
(57)【要約】
【課題】
　ＳＩＲＳワクチンおよびＳＩＲＳ診断方法。
【解決手段】
　本発明はブタミステリー病 (MSD)を治療するためのワクチンおよび血清と、ワクチンを
生成する方法と、 MSDを診断する方法と、 MSDを擬態することができるウイルス剤と、 MSD
の診断および治療に有用なウイルス剤に対する抗体を含む。血清は、 MSD治療に効果的な
ほ乳類抗体を含む。
【選択図】　　　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ブ タ ミ ス テ リ ー 病 の 予 防 に 使 用 す る た め に 適 し た ワ ク チ ン に お い て 、
　 薬 学 的 担 体 と 組 み 合 わ せ た 、 ブ タ ミ ス テ リ ー 病 感 染 組 織 由 来 の 不 活 性 化 ま た は 弱 毒 化 し
た 病 原 菌 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 病 原 菌 を ブ タ ミ ス テ リ ー 病 感 染 の ブ タ 肺 組 織 を 含 む 濾 過 ホ モ ジ ネ ー ト か ら 成 る 接 種 材
料 か ら 得 る こ と を 特 徴 と す る 請 求 の 範 囲 第 １ 項 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ３ 】
ホ モ ジ ネ ー ト が 、 血 友 病 、 プ ル セ ラ 症 、 レ プ ト ス ピ ラ 症 、 パ ル ボ ウ イ ル ス 症 、 仮 性 狂 犬 病
、 脳 心 筋 炎 、 エ ン テ ロ ウ イ ル ス 症 、 ブ タ イ ン フ ル エ ン ザ お よ び そ の 組 み 合 わ せ か ら な る グ
ル ー プ か ら 選 択 し た ブ タ の 疾 患 に 対 す る 血 清 を 用 い て 中 和 化 す る こ と に よ っ て 精 製 さ れ て
い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 の 範 囲 第 ２ 項 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ４ 】
病 原 菌 が 、 ブ タ 不 育 お よ び 呼 吸 器 系 症 候 群 疾 患 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る ブ タ 肺 組 織 か
ら 単 離 し た 病 原 菌 で 一 次 的 ま た は 継 続 的 に 処 理 し た  培 養 の 鳥 類 、 昆 虫 ま た は ほ 乳
類 の 器 官 細 胞 を 含 む 細 胞 培 地 か ら 得 ら れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 の 範 囲 第 １ 項 記 載 の ワ ク
チ ン 。
【 請 求 項 ５ 】
濾 過 ホ モ ジ ネ ー ト が 1.0ミ ク ロ ン 以 下 の 大 き さ の 生 物 学 的 粒 子 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請
求 の 範 囲 第 ２ 項 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ６ 】
大 き さ が 5ミ ク ロ ン 以 下 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 の 範 囲 第 ５ 項 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ７ 】
病 原 菌 が ウ イ ル ス で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 の 範 囲 第 1項 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 ウ イ ル ス が 選 好 性 非 血 球 凝 集 外 皮 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 の 範 囲
第 7項 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ９ 】
病 原 菌 が ブ タ 不 育 お よ び 呼 吸 器 系 症 候 群 ウ イ ル ス ATCC VR-2332と そ の 動 物 発 生 病 理 的 変 異
株 と か ら 成 る 生 物 学 的 に 純 粋 な 培 養 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 の 範 囲 第 １ 項 記 載 の ワ ク
チ ン 。
【 請 求 項 １ ０ 】
ウ イ ル ス が 勾 配 ま た は 連 続 細 胞 培 養 に よ っ て 精 製 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 の 範 囲
第 ７ 項 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ １ 】
ブ タ ミ ス テ リ ー 病 感 染 の ブ タ を 治 療 す る の に 適 し た 血 清 で あ り 、
ブ タ ミ ス テ リ ー 病 感 染 の ブ タ 由 来 の 病 原 菌 を 接 種 し た ほ 乳 類 の 半 精 製 血 清 を 含 む こ と を 特
徴 と す る 血 清 。
【 請 求 項 １ ２ 】
病 原 菌 が ブ タ ミ ス テ リ ー 病 に 感 染 し た ブ タ 肺 組 織 の 濾 過 ホ モ ジ ネ ー ト か ら 成 る 接 種 材 料 か
ら 得 ら れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 の 範 囲 第 １ １ 項 記 載 の 血 清 。
【 請 求 項 １ ３ 】
病 原 菌 が ブ タ ミ ス テ リ ー 病 に 感 染 し た 肺 組 織 か ら 得 た 接 種 材 料 で 処 理 し た  培 養 の
鳥 類 、 昆 虫 ま た は ほ 乳 類 の 器 官 細 胞 を 含 む 細 胞 培 地 か ら 得 ら れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 の
範 囲 第 １ １ 項 記 載 の 血 清 。
【 請 求 項 １ ４ 】
前 記 培 養 ほ 乳 類 器 官 細 胞 が サ ル 細 胞 系 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 の 範 囲 第 １ ３ 項 記 載 の
血 清 。
【 請 求 項 １ ５ 】
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ブ タ の ブ タ ミ ス テ リ ー 病 の 診 断 方 法 に お い て 、
　 ブ タ か ら 肺 組 織 試 料 を 得 て 、
　 試 料 の 液 体 ホ モ ジ ネ ー ト を 生 成 し 、
　 液 体 ホ モ ジ ネ ー ト を 容 器 に 添 加 し 、 ウ イ ル ス 材 料 を 固 定 し 、 固 定 混 合 物 を 生 成 さ せ 、
　 ブ タ ミ ス テ リ ー 病 に 対 す る 非 ブ タ ほ 乳 類 抗 体 血 清 を 固 定 混 合 物 に 添 加 し 、 複 合 体 を 生 成
さ せ 、
　 標 識 化 抗 種 抗 体 を 添 加 し 、 複 合 体 を 検 出 す る
こ と を 特 徴 と す る ブ タ ミ ス テ リ ー 病 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
非 ブ タ ほ 乳 類 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 の 範 囲 第 １ ５ 項 記 載
の ブ タ ミ ス テ リ ー 病 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
標 識 化 抗 種 抗 体 が 放 射 性 ま た は 呈 色 酵 素 標 識 を 輸 送 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 の 範 囲 第 １
５ 抗 記 載 の ブ タ ミ ス テ リ ー 病 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が SDOW12ま た は SDOW17で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 の 範 囲 第 １ ６
項 記 載 の ブ タ ミ ス テ リ ー 病 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
ブ タ の ブ タ ミ ス テ リ ー 病 診 断 方 法 に お い て 、 ブ タ か ら 得 た ブ タ ミ ス テ リ ー 病 病 原 菌 組 織 試
料 を 有 し て い る 疑 い が あ る 試 料 の 液 体 ホ モ ジ ネ ー ト を 生 成 し 、
　 ブ タ ミ ス テ リ ー 病 ウ イ ル ス に 対 し て 免 疫 特 異 で あ る 免 疫 反 応 性 抗 体 を 液 体 ホ モ ジ ネ ー ト
に 添 加 し 、
　 抗 体 一 抗 原 複 合 体 の 沈 殿 の 存 在 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る ブ タ ミ ス テ リ ー 病 の 診 断 方
法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
前 記 抗 体 が SDOW12で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 の 範 囲 第 １ ９ 項 記 載 の ブ タ ミ ス テ リ ー 病 の
診 断 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
前 記 抗 体 が SDOW17で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 の 範 囲 第 １ ９ 項 記 載 の ブ タ ミ ス テ リ ー 病 の
診 断 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
不 活 性 ま た は 弱 毒 化 し た Ｍ Ｓ Ｄ 病 原 菌 を 含 む Ｍ Ｓ Ｄ ワ ク チ ン を 生 成 す る ワ ク チ ン 生 成 方 法
に お い て 、
　 肥 大 肺 胞 問 、 変 性 細 胞 お よ び 肺 胞 間 中 の デ ブ リ を 有 す る ブ タ 肺 組 織 を 同 定 し 、
　 薬 学 的 に 耐 用 し 得 る 水 溶 液 で ブ タ 組 織 を 同 質 化 し 、 混 合 物 を 生 成 し 、
　 一 連 の フ ィ ル タ ー で 混 合 物 を 濾 過 し 、 Ｍ Ｓ Ｄ 病 原 菌 を 含 む 濾 過 ホ モ ジ ネ ー ト を 生 成 し 、
濾 過 ホ モ ジ ネ ー ト 中 の Ｍ Ｓ Ｄ 病 原 菌 を 不 活 性 化 ま た は 弱 毒 化 し て Ｍ Ｓ Ｄ ワ ク チ ン を 生 成 す
る
　 こ と を 特 徴 と す る ワ ク チ ン に 生 成 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
ホ モ ジ ネ ー ト を 濾 過 し 、 約 1.0ミ ク ロ ン 以 下 の 粒 子 を 含 有 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 の
範 囲 第 22項 記 載 の ワ ク チ ン 生 成 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
ホ モ ジ ネ ー ト を 濾 過 し 、 約 0.5ミ ク ロ ン 以 下 の 粒 子 を 含 有 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 の
範 囲 第 22項 記 載 の ワ ク チ ン 生 成 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
ホ モ ジ ネ ー ト を 濾 過 し 、 約 0.1ミ ク ロ ン 以 下 の 粒 子 を 含 有 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 の
範 囲 第 22項 記 載 の ワ ク チ ン 生 成 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
選 好 性 非 血 球 凝 集 外 皮 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 生 物 学 的 に 純 粋 な 培 養 に お い て 、 前 記 培 養 が そ の
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発 生 病 理 的 変 異 株 す べ て を 伴 い 、 ブ タ に お け る ブ タ 不 育 お よ び 呼 吸 器 系 疾 患 に 影 響 を 与 え
る こ と が で き る こ と を 特 徴 と す る 培 養 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
ネ ズ ミ 誘 導 ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 系 に よ っ て 生 成 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に お い て 、 前 記 抗
体 が ブ タ に 対 し て ブ タ 不 育 お よ び 呼 吸 基 疾 患 を 生 じ さ せ る 選 好 性 非 血 球 凝 集 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル
ス の 抗 原 決 定 基 の 少 な く と も １ つ と 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
前 記 抗 体 が IgGま た は IgM型 の 免 疫 グ ロ プ リ ン 分 子 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 の 範 囲 第 ２
７ 項 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
SDOW12で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 の 範 囲 第 ２ ７ 項 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
SDOW17で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 の 範 囲 第 ２ ７ 項 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ １ 】
ブ タ 不 育 お よ び 呼 吸 器 系 症 候 群 ウ イ ル ス す な わ ち ATCC VR-2332の 生 物 学 的 に 純 粋 な 培 養 に
お い て 、 前 記 培 養 が 、 そ の 発 生 病 理 的 変 異 株 す べ て を 伴 い 、 ブ タ に 対 し て ブ タ 不 育 お よ び
呼 吸 器 系 疾 患 に 作 用 す る こ と が で き る こ と を 特 徴 と す る 培 養 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
修 飾 さ れ た 生 き た ブ タ 不 育 お よ び 呼 吸 器 系 症 候 群 ウ イ ル ス す な わ ち ATCC VR-2332と 、 ウ イ
ル ス が ブ タ に 対 し て 非 発 生 病 理 的 に な る よ う に 修 飾 さ れ た 薬 学 的 に 耐 用 し 得 る 担 体 と 、 を
含 む こ と を 特 徴 と す る ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
死 滅 ま た は 不 活 性 の ブ タ 不 育 お よ び 呼 吸 器 症 候 群 す な わ ち ATCC VR-2332お よ び 薬 学 的 に 耐
用 し 得 る 担 体 を 含 む こ と を 特 徴 と す る ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
請 求 の 範 囲 第 ３ ２ 項 に 記 載 し た ワ ク チ ン 組 成 物 を ブ タ に 投 与 す る こ と を 特 徴 と す る ブ タ 不
育 お よ び 呼 吸 器 症 候 群 に 対 す る ブ タ の 免 疫 化 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
請 求 の 範 囲 第 ３ ３ 項 に 記 載 し た ワ ク チ ン 組 成 物 を ブ タ に 投 与 す る こ と を 特 徴 と す る ブ タ 不
育 お よ び 呼 吸 器 症 候 群 に 対 す る ブ タ の 免 疫 化 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
ブ タ 不 育 お よ び 呼 吸 器 系 症 候 群 ウ イ ル ス す な わ ち ATCC VR-2332の 増 殖 単 離 方 法 に お い て 、
適 切 な 増 殖 培 地 中 の 血 清 存 在 下 で サ ル 細 胞 の 完 全 ま た は 部 分 的 シ ー ツ に ウ イ ル ス を 接 種 し
、 Ｃ Ｐ Ｅ が 認 め ら れ る ま で の 間 、 約 34℃ 乃 至 37℃ で 接 種 細 胞 シ ー ツ を 培 養 す る こ と を 特 徴
と す る 増 殖 単 離 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
サ ル 細 胞 系 が MA-104で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 の 範 囲 第 ３ ６ 項 記 載 の 増 殖 単 離 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 1987年 以 降 、 養 豚 産 業 は 未 知 の 病 気 で 、 し ば し ば 「 ブ タ ミ ス テ リ ー 病 」 （ Ｍ Ｓ Ｄ 、 最 近
は 「 ブ タ 不 育 呼 吸 器 不 全 症 候 群 」 （ Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ ） と 呼 ば れ て い る ） と 呼 ば れ る 壊 滅 的 伝 染 病
の 被 害 に あ っ て い る 。 こ れ は 、 研 究 者 ら が 病 原 を 同 定 で き な か っ た た め で あ る 。 Ｍ Ｓ Ｄ は
、 北 ア メ リ カ お よ び 欧 州 の 全 域 に わ た っ て 何 十 万 も の ブ タ に 被 害 を 与 え て き た 。 ブ タ １ 頭
が Ｍ Ｓ Ｄ に 感 染 す る と 、 ３ 乃 至 ７ 日 以 内 に 群 れ 全 体 に Ｍ Ｓ Ｄ が 感 染 す る 場 合 も あ る 。 1987
年 か ら 1991年 に か け て 、 養 豚 産 業 は Ｍ Ｓ Ｄ が 原 因 で 何 百 万 ド ル も の 利 益 を 損 失 し て し ま っ
た 。 最 近 の 調 査 か ら 、 Ｍ Ｓ Ｄ に よ っ て 棚 卸 し た 雌 ブ タ あ た り  250ド ル か ら  500ド ル の 財 務
上 の 損 失 が 生 じ た と 推 定 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 Ｍ Ｓ Ｄ は 、 ブ タ に 複 数 の 症 状 を も た ら す 。 ブ タ の 飼 育 群 に お け る Ｍ Ｓ Ｄ の 最 初 の 徴 候 は
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、 一 般 に 、 食 欲 不 振 お よ び 軽 度 の 発 熱 で あ る 。 さ ら に 、 こ の 群 の ブ タ の 特 に 、 耳 、 乳 頭 、
鼻 な ら び に 頸 お よ び 肩 の 前 頭 部 の 皮 膚 に 青 み が か っ た 変 色 が 見 ら れ る こ と が あ る 。 感 染 し
た 皮 膚 の 損 傷 は 、 非 回 復 性 に な る こ と が あ る 。 た だ し 、 Ｍ Ｓ Ｄ の 関 最 も 壊 滅 的 な 症 状 は 、
ブ タ の 飼 育 群 に 生 じ る 生 殖 不 全 で あ る 。 Ｍ Ｓ Ｄ に よ っ て 、 雌 ブ タ は 仔 ブ タ を 死 産 し た り 、
呼 吸 困 難 の 標 準 よ り 小 さ い 虚 弱 な 仔 ブ タ を 産 ん だ り 、 離 乳 前 に 死 亡 す る 仔 ブ タ を 産 ん だ り
す る 。 Ｍ Ｓ Ｄ 起 因 の そ の 他 の 生 殖 性 の 徴 候 に は 、 早 産 、 受 胎 率 の 低 下 、 複 数 の 雌 ブ タ に お
け る 周 期 不 全 お よ び 同 腹 の 仔 ブ タ 総 数 の 減 少 な ど が あ る 。 生 殖 不 全 に よ る ブ タ の 損 失 数 は
、 年 間 の ブ タ 生 産 量 の 約 10乃 至 15％ で あ る と 推 定 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 こ の た め 、 研 究 は 、 Ｍ Ｓ Ｄ の 病 原 を 単 離 す る 方 向 に 向 け ら れ て き た 。 こ の 結 果 、 多 く の
潜 在 的 細 菌 病 原 体 が 単 離 さ れ て い る 。 た だ し 、 潜 在 的 細 菌 病 原 体 の 型 は 、 養 豚 場 に よ っ て
き ま ざ ま で あ っ た 。 ウ イ ル ス 調 査 に は 、 蛍 光 抗 体 試 験 、 電 子 顕 微 鏡 検 査 、 血 清 学 的 方 法 な
ど が あ る 。 こ れ ら の 方 法 に よ っ て 、 Ｍ Ｓ Ｄ の 病 原 を 追 求 す る こ と は で き な か っ た 。 そ の 結
果 、 ブ タ の 集 団 治 療 に 使 用 す る こ と が で き る ワ ク チ ン の 開 発 に 成 功 し た 者 は い な い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 目 的 は 、 ブ タ の 飼 育 群 に 投 与 し た 場 合 に 、 飼 育 集 団 中 の Ｍ Ｓ Ｄ の
発 現 を 低 減 す る こ と が で き る 血 清 含 有 ワ ク チ ン を 提 供 す る こ と に あ る 。 本 発 明 の 別 の 目 的
は 、 ブ タ 母 集 団 を そ の ワ ク チ ン で 治 療 し 、 そ の ブ タ 母 集 団 か ら Ｍ Ｓ Ｄ を 根 絶 す る 方 法 を 提
供 す る こ と に あ る 。 ま た 、 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 Ｍ Ｓ Ｄ 診 断 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 上 記 の お よ び 別 の 目 的 は 、 ブ タ に お け る Ｍ Ｓ Ｄ の 予 防 お よ び 治 療 す る た め の 血 清 含 有 ワ
ク チ ン な ら び に そ の 診 断 方 法 に 向 け ら れ た 本 発 明 に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 ブ タ に Ｍ Ｓ Ｄ を 感 染 さ せ る 病 原 菌 由 来 で あ る 。 病 原 菌 は 、 Ｍ Ｓ Ｄ
に 感 染 し た ブ タ の 調 整 組 織 接 種 材 料 か ら 得 ら れ 、 肺 組 織 か ら 得 ら れ る こ と が 好 ま し い 。 病
原 菌 は 、 ブ タ 感 染 組 織 の 接 種 材 料 に 感 染 し た サ ル 細 胞 系 な ど の  ほ 乳 類 細 胞 培 養 生
成 物 で あ る こ と が 好 ま し い 。 こ の 接 種 材 料 は 、 大 き さ が 約 1.0ミ ク ロ ン 以 下 の 生 物 学 的 粒
子 で あ る こ と が 好 ま し く 、 0.5ミ ク ロ ン 以 下 で あ る こ と が 好 ま し く 0.2ミ ク ロ ン 以 下 で あ る
こ と が 最 も 好 ま し い 。 接 種 材 料 は 、 一 般 的 な 抗 体 で 中 和 す る こ と も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 、 ノ ト バ イ オ ー ト の 仔 ブ タ お よ び 妊 娠 ブ タ に 鼻 腔 内 接 種 し た 場 合 、 Ｓ Ｉ
Ｒ Ｓ 影 響 下 群 の 仔 ブ タ か ら 得 ら れ た 組 織 ホ モ ジ ネ ー ト は 、 Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ の 呼 吸 性 生 殖 性 形 態 を
複 製 し た 。 ノ ト バ イ オ ー ト の 仔 ブ タ に 、 未 濾 過 接 種 材 料 ま た は 濾 過 接 種 材 料 （ 0.45、 0.22
ま た は 0.1μ m） で 同 様 に 接 種 し た と こ ろ 食 欲 不 振 に 陥 り 、 Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ 影 響 下 の 群 れ に 見 ら れ
る 病 変 に 類 似 し た 顕 微 鏡 的 肺 病 変 を 発 現 し た 。 同 様 の 接 種 材 料 は 、 Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ 影 響 下 群 に 見
ら れ る 生 殖 的 効 果 と 同 一 の 効 果 も 引 き 起 こ し た 。 ウ イ ル ス 因 子 を 組 織 ホ モ ジ ネ ー ト か ら 検
出 し た 。 こ の ウ イ ル ス 因 子 に よ っ て 、 仔 ブ タ お よ び 妊 娠 豚 の Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ 類 似 の 疾 患 が 生 じ る
。 ウ イ ル ス 因 子 は 、 現 在 ま で 分 類 さ れ て い な い 。 た だ し 、 ウ イ ル ス 因 子 は 、 選 好 性 非 血 球
凝 集 外 被 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス で あ る 。 Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ を 引 き 起 こ す ウ イ ル ス 因 子 は 、 1991年 07月 18日
、 メ リ ー ラ ン ド 州 ロ ッ ク ビ ル 所 在 の ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン （ AT
CC） 、 登 録 番 号 ATCC VR-2332で 寄 託 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 感 染 し た ブ タ の 治 療 に 用 い る 血 清 は 、 ほ 乳 類 抗 体 を Ｍ Ｓ Ｄ 病 変 ま で 輸 送 す る 。 こ れ は 、
上 述 の 病 原 菌 で 前 処 理 し た （ ブ タ で あ る か 否 か を 問 わ ず ） ほ 乳 類 血 漿 か ら 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 選 択 的 に 、 血 清 を ハ イ ブ リ ド ー マ 法 に よ っ て 生 成 し た Ｍ Ｓ Ｄ に 対 す る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗
体 か ら 調 合 す る 。
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【 ０ ０ １ ０ 】
　 Ｍ Ｓ Ｄ 診 断 方 法 は 、 Ｍ Ｓ Ｄ に 対 す る 免 疫 特 異 抗 体 の 使 用 に 基 づ く 。 本 方 法 は 、 肺 生 検 試
料 の 濾 過 ホ モ ジ ネ ー ト ま た は 生 検 試 料 も し く は 他 の 組 織 か ら 得 た 同 様 の （ 生 検 ま た は ホ モ
ジ ネ ー ト ） 試 料 と 免 疫 特 異 抗 体 と を 結 合 さ せ る 必 要 が あ り 、 こ の 結 合 で 形 成 さ れ た 接 合 体
に は 既 知 の 検 出 技 術 を 利 用 す る 。 接 合 体 の 定 着 ま た は 沈 殿 と 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 、 Ｒ Ｉ Ａ 、 サ ザ
ン ブ ロ ッ ト 法 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 な ど の 検 出 技 術 を 用 い る こ と
に よ っ て 、 Ｍ Ｓ Ｄ を 診 断 で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 Ｍ Ｓ Ｄ に 対 し て 抗 体 を 使 用 す る 治 療 方 法 お よ び 診 断 方 法 に は 、 上 述 の
選 好 性 非 血 球 凝 集 外 被 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に 対 す る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 （ IgGや IgM） が 必 要 で
あ る 。 模 範 的 な 抗 体 に は 、 SDOW12と SDOWl7が あ り 、 各 々 登 録 番 号 HB 10996と HB 10997で 19
92年  3月 27日 付 け で ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー に 寄 託 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】

　 ブ タ ミ ス テ リ ー 病 （ Ｍ Ｓ Ｄ ） の 決 定 は 困 難 で あ っ た 。 し か し 、 本 発 明 に よ っ て 、 Ｍ Ｓ Ｄ
を 引 き 起 こ す 病 原 菌 を 単 離 し 成 長 さ せ る こ と が で き た 。 本 文 中 に 使 用 す る よ う に 「 病 原 菌
」 は 、 ブ タ に 対 し て 不 育 症 候 群 お よ び 呼 吸 器 症 候 群 を 生 じ さ せ る こ と が で き る ウ イ ル ス を
言 う 。 さ ら に 詳 述 す る と 、 病 原 菌 は 、 ブ タ に 対 し て 不 育 と 呼 吸 器 疾 患 と を 生 じ さ せ る 能 力
が あ る 選 好 性 非 血 球 凝 集 外 被 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス お よ び そ の 動 物 病 理 学 的 突 然 変 異 体 で あ る 。
病 原 菌 の 単 離 は 大 発 見 で あ る 。 こ の 発 見 に よ っ て 、 ワ ク チ ン の 生 産 、 感 染 し た ブ タ を 治 療
す る た め の 抗 体 血 清 の 生 産 お よ び 診 断 方 法 の 確 立 が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ワ ク チ ン は 、 不 活 性 の ま た は 弱 毒 化 し た Ｍ Ｓ Ｄ 病 原 菌 か ら 成 り 、 Ｍ Ｓ Ｄ の 特 性 的 損 傷 を
示 す ブ タ 感 染 肺 組 織 ま た は そ の 他 の ブ タ 組 織 調 整 の 接 種 材 料 由 来 で あ る 。 病 原 菌 の 機 能 的
誘 導 体 と し て 、 サ ブ ユ ニ ッ ト ワ ク チ ン 、 ベ ク タ ー ワ ク チ ン 、 組 換 体 ワ ク チ ン 、 合 成 ペ プ チ
ド ワ ク チ ン な ど も 、 考 え ら れ る 。 Ｍ Ｓ Ｄ ワ ク チ ン の 開 発 に は 、 複 数 の ス テ ッ プ を 踏 む 方 法
を 利 用 す る 。 初 め に 、 Ｍ Ｓ Ｄ 病 原 菌 を 感 染 ブ タ 組 織 、 好 ま し く は 肺 組 織 か ら 分 離 お よ び 単
離 す る こ と に よ っ て 接 種 材 料 と し て 得 る 。 次 に 、 Ｍ Ｓ Ｄ 病 原 菌 を 既 知 の ワ ク チ ン 学 的 技 法
を 使 用 し て 処 理 し 、 抗 Ｍ Ｓ Ｄ ワ ク チ ン を 生 成 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 Ｍ Ｓ Ｄ 病 原 菌 は 、 Ｍ Ｓ Ｄ に よ っ て 呼 吸 が 急 速 な ブ タ の 肺 組 織 か ら 接 種 材 料 と し て 単 離 す
る こ と が 好 ま し い （ 胎 児 組 織 な ど の そ の 他 の 組 織 を 使 用 し て ウ イ ル ス を 回 収 す る こ と も で
き る ） 。 こ の よ う な ブ タ を 殺 処 分 し 、 肺 組 織 を 摘 出 す る 。 次 に 、 摘 出 そ の 肺 組 織 を 、 肺 胞
腔 中 に マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 変 性 細 胞 お よ び デ ブ リ の 存 在 に よ っ て 生 じ る 肥 大 し た 肺 胞 間 に つ
い て 調 べ る 。 こ れ ら の 特 性 は 、 Ｍ Ｓ Ｄ 病 原 菌 の 存 在 を 示 す も の で あ る 。 こ の 種 の 損 傷 を 示
す 別 の ブ タ 組 織 を 使 用 し て 、 Ｍ Ｓ Ｄ 病 原 菌 を 単 離 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 続 い て 、 （ 生 理 的 塩 類 溶 液 、 リ ン ガ ー 溶 液 、 ハ ン ク ス 均 衡 塩 類 溶 液 、 最 小 必 須 培 地 な ど
の ） 薬 学 的 に 耐 用 し 得 る 水 溶 液 で 、 肺 組 織 ま た は そ の 他 の ブ タ 組 織 を 均 質 化 し て 、 組 織 が
ホ モ ジ ネ ー ト の 容 量 に 対 し て 10％ の 重 量 か ら 成 る よ う に す る 。 ホ モ ジ ネ ー ト を 、 細 孔 直 径
が 0.05乃 至 10ミ ク ロ ン ま で の 、 好 ま し く は 0.45、 0.2お よ び  0.1ミ ク ロ ン の 一 連 の 濾 過 器
に か け て 、 Ｍ Ｓ Ｄ 病 原 菌 を 含 む 濾 過 ホ モ ジ ネ ー ト を 生 成 す る 。 結 果 的 に 、 濾 過 ホ モ ジ ネ －
ト は 、 約 1.0ミ ク ロ ン 以 下 の 、 好 ま し く す  0.2－  0.1ミ ク ロ ン の 大 き さ の 生 物 学 的 粒 子 を
含 む 。 ホ モ ジ ネ ー ト を さ ら に フ ロ イ ン ド 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ド に 混 合 し て 、 抗 体 産 生 を ほ 乳
類 へ の 注 射 時 に 刺 激 す る こ と が で き る 。 こ の 混 合 物 を ブ タ の Ｍ Ｓ Ｄ 発 現 用 接 種 材 料 ま た は
Ｍ Ｓ Ｄ 病 原 菌 の さ ら に 進 ん だ 研 究 用 の 接 種 材 料 と し て 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 病 原 菌 を 含 む 濾 過 ホ モ ジ ネ ー ト を 得 た 後 に 、 ホ ル マ リ ン や ア セ ト ア ル デ ヒ ド な ど を 含 む
ア ル デ ヒ ド 試 薬 、 ク レ ゾ ー ル や フ ェ ノ ー ル な ど を 含 む 反 応 性 酸 性 ア ル コ ー ル 、 安 息 香 酸 や
ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 な ど の 酸 、 ベ ー タ － プ ロ ピ オ ン ラ ク ト ン や カ プ ロ ラ ク ト ン な ど の ラ ク
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ト ン 、 カ ル ボ ニ ル ジ イ ミ ダ ゾ ー ル な ど の 活 性 ラ ク タ ム 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド 、 カ ル ボ ニ ル ジ ヘ
テ ロ 芳 香 族 化 合 物 な ど の 標 準 的 化 学 的 不 活 性 化 剤 を 含 む 濾 過 ホ モ ジ ネ ー ト を 処 理 す る こ と
に よ っ て 、 病 原 菌 を 不 活 性 化 ま た は 死 滅 さ せ る こ と が で き る 。 紫 外 線 照 射 や γ 線 な ど に よ
る 照 射 を 使 用 し て 病 原 菌 を 不 活 性 化 ま た は 死 滅 さ せ る こ と も で き る 。 選 択 的 に は 、 こ の 病
原 菌 を ブ タ 以 外 の ほ 乳 動 物 ま た は 鳥 の 起 点 由 来 の 細 胞 培 養 で 反 復 成 長 さ せ る こ と に よ っ て
弱 毒 化 し 、 病 原 菌 が 毒 性 を 有 し て 繁 殖 す る 能 力 を 失 わ せ る こ と が で き る 。 細 胞 培 養 に よ る
弱 毒 化 技 術 に 関 す る 詳 細 は 、 以 下 に 述 べ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 死 滅 ま た は 弱 毒 化 し た 病 原 菌 を 、 免 疫 応 答 刺 激 用 稀 釈 ア ジ ュ バ ン ト 溶 液 を 添 加 す る こ と
に よ っ て 、 適 切 な 力 価 ま で 稀 釈 す る 。 力 価 測 定 は 、 ELISA、 RIA、 IFAな ど の 免 疫 学 的 試 験
ま た は 以 下 に 述 べ る 酵 素 基 質 検 出 試 験 に お い て 、 Ｍ Ｓ Ｄ 抗 体 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 達
成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 病 原 菌 の 精 製 形 態 を 生 成 す る に は 、 上 述 の 濾 過 ホ モ ジ ネ ー ト を 一 連 の  細 胞 試 料
に 接 種 す る こ と も で き る 。 腎 臓 、 肝 臓 、 心 臓 な ど の ほ 乳 類 の 器 官 細 胞 と 、 脳 細 胞 細 胞 、 肺
細 胞 、 脾 細 胞 、 精 巣 細 胞 、 鼻 甲 介 、 自 血 球 細 胞 お よ び 赤 血 球 細 胞 な ら び に リ ン パ 節 と に よ
る 細 胞 試 料 の ほ か 、 昆 虫 胚 試 料 お よ び 鳥 胚 試 料 を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 細 胞 試
料 に 適 切 な 培 地 に は 、 ウ シ 胎 児 血 清 お よ び ウ シ 胎 児 寒 天 、 浸 出 物 物 寒 天 、 脳 － 心 臓 浸 出 物
の 肉 汁 お よ び 寒 天 な ど ほ 乳 類 支 持 細 胞 成 長 因 子 な ど を 含 む 。 ほ 乳 類 細 胞 は 、 サ ル 腎 細 胞 で
あ る こ と が 好 ま し く 、 ア フ リ カ 産 ミ ド リ ザ ル 腎 胚 細 胞 － － サ ル 腎 細 胞 系 （ MA-104） － － で
あ る こ と が 最 も 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 濾 過 ホ モ ジ ネ ー ト を 細 胞 試 料 に 接 種 し 、 培 養 を 増 殖 き せ た 後 、 培 養 細 胞 か ら 成 る 個 体 凝
集 を 細 胞 含 有 の 無 菌 培 地 に 収 集 し 再 導 入 す る 。 こ の 系 列 の 最 終 培 養 由 来 の 培 養 液 は 、 毒 性
病 原 菌 の 精 製 形 態 を 提 供 す る 。 ま た 、 一 連 の 反 復 収 集 物 を 形 成 し た 後 、 培 養 を 育 成 し 、 培
養 液 を 収 集 し そ の 液 を 異 な る 細 胞 種 を 培 養 す る た め の 接 種 材 料 と し て 使 用 す る こ と が で き
る 。 こ の 方 法 で は 、 病 原 菌 を 弱 毒 化 し て 、 異 種 培 養 由 来 の 培 養 液 に よ っ て 弱 毒 化 病 原 菌 の
精 製 形 態 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 血 清 を 、 ほ 乳 類 の 免 役 応 答 を 引 き 起 こ す 抗 原 物 質 と し て 病 原 菌 を 使
用 す る こ と に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る 。 培 養 液 ま た は 上 述 の 方 法 で 調 整 し た 接 種 材 料
を 、 ウ マ 、 ヤ ギ 、 マ ウ ス 、 ウ サ ギ な ど の ブ タ 以 外 の ほ 乳 動 物 に 対 し て 刺 激 ア ジ ュ バ ン ト を
投 与 す る こ と が で き る 。 抗 原 刺 激 を 反 復 し た 後 、 血 液 採 取 し た 動 物 の 血 清 に 一 般 に 認 め ら
れ る 上 述 の 疾 患 に 特 異 的 な 抗 体 に 対 し て 固 着 し た 抗 体 を 使 用 し て 、 血 清 の 一 部 を 取 り 出 し
て 抗 原 精 製 を す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 生 理 的 塩 類 溶 液 と 分 子 量 約 10,000の タ ン パ ク 様
化 合 物 の 収 集 物 と を 含 む 糖 ゲ ル カ ラ ム な ど に よ る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 半 精 製 し た
血 清 を 処 理 し 、 治 療 に 用 い る 精 製 ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 を 生 成 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 血 清 を ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る 。 Ｍ Ｓ Ｄ
含 有 細 胞 培 養 ラ イ ゼ ー ト ま た は 上 述 の 勾 配 － 精 製 Ｍ Ｓ Ｄ で マ ウ ス 、 ブ タ 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ
ま た は そ の 他 の 適 切 な 種 を 免 疫 化 し た 後 、 動 物 の 脾 臓 を 摘 出 し 完 全 な 細 胞 試 料 に 変 換 す る
こ と が で き る 。 Kohlerお よ び Milsteinの 方 法 （ Kohlerら 、 ， , 459-97（ 1975）
） に 従 っ て 、 脾 臓 細 胞 試 料 由 来 の 免 疫 細 胞 を 骨 髄 腫 細 胞 と 融 合 さ せ て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を
生 成 す る こ と が で き る 。 こ の ハ イ ブ リ ド ー マ を 培 養 し 、 病 原 菌 を 輸 送 す る 培 養 液 ま た は 接
種 材 料 に 対 し て 培 養 液 を 試 験 す る こ と に よ っ て 、 Ｍ Ｓ Ｄ 病 原 菌 に 対 す る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗
体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 を 単 離 す る こ と が で き る 。 こ の ハ イ ブ リ ド ー マ を ホ ス ト
種 の 腹 膜 に 導 入 す る こ と に よ っ て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 腹 膜 で 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。 腹
水 を 収 集 す る こ と に よ っ て 、 病 原 菌 に 対 す る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 含 む 体 液 を 生 成 す る こ
と が で き る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 培 養 由 来 の 細 胞 培 養 上 澄 み を 使 用 す る こ と も で き る 。 モ
ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を マ ウ ス 誘 導 ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 系 に よ っ て 生 成 す る こ と が 好 ま し く 、 こ
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の 場 合 の 抗 体 は 、 IgG型 ま た は IgM型 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン で あ る 。 Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ の 病 原 菌 に 対 す る
模 範 的 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 は 、 SDOW12と SDOW17で あ る 。 本 明 細 書 の 別 の 箇 所 で 述 べ る 使 用
方 法 の 他 に 、 本 発 明 に よ る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 、 診 断 用 組 成 物 お よ び 治 療 用 組 成 物 な ら
び に 、 受 動 免 疫 方 法 や 抗 イ デ ィ オ タ イ プ ワ ク チ ン 調 整 方 法 な ど の 診 断 方 法 お よ び 治 療 方 法
を 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 ブ タ 母 集 団 に 見 ら れ る Ｍ Ｓ Ｄ 感 染 を 予 防 し 治 癒 す る こ と が で き る
。  に お い て 、 効 果 的 に 予 防 お よ び 抗 感 染 用 に 使 用 す る た め に 、 ワ ク チ ン に は 死 滅
病 原 菌 ま た は 弱 毒 化 病 原 菌 を 含 ん で お り 、 単 独 で ま た は ブ タ と 適 合 す る 薬 学 的 担 体 と 組 み
合 わ せ て 投 与 す る こ と が で き る 。 こ の ワ ク チ ン は 、 経 口 、 非 経 口 、 経 鼻 腔 ま た は 経 静 脈 的
に 誘 導 す る こ と が で き る 。 ワ ク チ ン 容 量 決 定 に 関 連 す る 因 子 に は 、 年 齢 、 体 重 お よ び 感 染
し た ブ タ の 母 体 抗 体 レ ベ ル な ど が 含 ま れ る 。 投 与 量 は 、 1mlあ た り の 50％ 組 織 培 養 感 染 価
で 10 3 － 10 7 で あ り 、 容 量 で 1ml乃 至 5mlで 投 与 す る こ と が 好 ま し い 。 ワ ク チ ン 投 与 は 、 約 14
－ 28日 間 で 投 与 し て 、 ブ タ が Ｍ Ｓ Ｄ 感 染 に 対 し て 確 実 に 免 疫 を 発 現 さ せ る こ と が 望 ま し い
。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 Ｍ Ｓ Ｄ ワ ク チ ン は 、 様 々 な 異 な る 投 与 形 態 で 投 与 す る こ と が で き る 。 死 滅 ま た は 弱 毒 化
さ せ た Ｍ Ｓ Ｄ 病 原 菌 を 含 む 水 性 培 地 は 、 錠 剤 や カ プ セ ル な ど の 形 態 を し た ラ ク ト ー ス 、 デ
ン プ ン 、 炭 酸 カ ル シ ウ ム 、 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム な ど の 薬 学 的 に 耐 用 し 得 る 不 活 性 賦 形 剤 お
よ び 緩 衝 剤 で 乾 燥 さ せ て 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 こ れ ら の 組 み 合 わ せ は 、 粉 末 状 に し
た り 、 水 溶 液 に 懸 濁 し た り し て 、 こ の 粉 末 お よ び 水 溶 液 ま た は そ の い ず れ か を 動 物 用 飼 料
や 動 物 用 飲 料 水 に 添 加 し て も 良 い 。 こ れ ら の Ｍ Ｓ Ｄ ワ ク チ ン 粉 末 ま た は 溶 液 を さ ま ざ ま な
既 知 の 薬 剤 に よ っ て 、 適 当 な 甘 味 や 風 味 を 与 え て 、 ブ タ が 経 口 で ワ ク チ ン を 摂 取 す る よ う
に 促 進 し て も 良 い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 非 経 口 投 与 を 行 な う に は 、 死 滅 ま た は 弱 毒 化 さ せ た Ｍ Ｓ Ｄ 病 原 菌 を 食 塩 水 、 水 、 プ ロ ピ
レ ン グ リ コ ー ル 、 な ど の 当 業 者 ら に は 良 く 知 ら れ て い る 薬 学 的 に 耐 用 し 得 る 担 体 と 組 み 合
わ せ る こ と が で き る 。 こ の 形 態 で は 、 ワ ク チ ン を 非 経 口 的 、 経 鼻 腔 的 お よ び 経 口 的 手 段 で
、 獣 医 学 関 係 の 当 業 者 に は 良 く 知 ら れ る 方 法 に よ っ て 投 与 す る こ と が で き る 。 Ｍ Ｓ Ｄ ワ ク
チ ン は 注 射 器 に よ っ て 静 脈 投 与 す る こ と も で き る 。 こ の 場 合 、 食 塩 水 な ど の 薬 学 的 に 耐 用
し 得 る 水 性 担 体 と 組 み 合 わ せ る 。 Ｍ Ｓ Ｄ ワ ク チ ン の 非 経 口 的 お よ び 静 脈 的 製 剤 形 態 は 、 乳
化 剤 お よ び 懸 濁 剤 ま た は そ の い ず れ か 一 方 で あ る が 、 薬 学 的 に 耐 用 し 得 る 稀 釈 剤 を 併 用 し
、 Ｍ Ｓ Ｄ ワ ク チ ン の 誘 導 お よ び 投 与 量 を 制 御 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 Ｍ Ｓ Ｄ 診 断 方 法 は 、 上 述 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 血 清 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 血 清 を 用
い て 実 行 す る こ と が で き る 。 抗 体 血 清 ま た は 生 検 組 織 ホ モ ジ ネ ー ト を ポ リ ス チ レ ン 表 面 ま
た は タ ン パ ク 質 を 固 定 す る 別 の ポ リ マ ー 表 面 に 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 固 定 す る こ と が で
き る 。 さ ら に 、 抗 体 血 清 お よ び 抗 体 ホ モ ジ ネ ー ト の 残 り を 添 加 し 、 培 養 し 、 非 固 定 材 料 を
洗 浄 な ど に よ っ て 除 去 す る 。 抗 体 血 清 用 の 標 識 種 － 特 異 抗 体 を 加 え て 、 標 識 の 存 在 お よ び
量 を 測 定 す る 。 標 識 測 定 は 、 検 定 す る 組 織 に Ｍ Ｓ Ｄ が 存 在 す る こ と を 示 す 。 こ の 方 法 の 一
般 的 な 態 様 に は 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 方 法 （ ELISA） 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ RIA） 、
免 疫 蛍 光 検 定 （ IFA） 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 免 疫 検 定 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 免 疫 検 定 、 ウ エ ス タ
ン ブ ロ ッ ト 免 疫 検 定 な ど が あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 以 下 の 例 は 、 本 発 明 の 特 異 的 態 様 を さ ら に 説 明 す る も の で あ る 。 た だ し 、 以 下 の 例 は 、
上 述 の 開 示 に お い て 十 分 に 特 徴 づ け ら れ た 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る も の で は な い  。
【 ０ ０ ２ ７ 】

　 Ｍ Ｓ Ｄ 病 原 菌 は 、 接 種 材 料 の 処 理 後 、 ノ ト バ イ オ ー ト ブ タ に 接 種 し て 、 Ｍ Ｓ Ｄ 病 原 菌 に
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病 原 性 が 残 存 す る か ど う か を 測 定 し 、 物 理 化 学 的 特 性 （ 大 き き 、 脂 質 溶 剤 に 対 す る 感 受 性
お よ び プ ロ テ ア ー ゼ 感 受 性 ） を 測 定 す る こ と に よ っ て 特 徴 付 け る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】

　 。  ノ ト バ イ オ ー ト ブ タ に 対 す る 誘 導 方 法 お よ び 維 持 方 法 は Benifie
ldら 、 , ， 330－ 36（ 1988） お よ び Collinsら 、 , 50
， 824－ 35（ 1989） に 記 載 さ れ て い る 。 雌 ブ タ を Ｍ Ｓ Ｄ を 含 む 生 殖 上 の 問 題 が な い 群 れ か
ら 得 る こ と が で き る 。 死 産 お よ び ミ イ ラ 化 し た 胎 児 ま た は そ の い ず れ か 一 方 を 伴 う 同 腹 子
は 使 用 し て は な ら な い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 。  
気 管 、 肺 、 鼻 甲 介 、 扁 桃 、 肝 臓 、 脳 、 脾 臓 を Ｍ Ｓ Ｄ に 自 然 感 染 し た ミ ネ ソ タ 州 の １ 群 中 養
育 中 の ブ タ か ら 得 る こ と が で き る （ Collins et al., Minnesota Swine Conference for V
eterinarians, Abstract, 254－ 55（ 1990） ） 。 こ れ ら の 組 織 ホ モ ジ ネ ー ト （ MN 89－ 3547
7） を 、 抗 体 を 用 い ず に ハ ン ク の 塩 類 溶 液 で 調 整 し 、  0.5mlを 経 鼻 腔 に よ り Nebulizer ガ
ラ ス （ Ted Pella Co., Redding, CA） を 使 用 し て 、 日 齢 ３ 日 の ノ ト バ イ オ ー ト ブ タ に 接 種
す る こ と が で き る 。 接 種 し た 仔 ブ タ は 、 自 然 感 染 の ブ タ に 観 察 さ れ る の と 同 様 の 臨 床 的 徴
候 お よ び 電 子 顕 微 鏡 的 損 傷 を 発 現 す る 場 合 が あ る 。 こ れ ら の ノ ト バ イ オ ー ト ブ タ か ら 得 た
肺 、 肝 臓 、 腎 臓 、 脾 臓 お よ び 脳 を 、 初 回 接 種 後 ８ 日 後 収 集 し 、 プ ー ル し て 別 の ホ モ ジ ネ ー
ト を 調 整 す る こ と が で き る 。 そ の 後 、 第 ２ 回 目 に 得 ら れ た ホ モ ジ ネ ー ト を 、 ノ ト バ イ オ ー
ト 豚 に も う 一 度 接 種 す る こ と が で き る 。 ま た 、 Ｍ Ｓ Ｄ は 肺 組 織 か ら 理 想 的 に 増 殖 さ せ る こ
と が で き る の で 、 肺 組 織 を 分 離 ホ モ ジ ネ ー ト と し て 調 整 で き る 場 合 以 外 は 、 同 様 組 織 を 収
集 し 均 質 化 し て も 良 い 。 肺 ホ モ ジ ネ ー ト は 、 ノ ト バ イ オ ー ト ブ タ の 初 回 接 種 材 料 （ MN 89
－ 35477） の 第 ２ の 連 続 継 代 に 相 当 す る （ Collinsら 、

, Abastract No． 2（ 1990） ） 。 ２ 種 の 濾 液 を 0.2
0μ mフ ィ ル タ ー （ Gelman Sciences, Ann Arbor, MI） お よ び 0.10μ mフ ィ ル タ ー （ Millipo
re Corp., Bedford, MA） を 用 い て 調 整 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 濾 液 を 区 分 し て 、 -70
℃ で 保 管 す る こ と が で き る 。 す べ て の 濾 液 は 、 細 菌 を 有 さ ず 、 ウ イ ル ス は 、 逆 染 色 調 整 法
を 使 用 し て も 直 接 電 子 顕 微 鏡 検 査 で は 観 察 さ れ な い こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 。  擬 似 感 染 ノ ト バ イ オ ー ト ブ タ ２ 例 か ら 調 整 し た 肺 組 織 ホ モ ジ ネ ー ト を
対 照 ブ タ の 接 種 材 料 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 対 照 接 種 材 料 を Ｍ Ｓ Ｄ 接 種 材 料 に
関 し て 述 べ た よ う に 、 0.20お よ び 0.10μ mの 濾 液 と し て 調 整 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 。  Collinsら 、

, Abstract No.2（ 1990） で 先 述 し た よ う に 、 初 回 接 種 ７
日 後 、 ブ タ を 安 楽 死 さ せ る 。 組 織 を 収 集 し 、 中 性 緩 衝 ホ ル マ リ ン で 固 定 し 、 Collinsら 、 A
n. J. Vet. Res., 50， 827－ 35（ 1989） で 述 べ た よ う に 光 学 的 顕 微 鏡 試 験 で 処 理 す る こ と
が で き る 。 標 本 を 、 鼻 甲 介 、 扁 桃 、 気 管 、 脳 、 胸 線 、 肺 （ 根 尖 葉 、 噴 門 側 葉 、 隔 膜 側 葉 ）
、 心 臓 、 腎 臓 、 脾 臓 、 肝 臓 、 胃 、 十 二 指 腸 、 空 腸 、 回 腸 、 上 行 結 腸 、 下 行 結 腸 、 血 液 、 隔
膜 リ ン パ 結 節 か ら 収 集 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 組 織 を 処 理 し 、 光 学 顕 微 鏡 を 使 用 し て
、 リ ン パ 単 核 脳 炎 、 間 質 性 肺 炎 、 リ ン パ プ ラ ス マ 細 胞 性 鼻 炎 、 タ ン パ 単 核 心 筋 炎 ま た は 門
脈 性 肝 炎 が 存 在 す る か 否 か を 測 定 す る 。 病 変 は 、 Ｍ Ｓ Ｄ 接 種 群 か ら 得 た 自 然 感 染 ブ タ に 常
時 認 め ら れ る （ Collins ら 、 , Abstract
, 254－ 55（ 1990） ） 。 糞 含 有 物 を 収 集 し 、 先 述 の Ritchieら に よ る 、

, 23, 292-98（ 1968） の よ う に 、 ウ イ ル ス 粒 子 を 試 験 し て も 良 い 。 血 液 を 免 疫
検 定 お よ び 免 疫 組 織 用 に 収 集 し 、 例 3に 述 べ る よ う に 細 菌 用 に 培 養 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】

　 Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ 感 染 群 中 の 感 染 仔 ブ タ か ら 得 た 肺 組 織 お よ び 脳 － 脾 － 肝 － 腎 結 合 組 織 を 個 々 に
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均 質 化 し た 。 10％ の 組 織 ホ モ ジ ネ ー ト を 用 い た 。 個 々 の ホ モ ジ ネ ー ト を １ ml当 た り 約  100
μ gで ゲ ン タ マ イ シ ン を 含 む 最 小 必 須 培 養 液 （ Ｍ Ｅ Ｍ ） と 混 合 し た 。 両 試 料 を 約 25分 間 約 4
000× ｇ で 遠 心 分 離 に か け た 。 上 澄 み を 抽 出 し て 、 0.45ミ ク ロ ン の フ ィ ル タ ー に 通 し た 。
組 織 ホ モ ジ ネ ー ト お よ び 肺 ホ モ ジ ネ ー ト を 混 合 さ せ 、 こ の 混 合 材 料 を 使 用 し て き ま ざ ま な
組 織 培 養 細 胞 系 を 感 染 さ せ た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 。  75 cm 2 プ ラ ス チ ッ ク ボ ト ル を 使 用 し て ２ つ の 実 験 を 行 な っ た 。 試
験 番 号 １ で は 、 混 合 材 料 を 以 下 に 記 載 し た 細 胞 系 各 々 の 完 全 細 胞 シ ー ツ を 含 む ボ ト ル ２ 本
に 接 種 し た 。 さ ら に 、 各 細 胞 系 を 含 む １ ボ ト ル に 約  2.5mgの ト リ プ シ ン を 添 加 し た 。 残 り
の 条 件 は す べ て 、 細 胞 系 を 含 む 各 ボ ト ル に 関 し て 同 一 で あ っ た 。 血 清 は 、 培 地 に 添 加 し な
か っ た 。 接 種 材 料 は  1mlだ っ た 。 す べ て の ボ ト ル を 約 34℃ で ７ 日 間 保 管 し た 。 結 果 は 、 ７
日 目 の 最 後 に 記 録 し た 。 凍 結 し 解 凍 し た 後 、 試 料 を 同 細 胞 系 に お け る 第 ２ の 継 代 用 に 取 り
出 す 。 残 り の 材 料 は 、 凍 結 し 約  -60℃ で 保 管 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 試 験 番 号 ２ に お い て は 、 混 合 材 料 を 、 試 験 番 号 １ で 使 用 し た も の と 同 様 の 細 胞 を 含 む １
ボ ト ル に 接 種 し た 。 た だ し 、 細 胞 シ ー ツ は 、 接 種 時 に は  20-40％ し か 融 合 し て い な か っ た
。 培 地 は 約 10％ の ウ シ 胎 児 血 清 を 含 ん で い た 。 さ ら に 、 接 種 材 料 は  1mlで あ り 、 培 養 を 約
７ 日 間 約 34℃ で 培 養 し た 。 試 験 番 号 １ お よ び 試 験 番 号 ２ の 結 果 を 以 下 に ま と め た 。

使 用 細 胞 系 　 　 　 　 試 験 番 号 １ 　 　 試 験 番 号 ２
ウ シ 鼻 甲 介 （ BT） 　 　 　 　 － 　 　 　 　 　 　 －
ネ コ 腎 臓 （ CRFK） 　 　 　 　 － 　 　 　 　 　 　 －
サ ル （ Vero） 腎 臓 　 　 　 　 － 　 　 　 　 　 　 －
サ ル （ Vero） 肺 　 　 　 　 　 － 　 　 　 　 　 　 －
イ ヌ 腎 臓 （ MDCK） 　 　 　 　 － 　 　 　 　 　 　 －
ブ タ （ PK2a） 腎 臓 　 　 　 　 － 　 　 　 　 　 　 －
ミ ン ク 肺 　 　 　 　 　 　 　 　 － 　 　 　 　 　 　 －
ケ ナ ガ イ タ チ 肺 　 　 　 　 　 － 　 　 　 　 　 　 －
ウ シ 肺 　 　 　 　 　 　 　 　 　 － 　 　 　 　 　 　 －
水 牛 肺 　 　 　 　 　 　 　 　 　 － 　 　 　 　 　 　 －
ウ シ 腎 臓 （ MDBK） 　 　 　 　 － 　 　 　 　 　 　 －
ブ タ 精 巣 （ ST） 　 　 　 　 　 － 　 　 　 　 　 　 －
サ ル 腎 臓 （ MA-104） 　 　 　 － 　 　 　 　 　 　 ＋
ヒ ト 直 腸 腫 瘍 （ HRT-18） 　 － 　 　 　 　 　 　 NT
ヒ ト 肺 　 　 　 　 　 　 　 　 　 NT　 　 　 　 　 　 －

＋ ＝  CPE効 果
－ ＝  CPE効 果 な し
NT＝ 未 試 験
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 細 胞 変 性 効 果 は 、 評 価 し た 細 胞 系 を 問 わ ず 試 験 番 号 １ に お い て は 認 め ら れ な か っ た 。 た
だ し 、 試 験 番 号 ２ に お い て は 、 MA-104細 胞 の 小 凝 集 が 肥 大 し 、 ボ ト ル の 縁 周 辺 の 単 層 で 「
ウ ィ ー ク ・ ホ ー ル 」 を 形 成 し 始 め た 。 液 体 を ボ ト ル か ら 分 離 し 、 MA－ 104細 胞 （ こ れ も  20
-40％ の 細 胞 シ ー ツ で あ る ） を 含 む 新 た な ボ ト ル に 継 代 し た 後 、 も う 一 度 継 代 し た 。 細 胞
変 性 効 果 は 、 継 代 を 重 ね る 度 に 大 き く な っ た 。 上 述 の 方 法 を 、 完 全 細 胞 シ ー ツ を 使 用 し て
、 MA-104細 胞 系 に 対 し て 繰 り 返 し た 。 そ の 後 の 試 験 は 、 ウ イ ル ス 剤 は 、 37℃ で も 繁 殖 す る
こ と を 示 し た 。 血 清 の 存 在 は 、 ウ イ ル ス 剤 の 初 回 単 離 に 役 立 て ら れ る 。 MA-104細 胞 系 に お
け る ウ イ ル ス 剤 の そ の 後 の 継 代 に よ っ て 、 血 清 を 含 ま な い Ｃ Ｐ Ｅ を 生 じ さ せ る こ と が で き
る 。 さ ら に 、 よ り 際 立 っ た Ｐ Ｅ 効 果 を MA-104細 胞 系 用 の 増 殖 培 地 に 血 清 を 用 い る こ と で 認
め る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ウ イ ル ス 剤 を MA-104細 胞 系 で ８ 回 継 代 し た と こ ろ 、 ３ 日 間 後 の ５ 回 目 以 降 の 継 代 で は 、
Ｃ Ｐ Ｅ は 良 好 だ っ た 。 得 ら れ た 力 価 は 対 数 で 約  5-1/2で あ っ た （  10 5 ． 5 ） 。 ウ イ ス ル 剤
は 、 さ ら に サ ル 細 胞 系 で も 増 殖 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ２ ．  。 　 別 の 継 代 収 集 物 を 使 用 し て 日 齢 ３ 日 の ノ ト バ イ オ ー ト 仔 ブ タ に 接
種 し た 。 両 仔 ブ タ と も 経 鼻 腔 で 、 一 方 は  1mlで あ り 、 も う 一 方 は  2mlで 暴 露 し た 。 仔 ブ タ
を ７ 日 間 観 察 し 、 安 楽 死 さ せ た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 組 織 試 料 を 病 理 組 織 学 的 試 験 用 と ウ イ ル ス 剤 の 回 収 用 に 収 集 し た 。 病 理 組 織 学 的 報 告 か
ら は 、 感 染 仔 ブ タ の 肺 病 変 は 、 Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ に か か っ た こ と が 判 明 し て い る 仔 ブ タ 由 来 の 肺 組
織 病 変 と 一 致 す る こ と が 確 認 さ れ た 。 組 織 試 料 は 前 述 の よ う に 処 理 さ れ 、 ウ シ 胎 児 血 清 を
含 む MA-104細 胞 系 を  20-40％ 含 む 単 層 と  100％ 含 む 単 層 上 で 培 養 し た 。 ウ イ ル ス 剤 を 再 び
回 収 し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 別 の 継 代 収 集 物 を 雌 ブ タ に 接 種 し 、 疾 患 の 繁 殖 効 果 を 複 製 し 確 認 す る こ と が で き る こ と
が 証 明 す る た め に 使 用 し た 。 経 産 雌 ブ タ ２ 例 に 、 妊 娠 93日 目 に 経 鼻 腔 で 接 種 を 行 な っ た 。
こ の 雌 ブ タ は 、 そ れ ぞ れ 妊 娠  112日 目 お よ び  114日 に 50％ 死 産 で 同 腹 子 の 仔 ブ タ を 出 産 し
た （ 死 産 ／ 生 産 比 は 、 8/13と 6/14） 。 死 産 仔 ブ タ ７ 例 は 、 一 部 ミ イ ラ 化 し て お り 、 生 産 仔
ブ タ は 弱 く 、 強 健 に 育 成 す る こ と は で き な か っ た 。 こ の ウ イ ル ス 剤 を 死 産 仔 ブ タ の 組 織 か
ら 回 収 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ウ イ ル ス 剤 を Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ と わ か っ て い る ３ 群 か ら 回 収 し た 。 ATCC VR-2332剤 に 対 す る 抗 体
力 価 は 、 こ れ ら の 同 じ 群 で 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 臨 床 的 徴 候 に 違 い 、 す な わ ち 、 ヨ ー ロ ッ パ 産 の ブ タ に お け る 耳 、 尾 、 乳 房 の の 皮 膚 チ ア
ノ ー ゼ が 若 干 あ る が 、 北 ア メ リ カ に お け る 疾 患 お よ び ヨ ー ロ ッ パ に お け る 疾 患 は 、 同 一 の
ウ イ ル ス す な わ ち ATCC寄 託 の  VR-2332に よ っ て 例 証 さ れ る よ う に 選 好 性 非 血 球 凝 集 外 皮 Ｒ
Ｎ Ａ ウ イ ル ス に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る と い う の が 、 一 般 の 意 見 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　

　 　 。  ネ コ 科 Crandellの 腎 臓 （ CRFK） お よ び サ ル 腎 臓 （ MA-104） の 細 胞 を 適 切
な 細 胞 培 養 フ ラ ス コ 内 で 37℃ で 育 成 し た 。 CRFK細 胞 お よ び MA-104細 胞 は 、  （ JRH Bioscie
nces， Lenexa， KSよ り 人 手 可 能 な ） 10％ の γ 線 照 射 ウ シ 胎 児 血 清 （  FBS） と １ ％ の ペ ニ シ
リ ン － ス ト レ プ ト マ イ シ ン と  2.5μ g/mlの ア ム ホ テ リ シ ン Ｂ と を 補 足 し た （ Gibco Labora
tories， Grand lsland， NYよ り 人 手 可 能 な ） イ ー グ ル 最 小 必 須 培 地 （  MEM） で 増 殖 さ せ た
。 MA-104細 胞 を 10％ の  FBSと 50μ g/mlの ゲ ン タ マ イ シ ン で 補 足 同 様 の 培 地 で 増 殖 さ せ た 。
 FBSお よ び 細 胞 は 、 先 述 の Mayerら 、 , 16, 303-314 （ 1988） 、 Smithies
ら 、 , , 539-550 （ 1969）  お よ び  Vic
kersら 、 ， 2， 300-302（ 1990） に よ る 方 法 で 、 ウ シ ウ イ ル ス 性 下 痢
性 ウ イ ル ス が な い こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 　  本 例 の Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ ウ イ ル ス の ソ ー ス お
よ び 単 離 体 は 、 以 下 記 載 の 通 り で あ る 。 こ の 試 験 に 使 用 し た ウ イ ル ス は 、  10 5 乃 至  10 6 TC
ID50/ml の 力 価 の MA-104細 胞 を ５ 乃 至 ７ 回 継 代 し た も の に 乗 せ た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 　 。 閉 鎖 子 宮 切 開 で 得 た ノ ト バ イ オ ー ト ブ タ を 、 先 述 の Miniatas O
.P.ら 、 , ， 428-437（ 1978） の よ う に フ レ キ ン ブ ル フ ィ ル ム ア イ ソ
レ ー タ で 覆 わ せ た ス テ ン レ ス 鋼 タ ブ に 保 管 し た 。 こ の ア イ ソ レ ー タ は 、 周 囲 温 度 30℃ で 保
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管 さ れ 、 ブ タ に １ 日 ３ 回 商 用 ミ ル ク 代 用 品 を 推 奨 量 摂 取 さ せ た 。 実 験 接 種 前 お よ び 剖 検 時
に 、 糞 ス ワ ブ を 収 集 し 、 好 気 雰 囲 気 お よ び 嫌 気 雰 囲 気 中 で 、 ヒ ツ ジ 血 液 寒 天 、 tergital-s
even寒 天 、 ブ リ リ ア ン ト グ リ ー ン 寒 天 上 に 接 種 し た 。 剖 検 時 に 収 集 し た 糞 も 、 上 述 の Rich
ieら 、 に 述 べ ら れ た よ う に 、 陰 性 造 影 電 子 顕 微 鏡 検 査 に よ
っ て 、 ウ イ ル ス に 対 す る 試 験 を 行 な っ た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 　 。  West Central Mnndesotaの 分 娩 か ら 仕 上 げ ま で の  160頭 の 雌 ブ タ
の １ 群 が 典 型 的 な Ｍ Ｓ Ｄ 症 候 を 有 す る Ｍ Ｓ Ｄ を 発 症 し た 。 生 存 雌 ブ タ 、 生 存 新 生 仔 ブ タ お
よ び 死 産 ブ タ 胎 児 を Minnesota Veterinary Diagnostic LAboratoryに 提 供 し 、 全 身 培 検 、
組 織 病 理 学 的 調 査 お よ び 規 定 の 微 生 物 調 査 を 含 む 試 験 を 行 な っ た 。 接 種 材 料 を 臨 床 的 疾 患
新 生 仔 ブ タ 由 来 の 複 数 の 組 織 を 用 い て 実 験 す る た め に 調 整 し た 。 さ ら に 詳 し く 述 べ る と 、
感 染 し た 群 れ か ら 動 物 間 で 流 行 中 に 日 齢 ７ 乃 至 10日 の 生 存 仔 ブ タ お よ び 死 亡 仔 ブ タ を 各 ２
例 ず つ 剖 検 し 、 試 料 を 診 断 試 験 用 に 収 集 し た 。 生 存 仔 ブ タ は 、 剖 検 前 に 安 楽 死 用 液 を 静 注
し 安 楽 死 さ せ た 。 各 ブ タ か ら プ ー ル し た 脳 、 肺 お よ び 扁 桃 か ら 成 る 10％ ホ モ ジ ネ ー ト （ MN
89-35477） を 、  100IUペ ニ シ リ ン と  100μ g/mlス ト レ プ ト マ イ シ ン と  5μ g/mlア ム ホ テ リ
シ ン Bと を 含 む ハ ン ク ス の 平 衡 塩 類 溶 液 （ HBSS） を 使 用 し て 調 整 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 　 。  一 連 の ノ ト バ イ オ ー ト ブ タ 14例 に 、 日 齢 ３ 日 目 に プ ー ル し た 組 織 ホ モ
ジ ネ ー ト で 抗 原 刺 激 を 行 な っ た 。 各 仔 ブ タ は 、 経 鼻 腔 で 、 ブ タ の 外 鼻 孔 前 に 置 い た Nebuli
zer ガ ラ ス に 取 り 付 け た ゴ ム バ ル ブ を 使 用 し て 、 抗 原 刺 激 を 受 け た 。 最 初 、 ノ ト バ イ オ ー
ト 仔 ブ タ ２ 例 に 濾 過 し て い な い 接 種 材 料 を そ れ ぞ れ  0.5ml接 種 し 、 疾 患 の 臨 床 的 徴 候 を 監
視 し 、 暴 露 後 ７ 日 後 に 感 電 （ PE） さ せ て 安 楽 死 さ せ た 。
　 前 述 の ノ ト バ イ オ ー ト 仔 ブ タ か ら プ ー ル し た 肺 の 10％ ホ モ ジ ネ ー ト （ MNSD-1） を 、 １ 例
に  0.5mlの 未 濾 過 ホ モ ジ ネ ー ト を 投 与 し 、 別 の １ 例 に 0.45μ m濾 液 を 投 与 し 、 残 り １ 例 に
は 0.22 μ mの 濾 液 を 投 与 し た ノ ト バ イ オ ー ト 仔 ブ タ ３ 例 各 々 を  0.5mlの ホ モ ジ ネ ー ト で 暴
露 し て 、 盲 目 的 継 代 を 行 な っ た 。 仔 ブ タ は 、 PEに よ っ て ８ 日 後 安 楽 死 さ せ 、 組 織 を 組 織 学
的 試 験 用 、 そ の 後 の ノ ト バ イ オ ー ト ブ タ 継 代 用 お よ び ウ イ ル ス 単 離 用 に 収 集 し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 MNSD-1濾 液 0.45μ m を 接 種 し た 仔 ブ タ の 肺 （  MNSD9076-L）  と 脳 、 肝 臓 お よ び 腎 臓 （  M
NSD90 76-P） の 複 合 材 料 と か ら 成 る 25％ の 懸 濁 液 を 、 カ ナ マ イ シ ン 、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン
、 バ ン コ マ イ シ ン を そ れ ぞ れ  0.5 mg/ml含 む リ ン 酸 緩 衝 塩 類 溶 液 を 使 用 し て 調 整 し た 。 ノ
ト バ イ オ ー ト 仔 ブ タ ６ 例 に 肺 ホ モ ジ ネ ー ト  MNSD90 76-Lを 、 ４ 例 に 0.45μ mlの 濾 液 を 、 ２
例 に  0.1μ mlの 濾 液 を 投 与 し た 。 未 感 染 対 照 ノ ト バ イ オ ー ト 仔 ブ タ ３ 例 に つ い て は 、 １ 例
に HBSSに 含 有 の 未 感 染 コ ブ タ 組 織 ホ モ ジ ネ ー ト 0.45 μ mを 接 種 し 、 残 り ２ 例 に は HBSSの み
を 接 種 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 　 。 　 組 織 ホ モ ジ ネ ー ト （ MNSD90 76-Lお よ び  MNSD90 76-P） を 20分 間  4
℃ で 1500 gで 遠 心 分 離 し た 。 上 澄 み を 10μ g/mlの ゲ ン タ マ イ シ ン を 含 む 最 小 必 須 培 地 （ Ｍ
Ｅ Ｍ ） で 稀 釈 し 、 Vortexミ キ サ ー を 使 用 し て 完 全 に 混 合 し 、 30分 間 4℃ で 4500gで 再 び 遠 心
分 離 に か け た 。 上 澄 み を 収 集 し 0.45μ mフ ィ ル タ ー で 濾 過 し た 。 肺 ホ モ ジ ネ ー ト お よ び 組
織 プ ー ル ホ モ ジ ネ ー ト か ら 得 た 濾 液 を 混 合 し 、 連 続 的 継 代 細 胞 系 MA-104に 接 種 し た 。 ウ イ
ル ス 単 離 を 10％ ウ シ 胎 児 血 清 （ FBS） 含 有 の 50mlＭ Ｅ Ｍ （ pH7.5） を 含 む MA-104細 胞 の 20-4
0％ 密 集 単 層 を 伴 う  75cm 2 フ ラ ス コ で 行 な っ た 。 細 胞 培 養 は 、 7日 間 34℃ で 保 持 し た 。 細 胞
変 性 効 果 （ Ｃ Ｐ Ｅ ） が 7日 以 内 に 観 察 さ れ な い 場 合 は 、 培 養 を 凍 結 し 、 融 解 し 、 MA-104細
胞 に 接 種 し 、 上 述 の よ う に 培 養 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 　 。  ウ イ ル ス 滴 定 を 96ウ ェ ル 型 平 底 マ イ ク ロ タ イ タ 板 で 行 な っ た 。 ウ イ
ル ス の 10回 連 続 稀 釈 液 を 2％ FBSを 含 む Ｍ Ｅ Ｍ で 調 整 し た 。 3日 後 、 細 胞 育 成 培 地 を マ イ ク
ロ タ イ タ 板 か ら 排 除 し 、 200μ lの ウ イ ル ス 稀 釈 液 を ５ つ の ウ ェ ル 各 々 に 入 れ て 、 プ レ ー ト
を 5％ C0 2 雰 囲 気 中 37℃ で 培 養 し た 。 3日 後 、 Ｃ Ｐ Ｅ が な い ウ ェ ル 中 の 培 地 を ２ ％ Ｆ Ｂ Ｓ （ p
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H7.5） で 補 足 し た Ｍ Ｅ Ｍ と 取 換 え て 、 最 終 判 定 を 培 養 5日 目 に 行 な っ た 。 力 価 は 、 Reedら
の Am. J. Hyg., 27, 493-497（ 1938） の 方 法 に よ っ て 算 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 　 。 　 Department of Microbiology, University of South Dako
ta School of Medicine, Vermillion, SDの Roger Koment博 士 か ら 得 た 弱 毒 化 ポ リ オ ウ イ
ル ス を MA-104細 胞 上 で  108 TCID50/mlの 力 価 ま で 増 殖 し 、 National Veteronary Services
 Laboratory, Ames, IAよ り 得 ら れ た 仮 性 狂 犬 病 ウ イ ル ス の シ ョ ー プ 菌 株 を CRFK細 胞 上 で
成 長 さ せ て 、 力 価 10 5 － 7 TCID 5 0 mlに な る ま で 育 成 し た 。 こ れ ら の ウ イ ル ス を 、 試 験 に お い
て Ｒ Ｎ Ａ お よ び Ｄ Ｎ Ａ の ウ イ ル ス 対 照 と し て 使 用 し 、 Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ ウ イ ル ス の VR2332分 離 体 の
核 酸 型 を 決 定 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 　 。 　 5回 目 の 継 代 の SIRSウ イ ル ス の  VR 23
32単 離 体 （ 力 価 10 6  TCID 5 0 /ml） を 0.25％ ホ ル マ リ ン で 不 活 性 化 し 、 フ ロ イ ン ド の 不 完 全
ア ジ ュ バ ン ト で １ 対 １ に 混 合 し 、 ウ サ ギ に こ の 懸 濁 液 2mlを ２ 週 間 間 隔 て ６ 週 間 皮 下 注 射
し た 。 最 後 の 注 入 ２ 週 間 後 に 調 整 し た 抗 血 清 は 、 １ 対 512の 中 和 力 価 を 有 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 　 。  MA-104細 胞 を Ｖ Ｎ Ｔ 用 の 平 底 の 96ウ ェ ル 型 マ
イ ク ロ タ イ タ 板 に 接 種 し た 。 血 清 （ 100μ l） そ れ ぞ れ の ２ 回 連 続 稀 釈 液 を Ｍ Ｅ Ｍ 稀 釈 液 で
調 整 し 、 100-300 TCID 5 0 /100μ lを 含 む 同 容 量 （ 100μ l） 単 離 体  VR-2332と 混 合 し た 。 各
混 合 液 を 37℃ で １ 時 間 培 養 し 、 200μ lの 血 清 ウ イ ル ス 混 合 物 そ れ ぞ れ を ３ 重 ウ ェ ル に 添 加
す る 。 マ イ ク ロ タ イ タ 板 を さ ら に ３ 日 間 37℃ で 培 養 し 、 細 胞 変 性 効 果 （ Ｃ Ｐ Ｅ ） に つ い て
光 学 的 顕 微 鏡 で 調 査 し 、 終 点 力 価 は 、 Ｃ Ｐ Ｅ を 中 和 化 し た 最 高 の 血 清 稀 釈 液 の 逆 数 と し て
表 わ さ れ た 。
　 以 下 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 は 、 別 段 の 記 載 が な い 場 合 、  VR-2332単 離 体 に 関 し て 記 載
さ れ た よ う に 調 整 し 、 Ｖ Ｎ Ｔ に 使 用 し た 。 換 言 す れ ば 、 伝 染 性 胃 腸 炎 の ミ ラ ー 株 、 ブ タ ロ
タ ウ イ ル ス セ ロ タ イ プ ４ （ Gottfried） 、 ブ タ ロ タ ウ イ ル ス セ ロ タ イ プ ５ （ Ｏ Ｓ Ｕ ） 、 ブ
タ レ オ ウ イ ル ス セ ロ タ イ プ １ 、 National Veterinary Services Laboratory, Ames. IAよ
り 人 手 可 能 な ブ タ エ ン テ ロ ウ イ ル ス セ ロ タ イ プ １ 乃 至 ８ 、 ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ
ー Rockville， MDよ り 人 手 可 能 な ブ タ パ ル ボ ウ イ ル ス に 対 す る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 、 Depar
tment of clinical and Population Sciences， University of Minnesota St．  Paul MN
の W. Christtanson博 士 よ り 人 手 可 能 な 脳 心 筋 炎 ウ イ ル ス 、  National Veterinary Servic
es Laboratory， Ames IAよ り 入 手 可 能 な 仮 性 狂 犬 病 ウ イ ル ス 、 東 部 脳 炎 ウ イ ル ス 、 西 部 脳
炎 ウ イ ル ス お よ び ベ ネ ズ エ ラ 脳 炎 ウ イ ル ス 、 Nayer ら の  , , 303-314
（ 1988） に 記 載 の BVDVに 対 す る D89モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 、 National Veterinary Services 
Laboratory, Ames., IAよ り 入 手 可 能 な ウ マ 動 脈 炎 ウ イ ル ス 、 風 疹 な ら び に Department of
 Microbiology， University of South Dakota School of Medicine Vermillion, SDの W. 
Cafruny博 士 よ り 入 手 可 能 な 乳 酸 脱 水 酵 素 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 　 。  セ シ ウ ム ク ロ ラ イ ド 勾 配 画 分 を 、 Benfieldら の

, 16， 186-190（ 1982） 、 Horzinek, Non-arthropod-borne Togavirus
es”  （ Acad. Press, London, 1981） 、 Richieら の  に 先
述 し た よ う に 、 ウ イ ル ス 粒 子 に 対 し て DEMに よ っ て 試 験 し 、 75kV電 圧 で 電 子 顕 微 鏡 （ Hitac
hi HU12A，  日 立 、 東 京 、 日 本 ） で 検 査 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 　 。 　 免 疫 － 金 標 識 化 を 、 ヤ ギ の 抗 ウ サ ギ IgG金 コ ロ イ
ド 粒 子 （ 5nm） を 使 用 し て 行 な っ た 。 簡 潔 に 述 べ れ ば 、 ウ イ ル ス を ４ ℃ で 30分 間 、 40,000
× gで 濃 縮 し た 。 ペ レ ッ ト を 50μ lの 再 懸 濁 で 、 25μ lを パ ラ フ ィ ル ム １ 枚 の 上 に 置 い た 。
コ ロ ジ オ ン 炭 素 被 覆 グ リ ッ ド を ウ イ ル ス 滴 に 15分 間 浮 か べ て 、 25μ lの ウ サ ギ 抗 Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ
血 清 に ２ 分 間 置 い た 。 グ リ ッ ド を 0.1％ の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｂ Ｓ Ａ ） － ト リ ス 緩 衝 液
を ２ 回 交 換 し て 各 ５ 分 間 洗 浄 し 、 金 標 識 化 抗 ウ サ ギ － IgG１ 滴 に 15分 間 浮 か べ た 。 各 ２ 分
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３ ． そ の 他 の ウ イ ル ス

４ ．  VR－ 2332単 離 体 に 対 す る 抗 血 清 の 調 整

５ ． ウ イ ル ス 中 和 化 試 験 （ Ｖ Ｎ Ｔ ）
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間 ず つ Ｂ Ｓ Ａ － ト リ ス 緩 衝 液 で ６ 回 洗 浄 し 、 ２ 回 上 流 水 で 洗 浄 し た 後 、 ネ ガ テ ィ ブ 染 色 し
、 上 述 の よ う に Ｄ Ｅ Ｍ に 対 し て 試 験 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 　 。 　 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ブ タ 、 ウ シ 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ
ギ 、 モ ル モ ッ ト 、 ヒ ト 「 Ｏ 」 型 、 カ モ お よ び ニ ワ ト リ の 赤 血 球 を 血 液 凝 集 さ せ る VR-2332
単 離 体 能 力 を 標 準 的 方 法 を 使 用 し て 測 定 し た 。  VR-2332単 離 体 の 第 ５ 乃 至 第 ７ 継 代 の ２ 回
稀 釈 液 を Ｕ 底 マ イ ク ロ タ イ タ 板 の リ ン 酸 緩 衝 塩 類 溶 液 （ pH7.2-7.4） で 調 整 し た 。 上 述 の
標 本 そ れ ぞ れ か ら 洗 浄 赤 血 球 の １ ％ 懸 濁 液 を 等 容 量 、 ウ イ ル ス 稀 釈 液 に 添 加 し て 、 ４ ℃ 、
22℃ ま た は 37℃ で 培 養 し 、 （ ウ イ ル ス 非 含 有 の ） 赤 血 球 対 照 を ウ ェ ル の 底 の ボ タ ン に 沈 殿
し た １ － ２ 時 間 後 に 判 定 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 　 。 　 単 離 体  VR-2332感 染 お よ び 非 感 染 の MA-104細 胞 の 間
接 ま た は 直 接 ImF染 色 を 、 Ｖ Ｎ Ｔ で 試 験 し た ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗
体 を 使 用 し て 行 な っ た 。 National Veterinary Services Laboratory, Ames, IA （  A型 、
 H1N1） か ら 入 手 可 能 な ブ タ イ ン フ ル エ ン ザ お よ び National Veterinary Services Labora
tory, Ames, IAも 使 用 し た 。 先 述 の Benfieldら の J. Clin. Microbiol. に 記 載 さ れ て い る
よ う に 、 細 胞 単 層 の ス ク ラ ッ プ を 無 菌 接 種 ル ー プ Ｉ ｍ Ｆ 染 色 を 用 い た 72時 間 PIで 除 去 す る
。 陽 性 対 照 ス ラ イ ド を 雌 ブ タ 由 来 の 回 復 期 抗 血 清 ま た は Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ ウ イ ル ス の VR-2332単 離
体 に 対 す る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 （ 本 文 で は 、 SDOW12ま た は SDOW17） の 何 れ か で 染 色 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 　 。 　 浄 化 － 感 染 細 胞 培 養 上 澄 み を 0.45
μ m （ Shleicher and Scnell, Keene, NH） 、 0.20μ m （ Millipore Products Div., Bedf
ord MA） お よ び 0.05μ m（ Millipore Products Div., Bedford, MA） の 各 フ ィ ル タ ー で 濾
過 し た 。 濾 過 の 前 後 の 感 染 力 価 を マ イ ク ロ タ イ タ ー 検 定 お よ び Cottral, 

, pp.81-82（ Cornell Univ. Press, Ith
aca, NY, 1978） で 先 述 し た 方 法 を 使 用 し て 測 定 し た 。 感 染 力 価 に お い て 、 100倍 の 減 少 は
有 意 と 見 な さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 　 。
　 浄 化 培 養 上 澄 み か ら 得 た Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ ウ イ ル ス の VR－ 2332単 離 体 を Ｔ Ｎ Ｃ 緩 衝 液 （ 10mMト リ
ス 、 100mMNaclお よ び  2mMCaCl、 pH 7.8） 中 の  2mlの 20、 30、 40、 50お よ び 65％ シ ョ 糖 （ w
t／ vol） を 含 む 非 連 続 シ ョ 糖 勾 配 を 介 し て 、 200,000× g、 ４ ℃ 16時 間 で 遠 心 分 離 （ Beckma
n SW 41 Ti rotor） に よ っ て 濃 縮 し た 。 培 養 上 澄 み も 1,1,2-ト リ ク ロ ロ ト リ フ ル オ ロ エ タ
ン （ Sigma Chemical Co., St Louis, MO） で 抽 出 し 、 １ 時 間 ４ ℃ 、 100,00× gで 超 遠 心 分
離 に か け て 、 シ ョ 糖 勾 配 に 関 し て 述 べ た よ う に 、 セ シ ウ ム ク ロ ラ イ ド 密 度 勾 配 （ 1.20g/ml
） で 精 製 し た 。 何 れ か の 勾 配 か ら 得 た 画 分 を 上 部 か ら 収 集 し 、 屈 折 計 を 使 用 し て 屈 折 率 を
測 定 し 、 選 択 画 分 を 上 述 の ウ イ ル ス 滴 定 用 ハ ン ク の 均 衡 塩 類 溶 液 で 稀 釈 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 　 。
　 等 量 の Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ ウ イ ル ス （ VR－ 2332） お よ び ク ロ ロ ホ ル ム を 周 囲 室 温 で 30分 間 定 期 的 に
混 合 し 、 500× g、 ４ ℃ で 15分 間 遠 心 分 離 し た 。 同 様 に 、 等 量 の 1,1,2-ト リ ク ロ ロ ト リ フ ル
オ ロ エ タ ン お よ び Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ ウ イ ル ス を ５ 分 間 渦 状 撹 拌 し 、 ク ロ ロ ホ ル ム 処 理 ウ イ ル ス に 関
し て 述 べ た よ う に 遠 心 分 離 し た 。 遠 心 分 離 後 、 各 処 理 試 料 の 水 性 相 を 収 集 し 、 稀 釈 し 、 マ
イ ク ロ タ イ タ ー 検 定 を 使 用 し て 、 残 り の ウ イ ル ス 感 染 力 を 測 定 し た 。 非 処 理 ウ イ ル ス と 比
較 し 、 処 理 ウ イ ル ス の 力 価 が  100倍 減 少 し て い る こ と は 有 意 で あ る と 見 な さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 　 。 　 5-ブ ロ モ -2-デ オ キ ン
ウ リ ジ ン （ BUDR）  お よ び マ イ ト マ イ シ ン の 配 合 物 は 、 Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 複 製 阻 害 座 と し て
知 ら れ て い る が 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 科 を 除 き 、 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 阻 害 す る こ と は な い （ East
ernbrook, , , 509－ 520） お よ び  Reichら 、 , , 12
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12-1217（ 1961） ） 。 仮 性 狂 犬 病 お よ び ポ リ オ ウ イ ル ス を 本 実 験 で は 既 知 の Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル
ス 対 照 お よ び ポ リ オ ウ イ ル ス 対 照 と し て 使 用 し た 。 細 胞 （ CRFKま た は MA-104） を 96ウ ェ ル
型 ミ ク ロ タ イ タ ー 板 に 接 種 し 、 複 製 の ウ ェ ル を 仮 性 狂 犬 病 ウ イ ル ス 、 ポ リ オ ウ イ ル ス ま た
は Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ ウ イ ル ス 各 々 の 100μ lの 10倍 稀 釈 液 で 接 種 し た 。 37℃ の １ 時 間 吸 収 期 後 、 未 吸
収 ウ イ ル ス を 含 む 培 地 を 取 り 出 し 、 Ｍ Ｅ Ｍ （ 未 処 理 ウ イ ル ス 対 照 ） 、 40も し く は 150μ g/m
lの BUDRで 補 足 し た Ｍ Ｅ Ｍ ま た は ２ 、 10も し く は 20μ g/mlの マ イ ト マ イ シ ン Ｃ を 含 む Ｍ Ｅ
Ｍ と 取 換 え た 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー 板 を さ ら に ４ 日 間 37℃ で 培 養 し 、 Ｃ Ｐ Ｅ に 対 し て 光 学 的
顕 微 鏡 法 で 調 査 を し て 、 ウ イ ル ス カ 価 を 上 述 の Cottralの 文 献 （ 1978） に よ る 方 法 で 計 測
し た 。 非 処 理 対 照 と 比 較 し た ウ イ ル ス 感 染 力 価 の 1000倍 の 減 少 は 、 有 意 で あ る と 見 な さ れ
た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 　 。 　 Ｍ Ｅ Ｍ 中 の ２ mlの ア リ コ ー ト を 4度 ま た は
水 槽 中 で 37度 お よ び 56℃ で 少 な く と も ５ 日 間 培 養 し た 。 ３ つ の 異 な る 温 度 で 各 管 か ら 得 た
ア リ コ ー ト を 15、 30、 60お よ び  120分 目 に 収 集 し 、 12乃 至 120時 間 ま で は 12時 間 間 隔 で 収
集 し た 。 ウ イ ル ス 試 料 を Ｍ Ｅ Ｍ で 10倍 稀 釈 し 、 ウ イ ル ス カ 価 は 上 述 の よ う に な っ た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】

。
　 　 。 　 Ｃ Ｐ Ｅ は 小 型 の 細 胞 球 状
凝 集 と し て 発 現 し 、 こ の 凝 集 は 未 感 染 単 層 残 物 上 方 に 上 昇 す る と 考 え ら れ た （ 図 １ Ｂ ） 。
球 状 凝 集 数 は 増 加 し 、 細 胞 の 多 く は 核 凝 縮 を 起 こ し 、 ２ 乃 至 ４ 日 PI以 内 に 単 層 か ら 剥 離 し
た 。 ５ 乃 至 ６ 日 PIま で に 、 Ｃ Ｐ Ｅ は 100％ の 単 層 に お い て 明 ら か と な っ た 。 感 染 力 価 は 、
ウ イ ル ス の 連 続 継 代 ５ 度 目 お よ び ７ 度 目 に は 、 各 々 10 5 乃 至 10 7 TcID 5 0 /1mlと 同 様 で あ っ た
。 末 接 種 の MA-104細 胞 で は 、 Ｃ Ｐ Ｅ は 観 察 さ れ な か っ た （ 図 １ Ａ ） 。
　 蛍 光 は 非 接 種 MA-104細 胞 で は 観 察 さ れ な か っ た 。 図 ２ Ｂ は 強 烈 な 拡 散 蛍 光 が （ Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ
の VR-2332単 離 体 に 対 し て 調 整 し た ） ブ タ 回 復 期 血 清 、 ウ サ ギ 抗 血 清 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 の い ず れ か で 染 色 し た 接 種 MA-104細 胞 の 細 胞 質 に 認 め ら れ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 　 。 　 ク ロ
ロ ホ ル ム に よ る ウ イ ル ス の 前 処 理 は 、 感 染 力 を 相 殺 し た （ 10 5 か ら 10 1 TCID 5 0 /1mlま で 減 少
） 。 従 っ て 、 フ ル オ ロ カ ー ボ ン 処 理 に は 有 意 な 効 果 は な か っ た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 　 。 　 ウ イ ル ス は 、 培 養 温 度 と は 無 関 係 に 異 な る 11種 か ら 得 ら れ た 赤 血 球
を 凝 集 さ せ な か っ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 　 。 　 ウ イ ル ス 力 価 は 、 0.45、 0.20お よ
び 0.10μ mフ ィ ル タ ー に よ る 濾 過 後 も 変 化 し な か っ た 。 た だ し 、 感 染 力 価 葉 、 0.05μ m （ 5
0nm） に よ る 継 代 後 に は 、 10 5 -10 2 TCID 5 0 /1mlま で ） 1000倍 減 少 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 　 。 　 仮 性 狂 犬 病 Ｄ Ｎ Ａ ウ イ
ル ス だ け は 、 BUDRま た は マ イ ト マ イ シ ン Ｃ に よ っ て 感 染 力 が 減 少 し た 。 ポ リ オ ウ イ ル ス （
Ｒ Ｎ Ａ ） 対 照 お よ び VR-2332単 離 体 の 複 製 は 、 影 響 を 受 け ず 、 Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム
が 恐 ら く Ｒ Ｎ Ａ で あ る こ と が 示 さ れ た （ 表 １ お よ び ２ ） 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 　 。 　 ウ イ ル ス 帯 は シ ョ 糖 勾 配 で は 検 出 さ れ な か っ た 。 ウ イ ル ス 力 価
の ピ ー ク （ 10 4 TCID 5 0 /ml） は 、 1.18－ 1.23g/mlの 浮 遊 密 度 を 有 す る 画 分 か ら 発 見 さ れ た 。
こ の ピ ー ク ウ イ ル ス 懸 濁 液 の 感 染 力 価 （ 10 7 TCID 5 0 /ml）  の 1000分 の １ 以 下 で あ っ た 。 セ
シ ウ ム ク ロ ラ イ ド 勾 配 に よ っ て 、 単 一 の 僅 か な タ ン パ ク 光 帯 が 1.18－ 1.19g/mlの 浮 遊 密 度
で 生 じ た 。 ピ ー ク ウ イ ル ス 感 染 力 は 、 1.3× 10 6 TCID 5 0 /1mlで あ る が 、 こ れ は シ ョ 糖 勾 配 か
ら 得 ら れ る ピ ー ク 感 染 力 寄 り も 130倍 高 く 、 こ の 可 視 帯 に 一 致 し た （ 図 ３ ） 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
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３ ． 血 球 凝 集
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６ ． ウ イ ル ス 精 製



　 　 。 　 相 似 形 態 で あ る が 主 に 球 状 ビ リ オ ン が Cs
Cl画 分 中 の Ｄ Ｅ Ｍ に よ っ て 認 め ら れ た （ 1.18－ 1.19g/ml） 。 ビ リ オ ン は 、 直 径 48－ 80nm（
平 均 25粒 子 ＝ 62nm） で あ り 、 薄 膜 ま た は 外 皮 に 囲 ま れ た 完 全 な 電 子 半 透 明 ま た は 中 空 （ 電
子 密 集 中 心 ） 粒 子 か ら 成 っ て い た （ 図 ４ Ａ ） 。 ［ 長 さ 約 ５ nmの 短 い 突 起 を 有 す る 直 径 40－
45nmの イ ソ サ ヘ ド ラ ル ヌ ク レ オ チ ド カ ピ ド が 観 察 さ れ た 。 ］ こ れ ら の 粒 子 は 、 直 径 25－ 35
nmの 核 を 含 ん で い た （ 図 ４ Ｂ ） 。 ウ サ ギ 高 度 免 疫 抗 血 清 と 金 標 識 化 抗 － ウ サ ギ IgGと を １
次 お よ び ２ 次 抗 体 と し て 使 用 し た 場 合 に は 、 ビ リ オ ン を 免 疫 － 金 標 識 化 し た （ 図 ４ Ｂ ） 。
VR－ 2332単 離 体 に 対 す る ウ サ ギ 高 度 免 疫 血 清 の 非 存 在 下 で は 、 ビ リ オ ン を 金 標 識 化 し な か
っ た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 　 。 　 既 知 の ブ
タ ウ イ ル ス と き ま ざ ま な ト ガ ウ イ ル ス は 、 感 染 MA-104細 胞 中 の Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ ウ イ ル ス 抗 原 と 中
和 化 し た り 、 反 応 し た り し な か っ た 。 回 復 期 の ブ タ 抗 血 清 お よ び 高 度 免 疫 ウ サ ギ 血 清 は 、
各 々 1： 256と 1： 512の 中 和 化 抗 体 力 価 を 有 し て い た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 　 。 　 MA-104細 胞 に 対 す る ウ イ ル ス 感
染 力 は 、 12時 間 37℃ の 培 養 後 50％ 減 少 し 、 37℃ の 48時 間 培 養 お よ び 56℃ の 45分 間 培 養 後 完
全 に 不 活 性 化 し た （ 図 ５ ） 。 感 染 力 は （ デ ー 夕 を 示 さ な い が ） ４ ℃ の １ か 月 培 養 ま た は ４
か 月 の -70℃ 培 養 後 は 変 化 し な か っ た 。 Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ ウ イ ル ス に 感 染 し ハ ン ク ス の 均 衡 塩 類 溶
液 で 均 質 化 し た ノ ト バ イ ォ ー ト ブ タ か ら 回 収 し た 肺 組 織 は 、 少 な く と も 18か 月 間 ブ タ に 対
す る 感 染 力 を 維 持 す る 。 結 果 は 、  VR－ 2332単 離 体 は 選 好 性 非 血 球 凝 集 外 皮 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル
ス で あ り 、 未 知 の 属 の 非 節 足 動 物 偏 狭 性 ト ガ ウ イ ル ス に 仮 説 的 に 分 類 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ ウ イ ル ス の Ｒ Ｎ Ａ ゲ ノ ム の 存 在 葉 、 Ｄ Ｎ Ａ お よ び あ る Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 系 統 群 の
複 製 を 阻 害 し そ の 他 の Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 複 製 を 阻 害 し な い こ と が 知 ら れ る 5-ブ ロ モ -2-デ
オ キ ン ウ リ ジ ン お よ び マ イ ト マ イ シ ン Ｃ の 存 在 下 で 継 続 的 に 複 製 す る こ の ウ イ ル ス の 能 力
に よ っ て 確 認 さ れ た （ Easterbrook, 上 述 （ 1962） 、 Reich ら 、 上 述 （ 1961） 。 Ｒ Ｎ Ａ ウ
イ ル ス と し て の Ｓ Ｉ Ｒ ウ イ ル ス の 暫 定 的 な 著 者 ら の 分 類 は 、 こ の ウ イ ル ス が  ImFに よ っ て
検 出 さ れ る ウ イ ル ス の 存 在 に よ っ て 示 さ れ る 細 胞 の 細 胞 質 で 複 製 す る 観 察 結 果 に 一 致 す る
。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ ウ イ ル ス の  VR-2332単 離 体 は 熱 に 不 安 定 で あ る が 、 ４ ℃ お よ び  -70℃ で は 比 較
的 長 期 間 安 定 で あ る 。 37℃ で の こ の ウ イ ル ス の 熱 不 安 定 性 は 、 ウ イ ル ス の 増 殖 に 対 し て は
実 用 的 で あ り 、 こ の こ と か ら 37℃ 以 下 の 温 度 で の 増 殖 に よ っ て ウ イ ル ス の 収 率 が 高 く な る
こ と が 示 唆 さ れ る 。 短 期 間 の ウ イ ル ス 単 離 体 に 対 す る 診 断 試 料 の 保 存 に は 、 冷 蔵 で 十 分 で
あ り 、 そ れ 以 外 の 場 合 に は 、 試 料 を 数 ヶ 月 以 上 冷 凍 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】

　 例 １ に お け る 実 験 か ら 測 定 さ れ た よ う に 、 Ｍ Ｓ Ｄ 病 原 菌 を 含 む 接 種 材 料 の 最 も 純 粋 な 形
態 を 使 用 し て Ｍ Ｓ Ｄ 病 原 菌 を 妊 娠 ブ タ に 伝 達 し 、 病 徴 の 複 数 形 態 を 複 製 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 　 。 　 最 近 、 （ 当 分 野 に お い て Ｍ Ｓ Ｄ の 顕 著 な 臨 床 的 徴 候 で あ る ） 一 過 性 食 欲 不 振
お よ び 早 期 分 娩 は 、 ノ ト バ イ オ ー ト ブ タ に 呼 吸 器 系 疾 患 に よ る 病 変 を 生 じ さ せ る 同 一 の Ｍ
Ｓ Ｄ 接 種 材 料 を 接 種 し た 雌 ブ タ ２ 例 中 ２ 例 に 生 じ た 。 ま た 、 29例 中 15例 （ 52％ ） の ブ タ は
死 産 で 、 残 り 14例 は 衰 弱 し 、 十 分 に 乳 飲 す る こ と が で き な か っ た 。 肉 眼 的 病 変 ま た は 顕 微
鏡 的 病 変 は 、 死 産 ブ タ に は 観 察 さ れ な か っ た が 、 微 生 物 剤 を 検 出 す る 胎 盤 処 理 お よ び 単 離
処 理 が 現 在 進 歩 し て い る 。 従 っ て 、 以 下 の 試 験 は Ｍ Ｓ Ｄ の 複 数 形 態 が 経 鼻 腔 で 雌 ブ タ に 伝
達 さ れ う る か 否 か と 、 胎 児 生 存 度 の 干 渉 は 胎 児 で は な く 母 系 組 織 の 複 製 か ら 生 じ る の か 否
か を 述 べ た 実 験 で あ る 。
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【 ０ ０ ７ ５ 】
　 例 １ の 実 験 か ら 、 ど の よ う に 接 種 材 料 を 処 理 （ フ ィ ル タ ー の 大 き さ 、 組 織 培 養 の 抽 出 お
よ び プ ロ テ ア ー ゼ 診 断 ま た は そ の い ず れ か 一 方 ） す る か に 関 す る 情 報 が 提 供 さ れ 、 接 種 材
料 （ す な わ ち ウ イ ル ス 剤 ） に 対 す る Ｍ Ｓ Ｄ 因 子 の 最 も 純 粋 な 形 態 が 提 供 さ れ る 。 Ｍ Ｓ Ｄ 因
子 に は 若 い ブ タ に 対 す る 呼 吸 器 形 態 と ブ タ 成 体 の 複 数 形 態 と が あ る の で 、 症 候 群 の 後 者 の
形 態 を 複 製 し 、 さ ら に 病 原 菌 が Ｍ Ｓ Ｄ の 理 論 上 の 原 因 で あ る こ と を 証 明 し な け れ ば な ら な
い  。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 Ｍ Ｓ Ｄ 病 原 菌 を 接 種 し た ブ タ に 流 産 を 実 験 的 に 誘 導 す る こ と は 可 能 で あ る の で 、 妊 娠 93
日 目 の ブ タ を 実 験 動 物 と し て 使 用 す る 。 雌 ブ タ は 、 生 殖 上 の 問 題 が な く 、 Ｍ Ｓ Ｄ に か か っ
て い な い 商 用 群 か ら 購 入 す れ ば 良 い 。 こ の 群 の 完 全 な 免 疫 学 的 記 録 を コ ン ピ ュ ー タ 処 理 す
る と 、 妊 娠 期 間 、 同 腹 子 の 大 き さ 、 死 産 児 数 の 平 均 を 比 較 研 究 に 利 用 す る こ と が で き る 。
３ 例 の 雌 ブ タ か ら 成 る グ ル ー プ そ れ ぞ れ に 妊 娠 93日 目 に 0.20μ mlの 濾 液 （ 陽 性 対 照 ） 、 病
原 性 で あ る が 、 例 １ の 結 果 に よ っ て 示 さ れ る 修 飾 接 種 材 料 、 接 種 材 料 の 0.20μ m の 濾 液 （
陰 性 対 照 ） ま た は 例 １ の 実 験 結 果 よ り 示 さ れ る よ う に 修 飾 し た 対 照 接 種 材 料 の 何 れ か を 経
鼻 腔 で 接 種 す る こ と が で き る 。 各 グ ル ー プ の ブ タ を 個 別 隔 離 室 に 収 容 し 、 出 産 す る ま で の
間 毎 日 調 査 を 行 な う 。 温 度 お よ び （ 食 欲 不 振 や 、 咳 、 ク シ ャ ミ 、 浅 息 呼 吸 、 呼 吸 数 の 増 加
な ど の 呼 吸 器 系 統 の 問 題 な ど ） 臨 症 的 徴 候 を 毎 日 記 録 す る 。 ブ タ の サ ン プ リ ン グ は 、 血 清
学 上 分 娩 前 後 の 血 液 試 料 に 限 定 さ れ る 。 実 際 の 分 娩 日 を 記 録 し 、 死 産 児 、 ミ イ ラ 化 し た 胎
児 、 生 産 「 衰 弱 」 ブ タ お よ び 生 産 「 正 常 ブ タ 」 を 決 定 す る 。 胎 児 に 例 １ に 述 べ た よ う に 肉
眼 的 病 変 お よ び 顕 微 鏡 的 病 変 に つ い て 調 べ 、 例 ３ で 述 べ る よ う に 、 胎 児 組 織 を 微 生 物 学 的
方 法 で 処 理 す る 。 胎 児 血 清 に よ っ て ガ ン マ グ ロ ブ リ ン お よ び  PPVな ら び に EMCVの 存 在 に つ
い て 調 査 す る こ と も で き る （  Joeら 、

, 62-66（ 1990） 、 Kimら 、 , , 101-4（ 1990） ）
。 生 産 し た ブ タ を １ 週 間 観 察 し 、 罹 患 率 お よ び 死 亡 率 を 記 録 し 、 ブ タ を 安 楽 死 さ せ た 後 、
胎 児 に つ い て 述 べ た よ う に 、 光 学 顕 微 鏡 検 査 お よ び 微 生 物 学 的 検 査 用 に 組 織 を 収 集 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 Ｍ Ｓ Ｄ 接 種 材 料 か ら 成 る 0.2μ mの 濾 液 お よ び 修 飾 し た 濾 液 は 、 ブ タ に 対 し て 病 原 性 が あ
り 、 食 欲 不 振 や 、 時 に は 微 熱 、 各 同 腹 子 の 多 数 が 死 産 か 衰 弱 し て い る 早 期 分 娩 を 誘 導 す る
。 こ れ は 、 接 種 材 料 が Ｍ Ｓ Ｄ 因 子 を 含 む 証 拠 で あ る 。 対 照 接 種 材 料 を 接 種 し た 雌 ブ タ は 、
予 定 日 近 く に 分 娩 し た が 、 こ の 群 の 利 用 可 能 な 疫 学 的 デ ー タ ベ ー ス か ら 分 か る よ う に 、 元
の 群 の 標 準 範 囲 内 の 同 腹 子 を 出 産 し て い る 。 死 産 ブ タ の 病 変 は 認 め ら れ ず 、 生 存 衰 弱 ブ タ
に お い て は 生 後 １ 週 間 以 内 の 致 死 率 が 高 い こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】

　 Ｍ Ｓ Ｄ 接 種 材 料 で 接 種 し 、 接 種 後 さ ま ざ ま な 時 期 に 安 楽 死 さ せ た ノ ト バ イ オ ー ト 仔 ブ タ
か ら 収 集 し た 組 織 試 料 を 使 用 し て 、 Ｍ Ｓ Ｄ の 病 原 菌 を 単 離 同 定 し 、 病 変 の 連 続 的 発 達 を 測
定 し 、 Ｍ Ｓ Ｄ 因 子 が 免 疫 抑 制 的 で あ る こ と を 確 認 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 　 。 　 凍 結 組 織 お よ び 細 胞 ス ク ラ
ッ プ に 対 す る 免 疫 蛍 光 検 査 を Benfieldら 、 J. Clin. Microbiol., 16,186-190（ 1982） お
よ び Benfieldら 、 Am. J. Ver. Res.，  49, 330-36（ 1988） に 先 述 し た よ う な 方 法 で 実 行
す る 。 凍 結 組 織 お よ び 細 胞 ス ク ラ ッ プ を  PPV、 EMCV（ 頭 字 語 に つ い て は 例 ４ 参 照 ） お よ び
Ｍ Ｓ Ｄ 因 子 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ を 行 な っ た 。  PPVお よ び EMCVに 対 す る 接 合 体 は 、 Sout
h Dakota Animal Disease Research and Diagnostic Laboratoryで 入 手 で き る 。 ノ ト バ イ
オ ー ト ブ タ に お け る 高 度 免 疫 血 清 を Ｍ Ｓ Ｄ 接 種 材 料 の 最 も 純 粋 な 形 態 か ら 調 整 す る 。 ブ タ
２ 例 を 経 鼻 腔 接 種 し 、 初 回 接 種 ２ 週 間 後 お よ び ４ 週 間 後 に フ ロ イ ン ド の 不 完 全 ア ジ ュ バ ン
ト 中 の 接 種 材 料 を 皮 下 経 由 で 追 加 抗 原 刺 激 す る 。 血 清 を 最 後 の 追 加 抗 原 刺 激 ２ 週 間 後 に こ
の ブ タ か ら 収 集 す る 。 対 照 血 清 も 、 対 照 接 種 材 料 と Ｍ Ｓ Ｄ 接 種 材 料 に 関 し て 述 べ た 同 一 の
免 疫 化 プ ロ ト コ ル を 用 い て ノ ト バ イ オ ー ト ブ タ ２ 例 に つ い て 調 整 す る 。 こ れ ら の 血 清 を 一
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例  3

凍 結 組 織 お よ び 接 種 細 胞 培 養 に 対 す る 免 疫 蛍 光 検 査 法



次 抗 体 と し て 使 用 し 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ シ オ チ ア ン 酸 塩 で 接 合 し た ヤ ギ ま た は ウ サ ギ の
抗 ブ タ 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 二 次 抗 体 と し て 使 用 し 、 凍 結 組 織 片 お よ び 細 胞 培 養 中 の Ｍ Ｓ Ｄ 抗
原 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 　 。  対 照 ブ タ ま た は 接 種 ブ タ か ら 収 集 し た 血 清 に つ い て 、  PPVお よ び  SI
V（ 血 球 凝 集 阻 害 ） 、 レ プ ト ス ピ ラ （ 微 細 凝 集 ） 、 な ら び に EMCV（ ウ イ ル ス 中 和 化 ） に 対
す る 抗 体 が 存 在 す る か 否 か を 検 査 す る （ 頭 字 語 に つ い て は 例 ４ 参 照 ） 。 以 前 の 結 果 は 、 他
の 一 般 の 微 生 物 学 的 因 子 に 対 す る 血 清 学 的 検 査 に は 陰 性 で あ っ た こ と が 示 さ れ て い る  （ C
ollins ら 、
， Abstract No.2（ 1990） ） 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 　 。 　 組 織 お よ び 血 液 を Ｍ Ｓ Ｄ 接 種 ブ タ お よ び 対 照 ブ タ か ら 収 集 し 、 免 疫
学 的 状 態 を 測 定 す る 。 ブ タ 白 血 球 を Pescovitz ら 、 , ，  37-44（ 1985） に
よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 Histopaque 1077に か け て 、 単 回 不 連 続 勾 配 浮 遊 法 に よ っ て 末 梢
血 か ら 単 離 す る 。 リ ン パ 結 節 、 脾 臓 お よ び 胸 腺 か ら 得 た 細 胞 を 、 生 成 細 胞 懸 濁 液 の 組 織 お
よ び 収 集 物 を 適 度 に ミ ン ス す る こ と に よ っ て 、 単 細 胞 に 分 解 す る （ Hurleyら 、
. , 3729－ 35（ 1987） ）  。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 ブ タ 白 血 球 表 現 型 を ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン お よ び Joan Lunney
（ USDA Beltsville， MD） 経 由 で 入 手 で き る モ ノ ク ロ ー ナ ル パ ネ ル を 使 用 し て 決 定 す る こ
と が で き る 。 こ れ ら に は 、 Ｔ 細 胞 、 pCD2（ MSA4； Hammerbergら 、 Ver. Immunol. Immunopa
thol., 11, 107-21（ 1986） 、 ヘ ル パ ー ／ ク ラ ス II　 MHC　 依 存 Ｔ 細 胞 、  pCD4（ 74-12-; L
unneyら  、  , , 135-144（ 1987） ） 細 胞 傷 害 性 － サ プ レ
ッ サ ー ／ ク ラ ス Ｉ  MHC依 存 Ｔ 細 胞 、 pCD 8（ 74-2-11; Ｉ bid） 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び 顆
粒 細 胞 （ 74-22-15A: Ｉ bid） 、 ヒ ト Ｄ Ｒ ｗ と 等 価 の ブ タ MHC ク ラ ス II抗 原 （ MSA3; Hammer
bergら 、 , 11, 107-21 （ 1986） な ら び に Ｄ Ｑ ｗ （  TH21A）
お よ び そ の 他 VRMD、 Pullman、 WA; Davisら 、

. Rowman and Allanheld, 121-50（ 1984） ） な ど が あ る 。 ブ タ 免 疫
グ ロ ブ リ ン に 対 す る イ ソ タ イ プ － 特 異 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も 利 用 可 能 で あ り （  Paulら 、

, , 471-79（ 1989） ） 、 末 梢 血 、 リ ン パ 結 節 お よ び パ イ エ ル 板 か ら 得 た 白
血 球 を 間 接 蛍 光 染 色 す る た め に ２ 度 に 分 け て 最 小 飽 和 濃 度 で 使 用 す る こ と が で き る （

, 25, 177-93（ 1990） ） 。 ２ 色 検 査 を 実 行 す る た め に は 、 ビ オ
チ ン （ Pierce kit #21333） 抗 体 で 標 識 化 し た 後 、 rPE-標 識 化 ア ビ ジ ン で 細 胞 を 染 色 す れ
ば 良 い 。 細 胞 を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー ま た は ２ 色 解 析 蛍 光 顕 微 鏡 （  PTI FSCANシ ス テ ム ）
で 解 析 す る 。 フ ロ ー サ イ メ ト リ ー 時 の  488nmレ ー ザ ー 光 線 で の 相 互 検 出 ま た は 二 重 蛍 光 顕
微 鏡 法 の 使 用 を 容 易 に 行 な う こ と が で き る 。 細 胞 性 蛍 光 強 度 お よ び 陽 性 細 胞 の 百 分 率 も 測
定 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 コ ン カ ナ バ リ ン Ａ 、 ア メ リ カ ヤ マ ゴ ボ ウ マ イ ト ジ ェ ン （  PWM） お よ び 植 物 性 血 球 凝 集 素
（  PHA） を 用 い る レ ク チ ン 有 糸 分 裂 法 な ど の in vitro機 能 検 査 法 を Hammerbergら 、

, , 868-74（ 1989） に 記 載 の よ う に 実 行 す る 。 リ ゾ チ ー ム に 対 す る 抗 原 特 異
Ｔ 細 胞 反 応 を 、 そ れ ら の 技 術 実 行 後 に モ デ ル 化 す る こ と が で き る 。 Ｂ 細 胞 増 殖 検

査 を 大 腸 菌 お よ び ネ ズ ミ チ フ ス 菌  LPSま た は 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン に よ っ て 、 Symonsら 、
, 54,  （ 1977） に お い て 報 告 さ れ て い る よ う に 行

な う こ と が で き る 。 PWMを 用 い て 誘 導 さ れ る 抗 体 生 成 は 、 Hammerbergら 、
, , 668-74 （ 1989） に 述 べ ら れ て い る よ う に 達 成 さ れ 定 量 さ れ る 。 大 腸 菌  L

PSに 対 す る 48時 間 暴 露 後 の Ｉ 1-1の マ ク ロ フ ァ ー ジ 生 成 を マ ウ ス 胸 腺 細 胞 検 査 で 測 定 す る
こ と が で き る （ , , 51-72（ 1982） ） 。 PHA-刺 激 リ ン パ 球 に
よ る Ｉ 1-2の 生 成 を 、 Stottら 、 , 31-38（ 1986） ） に 記
載 の よ う に 測 定 す る こ と が で き る 。 イ ソ タ イ プ － 特 異 抗 リ ゾ チ ー ム ELISA を ブ タ 免 疫 グ ロ
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ブ リ ン イ ソ タ イ プ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 行 な う こ と が で き る （ Paulら 、
, ,471-79（ 1989） ） 。

【 ０ ０ ８ ４ 】
　 抗 体 生 成 を 評 価 す る た め に は 、 Ｍ Ｓ Ｄ 感 染 の 仔 ブ タ ３ 例 お よ び 対 照 接 種 材 料 接
種 ３ 例 に 対 し 、 ヒ ツ ジ 赤 血 球 の ２ ％ 懸 濁 液 お よ び ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン の 10μ g/ml溶 液 を 別
々 の 部 位 に 、 初 回 接 種 ５ 、 ７ 、 10、 14お よ び 24日 後 に 注 入 す れ ば 良 い 。 初 回 接 種 24日 後 に
ブ タ を 安 楽 死 さ せ て 、 例 １ に 述 べ た よ う に 組 織 病 理 学 用 に 収 集 し 、 血 液 を 収 集 し 、 抗 体 検
査 を す る 。 全 抗 体 濃 度 お よ び 各 抗 原 に 対 す る 特 異 IgGお よ び IgM反 応 を 抗 原 特 異 放 射 免 疫 拡
散 法 ま た は ElISAで 測 定 す る 。 抗 原 － 特 異 プ ラ ー ク 検 査 を 脾 細 胞 に 対 し て 実 行 し 、 感 染 ブ
タ お よ び 対 照 ブ タ の Ｂ 細 胞 ク ロ ー ン の 頻 度 を 評 価 す る （ Kappler, J. , , 127
1－ 85 1974） ） 。
【 ０ ０ ８ ５ 】

　 。 　 本 実 験 の 目 的 は 、 Ｍ Ｓ Ｄ 単 離 体 に 対 す る ノ ト バ イ オ ー ト ブ タ の 高 度 免 疫 抗 血 清
を 調 整 し 、 診 断 試 薬 と し て 使 用 し て 、 Ｍ Ｓ Ｄ の 抗 原 特 性 を 特 徴 化 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 　 。 　 ミ ネ ソ タ 大 学 協 力 の サ ウ ス ダ コ タ 州 立 大 学 に お け る ノ ト バ イ オ ー ト ブ タ の 先
行 研 究 に よ り 、 現 場 症 例 MN-8935477よ り 得 た プ ー ル 組 織 ホ モ ジ ネ ー ト が ノ ト バ イ オ ー ト ブ
タ の 肺 病 変 を 誘 導 し た こ と が 示 さ れ た 。 こ れ ら の ブ タ 由 来 の プ ー ル 組 織 ホ モ ジ ネ ー ト は 、
そ の 後 、 日 齢 ３ 日 の ノ ト バ イ オ ー ト ブ タ の 臨 床 的 疾 患 お よ び 呼 吸 器 系 統 病 変 の 特 性 を 生 じ
さ せ る た め に 使 用 さ れ て い る （ Co1lins ら 、

, Abstract No.2（ 1990） ） お よ び Collinsら 、  Minnesota Swine Confere
nce for Veterinaians， Abstract， 245-55（ 1990） ） 。 肺 ホ モ ジ ネ ー ト お よ び 組 織 ホ モ ジ
ネ ー ト を ノ ト バ イ オ ー ト ブ タ （ 90× 75） の 初 回 接 種 材 料 の 第 ２ 継 代 か ら 調 整 し 、 第 ２ の 接
種 材 料 を 生 成 し た 。 第 ２ の 接 種 材 料 を 接 種 材 料 お よ び 抗 原 と し て 、 こ の 実 験 の 高 度 免 疫 血
清 を 生 成 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】

。
　 　 。 ノ ト バ イ オ ー ト ブ タ を 先 述 の Benefieldら 、 ,
 ， 330-36（ 1988） お よ び Collinsら 、 ,  827-835（ 1989） に 記 載 の よ う
に 誘 導 し 維 持 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 　 。 　 高 度 免 疫 血 清 を 上 述 の よ う に ノ ト バ イ オ ー ト ブ タ １ 例 に 初 回 接
種 す る こ と に よ っ て 調 整 す る こ と が で き る 。 そ の 後 、 ブ タ に は 1mlの 第 の 接 種 材 料 お よ び 1
mlの フ ロ イ ン ド の 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 追 加 抗 原 を 初 回 接 種 14お よ び 21日 後 に 投 与 す
る （ Harlowお よ び Lanne, 1988） 。 こ の ブ タ は 、 最 終 接 種 後 14日 以 後 に 安 楽 死 さ せ る こ と
が 望 ま し い 。 血 清 を 回 収 し 、 適 切 な ア リ コ ー ト に 調 整 し 、 -20℃ で 凍 結 す る こ と が 望 ま し
い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 　 。 　 大 半 の 診 断 研 究 所 で 一 般 に 行 な う よ う に 、 高 度 免 疫 血 清 に つ い て ブ
タ 共 通 の 病 原 体 に 対 す る 抗 体 が あ る か 試 験 を す る 。 こ の 血 清 を ヘ モ フ ィ ル ス 、 ブ ル セ ラ 、
レ プ ト ス ピ ラ （ ６ 血 液 型 亜 型 ） 、 仮 性 狂 犬 病 ウ イ ル ス （ PRV） 、 パ ル ボ ウ イ ル ス （ PPV） 、
脳 心 筋 炎 ウ イ ル ス （ EMC） お よ び ブ タ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス （ Ｓ Ｉ ） に 対 す る 抗 体 に つ
い て 検 査 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 　 。 　 抗 血 清 調 整 用 の ブ タ は 、 ブ タ  #4B（ 実 験 番 号  90x238） で あ っ た 。 こ の ブ タ
は 1990年 11月  1日 に 接 種 し 、 1990年 11月 29日 殺 処 分 す る ま で 毎 日 臨 床 的 徴 候 に つ い て 観 察
し た 。 臨 床 的 徴 候 は 、 表 １ に ま と め た 。 残 念 な が ら 、 ブ タ の 連 続 変 性 条 件 は 、 1990年 11月
13日 の 僅 か １ 回 の 追 加 免 疫 後 に 安 楽 死 さ せ る こ と で あ っ た 。 初 回 追 加 免 疫 16日 後 の 1990年
11月 29日 に ブ タ を 安 楽 死 さ せ た 。
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【 ０ ０ ９ １ 】
　 血 清 学 的 結 果 は 、 16,384の 力 価 を 有 す る PPV以 外 の 上 述 の 因 子 は す べ て 陰 性 だ っ た （ 表
２ 参 照 ） 。 こ の ブ タ の 滴 定 前 の 血 清 は 処 理 し な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 肺 、 心 臓 、 脳 、 腎 臓 、 結 腸 、 小 腸 、 鼻 甲 介 、 脾 臓 、 胃 お よ び 気 管 を ブ タ 剖 検 時 に 収 集 し
た 。 こ れ ら の 試 料 を 評 価 し 、 ブ タ 由 来 の 肺 が Ｍ Ｓ Ｄ の 現 場 症 例 を 伴 っ て 典 型 的 に み ら れ る
そ の 重 篤 な 肺 炎 に 関 す る 病 変 を 有 す る こ と が わ か っ た 。 　 　 　
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 こ の 実 験 結 果 は 、 病 原 菌 は 、 Ｍ Ｓ Ｄ の 自 然 症 例 に 典 型 的 に 見 ら れ る 臨 床 的 疾 患 お よ び 病
変 を 誘 導 す る の で 、 病 原 菌 が 第 ２ の 接 種 材 料 に 存 在 す る と す る 初 期 の 試 験 を 確 証 す る も の
で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
（ 表 １ ）

　 　 　
10/29　 　  外 科 処 置

11/1　 　 　 午 後  5時 、 Nebulizerを 用 い て 上 述 の 接 種 材 料
　 　 　 　 　 0.5mlを 経 鼻 腔 で ブ タ に 接 種 す る 。

11/2　 　 　 観 察 せ ず 。

11/3　 　 　 当 ブ タ は 、 対 照 の ブ タ の 2倍 量 の ボ ウ ル 入 り ミ
　 　 　 　 　 ル ク を 飲 ん だ 。 ブ タ が 十 分 に 食 べ て い る の か 、
　 　 　 　 　 病 原 菌 が 食 欲 不 振 の 原 因 で あ る か ど う か は 確 信
　 　 　 　 　 で き な い 。 糞 は 正 常 。

11/4　 　 　 多 少 動 き が 鈍 く な っ た か も し れ な い が 、 機 敏 で
　 　 　 　 　 健 康 で あ る 。 ミ ル ク を 1/2残 し た 。 糞 は 柔 ら か
　 　 　 　 　 く 茶 色 で あ る 。

11/5　 　 　 午 前  9時 ： 健 康 、 機 敏 、 ミ ル ク の 大 半 を 飲 む 。
　 　 　 　 　 糞 は ム コ イ ド 様 、 茶 色 。

　 　 　 　 　 　 　 　 午 後  4時 ： 健 康 、 機 敏 、 ミ ル ク の 大 半 を
　 　 　 　 　 　 　 　 飲 む 。 糞 は ム コ イ ド 様 、 茶 色 。

11/6　 　 　 午 前  9時 ： 健 康 、 機 敏 、 ミ ル ク の 1/2を 残 す 。
　 　 　 　 　 糞 は ム コ イ ド 様 、 茶 色 。

　 　 　 　 　 　 　 　 午 後  6時 ： 健 康 、 機 敏 、 ミ ル ク の 1/2を
　 　 　 　 　 　 　 　 残 す 。 糞 は 下 痢 、 茶 黄 色 （ 2） 。

11/7　 　 　 年 前  9時 ： 健 康 、 機 敏 、 ミ ル ク の 大 半 を 飲 む 。
　 　 　 　 　 糞 は 、 薄 茶 色 、 ム コ イ ド 様 （ 2） 。

　 　 　 　 　 　 　 　 午 後  3時 ： 健 康 、 機 敏 、 ミ ル ク の 大 半 を
　 　 　 　 　 　 　 　 飲 む 。 糞 は 薄 茶 色 、 ム コ イ ド 様 。

11/8　 　 　 午 後  2時 ： 機 敏 だ が 、 対 照 ほ ど ミ ル ク を 飲 ま な
　 　 　 　 　 ず 、 対 照 よ り も 緩 慢 、 糞 は 黄 色 。
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11/9　 　 　 午 前  8時 ： 機 敏 、 対 照 ほ ど 活 発 に ミ ル ク を 飲 ま
　 　 　 　 　 な い 。 糞 は 糊 状 。

　 　 　 　 　 午 後  5時 ： 午 前  8時 と 同 様 。

11/10　 　  年 後  6時 ： 機 敏 、 強 健 、 鼻 を 飼 料 皿 に 活 発 に 擦
　 　 　 　 　 り つ け る 。 糞 は 茶 色 で 緩 い 。 対 照 の よ う に は 食
　 　 　 　 　 べ な い 。

11/11　 　  午 後 6時 ： 機 敏 、 強 健 、 飼 料 皿 に 活 発 に 鼻 を こ
　 　 　 　 　 す り つ け る 。 糞 は 糊 状 。 対 照 ほ ど は 食 べ な い 。
　 　 　 　 　 ミ ル ク は 飼 料 皿 に 残 る 。 対 照 は 午 後 6時 30分 ま
　 　 　 　 　 で に 食 べ 終 わ る 。

11/12　 　  午 前 9時 ： 機 敏 だ が 対 照 ほ ど は 活 発 で な い 。 5
　 　 　 　 　 分 後 に 対 照 は 食 べ 終 わ っ た が 、 こ の ブ タ は ボ ウ
　 　 　 　 　 ル の 少 な く と も 2／ 3の ミ ル ク を 残 し て い た 。 鼻
　 　 　 　 　 を 若 干 擦 り つ け た 。

11/13　 　  年 後 4時 ： ネ ブ ラ イ ザ お よ び 試 料 IFA（ 1ml）
　 　 　 　 　 を 用 い て 90x75lgお よ び プ ー ル を 接 種 す る 。 機
　 　 　 　 　 敏 だ が ： 対 照 ほ ど 活 発 で は な く 、 飼 料 皿 に ミ ル
　 　 　 　 　 ク の 1／ 2を 残 す 。 対 照 は 残 さ ず に ミ ル ク を 飲 ん
　 　 　 　 　 だ 。 鼻 を 擦 る こ と は な い 。 糞 は 糊 状 。

11/15　 　  午 後 7時 ： 機 敏 だ が 対 照 ほ ど 活 発 で は な く 、 ま
　 　 　 　 　 だ ゆ っ く り と 食 べ て い る 。 毛 皮 は 荒 い 。 対 照 と
　 　 　 　 　 同 様 に 体 重 は 増 え て い る 。

11/16-　 　 さ ほ ど 変 化 は な い 。 機 敏 だ が 、 じ っ と し て 活 動
11/24　 　  は 鈍 く な っ て い る 。

　 　 　 　 　 午 後 1時 （ 11／ 24）  ： 呼 吸 は 速 く 、 毛 皮 は 荒 い
　 　 　 　 　 よ う に 思 わ れ る 。 対 照 の よ う な 体 重 増 加 は 見 ら
　 　 　 　 　 れ な い 。

11/29　 　  安 楽 死 さ せ る 。 H.I.用 に 血 液 を 収 集 す る 。 扁 桃
　 　 　 　 　 を 含 み 、 組 織 病 理 学 用 に 通 常 回 数 収 集 す る 。 血
　 　 　 　 　 液 を リ ン パ 球 有 糸 分 裂 誘 発 検 査 用 に 収 集 す る 。
　 　 　 　 　 肉 眼 的 病 変 は 認 め ら れ な い 。 鼻 甲 介 移 植 片 の 培
　 　 　 　 　 養 開 始 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
（ 表 ２ ）
　 　 　 　 　 　
１ ． ブ タ イ ン フ ル エ ン ザ 　 － 　 陰 性
２ ． ブ タ 脳 心 筋 炎 　 － 　 陰 性
３ ． ブ タ APP　 － 　 陰 性
４ ． ブ タ PRV　 － 　 陰 性
５ ． ブ タ PPV　 － 　 陰 性
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６ ． ブ タ ブ ル セ ラ 　 － 　 陰 性
７ ． ブ タ レ プ ト ス ピ ラ 　 － 　 陰 性
８ ． ブ タ EPI　 － 　 陰 性
【 ０ ０ ９ ６ 】

　 　 。 　 ハ イ ブ リ ド ー マ 融 合 の ８ 日 前 、 BALB/C AnNマ ウ ス に フ ロ イ ン ド の 完
全 ア ジ ュ バ ン ト （ Ｃ Ｆ Ａ ） に 抗 原 を 含 む １ ： １ の 懸 濁 液 を IP接 種 し た 。 使 用 す る 抗 原 の 量
は 、 抗 原 の 免 疫 原 性 お よ び 毒 性 に よ っ て 異 な る 。 １ マ ウ ス 当 た り 、 最 大 0.3mlの Ｃ Ｆ Ａ を
使 用 す る 。 融 合 １ 週 間 前 は 、 塩 類 溶 液 に 含 め た 抗 原 で マ ウ ス を IP免 疫 す る 。 融 合 ２ 日 前 は
、 マ ウ ス Ｉ Ｖ を 塩 類 溶 液 に 含 め た 抗 原 を 接 種 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 　 。 　 10％ の ウ シ 胎 児 血 清 を 含 む ダ ル ベ ッ コ の 調 整 イ ー グ ル 培 地 上 で 、 マ ウ
ス 骨 髄 腫 細 胞 （ P3.NS-1-Ag4-1（ ATCC TIB 18） ） を 維 持 す る 。 約 10 7 -10 8 個 の 細 胞 を 、 模
範 的 な マ ウ ス の １ 脾 臓 か ら 得 ら れ た Ｂ 細 胞 に 融 合 す る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 融 合 直 前 に 、 50ml
の 遠 心 分 離 管 に 対 数 期 培 養 か ら 骨 髄 腫 細 胞 を 収 集 し 、 ５ 分 間 の 200× ｇ 遠 心 分 離 に よ っ て
ペ レ ッ ト 細 胞 を 収 集 す る 。 上 澄 み を 抽 出 し 、 細 胞 を ２ 度 無 血 清 DMEMで 洗 浄 し 、 上 述 の よ う
に 遠 心 分 離 に か け る 。 （ 10 7 -10 8 個 の 細 胞 を 含 む ） ペ レ ッ ト を 1mlの 無 血 清 DMEMで 再 懸 濁 す
る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 　 。 　 頸 部 脱 臼 に よ っ て マ ウ ス を 安 楽 死 さ せ 、 ７ 分 間 70％ の エ タ ノ
ー ル に 浸 漬 す る 。 無 菌 処 理 に よ っ て 脾 臓 を 摘 出 し 、  5mlの 低 温 無 血 清 DMEMを 含 む 無 菌 ペ ト
リ 皿 に 移 す 。 メ ス を 使 用 し 、 長 軸 に 沿 っ て 脾 臓 を 切 れ 目 を 入 れ 、 脾 臓 の 縦 方 向 に そ っ て 徐
々 に 解 体 し て 、 脾 細 胞 を 培 地 に 放 出 す る 。 ピ ペ ッ ト を 使 用 し て 遊 離 細 胞 お よ び 培 地 を 15ml
の 遠 心 分 離 管 に 移 す が 、 脾 臓 ケ ー シ ン グ は 残 す 。 管 の 組 織 デ ブ リ を ５ 分 間 放 置 し 、 単 細 胞
懸 濁 液 を 新 た な 管 に 移 す 。 細 胞 を ５ 分 間 200× gで 遠 心 分 離 し 、 上 澄 み を 捨 て 、 ペ レ ッ ト を
低 温 無 血 清 DＭ Ｅ Ｍ で 洗 浄 す る 。 細 胞 を 1mlの 無 血 清 DMEMで 再 懸 濁 し 、 融 合 す る ま で 氷 上 で
保 管 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 　 。 　 脾 細 胞 を 骨 髄 腫 細 胞 を 含 む 遠 心 分 離 管 に 添 加 し 、 ５ 分 間 500× g遠 心 分 離 す る
。 上 澄 み を す べ て 除 去 し 、 管 の 側 面 を 軽 く 叩 く こ と に よ っ て 細 胞 ペ レ ッ ト を 解 す 。 す べ て
の 試 薬 お よ び 細 胞 を 37℃ に 維 持 し 、  1m150％ の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 溶 液 （ PEG 4000, 
Gibco, Grand lsland, NY） を 滴 状 で 穏 や か に 混 ぜ な が ら １ 分 間 か け て 添 加 す る 。 37℃ で
１ 分 間 混 合 物 を 放 置 す る 。  1mlの 中 温 無 血 清 DMEMを 穏 や か に 混 ぜ な が ら 滴 状 に １ 分 間 か け
て 添 加 す る 。 最 後 20mlの 無 血 清 DMEMを ４ 分 間 滴 状 添 加 し て 、 す ぐ に 200× gで ５ 分 間 細 胞 を
遠 心 分 離 に か け る 。 上 澄 み を 除 去 し 、 20％ の ウ シ 胎 児 血 清 、 0.2単 位 /mlの イ ン シ ュ リ ン 、
0.5mMの ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、  1mMの オ キ ザ ロ 酢 酸 、  2mMの L-グ ル タ ミ ン 、 非 必 須 ア ミ
ノ 酸 お よ び 10％ の NCTC-109リ ン パ 球 培 地 を 含 む 47mlの DMEMで 細 胞 を 再 懸 濁 す る 。  1ml容 量
の 細 胞 再 懸 濁 を 24-ウ ェ ル 型 平 底 組 織 培 養 板 ２ 枚 の ウ ェ ル に 添 加 す る 。 骨 髄 腫 細 胞 の 対 照
ウ ェ ル を 含 ま せ 、 板 を 37℃ お よ び 10％ C0 2 （ SDMEM） で 培 養 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 １ 晩 培 養 し た 後 、 各 ウ ェ ル か ら 0.5mlの 培 地 を 細 胞 層 を 動 揺 さ せ ず に 取 り 出 す 。 1× 10 - 4

Mの ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 4× 10 - 7 Mの ア ミ ノ プ テ リ ン お よ び 1.6× 10 - 5 Mの チ ミ ジ ン （ Ｈ Ａ Ｔ ）
を 、 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 37℃ お よ び 10％ C0 2 で 培 養 を 続 け る 。 ２ － ３ 週 間 週 に 3回 、  1mlの
使 用 培 地 を 1mlの 新 鮮 な DMEM+HATを 継 続 し て 取 り 替 え る 。 有 意 な ク ロ ー ン 増 殖 が 見 ら れ た
場 合 、 ELISA、 間 接 FAま た は そ の 他 の 適 切 な 検 定 シ ス テ ム で 特 異 抗 体 が ウ ェ ル に 存 在 す る
か 否 か を 検 査 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 。 　 特 異 抗 体 に 対 し て 陽 性 試 験 を 行 な う 一 次 ウ ェ ル を 、 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ
し て 直 ち に 安 定 し た 細 胞 系 を 得 て 、 そ の 他 の ク ロ ー ン に よ る 過 剰 増 殖 を 避 け る こ と が 望 ま
し い 。 選 択 し た 一 次 ウ ェ ル 細 胞 を 再 懸 濁 し て 、 ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 法 お よ び 血 球 計 数 器 で
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細 胞 数 を 計 測 す る 。 細 胞 を 稀 釈 し 、 SEMEM+HT中 約  2細 胞 /mlの 最 終 濃 度 を 得 る 。 非 接 種 マ
ウ ス か ら 得 た 標 準 脾 細 胞 を  100ml培 地 当 た り 50μ lの 濃 縮 細 胞 を 添 加 す る こ と に よ っ て 支
持 細 胞 層 と し て 用 い る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 250μ lの 細 胞 懸 濁 液 を  96-ウ ェ ル 型 板 の 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、  37℃ 10％ C0 2  で 培 養 す る
。  ク ロ ー ン は 、 ２ － ３ 週 間 後 に は 肉 眼 視 で き る こ と が 望 ま し く 、 単 ク ロ ー ン を 含 む ウ ェ
ル か ら 得 た 上 澄 み は 、 有 意 な 増 殖 が 認 め ら れ た 場 合 に 検 査 す る 。 特 異 抗 体 に 対 す る 陽 性 試
験 を 行 な う ウ ェ ル で ク ロ ー ニ ン グ 処 理 を 繰 り 返 す 。 選 択 ク ロ ー ン を 組 織 培 養 フ ラ ス コ に 徐
々 に 拡 大 し 、 さ ら に 特 徴 化 し 凍 結 保 存 す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 　 。 　 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 接 種 の ２ 週 間 前 、 BALB/c AnNマ ウ ス に 0.5mlの プ リ
ス タ ン の IP投 与 で 初 回 抗 原 刺 激 を 行 な う 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 収 集 し 、 ハ ン ク ス の 均 衡
塩 類 溶 液 で １ 回 洗 浄 す る 。 HBSSで 細 胞 を 再 懸 濁 し 、 初 回 抗 原 刺 激 を 受 け た マ ウ ス に  10 4 -1
0 6 の 生 存 可 能 細 胞 を 接 種 す る 。 腹 水 生 成 が 明 ら か で あ る 場 合 （ 通 常 は 、 接 種 １ － ２ 週 間 後
） 、 鼠 径 部 に 16 G 1-1/2” ニ ー ド ル を 腹 側 挿 入 し て 抽 出 す る 。 ニ ー ド ル の ハ ブ を 遠 心 分 離
管 上 で 固 定 し 、 腹 水 を 管 に 排 出 す る 。 腹 水 液 を 200× gで 遠 心 分 離 し 、 0.2nmの フ ィ ル タ ー
で 濾 過 し 、 凍 結 保 管 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】

　 Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ ウ イ ル ス に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 SDOW12（ ATCC  No. HB 10996） お よ び SD
OW17 （ ATCC No. HB 10997） を 上 述 の 標 準 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 生 成 プ ロ ト コ ル を 用 い て 調
整 し た 。 マ ウ ス 免 疫 化 に 使 用 し た 抗 原 を Boehringer lngelheim Animal Health（ BIAH） か
ら 得 た MA-104で 育 成 し た ６ 回 継 代 の Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ ウ イ ル ス （ VR-2332） で あ っ た 。 各 免 疫 化 に
は 、 マ ウ ス に 力 価 10 6 TCID 5 0 /100μ lを 含 む 0.3mlの 勾 配 生 成 ウ イ ル ス を 接 種 し た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 間 接 蛍 光 抗 体 （ IFA） 検 査 を 用 い て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 一 次 ウ ェ ル お よ び ク ロ ー ン ウ ェ ル
中 の 特 異 抗 体 を 検 出 し た 。  96－ ウ ェ ル 型 組 織 培 養 板 に お け る ア セ ト ン 固 定 ウ イ ル ス 感 染
お よ び 非 感 染 の 細 胞 単 層 を IFAに 用 い た 。 こ れ ら の ハ イ ブ リ ド ー マ 由 来 の 細 胞 培 養 上 澄 み
お よ び 腹 水 液 に よ っ て 、 Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ 感 染 細 胞 中 に 明 る い 頼 粒 細 胞 質 蛍 光 が 生 じ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 こ れ ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 予 備 的 特 性 化 に は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン イ ソ タ イ ピ ン グ や Ｓ
Ｉ Ｒ Ｓ ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 の 放 射 性 免 疫 沈 殿 解 析 な ど が あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 SDOW12
お よ び SDOW17は 、 lgG 1 イ ソ タ イ プ で あ る 。 両 抗 体 は 、 15kDの ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 に 放 射 性
免 疫 沈 殿 解 析 時 に 結 合 し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】

　 ３ つ の 予 備 試 験 に つ い て 説 明 す る 。 ノ ト バ イ オ ー ト ブ タ 試 験 は 、 現 場 材 料 を 使 用 し て 、
ノ ト バ イ オ ー ト ブ タ に お け る 症 候 群 の 呼 吸 器 系 成 分 に 感 染 し 、 そ れ を 誘 発 す る こ と が で き
る こ と を 示 す た め に 意 図 さ れ た 。 一 般 の 離 乳 ブ タ を 使 用 す る 第 ２ の 試 験 は 、 ノ ト バ イ オ ー
ト ブ タ に 見 ら れ る 呼 吸 器 疾 患 が 一 般 の ブ タ に 再 生 さ れ う る か 否 か を 判 定 す る た め に 意 図 さ
れ た 。 最 後 に 、 妊 娠 ブ タ 試 験 は 、 症 候 群 の 再 生 不 全 成 分 を 実 験 的 に 複 製 で き る か 否 か を 判
定 す る た め に 意 図 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ８ 】

　 　 。  　 例 １ Ａ の 接 種 材 料 ソ ー ス を 参 照 。
　 　 。  　 子 宮 摘 出 誘 導 の ノ ト バ イ オ ー ト 仔 ブ タ ６ 例 に 日 齢 ３ 日
目 に 現 場 接 種 材 料 （ き ま ざ な ま な 組 織 を 含 む 10％ ホ モ ジ ネ ー ト ） を 接 種 し た 。 濾 過 （ 0.22
 μ m） お よ び 非 濾 過 の 接 種 材 料 を 使 用 し た 。 対 照 仔 ブ タ ２ 例 に は 培 地 の み 接 種 し た 。 臨 床
的 徴 候 を 毎 日 監 視 し 高 度 免 疫 血 清 生 成 に 保 持 す る ブ タ １ 例 を 除 い て 、 接 種 後 ８ 日 目 に 安 楽
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死 さ せ た 。 ウ イ ル ス 単 離 お よ び 組 織 学 的 検 査 に 用 い る 組 織 を 剖 検 時 に 血 清 と と も に 収 集 し
、 血 清 を レ プ ト ス ピ ラ 、 ク ラ ミ ジ ア 、 エ ぺ リ ス ロ ゾ ー ン 、 ア ウ ジ ェ ス キ ー 病 ウ イ ル ス 、 ブ
タ パ ル ボ ウ イ ル ス 、 脳 心 筋 炎 ウ イ ル ス 、 血 球 凝 集 性 脳 炎 ウ イ ル ス 、 ブ タ イ ン フ ル エ ン ザ ウ
イ ル ス 、 ウ シ Ｒ Ｓ ウ イ ル ス 、 犬 ジ ス テ ン パ ー ウ イ ル ス 、 ウ シ 性 下 痢 ウ イ ル ス お よ び ブ タ コ
レ ラ に 対 す る 抗 体 に つ い て 、 血 清 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 な っ た 。 初 回 接 種 材 料 は 、 ノ ト バ
イ オ ー ト 仔 ブ タ を 連 続 的 に ３ 回 継 代 す る た め に 初 代 細 胞 系 に 接 種 し た 。 さ ら に 、 直 接 免 疫
電 子 顕 微 鏡 検 査 を 行 な っ た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 　 。  　 Ｍ Ｓ Ｄ 病 歴 の な い 農 場 か ら 入 手 し た 通 常 飼 育 の 日 齢 28日 の 離
乳 ブ タ ３ 例 に 、 感 染 ノ ト バ イ オ ー ト 仔 ブ タ 由 来 の 10％ 肺 ホ モ ジ ネ ー ト を 経 鼻 腔 接 種 し た 。
陰 性 ノ ト バ イ オ ー ト ブ タ か ら の 肺 ホ モ ジ ネ ー ト を 対 照 用 の 接 種 材 料 と し て 用 い た 。 仔 ブ タ
の 臨 床 的 徴 候 に つ い て 毎 日 監 視 し 、 接 種 ８ 日 後 に 剖 検 し た 。 血 清 ／ 組 織 を 上 述 の 方 法 で 処
理 し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 　 。 　 Ｍ Ｓ Ｄ の な い 農 場 か ら 得 た 過 去 の 出 産 日 が わ か っ て い る 経 産 雌 ブ タ
８ 例 を 本 試 験 に 使 用 し た 。 予 定 分 娩 日 の ３ 週 間 前 、 雌 ブ タ ６ 例 に 感 染 ノ ト バ イ オ ー ト 肺 ホ
モ ジ ネ ー ト を 経 鼻 腔 で 接 種 し 、 ２ 例 に は 陰 性 肺 ホ モ ジ ネ ー ト を 接 種 し た 。 毎 日 、 臨 床 的 徴
候 を 監 視 し た 。 雌 ブ タ に は 自 然 分 娩 さ せ 、 可 能 で あ れ ば 、 分 娩 に 立 ち 会 い 、 生 産 ブ タ か ら
乳 飲 前 の 血 清 を 収 集 し た 。 雌 ブ タ お よ び 生 産 ブ タ を 分 娩 後 間 も な く 安 楽 死 さ せ 、 組 織 病 理
学 用 お よ び ウ イ ル ス 単 離 用 に 収 集 し た 。 血 清 ま た は 胸 部 液 も 収 集 し た 。
【 ０ １ １ １ 】

　 　 。 　 肉 眼 的 病 変 は 剖 検 時 に は 見 ら れ な か っ た 。 養 生 ブ タ の 顕 微 鏡 的 試 験 か ら
、 壊 死 性 間 質 性 肺 炎 お よ び リ ン パ 球 単 核 脳 炎 が あ き ら か に な っ た 。 胎 児 に は 病 変 が な か っ
た が 、 雌 ブ タ に は 軽 度 の 脳 炎 が あ っ た 。 顕 微 鏡 的 試 験 で は 決 定 的 な 結 果 は 出 な か っ た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 　 。  接 種 後 、 仔 ブ タ の 食 欲 は 減 退 し 、 毛 皮 が 荒 く な っ た 。 対 照 動
物 は 正 常 を 維 持 し た 。 顕 微 鏡 的 病 変 が 濾 過 ま た は 非 濾 過 の 材 料 を 接 種 し た 当 該 の ブ タ に 認
め ら れ た 。 病 変 は 現 場 症 例 に 類 似 し 、 壊 死 性 間 質 性 肺 炎 （  6/6［ 仔 ブ タ ６ 例 中 ６ 例 ］ ） 、
リ ン パ 球 形 質 細 胞 性 鼻 炎 （ 4/6） 、 リ ン パ 球 単 核 脳 炎 （ 2/6） お よ び 心 筋 炎 （ 1/6） を 含 ん
で い た 。 病 因 学 的 因 子 は 、 接 種 前 後 の 血 清 学 的 検 査 に よ っ て も 接 種 材 料 ／ 組 織 試 験 に よ っ
て も 同 定 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 　 。  臨 床 的 に は 、 当 該 の ブ タ が 接 種 ２ 日 後 に 鈍 く な り 食 欲 不 振
と な っ た 。 こ れ ら の ブ タ は 、 温 度 を 十 分 に 提 供 し て い て さ え も 、 身 震 い を し て い る よ う に
感 じ ら れ た 。 １ 例 の 体 温 は 、 接 種 ６ 日 後 に 上 昇 し て い た （ 41.5℃ ） 。 間 質 性 肺 炎 、 脳 炎 お
よ び 心 筋 炎 は 、 当 該 の ブ タ に は 認 め ら れ た が 、 対 照 に は 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 　 。  臨 床 的 に は 、 ２ 例 に 限 っ て は 、 が 接 種 後 ３ ま た は ５ 日 後 、 若 干 の 体
温 上 昇 が あ っ た （  1.5℃ ） 。 た だ し 、 食 欲 減 退 は 、  4/6の 雌 ブ タ に つ い て 接 種 ４ ま た は ５
日 後 に 認 め ら れ た 。 ３ 例 は 最 大 ７ 日 早 く 分 娩 し 、 ３ 例 は 予 定 通 り 分 娩 し た 。 感 染 雌 ブ タ の
胎 児 の 50％ 以 上 が 死 産 で あ っ た が 、 対 照 は 正 常 な 同 腹 子 を 産 ん だ 。 実 験 室 的 所 見 は 、 決 定
的 で は な く 、 特 異 因 子 は 同 定 さ れ ず 、 病 変 は 現 在 ま で 認 め ら れ て い な い 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 原 因 的 微 生 物 は 同 定 さ れ な か っ た が 、 所 見 か ら Ｍ Ｓ Ｄ は 、 （ １ 農 場 か ら の 現 場 組 織 を 使
用 し て ） 実 験 的 に ノ ト バ イ オ ー ト ブ タ お よ び 通 常 飼 育 ブ タ に 伝 達 さ れ 得 る こ と が 示 唆 さ れ
た 。 Ｍ Ｓ Ｄ に 対 す る 呼 吸 器 系 形 態 お よ び 生 殖 的 形 態 は 、 再 生 さ れ た 。 当 該 因 子 は 、 伝 染 性
で 0.22μ mに お い て 濾 過 性 が あ る と 思 わ れ る ほ か 、 外 見 上 選 好 性 で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
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　 米 国 だ け で は な く 世 界 中 で Ｍ Ｓ Ｄ は 重 要 で 新 種 の 疾 患 で あ る 。 調 整 し た 環 境 に お い て 疾
患 を 研 究 す る に は 、 ノ ト バ イ オ ー ト ブ タ に は 、 Ｍ Ｓ Ｄ の 臨 床 的 徴 候 を 経 験 し て い る 農 場 か
ら 得 た 組 織 ホ モ ジ ネ ー ト を 用 い て 日 齢 ３ 日 目 に 経 鼻 腔 接 種 し た 。 壊 死 性 間 質 性 肺 炎 を 含 む
現 場 症 例 に 類 似 し て い る が 、 リ ン パ 球 形 質 細 胞 性 鼻 炎 、 リ ン パ 球 単 核 脳 炎 ま た は 心 筋 炎 に
は あ ま り 類 似 性 が 少 な い 顕 微 鏡 的 病 変 は 、 実 験 動 物 に は 見 ら れ た が 対 照 に は 見 ら れ な か っ
た 。 ノ ト バ イ オ ー ト ブ タ か ら 得 た 肺 ホ モ ジ ネ ー ト を 使 用 し た 場 合 、 通 常 飼 育 の 生 後 ４ 週 目
の 離 乳 ブ タ は 同 様 の 病 変 を 引 き 起 こ し た 。 経 産 の 妊 娠 ブ タ に も 分 娩 日 の ３ 週 間 前 に ノ ト バ
イ オ ー ト の 肺 ホ モ ジ ネ ー ト を 接 種 し た 。 臨 床 的 に は 、 こ れ ら の 雌 ブ タ は あ る 期 間 食 欲 不 振
に な り 、 最 大 ７ 日 間 前 ま で に 分 娩 し た 。 50％ 以 上 の 胎 児 は 死 産 ま た は 初 期 の 段 階 で ミ イ ラ
化 し て い る か の い ず れ か だ っ た 。 こ れ ら の 所 見 は 、 病 減 菌 に 関 す る 病 気 を 単 離 し 、 実 験 的
に 現 場 組 織 を 用 い て ノ ト バ イ オ ー ト ブ タ に 伝 達 さ せ る こ と が で き 、 ノ ト バ イ オ ー ト の ブ タ
か ら 通 常 飼 育 の ブ タ ま た は 妊 娠 ブ タ に 伝 達 さ せ る こ と が で き る 。 本 研 究 は 、 疾 患 の 呼 吸 器
的 形 態 お よ び 生 殖 的 形 態 の モ デ ル を 提 供 す る の で 、 Ｍ Ｓ Ｄ の 発 生 病 理 お よ び 診 断 方 法 を さ
ら に 調 査 す る こ と が で き る 。
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ７ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ ウ イ ル ス VR-2332に よ っ て 観 察 さ れ る 細 胞 変 性 効 果 を 示 す 。 図
１ Ａ は 、 非 感 染 未 染 色 細 胞 単 層 で あ る 。 図 １ Ｂ は 、 小 型 顆 粒 状 成 熟 変 性 細 胞 に 感 染 し た 単
層 で あ り 、 該 Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ ウ イ ル ス の 6回 目 の 継 代 を 伴 う 接 種 3日 後 に 観 察 さ れ た 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ ウ イ ル ス 感 染 MA－ 104細 胞 の 直 接 免 疫 蛍 光 染 色 を 示 す 。 図 ２ Ａ
は 、 非 感 染 細 胞 単 層 で あ る 。 図 ２ Ｂ は 、 強 度 で 、 し ば し ば 接 種 後 3日 後 観 察 さ れ る 顆 粒 状
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細 胞 質 蛍 光 を 有 す る 感 染 細 胞 で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 CsCl密 度 勾 配 に か け て 精 製 し た Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ ウ イ ル ス の 密 度 勾 配 プ ロ フ ィ ル
で あ る 。 ウ イ ル ス の 感 染 力 は 1.18-1.19g/mlで 最 大 に な る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 密 度 1.18-1.19g/mlの CsCl勾 配 画 分 に 観 察 き れ る ウ イ ル ス 粒 子 の 電 子 顕
微 鏡 写 真 を 示 す 。 図 ４ Ａ は 、 こ れ ら ４ 粒 子 が 直 径  60-65nmの 球 形 で あ る こ と を 示 す 。 ２ 粒
子 は 、 「 中 空 」 で あ り 、 高 電 子 密 度 核 で あ る こ と を 示 し （ 矢 印 ） 、 残 り ２ 粒 子 は 完 全 で あ
る 。 棒 線 の 長 さ は 100nmで あ る 。 図 ４ Ｂ は 、 ウ サ ギ 高 度 免 疫 血 清 お よ び 金 粒 子 で 標 識 化 し
た 抗 ウ サ ギ IgGを 用 い た Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ ウ イ ル ス の 免 疫 － 金 電 子 顕 微 鏡 検 査 の 結 果 を 示 す 。 こ の
ビ リ オ ン 内 に 直 径 約 25－ 30nmの 核 粒 子 が 存 在 す る こ と に 注 目 さ れ た い 。 棒 線 の 長 さ は 、 50
nmで あ る 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ ウ イ ル ス の 4℃ （ 黒 三 角 ） 、 37℃ （ 黒 丸 ） 、 56℃ （ 白 丸 ） に お
け る 温 度 安 定 性 を 示 す 。
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(29) JP 2005-336203 A 2005.12.8



【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 8月 10日 (2005.8.10)
【 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 】
次 の 成 分 を 含 む ブ タ 不 育 呼 吸 器 不 全 症 候 群 ウ イ ル ス に 対 す る 中 和 抗 血 清 の 誘 導 に 使 用 す る
た め の 組 成 物 ：
(a)薬 学 的 担 体 、 お よ び
(b)弱 毒 化 型 ま た は 不 活 性 化 型 の 、 単 離 さ れ た ブ タ 不 育 呼 吸 器 不 全 症 候 群 ウ イ ル ス で あ っ
て 、 該 単 離 さ れ た ウ イ ル ス が ATCC取 得 番 号 VR-2332と し て 寄 託 さ れ た ウ イ ル ス に よ っ て 誘
導 さ れ る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 と 反 応 し て 、 抗 体 ／ 抗 原 複 合 体 を 形 成 す る 、 単 離 さ れ た ウ
イ ル ス 。
【 請 求 項 ２ 】
単 離 さ れ た ウ イ ル ス の 不 活 性 化 型 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
請 求 項 1ま た は 2記 載 の 組 成 物 を 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 に 投 与 す る 段 階 を 含 む ブ タ 不 育 呼 吸 器 不 全
症 候 群 ウ イ ル ス に 対 す る 中 和 抗 血 清 を 誘 導 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
次 の 成 分 を 含 む ブ タ 不 育 呼 吸 器 不 全 症 候 群 ウ イ ル ス に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 誘 導 に
使 用 す る た め の 組 成 物 ：
(a)薬 学 的 担 体 、
(b)単 離 さ れ た ブ タ 不 育 呼 吸 器 不 全 症 候 群 ウ イ ル ス の 不 活 性 化 型 ま た は 弱 毒 化 型 を 含 む 抗
原 性 成 分 で あ っ て 、 該 単 離 さ れ た ウ イ ル ス が ATCC取 得 番 号 VR-2332と し て 寄 託 さ れ た ウ イ
ル ス に よ っ て 誘 導 さ れ る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 と 反 応 し て 、 抗 体 ／ 抗 原 複 合 体 を 形 成 す る
ウ イ ル ス で あ る 、 抗 原 性 成 分 。
【 請 求 項 ５ 】
単 離 さ れ た ウ イ ル ス が ブ タ の 耳 、 尾 ま た は 乳 房 の 皮 膚 チ ア ノ ー ゼ を 含 む 臨 床 的 症 状 を 引 き
起 こ さ な い 、 請 求 項 4記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
抗 原 性 成 分 が 単 離 さ れ た ブ タ 不 育 呼 吸 器 不 全 症 候 群 ウ イ ル ス の 不 活 性 化 型 を 含 む 、 請 求 項
4記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
抗 原 性 成 分 が 単 離 さ れ た ブ タ 不 育 呼 吸 器 不 全 症 候 群 ウ イ ル ス の 弱 毒 化 型 を 含 み 、 か つ 該 単
離 さ れ た ウ イ ル ス の 弱 毒 化 型 が ブ タ に お い て ブ タ 不 育 呼 吸 器 不 全 症 候 群 を 引 き 起 こ さ な い
、 請 求 項 4記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
次 の 成 分 を 含 む ブ タ 不 育 呼 吸 器 不 全 症 候 群 ウ イ ル ス に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 誘 導 に
使 用 す る た め の 組 成 物 ：
(a)薬 学 的 担 体 、
(b)ウ イ ル ス を サ ル 腎 細 胞 に お い て イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 を 含 む 工 程 に よ り 調 製 さ れ る
単 離 さ れ た ブ タ 不 育 呼 吸 器 不 全 症 候 群 ウ イ ル ス の 不 活 性 化 型 ま た は 弱 毒 化 型 を 含 む 抗 原 性
成 分 。
【 請 求 項 ９ 】
サ ル 腎 細 胞 が MA-104サ ル 細 胞 ま た は そ の 派 生 物 で あ る 、 請 求 項 8記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
次 の 成 分 を 含 む ブ タ 不 育 呼 吸 器 不 全 症 候 群 ウ イ ル ス に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 誘 導 に
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使 用 す る た め の 組 成 物 ：
(a)薬 学 的 担 体 、
(b)ウ イ ル ス を サ ル 腎 細 胞 に お い て 継 代 す る 段 階 を 含 む 工 程 に よ り 調 製 さ れ る 単 離 さ れ た
ブ タ 不 育 呼 吸 器 不 全 症 候 群 ウ イ ル ス の 弱 毒 化 型 を 含 む 抗 原 性 成 分 。
【 請 求 項 １ １ 】
単 離 さ れ た ブ タ 不 育 呼 吸 器 不 全 症 候 群 ウ イ ル ス が 、 ウ イ ル ス を サ ル 腎 細 胞 に お い て 継 代 し
て 、 ブ タ に お い て 動 物 病 原 性 で は な い 弱 毒 型 ブ タ 不 育 呼 吸 器 不 全 症 候 群 ウ イ ル ス を 形 成 す
る こ と に よ り 調 製 さ れ る 、 請 求 項 10記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
サ ル 腎 細 胞 が MA-104サ ル 細 胞 ま た は そ の 派 生 物 で あ る 、 請 求 項 10ま た は 11記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
次 の 成 分 を 含 む ブ タ 不 育 呼 吸 器 不 全 症 候 群 ウ イ ル ス に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 誘 導 に
使 用 す る た め の 組 成 物 で あ っ て 、 該 単 離 さ れ た ウ イ ル ス が ATCC寄 託 取 得 番 号 HB 10996で あ
る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 に よ り 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 反 応 し て 、 抗 体 ／ 抗 原 複
合 体 を 形 成 す る こ と 、 お よ び 該 単 離 さ れ た ウ イ ル ス が ブ タ の 耳 、 尾 ま た は 乳 房 の 皮 膚 チ ア
ノ ー ゼ を 含 む 臨 床 的 症 状 を 引 き 起 こ さ な い こ と を 特 徴 と す る 、 組 成 物 ：
(a)薬 学 的 担 体 、
(b)単 離 さ れ た ブ タ 不 育 呼 吸 器 不 全 症 候 群 ウ イ ル ス の 不 活 性 化 型 ま た は 弱 毒 化 型 を 含 む 抗
原 性 成 分 。
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 4～ 13の い ず れ か 一 項 記 載 の 組 成 物 を 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 ブ タ
不 育 呼 吸 器 不 全 症 候 群 ウ イ ル ス に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 誘 導 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 4～ 13の い ず れ か 一 項 記 載 の 組 成 物 を ブ タ に 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 ブ タ 不 育 呼 吸 器
不 全 症 候 群 ウ イ ル ス に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 誘 導 す る 方 法 。
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