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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生ａｒｏ変異Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ株および芳香族栄養補給物を含む、Ｂ
ｏｒｄｅｔｅｌ　ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ（Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ）
感染に起因する臨床疾患から動物を保護するためのワクチンであって、ここでワクチンが
全身投与に適し、前記芳香族栄養補給物が、フェニルアラニン、チロシン、トリプトファ
ン、パラアミノ安息香酸、及び２，３‐ジヒドロキシ安息香酸を含む、ワクチン。
【請求項２】
　生ａｒｏ変異Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ株が生ａｒｏＡ変異Ｂ．ｂｒｏｎｃｈ
ｉｓｅｐｔｉｃａ株である請求項１のワクチン。
【請求項３】
　アジュバントをさらに含む請求項２のワクチン。
【請求項４】
　アジュバントがアルミニウム塩を含む請求項３のワクチン。
【請求項５】
　アルミニウム塩がリン酸アルミニウム、硫酸アルミニウムカリウムおよび水酸化アルミ
ニウムから成る群より選択される請求項４のワクチン。
【請求項６】
　イヌインフルエンザウイルス抗原、イヌパラインフルエンザウイルス抗原、またはイヌ
インフルエンザウイルス抗原およびイヌパラインフルエンザウイルス抗原の双方をさらに
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含む請求項５のワクチン。
【請求項７】
　イヌインフルエンザウイルス抗原が不活化イヌインフルエンザウイルスおよびイヌパラ
インフルエンザウイルス抗原が改変型生イヌパラインフルエンザウイルスである請求項６
のワクチン。
【請求項８】
　生ａｒｏＡ変異Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ株および改変型生イヌパラインフル
エンザウイルスが凍結乾燥球体中にありおよび不活化イヌインフルエンザウイルスが希釈
剤中にある請求項７のワクチン。
【請求項９】
　イヌインフルエンザウイルスＨ３赤血球凝集素タンパク質をコードする核酸またはその
抗原性フラグメントを含む生ａｒｏ変異Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ　ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔ
ｉｃａ（Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ）株を含む多価ワクチンであって；ここで前
記核酸が操作可能にプロモーターに連結されており；およびそれによって前記生ａｒｏ変
異Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ株がイヌインフルエンザウイルスＨ３赤血球凝集素
またはその抗原性フラグメントを発現することができ、前記ワクチンが、フェニルアラニ
ン、チロシン、トリプトファン、パラアミノ安息香酸、および２，３‐ジヒドロキシ安息
香酸を含む芳香族栄養補給物を含む、多価ワクチン。
【請求項１０】
　請求項２のワクチンをイヌに全身的に投与することを含む、Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐ
ｔｉｃａ感染に起因する臨床疾患からのイヌの保護における救援方法。
【請求項１１】
　請求項１のワクチンを非ヒト動物に全身的に投与することを含む、Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉ
ｓｅｐｔｉｃａ感染に起因する臨床疾患からの非ヒト動物の保護における救援方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、弱毒化生細菌単離株を含む、全身投与用のワクチンに関する。また本発明は
、当該ワクチンの製造および動物検体のワクチン接種方法にも関する。
【背景技術】
【０００２】
　Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ　ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ（Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔ
ｉｃａ）（気管支敗血症菌）は、広い範囲の宿主種において呼吸器感染症を引き起こさせ
得る、線毛を有する健常呼吸器粘膜に効率的にコロニーを形成することができる、非常に
感染力の強いグラム陰性細菌である。従ってＢ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａは、ブタ
の萎縮性鼻炎およびイヌの伝染性気管気管支炎（ケンネルコフ）双方の病原体である。
【０００３】
　しかし人間は特に、人間を自然界の唯一の標的とする周知のＢｏｒｄｅｔｅｌｌａ　ｐ
ｅｒｔｕｓｓｉｓ（Ｂ．ｐｅｒｔｕｓｓｉｓ）（百日咳菌）にはるかに感染し易い（Ｓｔ
ｅｖｅｎｓｏｎおよびＲｏｂｅｒｔｓ、ＦＥＭＳ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｍｅ
ｄｉｃａｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　３７：１２１‐１２８（２００３）を参照）。
加えて、Ｂ．ｐｅｒｔｕｓｓｉｓと違ってＢ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａは百日咳毒
素を発現しない。さらに、Ｂ．ｐｅｒｔｕｓｓｉｓ感染が上気道に遷延性のコロニー形成
をもたらさないことが知られているのに対して、Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａはか
なりの異なった動物種の上気道に慢性感染を引き起こす。生Ｂ．ｐｅｒｔｕｓｓｉｓワク
チンの全身投与がヒト検体用に最近提案されたのに対して（米国特許公開第２００９／０
２４６２２２　Ａ１号を参照）、今まで、例えばＮｏｂｉｖａｃ（登録商標）ＫＣおよび
Ｉｎｔｒａ‐Ｔｒａｃ　ＩＩ（Ｍｅｒｃｋ　Ａｎｉｍａｌ　Ｈｅａｌｔｈから入手可能）
、Ｒｅｃｏｍｂｉｔｅｋ（登録商標）ＫＣ２（Ｍｅｒｉａｌから入手可能）およびＢｒｏ
ｎｃｈｉ‐Ｓｈｉｅｌｄ　ＩＩＩ（Ｆｏｒｔ　Ｄｏｄｇｅから入手可能）などの、弱毒化
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生Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａワクチンは、一貫して非ヒト動物への局所的な鼻腔
内投与用に設計されてきた。
【０００４】
　弱毒化生細菌を作成するための特定の方法の１は、当該細菌の１または複数の鍵遺伝子
を改変することである。多くの微生物においてコリスミ酸は、葉酸およびフェニルアラニ
ン、チロシンおよびトリプトファンの３の芳香族アミノ酸、を含む重要な芳香族化合物の
生合成における決定的な中間体である（Ｍｏａｔら、Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ　Ｐｈｙｓｉｏ
ｌｏｇｙ（２００２）Ｗｉｌｅｙ‐Ｌｉｓｓ、第１５章、５２５‐５２７ページ）。それ
故に、コリスミ酸の生合成経路内の、例えばａｒｏＡ等の遺伝子の不活化が、弱毒化生細
菌株を作成するために使用されてきた。従って、Ｍａｎｎｈｅｉｍｉａ　ｈａｅｍｏｌｙ
ｔｉｃａ（ウシ肺炎原因菌）、Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ　ｍｕｌｔｏｃｉｄａ（人獣共通
感染症菌）、Ｈｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｓｏｍｎｕｓ（牛ヘモフィルス・ソムラス感染症菌
）（例えば、ＢｒｉｇｇｓおよびＴａｔｕｍ、Ａｐｐｌｉｅｄ　ａｎｄ　Ｅｎｖｉｒｏｎ
ｍｅｎｔａｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ、７１（１１）７１８７‐７１９５（２００５
）；ＴａｔｕｍおよびＢｒｉｇｇｓ、Ａｐｐｌｉｅｄ　ａｎｄ　Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ
ａｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ、７１（１１）７１９６‐７２０２（２００５）；米国
特許第５，８４０，５５６号を参照）、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ
（ネズミチフス菌）（Ｄｏｕｇａｎら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ａｎｄ　Ｇｅｎｅｒａｌ　
Ｇｅｎｅｔｉｃｓ、２０７（２‐３）４０２‐４０５（１９８７））およびＢ．ｐｅｒｔ
ｕｓｓｉｓ（Ｒｏｂｅｒｔｓら、Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　５８：
７３２‐７３９（１９９０））を含む、多数の細菌がａｒｏＡ遺伝子に遺伝子欠失を含む
ように構築された。しかし今までに、当該ａｒｏＡ変異細菌を含むワクチンは、たとえあ
るとしても大部分は最小の成功しか示していないが、米国特許公開第２００９／０２４６
２２２　Ａ１号の段落［０１３３］を参照すると、それはａｒｏＡ欠失を有するＢ．ｐｅ
ｒｔｕｓｓｉｓを含むワクチンに関するかなり限定的な成功に明確に言及しており、しか
もその代りにＢ．ｐｅｒｔｕｓｓｉｓの３の主要毒素の一をコードする遺伝子内の変異を
有する非病原性の生Ｂ．ｐｅｒｔｕｓｓｉｓ構築物の使用を強く推奨している。
【０００５】
　またＢ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａのａｒｏＡ欠失株も構築された（Ｓｔｅｖｅｎ
ｓｏｎおよびＲｏｂｅｒｔｓ、Ｖａｃｃｉｎｅ　２０、２３２５‐２３３５（２００２）
）。この研究者たちは、欠失体のａｒｏＡ　Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ株を単独
で鼻腔内ワクチンに使用した。しかし鼻腔内ワクチンは、しばしばその鼻孔へのいかなる
物質の投与にも抵抗する、特にイヌまたはネコ等の成体動物に対して投与するのには不便
である。またこのような鼻腔内ワクチンの投与は、投与の間に動物がくしゃみでもすれば
、動物によって摂取されるワクチン量が保護的であると示される用量に顕著に満たないで
あろうというリスクも引き起こす。これに反して、生Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ
の全身投与は、弱毒化されたときでさえ重篤な膿瘍形成をもたらし得ることが知られてい
るので、その時点まで生ワクチンの全身投与は安全な選択肢とはみなされなかった（例え
ばＴｏｓｈａｃｈら、Ｊ　Ａｍ　Ａｎｉｍ　Ｈｏｓｐ　Ａｓｓｏｃ　３３：１２６‐１２
８（１９９７）を参照）。
【０００６】
　また、Ｐｆｉｚｅｒ　Ａｎｉｍａｌ　Ｈｅａｌｔｈから入手可能である不活化全細胞Ｂ
．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａワクチンであるＢｒｏｎｃｈｉｃｉｎｅ（登録商標）Ｃ
Ａｅを含む、いくつかの不活化全細胞およびサブユニットＢ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉ
ｃａワクチンもイヌに対する非経口投与に関し記載されてきた。残念ながら、また当該不
活化Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａワクチンについてもいくつかの欠点がある。例え
ばリポ多糖（ＬＰＳ）はグラム陰性細菌に固有であり、それ故に、不活化Ｂ．ｂｒｏｎｃ
ｈｉｓｅｐｔｉｃａワクチンの全身投与はＬＰＳによる内毒素ショックをもたらすかもし
れない。従って、不活化ワクチンはＬＰＳ量を最小限にするために高度に精製する必要が
ある。このような精製は、ワクチン製造をより複雑にし、しばしば有効な抗原の損失をま
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ねき、それによって総体的な製造コストを増加させる。それ故に、Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓ
ｅｐｔｉｃａに対して安全かつ有効である全身投与用のワクチンを獲得する必要がある。
【０００７】
　本明細書のいかなる参考文献の引用も、当該参考文献が本出願に対する「先行技術」と
して利用可能であることを認めるものと解釈されるものではない。
【発明の概要】
【０００８】
　上に例示した現行ワクチンの欠陥に打ち勝つために本発明は、細菌感染に対する新規ワ
クチンならびにそれらに対応する免疫原性組成物を提供する。また本発明は、当該ワクチ
ンを動物に投与する方法も提供する。本発明は、本発明のワクチンを投与することによっ
て、動物における疾患を予防する方法をさらに提供する。特定の実施態様において、動物
はイヌである。他の実施態様において、動物はネコである。さらに他の実施態様において
、動物はブタである。
【０００９】
　特定の実施態様において、ワクチンは全身投与に適した形態である生ａｒｏ変異細菌を
含む。一定の実施態様において、生ａｒｏ変異細菌は生ａｒｏＡ変異細菌である。特定の
実施態様において、細菌はＢ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａである。このタイプの一定
の実施態様において、ワクチンは生ａｒｏＡ変異Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ株を
含む。本発明の特定の実施態様において、ワクチンは、動物の保護を救援することが可能
でありおよび／または当該動物をＢ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ感染に起因する障害
および／または臨床疾患から保護することが可能である。
【００１０】
　本発明のワクチンは、生ａｒｏ変異細菌および芳香族栄養補給物を含むことが可能であ
る。特定の実施態様において、本発明のワクチンの芳香族栄養補給物はチロシンを含む。
一定の実施態様において、本発明のワクチンの芳香族栄養補給物はトリプトファンを含む
。特定の実施態様において、本発明のワクチンの芳香族栄養補給物はフェニルアラニンを
含む。一定の実施態様において、本発明のワクチンの芳香族栄養補給物はパラアミノ安息
香酸を含む。特定の実施態様において、本発明のワクチンの芳香族栄養補給物は２，３‐
ジヒドロキシ安息香酸を含む。一定の実施態様において、本発明のワクチンの芳香族栄養
補給物は葉酸を含む。特定の実施態様において、本発明のワクチンの芳香族栄養補給物は
エンテロバクチンを含む。
【００１１】
　特定の実施態様において、本発明のワクチンの芳香族栄養補給物は複数の芳香族化合物
を含む。２以上の当該芳香族化合物の任意の組み合せからなる実施態様が、本発明のワク
チンの芳香族栄養補給物によって含まれ得る。一定の実施態様において、本発明のワクチ
ンの芳香族栄養補給物はフェニルアラニンおよびトリプトファンを含む。特定の実施態様
において、本発明のワクチンの芳香族栄養補給物はフェニルアラニンおよびチロシンを含
む。一定の実施態様において、本発明のワクチンの芳香族栄養補給物はチロシンおよびト
リプトファンを含む。特定の実施態様において、本発明のワクチンの芳香族栄養補給物は
フェニルアラニン、チロシンおよびトリプトファンを含む。
【００１２】
　特定の実施態様において、本発明のワクチンの芳香族栄養補給物はパラアミノ安息香酸
および２，３‐ジヒドロキシ安息香酸を含む。一定の実施態様において、本発明のワクチ
ンの芳香族栄養補給物は２，３‐ジヒドロキシ安息香酸および葉酸を含む。特定の実施態
様において、本発明のワクチンの芳香族栄養補給物は葉酸およびエンテロバクチンを含む
。一定の実施態様において、本発明のワクチンの芳香族栄養補給物はパラアミノ安息香酸
およびエンテロバクチンを含む。
【００１３】
　特定の実施態様において、本発明のワクチンの芳香族栄養補給物はフェニルアラニン、
チロシン、トリプトファンおよびパラアミノ安息香酸を含む。一定の実施態様において、
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本発明のワクチンの芳香族栄養補給物はフェニルアラニン、チロシン、トリプトファンお
よび葉酸を含む。特定の実施態様において、本発明のワクチンの芳香族栄養補給物はフェ
ニルアラニン、チロシン、トリプトファンおよび２，３‐ジヒドロキシ安息香酸を含む。
一定の実施態様において、本発明のワクチンの芳香族栄養補給物はフェニルアラニン、チ
ロシン、トリプトファンおよびエンテロバクチンを含む。特定の実施態様において、本発
明のワクチンの芳香族栄養補給物はフェニルアラニン、チロシン、トリプトファン、パラ
アミノ安息香酸および２，３‐ジヒドロキシ安息香酸を含む。
【００１４】
　一定の実施態様において、本発明のワクチンはアジュバントを含む。このタイプの特定
の実施態様において、アジュバントはアルミニウム塩である。一定の実施態様において、
アルミニウム塩はリン酸アルミニウムである。他の実施態様において、アルミニウム塩は
水酸化アルミニウムである。さらに他の実施態様において、アルミニウム塩は硫酸アルミ
ニウムカリウムである。特定の実施態様において、本発明のワクチンは芳香族栄養補給物
およびアジュバントの双方を含む。特定の実施態様において、本発明のワクチンの芳香族
栄養補給物はフェニルアラニン、チロシン、トリプトファンおよびパラアミノ安息香酸を
含み、ならびにアジュバントは水酸化アルミニウムである。このタイプの特定の実施態様
において、本発明のワクチンの芳香族栄養補給物はフェニルアラニン、チロシン、トリプ
トファン、パラアミノ安息香酸および２，３‐ジヒドロキシ安息香酸を含み、ならびにア
ジュバントは水酸化アルミニウムである。
【００１５】
　また本発明は多価ワクチンも提供する。本発明の全てのワクチンに当てはまることだが
、本発明の多価ワクチンは芳香族栄養補給物および／またはアジュバントを含むことが可
能である。一定の実施態様において、ワクチンは生Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａの
ａｒｏＡ変異株およびイヌパラインフルエンザウイルス（ＣＰＩ）抗原を含む。特定の実
施態様において、イヌパラインフルエンザウイルス抗原は改変型生パラインフルエンザウ
イルスである。一定の実施態様において、ワクチンは生ａｒｏＡ変異Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉ
ｓｅｐｔｉｃａおよびイヌインフルエンザウイルス（ＣＩＶ）抗原を含む。特定の実施態
様において、イヌインフルエンザウイルス抗原は不活化イヌインフルエンザウイルスであ
る。一定の実施態様において、ワクチンは生ａｒｏＡ変異Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉ
ｃａおよび、イヌインフルエンザウイルス抗原およびイヌパラインフルエンザウイルス抗
原の双方を含む。このタイプの特定の実施態様において、イヌインフルエンザウイルス抗
原は不活化イヌインフルエンザウイルスであり、およびイヌパラインフルエンザウイルス
抗原は改変型生パラインフルエンザウイルスである。
【００１６】
　本発明の特定の多価ワクチンは、異種抗原（例えば、別の病原菌由来の抗原）をコード
する異種核酸を含む生Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａのａｒｏＡ変異株を含むことが
可能である。異種核酸は操作可能にプロモーターに連結され、それによってＢ．ｂｒｏｎ
ｃｈｉｓｅｐｔｉｃａのａｒｏＡ変異株が当該異種抗原を発現することを可能とする。こ
のタイプの一定の実施態様において、異種核酸はウイルス抗原をコードする。このタイプ
の特定の実施態様において、ウイルス抗原はインフルエンザウイルス抗原である。関連す
る実施態様において、インフルエンザウイルス抗原はイヌインフルエンザウイルス由来で
ある。他の実施態様において、インフルエンザウイルス抗原はネコインフルエンザウイル
ス由来である。さらに他の実施態様において、インフルエンザウイルス抗原はブタインフ
ルエンザウイルス由来である。一定の実施態様において、インフルエンザウイルス抗原は
赤血球凝集素である。他の実施態様において、インフルエンザウイルス抗原はノイラミニ
ダーゼである。
【００１７】
　より特別な実施態様において、ウイルス抗原はイヌインフルエンザウイルスＨ３赤血球
凝集素である。他の実施態様において、異種核酸はイヌインフルエンザウイルスＨ３赤血
球凝集素の抗原性フラグメントをコードする。さらに他の実施態様において、異種核酸は
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イヌインフルエンザウイルスＮ８ノイラミニダーゼをコードする。さらに他の実施態様に
おいて、異種核酸はイヌインフルエンザウイルスＮ２ノイラミニダーゼをコードする。さ
らに他の実施態様において、Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａのａｒｏＡ変異株は複数
の異種核酸を含む。このタイプの特定の実施態様において、Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔ
ｉｃａのａｒｏＡ変異株は、イヌインフルエンザウイルスＨ３赤血球凝集素をコードする
異種核酸およびイヌインフルエンザウイルスＮ８ノイラミニダーゼをコードする異種核酸
の双方を含む。さらにこのタイプの他の実施態様において、異種核酸はイヌインフルエン
ザウイルスのＨ３赤血球凝集素およびＮ２ノイラミニダーゼの双方をコードする。
【００１８】
　より特別な実施態様において、当該多価ワクチンは芳香族栄養補給物および／またはア
ルミニウム塩アジュバントをさらに含む。１の当該実施態様において、多価ワクチンは芳
香族栄養補給物および／またはアルミニウム塩アジュバント、および操作可能にプロモー
ターに連結されているイヌインフルエンザウイルスＨ３赤血球凝集素を含む生Ｂ．ｂｒｏ
ｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａのａｒｏＡ変異株を含む。一定の実施態様において、当該多価ワ
クチンは改変型生パラインフルエンザウイルスをさらに含む。
【００１９】
　本発明の全てのワクチンは、凍結乾燥することが可能でありおよび／またはその凍結乾
燥部分（例えば、画分）を有する。特定の実施態様において、凍結乾燥ワクチンまたはそ
の一部分は凍結乾燥ケーキの形態である。関連する実施態様において、凍結乾燥ワクチン
またはその一部分は凍結乾燥球体の形態である。さらに他の実施態様において、凍結乾燥
ワクチンまたはその一部分は凍結乾燥卵形体および／または楕円体の形態である。
【００２０】
　従って、本発明のワクチンは少なくともその１が凍結乾燥画分であり、２以上の異なる
部分（例えば、画分）となることが可能である。このタイプの実施態様において、少なく
とも１の他の部分は液体である。このタイプの一定の実施態様において、少なくとも１部
分は凍結乾燥体であり、しかも少なくとも他のもう一つは液体の希釈剤である。特定の実
施態様において、本発明の多価ワクチンの凍結乾燥部分は、１または複数の抗原を含み、
一方では希釈剤は１または複数の異なる抗原を含む。このタイプのより特定の実施態様に
おいて、多価ワクチンの凍結乾燥部分は生Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａのａｒｏＡ
変異株を含む。このタイプの特別な実施態様において、多価ワクチンの凍結乾燥部分は改
変型生イヌパラインフルエンザウイルスに加えて生Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａの
ａｒｏＡ変異株を含む。関連する実施態様において、希釈剤は不活化イヌインフルエンザ
ウイルスを含む。特定の実施態様において、希釈剤は芳香族栄養補給物および／またはア
ジュバントを含む。一定の実施態様において、多価ワクチンの凍結乾燥部分は芳香族栄養
補給物および／またはアジュバントをさらに含む。特定の実施態様において、多価ワクチ
ンの凍結乾燥部分および希釈剤の双方は芳香族栄養補給物および／またはアジュバントを
含む。特定の実施態様において、多価ワクチンの凍結乾燥部分は芳香族栄養補給物と共に
生Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａのａｒｏＡ変異株およびイヌパラインフルエンザウ
イルスを含み、一方で希釈剤は不活化イヌインフルエンザウイルスおよびアジュバントを
含む。より特別の実施態様において、アジュバントは２ないし５％水酸化アルミニウムで
ある。
【００２１】
　本発明は、Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ感染に起因する臨床疾患に対する動物（
人間を含む）の保護における救援方法をさらに提供する。特定の実施態様において、当該
方法は本発明のワクチンを動物に全身的に投与することを含む。一定の実施態様において
、動物は哺乳動物である。特定の実施態様において、哺乳動物はブタである。他の実施態
様において、哺乳動物はイヌである。さらに他の実施態様において、哺乳動物はネコであ
る。一定の実施態様において、本発明のワクチンの全身投与は皮下接種によって行われる
。
【００２２】
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　また本発明は、Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ感染に起因する臨床疾患から動物を
保護するワクチンを製造するための、生ａｒｏ変異Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａの
使用をも提供する。好ましくは、ワクチンは全身投与に適した形態である。このタイプの
一定の実施態様において、ワクチンはアジュバントをさらに含む。特定の実施態様におい
て、アジュバントはアルミニウム塩である。より特定の実施態様において、アルミニウム
塩は水酸化アルミニウムである。より他の実施態様において、アルミニウム塩はリン酸ア
ルミニウムである。他の実施態様において、アルミニウム塩は硫酸アルミニウムカリウム
である。
【００２３】
　一定の実施態様において、ワクチンは芳香族栄養補給物をさらに含む。特定の実施態様
において、ワクチンはアジュバントおよび芳香族栄養補給物の双方を含む。より特別の実
施態様において、アジュバントは水酸化アルミニウムであり、ならびに芳香族栄養補給物
はフェニルアラニン、チロシン、トリプトファン、パラアミノ安息香酸および２，３‐ジ
ヒドロキシ安息香酸を含む。
【００２４】
　本発明に関するこれらおよび他の態様は、以下の詳細な記載への言及によってより的確
に認識されるであろう。
【発明が解決しようとする課題】
【００２５】
　不活化抗原と対照的に、本発明の生ａｒｏ変異細菌は弱毒化される。従ってワクチンを
調剤するときには、弱毒化細菌の力価を重大な有害事象がもたらされるよりも低い安全な
レベルに維持するように注意しなければならない。しかし当該安全レベルの達成は、しば
しば弱毒化生ワクチンの効果の低下をもたらす。本発明はワクチンに添加される弱毒化生
細菌抗原の力価を増加することなく、ワクチンの効力を増加させることによってこの問題
を克服した。加えて本発明は、安全かつ効果的なワクチンの作成に必要な弱毒化生細菌の
量を顕著に減少させることによって、提供されるワクチンの製造コストを低減するための
方法をも提供する。
【課題を解決するための手段】
【００２６】
　従って本発明は、全身投与に適した形態で生ａｒｏ変異細菌を含む、安全かつ効果的な
ワクチンを提供する。１の態様において、本発明は生ａｒｏ変異細菌および芳香族栄養補
給物を含むワクチンを提供する。特定の実施態様において、生ａｒｏ変異細菌はａｒｏＡ
変異細菌である。驚いたことに、生ａｒｏＡ変異細菌を含むワクチンの効力は、芳香族栄
養補給物が当該ワクチン組成物に添加されたときに、許容できない注射部位反応を引き起
こすことなく顕著に増加することが見出された。
【００２７】
　別の態様において、本発明はアジュバントの存在のためにより大きな効力を示す弱毒化
生ワクチンを提供する。しばしばこのような効力の改善は、負の副作用を激しく増幅する
アジュバントの添加によって達成された。それ故に、一方ではその安全性が許容可能なレ
ベルに維持されると同時に、Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ　ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａのａ
ｒｏ変異株を含むワクチンの効力がアジュバントの添加によって改善することができる事
は、思いがけなく見出された。この結果は、特に当該ワクチンに対する有効量の範囲の増
加をもたらす。
【００２８】
　さらに別の態様において、本発明は、一方ではワクチンの安全性が許容可能なレベルに
なお維持されると同時に、アジュバントおよび芳香族栄養補給物の双方の存在のためによ
り大きな効力を示す、弱毒化生ａｒｏ変異細菌ワクチンを提供する。
【００２９】
　本発明は、Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ感染に起因する臨床疾患から動物を保護
するために、全身投与用ワクチンを製造するための生ａｒｏ変異Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅ
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ｐｔｉｃａを使用する方法をさらに提供する。また本発明は、Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐ
ｔｉｃａ感染に起因する臨床疾患から動物を保護するための方法にも関係し、該方法は生
ａｒｏ変異Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ株を含むワクチンの全身投与を含む。
【００３０】
　本明細書において用いる場合、以下の用語は以下に提示する定義を有するものとする。
【００３１】
　本明細書において用いる場合、「ワクチン」とは、典型的には水を含む液体等の薬理学
的に許容可能な担体と組み合わせられた１または複数の抗原を含む、動物（一定の実施態
様において人間を含む）への施用に適した組成物であり、それは動物へ投与されると、野
生型の微生物感染に起因する臨床疾患から保護する最小限の救援にとって十分強力な、す
なわち、臨床疾患の予防における救援、および／または臨床疾患の予防、寛解または治癒
における救援にとって十分強力な、免疫応答を誘導する。
【００３２】
　本明細書において用いる場合、「多価ワクチン」とは２以上の異なる抗原を含むワクチ
ンである。このタイプの特定の実施態様において、多価ワクチンは２以上の異なる病原体
に対する受容者の免疫系を刺激する。
【００３３】
　本明細書において用いる場合、用語「保護（ｐｒｏｔｅｃｔｉｎｇ）」または「保護の
提供（ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　ｔｏ）」および「保護における救援
（ａｉｄｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ）」とは、任意の感染徴候からの完全
な保護を要求するものではない。例えば、「保護における救援」とは、感染後に潜在的な
感染の徴候が少なくとも減少するように、および／または潜在的な細胞性、生理学的また
は生化学的な原因または症状を引き起こす機構の１または複数が減少および／または除去
されるように、保護が十分であることを意味することがある。この文脈で用いられる場合
「減少」とは、感染の分子状態を含むが感染の生理学的状態を含まない、感染の状態に関
係する意味である。
【００３４】
　本明細書において用いる場合、用語「薬理学的に許容可能」は、修飾される名詞が医薬
製品の使用に適していることを意味するために形容詞的に使用される。例えば、医薬ワク
チン中の賦形剤を記載するためにそれが使用される場合、それは組成物の他の原料と共存
できる、しかも所期の受容者に不利や有害ではないものとして賦形剤を特徴づける。
【００３５】
　用語「担体」とは、それと共に化合物が投与される希釈剤、アジュバント、賦形剤また
は媒介物（ｖｅｈｉｃｌｅ）をいう。薬理学的に許容可能な担体は、石油、動物、植物ま
たは合成起源の液体、例えばピーナッツ油、大豆油、鉱物油、ゴマ油等を含む、水および
／または油等の無菌の液体であることが可能である。水または水溶液、生理食塩水および
ブドウ糖水溶液およびグリセリン溶液が担体として、特に注射可能な溶液用に使用し得る
。
【００３６】
　本明細書において用いる場合、「アジュバント」とは、免疫事象の連鎖（ｃａｓｃａｄ
ｅ）を促進または増大することができ、究極的には良好な免疫応答、即ち抗原に対する統
合した身体的な応答をもたらすことのできる物質である。アジュバントは、免疫応答を起
こさせるためには一般的には必要とされないが、当該応答を促進または増大する。
【００３７】
　本明細書において用いる場合、「全身投与」は、身体の循環系（心血管系およびリンパ
系を含む）への投与であり、従って、例えば消化管（例えば、経口投与または直腸投与に
よる）および呼吸系（例えば、鼻腔内投与による）等の特定部位よりは身体全体に影響を
及ぼす。全身投与は、例えば、筋肉組織の中（筋肉内）、皮膚の中（皮内、経皮または上
皮）、皮膚の下（皮下）、粘膜の下（粘膜下）、静脈の中（静脈内）等へ投与することに
よって実施され得る。
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【００３８】
　「非経口投与」には、皮下注射、粘膜下注射、静脈注射、筋肉内注射、皮内注射および
点滴が含まれる。
【００３９】
　本明細書において用いる場合、「イヌ（ｃａｎｉｎｅ）」には、特に指示のない限り全
てのイエイヌ、Ｃａｎｉｓ　ｌｕｐｕｓ　ｆａｍｉｌｉａｒｉｓまたはＣａｎｉｓ　ｆａ
ｍｉｌｉａｒｉｓが含まれる。
【００４０】
　本明細書において用いる場合、用語「ネコ」とは、ネコ科の任意のメンバーをいう。こ
の科のメンバーには、亜科Ｆｅｌｉｎａｅの任意のメンバー、例えば、ネコ、ライオン、
トラ、ピューマ、ジャガー、ヒョウ、ユキヒョウ、黒ヒョウ、クーガー、チータ、オオヤ
マネコ、ボブキャット、カラカルまたはその任意の雑種等の野生、動物園飼育および家庭
飼育のメンバーが含まれる。またネコには、イエネコ、純血種および／または雑種の愛玩
用ネコ、見世物用ネコ、実験用ネコ、クローンネコおよび野生またはノラネコも含まれる
。
【００４１】
　本明細書において用いる場合、細菌における遺伝子の「遺伝子変異」は、突然変異およ
び／または欠失および／または遺伝子への挿入の結果であり得て、自然におよび／または
実験室場面においておよび継代培養により、および／または１または複数の遺伝子組換え
方法による設計によって起こる遺伝子事象を含むことが可能である。
【００４２】
　本明細書において用いる場合、「ａｒｏ変異」細菌とは、コリスミ酸を合成することが
できないか、または対応する野生型細菌よりも顕著に少ないコリスミ酸しか合成できない
細菌であり、そのことは結果的に栄養補給されない培地、自然環境または環境において細
菌増殖の顕著な阻害および／または遮断をもたらす。ａｒｏＡ変異細菌は、その対応する
遺伝子産物（即ち、その遺伝によってコードされた酵素）に対応する阻害および／または
不活性化をもたらす、コリスミ酸生合成経路内の遺伝の遺伝子変異および／または翻訳後
機能不全から生じ得る。
【００４３】
　本明細書において用いる場合、「ａｒｏＡ変異」細菌とは、遺伝子変異がａｒｏＡ遺伝
子内にあり、および／または対応するａｒｏＡ遺伝子産物の同様の阻害および／または不
活性化をもたらす翻訳後機能不全による、ａｒｏ変異細菌である。
【００４４】
　本明細書において用いる場合、「芳香族栄養補給物（ａｒｏｍａｔｉｃ　ｓｕｐｐｌｅ
ｍｅｎｔ）」とは、ａｒｏ変異細菌（例えば、ａｒｏＡ変異株）の非効率的な増殖を少な
くとも部分的に代償することのできる、１又は複数の芳香族化合物を含む組成物である。
従って、培地、自然環境および／または環境に芳香族栄養補給物が存在すれば、ａｒｏ変
異細菌がより効率的に増殖することを可能とする。このように、芳香族栄養補給物には、
コリスミ酸が中間体（例えば、フェニルアラニン等の芳香族アミノ酸）である生合成経路
の１または複数の最終産物が含まれ得、および／またはさもなければコリスミ酸を含む生
合成経路においてコリスミ酸の後に生合成される中間体（例えば、葉酸の生合成経路の中
間体であるパラアミノ安息香酸）が含まれ得る。また芳香族栄養補給物には、コリスミ酸
の代替資源および／またはａｒｏ変異細菌において不利な影響を及ぼしてきたコリスミ酸
生合成経路内の１または複数の中間体の代替資源も含まれ得る。
【発明を実施するための形態】
【００４５】
コリスミ酸経路：コリスミ酸は、フェニルアラニン、チロシン、トリプトファン、葉酸、
ユビキノンおよびエンテロバクチン（シデロホア）生合成における中心的な中間体である
（Ｍｏａｔら、Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ（２００２）Ｗｉｌｅｙ‐Ｌ
ｉｓｓ、第１５章、５２５‐５２７ページを参照）。ホスホエノ‐ルピルビン酸とＤ‐エ
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リトロ‐ス‐４‐リン酸との組み合せから出発するコリスミ酸以前の生合成経路の反応物
質、関連酵素の遺伝子コードおよび代謝産物、ならびにコリスミ酸生合成の終末を以下に
提示する。
【００４６】
ここで：
ＰＥＰはホスホエノールピルビン酸であり；
ＤＡＨＰは３‐ハイドロキシ‐Ｌ‐アラビノ‐７‐ホスホヘプツロン酸であり；
３‐Ｐ‐シキミ酸は３‐ホスホシキミ酸であり；および
ＥＥＰＫは３‐エノイル‐ピルビル‐３‐ホスホシキミ酸である。
【表１】

【００４７】
　明らかな通り、ａｒｏ遺伝子は、Ｆ，Ｇ，Ｈ由来アイソザイムのコード、、Ｂ、Ｄ、Ｅ
、Ｋ，Ｌ由来アイソザイムのコード、ＡおよびＣという順番で、Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅ
ｐｔｉｃａにおけるコリスミ酸合成に関与している。Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ
におけるコリスミ酸の生合成においてバイパスは存在しないように思われる。それ故に、
これらのａｒｏ遺伝子の任意の１または対応する遺伝子産物の不活性化は、重要な芳香族
化合物の生合成における同様の遮断をもたらすはずである。
【００４８】
　特定の実施態様において、上述の通りＢ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａの他のａｒｏ
遺伝子における欠失もコリスミ酸合成での同様の遮断をもたらし得、従って変異細菌と同
じ表現型をもたらし得るとはいえ、Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ細菌のａｒｏ変異
株はａｒｏＡ変異株である。
【００４９】
ワクチン
　本発明は、全身投与用の弱毒化生細菌を含む安全かつ効果的なワクチンを提供する。当
該ワクチンは、アジュバント（下記を参照）、他の免疫応答賦活剤、および／または媒介
物（集合的に「賦形剤（ｅｘｃｉｐｉｅｎｔ）」と称する）を含む、従来の薬理学的に許
容可能な１または複数の担体をさらに含んでもよいと考えられる。当該賦形剤は、一般的
にワクチン中の活性成分に適合するように選択される。賦形剤の使用は、ワクチン開発分
野の当業者に周知である。安定剤の構成成分には、糖類および糖アルコール（例えば、砂
糖、グルコース、トレハロース、ソルビトール等）、ゼラチンタンパク質加水分解物（ラ
クトアルブミン加水分解物、ＮＺアミン）、血清アルブミン（ウシ血清アルブミン、卵白
アルブミン）および緩衝剤（ｂｕｆｆｅｒｉｎｇ　ｃｏｍｐｏｕｎｄ）が含まれてよい。
選択的におよび／または加えて、例えば安定剤および粘度調整剤等の他の物質が、ワクチ
ンの使用目的または要求性状に依存してワクチンに添加されてよい。ワクチンの多数の形
態、例えば、溶解、乳化または懸濁した抗原を有する液剤等、および例えば、移植片また
は液体に懸濁した固形抗原担体等の固形剤等が全身性のワクチン接種に適している。全身
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性のワクチン接種および当該ワクチン接種用の適合した物理的ワクチン形態は、多年にわ
たって知られてきた。
【００５０】
　また、ワクチンは貯蔵のために凍結乾燥かさもなければ液量を減少し、それから投与の
前または投与時に液体希釈剤で再構成してもよいとも考えられる。当該再構成は、例えば
ワクチングレードの水を使用して行ってよい。以下に例示する通り一定の実施態様におい
て、多価ワクチンの凍結乾燥部分は１または複数の抗原を含むことが可能であり、一方で
は希釈剤は１または複数の異なる抗原を含むことが可能である。
【００５１】
　特定の実施態様において、本発明のワクチン（またはその一部）は凍結乾燥形態であり
得る。当該凍結乾燥形態の例には、ケーキ、錠、球体および／または楕円体が含まれ、後
者の３形態はその内容をすべて本明細書に援用するＷＯ　２０１０／１２５０８４に記載
された方法によって作成することが可能である。特に、急速崩壊する錠／球体／楕円体を
生産する方法を記載する、ＷＯ　２０１０／１２５０８４の１５ページ２８行目から２７
ページの９行目までは実施例に援用する。当該凍結乾燥形態は、ワクチンの全身投与を可
能とするために希釈剤に容易に溶解することができる。また当該希釈剤はワクチンの１ま
たは複数の追加の活性成分をさらに含むことも可能である。
【００５２】
アジュバント：上述の通り、本発明のワクチンはアジュバントを含むことが可能である。
より特定の実施態様において、アジュバントはアルミニウム塩を含む。アジュバントとし
てのアルミニウム塩の使用は、ワクチン開発の技術分野において周知である。アルミニウ
ム塩は特に類毒素を含むワクチン用に開発されてきたが、また他のサブユニットワクチン
および不活化（ホール）微生物を含むワクチンと併用して使用されてもきた。また生ウイ
ルスワクチンと併用するアルミニウム塩の使用も記載されてきたが、にもかかわらず一般
的にアルミニウム塩は生細菌ワクチンの効力を改善するために使用されていない。しかし
驚いたことに、アルミニウム塩が生のＢ．ｂｒｏｃｈｉｓｅｐｔｉｃａに結合するかもし
れないという事実は、これらの塩の生のＢ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａのａｒｏ変異
株に対するアジュバント特性に負の効果を有さないように思われる。このことが、当該ア
ジュバントの周知の安全記録と重なり、例えば炭化水素油、サポニン等の他のアジュバン
トよりもその応用をより望ましくしている。改良された実施態様において、アルミニウム
塩はリン酸アルミニウム、硫酸アルミニウムカリウムおよび水酸化アルミニウムから成る
群より選択される。
【００５３】
　本発明の所定のワクチンに添加すべきアジュバントの最適量は、例えばワクチン中に含
まれる抗原およびワクチン接種される菌種等のいくつかの可変要素に依存して変動し得る
が、ワクチン開発分野の当業者によって本開示を用いて容易に決定され得る。本発明の一
定の実施態様において、ワクチン中の水酸化アルミニウム、硫酸アルミニウムカリウムお
よび／またはリン酸アルミニウムの量は０．５ないし１５％の間であり得る。より特定の
実施態様において、水酸化アルミニウム、硫酸アルミニウムカリウムおよび／またはリン
酸アルミニウムの量は１．０ないし１０％の間であり得、さらにより特定の実施態様にお
いて、ワクチン中の水酸化アルミニウム、硫酸アルミニウムカリウムおよび／またはリン
酸アルミニウムの量は１．５ないし７．５％の間であり得る。以下に例示する通り、ワク
チン中の水酸化アルミニウムまたはリン酸アルミニウムの量は約２％、もしくは約５％だ
った。
【００５４】
ａｒｏＡ混合物：上述の通り、本発明のａｒｏ変異細菌ワクチンは芳香族栄養補給物を含
み得る。芳香族栄養補給物は１または複数の芳香族化合物を含み得る。当該芳香族化合物
の例には、限定されるものではないが、フェニルアラニン、チロシン、トリプトファン、
プレフェン酸、アントラニル酸、インドール、パラアミノ安息香酸、葉酸、２，３‐ジヒ
ドロキシ安息香酸およびエンテロバクチンが含まれる（例えば、Ｍｏａｔら、Ｍｉｃｒｏ
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ｂｉａｌ　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ（２００２）Ｗｉｌｅｙ‐Ｌｉｓｓ、第１５章、５２５
‐５２７ページを参照）。また芳香族栄養補給物には、コリスミ酸の代替資源および／ま
たはａｒｏＡ変異株において不利に影響を及ぼされてきたコリスミ酸生合成経路内の１ま
たは複数の中間体の代替脂源も含まれ得る。一定の実施態様において、抗酸化剤および／
またはキレート剤が芳香族栄養補給物と共に含まれ得る。
【００５５】
　本発明の所定のワクチンに添加されるべき芳香族栄養補給物に含まれる芳香族化合物の
最適量は、例えば、芳香族化合物それ自体、芳香族化合物と共に使用される溶媒系、ワク
チン中に含まれる抗原およびワクチン接種される菌種等のいくつかの可変要素に依存して
変動し得るが、ワクチン開発分野の当業者によって本開示を用いて容易に決定され得る。
本発明の一定の実施態様において、芳香族栄養補給物を含むワクチン中の各々の芳香族ア
ミノ酸の量は４μｇ／ｍＬから０．４ｍｇ／ｍＬまで変動し得る。特定の実施態様におい
て、ワクチン中の各々の芳香族アミノ酸の量は１０μｇ／ｍＬから０．２ｍｇ／ｍＬまで
変動し得る。より特定の実施態様において、ワクチン中の各々の芳香族アミノ酸の量は２
０μｇ／ｍＬから０．１ｍｇ／ｍＬまで変動し得る。さらにより特定の実施態様において
、ワクチン中の各々の芳香族アミノ酸の量は３０μｇ／ｍＬから６０μｇ／ｍＬまで変動
し得る。以下に例示する通り、ワクチン中のフェニルアラニン、チロシンおよびトリプト
ファンの個々の量は約４０μｇ／ｍＬだった。
【００５６】
　本発明の一定の実施態様において、芳香族アミノ酸の生合成経路に存在しないワクチン
中の任意の芳香族化合物の付与量は、１μｇ／ｍＬから０．１ｍｇ／ｍＬまで変動し得る
。特定の実施態様において、当該芳香族化合物の量は、ワクチン中で２．５μｇ／ｍＬか
ら５０μｇ／ｍＬまで変動し得る。より特定の実施態様において、ワクチン中の当該芳香
族化合物の量は、ワクチン中で５μｇ／ｍＬから２０μｇ／ｍＬまで変動し得る。以下に
例示する通り、ワクチン中の２，３‐ジヒドロキシ安息香酸およびパラアミノ安息香酸の
個々の量は５ないし１０μｇ／ｍＬであった。
【００５７】
多価ワクチン：また本発明は多価ワクチンも提供する。１の実施態様において、本発明の
Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａの弱毒化生ａｒｏ変異株を含むワクチンは、イヌイン
フルエンザウイルス（ＣＩＶ）抗原および／またはイヌパラインフルエンザウイルス（Ｃ
ＰＩ）抗原をさらに含む。この実施態様によるワクチンは、イヌにおけるイヌ伝染性気管
気管支炎および／またはイヌ伝染性呼吸器病（ＣＩＲＤ）症候群に対する防御を提供する
はずである。
【００５８】
　本発明の弱毒化生ａｒｏ変異Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ株（および／または別
の弱毒化生ａｒｏ変異Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ株）および／またはイヌインフ
ルエンザウイルス抗原および／またはイヌパラインフルエンザウイルス抗原と組み合わせ
得る多価ワクチンを形成するための他の抗原の例には、次のイヌジステンパーウイルス、
イヌアデノウイルス２型、イヌパルボウイルス、イヌ肺炎ウイルス、イヌコロナウイルス
、イヌヘルペスウイルス、狂犬病ウイルス、マイコプラズマ種、イヌエーリキア症原因菌
、Ａｎａｐｌａｓｍａ種、イヌレピトスピラ、Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｇｒｉｐｐｏｔｙ
ｐｈｏｓａ、Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｈａｒｄｊｏ、黄だん出血病レプトスピラ、Ｌｅｐ
ｔｏｓｐｉｒａ　ｐｏｍｏｎａ、Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｉｎｔｅｒｒｏｇａｎｓ、Ｌｅ
ｐｔｏｓｐｉｒａ　ａｕｔｍｎａｌｉｓ、Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｂｒａｔｉｓｌａｖａ
の１または複数が含まれる。加えて、本発明の弱毒化生ａｒｏ変異Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓ
ｅｐｔｉｃａ株を含むワクチンには、次のネコ病原菌、即ちネコヘルペスウイルス（ＦＨ
Ｖ）、ネコカリシウイルス（ＦＣＶ）、ネコ肺炎ウイルス（ＦＰＮ）、ネコクラミジア、
ネコ汎血球減少症ウイルス（ＦＰＶ）、ネコ白血病ウイルス（ＦｅＬＶ）、ネコ伝染性腹
膜炎ウイルス（ＦＩＰＶ）、ネコ免疫不全ウイルス（ＦＩＶ）、ボルナ病ウイルス（ＢＤ
Ｖ）、ネコインフルエンザウイルス、トリインフルエンザおよびＢａｒｔｏｎｅｌｌａ種



(13) JP 6145046 B2 2017.6.7

10

20

30

40

50

（例えば、ネコ引っ掻き病原因菌）の１または複数が含まれ得る。
【００５９】
組換えベクターとしてのＢ．ｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａのａｒｏＡ変異株の使用：ワク
チンにおける組換えａｒｏＡ変異Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａベクターの使用を含
む（ＳｔｅｖｅｎｓｏｎおよびＲｏｂｅｒｔｓ、Ｖａｃｃｉｎｅ　２０、２３２５‐２３
３５（２００２）；ＳｔｅｖｅｎｓｏｎおよびＲｏｂｅｒｔｓ、ＦＥＭＳ　Ｉｍｍｕｎｏ
ｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　３７：１２１‐１２８
（２００３）；ＳｔｅｖｅｎｓｏｎおよびＲｏｂｅｒｔｓ、Ｖａｃｃｉｎｅ　２２：４３
００‐４３０５（２００４））、生非病原性変異Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａベクターの構築が
報告されている（例えば、米国特許公開第２００８／０２５４０６２号を参照）。それ故
に、当該構築物の作成のための方法は既に準備されていた。
【００６０】
　さらに、対応する異種抗原を発現するために異種核酸（ＤＮＡ）を本発明のａｒｏＡ変
異Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ株に挿入することは、例えば、異種核酸およびＢ．
ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａの双方の末端が対合する制限部位を含む場合には容易に達
成される。あるいは、平滑末端を作成するために制限エンドヌクレアーゼ切断によって生
じた一本鎖ＤＮＡの突出末端を消化することによって、異種核酸および／またはＢ．ｂｒ
ｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａの末端を修飾するか、または適切なＤＮＡポリメラーゼにより
一本鎖末端を埋め込むことによって同様の結果を達成するかの必要があるかもしれない。
さらに別の方法において、望ましい部位は、例えば末端にヌクレオチド配列（リンカー）
を連結することによって作成してもよい。当該リンカーは、望ましい制限部位を定められ
た特異的なオリゴヌクレオチド配列を含んでよい。また制限部位は、ポリメラーゼ連鎖反
応法（ＰＣＲ）の使用により作成することも可能である（例えば、Ｓａｉｋｉら、Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ　２３９：４８７（１９８８）を参照）。必要であればまた、開裂したベクター
および核酸フラグメントは、ホモポリマーテーリング法によって修飾してもよい。
【００６１】
　異種核酸は内在性プロモーターかまたは異種プロモーター（例えば、組換えＢ．ｂｒｏ
ｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａに対し内在性）に操作可能に連結することが可能である。従って
、異種核酸は、それ自身の自然発生プロモーターを含むことができるか、またはそれがコ
ードする抗原を発現するプロモーター（例えば、常に発現し得る、Ｅ．ｃｏｌｉのｌａｃ
プロモーター等の細菌プロモーター）を含むように改変することができる。特に、Ｓｔｅ
ｖｅｎｓｏｎおよびＲｏｂｅｒｔｓは（Ｖａｃｃｉｎｅ　２２：４３００‐４３０５（２
００４））、Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ由来の繊維状赤血球凝集素（ｆｈａ）の
使用を明確に例証した。あるいは異種核酸は、ａｒｏＡ変異Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔ
ｉｃａに既に存在するプロモーターが異種抗原を発現できるようにするために、生ａｒｏ
Ａ変異Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａに配列することが可能である。
【００６２】
　異種核酸は、いくつかの病原菌由来の抗原をコードすることが可能であり、限定される
ものではないが、イヌインフルエンザウイルス、イヌパラインフルエンザウイルス、イヌ
ジステンパーウイルス、イヌアデノウイルス２型、イヌパルボウイルス、イヌ肺炎ウイル
ス、狂犬病ウイルス、イヌコロナウイルス、マイコプラズマ種、イヌエーリキア症原因菌
、Ａｎａｐｌａｓｍａ種、ネコヘルペスウイルス（ＦＨＶ）、ネコカリシウイルス（ＦＣ
Ｖ）、ネコ肺炎ウイルス（ＦＰＮ）、ネコインフルエンザウイルスおよび／またはネコク
ラミジアを含む。
【００６３】
　本発明で考慮した実施態様において、異種核酸は、上に列挙したネコまたはイヌの病原
菌由来のタンパク質抗原をコードする。より特定の実施態様において、タンパク質抗原は
イヌインフルエンザウイルスから得られる（米国特許第７，９５９，９２９　Ｂ２号を参
照。その内容は全てを本明細書に援用する）。他の実施態様において、タンパク質抗原は
ネコインフルエンザから得られる。このタイプの一定の実施態様において、異種核酸はイ
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ヌインフルエンザウイルスの赤血球凝集素をコードする。このタイプの特定の実施態様に
おいて、異種核酸はイヌインフルエンザウイルスのノイラミニダーゼをコードする。この
タイプのさらに他の実施態様において、異種核酸はイヌインフルエンザウイルスの赤血球
凝集素およびノイラミニダーゼの双方をコードする。
【００６４】
　本明細書において用いる場合、用語「ポリペプチド」は用語「タンパク質」と同じ意味
で使用し、さらにペプチドを包含することを意味する。それ故に、本明細書において用い
る場合、ポリペプチドとは、２以上のアミノ酸がペプチド結合で連結したポリマーである
。好ましくは、用語「ポリペプチド」は、ペプチド結合で連結した２０以上のアミノ酸残
基を含むポリマーを指すが、一方でペプチドはペプチド結合で連結した２ないし２０のア
ミノン酸残基を含む。
【００６５】
　本明細書において用いる場合、特定のタンパク質に関する用語「抗原性フラグメント」
とは、抗原性である、即ち、例えば免疫グロブリン（抗体）またはＴ細胞抗原受容体等の
免疫系の抗原認識分子と特異的に相互作用することのできる、当該タンパク質のフラグメ
ントである（完全長タンパク質からわずか単一のアミノ酸が欠失しているほどの大きなフ
ラグメントをも含む）。
【００６６】
　「ポリヌクレオチド」または「核酸」は、限定されるものではないがＲＮＡ、ｃＤＮＡ
、ゲノムＤＮＡおよび合成ＤＮＡ配列までをも含む分子である。また用語は、ＤＮＡおよ
びＲＮＡの当該技術分野で既知の任意の塩基類似体を含む核酸を包含することも意図する
。
【００６７】
　本明細書において用いる場合、「異種ヌクレオチド配列」とは、自然界において自然に
は形成されない構築物を形成するために、遺伝子組換え法によってヌクレオチド配列およ
び／またはゲノムに付加されるヌクレオチド配列である。 また当該核酸は、融合（例え
ば、キメラ）タンパク質をコードし得る。異種ヌクレオチド配列は、抗原特性、制御特性
および/または構造特性を有するペプチドおよび／またはタンパク質をコードし得る。異
種ヌクレオチド配列は、制限部位、調節部位、プロモーター等を含む非コード配列を含み
得る。
【００６８】
　本明細書において用いる場合、用語「操作可能に連結している（ｏｐｅｒａｂｌｙ　ｌ
ｉｎｋｅｄ）」および「効果を生むように連結している（ｏｐｅｒａｔｉｖｅｌｙ　ｌｉ
ｎｋｅｄ）」とは同じ意味で使用され、このように記載された成分がその通常の機能を果
たすため配置されている遺伝子要素の配列を意味する。従って、コード配列に操作可能に
連結している制御要素は、コード配列の発現に影響を及ぼし得る。制御要素は、それがそ
の発現を指揮するために機能する限り、コード配列と隣接する必要はない。例えば、転写
された非翻訳の介在配列はプロモーターとコード配列の間に存在し得て、プロモーターは
コード配列にいまだ「操作可能に連結している」と考え得る。
【００６９】
　本明細書において用いる場合、用語「制御配列」および「制御要素」は、同じ意味で用
いられる。転写および翻訳調節配列は、宿主細胞のコード配列の発現を準備する、例えば
プロモーター、エンハンサー、ターミネーター等のＤＮＡ制御配列である。真核細胞にお
いて、ポリアデニル化信号は調節配列である。発現調節配列がそのヌクレオチド配列の転
写および翻訳を調節または制御するとき、コード配列は発現調節配列に操作可能に連結し
ている。操作可能に連結しているという用語には、適切な開始信号を有するこが含まれ得
る。
【００７０】
　ＲＮＡポリメラーゼがコード配列をｍＲＮＡに転写し、それからそれが適切な条件、時
期および場所でトランススプライシングされ、コード配列によってコードされたタンパク
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質に翻訳されるとき、コード配列は細胞において転写および翻訳調節配列の制御下にある
。
【００７１】
ワクチ投与：本発明のワクチン（多価ワクチンを含む）は、例えば全身投与により併用療
法、即ちワクチン自身に加えて１または複数の追加の活性成分、治療法等を含む治療法の
一部として投与してよい。その場合には、「治療的に有効な」量を構成するワクチン量は
、ワクチンが単独で投与されるならば「治療的に有効な」量を構成するだろうワクチン量
よりも多くまたは少なくなり得ることを認識すべきである。他の治療には、例えば、抗ウ
イルス剤、鎮痛剤、解熱剤、去痰薬、抗炎症剤、抗ヒスタミン剤、Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓ
ｅｐｔｉｃａ感染治療用抗生物質および／または液体の投与等の、当該分野において既知
の治療が含まれてよい。いくつかの実施態様において、本発明のワクチンは次の、インフ
ルエンザワクチン、パラインフルエンザワクチン、ネコヘルペスウイルスワクチン、ネコ
カリシウイルスワクチン、ネコクラミジアワクチン、鼻気管炎ワクチン、汎白血球減少症
ワクチン、免疫不全ウイルスワクチン、白血病ウイルスワクチンまたは狂犬病ワクチンの
１または複数と併用して投与される。特別の実施態様において、本発明のワクチンは皮下
に投与される（皮下注射）。
【００７２】
　免疫原性レベルは、当該技術分野において一般に知られているチャレンジ用量滴定研究
法によって実験的に決定してよい。当該技法には一般的に、最小保護用量を決定するため
に、いくつかの動物検体を異なる投与量のワクチンで接種し、それから毒性ウイルスまた
は細菌で動物検体を攻撃感染することが含まれる。
【００７３】
　好ましい投与計画に影響を及ぼす要因には、例えば、種または品種（例えば、イヌまた
はネコの）、年齢、体重、性別、飼料、活動度、肺サイズおよび検体の状態；投与経路；
使用される特定のワクチンの効力、安全性および免疫性の持続プロファイル；送達システ
ムの使用有無；ならびに薬剤および／またはワクチン併用の一部としてのワクチンの投与
有無、が含まれ得る。従って、実際に使用される投与量は、特定の動物に対し変動し得、
それ故に上述の典型的な投与量からはずれ得る。当該投与量の調整を決定することは、一
般的にワクチン開発分野の当業者の従来法を使用する技術範囲内である。以下の実施例４
において使用された特別の条件下で、ａｒｏＡ変異Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ株
の安全かつ効果的な用量は、アジュバントおよび／または芳香族栄養補給物の存在下で５
ｘ１０５ないし５ｘ１０７ｃｆｕ／ｍＬの間であると決定された。
【００７４】
　同様に、当該用量を投与し得る容量は、典型的には（典型的には皮内または経皮施用に
対し）０．１ｍＬおよび５．０ｍＬの間である。投与量に対する典型的な範囲は、筋肉内
投与または皮下投与に対しては０．２および２．０ｍＬの間、好ましくは約１．０ないし
２．０ｍＬである。
【００７５】
　ワクチンは、単回もしくは日、週、月または年にわたって２回以上ワクチン受容者に対
して投与されてよいと考えられる。いくつかの実施態様において、ワクチンは少なくとも
２回投与される。一定の当該実施態様において、例えば、２回目の用量（例えば、追加免
疫）が初回用量の少なくとも２週間後に投与されるという状況で、ワクチンは少なくとも
２回投与される。特定の実施態様において、２回目の用量が初回用量の長くても８週間後
に投与されるという状況で、ワクチンは２回投与される。他の実施態様において、２回目
の用量は初回用量の１週間後ないし２年後、初回用量の１．５週間ないし８週間後または
初回用量の２ないし４週間後に投与される。他の実施態様において、２回目の用量は初回
用量の約３週間後に投与される。
【００７６】
　上述の実施態様において、初回およびその後の投与量は、量および／または形態におい
て変動し得る。しかし、しばしば投与量は量および形態において同じ程度である。単一用
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量だけが投与されるとき、その用量単独におけるワクチン量は一般的にワクチンの治療的
に有効な量を含む。しかし、２用量以上が投与されるとき、これらを合わせた用量中のワ
クチン量が治療的に有効な量を構成してよい。加えて、上で論じた通り、ワクチンが初期
に投与され、それから２ないし１２週間後に追加免疫が投与されてもよい。しかし、ワク
チンの後の投与は、追加免疫が投与されたか否かに関係なく、１年毎または２年毎に実施
してよい。
【００７７】
　本発明は、本発明の例示として提供する以下の非限定的な実施例を参照することによっ
てより良く理解され得る。以下の実施例は、本発明の実施態様をより完全に説明するため
に提示する。実施例は、しかしながら、本発明の広い範囲を限定するものと解釈されては
ならない。
【００７８】
　実施例
【実施例１】
【００７９】
Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ　ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａのａｒｏＡ変異株の構築
　Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａのａｒｏＡ欠失変異株は、最小限の副作用を有する
効果的なワクチンを製剤化する目的で構築した。ａｒｏＡ遺伝子における欠失は、外因的
に供給する１または複数の重要な芳香族化合物なしで増殖するためのＢ．ｂｒｏｎｃｈｉ
ｓｅｐｔｉｃａの能力を顕著に損なう。
【００８０】
　使用したＢ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ株は、もともと上気道疾患に罹患したイヌ
から単離した。Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａにおいて必須芳香族化合物を合成する
ために必須とされる代謝経路中の酵素をコードするａｒｏＡ遺伝子は（上を参照）、隣接
配列と共に、Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａのクロモソームからＰＣＲ法によってク
ローン化した。その後に、クローン化遺伝子を酵素ＳａｌＩで制限酵素処理して９０塩基
対（ｂｐ）の欠失を作成した。ａｒｏＡ遺伝子の欠失変異体（ｖｅｒｓｉｏｎ）（Δａｒ
ｏＡ）は、次にＭａｎｎｈｅｉｍｉａ　ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃａ（ウシ肺炎原因菌）、Ｐ
ａｓｔｅｕｒｅｌｌａ　ｍｕｌｔｏｃｉｄａ（動物パスルレラ症病原菌）およびＨｅｍｏ
ｐｈｉｌｕｓ　ｓｏｍｎｕｓ（ウシ感染症原因菌）のａｒｏＡ欠失株を作成するために記
載されたベクターツールおよび選択方法を使用してＢ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａに
再導入した。（ＢｒｉｇｇｓおよびＴａｔｕｍ、Ａｐｐｌｉｅｄ　ａｎｄ　Ｅｎｖｉｒｏ
ｎｍｅｎｔａｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ、７１（１１）７１８７‐７１９５（２００
５）；ＴａｔｕｍおよびＢｒｉｇｇｓ、Ａｐｐｌｉｅｄ　ａｎｄ　Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎ
ｔａｌ　Ｍｉｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，７１（１１）７１９６‐７２０２（２００５）；米国
特許第５，８４０，５５６号。その内容は本明細書でその全体を援用する。）
　要するに、これらの方法は、Ｍａｎｎｈｅｉｍｉａ　ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃａにおいて
発見されたプラスミド中の複製起点の温度感受性（Ｔｓ）変異体（ｖｅｒｓｉｏｎ）の作
成に依存する。これらのＴｓプラスミドは高温（３９℃以上）では効率的に増殖すること
ができない。これらのプラスミドは、カナマイシン耐性およびＥ．ｃｏｌｉ中での増殖の
ためのＥ．ｃｏｌの複製起点ＣｏｌＥ１を含むようにさらに修飾した。いったんΔａｒｏ
Ａを含むプラスミドがＢ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａに導入されると、ネイティブな
ａｒｏＡ領域とプラスミドのａｒｏＡ領域との間で相同組換え現象が起こり、その結果プ
ラスミドの部分が宿主Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａに一定の頻度で導入される。抗
生物質カナマイシンによる形質転換体の選択により、これらの特定の形質転換体の単離が
可能となる。ΔａｒｏＡ遺伝子の挿入の確認はＰＣＲ法によって行い、ＤＮＡサイズはア
ガロースゲル電気泳動によって測定した。
【００８１】
　ネイティブなａｒｏＡ遺伝子、カナマイシン耐性遺伝子および任意の他のベクター配列
等の不必要な配列のクロモソームからの除去は、さらなる組換え現象で起こる。望ましい
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組換え体の選択は、プラスミド複製の非許容温度で抗生物質を添加せずに細胞の継代によ
って行った。カナマイシン感受性単離株は、ΔａｒｏＡ遺伝子に関し、およびネイティブ
なａｒｏＡ遺伝子の欠損に関しＰＣＲ法およびＤＮＡアガロース電気泳動法によって選別
した。ａｒｏＡ欠失領域周辺のＢ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａクロモソームの配列解
析は、ベクターの外来ＤＮＡがａｒｏＡ変異Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ単離株の
中に保持されていないことを証明するために使用した。
【実施例２】
【００８２】
非弱毒化親株に対するＢ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａのａｒｏＡ変異株のマウスＬＤ

５０の比較
　そのＬＤ５０を測定するために、Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａのａｒｏＡ変異株
（上述の実施例１を参照）かまたはその非弱毒化親株かの段階希釈液の用量０．５ｍＬに
より、マウス８匹の群を腹腔内接種した。マウスの死亡数を毎日記録してマウスを７日間
観察した（以下の表１を参照）。親株の２．８ｘ１０７ｃｆｕ／ｄｏｓｅ（コロニー生成
ユニット／用量）以上（ＬＤ５０８．９ｘ１０６）およびａｒｏＡ変異株の１．２ｘ１０
９ｃｆｕ／ｄｏｓｅ以上（ＬＤ５０３．８ｘ１０８）でワクチン接種した群において１０
０％の死亡率だった。特に、親株でもａｒｏＡ変異株でも低い希釈液では、それぞれ死亡
は認められなかった。これらの結果は、ａｒｏＡ遺伝子における失欠がＢ．ｂｒｏｎｃｈ
ｉｓｅｐｔｉｃａを顕著に弱毒化し、親株よりもマウスにおいて約４０倍弱毒化すること
を証明している。
【表２】

【実施例３】
【００８３】
安全かつ効果的なワクチン用量の決定
　安全かつ効果的な用量範囲を見出そうとして、実施例１のＢ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔ
ｉｃａのａｒｏＡ変異（ΔａｒｏＡ）株を含む試験ワクチンを３の異なる（通常の適用）
投与量レベルでイヌに皮下投与した。従って、ΔａｒｏＡのＢ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔ
ｉｃａ株の生培養液の用量１ｍＬを処理群Ａ、ＢおよびＣ（各々の８匹のイヌ）に以下の
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通り投与した。即ち試験０日および２１日目に、細菌をトリプトースフォスフェイトブロ
ス（ＴＰＢ）で１２時間培養し、それからそれぞれの標的用量の１．０ｘ１０８ｃｆｕ／
ｍＬ（Ａ群）、１．０ｘ１０７ｃｆｕ／ｍＬ（Ｂ群）、および１．０ｘ１０６ｃｆｕ／ｍ
Ｌ（Ｃ群）に希釈して投与した。対照のＤ群のイヌには（イヌ９匹）、無菌のＴＰＢを与
えた。
【００８４】
ワクチン接種
　各々のイヌは、無菌針２２Ｇ１“を有する注射器を使用して、試験の０および２１日目
にそれぞれのワクチンの用量１ｍＬで首の付け根に皮下接種した。最初のワクチン接種は
右側、および２回目のワクチン接種は左側に行った。投与用量を決定するために、各々の
ワクチン接種の前後に細菌の平板計数を行った。
【００８５】
ワクチン接種後モニタリング
　ワクチン接種後に、抗体力価を測定するために全血を採取した。注射部位反応が感じら
れなくなるまで、毎日、注射部位を触診した。ノギスを使用してセンチメートル（ｃｍ）
単位で注射部位反応の高さ、幅および深さを測定した。注射部位反応は、肥厚した、柔ら
かい、硬いまたは敏感のようにさらに特徴付けを行った。
【００８６】
攻撃感染
　攻撃感染は以下の材料により実施した。Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ　Ｄ‐２株
（Ｍｕｓｓｅｒら、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ、１６９（６）：
２７９３‐２８０３（Ｊｕｎｅ　１９８７））をトリプトースフォスフェイトブロス（Ｔ
ＰＢ）寒天平板培地（平板当たり２００μＬ）にワクチン接種し、平板を３６±２℃で約
１６～１８時間インキュベートした。純粋な細菌増殖物を平板当たりＴＰＢ１０ｍＬで寒
天平板から洗い落とし、それから密度を１．０ｘ１０１０ｃｆｕ／ｍＬ以上に調整した。
各々の攻撃感染の日に対し、調製したての攻撃感染材料を準備した。試験３５および３６
日目に、塗布器付の３ｍＬの注射器を使用して鼻孔当たり０．５ｍＬを点滴することによ
って、攻撃感染材料の鼻腔内投与を実施した。
【００８７】
攻撃感染後モニタリング
　イヌは、限定されるものではないが抑うつ、嗜眠、食欲不振、咳嗽、鼻漏および呼吸困
難を含む臨床徴候に対して攻撃感染後の２１日間、毎日観察した。イヌは、咳嗽を誘発す
るために軽い気管触診を毎日受けた。臨床徴候「粘液排出」、「粘液膿性鼻漏」、「誘発
咳嗽」、「自発咳嗽」、「悪心を伴う自発咳嗽」および「呼吸困難」を記録した。攻撃感
染微生物の排出を測定するために３週間にわたり週に２回、各々のイヌから鼻腔拭い試料
を採取した。
【００８８】
データ解析：
　重要な臨床結果変量は、疾患の臨床徴候および／または細菌排出だった。本研究の実験
単位は個々のイヌだった。臨床所見に従って行動特性および身体的特性に対して数値化ス
コアを選定した。各々のイヌに関し、各日に臨床スコアを合計し、スコアの中央値を計算
した。排出データに対しては、（ｉ）各々の処理群の、（ｉｉ）各々の鼻腔拭い試料採取
物に対する、（ｉｉｉ）排出の日数における、鼻腔拭い試料から単離された微生物Ｂ．ｂ
ｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａの平均ｃｆｕ／ｍＬを算出した。
【００８９】
結果
　ワクチン接種前に、全てのイヌはＢ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａに対し低い抗体力
価（６４以下）を有し、鼻腔拭い試料単離によって測定した通りＢ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅ
ｐｔｉｃａ感染に対して陰性だった。１．０ｘ１０６ｃｆｕ／ｍＬのＢ．ｂｒｏｎｃｈｉ
ｓｅｐｔｉｃａのａｒｏＡ－（処理群Ｃ）およびプラセボ（処理群Ｄ）によるワクチン接
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的に試験２８日目に、１．０ｘ１０８の用量（処理群Ａ）によるワクチン接種は、イヌの
１００％（８／８）において２５６以上の抗体力価を誘発し、ならびに１．０ｘ１０７ｃ
ｆｕ／ｍＬの用量によるワクチン接種は、イヌの２５％（２／８）において１２８以上の
力価を誘発した。試験２８日目における処理群Ａ、Ｂ、ＣおよびＤに対する幾何平均はそ
れぞれ４７０、７６、３５および４０だった（表２）。
【表３】

【００９０】
　処理群Ａのイヌは、注射部位にワクチン接種後９～１３日以内に回復した腫脹を発生し
た。処理群Ａにおいて測定された最大の注射部位反応は、２ｘ２ｘ１．５ｃｍであり、イ
ヌ８匹中２匹が触診のさいに圧痛のある注射部位反応を有した。処理群Ｂのイヌは、注射
部位にワクチン接種後３～６日以内に回復した腫脹を発生し、２ｘ２ｘ１．５ｃｍと測定
される最大の注射部位反応を有した。処理群Ｃにおいては１匹のイヌだけが軽度の腫脹を
発生し（０．５ｘ０．５ｘ０．５ｃｍ）、それは１日間だけ測定可能だった。処理群Ｄに
おいて注射部位反応は観察されなかった。最初のワクチン接種後の各々のイヌに対する最
大サイズの注射部位反応を使用して算出した各々の処理群に対する平均注射部位反応を表
３に示す。どのワクチンも接種後にいかなる有害な全身反応も引き起こさなかったとはい
え、群ＡおよびＢにおける腫脹の大きさと特性は獣医学治療において通常許容可能ではな
いだろう。
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【表４】

【００９１】
　攻撃感染後に、各々のイヌに対し臨床徴候をスコア化し、２１日間の観察期間にわたり
合計した。１．０ｘ１０８ｃｆｕ／ｍＬおよび１．０ｘ１０７ｃｆｕ／ｍＬでのＢ．ｂｒ
ｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａのａｒｏＡ－株によるワクチン接種は、Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓ
ｅｐｔｉｃａ感染に付随する臨床徴候を減少させた。プラセボ接種対照群（処理群Ｄ）の
イヌ９匹中７匹（７８％）および処理群Ｃ（１．０ｘ１０６ｃｆｕ／ｍＬ）のイヌ８匹中
５匹（６３％）は、２１日間の観察期間の間、１以上の咳嗽スコアを有したが、一方では
１．０ｘ１０８ｃｆｕ／ｍＬ（処理群Ａ）によりワクチン接種したイヌ８匹中１匹（１３
％）および処理群Ｂのイヌ８匹中２匹（２５％）だけが、２１日間の観察期間の間の１日
間に１以上の咳嗽スコアを有した。実施例１の生ａｒｏＡ変異Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐ
ｔｉｃａ株によりワクチン接種しそれから病原性のＢ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａに
より攻撃感染したイヌの各々の群に対し、臨床スコアの中央値を表４に示す。
【００９２】
　攻撃感染微生物の排出を測定するために、攻撃感染後２１日間の観察期間の６の時点で
鼻腔拭い試料を採取した。攻撃感染後２１日目に、処理群Ａのイヌ８匹中４匹（５０％）
および処理群Ｂの８匹中５匹（６３％）がまだ排出していたのと比較すると、処理群Ｃお
よびＤの全てのイヌ（１００％）が多数のＢ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａを排出して
いた。群Ａ、ＢおよびＣのイヌの鼻から単離されたＢ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ微
生物の平均菌数は、群Ｄのイヌから単離された微生物の平均菌数より少なかった（表４）
。
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【表５】

【００９３】
　結論として、生Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａのａｒｏＡ変異株は、イヌへの全身
投与用の生ワクチンとして使用し得る。しかし、生Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａの
ａｒｏＡ変異株が最も効果的な力価において、またワクチンは許容できない注射部位反応
も引き起こした。
【実施例４】
【００９４】
安全なレベルでの効力の改善
　たとえあったとしても注射部位反応を最小限に維持する一方で、試験した最低用量（１
ｘ１０６ｃｆｕ）の効力を顕著に改善することが可能かどうかを評価するために引き続き
研究を行った。新処理群Ａ、Ｂ、ＣおよびＤ（各々イヌ５匹）に対する試験ワクチンは、
用量１ｍＬで投与される実施例１のａｒｏＡ変異Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ株の
生培養物を含んでいた。処理群Ｅのイヌは、いかなる抗原も含まない無菌ＤＭＥＭを受容
した。ａｒｏＡ変異Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ株をトリプトースフォスフェート
ブロス（ＴＰＢ）で５Ｌファーメンター中１７時間増殖し、ＯＤ５８０ｎｍが１．０ない
し２．０に達したときに収穫した。発酵培養液を安定剤と共に混合し凍結乾燥した。
【００９５】
　凍結乾燥ケーキを、処理群Ａに対し標的用量１．０ｘ１０８ｃｆｕ／ｍＬに滅菌水で再
水和した。処理群Ｂ、ＣおよびＤに対し凍結乾燥ケーキを標的用量１．０ｘ１０６ｃｆｕ
／ｍＬに滅菌水で再水和した：
ここで、
群Ｂに対し２％リン酸アルミニウムを；
群Ｃに対し２％水酸化アルミニウムを；または
群Ｄに対し芳香族化合物ミックスを添加した。
【００９６】
処理群Ｅに対し凍結乾燥ケーキを滅菌水で再水和した。以下の表６参照。
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【００９７】
　使用した２％リン酸アルミニウムアジュバントは２％Ｒｅｈｙｄｒａｐｈｏｓ（登録商
標）であり、一方で使用した２％水酸化アルミニウムアジュバントは２％Ｒｅｈｙｄｏｒ
ｏｇｅｌ（登録商標）ＬＶだった。これらアジュバントの双方は，Ｒｅｈｅｉｓ　Ｉｎｃ
．，Ｂｅｒｋｅｌｅｙ　Ｈｅｉｇｈｔｓ，ＮＪ，ＵＳＡから市販されている。芳香族化合
物ミックス（芳香族栄養補給物）は以下の表５に記載する。試験０および２１日目に、イ
ヌを上述のワクチンまたはＤＭＥＭプラセボにより接種した。
【表６】

【００９８】
ワクチン接種
　各々のイヌは、試験０および２１日目に無菌針２２Ｇ１”を有する注射器を使用して、
それぞれのワクチンの用量１ｍＬにより首の付け根に皮下接種した。最初のワクチン接種
は右側、２回目のワクチン接種は左側に行った。細菌の平板計数は、投与用量を決定する
ために各々のワクチン接種の前後に実施した。
【００９９】
ワクチン接種後モニタリング
　ワクチン接種後に、抗体力価を測定するために全血を採取した。注射部位反応が感じら
れなくなるまで、毎日、注射部位を触診した。ノギスを使用してセンチメートル（ｃｍ）
単位で注射部位反応の高さ、幅および深さを測定した。注射部位反応は、肥厚した、柔ら
かい、硬いまたは敏感のようにさらに特徴付けを行った。
【０１００】
攻撃感染
　攻撃感染は以下の材料により実施した。Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ　Ｄ‐２株
をトリプトースフォスフェイトブロス（ＴＰＢ）寒天平板培地（平板当たり２００μＬ）
にワクチン接種し、平板を３６±２℃で約１６～１８時間インキュベートした。純粋な細
菌増殖物を平板当たりＴＰＢ１０ｍＬで寒天平板から洗い落とし、それから密度を１．０
ｘ１０１０ｃｆｕ／ｍＬ以上に調整した。各々の攻撃感染の日に対し、調製したての攻撃
感染材料を準備した。試験４２日目に、塗布器付の３ｍＬの注射器を使用して鼻孔当たり
０．５ｍＬを点滴することによって、調製したての攻撃感染培養物を鼻腔内に投与した。
試験４３日目に、電動ポンプ付きの噴霧器を使用して鼻孔当たり０．５ｍＬを点滴するこ
とによって、調製したての攻撃感染培養物を鼻腔内に投与した。
【０１０１】
攻撃感染後モニタリング
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　イヌは、限定されるものではないが抑うつ、嗜眠、食欲不振、咳嗽、鼻漏および呼吸困
難を含む臨床徴候に対して攻撃感染後の２１日間、毎日観察した。イヌは、咳嗽を誘発す
るために軽い気管触診を毎日受けた。臨床徴候「粘液排出」、「粘液膿性鼻漏」、「誘発
咳嗽」、「自発咳嗽」、「悪心を伴う自発咳嗽」および「呼吸困難」をスコア化した。
【０１０２】
結果
　ワクチン接種前に、全てのイヌはＢ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａに対し低い抗体力
価（６４以下）を有し、鼻腔拭い試料単離によって測定した通りＢ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅ
ｐｔｉｃａ感染に対し陰性だった。対照のイヌは（処理群Ｅ）、試験２８日目に１００％
のイヌ（５匹中５匹）において３２以下の抗体力価を有した。対照的に、１．０ｘ１０８

ｃｆｕ／ｍＬのａｒｏＡ変異Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ株によるワクチン接種は
（処理群Ａ）、８０％のイヌ（５匹中４匹）において２５６以上の抗体力価を誘発し、１
．０ｘ１０６ｃｆｕ／ｍＬ＋２％Ｒｅｈｙｄｒａｐｈｏｓ（登録商標）によるワクチン接
種は（処理群Ｂ）、８０％のイヌ（５匹中４匹）において１２８以上の抗体力価を誘発し
、１．０ｘ１０６ｃｆｕ／ｍＬ＋２％Ｒｅｈｙｄｒａｇｅｌ（登録商標）ＬＶによるワク
チン接種は（処理群Ｃ）、４０％のイヌ（５匹中２匹）において１２８以上の抗体力価を
誘発し、１．０ｘ１０６ｃｆｕ／ｍＬ＋１ＸＡｒｏＭｉｘによるワクチン接種は（処理群
Ｄ）、６０％のイヌ（５匹中３匹）において１２８以上の抗体力価を誘発した。試験２８
日目における処理群Ａ、Ｂ、Ｃ、ＤおよびＥに対する幾何平均力価はそれぞれ３３８、１
１１、８４、９７および１４だった（表６）。
【表７】

【０１０３】
　イヌはワクチン接種後、熱がないことも含め臨床的に正常のままだった。処理群Ａのイ
ヌは、注射部位にワクチン接種後１６～１９日以内に回復した中等度の腫脹を発生した。
処理群Ａにおいて測定された最大の反応は３．０ｘ３．０ｘ０．５ｃｍであり、イヌ５匹
中３匹が触診のさいに圧痛のある反応を有した。処理群Ｂのイヌは（５匹中４匹）、注射
部位にワクチン接種後９～１１日以内に回復した軽度の腫脹を発生し、１．０ｘ１．０ｘ
０．５ｃｍと測定される最大反応を有し、イヌ５匹中１匹は触診のさい圧痛のある反応を
有した。処理群Ｃのイヌは（５匹中５匹）、注射部位にワクチン接種後９～１０日以内に
回復した軽度の腫脹を発生し、１．０ｘ１．０ｘ０ｃｍを測定する最大反応を有した。処
理群Ｄのイヌ５匹中２匹だけが、注射部位にワクチン接種後５～８日以内に回復した軽度
の腫脹を発生し、０．５ｘ０．５ｘ０ｃｍを測定する最大反応を有した。処理群Ｅにおい
て注射部位反応は観察されなかった。最初のワクチン接種後の各々のイヌに対する最大サ
イズ注射部位反応を使用して算出した各々の処理群に対する平均注射部位反応を表７に示
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す。これらの結果は、ワクチン用量１．０ｘ１０８ｃｆｕ／ｍＬは若いイヌにおける使用
にとって安全でないという以前の観察を確証するが、一方ではアジュバントと共に投与さ
れたときでも、用量１．０ｘ１０６ｃｆｕ／ｍＬは、獣医学治療において許容可能と考え
られるより安全なプロファイルを提供する。
【表８】

【０１０４】
　攻撃感染後に、各々のイヌに対し臨床徴候をスコア化し、２１日間の観察期間にわたり
合計した。少なくとも５０％の対照イヌが疾患の臨床徴候および／または細菌排出を示し
たので、攻撃感染用量はワクチンの効力を測定するために適切であると判断した。もし、
攻撃感染後の観察期間のあいだに、不連続の３日以上に自発咳嗽または悪心を伴う自発咳
嗽が観察されたならば、イヌは持続性咳嗽を発生した（罹患イヌ）と定義された。表８に
示す通り、ａｒｏＡ変異Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ株の１．０ｘ１０６ｃｆｕ／
ｍＬの力価を含むワクチンへのアジュバントかまたは芳香族化合物ミックス（芳香族栄養
補給物）の添加は、結果として病原性のＢ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａによる攻撃感
染からワクチン接種されたイヌを保護した。処理群Ａ、ＢおよびＤのイヌ中０匹、および
処理群Ｃのイヌ１匹だけと比較して、プラセボ接種対照イヌの５匹中４匹がワクチン接種
後に持続性咳嗽を発生した。処理群Ａ、Ｂ、Ｃ、ＤおよびＥに対する臨床スコアの中央値
はそれぞれ２、１、３、１および１３だった（表８）。
【０１０５】
　攻撃感染微生物の排出を測定するために、攻撃感染後２１日間の観察期間の６の時点で
鼻腔拭い試料を採取した。攻撃感染後２１日目に（試験６３日目）、処理群Ｅの全てのイ
ヌ（１００％）が多数のＢ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａを排出していた。試験６３日
目に鼻腔拭い試料から単離されたＢ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ攻撃感染微生物の平
均ｃｆｕ／ｍＬは、処理群Ａ、Ｂ、Ｃ、ＤよびＥに対してそれぞれ７２６、５，０４８、
１７，４００、５９４および１３５，８４０だった。全ての試験日に鼻腔拭い試料から単
離されたＢ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ攻撃感染微生物の総平均ｃｆｕ／ｍＬは、処
理群Ａ、Ｂ、Ｃ、ＤよびＥに対してそれぞれ６，８９９、３，６６２、６，６７１、８，
０６０および２４，０６７だった（表８）。
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【表９】

【０１０６】
　結論として、異なる４の弱毒化生ａｒｏＡ変異Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａワク
チン製剤の安全性および効力が評価された。力価１．０ｘ１０６のａｒｏＡ変異Ｂ．ｂｒ
ｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ株に水酸化アルミニウムアジュバントか、リン酸アルミニウム
アジュバントか、または芳香族栄養補給物かを加えたワクチンは、注射部位に顕著な腫脹
を起こすことなくイヌを疾患の臨床徴候から保護するのに役立った。それ故に、本研究は
、Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ株の弱毒化生ａｒｏ変異株を含むワクチンへのアジ
ュバントおよび／または芳香族栄養補給物の添加が当該ワクチンにとって効果的であるた
めに必要とされる用量を顕著に減少させ、同様にワクチンの投与のために生じる任意の注
射部位反応をも最小化するのに役立つことを最小限証明している。
【実施例５】
【０１０７】
Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ　ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ、イヌインフルエンザウイルスお
よびイヌパラインフルエンザウイルスに対するワクチン
　イヌインフルエンザウイルス（ＣＩＶ）、イヌパラインフルエンザウイルス（ＣＰＩ）
およびＢｏｒｄｅｔｅｌｌａ　ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉ（Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔ
ｉｃａ）に対する多価ワクチンを製剤化した。イヌワクチンには実施例１記載の通り、改
変型生イヌパラインフルエンザウイルス、不活化イヌインフルエンザウイルスおよびＢ．
ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａの弱毒化生ａｒｏＡ変異株が含まれる。ワクチンは皮下投
与用に設計される。生産物は、Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ、イヌパラインフルエ
ンザウイルスに起因する疾患の予防における救援、およびイヌインフルエンザウイルスに
起因する疾患の制御における救援として推奨される。ワクチンの各々の用量は、１０５．

７ＴＣＩＤ５０（５０％組織培養感染量）のＣＰＩ、１ｘ１０６ｃｆｕのＢ．ｂｒｏｎｃ
ｈｉｓｅｐｔｉｃａおよび１０００ＨＡＵ（ヘマグルチニン単位）のＣＩＶを少なくとも
含むことが期待される。
【０１０８】
　Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａの産生培養液はファーメンター中で冷却し、以下の
表９に記載した通りの芳香族化合物ミックス（芳香族栄養補給物）を培養液に添加した。
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それから改変型生ＣＰＩを、安定剤、５％グルタチオン溶液、表９の芳香族化合物ミック
ス（芳香族栄養補給物）おおびＤＭＥＭ培地と共に、生ａｒｏＡ変異Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉ
ｓｅｐｔｉｃａ株と混合した。この混合物は次に凍結乾燥し貯蔵した。凍結乾燥ケーキは
、不活化ＣＩＶおよび２％水酸化アルミニウムアジュバントかまたは５％水酸化アルミニ
ウムアジュバントかを含む希釈剤で再水和した。
【表１０】

【０１０９】
　処理群ＢおよびＣのイヌは、生ａｒｏＡ変異Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ株の標
的用量５．０ｘ１０５ｃｆｕ／ｍＬに滅菌水で再水和した、生ａｒｏＡ変異Ｂ．ｂｒｏｎ
ｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ株およびＣＰＩを含む凍結乾燥ワクチンによりワクチン接種した：
ここで、
Ｂ群に対してはＣＩＶおよび２％水酸化アルミニウムアジュバントを加え；または
Ｃ群に対してはＣＩＶおよび５％水酸化アルミニウムアジュバントを加えた。
【０１１０】
処理群Ｄのイヌは、ＣＩＶに２％水酸化アルミニウムアジュバントを加えただけのワクチ
ンにより接種した。全３処理群において使用した水酸化アルミニウムはＲｅｈｙｄｒａｇ
ｅｌ（登録商標）ＬＶだった。
【０１１１】
ワクチン接種
　各々のイヌは，無菌針２２Ｇ１”を使用して、試験の０および２１日目にそれぞれのワ
クチンの用量１ｍＬで首の付け根に皮下接種した。最初のワクチン接種は右側、および２
回目のワクチン接種は左側に行った。投与用量を決定するために、各々のワクチン接種の
前後に細菌の平板計数を行った。
【０１１２】
ワクチン接種後モニタリング
　ワクチン接種後に、抗体力価を測定するために全血を採取した。注射部位反応が感じら
れなくなるまで、毎日、注射部位を触診した。ノギスを使用してセンチメートル（ｃｍ）
単位で注射部位反応の高さ、幅および深さを測定した。注射部位反応は、肥厚した、柔ら
かい、硬いまたは敏感のようにさらに特徴付けを行った。
【０１１３】
攻撃感染
　攻撃感染は以下の材料により実施した。Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ　Ｄ‐２株
をトリプトースフォスフェイトブロス（ＴＰＢ）寒天平板培地（平板当たり２００μＬ）
にワクチン接種し、平板を３６±２℃で約１６～１８時間インキュベートした。純粋な細
菌増殖物を平板当たりＬＴＢ１０ｍＬで寒天平板から洗い落とし、それから密度を１．０
ｘ１０１０ｃｆｕ／ｍＬ以上に調整した。各々の攻撃感染の日に対し、調製したての攻撃
感染材料を準備した。試験３５日目に、塗布器付の３ｍＬの注射器を使用して鼻孔当たり
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０．５ｍＬを点滴することによって、攻撃感染材料を鼻腔内経路で投与した。試験３６日
目に、噴霧器および電動ポンプを使用して鼻孔当たり約０．５ｍＬを点滴することによっ
て、攻撃感染材料を鼻腔内経路で投与した。
【０１１４】
攻撃感染後モニタリング
　イヌは、限定されるものではないが抑うつ、嗜眠、咳嗽および鼻漏を含む臨床徴候に対
して攻撃感染後の２１日間、毎日観察した。攻撃感染微生物の排出を測定するために攻撃
感染後３週間にわたり３～４日の採取間隔で週に２回、各々のイヌから鼻腔拭い試料を採
取した。
【０１１５】
結果
　ワクチン接種前に、全てのイヌはＢ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａに対し低い抗体力
価（６４以下）を有し、鼻腔拭い試料単離によって測定した通りＢ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅ
ｐｔｉｃａ感染に対し陰性だった。試験２８日目に、プラセボ接種対照イヌ（処理群Ｄ）
の５匹中４匹（８０％）は６４以下の抗体力価を有した。対照的に、ａｒｏＡ変異Ｂ．ｂ
ｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ株５．０ｘ１０５ｃｆｕ／ｍＬ、ＣＰＩ、ＣＩＶおよび２％
Ｒｅｈａｙｄｒａｇｅｌ　ＬＶ（処理群Ｂ）または５％Ｒｅｈｙｄｒａｇｅｌ　ＬＶ（処
理群Ｃ）を含む試験ワクチンを受容した全てのイヌは６４以上の抗体力価を有した。試験
２８日目における処理群Ｂ、ＣおよびＤに対する幾何平均力価はそれぞれ１１１、１１１
および６４だった（表１０）。
【表１１】

【０１１６】
　イヌはワクチン接種後、熱がないことも含め臨床的に正常のままだった。処理群Ｂのイ
ヌ５匹中３匹は、１．０ｘ１．０ｘ０．５ｃｍを測定する最大注射部位反応を有し、ワク
チン接種後１～５日以内に回復した軽度の腫脹を注射部位に有した。処理群Ｃの全てのイ
ヌは、１．０ｘ１．０ｘ０．５ｃｍを測定する最大注射部位反応を有し、ワクチン接種後
７～１１日以内に回復した軽度の腫脹を注射部位に発生した。処理群Ｄのイヌ５匹のどれ
も、いずれのワクチン接種後にも注射部位反応を発生しなかった。最初のワクチン接種後
の各々のイヌに対する最大注射部位反応を使用して算出した各々の処理群に対する平均注
射部位反応を表１１に示す。
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【０１１７】
　攻撃感染後に、各々のイヌに対し臨床徴候をスコア化し、２１日間の観察期間にわたり
合計した。攻撃感染が効果的であることを示しているが、プラセボ接種対照群イヌの５匹
中４匹は、攻撃感染後に自発性咳嗽を含む疾患の臨床徴候を発生した。対照的に、対照イ
ヌと比較したとき２の試験ワクチンは、Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ感染に付随す
る臨床徴候、特に咳嗽を減少させた。処理群Ｂ、ＣおよびＤに対する咳嗽スコアの中央値
はそれぞれ１、０および２であり（表１２）、臨床疾患を発生したイヌのパーセントはそ
れぞれ２０％、２０％および４０％だった。
【０１１８】
　攻撃感染微生物の排出を測定するために、攻撃感染後２１日間の観察期間の６の時点で
鼻腔拭い試料を採取した。攻撃感染後２１日目に（試験５５日目）、処理群Ｄの全てのイ
ヌ（１００％）が多数のＢ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ微生物を排出していたが、一
方ではいずれの２のワクチン群においても排出は顕著に少なかった。試験５５日目に鼻腔
拭い試料から単離されたＢ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ　Ｄ２攻撃感染微生物の平均
ｃｆｕ／ｍＬは、処理群Ｂ、ＣおよびＤに対してそれぞれ１５，４９４、２６，８０２お
よび１５０，６２０だった。総体的に、処理群Ｂのイヌは、処理群ＣおよびＤのイヌより
も少ないＢ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ微生物を排出した。全試験日において鼻腔拭
い試料から単離されたＢ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ　Ｄ２攻撃感染微生物の総平均
ｃｆｕ／ｍＬは、処理群Ｂ、ＣおよびＤに対しそれぞれ３８，６４２、２０６，７１３お
よび１７８，６０９だった（表１２）。
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【表１３】

【０１１９】
　結論として、異なる２の弱毒化生ａｒｏＡ変異Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ＋Ｃ
ＰＩ＋ＣＩＶワクチン製剤の安全性および効力が評価された。ａｒｏＡ変異Ｂ．ｂｒｏｎ
ｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ株の１．０ｘ１０５に芳香族栄養補給物および２％かまたは５％の
水酸化アルミニウムアジュバントを加えた力価を有するワクチンは、注射部位に顕著な腫
脹を起こすことなくイヌを疾患の臨床徴候から保護するのに役立った。それ故に、本研究
は、Ｂ．ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ株の弱毒化生ａｒｏ変異株を含むワクチンへのア
ジュバントおよび芳香族栄養補給物の添加が、当該ワクチンにとって効果的であるために
必要とされる用量を顕著に減少させ、同様にワクチンの投与のために生じる任意の注射部
位反応をも最小化するのに役立つことを最小限証明している。
【０１２０】
　本発明は本明細書に記載された特定の実施態様による範囲に限定されるものではない。
実際のところ、本明細書の記載物に加えた本発明の種々の改変は、前述の記載より当業者
にとって明白であろう。当該改変は、添付の特許請求の範囲に属することを意図するもの
である。
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