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(57)【要約】
　インフルエンザＡ型ウイルスに対する防御免疫応答を
被験体において誘導するのに有用な本発明のワクチン組
成物は、インフルエンザＡ型ウイルス抗原と細菌シアリ
ダーゼとを含む。家禽を処置するための、高病原性Ｈ５
Ｎ１亜型ウイルスの鼻腔内ワクチンは、不活性化Ｈ５Ｎ
１抗原と、ウェルシュ菌Ａ株１０７由来シアリダーゼと
、キトサンとを含むことが好ましい。インフルエンザウ
イルス抗原ワクチンを増強する細菌シアリダーゼの使用
も開示される。



(2) JP 2012-508221 A 2012.4.5

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　インフルエンザＡ型ウイルス抗原と細菌シアリダーゼとを含むワクチン組成物。
【請求項２】
　前記細菌シアリダーゼが、緑膿菌、ウェルシュ菌、ショウベイ菌、または悪性水腫菌の
シアリダーゼから選択されることを特徴とする、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　前記細菌シアリダーゼが、ウェルシュ菌Ａ型のシアリダーゼであることを特徴とする、
請求項２に記載の組成物。
【請求項４】
　前記細菌シアリダーゼが、ウェルシュ菌Ａ型１０７のシアリダーゼであることを特徴と
する、請求項３に記載の組成物。
【請求項５】
　前記インフルエンザＡ型ウイルス抗原が、不活性化したウイルス全体を含むことを特徴
とする、請求項１～４のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項６】
　前記インフルエンザＡ型ウイルス抗原が、破壊したウイルスを含むことを特徴とする、
請求項１～５のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項７】
　前記インフルエンザＡ型ウイルス抗原が、精製した膜糖タンパク質を含むことを特徴と
する、請求項１～４のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項８】
　前記インフルエンザＡ型ウイルス抗原が、インフルエンザＡ型Ｈ５Ｎ１亜型であること
を特徴とする、請求項１～７のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項９】
　さらにキトサンを含むことを特徴とする、請求項１～８のいずれか１項に記載の組成物
。
【請求項１０】
　水分散液または水溶液の形態であることを特徴とする、請求項１～９のいずれか１項に
記載の組成物。
【請求項１１】
　粘膜投与に適合した、請求項１～１０のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項１２】
　前記粘膜投与が、鼻腔内投与であることを特徴とする、請求項１１に記載の組成物。
【請求項１３】
　インフルエンザＡ型ウイルス抗原と細菌シアリダーゼとを含む組成物を被験体に投与す
ることを含む、インフルエンザＡ型に対する免疫応答を被験体において誘導する方法。
【請求項１４】
　前記被験体が、鳥類であることを特徴とする、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記インフルエンザＡ型ウイルスが、インフルエンザＡ型Ｈ５Ｎ１亜型であることを特
徴とする、請求項１３または１４のいずれかに記載の方法。
【請求項１６】
　前記細菌シアリダーゼが、ウェルシュ菌シアリダーゼであることを特徴とする、請求項
１３～１５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記ウェルシュ菌が、Ａ型１０７であることを特徴とする、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記組成物が、さらにキトサンを含むことを特徴とする、請求項１３～１７のいずれか
１項に記載の方法。
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【請求項１９】
　前記組成物が、鼻腔投与に適合しており、被験体に鼻腔投与されることを特徴とする、
請求項１３～１８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２０】
　請求項１２に記載の組成物を家禽に鼻腔投与することを含む、家禽にワクチン接種を行
う方法。
【請求項２１】
　インフルエンザＡ型ウイルス抗原を含むワクチン組成物の作用強度を高めるための細菌
シアリダーゼの使用。
【請求項２２】
　前記ワクチン組成物が、さらにキトサンを含むことを特徴とする、請求項２１に記載の
使用。
【請求項２３】
　前記ワクチンが、鼻腔投与に適合していることを特徴とする、請求項２１または２２の
いずれかに記載の使用。
【請求項２４】
　前記細菌シアリダーゼが、ウェルシュ菌Ａ型由来のシアリダーゼであることを特徴とす
る、請求項２１～２３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２５】
　前記インフルエンザＡ型ウイルス抗原が、高病原性Ｈ５Ｎ１亜型ウイルス由来の抗原で
あることを特徴とする、請求項２１～２４のいずれか１項に記載の使用。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、インフルエンザＡ型ウイルスに対する防御免疫応答を被験体において誘導す
るのに有用なワクチン組成物に関する。本発明は、さらに、高病原性鳥インフルエンザＨ
５Ｎ１のワクチン接種を家禽や他の鳥類に行うのに有用な組成物に関する。
【背景技術】
【０００２】
　インフルエンザは、オルソミクソウイルス科のＲＮＡウイルスによって引き起こされる
、哺乳動物および鳥類の感染症である。一般的に、インフルエンザは、感染動物からはウ
イルスを含む霧状物を飛散させる咳やくしゃみを介して、鳥類からは糞を介して伝播する
。また、インフルエンザは、感染体の体液や体液で汚染された物の表面と接触することに
よっても伝播しうる。
【０００３】
　「鳥インフルエンザウイルス」は、通常、インフルエンザＡ型ウイルスを指すが、これ
は、インフルエンザＡ型ウイルスの自然宿主が野鳥であることによる。Ａ型株には、概し
て毒性が弱いことから低病原性とされるもの（ＬＰＡＩウイルス）も含まれるが、そのよ
うな低病原性株が高病原性株（ＨＰＡＩウイルス）の前駆体となることもある。高病原性
株であるインフルエンザＡ型Ｈ５Ｎ１亜型は、東南アジアの鳥類に特有であり、パンデミ
ックを引き起こしうる長期的脅威であると考えられている。このウイルス株は、ニワトリ
や七面鳥のような家禽において感染性が強い。家禽が互いに接触する状態で集約的に飼育
されることが多い家禽飼育場において、インフルエンザが大発生した場合、致死率は１０
０％に達する。
【０００４】
　インフルエンザウイルスは、赤血球凝集素（ＨＡ）とノイラミニダーゼ（ＮＡ）（シア
リダーゼとしても知られている）という、２種の主要な抗原性糖タンパク質を表面に有す
る。ＨＡは、上気道の細胞膜および赤血球の表面に存在するシアル酸レセプター部位に結
合すること、ならびにウイルスゲノムの宿主内標的細胞への侵入を促進することを主な機
能とする。ＮＡは、感染細胞からの子孫ウイルスの放出を補助し促進する機能を有し、ま
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た、ウイルスの宿主細胞への侵入を促進する。
【０００５】
　製薬業界においては、インフルエンザ感染症治療用ノイラミニダーゼ阻害薬が製造され
てきた。これらの阻害薬は、インフルエンザウイルスのノイラミニダーゼの機能を妨害し
たり阻害することにより作用する。このようなノイラミニダーゼ阻害薬としては、ザナミ
ビルやオセルタミビル（「タミフル」）が挙げられ、これらは、感染細胞からの子孫ウイ
ルス粒子の放出の際に、インフルエンザウイルスのノイラミニダーゼ活性をブロックする
ことにより作用する。残念ながら、インフルエンザに罹患したことが臨床的に認められた
後では、既にウイルスが定着しているため、このような化合物を使用した薬物療法を行っ
ても効果的ではない場合が多い。また、家禽の取り扱いにおいてこのような化合物を予防
的に使用することは、家禽農家、特にＨ５Ｎ１が流行している地域に住む家禽農家にとっ
て、通常、膨大な費用負担となる。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明の目的は、大規模免疫処置プログラムにおいて、インフルエンザＡ型感染症の予
防療法に使用することができる、費用効率の高いワクチンを提供することである。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　したがって、本発明は、不活性化したインフルエンザＡ型ウイルス抗原と細菌シアリダ
ーゼとを含むワクチン組成物を提供する。
【０００８】
　驚いたことに、細菌シアリダーゼをワクチン組成物に組み込むことによって、ワクチン
の作用強度を高める効果を得られることが判明した。いかなる理論にも縛られることを望
むものではないが、細菌シアリダーゼの増強効果は、シアリダーゼが宿主の上皮表面に存
在するシアル化膜糖脂質からシアル酸を選択的に除去することによってもたらされ、この
効果により、インフルエンザウイルスがシアル酸レセプター部位へ結合するのを妨害する
と考えることができる。感受性の宿主細胞へのウイルスの侵入をブロックすることによっ
て、ワクチン組成物中の抗原により誘導された宿主の免疫応答がインフルエンザウイルス
による攻撃に抵抗する時間をより多く確保することができる。さらに、細菌シアリダーゼ
自体が宿主に対して抗原性を有することから、宿主の免疫システムにおいて抗細菌性シア
リダーゼ抗体の産生が誘導され、この抗体はインフルエンザのノイラミニダーゼに対して
も作用すると考えられる。
【図面の簡単な説明】
【０００９】
【図１】不活性化ＡＩワクチン（細菌シアリダーゼを含まず）を鼻腔内接種したニワトリ
における粘膜ＩｇＡ応答の検出（ＥＬＩＳＡ）（比較）を示すグラフである。
【図２】細菌シアリダーゼにより増強した不活性化ＡＩワクチンを鼻腔内接種したニワト
リからの気管粘膜ＩｇＡ応答の検出（ＥＬＩＳＡ）（本発明）を示すグラフである。
【図３】鼻腔内ワクチンを用いた介入による感染症抑制を示すグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
　様々な種類の細菌シアリダーゼが精製されており、その特性が明らかになっている。本
発明のワクチン組成物に使用する細菌シアリダーゼは、通常、活性に金属イオンを必要と
しないシアリダーゼであって、好適な細菌源由来であってよい。細菌シアリダーゼの分子
量は、菌種にもよるが、通常、６７～９０ｋＤである。シアリダーゼの好適な細菌源とし
ては、緑膿菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）、ウェルシュ菌（Ｃｌ
ｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ）、ショウベイ菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕ
ｍ　ｃｈａｕｖｏｅｉ）、および悪性水腫菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｓｅｐｔｉｃｕ
ｍ）が挙げられる。細菌シアリダーゼは、ウェルシュ菌より得ることが好ましく、シアリ
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ダーゼを多く含むウェルシュ菌Ａ型株１０７より得ることがより好ましい。ウェルシュ菌
シアリダーゼなどの細菌シアリダーゼの製造／精製は、James T. Cassidy et al; Purifi
cation and Properties of sialidase from Clostridium perfringens; J. Biol. Chem; 
Vol 240, No. 9, September 1965, 3501-3506に記載されている。ウェルシュ菌Ａ型株１
０７からのシアリダーゼ精製試料の調製については、本明細書中の実施例において後述す
る。本明細書中で使用される方法によれば、精製酵素は、培養した細菌細胞を処理してホ
ルマリン処理ウェルシュ菌トキソイドを製造し、次いで得られたトキソイドを硫酸アンモ
ニウムで処理した後、透析により濃縮して製造する。上述したように、本発明の好ましい
実施形態における製造で使用されるウェルシュ菌シアリダーゼ成分はトキソイドを含んで
いる。無毒化していないウェルシュ菌α毒素は、溶血性および壊死性を示し、ニワトリの
感染性壊死性腸炎の原因であることが知られている。本発明のワクチン組成物にウェルシ
ュ菌シアリダーゼを用いることにより、本発明のワクチン組成物を投与したニワトリにお
いて、感染性壊死性腸炎に対する抵抗性を改善するという付加的効果が得られると考えら
れる。
【００１１】
　本発明のワクチン組成物に使用される不活性化インフルエンザＡ抗原としては、不活性
化されたインフルエンザＡウイルスに由来するものであればどのような抗原物質でもよい
。たとえば、不活性化インフルエンザＡ抗原は、不活性化されたウイルス粒子全体を含ん
でもよい。あるいは、不活性化インフルエンザＡ抗原は、たとえば、Ｍ２イオンチャネル
タンパク質や糖タンパク質などの免疫原性蛋白質を保持した、破壊されたウイルス（スプ
リットウイルス）を含んでもよい。ワクチン組成物中の抗原物質として、インフルエンザ
Ａ膜糖タンパク質、赤血球凝集素（ＨＡ）、および／またはノイラミニダーゼ（ＮＡ）の
精製調製物を使用してもよい。本発明によるワクチン組成物は、これらの抗原物質を１種
以上含んでもよい。言うまでもなく、ワクチン組成物を調製するために使用するインフル
エンザＡ型ウイルスは、ワクチンの被接種体が防御されるべきインフルエンザＡに応じて
決定される。Ｈ５Ｎ１による脅威を考慮すると、ワクチン組成物は、少なくとも１種のイ
ンフルエンザＡ型Ｈ５Ｎ１亜型株に由来する不活性化抗原物質を含むことが好ましい。ワ
クチン組成物は、伝播している種々のＨ５Ｎ１株に対してより広範囲な防御を被験体にお
いて誘導するために、２種以上のＨ５Ｎ１株に由来する不活性化抗原物質を含むことがよ
り好ましい。
【００１２】
　当該技術分野で従来行われているように、ワクチン組成物は、１種以上の好適な担体、
賦形剤、安定剤、または他の添加剤を含んでもよい。インフルエンザウイルスは主に上気
道の粘膜表面を介して宿主へ侵入するため、本発明の一実施形態として、ワクチン組成物
が粘膜投与に適合していることが好ましく、鼻腔内投与に適合していることがより好まし
い。言うまでもなく、鼻腔内投与用ワクチンはよく知られており、鼻腔内投与用ワクチン
の調製方法については、当業者の技術常識から明らかである。
【００１３】
　ワクチンの抗原成分とともにアジュバントを使用することもワクチン技術においてよく
知られている。アジュバントは、被験体の抗原への免疫応答を増強する物質である。粘膜
投与、特に鼻腔内投与に適合したワクチンは、抗原物質に加えてキトサンを使用して調製
されるが、これは、粘膜上皮全体にわたって経細胞輸送および傍細胞輸送を増加させるキ
トサンの機能を利用したものである。キトサンは、キチンを脱アセチル化することによっ
て調製されるカチオン性多糖類を指す一般名である。キチンは、海産甲殻類の外骨格に豊
富に見出される天然の生体高分子である。キトサンは、無毒、生物分解性、かつ生体適合
性の線状カチオン性高分子電解質であり、希有機酸に可溶な、白色または灰白色の無定形
半透明固体である。キトサンとして、キトサンよりも溶けやすい無毒な酸付加塩の形態の
もの、たとえば、キトサンＨＣｌを有利に使用してもよい。このような酸付加塩は、Ｎｏ
ｖａＭａｔｒｉｘ社から入手可能である。特に好ましい実施形態によれば、本発明は、不
活性化インフルエンザＡ抗原と、細菌シアリダーゼと、キトサンとを含む鼻腔内投与用ワ
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クチン組成物を提供する。通常、キトサンは、少なくとも７０％、好ましくは少なくとも
８０％脱アセチルされたキチンである。キトサン（脱アセチル化度：７５％以上）は、シ
グマアルドリッチ社から入手可能である。キトサンの使用量は、鼻腔内投与されたインフ
ルエンザＡ抗原の免疫応答を刺激するのに有効な量であればどのような量でもよい。本発
明のワクチン組成物に使用されるキトサンの濃度は、通常、水性ワクチン組成物の容積当
たり、０．０５～５重量％、好ましくは０．１～２．０重量％、より好ましくは０．２～
１．０重量％である。
【００１４】
　鼻腔内投与用に調剤されたものを含む、本発明のワクチン組成物は、当該技術分野で公
知の手順に従い液剤または乾燥粉末として調剤することができる。ワクチン組成物は、滴
剤またはエアゾール剤として投与される、液剤、特に水分散液、水性懸濁液または水溶液
として調剤することが好ましい。本発明のワクチン組成物を、水溶液系で使用することが
特に好ましい。これにより、多数の鳥を点滴投与またはエアゾール投与によって迅速かつ
比較的安価に処置できる、効果的な集団ワクチン接種プログラムを実施することが可能と
なる。鼻腔内投与、たとえば、処置を受ける鳥の片方の鼻孔に水液ワクチンを１滴投与す
ることは、現場において未熟練技術者が実施することも容易である。さらに、鼻腔内ワク
チン接種により粘膜ＩｇＡレベルが上昇するのに伴い、自然感染経路に対して防御するこ
とが可能となる。本発明の水性ワクチン組成物にアジュバントとしてキトサンを使用する
場合、ワクチンの抗原性成分に悪影響を及ぼすことなく、水性溶媒中のキトサンの溶解性
を維持するためには、水性ワクチン組成物のｐＨは約５．０～６．５、好ましくは約５．
０であれば有利である。
【００１５】
　本発明のワクチンは、インフルエンザＡウイルスに対する免疫応答を誘導するのに効果
的な量で被験体に投与される。被験体に対して好適かつ有効な投与量を決定することは、
当業者の技術常識の範囲内である。ワクチンを投与する被験体はヒトでもよいが、本発明
の好ましい実施形態においては、鳥類、特に家禽へ投与するためにワクチンを調剤するこ
とが好ましい。以下の実施例で述べるように、水性ワクチン１滴（１回量０．０３ｍｌ中
に、０．５ｗ／ｖ％キトサン溶液中に懸濁したウイルスＨＡ１００ユニットとウェルシュ
菌シアリダーゼ１２２ユニットとを含む）を片方の鼻孔へ鼻腔内投与することにより、家
禽にＨ５Ｎ１ ＡＩウイルスのワクチン接種を成功裏に行うことができた。
【００１６】
　本発明によれば、不活性化インフルエンザ抗原を含むワクチンに細菌シアリダーゼを組
み込むことによって、ワクチンの作用強度の増強効果が得られる。したがって、さらなる
態様によれば、本発明は、不活性化インフルエンザ抗原を含むワクチン、特に鼻腔内投与
ワクチンの作用強度を改善するための細菌シアリダーゼの使用に関する。本発明は、さら
に、細菌シアリダーゼを添加することによってこのようなワクチンの作用強度を改善する
方法に関する。
【実施例】
【００１７】
＜実験方法＞
１．不活化ウイルス抗原の調製
　感染したニワトリから単離・同定した高病原性Ｈ５Ｎ１同種株を、１１日間培養した特
定病原体不在発育鶏卵で増殖させた。ＨＡを１２８ユニット／２５μＬ含むワーキングシ
ードウィルスを用い、鶏卵への接種を行った。このワーキングシードウィルスは、リン酸
緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）（ｐＨ７．４）＋２０ｍｇ／ｍｌカナマイシンで１０００倍に
希釈した後、その０．２ｍｌをそれぞれの鶏卵の尿嚢へ注射した。次いで、鶏卵を３７℃
で７２時間培養した。胚死は２５～２７時間以内に確認した。死亡した胚を４℃で冷却し
た後、尿膜腔液を採取し、不要な残屑を除去するために３０００ｒｐｍで１５分間遠心分
離することによって精製した。遠心分離後、沈殿物を廃棄した。ウイルスを含む上清は、
試験により赤血球凝集活性を有することが確認できた（ニワトリ赤血球の凝集を引き起こ
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した）。ウイルスを不活性化するため、上清に０．１％ホルマリンを添加し、３７℃で１
８時間培養した。次いで、０．５ｖ／ｖ％クロロホルムを用い、４℃で１８時間連続攪拌
してウイルスを分解した。１００ｍｂａｒの減圧下、２８℃で２時間処理して残留クロロ
ホルムを除去し、赤血球凝集活性を調べるために試料を再試験した。１１日間培養した発
育鶏卵に不活化ウイルス懸濁液０．２ｍｌを接種することにより、毒性の消失を証明でき
た。３７℃で５日間さらに培養したところ、胚はすべて生存していた。ウイルス液を濾過
により精製し、－２０℃で保存した。
【００１８】
２．細菌シアリダーゼの調製
（ａ）以下のものを合わせて培地を調製した。
　Ｏｘｏｉｄ　Ｌ３７　ペプトン　２％
　ラクトアルブミン加水分解物　　１％
　酵母エキス　　　　　　　　　　０．５％
　ＮａＣｌ　　　　　　　　　　　１．０％
　全量が４．０リットルとなるように加えた水
【００１９】
　上記培地成分（ｐＨ７．４）を１０Ｌのパイレックス（登録商標）ボトルに仕込み、１
２１℃で３０分間オートクレーブ滅菌した。最終培地中のグルコース含有量が１．０％と
なるように、グルコース水溶液（５０ｗ／ｖ％滅菌グルコース水溶液）をオートクレーブ
滅菌した培地成分に添加した。次いで、還元状態を維持するために、培地を３７℃に急速
冷却した。
【００２０】
　接種材料であるウェルシュ菌Ａ株１０７は、凍結乾燥品をロバートソンのクックドミー
トブロスで再構築することにより調製した。この接種材料を上記培地４００ｍｌに加え、
全量が４．０Ｌになるように上記バルク培地に戻した。３．５時間の増殖期間中、５Ｎ 
ＮａＯＨを添加して培地のｐＨを７．０に維持し、温度は３７℃に維持した。増殖期後、
培地を冷却し、細胞や他の固形物を除去するために遠心分離した。回収した上清に０．６
ｖ／ｖ％ホルマリンを加えた。ホルマリンを加えたこの溶液を３７℃で１８時間培養して
トキソイドを生成させた。
【００２１】
　上記ウェルシュ菌トキソイド中に含まれる受容体破壊酵素（ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｄｅｓ
ｔｒｏｙｉｎｇ　ｅｎｚｙｍｅ：ＲＤＥ）、すなわちシアリダーゼの力価は以下の手順に
より測定した。
【００２２】
　９６ウェル（Ｕ底）マイクロプレートを使用し、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）（ｐ
Ｈ５．５）で上記トキソイドを２倍段階希釈し、各ウェル当たり２５μｌの希釈検体を１
２ウェルに作製した。各ウェルの希釈検体に、洗浄した１％ニワトリ赤血球２５μｌ（ｐ
Ｈ７．４、ＰＢＳ中）を添加し、各ウェルの内容物を緩やかに混和した。２８℃で１．５
時間静置し、赤血球上にシアリダーゼを吸着させた。ＨＡを４ユニット含む、ホルマリン
で不活性化したＨ５Ｎ１赤血球凝集素２５μｌを各ウェルに加え、温度を２８℃に維持し
ながら各内容物を３時間静置した。次いで、ニワトリ赤血球の凝集を抑制したトキソイド
の最高希釈倍数を確認して、各ウェルの内容物を評価した。凝集を抑制したトキソイドの
最高希釈倍数の逆数を、凝集抑制度（すなわち酵素力価）として記録した。ＲＤＥの最高
希釈倍数は１０２４ユニット／２５μｌ（４０９６０ユニット／ｍｌ）であった。
【００２３】
　上記のように調製したウェルシュ菌トキソイドは、以下の手順により精製・濃縮した。
５０ｗ／ｖ％硫酸アンモニウムをトキソイドに加えた。生成した沈殿を廃棄し、上清をさ
らなる処理に使用した。３５ｗ／ｖ％硫酸アンモニウムを（飽和するまで）上清に加え、
１２時間静置した。静置後、混合液は褐色固体を含んでいた。液面に浮いた固体をすくい
取って回収した。回収した固体を蒸留水に溶解し、蒸留水で８時間透析して残留硫酸アン
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モニウムを除去した。次いで、公知の技術に従い、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）（
分子量２０，０００）を使用して、透析物をさらに透析して濃縮し、－２０℃で保存した
。上述したＲＤＥ力価の測定方法を使用して、上記のように調製した精製・濃縮物質のＲ
ＤＥ力価を測定した。
【００２４】
３．キトサンストック液
　８５％脱アセチル化カニ由来キトサン（ＮｏｖａＭａｔｒｉｘ）を、１ｖ／ｖ％酢酸／
酢酸ナトリウム緩衝水溶液（ｐＨ５．０）に溶解して、０．５ｗ／ｖ％キトサン溶液を調
製し、ボトルに入れてしっかりと密封し、１２１℃で２０分間オートクレーブ滅菌した。
【００２５】
４．ワクチンの調製
　上記で調製した不活化ウイルスのＨＡ１００，０００ユニットに、ウェルシュ菌シアリ
ダーゼ（非精製・非濃縮）調製物３．０ｍｌ（ＲＤＥ：１２２８８０ユニット）を添加し
た。不活化ウイルスと細菌シアリダーゼを４℃で１時間攪拌して混和した。次いで、この
混合物に、０．５ｗ／ｖ％滅菌酢酸／酢酸塩緩衝キトサン（ｐＨ５．０）を加えて全量３
０ｍｌとし、４℃で１時間さらに攪拌した。
【００２６】
　最終的に得られたバルクワクチンの無菌性を確認した後、１滴当たり０．０３ｍｌを吐
出できる滴下ノズルが組み込まれた３０ｍｌ滅菌ポリプロピレンボトルに移した。投与量
０．０３ｍｌには、０．５ｗ／ｖ％滅菌キトサン（ｐＨ５．０）中に懸濁したウイルスＨ
Ａ１００ユニットと細菌シアリダーゼ（ＲＤＥ）約１２２ユニットとが含まれる。
【００２７】
＜実施例１＞
Ａ．細菌シアリダーゼを含まない単味ワクチンの使用によるＩｇＡ応答
　血清学的ＩｇＡ応答は、水性ワクチン１滴（３０μｌ）を片方の鼻孔へ滴下して鼻腔内
投与することによりワクチン接種した、一群のニワトリを用いて評価した。水性ワクチン
は、（ａ）発育鶏卵において調製され、次いでホルマリンで不活性化した同種のＨ５Ｎ１
と、（ｂ）市販キトサン（８５％脱アセチル化）とを含んでいた。投与量３０μｌ当たり
の不活化ウイルスレベルは、０．４ｗ／ｖ％の８５％脱アセチル化キトサンを結合させた
ＨＡが１００ユニットであった。このように、本実施例において使用された鼻腔内ワクチ
ンは細菌シアリダーゼを含んでいなかった。このワクチンのｐＨは５．０であった。
【００２８】
　合計３０羽の９週齢産卵鶏を実験に使用した。これらのニワトリに対する最初のワクチ
ン接種は、鼻腔内ワクチンにより１２日齢において実施した。２回目のワクチン接種は、
同一のワクチンを使用して、９週齢において実施した。これらのニワトリを、１群当たり
５羽のニワトリからなる６群に分けた。９週齢におけるワクチン接種の前に、第Ｉ群より
気管スワブを採取した。以下に示すように、他の群からの気管スワブは、９週齢における
ワクチン接種後に種々の時期において採取した。
【００２９】
接種前：ワクチン接種前に第Ｉ群より気管スワブを採取した。
　　１：ワクチン接種１週間後に第II群より気管スワブを採取した。
　　２：ワクチン接種２週間後に第III群より気管スワブを採取した。
　　３：ワクチン接種３週間後に第IV群より気管スワブを採取した。
　　４：ワクチン接種４週間後に第V群より気管スワブを採取した。
　　５：ワクチン接種５週間後に第VI群より気管スワブを採取した。
【００３０】
　鼻腔内ワクチン接種したニワトリの粘膜ＩｇＡ応答は、酵素免疫吸着法（ＥＬＩＳＡ）
を使用して検出した。ＥＬＩＳＡで使用した試薬、条件および装置を以下に示す。
＜ＥＬＩＳＡ＞
　固相抗原　　　　　：不活性化ＡＩ（Ｈ５Ｎ１）ウイルス（ＨＡ２５６ユニット）、１
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：１６００
　試料　　　　　　　：ＰＢＳ３００μｌで希釈した気管スワブ
　試料採取　　　　　：毎週（ワクチン接種前からワクチン接種５週間後）
　ブロックキング　　：ＴＥＮ（トリスベース、ＥＤＴＡ、ＮａＣｌ）＋０．２％カゼイ
ンで一晩
　結合体　　　　　　：１：１５００（ヤギ抗ニワトリＩｇＡ－ＨＲＰ（Ｂｅｔｈｙｌ　
Ｌａｂ，Ｉｎｃ））
　基質　　　　　　　：ＡＢＴＳ
　ＥＬＩＳＡリーダー：Ｔｉｔｅｒｔｅｋ　ＥＸ（４１５ｎｍ）
【００３１】
　ＥＬＩＳＡによる結果（５試料の平均値）を、４０５ｎｍにおける吸光度で以下に示す
。
　第１群（ワクチン接種前）　　　０．３３
　第２群（ワクチン接種１週間後）０．４４
　第３群（ワクチン接種２週間後）０．３１
　第４群（ワクチン接種３週間後）０．３３
　第５群（ワクチン接種４週間後）０．３７
　第６群（ワクチン接種５週間後）０．４
これらの結果を図１のグラフに示す。
【００３２】
　これらの結果では、免疫処置を行ったニワトリより採取した鼻腔洗浄液中にＩｇＡが出
現したことによって粘膜応答が示され、ＩｇＡは、ワクチン接種２週間後から５週間後に
かけて漸進的に増加した。ワクチン接種１週間後のＩｇＡの早期産生は、疾患を有する一
群にワクチン介入をすることにより見られた、疾患に対する急速な抑制反応であると考え
られる。免疫処置を行わなかった群において、恐らく卵内に含まれる母体由来抗体による
、バックグラウンドレベルのＩｇＡの存在が認められた。
【００３３】
＜実施例２＞
本発明のワクチンを鼻腔内接種したニワトリのＩｇＡ応答
　２０週齢のニワトリ２４羽（特定病原体不在鶏卵から孵化）を、この実施例において使
用した。これらのニワトリを、１群当たり４羽のニワトリからなる６群に分けた。第１群
のニワトリにはワクチン接種を行わなかった。他の群のニワトリにはそれぞれ、水性ワク
チン１滴（３０μｌ）を片方の鼻孔へ滴下して鼻腔内投与することによりワクチン接種を
行った。水性ワクチンは、（ａ）発育鶏卵において調製され、次いでホルマリンで不活性
化し、クロロホルムで分解した同種のＨ５Ｎ１と、（ｂ）市販キトサン（８５％脱アセチ
ル化）と、（ｃ）ウェルシュ菌Ａ株１０７から得られた細菌シアリダーゼとを含んでいた
。成分（ｂ）は実施例１で使用したものと同一であった。成分（ｃ）（シアリダーゼ）は
、上記した実験方法に従って調製した。この鼻腔内ワクチンは、投与量３０μｌ当たり、
０．５ｗ／ｖ％キトサン（８５％脱アセチル化）（ｐＨ５．０）中に懸濁したウイルスＨ
Ａ１００ユニットとウェルシュ菌シアリダーゼ１２２ユニットとを含んでいた。
【００３４】
　ニワトリの気管スワブは、以下のように採取した。
　第１群：ワクチン非接種
　第２群：ワクチン接種１週間後
　第３群：ワクチン接種２週間後
　第４群：ワクチン接種３週間後
　第５群：ワクチン接種４週間後
　第６群：ワクチン接種５週間後
【００３５】
　それぞれのスワブの内容物を、ＰＢＳ０．４ｍｌ＋抗生物質（カナマイシン－１０ｍｇ
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／ｍｌ）に溶出し、４℃で保存した。
【００３６】
　ニワトリ（ワクチン非接種および鼻腔内ワクチン接種）の粘膜ＩｇＡ応答は、ＥＬＩＳ
Ａによって検出した。ＥＬＩＳＡは、Ｂｅｔｈｙｌ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ社による
鳥類ＩｇＡ検出のための試験方法に従って行った。ＥＬＩＳＡで使用した試薬、条件およ
び装置を以下に示す。
【００３７】
＜ＥＬＩＳＡ手順＞
Ｎｕｎｃ社製マイクロプレート・マキシソープ、Ｕ底９６ウェル
固相抗原：スプリットウイルス：ＨＡ４ユニットを炭酸塩緩衝液（ｐＨ　９．６）で２０
０倍希釈した。
４℃で一晩保存した。
ブロッキングは０．２％カゼインを使用して一晩行った。
粘膜試料は５倍希釈し、室温で１時間攪拌した。
結合体：アフィニティ精製したＨＲＰ結合抗ＩｇＡ（Ｂｅｔｈｙｌ　Ｌａｂ）を２０００
倍希釈し、室温で１時間攪拌した。
基質：ＡＢＴＳ
４１５ｎｍで測定した。
【００３８】
　ＥＬＩＳＡによる結果（平均値）を、４０５ｎｍで記録した吸光度で以下に示す。
　コントロール結合体の吸光度（試料非添加）　０．０６５
　第１群（ワクチン非接種）　　　　　　　　　０．６７４
　第２群（ワクチン接種１週間後）　　　　　　０．７３２５
　第３群（ワクチン接種２週間後）　　　　　　０．８３７５
　第４群（ワクチン接種３週間後）　　　　　　０．８５１
　第５群（ワクチン接種４週間後）　　　　　　０．８３８５
　第６群（ワクチン接種５週間後）　　　　　　０．７９１０
これらの結果を、図２のグラフに示す。
【００３９】
　細菌シアリダーゼを含む鼻腔内ワクチン１回量３０μｌを投与したニワトリの免疫応答
においては、スプリットウイルスも細菌シアリダーゼも含まない単味ワクチンを実施例１
において倍量投与したニワトリよりも、高レベルのＩｇＡが産生された。ＥＬＩＳＡによ
り測定されたように、免疫応答により高レベルの粘膜ＩｇＡが産生されたことから、免疫
学的に未感作のニワトリに細菌シアリダーゼを含むワクチンを鼻腔内投与することによっ
て、細菌シアリダーゼを含まない鼻腔内ワクチンを使用した場合よりも強力な防御を提供
することが示された。
【００４０】
＜実施例３＞
　高病原性（ＨＰ）鳥インフルエンザＨ５Ｎ１の大発生が報告・確認された商業養鶏場で
調査を行った。すべての事例おいて、致死率は驚くべき高さに達していた。この疾患は、
急速に伝播することを特徴とし、過去の事例から１００％が死に至ることが知られていた
。
【００４１】
　いずれの群のニワトリにもそれぞれ、本発明のワクチン１滴（３０μｌ）を上記のよう
に片方の鼻孔へ滴下して鼻腔内投与することによりワクチン接種を行った。投与量３０μ
ｌには、０．５ｗ／ｖ％キトサン（ｐＨ５．０）中に懸濁した不活性化スプリットウイル
スＨＡ１００ユニットと細菌シアリダーゼ（ＲＤＥ）１２２ユニットとが含まれていた。
【００４２】
１．Ａ農場
鶏齢：２０日
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ＡＩワクチン接種：非接種
死亡個体数：１日当たり約５００
総個体数：２５，０００
ワクチン介入時の総死亡個体数：約５０００
本発明の鼻腔内ワクチンを投与。
３日以内に死亡が止まった。
【００４３】
２．Ｂ農場
鶏齢：５ヶ月を超える
ワクチン接種歴：５週齢と１５週齢に筋肉内（ＩＭ）ワクチンＨ５Ｎ１ ＲＥ １（市販ワ
クチン）を投与
死亡個体数：約５００羽／日
疾患大発生時：ＩＭ Ｈ５Ｎ１ ＲＥ １（市販ワクチン）に加えて、本発明の鼻腔内ワク
チンを投与した。
死亡は続き、２０％が生存した。
【００４４】
３．Ｃ１農場
鶏齢：６ヶ月
ワクチン接種歴：６週齢と１６週齢にＨ５Ｎ２（市販ワクチン）を筋肉内投与
死亡個体数：約１０００／日
疾患大発生時：ＩＭ Ｈ５Ｎ２（市販ワクチン）に加えて、本発明の鼻腔内ワクチンを投
与した。
死亡は続き、すべての個体が死亡した。
【００４５】
４．Ｃ２農場
鶏齢：４ヶ月未満
ワクチン接種歴：５週齢にＩＭワクチンＨ５Ｎ２（市販ワクチン）を投与
疾患大発生時：本発明の鼻腔内ワクチンのみを投与
５日以内に死亡が止まった。
【００４６】
考察：
　鳥インフルエンザの大発生中に本発明のワクチンの鼻腔内投与によって介入することに
より、集約的飼育システムに収容されたあらゆる日齢・週齢の家禽における疾患の経過に
めざましい影響を及ぼすことができることが示された。また、上記の介入による結果から
、鼻腔内ワクチンを使用することにより、２～５日以内に疾患を効果的に抑制できること
も示された。
＊本発明の鼻腔内ワクチンと市販の筋肉内・皮下ワクチンとを同時に投与した場合、疾患
は抑制されずに継続した。
＊本発明の鼻腔内ワクチンのみを投与した場合、２～５日以内に疾患を完全に抑制するこ
とができ、死亡を止めることができた。
【００４７】
結論：
　家禽における高病原性鳥インフルエンザ疾患は超急性である。感染した群おいては、劇
的かつ漸進的な致死率の上昇が見られる。このような疾患の大発生において、一部の鳥類
は明白な臨床症状を呈さないが、不顕性感染を起こす。
【００４８】
　上記Ｂ農場およびＣ１農場について述べる。これら農場は、本発明の鼻腔内ワクチンを
単独で使用することの有効性について懸念を持っていたため、本発明の鼻腔内ワクチンと
同時に市販の筋肉内または皮下ワクチンをすべてのニワトリにワクチン接種することとし
た。これを実施した結果、不顕性感染したニワトリからウイルスが群全体にわたって伝播
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した。本発明の鼻腔内ワクチンは、自然感染経路によるウイルスの侵入を防ぐＩｇＡを高
レベルに産生する防壁として主に作用する。したがって、多回用量自動注射器の針で物理
的に導入されたウイルスに対しては、短期間のうちに効果を奏することは不可能であった
。しかしながら、Ａ農場およびＣ２農場において本発明の鼻腔内ワクチンを単独で介入さ
せた場合、多回用量自動注射器の使用に伴う生きたウイルスの伝播は見られず、２～５日
以内に自然伝播は抑制され、死亡を完全に止めることができた。
【００４９】
　したがって、上記の実地試験により、本発明の鼻腔内ワクチンが、疾患の大発生前およ
び発生中に、共通粘膜免疫系に刺激を与え、ウイルス侵入をブロックし、粘膜ＩｇＡの産
生を誘導することによって、生きたウイルスが感受性の鳥へと感染することを防ぐ第１防
御ラインとして有効であることが明らかとなった。
【００５０】
＜実施例４＞
　総飼育羽数６０，０００羽のうち、６，７００羽の産卵鶏（鶏種：ハイセックス）群に
おいて、１７羽のニワトリの死骸が発見され、異常な死亡が確認され始めた。この異常な
死亡が確認された時点で、この群のニワトリはすべて２８週齢であった。１７羽のニワト
リの死因を迅速診断検査によって確認したところ、ＨＰ Ｈ５Ｎ１感染症であることが判
明した。感染症の蔓延によりこの群における死亡が増加するのに伴い、この群における産
卵数が落ち始めたことが確認された。異常な死亡が最初に確認された日から６日後に、６
１１羽のニワトリが死亡した。同日に、上記の実験方法に記載の方法により調製したワク
チンを使用して、その群において生き残ったすべてのニワトリにワクチン接種を行った。
ワクチンは、１滴（３０μｌ）を片方の鼻孔に滴下してそれぞれのニワトリに鼻腔内投与
した。この鼻腔内ワクチンは、投与量３０μｌ当たり、０．５ｗ／ｖ％水溶性キトサン（
８５％脱アセチル化）（ｐＨ５．０）中に懸濁したウイルスＨＡ１００ユニットとウェル
シュ菌Ａ株１０７シアリダーゼ１２２ユニットとを含んでいた。ワクチン接種後、死亡は
減少し始め、ワクチン接種から５日目（異常な死亡が最初に確認されてから１１日目）に
は、感染症によって死亡したニワトリは３羽のみであった。次いで産卵数の増加が確認さ
れた。血清中の赤血球凝集抑制（ＨＩ）力価は、ニワトリへワクチンを投与してから２０
日後にピークに達した。
【００５１】
　ニワトリの主群（当初の総計６０，０００）への疾患の蔓延を防ぐため、主群の残りの
ニワトリすべてに鼻腔内ワクチン（上記のワクチン組成物および投与量）を接種した。Ｈ
５Ｎ１感染症による死亡はそれ以上確認されなかった。図３に、ニワトリの死亡個体数、
産卵数、および赤血球凝集抑制力価をそれぞれ経時的に示す。
【００５２】
　図３の結果は、ワクチン接種後のＩｇＡの早期産生によってある程度説明することがで
きる。しかしながら、ワクチン接種に対するこの応答は、細菌シアリダーゼの重要な効果
についても示している。細菌シアリダーゼは、標準的な触媒酵素－基質の形態で、ワクチ
ン接種したニワトリの粘膜上皮上のシアル化された細胞レセプターに作用し、これらのレ
セプターが侵入してくるウイルスによって認識されないように変化させ、これにより、ウ
イルス付着およびそれに続くエンドサイトーシスを防ぐという効果を有すると考えられる
。A. Gottschalk and P.E. Lind, British Journal of Experimental Pathology, Vol. X
XX, No. 2, April 1949、およびG.K. Hirst, J. Exp.Med., 1942, August 1; 76(2), 195
-209に報告されているように、ニワトリ赤血球に吸着したインフルエンザは、しばらくす
るとその機能を保ったまま自然に溶出するが、赤血球は不可逆的に変化し、さらなる吸着
に対し抵抗性を示す。これと同じことがシアリダーゼでも起こっていると考えられる。シ
アリダーゼは、酵素／基質反応が完了するとすぐに放出され、次いでその作用を繰り返し
発揮する。したがって、ワクチン接種２日後から５日後にわたる死亡個体数の漸減は、こ
のような作用によるものだと考えられる。一部のニワトリはワクチン接種時に既に不顕性
感染していたため、ワクチン接種によってその死亡を防ぐことはできなかった。
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【００５３】
　ワクチン接種したニワトリから糞便スワブを毎月採取し、卵接種法およびＰＣＲにより
評価したが、ＡＩウイルスを単離・検出することはできなかった。したがって、ワクチン
接種後にウイルスが全身から除去されたことが示された。
【００５４】
＜実施例５＞
　１２日齢においてワクチン接種したニワトリの血清学的応答を調査した。以下の調査で
は、いずれも、上記の実験方法に従って調製したワクチン組成物を使用してワクチン接種
を行った。それぞれのニワトリ（１２日齢）に、０．５ｗ／ｖ％キトサン（８５％脱アセ
チル化）（ｐＨ５．０）中に懸濁したウイルスＨＡ１００ユニットとウェルシュ菌Ａ株１
０７由来のシアリダーゼ１２２ユニットとを含む水性ワクチン組成物を１回量０．０３ｍ
ｌ鼻腔内投与した。ワクチン接種は、ニワトリの片方の鼻孔へワクチン組成物を１滴（０
．０３ｍｌ）滴下することにより行った。
【００５５】
＜調査Ｎｏ．１＞
　１３羽のブロイラーに対するワクチン接種を、１２日齢において実施した。３２日齢に
おいて血清試料を採取し、ＨＩ ＡＩ力価を測定した。結果を以下の表１に示す。
【００５６】
【表１】

ＨＩ ＡＩ力価（ｌｏｇ２）の平均値は３．５４であった。
変動係数（ＣＶ）は５７．２４％であった。
【００５７】
＜調査Ｎｏ．２＞
　６羽の産卵鶏を１２日齢においてワクチン接種した。２８日齢において血清試料を採取
し、ＨＩ ＡＩ力価を測定した。結果を以下の表２に示す。
【００５８】
【表２】

ＨＩ ＡＩ力価（ｌｏｇ２）の平均値は３．１７であった。
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ＣＶは５０．５９％であった。
【００５９】
＜調査Ｎｏ．３＞
　３０羽の産卵鶏を１２日齢においてワクチン接種した。２１日齢において血清試料を採
取し、ＨＩ ＡＩ力価を測定した。結果を以下の表３に示す。
【００６０】
【表３】

ＨＩ ＡＩ力価（ｌｏｇ２）の平均値は２．３７であった。
ＣＶは１０１．３９％であった。
【００６１】
　表１、表２および表３の結果は、赤血球凝集抑制試験によって測定された体液性ＩｇＧ
抗体応答を示す。本発明のワクチンの主作用は、分泌型ＩｇＡを迅速に産生することと、
共通粘膜免疫機構（ＣＭＩＳ）に刺激を与えることであるが、上記の調査により体液性抗
体も産生されることが示された。
【００６２】
　セロコンバージョンしたニワトリの抗体価は、Ｏ．Ｉ．Ｅ．（国際獣疫事務局）によっ
て防御抗体レベルと見なされる許容範囲内（すなわち、２ ｌｏｇ２）であった。
【００６３】
　１２日齢においてワクチン接種されたニワトリが、偶発的にＨＰＡＩの自然感染に晒さ
れた後に生き残ったことからも、免疫記憶が証明された。
【００６４】
　実地試験により、投与から２～５日後（実施例３、実施例４、および図３）に感染症を
抑制できることが、本発明のワクチン組成物の作用に共通する特徴であることが判明した
。分泌型ＩｇＡの産生によって効果的なブロック作用が奏され、また、実施例５で示され
たように、全身性ＩｇＧも産生される。しかしながら、これらの作用だけでは、２～５日
目における抑制を完全に説明することはできない。特に、実施例５の表１、表２および表
３に示されるように、全身性ＩｇＧの産生が低いままでは、無防備なニワトリへの感染を
食い止める直接的な効果を発揮できない。さらに、ニワトリが自然あるいは偶発的に既に
感染していた、実施例３のＢ農場およびＣ１農場においては、ＩｇＧの産生が低かったと
推測され、疾患を抑制することはできなかった。
【００６５】
　シアリダーゼが粘膜上皮上のレセプター部位に結合するだけでなく、リンパ球、特に細
胞傷害性Ｔ細胞がこれらの変性部位を認識しているはずである。この結果、細胞性免疫シ
ステムが確立され、オルソミクソウイルスＨＰ Ｈ５Ｎ１のようなウイルスの出芽を抑制
する主な要因となっていると考えられる。
【００６６】
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　本発明の鼻腔内ワクチンを使用してワクチン接種を行った１２日齢のニワトリにおいて
は、全身性ＩｇＧ ＨＩ抗体値が（ＨＩが６４ユニットを超える）高レベルに達するまで
に、ワクチン接種後少なくとも１０週間を要することが報告されている。ＩｇＧは、粘膜
の第１防御ラインをくぐり抜けたウイルスの中和には望ましいが、ウイルスと最初に接触
する部位ではほとんど役に立たない。細胞傷害性Ｔ細胞は、それほど株特異的ではなく、
広範な交差反応を示し、これは、一般に見られる亜型の突然変異体を中和するのに有益で
ありうる。
【００６７】
　この防御細胞性免疫は、本発明のワクチンを家禽に２回鼻腔内投与し、２０ｍしか離れ
ていない隣接した農場からの感染に晒された農場において立証された。ワクチンの鼻腔内
接種を受けたこの農場の家禽は死亡しなかったが、近隣の農場では大量の家禽の損失を被
ることとなった。実地試験により、他の農場と近接した場所で発生した接触感染は、１０
０％の確率でその隣接施設に及ぶことが確認された。

【図１】

【図２】

【図３】



(16) JP 2012-508221 A 2012.4.5

10

20

30

40

【国際調査報告】
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