
JP 4777508 B2 2011.9.21

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号1に示す核酸配列または配列番号3または4に示す配列からなるタンパク質をコ
ードする該配列の断片を含んでなる核酸。
【請求項２】
　配列番号1の核酸配列を有する、請求項１に記載の核酸。
【請求項３】
　請求項１または２に記載の核酸配列にコードされるタンパク質。
【請求項４】
　該タンパク質が、配列番号2、配列番号3または配列番号4に示すアミノ酸配列からなる
、請求項３に記載のタンパク質。
【請求項５】
　請求項３または４に記載のタンパク質に対して生じる抗体。
【請求項６】
　診断において使用するための、請求項１もしくは２に記載の核酸または請求項３もしく
は４に記載のタンパク質または請求項３もしくは４に記載のタンパク質に対して生じる抗
体。
【請求項７】
　請求項１もしくは２に記載の核酸または請求項３もしくは４に記載のタンパク質または
請求項３もしくは４に記載のタンパク質に対して生じる抗体を含んでなる診断用組成物。
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【請求項８】
　適当な検出手段と、請求項１もしくは２に記載の核酸または請求項３もしくは４に記載
のタンパク質または請求項３もしくは４に記載のタンパク質に対して生じる抗体とを含ん
でなる診断用キット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、ウイルス構造タンパク質をコードする核酸、および診断またはワクチンのため
の該核酸またはタンパク質の用途に関する。
【０００２】
【従来の技術および発明が解決しようとする課題】
伝染性サケ貧血（ISA; Infectious Salmon Anaemia）は、オルトミクソウイルス（Orthom
yxoviridae）科に属するウイルス（ISAV）により引き起こされる疾患である。該疾患は、
重篤な貧血、白血球減少、腹水、出血性肝臓壊死および内臓の点状出血により特徴づけら
れる。えらは青白くなり、皮膚の点状出血もよく見られる。脾臓は暗黒色になり、腫脹す
る（Speilbergら, 1995; Veterinary Pathology, 32, pp.466-478）。該ウイルスは血管
および心臓の内皮細胞内ならびに多形核球内で複製される。えらの墜道細胞からの該ウイ
ルスの出芽が観察されており、これは恐らく、えらがISAVの進入の重要な入口であること
を示すものであろう。
【０００３】
ISAは、最初はノルウェーで見出され（Thorudら, 1988; Bull. Eur. Ass. Fish Pathol, 
8(5), pp.109-111）、最近、スコットランド、シェトランド諸島およびカナダにおいても
大発生が診断されている。発生中の死亡率は10～100％と様々であり、老いた個体より若
い個体の方が罹患しやすいようである。一方、市販サイズの魚類においても高い死亡率が
認められている。これまでのところ、大西洋サケにおいて臨床的発生が認められているが
、ニジマスおよびブラウントラウトが、臨床的徴候を現すことなく該因子のキャリアーと
して働いている可能性がある。撲滅のための対策が講じられているにもかかわらず、新た
な発生が定期的に生じており、著しい損害を与えている。
【０００４】
【課題を解決するための手段】
したがって、該疾患の制圧は高い優先順位を有し、本発明は、そのような制圧を行うため
の新規手段を提供する。本発明は、ISAVの構造タンパク質-1（SP-1）と称される構造タン
パク質および該タンパク質の断片をコードする核酸配列を提供する。該核酸は1851ヌクレ
オチドを含み、配列番号1に示されている。SP-1の推定アミノ酸配列は配列番号2に示され
ている。本発明の核酸配列のクローニングおよび特徴づけは、組換え技術（Sambrookら, 
Molecular cloning: a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Col
d Spring Harbor, 1989）を用いたISAVのSP-1の製造をもたらす。インビトロ発現系を用
いるクローニング技術およびそれに続くタンパク質発現は当技術分野においてよく知られ
ている。このようにして、他のISAVタンパク質を実質的に含有しない組換えSP-1を得るこ
とができる。SP-1はISAウイルスに特異的であることが判明しており、このことは、この
タンパク質をワクチン接種および診断における使用に非常に適したものにする。この単離
されたSP-1は、ISAウイルスによる感染に対して魚類を防御するためのワクチンの製造に
おいて使用することができる。該ワクチンは、ISAVによる野外感染からワクチン接種を識
別するためのマーカーワクチンとして使用することができる。あるいは、SP-1をコードす
るヌクレオチド配列は、ISAVによる感染に対して魚類を防御するためのDNAワクチンまた
はベクターワクチンの製造に使用することができる。さらに、本発明のヌクレオチド配列
および組換えタンパク質は、診断目的に（例えば、魚類におけるISAVまたは抗ISAV抗体の
存在を検出するために）使用することができる。また、本発明の組換えSP-1は、ISAV特異
的抗体の製造に使用することができる。また、これらの抗体は、魚類におけるISAVの検出
などの診断目的に使用することができる。
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【０００５】
【発明の実施の形態】
したがって、本発明は、第1の態様において、ISAVのSP-1タンパク質をコードする配列番
号1に示す核酸配列および／または該ヌクレオチド配列の断片を含む核酸配列を提供する
。配列番号1に記載の配列またはその断片の縦列配置を含むヌクレオチド配列も本発明の
範囲内に含まれる。配列番号1に示す配列またはその一部に相補的なヌクレオチド配列、
および配列番号1に示す配列にハイブリダイズするヌクレオチド配列も本発明の範囲内に
含まれる。この目的のためのハイブリダイゼーション条件は、ストリンジェント、好まし
くは、高度にストリンジェントなものである。本発明においては、「ストリンジェント」
なる語は65℃の温度で1×SSC、0.1％ SDSの洗浄条件を意味し、高度にストリンジェント
な条件は0.3×SSCまでのSSC濃度の減少を意味する。
【０００６】
配列番号1に示す配列にハイブリダイズするヌクレオチド配列は、配列番号1に示す配列の
対応マッチ部分に対して少なくとも70％、好ましくは80％、より好ましくは90％の配列相
同性を有するヌクレオチド配列であると理解される。本発明においては、該配列相同性は
、該ヌクレオチド配列を、配列番号1に示す配列の対応部分と比較することにより判定す
る。あるヌクレオチドと配列番号1中の配列との間の配列相同性は、BLASTNなどの一般的
な配列分析プログラムにより判定することができる。これらのプログラムは最適なマッチ
領域を自動的に決定する。通常のクローニングおよびハイブリダイゼーション技術（Samb
rookら, 前掲）を用いて、配列番号1に示す配列またはこの配列の断片で、密接に関連し
たISAV株から相同配列を容易に分離することができる。
【０００７】
本発明のヌクレオチド配列は、ISAウイルス感染に対して魚類をワクチン接種するためのD
NAワクチンの製造において使用することができる。DNAワクチン接種は、DNAプラスミド（
これは、ワクチン接種される魚類に直接的に接種される）内に挿入された遺伝子からイン
ビボで発現された1以上の抗原に対する免疫応答の誘導を意味する。
【０００８】
したがって、本発明の第2の態様においては、本発明の1以上のヌクレオチド配列が転写調
節配列に作動的に結合しているDNAプラスミドと医薬上許容される担体とを含んでなるDNA
ワクチンを提供する。
【０００９】
好ましくは、該DNAプラスミド内で使用するヌクレオチド配列は、配列番号1に示すヌクレ
オチド配列または該ヌクレオチド配列の断片を含むヌクレオチド配列である。より好まし
くは、該DNAプラスミド内で使用するヌクレオチド配列は、配列番号1に示すヌクレオチド
配列を有する。また、配列番号1の配列に相補的なヌクレオチド配列、または配列番号1の
配列にハイブリダイズするヌクレオチド配列も、該DNAプラスミド内での使用に適してい
る。配列番号1の配列にハイブリダイズするヌクレオチド配列間の配列相同性は、前記の
とおりに判定される。
【００１０】
本発明のDNAワクチンの使用に適したDNAプラスミドは、細菌性、真核性および酵母宿主細
胞のための通常のクローニングまたは発現プラスミドであり、それらの多くは商業的に入
手可能である。そのようなプラスミドの良く知られた例としては、pBR322およびpcDNA3（
Invitrogen）が挙げられる。本発明のDNAプラスミドは、該ヌクレオチド配列のタンパク
質発現を誘導する能力を有すべきである。該DNAプラスミドは、本発明の1以上のヌクレオ
チド配列を含んでいてもよい。また、該DNAプラスミドは、非メチル化CpGジヌクレオチド
を有する免疫刺激性オリゴヌクレオチド、または他の抗原性タンパク質またはアジュバン
ト性サイトカインをコードするヌクレオチドなどの他のヌクレオチド配列を含んでいても
よい。
【００１１】
本発明のDNAプラスミド内での使用に適した転写調節配列は、（ヒト）サイトメガロウイ



(4) JP 4777508 B2 2011.9.21

10

20

30

40

50

ルス前初期プロモーター（Seed, Bら, Nature 329, 840-842, 1987; Fynan, E.F.ら, PNA
S 90, 11478-11482, 1993; Ulmerら, J.B.ら, Science 259, 1745-1748, 1993）、ラウス
肉腫ウイルスLTR（RSV, Gorman, C.M.ら, PNAS 79, 6777-6781, 1982; Fynanら, 前掲; U
lmerら, 前掲）、MPSV LTR（Staceyら, J. Virology 50, 725-732, 1984）、SV40前初期
プロモーター（Sprague J.ら, J. Virology 45, 773, 1983）、メタロチオネインプロモ
ーター（Brinster, R.L.ら, Nature 296, 39-42, 1982）、Ad2の主要後期プロモーター、
βアクチンプロモーター（Tangら, Nature 356, 152-154, 1992）などのプロモーターを
含む。また、該調節配列は、終結およびポリアデニル化配列を含んでいてもよい。使用し
うる配列としては、よく知られたウシ成長ホルモンポリアデニル化配列、SV40ポリアデニ
ル化配列、ヒトサイトメガロウイルス（hCMV）終結およびポリアデニル化配列が挙げられ
る。
【００１２】
本発明のワクチンにおいて使用する転写調節配列に作動的に結合した本発明のヌクレオチ
ド配列を含むDNAプラスミドは裸体であってもよく、あるいは運搬系内にパッケージング
されていてもよい。適当な運搬系としては、脂質小胞、Iscoms、デンドロマー（dendrome
rs）、ニオソーム、多糖マトリックスなどが挙げられる。サルモネラ（Salmonella）など
の弱毒化生細菌も、運搬系として非常に適している。
【００１３】
また、本発明のヌクレオチド配列は、ISAウイルス感染に対して魚類をワクチン接種する
ためのベクターワクチンの製造において使用することができる。ベクターワクチンは、生
弱毒化細菌またはウイルスが修飾されていてその遺伝物質内に挿入された1以上の異種ヌ
クレオチド配列をそれが含有するようにされているワクチンであると理解される。これら
のいわゆるベクター細菌またはウイルスは、該挿入ヌクレオチドにコードされる異種タン
パク質を共発現しうる。
【００１４】
したがって、本発明の第3の態様においては、本発明のヌクレオチド配列の1以上を遺伝物
質内に含むように修飾されている生弱毒化細菌またはウイルスを含むベクターワクチンを
提供する。
【００１５】
好ましくは、該ベクターワクチンにおいて使用するヌクレオチド配列は、配列番号1に示
すヌクレオチド配列または該ヌクレオチド配列の断片を含むヌクレオチド配列である。よ
り好ましくは、ベクターワクチンにおいて使用するヌクレオチド配列は、配列番号1に示
すヌクレオチド配列を有する。また、配列番号1の配列に相補的なヌクレオチド配列、ま
たは配列番号1の配列にハイブリダイズするヌクレオチド配列も、該ベクターワクチンに
おける使用に適している。配列番号1の配列にハイブリダイズするヌクレオチド配列間の
配列相同性は、前記のとおりに判定される。
【００１６】
例えば、ワクシニアウイルスまたはセムリキ森林ウイルスが、ワクチンベクターとしての
使用に非常に適している。
【００１７】
第4の態様においては、本発明のヌクレオチド配列は、他のISAVタンパク質を実質的に含
まない構造タンパク質-1の組換え製造に使用することができる。したがって、本発明は、
本発明の核酸にコードされるSP-1タンパク質を提供する。より詳しくは、本発明は、配列
番号2に示すアミノ酸配列および／または該アミノ酸配列の誘導体を含むSP-1タンパク質
を提供する。
【００１８】
配列番号2に示す配列の誘導体であるアミノ酸配列を含むSP-1タンパク質は、SP-1の抗原
性または免疫原性に影響を及ぼさない配列番号2に示すアミノ酸配列に対するアミノ酸配
列の改変を有するタンパク質であると理解される。
【００１９】
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本発明の目的においては、SP-1タンパク質の抗原性は、ISAウイルスを認識しそれと（交
差）反応する抗体の産生を誘導する能力であると理解される。免疫原性は、ISAウイルス
による感染に対して防御する免疫応答を魚類において誘導する能力であると理解される。
【００２０】
本発明の配列内に見出されうる改変は、例えば、全配列内のアミノ酸の同類アミノ酸置換
、欠失、挿入、逆位または付加から生じうるであろう。免疫学的特性を改変しないと予想
されるアミノ酸置換は既に記載されている。関連アミノ酸間でのアミノ酸置換、または進
化において頻繁に生じている置換としては、とりわけ、Ser/Ala、Ser/Gly、Asp/Gly、Asp
/Asn、Ile/Valが挙げられる（Dayfor, M.D., Atlas of protein sequence and structure
, Nat. Biomed. Res. Found, Washington D.C., 1978, vol.5, suppl.3）。この情報に基
づき、LipmanおよびPearsonは、タンパク質の比較（Science, 1985, vol.227, 1435-1441
）ならびに配列相同性を有するタンパク質およびペプチドの間の機能的類似性の判定のた
めの迅速かつ高感度な方法を開発した。
【００２１】
本発明の誘導体タンパク質は、天然SP-1として機能する能力、および／またはISAウイル
スを認識しそれと（交差）反応する抗体の産生を誘導する能力を尚も有する。本発明の他
の誘導体としては、ISAウイルスを認識しそれと（交差）反応する抗体の産生を誘導する
能力、またはISAウイルスによる感染に対して防御する免疫応答を魚類において誘導する
能力を尚も有するタンパク質断片が挙げられる。好ましくは、本発明のタンパク質は、配
列番号2に示すアミノ酸配列またはその断片を有する。本発明の適当な断片は、アミノ酸
配列SRPKRSDYRKGQGSKC（配列番号3）またはCIEFDEDDQEEEDTDI（配列番号4）を有する。
【００２２】
本発明のタンパク質は、標準的な組換えタンパク質発現技術により製造することができる
。この目的には、SP-1、SP-1の誘導体タンパク質またはSP-1の多量体をコードする本発明
のヌクレオチド配列を発現ベクター内に挿入する。好ましくは、該ヌクレオチド配列は、
配列番号1に示すヌクレオチド配列またはその1以上の断片を含む。また、配列番号1の配
列に相補的なヌクレオチド配列、または配列番号1に示す配列に対する配列相同性が少な
くとも70％、好ましくは80％、より好ましくは90％であるヌクレオチド配列も適している
。該DNAプラスミドにおける使用に適したヌクレオチド配列間の配列相同性は、前記のと
おりに判定される。
【００２３】
適当な発現ベクターとしては、とりわけ、複製および発現に必要な制御領域を含むプラス
ミド、コスミド、ウイルスおよびYAC（酵母人工染色体）が挙げられる。該発現ベクター
は宿主細胞内での発現を引き起こしうる。適当な宿主細胞には、細菌、酵母細胞、昆虫細
胞および哺乳類細胞が含まれるが、これらに限定されるものではない。そのような発現技
術は当技術分野でよく知られている（Sambrookeら, Molecular Cloning: a Laboratory M
anual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 1989）。発現後、
発現されたタンパク質を培地から単離し精製することができる。
【００２４】
もう1つの態様において、本発明は、本発明のタンパク質と医薬上許容される担体とを含
むワクチンを提供する。より詳しくは、本発明のワクチンは、配列番号2に示すアミノ酸
配列および／または該アミノ酸配列の誘導体を含むタンパク質を含む。好ましくは、本発
明のワクチンは、配列番号2に示すアミノ酸配列を有するタンパク質、または配列番号3も
しくは4に示すアミノ酸配列を有するタンパク質断片を含む。
【００２５】
本発明のワクチンは、当業者によく知られた技術に従い製造することができる。本発明の
ワクチンは、本発明の免疫原の有効量と医薬上許容される担体とを含む。本発明で用いる
「有効」なる語は、標的魚類において免疫応答を誘導するのに十分な量と定義される。本
発明の免疫原は、本発明の1以上のヌクレオチド配列が転写調節配列に作動的に結合したD
NAプラスミド、本発明の1以上の核酸を含むワクチンベクター、または本発明のタンパク
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質を含む。プラスミド、ベクターまたはタンパク質の量は、プラスミドまたはベクターの
タイプ、投与経路、投与時間、魚類の種ならびに年齢、全身的健康状態および食餌に左右
されるであろう。
【００２６】
一般に、体重1kg当たりタンパク質0.01～1000μg、好ましくは0.5～500μg、より好まし
くは0.1～100μgの投与量を用いることができる。該DNAワクチンに関しては、一般に、10
00μgまでの投与量で10pgの最少投与量が該抗原のインビボでの適当な発現に十分である
ことが示されている。
【００２７】
本発明のワクチンにおける使用に適した医薬上許容される担体としては、無菌水、食塩水
、水性バッファー、例えばPBSなどが挙げられる。また、本発明のワクチンは、他の添加
物、例えばアジュバント、安定化剤、抗酸化剤などを含んでいてもよい。
【００２８】
適当なアジュバントには、とりわけ、水酸化アルミニウム、リン酸アルミニウム、アンフ
ィゲン（amphigen）、トコフェノール、モノホスフェニルリピドA、ムラミルジペプチド
、油エマルション、グルカン、サイトカインおよびサポニン、例えばQuill Aが含まれる
。加えるアジュバントの量は、該アジュバント自体の性質に左右される。
【００２９】
本発明のワクチンに使用するための適当な安定化剤としては、例えば、ソルビトール、マ
ンニトール、デンプン、ショ糖、デキストリンおよびグルコースを含む炭水化物、アルブ
ミンまたはカゼインなどのタンパク質、リン酸アルカリなどのバッファーが挙げられる。
【００３０】
本発明のワクチンは、注射、噴霧、液浸により又は経口的に魚類に投与される。投与プロ
トコールは、標準的なワクチン接種プラクティスに従い最適化されうる。
【００３１】
本発明のヌクレオチド配列およびタンパク質は、診断における用途にも適している。該ヌ
クレオチド配列またはその断片は、魚類におけるISAVの存在を検出するために使用するこ
とができる。ISAVに感染した魚類のサンプルは、該ウイルスに由来する核酸物質（本発明
のタンパク質をコードする核酸配列を含む）を含むであろう。本発明の核酸配列に対して
反応性の核酸配列の検出のための適当な方法は、PCR技術およびNASBA技術を含む（これら
に限定されるものではない）ハイブリダイゼーション技術を含む。
【００３２】
本発明のヌクレオチド配列の断片は、ISAV特異的ヌクレオチド配列の検出のためのプライ
マーまたはプローブとして使用することができる。プライマーとしての使用に適したもの
となるためには、本発明の断片は、本発明のヌクレオチド配列の少なくとも18個の連続し
たヌクレオチド、より好ましくは、25個の連続したヌクレオチドを構成すべきである。そ
のような適当な断片の具体例としては、フォワードプライマーとしての5'-CAG GTG GGA G
TG GCA TGG-3'（配列番号5）およびリバースプライマーとしての5'-AGA CTT GGC TCC TTC
 CGG TG-3'（配列番号6）が挙げられる。ISAウイルスの存在を検出するためのノーザンま
たはサザンブロット技術において使用するためのプローブを得るために、本発明のプライ
マーを使用することができる。この目的には、プローブは、本発明のヌクレオチド配列の
少なくとも100個、より好ましくは、少なくとも200個の連続したヌクレオチド残基を含有
すべきである。PCRにより626ヌクレオチドのプローブを得るために、配列番号5および6の
ヌクレオチド配列を有するプライマーペアを使用した。このプローブは、ISAウイルスのS
P-1遺伝子の626個の連続したヌクレオチドに類似しており、ISAVに由来するSP-1 RNAに特
異的にハイブリダイズする。本発明のプライマーおよびプローブは、標準的な遺伝子工学
技術を用いて製造することができる。配列番号1に示すヌクレオチド配列はISAウイルスに
特異的であり、したがってこのヌクレオチド配列に基づくプライマーおよびプローブは、
ISAウイルスからのRNAまたはDNA配列を特異的に検出するであろう。
【００３３】
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本発明のタンパク質は、魚類における抗SP-1抗体の存在を検出するために使用することが
できる。SP-1はISAウイルスに特徴的なものであるため、魚類におけるSP-1に対する抗体
の存在はISAウイルスによる感染の指標となる。一般に、これらの抗体は、
（i）ISAVに対する抗体を含有すると疑われるサンプルをSP-1抗原と共にインキュベート
し、
（ii）抗体-抗原複合体を形成させ、
（iii）該抗体-抗原複合体の存在を検出する工程を含むイムノアッセイにより検出するこ
とができる。
【００３４】
このイムノアッセイの設計は様々となりうる。例えば、該イムノアッセイは競合または直
接的反応に基づくものであってもよい。さらに、プロトコールは固体支持体または細胞物
質を用いるものであってもよい。該抗体-抗原複合体の検出は標識抗体の使用を含むもの
であってもよい。該標識は、例えば、酵素、蛍光、化学発光、放射性または色素分子であ
ってもよい。
【００３５】
該サンプル中の本発明のタンパク質に対して反応性の抗体の検出のための適当な方法は、
酵素結合免疫吸着アッセイ（ELISA）、免疫蛍光試験（IFT）およびウエスタンブロット分
析を含む。
【００３６】
さらに、本発明のタンパク質は、当分野の当業者に利用可能な一般的な技術を用いて抗体
を産生させるために使用することができる。本発明のタンパク質で産生される抗体は、IS
AウイルスのSP-1と特異的に反応するという利点を有する。好ましくは、特異的モノクロ
ーナル抗体を産生させるために、該タンパク質を使用する。得られた抗体は、魚類におけ
るISAVの存在を検出するための診断に利用することができる。
【００３７】
したがって、もう1つの態様において、本発明は、検出のための適当な手段と、本発明の1
以上のヌクレオチド配列、または本発明の1以上のタンパク質、またはそれぞれ該タンパ
ク質で得られた抗体とを含む診断用キットを提供する。
【００３８】
本発明の抗体は標準的な技術に従い製造することができる。動物（例えば、マウス）をタ
ンパク質で免疫するための方法、および免疫原特異的モノクローナル抗体を産生するハイ
ブリドーマの選択のための方法は、当技術分野でよく知られている（例えば、Coliganら
編, Current protocols in Immunology, 1992; KohlerおよびMilstein, Nature 256:495-
497, 1975; Steenbakkersら, Mol. Biol. Rep. 19:125-134, 1994）。該抗体は、好まし
くは、モノクローナル抗体である。
【００３９】
以下の実施例は本発明を例示するものであり、本発明を限定するものと解釈されるべきで
はない。
【００４０】
【実施例】
材料および方法
ウイルスの分離およびcDNAライブラリーの構築
ブレムネス（Bremnes）（ノルウェー）における1998年のISAの発生時に、腎臓サンプルを
大西洋サケ（Salmo salar L.）から採取した。該サンプルをホモジナイズし、遠心分離に
より清澄化した後、濾過（0.2μm）した。該ホモジネートをリン酸緩衝食塩水中で1:100
に希釈し、細胞培養フラスコ内でASK（大西洋サケ腎臓）細胞の単層と共に15℃で3時間イ
ンキュベートした。ついで該接種物を細胞培養培地（5％ FCS、50μg ml-1ゲンタマイシ
ンおよび4mM L-グルタミンで補足されたL-15）で置換し、該培養を15℃でインキュベート
した。Trizol試薬（Life Technologies）を使用して、ISAV感染ASK細胞からRNAを単離し
た。細胞にISAVを感染させ、感染の2、3および4日後に全RNAを単離した。該RNAをプール
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し、2μgをcDNA Synthesis Kit（Stratagene）でのcDNA合成に使用した。ついでUni-ZAP 
XRベクターおよびGigapack III Goldパッケージング・エキストラクト（Stratagene）を
使用して、一方向バクテリオファージラムダcDNAライブラリーを構築した。
【００４１】
バクテリオファージラムダcDNAライブラリーのスクリーニング
picoBlue Immunoscreening Kit（Stratagene）を使用するポリクローナル抗ISAVウサギ血
清（後記を参照されたい）での免疫スクリーニングにより、SP-1を同定した。ベクタープ
ライマーを使用して、ISAVに由来すると疑われるクローンからのPCR産物を得、該産物を
配列決定した。各配列ごとに1組の内部PCRプライマーを構築し、このプライマーペアをIS
AV感染細胞および非感染細胞からのcDNA上で使用して、該配列がウイルス性であるか否か
を判定した。ついでExAssistヘルパーファージおよび大腸菌（E. coli）のSOLR株（Strat
agene）を使用して、pBlueScriptプラスミドをISAV陽性クローンから切り出した。単離さ
れたプラスミド上で、完全な配列決定を行った。完全長cDNA配列を得るために、5' RACE 
System, Version 2.0（Life Technologies）で5' RACEを行った。RACE産物を、TOPO TA C
loning Kit（Invitrogen）を使用してpCR2.1-TOPOベクター内にクローニングし、後記の
とおりに配列決定した。
【００４２】
DNAの配列決定および合体
プラスミドおよびPCR産物を、BigDye Terminator Sequencing KitおよびABI 377 DNAアナ
ライザー（PE Biosystems）を使用して配列決定した。Sequencherソフトウェア（Gene Co
des Corporation）で配列を合体させた。GeneBank検索をBLAST（2.0）で行った。
【００４３】
抗血清の調製
ISAVビリオンを、Mjaalandら, J. Virol. 71. p.7681-7686, 1997に記載のとおりに連続
ショ糖勾配上で精製した。各免疫当たり約50μgの精製ISAVを使用してウサギを6週間隔で
3回免疫することにより、ポリクローナル抗血清を調製した。第1および第2免疫は、それ
ぞれフロイント完全およびフロイント不完全アジュバント（Difco）中、皮下に行った。
第3免疫は、食塩水中、静脈内に行った。第3免疫の10日後に該動物から採血した。キーホ
ールリンペットヘモシアニンと共役したペプチドSRPKRSDYRKGQGSKC（配列番号3）およびC
IEFDEDDQEEEDTDI（配列番号4）を使用して、Eurogentec（Belgium）により推定SP-1タン
パク質に対するペプチド抗血清が調製された。該共役ペプチドをプールし、Eurogentecの
方法に従い2匹のウサギに注射した。
【００４４】
ノーザンブロット分析
Northern Max Kit（Ambion）でノーザンブロッティングを行った。簡単に説明すると、IS
AV感染ASK細胞（感染の3日後）または非感染細胞からの約15μgの全RNAを、ホルムアルデ
ヒド-アガロースゲル電気泳動により分離し、Hybond Nナイロンメンブレン（Amersham Ph
armacia Biotech）上にブロットした。DIG High Prime Labelling and Detection Starte
r Kit 2（Boehringer Mannheim）に従いプローブを調製し使用した。DIG標識RNA分子量マ
ーカー（Boehringer Mannheim）を同時に移動させた。
【００４５】
SP-1 cDNAのバキュロウイルス発現
SP-1 cDNAを、プライマー5'-cgggatccatggccgataaaggtatgac-3'（配列番号7）および5'-g
gggtacctgcagtttcaaatgtcagtgtc-3'（配列番号8）を使用して増幅し、pFastBac1（Life T
ecnologies）のBam HIおよびKpn I部位内にクローニングした。該構築物をTOP 10細胞（I
nvitrogen）内に形質転換し、単離されたプラスミドを使用してDH10Bacコンピテント細胞
（Life Technologies）を形質転換した。組換えバキュロウイルスをLife Technologiesの
推奨に従い構築した。
【００４６】
Sf9細胞上の免疫蛍光
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SP-1組換え又は非組換えバキュロウイルスに感染したSf9細胞をマイクロタイタープレー
ト内で28℃で増殖させた。感染の5日後、該細胞を96％エタノール中で固定し、風乾した
。細胞を該ポリクローナルウサギ抗血清と共に37℃で1時間インキュベートした。PBSで洗
浄した後、フルオレセインイソチオシアナート共役ヤギαウサギIgG（KPL）を加え、細胞
を37℃で1時間インキュベートした。洗浄後、該細胞をグリセロール-食塩水でマウントし
、紫外線顕微鏡を使用して検査した。
【００４７】
SDS-PAGEおよびウエスタンブロッティング
精製ISAVまたはSf9細胞のライセートを不連続SDS-PAGEゲル（4％濃縮用ゲルおよび12％分
離ゲル）上、200Vで40分間分離した。タンパク質を、100Vで60分間の電気泳動によりニト
ロセルロース上にブロッティングした。ブロッキングおよび洗浄の後、該メンブレンをペ
プチド血清（1:X希釈物）またはポリクローナル抗血清（1:X希釈物）と共に、ついでペル
オキシダーゼ共役ヤギαIgG血清（BioRad）（1:X希釈物）と共にインキュベートした。
【００４８】
ELISA
ISAV感染および非感染（対照）SHK細胞のライセートを炭酸塩-炭酸水素塩バッファー（15
mM Na2CO3、35mM NaHCO3、pH9.6）中で5μg ml-1の総タンパク質濃度にまで希釈した。マ
イクロタイタープレート（96ウェル、Nunc）を100μl/ウェルで4℃で一晩コーティングし
、0.1％ Tween-20（PBS-Tween）を含有するリン酸緩衝食塩水（0.1M、pH7.2）で5回洗浄
した。該プレートをPBS-Tween中の5％脱脂乾燥乳で20℃で1時間、後コーティング（post-
coated）（150μl）し、PBS-Tweenで5回洗浄した。後続のすべてのインキュベーションは
、0.5％脱脂乾燥乳を含有するPBS-Tween中で行った。血清サンプル（100μl）の系列希釈
物を4℃で一晩インキュベートし、ついでPBS-Tweenで5回洗浄した。100μlのホースラデ
ィッシュペルオキシダーゼ共役ヤギ抗ウサギ血清（Amersham）（1:2000希釈物）を20℃で
45分間インキュベートした。PBS-Tweenで3回およびPBSで2回洗浄した後、100μlのo-フェ
ニレンジアミン二塩酸塩（OPD, Sigma）溶液（リン酸クエン酸バッファー（pH5.0）中の0
.4mg/ml OPD）を使用して、該結合を可視化した。20分後に、100μlの2.3M H2SO4を加え
ることにより該反応を停止した。4℃で30分間平衡化した後、Titertec Multiscan SSC分
光光度計により該プレートを492nmで読取った。
【００４９】
ワクチン接種
SP-1組換えバキュロウイルスに感染したSf9細胞のライセートを非鉱油中で乳化し、大西
洋サケ（Salmo salar）の前二年子サケ（presmolts）に注射した。対照の魚には食塩水を
、又は有効であることが予め示されている不活化ISAVに基づくワクチンを注射した。該魚
を個々のタンク内に維持し、ワクチン接種の10週間後にISAV Bremnes 98の腹腔内注射に
より攻撃した。
【００５０】
結果および結論
ISAV cDNAのクローニングおよび配列決定
全ウイルスに対して調製したポリクローナル血清でのバクテリオファージラムダcDNAライ
ブラリーの免疫スクリーニングにより、1851塩基のオープンリーディングフレーム（ORF
）を有する、考えられうるISAVクローンが同定された。該クローンを、仮にSP-1と命名し
た。該SP-1 ORFは、68.1kDaの推定分子量を有するタンパク質をコードする。SP-1特異的P
CRプライマーは、ISAV感染ASK細胞からの産物を増幅し、非感染細胞からの産物は増幅し
なかった。また、同じプライマーを使用して調製したDIG標識SP-1特異的DNAプローブは、
ISAV感染ASK細胞からの全RNAにはハイブリダイズしたが、非感染細胞からのRNAにはハイ
ブリダイズしなかった。これは、SP-1配列がISAV由来であり細胞由来ではないことを明ら
かに示している。また、SP-1配列に相補的なプライマーおよびプローブはISAに関する診
断手段として有用である。
【００５１】



(10) JP 4777508 B2 2011.9.21

10

20

SP-1の発現および遺伝子産物の同定
バキュロウイルス感染Sf9細胞内でのSP-1 cDNAの発現は、全ウイルスに対して調製された
ポリクローナル抗血清および該ペプチド血清とウエスタンブロッティングにおいて反応す
る約70kDaの分子量を有するタンパク質を与えた。インサートを有さないバキュロウイル
スに感染したSf9細胞のライセートは陰性であった。該ポリクローナル血清は、精製され
たウイルス中の同様のタンパク質とも反応した。該ポリクローナル抗血清および該ペプチ
ド血清はまた、IFATにおいて、SP-1組換えバキュロウイルスに感染したSf9細胞とは反応
したが、空バキュロウイルスに感染した細胞とは反応しなかった。これらの結果は、ウイ
ルスタンパク質がバキュロウイルス系において発現されること、および特定されているSP
-1ペプチドに対して産生したウサギ抗血清がISAVの存在の検出に有用であることを示して
いる。
【００５２】
バキュロウイルス発現SP-1タンパク質に対するウサギにおける免疫応答の検出バキュロウ
イルス発現SP-1タンパク質（図1）またはSP-1対応ペプチド（キーホールリンペットヘモ
シアニンとの共役体）（図2および3）でのウサギの免疫は、免疫応答およびISAV反応性抗
体の産生を誘導した。バキュロウイルス発現SP-1タンパク質の注射後の応答は、全ウイル
スで免疫したウサギにおいて得られた応答に匹敵するものであった（図4）。これらの結
果は、バキュロウイルス発現SP-1タンパク質、または該SP-1配列からの合成ペプチドが、
ウサギにおいて免疫原性であり、野生型ISAVに対する免疫応答を誘導することを示してい
る。得られた抗血清は診断手段として有用である。さらに、これらの結果は、該SP-1タン
パク質、または該配列からの合成ペプチドが、ISAVに対するワクチンにおいて有用である
ことを示している。
【００５３】
【配列表】
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【図面の簡単な説明】
【図１】バキュロウイルス発現SP-1（1Hとも称される）タンパク質を注射されたウサギ71
6の免疫応答。免疫前血清＝免疫前のウサギから採取した血清。対照抗原＝非感染SHK細胞
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のライセートでの対照。ISAV抗原＝ISAVに感染したSHK細胞のライセート。採血31-08-00
＝3回目の免疫の10日後に採取した抗血清。
【図２】　SP-1（1Hとも称される）タンパク質断片配列番号3を注射されたウサギ41の免
疫応答。免疫前血清＝免疫前のウサギから採取した血清。対照抗原＝非感染SHK細胞のラ
イセートでの対照。ISAV抗原＝ISAVに感染したSHK細胞のライセート。採血04-05-00＝3回
目の免疫の10日後に採取した抗血清。
【図３】　SP-1（1Hとも称される）タンパク質断片配列番号4を注射されたウサギ42の免
疫応答。免疫前血清＝免疫前のウサギから採取した血清。対照抗原＝非感染SHK細胞のラ
イセートでの対照。ISAV抗原＝ISAVに感染したSHK細胞のライセート。採血04-05-00＝3回
目の免疫の10日後に採取した抗血清。
【図４】不活化ISAウイルスを注射したウサギ491の免疫応答。対照抗原＝非感染SHK細胞
のライセートでの対照。ISAV抗原＝ISAVに感染したSHK細胞のライセート。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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