
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＷＳＳＶに対して甲殻類を免疫するのに適したＷＳＳＶの抗原性蛋白質であって 列
番号４又は配列番号５に示すアミノ酸配列あるいは前記配列に対して１個もしくは数個の
アミノ酸の置換、挿入、付加または欠失を有するアミノ酸配列 ことを特徴とする
前記抗原性蛋白質。
【請求項２】
　 列番号４又は配列番号５に示すアミノ酸配列 ことを特徴とする請求項１に記
載の抗原性蛋白質。
【請求項３】
　請求項１又は２に記載の抗原性蛋白質をコードする核酸。
【請求項４】
　前記核酸 列番号３に示すヌクレオチド配列からなることを特徴とする、請求項３に
記載の核酸。
【請求項５】
　請求項１又は２に記載の蛋白質に対して惹起される抗体。
【請求項６】
　配列番 に示すヌクレオチド配列あるいは該配 対して１個もしくは数個のヌクレ
オチドの置換、挿入、付加または欠失を有するヌクレオチド配列又は前記ヌクレオチド配
列のいずれかに相補性であるヌクレオチド配列 核酸、若しくは配列番 に示す
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核酸を特異的に増幅できる２０個以上のヌクレオチドの長さを持つその断 含むことを
特徴とする、ＷＳＳＶの検出のための診断キット。
【請求項７】
　請求項５に記載の抗体を含むことを特徴とする、ＷＳＳＶの検出のための診断キット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
本発明は、白斑病症候群（Ｗｈｉｔｅ　Ｓｐｏｔ　Ｓｙｎｄｒｏｍｅ）ウイルスから誘導
される抗原性蛋白質、ワクチンにおけるこれらの蛋白質の使用、これらの蛋白質に基づく
ワクチン、当該蛋白質に対する抗体、ワクチンにおけるこれらの抗体の使用、それらをコ
ードする核酸配列及び甲殻類における白斑病症候群の予防及び／又は治療のためのワクチ
ンの製造における当該蛋白質の使用、ベクターワクチン及び診断キットに関する。
【０００２】
白斑病症候群ウイルス（ＷＳＳＶ）は世界中で小エビ（ｓｈｒｉｍｐ）における主要なウ
イルス性疾患である。かかるウイルスは甲殻類において広い宿主対象を有しており（Ｆｌ
ｅｇｅｌ，１９９７）、分離体の間で遺伝的変異はほとんど存在しない（Ｌｏら、１９９
９）。電子顕微鏡（ＥＭ）検査は、ビリオンがエンベロープに包まれており、長さ約２７
５ｎｍ、幅１２０ｎｍの杆状から弾丸形の外観で、一方の端に尾状付属器を持つことを示
した。エンベロープを喪失したヌクレオカプシドは、網目の陰影のある外観を持ち、約３
００ｎｍ×７０ｎｍの大きさである（Ｗｏｎｇｔｅｅｒａｓｕｐａｙａら、１９９５）。
このビリオンの形態、その核局在及び形態発生は、昆虫におけるバキュロウイルスを想起
させる（Ｄｕｒａｎｄら、１９９７）。もともと、ＷＳＳＶはバキュロウイルス科（Ｂａ
ｃｕｌｏｒｉｒｉｄａｅ）ファミリーの割り当てられない（ｕｎａｓｓｉｇｎｅｄ）成員
として分類されており（Ｆｒａｎｃｋｉら、１９９１）、それ故このウイルスは、Ｓｙｓ
ｔｅｍｉｃ　Ｅｃｔｏｄｅｒｍａｌ　Ｍｅｓｏｄｅｒｍａｌ　Ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ（
ＳＥＭＢＶ）又はＷｈｉｔｅ　Ｓｐｏｔ　Ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ（ＷＳＢＶ）と称され
てきた。現在ＷＳＳＶは、分子情報が欠如していることからもはやこのファミリーとして
は認められない（Ｍｕｒｐｈｙら、１９９５）。二本鎖ウイルスＤＮＡは、制限エンドヌ
クレアーゼ分析から推論して２００ｋｂをはるかに越える大きさを持つ（Ｙａｎｇら、１
９９７）。
【０００３】
養殖小エビにおけるＷＳＳＶの発生は小エビの大量の死亡を引き起こす。この疾病は、小
エビの甲、付属器及び小皮上の白い斑点と肝膵臓の赤みがかった変色を特徴とする。感染
した小エビは嗜眠の徴候を示し、食餌摂取が急速に低下して、３－５日以内にＲほらの小
エビは死亡する。ＷＳＳＶの発生は小エビ養殖産業における重大な損失を導き、それ故Ｗ
ＳＳＶ感染に対して防護することができるワクチンが強く求められている。かかるワクチ
ンにおいて使用することができる主要ＷＳＳＶ蛋白質の同定と特性指摘は、そのようなワ
クチンを開発するための手段を提供するであろう。
【０００４】
クマシーブリリアントブルー染色ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルでの移動度から推定した分子量に
より、それぞれ蛋白質ＶＰ１３（１３ｋＤａ）とＶＰ１９（１９ｋＤａ）をコードする２
つの遺伝子が単離され、 及び として同定された。ＶＰ１９はエンベロー
プ蛋白であり、一方ＶＰ１３はヌクレオカプシド蛋白である。 のオープンリーデ
ィングフレーム（ＯＲＦ）は配列番号１に示すように３６６個のヌクレオチドを含み、合
わせて１２１個のアミノ酸から成る演繹アミノ酸配列を示す（配列番号２として別途に表
示する）。遺伝子 のオープンリーディングフレームは、配列番号３に示すように
少なくとも１８６個のヌクレオチドを含む。このＯＲＦは、配列番号４に示すアミノ酸配
列を含むヌクレオカプシド蛋白質ＶＰ１３をコードする。蛋白質ＶＰ１３の２つの変異体
が認められており、１つは配列番号４に示すアミノ酸配列を持ち、より長い変異体は配列
番号５に示すアミノ酸配列を持つ。
【０００５】
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本発明は、ＷＳＳＶによる感染に対して甲殻類を防護するための組換えワクチンを作製す
る手段を提供する。同定され、特性付けられたＷＳＳＶのエンベロープ蛋白質ＶＰ１９及
びヌクレオカプシド蛋白質ＶＰ１３は、ＷＳＳＶによる感染に対して甲殻類を防護するた
めのサブユニットワクチンの製造における使用に適することが認められた。本発明のヌク
レオチド配列のクローニングと特性指摘は、組換えテクノロジー手法を用いたＷＳＳＶの
これらの蛋白質の生産を提供する。この方法では、他のＷＳＳＶ蛋白質を実質的に含まな
いＷＳＳＶ蛋白質が入手できる。単離したＷＳＳＶ蛋白質は、ＷＳＳＶ感染に対して甲殻
類を防護するためのサブユニットワクチンを製造するために使用できる。
【０００６】
本発明の蛋白質はマーカーワクチンにおいて特に有用である。そのようなワクチンは、例
えばＶＰ１３及び／又は１９だけを含みうる。
【０００７】
代替的に、ＷＳＳＶの蛋白質をコードするヌクレオチド配列は、ＷＳＳＶによる感染に対
して甲殻類を防護するためのベクターワクチンを製造するために使用できる。
【０００８】
本発明のヌクレオチド配列はさらに、診断目的、例えば圃場においてＷＳＳＶの存在を検
出するために使用できる。
【０００９】
さらに、本発明のＷＳＳＶ蛋白質はＷＳＳＶ特異的抗体を産生するために使用できる。こ
れらの抗体は、甲殻類の受動免疫のためのＷＳＳＶワクチンを生産するために使用できる
。抗体はまた、甲殻類における又は圃場におけるＷＳＳＶの検出のような診断目的にも使
用できる。
【００１０】
従って本発明の最初の実施形態は、配列番号２、配列番号４又は配列番号５に示すような
アミノ酸配列と少なくとも７０％相同であるアミノ酸配列を持つ、ＷＳＳＶに対して甲殻
類を免疫するのに適したＷＳＳＶの抗原性蛋白質及びかかる抗原性蛋白質の免疫原性断片
を提供する。
【００１１】
好ましい形態では、実施形態は、配列番号２、配列番号４又は配列番号５に示すようなア
ミノ酸配列と少なくとも８０％、好ましくは９０％、より好ましくは９５％の配列相同性
を持つＷＳＳＶ蛋白質及びそのような蛋白質の免疫原性断片に関する。
【００１２】
９８％、さらには１００％の相同性レベルがさらに一層好ましい。
【００１３】
蛋白相同性のレベルは、コンピュータプログラム「ＢＬＡＳＴ　２　ＳＥＱＵＥＮＣＥＳ
」を用いて、サブプログラム：「ＢＬＡＳＴＰ」を選択することによって決定することが
でき、このプログラムはｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｂｌａｓｔ／ｂｌ
２ｓｅｑ／ｂｌ２．ｈｔｍｌで検索できる。
【００１４】
このプログラムについての参考文献は、Ｔａｔｉａｎａ　Ａ．Ｔａｔｕｓｏｖａ，Ｔｈｏ
ｍａｓ　Ｌ．Ｍａｄｄｅｎ　ＦＥＭＳ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｌｅｔｔｅｒｓ　１７４：
２４７－２５０（１９９９）である。使用するマトリックス：「ｂｌｏｓｕｍ６２」。使
用するパラメータはデフォルトパラメータ：
オープンギャップ：１１。エクステンションギャップ：１。ギャップｘ＿ドロップオフ：
５０である。
【００１５】
ここに含まれる特定蛋白質について、個々のＷＳＳＶ株の間で天然の変異が存在しうるこ
とは明白であろう。これらの変異は、全体配列中でのアミノ酸の相違、若しくは当該配列
におけるアミノ酸の欠失、置換、挿入、逆位又は付加によって明らかにされうる。生物学
的及び免疫学的活性を基本的に変化させないアミノ酸置換は、例えばＮｅｕｒａｔｈらに
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より「蛋白質（Ｔｈｅ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ）」Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ　Ｎｅｗ　
Ｙｏｒｋ（１９７９）の中で述べられている。関連アミノ酸の間でのアミノ酸置換又は進
化の過程でしばしば起こる置換は、中でも特に、Ｓｅｒ／Ａｌａ、Ｓｅｒ／Ｇｌｙ、Ａｓ
ｐ／Ｇｌｙ、Ａｓｐ／Ａｓｎ、Ｉｌｅ／Ｖａｌである（Ｄａｙｈｏｆ，Ｍ．Ｄ．，蛋白質
配列と構造のアトラス（Ａｔｌａｓ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｎｄ
　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ）、Ｎａｔ．Ｂｉｏｍｅｄ．Ｒｅｓ．Ｆｏｕｎｄ．Ｗａｓｈｉｎｇ
ｔｏｎ　Ｄ．Ｃ．，１９７８，第５巻、補遺３参照）。他のアミノ酸置換は、Ａｓｐ／Ｇ
ｌｕ、Ｔｈｒ／Ｓｅｒ、Ａｌａ／Ｇｌｙ、Ａｌａ／Ｔｈｒ、Ｓｅｒ／Ａｓｎ、Ａｌａ／Ｖ
ａｌ、Ｔｈｒ／Ｐｈｅ、Ａｌａ／Ｐｒｏ、Ｌｙｓ／Ａｒｇ、Ｌｅｕ／Ｉｌｅ、Ｌｅｕ／Ｖ
ａｌ及びＡｌａ／Ｇｌｕを含む。この情報に基づき、ＬｉｐｍａｎとＰｅａｒｓｏｎは、
迅速で感受性の高い蛋白質比較（Ｓｃｉｅｎｃｅ，２２７，１４３５－１４４１，１９８
５）と、相同蛋白質間の機能的類似性を決定するための方法を開発した。本発明の例示的
実施形態のそのようなアミノ酸置換ならびに欠失及び／又は挿入を持つ変異体は、生じる
蛋白質がその抗原性又は免疫原性に本質的に影響を受けていないかぎり、本発明の範囲内
である。
【００１６】
これは、本発明に従ったＷＳＳＶ蛋白質が、種々の圃場分離株から単離したとき、同じ免
疫特性を持つ同じ蛋白質のままでありながら、なぜ約７０％の相同性レベルを持ちうるか
という理由を説明する。
【００１７】
ＷＳＳＶによる感染に対して又は少なくとも感染の臨床症状発現に対して免疫応答を誘導
することができる蛋白質を依然として提供する、本発明に従ったある種の蛋白質のアミノ
酸配列におけるそれらの変異は、「当該蛋白質の抗原性又は免疫原性に本質的に影響を及
ぼさない」とみなされる。
【００１８】
蛋白質を、例えばワクチン接種のため又は抗体を惹起するために使用するとき、蛋白質全
体を使用する必要はない。それ自体で又は例えばＫＬＨのような担体と結合して、その蛋
白質に対する免疫応答を誘導することができる当該蛋白質の断片、いわゆる免疫原性断片
を使用することも可能である。「免疫原性断片」とは、脊椎動物宿主において免疫応答を
誘導するその能力をまだ保持している完全長蛋白質の断片と理解され、すなわちＢ又はＴ
細胞エピトープを含む。脊椎動物宿主において惹起される抗体は、小エビにおけるワクチ
ン接種の受動手段として非常に適する。現在、抗原性断片（抗原決定基）をコードするＤ
ＮＡ断片を容易に同定するために様々な手法が使用できる。Ｇｅｙｓｅｎら（特許願ＷＯ
８４／０３５６４号、特許願ＷＯ８６／０６４８７号、米国特許第４，８３３，０９２号
、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８１：３９９８－４００２（１９８４）；Ｊ
．Ｉｍｍ．Ｍｅｔｈ．１０２，２５９－２７４（１９８７））が述べた方法、いわゆるＰ
ＥＰＳＣＡＮ法は、蛋白質の免疫学的に重要な領域であるエピトープの検出のための、実
施しやすく、迅速で広く確立された方法である。かかる方法は世界中で使用されており、
それ自体当業者には周知である。この（経験的）方法はＢ細胞エピトープの検出に特に適
する。また、何らかの蛋白質をコードする遺伝子の配列が与えられれば、コンピュータア
ルゴリズムが、現在既知のエピトープとそれらの配列及び／又は構造上の一致に基づいて
特定蛋白質断片を免疫学的に重要なエピトープとして選定することができる。これらの領
域の決定は、ＨｏｐｐとＷｏｏｄｓ（Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．７８：３
８２４８－３８２８（１９８１））に従った疎水性判定基準と、ＣｈｏｕとＦａｓｍａｎ
（Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　４７：４５－１４８（１９８７）及
び米国特許第４，５５４，１０１号）に従った二次構造局面の組合せに基づく。Ｔ細胞エ
ピトープは同様に、Ｂｅｒｚｏｆｓｋｙの両親媒性判定基準（Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３５，
１０５９－１０６２（１９８７）及び米国特許願ＮＴＩＳ　ＵＳ０７／００５，８８５号
）を用いてコンピュータにより配列から予測できる。要約された概要が次の参考文献に認
められる：一般原理に関しては、Ｓｈａｎ　Ｌｕ：Ｔｉｂｔｅｃｈ　９：２３８－２４２
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（１９９１）、マラリアエピトープに関しては、Ｇｏｏｄら：Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３５：
１０５９－１０６２（１９８７）、総説については、Ｌｕ：Ｖａｃｃｉｎｅ　１０：３－
７（１９９２）、ＨＩＶエピトープについては、Ｂｅｒｚｏｗｓｋｙ：Ｔｈｅ　ＦＡＳＥ
Ｂ　Ｊｏｕｒｎａｌ　５：２４１２－２４１８（１９９１）。
【００１９】
本発明のもう１つの実施形態は、上述したような本発明に従った蛋白質又は免疫原性断片
と反応性の抗体を製薬上許容される担体と共に含む、ＷＳＳＶ感染に対して小エビを防護
することができるワクチンに関する。
【００２０】
本発明のさらにもう１つの実施形態は、上述したような本発明に従った蛋白質又はその免
疫原性断片を製薬上許容される担体と共に含む、ＷＳＳＶ感染に対して小エビを防護する
ことができるワクチンに関する。
【００２１】
本発明のさらにもう１つの実施形態は、本発明に従った抗原性蛋白質をコードする核酸配
列又はその免疫原性断片に関する。
【００２２】
より好ましくは本発明のこの実施形態は、配列番号２、４又は５に示すようなアミノ酸配
列を含む抗原性蛋白質をコードする核酸配列又はその免疫原性断片に関する。
【００２３】
好ましくは、核酸配列は配列番号１又は３に示すような配列を持つか又は含む。それぞれ
のヌクレオチド配列は、推定アミノ酸配列の最初のＭ残基をコードするＡＴＧコドンから
始まり、Ｃ末端アミノ酸残基をコードするコドンまでに及ぶ。本発明のために、配列番号
１又は配列番号３に示す配列と配列相同性を持つ核酸配列も本発明の範囲内であることは
明白であろう。本発明のために、配列相同性は少なくとも７０％、好ましくは７５％、よ
り好ましくは８０％、さらに一層好ましくは８５％であるとみなされる。配列番号１又は
３に示す配列と少なくとも９０％、より好ましくは９５％の配列相同性を持つ核酸配列が
極めて好ましい。
【００２４】
９８％、さらには１００％の相同性がさらに一層好ましい。
【００２５】
本発明のために、配列相同性は、対象とするヌクレオチド配列を配列番号１又は３に示す
配列の対応する部分と比較することによって決定される。本発明のために、パーセンテー
ジ配列相同性は、比較される配列間での同一ヌクレオチドのパーセンテージと定義される
。
【００２６】
ヌクレオチド相同性のレベルは、コンピュータプログラム「ＢＬＡＳＴ　２　ＳＥＱＵＥ
ＮＣＥＳ」を用いて、サブプログラム：「ＢＬＡＳＴＮ」を選択することによって決定す
ることができ、このプログラムはｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｂｌａｓ
ｔ／ｂｌ２ｓｅｑ／ｂｌ２．ｈｔｍｌで検索できる。
【００２７】
このプログラムについての参考文献は、Ｔａｔｉａｎａ　Ａ．Ｔａｔｕｓｏｖａ，Ｔｈｏ
ｍａｓ　Ｌ．Ｍａｄｄｅｎ　ＦＥＭＳ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｌｅｔｔｅｒｓ　１７４：
２４７－２５０（１９９９）である。使用するマトリックス：「ｂｌｏｓｕｍ６２」。使
用するパラメータはデフォルトパラメータである：適合についてのリウォード：＋１。不
適合についてのペナルティー：－２。オープンギャップ：５。エクステンションギャップ
：２。ギャップｘ＿ドロップオフ：５０。
【００２８】
本発明に従った配列相同性を持つ核酸配列は、常套的クローニング及びハイブリダイゼー
ション手法を用いて緊密に関連するＷＳＳＶ株から配列番号１又は３に示す配列の１つ又
はこの配列の断片で容易に単離することができる。このためには、ストリンジェント条件
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下、好ましくは高いストリンジェント条件下でハイブリダイゼーションを実施する。スト
リンジェントハイブリダイゼーション条件は、６５℃の温度で１×ＳＳＣ、０．１％ＳＤ
Ｓの洗浄条件と理解される；高いストリンジェント条件は、ＳＳＣ濃度を０．３×ＳＳＣ
近くまで低下させた洗浄条件を指す。特定情報は、誤って同定された根拠を排除する必要
が生じるほど狭義に解釈すべきではない。ここで開示する特定配列は、他の菌株から相同
ヌクレオチド配列を単離するために容易に使用できる。
【００２９】
配列番号１又は３に示す配列の１つと配列相同性を持つ核酸配列は、配列番号２、４又は
５に示すアミノ酸配列の１つと比較して変異を含むアミノ酸配列を持つ蛋白質をコードす
るが、但しかかる変異は当該蛋白質の抗原性又は免疫原性に本質的に影響を及ぼさない。
【００３０】
本発明に従ったＷＳＳＶ蛋白質は、標準的な生化学的分離及び精製法を通して入手するか
、若しくは一般的組換えテクノロジーによって調製することができる。本発明に従ったヌ
クレオチド配列は、実質的に他のＷＳＳＶ蛋白質を含まないＷＳＳＶ蛋白質の組換え産生
のために使用するのに特に適する。ヌクレオチド配列を、当該蛋白質を発現することがで
きる適当な発現ベクターに組み込み、かかる発現ベクターで適当な宿主細胞を形質転換し
て、適当な培地中で宿主細胞を培養する。発現された蛋白質を細胞又は培地から分離し、
精製することができる。適当な発現ベクターは、中でも特に、複製と発現のために必要な
制御領域を含むプラスミド、コスミド、ウイルス及びＹＡＣ（酵母人工染色体）である。
発現ベクターは宿主細胞上で発現することができる。適当な宿主細胞は、例えば細菌、酵
母細胞、昆虫細胞及び哺乳類細胞である。そのような発現手法は当該技術において周知で
ある（Ｓａｍｂｒｏｏｋら、「分子クローニング：実験室マニュアル（Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ）」、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒ
ｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　
Ｈａｒｂｏｒ，１９８９；ＫｉｎｇとＰｏｓｓｅｅ，１９９２）。
【００３１】
さらに、本発明に従った核酸配列は、ＷＳＳＶ感染に対して甲殻類にワクチン接種するた
めのベクターワクチンを製造するために使用できる。ベクターワクチンは、生弱毒化細菌
又はウイルスが、その遺伝物質内に挿入された１つ又はそれ以上の異種ヌクレオチド配列
を含むように修飾されているワクチンと理解される。これらのいわゆるベクター細菌又は
ウイルスは、挿入されたヌクレオチドによってコードされる異種蛋白質を同時発現するこ
とができる。それ故第四の局面では、本発明は、生弱毒化細菌又はウイルスと製薬上許容
される担体を含み、かかる細菌又はウイルスがその遺伝物質内に本発明のヌクレオチド配
列の１つ又はそれ以上を含むように修飾されている、甲殻類における白斑病症候群の予防
又は治療において使用するためのベクターワクチンを提供する。そのようなＬＲＣに感染
した小エビは、担体の免疫原に対してのみならず、遺伝子コードがＬＲＣに付加的にクロ
ーニングされている蛋白質の免疫原性部分に対しても免疫応答を生じる。
【００３２】
細菌ＬＲＣの例として、当該技術において既知のＶｉｂｒｉｏ　ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ
のような細菌が好都合に使用できる（Ｓｉｎｇｅｒ，Ｊ．Ｔ．ら、「海洋バイオテクノロ
ジーにおける新しい開発（Ｎｅｗ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓ　ｉｎ　Ｍａｒｉｎｅ　Ｂ
ｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）」、ｐ．３０３－３０６，Ｌｅ　ＧａｌとＨａｌｖｏｒｓｏ
ｎ編集、Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９８）。
【００３３】
また、ＬＲＣウイルスは核酸配列を標的細胞内に運搬する手段としても使用しうる。この
役割に適したウイルスは、例えばＹｅｌｌｏｗ　Ｈｅａｄウイルス及びＧｉｌｌ関連ウイ
ルスであり、これらはどちらもコロナウイルス科のファミリーに属する（例えば、ウイル
スについてはＳｐａｎｎ，Ｋ．Ｍ．ら、Ｄｉｓ．Ａｑｕａｔ．Ｏｒｇ．４２：２２１－２
２５（２０００）、及びＣｏｗｌｅｙ，Ｊ．Ａ．ら、Ｄｉｓ．Ａｑｕａｔ．Ｏｒｇ．３６
：１５３－１５７（１９９９）、又は生組換え担体コロナウイルスについてはＥｎｊｕａ
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ｎｅｓ，Ｌ．ら、ＥＳＶＶ議事録、ｐ．２８－３１，Ｂｒｅｓｃｉａ，Ｉｔａｌｉａ，２
０００年８月２７－３０日参照）。
【００３４】
当該技術において周知の生体内相同的組換えの手法を使用して、宿主動物において本発明
に従った挿入核酸配列の発現を誘導することができる選択した細菌又はウイルスのゲノム
内に組換え核酸配列を導入することができる。
【００３５】
ワクチン接種の代替的で効率的な方法は、関連抗原をコードするＤＮＡによる直接ワクチ
ン接種である。蛋白質をコードするＤＮＡの直接ワクチン接種は多くの異なる蛋白質につ
いて成功を収めてきた。（例えばＤｏｎｎｅｌｌｙら、Ｔｈｅ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｓ
ｔ　２：２０－２６（１９９３）で検討されている）。このワクチン接種の方法は、ＷＳ
ＳＶに対する小エビのワクチン接種にとって魅力的である。それ故、本発明のさらにもう
１つの実施形態は、製薬上許容される担体と、本発明に従った蛋白質をコードする核酸配
列又はその免疫原性断片、若しくはそのような核酸配列を含むＤＮＡ断片、例えばプラス
ミドを含有するワクチンに関する。
【００３６】
本発明のさらにもう１つの実施形態は、ワクチンにおいて使用するための本発明に従った
蛋白質に関する。
【００３７】
本発明のさらにもう１つの実施形態は、ＷＳＳＶ感染に対抗するためのワクチンの製造の
ための、本発明に従った蛋白質の使用に関する。
【００３８】
本発明に従ったワクチンは、例えばＰ．ｍｏｎｏｄｏｎ、Ｐ．ｖａｎｎａｍｅｉ、Ｐ．ｃ
ｈｉｎｅｎｓｉｓ、Ｐ．ｍｅｒｇｕｅｎｓｉｓ、又はＭｅｔａｐｅａｅｕｓ　ｓｐｐ．の
ようなＰｅｎａｅｉｄａｅファミリーからの成員を含むがこれらに限定されない小エビ（
ｓｈｒｉｍｐｓ）、例えばＭａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍ　ｓｐｐ．又はＰａｌａｅｍｏｎ
　ｓｐｐ．のようなＰａｌａｅｍｏｎｉｄａｅファミリーからの成員を含むがこれらに限
定されないクルマエビ・テナガエビ類（ｐｒａｗｎｓ）、例えばＣａｌｉｎｅｃｔｅｓ　
ｓｐｐ．、Ｐａｌｉｎｕｒｕｓ　ｓｐｐ．、Ｐａｎｕｌｉｒｉｓ　ｓｐｐ．又はＨｏｍａ
ｒｕｓ　ｓｐｐ．のようなＰａｌｉｎｕｒｉｄａｅ及びＮｅｐｈｒｏｐｉｄａｅファミリ
ーからの成員を含むがこれらに限定されないウミザリガニ（ｌｏｂｓｔｅｒｓ）、Ａｓｔ
ａｃｕｓ　ｓｐｐ．、Ｐｒｏｃａｍｂａｒｕｓ　ｓｐｐ．及びＯｒｏｎｅｃｔｅｓ　ｓｐ
ｐ．を例とするＡｓｔａｃｉｄａｅファミリーからの成員を含むがこれらに限定されない
ザリガニ・イセエビ類（ｃｒａｙｆｉｓｈ）、そしてＣａｎｃｅｒ　ｓｐｐ．、Ｃａｌｌ
ｉｎｅｃｔｅｓ　ｓｐｐ．、Ｃａｒｃｉｎｕｓ　ｓｐｐ．及びＰｏｒｔｕｎｕｓ　ｓｐｐ
．を例とするＣａｎｃｒｉｄａｅ及びＰｏｒｔｕｉｄａｅファミリーからの成員を含むが
これらに限定されないカニ（ｃｒａｂ）などの甲殻類を防護するために使用できる。
【００３９】
本発明に従ったワクチンは、当業者に周知であり、例えば「レミントンの製薬科学（Ｒｅ
ｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）」、第１８版
、Ａ．Ｒ．Ｇｅｎｎａｒｏら編集、７２章、ｐ．１３８９－１４０４，Ｐｈｉｌａｄｅｌ
ｐｈｉａ　Ｃｏｌｌｅｇｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｙ　ａｎｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅに述べら
れている手法に従って調製することができる。
【００４０】
本発明に従ったワクチンは、本発明に従った有効量の１つ又はそれ以上の蛋白質、ベクタ
ー細菌又はウイルス、及び製薬上許容される担体を含む。ここで使用する「有効」の語は
、甲殻類において防護応答を誘導するのに十分な量と定義される。ベクター又は蛋白質の
量は、ベクター又は蛋白質の種類、投与経路、投与時間、ワクチン接種する種ならびに年
齢、全身状態、温度及び食事に依存するであろう。
【００４１】
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一般に、動物当り０．０１から１０００μｇ蛋白質の投与量、好ましくは動物当り０．５
から５００μｇ、より好ましくは１から１００μｇ蛋白質の投与量が使用できる。ウイル
スベクターワクチンの場合には、一般に動物当り１０∧ ３から１０∧ ８ｐｆｕ（プラーク
形成単位）の投与量が非常に効率的に使用できる。細菌ベクターワクチンは、１０∧ ３か
ら１０∧ ８細菌の用量で非常に効率的に投与することができる。
【００４２】
ＤＮＡワクチン接種については、動物当り０．１から１０μｇＤＮＡのＤＮＡ量が非常に
有用な用量である。
【００４３】
本発明に従ったワクチンにおける使用に適した製薬上許容される担体は、例えば滅菌水、
食塩水、アルカリ金属リン酸塩（例えばＰＢＳ）、アルコール、ポリオル等のような水性
緩衝液のように、無菌であり、生理的に適合性である。さらに、本発明に従ったワクチン
は、アジュバント、安定剤、抗酸化剤、防腐剤その他のような他の添加物を含みうる。適
当なアジュバントは、アルミニウム塩又はゲル、カルボマー、非イオン性ブロック共重合
体、トコフェロール、モノホスホリルリピドＡ、ムラミルジペプチド、油性乳剤、グルカ
ン、サイトカイン、Ｑｕｉｌ　Ａのようなサポニン等を含むがこれらに限定されない。加
えるアジュバントの量はアジュバント自体の性質に依存する。
【００４４】
本発明に従ったワクチンにおける使用のための適当な安定剤は、ソルビトール、マンニト
ール、デンプン、スクロース、デキストリン、及びグルコース、アルブミン又はカゼイン
のような蛋白質、ならびにアルカリリン酸塩のような緩衝剤を含むがこれらに限定されな
い。適当な防腐剤は、中でも特に、チメロサール及びｍｅｒｔｈｉｏｌａｔｅを含む。
【００４５】
本発明に従ったワクチンは、注射、液浸、浸漬、噴霧又はエアロゾルによって、又は経口
的に投与することができる。好ましくはワクチンは、特に商業的水産養殖場の場合、液浸
によって又は経口的に甲殻類に投与する。
【００４６】
経口投与については、好ましくはワクチンを経口投与のための適当な担体、すなわちセル
ロース、食餌、又はα－セルロース又は植物又は動物由来の様々な油のような代謝性物質
と混合する。本発明に従ったワクチンの経口送達のための特に好ましい食餌担体は、ワク
チンを被包することができる生体飼料生物である。これを得るための非常に適切な方法は
、例えば本発明に従った蛋白質が発現されている昆虫細胞を生体飼料生物に給餌すること
である。適切な生体飼料生物は、プランクトン様の非選択性濾過摂食体（ｎｏｎ－ｓｅｌ
ｅｃｔｉｖｅ　ｆｉｌｔｅｒ　ｆｅｅｄｅｒ）、好ましくはＲｏｔｉｆｅｒａ、Ａｒｔｅ
ｍｉａ等の成員を含むがこれらに限定されない。ｂｒｉｎｅ　ｓｈｒｉｍｐＡｒｔｅｍｉ
ａ　ｓｐ．が極めて好ましい。
【００４７】
本発明に従った蛋白質は、当業者に使用可能な一般的手法を用いた抗体産生のために使用
できる。好ましくは蛋白質を使用して特異的モノクローナル抗体を産生する。本発明に従
った抗体は標準的手法に従って調製することができる。動物、例えばマウスを蛋白質で免
疫するための手順及び蛋白質特異的モノクローナル抗体を産生するハイブリドーマの選択
のための手順は当該技術において周知である（例えばＣｌｉｇａｎら（編集）、「免疫学
における現在のプロトコール（Ｃｕｒｒｅｎｔ　ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎ
ｏｌｏｇｙ）」、１９９２；ＫｏｈｌｅｒとＭｉｌｓｔｅｉｎ，Ｎａｔｕｒｅ　２５６，
ｐ．４９５－４９７，１９７５；Ｓｔｅｅｎｂａｋｋｅｒｓら、Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．Ｒｅ
ｐ．１９，ｐ．１２５－１３４，１９９４参照）。得られた抗体は、圃場でＷＳＳＶを検
出するため又は甲殻類におけるＷＳＳＶの存在を検出するための診断において使用しうる
。本発明に従ったヌクレオチド配列はまた、診断における使用にも適する。当該配列又は
その断片は、例えば圃場で又は甲殻類におけるＷＳＳＶの存在を検出するためのＰＣＲテ
クノロジーにおいて使用できる。
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【００４８】
ＷＳＳＶの検出のための診断試験は、例えば検査する動物から分離したＤＮＡの特異的プ
ローブとの反応に基づくか、若しくは本発明に従ったコード配列に基づくＰＣＲ試験又は
それらのコード配列に相補的な核酸配列に基づくＰＣＲ試験である。本発明に従ったＷＳ
ＳＶ蛋白質に特異的な核酸分子が動物中に存在する場合、これらは、例えば特異的ＰＣＲ
プライマーに特異的に結合し、その後ＰＣＲ反応において増幅される。次にＤＮＡゲル電
気泳動においてＰＣＲ反応産物を容易に検出することができる。ＰＣＲ反応は当該技術に
おいて周知である（下記の参考文献参照）。核酸分子は、検査する動物の肝膵臓から最も
容易に分離することができる。標準的なＰＣＲテキストが、本発明に従った蛋白質に特異
的な核酸分子を持つ選択的ＰＣＲ反応のためのプライマーの長さを決定する方法を教示す
る。少なくとも１２個のヌクレオチドから成るヌクレオチド配列を持つプライマーがしば
しば使用されるが、１５個以上、より好ましくは１８個のヌクレオチドのプライマーがい
くぶんより選択的である。特に、少なくとも２０個、好ましくは少なくとも３０個のヌク
レオチドの長さを持つプライマーが非常に一般的に適用できる。ＰＣＲ手法は、（Ｄｉｅ
ｆｆｅｎｂａｃｈ　＆　Ｄｒｅｋｓｌｅｒ，ＰＣＲ　ｐｒｉｍｅｒｓ，ａ　ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ　ｍａｎｕａｌ，ＩＳＢＮ　０－８７９６９－４４７－５（１９９５））におい
て広汎に記述されている。
【００４９】
当該核酸分子又はその部分が、配列番号１又は３に示すような核酸配列又は配列番号１又
は３に示すような核酸配列に相補的な核酸配列と少なくとも７０％の相同性を持つ、本発
明に従ったＷＳＳＶ蛋白質をコードする核酸分子、又は少なくとも１２個、好ましくは１
５個、より好ましくは１８個、さらに一層好ましくは、好ましい順に２０、２２、２５、
３０、３５又は４０個のヌクレオチドの長さを持つそれらの核酸分子の部分も、それ故、
本発明の一部である。そのような核酸分子は、例えば本発明に従った蛋白質をコードする
核酸の量を高めるためにＰＣＲ反応におけるプライマーとして使用することができる。こ
れは、例えば上述したような組織におけるＷＳＳＶの検出のための診断ツールとして使用
するための特異的ヌクレオチド配列の速やかな増幅を可能にする。
【００５０】
もう１つの核酸ベースの試験は、放射能又は着色標識した蛋白質特異的ｃＤＮＡ断片との
古典的ハイブリダイゼーションに基づく。ＰＣＲ反応とハイブリダイゼーション反応のい
ずれもが当該技術において周知であり、中でも特に、Ｍａｎｉａｔｉｓ／Ｓａｍｂｒｏｏ
ｋ（Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｊ．ら、「分子クローニング：実験室マニュアル（Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：ａ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｍａｎｕａｌ）」、ＩＳＢＮ　０
－８７９６９－３０９－６）に記述されている。
【００５１】
それ故、本発明のもう１つの実施形態は、試験が、配列番号１又は３に示すような核酸配
列又はその核酸配列に相補的なヌクレオチド配列と少なくとも７０％相同である核酸配列
、若しくは少なくとも１２個、好ましくは１５個、より好ましくは１８個のヌクレオチド
の長さを持つその断片を含む、ＷＳＳＶの検出のための診断キットに関する。
【００５２】
ＷＳＳＶ蛋白質の抗原性物質の検出に基づく、そしてそれ故ＷＳＳＶ感染の検出に適する
診断試験は、例えば同時に標準サンドイッチＥＬＩＳＡ試験でありうる。そのような試験
の一例では、ＥＬＩＳＡプレートのウエルの壁を本発明に従った蛋白質又はその免疫原性
断片に対する抗体で被覆する。試験する物質とのインキュベーション後、標識抗ＷＳＳＶ
抗体をウエルに加える。その後呈色反応によってＷＳＳＶからの抗原性物質の存在を明ら
かにする。
【００５３】
それ故、本発明のさらにもう１つの実施形態は、当該試験が本発明に従った蛋白質又はそ
の免疫原性断片に対する抗体を含むことを特徴とする、ＷＳＳＶの検出のための診断試験
に関する。
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【００５４】
そこで、もう１つの局面では、本発明は、本発明に従った１つ又はそれ以上のヌクレオチ
ド配列又は抗体を含む診断キットを提供する。
【００５５】
本発明に従った蛋白質に対して惹起される抗体は、さらに、甲殻類の受動免疫のための抗
体ワクチンを製造するために使用できる。それ故、さらなる局面では、本発明は、配列番
号２、配列番号４又は配列番号５に示すようなアミノ酸配列を含む蛋白質に対して惹起さ
れる抗体を含む、ＷＳＳＶに対する受動免疫のためのワクチンを提供する。そのようなワ
クチンは、上述したような標準的手法を用いて調製することができる。好ましくは、抗体
が魚類飼料（ｆｉｓｈ　ｆｏｏｄ）のような食用担体と混合されている、抗体の経口投与
のためのワクチンを調製する。より好ましくは、鶏卵において調製される抗体（ＩｇＹ抗
体）からワクチンを調製する。
【００５６】
本発明に従った抗体の大規模生産のための方法も当該技術において既知である。そのよう
な方法は、ファージディスプレイのための線状ファージにおける、本発明に従った蛋白質
をコードする遺伝情報（の断片）のクローニングに基づく。そのような手法は、中でも特
に、「抗体エンジニアリングページ（Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｅｎｇｉｎｎｅｒｉｎｇ　Ｐａ
ｇｅ）」において「線状ファージディスプレイ」としてｈｔｔｐ：／／ａｘｉｍｔ１．ｉ
ｍｔ．ｕｎｉｍａｒｂｕｒｇ．ｄｅ／～ｒｅｋ／ａｅｐｐｈａｇｅ．ｈｔｍｌ．に述べら
れており、またＣｏｒｔｅｓｅ，Ｒ．ら（１９９４）によりＴｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃ
ｈｎ．１２：２６２－２６７において、Ｃｌａｃｋｓｏｎ，Ｔ．＆　Ｗｅｌｌｓ，Ｊ．Ａ
．（１９９４）によりＴｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎ．１２：１７３－１８３において
、Ｍａｒｋｓ，Ｊ．Ｄ．ら（１９９２）によりＪ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６７：１６０
０７－１６０１０において、Ｗｉｎｔｅｒ，Ｇ．ら（１９９４）によりＡｎｎｕ．Ｒｅｖ
．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１２：４３３－４５５において、そしてＬｉｔｔｌｅ，Ｍ．ら（１９
９４）によりＢｉｏｔｅｃｈｎ．Ａｄｖ．１２：５３９－５５５において、総説論文とし
て記述されている。ファージはその後、ｃａｍｅｌｉｄ重鎖抗体を発現するｃａｍｅｌｉ
ｄ発現ライブラリーをスクリーニングするために使用される。（Ｍｕｙｌｄｅｒｍａｎｓ
，Ｄ．とＬａｕｗｅｒｅｙｓ，Ｍ．，Ｊｏｕｒｎ．Ｍｏｌｅｃ．Ｒｅｃｏｇｎ．１２：１
３１－１４０（１９９９）及びＧｒａｈｒｏｕｄｉ，Ｍ．Ａ．ら、ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔｅ
ｒｓ　４１４：５１２－５２６（１９９７））。所望する抗体を発現するライブラリーか
らの細胞を複製し、その後抗体の大規模発現のために使用することができる。
【００５７】
（実施例）
実施例１
ＷＳＳＶ蛋白質ＶＰ１９によるＰｅｎａｅｕｓ　ｍｏｎｏｄｏｎのワクチン接種
ウイルス株の産生
ザリガニ・イセエビ類のＰｒｏｃａｍｂａｒｕｓ　ｃｌａｒｋｉｉにおいて精製ＷＳＳＶ
の筋肉内注射によりＷＳＳＶウイルス株を産生した。ブラックタイガーエビＰ．ｍｏｎｏ
ｄｏｎにおいて９０から１００％の死亡率をもたらす希釈を調べるため、体重約１グラム
の動物を用いて生体内ウイルス滴定を実施した。ＮａＣｌ　３３０ｍＭ中１×１０５ から
５×１０１ １ 倍までの段階でウイルス株を希釈し、各々の希釈について１０μｌを１０匹
のエビに筋肉内注射した。ＮａＣｌ　３３０ｍＭを注射したエビを感染の陰性対照として
使用した。陰性対照として使用したすべてのエビ（示していない）及び５×１０１ １ ウイ
ルス希釈を投与したエビは生存したが、それより低いウイルス希釈を摂取したすべての群
においてウイルス感染による死亡が発生した。１×１０５ から１×１０７ のウイルス希釈
の投与は、２０日の期間中にほぼ１００％の死亡率をもたらした。１×１０８ と５×１０
９ のウイルス希釈を使用したときには死亡の遅延が認められた。１×１０８ 希釈は９０％
の最終的死亡率をもたらしたが、死亡期間は遅延し、４０日の期間にわたった。１×１０
７ 、１×１０８ 、及び５×１０９ 希釈に関して実験を反復し、基本的に同じ結果を得た。
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１×１０８ 希釈をその後の実験のためのウイルス用量として選択した。この条件が、死亡
率の低下という見地から中和に対する至適応答をもたらすと予想されたからである。
【００５８】
昆虫細胞におけるＷＳＳＶ蛋白質ＶＰ１９及びＶＰ１３の発現
バキュロウイルスベクターを用いて昆虫細胞においてＶＰ１９及びＶＰ１３　ＯＲＦを発
現した。Ｂａｃ－ｔｏ－Ｂａｃシステム（ＧＩＢＣＯ　ＢＲＬ）を使用して、昆虫細胞に
おいてバキュロウイルスポリヒドリンプロモーターから推定上のＷＳＳＶビリオン蛋白質
ＶＰ１９及びＶＰ１３を発現する組換えバキュロウイルス（ＡｃＭＮＰＶ）を生成した。
ｐ１０プロモーターからグリーン蛍光蛋白質（ＧＦＰ）を発現する組換えウイルスを、ま
たバキュロウイルスポリヒドリンプロモーターから各々のＷＳＳＰ蛋白質を発現する組換
えウイルスを生成した。
【００５９】
Ｓｆ２１昆虫細胞を５の感染多重度（ＭＯＩ）でＡｃＭＮＰＶ－ＷＳＳＶｖｐ１９及びＡ
ｃＭＮＰＶ－ＷＳＳＶｖｐ１３に感染させ、感染後７２時間目に採集した。感染Ｓｆ２１
細胞の抽出物を１５％ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル中で分析した（図１）。ＶＰ１３（図１、レ
ーン５、ここではＶＰ１５と表示している）については明瞭な発現産物が認められ、これ
はＷＳＳＶビリオンにおけるその真正対（図１、レーン２）と同じ電気泳動移動度を持つ
。ＶＰ１９（図１、レーン３）については、（明瞭度はより低いが、明らかに目に見える
）発現産物が認められた。それ故、精製ＷＳＳＶに対して惹起したポリクローナル抗血清
を使用してウエスタン分析を実施した。この分析は、ＶＰ１９が予想された位置（図１、
レーン４）で発現されたこと、それ故ｖｐ１９　ＯＲＦがＷＳＳＶビリオン蛋白質をコー
ドすることを示した。
【００６０】
ワクチン接種と攻撃誘発
表１に示す計画に従って実験を設定した。４つの実験群を使用した：陰性対照と陽性対照
の２つの対照群、ＶＰ１９を摂取する１つの群及びＧＦＰを摂取する１つの群。ＧＦＰ群
では、エビは、ＶＰ１９を除いて、ＶＰ１９群に与えられたのと同じ混合物を摂取した。
【００６１】
【表１】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００６２】
すべての群にそれぞれの溶液２０μｌを注射した。ＶＰ１９群とＧＦＰ群に関しては、ワ
クチン接種とブースターの両方について総量１５μｇの蛋白質を投与した。蛋白質溶液な
らびにウイルス対照の希釈のために、ＮａＣｌ　３３０ｍＭ溶液を使用した。ＧＦＰはグ
リーン蛍光蛋白質（Ｇｒｅｅｎ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｔｅｉｎ）である。Ｇ
ＦＰ群では、エビは、ＶＰ１９を除いて、ＶＰ１９群に与えられたのと同じ混合物を摂取
した。
ワクチン接種から５日後に、エビにブースター注射を行い、その２日後にＷＳＳＶの注射
を行った。
【００６３】
攻撃誘発後、エビを１週間モニターし、ＥＬＩＳＡアッセイと電子顕微鏡検査によって死
亡したエビをＷＳＳＶの存在に関して検査した。陰性対照である１群においては、ＷＳＳ

10

20

30

40

50

(11) JP 3780256 B2 2006.5.31



Ｖのために死亡したエビはなかった。２群のエビは、１日半後からＷＳＳＶ感染による死
亡が始まり、５日後に死亡率が１００％に達した。ワクチン接種群３の最初の動物が１日
半後に死亡したが、２群に比べてその後の死亡はより緩慢であった。３群は攻撃誘発から
６日後に１００％の死亡率に達し、陽性対照と比べて死亡率の明らかな遅延を示す。これ
は、ＷＳＳＶ蛋白質ＶＰ１９によるＰ．ｍｏｎｏｄｏｎエビのワクチン接種が、ＷＳＳＶ
による攻撃誘発後のエビの生存率に明確な作用を及ぼすことを明らかにしている。
【００６４】
（参考文献）
【００６５】
【表２】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【図面の簡単な説明】
【図１】　レーン１：ＬＭＷマーカー（Ａｍｅｒｓｈａｍ　ｐｈａｒｍａｃｉａ　ｂｉｏ
ｔｅｃｈ）、２：精製ＷＳＳＶのＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル、３：過剰発現ＶＰ１９のＳＤＳ
－ＰＡＧＥゲル、４：：過剰発現ＶＰ１９の抗ＷＳＳＶによるウエスタンブロット、５：
過剰発現ＶＰ１３（ここではＶＰ１５と表示している）のＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル。
【図２】　この図は、ＷＳＳＶによる攻撃誘発後のエビの死亡率へのワクチン接種の影響
のレベルを示す：－＊－＝ＶＰ１９ワクチン、－◆－＝陰性対照、－□－＝陽性対照、－
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▲－＝ＧＦＰ対照。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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