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(57)【要約】
　本発明は、新規な遺伝子型の重症熱性血小板減少症候
群ウイルスおよびその免疫原性組成物としての用途に関
するものであって、本発明のウイルスは、重症熱性血小
板減少症ウイルスは、従来の血小板減少症ウイルスと遺
伝的に異なり、系統学的にＢ遺伝子型で３つに細分化さ
れる新規なウイルスであるので、ある特定の遺伝子型の
ウイルスだけに制限された防御能を示すワクチンの特性
上、本発明の新規なウイルスをＳＦＴＳＶに対する交差
免疫原性に優れたワクチンとして有用に利用することが
できる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Ｌ遺伝子のＯＲＦ（６２５５ｂｐ）で発現されたタンパク質の１４４７番のアミノ酸が
バリンまたは１９１３番のアミノ酸がリジンであり、Ｍ遺伝子のＯＲＦ（３２２２ｂｐ）
で発現されたタンパク質の８３番目のアミノ酸がチロシン、４０４番目のアミノ酸がスレ
オニンまたは９０４番目のアミノ酸がバリンである、重症熱性血小板減少症ウイルス（ｓ
ｅｖｅｒｅ　ｆｅｖｅｒ　ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉａ ｓｙｎｄｒｏｍｅ　ｖｉ
ｒｕｓ、ＳＦＴＳＶ）。
【請求項２】
　配列番号１の塩基配列を含むＬ遺伝子、配列番号２の塩基配列を含むＭ遺伝子、配列番
号３の塩基配列を含むＮＰ遺伝子および配列番号４の塩基配列を含むＮＳ遺伝子を含む、
請求項１に記載の重症熱性血小板減少症ウイルス。
【請求項３】
　Ｌ遺伝子のＯＲＦ（６２５５ｂｐ）で発現されたタンパク質の１４４７番のアミノ酸が
イソロイシンまたは１９１３番のアミノ酸がアルギニンであり、Ｍ遺伝子のＯＲＦ（３２
２２ｂｐ）で発現されたタンパク質の８３番目のアミノ酸がフェニルアラニン、４０４番
目のアミノ酸がスレオニンまたは９０４番目のアミノ酸がイソロイシンである、重症熱性
血小板減少症ウイルス。
【請求項４】
　配列番号５の塩基配列を含むＬ遺伝子、配列番号６の塩基配列を含むＭ遺伝子、配列番
号７の塩基配列を含むＮＰ遺伝子および配列番号８の塩基配列を含むＮＳ遺伝子を含む、
請求項３に記載の重症熱性血小板減少症ウイルス。
【請求項５】
　Ｌ遺伝子のＯＲＦ（６２５５ｂｐ）で発現されたタンパク質の１４４７番のアミノ酸が
イソロイシンまたは１９１３番のアミノ酸がアルギニンであり、Ｍ遺伝子のＯＲＦ（３２
２２ｂｐ）で発現されたタンパク質の８３番目のアミノ酸がチロシン、４０４番目のアミ
ノ酸がアラニンまたは９０４番目のアミノ酸がイソロイシンである、重症熱性血小板減少
症ウイルス。
【請求項６】
　配列番号９の塩基配列を含むＬ遺伝子、配列番号１０の塩基配列を含むＭ、配列番号１
１の塩基配列を含むＮＰ遺伝子および配列番号１２の塩基配列を含むＮＳ遺伝子を含む、
請求項５に記載の重症熱性血小板減少症ウイルス。
【請求項７】
　請求項１～６のいずれか一項に記載の重症熱性血小板減少症ウイルスまたはその抗原を
有効成分として含む、重症熱性血小板減少症の予防または治療用免疫原性組成物。
【請求項８】
　不活化した重症熱性血小板減少症ウイルスと薬剤学的に許容可能な担体（ｃａｒｒｉｅ
ｒ）またはアジュバント（ａｄｊｕｖａｎｔ）を含む、請求項７に記載の重症熱性血小板
減少症の予防または治療用免疫原性組成物。
【請求項９】
　前記免疫原性組成物の形態は、生クワクチン、不活化ワクチン、弱毒化された重症熱性
血小板減少症ウイルスの遺伝子を用いて生産したサブユニットワクチン、ベクトルワクチ
ン、キメラワクチン、ＤＮＡおよびＲＮＡワクチンからなる群から選択される、請求項７
に記載の重症熱性血小板減少症の予防または治療用免疫原性組成物。
【請求項１０】
　配列番号１の塩基配列を含むＬ遺伝子、配列番号２の塩基配列を含むＭ遺伝子、配列番
号３の塩基配列を含むＮＰ遺伝子および配列番号４の塩基配列を含むＮＳ遺伝子を含む重
症熱性血小板減少症ウイルスと、配列番号５の塩基配列を含むＬ遺伝子、配列番号６の塩
基配列を含むＭ遺伝子、配列番号７の塩基配列を含むＮＰ遺伝子と配列番号８の塩基配列
を含むＮＳ遺伝子を含む重症熱性血小板減少症ウイルスと、配列番号９の塩基配列を含む
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Ｌ遺伝子、配列番号１０の塩基配列を含むＭ、配列番号１１の塩基配列を含むＮＰ遺伝子
および配列番号１２の塩基配列を含むＮＳ遺伝子を含む重症熱性血小板減少症ウイルス、
またはこれらの抗原を有効成分として含む、請求項７に記載の重症熱性血小板減少症の予
防または治療用免疫原性組成物。
【請求項１１】
　請求項１～６のいずれか一項に記載のウイルスまたはその抗原を持って免疫化に反応し
て生成された抗体。
【請求項１２】
　請求項１～６のいずれか一項に記載のウイルスまたはその抗原を含む重症熱性血小板減
少症ウイルスの診断キット。
【請求項１３】
　（ａ）抗原－抗体複合体が形成されることができる条件下で検体から分離された試料を
請求項１～６のいずれか一項に記載のウイルスまたはその抗原と接触させる段階と、
　（ｂ）抗原－抗体複合体の形成を検出する段階とを含む、重症熱性血小板減少症ウイル
ス抗体を検出する方法。
【請求項１４】
　（ａ）請求項１～６のいずれか一項に記載のウイルスまたはその抗原を免疫反応を誘導
するのに有効な量でヒトでない動物に投与する段階と、
　（ｂ）前記重症熱性血小板減少症ウイルスに対する抗体を含有する抗血清または血漿を
収集する段階とを含む、ヒトでない動物から重症熱性血小板減少症ウイルスに対する抗血
清を製造する方法。
【請求項１５】
　（ａ）検体から分離された試料を請求項１～６のいずれか一項に記載のウイルスまたは
その抗原と接触させ、抗原－抗体複合体を形成させる段階と、
　（ｂ）前記複合体の形成を検出する段階とを含む、重症熱性血小板減少症の診断に関す
る情報を提供する方法。
【請求項１６】
　重症熱性血小板減少症ウイルスを含む、組成物の重症熱性血小板減少症の予防または治
療用途。
【請求項１７】
　重症熱性血小板減少症ウイルスを含む、組成物の重症熱性血小板減少症ウイルスの診断
用途。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、新規な遺伝子型の重症熱性血小板減少症候群ウイルス、およびその免疫原性
組成物としての用途に関する。
【背景技術】
【０００２】
　重症熱性血小板減少症候群（Ｓｅｖｅｒｅ　ｆｅｖｅｒ　ｗｉｔｈ　ｔｈｒｏｍｂｏｃ
ｙｔｏｐｅｎｉａ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ、ＳＦＴＳ）は、高熱、嘔吐、下痢、血小板減少、
白血球減少、および多臓器不全などの症状を伴い、致死率が６～３０％に至る深刻な疾患
である（Ｙｕ　ＸＪ　ｅｔ　ａｌ．、Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．２０１１；３６４：１
５２３－３２；Ｄｉｎｇ　Ｆ　ｅｔ　ａｌ　Ｃｌｉｎ　Ｉｎｆｅｃｔ　Ｄｉｓ　２０１３
；５６：１６８２－３）。
【０００３】
　ＳＦＴＳ原因病原体は、ＳＦＴＳＶ（ｓｅｖｅｒｅ　ｆｅｖｅｒ　ｔｈｒｏｍｂｏｃｙ
ｔｏｐｅｎｉａ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ　ｖｉｒｕｓ、重症熱性血小板減少症ウイルス、ブニ
ヤウイルス科（Ｂｕｎｙａｖｉｒｉｄａｅ）に属する。ブニヤウイルスとは３つの分節を
含むマイナス鎖（ｎｅｇａｔｉｖｅ－ｓｔｒａｎｄ）ＲＮＡウイルスであるが、オルソブ
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ニヤウイルス（Ｏｒｔｈｏｂｕｎｙａｖｉｒｕｓ）、ハンタウイルス（Ｈａｎｔａｖｉｒ
ｕｓ）、ナイロウィルス（Ｎａｉｒｏｖｉｒｕｓ）、フレボウイルス（Ｐｈｌｅｂｏｖｉ
ｒｕｓ）、トスポウイルス（Ｔｏｓｐｏｖｉｒｕｓ）を含む５つの属（ｇｅｎｕｓ）から
なる。ＳＦＴＳＶは、フレボウイルス属（Ｐｈｌｅｂｏｖｉｒｕｓ　ｇｅｎｕｓ）に属し
、ここにリフトバレー熱ウイルス（Ｒｉｆｔ　ｖａｌｌｅｙ　ｆｅｖｅｒ　ｖｉｒｕｓ）
などが属している。ＳＦＴＳＶは、２０１１年に中国で初めて報告され（Ｙｕ　ＸＪ　ｅ
ｔ　ａｌ．ｉｂｉｄ）、中国だけでなく韓国、そして日本でも持続的に発症している新変
異型ウイルスである。ＳＦＴＳＶは、直径が８０～１００ｎｍである球状のウイルスであ
る。このウイルスは、ｓｉｎｇｌｅ－ｓｔｒａｎｄｅｄ　ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｓｅｎｓｅ
　ＲＮＡ　ｓｅｇｍｅｎｔであるＬ分節（ｌａｒｇｅ（Ｌ）ｓｅｇｍｅｎｔ）、Ｍ分節（
ｍｅｄｉｕｍ（Ｍ）ｓｅｇｍｅｎｔ）、Ｓ分節（ｓｍａｌｌ（Ｓ）ｓｅｇｍｅｎｔ；ＮＰ
、ＮＳ）などの３つの遺伝子を有する。
【０００４】
　ＳＦＴＳウイルスは、フタトゲチマダニ（Ｈａｅｍａｐｈｙｓａｌｉｓ　ｌｏｎｇｉｃ
ｏｒｎｉｓ）を媒介とするものであって、該ダニは、韓国でも広く分布していると知られ
ている（Ｃｈａｅ　ＪＳ ｅｔ　ａｌ．Ｊ　Ｖｅｔ　Ｓｃｉ　２００８；９：２８５－９
３；Ｋｉｍ　ＣＭ　ｅｔ　ａｌ．Ａｐｐｌ　Ｅｎｖｉｒｏｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　２０
０６；７２：５７６６－７６）。ＳＦＴＳウイルスの血清転換およびウイルス血症が、ヤ
ギ、羊、牛、豚、および犬のような飼育動物から発見され、これらの動物もＳＦＴＳウイ
ルスが広がった地域において中間媒介体として作用したと考えられている（Ｚｈａｏ　Ｌ
　ｅｔ　ａｌ．Ｅｍｅｒｇ Ｉｎｆｅｃｔ　Ｄｉｓ　２０１３；１８：９６３－５；Ｎｉ
ｕ　Ｇ　ｅｔ　ａｌ．Ｅｍｅｒｇ　Ｉｎｆｅｃｔ　Ｄｉｓ　２０１３；１９：７５６－６
３）。患者の血液からはＳＦＴＳＶが検出され、特に重症患者の血液にはＳＦＴＳＶ濃度
が非常に高いので、血液を介してヒト－ヒト間の伝播が可能である（Ｔａｎｇ　Ｘ、Ｗｕ
　Ｗ、Ｗａｎｇ　Ｈ、ｅｔ ａｌ．Ｊ　Ｉｎｆｅｃｔ　Ｄｉｓ　２０１３；２０７：７３
６－７３９．）。
【０００５】
　ＳＦＴＳＶに対する抗ウイルス剤は、まだ開発されていないので、ＳＦＴＳ治療は輸血
、新代替療法など、臓器不全に対する保存療法が根幹をなす。中国では、２０１２年から
リバビリン併用を治療ガイドラインに導入しているが、最近発表された治療の結果では、
リバビリン投与群と非投与群間の死亡率に差がなかった。したがって、ＳＦＴＳＶに対す
るワクチンが必要であるが、まだワクチンが開発されていないのが実情である。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明は、新規な遺伝子型の重症熱性血小板減少症ウイルス、及びこれを用いた免疫原
性組成物を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　前記目的を達成するために、本発明は、新規な重症熱性血小板減少症ウイルスを提供す
る。
【０００８】
　また、本発明は、重症熱性血小板減少症の予防または治療用免疫原性組成物を提供する
。
【０００９】
　また、本発明は、重症熱性血小板減少症ウイルスまたはその抗原に対する抗体を提供す
る。
【００１０】
　また、本発明は、重症熱性血小板減少症ウイルスの診断キットを提供する。
【００１１】
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　また、本発明は、重症熱性血小板減少症ウイルス抗体を検出する方法を提供する。
【００１２】
　また、本発明は、重症熱性血小板減少症ウイルスに対する抗血清を生産する方法を提供
する。
【００１３】
　さらに、本発明は、重症熱性血小板減少症の診断に関する情報を提供する方法を提供す
る。
【発明の効果】
【００１４】
　本発明の重症熱性血小板減少症ウイルスは、従来の血小板減少症ウイルスと遺伝的に異
なり、系統学的にＢ遺伝子型でも細分化される新規なウイルスであるので、ある特定の遺
伝子型のウイルスだけに制限された防御能を示すワクチンの特性上、本発明の新規なウイ
ルスをＳＦＴＳＶに対する交差免疫原性に優れたワクチンとして有用に利用することがで
きる。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】本発明の新規なウイルス３種と中国、日本、韓国で分離されたＳＦＴＳＶ　Ｌ遺
伝子の系統図を示した図である。
【図２】本発明の新規なウイルス３種と中国、日本、韓国で分離されたＳＦＴＳＶ　Ｍ遺
伝子の系統図を示した図である。
【図３】本発明の新規なウイルス３種と中国、日本、韓国で分離されたＳＦＴＳＶ　Ｓ（
ＮＰ）遺伝子の系統図を示した図である。
【図４】本発明の新規なウイルス３種と中国、日本、韓国で分離されたＳＦＴＳＶ　Ｓ（
ＮＳ）遺伝子の系統図を示した図である。
【図５】本発明のＢ－１（ＣＢ３／２０１６）、Ｂ－２（ＣＢ７／２０１７）およびＢ－
３（ＣＢ６／２０１６）遺伝子型の新規なウイルス３種のＬ遺伝子およびＭ遺伝子におけ
るアミノ酸変異部位を示した図である。
【図６】本発明のＢ－１（ＣＢ３／２０１６）、Ｂ－２（ＣＢ７／２０１７）およびＢ－
３（ＣＢ６／２０１６）遺伝子型の新規なウイルス３種のワクチンの効果を確認した図で
ある。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　以下、添付された図面を参照して、本発明の実施例において本発明を詳細に説明する。
ただし、次の実施例は、本発明の例示として提示されるものであって、当業者に周知著名
な技術、または構成についての具体的な説明が本発明の要旨を不要に曖昧にしうると判断
される場合には、その詳細な説明を省略することができ、これにより本発明が限定される
ものではない。本発明は、後述する特許請求の範囲の記載及びそれから解釈される均等範
疇内で多様な変形及び応用が可能である。
【００１７】
　また、本明細書で使用される用語ら（ｔｅｒｍｉｎｏｌｏｇｙ）は、本発明の好適な実
施例を適切に表現するために使用された用語であって、これは、使用者、運用者の意図ま
たは本発明が属する分野の慣例などによって変わりうる。したがって、本用語に対する定
義は、本明細書全般にわたった内容に基づいて定められるべきである。明細書全体におい
て、ある部分がある構成要素を「含む」としたとき、これは特に相反する記載がない限り
、他の構成要素を除外するものではなく、他の構成要素をさらに含むことができることを
意味する。
【００１８】
　一側面においては、本発明は、Ｌ遺伝子のＯＲＦ（６２５５ｂｐ）で発現されたタンパ
ク質の１４４７番のアミノ酸がバリンまたは１９１３番のアミノ酸がリジンであり、Ｍ遺
伝子のＯＲＦ（３２２２ｂｐ）で発現されたタンパク質の８３番目のアミノ酸がチロシン
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、４０４番目のアミノ酸がスレオニンまたは９０４番目のアミノ酸がバリンである、重症
熱性血小板減少症ウイルス（ｓｅｖｅｒｅ　ｆｅｖｅｒ　ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎ
ｉａ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ　ｖｉｒｕｓ、ＳＦＴＳＶ）に関するものである。本発明の一実
施例において、前記ウイルスは、Ｂ－１（ＣＢ３）と命名した。
【００１９】
　一実施例において、前記重症熱性血小板減少症ウイルスは、遺伝子型Ｂ－１に属し、従
来の遺伝子型Ｂに分類されたウイルスであるＬ遺伝子のＯＲＦ（６２５５ｂｐ）で発現さ
れたタンパク質の１４４７番目のアミノ酸であるイソロイシンがバリンに置換され、１９
１３番目のアミノ酸であるアルギニンがリジンに置換され（配列番号１３）、Ｍ遺伝子の
９０４番目のアミノ酸であるイソロイシンがバリンに置換された（配列番号１４）ウイル
スであることができる。
【００２０】
　一実施例において、前記重症熱性血小板減少症ウイルスは、配列番号１の塩基配列を含
むＬ遺伝子、配列番号２の塩基配列を含むＭ遺伝子、及び配列番号３の塩基配列を含むＮ
Ｐ及び配列番号４の塩基配列を含むＮＳを含むＳ遺伝子を含むことができる。
【００２１】
　一実施例において、前記重症熱性血小板減少症ウイルスは、Ｌ遺伝子のＯＲＦ（６２５
５ｂｐ）で発現された配列番号１３のアミノ酸配列、Ｍ遺伝子のＯＲＦ（３２２２ｂｐ）
で発現された配列番号１４のアミノ酸配列、ＮＰ遺伝子のＯＲＦで発現された配列番号１
５のアミノ酸配列とＮＳ遺伝子のＯＲＦで発現された配列番号１６のアミノ酸配列を含む
ことができる。
【００２２】
　一側面においては、本発明は、Ｌ遺伝子のＯＲＦ（６２５５ｂｐ）で発現されたタンパ
ク質の１４４７番のアミノ酸がイソロイシンまたは１９１３番のアミノ酸がアルギニンで
あり、Ｍ遺伝子のＯＲＦ（３２２２ｂｐ）で発現されたタンパク質の８３番目のアミノ酸
がフェニルアラニン、４０４番目のアミノ酸がスレオニンまたは９０４番目のアミノ酸が
イソロイシンである、重症熱性血小板減少症ウイルスに関するものである。本発明の一実
施例において、前記ウイルスは、Ｂ－２（ＣＢ４）と命名した。
【００２３】
　一実施例において、前記重症熱性血小板減少症ウイルスは、遺伝子型Ｂ－２に属し、従
来の遺伝子型Ｂに分類されたウイルスのＭ遺伝子の８３番目のアミノ酸であるチロシンが
フェニルアラニンに置換されたウイルスであることができる。
【００２４】
　一実施例において、前記重症熱性血小板減少症ウイルスは、配列番号５の塩基配列を含
むＬ遺伝子、配列番号６の塩基配列を含むＭ遺伝子、配列番号７の塩基配列を含むＮＰ、
及び配列番号８の塩基配列を含むＮＳを含むＳ遺伝子を含むことができる。
【００２５】
　一実施例において、前記重症熱性血小板減少症ウイルスは、Ｌ遺伝子のＯＲＦで発現さ
れた配列番号１７のアミノ酸配列、Ｍ遺伝子のＯＲＦで発現された配列番号１８のアミノ
酸配列、ＮＰ遺伝子のＯＲＦで発現された配列番号１９のアミノ酸配列およびＮＳ遺伝子
のＯＲＦで発現された配列番号２０のアミノ酸配列を含むことができる。
【００２６】
　一側面では、本発明は、Ｌ遺伝子のＯＲＦ（６２５５ｂｐ）で発現されたタンパク質の
１４４７番のアミノ酸がイソロイシンまたは１９１３番のアミノ酸がアルギニンであり、
Ｍ遺伝子のＯＲＦ（３２２２ｂｐ）で発現されたタンパク質の８３番目のアミノ酸がチロ
シン、４０４番目のアミノ酸がアラニンまたは９０４番目のアミノ酸がイソロイシンであ
る、重症熱性血小板減少症ウイルスに関するものである。本発明の一実施例において、前
記ウイルスは、Ｂ－３（ＣＢ１）と命名した。
【００２７】
　一実施例において、前記重症熱性血小板減少症ウイルスは、遺伝子型Ｂ－３に属し、従
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来の遺伝子型Ｂに分類されたウイルスのＭ遺伝子の４０４番目のアミノ酸であるスレオニ
ンがアラニンに置換されたウイルスであることができる。
【００２８】
　一実施例において、前記重症熱性血小板減少症ウイルスは、配列番号９の塩基配列を含
むＬ遺伝子、配列番号１０の塩基配列を含むＭ遺伝子、及び配列番号１１の塩基配列を含
むＮＰ及び配列番号１２の塩基配列を含むＮＳを含むＳ遺伝子を含むことができる。
【００２９】
　一実施例において、前記重症熱性血小板減少症ウイルスは、Ｌ遺伝子のＯＲＦで発現さ
れた配列番号２１のアミノ酸配列、Ｍ遺伝子のＯＲＦで発現された配列番号２２のアミノ
酸配列、ＮＰ遺伝子のＯＲＦで発現された配列番号２３のアミノ酸配列およびＮＳ遺伝子
のＯＲＦで発現された配列番号２４のアミノ酸配列を含むことができる。
【００３０】
　本発明の一実施例において、分離した重症熱性血小板減少症ウイルスの遺伝子解析の結
果、これらの遺伝子配列が既知の重症熱性血小板減少症ウイルスの遺伝子と異なり、これ
を系統学的に分類した結果、それぞれの遺伝子が既知のうちの一Ｂ遺伝子型グループでは
ない少なくとも３つに細分化され、分離される遺伝子型であることを明らかにした。
【００３１】
　本発明で使用される用語「置換」は、それぞれ他のアミノ酸またはヌクレオチドによっ
て一つ以上のアミノ酸またはヌクレオチドの交替を意味する。
【００３２】
　本発明の重症熱性血小板減少症ウイルスは、マイナス一本鎖ＲＮＡウイルスであって、
Ｂｕｎｙａｖｉｒｉｄａｅとｐｈｌｅｂｏｖｉｒｕｓ属に属する。直径８０～１００ｎｍ
の球状のウイルスであって、フタトゲチマダニを媒介とし、誘電体は、ｌａｒｇｅ（Ｌ）
。Ｍｅｄｉｕｍ（Ｍ）。ｓｍａｌｌ（Ｓ）セグメントからなり、ＲＮＡ　ｄｅｐｅｎｄｅ
ｎｔ　ＲＮＡ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（ＲｄＲｐ）、ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｅ
ｃｕｒｓｏｒ（Ｍ）、ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ　Ｎ（Ｇｎ）、ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉ
ｎ　Ｃ（Ｇｃ）、ｎｕｃｌｅｏｃａｐｓｉｄ ｐｒｏｔｅｉｎ（ＮＰ）およびｎｏｎ－ｓ
ｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ｐｒｏｔｅｉｎ（ＮＳｓ）の６つのタンパク質をコードする。マイ
ナスまたはアンチセンス鎖（ウイルスタンパク質をコードするセンス鎖またはプラス鎖の
アンチセンス）は、タンパク質または遺伝子がアンチセンスとしてコードされ、遺伝子の
タンパク質への発現のためにセンス鎖またはプラス鎖ＲＮＡの生成後、これから翻訳を実
行し、タンパク質が生成される。
【００３３】
　一側面では、本発明は、重症熱性血小板減少症ウイルスまたはその抗原を有効成分とし
て含む、重症熱性血小板減少症の予防または治療用免疫原性組成物に関するものである。
【００３４】
　一実施例において、本発明の免疫原性組成物は、不活化した重症熱性血小板減少症ウイ
ルスと薬剤学的に許容可能な担体（ｃａｒｒｉｅｒ）またはアジュバント（ａｄｊｕｖａ
ｎｔ）を含むことができる。
【００３５】
　一実施例において、前記免疫原性組成物は、ワクチン組成物であることができ、この形
態は生クワクチン、不活化ワクチン、弱毒化された重症熱性血小板減少症ウイルスの遺伝
子を用いて生産したサブユニットワクチン、ベクトルワクチン、キメラワクチン、ＤＮＡ
およびＲＮＡワクチンからなる群から選択されることができる。
【００３６】
　一実施例において、前記免疫原性組成物は、配列番号１の塩基配列を含むＬ遺伝子、配
列番号２の塩基配列を含むＭ遺伝子および配列番号３の塩基配列を含むＳ遺伝子を含む重
症熱性血小板減少症ウイルスと、配列番号４の塩基配列を含むＬ遺伝子、配列番号５の塩
基配列を含むＭ遺伝子および配列番号６の塩基配列を含むＳ遺伝子を含む重症熱性血小板
減少症ウイルスと、配列番号７の塩基配列を含むＬ遺伝子、配列番号８の塩基配列を含む
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Ｍ遺伝子および配列番号９の塩基配列を含むＳ遺伝子を含む重症熱性血小板減少症ウイル
ス又はこれらの抗原を有効成分として含むことができる。
【００３７】
　本発明の免疫原性組成物（すなわち、ワクチン）を製造するために、本発明によるウイ
ルスまたはこれの抗原は、生理学的に許容可能な形に変換される。これはインフルエンザ
のワクチン接種に使用されたワクチン製造の経験を基にして実施することができる（Ｓｔ
ｉｃｋｌ、Ｈ．等により開示された。［１９７４］Ｄｔｓｃｈ．ｍｅｄ．Ｗｓｃｈｒ．９
９、２３８６－２３９２）。ワクチン接種の製造のために、例えば、ウイルス粒子はアン
プル内、好ましくはガラスアンプルで１％のヒトアルブミンおよび２％ペプトン存在下１
００ｍｌのリン酸－緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）で凍結乾燥される。別の方法では、ワクチ
ン接種は、製剤においてウイルスの順次凍結－乾燥によって生成されることができる。こ
の製剤は、マンニトール、デキストラン、糖、グリシン、ラクトースまたはポリビニルピ
ロリドンのような追加の添加剤または酸化防止剤または不活性ガス、安定剤または生体内
投与に適した組換えタンパク質（例えば、ヒト血清アルブミン）などの他の補助剤を含有
することができる。それから、ガラスアンプルを密封し、４℃および室温間で数ヶ月間保
存することができる。しかし、他の要求事項がない限り、前記アンプルは、好ましくは－
２０℃未満で保存することができる。
【００３８】
　予防接種または治療のために、凍結乾燥物は、０．１～０．５ｍｌの水溶液、好ましく
は生理食塩水またはトリス緩衝液に溶解され、全身または局所的に、すなわち非経口、皮
下、筋肉内または当業者に公知された任意の他の投与経路によって投与することができる
。投与形態、服用量および投与回数は、公知の方法で当業者によって最適化されることが
できる。しかし、最も一般的には、患者は、最初のワクチン接種から約１ヶ月～６週間後
に二回目のワクチン接種を受ける。
【００３９】
　本発明において、用語「予防」とは、本発明による免疫原性組成物の投与により重症熱
性血小板減少症の発生、拡散、および再発を抑制または遅延させる全ての行為を意味する
。
【００４０】
　本発明で使用される用語「治療」とは、本発明による免疫原性組成物の投与により、重
症熱性血小板減少症およびそれによる合併症の症状を好転させたり、有利に変更するすべ
ての行為を意味する。本発明が属する技術分野における通常の知識を有する者であれば、
大韓医学協会などで提示された資料を参照して、本願の組成物が効果がある疾患の正確な
基準を知り、改善、向上、および治療の程度を判断することができるであろう。
【００４１】
　本発明において有効成分と結合して使用された「治療学的に有効な量」という用語は、
移植拒絶反応によって発生した疾患を予防または治療に有効な量を意味し、本発明の組成
物の治療的に有効な量は、いろんな要素、例えば、投与方法、目的部位、患者の状態など
により変わりうる。したがって、人体に使用する際の投与量は、安全性と効率性を共に考
慮し、適正量に決定されるべきである。動物実験を通じて決定された有効量からヒトに使
用される量を推定することも可能である。有効な量を決定する際に考慮すべきこれらの事
項は、例えば、Ｈａｒｄｍａｎ　ａｎｄ　Ｌｉｍｂｉｒｄ、ｅｄｓ．、Ｇｏｏｄｍａｎ　
ａｎｄ　Ｇｉｌｍａｎ’ｓ　Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｂａｓｉｓ　ｏ
ｆ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ、１０ｔｈ ｅｄ．（２００１）、Ｐｅｒｇａｍｏｎ　Ｐ
ｒｅｓｓと、ＥＷ　Ｍａｒｔｉｎ　ｅｄ．、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅ
ｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、１８ｔｈ　ｅｄ．（１９９０）、Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌ
ｉｓｈｉｎｇＣｏに記述されている。
【００４２】
　本発明の薬学的組成物は、薬学的に有効な量で投与する。本発明で使用される用語、「
薬学的に有効な量」は、医学的治療に適用可能な合理的な恩恵／リスク比で疾患を治療す
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るのに十分であり、副作用を起こさない程度の量を意味し、有効容量水準は、患者の健康
状態、移植の種類、重症度、薬物の活性、薬物に対する感度、投与方法、投与時間、投与
経路、および排出比率、治療期間、配合または同時使用される薬剤を含む要素、並びにそ
の他の医学分野でよく知られている要素に基づいて決定することができる。本発明の組成
物は、個別治療剤として投与したり、他の治療薬と併用して投与されることができ、従来
の治療剤と順次または同時に投与することができ、単一または複数投与が可能である。前
記した要素を全部考慮し、副作用なく最小限の量で最大の効果が得られる量を投与するこ
とが大事であり、これは当業者によって容易に決定されることができる。
【００４３】
　本発明の薬学的組成物は、生物学的製剤に通常使用される担体、希釈剤、賦形剤、また
は二つ以上のこれらの組み合わせを含むことができる。本発明で使用される用語「薬学的
に許容可能な」とは、前記組成物に曝される細胞やヒトに毒性がない特性を示すことを意
味する。前記担体は、組成物を生体内送達に適したものであれば特に制限されず、例えば
、Ｍｅｒｃｋ　Ｉｎｄｅｘ、１３ｔｈ　ｅｄ．、Ｍｅｒｃｋ＆Ｃｏ．Ｉｎｃ．に記載され
た化合物、食塩水、滅菌水、リンゲル液、緩衝食塩水、デキストロース溶液、マルトデキ
ストリン溶液、グリセロール、エタノール、およびこれらの成分のうち１成分以上を混合
して用いることができ、必要に応じて抗酸化剤、緩衝液、静菌剤など他の通常の添加剤を
添加することができる。また、希釈剤、分散剤、界面活性剤、結合剤、および潤滑油を付
加的に添加して水溶液、懸濁液、乳濁液などのような注入用剤形、丸薬、カプセル、顆粒
または錠剤に製剤化することができる。さらに、当分野の適正な方法で、またはＲｅｍｉ
ｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ
　Ｓｃｉｅｎｃｅ（Ｍａｃｋ　ＰｕｂｌｉｓｈｉｎｇＣｏｍｐａｎｙ、Ｅａｓｔｏｎ　Ｐ
Ａ、１８ｔｈ、１９９０）に開示されている方法を用いて、各疾患または成分に応じて好
ましく製剤化することができる。
【００４４】
　一実施例において、前記薬学的組成物は、経口型剤形、外用剤、坐剤、滅菌注射溶液お
よび噴霧剤を含む群から選択される１つ以上の剤形であることができ、経口型または注射
剤形がより好ましい。
【００４５】
　本発明で使用される用語「投与」とは、任意の適切な方法で、個体または患者に所定の
物質を提供することを意味し、目的とする方法に応じて非経口投与（例えば、静脈内、皮
下、腹腔内または局所に注射剤形に適用）したり、経口投与することができ、投与量は、
患者の体重、年齢、性別、健康状態、食餌、投与時間、投与方法、排泄率および疾患の重
症度などによってその範囲が多様である。本発明の組成物の経口投与用の液状製剤として
は、懸濁剤、内用液剤、乳剤、シロップ剤などが該当するが、一般に使用される単純希釈
剤である水、流動パラフィン以外に様々な賦形剤、例えば、湿潤剤、甘味剤、芳香剤、保
存剤などが一緒に含まれることができる。非経口投与用製剤には、滅菌された水溶液、非
水性溶剤、懸濁剤、乳剤、凍結乾燥製剤、坐剤などが含まれる。本発明の薬学的組成物は
、活性物質が標的細胞に移動できる任意の装置によって投与することもできる。好ましい
投与方式および製剤は、静脈注射剤、皮下注射剤、皮内注射剤、筋肉注射剤、点滴注射剤
などである。注射剤は、生理食塩液、リンゲル液などの水性溶剤、植物油、高級脂肪酸エ
ステル（例えば、オレイン酸エチルなど）、アルコール類（例えば、エタノール、ベンジ
ルアルコール、プロピレングリコール、グリセリンなど）などの非水性溶剤などを用いて
製造することができ、変質防止のための安定化剤（例えば、アスコルビン酸、亜硫酸水素
ナトリウム、ピロ亜硫酸ナトリウム、ＢＨＡ、トコフェロール、ＥＤＴＡなど）、乳化剤
、ｐＨ調整のための緩衝剤、微生物発育を阻止するための保存剤（例えば、硝酸フェニル
水銀、チメロサル、塩化ベンザルコニウム、フェノール、クレソール、ベンジルアルコー
ルなど）などの薬学的担体を含むことができる。
【００４６】
　本発明で使用される用語、「個体」とは、前記の癌が発症したり、又は発症する可能性
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のあるヒトを含むサル、牛、馬、羊、豚、鶏、七面鳥、ウズラ、ネコ、イヌ、マウス、ラ
ット、ウサギ、またはモルモットを含むすべての動物を意味し、「検体」とは、これらよ
り分離した全血、血漿、血清、尿、または唾液であることができる。
【００４７】
　本発明の薬学的組成物は、薬剤学的に許容可能な添加剤をさらに含むことができ、この
時、薬剤学的に許容可能な添加剤としては、デンプン、ゼラチン化デンプン、微結晶セル
ロース、乳糖、ポビドン、コロイダルシリコンジオキサイド、リン酸水素カルシウム、ラ
クトース、マンニトール、飴、アラビアゴム、アルファデンプン、トウモロコシ澱粉、粉
末セルロース、ヒドロキシプロピルセルロース、オパドライ、でん粉グリコール酸ナトリ
ウム、カルナウバロウ、合成ケイ酸アルミニウム、ステアリン酸、ステアリン酸マグネシ
ウム、ステアリン酸アルミニウム、ステアリン酸カルシウム、白糖、デキストロース、ソ
ルビトール、およびタルクなどが使用されることができる。本発明による薬剤学的に許容
可能な添加剤は、前記組成物に対して０．１～９０重量部含まれることが好ましいが、こ
れに限定されるものではない。
【００４８】
　一側面においては、本発明は、本発明のウイルスまたはその抗原を有し、免疫化に反応
して生成された抗体に関するものである。
【００４９】
　前記抗体は、全（ｗｈｏｌｅ）抗体の形態であるばかりでなく、抗体分子の機能的な断
片を含む。全抗体は、２つの全体の長さの軽鎖（ｌｉｇｈｔ　ｃｈａｉｎ）および２つの
全体の長さの重鎖（ｈｅａｖｙ　ｃｈａｉｎ）を有する構造であり、それぞれの軽鎖は、
重鎖とジスルフィド結合（ｄｉｓｕｌｆｉｄｅ　ｂｏｎｄ）で連結されている。抗体分子
の機能的な断片とは、抗原結合機能を保有する断片を意味し、抗体断片の例は、（ｉ）軽
鎖の可変領域（ＶＬ）および重鎖の可変領域（ＶＨ）と軽鎖の定常領域（ＣＬ）および重
鎖の一番目の定常領域（ＣＨ１）からなるＦａｂ断片；（ｉｉ）ＶＨおよびＣＨ１ドメイ
ンからなるＦｄ断片；（ｉｉｉ）単一抗体のＶＬおよびＶＨドメインからなるＦｖ断片；
（ｉｖ）ＶＨドメインからなるｄＡｂ断片（Ｗａｒｄ　ＥＳ　ｅｔ　ａｌ．、Ｎａｔｕｒ
ｅ　３４１：５４４－５４６（１９８９）］；（ｖ）分離されたＣＤＲ領域；（ｖｉ）２
つの連結されたＦａｂ断片を含む２価の断片であるＦ（ａｂ’）２断片；（ｖｉｉ）ＶＨ
ドメインおよびＶＬドメインが抗原結合部位を形成するように結合させるペプチドリンカ
ーによって結合された単一鎖Ｆｖ分子（ｓｃＦｖ）；（ｖｉｉｉ）二重特異性単一鎖Ｆｖ
二量体（ＰＣＴ／ＵＳ９２／０９９６５）および（ｉｘ）遺伝子融合によって製作された
多価または多重特異性断片であるダイアボディ（ｄｉａｂｏｄｙ）ＷＯ９４／１３８０４
）などを含む。
【００５０】
　一側面においては、本発明は、重症熱性血小板減少症ウイルスまたはその抗原、または
これに対する抗体を含む重症熱性血小板減少症ウイルスの診断キットに関するものである
。
【００５１】
　一実施例において、前記キットは、本発明によるウイルスを含むウイルス試料および前
記抗原－抗体複合体の検出用試薬を含むことができる。前記抗原－抗体複合体検出用試薬
は、放射状免疫解析、ＥＬＩＳＡ（Ｅｎｚｙｍｅ　ｌｉｎｋｅｄ　ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂ
ｅｎｔ　ａｓｓａｙ）または免疫蛍光解析用試薬を含む。
【００５２】
　一実施例において、抗原－抗体複合体の検出は、抗原抗体結合により抗体および／また
は抗原を容易に検出することができるＯｕｃｈｔｅｒｌｏｎｙプレート、ウェスタンブロ
ット、Ｃｒｏｓｓｅｄ ＩＥ、Ｒｏｃｋｅｔ　ＩＥ、Ｆｕｓ ｅｄ　Ｒｏｃｋｅｔ　ＩＥ、
Ａｆｆｉｎｉｔｙ　ＩＥのような免疫電気泳動（Ｉｍｍｕｎｏ Ｅｌｅｃｔｒｏｐ ｈｏｒ
ｅｓｉｓ）で達成することができる。このような方法で用いられる試薬または物質は、公
知されたものであり、例えば、抗原－抗体反応、抗原に特異的に結合する基質、核酸また
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はペプチドアプタマー、複合体と相互作用する受容体またはリガンドまたは補助因子との
反応を通じて検出できたり、または質量解析計を利用することができる。前記本願の抗原
－抗体複合体と特異的に相互作用し、または結合する試薬または物質は、チップ方式また
はナノ粒子（ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ）と一緒に使用することができる。前記免疫解析
または免疫染色の方法は、Ｅｎｚｙｍｅ　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ、ＥＴ　Ｍａｇｇｉｏ
、ｅｄ．、ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ、Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ、Ｆｌｏｒｉｄａ、１９８０； 
Ｇａａｓｔｒａ、Ｗ．、Ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ　ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ　ａ
ｓｓａｙ（ＥＬＩＳＡ）、ｉｎ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌ
ｏｇｙ、Ｖｏｌ．１、Ｗａｌｋｅｒ、ＪＭ　ｅｄ．、Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ、ＮＪ、
１９８４等に記載されている。上述した免疫解析プロセスによる最終的なシグナルの強さ
を解析し、すなわち、正常試料とのシグナル対照を行うことにより、感染の有無を診断す
ることができる。
【００５３】
　一側面においては、本発明は、重症熱性血小板減少症ウイルスまたはその抗原、または
これに対する抗体を含む診断組成物に関するものである。
【００５４】
　診断組成物に使用される本発明の化合物は、検出可能に標識されるのが好ましい。生体
分子を標識させるのに使用可能な様々な方法が当業者に公知されており、本発明の範疇内
で考慮される。前記方法は、Ｔｉｊｓｓｅｎ、「Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ａｎｄ　ｔｈｅｏｒ
ｙ　ｏｆ　ｅｎｚｙｍｅ　ｉｍｍｕｎｏ　ａｓｓａｙｓ」、Ｂｕｒｄｅｎ、ＲＨａｎｄ　
ｖｏｎ　Ｋｎｉｐｐｅｎｂｕｒｇ（Ｅｄｓ）、Ｖｏｌｕｍｅ　１５（１９８５）、「Ｂａ
ｓｉｃ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｂｉｏｌｏｇｙ’； Ｄａｖｉｓ
　ＬＧ、Ｄｉｂｍｅｒ　ＭＤ；Ｂａｔｔｅｙ　Ｅｌｓｅｖｉｅｒ（１９９０）、Ｍａｙｅ
ｒ　ｅｔ　ａｌ．、（Ｅｄｓ）」Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ
　ｃｅｌｌ　ａｎｄ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｂｉｏｌｏｇｙ」Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅ
ｓｓ、Ｌｏｎｄｏｎ（１９８７）、ｏｒ　ｉｎ ｔｈｅ　ｓｅｒｉｅｓ」Ｍｅｔｈｏｄｓ
　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ」、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、Ｉｎｃ．に記述され
ている。
【００５５】
　通常の技術者に公知の標識方法と多くの他の標識がある。本発明で使用されうる標識種
類としては、例えば、酵素、放射性同位元素、コロイド金属、蛍光化合物、化学発光化合
物、および生物発光化合物がある。
【００５６】
　通常使用される標識は、蛍光物質（例えば、フルオレセイン、ローダミン、テキサスレ
ッドなど）、酵素（例えば、わさびペルオキシダーゼ、β－ガラクトシダーゼ、アルカリ
フォスファターゼ）、放射性同位元素（例えば、３２Ｐまたは１２５Ｉ）、ビオチン、ジ
ゴキシゲニン、コロイド金属、化学発光または生物発光化合物（例えば、ジオキシセタン
、ルミノールまたはアクリジニウム）を含む。酵素またはビオチニル基の共有結合法、ヨ
ウ化法、リン酸化法、ビオチン化法などのような標識方法が当分野でよく知られている。
【００５７】
　検出方法としては、オートラジオグラフィー、蛍光顕微鏡、直接および間接酵素反応な
どがあり、これらに限定されない。通常使用される検出解析法では、放射性同位元素また
は非－放射性同位元素の方法がある。これらは、その中でもウエスタンブロッティング、
オーバーレイ－解析法、ＲＩＡ（Ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏ　Ａｓｓａｙ）およびＩＲＭＡ
（Ｉｍｍｕｎｅ　Ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｍｅｔｒｉｃ Ａｓｓａｙ）、ＥＩＡ（Ｅｎｚ
ｙｍｅ　Ｉｍｍｕｎｏ　Ａｓｓａｙ）、ＥＬＩＳＡ（Ｅｎｚｙｍｅ　Ｌｉｎｋｅｄ　Ｉｍ
ｍｕｎｏ　Ｓｏｒｂｅｎｔ　Ａｓｓａｙ）、ＦＩＡ（Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｉｍｍｕ
ｎｏ　Ａｓｓａｙ）およびＣＬＩＡ（Ｃｈｅｍｉｏｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ　Ｉｍｍｕｎ
ｅ　Ａｓｓａｙ）がある。
【００５８】
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　一側面においては、本発明は、抗原／抗体複合体が形成されうる条件下で検体から分離
された試料を、本発明のウイルスまたはその抗原と接触させる段階と、抗原／抗体複合体
の形成を検出する段階とを含む、重症熱性血小板減少症ウイルス抗体を検出する方法に関
するものである。
【００５９】
　一側面においては、本発明は、本発明のウイルスまたはその抗原を免疫反応を誘導する
のに有効な量でヒトでない動物に投与する段階と、前記重症熱性血小板減少症ウイルスに
対する抗体を含有する抗血清または血漿を収集する段階を含む、ヒトでない動物から重症
熱性血小板減少症ウイルスに対する抗血清を生産する方法に関するものである。
【００６０】
　一側面においては、本発明は、検体から分離された試料を、本発明のウイルスまたはそ
の抗原と接触させて抗原－抗体複合体を形成させる段階と、前記複合体の形成を検出する
段階とを含む、重症熱性血小板減少症の診断に関する情報を提供する方法に関するもので
ある。
【発明の実施をするための最良の形態】
【００６１】
　下記の実施例を通じて本発明をより詳細に説明する。しかし、下記の実施例は、本発明
の内容を具体化するためのものに過ぎず、これにより本発明が限定されるものではない。
【００６２】
実施例１．ウイルスの分離
【００６３】
　大学病院の来院患者のうち、重症熱性血小板減少症の症状が疑われる患者の血液、動物
（ヤギおよび捨て犬）の血液および野生ダニ均質物を用いて、ｒｅａｌ　ｔｉｍｅ　ＰＣ
Ｒ、ＰＣＲおよびＥＬＩＳＡ解析で、ＳＦＴＳＶ（ｓｅｖｅｒｅ　ｆｅｖｅｒ　ｔｈｒｏ
ｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉａ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ　ｖｉｒｕｓ、重症熱性血小板減少症ウイ
ルス）の陽／陰性を確認した。具体的には、ウイルス感染の前日に、ＶｅｒｏＥ６細胞を
１２ウェルプレートに分注した後、細胞密度が６０％超になるように培養した後、細胞を
ＰＢＳで洗浄し、感染が疑われる患者の血清３００μｌ（血液全体を３０００ｒｐｍで２
０分間遠心分離して得られた血清）を１時間処理して、感染させた。感染後に血清を除去
し、ＰＢＳで細胞を洗浄した後、１％ＦＢＳ　ＤＭＥＭ培地に交換し、２週間培養した。
２週間後、ＲＴ－ＰＣＲ（ｒｅｖｅｒｓｅ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ後、ｒｅａｌ　
ｔｉｍｅ　ＰＣＲで確認）および免疫蛍光解析法（ｉｍｍｕｎｏ　ｆｌｕｏｒｅｓｅｎｃ
ｅ　ａｓｓａｙ）（実験室で生産したｍｏｕｓｅ　ＳＦＴＳＶ　ＮＰ抗体を１次抗体およ
びＦＩＴＣがｃｏｕｎｊｕｇａｔｉｏｎされた抗体を２次抗体として使用）でウイルス分
離の有無を確認し、ウイルスが分離されない場合には、最初に感染させた上澄み液を別の
ＶｅｒｏＥ６細胞に感染させる方法でウイルスを分離した。分離したウイルスは、ＣＢ３
／２０１６、ＣＢ７／２０１７およびＣＢ６／２０１６と命名した。
【００６４】
実施例２．分離されたウイルスの遺伝子解析
【００６５】
　Ｖｅｒｏ　Ｅ６細胞を用いて分離されたウイルスＣＢ３／２０１６、ＣＢ７／２０１７
およびＣＢ６／２０１６をそれぞれ逆転写（Ｒｅｖｅｒｓｅ－ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏ
ｎ）、ＰＣＲおよびＮＧＳ（Ｎｅｘｔ　ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）
して、それぞれのＬ、Ｍ、Ｓ（ＮＰ、ＮＳ）遺伝子の全長配列を確認した。具体的には、
それぞれのウイルスからＲＮＡを抽出し、逆転写（Ｒｅｖｅｒｓｅ－ｔｒａｎｓｃｒｉｐ
ｔｉｏｎ）ＰＣＲを使ってｃＤＮＡを作製した。以後、それぞれのＳＦＴＳウイルスのＬ
、Ｍ、Ｓ遺伝子に対してＰＣＲを行い、それぞれの全長遺伝子を獲得した。遺伝子配列解
析のためＮＧＳ方法を使って、各ウイルスのＬ、Ｍ、Ｓ遺伝子をｉｌｌｕｍｉｎａ　ｎｅ
ｘｔｅｒａ　ＸＴ　ｋｉｔを使用してｔａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎおよびｉｎｄｅｘ　ＰＣ
Ｒをｉｌｌｕｍｉｎａで提供するプロトコルに従って行った。それから、最終サンプルを
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ｉｌｌｉｍｉｎａ　ｍｉｎｉｓｅｑ機器を用いて、Ｆａｓｔａ　Ｑファイルを生成し、生
成されたファイルの遺伝子配列をＣＬＣ　ｍａｉｎ　ｗｏｒｋｂｅｎｃｈ　ｐｒｏｇｒａ
ｍを用いて、それぞれの全長遺伝子配列を解析した。確認された遺伝子配列を韓国、中国
、日本で分離された従来のウイルスの遺伝子と統合して、遺伝子解析した結果、本発明に
おいて分離したＳＦＴＳＶ等ＣＢ１、ＣＢ３およびＣＢ４は、現在、中国や韓国で分離さ
れたウイルス（ＹｕＸＪ　ｅｔ　ａｌ．、Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．２０１１）および
韓国で初めて分離された（Ｇａｎｇｗｏｎ／２０１２）ウイルスの遺伝子とは、遺伝的に
異なる新しい遺伝子型（ｇｅｎｏｔｙｐｅ）のＳＦＴＳＶであることを確認した。併せて
、ＭＥＧＡ　７．０プログラムを使って本発明のウイルスと韓国、中国、日本で分離され
るウイルスをＬ、Ｍ、Ｓ（ＮＰ、ＮＳ）遺伝子に対して系統学的遺伝子解析を進めた結果
、本発明のウイルスは、韓国国内の分離株が最も多く属するグループＢに近かったが、遺
伝子Ｌ、ＭおよびＳ（ＮＰとＮＳ）遺伝子から従来のウイルスと差異を示し、少なくとも
３つ以上のグループに細分化して区分されていることが確認できた（図１～４）。そこで
、本発明で分離した三つの遺伝子型ＳＦＴＳＶをＢ－１（ＣＢ３／２０１６）、Ｂ－２（
ＣＢ７／２０１７）およびＢ－３（ＣＢ６／２０１６）で遺伝子型を細分化して命名した
。
【００６６】
実施例３．ウイルス別Ｌ、ＭおよびＳ遺伝子アミノ酸配列の差異を確認
【００６７】
３－１．Ｌ遺伝子アミノ酸配列の差異
【００６８】
　本発明において分離した新たな細部遺伝子型Ｂ－１、Ｂ－２およびＢ－３のウイルスの
Ｌ、ＭおよびＳ遺伝子のＯＲＦ（ｏｐｅｎ　ｒｅａｄｉｎｇ　ｆｒａｍｅ）を基準にアミ
ノ酸配列を解析した結果、ＬおよびＭ遺伝子から差異を示した。具体的には、Ｂ遺伝子型
のうち、Ｌ遺伝子のＯＲＦ（６２５５ｂｐ）は、ＲｄＲｐを暗号化しており、本発明の遺
伝子型Ｂ－１ウイルスは、ＲｄＲｐの１４４７番のアミノ酸がバリンまたは１９１３番の
アミノ酸がリジンとして示され、遺伝子型Ｂ－２ウイルスおよびＢ－３ウイルスは、Ｒｄ
Ｒｐの１４４７番のアミノ酸がイソロイシンまたは１９１３番のアミノ酸がアルギニンと
して示された（図５Ａおよび表１）。
【００６９】
【表１】

【００７０】
３－２．Ｍ遺伝子アミノ酸配列の差異
【００７１】
　本発明において分離した新たな細部遺伝子型Ｂ－１、Ｂ－２およびＢ－３のウイルスの
Ｌ、ＭおよびＳ遺伝子のアミノ酸配列を分析した結果、ＬおよびＭ遺伝子の差異を示した
。具体的には、Ｂ遺伝子型のＭ遺伝子のＯＲＦ（３２２２ｂｐ）は、ＧｎおよびＧｃタン
パク質を暗号化しており、本発明の遺伝子型Ｂ－１ウイルスは、Ｍ遺伝子のＯＲＦの８３
番のアミノ酸がチロシン、４０４番のアミノ酸がスレオニンまたは９０４番のアミノ酸が
バリンとして示され、遺伝子型Ｂ－２ウイルスは、Ｍ遺伝子のＯＲＦの８３番のアミノ酸
がフェニルアラニン、４０４番のアミノ酸がスレオニンまたは９０４番のアミノ酸がイソ
ロイシンとして示され、遺伝子型Ｂ－３ウイルスは、Ｍ遺伝子のＯＲＦの８３番のアミノ
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酸がチロシン、４０４番のアミノ酸がアラニンまたは９０４番のアミノ酸がイソロイシン
として示された（図５Ｂおよび表１）。
【００７２】
実施例４．遺伝子型別の遺伝子の相同性の比較
【００７３】
　現在、韓国で分離されるＳＦＴＳＶを本発明の細部遺伝子型Ｂ－１、Ｂ－２およびＢ－
３を含む遺伝子解析を行い、各遺伝子型別Ｌ、ＭおよびＳ遺伝子の相同性を比較解析した
。その結果、同じ遺伝子型に属するウイルス間には約９６～１００％の遺伝子の相同性（
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｌｅｖｅｌ）を示すのに対し、互いに異なる遺伝子型のウイルス
間には９１～９７％と比較的低い遺伝子の相同性が示された（表２～５）。また、本発明
の遺伝子型Ｂ－３グループの場合には、同じグループ内での相同性が約９５～１００％程
度と比較的低い相同性を示し、Ｂ－３グループ内でも、他の遺伝子型グループを細分化す
ることができる可能性が確認された。
【００７４】

【表２】

【００７５】
【表３】

【００７６】
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【表４】

【００７７】
【表５】

【００７８】
実施例５．遺伝子型別交差免疫原性の解析及びワクチン効果の確認
【００７９】
５－１．遺伝子型別交差免疫原性の解析
　各ｇｅｎｏｔｙｐｅ別交差免疫原性を比較解析するために、ＦＲＮＴ５０（ｆｉｆｔｙ
　ｐｅｒｃｅｎｔ ｏｆ　Ｆｏｃｕ ｓ　ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ　ｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉ
ｏｎ　ｔｅｓｔ）を行った。具体的には、本発明において分離した新たな細部遺伝子型Ｂ
－１、Ｂ－２およびＢ－３のウイルスを大量に増殖させた後、それぞれホルマリン（０．
０５％）を添加して不活化した後、不活化の有無を３回のウイルス分離（ｉｓｏｌａｔｉ
ｏｎ）により確認した。不活化した前記ワクチン（ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ　ｗｈｏｌｅ
　ｖａｃｃｉｎｅ）を２０％のスクロース（ｓｕｃｒｏｓｅ）を活用し、超遠心分離によ
りタンパク質を生産した後、これをフェレットに免疫化した。２週間後、フェレットに追
加免疫を実施した後、（２番の免疫２週間隔）、血を採血して血清を分離した。分離した
血清を３０分間５６℃で不活性化させた後、１０分の１に希釈した後、２倍ずつ階段希釈
した。２００ＦＦＵ／ｍｌで希釈したウイルスを、階段希釈したウイルスと１：１で３７
℃で反応させた。６ウェルプレートに分注したＶｅｒｏＥ６細胞を洗浄した後、前記反応
させたウイルスで感染させ、１時間後に洗浄した後、１％ＦＢＳが含有された０．８％Ｄ
ＭＥＭアガロースゲルを細胞に注いだ。感染５日後、ホルマリンを活用して固定し、３時
間後、３回洗浄を行った後、１０％ｔｒｉｔｏｎ　ｘ－１００を５分ずつ室温で処理した
。その後、３回洗浄し、５％ＢＳＡでブロッキングを行った。生産したｐｏｌｙｃｌｏｎ
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洗浄し、２次抗体としてＨＲＰ　ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ抗体を１時間反応させ洗浄した後
、ＤＡＢで発色して、結果を確認した。ウイルスのみ感染させたウェルのｆｏｕｃｕｓ　
ｆｏｒｍｉｎｇより５０％減少した値までを有効と解釈した。
【００８０】
【表６】

【００８１】
　Ｂ－１、Ｂ－２およびＢ－３の交差免疫原性を確認した結果、前記表６の通り、各ウイ
ルスに対して最も高い力価が示された。したがって、同一ｇｅｎｏｔｙｐｅに属するウイ
ルス間には高い交差中和反応を見せたが、各々異なるｇｅｎｏｔｙｐｅ間のウイルスには
、比較的低い中和反応を示すことが分かった。
【００８２】
５－２．ワクチン効果の確認
【００８３】
　本発明において分離された新たな細部遺伝子型Ｂ－１、Ｂ－２およびＢ－３のウイルス
を大量に増殖させた後、それぞれホルマリン（０．０５％）を添加して不活化した後、不
活化するか否かを３回ウイルス分離（ｉｓｏｌａｔｉｏｎ）を通じて確認した。不活化し
た前記ワクチン（ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ　ｗｈｏ ｌｅ　ｖａｃｃｉｎｅ）を２週間隔
で２回、各ウイルスに対してフェレット５匹ずつに免疫化した後、各ウイルスに対して１
×１０7.6／ｍｌの攻撃接種をした。
【００８４】
　攻撃接種の結果、対照群の動物は、１０日以内にすべての攻撃ウイルスに感染した時に
は斃死したが、ワクチンを投与したグループの全フェレットは生存し、体温の増加、体重
減少を感染２－８日後、確認することができたが、それ以降は回復することを確認するこ
とができた（図６）。
【００８５】
　以上の結果を要約すると、ＳＦＴＳＶにはさまざまな遺伝子を持つ数々の遺伝子型ウイ
ルスが存在し、同じ遺伝子型に属するウイルス間には比較的高い遺伝子の相同性が高い交
差免疫反応を示すが、他の遺伝子型のウイルスとは比較的低い遺伝子の相同性および低い
交差免疫原性を示したので、様々な遺伝子型に対する交差免疫原性を示すためには、ある
特定遺伝子型のウイルスだけに制限された防御能を示すことを類推することができる。
【００８６】
　したがって、本発明の細部遺伝子型Ｂ－１、Ｂ－２およびＢ－３に属する新規なウイル
スＣＢ３／２０１６、ＣＢ７／２０１７およびＣＢ６／２０１６は、遺伝子型ＢのＳＦＴ
ＳＶに対する交差免疫原性に優れたワクチンとして有用に利用することができるものと考
えられる。
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