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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ある抗原に特異的な抗体を含有する乳腺分泌産物を製造する方法において：
　（ａ）家畜を前記抗原で超免疫する工程であって、該超免疫は、前記抗原を前記家畜の
気道、膣内、直腸内、および鼻内投与からなる群から選択される粘膜内経路を介して投与
することを含む工程と；
　（ｂ）前記抗原を、前記家畜の乳腺および／または乳腺上リンパ節に投与する工程と；
　（ｃ）前記家畜から前記乳腺分泌産物を採集する工程
を含む方法。
【請求項２】
　前記乳腺分泌産物が乳である請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記抗体がＩｇＡ抗体である請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記家畜における前記抗原に対する免疫応答をブーストすることをさらに含む請求項１
ないし３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　前記ブーストする工程が、前記抗原を前記家畜の気道、乳腺、および／または乳腺上リ
ンパ節に投与にすることを含む請求項４に記載の方法。
【請求項６】
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　前記抗原が、該抗原をコードする核酸を投与することにより投与される請求項１ないし
５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　前記家畜がウシまたはヒツジである請求項１ないし６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
　前記超免疫する工程が、前記家畜にアジュバントを投与することを更に含む請求項１な
いし７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
　前記アジュバントが、クロストリジウムジフィセル（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｄｉｆ
ｆｉｃｉｌｅ）のＢ毒素である、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　第二の超免疫工程が、前記抗原を前記家畜の乳腺および／または乳腺上リンパ節に投与
した後に行われる請求項１ないし９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記抗原が、クロストリジウムジフィセル（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｄｉｆｆｉｃｉ
ｌｅ）の培養物に由来する、請求項１ないし９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記抗原が、クロストリジウムジフィセル（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｄｉｆｆｉｃｉ
ｌｅ）の胞子である、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記抗原が、クロストリジウムジフィセル（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｄｉｆｆｉｃｉ
ｌｅ）のＡ毒素、Ｂ毒素またはそれらの組合せである請求項１１に記載の方法。
【請求項１４】
　ある抗原に特異的な抗体を含有する抗体組成物を製造する方法であって：
　（ａ）請求項１ないし１３のいずれか１項に記載の方法によって、ある抗原に特異的な
抗体を含有する乳腺分泌産物を製造する工程と；
　（ｂ）前記乳腺分泌産物から前記抗体組成物を誘導する工程
を含む方法。
【請求項１５】
　ある抗原に特異的な抗体を製造する方法であって：
　（ａ）請求項１ないし１３のいずれか１項に記載の方法によって、ある抗原に特異的な
抗体を含有する乳腺分泌産物を製造する工程と；
　（ｂ）前記乳腺分泌産物から前記抗原に特異的な抗体を精製する工程
を含む方法。
【請求項１６】
　ある抗原で超免疫された家畜から得られた熟成乳であって、前記超免疫は、既に前記抗
原が乳腺および／または乳腺上リンパ節に投与されている家畜に対して、該家畜の気道、
膣内、直腸内、および鼻内投与からなる群から選択される粘膜内経路を介して前記抗原を
投与することを含んでなり、前記乳は、前記抗原に特異的なＩｇＡ抗体を、前記抗原に対
して免疫感作されている非選別的な別々の家畜の初乳から得られる前記抗原に特異的なＩ
ｇＡ抗体の平均的量の少なくとも２００％の量で含んでいることを特徴とする熟成乳。
【請求項１７】
　ある抗原で超免疫された家畜から得られた熟成乳であって、前記超免疫は、既に前記抗
原が乳腺および／または乳腺上リンパ節に投与されている前記家畜に対して、該家畜の気
道、膣内、直腸内、および鼻内投与からなる群から選択される粘膜内経路を介して前記抗
原を投与することを含んでなり、前記乳は、前記抗原に特異的なポリクローナル抗体を少
なくとも１５μｇ／ｍＬ含んでいることを特徴とする熟成乳。
【請求項１８】
　前記抗原に特異的な抗体がＩｇＡからなる、請求項１７に記載の熟成乳。
【発明の詳細な説明】
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【０００１】
本発明は、免疫学の分野に関する。より詳細には、本発明は抗体製造の手段および方法に
関する。
【０００２】
科学および医学において、抗体は多くの用途が見出されている。それらは、非常に特異的
な標的に結合するという驚くべき能力を有する。さらに、ある標的に対する新しい抗体を
産生することはかなり簡単なことである。抗体は種々の方法で製造できる。大抵の用途の
ために、抗体は、抗体産生Ｂ細胞と不死化した細胞株を融合させて得られるハイブリドー
マと呼ばれる細胞株によって生産される。そのようなハイブリドーマ細胞は容易に培養で
き、抗体を培養液上清から採集することができる。抗体を生産する別の方法は、免疫した
動物の血清からの採集、または細菌による抗体断片の生産である。勿論、他にも多くの生
産方法が存在する。
【０００３】
抗体生産のためのたくさんの異なる方法が存在するにもかかわらず、それらは全て、多か
れ少なかれ同じ問題を抱えている。生産コストが比較的高いことである。ハイブリドーマ
系の培養系のためには、大きな培養系を確立し、認証し、維持しなければならない。血清
が供給源の場合、血液を収集し、処理する必要がある。さらに、系においては、産物の微
生物／ウィルスによる汚染を適切に点検する必要がある。抗体のコストが重要な所では、
生産コストが高いと、多くの用途の実行が阻害される。例えば、多くの疾病の診断キット
は、発展途上国にとっては一般に利用できないものである。
【０００４】
抗体生産のコストを減少させるための一つの方法は、家畜を用いることである。家畜の繁
殖技術は広く知られており、また家畜小屋（ｆａｒｍ－ａｎｉｍａｌ　ｈｏｕｓｉｎｇ）
は比較的安価である。家畜の乳中で抗体を生産するという幾つかの試みがなされている。
例えば、乳腺上のリンパ節による免疫が、ギドリー（Ｇｕｉｄｒｙ）ら著、Ｊ．Ｄａｉｒ
ｙ　Ｓｃｉ．７７（１０）：２９６５－２９７４（１９９４）、およびトミタ（Ｔｏｍｉ
ｔａ）ら著、Ｊ．Ｄａｉｒｙ　Ｓｃｉ．８１（８）：２１５９－２１６４（１９９８）に
記載されている。鼻腔内または乳房内経路による免疫は、ウッド（Ｗｏｏｄ）Ｊ．著、Ａ
ｍ．Ｖｅｔ．Ｍｅｄ．Ａｓｓｏｃ．１７３（５Ｐｔ２）：６４３－６４７（１９７８）、
およびボール（Ｂｏｈｌ）ら著、Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．１１（１）：２３－３２（
１９７５）に記載されている。レイントナー（Ｌｅｉｎｔｎｅｒ）らのＷＯ９９／３３９
５４に記載されるように、乳腺上のリンパ節によって、またピーターセン（Ｐｅｔｅｒｓ
ｅｎ）らの米国特許第３，３７６，１９８号、およびハスチン（Ｈａｓｔｉｎｇ）の米国
特許第５，０１７，３７２号に記載されるように、乳腺組織への直接注入による免疫によ
って、市販規模で実行することが試みられている。しかしながら従来は、家畜の乳腺分泌
産物中には、免疫原特異的な抗体が限られた量しか得られなかった。最良の結果は初乳、
すなわち、出産後の雌によって生産される最初の乳汁（ｌａｃｔｅａｌ　ｆｌｕｉｄ）中
に得られる。初乳段階（ｃｏｌｏｓｔｒｉａｌ　ｓｔａｇｅ）の後の段階にある雌によっ
て生産される乳を、ここでは熟成乳（ｍａｔｕｒｅ　ｍｉｌｋ）と呼ぶ。初乳は、乳腺の
特徴的な生理的かつ機能的な状態から生じる、極めて独特な産物である。反芻動物におい
ては、初乳と熟成乳の組成上の主な差異は、非常に高含有量の初乳免疫グロブリンであり
、そのうちＩｇＧクラスは８０～９０％以上である。
【０００５】
【表１】
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初乳中の抗体レベルが熟成（通常の）乳よりも高いにもかかわらず、初乳は出産後最長で
も２，３日しか持続しないので、初乳の採集には、出産の正確な時期が必要となる。さら
に、初乳は２，３日しか得られないので、動物当たり採集できる抗体の絶対的な量が限ら
れている。より多くの、市販規模の抗体を生産するためには、大量の家畜を維持しなけれ
ばならない。大量の家畜が必要ということは、より多くの免疫等が必要となり、従って、
物流上の問題および生産コストが増加する。さらに、初乳の濃度／粘度のために（脂肪と
タンパク質の濃度が非常に濃い）、初乳の下流での加工が問題となる。
【０００６】
何十年もの間、家畜の乳腺による免疫原特異的な抗体の分泌を上昇させるために、種々の
（免疫の）試みが行われてきた。そのような試みは、乳による大量の免疫原特異的抗体の
産生と同様に、部分的に、乳腺における感染、すなわち乳腺炎を抑制すること（ギドリー
（Ｇｕｉｄｒｙ）ら著、Ｊ．Ｄａｉｒｙ　Ｓｃｉ．７７（１０）：２９６５－２９７４（
１９９４）；ピエッティ（Ｐｉｇｈｅｔｔｉ）ら著、Ｊ．Ｄａｉｒｙ　Ｓｃｉ．７８（３
）：５２８－５３７（１９９５））を目的としていた。しかしながら、熟成乳中の抗体レ
ベルは、初乳中に得られる抗体レベルと比較すると未だ低い（約１オーダー分）ままであ
る（ホドキンソン（Ｈｏｄｇｋｉｎｓｏｎ）ら、ＷＯ９８／５４２２６、ハスティングス
（Ｈａｓｔｉｎｇｓ）、米国特許第５０１７３７２号）。従って、多くの臨床および前臨
床試験において使用される抗原特異的抗体は、初乳由来であり、大部分はＩｇＧクラスに
属する（トレマー（Ｔｏｌｌｅｍａｒ）ら著、Ｂｏｎｅ　Ｍａｒｒｏｗ　Ｔｒａｎｓｐｌ
．２３：２８３－２９０（１９９９）；ボストウィック（Ｂｏｓｔｗｉｃｋ）ら、米国特
許第５，７７３，０００号；コードル（Ｃｏｒｄｌｅ）ら、米国特許第５，２６０，０５
７）。
【０００７】
本発明は、ある抗原に特異的な抗体を含有する、採集された乳腺分泌産物を提供し、乳腺
分泌産物は、
－家畜を抗原で超免疫（ｈｙｐｅｒｉｍｍｕｎｉｚｉｎｇ）し、
－前記抗原を動物の乳腺および／または乳腺上リンパ節に投与し、かつ
－乳腺分泌産物を家畜から採集する
ことにより得られる。乳腺分泌産物は驚くべきことに、従来技術における通常の方法によ
り得られる分泌産物よりも高レベルの、抗原に特異的な抗体（ここでは抗原原特異的抗体
と呼ぶ）を含有する。さらに、本発明の方法を使用すると、授乳中の動物の熟成乳中に、
実質的な量の抗原特異的抗体を得ることが可能であることが観察された。実際には、その
ような抗原特異的抗体のレベルは初乳中に産生され得る範囲であった。超免疫によるとい
うことは、動物は超通常レベルの抗原特異的抗体を、血液中または粘膜分泌において生産
し、乳分泌において生産するのではないことを意味する。超通常レベルとは、動物の体内
の抗体量が、その抗原を投与しない場合、または一回投与後よりも高いことを意味する。
好ましくは、超免疫は、動物の気道への抗原の投与を含む。気道投与をすると、動物に抗
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体の追加免疫投与をする必要なく、動物の乳中における実質的な量の抗体の長期生産を得
ることが可能である。しかしながら、いくらかの時間後に抗原特異的抗体のレベルが低下
したことが分かった場合には、動物に対する抗原の追加免疫投与を行ってもよい。好まし
くは、気道投与は、抗原の鼻腔内投与を含む。鼻腔内投与は、実施が比較的容易であり、
また気道投与はより高レベルの抗原特異的抗体を乳腺分泌産物中に誘導し、またさらに、
動物の乳中における抗体の生産を長時間（ｏｖｅｒ　ｔｉｍｅ）維持することが観察され
ている。好ましくは、乳腺分泌産物は乳である。乳は収集が容易であり、乳中における抗
原特異的抗体生産が長時間維持されるので、乳中に最適なレベルの抗原特異的抗体を有す
る動物の群を選択することが可能であり、従って、生産の全体的な性能および物流（ｌｏ
ｇｉｓｔｉｃｓ）が向上する。
【０００８】
従って、本発明は、長期的な方法における独特な乳汁の生産の可能性を証明する。そのよ
うな乳汁の特徴は、ａ）該乳汁は、抗原特異的抗体レベルに関する限りでは初乳の特徴を
有し、ｂ）さらに、該乳汁の全体的な組成上の特徴は乳のそれに匹敵することである。こ
こで意味する抗原特異的抗体レベルに関する限りの初乳の特徴によれば、抗原特異的抗体
の量および／または種類は、乳よりも初乳に匹敵する。例えば、乳汁中の抗原特異的抗体
の量は、通常乳中に得られる抗原特異的抗体の量よりも多くなければならない。そのよう
な場合、その乳汁中の抗原特異的抗体の量は、いずれの量も通常乳中に得られる抗原特異
的抗体の量よりも多いので、少なくとも幾分かは、初乳中の抗原特異的抗体の量に匹敵す
る。
【０００９】
抗原で超免疫された動物において起こるいかなる免疫スケジュールも、結果を得るために
は、乳腺および／または乳腺上リンパ節への抗原の投与と併用できることは明らかである
。抗原の乳腺および／または乳腺上リンパ節への投与が行われる前に、動物が超免疫され
たかどうかを評価する必要性は実際には無い。人は、動物の乳腺分泌産物中の抗体レベル
を容易に測定できる。分泌産物中の抗体が低レベルであれば、動物が超免疫されておらず
、また、超免疫を達成させるにはさらなる抗原の投与が必要であることを表す。
【００１０】
抗原特異的抗体が産生される抗原は、免疫応答を誘発し得るいかなる化合物または化合物
集団であっても良い。抗原は一般的に、タンパク質またはそれらの機能的部位、派生物お
よび／または類似化合物を含む。動物に投与された抗原は、一般的に、その動物への投与
と異ならない。しかしながら、これは必ずしも真実でなくてもよい。異なる提示が免疫学
的に同じ部分を少なくとも１部分含む限り、異なる抗原、例えば異なるタンパク質の提示
を使用することも可能である。免疫学的に言えば、同じということは、その抗体が、抗原
の異なる提示を認識する能力があることを意味する。抗原または機能的にそれに相当する
ものをコードする核酸を投与することによっても、抗原を投与することができる。投与さ
れた核酸は、核酸が導入された動物の細胞によって発現される。動物の細胞内における抗
原または機能的に等価なものの発現は、免疫応答の上昇（ｍｏｕｎｔｉｎｇ）を導く。こ
の技術は当該技術において、核酸ワクチンとも呼ばれる。
【００１１】
理論によって束縛されるものではないが、抗原特異的抗体産生細胞の実質的な貯蔵、循環
または蓄積を提供するためには、高度の一般的な免疫応答が必要とされると考えられる。
抗原特異的抗体の乳腺排出産物への分泌が可能となるように、細胞を、貯蔵、循環、また
は蓄積から乳腺組織に誘引するためには、乳腺および／または乳腺上リンパ節の免疫が必
要である。この方法によれば、貯蔵、循環、または蓄積の少なくとも一部は乳腺に対して
初回抗原刺激され得るので、貯蔵、循環、または蓄積の発生が高度な粘膜免疫応答をもた
らす免疫スケジュールと共に起こることが好ましい。従って、乳腺および／または乳腺上
リンパ節の免疫における抗原特異的抗体の、より早期で、より明白な分泌が亢進する。し
かしながら、貯蔵、循環、または蓄積は、粘膜のおよび／または全身性の高度な免疫応答
をもたらす免疫スケジュールによって生じることが好ましい。
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【００１２】
免疫スケジュールは、家畜への１またはそれ以上の抗原投与を含む。粘膜のおよび／また
は全身性の高度な免疫応答という結果を引き起こす免疫スケジュールは、好ましくは少な
くともある程度は、動物による抗原の吸入によって達成される。吸入用の組成物は勿論、
好ましくは組成物中の抗原が、動物の気道の主要部分に渡って分布するように投与される
。気道投与は、好ましくはエールゾルの形態で達成される。好ましくは、気道投与は、鼻
腔内投与によって行われる。好ましくは、粘膜および／または全身性の高度な免疫応答と
いう結果を引き起こす免疫は、抗原を含む組成物の少なくとも２回の気道投与を含む。更
に好ましくは、抗原を含む組成物の少なくとも４回の気道投与を含む。
【００１３】
本発明の手段および方法によれば、乳腺免疫、および抗原含有組成物の乳腺上投与の両方
とも、家畜の乳中に、大量の抗原特異的抗体の分泌を可能にする効果を有する。好ましく
は、乳腺上リンパ節に少なくとも１回の投与が行われる。好ましくは、乳腺上リンパ節に
少なくとも２回の投与が行われる。乳腺上リンパ節投与により、より高度でより早期に、
乳中の抗原特異的抗体が急増する（ｓｕｒｇｅ）。
【００１４】
本発明の手段および方法は、高度で長期的な、いかなる授乳中の哺乳動物の乳中における
抗原特異的抗体産生を達成するのにも好適である。好ましくは、動物は家畜である。家畜
とは、乳、肉、または抗体を生産するために、人によって商業ベースの目的で利用される
動物である。既に市販規模の乳の生産に利用されている家畜は、これらの動物には乳の生
産に最適化された特別な系統および／または品種が存在するので、本発明にとって好まし
い。好ましくは、家畜は乳牛である。代わりとしては、家畜はヤギである。
【００１５】
本発明の方法を用いると、例えば初乳または乳のような、いかなる乳腺分泌産物中にも、
高レベルの抗原特異的抗体を得ることが可能である。
【００１６】
乳中の抗原特異的抗体は、いかなる免疫クラスでもよい。しかしながら、好ましくは抗体
はＩｇＧおよび／またはＩｇＡクラスである。より好ましくは、抗体はＩｇＡクラスであ
る。
【００１７】
抗原特異的抗体を含有する乳は、好ましくは動物を搾乳することにより収集する。従って
収集された乳は直接使用することもでき、または乳は、例えば純粋な抗原特異的抗体へと
さらに加工されてもよい。乳からの（抗原特異的）抗体の（部分的な）精製方法は当該技
術分野に存在し、ここに記載する必要はない。
【００１８】
本発明の抗原特異的抗体は、ほとんどのいかなる目的にも使用できる。好ましくは、抗体
は、当該技術において使用されるポリクローナル抗体の目的に使用される。しかしながら
、当該技術における精製方法を使用すると、例えば本質的に１つだけの抗原部位を含む抗
原による免疫処理によって、本質的にモノクローナル抗体を得ることも可能である。本来
、モノクローナル抗体は、例えば、抗体に対して本質的に１つだけの結合領域を含むペプ
チドを用いた免疫精製のような他の方法によっても生産できる。（乳から精製された、ま
たは精製されていない）抗原特異的抗体は、好ましくは薬物の調製に使用される。そのよ
うな抗体は、例えば皮膚の創傷の治療用の薬物を調製するのに、例えば皮膚細菌に特異的
な抗体と共に使用できる。そのような抗体は、消化管内の病原体によって引き起こされる
疾病の治療に特に好適でもある。一般的に、家畜の乳からの抗原特異的抗体は、人体のい
かなる（少なくともある程度は）免疫保護された領域においても使用できる。そのような
領域は、例えば消化管、気道、尿生殖路、眼、口、および皮膚である。しかしながら、そ
のような抗体は、例えば、患者への抗体の全身性投与のように、血流によって患者に到達
され得る抗原に結合するためにも使用できる。治療される個体が通常は人であり、かつ抗
体は家畜に由来するものであることを考慮すると、特に全身的に投与された場合、個体の
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免疫系は投与された抗体に応答することが予想される。しかしながら、そのような抗体の
全身性投与の多くの用途が可能である。例えば、個体がまだ抗体に対する免疫応答が起き
ていない場合（例えば前記個体において初めて使用する場合）、または免疫応答が消えて
しまっている場合（オーバータイム（ｏｖｅｒｔｉｍｅ））である。
【００１９】
抗原特異的抗体（乳から精製されたまたはされていないもの）は、例えば食品の調製にも
使用できる。細菌性だけでなくウィルス性の多くの微生物は、消化管内に存在し得る。そ
れらの微生物のいくつかは、潜在的に存在し得る。本発明の方法によれば、微生物のうち
１またはそれ以上に対して特異的な抗体が産生され得る。そのような抗体は、食品または
他の製品の調製にも使用できる。その製品を食べることにより、１またはそれ以上の微生
物に対する抗体が消化管内に放出され、少なくともある程度は微生物が増殖するのを防止
する。
【００２０】
家畜内で抗体が産生されることを考慮すると、その抗体は一般的にその動物内に通常存在
しない抗原（異物）に特異的であろう。従って、一般的に抗体はその動物に対して外来性
のいかなる抗原に対しても産生され得る。一般的に、そのような抗体は、細菌、ウィルス
、およびそれらの毒に対する特異性を有する。しかしながら、投与した抗原と家畜内のそ
の抗原の相同体との間に十分な相違がある場合は、哺乳動物の抗原に対する抗体も産生さ
れ得る。あまり容易ではないが、少なくともいくらかの自己抗原に反応する抗体を産生す
ることも可能である。その結果を得るいくつかの方法が、当該技術に存在する。
【００２１】
１またはそれ以上の免疫スケジュールは、家畜の免疫応答の刺激および／または調節がで
きる１またはそれ以上の他の化合物の投与をさらに含んでも良い。好適なアジュバントは
当該技術において知られており、数ある中でも、フロイント不完全アジュバント、水酸化
アルミニウム、サポニン／コレステロール系免疫刺激複合物ＩＳＣＯＭＳ、およびグリセ
リド－ポリソルベート系アジュバント「Ｒｈｉｎｏ　Ｖａｘ」（ヤコブセン（Ｊａｋｏｂ
ｓｅｎ）ら著、Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．６７：４１２８－４１３３（１９９９））を
含むことができる。好ましくは、そのアジュバントは粘膜の免疫応答を促進するように免
疫応答を調節できる。そのような化合物の非限定的な例は、Ｉα，２５（ＯＨ）２Ｄ３、
コレラホロ毒素、クロストリジウムジフィセル（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｄｉｆｆｉｃ
ｉｌｅ）のＡ毒素およびＢ毒素、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－１２またはＴＧＦ－３のよ
うなサイトカイン、リン酸ジエステルを主鎖とする非メチル化ＣｐＧ（細菌のＤＮＡ）配
列である。フロイント完全アジュバントに代わる商業的に入手可能なものは、Ｒｉｂｉ　
ａｄｊｕｖａｎｔ　ｓｙｓｔｅｍ（ＲＡＳ）、Ｔｉｔｅｒ　Ｍａｘ、Ｓｙｎｔｅｘ　Ａｄ
ｊｕｖａｎｔ　Ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎ（ＳＡＦ）、Ｅｌｖａｘ　４０Ｗ、Ｍｏｎｔａｎ
ｉｄｅ、ＡｄｊｕＰｒｉｍｅ、ＧｅｒｂｕＡｄｊｕｖａｎｔ、およびＳｕｐｅｒ　Ｃａｒ
ｒｉｅｒである。ゆっくりと放出させるために、抗原をＬ－チロシンと共沈殿させるか、
またはニトロセルロースに吸着させることが出来る。勿論、アジュバントを組み合わせた
ものも使用できる。
【００２２】
本発明の方法は、家畜において、抗原に対する免疫応答を誘発するのに使用できる。しか
しながら、勿論本発明の方法を、その家畜内に既に存在する抗原に対する免疫を増幅する
ために用いることも可能である。
【００２３】
家畜は、１つの抗原に対して免疫することができるが、ポリクローナル免疫応答が発生し
ていることを考慮すると、乳中の抗原特異的抗体は一般的に、その抗原の２またはそれ以
上の異なる部位に対する特異性を有する。異なる化合物の複合混合物を含む抗原を用いる
場合、その抗原の異なる部位に対する特異性を含むたくさんの抗体が産生され、その動物
の乳中に存在することになるであろう。異なる抗原に対して本発明の方法を１または複数
回繰り返し、１または複数の抗原または複数の架橋された抗原に対する抗体の組（ｓｅｔ
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）を含む乳腺分泌産物を産生することは勿論容易である。
【００２４】
与えられた抗原に対する家畜の免疫応答性は、その動物に対する遺伝子操作によってさら
に増強させることができる。例えば、Ｂ細胞の活性化から粘膜表面における抗体分泌まで
の工程に含まれる不可欠な多数の生化学的段階のそれぞれは、遺伝子操作によって最適化
することができる。非限定的な例は、十分な抗原提示のための特異的なＭＨＣ抗原分子の
発現の増加、ＩｇＡ二量体形成を増加させるためのＪ鎖の発現の増加、および／または活
性化リンパ球の乳腺組織への移動の増加のためのホーミング受容体の発現の増加、である
。工程に含まれる多数のサイトカインおよびリンホカインの発現は、抗体分泌が最大とな
るように最適なレベルに操作することもできる。さらに、所定の抗原に対して高度な応答
者であることが証明された動物をクローン化することができ、クローン化された動物の免
疫においては、抗原特異的抗体が高収率で得られることが保証される。
【００２５】
一つの実施形態においては、抗原はクロストリジウムジフィセルの培養液から採集される
化合物の収集物を含む。この化合物の収集物は、ホルムアルデヒド不活化Ｃ．ジフィセル
（ＶＰＩ１０４６３）細胞、この微生物のホルムアルデヒド不活化胞子、およびこの微生
物のホルムアルデヒド不活化トキソイド（Ａ毒素およびＢ毒素）の中の幾つかのタンパク
質を含有する。この収集物に対して産生される抗体は、一般的に、Ｃ．ジフィセルの１以
上のタンパク質に対する特異性を有する。好ましくは、この抗体はＣ．ジフィセルの胞子
に特異的な抗体を含む。そのような抗体の調製は、Ｃ．ジフィセル感染に関連する疾病の
治療用の薬物の調製に利用できる。ある個体への投与は、好ましくは抗体が腸に搬送され
るように行われる。当該技術においてそのような搬送を可能にするための方法はいくつか
存在し、例えば抗体を、中身を腸に放出するための丸薬に包含させることができる。本発
明の好ましい実施形態において、本発明の抗体はＣ．ジフィセルの胞子に対する特異性を
有する。そのような抗体は、少なくともある程度は、Ｃ．ジフィセルに関連する疾病の再
発を防ぐのに特に有用である。一般的に、Ｃ．ジフィセル関連疾病は、Ｃ．ジフィセルの
細菌を直接的に除去する薬物療法によって治療する。そのような薬物療法は、例えば１ま
たはそれ以上のＣ．ジフィセルの細菌成分に対する抗生物質および／または抗体の投与か
ら成る。この治療は一般的に、患者を症状から治癒させるのに有効であるにもかかわらず
、しばしば（２０％の場合）、患者における疾病の再発を防止するのには十分でない。Ｃ
．ジフィセルの胞子に対する特異性を持つ抗体を患者の腸に搬送することにより、少なく
ともある程度は、再発を防ぐことができる。腸内のＣ．ジフィセル胞子の少なくとも一部
分に対する抗体の結合は、少なくともある程度は、胞子が孵化する傾向を減少させる。従
って、患者におけるＣ．ジフィセル関連疾病の再発を、少なくともある程度は防止する。
従って本発明は、Ｃ．ジフィセルの胞子に結合可能な抗体を含有する組成物も提供する。
さらに、薬物の調製のための、Ｃ．ジフィセル胞子特異的抗体の使用を提供する。好まし
くは、抗体はＣ．ジフィセル関連疾病の治療用の薬物の調製に使用される。
【００２６】
家畜を搾乳すると、乳腺内に、細菌性および／またはウィルス性の感染が起こり得る。そ
のような感染は少なくともある程度は、乳腺の分泌区画（ｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔ）への
抗原特異的抗体分泌を可能にすることによって治療できる。そのような疾病のうちの１つ
は、乳腺炎である。従って本発明はさらに、高度な免疫応答を得るための抗原の動物への
投与、および動物の乳腺および／または乳腺上リンパ節への抗体の投与を含み、抗原は少
なくともその微生物の一部分、またはその機能的な派生物、および／または類似化合物を
含む、動物の乳腺における細菌感染の治療方法を提供する。免疫応答は、全身性の免疫応
答でも良い。好ましくは、免疫応答は通常の（全身性および粘膜性のいずれも）免疫応答
である。動物は乳腺炎を患っているまたは乳腺炎を患っている危険性があることが好まし
い。
【００２７】
本発明はさらに、乳腺の細菌感染の治療用の薬物の調製における抗原の使用であって、薬
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物が、抗原の気道投与用の組成物、および抗原の乳腺および／または乳腺上リンパ節投与
用の組成物を含む使用を提供する。好ましくは、細菌感染は乳腺炎を引き起こす。薬物は
人の治療に好適であっても良い。
【００２８】
乳腺炎は、一過性の、および時には永久的な乳生産の減少を引き起こす。乳生産の減少は
、その疾病自体によって、または乳生産に影響を及ぼす抗体の使用、またはその両方によ
って誘導され得る。乳腺炎を患った動物は重病になり、時には死亡する。乳腺炎は、農業
家にとって、仕事量および生産コストにかなり影響する。
【００２９】
他の態様において、本発明は、家畜を搾乳することにより得られる、少なくとも０．５μ
ｇ／ｍＬの抗原特異的抗体を含む乳を提供する。好ましくは、乳は少なくとも１５μｇ／
ｍＬの抗原特異的抗体を含む。より好ましくは、乳は少なくとも５０μｇ／ｍＬの、本発
明の方法によって動物を免疫した抗原に対する抗体を含む。
【００３０】
動物への抗原の投与は、当該技術において知られる手段によって行われる。一般的に抗原
は、約１０ｋＤａのタンパク質で５～５００μｇの範囲で投与される。細胞全体（不活化
させたもの）および／または胞子に基づく抗原は、一般的に、１０８～１０１１個の範囲
に相当する細胞および／または胞子が動物に提供されるように投与される。動物のサイズ
、抗原の免疫原性、および／またはアジュバントおよび他の当該技術において知られる可
変性のものに依存して、別の濃度および／または量が同様に使用できる。
【００３１】
文献には、乳牛の初乳および乳から得られる病原体特異的抗体は、種々の病原体によって
引き起こされる胃腸管系の感染の予防や治療に効果的であるという、多くの証拠が存在す
る。しかしながら、有望な効能があるにもかかわらず、主として十分な量の病原体特異的
抗体が入手不可能であるために、製品開発は未だ広く実現されていない。
【００３２】
通常の方法による免疫後に、乳牛の初乳からから高レベルの抗原特異的抗体を得ることは
比較的容易である。しかしながら、初乳の分泌は、各出産後２，３日しか続かず、熟成し
た授乳期に入るとすぐに、その抗体レベルは０付近まで低下する。本発明において、我々
は、授乳中の家畜の初乳中だけでなく熟成乳中にも、高レベルの抗原特異的抗体の分泌を
持続して起こす免疫方法を記述する。本実施例において示すように、本発明の方法を用い
れば、当該技術における通常の方法を用いて動物の初乳から平均して得られるものの少な
くとも半分の量の抗原特異的抗体を含む熟成乳を、動物から得ることが可能である。
【００３３】
従って、本発明の１つの態様によれば、その哺乳動物の初乳（ここで、この初乳は抗原で
哺乳動物を免疫した後に得られるものである）から得られる抗原特異的抗体の少なくとも
５０％の量の抗原特異的抗体を含む、哺乳動物から得られる熟成乳が提供される。ＩｇＡ
は複合体を非常によく形成できる二量体を形成するので、抗原特異的抗体はＩｇＡから成
ることが好ましい。
【００３４】
ここでは、初乳中に得られる抗原特異的抗体の平均含量とは、その抗原で免疫した非選択
的な別々の動物の初乳から得られる抗原特異的抗体の収量の平均を意味する。
【００３５】
先行技術においては、熟成乳中の抗原特異的抗体の収率は、初乳から得られる収率と比較
して１０分の１が可能なだけであったので、少なくとも５０％の収率というのは重大な改
良点である。しかしながら、本実施例において示すように、本発明は、熟成乳中に、当該
技術における通常の方法を用いた初乳中において得られるよりも高い収率のＩｇＡを提供
する。従って、本発明の好ましい態様においては、その割合が少なくとも１００％、より
好ましくは少なくとも２００％である、本発明に従った熟成乳が提供される。
【００３６】
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実施例
材料および方法
人への使用が認可された経口コレラワクチンであるＤＵＫＯＲＡＬ（登録商標）を、スト
ックホルム所在のＳＢＬ　Ｖａｃｃｉｎ　ＡＢより購入した。各アンプルは、ｐＨ７．４
のリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）３ｍＬ中にそれぞれ、細胞数１０１１のホルマリン不活化
されたコレラ菌およびコレラ毒素サブユニットＢ（ＣＴＢ）、および１ｍｇのタンパク質
が含まれて成る。
【００３７】
クロストリジウムジフィセルホールセル。Ｃ．ジフィセルホールセルを以前に記載されて
いるように調製し、不活化させた。すなわち、Ｃ．ジフィセルＶＩＰ１０４６３をＢＨＩ
培地中で、３７℃の嫌気性雰囲気下で３６時間培養した。培養物を遠心分離し、細胞をＰ
ＢＳで３回洗浄した。得られた沈殿物を、１％（ｖｏｌ／ｖｏｌ）ホルムアルデヒドを含
有するＰＢＳ中に再懸濁し、使用するまで４℃に放置した。各免疫前にＰＢＳで２回洗浄
することにより過剰のホルムアルデヒドを除去した。１０９ＣＦＵに相当するＣ．ジフィ
セル（光路１ｃｍで５５０ｎｍにおける吸光度が１．０である細胞懸濁液）をＢＨＩ培地
に接種し、嫌気製雰囲気中で３７℃、３６時間後、増殖は見られなかった。
【００３８】
Ｃ．ジフィセルトキソイド。Ｃ．ジフィセル培養物の濾液を以前に記載されているように
調製し、不活化させた。すなわち、Ｃ．ジフィセルＶＰＩ１０４６３を、プロテオースペ
プトン－イースト抽出物培地中で３７℃、４８時間培養し、ホルムアルデヒドを１％（ｖ
ｏｌ／ｖｏｌ）の濃度になるように添加し、３７℃で１時間インキュベートすることによ
り不活化した。上清をフィルター滅菌し、限外濾過（Ａｍｉｃｏｎ、３０ｋＤａ）により
ＰＢＳで３回洗浄し、５００ｍｌの細胞濃縮機（ｃｅｌｌ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｏｒ）
中で１０倍に濃縮し、使用するまで－２０℃で保存した。
【００３９】
動物。妊娠中のホルスタイン種（Ｈｏｌｓｔｅｉｎ－Ｆｒｅｓｉａｎ）およびＭＲＹ乳牛
（ｄａｉｒｙ　ｃｏｗｓ）を、オランダにおいて一般的に受け入れられている酪農管理方
法に従って管理した。本明細書において記載した実験においては、ほとんどホルスタイン
種の牛を使用した。さらに、妊娠中のヤギを選択し、別の飼育場で、一般的に受け入れら
れている管理方法に従って管理した。
【００４０】
免疫の経路および方法。乳牛：筋肉内（ＩＭ）、乳腺内（ＩＵＤＲ）、または乳腺上リン
パ節内（ＬＭＦ）免疫のために、２ｍＬＰＢＳ中のワクチン製剤を、それぞれの組織内へ
の直接注射によって投与した。鼻腔内（ＩＮ）免疫のためには、顔を上に向けさせている
間に、牛の鼻孔の一方に、注射器に取り付けたノズルを通して、２ｍＬのワクチン製剤を
噴霧した。コレラワクチンでの免疫のためには、ＤＵＫＯＲＡＬ（登録商標）を、２ｍＬ
当たり６．５×１０９のＶ.コレラと６６μｇのＣＴＢを含むようにＰＢＳで希釈した。
Ｃ．ジフィセル（ＣＤ）ワクチンの場合には、トキソイドとホールセル製剤を混合し、培
養液上清２ｍＬ中に５×１０１０の不活化したＣ．ジフィセルと、５．５ｍｇのタンパク
質を含むようにＰＢＳで希釈した。
【００４１】
ヤギ：乳牛用に調製したワクチンを、等量のＰＢＳでさらに（５０％となるように）希釈
した。ＬＭＦ以外の各免疫には２ｍＬ使用し、ＬＭＦには１ｍＬだけ使用した。
【００４２】
試料の収集および、血清および乳性の調製。通常は、各乳房区から５ｍＬずつの乳試料を
毎週収集した。必要な時に、５ｍＬの血液試料も尾静脈から収集した。乳清を乳試料から
以前に記載されているように調製した。すなわち、４℃において、ＭＳＥ　Ｍｉｓｔｒａ
ｌ　Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ６０００で４，３００×ｇ、１５分の遠心により、脂肪を除去
した。酢酸ナトリウムと酢酸を添加することによりｐＨ４．６で酸沈殿（ａｃｉｄ　ｐｒ
ｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ）させた後、室温で３，５００×ｇ、１５分の遠心により、カゼ



(11) JP 4668499 B2 2011.4.13

10

20

30

40

50

インを除去した。血液を凝固させるために４℃で一晩放置し、遠心により血清を得た。
【００４３】
アッセイ。乳清および血清試料中の免疫原特異的ＩｇＧおよびＩｇＡレベルを測定するた
めに、間接ＥＬＩＳＡを行った。初めに（ＤＵＫＯＲＡＬで免疫した乳牛からの試料のた
めに）、ＥＬＩＳＡを手作業で行ったが、後で（ＣＤワクチンで免疫した乳牛からの試料
と、ＤＵＫＯＲＡＬおよびＣＤワクチンで免疫したヤギからの試料のために）、ＥＬＩＳ
Ａ　ｒｏｂｏｔ　ＢｉｏＴｅｋ　ＯＭＮＩを行った。両方の場合において、マイクロタイ
タープレート（Ｇｒｅｉｎｅｒ６５５９０２，Ｇｒｅｉｎｅｒ）をＣＴＢまたはＣ．ジフ
ィセルホールセルのいずれかで、それぞれ１ウェルあたり０．３μｇＣＴＢまたは２×１
０７セルの濃度でコートした。コーティングは、ＣＴＢで３７℃、２時間、またはＣ．ジ
フィセルホールセルで７０℃、２時間のインキュベーションにより行った。各インキュベ
ーション工程後に、プレートを０．０５％のＴｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳで洗浄した。ウ
ェルをＰＢＳ中の２％ゼラチンで、室温で１時間ブロッキング処理した。試料をＰＢＳで
２倍に希釈し、３７℃で１時間インキュベートした。収集した試料中の抗原特異的ウシ抗
体を測定するために、ジゴキシゲニン標識したモノクローナル抗ウシＩｇＧ、または抗ウ
シＩｇＡを研究室内で製造し、２次抗体として使用した。収集した試料中の抗原特異的ヤ
ギ抗体を測定するために、２次抗体として、抗ウシ抗体の代わりにモノクローナル抗ヤギ
抗体を使用した。検出には、西洋わさびペルオキシダーゼ標識した、ヤギ抗ジゴキシゲニ
ン－ＰＯＤ，Ｆａｂフラグメント（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ　Ｍａｎｎｈｅｉｍ）を使用し
た。西洋わさびペルオキシダーゼの基質として、ＡＢＴＳ，２，２’－アジノジエチルベ
ンゾチアゾリンスルホン酸（２，２’－Ａｚｉｎｏ　ｄｉｅｔｈｙｌｂｅｎｚｏｔｈｉａ
ｚｏｌｉｎｅ　ｓｕｌｆｏｎｉｃ　ａｃｉｄ）（Ｓｉｇｍａ）を使用した。３７℃で３０
分インキュベート後、４１５ｎｍにおける吸光度を、Ｂｉｏ－Ｔｅｋ　Ｅｌｘ８００　ｒ
ｅａｄｅｒで測定した。
【００４４】
力価。試料中の免疫原特異的Ｉｇのレベルは、１０００ユニット／ｍＬの標準物質に対す
るユニットで表した。標準物質は、ＤＵＫＯＲＡＬまたはＣＤワクチンのいずれかで免疫
した乳牛の初乳から調製した乳清である。
【００４５】
乳中の総Ｉｇの測定。免疫した乳または免疫していない乳から調製した各乳清試料中の総
Ｉｇ含量を、高圧ゲルろ過液体クロマトグラフィーを用いて測定した。
【００４６】
結果
抗原特異的抗体アッセイのための標準物質の産生。妊娠後期の乳牛を、出産前に、免疫の
間隔を３週間開けて４回免疫した。各免疫には、鼻腔内（ＩＮ）および皮下（ＳＣ）経路
を組み合わせて使用した。等容量の両ワクチン（ＤＵＫＯＲＡＬおよびＣＤワクチン）か
ら成る免疫原を、ＩＮ経路ではコレラ毒素（５０μｇ／ウシ／免疫）で、ＳＣ経路ではフ
ロイント不完全アジュバント（免疫源と等容量）で補充した。それぞれの乳牛から初回搾
乳の初乳を収集し、乳清を調製した。必要なだけＰＢＳで希釈（抗ＣＴＢ　ＩｇＡ３２０
倍、抗ＣＴＢ　ＩｇＧ８０００倍、抗ＣＤ　ＩｇＡ１３０倍、および抗ＣＤ　ＩｇＧ８０
００倍）後、ＥＬＩＳＡを行った。４１５ｎｍにおける吸光度測定の結果を図１（抗ＣＴ
Ｂ抗体）および図２（抗ＣＤ抗体）に示した。乳清製剤を貯蔵し、標準物質として使用し
た。
【００４７】
コレラワクチン、Ｄｕｋｏｒａｌで免疫後の乳牛の乳中の抗ＣＴＢ　Ｉｇレベル。哺乳動
物の乳中に高レベルの免疫源特異的Ｉｇを長期間得るという目的で、種々の免疫経路を用
いて、授乳中の乳牛において、抗原として種々の服用量のＤｕｋｏｒａｌを試した。例え
ば、皮下（ＣＳ）、乳腺内（ＩＵＤＲ）、乳腺上リンパ節（ＬＭＦ）、膣内（ＩＶＧ）、
および腹腔内（ＩＰ）経路の組み合わせを、ＤＵＫＯＲＡＬの濃度範囲が５０倍希釈から
無希釈までで探索した。大抵の場合、乳中の抗ＣＴＢ　ＩｇＡおよびＩｇＧの力価は、１
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０００ユニット／ｍＬの標準物質と比較すると、非常に低かった（図３および図４）。少
数の場合において、レベルが数百ユニットに達したが、それらは１週間以上持続できなか
った。さらに、そのような散発性のピークの出現時期は、免疫の時期と関連して予測でき
なかった。
【００４８】
経鼻噴霧、続いて乳腺内免疫後の、乳牛の乳中および血中の抗ＣＴＢ　Ｉｇレベル。成熟
授乳（ｍａｔｕｒｅ　ｌａｃｔａｔｉｏｎ）中の６頭の乳牛のグループを、１週間に１回
、５週連続してコレラワクチン、Ｄｕｋｏｒａｌで鼻腔内（ＩＮ）経路で免疫した。この
５週間の期間中、乳の乳清および血液中のＣＴＢ特異的ＩｇＡおよびＩｇＧのレベルをモ
ニターした。乳中においては低レベル（０から約５０の範囲）であり、以前の実験で得ら
れた結果と有意な差は無かった（図５および図６）。しかしながら、血液中の抗ＣＴＢ　
ＩｇＧレベルは、繰り返すＩＮ処理に伴って増加し続け（約１０から始まり、第５免疫セ
ッションの最後には約１０００ユニットまで）、一方、血中のＣＴＢ特異的ＩｇＡは実験
期間を通して検出可能なレベル以下であった。しかしながら、１回のブースト処置は、多
数の態様におけるこれらの結果に興味深い変化をもたらした（図５および図６）。最後の
ＩＮ免疫後６週間与えたブースト処置は、それぞれ２ｍＬずつ、ＩＭを１回、後部右側（
ｒｅａｒ　ｒｉｇｈｔ）乳房区へのＩＵＤＲを１回、およびこれも後部右側乳房区へのＬ
ＭＦを１回で行った。５ヶ月に渡る抗ＣＴＢ　ＩｇＡおよび抗ＣＴＢ　ＩｇＧの力価の測
定結果を、図５および図６に示した。乳腺内ブースト免疫により得られたわずかな著しい
変化は、次のようである。ｉ）抗ＣＴＢ　ＩｇＡおよび抗ＣＴＢ　ＩｇＧの両方の応答が
、全ての動物（６／６）において観察された。ｉｉ）標準物質（１０００ユニット／ｍＬ
）における力価と比較して、ＩｇＡ応答が非常に強く、数頭の乳牛において標準レベルの
約３００～５００％に達した。ＩｇＧ応答はＩｇＡの応答よりは低かったが、依然として
非常に高かった（高い応答者においては標準の３０％に達した）。ｉｉｉ）ＩｇＡ応答は
ＩｇＧ応答よりも明らかに長く続いた。ｉｖ）免疫応答において動物間で大きな違いがあ
るにもかかわらず、ここで用いた免疫方法は、動物間で同調的な応答をもたらすことがで
きた。ｖ）ＩｇＡ応答は、多かれ少なかれ免疫した乳房区に限定されたが、ＩｇＧ応答は
一般的に４つの全ての乳房区に拡散した。
【００４９】
経鼻噴霧、続いて乳腺内免疫後の乳中の、抗Ｃ．ジフィセル（ホールセル）Ｉｇレベル。
以前の実験において成された興味深い観察により、発明者らは異なる免疫源を用いて実験
を広げることにした。従って、上記で用いた手順に多少の修正をして、ＣＤワクチンを用
いて実験を行った。新しい手順において使用した変更点は、ＩＮ免疫と乳腺内免疫の間隔
の重要性と同様に、乳腺内注入前のＩＮ免疫回数の重要性の評価を意図したものである。
授乳期間の中頃にある１０頭のグループの各乳牛に、２ｍＬのＩＮ免疫を１回と、２ｍＬ
のＩＭ免疫を１回行った。初回免疫刺激後、ブースト前に収集した試料中の抗ＣＤ（ホー
ルセル）ＩｇＡおよびＩｇＧレベルの測定は予想通りの結果を示し、わずかに検出可能で
あった（図７）。初回免疫刺激から３週間後、各乳牛に、２ｍＬのＩＮを１回、２ｍＬの
ＩＵＤＲを後部右側乳房区に１回、および２ｍＬのＬＭＦを、これも後部右側乳房区に１
回からなるブースト処置を行った。乳試料を毎週収集し続け、抗ＣＤ（ホールセル）レベ
ルの測定を、ＥＬＩＳＡを用いて行った。乳牛によって１３０～４３０ユニット／ｍＬ（
１０００ユニット／ｍＬの抗ＣＤ標準物質と対照して）の範囲での免疫源特異的ＩｇＧの
同調的な急増（ｓｕｒｇｅ）が、ブースト処置後の初めの１週間で観察された（図７）。
コレラワクチンを用いた場合において観察されたように、抗ＣＤ　ＩｇＧ分泌は４つの乳
房区に均等に分布し、また高レベルの分泌は比較的短期間であり、２週間以内に約５０％
のレベルまで減少した。即時型であるブースト後のＩｇＧ応答とは異なり、抗ＣＤ　Ｉｇ
Ａ応答は遅く現れ、１ヶ月以上後に検出でき（図８）、その時には（１０頭中）７頭の乳
牛を選択して再免疫した。再免疫は、２回のＩＮ免疫を１週間置いて行うことから始めた
。その２週間後、各乳牛に、１回のＩＮ免疫と２回のＬＭＦ免疫（各後部乳房区に１回ず
つ）を行った。ＩｇＧ応答の場合と異なり、驚いたことに、抗ＣＤ　ＩｇＡ応答は、免疫
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した乳牛の間で、同調しなかった。（抗ＣＤ　ＩｇＡ応答の同調性は、後で、ブーストと
してＬＭＦとＩＭＡ経路を組み合わせて行った時に回復した（図１１の実験を参照））。
本実験における他の予想外の結果は、抗ＣＴＢ　ＩｇＡ応答の場合に観察されたがここで
は観察されなかった、強い乳房区特異性であり、即ち、免疫した乳房区（後部右側）が必
ずしも最高レベルの抗ＣＤ　ＩｇＡを分泌するわけではないということである。
【００５０】
免疫経路の相対的な重要性。乳中への抗体分泌の最終的な結果に対する各免疫経路の相対
的な寄与を評価するために、８頭の乳牛をＣＤワクチンで免疫した。予想されたように、
２週間の間隔を開けて２回連続して行ったＩＮ経路による免疫後の乳中には、抗ＣＤ抗体
は検出されなかった（図９および図１０）。２回目のＩＮから１週間後、全ての乳牛に、
前部（ｆｒｏｎｔ）乳房区のみへのＩＭＡ免疫に加えて３回目のＩＮを行った（５／２２
／２０００に）。それから１週間後（５／２８／２０００）、抗ＣＤ　ＩｇＧが４つ全て
の乳房区から検出されたが、非常に少なかった（図９）。しかしながら抗ＣＤ　ＩｇＡは
、４つ全ての乳房区から検出されなかった（図１０）。次に、８頭の乳牛を２つのグルー
プに分けた。そのうちの４頭（グループ１）にＬＭＦ経路でＣＤワクチンを接種し、別の
４頭（グループ２）には生理食塩水を接種した（５／２９／２０００）。それから１週間
後、グループ１のみにおいて、抗ＩｇＧ分泌において注目すべき上昇が起こり、ＩＭＡ経
路はＩｇＧクラスの分泌には比較的重要でないことを意味した（図９）。予想されたよう
に、この分泌には乳房区特異性は無かった。しかしながら、ＩｇＡクラスは、両方のグル
ープにおいて、生理食塩水で処置したグループでさえも（時間の経過と共にすぐに減少し
たものの）、有意なレベルの抗ＣＤ抗体の分泌が観察された（図１０）。このデータは、
ＬＭＦ経路はＩｇＡ分泌にとって主要な役割を果たし、ＩＭＡ経路はより低い程度の役割
を果たすことを意味する。さらに（以前の実験に加えて）、乳房区特異性の明らかな減少
があった。この観察結果は免疫の経路とは独立して現れ、従って使用したワクチン、即ち
、ＣＤの弱毒化したＡ毒素、ＣＤの弱毒化したＢ毒素、および／または不活化したＣＤ細
胞によるものに違いない。この観察結果は、乳牛の後部乳房区のみから乳を収集しなくて
はならないという、望ましくない物流上の問題を解決させてくれるので、潜在的に重要で
ある。（ＬＭＦ経路を用いた乳牛の前部乳房区の免疫は、手術なしでは出来ない）。本実
験におけるＩｇＡおよびＩｇＧ両方の全体的な抗ＣＤ抗体のレベル（図９および図１０）
は、以前観察されたものよりも少なくとも１オーダー分だけ低かった。この結果は明らか
に、ＩＭＡ、膣内、直腸内、および／または好ましくは鼻腔内経路のような、他の粘膜性
の経路に伴って、ＬＭＦ経路によりブーストすることは、非常に望ましいということを示
唆する。ＩＮ経路による初回免疫後に、ＬＭＦおよびＩＭＡ経路によって乳牛を免疫した
例の一つを、図１１（抗ＣＤ　ＩｇＡ）、および図１２（抗ＣＤ　ＩｇＧ）に示す。
【００５１】
免疫した乳牛の乳中の総Ｉｇ濃度のレベル。本明細書中に記載される方法を用いると、抗
原特異的抗体レベルは、免疫した乳牛の初乳中に通常見られる範囲に達する（近づく）こ
とができた。免疫していない乳牛の初乳中の総Ｉｇ濃度は熟成乳中のものよりも約２オー
ダー分だけ高いので、明白な論点は、免疫した乳牛中の乳中の総Ｉｇ濃度がどうなるかで
ある。高圧液体クロマトグラフィーを用いて行った測定により、免疫した乳中の総Ｉｇ量
は、免疫していない乳中のそれとは明らかな違いは無いことが示され、その平均は０．３
ｍｇ／ｍＬであった。免疫した乳および免疫していない乳中の相対的な総Ｉｇ量を、図１
３に示す（各乳牛の免疫応答性は図８を参照されたい）。対照グループの値は、貯蔵され
たもの（９検体から）の値である。
【００５２】
乳牛以外の他の動物の免疫応答性。同様な結果を得るための、他の哺乳動物に対する同じ
免疫方法の適用性を調べるために、ヤギを選択した。ヤギは大量に入手可能であり、それ
ぞれは２，０００リットルに達する乳を生産できる。自動搾乳装置も入手可能であり、ま
た、その病気状態や取り扱いについての情報と同様に、その乳からのチーズの作製方法、
従って乳清の作製方法も広く知られている。１０頭のヤギをＩＮ経路によって、各免疫の
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間隔を３週間開けて３回免疫した。３回目のＩＮから２週間後、各ヤギに３種の免疫を、
ＩＮ、ＩＭＡ、ＬＭＦ経路によってそれぞれ１回ずつ行った。乳清試料中の抗ＣＴＢ　Ｉ
ｇＧ、抗ＣＴＢ　ＩｇＡ、抗ＣＤ　ＩｇＧおよび抗ＣＤ　ＩｇＡのレベルの測定結果は、
免疫した乳中の乳中に観察された免疫応答の一般的なパターンと同様であった。
【図面の簡単な説明】
【図１】　標準物質として使用した、免疫した乳牛の初乳中の抗ＣＴＢ　ＩｇＡおよびＩ
ｇＧの相対レベルを示す図。
【図２】　標準物質として使用した、免疫した乳牛の初乳中の抗ＣＤ　ＩｇＡおよびＩｇ
Ｇの相対レベルを示す図。
【図３】　当該技術において知られる種々の免疫方法の適用後の乳牛の乳中における、抗
ＣＴＢ　ＩｇＡ応答（標準の１，０００ユニット／ｍＬに対する）を示す図。
【図４】　当該技術において知られる種々の免疫方法の適用後の乳牛の乳中における、抗
ＣＴＢ　ＩｇＧ応答（標準の１，０００ユニット／ｍＬに対する）を示す図。
【図５】　本発明の免疫方法の適用後の乳牛の乳中における、抗ＣＴＢ　ＩｇＡ応答（標
準の１，０００ユニット／ｍＬに対する）を示す図。
【図６】　本発明の免疫方法の適用後の乳牛の乳中における、抗ＣＴＢ　ＩｇＧ応答（標
準の１，０００ユニット／ｍＬに対する）を示す図。
【図７】　本発明の免疫方法の適用後の乳牛の乳中における、抗ＣＤ　ＩｇＧ応答（標準
の１，０００ユニット／ｍＬに対する）を示す図。
【図８】　本発明の免疫方法の適用後の乳牛の乳中における、抗ＣＴＢ　ＩｇＡ応答（標
準の１，０００ユニット／ｍＬに対する）を示す図。
【図９】　種々の経路による免疫後の乳中における、相対的な抗ＣＤ　ＩｇＧ応答性を示
す図。
【図１０】　種々の経路による免疫後の乳中における、相対的な抗ＣＤ　ＩｇＡ応答性を
示す図。
【図１１】　ＬＭＦ経路とＩＭＡ経路によってブーストした結果としての、乳牛の乳中に
おける抗ＣＤ　ＩｇＡ応答（標準の１，０００ユニット／ｍＬに対する）を示す図。
【図１２】　ＬＭＦ経路とＩＭＡ経路によってブーストした結果としての、乳牛の乳中に
おける抗ＣＤ　ＩｇＧ応答（標準の１，０００ユニット／ｍＬに対する）を示す図。
【図１３】　免疫していない乳牛に対する免疫した乳牛の、乳中の総Ｉｇの相対的なレベ
ル。
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