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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号６に示されるアミノ酸配列を含むことを特徴とする魚膵臓病ウイルスの構造タ
ンパク質。
【請求項２】
　請求項１に記載される魚膵臓病ウイルスの構造タンパク質をコードするヌクレオチド。
【請求項３】
　請求項１に記載されるタンパクまたは請求項２に記載されるヌクレオチドを含む薬学的
組成物。
【請求項４】
　非ヒト動物の医薬として使用するための請求項１に記載されるタンパク質または請求項
２に記載されるヌクレオチド。
【請求項５】
　薬学的に許容可能なキャリアと、請求項２に記載のヌクレオチドが転写調節配列に機能
的に連結されているＤＮＡプラスミドを含むＤＮＡワクチン。
【請求項６】
　請求項２に記載のヌクレオチドの１つまたは複数をその遺伝物質に含むように改変され
ている弱毒化された生細菌または生ウイルスを含むベクターワクチン。
【請求項７】
　請求項１に記載の構造ＰＤタンパク質と薬学的に許容可能なキャリアとを含むワクチン
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。
【請求項８】
　請求項１に記載のタンパク質または請求項２に記載の１つまたは複数のヌクレオチドま
たはそのフラグメントを含む診断キット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
本発明は、魚類における膵臓病（Ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ　Ｄｉｓｅａｓｅ）の病原体の構
造タンパク質、そのようなタンパク質をコードするヌクレオチド配列、そのようなタンパ
ク質またはヌクレオチド配列を含むワクチン、およびそのようなタンパク質またはヌクレ
オチド配列を含む診断キットに関する。
【０００２】
膵臓病（ＰＤ）は、魚類、特に、野生の大西洋サケ、ニジマスなどのサケ科の魚がかかる
重大な病気である。この病気は、膵臓の外分泌組織の喪失を含む膵臓での傷害、ならびに
線維症、心筋ミオパシーおよび骨格筋ミオパシーを引き起こす。ＰＤの発生は、１９８４
年に、Ｍｕｎｒｏ他によって、Ｈｅｌｇｏｌａｎｄ　Ｍｅｅｒｅｓｕｎｔｅｒｓｕｃｈｕ
ｎｇｅｎ、３７：５７１～５８６（１９９８４）に最初に報告された。ＰＤは、典型的に
は、海洋環境に移った初年度での魚の生え変わり（ｐｏｓｔ－ｍｏｌｔｓ）を冒し、海洋
ケージで飼育されている養殖魚に間に急速に広まっていることが報告されている。臨床的
な兆候には、ケージの隅に集まって、水平位を維持できない傾向を伴う嗜眠、採餌の中断
（食欲不振）、および著しい死亡率が含まれる（Ｆｅｒｇｕｓｏｎ他、Ｊ．Ｆｉｓｈ　Ｄ
ｉｓｅａｓｅ、９：９５～９８、１９８６）。Ｍｕｒｐｈｙ他（Ｊ．Ｆｉｓｈ　Ｄｉｓｅ
ａｓｅ、１５：４０１～４０８、１９９２）はこれらの結果を最近の研究で確認した。そ
の際、心筋ミオパシーおよび骨格筋ミオパシーはＰＤに罹った魚で悪化することが見出さ
れた。
【０００３】
養魚場におけるＰＤの発生は生育を低下させ得るし、生き残った魚の１０％までが生育不
良であることが明らかにされることがある。アイルランドの養魚場において、ＰＤによる
幼魚の１０～６０％の大きな死亡率が、海洋環境に移った初年度中に生じている（ＭｃＬ
ｏｕｇｈｌｉｎ，Ｍ．、Ｆｉｓｈ　Ｆａｒｍｅｒ、１９頁、３月／４月、１９９５）。生
産高の損失に関してアイルランド産業の推定費用は、現在、年間約２５００万ポンドであ
ると考えられている。従って、魚のＰＤの予防および／または処置に必要なワクチンが非
常に求められている。
【０００４】
欧州特許公開ＥＰ－Ａ－７１２９２６には、ＰＤの病原体がＰＤ感染魚の組織から単離さ
れ、ウイルスがトガ様ウイルスとして同定されたことが記載されている。それにより、魚
におけるＰＤ感染を防止するために、弱毒化ＰＤまたは不活化ＰＤを魚のワクチン接種の
ために使用することが提案されている。欧州特許公開ＥＰ－Ａ－７１２９２６に記載され
たＰＤウイルス由来の不活化ワクチンの製造における欠点は、ウイルスの増殖が、特に細
胞培養において遅いことである。このため、そのようなワクチンの製造は比較的非効率的
な方法になっている。不活化ワクチンに関するさらなる欠点は、他の不活化病原体の存在
下で不活化ワクチンが不安定であり、効力の喪失が生じることである。魚のワクチンは、
一般には多価ワクチンとして製造され、従って、多価ワクチンでは、一価ワクチンで必要
とされるよりも著しく多い量の不活化ウイルスが、効力の喪失を補うために必要とされる
。
【０００５】
本発明は、上記の困難が克服された、ＰＤによる魚の感染を防止する代わりのワクチンを
製造するための手段を提供する。本発明は、サケＰＤウイルス（ＳＰＤＶ）のゲノムＲＮ
Ａの３’部分のヌクレオチド配列を提供する。５１７９ヌクレオチドのこの配列は配列番
号１に示され、いくつかのオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）を含む：コード鎖の
ヌクレオチド２～１１８６は非構造タンパク質をコードし、ヌクレオチド９９７から始ま
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りヌクレオチド５０７６までの別の重複したＯＲＦはいくつかの構造タンパク質をコード
している。このＯＲＦはｐ１３０と呼ばれた。明らかにされなかった他のＯＲＦがコード
鎖（３４４７～３７６７および４２８９～４６１２）および非コード鎖（１２０７～８９
０および１２３２～８３７）で見出された。
【０００６】
ヌクレオチド２～１１８６に由来するＯＲＦは、ＮＳＰ４と呼ばれる非構造タンパク質の
Ｃ末端部をコードする。その推定アミノ酸を配列番号２に示す。
【０００７】
ＯＲＦ　ｐ１３０は、ＰＤウイルスの構造タンパク質をコードするヌクレオチド配列を含
む。ＰＤウイルスの構造タンパク質は、塩基性のキャプシドタンパク質、Ｅ１、Ｅ２およ
びＥ３と呼ばれる３つのエンベロープタンパク質、ならびに６Ｋタンパク質と呼ばれるタ
ンパク質からなる。ｐ１３０のＯＲＦによってコードされる全タンパク質のアミノ酸配列
を配列番号３に示す。プロセッシング後、ｐ１３０タンパク質は、キャプシドタンパク質
（ｐ１３０のａａ７６～３７５）、Ｅ３（ｐ１３０のａａ３５８～４２８）、Ｅ２（ｐ１
３０のａａ４２９～８６６）、６Ｋ（ｐ１３０のａａ８６７～８９８）およびＥ１（ｐ１
３０のａａ８９９～１３５９）にスプライシングされる。
【０００８】
ＰＤウイルスのキャプシドタンパク質をコードするヌクレオチド配列は、配列番号１のヌ
クレオチド１２２２～２０６７に位置する。その対応するアミノ酸配列（全部で２８２ア
ミノ酸）を配列番号４に示す。
【０００９】
エンベロープタンパク質Ｅ３、Ｅ２およびＥ１をコードするヌクレオチド配列は、それぞ
れ、配列番号１に示されるヌクレオチド配列のヌクレオチド２０６８～２２８０、２２８
１～３５９４および３６９１～５０７６に位置する。Ｅ３タンパク質、Ｅ２タンパク質お
よびＥ１タンパク質の対応するアミノ酸配列を、それぞれ、配列番号５、６および８に示
す。
【００１０】
６Ｋタンパク質をコードするヌクレオチド配列は、配列番号１に示されるヌクレオチド配
列のヌクレオチド３５９５～３６９０に位置する。６Ｋタンパク質の対応するアミノ酸配
列を配列番号７に示す。ＰＤ感染の膵臓組織から抽出されたウイルスＲＮＡのさらなる配
列分析によって、配列番号７に示される３２アミノ酸の６Ｋタンパク質と比較して、６８
アミノ酸の長さを有する６Ｋタンパク質のより長い変化体の存在が明らかにされた。６Ｋ
タンパク質のこのより長い変化体をコードするヌクレオチド配列（配列番号１４）は、短
縮型の６Ｋタンパク質をコードするヌクレオチド配列の９６ヌクレオチドと比較して、長
さが２０４ヌクレオチドである。６Ｋタンパク質のこの長い変化体をコードするヌクレオ
チド配列およびその推定アミノ酸配列を、それぞれ、図２ならびに配列番号１４および配
列番号１５に示す。
【００１１】
本発明のヌクレオチド配列のクローニングおよび特徴づけが行われることによって、ＰＤ
ウイルスの構造タンパク質の製造が、標準的な組換えＤＮＡ技術（Ｓａｍｂｒｏｏｋｅ他
、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、Ｃ
ｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　
Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、１９８９）を使用して提供される。クローニング技術およ
びインビトロでの発現システムを使用するその後のタンパク質発現は、当分野では周知で
ある。このようにして、他のＰＤＶタンパク質を実質的に含まない組換え体の構造ＰＤＶ
タンパク質を得ることができる。これらの単離された構造タンパク質を使用して、魚のＰ
Ｄ感染から保護するためのサブユニットワクチンを製造することができる。このようなサ
ブユニットワクチンは、ＰＤによる野外感染からワクチン接種を区別するための魚でのマ
ーカーワクチンとして使用することができる。あるいは、ＰＤウイルスの構造タンパク質
をコードするヌクレオチド配列を使用して、魚のＰＤによる感染から保護するためのＤＮ
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Ａワクチンまたはベクターワクチンを製造することができる。ヌクレオチド配列および組
換えＰＤタンパク質は、診断目的に、例えば、野外でのＰＤウイルスまたは魚における抗
ＰＤ抗体の存在を検出するためにさらに使用することができる。さらに、本発明の組換え
ＰＤタンパク質は、ＰＤに特異的な抗体を製造するために使用することができる。このよ
うな抗体はまた、魚または野外でのＰＤウイルスの検出などの診断目的に使用することが
できる。
【００１２】
従って、第１の局面において、本発明は、ＰＤウイルスのＮＳＰ４の構造タンパク質また
はその一部をコードする配列番号１に示されるヌクレオチド配列を含むヌクレオチド配列
、そのようなヌクレオチド配列のフラグメント、および配列番号１４に示されるヌクレオ
チド配列を含むヌクレオチド配列を提供する。本発明によるヌクレオチド配列の好ましい
フラグメントは、ヌクレオチドフラグメント１２２２～５０７６（これはまた、キャプシ
ド、Ｅ３、Ｅ２、６ＫおよびＥ１のタンパク質をコードするｐ１３０として示される）、
２０６８～５０７６（これはまた、Ｅ３、Ｅ２、６ＫおよびＥ１のタンパク質をコードす
るｐ９８として示される）、２０６８～３５９４（これはまた、Ｅ３およびＥ２のタンパ
ク質をコードするｐＥ２として示される）、１２２２～２０６７（キャプシド）、２０６
８～２２８０（Ｅ３）、２２８１～３５９４（Ｅ２）、３５９５～３６９０（６Ｋ）、お
よび３６９１～５０７６（Ｅ１）である。本発明の目的のために、本発明によるヌクレオ
チド配列はまた、配列番号１に示されるヌクレオチド配列、および６Ｋタンパク質をコー
ドするヌクレオチド配列を少なくとも含むそのフラグメント配列（ｐ１３０およびｐ９８
のフラグメントなど）を包含する。この場合、配列番号１のヌクレオチド３５９５～３６
９０によって示されるヌクレオチド配列は、配列番号４に示されるヌクレオチド配列で置
換される。
【００１３】
本発明の範囲内には、配列番号１または配列番号１４に示される配列を含むヌクレオチド
配列のタンデム配列を含むヌクレオチド配列またはそのフラグメントもまた含まれる。配
列番号１、配列番号１４に示される配列またはその一部に相補的なヌクレオチド配列もま
た、配列番号１または配列番号１４に示される配列とハイブリダイゼーションするヌクレ
オチド配列と同様に本発明の範囲内に含まれる。この目的に必要なハイブリダイゼーショ
ン条件はストリンジェントであり、好ましくは高度にストリンジェントである。本発明に
より、用語「ストリンジェント」は、１ｘＳＳＣ、０．１％ＳＤＳの６５℃の温度での洗
浄条件を意味する。高度にストリンジェントな条件は、ＳＳＣを０．３ｘＳＳＣに低下さ
せることをいう。
【００１４】
配列番号１または配列番号１４に示される配列とハイブリダイゼーションするヌクレオチ
ド配列は、配列番号１または配列番号１４に示される配列の対応する一致部分と少なくと
も７０％、好ましくは８０％、より好ましくは９０％の配列相同性を有するヌクレオチド
配列であると理解される。本発明によれば、配列相同性は、ヌクレオチド配列を、配列番
号１または配列番号１４に示される配列の対応する一致部分と比較することによって決定
される。ヌクレオチドと配列番号１または配列番号１４における配列との配列相同性は、
ＢＬＡＳＴＮなどの一般的な配列分析プログラムによって決定することができる。最適な
一致領域がこのようなプログラムによって自動的に決定される。相同的な配列は、日常的
なクローニング技術およびハイブリダイゼーション技術を使用して、配列番号１または配
列番号１４に示される配列またはそのような配列のフラグメントを用いて密接に関連する
ＰＤウイルス株から容易に単離することができる。睡眠病（ＳＤ）ウイルスは、ＰＤウイ
ルスと密接に関連しており、ＳＤウイルスの構造的なキャプシド、Ｅ３、Ｅ２、Ｅ１およ
び６Ｋのタンパク質をコードする核酸配列は、配列番号１および１４に示される核酸配列
との必要な配列相同性を有している。従って、ＳＤのこれらの核酸配列もまた本発明の範
囲内に含まれる。
【００１５】
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本発明のヌクレオチド配列は、ＰＤ感染に対して魚にワクチン接種するためのＤＮＡワク
チンの製造において使用することができる。ＤＮＡワクチン接種は、直接接種されたＤＮ
Ａプラスミドに挿入された遺伝子からインビボで発現される１つまたは複数の抗原に対す
る免疫応答をワクチン接種された魚に誘導するこという。従って、本発明の第２の局面に
おいて、薬学的に許容可能なキャリアと、１つまたは複数のＰＤＶ構造タンパク質をコー
ドするヌクレオチド配列が転写調節配列に機能的に連結されているＤＮＡプラスミドとを
含むＤＮＡワクチンが提供される。
【００１６】
好ましくは、このようなＤＮＡプラスミドにおいて使用され得るヌクレオチド配列は、配
列番号１に示されるヌクレオチド配列を含むヌクレオチド配列、または配列番号１４に示
されるヌクレオチド配列を含むヌクレオチド配列、またはそのようなヌクレオチド配列の
フラグメントである。配列番号１または１４に示されるヌクレオチド配列の好ましいフラ
グメントは、配列番号１に示される配列のヌクレオチドフラグメント１２２２～５０７６
、２０６８～５０７６、２０６８～３５９４、１２２２～２０６７、２０６８～２２８０
、２２８１～３５９４、３５９５～３６９０、３６９１～５０７６であり、それらの組み
合わせ（例えば、フラグメント１２２２～２０６７とフラグメント２２８１～３５９４と
の組み合わせ）である。さらに、そのようなＤＮＡプラスミドにおける使用に好適なもの
は、配列番号１または配列番号１４の配列に、あるいは配列番号１または配列番号１４の
配列に示される配列との配列相同性が少なくとも７０％、好ましくは８０％であり、より
好ましくは９０％であるヌクレオチド配列に相補的なヌクレオチド配列である。ＤＮＡプ
ラスミドにおける使用に好適なヌクレオチド配列同士の配列相同性は、上記のように決定
される。
【００１７】
本発明によるＤＮＡワクチンにおける使用に好適なＤＮＡプラスミドは、細菌、真核生物
および酵母の宿主細胞に対する従来のクローニング用プラスミドまたは発現用プラスミド
であり、これらの多くは市販されている。そのようなプラスミドの周知の例は、ｐＢＲ３
２２およびｐｃＤＮＡ３（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）である。本発明によるＤＮＡプラスミ
ドは、ヌクレオチド配列のタンパク質発現が誘導できなければならない。ＤＮＡプラスミ
ドは、本発明による１つまたは複数のヌクレオチド配列を含むことができる。さらに、Ｄ
ＮＡプラスミドは、メチル化されていないＣｐＧジヌクレオチドを有する免疫刺激性オリ
ゴヌクレオチドなどの他のヌクレオチド配列、あるいは他の抗原性タンパク質または補助
性サイトカインをコードするヌクレオチド配列を含むことができる。
【００１８】
本発明によるＤＮＡプラスミドにおける使用に好適な転写調節配列には、下記のプロモー
ターが含まれる：例えば、（ヒト）サイトメガロウイルス即時初期プロモーター（Ｓｅｅ
ｄ，Ｂ．他、Ｎａｔｕｒｅ、３２９、８４０～８４２、１９８７；Ｆｙｎａｎ，Ｅ．Ｆ．
他、ＰＮＡＳ　９０、１１４７８～１１４８２、１９９３；Ｕｌｍｅｒ，Ｊ．Ｂ．他、Ｓ
ｃｉｅｎｃｅ、２５９、１７４５～１７４８、１９９３）、ラウス肉腫ウイルスＬＴＲ（
ＲＳＶ、Ｇｏｒｍａｎ，Ｃ．Ｍ．他、ＰＮＡＳ、７９、６７７７～６７８１、１９８２；
Ｆｙｎａｎ他、上記；Ｕｌｍｅｒ他、上記）、ＭＰＳＶ　ＬＴＲ（Ｓｔａｃｅｙ他、Ｊ．
Ｖｉｒｏｌｏｇｙ、５０、７２５～７３２、１９８４）、ＳＶ４０即時初期プロモーター
（Ｓｐｒａｇｕｅ　Ｊ．他、Ｊ．Ｖｉｒｏｌｏｇｙ、４５、７７３、１９８３）、メタロ
チオネインプロモーター（Ｂｒｉｎｓｔｅｒ，Ｒ．Ｌ．他、Ｎａｔｕｒｅ、２９６、３９
～４２、１９８２）、Ａｄ２の主要後期プロモーター、β－アクチンプロモーター（Ｔａ
ｎｇ他、Ｎａｔｕｒｅ、３５６、１５２～１５４、１９９２）。調節配列はまたターミネ
ーター配列およびポリアデニル化配列を含むことができる。使用され得る配列の中で、周
知のものは、ウシ成長ホルモンポリアデニル化配列、ＳＶ４０ポリアデニル化配列、ヒト
サイトメガロウイルス（ｈＣＭＶ）のターミネーター配列およびポリアデニル化配列であ
る。
【００１９】
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本発明によるワクチンにおいて使用される転写調節配列に機能的に連結された本発明によ
るヌクレオチド配列を含むＤＮＡプラスミドは、送達システムにおいて裸（ｎａｋｅｄ）
であり得るか、またはパッケージされ得る。好適な送達システムは、脂質ベシクル、イス
コム（Ｉｓｃｏｍ）、デンドロマー、ニオソーム（ｎｉｏｓｏｍｅ）、多糖類マトリック
スなどである。さらに、送達システムとして非常に好適なものに、サルモネラなどの弱毒
化された生細菌がある。
【００２０】
本発明によるヌクレオチド配列は、さらに、ＰＤに対して魚をワクチン接種するためのベ
クターワクチンの製造において使用することができる。ベクターワクチンは、生の弱毒化
細菌または弱毒化ウイルスが、その遺伝物質に挿入された１つまたは複数の異種ヌクレオ
チド配列を含有するように改変されたワクチンであると理解される。これらのいわゆるベ
クター細菌またはベクターウイルスは、挿入されたヌクレオチドによってコードされた異
種タンパク質を同時に発現することができる。従って、第３の局面において、本発明は、
１つまたは複数の本発明のヌクレオチド配列をその遺伝物質に含むように改変された生の
弱毒化細菌または弱毒化ウイルスを含むベクターワクチンを提供する。ワクチンベクター
として使用される非常に好適なものは、例えば、ワクシニアウイルスまたはセムリキ森林
ウイルスである。
【００２１】
本発明によるヌクレオチド配列はまた、他のＰＤタンパク質を実質的に含まない構造ＰＤ
タンパク質の組換え製造に使用することができる。従って、第４の局面において、本発明
は、ＰＤウイルスに由来する構造タンパク質を提供する。より詳細には、本発明は、ＰＤ
のキャプシドタンパク質、ＰＤのエンベロープタンパク質Ｅ１、Ｅ２およびＥ３、ならび
に６Ｋタンパク質を提供する。特に、配列番号４に示されるアミノ酸配列を有するキャプ
シドタンパク質またはその誘導体、配列番号５に示されるアミノ酸配列を有するＥ３タン
パク質またはその誘導体、配列番号６に示されるアミノ酸配列を有するＥ２タンパク質ま
たはその誘導体、配列番号８に示されるアミノ酸配列を有するＥ１タンパク質またはその
誘導体、および配列番号７、配列番号１５に示されるアミノ酸配列を有する６Ｋタンパク
質またはその誘導体が提供される。
【００２２】
誘導体タンパク質は、本発明のアミノ酸における変化を有するタンパク質であって、この
ようなタンパク質の抗原性および／または免疫原性が変化していないタンパク質であると
理解される。すなわち、これらの誘導体タンパク質は、依然として、ＰＤウイルスを認識
してＰＤウイルスと（交差）反応する抗体の産生を誘導することができ、かつ／またはＰ
Ｄ感染から保護される魚における免疫応答を誘導することができる。抗原性は、ＰＤウイ
ルスを認識してＰＤウイルスと（交差）反応する抗体の産生を誘導し得る能力であると理
解される。免疫原性は、ＰＤによる感染から保護される魚における免疫応答を誘導し得る
能力であると理解される。本発明による配列に存在し得る変化は、例えば、配列全体にお
けるアミノ酸（１つまたは複数）の保存的アミノ酸置換、欠失、挿入、反転または付加か
ら生じ得る。免疫学的性質を変化させないと考えられるアミノ酸置換を説明する。関連す
るアミノ酸同士のアミノ酸置換、または進化において頻発したアミノ酸置換は、特に、Ｓ
ｅｒ／Ａｌａ、Ｓｅｒ／Ｇｌｙ、Ａｓｐ／Ｇｌｙ、Ａｓｐ／Ａｓｎ、Ｉｌｅ／Ｖａｌであ
る（Ｄａｙｈｏｆ，Ｍ．Ｄ．、タンパク質配列および構造のアトラス、Ｎａｔ．Ｂｉｏｍ
ｅｄ．Ｒｅｓ．Ｆｏｕｎｄ．、Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ　Ｄ．Ｃ．、１９７８、第５巻、増
補３を参照のこと）。この情報に基づいて、ＬｉｐｍａｎおよびＰｅａｒｓｏｎは、配列
相同性を有するタンパク質およびペプチドの間における機能的類似性を明らかにする迅速
で高感度のタンパク質比較法を開発した（Ｓｃｉｅｎｃｅ、１９８５、第２２７巻、１４
３５～１４４１）。本発明による誘導体タンパク質は、依然として、ＰＤウイルスを認識
してＰＤウイルスと（交差）反応する抗体の産生を誘導することができ、かつ／またはＰ
Ｄ感染から保護される魚における免疫応答を誘導することができる。睡眠病（ＳＤ）ウイ
ルスから得られるキャプシドタンパク質、Ｅ１タンパク質、Ｅ２タンパク質、Ｅ３タンパ
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ク質および６Ｋタンパク質は、本発明によるそのような誘導体タンパク質である。これら
のタンパク質は、配列番号４～８または１５に示されるＰＤウイルスのアミノ酸配列と同
一であるか、またはほとんど同一であるアミノ酸配列を有する。これらのタンパク質は、
ＰＤウイルスならびにＳＤウイルスを認識してそれらと交差反応する抗体を惹起すること
ができる。他の誘導体は、依然として、ＰＤウイルスを認識してＰＤウイルスと（交差）
反応する抗体の誘導を誘導することができ、かつ／または魚における免疫応答を誘導する
ことができるタンパク質フラグメントである。
【００２３】
本発明によるタンパク質は、標準的な組換えタンパク質発現技術で調製することができる
。この目的のために、本発明による１つまたは複数のタンパク質あるいはそのようなタン
パク質のマルチマーをコードするヌクレオチド配列が発現ベクターに挿入される。好まし
くは、ヌクレオチド配列は、配列番号１または配列番号１４に示されるヌクレオチド配列
あるいはこのような配列の１つまたは複数のフラグメントを含むヌクレオチド配列である
。本発明によるヌクレオチド配列の好ましいフラグメントは、配列番号１に示される配列
のヌクレオチドフラグメント１２２２～５０７６、２０６８～５０７６、２０６８～３５
９４、１２２２～２０６７、２０６８～２２８０、２２８１～３５９４、３５９５～３６
９０、３６９１～５０７６であり、その組み合わせ（例えば、フラグメント１２２２～２
０６７とフラグメント２２８１～３５９４との組み合わせなど）である。本発明によるさ
らに好ましいフラグメントは、配列番号１５に示されるヌクレオチド配列のフラグメント
であり、例えば、配列番号１のヌクレオチド３５９５～３６９０によって示されるヌクレ
オチド配列である。同様に好適なものは、配列番号１または配列番号１４の配列に、ある
いは配列番号１または配列番号１４に示される配列との配列相同性が少なくとも７０％、
好ましくは８０％であり、より好ましくは９０％であるヌクレオチド配列に相補的なヌク
レオチド配列である。ＤＮＡプラスミドにおける使用に好適なヌクレオチド配列同士の配
列相同性は、以前に記載されているように決定される。
【００２４】
好適な発現ベクターは、特に、複製および発現に必要な制御領域を含むプラスミド、コス
ミド、ウイルスおよびＹＡＣ（酵母人工染色体）である。発現ベクターは宿主細胞におけ
る発現をもたらし得る。好適な宿主細胞は、例えば、細菌細胞、酵母細胞および哺乳動物
細胞である。そのような発現技術は、当分野では周知である（Ｓａｍｂｒｏｏｋｅ他、Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、Ｃｏｌ
ｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐ
ｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、１９８９）。発現したタンパク質は培地から単離して精製する
ことができる。ｐ１３０の全ＯＲＦ（配列番号１のヌクレオチドフラグメント９９７～５
０７６）の発現は、構造タンパク質の自発的な集合によるウイルス様粒子を生成させるこ
とができる。
【００２５】
本発明はさらに、１つまたは複数の構造ＰＤタンパク質および薬学的に許容可能なキャリ
アを含むワクチンを提供する。より詳細には、本発明によるワクチンは、配列番号４に示
されるアミノ酸配列を有するキャプシドタンパク質またはその誘導体、配列番号５に示さ
れるアミノ酸配列を有するＥ３タンパク質またはその誘導体、配列番号６に示されるアミ
ノ酸配列を有するＥ２タンパク質またはその誘導体、配列番号８に示されるアミノ酸配列
を有するＥ１タンパク質またはその誘導体、配列番号７または配列番号１５に示されるア
ミノ酸配列を有する６Ｋタンパク質またはその誘導体、あるいは本発明による１つまたは
複数のタンパク質を含む混合物を含む。好ましくは、本発明によるワクチンはＥ２タンパ
ク質を含み、キャプシドタンパク質を必要に応じて含む。同様に好ましいものは、ＰＤの
すべての構造タンパク質を含むワクチンである。これらのタンパク質はウイルス様粒子を
自発的に形成することができ、従って、病原体全体のワクチンに非常に類似するワクチン
を提供する。本発明によるワクチンは、ワクチン接種と野外におけるＰＤによる感染とを
区別するマーカーワクチンとしての使用に好適である。本発明による好ましいワクチンは
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、配列番号７に示されるアミノ酸配列を有する６Ｋタンパク質を含むマーカーワクチンで
ある。
【００２６】
本発明によるワクチンは、当業者に周知の技術に従って調製することができる。ＤＮＡワ
クチンを調製するための一般的な技術は広く記載されており、例えば、欧州特許第０　７
７３　２９５号および米国特許第５５８０８５９号に記載されている。
【００２７】
本発明によるワクチンは、有効量の上記のＤＮＡプラスミド、ベクター細菌またはベクタ
ーウイルスあるいはタンパク質、および薬学的に許容可能なキャリアを含む。本明細書中
で使用されている用語「有効」は、標的の魚における免疫応答を誘導するのに十分な量と
して定義される。プラスミド、ベクターまたはタンパク質の量は、プラスミドまたはベク
ターのタイプ、投与経路、投与時期、魚の種、ならびに年齢、全身の健康状態および餌に
依存する。
【００２８】
一般に、体重１ｋｇあたり０．０１μｇ～１０００μｇのタンパク質、好ましくは０．５
μｇ～５００μｇのタンパク質、より好ましくは０．１μｇ～１００μｇのタンパク質の
投与量を使用することができる。ＤＮＡワクチンの場合、一般に、１０ｐｇの最少投薬量
から１０００μｇの投薬量までのプラスミドが、インビボでの抗原の好適な発現に十分で
あると記載されている。
【００２９】
本発明によるワクチンにおける使用に好適な薬学的に許容可能なキャリアは、無菌の水、
生理食塩水、ＰＢＳなどの水性緩衝液などである。さらに、本発明によるワクチンは、ア
ジュバント、安定化剤、抗酸化剤などの他の添加剤を含むことができる。
【００３０】
好適なアジュバントには、特に、水酸化アルミニウム、リン酸アルミニウム、アンフィゲ
ン（ａｍｐｈｉｇｅｎ）、トコフェノール類、モノホスフェニルリピドＡ、ムラミルジペ
プチド、油性エマルション、グルカン、カルボマー、ブロックコポリマー、サイトカイン
、およびキル（Ｑｕｉｌ）Ａなどのサポニンが含まれる。添加されるアジュバントの量は
、アジュバント自体の性質に依存する。
【００３１】
本発明によるワクチンにおける使用に好適な安定化剤は、例えば、ソルビトール、マンニ
トール、デンプン、スクロース、デキストリンおよびグルコースなどの炭水化物、アルブ
ミンまたはカゼインなどのタンパク質、アルカリ性リン酸塩のような緩衝剤である。
【００３２】
本発明によるワクチンは、注射、スプレー、浸漬によって、または経口的に魚に投与され
る。投与プロトコルは、標準的なワクチン接種実施に従って最適化することができる。
【００３３】
本発明によるヌクレオチド配列およびタンパク質はまた、診断における使用に好適である
。ヌクレオチド配列またはそのフラグメントは、魚におけるＰＤウイルスの存在を検出す
るために使用することができる。Ｅ２のＣ末端部／６Ｋ／Ｅ１のＮ末端部に広がるプライ
マー（図２参照）をＲＴ－ＰＣＲに使用して、ＰＤ発生の臨床的標本におけるＰＤウイル
スの存在が十分に検出された。タンパク質は、魚における抗体の存在を検出するために使
用することができる。
【００３４】
本発明によるタンパク質は、さらに、当業者に利用可能な一般的な技術を使用して、抗体
を産生させるために使用することができる。好ましくは、タンパク質は、特異的なモノク
ローナル抗体を産生させるために使用される。得られる抗体は、野外または魚におけるＰ
Ｄウイルスを検出するために、診断において利用することができる。
【００３５】
従って、別の局面において、本発明は、本発明による１つまたは複数のヌクレオチド配列
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、あるいは本発明による１つまたは複数の構造タンパク質、あるいはそのようなタンパク
質を用いて得られる抗体を含む診断キットを提供する。本発明による抗体は標準的な技術
に従って調製することができる。タンパク質を用いた動物（例えば、マウス）の免疫化手
順、および免疫原に特異的なモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマの選抜は当分
野で周知である（例えば、Ｃｏｌｉｇａｎ他（編）、Ｃｕｒｒｅｎｔ　ｐｒｏｔｏｃｏｌ
ｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、１９９２；ＫｏｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ、Ｎ
ａｔｕｒｅ、２５６：４９５～４９７、１９７５；Ｓｔｅｅｎｂａｋｋｅｒｓ他、Ｍｏｌ
．Ｂｉｏｌ．Ｒｅｐ．１９：１２５～１３４、１９９４を参照のこと）。
【００３６】
下記の実施例は本発明を例示するものであり、いかなる点においても本発明を限定するよ
うに解釈してはならない。
【００３７】
図面
図１は、ＰＤの構造タンパク質をコードする様々なクローン化されたヌクレオチド配列の
構造的配置を示す；
図２は、Ｅ２遺伝子Ｃ末端／「長型」６Ｋ遺伝子／Ｅ１遺伝子Ｎ末端のヌクレオチド配列
を示す。Ｅ２／６Ｋタンパク質と６Ｋ／Ｅ１タンパク質との間の予想される切断部位を垂
直線（｜）により示す。「長型」６Ｋタンパク質をコードするヌクレオチド配列は２０４
ヌクレオチドの長さであり、６８アミノ酸のタンパク質をコードする。配列の右側にある
括弧内の数字は、それぞれ、６Ｋ遺伝子または６Ｋタンパク質のヌクレオチド残基および
アミノ酸残基を示す。６Ｋ遺伝子をコードするヌクレオチド配列のヌクレオチド位４４に
おいて、Ｇ残基がＡ残基と置換されていることがある。その結果、図に示されるアミノ酸
配列のアミノ酸位１５において、Ｎ残基を有する６Ｋタンパク質が生じる。
【００３８】
実施例
細胞およびウイルス
サケＰＤウイルス（ＳＰＤＶ）株の単離および培養を、一般には欧州特許出願公開ＥＰ－
Ａ－７１２９２６に記載されているように行った。ＳＰＤＶのＦ９１３１２５単離体を、
以前の記載（Ｒ．Ｔ．Ｎｅｌｓｏｎ他、（１９９５）、膵臓病に罹った養殖大西洋サケＳ
ａｌｍｏ　ｓａｌａｒからのトガ様ウイルスの単離、Ｄｉｓｅａｓｅｓ　ｏｆ　Ａｑｕａ
ｔｉｃ　Ｏｒｇａｎｉｓｍｓ、２２、２５頁～３２頁）に従ってＣｈｉｎｏｏｋサケ胚（
ＣＨＳＥ－２１４）細胞で増殖させた。ウイルスを精製するために、７５ｃｍ２フラスコ
で約８０％の周密にまで増殖させたＣＨＳＥ－２１４の単層培養物を１ｍｌウイルスで感
染させ、約１の感染多重度が得られた。１時間吸着させた後、さらなる１４ｍｌの補充し
たイーグル最少必須培地（ＭＥＭ）を各フラスコに入れた。ウイルス感染させたフラスコ
を、ウイルス誘導の細胞変性作用が明らかになる７～８日間、１５℃でインキュベーショ
ンして、上清を集めた。
【００３９】
ウイルス精製
上清（典型的には、ウイルス感染細胞から得られた５００ｍｌ）を３０００ｇで２０分間
清澄化した。ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）およびＮａＣｌを加え、最終濃度を、そ
れぞれ、６％および２．２％にした。４℃で一晩インキュベーションした後、ＰＥＧ沈殿
物を３０００ｇで２時間の遠心分離により集めた。得られたペレットをＰＢＳ（１～２ｍ
ｌ）に再懸濁し、１０００ｇで５分間清澄化した後、粗ウイルス懸濁物を、スクロースの
１１ｍｌの勾配物（ＰＢＳでの２０～６０ｗ／ｗ％）を使用する平衡密度遠心分離によっ
て分画化した。４℃において７５０００ｇで１８時間遠心分離した後、１ｍｌの画分を勾
配物の底から回収した。ウイルスを含有する画分を、ＰＤに特異的なマウスモノクローナ
ル抗体（Ｗｅｌｓｈ他、投稿中、１９９９）を使用する免疫ブロッティングによって同定
した。
【００４０】
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ＰＤウイルスｃＤＮＡクローンの作製
ウイルスのＲＮＡを、勾配精製したＰＤウイルスおよびウイルス感染細胞から、ＲＮＡ抽
出器（Ｇｅｎｏｓｙｓ）を使用して抽出し、エタノール沈殿物として保存した。ｃＤＮＡ
ライブラリーを、勾配精製したウイルスから抽出されたＲＮＡを用いてランダムプライマ
ー法によって作製した。このライブラリーは、ベクターｐＵＣ１８（Ｓｕｒｅｃｌｏｎｅ
連結キット、Ｐｈａｒｍａｃｉａ）に挿入物（２５０～５００ｂｐ）を含有するクローン
からなった。クローンを無作為にライブラリーから選び、配列決定およびＢＬＡＳＴプロ
グラム（ウイスコンシン大学、Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ）を使
用する分析を行った後、アルファウイルスゲノムに対してマッピングした。Ｎ１１、Ｎ３
８およびＮ５０の３クローンの配列を使用して、ＰＤゲノムの３’末端の５．２ｋｂ領域
を含む３つの重複フラグメントを増幅する逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）
に使用されるオリゴヌクレオチドプライマーを設計した。ＮｏｔＩ部位をプライマーに取
り込むことによって、これらのフラグメントの２つをベクターｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ（
Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）のＮｏｔＩ部位への制限連結が容易になった。ＰＣＲを、Ｅｘｐ
ａｎｄ　Ｌｏｎｇ　ＴｅｍｐｌａｔｅＰＣＲシステム（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ　Ｍａｎｎ
ｈｅｉｍ）を使用して、９４℃で３０秒間、６０℃で３０秒間、６８℃で２分間行った。
別のクローンを３’ＲＡＣＥ（Ｍ．Ａ．Ｆｒｏｈｍａｎｎ他、１９９８；単一遺伝子特異
的オリゴヌクレオチドプライマーを使用する希な転写物からの全長ｃＤＮＡの迅速な作製
、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、８５、８９９８頁～９００２頁）を
使用して作製した。反応を、５’／３’ＲＡＣＥキット（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ　Ｍａｎ
ｎｈｅｉｍ）を若干の改変とともに使用して行った。このようにして、勾配精製ウイルス
から得られたＲＮＡを最初の鎖の合成に独立的に供し、得られたｃＤＮＡを、９４℃で３
０秒間、６０℃で３０秒間、６８℃で１分間のＰＣＲによって増幅した。
【００４１】
ＰＤウイルスｃＤＮＡクローンの配列決定
サイクル配列決定を、精製されたプラスミドＤＮＡについて、製造者（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅ
ｌｍｅｒ　Ｃｅｔｕｓ）のプロトコルに従ってＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ色素ターミネーター調
製済反応キットを使用して行った。エレクトロフォレトグラムを、Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ｎ
ａｖｉｇａｔｏｒソフトウエア（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ　Ｃｅｔｕｓ）を使用して解
読した。ＰＤウイルスＲＮＡの３’末端の５．２ｋｂ領域の完全なヌクレオチド配列を配
列番号１に示す。
【００４２】
ＰＤ感染した膵臓組織から直接抽出されたウイルスＲＮＡに対するＥ２のＣ末端およびＥ
１のＮ末端に隣接するプライマーを使用するＲＴ－ＰＣＲおよび配列分析によって、配列
番号１のヌクレオチド３５９５～３６９０により示されるヌクレオチド配列よりも長い６
Ｋをコードするヌクレオチド配列が明らかにされた。全長の６Ｋタンパク質をコードする
核酸ならびに推定アミノ酸配列を図２に示す。
【００４３】
ＳＰＤＶのｐＦａｓｔＢａｃ１構築物およびｐｃＤＮＡ３．１（＋）構築物
標準的なクローニング技術（Ｓａｍｂｒｏｏｋｅ他、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎ
ｇ：ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、１９８
９）を使用して、ＳＰＤＶの構造領域を示す４クローンを、バキュロウイルスシステムで
発現させるためにｐＦａｓｔＢａｃ１（Ｇｉｂｃｏ　ＢＲＬ）において作製した。これら
のクローンはまた、モノクローナル抗体の特徴づけのために、そしてＤＮＡワクチンとし
て使用するために発現ベクターｐｃＤＮＡ３．１（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）において作製
された。
【００４４】
クローン１
ｐ１３０は、キャプシドタンパク質の最初のＡＴＧからポリ（Ａ）テールまでの完全な構
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造遺伝子領域をコードする（３９４４ｎｔ）。ｃＤＮＡを、下記のプライマーを使用して
、ＲＴ－ＰＣＲによってウイルスＲＮＡから作製した：
５’順方向プライマー（５’１３０ＮｏｔＩ）：５’－ＴＧＣ　ＡＴＧ　ＣＧＧ　ＣＣＧ
　ＣＡＴ　ＧＴＴ　ＴＣＣ　ＣＡＴ　ＧＣＡ　ＡＴＴ　ＣＡＣ　ＣＡＡ　Ｃ－３’（配列
番号９）
３’逆方向プライマー（３’１３０ＮｏｔＩ）（配列５’から３’）：５’－ＴＧＣ　Ａ
ＴＧ　ＣＧＧ　ＣＣＧ　ＣＴＴ　ＧＴＡ　ＴＴＧ　ＡＡＡ　ＡＴＴ　ＴＴＡ　ＡＡＡ　Ｃ
ＣＡ　Ａ－３’（配列番号１０）。
【００４５】
これらのプライマーは、（制限酵素の認識を確実にする）５ヌクレオチドの領域、その後
のＮｏｔＩ部位、次いで適切なＳＰＤＶ配列（示した配列の強調部、５’１３０ＮｏｔＩ
については１２２２～１２４５および３’１３０ＮｏｔＩについては５１４３～５１６６
）を含有する。３９４４ｎｔのｃＤＮＡ産物をｐＦａｓｔＢａｃ１およびｐｃＤＮＡ３．
１の両方のＮｏｔＩ部位にクローン化した。
【００４６】
クローン２
ｐ９８は、Ｅ３、Ｅ２、６ＫおよびＥ１からポリ（Ａ）テールまでをコードする（３０９
８ｎｔ）。ｃＤＮＡを、下記のプライマーを使用して、ＲＴ－ＰＣＲによってウイルスＲ
ＮＡから作製した：
５’順方向プライマー（５’Ｅ３ＮｏｔＩ）：５’－ＴＧＣ　ＡＴＧ　ＣＧＧ　ＣＣＧ　
ＣＡＴ　ＧＡＣ　ＡＣＧ　ＣＧＣ　ＴＣＣ　ＧＧＣ　ＣＣＴ　ＣＣＴ　Ｇ－３’（配列番
号１１）
３’逆方向プライマー（３’１３０ＮｏｔＩ）：５’－ＴＧＣ　ＡＴＧ　ＣＧＧ　ＣＣＧ
　ＣＴＴ　ＧＴＡ　ＴＴＧ　ＡＡＡ　ＡＴＴ　ＴＴＡ　ＡＡＡ　ＣＣＡ　Ａ－３’（配列
番号１０）。
【００４７】
プライマー５’Ｅ３ＮｏｔＩは、（制限酵素の認識を確実にする）５ヌクレオチドの領域
、その後のＮｏｔＩ部位、ＡＴＧ（人工的な開始コドン）、次いで適切なＳＰＤＶ配列（
２０６７～２０８８）を含有する。プライマー３’１３０ＮｏｔＩは、クローン１におい
て上記に記載されている通りである。３０９８ｎｔのｃＤＮＡ産物をｐＦａｓｔＢａｃ１
およびｐｃＤＮＡ３．１の両方のＮｏｔＩ部位にクローン化した。
【００４８】
クローン３
ｐＥ２は、Ｅ３およびＥ２の糖タンパク質をコードする（１５２７ｎｔ）。ｃＤＮＡを、
下記のプライマーを使用して、ＲＴ－ＰＣＲによってウイルスＲＮＡから作製した：
５’順方向プライマー（５’Ｅ３ＮｏｔＩ）：５’－ＴＧＣ　ＡＴＧ　ＣＧＧ　ＣＣＧ　
ＣＡＴ　ＧＡＣ　ＡＣＧ　ＣＧＣ　ＴＣＣ　ＧＧＣ　ＣＣＴ　ＣＣＴ　Ｇ－３’（配列番
号１１）
３’逆方向プライマー（３’Ｅ２ＮｏｔＩ）：５’－ＴＧＣ　ＡＴＧ　ＣＧＧ　ＣＣＧ　
ＣＴＣ　ＡＣＧ　ＣＧＣ　ＧＡＧ　ＣＣＣ　ＣＴＧ　ＧＴＡ　ＴＧＣ　ＡＡＣ　Ａ－３’
（配列番号１２）。
【００４９】
プライマー５’Ｅ３ＮｏｔＩは、クローン２において上記に記載されている通りである。
プライマー３’Ｅ２ＮｏｔＩは、（制限酵素の認識を確実にする）５ヌクレオチドの領域
、その後のＮｏｔＩ部位、ＴＧＡ（人工的な終止コドン）、次いで適切なＳＰＤＶ配列（
示した配列の強調部、３５７１～３５９４）を含有する。１５２７ｎｔのｃＤＮＡ産物を
ｐＦａｓｔＢａｃ１およびｐｃＤＮＡ３．１の両方のＮｏｔＩ部位にクローン化した。
【００５０】
クローン４
Ｅ２は、Ｅ２糖タンパク質をコードする（１３１４ｎｔ）。ｃＤＮＡを、下記のプライマ
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ーを使用して、ＲＴ－ＰＣＲによってウイルスＲＮＡから作製した：
５’順方向プライマー（５’Ｅ２ＮｏｔＩ）：５’－ＴＧＣ　ＡＴＧ　ＣＧＧ　ＣＣＧ　
ＣＡＴ　ＧＧＣ　ＴＧＴ　ＧＴＣ　ＴＡＣ　ＧＴＣ　ＧＣＣ　ＴＧＣ　Ｃ－３’（配列番
号１３）
３’逆方向プライマー（３’Ｅ２ＮｏｔＩ）：５’－ＴＧＣ　ＡＴＧ　ＣＧＧ　ＣＣＧ　
ＣＴＣ　ＡＣＧ　ＣＧＣ　ＧＡＧ　ＣＣＣ　ＣＴＧ　ＧＴＡ　ＴＧＣ　ＡＡＣ　Ａ－３’
（配列番号１２）。
【００５１】
プライマー５’Ｅ２ＮｏｔＩは、（制限酵素の認識を確実にする）５ヌクレオチドの領域
、その後のＮｏｔＩ部位、ＡＴＧ（人工的な開始コドン）、次いで適切なＳＰＤＶ配列（
２２８１～２３０１）を含有する。プライマー３’Ｅ２ＮｏｔＩは、クローン３において
上記に記載されている通りである。１３１４ｎｔのｃＤＮＡ産物をｐＦａｓｔＢａｃ１お
よびｐｃＤＮＡ３．１の両方のＮｏｔＩ部位にクローン化した。
【００５２】
昆虫細胞（ＳＦ－９）に４つの組換えバキュロウイルス構築物を感染させた。不活化ＰＤ
ウイルス全体に対して惹起させたモノクローナル抗体を使用して、ＩＦＴ染色をこれらの
組換えバキュロウイルス感染ＳＦ－９細胞に対して行った。すべての産生タンパク質がモ
ノクローナル抗体と陽性に反応し、このことは、組換えタンパク質が野生型エピトープを
有していることを示している。
【００５３】
抗原投与実験
４つの構築物のすべてによって産生されたタンパク質を、Ｔｒｉｔｏｎ抽出を使用して回
収した。タンパク質を、生きている組換えバキュロウイルスが環境に伝搬する可能性を防
止するためにＢＰＬ不活化処理した。タンパク質を油中水型ワクチン配合物に配合して、
０．２ｍｌのワクチン容量で注射した。
【００５４】
抗ＰＤ－Ｅ２モノクローナル（２Ｄ９捕獲および７Ａ２）を使用するＥＬＩＳＡ分析によ
って、投与組換えワクチンあたりの反応性エピトープの量は、従来の不活化ＰＤウイルス
ワクチンの用量で見出されるエピトープ量に匹敵するか、またはさらに多いことが明らか
にされた。
【００５５】
大西洋サケにおいてワクチン接種後の８週目に行われた標準化抗原投与実験によって、サ
ケＰＤウイルスによる抗原投与からの保護がこれらの組換えサブユニットワクチンで得る
ことができることが示された。実験において、膵臓、骨格筋および心筋における傷害を通
常の方法で評価した。有意水準をＫｒｕｓｋａｌ－Ｗａｌｌｉｓの一元分散分析（非母数
検定）により計算した。Ｅ２タンパク質またはＥ２－Ｅ３タンパク質を含むワクチン配合
物は、不活化ＰＤウイルスワクチンで得られるのと類似する保護レベルをもたらしたが、
ｐ１３０構築物およびｐ９８構築物から、それぞれ、得られる組換えタンパク質を含むワ
クチンは、不活化ＰＤウイルスワクチンよりも低い保護レベルであった。
【００５６】
抗体の作製
ｐ１３０ヌクレオチド構築物の発現から得られるタンパク質を用いたＤＮＡワクチン接種
を、組換えタンパク質の抗原性を調べるためにマウスで行った。ｐ１３０－ｐｃＤＮＡ３
．１組換え発現プラスミド（クローン１を参照のこと）を用いた２回の筋肉内接種後、マ
ウスの血清は、インビトロで得られたＰＤウイルスとの抗体反応を示した。
【図面の簡単な説明】
【図１】　ＰＤの構造タンパク質をコードする様々なクローン化されたヌクレオチド配列
の構造的配置を示す。
【図２】　Ｅ２遺伝子Ｃ末端／「長型」６Ｋ遺伝子／Ｅ１遺伝子Ｎ末端のヌクレオチド配
列を示す。
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