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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
１用量あたり２以上の総結合力（ＴＣＰ）単位を有する不活性なウェルシュ菌α毒素であ
る抗原を含む、ウェルシュ菌に対するワクチンであって；ただし、該ワクチン中に存在す
るウェルシュ菌α毒素は単一のウェルシュ菌の生物型のα毒素抗原のみに由来し；そして
ここで、該ワクチンは、α毒素とβ２毒素の両方を発現するウェルシュ菌に対して防御し
得る、ワクチン。
【請求項２】
前記抗原が無細胞調製物にある、請求項１に記載のワクチン。
【請求項３】
前記抗原が組換えポリペプチドである、請求項１に記載のワクチン。
【請求項４】
前記抗原がウェルシュ菌αトキソイド上清における不活性なウェルシュ菌Ａ型α毒素であ
る、請求項１に記載のワクチン。
【請求項５】
前記ワクチンの１用量あたり０．２５～０．６ｍＬの１～２用量が、該ワクチンをワクチ
ン接種されたニワトリの抗血清の１ｍＬあたり少なくとも４抗毒素単位（Ａ．Ｕ．）の抗
α毒素抗体を誘導するのに十分である、請求項４に記載のワクチン。
【請求項６】
前記ウェルシュ菌αトキソイド上清が限外濾過により調製されたものである、請求項４に
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記載のワクチン。
【請求項７】
油中水型エマルジョンが前記抗原を含む、請求項４に記載のワクチン。
【請求項８】
前記油中水型エマルジョンが７０％の油相および３０％の水相で調製された、請求項７に
記載のワクチン。
【請求項９】
前記抗原が、不活性なウェルシュ菌のＡ型のα毒素、および不活性なウェルシュ菌のＣ型
のα毒素からなる群より選択される、請求項１に記載のワクチン。
【請求項１０】
前記抗原が、ウェルシュ菌のＡ型α毒素である、請求項９に記載のワクチン。
【請求項１１】
多価ワクチンである、請求項１に記載のワクチンであって、さらに以下の毒素：ウェルシ
ュ菌のβ毒素、ウェルシュ菌のβ２毒素、ウェルシュ菌のエンテロトキシン、ウェルシュ
菌のε毒素、ウェルシュ菌のι毒素、ウェルシュ菌のκ毒素、ウェルシュ菌のλ毒素、ウ
ェルシュ菌のθ毒素、Ｃ．ｓｏｒｄｅｌｌｉｉの出血性毒素、Ｃ．ｓｏｒｄｅｌｌｉｉの
致死性毒素、Ｃ．ｄｉｆｆｉｃｉｌｅのＡ毒素、Ｃ．ｄｉｆｆｉｃｉｌｅのＢ毒素、Ｃ．
ｓｅｐｔｉｃｕｍのα毒素、Ｃ．ｎｏｖｙｉのα毒素、およびＣ．ｎｏｖｙｉのβ毒素の
うち、１つ以上を含む、ワクチン。
【請求項１２】
請求項１１に記載のワクチンであって、前記多価ワクチンがさらに、１つ以上のウイルス
抗原、１つ以上の細菌抗原、および１つ以上の寄生生物抗原を含み、
　該１つ以上のウイルス抗原が、以下の供給源：伝染性ファブリーキウス嚢病ウイルス、
伝染性気管支炎ウイルス、レオウイルスおよびニューカッスル病ウイルスのうちの１つ以
上に由来し；
　該１つ以上の細菌抗原が、以下の供給源：大腸菌、ＳａｌｍｏｎｅｌｌａおよびＣａｍ
ｐｙｌｏｂａｃｔｅｒのうちの１つ以上に由来し；そして
　該１つ以上の寄生生物抗原がＥｉｍｅｒｉａ由来である、ワクチン。
【請求項１３】
多価ワクチンである請求項１に記載のワクチンであって、さらに、１つ以上のさらなる抗
原を含み；
　該さらなる抗原が、以下の供給源：伝染性ファブリーキウス嚢病ウイルス、伝染性気管
支炎ウイルス、レオウイルス、ニューカッスル病ウイルス、大腸菌、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌ
ａ、ＣａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒおよびＥｉｍｅｒｉａのうちの１つ以上に由来する、ワ
クチン。
【請求項１４】
１用量あたり２以上の総結合力（ＴＣＰ）単位を有する単一の不活性なウェルシュ菌のＡ
型α毒素である抗原を含む、ウェルシュ菌に対するワクチンであって；
　該ワクチンの１用量あたり０．２５～０．６ｍＬの１～２用量が、該ワクチンをワクチ
ン接種されたニワトリの抗血清の１ｍＬあたり少なくとも４抗毒素単位（Ａ．Ｕ．）の抗
α毒素抗体を誘導するのに十分であるが、該ワクチンは、別のウェルシュ菌抗原も代替的
なウェルシュ菌の生物型のα毒素も含まない、ワクチン。
【請求項１５】
雌性トリの子孫に対してクロストリジウム感染症に対する受動免疫を提供する方法であっ
て、該子孫を含む卵の産卵の前に該雌性トリに対して請求項４に記載のワクチンを投与す
る工程を包含し；該子孫が受動免疫を提供される、方法。
【請求項１６】
雌性トリの子孫に対してクロストリジウム感染症に対する受動免疫を提供する方法であっ
て、該子孫を含む卵の産卵の前に該雌性トリに対して請求項１に記載のワクチンを投与す
る工程を包含し；該子孫が受動免疫を提供される、方法。
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【請求項１７】
前記トリがニワトリまたはシチメンチョウである、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
前記クロストリジウム感染症がクロストリジウム腸疾患である、請求項１６に記載の方法
。
【請求項１９】
前記クロストリジウム腸疾患が壊死性腸炎である、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
前記クロストリジウム感染症が、胆管肝炎、壊疽性皮膚炎および蜂巣炎からなる群より選
択される、請求項１６に記載の方法。
【請求項２１】
不活性なウェルシュ菌のα毒素ワクチンを作成する方法であって：
（ａ）培養培地中でウェルシュ菌細胞を増殖させて、ある量の培養細胞を産生する工程で
あって；該量の培養細胞がウェルシュ菌のα毒素を該細胞培地に分泌する工程と；
（ｂ）該分泌されたα毒素を不活性化して不活性なウェルシュ菌のα毒素を産生する工程
と；
（ｃ）該培養培地から該量の培養細胞の大部分を取り出して、ウェルシュ菌のαトキソイ
ド上清を形成する工程と；
（ｄ）該ワクチンの１用量あたり０．２５～０．６ｍＬの１または２用量のいずれかを用
いてワクチン接種されているトリの抗血清の１ｍＬあたり少なくとも４抗毒素単位（Ａ．
Ｕ．）の抗α毒素抗体を誘導するのに十分であるように、該ウェルシュ菌のαトキソイド
上清の濃度を調節する工程と、
を包含し、ここで、該不活性なウェルシュ菌のα毒素は１用量あたり２以上の総結合力（
ＴＣＰ）単位を有し、かつ、該ワクチンが、α毒素とβ２毒素の両方を発現するウェルシ
ュ菌に対して防御し得る、方法。
【請求項２２】
前記ウェルシュ菌のαトキソイド上清と油中水型エマルジョンとを混合する工程をさらに
包含する、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
前記油中水型エマルジョンが、７０％の油相および３０％の水相を用いて調製される、請
求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
前記ウェルシュ菌の細胞が、単一のウェルシュ菌の生物型の細胞である、請求項２３に記
載の方法。
【請求項２５】
前記単一のウェルシュ菌の生物型の細胞が、ウェルシュ菌のＡ型の細胞およびウェルシュ
菌のＣ型の細胞からなる群より選択される、請求項２４に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願の引用）
　本出願は、米国出願第６０／６７２，２８９号（２００５年４月１８日出願）に対する
米国特許法第１１９条（ｅ）の下の優先権を主張する特許出願であり、この米国出願は、
本明細書中でその全体が参考として援用される。
【０００２】
　（発明の分野）
　本発明は、ウェルシュ菌のαトキソイド、その抗原性フラグメント、α毒素の不活性化
抗原性フラグメント、およびその任意の組み合わせを含むワクチンに関する。本発明はさ
らに、クロストリジウム感染症に対して動物を防御するためにこれらのワクチンを用いる
方法に関する。本発明はまた、これらのワクチンを作製する方法に関する。
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【背景技術】
【０００３】
　（発明の背景）
　Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ（ウェルシュ菌）は、土壌、腐敗性
有機物において、およびヒトを含む動物の正常な腸管内菌叢の一部として自然に見られる
嫌気性細菌である。ウェルシュ菌はまた、経済的に価値のある家畜において見られる多数
のクロストリジウム感染症の病原因子でもある。ウェルシュ菌は、動物において病的な影
響を生じる多数の毒素を生じ、この毒素としてはα毒素、β毒素、β２毒素、ε毒素、θ
毒素、μ毒素、δ毒素、ι毒素、κ毒素およびλ毒素が挙げられる。さらに、ウェルシュ
菌は、病理学的な影響を生じ得る他の生物学的に活性な物質をコードし、この物質として
は、ヒアルロニダーゼ、酸性ホスファターゼ、プロテアーゼ、コラゲナーゼ、スルファタ
ーゼおよびノイラミニダーゼが挙げられる。
【０００４】
　ウェルシュ菌の異なる株は、特定の細菌が生じる毒素のスペクトルに依存して生物型Ａ
～Ｅと命名されている［Ｊｕｓｔｉｎら、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　４１：６２５３～
６２６２（２００２）；ＭｃＤｏｎｅｌ，ＰＨＡＲＭＡＣＯＬＯＧＹ　ＯＦ　ＢＡＣＴＥ
ＲＩＡＬ　ＴＯＸＩＮＳ；Ｆ　ＤｏｒｎｅｒおよびＪ　Ｄｒｅｗｓ（編）Ｐｅｒｇａｍｏ
ｎ　Ｐｒｅｓｓ，Ｏｘｆｏｒｄ（１９８６）］。最初、このような分類は、マウスまたは
モルモットにおける血清学的な中和アッセイに基づいた。さらに最近では、分子分類方法
は、ウェルシュ菌の多数の毒素のうちの１つをコードする遺伝子配列を標的にするポリメ
ラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を使用する。
【０００５】
　ウマにおける腸クロストリジウム症は、腸における高濃度のウェルシュ菌Ａ型と関係し
ている。罹患したウマは、激しい水様性の下痢および高い死亡率を有する。ウェルシュ菌
のＡ型はまた、授乳中のブタおよび肥育ブタにおける腸疾患に関連しており、その症状と
しては、軽度壊死性腸炎および絨毛萎縮が挙げられる［非特許文献１］。
【０００６】
　ウェルシュ菌によって生じるクロストリジウム感染症は、小腸における（腸溶型）、集
密な繊維素壊死病変（「Ｔｕｒｋｉｓｈ　ｔｏｗｅｌ」）を有する肉付きの良いトリでの
突然死、および／または胆管肝炎を伴うウェルシュ菌関連性の肝炎、または肝臓における
フィブリノイド壊死を特徴とする。罹患したトリは、抑うつ、下痢および脱水の急速な経
過をたどる。死亡率は２％～５０％におよぶ。肝臓の病理のため、屠殺により死体は没収
される。
【０００７】
　壊死性腸炎（ＮＥ）は、家禽に重大な経済的結果をもたらす、ウェルシュ菌によって生
じるクロストリジウム腸疾患の例である。この疾患は、２～１０週齢の平飼いのブロイラ
ーにおいて特によく見られるが、疾患はまた、シチメンチョウおよびケージで産卵するメ
ンドリでも報告されている。壊死性の腸炎は一般に、家禽において、二次疾患として、ま
たは病原性ウェルシュ菌の異常な増殖を可能にするように正常な腸内ミクロフローラが変
化する状況で生じる。無症候性の壊死性腸炎の有病率は未知である。なぜなら、この病変
は、死後の検査を通じてしか観察できないからである。しかし、飼料効率の障害および体
重の減少の報告は、無症候性の疾患に起因している［ＬｏｖｌａｎｄおよびＫａｄｈｕｓ
ｄａｌ，Ａｖｉａｎ　Ｐａｔｈ．３０：７３～８１（２００１）］。自然な発生および実
験モデルの両方において壊死性腸炎をもたらす誘発因子としては以下が挙げられる：（ａ
）コクシジウム症、（ｂ）寄生幼虫の移動、（ｃ）魚肉またはコムギの高給餌、および（
ｄ）免疫抑制性の疾患。さらに、壊死性腸炎は以下によって実験的に再現され得る：（ｉ
）動物にウェルシュ菌で汚染された飼料を与えること、（ｉｉ）動物に植物性の培養物を
経口的にまたは作物に与えること、あるいは（ｉｉｉ）細菌を含まない粗毒素のブロス培
養物の動物への十二指腸内投与。
【０００８】
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　Ａ型またはＣ型のウェルシュ菌は、家禽において壊死性の腸炎を生じる２つの生物型で
あって、α毒素が、検出される最も一般的な毒素である［Ｗａｇｅｓ　ａｎｄ　Ｏｐｅｎ
ｇａｒｔ，Ｎｅｃｒｏｔｉｃ　Ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ，ｐｐ：７８１～７８５：Ｄｉｓｅａ
ｓｅ　ｏｆ　Ｐｏｕｌｔｒｙ，第１１版（Ｓａｉｆら編），Ｉｏｗａ　Ｓｔａｔｅ　Ｐｒ
ｅｓｓ，Ａｍｅｓ，ＩＡ（２００３）］。実際は、４２個のＡ型が感染した家禽から得ら
れたウェルシュ菌単離体のうち９０％より多くが、致死性のα毒素を、シアリダーゼとと
もに、そしてθ毒素およびμ毒素を産生した［Ｄａｕｂｅら、ＡＪＶＲ　５４：４９６～
５０１（１９９６）］。さらに、ウェルシュ菌のＡ型によって産生されるエンテロトキシ
ンは、壊死性の腸炎を有するニワトリにおいて同定されており、腸内疾患においてある役
割を果たし得る［Ｎｉｉｌｏ，Ｃａｎ．Ｊ．Ｃｏｍｐ．Ｍｅｄ．４２：３５７－３６３（
１９７８）］。
【０００９】
　近年では、ウェルシュ菌Ａ型またはＣ型は、ｃｐｂ２遺伝子をコードし得［Ｇｉｌｂｅ
ｒｔら，Ｇｅｎｅ　２０３：５６～７３（１９９７）］、その産物であるβ２毒素を発現
することが報告されている。ブタにおいてβ２毒素の発現と新生児の腸炎との間の強力な
相関が観察されている［Ｂｕｅｓｃｈｅｌら，Ｖｅｔ　Ｍｉｃｒｏ　９４：１２１～１２
９（２００３）］。β２毒素はまた、ウマおよびウシの腸炎における病原性因子と考えら
れている。Ｂｕｅｓｃｈｅｌら（前出）はさらに、彼らが入手した３０２０個のウェルシ
ュ菌単離体のうち３７．２％がβ２毒素をコードし、試験したウェルシュ菌Ａ型単離体の
うち３５．１％がβ２毒素をコードすることを報告した。トリのウェルシュ菌のＡ型の野
外単離体の限られたサンプル（ｎ＝５）が、ｃｐｂ２遺伝子型について約３５％陽性であ
り、これらのうち４０％がまたβ２毒素を発現した。さらに、ＰＣＲを使用して、Ｅｎｇ
ｓｔｒｏｍら［Ｖｅｔ　Ｍｉｃｒｏ　９４：２２５－２３５（２００３）］は、肝炎を有
するニワトリ由来のウェルシュ菌単離体の１２％も、ｃｐｂ２について陽性であったこと
を見出した。ウェルシュ菌Ａ型のエンテロトキシンもまた、ニワトリにおいて病原性があ
り、結紮された腸のループモデルにおいて液体の蓄積を生じることが示されている［Ｎｉ
ｉｌｏ，Ａｐｐｌ．Ｍｉｃｒｏ．２８：８８９－８９１（１９７４）］。
【００１０】
　ウェルシュ菌を制御するための現在の労力は、動物の給餌における衛生的な手順および
抗生物質を入れる事に依存する。疾患のクロスジウムの成分は、抗生物質によく応答し、
一般には、抗生物質の給餌添加物およびイオノフォア（ｉｏｎｏｐｈｏｒｏｕｓ）系抗生
物質によって抑制される。しかし、抗生物質は費用が嵩み、そして細菌耐性の促進に関す
る懸念を増大することがある。
【００１１】
　ワクチン接種はまた、家畜において重要な制御方法となっている。なぜなら多くのウェ
ルシュ菌関連疾患の経過は急速かつしばしば致死性であるからである。例えば、米国特許
第４，２９２，３０７号は、Ｃｌ．ｏｅｄｅｍａｔｉｅｎｓおよびＣｌ．ｓｅｐｔｉｃｕ
ｍのトキソイド由来のトキソイドをさらに含むＡ型、Ｂ型およびＤ型のウェルシュ菌のト
キソイドから調製された１つの「普遍の」多価ワクチンを規定する。さらに、しばしば多
価であって、かつ不活性な細胞、毒素またはこれらの２つの組み合わせからなるワクチン
が市販されている［非特許文献１を参照のこと］。
【００１２】
　雌性の家畜のワクチン接種はまた、それらの引き続く子孫出生の受動的防御を誘発し得
る。病原性Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｌ感染に対する哺乳動物新生児の受動的防御は、初乳の
抗体の形態での特定の抗体の移行に依存する。例えば、ＳｍｉｔｈおよびＭａｔｓｕｏｋ
ａ［Ａｍ．Ｊ．Ｖｅｔ．Ｒｅｓ．２０：９１～９３（１９５９）］は、不活性化ワクチン
を使用して妊娠ヒツジに接種して、ウェルシュ菌のε毒素に対する若齢子ヒツジの母性的
に誘導された防御を報告した。若齢の哺乳動物における受動免疫は代表的には、２～３週
間持続する［非特許文献１］。
【００１３】
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　哺乳している哺乳動物とは対照的に、トリでの受動免疫は、いくつかの明白な欠点を有
し、最も顕著には、乳から得られる母親由来抗体が完全に欠失している。受動免疫は、そ
の観察される関係についてちょうど１つの可能な説明であるが、Ｈｅｉｅｒら［Ａｖｉａ
ｎ　Ｄｉｓｅａｓｅｓ　４５：７２４～７３２（２００１）］は、力価が低い群れよりも
高力価の特異的な天然に存在するウェルシュ菌のα毒素に対する母性抗体を有するノルウ
ェーのブロイラーの群れにおいてヒナの生存が有意に高かったことを報告した。さらに、
Ｌｏｖｌａｎｄら［Ａｖｉａｎ　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ　３３（１）：８３～９２（２００
４）］は、ワクチン接種されていないメンドリの子孫に比較して、Ａ型またはＣ型のウェ
ルシュ菌のトキソイドに基づくワクチンを接種されたメンドリの子孫でのわずかな受動的
防御と一致した結果を報告した。
【００１４】
　従来、ウェルシュ菌由来の商業的に重要な防御は、ウェルシュ菌細菌によって生じる病
原性成分の全部ではないがほとんどについての母性抗体が接種物中に存在するのでなけれ
ば達成できないようであった。例えば、エンテロトキシンを含まない産物を用いる母獣の
ワクチン接種は、仔ブタに部分的な防御しか与えず、母ヤギにおける抗ε毒素抗体は、毒
素血症に由来する死亡に対して防御するが全腸炎に対しては防御しない［非特許文献１］
。
【非特許文献１】Ｓｏｎｇｅｒ，Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏ．Ｒｅｖ，９（２）：２１６－２
３４（１９９６）
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
　実際、種々の生物型のウェルシュ菌およびそれらの対応する毒素および有害な生物活性
物質に関するかなりの量のデータの作表にかかわらず、食用動物におけるクロストリジウ
ム感染症は、農業従事者にとって重大な経済的問題のままである。従って、ウェルシュ菌
の病理的な影響に対して家畜を防御するためにさらなる手段を得る必要がある。さらに詳
細には、家畜においてウェルシュ菌に対する安全かつ有効なワクチンを提供する必要性が
依然として存在する。さらに、雌性の動物、特に繁殖性および／または妊娠の雌性家畜に
対して投与可能であり、その子孫を受動的に防御する、ウェルシュ菌に対する単純なワク
チンを提供する必要性がある。
【００１６】
　本明細書の任意の引用文献の引用は、このような引用文献が、本出願に対する「先行技
術」として利用可能であるという承認と解釈されるべきではない。
【課題を解決するための手段】
【００１７】
　（発明の要旨）
　本発明は、ウェルシュ菌のαトキソイド、および／またはウェルシュ菌のαトキソイド
の抗原性フラグメント、および／またはウェルシュ菌のα毒素の不活性な抗原性フラグメ
ント、および／またはその任意の組み合わせを抗原として含むウェルシュ菌に対するワク
チンを提供する。本発明はさらに、抗原として、単一のウェルシュ菌のαトキソイド、お
よび／またはウェルシュ菌のαトキソイドの抗原性フラグメント、および／またはウェル
シュ菌のα毒素の不活性化抗原性フラグメント、および／またはその任意の組み合わせか
ら本質的になるワクチンを提供する。
【００１８】
　好ましくは、本発明のワクチンの１用量あたり０．２５～０．６ｍＬの１～２用量は、
このワクチンをワクチン接種された動物（例えば、ニワトリ）の抗血清の１ｍＬあたり少
なくとも４抗毒素単位（Ａ．Ｕ．）の抗α毒素抗体を誘導するのに十分である。このタイ
プの１実施形態では、このワクチンをワクチン接種された動物の抗血清の１ｍＬあたりの
抗α毒素抗体の抗毒素単位（Ａ．Ｕ．）の決定は、免疫の６～７週後に行う。特定の実施
形態では、単回用量のワクチンは、ワクチン接種された動物の抗血清の１ｍＬあたり少な
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くとも４抗毒素単位（Ａ．Ｕ．）の抗α毒素抗体を誘導するのに十分であるが、一方で別
の実施形態では、２用量のワクチンが必要である。ある１実施形態では、抗原は２以上の
総結合力単位（Ｔｏｔａｌ　Ｃｏｍｂｉｎｉｎｇ　Ｐｏｗｅｒ　ｕｎｉｔｓ）（ＴＣＰ）
を有する。
【００１９】
　１つのこのような実施形態では、動物はトリである。特定の実施形態では、トリはニワ
トリである。別の実施形態では、トリはシチメンチョウである。
【００２０】
　１実施形態では、この抗原は、ウェルシュ菌のＡ型細胞、例えば、ウェルシュ菌のＡ型
のαトキソイドに由来する。別の実施形態では、この抗原は、ウェルシュ菌のＣ型細胞、
例えば、ウェルシュ菌のＣ型α毒素の不活性な抗原性フラグメントに由来する。さらに別
の実施形態では、この抗原は、ウェルシュ菌のＢ型に由来する。さらに別の実施形態では
、この抗原は、ウェルシュ菌のＤ型に由来する。さらに別の実施形態では、この抗原は、
ウェルシュ菌のＥ型に由来する。さらに別の実施形態では、このワクチンは、ウェルシュ
菌のサブタイプに由来する抗原を含む。
【００２１】
　１実施形態では、本発明のワクチンは、単一のウェルシュ菌の生物型の抗原である抗原
を含み、ただしこれは、単一のウェルシュ菌の生物型の抗原のみがそのワクチンに存在す
るという条件である。このタイプの１つの特定の実施形態では、ウェルシュ菌はＡ型であ
る。関連の実施形態では、ウェルシュ菌はＣ型である。１実施形態では、この抗原はαト
キソイドである。このタイプの特定の実施形態では、このαトキソイドは、ウェルシュ菌
のαトキソイド上清に含まれる。特定の実施形態では、このワクチンは、単一のウェルシ
ュ菌の生物型、Ａ型のαトキソイド上清を含む。
【００２２】
　本発明の１ワクチンでは、この抗原は、ウェルシュ菌の細胞によって天然にコードされ
るα毒素のαトキソイドである。本発明の別のワクチンでは、この抗原は、組換えポリペ
プチド、すなわち、遺伝子操作された遺伝子によってコードされる組換えポリペプチドで
ある。このタイプの実施形態では、この組換えポリペプチドは、αトキソイドであって、
対応するα毒素の酵素領域は、遺伝子的に除去されているかまたは変更されていたが、１
つ以上の抗原性エピトープが保持されていたαトキソイドである。
【００２３】
　特定の実施形態では、この抗原は全細胞調製物である。別の実施形態では、この抗原は
無細胞調製物である。さらに別の実施形態では、この抗原は、ウェルシュ菌のαトキソイ
ド上清におけるαトキソイドである。このタイプの特定の実施形態では、ウェルシュ菌の
αトキソイド上清はまた、無細胞調製物である。
【００２４】
　本発明の別の局面では、ワクチンはまた、動物の被験体に投与された場合に種々の特異
性の抗体の産生を生じ得る複数の抗原を含んでもよい。全てではないがこれらの抗体は、
疾患に対して防御的である必要がある。このタイプの特定の実施形態では、このような抗
原はまた、ウェルシュ菌由来である。従って、本発明のワクチンは、αトキソイドととも
に、種々の他の活性または不活性な病原性因子を含んでもよい。従って、本発明によれば
、αトキソイドは、他のクロストリジウム細胞、非クロストリジウム細胞、トキソイドお
よび抽出物と、ならびにα毒素の不活性な抗原性フラグメントと組み合わすことができる
。
【００２５】
　本発明の１つのこのような多価ワクチンは、ウェルシュ菌のαトキソイド、および／ま
たはウェルシュ菌のαトキソイドの抗原性フラグメント、および／またはウェルシュ菌の
α毒素の不活性化抗原性フラグメント、および／またはその任意の組み合わせを含み、そ
してさらに、ウイルス抗原、および／または細菌抗原および／または寄生生物抗原を含む
。このタイプの特定の実施形態では、抗原のウイルス供給源は、伝染性ファブリーキウス
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嚢病ウイルスである。別の実施形態では、抗原のウイルス供給源は、伝染性気管支炎ウイ
ルスである。さらに別の実施形態では、抗原のウイルス供給源は、レオウイルスである。
さらに別の実施形態では、抗原のウイルス供給源は、ニューカッスル病ウイルスである。
さらに別の実施形態では、抗原の細菌供給源は、大腸菌である。さらに別の実施形態では
、抗原の細菌供給源は、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａである。さらに別の実施形態では、抗原の
細菌供給源は、Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒである。さらに別の実施形態では、抗原の寄
生生物供給源は、Ｅｉｍｅｒｉａ由来である。このタイプの特定の実施形態では、ワクチ
ンに使用される抗原は、Ｅｉｍｅｒｉａのメロゾイトの一部、Ｅｉｍｅｒｉａの卵母細胞
、またはその混合物である。関連の実施形態では、寄生生物の天然の宿主はトリである。
タイプの特定の実施形態では、寄生生物はＥｉｍｅｒｉａであり、この寄生生物の天然の
宿主は、ニワトリである。
【００２６】
　本発明の多価ワクチンはまた、以下の抗原のうち１つ以上を含み得る：ウェルシュ菌の
β毒素、ウェルシュ菌のβ２毒素、ウェルシュ菌のエンテロトキシン、ウェルシュ菌のε
毒素、ウェルシュ菌のι毒素、ウェルシュ菌のκ毒素、ウェルシュ菌のλ毒素、ウェルシ
ュ菌のθ毒素、Ｃ．ｓｏｒｄｅｌｌｉｉの出血性毒素、Ｃ．ｓｏｒｄｅｌｌｉｉの致死性
毒素、Ｃ．ｄｉｆｆｉｃｉｌｅのＡ毒素、Ｃ．ｄｉｆｆｉｃｉｌｅのＢ毒素、Ｃ．ｓｅｐ
ｔｉｃｕｍのα毒素、Ｃ．ｎｏｖｙｉのα毒素、およびＣ．ｎｏｖｙｉのβ毒素。
【００２７】
　本発明の特定の多価ワクチンでは、このワクチンは、ウェルシュ菌のαトキソイド、お
よび／またはウェルシュ菌のα毒素の抗原性フラグメント、および／またはウェルシュ菌
のα毒素の不活性な抗原性フラグメント、および／またはその任意の組み合わせを含み、
さらに、伝染性ファブリーキウス嚢病ウイルス、および／または伝染性気管支炎ウイルス
、および／またはレオウイルス、および／またはニューカッスル病ウイルス由来の１つ以
上のウイルス抗原、ならびに／あるいは、大腸菌、および／またはＳａｌｍｏｎｅｌｌａ
、および／またはＣａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ由来の細菌抗原、ならびに／あるいは、Ｅ
ｉｍｅｒｉａ由来の寄生生物抗原を含む。
【００２８】
　別の実施形態では、本発明の多価ワクチンは、単一のウェルシュ菌のαトキソイド、お
よび／またはウェルシュ菌のαトキソイドの抗原性フラグメント、および／またはウェル
シュ菌のα毒素の不活性な抗原性フラグメント、および／またはその任意の組み合わせか
ら本質的になる。関連の実施形態では、このワクチンはさらに、本明細書に提供されるよ
うな、ウイルス抗原、および／または細菌抗原、および／または寄生生物抗原を含む。
【００２９】
　本発明のワクチンはまた、アジュバントを含んでもよい。１つの特定の動物アジュバン
トは、水酸化アルミニウムアジュバントである。別のアジュバントが、抗原とともに油中
水型エマルジョンに含まれてもよい。このタイプの特定のワクチンでは、油中水型エマル
ジョンは、７０％の油相および３０％の水相で調製される。別の実施形態では、このアジ
ュバントは詳細には、水酸化アルミニウムアジュバントではない。１つのこのような実施
形態では、非水酸化アルミニウムアジュバントを含むワクチンを家禽に投与する。特定の
実施形態では、ワクチンは、ウェルシュ菌のαトキソイド、アジュバント、および１つ以
上の防御抗原であって、組換えまたは天然の、ウイルス、細菌および／または細菌抽出物
から得られた抗原を含む。
【００３０】
　別の局面では、本発明は、本発明のワクチンを用いてトリを免疫することによってトリ
に対して能動免疫を提供する方法を提供する。特定の実施形態では、このような能動免疫
のためのワクチン投薬量は、約０．０５～約０．１ｍＬである。１実施形態では、このト
リはシチメンチョウである。別の実施形態ではこのトリは、ニワトリである。さらに別の
実施形態では、このトリはキジである。本発明はまた、複数の疾患に対してトリを防御す
るためにこのトリに対して本発明の多価ワクチンを投与する方法を提供する。
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【００３１】
　本発明はまた、雌性動物（例えば、妊娠中）の子孫に対して受動免疫を提供する方法を
提供し、この方法は、本発明のワクチンをその雌性動物（例えば、母体）に対して、その
出生前に投与する工程を包含する。１実施形態では、このメスは、トリであって、そのワ
クチンは、子孫を含む卵の産卵の前にこの雌性トリに投与される。その子孫は、このよう
にして受動免疫を与えられる。１つのこのような実施形態では、このトリはニワトリであ
る。別の実施形態では、このトリはシチメンチョウである。さらに別の実施形態では、こ
のトリはキジである。
【００３２】
　特定の実施形態では、本発明の方法は、ワクチン接種された動物の子孫に対して、クロ
ストリジウム感染症に対する受動免疫を提供する。１つのこのような方法では、このクロ
ストリジウム感染症は、クロストリジウム腸疾患である。このタイプの特定の方法では、
このクロストリジウム腸疾患は、壊死性腸炎である。別のこのような方法では、クロスト
リジウム感染症は、胆管肝炎である。さらに別の実施形態では、この方法は、ワクチン接
種された動物の子孫に対してクロストリジウム感染症に対する受動免疫を提供し、そして
壊疽性皮膚炎、セプチカムおよび／または肝炎に対する防御を提供する。
【００３３】
　１実施形態では、雌性動物の子孫に対して受動免疫を提供する方法は、雌性動物に対し
て多価ワクチンを投与して、複数の疾患に対してその子孫を防御する工程を包含する。こ
のタイプの特定の実施形態では、この雌性動物は、家禽のファミリーであって、その子孫
は、複数の家禽疾患から防御される。
【００３４】
　特定の実施形態では、雌性動物の子孫に受動免疫を与えるための投薬量は、このワクチ
ンの１用量あたり約０．２５ｍＬである。別の実施形態では、この投薬量は、このワクチ
ンの１用量あたり約０．４ｍＬである。さらに別の実施形態では、この投薬量は、このワ
クチンの１用量あたり約０．６ｍＬである。下に例示される実施形態では、この投薬量は
このワクチンの１用量あたり約０．５ｍＬである。
【００３５】
　本発明はさらに、本発明のウェルシュ菌のαトキソイドワクチンを作製するためのプロ
セスを提供する。１つのこのような方法は、培養培地中でウェルシュ菌細胞を増殖させて
、細胞培地中にウェルシュ菌のα毒素を分泌する培養細胞の量を生成する工程を包含する
。次いで、この分泌されたα毒素を不活性化することによって、ウェルシュ菌のαトキソ
イドを生成する。この培養培地からこの培養された細胞のほとんどを取り出して、ウェル
シュ菌のαトキソイド上清を形成する。本発明の特定の実施形態では、このワクチンの１
用量あたり０．２５～０．６ｍＬの１または２用量のいずれかを用いてワクチン接種され
ている動物（例えば、ニワトリ）の抗血清の１ｍＬあたり少なくとも４抗毒素単位（Ａ．
Ｕ．）の抗α毒素抗体を誘導するのに十分であるように、ウェルシュ菌のαトキソイド上
清の濃度を調節する。１つのこのような実施形態では、この濃縮プロセスは、低分子量混
入物を除くために緩衝化生理食塩水に対するダイアフィルトレーションを包含する。
【００３６】
　本発明のウェルシュ菌のαトキソイドワクチンを作成するプロセスはさらに、ウェルシ
ュ菌のαトキソイド上清とアジュバントとを混合する工程を包含し得る。１つのこのよう
な実施形態では、ウェルシュ菌のαトキソイド上清を、油中水型エマルジョン中で混合す
る。このタイプの特定の実施形態では、この油中水型エマルジョンは、７０％の油相およ
び３０％の水相を用いて調製される。
【００３７】
　このプロセスで使用されるウェルシュ菌の細胞は、単一のウェルシュ菌の生物型の細胞
由来である。このタイプの特定の実施形態では、この単一のウェルシュ菌の生物型の細胞
は、ウェルシュ菌のＡ型の細胞である。別の実施形態では、この単一のウェルシュ菌の生
物型の細胞は、ウェルシュ菌のＣ型の細胞である。
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【００３８】
　本発明のこれらおよび他の局面は、以下の詳細な説明を参照してより良好に理解される
。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３９】
　本発明は、動物においてクロストリジウム感染症の予防に安全でかつ効率的であるウェ
ルシュ菌に対する独自のワクチンを提供する。特定の実施形態では、雌性動物被験体に対
する本発明のワクチンの投与は、雌性動物の免疫、およびその後に出生する子孫に対して
受動的に移行され得る抗体の発達の両方を生じる。１実施形態では、本発明は、有害なウ
ェルシュ菌感染に対して有効である単一のウェルシュ菌のαトキソイドの特定の最小量を
含むワクチンを提供する。特定の実施形態では、ワクチンは、本発明のαトキソイドおよ
び薬学的に受容可能なアジュバントの安全かつ免疫学的に有効な組み合わせを含む。
【００４０】
　本発明のワクチンは、ウェルシュ菌がある役割を果たす任意の状態または疾患に対して
防御するために用いられ得る。このような疾患としては、クロストリジウム感染症が挙げ
られる。このタイプの１実施形態では、クロストリジウム感染症は、クロストリジウム腸
疾患である。従って、特定の実施形態では、本発明は、壊死性腸炎として公知の、家禽に
おけるクストリジウム腸疾患の予防のために有効であるワクチンを提供する。他の疾患症
候群も本発明のワクチンによって防止され得、そしてこれには限定はしないが、クロスト
リジウム関連肝炎、胆嚢炎および壊疽性皮膚炎が挙げられる。
【００４１】
　本発明は、任意のさらなる致死性毒素がウェルシュ菌のチャレンジによって発現される
か否かにかかわらず、単一のウェルシュ菌の生物型から得られた、特定の最小量のαトキ
ソイド（すなわち、特定の最小量のＴＣＰを有する）を含むワクチンが、壊死性腸炎のよ
うなクロストリジウム疾患から、ワクチン摂取された雌性動物被験体の子孫を防御するこ
とを開示する。本発明はさらに、ワクチン接種された雌性動物から特定の最小抗α毒素応
答を排除するワクチンを開示する。このワクチンはまた、天然に存在するウェルシュ菌に
よって任意のさらなる致死性毒素が発現されるか否かにかかわらず、クロストリジウム感
染症からそのワクチン接種された雌性動物被験体の子孫を防御する。本発明のワクチンは
また、受容可能なアジュバントとともに投与され得る。
【００４２】
　下に例示されるとおり、予想外に、α毒素を発現するが、対応するβ２毒素を発現しな
い、不活性化ウェルシュ菌のＡ型単離体由来のワクチンを用いるメンドリのワクチン接種
は、α毒素およびβ２毒素の両方を発現するウェルシュ菌株由来のチャレンジに対して３
週齢の子孫のニワトリの受動免疫をもたらした。従来、これらの２つの異なる毒素に対す
るこのような交差防御の証明はなかった。従って、本発明は、特定の最小量の抗α毒素を
刺激し得、それによってウェルシュ菌のチャレンジ株の他のどの毒素が発現し得るかにか
かわらず、クロストリジウム感染症、例えば、壊死性腸炎に対して防御する、比較的単純
なワクチンを提供する。
【００４３】
　実際、動物に対して病原性の影響を有することが示されているウェルシュ菌によって生
成される多数の毒素および他の生物学的に活性なタンパク質、ならびに壊死性腸炎の病理
に対するこれらの種々の毒素および他のタンパク質の寄与についての文献における多数の
引用にかかわらず、本明細書に開示される特有のワクチンは、ワクチン接種されたブロイ
ラーのメンドリにおけるウェルシュ菌に対する実質的な免疫応答、およびその後に出生す
る子孫に対する受動免疫の両方を提供する。
【００４４】
　本発明は、いかなる理論にもモデルにも全く依拠しないが、本明細書において提供され
る結果は、ウェルシュ菌のα毒素が壊死性腸炎に対する防御に必要かつ十分である抗原性
成分であるということと一致する。β、β２およびエンテロトキシンは、壊死性腸炎の病
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理に対して重要であり得るが、本明細書で提供される結果は、αトキソイドが壊死性腸炎
のワクチンにおいて必要な唯一のトキソイドであることと一致している。さらに、α毒素
産生は一般に、Ａ型株で最高であるので、ウェルシュ菌のＡ型株はウェルシュ菌のα毒素
の供給源として特に有用である。しかし、他のウェルシュ菌の生物型も、遺伝子操作を用
いてこれらの他の生物型におけるα毒素産生のレベルを増大した場合特に、首尾よく使用
可能である。
【００４５】
　本明細書において用いる場合、以下の用語は、下に示される定義を有するものとする。
本明細書において用いる場合、「防御抗原」とは、その抗原でワクチン接種された動物お
よび／またはその子孫に対して、感染および／または疾患に対する防御を付与する特定の
抗体の産生を生じる抗原である。このような防御抗原を含むワクチンは、「免疫学的に有
効（（ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ　ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ」と言われる。
【００４６】
　本明細書において用いる場合、特定のタンパク質に関して「抗原性フラグメント（ａｎ
ｔｉｇｅｎｉｃ　ｆｒａｇｍｅｎｔ）」という用語は、抗原性であるそのタンパク質のフ
ラグメントである。例えば、α毒素またはαトキソイドの抗原性フラグメントは、抗原性
であるα毒素またはαトキソイドのフラグメントである。本明細書において用いる場合、
α毒素またはαトキソイドの抗原性フラグメントは、それぞれα毒素またはαトキソイド
の任意のフラグメントであってもよく、これは、全長タンパク質から単一のアミノ酸程度
の小さい欠失がある大きいフラグメントを含む。特定の実施形態では、α毒素またはαト
キソイドの抗原性フラグメントは、６～１２０個のアミノ酸残基を含む。さらに、所定の
α毒素の抗原性フラグメントは、組換え供給源によって、天然の供給源から単離されたタ
ンパク質から、または化学的合成を通じて得られてもよい。さらに、抗原性フラグメント
は、α毒素、αトキソイドまたはそのフラグメントのタンパク質分解消化後に、組換え発
現を通じて得られてもよく、あるいは、新規に、例えば、ペプチド合成を通じて生成され
てもよい。
【００４７】
　本明細書において用いる場合、Ｃ．ｐｅｒｆｉｎｇｅｎｓのα毒素の「不活性な抗原性
フラグメント（ｉｎａｃｔｉｖｅ　ａｎｔｉｇｅｎｉｃ　ｆｒａｇｍｅｎｔ）」とは、少
なくとも１つの抗原性エピトープを保持するが、α毒素を有害にするのに十分な触媒活性
を保有しないＣ．ｐｅｒｆｉｎｇｅｎｓのα毒素の抗原性フラグメントである。このよう
な不活性な抗原性フラグメントは、単独で用いられてもよく、あるいは、融合タンパク質
に組み込まれてもよい。
【００４８】
　本明細書において用いる場合、「αトキソイド（ａｌｐｈａ　ｔｏｘｏｉｄ）」という
用語は、任意の不活性なα毒素（例えば、不活性な全長α毒素）を指すが、そのαトキソ
イドを産生するためにα毒素を不活性化する特定の手段を決して限定する意味ではない。
このような不活性化の方法論としては以下が挙げられる：（ｉ）無傷タンパク質を改変す
る化学的方法、例えば、ホルムアルデヒドまたはグルタルアルデヒド処理；（ｉｉ）物理
的方法、例えば、加熱；（ｉｉｉ）タンパク質を変化させる酵素的方法、例えば、毒素を
フラグメントに切断するプロテアーゼ；（ｉｖ）組換え方法、例えば、タンパク質の酵素
的領域を除去するかまたは変化させるが、１つ以上の抗原性エピトープを保持するための
α毒素遺伝子の遺伝的操作（例えば、その内容が全体として参照によって本明細書に援用
される、米国特許第５，８１７，３１７号を参照のこと）；および／または上記のいずれ
かもしくは全ての組み合わせ。
【００４９】
　本明細書において用いる場合、Ｃ．ｐｅｒｆｉｎｇｅｎｓの「αトキソイド上清（α　
ｔｏｘｏｉｄ　ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ）」とは、不活性化Ｃ．ｐｅｒｆｉｎｇｅｎｓの
α毒素を含む溶液であって、その毒素を産生する細胞の少なくとも大部分が除去されてい
る（すなわち、細胞の７０％より多くが除去されており、特定の実施形態では、細胞の９
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０％より多くが除去されている）。特定の実施形態では、この不活性化Ｃ．ｐｅｒｆｉｎ
ｇｅｎｓのα毒素は、培養培地に添加されて、そして／または培養／増殖されたＣ．ｐｅ
ｒｆｉｎｇｅｎｓ細胞によって培養培地に分泌され、次いで不活性化された。別の実施形
態では、この不活性化Ｃ．ｐｅｒｆｉｎｇｅｎｓのα毒素は、細胞溶解物を通じて解放さ
れた、細胞と会合したＣ．ｐｅｒｆｉｎｇｅｎｓのα毒素を含み、次いで不活性化される
。「αトキソイド上清（ａｌｐｈａ　ｔｏｘｏｉｄ　ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ）」を調製
する方法は、溶液から細胞または細胞細片を除去する任意の特定の方法には決して限定さ
れず、そしてこれには、遠心分離、カラムクロマトグラフィー、超遠心などを包含する。
【００５０】
　本明細書において用いる場合、「無細胞（ｃｅｌｌ－ｆｒｅｅ）」溶液とは、培養物由
来の細胞の９０％より多くが除去されている溶液である。「無細胞」溶液を調製する方法
は、溶液から細胞または細胞細片を除去する任意の特定の方法には決して限定されるもの
ではなく、そしてこれには、遠心分離、カラムクロマトグラフィー、超遠心などを包含す
る。
【００５１】
　本明細書において用いる場合、「単一のウェルシュ菌の生物型（ｓｉｎｇｌｅ　ウェル
シュ菌　Ｔｙｐｅ）」という用語は、複数の生物型、例えば、Ａ型およびＢ型およびＣ型
に対向して、１つのウェルシュ菌の生物型、例えば、Ａ型またはＢ型またはＣ型などをい
う。従って、「単一のウェルシュ菌の生物型」のαトキソイドを含む細胞、上清、組成物
、調製物、ワクチンなどとは、その１つの特異的なウェルシュ菌生物型のみに由来するα
トキソイドを含み、かついかなる他のウェルシュ菌の生物型に由来するαトキソイドも含
まない細胞、上清、組成物、調製物、ワクチンなどである。他方では、このような細胞、
上清、組成物、調製物、ワクチンなどは、他の非αトキソイド成分を含んでもよく、この
成分としては、他のウェルシュ菌のトキソイド、および／またはアジュバント、および／
または免疫刺激因子などが挙げられる。
【００５２】
　本明細書において用いる場合、抗血清の１ｍＬあたりの抗α毒素抗体の「抗毒素単位（
ａｎｔｉｔｏｘｉｎ　ｕｎｉｔ）」または「Ａ．Ｕ．」とは、「抗α毒素中和試験（ａｎ
ｔｉ－α　Ｔｏｘｉｎ　Ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ　Ｔｅｓｔ）」単位または「ＴＮＴ」
単位と交換可能に用いられ、そしてマウスのバイオアッセイにおいてα毒素の毒性効果を
血清が中和する能力によって規定される。この試験では、国際標準［ＥＵ　Ｐｈａｒｍａ
ｃｏｐｏｅｉａ　５．０．：０１／２００５：００８８，ｐｐ．８０３～８０４］によっ
て確立されたα毒素の既知の量を、ワクチン接種動物由来の血清の階段希釈物と混合する
。この混合物を室温で１時間インキュベートし、次いでマウスに静脈内注射する。このマ
ウスは、毒素が完全に血清で中和される場合に生残するが、そうでなければ死ぬ。抗毒素
単位または力価は、その毒素を中和した血清の最高希釈の逆数として決定される。
【００５３】
　本明細書において用いる場合、「総結合力（Ｔｏｔａｌ　Ｃｏｍｂｉｎｉｎｇ　Ｐｏｗ
ｅｒ）」という用語は、「ＴＣＰ」に略され、そしてＢａｔｔｙ［Ｔｏｘｉｎ－Ａｎｔｉ
ｔｏｘｉｎ　Ａｓｓａｙ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，第８章，
第５Ａ巻（１９７１），編．ＪＲ　ＮｏｒｒｉｓおよびＤＷ　Ｒｉｂｂｏｎｓ］によって
記載されるとおり規定される。このアッセイでは、αトキソイド上清の特定の容積を、既
知の量の抗毒素単位と接触させる。抗毒素およびαトキソイドが結合することを可能にす
るのに適切なインキュベーション期間を与えられた後、例えば、室温で１時間後に、既知
の量のα毒素を添加する。次いで、残りの遊離の抗毒素に、α毒素との結合に適切な期間
、例えば室温で１時間を与える。次いで、遊離のα毒素の量を、この溶液に基質を添加し
て、α毒素の酵素活性を測定することによって決定する。適切な基質としては、赤血球（
特にヒツジ赤血球）およびレシチンが挙げられる。次いで、αトキソイドは、決定される
酵素活性の量に基づいて計算によって定量してもよい。アッセイ溶液に存在するαトキソ
イドの量が多いほど、このアッセイで測定される酵素活性の量が高くなる。
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【００５４】
　「生物型、型（ｔｙｐｅ）」および「バイオタイプ（ｂｉｏｔｙｐｅ）」という用語は
、本明細書において交換可能に用いられ、そして種々の毒素遺伝子の発現に基づいて特定
の表現型のウェルシュ菌を指す。クロストリジウム・パーフリンジェンスは、４つの主要
な毒素、α、β、εおよびιの産生に基づいて型に分けられる。ウェルシュ菌のＡ型は、
α毒素を産生し；Ｂ型は、α、βおよびε毒素を産生する；Ｃ型は、αおよびβ毒素を産
生し、Ｄ型は、αおよびε毒素を産生し、Ｅ型は、αおよびι毒素を産生する。ウェルシ
ュ菌の１７程度の多い外毒素が記載されている。ウェルシュ菌の生物型は、さらなるクロ
ストリジウム毒素および／または酵素のいくつかまたは全ての産生に基づく分類である。
例えば、ウェルシュ菌のＡ型の腸内毒素原性の表現型は、α毒素に加えて、θ毒素および
μ毒素を産生し得る。
【００５５】
　本明細書において用いる場合、多価ワクチンは、２つ以上の異なる抗原を含むワクチン
である。このタイプの特定の実施形態では、この多価ワクチンは、２つ以上の異なる病原
体に対してレシピエントの免疫系を刺激する。
【００５６】
　「アジュバント（ａｄｊｕｖａｎｔ）」および「免疫刺激因子（ｉｍｍｕｎｅ　ｓｔｉ
ｍｕｌａｎｔ）」という用語は、本明細書において交換可能に用いられ、そして免疫系の
刺激を生じる１つ以上の物質として規定される。この文脈では、アジュバントを用いて、
１つ以上のワクチン抗原に対する免疫応答を増強する。アジュバントは、ワクチンの投与
の前に、ワクチン投与と組み合わせて、またはワクチン投与の後に標的動物に投与され得
る。本発明のアジュバントは、天然の供給源、組換え供給源由来を含む任意の多数の供給
源から得られてもよく、そして／または化学的に合成されるなどでもよい。アジュバント
として用いられる化合物の例としては、限定はしないが、アルミニウム化合物、代謝性お
よび非代謝性のオイル、ブロックポリマー、ＩＳＣＯＭ’ｓ（免疫刺激複合体）、ビタミ
ンおよびミネラル（限定はしないが、以下が挙げられる：ビタミンＥ、ビタミンＡ、セレ
ニウム、およびビタミンＢ１２）、Ｑｕｉｌ　Ａ（サポニン）、およびＣＡＲＢＯＰＯＬ
（登録商標）が挙げられる。時に、詳細には免疫刺激因子と呼ばれているアジュバントの
さらなる例としては、細菌および真菌の細胞壁成分（例えば、リポポリサッカライド、リ
ポタンパク質、糖タンパク質、ムラミルペプチド、β－１，３／１，６－グルカン）、植
物由来の種々の複合炭水化物（例えば、グリカン、アセマンナン）、動物由来の種々のタ
ンパク質およびペプチド（例えば、ホルモン、サイトカイン、同時刺激因子）およびウイ
ルスおよび他の供給源由来の新規な核酸（例えば、二本鎖ＲＮＡ、ＣｐＧ）が挙げられる
。さらに、前述の物質の多数の組み合わせが、アジュバント効果を提供し得、従って、本
発明のアジュバントを形成し得る。
【００５７】
　本明細書において用いる場合、「抗α毒素（ａｎｔｉ－ａｌｐｈａ　ｔｏｘｉｎ）」と
は、α毒素に結合する抗体（モノクローナルまたはポリクローナル）である。α毒素に対
する抗体は、上記のようなＴＮＡアッセイによって測定され得る。あるいは、抗体は、α
毒素の溶血性効果をブロックする能力によって検出され得る。溶血阻害アッセイでは、ヒ
ツジ赤血球の所定の調製物の完全な溶解を触媒するのに十分な、既知の量のα毒素を血清
の階段希釈物と混合して、３６±２℃で１時間インキュベートする。次いで、この混合物
を０．５％のヒツジ赤血球とともに３６±２℃で３時間インキュベートする。α毒素に抗
体が結合する場合、この毒素は、赤血球細胞を溶血できない。力価は、溶血を生じない血
清の最高希釈の逆数で決定する。同様のアッセイでは、α毒素に結合する抗体がホスホリ
パーゼ活性を阻害する能力は、レシチンの酵素切断をブロックする抗血清の最高希釈を決
定することによって測定され得る。
【００５８】
　本明細書において用いる場合、「ポリペプチド（ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ）」という用
語は、「タンパク質（ｐｒｏｔｅｉｎ）」という用語と交換可能に用いられ、そしてさら



(14) JP 5243951 B2 2013.7.24

10

20

30

40

50

に、ペプチドを包含することを意味する。従って、本明細書において用いる場合、ポリペ
プチドとは、ペプチド結合によって一緒に結合された２つ以上のアミノ酸のポリマーであ
る。本発明のポリペプチドは、天然に存在するタンパク質；組換えタンパク質；化学合成
されたタンパク質；任意の天然に存在するタンパク質、組換えタンパク質または化学合成
されたタンパク質のフラグメント；ならびに任意の天然に存在するタンパク質、組換えタ
ンパク質および／または化学的に合成されたタンパク質を含む融合タンパク質、ならびに
／あるいはそれらの任意のフラグメントを包含する。好ましくは、ポリペプチドという用
語は、ペプチド結合によって一緒に結合される２０以上のアミノ酸残基を含むポリマーを
意味するために用いられるが、一方、ペプチドという用語は、ペプチド結合によって一緒
に結合された２～２０個のアミノ酸残基を含むポリマーを意味するために用いられる。
【００５９】
　「異種ヌクレオチド配列（ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｓｅｑ
ｕｅｎｃｅ）」とは、本明細書において用いる場合、本発明のタンパク質、例えば、本発
明のα毒素をコードするか、またはそのフラグメント（例えば、不活性な抗原性フラグメ
ント）をコードするヌクレオチド配列に対して組換え方法によって付加されて、天然には
通常形成されない核酸を形成するヌクレオチド配列である。このような核酸は、融合タン
パク質をコードし得る。さらに、本明細書において用いる場合、異種ヌクレオチド配列は
、単一の連続ヌクレオチド配列である必要はないが、本発明のポリペプチド、またはその
一部をコードするヌクレオチド配列と組み合わされている複数の不連続のヌクレオチド配
列を含み得る。異種ヌクレオチド配列は、非コード配列を含んでもよく、これには、制限
部位、調節部位、プロモーターなどを含む。さらに別の実施形態では、この異種ヌクレオ
チドは、本発明のヌクレオチド配列を検出する手段として機能し得る。本発明は、本発明
のポリペプチドまたはそのフラグメントをコードするヌクレオチド配列と組み合わされた
場合、本発明の融合タンパク質の全てをコードするために必要かつ十分である異種ヌクレ
オチド配列を提供する。
【００６０】
　本明細書において用いる場合、単一のウェルシュ菌のα型トキソイド、および／または
ウェルシュ菌のαトキソイドの抗原性フラグメント、および／または対応するα毒素の不
活性な抗原性フラグメント「から本質的になる（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｅｓｓｅｎｔｉ
ａｌｌｙ　ｏｆ）」または「本質的に～からなる（ｃｏｎｓｉｓｔｓ　ｅｓｓｅｎｔｉａ
ｌｌｙ　ｏｆ）」ワクチンとは、単一のウェルシュ菌のαトキソイド、および／またはウ
ェルシュ菌のαトキソイドの抗原性フラグメント、および／または対応するα毒素の不活
性な抗原性フラグメントの、クロストリジウム感染症に対して防御するために免疫学的に
有効な量を含むが、クロストリジウム感染症に対して防御することが公知のいかなる他の
抗原、例えば、別のウェルシュ菌抗原、または別のウェルシュ菌のα毒素、αトキソイド
またはそのフラグメントの免疫学的に有効な量も含まないワクチンである。このようなワ
クチンはさらに、他の疾患に関連する抗原、例えば、伝染性ファブリーキウス嚢病ウイル
ス、レオウイルス、およびニューカッスル病ウイルス由来のウイルス抗原；大腸菌、Ｓａ
ｌｍｏｎｅｌｌａ、およびＣａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ由来の細菌抗原；ならびにＥｉｍ
ｅｒｉａ由来の抗原のような寄生生物抗原を含んでもよい。
【００６１】
　本明細書において用いる場合、「約、およそ、ほぼ（ａｂｏｕｔ）」という用語は、特
定の投薬量の値と組み合わせて用いられる場合、その投薬量の値が示された値の２０％内
であることを意味しており、例えば、約０．５ｍＬの投薬量は、０．４ｍＬ～０．６ｍＬ
を含み得る。
【００６２】
　Ａ型のウェルシュ菌の単離
　ウェルシュ菌の単離体、例えば、ウェルシュ菌のＡ型は、感染した動物の糞便のサンプ
ルおよび／または腸内剥離物から得ることができる。このサンプル／剥離物を、血液寒天
プレート上に画線して、嫌気的に３５±１℃で２４～４８時間インキュベートしてもよく



(15) JP 5243951 B2 2013.7.24

10

20

30

40

50

、そしてウェルシュ菌のＡ型に似ているコロニーを個々に採取する。それらのコロニーを
ウェルシュ菌のＡ型単離物と確認するために、この選択したコロニーをさらに、遺伝子構
造を含む、特徴的なウェルシュ菌のＡ型の生化学的な特性について試験してもよい。
【００６３】
　この単離物中のα毒素遺伝子の存在は、遺伝子分析によって、例えば、ＰＣＲによって
決定し得る。α毒素の発現は、卵黄を用いるアッセイにおけるレシチナーゼ活性によって
、および／またはヒツジ赤血球を使用する溶血アッセイによって示され得る。特定の実施
形態では、高レベルのα毒素を発現するウェルシュ菌の単離物を、本発明のワクチンの調
製物において用いる。選択されたウェルシュ菌の単離物（単数または複数）は、栄養ブロ
ス中で嫌気的に４～２４時間増殖してもよい。培養物は、例えば、ホルマリンを用いて不
活性化して、濃縮し、そしてこのようなワクチンに混合してもよい。
【００６４】
　ウェルシュ菌の毒素
　α毒素－α毒素は、全ての生物型のウェルシュ菌によって産生される。α毒素は、レシ
チンを分けて、ホスホリルコリンおよびジグリセリドを形成し得る、多機能性のホスホリ
パーゼＣである。静脈内投与された場合、α毒素は、マウスに致死性であることが示され
ている。α毒素はまた顕著に溶血性である。しかし、赤血球の感受性は、赤血球の供給源
として用いられる動物の種に依存して大きく変化し得る。α毒素はまた、血小板の凝集、
血小板、白血球および他の体細胞の溶解をもたらし、そして血管透過性の増大を生じる。
【００６５】
　β毒素－β毒素は、ウェルシュ菌のＢ型およびＣ型によって産生される。このβ毒素は
、腸の炎症および粘膜の大きい損失、ならびに腸の動きの阻害を担う。β毒素は、３５ｋ
Ｄａの分子量を有するタンパク質であって、トリプシンのようなタンパク質分解性の酵素
に対して他のウェルシュ菌毒素よりもかなり感受性である。β毒素は、動物に致死性であ
ることが報告されており、マウスが最も感受性で、ニワトリは感受性が最小である。
【００６６】
　β２毒素－β２毒素は、ウェルシュ菌の最も近年に発見された毒素である。その名称は
同様だが、β２毒素およびβ毒素のアミノ酸配列は、相同性を示さない。文献では、特定
の動物においてβ２毒素と壊死性腸炎との間に強力な相関が示されている［Ｇａｒｍｏｒ
ｙら，Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌ．Ｉｎｆｅｃｔ．１２４：６１～６７（２０００），Ｈｅｒｈ
ｏｌｚら，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｍｏｒｃｏ，Ｆｅｂ：３５８～３６１（１９９９）］。β２毒
素は２８ｋＤａの分子量を有する。β２毒素は、マウスに対して致死性であり、特定の細
胞株に対して細胞傷害性であることが見出されており、細胞の丸まりおよびアクチン細胞
骨格に影響することのない溶解を誘発する［Ｍａｎｔｅｃａら，Ｖｅｔ．Ｍｉｃｒｏｂ．
８６：１９１～２０２（２００２），Ｓｃｈｏｔｔｅら，Ｊ．Ｖｅｔ　Ｍｅｄ　Ｂ　５１
：４２３～４１６（２００４），Ｇｉｌｂｅｒｔら，Ｇｅｎｅ　２０３：６５～７３（１
９９７）］。
【００６７】
　エンテロトキシン－エンテロトキシンは代表的には、ウェルシュ菌のＡ型株によって産
生される。エンテロトキシンの存在は、組織のガス壊疽を伴う株由来の腸疾患関連株を表
すために伝統的に用いられている。ガス壊疽を生じる株は代表的にはエンテロトキシンを
有さない。エンテロトキシンは、３４ｋＤａの分子量を有する熱感受性タンパク質である
。マウスの致死用量は、約１０μｇである。エンテロトキシンの初期相互作用は、宿主細
胞に孔を形成し、その後に細胞の透過性が変更、高分子合成の阻害、細胞骨格崩壊および
最終的には、溶解が続く［Ｓｏｎｇｅｒ，Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏ．Ｒｅｖ，９（２）：２
１６～２３４（１９９６）を参照のこと］。エンテロトキシンは、腸の細胞における総輸
送量の逆転を達成する。
【００６８】
　ε毒素－ε毒素は、ウェルシュ菌のＢ型およびＤ型によって産生される。ε毒素は、内
因性トリプシンによって、極度に強力な神経毒に変換される、プロトキシン（ｐｒｏｔｏ
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ｘｉｎ）として分泌される。静脈内投与された場合、ε毒素は、マウスに対して極めて致
死性であり得る。ε毒素は、神経組織に高い親和性を有し、そして血管透過性を生じる効
果を有する。ε毒素はまた、腸壁の透過性を生じて、それ自体を含む、高分子を血流中に
入れることを可能にする。次いで、このε毒素は、血流を通って脳に進行し、ここで浸透
圧バランスを破壊する。脳におけるこの浸透圧平衡の破壊は、罹患した動物の死亡の前に
観察される神経学的な徴候を生じる。
【００６９】
　κ毒素－κ毒素は、ウェルシュ菌のＡ型、Ｄ型、Ｅ型ならびにＢおよびＣいくつかの生
物型によって産生されるコラーゲン加水分解酵素である。κ毒素は、８０ｋＤａの分子量
を有し、そしてマウスに致死である。マウスに対するκ毒素の静脈内注射は、肺の強度の
大量出血に起因して１時間内に死亡をもたらす。
【００７０】
　θ毒素－ウェルシュ菌のほとんどの株がθ毒素を産生する。θ毒素は、血液寒天プレー
ト上のコロニー周囲にみられる溶血の透明なゾーンを担う７４ｋＤａのタンパク質である
。精製されたθ毒素はマウスにとって極めて毒性であって、ほんの数分で死をもたらす。
θ毒素は、特定のステロイドによって阻害されるが、コレステロールが最も強力なインヒ
ビターである。
【００７１】
　受動免疫
　本発明は、非ヒト雌性、特に繁殖性および／または妊娠雌性のワクチン接種のためであ
って、次にその新生児へそのワクチンの効果を移行し得るワクチン接種のための、本発明
の抗原、例えばαトキソイドの最小量の安全かつ免疫学的に有効な調製物からなるワクチ
ンを含む。母から子孫への免疫のこのような移行は、「受動免疫（ｐａｓｓｉｖｅ　ｉｍ
ｍｕｎｉｔｙ）」と呼ばれる。受動免疫は、とりわけ、哺乳動物において生じるような初
乳の摂取、または家禽で生じるような卵黄から血流への抗体の吸収を通じて達成され得る
。さらに、本明細書で開示されるように、家禽は、卵内で抗体を消費し得、これによって
循環中の全身性の抗体のレベルが上昇する。
【００７２】
　本明細書において実証されるとおり、新生動物への特定量の抗α毒素の受動的な移行に
よって、病原性のＣｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓのチャレンジに対し
て新生児は防御される。防御の程度は、下に開示されるとおり、全く期待されていないも
のである。なぜなら、従来は、経口のウェルシュ菌のＡ型のチャレンジに対して有意に防
御するためには抗体で腸が浸されなければならないと信じられていたからである。同様に
、新生の哺乳動物における初乳の摂取および卵における母親の抗体の吸収を通じた粘膜免
疫の母性抗体の移行の間には相関が存在することは全く驚くべきことである。ニワトリに
ついて下に実証されたとおり、抗α毒素抗体は、卵内で血流に吸収される。さらに、本発
明は、メンドリの血流において特定の規定された最小の抗α毒素抗体力価を誘導すること
が、子孫の出生の数週後に行われたウェルシュ菌のＡ型のチャレンジから、そのメンドリ
のワクチン接種された子孫を防御するために十分であるということを開示する。
【００７３】
　能動免疫
　本発明は、壊死性腸炎、壊死性皮膚炎および壊疽性皮膚炎に対して能動免疫を提供する
ためのニワトリのヒヨコ（例えば、ブロイラーのヒヨコ）および／またはシチメンチョウ
のヒナのワクチン接種を包含する。このヒヨコおよび／またはヒナは、出生後早期に、ほ
ぼ１日齢またはわずかに後に（出生の最初の１週内）に、１または２用量のワクチンを用
いてワクチン接種される。能動免疫を達成するための適切なワクチン投薬量は、約０．０
５ｍＬ～約０．５ｍＬに変化し得る。特定の実施形態では、このワクチン投薬量は約０．
０５ｍＬ～約０．１ｍＬである。
【００７４】
　細胞培養物
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　Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓは、培養間に培地中にα毒素を分泌
する。増殖培地から細胞の少なくともほとんどを不活性化および除去した後、得られた溶
液をαトキソイド上清と呼ぶ。この細胞を穏やかに除去して、そうでなければ反応性を促
進しかつ免疫応答を減少させ得る、ワクチン中の外来の抗原を最小限にする。しかし、細
胞関連のα毒素の量も限られている。従って、α毒素抗原は、細胞および／または培地か
ら、濃縮型で除去されても、または非濃縮型で除去されてもよい。
【００７５】
　ウェルシュ菌は、フラスコ、ボトル、水差しまたは機械的発酵槽を含む任意の適切な容
器中で増殖され得る。発酵は、α毒素の産生がピークの時に発酵槽を回収するように増殖
の間にモニターされ得る。代表的な方法としては、アフィニティークロマトグラフィー、
ゲル電気泳動（ＰＨＡＳＴシステムなど）、イムノアッセイ、溶血素およびレシチナーゼ
活性アッセイが挙げられる。細胞培養液または細胞抽出液は、ホルムアルデヒド（０．１
～２．０％）またはホルムアルデヒドおよび熱の組み合わせで不活性化され得る。タンパ
ク質変性のために代表的に用いられ、そして用いられ得る他の化学薬品としては、限定は
しないが以下が挙げられる：グルタルアルデヒド、フェノール、種々の界面活性剤、例え
ば、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）、およびアルコール
類。残留ホルムアルデヒドレベルは、過量または不足のトキソイディング（ｔｏｘｏｉｄ
ｉｎｇ）にならない最適レベルを維持するように不活性化の間モニターし得る。遊離のホ
ルムアルデヒドを測定するための代表的な方法は、欧州薬局方（Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｐｈ
ａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ）（０１／２００５：２０４１８）または９ＣＦＲ（連邦規制基
準）（１１３．１００）に列挙される。同様の方法が、他のタイプの毒素不活性化物質を
測定するために利用可能である。特定の場合、α毒素は、抗毒素の発生に重要なエピトー
プの変性を最小化するために、この時点で故意にトキソイド未満であり、次いでこのプロ
セスの後の時点で解毒のためにさらに処理される。グルタルアルデヒド、フェノール、種
々の界面活性剤、例えば、ＴｒｉｔｏｎＸ－１００、ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）
およびアルコール類のような、毒素を不活性化し得る他の適切な化合物または生物学的因
子も用いられ得る。
【００７６】
　得られたαトキソイドは、有害な影響なしに、任意のさらなる処理の前にある期間保管
され得る。代表的には、最適の保管は２～８℃である。しかし、不活性化されたクロスト
リジウムトキソイドは極めて安定であって、高温で保管されてもよい。６ヶ月より長く、
かつ８℃より高い温度での保管の期間にわたって、総結合能試験（ＴＣＰ）、またはこの
トキソイドの免疫原性の安定性を決定するための別の同様の免疫学的アッセイによってト
キソイドの力価を再試験することが望ましいかもしれない。
【００７７】
　細胞は、トキソイド上清を得るために、遠心分離および／または濾過によって不活性化
培養培地から除去されてもよい。細胞の除去は、細胞成分によって生じ得る組織反応性を
減じるように働くが、一方で調製物からの外因性の抗原の除去は、ワクチンのトキソイド
成分に対して免疫応答が集中するように補助する。
【００７８】
　不活性化された培養培地は、濾過（好ましくは、３０，０００分子量カットオフ以下の
限外濾過膜を用いる）を含む任意の多数の手段によって、または凍結乾燥によって濃縮さ
れ得る。この濃縮プロセスは、調製物から低分子量混入物を除去するために、水溶液（例
えば、リン酸緩衝化生理食塩水）に対するダイアフィルトレーションを含んでもよい。こ
の濃縮された液体は、この液体が残留毒素を含まないことが適切なアッセイで示されるま
で、ホルムアルデヒドおよび／または熱のいずれかを用いて１回以上再処理され得る。こ
のようなアッセイとしては、マウスバイオアッセイ、すなわち、マウスへの液体の注射、
およびマウスでのその影響の観察；または溶血素活性、もしくはレシンチナーゼ（ｌｅｃ
ｉｎｔｈｉｎａｓｅ）活性を測定すること、などが挙げられる。
【００７９】
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　溶液のｐＨは、アジュバントに対する最適結合、オイルとの乳化、および／または溶液
の安定性を確実にするために混合の前に調節しなければならないかもしれない。α毒素の
等電点（ｐＩ）は約５．５である［Ｓｍｉｔｈら，Ｔｈｅ　Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ　Ａｎ
ａｅｒｏｂｉｃ　Ｂａｃｔｅｒｉａ，（第３版）Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｔｈｏｍａｓ　Ｐｕｂ
ｌｉｓｈｅｒｓ，ｐ．１１６（１９８４）］。トキソイド溶液のｐＨの調節は、タンパク
質の正味の荷電を変更し、これが特定のアジュバント、例えばアルミニウムアジュバント
に対する結合の増強に有利である。ｐＨはまた、長期間にわたる貯蔵のためにαトキソイ
ドの安定性を増大するレベルに調節され得る。例えば、タンパク質は、そのｐＩで溶液か
ら沈殿する可能性が高いが、通常はこの値よりｐＨが１単位上または下で安定である。
【００８０】
　本発明のポリペプチドをコードする核酸
　核酸、例えば、本発明のポリペプチドをコードするｃＤＮＡは、本発明のタンパク質お
よび／または抗原、例えば、α毒素を発現する組換え細菌宿主細胞を生成するために用い
られ得る。このような組換え宿主細胞は、不活性化され、すなわち、バクテリンに変換さ
れ得、そしてワクチンのような免疫原性組成物中で用いられ得る。
【００８１】
　さらに、本発明のα毒素、またはその不活性な抗原性フラグメントをコードする核酸を
含む、本発明のポリペプチドをコードする核酸を得ることおよび／または構築することは
、α毒素、αトキソイドまたはそのフラグメントの産生を促進し得る。このα毒素、αト
キソイドおよび／またはいずれかの抗原性フラグメントは、本発明の特定のワクチンを作
製するために有用である。
【００８２】
　従って、本発明は、本発明のタンパク質および／または抗原性フラグメントの発現およ
び単離を可能にする核酸構築物を包含する。本発明のこの局面において用いられるべき抗
原のこのような核酸および対応する組換えタンパク質の配列は当業者に周知である。本発
明のワクチンにおいて用いられ得る抗原の小サンプリング、それにともなうＧｅｎＢａｎ
ｋアクセッション番号、およびそのアミノ酸配列を開示する科学文献を以下に示す。
【００８３】
　（ワクチンで用いられ得る抗原の例）
【００８４】



(19) JP 5243951 B2 2013.7.24

10

20

30

40

50

【化２８】

【００８５】
【化２９】

　本発明のワクチンで用いられ得るタンパク質抗原をコードする核酸はさらに、異種ヌク
レオチド配列を含み得る。宿主細胞において本発明の組換えタンパク質を発現するため、
対応するｃＤＮＡを含む発現ベクターを構築してもよい。従って、本発明は、本発明の組
換えタンパク質をコードする核酸であって、その改変体を含む核酸を含む発現ベクターを
包含し、これにはその改変体を包含する。
【００８６】
　ヌクレオチドコード配列の縮重に起因して、本発明のポリペプチドをコードする核酸と
実質的に同じアミノ酸配列をコードする他のヌクレオチド配列を、本発明の実施に用いて
もよい。これらとしては、限定はしないが、対立遺伝子、他の株由来の相同な遺伝子、お
よび／またはこの配列内の同じアミノ酸残基をコードする異なるコドンの置換によって変
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更され、従ってサイレント変化を生じる遺伝子が挙げられる。本発明の発現ベクターを含
む宿主細胞も含まれる。１つの共通して使用される宿主細胞は、大腸菌細胞である。
【００８７】
　ｃＤＮＡのクローニングおよびその対応する組換えタンパク質の発現のための一般的方
法は、記載されている［Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ａｎｄ　Ｒｕｓｓｅｌｌ，Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ａ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，第３版，Ｃｏｌｄ　Ｓ
ｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎ
ｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌ．Ｉ．（２０００）を参照のこと］。
【００８８】
　さらに、当該分野で公知の突然変異誘発のための任意の技術が、本発明の天然のα毒素
を改変するために用いられてもよく、これには、限定はしないが、インビトロ部位特異的
突然変異誘発が挙げられる［その内容が全体として参照によって本明細書に援用される、
Ｈｕｔｃｈｉｎｓｏｎら，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２５３：６５５１（１９７８）；
ＺｏｌｌｅｒおよびＳｍｉｔｈ，ＤＮＡ，３：４７９～４８８（１９８４）；Ｏｌｉｐｈ
ａｎｔら，Ｇｅｎｅ，４４：１７７（１９８６）；Ｈｕｔｃｈｉｎｓｏｎら，Ｐｒｏｃ．
Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．，８３：７１０（１９８６）；Ｗａｎｇおよ
びＭａｌｃｏｌｍ，ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　２６：６８０～６８２（１９９９）］
。ＴＡＢ＠リンカー（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）などの使用、およびＰＣＲ技術を、部位指向
性の突然変異誘発に使用してもよい［Ｈｉｇｕｃｈｉ，「Ｕｓｉｎｇ　ＰＣＲ　ｔｏ　Ｅ
ｎｇｉｎｅｅｒ　ＤＮＡ」，ＰＣＲ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａ
ｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　ＤＮＡ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，Ｈ．
Ｅｒｌｉｃｈ編，Ｓｔｏｃｋｔｏｎ　Ｐｒｅｓｓ，第６章，ｐｐ．６１～７０（１９８９
）を参照のこと］。
【００８９】
　本発明のポリペプチド
　本発明は、単離されたポリペプチドおよび／または組換えポリペプチドを包含し、これ
には、本発明のα毒素およびαトキソイド、その変異株、その不活性な抗原性フラグメン
ト、およびその融合タンパク質が含まれる。さらに、機能的に等価なアミノ酸残基が野性
型アミノ酸配列内の残基と置換されて保存アミノ酸置換を生じる、変更された配列を含む
ポリペプチドも、本発明によって包含される。
【００９０】
　例えば、この配列内のこれらのアミノ酸残基の１つ以上が、機能的な等価物として働き
、サイレントな変更を生じる、同様の極性の別のアミノ酸によって置換されてもよい。配
列内のアミノ酸の置換は、そのアミノ酸が属するクラスの他のメンバーから選択されても
よい。
【００９１】
　例えば、非極性のアミノ酸としては、アラニン、ロイシン、イソロイシン、バリン、プ
ロリン、フェニルアラニン、トリプトファンおよびメチオニンが挙げられる。極性の天然
のアミノ酸としては、グリシン、セリン、トレオニン、システイン、チロシン、アスパラ
ギンおよびグルタミンが挙げられる。正に荷電した（塩基性）アミノ酸としては、アルギ
ニンおよびリジンが挙げられる。負に荷電した（酸性）アミノ酸としてはアスパラギン酸
およびグルタミン酸が挙げられる。
【００９２】
　特に好ましい保存アミノ酸交換は以下である：
　（ａ）正の電荷が維持され得るようにＬｙｓをＡｒｇに、また逆も同様；
　（ｂ）負の電荷が維持され得るようにＧｌｕをＡｓｐに、また逆も同様；
　（ｃ）遊離の－ＯＨが維持され得るようにＳｅｒをＴｈｒに、また逆も同様；
　（ｄ）遊離のＮＨ２が維持され得るようにＧｌｎをＡｓｎに、また逆も同様；そして
　（ｅ）ほぼ等価な疎水性アミノ酸として、ＩｌｅをＬｅｕもしくはＶａｌに、また逆も
同様。
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【００９３】
　抗原性フラグメントを含む、本発明の全てのポリペプチドは、融合タンパク質の一部で
あってもよい。特定の実施形態では、融合ポリペプチドは原核生物細胞で発現される。こ
のような融合タンパク質は、例えば、抗原もしくはそのフラグメントの抗原性を増強する
ために、その抗原性を否定することなくその毒性を低下もしくは除去するために、または
本発明の抗原を単離するために用いられ得る。後者の場合の融合タンパク質の単離は、抗
原に融合されたタンパク質／ペプチドに特異的であるアフィニティーカラムの使用によっ
て容易にされ得る。このような融合タンパク質としては以下が挙げられる：グルタチオン
－Ｓ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）融合タンパク質、マルトース－結合タンパク質（Ｍ
ＢＰ）融合タンパク質、ＦＬＡＧタグ化融合タンパク質、またはポリ－ヒスチジン－タグ
化融合タンパク質。特定のリンカー配列、例えば、Ｓｅｒ－Ｇｌｙリンカーもこのような
融合タンパク質の一部であり得る。
【００９４】
　実際、融合ポリペプチドの発現は、安定な発現を容易にし得、そして／または融合パー
トナーの特性に基づいて精製を可能にし得る。従って、本発明の組換えポリペプチドの精
製は、親和性タグを有する融合タンパク質の使用を通じて簡単になり得る。例えば、ＧＳ
Ｔは、固体支持マトリックスに結合体化されたグルタチオンに結合し、ＭＢＰはマルトー
スマトリックスに結合し、そしてポリ－ヒスチジンはＮｉ－キレート化支持マトリックス
に対してキレートする［Ｈｏｃｈｕｌｉら、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　６：１３２１
～１３２５（１９９８）を参照のこと］。
【００９５】
　融合タンパク質は、適切な緩衝液を用いて、またはα毒素と例えばその融合パートナー
との間で遺伝子操作されている切断部位に特異的であるプロテアーゼでの処理によって、
特定のマトリックスから溶出され得る。あるいは、α毒素は、緑色蛍光タンパク質のよう
なマーカータンパク質と組み合わされてもよい［その内容が、全体として参照によって本
明細書に援用される、Ｗａｌｄｏら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．１７：６９１～６
９５（１９９９）；米国特許第Ｎｏ．５，６２５，０４８号およびＷＯ９７／２６３３３
］。
【００９６】
　あるいは、またはさらに、他のカラムクロマトグラフィー工程（例えば、ゲル濾過、イ
オン交換、アフィニティークロマトグラフィーなど）を用いて、本発明の天然または組換
えのポリペプチドを精製してもよい（下記を参照のこと）。多くの場合、このようなカラ
ムクロマトグラフィー工程は、高速液体クロマトグラフィーまたは類似の方法を、より古
典的な重力に基づく手順の代わりに使用する。
【００９７】
　さらに、α毒素およびその不活性な抗原性フラグメントを含む本発明のポリペプチドは
化学的に合成されてもよい［例えば、Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ：Ａ　Ｕｓ
ｅｒ’ｓ　Ｇｕｉｄｅ，Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ　＆　Ｃｏ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．
Ｙ．，ｐｐ．３８２，Ｇｒａｎｔ，編（１９９２）を参照のこと］。
【００９８】
　一般的なポリペプチド精製手順
　一般的に、本発明のポリペプチドを精製するための最初の工程としては、例えば、硫酸
アンモニウム分画における、塩溶または塩析；溶媒排除分画、例えば、エタノール沈殿を
挙げることができる。さらに、高速の超遠心を、単独で、または他の抽出技術と組み合わ
せて用いてもよい。
【００９９】
　一般的に良好な二次単離または精製の工程としては、リン酸カルシウムゲル、ヒドロキ
シアパタイト用いる固相吸収、または固相結合が挙げられる。固相結合は、陰イオン交換
体、例えば、ジエチルアミノエチル（ＤＥＡＥ）、もしくはジエチル［２－ヒドロキシプ
ロピルアミノエチル（ＱＡＥ）ＳＥＰＨＡＤＥＸもしくはセルロース；または陽イオン交
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換体、例えば、カルボキシメチル（ＣＭ）もしくはスルホプロピル（ＳＰ）ＳＥＰＨＡＤ
ＥＸもしくはセルロースのいずれかとのイオン結合を通じて行われてもよい。固相結合の
別の手段としては、疎水性相互作用の利用、例えば、固体支持体、例えば、フェニルセフ
ァロースおよび高塩緩衝液の使用；例えば、活性化支持体に結合したα毒素－抗体を用い
る、アフィニティー結合イムノ結合の使用が挙げられる。他の固相支持体としては、特定
の色素またはレクチンなどを含む支持体が挙げられる。
【０１００】
　精製手順の終わりにしばしば用いられるさらなる固相支持技術は、サイズ排除、例えば
、ＳＥＰＨＡＤＥＸおよびＳＥＰＨＡＲＯＳＥゲルなどに依拠する。あるいは、サイズ排
除メンブレンフィルターを用いる、加圧または遠心分離膜技術が使用されてもよい。しば
しば、これらの２つの方法論を平行して用いる。
【０１０１】
　固相支持分離は一般に、低速遠心のバッチ式で、またはカラムクロマトグラフィーによ
って行われる。ＦＰＬＣのような関連の技術を含む、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰ
ＬＣ）は現在、液体クロマトグラフィーを行う最も一般的な手段である。サイズ排除技術
はまた、低速の遠心分離で達成され得る。さらに、ゲル電気泳動技術のようなサイズ浸透
技術が使用されてもよい。これらの技術は一般に、チューブ、スラブで、またはキャピラ
リー電気泳動で行われる。
【０１０２】
　ポリペプチド精製に関与するほぼ全ての工程が、緩衝化溶液を使用する。他に特定しな
い限り、一般には２５～１００ｍＭ濃度の緩衝塩を使用する。低濃度緩衝液とは一般に、
５～２５ｍＭの濃度を意味する。高濃度の緩衝液とは一般に、０．１～２．０Ｍ濃度の緩
衝化剤の濃度を意味する。代表的な緩衝液は、ほとんどの生化学的なカタログから購入さ
れ得、そしてこれには、古典的な緩衝液、例えば、Ｔｒｉｓ、ピロリン酸塩、一リン酸塩
、および二リン酸塩、ならびにグッドの緩衝液、例えば、Ｍｅｓ、Ｈｅｐｅｓ、Ｍｏｐｓ
、ＴｒｉｃｉｎｅおよびＣｈｅｓが挙げられる［Ｇｏｏｄら、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
，５：４６７（１９６６）；ＧｏｏｄおよびＩｚａｗａ，Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．，
２４Ｂ：５３（１９７２）；ならびにＦｅｒｇｕｎｓｏｎおよびＧｏｏｄ，Ａｎａｌ．Ｂ
ｉｏｃｈｅｍ．，１０４：３００（１９８０）］。
【０１０３】
　これらの技術の全てを行うための物質は、Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ社（セントル
イス、ミズーリ州）のような種々の市販の供給源から入手可能である。
【０１０４】
　ワクチン成分
　ウェルシュ菌のαトキソイド：特定の実施形態では、壊死性腸炎に対する防御に必要な
最小量のαトキソイドを含む動物ワクチンが有利である。そのレベルは、下に例示される
特定の条件下で１用量あたり２の総結合力単位（ＴＣＰ）であると決定された。ＴＣＰ単
位は、国際標準に基づいて設定され［Ｂａｔｔｙ，Ｔｏｘｉｎ－Ａｎｔｉｔｏｘｉｎ　Ａ
ｓｓａｙ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，第８章、第５Ａ巻（１９
７１）ＪＲ　ＮｏｒｒｉｓおよびＤＷ　Ｒｉｂｂｏｎｓ編］、そして本発明のワクチンは
、所望の力価を有するように容易に混合され得る。このワクチンが免疫刺激因子をさらに
含む場合、これらの条件下でさえ、２ＴＣＰ単位未満を用いてもよい。あらゆる場合に、
このワクチンは動物血清の１ｍＬあたり４以上の抗毒素を誘発することが好ましい。
【０１０５】
　αトキソイドの定量：ワクチンに最適レベルが含まれることを確実にするためにαトキ
ソイドを定量することが一般には所望される。トキソイドを定量する１つの従来の方法は
、総結合力（ＴＣＰ）試験を使用する。このアッセイでは、αトキソイド上清の特定の容
積を、既知量の抗毒素単位と接触させる。抗毒素およびαトキソイドが結合することを可
能にする適切なインキュベーション期間、例えば、０．５～２時間後、既知量のα毒素を
添加する。次いで、残りの遊離の抗毒素を、α毒素と結合するために適切な期間与える。
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次いで、遊離α毒素の量を、α毒素のホスホリパーゼＣ活性についての基質を溶液に添加
することによって決定する。適切な基質としては、赤血球（特にヒツジ赤血球）およびレ
シチンが挙げられる。次いで、αトキソイドは、ホスホリパーゼＣ活性の量に基づく計算
によって定量してもよい。アッセイ溶液中に存在するαトキソイドの量が大きいほど、ア
ッセイ中で測定されるホスホリパーゼＣ活性の量が大きい。あるいは、この決定は、ホス
ホリパーゼＣ活性を測定することなく行われ得、例えば、競合的な抗体結合分析が用いら
れてもよく、これには、クロマトグラフィー工程、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳ
Ａ）またはＢｉａｃｏｒｅ装置による競合結合分析を組み込むことなどが挙げられる。
【０１０６】
　さらなる抗原：クロストリジウム感染症はしばしば、混合感染として生じ、従って、他
のクロストリジウムトキソイドの添加は、病理および臨床の徴候をさらに軽減し得る。ウ
ェルシュ菌由来のトキソイドを含む、胃腸炎を生じることが公知である生物体からの他の
クロストリジウムトキソイドであって、混合感染に対する力価を増大するために本発明の
ワクチンに添加され得るトキソイドの非限定的な例としては以下が挙げられる：ウェルシ
ュ菌のβ毒素、β２毒素、θ毒素、ε毒素、エンテロトキシン、κ毒素、λ毒素およびι
毒素；Ｃ．ｓｏｒｄｅｌｌｉｉの出血性毒素（ＨＴ）および致死性毒素（ＬＴ）、Ｃ．ｄ
ｉｆｆｉｃｉｌｅのＡ毒素およびＢ毒素；Ｃ．ｓｅｐｔｉｃｕｍのα毒素；ならびにＣ．
ｎｏｖｙｉのα（Ａ）およびβ（Ｂ）毒素。
【０１０７】
　他の細菌、ウイルス、真菌および寄生生物由来の抗原も、本発明のワクチンに含まれて
もよい。このような抗原としては、他の毒素またはトキソイド、細菌、および／または細
菌抽出物；真菌および／または真菌抽出物；ウイルスおよび／またはウイルスタンパク質
；ならびに／あるいは寄生生物または寄生生物由来のタンパク質が挙げられる。本明細書
に提供される供給源由来の適切なウイルス、細菌および寄生生物抗原は当該分野で周知で
ある。
【０１０８】
　細菌性生物の非限定的な例は以下である：Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ、Ｃａｍ
ｐｌｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐｐ．、Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ　ｓｐｐ．、Ｓｔａｐｈｙｌｏ
ｃｏｃｃｕｓ　ｓｐｐ．、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐｐ．、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃ
ｃｕｓ　ｓｐｐ．、Ｃｈｌａｍｙｄｉａ，Ｅｒｙｓｉｐｅｌａｓ　ｓｐｐ．、Ｐａｓｔｅ
ｕｒｅｌｌａ、Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ、およびＯｒｎｉｔｈｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ。
【０１０９】
　関連の毒素の非限定的な例は以下である：ワクチンの免疫学的応答を増強し、従って、
ウェルシュ菌およびマイコトキシンのα毒素に対する抗毒素の産生を改善することが公知
であるグラム因性の細菌のリポポリサッカライド（ＬＰＳ）。適切なウイルスの非限定的
な例は以下である：コロナウイルス、ロタウイルス、アストロウイルス、エンテロウイル
ス様ウイルス、トロウイルス、アデノウイルス、レオウイルス、ビルナウイルス、ヘルペ
スウイルス、パラミクソウイルス、ピコルナウイルス、マレック病ウイルス、出血性腸炎
ウイルス、およびニューカッスル病ウイルス。
【０１１０】
　寄生生物の非限定的な例は以下である：コクシジア（Ｃｏｃｃｉｄｉａ）、アイメリア
（Ｅｉｍｅｒｉａ）種例えば、そしてクリプトスポリジア（Ｃｒｙｐｔｏｓｐｏｒｉｄｉ
ａ）［その内容が、その全体として参照によって本明細書に援用される、米国特許第２０
０４／００１８２１５号Ａ１を参照のこと］。
【０１１１】
　アジュバント
　アジュバントはまた、免疫応答を改善するために、および／またはワクチン調製物の安
定性を増大するために有用である。アジュバントは代表的には、免疫系の非特異的な刺激
因子として記載されているが、また、免疫系の特定のアームを標的するためにも有用であ
り得る。この活性を有する１つ以上の化合物がワクチンに添加されてもよい。従って、本
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発明の特定のワクチンはさらに、アジュバントを含む。アジュバントとして用いられ得る
化合物の例としては、限定はしないが、アルミニウム化合物（例えば、水酸化アルミニウ
ム）、代謝性および非代謝性のオイル、鉱油溶液中にマンニドオレアート誘導体を含む鉱
油（例えば、Ｓｅｐｐｉｃ　ＳＡ（フランス）のＭＯＮＴＡＮＩＤＥ　ＩＳＡ　７０）、
および軽鉱油、例えば、ＤＲＡＫＥＯＬ　６ＶＲ、ブロックポリマー、ＩＳＣＯＭ’ｓ（
免疫刺激複合体）、ビタミンおよびミネラル（ビタミンＥ、ビタミンＡ、セレニウムおよ
びビタミンＢ１２を含むがこれに限定されない）およびＣＡＲＢＯＰＯＬ（登録商標）が
挙げられる。
【０１１２】
　時には免疫刺激因子と呼ばれている他の適切なアジュバントとしては、限定はしないが
以下が挙げられる：サイトカイン、増殖因子、ケモカイン、リンパ球の細胞培養物由来の
上清、単球、リンパ器官由来の細胞、細胞調製物および／または植物からの調製物、細菌
または寄生生物（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓまたはリポポリサッカラ
イド調製物）または分裂促進因子。
【０１１３】
　一般には、アジュバントは、本発明の抗原と同時に投与される。しかし、アジュバント
はまた、あるいは、ワクチン接種前の２週間以内に、そして／またはワクチン接種後一定
期間に、すなわち組織中に抗原、例えば、αトキソイドが存続する間に投与されてもよい
。
【０１１４】
　ワクチンの調製
　本発明のワクチンを作製するためのプロセスも提供される。１実施形態では、このワク
チンは、本発明の抗原、例えば単一のウェルシュ菌の生物型のαトキソイド上清、および
薬学的に受容可能なアジュバントの安全かつ免疫学的に有効な組み合わせを混合する工程
を含む。αトキソイドの量は、ワクチンの１用量あたり少なくとも２総結合力（ＴＣＰ）
を含むように定量され得る。このαトキソイド上清は、ワクチン接種された動物由来の抗
血清の１ｍＬあたり少なくとも４．０の抗毒素単位（Ａ．Ｕ．）を得るのに必要な用量サ
イズを最小化するために濃縮されてもよい。他の薬学的に受容可能な免疫調節因子の添加
は、ワクチン接種がこのワクチン接種された動物由来の抗血清１ｍＬあたり４．０Ａ．Ｕ
．の抗α毒素抗体を依然として必要とする限り、１用量あたり２単位未満に下がるための
ＴＣＰ要件を減少し得る。特定の実施形態では、ウェルシュ菌のαトキソイドはさらに、
限定はしないが、濃度／超遠心、クロマトグラフィーおよび遠心分離のような技術によっ
てαトキソイド上清から精製される。
【０１１５】
　ワクチンの投与
　ワクチンは、液体、エマルジョン、乾燥粉末として、および／または任意の非経口投与
を通じてミスト中で、静脈内に、腹腔内に、経皮的に、乱切りによって、皮下に、筋肉内
に投与されてもよく、または粘膜経路によって、例えば、経口的に、鼻腔内に、エアロゾ
ルとして、点眼によって、卵内投与によって接種されてもよく、または凍結乾燥粉末とし
て移植されてもよい。
【０１１６】
　動物被験体
　「動物被験体（ａｎｉｍａｌ　ｓｕｂｊｅｃｔ）」という用語は、病原性細菌によって
感染され得る動物種をいい、そして特定の実施形態ではヒトを含む。適切な動物被験体と
してはまた、世界中の動物、家畜（例えば、肉用、乳用、バター、卵、毛皮、皮、羽毛お
よび／または羊毛用に飼育される）、荷役用動物、研究用動物、愛玩動物、ならびに、動
物園、野生動植物の生息地および／またはサーカスで飼育される動物が挙げられる。
【０１１７】
　特定の実施形態では、本発明の動物被験体は、「食用、食料生産（ｆｏｏｄ　ｐｒｏｄ
ｕｃｉｎｇ）」動物である。本発明の目的のためには、「食用」動物とは、ヒトおよび／
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または他の動物によって、消費用に（例えば、シチメンチョウ、ブロイラーのニワトリ）
、または消耗のために（例えば、乳牛、産卵用メンドリなど）育てられる全ての動物を包
含することが理解されるべきである。このような動物の非限定的な例としては、トリ、例
えば、家禽、すなわち、ニワトリ、シチメンチョウ、ガチョウ、アヒル、ダチョウなど、
ウシ（例えば、畜牛、乳牛、水牛）、ヒツジ類（例えば、ヤギまたはヒツジ）、ブタ（例
えば、ブタ、雄ブタまたは子ブタ）およびウマ類（例えば、ウマ）などが挙げられる。
【０１１８】
　別の実施形態では、動物被験体は、愛玩動物（ペット）（ｃｏｍｐａｎｉｏｎ　ａｎｉ
ｍａｌ）である。本発明の目的のためには、「コンパニオン（ｃｏｍｐａｎｉｏｎ）」動
物は、家ネコ（ネコ）、犬（イヌ）、ウサギ種、馬（ウマ）、げっ歯類（例えば、モルモ
ット、リス、ラット、マウス、スナネズミ、およびハムスター）、霊長類（例えば、サル
）、およびトリ、例えば、ハト（ｐｉｇｅｏｎｓ）、ハト（ｄｏｖｅｓ）、オウム（ｐａ
ｒｒｏｔｓ）、インコ（ｐａｒａｋｅｅｔｓ）、金剛インコ（ｍａｃａｗｓ）、カナリア
（ｃａｎａｒｉｅｓ）などを包含することが理解されるべきである。
【０１１９】
　他の動物も、本発明のワクチンからの利益を得ることが考えられ、この動物としては、
有袋類（例えば、カンガルー）、爬虫類（例えば、養殖されたカメ）、狩猟鳥、ハクチョ
ウ、走トリおよび他の経済的に重要な家畜が挙げられる。
【０１２０】
　以下の例は、本発明の例示を意図しているに過ぎず、そして決して、本発明の範囲を限
定すると解釈されるべきではない。
【実施例】
【０１２１】
　（実施例１）
　皮下経路によってワクチン接種されたブロイラーのメンドリにおけるワクチンの有効性
要旨
　単一のウェルシュ菌のαトキソイド（Ａ型）を含むワクチンを用いる皮下経路によるブ
ロイラーのメンドリのワクチン接種は、（ｉ）ワクチン接種されたブロイラーのメンドリ
において免疫原性の応答を、（ｉｉ）ワクチン接種されたブロイラーのメンドリの卵にお
いて有意な抗αトキソイド抗体を、そして（ｉｉｉ）ワクチン接種されたブロイラーのメ
ンドリのその後に出生する子孫の受動防御を生じる。
【０１２２】
　材料
　ウェルシュ菌のＡ型のαトキソイド：ウェルシュ菌のＡ型のαトキソイドは以下のよう
に調製する：ウェルシュ菌のＡ型培養物は、３７℃±２の温度で大規模の発酵槽（５００
０Ｌ）中で嫌気的条件下で増殖させる。発酵の間、７．８±２のｐＨを維持するため、水
酸化ナトリウムを添加して。成長を促進するために、発酵の間に、炭水化物（デキストリ
ン）も添加する（最大１％ｗ／ｖ）。この培養物を、３～６時間まで増殖させる。増殖期
間の終わりに、ホルムアルデヒド溶液をこの発酵槽中に、０．５％を超えない最終レベル
まで添加する。細胞を遠心分離によって除去して、得られた上清を、０．２５～２．０μ
ｍの範囲の細孔サイズを有するデプス・フィルターを用いて、濾過させる。温度は、この
プロセスの間５±３℃で維持する。次いで、不活性化培養上清をダイアフィルトで濾過し
て、２０，０００分子量カットオフを超えないフィルターでの超遠心を用いて１０～３０
倍に濃縮する。ワクチンへの将来の混合のために濃縮上清を２～８℃で保管する。混合の
前に、濃縮された上清を、上記で記載される結合力試験（ＴＣＰ）を用いることによって
力価についてアッセイする。トキソイドの各々のバッチの力価を、ｍＬあたりのＴＣＰ単
位に割り当てる。
【０１２３】
　ワクチン：不活性化ウェルシュ菌のＡ型のαトキソイドを含む上清を、１ｍＬあたり４
結合力単位（Ｃｏｍｂｉｎｉｎｇ　Ｐｏｗｅｒ　Ｕｎｉｔｓ）（ＴＣＰ）を含む油中水型
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エマルジョンとして混合する。そのエマルジョンは、７０％油相および３０％水相で調製
する。
【０１２４】
　油相は、以下のように調製する：
　鉱油　　　　　　　　　８９．２０％
　Ｓｐａｎ　８０　　　　１０．００％
　ベンジルアルコール　　　０．７５％
　トリエタノールアミン　　０．０５％
　この水相は以下のとおり調製する：
　ウェルシュ菌のＡ型のトキソイド＋生理食塩水　８８％
　３３％　Ｔｗｅｅｎ　８０／生理食塩水溶液　　　　　　　　　１２％
　全部で３０％の水相を７０％の油相にゆっくり添加し、そしてＳｉｌｖｅｒｓｏｎホモ
ジナイザーで乳化する（他のインラインホモジナイザーも用いてよい）。ホモジナイゼー
ションの時間は、エマルジョンの容積に依存し、そして粘度、粒子サイズおよび３７℃で
少なくとも３日間のエマルジョンの安定性によって決定される。ゲンタマイシンを水相に
添加して、最大３０μｇ／ｍＬまでの最終濃度の連続容積を与える。チメロサールを水相
に添加して、最大０．０１％までの最終濃度の連続容積を得る。
【０１２５】
　ワクチン接種：ピューレットを、混合されたワクチンの１用量あたり０．５ｍＬ用いて
皮下ワクチン接種する。ワクチンの第一用量は、１４週齢で投与し、そして第二用量は、
２０週齢で投与する。２０羽のブロイラーのメンドリを、１用量あたり１ＴＣＰを含む上
記の混合ワクチンを用いてワクチン接種する。第二群の２０羽のメンドリを、１用量あた
り２ＴＣＰを含む上記の混合ワクチンを用いてワクチン接種する。第三群の２０羽のメン
ドリは、コントロールとして用い、そしてワクチン接種しない。全部で２～３羽のオンド
リを各々の群のメンドリと混ぜ合わせて、受精卵を産出させる。
【０１２６】
　受動免疫
　卵は、３２、５２および６５週齢のワクチン接種されたメンドリおよびコントロールの
メンドリから回収する。これらの卵から孵化した子孫のニワトリを、表１に列挙される受
動的な防御を評価するために用いる。
【０１２７】
　（表１）
　各時点で用いられる子孫のニワトリの数
【０１２８】
【化４１】

　ニワトリには、最初の２週間に非薬用の高タンパク質食餌を供給し、次いで、トライア
ルの残りには正常な給餌に切り替える。各トリは、α毒素およびβ２毒素の両方を発現す
る病原性ウェルシュ菌のＡ型を経口チャレンジする。チャレンジ用量は、３ｍＬの用量に
、１ｍＬあたり６．３×１０７～６．３×１０８コロニー形成単位を含む。トリには１８
齢または１９齢で開始して３連続日の間チャレンジする。このチャレンジの最終日の２日
後に、トリを屠殺し、次いで壊死性腸炎の病変について試験する。子孫にニワトリについ
ての有効性の結果は、表２～４に個々に列挙しており、個々のニワトリの母体のワクチン
接種状態、およびその壊死性腸炎の病変の程度を、もしあれば、下に提供される評価尺度
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に従って、示している。表２は、３２週齢のメンドリからの子孫ニワトリを示しており、
表３は、５２週齢のメンドリからの子孫ニワトリを示しており、そして表４は、６５週齢
のメンドリからの子孫のニワトリを示している。表５は、１用量あたり２ＴＣＰをワクチ
ン接種されたメンドリからの子孫ニワトリの中央値スコアを示している。示されるとおり
、ワクチン接種されたメンドリの子孫は、ワクチン接種されていないメンドリの子孫に比
較して、投与された細菌チャレンジに対して有意に防御される。
【０１２９】
　壊死性腸炎（ＮＥ）病変の評価尺度
　０＝小腸における非壊死性腸炎の肉眼的病変；腸は正常な弾力性を有する（開口された
後、それ自体縮小する）。
【０１３０】
　１＝薄くかつ柔弱な小腸の壁（腸は、開口された場合平坦なままであり、正常な位置に
縮小して戻ることはない）；粘液膜を覆う過剰なもしくは肥厚性の粘液、または粘膜の焦
点性もしくは多巣性の軽度発赤、または漿膜血管のうっ血。
【０１３１】
　２＝腸壁の発赤および腫脹の単一または２～３の多巣性領域；腸粘膜の潰瘍または壊死
の単一または２～３の多巣性領域。
【０１３２】
　３＝腸粘膜の壊死および潰瘍の過剰な多巣性領域±重篤な出血または粘膜表面上のフィ
ブリンもしくは壊死性細片の層（トルコ・タオルの外見）。
【０１３３】
　４＝壊死性腸炎の肉眼的病変のスコアが２以上である死んだ動物
　（表２）
　３２週齢のメンドリ由来の個々の子孫ニワトリにおける壊死性腸炎病変のスコア
【０１３４】
【化４２】

　（表３）
　５２週齢のメンドリ由来の個々の子孫ニワトリにおける壊死性腸炎の病変のスコア
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【化４３】

　（表４）
　６５週齢のメンドリ由来の個々の子孫ニワトリにおける壊死性腸炎の病変のスコア
【０１３６】
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【化４４－１】

　（表５）
　２ＴＣＰの用量でワクチン接種されたメンドリ由来の子孫ニワトルにおける中央値スコ
ア
【０１３７】
【化４４－２】

　抗体力価
　血清：血液サンプルは、３３週齢および７８週齢でメンドリから採集する。血液は、室
温で２～４時間凝固させ、次いで血清を遠心分離後に得る。血清は、抗体力価について試
験するまで－１０℃以下で保管する。ウェルシュ菌のα毒素に対する抗体力価を、以下の
ように連続希釈およびヒツジ赤血球を用いて、溶血阻害アッセイによって評価する：連続
希釈（２倍）を、試験した各々のサンプルについてＶ底マイクロタイタープレートで行う
。既知量のα毒素を、サンプルの希釈物を含む各々のウェルに添加する。次いで、このプ
レートを３６±２℃で１時間インキュベートして、血清から得た抗体をα毒素と複合させ
る。このインキュベーション後、ヒツジ赤血球の０．５％溶液をウェルに添加して、プレ
ートを３６℃±２℃で３時間インキュベートして、未結合のα毒素が赤血球を溶解するこ
とを可能にする。次いで、このプレートを溶血の非存在についてチエックする。溶血を示
さない試験サンプルの最高希釈の逆数を、エンドポイントとみなす。抗体力価は表６～８
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【０１３８】
　卵黄：卵黄は、抗体力価を決定するために処理する。要するに、卵黄を分離して、市販
の抽出緩衝液（Ｐｒｏｍｅｇａ　ＥＧＧｓｔｒａｃｔ　Ｓｙｓｔｅｍ（登録商標），Ｐｒ
ｏｍｅｇａ　Ｃａｔａｌｏｇ　Ｎｏ．Ｇ１５３１およびＧ２６１０，Ｍａｄｉｓｏｎ，Ｗ
ｉｓｃｏｎｓｉｎ）と混合する。抽出後、ＩｇＹペレットを得て、次いで、これをリン酸
緩衝化生理食塩水を用いて卵黄のもとの容積に再懸濁する。卵黄抽出物は少なくとも５つ
の卵からプールして、上記の血清について記載されるように溶血阻害（ＨＩ）アッセイを
用いて抗体力価について試験する。４０週齢、５２週齢および６５週齢の産卵鶏から収集
した卵由来の卵黄をこの方式で抗体力価について評価する。卵黄の抗体力価は表９に示さ
れる。
【０１３９】
　（表６）
　３３週齢でのウェルシュ菌のＡ型のα毒素に対する個々のメンドリの血清抗体力価
【０１４０】
【化４６－１】

　（表７）
　７８週齢のウェルシュ菌のＡ型のα毒素に対する個々のメンドリの血清抗体力価
【０１４１】
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　（表８）
　種々の時点でのメンドリの血清中の相乗平均の溶血阻害力価
【０１４２】
【化４７－１】

　（表９）
　種々の時点で採取したメンドリ由来の卵黄における溶血阻害力価
【０１４３】
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　（実施例２）
　筋肉内経路によってワクチン接種されるブロイラーのメンドリにおけるワクチンの有効
性
　要旨
　単一のウェルシュ菌のαトキソイド（Ａ型）を含むワクチンを用いる筋肉内経路による
ブロイラーのメンドリのワクチン接種はまた、（ｉ）ワクチン接種されたブロイラーのメ
ンドリにおいて免疫原性の応答を、（ｉｉ）ワクチン接種されたブロイラーのメンドリの
卵において有意な抗αトキソイド抗体を、そして（ｉｉｉ）ワクチン接種されたブロイラ
ーのメンドリの後に生まれる子孫のための受動的な防御を生じる。
【０１４４】
　受動免疫
　全部で１４例のブロイラーのメンドリに、２ＴＣＰを含有する上記の実施例１のワクチ
ンの０．５ｍＬの２用量を筋肉内にワクチン接種する。４０匹のメンドリのさらなる群を
コントロールとして用いる。三羽のオンドリを、上記のとおり、各々の群のメンドリと混
合する。第一用量のワクチンを、１０週齢で投与し、そして第二用量を２３週齢で投与す
る。卵は、３２週齢でメンドリから採取して、孵化させ、実験的なウェルシュ菌のチャレ
ンジ後に子孫のニワトリ中で受動的な防御を決定する。
【０１４５】
　表１０は、ワクチン接種およびコントロールのメンドリの子孫にニワトリについての、
壊死性腸炎の頻度、および上記実施例１の評価尺度によって決定されるような、その対応
する病変の中央値スコアを示す。表１１は、個々の子孫のニワトリについての壊死性腸炎
の病変の中央値スコアを示す。表１２は、個々の子孫ニワトリのウェルシュ菌のＡ型α毒
素に対する抗体力価を列挙しているが、３２週齢で、ワクチン接種およびコントロールの
ニワトリから採取された卵由来の卵黄の抗体力価は表１３に示す。
【０１４６】
　（表１０）
　疾患および壊死性腸炎病変の頻度
【０１４７】
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【化４８】

　（表１１）
　３２週齢のメンドリ由来の個々の子孫のニワトリにおける壊死性腸炎病変のスコア
【０１４８】

【化４９】

　（表１２）
　３５週齢での個々のメンドリの血清抗体力価２
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【化５０】

　（表１３）
　３２週齢でメンドリから採集した卵黄における抗体力価
【０１５０】



(35) JP 5243951 B2 2013.7.24

10

20

30

40

【化５１】

　（実施例３）
　皮下経路によってワクチン接種されたＳＰＦ白色レグホンメンドリにおける血清学
　抗体力価
　抗体力価は、１、２または３ＴＣＰを含有する、上記の実施例１のワクチンを皮下にワ
クチン接種されるＳＰＦ白色レグホンメンドリで評価する。このメンドリには、０．５ｍ
Ｌのワクチンを１５週齢でワクチン接種し、最初のワクチン接種後４週でブースター用量
を投与する。血液サンプルをブースターワクチン接種後６週で採取する。各々の個々のト
リ由来の血清を、実施例１に上記されるような溶血阻害アッセイによって抗体について評
価する。
【０１５１】
　（表１４）
　ウェルシュ菌のＡ型のα毒素に対する個々のメンドリ血清抗体力価
【０１５２】

【化５２－１】

　白色レグホンの産卵鶏から２５週齢で採取した卵での抗体力価を、溶血阻害力価で評価
する。その結果は表１５に表にする。
【０１５３】
　（表１５）
　ウェルシュ菌のＡ型のα毒素に対するプールされた卵黄抗体力価
【０１５４】
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【化５２－２】

　白色レグホンメンドリのプールされた血清における毒素中和力価（ＴＮＴ）の決定
　メンドリにおけるプールされた血清中のウェルシュ菌のＡ型α毒素に対する抗毒素力価
は、マウスを用いて評価する。プールされた血清を、Ｃｏｄｅ　ｏｆ　Ｆｅｄｅｒａｌ　
Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓ，Ａｎｉｍａｌ　ａｎｄ　Ｐｌａｎｔ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｉｎｓｐ
ｅｃｔｉｏｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅ，Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ
に記載される方法を用いて、抗毒素力価について試験する。抗毒素を測定するために用い
た方法は、α毒素および抗毒素試薬がβ毒素および抗毒素の代わりに用いられること以外
は、カレント９ＣＦＲ§１１３．１１１（ｃ）と同様であった。以下の試験試薬を、抗毒
素力価を決定するために用いる：
　１）ウェルシュ菌のＡ型α抗毒素：ＩＲＰ４２６（Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｖｅｔｅｒ
ｉｎａｒｙ　Ｂｉｏｌｏｇｉｅｓ，ＵＳＤＡから入手）。
【０１５５】
　２）ウェルシュ菌のＡ型のα毒素ＩＲＰ４４６（Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｖｅｔｅｒｉ
ｎａｒｙ　Ｂｉｏｌｏｇｉｅｓ，ＵＳＤＡから入手）。
【０１５６】
　要するに、希釈された標準の抗毒素または血清を、既知量の標準α毒素と合わせる。次
いで、未中和毒素の存在をマウスへのこの混合物の注射によって決定する。次いで、毒素
活性に対する既知量の標準のα毒素の効果に対する比較を、バイオアッセイにおいてマウ
スを死亡から防御する標準血清または試験血清の希釈を決定することで評価する。白色レ
グホンのメンドリのプールされた血清における抗毒素は下の表１６に示されるとおりであ
る。
【０１５７】
　（表１６）
　ワクチン接種されたメンドリおよびコントロールのメンドリにおける毒素中和力価（Ｔ
ＮＴ）
【０１５８】
【化５３】

　（実施例４）
　筋肉内経路によってワクチン接種されたＳＰＦ白色レグホンメンドリにおける血清学
　抗体力価
　１、２または３ＴＣＰを含有する、上記の実施例１のワクチンを筋肉内に２回ワクチン
接種されるＳＰＦ白色レグホンメンドリでの抗体力価を評価する。このメンドリには、０
．５ｍＬのワクチンを１０週齢でワクチン接種し、そして最初のワクチン接種後４週でブ
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ースター用量を投与する。血液サンプルをブースターワクチン接種後７週で採取する。個
々のメンドリの血清を、上記実施例１に上記されるような溶血阻害アッセイによって抗体
について評価し、そして下の表１７および表１８にする。
【０１５９】
　（表１７）
　ウェルシュ菌のＡ型のα毒素に対する個々のメンドリ血清抗体力価
【０１６０】
【化５４】

　メンドリのプールした血清における毒素中和力価を、上記の実施例３に記載されるよう
な手順を用いて評価し、その結果を下の表１８に示す。
【０１６１】
　（表１８）
　ワクチン接種されたメンドリおよびコントロールのメンドリにおける毒素中和力価
【０１６２】

【化５５－１】

　これらの白色レグホン産卵鶏から２５週齢で採取した卵の抗体力価を、上記の実施例１
に記載のとおり、溶血阻害力価について評価する。この結果は表１９に下にまとめる。
【０１６３】
　（表１９）
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　ウェルシュ菌のＡ型α毒素に対するプールされた卵黄抗体力価
【０１６４】
【化５５－２】

　（実施例５）
　ブタにおける多価および単価のウェルシュ菌のαトキソイドワクチンの比較
　要旨
　方法は、本発明のウェルシュ菌のＡ型のαトキソイドワクチンを用いて妊娠メスブタ（
ｓｏｗｓ／ｇｉｌｔｓ）をワクチン接種することによって新生ブタにおいて受動的な防御
を提供するために記載する。この結果、初乳を通じてブタに移され得るメスブタでの抗体
応答が示される。
【０１６５】
　材料
　Ｃ．ｐｅｒｆｒｉｎｐｅｎｓのＡ型のαトキソイド：ウェルシュ菌のＡ型αトキソイド
は上記の実施例１に記載のように調製した。
【０１６６】
　ワクチン：本発明のワクチンは、２を超える総結合力単位を含有する不活性化されたウ
ェルシュ菌のＡ型のαトキソイドと混合され得る。このワクチンは、本明細書に開示され
る任意のアジュバントと混合され得、このアジュバントとしては、鉱油、植物油（ピーナ
ツオイル、ダイズ油）、スクアレン、スクアランおよび他に代謝性オイルを含む水中油型
エマルジョンが挙げられる。他のアジュバント、例えば、Ｓｅｐｏｎｉｎ、ＣＡＲＢＯＰ
ＯＬ（登録商標）、およびアルミニウム含有アジュバント（水酸化アルミニウム、リン酸
アルミニウム）も、ワクチン調製物中で用いられ得る。このワクチンはさらに、他の抗原
を含み、この抗原としては、大腸菌（Ｋ８８、Ｋ９９、９８７Ｐ、１型）、ウェルシュ菌
由来のトキソイド、および／または他の病原性細菌由来のトキソイド、Ｃｌｏｓｔｒｉｄ
ｉｕｍ　ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ、ロタウイルス、および／またはＣｒｙｐｔｏｓｐｏｒｅｄ
ｉａが挙げられる。
【０１６７】
　投与
　ワクチンを、初乳の摂取を通じて新生ブタに受動的防御を提供するために筋肉内または
皮下の経路のいずれかによって分娩前の妊娠メスブタ（ｇｉｌｔｓ／ｓｏｗｓ）に投与す
る。
【０１６８】
　結果
　本研究は、３つのワクチンを比較する３２週齢のブタで行なう：
　ワクチン＃１：２ｍＬの用量中で４ＴＣＰのウェルシュ菌のＡ型のαトキソイドを含有
する水酸化アルミニウムアジュバントと配合。
【０１６９】
　ワクチン＃２：２ｍＬの用量中で４ＴＣＰのウェルシュ菌のＡ型のαトキソイド、大腸
菌Ｋ８８、大腸菌Ｋ９９、大腸菌９８７Ｐ、大腸菌の１型およびウェルシュ菌のＣ型のβ
トキソイドと配合。
【０１７０】
　ワクチン＃３：２ｍＬの用量中にウェルシュ菌のＡ型のαトキソイドを含まないが、大
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βトキソイドを含むプラセボワクチンとして調製。
【０１７１】
　１群の１０匹のブタに２ｍＬのワクチン＃１を筋肉内にワクチン接種する。第二の群の
１０匹のブタに２ｍＬのワクチン＃２を筋肉内にワクチン接種する。７匹のブタの第三の
群に、２ｍＬのワクチン＃３をワクチン接種する。２ｍＬのブースター用量は、最初のワ
クチン接種の２０日後に与える。血清サンプルを最初のワクチン接種（０日目）、ブース
ターワクチン接種の２０日後（４０日目）、およびブースターワクチン接種の４１日後（
６１日目）の時点で採集する。次いで、血清サンプルを、上記の実施例１に記載される溶
血阻害アッセイによってα毒素に対する抗体力価について評価する。３つのワクチンの結
果は、それぞれ表２０～２２に個々に示す。
【０１７２】
　（表２０）
　単価のウェルシュ菌のＡ型のαトキソイドワクチン
【０１７３】
【化５７】

　（表２１）
　大腸菌－ウェルシュ菌のＣ型のβトキソイドを有するウェルシュ菌のＡ型のαトキソイ
ドのコンボワクチン
【０１７４】
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　（表２２）
　大腸菌－ウェルシュ菌のＣ型のβトキソイド
【０１７５】
【化５８－２】

　（実施例６）
　ワクチン接種されたメスブタのプールした血清における毒素中和力価（ＴＮＴ）の決定
　４匹の妊娠メスブタを、２つの処置群に均一に分ける。１群は、上記の実施例５のワク
チン＃１の２ｍＬの用量に４ＴＣＰを含有する２．０ｍＬのワクチンを用いて筋肉内経路
でワクチン接種される。他の群は、ワクチン接種されていないコントロールである。メス
ブタは、分娩の前約６～７週間でワクチン接種し、そしてブースター用量は、３週間後に
与える。血液サンプルは、ワクチン接種の前、および分娩の直前に採取する。表２３は、
上記の実施例３に記載されたとおり毒素中和試験（ＴＮＴ）を用いるα毒素に対する抗毒
素力価についての血清サンプルの評価を示す。
【０１７６】
　（表２３）
　ＴＮＴ力価
【０１７７】
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【化５９】

　本発明は、本明細書に記載の特定の実施形態による範囲に限定されない。実際、本明細
書に記載される改変に加えて本発明の種々の改変は、前述の説明から当業者に明らかであ
る。このような改変は、添付の特許請求の範囲内におさまるものとする。
【０１７８】
　全ての塩基サイズまたはアミノ酸サイズ、ならびに核酸またはポリペプチドについて与
えられる全ての分子量または分子量値はおよそであって、説明のために示されることがさ
らに理解されるべきである。種々の刊行物が本明細書に引用されており、その開示はその
全体が参照によって本明細書に援用される。
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