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(57)【要約】
　本発明は、家畜寄生虫学、特にイヌバベシア症の分野
に関する。特に、本発明は、新規イヌバベシア（Ｂａｂ
ｅｓｉａ）抗原（ＣＢＡ）またはその断片であるポリペ
プチド、およびこの抗原を含む組成物、該抗原をコード
する核酸、該抗原に対する抗体、ならびにこの抗原、断
片、抗体またはコード化核酸の医学的用途に関する。特
に、本発明はイヌバベシア症に対するワクチンにおける
そのような成分の用途に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号１のアミノ酸配列に対して５３％を超えるアミノ酸配列同一性を有する、およ
び／または配列番号３のアミノ酸配列に対して５８％を超えるアミノ酸配列同一性を有す
るアミノ酸配列を含む単離されたポリペプチドであって、イヌバベシア（Ｂａｂｅｓｉａ
）寄生虫に対する免疫応答を誘導しうるポリペプチド。
【請求項２】
　配列番号６、配列番号７および配列番号８からなる群から選択される少なくとも１つの
アミノ酸配列に対して２９％を超えるアミノ酸配列同一性を有する、請求項１記載のポリ
ペプチド又は当該ポリペプチドの免疫原性断片。
【請求項３】
　請求項１または２記載のポリペプチドまたはその免疫原性断片をコードしうる単離され
たヌクレオチド配列。
【請求項４】
　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からなる群から選択される少なくとも１つのヌクレオチド配列に対して７０％を超
えるヌクレオチド配列同一性を有する、請求項３記載のヌクレオチド配列。
【請求項５】
　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からなる群から選択される少なくとも１つのヌクレオチド配列にストリンジェント
な条件下でハイブリダイズしうる、請求項３または４記載のヌクレオチド配列。
【請求項６】
　機能的に連結されたプロモーターの制御下にある請求項３～５のいずれか１項記載のヌ
クレオチド配列を含む単離された核酸。
【請求項７】
　請求項３～５のいずれか１項記載のヌクレオチド配列または請求項６記載の核酸を含む
生組換え担体微生物。
【請求項８】
　請求項１もしくは２記載のポリペプチドまたはその免疫原性断片に特異的に結合しうる
単離された抗体。
【請求項９】
　バベシア症に対するイヌ用ワクチンにおける使用のための、請求項１もしくは２記載の
ポリペプチドもしくはその免疫原性断片、または請求項３～５のいずれか１項記載のヌク
レオチド配列、または請求項６記載の核酸、または請求項７記載の生組換え担体微生物、
または請求項８記載の抗体、またはそれらの組合せ。
【請求項１０】
　請求項１もしくは２記載のポリペプチドもしくはその免疫原性断片、請求項３～５のい
ずれか１項記載のヌクレオチド配列、請求項６記載の核酸、請求項７記載の生組換え担体
微生物、または請求項８記載の抗体、またはそれらの組合せと、医薬上許容される担体と
を含むバベシア症に対するイヌ用ワクチン。
【請求項１１】
　請求項１もしくは２記載のポリペプチドもしくはその免疫原性断片、請求項３～５のい
ずれか１項記載のヌクレオチド配列、請求項６記載の核酸、請求項７記載の生組換え担体
微生物、または請求項８記載の抗体、またはそれらの組合せと、医薬上許容される担体と
を混合することを含む、請求項１０記載のワクチンの製造方法。
【請求項１２】
　組換え発現系における請求項３～５のいずれか１項記載のヌクレオチド配列または請求
項６記載の核酸の発現を含む、請求項１１記載の製造方法。
【請求項１３】
　イヌにおけるバベシア症に対するワクチンの製造のための、請求項１もしくは２記載の
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ポリペプチドもしくはその免疫原性断片、請求項３～５のいずれか１項記載のヌクレオチ
ド配列、請求項６記載の核酸、請求項７記載の生組換え担体微生物、または請求項８記載
の抗体、またはそれらの組合せの使用。
【請求項１４】
　請求項１０記載のワクチンをイヌに接種する工程を含む、バベシア症に対するイヌのワ
クチン接種方法。
【請求項１５】
　請求項１もしくは２記載のポリペプチドもしくはその免疫原性断片、請求項３～５のい
ずれか１項記載のヌクレオチド配列、または請求項８記載の抗体を含む診断試験キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、家畜寄生虫学、特にイヌバベシア症の分野に関する。特に、本発明は、新規
イヌバベシア（Ｂａｂｅｓｉａ）抗原（ＣＢＡ）またはその断片であるポリペプチド、お
よびこの抗原を含む組成物、該抗原をコードする核酸、該抗原に対する抗体、ならびにこ
の抗原、断片、抗体またはコード化核酸の医学的用途に関する。特に、本発明はイヌバベ
シア症に対するワクチンにおけるそのような成分の用途に関する。
【背景技術】
【０００２】
　バベシア（Ｂａｂｅｓｉａ）属の原虫微生物はピロプラスミダ（Ｐｉｒｏｐｌａｓｍｉ
ｄａ）目のダニ媒介性赤血球内寄生虫である。バベシア種は、幾つかの基準、とりわけ、
特定の種のバベシア寄生虫を運ぶ、環境中に存在する媒介性ダニに基づいて細分される。
そして媒介性ダニが該寄生虫の地理的広がり、および感染する脊椎動物宿主を決定する。
【０００３】
　バベシア寄生虫による脊椎動物宿主の感染は、多種多様な症状および重症度を有する、
ピロプラズマ症とも称される疾患であるバベシア症を引き起こす。該疾患および症状は１
９０４年に最初に記載された（Ｎｕｔｔａｌｌ，Ｊ．Ｈｙｇ．（Ｌｏｎｄ．）ｖｏｌ．４
，ｐ．２１９－２５７）。
【０００４】
　バベシア症の予防においては、例えばダニ防除による、幾つかのアプローチが用いられ
ている。これは、主として、ダニが寄生する宿主を薬物で処理することにより達成される
。そのような処理剤は、ダニを寄せつけない又は殺す浸液、散布液、非経口薬を含む。そ
のような方法の欠点は、頻繁な反復使用を要しうるそのような処理剤の費用、考えられう
る薬物毒性、食用動物の肉または乳に存在する考えられうる残留薬物、およびダニ集団に
おける薬物耐性の発生である。バベシアに既に感染している動物の、薬物に基づく治療に
も、同じ欠点が当てはまる。
【０００５】
　したがって、代替手段は標的動物（この場合には、ダニが寄生し、その結果、バベシア
症に感染しうる宿主）のワクチン接種によるバベシア症の予防または改善である。一般に
、そのようなワクチンはダニの抗原分子またはバベシア寄生虫の免疫学的に有効な量と、
医薬上許容される担体とを含む。しかし、バベシアのような寄生虫は非常に複雑な生物で
あるため、迅速で安全で有効な免疫応答の生成を可能にする標的動物のワクチン接種のた
めの個々の抗原を特定することが極めて困難であることが判明している。実際、これは今
日の寄生虫免疫学全般の最も大きな挑戦の１つである。
【０００６】
　バベシア寄生虫は多種多様な脊椎動物に感染しうるが、家畜哺乳動物およびヒトへの感
染が獣医学的実施および医学にとって最も重要である。幾つかのバベシア種がイヌに感染
しうるが、最も多いイヌバベシアは、欧州ではバベシア・カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ）、サ
ハラ以南およびアフリカ南部ではバベシア・ロッシ（Ｂ．ｒｏｓｓｉ）である。
【０００７】
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　イヌバベシア症は、過去には、三命名法の提示に従い、バベシア・カニス（Ｂ．ｃａｎ
ｉｓ）の亜種として、したがって、バベシア・カニス・カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ　ｃａｎ
ｉｓ）およびバベシア・カニス・ロッシ（Ｂ．ｃａｎｉｓ　ｒｏｓｓｉ）などとして、分
類学的に分類されていた（Ｕｉｌｅｎｂｅｒｇら，１９８９，Ｖｅｔ．Ｑｕａｒｔ．，ｖ
ｏｌ．１，ｐ．３３－４０）。しかし、近年、益々多くのバベシアがイヌにおいて記載さ
れ、それらの生活環、それらの媒介節足動物、およびそれらの遺伝物質の特徴づけに関す
る情報が得られた。これは、バベシア・カニス（Ｂａｂｅｓｉａ　ｃａｎｉｓ）のこれら
の亜種が単独の適切な種としてそれぞれ分類されるべきだという見解につながった。これ
はＳｃｈｅｔｔｅｒｓ，２００５（Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｐａｒａｓｉｔｏｌｏｇｙ，ｖ
ｏｌ．２１，ｐ．１７９－１８４）に概説されている。本明細書の全体において、この新
たな分類が用いられている。
【０００８】
　バベシア・カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ）およびバベシア・ロッシ（Ｂ．ｒｏｓｓｉ）は、
イヌバベシアの、いわゆる「大」種、すなわち、赤血球の半径より大きな種である。バベ
シア・カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ）はデルマセンター（Ｄｅｒｍａｃｅｎｔｏｒ）属の、そ
してバベシア・ロッシ（Ｂ．ｒｏｓｓｉ）はヘマフィサリス（Ｈａｅｍａｐｈｙｓａｌｉ
ｓ）ダニの媒介性ダニにより伝達される。バベシア・ロッシ（Ｂ．ｒｏｓｓｉ）寄生虫が
イヌバベシア種のなかで最も病原性であり、バベシア・カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ）は幾分
低い病原性を有する。疾患の主症状は貧血、またはマラリアに類似した免疫病態である。
他の症状は腎不全、肺浮腫および全身ショック応答である。回復する動物は後に再発しう
る。概説としては、例えばＪａｃｏｂｓｏｎ　＆　Ｃｌａｒｋ（１９９４，Ｊ．ｏｆ　Ｓ
．Ａｆｒ．Ｖｅｔ．Ａｓｓｏｃ．，ｖｏｌ．６５，ｐ．１３４－１４５）が挙げられる。
【０００９】
　ワクチンは、一般に、微生物による感染、またはその感染により引き起こされる疾患（
のレベル）を予防または軽減することを目的とする。イヌバベシア症に対するワクチンは
既に記載されている。例えば、Ｒｉｓｔｉｃら（１９８８，ｉｎ：Ｂａｂｅｓｉｏｓｉｓ
　ｏｆ　ｄｏｍｅｓｔｉｃ　ａｎｉｍａｌｓ　ａｎｄ　ｍａｎ，Ｍ．Ｒｉｓｔｉｃ編，ｐ
．１６３－１８９，ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ　Ｉｎｃ．，Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ，ＦＬ，ＩＳ
ＢＮ：０８４９３４９０８７）およびＳｃｈｅｔｔｅｒｓら（１９９２，Ｐａｒ．Ｉｍｍ
ｕｎｏｌ．ｖｏｌ．１４，ｐ．２９５－３０５）により記載されている。
【００１０】
　これらのワクチンは可溶性寄生虫抗原（ＳＰＡ）を使用したものであり、これは該寄生
虫により放出される又は破裂もしくは乾燥寄生虫から得られる寄生虫外抗原である。例え
ばＳｉｂｉｎｏｖｉｃら（１９６７，Ｔｈｅ　Ｊ．ｏｆ　Ｐａｒａｓｉｔｏｌｏｇｙ，ｖ
ｏｌ．５３，ｐ．９１９－９２３）により記載されているとおり、これらの抗原は、イン
ビボで産生された場合には、感染イヌ宿主の血漿中に蓄積し、あるいはインビトロで産生
された場合には、それらは、バベシアが増幅される赤血球培養の上清中に蓄積する（Ｓｃ
ｈｅｔｔｅｒｓら，１９９２，Ｐａｒａｓｉｔｅ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，ｖｏｌ．１４
，ｐ．２９５－３０５）。バベシア・カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ）培養からのＳＰＡが、そ
の同じ（すなわち、同種　＝　ワクチンに含まれるＳＰＡ抗原を製造するための培養にお
いて使用されたものと同じ起源、分離物または株に由来する）バベシア・カニス（Ｂ．ｃ
ａｎｉｓ）株による感染からイヌを防御するために使用された。珍しいことに、同種ワク
チン接種はバベシア・ロッシ（Ｂ．ｒｏｓｓｉ）に対して有効ではなく、バベシア・ロッ
シ（Ｂ．ｒｏｓｓｉ）寄生虫の培養に由来するＳＰＡは、バベシア・ロッシ（Ｂ．ｒｏｓ
ｓｉ）により誘発される感染および疾患に対してイヌを防御できなかった。ＥＰ　６９１
．１３１に記載されているとおり、これはバベシア・カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ）およびバ
ベシア・ロッシ（Ｂ．ｒｏｓｓｉ）ＳＰＡの両方の培養からのＳＰＡ混合物を要した。つ
いでイヌは、アジュバントとしてのサポニンで補足された、バベシア・ロッシ（Ｂ．ｒｏ
ｓｓｉ）およびバベシア・カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ）培養に由来するＳＰＡで有効に免疫
化でき、バベシア・カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ）およびバベシア・ロッシ（Ｂ．ｒｏｓｓｉ
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）寄生虫の両方ならびに寄生虫感染赤血球に対する防御免疫応答を生成した。
【００１１】
　工業規模でのインビトロ培養におけるＳＰＡの製造は、ＭＳＤ　Ａｎｉｍａｌ　Ｈｅａ
ｌｔｈにより、そのワクチンＮｏｂｉｖａｃ（登録商標）Ｐｉｒｏの権利所有製造法によ
り最適化されている（Ｓｃｈｅｔｔｅｒｓら，１９９５，Ｐａｒａｓｉｔｏｌ．Ｔｏｄａ
ｙ，ｖｏｌ．１１，ｐ．４５６－４６２）。それにもかかわらず、工業的状況における生
きた寄生虫のインビトロまたはインビボ増殖は固有の欠点を有する。例えば、それは、相
当なコストのかかる、製品の質および再現性を確保するための徹底的な制御を要する。ま
た、正常イヌ血液および血清のような生物由来の出発物質の使用量を減少させることが望
ましいかもしれない。
【００１２】
　公知粗製ＳＰＡ系バベシアワクチンのもう１つの欠点は、それが、細胞溶解された正常
赤血球の残留物を含有することであり、それ自体がワクチン接種動物の赤血球細胞に対す
る自己免疫応答を引き起こしうるであろう。そのような理由により、前記欠点の少なくと
も幾つかを回避するイヌバベシア症ワクチンが緊急に必要とされている。
【００１３】
　イヌバベシア寄生虫により引き起こされる感染および／または疾患に対する防御のため
の有効で安全で信頼しうるワクチンを製造するために使用されうる抗原成分を提供するこ
とが本発明の目的である。該ワクチン成分は古典的なＳＰＡワクチンの欠点を克服し、同
種バベシア寄生虫感染に対してだけでなく、異種バベシア寄生虫感染に対しても防御する
はずである。
【発明の概要】
【００１４】
　驚くべきことに、バベシア（Ｂａｂｅｓｉａ）寄生虫感染および生じる疾患に対して有
効なイヌ用ワクチンを製造するために使用されうる特定の単離されたポリペプチドにより
、先行技術の欠点が克服され、該目的が満足されうることが見出された。そのような特定
のポリペプチドの使用は、イヌバベシア症に対する公知ワクチンにおけるような可溶性寄
生虫（外）抗原の粗製混合物を使用する必要性を回避する。
【００１５】
　該精製および単離ポリペプチドは「イヌバベシア抗原」（ＣＢＡ）と仮に命名され、種
々のイヌバベシア寄生虫種における代表体を伴うＣＢＡタンパク質抗原のクラスに属する
ことが見出された。
【００１６】
　そのような種々のＣＢＡポリペプチドは約３０ｋＤａ（例えば、約２９～３３ｋＤａ）
の計算分子量、相対的に酸性のｐＩ（例えば、約４．６～４．８）を共通して有し、赤血
球の感染に際してバベシアにより該ＣＡＢポリペプチドが活発に分泌されることに対応す
るＮ末端シグナル配列（例えば、約１６～１８アミノ酸）を有する。
【００１７】
　バベシア・カニス（Ｂａｂｅｓｉａ　ｃａｎｉｓ）は、本明細書においてＣＢＡ－１と
称される１つのＣＢＡ抗原を発現することが判明した。一方、バベシア・ロッシ（Ｂ．ｒ
ｏｓｓｉ）は、本明細書においてＣＢＡ－２．１および－２．２と称される２つのＣＢＡ
ホモログを発現した。
【００１８】
　この新規クラスのバベシア抗原のメンバーは、保存されたアミノ酸配列領域を共有して
おり、それらのそれぞれはＣＢＡポリペプチドを特徴づけ、それらを公知ポリペプチドか
ら区別する。
【００１９】
　これらの保存配列領域は本明細書に配列番号１～５（表１を参照されたい）として示さ
れており、驚くべきことに、ＣＢＡポリペプチドのＮおよびＣ末端に位置することが判明
した。該Ｎ末端は、シグナル配列の直下流に位置する領域を特徴づけている。ＣＢＡポリ
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【００２０】
　ＣＢＡポリペプチドの、２つの特徴領域の第１のものは、バベシア・ロッシ（Ｂ．ｒｏ
ｓｓｉ）由来のＣＢＡポリペプチドのＮ末端により表される。実際、該配列はＣＢＡ－２
．１およびＣＢＡ－２．２の両方と同じである：ＭＬＬＳＮＶＳＦＰＱＰＶＳＳＶＫＬＬ
ＥＥＹ（配列番号１）。
【００２１】
　公知ポリペプチドと比較すると、配列番号１のアミノ酸に対する最良マッチは、２１個
のアミノ酸のうちの僅か１１個のアミノ酸同一性（これは５２．３％の同一性である）し
か有さないことが判明した。
【００２２】
　同様に、ＣＢＡ－２．１のＣ末端により表される第２の保存配列領域：ＶＬＭＶＬＴＫ
ＣＮＬＫＭＨＶＴＥＥＱＬ（配列番号３）も公知ポリペプチドと比較した。最良マッチは
１９個中僅か１１個のアミノ酸（これは５７．９％のアミノ酸同一性に相当する）である
ことが判明した。
【００２３】
　これとは対照的に、バベシア・カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ）およびバベシア・ロッシ（Ｂ
．ｒｏｓｓｉ）ＣＢＡポリぺプチド自体の対応領域間のアミノ酸配列同一性は、表２に示
されているとおり、６８％を超えており、有意に高い。
【表１】
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【表２】

【００２４】
　同様に、特徴領域２（配列番号３）はイヌバベシア種において少なくとも６８％の同一
性で存在し、一方、公開データベース内の最良ホモログは５７％以下の同一性を示した。
また、両方の領域を含有する分子に関するブラスト（Ｂｌａｓｔ）検索はマッチを全く示
さなかった。
【００２５】
　したがって、本明細書において特定されているポリペプチドは配列番号１および２の一
方または両方のアミノ酸配列に対する高い相同性または同一性の領域の存在により特徴づ
けられる。
【００２６】
　したがって、本発明は、配列番号１のアミノ酸配列に対して５３％を超えるアミノ酸配
列同一性を有する、および／または配列番号３のアミノ酸配列に対して５８％を超えるア
ミノ酸配列同一性を有するアミノ酸配列を含む単離されたポリペプチドに関するものであ
り、該ポリペプチドは、イヌバベシア（Ｂａｂｅｓｉａ）寄生虫および／またはその産物
もしくは作用に対する免疫応答を誘導しうる。
【００２７】
　本発明の場合、「ポリペプチド」はアミノ酸の分子鎖を意味する。ポリペプチドは特定
の長さ、構造または形状のものではなく、必要に応じて、例えばグリコシル化、アミド化
、カルボキシル化、リン酸化、ペグ化（ＰＥＧ化）、または空間的フォールディングの変
化により、インビボまたはインビトロで修飾されうる。とりわけ、タンパク質、ペプチド
、オリゴペプチドがポリペプチドの定義に含まれる。ポリペプチドは生物由来および／ま
たは合成由来でありうる。
【００２８】
　「単離（された）」なる語は、その天然環境からの単離として解釈されるべきである。
これは、組成物におけるＣＢＡポリペプチド（またはそのコード化核酸）の、その組成物
における他の物質の量より多い量、好ましくは、遥かに多い量への精製にも当てはまり、
この場合、該ポリペプチドまたは核酸は組成物全体の７０％または８０％または９０％ま
たはそれ以上を占める。好ましくは、該ポリペプチドまたは核酸は組成物全体の９２％、
９４％、９６％、９７％、９８％または更には９９％を占める。
【００２９】
　「アミノ酸配列同一性」なる語は、２つのアミノ酸配列がそれらの全長にわたって最適
に整列（アライメント）された場合の、対応位置における同一アミノ酸の割合として解釈
されるべきである。アライメントは、コンピュータプログラム、例えばＢｌａｓｔ（登録
商標）またはＣｌｕｓｔａｌＷ（登録商標）をデフォルトパラメータで使用して簡便に行
われうる。
【００３０】
　「免疫応答を誘導しうる」なる語は、本発明のＣＢＡポリペプチドが、イヌバベシア（
Ｂａｂｅｓｉａ）寄生虫による感染または疾患に対して有効な免疫応答を誘導可能である
ことを意味する。そのような有効な免疫応答は、例えば、イヌにおけるバベシア症および



(8) JP 2014-505470 A 2014.3.6

10

20

30

40

50

／またはバベシア寄生虫の寄生虫血症の予防、防止または改善である。
【００３１】
　そのような免疫応答は種々の形態をとることが可能であり、先天性および／または後天
性免疫系からの、免疫系の種々の分枝を介して機能することが可能であり、細胞性および
／または体液性のタイプのものであることが可能である。そのような免疫応答の存在また
は誘導は、よく知られた技術により、そしてまた、本明細書に記載されている方法により
検出されうる。例えば、ＣＢＡに対する抗体は、例えばＥｌｉｓａ、免疫蛍光、免疫ブロ
ットなどにより検出されうる。細胞性免疫応答はリンパ球刺激アッセイまたはインビボ皮
膚反応により検出されうる。更なる方法は、バベシア感染および疾患に典型的に関連して
いる免疫化患者の症状またはその生理的応答、例えば、全身的挙動スコアに加えて、パッ
ク細胞容積（別名：ヘマトクリット）、感染赤血球数、脾臓サイズなどのモニターを含む
。
【００３２】
　最終的には、本発明のポリペプチド（ワクチンに適用される場合）は、イヌバベシア寄
生虫感染から生じる感染および／またはその感染により引き起こされる疾患を予防または
軽減しうる。
【００３３】
　「イヌバベシア」は、イヌに感染しうるバベシア寄生虫である。典型的には、これらは
バベシア・カニス（Ｂａｂｅｓｉａ　ｃａｎｉｓ）、バベシア・ロッシ（Ｂ．ｒｏｓｓｉ
）、バベシア・ボゲリ（Ｂ．ｖｏｇｅｌｉ）およびバベシア・ギブソニ（Ｂ．ｇｉｂｓｏ
ｎｉ）であるが、バベシアの他の種も記載されており、またはイヌ感染症に関連づけられ
ている（Ｕｉｌｅｎｂｅｒｇ，２００６，Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ　Ｐａｒａｓｉｔｏｌｏ
ｇｙ　ｖｏｌ．１３８，ｐ．３－１０）。バベシアの厳密な分類学的分類に関しては、新
たな洞察が新たな又は他の分類群への再分類につながるため、これは時と共に変化しうる
、と当業者は認識するであろう。しかし、これは、関わる生物の特徴および／またはタン
パク質レパートリーを変化させずに、その分類のみを変化させるため、そのような再分類
された生物は本発明の範囲内とみなされる。「イヌ」はイヌ科動物（Ｃａｎｉｄａｅ）の
全（亜）種、主としてイヌ、オオカミおよびキツネ、ならびにいずれかの混合品種を意味
する。
【００３４】
　また、バベシア症に対する本発明のポリペプチドの免疫学的効力は、バベシア種によっ
て異なる様態で、バベシア種に影響を及ぼす。ワクチン接種は、ある種に対しては疾患だ
けでなく寄生虫血症をも予防しうるが、別の種に対しては疾患に対抗するに過ぎない場合
がある（例えば、Ｓｃｈｅｔｔｅｒｓら，１９９７，Ｐａｒａｓｉｔｏｌｏｇｙ，ｖｏｌ
．１１５，ｐ．４８５－４９３を参照されたい）。
【００３５】
　本発明者らは、本発明のＣＢＡポリペプチドを粗製抗原調製物から単離し特徴づけるこ
とが決して直接的なものではないことを見出した。これは主として、通常の技術が役立た
ない、または要求されるデータを与えないからであった。その結果、所望のポリペプチド
に到達するためには、公知技術の非自明な組合せ及び幾つかの適合化を用いる必要があっ
た。例えば以下のとおりである。
【００３６】
　ＳＰＡ外抗原の混合物のみが、有効なワクチンとして公知であった。本発明の出願日に
入手可能な両方の市販バベシアワクチンはワクチン成分としてバベシア外抗原の粗製混合
物を使用するものである。また、イヌバベシア症に関する長年にわたる研究において、い
ずれの単一化合物も市販ワクチンの成功に未だつながっていない。したがって、イヌをＳ
ＰＡで免疫化することによりもたらされるバベシア症に対する防御は、多数の抗原が関わ
る不均質免疫反応によるものであり、それは単一のタンパク質に起因するとは考えられな
い、と一般に受け入れられていた。このことは、当業者が単一ワクチン抗原の研究に着手
することさえも思いとどまらせるであろう。
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【００３７】
　更に、バベシア・カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ）およびバベシア・ロッシ（Ｂ．ｒｏｓｓｉ
）のための非常に生産的な培養技術が存在しないため、当業者は、特徴づけに十分な量の
いずれの単一バベシア抗原をも得ることができないであろう。したがって、通常の培養技
術は記載されているものの、個々の成分としてＣＢＡを特定するための十分な量のバベシ
アタンパク質を得ることが可能となるためには、本出願人が権利所有する非常に生産的な
インビトロ培養技術を要した。
【００３８】
　また、本発明のＣＢＡポリペプチドはＳＰＡから直接的には単離できなかった。なぜな
ら、ＳＰＡは、赤血球からの、バベシアからの、および４０％　ｖ／ｖのレベルまでの、
培養に必要な動物血清の成分からの、多数の異なる成分の粗製混合物だからである。
【００３９】
　完全ＳＰＡのクーマシーブリリアントブルー染色ゲルからＣＢＡを単離することを試み
たところ、これは多くの失敗に終わった。その主な理由は、全ての画分が血清タンパク質
および培養内の赤血球からのヘモグロビンで著しく汚染されており、そしてまた、低分子
量から高分子量までの極めて多数のバンドが単一の個々のタンパク質バンドの利用可能性
を完全に妨げたことにある。プロテインＡアフィニティクロマトグラフィー、イオン交換
クロマトグラフィーおよびサイズ排除カラムのような単一工程法を用いる精製を目的とし
た実験は全く成功しなかった。最終的に、ＳＰＡからのＣＢＡの単離は、適合化培養技術
、ならびに普通でない幾つかの連続的な分離および沈殿技術の特定の組合せを含む複雑な
精製方法を用いることにより達成された。
【００４０】
　最終的に、これは更なる分析のための十分な量のＣＢＡポリペプチドを与えた。
【００４１】
　しかし、標準的な免疫ブロット技術によっては、いずれの単離ＣＢＡポリペプチドをも
可視化することは可能でなかった。本発明者らは、ＣＢＡが全寄生虫ライセートの又はＳ
ＰＡからの免疫ブロット上で認識されず、ＳＰＡで免疫化されたイヌからの通常の抗血清
によっても認識されず、バベシアに感染したイヌからの抗血清によっても認識されないこ
とを見出して驚いた。これは、ＳＰＡ中のＣＢＡの量が少なすぎる、またはＳＰＡ中のＣ
ＢＡの形態が免疫ブロット認識に適さないからである。格別なことに、まず、ＳＰＡで複
数回ワクチン接種され、ついでバベシアでのチャレンジ感染に付されたイヌからの血清、
いわゆる、ワクチン－チャレンジ血清を、本発明者らが使用した際に初めて、ＣＢＡが免
疫ブロット上で特定可能となった。
【００４２】
　もう１つの制約は、このワクチン接種－チャレンジ血清がチャレンジ後の非常に特定の
期間（第６日～第１１日）に入手される必要があることであった。その期間の前または後
の血清は、約４１ｋＤａの相対分子量を有するＣＢＡポリペプチドとのかすかな反応性を
示すことができなかった。
【００４３】
　もう１つの分析においては、種々のＣＢＡポリペプチドのＮおよびＣ末端しか保存され
ていなかったこと、そしてその結果として、（成熟）ポリペプチドの大部分が配列保存性
をほとんど示さなかったことが、バベシアゲノムにおいてこれらのポリペプチドをコード
する対応遺伝子およびｍＲＮＡ配列を特定することを非常に困難にした。また、バベシア
・カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ）またはバベシア・ロッシ（Ｂ．ｒｏｓｓｉ）のいずれに関し
ても、ゲノム配列は公知でなく、したがって、これらのゲノムを、考えられうるオープン
リーディングフレームに関して配列決定し、分析する必要があり、関心のある領域をＰＣ
Ｒにより得る必要があった。この最後の工程は、ＣＢＡ遺伝子で見出される配列相違のた
め、縮重プライマーの徹底的な使用を要した。
【００４４】
　１つの実施形態においては、配列番号１および／または２のいずれかに対するアミノ酸
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配列同一性は少なくとも５８％、好ましくは、少なくとも５９％、例えば６０％または６
２％、６４％、６６％、６８％、７０％、７１％、７３％、７５％または７６％である。
１つの実施形態においては、本発明のポリペプチドは、それらが、配列番号１、配列番号
２、配列番号３、配列番号４および配列番号５からなる群から選択される１以上のアミノ
酸配列に対して５８％を超えるアミノ酸配列同一性を有するアミノ酸配列を含むことによ
り特徴づけられる。
【００４５】
　本発明の場合、「含む」および「からなる」なる転換句は、どの非列挙追加的成分また
は工程が、存在する場合に、特許請求の範囲から除外されるかに関して、特許請求の範囲
を定める。
【００４６】
　「包含する」、「含有する」または「により特徴づけられる」と同義である「含む」な
る転換句は包括的または非限定的であり、追加的非列挙要素または方法工程を除外しない
。
【００４７】
　「からなる群」なる語は、該群の種々の構成要素を識別または特定するために用いられ
る、本質的に限定的である「マーカッシュ群」を示すために特許請求の範囲の作成におい
て用いられる限定的な語である。
【００４８】
　「からなる」なる転換句は、特許請求の範囲において特定されていないいずれの要素、
工程または成分をも除外する。
【００４９】
　本発明者らは、幾つかのＣＢＡポリペプチドの完全アミノ酸配列を得ることに最終的に
成功した。これらは本明細書中で配列番号６、７および８として示されている。
【００５０】
　これらの完全長ポリペプチド配列は、互いに比較された場合、それらのＮおよびＣ末端
の顕著な保存性、ならびにそれらの主要中心部におけるそれより低度の保存性を示した。
図１を参照されたい。要約すると、これらの完全配列間のアミノ酸配列同一性は、表３に
示されているとおりである。
【００５１】
　公知ポリペプチドと比較した場合、有意な完全長マッチは特定できなかった。
【表３】

【００５２】
　したがって、１つの実施形態においては、本発明のＣＢＡポリペプチドは、それらが、
配列番号６、配列番号７および配列番号８からなる群から選択される少なくとも１つのア
ミノ酸配列に対して２９％を超えるアミノ酸配列同一性を有することにより特徴づけられ
る。
【００５３】
　この実施形態に関する同一性（％）は配列番号６、７または８のＣＢＡポリペプチドの
完全長にわたって計算されるべきである。「２９％を超える」なる語は、少なくとも３０
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％、３２％、３５％、３９％、４３％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５
％、８０％、８５％、８８％、９０％、９２％、９４％、９６％、９８％または更には９
８％を超えると解釈されうる。
【００５４】
　特徴領域番号１自体は、バベシア・カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ）およびバベシア・ロッシ
（Ｂ．ｒｏｓｓｉ）からのＣＢＡポリペプチド間で完全に保存されたコア配列を含むこと
が判明した。この配列：ＰＶＳＳＶＫＬＬ（配列番号１５）は、いずれの公知ポリペプチ
ドにおいても、８／８（１００％）のアミノ酸配列同一性では見いだされなかった。した
がって、それは、本発明のＣＢＡポリペプチドを更に特徴づけるために役立ちうる。
【００５５】
　したがって、もう１つの好ましい実施形態においては、本発明のポリペプチドは、ＰＶ
ＳＳＶＫＬＬ（配列番号１５）であるアミノ酸配列を含む。
【００５６】
　好ましくは、配列番号１５の配列は、本発明のポリペプチドにおいて、該成熟ポリペプ
チドのＮ末端領域内に存在する。
【００５７】
　１つの実施形態においては、本発明はまた、本発明のポリペプチドの免疫原性断片に関
する。
【００５８】
　そのような免疫原性断片は、本明細書に記載されている情報を用いて、よく知られた方
法により、例えば、ＣＢＡポリペプチドのトリプシン消化物を得、得られた断片の免疫原
性を試験することにより得られうる。あるいは、該断片は、よく知られたＰＥＰＳＣＡＮ
法（ＷＯ　８４／００３５６４、ＷＯ　８６／００６４８７およびＧｅｙｓｅｎら，Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，１９８４，ｖｏｌ．８１，ｐ．３９９８－
４００２）により合成され、試験されうる。あるいは、免疫原性関連領域は、よく知られ
たコンピュータプログラムを使用して推定されうる。これらの方法を用いる有効性の一例
は、Ｔ細胞エピトープの推定における７５％の満足しうる比率を記載しているＭａｒｇａ
ｌｉｔら（１９８７，Ｊ．ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．，ｖｏｌ．１３８，ｐ．２２１３－２
２２９）により公開されている。
【００５９】
　よく知られているとおり、ポリペプチドは、免疫原性となるためには、典型的には、Ｍ
ＨＣ　Ｉ受容体結合には８～１１アミノ酸、そしてＭＨＣ　ＩＩ受容体結合には１１～１
５アミノ酸の最小長のものである必要がある（例えば、Ｇｅｒｍａｉｎ　＆　Ｍａｒｇｕ
ｌｉｅｓ，１９９３，Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，ｖｏｌ．１１，ｐ．４０３
－４５０に概説されている）。したがって、本発明の場合、本発明のポリペプチドの免疫
原性断片は少なくとも８アミノ酸長である。
【００６０】
　有効な免疫応答を尚も生成しないポリペプチド断片は、担体分子に結合して又は担体分
子のコンテクストにおいて、標的の免疫系に提示されうる。よく知られた担体は細菌トキ
ソイド、例えば破傷風トキソイドまたはジフテリアトキソイドである。あるいはＫＬＨ、
ＢＳＡまたは細菌細胞壁成分（由来）リピドＡなどが使用されうる。また、重合体、また
は他の粒子もしくは反復構造体、例えばウイルス様粒子などが有用でありうる。担体分子
への結合は、化学的または物理的技術を用いる当技術分野で公知の方法により行われうる
。
【００６１】
　本発明のＣＢＡポリペプチドまたはその免疫原性断片は生物由来または合成由来である
ことが可能であり、単離、精製、集合などにより得られうる。該ポリペプチドはイヌバベ
シア寄生虫のインビボまたはインビトロ培養から単離されうる。しかし、該ポリペプチド
は、より簡便には、組換え発現技術を用いることにより、該ポリペプチドまたは該断片を
コードするヌクレオチド配列の発現により製造される。



(12) JP 2014-505470 A 2014.3.6

10

20

30

40

50

【００６２】
　したがって、もう１つの態様においては、本発明は、本発明のポリペプチドまたはその
免疫原性断片をコードしうる単離されたヌクレオチド配列に関する。
【００６３】
　ポリペプチドを「コードしうる」ヌクレオチド配列の概念は当技術分野でよく知られて
おり、遺伝子発現およびタンパク質製造に関する分子生物学のセントラルドグマに関する
ものである。ＤＮＡはＲＮＡに転写され、該ＲＮＡはタンパク質に翻訳される。典型的に
は、ポリペプチドをコードしうるそのようなヌクレオチド配列はオープンリーディングフ
レーム（ＯＲＦ）と称され、これは、リボソームによるタンパク質への翻訳を早すぎる段
階で終結させる望ましくない終止コドンが存在しないことを示している。該ヌクレオチド
配列は遺伝子（すなわち、完全タンパク質をコードするＯＲＦ）または遺伝子断片であり
うる。それは天然または合成由来でありうる。
【００６４】
　本発明は、有利には、幾つかのＣＢＡポリペプチドに関するｍＲＮＡおよびゲノム配列
を提供する。示されているとおり、バベシア・ロッシ（Ｂ．ｒｏｓｓｉ）のゲノムは、２
つの異なる形態のＣＢＡポリペプチドをコードする２つの別々の遺伝子を含むことが判明
した。バベシア・カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ）のゲノムは１つのＣＢＡ遺伝子を含有してい
るに過ぎなかった。該ＣＢＡ　ｍＲＮＡ配列（ｃＤＮＡ形態）を配列番号９～１１に示し
、該ＣＢＡゲノム配列を配列番号１２～１４に示す（表１を参照されたい）。
【００６５】
　該ｍＲＮＡ配列を特定し、分析したところ、全ての対応ＣＢＡ遺伝子は完全遺伝子の１
５～１９％の非翻訳領域を含有することが判明した。ＣＢＡ遺伝子の長さは該ＣＢＡ遺伝
子によって異なるが、これらのイントロンの位置および分離は非常に類似しており、全て
のＣＢＡ遺伝子は、おおよそヌクレオチド番号１７０～２００および４００～５５０に位
置する２つのイントロンを有する（表４および図２を参照されたい）。この保存された遺
伝子体制は、本明細書において特定されているＣＢＡポリペプチドのクラスのメンバーの
関連性のもう１つの実証である。
【表４】

【００６６】
　ＣＢＡ遺伝子、または好ましくは、対応するｃＤＮＡ配列は、種々の目的で、例えば、
本発明のＣＢＡポリペプチドを発現させ製造するために、簡便に使用されうる。しかし、
当技術分野でよく知られているとおり、異なる核酸が１つの同じタンパク質をコードしう
る。これは、分子生物学において「ゆらぎ」または「遺伝暗号の縮重」として公知のもの
により生じ、この場合、ｍＲＮＡの幾つかのコドンまたはトリプレットが、翻訳中にリボ
ソーム内で伸長しつつあるアミノ酸の鎖に同一アミノ酸を結合させる。それは、アミノ酸
をコードする各トリプレットの第２塩基および特に第３塩基において最もよく見られる。
この現象は、同じタンパク質を尚もコードする２つの異なる核酸に関して、約３０％の非
相同性を与えうる。したがって、約７０％のヌクレオチド配列同一性しか有さない２つの
核酸は尚も１つの同じタンパク質をコードしうる。
【００６７】
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　したがって、１つの実施形態においては、本発明のヌクレオチド配列は、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からなる
群から選択される少なくとも１つのヌクレオチド配列に対して７０％を超えるヌクレオチ
ド配列同一性を有する。
【００６８】
　また、よく知られているとおり、ヌクレオチド配列をそのヌクレオチド配列同一性レベ
ルにより特徴づけるための代替法はコンピュータ分析によるものではなく、物理的測定に
よるものである。簡便には、これは、次第に増加するストリンジェンシーの条件下のハイ
ブリダイゼーションを試験するアッセイにより行われうる。
【００６９】
　したがって、もう１つの実施形態においては、本発明のヌクレオチド配列は、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から
なる群から選択される少なくとも１つのヌクレオチド配列に、ストリンジェントな条件下
でハイブリダイズしうる。
【００７０】
　「ハイブリダイズ」なる語は２つの核酸鎖間の結合の過程（アニーリングまたは配列特
異的塩基対形成とも称される）を意味する。ハイブリダイゼーション過程においては、標
的核酸およびプローブの相補的領域がお互いを見つけ、アニールし、結合する。該核酸は
、一本鎖でありフォールディングしていない限り、ＤＮＡまたはＲＮＡでありうる。適切
な条件下、標的およびプローブは、ＡおよびＴ、ならびにＧおよびＣヌクレオチド間で水
素結合を形成することにより結合する。
【００７１】
　典型的には、標的核酸は、より大きなＤＮＡ分子（プラスミド、染色体またはゲノム）
またはｍＲＮＡであり、プローブは通常、標的より小さい、例えば５０～５０００塩基の
一本鎖ＤＮＡ（なぜなら、それはＲＮＡより安定だからである）である。
【００７２】
　実施における「ストリンジェンシー」は主として、ハイブリダイゼーション試験法にお
けるハイブリダイゼーションおよび洗浄工程で用いられる塩濃度および温度の関数として
決定される。ストリンジェントな条件の性質は、Ｍｅｉｎｋｏｔｈ　＆　Ｗａｈｌ（１９
８４，Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，ｖｏｌ．１３８，ｐ．２６７－２８４）からの融解
温度Ｔｍに関する以下の式により導き出される：
Ｔｍ＝［８１．５℃＋１６．６（ｌｏｇＭ）＋０．４１（％ＧＣ）－０．６１（％ホルミ
アミド）－５００／Ｌ］－１℃／１％ミスマッチ。
【００７３】
この式において、Ｍは１価陽イオンのモル濃度であり、％ＧＣは該ＤＮＡにおけるグアノ
シンおよびシトシンヌクレオチドの百分率であり、Ｌは塩基対におけるハイブリッドの長
さであり、「ミスマッチ」は同一マッチの欠如である。
【００７４】
　よく知られているとおり、高い塩濃度および低い温度は「低」ストリンジェント条件で
あり、低い塩濃度および高い温度は高ストリンジェント条件である。特定のハイブリダイ
ゼーションおよび洗浄条件を選択することにより、あるレベルのストリンジェンシーを設
定し、それにより、形成され維持されるＤＮＡ－ＤＮＡ（またはＲＮＡ－ＤＮＡ）二本鎖
間に存在することを要する最小レベルの熱安定性を決定することが可能である。
【００７５】
　ストリンジェンシーを設定するために使用される標準的なバッファーはＳＳＣバッファ
ー（食塩クエン酸ナトリウム）であり、この場合、標準的な「２０倍（２０×）」ＳＳＣ
バッファーは３モル濃度のＮａＣｌおよび０，３Ｍ　シトラートをｐＨ７で水中に含有す
る。このように、非常に低いストリンジェンシーは２０×ＳＳＣ中、室温（３Ｍ塩および
２０℃）での洗浄であり、最高ストリンジェンシーは蒸留水中の沸騰（塩無し、および１
００℃）であろう。
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【００７６】
　これは、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌ
ｏｇｙ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｎ．Ｙ．（１９８９），６．３．１－６
．３．６．；Ｂａｓｉｃ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ
，Ｅｌｓｅｖｉｅｒ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，Ｉｎｃ．，Ｎ．
Ｙ．（１９８６），ｐｐ．７５　７８および８４－８７；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎ
ｉｎｇ，Ｓａｍｂｒｏｏｋら編，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ，Ｎ．Ｙ．（１９８２），ｐｐ．３８７－３８９および２００１のようなハンド
ブックにも詳細に記載されている。
【００７７】
　本発明の場合、「ストリンジェント条件」は、ヌクレオチド配列が、それが本発明のヌ
クレオチド配列に対して３０％以下のミスマッチを有する場合（すなわち、７０％を超え
るヌクレオチド配列同一性が存在する場合）に、尚もハイブリダイズしうるような条件で
あり、より好ましくは、約７０％、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８
５％、少なくとも９０％または少なくとも９５％のヌクレオチド配列同一性を有するヌク
レオチド配列が本発明のヌクレオチド配列にハイブリダイズしたままとなりうるような条
件である。
【００７８】
　本発明におけるストリンジェントなハイブリダイゼーション条件の好ましい非限定的な
例としては、２～６×ＳＳＣおよび０．５％　ＳＤＳ中、約４５℃でのハイブリダイゼー
ション、ならびにそれに続く、０．５～２×ＳＳＣ，０．１％　ＳＤＳ中、４５～６５℃
で１回以上の洗浄（例えば、それぞれ約５～３０分間）が挙げられる。
【００７９】
　本発明のヌクレオチド配列は種々の様態で簡便に使用されうる。一例としては、種々の
方法および技術による診断目的の使用、例えば、イヌ宿主のバベシア寄生虫感染の検出の
ための使用が挙げられる。
【００８０】
　通常、本発明のヌクレオチド配列のようなヌクレオチド配列は、ベクター、例えばＤＮ
Ａプラスミドの形態で簡便に操作され、これは、例えば細菌培養内でのその増幅、および
種々の分子生物学的技術におけるその操作を可能にする。多種多様な適当なプラスミドベ
クターが商業的に入手可能である。
【００８１】
　本発明のヌクレオチド配列をポリペプチドの発現に使用する場合、それは、ｍＲＮＡへ
の転写およびタンパク質への翻訳を可能にする形態である必要がある。特に、該ヌクレオ
チド配列は、転写および翻訳を開始するための適切な調節シグナルを伴っている必要があ
り、例えば、プロモーターおよび終止コドン（核酸がＤＮＡである場合）またはポリＡ尾
部（核酸がｍＲＮＡである場合）に機能的に連結されている必要がある。
【００８２】
　したがって、もう１つの態様においては、本発明は、本発明のヌクレオチド配列を含む
単離された核酸に関する。
【００８３】
　好ましい実施形態においては、該ヌクレオチド配列は、機能的に連結されたプロモータ
ーの制御下にある。
【００８４】
　「機能的に連結されたプロモーターの制御下のヌクレオチド配列［．．．］」なる語の
要素は全て、当技術分野でよく知られている。「プロモーター」は、ＲＮＡ転写を開始し
うるＤＮＡの調節部分である。プロモーターがこの作用を達成するためには、それは、転
写されうるＤＮＡ部分、例えばＯＲＦまたは遺伝子を「制御」する必要がある。発現され
るべきリーディングフレームに「機能的に連結」されている要素は、プロモーターの機能
を妨げる配列要素がこれらの２つの間に存在しないことを意味する。典型的には、プロモ
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ーターはＯＲＦのＡＴＧ開始コドンの直上流に位置する。本発明のためのプロモーターの
選択は、用いられる発現系において該プロモーターが機能的である限り、転写を導きうる
任意の真核生物、原核生物またはウイルスプロモーターに拡張されることが、当業者に明
らかである。
【００８５】
　本発明の核酸においては、制限酵素消化の一般的な技術を用いて又はポリメラーゼ連鎖
反応（ＰＣＲ）により、挿入ヌクレオチド配列に修飾（例えば、挿入、欠失または突然変
異）を施すことが可能である。
【００８６】
　例えば、発現レベルの改善を目的とする場合には、または発現後のタンパク質精製もし
くはタンパク質検出のためには、または該ポリペプチドをより免疫原性にするためには、
追加的なヌクレオチド配列が付加されうる。これは、本発明のＣＢＡポリペプチドをコー
ドするのに要する配列より大きな核酸に含まれる最終ヌクレオチド配列を与えうる。また
、そのような追加的要素がリーディングフレーム内に挿入される場合、これらは、発現さ
れるＣＢＡポリペプチドの構成部分となる。そのような融合ポリペプチドも本発明の範囲
内である。
【００８７】
　本発明における好ましい融合ポリペプチドは、ＷＯ　２００４／００７５２５に記載さ
れているものであり、疎水性ペプチドをコアポリペプチドに結合させることにより、該融
合ポリペプチドは、アジュバントとしての遊離サポニンと、より効率的に相互作用する。
融合のためのそのような疎水性ペプチドの例は、例えば、崩壊促進因子（ＣＤ５５）のＣ
末端断片として記載されている。
【００８８】
　本発明の核酸は、いわゆる「ＤＮＡワクチン接種」に簡便に使用されうる。そのような
実施形態においては、本発明の核酸が標的内に導入され、この場合、該核酸が細胞内に取
り込まれ、含まれるヌクレオチド配列が発現され、産生されたポリペプチドが標的の免疫
系に提示されて、免疫応答を生成する。該ＤＮＡは種々の方法で導入されることが可能で
あり、裸ＤＮＡとしての又は担体（例えば、金粒子）に結合した若しくはそれに封入され
たＤＮＡとしての種々の形態でありうる。
【００８９】
　ポリペプチドをコードするＤＮＡでの直接ワクチン接種は、例えばＤｏｎｎｅｌｌｙら
（１９９３，Ｔｈｅ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｓｔ，ｖｏｌ．２，ｐ．２０－２６）におい
て概説されているとおり、多数の異なるタンパク質に関して成功を収めている。例えば、
抗寄生虫ワクチンの分野においては、例えばプラスモジウム・ヨエリ（Ｐｌａｓｍｏｄｉ
ｕｍ　ｙｏｅｌｌｉ）に対する防御がプラスモジウム・ヨエリ（Ｐ．ｙｏｅｌｌｉ）サー
カムスポロゾイト（ｃｉｒｃｕｍｓｐｏｒｏｚｏｉｔｅ）遺伝子でのＤＮＡワクチン接種
により得られており（Ｈｏｆｆｍａｎ，Ｓ．ら，１９９４，Ｖａｃｃｉｎｅ，ｖｏｌ．１
２，ｐ．１５２９－１５３３）、大リーシュマニア（Ｌｅｉｓｈｍａｎｉａ　ｍａｊｏｒ
）に対する防御が、大リーシュマニア（Ｌ．ｍａｊｏｒ）表面糖タンパク質ｇｐ６３遺伝
子でのＤＮＡワクチン接種により得られている（Ｘｕ　＆　Ｌｉｅｗ，１９９４，Ｖａｃ
ｃｉｎｅ，ｖｏｌ．１２，ｐ．１５３４－１５３６）。
【００９０】
　本発明の核酸は、本発明のＣＢＡポリペプチドまたはその免疫原性断片を発現させ製造
するために有利に使用されうる。その目的のための組換え発現系は一般に、インビトロで
培養されている宿主細胞を使用する。当技術分野でよく知られているのは、細菌、酵母、
真菌、昆虫または脊椎動物細胞発現系からの宿主細胞である。
【００９１】
　したがって、１つの実施形態においては、本発明は、本発明のヌクレオチド配列または
核酸を含む宿主細胞に関する。
【００９２】
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　本発明のＣＢＡポリペプチドの発現に使用される宿主細胞は、ＣＢＡポリぺプチドをコ
ードする配列を発現させるための細菌由来プラスミドまたはバクテリオファージと恐らく
は組合された、細菌由来、例えば大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）、バシラ
ス・サチリス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）、ラクトバシラス属種（Ｌａｃｔ
ｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ．）またはカウロバクター・クレセンツス（Ｃａｕｌｏｂａｃ
ｔｅｒ　ｃｒｅｓｃｅｎｔｕｓ）由来の細胞でありうる。該宿主細胞はまた、真核細胞由
来のもの、例えば、酵母特異的ベクター分子と組合された酵母細胞、またはベクターもし
くは組換えバキュロウイルスと組合された昆虫細胞（Ｌｕｃｋｏｗら，１９８８，Ｂｉｏ
－ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ｖｏｌ．６，ｐ．４７－５５）、または例えばＴｉ－プラスミ
ド系ベクターもしくは植物ウイルスベクターと組合された植物細胞（Ｂａｒｔｏｎら，１
９８３，Ｃｅｌｌ，ｖｏｌ．３２，ｐ．１０３３）、または同様に適当なベクターもしく
は組換えウイルスと組合されたＨｅＬａ細胞、チャイニーズハムスター卵巣細胞もしくは
マジン－ダービー（Ｍａｄｉｎ－Ｄａｒｂｙ）イヌ腎細胞などの哺乳類細胞のような高等
真核細胞でありうる。
【００９３】
　これらの発現系と並んで、植物細胞、または寄生虫に基づく発現系も、魅力的な発現系
である。寄生虫発現系は、例えばフランス国特許出願番号２，７１４，０７４に記載され
ている。生物学的用途のためのポリペプチドの植物細胞発現系は、例えばＦｉｓｃｈｅｒ
ら（Ｅｕｒ．Ｊ．ｏｆ　Ｂｉｏｃｈｅｍ．１９９９，ｖｏｌ．２６２，ｐ．８１０－８１
６）およびＬａｒｒｉｃｋら（Ｂｉｏｍｏｌ．Ｅｎｇｉｎ．２００１，ｖｏｌ．１８，ｐ
．８７－９４）に記載されている。
【００９４】
　発現は、いわゆる無細胞発現系においても行われうる。そのような系は、その個々の系
において機能するプロモーターに機能的に連結された適当な組換え核酸の発現のための全
ての必須因子を含む。具体例としては、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）ライセート系（Ｒｏｃｈ
ｅ，Ｂａｓｅｌ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）またはウサギ網状赤血球ライセート系（Ｐｒ
ｏｍｅｇａ　ｃｏｒｐ．，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＵＳＡ）が挙げられる。
【００９５】
　本発明のヌクレオチド配列または核酸を宿主内または更には動物体内で発現させるため
の効率的方法は、宿主細胞または宿主動物に進入する担体にそれらを取り込ませることに
よるものである。該担体は、宿主を損傷することなく宿主に進入しうる生組換え担体微生
物（ＬＲＣＭ）である。
【００９６】
　したがって、１つの実施形態においては、本発明は、本発明のヌクレオチド配列または
核酸を含む生組換え担体微生物に関する。
【００９７】
　そのような生組換え担体微生物（ｌｉｖｅ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｃａｒｒｉｅｒ
　ｍｉｃｒｏ－ｏｒｇａｎｉｓｍ）（ＬＲＣＭ）は、例えば細菌、寄生虫（寄生生物）、
ウイルスおよび酵母細胞であり、全て、宿主動物への感染のために使用されうる。宿主動
物におけるＬＲＣＭの複製は、後に単離され例えばワクチン接種または診断目的に使用さ
れうる本発明のポリペプチドまたは断片を製造するための１つの方法でありうる。しかし
、該ＬＲＣＭはまた、例えばその宿主動物への本発明のポリペプチドまたは断片の運搬ビ
ヒクルとして、直接的に、ワクチン接種に簡便に使用されることが可能であり、そのよう
にして、該宿主動物にワクチン接種することが可能である。宿主の免疫系に対する提示の
この経路は、アジュバントを伴うサブユニットタンパク質としてのワクチン接種によるも
のより効果的でありうる。なぜなら、複製する微生物は、バベシアによる感染の自然様態
に、より近く、ＣＢＡポリペプチドまたはその免疫原性断片が自然感染で免疫系に提示さ
れる経路に類似したものでありうるからである。ＬＲＣＭのもう１つの利点はその自己増
殖にあり、その結果、該組換え担体は免疫化のために少量しか必要とされない。
【００９８】
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　本発明の場合、簡便なＬＲＣＭは、イヌ動物において複製されうる微生物であって、該
動物に（過度に）病原性でなく、そして好ましくは、その組換え及び操作のために分子生
物学的手段が利用可能であるような微生物である。具体例としては、細菌：エールリキア
（Ｅｈｒｌｉｃｈｉａ）、レプトスピラ（Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ）またはボレリア（Ｂｏ
ｒｒｅｌｉａ）；寄生虫（寄生生物）：リーシュマニア（Ｌｅｉｓｈｍａｎｉａ）または
ネオスポラ（Ｎｅｏｓｐｏｒａ）（好ましくは、ＷＯ　０４／０２６，９０３に記載され
ているもの）、または更にはバベシア（Ｂａｂｅｓｉａ）自体；あるいはウイルス：イヌ
パルボウイルス、ディステンパーウイルス、ポックスウイルス、肝炎ウイルス、パライン
フルエンザウイルスまたは狂犬病ウイルスの弱毒化または非病原性分離体が挙げられる。
【００９９】
　ＬＲＣＭの構築のためには、インビトロ相同組換えの良く知られている技術が、本発明
の核酸をＬＲＣＭのゲノム内に安定に導入するために用いられうる。あるいは、該核酸は
また、一過性またはエピソーム発現のためにＬＲＣＭ内に導入されうる。
【０１００】
　当技術分野でよく知られているとおり、ある発現系の選択の効果は、適用される発現タ
ンパク質の翻訳後プロセシングのレベルにある。例えば、原核生物発現系は、産生された
ポリペプチドにいずれのグリコシル化シグナルをも結合しないが、昆虫、酵母または哺乳
類系は、次第に複雑さを増すＮ－および／またはＯ－結合グリコシル化をもたらす。適切
な選択は、ポリペプチドの量と免疫学的有効性との最良のバランスをもたらす系であろう
。
【０１０１】
　本発明のポリペプチドまたはその断片は翻訳の途中または後で修飾されることが可能で
あり、これは生物学的または合成的に行われうる。具体例としては、グリコシル化または
ペグ化が挙げられる。本発明における格別の有利な修飾は、いわゆるＧＰＩアンカー（グ
リコシル－ホスファチジルイノシトール）の付加であり、これは、よく知られた、幾つか
の発現寄生虫ポリペプチドの非常に免疫原性である修飾である。
【０１０２】
　本発明のもう１つの態様は、本発明のポリペプチドまたはその免疫原性断片に特異的に
結合しうる単離された抗体に関する。
【０１０３】
　本発明の場合、「抗体」は、免疫グロブリンまたはその免疫学的に活性な部分、例えば
、抗原結合部位を尚も含むフラグメント、例えば、一本鎖抗体またはＦａｂ、Ｆｖ、ｓｃ
Ｆｖ、ｄＡｂもしくはＦｄフラグメント（全て、当技術分野でよく知られている）である
。
【０１０４】
　抗体は、その特異性により（すなわち、いずれの非特異的またはバックグラウンド結合
からも特異的結合が識別されうるような強度で、該抗体が結合する分子により、通常は、
該特異的抗体を希釈化により弱めることにより）特徴づけられる。
【０１０５】
　特異的抗体は一般に、ドナー動物を標的ポリペプチドで（過剰）免疫化し、産生された
抗体を該動物の血清から集めることにより製造される。よく知られたドナーとしては、ウ
サギおよびヤギが挙げられる。もう１つの例としては、卵黄内に高レベルの抗体（いわゆ
るＩｇＹ）を産生しうるニワトリが挙げられる。あるいは、抗体はインビトロで製造され
うる。例えば、それは、よく知られたモノクローナル抗体技術により、不死化Ｂリンパ球
培養（ハイブリドーマ細胞）から製造されうる（それに関しては、工業的規模の製造系が
公知である）。また、抗体またはそのフラグメントはそれ自体が、クローン化Ｉｇ重鎖お
よび／または軽鎖遺伝子の発現により、組換え発現系において発現されうる。
【０１０６】
　そのような抗体は、種々の用途、特に診断およびワクチン接種に、簡便に使用されうる
。診断は本明細書中に後記に記載されている。ワクチン接種における抗体の使用は、いわ
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ゆる受動ワクチンに関するものである。後者の場合、該抗体は、好ましくは、標的由来の
抗体の一般的特徴に適合するように適合化される。この場合、該抗体は「イヌ化」される
であろう。
【０１０７】
　ＣＢＡポリペプチド、断片、およびそのようなポリペプチドまたは断片をコードする核
酸の好ましい用途は、それらの医学用途、特にワクチン接種である。
【０１０８】
　したがって、１つの態様においては、本発明は、バベシア症に対するイヌ用ワクチンに
おける使用のための、全て本発明のポリペプチドもしくはその免疫原性断片、ヌクレオチ
ド配列、核酸、生組換え担体微生物または抗体、あるいはこれらの成分のいずれかの組合
せに関する。
【０１０９】
　もう１つの態様においては、本発明は、全て本発明のポリペプチドもしくはその免疫原
性断片、ヌクレオチド配列、核酸、生組換え担体微生物または抗体、あるいはこれらの成
分のいずれかの組合せと、医薬上許容される担体とを含む、バベシア症に対するイヌ用ワ
クチンに関する。
【０１１０】
　本発明のそのような医学用途は、イヌにおけるバベシア症および／またはバベシア寄生
虫による寄生虫血症の予防、防御または改善を達成するために、イヌの免疫の改善をもた
らす。これは、一方においては、本明細書に開示されているＣＢＡペプチドの起源により
、すなわち、免疫学的に防御することがよく知られているＳＰＡにより実証される。特に
、これは、本明細書の実施例に記載されている詳細、特に、ＡｌｐｈａＬｉｓａ（登録商
標）により実証されている、抗体競合アッセイの結果および動物実験から示されている。
【０１１１】
　バベシア感染により通常引き起こされる疾患の症状（特に、貧血、およびパック細胞容
積、すなわちヘマトクリット、体温の変化、腎機能、挙動など）をモニターすることによ
り、本発明のワクチンが標的イヌにもたらす相違を、当業者は容易に認めることが可能で
ある。
【０１１２】
　そのようなワクチン効力は、ワクチン接種された標的動物とワクチン接種されていない
標的動物とを比較すると明らかになる。そのようなワクチン効力を評価するための方法は
当技術分野でよく知られている。
【０１１３】
　例えば、宿主におけるバベシア寄生虫の寄生虫血症は、マラリアに関してＪａｒｒａお
よびＢｒｏｗｎ（１９８５，Ｐａｒａｓｉｔｅ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．，ｖｏｌ．７，ｐ．５
９５－６０６）により記載されているとおり、血液塗抹標本においてバベシア寄生虫を含
有する赤血球の数の光学顕微鏡計数により容易に判定されうる。視認性の改善のために、
サンプルを例えばギムザ染色で対比染色することが可能である。
【０１１４】
　ついで寄生虫血症は未感染赤血球に対する感染赤血球の百分率として示されることが可
能であり、あるいは一定数の検査赤血球のうちの感染赤血球の総数として示されうる。そ
してこれを、毎日、または寄生虫血症の期間にわたる累積総数、いわゆる「寄生虫負荷」
として計算することが可能である。
【０１１５】
　本発明の場合、寄生虫血症は寄生虫負荷として表され、ここで、頸静脈から採取された
毎日の血液サンプルにおける１０５個の赤血球当たりの寄生虫感染赤血球の数の１０Ｌｏ
ｇ値を、寄生虫が検出されうる期間にわたって累積する。一般に、バベシア寄生虫血症は
チャレンジの３～１４日後に生じ、チャレンジの５～１０日後にピークになる。
【０１１６】
　特に、本発明のワクチンは、ワクチン接種された標的動物の、バベシア・ロッシ（Ｂ．
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ｒｏｓｓｉ）感染により引き起こされる寄生虫血症を、７０％以上軽減しうる。好ましく
は、寄生虫血症の軽減は７５、８０、８５、９０、９５、９７または更には１００％（そ
の順に好ましくなる）である。同様に、本発明のワクチンは、バベシア・カニス（Ｂ．ｃ
ａｎｉｓ）感染により引き起こされる疾患の徴候を、５０％以上、好ましくは、６０、７
０、８０、８５、９０、９５、９７％以上または更には１００％（その順に好ましくなる
）軽減しうる。
【０１１７】
　あるいは、バベシアによる感染により引き起こされる疾患の症状は、ワクチン接種され
た標的動物およびワクチン接種されていない標的動物の感染の際の臨床スコアに対するワ
クチン接種の効果が比較されうるように、臨床スコアとして表されうる。そのような臨床
スコアを評価するための表は、例えば、イヌにおけるバベシア・カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ
）感染の症状に関してＳｃｈｅｔｔｅｒｓら，１９９４（Ｖｅｔ．Ｐａｒａｓｉｔｏｌ．
，ｖｏｌ．５２，ｐ．２１９－２３３）に記載されているとおりに、当業者により準備さ
れうる。
【０１１８】
　好ましくは、本発明のワクチンは、バベシアに感染したワクチン接種された宿主の臨床
スコアを、５０％、より好ましくは６０、７０、８０、９０または更には１００％（その
順に好ましくなる）減少させうる。
【０１１９】
　本発明に関して記載されているワクチン接種のもう１つの有利な効果はイヌ集団内のバ
ベシア感染の広がり（いわゆる、感染の水平伝播）の予防または軽減である。これは、未
感染ダニがワクチン接種イヌに寄生した場合、感染状態になる可能性が低くなり、したが
って、バベシア感染を他のイヌに容易に広げないからである。その結果、これは、ある地
理的領域の媒介性ダニにおけるバベシアの流行の低下、ひいては、新たなイヌ宿主へのバ
ベシアの伝播の低下につながる。この実施形態においては、該ワクチンは伝播阻止ワクチ
ンとして働く。
【０１２０】
　したがって、好ましい実施形態においては、本発明のワクチンは、ある地理的領域の媒
介性ダニにおけるバベシアの流行を軽減しうる。
【０１２１】
　媒介性ダニにおけるバベシアの流行を決定するための方法は当技術分野でよく知られて
おり、例えば、Ｌｅｗｉｓら（１９９６，Ｖｅｔ．Ｐａｒａｓ．，ｖｏｌ．６３，ｐ．９
－１６）により記載されているとおりに、またはダニ組織のＰＣＲもしくはリバース・ラ
イン・ブロッティング（ｒｅｖｅｒｓｅ　ｌｉｎｅ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ）を用いる、より
最近の方法により行われうる。
【０１２２】
　本発明のワクチンの製造および適用ならびに医学用途に関しては、本発明は、もう１つ
の態様において、本発明のポリペプチドもしくはその免疫原性断片、ヌクレオチド配列、
核酸、生組換え担体微生物もしくは抗体またはこれらの成分のいずれかの組合せと医薬上
許容される担体とを混合することを含む、本発明のワクチンの製造方法に関する。
【０１２３】
　１つの実施形態においては、本発明の方法はまた、前記の組換え発現系における本発明
のヌクレオチド配列または核酸の発現を含む。
【０１２４】
　もう１つの態様においては、本発明は、本発明のポリペプチドもしくはその免疫原性断
片、ヌクレオチド配列、核酸、生組換え担体微生物もしくは抗体またはこれらの成分のい
ずれかの組合せの、イヌにおけるバベシア症に対するワクチンの製造のための使用に関す
る。
【０１２５】
　もう１つの態様においては、本発明は、本発明のワクチンをイヌに接種する工程を含む



(20) JP 2014-505470 A 2014.3.6

10

20

30

40

50

、バベシア症に対するイヌのワクチン接種の方法に関する。
【０１２６】
　「ワクチン」なる語は、本発明のポリペプチドまたは免疫原性断片の免疫学的に有効な
量の存在、および医薬上許容される担体の存在を示唆する。
【０１２７】
　本発明のワクチンの免疫学的に有効な量を構成するものは、使用されるワクチンの所望
の効果および特定の特性に左右される。有効量の決定は当業者の技量の範囲内に十分に含
まれ、例えば、ワクチン接種後またはチャレンジ感染後の免疫応答をモニターすることに
より、例えば、標的の臨床疾患徴候、血清学的パラメータをモニターすることにより、あ
るいは病原体を再分離し、これらを、ワクチン接種されていない動物において見られる応
答と比較することにより行われる。
【０１２８】
　一般に、ワクチンは、微生物による感染から生じる疾患または障害の予防、改善、感受
性軽減または治療を補助する免疫応答を誘導する。その微生物に由来する１以上の抗原、
例えば、弱毒化微生物もしくは死んだ微生物および／またはそのサブユニット（を含有す
る組成物）を投与することの結果として、該防御が達成される。これは、該微生物により
引き起こされる臨床徴候の数または強度の低減を標的動物が示すことをもたらすであろう
。これは、微生物による定着の軽減または感染率の減少、そしてそれによる、微生物によ
り又はそれに対する標的の応答により引き起こされる病変および影響の数または重症度の
低減の結果でありうる。
【０１２９】
　「医薬上許容される担体」は、それが投与される動物の健康に（深刻な）悪影響を及ぼ
すことなく、化合物の有効な投与を補助すると意図される。医薬上許容される担体は、例
えば、無菌水または無菌生理的塩溶液でありうる。より複雑な形態においては、該担体は
、例えば、他の添加剤、例えば安定剤または保存剤を含みうるバッファーでありうる。詳
細および具体例は、例えば、よく知られたハンドブック、例えば、“Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ
：ｔｈｅ　ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　ｐｈａｒｍａｃｙ”（２
０００，Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔ，ＵＳＡ，ＩＳＢＮ：６８３３０６４７２）および“Ｖｅｔ
ｅｒｉｎａｒｙ　ｖａｃｃｉｎｏｌｏｇｙ”（Ｐ．Ｐａｓｔｏｒｅｔら編，１９９７，Ｅ
ｌｓｅｖｉｅｒ，Ａｍｓｔｅｒｄａｍ，ＩＳＢＮ　０４４４８１９６８１）に記載されて
いる。
【０１３０】
　好ましい実施形態においては、本発明のワクチンの製造に使用される化合物は、無血清
（動物血清を伴わない）、タンパク質非含有（動物タンパク質を伴わないが、他の動物由
来成分を含みうる）、動物化合物非含有（ＡＣＦ；動物由来のいずれの成分をも含有しな
い）のもの、または更には「化学的に規定された（ｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ　ｄｅｆｉｎｅ
ｄ）」もの（その順に好ましくなる）である。
【０１３１】
　もう１つの好ましい実施形態においては、本発明のワクチンは更に、安定剤を含む。
【０１３２】
　しばしば、例えば、易分解成分の分解を防ぎ、ワクチンの貯蔵寿命を延長させ、および
／または凍結乾燥効率を改善するために、ワクチンを安定剤と混合する。一般に、これら
は、高分子量の大分子、例えば脂質、炭水化物またはタンパク質、例えば粉乳、ゼラチン
、血清アルブミン、ソルビトール、トレハロース、スペルミジン、デキストランまたはポ
リビニルピロリドン、およびバッファー、例えばリン酸アルカリ金属である。
【０１３３】
　好ましくは、該安定剤は、動物由来の成分を含有しない、あるいは更には化学的に規定
されたもの（ＷＯ　２００６／０９４，９７４に開示されているとおり）である。
【０１３４】
　また、保存剤、例えばチメロサール、メルチオラート、フェノール性化合物および／ま



(21) JP 2014-505470 A 2014.3.6

10

20

30

40

50

たはゲンタマイシンが加えられうる。
【０１３５】
　例えば安定性または経済性の理由により、本発明の抗原は凍結乾燥されうる。一般に、
これは、０℃を超える温度（例えば、４℃）での貯蔵期間の延長を可能にする。
【０１３６】
　凍結乾燥のための方法は当業者に公知であり、種々の規模での凍結乾燥のための装置が
商業的に入手可能である。
【０１３７】
　したがって、より好ましい実施形態においては、本発明のワクチンは、該ワクチンが凍
結乾燥形態であることを特徴とする。
【０１３８】
　凍結乾燥ワクチン組成物を還元（再構成）するためには、それを、生理的に許容される
希釈剤に懸濁させる。ワクチンの最良の品質を確保するために、これは一般に使用直前に
行われる。該希釈剤は、例えば無菌水または生理的塩溶液でありうる。該ワクチンの還元
に使用される希釈剤は、それ自体が、追加的な化合物、例えばアジュバントを含有しうる
。より複雑な形態においては、ＥＰ　３８２．２７１に記載されているとおり、それはエ
マルションとして懸濁されうる。
【０１３９】
　本発明の使用により製造される凍結乾燥ワクチンの変形実施形態においては、該ワクチ
ンのためのアジュバントは、該ワクチンの残部を含む凍結乾燥ケークとは別に供給され、
好ましくは、緩衝化希釈剤中に含まれる。この場合、該凍結乾燥ワクチンおよび特別な希
釈剤組成物は、一緒になって本発明を具体化するパーツ（部分）のキットを構成する。
【０１４０】
　したがって、本発明の凍結乾燥ワクチンの好ましい実施形態においては、該凍結乾燥ワ
クチンは、少なくとも２つのタイプの容器（１つの容器は該凍結乾燥ワクチンを含み、１
つの容器は、バッファーとサポニンアジュバントとを含む水性希釈剤を含む）を伴うパー
ツのキットに含まれる。
【０１４１】
　好ましくは、該凍結乾燥ワクチンは、ＥＰ　７９９．６１３に開示されている形態であ
る。
【０１４２】
　本発明のワクチンは更に、いわゆる「ビヒクル」を含みうる。ビヒクルは、本発明のタ
ンパク質、タンパク質断片、核酸もしくはその一部、ｃＤＮＡ、組換え分子、生組換え担
体および／または宿主細胞が、共有結合することなく付着する化合物である。そのような
ビヒクルとしては、とりわけ、バイオマイクロカプセル、微小アルギナート、リポソーム
、マクロゾル、水酸化－、リン酸－、硫酸－または酸化－アルミニウム、シリカ、Ｋａｏ
ｌｉｎ（登録商標）およびＢｅｎｔｏｎｉｔｅ（登録商標）が挙げられ、これらは全て、
当技術分野において公知である。
【０１４３】
　一例として、免疫刺激性複合体（いわゆるＩＳＣＯＭ（登録商標））内に抗原が部分的
に包埋されているビヒクルが挙げられる（ＥＰ　１０９．９４２、ＥＰ　１８０．５６４
、ＥＰ　２４２．３８０）。
【０１４４】
　また、本発明のワクチンは、１以上の適当な界面活性化合物または乳化剤、例えばＳｐ
ａｎ（登録商標）またはＴｗｅｅｎ（登録商標）を含みうる。
【０１４５】
　健常標的にワクチン接種すること、および野外感染を予防するために可能な限り早期に
ワクチン接種することが明らかに好ましいが、ワクチン接種されるイヌの年齢、体重、性
別、免疫学的状態および他のパラメータは決定的に重要ではない。バベシアによる感染は
非常に若い年齢で確立されうるため、本発明のワクチンは生後２週間以内に適用されうる
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が、若い年齢における効率的なワクチン接種のためには初乳中の母体由来抗体の存在を計
算に入れておく必要があるかもしれない。
【０１４６】
　本発明のワクチンの標的対象はイヌであり、これは健康であっても罹病していてもよく
、バベシア寄生虫に関して又はバベシア寄生虫に対する抗体に関して血清陽性または陰性
でありうる。該標的イヌは、該ワクチン接種に感受性である任意の年齢のものでありうる
。
【０１４７】
　本発明のワクチンは、予防および治療に同等に使用されることが可能であり、バベシア
感染またはその臨床疾患徴候の確立および／または進行を妨げる。
【０１４８】
　本発明のワクチンは初回抗原刺激ワクチン接種として有効に働きうる。該初回抗原刺激
ワクチン接種は、その後で行われうる、例えば古典的な不活化アジュバント化ワクチンで
のブースターワクチン接種により増強されうる。
【０１４９】
　標的イヌへの本発明のワクチンの適用の方式は１回量または複数回量によるものである
ことが可能であり、これらは、該投与量および製剤に適した方法および免疫学的に有効な
量で、同時または連続的に投与されうる。
【０１５０】
　本発明のワクチンの投与のための方法は、理想的には、他のイヌワクチンの既存ワクチ
ン接種計画に組込まれる。
【０１５１】
　本発明のワクチンは年１回の量で有利に適用される。
【０１５２】
　本発明のワクチンの製造は、当業者によく知られた手段により行われる。
【０１５３】
　そのようなワクチン製造は、一般に、本発明の成分を医薬上許容される賦形剤と混合し
、製剤化し、ついで適当なサイズの容器内に分配する工程を含む。該製造プロセスの種々
の段階は、適当な試験により、例えば、該抗原の質および量に関する免疫学的試験により
、無菌性および外来因子の非存在に関する微生物学的試験により、そして最終的には、ワ
クチンの効力および安全性に関する動物実験により、モニターされる必要がある。これら
は全て、当業者によく知られている。
【０１５４】
　本発明のワクチンは、所望の適用経路および所望の効果に合致した、イヌへの投与に適
した任意の形態をとりうる。
【０１５５】
　本発明のワクチンは、標的への所望の適用方法に応じて、いくつかの形態、例えば液体
、ゲル剤、軟膏剤、散剤、錠剤またはカプセル剤でありうる。好ましくは、本発明のワク
チンは、注射に適した形態、したがって、注射可能な液体、例えば懸濁液、溶液、分散液
または乳液に製剤化される。一般に、そのようなワクチンは無菌状態に製造される。
【０１５６】
　本発明のワクチンは、０．１～１０００μｇの本発明のポリペプチドまたはその断片を
含有する量で投与されうる。原則として、より少ない又は多い用量が使用されうる。好ま
しくは、５０～２５０μｇの該ポリペプチドが用量当たりに使用される。
【０１５７】
　本発明のワクチンは、標的イヌに合致した体積で投与されうる。例えば、イヌに対する
ワクチンの１用量は０．５～５ｍｌでありうる。好ましくは、１用量は１～３ｍｌである
。
【０１５８】
　本発明のワクチンは、当技術分野で公知の方法（例えば、非経口適用、例えば皮膚内へ
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の又は皮膚を介した全ての注射経路、例えば筋肉内、静脈内、腹腔内、皮内、粘膜下また
は皮下経路）によりイヌ標的に投与されうる。実施可能なその他の適用経路としては、眼
、鼻、口、肛門または膣の粘膜上皮への或いは任意の身体部分の外皮の表皮上への滴剤、
噴霧剤、ゲル剤または軟膏剤としての局所適用；エアゾールまたは散剤としての噴霧によ
るものが挙げられる。あるいは、適用は、例えば散剤、液体または錠剤として食物、食餌
または飲み水と一緒にすることによる、消化経路を介したもの、あるいは液体、ゲル剤、
錠剤またはカプセル剤としての口内への又は坐剤としての肛門への直接的な投与によるも
のでありうる。
【０１５９】
　好ましい適用経路は、筋肉内または皮下注射によるものである。言うまでもなく、最適
な適用経路は、使用されるワクチン製剤、標的イヌの個々の特性に左右されるであろう。
【０１６０】
　本発明のワクチンはマーカーワクチンとして有利に使用される。マーカーワクチンは、
ワクチン接種された対象と野外感染対象との識別を可能にするワクチンとして公知である
。これは、例えば、野生型感染因子による感染により誘導された抗体パネルとは異なるワ
クチン特性抗体パネルの検出により決定される。そのような相違は、例えば、野生型微生
物内または野生型微生物上に存在する免疫原性タンパク質が該ワクチンには存在しない場
合に得られる。これはＥＬＩＳＡまたは免疫蛍光アッセイのような血清学的アッセイによ
り簡便に検出されうる。
【０１６１】
　したがって、好ましい実施形態においては、本発明のワクチンはマーカーワクチンであ
る。
【０１６２】
　本発明のワクチンを更に最適化することは当業者の技量の範囲内である。一般に、これ
は、該ワクチンが十分な免疫防御をもたらすように、該ワクチンの効力を微調整すること
を含む。これは、ワクチン用量を適合化することにより、あるいは該ワクチンを別の形態
または製剤で使用することにより、あるいは該ワクチンのその他の構成成分（例えば、安
定剤またはアジュバント）を適合化することにより、あるいは異なる経路による適用によ
り行われうる。
【０１６３】
　該ワクチンは更に、他の化合物、例えばアジュバント、追加的抗原、サイトカインなど
を含みうる。あるいは、本発明のワクチンは、例えば抗生物質、ホルモンまたは抗炎症薬
のような医薬成分と有利に組合されうる。
【０１６４】
　好ましい実施形態においては、本発明のワクチンは、それがアジュバントを含むことを
特徴とする。
【０１６５】
　「アジュバント」は、よく知られたワクチン成分であり、一般に、標的の免疫応答を非
特異的に刺激する物質である。多種多様なアジュバントが当技術分野で公知である。アジ
ュバントの例としては、フロイント完全および不完全アジュバント、ビタミンＥ、非イオ
ンブロック重合体およびポリアミン、例えばデキストラン硫酸、カルボポール（ｃａｒｂ
ｏｐｏｌ）およびピランが挙げられる。
【０１６６】
　さらに、ペプチド、例えばムラミルジペプチド、ジメチルグリシン、タフトシンがアジ
ュバントとしてしばしば使用され、鉱油、例えばＢａｙｏｌ（登録商標）またはＭａｒｋ
ｏｌ（登録商標）、植物油またはそのエマルションおよびＤｉｌｕｖａｃＦｏｒｔｅ（登
録商標）が有利に使用されうる。
【０１６７】
　本発明のワクチンの好ましいアジュバントはサポニン、より好ましくは、Ｑｕｉｌ　Ａ
（登録商標）である。サポニンアジュバントは、好ましくは、１０～１０，０００μｇ／
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ｍｌ、より好ましくは、１００～５００μｇ／ｍｌのレベルで本発明のワクチンに含まれ
る。サポニンおよびワクチン成分はＩＳＣＯＭ（登録商標）（ＥＰ　１０９．９４２、Ｅ
Ｐ　１８０．５６４、ＥＰ　２４２．３８０）において一緒にされうる。
【０１６８】
　言うまでもなく、アジュバント化、ビヒクル化合物もしくは希釈剤の添加またはワクチ
ンの乳化もしくは安定化のための他の方法も本発明の範囲内である。そのような添加は、
例えば、よく知られたハンドブックに記載されている。
【０１６９】
　本発明のワクチンは、もう１つの抗原と有利に組合されうる。
【０１７０】
　したがって、より好ましい実施形態においては、本発明のワクチンは、それが追加的免
疫活性成分を含むことを特徴とする。
【０１７１】
　「追加的免疫活性成分」は抗原、免疫増強物質および／またはワクチンであることが可
能であり、これらはいずれも、アジュバントを含みうる。
【０１７２】
　追加的免疫活性成分は、抗原の形態である場合には、ヒトの又は獣医学的に重要な任意
の抗原性成分からなりうる。それは、例えば、生物学的分子または合成分子、例えばタン
パク質、炭水化物、リポ多糖、タンパク質性抗原をコードする核酸を含みうる。また、そ
のような核酸、またはそのような核酸を含有する生組換え担体微生物を含む宿主細胞は、
該核酸または追加的免疫活性成分を運搬するための手段となりうる。あるいは、それは、
分画化された又は死んだ微生物、例えば寄生虫、細菌またはウイルスを含みうる。
【０１７３】
　追加的免疫活性成分は、免疫増強物質、例えばケモカイン、または免疫刺激性核酸、例
えばＣｐＧモチーフの形態でありうる。あるいは、本発明のワクチン自体がワクチンに添
加されうる。
【０１７４】
　例えば、本発明のワクチンを、本発明のポリペプチドではない寄生虫サブユニットワク
チンタンパク質の調製物と一緒にして、寄生虫感染または関連臨床疾患徴候に対する混合
サブユニットワクチンを得ることが可能である。
【０１７５】
　好ましい実施形態においては、本発明のワクチンは、該追加的免疫活性成分または該追
加的免疫活性成分をコードする核酸が、イヌに感染性である生物から得られることを特徴
とする。
【０１７６】
　そのような混合ワクチンの利点は、それが、バベシアに対する免疫応答だけでなく他の
（イヌ）病原体に対する免疫応答をも誘導し、一方、ワクチン接種のための動物の取り扱
いが１回だけで済み、それにより、標的動物に対する無駄なストレスならびに時間および
労力の浪費が避けられることである。
【０１７７】
　イヌ病原体の例としては以下のものが挙げられる：エールリキア・カニス（Ｅｈｒｌｉ
ｃｈｉａ　ｃａｎｉｓ）、リーシュマニア・ドノバニ（Ｌｅｉｓｈｍａｎｉａ　ｄｏｎｏ
ｖａｎｉ）複合体、ネオスポラ・カニヌム（Ｎｅｏｓｐｏｒａ　ｃａｎｉｎｕｍ）、イヌ
パルボウイルス、イヌジステンパーウイルス、レプトスピラ・インテルロガンス（Ｌｅｐ
ｔｏｓｐｉｒａ　ｉｎｔｅｒｒｏｇａｎｓ）血清型カニコーラ（ｃａｎｉｃｏｌａ）、イ
クテロヘモラギエ（ｉｃｔｅｒｏｈａｅｍｏｒｒｈａｇｉａｅ）、ポモナ（ｐｏｍｏｎａ
）、グリッポチホサ（ｇｒｉｐｐｏｔｙｐｈｏｓａ）またはブラチスラバ（ｂｒａｔｉｓ
ｌａｖａ）、イヌ肝炎ウイルス、イヌパラインフルエンザウイルス、狂犬病ウイルス、ヘ
パトゾーン・カニス（Ｈｅｐａｔｏｚｏｏｎ　ｃａｎｉｓ）およびボレリア・ブルグドル
フェリ（Ｂｏｒｒｅｌｉａ　ｂｕｒｇｄｏｒｆｅｒｉ）ならびにバベシア（Ｂａｂｅｓｉ
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ａ）およびテイレリア（Ｔｈｅｉｌｅｒｉａ）の種。
【０１７８】
　本発明のポリペプチド、ヌクレオチド配列および抗体は診断目的に有利に使用されうる
。
【０１７９】
　したがって、本発明のもう１つの態様は、本発明のポリペプチドもしくはその免疫原性
断片、ヌクレオチド配列または抗体を含む診断試験キットに関する。
【０１８０】
　一般に、そのような試験はＥｌｉｓａまたは免疫蛍光法に基づく。
【０１８１】
　１つの実施形態においては、本発明は、本発明のヌクレオチド配列を使用する、イヌバ
ベシアからのヌクレオチド配列の検出のための診断試験に関する。該ヌクレオチド配列は
、好ましくは、ＰＣＲに基づくアッセイにおいて使用され、１０～５０ヌクレオチド、好
ましくは１５～３０ヌクレオチドの長さを有する。
【０１８２】
　１つの実施形態においては、本発明は、イヌバベシアに対する抗体の検出のための診断
試験に関するものであり、この場合、該試験は本発明のポリペプチドまたはその免疫原性
断片を含む。
【０１８３】
　例えば、ＣＢＡポリペプチドを固相担体に結合させ、これを試験サンプルと共にインキ
ュベートし、洗浄し、該試験サンプルからの結合抗体の存在を検出する。該試験サンプル
は、例えば、イヌの体液に由来する。
【０１８４】
　１つの実施形態においては、本発明は、イヌバベシアからの抗原物質の検出のための診
断試験に関するものであり、この場合、該試験は本発明のポリペプチド（またはその免疫
原性断片）に対する抗体を含む。
【０１８５】
　例えば、ＣＢＡポリペプチドに対する抗体を固相担体に結合させ、これを試験サンプル
と共にインキュベートし、洗浄し、該試験サンプルからの結合ポリタンパク質の存在を検
出する。該試験サンプルは、例えば、イヌの血液または組織に由来する。
【０１８６】
　本発明においては、「診断試験キット」は、本発明の診断方法を行うためのキットに関
するものである。該キットは、本発明の成分であるポリペプチドもしくはその免疫原性断
片、ヌクレオチド配列または抗体の１以上を、所望により希釈剤、試薬および／または該
方法の実施法の説明と共に、通常の形態で及び容器内に含む。
【０１８７】
　１つの実施形態においては、該キットは、複数のウェルを有する容器、例えばマイクロ
タイタープレートを含みうる。該容器のウェルは、本発明の診断方法における使用のため
に、本発明の成分のいずれかを含有するように処理されうる。
【０１８８】
　本発明の診断キットと共に所望により含まれる説明は、例えば、該キットの構成成分を
含有する箱に記載されることが可能であり、その箱の中のリーフレットに示されているこ
とが可能であり、あるいは該キットの配給者のインターネットウェブサイト上で閲覧可能
またはダウンロード可能などでありうる。
【０１８９】
　本発明においては、該診断キットはまた、本発明の方法を含むアッセイにおける組合せ
使用のための、例えばインターネットウェブサイト上の、（商業的販売に関する）記載さ
れているパーツのオファー（提供）でありうる。
【図面の簡単な説明】
【０１９０】
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【図１】バベシア・カニス（Ｂａｂｅｓｉａ　ｃａｎｉｓ）およびバベシア・ロッシ（Ｂ
ａｂｅｓｉａ　ｒｏｓｓｉ）からのＣＢＡポリペプチドのアミノ酸アライメント。それら
の２つの特徴領域が枠で囲まれており、推定シグナル配列が二重矢印により示されている
。
【図２】ＣＢＡ－１　ｍＲＮＡ（ｃＤＮＡ形態；配列番号９）およびバベシア・カニス（
Ｂ．ｃａｎｉｓ）のゲノムからのＣＢＡ－１遺伝子（配列番号１２）のヌクレオチド配列
アライメント。
【図３】ＡｌｐｈａＬｉｓａによる組換えバベシア・カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ）ＣＢＡ－
１分子の検出。バベシア・カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ）ＳＰＡ特異的ポリクローナル抗体を
使用して検出を行った。
【図４】ＡｌｐｈａＬｉｓａによる組換えバベシア・ロッシ（Ｂ．ｒｏｓｓｉ）ＣＢＡ－
２分子の検出。バベシア・ロッシ（Ｂ．ｒｏｓｓｉ）ＳＰＡ特異的ポリクローナル抗体を
使用して検出を行った。
【図５】バベシア・カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ）ＳＰＡ参照抗原へのバベシア・カニス（Ｂ
．ｃａｎｉｓ）ＳＰＡ特異的ポリクローナル抗体の結合の組換えバベシア・カニス（Ｂ．
ｃａｎｉｓ）ＣＢＡ－１ポリペプチドによる阻害の、阻害ＡｌｐｈａＬｉｓａによる検出
。
【図６】バベシア・ロッシ（Ｂ．ｒｏｓｓｉ）ＳＰＡ参照抗原へのバベシア・ロッシ（Ｂ
．ｒｏｓｓｉ）ＳＰＡ特異的ポリクローナル抗体の結合の組換えバベシア・カニス（Ｂ．
ｃａｎｉｓ）ＣＢＡ－１ポリペプチドによる阻害の、阻害ＡｌｐｈａＬｉｓａによる検出
。
【図７】イヌにおけるワクチン接種－チャレンジ実験からの、平均の標準誤差を伴う、１
群当たり１日当たりの平均臨床スコアの結果（チャレンジ後）。
【図８】ワクチン接種－チャレンジ実験からの寄生虫負荷の結果。
【図９】ワクチン接種－チャレンジ実験からの（第０日［チャレンジ前］に対する％とし
て表されたパック細胞容積としての）ヘマトクリットの結果。
【０１９１】
　つぎに、以下の非限定的な実施例により、本発明を更に詳しく説明することとする。
【０１９２】
　実施例
　実施例１：製造：
　各ＣＢＡ　ｍＲＮＡの完全長ｃＤＮＡを、標準的な方法により、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ
）内で発現させ、ＣＢＡポリペプチドを更なる使用および分析のために精製した。
【０１９３】
　精製されたＣＢＡ－１を、標準的な方法により、ハイブリドーマ細胞系を作製するため
に使用した。該細胞系を７Ｅ６と命名した。それはＣＢＡ－１特異的モノクローナル抗体
を発現する。
【０１９４】
　実施例２：ＣＢＡ共有エピトープの特定およびＳＰＡ特異的抗体との競合：
　既に記載されているとおり（Ｓｃｈｅｔｔｅｒｓら，１９９６，Ｐａｒａｓｉｔｅ　Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ．，ｖｏｌ．１８，ｐ．１－６）、ＳＰＡで複数回ワクチン接種され、つい
でチャレンジ（攻撃誘発）されたイヌから、ポリクローナル抗体を得た。共通エピトープ
を調べるために、いわゆるＡｌｐｈａＬｉｓａ（登録商標）技術（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍ
ｅｒ）において、これらの抗体を使用した。
【０１９５】
　ＡｌｐｈａＬｉｓａ技術は、ドナーおよびアクセプタービーズがそれぞれ、抗原上の異
なるエピトープを認識する異なる抗体を含有することに基づいて、少なくとも２つの異な
るエピトープを含有する抗原の検出を可能にする。抗原の存在下、ドナーおよびアクセプ
タービーズを互いに接近させて、該ビーズ間のエネルギー転移が生じうるようにする。こ
れは適当な検出器で検出されうる。詳細には、該ワクチン接種－チャレンジ免疫グロブリ
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ンを標準的な方法によりビオチン化した。つぎに、これを、非ビオチン化ワクチン接種－
チャレンジＩｇで被覆されたアクセプタービーズおよび抗原と共に６０分間インキュベー
トした。この混合物において、抗原およびビオチン化ワクチン接種－チャレンジＩｇとの
複合体が該アクセプタービーズ上で形成される。第２工程において、ストレプトアビジン
被覆ドナービーズを加え、３０分間インキュベートする。それは該アクセプタービーズ複
合体上のビオチン基と相互作用する。両方のタイプのビーズの特有の特性は、（抗原－抗
体複合体を介して）互いに相互作用するビーズの検出を可能にし、これがサンプル中の抗
原濃度の尺度となる。
【０１９６】
　まず、該ポリクローナルワクチン接種－チャレンジ血清を使用して、組換えバベシア・
カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ）ＣＢＡ－１ポリペプチドがＡｌｐｈａＬｉｓａアッセイにおい
て認識されるかどうかを調べた。これは、ＣＢＡ－１が、該ポリクローナル抗血清により
認識されうる少なくとも２つのエピトープを提示するかどうかを調べるためのものであっ
た。
【０１９７】
　これらのアッセイにおける陰性対照として、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）において同様に発
現される無関係の組換え抗原である、マイコバクテリウム・パラツベルクローシス（Ｍｙ
ｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｐａｒａｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）のＨＳＰ７０を使用した
。
【０１９８】
　陽性対照および参照物質は、それぞれの寄生虫種（バベシア・カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ
）またはバベシア・ロッシ（Ｂ．ｒｏｓｓｉ））のインビトロ培養からの濃縮上清からの
ＳＰＡであった。
【０１９９】
　結果は、該組換えバベシア・カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ）ＣＢＡ－１分子が、バベシア・
カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ）ＳＰＡまたはバベシア・ロッシ（Ｂ．ｒｏｓｓｉ）ＳＰＡポリ
クローナル抗体を使用する２つの別々のＡｌｐｈａＬｉｓａアッセイにおいて検出不可能
であることを示した（図３および４）。該陽性対照サンプルはそのそれぞれのアッセイに
おいて強力なシグナルを示した。
【０２００】
　これは、該組換えバベシア・カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ）ＣＢＡ－１分子が、単一分子上
で２以上の別々のエピトープ（該エピトープは抗ＳＰＡ抗体により認識されるであろう）
を提示しないことを示している。したがって、該組換えバベシア・カニス（Ｂ．ｃａｎｉ
ｓ）ＣＢＡ－１抗原はエピトープを全く提示しないか、または単一エピトープだけを提示
する。
【０２０１】
　バベシア・ロッシ（Ｂ．ｒｏｓｓｉ）組換えＣＢＡ－２．１ポリペプチドをバベシア・
カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ）またはバベシア・ロッシ（Ｂ．ｒｏｓｓｉ）ＡｌｐｈａＬｉｓ
ａアッセイにおいて試験した場合、同じ結果が得られる。これは、組換えバベシア・ロッ
シ（Ｂ．ｒｏｓｓｉ）ＣＢＡ－２．１ポリペプチドも単一分子上で２以上の別々のエピト
ープを提示しないことを示している。同様に、これは、組換えバベシア・ロッシ（Ｂ．ｒ
ｏｓｓｉ）ＣＢＡ－２．１ポリペプチドがエピトープを全く提示しないか、または単一エ
ピトープだけを提示することを意味する。
【０２０２】
　これらの２つの可能性を区別するために、阻害ＡｌｐｈａＬｉｓａアッセイを開発した
。これは、よく知られている競合Ｅｌｉｓａに非常に類似しているが、ＡｌｐｈａＬｉｓ
ａ技術の二重結合能を利用するものである。
【０２０３】
　組換えバベシア・カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ）ＣＢＡ－１がドナーおよびアクセプタービ
ーズ上のポリクローナル抗体への結合に関して該参照ＳＰＡ抗原と競合するかどうかを判



(28) JP 2014-505470 A 2014.3.6

10

20

30

40

50

定するための試験を設計した。
【０２０４】
　結果は、該組換えバベシア・カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ）ＣＢＡ－１ポリペプチドが両方
のアッセイにおいてＡｌｐｈａＬｉｓａシグナルを実際に阻害し、実際にほぼ定量的にそ
れを引き起こすことを示した。図５および６を参照されたい。
【０２０５】
　逆に、組換えバベシア・ロッシ（Ｂ．ｒｏｓｓｉ）ＣＢＡも両方のアッセイにおいてほ
ぼ定量的にＡｌｐｈａＬｉｓａシグナルを阻害することが可能であった（データ非表示）
。
【０２０６】
　結論：
　ＣＢＡ－１ポリペプチドは、バベシア・カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ）ＳＰＡに対するワク
チン接種－チャレンジ血清およびバベシア・ロッシ（Ｂ．ｒｏｓｓｉ）ＳＰＡに対する血
清により認識されるエピトープを提示する。バベシア・ロッシ（Ｂ．ｒｏｓｓｉ）ＣＢＡ
－２．１、そして恐らくはＣＢＡ－２．２にも同じことが言える。
【０２０７】
　ＡｌｐｈａＬｉｓａにおいて決定されたとおり、エピトープを提示するＣＢＡ－１およ
びＣＢＡ－２は、それぞれバベシア・カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ）またはバベシア・ロッシ
（Ｂ．ｒｏｓｓｉ）の粗ＳＰＡサンプルにおいて認識される唯一（単一）の抗原である。
【０２０８】
　ＳＰＡはワクチン防御に関連づけられていることが知られており、このワクチン防御は
ほとんど抗体媒介性であり、したがって、ＣＢＡポリペプチドは特異的かつ非常に有効に
ＳＰＡサンプル由来の免疫防御性抗原と競合しうることを考慮すると、ＣＢＡポリペプチ
ド自体が免疫防御性抗原であることになる。
【０２０９】
　また、バベシア・ロッシ（Ｂ．ｒｏｓｓｉ）ＳＰＡと組合されたバベシア・カニス（Ｂ
．ｃａｎｉｓ）ＳＰＡはバベシア・ロッシ（Ｂ．ｒｏｓｓｉ）に対する異種ワクチン接種
および防御において有効であるが、ＣＢＡは、２つの認識エピトープを有することが示さ
れていないため、ＣＢＡは、単一の交差防御性エピトープを発現することが示される。し
たがって、ＣＢＡはバベシア・ロッシ（Ｂ．ｒｏｓｓｉ）およびバベシア・カニス（Ｂ．
ｃａｎｉｓ）の両方に対する異種免疫防御性抗原である。
【０２１０】
　実施例３：ＣＢＡは同種および異種バベシアチャレンジに対してイヌを防御する
　組換えバベシアＣＢＡ抗原を、初回および追加ワクチン接種後、同種チャレンジ感染に
対してイヌを防御するその能力に関して試験する。防御のレベルを評価するために、イヌ
を系統Ａのバベシア・カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ）寄生虫でチャレンジする。該チャレンジ
接種物を感染摘脾イヌの血液から調製する。ついで、チャレンジ感染後の１４日間、イヌ
を追跡調査する。
【０２１１】
　研究計画：
　イヌ７頭／群の２群を用いる。性別および同腹子をその２群に均等に分配する。
【０２１２】
　１つの群に５０μｇ／用量のＣＢＡでワクチン接種し、もう１つの群を対照として用い
、それには注射を行わない。全ての抗原を２５０μｇ／用量のサポニンでアジュバント化
する。３週間後、実質的に同じ抗原で群１にブースターワクチン接種を行う。毎週、血清
サンプルを採取して、抗体Ｅｌｉｓａを用いてバベシア・カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ）Ａお
よびバベシア・ロッシ（Ｂ．ｒｏｓｓｉ）株抗原に対する抗体を測定する。最終ワクチン
接種の２週間後、イヌを、感染イヌから得られるバベシア・カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ）株
Ａ寄生虫でチャレンジする。該チャレンジ後期間中、バベシア症の臨床徴候に関して動物
を毎日観察する。毎日、血液サンプルを採取して、パック細胞容積および寄生虫血症を決
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定する。
【０２１３】
　試験材料：
　サポニンＳｕｐｅｒｓａｐ（登録商標）をＤｅｓｅｒｔ　Ｋｉｎｇ（Ｃｈｉｌｅ）を得
る。２５０μｇ／ｍｌの濃度で、１０ｍＭ　ソレンソン（Ｓｏｒｅｎｓｏｎ）バッファー
（ｐＨ６．０）を使用して、サポニンを調製する。該凍結乾燥抗原を該アジュバント溶液
中で還元（再構成）する。該抗原の還元後、１ｍｌの該溶液は１用量に相当する。
【０２１４】
　いずれかの性別および約５～６月齢のビーグルイヌを使用する。該イヌは、商業的ブリ
ーダーから得る。健常動物のみを使用する。該動物はバベシア症または臨床細菌感染の病
歴を有するべきではない。特定を可能にするために、特有の数字を動物の耳に入れ墨する
。また、体温応答を測定するために、動物にトランスポンダーを取り付ける。イヌに標準
食を与え、飲料水を自由に飲ませる。
【０２１５】
　通常の方法に従い、頚部の首筋への皮下注射により、試験物品を使用して動物にワクチ
ン接種する。初回ワクチン接種の３週間後、追加ワクチン接種を行う。
【０２１６】
　ワクチン接種前の第０日に、陰性対照血清の製造のために、各イヌの頸静脈から８ｍｌ
の血液を集める。血清を、分析まで－１５℃未満で保存する。血清の調製のために、その
日から、毎週、５週間にわたって血液を集める。血清を、分析まで－１５℃未満で保存す
る。バベシア・カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ）およびバベシア・ロッシ（Ｂ．ｒｏｓｓｉ）抗
原に対する抗体価を、先行技術において記載されている通常の方法により決定する。
【０２１７】
　注射部位における局所反応を該徴候の持続期間にわたって２４時間間隔で最長５日間記
録する。該局所反応の性質を以下のとおりに表す（定性的尺度）：Ｓ＝軟；Ｈ＝硬；Ｏ＝
水腫；Ｗ＝暖；Ｐ＝疼痛。
【０２１８】
　液体窒素中でスタビレートとして保存された１ｍｌのバベシア・カニス（Ｂ．ｃａｎｉ
ｓ）感染血液を、いずれかの性別の健常ビーグル犬に感染させる。１アンプルのスタビラ
ートを該液体窒素保存から取り出し、液体窒素輸送容器に直ちに移す。摘脾ドナーイヌに
おける注射の直前に、該アンプルを直ちに３０～３８℃で融解する。該ドナーイヌにおけ
る寄生虫血症の発生を、感染日から明白な寄生虫血症の日までに集めた静脈血から調製さ
れた血液塗抹標本から評価する。凝血を防ぐためにＣＰＤＡチューブ（Ｇｒｅｉｎｅｒま
たは匹敵するもの）を使用して、血液サンプルを頸静脈から採取する。寄生虫血症が明白
である場合には、当業者に公知の方法により、チャレンジ接種物を得るために、血液を集
め（体積は寄生虫血症に左右される）、更に加工する。
【０２１９】
　全てのイヌを感染摘脾ドナーイヌからの血液でチャレンジする。血液をバベシア培地（
Ｓｃｈｅｔｔｅｒｓら，１９９４，前掲）で洗浄する。１ｍｌ当たり１０６個の寄生虫感
染赤血球を含有する血液の量を実験動物の静脈内に注射する（１ｍｌ／イヌ）。
【０２２０】
　チャレンジ感染後、全ての実験動物をバベシア症の臨床徴候に関して毎日検査する。挙
動、脾臓サイズ、リンパ節のサイズ、口およびまぶたの粘膜の色ならびに毛管再充填時間
に特別な注意を払う。Ｓｃｈｅｔｔｅｒｓら，１９９４（前掲）に記載されている基準に
従い、これらのパラメータを評価する。
【０２２１】
　頸静脈からの静脈血のサンプル（２ｍｌのヘパリン化血液／イヌ）のパック細胞容積（
ＰＣＶ）としてヘマトクリット値を表す。ヘマトクリット毛管をヘパリン化血液で満たし
、それをヘマトクリット遠心機（Ｈｅｔｔｉｃｈ）内で１０，０００ｒｐｍで５分間遠心
分離する。ヘマトクリットリーダーを使用して、パック細胞容積を読取る。
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【０２２２】
　ヘマトクリット血の決定のために集めた血液サンプルから塗抹標本を調製する。メイ－
グリュンワルド／ギームザ溶液での染色の後、感染赤血球の百分率を該血液塗抹標本から
決定する。
【０２２３】
　チャレンジ感染後、血漿を集める。ヘマトクリットの決定のために集めた血液サンプル
から、それを調製する。該サンプルを室温に維持する。遠心分離（１５００×ｇ、５分、
４℃）により細胞をペレット化し、透明血漿を吸引し、使用時まで－２０℃で保存する。
【０２２４】
　臨床検査後に徴候が示されたら、連続２日間にわたるイミドカルブジプロピオナート（
０．６ｍｌのＣａｒｂｅｓｉａ，Ｓｃｈｅｒｉｎｇ－Ｐｌｏｕｇｈ　Ａｎｉｍａｌ　Ｈｅ
ａｌｔｈ）の筋肉内注射によりバベシア症に対してイヌを治療する。
【０２２５】
　結果の解釈：
　平均体温（±標準偏差）を各実験群に関して計算する。相違をＡＮＯＶＡにより分析す
る。Ｐ値＜０．０５は統計的に有意とみなされる。
【０２２６】
　以下の表に従い、局所反応に数値を与える。
【表５】

【０２２７】
　動物当たりのスコアを足し算し、各実験群の平均を計算する。相違をＡＮＯＶＡにより
分析する。Ｐ値＜０．０５は統計的に有意とみなされる。
【０２２８】
　バベシア・カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ）およびバベシア・ロッシ（Ｂ．ｒｏｓｓｉ）抗原
に対する抗体価を各イヌに関して測定する。これらの抗体価から、効力力価を計算する。
【０２２９】
　該群内の動物の少なくとも８０％は該実験の終了まで生存するはずである。
【０２３０】
　実施例４：ＣＢＡ－１は重篤なバベシアイヌチャレンジに対してイヌを防御する
　ＣＢＡ－１タンパク質を製造し、実施例３に記載されているのと実質的に同じ方法で、
イヌにおけるワクチン－チャレンジ実験を行った。以下に簡潔に説明する。
【０２３１】
　４．１　ＣＢＡ－１タンパク質の製造およびリフォールディング：
　Ｃ末端ヘキサヒスチジンタグを伴うＣＢＡ－１の完全長ｃＤＮＡ配列を含むｐＥＴ－１
０１ベクターでトランスフェクトされた大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）株ＢＬ２１（ＤＥ３）を
使用して、３７℃でフェッドバッチ方式で運転する３リットル発酵槽内で、大腸菌（Ｅ．
ｃｏｌｉ）により、ＣＢＡ－１を製造した。基礎培地は、リン酸バッファー（６ｇ／ｌ　
Ｎａ２ＨＰＯ４および３ｇ／ｌ　ＫＨ２ＰＯ４）を含有するＬＢであった。供給培地は１
０倍のリン酸バッファー、５０％　グルコースおよび５％　酵母エキスを含有していた。
溶存酸素レベルを４０％に維持するように、供給送出制御を設定した。５０ｍｌの供給の
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後、発現を誘導するためにＩＰＴＧを（１ｍＭの最終濃度まで）加え、収穫まで更に４時
間、培養を維持した。
【０２３２】
　収穫時に、３０ｇ（湿潤重量）の細胞ペーストを、ＰＢＳ中、１２００ｂａｒの高圧ホ
モジナイザー（ＡｖｅｓｔｉｎのＥｍｕｌｓｉｆｌｅｘ（商標））で破壊した。得られた
ライセートを遠心分離し（１０，０００×ｇ、２０分間）、ペレットを、１％　Ｔｒｉｔ
ｏｎ－Ｘ００（登録商標）を含有するＰＢＳ中で３回洗浄した。該組換えＣＢＡ－１が不
溶物として出現したら、これを、６Ｍ　尿素、５０ｍＭ　ＮａＨ２ＰＯ４および３００ｍ
Ｍ　ＫＣｌ（ｐＨ＝８）を含有するバッファーに溶解した。収穫した組換えＣＢＡ－１タ
ンパク質を、精製のために、およびコンホメーションエピトープの提示を可能にするリフ
ォールディングのために、５ｍｌのＨｉｓＴｒａｐ（登録商標）カラムに結合させ、該タ
ンパク質を可溶性に維持しながら尿素を除去した。５０カラム体積の勾配バッファー（５
０９ｍＭ　ＮａＨ２ＰＯ４，３００ｍＭ　ＫＣｌ、そしてレドックスカップルとして３ｍ
Ｍ／０．３ｍＭ　酸化型／還元型グルタチオンを含有）を使用して、カラム上のリフォー
ルディングを行った。４００ｍＭまでのイミダゾールを含有するリン酸塩－ＫＣｌバッフ
ァーの勾配で溶出を行った。２８０ｎｍのＵＶでのタンパク質含量の検出、およびＳＤＳ
－ＰＡＧＥゲル電気泳動による確認により、流出画分を選択した。関連画分をプールした
。
【０２３３】
　得られた組換えＣＢＡ－１タンパク質は、溶出バッファー中、２５０μｇ／ｍｌ（約５
ｍｇの全タンパク質）で２０ｍｌであった。純度は、ＳＤＳ－ＰＡＧＥおよびＣＢＢ染色
による決定で、８５％以上であった。
【０２３４】
　４．２　ワクチン接種およびチャレンジ実験：
　実施例３に記載されているとおりに、該ワクチン接種－チャレンジ実験を行った。ただ
し、この場合には、適用ワクチンの追加刺激を、１回ではなく、ワクチン接種の３週間後
および６週間後に２回行った。チャレンジを最終ワクチン接種の２週間後に行った。アジ
ュバントの単独体またはそれと細胞溶解赤血球との混合体でのワクチン接種はチャレンジ
感染の確立または進行を妨げないことを、それまでの研究が示していたため、対照にはワ
クチン接種しなかった。
【０２３５】
　４．２．１　結果：
　一般的結果：
　体温測定を臨床スコアの結果に組込んだ。２以上の臨床スコアレベルを有するいずれか
のイヌは、感染を阻止し更なる疾患を防ぐためにＣａｒｂｅｓｉａ（商標）（イミドカル
ブジプロピオナート）で獣医により治療されたため、生存率は１００％であった。アジュ
バントとしてサポニンの使用から予想されたとおり、局所反応は注射部位における一過性
の軽度な腫脹として観察された。
【０２３６】
　バベシアチャレンジ感染に対する有効な免疫応答の最も記述的な結果は、チャレンジ中
の動物の臨床スコア、血液塗抹標本における寄生虫負荷、およびヘマトクリットの減少で
ある。大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）により発現されたＣＢＡ－１タンパク質を使用するワクチ
ン接種－チャレンジ実験に関して、これらの結果を表５ならびに図７、８および９に示す
。
【０２３７】
　表５はこれらの３つの主要パラメータに関する結果を示し、比較のために、Ｎｏｂｉｖ
ａｃ（登録商標）Ｐｉｒｏとして販売されている粗ＳＰＡに基づくワクチンを使用した、
より早期の研究の結果（その結果はＳｃｈｅｔｔｅｒｓら，２００６（Ｖｅｔ．Ｐａｒａ
ｓｉｔｏｌ．，ｖｏｌ．１３８，ｐ．１４０－１４６）に公開されている）をも示す。
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【表６】

【０２３８】
　臨床スコア：
　既に記載されている方法（Ｓｃｈｅｔｔｅｒｓら，１９９４　Ｖｅｔ．Ｐａｒａｓｉｔ
ｏｌ　５２，２１９－２３３）に従い、臨床スコアを計算した。該実験において見出され
た最大臨床スコア値を表５に示す。一方、図７は１群当たり1日当たりの平均値を示す。
【０２３９】
　比較的高い臨床スコアを示したワクチン接種されていない対照において観察された主要
症状は、粘膜のスイセン（ｐａｐｅｒ－ｗｈｉｔｅ）状外観、および毛管再充填時間の増
加であった。ＣＢＡ－１ワクチン接種はチャレンジ後の臨床スコアの有意な減少をもたら
す、と結論づけられた。
【０２４０】
　寄生虫負荷：
　毎日の１０Ｌｏｇ－寄生虫血症値の和として、寄生虫負荷を計算した。チャレンジ後の
第１４日（実験の終了）の値を表５に示す。
【０２４１】
　結果は、ＣＢＡ－１ワクチン接種イヌにおける寄生虫負荷における有意な減少を示して
いる。これは、従来、粗ＳＰＡ型ワクチンを使用した場合には可能でなかった。これは疾
患の症状の軽減および回復時間の減少を相当に促進する。また、これは、ダニへの、ひい
ては該環境中の他のイヌへの該疾患の広がりの軽減においても重要な役割を果たす。結果
を図８に示す。
【０２４２】
　パック細胞容積：
　ＰＣＶ値は、第０日（チャレンジ前）におけるものに対する百分率値として表された群
平均を示す。全てのイヌが同じ日にＰＣＶの最大減少を示したわけではないため、ＰＣＶ
の最大減少を表５に示す。
【０２４３】
　ＣＢＡ－１ワクチン接種は、バベシア・カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ）チャレンジ感染から
生じるヘマトクリットの減少を有意に低下させた。結果を図９に示す。
【０２４４】
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　４．３　結論：
　表５および図７～９に示されているとおり、組換え発現ＣＢＡ－１タンパク質でのワク
チン接種は、バベシア・カニス（Ｂａｂｅｓｉａ　ｃａｎｉｓ）感染およびこれが引き起
こす疾患の症状の両方に対する有意なレベルの免疫防御をイヌにもたらすことが可能であ
った。この防御は、現在入手可能なイヌバベシアワクチンより相当に優れていた。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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【図７】 【図８】

【図９】
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