
(57)【要約】
本発明は、混合ワクチンと、ウシ・ウイルス性下痢症ウイルス（ BVDV） 1型と 2型、ウシ・
ヘルペス・ウイルス 1型（ BHV-1）、ウシ呼吸器多核体ウイルス（ BRSV）、パラインフルエ
ンザ・ウイルス（ PI3）、カンピロバクター・フィタス、レプトスピラ・カニコーラ、レ
プトスピラ・グリッポティフォーサ、レプトスピラ・ボルグペテルセニイ・ハージョ -プ
ラジトゥノ、レプトスピラ・イクテロヘモルハジア、レプトスピラ・ボルグペテルセニイ
・ハージョ -ボビス、レプトスピラ・インターロガンス・ポモナの感染によって起こる動
物の疾患または異常を治療または予防するため、上記動物に、有効な量の混合ワクチンを
投与するステップを含む方法とに関する。混合ワクチンとしては、細胞の全体または一部
が不活化または修飾された生の調製物が可能である。 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の ：
　 　 修 飾 し た 生 き た ウ シ ・ ヘ ル ペ ス ・ ウ イ ル ス （ BHV-1） ；
　 　 修 飾 し た 生 き た パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ・ ウ イ ル ス 3型 （ PI 3 ） ；
　 　 修 飾 し た 生 き た ウ シ 呼 吸 器 多 核 体 ウ イ ル ス （ BRSV） ；
　 　 ア ジ ュ バ ン ト ；
　 　 少 な く と も 1種 類 の 抗 原 ； お よ び
　 　 獣 医 学 的 に 許 容 さ れ る 基 剤 、
を 含 む 免 疫 原 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 抗 原 が 不 活 化 さ れ て い る 、 請 求 項 1に 記 載 の 免 疫 原 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 ア ジ ュ バ ン ト が 、 サ ポ ニ ン ； サ ポ ニ ン 含 有 水 中 油 型 エ マ ル ジ ョ ン ； お よ び ／ ま た は
ク イ ル A、 ア ン フ ィ ジ ェ ン (登 録 商 標 )お よ び コ レ ス テ ロ ー ル を 含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の 免 疫
原 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 抗 原 が 、 ウ シ ・ ウ イ ル ス 性 下 痢 症 ウ イ ル ス 1型 （ BVDV-1） 、 ウ シ ・ ウ イ ル ス 性 下 痢
症 ウ イ ル ス 2型 （ BVDV-2） 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ カ ニ コ ー ラ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ グ リ ッ ポ テ ィ フ
ォ ー サ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ ボ ル グ ペ テ ル セ ニ イ ・ ハ ー ジ ョ － プ ラ ジ ト ゥ ノ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・
イ ク テ ロ ヘ モ ル ハ ジ ア 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ イ ン タ ー ロ ガ ン ス ・ ポ モ ナ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ ボ ル
グ ペ テ ル セ ニ イ ・ ハ ー ジ ョ － ボ ビ ス 、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー ・ フ ィ タ ス か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ
れ る 少 な く と も 1種 類 の 抗 原 を 含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の 免 疫 原 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 上 記 ウ シ ・ ウ イ ル ス 性 下 痢 症 ウ イ ル ス 1型 （ BVDV-1） が 細 胞 変 性 ま た は 非 細 胞 変 性 で あ
り ； 上 記 ウ シ ・ ウ イ ル ス 性 下 痢 症 ウ イ ル ス 2型 （ BVDV-2） が 細 胞 変 性 ま た は 非 細 胞 変 性 で
あ る 、 請 求 項 4に 記 載 の 免 疫 原 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 以 下 の ：
　 　 （ a） ウ シ ・ ヘ ル ペ ス ・ ウ イ ル ス 1型 ；
　 　 （ b） ウ シ ・ ウ イ ル ス 性 下 痢 症 ウ イ ル ス 1型 ；
　 　 （ c） ウ シ ・ ウ イ ル ス 性 下 痢 症 ウ イ ル ス 2型 ；
　 　 （ d） パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ・ ウ イ ル ス 3型 （ PI 3 ） ；
　 　 （ e） ウ シ 呼 吸 器 多 核 体 ウ イ ル ス （ BRSV） ；
　 　 （ f） カ ン ピ ロ バ ク タ ー ・ フ ィ タ ス ； ま た は
　 　 （ g） レ プ ト ス ピ ラ ・ カ ニ コ ー ラ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ グ リ ッ ポ テ ィ フ ォ ー サ 、 レ プ ト ス
ピ ラ ・ ボ ル グ ペ テ ル セ ニ イ ・ ハ ー ジ ョ － プ ラ ジ ト ゥ ノ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ イ ク テ ロ ヘ モ ル ハ
ジ ア 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ イ ン タ ー ロ ガ ン ス ・ ポ モ ナ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ ボ ル グ ペ テ ル セ ニ イ ・
ハ ー ジ ョ － ボ ビ ス 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ ブ ラ チ ス ラ バ 、 ネ オ ス ポ ラ ・ カ ニ ナ ム 、 ト リ コ モ ナ ス
・ フ ィ タ ス 、 マ イ コ プ ラ ズ マ ・ ボ ビ ス 、 ヘ モ フ ィ ル ス ・ ソ ム ナ ス 、 マ ン ハ イ ミ ア ・ ヘ モ リ
テ ィ カ 、 お よ び パ ス ツ レ ラ ・ ム ル ト シ ダ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 抗 原 、
の 少 な く と も 1つ に 対 す る 免 疫 応 答 を 対 象 と な る 動 物 に 誘 導 す る 方 法 で あ っ て 、 免 疫 学 的
に 有 効 な 量 の 請 求 項 1に 記 載 の 組 成 物 と 、 獣 医 学 的 に 許 容 さ れ る 基 剤 を 投 与 す る ス テ ッ プ
を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 以 下 の ：
　 　 修 飾 し た 生 き た ウ シ ・ ヘ ル ペ ス ・ ウ イ ル ス （ BHV-1） ；
　 　 修 飾 し た 生 き た パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ・ ウ イ ル ス 3型 （ PI 3 ） ；
　 　 修 飾 し た 生 き た ウ シ 呼 吸 器 多 核 体 ウ イ ル ス （ BRSV） ；
　 　 ア ジ ュ バ ン ト ；
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　 　 少 な く と も 1種 類 の 抗 原 ； お よ び
　 　 獣 医 学 的 に 許 容 さ れ る 基 剤 、
を 含 む ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 動 物 に お け る BHV-1か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る ウ イ ル ス に よ っ て 起 こ る 流 産 の 予 防 方 法
で あ っ て 、 治 療 に 有 効 な 量 の 請 求 項 7に 記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物 を 上 記 動 物 に 投 与 す る ス テ
ッ プ を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 動 物 が 、 乳 牛 、 子 牛 、 未 経 産 雌 牛 、 去 勢 し た 雄 牛 、 去 勢 し て い な い 雄 牛 の い ず れ か
で あ る 、 請 求 項 8に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 BVDV1型 も し く は 2型 、 BHV-1、 PI 3 、 BRSVか ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る ウ イ ル ス の 感 染 に よ
っ て 起 こ る 動 物 の 疾 患 ま た は 異 常 の 治 療 ま た は 予 防 方 法 で あ っ て 、 治 療 に 有 効 な 量 の 請 求
項 7に 記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物 を 上 記 動 物 に 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 レ プ ト ス ピ ラ ・ カ ニ コ ー ラ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ グ リ ッ ポ テ ィ フ ォ ー サ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ ボ
ル グ ペ テ ル セ ニ イ ・ ハ ー ジ ョ － プ ラ ジ ト ゥ ノ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ イ ク テ ロ ヘ モ ル ハ ジ ア 、 レ
プ ト ス ピ ラ ・ イ ン タ ー ロ ガ ン ス ・ ポ モ ナ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ ボ ル グ ペ テ ル セ ニ イ ・ ハ ー ジ ョ
－ ボ ビ ス 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ ブ ラ チ ス ラ バ 、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー ・ フ ィ タ ス 、 ネ オ ス ポ ラ ・ カ
ニ ナ ム 、 ト リ コ モ ナ ス ・ フ ィ タ ス 、 マ イ コ プ ラ ズ マ ・ ボ ビ ス 、 ヘ モ フ ィ ル ス ・ ソ ム ナ ス 、
マ ン ハ イ ミ ア ・ ヘ モ リ テ ィ カ 、 お よ び パ ス ツ レ ラ ・ ム ル ト シ ダ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る
抗 原 の 感 染 に よ っ て 起 こ る 動 物 の 疾 患 ま た は 異 常 の 治 療 ま た は 予 防 方 法 で あ っ て 、 治 療 に
有 効 な 量 の 請 求 項 7に 記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物 を 上 記 動 物 に 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 前 記 方
法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 対 象 と な る 動 物 の 持 続 的 な 胎 仔 感 染 の 予 防 方 法 で あ っ て 、 有 効 な 量 の 請 求 項 7に 記 載 の
ワ ク チ ン 組 成 物 を 上 記 動 物 に 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 以 下 の ：
　 　 修 飾 し た 生 き た ウ シ ・ ヘ ル ペ ス ・ ウ イ ル ス （ BHV-1） ；
　 　 修 飾 し た 生 き た パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ・ ウ イ ル ス 3型 （ PI 3 ） ；
　 　 修 飾 し た 生 き た ウ シ 呼 吸 器 多 核 体 ウ イ ル ス （ BRSV） ；
　 　 細 胞 変 性 BVD-2；
　 　 BVD-1；
　 　 ア ジ ュ バ ン ト ； な ら び に
　 　 レ プ ト ス ピ ラ ・ カ ニ コ ー ラ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ グ リ ッ ポ テ ィ フ ォ ー サ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・
ボ ル グ ペ テ ル セ ニ イ ・ ハ ー ジ ョ － プ ラ ジ ト ゥ ノ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ イ ク テ ロ ヘ モ ル ハ ジ ア と
、 レ プ ト ス ピ ラ ・ イ ン タ ー ロ ガ ン ス ・ ポ モ ナ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ ボ ル グ ペ テ ル セ ニ イ ・ ハ ー
ジ ョ － ボ ビ ス 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ ブ ラ チ ス ラ バ 、 お よ び カ ン ピ ロ バ ク タ ー ・ フ ィ タ ス か ら 成
る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1種 類 の 抗 原 ； そ し て
　 　 獣 医 学 的 に 許 容 さ れ る 基 剤 、
を 含 む ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 混 合 ワ ク チ ン と 、 ウ シ ・ ウ イ ル ス 性 下 痢 症 ウ イ ル ス （ Bovine Viral Diarrhe
a Virus） （ BVDV） 1型 と 2型 、 ウ シ ・ ヘ ル ペ ス ・ ウ イ ル ス 1型 （ Bovine Herpes Virus Type
-1） （ BHV-1） 、 ウ シ 呼 吸 器 多 核 体 ウ イ ル ス （ Bovine Respiratory Syncytial Virus） （ B
RSV） 、 パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ・ ウ イ ル ス （ Parainfluenza Virus） （ PI 3 ） 、 カ ン ピ ロ バ ク
タ ー ・ フ ィ タ ス （ Campylobacter fetus） 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ カ ニ コ ー ラ （ Leptospira cani
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cola） 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ グ リ ッ ポ テ ィ フ ォ ー サ （ Leptospira grippotyphosa） 、 レ プ ト ス
ピ ラ ・ ボ ル グ ペ テ ル セ ニ イ ・ ハ ー ジ ョ -プ ラ ジ ト ゥ ノ （ Leptospira borgpetersenii hardj
o-prajitno） 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ イ ク テ ロ ヘ モ ル ハ ジ ア （ Leptospira icterohaemmorrhagia
e） 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ ボ ル グ ペ テ ル セ ニ イ ・ ハ ー ジ ョ -ボ ビ ス （ Leptospira borgpeterseni
i harjo-bovia） 、 及 び レ プ ト ス ピ ラ ・ イ ン タ ー ロ ガ ン ス ・ ポ モ ナ （ Leptospira interrog
ans pomona） の 感 染 に よ っ て 起 こ る 動 物 の 疾 患 ま た は 異 常 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め 、 そ
の 動 物 に 有 効 な 量 の 混 合 ワ ク チ ン を 投 与 す る 操 作 を 含 む 方 法 と に 関 す る 。 混 合 ワ ク チ ン と
し て は 、 細 胞 の 全 体 ま た は 一 部 が 不 活 化 ま た は 修 飾 さ れ た 生 の 調 製 物 が 可 能 で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ウ シ 呼 吸 疾 患 （ BRD） 複 合 体 に 関 係 す る 5つ の ウ イ ル ス 媒 体 、 す な わ ち ウ シ ・ ヘ ル ペ ス ・
ウ イ ル ス 1型 （ BHV-1） （ 感 染 性 ウ シ 鼻 気 管 炎 ウ イ ル ス （ IBR） と し て も 知 ら れ る ） 、 ウ シ
・ ウ イ ル ス 性 下 痢 症 ウ イ ル ス （ BVDV） 1型 と 2型 、 ウ シ 呼 吸 器 多 核 体 ウ イ ル ス （ BRSV） 、 パ
ラ イ ン フ ル エ ン ザ ・ ウ イ ル ス （ PI 3 ） は 呼 吸 系 と 生 殖 系 の 感 染 症 を 引 き 起 こ す た め 、 世 界
中 の 乳 牛 -子 牛 と 乳 業 に と っ て 経 済 的 に 重 要 で あ る 。 BRDは 、 急 性 呼 吸 疾 患 や 流 産 な ど 、 さ
ま ざ ま な 臨 床 症 候 群 を 引 き 起 こ す 。 BRDに な っ た と き の 呼 吸 形 態 は 、 呼 吸 管 粘 膜 の 炎 症 、
膨 潤 、 出 血 、 壊 死 を 特 徴 と し て お り 、 高 熱 、 食 欲 不 振 、 鬱 状 態 、 鼻 か ら の 分 泌 物 、 呼 吸 困
難 、 鼻 口 部 の 炎 症 を 伴 う こ と が あ る 。 IBRウ イ ル ス や BVDVウ イ ル ス に よ る 流 産 は 、 妊 娠 期
間 中 の ど の 時 期 に で も 起 こ る 可 能 性 が あ る が 、 主 に 妊 娠 中 の 後 半 期 に 起 こ り 、 他 の 臨 床 的
な 徴 候 の な い こ と が し ば し ば あ る （ Ellis他 、 JAVMA、 第 208巻 、 393-400ペ ー ジ 、 1996年 ；
Ellsworth他 、 1994年 、 「 第 74回 動 物 の 疾 患 に 関 す る 研 究 者 の 会 議 」 の プ ロ シ ー デ ィ ン グ
、 34ペ ー ジ ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ウ シ ・ ヘ ル ペ ス ・ ウ イ ル ス 1型 （ BHV-1） は 、 α ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 亜 属 の メ ン バ ー で あ り
、 家 畜 に さ ま ざ ま な 臨 床 形 態 の 疾 患 （ 呼 吸 器 感 染 症 、 生 殖 器 感 染 症 、 結 膜 炎 、 脳 炎 、 流 産
） を 引 き 起 こ す 。 BHV-1に よ る 感 染 症 を 制 御 す る た め 、 こ れ ま で は 弱 毒 化 し た ウ イ ル ス を
含 む 生 ワ ク チ ン （ Gerber, J.D.他 、 Am. J. Vet. Res.、 第 39巻 、 753-760ペ ー ジ 、 1978年
； Mitchell, D.、 Can. Vet. Jour.、 第 15巻 、 148-151ペ ー ジ 、 1974年 ） 、 不 活 化 し た ウ イ
ル ス を 含 む ワ ク チ ン （ Frerichs, G.N.他 、 Vet. Rec.、 第 111巻 、 116-122ペ ー ジ 、 1982年
） 、 ウ イ ル ス の サ ブ ユ ニ ッ ト （ 例 え ば BHV-1の 3つ あ る 重 要 な 糖 タ ン パ ク 質 （ gI、 gIII、 gI
Vと 名 づ け ら れ て い る ） の う ち の 1つ ） を 含 む ワ ク チ ン （ Babiuk, L.A.他 、 Virology、 第 15
9巻 、 57-66ペ ー ジ 、 1987年 ； van Drunen, S.他 、 Vaccine、 第 11巻 、 25-35ペ ー ジ 、 1993年
） が 使 用 さ れ て き た 。 さ ら に 、 （ 従 来 技 術 に お い て BHV-1 gIVと 名 づ け ら れ た ） BHV-1の gI
V糖 タ ン パ ク 質 の 組 み 換 え 切 断 体 は 、 BHV-1に 対 し て 粘 膜 免 疫 を 誘 導 す る 能 力 を 有 す る こ と
が 明 ら か に な っ て い る （ van Drunen, S.他 、 Vaccine、 第 12巻 、 1295-1302ペ ー ジ 、 1994年
） 。 し か し 従 来 技 術 に よ る BHV-1ワ ク チ ン を 妊 娠 し た 家 畜 に 使 用 す る の は 、 そ の 家 畜 が 血
清 反 応 陽 性 で あ る か 血 清 反 応 陰 性 で あ る か に 関 係 な く 禁 忌 で あ り 、 子 牛 に 授 乳 し て い る 乳
牛 で 使 用 す る の も 禁 忌 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 BVDV1型 と 2型 は 、 さ ま ざ ま な 臨 床 的 症 候 群 に 関 係 す る 。 多 く の 研 究 に よ り 、 こ の ウ イ ル
ス が 原 発 性 呼 吸 疾 患 を 引 き 起 こ す こ と ； 持 続 感 染 し て い る （ PI） ウ シ は 、 周 囲 の 影 響 を 受
け や す い 子 牛 の 主 要 な 感 染 源 で あ る こ と ； BVDVは 白 血 球 細 胞 の リ ザ ー バ を 感 染 さ せ 、 免 疫
系 の 深 刻 か つ 広 範 な 欠 陥 を 引 き 起 こ す こ と が 明 ら か に な っ た 。 Ellis他 、 JAVMA、 第 208巻
、 393-400ペ ー ジ 、 1996年 ； Baum他 、 『 概 説 集 ： 食 用 動 物 の 飼 育 に お け る 感 染 性 疾 患 』 、
ト レ ン ト ン 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 、 獣 医 学 学 習 シ ス テ ム 、 113-121ペ ー ジ 、 1993年 ； Meyli
ng他 、 Agric. Pestivirus Infect. Rumin.、 225-231ペ ー ジ 、 1987年 。 流 産 ま た は 乾 性 壊
疽 は 、 妊 娠 し た 家 畜 が 特 に 第 1ト リ メ ス タ ー の 時 期 に 感 染 し た と き に 起 こ る 可 能 性 が あ る
。 Bolin他 、 Am. J. Vet. Res.、 第 52巻 、 1033-1037ペ ー ジ 、 1989年 。 粘 膜 疾 患 は 、 ウ シ ・
ウ イ ル ス 性 下 痢 （ BVD） の 別 の 症 状 で あ っ て 死 に 至 る こ と が し ば し ば あ る が 、 こ の 粘 膜 疾
患 は 、 胎 仔 が 初 期 に 非 傷 害 性 BVDVバ イ オ タ イ プ に 感 染 し て ウ イ ル ス に 対 す る 免 疫 寛 容 が 進
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展 し 、 持 続 感 染 し て い る （ PI） 子 牛 が 誕 生 し 、 そ の 結 果 と し て 細 胞 変 性 BVDVバ イ オ タ イ プ
に 重 複 感 染 し た こ と の 結 果 で あ る 。 Bolin他 、 Am. J. Vet. Res.、 第 52巻 、 1033-1037ペ ー
ジ 、 1989年 。 BVDV2型 は 、 主 と し て 乳 牛 に お け る 中 心 的 な 出 血 性 BVDV単 離 物 で あ る こ と が
確 認 さ れ た 後 、 米 国 の ほ と ん ど の 地 域 で BVDに 関 係 し た 流 産 と 呼 吸 器 疾 患 の 両 方 か ら 単 離
さ れ る 優 勢 な 株 に な っ た 。 Van Oirschot他 、 Vet. Micro.、 第 64巻 、 169-183ペ ー ジ 、 1999
年 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 BVDVは 、 ペ ス チ ウ イ ル ス 属 と フ ラ ビ ウ イ ル ス 科 に 分 類 さ れ る 。 BVDVは 、 ヒ ツ ジ の ボ ー ダ
ー 病 と 古 典 的 な ト ン コ レ ラ を 引 き 起 こ す ウ イ ル ス と 密 接 な 関 係 が あ る 。 感 染 し た 家 畜 は 、
高 熱 、 下 痢 、 咳 、 消 化 管 粘 膜 の 潰 瘍 を 特 徴 と す る “ 粘 膜 疾 患 ” の 症 状 を 示 す （ Olafson他
、 Cornell Vet.、 第 36巻 、 205-213ペ ー ジ 、 1946年 ； Ramsey他 、 North Am. Vet.、 第 34巻
、 629-633ペ ー ジ 、 1953年 ） 。 BVDウ イ ル ス は 、 妊 娠 し た 家 畜 の 胎 盤 を 通 過 す る こ と が で き
、 PI状 態 の 子 牛 を 誕 生 さ せ る 可 能 性 が あ る （ Malmquist、 J. Am. Vet. Med. Assoc.、 第 15
2巻 、 763-768ペ ー ジ 、 1968年 ； Ross他 、 J. Am. Vet. Med. Assoc.、 第 188巻 、 618-619ペ
ー ジ 、 1986年 ） 。 こ の よ う な 子 牛 は そ の ウ イ ル ス に 対 し て 免 疫 寛 容 に な っ て お り 、 一 生 を
通 じ て ウ イ ル ス 血 症 の 状 態 が 続 く 。 こ の よ う な 子 牛 は 、 粘 膜 疾 患 の 発 生 源 と な り （ Liess
他 、 Dtsch. Tieraerztl. Wschr.、 第 81巻 、 481-487ペ ー ジ 、 1974年 ） 、 肺 炎 や 腸 疾 患 な ど
の 疾 患 を 引 き 起 こ す 微 生 物 に 非 常 に 感 染 し や す い 傾 向 が あ る （ Barber他 、 Vet. Rec.、 第 1
17巻 、 459-464ペ ー ジ 、 1985年 ） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 培 養 細 胞 に お け る BVDVウ イ ル ス の 増 殖 に 関 す る 研 究 に よ り 、 BVDVウ イ ル ス は 2つ の ウ イ
ル ス ・ バ イ オ タ イ プ に 分 類 さ れ て い る 。 す な わ ち 、 感 染 し た 細 胞 に 細 胞 傷 害 効 果 を 誘 導 す
る （ cp） ウ イ ル ス と 、 感 染 し た 細 胞 に 細 胞 傷 害 効 果 を 誘 導 し な い （ ncp） ウ イ ル ス で あ る
（ Lee他 、 Am. J. Vet. Res.、 第 18巻 、 952-953ペ ー ジ ； Gillespie他 、 Cornell Vet.、 第 5
0巻 、 73-79ペ ー ジ 、 1960年 ） 。 cp変 異 体 は 、 ncpウ イ ル ス に 以 前 に 感 染 し た PI動 物 か ら 生
じ る 可 能 性 が あ る （ Howard他 、 Vet. Microbiol.、 第 13巻 、 361-369ペ ー ジ 、 1987年 ； Cora
pi他 、 J. Virol.、 第 62巻 、 2823-2827ペ ー ジ 、 1988年 ） 。 BVDウ イ ル ス の 5'非 翻 訳 領 域 （ N
TR） の 遺 伝 的 多 様 性 と ビ リ オ ン の 表 面 に あ る 糖 タ ン パ ク 質 E2の 抗 原 性 の 違 い に 基 づ き 、 2
つ の 主 要 な 遺 伝 子 型 が 提 案 さ れ た 。 1型 と 2型 で あ る 。 BVDV1型 は 、 古 典 的 ま た は 伝 統 的 な
ウ イ ル ス 株 で あ り 、 免 疫 の あ る 動 物 に 通 常 は 軽 い 下 痢 だ け を 引 き 起 こ す の に 対 し 、 BVDV2
型 は 毒 性 の 大 き な エ マ ー ジ ン グ ・ ウ イ ル ス で あ り 、 血 小 板 減 少 症 、 出 血 、 急 性 の 致 命 的 疾
患 を 引 き 起 こ す 可 能 性 が あ る （ Corapi他 、 J. Virol.、 第 63巻 、 3934-3943ペ ー ジ ； Bolin
他 、 Am. J. Vet. Res.、 第 53巻 、 2157-2163ペ ー ジ ； Pellerin他 、 Virology、 第 203巻 、 26
0-268ペ ー ジ 、 1994年 ； Ridpath他 、 Virology、 第 205巻 、 66-74ペ ー ジ 、 1994年 ； Carman他
、 J. Vet. Diagn. Invest.、 第 10巻 、 27-35ペ ー ジ 、 1998年 ） 。 BVDVウ イ ル ス の 1型 と 2型
は 、 一 群 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Mabs） と 、 動 物 の 体 内 に 生 成 さ せ た ウ イ ル ス 特 異 的 抗 血
清 を 用 い た 交 差 中 和 に よ り 、 は っ き り と 異 な る 抗 原 性 を 有 す る こ と が わ か る （ Corapi他 、
Am. J. Vet. Res.、 第 51巻 、 1388-1394ペ ー ジ 、 1990年 ） 。 ど ち ら の 遺 伝 子 型 の ウ イ ル ス
も 、 2つ の バ イ オ タ イ プ の 一 方 、 す な わ ち cpウ イ ル ス ま た は ncpウ イ ル ス と し て 存 在 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 BVDウ イ ル ス に 感 染 し た 動 物 の 研 究 か ら 、 BVDウ イ ル ス が 動 物 に お い て B細 胞 と T細 胞 の 両
方 の 応 答 を 誘 導 す る こ と が 示 唆 さ れ る （ Donis他 、 Virology、 第 158巻 、 168-173ペ ー ジ 、 1
987年 ； Larsson他 、 Vet. Microbiol.、 第 31巻 、 317-325ペ ー ジ 、 1992年 ； Howard他 、 Vet.
 Immunol. Immunopathol.、 第 32巻 、 303-314ペ ー ジ 、 1992年 ； Lambot他 、 J. Gen. Virol.
、 第 78巻 、 1041-1047ペ ー ジ 、 1997年 ； Beer他 、 Vet. Microbiology、 第 58巻 、 9-22ペ ー ジ
、 1997年 ） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 化 学 的 に 不 活 性 な BVDウ イ ル ス 単 離 物 を 用 い て 多 数 の BVDVワ ク チ ン が 開 発 さ れ て い る （ F
ernelius他 、 Am. J. Vet. Res.、 第 33巻 、 1421-1431ペ ー ジ 、 1972年 ； Kolar他 、 Am. J. V
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et. Res.、 第 33巻 、 1415-1420ペ ー ジ 、 1972年 ； McClurkin他 、 Arch. Virol.、 第 58巻 、 11
9ペ ー ジ 、 1978年 ） 。 不 活 化 し た ウ イ ル ス を 用 い た ワ ク チ ン だ と 、 一 次 免 疫 を 実 現 す る の
に 複 数 回 の 投 与 が 必 要 で あ る 。 BVDVワ ク チ ン は 、 BVDV1型 の 感 染 だ け に 対 す る 保 護 効 果 が
あ る （ Beer他 、 Vet. Microbiology、 第 77巻 、 195-208ペ ー ジ 、 2000年 ） 。 不 活 化 BVDVワ ク
チ ン は 免 疫 期 間 が 短 く て 交 差 タ イ プ の 保 護 に は 不 十 分 で あ る た め 、 こ れ ま で 胎 仔 の 保 護 は
実 現 し て い な い （ Bolin、 Vet. Clin. North Am. Food Anim. Pract.、 第 11巻 、 615-625ペ
ー ジ 、 1995年 ） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 そ れ に 対 し て 修 飾 し た 生 ウ イ ル ス （ MLV） ワ ク チ ン は 、 保 護 レ ベ ル が よ り 高 い 。 現 在 の
と こ ろ 、 認 可 さ れ て い る BVDV MLVワ ク チ ン は 、 ウ シ ま た は ブ タ の 細 胞 内 で 継 代 培 養 し て 得
ら れ る 弱 毒 化 し た ウ イ ル ス を 用 い て 製 造 さ れ る （ Coggins他 、 Cornell Vet.、 第 51巻 、 539
-、 1961年 ； Phillips他 、 Am. J. Vet. Res.、 第 36巻 、 135-、 1975年 ） か 、 あ る い は 温 度
感 受 性 表 現 型 を 示 す 化 学 的 に 修 飾 し た ウ イ ル ス を 用 い て 製 造 さ れ る （ Lobmann他 、 Am. J. 
Vet. Res.、 第 45巻 、 2498-、 1984年 ； Am. J. Vet. Res.、 第 47巻 、 557-561ペ ー ジ 、 1986
年 ） 。 MLVワ ク チ ン を 1回 投 与 す る だ け で 免 疫 化 に は 十 分 で あ り 、 ワ ク チ ン を 投 与 し た 家 畜
で 免 疫 期 間 が 数 年 に わ た っ て 続 く 可 能 性 が あ る 。 し か し こ の ワ ク チ ン は BVDV1型 ウ イ ル ス
株 を 用 い て 開 発 さ れ た た め 、 保 護 効 果 は 1型 ウ イ ル ス に 対 し て だ け で あ る 。 さ ら に 、 入 手
で き る BVDVワ ク チ ン は 、 妊 娠 し た 家 畜 や 、 子 牛 に 授 乳 し て い る 妊 娠 中 の 乳 牛 に は 適 応 で な
い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 一 般 に PI 3 ウ イ ル ス は 、 単 独 で 作 用 す る と き に は 軽 度 の 疾 患 し か 引 き 起 こ さ な い 。 し か
し こ の ウ イ ル ス は 、 よ り 病 原 性 の 強 い 生 物 （ 例 え ば IBRウ イ ル ス 、 BRSV、 BVDV） に よ る 呼
吸 管 の 二 次 感 染 を 起 こ す 傾 向 が あ る た め 、 古 典 的 な 船 舶 熱 症 候 群 が 起 こ る 。 家 畜 に 呼 吸 器
疾 患 を 引 き 起 こ す こ と が 知 ら れ て い る さ ま ざ ま な ウ イ ル ス の う ち で PI 3 ウ イ ル ス が 最 も 一
般 的 な も の で あ る 。 Ellis他 、 JAVMA、 第 208巻 、 393-400ペ ー ジ 、 1996年 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 BRSVは 下 部 呼 吸 管 を 好 み 、 感 染 の 重 症 度 は 、 主 に 、 カ ギ と な る ウ イ ル ス ・ タ ン パ ク 質 に
対 す る 免 疫 系 の 応 答 に よ っ て 決 ま る 。 Bolin他 、 Am. J. Vet. Res.、 第 51巻 、 703ペ ー ジ 、
1990年 。 病 気 に な っ た 家 畜 は 、 一 般 に 、 非 特 異 的 な 症 状 と し て 、 例 え ば 鼻 お よ び 目 か ら の
分 泌 物 、 軽 度 で し ば し ば 二 相 性 の 発 熱 、 乾 い た 空 咳 と い っ た 症 状 を 示 す 。 よ り 重 症 の 家 畜
で は 、 激 し い 咳 、 口 を 開 け た 苦 し そ う な 呼 吸 、 口 の 周 辺 の 泡 状 に な っ た 唾 液 が 見 ら れ 、 飲
食 で き な い こ と が あ る 。 Ellis他 、 JAVMA、 第 208巻 、 393-400ペ ー ジ 、 1996年 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 レ プ ト ス ピ ラ 属 の ス ピ ロ ヘ ー タ に よ っ て 起 こ る レ プ ト ス ピ ラ 症 は 、 経 済 的 に 重 要 な 、 家
畜 の 人 獣 共 通 伝 染 性 感 染 症 で あ る 。 レ プ ト ス ピ ラ ・ ボ ル グ ペ テ ル セ ニ イ の 血 清 型 ハ ー ジ ョ
（ L.ハ ー ジ ョ ） と L.イ ン タ ー ロ ガ ン ス の 血 清 型 ポ モ ナ （ L.ポ モ ナ ） は 、 世 界 中 の 家 畜 の レ
プ ト ス ピ ラ 症 で 最 も 一 般 的 に 見 ら れ る 2つ の 血 清 型 で あ る 。 米 国 の 家 畜 に 関 す る あ る 調 査
に よ る と 、 29％ が L.ハ ー ジ ョ に 血 清 反 応 し 、 23％ が L.ポ モ ナ に 血 清 反 応 し た 。 レ プ ト ス ピ
ラ は 粘 膜 ま た は 皮 膚 の 傷 口 か ら 体 内 に 侵 入 し 、 血 液 を 通 じ て 体 中 に 広 が る 。 レ プ ト ス ピ ラ
は 腎 臓 と 生 殖 管 に 向 か う 傾 向 が あ り 、 目 の 硝 子 体 液 や 中 枢 神 経 系 に は 少 な い 。 最 も 一 般 的
な 感 染 手 段 は 、 感 染 し た 尿 、 乳 、 胎 盤 液 と の 直 接 的 ま た は 間 接 的 な 接 触 で あ る が 、 性 交 や
卵 巣 を 経 由 し た 感 染 も 知 ら れ て い る 。 家 畜 が レ プ ト ス ピ ラ に 感 染 す る と 、 急 性 の 発 熱 、 乳
汁 分 泌 欠 如 、 流 産 が 起 こ っ た り 、 未 熟 で 弱 い 感 染 し た 子 牛 が 誕 生 し た り す る こ と が あ り 、
し か も 交 配 が 失 敗 し た り 妊 娠 率 が 低 く な っ た り す る 可 能 性 が あ る 。 感 染 は 抗 生 物 質 で 治 療
で き る が 、 授 乳 ま た は 妊 娠 し て い な い 家 畜 で は 感 染 が 明 ら か で な い こ と が あ る 。 そ の よ う
な 家 畜 で は 腎 臓 の 急 性 ま た は 慢 性 の 感 染 が 起 こ り 、 毒 性 を 持 っ た 生 物 を 含 む 尿 が 放 出 さ れ
る 。 す る と 今 度 は 、 他 の 動 物 や そ の 動 物 の 世 話 を し て い る 人 が 感 染 す る 可 能 性 が あ る 。 レ
プ ト ス ピ ラ に 対 す る 免 疫 は 血 清 型 特 異 的 で あ る 。 ワ ク チ ン が 長 年 に わ た っ て 使 わ れ て い る
に も か か わ ら ず 、 そ の ほ と ん ど は 、 弱 く て 短 期 間 の 免 疫 し か 誘 導 し な い 。
【 発 明 の 開 示 】
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【 ０ ０ １ ３ 】
　 し た が っ て 、 妊 娠 し て い る 乳 牛 、 授 乳 し て い る 乳 牛 、 子 牛 に と っ て 安 全 で 、 ミ ル ク と 肉
の 市 場 で の ニ ー ズ に 合 致 す る 、 多 彩 な 抗 原 か ら 保 護 す る た め の 混 合 ワ ク チ ン を 開 発 す る 必
要 が あ る 。 本 発 明 に よ り 、 動 物 に お け る 呼 吸 疾 患 と 生 殖 疾 患 の 主 要 な 感 染 原 因 を 治 療 ・ 予
防 す る た め の ワ ク チ ン が 提 供 さ れ る 。 さ ら に 本 発 明 に よ り 、 動 物 に お け る 疾 患 ま た は 異 常
を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 免 疫 原 性 組 成 物 と 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 に よ り 、 BVDV1型 、 BVDV2型 、 BHV-1、 PI 3 、 BRSV、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー ・ フ ィ タ ス 、
レ プ ト ス ピ ラ ・ カ ニ コ ー ラ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ グ リ ッ ポ テ ィ フ ォ ー サ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ ボ ル
グ ペ テ ル セ ニ イ ・ ハ ー ジ ョ -プ ラ ジ ト ゥ ノ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ イ ク テ ロ ヘ モ ル ハ ジ ア 、 レ プ
ト ス ピ ラ ・ ボ ル グ ペ テ ル セ ニ イ ・ ハ ー ジ ョ -ボ ビ ス 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ イ ン タ ー ロ ガ ン ス ・
ポ モ ナ の う ち の 少 な く と も 1つ に 感 染 す る こ と に よ っ て 起 こ る 動 物 の 疾 患 ま た は 異 常 を 治
療 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 有 効 な 量 の 混 合 ワ ク チ ン を そ の 動 物 に 投 与 す る 操 作 を 含
む 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 に よ り 、 ウ シ 、 特 に 乳 牛 を 呼 吸 器 感 染 症 と 生 殖 器 感 染 症 か ら 保 護 す る 方 法 が 提 供
さ れ る 。 本 発 明 に よ り 、 動 物 （ 例 え ば 妊 娠 し た 乳 牛 ） を 、 IBRに よ っ て 起 こ る 流 産 や 、 BVD
V1型 と 2型 に よ っ て 起 こ る 持 続 性 胎 仔 感 染 か ら 保 護 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 さ ら に 本 発 明
に よ り 、 動 物 （ 例 え ば 乳 を 出 し て い る 乳 牛 や 子 牛 に 授 乳 し て い る 妊 娠 中 の 乳 牛 ） を 、 BVDV
1型 と 2型 に よ っ て 起 こ る 持 続 感 染 か ら 保 護 す る 方 法 も 提 供 さ れ る 。 し た が っ て 本 発 明 に よ
り 、 繁 殖 年 齢 の 動 物 、 妊 娠 し て い る 動 物 、 乳 を 出 し て い る 動 物 を 保 護 す る 方 法 が 提 供 さ れ
る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 で 使 用 す る 混 合 ワ ク チ ン と し て は 、 細 胞 の 全 体 ま た は 一 部 の 調 製 物 （ 例 え ば 修 飾
し た 生 調 製 物 ） が 可 能 で あ る 。 本 発 明 に 従 っ て 投 与 す る 混 合 ワ ク チ ン は 、 追 加 成 分 と し て
、 例 え ば ア ジ ュ バ ン ト や 、 オ プ シ ョ ン と な る 第 2ま た は そ れ 以 上 の 抗 原 を 含 む こ と が で き
る 。 第 2の 抗 原 の 選 択 は 、 ウ シ ・ ヘ ル ペ ス ・ ウ イ ル ス 1型 （ BHV-1） 、 ウ シ ・ ウ イ ル ス 性 下
痢 症 ウ イ ル ス （ BVDV1型 ま た は 2型 ） 、 ウ シ 呼 吸 器 多 核 体 ウ イ ル ス （ BRSV） 、 パ ラ イ ン フ ル
エ ン ザ ・ ウ イ ル ス （ PI 3 ） 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ カ ニ コ ー ラ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ グ リ ッ ポ テ ィ フ
ォ ー サ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ ボ ル グ ペ テ ル セ ニ イ ・ ハ ー ジ ョ -プ ラ ジ ト ゥ ノ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・
イ ク テ ロ ヘ モ ル ハ ジ ア 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ イ ン タ ー ロ ガ ン ス ・ ポ モ ナ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ ボ ル
グ ペ テ ル セ ニ イ ・ ハ ー ジ ョ -ボ ビ ス 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ ブ ラ チ ス ラ バ （ Leptospira bratisla
va） 、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー ・ フ ィ タ ス （ Campylobacter Fetus） 、 ネ オ ス ポ ラ ・ カ ニ ナ ム （ N
eospora canonum） 、 ト リ コ モ ナ ス ・ フ ィ タ ス （ Trichomonus fetus） 、 マ イ コ プ ラ ズ マ ・
ボ ビ ス （ Mycoplasma bovis） 、 ヘ モ フ ィ ル ス ・ ソ ム ナ ス （ Haemophilus somnus） 、 マ ン ハ
イ ミ ア ・ ヘ モ リ テ ィ カ （ Mannheimia haemolytica） 、 パ ス ツ レ ラ ・ ム ル ト シ ダ （ Pasturel
la multocida） の 中 か ら 行 な う が 、 選 択 肢 が こ れ だ け に 限 ら れ る こ と は な い 。
発 明 の 詳 細 な 説 明
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 に よ り 、 IBR、 BVDV、 PI 3 、 BRSV、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー ・ フ ィ タ ス 、 レ プ ト ス ピ ラ の
う ち の 少 な く と も 1つ に 感 染 す る こ と に よ っ て 起 こ る 動 物 の 疾 患 ま た は 異 常 を 治 療 ま た は
予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 有 効 な 量 の 混 合 ワ ク チ ン を そ の 動 物 に 投 与 す る 操 作 を 含 む 方 法 が
提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 で 使 用 す る ワ ク チ ン は 、 修 飾 し た 生 ワ ク チ ン と
薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 基 剤 を 含 ん で い る か 、 あ る い は 修 飾 し た 生 ワ ク チ ン と ア ジ ュ バ ン ト
を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 開 示 内 容 を 明 確 に す る た め 、 本 発 明 の 詳 細 な 説 明 を サ ブ セ ク シ ョ ン に 分 け 、 そ の 中 で 本
発 明 の い く つ か の 特 徴 、 実 施 態 様 、 応 用 を 記 述 ま た は 説 明 す る 。
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【 ０ ０ ２ ０ 】
定 義 と 略 号
　 こ の 明 細 書 で 疾 患 ま た は 異 常 に 関 し て 用 い る “ 治 療 ま た は 予 防 ” と い う 用 語 は 、 毒 性 を
持 つ BVDVウ イ ル ス の 1型 ま た は 2型 ； IBR； PI 3 ； BRSV； カ ン ピ ロ バ ク テ リ ア ； レ プ ト ス ピ ラ
と い っ た 抗 原 の う ち の 少 な く と も 1つ に 感 染 す る リ ス ク を 減 ら す 、 ま た は な く す こ と 、 感
染 症 の 症 状 を 改 善 ま た は 緩 和 す る こ と 、 感 染 症 か ら の 回 復 を 促 進 す る こ と を 意 味 す る 。 治
療 と 考 え ら れ る の は 、 ウ イ ル ス ま た は 細 菌 の 量 が 減 っ た 場 合 、 肺 感 染 が 減 っ た 場 合 、 直 腸
温 が 下 が っ た 場 合 、 餌 の 摂 取 お よ び ／ ま た は 成 長 の 増 大 が あ る 場 合 の う ち の 少 な く と も 1
つ が 見 ら れ る と き で あ る 。 ま た 、 胎 仔 の 感 染 が 減 っ た 場 合 や 、 例 え ば レ プ ト ス ピ ラ の 血 清
型 ハ ー ジ ョ や ポ モ ナ に 感 染 し た こ と に よ る 尿 の 放 出 が 減 っ た 場 合 も 、 治 療 と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 例 え ば 、 IBRに よ っ て 起 こ る 流 産 、 BVDV1型 と 2型 に よ っ て 起 こ る 感 染
の 予 防 ま た は 低 減 、 直 腸 温 の 低 下 に 効 果 が あ る 。 し た が っ て 本 発 明 に よ り 、 IBRか ら の 胎
仔 の 保 護 、 BVDV1型 と 2型 に よ っ て 起 こ る 感 染 か ら の 胎 仔 の 保 護 、 家 畜 ヘ ル ペ ス と 家 畜 ペ ス
チ ウ イ ル ス か ら の 胎 仔 の 保 護 が 実 現 す る と 考 え ら れ る 。 本 発 明 に よ り 、 BVDV1型 と 2型 に よ
っ て 起 こ る 持 続 性 胎 仔 感 染 （ 例 え ば 持 続 性 BVDV感 染 ） に 対 す る 保 護 も 実 現 す る と 考 え ら れ
る 。 “ 持 続 性 胎 仔 感 染 ” は 、 胎 仔 の 初 期 成 長 期 （ 例 え ば 妊 娠 後 45-125日 の 間 ） に 感 染 が 起
こ っ た こ と で BVDVに 対 し て 免 疫 寛 容 に な っ た 動 物 が 誕 生 し 、 そ の 動 物 の 体 内 で 何 ヶ 月 ま た
は 何 年 に も わ た っ て 活 性 な BVDVの 複 製 と 増 殖 が 高 い レ ベ ル で 続 く た め 、 そ の 動 物 が 群 の 中
で 持 続 的 な BVDV供 給 源 と な る こ と を 意 味 す る 。 持 続 感 染 し た 動 物 は 、 細 胞 変 性 ウ イ ル ス ・
バ イ オ タ イ プ に 重 複 感 染 し た 場 合 に 致 命 的 な 粘 膜 疾 患 に な る リ ス ク も 抱 え て い る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 “ 混 合 ワ ク チ ン ” と い う 用 語 は 、 2種 類 以 上 の 抗 原 （ 例 え ば 修 飾 し た 生 抗 原 お よ び ／ ま
た は 不 活 化 し た 抗 原 ） の 二 価 ま た は 多 価 の 組 み 合 わ せ を 意 味 す る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 混 合
ワ ク チ ン に 含 め る こ と が で き る の は 、 修 飾 し た 生 の 感 染 性 IBR、 PI 3 、 BRSV、 不 活 化 し た BV
DV1型 と 2型 、 1つ 以 上 の 抗 原 （ 例 え ば レ プ ト ス ピ ラ ・ カ ニ コ ー ラ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ グ リ ッ
ポ テ ィ フ ォ ー サ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ ボ ル グ ペ テ ル セ ニ イ ・ ハ ー ジ ョ -プ ラ ジ ト ゥ ノ 、 レ プ ト
ス ピ ラ ・ イ ク テ ロ ヘ モ ル ハ ジ ア 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ イ ン タ ー ロ ガ ン ス ・ ポ モ ナ 、 レ プ ト ス ピ
ラ ・ ボ ル グ ペ テ ル セ ニ イ ・ ハ ー ジ ョ -ボ ビ ス 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ ブ ラ チ ス ラ バ 、 カ ン ピ ロ バ
ク タ ー ・ フ ィ タ ス 、 ネ オ ス ポ ラ ・ カ ニ ナ ム 、 ト リ コ モ ナ ス ・ フ ィ タ ス 、 マ イ コ プ ラ ズ マ ・
ボ ビ ス 、 ヘ モ フ ィ ル ス ・ ソ ム ナ ス 、 マ ン ハ イ ミ ア ・ ヘ モ リ テ ィ カ 、 パ ス ツ レ ラ ・ ム ル ト シ
ダ な ど ） 、 獣 医 学 的 に 許 容 さ れ る 基 剤 、 ア ジ ュ バ ン ト で あ る 。 好 ま し い 一 実 施 態 様 で は 、
修 飾 し た 生 IBR成 分 は 、 温 度 感 受 性 IBRで あ る 。 別 の 好 ま し い 一 実 施 態 様 で は 、 BVDV2型 成
分 は 、 細 胞 変 性 （ cpBVD-2の 53637株 ： ATCC第 PTA-4859） で あ り 、 BVDV1型 成 分 は 、 細 胞 変
性 5960（ cpBVD-1の 5960株 ： 国 立 動 物 疾 患 セ ン タ ー 、 米 国 農 業 省 、 エ イ ム ズ 、 ア イ オ ワ 州
） で あ る 。 本 発 明 で は 、 非 細 胞 変 性 の BVDV1型 株 と 2型 株 も 考 え る 。 さ ら に 別 の 好 ま し い 一
実 施 態 様 で は 、 修 飾 し た 生 き た 抗 原 は 、 乾 燥 状 態 、 凍 結 乾 燥 状 態 、 ガ ラ ス 化 状 態 の い ず れ
か の 状 態 に さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 混 合 ワ ク チ ン に 含 ま れ る の は 、 不 活 化 し た BVDV1型 と 2型 、 1つ 以 上 の
抗 原 （ 例 え ば レ プ ト ス ピ ラ ・ カ ニ コ ー ラ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ グ リ ッ ポ テ ィ フ ォ ー サ 、 レ プ ト
ス ピ ラ ・ ボ ル グ ペ テ ル セ ニ イ ・ ハ ー ジ ョ -プ ラ ジ ト ゥ ノ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ イ ク テ ロ ヘ モ ル
ハ ジ ア 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ イ ン タ ー ロ ガ ン ス ・ ポ モ ナ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ ボ ル グ ペ テ ル セ ニ イ
・ ハ ー ジ ョ -ボ ビ ス 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ ブ ラ チ ス ラ バ 、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー ・ フ ィ タ ス 、 ネ オ
ス ポ ラ ・ カ ニ ナ ム 、 ト リ コ モ ナ ス ・ フ ィ タ ス 、 マ イ コ プ ラ ズ マ ・ ボ ビ ス 、 ヘ モ フ ィ ル ス ・
ソ ム ナ ス 、 マ ン ハ イ ミ ア ・ ヘ モ リ テ ィ カ 、 パ ス ツ レ ラ ・ ム ル ト シ ダ な ど ） 、 獣 医 学 的 に 許
容 さ れ る 基 剤 、 ア ジ ュ バ ン ト で あ る 。 こ の 明 細 書 で 用 い る “ 混 合 ワ ク チ ン ” と い う 用 語 は
、 少 な く と も 1つ の 修 飾 し た 生 抗 原 と 、 少 な く と も 1つ の 第 2の 抗 原 と 、 感 染 の リ ス ク を 防
止 ま た は 低 減 す る 、 お よ び ／ ま た は 感 染 の 症 状 を 改 善 す る ア ジ ュ バ ン ト と を 含 む 多 成 分 組
成 物 も 意 味 す る 。 好 ま し い 一 実 施 態 様 で は 、 第 2の 抗 原 は 不 活 化 さ れ て い る 。 好 ま し い 一
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実 施 態 様 で は 、 混 合 ワ ク チ ン の 供 給 源 は 、 プ レ グ シ ュ ア （ 登 録 商 標 ） 5（ フ ァ イ ザ ー 社 ）
、 プ レ グ シ ュ ア （ 登 録 商 標 ） 5-L5（ フ ァ イ ザ ー 社 ） 、 プ レ グ シ ュ ア （ 登 録 商 標 ） 5-VL5（
フ ァ イ ザ ー 社 ） で あ る 。 混 合 ワ ク チ ン の 特 に 好 ま し い 供 給 源 は 、 プ レ グ シ ュ ア （ 登 録 商 標
） 5-VL5で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 病 原 菌 に 対 す る 混 合 ワ ク チ ン 組 成 物 の 保 護 効 果 は 、 通 常 は 、 対 象 に 免 疫 応 答 （ 細 胞 免 疫
応 答 と 体 液 性 免 疫 応 答 の 一 方 ま た は 両 方 ） を 誘 導 す る こ と に よ っ て 実 現 さ れ る 。 一 般 に 、
BVDV、 IBR、 PI 3 の う ち の 少 な く と も 1つ の 感 染 が な く な る 、 あ る い は 少 な く な る こ と 、 症
状 が 改 善 す る こ と 、 感 染 し た 対 象 か ら の ウ イ ル ス 除 去 が 促 進 さ れ る こ と は 、 混 合 ワ ク チ ン
組 成 物 の 保 護 効 果 を 示 し て い る 。 本 発 明 の ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 BVDウ イ ル ス 1型 と 2型 の 一
方 ま た は 両 方 に よ っ て 起 こ る 感 染 の ほ か 、 BHV-1（ IBR） に よ っ て 起 こ る 流 産 や 、 PI 3 ま た
は BVDVに よ っ て 起 こ る 呼 吸 器 感 染 症 に 対 す る 保 護 効 果 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 IBR、 BVDV、 PI 3 、 BRSV、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー ・ フ ィ タ ス 、 レ プ ト ス ピ ラ の う ち の 少 な く と
も 1つ に 感 染 す る こ と に よ っ て 起 こ る 疾 患 ま た は 異 常 を 混 合 ワ ク チ ン の 投 与 に よ っ て 治 療
ま た は 予 防 す る 本 発 明 の 方 法 も 、 こ の 明 細 書 で は 予 防 接 種 法 と 呼 ぶ 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 で 用 い る こ と の で き る “ 混 合 ワ ク チ ン ” と い う 用 語 に は 、 例 え ば 、 全 体 ま
た は 一 部 を 不 活 化 し た カ ン ピ ロ バ ク タ ー ・ フ ィ タ ス お よ び ／ ま た は レ プ ト ス ピ ラ の 細 胞 調
製 物 、 不 活 化 し た BVDV1型 と 2型 、 1つ 以 上 の 修 飾 し た 生 の 抗 原 （ 例 え ば BHV-1、 PI 3 、 BRSV
の う ち の 少 な く と も 1つ ） 、 の う ち の 少 な く と も 1つ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 上 記 の BVDVウ イ ル ス と し て 、 cpBVD-2の 5
3537株 （ ATCC PTA-4859） ） ； cpBVD-1の 5960株 （ cpBVD-1の 5960株 ： 国 立 動 物 疾 患 セ ン タ
ー 、 米 国 農 業 省 、 エ イ ム ズ 、 ア イ オ ワ 州 ） ； IBR ts突 然 変 異 株 RBL 106（ 国 立 獣 医 学 研 究
セ ン タ ー 、 ブ リ ュ ッ セ ル 、 ベ ル ギ ー ） ； PI 3  ts突 然 変 異 株 RBL 103（ RIT、 リ ク サ ン ザ ー ル
、 ベ ル ギ ー ） ； BRSVの 375株 （ 獣 医 学 研 究 セ ン タ ー 、 エ イ ム ズ 、 ア イ オ ワ 州 ） の う ち の 1つ
以 上 を 有 効 な 量 含 ん で い る こ と が 好 ま し い 。 精 製 し た BVDVウ イ ル ス を ワ ク チ ン 組 成 物 に 直
接 使 用 す る こ と 、 あ る い は BVDVウ イ ル ス を 試 験 管 内 で 化 学 的 不 活 化 ま た は 継 代 培 養 す る こ
と に よ っ て さ ら に 弱 毒 化 す る こ と が で き る が 、 後 者 が 好 ま し い 。 一 般 に ワ ク チ ン は 、 プ ラ
ー ク ま た は コ ロ ニ ー を 形 成 す る 約 1× 10 3 ～ 約 1× 10 1 0 個 の ウ イ ル ス 単 位 と 、 獣 医 学 的 に 許
容 さ れ る 基 剤 と 、 ア ジ ュ バ ン ト と を 、 0.5～ 5ml（ 好 ま し く は 約 2ml） の 体 積 の 中 に 含 ん で
い る 。 保 護 効 果 を 与 え る の に 有 効 な ワ ク チ ン 組 成 物 に 含 ま れ る ウ イ ル ス の 正 確 な 量 は 、 獣
医 学 の 当 業 者 が 決 め る こ と が で き る 。 ワ ク チ ン 組 成 物 で 使 用 す る の に 適 し た 獣 医 学 的 に 許
容 さ れ る 基 剤 は 、 後 出 の も の の 中 か ら 自 由 に 選 ぶ こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 典 型 的 な 投 与 経 路 は 筋 肉 内 注 射 ま た は 皮 下 注 射 で あ り 、 約 0.1～ 約 5mlの ワ ク チ ン を 注 射
す る こ と に な ろ う 。 本 発 明 の ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 追 加 の 活 性 成 分 と し て 、 例 え ば BVDVに 対
す る ワ ク チ ン 組 成 物 も 含 む こ と が で き る 。 そ の よ う な 追 加 活 性 成 分 と し て は 、 例 え ば WO 9
5/12682、 WO 99/55366、 米 国 特 許 第 6,060,457号 、 第 6,015,795号 、 第 6,001,613号 、 第 5,5
93,873号 に 記 載 さ れ て い る も の が あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ワ ク チ ン 接 種 は 、 1回 ま た は 複 数 回 の 接 種 に よ っ て 実 現 す る こ と が で き る 。 望 む の で あ
れ ば 、 接 種 し た 動 物 か ら 血 清 を 回 収 し 、 BVDウ イ ル ス に 対 す る 抗 体 が 存 在 し て い る か ど う
か を 検 査 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 一 実 施 態 様 で は 、 ワ ク チ ン 組 成 物 を 用 い て BVDV感 染 症 を 治 療 す る 。 し た が
っ て 本 発 明 に よ り 、 BVDウ イ ル ス 1型 と 2型 の 一 方 ま た は 両 方 に よ っ て 対 象 と な る 動 物 に 起
こ る 感 染 症 を 、 本 発 明 の BVDウ イ ル ス を 治 療 に 有 効 な 量 投 与 す る こ と に よ っ て 治 療 す る 方
法 が 提 供 さ れ る 。 別 の 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 家 畜 群 の 出 生 率 を 向
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上 さ せ る こ と と 、 家 畜 か ら そ の 家 畜 の 世 話 を す る 人 に 疾 患 が 移 る リ ス ク を 減 ら す こ と に 役
立 つ 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 “ 対 象 と な る 動 物 ” と い う 表 現 に は 、 BVDV、 BHV、 PI 3 、 BRSV、 レ プ ト ス ピ ラ に 感 染 す る
あ ら ゆ る 動 物 （ 例 え ば ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ ） が 含 ま れ る 。
　 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る 際 に は 、 本 発 明 の ワ ク チ ン 組 成 物 を 、 好 ま し く は 筋 肉 内 経 路 ま
た は 皮 下 経 路 を 通 じ て 家 畜 に 投 与 す る 。 し か し 他 の 投 与 経 路 も 利 用 す る こ と が で き る 。 例
え ば 、 経 口 、 鼻 腔 内 （ 例 え ば エ ー ロ ゾ ル ま た は そ れ 以 外 の 針 な し 投 与 法 ） 、 リ ン パ 節 内 、
皮 膚 内 、 腹 腔 内 、 直 腸 、 膣 の い ず れ か の 経 路 、 あ る い は こ れ ら 経 路 の 組 み 合 わ せ を 利 用 す
る こ と が で き る 。 追 加 投 与 が 必 要 と な る 可 能 性 が あ る 。 ま た 、 投 与 計 画 を 調 節 し て 最 適 な
免 疫 が 得 ら れ る よ う に す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 “ 免 疫 原 性 ” と は 、 BVDウ イ ル ス が 、 動 物 に BVDウ イ ル ス 1型 と 2型 の 一 方 ま た は 両 方 に 対
す る 免 疫 応 答 を 引 き 起 こ す こ と の で き る 能 力 を 意 味 す る 。 免 疫 応 答 と し て は 、 細 胞 変 性 T
細 胞 が 中 心 と な っ て 起 こ る 細 胞 性 免 疫 応 答 、 あ る い は 、 B細 胞 を 活 性 化 し て 抗 体 を 産 生 さ
せ る ヘ ル パ ー T細 胞 が 中 心 と な っ て 起 こ る 体 液 性 免 疫 応 答 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 ウ イ ル ス は 、 化 学 的 不 活 化 に よ っ て 、 あ る い は 細 胞 培 養 物 の 中 で 継 代
培 養 す る こ と に よ っ て 弱 毒 化 し た 後 、 免 疫 原 性 組 成 物 で 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 弱 毒 化
法 は 、 当 業 者 に は よ く 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 に 含 ま れ る 好 ま し い ウ イ ル ス は 、 BVDV cp53637（ ATCC第 PTA-48
59号 ） で あ る 。 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 に 含 ま れ る 別 の 好 ま し い ウ イ ル ス は 、 BVDV 5960
で あ る 。 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 に 含 ま れ る さ ら に 別 の 好 ま し い ウ イ ル ス は 、 IBR株 ts突
然 変 異 株 RBL 106で あ る 。 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 に 含 ま れ る 別 の 好 ま し い ウ イ ル ス は 、 P
I 3  ts突 然 変 異 株 RBL 103で あ る 。 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 に 含 ま れ る さ ら に 別 の 好 ま し い
ウ イ ル ス は 、 BRSVの 375株 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 は 、 追 加 の 活 性 成 分 と し て 、 例 え ば BVDVに 対 す る 他 の 免 疫 原 性
組 成 物 も 含 む こ と が で き る 。 そ の よ う な 追 加 活 性 成 分 と し て 、 例 え ば 同 時 係 属 中 の 出 願 で
あ る シ リ ア ル 番 号 第 08/107,908号 、 WO 95/12682、 WO 99/55366、 米 国 特 許 第 6,060,457号
、 第 6,015,795号 、 第 6,001,613号 、 第 5,593,873号 に 記 載 さ れ て い る も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 免 疫 原 ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 1種 類 以 上 の 獣 医 学 的 に 許 容 さ れ る 基 剤 を
含 む こ と が で き る 。 こ の 明 細 書 で は 、 “ 獣 医 学 的 に 許 容 さ れ る 基 剤 ” に 、 あ ら ゆ る 溶 媒 、
分 散 媒 体 、 コ ー テ ィ ン グ 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 安 定 剤 、 希 釈 剤 、 保 存 剤 、 抗 菌 剤 、 抗 真 菌 剤 、
等 張 剤 、 吸 収 遅 延 剤 な ど が 含 ま れ る 。 希 釈 剤 と し て は 、 水 、 生 理 食 塩 水 、 デ キ ス ト ロ ー ス
、 エ タ ノ ー ル 、 グ リ セ ロ ー ル な ど が 挙 げ ら れ る 。 等 張 剤 と し て は 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 デ キ
ス ト ロ ー ス 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 ラ ク ト ー ス な ど が 特 に 挙 げ ら れ る 。 安 定 剤 と
し て は 、 ア ル ブ ミ ン が 特 に 挙 げ ら れ る 。 ア ジ ュ バ ン ト と し て は 、 RIBIア ジ ュ バ ン ト 系 （ リ
ビ 社 ） 、 ミ ョ ウ バ ン 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ・ ゲ ル 、 コ レ ス テ ロ ー ル 、 水 中 油 エ マ ル ジ ョ ン
、 油 中 水 エ マ ル ジ ョ ン な ど が あ り 、 具 体 的 に は 、 フ ロ イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト と 不 完 全
ア ジ ュ バ ン ト 、 ブ ロ ッ ク ・ コ ポ リ マ ー （ CytRx社 、 ア ト ラ ン タ 、 ジ ョ ー ジ ア 州 ） 、 SAF-M（
カ イ ロ ン 社 、 エ メ リ ー ヴ ィ ル 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） 、 ア ン フ ィ ジ ェ ン （ 登 録 商 標 ） ア ジ ュ
バ ン ト 、 サ ポ ニ ン 、 ク イ ル A、 QS-21（ ケ ン ブ リ ッ ジ ・ バ イ オ テ ッ ク 社 、 ケ ン ブ リ ッ ジ 、 マ
サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ） 、 GPI-0100（ ガ レ ニ カ ・ フ ァ ー マ シ ュ ー テ ィ カ ル ズ 社 、 バ ー ミ ン ガ ム
、 ア ラ バ マ 州 ） 、 他 の サ ポ ニ ン 分 画 、 モ ノ ホ ス ホ リ ル 脂 質 A、 ア ブ リ ジ ン 脂 質 -ア ミ ン ・ ア
ジ ュ バ ン ト 、 大 腸 菌 か ら の 熱 不 安 定 性 内 毒 素 （ 組 み 換 え に よ る も の 、 あ る い は そ れ 以 外 の
も の ） 、 コ レ ラ 毒 素 、 ム ラ ミ ル ・ ジ ペ プ チ ド な ど が 特 に 挙 げ ら れ る 。 免 疫 原 性 組 成 物 は さ
ら に 、 他 の 免 疫 調 節 剤 と し て 、 例 え ば イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 他 の サ イ ト
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カ イ ン の う ち の 1つ 以 上 を 含 む こ と が で き る 。 免 疫 原 性 組 成 物 は 、 ゲ ン タ マ イ シ ン と メ ル
チ オ レ ー ト も 含 む こ と が で き る 。 本 発 明 の 状 況 で 役 に 立 つ ア ジ ュ バ ン ト と 添 加 物 の 量 な ら
び に 濃 度 は 当 業 者 が 容 易 に 決 定 で き る と は い え 、 本 発 明 で は 、 約 50μ g～ 約 2000μ gの ア ジ
ュ バ ン ト と 、 好 ま し く は 約 500μ g/2mlの 用 量 の ワ ク チ ン 組 成 物 と を 含 む 組 成 物 を 考 え る 。
本 発 明 の 別 の 好 ま し い 一 実 施 態 様 で は 、 約 1μ g/ml～ 約 60μ g/ml（ 好 ま し く は 約 30μ g/ml
未 満 ） の 抗 生 物 質 を 含 む ワ ク チ ン 組 成 物 を 考 え る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 は 、 投 与 経 路 に 合 わ せ て さ ま ざ ま な 形 態 に す る こ と が で き る 。
例 え ば 免 疫 原 性 組 成 物 を 、 注 射 に 適 し た 減 菌 水 溶 液 ま た は 減 菌 分 散 液 の 形 態 に す る こ と 、
あ る い は 凍 結 乾 燥 技 術 を 利 用 し て 凍 結 乾 燥 し た 形 態 に す る こ と が で き る 。 凍 結 乾 燥 免 疫 原
性 組 成 物 は 、 一 般 に 約 4℃ に 維 持 し 、 ア ジ ュ バ ン ト と と も に 、 あ る い は ア ジ ュ バ ン ト な し
で 安 定 化 溶 液 （ 例 え ば 生 理 食 塩 水 お よ び ／ ま た は ヘ ペ ス ） の 中 に 再 構 成 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 免 疫 原 性 組 成 物 を 対 象 と な る 動 物 に 投 与 す る と 、 BVDウ イ ル ス 1型 と 2型 の 一 方
ま た は 両 方 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 導 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 本 発 明 の 別 の 一 実 施 態
様 に よ れ ば 、 対 象 と な る 動 物 に 本 発 明 に よ る 上 記 の 免 疫 原 性 組 成 物 を 有 効 な 量 投 与 す る こ
と に よ っ て BVD2型 ウ イ ル ス ま た は BVD1型 ウ イ ル ス と 2型 ウ イ ル ス の 組 み 合 わ せ に 対 す る 免
疫 応 答 を 促 進 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 “ 対 象 と な る 動 物 ” と い う 表 現 に は 、 BVDVに 感 染 す
る あ ら ゆ る 動 物 （ 例 え ば ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ ） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ れ ば 、 対 象 と な る 動 物 に 投 与 す る こ と が 好 ま し い 免 疫 原 性 組 成 物 と し
て 、 BVDV cp53637ウ イ ル ス お よ び ／ ま た は BVDV cp5960ウ イ ル ス が あ る 。 BVDVウ イ ル ス （
こ の BVDVウ イ ル ス は 、 化 学 的 不 活 化 ま た は 培 養 物 中 で の 継 代 培 養 に よ っ て 弱 毒 化 す る こ と
が 好 ま し い ） を 含 む 免 疫 原 性 組 成 物 は 、 筋 肉 内 ま た は 皮 下 と い う 経 路 を 通 じ て 家 畜 に 投 与
す る が 、 他 の 投 与 経 路 を 利 用 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 経 口 、 鼻 腔 内 、 リ ン パ 節 内 、 皮
膚 内 、 腹 腔 内 、 直 腸 、 膣 の い ず れ か に 投 与 す る こ と や 、 こ れ ら 経 路 の 組 み 合 わ せ が 挙 げ ら
れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 免 疫 化 プ ロ ト コ ル は 、 従 来 技 術 で よ く 知 ら れ て い る 手 続 き を 利 用 し て 最 適 化 す る こ と が
で き る 。 動 物 に 1回 投 与 す る こ と 、 あ る い は 2～ 10週 間 の 間 隔 で 2回 以 上 接 種 す る こ と が 可
能 で あ る 。 動 物 の 年 齢 に 応 じ 、 免 疫 原 性 組 成 物 ま た は ワ ク チ ン 組 成 物 を 再 投 与 す る こ と が
で き る 。 例 え ば 本 発 明 で は 、 BVDV1型 と 2型 に よ っ て 起 こ る 感 染 か ら 胎 仔 を 保 護 す る た め 、
生 後 6ヶ 月 に な る 前 の 健 康 な 家 畜 に ワ ク チ ン 接 種 を 行 な い 、 生 後 6ヶ 月 の 時 点 で ワ ク チ ン の
再 接 種 を 行 な う こ と を 考 え る 。 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は 、 交 配 の 約 5週 間 前 に 家 畜 に ワ
ク チ ン を 接 種 し 、 交 配 の 約 2週 間 前 に 再 度 ワ ク チ ン を 接 種 す る こ と を 考 え る 。 半 年 ご と に
混 合 ワ ク チ ン を 1回 再 接 種 し て 胎 仔 が BVDVに 感 染 し な い よ う に す る こ と も 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 家 畜 に 誘 導 さ れ る 免 疫 応 答 の 程 度 と 性 質 は 、 さ ま ざ ま な 方 法 で 評 価 す る こ と が で き る 。
例 え ば 接 種 し た 動 物 か ら 血 清 を 回 収 し 、 BVDVウ イ ル ス に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 の 存 在 を 、 例
え ば 一 般 的 な ウ イ ル ス 中 和 ア ッ セ イ に よ っ て 調 べ る と よ い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 こ の 明 細 書 で は 、 “ 家 畜 ” と い う 用 語 は ウ シ を 意 味 す る が 、 そ の 中 に は 、 去 勢 し た 雄 牛
、 去 勢 し て い な い 雄 牛 、 乳 牛 、 子 牛 が 含 ま れ る 。 こ の 明 細 書 で 用 い る 家 畜 は 、 妊 娠 し て い
る ウ シ と 授 乳 し て い る ウ シ を 意 味 す る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 ヒ ト で な い 動 物 （ 好 ま し く は 授
乳 し て い る 乳 牛 、 妊 娠 し て い る 乳 牛 と そ の 胎 仔 ） に 適 用 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 “ 治 療 に 有 効 な 量 ” ま た は “ 有 効 な 量 ” と い う 表 現 は 、 混 合 ワ ク チ ン を 投 与 す る 動 物 に
免 疫 応 答 を 誘 導 す る の に 十 分 な 混 合 ワ ク チ ン の 量 を 意 味 す る 。 免 疫 応 答 に は 、 細 胞 免 疫 お
よ び ／ ま た は 体 液 性 免 疫 の 誘 導 が 含 ま れ る が 、 そ れ だ け に は 限 ら れ な い 。 治 療 に 有 効 な ワ
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ク チ ン の 量 は 、 用 い る 具 体 的 な ウ イ ル ス が 何 で あ る か 、 お よ び ／ ま た は 家 畜 の 状 態 、 お よ
び ／ ま た は 感 染 の 程 度 に よ っ て 異 な っ て お り 、 獣 医 が 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
（ 細 胞 の 一 部 ま た は 全 体 を ） 不 活 化 し 修 飾 し た 生 ワ ク チ ン
　 本 発 明 の 方 法 で 使 用 す る 不 活 化 し 修 飾 し た 生 ワ ク チ ン は 、 従 来 技 術 で 知 ら れ て い る さ ま
ざ ま な 方 法 を 利 用 し て 調 製 す る こ と が で き る 。
　 BVDV単 離 物 は 、 例 え ば 感 染 し た 乳 牛 の 子 宮 か ら 公 知 の 方 法 を 利 用 し て 直 接 得 る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 BVDV単 離 物 は 、 公 知 の さ ま ざ ま な 方 法 を 利 用 し て 不 活 化 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 米
国 特 許 第 5,565,205号 に 記 載 さ れ て い る よ う に 細 菌 単 離 物 を 両 性 エ チ レ ン イ ミ ン （ BEI） で
処 理 す る 方 法 や 、 ホ ル マ リ ン 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 熱 、 光 照 射 、 BPL、 ま た は 公 知 の 他
の 不 活 化 剤 を 利 用 し て 不 活 化 す る 方 法 が あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ワ ク チ ン 生 成 物 は 、 不 活 化 し た ウ イ ル ス 単 離 物 に 加 え 、 一 般 的 に 使 用 さ れ て い る 1種 類
以 上 の ア ジ ュ バ ン ト も 適 量 を 含 む こ と が で き る 。 適 切 な ア ジ ュ バ ン ト と し て は 、 無 機 ゲ ル
（ 例 え ば 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ） ； 界 面 活 性 物 質 （ 例 え ば リ ゾ レ ク チ ン ） ； グ リ コ シ ド （ 例
え ば ク イ ル Aや GPI-0100な ど の サ ポ ニ ン 誘 導 体 ） ； プ ル ロ ニ ッ ク ・ ポ リ オ ー ル ； ポ リ ア ニ
オ ン ； 非 イ オ ン 性 ブ ロ ッ ク ・ ポ リ マ ー （ 例 え ば プ ル ロ ニ ッ ク F-127（ B.A.S.F.社 、 米 国 ）
） ； ペ プ チ ド ； 鉱 油 （ 例 え ば モ ン タ ニ ド ISA-50（ セ ピ ッ ク 社 、 パ リ 、 フ ラ ン ス ） ） 、 カ ル
ボ ポ ー ル 、 ア ン フ ィ ジ ェ ン 、 ア ン フ ィ ジ ェ ン ・ マ ー ク II（ ハ イ ド ロ ニ ク ス 社 、 米 国 ） 、 ア
ル ヒ ド ロ ゲ ル 、 油 性 エ マ ル ジ ョ ン （ 例 え ば 鉱 油 （ バ イ ヨ ー ル F／ ア ル ラ セ ル Aな ど ） と 水 の
エ マ ル ジ ョ ン 、 ま た は 植 物 油 と 水 と 乳 化 剤 （ レ シ チ ン な ど ） の エ マ ル ジ ョ ン ） ； ミ ョ ウ バ
ン ； ウ シ の サ イ ト カ イ ン ； コ レ ス テ ロ ー ル ； ア ジ ュ バ ン ト の 組 み 合 わ せ な ど が 挙 げ ら れ る
。 好 ま し い 一 実 施 態 様 で は 、 サ ポ ニ ン を 含 む 水 中 油 エ マ ル ジ ョ ン を 一 般 に 微 流 体 化 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン と 方 法 で 使 用 す る の が 特 に 好 ま し い BVDV1型 の 供 給 源 は 、 BVDV5960株
（ 国 立 動 物 疾 患 セ ン タ ー （ NADC） 、 USDA、 エ イ ム ズ 、 ア イ オ ワ 州 か ら 入 手 ） を 含 む プ レ グ
シ ュ ア （ 登 録 商 標 ） （ フ ァ イ ザ ー 社 ） で あ る 。 本 発 明 の ワ ク チ ン と 方 法 で 使 用 す る の が 特
に 好 ま し い BVDV2型 の 供 給 源 は 、 BVDV53637株 （ ATCC PTA-4859、 グ ウ ェ ル フ 大 学 、 グ ウ ェ
ル フ 、 オ ン タ リ オ 州 か ら 入 手 ） を 含 む プ レ グ シ ュ ア （ 登 録 商 標 ） （ フ ァ イ ザ ー 社 ） で あ る
。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 5960株 と 53637株 は 、 BEIを 用 い て 不 活 化 し 、 市 販 の ア ジ ュ バ ン ト （ 好 ま し く は ク イ ル A-
コ レ ス テ ロ ー ル -ア ン フ ィ ジ ェ ン （ ハ イ ド ロ ニ ク ス 社 、 米 国 ） ） を ア ジ ュ バ ン ト と し て 用
い る こ と が 好 ま し い 。 本 発 明 に よ る 免 疫 原 ワ ク チ ン 組 成 物 の 好 ま し い 用 量 は 約 2.0mlで あ
る 。 保 存 剤 が 本 発 明 の 方 法 と 組 成 物 に 含 ま れ て い て も よ い 。 本 発 明 で 考 慮 す る 保 存 剤 と し
て は 、 ゲ ン タ マ イ シ ン と メ ル チ オ レ ー ト が 挙 げ ら れ る 。 基 剤 も 添 加 す る こ と が で き る 。 基
剤 は 、 PBSで あ る こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 有 毒 な 株 を 培 養 物 の 中 で 継 代 培 養 し て 弱 毒 化 す
る こ と に よ っ て 修 飾 し た 生 ワ ク チ ン を 調 製 す る 方 法 は 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 不 活 化 し た BVDV単 離 物 は 、 以 下 に 示 す 細 菌 や ウ イ ル ス と 組 み 合 わ せ る こ と も で き る ： ウ
シ ・ ヘ ル ペ ス ・ ウ イ ル ス 1型 （ BHV-1） 、 ウ シ 呼 吸 器 多 核 体 ウ イ ル ス （ BRSV） 、 パ ラ イ ン フ
ル エ ン ザ ・ ウ イ ル ス （ PI 3 ） 、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー ・ フ ィ タ ス 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ カ ニ コ ー ラ
、 レ プ ト ス ピ ラ ・ グ リ ッ ポ テ ィ フ ォ ー サ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ ボ ル グ ペ テ ル セ ニ イ ・ ハ ー ジ ョ
-プ ラ ジ ト ゥ ノ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ イ ク テ ロ ヘ モ ル ハ ジ ア 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ ボ ル グ ペ テ ル セ
ニ イ ・ ハ ー ジ ョ -ボ ビ ス 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ イ ン タ ー ロ ガ ン ス ・ ポ モ ナ な ど で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
投 与 量 と 投 与 形 態
　 本 発 明 に よ れ ば 、 家 畜 （ 例 え ば 妊 娠 し て い る 乳 牛 や 、 子 牛 に 授 乳 し て い る 妊 娠 中 の 乳 牛
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） に 投 与 す る 混 合 ワ ク チ ン の 有 効 な 量 に よ り 、 ウ シ ・ ウ イ ル ス 性 下 痢 症 ウ イ ル ス （ 1型 と 2
型 ） に 伴 う 疾 患 と 胎 仔 の 感 染 に 対 す る 効 果 的 な 免 疫 が 提 供 さ れ る 。 一 実 施 態 様 で は 、 混 合
ワ ク チ ン を 約 3～ 4週 間 の 間 隔 を 空 け て 子 牛 に 2回 投 与 す る 。 例 え ば 動 物 の 年 齢 が 約 1ヶ 月 ～
約 3ヶ 月 の と き に 第 1回 目 の 投 与 を 行 な う 。 第 2回 目 の 投 与 は 、 混 合 ワ ク チ ン を 最 初 に 投 与
し て か ら 約 1～ 約 4週 間 後 に 行 な う 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 好 ま し い 一 実 施 態 様 で は 、 動 物 を 交 配 さ せ る 約 5週 間 前 に 最 初 の 投 与 を 行 な う 。 2回 目 の
投 与 は 、 交 配 の 約 2週 間 前 に 行 な う 。 そ の 後 の ワ ク チ ン 投 与 は 、 毎 年 行 な う こ と が 好 ま し
い 。 別 の 好 ま し い 一 実 施 態 様 で は 、 約 6ヶ 月 未 満 の 年 齢 の と き に ワ ク チ ン を 接 種 し た 動 物
は 、 年 齢 が 6ヶ 月 を 過 ぎ た 後 に 再 度 ワ ク チ ン を 接 種 す る 必 要 が あ る 。 そ の 後 の ワ ク チ ン の
投 与 は 、 毎 年 行 な う こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 混 合 ワ ク チ ン の 有 効 な 量 は 、 ワ ク チ ン の 成 分 と 投 与 ス ケ ジ ュ ー ル に よ っ て 異 な る 。 一 般
に 、 不 活 化 し た ウ シ ・ ウ イ ル ス 性 下 痢 症 ウ イ ル ス 調 製 物 を ワ ク チ ン に 使 用 す る 場 合 に は 、
単 位 用 量 の BVDV（ 1型 と 2型 ） 当 た り 約 10 3 ～ 約 10 1 0 個 （ 好 ま し く は 約 10 5 ～ 約 10 8 個 ） の コ
ロ ニ ー 形 成 単 位 を 含 む ワ ク チ ン の 量 が 、 約 3～ 4週 間 の 期 間 に 動 物 に 2回 投 与 す る 場 合 に 効
果 的 で あ る 。 効 果 的 な 免 疫 を 提 供 す る 混 合 ワ ク チ ン は 、 約 3～ 4週 間 の 期 間 に 動 物 に 2回 投
与 す る 場 合 に 、 単 位 用 量 の BVDV（ 1型 と 2型 ） 当 た り 約 10 5 ～ 10 8 （ 好 ま し く は 10 6 ） 個 の コ
ロ ニ ー 形 成 単 位 を 含 ん で い る 。 第 1回 目 の 投 与 は 、 動 物 を 交 配 さ せ る 約 5週 間 前 に 行 な う 。
2回 目 の 投 与 は 、 交 配 の 約 2週 間 前 に 行 な う 。 そ の 後 の ワ ク チ ン の 投 与 は 、 毎 年 行 な う こ と
が 好 ま し い 。 約 6ヶ 月 未 満 の 年 齢 の と き に ワ ク チ ン を 接 種 し た 動 物 は 、 年 齢 が 6ヶ 月 を 過 ぎ
た 後 に 再 度 ワ ク チ ン を 接 種 す る 必 要 が あ る 。 そ の 後 の ワ ク チ ン の 投 与 は 、 毎 年 行 な う こ と
が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 好 ま し い 製 品 で あ る プ レ グ シ ュ ア （ 登 録 商 標 ） 5（ フ ァ イ ザ ー 社 ） を
投 与 す る 場 合 、 プ レ グ シ ュ ア （ 登 録 商 標 ） 5は 2回 投 与 す る こ と が 好 ま し く 、 そ れ ぞ れ の 回
に 約 0.5ml～ 約 5.0mlの 量 を 投 与 す る 。 投 与 量 は 約 1.5ml～ 約 2.5mlで あ る こ と が 好 ま し く 、
約 2mlで あ る こ と が さ ら に 好 ま し い 。 好 ま し い 製 品 で あ る プ レ グ シ ュ ア （ 登 録 商 標 ） 5-L5
ま た は プ レ グ シ ュ ア （ 登 録 商 標 ） 5-VL5を 投 与 す る 場 合 に は 、 プ レ グ シ ュ ア （ 登 録 商 標 ） 5
-L5ま た は プ レ グ シ ュ ア （ 登 録 商 標 ） 5-VL5は 2回 投 与 す る こ と が 好 ま し く 、 そ れ ぞ れ の 回
に 約 0.5ml～ 約 10.0mlの 量 を 投 与 す る 。 投 与 量 は 約 3ml～ 約 7mlで あ る こ と が 好 ま し く 、 約 5
mlで あ る こ と が さ ら に 好 ま し い 。 第 1回 目 の 投 与 は 、 動 物 を 交 配 さ せ る 約 5週 間 前 に 行 な う
。 2回 目 の 投 与 は 、 交 配 の 約 2週 間 前 に 行 な う 。 そ の 後 の ワ ク チ ン の 投 与 は 、 毎 年 行 な う こ
と が 好 ま し い 。 約 6ヶ 月 未 満 の 年 齢 の と き に ワ ク チ ン を 接 種 し た 動 物 は 、 年 齢 が 6ヶ 月 を 過
ぎ た 後 に 再 度 ワ ク チ ン を 接 種 す る 必 要 が あ る 。 そ の 後 の ワ ク チ ン の 投 与 は 、 毎 年 行 な う こ
と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 投 与 は 、 公 知 の 経 路 を 通 じ て 行 な う こ と が で き る 。 例 え ば 、 経 口 、 鼻
腔 内 、 局 所 、 経 皮 、 非 経 口 （ 例 え ば 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 皮 膚 内 、 皮 下 、 筋 肉 内 ） な ど の 経 路
が あ る 。 好 ま し い 投 与 経 路 は 、 皮 下 投 与 ま た は 筋 肉 内 投 与 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 で は 、 最 初 に 1回 だ け 投 与 し た 後 、 毎 年 の よ う に 再 接 種 す る こ と も 考 え る 。 こ の
よ う に す る と 、 感 染 に 対 す る 免 疫 の 発 生 お よ び ／ ま た は 維 持 を 目 的 と し て 毎 年 行 な う 再 接
種 の 前 に 子 牛 に 追 加 投 与 を 行 な う 必 要 が な く な る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 投 与 す る 混 合 ワ ク チ ン は 、 追 加 成 分 と し て ア ジ ュ バ ン ト な ど を 含 む こ と
が で き る 。 そ の よ う な ア ジ ュ バ ン ト と し て は 、 例 え ば 、 無 機 ゲ ル （ 例 え ば 水 酸 化 ア ル ミ ニ
ウ ム ） ； 界 面 活 性 物 質 （ 例 え ば コ レ ス テ ロ ー ル 、 リ ゾ レ シ チ ン ） ； グ リ コ シ ド （ 例 え ば ク
イ ル A、 QS-21、 GPI-0100な ど の サ ポ ニ ン 誘 導 体 ） ； プ ル ロ ニ ッ ク ・ ポ リ オ ー ル ； ポ リ ア ニ
オ ン ； 非 イ オ ン 性 ブ ロ ッ ク ・ ポ リ マ ー （ 例 え ば プ ル ロ ニ ッ ク F-127） ； ペ プ チ ド ； 鉱 油 （
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例 え ば モ ン タ ニ ド ISA-50） 、 カ ル ボ ポ ー ル 、 ア ン フ ィ ジ ェ ン 、 ア ル ヒ ド ロ ゲ ル 、 油 性 エ マ
ル ジ ョ ン （ 例 え ば 鉱 油 （ バ イ ヨ ー ル F／ ア ル ラ セ ル Aな ど ） と 水 の エ マ ル ジ ョ ン 、 ま た は 植
物 油 と 水 と 乳 化 剤 （ レ シ チ ン な ど ） の エ マ ル ジ ョ ン ） ； ミ ョ ウ バ ン ； ウ シ の サ イ ト カ イ ン
； コ レ ス テ ロ ー ル ； ア ジ ュ バ ン ト の 組 み 合 わ せ な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 家 畜 に 有 効 な 量 の 混 合 ワ ク チ ン を 年 齢 が 約 3ヶ 月 の と き に 投 与 す る と
、 呼 吸 器 感 染 症 と 生 殖 器 疾 患 に 対 し て 効 果 的 な 免 疫 が 得 ら れ 、 流 産 が 少 な く な る 。
　 本 発 明 に よ り 、 BVDV（ 1型 と 2型 ） に よ っ て 起 こ る 感 染 、 IBR、 BVDV（ 1型 と 2型 ） 、 PI 3 、
BRSVが 原 因 の 呼 吸 器 疾 患 、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー 症 、 レ プ ト ス ピ ラ 症 に 対 す る 免 疫 を 家 畜 （ 例
え ば 乳 牛 、 子 牛 、 交 配 前 の 未 経 産 雌 牛 な ど ） に 与 え る 方 法 で あ っ て 、 BVD（ 1型 と 2型 ） 、 I
BR、 PI 3 、 BRSV、 レ プ ト ス ピ ラ ・ カ ニ コ ー ラ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ グ リ ッ ポ テ ィ フ ォ ー サ 、 レ
プ ト ス ピ ラ ・ ボ ル グ ペ テ ル セ ニ イ ・ ハ ー ジ ョ -プ ラ ジ ト ゥ ノ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ イ ク テ ロ ヘ
モ ル ハ ジ ア 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ イ ン タ ー ロ ガ ン ス ・ ポ モ ナ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ ボ ル グ ペ テ ル セ
ニ イ ・ ハ ー ジ ョ -ボ ビ ス 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ ブ ラ チ ス ラ バ 、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー ・ フ ィ タ ス に
よ っ て 起 こ る 感 染 に 対 す る 免 疫 を そ の 家 畜 に 与 え る た め 、 混 合 ワ ク チ ン を 少 な く と も 1回
、 好 ま し く は 2回 、 そ の 家 畜 に 投 与 す る 操 作 を 含 む 方 法 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 好 ま し い 一 実 施 態 様 で は 、 ワ ク チ ン を 皮 下 投 与 す る 。 別 の 好 ま し い 一 実 施 態 様 で は 、 ワ
ク チ ン を 筋 肉 内 投 与 す る 。 さ ら に 、 ワ ク チ ン の 用 量 に は 、 約 2ml～ 約 7ml（ 好 ま し く は 約 5m
l） が 含 ま れ て お り 、 単 位 用 量 の ウ イ ル ス に つ き 約 10 3 ～ 約 10 1 0 個 の コ ロ ニ ー 形 成 単 位 が 1m
lに 含 ま れ て い る 。 別 の 好 ま し い 一 実 施 態 様 で は 、 ワ ク チ ン は 約 2mlを 含 ん で お り 、 単 位 用
量 の ウ イ ル ス に つ き 約 10 3 ～ 約 10 1 0 個 の コ ロ ニ ー 形 成 単 位 が 1mlに 含 ま れ て い る 。 混 合 ワ ク
チ ン は 、 動 物 に 2回 投 与 す る こ と が 望 ま し い 。 1回 は 、 年 齢 が 約 1ヶ 月 ～ 約 3ヶ 月 の と き 、 も
う 1回 は そ の 約 1～ 4週 間 後 で あ る 。 本 発 明 で は 、 1回 分 の 用 量 を 半 年 ご と に 再 接 種 し 、 交 配
前 に 再 接 種 す る こ と も 考 え る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 に よ り 、 ウ シ の 胎 仔 を 胎 仔 感 染 お よ び 持 続 性 胎 仔 感 染 か ら 保 護 す る 方 法 で あ っ て
、 BVD（ 1型 と 2型 ） 、 IBR、 PI 3 、 BRSV、 レ プ ト ス ピ ラ ・ カ ニ コ ー ラ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ グ リ
ッ ポ テ ィ フ ォ ー サ 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ ボ ル グ ペ テ ル セ ニ イ ・ ハ ー ジ ョ -プ ラ ジ ト ゥ ノ 、 レ プ
ト ス ピ ラ ・ イ ク テ ロ ヘ モ ル ハ ジ ア 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ イ ン タ ー ロ ガ ン ス ・ ポ モ ナ 、 レ プ ト ス
ピ ラ ・ ボ ル グ ペ テ ル セ ニ イ ・ ハ ー ジ ョ -ボ ビ ス 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ ブ ラ チ ス ラ バ 、 カ ン ピ ロ
バ ク タ ー ・ フ ィ タ ス に よ っ て 起 こ る 感 染 に 対 す る 免 疫 を 胎 仔 に 与 え る た め 、 動 物 に 少 な く
と も 1回 、 好 ま し く は 2回 混 合 ワ ク チ ン を 投 与 す る 操 作 を 含 む 方 法 も 提 供 さ れ る 。 混 合 ワ ク
チ ン は 2回 投 与 す る こ と が 望 ま し い 。 1回 目 は 交 配 の 約 5週 間 前 、 も う 1回 は 交 配 の 約 2週 間
前 に 投 与 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 で は 、 有 効 な 量 の 混 合 ワ ク チ ン を 動 物 （ 好 ま し く は 家 畜 ） に 投 与 し 、 異 常 （ 例 え
ば 持 続 性 胎 仔 感 染 、 生 殖 異 常 （ 例 え ば こ の よ う な 動 物 の 流 産 ） ） を 治 療 ま た は 予 防 す る こ
と も 考 え る 。
　 本 発 明 の い く つ か の 実 施 態 様 を 以 下 の 実 施 例 に よ っ て 説 明 す る が 、 本 発 明 が こ れ ら 実 施
例 に 限 定 さ れ る こ と は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ６ １ 】
実 施 例 １
材 料 と 方 法
　 動 物 　 － 　 交 配 に 適 し た BVDV血 清 陰 性 （ す な わ ち 血 清 中 和 ［ SN］ 力 価 が <1： 2） の 56頭
の 乳 牛 を 複 数 の 供 給 源 か ら 取 得 し 、 研 究 期 間 中 、 研 究 用 隔 離 施 設 で 保 管 し た 。 そ れ ぞ れ の
ウ シ は 、 そ れ ぞ れ の 耳 に 1つ ず つ 付 け た タ グ に よ っ て 特 定 し た 。 ウ シ が 耳 の タ グ を 紛 失 し
た 場 合 に は 、 新 し い タ グ を 取 り 付 け た 。 研 究 を 始 め る 前 に 、 レ プ ト ス ピ ラ 症 、 カ ン ピ ロ バ
ク タ ー 症 （ ビ ブ リ オ 症 ） 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム の 感 染 に 対 す る 市 販 の ワ ク チ ン を テ ス ト 用 の
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ウ シ に 接 種 し た 。 テ ス ト 用 の ウ シ を 担 当 獣 医 の 監 督 下 に 置 い た 。 獣 医 は 、 臨 床 面 か ら ウ シ
を 毎 日 観 察 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 テ ス ト 用 ワ ク チ ン 　 － 　 テ ス ト 用 ワ ク チ ン は 、 感 染 性 ウ シ 鼻 気 管 炎 （ IBR） -パ ラ イ ン フ
ル エ ン ザ 3（ PI 3 ） -呼 吸 器 多 核 体 ウ イ ル ス （ RSV） に 対 す る 修 飾 し た 多 価 の 生 ワ ク チ ン を 乾
燥 さ せ た 形 態 の も の で あ り 、 不 活 化 し た 液 体 BVDVワ ク チ ン と ア ジ ュ バ ン ト を 用 い て 再 び 水
和 化 す る （ フ ァ イ ザ ー 社 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 ） 。 BVDV成 分 は 、 免 疫 化 の た め
の 最 少 量 の BVDV1型 お よ び 2型 と 、 減 菌 ア ジ ュ バ ン ト を 含 ん で い た 。 BVDV免 疫 化 抗 原 の 効 力
は 、 ワ ク チ ン 調 製 物 で 使 用 し た バ ル ク 流 体 に つ い て 8回 行 な っ た 滴 定 の 幾 何 平 均 力 価 （ GMT
） を 計 算 す る こ と に よ っ て 明 ら か に し た 。 再 水 和 化 後 、 2mlの IBR-PI 3 -BRSV-BVDVワ ク チ ン
を 筋 肉 内 （ IM） 注 射 ま た は 皮 下 （ SC） 注 射 に よ り 投 与 し た 。 乾 燥 さ せ た IBR-PI 3 -RSVワ ク
チ ン を 減 菌 水 で 再 構 成 し た も の を プ ラ セ ボ と し て 利 用 し 、 IM注 射 に よ っ て 投 与 し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 攻 撃 接 種 （ challenge） ウ イ ル ス 　 － 　 非 細 胞 変 性 BVDV2型 野 生 単 離 体 （ 94B-5359株 、 ワ
イ オ ミ ン グ 大 学 、 ワ イ オ ミ ン グ 州 獣 医 学 研 究 所 の Hana Van Campen博 士 か ら 入 手 ） を 攻 撃
接 種 剤 と し て 用 い た 。 ど の よ う な ウ イ ル ス で あ る か は 、 SNア ッ セ イ と 逆 転 写 酵 素 ポ リ メ ラ
ー ゼ 連 鎖 反 応 （ RT-PCR） に よ っ て 確 認 し た 。 RT-PCR分 析 の 結 果 は 、 p125タ ン パ ク 質 と 5'非
翻 訳 領 域 に 関 し て は BVDV2型 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 陽 性 で あ り 、 gp53と p80タ ン パ ク 質 に 関 し
て は BVDV1型 の 保 存 さ れ た 配 列 が 陰 性 で あ っ た 。 攻 撃 接 種 の 直 前 と 直 後 に 行 な っ た 2回 の 滴
定 に よ り 、 攻 撃 接 種 ウ イ ル ス の 効 力 を 示 す GMTが 10 3 . 2 TCID 5 0 /mlで あ る こ と が 明 ら か に な
っ た 。 攻 撃 接 種 の た め の 接 種 材 料 は 、 鼻 腔 内 に 4mlの 用 量 を 分 割 し て 与 え た （ 1つ の 外 鼻 孔
に 2mlず つ ） 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 血 清 学 的 ア ッ セ イ 　 － 　 ウ シ 細 胞 培 養 物 に お け る ウ イ ル ス 一 定 ・ 血 清 減 少 ア ッ セ イ に よ
り 、 BVDV1型 と 2型 に 関 す る 血 清 中 和 力 価 を 測 定 し た 。 血 清 の 系 列 希 釈 物 を 、 50-300TCID 5 0
の 細 胞 変 性 BVDV1型 5960株 、 あ る い は ほ ぼ 同 量 の 細 胞 変 性 BVDV2型 125c株 と 混 合 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 ウ イ ル ス の 単 離 　 － 　 ウ シ 細 胞 培 養 物 の 中 で 、 乳 牛 の 末 梢 血 、 羊 水 、 胎 仔 血 液 、 胎 仔 組
織 か ら BVDVを 攻 撃 接 種 後 （ PC） に 単 離 す る こ と を 試 み た 。 BVDVに 対 し て 陽 性 の 細 胞 培 養 物
を 、 ヤ ギ の 抗 BVDVポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 間 接 的 な 免 疫 蛍 光 に よ り 調 べ た 。 以 前 に 報
告 さ れ て い る 免 疫 組 織 化 学 的 方 法 を 利 用 し て 胎 仔 組 織 か ら BVDVを 単 離 す る こ と も 試 み た （
Haines, D.M.、 Clark, E.G.、 Dubovi, E.J.、 Vet. Pathol.、 第 29巻 、 27-32ペ ー ジ 、 1992
年 ） 。 乳 牛 か ら の 全 血 を 頚 静 脈 か ら 5～ 10mlの サ ン プ ル と し て 採 取 し 、 ヘ パ リ ン を 入 れ た
試 験 管 に 入 れ 、 ウ イ ル ス の 単 離 に 用 い る 軟 層 細 胞 を 調 製 し た 。 局 所 麻 酔 下 で 左 脇 腹 を 切 開
し て 子 宮 か ら 吸 引 す る こ と に よ り 、 3～ 5mlの 羊 水 サ ン プ ル を 回 収 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 帝 王 切 開 ま た は 自 然 流 産 の 後 、 目 、 脾 臓 、 胸 腺 、 脳 の 3つ の 切 片 （ 脳 幹 ／ 中 脳 、 大 脳 、
小 脳 ） を そ れ ぞ れ の 胎 仔 か ら 無 菌 状 態 で 回 収 し た 。 均 質 化 し た 胎 仔 組 織 か ら の 上 清 を 用 い
て 細 胞 培 養 物 の 中 で ウ イ ル ス を 単 離 す る こ と を 試 み た 。 免 疫 組 織 化 学 的 評 価 を 行 な う た め
、 胎 仔 組 織 を パ ラ フ ィ ン 中 に 埋 包 し 、 抗 BVDVモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 1： 800と 1： 600の
腹 水 希 釈 物 を 用 い て テ ス ト を 2回 行 な っ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 生 物 測 定 デ ー タ の 分 析 　 － 　 攻 撃 接 種 後 に 保 護 さ れ た こ と を 証 明 す る た め 、 雌 親 と 胎 仔
で の BVDV2型 の 感 染 事 象 が 統 計 的 に 有 意 に 減 少 し た こ と を 、 接 種 群 （ T2と T3） と プ ラ セ ボ
対 照 群 （ T1） で 比 較 し て 明 ら か に す る 必 要 が あ っ た 。 フ ィ ッ シ ャ ー の 正 確 検 定 を 利 用 し 、
（ 1） 攻 撃 接 種 直 後 14日 間 の 乳 牛 の ウ イ ル ス 血 症 、 （ 2） 羊 水 か ら の BVDV単 離 物 、 （ 3） 自
然 流 産 ま た は 帝 王 切 開 し た 胎 仔 組 織 と 胎 仔 血 か ら の BVDV単 離 物 、 （ 4） BVDVが 陽 性 で あ る
胎 仔 組 織 の 免 疫 組 織 化 学 と い う 事 象 を 比 較 し た 。 繰 り 返 し て 測 定 し た 結 果 に 対 し て 混 合 線
形 モ デ ル を 用 い る こ と に よ り 、 血 清 中 和 力 価 を 分 析 し た 。 分 散 の 分 析 か ら 得 ら れ る 最 小 自
乗 平 均 を 利 用 し 、 幾 何 平 均 力 価 （ GMT） を 計 算 し た 。 そ の と き 、 攻 撃 接 種 を 行 な わ な か っ
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た 乳 牛 の SNデ ー タ は 除 外 し た 。 確 率 の 値 と し て P≦ 0.05を 利 用 し 、 統 計 的 有 意 さ を 明 ら か
に し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 胎 仔 の 保 護 に 関 す る 研 究 　 － 　 テ ス ト し た 56頭 の 乳 牛 を ラ ン ダ ム に 3つ の テ ス ト 群 に 割
り 当 て た 。 そ れ は 、 表 1に 示 し た IMプ ラ セ ボ 群 （ T1） 、 IMワ ク チ ン 接 種 群 （ T2） 、 SCワ ク
チ ン 接 種 群 （ T3） で あ る 。 ワ ク チ ン ま た は プ ラ セ ボ を 0日 目 と 21日 目 に 乳 牛 に 接 種 し た 。
ど の 場 合 に も 、 0日 目 の 接 種 は 首 の 左 側 に 行 な い 、 21日 目 の 接 種 は 首 の 右 側 に 行 な っ た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 1日 目 か ら 14日 間 に わ た り 、 乳 牛 に 酢 酸 メ レ ン ゲ ス ト ロ ー ル を 上 に 載 せ た 餌 を 与 え た 。 3
2日 目 、 発 情 期 に 合 わ せ て す べ て の 乳 牛 に IMプ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン を 注 射 し た （ ル タ ラ イ ズ
、 フ ァ ル マ シ ア ＆ ア ッ プ ジ ョ ン 社 、 カ ラ マ ズ ー 、 ミ シ ガ ン 州 ） 。 BVDVが 陰 性 で あ る こ と を
確 認 し た 精 子 を 用 い 、 発 情 期 を 示 し た 乳 牛 に 人 工 授 精 を 行 な っ た 。 100日 目 、 す な わ ち 妊
娠 後 約 65日 の と き 、 乳 牛 の 妊 娠 状 態 を 直 腸 触 診 に よ っ て 調 べ た 。 105日 目 、 妊 娠 が 確 認 さ
れ た 23頭 の 乳 牛 を 各 テ ス ト 群 か ら ラ ン ダ ム に 選 択 し （ 対 照 7頭 、 IMワ ク チ ン 接 種 8頭 、 SCワ
ク チ ン 接 種 8頭 ） 、 近 く の 隔 離 施 設 （ 中 西 部 獣 医 学 施 設 、 オ ー ク ラ ン ド 、 ネ ブ ラ ス カ 州 ）
に 入 れ て 混 じ り 合 わ せ た 。 119日 目 、 23頭 の テ ス ト 用 乳 牛 に 有 毒 な BVDVを 鼻 腔 内 接 種 し た
。 BVDVの 単 離 と 血 清 学 的 ア ッ セ イ を 目 的 と し て 、 血 液 サ ン プ ル を 攻 撃 接 種 の 日 と 攻 撃 接 種
後 の 8つ の 日 、 す な わ ち 119日 目 、 121日 目 、 123日 目 、 125日 目 、 127日 目 、 129日 目 、 133日
目 、 140日 目 、 147日 目 （ PC0日 目 、 2日 目 、 4日 目 、 6日 目 、 8日 目 、 10日 目 、 14日 目 、 21日
目 、 28日 目 ） に 回 収 し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 147日 目 （ 攻 撃 接 種 後 28日 目 ） に 左 脇 腹 を 切 開 し 、 羊 水 を そ れ ぞ れ の 乳 牛 か ら 抽 出 し た
。 297日 目 、 す な わ ち 子 牛 誕 生 予 定 日 の 約 7～ 14日 前 、 テ ス ト 用 乳 牛 を ネ ブ ラ ス カ 大 学 の 獣
医 学 ・ 生 体 臨 床 医 学 サ ー ビ ス 学 部 に 属 す る 施 設 に 送 っ て 帝 王 切 開 し た 。 手 術 の 直 前 に 血 液
サ ン プ ル を そ れ ぞ れ の 乳 牛 か ら 回 収 し て SNア ッ セ イ を 行 な っ た 。 （ 300～ 301日 目 の ） 帝 王
切 開 後 、 血 液 サ ン プ ル を そ れ ぞ れ の 胎 仔 か ら 回 収 し た 。 次 に 胎 仔 を 安 楽 死 さ せ 、 BVDVを 単
離 す る た め に 組 織 を 無 菌 状 態 で 回 収 し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 自 然 流 産 が 起 こ っ た い く つ か の ケ ー ス で は 、 流 産 が 検 出 さ れ た と き と そ の 2週 間 後 に 血
液 サ ン プ ル を 雌 親 か ら 採 取 し た 。 対 と な る そ の 血 液 サ ン プ ル に 対 し て 血 清 学 的 テ ス ト を 行
な い （ ネ ブ ラ ス カ 大 学 獣 医 学 診 断 セ ン タ ー 、 リ ン カ ー ン 、 ネ ブ ラ ス カ 州 ） 、 流 産 し た 胎 仔
か ら の BVDVの 単 離 （ フ ァ イ ザ ー 中 央 研 究 所 、 リ ン カ ー ン 、 ネ ブ ラ ス カ 州 ） と 胎 仔 組 織 の 組
織 病 理 学 的 評 価 （ サ ス カ ト ゥ ー ン 獣 医 学 生 体 診 断 、 サ ス カ ト ゥ ー ン 、 SK、 カ ナ ダ ） を 行 な
っ た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
結 果
　 ワ ク チ ン を 2回 投 与 し た 間 の 期 間 ま た は 投 与 直 後 に 好 ま し く な い 事 象 は 観 察 さ れ な か っ
た 。
　 乳 牛 は す べ て 、 接 種 前 （ 0日 目 ） に は BVDV1型 と 2型 に 関 し て 血 清 反 応 が 陰 性 で あ っ た 。
こ れ は 、 テ ス ト 用 乳 牛 が 研 究 開 始 時 に は BVDVに 対 し て 免 疫 学 的 に ナ イ ー ブ で あ る こ と を 示
し て い る 。 BVDV1型 に 関 す る GMT値 を 表 2に 示 し て あ る 。 ワ ク チ ン を 2回 投 与 し た 後 、 接 種 し
た 16頭 の 乳 牛 の う ち の 15頭 が セ ロ コ ン バ ー ジ ョ ン を 起 こ し た 。 乳 牛 61（ T3群 ） は 、 BVDV1
型 の SN力 価 が 、 0日 目 に <1： 2、 21日 目 に 1： 19、 33日 目 と 119日 目 に <1： 2で あ っ た 。 BVDV2
型 に 対 す る GMT値 を 表 3に 示 し て あ る 。 接 種 し た す べ て の 乳 牛 （ 乳 牛 61も 含 む ） は 、 2回 目
の 接 種 後 に セ ロ コ ン バ ー ジ ョ ン を 起 こ し た 。 （ 乳 牛 61は 、 BVDV2型 の SN力 価 が 、 0日 目 に <2
、 21日 目 に 1： 19、 33日 目 に <1： 2,048、 119日 目 に 1： 431で あ っ た 。 ） 交 配 の と き （ 32日
目 ～ 41日 目 ） 、 接 種 し た 乳 牛 は （ 乳 牛 61を 除 き ） 、 BVDV1型 の SN力 価 が 1： 64～ 1： 13,777
の 範 囲 で あ っ た 。 接 種 し た 乳 牛 は 、 交 配 時 に BVDV2型 の SN力 価 が 1： 64～ 1： 6,889の 範 囲 で
あ っ た 。 ワ ク チ ン 接 種 後 の IM群 （ T2） と SC群 （ T3） で の GMT値 の 違 い は 、 攻 撃 接 種 前 の 2回
の 時 期 に も 攻 撃 接 種 後 に も 統 計 的 に 有 意 で は な か っ た 。 プ ラ セ ボ 群 （ T1） の す べ て の 乳 牛
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は 、 攻 撃 接 種 の と き （ 119日 目 ） ま で BVDV1型 と 2型 の 両 方 に 対 し て 血 清 反 応 が 陰 性 に 留 ま
っ た 。 こ れ は 、 こ の 研 究 が 偶 発 的 な 曝 露 に よ っ て 無 効 に な ら な か っ た こ と を 示 し て い る 。
プ ラ セ ボ の す べ て の 乳 牛 は 、 攻 撃 接 種 に 血 清 反 応 し た 。 こ れ は 、 そ れ ぞ れ の 乳 牛 で 生 存 で
き る 攻 撃 接 種 が 起 こ っ た こ と を 示 し て い る 。 プ ラ セ ボ 群 は 、 BVDV1型 に 関 し 、 既 往 性 応 答
が 起 こ っ た ど ち ら の ワ ク チ ン 群 よ り も PC-GMTが 有 意 に 小 さ か っ た （ 表 2、 147日 目 ） 。 プ ラ
セ ボ の 乳 牛 は 、 BVDV2型 に 関 し て も 、 ど ち ら の ワ ク チ ン 群 よ り も PC-GMTが 小 さ か っ た が 、
差 は 、 IM接 種 群 （ T2） と 比 べ た と き だ け 統 計 的 に 有 意 で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 3つ の テ ス ト 群 で 23頭 の 乳 牛 が 妊 娠 し て い る こ と が 確 認 さ れ た た め 、 攻 撃 接 種 を 行 な い
、 羊 水 穿 刺 を 行 な っ た （ 表 1） 。 羊 水 穿 刺 （ 147日 目 ） と 帝 王 切 開 （ 300～ 301日 目 ） の 間 に
7頭 の 乳 牛 が 流 産 し た 。 4頭 は T2群 か ら の 乳 牛 で あ り 、 3頭 は T3群 か ら の 乳 牛 で あ る 。 さ ら
に 、 交 配 し た 3頭 の 乳 牛 （ 1頭 は T1プ ラ セ ボ 群 か ら の 乳 牛 、 2頭 は T3群 か ら の 乳 牛 ） が 妊 娠
し て い な い こ と が 、 帝 王 切 開 の と き に わ か っ た 。 こ れ ら 3頭 の 乳 牛 に 関 し て は 、 100日 目 （
交 配 後 65日 目 ） に 直 腸 触 診 に よ っ て 妊 娠 し て い る こ と を 確 認 し た 。 こ れ は 、 そ の 後 に 検 出
さ れ な い 流 産 ま た は 胎 仔 の 再 吸 収 が 起 こ っ た こ と を 意 味 す る 。 妊 娠 し な か っ た こ れ ら 3頭
の 乳 牛 か ら の 胎 仔 組 織 は 評 価 に 使 え な か っ た た め 、 こ れ ら の 乳 牛 は 研 究 か ら 除 外 し た 。 25
9日 目 、 プ ラ セ ボ 群 （ T1） の 乳 牛 67が 死 ん だ た め 、 そ の 胎 仔 を 取 り 出 し て BVDVを 単 離 し た
。 し た が っ て 研 究 の 終 了 時 に 、 攻 撃 接 種 を 受 け た 23頭 の 乳 牛 の う ち の 12頭 に 対 し て 帝 王 切
開 を 行 な っ た 。 帝 王 切 開 に よ り 得 ら れ た 12頭 の 胎 仔 と 流 産 し た 7頭 の 胎 仔 に 加 え 、 死 ん だ
乳 牛 か ら の 胎 仔 （ 合 計 20頭 ） を BVDVの 単 離 に 関 し て 評 価 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 T2群 か ら の 乳 牛 38は 、 156日 目 に 胎 仔 を 流 産 し た （ 妊 娠 123日 目 、 攻 撃 接 種 後 37日 目 ） 。
対 と な る 血 清 サ ン プ ル は 評 価 し な か っ た が 、 こ の 乳 牛 38は 、 攻 撃 接 種 後 の 末 梢 血 と 羊 水 か
ら の BVDVの 単 離 に 関 し て 陰 性 で あ っ た 。 胎 仔 は 著 し く 自 己 分 解 し て い た 。 胎 仔 の 組 織 病 理
学 的 評 価 と 細 菌 学 的 評 価 に よ り 、 絨 毛 膜 と 絨 毛 膜 下 の 結 合 組 織 が 化 膿 性 炎 症 に な っ て い る
こ と が 明 ら か に な っ た 。 ブ ド ウ 球 菌 （ ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ヒ ク ス ） を 肺 、 肝 臓 、 胸 膜 液
か ら 単 離 し た 。 BVDVの 単 離 と 免 疫 組 織 化 学 に 関 し て 陰 性 の 結 果 が 得 ら れ た 。 こ れ は 、 胎 仔
が 攻 撃 接 種 に よ っ て 感 染 し な か っ た こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 T3群 か ら の 3頭 の 乳 牛 （ 番 号 21、 27、 40） は 、 158日 目 ま た は 159日 目 に 流 産 し た （ 妊 娠 1
25～ 127日 目 、 攻 撃 接 種 後 39日 目 ま た は 40日 目 ） 。 流 産 を 観 察 し て い な か っ た た め 、 回 収
し た 胎 仔 が ど の 乳 牛 か ら の も の で あ る か を 特 定 で き な か っ た 。 そ こ で 未 知 の 胎 仔 1、 2、 3
と 名 づ け た 。 未 知 の 胎 仔 1は ミ イ ラ 化 し て お り 、 組 織 学 的 に 典 型 的 な ネ オ ス ポ ラ 症 の 病 変
が あ っ た 。 未 知 の 胎 仔 2は 自 己 分 解 し て お り 、 化 膿 し て 壊 死 し た 多 病 巣 性 の 胎 盤 炎 と 、 炎
症 性 滲 出 液 に 混 じ っ た 多 数 の 球 菌 が 存 在 し て い た 。 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ヒ ク ス を 肺 、 腎
臓 、 肝 臓 、 胃 の 内 容 物 、 胎 盤 組 織 か ら 単 離 し た 。 未 知 の 胎 仔 3は 浸 軟 し て 自 己 分 解 し て い
た 。 ブ ド ウ 球 菌 属 を 肺 、 肝 臓 、 腎 臓 、 胃 の 内 容 物 か ら 単 離 し た 。 3頭 の 未 知 の 胎 仔 か ら の
す べ て の 組 織 で 、 BVDVの 単 離 と 免 疫 組 織 化 学 に 関 し て 陰 性 の 結 果 が 得 ら れ た 。 3頭 の 雌 親
は す べ て 、 攻 撃 接 種 後 の 末 梢 血 か ら の BVDVの 単 離 に 関 し て 陰 性 で あ っ た 。 乳 牛 21と 40は 、
同 様 に 羊 水 か ら の BVDVの 単 離 に 関 し て 陰 性 で あ っ た が 、 乳 牛 27は 、 羊 水 サ ン プ ル が BVDVの
単 離 に 関 し て 陽 性 で あ っ た 。 雌 親 か ら の 対 と な る 血 清 サ ン プ ル は 評 価 し な か っ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 T2群 か ら の 乳 牛 45は 、 160日 目 に 胎 仔 を 流 産 し た （ 妊 娠 128日 目 、 攻 撃 接 種 後 40日 目 ） 。
胎 仔 が 広 範 に 自 己 分 解 し て い る こ と が 明 ら か で あ っ た 。 ブ ド ウ 球 菌 属 を 肺 、 肝 臓 、 腎 臓 、
胃 の 内 容 物 、 胎 盤 か ら 単 離 し た 。 多 病 巣 性 の 血 栓 症 と 化 膿 性 脈 管 炎 を 伴 っ た 胎 盤 炎 が 存 在
し て い た 。 胸 膜 液 に 関 す る 血 清 学 的 ア ッ セ イ の 結 果 は 、 IBR、 ウ シ ・ ウ イ ル ス 性 下 痢 症 （ B
VD） 、 レ プ ト ス ピ ラ 症 に 関 し て 陰 性 で あ っ た 。 す べ て の 胎 仔 組 織 で BVDVの 単 離 と 免 疫 組 織
化 学 に 関 し て 陰 性 の 結 果 が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 T2群 か ら の 乳 牛 66は 、 195日 目 に 胎 仔 を 流 産 し た （ 妊 娠 160日 目 、 攻 撃 接 種 後 76日 目 ） 。
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胎 盤 の 粘 膜 固 有 層 の 顕 著 な 化 膿 性 炎 症 が 胎 仔 の 表 面 か ら 広 が っ て い る こ と が 観 察 さ れ た 。
胃 の 内 容 物 と 胎 盤 か ら の 大 腸 菌 と プ ロ テ ウ ス 属 （ Proteus vulgaris） を 培 養 し た 。 対 と な
る 血 清 サ ン プ ル と 胸 膜 液 の 血 清 学 的 結 果 は 、 IBR、 BVD、 レ プ ト ス ピ ラ 症 が 病 因 で あ る こ と
を 示 し て い な か っ た 。 す べ て の 胎 仔 組 織 で BVDVの 単 離 と 免 疫 組 織 化 学 に 関 し て 陰 性 の 結 果
が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 T2群 か ら の 乳 牛 31は 、 295日 目 に 胎 仔 を 流 産 し た （ 妊 娠 262日 目 、 攻 撃 接 種 後 176日 目 ）
。 組 織 病 理 学 的 検 査 に よ り 、 散 在 性 壊 死 化 膿 性 胎 盤 炎 、 絨 毛 膜 上 皮 の 壊 死 、 強 度 の 好 中 球
性 炎 症 が 起 こ っ て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。 炎 症 の 病 巣 か ら の グ ラ ム 陰 性 球 杆 菌 を 培 養
し た 。 対 と な る 血 清 サ ン プ ル と 胸 膜 液 の 血 清 学 的 結 果 は 、 IBR、 BVD、 レ プ ト ス ピ ラ 症 が 病
因 で あ る こ と を 示 し て い な か っ た 。 す べ て の 胎 仔 組 織 で BVDVの 単 離 と 免 疫 組 織 化 学 に 関 し
て 陰 性 の 結 果 が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 攻 撃 接 種 後 に T1プ ラ セ ボ 群 の 乳 牛 67か ら 採 取 し た 末 梢 血 サ ン プ ル と 羊 水 に お い て 、 陽 性
の BVDV単 離 物 が 得 ら れ た 。 す べ て の 胎 仔 組 織 で BVDVの 単 離 と 免 疫 組 織 化 学 に 関 し て 陽 性 の
結 果 が 得 ら れ た 。 こ の 乳 牛 か ら の す べ て の 胎 仔 は 、 BVDVの 単 離 と 免 疫 組 織 化 学 に 関 し て 陽
性 で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 帝 王 切 開 に よ っ て 得 ら れ た 12頭 の 胎 仔 か ら 回 収 し た 血 液 サ ン プ ル に 関 し 、 BVDV1型 と 2型
に 対 す る SN力 価 を 調 べ た 。 プ ラ セ ボ の 5頭 の 乳 牛 と 接 種 し た 7頭 の 乳 牛 を 帝 王 切 開 し て 得 た
ど の 胎 仔 も 、 BVDV1型 と 2型 に 関 し て 血 清 反 応 は 陽 性 で な か っ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 攻 撃 接 種 後 の ウ イ ル ス 単 離 結 果 を 表 4に 示 し て あ る 。 T1プ ラ セ ボ 群 の 7頭 の 乳 牛 は す べ て
、 BVDVウ イ ル ス 血 症 に な っ て い た 。 こ れ は 血 清 学 的 結 果 を 裏 付 け る も の で あ り 、 接 種 し て
い な い そ れ ぞ れ の 乳 牛 で 生 き 延 び る 攻 撃 接 種 が 起 こ っ た こ と を 示 し て い る 。 接 種 し た T2群
と T3群 の 合 計 16頭 か ら の 血 液 サ ン プ ル は 、 攻 撃 接 種 後 の 8つ の サ ン プ ル の そ れ ぞ れ に お い
て 、 BVDVウ イ ル ス 血 症 に 関 し て 陰 性 で あ っ た 。 接 種 し た T2群 と T3群 に お け る PCウ イ ル ス 血
症 と 対 照 に お け る PCウ イ ル ス 血 症 の 差 は 、 統 計 的 に 有 意 で あ っ た （ P≦ 0.0001） 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 接 種 し た 12頭 の う ち の 2頭 （ 12.5％ ） か ら の 羊 水 は BVDVが 陽 性 で あ っ た の に 対 し 、 T1プ
ラ セ ボ 群 の 乳 牛 で は 7頭 の う ち の 7頭 が 陽 性 で あ っ た 。 こ れ は 統 計 的 な 有 意 差 で あ る （ P≦ 0
.0001） 。 接 種 し た T3群 の 乳 牛 27と 60か ら の 羊 水 サ ン プ ル は 陽 性 で あ っ た 。 乳 牛 27か ら の
胎 仔 は 、 ウ イ ル ス の 単 離 と 免 疫 組 織 化 学 的 方 法 に よ る と BVDVが 陰 性 で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 接 種 し た 14頭 の う ち の 1頭 （ T3群 の 乳 牛 60） （ 7.1％ ） か ら の 胎 仔 組 織 は 、 BVDVの 単 離 に
関 し て 陽 性 で あ っ た 。 こ れ を T1プ ラ セ ボ 群 か ら の 胎 仔 6頭 中 の 6頭 （ 100％ ） で BVDVが 単 離
さ れ た こ と と 比 較 す る と 、 統 計 的 有 意 差 が あ る （ P≦ 0.0001） 。 BVDVの 単 離 結 果 は 、 そ れ
ぞ れ の 胎 仔 か ら 評 価 し た 胎 仔 組 織 に 関 し 、 す べ て 陽 性 か す べ て 陰 性 の い ず れ か で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 免 疫 組 織 化 学 の 結 果 は 、 接 種 し た T2群 と T3群 合 わ せ て 14頭 の う ち の 1頭 （ T3群 の 乳 牛 60
） （ 7.1％ ） か ら の 胎 仔 組 織 に お い て BVDVが 陽 性 で あ っ た 。 T1プ ラ セ ボ 群 か ら の 胎 仔 6頭 中
の 6頭 （ 100％ ） に 由 来 す る す べ て の 胎 仔 組 織 が 、 BVDV-免 疫 組 織 化 学 に 関 し て 陽 性 で あ っ
た 。 こ れ は 、 接 種 群 と 比 べ て 有 意 に 大 き な 値 で あ る （ P≦ 0.0001） 。 BVDV-免 疫 組 織 化 学 の
結 果 は 、 そ れ ぞ れ の 胎 仔 か ら 評 価 し た 胎 仔 組 織 に 関 し 、 す べ て 陽 性 か す べ て 陰 性 の い ず れ
か で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 表 5に 、 BVDVの 単 離 結 果 が 陽 性 で あ っ た 接 種 し た 2頭 の 乳 牛 に 関 す る ウ イ ル ス 単 離 源 と 攻
撃 接 種 前 の SN力 価 を 示 し て あ る 。 血 清 学 的 デ ー タ は 、 接 種 し た T3群 の 乳 牛 27と 60の 両 方 が
、 接 種 に 免 疫 応 答 し た こ と を 示 し て い る 。 乳 牛 27は 、 攻 撃 接 種 時 の BVDV2型 の SN力 価 が T3
群 の GMTよ り も 小 さ か っ た が 、 差 は 有 意 で な か っ た 。
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【 ０ ０ ８ ６ 】
　 筋 肉 内 と 皮 下 へ の ワ ク チ ン 接 種 に よ り 、 接 種 し た 14頭 の 乳 牛 の う ち の 13頭 か ら の 胎 仔 組
織 で BVDVの 単 離 結 果 が 陰 性 に な っ た た め 、 胎 仔 の BVDV-2感 染 に 関 し て 全 体 と し て 92.9％ で
効 果 が 得 ら れ た （ 表 4） 。 こ れ は 、 BVDV-1を 用 い た 胎 仔 攻 撃 接 種 に 対 す る 同 じ ワ ク チ ン で
の 以 前 の テ ス ト に お け る 88.9％ と い う 保 護 効 果 （ 接 種 し た 18頭 中 の 16頭 が BVDVの 単 離 に 関
し て 陰 性 で あ っ た ） に 匹 敵 し て い た （ 実 施 例 2を 参 照 の こ と ） 。 ど ち ら の 研 究 で も 、 接 種
し て い な い プ ラ セ ボ の 乳 牛 で 100％ の 胎 仔 感 染 が 起 こ っ た 。 こ れ は 、 接 種 し た 乳 牛 が 激 し
い 免 疫 の 攻 撃 接 種 を 受 け た こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 接 種 し た 2頭 の 乳 牛 （ 乳 牛 27と 60） の 羊 水 か ら 攻 撃 接 種 ウ イ ル ス を 単 離 し た （ 表 5） 。 そ
の 結 果 、 ど ち ら の 乳 牛 も 、 攻 撃 接 種 後 8回 の 時 期 の い ず れ で も ウ イ ル ス 血 症 に 関 し て 陰 性
で あ っ た に も か か わ ら ず 、 BVDVの 感 染 に 関 し て 陽 性 で あ る と 考 え ら れ た 。 特 異 性 と 感 度 が
大 き い ウ イ ル ス 単 離 法 と 免 疫 組 織 化 学 的 方 法 で は 、 乳 牛 27の 流 産 し た 胎 仔 で BVDVを 検 出 す
る こ と は で き な か っ た 。 そ の た め BVDV陰 性 と し て 報 告 す る 必 要 が あ っ た 。 雌 親 の 体 内 で BV
DV感 染 プ ロ セ ス に よ っ て こ の 胎 仔 が 流 産 す る こ と は あ り 得 た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 結 果 を 確 認 す る た め 、 2つ の 方 法 を 利 用 し て 乳 牛 と そ の 胎 仔 に お け る 保 護 を 評 価 し た （
乳 牛 で は 、 ウ イ ル ス 血 症 と 、 羊 水 か ら の ウ イ ル ス 単 離 、 胎 仔 で は 、 免 疫 組 織 化 学 と 、 組 織
培 養 物 中 で の ウ イ ル ス の 単 離 ） 。 最 も 控 え め な 結 果 を 利 用 し 、 保 護 率 を 決 定 し た 。 し た が
っ て 接 種 し た 乳 牛 で の 保 護 率 は 、 ウ イ ル ス 血 症 に 関 し て 陰 性 で あ る 100％ で は な く 、 羊 水
か ら の ウ イ ル ス 単 離 に 関 し て 陰 性 で あ る 乳 牛 の 割 合 の 87.5％ （ 14/16） で あ る と し た 。 BVD
Vに よ る 攻 撃 接 種 を 行 な う 免 疫 研 究 に 関 し 、 接 種 し て い な い 対 照 で 胎 仔 の 感 染 が 100％ に な
っ た 攻 撃 接 種 に 対 し て 接 種 し た 場 合 に 胎 仔 が 100％ 保 護 さ れ た ケ ー ス は 報 告 さ れ て い な い
。 妊 娠 し た 乳 牛 で 評 価 す る こ と が 一 般 的 で な い 修 飾 し た 生 ウ イ ル ス （ MLV） ワ ク チ ン で も
、 1回 の 研 究 に お け る 胎 仔 の BVDV-1感 染 に 対 す る 保 護 率 は 83％ を 超 え な か っ た 。 （ Cortese
, V.S.、 Grooms, D.L.、 Ellis, J.他 、 Am. J. Vet. Res.、 第 59巻 、 1409-1413ペ ー ジ 、 19
98年 。 ）
【 ０ ０ ８ ９ 】
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【 表 １ 】
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【 表 ２ 】
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【 表 ３ 】
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【 表 ４ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ４ 】
実 施 例 ２
材 料 と 方 法
　 動 物 　 － 　 生 殖 年 齢 に な っ た 健 康 で BVDV血 清 反 応 陰 性 （ す な わ ち 血 清 中 和 ［ SN］ 力 価 が
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<1： 2） の 59頭 の 乳 牛 と 未 経 産 雌 牛 を 複 数 の 供 給 源 か ら 取 得 し 、 研 究 期 間 中 、 ネ ブ ラ ス カ
に あ る 研 究 用 施 設 に 隔 離 し た 。 そ れ ぞ れ の ウ シ は 、 そ れ ぞ れ の 耳 に 1つ ず つ 付 け た タ グ に
よ っ て 特 定 し た 。 ウ シ が 耳 の タ グ を 紛 失 し た 場 合 に は 、 新 し い タ グ を 取 り 付 け た 。 研 究 を
始 め る 前 に 、 レ プ ト ス ピ ラ 症 、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー 症 （ ビ ブ リ オ 症 ） 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム の
感 染 に 対 す る 市 販 の ワ ク チ ン を テ ス ト 用 の ウ シ に 接 種 し た 。 テ ス ト 用 の ウ シ を 担 当 獣 医 の
監 督 下 に 置 い た 。 獣 医 は 、 臨 床 面 か ら ウ シ を 毎 日 観 察 し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 テ ス ト 用 ワ ク チ ン 　 － 　 テ ス ト 用 ワ ク チ ン は 、 感 染 性 ウ シ 鼻 気 管 炎 （ IBR） -パ ラ イ ン フ
ル エ ン ザ 3（ PI 3 ） -呼 吸 器 多 核 体 ウ イ ル ス （ RSV） に 対 す る 修 飾 し た 多 価 の 生 ワ ク チ ン を 乾
燥 さ せ た 形 態 の も の で あ り 、 不 活 化 し た 液 体 BVDVワ ク チ ン （ キ ャ ト ル マ ス タ ー ／ プ レ グ シ
ュ ア 5、 フ ァ イ ザ ー 社 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 ） を 用 い て 再 び 水 和 化 す る 。 こ の B
VDV成 分 を 減 菌 ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 し た 。 BVDV免 疫 化 抗 原 の 効 力 は 、 ワ ク チ ン 調 製 物 で 使
用 し た バ ル ク 流 体 に つ い て 8回 行 な っ た 滴 定 の 幾 何 平 均 力 価 （ GMT） を 計 算 す る こ と に よ っ
て 明 ら か に し た 。 再 水 和 化 後 、 2mlの IBR-PI 3 -BRSV-BVDVワ ク チ ン を 筋 肉 内 （ IM） 注 射 ま た
は 皮 下 （ SC） 注 射 に よ り 投 与 し た 。 乾 燥 さ せ た IBR-PI 3 -RSVワ ク チ ン を 減 菌 水 で 再 構 成 し
た も の を プ ラ セ ボ と し て 利 用 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 攻 撃 接 種 ウ イ ル ス 　 － 　 非 細 胞 変 性 BVDV1型 野 生 単 離 体 （ 816317株 、 コ ー ネ ル 大 学 、 ニ
ュ ー ヨ ー ク 州 獣 医 学 カ レ ッ ジ の E.J. Dubovi博 士 か ら 入 手 ） を 攻 撃 接 種 剤 と し て 用 い た 。
ど の よ う な ウ イ ル ス で あ る か は 、 SNア ッ セ イ と 逆 転 写 酵 素 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ RT-PCR
） に よ っ て 確 認 し た 。 RT-PCR分 析 の 結 果 は 、 gp53お よ び p80タ ン パ ク 質 と 5'非 翻 訳 領 域 に
関 し て は BVDV1型 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 陽 性 で あ り 、 p125タ ン パ ク 質 に 関 し て は BVDV2型 の 配
列 が 陰 性 で あ っ た 。 攻 撃 接 種 の 直 前 と 直 後 に 行 な っ た 2回 の 滴 定 に よ り 、 攻 撃 接 種 ・ ウ イ
ル ス の 効 力 を 示 す GMTが 10 4 . 3 TCID 5 0 /mlで あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 攻 撃 接 種 の た め の
接 種 は 、 鼻 腔 内 に 4mlの 用 量 を 分 割 し て 与 え た （ 1つ の 外 鼻 孔 に 2mlず つ ） 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 血 清 学 的 ア ッ セ イ 　 － 　 ウ シ 細 胞 培 養 物 に お け る ウ イ ル ス 一 定 ・ 血 清 減 少 ア ッ セ イ に よ
り 、 BVDV1型 と 2型 に 関 す る 血 清 中 和 力 価 を 測 定 し た 。 血 清 の 系 列 希 釈 物 を 、 50-300TCID 5 0
の 細 胞 変 性 BVDV1型 5960株 、 あ る い は ほ ぼ 同 量 の 細 胞 変 性 BVDV2型 125c株 と 混 合 し た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 ウ イ ル ス の 単 離 　 － 　 ウ シ 細 胞 培 養 物 の 中 で 、 乳 牛 の 末 梢 血 、 羊 水 、 胎 仔 組 織 か ら BVDV
を 攻 撃 接 種 後 に 単 離 す る こ と を 試 み た 。 BVDVに 対 し て 陽 性 の 細 胞 培 養 物 を 、 ヤ ギ の 抗 BVDV
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 間 接 的 な 免 疫 蛍 光 に よ り 調 べ た 。 以 前 に 報 告 さ れ て い る 免 疫
組 織 化 学 的 方 法 を 利 用 し て 胎 仔 組 織 か ら BVDVを 単 離 す る こ と も 試 み た （ Haines, D.M.、 Cl
ark, E.G.、 Dubovi, E.J.、 Vet. Pathol.、 第 29巻 、 27～ 32ペ ー ジ 、 1992年 ） 。 乳 牛 か ら
の 全 血 を 頚 静 脈 か ら 5～ 10mlの サ ン プ ル と し て 採 取 し 、 ヘ パ リ ン を 入 れ た 試 験 管 に 入 れ 、
ウ イ ル ス の 単 離 に 用 い る 軟 層 細 胞 を 調 製 し た 。 局 所 麻 酔 下 で 左 脇 腹 を 切 開 し て 子 宮 か ら 吸
引 す る こ と に よ り 、 3～ 5mlの 羊 水 サ ン プ ル を 回 収 し た 。 帝 王 切 開 ま た は 自 然 流 産 の 後 、 目
、 脳 の 3つ の 切 片 、 脾 臓 、 胸 腺 を そ れ ぞ れ の 胎 仔 か ら 無 菌 状 態 で 回 収 し た 。 均 質 化 し た 胎
仔 組 織 か ら の 上 清 を 用 い て 細 胞 培 養 物 の 中 で ウ イ ル ス を 単 離 す る こ と を 試 み た 。 免 疫 組 織
化 学 的 評 価 を 行 な う た め 、 胎 仔 組 織 を パ ラ フ ィ ン 中 に 埋 包 し 、 抗 BVDVモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 含 む 1： 800と 1： 600の 腹 水 希 釈 物 を 用 い て テ ス ト を 2回 行 な っ た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 生 物 測 定 デ ー タ の 分 析 　 － 　 攻 撃 接 種 後 に 保 護 さ れ た こ と を 証 明 す る た め 、 雌 親 と 胎 仔
で の BVDV2型 の 感 染 事 象 が 統 計 的 に 有 意 に 減 少 し た こ と を 、 接 種 群 （ T2と T3） と プ ラ セ ボ
対 照 群 （ T1） で 比 較 し て 明 ら か に す る 必 要 が あ っ た 。 フ ィ ッ シ ャ ー の 正 確 検 定 を 利 用 し 、
乳 牛 の ウ イ ル ス 血 症 、 羊 水 か ら の BVDV単 離 物 、 胎 仔 組 織 、 胎 仔 組 織 の 免 疫 組 織 化 学 と い う
事 象 を 比 較 し た 。 繰 り 返 し て 測 定 し た 結 果 に 対 し て 混 合 線 形 モ デ ル を 用 い る こ と に よ り 、
血 清 中 和 力 価 を 分 析 し た 。 分 散 の 分 析 か ら 得 ら れ る 最 小 自 乗 平 均 を 利 用 し 、 幾 何 平 均 力 価
（ GMT） を 計 算 し た 。 そ の と き 、 攻 撃 接 種 を 行 な わ な か っ た 乳 牛 の SNデ ー タ は 除 外 し た 。
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確 率 の 値 と し て P≦ 0.05を 利 用 し 、 統 計 的 有 意 さ を 明 ら か に し た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 胎 仔 の 保 護 に 関 す る 研 究 　 － テ ス ト し た 59頭 の 乳 牛 を ラ ン ダ ム に 3つ の テ ス ト 群 に 割 り
当 て た 。 そ れ は 、 表 6に 示 し た IMプ ラ セ ボ 群 （ T1） 、 IM接 種 群 （ T2） 、 SC接 種 群 （ T3） で
あ る 。 ワ ク チ ン ま た は プ ラ セ ボ を 0日 目 と 21日 目 に 乳 牛 に 接 種 し た 。 ど の 場 合 に も 、 0日 目
の 接 種 は 首 の 左 側 に 行 な い 、 21日 目 の 接 種 は 首 の 右 側 に 行 な っ た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 32日 目 、 発 情 期 に 合 わ せ て す べ て の 乳 牛 に プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン を 筋 肉 内 注 射 し た （ ル タ
ラ イ ズ 、 フ ァ ル マ シ ア ＆ ア ッ プ ジ ョ ン 社 、 カ ラ マ ズ ー 、 ミ シ ガ ン 州 ） 。 BVDVが 陰 性 で あ る
こ と を 確 認 し た 精 子 を 用 い 、 発 情 期 を 示 し た 乳 牛 に 人 工 授 精 を 行 な っ た 。 96日 目 、 す な わ
ち 妊 娠 後 約 60日 目 の と き 、 乳 牛 の 妊 娠 状 態 を 直 腸 触 診 に よ っ て 調 べ た 。 103日 目 、 妊 娠 が
確 認 さ れ た 30頭 の 乳 牛 を 各 テ ス ト 群 か ら ラ ン ダ ム に 選 択 し 、 近 く の 隔 離 施 設 （ 中 西 部 獣 医
学 施 設 、 オ ー ク ラ ン ド 、 ネ ブ ラ ス カ 州 ） に 入 れ て 混 じ り 合 わ せ た 。 117日 目 、 30頭 の テ ス
ト 用 乳 牛 に 有 毒 な BVDVを 鼻 腔 内 接 種 し た 。 BVDVの 単 離 を 目 的 と し て 、 血 液 サ ン プ ル を 攻 撃
接 種 の 日 と 攻 撃 接 種 後 の 8つ の 日 、 す な わ ち 　 119日 目 、 121日 目 、 123日 目 、 125日 目 、 127
日 目 、 131日 目 、 138日 目 、 145日 目 に 回 収 し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 145日 目 （ 攻 撃 接 種 後 28日 目 ） に 左 脇 腹 を 切 開 し 、 羊 水 を そ れ ぞ れ の 乳 牛 か ら 抽 出 し た
。 295日 目 、 す な わ ち 子 牛 誕 生 予 定 日 の 約 7～ 14日 前 、 テ ス ト 用 乳 牛 を ネ ブ ラ ス カ 大 学 の 獣
医 学 ・ 生 体 臨 床 医 学 サ ー ビ ス 学 部 に 属 す る 施 設 に 送 っ て 帝 王 切 開 し た 。 手 術 の 直 前 に 血 液
サ ン プ ル を そ れ ぞ れ の 乳 牛 か ら 回 収 し て SNア ッ セ イ を 行 な っ た 。 （ 298～ 300日 目 の ） 帝 王
切 開 後 、 血 液 サ ン プ ル を そ れ ぞ れ の 胎 仔 か ら 回 収 し た 。 次 に 胎 仔 を 安 楽 死 さ せ 、 BVDVを 単
離 す る た め に 組 織 を 無 菌 状 態 で 回 収 し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 自 然 流 産 が 起 こ っ た ケ ー ス で は 、 流 産 が 検 出 さ れ た と き と そ の 2週 間 後 に 血 液 サ ン プ ル
を 雌 親 か ら 採 取 し た 。 対 と な る そ の 血 液 サ ン プ ル に 対 し て 血 清 学 的 テ ス ト を 行 な い （ ネ ブ
ラ ス カ 大 学 獣 医 学 診 断 セ ン タ ー 、 リ ン カ ー ン 、 ネ ブ ラ ス カ 州 ） 、 流 産 し た 胎 仔 か ら の BVDV
の 単 離 （ フ ァ イ ザ ー 中 央 研 究 所 、 リ ン カ ー ン 、 ネ ブ ラ ス カ 州 ） と 胎 仔 組 織 の 組 織 病 理 学 的
評 価 （ サ ス カ ト ゥ ー ン 獣 医 学 生 体 診 断 、 サ ス カ ト ゥ ー ン 、 SK、 カ ナ ダ ） を 行 な っ た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
結 果
　 胎 仔 保 護 テ ス ト で 用 い た 30頭 の 乳 牛 の 個 々 の SN値 は 、 0日 目 に は BVDV1型 と 2型 に 関 し て
陰 性 で あ っ た 。 こ れ は 、 テ ス ト 用 乳 牛 が 研 究 開 始 時 に は BVDVに 対 し て 免 疫 学 的 に ナ イ ー ブ
で あ る こ と を 示 し て い る 。 GMT値 （ 表 7と 表 8） は 、 IMワ ク チ ン 接 種 （ T2群 ） と SCワ ク チ ン
接 種 （ T3群 ） の 両 方 で 、 2回 接 種 し た 後 に 血 清 反 応 が 誘 導 さ れ た こ と を 示 し て い る 。 T2群
と T3群 の す べ て の 乳 牛 は 、 2回 目 の ワ ク チ ン を 投 与 し た 後 に BVDV1型 と BVDV2型 に 対 し て セ
ロ コ ン バ ー ジ ョ ン を 起 こ し た （ SN力 価 ≧ 1： 8） 。 交 配 の と き （ 34日 目 ～ 37日 目 ） 、 BVDV1
型 の SN力 価 は 1： 27～ 1： 2,900の 範 囲 で あ り 、 BVDV2型 の SN力 価 は 1： 609～ 1： 13,777の 範
囲 で あ っ た 。 ワ ク チ ン 接 種 後 、 SC群 で の GMT値 は 、 攻 撃 接 種 前 の そ れ ぞ れ の 時 期 に お け る I
M群 で の 値 よ り も わ ず か に 大 き か っ た 。 し か し 差 は 統 計 的 に 有 意 で は な か っ た 。 攻 撃 接 種
後 28日 目 （ 145日 目 ） 、 BVDV1型 の GMT値 （ 表 7） は 、 IM接 種 （ T2） 群 よ り も SC接 種 （ T3） 群
の ほ う が 有 利 で あ る こ と に 関 し て 統 計 的 な 有 意 差 を 示 し た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 プ ラ セ ボ 群 （ T1） の す べ て の 乳 牛 は 、 攻 撃 接 種 の と き （ 117日 目 ） ま で BVDV1型 と 2型 の
両 方 に 対 し て 血 清 反 応 が 陰 性 に 留 ま っ た 。 こ れ は 、 こ の 研 究 が 偶 発 的 な 曝 露 に よ っ て 無 効
に な ら な か っ た こ と を 示 し て い る 。 プ ラ セ ボ の 乳 牛 は 、 攻 撃 接 種 に 血 清 反 応 し た が 、 145
日 目 の BVDV1型 と 2型 に 対 す る GMT応 答 で は 、 既 往 性 応 答 が 起 こ っ た ど ち ら の ワ ク チ ン 群 よ
り も PC-GMTが 有 意 に 小 さ か っ た （ 表 7と 表 8） 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 羊 水 穿 刺 （ 145日 目 ） と 帝 王 切 開 （ 298～ 300日 目 ） の 間 に 2頭 の 乳 牛 が 流 産 し た 。 1頭 は T
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1群 か ら の 乳 牛 で あ り 、 も う 1頭 は T3群 か ら の 乳 牛 で あ る 。 さ ら に 、 交 配 し た 4頭 の 乳 牛 （ 2
頭 は T1プ ラ セ ボ 群 か ら の 乳 牛 、 1頭 は T2群 、 1頭 は T3群 か ら の 乳 牛 ） が 妊 娠 し て い な い こ と
が 、 帝 王 切 開 の と き に わ か っ た 。 こ れ ら 4頭 の 乳 牛 に 関 し て は 、 96日 目 （ 交 配 後 60日 目 ）
に 直 腸 触 診 に よ っ て 妊 娠 し て い る こ と を 確 認 し た 。 こ れ は 、 そ の 後 に 検 出 さ れ な い 流 産 ま
た は 胎 仔 の 再 吸 収 が 起 こ っ た こ と を 意 味 す る 。 妊 娠 し な か っ た こ れ ら 4頭 の 乳 牛 か ら の 胎
仔 組 織 は 評 価 に 使 え な か っ た た め 、 こ れ ら の 乳 牛 は 研 究 か ら 除 外 し た 。 し た が っ て 研 究 の
終 了 時 に 、 攻 撃 接 種 を 受 け た 30頭 の 乳 牛 の う ち の 24頭 に 対 し て 帝 王 切 開 を 行 な っ た 。 帝 王
切 開 に よ り 得 ら れ た 胎 仔 と 流 産 し た 胎 仔 の 合 計 26頭 を BVDVの 単 離 に 関 し て 評 価 し た （ 表 6
） 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 T1プ ラ セ ボ 群 か ら の 乳 牛 1317は 、 238日 目 に 胎 仔 を 流 産 し た （ 妊 娠 201日 目 、 攻 撃 接 種 後
121日 目 ） 。 胎 仔 の 組 織 病 理 学 的 評 価 と 細 菌 学 的 評 価 に よ っ て 肺 炎 と 絨 毛 膜 上 皮 の 壊 死 が
明 ら か に な り 、 胃 と 胎 盤 か ら コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 が 単 離 さ れ た 。 乳 牛 か ら の 対 と な る 血
清 サ ン プ ル は 、 IBR、 BVD、 レ プ ト ス ピ ラ 症 が 病 因 で あ る こ と を 示 し て い な か っ た 。 攻 撃 接
種 後 6日 目 、 8日 目 、 10日 目 に 回 収 し た 乳 牛 の 末 梢 血 、 羊 水 、 胎 仔 の 脳 、 目 、 胸 腺 に 関 す る
細 胞 培 養 物 に お い て 、 BVDVの 単 離 に 関 し て 陽 性 の 結 果 が 得 ら れ た が 、 胎 仔 の 脾 臓 で は 陰 性
で あ っ た 。 胎 仔 の 脳 、 目 、 胸 腺 、 脾 臓 は 、 BVDVに 関 し て 免 疫 組 織 化 学 的 に 陽 性 で あ っ た 。
こ の 場 合 の ウ イ ル ス 単 離 と 血 清 学 的 証 拠 か ら 、 BVDVに 感 染 し た 胎 仔 は 、 攻 撃 接 種 の 結 果 と
し て ウ イ ル ス 血 症 に な っ た 雌 親 が 流 産 し た こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 T3ワ ク チ ン 群 か ら の 乳 牛 1331は 、 249日 目 に 胎 仔 を 流 産 し た （ 妊 娠 212日 目 、 攻 撃 接 種 後
132日 目 ） 。 組 織 病 理 学 的 検 査 に よ り 、 散 在 性 化 膿 性 肺 炎 に な っ て い る こ と が 明 ら か に な
っ た 。 胃 の 内 容 物 と 肺 に 関 す る 培 養 物 が 腸 内 細 菌 に よ っ て 厚 く 覆 わ れ た 。 乳 牛 か ら の 対 と
な る 血 清 サ ン プ ル は 、 IBR、 BVD、 レ プ ト ス ピ ラ 症 が 病 因 で あ る こ と を 示 し て い な か っ た 。
攻 撃 接 種 後 に 9回 回 収 し た 乳 牛 の 末 梢 血 、 羊 水 、 胎 仔 の 脳 、 目 、 脾 臓 、 胸 腺 に 関 す る 細 胞
培 養 物 か ら BVDVを 単 離 す る 試 み は 、 す べ て 陰 性 で あ っ た 。 胎 仔 組 織 に 関 す る 免 疫 組 織 化 学
の 結 果 は 陰 性 で あ っ た 。 し か し プ ー ル し た 胎 仔 組 織 は 、 細 胞 培 養 物 で の BVDV単 離 に 関 し て
陽 性 で あ っ た 。 こ の 矛 盾 す る 結 果 は 、 胎 仔 組 織 が 、 BVD攻 撃 接 種 ・ ウ イ ル ス が 播 か れ て い
る 牧 場 と の 接 触 に よ っ て 汚 染 さ れ た か 、 BVDVを 以 前 に 単 離 し た 検 死 施 設 に お け る 媒 介 物 に
よ っ て 汚 染 さ れ た 可 能 性 が あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 雌 親 の 体 内 に 攻 撃 接 種 後 の ウ イ ル ス
血 症 が な く 、 陽 性 へ の セ ロ コ ン バ ー ジ ョ ン 状 態 が な く 、 特 定 の 胎 仔 器 官 で BVDVの 単 離 が 陰
性 で あ る と 、 攻 撃 接 種 の 結 果 と し て こ の 胎 仔 が BVDVに 感 染 す る こ と は な か っ た と い う 結 論
が 支 持 さ れ る こ と に な る 。 帝 王 切 開 に よ っ て 生 ま れ た そ れ ぞ れ の 胎 仔 か ら 回 収 し た 血 液 サ
ン プ ル に 関 し 、 BVDV1型 と 2型 に 対 す る SM力 価 を 調 べ た 。 T1プ ラ セ ボ 群 か ら の 帝 王 切 開 に よ
る 7頭 の 胎 仔 の ど れ も 、 BVDV1型 と 2型 に 関 し て 血 清 反 応 は 陽 性 で な か っ た 。 T2接 種 群 と T3
接 種 群 か ら の 帝 王 切 開 に よ る 17頭 の 胎 仔 の う ち の 5頭 は 、 BVDV1型 に 対 す る 血 清 反 応 が 陽 性
で あ っ た 。 4頭 の 胎 仔 は 1型 に 対 す る SM力 価 が 1： 2～ 1： 4で あ り 、 T2群 の 乳 牛 1421か ら の 胎
仔 は 、 1型 に 対 す る SM力 価 が 1： 181で あ り 、 2型 に 対 す る SM力 価 が 1： 512で あ っ た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 攻 撃 接 種 後 に ウ イ ル ス を 単 離 し た 結 果 を 表 9に 示 し て あ る 。 T1プ ラ セ ボ 群 か ら の 10頭 の
乳 牛 の う ち の 9頭 は 、 BVDVウ イ ル ス 血 症 に な っ た 。 こ れ は 、 生 存 で き る 攻 撃 接 種 が 起 こ っ
た こ と を 示 し て い る 。 T2接 種 群 と T3接 種 群 の 20頭 の う ち の 19頭 か ら の 血 液 サ ン プ ル は 、 攻
撃 接 種 後 の 8つ の サ ン プ ル そ れ ぞ れ に お い て 、 BVDVウ イ ル ス 血 症 に 関 し て 陰 性 で あ っ た 。 T
2接 種 群 の 乳 牛 1421は 、 攻 撃 接 種 後 6日 目 の 123日 目 に BVDVに 関 し て 陽 性 で あ り 、 上 記 の よ
う に 血 清 反 応 が 陽 性 だ が ウ イ ル ス 単 離 に 関 し て は 陰 性 の 胎 仔 を 産 ん だ 。 T2接 種 群 と T3接 種
群 に お け る 攻 撃 接 種 後 の BVDVウ イ ル ス 血 症 が 5％ と い う の は 、 対 照 に お け る 90％ と 比 べ て
有 意 に 少 な か っ た （ P≦ 0.0001） 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 接 種 群 の 18頭 の う ち の 2頭 （ 11.1％ ） 、 す な わ ち T2の 乳 牛 1301と 1335か ら の 胎 仔 組 織 は
、 BVDVの 単 離 に 関 し て 陽 性 で あ っ た 。 こ れ を T1プ ラ セ ボ 群 の 乳 牛 か ら の 胎 仔 8頭 の う ち の 8
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頭 （ 100％ ） で BVDVが 単 離 さ れ た こ と と 比 べ る と 、 統 計 的 な 有 意 差 が あ る （ P≦ 0.0001） 。
BVDVの 単 離 結 果 は 、 T1群 の 乳 牛 1317を 除 き 、 評 価 し た 他 の す べ て の 胎 仔 組 織 で BVDV陽 性 ま
た は BVDV陰 性 の ど ち ら か で あ っ た 。 乳 牛 1317に 関 し て は 、 4つ の 胎 仔 組 織 サ ン プ ル の う ち
の 3つ で 陽 性 で あ っ た 。
【 ０ １ １ １ 】
　 接 種 群 20頭 の う ち の 2頭 （ 10.0％ ） か ら の 羊 水 は 、 BVDVに 関 し て 陽 性 で あ っ た 。 そ れ に
対 し て T1プ ラ セ ボ 群 の 乳 牛 で は 、 10頭 の う ち の 10頭 で 陽 性 の 結 果 で あ り 、 統 計 的 な 有 意 差
が あ る （ P≦ 0.0001） 。 T2接 種 群 の 乳 牛 1301と 1335か ら の 羊 水 サ ン プ ル が 陽 性 で あ っ た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 免 疫 組 織 化 学 の 結 果 は 、 接 種 群 の 18頭 の う ち の 2頭 （ 11.1％ ） 、 す な わ ち T2の 乳 牛 1301
と 1335か ら の 胎 仔 組 織 に 関 し て BVDV陽 性 で あ っ た 。 接 種 し た こ れ ら 乳 牛 か ら の 胎 仔 組 織 は
す べ て 、 陽 性 で あ っ た 。 こ れ は 、 細 胞 培 養 法 を 利 用 し て 羊 水 と 胎 仔 組 織 か ら ウ イ ル ス を 単
離 し よ う と 試 み た と き の 同 じ 2頭 の ウ シ に 関 す る BVDV単 離 結 果 に 対 応 し て い た 。 T1プ ラ セ
ボ 群 の 乳 牛 8頭 の う ち の 8頭 か ら の 胎 仔 組 織 は す べ て 陽 性 で あ り 、 接 種 群 の 乳 牛 で の 頻 度 と
比 べ て 統 計 的 に 有 意 に 多 い （ P≦ 0.0001） 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 BVDVの 単 離 結 果 が 陽 性 で あ っ た 接 種 し た 3頭 の 乳 牛 に 関 す る 攻 撃 接 種 前 の 血 清 状 態 を 表 1
0に 示 し て あ る 。 BVDVが 陽 性 の 胎 仔 を 産 ん だ 乳 牛 1301お よ び 1335と 、 ウ イ ル ス 血 症 で あ っ
た 乳 牛 1421は す べ て 、 ワ ク チ ン 接 種 に 免 疫 応 答 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 接 種 し た 乳 牛 か ら の 胎 仔 18頭 の う ち の 16頭 （ 88.9％ ） は 、 接 種 し て い な い 対 照 で 胎 仔 を
100％ 感 染 さ せ た 攻 撃 接 種 に 対 し て 抵 抗 力 が あ っ た 。 鼻 腔 内 攻 撃 接 種 に よ り 、 感 染 の 天 然
経 路 を 真 似 た だ け で な く 、 野 外 で 曝 露 す る と き に 予 想 さ れ る よ り も は る か に 多 い 量 で 攻 撃
接 種 を 行 な っ た 。 攻 撃 接 種 の 効 力 は 、 実 験 的 に BVDV1型 ウ イ ル ス 血 症 と 胎 仔 の 感 染 を 確 実
に 実 現 で き る こ と が 以 前 の 研 究 で わ か っ て い る レ ベ ル も 超 え て い た 。 「 ウ シ ・ ウ イ ル ス 性
下 痢 症 ウ イ ル ス に 関 す る 国 際 シ ン ポ ジ ウ ム 、 50年 の 回 顧 」 の プ ロ シ ー デ ィ ン グ （ イ サ カ 、
ニ ュ ー ヨ ー ク 州 、 1996年 ） の 110～ 112ペ ー ジ に 記 載 さ れ て い る Ficken, M.、 Jeevaraerath
nam, S.、 Wan Welch, S.K.ら の 「 選 択 し た 単 離 物 に よ る BVDV胎 仔 感 染 」 。 持 続 感 染 と 免 疫
寛 容 な 胎 仔 の 感 染 と 関 係 す る バ イ オ タ イ プ で あ る と い う 理 由 で 、 非 細 胞 変 性 攻 撃 接 種 株 を
用 い た 。 『 最 新 の 動 物 治 療 法 4、 食 肉 動 物 実 践 編 』 、 フ ィ ラ デ ル フ ィ ア 、 ペ ン シ ル ヴ ェ ニ
ア 州 、 W.B. Saunders、 1999年 の 286～ 291ペ ー ジ に 記 載 さ れ て い る Cortese, V.S.の 「 ウ シ
・ ウ イ ル ス 性 下 痢 症 ウ イ ル ス と 粘 膜 疾 患 」 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 血 清 学 的 デ ー タ に よ り 、 IMと SCの 両 方 の 投 与 経 路 で ワ ク チ ン の 抗 原 性 が 確 認 さ れ た 。 接
種 し た す べ て の 乳 牛 は 、 両 方 の タ イ プ の BVDVに 対 し て セ ロ コ ン バ ー ジ ョ ン し た 。 攻 撃 接 種
に 対 す る 顕 著 な 既 往 性 応 答 （ 表 7と 表 8） に よ り 、 GMT力 価 の 値 が 6ヶ 月 後 に 研 究 を 終 え る と
き ま で 維 持 さ れ た 。 ウ イ ル ス の 単 離 に 関 し て 陽 性 で あ る こ と と 関 係 し て い る 接 種 し た 3頭
の 乳 牛 も 、 接 種 後 に セ ロ コ ン バ ー ジ ョ ン し た （ 表 10） 。 血 清 反 応 陽 性 の 乳 牛 1301と 1355を
帝 王 切 開 し て 生 ま れ た 子 牛 は 、 BVDVに 関 し て 陽 性 で あ っ た 。 血 清 反 応 が 陽 性 の 乳 牛 ま た は
そ の 胎 仔 か ら の ウ イ ル ス 単 離 結 果 は 、 体 液 性 抗 体 が 保 護 と 関 係 し て い る も の の 、 そ れ が 唯
一 の 決 定 要 因 で は な い こ と を 示 唆 し て い る 。 細 胞 メ カ ニ ズ ム ま た は 粘 膜 メ カ ニ ズ ム も 関 与
し て い る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
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【 表 ６ 】
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【 表 ７ 】
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【 表 ８ 】
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【 表 ９ 】
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【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ １ 】
実 施 例 ３
　 1） ク イ ル Aを 含 む 2.5％ ア ン フ ィ ジ ェ ン ／ コ レ ス テ ロ ー ル （ そ れ ぞ れ 250mcg/ml） と 、 2
） ア ン フ ィ ジ ェ ン ／ Alゲ ル と い う 2つ の ア ジ ュ バ ン ト 製 剤 か ら 調 製 し た レ プ ト ス ピ ラ ・ ハ
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ー ジ ョ ／ レ プ ト ス ピ ラ ・ ポ モ ナ 混 合 ワ ク チ ン 2mlを 、 16頭 の 家 畜 か ら な る 2つ の グ ル ー プ に
3週 間 の 間 隔 で 2回 皮 下 接 種 し た 。 こ の ワ ク チ ン は 死 ん だ レ プ ト ス ピ ラ で 構 成 さ れ て お り 、
レ プ ト ス ピ ラ か ら 培 養 液 を 除 去 す る こ と で 遊 離 し た 内 毒 素 が 少 な く な っ て い る 。 体 温 、 注
射 部 位 の 反 応 、 全 体 的 な 健 康 所 見 を 、 2回 の 注 射 後 に 記 録 し た 。 全 身 性 の 悪 い 効 果 は 見 ら
れ ず 、 局 所 反 応 は 最 小 限 で あ っ た た め 、 臨 床 的 に 許 容 可 能 で あ る と 判 断 し た 。 対 照 と し て
、 別 の 16頭 に 生 理 食 塩 水 を 注 射 し た 。 接 種 し て か ら 4週 間 後 、 5× 10 6 個 の レ プ ト ス ピ ラ を
用 い て 家 畜 の 目 と 膣 に 3日 連 続 で 攻 撃 接 種 を 行 な っ た 。 そ れ ぞ れ の 処 理 群 の 半 分 に は ハ ー
ジ ョ を 用 い 、 半 分 に は ポ モ ナ を 用 い て 攻 撃 接 種 を 行 な っ た 。 ポ モ ナ を 用 い た 対 照 の う ち の
2頭 は あ る 理 由 に よ り 研 究 か ら 除 い た た め 、 そ の 群 に は 6頭 が 残 っ た 。 尿 を 毎 週 回 収 し 、 腎
臓 サ ン プ ル を 剖 検 に よ っ て 回 収 し 、 攻 撃 接 種 の 8週 間 後 に 、 培 養 物 、 PCR、 蛍 光 抗 体 顕 微 鏡
法 （ FA） に よ っ て 評 価 し た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 レ プ ト ス ピ ラ ・ ハ ー ジ ョ を 用 い た 攻 撃 接 種 の 後 、 生 き 延 び た 生 物 が 、 接 種 し て い な い 対
照 の す べ て （ 8/8） で 尿 培 養 物 お よ び ／ ま た は 腎 臓 培 養 物 に 検 出 さ れ た 。 そ れ に 対 し て 接
種 し た ど の 動 物 で も 、 陽 性 の 培 養 物 は 得 ら れ な か っ た （ 0/16） 。 レ プ ト ス ピ ラ ・ ポ モ ナ を
用 い た 攻 撃 接 種 の 後 、 接 種 し て い な い 対 照 の 67％ （ 4/6） が 尿 ／ 腎 臓 培 養 物 の レ ベ ル で 感
染 し て い た が 、 接 種 し た ど の 動 物 で も 腎 臓 培 養 物 ま た は 尿 培 養 物 が 陽 性 に な る こ と は な か
っ た （ 0/16） 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 レ プ ト ス ピ ラ 症 は 汚 染 さ れ た 尿 を 通 じ て 移 る た め 、 放 尿 を 防 い だ り 少 な く し た り す る 能
力 が 、 ワ ク チ ン の 効 力 に 関 す る 有 効 な 指 標 で あ る 。 ど ち ら の ワ ク チ ン 組 成 物 も 、 尿 に よ る
レ プ ト ス ピ ラ の 放 散 を 対 照 と 比 較 し て 統 計 的 に 有 意 な 程 度 に 低 下 さ せ た 。 デ ー タ は 、 い ず
れ か の ア ジ ュ バ ン ト を 用 い て 調 製 し た 二 価 の レ プ ト ス ピ ラ ・ ハ ー ジ ョ ／ レ プ ト ス ピ ラ ・ ポ
モ ナ ・ ワ ク チ ン を 接 種 す る こ と の 実 質 的 な 利 点 を 示 し て い る 。 こ れ は 、 ホ ル マ リ ン で 殺 し
た 組 み 合 わ せ バ ク テ リ ン を 接 種 す る こ と に よ り 、 家 畜 が レ プ ト ス ピ ラ の 感 染 か ら 保 護 さ れ
る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
実 施 例 ４
材 料 と 方 法
　 動 物 　 － 　 BVDVと レ プ ト ス ピ ラ に 関 し て 血 清 反 応 陰 性 （ す な わ ち BVDV血 清 中 和 ［ SN］ 力
価 が <1： 2で あ り 、 レ プ ト ス ピ ラ の 血 清 型 ハ ー ジ ョ と ポ モ ナ の ［ MAT］ 力 価 が <1： 20） で あ
る 年 齢 が 約 7ヶ 月 の 36頭 の 子 牛 を 複 数 の 供 給 源 か ら 取 得 し 、 研 究 期 間 中 、 ネ ブ ラ ス カ の 研
究 用 隔 離 施 設 で 保 管 し た 。 そ れ ぞ れ の 子 牛 は 、 そ れ ぞ れ の 耳 に 1つ ず つ 付 け た タ グ に よ っ
て 特 定 し た 。 子 牛 が 耳 の タ グ を 紛 失 し た 場 合 に は 、 新 し い タ グ を 取 り 付 け た 。 研 究 を 始 め
る 前 に 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 症 と ウ シ 呼 吸 器 疾 患 に 対 す る 薬 を テ ス ト 用 の ウ シ に 接 種 し た （
BVDウ イ ル ス は 除 く ） 。 テ ス ト 用 の 子 牛 を 担 当 獣 医 の 監 督 下 に 置 い た 。 獣 医 は 、 臨 床 面 か
ら ウ シ を 毎 日 観 察 し た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 テ ス ト 用 ワ ク チ ン 　 － 　 テ ス ト 用 ワ ク チ ン は 、 ホ ル マ リ ン で 不 活 化 し た レ プ ト ス ピ ラ ・
ハ ー ジ ョ -ボ ビ ス と レ プ ト ス ピ ラ ・ ポ モ ナ の 一 方 ま た は 両 方 と 、 不 活 化 し た BVD1型 と 2型 の
ウ イ ル ス を 含 む 液 体 ワ ク チ ン で あ っ た 。 BVDV成 分 は 、 減 菌 ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 し た 。 BVDV
免 疫 化 抗 原 の 効 力 は 、 ワ ク チ ン 調 製 物 で 使 用 し た バ ル ク 流 体 に つ い て 8回 行 な っ た 滴 定 の
幾 何 平 均 力 価 （ GMT） を 計 算 す る こ と に よ っ て 明 ら か に し た 。 レ プ ト ス ピ ラ 免 疫 化 抗 原 の
効 力 は 、 ハ ム ス タ ー 致 死 率 モ デ ル の 手 続 き に 従 っ て 決 定 し た 。 実 験 用 テ ス ト ・ ワ ク チ ン に
含 ま れ る ア ジ ュ バ ン ト は 、 ク イ ル Aを 含 む 2.5％ (v/v)ア ン フ ィ ジ ェ ン ／ コ レ ス テ ロ ー ル （
そ れ ぞ れ 250mcg/ml） だ け 、 あ る い は そ れ に 2％ (v/v)水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム を 加 え た も の と
； ク イ ル Aを 含 む 2.5％ (v/v)ア ン フ ィ ジ ェ ン ／ ジ メ チ ル ジ オ ク タ デ シ ル ア ン モ ニ ウ ム ブ ロ
ミ ド （ DDA） （ そ れ ぞ れ 100mcg/ml） だ け 、 あ る い は 2％ (v/v)水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム を 加 え た
も の 、 の い ず れ か を 含 ん で い た 。 実 験 用 テ ス ト ・ ワ ク チ ン は 、 皮 下 （ SC） 注 射 に よ り 5ml
を 投 与 し た 。 一 価 レ プ ト ス ピ ラ ・ ハ ー ジ ョ -ボ ビ ス ・ バ ク テ リ ン を 、 製 造 者 の 指 示 に 従 っ
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て 陽 性 の 対 照 と し て 用 い た 。 生 理 食 塩 水 を 含 む プ ラ セ ボ ・ ワ ク チ ン を 陰 性 の 対 照 と し て 用
い た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 攻 撃 接 種 細 菌 　 － 　 レ プ ト ス ピ ラ ・ ボ ル グ ペ テ ル セ ニ イ の 血 清 型 ハ ー ジ ョ ・ タ イ プ で あ
る ハ ー ジ ョ -ボ ビ ス 株 203（ 国 立 動 物 疾 患 セ ン タ ー 、 エ イ ム ズ 、 ア イ オ ワ 州 ） を 攻 撃 接 種 剤
と し て 利 用 し た 。 レ プ ト ス ピ ラ ・ ハ ー ジ ョ -ボ ビ ス と い う 攻 撃 接 種 材 料 は 、 実 験 的 に レ プ
ト ス ピ ラ ・ ハ ー ジ ョ -ボ ビ ス を 感 染 さ せ た 家 畜 の 尿 か ら 単 離 し た 初 代 継 代 培 養 生 物 と し て
調 製 し た 。 こ の 攻 撃 接 種 材 料 を 1日 に 1回 、 3日 連 続 で 投 与 し た 。 攻 撃 接 種 を 行 な う 日 ご と
に 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ ハ ー ジ ョ -ボ ビ ス を 1mlに 約 2.5× 10 6 個 含 む 合 計 2mlの 攻 撃 接 種 材 料 を
別 々 の 3つ の 解 剖 学 的 部 位 に 投 与 し た 。 攻 撃 接 種 経 路 は 、 両 方 の 目 の 結 膜 嚢 （ そ れ ぞ れ 1/2
ml） と 膣 （ 1ml） へ の 滴 注 に し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 血 清 学 的 ア ッ セ イ 　 － 　 ウ シ 細 胞 培 養 物 に お け る ウ イ ル ス 一 定 ・ 血 清 減 少 ア ッ セ イ に よ
り 、 BVDV1型 と 2型 に 関 す る 血 清 中 和 力 価 を 測 定 し た 。 血 清 の 系 列 希 釈 物 を 、 50-300TCID 5 0
の 細 胞 変 性 BVDV1型 5960株 、 あ る い は ほ ぼ 同 量 の 細 胞 変 性 BVDV2型 125c株 と 混 合 し た 。 レ プ
ト ス ピ ラ ・ ハ ー ジ ョ -ボ ビ ス と レ プ ト ス ピ ラ ・ ポ モ ナ に 関 す る 血 清 顕 微 鏡 的 凝 集 力 価 （ MAT
） は 、 設 備 の 整 っ た 獣 医 学 診 断 セ ン タ ー （ コ ー ネ ル 大 学 、 獣 医 学 カ レ ッ ジ 、 診 断 研 究 室 ）
で 標 準 的 な 方 法 を 利 用 し て 測 定 し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 レ プ ト ス ピ ラ の 単 離 　 － 　 尿 サ ン プ ル と 腎 臓 組 織 ホ モ ジ ェ ネ ー ト （ 左 右 の 腎 臓 を プ ー ル
し た も の ） に レ プ ト ス ピ ラ が 存 在 し て い る か ど う か を 調 べ た 。 尿 と 腎 臓 の 培 養 物 に レ プ ト
ス ピ ラ が 存 在 し て い る か ど う か を 、 標 準 的 な 手 続 き を 利 用 し て 週 に 1回 、 8週 間 に わ た っ て
調 べ た 。 標 準 的 な や り 方 で レ プ ト ス ピ ラ 蛍 光 抗 体 （ FA） 法 を 設 備 の 整 っ た 獣 医 学 診 断 セ ン
タ ー （ コ ー ネ ル 大 学 、 獣 医 学 カ レ ッ ジ 、 診 断 研 究 室 ） で 実 施 し た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 生 物 測 定 デ ー タ の 分 析 　 － 　 攻 撃 接 種 後 に 保 護 さ れ た こ と を 証 明 す る た め 、 レ プ ト ス ピ
ラ の 感 染 事 象 が 統 計 的 に 有 意 に 減 少 し た こ と を 、 接 種 し た 群 （ 表 11） （ T02、 T03、 T04、 T
05） と プ ラ セ ボ 対 照 群 （ T1） で 比 較 し て 明 ら か に す る 必 要 が あ っ た 。 腎 臓 移 植 と 放 尿 に 関
す る デ ー タ を 処 理 法 と 時 期 に 関 し て ま と め た 。 そ れ ぞ れ の 処 理 に つ き 、 腎 臓 で レ プ ト ス ピ
ラ が 検 出 さ れ た 子 牛 の 割 合 を 比 較 し た 。 そ れ ぞ れ の 処 理 に つ き 、 尿 で レ プ ト ス ピ ラ が 検 出
さ れ た 子 牛 の 割 合 を 比 較 し た 。 フ ィ ッ シ ャ ー の 正 確 検 定 を 利 用 し て こ の よ う な 分 析 を 行 な
っ た 。 一 般 的 な 線 形 混 合 モ デ ル を 利 用 し 、 レ プ ト ス ピ ラ が 尿 に 放 出 さ れ る 期 間 も 比 較 し た
。 確 率 の 値 と し て P≦ 0.05を 利 用 し 、 統 計 的 有 意 さ を 明 ら か に し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 レ プ ト ス ピ ラ か ら の 保 護 に 関 す る 研 究 　 － 　 表 11に 示 し た よ う に 、 テ ス ト し た 36頭 の 子
牛 を ラ ン ダ ム に 6つ の テ ス ト 群 に 割 り 当 て た 。 0日 目 と 21日 目 に 、 T01～ T05に 割 り 当 て た そ
れ ぞ れ の 子 牛 に 、 適 切 な 実 験 用 テ ス ト ・ ワ ク チ ン ま た は プ ラ セ ボ ・ ワ ク チ ン 5mlを 1回 皮 下
投 与 し た 。 0日 目 と 28日 目 に 、 T06に 割 り 当 て た そ れ ぞ れ の 子 牛 に 、 陽 性 の 対 照 と な る ワ ク
チ ン 2mlを 1回 皮 下 投 与 し た 。 57～ 59日 目 に 、 す べ て の 子 牛 に 対 し 、 す で に 概 略 を 説 明 し た
レ プ ト ス ピ ラ ・ ハ ー ジ ョ -ボ ビ ス 203株 を 用 い て 攻 撃 接 種 を 行 な っ た 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 0日 目 、 21日 目 、 35日 目 、 56日 目 、 84日 目 、 111日 目 に 血 液 サ ン プ ル を そ れ ぞ れ の 子 牛 か
ら 回 収 し 、 BVDV1型 と 2型 の 力 価 を 測 定 し た 。
　 -1日 目 、 56日 目 、 70日 目 、 77日 目 、 84日 目 、 91日 目 、 98日 目 、 105日 目 に 尿 サ ン プ ル （
約 45ml） を そ れ ぞ れ の 子 牛 か ら 回 収 し 、 す で に 説 明 し た よ う に し て レ プ ト ス ピ ラ を 単 離 し
た 。
　 112日 目 と 113日 目 に 子 牛 を 安 楽 死 さ せ 、 腎 臓 に レ プ ト ス ピ ラ が 存 在 し て い る か ど う か を
す で に 説 明 し た よ う に し て 調 べ た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
結 果
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　 GMT値 （ 表 12） か ら 、 BVDV-レ プ ト ス ピ ラ 混 合 ワ ク チ ン を 受 け た す べ て の 子 牛 （ T02、 T03
、 T04、 T05） に お い て 、 ワ ク チ ン を 2回 投 与 し た 後 に 血 清 反 応 が 誘 導 さ れ た こ と が わ か る
。 T02、 T03、 T04、 T05の 群 に 属 す る す べ て の 子 牛 は 、 2回 目 の ワ ク チ ン を 投 与 し た 後 に BVD
V1型 に 対 し て セ ロ コ ン バ ー ジ ョ ン し た （ SN力 価 ≧ 1： 8） 。 T02、 T04、 T05の 群 に 属 す る す
べ て の 子 牛 は 、 2回 目 の ワ ク チ ン を 投 与 し た 後 に 対 し て BVDV2型 に セ ロ コ ン バ ー ジ ョ ン し た
（ SN力 価 ≧ 1： 8） 。 プ ラ セ ボ 群 （ T01） ま た は 一 価 の レ プ ト ス ピ ラ ・ ハ ー ジ ョ -ボ ビ ス ・ ワ
ク チ ン を 受 け た 群 の す べ て の 子 牛 は 、 BVDV1型 と 2型 の 両 方 に 対 し て 血 清 反 応 が 陰 性 の ま ま
で あ っ た 。 こ れ は 、 こ の 研 究 が 偶 発 的 な 曝 露 に よ っ て 無 効 に な ら な か っ た こ と を 示 し て い
る 。 全 体 と し て 、 BVDVの 血 清 学 的 デ ー タ は 、 不 活 化 し た BVDV1型 お よ び 2型 と 、 不 活 化 し た
レ プ ト ス ピ ラ ・ ハ ー ジ ョ -ボ ビ ス お よ び レ プ ト ス ピ ラ ・ ポ モ ナ と を 4通 り の 異 な る ア ジ ュ バ
ン ト の 中 に 含 む 混 合 ワ ク チ ン が 、 家 畜 の BVDV疾 患 に 対 す る 保 護 応 答 を 誘 導 で き る こ と を 初
め て 示 し て い る 。 と い う の も 、 ウ シ BVDV SN力 価 が ≧ 1： 8で あ る と い う の は 、 BVDV疾 患 か
ら 保 護 さ れ て い る こ と を 示 す 、 と い う こ と が 従 来 か ら 知 ら れ て い る か ら で あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 尿 と 腎 臓 に お け る レ プ ト ス ピ ラ の 結 果 （ 表 13） か ら 、 BVDV-レ プ ト ス ピ ラ 混 合 ワ ク チ ン
を 受 け た す べ て の 子 牛 （ T02、 T03、 T04、 T05） が 、 テ ス ト し た 8つ の 時 期 の す べ て の 尿 培
養 物 （ CX） に つ い て 陰 性 で あ り 、 剖 検 時 （ 112日 目 ま た は 113日 目 ） に 採 取 し た 腎 臓 の 培 養
物 に つ い て 陰 性 で あ っ た こ と が わ か る （ 表 13、 8列 ） 。 一 価 レ プ ト ス ピ ラ ・ ワ ク チ ン を 受
け た 子 牛 （ T06、 陽 性 の 対 照 ） は 、 レ プ ト ス ピ ラ の 感 染 か ら 同 様 に 保 護 さ れ た 。 逆 に 、 プ
ラ セ ボ ・ ワ ク チ ン を 受 け た 子 牛 （ T01、 陰 性 の 対 照 ） は 、 尿 培 養 物 （ 表 13、 2列 ） と 腎 臓 培
養 物 （ 表 13、 8列 ） で の 結 果 に 基 づ く と 感 染 し て い た 。 こ れ は 、 攻 撃 接 種 に 対 す る ワ ク チ
ン の 研 究 が 有 効 で あ っ た こ と を 示 し て い る 。 全 体 と し て 、 レ プ ト ス ピ ラ ・ ハ ー ジ ョ -ボ ビ
ス 単 離 の デ ー タ は 、 不 活 化 し た BVDV1型 お よ び 2型 と 、 不 活 化 し た レ プ ト ス ピ ラ ・ ハ ー ジ ョ
-ボ ビ ス お よ び レ プ ト ス ピ ラ ・ ポ モ ナ と を 4通 り の 異 な る ア ジ ュ バ ン ト の 中 に 含 む 混 合 ワ ク
チ ン が 、 家 畜 の BVDV疾 患 に 対 す る 保 護 応 答 を 誘 導 で き る こ と を 初 め て 示 し て い る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
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【 表 １ １ 】
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【 表 １ ２ 】
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【 表 １ ３ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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