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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
ＮＤＶ（ニューカッスル病ウイルス）ＨＮ（血球凝集素－ノイラミニダーゼ）ポリペプチ
ド又は抗原と、薬学的に又は獣医学的に許容される担体、賦形剤、媒体又はアジュバント
とを含む組成物であって、前記ＮＤＶ　ＨＮポリペプチド又は抗原がシゾキトリウムにお
ける発現によって得られ、前記ＮＤＶ　ＨＮポリペプチド又は抗原が全長ポリペプチドで
あり、前記ＮＤＶ ＨＮポリペプチド又は抗原が、配列番号３、５、７、９、１５、１７
、１９又は２０に示される配列に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するか、又は
、配列番号１、２、４、６、８、１４、１６、１８、２２又は２３に示される配列に対し
て少なくとも９０％の配列同一性を有するポリヌクレオチドによってコードされる、組成
物。
【請求項２】
ＮＤＶ ＨＮポリペプチド又は抗原が、ＮＤＶ ＨＮ直鎖エピトープ領域を含む免疫原性断
片を含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
ＮＤＶ ＨＮポリペプチド又は抗原が、部分精製されている、請求項１又は２に記載の組
成物。
【請求項４】
ＮＤＶ ＨＮポリペプチド又は抗原が、精製されている、請求項１又は２に記載の組成物
。
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【請求項５】
薬学的に又は獣医学的に許容される担体、賦形剤、媒体又はアジュバントが、油中水型エ
マルジョン又は水中油型エマルジョンである、請求項１～４のいずれかに記載の組成物。
【請求項６】
請求項１～５のいずれかに記載の組成物を含む、ＮＤＶ（ニューカッスル病ウイルス）に
対して感受性である動物に接種するためのワクチン。
【請求項７】
動物が、鳥類、ウマ、イヌ、ネコ又はブタである、請求項６に記載のワクチン。
【請求項８】
請求項１～５のいずれかに記載の組成物を、少なくとも１回ＮＤＶ（ニューカッスル病ウ
イルス）に対して感受性である動物（但し、ヒトを除く）に投与することを含む、前記動
物（但し、ヒトを除く）にワクチン接種する方法。
【請求項９】
動物が、鳥類、ウマ、イヌ、ネコ又はブタである、請求項８に記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、２００９年１２月２８日に出願された米国仮出願番号第６１／２９０，２９
７号の利益を主張する。
【０００２】
　本発明は、ＮＤＶ抗原を含む医薬組成物、特に、ＮＤＶ　ＨＮ抗原を含む医薬組成物を
包含する。
【背景技術】
【０００３】
　ウイルスパラミクソウイルス科（Paramyxoviridae）は、公衆衛生並びに世界経済に対
して重大な影響をもたらすヒト（麻疹、ムンプス、パラＮＤＶ及び呼吸器合胞体ウイルス
）及び動物病原体（ニューカッスル病ウイルス及び牛疫ウイルス）の両方を含む（Lamb e
t al., 2007, Paramyxoviridae: The viruses and Their Replication, p. 1449-1496）
。このウイルス科のメンバーは、一分節マイナス一本鎖ＲＮＡゲノムを有することによっ
て定義される。パラミクソウイルス科は、２つの亜科、すなわち、パラミクソウイルス亜
科（Paramyxovirinae）及びニューモウイルス亜科（Pneumovirinae）からなる。最近の再
分類によって、パラミクソウイルス亜科は、５つの属、すなわち、モルビリウイルス（Mo
rbillivirus）、ヘニパウイルス（Henipavirus）、ルブラウイルス（Rubulavirus）、レ
スピロウイルス（Respirovirus）及びアブラウイルス（Avulavirus）を含み、一方で、ニ
ューモウイルス亜科は、ニューモウイルス（Pneumovirus）及びメタニューモウイルス（M
etapneumovirus）を含む（Mayo, 2002, Arch Virol 147:1655-63）。鳥類パラミクソウイ
ルス（ＡＰＭＶ）は、アブラウイルス属に分類され、血球凝集阻害（ＨＩ）試験を使用し
て定義されている９種の抗原的に別個の血清型を含む（Alexander, 1988, Newcastle dis
ease, p. x, 378 p）。９種の血清型のうち、ＡＰＭＶ－１サブタイプに属する分離株は
、商業用家禽において壊滅的な疾患を引き起こすことがあり、強毒性（velogenic）ニュ
ーカッスル病ウイルス（ＮＤＶ）として分類される。ＮＤＶの軽度な形態は、中等毒性（
mesogenic）及び弱毒性（lentogenic）分離株と呼ばれており、これでは、後者の形態は
、家禽ではほとんど無症候性である。ＮＤＶのゲノムＲＮＡは、６種のタンパク質：ＨＮ
（血球凝集素－ノイラミニダーゼ）、ＮＰ（ヌクレオカプシドタンパク質）、Ｐ（リン酸
化タンパク質）、Ｍ（マトリックスタンパク質）、Ｆ（融合タンパク質）及びＬ（ＲＮＡ
依存性ＲＮＡポリメラーゼ（polymerse））をコードする遺伝子を含有する。
【０００４】
　ウイルスベクターワクチンは、ワクチン開発において最も急速に成長している領域の１
つに相当する。主要な世界的伝染病、ＨＩＶ、結核及びマラリアのための臨床開発にある
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多数のワクチンがウイルスベクターである。現在使用されているウイルスベクターの不都
合な点は、母系性に由来する抗体又は過去の感染によって獲得した抗体の存在である。
【０００５】
　最近、植物及び藻類が、ワクチン、抗体及び生物製剤などの治療薬の製造のための供給
源として調査された。これらの植物及び藻類発現系は、いくつかの利点を提供する。例え
ば、植物又は藻類発現生成物からワクチンを導くことによって、動物病原体の混入のリス
クが排除され、熱安定性環境が提供され得、食用物質として投与される場合には注射関連
の危険が避けられる（Thanavala et al., Expert Rev. Vaccines 2006, 5, 249-260）。
さらに、植物又は藻類は、大規模で増殖させることができ、既存の栽培、収穫及び保存施
設を利用できる。さらに、植物（Giddings et al., Nature Biotech. 2000, 18, 1151-11
55）又は藻類から治療薬を導くのには、最小の製造及び加工コストしかかからない。ＮＤ
Ｖに対する食用ワクチンを開発するために、ＮＤＶのＦ及びＨＮタンパク質を、ジャガイ
モ植物において発現させた（Berinstein A., et al., 2005, Vaccine 23: 5583-6689）。
国際公開第２００４／０９８５３３号パンフレットには、タバコ植物におけるＮＤＶ　Ｈ
Ｎ抗原及び鳥類インフルエンザウイルスＨＡ抗原の発現が開示されている。米国特許出願
公開第２０１０／０１８９７３１号明細書には、ウキクサ植物における鳥類インフルエン
ザウイルスＨＡ抗原の発現が開示されている。
【０００６】
　植物又は藻類に由来するワクチン、抗体、タンパク質及び生物製剤の開発は、治療プロ
セスからは程遠く、このようなワクチン製造に付随することが多い多数の障害がある。植
物ワクチンを成功裏に製造することに対する制限として、生物製剤又は発現される抗原の
低い収率（Chargelegue et al., Trends in Plant Science 2001, 6,  495-496）、タン
パク質不安定性、製品品質に一貫性がないこと（Schillberg et al., Vaccine 2005, 23,
 1764-1769）及び期待された大きさ及び免疫原性のウイルス様生成物を製造する能力が不
十分であること（Arntzen et al., Vaccine 2005, 23, 1753-1756）が挙げられる。これ
らの問題に対処するために、コドン最適化、植物又は藻類生成物を収穫及び精製するため
の注意深いアプローチ、材料の摂取を増大するための葉緑体などの植物部分の使用及び細
胞内ターゲッティングの改善は、可能性ある戦略としてすべて考慮される（Koprowski, V
accine 2005, 23, 1757-1763）。
【０００７】
　公衆衛生及び経済に対するＮＤＶなどの動物病原体の潜在的な影響を考慮すると、感染
を予防する方法及び動物を保護する方法が必要である。さらに、病原体に対する有効なワ
クチン及びワクチンを製造するための適した方法も必要である。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】国際公開第２００４／０９８５３３号パンフレット
【特許文献２】米国特許出願公開第２０１０／０１８９７３１号明細書
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Lamb et al., 2007, Paramyxoviridae: The viruses and Their Replic
ation, p. 1449-1496
【非特許文献２】Mayo, 2002, Arch Virol 147:1655-63
【非特許文献３】Alexander, 1988, Newcastle disease, p. x, 378 p
【非特許文献４】Thanavala et al., Expert Rev. Vaccines 2006, 5, 249-260
【非特許文献５】Giddings et al., Nature Biotech. 2000, 18, 1151-1155
【非特許文献６】Berinstein A., et al., 2005, Vaccine 23: 5583-6689
【非特許文献７】Chargelegue et al., Trends in Plant Science 2001, 6,  495-496
【非特許文献８】Schillberg et al., Vaccine 2005, 23, 1764-1769
【非特許文献９】Arntzen et al., Vaccine 2005, 23, 1753-1756
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【非特許文献１０】Koprowski, Vaccine 2005, 23, 1757-1763
【発明の概要】
【００１０】
　ＮＤＶ（ニューカッスル病ウイルス）抗原及びその断片及びバリアントを含む組成物を
提供する。ＮＤＶ抗原並びにその断片及びバリアントは、免疫原性及び保護特性を有する
。好ましくは、ＮＤＶ抗原は、ＮＤＶ　ＨＮ（血球凝集素－ノイラミニダーゼ）抗原又は
その断片若しくはバリアントを含む。ＮＤＶ抗原は、植物又は藻類において製造され得る
。
【００１１】
　ＮＤＶ抗原並びにその断片及びバリアントは、ワクチン及び／又は医薬組成物に製剤し
てもよい。このようなワクチン又は組成物を使用して、動物にワクチン接種してもよく、
ＮＤＶの少なくとも１つの形態に対する保護を提供してもよい。
【００１２】
　本発明の方法は、植物又は藻類においてＮＤＶ抗原並びにその断片及びバリアントを製
造する方法を含む。本方法はまた、保護的免疫原性応答を誘発するために、動物に、有効
量のＮＤＶ抗原性ポリペプチド（単数及び複数）並びにその断片及びバリアントを投与す
ることを含む使用方法を含む。植物又は藻類において製造した後、ＮＤＶ抗原性ポリペプ
チド並びにその断片及びバリアントを、ワクチン又は組成物として使用するために部分的
に又は実質的に精製してもよい。
【００１３】
　少なくとも１種のＮＤＶ抗原性ポリペプチド又はその断片若しくはバリアントと、使用
のための説明書とを含むキットも提供する。
【００１４】
　例として与えられる以下の詳細な説明は、本発明を、記載される特定の実施形態だけに
制限しようとするものではなく、添付の図面と併せて最良に理解され得る。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】ポリヌクレオチド及びタンパク質配列に割り当てられた配列番号を示す表を提供
する図である。
【図２】ＮＤＶ　ＨＮ遺伝子のＤＮＡ及びタンパク質配列並びにグリコシル化部位を提供
する図である。
【図３】９６ウェルプレート形式のＨＡ分析を示す図である。
【図４】発現されたＮＤＶ　ＨＮ遺伝子のＳＤＳ－ＰＡＧＥ及びウエスタンブロット解析
を示す図である。
【図５】グリコシル化分析及びグリコシル化部位分析のためのクマシー染色、過ヨウ素酸
染色、イムノブロットの画像を示す図である。
【図６ａ－６ｂ】種々の株及び成熟タンパク質配列（シグナルペプチドを含まない）から
得たＮＤＶ　ＨＮのタンパク質配列アラインメントを提供する図である。
【図７ａ】種々のＮＤＶ株から得たＤＮＡの配列アラインメントを提供する図である。
【図７ｂ】ＮＤＶ　ＨＮの野生型ＤＮＡコーディングとコドン最適化（微細藻類が好む）
ＤＮＡコーディングとの間、及びＮＤＶ　ＨＮの野生型ＤＮＡコーディングとコドン最適
化（ウキクサが好む）ＤＮＡコーディングとの間のＤＮＡ配列アラインメントを示す図で
ある。
【図７ｃ】ウキクサ植物形質転換のためのプラスミドマップを表す図である。
【図８】ＨＮ直鎖エピトープ領域を示すためのＮＤＶ　ＨＮタンパク質の配列アラインメ
ントを提供する図である。
【図９】種々の株のＮＤＶ　ＨＮ中のグリコシル化部位の位置及び存在を示す表を提供す
る図である。
【図１０】ＮＤＶ　ＨＮ　ＣＡ／０２タンパク質（配列番号３）のグリコシル化部位及び
ＨＮ直鎖エピトープ領域の図式的特徴マップを提供する図である。
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【図１１】藻類において発現されたＮＤＶ　ＨＮ（配列番号３）のペプチド配列分析を提
供する図である。
【図１２】ＨＩ力価試験結果及び死亡率試験結果を提供する図である。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　動物において免疫原性応答を誘発する、ＮＤＶ（ニューカッスル病ウイルス）抗原並び
にその断片及びバリアントを含む組成物を提供する。ＮＤＶ抗原又はその断片若しくはバ
リアントは、藻類において製造してもよい。ＮＤＶ抗原又は断片又はバリアントは、ワク
チン又は医薬組成物に製剤し、動物において保護的反応を誘発又は刺激するために使用し
てもよい。一実施形態では、ＮＤＶ抗原は、ＮＤＶ血球凝集素（hemaglutinin）－ノイラ
ミニダーゼ（ＨＮ）ポリペプチド又はその活性断片又はバリアントである。
【００１７】
　本発明の抗原性ポリペプチドは、全長ポリペプチド又はその活性断片又はバリアントで
あり得るということが認識されている。「活性断片」又は「活性バリアント」とは、断片
又はバリアントがポリペプチドの抗原性を保持することを意図する。したがって、本発明
は、動物において免疫原性応答を誘発する、いかなるＮＤＶポリペプチド、抗原、エピト
ープ又は免疫原も包含する。ＮＤＶポリペプチド、抗原、エピトープ又は免疫原は、動物
において応答を誘発、誘導又は刺激するいかなるＮＤＶポリペプチド、抗原、エピトープ
又は免疫原でもあり得る。
【００１８】
　所望の特定の抗原性ポリペプチドとして、血球凝集素－ノイラミニダーゼ（ＨＮ）があ
る。糖タンパク質、血球凝集素－ノイラミニダーゼ（ＨＮ）は、アミノ末端領域に位置す
る膜貫通領域を有し、これによって、II型内在性膜タンパク質となり、これは、ウイルス
のシアル酸受容体を介する細胞との結合に関与している。ＨＮタンパク質は、エンベロー
プから突出しており、これによって、ウイルスが、血球凝集素及びノイラミニダーゼ活性
の両方を含有することが可能となる（Yusoff K, Tan WS, 2001, Avian Pathol 30:439-45
5）。
【００１９】
　しかし、種々の抗原があり、そのいずれも本発明の実施において使用してよい。さらに
、これらの抗原のいずれかの前駆体を使用してもよいということが認識されている。
【００２０】
　本発明の抗原性ポリペプチドは、ＮＤＶに対して保護できる。すなわち、それらは、動
物において免疫反応を刺激することができる。「抗原」又は「免疫原」とは、宿主動物に
おいて特異的免疫反応を誘導する物質を意味する。抗原は、全生物、死滅した、弱毒化さ
れた、又は生存しているもの；生物の一部；免疫原性を有するインサートを含有する組換
えベクター；宿主動物に提示すると、免疫反応を誘導できるＤＮＡの小片又は断片；ポリ
ペプチド、エピトープ、ハプテン又はそれらのいかなる組合せも含み得る。或いは、免疫
原又は抗原は、毒素又は抗毒素を含み得る。
【００２１】
　用語「タンパク質」、「ペプチド」、「ポリペプチド」及び「ポリペプチド断片」は、
いかなる長さのアミノ酸残基のポリマーも指すよう本明細書において同義的に使用される
。ポリマーは、直鎖であっても、分岐であってもよく、修飾されたアミノ酸又はアミノ酸
アナログを含んでもよく、アミノ酸以外の化学部分によって中断されていてもよい。この
用語はまた、天然に、又は介入によって、例えば、ジスルフィド結合形成、グリコシル化
、脂質化、アセチル化、リン酸化又はその他の操作若しくは改変、例えば、標識成分若し
くは生物活性成分とのコンジュゲーションによって改変されているアミノ酸ポリマーも包
含する。
【００２２】
　本明細書において、用語「免疫原性又は抗原性ポリペプチド」は、宿主にひと度投与さ
れると、タンパク質に対する体液性及び／又は細胞性型の免疫反応を惹起できるという意
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味で免疫学的に活性であるポリペプチドを含む。タンパク質断片は、全タンパク質と実質
的に同一の免疫学的活性を有するようなものであることが好ましい。したがって、本発明
のタンパク質断片は、少なくとも１種のエピトープ又は抗原決定基を含むか、又は本質的
にそれからなる或いはそれからなる。本明細書において、「免疫原性」タンパク質又はポ
リペプチドとは、タンパク質の全長配列、そのアナログ又はその免疫原性断片を含む。「
免疫原性断片」とは、１種又は２種以上のエピトープを含み、したがって、上記の免疫学
的反応を誘発するタンパク質の断片を意味する。このような断片は、当技術分野で周知の
任意の数のエピトープマッピング技術を使用して同定できる。例えば、Epitope Mapping 
Protocols in Methods in Molecular Biology, Vol. 66 （Glenn E. Morris, Ed, 1996）
を参照のこと。例えば、直鎖エピトープは、例えば、固相支持体上で多数のペプチド、タ
ンパク質分子の一部に対応するペプチドを同時に合成することと、ペプチドが依然として
支持体と結合されていながら、ペプチドを抗体と反応させることとによって決定してもよ
い。このような技術は、当技術分野で公知であり、例えば、米国特許第４，７０８，８７
１号明細書に記載されている。同様に、立体構造エピトープは、例えば、Ｘ線結晶学及び
２次元核磁気共鳴などによってアミノ酸の空間立体構造を決定することによって容易に同
定される。例えば、Epitope Mapping Protocols、前掲を参照のこと。
【００２３】
　本明細書に論じられるように、本発明は、抗原性ポリペプチドの活性断片及びバリアン
トを包含する。したがって、用語「免疫原性又は抗原性ポリペプチド」は、ポリペプチド
が本明細書に定義される免疫学的反応を生じるよう機能する限り、配列への欠失、付加及
び置換をさらに考慮する。用語「保存的変異」とは、コードされるアミノ酸残基が変化し
ないような、又は別の生物学的に同様の残基であるような、別の生物学的に同様の残基に
よるアミノ酸残基の置換又は核酸配列中のヌクレオチドの置換を表す。この関連で、特に
好ましい置換は、一般に、性質が保存的、すなわち、アミノ酸のファミリー内で起こる置
換となる。例えば、アミノ酸は、一般に、４つのファミリー：（１）酸性－アスパラギン
酸及びグルタミン酸；（２）塩基性－リシン、アルギニン、ヒスチジン；（３）非極性－
アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラニン、メチオニン
、トリプトファン；及び（４）非荷電極性－グリシン、アスパラギン、グルタミン、シス
テイン、セリン、トレオニン、チロシンに分けられる。フェニルアラニン、トリプトファ
ン及びチロシンは、芳香族アミノ酸として分類されることもある。保存的変異の例として
、イソロイシン、バリン、ロイシン又はメチオニンなどのある疎水性残基の、別の疎水性
残基との置換又はある極性残基の、別の極性残基との置換、例えば、アルギニンのリシン
との置換、グルタミン酸のアスパラギン酸との置換若しくはグルタミンのアスパラギンと
の置換など；又は生物活性に対して大きな効果を有さない、アミノ酸の、構造的に関連す
るアミノ酸との同様の保存的置換が挙げられる。したがって、参照分子と実質的に同様の
アミノ酸配列を有するが、タンパク質の免疫原性に実質的に影響を及ぼさないわずかなア
ミノ酸置換を有するタンパク質は、参照ポリペプチドの定義内にある。これらの改変によ
って生じるポリペプチドのすべては、本明細書に含まれる。用語「保存的変異」はまた、
置換ポリペプチドに対して産生された抗体がまた、非置換ポリペプチドと免疫反応すると
いう条件で、非置換親アミノ酸の代わりに置換アミノ酸を使用することを含む。
【００２４】
　用語「エピトープ」とは、特異的Ｂ細胞及び／又はＴ細胞が反応する、抗原又はハプテ
ン上の部位を指す。この用語はまた、「抗原決定基」又は「抗原決定基部位」と同義的に
使用される。同一のエピトープを認識する抗体は、ある抗体の、標的抗原との別の抗体の
結合を遮断する能力を示す、簡単なイムノアッセイにおいて同定することができる。
【００２５】
　組成物又はワクチンに対する「免疫学的反応」は、宿主における、所望の組成物又はワ
クチンに対する細胞性及び／又は抗体媒介性免疫反応の発生である。普通、「免疫学的反
応」は、それだけには限らないが、以下の効果のうち１又は２以上を含む：所望の組成物
又はワクチンに含まれる抗原又は複数の抗原に対して特異的に向けられる、抗体、Ｂ細胞
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、ヘルパーＴ細胞及び／又は細胞傷害性Ｔ細胞の産生。宿主が、治療的又は保護的免疫学
的反応のいずれかを示し、その結果、新規感染に対する耐性が増強される、及び／又は疾
患の臨床重篤度が低減されることが好ましい。このような保護は、感染宿主によって普通
は示される症状の低減若しくは欠如、感染宿主におけるより速い回復時間及び／又はより
低いウイルス力価のいずれかによって実証される。
【００２６】
　「動物」とは、哺乳類、鳥類などを意図する。本明細書において、動物又は宿主は、哺
乳類及びヒトを含む。動物は、ウマ科の動物（例えば、ウマ）、イヌ科の動物（例えば、
イヌ、オオカミ、キツネ、コヨーテ、ジャッカル）、ネコ科の動物（例えば、ライオン、
トラ、家ネコ、野ネコ、その他の大型のネコ科の動物並びにチーター及びオオヤマネコを
含めたその他のネコ科の動物）、ヒツジのような動物（例えば、ヒツジ）、ウシ亜科の動
物（例えば、ウシ）、ブタのような動物（例えば、ブタ）、鳥類（例えば、ニワトリ、ア
ヒル、ガチョウ、シチメンチョウ、ウズラ、キジ、オウム、フィンチ、タカ、カラス、ダ
チョウ、エミュー及びヒクイドリ）、霊長類（例えば、原猿、メガネザル、サル、テナガ
ザル、類人猿）及び魚類からなる群から選択され得る。用語「動物」はまた、胚性及び胎
児段階を含め、すべての発生段階の個々の動物を含む。
【００２７】
　本明細書において、用語「植物」とは、双子葉類（dicotyledonous）（双子葉植物（di
cot））植物及び単子葉類（monocotyledonous）（単子葉植物（monocot））植物の両方を
含む。双子葉植物の植物として、それだけには限らないが、エンドウマメ、アルファルフ
ァ及びダイズなどのマメ科植物、ニンジン、セロリ、トマト、ジャガイモ、タバコ、コシ
ョウ、ナタネ、ビート、キャベツ、カリフラワー、ブロッコリー、レタス、ピーナッツな
どが挙げられる。単子葉植物の植物として、それだけには限らないが、コムギ、オオムギ
、ソルガム及びキビなどの穀草類、ライムギ、ライコムギ、トウモロコシ、コメ又はオー
ツムギ、サトウキビ、ウキクサ、イネ科植物などが挙げられる。用語「植物」はまた、そ
れだけには限らないが、シダ、トクサ、ヒカゲノカズラ、蘚類、苔類、ツノゴケ類、藻類
を始めとする隠花植物も含む。本明細書において、用語「藻類（algae）」及び「藻類（a
lga）」は、ポリペプチド又はその断片若しくはバリアントを産生できる藻類のいかなる
株も含む。藻類として、例えば、紅藻類、褐藻類及び緑藻類、配偶体などを挙げることが
できる。藻類は、微細藻類であり得る。微細藻類は、スラウストキトリアセアエ（Thraus
tochytriaceae）、例えば、シゾキトリウム、スラウストキトリウム（Thraustochytrium
）、ラビリンチュロイデス（Labyrinthuloides）及びジャポノキトリウム（Japonochytri
um）であり得る。
【００２８】
　特に断りのない限り、本明細書において使用されるすべての技術用語及び科学用語は、
本開示内容が属する技術分野の当業者によって一般に理解されるものと同一の意味を有す
る。単数の用語「１つの（a）」、「１つの（an）」及び「その（the）」は、文脈が明確
に他を示すのでない限り、複数の言及を含む。同様に、単語「又は」は、文脈が明確に他
を示すのでない限り、「及び」を含むものとする。
【００２９】
　本開示内容において、特に、特許請求の範囲及び／又は段落において、「含む（compri
ses）」、「含まれる（comprised）」、「含んでいる（comprishing）」などといった用
語は、米国特許法においてそれのものとされる意味を有することができ;例えば、それら
は、「含む（includes）」、「含まれる（included）」、「含んでいる（including）」
などを意味することができ、「本質的にからなっている（consisting essentially of）
」及び「本質的にからなる（consists essentially of）」などの用語は、米国特許法に
おいてそれらのものとされる意味を有し、例えば、それらは、明確に列挙されない要素を
考慮するが、先行技術中に見られる要素又は本発明の基本的特徴若しくは新規特徴に影響
を及ぼす要素は排除するということは留意されたい。
【００３０】
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組成物
　本発明は、有効量の組換えＮＤＶポリペプチド又は抗原と、薬学的に又は獣医学的に許
容される担体、賦形剤又は媒体とを含み得るＮＤＶワクチン又は組成物に関する。ＮＤＶ
ポリペプチド、抗原、エピトープ又は免疫原は、動物において反応を誘発、誘導又は刺激
する、いかなるＮＤＶポリペプチド、抗原、エピトープ又は免疫原でもあり得る。一実施
形態では、ＮＤＶポリペプチド、抗原、エピトープ又は免疫原は、血球凝集素－ノイラミ
ニダーゼ（neuramidase）（ＨＮ）、ＲＮＡポリメラーゼ、融合タンパク質（Ｆ）、マト
リックスタンパク質、リン酸化タンパク質及び核タンパク質である。別の実施形態では、
ＮＤＶ抗原は、血球凝集素－ノイラミニダーゼ（neuramidase）（ＨＮ）であり得る。
【００３１】
　本発明は、植物又は藻類タンパク質発現系において発現された組換えＮＤＶ　ＨＮ遺伝
子は、高度に免疫原性であり、相同及び異種ＮＤＶ株からの攻撃から動物を保護したとい
う出願人の驚くべき発見に、部分的に、基づいている。
【００３２】
　本発明は、有効量の組換えＮＤＶ　ＨＮポリペプチド又は抗原と、薬学的に又は獣医学
的に許容される担体、賦形剤又は媒体とを含み得るＮＤＶワクチン又は組成物に関する。
一実施形態では、組換えＮＤＶ　ＨＮ抗原は、藻類において発現される。さらに別の実施
形態では、藻類は、シゾキトリウムから選択される。一実施形態では、組換えＮＤＶ　Ｈ
Ｎ抗原は、例えば、米国特許第７，００１，７７２号明細書、米国特許出願公開第２００
８／００２２４２２号明細書、同２００６／０２７５９０４号明細書、同２００６／０２
８６６５０号明細書に記載されるシゾキトリウムタンパク質発現系において発現され得る
。
【００３３】
　一実施形態では、本明細書に開示される主題は、ウキクサ発現系によって産生される組
換えＮＤＶ　ＨＮポリペプチド又は抗原と、アオウキクサ属を始めとするウキクサに由来
する植物物質と、薬学的に又は獣医学的に許容される担体、賦形剤又は媒体とを含む組成
物を対象とする。別の実施形態では、本明細書に開示される主題は、ＮＤＶ　ＨＮポリペ
プチド又は抗原を含む、ウキクサ発現系によって産生された、場合によりグリコシル化さ
れていないタンパク質を対象とする。組換えＮＤＶ　ＨＮポリペプチド又は抗原は、Ｂｉ
ｏｌｅｘのＬＥＸシステムＳＭなどのコウキクサ（Lemna minor）タンパク質発現系にお
いて発現させてもよい。
【００３４】
　一実施形態では、薬学的に又は獣医学的に許容される担体、賦形剤又は媒体は、油中水
型エマルジョンであり得る。別の実施形態では、油中水型エマルジョンは、水／油／水（
Ｗ／Ｏ／Ｗ）型トリプルエマルジョンであり得る。さらに別の実施形態では、薬学的に又
は獣医学的に許容される担体、賦形剤又は媒体は、水中油型エマルジョンであり得る。
【００３５】
　一実施形態では、組成物又はワクチンは、組換えベクターと、薬学的に又は獣医学的に
許容される賦形剤、担体又は媒体を含む。組換えベクターは、ＮＤＶポリペプチド、抗原
、エピトープ又は免疫原をコードするポリヌクレオチドを含み得る植物又は藻類発現ベク
ターである。一実施形態では、ＮＤＶポリペプチド、抗原、エピトープ又は免疫原は、Ｎ
ＤＶ又は鳥類ＮＤＶ株に感染した鳥類に由来するものであり得る。
【００３６】
　一実施形態では、ＮＤＶポリペプチド又はその抗原又は断片又はバリアントは、ＮＤＶ
　ＨＮポリペプチド又はその断片若しくはバリアントを含む。本実施形態の一態様では、
ＨＮポリペプチド又はその断片若しくはバリアントは、ＮＤＶ　ＨＮ遺伝子によって製造
される組換えポリペプチドである。この実施形態の別の態様では、ＮＤＶ　ＨＮ遺伝子は
、配列番号１、２、４、６、８、１２、１４、１６、１８、２２又は２３に示される配列
に対して少なくとも７０％の同一性を有する。この実施形態の別の態様では、ＮＤＶ　Ｈ
Ｎポリペプチド又はその断片若しくはバリアントは、配列番号３、５、７、９、１０、１
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１、１３、１５、１７、１９、２０、２１又は２８に示される配列に対して少なくとも８
０％の同一性を有する。この実施形態の別の態様では、ＨＮポリペプチド又はその断片若
しくはバリアントは、ＨＮ直鎖エピトープ領域を含む。この実施形態の別の態様では、エ
ピトープ領域は、配列番号１０、１１又は２８に示される配列に対して少なくとも８０％
の同一性を有する。
【００３７】
　一実施形態では、ＮＤＶ抗原は、部分精製され、又は別の実施形態では、ＮＤＶ抗原は
、実質的に精製される。さらに別の実施形態では、ＮＤＶ抗原は、採取された微細藻類全
体中に存在する。さらに別の実施形態では、ＮＤＶ抗原は、低速上清中に存在する。
【００３８】
　合成抗原、例えば、ポリエピトープ、フランキングエピトープ及びその他の組換え由来
又は合成由来抗原もまた、定義内に含まれる。例えば、Bergmann et al., 1993; Bergman
n et al., 1996; Suhrbier, 1997; Gardner et al., 1998参照のこと。本発明の目的上、
免疫原性断片は、普通、少なくとも約３個のアミノ酸、少なくとも約５個のアミノ酸、少
なくとも約１０～１５個のアミノ酸又は約１５～２５個のアミノ酸又はそれ以上のアミノ
酸の分子を含む。断片の長さの決定的な上限はなく、タンパク質配列のほぼ全長又はさら
に、タンパク質の少なくとも１つのエピトープを含む融合タンパク質を含んでもよい。
【００３９】
　したがって、エピトープを発現するポリヌクレオチドの最小構造は、ＮＤＶポリペプチ
ドのエピトープ又は抗原決定基をコードするヌクレオチドを含む、又は本質的にからなる
、又はからなるものである。ＮＤＶポリペプチドの断片をコードするポリヌクレオチドは
、最小１５のヌクレオチド、約３０～４５のヌクレオチド、約４５～７５又は少なくとも
５７、８７若しくは１５０のポリペプチドをコードする配列の隣接した（consecutive）
又は連続した（contiguous）ヌクレオチドを含み得る、又は本質的にからなり得る、又は
からなり得る。本発明の実施では、重複するペプチドライブラリーを作製することなどの
エピトープ決定手順（Hemmer et al., 1998）、Pepscan（Geysen et al., 1984; Geysen 
et al., 1985; Van der Zee R. et al., 1989; Geysen, 1990; Multipin.RTM. Peptide S
ynthesis Kits de Chiron）及びアルゴリズム（De Groot et al., 1999;国際出願ＵＳ２
００４／０２２６０５号パンフレット）を使用してもよい。
【００４０】
　タンパク質のグリコシル化は、タンパク質の免疫原性に対して複数の効果を有し得る。
ＮＤＶの場合には、グリコシル化は、タンパク質の適切なフォールディング及び立体構造
エピトープ形成にとって必要であると思われる（McGinnes, L. W.及びT. G. Morrison. 1
995, Virology 212:398-410）。McGinnes et al.によれば、グリコシル化部位４３３及び
４８１でのＨＮタンパク質のグリコシル化（図８～１０参照のこと）は、タンパク質結合
活性及び立体構造エピトープ形成にとって必要である。ＨＮタンパク質の適切なグリコシ
ル化は、タンパク質機能及び本発明の組成物に対する宿主の免疫反応にとって必要であり
得る。
【００４１】
　ＨＮタンパク質の立体構造エピトープ及び一次直鎖エピトープは、Gotoh, BT, et al.,
 1988, Virology 163:174-82、Iorio, R. M., J. B. et al., 1986, J Gen Virol 67:139
3-403、Iorio, RM, et al.,1989, Virus Res 13:245-61に記載されている。直鎖エピトー
プの変動が、新生株によるワクチン逃避の原因であり得ると思われる（Cho, SH, et al.,
 2008, J Clin Microbiol 46:1541-4）。図８は、直鎖エピトープ領域における変動のレ
ベルを示すための４種のＮＤＶ株から得たＨＮタンパク質のアラインメントを提供する。
【００４２】
　用語「核酸」及び「ポリヌクレオチド」とは、直鎖であるか、又は分岐している、一本
鎖又は二本鎖又はそれらのハイブリッドであるＲＮＡ又はＤＮＡを指す。この用語はまた
、ＲＮＡ／ＤＮＡハイブリッドも包含する。以下は、ポリヌクレオチドの限定されない例
である：遺伝子又は遺伝子断片、エキソン、イントロン、ｍＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｒＲＮＡ
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、リボザイム、ｃＤＮＡ、組換えポリヌクレオチド、分岐ポリヌクレオチド、プラスミド
、ベクター、任意の配列の単離されたＤＮＡ、任意の配列の単離されたＲＮＡ、核酸プロ
ーブ及びプライマー。ポリヌクレオチドは、メチル化ヌクレオチドなどの改変されたヌク
レオチド及びヌクレオチドアナログ、ウラシル、その他の糖並びにフルオロリボース及び
チオラートなどの連結基及びヌクレオチド分岐を含み得る。ヌクレオチドの配列は、重合
後に、標識成分とのコンジュゲーションなどによって、さらに改変される場合もある。こ
の定義内に含まれるその他の種類の改変として、キャップ、１つ又は２つ以上の天然に存
在するヌクレオチドのアナログとの置換、ポリヌクレオチドをタンパク質、金属イオン、
標識成分、その他のポリヌクレオチド又は固相支持体と結合するための手段の導入がある
。ポリヌクレオチドは、化学合成によって得てもよく、又は微生物から導いてもよい。
【００４３】
　用語「遺伝子」は、生物学的機能と関連しているポリヌクレオチドのいかなるセグメン
トも指すよう広く使用される。したがって、遺伝子は、ゲノム配列中にあるようなイント
ロン及びエキソンを、又はｃＤＮＡ中にあるような全くのコード配列を、及び／又はその
発現に必要な調節配列を含む。例えば、遺伝子はまた、ｍＲＮＡ又は機能的ＲＮＡを発現
するか、又は特定のタンパク質をコードし、調節配列を含む核酸断片を指す。
【００４４】
　本発明はさらに、ＮＤＶ抗原、エピトープ又は免疫原をコードするポリヌクレオチドに
対する相補鎖を含む。相補鎖は、いかなる長さのポリマーであってもよく、いかなる組合
せのデオキシリボヌクレオチド、リボヌクレオチド及びアナログも含有し得る。
【００４５】
　「単離された」生物学的成分（核酸又はタンパク質又はオルガネラなど）とは、その成
分が天然に存在する生物の細胞中のその他の生物学的成分、例えば、その他の染色体及び
染色体外ＤＮＡ及びＲＮＡ、タンパク質及びオルガネラから、実質的に分離又は精製され
ている成分を指す。「単離」されている核酸及びタンパク質として、標準精製法によって
精製された核酸及びタンパク質が挙げられる。この用語はまた、組換え技術並びに化学合
成によって調製された核酸及びタンパク質を包含する。
【００４６】
　本明細書において、用語「精製された」とは、完全な精製を必要とせず、むしろ、相対
的な用語として意図される。したがって、例えば、部分精製ポリペプチド調製物とは、ポ
リペプチドが、ポリペプチドがその天然の環境中にあるよりも濃縮されているものである
。すなわち、ポリペプチドが、細胞成分から分離されている。「実質的に精製された」と
は、少なくとも６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも９０％、少な
くとも９５％又は少なくとも９８％以上の細胞成分又は物質が除去されているようなもの
とする。同様に、ポリペプチドは、部分精製されている場合もある。「部分精製された」
とは、６０％未満の細胞成分又は物質が除去されているものとする。同じことが、ポリヌ
クレオチドにも当てはまる。本明細書に開示されるポリペプチドは、当技術分野で公知の
いかなる手段によって精製されてもよい。
【００４７】
　一態様では、本発明は、ＮＤＶ　ＨＮポリペプチドを提供する。別の態様では、本発明
は、配列番号３、５、７、９、１０、１１、１３、１５、１７、１９、２０、２１又は２
８に示される配列を有するＮＤＶ　ＨＮポリペプチド及びそのバリアント又は断片を提供
する。
【００４８】
　さらに、ＮＤＶ　ＨＮポリペプチドの相同体が、本発明の範囲内に入るよう意図される
。本明細書において、用語「ホモログ」とは、オルソログ、アナログ及びパラログを含む
。用語「アナログ」とは、同一又は同様の機能を有するが、無関係の生物において別個に
進化した２種のポリヌクレオチド又はポリペプチドを指す。用語「オルソログ」とは、異
なる種に由来するが、種分化によって共通の先祖遺伝子から進化した２種のポリヌクレオ
チド又はポリペプチドを指す。普通、オルソログは、同一又は同様の機能を有するポリペ
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プチドをコードする。用語「パラログ」とは、ゲノム内の複製によって関連している２種
のポリヌクレオチド又はポリペプチドを指す。パラログは、普通、異なる機能を有するが
、これらの機能は関連したものであり得る。野生型ＮＤＶポリペプチドのアナログ、オル
ソログ及びパラログは、翻訳後修飾によって、アミノ酸配列の相違によって、又は両方に
よって野生型ＮＤＶポリペプチドと異なったものであり得る。特に、本発明のホモログは
、一般に、野生型ＮＤＶポリペプチド又はポリヌクレオチド配列のすべて又は一部と、少
なくとも８０～８５％、８５～９０％、９０～９５％又は９５％、９６％、９７％、９８
％、９９％の配列同一性を示し、同様の機能を示す。
【００４９】
　別の態様では、本発明は、配列番号３、５、７、９、１０、１１、１３、１５、１７、
１９、２０、２１又は２８に示される配列を有するＮＤＶ　ＨＮポリペプチドに対して、
少なくとも７０％、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくと
も９０％、少なくとも９５％、９６％、９７％、９８％又は９９％の配列同一性を有する
ポリペプチドを提供する。さらに別の態様では、本発明は、配列番号１０、配列番号１１
又は配列番号２８に示される配列を有する免疫原性断片を含むＮＤＶ　ＨＮポリペプチド
を提供し、ここで、ポリペプチドは、配列番号３、５、７、９、１５、１７、１９又は２
０に示される配列を有するポリペプチドに対して、少なくとも７０％、少なくとも７５％
、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、９６％
、９７％、９８％又は９９％の配列同一性を有する。
【００５０】
　さらに別の態様では、本発明は、周知の分子生物学的技術を使用して当業者によって容
易に調製できる、上記で同定されたＮＤＶ　ＨＮポリペプチド（配列番号３、５、７、９
、１０、１１、１３、１５、１７、１９、２０、２１又は２８）の断片及びバリアントを
提供する。
【００５１】
　バリアントは、配列番号３、５、７、９、１０、１１、１３、１５、１７、１９、２０
、２１又は２８に示されるアミノ酸配列に対して少なくとも７５％、８０％、８５％、９
０％、９５％、９６％、９７％、９８％又は９９％のアミノ酸配列同一性を有する相同ポ
リペプチドである。
【００５２】
　バリアントは、対立遺伝子バリアントを含む。用語「対立遺伝子バリアント」とは、タ
ンパク質のアミノ酸配列の変化につながる多型及び天然集団（例えば、ウイルス種又は変
種）内に存在する多型を含有するポリヌクレオチド又はポリペプチドを指す。このような
天然の対立遺伝子変異は、通常、ポリヌクレオチド又はポリペプチドにおいて１～５％の
変動をもたらし得る。対立遺伝子バリアントは、いくつかの異なる種の所望の核酸配列を
配列決定することによって同定でき、これは、ハイブリダイゼーションプローブを使用し
て、それらの種において同一の遺伝子座を同定することによって容易に実施できる。あり
とあらゆるこのような核酸変異及びその結果生じるアミノ酸多型又は天然の対立遺伝子変
異の結果であり、所望の遺伝子の機能活性を変更しない変異は、本発明の範囲内にあるも
のとする。
【００５３】
　本明細書において、用語「誘導体」又は「バリアント」とは、１以上の保存的アミノ酸
変異又はその他のわずかな改変を有し、その結果、（１）対応するポリペプチドが、野生
型ポリペプチドと比較した場合に実質的に同等の機能を有するか、又は（２）ポリペプチ
ドに対して産生された抗体が野生型ポリペプチドと免疫反応性である、ポリペプチド又は
ポリペプチドをコードする核酸を指す。これらのバリアント又は誘導体は、修飾されてい
ない対応物ポリペプチドと比較して実質的に同等の活性を有するペプチドをもたらし得る
ＮＤＶポリペプチド一次アミノ酸配列のわずかな改変を有するポリペプチドを含む。この
ような改変は、位置指定突然変異誘発によるように計画的である場合も、自発的である場
合もある。用語「バリアント」は、ポリペプチドが機能して、本明細書に定義される免疫
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学的反応をもたらす限りは、配列に対する欠失、付加及び置換をさらに考慮する。
【００５４】
　用語「保存的変異」は、アミノ酸残基の、別の生物学的に同様の残基での置換又はコー
ドされるアミノ酸残基が変化しないか、別の生物学的に同様の残基であるような核酸配列
中のヌクレオチドの置換を示す。この関連で、特に好ましい置換は、一般に、上記のよう
に、性質が保存的となる。
【００５５】
　ＮＤＶ　ＨＮポリペプチドの免疫原性断片は、配列番号３、５、７、９、１０、１１、
１３、１５、１７、１９、２０、２１又は２８に示される配列又はそのバリアントを有す
るＮＤＶ　ＨＮポリペプチドの少なくとも８、１０、１３、１４、１５又は２０個の連続
するアミノ酸、少なくとも２１個のアミノ酸、少なくとも２３個のアミノ酸、少なくとも
２５個のアミノ酸又は少なくとも３０個のアミノ酸を含む。別の実施形態では、ＮＤＶ　
ＨＮポリペプチドの断片は、全長ＮＤＶ　ＨＮポリペプチド上に見られる特異的抗原性エ
ピトープを含む。免疫原性断片は、ＮＤＶ　ＨＮ直鎖エピトープ領域を含有する断片を含
み得る。一実施形態では、免疫原性断片は、配列番号１０、配列番号１１又は配列番号２
８に示される配列を有するポリペプチドを含む。
【００５６】
　別の態様では、本発明は、ＮＤＶ　ＨＮポリペプチドをコードするポリヌクレオチド、
例えば、配列番号３、５、７、９、１０、１１、１３、１５、１７、１９、２０、２１又
は２８に示される配列を有するＮＤＶ　ＨＮポリペプチドをコードするポリヌクレオチド
を提供する。さらに別の態様では、本発明は、配列番号３、５、７、９、１０、１１、１
３、１５、１７、１９、２０、２１又は２８に示される配列を有するポリペプチドに対し
て、少なくとも７０％、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少な
くとも９０％、少なくとも９５％、９６％、９７％、９８％又は９９％の配列同一性を有
するＮＤＶ　ＨＮポリペプチド又はこれらのポリペプチドのうち１種若しくはこれらのポ
リペプチドの組合せの少なくとも８個若しくは少なくとも（at east）１０個の連続する
アミノ酸を含む保存的バリアント、対立遺伝子バリアント、同族体又は免疫原性断片をコ
ードするポリヌクレオチドを提供する。さらに別の態様では、本発明は、配列番号１０、
配列番号１１又は配列番号２８に示される配列を有する免疫原性断片を含むＮＤＶ　ＨＮ
ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを提供し、ここで、ポリペプチドは、配列番
号３、５、７、９、１５、１７、１９又は２０に示される配列を有するポリペプチドに対
して、少なくとも７０％、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少
なくとも９０％、少なくとも９５％、９６％、９７％、９８％又は９９％の配列同一性を
有する。
【００５７】
　別の態様では、本発明は、配列番号１、２、４、６、８、１２、１４、１６、１８、２
２又は２３に示されるヌクレオチド配列を有するポリヌクレオチド又はそのバリアントを
提供する。さらに別の態様では、本発明は、配列番号１、２、４、６、８、１２、１４、
１６、１８、２２又は２３に示される配列を有するポリヌクレオチドのうち１種又はその
バリアントに対して少なくとも７０％、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくと
も８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９５％、９６％、９７％、
９８％又は９９％の配列同一性を有するポリヌクレオチドを提供する。
【００５８】
　本開示内容のポリヌクレオチドは、遺伝暗号、例えば、特定の宿主にとって最適化され
たコドン使用の結果として縮重している配列を含む。本明細書において、「最適化された
」とは、所与の種におけるその発現を増大するよう遺伝子操作されているポリヌクレオチ
ドを指す。ＮＤＶポリペプチドの最適化されたポリヌクレオチドコーディングを提供する
ために、ＮＤＶタンパク質遺伝子のＤＮＡ配列を、１）特定の種において高度に発現され
る遺伝子によって好まれるコドンを含むよう、２）前記種において実質的に見られる、ヌ
クレオチド塩基組成におけるＡ＋Ｔ又はＧ＋Ｃ含量を含むよう、３）前記種の開始配列を
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形成するよう、又は４）ＲＮＡの不安定化、不適当なポリアデニル化、分解及び終結を引
き起こすか、又は二次構造ヘアピン若しくはＲＮＡスプライシング部位を形成する配列を
排除するよう改変してもよい。前記種におけるＮＤＶタンパク質の発現の増大は、真核生
物及び原核生物における、又は特定の種におけるコドン使用の分布頻度を利用することに
よって達成できる。用語「好ましいコドン使用の頻度」とは、所与のアミノ酸を特定する
ためのヌクレオチドコドンの使用において、特定の宿主細胞によって示される優先度を指
す。２０種の天然アミノ酸があり、そのほとんどは、２種以上のコドンによって特定され
る。したがって、ヌクレオチド配列によってコードされるＮＤＶ　ＨＮポリペプチドのア
ミノ酸配列が機能的に変更されない限り、すべての縮重ヌクレオチド配列が、開示内容中
に含まれる。
【００５９】
　２種のアミノ酸配列間の配列同一性は、ＮＣＢＩ（National Center for Biotechnolog
y Information）ペアワイズｂｌａｓｔ及びｂｌｏｓｕｍ６２マトリックスによって、標
準パラメータを使用して推定できる（例えば、「National Center for Biotechnology In
formation」（NCBI、Bethesda、Md.、USA）サーバーで入手可能なＢＬＡＳＴ又はＢＬＡ
ＳＴＸアルゴリズム参照のこと）。
【００６０】
　配列に関して「同一性」とは、２種の配列のうち短いほうのヌクレオチド又はアミノ酸
の数で除した、同一ヌクレオチド又はアミノ酸を有する位置の数を指す場合があり、ここ
で、２種の配列のアラインメントは、例えば、２０ヌクレオチドのウィンドウサイズ、４
ヌクレオチドのワード長及び４のギャップペナルティーを使用して、Wilbur及びLipmanの
アルゴリズム（Wilbur and Lipman）に従って決定でき、市販のプログラム（例えば、Int
elligenetics（商標）Suite、Intelligenetics Inc. CA）を使用して、アラインメントを
含む配列データのコンピュータを使った分析及び解釈を好都合に実施できる。ＲＮＡ配列
が、ＤＮＡ配列と、同様であるか、又はある程度の配列同一性又は相同性を有するといわ
れる場合には、ＤＮＡ配列中のチミン（Ｔ）が、ＲＮＡ配列中のウラシル（Ｕ）に相当す
ると考えられる。したがって、ＲＮＡ配列は、本発明の範囲内であり、ＤＮＡ配列中のチ
ミン（Ｔ）は、ＲＮＡ配列中のウラシル（Ｕ）に相当すると考えることによって、ＤＮＡ
配列から導くことができる。
【００６１】
　２種のアミノ酸配列の配列同一性若しくは配列類似性又は２種のヌクレオチド配列間の
配列同一性は、ベクターＮＴＩソフトウェアパッケージ（Invitrogen社、1600 Faraday A
ve.、Carlsbad、CA）を使用して決定できる。
【００６２】
　ハイブリダイゼーション反応は、種々のストリンジェンシーの条件下で実施できる。ハ
イブリダイゼーション反応のストリンジェンシーを高める条件は周知である。例えば、「
Molecular Cloning； A Laboratory Manual」, second edition （Sambrook et al., 198
9）参照のこと。
【００６３】
　本発明は、ベクター分子又は発現ベクターに含有され、プロモーターエレメントに作動
可能に連結しているＮＤＶポリヌクレオチドをさらに包含する。
【００６４】
　「ベクター」とは、インビトロ又はインビボのいずれかで、標的細胞に送達される異種
ポリヌクレオチドを含む組換えＤＮＡ又はＲＮＡプラスミド又はウイルスを指す。異種ポ
リヌクレオチドは、予防又は治療の目的のために所望の配列を含んでもよく、場合により
、発現カセットの形態であってもよい。本明細書において、ベクターは、最終的な標的細
胞又は対象において複製できる必要はない。この用語は、クローニングベクター及びウイ
ルスベクターを含む。
【００６５】
　用語「組換え体」とは、天然には生じないか、又は天然に見られない配置で別のポリヌ
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クレオチドと連結している、半合成又は合成起源のポリヌクレオチドを意味する。
【００６６】
　「異種」とは、比較される実体の残りとは遺伝的に別個の実体に由来することを意味す
る。例えば、ポリヌクレオチドを、遺伝子工学技術によって、異なる供給源に由来し、異
種ポリヌクレオチドであるプラスミド又はベクター中に配置してもよい。その天然のコー
ド配列から取り出され、天然の配列以外のコード配列に作動可能に連結されたプロモータ
ーは、異種プロモーターである。
【００６７】
　本発明のポリヌクレオチドは、同一転写単位内のさらなるコード配列、プロモーターな
どの制御エレメント、リボソーム結合部位、５’ＵＴＲ、３’ＵＴＲ、転写ターミネータ
ー、ポリアデニル化部位、同一又は異なるプロモーターの制御下のさらなる転写単位、ク
ローニング、発現、相同組換え及び宿主細胞の形質転換を可能にする配列及び本発明の実
施形態を提供するために望ましいものであり得る任意の構築物などのさらなる配列を含み
得る。
【００６８】
　ＮＤＶポリペプチド、抗原、エピトープ又は免疫原の発現のためのエレメントが、本発
明のベクター中に存在することが有利である。最小の方法では、これは、プラスミドなど
の特定のベクター及び特定のウイルスベクター、例えば、ポックスウイルス以外のウイル
スベクターの、開始コドン（ＡＴＧ）、停止コドン及びプロモーターと、所望により、ポ
リアデニル化配列も含む。ポリヌクレオチドがポリペプチド断片、例えば、有利には、ベ
クター中のＮＤＶペプチドをコードする場合には、ＡＴＧをリーディングフレームの５’
に配置し、停止コドンを３’に配置する。エンハンサー配列、イントロンなどの安定化配
列及びタンパク質の分泌を可能にするシグナル配列など、発現を制御するためのその他の
エレメントが存在し得る。
【００６９】
　本発明はまた、発現ベクターなどのベクターを含む組成物に関する。組成物は、１種又
は２種以上のベクター、例えば、発現ベクター、例えば、１種又は２種以上のＮＤＶポリ
ペプチド、抗原、エピトープ又は免疫原を含み、発現するインビボ発現ベクターを含み得
る。一実施形態では、ベクターは、薬学的に又は獣医学的に許容される担体、賦形剤又は
媒体中に、ＮＤＶポリペプチド、抗原、エピトープ又は免疫原をコードする、かつ／又は
発現するポリヌクレオチドを含む。
【００７０】
　本発明の別の実施形態によれば、発現ベクターは、プラスミドベクター、特に、インビ
ボ発現ベクターである。特定の限定されない例では、ポリヌクレオチド配列の挿入のため
のベクターとして、pVR1020又は1012プラスミド（VICAL Inc.; Luke et al., 1997; Hart
ikka et al., 1996、例えば、米国特許第５，８４６，９４６号明細書及び同６，４５１
，７６９号明細書を参照のこと）を利用してもよい。pVR1020プラスミドは、pVR1012に由
来し、ヒトｔＰＡシグナル配列を含有する。一実施形態では、ヒトｔＰＡシグナルは、Ｇ
ｅｎＢａｎｋ受託番号ＨＵＭＴＰＡ１４のアミノ酸Ｍ（１）～アミノ酸Ｓ（２３）を含む
。別の特定の限定されない例では、ポリヌクレオチド配列の挿入のためのベクターとして
利用されるプラスミドは、ウマＩＧＦ１のシグナルペプチド配列、ＧｅｎＢａｎｋ受託番
号Ｕ２８０７０アミノ酸Ｍ（２４）～アミノ酸Ａ（４８）を含有し得る。実施において調
べられ、使用され得るＤＮＡプラスミドに関するさらなる情報は、例えば、米国特許第６
，８５２，７０５号明細書；同６，８１８，６２８号明細書；同６，５８６，４１２号明
細書；同６，５７６，２４３号明細書；同６，５５８，６７４号明細書；同６，４６４，
９８４号明細書；同６，４５１，７７０号明細書；同６，３７６，４７３号明細書及び同
６，２２１，３６２号明細書に見られる。
【００７１】
　用語プラスミドは、本発明のポリヌクレオチド及び細胞又は所望の宿主又は標的の細胞
におけるそのインビボ発現に必要なエレメントを含む任意のＤＮＡ転写単位を対象とし、
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この関連で、スーパーコイル又は非スーパーコイル、環状プラスミド並びに直鎖形態が、
本発明の範囲内にあるものとするということは留意されたい。
【００７２】
　各プラスミドは、プロモーターと作動可能に連結しているか、プロモーターの制御下に
ある、又はプロモーターに依存しているＮＤＶポリペプチド、抗原、エピトープ又は免疫
原をコードするポリヌクレオチドを含む。一般に、真核細胞において機能的な強力なプロ
モーターを使用することが有利である。強力なプロモーターは、それだけには限らないが
、ヒト又はマウス起源の、又は所望により、ラット又はモルモットなどの別の起源を有し
てもよい、最初期サイトメガロウイルスプロモーター（ＣＭＶ－ＩＥ）であり得る。
【００７３】
　より一般的な用語では、プロモーターは、ウイルス、植物又は細胞起源を有する。本発
明の実施において有用に使用できるＣＭＶ－ＩＥ以外の強力なウイルスプロモーターとし
て、ＳＶ４０ウイルスの初期／後期プロモーター又はラウス肉腫ウイルスのＬＴＲプロモ
ーターがある。本発明の実施において有用に使用できる強力な細胞プロモーターとして、
細胞骨格の遺伝子のプロモーター、例えば、デスミンプロモーター（Kwissa et al., 200
0）又はアクチンプロモーター（Miyazaki et al., 1989）などがある。
【００７４】
　プラスミドは、その他の発現制御エレメントを含み得る。安定化配列（単数又は複数）
、例えば、イントロン配列（単数又は複数）、例えば、トウモロコシアルコールデヒドロ
ゲナーゼイントロン（トウモロコシＡＤＨＩイントロン）、ｈＣＭＶ－ＩＥの第１のイン
トロン（国際公開第１９８９／０１０３６号パンフレット）、ウサギβ－グロビン遺伝子
のイントロンII （van Ooyen et al., 1979）を組み込むことが特に有利である。別の実
施形態では、プラスミドは、３’ＵＴＲを含み得る。３’ＵＴＲは、それだけには限らな
いが、アグロバクテリウムノパリンシンターゼ（Ｎｏｓ）３’ＵＴＲであり得る。プラス
ミドは、ＯｒｆＣターミネーター（ＰＦＡ３ターミネーターとしても知られる）をさらに
含み得る。
【００７５】
　ポックスウイルス以外のプラスミド及びウイルスベクターのポリアデニル化シグナル（
ポリＡ）に関しては、ウシ成長ホルモン（ｂＧＨ）遺伝子のポリ（Ａ）シグナル（米国特
許第５，１２２，４５８号明細書を参照のこと）又はウサギβ－グロビン遺伝子のポリ（
Ａ）シグナル又はＳＶ４０ウイルスのポリ（Ａ）シグナルを使用できる。
【００７６】
　「宿主細胞」は、組換えプラスミド又はベクターなどの外因性ポリヌクレオチドを与え
ることによって遺伝子改変されているか、又は遺伝子改変され得る原核細胞又は真核細胞
を示す。この用語は、遺伝子改変された細胞を指す場合には、元の改変された細胞と、そ
の後代の両方を指す。
【００７７】
　一実施形態では、組換えＮＤＶ　ＨＮ抗原は、トランスジェニック植物において発現さ
れる。別の実施形態では、組換えＮＤＶ　ＨＮ抗原は、トランスジェニック藻類において
発現される。さらに別の実施形態では、トランスジェニック藻類は、シゾキトリウムであ
る。藻類タンパク質発現系の詳細は、例えば、米国特許第７，００１，７７２号明細書、
米国特許出願公開第２００８／００２２４２２号明細書に見出すことができる。実施形態
では、ＮＤＶ　ＨＮポリペプチド又は抗原は、本明細書に開示される任意のポリペプチド
又は本明細書に開示される任意のポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチドで
あり得る。
【００７８】
微細藻類又はウキクサにおいてＮＤＶポリペプチドを発現させる方法
　本発明のいくつかの実施形態では、ＮＤＶ　ＨＮポリペプチド又はその断片若しくはバ
リアントは、微細藻類又はウキクサにおいて発現される。これらの方法は、当技術分野で
公知のいかなる適した形質転換法も使用する、藻類又は植物に導入される発現カセットの
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使用を含む。これらの発現カセット内のポリヌクレオチドは、以下のように、微細藻類又
はウキクサにおける抗原性ＮＤＶ　ＨＮポリペプチド又はその断片若しくはバリアントの
発現の増強のために改変してもよい。
【００７９】
抗原性ＮＤＶポリペプチドの微細藻類又はウキクサ発現のためのカセット
　ＮＤＶ　ＨＮポリペプチド又はその断片若しくはバリアントを発現するトランスジェニ
ック微細藻類又はウキクサは、ＮＤＶ　ＨＮポリペプチド又はその断片若しくはバリアン
トをコードするポリヌクレオチドを含む発現カセットを用いる微細藻類又はウキクサの形
質転換によって得る。この方法では、ＮＤＶ　ＨＮポリペプチド又はその断片若しくはバ
リアントをコードするポリヌクレオチドを、発現カセット内に構築し、当技術分野で公知
の任意の適した形質転換法によって微細藻類又はウキクサに導入する。
【００８０】
　いくつかの実施形態では、ＮＤＶ　ＨＮポリペプチド又はその断片若しくはバリアント
をコードするポリヌクレオチドを含む発現カセットで形質転換される微細藻類又はウキク
サはまた、所望の別の異種ポリペプチド、例えば、別のＮＤＶポリペプチド、その断片又
はバリアントの発現を提供する発現カセットで形質転換されている。所望の別の異種ポリ
ペプチドの発現を提供する発現カセットは、微細藻類又はウキクサへ導入するための同一
ポリヌクレオチドで（例えば、同一形質転換ベクターで）提供されても、同一又は異なる
導入方法によって、例えば、同一又は異なる形質転換法によって、同一時間に、又は異な
る時間に、微細藻類又はウキクサへ導入するための異なるポリヌクレオチド（例えば、異
なる形質転換ベクター）で提供されてもよい。
【００８１】
　微細藻類又はウキクサの形質転換において使用するための発現カセットは、所望のポリ
ヌクレオチド、すなわち、ＮＤＶ　ＨＮポリペプチド又はその断片若しくはバリアントを
コードするポリヌクレオチドと作動可能に連結している転写開始領域（例えば、プロモー
ター）を少なくとも含む発現制御エレメントを含む。本明細書において、ヌクレオチド配
列に関連して「作動可能に連結している」とは、互いに機能的な関係に配置している複数
のヌクレオチド配列を指す。一般に、作動可能に連結しているＤＮＡ配列は、リーディン
グフレーム中で連続しており、必要に応じて、２種のタンパク質コーディング領域をつな
げる。このような発現カセットは、所望のポリヌクレオチド又は複数のポリヌクレオチド
（例えば、所望の１種のポリヌクレオチド、所望の２種のポリヌクレオチドなど）を、プ
ロモーター及びその他の発現制御エレメントの転写調節下にあるよう挿入するための複数
の制限部位とともに提供される。本発明の特定の実施形態では、導入されるポリヌクレオ
チドは、２種以上の発現カセットを含有し、その各々は、少なくとも１種の所望のポリヌ
クレオチドを含有する。
【００８２】
　「発現制御エレメント」とは、普通、特定のコード配列にとって適当な転写開始部位で
、ＲＮＡポリメラーゼIIを、又はいくつかの実施形態では、ＲＮＡポリメラーゼIIIを、
ＲＮＡ合成を開始するよう指示できるＴＡＴＡボックスを含むＤＮＡの調節領域を意図す
る。発現制御エレメントは、一般に、ＴＡＴＡボックスの上流又は５’に位置するその他
の認識配列をさらに含む場合もあり、これは、転写開始速度に影響を及ぼす（例えば、増
強する）。さらに、発現制御エレメントは、一般に、ＴＡＴＡボックスの下流又は３’に
位置する配列をさらに含む場合もあり、これは、転写開始速度に影響を及ぼす（例えば、
増強する）。
【００８３】
　転写開始領域（例えば、プロモーター）は、微細藻類宿主又はウキクサ植物にとって天
然であっても、相同であっても、外来であっても、異種であってもよいか、又は天然配列
である場合も、合成配列である場合もある。外来とは、その転写開始領域が、転写開始領
域が導入される野生型微細藻類宿主又はウキクサ植物において見られないことを意図する
。「機能的プロモーター」とは、プロモーターが、ＮＤＶ　ＨＮポリペプチド又はその断
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片若しくはバリアントをコードする配列と作動可能に連結している場合は、コードされる
ポリペプチド、断片又はバリアントの発現（すなわち、転写及び翻訳）を駆動できること
を意図する。プロモーターは、所望の結果に基づいて選択できる。したがって、本発明の
発現カセットは、微細藻類又はウキクサにおける発現のための構成的、誘導可能な、組織
の好む、又はその他のプロモーターを含み得る。
【００８４】
　本発明の発現カセットにおいて、細菌、酵母、真菌、昆虫、哺乳類、藻類及び植物プロ
モーターを含めた当技術分野で公知のいかなる適したプロモーターも使用してよい。例え
ば、微細藻類プロモーターを含めた植物又は藻類プロモーターを使用してよい。例示的プ
ロモーターとして、それだけには限らないが、カリフラワーモザイクウイルス３５Ｓプロ
モーター、オパインシンセターゼプロモーター（例えば、ｎｏｓ、ｍａｓ、ｏｃｓなど）
、ユビキチンプロモーター、アクチンプロモーター、リブロースビスホスフェート（Ｒｕ
ｂＰ）カルボキシラーゼ小サブユニットプロモーター及びアルコールデヒドロゲナーゼプ
ロモーターが挙げられる。米国特許第７，００１，７７２号明細書には、各々、ヤブレツ
ボカビ目（Thraustochytriales）微生物に由来する、アセト乳酸シンターゼ、アセト乳酸
シンターゼプロモーター及びターミネーター領域、α－チュブリンプロモーター、ヤブレ
ツボカビ目ポリケチドシンターゼ（ＰＫＳ）系に由来するプロモーター及び脂肪酸不飽和
化プロモーターの核酸及びアミノ酸配列が開示された。米国特許出願公開第２００６／０
２７５９０４号明細書及び同２００６／０２８６６５０号明細書には、シゾキトリウムア
クチン、延長因子１α及びグリセルアルデヒド３－ホスフェートデヒドロゲナーゼの各々
のプロモーター及びターミネーターの配列並びにシゾキトリウム宿主細胞において遺伝子
を発現させるためのベクターにおけるそれらの使用が開示された。微細藻類ＲｕｂＰカル
ボキシラーゼ小サブユニットプロモーターは、当技術分野で公知である（Silverthorne e
t al. （1990） Plant Mol. Biol. 15:49）。植物又は藻類に感染するウイルスに由来す
るその他のプロモーターも適しており、それだけには限らないが、タロイモモザイクウイ
ルス、クロレラウイルス（例えば、クロレラウイルスアデニンメチルトランスフェラーゼ
プロモーター;Mitra et al. （1994）Plant Mol. Biol. 26:85）、トマト黄化壊疽ウイル
ス、タバコ茎壊疽ウイルス、タバコ壊死ウイルス、タバコ輪斑ウイルス、トマト輪斑ウイ
ルス、キュウリモザイクウイルス、ピーナッツスタンプ（stump）ウイルス、アルファル
ファモザイクウイルス、サトウキビバシリフォルムバドナウイルスなどから単離されたプ
ロモーターが挙げられる。
【００８５】
　プロモーターを始めとする発現制御エレメントは、所望のレベルの調節をもたらすよう
選択できる。例えば、いくつかの例では、構成的発現を付与するプロモーター（例えば、
アグロバクテリウム・ツメファシエンス（Agrobacterium tumefaciens）由来のマンノピ
ンシンターゼプロモーター）を使用することが有利であり得る。あるいは、その他の場合
には、特定の環境刺激に応じて活性化されるプロモーター（例えば、熱ショック遺伝子プ
ロモーター、乾燥誘導性遺伝子プロモーター、病原体誘導性遺伝子プロモーター、創傷誘
導性遺伝子プロモーター及び明／暗誘導性遺伝子プロモーター）又は植物成長調節因子に
応じて活性化されるプロモーター（例えば、アブシジン酸（abscissic acid）、オーキシ
ン、サイトカイニン及びジベレリン酸によって誘導される遺伝子に由来するプロモーター
）を使用することが有利であり得る。さらなる代替として、組織特異的発現をもたらすプ
ロモーター（例えば、根、葉及び花特異的プロモーター）を選択してもよい。
【００８６】
　所与のプロモーターの全体的な強度は、上流活性化配列などのシス作用性ヌクレオチド
配列の組合せ及び空間的構成によって影響を受け得る。例えば、アグロバクテリウム・ツ
メファシエンスオクトピンシンターゼ遺伝子に由来する活性化ヌクレオチド配列は、アグ
ロバクテリウム・ツメファシエンスマンノピンシンターゼプロモーターからの転写を増強
し得る（米国特許第５，９５５，６４６号明細書参照のこと）。本発明では、発現カセッ
トは、所望の抗原性ＮＤＶポリペプチド又はその断片若しくはバリアントの発現を増強す
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るよう、プロモーター配列の上流に挿入された活性化ヌクレオチド配列を含有し得る。一
実施形態では、発現カセットは、アグロバクテリウム・ツメファシエンスマンノピンシン
ターゼ遺伝子に由来するプロモーターと作動可能に連結しているアグロバクテリウム・ツ
メファシエンスオクトピンシンターゼ遺伝子に由来する３つの上流活性化配列を含む（米
国特許第５，９５５，６４６号明細書を参照のこと）。
【００８７】
　したがって、発現カセットは、転写の５’－３’方向に、植物又は藻類において機能的
な、転写及び翻訳開始領域を含む発現制御エレメント、ＮＤＶ　ＨＮポリペプチド（又は
その断片若しくはバリアント）をコードするポリヌクレオチド並びに転写及び翻訳終結領
域を含む。本発明に従って、当技術分野で公知の任意の適した終結配列を使用してよい。
終結領域は、転写開始領域について天然であってもよく、所望のコード配列について天然
であってもよく、別の供給源に由来するものであってもよい。オクトピンシンセターゼ及
びノパリンシンセターゼ終結領域などの好都合な終結領域は、Ａ．ツメファシエンス（tu
mefaciens）のＴｉ－プラスミドから入手できる。Guerineau et al. （1991） Mol. Gen.
 Genet. 262:141; Proudfoot （1991） Cell 64:671、Sanfacon et al. （1991） Genes 
Dev. 5:141、Mogen et al. （1990） Plant Cell 2:1261、Munroe et al. （1990） Gene
 91:151、Ballas et al. （1989） Nucleic Acids Res. 17:7891及びJoshi et al. （198
7） Nucleic Acids Res. 15:9627も参照のこと。さらなる例示的終結配列として、エンド
ウＲｕｂＰカルボキシラーゼ小サブユニット終結配列及びカリフラワーモザイクウイルス
３５Ｓ終結配列がある。
【００８８】
　一般に、発現カセットは、形質転換された微細藻類細胞又は組織を選択するための選択
マーカー遺伝子を含む。選択マーカー遺伝子として、抗生物質耐性をコードする遺伝子、
例えば、ネオマイシンホスホトランスフェラーゼII（ＮＥＯ）及びハイグロマイシンホス
ホトランスフェラーゼ（ＨＰＴ）をコードするもの、並びに除草化合物に対する耐性を付
与する遺伝子が挙げられる。除草剤耐性遺伝子は、一般に、除草剤に対して非感受性の改
変された標的タンパク質又はそれが作用し得る前に植物において除草剤を分解又は解毒す
る酵素をコードする。DeBlock et al. （1987） EMBO J. 6:2513、DeBlock et al.（1989
） Plant Physiol. 91:691、Fromm et al. （1990）BioTechnology 8:833、Gordon-Kamm 
et al. （1990） Plant Cell 2:603参照のこと。例えば、グリホセート（glyphosphate）
又はスルホニル尿素除草剤に対する耐性は、突然変異体標的酵素、５－エノールピルビル
シキメート－３－ホスフェートシンターゼ（ＥＰＳＰＳ）及びアセト乳酸シンターゼ（Ａ
ＬＳ）をコードする遺伝子を使用して得られた。グルホシネートアンモニウム、ブロモキ
シニル（boromoxynil）及び２，４－ジクロロフェノキシアセタート（２，４－Ｄ）に対
する耐性は、それぞれの除草剤を解毒する、ホスフィノトリシンアセチルトランスフェラ
ーゼ、ニトリラーゼ又は２，４－ジクロロフェノキシアセタートモノオキシゲナーゼをコ
ードする細菌遺伝子を使用して得られた。
【００８９】
　本発明の目的上、選択マーカー遺伝子として、それだけには限らないが、ネオマイシン
ホスホトランスフェラーゼII（Fraley et al. （1986） CRC Critical Reviews in Plant
 Science 4:1）、シアナミドヒドラターゼ（Maier-Greiner et al. （1991） Proc. Natl
. Acad. Sci. USA 88:4250）、アセト乳酸シンターゼ（ＡＬＳ、Li, et al. （1992）Pla
nt Physiol. 100:662-668）、アスパラギン酸キナーゼ、ジヒドロジピコリン酸シンター
ゼ（Perl et al. （1993）BioTechnology 11:715）、ｂａｒ遺伝子（Toki et al. （1992
） Plant Physiol. 100:1503; Meagher et al. （1996） Crop Sci. 36:1367）、トリプ
トファンデカルボキシラーゼ（Goddijn et al. （1993） Plant Mol. Biol. 22:907）、
ネオマイシンホスホトランスフェラーゼ（NEO; Southern et al. （1982） J. Mol. Appl
. Gen. 1:327）、ハイグロマイシンホスホトランスフェラーゼ（ＨＰＴ又はＨＹＧ; Shim
izu et al. （1986） Mol. Cell. Biol. 6:1074）、ジヒドロホレートレダクターゼ（Ｄ
ＨＦＲ; Kwok et al. （1986）Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:4552）、ホスフィノトリ
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シンアセチルトランスフェラーゼ（DeBlock et al. （1987） EMBO J. 6:2513）、２，２
－ジクロロプロピオン酸デハロゲナーゼ（Buchanan-Wollatron et al. （1989） J. Cell
. Biochem. 13D:330）、アセトヒドロキシ酸シンターゼ（米国特許第４，７６１，３７３
号明細書; Haughn et al. （1988） Mol. Gen. Genet. 221:266）、５－エノールピルビ
ルシキメート－ホスフェートシンターゼ（aroA; Comai et al. （1985） Nature 317:741
）、ハロアリールニトリラーゼ（国際公開第８７／０４１８１号パンフレット）；アセチ
ル－補酵素Ａカルボキシラーゼ（Parker et al. （1990）Plant Physiol. 92:1220）、ジ
ヒドロプテロイン酸シンターゼ（ｓｕｌＩ; Guerineau et al. （1990） Plant Mol. Bio
l. 15:127）及び３２ｋＤａ光化学系IIポリペプチド（ｐｓｂＡ; Hirschberg et al. （1
983）Science 222:1346 （1983）をコードする遺伝子が挙げられる。
【００９０】
　また、ゲンタマイシン（例えば、ａａｃＣ１、Wohlleben et al. （1989） Mol. Gen. 
Genet. 217:202-208）、クロラムフェニコール（Herrera-Estrella et al. （1983） EMB
O J. 2:987）、メトトレキサート（Herrera-Estrella et al. （1983） Nature 303:209;
 Meijer et al. （1991） Plant Mol. Biol. 16:807）、ハイグロマイシン（Waldron et 
al. （1985） Plant Mol. Biol. 5:103; Zhijian et al. （1995） Plant Science 108:2
19; Meijer et al. （1991） Plant Mol. Bio. 16:807）、ストレプトマイシン（Jones e
t al. （1987） Mol. Gen. Genet. 210:86）、スペクチノマイシン（Bretagne-Sagnard e
t al. （1996） Transgenic Res. 5:131）、ブレオマイシン（Hille et al. （1986） Pl
ant Mol. Biol. 7:171）、スルホンアミド（Guerineau et al. （1990） Plant Mol. Bio
. 15:127）、ブロモキシニル（Stalker et al. （1988） Science 242:419）；２，４－
Ｄ（Streber et al. （1989） BioTechnology 7:811）、ホスフィノトリシン（DeBlock e
t al. （1987） EMBO J. 6:2513）、スペクチノマイシン（Bretagne-Sagnard and Chupea
u、Transgenic Research 5:131）に対する耐性をコードする遺伝子も含まれる。
【００９１】
　ｂａｒ遺伝子は、グルホシネート型除草剤、例えば、ホスフィノトリシン（ＰＰＴ）又
はビアラホスなどに対する除草剤耐性を付与する。上記のように、ベクター構築物におい
て使用できるその他の選択マーカーとして、それだけには限らないが、同様にビアラホス
及びホスフィノトリシン耐性のためのｐａｔ遺伝子、イミダゾリノン耐性のためのＡＬＳ
遺伝子、ハイグロマイシン耐性のためのＨＰＨ又はＨＹＧ遺伝子、グリホサート耐性のた
めのＥＰＳＰシンターゼ遺伝子、Ｈｃ－毒素に対する耐性のためのＨｍ１遺伝子及び日常
的に使用される、当業者に公知のその他の選択的物質が挙げられる。Yarranton （1992）
 Curr. Opin. Biotech. 3:506、Chistopherson et al. （1992） PNAS USA 89:6314、Yao
 et al. （1992） Cell 71:63、Reznikoff （1992） Mol. Microbiol. 6:2419、Barkley 
et al. （1980） The Operon 177-220、Hu et al. （1987） Cell 48:555、Brown et al.
 （1987） Cell 49:603、Figge et al. （1988） Cell 52:713、Deuschle et al. （1989
） PNAS USA 86:5400、Fuerst et al. （1989） PNAS USA 86:2549、Deuschle et al. （
1990） Science 248:480、Labow et al. （1990） Mol. Cell. Biol. 10:3343、Zambrett
i et al. （1992） PNAS USA 89:3952、Baim et al. （1991） PNAS USA 88:5072、Wybor
ski et al. （1991） Nuc. Acids Res. 19:4647、Hillenand-Wissman （1989） Topics i
n Mol. And Struc. Biol. 10:143、Degenkolb et al. （1991） Antimicrob. Agents Che
mother. 35:1591、Kleinschnidt et al. （1988） Biochemistry 27:1094、Gatz et al. 
（1992） Plant J. 2:397、Gossen et al. （1992） PNAS USA 89:5547、Oliva et al. 
（1992） Antimicrob. Agents Chemother. 36:913、Hlavka et al. （1985） Handbook o
f Experimental Pharmacology 78及びGill et al. （1988） Nature 334:721を参照のこ
と。
【００９２】
　選択マーカー遺伝子の上記の一覧は、制限するものではない。いかなる選択マーカー遺
伝子も本発明において使用してよい。
【００９３】



(20) JP 5933451 B2 2016.6.8

10

微細藻類宿主又はウキクサ植物における発現の増強のためのヌクレオチド配列の改変
　ＮＤＶ　ＨＮポリペプチド又はその断片若しくはバリアントが、微細藻類又はウキクサ
内で発現される場合には、ＮＤＶ　ＨＮポリペプチド又はその断片若しくはバリアントを
コードする発現されるポリヌクレオチド配列を、微細藻類におけるその発現を増強するよ
う改変してもよい。１つのこのような改変として、植物又は藻類が好むコドン、特に、微
細藻類が好むコドンを使用するポリヌクレオチドの合成がある。植物又は藻類が好むコド
ンを用いてヌクレオチド配列を合成するための方法は当技術分野で入手可能である。例え
ば、米国特許第５，３８０，８３１号明細書及び同５，４３６，３９１号明細書、欧州特
許第０３５９４７２号明細書、同０３８５９６２号明細書、国際公開第９１／１６４３２
号パンフレット、Perlak et al. （1991）PNAS USA 15:3324、Iannacome et al. （1997
） Plant Mol. Biol. 34:485、及びMurray et al. （1989）Nucleic Acids. Res. 17:477
参照のこと。合成は、当業者に公知のいかなる方法を使用して達成してもよい。好ましい
コドンは、微細藻類において発現されるタンパク質における最高頻度のコドンから決定で
きる。例えば、微細藻類のコドン使用の頻度は、表Ａに見られる。
【００９４】
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【表１】

【００９５】
　本発明の目的上、「微細藻類が好むコドン」とは、微細藻類において１７％を超えるコ
ドン使用の頻度を有するコドンを指す。本明細書において、用語「微細藻類が好むコドン
」とは、スラウストキトリアセアエ科において１７％を超えるコドン使用の頻度を有する
コドンを指す。本明細書において「シゾキトリウムが好むコドン」とは、シゾキトリウム
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において、１７％を超えるコドン使用の頻度を有するコドンを指し、シゾキトリウムにお
けるコドン使用の頻度は、コドン使用データベース（Codon Usage Database）（GenBank 
Release 160.0、２００７年６月１５日）から得られる。
【００９６】
　コウキクサのコドン使用の頻度は、表Ｂに見られ、シゾキトリウムのコドン使用の頻度
は、表Ｃに見られる。
【００９７】
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【表２】

【００９８】
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【表３】

【００９９】
　本発明の目的上、「ウキクサが好むコドン」とは、ウキクサにおける、１７％を超える
コドン使用の頻度を有するコドンを指す。本明細書において、「アオウキクサ属が好むコ
ドン」とは、アオウキクサ属において、１７％を超えるコドン使用の頻度を有するコドン
を指す。本明細書において、「コウキクサが好むコドン」とは、コウキクサにおける、１
７％を超えるコドン使用の頻度を有するコドンを指し、コウキクサにおけるコドン使用の
頻度は、コドン使用データベース（Codon Usage Database）（GenBank Release 160.0、
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２００７年６月１５日）から得られる。
【０１００】
　所望の抗原性ＮＤＶポリペプチド又はその断片若しくはバリアントをコードするポリヌ
クレオチドのすべて又はいかなる部分も最適化してもよいし、又は合成であってもよいと
いうことがさらに認識される。言い換えれば、十分に最適化された配列も、部分的に最適
化された配列も使用してもよい。例えば、コドンの４０％、４５％、５０％、５５％、６
０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、８７％、９０％、９１％、９２％、９
３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％又は１００％が、微細藻類が好
む又はウキクサが好むコドンであってよい。一実施形態では、コドンの９０％から９６％
の間が、微細藻類が好む又はウキクサが好むコドンである。一実施形態では、ＮＤＶポリ
ペプチドは、ＮＤＶ　ＨＮポリペプチド、例えば、配列番号３又は１５に示されるＮＤＶ
　ＨＮポリペプチドであり、発現カセットは、このＮＤＶ　ＨＮポリペプチドの最適化さ
れたコード配列を含み、コード配列は、微細藻類が好むコドン、例えば、スラウストキト
リアセアエが好むか、又はシゾキトリウムが好むコドンを含む。このような一実施形態で
は、発現カセットは、配列番号３又は１５に示されるＨＮポリペプチドをコードするシゾ
キトリウムが好むコドンを含有する、配列番号１又は１４を含む。別のこのような実施形
態では、発現カセットは、配列番号１７又は２０に示されるＨＮポリペプチドをコードす
るシゾキトリウムが好むコドンを含有する配列番号２２又は２３を含む。
【０１０１】
　微細藻類におけるその発現を増強するために、所望の抗原性ＮＤＶポリペプチド又はそ
の断片若しくはバリアントをコードするポリヌクレオチドに、その他の改変を行ってもよ
い。これらの改変として、それだけには限らないが、偽のポリアデニル化シグナルをコー
ドする配列、エキソン－イントロンスプライシング部位シグナル、トランスポゾン様リピ
ート及び遺伝子発現にとって有害であり得るその他のこのような十分に特性決定された配
列の排除が挙げられる。可能であれば、所望の異種ポリペプチドをコードするポリヌクレ
オチドを、予測されるヘアピン二次ｍＲＮＡ構造を避けるよう改変してもよい。
【０１０２】
　動物及び植物における翻訳開始コドンの最適翻訳開始状況ヌクレオチド配列間には公知
の相違がある。本明細書において、「翻訳開始状況ヌクレオチド配列」とは、翻訳開始コ
ドンのすぐ５’の３つのヌクレオチドの同一性を指す。「翻訳開始コドン」とは、所望の
ヌクレオチド配列から転写されるｍＲＮＡの翻訳を開始するコドンを指す。これらの翻訳
開始状況ヌクレオチド配列の組成は、翻訳開始の効率に影響を及ぼし得る。例えば、Luka
szewicz et al. （2000） Plant Science 154:89-98及びJoshi et al. （1997）; Plant 
Mol. Biol. 35:993-1001参照のこと。本発明では、所望の抗原性ＮＤＶポリペプチド又は
その断片若しくはバリアントをコードするポリヌクレオチドの翻訳開始コドンの翻訳開始
状況ヌクレオチド配列を、微細藻類における発現を増強するよう改変してもよい。一実施
形態では、翻訳開始コドンのすぐ上流の３つのヌクレオチドが「ＡＣＣ」であるようヌク
レオチド配列を改変する。第２の実施形態では、これらのヌクレオチドは、「ＡＣＡ」で
ある。
【０１０３】
　微細藻類又はウキクサにおける抗原性ＮＤＶポリペプチドの発現はまた、５’リーダー
配列を使用することによって増強してもよい。このようなリーダー配列は、翻訳を増強す
るよう作用し得る。翻訳リーダーは、当技術分野で公知であり、これとして、それだけに
は限らないが、ピコルナウイルスリーダー、例えば、ＥＭＣＶリーダー（脳心筋炎５’非
コーディング領域;Elroy-Stein et al. （1989） PNAS USA 86:6126）、ポティウイルス
リーダー、例えば、ＴＥＶリーダー（タバコエッチウイルス; Allison et al. （1986） 
Virology 154:9）、ヒト免疫グロブリン重鎖結合タンパク質（ＢｉＰ; Macajak and Sarn
ow （1991）Nature 353:90）、アルファルファモザイクウイルスのコートタンパク質ｍＲ
ＮＡに由来する非翻訳リーダー（ＡＭＶ　ＲＮＡ　４; Jobling and Gehrke （1987） Na
ture 325:622）、タバコモザイクウイルスリーダー（ＴＭＶ; Gallie （1989） Molecula



(26) JP 5933451 B2 2016.6.8

10

20

30

40

50

r Biology of RNA, 23:56）、ジャガイモエッチウイルスリーダー（Tomashevskaya et al
. （1993） J. Gen. Virol. 74:2717-2724）、Ｆｅｄ－１　５’非翻訳領域（Dickey （1
992） EMBO J. 11:2311-2317）、ＲｂｃＳ　５’非翻訳領域（Silverthorne et al. （19
90） J. Plant. Mol. Biol. 15:49-58）及びトウモロコシ退緑斑紋ウイルスリーダー（Ｍ
ＣＭＶ; Lommel et al. （1991） Virology 81:382）が挙げられる。Della-Cioppa et al
. （1987） Plant Physiology 84:965も参照のこと。トウモロコシアルコールデヒドロゲ
ナーゼ１（ＡＤＨ１）遺伝子、トウゴマカタラーゼ遺伝子又はアラビドプシストリプトフ
ァン経路遺伝子ＰＡＴ１に由来するイントロン配列を始めとする植物イントロン配列を含
むリーダー配列もまた、植物において翻訳効率を高めると分かっている（Callis et al. 
（1987）Genes Dev. 1:1183-1200、Mascarenhas et al. （1990） Plant Mol. Biol. 15:
913-920）。
【０１０４】
　本発明のいくつかの実施形態では、トウモロコシアルコールデヒドロゲナーゼ１遺伝子
（ＡＤＨ１；ＧｅｎＢａｎｋ受託番号Ｘ０４０４９）のヌクレオチド１２２２～１７７５
に対応するヌクレオチド配列を、ＮＤＶ　ＨＮポリペプチド又はその断片若しくはバリア
ントをコードするポリヌクレオチドの上流にその翻訳の効率を増強するために挿入する。
別の実施形態では、発現カセットは、イボウキクサリブロース－ビス－ホスフェートカル
ボキシラーゼ小サブユニット５Ｂ遺伝子に由来するリーダーを含有する（ＲｂｃＳリーダ
ー;Buzby et al. （1990）Plant Cell 2:805-814参照のこと）。
【０１０５】
　上記の発現を増強するヌクレオチド配列改変のいずれも、いかなる単一の改変又は改変
のいかなる可能性ある組合せも含めて、本発明において使用してよいということは認識さ
れる。本明細書において、微細藻類又はウキクサにおける、語句「発現の増強のために改
変された」とは、これらの改変のいかなる１種も、又はいかなる組合せも含有するポリヌ
クレオチド配列を指す。
【０１０６】
シグナルペプチド
　所望のＮＤＶポリペプチドは、普通又は有利には、分泌タンパク質として発現され得る
。分泌タンパク質は、普通、小胞体（ＥＲ）の膜上の受容体タンパク質と相互作用して、
細胞からの分泌のための、膜を横断し、小胞体中への、増大するポリペプチド鎖の転位置
を指示する「シグナルペプチド」を含む前駆体ポリペプチドから翻訳される。このシグナ
ルペプチドは、前駆体ポリペプチドから切断され、シグナルペプチドを欠く「成熟した」
ポリペプチドをもたらし得る。シグナルペプチドが切断されず、シグナルペプチドを含む
全ポリペプチドが細胞から分泌される場合もある。本発明の一実施形態では、ＮＤＶ　Ｈ
Ｎポリペプチド又はその断片若しくはバリアントが、ＮＤＶ　ＨＮポリペプチド又はその
断片若しくはバリアントの、培養培地への分泌を指示するシグナルペプチドをコードする
ヌクレオチド配列と作動可能に連結しているポリヌクレオチド配列から微細藻類又はウキ
クサにおいて発現される。小胞体へのタンパク質転位置を標的とする植物又は藻類シグナ
ルペプチド（細胞の外側への分泌のための）は、当技術分野で公知である。例えば、米国
特許第６，０２０，１６９号参照のこと。本発明では、任意の植物又は藻類シグナルペプ
チドを使用して、発現されたポリペプチドをＥＲへと標的とできる。
【０１０７】
　いくつかの実施形態では、シグナルペプチドは、シロイヌナズナ（Arabidopsis thalia
na）塩基性エンドキチナーゼシグナルペプチド（ＮＣＢＩタンパク質受託番号ＢＡＡ８２
８２３のアミノ酸１４～３４）、エクステンションシグナルペプチド（Stiefel et al. 
（1990） Plant Cell 2:785-793）、コメα－アミラーゼシグナルペプチド（ＮＣＢＩタ
ンパク質受託番号ＡＡＡ３３８８５のアミノ酸１～３１；ＧｅｎＢａｎｋ　Ｍ２４２８６
も参照のこと）である。別の実施形態では、シグナルペプチドは、分泌された微細藻類タ
ンパク質のシグナルペプチドに対応する。
【０１０８】
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　一実施形態では、本発明のシグナルペプチドは、配列番号１３（配列番号１２に示され
る配列を有するポリヌクレオチドによってコードされる）又は配列番号２１（配列番号２
７に示される配列を有するポリヌクレオチドによってコードされる）に示されるＮＤＶ　
ＨＮシグナルペプチドである。ウイルス起源のＮＤＶ　ＨＮシグナルペプチドは、微細藻
類におけるＮＤＶタンパク質の発現において驚くべき結果を示し、これでは、細胞からの
分泌のための膜を横断する、小胞体へのポリペプチド鎖の転位置を指示した。
【０１０９】
　あるいは、哺乳類シグナルペプチドを使用して、微細藻類からの分泌のために、組換え
製造された抗原性ＮＤＶポリペプチドを標的にできる。植物細胞が、小胞体を標的とする
哺乳類シグナルペプチドを認識すること及びこれらのシグナルペプチドが、ポリペプチド
の細胞膜を通ってだけでなく、植物の細胞壁を通っての分泌を指示できることが実証され
た。米国特許第５，２０２，４２２号明細書及び同５，６３９，９４７号明細書を参照の
こと。
【０１１０】
　一実施形態では、所望のポリヌクレオチド配列の上記のいかなる改変又は改変の組合せ
も使用して、シグナルペプチドをコードするヌクレオチド配列を微細藻類における発現の
増強のために改変する。
【０１１１】
　分泌されるＮＤＶ　ＨＮポリペプチド又はその断片若しくはバリアントは、それだけに
は限らないが、クロマトグラフィー、電気泳動、透析、溶媒－溶媒抽出などを含めた当技
術分野で公知の任意の従来手段によって培養培地から採取できる。その際、部分的又は実
質的に精製された抗原性ＮＤＶポリペプチド又はその断片若しくはバリアントを培養培地
から得ることができる。
【０１１２】
形質転換された微細藻類又はウキクサ
　本発明は、ＮＤＶ　ＨＮポリペプチド又はその断片若しくはバリアントを発現する形質
転換された微細藻類又はウキクサ植物を提供する。用語「微細藻類」とは、スラウストキ
トリアセアエ科のメンバーを指す。この科は、現在４つの属：シゾキトリウム、スラウス
トキトリウム、ラビリンチュロイデス及びジャポノキトリウムに分けられている。例示的
シゾキトリウムとして、それだけには限らないが、シゾキトリウム・アグレガルム（Schi
zochytorium aggregatum）、シゾキトリウム・リマシナム（Schizochytorium limacinum
）、シゾキトリウム種（Ｓ３１）（ＡＴＣＣ２０８８８）、シゾキトリウム種（Ｓ８）（
ＡＴＣＣ　２０８８９）、シゾキトリウム種（ＬＣ－ＲＭ）（ＡＴＣＣ１８９１５）、シ
ゾキトリウム種（ＳＲ２１）（ＡＴＣＣ２８２０９）及び寄託されたシゾキトリウム・リ
マシナム株IFO 32693（Honda et Yokochi）が挙げられる。
【０１１３】
　用語「ウキクサ」とは、ウキクサ（Lemnaceae）科のメンバーを指す。この科は、現在
、以下のように５つの属及び３８のウキクサの種に分けられている：アオウキクサ属（ナ
ンゴクウキクサ（L. aequinoctialis）、Ｌ．ディスペルマ（disperma）、Ｌ．エクアド
リエンシス（ecuadoriensis）、イボウキクサ（L. gibba）、ムラサキコウキクサ（L. ja
ponica）、コウキクサ（L. minor）、ヒナウキクサ（L. miniscula）、Ｌ．オブスクラ（
obscura）、チビウキクサ（L. perpusilla）、Ｌ．テネラ（tenera）、ヒンジモ（L. tri
sulca）、キタグニコウキクサ（L. turionifera）、チリウキクサ（L. valdiviana））;
スピロデラ（Spirodela）属（S. インテルメディア（intermedia）、Ｓ．ポリリーザ（po
lyrrhiza）、ヒメウキクサ（S. punctata））;ウォルフィア（Wolffia）属（Ｗａ．アン
グスタ（angusta）、Ｗａ．アリーザ（arrhiza）、Ｗａ．オーストラリナ（australina）
、Ｗａ．ボレアリス（borealis）、Ｗａ．ブラシリエンシス（brasiliensis）、Ｗａ．コ
ロンビアナ（columbiana）、Ｗａ．エロンガタ（elongata）、ミジンコウキクサ（Wa. gl
obosa）、Ｗａ．ミクロスコピカ（microscopica）、Ｗａ．ネグレクタ（neglecta））;ウ
ォルフィエラ（Wolfiella）属（Ｗｌ．カウダタ（caudata）、Ｗｌ．デンチクラタ（dent
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iculata）、Ｗｌ．グラディアタ（gladiata）、Ｗｌ．ヒアリナ（hyalina）、Ｗｌ．リン
グラタ（lingulata）、Ｗｌ．レプンダ（repunda）、Ｗｌ．ロツンダ（rotunda）及びWl.
ネオトロピカ（neotropica））及びランドルチア（Landoltia）属ヒメウキクサ（L. punc
tata）。アオウキクサ属の種は、Landolt （1986）Biosystematic Investigation on the
 Family of Duckweeds: The family of Lemnaceae-A Monograph Study （Geobatanischen
 Institut ETH、Stiftung Rubel、Zurich）によって記載される分類学的スキームを使用
して分類できる。
【０１１４】
　本明細書において、「植物」とは、全植物、植物器官（例えば、葉状体（葉）、茎、根
など）、種子、植物細胞及びそれらの後代を含む。トランスジェニック植物の部分は、本
発明の範囲内に、例えば、植物細胞、植物プロトプラスト、植物を再生できる植物細胞組
織培養物、組織、植物カルス、胚並びに花、胚珠、茎、果実、葉、根、根端、根粒及びト
ランスジェニック植物又は所望のポリヌクレオチドでこれまでに形質転換され、したがっ
て、少なくとも一部は、トランスジェニック細胞からなるその後代に由来する同類のもの
などを含むと理解すべきである。
【０１１５】
　本発明の形質転換された微細藻類又はウキクサ植物は、ＮＤＶ　ＨＮポリペプチド又は
その断片若しくはバリアントをコードするポリヌクレオチドを含む発現構築物を、所望の
微細藻類又はウキクサ植物中に導入することによって得ることができる。
【０１１６】
　用語「導入すること」とは、ポリヌクレオチド、例えば、抗原性ＮＤＶポリペプチド又
はその断片若しくはバリアントをコードするポリヌクレオチドを含む発現構築物との関連
で、微細藻類又はウキクサ植物にポリヌクレオチドを、ポリヌクレオチドが、微細藻類又
はウキクサの細胞の内部へ侵入するような方法で提示することを意味するものとする。２
種以上のポリヌクレオチドが導入される場合には、これらのポリヌクレオチドを、単一ヌ
クレオチド構築物の一部として集めてもよく、又は別個のヌクレオチド構築物として集め
てもよく、同一又は異なる形質転換ベクター上に位置させてもよい。したがって、これら
のポリヌクレオチドは、所望の微細藻類又はウキクサ宿主細胞中に、単一の形質転換事象
で、別個の形質転換事象で、又は例えば、育種プロトコールの一部として導入できる。本
発明の組成物及び方法は、微細藻類中に１種又は２種以上のポリヌクレオチドを導入する
ための特定の方法に依存せず、微細藻類又はウキクサ植物の少なくとも１種の細胞の内部
へ侵入するだけである。ポリヌクレオチドを植物又は藻類中に導入する方法は、当技術分
野で公知であり、それだけには限らないが、一過性の形質転換法、安定な形質転換法及び
ウイルス媒介性法が挙げられる。
【０１１７】
　ＮＤＶ　ＨＮポリペプチド又はその断片若しくはバリアントをコードするポリヌクレオ
チドなどのポリヌクレオチドとの関連で、「一過性の形質転換」とは、ポリヌクレオチド
が微細藻類又はウキクサ中に導入されるが、微細藻類又はウキクサのゲノム中に統合され
ないことを意味するものとする。
【０１１８】
　「安定に導入すること」又は「安定に導入された」とは、微細藻類又はウキクサ中に導
入されるポリヌクレオチド（例えば、ＮＤＶ　ＨＮポリペプチド又はその断片若しくはバ
リアントをコードするポリヌクレオチド）との関連で、導入されるポリヌクレオチドが、
微細藻類又はウキクサゲノム中に安定に組み込まれ、従って、微細藻類又はウキクサ植物
が、ポリヌクレオチドで安定に形質転換されることを意図する。
【０１１９】
　「安定な形質転換」又は「安定に形質転換された」とは、微細藻類又はウキクサ植物に
導入されたポリヌクレオチド、例えば、ＮＤＶ　ＨＮポリペプチド又はその断片若しくは
バリアントをコードするポリヌクレオチドが微細藻類又は植物のゲノムに組み込まれ、後
代によって、より詳しくは、複数の連続する世代の後代によって、遺伝によって受け継が
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れ得ることを意味するものとする。いくつかの実施形態では、連続する世代は、例えば、
クローン増殖を用いて、植物性に（すなわち、無性生殖）生じた後代を含む。その他の実
施形態では、連続する世代は、有性生殖によって生じた後代を含む。
【０１２０】
　ＮＤＶ　ＨＮポリペプチド又はその断片若しくはバリアントをコードするポリヌクレオ
チドを含む発現構築物は、当業者に公知の形質転換プロトコールを使用して所望の微細藻
類又は植物中に導入できる。微細藻類又は植物細胞又は根粒にヌクレオチド配列を導入す
るのに適した方法として、マイクロインジェクション（Crossway et al. （1986） Biote
chniques 4:320-334）、エレクトロポレーション（Riggs et al. （1986） PNAS USA 83:
5602-5606）、アグロバクテリウム媒介性形質転換（米国特許第５，５６３，０５５号明
細書及び同５，９８１，８４０号明細書）、直接遺伝子導入（Paszkowski et al. （1984
） EMBO J. 3:2717-2722）、弾道粒子加速法（ballistic particle acceleration）（例
えば、米国特許第４，９４５，０５０号明細書、同５，８７９，９１８号明細書、同５，
８８６，２４４号明細書及び同５，９３２，７８２号明細書を参照のこと）及びPlant Ce
ll, Tissue, and Organ Culture: Fundamental Methods、ed. Gamborg and Phillips （S
pringer-Verlag、Berlin）中のTomes et al. （1995）「Direct DNA Transfer into Inta
ct Plant Cells via Microprojectile Bombardment」、McCabe et al. （1988） Biotech
nology 6:923-926参照のこと）が挙げられる。形質転換された細胞を、従来法に従って植
物又は藻類に成長させてもよい。
【０１２１】
　上記のように、安定に形質転換された微細藻類又は植物は、米国特許第６，０４０，４
９８号又は米国特許出願公開第２００３／０１１５６４０号明細書、同２００３／００３
３６３０号明細書又は同２００２／００８８０２７号明細書に開示される遺伝子導入法の
１つなど、当技術分野で公知のいかなる遺伝子導入法によっても得ることができる。微細
藻類又は植物は、アグロバクテリウム媒介性遺伝子導入、弾道衝撃（ballistic bombardm
ent）又はエレクトロポレーションを始めとするいくつかの方法のいずれか１つによって
、本明細書に記載される核酸配列を含有する発現カセットを用いて効率的に形質転換でき
る。使用されるアグロバクテリウムは、アグロバクテリウム・ツメファシエンス又はアグ
ロバクテリウム・リゾゲネス（Agrobacterium rhizogenes）であり得る。安定な微細藻類
又は植物形質転換体は、所望の核酸配列及び選択物質に対する耐性を付与する遺伝子の両
方を用いて微細藻類又は植物細胞を形質転換することと、それに続いて、形質転換された
細胞を、選択物質を含有する培地中で培養することによって単離できる。例えば、米国特
許第６，０４０，４９８号明細書参照のこと。
【０１２２】
　これらの方法において利用される安定に形質転換された微細藻類又は植物は、正常な形
態を示し、有性生殖によって稔性であり、かつ／又は例えば、クローン増殖を用いて、植
物性に（すなわち、無性生殖）繁殖し得るはずである。本発明の形質転換された微細藻類
又は植物は、単一コピーのＮＤＶ　ＨＮポリペプチド又はその断片若しくはバリアントを
コードするポリヌクレオチドを含む導入された核酸を含有し、導入された核酸がその中に
著しい再編成を有さないことが好ましい。本発明の形質転換された微細藻類が、低コピー
数（すなわち、形質転換された細胞あたり、１２コピー以下、８コピー以下、５コピー以
下、あるいは、３コピー以下、さらなる代替法として、３コピーより少ない核酸）で存在
する導入された核酸を含有し得ることは認識される。
【０１２３】
　ＮＤＶ　ＨＮポリペプチド又はその断片若しくはバリアントを発現する形質転換された
植物又は藻類は、ＮＤＶ　ＨＮポリペプチド又はその断片若しくはバリアントを発現する
のに適した条件下で培養してもよい。次いで、ＮＤＶ　ＨＮポリペプチド又はその断片若
しくはバリアントを微細藻類、培養培地又は微細藻類及び培養培地から採取し、望ましい
場合には、クロマトグラフィー、電気泳動、透析、溶媒－溶媒抽出などを含めた、当技術
分野で公知の、いかなる従来単離法及び精製法を使用して精製してもよい。次いで、ＮＤ
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Ｖ　ＨＮポリペプチド又はその断片若しくはバリアントを、本明細書において別の場所に
記載される治療適用のためのワクチンとして製剤してもよい。
【０１２４】
ＮＤＶポリペプチドを調製する方法
　本明細書に十分に記載されるように、一実施形態では、組換えＮＤＶ　ＨＮポリペプチ
ドを製造する方法は、（ａ）微細藻類又はウキクサ植物を微細藻類又はウキクサ培養培地
中で培養するステップであって、微細藻類又はウキクサ植物が、ＮＤＶポリペプチドを発
現するよう安定に形質転換されており、ＮＤＶポリペプチドが、前記の組換えＮＤＶポリ
ペプチドのコード配列と、作動可能に連結している、培養培地中へのＮＤＶポリペプチド
の分泌を指示するシグナルペプチドのコード配列とを含むヌクレオチド配列から発現され
る、ステップ、及び（ｂ）前記培養培地からＮＤＶポリペプチドを収集するステップを含
む。用語「収集する」は、それだけには限らないが、培養培地から採取すること又は精製
することを含む。
【０１２５】
　微細藻類又は植物において組換えポリペプチドを製造した後、タンパク質精製のために
、当技術分野で利用可能ないかなる方法を使用してもよい。種々のステップが、非タンパ
ク質又は藻類又は植物物質からタンパク質を遊離することと、それに続いて、その他のタ
ンパク質から所望のタンパク質を精製することを含む。組換えタンパク質は、細胞による
その製造後に培養培地から単離される分泌タンパク質であり得、シグナルペプチドを含み
得る。前記シグナルペプチドは、分泌後に切断され、成熟タンパク質生成物が生じ得る。
製造に使用されるベクター及び宿主系に応じて、本発明の得られる組換えＮＤＶポリペプ
チドは、組換え細胞内に残存する場合も、発酵培地中に分泌される場合も、２つの細胞膜
の間の空間に分泌される場合も、細胞膜の外表面に保持される場合もある。精製プロセス
における最初のステップは、遠心分離、濾過又はその組合せを含む。最初の、低速での遠
心分離の後、低速上清を医薬組成物又はワクチン製剤に使用してもよい。低速上清に、以
下に記載される種々の方法を使用してさらなる精製を行ってもよい。組織の細胞外間隙内
に分泌されるタンパク質は、真空又は遠心抽出を使用して得ることができる。最小処理が
また、粗生成物の調製も含む場合がある。その他の方法は、抽出物の直接使用を可能にす
るための解離及び抽出を含む。
【０１２６】
　本発明の方法によって製造される組換えタンパク質は、種々の標準タンパク質精製技術
、例えば、それだけには限らないが、遠心分離、濾過、アフィニティークロマトグラフィ
ー、イオン交換クロマトグラフィー、電気泳動、疎水性相互作用クロマトグラフィー、ゲ
ル濾過クロマトグラフィー、逆相クロマトグラフィー、コンカナバリンＡクロマトグラフ
ィー、等電点電気泳動及び分別可溶化を使用して精製してもよい。所望のタンパク質を精
製する方法は、タンパク質の大きさ、生理化学的特性及び結合親和性の相違を利用し得る
。このような方法として、プロカインアミド親和性、サイズ排除、高圧液体、逆相及び陰
イオン交換クロマトグラフィーを始めとするクロマトグラフィー、親和性タグなどが挙げ
られる。特に、固定化されたＮｉイオンアフィニティークロマトグラフィーを使用して、
発現されたタンパク質を精製できる。Favacho et al. （2006） Protein expression and
 purification 46:196-203を参照のこと。また、Zhou et al. （2007）The Protein J 26
:29-37、Wang et al. （2006） Vaccine 15:2176-2185及び国際公開第２００９／０７６
７７８号パンフレットを参照のこと。精製プロセスにおいて、浸透圧調節物質、抗酸化剤
、フェノール酸化阻害剤、プロテアーゼ阻害剤などといった保護剤を使用してもよい。
【０１２７】
使用方法及び製品
　本発明は、以下の方法実施形態を含む。一実施形態では、ＮＤＶ抗原性ポリペプチド（
単数又は複数）又はその断片若しくはバリアントと、薬学的に又は獣医学的に許容される
担体、賦形剤又は媒体とを含む組成物を動物に投与することを含む、動物にワクチン接種
する方法が開示される。この実施形態の一態様では、動物は、鳥類、ウマ、イヌ、ネコ又
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はブタである。
【０１２８】
　さらに別の実施形態では、ワクチン又は組成物を、１日齢以上のニワトリに投与しても
よい。
【０１２９】
　本発明の一実施形態では、プライム－ブースト投与計画を使用してよく、これは、少な
くとも１種の共通ポリペプチド、抗原、エピトープ又は免疫原を使用する、少なくとも１
回の最初の投与と、少なくとも１回の追加免疫投与からなる。通常、最初の投与に使用さ
れる免疫学的組成物又はワクチンは、追加免疫として使用されるものとは性質が異なって
いる。しかし、最初の投与及び追加免疫投与として同一組成物を使用してもよいというこ
とは留意されたい。この投与プロトコールは、「プライム－ブースト」と呼ばれる。
【０１３０】
　本発明では、抗原性ＮＤＶポリペプチド又はその断片若しくはバリアントをコードする
ＮＤＶコード配列又はその断片を発現させるために組換えウイルスベクターを使用する。
具体的には、ウイルスベクターは、ＮＤＶ配列、さらに詳しくは、ＮＤＶ　ＨＮ遺伝子又
は抗原性ポリペプチドをコードするその断片を発現できる。本明細書において考慮される
ウイルスベクターとして、それだけには限らないが、ポックスウイルス［例えば、ワクシ
ニアウイルス又は弱毒化ワクシニアウイルス、トリポックスウイルス又は弱毒化トリポッ
クスウイルス（例えば、カナリアポックス、鶏痘、ハトポックス（dovepox）、ハトポッ
クス（pigeonpox）、ウズラポックス（quailpox）、ＡＬＶＡＣ、ＴＲＯＶＡＣ；例えば
、米国特許第５，５０５，９４１号明細書、同５，４９４，８０７０号明細書参照のこと
）、アライグマポックス（raccoonpox）ウイルス、ブタポックスウイルスなど］、アデノ
ウイルス（例えば、ヒトアデノウイルス、イヌアデノウイルス）、ヘルペスウイルス（例
えば、イヌヘルペスウイルス、シチメンチョウのヘルペスウイルス、マレック病ウイルス
、感染性喉頭気管炎ウイルス、ネコヘルペスウイルス、喉頭気管炎ウイルス（ＩＬＴＶ）
、ウシヘルペスウイルス、ブタヘルペスウイルス）、バキュロウイルス、レトロウイルス
などが挙げられる。別の実施形態では、トリポックス発現ベクターは、ＡＬＶＡＣなどの
カナリアポックスベクターであり得る。さらに別の実施形態では、トリポックス発現ベク
ターは、ＴＲＯＶＡＣなどの鶏痘ベクターであり得る。ＮＤＶポリペプチド、抗原、エピ
トープ又は免疫原は、ＮＤＶ　ＨＮであり得る。例えば、ＮＤＶ　ＨＮ又はＦを含むＴＲ
ＯＶＡＣベクターは、米国特許第７，１４４，５７８号及び米国特許出願公開第２００８
／０１８８６４０号明細書に記載されるベクターであり得、ＨＮ及びＦを含むＮＤＶ抗原
を含むＩＬＴＶベクターは、米国特許第６，３０６，４００号明細書及び同６，１５３，
１９９号明細書に記載されるベクターであり得る。ウイルスベクターにおいて発現される
本発明のＮＤＶポリペプチド又は抗原は、特定のポックスウイルスプロモーター、例えば
、とりわけ、ワクシニアプロモーター７．５ｋＤａ（Cochran et al., 1985）、ワクシニ
アプロモーターI3L（Riviere et al., 1992）、ワクシニアプロモーターHA（Shida, 1986
）、牛痘プロモーターATI（Funahashi et al., 1988）、ワクシニアプロモーターH6（Tay
lor et al., 1988b;Guo et al., 1989、Perkus et al., 1989）の制御下に挿入される。
【０１３１】
　本発明のプライム－ブーストプロトコール又は投与計画の別の態様では、本発明のＮＤ
Ｖ抗原を含んでなる組成物を投与し、続いて、インビボでＮＤＶ抗原及び／又はそのバリ
アント又は断片を含有し、発現する組換えウイルスベクター又はプラスミドベクターを投
与する。同様に、プライム－ブーストプロトコールは、組換えウイルスベクター又はプラ
スミドベクターの投与と、それに続く、本発明の組換えＮＤＶ抗原の投与を含み得る。初
回投与及び二次投与の両方とも、本発明の組換えＮＤＶ抗原を含み得ることはさらに留意
されたい。したがって、本発明の組換えＮＤＶ抗原は、ウイルスベクターとともにいかな
る順序で投与してもよく、あるいは、初回及び二次組成物の両方として単独で使用しても
よい。
【０１３２】
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　本発明のプライム－ブーストプロトコールのさらに別の態様では、本発明のＮＤＶ抗原
を含んでなる組成物を投与し、その後、ＮＤＶ抗原を含む不活化ウイルス組成物又はワク
チンを投与する。同様に、プライム－ブーストプロトコールは、不活化ウイルス組成物又
はワクチンの投与と、それに続く、本発明の組換えＮＤＶ抗原の投与とを含み得る。初回
及び二次投与の両方とも、本発明の組換え抗原性ポリペプチドを含み得ることはさらに留
意されたい。本発明の抗原性ポリペプチドは、不活化ウイルス組成物又はワクチンととも
にいかなる順序で投与してもよく、あるいは、初回及び二次組成物の両方として単独で使
用してもよい。
【０１３３】
　プライム－ブースト投与計画は、少なくとも１種の共通ポリペプチド及び／又はそのバ
リアント又は断片を使用する、少なくとも１回の初回投与と、少なくとも１回の追加投与
とを含む。初回投与において使用されるワクチンは、後の追加免疫ワクチンとして使用さ
れるものと性質が異なっていてもよい。初回投与は、１回又は２回以上の投与を含み得る
。同様に、追加投与は、１回又は２回以上の投与を含み得る。
【０１３４】
　哺乳類である標的種の組成物の用量容積、例えば、ウイルスベクターに基づいた鳥類組
成物の用量容積、例えば、非ポックスウイルス－ウイルスベクターに基づいた組成物は、
一般に、約０．１～約２．０ｍｌの間、約０．１～約１．０ｍｌの間及び約０．５ｍｌ～
約１．０ｍｌの間である。
【０１３５】
　プライム－ブーストプロトコールにおいて使用される本発明の組換え抗原性ポリペプチ
ドを含む組成物は、薬学的に又は獣医学的に許容される媒体、希釈剤又は賦形剤中に含有
される。本発明のプロトコールは、ＮＤＶから動物を保護し、かつ／又は、感染動物にお
ける疾患進行を防ぐ。
【０１３６】
　種々の投与は、１～６週間間隔をあけて実施することが好ましい。一実施形態によれば
、年１回の追加免疫も想定される。動物は、最初の投与の時点で少なくとも１日齢である
。
【０１３７】
　ワクチンの有効性は、ＮＤＶの毒性株を用いて鳥類などの動物に抗原投与することによ
る最後の免疫誘導の約２～４週間後に試験してもよい。相同及び異種株の両方を、抗原投
与に使用して、ワクチンの有効性を試験する。噴霧によって、鼻腔内に、眼内に、気管内
に及び／又は経口的に動物に抗原投与してもよい。抗原投与ウイルスは、投与経路に応じ
て、容積中、約１０５－８ＥＩＤ５０であり得る。例えば、投与が、噴霧による場合には
、ウイルス懸濁液をエアロゾル化して、約１～１００μｍの液滴を作製し、投与が鼻腔内
、気管内又は経口である場合には、抗原投与ウイルスの容積は、それぞれ、約０．５ｍｌ
、１～２ｍｌ及び５～１０ｍｌである。動物は、臨床徴候、例えば、脱水症及びペイステ
ィベント（pasty vents）について抗原投与後１４日間毎日観察してもよい。さらに、動
物の群を安楽死させ、肺及び胸腔出血、気管炎、気管支炎、細気管支炎及び気管支肺炎の
病理学的知見について評価してもよい。ウイルスを単離するために、抗原投与後、すべて
の動物から中咽頭のスワブを収集してもよい。呼吸組織におけるウイルス抗原の存在又は
非存在を、定量的リアルタイムリバーストランスクリプターゼポリメラーゼ連鎖反応（ｑ
ＲＲＴ－ＰＣＲ）によって評価してもよい。抗原投与の前後に血液サンプルを収集しても
よく、ＮＤＶ特異的抗体の存在について分析してもよい。
【０１３８】
　当業者ならば、本明細書の開示内容は、例として提供され、本発明はそれに制限されな
いということは理解されなければならない。本明細書の開示内容及び当技術分野における
知識から、当業者ならば、投与回数、投与経路及び各注射プロトコールに使用されるべき
用量を、過度の実験を行うことなく決定できる。
【０１３９】
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　本発明は、有効量の本発明に従って作製された治療組成物を、動物へ少なくとも１回投
与することを考慮する。動物は、雄であっても、雌であっても、妊娠中の雌であっても、
新生仔であってもよい。この投与は、それだけには限らないが、筋肉内（ＩＭ）、皮内（
ＩＤ）又は皮下（ＳＣ）注射を始めとする種々の経路によって、又は鼻腔内若しくは経口
投与によってであり得る。本発明の治療組成物はまた、無針装置（例えば、Pigjet、Derm
ojet、Biojector、Avijet（Merial社、GA、USA）、Vetjet又はVitajet装置（Bioject社、
Oregon、USA）を用いるような）によって投与してもよい。プラスミド組成物を投与する
ための別のアプローチは、エレクトロポレーションを使用することである（例えば、Toll
efsen et al., 2002、 Tollefsen et al., 2003、Babiuk et al., 2002、ＰＣＴ国際公開
第９９／０１１５８号パンフレット参照のこと）。別の実施形態では、治療組成物を、遺
伝子銃又は金粒子衝突によって動物へ送達する。
【０１４０】
　一実施形態では、本明細書に開示される主題は、ワクチン接種投与計画及び感染動物と
ワクチン接種した動物間の区別を検出する方法（ＤＩＶＡ）を提供する。
【０１４１】
　「ワクチン接種した動物からの感染動物の区別」（ＤＩＶＡ）を可能にする戦略は、特
に、発展途上国における、トリの大量処分及び結果として起こる経済的な損害を伴わない
ウイルスの最終的な根絶のための可能性ある解決法として提案されている（国連食料農業
機関（Food and Agriculture Organization of the United）（ＦＡＯ）（2004）. FAO、
OIE & WHO Technical consultation on the Control of NDV. Animal health special re
port）。この戦略は、ワクチン接種の恩恵にあずかり（環境中には少ないウイルス）、感
染した群れを同定する能力を有し、駆除を含めたその他の制御手段の実施を依然として可
能にする。群れレベルでは、簡単なアプローチとして、各ワクチン接種された群れの中の
ワクチン接種されていないままの指標鳥を定期的にモニタリングすることがあるが、これ
は、特に、大きな群れの中の指標の同定では、いくつかの管理の問題を引き起こし得る。
代替として、屋外曝露について試験することをワクチン接種された鳥で実施してもよい。
あるいは、ＮＤＶ　ＨＮサブユニット（タンパク質）のみを含有するワクチンを使用する
ことで、ワクチン接種された鳥における感染を検出するために、古典的ＡＧＩＤ及びＮＰ
－又はマトリックスベースのＥＬＩＳＡが使用されることが可能となる。
【０１４２】
　本発明のワクチン又は組成物の使用によって、ＨＡ以外のＮＤＶタンパク質に対する抗
体反応を検出することを目的とした利用可能な診断検査、例えば、寒天ゲル免疫拡散法又
はＮＰベースのＥＬＩＳＡを使用して、ワクチン接種された動物におけるＮＤＶ感染の検
出が可能となるということが本明細書において開示される。本発明のワクチン又は組成物
の使用によって、感染動物とワクチン接種された動物間を区別すること（ＤＩＶＡ）によ
って、動物において感染を検出することが可能となることが本明細書において開示される
。ＮＰベースの免疫原性検出法を使用して、動物におけるＮＤＶの感染を診断するための
方法、例えば、ＮＰベースのＥＬＩＳＡが本明細書において開示される。一実施形態では
、本明細書に開示される主題は、ａ）核タンパク質（ＮＰ）を含む固体基質を、動物から
得られたサンプルと接触させることと、ｂ）固体基質を、ＮＰに対するモノクローナル抗
体（ＭＡｂ）と接触させることと、ｃ）ＭＡｂの、固体基質上のＮＰによって捕獲された
サンプルとの結合を検出することとを含む、動物においてＮＤＶ感染を診断する方法を対
象とし、ここで、陰性対照に対する試験サンプルの阻害パーセンテージは、対象がＮＤＶ
に感染していることを示し、それによって、対象におけるＮＤＶ感染を診断する。
【０１４３】
　本発明の別の実施形態は、組換えＮＤＶ　ＨＮ免疫学的組成物又はワクチン及び動物に
おいて免疫反応を誘発するための有効量で送達する方法を実施するための説明書を含む、
動物におけるＮＤＶに対する免疫学的又は保護的反応を誘発又は誘導する方法を実施する
ためのキットである。
【０１４４】
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　一実施形態では、本明細書に開示される主題は、免疫反応を誘発又は誘導する方法を実
施するためのキットを対象とし、これは、組換えＮＤＶ免疫学的組成物若しくはワクチン
又は不活化ＮＤＶ免疫学的組成物若しくはワクチン、組換えＮＤＶウイルス組成物若しく
はワクチン及び方法を実施するための説明書を含み得る。
【０１４５】
　本発明の別の実施形態は、本発明のＮＤＶ抗原を含む組成物又はワクチン及び組換えＮ
ＤＶウイルス免疫学的組成物又はワクチン及び動物において免疫反応を誘発するための有
効量で送達する方法を実施するための説明書を含む、動物においてＮＤＶに対する免疫学
的又は保護的反応を誘導する方法を実施するためのキットである。
【０１４６】
　本発明の別の実施形態は、本発明のＮＤＶ抗原を含む組成物又はワクチン及び不活化Ｎ
ＤＶ免疫学的組成物又はワクチン及び動物において免疫反応を誘発するための有効量で送
達する方法を実施するための説明書を含む、動物においてＮＤＶに対する免疫学的又は保
護的反応を誘導する方法を実施するためのキットである。
【０１４７】
　本発明のさらに別の態様は、上記の本発明に従うプライム－ブーストワクチン接種のた
めのキットに関する。キットは、少なくとも２つのバイアル：本発明の初回ワクチン接種
のためのワクチン又は組成物を含有する第１のバイアル及び本発明の追加ワクチン接種の
ためのワクチン又は組成物を含有する第２のバイアルを含み得る。キットは、さらなる初
回ワクチン接種又はさらなる追加ワクチン接種のためのさらなる第１又は第２のバイアル
を含有することが有利であり得る。
【０１４８】
　一実施形態では、本発明は、標的細胞におけるＮＤＶ　ＨＮ抗原又はエピトープの送達
及び発現のための治療上有効な量のワクチン又は組成物の投与を提供する。治療上有効な
量を決定することは、当業者にとって日常的な実験である。一実施形態では、ワクチン又
は組成物は、組換えＮＤＶ　ＨＮポリペプチド、抗原又はエピトープと、薬学的に又は獣
医学的に許容される担体、媒体又は賦形剤とを含む。別の実施形態では、薬学的に又は獣
医学的に許容される担体、媒体又は賦形剤は、トランスフェクション又は感染を促進し、
かつ／又は、ベクター又はタンパク質の保存を改善する。
【０１４９】
　薬学的に又は獣医学的に許容される担体又は媒体又は賦形剤は、当業者には周知である
。例えば、薬学的に又は獣医学的に許容される担体又は媒体又は賦形剤は、０．９％　Ｎ
ａＣｌ（例えば、生理食塩水）溶液又はリン酸バッファーであり得る。本発明の方法のた
めに使用できるその他の薬学的に又は獣医学的に許容される担体又は媒体又は賦形剤とし
て、それだけには限らないが、ポリ－（Ｌ－グルタミン酸）又はポリビニルピロリドンが
挙げられる。薬学的に又は獣医学的に許容される担体又は媒体又は賦形剤は、ベクター又
は組換えタンパク質の投与を促進するいかなる化合物又は化合物の組合せであってもよく
、担体、媒体又は賦形剤は、トランスフェクションを促進し、かつ／又はベクター若しく
はタンパク質の保存を改善し得ることが有利である。本明細書において、用量及び用量容
積は、一般説明において論じられており、当業者ならば、過度の実験を行うことなく、当
技術分野における知識と合わせたこの開示内容の読み取りから決定できる。
【０１５０】
　排他的にではないが、プラスミドに適している第四級アンモニウム塩を含有するカチオ
ン性脂質、以下の式を有するもの：
【０１５１】
【化１】
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【０１５２】
［式中、Ｒ１は、１２～１８個の炭素原子を有する飽和又は不飽和直鎖脂肪族基であり、
Ｒ２は、２又は３個の炭素原子を含有する別の脂肪族基であり、Ｘは、アミン又はヒドロ
キシル基、例えば、ＤＭＲＩＥである］。別の実施形態では、カチオン性脂質は、中性脂
質、例えば、ＤＯＰＥと結合していてもよい。
【０１５３】
　カチオン性脂質の中でも、ＤＭＲＩＥ（Ｎ－（２－ヒドロキシエチル）－Ｎ，Ｎ－ジメ
チル－２，３－ビス（テトラデシルオキシ）－１－プロパンアンモニウム；国際公開第９
６／３４１０９号パンフレット）が好ましく、中性脂質、有利には、ＤＯＰＥ（ジオレオ
イル－ホスファチジル－エタノールアミン；Behr, 1994）と結合して、ＤＭＲＩＥ－ＤＯ
ＰＥが形成することが有利である。
【０１５４】
　ＤＯＰＥが存在する場合には、ＤＭＲＩＥ：ＤＯＰＥモル比は、約９５：約５～約５：
約９５であることが有利であり、約１：約１、例えば、１：１がより有利である。
【０１５５】
　別の実施形態では、薬学的に又は獣医学的に許容される担体、賦形剤、媒体又はアジュ
バントは、油中水型エマルジョンであり得る。適した油中水型エマルジョンの例として、
安定であり、６～５０ｖ／ｖ％、好ましくは、１２～２５ｖ／ｖ％の抗原含有水相と、全
部で、又は一部で非代謝可能オイル（例えば、パラフィンオイルなどの無機オイル）及び
／又は代謝可能オイル（例えば、植物油又は脂肪酸、ポリオール又はアルコールエステル
）と、０．２～２０ｐ／ｖ％、好ましくは、３～８ｐ／ｖ％の界面活性剤とを含有する５
０～９４ｖ／ｖ％の油相を含有する４℃で流体である、オイルベースの油中水型ワクチン
エマルジョンが挙げられ、後者は、全体で又は一部で又は混合物中で、いずれかのポリグ
リセロールエステルであり、前記ポリグリセロールエステルは、好ましくは、ポリグリセ
ロール（ポリ）リシノレアート又はポリオキシエチレンリシンオイルあるいは水素化ポリ
オキシエチレンリシンオイルである。油中水型エマルジョンにおいて使用してもよい界面
活性剤の例として、エトキシ化ソルビタンエステル（例えば、ポリオキシエチレン（２０
）ソルビタンモノオレエート（TWEEN 80（登録商標））、AppliChem, Inc.社、Cheshire
、CTから入手可能） 及びソルビタンエステル（例えば、ソルビタンモノオレエート（SPA
N 80（登録商標））、Sigma Aldrich社、St. Louis、MOから入手可能）が挙げられる。さ
らに、油中水型エマルジョンに関して、米国特許第６，９１９，０８４号明細書も参照の
こと。油中水型エマルジョンは、無機オイルを含有する７５％のオイル層と、４％のSPAN
 80（登録商標）と、０．４％ TWEEN 80（登録商標）を含有する２５％の水相とを含み得
る。いくつかの実施形態では、抗原含有水相は、１種又は２種以上の緩衝剤を含む生理食
塩水溶液を含む。適した緩衝溶液の例として、リン酸緩衝生理食塩水がある。一実施形態
では、油中水型エマルジョンは、水／油／水（Ｗ／Ｏ／Ｗ）型トリプルエマルジョンであ
り得る（米国特許第６，３５８，５００号明細書を参照のこと）。ＷＯＷトリプルエマル
ジョンは、無機オイル及び６％のSPAN 80（登録商標）と、１．６％ TWEEN 80（登録商標
）を含有する４０％の水相を含有する６０％の油相を含み得る。その他の適したエマルジ
ョンの例は、米国特許第７，３７１，３９５号明細書に記載されている。
【０１５６】
　本発明の免疫学的組成物及びワクチンは、１種又は２種以上の薬学的に又は獣医学的に
許容される担体、賦形剤、媒体又はアジュバントを含み得るか、本質的にからなる。本発
明の実施において使用するために適した担体又はアジュバントとして、（１）アクリル酸
又はメタクリル酸のポリマー、無水マレイン酸及びアルケニル誘導体ポリマー、（２）免
疫賦活性配列（ＩＳＳ）、例えば、１又は２以上の非メチル化ＣｐＧ単位を有するオリゴ
デオキシリボヌクレオチド配列（Klinman et al., 1996;国際公開第９８／１６２４７号
パンフレット）、（３）水中油型エマルジョン、例えば、M. Powell、M. Newman、Plenum
 Press 1995によって公開された「Vaccine Design, The Subunit and Adjuvant Approach
」の１４７ページに記載されるＳＰＴエマルジョン及び同じ報告の１８３ページに記載さ
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れるエマルジョンＭＦ５９、（４）第四級アンモニウム塩を含有するカチオン性脂質、例
えば、ＤＤＡ（５）サイトカイン、（６）水酸化アルミニウム又はリン酸アルミニウム、
（７）サポニン又は（８）本出願に引用され、参照により組み込まれる任意の文書におい
て論じられるその他のアジュバント又は（９）それらの任意の組合せ若しくは混合物があ
る。
【０１５７】
　ウイルスベクターに特に適している水中油型エマルジョン（３）は、軽い流動パラフィ
ンオイル（欧州薬局方型）、イソプレノイドオイル、例えば、スクアラン、スクアレン、
アルケンのオリゴマー形成に起因するオイル、例えば、イソブテン又はデセン、直鎖アル
キル基を有する酸又はアルコールのエステル、例えば、植物油、エチルオレエート、プロ
ピレングリコール、ジ（カプリレート／カプレート）、グリセロールトリ（カプリレート
／カプレート）及びプロピレングリコールジオレエート又は分岐脂肪アルコール又は酸の
エステル、特に、イソステアリン酸エステルをベースとし得る。
【０１５８】
　オイルは、エマルジョンを形成するよう乳化剤と組み合わせて使用する。乳化剤は、非
イオン性界面活性剤、例えば、一方では、ソルビタン、マンニド（例えば、無水オレイン
酸マンニトール）、グリセロール、ポリグリセロール又はプロピレングリコールのエステ
ルであり、他方、オレイン酸、イソステアリン酸、リシノール酸又はヒドロキシステアリ
ン酸であり得、前記エステルは所望により、エトキシ化又はポリオキシプロピレン－ポリ
オキシエチレン共重合体ブロック、例えば、プルロニック、例えば、Ｌ１２１であっても
よい。
【０１５９】
　（１）型アジュバントポリマーの中でも、特に、糖又はポリアルコールポリアルケニル
エーテルによって架橋された、架橋アクリル酸又はメタクリル酸のポリマーが好ましい。
これらの化合物は、カルボマーの名称の下で知られている（Pharmeuropa，vol. 8, no. 2
, June 1996）。当業者ならば、米国特許第２，９０９，４６２号明細書を参照でき、こ
れは、少なくとも３つのヒドロキシル基、好ましくは、８以下のこのような基を有し、少
なくとも３つのヒドロキシル基の水素原子が、少なくとも２個の炭素原子を有する不飽和
、脂肪族基によって置換されているポリヒドロキシル化合物によって架橋されたこのよう
なアクリル酸ポリマーを提供する。好ましい基は、２～４個の炭素原子を含有するもの、
例えば、ビニル、アリル及びその他のエチレン的に不飽和な基である。不飽和基はまた、
メチルなどのその他の置換基を含有し得る。カルボポールの名称で販売される製品（BF G
oodrich社、Ohio、USA）は特に適している。それらは、アリルショ糖によって、又はアリ
ルペンタエリスリトールによって架橋されている。それらの中でも、カルボポール974P、
934P及び971Pが参照される。
【０１６０】
　無水マレイン酸－アルケニル誘導体コポリマーに関しては、ＥＭＡ（Monsanto社）が好
ましく、これは、直鎖又は架橋エチレン－無水マレイン酸コポリマーであり、それらは、
例えば、ジビニルエーテルによって架橋されている。J. Fields et al., 1960も参照され
る。
【０１６１】
　構造に関しては、アクリル酸又はメタクリル酸ポリマー及びＥＭＡは、以下の式を有す
る基本単位によって形成されることが好ましい：
【０１６２】
【化２】
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【０１６３】
［式中、
　－　Ｒ１及びＲ２は、同一であっても、異なっていてもよく、Ｈ又はＣＨ３を表し
　－　ｘ＝０又は１であり、好ましくは、ｘ＝１であり、
　－　ｙ＝１又は２であり、ｘ＋ｙ＝２である］。
　ＥＭＡについて、Ｘ＝０及びｙ＝２である場合には、カルボマーについてはｘ＝ｙ＝１
である。
【０１６４】
　これらのポリマーは水又は生理学的塩溶液（２０ｇ／ｌ　ＮａＣｌ）に可溶性であり、
ｐＨを、例えば、ソーダ（ＮａＯＨ）によって７．３～７．４に調製し、発現ベクター（
単数又は複数）を組み込むことができるアジュバント溶液を提供できる。最終の免疫学的
組成物又はワクチン組成物中のポリマー濃度は、約０．０１～約１．５％　ｗ／ｖ、約０
．０５～約１％　ｗ／ｖ及び約０．１～約０．４％　ｗ／ｖの間の範囲であり得る。
【０１６５】
　サイトカイン又は複数のサイトカイン（５）は、免疫学的組成物又はワクチン組成物中
でタンパク質の形態であり得るか、又は宿主において、免疫原又は複数の免疫原又はその
エピトープ（単数又は複数）と同時発現され得る。免疫原又はその複数の免疫原又はエピ
トープ（単数又は複数）を発現するものと同一ベクターによる、又はその別個のベクター
による、サイトカイン又は複数のサイトカインの同時発現が好ましい。
【０１６６】
　本発明は、このような組合せ組成物を、例えば、活性化合物を、有利には、アジュバン
ト、担体、サイトカイン及び／又は希釈剤と一緒に、またそれらと混合することによって
調製することを包含する。
【０１６７】
　本発明において使用してもよいサイトカインとして、それだけには限らないが、顆粒球
コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）、顆粒球／マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ－Ｃ
ＳＦ）、インターフェロンα（ＩＦＮα）、インターフェロンβ（ＩＦＮβ）、インター
フェロンγ（ＩＦＮγ）、インターロイキン－１α（ＩＬ－１α）、インターロイキン－
１β（ＩＬ－１β）、インターロイキン－２（ＩＬ－２）、インターロイキン－３（ＩＬ
－３）、インターロイキン－４（ＩＬ－４）、インターロイキン－５（ＩＬ－５）、イン
ターロイキン－６（ＩＬ－６）、インターロイキン－７（ＩＬ－７）、インターロイキン
－８（ＩＬ－８）、インターロイキン－９（ＩＬ－９）、インターロイキン－１０（ＩＬ
－１０）、インターロイキン－１１（ＩＬ－１１）、インターロイキン－１２（ＩＬ－１
２）、腫瘍壊死因子α（ＴＮＦα）、腫瘍壊死因子β（ＴＮＦβ）及びトランスフォーミ
ング増殖因子β（ＴＧＦβ）が挙げられる。サイトカインは、本発明の免疫学的組成物又
はワクチン組成物と同時投与してもよく、及び／又は逐次投与してもよいということは理
解されよう。したがって、例えば、本発明のワクチンはまた、インビボで適したサイトカ
イン、例えば、ワクチン接種されるか、又は免疫学的反応が誘発されるこの宿主に対応し
ているサイトカイン（例えば、鳥類に投与される製剤のための鳥類サイトカイン）を発現
する外因性核酸分子を含有し得る。
【０１６８】
　本発明をここで、以下の限定されない例によってさらに記載する。
［実施例］
【０１６９】
　さらなる詳細がなくとも、当業者ならば、先の記載を使用して、本発明をその最大限に
実施できると考えられる。以下の詳細な実施例は単に例示と解釈されるべきであって、先
の開示内容をいかなるものであれ制限するものではない。当業者ならば、反応物質につい
て、並びに反応条件及び技術の両方について、手順から適当な変法を即座に認識するであ
ろう。
【０１７０】
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　ＤＮＡインサート、プラスミド及び組換え微細藻類又は植物ベクターの構築は、J. Sam
brook et al. （Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Edition, Cold Spring 
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, 1989）によって記載される標準分
子生物学技術を使用して実施した。
【実施例１】
【０１７１】
ＮＤＶ　ＨＮ遺伝子及び形質転換のためのベクターの構築
　ベクターpAB0018（ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ９６１６）を、BamHI及びNdeIで消化し、そ
の結果、８３８ｂｐ及び９８７９ｂｐの２つの断片が得られた。大きいほうの断片を寒天
ゲルでの標準電気泳動技術によって分画し、市販のＤＮＡ精製キットを使用して精製した
。この９８７９ｂｐの断片を、BamHI及びNdeIで先に消化しておいたコドン最適化したＮ
ＤＶ　ＨＮ遺伝子（配列番号１）に連結した。次いで、連結を使用して、コンピテント大
腸菌ＤＨ５－α細胞の商業的に供給された株（Invitrogen社、Carlsbad、CA、USA）を製
造業者のプロトコールを使用して形質転換した。次いで、これらのプラスミドを制限消化
又はＰＣＲによってスクリーニングして、連結が、予想したプラスミド構造を作製したこ
とを確認した。この手順から得られた１つのこのようなプラスミドベクターを、Sanger配
列決定によって検証し、pCL0081と名づけた。ＮＤＶ　ＨＮ遺伝子の特定の核酸配列を、
シゾキトリウム種における発現のために最適化した。さらに、ベクターpCL0081は、スル
ホメツロンメチの存在下で増殖させたシゾキトリウム形質転換体に耐性を付与する選択マ
ーカーカセット、ＨＮ導入遺伝子の発現を駆動するシゾキトリウム延長因子－１遺伝子（
ＥＦ１）に由来するプロモーター及びそれに続くＨＮ導入遺伝子及びＯｒｆＣターミネー
ター（ＰＦＡ３ターミネーターとしても知られている）を含有していた。
【０１７２】
　シゾキトリウム種（ＡＴＣＣ２０８８８）を、エレクトロポレーション法を使用したベ
クターpCL0081を用いる形質転換の宿主として使用した。細胞を、シェーカー上、Ｍ５０
－２０培地中で、２００ｒｐｍ、２９℃で４８時間増殖させた。細胞を新鮮培地に１：１
００で希釈し、一晩増殖させた。細胞を遠心分離し、１Ｍマンニトール、１０ｍＭ　Ｃａ
Ｃｌ２（ｐＨ５．５）で２　ＯＤ６００単位の終濃度に再懸濁した。５ｍＬの細胞を、０
．２５ｍｇ／ｍＬのプロテアーゼXIV（Sigma Chemical社）と混合し、シェーカー上で４
時間インキュベートした。細胞を１０％氷冷グリセロールで２回洗浄し、５００μＬの冷
１０％グリセロールに再懸濁した。９０μＬを、０．２ｃｍの前冷却したｇａｐエレクト
ロキュベット（Biorad 165-2086）中に分注した。キュベットに１０μｌのＤＮＡ（１～
５μｇ）を加え、穏やかに混合し、氷上で維持した。２００ｏｈｍｓ（抵抗）、２５μＦ
、２５０Ｖ（０．１ｃｍ　ｇａｐ）５００Ｖ（０．２ｃｍ　ｇａｐ）で、細胞にエレクト
ロポレーションを施した。直ちに、キュベットに０．５ｍＬの培地を加えた。次いで、細
胞を４．５ｍＬのＭ５０－２０培地に移し、シェーカー上、１００ｒｐｍで２～３時間イ
ンキュベートした。細胞を遠心分離し、０．５ｍＬの培地に再懸濁し、適当に選択して（
必要な場合には）２－５Ｍ２Ｂプレート上にプレーティングし、２９℃でインキュベート
した。
【実施例２】
【０１７３】
藻類形質転換体のＨＡ抗原分析
　シゾキトリウムのトランスジェニック株（pCL0081で形質転換された）の冷凍保存（Cry
ostocks）を、Ｍ５０－２０（米国特許出願第２００８／００２２４２２号明細書に記載
される）中でコンフルエンシーに増殖させ、次いで、（１リットルあたり）１３．６２ｇ
　Ｎａ２ＳＯ４、０．７２ｇ　Ｋ２ＳＯ４、０．５６ｇ　ＫＣｌ、２．２７ｇ　ＭｇＳＯ

４．７Ｈ２Ｏ、３ｇ　（ＮＨ４）２ＳＯ４、０．１９ｇ　ＣａＣｌ２．２Ｈ２Ｏ、３ｇ　
ＭＳＧ一水和物、２１．４ｇ　ＭＥＳ及び０．４ｇ　ＫＨ２ＰＯ４を含有する培地中で、
５０ｍＬバッフル付振盪フラスコ中、２７℃、２００ｒｐｍで４８時間増殖させた。脱イ
オンＨ２Ｏを用いて容積を９００ｍＬにし、ｐＨを６に調整し、その後、３５分間オート
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クレーブ処理した。次いで、培地に、濾過滅菌したグルコース（５０ｇ／Ｌ）、ビタミン
（２ｍＬ／Ｌ）及び微量金属（２ｍＬ／Ｌ）を加え、容積を１リットルに調整した。ビタ
ミン溶液は、０．１６ｇ／Ｌ　ビタミンＢ１２、９．７５ｇ／Ｌ　チアミン、３．３３ｇ
／Ｌ　パントテン酸（pentothenate）Ｃａを含有していた。微量金属溶液（ｐＨ２．５）
は、１．００ｇ／Ｌ　クエン酸、５．１５ｇ／Ｌ　ＦｅＳＯ４．７Ｈ２Ｏ、１．５５ｇ／
Ｌ　ＭｎＣｌ２．４Ｈ２Ｏ、１．５５ｇ／Ｌ　ＺｎＳＯ４．７Ｈ２Ｏ、０．０２ｇ／Ｌ　
ＣｏＣｌ２．６Ｈ２Ｏ、０．０２ｇ／Ｌ　Ｎａ２ＭｏＯ４．２Ｈ２Ｏ、１．０３５ｇ／Ｌ
　ＣｕＳＯ４．５Ｈ２Ｏ、１．０３５ｇ／Ｌ　ＮｉＳＯ４．６Ｈ２Ｏを含有していた。す
べての試薬は市販されていた。
【０１７４】
　シゾキトリウム培養物を、５０ｍＬコニカル試験管に移し、３０００ｇで１５分間遠心
分離した。この低速上清を、血球凝集活性測定法にそのままで使用した。低速上清の一部
を、１００，０００ｇで１時間さらに遠心分離した。得られたペレット、ＨＮタンパク質
を含有する不溶性画分をリン酸バッファー生理食塩水（ＰＢＳ）に再懸濁し、ペプチド配
列分析並びにグリコシル化分析に使用した。
【０１７５】
　シゾキトリウムによるＨＮタンパク質の発現を、まず、活性測定法によって評価した。
機能性ＨＮタンパク質は、血球凝集活性を示し、これは、標準血球凝集活性測定法によっ
て容易に検出された。手短には、９６ウェルマイクロタイタープレート中で、５０μＬの
低速上清のＰＢＳでの２倍希釈を調製した。次いで、各ウェルに、等容積のシチメンチョ
ウ赤血球（Fitzgerald Industries社, Acton, MA, USA）のおよそ１％の溶液を加え、続
いて、室温で、３０分間インキュベートした。次いで、凝集度を視覚的に分析した。血球
凝集活性単位（ＨＡＵ）は、ウェル中で可視的血球凝集を引き起こす低速上清の最高希釈
として定義される。通常の活性は、トランスジェニック株「CL0081-23」においてほぼ５
１２ＨＡＵ程度であると分かった（図３Ｂ）。トランスジェニック株と同じ方法で増殖さ
せ、調製したシゾキトリウム種ＡＴＣＣ２０８８８のＰＢＳ又は野生型株を、陰性対照と
して使用し、血球凝集活性を全く示さなかった。ＮＤＶ血球凝集素（ＨＡ）組換えタンパ
ク質を、陽性対照として使用した。サンプル力価を、最高希釈でスコア化し、その後、明
確なボタンを観察した。生上清においてＨＡ活性を検出した（図３Ａ）。濃縮上清サンプ
ルにおけるＨＡＵは、３２００ＨＡＵ／５０μｌであった。血球凝集活性は、複数ラウン
ドの凍結／解凍を通じて安定であると分かった。
【実施例３】
【０１７６】
藻類形質転換体の発現分析
　ＨＮタンパク質の発現はまた、イムノブロット分析とそれに続く標準イムノブロット手
順によっても検証した。タンパク質を、４～１２％ビス－トリスゲル（Invitrogen社）で
のドデシル硫酸ナトリウム－ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）によ
って分離した。次いで、タンパク質をクマシーブルー（SimplyBlue Safe Stain、Invitro
gen社）を用いて染色するか、又はポリビニリデンフルオリドメンブレンにトランスファ
ーし、１：１０００希釈のニワトリに由来する抗ＮＤＶ抗血清（Charles River laborato
ries社、Wilmington、MA、USA）、続いて、１：５０００希釈のアルカリ性ホスファター
ゼにカップリングされている抗ニワトリ二次抗体（AP-AffiniPure Goat Anti-Chicken #1
03-055-155、Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.社、West Grove、PA、USA）で
ＨＮタンパク質の存在をプローブした。続いて、膜を５－ブロモ－４－クロロ－３－イン
ドール－リン酸／ニトロブルーテトラゾリウム液（BCIP/NBT）を用いて製造業者（KPL、G
aithersburg社、MD）の説明書に従って処理した。トランスジェニック株「CL0081-23」の
例が、図４に示されている。クマシーブルー染色したゲル及び対応する抗ＮＤＶイムノブ
ロットが、パネルＢ及びＣに示されている。組換えＨＮタンパク質を、低速上清（パネル
Ｂ）において、及び不溶性画分（パネルＣ）において検出した。陰性対照（－Ｃｔｒｌ）
は、シゾキトリウム種ＡＴＣＣ２０８８８の野生型株又はトランスジェニック株「AB0018
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」とした。
【実施例４】
【０１７７】
グリコシル化分析
　ＨＮタンパク質上のグリカンの存在を、まず、酵素処理によって評価した。トランスジ
ェニック株「CL0081-23」の不溶性画分を、ＰＢＳに再懸濁し、EndoH又はPNGase Fを用い
て製造業者（New England Biolabs社、Ipswich、MA、USA）の説明書に従って消化した。
次いで、１２％　ＳＤＳ－ＰＡＧＥでタンパク質を分離し、クマシーブルー、過ヨウ素酸
で染色するか、又は抗ＮＤＶ抗血清を用いてイムノブロットした場合の、予測される移動
度のシフトによってグリカンの除去を同定した（図５、パネルＡ）。イムノブロット法の
陰性対照（－Ｃｔｒｌ）は、トランスジェニック株「AB0018」とした。酵素処理の陰性対
照は、酵素を伴わずにインキュベートしたトランスジェニック株「CL0081-23」（非処理
ＮＴ）とした。第２に、シゾキトリウムにおいて産生されたＨＮタンパク質のグリコシル
化プロフィールを、マトリックス支援レーザー脱離イオン化飛行時間型質量分析及びNano
Sprayイオン化－直鎖イオントラップ質量分析 （Complex Carbohydrate Research Center
、Georgia）によって分析した。所望のタンパク質のクマシーブルー染色したゲル切片を
、小片（約１ｍｍ３）に切り出し、色が透明に変わるまで４０ｍＭ重炭酸アンモニウム（
ＡｍＢｉｃ）及び１００％アセトニトリルを用いて交互に脱染した。脱染したゲルを、４
０ｍＭ　Ａｍｂｉｃ中の１０ｍＭ　ＤＴＴ中、５５℃で１時間再膨潤させた。ＤＴＴ溶液
を５５ｍＭヨードアセトアミド（ＩＡＭ）と交換し、暗所で４５分間インキュベートした
。インキュベーション後、４０ｍＭ　ＡｍＢｉｃ及び１００％アセトニトリルを用いて交
互に２回洗浄した。脱水したゲルを、最初に、トリプシン溶液（４０ｍＭ　Ａｍｂｉｃ中
のトリプシン）を用いて、氷上で４５分間再膨潤させタンパク質消化を３７℃で一晩実施
した。上清を別の試験管に移した。ペプチド及びグリコペプチドを、５％ギ酸中の２０％
アセトニトリル、５％ギ酸中の５０％アセトニトリル、次いで、５％ギ酸中の８０％アセ
トニトリルを用いて順次ゲルから抽出した。サンプル溶液を乾燥させ、１つの試験管中で
合わせた。抽出したトリプシン消化物をＣ１８　ｓｅｐ－ｐａｋカートリッジに通し、５
％酢酸で洗浄して夾雑物（塩、ＳＤＳなど）を除去した。ペプチド及びグリコペプチドを
、５％酢酸中の２０％イソプロパノール、５％酢酸中の４０％イソプロパノール及び１０
０％イソプロパノールを用いて順次溶出し、スピード真空濃縮機中で乾燥させた。乾燥し
たサンプルを合わせ、次いで、５０ｍＭリン酸ナトリウムバッファー（ｐＨ７．５）を用
いて再構成し、１００℃で５分間加熱して、トリプシンを不活化した。トリプシン消化物
を、ＰＮＧａｓｅ　Ｆとともに３７℃で一晩インキュベートして、Ｎ－グリカンを放出し
た。消化後、サンプルをＣ１８　ｓｅｐ－ｐａｋカートリッジを通し、５％酢酸を用いて
炭水化物画分を溶出し、凍結乾燥によって乾燥させた。放出されたＮ結合型オリゴサッカ
リドをAnumula 及びTaylor （Anumula and Taylor, 1992）の方法に基づいてペルメチル
化し、質量分析によってプロファイルした。質量分析による解析は、Complex Carbohydra
tes Research Center で開発された方法（Aoki K, Perlman M． Lim JM， Cantu R, Well
s L, Tiemeyer M. J Biol Chem. 2007 Mar 23;282（12）:9127-42.）に従って実施した。
質量分析は、ＮＳＩ－ＬＴＱ／ＭＳｎを使用して決定した。手短には、ペルメチル化グリ
カンを５０％メタノール中の１ｍＭ　ＮａＯＨに溶解し、０．４μＬ／分の一定流速で機
器（LTQ,Thermo Finnigan）中に直接注入した。ＭＳ分析を、正イオンモードで実施した
。総イオンマッピングのために、自動化ＭＳ／ＭＳ分析（３５の衝突エネルギーで）、２
質量単位、先のウィンドウと重複する連続２．８質量単位ウィンドウにおいて５００～２
０００のｍ／ｚ範囲をスキャンした。総イオンマッピングを実施して、グリカンを示す断
片イオンの存在を調べた。ｍ／ｚ　５００からｍ／ｚ　２０００のすべてのＭＳ／ＭＳデ
ータを取り、次いで、生データを手動で分析した。ＮＳＩ総イオンマッピングによって得
られた種のクロマトグラム及び表が、図５（パネルＢ及びＣ）に示されている。このクロ
マトグラムを、スキャンフィルター、高マンノース型グリカンの特徴的なニュートラルロ
スの１つであるｍ／ｚ　１３９のニュートラルロスによって処理した。総イオンマッピン
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グは、このサンプルが長いマンノース鎖を有する一連の高マンノース型グリカンを含有す
ることを示した。
【実施例５】
【０１７８】
ＮＤＶ　ＨＮのペプチド分析
　上記のように、不溶性画分をＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分離し、クマシーブルーを用い
て染色するか、ＰＶＤＦにトランスファーして、ニワトリ由来の抗ＮＤＶ抗血清を用いて
イムノブロットした。クマシー染色されたゲルからイムノブロットにおいて交差反応に対
応するバンドを切り出し、ペプチド配列分析に付した。手順は、５０％エタノール、５％
酢酸中で、所望のバンドを洗浄すること／脱染することからなっていた。次いで、ゲル小
片をアセトニトリル中で脱水し、スピードバック中で乾燥させ、５０ｍＭ重炭酸アンモニ
ウム中の１０ｎｇ／μＬトリプシン５μＬを加えることによってトリプシンを用いて消化
し、消化物を室温で一晩インキュベートした。形成されたペプチドを、ポリアクリルアミ
ドから、５％ギ酸を有する５０％アセトニトリル３０μＬの２つのアリコートに抽出した
。これらの抽出物を合わせ、スピードバック中で＜１０μＬに蒸発させ、次いで、１％酢
酸に再懸濁して、ＬＣ－ＭＳ分析のためのおよそ３０μＬの最終容積を構成した。ＬＣ－
ＭＳシステムは、Ｆｉｎｎｉｇａｎ　ＬＴＱリニアイオントラップ質量分析計システムと
した。ＨＰＬＣカラムは、自己充填した９ｃｍ×７５μｍ　ｉｄ　Phenomenex Jupiter 
Ｃ１８逆相キャピラリークロマトグラフィーカラムとした。次いでμＬ容積の抽出物を注
入し、０．２５μＬ／分の流速でアセトニトリル／０．１％ギ酸勾配によってカラムから
溶出したペプチドを、オンラインの質量分析計の供給源に入れた。マイクロエレクトロス
プレーイオン供給源は、２．５ｋＶで作動した。消化物を、ＬＣ実験の全過程にわたって
質量分析計が、一連のｍ／ｚ比をフラグメンテーションする選択的反応（ＳＲＭ）実験を
使用して分析した。次いで、所望のペプチドのフラグメンテーションパターンを使用して
、クロマトグラムを作製する。各ペプチドのピーク面積を求め、内部標準に対して正規化
した。この分析に使用した内部標準は、研究されるサンプル間で不変の量を有するタンパ
ク質である。２つのシステムの最終比較は、各タンパク質の正規化されたピーク比を比較
することによって決定する。次いで、ｎｃｂｉデータベースに対して衝突誘導性解離スペ
クトルを探索した。ＨＮタンパク質は、タンパク質配列の６８％を網羅する合計３２種の
ペプチドによって同定した。配列決定されている特異的ペプチドを用いる結果が、図１１
に示されている。
【実施例６】
【０１７９】
ニワトリのワクチン接種
　アジュバント中の、シゾキトリウムで発現されたＮＤＶ　ＨＮタンパク質を用いて３～
４週齢でワクチン接種した、特定の病原体を含まない（ＳＰＦ）ニワトリにおいて、抗原
投与研究を実施した。１２羽のニワトリを各ワクチン群に割り当てた。同一アジュバント
中のシゾキトリウム野生型材料を用いてワクチン接種した群を、陰性対照群として含めた
。３群のニワトリを、３つの投与量レベル（１００ＨＡＵ、１０００ＨＡＵ及び１０００
０ＨＡＵ）で１回スキームを用いて試験した。シゾキトリウム培養培地の油中水型エマル
ジョンを、筋肉内経路によって脚に（部位あたり０．５ｍｌｘ２）投与した。２７日目に
、血球凝集阻害試験のために血液サンプルを収集し、次いで、ニワトリに、ニワトリあた
り１０４．０ＥＩＤ５０（図１２）でニューカッスル病ウイルスＧＢ　Ｔｅｘａｓ株を用
いて筋肉内に抗原投与した。ニワトリを毎日観察し、ニワトリの健康状態が攻撃されてい
ることを確実にした。抗原投与後、ニワトリをＮＤＶの重篤な臨床徴候、例えば、それだ
けには限らないが、極度の神経過敏、呼吸困難、神経質な徴候又は死亡について１４日間
毎日観察した。図１２に示される死亡率データは、植物由来のＮＤＶ　ＨＮを用いるワク
チン接種は、対照を上回って、１００ＨＡＵの用量レベルで３３％の保護の増大、１００
０ＨＡＵ及び９３３３ＨＡＵの用量レベルで１００％の保護の増大を誘発することを示す
。
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【実施例７】
【０１８０】
ウキクサにおいて産生されるＮＤＶ　ＨＮタンパク質の発現、特性決定、免疫原性及び有
効性
　コウキクサタンパク質発現系を使用して、ＮＤＶ　ＨＮポリペプチド（配列番号１７、
ＮＤＶ株　ＹＺＣＱ／Ｌｉａｏｎｉｎｇ／０８）を発現させた。コウキクサに最適化した
ＨＮ遺伝子（配列番号２２及び２３）を、改変Ａ．ツメファシエンスバイナリーベクター
にクローニングした（Gasdaska, J., et al., Bioprocessing J. 3, 50-56, 2003）。い
くつかのベクター構築物を作製した。構築物は、スーパープロモーター、イボウキクサ　
ＲＢＣＳ　ＳＳＵ１由来の５’リーダー及びノパリンシンターゼ（Ｎｏｓ）ターミネータ
ーを含有している。構築物ＭｅｒＨ０１は、その天然シグナル配列（プラスミドマップに
おいて示されるシグナルアンカー）を有するコドン最適化したＮＤＶ　ＨＮ遺伝子を含有
する。構築物ＭｅｒＨ０２は、その天然シグナル配列及びＫＤＥＬ　ＥＲ保留配列を有す
るコドン最適化したＮＤＶ　ＨＮ遺伝子を含有する。構築物ＭｅｒＨ０３は、天然ＮＤＶ
　ＨＮシグナル配列がαアミラーゼシグナル配列で置換されている、コドン最適化したＮ
ＤＶ　ＨＮ遺伝子（成熟ＨＮタンパク質をコードする）を含有する。構築物ＭｅｒＨ０４
は、αアミラーゼシグナル配列で置換されたその天然シグナル配列及びＫＤＥＬ　ＥＲ保
留配列を有する、コドン最適化したＮＤＶ　ＨＮ遺伝子を含有する。４種の構築物のプラ
スミドマップは図７ｃに示されている。構築物を、Ａ．ツメファシエンスＣ５８Ｚ７０７
（Hepburn, A.G. et al., J. Gen. Microbiol. 131, 2961-2969, 1985）に形質転換した
。植物形質転換ベクター構築物で形質転換されたＡ．ツメファシエンスＣ５８Ｚ７０７を
使用して、Yamamoto、Y. et al.、In Vitro Cell. Dev. Biol. 37, 349-353 （2001）に
記載されるように、迅速に増殖するコウキクサ根粒から、個々のクローン株に相当するト
ランスジェニック植物を作製した。
【０１８１】
　トランスジェニック株を作製した後、培地及び組織におけるＮＤＶ　ＨＮの発現につい
てそれらをスクリーニングする。植物を、小さい研究用容器中で２週間増殖させ、得られ
た培地及び組織を分析のために収集する。組織分析のために、凍結組織をホモゲナイズし
、遠心分離し、上清を標準血球凝集アッセイのために取り出す。最初のスクリーニングか
ら得られた最高の株をスケールアップして、血球凝集アッセイ、血球凝集阻害アッセイ（
ＨＩ）、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、ウエスタンブロット及び免疫学的局在決定などのさらなる特
性決定のために、およそ１ｋｇのバイオマスを提供する。
【０１８２】
　３～４週齢の特定の病原体を含まない（ＳＰＦ）ニワトリにおいて免疫原性及び有効性
を評価するために、トランスジェニックアオウキクサ属の株から粗植物抽出物を調製する
。１２羽のニワトリを、組換えＮＤＶ　ＨＮポリペプチド及びアジュバントを含んでなる
組成物を用いてワクチン接種した各ワクチン群に割り当てる。同一アジュバント中のアオ
ウキクサ属野生型材料を用いてワクチン接種した群を、陰性対照として含める。その他の
群のニワトリは、異なる投与量レベルで１回スキームを用いて試験する。２１日目に、血
球凝集阻害試験のために血液サンプルを収集し、次いで、種々のニューカッスル病ウイル
ス株を用いてニワトリに抗原投与する。抗原投与後、ニワトリを、ＮＤＶの重篤な臨床徴
候、例えば、それだけには限らないが、極度の神経過敏、呼吸困難、神経質な徴候又は死
亡について１４日間毎日観察する。組換えＮＤＶ　ＨＮポリペプチドを含有する組成物は
、ＮＤＶ感染及び疾患を治療すること、保護すること及び予防することにおいて有効性を
示す。
【０１８３】
　本出願が引用した文書において引用されるか、参照されるすべての文書及び本明細書に
おいて引用されるか、参照されるすべての文書（「本明細書に引用される文書」）及び本
明細書が引用した文書において引用されるか、又は参照されるすべての文書は、本明細書
において、又は本明細書に参照により組み込まれる任意の文書において言及された任意の
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製品の、製造業者の説明書、記載、製品仕様書及び製品シートと一緒に、参照により本明
細書に組み込まれ、本発明の実施において使用され得る。
【０１８４】
　本発明の好ましい実施形態を、このように詳細に記載したが、上記の段落によって定義
される本発明は、その多数の明白な変法が、本発明の趣旨又は範囲を逸脱することなくあ
り得るので、上記の記載において示される特定の詳細に制限されるものではないことは理
解されなくてはならない。
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