいずれもグループ間で有意な相違を示さな
かった。これらの試験の目的が、それらの病巣付随パーセンテージに無関係に該病巣にお
けるH.ソムニの存在を確認することであるので、同様な回収及びPCR検出を示すことは予
想に反することではない。H.ソムニの回収が以前の実験で観察されたものより低かったが
、全てのグループについて低いということは、チャレンジがグループ間で一貫していたこ
とを示唆している。実験2は新鮮な肺サンプルの凍結はH.ソムニの回収に影響しないこと
を示したが、凍結/融解が回収に負の影響を与えることは可能である。したがって、将来
の実験では、肺組織の細菌回収を成功させるために可能ならば新鮮な（非凍結）肺のスワ
ブを用いることが推奨される。q-PCRを用いても、存在するかしないかについて結果を定
性的に解釈すべきであること、及びCt値は検出細菌量の厳密な定量的測定値ではないこと
（なぜならばこのアッセイは未だ正当性が立証されたわけではない）を認識することが重
要である。
【００９９】
実施例４：サルコシル及びSDS方法により抽出されたOMP分画の有効性
　Ｄ．目的
　実験3で、サルコシル抽出OMPワクチンは、呼吸器チャレンジによって引き起こされる肺
葉病変の有意な減少を示し続けたが、抽出プロセスそのものは非効率的なままである。細
胞溶解を改善する超音波工程並びに可溶性及び不溶性分画の分離を改善する遠心分離工程
を改変することによって、より高い総収量及び最終不溶性分画におけるより高いタンパク
質濃度の両方が達成された。以前の有効性は、もっぱら不溶性分画から成るワクチンを土
台としていたので、これら分画の有効性を別々に試験することが重要であった。さらにま
た、SDS抽出方法は実験3で総肺スコアの明白な低下をもたらしたが、これは統計的に有意
でないことが見出された。このワクチン候補を再試験することは重要であると考えた。
【０１００】
　Ｅ．材料と方法
　細菌単離株
　単離株LgD1-TN08を用いて本実験のための全てのワクチンプロトタイプを調製した。本
単離株のための培養増殖及びSDS抽出方法は実験3で用いた手順と同一であった。本単離株
のためのサルコシル抽出方法への変更は下記で述べる。単離株Lg2-OK08を用いて本実験の
ためのチャレンジ材料を調製した。チャレンジ材料の増殖、採集、及び調製は全ての先行
する実験で用いた手順と同一であった。
　サルコシル抽出
　本実験のためのサルコシル抽出方法は、総タンパク質収量を増加させるために、さらに
最終調製物における不溶性タンパク質の分離効率を増加させるために改変された。総タン
パク質収量を増加させるために、以前に実施したカップホーンを使用するのではなくて培
養に直接挿入したプローブを用いて超音波処理を完了させた。これによって細胞溶解が改
善され、17kｘGの遠心分離工程の後でより多くの膜結合タンパク質が上清に遊離した。前
記は、BSA総タンパク質アッセイ（Thermo）によって両調製方法の上清でタンパク質濃度
を比較することによって確認された（データは示されていない）。不溶性タンパク質分離
効率を改善するために、超遠心分離を必要とする全ての工程を、以前に用いられたSW28ス
イングバケットローターではなく70Ti固定角ローターを用いて実施した。固定角ローター
はより効率的な進行を可能にした。これら2つの改変は所望の効果をもたらした。サルコ
シル不溶性分画のみ又はサルコシル可溶性分画のみを用いて、別個のワクチンを処方する
ために十分なタンパク質収量が得られた。2つの分画の混合物もまた調製し、以前の実験
で用いたワクチン調製物に対する比較を可能にした。
【０１０１】
　ウシ
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　68頭の初乳停止ホルスタイン牛を業者（J&R Livestock（アイオワ））から入手した。
前記は、イヤーノッチによりBVDV持続感染陰性、鼻スワブのq-PCRによりM.ボビス持続感
染陰性と判定され、さらにH.ソムニワクチン接種を以前に全く受けていない。最初のワク
チン接種の時点でウシは36日齢から50日齢の範囲で、チャレンジの時点で中央値90日齢で
あった。全てのウシが実験の開始前に良好な健康状態であることを、BIVIリサーチファー
ム（Sioux Center, IA）の現場の担当獣医師が決定した。動物は、施設の手順にしたがい
その日齢及び体重に適切な1日分の飼料を与えられた。水は各囲いについて利用可能なゴ
ム容器により自由に摂取できた。ウシを5グループのそれぞれにランダムに振り分け、さ
らに10囲いを含む複数のグループとして編成された1つの囲いにランダムに振り分けた。
チャレンジ1日前に、全てのウシをランダムに新規な囲い（ストレッサーとして機能する
）に再度振り分けた。
　ワクチン免疫とチャレンジ
　ワクチン接種は、0日目及び21日目に400μgの総タンパク質を含む2.0mL用量としてSQで
投与された。チャレンジコントロールグループには、滅菌PBS（Gibco）及びフロイント不
完全アジュバント（Sigma）のみを含む同様な注射を投与した。チャレンジは42日目に実
施し、前記は1.0ｘ109 CFU/mLを含むように5％FBS含有RPMI1640で稀釈したH.ソムニ単離
株Lg2-OK08の新鮮培養から成り、内視鏡により気管内に20.0mL体積で投与され、続いて20
.0mLの5％FBS含有RPMI1640培養液で洗浄した。ワクチン免疫及びチャレンジスケジュール
はグループのサイズ及び投与用量とともに表9にまとめられている。
　臨床観察
　チャレンジ後7日間、臨床徴候及び直腸温度を毎日観察した。全ての身体系統を観察し
たが、呼吸器ストレスの徴候に特に注意を払った。重篤な呼吸器ジストレスの徴候を示す
か、立っていることができなくなるか、及び／又は介助がなければ飼料及び／又は水にた
どり着くことができない動物は、人道的理由及び剖検のために安楽死させた。チャレンジ
後7日で、残りの全動物を安楽死させて剖検した。剖検時に、肉眼病変及び各肺葉に存在
する病巣形成のパーセンテージを担当獣医師が記録した。病巣の辺縁の組織及び健全組織
から成る肺サンプルを収集した。ウシ毎に2つのサンプルを収集し、検査のために研究室
へ配送するときまで氷上に保存した。各ウシの追加サンプルは組織病理学的試験のために
10％ホルマリンで固定した。
【０１０２】
表9：実験設計
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【０１０３】
　細菌の回収
　剖検後肺サンプルを加工処理できるまで4℃で保存した。これらのサンプルを開放火炎
上で焼き、無菌的環境に移し、切開して内部面をスワブでふき取った。前記スワブを用い
てCBAプレート（Remel）にストリークした。前記プレートを10％CO2とともに37℃で一晩
インキュベートし、外部因子が存在しないことを立証した。続いて前記スワブをDNA抽出
及びPCRに付して、H.ソムニの存在を立証した。
【０１０４】
　PCR
　感染肺のスワブからH.ソムニの存在を立証するために、前記スワブをDNA抽出（Qiagen 
DNAキット）に付し、q-PCRによりH.ソムニDNAの存在について試験した。実験1に記載した
H.ソムニ16S遺伝子特異的プライマーを用いた。PCRは、25μL体積の96ウェル様式で、バ
イオラドマスターミックス、0.4μg/μLウシ血清アルブミン（BSA）及び各ウェルの反応
の有効性を立証するインプロセスコントロールプライマー一式とともにCFX-96サーモサイ
クラー（Bio-Rad）を用いて実施した。H.ソムニDNAの標準曲線を各プレートで用いた。95
.0℃で5分間の最初の活性化工程を実施し、続いて95℃で15秒の変性工程及び60.0℃で30
秒のアニーリング/伸長工程の45サイクル、各サイクルの最後にプローブ蛍光のリアルタ
イム捕捉を実施した。データを捕捉し、バイオラドCFXソフトを用いて分析した。サンプ
ルはデュープリケートで試験し、平均閾サイクル（Ct）を標準と比較して、各サンプルが
陽性か陰性かを決定した。サンプルが1つの陽性ウェル及び1つの陰性ウェルを有する場合
には、当該サンプルをトリプリケートで再度試験し、試験ウェルの50％超が示す結果によ
って最終的に陽性性を決定した。
　組織病理学
　10％ホルマリンで固定した肺サンプルを組織病理学試験のために評価した。0－4のスコ
ア系を用いた。スコア0は顕微鏡病巣が存在しないことを示し、スコア1は軽度又は限局性
病巣を示し、スコア2は中等度又は多数の限局性病巣を示し、スコア3は重度の又は拡散し
た顕微鏡病巣を示し、スコア4は重度で拡散した顕微鏡病巣を示す。
　結果
　全ての処置グループの直腸温度は、チャレンジの次の日に約3度上昇するのが再び観察
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された。非ワクチン接種コントロールグループは、チャレンジ期の過程を通して最高の平
均直腸温度を維持するのが観察された。全てのワクチングループは同じ時間枠を通して平
均直腸温度の低下を示したが、サルコシル抽出分画の混合物又はSDS抽出物でワクチン免
疫したグループでは、それらの平均直腸温度の低下はより著名であり、かつ一貫していた
。直腸温度の観察は図7にまとめられている。
　新鮮肺組織のH.ソムニの回収は、凍結サンプルが用いられた以前の実験で観察された回
収より増加した。処置グループ間で有意な相違は認められなかったが、生存活性のある回
収は非ワクチン接種コントロールグループで最高であった。これらの観察は表10にまとめ
られている。
【０１０５】
表10：チャレンジ動物のH.ソムニ検出

パーセンテージは、16s rRNA遺伝子に特異的なq-PCRによるH.ソムニの検出の成功を提供
する、各グループにおける割合を示す。
【０１０６】
表5.3：処置グループの死亡率

死亡率は、そのような事象が観察されたそれぞれの日の各グループの死亡数として報告さ
れる。パーセンテージは当該処置グループの影響を受けた割合を表す。45、46又は48日目
に死亡した動物はいない。
【０１０７】



(44) JP 2015-519305 A 2015.7.9

10

20

30

40

50

　以前の実験で観察された共通の臨床徴候には、呼吸困難、咳、抑うつ、及び食欲不振が
含まれる。この実験について、これら4つのパラメーターを、該徴候のある1日の重篤度を
示す0－3のスケールで標準化した。臨床徴候の最高数及び最高重篤度はコントロールグル
ープで観察された。該スコア系のありきたりの特性のために、統計的に有意な相違はグル
ープ間で認められなかった。
　コントロールグループの4頭の動物はチャレンジ期間の終了前に死亡した。サルコシル
ペレットグループの1頭の動物、サルコシル混合グループの2頭の動物、及びSDSグループ
の1頭の動物もまたチャレンジ期間の最中に死亡した。サルコシル上清ワクチンを投与し
たいずれの動物も剖検前には死亡しなかった。チャレンジコントロールグループとの比較
における相違はいずれも統計的に有意ではなかった。死亡率は表11に記載される。
【０１０８】
表11：処置グループの死亡率

死亡率は、そのような事象が観察されたそれぞれの日の各グループの死亡数として報告さ
れる。パーセンテージは当該処置グループの影響を受けた割合を表す。45、46又は48日目
に死亡した動物はいない。
【０１０９】
　本実験のワクチン有効性比較のための予備的パラメーターは依然としてパーセント肺葉
病変である。サルコシル不溶性分画でワクチン免疫した1頭の動物は右の上部肺葉を欠く
ことが発見された。この葉は解剖学的異型により単純に存在しないだけであり、完全なス
コアを付与することができなかったので、この動物を分析から除去した。非ワクチン接種
コントロールは31.02％の平均肺病変スコアを有した。肺病変の有意な減少は、サルコシ
ル可溶性上清（19.70％、p＝0.05）、サルコシル可溶性及びサルコシル不溶性分画の混合
物（17.08％、p＝0.02）、又はSDS抽出OMP（8.60％、p＜0.01）によるワクチン免疫によ
って達成された。サルコシル不溶性ペレット材料によるワクチン免疫はわずかな低下を示
したが、肺病変の有意な減少は生じなかった（22.98％、p＝0.11）。
　サンプルを再び組織病理試験に供した。気道栓子、葉間浮腫、壊死及び無気肺（いずれ
も細菌性肺炎に一致する）がまた全グループを通して動物で観察されたが、チャレンジグ
ループで最も重篤であり、SDS抽出OMPワクチンで重篤度はもっとも低いと決定された。
【０１１０】
　結論
　サルコシル可溶性材料又はSDS使用抽材料のどちらかを含むOMP材料の2用量ワクチン免
疫は、非ワクチン接種コントロールと比較したとき、総肺病変の統計的に有意な減少を提
供する。サルコシル不溶性材料のみでワクチン接種を受けた動物は総肺病変の低下を示し
たが、しかし前記は統計的には有意でないことが判明した。
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　q-PCRによるH.ソムニの検出及び肺サンプルの培養による生存活性を有するH.ソムニの
回収はともに、実施例3と比較したときこの実験でより顕著であった。
　この実験では、肺サンプルは実験室手順の前に凍結するのではなく4℃で維持された。
検出又は生存性回収で有意な相違はグループ間で認められなかったが、前記はともに非ワ
クチン接種グループで最高であった。
　直腸温度、呼吸困難、咳、抑うつ及び食欲不振を含む臨床徴候は本実験のチャレンジ期
の間毎日記録された。SDS抽出抗原によるワクチン免疫は、非ワクチン接種コントロール
グループと比較して44日目（チャレンジ後2日）から有意に低い直腸温度を示し、49日目
の終了までずっと持続した。観察される臨床徴候の存在又は重篤度を比較したとき、他の
有意な相違は認められなかった。
　前記のデータ一式は、SDS及びサルコシル抽出方法は、H.ソムニによる呼吸器チャレン
ジに対して効果的な免疫応答を提供するタンパク質を生じることを示している。サルコシ
ル不溶性分画の有効性欠如は、以前の実験と同様に本実験で観察された有効性に必要な何
らかのものが該可溶性分画に保存されていることを示している。前記が、特異的タンパク
質、LOSの非タンパク質成分又はサルコシルそのものであるか否かは不明である。サルコ
シル分画又はSDS抽出物のどちらかに固有である特異的な免疫反応性タンパク質が同定さ
れたならば、ウェスタンブロット分析が利用されよう。
【０１１１】
実施例５：ウシの抗H.ソムニ力価をモニターする血清学的ELISA
　Ａ．目的
　処置グループ間で予備的パラメーターとして最終的な病理学スコアを比較することは重
要であるが、それは、ワクチン免疫及びチャレンジ過程においてどんな免疫応答が動物の
体内で実際に生じるのかについての指標を提供しない。MHCII応答が予想されるので、IgG
活性の測定は賢明であろう。時間を追って抗体応答の変化を検出できる血清学的ELISAを
開発することによって、投与されたワクチンに対する液性応答の重要性を決定できよう。
【０１１２】
　Ｂ．材料と方法
　抗原コーティング
　これまでの実験ではH.ソムニ単離株Lg2-OK08がチャレンジの目的に用いられてきた。し
たがって、チャレンジ前に投与されるワクチンによって生じる、前記単離株に対する抗体
応答を記録することは重要である。そのために、前記単離株の培養を以前に記載したよう
にブロスで増殖させた。採集は10,000ｘGで10分間遠心分離し、続いてPBS（Gibco）で3回
洗浄して完了させた。前記ペレットをPBSで3ｘ濃度にし、さらに10,000ｘGで10分間遠心
分離した。最後のPBS洗浄の後で、該培養物を10mMのHEPES（プロテアーゼ阻害剤を含む）
に3ｘ濃度で再懸濁させた。
　血清サンプル
　以前の実験の各動物から血清を毎週収集し、各サンプルにつき～2.0mLの体積で-40℃に
て保存した。各時点についてグループの各動物の血清100μLをひとまとめにして、各グル
ープの血清プールを作成した。
　ELISA
　用いるべき適切な試薬濃度を決定する仮の陽性及び陰性血清サンプルを用いて、実験を
完全なものにした（陰性血清に0日目のコントロール動物、及び陽性血清に41日目のLg2-O
K08サルコシルOMPワクチン免疫動物）。報告濃度は、読み取り数値が該稀釈曲線の直線部
分のデータを表していることを担保する。
　Lg2-OK08から誘導した3ｘのコーティング抗原（上記のように調製）をカルボネートコ
ーティング緩衝液（Sigma）で1：300に稀釈し、96ウェルメジウム結合マイクロタイター
プレート（Greiner）の各ウェルに100μLで添加し、37℃で2時間インキュベートした。未
結合抗原を、マイクロタイター洗浄器（Dynex）を用いてTBS+Tween20（BIVI）の3回洗浄
により洗い流した。ウェルの非使用領域を、250μLのタンパク質フリーブロッキング緩衝
液（Thremo）を添加して37℃で1時間インキュベートし、続いてもう1回の洗浄工程によっ
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て封鎖した。各時点の各グループの血清プール（実験2及び3）又は個々の動物の血清（実
験4）を続いてブロッキング緩衝液で1：1,600に稀釈し、デュープリケートでプレートの
ウェルに100μL体積で添加し、さらに37℃で1時間インキュベーション続いてもう1回の洗
浄工程を実施した。ウサギ抗ウシセイヨウワサビペルオキシダーゼ複合物（Jackson Immu
nolabs）を続いてブロッキング緩衝液で1：10,000に稀釈し、各ウェルに100μLで添加し
、37℃で45分間インキュベートし、余分なものを洗い流した。ウェルを以下の基質（Sure
blue 1-Componet Substrate（KPL））を100μL/ウェルで添加して反応させ、室温で6分間
インキュベートし、この時点で1NのHClを100μL添加して反応を停止させた。吸収は、ス
ペクトラマックス（SpectraMax）M5分光光度計（Molecular Devices）を用い450nmで読み
取った。各プレートは陰性血清標準及び陽性血清標準を含み、プレート間の比較を可能に
するとともに、無抗原及び無血清コントロールウェルを含み、プレート間のバックグラウ
ンドシグナルが増加しないように担保する。吸収は、各サンプルの平均吸収を陰性血清標
準の平均吸収で割ることによって“シグナル対ノイズ”比に変換する。
【０１１３】
　Ｃ．結果
　実施例２
　この実験で用いた全てのワクチン処置は、ワクチン免疫過程を通してIgG応答の増加を
もたらした。市場で入手できるバクテリンでワクチン免疫したグループは最も弱い応答を
生じ、一方、改変生欠損変異体でワクチン免疫した動物は最高レベルのIgG応答を生じた
。OMPワクチン免疫グループはもっとも迅速にIgG応答を生じた。改変生グループ及びOMP
グループのIgG検出レベルは、42日目のチャレンジ時でほぼ同一であった。非ワクチン接
種コントロールは抗体産生の検出可能な増加を生じなかったが、28日目に不明供給源によ
る小さな増加が観察された。前記増加はこの実験ではその後観察されなかった。このデー
タは図9にまとめられている。
　実施例３
　この実験で用いた全てのワクチンもまた、ワクチン免疫過程を通してIgGの検出可能な
増加をもたらした。これらのレベルは14日目にピークに達し、さらに21日目に向けて下降
し、続いて同じ日の再ワクチン接種の後で急激に増加した。ピークは再び35日目にに観察
され、42日目のチャレンジ前に小さな低下を示す。チャレンジ単離株Lg2-OK08由来のサル
コシル抽出OMPは最高のIgG応答を生じ、一方、156A2トリトンXワクチンは最低の応答を生
じた。単離株LgD1-TN08由来の調製物でワクチン免疫した動物の応答は類似していた。非
ワクチン接種動物は、ワクチン免疫過程を通して検出可能なIgGレベルの増加を示さなか
った。このデータは図10にまとめられている。
　実施例４
　この実験のワクチン免疫動物は前の実験と類似する結果をもたらしたが、実験2011034
で観察されたピークよりも低かった。SDS抽出グループは最高のIgG応答を生じたが、全て
のサルコシル処置は類似する結果をもたらした。非ワクチン接種コントロールグループは
、35日目に開始するIgG応答増加を示し、42日目まで持続した。さらに再吟味すれば、こ
の増加は4頭の個々の動物に帰することができる。図11でα＝0.1を有する信頼区間を表す
誤差バーは、これらの時点のデータセット内に極端な範囲逸脱個体が存在することを示し
ている。非ワクチン接種動物のこのIgG応答の原因は、このデータだけでは容易には説明
できない。
【０１１４】
　Ｄ．結論
　IgG抗体応答の増加は、全実験についてワクチン免疫グループのワクチン免疫過程を通
して観察できる。この応答は、ワクチン接種後2週間に向けて増加し、続いて横ばい又は
下降し始めるが、第二のワクチン免疫（21日目に実施される）によって再び増加する。最
高の抗体応答レベルは28日目から42日目の間に生じ、35日目に明白なピークを示す。
　チャレンジは全ての実験で42日目に実施されたので、前のピークから抗体レベルが下降
すればいずれも観察された有効性に影響を及ぼしているかもしれない。実験3で35日目の1
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56A2トリトンX由来抗原の抗体応答レベルは、サルコシルワクチン免疫グループで42日目
に観察されたレベルと類似する。これらの応答が、ワクチン調製物中の重要な防御エピト
ープに対して生じるならば、より早い時点のチャレンジにより異なる評価が生じ得る。抗
体応答が下降ではなく横ばいであるのは心強いが、しかしながら、これは低すぎるワクチ
ン用量、不適切なアジュバント又は極端に若いCD牛の弱い免疫系の人工的産物であるかも
しれない。
　これらのデータは、他の実験と比較したとき、この最後の実験の弱められた抗体応答を
示しているように思われるが、ELISAのためのこの最後の試薬ストックは最初の2つの実験
の試験の後で調製されたことに留意する必要がある。これらの試薬はコーティング抗原及
びコントロール血清を含み、前記は1回のみ使用のバイアルに適量ずつ分注され、-70℃で
保存された。これは、時間経過時の抗原の安定性を改善することを意図するが、最初の凍
結融解はコーティング抗原の結合親和性を低下させたかもしれない。この理由のために、
これらの実験間のシグナル対ノイズ比の直接比較は避けるべきであるが、各実験内で実施
される試験を全く同じように処理した試薬によって実施した。
　最後の実験の35日目及び42日目の4頭の動物を除いて、抗体検出増加はコントロールグ
ループでは生じない。これらの動物の抗体検出におけるこの増加の理由は今の時点では不
明であるが、サンプルの操作ミス、これらの動物のH.ソムニへの早すぎる暴露、又はこれ
らの動物の別のグラム陰性細菌（H.ソムニと類似する交差反応性表面抗原を有する）への
曝露の結果の可能性がある。このアッセイは、確かに、時間経過時の抗体レベルの相違を
測定できるように思われるが、このアッセイの特異性は試験する必要があろう。このアッ
セイは普遍化されたIgG応答を測定し、さらにこれらの抗体の特異性を試験することもま
た重要であろう。
【０１１５】
実施例６：免疫反応性タンパク質のウェスタンブロット分析
　Ａ．目的
　第6章で述べたELISAはワクチン免疫の過程を通して総IgG応答を測定することができる
が、前記はこれら抗体の特異性又はこれら抗体がどのタンパク質に対して生じるかに関す
る指示を提供しない。ワクチン免疫動物由来の血清を用いて多様なワクチン調製物を精査
するウェスタンブロットは、防御を示した調製物中に存在する対応タンパク質のより良好
な識別を達成させた。肺病変の減少を示したグループの前記応答を、減少を示さないグル
ープと比較することによって、重要なタンパク質を識別できるはずである。
【０１１６】
　Ｂ．材料と方法
　SDS-PAGE
　電気泳動を用いて、ワクチン調製物中に存在するタンパク質を分子量によって分離した
。1ウェル又は12ウェル構造のNuPAGE 10% Bis-Tris SDSゲル（Invitrogen）を用いた。1
ウェルゲルのためには、12.0μgの総タンパク質を含むサンプルを、還元剤としてβ-メル
カプトエタノール（Sigma）を含むSDSローディング緩衝液（Invitrogen）と混合し、400
μL体積でロードした。ラダーウェルに10μLをロードしたNovexシャープ前染色ラダー（I
nvitrogen）を用いた。X-セル電気泳動モジュール（Bio-Rad）を用いて、3-(N-モノホリ
ノ)プロパンスルホン酸（MOPS）緩衝液（Invitrogen）で前記ゲルを200Vで50分泳動させ
た。続いてこれらのゲルを、下記に記載するメンブレントランスファー及びその後のウェ
スタンブロッティングのために用いた。12ウェルゲルのためには、2.0μgの総タンパク質
を含むサンプルを、還元剤としてβ-メルカプトエタノール（Sigma）を含むSDSローディ
ング緩衝液（Invitrogen）と混合し、20μL体積でロードした。5μLをロードしたNovexシ
ャープ前染色ラダー（Invitrogen）を比較に用いた。これらのゲルもまた、X-セル電気泳
動モジュール（X-cell Electrophoresis Module, Bio-Rad）を用いて、MOPS緩衝液（Invi
trogen）で200Vにて50分泳動させた。続いてこれらのゲルを下記に記載するようにクーマ
シー染色に用いた。
【０１１７】
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　クーマシー染色
　12ウェル様式の電気泳動の後で、ゲルをインペリアルブルーゲル染色液（Imperial Blu
e Gel Stain, Thermo）に浸漬し、穏やかに揺らしながら1時間染色した。続いて染色液を
除去し、前記ゲルをRO水で12時間脱染色した。水は2回交換した（30分後に1回、1時間後
に1回）。続いてモデルMイメージ（Bio-Sciences）を用いて、染色ゲルを画像化し分析し
た。
　メンブレントランスファー
　1ウェル様式の電気泳動の後で、ゲルをX-セルブロットモジュール（X-cell Blot Modul
e, Bio-Rad）に挿入した。PVDFメンブレン（Invitrogen）への移転は、トランスファー緩
衝液（Invitrogen）にて室温で30V、90分で完了させた。良好に移転できたか否かは、Nov
ex前染色ラダーの目視精査によって決定した。続いてメンブレンを下記に記載するように
ウェスタンブロッティングに用いた。
　ウェスタンブロット
　この移転工程の後で、PVDFメンブレンをタンパク質フリーブロッキング緩衝液（PFBB）
（Thermo）中で、穏やかに震盪しながら室温で30分又は4℃で一晩インキュベートした。
ブロッキング工程の後で、メンブレンを2分間3回、穏やかに震盪しながらトリス緩衝食塩
水（Tween20を含む）（TTBS）（BIVI Central Services調製）を用いて洗浄した。続いて
、洗浄メンブレンをミニプレップマルチスクリーンガスケット（Mini-Prep Multi-Screen
 Gasket, Bio-Rad）に移した。このガスケットは別個のサンプルによるプローブ精査のた
めに20レーンを提供する。0、21又は35日目の各実験グループの血清プールをPFBBで1：50
0に稀釈し、各ウェルに600μL体積でロードした。続いてメンブレンを穏やかに震盪しな
がら1時間室温でインキュベートした。続いて真空装置によりサンプルをガスケットから
除去した。続いてメンブレンを残りの工程のためにプラスチック皿に移した。PFBBで1：2
500に稀釈したウサギ抗ウシIgG（Jackson Immunolabs）を各メンブレンに添加し、穏やか
に震盪しながら室温で1時間インキュベートし、続いて追加の洗浄を実施した。TTBSによ
る最終洗浄の後で、当該基質の製造業者の推奨にしたがいリン酸緩衝食塩水（PBS）によ
るさらに2回の洗浄が続いた。Opti-4CN基質（Bio-Rad）を製造業者の指示にしたがって調
製し、前記洗浄メンブレンに添加した。基質を5分間デベロップさせ、バンド形成を最大
にしながらバックグラウンドを最少にした。反応の停止にRO水を用いた。デベロップさせ
たブロットを12時間乾燥させ、続いて画像化してモデルM画像化装置（Bio-Sciences）を
用いて分析した。
【０１１８】
　結果
　クーマシー染色ゲルは、プロトタイプワクチン処方物で用いられた多様なOMP調製物分
画内に存在する全てのタンパク質を、それらの免疫反応重要性に無関係に提示した。染色
は、サルコシル不溶性ペレットで、サイズが35kDaから40kDaの間の高濃度のタンパク質を
、約80kDa、60kDa、28kDa及び25kDaの前記より低い濃度のバンドとともに示した。種々の
分子量のより多くのバンドが、より低濃度でサルコシル可溶性上清及びSDS抽出分画の両
方で観察できる。各分画のプロフィールは様々であるが、各分画は以前に記載した実験の
少なくとも1つで病変を減少させることが示された。ウェスタンブロットは、それらタン
パク質のどれがこの防御に役割を果たすのかの決定を容易にした。
　実施例2
　最初の有効性実験では、OMPワクチン候補のみが有意に低い肺病変をもたらした。この
ワクチンの抗原をSDS-PAGEで分離し、0、21及び35日目の実験グループの血清プールによ
るウェスタンブロット分析に用いた。この実験のチャレンジコントロールグループは検査
したいずれの時点でも抗体応答を示さなかった。全てのワクチングループが80kDa及び18k
Daの反応性バンドを生じた。これらのバンドは、コントロールと比較したとき病変の相違
を示さなかったグループで観察されたので、それらは免疫学的に重要とは思われない。興
味深いものは、OMPワクチングループでのみ観察された35kDa－40kDa範囲のタンパク質の
検出であった。
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　実施例3
　第二のワクチン実験では、抽出方法及び単離株の比較が実施された。チャレンジコント
ロールグループはまたワクチン免疫過程を通して抗体応答を生じないことが観察された。
同様に、単離株156A2のSDS抽出物（肺病変の減少をもたらさなかった）でワクチン免疫し
たグループは極めてわずかな抗体応答の増加を示した。単離株Lg2-OK08のサルコシル抽出
物、LgD1-TN08のサルコシル抽出物、又はLgD1-NT08のSDS抽出物でワクチン免疫した他の
グループは平均肺スコアで類似する減少を示し、さらにまた35kDa－40kDa範囲のタンパク
質に対する高濃度の抗体応答を示した。
【０１１９】
　実施例4
　最後の宿主動物有効性実験では、サルコシル抽出物の可溶性及び不溶性分画、これら分
画の混合物（以前の実験で用いられた）を試験し、さらにSDS抽出方法を再吟味した。こ
の実験の全てのワクチンは単離株LgD1-Tn08から作製された。この実験のために、ワクチ
ン調製物の各々をSDS-PAGEで分離し、再び0、21及び35日目のこれら実験グループの血清
プールを用いプローブ精査した。サルコシル不溶性ペレットによるワクチン免疫は肺病変
の軽度の減少をもたらした（前記はコントロールグループに対し統計的に有意とは判定さ
れなかった）。このワクチンは、以前の実験のブロットで観察されたパターンと類似する
バンド形成パターンを生じ、重要でないバンドを80kDa及び18kDaを提示することが観察さ
れた。しかしながら、前記はまた、以前の試験で免疫学的に重要と思われる35－40kDa範
囲のバンドを生じる（図7）。IgGレベルの増加が、実験4の35日目及び42日目にコントロ
ール動物の血清プールのELISA試験で観察されたが、ウェスタンブロットはこの結果を反
映しないこともまた留意されるべきである。ELISAで検出されたIgGは全細胞コーティング
調製物に存在するH.ソムニ抗原と結合したが、これらは該ワクチンに存在するいずれの抗
原に対しても特異的ではなかった。
　サルコシル可溶性分画を電気泳動で分離し、同じ血清プールでプローブ精査したとき、
35－40kDa反応性の大半が減少した。一見したところ、高分子量及び低分子量の両方の重
要でないタンパク質が観察されるが、しかしながら80kDa及び18kDaのもののように、これ
らは観察される有効性とは無関係にすべてのワクチングループで共通である。40kDaの分
子量を有する、1つのバンドがサルコシル不溶性分画及びSDS抽出ワクチン動物でのみ観察
された。繰り返せば、これらのバンドの強度はこの実験のワクチン免疫期の過程を通して
増加するのが観察された。
　SDS抽出物を同じウェスタンブロット工程に付したとき、35kDa－40kDa範囲の反応性は
またサルコシル不溶性分画に関して観察されたものと比較したとき減少した。サルコシル
可溶性分画と同様に、高分子量又は低分子量のいくつかのタンパク質が、処置グループと
無関係に検出された。40kDaから80kDaの間のサイズのいくつかのバンドがSDSワクチン動
物で固有であった。SDS分画と同様に、サルコシル可溶性分画のタンパク質（約40kDaのサ
イズ）が、SDS分画の可溶性分画のブロットで観察されたように反応するのが観察され、
前記はその観察された有効性と直接的に関係するかもしれない。
【０１２０】
　Ｃ．結論
　ワクチン免疫中にIgG応答をもたらす免疫学的に重要なタンパク質を同定するために設
計したウェスタンブロット試験を通して、いくつかの免疫反応性タンパク質が同定された
。ワクチンの有効性にかかわらず、全グループで一貫するのは、概算分子量がそれぞれ80
kDa及び18kDaのタンパク質であった。抗体がこれらのタンパク質に対して生成されるが、
それらは単独で防御性を有するとは思われない。肺病変の有意な減少を生じるワクチンは
いずれも、35kDaから40kDa範囲のタンパク質と反応する抗体産生を共有する。しかしなが
ら、サルコシル不溶性材料を含むワクチンをプローブ精査に用いたとき、このバンドの濃
度が最も濃いサルコシル不溶性分画は単独では防御を付与しなかった。サルコシル可溶性
分画及びSDS抽出方法（前記はともに肺病変の減少に有効であることが観察された）は、
サイズが約40kDaの明瞭であるが濃度は濃くないバンドを他の多数の弱いバンドとともに
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生じた（前記バンドはサルコシル不溶性分画では明確には認められない多様な分子量で観
察される）。
　実施例5
　単離株LgD1-TN08由来のSDS抽出OMPを、10％トリクロロ酢酸中において4℃で30分インキ
ュベートし、続いて20,000ｘGで5分間遠心分離して沈殿させた。タンパク質ペレットを氷
冷アセトンで2回洗浄し、続いて8M尿素、2％CHAPS及び100mMのDTTの溶液を用いて再懸濁
した。全てというわけではないが該抽出物のタンパク質がこの懸濁物中で可溶性であり、
その後のSDS-PAGE分離及び該抽出物でワクチン免疫した動物の血清を用いるウェスタンブ
ロットによって、3つの免疫学的に関連するタンパク質が回収されることが示された。約4
1、38及び23kDaの分子量を有するタンパク質バンドを染色したPVDFメンブレンから切り出
し、Edman N-末端配列決定のためにアイオワ州立大学タンパク質部門（Iowa State Unive
rsity, Protein Facility）に付託した。続いて、配列決定の結果をBLAST分析に付して以
前に配列決定されたタンパク質との相同性を決定した。
　配列決定結果は、41kDaタンパク質は、H.ソムニ単離株2336及び129Ptのフィンブラル（
fimbral）サブユニット（fimA）と高いN-末端相同性を共有し、おそらく線毛形成及び／
又は分泌メカニズムと密接に関係することを示している。このタンパク質はまた、H.デュ
クレイイ及びH.インフルエンザのpilAタンパク質と相同である。LgD1-TN08単離株のSDS抽
出OMPでワクチン免疫した動物の効果的な応答は、このタンパク質に対するIgG応答の誘導
と相関性を示している。
　38kDaタンパク質はポリンタンパク質ompAと高いN-末端相同性を有することが見出され
た（前記はパスツレラ科（Pasteurellaceae）ファミリーの多くのメンバーで高度に保存
されていることが示された）。繰り返せば、LgD1-TN08単離株のSDS抽出OMPから成るワク
チンの有効性は、このタンパク質のIgG応答の誘導と相関性を有している。
　23kDaタンパク質はHs_0779と最も密接に連関していた（Hs_0779はH.ソムニ単離株29Pt
のゲノミクスデータのみによって特徴を示された仮説的タンパク質である）。このタンパ
ク質の機能はこれまで記載されていない、このタンパク質に対するIgG応答はLgD1-TN08単
離株のSDS抽出OMPでワクチン免疫した動物から観察されたが、この応答はワクチンの有効
性にもかかわらず全てのワクチン免疫動物で生じた。
【０１２１】
　BLASTの結果は以下の通り提供される：
サンプル：Hs_LGD1_061812-1
コメント：概念立証OMPワクチン実験で有効性と相関性を示すことが観察された～41kDaの
免疫反応性OMP
配列：E L M I V V A I I G I L A G I A I P Q Y Q L G
BLASTの結果
E-値＝4e-11：H.ソムニ2336及び129Ptのフィンブラルサブユニット（fimA）
　fimAは、線毛成分の部分又は分泌メカニズムであると考えられている。H.デュクレイイ
及びH.インフルエンザ並びに多くの他のものによって提示されるpilAと相同である。 

サンプル：Hs_LGD1_061812-2
コメント：概念立証OMPワクチン実験で有効性と相関性を示すことが観察された～38kDaの
免疫反応性OMP
配列：A P Q A N T F Y A G A ? L
BLASTの結果
E-値＝1e-6：ompA
　パスツレラ科のポリンで高度に保存される。ポリンは小さな親水性分子のための非特異
的チャンネルとして機能する。

サンプル：Hs_LGD1_061812-3
コメント：有効性とは無関係に全てのワクチン免疫動物で観察される～23kDaの免疫反応
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性OMP
配列：S I N I A P Q I T E I L A I N G L ? Q ?
BLASTの結果
E-値＝0.19：H.ソムニ129Ptの仮説的タンパク質Hs_0779
　多くの細菌に共通の保存されたタンパク質、未だ特徴は不明で機能は未知である。

TblastN 8/11
カルシウムトランスポーター
【０１２２】
　本明細書及び特許請求の範囲で開示した組成物及び方法は全て、本開示を参考にして煩
雑な実験を実施することなく実施することができる。本発明の組成物及び方法は好ましい
実施態様として記載されてきたが、前記組成物及び方法並びに本明細書に記載の方法の工
程又は一連の工程に、本発明の概念、趣旨及び範囲を逸脱することなく複数の変型を適用
できることは当業者には明白であろう。より具体的には、化学的及び生理学的に関連する
ある種の薬剤は本明細書に記載した薬剤と置き換えて、同じ又は類似の結果を達成できよ
う。そのような当業者に明白な類似する全ての代替及び改変は、以下の特許請求の範囲に
規定される本発明の趣旨、範囲及び概念内とみなされる。
【０１２３】

【０１２４】
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【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも1つの外膜タンパク質（OMP）ヒストフィルス・ソムニペプチドを含む免疫原
性組成物であって、該OMPヒストフィルス・ソムニペプチドがヒストフィルス・ソムニに
対して免疫反応性である、前記免疫原性組成物。
【請求項２】
　さらに生理学的に許容できるベヒクルを含む、請求項１に記載の免疫原性組成物。
【請求項３】
　生理学的に許容できるベヒクルが、医薬的若しくは獣医的に許容できる担体、アジュバ
ント又は前記の組合せから成る群から選択される、請求項２に記載の免疫原性組成物。
【請求項４】
　PTA-12755、PTA-12756及びそれらの組合せを含む、請求項１に記載の免疫原性組成物。
【請求項５】
　請求項１に記載の免疫原性組成物の対象動物（ヒトを除く）への投与を含む、ヒストフ
ィルス・ソムニ感染に対して免疫応答を惹起する方法。
【請求項６】
　請求項１に記載の免疫原性組成物のその必要がある対象動物（ヒトを除く）への投与を
含む、ヒストフィルス・ソムニ感染に付随する臨床徴候の発生及び重篤度を軽減する方法
であって、該臨床徴候の発生又は重篤度の軽減が、該免疫原性組成物を投与されなかった
対象動物（ヒトを除く）と比較して少なくとも10％である、前記方法。
【請求項７】
　臨床徴候が、喘ぎ呼吸又は急迫呼吸、咳、食欲不振、抑うつ又は無気力、鼻及び眼の分
泌物放出、並びに死亡率から成る群から選択される、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　対象動物が、ウシ及びヒツジから成る群から選択される、請求項６に記載の方法。
【請求項９】
　少なくとも1つのOMPヒストフィルス・ソムニペプチドを生理学的に許容できるベヒクル
と混合することを含む、請求項２に記載の免疫原性組成物を調製する方法。
【請求項１０】
　対象動物（ヒトを除く）でヒストフィルス・ソムニ感染症を診断する方法であって、前
記方法が、少なくとも1つのOMPヒストフィルス・ソムニペプチドを提供する工程、該ヒス
トフィルス・ソムニペプチドを該対象動物から得られたサンプルと接触させる工程、及び
、該ヒストフィルス・ソムニペプチドと結合できる抗体が該サンプルで検出される場合に
、該対象動物がヒストフィルス・ソムニ感染症を有すると認定する工程を含む、前記方法
。
【請求項１１】
　少なくとも1つのOMPヒストフィルス・ソムニペプチド、免疫原性担体、該OMPヒストフ
ィルス・ソムニペプチド及び免疫原性担体を包む容器、印刷された指示一式、並びにワク
チンを動物に投与することができるディスペンサーを含むキット。
【請求項１２】
　（i）OMPヒストフィルス・ソムニペプチド及び（ii）生理学的に許容できるベヒクルを
含む、請求項２に記載の免疫原性組成物を調製するためのキットであって、（i）及び（i
i）が別々に包装される、前記キット。
【請求項１３】
　さらにキットの使用についての指示を含む、請求項１２に記載のキット。
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【請求項１４】
　さらにディスペンサーを含む、請求項１２に記載のキット。
【請求項１５】
　ヒストフィルス・ソムニ感染に付随する臨床徴候の発生及び重篤度を軽減するための、
請求項１に記載の免疫原性組成物。
【請求項１６】
　臨床徴候が、喘ぎ呼吸又は急迫呼吸、咳、食欲不振、抑うつ又は無気力、鼻及び眼の分
泌物放出、並びに死亡率から成る群から選択される、請求項１５に記載の免疫原性組成物
。
【請求項１７】
　ウシ及びヒツジから成る群から選択される動物に投与するための、請求項１５に記載の
免疫原性組成物。
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