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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　家禽を大腸菌症から防御するために滴下または噴霧して粘膜接種されるワクチンであっ
て、大腸菌のホルマリン不活化全菌体またはその破砕物と、リポソームまたはリポソーム
様の形態を示す脂質を基材とするアジュバントを含有することを特徴とする家禽大腸菌症
ワクチン。
【請求項２】
　前記大腸菌が、菌体表面に血清抵抗性因子を表出している大腸菌である請求項１記載の
ワクチン。
【請求項３】
　前記大腸菌が、莢膜抗原を発現している大腸菌である請求項１または２に記載のワクチ
ン。
【請求項４】
　前記リポソームまたはリポソーム様の形態を示す脂質が、陽性荷電している請求項１～
３のいずれかに記載のワクチン。
【請求項５】
　前記リポソームが、第３級脂質アミンまたは第４級脂質アミンを含有している請求項４
記載のワクチン。
【請求項６】
　前記リポソームが、コレステロールを含有している請求項１～５のいずれかに記載のワ
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クチン。
【請求項７】
　前記リポソームが、陽性荷電された小さな一枚膜リポソームまたは多重層リポソームで
ある請求項１～６のいずれかに記載のワクチン。
【請求項８】
　請求項１～７のいずれかに記載のワクチンを、家禽の鼻または総排泄腔へ滴下または噴
霧して接種することを特徴とする、家禽を大腸菌症から防御する方法。
【請求項９】
　孵化後、０日齢～５日齢の雛にワクチンを接種する請求項８記載の方法。
【請求項１０】
　請求項１～７のいずれかに記載のワクチンを混合した飲水を家禽に給与することを特徴
とする、家禽を大腸菌症から防御する方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、家禽大腸菌感染症ワクチンおよび家禽に大腸菌感染症に対する免疫性を付与
して大腸菌感染症から家禽を防御する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　家禽大腸菌感染症（以下、単に「家禽大腸菌症」という。）は、家禽業界、特に養鶏業
、とりわけブロイラー飼育農場において、多大の損害を生ずる感染性消耗性疾患であり、
特に敗血症を主徴とする大腸菌症は経済的被害が大きく、農場の衛生管理において重要な
疾患である。家禽大腸菌症に対する予防および治療措置としては、家禽の飼育室の徹底消
毒、家禽に対する抗菌剤、抗生物質などの投与が主体となっている。また、家禽大腸菌症
に対するワクチンとしては、例えば、大腸菌の血清型Ｏ１、Ｏ２、Ｏ７８を含有する家禽
大腸菌症予防用不活化ワクチン（特許文献１参照。）、予め不活化した大腸菌菌体を超音
波処理により破壊した家禽大腸菌症のための全菌ワクチン（特許文献２参照。）、Ｆ１１
型のフィムブリエ（線毛）若しくはその免疫原性セクションを含有するワクチン（特許文
献３参照。）、大腸菌の鞭毛あるいは鞭毛のフラジェリンサブユニットを含むワクチン（
特許文献４参照。）などが提案されており、大腸菌の線毛および鞭毛を抗原とするオイル
アジュバントワクチンが実用化されている。
【０００３】
　しかしながら、実用化されている前記オイルアジュバントワクチンは、経口投与または
粘膜接種が困難で、皮下注射、筋肉注射により家禽に接種されている。しかし、皮下注射
や筋肉注射の場合は、接種部位への残存性や安全性の面から、種鶏（母鶏）以外の肉用鶏
に直接適用することは出来ず、その使用は種鶏用に限定され、ワクチンを種鶏に接種して
、卵黄からの移行抗体により雛を大腸菌症から防御するようにしている。しかし、種鶏へ
のワクチン接種による移行抗体による防御は概して弱く、雛から移行抗体が消失した後に
発症してしまうことが多く、あまり効果的ではなかった。また、従来から、経口投与また
は点眼若しくは点鼻などの粘膜接種に用いるワクチンは生ワクチンでないと効果がないと
考えられている。しかし、大腸菌の生ワクチンはブロイラーなどの食用家禽のワクチンと
しては安全性の面で問題がある。
【０００４】
【特許文献１】特公昭５５－４５０４５号公報
【特許文献２】特公平８－５８０２号公報
【特許文献３】特許第２７１８５２３号公報
【特許文献４】特許第３０３１５６１号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
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　本発明は、上記のような家禽大腸菌症ワクチンの現状をふまえ、家禽に大腸菌症に対す
る確実な防御能を付与することが可能なワクチンを提供することを目的とし、種鶏への接
種による移行抗体による防御ではなく、雛に直接接種または投与することが可能で、しか
も接種部位への残留がなく、安全性に優れた家禽大腸菌症ワクチンおよびこれを種鶏以外
の家禽の雛に直接接種または投与することで家禽を大腸菌症から確実に防御する方法を提
供せんとするものである。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明者らは、上記の目的を達成するために、鋭意研究を重ねた結果、抗原として不活
化大腸菌を用いた場合でも、リポソームまたはリポソーム様の形態を示す脂質を基材とす
るアジュバント、特にリン脂質からなるリポソームを基材とするアジュバントを用いた不
活化大腸菌ワクチンが、滴下または噴霧して粘膜接種による方法でも、家禽に大腸菌症に
対する防御能を付与することができ、種鶏以外の雛や発育鶏卵に対して直接接種または投
与して大腸菌症から家禽を効果的に防御することができることを見出し、本発明を完成す
るに至った。

【０００７】
　即ち、本発明に係る家禽大腸菌症ワクチンは、家禽を大腸菌症から防御するために、家
禽、特に種鶏以外の雛に対して直接、滴下または噴霧して粘膜接種されるワクチンであっ
て、生物学的に不活性な大腸菌抗原である大腸菌のホルマリン不活化全菌体またはその破
砕物と、リポソームまたはリポソーム様の形態を示す脂質を基材とするアジュバントを含
有することを特徴とするものである。前記リポソームを構成するリン脂質は、生体由来物
質であり、安全性と生体親和性を有し、接種部位への残存性の問題がなく、また粘膜接種
しても安全性に問題はない。また、前記リポソーム様の形態を示す脂質とは、脂質の集合
体、例えばミセルであり、リポソームと同様に脂質集合体構造を示し、リポソームと同様
に安全性に問題はない。
                                                                                
【０００８】
　前記大腸菌抗原が、菌体表面に血清抵抗性因子（Increased Serum Survival、以下、「
Ｉｓｓ」と略記する。）を表出している大腸菌であると、大腸菌症に対する防御能の付与
効果が高いことから好ましい。
【０００９】
　更に、前記大腸菌抗原が莢膜抗原を発現している大腸菌であるとより好ましい。
【００１０】
　前記大腸菌抗原としては、大腸菌の全菌体、全菌体の破砕物または菌体可溶化物のいず
れであってもよい。
【００１１】
　また、アジュバントの基材としての前記リポソームまたはリポソーム様の形態を示す脂
質が陽性荷電していると、抗原である大腸菌を吸着しやすく、更に目や上部気道などの粘
膜にも吸着しやすくなり、大腸菌症に対して家禽をより効果的に防御することができ、好
ましい。
【００１２】
　前記リポソームを陽性荷電するためには、該リポソームが第３級脂質アミンまたは第４
級脂質アミンを含有することが好ましい。
【００１３】
　前記リポソームが、コレステロールを含有している場合には、リポソームに強度が与え
られる。
【００１４】
　前記リポソームとしては、陽性荷電された小さな一枚膜リポソーム（以下、「ＳＵＶ型
陽性荷電リポソーム」という。）を用いることが好ましい。
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　前記ＳＵＶ型陽性荷電リポソームは直径が０．０２～０．０５μｍと小さいため粘膜か
ら取り込まれ易く、また陽性荷電により抗原を吸着しやすく、かつ粘膜へも吸着しやすい
ことから、家禽に対して効果的に免疫能を付与することができる。
【００１５】
　本発明により家禽を大腸菌症から防御する方法は、本発明の家禽大腸菌症ワクチンを家
禽に点眼接種する、あるいは家禽の鼻または総排泄腔へ滴下または噴霧して接種するなど
の粘膜接種による方法が挙げられる。これらの粘膜接種は、孵化後、０日齢～５日齢の雛
に対して接種することが効果的である。
【００１６】
　また、本発明により家禽を大腸菌症から防御する方法は、本発明の家禽大腸菌ワクチン
を混合した飲水を家禽に給与する経口投与による方法であってもよい。更に、前記粘膜接
種と、この経口投与とを併用することで、家禽をより効果的に大腸菌症から防御すること
ができる。
【００１７】
　更に、本発明の家禽大腸菌症ワクチンは、発育鶏卵内に注射することでも、該鶏卵から
孵化した雛に大腸菌症に対する免疫能を付与することができる。更に、前記鶏卵から孵化
した雛に前記粘膜接種や経口接種を施すとより効果的である。
【発明の効果】
【００１８】
　本発明に係る家禽大腸菌症ワクチンは、不活化大腸菌抗原を用い、かつ生体由来物質で
あるリン脂質からなるリポソームやリポソーム様脂質を基材とするアジュバントを用いた
安全性の高いワクチンであり、家禽、とりわけブロイラーなどの肉用家禽の種鶏以外の雛
に直接、点鼻または総排泄腔へ接種する方法で接種することができ、前記家禽の雛に強い
免疫を誘導して大腸菌症から防御することができ、また該家禽から得られた食肉に残留す
る恐れがなく、安全性の高いワクチンである。
【００１９】
　また、抗原として、菌体表面にＩｓｓを発現している大腸菌を用いたり、更に、前記リ
ポソームとしてＳＵＶ型陽性荷電リポソームを用いることで、家禽に対してより効果的に
免疫能を付与することができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２０】
　以下、本発明に係る家禽大腸菌症ワクチンおよびそれを使用して家禽を免疫化して大腸
菌症から防御する方法の詳細を説明する。
【００２１】
　本発明に係る家禽大腸菌症ワクチンは、家禽、とりわけ肉用家禽であるブロイラー雛の
大腸菌感染症を予防するために、雛に直接、点鼻、総排泄腔への接種などにより粘膜接種
する方法で使用するものである。このように、種鶏以外の雛に直接投与することで、雛に
強い免疫が誘導され、しかもアジュバントとして生体由来物質であるリポソームや脂質を
用いることで、ブロイラーなどの肉用家禽に使用した場合にも、食肉に残留する恐れが全
くなく、安全性の高いワクチンである。

【００２２】
　本発明に係るワクチンは、不活化大腸菌抗原と、リポソームまたはリポソーム様形態を
示す脂質を基材とするアジュバント（これを脂質アジュバントと称す。）を含有する。
【００２３】
　前記抗原としての大腸菌は特に限定されるものではないが、大腸菌Ｏ－１、Ｏ－２、Ｏ
－７８などのＯ－抗原を有する大腸菌が望ましい。これらの菌は、野外の感染鶏から容易
に分離することができ、また大学、公共の研究機関または寄託機関から容易に入手可能で
ある。更に、前記抗原としては、Ｉｓｓを菌体表面に発現している大腸菌株であることが
好ましい。ここでいうＩｓｓとは、菌が生体内で生存するために菌体表面に産生するリポ
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タンパク質であり、血清中の補体による攻撃から菌体を保護する役割を果たすものであり
、本発明の家禽大腸菌症ワクチンにおいて有用な防御関連抗原となると考えられる。また
、前記抗原としては、莢膜抗原であるＫ１、Ｋ５またはＫ８０などのＫ抗原であることが
好ましく、更に前記ＩｓｓとＫ抗原との両方を発現している大腸菌株が好ましい。なお、
Ｉｓｓおよび莢膜抗原のいずれも発現していない株でも抗原として使用可能である。本発
明で使用する生物学的に不活性な抗原は、大腸菌の全菌体、全菌体の破砕物または菌体可
溶化物のいずれであってもよく、Ｉｓｓを菌体表面に発現している大腸菌やＫ抗原を発現
している大腸菌の全菌体のホルマリン不活化抗原、あるいはその破砕物、更にはＩｓｓや
Ｋ抗原を含む菌体成分の混合物であってもよい。これらの中でも、全菌体を破砕して小さ
くしたもの（破砕菌）が、粘膜から容易に体内へ取り込まれて雛に全身性の防御免疫を誘
発させやすいので好ましい。
【００２４】
　本発明では、アジュバント基材として、安全性と生体親和性、ブロイラーなどの食用肉
への残留性の面から、生体由来物質であるリン脂質からなるリポソームを用いることが好
ましい。アジュバント作用のある物質の多くのものは、界面活性剤のような両親媒性物質
（一つの分子中に親水性基と疎水性基を有する物質）であり、その代表例としてはグラム
陰性菌内毒素のアジュバント活性部位であるlipid Ａや、ジメチルジオクタデシルアンモ
ニウムブロマイド（ＤＤＡ）、アブリジン、無水マンニトールオレイン酸エステルなど、
脂質成分が分子構造の中心をなす物質が多い。本発明で用いるリポソームは、前記のよう
な脂質のうち、リン脂質を主に用いて調製される、人工的に作られた脂質の二分子層（二
分子膜）構造を有する小胞（脂質小胞）のことである。ここでいうリン脂質とは、生体由
来物質であるレシチン（ホスファチジルコリンを主成分とするリン脂質の混合物）または
レシチンから精製、単離された構成リン脂質であるホスファチジルコリン、ホスファチジ
ン酸、ホスファチジルエタノールアミンなどである。通常、リポソームは、前記のような
リン脂質を用いて、エバポレーター法、フレンチプレス法、超高圧ホモジナイザー法など
様々な方法で水分散液として調製され、本発明では、このリポソームの水分散液を脂質ア
ジュバントとして使用する。本発明で使用する前記リン脂質（レシチン）の具体例として
は、日光ケミカルズ株式会社製のレシノールＳ－１０、１０Ｍ、１０Ｅ、１０ＥＸ、Ｓ－
３０、Ｙ１０、Ｙ１０Ｍ、Ｙ１０Ｅ、Ｙ１０ＥＸ、ＬＬ２０、ＳＨ５０などが好適に使用
できるが、他社の同等品でも使用可能である。
【００２５】
　また、リポソームの表面電荷は酸やアミンの添加によって変わる。例えば、ホファチジ
ン酸を添加すると陰性に荷電され、またリン脂質としてホスファチジルジエタノールアミ
ンを用いたり、第３級アミンや第４級アミンを添加するとリポソームの表面は陽性に荷電
される。例えば第３級または第４級脂質アミンを組成に加えてリポソームに陽性荷電を与
えると、リポソーム表面に抗原が吸着し易くなるとともに、眼の粘膜面やその近くの免疫
組織であるハダー腺で、粘膜上皮細胞のシアル酸のような陰性電荷体を介して、リポソー
ムが眼や上部気道の粘膜に吸着し易くなることによって、該リポソームに吸着している抗
原が効率よく体内に取り込まれ、家禽の雛に対して全身性の防御免疫を誘発することがで
きると考えられる。
【００２６】
　前記のようにリポソームを陽性荷電するためには、第３級脂質アミンまたは第４級脂質
アミンをリポソームの組成に加えることが好ましい。前記第３級脂質アミンとしては、例
えばステアリルアミン、ステアリン酸ジアルキルアミドアルキルアミン、オクチルアミン
などが挙げられる。また、前記第４級脂質アミンとしては、例えばジメチルジオクタデシ
ルアンモニウムクロライド、ジメチルジオクタデシルアンモニウムブロマイド（ＤＤＡ）
などが挙げられる。リポソームを調製する際の前記脂質アミンの配合比率としては、第３
級脂質アミンの場合には、好ましくは０．０１～１０重量％、より好ましくは０．１～６
重量％、更に好ましくは１～３重量％である。また、第４級脂質アミンの場合には、好ま
しくは１～３０重量％、より好ましくは３～２０重量％、更に好ましくは５～１５重量％
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である。なお、リポソーム様の脂質集合体構造をとるＤＤＡは、それ自体が陽性荷電して
おり、ＤＤＡを基材とする水分散液からなるリポソーム様アジュバントは、前記陽性荷電
したリポソームを基材とするアジュバントと同様の効果が得られる。
【００２７】
　更に、前記リポソームにコレステロールを含有している場合には、リポソームに強度を
与えることができ、好ましい。また、コレステロールは、生体内の代表的な脂質成分であ
り、リポソームを構成するリン脂質と同様に生体由来物質であることから、安全性、生体
親和性、食肉への残留性などの問題がない。リポソームを調製する際のコレステロールの
配合比率としては、好ましくは５～４５重量％、より好ましくは１０～４０重量％、更に
好ましくは２０～３０重量％である。
【００２８】
　また、リポソームには、単一の二分子層構造を有する一枚膜リポソームと複数の二分子
層構造を有する多重層リポソーム（ＭＬＶ）とがあり、前記一枚膜リポソームには、小さ
いのも（ＳＵＶ）と大きいもの（ＬＵＶ）とがある。これらのリポソームの内、ＭＬＶ型
リポソームの場合には、直径が大きく、その内部に抗原が取り込まれてしまったり、また
一枚膜リポソームに較べて粘膜から吸収され難い。これに対し、一枚膜リポソーム、特に
ＳＵＶ型リポソームの場合には、直径が小さく（０．０２～０．０５μｍ程度）、これが
大腸菌の周囲を取り囲んだ状態で粘膜に吸着され、体内へ容易に取り込まれると考えられ
る。よって、本発明で使用するリポソームとしては、ＳＵＶ型陽性荷電リポソームを用い
ることが好ましい。このＳＵＶ型陽性荷電リポソームは、直径が０．０２～０．０５μｍ
程度と小さいため粘膜から取り込まれ易く、また陽性荷電により抗原を吸着しやすく、か
つ粘膜へも吸着しやすいことから、粘膜面から抗原が効果的に体内に取り込まれ、家禽の
雛に対して全身性の防御免疫を誘発させ、大腸菌症から確実に防御することができる。
【００２９】
　本発明で使用するリポソームは、上記したリン脂質、脂質アミン、コレステロールなど
を用い、公知の方法により調製することができる。例えば、実験室レベルの少量を調製す
るには、ロータリーエバポレーターを用いる薄膜法により１次リポソーム（ＭＬＶ）を調
製し、更に必要に応じて超音波処理などを施すことで、微細な２次リポソーム（ＳＵＶ）
を調製する。また、大量に調製するには、超高速ホモジナイザーや他の公知のリポソーム
作製装置で調整することができる。なお、陽性荷電リポソームは、例えば日本油脂株式会
社から中空リポソーム「ＥＬ－Ｃ－Ｏ１」として市販されており、これを使用してもよい
。
【００３０】
　ロータリーエバポレーターおよび超音波発生装置によるＳＵＶ型陽性荷電リポソームの
調製方法の１例を以下に示す。
　１．　第４級アミン（例えば、ＤＤＡまたは塩化ジステアリルジメチルアンモニウム：
５０ｍｇ）、コレステロール（１７５ｍｇ）、大豆レシチン（３５０ｍｇ）を適当量（１
０～２０ｍＬ）のクロロホルムに加温（６０～７０℃）溶解する。
　２．　前記１．の溶解液をロータリーエバポレーターを用いて、減圧濃縮し薄層の脂質
フィルムを形成させた後、１００ｍＬの水を用いて脂質フィルムを水中に分散させる。
　３．　前記２．の分散液に超音波発生装置（例えば、タイテック社　超音波破砕機　ｖ
ｐ－６０、チップ：マイクロチップ　ＭＣ－０４１８、処理条件：最大出力、発振サイク
ル：１００％、処理時間３０分）により超音波処理を冷水下にて施す。
　４．　前記３．で作製されたリポソーム分散液（これをＳＵＶ型陽性荷電リポソームと
称す。）は使用時まで冷暗所で保存する。
　５．　使用に際しては、例えば抗原液：リポソーム分散液＝１：１の容積比で混和し、
ワクチンとして用いることができる。
【００３１】
　また、超高圧ホモジナイザーによるＳＵＶ型陽性荷電リポソームの調製方法の１例を以
下に示す。
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　１．　脂質混合物（例えば、レシチン、コレステロール、第４級脂質アミンなど）を１
．０ｗ／ｖの濃度になるように水中で分散させたのち、ホモジナイザーのリザーバータン
クに入れ９０℃になるまで温度を上げて脂質を溶解し、プロペラシャフトで混合して均一
な脂質分散液を調製する。
　２．　ホモジナイザーの射出圧力を２０，０００ｐｓｉに設定し、８０～８５℃に液温
を保持したままで循環させながら１５分間ホモジナイズしてリポソーム分散液（ＳＵＶ型
陽性荷電リポソーム）を調製する。
　３．　前記２．で作製されたリポソーム分散液は使用時まで冷暗所に保存する。
　４．　使用に際しては、例えば抗原液：リポソーム分散液＝１：１の容積比で混和し、
ワクチンとして用いることができる。
【００３２】
　また、他の脂質、例えば前記ＤＤＡ単独で水に分散させると、脂質集合体構造をとり、
リポソーム様の形態を示すことが知られている。ＤＤＡは第４級脂質アミンであるが、中
心となる構造にオクタデシル基があり、脂質としての性質を示すことから、アジュバント
の基材としてＤＤＡ単独で用いてもアジュバント効果を発揮する。前記ＤＤＡ以外でリポ
ソーム様の形態を示す脂質としては、例えばリポポリサッカライド（ＬＰＳ）、ムラミル
ジペプチド（ＭＤＰ）などが挙げられる。
【００３３】
　リポソーム様アジュバントの調製方法の１例を以下に示す。
　１．　脂質（例えばＤＤＡ）を２～４ｗ／ｖ％の濃度になるように水分散液を作製する
。
　２．　前記１．の脂質分散液に超音波発生装置（例えば、タイテック社　超音波破砕機
：ＶＰ－６０、チップ：マイクロチップ　ＭＣ－０４１８、処理条件：最大出力、発振サ
イクル：１００％、処理時間３０分）により超音波処理を冷水下で施す。
　３．　前記２．で作製された脂質分散液（これをリポソーム様アジュバントと称す。）
を使用時まで冷暗所に保存する。
　４．　使用に際しては、例えば抗原液：脂質分散液＝１：１の容積比で混和し、ワクチ
ンとして用いることができる。
【００３４】
　本発明の家禽大腸菌ワクチンは、不活化大腸菌抗原と前記のような脂質アジュバントと
を単に混合するだけで調製することができる。混合割合には特に限定はなく、任意の割合
で混合することができるが、通常は両者を等量混合すればよい。家禽に接種する際の抗原
量としては、菌体破砕前総菌数で２．５×１０7個／羽以上となるようにすることが好ま
しい。
【００３５】
　本発明の家禽大腸菌症ワクチンを家禽に粘膜接種する場合には、０～５日齢、より好ま
しくは０～２日齢の雛の鼻や総排泄腔に１滴（約２５～５０マイクロリットル）を滴下す
る方法が最適である。また、生後３日以降については、飲水投与も効果ある方法として応
用でき、前記鼻、総排泄腔などへの粘膜接種と、この経口投与とを併用することで、家禽
により高い防御能を付与することができる。
【００３７】
　なお、本発明に使用されるリポソームまたはリポソーム様形態を示す脂質を基材とする
脂質アジュバントおよびこの脂質アジュバントを用いたワクチンの接種方法は、キャンピ
ロバクターなど、食中毒原因菌に対するワクチンにも十分に応用が可能であり、鶏卵、食
肉などを介する食中毒低減にも大いに効果を示すことが期待できる。
【実施例】
【００３８】
［大腸菌株のＩｓｓに関する情報および存在の確認］
　血清抵抗性因子（Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ　Ｓｅｒｕｍ　Ｓｕｒｖｉｖａｌ、Ｉｓｓ）に関
する情報および試験データ
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【００３９】
　Ｉｓｓは、１０～１１ｋＤａのリポタンパク質からなると考えられているが［Ｊａｍｅ
ｓ　Ｊ．　Ｂａｒｏｎｄｅｓｓら（Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ．
，１７７，Ｎｏ．５（１９９５））］、菌体表層に発現する成熟リポタンパク質としては
８～９ｋＤａと推定されている［Ｓｔｅｖｅｎ　Ｌ．　Ｆｏｌｅｙら（Ａｖｉａｎ　Ｄｉ
ｓ．，４４，１８５－１９１（２０００））］。また、そのＤＮＡ塩基配列は、Ｓｈｅｌ
ｌｅｙ　Ｍ．　Ｈｏｒｎｅ　らによって報告されている（Ｇｅａｎ　Ｂａｎｋ　ａｃｃｅ
ｓｓｉｏｎ　ｎｕｍｂｅｒ　ＡＦ０４２２７９（１９９９））。更にアミノ酸残基配列の
一部は、Ｓｈｅｌｌｅｙ　Ｍ．　Ｈｏｒｎｅら、およびＳｔｅｖｅｎ　Ｌ．　Ｆｏｌｅｙ
らによって報告されている（Ａｖｉａｎ　Ｄｉｓ．，４４，１７９－１８４（２０００）
およびＡｖｉａｎ　Ｄｉｓ．，４４，１８５－１９１（２０００））。
　また、λファージＤＮＡ上に存在するｂｏｒ遺伝子にコードされるＢｏｒリポタンパク
質は血清抵抗因子として機能し、ＩｓｓとＤＮＡ塩基配列および推定上のアミノ酸ホモロ
ジーが非常に高く、特にＣ末１２アミノ酸残基のホモロジーが８３あるいは１００％であ
ることが知られており［Ｊａｍｅｓ　Ｊ．　Ｂａｒｏｎｄｅｓｓら（Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏ
ｆ　Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ．，１７７，Ｎｏ．５（１９９５））あるいはＳｈｅｌｌ
ｅｙ　Ｍ．　Ｈｏｒｎｅら（Ａｖｉａｎ　Ｄｉｓ．，４４，１７９－１８４（２０００）
）］、Ｂｏｒリポタンパク質ではこの領域（Ｃ末１２アミノ酸残基）に抗原性が認められ
ている［Ｊａｍｅｓ　Ｊ．　Ｂａｒｏｎｄｅｓｓら（Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂａｃｔｅ
ｒｉｏｌｏｇｙ．，１７７，Ｎｏ．５（１９９５））］。
　そこで、ＩｓｓのＣ末１２アミノ酸残基の合成ペプチド（Ｎ末端方向－ＹＴＰＬＥＡＲ
ＶＹＣＳＱ－Ｃ末端、配列表の配列番号１）を作製し、更にモルモット免疫血清を作製し
、この免疫血清を用いて大腸菌株におけるＩｓｓの発現を確認した。
【００４０】
　具体的方法としては、ＤＳＭＺ（ドイツ微生物・細胞培養保存機構）にＤＳＭ１０７７
５として寄託されている大腸菌株、（社）動物用生物学的製剤協会から入手したＫ－１株
（Ｏ２：Ｋ１）、独立行政法人動物衛生研究所から入手した野外大腸菌罹患鶏由来のＰＤ
Ｉ－３８６株（Ｏ７８：Ｋ－、微生物化学研究所（京都府宇治市））、ＡＴＣＣ４３８９
６株、および健康鶏の総排泄腔由来のＦ－１株（Ｏ８６、微生物化学研究所（京都府宇治
市））について、ＰＣＲによりｉｓｓ遺伝子の存在を確認した。その結果、ＤＳＭ１０７
７５株、Ｋ－１株およびＰＤＩ－３８６株はｉｓｓ遺伝子の一部が存在すること、および
ＡＴＣＣ４３８９６株およびＦ－１株にはｉｓｓ遺伝子が存在しないことを確認した（図
１参照。）。
【００４１】
（ＰＣＲ：図１）
　ｉｓｓ遺伝子　プライマー
　Ｆｏｒｗａｒｄ：５’－ＡＴＧＴＴＡＴＴＴＴＣＴＧＣＣＧＣＴＣＴＧ－３’
（配列表の配列番号２）
　Ｒｅｖｅｒｓｅ：５’－ＣＴＡＴＴＧＴＧＡＧＣＡＡＴＡＴＡＣＣＣ－３’
（配列表の配列番号３）
　予想塩基数：２８５ｂ．ｐ．
　反応条件：９４℃　１ｍｉｎ、５４℃　１ｍｉｎ、７２℃　１ｍｉｎ×３５
【００４２】
　なお、血清型が未知の大腸菌については、Ｏ血清型は抗血清を用いた凝集反応で、また
Ｋ１発現の有無は抗血清を用いた凝集反応あるいはファージ感受性試験を用いて決定した
。
【００４３】
　次ぎに、上記ｉｓｓ遺伝子陽性株であった３種の株とｉｓｓ遺伝子陰性株であった２種
の株との、合計５種の大腸菌株を用い、下記の方法により菌体外膜複合体（以下、「ＯＭ
Ｃ」と略記する。）を抽出し、ＳＤＳポリアクリルアミド電気泳動（以下、「ＳＤＳ－Ｐ
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ＡＧＥ」と略記する。）を行い（図２参照）、抗Ｉｓｓ　Ｃ末１２アミノ酸残基－モルモ
ット免疫血清を用いてウェスタンブロッティング（以下、「ＷＢ」と略記する。）を行っ
た。
【００４４】
（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ：図２）
　ＳＤＳ－ＰＡＧＥは以下の条件により常法に従い実施した。
　セパレーティングゲル濃度：２０％
　泳動条件：２００Ｖ（定電圧）、６０分間
　染色法：ＣＢＢ染色
【００４５】
　なお、抗Ｉｓｓ　Ｃ末１２アミノ酸残基－モルモット免疫血清は、例えば、１００ｍｇ
／ｍｌの合成ペプチド（ＢＳＡなどのキャリアタンパク質と結合させてあっても良い）を
フロイント完全あるいは不完全アジュバントと等量乳化し、その１ｍｌをモルモットの皮
下あるいは筋肉内に３、４週間隔で複数回数（３、４回）注射するなど、通常の免疫血清
作製方法で得られる。
【００４６】
（ＯＭＣ抽出法）
　１．　ＬＢブロスで３７℃、２４時間振盪培養した大腸菌を、６，０００×ｇで３０分
間遠心し、菌体沈渣を水で洗浄し、再遠心を行った。
　２．　前記１．の洗浄菌体沈渣を、培養量の１／１０量の５０ｍＭリン酸－１Ｎ　Ｎａ
Ｃｌ（ｐＨ７．２）に再浮遊した。
　３．　前記２．の再浮遊菌液を、６０℃にて３時間加熱攪拌した。
　４．　前記３．の加熱菌液を、６，０００×ｇで３０分間遠心し、上清（ＯＭＣ分画）
を採取し、水に対して４℃にて透析を行った。
　５．　前記４．の透析後のＯＭＣ分画を、適切な方法で濃縮し（分画分子量５，０００
程度で可能である）、およそ１００倍濃縮ＯＭＣ（この濃縮分画には分子量１０，０００
前後のＩｓｓが豊富に含まれる）を得た。
【００４７】
（ＷＢ：図３）
　ＷＢは以下の条件により常法に従い実施した。
　１次血清：抗Ｉｓｓ　Ｃ末１２アミノ酸残基－モルモット免疫血清、１００倍希釈
　２次血清：ペルオキシダーゼ（ＰＯＤ）標識抗家兎Ｉｇ山羊血清、２，０００倍希釈
　基質：ｏ－フェニレンジアミン（ＯＰＤ）
【００４８】
　その結果、ＰＣＲでｉｓｓ遺伝子陽性株であったＤＳＭ１０７７５株、Ｋ－１株および
ＰＤＩ－３８６株に８～９ｋＤａ付近に特異的なシグナルが認められた（図３参照）。一
方、ＰＣＲでｉｓｓ遺伝子陰性株であったＡＴＣＣ４３８９６株およびＦ－１株にはシグ
ナルは認められなかった。
　以上の成績より、ＤＳＭ１０７７５株、Ｋ－１株およびＰＤＩ－３８６株では、Ｉｓｓ
が発現されていることが確認された。
【００４９】
［実施例１：アジュバントの違いによる鶏の安全性への影響］
　以下のようにして、アジュバントの違いによる鶏の安全性への影響（脂質アジュバント
含有ワクチンの鶏に対する安全性）を調べた。
【００５０】
１．材料および方法（図４および表１参照）
（１）供試株
　供試株としては、ワクチン用抗原および攻撃試験用株としてＤＳＭ１０７７５株（Ｏ２
：Ｋ１、Ｉｓｓ陽性）を用いた。
　また、抗体測定用のＥＬＩＳＡ抗原（ＬＰＳ）用株として、Ｋ－１株（Ｏ２：Ｋ１）を
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用いた。
（２）抗原
　菌体破砕抗原（破砕菌）として、フレンチプレス（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｐｅｃｔｒｏｎｉ
ｃ社製）により８００ｐｓｉで菌体破砕後にホルマリン不活化したＤＳＭ１０７７５株を
用いた。
（３）アジュバント
　アジュバントとしては、ＳＵＶ型陽性荷電リポソーム、ＤＤＡ（２％水分散液）または
無水マンニトール・オレイン酸エステル加流動パラフィン（オイル）を用いた。
　なお、ＳＵＶ型陽性荷電リポソームは、以下のようにして調製した。
１）　以下の試薬ａ）～ｃ）を５０ｍＬ容量のガラス製ビーカーに秤量して加えた。
　ａ）　４級アミン（リポソームに陽性荷電を付与する場合に用いる）：塩化ジステアリ
ンジメチルアンモニウム；５０ｍｇ
　ｂ）　コレステロール；１７ｍｇ
　ｃ）　大豆レシチン；３５０ｍｇ
２）　１０ｍＬ～２０ｍＬのクロロホルムで前記１）の試薬をドラフトチャンバー内で６
０℃～７０℃程度に加温しながら溶解した。
３）　前記２）の溶液を１Ｌ容量のなす型フラスコに移し、ロータリーエバポレーターを
用いて減圧下にて濃縮しフラスコ内壁に薄層の脂質フィルムを形成させた。この時、ドラ
イヤーを用いてフラスコ全体を加温しながら行うと速やかに脂質フィルムが形成された。
４）　液層が蒸発したら前記３）のフラスコをロータリーエバポレーターからはずし、ド
ライヤーを用いてフラスコ内部に温風を吹き込みクロロホルム臭を除去した。
５）　前記４）のフラスコに１００ｍＬの滅菌水を少量（２ｍＬ～５ｍＬ）ずつ加え脂質
フィルムを分散させた。この時点でリポソーム分散液が作製された。
６）　前記５）のリポソームはサイズ、形状が不均一であるので、５）の分散液に超音波
処理（タイテック社　超音波破砕機：ＶＰ－６０、チップ：マイクロチップ　ＭＣ－０４
１８、処理条件：最大出力、発振サイクル：１００％、処理時間３０分）を冷水下にて施
し、均一な単層のリポソーム（ＳＵＶ）分散液に整型した。
７）　前記６）で作製されたリポソーム分散液は、使用時まで冷暗所にて保存した。
（４）免疫原（ワクチン）調製
　免疫原（ワクチン）としては、抗原と前記ＳＵＶ型陽性荷電リポソームまたはＤＤＡ分
散液とを等量混合したものおよび抗原と前記オイルとを３：７の量比で油中水型に乳化し
たものを免疫原とした。なお、免疫原の抗原濃度は、菌体破砕前総菌数で１．０×１０9

個／ｍｌに調整した。
（５）ニワトリ
　ニワトリは、初生ヒナを用い、免疫群および非免疫対照群として各１０羽を用いた。
（６）免疫および攻撃
　免疫は、ワクチン０．１ｍｌ／羽を点眼接種または皮下接種し、４週間飼育した。
　攻撃は、ワクチン接種後４週間目にＤＳＭ１０７７５株を０．１ｍｌ／羽（２．２×１
０7ＣＦＵ／羽）、静脈内攻撃し、７日間、血中菌数を測定した。また、臨床観察を行い
、最終日には、体重測定および剖検を実施した。
（７）臨床観察および体重測定
　ワクチン接種後、経日的に臨床観察を行い、経週的に体重測定を実施した。
　臨床観察項目は、元気消失の有無、結膜の充血などの異常の有無、および眼瞼浮腫など
の異常の有無とした。
（８）抗体測定
　免疫後１週間隔で採血を行い、抗Ｏ２　ＬＰＳ抗体（ＩｇＡ、ＩｇＧおよびＩｇＭ）を
ＥＬＩＳＡ法にて測定した。
　ＥＬＩＳＡ抗原としては、Ｋ－１株より温フェノール法にてＬＰＳを抽出し、５０μｇ
／ｗｅｌｌとなるように調整して用いた。
　１次血清としては、５％ＦＣＳ加Ｔｗｅｅｎ－ＰＢＳで１００倍希釈して用いた。
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　２次血清としては、ＰＯＤ標識抗鶏ＩｇＡ、ＩｇＧ、ＩｇＭを５％ＦＣＳ加Ｔｗｅｅｎ
－ＰＢＳで４、０００倍希釈して用いた。
【００５１】
【表１】

【００５２】
２．成績
（１）ヒナにおける接種ワクチンの安全性（表２参照）
　破砕菌－ＳＵＶ型陽性荷電リポソーム点眼接種群（１．免疫群）および破砕菌－ＤＤＡ
点眼接種群（２．免疫群）では、観察期間中、いずれの項目においても、対照群（５．非
免疫群）に比して異常を認めなかった。一方、破砕菌－オイルアジュバント点眼接種群（
３．免疫群）では、５０％の個体に元気消失、４０％の個体に眼瞼浮腫および３０％の個
体に結膜の充血が認められ、また、破砕菌－オイルアジュバント皮下接種群（４．免疫群
）では、３０％の個体に元気消失および接種部位の浮腫あるいは硬結が認められた。
　体重測定では、破砕菌－ＳＵＶ型陽性荷電リポソーム点眼接種群（１．免疫群）、破砕
菌－ＤＤＡ点眼接種群（２．免疫群）および破砕菌－オイルアジュバント皮下接種群（４
．免疫群）では、平均体重増加率は対照群（５．非免疫群）との間で有意差を認めなかっ
たが、破砕菌－オイルアジュバント点眼接種群（３．免疫群）では、対照群（５．非免疫
群）に比して有意に低かった。
【００５３】
【表２】

【００５４】
（２）抗体応答は全群認められなかった。
【００５５】
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（３）血中菌数の推移（図５参照）
　破砕菌－ＳＵＶ型陽性荷電リポソーム点眼接種群（図５中に黒丸で示す、１．免疫群）
では、攻撃１日以降、対照群（図５中に「×」で示す、５．非免疫群）に対して１／１２
～１／２５１の菌数で推移した。また、破砕菌－ＤＤＡ点眼接種群（図５中に黒三角で示
す、２．免疫群）では、攻撃後１日以降、対照群（５．）に対して１／１１～１／６２の
菌数で推移した。更にまた、破砕菌－オイルアジュバント皮下接種群（図５中に黒菱形で
示す、４．免疫群）では、攻撃後１日以降、対照群（５．）に対して１／５～１／３４の
菌数で推移した。しかし、破砕菌－オイルアジュバント点眼接種群（図５中に黒四角で示
す、３．免疫群）では、攻撃後１日以降、対照群（５．）に対して同等～１／３の菌数と
大差なく推移した。
【００５６】
（４）他の検査項目（表３－１、表３－２参照）
　破砕菌－ＳＵＶ型陽性荷電リポソーム点眼接種群（１．免疫群）、破砕菌－ＤＤＡ点眼
接種群（２．免疫群）および破砕菌－オイルアジュバント皮下接種群（４．免疫群）では
、対照群（５．非免疫）に対して同等以上の成績を残した。しかし、破砕菌－オイルアジ
ュバント点眼接種群（３．免疫群）では、免疫効果は認められなかった。
【００５７】
【表３】

【００５８】
　以上の成績から、破砕菌－ＳＵＶ型陽性荷電リポソームワクチンおよび破砕菌－ＤＤＡ
アジュバントワクチンは、破砕菌－オイルアジュバントワクチンより初生ヒナに対しては
るかに安全であることが明らかとなった。また、特に破砕菌－ＳＵＶ型陽性荷電リポソー
ムワクチンは、点眼接種時に有効なワクチンとなることが示された。
【００５９】
［実施例２：初生ヒナに対する免疫効果－１］
　以下のようにして、抗原内容およびアジュバント効果を検討した。
【００６０】
１．材料および方法（図６および表４参照）
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（１）供試株
　供試株としては、ワクチン用抗原および攻撃試験用株としてＤＳＭ１０７７５株（Ｏ２
：Ｋ１、Ｉｓｓ陽性）を用いた。
　また、抗体測定用のＥＬＩＳＡ抗原（ＬＰＳ）用株として、Ｋ－１株（Ｏ２：Ｋ１）を
用いた。
（２）抗原およびアジュバント
　不活化全菌体抗原（全菌体）としては、ホルマリン不活化ＤＳＭ１０７７５株を用いた
。
　菌体破砕抗原（破砕菌）としては、フレンチプレスで菌体破砕後にホルマリン不活化し
たＤＳＭ１０７７５株を用いた。
　アジュバントとしては、実施例１と同じＳＵＶ型陽性荷電リポソームを用いた。
（３）免疫原調製
　免疫原としては、抗原とアジュバントとを等量混合したものおよび菌体破砕抗原（破砕
菌）のみを免疫原とした。なお、免疫原の抗原濃度は菌体破砕前総菌数で１．０×１０9

個／ｍｌに調整した。
（４）ニワトリ
　ニワトリは、初生ヒナを用い、免疫群および非免疫対照群として各１０羽を用いた。
（５）免疫および攻撃
　免疫は、免疫原０．１ｍｌ／羽を点眼接種し、４週間飼育した。
　攻撃は、免疫原接種後４週間目にＤＳＭ１０７７５株を０．１ｍｌ／羽（２．０×１０
7ＣＦＵ／羽）、静脈内攻撃し、７日間、血中菌数を測定した。また、臨床観察を行い、
最終日には、体重測定および剖検を実施した。
（６）抗体測定
　免疫後１週間隔で採血を行い、抗Ｏ２　ＬＰＳ抗体（ＩｇＡ、ＩｇＧおよびＩｇＭ）を
ＥＬＩＳＡ法にて測定した。
　ＥＬＩＳＡ抗原としては、Ｋ－１株より温フェノール法にてＬＰＳを抽出し、５０μｇ
／ｗｅｌｌとなるように調整して用いた。
　１次血清としては、５％ＦＣＳ加Ｔｗｅｅｎ－ＰＢＳで１００倍希釈して用いた。
　２次血清としては、ＰＯＤ標識抗鶏ＩｇＡ、ＩｇＧ、ＩｇＭを５％ＦＣＳ加Ｔｗｅｅｎ
－ＰＢＳで４，０００倍希釈して用いた。
【００６１】
【表４】

【００６２】
２．成績
（１）抗体応答は全群認められなかった。
【００６３】
（２）血中菌数の推移（図７参照）
　破砕菌－ＳＵＶ型陽性荷電リポソーム接種群（図７中に黒丸で示す、１．免疫群）では
、攻撃１日以降、対照群（図７中に「×」で示す、４．非免疫群）に対して１／２０～１
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／２５７の菌数で推移した。また、全菌体－ＳＵＶ型陽性荷電リポソーム接種群（図７中
に黒三角で示す、２．免疫群）では、攻撃後１日以降、対照群（４．非免疫群）に対して
１／１０～１／７６の菌数で推移した。更に、抗原内容の比較では、破砕菌体使用（１．
免疫群）の方が全菌体使用（２．群）よりも少なく推移する傾向が見られた、しかし、破
砕菌のみの接種群（図７中に黒四角で示す、３．免疫群）では、攻撃後１日以降、対照群
（４．非免疫群）より少ない菌数で推移したが、アジュバント含有の２つの群（１．免疫
群および２．免疫群）より多い菌数で推移した。
【００６４】
（３）他の検査項目（表５－１、表５－２参照）
　アジュバント含有の２つの群（１．免疫群および２．免疫群）は、対照群（４．非免疫
）に対して同等以上の成績を示した。
【００６５】
【表５】

【００６６】
（４）安全性
　試験期間を通じて、ワクチン接種による鶏の異常は認められなかった。
【００６７】
　以上の成績から、破砕菌－ＳＵＶ型陽性荷電リポソームワクチンおよび全菌体－ＳＵＶ
型陽性荷電リポソームワクチンは、点眼接種時に有効な免疫原となることが示された。
【００６８】
［実施例３：初生ヒナに対する免疫効果－２］
　以下のようにして、Ｉｓｓの免疫効果を検討した。
【００６９】
１．材料および方法（図８および表６参照）
（１）供試株
　供試株としては、ワクチン用抗原としてＤＳＭ１０７７５株（Ｏ２：Ｋ１、Ｉｓｓ陽性
）、ＰＤＩ－３８６株（Ｏ７８：Ｋ－、Ｉｓｓ陽性）、ＡＴＣＣ４３８９６株（Ｏ７８：
Ｋ８０、Ｉｓｓ陰性）およびＦ－１株（Ｏ８６ａ、Ｉｓｓ陰性）を用い、また攻撃試験用
株としてＫ－１株（Ｏ２：Ｋ１、Ｉｓｓ陽性）を用いた。
　また、抗体測定用のＥＬＩＳＡ抗原（ＬＰＳ）用株として、Ｉｓｓ　Ｃ末１２アミノ酸
残基を５０μｇ／ｗｅｌｌとなるように調整して用いた。
（２）免疫原
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　菌体破砕抗原(破砕菌）として、フレンチプレスで菌体破砕後にホルマリン不活化した
ＤＳＭ１０７７５株、ＰＤＩ－３８６株、ＡＴＣＣ４３８９６株およびＦ－１株を用いた
。
　アジュバントとしては、実施例１と同じＳＵＶ型陽性荷電リポソームを用いた。
（３）免疫原調製
　免疫原としては、抗原とアジュバントとを等量混合したものを用いた。なお、免疫原の
抗原濃度は、菌体破砕前総菌数で１．０×１０9個／ｍｌに調整した。
（４）ニワトリ
　ニワトリは、初生ヒナを用い、免疫群および非免疫対照群として各１０羽を用いた。
（５）免疫および攻撃
　免疫は、免疫原０．１ｍｌ／羽を点眼接種し、４週間飼育した。
　攻撃は、免疫原接種後４週間目にＫ－１株を０．１ｍｌ／羽（２．５×１０7ＣＦＵ／
羽）、静脈内攻撃し、７日間、血中菌数を測定した。また、臨床観察を行い、最終日には
、体重測定および剖検を実施した。
（６）抗体測定
　免疫後１週間隔で採血を行い、抗Ｉｓｓ抗体（ＩｇＡ、ＩｇＧおよびＩｇＭ）をＥＬＩ
ＳＡ法にて測定した。
　ＥＬＩＳＡ抗原としては、Ｉｓｓ　Ｃ末１２アミノ酸残基を５０μｇ／ｗｅｌｌとなる
ように調整して用いた。
　１次血清としては、５％ＦＣＳ加Ｔｗｅｅｎ－ＰＢＳで１００倍希釈して用いた。
　２次血清としては、ＰＯＤ標識抗鶏ＩｇＡ、ＩｇＧ、ＩｇＭを５％ＦＣＳ加Ｔｗｅｅｎ
－ＰＢＳで４，０００倍希釈して用いた。
【００７０】
【表６】

【００７１】
２．成績
（１）抗体応答は全群認められなかった。
【００７２】
（２）血中菌数の推移（図９参照）
　ＤＳＭ１０７７５株（Ｉｓｓ陽性）破砕菌－ＳＵＶ型陽性荷電リポソーム接種群（図５
中に黒丸で示す、１．免疫群）では、攻撃１日以降、対照群（図５中に「×」で示す、５
．非免疫群）に対して１／１９～１／１７８の菌数で推移した。また、ＰＤＩ－３８６株
（Ｉｓｓ陽性）破砕菌－ＳＵＶ型陽性荷電リポソーム接種群（図５中に黒三角で示す、２
．免疫群）では、攻撃後１日以降、対照群（５．非免疫群）に対して１／１６～１／８５
の菌数で推移した。更に、ＡＴＣＣ４３８９６株（Ｉｓｓ陰性）破砕菌－ＳＵＶ型陽性荷
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電リポソーム接種群（図５中に黒四角で示す、３．免疫群）では、攻撃１日以降、対照群
（５．非免疫群）に対して１／６～１／４１の菌数で推移した。また、Ｆ－１株（Ｉｓｓ
陰性）破砕菌－ＳＵＶ型陽性荷電リポソーム接種群（図９中に黒菱形で示す、４．免疫群
）では、攻撃後１日以降、対照群（５．非免疫群）に対して１／３～１／１４の菌数で推
移した。
【００７３】
（４）他の検査項目（表７－１、表７－２参照）
　破砕菌－ＳＵＶ型陽性荷電リポソーム接種の４つの免疫群（１．免疫群～４．免疫群）
は、対照群（５．非免疫群）に対して同等以上の成績を示した。
【００７４】
【表７】

【００７５】
（４）安全性
　試験期間を通じて、ワクチン接種による鶏の異常は認められなかった。
【００７６】
　以上の成績から、Ｉｓｓ陽性株は有効な免疫原となることが示された。また、Ｉｓｓ陰
性株であっても、Ｉｓｓ陽性株には劣るものの有効な免疫原となることが示された。
【００７７】
［実施例４：異なる接種経路による免疫効果の検討］
　以下のようにして、本発明のワクチンを異なる経路から接種した場合の免疫効果を検討
した。
【００７８】
１．材料および方法（図１０および表８参照）
（１）供試株
　供試株としては、ワクチン用抗原および攻撃試験用株としてＤＳＭ１０７７５株（Ｏ２
：Ｋ１、Ｉｓｓ陽性）を用いた。
　また、抗体測定用のＥＬＩＳＡ抗原（ＬＰＳ）用株として、Ｋ－１株（Ｏ２：Ｋ１）を
用いた。
（２）抗原およびアジュバント
　菌体破砕抗原（破砕菌）としては、フレンチプレスで菌体破砕後にホルマリン不活化し
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たＤＳＭ１０７７５株を用いた。
　アジュバントとしては、実施例１と同じＳＵＶ型陽性荷電リポソームを用いた。
（３）免疫原（ワクチン）調製
　免疫原としては、抗原とアジュバントとを等量混合したものを免疫原とした。なお、免
疫原の抗原濃度は菌体破砕前総菌数で１．０×１０9個／ｍｌに調整した。
（４）ニワトリ
　ニワトリは、初生ヒナを用い、免疫群および非免疫対照群として各１０羽を用いた。
（５）免疫および攻撃
　免疫は、免疫原０．１ｍｌ／羽を初生ヒナに点眼接種、点鼻接種、飲水投与、総排泄腔
接種および１８日齢発育鶏卵内に２５ケージ注射器を用いて接種し、２８日齢まで飼育し
た。
　攻撃は、２８日齢（孵化後４週齢）時にＤＳＭ１０７７５株を０．１ｍｌ／羽（２．６
×１０7ＣＦＵ／羽）、静脈内攻撃し、７日間、血中菌数を測定した。また、臨床観察を
行い、最終日には、体重測定および剖検を実施した。
（６）抗体測定
　７日齢以降１週間間隔で採血を行い、抗Ｏ２　ＬＰＳ抗体（ＩｇＡ、ＩｇＧおよびＩｇ
Ｍ）をＥＬＩＳＡ法にて測定した。
　ＥＬＩＳＡ抗原としては、Ｋ－１株より温フェノール法にてＬＰＳを抽出し、５０μｇ
／ｗｅｌｌとなるように調整して用いた。
　１次血清としては、５％ＦＣＳ加Ｔｗｅｅｎ－ＰＢＳで１００倍希釈して用いた。
　２次血清としては、ＰＯＤ標識抗鶏ＩｇＡ、ＩｇＧ、ＩｇＭを５％ＦＣＳ加Ｔｗｅｅｎ
－ＰＢＳで４、０００倍希釈して用いた。
【００７９】
【表８】

【００８０】
２．成績
（１）抗体応答は全群認められなかった。
【００８１】
（２）血中菌数の推移（図１１参照）
　点眼接種群（図１１中に黒丸で示す、１．免疫群）では、攻撃１日以降、対照群（図１
１中に「×」で示す、６．非免疫群）に対して１／５５～１／３９８の菌数で推移した。
点鼻接種群（図１１中に黒三角で示す、２．免疫群）では、攻撃後１日以降、対照群（６
．非免疫群）に対して１／６～１／１５の菌数で推移した。飲水投与群（図１１中に黒四
角で示す、３．免疫群）では、攻撃後１日以降、対照群（６．非免疫群）に対して１／２
～１／８の菌数で推移した。また、総排泄腔接種群（図１１中に黒菱形で示す、４．免疫
群）では、攻撃後１日以降、対照群（６．非免疫群）に対して１／１６～１／１７８の菌
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数で推移した。また、発育鶏卵内接種群（図１１中に白丸で示す、５．免疫群）では、攻
撃後１日以降、対照群（６．非免疫群）に対して１／９～１／３８の菌数で推移した。
【００８２】
（３）他の検査項目（表９－１、表９－２参照）
　飲水投与群（３．免疫群）以外は、対照群（６．非免疫）に対して同等以上の成績を示
した。
【００８３】
【表９】

【００８４】
（４）安全性
　試験期間を通じて、ワクチン接種による鶏の異常は認められなかった。
【００８５】
　以上の成績から、本発明の家禽大腸菌症ワクチンは、点眼接種、点鼻接種、飲水投与（
経口接種）、総排泄腔接種および発育鶏卵内接種のいずれでも有効に免疫応答を導くこと
が示されたが、特に点眼接種により優れた免疫応答を導くことが示された。
【図面の簡単な説明】
【００８６】
【図１】大腸菌株のＰＣＲ成績
【図２】大腸菌株の菌体外膜複合体のＳＤＳ－ＰＡＧＥ成績
【図３】大腸菌株の菌体外膜複合体のウェスタンブロッティング成績
【図４】実施例１の試験実施項目
【図５】実施齢１における攻撃後の血中攻撃菌数の推移を示すグラフ
【図６】実施例２の試験実施項目
【図７】実施例２における攻撃後の血中攻撃菌数の推移を示すグラフ
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【図８】実施例３の試験実施項目
【図９】実施例３における攻撃後の血中攻撃菌数の推移を示すグラフ
【図１０】実施例４の試験実施項目
【図１１】実施例４における攻撃後の血中攻撃菌数の推移を示すグラフ
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