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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　遺伝子型I型PRRSウイルスをコードし、細胞にトランスフェクトしたとき生ウイルスを
生成することができるDNA分子であって、配列番号48の核酸配列と配列番号48の全長にわ
たって少なくとも99.6％の配列同一性を有する核酸配列を含む、前記DNA分子。
【請求項２】
　ウイルスが弱毒化されている、請求項１に記載のDNA分子。
【請求項３】
　請求項１または２に記載のDNA分子を含むDNA構築物。
【請求項４】
　請求項３に記載のDNA構築物のRNA転写産物。
【請求項５】
　請求項３に記載のDNA構築物または請求項４に記載のRNA転写産物を含む細胞。
【請求項６】
　遺伝子型I型PRRSウイルスであって、そのゲノムが請求項１または２のいずれか1項記載
のDNA分子によってコードされるRNA分子を含むか、またはそのゲノムが請求項１または２
のいずれか1項記載のDNA分子によってコードされる、遺伝子型I型PRRSウイルス。
【請求項７】
　請求項３に記載のDNA構築物で細胞をトランスフェクトすることを含むか、または請求
項４に記載のRNA転写産物で宿主細胞をトランスフェクトすることを含む、遺伝子型I型PR
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RSウイルスを産生する方法。
【請求項８】
　適切な量の薬学的に許容される希釈剤または賦形剤に懸濁した、請求項１または２に記
載のDNA分子を含む組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、動物の健康の分野に関する。
【０００２】
　第一の考慮態様において、本発明は新規PRRSウイルス変異株に関する。本発明はまた、
イノシシ科動物のウイルス病である豚繁殖・呼吸障害症候群(Porcine Reproductive and 
Respiratory Syndrome)(PRRS)を研究するための前記PRRSウイルスの使用、ならびにPRRS
の予防、治療および診断のためのワクチン、治療薬および診断法の開発における前記PRRS
ウイルスの使用に関する。
【０００３】
　第二の考慮態様において、本発明は、感染性遺伝子型I型(EU)PRRSウイルスクローンの
ゲノムを含む核酸配列に関する。本発明はまた、イノシシ科動物の豚繁殖・呼吸障害症候
群(PRRS)を予防または治療するのに有用な弱毒生ウイルスを産生するための感染性遺伝子
型I型PRRSウイルスクローンの核酸配列の使用、ならびにPRRSの予防、治療および診断の
ためのワクチン、治療薬および診断法の開発における感染性遺伝子型I型PRRSウイルスク
ローンの核酸配列の使用に関する。
【０００４】
　本発明の第三の考慮態様において、さらに、前記両考慮態様を組み合わせることによっ
て、改善された特性を有する新規PRRSウイルスが提供される。
【背景技術】
【０００５】
　豚繁殖・呼吸障害症候群ウイルス(PRRSV)は、アルテリウイルス科のメンバーの1つであ
り、コロナウイルス科と共に、ニドウイルス目に属する。PRRSVは、9つのオープンリーデ
ィングフレーム(ORF)、すなわちORF1a、ORF1ab、ORF2a、ORF2abおよび、ORF3からORF7ま
でを含む約15キロベースの一本鎖プラスセンスRNAゲノムを有するエンベロープウイルス
である。ORF1aおよび1abは、ウイルス性プロテアーゼnsp1、nsp2およびnsp4の自己切断お
よびトランス切断によってウイルス非構造タンパク質(nsp)にプロセシングされる大きな
ポリタンパク質をコードする(Snijder and Meulenberg, 1998)。ORF4は、大きな糖タンパ
ク質(GP5)および2つの他の小さな糖タンパク質(GP2aおよびGP3)に隣接する、ウイルスエ
ンベロープ中に見いだされる小さな糖タンパク質(GP4)をコードするが、前記糖タンパク
質はすべて感染性ウイルスの産生に重要である。
【０００６】
　PRRSVは、雌豚において後期(late-term)繁殖障害を引き起こし、肥育豚において呼吸器
疾患を誘導する、ブタにおける経済的に最も重要な感染性病原体の1つと考えられている
。PRRSV感染症は、多くの場合、このウイルスの免疫抑制性に起因する細菌の二次感染を
伴う。同様に、PRRSVウイルス血症は数週間持続し、次いで、数カ月間、リンパ組織にお
いてウイルスが検出される場合があり、このことは、宿主の免疫応答によってこのウイル
スを取り除くことが困難であるかまたはできないことを示している(Allende et al., 200
0)。
【発明の概要】
【０００７】
　ヌクレオチド配列レベルで約40%異なるが、類似した臨床症状を誘導する、2つの異なる
ウイルスPRRSV遺伝子型、遺伝子型I型(EU型)および遺伝子型II型(US型)が存在する。北米
型(US型)プロトタイプ株はVR-2332であり、ヨーロッパ型(EU型)プロトタイプ株はレリス
タット(Lelystad)ウイルスである。
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【０００８】
　しかしながら、第一の考慮態様において、PRRSウイルス株は、高い生物学的多様性を有
し、個々の飼育場で急速に進化する(Badaoui et al. BMC Veterinary Research 2013, 9:
58)ので、PRRSのより良い理解のために、その異なる形態における前記疾患を再現するた
めに、比較試験のために、PRRSの予防、治療および診断のための新規ワクチン、医薬およ
び診断法の開発のためのプラットフォームとして、新規PRRSV分離株が求められている。
【０００９】
　第二の考慮態様において、ますます多くのPRRSウイルスの感染性cDNAクローンが科学界
に利用可能となりつつあるが、それらの大部分はこのウイルスのUS型に基づいている。し
かしながら、EU型には、利用可能なクローンがほとんどない。従って、PRRSのより良い理
解のために、比較試験のために、PRRSの予防、治療および診断のための新規ワクチン、医
薬および診断法の開発のためのプラットフォームとして、ヨーロッパ型(遺伝子型I型)PRR
Sウイルスの新規感染性cDNAクローンであって、前記cDNAクローンの使用によって高収量
のウイルス産生がもたらされる前記cDNAクローンが強く求められている。従って、PRRSワ
クチン研究における実験上の便利さのために、大量の遺伝子型I型PRRSウイルスの産生を
可能にする感染性cDNAクローンが必要と考えられる。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１】Ａ．BI EU cDNAクローンから回収された感染性ウイルスが、MA104細胞に対して
強いCPEを誘導したことを示す明視野観察(bright field microscopy)の図である。Ｂ．BI
 EUに感染したMA104細胞のPRRSVカプシドタンパク質特異的免疫蛍光法(IF)染色を示す図
である。
【図２】MA104細胞に対する感染性cDNAクローンBI EUから回収したウイルスの増殖を示す
図である。
【図３】いくつかのUS型(II型、上部)およびEU型(I型、下部)PRRSV株のnsp1β N末端ドメ
イン(NTD)のアミノ酸配列のアラインメントを示す図である。BI EUのNTDアミノ酸配列は
最下部に示されている。アミノ酸R22、PR24、E32、SFPおよびH52が、このアラインメント
の上に示されており、これらはnsp1βホモ二量体化に非常に重要であることが示されてい
る(Xue et al., 2010)。nsp1β変異誘発の標的領域を赤枠で囲んだ。SDGRSRモチーフは、
PRRSV EU cDNAクローンLoN94-13を用いるWO 2013017570 A1に記載されている領域に対応
する。
【図４】BI EU-nsp1β欠失変異株のアミノ酸配列のアラインメントを示す図である。
【図５】IFNコンピテントMA104細胞におけるBI EU-nsp1β欠失変異株の増殖を示す図であ
る。
【図６】BI EU-nsp1β欠失変異株または親BI EUウイルスに感染したMA104細胞の細胞培養
上清における、種々の時点で測定したIFN-βレベルを示す図である。
【図７】ORF4タンパク質内に欠失または挿入を含む組換えBI EUウイルスの増殖動態を示
す図である。
【図８】組換えウイルスBI EU-GP5-36-46-AtoCおよび親ウイルスBI EUに対する血清中和
を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
　配列表において：
配列番号1～24は、欠失を有するPRRSV ORF4タンパク質の外部ドメインの配列に対応する
；
配列番号25および配列番号26は、PRRSV(遺伝子型I型)ORF4タンパク質の最初の2つの予測N
末端βシートの配列に対応する；
配列番号27および配列番号28は、PRRSV(遺伝子型II型)ORF4タンパク質の最初の2つの予測
N末端βシートの配列に対応する；
配列番号29および配列番号30は、PRRSV(遺伝子型I型)ORF4タンパク質の最初の2つの予測N
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末端βシートの配列に対応する；
配列番号31および配列番号32は、PRRSV(遺伝子型II型)ORF4タンパク質の最初の2つの予測
N末端βシートの配列に対応する；
配列番号32は、最初の2つの予測N末端βシートの間の領域における11アミノ酸残基の欠失
を有するPRRSV(遺伝子型I型)ORF4タンパク質の(部分)配列に対応する；
配列番号33は、最初の2つの予測N末端βシートの間の領域における7アミノ酸残基の欠失
を有するPRRSV(遺伝子型II型)ORF4タンパク質の(部分)配列に対応する；
配列番号34は、11アミノ酸残基の欠失を有するPRRSV(遺伝子型I型)ORF4タンパク質の外部
ドメインの配列に対応する；
配列番号35は、7アミノ酸残基の欠失を有するPRRSV(遺伝子型II型)ORF4タンパク質の外部
ドメインの配列に対応する；
配列番号36は、11アミノ酸残基の欠失を有するPRRSV(遺伝子型I型)ORF4タンパク質の配列
(それぞれ、配列番号34の配列を含む)に対応する；
配列番号37は、配列番号36の配列をコードするヌクレオチド配列に対応する；
配列番号38は、ゲノムが配列番号36の配列をコードする核酸分子を含む遺伝子型IV型PRRS
をコードするヌクレオチド配列に対応する；
配列番号39は、PRRSウイルスのorf5遺伝子によってコードされるペプチドの配列に対応す
る；
配列番号40は、PRRSウイルスのorf5遺伝子によってコードされるペプチドの配列に対応す
る；
配列番号41は、レリスタットウイルス（Lelystad virus）完全ゲノムに対応する;
配列番号42は、VR2332ウイルス完全ゲノムに対応する;
配列番号43は、レリスタットウイルスのORF4タンパク質の配列に対応する；
配列番号44は、VR2332ウイルスのORF4タンパク質の配列に対応する；
配列番号45は、本明細書に記載の第1核酸配列に対応する;
配列番号46は、第1核酸配列の5’末端に隣接する、本明細書に記載の第2核酸配列に対応
する；
配列番号47は、第1核酸配列の3’末端に隣接する、本明細書に記載の第3核酸配列に対応
する；
配列番号48は、BI EU完全ウイルスcDNAインサートに対応する;
配列番号49は、欠失を有する配列番号48の配列であって、13aa(aa57～69)の欠失を有する
ORF4タンパク質をコードする前記配列に対応する；
配列番号50は、位置9に置換N->Qを有する配列番号39の配列に対応する；
配列番号51は、配列番号39のaa1～11の配列に対応する;
配列番号52は、位置9に置換N->Qを有する配列番号51の配列に対応する；
配列番号53は、Gly-Glyリンカーを有する配列番号51の配列に対応する；
配列番号54は、Gly-Glyリンカーを有する配列番号52の配列に対応する；
配列番号55は、N末端プロリン残基を有する配列番号53の配列に対応する；
配列番号56は、インサートを有する配列番号49の配列であって、配列番号53の配列をコー
ドする前記配列に対応する；
配列番号57は、インサートを有する配列番号49の配列であって、配列番号54の配列をコー
ドする前記配列に対応する；
配列番号58は、欠失を有する配列番号48の配列の配列であって、14aa(aa56～69)の欠失を
有するORF4タンパク質をコードする前記配列において、配列番号55の配列をコードするイ
ンサートが含まれる前記配列に対応する。
【００１２】
発明の詳細な説明
　上記技術的課題に対する解決策は、本願請求項において特徴づけられる詳細な説明およ
び実施形態によって達成される。
　従って、本発明は、その異なる側面および実施形態において、本願請求項に従って実施
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される。
【００１３】
１．本発明の第一の考慮態様
　本セクションにおいて詳述される第一の考慮態様によれば、本発明は、驚くべきことに
、雄ブタにおいて重篤な臨床徴候を誘導することができる新規PRRSウイルスの単離に基づ
く。本PRRSウイルス変異株の綿密な分析によって、前記ウイルスのORF4遺伝子内の著しい
欠失が明らかとなった。
【００１４】
　従って、一側面において、本発明は、豚繁殖・呼吸障害症候群(PRRS)ウイルスであって
、以下の(a)、(b)、(c)、(d)、(e)および(f)からなる群から選択される前記ウイルスに関
する：
(a)配列番号1～12からなる群から選択されるアミノ酸配列を含むORF4タンパク質を含むPR
RSウイルス；
(b)野生型遺伝子型I型PRRSウイルスのORF4タンパク質と比較して、最初の2つの予測N末端
βシートの間の領域における9、10または11以上のアミノ酸残基の欠失を有するORF4タン
パク質を含むPRRSウイルス、好ましくは遺伝子型I型PRRSウイルス；
(c)野生型遺伝子型II型PRRSウイルスと比較して、最初の2つの予測N末端βシートの間の
領域における5、6または7以上のアミノ酸残基の欠失を有するORF4タンパク質を含む遺伝
子型II型PRRSウイルス；
(d)アミノ酸位置50～71の間の9、10または11以上のアミノ酸残基の欠失を有するORF4タン
パク質であって、そのアミノ酸位置のナンバリングがレリスタットウイルスのORF4タンパ
ク質のアミノ酸配列を参照するナンバリングである、前記ORF4タンパク質を含むPRRSウイ
ルス、好ましくは遺伝子型I型PRRSウイルス；
(e)アミノ酸位置50～67の間の5、6または7以上のアミノ酸残基の欠失を有するORF4タンパ
ク質であって、そのアミノ酸位置のナンバリングがPRRSウイルスVR2332のORF4タンパク質
のアミノ酸配列を参照するナンバリングである、前記ORF4タンパク質を含む遺伝子型II型
PRRSウイルス；
(f)(a)、(b)、(c)、(d)および(e)のいずれかの組み合わせ。また更なる側面において、本
発明は、それぞれ、以下のA)、B)、C)、D)、E)およびF)からなる群から選択される豚繁殖
・呼吸障害症候群(PRRS)ウイルスに関する：
A)PRRSウイルスであって、そのゲノムが配列番号1～12からなる群から選択されるアミノ
酸配列を含むORF4タンパク質をコードする核酸分子を含むPRRSウイルス；
B)PRRSウイルス、好ましくは遺伝子型I型PRRSウイルスであって、そのゲノムが野生型遺
伝子型I型PRRSウイルスのORF4タンパク質と比較して、最初の2つの予測N末端βシートの
間の領域における9、10または11以上のアミノ酸残基の欠失を有するORF4タンパク質をコ
ードする核酸分子を含むPRRSウイルス、好ましくは遺伝子型I型PRRSウイルス；
C)遺伝子型II型PRRSウイルスであって、そのゲノムが、野生型遺伝子型II型PRRSウイルス
と比較して、最初の2つの予測N末端βシートの間の領域における5、6または7以上のアミ
ノ酸残基の欠失を有するORF4タンパク質をコードする核酸分子を含む遺伝子型II型PRRSウ
イルス；
D)PRRSウイルス、好ましくは遺伝子型I型PRRSウイルスであって、そのゲノムが、アミノ
酸位置50～71の間の9、10または11以上のアミノ酸残基の欠失を有するORF4タンパク質で
あって、そのアミノ酸位置のナンバリングが、レリスタットウイルスのORF4タンパク質の
アミノ酸配列を参照するナンバリングである前記ORF4タンパク質をコードする核酸分子を
含むPRRSウイルス、好ましくは遺伝子型I型PRRSウイルス；
E)遺伝子型II型PRRSウイルスであって、そのゲノムが、アミノ酸位置50～67の間の5、6ま
たは7以上のアミノ酸残基の欠失を有するORF4タンパク質であって、そのアミノ酸位置の
ナンバリングが、PRRSウイルスVR2332のORF4タンパク質のアミノ酸配列を参照するナンバ
リングである前記ORF4タンパク質をコードする核酸分子を含む遺伝子型II型PRRSウイルス
；
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F)A)、B)、C)、D)およびE)のいずれかの組み合わせ。
　好ましくは、以後”本発明のPRRSウイルス”とも呼ぶ前記PRRSウイルスは、単離された
PRRSウイルスである。
【００１５】
　本発明の文脈において、それぞれ、語句”領域におけるアミノ酸残基”と語句”領域に
位置するアミノ酸残基”とは同義であると理解され、それぞれ、用語”アミノ酸位置の間
のアミノ酸残基”と用語”アミノ酸位置の間の領域に位置するアミノ酸残基”とはとりわ
け同義であると理解されよう。
　さらに、用語”遺伝子型I型”および”遺伝子型II型”は、用語”遺伝子型1型”および
”遺伝子型2型”とは同義であると理解され、PRRSVとの関係において文献において頻繁に
使用される用語”1型”および”2型”とも同義であると理解されよう。
【００１６】
　第1の側面((a))によれば、本発明のPRRSウイルスは、従って、配列番号1～12からなる
群から選択されるアミノ酸配列を含むORF4タンパク質を含み、前記ORF4タンパク質が好ま
しくは配列番号13～24からなる群から選択されるアミノ酸配列を含み、例示的な限定する
ものではない実施形態において、前記ORF4タンパク質が、配列番号31のアミノ酸配列を含
む前記ORF4タンパク質を含む、PRRSウイルスである。
【００１７】
　別に、第1の側面((A))によれば、本発明のPRRSウイルスは、そのゲノムが、配列番号1
～12からなる群から選択されるアミノ酸配列を含むORF4タンパク質をコードする核酸分子
を含み、前記ORF4タンパク質が好ましくは配列番号13～24からなる群から選択されるアミ
ノ酸配列を含み、例示的な限定するものではない実施形態において、前記ORF4タンパク質
が、配列番号31のアミノ酸配列を含む前記核酸分子を含む、PRRSウイルスである。
【００１８】
　第2の側面((b))によれば、本発明のPRRSウイルスは、野生型遺伝子型I型PRRSウイルス
のORF4タンパク質と比較して、最初の2つの予測N末端βシートの間の領域における9、10
または11以上のアミノ酸残基の欠失を有するORF4タンパク質を含み、前記最初の2つの予
測N末端βシートが、好ましくは配列番号25および配列番号26に示す2つのアミノ酸配列で
あるか、または好ましくは配列番号29および配列番号30に示す2つのアミノ酸配列であり
、例示的な限定するものではない実施形態において、前記ORF4タンパク質が、配列番号32
のアミノ酸配列を含む前記ORF4タンパク質を含む、PRRSウイルス、特に遺伝子型I型PRRS
ウイルスである。
【００１９】
　別に、第2の側面((B))によれば、本発明のPRRSウイルスは、そのゲノムが、野生型遺伝
子型I型PRRSウイルスのORF4タンパク質と比較して、最初の2つの予測N末端βシートの間
の領域における9、10または11以上のアミノ酸残基の欠失を有するORF4タンパク質をコー
ドする核酸分子を含み、前記最初の2つの予測N末端βシートが、好ましくは配列番号25お
よび配列番号26に示す2つのアミノ酸配列であるか、または好ましくは配列番号29および
配列番号30に示す2つのアミノ酸配列であり、例示的な限定するものではない実施形態に
おいて、前記ORF4タンパク質が、配列番号32のアミノ酸配列を含む前記ORF4タンパク質を
コードする核酸分子を含むPRRSウイルス、特に遺伝子型I型PRRSウイルスである。
【００２０】
　本明細書においては、比較の目的上、野生型遺伝子型I型PRRSウイルスは、好ましくは
原型遺伝子型Iレリスタットウイルスである。レリスタットウイルスのゲノムは、配列番
号41の核酸配列によってコードされる。
【００２１】
　第3の側面((c))によれば、本発明のPRRSウイルスは、野生型遺伝子型II型PRRSウイルス
と比較して、最初の2つの予測N末端βシートの間の領域における5、6または7以上のアミ
ノ酸残基の欠失を有するORF4タンパク質を含み、最初の2つの予測N末端βシートが、好ま
しくは配列番号27および配列番号28に示す2つのアミノ酸配列であり、例示的な限定する
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ものではない例において、前記ORF4タンパク質が、配列番号33のアミノ酸配列を含む前記
ORF4タンパク質を含む遺伝子型II型PRRSウイルスである。
【００２２】
　別に、第3の側面((C))によれば、本発明のPRRSウイルスは、そのゲノムが、野生型遺伝
子型II型PRRSウイルスと比較して、最初の2つの予測N末端βシートの間の領域における5
、6または7以上のアミノ酸残基の欠失を有するORF4タンパク質をコードする核酸分子を含
み、最初の2つの予測N末端βシートが、好ましくは配列番号27および配列番号28に示す2
つのアミノ酸配列であり、前記ORF4タンパク質が例示的な限定するものではない例におい
て配列番号33のアミノ酸配列を含む前記ORF4タンパク質をコードする核酸分子を含む、遺
伝子型II型PRRSウイルスである。
【００２３】
　本明細書においては、比較の目的上、野生型遺伝子型II型PRRSウイルスは、好ましくは
原型遺伝子型II型ウイルスVR2332である。ウイルスVR2332のゲノムは、配列番号42の核酸
配列によってコードされる。
【００２４】
　本発明との関係において、アミノ酸残基の欠失は、好ましくは連続アミノ酸残基の欠失
である。従って、例えば、9、10または11以上のアミノ酸残基の欠失は、本明細書におい
ては、好ましくは9、10または11以上の連続アミノ酸残基の欠失であり、それぞれ、5、6
または7以上のアミノ酸残基の欠失は、本明細書においては、好ましくは5、6または7以上
の連続アミノ酸残基の欠失である。
【００２５】
　第4の側面((d))によれば、本発明のPRRSウイルスは、アミノ酸位置50～71の間の9、10
もしくは11以上のアミノ酸残基の欠失または好ましくは11、12、13、14、15、16もしくは
17アミノ酸残基の欠失を有するORF4タンパク質を含み、そのアミノ酸位置のナンバリング
がレリスタットウイルスのORF4タンパク質のアミノ酸配列を参照するナンバリングであり
、限定するものではない例示的な実施形態において、アミノ酸位置50～71の間の11アミノ
酸残基の欠失を有するORF4タンパク質が配列番号34のアミノ酸配列を含むORF4タンパク質
である、前記PRRS ORF4ウイルス、好ましくは遺伝子型I型PRRSウイルスである。
【００２６】
　別に、第4の側面((D))によれば、本発明のPRRSウイルスは、そのゲノムが、アミノ酸位
置50～71の間の9、10もしくは11以上のアミノ酸残基の欠失または好ましくは11、12、13
、14、15、16もしくは17アミノ酸残基の欠失を有するORF4タンパク質をコードする核酸分
子を含み、そのアミノ酸位置のナンバリングがレリスタットウイルスのORF4タンパク質の
アミノ酸配列を参照するナンバリングであり、限定するものではない例示的な実施形態に
おいてアミノ酸位置50～71の間の11アミノ酸残基の欠失を有するORF4タンパク質が配列番
号34のアミノ酸配列を含む前記ORF4タンパク質をコードする核酸配列を含む、PRRSウイル
ス、好ましくは遺伝子型I型PRRSウイルスである。
　本明細書においては、レリスタットウイルスに関するアミノ酸位置のナンバリングは、
レリスタットウイルスの完全長ORF4タンパク質のアミノ酸配列を参照するナンバリングで
ある。故に、本文脈で記述されているアミノ位置のナンバリングは、アミノ酸位置1(N末
端)にメチオニン残基を含む183アミノ酸残基を有するレリスタットタンパク質のORF4タン
パク質に関する。
　従って、本発明との関係において用いられる語句”そのアミノ酸位置のナンバリングが
、レリスタットウイルスのORF4タンパク質のアミノ酸配列を参照するナンバリングである
”は、配列番号43に示したORF4タンパク質の配列に関する。
【００２７】
　第5の側面((e))によれば、本発明のPRRSウイルスは、アミノ酸位置50～67の間の5、6も
しくは7以上のアミノ酸残基の欠失または好ましくは8、9、10または11以上のアミノ酸残
基の欠失を有するORF4タンパク質を含み、そのアミノ酸位置のナンバリングがPRRSウイル
スVR2332のORF4タンパク質のアミノ酸配列を参照するナンバリングであり、限定するもの
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ではない例示的な実施形態においてアミノ酸位置50～67の間の7アミノ酸残基の欠失を有
するORF4タンパク質が配列番号35のアミノ酸配列を含むORF4タンパク質である前記ORF4タ
ンパク質を含む、遺伝子型II型PRRSウイルスである。
【００２８】
　別に、第5の側面((E))によれば、本発明のPRRSウイルスは、そのゲノムが、アミノ酸位
置50～67の間の5、6もしくは7以上のアミノ酸残基の欠失または好ましくは8、9、10もし
くは11以上のアミノ酸残基の欠失を有するORF4タンパク質をコードする核酸分子を含み、
そのアミノ酸位置のナンバリングがPRRSウイルスVR2332のORF4タンパク質のアミノ酸配列
を参照するナンバリングであり、限定するものではない例示的な実施形態においてアミノ
酸位置50～67の間の7アミノ酸残基の欠失を有するORF4タンパク質が配列番号35のアミノ
酸配列を含むORF4タンパク質である前記ORF4タンパク質をコードする核酸分子を含む、遺
伝子型II型PRRSウイルスである。
【００２９】
　本明細書においては、PRRSウイルスVR2332に関するアミノ酸位置のナンバリングは、PR
RSウイルスVR2332の完全長ORF4タンパク質のアミノ酸配列を参照するナンバリングである
。故に、本文脈で記述されているアミノ位置のナンバリングは、アミノ酸位置1(N末端)に
メチオニン残基を含む178アミノ酸残基を有するVR2332ウイルスのORF4タンパク質に関す
る。
　従って、本発明との関係において用いられる語句”そのアミノ酸位置のナンバリングが
、178アミノ酸残基を有するPRRSウイルスVR2332のORF4タンパク質のアミノ酸配列を参照
するナンバリングである”は、配列番号44に示したORF4タンパク質の配列に関する。
【００３０】
　第6の側面((f))によれば、本発明のPRRSウイルスは、側面(a)、(b)、(c)、(d)および(e
)のいずれかの組み合わせであり、本明細書においては、好ましくは側面(a)、(b)および(
d)のいずれかの組み合わせであるか、または側面(a)、(c)および(e)のいずれかの組み合
わせである。本文脈においては、語句”(a)、(b)、(c)、(d)および(e)のいずれかの組み
合わせ”ならびに”側面(a)、(b)、(c)、(d)および(e)のいずれかの組み合わせ”は、そ
れぞれ、(a)、(b)、(c)、(d)および(e)の任意のPRRSウイルスの特徴の組み合わせを有す
るPRRSウイルスを意味し、本明細書においては、側面(a)、(b)および／または(c)のPRRS
ウイルスのいずれかの特徴の組み合わせまたは側面(a)、(c)および(e)のPRRSウイルスの
いずれかの特徴の組み合わせが特に好ましい。
【００３１】
　別に、第6の側面((F))によれば、本発明のPRRSウイルスは、側面(A)、(B)、(C)、(D)お
よび(E)のいずれかの組み合わせであり、本明細書においては、好ましくは、側面(A)、(B
)および(D)のいずれかの組み合わせまたは側面(A)、(C)および(E)のいずれかの組み合わ
せである。本文脈においては、特に、語句”(A)、(B)、(C)、(D)および(E)のいずれかの
組み合わせ”および”側面(A)、(B)、(C)、(D)および(E)のいずれかの組み合わせ”は、
それぞれ、(A)、(B)、(C)、(D)および(E)の任意のPRRSウイルスの特徴の組み合わせを有
するPRRSウイルスを意味し、本明細書においては、側面(A)、(B)および／または(D)のPRR
Sウイルスのいずれかの特徴の組み合わせまたは側面(A)、(C)および(E)のPRRSウイルスの
いずれかの特徴の組み合わせが特に好ましいと理解される。
【００３２】
　本発明のPRRSウイルスは、好ましくは、
　　配列番号36のアミノ酸配列との少なくとも84.5%好ましくは少なくとも90%、より好ま
しくは少なくとも95%、よりさらに好ましくは少なくとも97%、特に好ましくは少なくとも
99%の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むかもしくはそれからなるORF4タンパク質、
または、
　　配列番号37の核酸配列との少なくとも83.5%好ましくは少なくとも90%、より好ましく
は少なくとも95%、よりさらに好ましくは少なくとも97%、特に好ましくは少なくとも99%
の配列同一性を有する核酸配列によってコードされるアミノ酸配列を含むかもしくはそれ
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からなるORF4タンパク質であって、前記PRRSウイルスが好ましくは遺伝子型I型PRRSウイ
ルスであり、
前記PRRSウイルスが特に遺伝子型I型PRRSウイルスである前記ORF4タンパク質を含む。
【００３３】
　本明細書において、用語”配列番号36のアミノ酸配列との配列同一性”は、特に、それ
ぞれ、用語”配列番号36の長さにわたる配列番号36のアミノ酸配列との配列同一性”また
は用語”配列番号36の全長にわたる配列番号36のアミノ酸配列との配列同一性”と同義で
あることは理解されよう。
　さらにまた、本明細書において、用語”配列番号37の核酸配列との配列同一性”は、特
に、それぞれ、用語”配列番号37の長さにわたる配列番号37の核酸配列との配列同一性”
または用語”配列番号37の全長にわたる配列番号37の核酸配列との配列同一性”と同義で
あることは理解されよう。
　本発明の第一の考慮態様との関係において、配列同一性は、プログレッシブアラインメ
ント(progressive alignment)(Feng, D. F. and Doolittle, R. F. (1987). Progressive
 sequence alignment as a prerequisite to correct phylogenetic trees. J. Mol. Evo
l., 25(4):351-360、(参照により本願に組み込まれる))に基づくものとして理解される。
本方法は、配列がアラインメントに結び付けられ、次いでそれが他の配列またはアライン
メントに結び付けられてより広範なアラインメントを形成することができることに基づく
。この手順は、すべてのインプットされた配列が単一のマルチプルアライメントになるま
で繰り返される。本発明の目的のために、配列同一性パーセントは、ソフトウェアCLC MA
IN WORKBENCH 4.1.1 (CLC BIO)を用いて決定される。
【００３４】
　例示的な限定するものではない一実施形態において、本発明のPRRSウイルスは、そのゲ
ノムが，配列番号38の核酸配列との少なくとも84.5%、好ましくは少なくとも90%、より好
ましくは少なくとも95%、よりさらに好ましくは少なくとも97%、特に好ましくは少なくと
も99%の配列同一性を有する核酸分子によってコードされるRNA分子を含む遺伝子型I型PRR
Sである。
　本明細書において、用語”配列番号38の核酸配列との配列同一性”は、それぞれ、特に
、用語”配列番号38の長さにわたる配列番号38の核酸配列との配列同一性”または用語”
配列番号38の全長にわたる配列番号38の核酸配列との配列同一性”と同義であることは理
解されよう。
　他の好ましい側面によれば、本発明のPRRSウイルスは、妊娠雌豚の繁殖障害症状および
／または子豚の呼吸障害症状を誘導することができる。
　さらなる好ましい側面によれば、本発明のPRRSウイルスは、雄ブタの呼吸障害症状を誘
導することができる。
　従って、本発明のPRRSウイルスは、好ましくは感染性PRRSウイルスである。
　本発明において、用語”感染性PRRSウイルス”は、特に、イノシシ科動物に感染し、関
連疾患である豚繁殖・呼吸障害症候群(PRRS)を誘導するPRRSウイルスとして理解される。
　本発明のPRRSウイルスによるイノシシ科動物の前記感染は、特に、宿主細胞へのウイル
スの結合、該細胞へのウイルスの侵入、該ビリオンのディスアセンブリー、該ウイルスゲ
ノムの複製および転写、該ウイルスタンパク質の発現ならびに新規感染性ウイルス粒子の
アセンブリおよび放出を含む。
【００３５】
　他の側面において、本発明はさらに、外因性RNAをその中に含むように遺伝子改変され
たPRRSウイルス、好ましくは本発明のPRRSウイルスであって、外因性RNAが、前記ウイル
スのORF4遺伝子に挿入され、外因性RNAが、好ましくは、
a)配列番号1～12または13～24からなる群から選択されるアミノ酸配列をコードする前記
ウイルスのORF4遺伝子の領域；
b)野生型遺伝子型I型PRRSウイルスのORF4タンパク質と比較して、最初の2つの予測N末端
βシートの間に位置する領域をコードする前記ウイルスのORF4遺伝子の領域；
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c)野生型遺伝子型II型PRRSウイルスのORF4タンパク質と比較して、最初の2つの予測N末端
βシートの間に位置する領域をコードする前記ウイルスのORF4遺伝子の領域;
d)アミノ酸位置50～71の間に位置する領域をコードする前記ウイルスのORF4遺伝子の領域
であって、そのアミノ酸位置のナンバリングが、レリスタットウイルスのORF4タンパク質
のアミノ酸配列を参照するナンバリングである前記領域；または
e)アミノ酸位置50～67の間に位置する領域をコードする前記ウイルスのORF4遺伝子の領域
であって、そのアミノ酸位置のナンバリングが、PRRSウイルスVR2332のORF4タンパク質の
アミノ酸配列を参照するナンバリングである前記領域、
に挿入された前記ウイルスに関する。
【００３６】
　本明細書において、用語”外因性RNA”または”外因性核酸配列”は、特に、組換え配
列などの外部起源からPRRSウイルスのゲノムに導入された核酸配列のことをいう。このよ
うな外部起源の例は、PRRSV由来配列だけでなく、非PRRSV由来配列も含む。さらに具体的
には、外因性核酸配列の導入は、それぞれ、天然に存在しない部分を有するゲノムまたは
遺伝子を生じる。本明細書において、用語”外因性RNA”は、従って、特に、PRRSウイル
スゲノムにおいて天然には見いだされないヌクレオチド配列のことをいう。このような天
然に存在しない部分または天然には見いだされない配列は、それぞれ、天然に存在する他
のヌクレオチド配列への、天然に存在するヌクレオチド配列の1つの挿入の結果であるこ
ともできる。
　本明細書においては、外因性RNAは、特に、対象エピトープ(epitope of interest)、生
物学的反応調節因子、増殖因子、認識配列および融合タンパク質からなる群から選択され
る発現産物をコードし、前記対象エピトープは、好ましくは抗原または獣医学的病原体ま
たは毒素由来の対象エピトープである。
【００３７】
　好ましい一実施形態において、前記対象エピトープは、PRRSウイルスのorf5遺伝子によ
ってコードされるペプチドであり、前記PRRSウイルスのorf5遺伝子によってコードされる
ペプチドは、特に、配列番号39に示す配列の少なくとも4連続アミノ酸残基を含むかもし
くはそれからなり、または、さらに具体的には、前記PRRSウイルスのorf5遺伝子によって
コードされるペプチドは、配列番号39のアミノ酸配列を含むかもしくはそれからなる。
　他の好ましい実施形態において、前記対象エピトープは、異なるPRRSウイルス株のORF4
タンパク質(GP4)の外部ドメインであり、前記異なるPRRSウイルス株のGP4の外部ドメイン
は、特に、配列番号40に示す配列の少なくとも4連続アミノ酸残基を含むかもしくはそれ
からなり、または、さらに具体的には、前記異なるPRRSウイルス株のGP4の外部ドメイン
は、配列番号40のアミノ酸配列を含むかもしくはそれからなる。
　本発明はさらに、本明細書においては、医薬として使用するための、外因性RNAをその
中に含むように遺伝子改変されたPRRSウイルスを提供する。
【００３８】
　本発明はまた、特に、動物に投与されたとき、前記PRRSウイルスが生得的にワクチン接
種の効果を誘導する場合に、チャレンジウイルスとして使用するための本明細書に記載の
PRRSウイルスを提供する。
　本発明はさらに、特に、動物に投与されたとき、前記PRRSウイルスがワクチン接種の効
果を誘導しない場合に、チャレンジウイルスとしての本発明のPRRSウイルスの使用を提供
する。
　本明細書においては、用語”動物”は、特にイノシシ科動物に関し、さらに具体的には
豚、好ましくは家畜豚に関する。
　好ましくは、PRRSウイルスは、それぞれ、鼻腔内、筋肉内、経口または子宮内経路で動
物に投与されるべきであるかまたは投与される。
　同様に、本発明は、検出マーカーとしての、好ましくは感染動物とワクチン接種動物(D
IVA)との区別のための、本明細書に記載のPRRSウイルスの使用を提供する。
【００３９】
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　さらなる側面によれば、本発明はまた、本明細書に記載のPRRSウイルスをコードするDN
A分子であって、好ましくは単離されたDNA分子であり、および／または、好ましくは、配
列番号38の核酸配列との少なくとも84.5%、好ましくは少なくとも90%、より好ましくは少
なくとも95%、よりさらに好ましくは少なくとも97%、特に好ましくは少なくとも99%の配
列同一性を有する核酸分子を含む前記DNA分子に関する。
　本発明はさらに、本明細書に記載のDNA分子を含むDNA構築物であって、前記DNA構築物
が、特に、プラスミドなどのDNAベクターである前記DNA構築物を提供する。本発明のDNA
分子を挿入することができるDNAベクターまたはプラスミドは、当業者には明らかであろ
う。本明細書においては、DNA構築物は、好ましくは単離されたDNA構築物である。本明細
書において、用語”DNA分子を含む”は、特に、用語”DNA分子の配列を含む”と同義であ
ることは理解されよう。
　さらにまた、本発明は、本明細書に記載のDNA構築物のRNA転写産物であって、前記RNA
転写産物が好ましくは単離されたRNA転写産物である前記RNA転写産物を提供する。
　本発明はまた、本明細書に記載のDNA構築物でトランスフェクトされた細胞であって、
前記細胞が、好ましくは単離された細胞である前記細胞を提供する。
　さらにまた、本発明は、本明細書に記載のRNA転写産物でトランスフェクトされた細胞
であって、前記細胞が、好ましくは単離された細胞である前記細胞を提供する。
【００４０】
　本明細書においては、用語”細胞(単数または複数)”は、好ましくは哺乳動物細胞に関
し、特にブタ細胞またはサル細胞、例えばMA-104細胞またはMARC-145細胞またはベロ細胞
に関する。より好ましくは、用語”細胞(単数または複数)”は、PRRSウイルスの宿主細胞
、すなわちブタマクロファージに関することは理解されよう。故に、本明細書においては
、細胞は、好ましくはブタ細胞、サル細胞、MA-104細胞、MARC-145細胞、ベロ細胞および
ブタマクロファージからなる群から選択される。
　他の側面において、本発明は、本明細書に記載のPRRSウイルスを産生する方法であって
、前記方法が、本明細書に記載のDNA構築物で細胞をトランスフェクトし、場合によりそ
の細胞および／または培地からウイルスを採取する工程を含む前記方法を提供する。
　他の側面において、本発明は、本明細書に記載のPRRSウイルスを産生する方法であって
、前記方法が、本明細書に記載のRNA転写産物で宿主細胞をトランスフェクトし、場合に
よりその細胞および／または培地からウイルスを採取する工程を含む前記方法を提供する
。
　本明細書に記載の核酸/DNA分子の産生は、当該分野の技術の範囲内であり、とりわけ、
Sambrook et al., 2001, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbo
r Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY; Ausubel, et al., 2003, Current Proto
cols In Molecular Biology, Greene Publishing Associates & Wiley Interscience, NY
; Innis et al. (eds), 1995, PCR Strategies, Academic Press, Inc., San Diego;およ
びErlich (ed), 1994, PCR Technology, Oxford University Press, New York に記載さ
れている組換え技術に従って実施することができる(これらはすべて参照により本願に組
み込まれる)。
【００４１】
２．本発明の第二の考慮態様
　本セクションにおいて詳述される第二の考慮態様によれば、本発明は、一側面において
、遺伝子型I型PRRSウイルスをコードし、細胞にトランスフェクトしたとき生ウイルスを
生成することができる核酸分子であって、
-配列番号45の核酸配列との少なくとも95%の配列同一性を有する第1核酸配列、
-第1核酸配列の5’末端に隣接し、配列番号46の核酸配列との少なくとも95%の配列同一性
を有する第2核酸配列、
-第1核酸配列の3’末端に隣接し、配列番号47の核酸配列との少なくとも95%の配列同一性
を有する第3核酸配列および
-第3核酸配列の3’末端に隣接するポリアデニンヌクレオチド配列
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を含む前記分子を提供する。
【００４２】
　好ましくは、
-前記第1核酸配列は、配列番号45の核酸配列との少なくとも96%、好ましくは少なくとも9
7%、より好ましくは少なくとも98%、よりさらに好ましくは少なくとも99%、特に好ましく
は100%の配列同一性を有し;および／または
-前記第2核酸配列は、配列番号46の核酸配列との少なくとも96%、好ましくは少なくとも9
7%、より好ましくは少なくとも98%、よりさらに好ましくは少なくとも99%、特に好ましく
は100%の配列同一性を有し;および／または
-前記第3核酸配列は、配列番号47の核酸配列との少なくとも96%、好ましくは少なくとも9
7%、より好ましくは少なくとも98%、よりさらに好ましくは少なくとも99%、特に好ましく
は100%の配列同一性を有し;および／または
-前記ポリアデニンヌクレオチド配列はnのアデニンヌクレオチドで構成され、ここでnは1
と51の間の任意の整数であり、好ましくはnは12、13または14である。
　本発明の核酸分子は、好ましくはDNA分子である。好ましくは、前記核酸分子は、単離
された核酸分子である。
【００４３】
　本発明の文脈において、特に、用語”ポリアデニンヌクレオチド配列”は、それぞれ、
用語”ポリアデニル酸配列”または”ポリA尾部”と同義であることは理解されよう。用
語”アデニンヌクレオチド(単数または複数)”は、本明細書においては、特に、用語”デ
オキシアデニル酸(単数または複数)”と同義であることは理解されよう。
　本明細書においては、語句”5’末端に隣接するヌクレオチド配列”は、特に、それぞ
れ、語句”その5’末端と共有結合したヌクレオチド配列”または語句”その3'末端ヌク
レオチドが5’末端ヌクレオチドと共有結合したヌクレオチド配列”と同義であり、特に
、前記2つの末端ヌクレオチドは、ペントースの5'炭素に結合したリン酸基と隣接ペント
ースの3'炭素原子との間で共有結合していることは理解されよう。
　本明細書においては、特に、語句”3’末端に隣接するヌクレオチド配列”は、それぞ
れ、語句”3’末端と共有結合したヌクレオチド配列”または語句”その5'末端ヌクレオ
チドが3’末端ヌクレオチドと共有結合したヌクレオチド配列”と同義であり、特に、前
記2つの末端ヌクレオチドは、ペントースの3'炭素原子と、隣接するペントースの5'炭素
に結合したリン酸基との間で共有結合していることは理解されよう。
　さらに、特に、本明細書において、語句”核酸配列との100%の配列同一性を有する”は
、それぞれ、語句”の核酸配列と同一である”または”の核酸配列からなる”と同義であ
ることは理解されよう。
　特に好ましい側面において、本発明の核酸分子は、配列番号48の核酸配列との少なくと
も99%の配列同一性を有する核酸配列を含む。あるいは、特に好ましい側面において、前
記核酸分子は、配列番号48の核酸配列との少なくとも99%の配列同一性を有する核酸配列
のRNAコピーを含むかもしくはそれからなる。
【００４４】
　本明細書においては、用語”細胞(単数または複数)”は、好ましくは哺乳動物細胞に関
し、特にブタ細胞またはサル細胞、例えばMA-104細胞またはMARC-145細胞またはベロ細胞
に関する。より好ましくは、用語”細胞(単数または複数)”は、PRRSウイルスの宿主細胞
、すなわちブタマクロファージに関することは理解されよう。故に、本明細書においては
、細胞は、好ましくはブタ細胞、サル細胞、MA-104細胞、MARC-145細胞、ベロ細胞および
ブタマクロファージからなる群から選択される。
　本発明によれば、用語”生ウイルス”は、特に、(不活化(死滅)ウイルスとは対照的に)
適切な被験者に感染する能力を有し、および／またはその感染性が天然ウイルスと同様ま
たは同一であるPRRSウイルスとして理解される。特に、生ウイルスは、その天然宿主細胞
に感染することができる。
【００４５】
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　本発明の核酸分子によって産生されるPRRSウイルスによる宿主細胞の前記感染は、特に
、宿主細胞へのウイルスの結合、該細胞へのウイルスの侵入、該ビリオンのディスアセン
ブリー、該ウイルスゲノムの複製および転写、該ウイルスタンパク質の発現ならびに新規
感染性ウイルス粒子のアセンブリおよび放出を含む。本発明の核酸分子によって産生され
るPRRSウイルスによる宿主細胞の前記感染はさらに、好ましくは、特に、機能性RNA分子
を生じるBHK細胞におけるcDNA配列の転写、前記RNA分子による培養細胞、好ましくはブタ
細胞、サル細胞、MA-104細胞、MARC-145細胞、ベロ細胞およびブタマクロファージのトラ
ンスフェクション、前記培養細胞におけるウイルス複製による生ビリオンの産生、このよ
うなビリオンの単離ならびに宿主細胞の感染を含む。
　特に、本発明の核酸分子は、好ましくは弱毒遺伝子型I型PRRSウイルスをコードする。
または、本発明の核酸分子は、それぞれ、細胞にトランスフェクトしたとき弱毒生ウイル
スを産生することができる。
　さらに具体的には、本発明の核酸分子は、イノシシ科動物において重篤な豚繁殖・呼吸
障害症候群(PRRS)を誘導することができない遺伝子型I型PRRSウイルスをコードする。ま
たは、本発明の核酸分子は、それぞれ、細胞にトランスフェクトしたとき生ウイルスを生
成することができ、ここで前記生ウイルスは、悪性の野外PRRSウイルスによって引き起こ
されるようなイノシシ科動物の重篤な野生型ウイルス様豚繁殖・呼吸障害症候群(PRRS)を
誘導することができない。
【００４６】
　特定の一実施形態において、本発明の核酸分子は、MA104細胞に感染後24時間以内に、1
ミリリットル(ml)当たり少なくとも5x105～1x106の50％組織培養感染量(TCID50)の力価に
達することができる遺伝子型I型PRRSウイルスをコードする。ここで前記MA104細胞は、好
ましくは、0.001～0.1のMOI(感染多重度)で前記ウイルスに感染させる。
　特に、本発明の核酸分子は、MA104細胞に感染後48時間以内に1ミリリットル(ml)当たり
5x106～1x107以上の50％組織培養感染量(TCID50)の力価に達することができる遺伝子型I
型PRRSウイルスをコードする。ここで前記MA104細胞は、好ましくは0.001～0.1のMOI(感
染多重度)で前記ウイルスに感染させる。
　従って、本発明の核酸分子は、好ましくは、MOI(感染多重度)0.001～0.1で、特に、MOI
0.001または0.01または0.1で、
-MA104細胞に感染後24時間以内に1ミリリットル(ml)当たり少なくとも5x105～1x106の50
％組織培養感染量(TCID50)の力価に達することができ、および／または
-MA104細胞に感染後48時間以内に1ミリリットル(ml)当たり少なくとも5x106～1x107の50
％組織培養感染量(TCID50)に達することができる
遺伝子型I型PRRSウイルスをコードする。
　本明細書に記載のPRRSウイルスとの関係において、用語”遺伝子型I型”は、PRRSVとの
関係において文献に頻繁に使用される語”遺伝子型1型”または”1型”または”ヨーロッ
パ型(EU型)”とは同義であると理解されよう。
【００４７】
　他の好ましい実施形態において、本発明の核酸分子は、配列番号48に示す核酸配列との
少なくとも99.1%または99.2%、好ましくは少なくとも99.3%または99.4%、より好ましくは
少なくとも99.5%または99.6%、よりさらに好ましくは少なくとも99.8%または99.9%、特に
好ましくは少なくとも99.95%の配列同一性を有する核酸配列を含む。
　本発明の第二の考慮態様との関係において、配列同一性は、対比較で求めたヌクレオチ
ド配列間の類似度に基づくものと理解される。2つの配列間の同一性パーセントの決定は
、好ましくは、数学的アルゴリズム、特に、公知のSmith-Watermanアルゴリズム(Smith a
nd Waterman, M. S. (1981) J Mol Biol, 147(1):195-197)を用いて達成される。本発明
の目的上、ヌクレオチド配列の配列同一性パーセントは、Smith-Watermanホモロジー検索
アルゴリズムを用い、ギャップ開始ペナルティ：25、ギャップ伸長ペナルティ：5を用い
て決定される。Smith-Watermanホモロジー検索アルゴリズムは、Smith and Waterman (19
81) Adv. Appl. Math 2:482-489 に教示されている(参照により本願に組み込まれる)。こ
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のような配列同一性の決定は、例えば、TimeLogic Version GからのDeCypher Hardware A
cceleratorを用いて行うことができる。あるいはこのような配列同一性は、ソフトウェア
CLC MAIN WORKBENCH 4.1.1 (CLC BIO)によって決定される。
【００４８】
　本明細書において、特に、用語”配列番号Yの核酸配列との少なくともX%の配列同一性
を有する”(または代わりに、用語”配列番号Yに示す核酸配列との少なくともX%の配列同
一性を有する”)は、それぞれ、用語”配列番号Yの長さにわたる配列番号Yの核酸配列と
の少なくともX%の配列同一性を有する”または用語”配列番号Yの全長にわたる配列番号Y
の核酸配列との少なくともX%の配列同一性を有する”と同義であることは理解されよう。
これに関連して、”X”は、95～100の任意の数、特に95～99から選択される任意の整数で
あり、”X%の配列同一性”は、本明細書に記載の配列同一性パーセントのいずれかを表す
。これに関連して、それぞれ、”Y”は、1～6から選択される任意の整数であり、”配列
番号Y”は、本明細書に記載の配列番号を表す。
　特に好ましい一実施形態において、本発明の核酸分子は、配列番号48の核酸配列を含む
。
　他の好ましい実施形態において、本発明の核酸分子は、イノシシ科動物において豚繁殖
・呼吸障害症候群(PRRS)を誘導することができない遺伝子型I型PRRSウイルスをコードす
る。または、それぞれ、本発明の核酸分子は、細胞にトランスフェクトしたとき、生ウイ
ルスを生成することができ、ここで前記感染性ウイルスは、イノシシ科動物において、豚
繁殖・呼吸障害症候群(PRRS)を誘導することができない。
【００４９】
　本明細書において、用語”豚繁殖・呼吸障害症候群(PRRS)を誘導することができない”
は、特に、野生型PRRSウイルスと比較して、それぞれ、例えば子豚の肺病変、妊娠雌豚の
繁殖障害および／または長期のPRRSVウイルス血症などのPRRSの臨床徴候またはPRRSV感染
症に関連する徴候が低下することをいう。一側面において、イノシシ科動物のPRRSを誘導
することができない遺伝子型I型PRRSウイルスは、従って、イノシシ科動物に投与された
野生型PRRSウイルスと比較して、イノシシ科動物に投与されたとき1以上の臨床徴候の低
下を示すウイルスである。本明細書においては、特に、用語”野生型PRRSウイルス”は、
野生型遺伝子型I型PRRSウイルスに関する。
　本発明はさらに、本発明の核酸分子を含むDNA構築物であって、前記DNA構築物が、特に
DNAベクター、例えばプラスミドである前記DNA構築物を提供する。本発明のヌクレオチド
分子を挿入することができるDNAベクターまたはプラスミドは、当業者には明らかであろ
う。本明細書においては、DNA構築物は、好ましくは単離されたDNA構築物である。本明細
書において、用語”核酸分子を含む”または”DNA分子を含む”は、それぞれ、特に、用
語”核酸分子の配列を含む”または”DNA分子の配列を含む”とそれぞれ同義であること
は理解されよう。
　さらにまた、本発明は、本明細書に記載のDNA構築物のRNA転写産物であって、前記RNA
転写産物が好ましくは単離されたRNA転写産物である前記RNA転写産物を提供する。
【００５０】
　本発明はまた、本明細書に記載のDNA構築物でトランスフェクトされた細胞であって、
前記細胞が、好ましくは単離された細胞である前記細胞を提供する。
　従って、本発明はまた、前述の細胞によって産生される遺伝子型I型PRRSウイルスであ
って、前記遺伝子型I型PRRSウイルスが、好ましくは単離された遺伝子型I型PRRSウイルス
である前記遺伝子型I型PRRSウイルスを提供する。
　さらにまた、本発明は、本明細書に記載のRNA転写産物でトランスフェクトされた細胞
であって、前記細胞が、好ましくは単離された細胞である前記細胞を提供する。
　故に、本発明はまた、前述の細胞によって産生される遺伝子型I型PRRSウイルスであっ
て、前記遺伝子型I型PRRSウイルスが、好ましくは単離された遺伝子型I型PRRSウイルスで
ある遺伝子型I型PRRSウイルスを提供する。
【００５１】
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　本発明はさらに、遺伝子型I型PRRSウイルスであってそのゲノムが本発明の核酸分子を
含むか、またはそのゲノムが本発明の核酸分子によってコードされるRNA分子を含む遺伝
子型I型PRRSウイルスであって、前記遺伝子型I型PRRSウイルスが、好ましくは単離された
遺伝子型I型PRRSウイルスである前記伝子型I型PRRSウイルスを提供する。
　他の側面において、本発明は、遺伝子型I型PRRSウイルスを産生する方法であって、前
記方法が、本明細書に記載のDNA構築物で細胞をトランスフェクトすることを含む前記方
法を提供する。
　さらに、本発明は、遺伝子型I型PRRSウイルスを産生する方法であって、前記方法が、
本明細書に記載のRNA転写産物で細胞をトランスフェクトすることを含む前記方法を提供
する。
　さらに他の側面において、本発明は、組成物であって、前記組成物が、適切な量の薬学
的に許容される希釈剤または賦形剤に懸濁した本発明の核酸分子を含む前記組成物を提供
する。
【００５２】
　本明細書に記載の核酸分子の産生は，当該分野の技術の範囲内であり、とりわけ、Samb
rook et al., 2001, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor La
boratory Press, Cold Spring Harbor, NY; Ausubel, et al., 2003, Current Protocols
 In Molecular Biology, Greene Publishing Associates & Wiley Interscience, NY; In
nis et al. (eds), 1995, PCR Strategies, Academic Press, Inc., San Diego;およびEr
lich (ed), 1994, PCR Technology, Oxford University Press, New York に記載されて
いる組換え技術に従って実施することができる(これらはすべて参照により本願に組み込
まれる)。
　さらに他の側面において、本発明はさらに、弱毒遺伝子型I型PRRSウイルスを産生する
ための、本発明の核酸分子または本明細書に記載のDNA構築物の使用であって、前記核酸
分子または前記DNA構築物に1以上の変異が導入された前記核酸分子または前記DNA構築物
の使用に関する。
　本発明はまた、弱毒遺伝子型I型PRRSウイルスを産生する方法であって、本発明の核酸
分子または本明細書に記載のDNA構築物に1以上の変異を導入する工程を含む前記方法を提
供する。
　好ましくは、本明細書に記載の1以上の変異は、配列番号45の核酸配列との少なくとも9
5%の配列同一性を有する第1核酸配列に導入される。
　用語”弱毒PRRSウイルス”は、本明細書において、特に、in vitroおよび／またはin v
ivoでの弱毒化されたPRRSウイルスに関し、さらに具体的には感受性細胞株および／また
は感受性宿主での弱毒化されたPRRSウイルスに関する
【００５３】
　本明細書において、用語”宿主”は、特に、PRRSウイルスに感染可能な動物、特にイノ
シシ科動物に関し、さらに具体的には豚、例えば家畜豚に関する。
　本明細書において、”弱毒”は、特に、病原体、特に野生型PRRSウイルスのビルレンス
低下に関する。ここで”ビルレンス”は、病原性の程度であると理解され、”病原性”は
、宿主または宿主の子孫における臨床徴候、例えば繁殖障害を誘導する病原体の能力に関
する。
　用語”野生型PRRSウイルス”または”野生型PRRSV”は、それぞれ本明細書において、
特に、とりわけイノシシ科動物においてPRRSを誘導することができる感染性病原性PRRSウ
イルスに関する。特に好ましい一実施形態において、用語”野生型PRRSウイルス”は、ゲ
ノムがRNA配列を含むかまたはRNAポリヌクレオチドからなるPRRSウイルスであって、前記
RNA配列またはRNAポリヌクレオチドが、配列番号41(レリスタットウイルス完全ゲノムに
対応する)のRNAコピーである前記PRRSウイルスに関する。
　好ましくは、1以上の変異は、本明細書においては、1以上の点突然変異および／もしく
は1以上のゲノム欠失および／もしくは1以上の挿入を含むかまたはそれからなる。
【００５４】
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　また、本発明は、ゲノムが本発明の核酸分子によってコードされるRNA分子を含む弱毒
遺伝子型I型PRRSウイルスであって、配列番号45の核酸配列との少なくとも95%の配列同一
性を有する前記第1核酸配列が、コードされるPRRSウイルスを弱毒化し、および／または
コードされるPRRSウイルスを無力化して、前記ウイルスによって感染した細胞によるI型
インターフェロンの産生および分泌を抑制する1以上の変異を含み、前記弱毒遺伝子型I型
PRRSウイルスが、好ましくは単離された弱毒遺伝子型I型PRRSウイルスである前記弱毒遺
伝子型I型PRRSウイルスを提供する。
　本発明はさらに、医薬、特にワクチンもしくはワクチン組成物の製造のための本明細書
に記載の弱毒遺伝子型I型PRRSウイルスの使用であって、例えば、PRRSV感染症の臨床徴候
を低下させることによって、例えばPRRSVウイルス血症の持続期間を短縮することによっ
て、PRRSV感染症の臨床徴候から動物を予防するための前記使用を提供する。
　用語”予防すること”または”低下させること”は、それぞれ、本明細書において、限
定するものではないが、PRRSV抗原、すなわち本明細書に記載の弱毒遺伝子型I型PRRSウイ
ルスの動物への投与を含むプロセスであって、前記PRRSV抗原が前記動物に投与されたと
き、前記動物においてPRRSVに対する免疫応答を誘発するかまたは誘発することができる
前記プロセスを意味する。概して、このような治療は、それぞれ、PRRSの臨床徴候または
PRRSV感染症に関連する徴候の低下をもたらす。より具体的には、用語”予防することは
、本明細書において、一般に、疾患プロセス(PRRS)の誘発または発症の前に本発明の免疫
原性組成物に動物が暴露される予防のプロセスを意味する。
【００５５】
　本明細書においては、”PRRSV感染症の臨床徴候を低下させること”は、限定するもの
ではないが、野生型PRRSウイルス感染症と比較して、ある群における感染した被験者の数
を低下させるか、感染症の臨床徴候を示す被験者の数を低下させるかもしくはなくさせる
か、または被験者に存在する任意の臨床徴候の重症度を低下させることを意味する。例え
ば、それは、当然ながら、病原体負荷、病原体排出の任意の低下、病原体伝播の低下、ま
たはPRRSV感染症、特に繁殖障害および／肺病変の誘発に特有な任意の臨床徴候の低下を
指す。好ましくはこれらの臨床徴候は、本組成物の投与を受けず、感染する可能性のある
被験者と比較して、本発明の弱毒遺伝子型I型PRRSウイルスの投与を受けた被験者におい
て少なくとも10%低下する。より好ましくは、本発明の組成物の投与を受けた被験者にお
いて、臨床徴候は、少なくとも20%、好ましくは少なくとも30%、より好ましくは少なくと
も40%、よりさらに好ましくは少なくとも50%、よりさらに好ましくは少なくとも60%、よ
りさらに好ましくは少なくとも70%、よりさらに好ましくは少なくとも80%、よりさらに好
ましくは少なくとも90%、最も好ましくは100%低下する。
　用語”被験者”は、本明細書においては、特に動物に関する。
　用語”動物”は、本明細書において特にイノシシ科動物に関し、さらに具体的には豚、
好ましくは家畜豚に関する。
【００５６】
　用語”PRRSVウイルス血症の持続期間を短縮すること”は、限定するものではないが、
組成物の投与を受けず、野生型PRRSVに感染する可能性のある被験者と比較して、ある動
物の血流に侵入したPRRSウイルスの持続期間を少なくとも1日短縮することを意味する
　用語”ウイルス血症”は、例えば血清中のPRRSV RNAコピー数の検出によって反映され
る感染動物の血液中のPRRSVの存在のことをいう。
　また、本発明は、適切な量の薬学的に許容される希釈剤または賦形剤に懸濁した本明細
書に記載の弱毒遺伝子型I型PRRSウイルスを含むワクチン組成物に関する。
　本明細書においては、1以上の薬学的に許容される担体または賦形剤は、好ましくは、
溶媒、分散媒、アジュバント、安定化剤、希釈剤、防腐剤、抗菌剤、抗真菌薬、等張剤お
よび吸着遅延剤からなる群から選択される。
【００５７】
　好ましい一側面において、本発明の免疫原性組成物は、1用量当たり本明細書に記載の
弱毒遺伝子型I型PRRSウイルスを101～107ウイルス粒子の量含み、好ましくは1用量当たり
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103～106粒子、より好ましくは1用量当たり104～106粒子の量含む。
　他の好ましい側面において、本発明の免疫原性組成物は、1用量当たり少なくとも約103

TCID50/mL、好ましくは1用量当たり103～105TCID50/mLのウイルス力価と同等な本発明のP
RRSウイルスの量を含む。
【００５８】
　本明細書において、用語”ワクチン組成物”は、特に、その組成物に暴露された動物に
おいて防御免疫応答を誘発する組成物のことをいう。免疫応答は、抗体の誘発および／ま
たはT細胞応答の誘発を含むことができる。
　通例、”免疫応答”は、限定するものではないが、以下の効果の1以上を含む：対象組
成物もしくはワクチンに含まれる抗原(単数または複数)に特異的に結合する抗体、B細胞
、ヘルパーT細胞、サプレッサーT細胞および／もしくは細胞傷害性T細胞の産生または活
性化。好ましくは、該宿主は、新規感染症に対する抵抗性が増し、および／またはその疾
患の臨床的重症度が低下するような治療または防御免疫(記憶)応答のいずれかを示すこの
ような防御は、ウイルス血症の発症の遅延、ウイルス持続感染の短縮化、全ウイルス量の
低下および／またはウイルス排出の低下において、その病原体の感染症に関連する臨床徴
候の数もしくは重症度の低下またはそれらの1以上の欠如のいずれかによって明らかにさ
れる。
　従って、”免疫応答”は、特に、限定するものではないが、対象組成物またはワクチン
に対する細胞性および／または抗体性免疫応答のサブセットの発生を意味する。
【００５９】
　さらにまた、本発明は、例えば、PRRSV感染症の臨床徴候を低下させることによって、
例えばPRRSVウイルス血症の持続期間を短縮することによって、PRRSV感染症の臨床徴候か
ら動物を予防する方法に使用するための本発明のワクチン組成物に関する。
　さらに、本発明は、PRRSV感染症の臨床徴候を低下させることによって、例えばPRRSVウ
イルス血症の持続期間を短縮することによって、PRRSV感染症の臨床徴候から動物を予防
する方法であって、前記方法が、それを必要とする動物に本発明のワクチンを投与する工
程を含む前記方法を提供する。
【００６０】
本発明の第二の考慮態様に記載の実施形態
　以下の項目もまた本明細書に記載されている：
項目1．遺伝子型I型PRRSウイルスをコードし、細胞にトランスフェクトしたとき生ウイル
スを生成することができる核酸分子であって、
-配列番号45の核酸配列との少なくとも95%の配列同一性を有する第1核酸配列、
-第1核酸配列の5’末端に隣接し、配列番号46の核酸配列との少なくとも95%の配列同一性
を有する第2核酸配列、
-第1核酸配列の3’末端に隣接し、配列番号47の核酸配列との少なくとも95%の配列同一性
を有する第3核酸配列および
第3核酸配列の3’末端に隣接するポリアデニンヌクレオチド配列
を含む前記分子。
項目2．-前記第1核酸配列が、配列番号45の核酸配列との少なくとも96%、好ましくは少な
くとも97%、より好ましくは少なくとも98%、よりさらに好ましくは少なくとも99%、特に
好ましくは100%の配列同一性を有し;および／または
-前記第2核酸配列が、配列番号46の核酸配列との少なくとも96%、好ましくは少なくとも9
7%、より好ましくは少なくとも98%、よりさらに好ましくは少なくとも99%、特に好ましく
は100%の配列同一性を有し;かつ／または
-前記第3核酸配列が、配列番号47の核酸配列との少なくとも96%、好ましくは少なくとも9
7%、より好ましくは少なくとも98%、よりさらに好ましくは少なくとも99%、特に好ましく
は100%の配列同一性を有し;および／または
-前記ポリアデニンヌクレオチド配列がnのアデニンヌクレオチドで構成され、ここでnは1
と51の間の任意の整数であり、好ましくはnは12、13または14である、項目1に記載の核酸
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分子。
項目3．前記ウイルスが弱毒化され、および／または前記ウイルスが、イノシシ科動物の
豚繁殖・呼吸障害症候群(PRRS)ウイルス感染後の疾患の呼吸障害および／または繁殖障害
徴候に対して防御免疫応答を誘導することができる、項目1または2に記載の核酸分子。
項目4．前記ウイルスが、好ましくはMOI(感染多重度)0.001～0.1でMA104細胞に感染後24
時間以内に、1ミリリットル(ml)当たり少なくとも5x105～1x106の50％組織培養感染量(TC
ID50)の力価に達することができる、項目1～3のいずれか1つに記載の核酸分子。
項目5．前記ウイルスが、好ましくはMOI(感染多重度)0.001～0.1でMA104細胞に感染後48
時間以内に、1ミリリットル(ml)当たり少なくとも5x106～1x107の50％組織培養感染量(TC
ID50)の力価に達することができる、項目1～4のいずれか1つに記載の核酸分子。
項目6．前記分子が、配列番号48の核酸配列との少なくとも91%または92%、好ましくは少
なくとも93%または94%、より好ましくは少なくとも95%または96%、よりさらに好ましくは
少なくとも98%または99%、特に好ましくは少なくとも99%の配列同一性を有する核酸配列
を含む、項目1～5のいずれか1つに記載の核酸分子。
項目7．前記分子が、配列番号48の核酸配列との少なくとも99.1%または99.2%、好ましく
は少なくとも99.3%または99.4%、より好ましくは少なくとも99.5%または99.6%、よりさら
に好ましくは少なくとも99.8%または99.9%、特に好ましくは少なくとも99.95%の配列同一
性を有する核酸配列を含む、項目1～6のいずれか1つに記載の核酸分子。
項目8．前記分子が、配列番号48の核酸配列を含む、項目1～7のいずれか1つに記載の核酸
分子。
項目9．前記ウイルスが、悪性の野外PRRSウイルスによって引き起こされるようなイノシ
シ科動物の重篤な豚繁殖・呼吸障害症候群(PRRS)を誘導することができない、項目1～8の
いずれか1つに記載の核酸分子。
項目10．前記分子がDNA分子である、項目1～9のいずれか1つに記載の核酸分子。
項目11．項目10に記載のDNA分子を含むDNA構築物。
項目12．項目11に記載のDNA構築物のRNA転写産物。
項目13．項目11に記載のDNA構築物でトランスフェクトされた細胞。
項目14．項目12に記載のRNA転写産物でトランスフェクトされた細胞。
項目15．項目13に記載の細胞によって産生される遺伝子型I型PRRSウイルス。
項目16．項目14に記載の細胞によって産生される遺伝子型I型PRRSウイルス。
項目17．ゲノムが、項目1～9のいずれか1つに記載の核酸分子を含むか、またはゲノムが
、項目1～10に記載の核酸分子によってコードされるRNA分子を含む遺伝子型I型PRRSウイ
ルス。
項目18．項目11に記載のDNA構築物で細胞をトランスフェクトすることを含む、遺伝子型I
型PRRSウイルスを産生する方法。
項目19．項目12に記載のRNA転写産物で宿主細胞をトランスフェクトすることを含む、遺
伝子型I型PRRSウイルスを産生する方法。
項目20．適切な量の薬学的に許容される希釈剤または賦形剤に懸濁した、項目1～10のい
ずれか1つに記載の核酸分子を含む組成物。
項目21．弱毒遺伝子型I型PRRSウイルスを産生するための、項目1～10のいずれか1つに記
載の核酸分子または項目11に記載のDNA構築物の使用であって、1以上の変異が前記核酸分
子または前記DNA構築物に導入されている、前記使用。
項目22．項目1～10のいずれか1つに記載の核酸分子または項目11に記載のDNA構築物に1以
上の変異を導入する工程を含む、弱毒遺伝子型I型PRRSウイルスを産生する方法。
項目23．ウイルスゲノムが、項目1～10のいずれか1つに記載の核酸分子によってコードさ
れるRNA分子を含む弱毒遺伝子型I型PRRSウイルスであって、配列番号45の核酸配列との少
なくとも95%の配列同一性を有する前記第1核酸配列が、コードされるPRRSウイルスを無力
化して前記ウイルスによって感染された細胞によるI型インターフェロンの産生および分
泌を抑制する1以上の変異を含む、前記弱毒遺伝子型I型PRRSウイルス。
項目24．PRRSV感染症の臨床徴候から動物を予防するための医薬の製造のための、項目21
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～23のいずれか1つに記載の弱毒遺伝子型I型PRRSウイルスの使用。
項目25．適切な量の薬学的に許容される希釈剤または賦形剤に懸濁した、項目21～23のい
ずれか1つに記載の弱毒遺伝子型I型PRRSウイルスを含むワクチン組成物。
項目26．PRRSV感染症の臨床徴候から動物を予防する方法に使用するための、項目25に記
載のワクチン組成物。
項目27．PRRSV感染症の臨床徴候から動物を予防する方法であって、それを必要とする動
物に、項目26に記載のワクチン組成物を投与する工程を含む前記方法。
【００６１】
３．本発明の第三の考慮態様
　本セクションにおいて詳述される第三の考慮態様によれば、本発明は、本発明の第一の
考慮態様を本発明の第二の考慮態様と組み合わせることができるという所見に基づく。従
って、本発明の第三の考慮態様は、(1)本発明の第一の考慮態様の側面および実施形態と(
2)本発明の第二の考慮態様の側面および実施形態との組み合わせに関する。故に、本発明
の第一の考慮態様の全ての可能な特徴および定義、特に遺伝子型I型PRRSウイルスに関す
る特徴および定義は、本発明の第二の考慮態様のすべての特徴および定義と任意に組み合
わせることができることは理解されよう。
　一側面において、本発明の第二の考慮態様に記載の核酸分子は、従って、請求項36～42
のいずれか1つに記載の本発明の第一の考慮態様に記載の豚繁殖・呼吸障害症候群(PRRS)
ウイルスをコードする。
　他の側面において、それぞれ、本発明の第一の考慮態様に記載の豚繁殖・呼吸障害症候
群(PRRS)ウイルスは、従って、請求項56または57に記載の本発明の第二の考慮態様に記載
の核酸分子によってコードされる。
　故に、本発明の第一の考慮態様の全ての可能な側面と本発明の第二の考慮態様の全ての
可能な側面との組み合わせは、特に、前記請求項およびそれに従属する請求項にも反映さ
れる。
【００６２】
　さらにまた、本発明は、そのゲノムが、遺伝子型I型PRRSウイルスをコードする核酸分
子によってコードされ、細胞にトランスフェクトしたとき生ウイルスを生成することがで
きる遺伝子型I型PRRSウイルス、特に前述のPRRSウイルスであって、前記分子が、配列番
号48の核酸配列との少なくとも91%または92%、好ましくは少なくとも93%または94%、より
好ましくは少なくとも95%または96%、よりさらに好ましくは少なくとも98%または99%、特
に好ましくは少なくとも99%または100%の配列同一性を有する核酸配列を含み、前記核酸
配列が、アミノ酸位置50～71の間の9、10または11以上のアミノ酸残基の欠失を有するORF
4タンパク質を含む前記ウイルスの産生をもたらす変異を含み、そのアミノ酸位置のナン
バリングが、レリスタットウイルスのORF4タンパク質のアミノ酸配列を参照するナンバリ
ングである前記ウイルスに関する。
　本発明はまた、ゲノムが遺伝子型I型PRRSウイルスをコードする核酸分子によってコー
ドされ、細胞にトランスフェクトしたとき生ウイルスを生成することができる遺伝子型I
型PRRSウイルスであって、前記分子が、配列番号48の核酸配列と少なくとも91%または92%
、好ましくは少なくとも93%または94%、より好ましくは少なくとも95%または96%、よりさ
らに好ましくは少なくとも98%または99%、特に好ましくは少なくとも99%または100%の配
列同一性を有する核酸配列を含み、前記核酸配列が、アミノ酸位置50～71の間の11、12、
13、14、15、16もしくは17アミノ酸残基の欠失を有するORF4タンパク質を含む前記ウイル
スの産生をもたらす変異を含み、そのアミノ酸位置のナンバリングが、レリスタットウイ
ルスのORF4タンパク質のアミノ酸配列を参照するナンバリングである前記ウイルスに関す
る。
【００６３】
　本発明はさらに、ゲノムが遺伝子型I型PRRSウイルスをコードする核酸分子によってコ
ードされ、細胞にトランスフェクトしたとき生ウイルスを生成することができる遺伝子型
I型PRRSウイルスであって、前記分子が、配列番号48の核酸配列と少なくとも91%または92
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%、好ましくは少なくとも93%または94%、より好ましくは少なくとも95%または96%、より
さらに好ましくは少なくとも98%または99%、特に好ましくは少なくとも99%または100%の
配列同一性を有する核酸配列を含み、前記核酸配列が、アミノ酸位置56～70の間またはア
ミノ酸位置57～69の間の13アミノ酸残基の欠失を有するORF4タンパク質を含む前記ウイル
スの産生をもたらす変異を含み、そのアミノ酸位置のナンバリングが、レリスタットウイ
ルスのORF4タンパク質のアミノ酸配列を参照するナンバリングである前記ウイルスを考え
る。
　前記変異は、本明細書において、好ましくは欠失である。
【００６４】
　好ましくは、本発明のPRRSウイルスは、外因性RNAをその中に含むように遺伝子改変さ
れ、前記外因性RNAは前記ウイルスorf4遺伝子に挿入され、前記外因性RNAは、特に、アミ
ノ酸位置50～71の間に位置する領域をコードする前記ウイルスのorf4遺伝子の領域に挿入
され、そのアミノ酸位置のナンバリングは、レリスタットウイルスのORF4タンパク質のア
ミノ酸配列を参照するナンバリングである。
　他の好ましい側面において、前記外因性RNAは、前記ウイルスのorf4遺伝子に挿入され
、本発明の文脈において、欠失されるアミノ酸残基をコードするヌクレオチド配列と置換
される。
　さらなる好ましい側面によれば、前記外因性RNAは、対象エピトープ、生物学的反応調
節因子、増殖因子、認識配列、融合タンパク質からなる群から選択される発現産物をコー
ドし、ここで対象エピトープは、好ましくは抗原または獣医学的病原体または毒素由来の
対象エピトープである。
　特に、前記対象エピトープは、PRRSウイルスのorf5遺伝子によってコードされるペプチ
ドであるか、またはPRRSウイルスのorf5遺伝子によってコードされるアミノ酸配列であり
、ここでPRRSウイルスのorf5遺伝子によってコードされる前記ペプチドまたはアミノ酸配
列は、好ましくは配列番号39もしくは配列番号50のアミノ酸配列を含むかもしくはそれか
らなり、または好ましくは配列番号39もしくは配列番号50に示す配列の少なくとも4連続
アミノ酸残基を含むかもしくはそれからなり、または好ましくは配列番号51もしくは配列
番号52のアミノ酸配列を含むかもしくはそれからなる。
【００６５】
　他の好ましい側面によれば、前記外因性RNAは、配列番号53～55からなる群から選択さ
れるアミノ酸配列をコードする。
　特に好ましい側面において、本発明は、限定するものではない例として、ウイルスゲノ
ムが、配列番号56～59のいずれか1つからなる群から選択される核酸配列を含む核酸分子
によってコードされる遺伝子型I型PRRSウイルスを提供する。
　前記ウイルスが単離されたウイルスであり、および／または前記変異が欠失である、請
求項58～73のいずれか1つに記載のPRRSウイルス。
　PRRSウイルスは、本明細書においては、好ましくは単離されたウイルスであり、および
／または天然に存在しないウイルスである。
　さらにまた、本発明は、遺伝子型I型PRRSウイルスであって、前記ウイルスが、アミノ
酸位置56にプロリン残基を有し、および／またはアミノ酸位置66にグルタミン残基を有す
るORF4タンパク質を含み、そのアミノ酸位置のナンバリングが、レリスタットウイルスの
ORF4タンパク質のアミノ酸配列を参照するナンバリングであり、レリスタットウイルスの
ORF4タンパク質のアミノ酸配列が配列番号43に示す配列である前記ウイルスに関する。
【００６６】
　本発明はまた、そのゲノムが、アミノ酸位置56にプロリン残基を有し、および／または
アミノ酸位置66にグルタミン残基を有するORF4タンパク質をコードする核酸分子を含む遺
伝子型I型PRRSウイルスであって、そのアミノ酸位置のナンバリングが、レリスタットウ
イルスのORF4タンパク質のアミノ酸配列を参照するナンバリングであり、前記ウイルスの
ゲノムが、好ましくは核酸分子によってコードされ、前記分子が、配列番号45または配列
番号48の核酸配列と少なくとも91%または92%、好ましくは少なくとも93%または94%、より
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好ましくは少なくとも95%または96%、よりさらに好ましくは少なくとも98%または99%、特
に好ましくは少なくとも99%の配列同一性を有する核酸配列を含む前記遺伝子型I型PRRSウ
イルスに関する。
　ゲノムがアミノ酸位置56にプロリン残基を有するORF4タンパク質をコードする核酸分子
を含むこのような遺伝子型I型PRRSウイルスは、例示的な限定するものではない側面にお
いて、ゲノムが核酸配列配列番号58を含む核酸分子によってコードされるPRRSウイルスで
ある。
【００６７】
　他の例示的な限定するものではない側面において、ゲノムがアミノ酸位置66にグルタミ
ン残基を有するORF4タンパク質をコードする核酸分子を含むこのような遺伝子型I型PRRS
ウイルスは、ゲノムが核酸配列配列番号57を含む核酸分子によってコードされるPRRSウイ
ルスである。
　本発明のPRRSウイルスは、好ましくは、医薬として使用されるか、または特にイノシシ
科動物において豚繁殖・呼吸障害症候群の予防または治療に使用され、場合により、前記
ウイルスは、それぞれ、鼻腔内、筋肉内、経口または子宮内経路で動物に、特に豚に、投
与されるべきであるかまたは投与される。
　本開示を通じて言及されている医薬は、好ましくはワクチンである。
　他の側面によれば、好ましくは、本発明のPRRSウイルスは、好ましくは感染動物とワク
チン接種動物(DIVA)との区別のための検出マーカーとして用いられる。
　よりさらなる側面において、本発明は、本発明のPRRSウイルスをコードするDNA分子で
あって、前記DNA分子が、好ましくは配列番号56～58からなる群から選択される配列を有
する核酸分子を含む前記DNA分子に関する。
　よりさらなる側面において、本発明は、好ましくは前記DNA分子を含む単離されたDNA構
築物に関し、好ましくはその単離されたRNA転写産物に関する。
　さらに他の側面によれば、本発明はまた、好ましくは、前記DNA構築物または前記RNA転
写産物でトランスフェクトされた単離された細胞に関する。
　本発明はさらに、本発明のPRRSウイルスを産生する方法であって、前記方法が、前記DN
A構築物で細胞をトランスフェクトする工程または前記RNA転写産物で宿主細胞をトランス
フェクトする工程を含む前記方法に関する。
【００６８】
　結論として、PRRSウイルス、例えば遺伝子型IV型PRRSのGP4の外部ドメインをコードす
る配列に本発明に記載の範囲で欠失を挿入する可能性を有するという知識は、いまや多く
の有益な用途を提供する：
-この知識に基づくウイルスは、非経口、経口、鼻腔内、子宮内感染症のためのチャレン
ジ分離株として、さらにPRRSV陽性種およびPRRSVナイーブ種および／またはPRRSV感受性
種の精子による感染症のためのチャレンジ分離株として用いることができる。
-本発明は、それぞれの部位に欠失がすでに存在するか否かにかかわらず、遺伝子型II型
のPRRSV株に対するそれぞれ考えられるPRRSV株の血清学的分化または配列分化のための欠
失マーカー(DIVA概念)を提供する。
-さらにまた、他のエピトープと関連して、またはそれと組み合わせて、血清学的分化の
ための欠失マーカーが提供される。例えば、このエピトープに対する抗体を用いることに
よって、これらのエピトープ(例えば、配列番号43に含まれているレリスタットGP4のaa60
～aa71:AAQEKISFGKS)の完全または部分欠失を有するPRRSウイルスから欠失のないPRRSウ
イルスを血清学的に区別することができる。例えば、この領域/ドメインに欠失を有する2
つのPRRSウイルスは、他のエピトープと組み合わせて互いに識別することができる。
【００６９】
　本発明はさらに、本発明の欠失が位置する部位(GP4の外部ドメイン)におけるウイルスR
NAの代わりの、外来RNAの導入のための挿入領域/ドメインを提供する。
　前記挿入は、種々の目的で、あらゆる考えられるPRRSV株に対して行うことができ、ま
た、この領域にすでに小さな欠失を有する遺伝子型II型のPRRSV株に対しても行うことが
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できる。
　前記外来配列の挿入は、例えば本明細書に記載のPRRSV遺伝子型I型株BI EUにおいて行
って、前記株のGP4の外部ドメインをコードする配列を、アミノ酸(aa)配列aa54～aa70(QS
HRASTAQGTTPLRRS(配列番号40))またはその短縮もしくは変異誘導体で置換することができ
る。
【００７０】
　さらに、免疫応答の改善のために、
a)PRRSVの他の遺伝子/ゲノム領域から、例えば(i)本明細書に記載のPRRSV遺伝子型I型株B
I EUの糖タンパク質5(aa)をコードする領域から、例えば、アミノ酸(aa)aa36～aa52(SSHL
QLIYNLTICELNG(配列番号39))またはその短縮もしくは変異誘導体をコードする配列に適切
なリンカー(単数または複数)、例えばaaモチーフGSSを付けて；従って他のPRRSV分離株、
例えばPRRSV遺伝子型I型原型分離株レリスタットから、従って他のPRRSV遺伝子型、例え
ばPRRSV遺伝子型II型原型分離株VR2332から；
b)他の病原体、例えば他のイノシシ科動物病原体から、前記病原体(単数または複数)に対
する免疫応答を確立または促進するために；
c)遺伝学的もしくは血清学的陽性マーカーとして、非PRRSV特異的T細胞もしくはB細胞エ
ピトープから、a)とも組み合わせて;
d)a)とは異なる免疫促進物質、例えばサイトカイン、例えばインターロイキンから、b)と
も組み合わせて、
1以上の連続したT細胞またはB細胞エピトープを挿入することも可能である。
　免疫応答の改善のために、そのウイルスの病原性を低下させるために、1以上の連続し
たT細胞またはB細胞エピトープを挿入することも可能である。
【実施例１】
【００７１】
a)PRRSVの単離
　PRRSV EU型検出PCRで以前に検査陽性であった血液試料(bS-720789)からPRRSVが単離さ
れた。ウイルスの単離はMA104細胞で行った。MA104細胞で単離されたEU型PRRSVを増殖さ
せた後、ショ糖クッションで超遠心分離し、次いでRNアーゼ処理し、DNアーゼ処理して、
全ゲノム配列決定のためのウイルスストックを調製した。最後に、このウイルスストック
からウイルスRNAを抽出し、全ゲノム配列決定(Roche 454プラットフォーム)にかけた。得
られたゲノム配列(14854ヌクレオチド)をレリスタット株のEU型参照ゲノム配列と比較し
て、ORF4における33ヌクレオチドの欠失が明らかになった。
【００７２】
b)感染
　a)のウイルスによる雄ブタの感染によって、重篤なPRRS臨床徴候が生じる。
【実施例２】
【００７３】
a)新規感染性EU型PRRSV cDNAクローンの作製と解析
　本実施例において、新規感染性EU型PRRSV cDNAクローン(以後”BI EU”と呼ぶ)の作製
と解析について説明する。BI EUは、弱毒EU型PRRSV株に基づいているが同一ではなく、ヌ
クレオチドレベルで、それぞれ、EU型原型株レリスタットウイルスとは89%同一であり、
感染性EU型PRRSV cDNAクローンLoN94-13(WO 2013017568 A1)のPRRSV cDNAインサートとは
87%同一である。BI EUのcDNA配列は配列番号48で示される。
　合成したキャップ構造を持つ転写産物をBHK21細胞にトランスフェクトし、次いでトラ
ンスフェクトされた細胞からの細胞培養上清をPRRSV感受性MA104細胞に添加した後、cDNA
クローンBI EUからの生ウイルスを回収した。トランスフェクトされたBHK21細胞からの細
胞培養上清をMA104細胞に添加した後、3～4日以内に強い細胞変性効果(CPE)が検出された
(図1A)。PRRSVカプシドタンパク質特異的モノクローナル抗体SDOW17(Rural Technologies
社)でこの細胞を染色した後、CPE陽性MA104細胞において強いシグナルが検出されたが(図
1B)、偽トランスフェクトされたBHK21細胞の上清を添加した細胞では検出されなかった(
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図示せず)。
【００７４】
　BI EU cDNAクローン由来ウイルスの増殖を試験するために、それぞれ感染多重度(MOI)0
.001、0.01または0.1で、前記の回収したウイルスを用いてMA104細胞に感染させた。感染
後0、24、48、72および96時間で感染細胞の上清を採取し、MA104細胞を含む96ウェルプレ
ート上でウイルス段階希釈液によってウイルス力価を測定した。BI EUから回収したウイ
ルスから得られた増殖曲線を図2に示す。
　MA104細胞の感染に用いたMOIとはかかわりなく、ウイルスBI EUは、感染後24時間以内
に、1ミリリットル(ml)当たり5x105～1x106の50％組織培養感染量(TCID50)に達した。力
価は、感染後およそ48時間で、1x106～1x107TCID50/mlのピークに達し、MA104細胞におけ
るBI EUウイルスの高い複製効率が明らかになった。
　この所見は、PRRSVワクチン研究のためのプラットフォームとして、例えば、多くの応
用の1つとしてウイルス感染に対する宿主の免疫応答とのPRRSVの相互作用を研究するため
に、BI EUを使用することを可能にする。
【００７５】
b)PRRSワクチン研究における新規感染性EU型PRRSV cDNAクローンの使用
　PRRSV感染に対する特異的免疫応答は、中和抗体の遅延誘発(Lopez and Osorio, 2004)
および迅速な細胞性免疫応答(Xiao et al., 2004)を特徴とする。これらの効果は、一部
分において、デコイエピトープの提示(Ostrowski et al., 2002;Ansari et al., 2006)お
よびウイルスエンベロープタンパク質のグリカン遮蔽(Ansari et al., 2006)と共に、宿
主の自然免疫系のウイルス抑制に帰することができることは一般に認められている。感受
性細胞株(ブタ肺胞マクロファージ、サル腎細胞MARC-145)および／または豚(Buddaert et
 al., 1998)において、PRRSV感染は、I型インターフェロン(IFN)、(インターフェロン-α
およびインターフェロン-β;(Miller et al., 2004))またはII型IFN、(インターフェロン
-γ;(Meier et al., 2003))の産生を誘導しないか、または弱くしか誘導しないか、また
は遅延して誘導することが明らかにされている。
　IFNは、ウイルス感染に対して有効な適応免疫応答の達成に重要な役割を果たしており
、従って、多くのウイルスは、宿主の自然免疫系の攻撃を妨げる戦略を開発している(Hal
ler and Weber, 2009)。予想されるPRRSV IFNアンタゴニスト(単数または複数)を同定す
る目的で、対象遺伝子を安定的に発現する細胞株またはタンパク質発現プラスミドでトラ
ンスフェクトされた細胞に基づく大規模なスクリーニング解析によって、I型IFN誘発の遮
断に関与しているnsp1(下記参照)、nsp2(Beura et al., 2010;Li et al., 2010)、nsp4(B
eura et al., 2010)およびnsp11(Beura et al., 2010;Shi et al., 2011a)を含むいくつ
かのPRRSV非構造タンパク質(nsp)が明らかになった。
【００７６】
　nsp1は、PRRSV ORF1a由来ポリタンパク質1aのN末端に位置し、これは2つの多機能性サ
ブユニット、nsp1αおよびnsp1βにプロセシングされ、そのそれぞれは、ウイルスポリタ
ンパク質からの自己放出に必須なパパイン様システインプロテアーゼ(PCP)ドメインを含
む(den Boon et al., 1995;Chen et al., 2010)。nsp1αは、N末端ジンクフィンガードメ
インおよびPCPαプロテアーゼドメインを含むが、nsp1βはPCPβを含む。両nsp1サブユニ
ット、nsp1αおよびnsp1βに関して、3次元結晶構造が解明されている(Sun et al., 2009
;Xue et al., 2010)。これらの解析によれば、nsp1βは、N末端ドメイン(NTD)、リンカー
ドメイン(LKD)、PCPドメイン(PCPβ)およびC末端伸長部(CTE);(Xue et al., 2010)からな
る。nsp1のnsp2からのnsp1β媒介切断部位であるC末端は、PRRSV US株に関しては部位WYG
/AGRに存在する(Kroese et al., 2008)が、PRRSV EU株に関しては部位WYG/AAGに存在する
と予測されている(Chen et al., 2010)。一方で、nsp1α/nsp1β切断は、PRRSV US株に関
しては、部位ECAM/AxVYDで生じるが、PRRSV EU株に関しては、部位EEAH/SxVYRで生じると
予測されている(Chen et al., 2010)。
【００７７】
　PRRSV nsp1および／またはその自己切断由来サブユニットnsp1αおよび／またはnsp1β
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は、IFN転写に干渉することによってI型IFN産生を抑制するという機構の詳細がいくつか
の研究によって明らかにされている(Song et al., 2010;Kim et al., 2010;Chen et al.,
 2010;Beura et al., 2010)。さらに、nsp1βは、インターフェロンへの細胞応答(インタ
ーフェロンシグナル伝達)に干渉するということが明らかにされている;(Chen et al., 20
10)。さらに、in vitroで、PRRSV感染が、PRRSV感染細胞におけるIFN-αおよび／またはI
FN-β産生を抑制することが明らかにされ(Kim et al., 2010;Beura et al., 2010)、nsp1
(サブユニット)の細胞内局在化が測定され(Song et al., 2010;Chen et al., 2010)、他
の人間によって単一のタンパク質発現実験において得られたI型IFN抑制の機構的側面が、
PRRSVに感染した細胞において確認された(Shi et al., 2010)。最後に、nsp1タンパク質
発現に基づくnsp1変異誘発研究によって、ウイルスによるIFN抑制に対する効果が研究さ
れた(Shi et al., 2011b)。
【００７８】
　以前に、感受性細胞(MARC145)においてI型IFN(IFN-β)産生を誘導するnsp1β遺伝子の
変異(欠失)を含み、I型IFN(IFN-β)に対して感受性が高い生存PRRSV(EU型)株を(WO 20130
17570 A1に記載されたように)作製した。
　この新規感染性クローンBI EUに基づいて、同様ではあるが異なるIFN誘発性ウイルスが
作製され得るかどうかを試験するために、nsp1β遺伝子において欠失を有する一連のウイ
ルスを設計した。より正確には、これらの欠失は、該タンパク質のホモ二量体化に必要で
あることが示されているnsp1βのN末端ドメイン(NTD)に位置していた(Xue et al., 2010)
。図3に、いくつかのUS型およびEU型PRRSV株のnsp1βのアミノ酸配列のアラインメントを
示す。ストランド(青色)またはαへリックス(赤色)を形成することが予測されているアミ
ノ酸が示されている。
　感染性cDNAクローンBI EUに基づいて、10のnsp1β欠失変異株が作製された。欠失には
、βストランドまたはαへリックス形成に関与しないと予測され、アラインメントにおい
て解析されたすべてのEU型PRRSV株内に(部分的に)保存されたアミノ酸(図3において赤枠
で囲んだ)を含ませた。
【００７９】
　前記nsp1β遺伝子に導入した欠失を、図4に示すアミノ酸配列のアラインメントにおい
て視覚化した。BI EU-nsp1β欠失変異株は、それぞれ、BI EU-nsp1β-delALEV、BI EU-ns
p1β-delEV、BI EU-nsp1β-delLEVL、BI EU-nsp1β-delLE、BI EU-nsp1β-delDD、BI EU-
nsp1β-delSDDS、BI EU-nsp1β-delHH、BI EU-nsp1β-delGRSR、BI EU-nsp1β-delRSRお
よびBI EU-nsp1β-delSDGRSRと呼ぶ。
　nsp1β欠失変異株の生存性を試験するために、それぞれの欠失を含むBI EU cDNAの合成
転写産物をBHK21細胞にトランスフェクトした。トランスフェクトされた細胞からの細胞
培養上清をPRRSV感受性MA104細胞に加えた後、作製されたnsp1β欠失変異株10の内9に関
して、PRRSV変異株の生存性を示す細胞変性効果(CPE)およびヌクレオカプシド特異的免疫
蛍光染色が検出された(図示せず)。BI EU-nsp1β-delLEVLを除いては、すべてのnsp1β欠
失変異株が生存していたことをこれらの所見は明らかにしている。nsp1β欠失変異株が、
IFNコンピテントMA104細胞に対して高力価に増殖することができるかどうかをさらに解析
するために、本質的にBI EUウイルスに関して前述したように増殖曲線を作製した。簡潔
に言えば、9つのnsp1β欠失変異株の1つまたは対照としてのウイルスBI EUをMA104細胞に
感染させた。感染後0、24、48、72および93時間で細胞培養上清を採取し、96ウェルプレ
ート上でMA104細胞に関して滴定した。CPE陽性ウェルに基づいてウイルス力価を算出した
。図5は、2つの独立した実験を示す。BI EU-nsp1β欠失変異株は、親BI EUウイルスと同
様な効率でMA104細胞で増殖することができることを図5は示している。感染後48時間で、
5x106～1x107TCID50/mlのピーク力価が観察された。
【００８０】
　次いで、nsp1β遺伝子に導入した欠失が、実際に、nsp1βタンパク質のIFNアンタゴニ
スト活性を破壊するかどうかを解析した。従って、ヒトIFN-βに特異的な市販のELISA(In
vitrogen社)を用いて、前述の増殖曲線実験を通じて、感染後0、24、48、72および93時間
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で採取した100μlの試料でIFN-βレベルを測定した。製造業者によれば、このELISAは非
ヒト霊長類IFN-βの検出にも適用することができるが、ミドリザル(Green Monkey)腎臓上
皮細胞由来のMA104細胞からの試料でもよく機能した(図6参照)。得られた結果の定量のた
めに、ELISA製造業者の陽性対照を用いた検量線も含めた。
　9つの生存nsp1β欠失変異株の1つまたは親BI EUウイルスに感染させたMA104細胞の上清
において測定し、2つの独立した実験から得たIFN-βレベルを、図6に示す。
　予想されたように、親BI EUは、感染期間を通じてIFN-βの分泌を効率的に遮断したが
、これは機能性ウイルスIFNアンタゴニスト(単数または複数)に起因する。種々のBI EU-n
sp1β欠失変異株での感染後0、24および48時間での細胞培養上清において、IFN-βは、ま
ったくか、またはごく少量しか検出されなかった。しかしながら、後の時点において、感
染したMA104細胞におけるIFN-βの発現を一部の変異株が抑制することができなかったが
、これはnsp1βIFNアンタゴニスト活性の欠損を示している。興味深いことに、解析され
た9つのBI EU-nsp1β欠失変異株の間でこの欠損は著しく異なっていた。変異株の大部分
は、細胞培養上清100μl当たり50国際単位(IU)以下のIFN-βレベルを誘導したが、変異株
BI EU-nsp1β-delALEVは、感染したMA104細胞において、IFN-βの発現に全く拮抗できな
かった。感染後72および93時間で測定されたIFN-βの量は、100μl当たり～200IUに設定
してあるELISA試験の限界を超えてさえいた。BI EU感染性cDNAクローンにおけるアミノ酸
A30LEV33を欠失させることによって、nsp1βタンパク質のIFNアンタゴニスト活性を破壊
することができることをこの結果は明確に示している。
【００８１】
　総合すれば、ミドリザル腎臓MA104細胞において、1x107TCID50/mlの力価まで効率的に
増殖させることができる新規感染性EU型PRRSV cDNAクローンが作製された。このクローン
に基づいて、該タンパク質のホモ二量体化に必要であることが示されているnsp1βのNTD
において欠失を有する9つの生存BI EU-nsp1β変異株が作製された(Xue et al., 2010)。
これらの変異株は、すべて、MA104細胞で高力価に増殖することができた。変異株BI EU-n
sp1β-delALEV、BI EU-nsp1β-delEV、BI EU-nsp1β-delLE、BI EU-nsp1β-delSDDS、BI 
EU-nsp1β-delGRSR、BI EU-nsp1β-delRSRおよびBI EU-nsp1β-delSDGRSRはすべて、感染
後期の時点でIFN-βの分泌を誘導したが、これは親BI EUウイルスとは全く対照的である
。これらの7つの変異株の中から、4つの変異株BI EU-nsp1β-delALEV、BI EU-nsp1β-del
EV、BI EU-nsp1β-delLEおよびBI EU-nsp1β-delSDDSは、以前のWO 2013017570 A1に記載
されていない変異株の新規クラスである。特に、変異株BI EU-nsp1β-delALEVでの感染は
、MA104細胞において極めて大量のIFN-βを誘導したが、これにより、このウイルスが、I
FN I型の誘発の遮断において著しい損傷を受けている結論が導かれる。
　この所見は、PRRSVワクチン開発に密接に関わっている。なぜなら、PRRSVに対する自然
宿主の免疫応答は、欠失を導入することによって、例えば遺伝子型IV型PRRS株のnsp1βタ
ンパク質におけるアミノ酸A30LEV33を欠失させることによって、著しく高めることができ
るからである。
　ここに記載されているnsp1β欠失変異株は、単独で、あるいは他の弱毒変異株との組み
合わせで、弱毒生PRRSVワクチンの有望な候補である。
【実施例３】
【００８２】
a)EU型PRRSV感染性cDNAクローンBI EUのORF4タンパク質内への欠失の導入
　ウイルス複製に負の影響を与えないで任意のPRRSウイルス株のORF4遺伝子に本発明の第
一の考慮態様に記載の欠失を導入することができるかどうかを試験した。そのために、EU
型PRRSV感染性cDNAクローンBI EU(配列番号48の配列を含む)のアミノ酸位置50～71の間の
ORF4タンパク質の外部ドメインをコードするゲノム領域に欠失を導入した。BI EUのORF4
タンパク質内の欠失には、アミノ酸57～69(配列番号49によってコードされる)が含まれた
。
　前記ORF4欠失変異株の生存性を試験するために、前記欠失を含むBI EU cDNAの合成転写
産物をBHK21細胞にトランスフェクトした。トランスフェクトされた細胞からの細胞培養
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上清をPRRSV感受性MA104細胞に添加した後、トランスフェクトされたBHK21細胞からの細
胞培養上清をMA104細胞に添加した後3～4日以内に細胞変性効果(CPE)が検出された。PRRS
Vカプシドタンパク質特異的モノクローナル抗体SDOW17(Rural Technologies社)で細胞を
染色した後、CPE陽性MA104細胞において強いシグナルが検出されたが、偽トランスフェク
トされたBHK21細胞の上清を加えた細胞では検出されなかった(図示せず)。これらの所見
は、BI EU-ORF4欠失変異株が生存していることを明らかにした。回収された変異株ウイル
スは、以下においてBI EU-GP5-36-46-ctrと呼ぶ(実施例bと対照されたい)。
【００８３】
　BI EU-GP5-36-46-ctrがMA104細胞で高力価に増殖することができるかどうかをさらに解
析するために、増殖動態を解析した。そのために、感染多重度(MOI)0.01を用いて、前記
の回収したウイルスおよび対照としての親BI EUウイルスをMA104細胞に感染させた。感染
後0、24、48、72および96時間で感染細胞の上清を採取し、MA104細胞を含む96ウェルプレ
ート上でウイルス段階希釈液によってウイルス力価を測定した。図7は、3つの独立した実
験の結果を示す。図7は、BI EU-GP5-36-46-ctrが、親BI EUウイルスと同様に効率的にMA1
04細胞で増殖することができることを示している。感染後48時間で、両ウイルスのピーク
力価～1x107TCID50/mlが観察された。
【００８４】
　総合すれば、ORF4タンパク質内のアミノ酸57～69の欠失は、BI EUの増殖に負の影響を
与えない。このことは、この領域内の配列変化は、in vitroで、PRRSVによりよく許容さ
れることを示している。これらの結果から結論すれば、BI EU ORF4タンパク質のアミノ酸
位置50～71の間に位置する領域は、外因性配列の挿入部位として使用することも可能であ
る。
【００８５】
b)外因性RNAを挿入するためのORF4タンパク質欠失部位の使用：感染性cDNAクローンBI EU
のORF4遺伝子へのPRRSV ORF5タンパク質中和エピトープ配列の挿入
　本実施例において、BI EU ORF4タンパク質アミノ酸位置50～71の間に位置する領域への
外因性RNAの挿入を説明する。本実施例における外因性RNAは、PRRSウイルスのORF5タンパ
ク質(Ostrowski, M. et al.)内に位置し、配列番号39のアミノ酸1～11からなる中和エピ
トープをコードする。この配列(配列番号51)は、潜在的ワクチン候補におけるORF5中和エ
ピトープの接触性を増加させ、ワクチン接種動物における免疫応答の改善を可能にする目
的で、ORF4タンパク質の外部ドメインに挿入するために選択された。
　組換えウイルスを作製するために、実施例a)において説明したORF4欠失部位に外因性配
列を導入し、GGリンカーに隣接する配列番号39のアミノ酸1～11(2型PRRSV株のORF5タンパ
ク質内のアミノ酸36～46である)によってBI EU ORF4タンパク質のアミノ酸57～69と置換
した。この挿入によって、BI EUのORF4タンパク質内の最終配列Gly57-Ser-Ser-His-Leu-G
ln-Leu-Ile-Tyr-Asn-Leu-Thr-Gly69(配列番号53)が生じた。この挿入を含む組換えウイル
スは、以下において、BI EU-GP5-36-46(配列番号56の配列を含む)と呼ぶ。
【００８６】
　BI EU-GP5-36-46を回収することができるかどうかを試験するために、この変異を含むB
I EU cDNAの合成転写産物をBHK21細胞にトランスフェクトした。この組換えウイルスは、
前述と同じ方法によってレスキューすることができた。PRRSV感受性MA104細胞に、トラン
スフェクトされたBHK21細胞からの細胞培養上清を添加した後3～4日以内に細胞変性効果(
CPE)を観察することができた。さらにまた、CPE陽性MA104細胞において、PRRSVカプシド
タンパク質特異的染色が検出できたが、偽トランスフェクトされたBHK21細胞の上清を加
えた細胞においては検出できなかった(図示せず)。
　この組換えウイルスが高力価に増殖することができるかどうかを試験するために、増殖
動態を解析した。そのために、MOI 0.01を用いて、BI EU-GP5-36-46および対照としての
親BI EUウイルスをMA104細胞に感染させた。感染後0、24、48、72および96時間で感染細
胞の上清を採取し、MA104細胞を含む96ウェルプレート上でウイルス段階希釈液によって
ウイルス力価を測定した。3つの独立した実験の結果を図7に示す。感染後48時間で、ウイ
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ルス変異株BI EU-GP5-36-46は、親BI EUウイルスと同様なピーク力価～1x107TCID50/mlに
達した。
【００８７】
　MA104細胞に関するさらなる実験によって、この外因性RNA配列が、多継代培養にわたっ
て安定して維持されたことが明らかにされた。配列解析によって、解析されたすべての継
代培養にわたって、このインサートの安定性が証明された。興味深いことに、独立した実
験において、継代第1世代後に、挿入部位の上流で、位置56におけるHisからProへのアミ
ノ酸交換を生じるアデニンからチミンへの単一ヌクレオチド変異が検出された。そのため
に、このさらなる変異を、逆遺伝学によってBI EU-GP5-36-46に挿入した。この組換えウ
イルスの作製のために、実施例a)に記載されているORF4欠失部位に外因性配列を導入し、
N末端でアミノ酸配列PGに隣接し、C末端でGリンカーに隣接する配列番号39のアミノ酸1～
11(2型PRRSV株のORF5タンパク質内のアミノ酸36～46である)によってBI EU ORF4タンパク
質のアミノ酸56～69と置換した。この挿入によって、BI EUのORF4タンパク質内に最終配
列Pro56-Gly-Ser-Ser-His-Leu-Gln-Leu-Ile-Tyr-Asn-Leu-Thr-Gly69(配列番号55)が生じ
た。以下において、得られた組換えウイルスは、BI EU-GP5-36-46-AtoC(配列番号58の配
列を含む)と呼ぶ。図7に示した増殖動態により、BI EU-GP5-36-46-AtoCが、それぞれBI E
U-GP5-36-46およびBI EU野生型と同様な力価に増殖することができることが証明された。
【００８８】
　BI EU-GP5-36-46-AtoCにおけるORF4の外部ドメインコード領域のORF5由来配列が、変異
株ウイルスを血清中和に対してより感受性を高くするかどうかを試験するために血清中和
試験(SNT)を行った。ORF4タンパク質外部ドメインに位置する挿入されたORF5由来中和エ
ピトープの接触性の増加が、親ウイルスBI EUと比較して、中和抗体の作用に対する組換
えウイルスの感受性を増加させると仮定した。
【００８９】
　SNTのために、BI EU野生型ウイルスでワクチン接種した後48日目に6頭の雌豚から採取
した血清を段階希釈し、BI EU-GP5-36-46-AtoCまたは野生型BI EUのいずれかと混合した
。
【００９０】
　37℃、5%CO2で1時間インキュベートした後、これらの試料にMA104細胞を添加した。4日
後に、中和されていないウイルスによって誘導されたCPEに基づいて血清力価を測定した
。ワクチン接種の前に同じ動物から採取した血清を陰性対照として用いた(図示せず)。2
つの独立した実験の平均値および標準偏差値を図8に示す。
【００９１】
　解析された6頭の動物間に変動が観察されたにもかかわらず、BI EU-GP5-36-46-AtoCは
、BI EU野生型ウイルスと比較して、in vitro中和に対して一貫してより感受性が高かっ
たことを証明することができた。BI EU-GP5-36-46-AtoCに関して測定した血清力価は、親
ウイルスBI EUに関して測定した力価よりも3～15倍高かった(図8)。さらに、異なる実験
から得られたデータによって、N-グリコシル化は、ORF5中和エピトープを天然に遮蔽する
ので、Asn9からGln9までのORF5由来配列(配列番号50および52)に存在するN-グリコシル化
部位(配列番号39のアミノ酸N9)を変異させることによって、BI EU-GP5-36-46-AtoCに対す
る血清力価はさらに増強されうることが示唆された((Ansari et al., 2006)、データは示
さず)。要約すれば、図8に示された所見は、ORF4タンパク質外部ドメインに挿入されたOR
F5由来中和エピトープは、組換えウイルスBI EU-GP5-36-46-AtoCにおいて大変入手が容易
であり、後者が有望なワクチン候補であることを強く示唆した。PRRSV特異的中和抗体を
含む血清に対して示された高い感受性は、このワクチンウイルスのより急速なクリアラン
スおよび安全性の増強を可能にするであろう。
【００９２】
　また、PRRSV特異的中和抗体は、親ウイルスBI EUでワクチン接種された動物と比較して
、BI EU-GP5-36-46-AtoCでワクチン接種された子豚または雌豚において、より高いレベル
で、かつより速い時点で誘導されるであろうことが予想できる。ワクチン接種後のより早
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期の中和抗体の誘発は、より急速なクリアランスをもたらし、それによって、ワクチンウ
イルスの排出抑制(安全性の増加)をもたらし、さらに、PRRSVでの自然感染後のより効率
的な免疫応答(有効性の増強)をもたらすであろう。
　組換えウイルスBI EU-GP5-36-46-AtoCは、従って、改善された安全性と有効性を有する
弱毒生PRRSVワクチンの有望な候補である。
【００９３】
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