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(57)【要約】
　本発明は新規なネコパラミクソウイルスに関する。本発明のパラミクソウイルスは(-)s
sRNAウイルスであり、ある特徴では、配列番号:1または配列番号:8に記載の核酸に相補的
なゲノムを有する。本発明はさらに、対応する核酸およびポリペプチド、抗体およびワク
チンに関する。さらにまた、本発明は、本発明のパラミクソウイルスに関する医療上の使
用および診断方法に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下から成る群から選択されるヌクレオチド配列を有するポリヌクレオチドを含む核酸
：
（a）配列番号:1および配列番号:8から成る群から選択されるヌクレオチド配列；
（b）配列番号:1または配列番号:8と少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％
、少なくとも91％、少なくとも95％、少なくとも97％、少なくとも98％、少なくとも99％
同一であるヌクレオチド配列；
（c）配列番号:2、配列番号:3、配列番号:4、配列番号:5、配列番号:6、配列番号:9、配
列番号:10、配列番号:11、配列番号:12、配列番号:13および配列番号:14から成る群から
選択されるアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードするヌクレオチド配列；
（d）配列番号:2と少なくとも90％同一、配列番号:3と少なくとも76％同一、配列番号:4
と少なくとも92％同一、配列番号:5と少なくとも89％同一、配列番号:6と少なくとも86％
同一、または配列番号:7と少なくとも91％同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチド
をコードするヌクレオチド配列；および
（e）（a）から（d）のヌクレオチド配列のいずれかの相補鎖。
【請求項２】
　以下を含む、請求項1に記載の核酸：
（i）配列番号:2と少なくとも90％同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチドをコー
ドする核酸配列
（ii）配列番号:3と少なくとも76％同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチドをコー
ドする核酸配列、
（iii）配列番号:4と少なくとも92％同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチドをコ
ードする核酸配列、
（iv）配列番号:5と少なくとも89％同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチドをコー
ドする核酸配列、
（v）配列番号:6と少なくとも86％同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチドをコー
ドする核酸配列、および
（vi）配列番号:7と少なくとも91％同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチドをコー
ドする核酸配列。
【請求項３】
　パラミクソウイルスをコードする、請求項1または2に記載の核酸。
【請求項４】
　パラミクソウイルスが、感染、特に泌尿生殖器系の感染を人間または非人間哺乳動物、
好ましくはネコ科の動物、より好ましくはイエネコ（Felis silvestris catus）で誘発す
ることができる、請求項3に記載の核酸。
【請求項５】
　ゲノムが請求項1（a）から（d）または請求項2に記載の核酸に対して相補的なリボ核酸
を含む、パラミクソウイルス。
【請求項６】
　アクセッション番号CNCM I-5123の下に寄託されるか、またはその任意の子孫であり、
前記子孫が弱毒化されるかまたは弱毒化されていなくてもよい、パラミクソウイルス。
【請求項７】
　パラミクソウイルスが弱毒化されている、請求項5または6に記載のパラミクソウイルス
。
【請求項８】
　請求項1から4のいずれかの項に記載の核酸を含むベクター。
【請求項９】
　請求項8に記載のベクターを含む宿主細胞。
【請求項１０】
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　下記のアミノ酸配列を有するポリペプチド：
（a）配列番号:2、配列番号:3、配列番号:4、配列番号:5、配列番号:6、配列番号:7、配
列番号:9、配列番号:10、配列番号:11、配列番号:12、配列番号:13および配列番号:14か
ら成る群から選択されるアミノ酸配列から成る群から選択されるアミノ酸配列；または
（b）配列番号:2と少なくとも90％同一であるアミノ酸配列、
（c）配列番号:3と少なくとも76％同一であるアミノ酸配列、
（d）配列番号:4と少なくとも92％同一であるアミノ酸配列、
（e）配列番号:5と少なくとも89％同一であるアミノ酸配列、
（f）配列番号:6と少なくとも86％同一であるアミノ酸配列、若しくは
（g）配列番号:7と少なくとも91％同一であるアミノ酸配列。
【請求項１１】
　請求項10に記載のポリペプチドと特異的に結合する抗体。
【請求項１２】
　（a）請求項5、6または7のいずれかの項に記載のパラミクソウイルス、
　（b）請求項1または2のいずれかの項に記載の核酸、
　（c）請求項10に記載のポリペプチド、
　（d）請求項11に記載の抗体、
　（e）異種または自己（ポリ）ペプチドに融合される、請求項10に記載のポリペプチド
、および場合によって医薬的に許容できる担体または賦形剤を含む免疫原性組成物であっ
て、好ましくは前記担体が皮内または筋肉内適用に適切であり、場合によって前記ワクチ
ンがさらにアジュバントを含む、前記免疫原性組成物。
【請求項１３】
　（a）請求項5、6または7のいずれかの項に記載のパラミクソウイルス、
　（b）請求項1または2のいずれかの項に記載の核酸、
　（c）請求項10に記載のポリペプチド、
　（d）請求項11に記載の抗体、
　（e）異種または自己（ポリ）ペプチドに融合される、請求項10に記載のポリペプチド
、および医薬的に許容できる担体または賦形剤を含むワクチンであって、好ましくは前記
担体が皮内または筋肉内適用に適切であり、場合によって前記ワクチンがさらにアジュバ
ントを含む、前記ワクチン。
【請求項１４】
　病原性パラミクソウイルスによる対象動物の感染によって引き起こされる臨床徴候若し
くは疾患を軽減または予防する方法で使用されるか、または病原性パラミクソウイルスに
よる対象動物の感染を治療または予防する方法で使用され、好ましくは前記対象動物がネ
コ科の動物である、請求項12または13に記載の免疫原性組成物またはワクチン。
【請求項１５】
　パラミクソウイルス、好ましくは請求項5または6に記載のパラミクソウイルスによって
引き起こされる臨床的疾患に対抗して対象動物、好ましくはネコ科の動物を免疫する方法
であって、当該対象動物、好ましくはネコ科の動物に請求項12または13に記載の免疫原性
組成物またはワクチンを投与する工程を含み、それによって前記ウイルスがパラミクソウ
イルス感染の臨床徴候を引き起こすことができないが、パラミクソウイルス、好ましくは
請求項5または6に記載のパラミクソウイルスの病原型に対して対象動物、好ましくはネコ
科の動物に免疫を付与する免疫応答を誘発することができる、前記方法。
【請求項１６】
　以下を含む、パラミクソウイルス、好ましくは請求項5または6に記載のパラミクソウイ
ルスと密接に関係する疾患に対してネコ科の動物をワクチン免疫するための、および/ま
たはパラミクソウイルスと密接に関係するかまたはパラミクソウイルスによって引き起こ
される1つ以上の臨床徴候の発生率若しくは重篤度を対象動物で軽減するためのキット：
（a）ワクチンを当該対象動物、好ましくはネコ科の動物に投与することができるディス
ペンサー；および



(4) JP 2019-532667 A 2019.11.14

10

20

30

40

50

（b）請求項12または13に記載の免疫原性組成物またはワクチン；および
（c）場合によって指示冊子。
【請求項１７】
　以下の工程を含む、請求項5または6に記載のパラミクソウイルスをサンプル中に検出す
る方法：
（i）請求項1から4のいずれかの項に記載の核酸に特異的な1つ以上のオリゴヌクレオチド
プライマーおよび/またはプローブと当該サンプルを接触させる工程、および
（ii）前記パラミクソウイルスと前記1つ以上のオリゴヌクレオチドプライマーおよび/ま
たはプローブとの間の結合を検出する工程。
【請求項１８】
　以下の工程を含む、請求項5または6に記載のパラミクソウイルスをサンプル中に検出す
る方法：
（i）請求項11に記載の抗体と当該サンプルを接触させる工程、および
（ii）前記パラミクソウイルスと前記抗体との間の結合を検出する工程。
【請求項１９】
　請求項5または6に記載のパラミクソウイルスをサンプル中に検出する方法であって、前
記パラミクソウイルスに対する抗体の有無を前記サンプル中に検出する工程を含む、前記
方法。
【請求項２０】
　対象動物、好ましくはネコ科の動物に由来するサンプルについて請求項5または6に記載
のパラミクソウイルスよる感染を診断する方法であって、請求項17から19のいずれか１項
に記載のパラミクソウイルスを検出する方法を含み、前記パラミクソウイルスの存在が感
染を表示する、前記診断方法。
【請求項２１】
　対象動物、好ましくはネコ科の動物に由来するサンプルについて請求項5または6に記載
のパラミクソウイルスよる感染を診断する方法であって、請求項17から19のいずれか１項
に記載の前記パラミクソウイルスに対する抗体を検出する方法を含み、前記抗体の存在が
前記パラミクソウイルスによる感染を表示する、前記診断方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、新規なネコパラミクソウイルス並びに前記新規なパラミクソウイルスに対す
るワクチンおよび治療に関する。本発明はさらに、前記パラミクソウイルスの検出および
前記パラミクソウイルスによる感染の診断に関する。
【背景技術】
【０００２】
　パラミクソウイルスはエンベロープを有し、マイナスセンスの一本鎖RNA（(-)ssRNA）
ウイルスであり、ヒトおよび動物の多くの伝染性疾患と関係している。パラミクソウイル
スには2つの亜科、パラミクソビリナエ（Paramyxovirinae）およびプニューモビリナエ（
Pneumovirinae）が存在し、パラミクソビリナエ亜科には少なくとも5つの属、すなわち、
レスピロウイルス（Respirovirus）、ルブラウイルス（Rubulavirus）、モルビリウイル
ス（Morbillivirus）、ヘニパウイルス（Henipavirus）、およびアブラウイルス（Avulav
irus）が存在する。パラミクソウイルスの例には、イヌジステンパーウイルス、麻疹ウイ
ルス、牛疫ウイルス、流行性耳下腺炎ウイルスおよびパラインフルエンザウイルスが含ま
れる。パラミクソウイルスは、以下の7つのウイルスペプチドをコードする線状ゲノムを
有する：ヌクレオキャプシドタンパク質、リンタンパク質、マトリックスタンパク質、融
合タンパク質、ヘマグルチニンタンパク質、およびポリメラーゼ。パラミクソウイルスビ
リオンはエンベロープを有し、およそ150nmの直径の球形、糸状、または多型性であり得
る。融合タンパク質および付着タンパク質（ヘマグルチニン、“H”）はビリオン表面で
スパイクのように見える。エンベロープ内部のマトリックスタンパク質（“M”）はウイ
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ルスの構造を安定化させる。ヌクレオキャプシドコアは、ゲノムRNA、ヌクレオキャプシ
ドタンパク質（“N”）、リンタンパク質（“P”）およびポリメラーゼタンパク質（“大
きなタンパク質（large protein）”を意味する“L”）で構成される。融合タンパク質（
“F”）はエンベロープ表面からトリマーとして突き出され、ウイルスエンベロープと細
胞膜との間の融合を誘発することによって細胞侵入を媒介する。
【０００３】
　パラミクソウイルスは、例えば野生および飼育される動物（ネコ、げっ歯類およびコウ
モリを含む）だけでなくヒトからも単離された。パラミクソウイルス感染、特にパラミク
ソビリナエ亜科の感染は、様々な種で示される腎組織傷害による腎疾患と密接に関係して
いる。腎疾患、特に例えば慢性腎疾患（CKD）は、飼い猫（domestic cat）（特に高齢の
個体）でもっともありふれた疾患でありかつもっとも一般的な死亡原因である。Lulichら
（Lulich et al., Compendium on continuing education for the practicing veterinar
ian, 1992, 14(2):127-125）は、全飼い猫集団で約1.5％、10歳を超える飼い猫で約7.5％
の有病率を報告している。これらの疾患の原因は非常に多様であり得る。多くの事例で、
正確な病因を決定できない。他方で、慢性腎疾患は、尿細管および腎間質組織の炎症の結
果として最も頻繁に発生することが知られている。これは特発性尿細管間質性腎炎（TIN
）と呼ばれる。
　当業界ではいくつかのネコパラミクソウイルスが記載されている。US 2013/0230529 A1
およびWooら（Woo et al., Proc.Nat.Acad.Sci., 2012, 109(14):5435-5440）には、ホン
コンで単離されたネコモルビリウイルス（FmoPV）が記載されており、このウイルスは飼
い猫のTINと密接に関係を有する。日本（Sakaguchi et al., 2014, General Virology, 9
5(7), 1464-1468；Furuya et al., 2014, Archives of virology, 159(2), 371-373）、
イタリア（Lorusso et al., 2013, Vet Ital.51(3):235-237）およびUSA（Sharp et al.,
 2016, Emerging Infectious Diseases 22(4):760）の他の研究グループもまた、ネコの
尿サンプルからパラミクソウイルスを検出した。Siegら（Sieg et al., Virus Genes, 20
15, 51(2):294-297）は、慢性腎疾患を有する飼い猫でネコパラミクソウイルスの発見を
記載している。
　しかしながら、これらのパラミクソウイルスは遺伝的に多様であり、関連を有するパラ
ミクソウイルスを同定し前記パラミクソウイルスに対するワクチンおよび治療を提供する
ことが希求される。
【発明の概要】
【０００４】
　本発明は、ネコパラミクソウイルス2型（FPaV-2）と称される新規なネコパラミクソウ
イルスを提供する。本発明のパラミクソウイルスは(-)ssRNAウイルスであり、ある特徴で
は、配列番号:1または配列番号:8に記載の核酸に相補的であるゲノムを有する。これら2
つの配列は、本発明者らが単離したFPaV-2の2つの株（‘ゴードン（Gordon）’株（配列
番号:1）および‘TV25’株（配列番号:8））のゲノムの相補性DNA配列を表す。配列番号:
1および配列番号:8は、（マイナスRNA鎖のウイルスゲノムから転写される）プラスRNA鎖
と一致するDNA配列として提供される（すなわち、それらはmRNAのように5'から3'方向でO
RFを含む）。本発明のパラミクソウイルスのウイルスゲノムは(-)ssRNAゲノムであること
は当業者は認識していよう。したがって、ある特徴では、本発明はまた、配列番号:1若し
くは配列番号:8に記載の核酸、または配列番号:1若しくは配列番号:8と少なくとも80％、
少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも91％、少なくとも92％、少なくとも93％、
少なくとも94％、少なくとも95％、少なくとも96％、少なくとも97％、少なくとも98％、
少なくとも99％同一である配列に関する。配列番号:1または配列番号:8の核酸配列は、パ
ラミクソウイルスの6つのウイルスポリペプチドのための6つのオープンリーディングフレ
ーム（ORF）を含む。配列番号:1または配列番号:8の核酸配列上のエレメントの配列は（5
'から3'に）、ウイルスゲノムの3'非翻訳領域（UTR）、ヌクレオキャプシドタンパク質（
“N”）ORF、リンタンパク質（“P”）ORF、マトリックスタンパク質（“M”）ORF、融合
タンパク質（“F”）ORF、ヘマグルチニン（“H”）ORF、RNA依存RNAポリメラーゼ（“大
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きいタンパク質”を意味する“L”）ORF、5'UTRである。下記の表1は、配列番号:1および
配列番号:8の核酸の構造を記載する。
【０００５】
表1：本発明のパラミクソウイルスのゲノムの概要

　配列番号:2から7は配列番号:1（ゴードン株）のオープンリーディングフレームのポリ
ペプチド配列を表し、配列番号:9から14は配列番号:8（TV25株）のオープンリーディング
フレームのポリペプチド配列を表す。
【０００６】
　したがってある特徴では、本発明は、以下から成る群から選択されるヌクレオチド配列
を有するポリヌクレオチドを含む核酸に関する：
（a）配列番号:1または配列番号:8に記載のヌクレオチド配列；
（b）配列番号:1または配列番号:8と少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％
、少なくとも91％、少なくとも92％、少なくとも93％、少なくとも94％、少なくとも95％
、少なくとも96％、少なくとも97％、少なくとも98％、少なくとも99％同一であるヌクレ
オチド配列；
（c）配列番号:2、配列番号:9（すなわちヌクレオキャプシドタンパク質）、配列番号:3
、配列番号:10（すなわちリンタンパク質）、配列番号:4、配列番号:11（すなわちマトリ
ックスタンパク質）、配列番号:5、配列番号:12（すなわち融合タンパク質）、配列番号:
6、配列番号:13（すなわちヘマグルチニン）、配列番号:7および配列番号:14（すなわち
ポリメラーゼ）から成る群から選択されるアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードす
るヌクレオチド配列；
（d）下記（i）から（vi）のアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードするヌクレオチ
ド配列：
　　（i）配列番号:2と少なくとも90％、好ましくは少なくとも95％、より好ましくは少
なくとも98％同一、
　　（ii）配列番号:3と少なくとも76％、好ましくは少なくとも80％、より好ましくは少
なくとも90％、より好ましくは少なくとも95％、もっとも好ましくは少なくとも98％同一
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、
　　（iii）配列番号:4と少なくとも92％、好ましくは少なくとも95％、より好ましくは
少なくとも98％同一、
　　（iv）配列番号:5と少なくとも89％、好ましくは少なくとも90％、より好ましくは少
なくとも95％、より好ましくは少なくとも98％同一、
　　（v）配列番号:6と少なくとも86％、好ましくは少なくとも90％、より好ましくは少
なくとも95％、もっとも好ましくは少なくとも98％同一、および/または
　　（vi）配列番号:7と少なくとも91％、好ましくは少なくとも95％、より好ましくは少
なくとも98％同一、および
（e）（a）から（d）のヌクレオチド配列のいずれかの相補鎖。
【０００７】
　本発明の核酸はネコパラミクソウイルスのゲノムをコードする。ある実施態様では、前
記パラミクソウイルスは、感染、特に泌尿生殖器系の感染、より具体的には泌尿器系の感
染または腎性疾患（特に慢性腎性疾患）をヒトまたは非ヒト哺乳動物、好ましくはネコ科
の動物、イヌ科の動物、げっ歯類またはヒト、もっとも好ましくはイエネコ（Felis silv
estris catus、時にはまたFelis catusとも称される）で誘発することができる。配列番
号:2から7は、配列番号:1中の6つのオープンリーディングフレーム（ORF）のポリペプチ
ド遺伝子生成物に関する。配列番号:9から14は、配列番号:8中の6つのオープンリーディ
ングフレーム（ORF）のポリペプチド遺伝子生成物に関する。したがって、項目（d）（i
）の核酸によってコードされるポリペプチドはウイルスのヌクレオキャプシドタンパク質
であり、項目（d）（ii）の核酸によってコードされるポリペプチドはウイルスのリンタ
ンパク質であり、項目（d）（iii）の核酸によってコードされるポリペプチドはウイルス
のマトリックスタンパク質であり、項目（d）（iv）の核酸によってコードされるポリペ
プチドはウイルスの融合タンパク質であり、項目（d）（v）の核酸によってコードされる
ポリペプチドはウイルスのヘマグルチニンであり、項目（d）（vi）の核酸によってコー
ドされるポリペプチドはウイルスのポリメラーゼである。
　好ましくは、本明細書では本発明の核酸は以下を含む：
（i）配列番号:2と少なくとも90％同一のアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードす
る核酸配列、
（ii）配列番号:3と少なくとも76％同一のアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードす
る核酸配列、
（iii）配列番号:4と少なくとも92％同一のアミノ酸配列を有するポリペプチドをコード
する核酸配列、
（iv）配列番号:5と少なくとも89％同一のアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードす
る核酸配列、
（v）配列番号:6と少なくとも86％同一のアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードす
る核酸配列、および/または
（vi）配列番号:7と少なくとも91％同一のアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードす
る核酸配列。
【０００８】
　さらに本発明の部分は以下のアミノ酸配列を有するポリペプチドである：
（a）配列番号:2、配列番号:3、配列番号:4、配列番号:5、配列番号:6、配列番号:7、配
列番号:9、配列番号:10、配列番号:11、配列番号:12、配列番号:13、および配列番号:14
から成る群から選択されるアミノ酸配列から成る群から選択されるアミノ酸配列
（b）配列番号:2と少なくとも90％、好ましくは少なくとも95％、より好ましくは少なく
とも97％、もっとも好ましくは少なくとも98％同一であるアミノ酸配列、
（c）配列番号:3と少なくとも76％、好ましくは少なくとも80％、より好ましくは少なく
とも85％、より好ましくは少なくとも90％、より好ましくは少なくとも95％、より好まし
くは少なくとも97％、もっとも好ましくは少なくとも98％同一であるアミノ酸配列、
（d）配列番号:4と少なくとも92％、好ましくは少なくとも95％、より好ましくは少なく
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とも97％、もっとも好ましくは少なくとも98％同一であるアミノ酸配列、
（e）配列番号:5と少なくとも89％、好ましくは少なくとも90％、より好ましくは少なく
とも95％、より好ましくは少なくとも97％、もっとも好ましくは少なくとも98％同一であ
るアミノ酸配列、
（f）配列番号:6と少なくとも86％、好ましくは少なくとも90％、より好ましくは少なく
とも95％、より好ましくは少なくとも97％、もっとも好ましくは少なくとも98％同一であ
るアミノ酸配列、または
（g）配列番号:7と少なくとも91％、好ましくは少なくとも95％、より好ましくは少なく
とも97％、もっとも好ましくは少なくとも98％同一であるアミノ酸配列。
　いくつかの実施態様では、当該ポリペプチドは1つ以上の翻訳後修飾（例えばグリコシ
ル化）を含むことができる。
【０００９】
　本発明はまた、ゲノムが上記に示す本発明の核酸に相補的なリボ核酸を含むネコパラミ
クソウイルスに関する。特に、本発明は、2016年8月16日にアクセッション番号CNCM I-51
23で国立微生物培養集積所（Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (C
NCM), Institut Pasteur, 25 Rue du Docteur Roux, F-75724 Paris Cedex 15, France）
に寄託されたパラミクソウイルスに関する。この株は、本明細書では‘ゴードン’株と称
される。本発明はさらにCNCM I-5123として寄託されたパラミクソウイルスの任意の子孫
に関し、前記子孫は弱毒化されていることもされていないこともあり得る。したがって、
本発明のパラミクソウイルスは、CNCM I-5123として寄託されたパラミクソウイルス、CNC
M I-5123として寄託されたパラミクソウイルスの子孫、CNCM I-5123として寄託されたパ
ラミクソウイルスの弱毒化子孫、およびCNCM I-5123として寄託されたパラミクソウイル
スと同じ特徴を有するパラミクソウイルス株から成る群から選択され得る。
【００１０】
　本発明のパラミクソウイルスは、好ましくは以下のアミノ酸配列を有する1つ以上のポ
リペプチドを含む：
（a）配列番号:2、配列番号:3、配列番号:4、配列番号:5、配列番号:6、配列番号:7、配
列番号:9、配列番号:10、配列番号:11、配列番号:12、配列番号:13、および配列番号:14
から成る群から選択されるアミノ酸配列から成る群から選択されるアミノ酸配列
（b）配列番号:2と少なくとも90％、好ましくは少なくとも95％、より好ましくは少なく
とも97％、もっとも好ましくは少なくとも98％同一であるアミノ酸配列、
（c）配列番号:3と少なくとも76％、好ましくは少なくとも80％、より好ましくは少なく
とも85％、より好ましくは少なくとも90％、より好ましくは少なくとも95％、より好まし
くは少なくとも97％、もっとも好ましくは少なくとも98％同一であるアミノ酸配列、
（d）配列番号:4と少なくとも92％、好ましくは少なくとも95％、より好ましくは少なく
とも97％、もっとも好ましくは少なくとも98％同一であるアミノ酸配列、
（e）配列番号:5と少なくとも89％、好ましくは少なくとも90％、より好ましくは少なく
とも95％、より好ましくは少なくとも97％、もっとも好ましくは少なくとも98％同一であ
るアミノ酸配列、
（f）配列番号:6と少なくとも86％、好ましくは少なくとも90％、より好ましくは少なく
とも95％、より好ましくは少なくとも97％、もっとも好ましくは少なくとも98％同一であ
るアミノ酸配列、および/または
（g）配列番号:7と少なくとも91％、好ましくは少なくとも95％、より好ましくは少なく
とも97％、もっとも好ましくは少なくとも98％同一であるアミノ酸配列。
　好ましくは、本発明のパラミクソウイルスは、配列番号:2、配列番号:3、配列番号:4、
配列番号:5、配列番号:6および配列番号:7のポリペプチド、または配列番号:9、配列番号
:10、配列番号:11、配列番号:12、配列番号:13および配列番号:14のポリペプチド、また
は項目（b）から（g）の全てのポリペプチドを含む。
【００１１】
　本発明にしたがえば、核酸配列またはアミノ酸配列とのつながりで“～と少なくとも％
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同一”という用語は、2つ以上のアラインメントされた配列の全長（またはその部分と比
較される全体）を構成する残基の数と比較して、当該配列の同一の核酸またはアミノ酸の
一致（“ヒット”）の数を指す。言い換えれば、アラインメントを用い2つ以上の配列ま
たは部分配列について、同じである残基のパーセンテージ（例えば少なくとも84％、85％
、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％ま
たは99％同一）を決定することができ、その場合、（部分）配列は、測定される比較ウイ
ンドウにわたったまたは指定領域にわたって、当業者に公知の配列比較アルゴリズムを用
いて最大一致のために比較およびアラインメントされるか、または手動によりアラインメ
ントされて目視により点検される。
　複数の配列間で、例えばCLUSTALWコンピュータプログラム（Thompson Nucl.Acids Res.
2 (1994), 4673-4680）またはFASTA（Pearson and Lipman, Proc.Natl.Acad.Sci., 1988,
 85; 2444）に基づくアルゴリズムを用いてパーセント配列同一性を決定する態様は当業
界では周知である。しかしながら、FASTAアルゴリズムは典型的には、その計算において
内部不一致欠失または配列への付加（すなわちギャップ）を考慮せず、これは手動で修正
されて％配列同一性の過大評価は回避され得るが、ただし、配列ギャップをその同一性計
算に採用する。さらに当業者が利用できるものは、BLASTおよびBLAST 2.0アルゴリズムで
ある（Altschul, Nucl.Acids Res., 25 (1977), 3389）。核酸配列のためのBLASTNプログ
ラムは、標準としてワード長（W）11、期待（E）10、M＝5、N＝4および両鎖の比較を用い
る。アミノ酸配列のためには、BLASTPプログラムは、標準としてワード長（W）3、期待（
E）10を用いる。BLOSUM62スコアリングマトリックス（Henikoff, Proc.Natl.Acad.Sci., 
89 (1989), 10915）は、アラインメント（B）50、期待（E）10、M＝5、N＝4および両鎖の
比較を用いる。これらプログラムの全てを本発明の目的のために用いることができる。し
かしながら、好ましくはBLASTプログラムが用いられる。したがって、所定の機能を有し
、さらにまた少なくとも84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％
、94％、95％、96％、97％、98％または99％の配列同一性を有する全ての核酸分子または
アミノ酸配列が本発明の範囲内に入る（前記配列同一性は、上記に列挙したまたは当業者
に利用可能なさらに別のプログラム、好ましくはBLASTプログラムのいずれかを用いて決
定される）。
【００１２】
　ある特徴では、前記パラミクソウイルスは、感染、特に泌尿生殖器系の感染、より具体
的には泌尿器系の感染または腎性/腎（renal/kidney）疾患（特に慢性腎性疾患）をヒト
または非ヒト哺乳動物で、もっとも好ましくは尿細管間質性腎炎（TIN）を対象動物、好
ましくは哺乳動物、より好ましくはネコ科の動物、さらに好ましくはイエネコ（Felis si
lvestris catus）で誘発することができる。
　しかしながら、本発明のパラミクソウイルスはまた、2016年8月16日にアクセッション
番号CNCM I-5123で国立微生物培養集積所（Collection Nationale de Cultures de Micro
organismes (CNCM), Institut Pasteur, 25 Rue du Docteur Roux, F-75724 Paris Cedex
 15, France）に寄託されたパラミクソウイルスと比較して、免疫原性組成物またはワク
チンでの使用のために弱毒化されることがある。
　本発明のパラミクソウイルスを弱毒化する方法は当業者には公知である。ウイルスを弱
毒化する昔ながらの方法は、例えば、臨床で単離されたウイルスを、鶏卵胚、ニワトリ胎
児および/またはニワトリ胎児細胞培養で継続的に継代するか（例えば以下を参照された
い：Buynak et al.(1966), Experimental Biology and Medicine, 123(3), 768-775）、
または野生型ウイルスを外来種の細胞株に順化させ連続的に継代して、病毒性および病原
性を軽減する工程を含むことができる（例えば以下を参照されたい：Enders et al.(1960
), New England Journal of Medicine, 263(4), 153-159）。より最近のアプローチは、
例えば、野生型ウイルスのコドンペア偏向を操作することによる病毒性の軽減（Coleman 
et al.(2008), Science, 320(5884), 1784-1787）、または病毒性および病原性に必要な
いくつかのウイルスタンパク質の欠失による臨床単離ウイルス株の遺伝的改変（例えば以
下を参照されたい：Xu et al.(2014) Journal of virology, 88(5), 2600-2610）に基づ
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く。
　したがって、本発明はさらに、本発明に記載の核酸分子（特に配列番号:1若しくは配列
番号:8に記載の核酸、または配列番号:1若しくは配列番号:8と少なくとも80％同一の核酸
）を弱毒化ネコパラミクソウイルスの作製のために使用することに関し、1つ以上の変異
が核酸分子に導入される。結果として、本発明はまた弱毒化ネコパラミクソウイルスの作
製方法を提供し、前記方法は、本発明に記載の核酸分子（特に配列番号:1若しくは配列番
号:8に記載の核酸、または配列番号:1若しくは配列番号:8と少なくとも80％同一の核酸）
に1つ以上の変異を導入する工程を含む。
【００１３】
　本明細書に記載する“弱毒化”パラミクソウイルスという用語は、特にin vitroおよび
/またはin vivoで、より具体的には感受性細胞株および/または宿主において弱毒化され
たパラミクソウイルスを指す。本明細書に記載されるように、特に“弱毒化”は病原体（
特にパラミクソウイルス）の病毒性の軽減に関し、“病毒性”は病原性の程度であると理
解され、“病原性”は、当該病原体が宿主または当該宿主の子で臨床徴候を誘発する能力
を指す。本発明のパラミクソウイルスによる感染の可能な臨床徴候は、例えば対象動物に
おける渇きの増加、排尿増加、体重減少、食欲減退、無気力および嘔吐を含む。本発明の
パラミクソウイルスによる対象動物の感染と密接に関係する可能な検査所見は、例えばク
レアチニンおよび非対称性ジメチルアルギニン（SDMA）のレベル増加を含む。本発明のパ
ラミクソウイルスによる対象動物の感染と密接に関係する可能な組織学的所見は、例えば
皮質および髄質瘢痕化、尿細管変性、主としてリンパ球、形質細胞、マクロファージおよ
び顆粒球の浸潤による間質炎症を含む。
　本明細書で用いられる“宿主”という用語は、本発明のネコパラミクソウイルスに感染
し得る哺乳動物、特に下記に定義される対象動物、好ましくはネコ科の動物、より好まし
くは飼い猫を指す。
【００１４】
　本発明に関して、“対象動物”（例えば、本発明のパラミクソウイルスによる感染に感
受性であるか、または本発明のワクチンで治療されるか、または本発明の関係で診断され
る対象動物）という用語は、動物、好ましくは哺乳動物、具体的には食肉目（好ましい）
、げっ歯目、翼手目および霊長目のメンバー、より好ましくはネコ科、イヌ科、キヌゲネ
ズミ科、ネズミ科またはヒト科のメンバーから成る群から選択される哺乳動物である。好
ましくは、対象動物は、ネコ科のメンバー、具体的にはネコ属（前記が本明細書では好ま
しい）、オオヤマネコ属、ヒョウ属、ウンピョウ属、カラカル属、レオパルドゥス属、ピ
ューマ属、アシノニムス属、ベンガルヤマネコ属およびオトコロブス属のメンバーである
。イヌ科には、例えばイヌ属およびキツネ属、例えばハイイロオオカミ（Canis lupus）
、好ましくはイエイヌ（Canis lupus familiaris）（飼い犬（domestic dog））が含まれ
る。しかしながら、本発明はこれらの種、目および科に限定されない。ネコ属には、例え
ばヤマネコ（Felis silvestris）の種、例えばヨーロッパヤマネコ（Felis silvestris s
ilvestris）（ヨーロッパ山猫）、野猫、好ましくはイエネコ（Felis silvestris catus
）（フェリス・カツス（Felis catus）（すなわち飼い猫）としても知られている）、ジ
ャングルキャット（Felis chaus）、クロアシネコ（Felis nigripes）、スナネコ（Felis
 margarita）およびハイイロネコ（Felis bieti）が含まれる。ヒョウ属には、例えばト
ラ（Panthera tigris）、ライオン（Panthera leo）、ジャガー（Panthera onca）、レオ
パード（Panthera pardus）、ユキヒョウ（Panthera uncial）およびライガーが含まれる
。他のネコ科には、リンクス・リンクス（Lynx lynx）、リンクス・ルフス（Lynx rufus
）、アシノニクス・ジュバツス（Acinonyx jubatus）（チーター）、ピューマ・コンコロ
ル（Puma concolor）（クーガー）、レオパルドゥス・パルダリス（Leopardus pardalis
）（オセロット）が含まれるが、ただしこれらに限定されない。ヒト科の哺乳動物には、
ボルネオオランウータン（Pongo pygmaeus）、スマトラオランウータン（Pongo abelii）
、ゴリラ・ゴリラ（Gorilla gorilla）、チンパンジー（Pan troglodytes）、ボノボ（Pa
n paniscus）、およびホモ・サピエンス・サピエンス（Homo sapiens sapiens）（ヒト）
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が含まれる。翼手目（コウモリ）には大翼手亜目（オオコウモリ）および小翼手亜目（コ
コウモリ）が含まれる。哺乳動物はまた、典型的なペット種、例えばモルモット（Cavia 
porcellus）、家兎（Oryctolagus cuniculus）、ファンシーマウス（Mus musculus）、フ
ァンシーラット（Rattus norvegicus）、フェレット（Mustela putorius furo）、または
シリアンハムスター（Mesocricetus auratus）であり得る。哺乳動物のペットおよび動物
園の動物は本明細書で好ましい。哺乳動物は、好ましくはネコ類、イヌ類、げっ歯類、ヒ
トまたはコウモリ、より好ましくはネコ類（“ネコ科の動物”）、もっとも好ましくは飼
い猫である。
【００１５】
　本発明はさらにまた、本発明に記載の核酸分子を含むDNA構築物を提供し、前記DNA構築
物は特にDNAベクター（例えばプラスミド）である。その中に本発明のヌクレオチド分子
を挿入することができるDNAベクターまたはプラスミドは当業者には認識されているであ
ろう。本明細書に記載するDNA構築物は、好ましくは単離されたDNA構築物である。本明細
書で用いられる、“核酸分子を含む”または“DNA分子を含む”という用語は、特に“核
酸分子の配列を含む”または“DNA分子の配列を含む”という用語とそれぞれ同等である
と理解される。したがって、本発明はまた、本発明の核酸を含むベクターおよび前記ベク
ターを含む宿主細胞に関する。
　さらにまた、本発明は本明細書に記載するDNA構築物のRNA転写物を提供し、前記RNA転
写物は好ましくは単離されたRNA転写物である。本発明はまた、本明細書に記載するDNA構
築物をトランスフェクトした細胞を提供し、前記細胞は好ましくは単離された細胞である
。したがって、本発明はまた上述の細胞によって生産されるネコパラミクソウイルスを提
供し、前記ネコパラミクソウイルスは好ましくは単離されたネコパラミクソウイルスであ
る。さらにまた、本発明は本明細書で述べたRNA転写物をトランスフェクトした細胞を提
供し、前記細胞は好ましくは単離された細胞である。したがって、本発明はまた上述の細
胞によって生産されるネコパラミクソウイルスを提供し、前記ネコパラミクソウイルスは
好ましくは単離されたネコパラミクソウイルスである。その中で本発明のパラミクソウイ
ルスまたは本発明のポリペプチドを生産することができる宿主細胞には、HEK293、HEK293
T、Vero、CrFK、LLC-MK2、BHK21、CHO、BSR-T7/5、MA-104およびHELA細胞が含まれるが、
ただしこれらに限定されない。
【００１６】
　本発明はさらにまた、ゲノムが本発明の核酸分子を含む、またはそのゲノムが本発明の
核酸分子によってコードされるRNA分子を含むネコパラミクソウイルスを提供し、前記ネ
コパラミクソウイルスは好ましくは単離されたネコパラミクソウイルスである。別の特徴
では、本発明はネコパラミクソウイルスを生産する方法を提供し、前記方法は、本明細書
に記載するDNA構築物または本発明の核酸により細胞をトランスフェクトする工程を含む
。
　本発明に記載のパラミクソウイルスはまた、キメラウイルス（すなわちそのゲノムが異
種核酸配列を含む本発明のパラミクソウイルス）であり得る。キメラウイルスは、例えば
異種ヌクレオチド配列を含むベクターによってコードされ得る。本発明にしたがえば、キ
メラウイルスはしたがってウイルスベクターによってコードされることができ、当該ベク
ターには異種ヌクレオチド配列が、本来のまたは本来ではない配列のために、付加、挿入
または置換されてある。キメラウイルスは、例えば、2つ以上のウイルス、例えば2つ以上
のパラミクソウイルス株に対して防御する組換えワクチンの作製のために用いることがで
きる。弱毒化および複製欠損ウイルスは生ワクチンによるワクチン免疫に代わって用いる
ことができる。異種配列は、任意の伝染性病原体の抗原または任意の疾患と密接に関係し
免疫応答を引き出すことができる抗原をコードすることができる。
【００１７】
　本発明はさらにまた、本発明のパラミクソウイルスおよび/または本発明のポリペプチ
ドに特異的な抗体に関する。本明細書で用いられる“抗体”という用語は、特段の指示が
ないかぎり広く用いられ、抗体分子および様々な抗体由来分子の両方を指す。そのような
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抗体由来分子は、少なくとも1つの可変領域（重鎖または軽鎖可変領域）とともに、個々
の抗体軽鎖、個々の抗体重鎖、抗体鎖と他の分子との間のキメラ融合物などを含む。本発
明に記載の機能的免疫グロブリンフラグメントは、Fv、scFv、ジスルフィド結合Fv、Fab
、およびF(ab')2であり得る。抗体は例えば、IgM、IgD、IgE、IgAまたはIgG（例えばIgG1
、IgG2、IgG2b、IgG3若しくはIgG4、または対応する種の対応するIgGサブクラス）であり
得る。さらに“抗体”という用語に包含されるものは、ポリクローナル抗体、モノクロー
ナル抗体（“mAb”）、キメラモノクローナル抗体、ヒト化抗体、遺伝子操作モノクロー
ナル抗体である。例えば、そのような抗体は、非ヒト哺乳動物（例えばマウスまたはウサ
ギ）に本発明の（完全な）パラミクソウイルスまたはその部分（例えば本発明のポリペプ
チドまたはその抗原フラグメント）を投与し、その後に抗体または抗体産生細胞を単離す
ることによって入手できる。また別には、抗体ライブラリーをそのような抗体についてス
クリーニングすることもできる。ヒト（またはネコ科の動物若しくはイヌ科の動物若しく
は任意の他の所望される種）の抗体、ヒト化（またはイヌ化、ネコ化若しくは任意の他の
種）抗体、またはキメラ抗体は当業界で周知である。例えば、ファージディスプレーおよ
びゼノマウス系技術を用いて、ヒト、ネコ科の動物、イヌ科の動物または他の種をベース
とするモノクローナル抗体を作製することができる。上記に記載の方法にしたがって作製
または特定した抗体を、本発明のネコパラミクソウイルスの抗原に対する特異性および/
または本発明のネコパラミクソウイルスの中和能力について当業界で公知の生物学的アッ
セイを用いて試験することができる。本明細書で好ましい抗体は、本発明のネコパラミク
ソウイルスの表面エピトープに対して特異的なもの、特にヘマグルチニンタンパク質（配
列番号:6または配列番号:13に記載のポリペプチド）に対する抗体、または融合タンパク
質（配列番号:5または配列番号:12に記載のポリペプチド）に対する抗体である。本発明
の抗体に関して、“～に特異的”および“特異的結合”という用語は、問題の分子または
そのフラグメントに対して生じた抗体を指す。抗体は、問題の分子または上述のそのフラ
グメントに対する当該抗体の親和性が、当該問題の分子を含むサンプルに含まれる他の分
子に対する親和性よりも少なくとも10倍強い、好ましくは50倍強い、より好ましくは100
倍強い、もっとも好ましくは少なくとも1000倍強い場合に特異的であると考えられる。本
発明の抗体を用いて、サンプル中の本発明のネコパラミクソウイルスを検出するか、およ
び/または診断の目的のために、例えば治療方法の有効性および/または疾患の進行をモニ
ターすることができる。
【００１８】
　さらに別の特徴では、本発明は、本発明のパラミクソウイルスに対する免疫原性組成物
またはワクチンに関する。前記ワクチンは例えば、
（a）本発明に記載のパラミクソウイルス；
（b）本発明に記載の核酸；
（c）本発明に記載のポリペプチド；または
（d）本発明に記載の抗体；
および医薬的に許容できる担体または賦形剤を含むことができ、好ましくは、前記担体は
皮内または筋肉内適用に適切であり、場合によって前記ワクチンはさらにまたアジュバン
トを含む。
　前記免疫原組成物は例えば、
（a）請求項5、6または7のいずれか1つに記載のパラミクソウイルス；
（b）請求項1または2のいずれか1つに記載の核酸；
（c）請求項10に記載のポリペプチド；
（d）請求項11に記載の抗体；
（e）異種または自己(ポリ)ペプチドに融合された、請求項10に記載のポリペプチド、
および場合によって医薬的に許容できる担体または賦形剤を含むことができ、好ましくは
、前記担体は皮内または筋肉内適用に適切であり、場合によって前記ワクチンはさらにま
たアジュバントを含む。
【００１９】
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　本明細書で用いられる“免疫原性組成物”は、本発明に記載の少なくとも1つのパラミ
クソウイルス、核酸、ポリペプチド若しくは抗体または前記の免疫原性部分を含む物質の
組成物であり、宿主で当該組成物に対する免疫学的応答（細胞性または抗体媒介免疫応答
）を惹起する。特定の特徴では、免疫原性組成物は免疫応答を誘発し、より好ましくは、
パラミクソウイルス感染の臨床徴候の1つ以上に対して防御免疫を付与する。
　本発明の特定の特徴で用いられる“ワクチン”という用語は、動物で免疫学的応答を誘
発する少なくとも1つの免疫学的に活性な成分および当該活性成分の免疫学的活性を強化
する1つ以上の追加成分を必然的ではないが場合によって含む医薬組成物を指す。ワクチ
ンは、医薬組成物に典型的なさらに別の成分を追加的に含むことができる。区別の手段と
して、ワクチンの免疫学的に活性な成分は、いわゆる改変生ワクチン（MLV）では完全な
ウイルス粒子をそれらの本来の形または弱毒化粒子として含み、いわゆる殺滅ワクチン（
KV）では適切な方法によって不活化した粒子を含むことができる。別の形態では、ワクチ
ンの免疫学的に活性な成分は生物の適切なエレメントを含むことができ（サブユニットワ
クチン）、これらのエレメントは、全粒子またはそのような粒子を含む増殖培養を破壊す
る工程および場合によって所望の構造物を取得するその後の精製工程によって、または例
えば細菌、昆虫、哺乳動物若しくは他の種の適切な系の使用による適切な操作を含む合成
プロセスおよび場合によってその後の単離および精製工程によって、またはワクチンを必
要とする動物での適切な医薬組成物を用いる遺伝材料の直接取り込みによる合成プロセス
の誘発（ポリヌクレオチドワクチン免疫）によって生成される。ワクチンは、上記に記載
のエレメントの1つまたは同時に2つ以上を含むことができる。本発明の特定の特徴で用い
られる“ワクチン”という用語は、抗原性物質を含む獣医的使用のための改変生弱毒化ワ
クチンを示し、パラミクソウイルス感染、好ましくはネコパラミクソウイルス感染によっ
て惹起される疾患に対して特異的で能動的な免疫を誘発する目的のために投与される。本
発明のさらに別の特定の特徴では、ワクチンはとりわけ生ワクチン、生弱毒化ワクチン、
不活化ワクチンまたは複合化ワクチンであり得る。
【００２０】
　様々な物理的および化学的不活化方法が当業界で公知である。“不活化”という用語は
、照射を受けたか（紫外線（UV）、X線、電子線またはガンマ照射）、加熱されたか（例
えば55℃から65℃の温度で30分から数時間、例えば56℃で3時間）、または不活化、殺滅
のために化学的に処理された、以前には病毒性または非病毒性のウイルスを指し、そのよ
うなウイルスはその免疫原性を維持する。ある特徴では、本明細書に開示する不活化パラ
ミクソウイルスは、不活化剤による処理で不活化できる。適切な不活化剤には、ベータ-
プロピオラクトン、バイナリまたはベータ-またはアセチル-エチレンイミン、グルタルア
ルデヒド、オゾン、およびホルマリン（ホルムアルデヒド）が含まれる。
　ホルマリンまたはホルムアルデヒドによる不活化のためには、ホルムアルデヒドは典型
的には水およびメチルアルコールと混合されてホルマリンを生じる。メチルアルコールの
添加は、不活化プロセス時の分解または交差反応を防ぐ。ある実施態様は、ホルムアルデ
ヒドの37％溶液の約0.1％から1％を用いてウイルスを不活化する。ホルマリンの量を調整
して、材料が不活化されるが高投薬量による副作用がそれほど強くないことを担保するこ
とが重要である。
　より詳しく言えば、ウイルスに関して“不活化”という用語は、ウイルスがin vivoお
よびin vitroで複製できないことを意味する。例えば、“不活化”という用語は、in vit
roで増殖していて、化学的または物理的手段を用いて脱活性化され、したがってもはや複
製し得ないウイルスを指すことができる。別の例では、“不活化”という用語は、増殖し
ていて、続いてウイルスの懸濁物、ウイルスのフラグメントまたは構成要素（これらはワ
クチンの成分として用いることができる）を生じる化学的または物理的手段を用いて脱活
性化されたウイルスを指すことができる。本明細書で用いられるように、“不活化”、“
殺滅”または“KV”という用語は互換的に用いられる。
　“生ワクチン”という用語は、生きている、特に生きているウイルスの活性成分を含む
ワクチンを指す。
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【００２１】
　本明細書に記載される、任意の1つ以上の医薬的に許容できる担体または賦形剤には、
任意のかつ全ての溶媒、分散媒体、被覆剤、アジュバント、安定化剤、希釈剤、保存料、
抗菌および抗カビ剤、等張剤、吸着遅延剤などが含まれる。いくつかの特徴では、特に凍
結乾燥された免疫原性組成物を含む特徴では、安定化剤には凍結乾燥またはフリーズドラ
イに対する安定化剤が含まれる。
　好ましい特徴では、本発明の免疫原性組成物は、1用量当たり本明細書に記載の弱毒化
パラミクソウイルスの101から107ウイルス粒子、好ましくは1用量当たり103から106粒子
、より好ましくは1用量当たり104から106粒子量を含む。
　別の好ましい特徴では、本発明の免疫原性組成物は、1用量当たり少なくとも約103 TCI
D50/mL、好ましくは1用量当たり103から105 TCID50/mLのウイルス力価と同等の本発明に
記載のパラミクソウイルス量を含む。
　本明細書で用いられる、“ワクチン”および“ワクチン組成物”という用語は互換的に
用いられ、特に、当該組成物に暴露された対象動物で防御免疫応答を惹起する組成物を指
す。免疫応答には抗体の誘発および/またはT細胞応答の誘発が含まれ得る。
　本発明のワクチンはまた、マーカーワクチン（すなわち感染動物とワクチン接種動物と
の免疫学的弁別または分離を可能にするワクチン）であり得る。例えば、マーカーワクチ
ンは、それに対してワクチン免疫される病原体（すなわち本発明のパラミクソウイルス）
に存在する免疫原性抗原を欠き、したがってワクチン免疫でマイナスマーカーを生じるこ
とができる。そのようなマーカーワクチンはまた、獣医医療ではDIVAまたはSIVAワクチン
（“感染動物とワクチン接種動物の区別/分離（Differentiation/Segregation of infect
ed from vaccinated animals）”）と称され、特に生産用家畜（例えば飼育動物）に有用
である。
【００２２】
　通常、“免疫応答”には以下の作用の1つ以上が含まれる（ただしこれらに限定されな
い）：問題の組成物またはワクチンに含まれる1つの抗原または複数の抗原に特異的に向
けられる、抗体、B細胞、ヘルパーT細胞、サプレッサーT細胞、および/または細胞傷害性
T細胞の生産または活性化。好ましくは、宿主は治療的または防御的な免疫学的（メモリ
ー）応答を示し、したがって、新たな感染に対する耐性は強化され、および/または疾患
の臨床的重篤度は軽減されるであろう。そのような防御は、病原体の感染と密接に関係す
る臨床徴候の数若しくは重篤度の軽減または前記臨床徴候の1つ以上の欠如、ウイルス血
症開始の遅延、ウイルス持続の緩和、全体的ウイルス量の低下、および/またはウイルス
排出の低下によって示されるであろう。したがって、“免疫応答”は、特に問題の組成物
またはワクチンに対する細胞性および/または抗体媒介免疫応答の発達を意味する（ただ
し前記に限定されない）。
　ある特徴では、ワクチンは、本発明のポリペプチドと別のペプチドまたはポリペプチド
との融合タンパク質を含む。融合パートナーは、異種ポリペプチド/ペプチドまたは自己
ポリペプチド/ペプチドであり得る。本発明のポリペプチドに融合できる異種ポリペプチ
ドには、カナリヤポックスウイルスのポリペプチド（特にネコのワクチンの場合）、ミク
ソーマウイルスのポリペプチド（特にウサギのワクチンの場合）、またはヘルペスウイル
スのポリペプチドが含まれるが、ただしこれらに限定されない。
【００２３】
　別の特徴では、本発明は、本発明のパラミクソウイルスを対象動物からのサンプル中に
検出する方法に関する。本発明に関するサンプルは、生物学的サンプル、特に、対象動物
の診断、予後判定または評価の目的のために入手される体液または組織サンプルである。
本発明の目的のための“対象動物”にはヒトおよび他の哺乳動物の両方が含まれる。した
がって、前記方法はヒトの診断および獣医の適用の両方に応用できる。好ましい試験サン
プルには、全血、血漿、尿、唾液、喀痰、吸引物、穿刺物、および粘膜スワブ（拭き取り
検体）が含まれる。付け加えれば、いくつかの試験サンプルは、分画または精製手順（例
えば全血の血清または血漿成分への分離）の後で分析が容易になることは当業者には理解
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されよう。したがって、本発明の好ましい実施態様では、サンプルは、血液サンプル、血
清サンプル、血漿サンプル、唾液サンプル、吸引サンプル、穿刺サンプル、粘膜スワブお
よび尿サンプルまたは上述のサンプルのいずれかの抽出物から成る群から選択される。パ
ラフィン組織切片サンプルもまた用いることができる。好ましくは、サンプルは血液また
は尿サンプル、もっとも好ましくは血清サンプルまたは血漿サンプルである。適切な場合
には、サンプルは本発明での使用前に均質化するかまたは溶媒で抽出して液体サンプルを
入手せねばならないことがある。この液体サンプルは溶液または懸濁物であり得る。液体
サンプルは、本発明での使用前に1つ以上の前処理に付すことができる。そのような前処
理には、希釈、ろ過、遠心分離、濃縮、沈降、沈殿、透析が含まれるが、ただしこれらに
限定されない。前処理はまた、当該溶液への化学物質または生化学物質（例えば酸、塩基
、緩衝液、塩、溶媒、反応性染料、洗剤、乳化剤、キレート剤、）の添加を含むことがで
きる。本発明に関して“血漿”は、遠心分離後に得られる抗凝固剤を含む血液の実質的に
細胞を含まない上清である。例示的な抗凝固剤には、カルシウムイオン結合化合物、例え
ばEDTAまたはクエン酸塩、およびトロンビン阻害剤、例えばヘパリン塩またはヒルジンが
含まれる。無細胞血漿は、抗凝固剤添加血液（例えばクエン酸塩、EDTAまたはヘパリン添
加血液）を2000から3000gで少なくとも15分間遠心分離することによって入手できる
【００２４】
　検出は、核酸レベルであるか（すなわちウイルスのゲノムRNAがサンプル中に検出され
る）、またはウイルスタンパク質レベル（例えば免疫アッセイを利用）であり得る。当業
界で公知の任意の免疫アッセイ系をこの目的のために用いることができ、前記系には、競
合および非競合アッセイ系（例えば放射能免疫アッセイ技術を用いる）、ELISA（酵素結
合免疫吸着アッセイ）、“サンドイッチ”免疫アッセイ、プレシピチン反応、ゲル拡散プ
レシピチン反応、免疫拡散アッセイ、凝集アッセイ、補体固定アッセイ、免疫放射能測定
アッセイ、蛍光免疫アッセイ、タンパク質A免疫アッセイおよび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。さらにウェスタンブロットアッセイまたはラ
テラルフロー免疫アッセイもまた用いることができる。ウイルス核酸は、例えば逆転写及
びポリメラーゼ連鎖反応（RT-PCR）で特異的プライマーおよび/またはプローブを用いて
検出できる。例えば、核酸の検出は対象動物の尿サンプルで直接実施することができる。
他の核酸系サンプル（例えばNASBA）もまた用いることができる。PCRアッセイは、例えば
ネステッドPCR、セミネステッドPCRおよび定量的PCRのような様式を含むことができる。
【００２５】
　特に、本発明は本発明に記載のパラミクソウイルスをサンプルにおいて検出する方法に
関し、前記方法は以下の工程を含む:
（i）本発明に記載の核酸に対して特異的な1つ以上のオリゴヌクレオチドプライマーおよ
び/またはプローブと当該サンプルを接触させる工程（すなわち、当該プライマーおよび/
またはプローブは好ましくは前記核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする
）、および
（ii）パラミクソウイルスと前記1つ以上のオリゴヌクレオチドプライマーおよび/または
プローブとの間の結合を検出する工程。
　別の特定の特徴では、本発明はサンプル中の本発明に記載のパラミクソウイルスを検出
する方法に関し、前記方法は以下の工程を含む:
（i）本発明に記載の抗体と当該サンプルを接触させる工程、および
（ii）パラミクソウイルスと前記抗体との間の結合を検出する工程。
　本発明のパラミクソウイルスを検出する方法は、したがってサンプル中のパラミクソウ
イルスの直接検出に基づくことができる。しかしながら、当該方法はまた、より間接的な
アプローチ、すなわちパラミクソウイルスに対する抗体のサンプル中の存在の検出に基づ
くことができる。パラミクソウイルスに対する抗体の存在は、当該対象動物の免疫系がす
でにパラミクソウイルスと接触し、したがって対応する免疫応答が開始したことを示す。
この状況では、パラミクソウイルスによる真の感染は、マーカーワクチン（DIVA、上記参
照）から欠落した抗原（すなわち本発明のポリペプチドまたはその抗原性フラグメント）
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をサンプル中に検出することによって、マーカーワクチンでワクチン免疫された対象動物
と区別することができる。
【００２６】
　したがって、本発明はまた、本発明に記載のパラミクソウイルスをサンプル中に検出す
る方法に関し、前記方法は、前記パラミクソウイルスに対する抗体の前記サンプル中の有
無を検出する工程を含む。サンプル中の抗体を検出する適切なアプローチには、上記に記
載の免疫アッセイ（例えばELISA、特にサンドイッチELISAおよびラテラルフローアッセイ
）が含まれる。したがって、本発明はまた、本発明のパラミクソウイルスをサンプル中に
検出する方法に関し、前記方法は、パラミクソウイルスの抗原とサンプルを接触させて、
前記パラミクソウイルスに対する当該サンプル中の抗体（存在するとして）と前記抗原と
の結合を検出する工程を含む。前記抗原は好ましくは表面に固定される。前記抗原と結合
した抗体は、例えば二次検出抗体（例えば、ネコ科の動物のサンプルの場合には、ネコ免
疫グロブリン（Ig）に対する抗体（例えばマウス抗ネコIg抗体））を用いることによって
検出することができる。本発明のポリペプチドの例示的な抗原性エピトープは下記の表2
に記載される：

　これらのエピトープ（または前記エピトープの1つ以上を含む本発明のポリペプチドの
フラグメント）は、例えば本発明のパラミクソウイルスに対する抗体の作製に用いること
ができる。
【００２７】
　別の特徴では、本発明は、本発明のパラミクソウイルスによる対象動物の感染を診断す
る方法に関する。特に、本発明はまた、対象動物（好ましくはネコ科の動物、より好まし
くは飼い猫）のサンプルについて本発明に記載のパラミクソウイルスによる感染を診断す
る方法に関し、前記方法は上記に記載したパラミクソウイルスの検出方法を含み、前記パ
ラミクソウイルスの存在は感染の指標である。別の特徴では、本発明は、対象動物（好ま
しくは飼い猫）からのサンプルについて本発明に記載のパラミクソウイルスによる感染を
診断する方法に関し、前記方法は、本発明の前記パラミクソウイルスに対する抗体の検出
方法を含み、前記抗体の存在は前記パラミクソウイルスによる感染の指標である。
　本発明の検出方法および診断方法に関しては、パラミクソウイルスの融合タンパク質ま
たはヘマグルチニンの検出が好ましい。ある特徴では、ウイルスポリメラーゼが検出され
ないこと、または少なくともウイルスゲノム（配列番号:1または8）のヌクレオチド残基1
0055から10560に相当するエピトープまたは領域が検出されないことがまた好ましい。
　別の特徴では、本発明は、本発明のパラミクソウイルスの検出のためのキットに関する
。ある実施態様では、キットは、本発明のパラミクソウイルスに特異的な1つ以上の抗体
を含むことができる。別の実施態様では、キットは、本発明のパラミクソウイルスの検出
のためのオリゴヌクレオチドプライマーおよび/またはプローブを含むことができる。
【００２８】
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　最後に、本発明は、本発明のワクチン、核酸、ポリペプチド、抗体および免疫原性組成
の医療上の使用並びに対象動物でパラミクソウイルスによる感染を治療および/または予
防する方法に関する。例えば、本発明のワクチンまたは免疫原性組成物を用いて、パラミ
クソウイルスによる感染の臨床徴候、好ましくは泌尿生殖器系の感染（より具体的には泌
尿器系の感染）の臨床徴候または腎性/腎疾患、特にヒトまたは非ヒト哺乳動物の慢性腎
性疾患、もっとも好ましくは尿細管間質性腎炎（TIN）を軽減することができる。特に、
本発明は、パラミクソウイルス、特に本発明のネコパラミクソウイルスによる感染の治療
または予防で使用される本発明のワクチンまたは免疫原性組成物に関する。
　本発明はさらに本発明のワクチンまたは免疫原性組成物に関し、前記ワクチンまたは免
疫原性組成物は、感染、特に泌尿生殖器系の感染（より具体的には泌尿器系の感染）また
は腎性/腎疾患、特にヒトまたは非ヒト哺乳動物の慢性腎性疾患、もっとも好ましくは哺
乳動物（好ましくはネコ科の動物、より好ましくは飼い猫）の尿細管間質性腎炎（TIN）
の治療または予防で使用される。
　本発明はまた、パラミクソウイルス、特に本発明に記載のネコパラミクソウイルスによ
る感染を対象動物（好ましくは飼い猫）において治療または予防する方法に関し、前記方
法は、ワクチンまたは免疫原性組成物を前記対象動物に投与する工程を含む。
　本発明はまた、腎疾患、好ましくは慢性腎疾患、もっとも好ましくは尿細管間質性腎炎
（TIN）を対象動物（好ましくはネコ科の動物、より好ましくは飼い猫）で治療または予
防する方法に関し、前記方法は、本発明のワクチンまたは免疫原性組成物を前記対象動物
に投与する工程を含む。
　好ましい特徴では、本発明のワクチンまたは免疫原性組成物は、本発明のパラミクソウ
イルスによる感染を対象動物で予防するために用いられる。
【００２９】
　本発明はさらに本発明のワクチンまたは免疫原性組成物に関し、前記ワクチンまたは免
疫原性組成物は、病原性パラミクソウイルス、好ましくは本発明のパラミクソウイルスの
感染によって引き起こされる臨床徴候または疾患を対象動物で軽減または予防する方法に
おいて使用されるか、または病原性パラミクソウイルス、好ましくは本発明のパラミクソ
ウイルスによる感染を対象動物で治療または予防する方法において使用され、好ましくは
前記対象動物はネコ科の動物である。本発明はさらに本発明のワクチンまたは免疫原性組
成物に関し、前記ワクチンまたは免疫原性組成物は、対象動物（好ましくはネコ科の動物
）をパラミクソウイルス、好ましくは本発明に記載のパラミクソウイルスによる感染から
、または病原性パラミクソウイルス、好ましくは本発明のパラミクソウイルスによる感染
で引き起こされる臨床徴候または疾患から防御する方法で使用される。
　本発明はさらに、パラミクソウイルス、好ましくは本発明のパラミクソウイルスによっ
て対象動物で引き起こされる臨床疾患または臨床徴候に対して、対象動物（好ましくはネ
コ科の動物）を免疫する方法に関し、前記方法は、当該対象動物（好ましくはネコ科の動
物）に本発明に記載の免疫原性組成物またはワクチンを投与する工程を含み、前記ウイル
スはパラミクソウイルス感染の臨床徴候を引き起こすことはできないが、当該対象動物（
好ましくはネコ科の動物）にパラミクソウイルス、好ましくは本発明のパラミクソウイル
スの病原型に対して免疫を付与する免疫応答を誘発することができる。
　したがって、本発明はまた、パラミクソウイルス、好ましくは本発明のパラミクソウイ
ルスによって対象動物で引き起こされる臨床疾患に対してまたは臨床徴候に対して、対象
動物（好ましくはネコ科の動物）でパラミクソウイルス感染（好ましくは本発明のパラミ
クソウイルスによる感染）の臨床徴候を防御または軽減する方法に関し、前記方法は、当
該対象動物（好ましくはネコ科の動物）に本発明に記載の免疫原性組成物またはワクチン
を投与する工程を含み、前記ウイルスはパラミクソウイルス感染の臨床徴候を引き起こす
ことはできないが、当該対象動物（好ましくはネコ科の動物）にパラミクソウイルス、好
ましくは本発明のパラミクソウイルスの病原型に対して免疫を付与する免疫応答を誘発す
ることができる。
　本発明はさらに、対象動物（好ましくはネコ科の動物）をパラミクソウイルス、好まし
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くは本発明に記載のパラミクソウイルスと密接に関係する疾患に対してワクチン免疫する
ための、および/または前記と密接に関係するかまたは前記によって引き起こされる1つ以
上の臨床徴候の発生率若しくは重篤度を対象動物で軽減するためのキットに関し、前記キ
ットは以下を含む：
（a）ワクチンを当該対象動物、好ましくはネコ科の動物に投与することができるディス
ペンサー；および
（b）本発明に記載の免疫原性組成物またはワクチン；および
（c）場合によって指示冊子。
　全引用特許および非特許文書は参照によってその全体が本明細書に含まれる。
【図面の簡単な説明】
【００３０】
【図１】細胞培養上清のネコパラミクソウイルス（FPaV-2）の検出　FPaV-2“ゴードン”
株の感染後、CrFKおよびLLC-MK2細胞のそれぞれ継代3の細胞培養上清の分析が示される。
M：DNAサイズ標準物；1：CrFK細胞の細胞培養上清；2：LLC-MK2細胞の細胞培養上清；3：
水；4：陽性コントロール。
【図２】FPaV-2“ゴードン”単離株を感染させたLLC-MK2細胞の免疫蛍光　DAPIで染色し
た細胞核。FPaV-2感染細胞は緑色蛍光を示す。拡大：200ｘ；感染後5日で染色。
【図３】ネコ初代腎細胞の単離。拡大：100ｘ、播種後48時間。
【図４】ネコ初代腎細胞のFPaV-2による感染　細胞核はDAPIで染色される。FPaV-2感染細
胞は緑色蛍光を示す。拡大：200ｘ；感染後5日で染色。
【図５】FPaV-2感染ネコの抗体の多様性　SDS-PAGEで分離しニトロセルロース膜にブロッ
トした、半精製のFPaV-2まるごとのウェスタンブロット分析。A＝FPaV-2陽性ネコ‘TV25
’の1:100希釈血清サンプルとともにインキュベーション； B＝パラミクソウイルス陰性
ネコの1:100希釈サンプルとともにインキュベーション； C＝1:200希釈抗ヌクレオキャプ
シド抗体とともにインキュベーション。ウイルスタンパク質に対する特異的反応は、標的
抗体とのそれらの反応性を基準にして（ヌクレオキャプシドおよびリンタンパク質）、ま
たはそれらの予想される分子量を基準にして（ポリメラーゼおよびヘマグルチニンタンパ
ク質）右下に注釈されている。
【図６】ネコ血清サンプル中のFPaV-2抗体検出用ELISAの開発　ネコ血清サンプルを特異
抗体の存在についてFPaV-2-IFAでスクリーニングした。IFAの結果をゴールドスタンダー
ドとしてOD値と比較した。0.5より小さいOD値を有するサンプルをFPaV-2陰性と定義し、
一方、0.7より高いOD値を有するサンプルをFPaV-2陽性と定義する。灰色の枠は‘ボーダ
ーライン’サンプルを示し、これはIFAでチェックしてELISAの結果を評価する必要がある
。
【図７】FPaV-2の主要免疫標的細胞　FPaV-2（MOI 0.1）による感染後48時間のPBMCのフ
ローサイトメトリー分析。細胞をT細胞表面マーカー（CD4）およびB細胞表面マーカー（C
D2）について、さらにポリクローナルヌクレオキャプシド抗体を用いて細胞内FPaV-2の存
在について染色した。AおよびC＝模擬感染PBMC、BおよびD＝FPaV-2感染PBMC
【図８】FPaV-2免疫ウサギのウェスタンブロット分析　半精製の全FPaV-2をSDS-PAGEで分
離してニトロセルロース膜にブロットした。A＝免疫前のウサギNo.2の血清サンプル（1:1
00希釈）とともにインキュベーション（前免疫血清）、B＝熱不活化FPaV-2による免疫後2
週間のウサギNo.2の血清サンプル（1:100希釈）とともにインキュベーション。ウイルス
タンパク質に対する特異的反応は、図5に示した反応性を基準にして右下に注釈されてい
る。　免疫前血清とは対照的に、FPaV-2特異的抗体が免疫後5週間で検出された。
【実施例１】
【００３１】
　FPaV-2の検出
　サンプルの収集：
　慢性腎疾患を有する雄ネコ（13歳齢）の尿を収集し、氷上で保存した。
　RNA単離：
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　‘QIAampウイルスRNAミニキット’（Qiagen, Hilden）を用いて300μLの尿からRNAを単
離し、50μLの緩衝液AVEに溶出させて-80℃で保存した。
　RT-PCR：
　RT-PCRは、‘スーパースクリプトIII単工程RT-PCR系白金Taqハイフェデリティー’（‘
SuperScript III One Step RT-PCR System with Platinum Taq High Fidelity'）（Life 
Technologies）を用いて単工程で実施する。Tongら（2008）（J Clin Microbiol.46(8):2
652-8）の記載にしたがうが、いくつかの小さな変更を加える：9マイクロリットルのRNA
を12.5μLの反応緩衝液（2倍の各々0.4mMのdNTPおよび2.4mM MgSO4）、2μLの硫酸マグネ
シウム（5mM）、0.25μLのプライマーRES-MOR-HEN-R（100μM）、0.25μLのプライマーRE
S-MOR-HEN-F1（100μM）、0.5μLのRNase阻害剤（40U/μL）（Life Technologies）およ
び0.5μLの‘スーパースクリプトIII/白金Taqハイフェデリティー酵素ミックス’（‘Sup
erScript III/Platinum Taq High Fidelity Enzyme Mix’）と混合する。続いて、サンプ
ルを以下の温度プロフィールにしたがって処理する：60℃で1分、45℃で30分および94℃
で2分。この処理の後で、サンプルを以下のように加熱する：94℃で15秒、48℃で30秒お
よび68℃で30秒の45サイクルとともに68℃で5分の最終伸長工程。PCR生成物は、0.2μg/m
Lの臭化エチジウムを含むトリス酢酸EDTA緩衝液（40mMトリス酢酸、1mM EDTA（pH8.3））
中でのアガロースゲル電気泳動を用いて可視化される。約611bpのサイズを有する特異的P
CRフラグメントをゲルから切り出し、‘ゲル/PCR DNAフラグメント抽出キット’（(Genea
id, Taiwan）を用いて精製する。
　配列決定：
　配列決定プライマーとしてRES-MOR-HEN-R（10μM）およびRES-MOR-HEN-F1（10μM）を
用いサンガーのジデスオキシ法を適用することによって、PCRフラグメントを配列決定す
る。得られたクロマトグラムを‘BioEdit’ソフト（バージョン7.2.4）を用いて編集し、
NCBIウェブサイトで‘ベーシックローカルアラインメント検索ツール’（‘Basic Local 
Alignment Search Tool’）によりアラインメントを実施する。
【実施例２】
【００３２】
　FPaV-2の単離
　ウイルスの培養のために、75cm2の細胞培養フラスコにLLC-MK2およびCrFK細胞を、5％
二酸化炭素を含む雰囲気下で（37℃および90％湿度）、5％FBS含有DMEM（ピルビン酸ナト
リウムおよび非必須アミノ酸を含む）に播種する。70－80％コンフルエンシー時に、細胞
を1mLの尿および5mLのDMEM（ペニシリンおよびストレプトマイシンを含む）の混合物で一
晩感染させる（37℃、5％CO2および90％湿度）。
　24時間後に、感染培養液を8mLの培養液（DMEM、ピルビン酸ナトリウム、非必須アミノ
酸、5％FBS、ペニシリンおよびストレプトマイシン）に置き換え、表示の条件でさらに6
日間培養する。この感染の細胞培養上清をさらに3回継代する。その後、この細胞培養上
清の600μLを、ネコパラミクソウイルスの存在について実施例1に記載したように試験す
る。図1はそのような実験の結果を示す。
【実施例３】
【００３３】
　FPaV-2の免疫蛍光検出
　FPaV-2感染を検出するために、LLC-MK2細胞を実施例2に記載したように感染させ、免疫
蛍光技術を用いてFPaV-2特異的抗体で染色する。
　この目的のために、付着性細胞を5日間の感染期間後にPBSで洗浄し、続いて80％アセト
ンで-20℃、10分間固定する。細胞をPBSで2回洗浄し、非特異的結合をPBS中の5％BSAとの
37℃1時間のインキュベーションによってブロックする。その後に抗FPaV-2抗体（ウサギ
抗FPaV-2ヌクレオキャプシドポリクローナル抗体）（PBSに1％のBSA中に最終濃度1μg/mL
）との37℃で1時間のインキュベーション工程が続く。細胞をPBSで3回洗浄し、その後で
‘ヤギ抗ウサギIgG(H+L）二次抗体-Alexa Fluor(商標)488複合化物’（Thermo Fisher Sc
ientific）を最終希釈1：1000（PBSに1％のBSA中）で適用する。37℃で1時間のインキュ
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ベーション時間の後で、細胞を2回PBSで洗浄し、蛍光顕微鏡を用いて細胞をFPaV-2の存在
についてスクリーニングする。結果は図2に示される。
【実施例４】
【００３４】
　FPaV-2の感染スペクトル
　FPaV-2のin vitro感受性を分析するために、種々の細胞株を感染させ、続いて実施例3
に記載したように免疫蛍光技術を用いて分析する。表3はそのような実験の結果を反映す
る。

表3：FPaV-2感染のin vitroスペクトル
【実施例５】
【００３５】
　FPaV-2によるネコ初代腎細胞の感染
　初代細胞もまたFPaV-2に感受性か否かを究明するために、初代ネコ腎細胞を単離する。
この目的のために、安楽死させたネコから腎臓を無菌的状態下で取り出し、直ちに氷上で
保存する。続いて、腎皮膜を剥がして皮質を小片に切断し、HBSSで5回洗浄する。これら
の組織片を続いてHBSS中の0.1％トリプシンを用い垂直シェーカーで処理する（37℃で20
分）。細胞懸濁物を100μmのナイロンフィルターでろ過し、ろ液を400ｘgで10分間遠心分
離する。細胞ペレットを完全腎培養液に再懸濁し、組織フラスコに播種し37℃、5％CO2お
よび90％湿度でインキュベートする。完全腎培養液は、DMEMおよびHams-F12培養液の1：1
混合物であり、以下が補充されている：‘インスリン-トランスフェリン-セレニウム-エ
タノールアミン’（Thermo Fisher Scientific）、ピルビン酸ナトリウム、非必須アミノ
酸、10％FBS、ペニシリンおよびストレプトマイシン。図3はそのような実験の典型的な結
果を示す。
　先に記載した初代ネコ腎細胞を実施例2に記載したようにFPaV-2に感染させ、実施例3に
記載したようにFPaV-2の存在について染色する。図4はそのような実験の結果を示す。
【実施例６】
【００３６】
　完全長FPaV-2ゲノムの決定及び分析
　FPaV-2細胞培養単離株、ゴードンの全ゲノム配列を得るために、RNAを細胞培養上清か
ら実施例1に記載したように単離する。続いて、実施例1に記載の一工程PCR系およびプラ
イマーウォーキング手法を用いることによって、FPaV-2特異的PCR生成物を作製する。‘
ゲル/PCR DNAフラグメント抽出キット’（Geneaid）を用いてアガロースゲルから増幅生
成物を単離し、対応する増幅プライマーを用いサンガーのジデオキシ法によって配列を決
定する。各PCRフラグメントについて配列を2回決定する。FmoPV単離株M252A（Woo et al.
(2012), Proc.Nat.Acad.Sci.109(14):5435-5440）（アクセッション番号：JQ411016.1）
を用いて得られたFPaV-2配列のアラインメントの結果は表4に示されている。
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表4：FPaV-2（ゴードン株）の全ゲノム配列の分析
nt：ヌクレオチド　　aa：アミノ酸
【実施例７】
【００３７】
　尿サンプル中のFPaV-2の存在頻度（prevalence）
　飼い猫におけるFPaV-2の存在頻度を明らかにするために、膀胱穿刺術によって尿サンプ
ルを収集し、直ちに－20℃で保存し、実施例1に記載したようにFPaV-2 RNAの存在につい
て分析した。結果は表5に示されている。

表5：飼い猫の尿サンプルにおけるFPav-2の存在頻度
【実施例８】
【００３８】
　FPaV-2株の不均一性
　実施例1に記載した手順を用いて、FPaV-2の第二の株をネコ泌尿器症候群を罹患する雄
ネコから単離した。プライマーウォーキング手法およびサンガーのジデオキシDNA配列決
定法を用いて、ウイルス単離株（‘TV25’と呼ぶ）を全ゲノム配列決定に付した。結果は
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表6に要約され、ヌクレオチド配列は配列番号:8に示されている。

表6：2つのFPaV-2単離株‘ゴードン’および‘TV25’の全ゲノム配列の比較
【実施例９】
【００３９】
　FPaV-2の電子顕微鏡
　15mLのFPaV-2細胞培養上清（実施例2に記載）を3000ｘgで10分間（4℃）遠心分離し、
続いて0.45μmの硝酸セルロースフィルターでろ過した。ろ液を20％（w/w）シュクロース
クッション上に重層し、100,000ｘgで90分間（4℃）遠心分離した。続いてペレットを100
μLのPBSに懸濁し、ウイルスをフォームバー/炭素被覆300メッシュ銅グリッドに室温で5
分間吸収させた。蒸留水による3回の洗浄工程の後で、ウイルス粒子を2％（w/v）酢酸ウ
ラニルで30秒間染色した。透過型電子顕微鏡を用いるこのサンプルの分析は、典型的なパ
ラミクソウイルスの形態学、すなわち100－150ナノメートルのサイズを有する多形性でエ
ンベロープを有するウイルス粒子を示した。
【実施例１０】
【００４０】
　FPaV-2感染ネコの抗体多様性
　FPaV-2に自然感染したネコの抗体多様性を究明するために、半精製ウイルス粒子（実施
例9で提示）を等体積のSDSローディング緩衝液（100mMトリス塩酸（pH6.8）、4％(w/v)ド
デシル硫酸ナトリウム、0.2％(w/v)ブロモフェノールブルー、20％(v/v)グリセロール、2
00mMβ-メルカプトエタノール）と混合し、95℃で5分間加熱して8％ポリアクリルアミド
ゲルにローディングした。SDS-PAGE泳動緩衝液（25mMトリス、192mMグリシン、0.1％ SDS
）中での電気泳動（130V、30分）によってウイルスタンパク質を分離し、その後ニトロセ
ルロース膜にブロットした。
　PBS-T（0.05％ tween 20）中の5％(w/v)脱脂粉乳を用いて室温で30分間ブロックした後
、ブロック緩衝液で1：100に希釈したネコ血清サンプルとともに当該膜を4℃で一晩イン
キュベートした。膜を3回PBS-Tで洗浄し、セイヨウワサビペルオキシダーゼ結合α-ネコ-



(23) JP 2019-532667 A 2019.11.14

10

20

30

40

50

IgG抗体（ブロック緩衝液で1：1000に希釈）とともに室温で1時間インキュベートした。3
,3'-ジアミノベンジジンをシグナル発生に用いた。図5Aに示すように、FPaV-2感染ネコは
、ウイルス構造タンパク質の広域スペクトル（例えばポリメラーゼ-、リン-、ヌクレオキ
ャプシド-およびヘマグルチニン-タンパク質）に対して抗体を生じることができる。ヌク
レオキャプシドタンパク質に対して示されたように（図5C）標的抗体とのウイルスタンパ
ク質の反応を基準にしてウイルスタンパク質に対する特異的反応を注釈した。
　リンタンパク質は、リン-セリン抗体（QIAGEN N.V.のQ5）を用いて強くリン酸化されて
いることが証明され、計算分子量は53kDaから約75kDaにシフトした。分子量シフトのこの
現象は、他のモルビリウイルス、例えば麻疹ウイルス（リンタンパク質＝70kDa）および
イヌジステンパーウイルス（リンタンパク質＝73kDa）でも知られている。ポリメラーゼ-
およびヘマグルチニン-タンパク質に対する特異的反応の注釈は、それらのアミノ酸配列
から予想される分子量を基準にして行った。
【実施例１１】
【００４１】
　FPaV-2の血清中和試験の開発
　FPaV-2に対する中和抗体を検出するために、血清中和アッセイ（SNT）を確立した。し
たがって、ネコ血清サンプルは56℃で30分処理して補体因子が不活化された。これらの熱
不活化血清サンプルの50μLを、FPaV-2（‘ゴードン’単離株）の100蛍光形成単位を含む
50μLのDMEMと混合し、続いて4℃で1時間インキュベートした。この混合物を用いて、96
ウェル細胞培養プレートのLLC-MK2細胞を37℃で2時間感染させた。続いて当該血清/ウイ
ルス混合物を除去し、以下（2％(v/v)熱不活化FBS、ピルビン酸ナトリウム、非必須アミ
ノ酸、ペニシリンおよびストレプトマイシン）を含むDMEMと置き換えた。細胞を5日間イ
ンキュベートし（37℃、5％CO2および90％湿度）、続いて実施例3に記載したように免疫
蛍光染色を実施した。試験血清サンプルの中和力価は、血清インキュベーションがないウ
イルスコントロールと比較したときウイルス感染性が50％減少する最高の試験血清希釈の
逆数と定義される。
【実施例１２】
【００４２】
　FPaV-2感染ネコの中和抗体のスクリーニング
　実施例11に記載したSNTを用いて、FPaV-2自然感染ネコの血清サンプルを中和抗体の存
在についてスクリーニングした。これらの実験の結果は表7に示されている。それら結果
は、FPaV-2感染は当該ウイルスに対して高力価の中和抗体を誘発できることを明瞭に示し
ている（表7のネコ血清サンプル98450およびTV25のFPaV-2-SNTの結果を参照されたい）。
対照的に、イヌジステンパーウイルス感染ネコ（表7のサンプルCDV）およびネコパラミク
ソウイルス陰性ネコ（表7のサンプルTV36）は中和抗体を示さず、検出された抗体力価がP
FaV-2特異的であることが際立つ。

表7：FPaV-2血清中和試験の結果
IFA：免疫蛍光アッセイ、CDV：イヌジステンパーウイルス陽性サンプル
【実施例１３】
【００４３】
　ネコ血清サンプルのFPaV-2抗体のスクリーニングのためのELISAの開発
　ジャーマンキャット集団のFPav-2感染の頻度を明らかにするために、組換え発現ヌクレ
オキャプシドによるELISA系を確立した。したがって、FPaV-2ヌクレオキャプシド（配列
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番号:2）の完全なオープンリーディングフレームを、制限酵素BamHIおよびXhoIを用いて
発現ベクター‘pGEX-4T-1’でクローニングした。得られた組換え発現プラスミド（‘pGE
X-Gordon-NC’）でケミカルコンピテント大腸菌（E. coli）BL21(DE3)を標準的技術によ
って形質転換し、100μg/mLのアンピシリン含有LB-寒天で選別して、‘E.coli-Gordon-NC
’と称される大腸菌クローンを得た。このクローンを1000mLのLB培地（0.2％グルコース
および100μLアンピシリンを含む）に接種し、培養が最適密度のA600nmに達するまで37℃
、200rpmで振盪した。当該時点で培養を22℃に冷却し、組換えタンパク質の発現をイソプ
ロピルβ-D-1-チオガラクトピラノシド（IPTG）（最終濃度0.1mM）で誘発した。20時間（
22℃および220rpm）インキュベートした後、培養を3000ｘgで20分間（4℃）遠心分離し、
得られたペレットを音波処理して大腸菌細胞を破壊した。組換えGST-融合タンパク質の精
製は、製造業者の記載にしたがいグルタチオンセファロース4B（GE Healthcare Life Sci
ence）を用いて実施した。
　ウェル当たり200ngの生成GST-Gordon-NCタンパク質でNunc MaxiSorp ELISAプレートを
一晩4℃で被覆し、続いてPBS-T（0.05％tween 20）による洗浄工程を3回実施した。自由
なタンパク質結合部位をPBS-T（ブロッキング緩衝液）中の5％(w/v)脱脂粉乳を37℃で30
分間用いてブロックした。血清サンプルをブロッキング緩衝液で1：100に希釈し、プライ
ムしたELISAプレートで2時間（37℃）インキュベートした。PBS-Tによる3回の洗浄工程の
後で、ウェルを二次抗体（ブロッキング緩衝液で1：10,000に希釈したヤギ抗ネコIgG(Fc)
:HRP（Bio-Rad））とともに37℃で1時間インキュベートした。3回のPBS-T洗浄サイクルに
よって未結合抗体を洗い流し、サブトラクト溶液（OPD Substrate Tablets（Thermo Fish
er Scientific））を各ウェルに適用し、酵素反応を2.5Mの硫酸によって停止させる前に2
2℃で5分間インキュベートした。吸収を490nmで測定した。このELISA系のカットオフを明
らかにするために、実施例3に記載した免疫蛍光試験を利用して、ネコの血清サンプルをF
PaV-2特異的反応についてスクリーニングした。結果は図6に示されている。IFAの結果を
ゴールドスタンダードとし、OD値と比較した。0.5より小さいOD値を有するサンプルをFPa
V-2陰性と定義し、一方、0.7より高いOD値を有するサンプルをFPaV-2陽性と定義する。0.
5と0.7の間のOD値を有する‘ボーダーライン’サンプルは、IFAでチェックしてELISAの結
果を評価する必要がある。
　このアプローチを用いて、飼い猫の230血清サンプルのうち13（＝5.6％）がFPaV-2陽性
であった。この結果は、ジャーマンキャット集団における比較的高い存在頻度を反映して
いる。
【実施例１４】
【００４４】
　FPaV-2の主要標的細胞
　ネコPBMCをFPaV-2にin vitro感染させて、ネコ免疫細胞もまたFPaV-2の標的であるか否
かを明らかにした。この目的のために、標準的なフィコール（Ficoll）密度勾配遠心分離
を用いて、健康な雄のネコから末梢血単核球（PBMC）を単離した。PBMCをRPMI中の2％(v/
v)フィトヘマグルチニン（M型、粗抽出物（Thermo Fisher Scientific））で処理し（37
℃、4時間）、続いて37℃で2時間FPaV-2を感染させるか（MOI＝0.1）、または模擬感染さ
せた。PBMCをPBSで1回洗浄し、続いて37℃で4時間、5％CO2および90％湿度でインキュベ
ートした。標準的なフローサイトメトリープロトコルを用い、細胞をCD4およびCD20表面
マーカーについて染色した。2％(w/v)パラホルムアルデヒドによる固定工程（4℃、10分
間）の後で、facs緩衝液（PBS（pH7.4）、3％FBS、0.1％アジ化ナトリウム）中の抗FPaV-
2ヌクレオキャプシド抗体（実施例2参照）で0.5(w/v)サポニンとともに細胞を22℃で30分
間細胞内染色した。染色細胞をfacs緩衝液で3回洗浄し、LSRFortessaTM（Becton Dickins
on）細胞アナライザーを用いて分析した。図7に示すように、ネコCD4陽性T細胞はネコCD2
0陽性B細胞と同様にFPaV-2の標的細胞である。これらの結果は、FPaV-2の全身性様相が生
じる得ることを明瞭に示している。
【実施例１５】
【００４５】
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　不活化FPaV-2によるウサギの免疫
　この‘実証’実験の目的は、不活化FPaV-2による免疫が中和抗体を誘発するか否か、し
たがって強力なワクチン候補として機能できるか否かを明らかにすることであった。雄の
ウサギを以下のワクチン混合物で免疫した：1mLの熱不活化（56℃で3時間）FPaV-2株‘ゴ
ードン’（1*105 FFU/mL、実施例2参照）および2mLのアジュバント（92.8％鉱物油、3.48
％ Tween80、3.48％ Span80、23％リポ多糖類）。陰性コントロール動物には、同体積の
アジュバント混合模擬感染（ウイルス無し）細胞培養上清をFPaV-2の代わりに用いた。
　免疫を以下のスキームにしたがって実施した：
－初回免疫：前免疫血清の収集、続いて、ワクチン混合物の1mLを皮下および1mLを筋肉内
に接種した。
－2回目免疫：初回免疫から14日後、ワクチン混合物の1mLを皮下および1mLを筋肉内に接
種した。
－3回目免疫：2回目免疫から7日後、ワクチン混合物の1mLを皮下および1mLを筋肉内に接
種した。
－最終採血（ウサギは死亡）：3回目免疫から14日後。
　実施例10に記載した全ウイルス調製物を用いて、最後の血清サンプルをまず初めにウェ
スタンブロット分析で試験した。この実験は、免疫後5週間で、ポリメラーゼタンパク質
、リンタンパク質、ヘマグルチニンタンパク質およびヌクレオキャプシドタンパク質に対
する特異的抗体がFPaV-2ワクチン接種動物で検出されることを示した（図8B参照）。観察
された反応の特異性はこのウサギの前免疫血清の分析によって確認した。図8Aに示すよう
に、ウイルス特異的抗体は免疫前には存在しなかった。加えて、免疫後血清サンプルの染
色パターン（図8B）はFPaV-2自然感染ネコの結果と同一で、提示したウェスタンブロット
分析の観察されるバンドのウイルス特異的特性を提供した。したがって、用いたFPaV-2ワ
クチン免疫処方は、広域の抗FPaV-2抗体を動物で誘発できる。
　これらの抗体が中和特性を有するか否かを明らかにするために、FPaV-2によるまたは模
擬感染細胞培養上清による免疫から5週間後に収集した血清サンプルを用い、（実施例11
に記載したように）FPaV-2-SNTを実施した。結果は表8に示されている。

表8：免疫ウサギのFPaV-2-SNTの結果
ウサギを実施例15に記載したように熱不活化FPaV-2株‘ゴードン’で免疫するか（ウサギ
2）または陰性コントロールとして細胞培養上清で免疫した（ウサギ1）。免疫から5週間
後に、これらウサギの血清サンプルをFPaV-2に対する中和抗体の存在について試験した。
表8の“陽性”はウイルスの増殖を意味しない。すなわち、ウイルス中和活性が存在する
。ウイルス増殖は実施例3にしたがって免疫蛍光により測定された。
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　これらの実験は、熱不活化FPaV-2処方は高力価の中和抗体を誘発することができ、それ
ら抗体はウイルス感染を阻害することができることを明瞭に示している。ウサギでの試験
であったが、同様なワクチン免疫戦略が他の動物（例えば飼い猫）で有効であろうと推定
できる。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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【図７－１】 【図７－２】

【図８】
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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】
　以下から成る群から選択されるヌクレオチド配列を有するポリヌクレオチドを含む核酸
：
（a）配列番号:1および配列番号:8から成る群から選択されるヌクレオチド配列；
（b）配列番号:1または配列番号:8と少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％
、少なくとも91％、少なくとも95％、少なくとも97％、少なくとも98％、少なくとも99％
同一であるヌクレオチド配列；
（c）配列番号:2、配列番号:3、配列番号:4、配列番号:5、配列番号:6、配列番号:9、配
列番号:10、配列番号:11、配列番号:12、配列番号:13および配列番号:14から成る群から
選択されるアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードするヌクレオチド配列；
（d）配列番号:2と少なくとも90％同一、配列番号:3と少なくとも76％同一、配列番号:4
と少なくとも92％同一、配列番号:5と少なくとも89％同一、配列番号:6と少なくとも86％
同一、または配列番号:7と少なくとも91％同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチド
をコードするヌクレオチド配列；および
（e）（a）から（d）のヌクレオチド配列のいずれかの相補鎖。
【請求項２】
　以下を含む、請求項１に記載の核酸：
（i）配列番号:2と少なくとも90％同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチドをコー
ドする核酸配列
（ii）配列番号:3と少なくとも76％同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチドをコー
ドする核酸配列、
（iii）配列番号:4と少なくとも92％同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチドをコ
ードする核酸配列、
（iv）配列番号:5と少なくとも89％同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチドをコー
ドする核酸配列、
（v）配列番号:6と少なくとも86％同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチドをコー
ドする核酸配列、および
（vi）配列番号:7と少なくとも91％同一であるアミノ酸配列を有するポリペプチドをコー
ドする核酸配列。
【請求項３】
　パラミクソウイルスをコードする、請求項１または２に記載の核酸。
【請求項４】
　パラミクソウイルスが、感染をヒトまたは非ヒト哺乳動物で誘発することができる、請
求項３に記載の核酸。
【請求項５】
　非ヒト哺乳動物がネコ科の動物である、請求項４記載の核酸。
【請求項６】
　ゲノムが請求項1（a）から（d）または請求項２に記載の核酸に対して相補的なリボ核
酸を含む、パラミクソウイルス。
【請求項７】
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　アクセッション番号CNCM I-5123の下に寄託されるか、またはその任意の子孫であり、
前記子孫が弱毒化されるかまたは弱毒化されていなくてもよい、パラミクソウイルス。
【請求項８】
　パラミクソウイルスが弱毒化されている、請求項６または７に記載のパラミクソウイル
ス。
【請求項９】
　請求項１から５のいずれかの項に記載の核酸を含むベクター。
【請求項１０】
　請求項９に記載のベクターを含む宿主細胞。
【請求項１１】
　下記のアミノ酸配列を有するポリペプチド：
（a）配列番号:2、配列番号:3、配列番号:4、配列番号:5、配列番号:6、配列番号:7、配
列番号:9、配列番号:10、配列番号:11、配列番号:12、配列番号:13および配列番号:14か
ら成る群から選択されるアミノ酸配列から成る群から選択されるアミノ酸配列；または
（b）配列番号:2と少なくとも90％同一であるアミノ酸配列、
（c）配列番号:3と少なくとも76％同一であるアミノ酸配列、
（d）配列番号:4と少なくとも92％同一であるアミノ酸配列、
（e）配列番号:5と少なくとも89％同一であるアミノ酸配列、
（f）配列番号:6と少なくとも86％同一であるアミノ酸配列、若しくは
（g）配列番号:7と少なくとも91％同一であるアミノ酸配列。
【請求項１２】
　請求項１１に記載のポリペプチドと特異的に結合する抗体。
【請求項１３】
　（a）請求項６～８のいずれかの項に記載のパラミクソウイルス、
　（b）請求項１または２のいずれかの項に記載の核酸、
　（c）請求項１１に記載のポリペプチド、
　（d）請求項１２に記載の抗体、
　（e）異種または自己（ポリ）ペプチドに融合される、請求項１１に記載のポリペプチ
ド、を含む免疫原性組成物。
【請求項１４】
　（a）請求項６～８のいずれかの項に記載のパラミクソウイルス、
　（b）請求項１または２のいずれかの項に記載の核酸、
　（c）請求項１１に記載のポリペプチド、
　（d）請求項１２に記載の抗体、
　（e）異種または自己（ポリ）ペプチドに融合される、請求項１１に記載のポリペプチ
ド、を含むワクチン。
【請求項１５】
　病原性パラミクソウイルスによる対象動物の感染によって引き起こされる臨床徴候若し
くは疾患を軽減または予防する方法で使用されるか、または病原性パラミクソウイルスに
よる対象動物の感染を治療または予防する方法で使用される、請求項１３または１４に記
載の免疫原性組成物またはワクチン。
【請求項１６】
　パラミクソウイルスによって引き起こされる臨床的疾患に対抗して非ヒト対象動物を免
疫する方法であって、当該対象動物に請求項13または14に記載の免疫原性組成物またはワ
クチンを投与する工程を含み、それによって前記ウイルスがパラミクソウイルス感染の臨
床徴候を引き起こすことができないが、パラミクソウイルスの病原型に対して非ヒト対象
動物に免疫を付与する免疫応答を誘発することができる、前記方法。
【請求項１７】
　非ヒト対象動物がネコ科動物である、請求項１６記載の方法。
【請求項１８】



(31) JP 2019-532667 A 2019.11.14

　パラミクソウイルスが請求項６または７に記載のパラミクソウイルスである、請求項１
６または１７記載の方法。
【請求項１９】
　以下を含む、パラミクソウイルスと密接に関係する疾患に対してネコ科の動物をワクチ
ン免疫するための、および/またはパラミクソウイルスと密接に関係するかまたはパラミ
クソウイルスによって引き起こされる1つ以上の臨床徴候の発生率若しくは重篤度を対象
動物で軽減するためのキット：
（a）ワクチンを当該対象動物に投与することができるディスペンサー；および
（b）請求項１３または１４に記載の免疫原性組成物またはワクチン。
【請求項２０】
　以下の工程を含む、請求項６または７に記載のパラミクソウイルスをサンプル中に検出
する方法：
（i）請求項１から４のいずれかの項に記載の核酸に特異的な1つ以上のオリゴヌクレオチ
ドプライマーおよび/またはプローブと当該サンプルを接触させる工程、および
（ii）前記パラミクソウイルスと前記1つ以上のオリゴヌクレオチドプライマーおよび/ま
たはプローブとの間の結合を検出する工程。
【請求項２１】
　以下の工程を含む、請求項6または7に記載のパラミクソウイルスをサンプル中に検出す
る方法：
（i）請求項１２に記載の抗体と当該サンプルを接触させる工程、および
（ii）前記パラミクソウイルスと前記抗体との間の結合を検出する工程。
【請求項２２】
　請求項６または７に記載のパラミクソウイルスをサンプル中に検出する方法であって、
前記パラミクソウイルスに対する抗体の有無を前記サンプル中に検出する工程を含む、前
記方法。
【請求項２３】
　対象動物に由来するサンプルについて請求項６または７に記載のパラミクソウイルスよ
る感染を診断する方法であって、請求項２０から２２のいずれか１項に記載のパラミクソ
ウイルスを検出する方法を含み、前記パラミクソウイルスの存在が感染を表示する、前記
診断方法。
【請求項２４】
　対象動物に由来するサンプルについて請求項６または７に記載のパラミクソウイルスよ
る感染を診断する方法であって、請求項２０から２２のいずれか１項に記載の前記パラミ
クソウイルスに対する抗体を検出する方法を含み、前記抗体の存在が前記パラミクソウイ
ルスによる感染を表示する、前記診断方法。
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摘要(译)

本发明涉及新型猫副粘病毒。 本发明的副粘病毒是（-）ssRNA病毒，其在一方面具有与SEQ ID NO：1或SEQ ID NO：8所示的核
酸互补的基因组。 本发明进一步涉及相应的核酸和多肽，抗体和疫苗。 此外，本发明涉及本发明副粘病毒的医学用途和诊断方
法。
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