
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】ワクチンとして使用するための表現型／組織化学的／遺伝子型β－ｇａｌ標識を
含む弱毒化ｇＥ欠失ウシヘルペスウイルス１型ウイルス（ＢＨＶ－１）の提供。
【解決手段】ＢＨＶ－１の固有糖タンパクＥ（ｇＥ）をコードする領域の一部を欠失し、
続いて該ｇＥ座に外来の機能性β－ｇａｌを含むプラスミドを挿入することにより、安全
な生菌組換えウイルスとともにワクチンが製造される。ｇＥ遺伝子の欠失は、ウイルスを
安定的に弱毒化し、また感染動物からワクチン接種した動物を分別する免疫標識として働
く。さらに、β－ｇａｌの産生は、ワクチン接種した動物におけるｇＥΔ 3.1 ＩＢＲβウ
イルスの複製を容易に評価させ、感染した動物における野生型ウイルス複製と区別するた
めの表現型標識として働く。
【選択図】なし

10

JP 2007-20574 A 2007.2.1



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 そ の 固 有 糖 タ ン パ ク Ｅ を コ ー ド す る 領 域 に 、 欠 失 さ れ 、 か つ 遺 伝 子 挿 入 に よ り 置 換 さ れ
た 部 位 を 有 す る ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス １ 型 か ら な り 、 該 挿 入 が 外 来 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ
遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 か ら な り 、 組 換 え ウ イ ル ス は 宿 主 細 胞 中 で β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 発
現 す る 、 弱 毒 化 さ れ た 組 換 え ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス １ 型 ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 ウ イ ル ス が 他 の 遺 伝 子 欠 失 部 位 を 持 た な い 請 求 項 １ に 記 載 の ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 挿 入 が 、 ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス の ご く 初 期 の プ ロ モ ー タ ー お よ び 該 ヒ ト サ イ ト
メ ガ ロ ウ イ ル ス の ご く 初 期 の プ ロ モ ー タ ー の エ ン ハ ン サ ー 配 列 か ら な る 請 求 項 １ ま た は ２
に 記 載 の ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 欠 失 部 位 が 、 前 記 固 有 糖 タ ン パ ク Ｅ を コ ー ド す る 領 域 の 約 ３ 分 の ２ か ら な る 請 求 項
１ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 挿 入 が Ｓ Ｖ 4 0 ポ リ ア デ ニ ル 酸 部 位 に 連 結 さ れ て い る 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か に 記 載
の ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 外 来 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 が 真 正 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス １ 型 コ ー ド 化 遺 伝 子
の 発 現 と 同 様 に 発 現 さ れ る 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か に 記 載 の ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 欠 失 さ れ た 固 有 コ ー ド 領 域 が 遺 伝 子 型 標 識 と し て 働 く 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か に 記
載 の ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 遺 伝 子 挿 入 が 表 現 型 標 識 と し て 働 く 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か に 記 載 の ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 欠 失 さ れ た 固 有 コ ー ド 領 域 が 免 疫 標 識 と し て 働 く 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か に 記 載 の
ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を コ ー ド す る 配 列 が 、 前 記 宿 主 細 胞 に お い て 、 感 染 早 期 お よ
び 後 期 の 両 段 階 で 発 現 さ れ る 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か に 記 載 の ウ イ ル ス 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
１ ． 本 発 明 は 、 広 く は 組 換 え ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ワ ク チ ン お よ び こ れ に 対 応 す る 方 法 に
関 す る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 好 ま し く は 、 固 有 糖 タ ン パ ク Ｅ （ ｇ Ｅ ） を コ ー ド す る 領 域 に 欠
失 さ れ た 部 位 を も ち 、 か つ ｇ Ｅ 遺 伝 子 座 の そ こ に 機 能 性 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 （ β
－ ｇ ａ ｌ ） が 挿 入 さ れ た 感 染 性 組 換 え ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス １ 型 （ Ｂ Ｈ Ｖ － １ ） の 構 築 に
関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
２ ． 従 来 技 術
　 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス １ 型 （ Ｂ Ｈ Ｖ － １ ） は 、 感 染 性 鼻 気 管 炎 ウ イ ル ス （ Ｉ Ｂ Ｒ Ｖ ） と
し て も 知 ら れ て お り 、 鼻 気 管 炎 、 結 膜 炎 、 性 器 感 染 症 、 場 合 に よ っ て は 流 産 、 腸 炎 、 脳 炎
お よ び 家 畜 （ cattle、 ウ シ ） の 全 身 性 感 染 症 な ど の さ ま ざ ま な 臨 床 的 疾 患 に 関 与 し て い る
。 Ｂ Ｈ Ｖ － １ の ゲ ノ ム は 約 １ ４ ０ ｋ ｂ の 線 状 ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ か ら な る 。 内 部 で 隣 接 し た 長 い 非
反 復 （ Ｕ L  ） 領 域 お よ び 短 い 非 反 復 （ Ｕ S  ） 領 域 と 、 繰 返 し 配 列 （ そ れ ぞ れ Ｉ R  お よ び Ｔ

R  ） を 逆 転 す る 末 端 と か ら 構 成 さ れ る 。 上 記 Ｂ Ｈ Ｖ － １ ゲ ノ ム は 、 ほ ぼ ７ ０ の タ ン パ ク を
コ ー ド 化 す る （ Misra ら 、 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス １ の 特 定 す る タ ン パ ク （ 感 染 性 ウ シ 鼻 気
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管 炎 、 40、 J. Virol. 367-378(1981) ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 他 の い く つ か の 動 物 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス と 同 様 に 、 Ｂ Ｈ Ｖ － １ ゲ ノ ム は 糖 タ ン パ ク （ ｇ Ｅ
） 遺 伝 子 を コ ー ド 化 す る 。 こ の Ｂ Ｈ Ｖ － １ ｇ Ｅ 遺 伝 子 配 列 は 、 ５ ７ ５ ア ミ ノ 酸 （ ａ ａ ） 残
基 を コ ー ド す る が 、 ２ 種 の 株 が 報 告 さ れ て い る （ Leung-Taek, P.ら 、 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル
ス １ 型 株 （ Ｓ Ｔ 株 ） の 短 い 非 反 復 領 域 （ Ｕ S  ） の 完 全 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び 遺 伝 機 構 、 199 ウ
イ ル ス 学  409-421(1994)； Rebordosa,X.ら 、 Ｈ Ｓ Ｖ － １ 由 来 ｇ Ｅ 遺 伝 子 に 相 同 の ウ シ ヘ ル
ペ ス ウ イ ル ス １ 型 糖 タ ン パ ク を コ ー ド す る 遺 伝 子 の マ ッ ピ ン グ 、 ク ロ ー ニ ン グ お よ び 配 列
決 定 、 149 遺 伝 子 203-209(1994)） 。 上 記 ｇ Ｅ ア ミ ノ 酸 は 、 Ｎ 末 端 と 、 Ｃ 末 端 （ 膜 貫 通 配
列 ） 近 辺 と に 、 典 型 的 な 分 類 Ｉ 内 在 性 膜 タ ン パ ク 質 で あ る 、 伸 長 の 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 （ 一 般
に シ グ ナ ル 配 列 と 考 え ら れ て い る ） を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 上 記 Ｂ Ｈ Ｖ － １ ｇ Ｅ 、 あ る い は 他 の ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 中 の 相 同 体 は 、 in vitro複 製 に は
重 要 で な い こ と が 示 さ れ て き た が 、 仮 狂 犬 病 ウ イ ル ス （ Ｐ Ｒ Ｖ ） ゲ ノ ム の 完 全 ｇ Ｅ コ ー ド
配 列 の 欠 失 は 、 生 ワ ク チ ン 株 Nordenお よ び Barthaの 菌 力 低 減 （ Petrovski,E.A.ら 、 仮 狂 犬
病 ウ イ ル ス の ワ ク チ ン 株 に お け る 欠 失 お よ び そ の 糖 タ ン パ ク ｇ ｐ 63合 成 に お け る 効 果 、 J,
 Viol. 1166-1169(1986 ） と 、 神 経 侵 襲 性 の 変 質 （ Card,J.P. ら 、 ラ ッ ト 視 覚 系 の 感 染 に
お け る 仮 狂 犬 病 ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ 糖 タ ン パ ク ｇ Ｉ の 神 経 指 向 性 お よ び 菌 力 に 与 え る 影
響 ） と の 両 方 を 招 く 。 す な わ ち 、 ｇ Ｅ 遺 伝 子 が 動 物 中 で 発 現 す る に は 、 ウ イ ル ス の 完 全 な
病 原 性 ポ テ ン シ ャ ル が 要 求 さ れ る が 、 組 織 培 養 で の 成 育 で は 必 ず し も 要 求 さ れ な い （ Krit
asら 、 鼻 腔 内 接 種 し た ブ タ の 三 叉 神 経 経 路 に お け る オ ー エ ス キ ー 病 ウ イ ル ス （ Ａ Ｄ Ｖ ） の
単 糖 タ ン パ ク 欠 失 変 異 株 の 侵 入 お よ び 蔓 延 、 50 Vet. Microbiol.323-334(1994) ） ； Krit
asら 、 ブ タ の 鼻 神 経 経 路 中 、 オ ー エ ス キ ー 病 ウ イ ル ス の 侵 入 お よ び 蔓 延 に お け る エ ン ベ ロ
ー プ 糖 タ ン パ ク ｇ Ｉ 、 ｇ ｐ 63お よ び ｇ III の 役 割 、 75 J. General Virol.2319-2327(1994
) ） 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 最 近 、 Ｐ Ｒ Ｖ お よ び Ｉ Ｂ Ｒ の ｇ Ｅ 遺 伝 子 を 欠 失 し た 変 異 株 は 、 分 別 標 識 ワ ク チ ン と し て
の 有 用 性 に つ い て 興 味 が も た れ て き て い る 。 現 在 、 欧 州 で は 、 ｇ Ｅ 遺 伝 子 欠 失 標 識 ワ ク チ
ン 株 が Ｉ Ｂ Ｒ の 撲 滅 に 使 用 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 欧 州 で の こ の ｇ Ｅ 遺 伝 子 欠 失 ワ ク
チ ン 株 は 、 β － ｇ ａ ｌ 酵 素 活 性 を 検 出 す る た め の in situ （ 元 の 位 置 ） 組 織 化 学 的 検 出 法
お よ び β － ｇ ａ ｌ タ ン パ ク を 検 出 す る た め の in situ 組 織 化 学 的 方 法 あ る い は 免 疫 ブ ロ ッ
ト 法 に 使 わ れ る β － ｇ ａ ｌ を 欠 く 。 ま た β － ｇ ａ ｌ の コ ー ド 領 域 は 、 組 換 え ウ イ ル ス の 遺
伝 子 型 標 識 と し て も 機 能 す る 。 ウ イ ル ス は サ ザ ン ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ イ シ ョ ン に よ り
容 易 に 検 出 す る こ と が で き 、 ま た Ｐ Ｃ Ｒ 検 査 は 、 ワ ク チ ン ウ イ ル ス の 野 生 型 か ら の 遺 伝 的
精 製 の 決 定 を 容 易 に す る こ と が で き る 。 そ れ 故 、 適 切 な 表 現 型 ／ 組 織 化 学 的 ／ 遺 伝 子 型 β
－ ｇ ａ ｌ 標 識 を 含 む ア ビ ル レ ニ ト （ 無 毒 性 ） ｇ Ｅ 欠 失 Ｉ Ｂ Ｒ Ｖ 株 は 必 要 と さ れ て い る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ｇ Ｅ オ ー プ ン リ ー ド フ レ ー ム （ Ｏ Ｒ Ｆ 's） が 、 ｇ Ｅ コ ー ド 配 列 の 一 部 が 欠 失 さ れ 、 か つ
そ の 場 所 に キ メ ラ レ ポ ー タ ー ／ 標 識 遺 伝 子 が 挿 入 さ れ た タ ン パ ク か ら な る Ｂ Ｈ Ｖ － １ 組 換
え ウ イ ル ス （ ｇ Ｅ Δ 3.1 Ｉ Ｂ Ｒ β ） が 構 築 さ れ た 。
　 挿 入 さ れ た β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ （ β － ｇ ａ ｌ ） 遺 伝 子 は 、 ウ イ ル ス の 複 製 に お い て 調
節 的 な 役 割 を 何 ら 果 さ な い が 、 ｇ Ｅ Δ 3.1 Ｉ Ｂ Ｒ β ウ イ ル ス の た め の 表 現 型 標 識 と し て 機
能 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 こ の 組 換 え Ｂ Ｈ Ｖ － １ ウ イ ル ス を 構 築 す る た め に 、 Ｂ Ｈ Ｖ － １ ｇ Ｅ 遺 伝 子 コ ー ド 領 域 お
よ び 上 流 お よ び 下 流 に 隣 接 す る 配 列 が ク ロ ー ン さ れ た 。 ｇ Ｅ 遺 伝 子 コ ー ド 領 域 に 欠 失 を も
た ら す た め に 、 そ の 領 域 の ３ 分 の ２ の ア ミ ノ 酸 を 放 出 す る よ う に 上 記 ク ロ ー ン さ れ た Ｄ Ｎ
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Ａ が 好 適 な 酵 素 で 消 化 さ れ 、 β － ｇ ａ ｌ 遺 伝 子 に 連 結 さ れ た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ
は 、 全 長 の Ｄ Ｎ Ａ お よ び 野 生 型 Ｉ Ｂ Ｒ ウ イ ル ス 株 Cooperと 、 Ｍ Ｄ Ｂ Ｋ 細 胞 中 に 共 形 質 移 入
（ cotransfected ） さ れ た 。
　 組 換 え ウ イ ル ス を 発 現 す る β － ｇ ａ ｌ （ 青 色 プ ラ ー ク ） は 、 プ ラ ー ク 精 製 さ れ 、 さ ら に
、 遺 伝 的 性 質 が ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ イ シ ョ ン に よ り 検 定 さ れ 、 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 に よ り
Ｂ Ｈ Ｖ － １ ｇ Ｅ ペ プ チ ド 特 異 的 ウ サ ギ ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 に 対 す る 反 応 性 が 検 定 さ れ た 。
組 換 え ウ イ ル ス の １ つ で あ る ｇ Ｅ Δ 3.1 Ｉ Ｂ Ｒ β は 、 そ の in vitro成 育 性 、 コ ウ シ （ calv
es） に お け る in vivo の 発 病 性 に つ い て 調 べ ら れ た 。 組 換 え ウ イ ル ス の 、 感 染 し た コ ウ シ
に お け る Ｂ Ｈ Ｖ － １ 中 和 抗 体 を 誘 発 す る 能 力 は 、 プ ラ ー ク 減 少 試 験 に よ り 検 討 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 キ メ ラ β － ｇ ａ ｌ 遺 伝 子 の 調 節 お よ び 発 現 は 、 こ の 組 換 え Ｂ Ｈ Ｖ － １ ウ イ ル ス に 特 有 の
２ つ の 特 徴 が あ る 。 こ の 組 換 え ウ イ ル ス 第 一 の 特 徴 は 、 β － ｇ ａ ｌ 遺 伝 子 が 強 い ヒ ト サ イ
ト メ ガ ロ ウ イ ル ス ご く 初 期 の （ Ｈ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｉ Ｅ ） プ ロ モ ー タ ー に よ り 調 節 さ れ る （ Ｂ Ｈ Ｖ
－ １ で 誘 導 さ れ た 調 節 配 列 に よ っ て で は な い ） こ と で あ る 。 第 二 の 特 徴 は 、 該 遺 伝 子 が 早
期 お よ び 後 期 両 方 の 感 染 段 階 で 、 Ｂ Ｈ Ｖ － １ コ ー ド 化 さ れ た 遺 伝 子 と し て 発 現 さ れ る こ と
で あ る 。 こ の ｇ Ｅ 欠 失 組 換 え ウ イ ル ス の in vitro お よ び in vivo で の 性 質 を 、 そ の 親 Ｉ
Ｂ Ｒ Ｖ 株 Cooperと 比 較 す る こ と に よ り 分 析 し た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 組 織 培 養 実 験 に お い て 、 ｇ Ｅ Δ 3.1 Ｉ Ｂ Ｒ β ウ イ ル ス は 、 感 染 早 期 の 成 育 は 野 生 型 （ 親
株 Cooper） よ り も 力 価 が 低 い が 、 感 染 後 後 期 に は 組 換 え ウ イ ル ス は 野 生 型 株 と ほ ぼ 同 等 の
力 価 （ 滴 定 量 ） に 成 育 す る 。 組 換 え ウ イ ル ス は 、 通 常 、 親 の 野 生 型 株 Cooperに 比 し て 著 し
く 小 さ い プ ラ ー ク を 発 生 す る 。 こ れ は 、 ウ イ ル ス の 細 胞 － 細 胞 間 展 着 の 欠 如 に よ る も の で
あ ろ う し 、 他 の ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス で の 結 果 と も 一 致 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 動 物 実 験 で は 、 ｇ Ｅ Δ 3.1 Ｉ Ｂ Ｒ β に 感 染 さ せ た コ ウ シ は 、 親 株 Cooperに 感 染 さ せ た コ
ウ シ よ り も 、 ウ イ ル ス 放 出 期 間 内 の ウ イ ル ス の 放 出 量 は 約 １ ０ ０ 倍 少 な か っ た 。 ま た こ の
ウ イ ル ス 放 出 期 間 は 、 ｇ Ｅ Δ 3.1 Ｉ Ｂ Ｒ β ウ イ ル ス に 感 染 し た コ ウ シ の 方 が ２ 日 短 か っ た
。 ｇ Ｅ Δ 3.1 Ｉ Ｂ Ｒ β ウ イ ル ス に 感 染 し た コ ウ シ は 健 康 を 保 持 し た の に 対 し 、 親 株 Cooper
に 感 染 し た コ ウ シ は 典 型 的 な Ｉ Ｂ Ｒ ウ イ ル ス の 徴 候 と 症 状 を 示 し た 。 血 清 中 和 の 結 果 、 野
生 型 お よ び ｇ Ｅ 欠 失 Ｉ Ｂ Ｒ Ｖ 感 染 し た コ ウ シ は 、 い ず れ も 共 通 の Ｂ Ｈ Ｖ － １ 中 和 抗 体 を 誘
発 す る こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 先 に 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ （ Ｔ Ｋ ） 遺 伝 子 欠 失 Ｉ Ｂ Ｒ Ｖ は 、 in vitro お よ び in vivo の
ど ち ら も 著 し く 低 い 力 価 の 成 育 で あ っ た こ と が 報 告 さ れ て い る （ Chowdhury,S.I.、 弱 毒 性
ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス １ 型 （ Ｂ Ｈ Ｖ － １ ） 組 換 え ウ イ ル ス の 構 築 と 特 徴 、 52 Vet. Microb
iol.13-23(1996))。 こ れ ら か ら 、 組 換 え ｇ Ｅ Δ 3.1 Ｉ Ｂ Ｒ β ウ イ ル ス は 、 Ｔ Ｋ 欠 失 Ｉ Ｂ Ｒ
に 比 し て 比 較 的 よ く 成 育 す る が 、 ｇ Ｅ Δ 3.1 Ｉ Ｂ Ｒ β ウ イ ル ス は コ ウ シ に 実 質 的 に 無 毒 性
で あ っ た と い う 結 果 が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 組 換 え ｇ Ｅ Δ 3.1 Ｉ Ｂ Ｒ β ウ イ ル ス の 示 す 弱 毒 性 は 、 下 記 に 並 行 し て 示 さ れ て い る ： １
） Chowdhury,S.I.に よ る 、 弱 毒 性 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス １ 型 （ Ｂ Ｈ Ｖ － １ ） 組 換 え ウ イ ル
ス の 構 築 と 特 徴 （ 52 Vet. Microbiol.13-23(1996))中 で 示 さ れ る よ う な 弱 毒 化 ウ シ ヘ ル ペ
ス ウ イ ル ス １ 型 （ Ｂ Ｈ Ｖ － １ ） に お け る Ｔ Ｋ の 欠 失 ；
２ ） Kritasら に よ る 鼻 腔 内 接 種 し た ブ タ の 三 叉 神 経 経 路 に お け る オ ー エ ス キ ー 病 ウ イ ル ス
（ Ａ Ｄ Ｖ ） の 単 糖 タ ン パ ク 欠 失 変 異 株 の 侵 入 お よ び 蔓 延 、 50 Vet. Microbiol.323-334(19
94) 、 あ る い は Kritasら に よ る ブ タ の 鼻 神 経 経 路 中 、 オ ー エ ス キ ー 病 ウ イ ル ス の 侵 入 お よ
び 蔓 延 に お け る エ ン ベ ロ ー プ 糖 タ ン パ ク ｇ Ｉ 、 ｇ ｐ 63お よ び ｇ III の 役 割 、 75 J. Genera
l Virol.2319-2327(1994) ） 中 で 示 さ れ る よ う な Ｐ Ｒ Ｖ に お け る ｇ Ｅ の 欠 失 ； お よ び ３ ）
Kaashoekら に よ る 糖 タ ン パ ク Ｅ － ネ ガ テ ィ ヴ 株 ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス １ 型 に 基 づ く 不 活 性
化 ワ ク チ ン は 有 望 な 免 疫 性 を 誘 発 し 、 血 清 学 的 分 化 を 起 す （ 13 ワ ク チ ン 342- 346(1995)
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） 、 お よ び Van Englenburgら に よ る ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス １ 型 の 糖 タ ン パ ク Ｅ 欠 失 変 異 株
は 、 コ ウ シ に お い て 野 生 型 ウ イ ル ス と 特 定 同 数 の 組 織 に 感 染 す る が そ の 期 間 は 短 い （ 76 J
.Gen.Virol.2387-2392(1994)） 中 で 示 さ れ る よ う な 欧 州 型 ｇ Ｅ 欠 失 Ｉ Ｂ Ｒ Ｖ ワ ク チ ン 分 離
株 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 研 究 は 、 ｇ Ｅ 　 Ｏ Ｒ Ｆ 配 列 の 欠 失 お よ び ウ イ ル ス の ｇ Ｅ 座 で の 機 能 性 β － ｇ ａ ｌ 遺 伝
子 の 挿 入 は 、 安 定 的 に ウ イ ル ス を 弱 毒 化 す る こ と も 示 し た 。 こ の ウ イ ル ス の 実 際 的 適 用 は
、 Ｉ Ｂ Ｒ に 対 し て 用 い る 安 全 な 生 菌 ワ ク チ ン と し て そ れ を 使 用 す る こ と で あ る 。 ｇ Ｅ 遺 伝
子 の 欠 失 は 、 ワ ク チ ン 接 種 し た 動 物 を 感 染 動 物 と 分 別 す る た め の 免 疫 学 的 標 識 と し て も 機
能 す る で あ ろ う 。 さ ら に 、 現 在 の 欧 州 で の β － ｇ ａ ｌ 表 現 型 標 識 が 欠 落 し た ｇ Ｅ 遺 伝 子 欠
失 ワ ク チ ン 株 に 対 し 、 β － ｇ ａ ｌ の 産 生 は 、 ワ ク チ ン 接 種 し た 動 物 の 鼻 粘 膜 上 皮 で の ｇ Ｅ
Δ 3.1 Ｉ Ｂ Ｒ β ウ イ ル ス の 複 製 の 評 価 を 容 易 に す る と と も に 、 野 生 型 Ｉ Ｂ Ｒ ウ イ ル ス に よ
り 起 さ れ る 感 染 と の 分 別 も 容 易 に す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 固 有 ｇ Ｅ を コ ー ド す る 領 域 の 欠 失 は 、 ウ イ ル ス を 弱 毒 化 さ せ 、 野 生 型 ウ イ ル ス 感 染 か ら
ｇ Ｅ － 欠 失 組 換 え ウ イ ル ス を 分 別 す る 遺 伝 子 型 あ る い は 免 疫 学 的 標 識 と し て 働 く 。 さ ら に
、 β － ｇ ａ ｌ 遺 伝 子 の 挿 入 は 、 宿 主 細 胞 に お け る β － ｇ ａ ｌ 活 性 の 発 現 に よ り 、 ｇ Ｅ － 欠
失 組 換 え ウ イ ル ス 感 染 の 有 無 を 検 定 す る た め の 表 現 型 方 法 を 提 供 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 欠 失 さ れ た ネ ガ テ ィ ブ の ｇ Ｅ コ ー ド 領 域 を も ち 、 そ れ に よ り ウ イ ル ス
が 弱 毒 化 さ れ 、 か つ 該 ｇ Ｅ 座 に 機 能 性 β － ｇ ａ ｌ 遺 伝 子 が 挿 入 さ れ た 感 染 性 組 換 え Ｂ Ｈ Ｖ
－ １ 、 こ の 組 換 え Ｂ Ｈ Ｖ － １ を ワ ク チ ン と し て 用 い 、 Ｂ Ｈ Ｖ － １ に よ り 引 起 さ れ る 疾 患 に
対 す る 免 疫 性 を 動 物 に 付 与 す る 方 法 、 お よ び こ の 組 換 え ウ イ ル ス お よ び 野 生 型 ウ イ ル ス に
よ る 動 物 で の 感 染 を 、 遺 伝 子 型 お よ び 表 現 型 の 両 方 で 検 出 し 分 別 す る 方 法 の 構 築 を 記 載 す
る 。 こ れ ら 実 施 例 は 、 説 明 の た め に な さ れ る の で あ り 、 本 発 明 の 範 囲 を 何 ら 限 定 す る も の
で は な い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
［ 実 施 例 １ ］
材 料 お よ び 方 法
　 こ の 実 験 は 、 ｇ Ｅ 遺 伝 子 が 欠 失 さ れ 、 か つ β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 発 現 す る 組 換 え Ｉ Ｂ
Ｒ Ｖ の 作 成 と 特 徴 づ け を 行 な う 。 構 築 さ れ た 組 換 え ウ イ ル ス は 、 Ｂ Ｈ Ｖ － １ の ｇ Ｅ コ ー ド
領 域 を 置 換 し た キ メ ラ 遺 伝 子 （ ４ ． ５ Ｋ ｂ 長 ） を 含 む 。 キ メ ラ 遺 伝 子 は 、 Ｈ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｉ Ｅ
プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び Ｓ Ｖ 4 0 ポ リ ア デ ニ ル 酸 部 位 に 結 合 し た 、 β － ｇ ａ ｌ 遺 伝 子 を コ ー ド
す る 領 域 に 結 合 し た そ の 促 進 （ enhancer） 配 列 か ら 構 成 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 好 ま し く
は 、 該 β － ｇ ａ ｌ 遺 伝 子 コ ー ド 領 域 は 細 菌 性 で あ る が 、 ど の β － ｇ ａ ｌ 遺 伝 子 コ ー ド 領 域
を 用 い て も よ い と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 組 換 え Ｂ Ｈ Ｖ － １ の 構 築 と 特 徴 づ け を 行 な う た め に 、 Ｉ Ｂ Ｒ Ｖ の Cooper（ Colorado-1）
株 を Ａ Ｔ Ｃ Ｃ （ American Type Culture Collection） よ り 入 手 し た 。 ウ イ ル ス は 、 Chowdh
ury S.I.ら の 方 法 （ 呼 吸 性 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス １ （ Ｂ Ｈ Ｖ － １ ） お よ び 神 経 毒 性 の Ｂ Ｈ Ｖ －
５ の 糖 タ ン パ ク Ｃ （ ｇ Ｃ ） 間 で の 抗 原 変 異 の 分 子 主 成 分 、 213 Virol.273-288(1986) ） を
用 い て 、 Madin-Darby ウ シ 腎 臓 細 胞 中 、 増 殖 さ れ 、 滴 定 さ れ た 。 そ こ に 記 載 の 該 方 法 を 参
照 し て 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た も の と す る 。 ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ は 、 Chowdhury S.I.ら （ リ ピ ツ
ァ ナ の 種 ウ マ に お け る ウ マ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス １ 型 （ Ｅ Ｈ Ｖ － １ ） が 誘 発 し た 流 産 お よ び 麻
痺 ： ウ マ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 分 類 へ の 寄 与 、 90 ARCH. Virol.273-288(1986)） に 記 載 さ れ
た 方 法 に 準 じ 、 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び タ ン パ ク Ｋ 溶 解 （ リ ー シ ス ） 、 フ ェ ノ ー ル
／ ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 、 お よ び エ タ ノ ー ル 沈 殿 に よ り 分 離 し た 。 そ こ に 記 載 の 該 方 法 を 参 照
し て 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た も の と す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
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　 Ｂ Ｈ Ｖ － １ ｇ Ｅ － 特 異 的 抗 ペ プ チ ド ウ サ ギ ポ リ ク ロ ナ ー ル 血 清 を 、 公 知 の 加 水 分 解 （ hy
dropathicity） お よ び 抗 原 性 技 術 に 基 づ い て 合 成 し た 。 Leung-Teak,P. ら （ ウ シ ヘ ル ペ ス
ウ イ ル ス １ 型 株 （ Ｓ Ｔ 株 ） の 短 い 非 反 復 領 域 （ Ｕ ） の 完 全 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び 遺 伝 的 構 築 、
199 Virology 409-421(1994)） に よ り 記 載 さ れ た 残 基 ３ ７ ８ － ３ ９ ８ を 含 む こ の ｇ Ｅ ペ プ
チ ド を 合 成 し た 。 そ こ に 記 載 の 該 配 列 お よ び 遺 伝 的 構 築 を 参 照 し て 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た
も の と す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ｇ Ｅ ペ プ チ ド の 合 成 に は 、 Abdelmagidら （ Ｂ Ｈ Ｖ － ５ ｇ Ｄ と 比 較 し た 型 特 異 的 モ ノ ク ロ
ナ ー ル 抗 体 お よ び 配 列 に よ る ウ シ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス － １ （ Ｂ Ｈ Ｖ － １ ） 糖 タ ン パ ク Ｄ （ ｇ
Ｄ ） を 中 和 す る エ ピ ト ー プ の 詳 細 地 図 、 206 Viology 242-253(1995) ） に 記 載 さ れ た 9-フ
ル オ レ ニ ル － メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル （ Ｆ Ｍ Ｏ Ｃ ） 試 薬 を 用 い る こ と が で き 、 そ こ に 記 載 の 該
方 法 を 参 照 し て 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た も の と す る 。 ス カ シ ガ イ の ヘ モ シ ニ ア ン （ Ｋ Ｌ Ｈ ）
へ の 抱 合 を 促 進 す る た め 、 付 加 の 不 適 合 シ ス テ イ ン （ Ｃ ） （ *  で 標 識 さ れ た ） を ペ プ チ ド
の Ｃ 末 端 に 付 加 し た 。 Kyte J. 、 Doolittle,R.F.（ 簡 便 な タ ン パ ク 質 の 加 水 分 解 性 表 現 方
法 、 157 J. Mol. Biol.105-132(1982)） の 記 載 に 準 じ て 、 １ ７ 部 分 （ ｍ ｅ ｒ ） の ペ プ チ ド
［ Ｈ ］ － Ｔ Ｓ Ｄ Ｒ Ｌ Ｖ Ｒ Ａ Ｖ Ｔ Ｄ Ｈ Ｔ Ｒ Ｐ Ｅ Ｃ *  － ［ Ｏ Ｈ ］ を Ｋ Ｌ Ｈ に 連 結 し 、 抗 血 清 を
調 製 し た 。 そ こ に 記 載 の 該 方 法 を 参 照 し て 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た も の と す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
模 擬 ウ イ ル ス 感 染 細 胞 タ ン パ ク 質 の Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ お よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 、 Chow
dhury S.I.（ 呼 吸 性 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス １ （ Ｂ Ｈ Ｖ － １ ） お よ び 神 経 毒 性 Ｂ Ｈ Ｖ － ５ の 糖 タ
ン パ ク Ｃ （ ｇ Ｃ ） 間 で の 抗 原 変 異 の 分 子 主 成 分 、 213 Virology.558-568(1995)） お よ び La
emli（ バ ク テ リ ア フ ァ ー ジ Ｔ ４ の 頭 部 構 築 中 お け る 構 造 タ ン パ ク の 英 国 型 分 割 、 227 Natu
re(London) 680-685(1970)） の 記 載 に 準 じ て 還 元 条 件 下 で 行 な っ た 。 そ こ に 記 載 の 該 方 法
を 参 照 し て 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た も の と す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 組 換 え プ ラ ス ミ ド の 構 築 は 、 ｐ Ｂ Ｈ Ｖ １ Ｈ Ｋ お よ び ｐ Ｂ Ｈ Ｖ １ Ｈ Ｆ プ ラ ス ミ ド を 、 Dr.W
. Lawrence（ 米 国 、 フ ィ ラ デ ル フ ィ ア 州 、 ペ ン シ ル バ ニ ア 大 学 ） よ り 入 手 し て 行 な っ た 。
そ れ ぞ れ の プ ラ ス ミ ド は 、 Ｂ Ｈ Ｖ － １ Ｄ Ｎ Ａ の Ｈ indIII－ Ｋ お よ び Ｈ indIII－ Ｆ 断 片 を 含
ん で い た 。
　 完 全 ｇ Ｄ 、 ｇ Ｉ お よ び ｇ Ｅ コ ー ド 領 域 の ア ミ ノ 末 端 の 一 部 、 好 ま し く は ３ 分 の ２ を 含 む
プ ラ ス ミ ド ｐ Ｂ Ｈ Ｖ １ Ｈ Ｋ か ら の ４ ． ４ Ｋ ｂ の Ｘ hoＩ ／ Ｈ indIII小 断 片 が 、 プ ラ ス ミ ド ｐ
Ｇ Ｅ Ｍ ７ Ｚ （ ｐ Ｂ Ｈ Ｖ １ ｇ Ｅ ５ ’ ） の Ｘ hoＩ ／ Ｈ indIII部 位 中 で サ ブ ク ロ ー ン さ れ た 。
　 次 い で ｇ Ｅ コ ー ド 領 域 の カ ル ボ キ シ 末 端 の ３ 分 の １ を 含 む ｐ Ｂ Ｈ Ｖ １ Ｈ Ｆ か ら の １ ． １
５ Ｋ ｂ の Ｈ indIII／ Ｂ su36Ｉ （ Klenowに よ る ブ ラ ン ト エ ン ド ） 断 片 と 、 完 全 Ｕ Ｓ ９ Ｏ Ｒ Ｆ
コ ー ド 領 域 と が 、 プ ラ ス ミ ド ｐ ブ ル ー ス ク リ プ ト Ｋ Ｓ （ ｐ Ｂ Ｈ Ｖ １ ｇ Ｅ ３ ’ ） の Ｈ indIII
／ Ｈ incII 部 位 中 で サ ブ ク ロ ー ン さ れ た 。
　 最 後 に 、 完 全 ｇ Ｅ コ ー ド 領 域 お よ び そ の 隣 接 配 列 を 構 築 す る た め 、 Ｈ indIII／ Ｘ hoＩ 小
断 片 を 含 む ｐ Ｂ Ｈ Ｖ １ ｇ Ｅ ５ ’ の ４ ． ４ Ｋ ｂ Ｈ indIII／ Ｘ baＩ ベ ク タ ー 部 位 断 片 が 、 プ ラ
ス ミ ド ｐ Ｂ Ｈ Ｖ １ ｇ Ｅ ３ ’ の Ｈ indIII／ Ｘ baＩ 部 位 中 で ク ロ ー ン さ れ た 。 得 ら れ た ク ロ ー
ン は 、 ｐ Ｂ Ｈ Ｖ １ ｇ Ｅ ５ ’ ３ ’ と し て 設 計 さ れ た も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 こ の ｇ Ｅ コ ー ド 領 域 を 欠 失 さ せ る た め 、 上 記 ｐ Ｂ Ｈ Ｖ １ ｇ Ｅ ５ ’ ３ ’ Ｄ Ｎ Ａ を Ａ suIIで
部 分 消 化 さ せ 、 次 い で Ｈ indIIIで 完 全 消 化 さ せ た 。 大 き な 断 片 を ゲ ル 精 製 し 、 Ｃ Ｍ Ｖ 早 期
プ ロ モ ー タ ー が 調 節 さ れ た β － ｇ ａ ｌ 配 列 を 含 む ｐ Ｃ Ｍ Ｖ β （ 米 国 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、
パ ロ ア ル ト ク ロ ン テ ッ ク 社 よ り 入 手 ） の ４ ． ５ Ｋ ｂ  Ｐ stＩ 断 片 （ Ｔ ４ ポ リ メ ラ ー ゼ の ブ
ラ ン ト エ ン ド ） に 連 結 し た 。 得 ら れ た ｇ Ｅ 欠 失 ／ β － ｇ ａ ｌ 挿 入 プ ラ ス ミ ド 、 ｐ Ｂ Ｈ Ｖ １
ｇ Ｅ Δ β は 、 は じ め の ３ ７ ２ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 遺 伝 子 配 列 を 含 む １ Ｋ ｂ の Ｂ Ｈ Ｖ － １
Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 欠 失 さ れ 、 β － ｇ ａ ｌ 遺 伝 子 が Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー の 調 節 下 に 挿 入 さ れ た も
の で あ る 。 β － ｇ ａ ｌ 遺 伝 子 は 、 ウ イ ル ス 特 異 性 ３ ． ３ ２ Ｋ ｂ の 上 流 配 列 （ 完 全 ｇ Ｄ お よ
び ｇ Ｉ 遺 伝 子 配 列 お よ び ｇ Ｅ プ ロ モ ー タ ー 配 列 ） 、 お よ び ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ を 用 い た 組 換 え
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に 必 要 な １ ． １ ５ Ｋ ｂ の 下 流 配 列 （ ｇ Ｅ コ ー ド 領 域 の カ ル ボ キ シ 末 端 ３ 分 の １ お よ び 完 全
Ｕ Ｓ ９ 遺 伝 子 を 含 む ） に 配 置 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ｇ Ｅ 欠 失 Ｉ Ｂ Ｒ 組 換 え ウ イ ル ス を 発 現 す る た め 、 線 状 化 し た ｐ Ｂ Ｈ Ｖ １ ｇ Ｅ Δ β （ Ａ Ｔ
Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｖ Ｒ － ２ ６ ３ ７ ） お よ び 全 長 野 生 型 Ｉ Ｂ Ｒ Ｖ （ Cooper株 ） Ｄ Ｎ Ａ を 、 Madin-
Darby ウ シ 腎 臓 （ Ｍ Ｄ Ｂ Ｋ ） 細 胞 中 で リ ポ フ ェ ク シ ョ ン （ lipofection ） に よ っ て 共 形 質
移 入 さ せ た 。 全 長 Ｉ Ｂ Ｒ Ｖ 中 の ｇ Ｅ 座 で の β － ｇ ａ ｌ の 適 切 な 挿 入 、 次 い で 野 生 型 Ｉ Ｂ Ｒ
Ｖ ｇ Ｅ コ ー ド 領 域 の 一 部 の 欠 失 は 、 ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ の 複 製 を 用 い た プ ラ ス ミ ド に お け る Ｂ
Ｈ Ｖ － １ 特 異 的 フ ラ ン キ ン グ 配 列 の 相 同 組 換 え に よ る も の で あ る 。 ウ イ ル ス 特 異 的 フ ラ ン
キ ン グ 配 列 が 、 コ ー ド 領 域 中 の 欠 失 と 同 領 域 で の 挿 入 と を も た ら す よ う に 、 新 規 に 合 成 さ
れ た ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ 中 に 組 入 れ ら れ る 。 β － ｇ ａ ｌ を 発 現 す る 組 換 え ウ イ ル ス は 、 Chowde
ry, S.I.（ 弱 毒 性 ウ シ ヘ ル ペ ス １ 型 （ Ｂ Ｈ Ｖ － １ ） 組 換 え ウ イ ル ス の 構 築 と 分 析 、 52 Vet
. Microbiol 13-23(1996) ） （ そ こ に 記 載 の 方 法 を 参 照 し て 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た も の
と す る 。 ） に 準 じ て 、 Bluo-Gal被 覆 下 、 青 色 プ ラ ー ク の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り ３ 回 プ ラ ー
ク 精 製 さ れ た 。
　 い く つ か の 組 換 え 体 分 離 培 養 物 は 、 さ ら に ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ タ イ ゼ イ シ ョ ン 法 お よ び 抗
Ｂ Ｈ Ｖ － １ ｇ Ｅ 特 異 的 抗 ペ プ チ ド ウ サ ギ ポ リ ク ロ ナ ー ル 血 清 を 用 い る 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 に よ
り 分 析 さ れ た 。 Chowdery, S.I.の ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ タ イ ゼ イ シ ョ ン 法 （ 弱 毒 性 ウ シ ヘ ル ペ
ス １ 型 （ Ｂ Ｈ Ｖ － １ ） 組 換 え ウ イ ル ス の 構 築 と 分 析 、 52 Vet. Microbiol 13-23(1996) ）
が 用 い ら れ 、 そ の 方 法 を 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た も の と す る 。 Chowdery, S.I.の 免 疫 ブ ロ
ッ ト 法 （ 呼 吸 器 系 ウ シ ヘ ル ペ ス ヘ ル ペ ス １ 型 （ Ｂ Ｈ Ｖ － １ ） お よ び 神 経 毒 性 Ｂ Ｈ Ｖ － ５ 間
の 抗 原 変 異 糖 タ ン パ ク Ｃ （ ｇ Ｃ ） の 分 子 主 成 分 、 213 Viology 558-568(1995) ） が 用 い ら
れ 、 そ の 方 法 を 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た も の と す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
［ 結 果 ］
　 意 図 さ れ た ｇ Ｅ 座 で の 欠 失 お よ び β － ｇ ａ ｌ 配 列 の 挿 入 の た め の サ ザ ン ブ ロ ッ ト ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ イ シ ョ ン に よ る 、 ２ つ の 組 換 え ウ イ ル ス 由 来 の Ｄ Ｎ Ａ 、 ｇ Ｅ Δ 3.1 Ｉ Ｂ Ｒ β （ Ａ
Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｖ Ｒ -2367 ） と 、 ｇ Ｅ Δ 3.5 Ｉ Ｂ Ｒ β と の 分 析 を 図 ２ に 示 す 。
　 分 離 培 養 物 ｇ Ｅ Δ 3.1 Ｉ Ｂ Ｒ β お よ び ｇ Ｅ Δ 3.5 Ｉ Ｂ Ｒ β に お け る 、 ｇ Ｅ 遺 伝 子 の ア ミ
ノ 末 端 の は じ め の ３ ７ ２ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る １ Ｋ ｂ の Ａ suII- Ｈ indIII断 片 配 列 の 欠 落
、 お よ び β － ｇ ａ ｌ 配 列 の 存 在 は 、 こ れ ら 分 離 培 養 物 中 、 意 図 し た 組 換 え が 部 位 特 異 的 な
方 法 で 行 わ れ た こ と を 示 し た 。 こ の 知 見 に 一 致 し て 、 92-95 Ｋ ｄ の Ｂ Ｈ Ｖ － １ ｇ Ｅ タ ン パ
ク が 、 Ｂ Ｈ Ｖ － １ ｇ Ｅ 特 異 的 抗 ペ プ チ ド ウ サ ギ ポ リ ク ロ ナ ー ル 血 清 に よ り 野 生 型 親 Cooper
株 中 で も 見 つ け ら れ た が 、 ｇ Ｅ 欠 失 組 換 え ウ イ ル ス ｇ Ｅ Δ 3.1 Ｉ Ｂ Ｒ β 中 に は 欠 け て い た
。 こ の 結 果 は 図 ３ に 示 さ れ 、 ま た そ の 分 離 培 養 物 は さ ら な る 研 究 に 使 用 さ れ た 。
　 さ ら に 、 ｇ Ｅ Δ 3.1 Ｉ Ｂ Ｒ β は 、 野 生 型 Ｉ Ｂ Ｒ Ｖ 由 来 の フ ラ ン キ ン グ 配 列 お よ び 起 源 ｇ
Ｅ 配 列 を 含 む プ ラ ス ミ ド と 共 に 形 質 移 入 す る こ と に よ り 再 び 野 生 型 Ｉ Ｂ Ｒ に 戻 る こ と が で
き る 。 こ れ は 本 質 的 に ｇ Ｅ Δ 3.1 Ｉ Ｂ Ｒ β を 産 生 す る た め に 使 用 さ れ る 共 形 質 移 入 の 逆 で
あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ウ イ ル ス 感 染 し た Ｍ Ｄ Ｂ Ｋ 細 胞 中 の β － ｇ ａ ｌ 発 現 速 度 は 、 感 染 し て ３ 、 ６ 、 １ ２ お よ
び ２ ４ 時 間 後 、 組 織 化 学 的 に 測 定 さ れ た 。 β － ｇ ａ ｌ 活 性 は 感 染 後 ３ 時 間 の 早 期 と 、 ２ ４
時 間 の 後 期 に 測 定 さ れ た 。 こ れ に よ り 、 Ｃ Ｍ Ｖ － Ｉ Ｅ で プ ロ モ ー タ ー 調 節 さ れ た ｇ Ｅ Δ 3.
1 Ｉ Ｂ Ｒ β ウ イ ル ス の β － ガ ラ ク ト シ タ ー ゼ 遺 伝 子 は 、 早 期 で も 後 期 で も 発 現 さ れ る こ と
が わ か る 。 さ ら に 、 キ メ ラ 遺 伝 子 が 外 来 ヒ ト ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス Ｈ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｉ Ｅ プ ロ モ ー タ
ー に よ り 調 節 さ れ 、 か つ β － ｇ ａ ｌ お よ び Ｂ Ｈ Ｖ － １ の い ず れ に 対 し て も 外 来 で あ る エ ン
ハ ン サ ー 同 様 の 非 ウ イ ル ス 性 β － ｇ ａ ｌ 配 列 を 含 ん で い て も 、 真 正 Ｂ Ｈ Ｖ － １ 遺 伝 子 と し
て 調 節 さ れ 、 発 現 さ れ る 。 し た が っ て 、 β － ｇ ａ ｌ は 、 Ｂ Ｈ Ｖ － １ （ Ｂ Ｈ Ｖ － １ の 天 然 状
態 で は 存 在 し な い ） お よ び Ｈ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｉ Ｅ に 対 し 外 来 で あ り 、 か つ そ の エ ン ハ ン サ ー 配 列
は 、 そ れ が 調 節 ／ 促 進 す る Ｂ Ｈ Ｖ － １ お よ び β － ｇ ａ ｌ の い ず れ に 対 し て も 外 来 で あ る 。
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【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ｇ Ｅ 遺 伝 子 の 欠 失 は 、 ワ ク チ ン 化 し た 動 物 を 感 染 し た 動 物 と 分 別 す る た め の 免 疫 学 的 標
識 を 提 供 す る 。 ワ ク チ ン 株 に 誘 起 さ れ る 抗 体 反 応 は 、 ｇ Ｅ 特 異 的 抗 体 を 欠 く で あ ろ う か ら
、 ｇ Ｅ 特 異 性 抗 体 を 含 む 野 生 型 Ｂ Ｈ Ｖ － １ 感 染 に よ り 惹 起 さ れ る 反 応 と は 区 別 す る こ と が
で き る 。 こ の た め ワ ク チ ン 化 群 中 の 感 染 動 物 を 特 定 し て 間 引 く こ と が で き る 。 こ の 血 清 学
的 標 識 は 、 群 れ か ら Ｂ Ｈ Ｖ － １ を 排 除 す る た め に 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 組 換 え ウ イ ル ス の 作 製 に 使 用 さ れ た プ ラ ス ミ ド （ ｐ Ｂ Ｈ Ｖ １ ｇ Ｅ Δ β ） お よ び 作 製 し た
組 換 え ウ イ ル ス 、 ｇ Ｅ Δ 3.1 Ｉ Ｂ Ｒ β は 、 American Type Culture Collection（ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ
） に 寄 託 さ れ た 。 該 プ ラ ス ミ ド （ ｐ Ｂ Ｈ Ｖ １ ｇ Ｅ Δ β ） は 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 ２ ０ ３ ６ ０
７ と し て 承 認 さ れ 、 組 換 え ウ イ ル ス （ ｇ Ｅ Δ 3.1 Ｉ Ｂ Ｒ β ） は 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｖ Ｒ －
２ ６ ３ ７ と し て 承 認 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
［ 実 施 例 ２ ］
　 材 料 お よ び 方 法
　 家 畜 （ コ ウ シ ） に お け る ｇ Ｅ Δ 3.1 Ｉ Ｂ Ｒ β ウ イ ル ス の 病 原 性 を 試 験 測 定 し 、 そ の 結 果
を 親 Cooper株 Ｉ Ｂ Ｒ Ｖ の 病 原 性 と 比 較 し た 。 Ｉ Ｂ Ｒ Ｖ お よ び ウ シ ウ イ ル ス 性 下 痢 ウ イ ル ス
に 感 染 し て い な い １ ０ 頭 の ６ ケ 月 齢 ホ ル シ ュ タ イ ン コ ウ シ を 、 ラ ン ダ ム に 各 ５ 頭 ず つ ２ つ
の 群 （ Ａ お よ び Ｂ ） に 分 け た 。 ２ つ の 群 は 、 分 離 の 保 た れ る 牛 舎 で 、 同 一 条 件 下 で 飼 育 し
た 。 試 験 に 先 立 っ て す べ て の コ ウ シ は 健 康 で あ り 、 試 験 の 開 始 ま で 血 清 陰 性 を 保 っ た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 Ａ 群 の 各 コ ウ シ に は 、 組 換 え ｇ Ｅ 欠 失 Ｉ Ｂ Ｒ Ｖ を 鼻 腔 内 接 種 し た 。 Ｂ 群 の 各 コ ウ シ に は
、 親 Cooper株 Ｉ Ｂ Ｒ Ｖ を 鼻 腔 内 接 種 し た 。 接 種 材 料 は 、 各 動 物 に 対 し 、 そ れ ぞ れ １ × １ ０
7  Ｔ Ｃ Ｉ Ｄ 5 0 の ウ イ ル ス を 含 む 。 接 種 は 、 Delvis社 （ ペ ン シ ル バ ニ エ 州 サ マ セ ッ ト ） 製 DE
VILBISモ デ ル 50噴 霧 剤 を 用 い 、 鼻 孔 あ た り ２ ｍ ｌ の 接 種 材 料 を ３ ０ 秒 以 上 な い し １ 分 間 噴
霧 す る こ と に よ り 行 っ た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ウ イ ル ス 曝 露 （ 接 種 ） 後 、 す べ て の コ ウ シ を １ ４ 日 間 毎 日 集 中 的 に 臨 床 的 観 察 し た 。 直
腸 温 度 を 毎 日 記 録 し た 。 以 下 の 状 態 に は 特 別 注 意 を 払 っ た ： 行 動 （ 低 下 ） 、 食 欲 、 咳 、 目
お よ び 鼻 か ら の 排 出 物 、 充 血 ま た は 鼻 お よ び 口 粘 膜 （ mucosae ） の 病 変 、 結 膜 炎 、 お よ び
異 常 呼 吸 。 各 条 件 は 別 々 に 記 録 し 、 各 コ ウ シ の 日 毎 の 臨 床 ス コ ア と と も に 各 条 件 に 対 す る
全 ス コ ア を 合 計 す る こ と に よ り 、 各 群 の 臨 床 ス コ ア の 日 平 均 を 計 算 し た 。 ス コ ア パ ラ メ ー
タ は 以 下 の と お り ：
鼻 水  正 常 ＝ ０ ； 少 し 漿 液 ＝ １ ； 激 し く 漿 液 ＝ ２ ； や や 膿 性 ＝ ２ ； 少 し 膿 性 ＝ ３ ； お よ び
激 し く 膿 性 ＝ ４ 。
行 動 （ 低 下 ）  み ら れ ず ＝ ０ ； や や ＝ １ ； 少 し ＝ ２ ； 激 し く ＝ ３
充 血 ／ 鼻 粘 膜 の 赤 味 ＝ ２
鼻 粘 膜 の 潰 瘍 ＝ ２
咳 ＝ ２
呼 吸 困 難 ＝ ２
日 毎 の 直 腸 温 度  39.7－ 39.99 ℃ ＝  1； 40.0－ 40.5℃ ＝ ２ ； 40.6－ 41.0℃ ＝ ３ ； 約 41.0℃
＝ ４
【 ０ ０ ３ １ 】
［ 結 果 ］
　 Ｉ Ｂ Ｒ Ｖ の 親 Cooper株 （ 野 生 型 Ｉ Ｂ Ｒ Ｖ ） を 感 染 さ せ た Ｂ 群 の コ ウ シ は 、 感 染 の 典 型 的
な 徴 候 を 示 し た ： 低 下 、 食 欲 低 下 、 よ だ れ お よ び 鼻 水 、 鼻 潰 瘍 ／ 鼻 プ ラ ー ク 、 お よ び 咳 。
こ れ ら 臨 床 的 徴 候 は 、 図 ５ に 示 す よ う に 、 数 日 間 以 上 、 毎 日 高 い 臨 床 ス コ ア を 示 す 結 果 で
あ っ た 。 し か し な が ら 組 換 え ｇ Ｅ Δ 3.1 Ｉ Ｂ Ｒ β ウ イ ル ス を 感 染 さ せ た コ ウ シ 群 （ 群 Ａ ）
は 、 臨 床 的 に 認 め ら れ る ど の よ う な 徴 候 も 示 さ ず （ こ れ も 図 ５ に 示 す ） 、 そ れ ら の 行 動 お
よ び 食 欲 も 正 常 に 保 持 し た 。 図 ６ は 、 各 群 （ Ａ お よ び Ｂ ） の コ ウ シ の 直 腸 温 度 の 平 均 値 を
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比 較 し た も の で あ る 。 親 株 Cooperを 感 染 さ せ た コ ウ シ 群 （ Ｂ 群 ） に つ い て 、 39.7℃ － 40.5
℃ の 高 い 直 腸 温 度 が 、 終 日 間 記 録 さ れ た 。 ｇ Ｅ Δ 3.1 Ｉ Ｂ Ｒ β を 感 染 さ せ た コ ウ シ 群 （ Ａ
群 ） に つ い て 、 38.9℃ を 超 え る 直 腸 温 度 は ま っ た く 記 録 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
［ 実 施 例 ３ ］
材 料 お よ び 方 法
　 Ｍ Ｄ Ｂ Ｋ 細 胞 中 の ｇ Ｅ Δ 3.1 Ｉ Ｂ Ｒ β ウ イ ル ス と 、 Ｍ Ｄ Ｂ Ｋ 細 胞 中 の 親 Ｉ Ｂ Ｒ 株 Cooper
と の 間 で 、 成 育 速 度 を 比 較 す る 実 験 を 行 な っ た 。 Ｍ Ｄ Ｂ Ｋ 細 胞 の 複 製 培 養 系 列 Ａ に は 、 組
換 え ｇ Ｅ Δ 3.1 Ｉ Ｂ Ｒ β ま た は 親 株 Cooperの い ず れ か の 細 胞 当 り 、 ５ プ ラ ー ク 形 成 単 位 （
Ｐ Ｆ Ｕ ） を 別 々 に 感 染 さ せ た 。 感 染 培 養 菌 は 、 感 染 後 継 続 期 間 を お い て 回 収 し 、 ウ イ ル ス
滴 定 検 定 に 使 用 す る ウ イ ル ス 系 株 を 調 製 し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
［ 結 果 ］
　 １ 段 成 長 実 験 の 結 果 を 図 ４ に 示 す 。 ウ イ ル ス 成 長 曲 線 は 、 ｇ Ｅ Δ 3.1 Ｉ Ｂ Ｒ β と 親 株 Co
operと の 後 代 ウ イ ル ス の 時 間 曲 線 が 同 じ も の で あ る こ と を 示 し た 。 し か し な が ら 、 組 換 え
ウ イ ル ス は 感 染 早 期 の 収 量 が 少 な か っ た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
［ 実 施 例 ４ ］
材 料 お よ び 方 法
　 Ａ お よ び Ｂ 群 （ 上 記 実 施 例 ３ よ り ） の 各 動 物 由 来 の ウ イ ル ス を 分 離 培 養 し 、 定 量 す る 実
験 を 行 な っ た 。 平 た い 綿 チ ッ プ の 綿 棒 を そ れ ぞ れ の 鼻 孔 中 に 挿 入 し た 。 粘 膜 に 対 し 、 綿 棒
を ３ 回 回 転 さ せ た 。 試 料 培 地 （ １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ゲ ン タ マ イ シ ン 、 ３ ％ v/v Ｆ Ｂ Ｓ 、 ア ン
フ ォ テ リ シ ン Ｂ を ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ で 含 有 す る Ｍ Ｅ Ｍ ） ３ ｍ ｌ 中 、 室 温 で １ 時 間 か け て 、 ウ
イ ル ス を 綿 棒 か ら 溶 出 さ せ た 。 試 料 １ ０ ０ ０ ｇ を ５ 分 間 遠 心 分 離 し て 清 澄 化 し 、 － ７ ０ ℃
で 保 存 し た 。 Ｍ Ｄ Ｂ Ｋ 細 胞 中 の ウ イ ル ス 分 離 培 養 は 、 １ ： １ ０ 希 釈 さ れ た 綿 棒 サ ウ ペ ン シ
ョ ン １ ０ ０ μ ｌ を 用 い て 行 な わ れ た 。 ウ イ ル ス 陽 性 試 料 を ミ ク ロ タ イ タ ー 皿 上 で 滴 定 し た
。 培 養 培 地 中 で 一 連 の １ ０ 倍 希 釈 物 を 作 成 し 、 各 希 釈 液 の ５ ０ μ ｌ を 、 各 １ ． ５ × １ ０ 5  

Ｍ Ｄ Ｂ Ｋ 細 胞 を 含 む ８ ウ エ ル に （ ９ ６ ウ エ ル 皿 中 ） に 添 加 し た 。 ３ ７ ℃ で ５ 日 後 、 細 胞 変
性 効 果 （ Ｃ Ｐ Ｅ ） を み る た め 皿 を 顕 微 鏡 で 計 測 し た 。 ウ イ ル ス 滴 定 量 は 、 Reed, L.J.お よ
び Muench, H.の 方 法 に 準 じ て Ｔ Ｃ Ｉ Ｄ 5 0 で 計 算 し た 。 こ の 方 法 を 参 照 し て 本 明 細 書 に 含 ま
れ る も の と す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
［ 結 果 ］
　 鼻 綿 棒 か ら 分 離 培 養 さ れ た ウ イ ル ス の 量 は 、 鼻 上 皮 細 胞 中 、 ｇ Ｅ Δ 3.1 Ｉ Ｂ Ｒ β ウ イ ル
ス の 成 育 が 、 そ の 親 株 Cooperに 比 し て 、 効 果 的 に 少 な い こ と を 示 し た 。 鼻 分 泌 物 中 の ウ イ
ル ス 放 出 を 図 ７ に 示 す 。 こ の ウ イ ル ス 放 出 は 、 ｇ Ｅ Δ 3.1 Ｉ Ｂ Ｒ β ウ イ ル ス の 方 が 野 生 型
Ｂ Ｈ Ｖ － １ （ 親 株 Cooper） よ り も 、 約 １ ５ な い し ５ ５ 倍 少 な い 。 ウ イ ル ス 放 出 期 間 も 、 ｇ
Ｅ Δ 3.1 Ｉ Ｂ Ｒ β 感 染 コ ウ シ の 方 が 、 野 生 型 ウ イ ル ス に 感 染 し た コ ウ シ に 比 べ ２ 日 短 か っ
た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
［ 実 施 例 ５ ］
材 料 お よ び 方 法
　 こ の 実 験 で は 、 Ａ お よ び Ｂ 群 （ 上 記 実 施 例 ３ お よ び ４ よ り ） の コ ウ シ か ら 採 取 し た 血 清
中 の Ｂ Ｈ Ｖ － １ 中 和 抗 体 の 力 価 を 測 定 し た 。 Ａ お よ び Ｂ 両 群 の 各 コ ウ シ か ら 、 感 染 後 １ ３
日 目 の 血 液 試 料 を 採 集 し た 。 血 清 中 の Ｂ Ｈ Ｖ － １ 中 和 抗 体 力 価 を 、 Chowdhury S.I.ら の 反
芻 宿 主 よ り 単 離 さ れ た ウ マ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス １ 型 （ Ｅ Ｈ Ｖ － １ ） の 分 子 生 物 学 的 分 析 （ 11
、 Virus Res.127-139(1988) ） の 記 載 に 準 じ て 、 １ ２ 皿 を 用 い て プ ラ ー ク 減 少 法 に よ り 測
定 し た 。 こ の 方 法 を 参 照 し て 本 明 細 書 に 含 ま れ る も の と す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
［ 結 果 ］
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　 野 生 型 （ 親 株 Cooper） お よ び ｇ Ｅ 欠 失 Ｉ Ｂ Ｒ Ｖ ウ イ ル ス （ ｇ Ｅ Δ 3.1 Ｉ Ｂ Ｒ β ） と も 、
コ ウ シ 中 に Ｂ Ｈ Ｖ － １ 中 和 抗 体 を 誘 発 し た 。 し か し な が ら 、 野 生 型 に 感 染 し た コ ウ シ の 血
清 は 、 ｇ Ｅ 欠 失 中 和 抗 体 （ １ ： １ １ － １ ： ３ ０ で 平 均 滴 定 量 １ ： １ ６ ） に 比 し て 、 中 和 滴
定 量 が わ ず か に 高 か っ た （ １ ： ２ ０ － １ ： ３ ５ で 平 均 滴 定 量 １ ： ３ ０ ） 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ３ ８ 】
【 図 １ 】 ｇ Ｅ － 欠 失 Ｂ Ｈ Ｖ － １ ウ イ ル ス （ ｇ Ｅ Δ 3.1 Ｉ Ｂ Ｒ β ） お よ び ｇ Ｅ コ ー ド 領 域 の
ア ミ ノ 末 端 ３ 分 の ２ を 置 換 し た 機 能 性 β － ｇ ａ ｌ 遺 伝 子 を 含 む 挿 入 ／ 欠 失 ベ ク タ ー プ ラ ス
ミ ド の 構 築 を 概 略 的 に 示 す フ ロ ー 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 ｇ Ｅ コ ー ド 領 域 の 欠 失 お よ び ｇ Ｅ 座 で の β － ｇ ａ ｌ 配 列 の 挿 入 を 意 図 し た サ ザ ン
ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ イ シ ョ ン の 増 殖 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 Ｂ Ｈ Ｖ － １ ｇ Ｅ タ ン パ ク が 野 生 型 親 Cooper株 で 検 出 さ れ る が 、 ｇ Ｅ － 欠 失 組 換 え
ウ イ ル ス （ ｇ Ｅ Δ 3.1 Ｉ Ｂ Ｒ β ） で は 検 出 さ れ な い こ と を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 Ｍ Ｄ Ｂ Ｋ 細 胞 に お け る ｇ Ｅ － 欠 失 Ｉ Ｂ Ｒ の 成 長 速 度 と 、 野 生 型 Ｉ Ｂ Ｒ の 成 長 速 度
と を 比 較 す る １ 段 成 長 実 験 の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 各 デ ー タ の 点 は 、 そ れ ぞ れ の コ ウ シ 群
で 得 ら れ た 結 果 の 平 均 値 を 示 す 。
【 図 ５ 】 ｇ Ｅ － 欠 失 Ｉ Ｂ Ｒ を 感 染 さ せ た コ ウ シ の 日 別 臨 床 的 ス コ ア と 、 野 生 型 Ｉ Ｂ Ｒ を 感
染 さ せ た コ ウ シ の 日 別 臨 床 的 ス コ ア と を 比 較 す る 図 で あ る 。 各 デ ー タ の 点 は 、 そ れ ぞ れ の
コ ウ シ 群 で 得 ら れ た 結 果 の 平 均 値 を 示 す 。
【 図 ６ 】 ｇ Ｅ － 欠 失 Ｉ Ｂ Ｒ を 感 染 さ せ た コ ウ シ の 日 別 の 直 腸 温 度 と 、 野 生 型 Ｉ Ｂ Ｒ を 感 染
さ せ た コ ウ シ の 日 別 の 直 腸 温 度 ス コ ア と を 比 較 す る 図 で あ る 。 各 デ ー タ の 点 は 、 そ れ ぞ れ
の コ ウ シ 群 で 得 ら れ た 結 果 の 平 均 値 を 示 す 。
【 図 ７ 】 ｇ Ｅ － 欠 失 Ｉ Ｂ Ｒ の 鼻 の ウ イ ル ス 分 泌 （ 排 出 ） 物 と 、 野 生 型 Ｉ Ｂ Ｒ の 鼻 の ウ イ ル
ス 分 泌 物 と を 、 そ れ ぞ れ の コ ウ シ 群 で 得 ら れ た 結 果 の 平 均 値 を 示 す デ ー タ 点 で 比 較 す る 図
で あ る 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】
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