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(57)【要約】
　本発明は、（ａ）キメラペスチウイルスを投与された動物、および（ｂ）野生型ウシウ
イルス性下痢ウイルス（ＢＶＤＶ）に感染したか、または慣用的ＢＶＤＶワクチンで免疫
されている動物の間を区別するための改善された診断法およびキットに関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ウシウイルス性下痢ウイルス（ＢＶＤＶ）Ｅｒｎｓタンパク質に特異的に結合する抗体
の存在または非存在を決定する方法であって：
　ａ）動物から血清試料を得て；
　ｂ）前記試料をエダツノレイヨウ（ｐｒｏｎｇｈｏｒｎ）・ペスチウイルスＥｒｎｓタ
ンパク質またはその断片とインキュベーションし；
　ｃ）前記試料中の前記抗体の存在または非存在を検出する
工程を含む、前記方法。
【請求項２】
　前記試料をエダツノレイヨウ・ペスチウイルスＥｒｎｓタンパク質またはその断片とイ
ンキュベーションする工程が、前記試料中の前記抗体の存在または非存在を検出する工程
の前に行われる、請求項１の方法。
【請求項３】
　前記試料をエダツノレイヨウ・ペスチウイルスＥｒｎｓタンパク質またはその断片とイ
ンキュベーションする工程が、前記試料中の前記抗体の存在または非存在を検出する工程
と同時に行われる、請求項１の方法。
【請求項４】
　前記抗体が、ＢＶＤＶ　Ｅｒｎｓタンパク質に存在するが、エダツノレイヨウ・ペスチ
ウイルスＥｒｎｓタンパク質には存在しない、少なくとも１つのエピトープに特異的に結
合する、請求項１の方法。
【請求項５】
　前記抗体の存在が、該動物が野生型ＢＶＤＶに感染しているか、または慣用的ＢＶＤＶ
ワクチンで免疫されているかいずれかであることを示す、請求項１または４の方法。
【請求項６】
　前記抗体の非存在が、該動物が１）野生型ＢＶＤＶに感染していないか、または２）慣
用的ＢＶＤＶワクチンで免疫されていないか、あるいはエダツノレイヨウ・ペスチウイル
スＥｒｎｓタンパク質を発現するキメラペスチウイルスで免疫されていることを示す、請
求項１または４の方法。
【請求項７】
　動物がＢＶＤＶ感染に感受性である動物である、請求項１または４の方法。
【請求項８】
　動物が、ウシ（ｂｏｖｉｎｅ）、ヒツジ（ｏｖｉｎｅ）、ヤギ（ｃａｐｒｉｎｅ）、ま
たはブタ（ｐｏｒｃｉｎｅ）種である、請求項７の方法。
【請求項９】
　動物がウシである、請求項８の方法。
【請求項１０】
　請求項１または４の方法を実行するために有用な診断キットであって、前記キットがエ
ダツノレイヨウ・ペスチウイルスＥｒｎｓタンパク質には存在しない少なくとも１つのＢ
ＶＤＶ　Ｅｒｎｓエピトープに対する抗体の存在または非存在の検出を容易にする試薬を
含み、前記試薬の１つがエダツノレイヨウ・ペスチウイルスＥｒｎｓタンパク質またはそ
の断片である、前記キット。
【請求項１１】
　前記試薬の１つが、野生型ＢＶＤＶまたは慣用的ＢＶＤＶワクチンに存在するエピトー
プであるが、エダツノレイヨウ・ペスチウイルスＥｒｎｓタンパク質には存在しない前記
エピトープに特異的に結合する抗体である、請求項１０の診断キット。
【請求項１２】
　酵素連結免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、側方流動アッセイ、ウェスタンブロッティ
ング、ＰＣＲ、ラジオイムノアッセイ、固相ラジオイムノアッセイ、電気化学発光アッセ
イ、イムノブロッティング、免疫沈降、および免疫染色からなる群より選択されるアッセ



(3) JP 2014-524583 A 2014.9.22

10

20

30

40

50

イを実行するための試薬を含む、請求項１０の診断キット。
【請求項１３】
　ウシウイルス性下痢ウイルス（ＢＶＤＶ）Ｅｒｎｓタンパク質に特異的に結合する抗体
の非存在を示す試料を、（ｉ）ＥｒｎｓではないＢＶＤＶタンパク質または（ｉｉ）Ｅｒ

ｎｓではないＢＶＤＶタンパク質に特異的に結合する抗体の存在または非存在に関してさ
らに試験する、請求項１～９のいずれか記載の方法。
【請求項１４】
　前記試料をＢＶＤＶタンパク質に特異的に結合する抗体の存在または非存在に関して試
験し、さらに、前記タンパク質がｐ８０およびＥ２からなる群より選択される、請求項１
３の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、（ａ）キメラペスチウイルスを投与された動物、および（ｂ）野生型ウシウ
イルス性下痢ウイルス（ＢＶＤＶ）に感染したかまたは慣用的ＢＶＤＶワクチンで免疫さ
れた動物の間を区別するための、改善された診断法およびキットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　ウシウイルス性下痢ウイルス（ＢＶＤウイルス、またはＢＶＤＶ）を含むペスチウイル
スは、家畜および野生両方の動物のいくつかの種より単離されてきている。ＢＶＤＶに関
して同定された宿主には、バッファロー（ｂｕｆｆａｌｏ）、レイヨウ（ａｎｔｅｌｏｐ
ｅ）、トナカイ（ｒｅｉｎｄｅｅｒ）および多様なシカ（ｄｅｅｒ）種が含まれ、一方、
ユニークなペスチウイルス種がキリン（ｇｉｒａｆｆｅ）およびエダツノレイヨウ（ｐｒ
ｏｎｇｈｏｒｎ　ａｎｔｅｌｏｐｅ）で同定されてきている。ＢＶＤＶは、フラビウイル
ス科の小分子ＲＮＡウイルスである。該ウイルスは、ヒツジ（ｓｈｅｅｐ）におけるボー
ダー病およびブタ（ｐｉｇ）における古典的ブタコレラ（ｓｗｉｎｅ　ｆｅｖｅｒ）の原
因病原体である他のペスチウイルスに近縁である。
【０００３】
　特にウシにおいてＢＶＤＶによって引き起こされる疾患は、広く蔓延しており、そして
経済的に壊滅的となりうる。ウシにおけるＢＶＤＶ感染は、繁殖上の問題を生じる可能性
もあり、そして流産または未成熟な誕生を引き起こしうる。ＢＶＤＶは、妊娠したウシの
胎盤を横断することが可能であり、そして該ウイルスに対して免疫寛容であり、そして残
りの生涯を通じて持続的にウイルス血症である、持続性感染（ＰＩ）子ウシの誕生を生じ
る可能性もある。感染した子ウシはまた、体温上昇、下痢、咳および消化器粘膜の潰瘍に
よって特徴付けられる「粘膜性疾患」も示しうる。これらの持続性感染動物は、群れの内
部でのウイルス播種の供給源および粘膜性疾患のさらなる突発の供給源を提供し、そして
腸疾患または肺炎を引き起こす原因となる微生物感染に非常に罹りやすくなる。
【０００４】
　現在入手可能なＢＶＤＶワクチンの中には、化学的に不活性化された野生型ウイルスを
含有するもの、または修飾生存（ＭＬ）ＢＶＤＶを含有するものがある。ＢＶＤＶは、ウ
シ細胞またはブタ細胞において反復継代することによって、あるいはウイルスに温度感受
性表現型を与える化学的誘導性突然変異によって、弱毒化可能である。しかし、存在する
不活性化ワクチンおよびＭＬワクチンは、ワクチン接種された動物および天然に感染した
動物の間の区別を可能にしない。
【０００５】
　野生型ウイルス中に存在しないさらなる抗原決定基を含有するか、または野生型ウイル
ス中に存在する抗原決定基を欠くかいずれでもよい、「印をつけた」ワクチンは、野外の
ＢＶＤＶ感染を管理するための有効なツールとなりうる。米国特許出願２０１０／０３６
００５５（Ｌｕｏら、本明細書において、その全体が援用される）は、ＢＶＤＶのＥｒｎ

ｓタンパク質をエダツノレイヨウ・ペスチウイルス由来のＥｒｎｓタンパク質で置き換え
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た、キメラペスチウイルスに基づく、後者のワクチンを記載する。このキメラペスチウイ
ルスは、ＡＴＣＣ（登録商標）にＵＣ２５５４８として寄託され、そしてＡＴＣＣ（登録
商標）寄託番号ＰＴＡ－９９３９を与えられた。適切な診断アッセイが付随すると、この
キメラペスチウイルスの使用によって、野生型ＢＶＤＶに感染したかまたは慣用的ＢＶＤ
Ｖワクチンで免疫された動物に対して、該キメラペスチウイルスを投与された動物を区別
することが可能になる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】米国特許出願２０１０／０３６００５５
【発明の概要】
【０００７】
　１つの態様において、動物がＢＶＤＶに曝露されたかまたは慣用的なＢＶＤＶワクチン
で免疫されたかどうかを決定するための方法を提供し、ここで、ＢＶＤＶに感染したかま
たは慣用的なＢＶＤＶワクチンで免疫された動物は、ＢＶＤＶに存在する少なくとも１つ
のＥｒｎｓエピトープであるが、ＢＶＤＶ由来のＥｒｎｓタンパク質をもはや発現せずＢ
ＶＤＶにおいてエダツノレイヨウ・ペスチウイルス由来のＥｒｎｓタンパク質を発現する
キメラペスチウイルスには存在しない、前記エピトープに特異的に結合する抗体を所持す
る。
【０００８】
　１つの態様において、ＢＶＤＶ　Ｅｒｎｓタンパク質に特異的に結合する抗体の存在ま
たは非存在を決定するための方法であって：
　ａ）動物から血清試料を得て；
　ｂ）前記試料をエダツノレイヨウ・ペスチウイルスＥｒｎｓタンパク質またはその断片
とインキュベーションし；
　ｃ）前記試料中の前記抗体の存在または非存在を検出する
工程を含む、前記方法を提供する。
【０００９】
　別の態様において、動物がＢＶＤＶに曝露されたかまたは慣用的なＢＶＤＶワクチンで
免疫されたかどうかを決定するための診断キットであって、前記キットが、ＢＶＤＶに存
在する少なくとも１つのＥｒｎｓエピトープであるが、ＢＶＤＶ由来のＥｒｎｓタンパク
質をもはや発現せずＢＶＤＶにおいてエダツノレイヨウ・ペスチウイルス由来のＥｒｎｓ

タンパク質を発現するキメラペスチウイルスには存在しない、前記エピトープに対する抗
体を検出することが可能な試薬を含む、前記診断キットを提供する。
【００１０】
　さらなる態様において、ＢＶＤＶまたは慣用的ＢＶＤＶワクチンに存在するエピトープ
であるが、ＢＶＤＶ由来のＥｒｎｓタンパク質をもはや発現せずＢＶＤＶにおいてエダツ
ノレイヨウ・ペスチウイルス由来のＥｒｎｓタンパク質を発現するキメラペスチウイルス
には存在しない前記エピトープに結合する抗体の使用を提供する。
【００１１】
　別の態様において、動物が、ＢＶＤＶ　Ｅｒｎｓタンパク質に特異的に結合する抗体を
所持するかどうかを決定するための方法であって：
　ａ）動物から血清試料を得て；
　ｂ）前記試料をエダツノレイヨウ・ペスチウイルスＥｒｎｓタンパク質またはその断片
とインキュベーションし；
　ｃ）前記試料中の前記抗体の存在または非存在を検出する
工程を含む、前記方法を提供する。
【００１２】
　別の態様において、ＢＶＤＶ　Ｅｒｎｓタンパク質に特異的に結合する抗体の存在また
は非存在を決定するための方法であって、前記試料をエダツノレイヨウ・ペスチウイルス
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Ｅｒｎｓタンパク質またはその断片とインキュベーションする工程が、前記試料中の前記
抗体の存在または非存在を検出する工程の前に行われる、前記方法を提供する。
【００１３】
　別の態様において、ＢＶＤＶ　Ｅｒｎｓタンパク質に特異的に結合する抗体の存在また
は非存在を決定するための方法であって、前記試料をエダツノレイヨウ・ペスチウイルス
Ｅｒｎｓタンパク質またはその断片とインキュベーションする工程が、前記試料中の前記
抗体の存在または非存在を検出する工程と同時に行われる、前記方法を提供する。
【００１４】
　別の態様において、ＢＶＤＶ　Ｅｒｎｓタンパク質に特異的に結合する抗体の存在また
は非存在を決定するための方法であって、前記抗体が、ＢＶＤＶ　Ｅｒｎｓタンパク質に
存在する少なくとも１つのエピトープであるが、エダツノレイヨウ・ペスチウイルスＥｒ

ｎｓタンパク質には存在しない、前記エピトープに特異的に結合する、前記方法を提供す
る。
【００１５】
　別の態様において、ＢＶＤＶ　Ｅｒｎｓタンパク質に特異的に結合する抗体の存在また
は非存在を決定するための方法であって、前記抗体の存在が、該動物がＢＶＤＶに感染し
ているか、または慣用的ＢＶＤＶワクチンで免疫されているかいずれかであることを示す
、前記方法を提供する。
【００１６】
　別の態様において、ＢＶＤＶ　Ｅｒｎｓタンパク質に特異的に結合する抗体の存在また
は非存在を決定するための方法であって、前記抗体の非存在が：ａ）該動物が１）ＢＶＤ
Ｖに感染していないか、または２）慣用的ＢＶＤＶワクチンで免疫されていないか；ある
いはｂ）エダツノレイヨウ・ペスチウイルスＥｒｎｓタンパク質を発現するキメラペスチ
ウイルスで免疫されていることを示す、前記方法を提供する。
【００１７】
　別の態様において、試料中の、ＢＶＤＶ　Ｅｒｎｓタンパク質に特異的に結合する抗体
の存在または非存在を決定するための方法であって、血清試料がＢＶＤＶ感染に感受性で
ある動物から得られる、前記方法を提供する。
【００１８】
　別の態様において、試料中の、ＢＶＤＶ　Ｅｒｎｓタンパク質に特異的に結合する抗体
の存在または非存在を決定するための方法であって、血清試料が、ウシ（ｂｏｖｉｎｅ）
、ヒツジ（ｏｖｉｎｅ）、ヤギ（ｃａｐｒｉｎｅ）、またはブタ（ｐｏｒｃｉｎｅ）種で
ある動物から得られる、前記方法を提供する。
【００１９】
　別の態様において、試料中で、ＢＶＤＶ　Ｅｒｎｓタンパク質に特異的に結合する抗体
の存在または非存在を決定するための方法であって、血清試料が、ウシである動物から得
られる、前記方法を提供する。
【００２０】
　別の態様において、ＢＶＤＶ　Ｅｒｎｓタンパク質に特異的に結合する抗体の存在また
は非存在を決定するための診断キットであって、前記キットがエダツノレイヨウ・ペスチ
ウイルスＥｒｎｓタンパク質には存在しない少なくとも１つのＢＶＤＶ　Ｅｒｎｓエピト
ープに対する抗体の存在または非存在の検出を容易にする試薬を含み、前記試薬の１つが
エダツノレイヨウ・ペスチウイルスＥｒｎｓタンパク質またはその断片である、前記キッ
トを提供する。
【００２１】
　別の態様において、ＢＶＤＶ　Ｅｒｎｓタンパク質に特異的に結合する抗体の存在また
は非存在を決定するための診断キットであって、前記キットがエダツノレイヨウ・ペスチ
ウイルスＥｒｎｓタンパク質には存在しない少なくとも１つのＢＶＤＶ　Ｅｒｎｓエピト
ープに対する抗体の存在または非存在の検出を容易にする試薬を含み、前記試薬の１つが
、ＢＶＤＶまたは慣用的ＢＶＤＶワクチンに存在するエピトープであるが、エダツノレイ
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ヨウ・ペスチウイルスＥｒｎｓタンパク質には存在しない前記エピトープに特異的に結合
する抗体である、前記キットを提供する。
【００２２】
　別の態様において、ＢＶＤＶ　Ｅｒｎｓタンパク質に特異的に結合する抗体の存在また
は非存在を決定するための診断キットであって、前記キットが：酵素連結免疫吸着アッセ
イ（ＥＬＩＳＡ）、側方流動アッセイ、ウェスタンブロッティング、ＰＣＲ、ラジオイム
ノアッセイ、固相ラジオイムノアッセイ、電気化学発光アッセイ、イムノブロッティング
、免疫沈降、および免疫染色からなる群より選択されるアッセイを実行するための試薬を
含む、前記キットを提供する。
【００２３】
　別の態様において、本発明は、動物が、ＢＶＤＶ　Ｅｒｎｓタンパク質に特異的に結合
する抗体を所持するかどうか決定する方法であって、前記抗体が、ＢＶＤＶ　Ｅｒｎｓタ
ンパク質に存在するエピトープであるが、エダツノレイヨウ・ペスチウイルスＥｒｎｓタ
ンパク質には存在しない前記エピトープに特異的に結合する、前記方法を提供する。
【発明を実施するための形態】
【００２４】
　以下の定義は、本発明の態様の説明において使用する用語に適用可能である。以下の定
義は、本明細書に援用される各個々の参考文献中に含有される、いかなる相反する定義に
も優先される。
【００２５】
　本明細書に別に定義しない限り、本発明と関連して用いられる科学的用語および技術的
用語は、一般の当業者によって一般的に理解される意味を有するものとする。さらに、背
景によって別に必要とされない限り、単数形の用語には複数形が含まれ、そして複数形の
用語には単数形が含まれるものとする。
【００２６】
　「約」または「およそ」は、測定可能な数値変数と関連して用いられた際、変数の示す
値を指し、そして示す値の実験誤差内（例えば平均に関する９５％信頼区間内）または示
す値の１０パーセント以内のいずれか大きい方である変数のすべての値を指す。
【００２７】
　用語「動物」は、本明細書において、限定されるわけではないが、家畜および野生両方
のウシ、ヒツジ、ヤギ、およびブタ種を含む、ＢＶＤＶ感染に感受性であるいかなる動物
も含まれるよう意味される。
【００２８】
　用語「（単数の）抗体」または「（複数の）抗体」は、本明細書において、エピトープ
の認識によって、抗原に結合可能な免疫グロブリン分子を指す。免疫グロブリンは、「定
常」領域および「可変」領域を有する「軽鎖」および「重鎖」ポリペプチド鎖で構成され
る血清タンパク質であり、そして定常領域の組成に基づいて、クラス（例えば、ＩｇＡ、
ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ、およびＩｇＭ）に分けられる。所定の抗原に「特異的」である
抗体は、抗体の可変領域が、もっぱら特定の抗原を認識し、そして該抗原に結合すること
を示す。抗体は、ポリクローナル混合物またはモノクローナルであってもよい。抗体は、
天然供給源由来または組換え供給源由来の損なわれていない（ｉｎｔａｃｔ）免疫グロブ
リンであってもよいし、あるいは損なわれていない免疫グロブリンの免疫反応部分であっ
てもよい。抗体は、例えば、Ｆｖ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２として、ならびに一本鎖を
含む、多様な型で存在してもよい。抗体を、限定されるわけではないが抗体断片を含む、
抗原結合タンパク質に変換してもよい。
【００２９】
　用語「抗原」は、本明細書において、被験体への曝露に際して、その抗原に特異的であ
る免疫反応を誘導するであろう、１またはそれより多いエピトープ（直鎖、コンホメーシ
ョンまたは両方）を含有する分子を指す。用語「抗原」は、弱毒化、不活性化または修飾
生存細菌、ウイルス、真菌、寄生虫または他の微生物を指すことも可能である。本明細書
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において、用語「抗原」はまた、抗原が天然に関連している生物全体から分離され、そし
て別個である、サブユニット抗原を指すことも可能である。用語「抗原」はまた、抗イデ
ィオタイプ抗体またはその断片などの抗体、および抗原または抗原決定基（エピトープ）
を模倣しうる合成ペプチド・ミモトープを指すことも可能である。用語「抗原」はまた、
ＤＮＡ免疫適用におけるなど、ｉｎ　ｖｉｖｏで抗原または抗原決定基を発現するオリゴ
ヌクレオチドまたはポリヌクレオチドを指すことも可能である。
【００３０】
　「緩衝剤」は、別の化学物質の濃度の変化を防止する化学系であり、例えばプロトン・
ドナーおよびアクセプター系は、水素イオン濃度（ｐＨ）の顕著な変化を防止する緩衝剤
として働く。緩衝剤のさらなる例は、弱酸およびその塩（共役塩基）または弱塩基および
その塩（共役酸）の混合物を含有する溶液である。
【００３１】
　用語「ＢＶＤＶ」、「ＢＶＤＶ単離体」または「ＢＶＤＶ株」は、本明細書において、
ウイルスゲノム、関連タンパク質、および他の化学的構成要素（脂質など）からなる、限
定されるわけではないがＩ型およびＩＩ型を含む、ウシウイルス性下痢ウイルスを指す。
多くのＩ型およびＩＩ型ウシウイルス性下痢ウイルスが当業者に知られており、そして例
えばアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション（ＡＴＣＣ（登録商標）；マナサス
、ＶＡ　２０１０８　ＵＳＡ）を通じて入手可能である。ウシウイルス性下痢ウイルスは
、ＲＮＡの形のゲノムを有する。クローニングにおいて使用するため、ＲＮＡをＤＮＡに
逆転写することも可能である。したがって、本明細書において、核酸およびウシウイルス
性下痢ウイルス配列への言及は、ウイルスＲＮＡ配列およびウイルスＲＮＡ配列由来のＤ
ＮＡ配列の両方を含む。用語「ＮＡＤＬ」は、本明細書において、ＡＴＣＣにＶＲ－５３
４として寄託されているＢＶＤＶの参照株を指す。
【００３２】
　用語「細胞株」または「宿主細胞」は、本明細書において、ウイルスが複製可能である
かまたは維持可能である、原核細胞または真核細胞を意味する。
【００３３】
　「細胞性免疫反応」または「細胞仲介性免疫反応」は、Ｔリンパ球または他の白血球あ
るいは両方によって仲介されるものであり、そしてこれには、サイトカイン、ケモカイン
、および活性化Ｔ細胞、白血球または両方によって産生される類似の分子の産生が含まれ
る。
【００３４】
　用語「キメラ性」または「キメラ」は、本明細書において、１より多い前駆体由来の遺
伝的または物理的構成要素を含有する微生物、例えばウイルスを意味する。
【００３５】
　用語「慣用的ＢＶＤＶワクチン」は、本明細書において、野生型ＢＶＤＶに基づくワク
チンを意味する。ウイルスは弱毒化されるかまたは不活性化されていてもよい。しかし、
ウイルスは遺伝子修飾されていない。
【００３６】
　用語「培養」は、本明細書において、他の種またはタイプの非存在下で増殖している細
胞または微生物の集団を意味する。
【００３７】
　用語「ＤＩＶＡ」は、本明細書において、ワクチン接種動物から感染動物を区別するこ
とを意味する。
【００３８】
　「用量」は、被験体に投与されたワクチンまたは免疫原性組成物を指す。「第一の用量
」または「プライミング・ワクチン」は、第０日に投与された用量を指す。「第二の用量
」または「第三の用量」または「毎年の用量」は、第一の用量に続いて投与されるこうし
た組成物の量を指し、これは第一の用量と同じワクチンまたは免疫原性組成物であっても
またはなくてもよい。
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【００３９】
　用語「エピトープ」は、本明細書において、Ｔ細胞受容体または特異的抗体に結合し、
そして典型的には約３アミノ酸残基～約２０アミノ酸残基を含み、そして連続であっても
または不連続であってもよい、抗原の特異的部位を意味する。
【００４０】
　「断片」は、タンパク質または遺伝子の一部切除（ｔｒｕｎｃａｔｅｄ）部分を指す。
「機能性断片」および「生物学的活性断片」は、全長タンパク質または遺伝子の生物学的
特性を保持する断片を指す。「免疫原性に活性である断片」は、免疫反応を誘発する断片
を指す。
【００４１】
　用語「異種性」は、本明細書において、異なる種または株に由来することを意味する。
【００４２】
　用語「同種性」は、本明細書において、同じ種または株に由来することを意味する。
【００４３】
　「体液性免疫反応」は、抗体によって少なくとも部分的に仲介されるものを指す。
【００４４】
　被験体における「免疫反応」は、抗原に対する、体液性免疫反応、細胞性免疫反応、ま
たは体液性および細胞性免疫反応の発展を指す。免疫原性反応は、診断目的または他の試
験に十分である可能性もあるし、あるいは疾患病原体への感染によって引き起こされる、
不都合な健康上の影響またはその合併症を含めて、疾患の徴候または症状を防止するのに
適切である可能性もある。
【００４５】
　「免疫原性の」または「免疫原性」は、本明細書において、抗原に対して特異的に向け
られる免疫反応を誘発する能力を指す。
【００４６】
　用語「免疫原性組成物」は、本明細書において、免疫系によって認識されることが可能
であり、単独で、または薬学的に許容されうるキャリアーとともに、動物に投与された際
、特異的免疫反応（すなわち免疫原性活性）の生成を生じることが可能な組成物を意味す
る。
【００４７】
　用語「免疫学的に有効な量」は、本明細書において、動物において免疫原性または免疫
学的反応を誘導するのに有効な抗原の量を指す。免疫反応は、限定なしに、細胞性免疫お
よび／または体液性免疫の誘導を含むことも可能である。
【００４８】
　「単離」は、本明細書において、天然に存在する環境から除去されていることを意味す
る。微生物に言及した際、これは、単独であっても、あるいは異種宿主細胞、または染色
体またはベクター（例えばプラスミド、ファージなど）中であってもいずれでもよい。「
単離細菌」、「単離嫌気性細菌」、「単離細菌株」、「単離ウイルス」、「単離ウイルス
株」等は、細菌またはウイルスが、実質的に他の微生物を含まない、例えば培養中にある
、例えば天然に存在する環境から分離されている場合の組成物を指す。「単離」は、任意
の特定の定義される物質、例えばポリヌクレオチドまたはポリペプチドを記載するために
用いられる際、物質、例えばポリペプチドまたは核酸が通常見出される元来の細胞環境か
ら分離されている物質を指す。本明細書において、したがって、例示のみのため、本発明
のポリヌクレオチドで構成される組換え細胞株は、「単離」核酸を利用する。あるいは、
特定のタンパク質または特異的免疫原性断片が請求されるか、あるいはワクチンまたは他
の組成物として用いられる場合、これらは同定され、分離され、そして天然に存在しうる
状態に比較した際、ある程度まで精製されているため、単離されていると見なされるであ
ろう。タンパク質またはその特異的免疫原性断片が、抗原を産生する組換え細菌または真
核生物発現ベクター中で産生される場合、単離タンパク質または核酸として存在すると見
なされる。例えば、ポリヌクレオチドで構築された組換え細胞株は、「単離」核酸を利用
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する。
【００４９】
　用語「感染多重度」（ＭＯＩ）は、本明細書において、細胞あたりの微生物の数の比を
指し、これは、所定の感染において、どのくらい多くの接種物が用いられるかを詳述する
。
【００５０】
　用語「病原体」または「病原性微生物」は、本明細書において、宿主動物において、疾
患、疾病、または異常な状態を誘導するかまたは引き起こすことが可能な微生物、例えば
ウイルス、細菌、真菌、原生動物、または蠕虫を意味する。
【００５１】
　用語「ペスチウイルス」は、本明細書において、フラビウイルス科のペスチウイルス属
由来のＲＮＡウイルスを意味する。ペスチウイルス属には、限定されるわけではないが、
ＢＶＤＶ（１型および２型）、古典的ブタコレラウイルス（ＣＳＦＶ）、およびボーダー
病ウイルス（ＢＤＶ）、ならびにイノシシ（ｗｉｌｄ　ｂｏａｒ）、バッファロー、エラ
ンド（ｅｌａｎｄ）、バイソン（ｂｉｓｏｎ）、アルパカ（ａｌｐａｃａ）、プーズー（
ｐｕｄｕ）、ボンゴ（ｂｏｎｇｏ）、多様なシカ種、キリン、トナカイ、シャモア（ｃｈ
ａｍｏｉｓ）およびエダツノレイヨウなどの種より単離されるペスチウイルスが含まれる
（ＶｉｌｃｅｋおよびＮｅｔｔｌｅｔｏｎ；　Ｖｅｔ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．　１１６：
１－１２（２００６））。
【００５２】
　「薬学的に許容されうる」は、正当な医学的判断の範囲内であり、過度の毒性、刺激、
アレルギー反応等を伴わずに、被験体の組織と接触して使用するのに適しており、妥当な
利益対リスク比と釣り合い、そして意図される使用に関して有効である物質を指す。
【００５３】
　用語「防止する」、「防止すること」または「防止」等は、本明細書において、微生物
の複製を阻害するか、微生物の伝染を阻害するか、または微生物が宿主において自らを確
立することを阻害することを意味する。これらの用語等は、本明細書において、また、感
染の１またはそれより多い徴候または症状を阻害するかまたは遮断することも意味しうる
。
【００５４】
　「防御」、「防御すること」等は、本明細書において、ワクチンまたは他の組成物に関
して、ワクチンまたは組成物が、ワクチンまたは組成物中で用いる抗原（単数または複数
）が由来する生物によって引き起こされる疾患の症状を防止するかまたは減少させること
を意味する。用語「防御」および「防御すること」等はまた、ワクチンまたは組成物が、
被験体においてすでに存在する疾患あるいは該疾患の１またはそれより多い症状を療法的
に治療するために使用可能であることも意味する。
【００５５】
　用語「特異的に結合すること」、「特異的に結合する」等は、本明細書において、生理
学的条件またはアッセイ条件下で測定可能であり、そして選択性である複合体を形成する
、２またはそれより多い分子と定義される。抗体または他の阻害剤は、適切に選択される
条件下で、こうした結合が実質的に阻害されない一方、同時に非特異的結合が阻害される
ならば、タンパク質に「特異的に結合する」と言われる。特異的結合は、高アフィニティ
によって特徴付けられ、そして化合物またはタンパク質に関して選択性である。非特異的
結合は、通常、低アフィニティを有する。ＩｇＧ抗体における結合は、例えば、一般的に
、少なくとも約１０－７Ｍまたはそれより高い、例えば少なくとも約１０－８Ｍまたはそ
れより高い、あるいは少なくとも約１０－９Ｍまたはそれより高い、あるいは少なくとも
約１０－１０Ｍまたはそれより高い、あるいは少なくとも約１０－１１Ｍまたはそれより
高い、あるいは少なくとも約１０－１２Ｍまたはそれより高い、アフィニティによって特
徴付けられる。該用語はまた、例えば抗原結合ドメインが多くの抗原によって所持されな
い特定のエピトープに対して特異的である場合に適用可能であり、こうした場合、抗原結
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合ドメインを所持する抗体は、一般的に、他の抗原に結合しないであろう。
【００５６】
　用語「療法的有効量」は、本明細書において、投与される被験体において、疾患を治療
するために必要な、微生物、またはサブユニット抗原、またはポリペプチド、またはポリ
ヌクレオチド分子、およびその組み合わせ、あるいはワクチンまたは組成物の量を意味す
る。
【００５７】
　用語「治療する」、「治療すること」または「治療」等は、本明細書において、微生物
による感染を減少させるかまたは排除することを意味する。これらの用語等は、本明細書
において、また、微生物の複製を減少させるか、微生物の伝染を減少させるか、または微
生物が宿主において自らを確立する能力を減少させることも意味する。これらの用語等は
、本明細書において、また、微生物による感染の１またはそれより多い徴候または症状を
減少させるか、回復させるか、または除去するか、あるいは微生物による感染からの回復
を加速することも意味しうる。
【００５８】
　用語「ワクチン接種する」および「ワクチン接種すること」等は、本明細書において、
動物にワクチンまたは免疫原性組成物を投与することを意味する。
【００５９】
　用語「ワクチン」および「ワクチン組成物」は、本明細書において、感染を防止するか
または減少させるか、あるいは感染の１またはそれより多い徴候または症状を防止するか
または減少させる組成物を意味する。病原体に対するワクチン組成物の防御効果は、通常
、被験体において、細胞仲介性免疫反応または体液性免疫反応いずれかの免疫反応、ある
いは両方の組み合わせを誘導することによって、達成される。一般的に言って、感染事象
の消失または減少、徴候または症状の回復、あるいは感染被験体からの微生物の除去加速
は、ワクチン組成物の防御効果を示す。本発明のワクチン組成物は、ＢＶＤＶによって引
き起こされる感染に対する防御効果を提供する。
【００６０】
　用語「獣医学的に許容されうるキャリアー」は、本明細書において、正当な医学的判断
の範囲内であり、過度の毒性、刺激、アレルギー反応等を伴わずに、動物の組織と接触し
て使用するのに適しており、妥当な利益対リスク比と釣り合い、そして意図される使用に
関して有効である物質を指す。
【００６１】
　以下の説明を提供して、当業者が本発明を実施するのを補助する。そうではあるが、本
説明は、本発明を過度に制限するように解釈されてはならず、これは、本発明の発見の精
神または範囲から逸脱することなく、本明細書で論じる態様における修飾および変動が、
一般の当業者によって作製可能であるためである。
検出、診断法、キット
　本発明は、動物が、感染またはワクチン接種いずれかを通じて、特定のペスチウイルス
に曝露されているかどうかを決定する方法を提供する。
【００６２】
　感染動物およびワクチン接種動物の間の区別を可能にするＤＩＶＡワクチンを利用する
ワクチン接種によって、動物被験体の曝露歴を評価するための手段が提供される。この区
別は、限定されるわけではないが、競合性、直接または間接的であってもよい酵素連結免
疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、側方流動アッセイ、ウェスタンブロッティング、ＰＣＲ
、ラジオイムノアッセイ、固相ラジオイムノアッセイ（ＳＰＲＩＡ）、電気化学発光（Ｅ
ＣＬ）アッセイ、イムノブロッティング、免疫沈降、および免疫染色を含む、多様な診断
法のいずれかを通じて達成可能である。これらの方法および他の方法は、一般の当業者に
容易に認識され、そして知られている。
【００６３】
　本明細書記載のキメラペスチウイルスは、ゲノム組成および発現されるタンパク質の両
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方で、野生型ＢＶＤＶ株から区別可能である。こうした区別は、ワクチン接種動物および
感染動物の間の区別を可能にしうる。例えば、特定の実験室試験において、ＢＶＤＶに関
して陽性の試験結果が出た動物が、野生型ＢＶＤＶ株を所持するか、または慣用的ＢＶＤ
Ｖワクチンで免疫されているか、あるいはキメラペスチウイルスを投与されているかまた
は感染していないかに関して、決定することが可能となる。
【００６４】
　決定を行うため、多様なアッセイを使用してもよい。例えば、感染に関して陽性の試験
結果が出た動物から、ウイルスを単離してもよい。核酸に基づくアッセイには、限定され
るわけではないが、サザンまたはノーザンブロット分析、ＰＣＲ、および配列決定が含ま
れうる。あるいは、タンパク質に基づくアッセイを使用してもよい。タンパク質に基づく
アッセイにおいては、感染が疑われる細胞または組織を、ＢＶＤＶに関して陽性の試験結
果が出た動物から単離してもよい。こうした細胞または組織から細胞抽出物を作製して、
そしてワクチン中で先に投与されたキメラペスチウイルス、または野生型ＢＶＤＶのいず
れかの存在を別個に同定可能な、ウイルスタンパク質に対する適切な抗体を用いて、例え
ばウェスタンブロットに供してもよい。
【００６５】
　多様な技術を用いることによって、動物中で誘導される免疫反応の度合いおよび性質を
評価してもよい。例えば、接種動物から血清を収集し、そしてキメラウイルスに特異的な
抗体の存在または非存在に関して、試験してもよい。
【００６６】
　こうした評価を行う際、動物によって生成される抗体が、アッセイにおける試験抗原に
対して特異的であり、そして他のペスチウイルス由来の同じ抗原と交差反応しないことが
非常に重要である。エダツノレイヨウ・ペスチウイルスＥｒｎｓタンパク質を認識し、そ
して該タンパク質に結合する抗体がまた、野生型ＢＶＤＶ上に存在するＥｒｎｓタンパク
質にも結合することは予期されなかった。しかし、ウシにキメラペスチウイルスを反復投
与すると、ときに、野生型ＢＶＤＶ　Ｅｒｎｓタンパク質に対する限定された交差反応性
を示す抗体の生成が導かれた。これらの交差反応性抗体は、プレートに結合した野生型Ｂ
ＶＤＶ　Ｅｒｎｓタンパク質（すなわち試験抗原）に結合可能であり、以前、野生型ＢＶ
ＤＶに感染しているかまたは慣用的ＢＶＤＶワクチンでワクチン接種されていることを示
唆する結果、すなわち偽陽性結果を導く。したがって、アッセイの正確性および特異性を
改善する必要性がある。これは、エダツノレイヨウＥｒｎｓタンパク質の存在下で、動物
由来の血清をインキュベーションすることによって達成可能である。タンパク質は、天然
、すなわちエダツノレイヨウ・ペスチウイルスより精製されてもよいし、または組換え的
に発現されてもよい。エダツノレイヨウＥｒｎｓタンパク質の添加は、アッセイプレート
（単数または複数）への血清の添加前に行われてもよいし、またはアッセイプレート（単
数または複数）に血清を添加するのと同時に行われてもよい。これはＥｒｎｓ交差反応性
抗体を除去するのに有効であり、そしてより正確で、そして信頼可能なアッセイを生じる
。
【００６７】
　本発明のキットは、（１）ＢＶＤＶ感染動物または慣用的ＢＶＤＶワクチンで免疫され
た動物、および（２）キメラペスチウイルスを投与された動物の検出およびこれらの間の
区別のために有用な、１またはそれより多い試薬を含んでもよい。キットには、全ＢＶＤ
Ｖ、あるいはキメラペスチウイルスに存在しないＢＶＤＶポリペプチド、エピトープまた
はポリヌクレオチド配列の存在に関して試料を分析するための試薬が含まれてもよい。あ
るいは、本発明のキットには、キメラペスチウイルス、あるいは野生型ＢＶＤＶに存在し
ないポリペプチド、エピトープまたはポリヌクレオチド配列の存在に関して試料を分析す
るための試薬が含まれてもよい。抗体、ＰＣＲ、ハイブリダイゼーション、および当業者
に知られる他の検出法を用いて、ウイルス、ポリペプチド、またはポリヌクレオチド配列
の存在を検出してもよい。
【００６８】
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　本発明の別のキットは、特定のエピトープに対する抗体の検出のための試薬を提供して
もよい。エピトープは、キメラペスチウイルスに存在し、そして野生型ＢＶＤＶに存在し
ないか、あるいは野生型ＢＶＤＶに存在し、そしてキメラペスチウイルスに存在しないか
いずれかである。こうした試薬は、抗体の存在に関して試料を分析するのに有用であり、
そして一般の当業者に容易に知られ、そして利用可能である。当業者に知られる標準的検
出法を用いて、抗体の存在を決定してもよい。
【００６９】
　特定の態様において、キットには、該キットが、ＢＶＤＶ感染動物またはＢＶＤＶワク
チン接種動物を検出し、そしてキメラペスチウイルスを投与された動物から、これらを区
別するために有用であることを示す印刷された使用説明書またはラベルのセットが含まれ
てもよい。
【００７０】
　抗体（単数、複数）
　抗体は、モノクローナル、ポリクローナル、または組換えのいずれであってもよい。免
疫原またはその部分に対して抗体を調製してもよい。例えば、免疫原のアミノ酸配列に基
づく合成ペプチド、またはクローニング技術によって組換え的に調製されたもの、あるい
は天然遺伝子産物および／またはその一部を単離し、そして免疫原として用いてもよい。
免疫原を用いて、当業者に周知の標準的抗体産生技術、例えば、一般的に、Ｈａｒｌｏｗ
およびＬａｎｅ，　“Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａ
ｌ”，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，　ニューヨー
ク州コールドスプリングハーバー（１９８８）に記載されるものなどによって抗体を産生
してもよい。抗体断片もまた、抗体から調製可能であり、そしてこれには、当業者に知ら
れる方法による、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、およびＦｖが含まれる。
【００７１】
　抗体産生において、当該技術分野に知られる免疫学の標準法によって、望ましい抗体に
関するスクリーニングを達成してもよい。一般的に、ＥＬＩＳＡおよびウェスタンブロッ
ティングはどちらも、使用可能なタイプのイムノアッセイであり、そしてどちらも当業者
に周知である。ポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体の両方が、アッセイにおい
て使用可能である。ＢＶＤＶ　Ｅｒｎｓタンパク質に結合するために用いられる抗体を、
固体支持体に結合させてもよい。抗体を検出可能部分または標識でコンジュゲート化して
もよい。本発明における使用が意図される検出可能部分には、限定されるわけではないが
、蛍光、金属、酵素、および放射性マーカーが含まれ、これには限定されるわけではない
が、ビオチン、金、フェリチン、アルカリホスファターゼ、ｂ－ガラクトシダーゼ、ペル
オキシダーゼ、ウレアーゼ、フルオレセイン、ローダミン、トリチウム、１４Ｃ、および
ヨード化が含まれうる。検出可能部分でコンジュゲート化された抗体は、競合ＥＬＩＳＡ
アッセイにおけるように、ＢＶＤＶ　Ｅｒｎｓタンパク質に結合してもよいし、または間
接的ＥＬＩＳＡアッセイにおけるように、ＢＶＤＶ　Ｅｒｎｓタンパク質に結合する、動
物由来の抗体に結合してもよい。
【００７２】
　慣用的標識コンジュゲート特異的結合アッセイ技術において、アッセイしようとする液
体培地試料を、多様な試薬組成物と組み合わせる。こうした組成物には、標識とともに取
り込まれる結合構成要素を含む標識コンジュゲートが含まれる。コンジュゲート中の結合
構成要素は、アッセイ下で、あるとすれば、培地中の試薬組成物の他の構成要素およびリ
ガンドとともに参加して、２つの種または型のコンジュゲート、例えば結合種（コンジュ
ゲート複合体）および遊離種を産生する、結合反応系を形成する。結合種において、コン
ジュゲートの結合構成要素には、対応する結合パートナーが結合する一方、遊離種におい
ては、結合構成要素はそれほど結合しない。分析物の量は、結合コンジュゲート対未結合
コンジュゲートの量に比例する。
アッセイ発展の一般的な説明
　ＢＶＤＶのＥｒｎｓタンパク質をエダツノレイヨウ・ペスチウイルス由来のＥｒｎｓタ
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ンパク質で置き換えたキメラペスチウイルスを投与されているウシは、本明細書記載の本
発明の使用を通じて、野生型ＢＶＤＶに天然感染したウシまたは慣用的ＢＶＤＶワクチン
で免疫されたウシから区別可能である。多様な年齢のウシは、治療されていないか、ある
いは各用量の間に約３週間あけて、生存もしくは不活性化キメラペスチウイルス、または
生存もしくは不活性化ＢＶＤＶのいずれかの３用量を投与されている。各投与の２～３週
間またはそれより後であるが、次の投与の前に、血清試料を収集する。ＢＶＤＶの野外（
野生型）株に感染しているかまたは慣用的ＢＶＤＶワクチンで免疫されているウシに対し
て、キメラペスチウイルスを投与されたウシまたは治療を受けていないウシを区別するた
め、示差診断アッセイを通じて、血清試料を試験する。
【００７３】
　競合ＥＬＩＳＡのため、野生型ＢＶＤＶまたはキメラペスチウイルスＥｒｎｓタンパク
質（天然、合成または組換え由来）をアッセイにおける抗原供給源として用いてもよい。
野生型ＢＶＤＶ上に存在するＥｒｎｓタンパク質を試験抗原として用いる場合、標識野生
型ＢＶＤＶ　Ｅｒｎｓ特異的ｍＡｂによる結合の欠如は、野生型ＢＶＤＶ特異的エピトー
プに結合する抗体がウシ血清中に存在することを示し、天然（野生型）感染または慣用的
ＢＶＤＶワクチンでの免疫を示す。対照的に、キメラペスチウイルスを投与されたウシ由
来の血清は、プレートをコーティングする野生型ＢＶＤＶ　Ｅｒｎｓタンパク質に結合す
る抗体を含有しないであろう。したがって、標識野生型ＢＶＤＶ　Ｅｒｎｓ特異的ｍＡｂ
は、結合したタンパク質に結合し、そして続いて発色を生じるであろう。
【００７４】
　上記アッセイにおいて、エダツノレイヨウ・ペスチウイルスＥｒｎｓタンパク質を認識
し、そして該タンパク質に結合する抗体がまた、野生型ＢＶＤＶ上に存在するＥｒｎｓタ
ンパク質にも結合することは驚くべきことであった。ウシへのキメラペスチウイルスの反
復投与は、ときに、野生型ＢＶＤＶ　Ｅｒｎｓタンパク質に対する限定された交差反応性
を示す抗体の生成を生じ、これはＢＶＤＶでの以前の感染または慣用的ＢＶＤＶワクチン
でのワクチン接種を示唆する結果につながるため、アッセイの正確性および特異性を改善
する必要性が存在した。
【００７５】
　改善された競合ＥＬＩＳＡのため、血清試料を、アッセイプレートへのウシ血清の添加
前にまたは添加と同時にのいずれかで、組換え発現エダツノレイヨウ・ペスチウイルスＥ
ｒｎｓタンパク質とインキュベーションする。これは、エダツノレイヨウ・ペスチウイル
スＥｒｎｓタンパク質に結合可能であるが、また野生型ＢＶＤＶ　Ｅｒｎｓタンパク質と
の交差反応性も発展させている抗体を効果的に除去する。したがって、アッセイにおける
発色は、動物がＢＶＤＶ曝露に対して無感作であるか、またはキメラペスチウイルスでワ
クチン接種されていることを示し、一方、発色がなければ、動物が野生型ＢＶＤＶに曝露
されたか、または慣用的ＢＶＤＶワクチンでワクチン接種されたことが示される。
【００７６】
　本発明はさらに、いかなる意味でも限定されることなく、以下の実施例によって例示さ
れる。
【実施例】
【００７７】
　実施例１
　ＢＶＤＶ－ＮＡＤＬ　Ｅｒｎｓを発現する組換えバキュロウイルスを構築した。プライ
マー、オリゴ２５０（配列番号１；　５’－ＣＡＣＣＡＴＧＡＡＡＡＴＡＧＴＧＣＣＣＡ
ＡＡＧＡＡＴＣ－３’）およびオリゴ２５２（配列番号２；　５’－ＴＴＡＡＧＣＧＴＡ
ＴＧＣＴＣＣＡＡＡＣＣＡＣＧＴＣ－３’）を用いて、ＢＶＤＶ－ＮＡＤＬ　ｃＤＮＡの
全長を含有するプラスミドから、ＰＣＲによって、ＢＶＤＶのＣ遺伝子の３’部分および
全長Ｅｒｎｓ遺伝子の遺伝子融合体をコードするＤＮＡ分子を増幅した。製造者の指示に
したがって、ＰＣＲ産物をｐＥＮＴＲＴＭ／Ｄ－ＴＯＰＯ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；カリ
フォルニア州カールスバッド）内にクローニングし、そしてＯｎｅ　Ｓｈｏｔ（登録商標



(14) JP 2014-524583 A 2014.9.22

10

20

30

40

50

）コンピテント大腸菌（Ｅ．　ｃｏｌｉ）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）に形質転換した。組
換えプラスミドを抽出し、そして配列決定によって挿入物を確認した。このプラスミドを
ｐＥＮＴＲ－Ｅｒｎｓと称した。ｐＥＮＴＲ－ＥｒｎｓおよびＢａｃｕｌｏＤｉｒｅｃｔ
ＴＭバキュロウイルス発現系（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いて、製造者の指示にしたが
って、ＢＶＤＶ－ＮＡＤＬ　Ｅｒｎｓタンパク質を発現する組換えバキュロウイルスを構
築した。ＢＶＤＶ－ＮＡＤＬ　Ｅｒｎｓタンパク質を発現する組換えバキュロウイルスを
生成し、プラーク精製し、増大させ、そして４℃および－８０℃の両方で保存した。ＢＶ
ＤＶ　Ｅｒｎｓ特異的ＭＡｂ　１５Ｃ５（Ｉｄｅｘｘ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ　Ｉｎ
ｃ．；メイン州ウェストブルック）を用いて、免疫蛍光染色およびウェスタンブロットに
よって、組換えバキュロウイルス中のＢＶＤＶ－ＮＡＤＬ　Ｅｒｎｓタンパク質の発現を
確認した。
【００７８】
　同様の戦略を用いて、エダツノレイヨウ・ペスチウイルスＥｒｎｓタンパク質をバキュ
ロウイルス中で発現させた。抗Ｈｉｓ（Ｃ末端）ＭＡｂ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用い
た免疫蛍光染色およびウェスタンブロットによって、エダツノレイヨウＥｒｎｓタンパク
質の発現を確認した。
【００７９】
　ＥＬＩＳＡ抗原の産生のため、１００ｍｌ懸濁培養中のＳｆ２１細胞またはＳｆ９細胞
を、０．２～５のＭＯＩで、組換えバキュロウイルスストックに感染させた。細胞を２７
℃で２～４日間インキュベーションした後に採取した。細胞を低速（約８００ｇ）で１０
分間遠心分離して、細胞を収集した。天然溶解／結合緩衝液（ｐＨ　８．０　５０ｍＭ　
ＮａＨ２ＰＯ４、３００ｍＭ　ＮａＣｌ、１０ｍＭイミダゾール、および１％ＩＧＥＰＡ
Ｌ　ＣＡ－６３０）で細胞を溶解した。混合物をピペッティングで上下させて、細胞の塊
を壊し、そして次いで、－８０℃で≧１時間凍結させた。融解後、８０００ｇで２０分間
、４℃で遠心分離することによって、混合物を清澄にした。バキュロ－エダツノレイヨウ
Ｅｒｎｓ溶解物と称される最終上清をアリコットし、そして－８０℃で保存した。
【００８０】
　アッセイを実行する際、炭酸／重炭酸緩衝液（ｐＨ９．０）中で１μｇ／ｍｌに希釈し
たＢＶＤＶ　１型Ｅｒｎｓタンパク質に特異的に結合するＭＡｂ　ＷＢ２１０（Ｖｅｔｅ
ｒｉｎａｒｙ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ａｇｅｎｃｙ、英国サリー州）１００μｌ／ウェ
ルで、ＥＬＩＳＡプレートを４℃で一晩コーティングした。翌日、プレートをＰＢＳＴ洗
浄緩衝液（０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０を含有するＰＢＳ）で３回洗浄し、そしてブロッキ
ング緩衝液（ＰＢＳＴに加えて１％カゼインナトリウム塩）と３７℃で１時間インキュベ
ーションした。続いて、プレートをＰＢＳＴで３回洗浄し、そして１００μｌのバキュロ
－ＢＶＤＶ　Ｅｒｎｓ溶解物（ＰＢＳ中で１：１６００に希釈）を各ウェルに添加し、そ
してプレートを３７℃で１時間インキュベーションした。このインキュベーション期間中
、６０μｌのウシ血清試料を、ブロッキング緩衝液およびあらかじめ決定された濃度のバ
キュロ－エダツノレイヨウＥｒｎｓ溶解物を含有する６０μｌの試料希釈物に添加した。
血清・希釈物混合物を、室温で少なくとも３０分間インキュベーションした。ＰＢＳＴで
３回洗浄した後、血清・希釈物混合物をＥＬＩＳＡプレートのウェルに移した。各プレー
ト上で、多数のウェルをブランクのままにして、非競合１５Ｃ５－ＨＲＰ対照として利用
した。プレートを３７℃で１時間インキュベーションした。ＰＢＳＴでさらに３回洗浄し
た後、１００μｌ　ＭＡｂ　１５Ｃ５－ＨＲＰコンジュゲート（ＢＶＤＶ　Ｅｒｎｓに特
異的；ブロッキング緩衝液中で希釈）を各ウェルに３７℃で１時間添加した。３回洗浄し
た後、１００μｌのＡＢＴＳ基質（ＫＰＬ、メリーランド州ガイザーズバーグ）を各ウェ
ルに添加し、そして発色のため、室温で２０～６０分間インキュベーションした。光学密
度（ＯＤ）を４０５／４９０ｎｍの波長で測定した。以下の式：
　阻害％＝（試料ＯＤ）÷（１５Ｃ５－ＨＲＰ対照の平均ＯＤ）ｘ１００％
によって各血清試料に関するコンジュゲート対照からのＯＤ阻害の割合を計算する。
【００８１】



(15) JP 2014-524583 A 2014.9.22

10

20

30

40

50

　治療群あたり６頭のＢＶＤＶ血清陰性ウシに、不活性化ＢＶＤＶ（ＮＡＤＬ株）、キメ
ラペスチウイルスでワクチン接種するか、またはワクチン接種しなかった（ＮＴＸ）。ワ
クチン接種は３週間間隔であった。ワクチンを投与する前に、各時点で血清試料を収集し
た。次いで、上述のアッセイにおいて、試料を試験した。
結果
　表１に提示するデータは、実験抗原を投与したウシおよび未処置対照の血清学的反応の
比較を提示する。元来の診断アッセイおよび本発明の改善された診断アッセイを用いて、
提示するデータを生成した。２用量の不活性化ＢＶＤＶ、または２用量の不活性化キメラ
ペスチウイルスをウシに投与した後、血清試料を収集した。いくつかの既知のＢＶＤＶ陽
性試料および陰性試料に基づき、陽性（「Ｐｏｓ」）、陰性（「Ｎｅｇ」）または不明確
（「＋／－」）に関するカットオフ値を以下のように定義した：
　＜４０％＝Ｐｏｓ
　４０％～５０％＝＋／－
　＞５０％＝Ｎｅｇ
　表１．
【００８２】
【表１】

【００８３】
　表２に提示するデータは、表１に関して上述する実験の続きを示す。ここでは、不活性
化ＢＶＤＶまたは不活性化キメラペスチウイルスのいずれかの第三の用量の投与後に血清
試料を収集した。
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　表２．
【００８５】
【表２】

【００８６】
　表３に提示するデータは、元来のＥｒｎｓ　ＤＩＶＡアッセイおよび改善されたＥｒｎ

ｓ　ＤＩＶＡアッセイを用いて生成され、生存弱毒化ＢＶＤＶまたは生存キメラペスチウ
イルスのいずれかの３回の用量を投与したウシにおける血清学的反応の比較を示す。
【００８７】
　表３．
【００８８】
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【表３】

【００８９】
　該データは、アッセイプレートに添加する前の、組換え発現されたエダツノレイヨウ・
ペスチウイルスＥｒｎｓタンパク質をウシ血清とインキュベーションするさらなる工程が
、ＢＶＤＶおよびエダツノレイヨウＥｒｎｓタンパク質の両方に結合可能な交差反応性抗
体を除去する際に有効であることを立証する。したがって、キメラペスチウイルスを投与
された動物の血清学的状態は、改善されたＤＩＶＡアッセイではＢＶＤＶ陰性を示し、そ
してＢＶＤＶ陽性（すなわちＢＶＤＶ感染または慣用的ＢＶＤＶワクチンでのワクチン接
種）を誤って示さない。
【００９０】
　実施例２
　実施例１記載のＤＩＶＡアッセイを、別のＢＶＤＶ特異的抗原捕捉アッセイまたは抗体
アッセイと並行して組み合わせて、実施例１のＤＩＶＡアッセイで検出された陰性試料（
すなわちキメラペスチウイルスでワクチン接種された動物、または無感作の未感染動物の
いずれか由来のもの）が実際に無感作であるか、またはそうではなく、キメラペスチウイ
ルスでワクチン接種された動物由来であるかを決定する。
【００９１】
　実施例１のＤＩＶＡアッセイ由来の陰性試料を、キメラペスチウイルスでワクチン接種
されている動物においてさえ存在するであろう、第二の抗原またはＢＶＤＶに対する抗体
の存在に関して試験する。このアッセイにおいて、実施例１のＤＩＶＡアッセイでＢＶＤ
Ｖに関して「陰性」と決定された動物由来の試料を、別のＢＶＤＶ特異的抗原または抗体
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原捕捉試験、または別のＢＶＤＶ抗原、例えばＢＶＤＶ　Ｅ２タンパク質に特異的に結合
する抗体に関する抗体検出試験と組み合わせる。あるいは、実施例１のＤＩＶＡアッセイ
でＢＶＤＶに関して「陰性」と決定された動物由来の試料を、ＢＶＤＶ　ｐ８０／１２５
（すなわちＮＳ　２／３）非構造タンパク質に関して特異的な抗体に関して分析する。こ
うしたタンパク質の検出に関するアッセイは商業的に入手可能であり、そして記載され、
例えばＳＥＲＥＬＩＳＡ（登録商標）ＢＶＤＶ　ｐ８０　Ａｂ　Ｍｏｎｏブロッキングキ
ット（Ｓｙｎｂｉｏｔｉｃｓ社；ミズーリ州カンザスシティ）がある。
【００９２】
　別のＢＶＤＶ抗原、例えばｐ８０に特異的に結合する抗体に関するアッセイと、実施例
１のＤＩＶＡアッセイの組み合わせからの例示的な読み取り値は、表４に例示するような
結果を生じるであろう。
【００９３】
　表４：
【００９４】
【表４】

【００９５】
　本発明はその特定のバージョンに関連して、かなり詳細に記載されてきているが、他の
バージョンも可能である。したがって、付随する請求項の範囲は、本明細書に含有される
バージョンの説明に限定されてはならない。
【配列表】
2014524583000001.app
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