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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ソマトスタチンの免疫原性を有するキメラポリペプチドであって：実質的に不活性であ
りそして一部切除された（ｔｒｕｎｃａｔｅｄ）クロラムフェニコールアセチルトランス
フェラーゼポリペプチドに連結されたソマトスタチン－１４のアミノ酸配列を含み、該ソ
マトスタチン－１４が、ターゲット宿主細胞におけるキメラポリペプチドの最適な発現の
ために最適化されたスペーサーによって該不活性クロラムフェニコールアセチルトランス
フェラーゼに連結され、そして該不活性クロラムフェニコールアセチルトランスフェラー
ゼの少なくともヒスチジン残基１９３が、アラニンまたはグリシンで置換されている、前
記キメラポリペプチド。
【請求項２】
　スペーサーが配列番号１０または配列番号１１のアミノ酸配列を有する、請求項１のキ
メラポリペプチド。
【請求項３】
　実質的に不活性でありそして一部切除されたクロラムフェニコールアセチルトランスフ
ェラーゼポリペプチドが、配列番号３、配列番号７または配列番号８のアミノ酸配列を有
する、請求項１のキメラポリペプチド。
【請求項４】
　配列番号１３のアミノ酸配列と少なくとも９９％の配列同一性を持つアミノ酸配列を有
する、請求項１のキメラポリペプチド。
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【請求項５】
　配列番号１３のアミノ酸配列を有する、請求項１のキメラポリペプチド。
【請求項６】
　免疫応答を誘発するのに有効な量の薬学的に適切なアジュバントとともに、請求項１の
キメラポリペプチドを含む、免疫原性組成物。
【請求項７】
　アジュバントとともに、請求項１のキメラポリペプチドを含む免疫原性組成物であって
、該アジュバントはエマルジョンプレミックスと混合された水中油エマルジョンを含み、
該水中油エマルジョンが、ミネラルオイル、Ｔｗｅｅｎ８０（登録商標）、Ｓｐａｎ８５
（商標）および1以上のポリマーを含み、該エマルジョンプレミックスが、高分子量ポリ
マー、界面活性剤、および油水性（ｏｉｌ－ａｑｕｅｏｕｓ）基剤中の乳化剤を含む、前
記免疫原性組成物。
【請求項８】
　乳牛におけるミルク産生を増加させるための方法であって：
　乳牛に請求項６の組成物の1以上の用量をワクチン接種し；そして
　ワクチン接種の非存在下での同じ乳牛のミルク産生に比較した際、乳牛のミルク産生が
、少なくとも１０日間、増加することを可能にする
工程を含む、前記方法。
【請求項９】
　乳牛に請求項６の組成物の単一用量のみをワクチン接種する、請求項８の方法。
【請求項１０】
　乳牛におけるミルク産生を増加させるための方法であって：
　乳牛に請求項７の組成物の1以上の用量をワクチン接種し；そして
　ワクチン接種の非存在下での同じ乳牛のミルク産生に比較した際、乳牛のミルク産生が
、少なくとも１０日間、増加することを可能にする
工程を含む、前記方法。
【請求項１１】
　農場家畜における赤身肉産生を増加させるための方法であって；
　請求項７記載の組成物の１以上の用量を農場家畜動物にワクチン接種する
工程を含む、前記方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　[0001]本発明はソマトスタチンに基づくキメラポリペプチド、該ポリペプチドをコード
するために用いられるポリヌクレオチド、該ポリペプチドを単離しそして産生するための
手段、ならびにその使用に関する。本発明はまた、例えば本発明のソマトスタチンに基づ
くキメラポリペプチドならびに他の類似の抗原の免疫原性増進のための新規アジュバント
および免疫組成物にも関する。
【背景技術】
【０００２】
　[0002]ソマトスタチン（成長ホルモン阻害ホルモンまたはＧＨＩＨとしてもまた知られ
る）は、視床下部ならびに消化系の特定の部分で産生されるペプチドホルモンである。ソ
マトスタチンは、一般的に、Ｇタンパク質共役型ソマトスタチン受容体との相互作用を介
して、内分泌系の制御に関与する。ソマトスタチンに基づくこのシグナル伝達カスケード
は、体全体に広がる多くの作用を導く。
【０００３】
　[0003]本発明の側面に関連して、ソマトスタチンは、下垂体前葉からの成長ホルモンお
よび甲状腺刺激ホルモンの放出を阻害することが知られる（Ｐａｔｅｌ　ＹＣおよびＳｒ
ｉｋａｎｔ　ＣＢ，　Ｓｏｍａｔｏｓｔａｔｉｎ　ａｎｄ　ｉｔｓ　ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ
　Ａｄｖ　Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ，　１９９９．　３　４３－７３）
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。ソマトスタチンによって阻害される他のホルモンには、インスリン、グルカゴン、セク
レチン、ガストリン、ペプシン、マレチン（ｍａｌｅｔｉｎ）等が含まれる（Ｐａｔｅｌ
　ＹＣおよびＳｒｉｋａｎｔ　ＣＢ　Ｓｏｍａｔｏｓｔａｔｉｎ　ａｎｄ　ｉｔｓ　ｒｅ
ｃｅｐｔｏｒｓ　Ａｄｖ　Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ，　１９９９．　３
　４３－７３）。ソマトスタチンは、成長および食物利用に必要な非常に多くの因子／ホ
ルモンを制御可能であるため、畜産分野において、動物成長を制御するための中心的なタ
ーゲットとなってきており、すなわち、ソマトスタチンを阻害すると、その結果、ターゲ
ット動物に存在する成長ホルモンのレベルが増加し、そしてそれによって、ミルクを産生
し、より多い肉量を提供するなどの能力が増進した動物が生じる。
【０００４】
　[0004]特に、ソマトスタチンに対する動物の免疫は、ターゲット動物におけるソマトス
タチンを中和し、そしてそれによって動物の生産性の多様な側面、例えば乳牛におけるミ
ルク産生に対するソマトスタチンの通常の阻害効果を除去する手段と認識されてきている
。Ｒｅｉｃｈｌｉｎ　Ｓ．監修，　１９８７，　Ｓｏｍａｔｏｓｔａｔｉｎ，　Ｂａｓｉ
ｃ　ａｎｄ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｓｔａｔｕｓ，　Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ，　ニュー
ヨーク（ｐｐ　３－５０，　１２１－１３６，　１４６－１５６，　１６９－１８２，　
２２１－２２８，　２６７－２７４）。Ｓｐｅｎｃｅｒ　Ｇ．Ｓ．，　１９８５，　Ｈｏ
ｒｍｏｎａｌ　ｓｙｓｔｅｍｓ　ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ　ｇｒｏｗｔｈ，　概説，　Ｌｉ
ｖｅｓｔｏｃｋ　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，　１２，　３１－４６。重要
なことに、ソマトスタチンに基づくこれらの免疫法は、動物における、同化ホルモン、例
えば成長ホルモン等の直接の使用を回避し、そして内因性同化因子濃度のわずかな変化を
可能にし、そしてそれによって生態学的に純粋な食品を可能にする。
【０００５】
　[0005]ソマトスタチンは、血中で、比較的短い半減期を有することが知られる。ソマト
スタチンの免疫学的効果を増進するため、ソマトスタチンをターゲットキャリアタンパク
質にコンジュゲート化することによって、該タンパク質の半減期を増進する免疫プロトコ
ルが開発されてきている。これらのコンジュゲート化されたソマトスタチンタンパク質は
、血中での半減期増加および抗原性増加を有するように設計されており、そしてしたがっ
て、利益の増進を提供する（特に、ソマトスタチン調製のコストを考慮して）。例えば、
キメラソマトスタチンタンパク質が米国特許第６，３１６，００４号（および対応する欧
州特許ＥＰ０６４５４５４）に開示されており、該特許では、他の慣用的な免疫または同
化ホルモンに基づく方法に比較した際、多様なコンジュゲート化ソマトスタチン含有タン
パク質が、抗原性増加および農場動物の生産性に関する機能の増加を有することが示され
ている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】米国特許第６，３１６，００４号
【特許文献２】欧州特許ＥＰ０６４５４５４
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Ｐａｔｅｌ　ＹＣおよびＳｒｉｋａｎｔ　ＣＢ，　Ｓｏｍａｔｏｓｔａ
ｔｉｎ　ａｎｄ　ｉｔｓ　ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ　Ａｄｖ　Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｅｎｄｏｃ
ｒｉｎｏｌ，　１９９９．　３　４３－７３
【非特許文献２】Ｒｅｉｃｈｌｉｎ　Ｓ．監修，　１９８７，　Ｓｏｍａｔｏｓｔａｔｉ
ｎ，　Ｂａｓｉｃ　ａｎｄ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｓｔａｔｕｓ，　Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅ
ｓｓ，　ニューヨーク（ｐｐ　３－５０，　１２１－１３６，　１４６－１５６，　１６
９－１８２，　２２１－２２８，　２６７－２７４）
【非特許文献３】Ｓｐｅｎｃｅｒ　Ｇ．Ｓ．，　１９８５，　Ｈｏｒｍｏｎａｌ　ｓｙｓ
ｔｅｍｓ　ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ　ｇｒｏｗｔｈ，　概説，　Ｌｉｖｅｓｔｏｃｋ　Ｐｒ
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ｏｄｕｃｔｉｏｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，　１２，　３１－４６
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　[0006]しかし、畜産分野において、全体の生産性および適時性を改善するには、より低
い用量でより高い抗原性に基づく免疫組成物および方法が必要である。本発明は、これら
のより抗原性が高くそして機能的に活性である、ソマトスタチンに基づく免疫化合物、組
成物および方法を提供することに対して向けられる。
【０００９】
　[0007]この背景に対して、以下の開示を提供する。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　[0008]本発明は、ソマトスタチンの免疫原性が増進した新規ポリペプチド、および該ポ
リペプチドをコードするポリヌクレオチドを提供する。本発明のポリペプチドには、機能
的に最適化されたリンカーを通じて、実質的に不活性化されたクロラムフェニコールアセ
チルトランスフェラーゼタンパク質に融合されたソマトスタチン－１４が含まれる。本発
明のキメラポリペプチドは、以下により詳細に記載するように、畜産分野において使用す
るための、非常に有効でそして低コストの材料を提供する。本発明の態様には、配列番号
１～１４に定義するようなアミノ酸および核酸配列が含まれる。
【００１１】
　[0009]本発明はまた、内毒素不含であり、そして非常に機能的な状態にある、本発明の
キメラポリペプチドを作製するための産生法および精製法も提供する。内毒素不含ポリペ
プチドは、典型的には免疫原性応答を誘発するのに好適であると考えられる少量の内毒素
が、実際には有意な機能的不利益を導くような、特定のターゲット動物において使用する
ために、実質的でそして予想外の利点を提供する。これは特に、本発明のポリペプチドを
、米国で育ちそして飼育された乳牛を免疫するのに用いる際に当てはまる。さらに、本発
明のキメラポリペプチドは、慣用的な材料に比較した際に増進した機能を示すため、ター
ゲット動物を免疫するのに、より少量でそしてより少数の用量が用いられる。必要な量が
このように減少していることから、結果として、本発明のワクチンにおける内毒素の減少
もまた提供される。本発明のキメラポリペプチドの内毒素を含まない単離、および使用が
より少量であることが組み合わされて、本明細書において、実質的に内毒素不含のワクチ
ンを使用することが可能になる。
【００１２】
　[0010]本発明はまた、慣用的なアジュバント材料に比較した際、機能および安全性が増
進したアジュバント組成物も提供する。本明細書のアジュバントは、動物由来の材料を含
有せず、そして大部分の既知の化学的発癌物質、例えばベンゼンおよび他の類似の材料を
含まない。本明細書のアジュバント組成物は、ターゲット抗原と組み合わせると、免疫応
答を誘発するのに予想外に有効であることが立証されてきている。
【００１３】
　[0011]本発明は、本発明のアジュバント組成物と本発明のキメラポリペプチドを含有す
るワクチンをさらに提供する。本明細書のワクチンは、ワクチン接種した哺乳動物および
鳥類、例えばターゲット農場動物において、免疫応答を誘導するために用いられる。本明
細書で使用するための例示的な農場動物には：乳牛、ブタ、ヒツジ、ヤギ、七面鳥、ウサ
ギ、および雄の子ウシが含まれる。いくつかの側面において、本発明のポリペプチドは、
会合する内毒素を少量しかまたはまったく伴わずに調製され、そして精製される。これら
のワクチンは、ターゲット動物において、安全でそして増進した免疫原性反応を誘発する
ように最適化されてきている。
【００１４】
　[0012]本発明にはさらに、本発明のワクチンを用いて、ターゲット哺乳動物および鳥類
にワクチン接種するための方法が含まれる。安全で（動物および最終使用者の両方にとっ



(5) JP 5506792 B2 2014.5.28

10

20

30

40

て）、費用効率的で、そして非常に有用な方式で、ミルク産生を増進させる、乳牛のワク
チン接種のための例示的な方法を提供する。他の例示的な方法には、安全でそして費用効
率的な方式で、ターゲット動物における肉（そして特に赤身肉）産生を増進するための、
子ブタ、ヒツジ、七面鳥、ヤギ、ウサギまたは雄の子ウシのワクチン接種が含まれる。
【００１５】
　[0013]本発明のこれらのおよび多様な他の特徴および利点は、以下の詳細な説明を読み
、そして付随する請求項を精査することから明らかであろう。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
【図１】[0014]図１は、本発明の態様にしたがったｐＥＴ３０ｂ　ＣａｔＳｏｍプラスミ
ドの例示的概略図である。該プラスミドには、すべて本発明の態様にしたがった、カナマ
イシン耐性マーカー、Ｌａｃオペレーター、Ｔ７プロモーター、ＣＡＴコード配列が含ま
れ、本明細書の本発明にしたがったリンカー領域、および本発明にしたがったソマトスタ
チンコード領域もまた含まれる。
【図２】[0015]図２は、例示的な染色されたＳＤＳ－ＰＡＧＥであり、本発明のコドンが
最適化されたＣＡＴ不完全ソマトスタチンポリペプチドの予測されたサイズに対応する２
８ＫＤバンドを示す。レーン１はＬＢ＋ＩＰＴＧ、還元であり、レーン２はＬＢ、還元で
あり、レーン３は、ＬＢ＋ＩＰＴＧであり、そしてレーン４はＬＢである。
【図３】[0016]図３Ａおよび３Ｂは、ワクチン接種された（実施例に記載するようなワク
チンを用いる）および対照乳牛（ＢＳＹ）の１日あたりのリットルでのミルク産生を示す
表である。各乳牛は、各表に示すように、特定の同定番号を有した。
【００１７】
　配列および配列識別子の同定
【００１８】
【化１－１】

【００１９】
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【００２０】
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【化１－３】

【００２１】
【化１－４】
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【発明を実施するための形態】
【００２２】
　[0032]本発明の態様は、ソマトスタチンの免疫原性が増進したキメラポリペプチド、お
よび該キメラポリペプチドをコードする核酸構築物を提供する。本明細書の態様には、キ
メラタンパク質を調製するための方法、ならびにキメラタンパク質を用いて、ターゲット
農場動物の特定の生産性を増加させるための方法、そして特に乳牛におけるミルク産生お
よび畜牛、ブタ、ヒツジ、ウサギ、ヤギ、雄の子ウシ等の肉産生を増加させるための方法
が含まれる。
【００２３】
　[0033]本発明の態様にはまた、ターゲット動物における免疫原性増進、ワクチン接種さ
れたターゲット動物に関する安全性増進、およびターゲット動物の使用者、すなわちワク
チン接種動物の消費者またはワクチン接種動物由来の製品の消費者に関する安全性増進の
ための、本発明のキメラタンパク質とともに使用するための新規アジュバントも含まれる
。
【００２４】
　[0034]１つの側面において、本発明は、ソマトスタチンの免疫原性増進のために設計さ
れたキメラソマトスタチンタンパク質を提供する。キメラソマトスタチンタンパク質態様
には、実質的に不活性化されたクロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ（ＣＡ
Ｔ）一部切除（ｔｒｕｎｃａｔｅｄ）タンパク質に対して、リンカー配列によって連結さ
れたソマトスタチン－１４のアミノ酸配列が含まれる。いくつかの場合、リンカー（本明
細書において、スペーサーとも称される）は、ターゲット宿主細胞におけるキメラポリペ
プチドの産生を増進するように最適化されてきている。他の場合、実質的に内毒素不含状
態で、キメラタンパク質のこれらの増進した量を産生し、そして単離するための方法を提
供する。
【００２５】
　[0035]別の側面において、本発明は、本発明のキメラソマトスタチンタンパク質を取り
込む、新規アジュバント組成物（いかなる動物由来タンパク質も、またはベンゼンのよう
な化学薬品も含有しない）およびワクチンを提供する。態様には、予想外に有効なアジュ
バント／キメラソマトスタチンタンパク質（典型的には実質的に内毒素不含）、すなわち
ワクチン接種されたターゲット農場動物において抗原性を誘導するための新規ワクチン、
組成物が含まれる。いくつかの態様において、ターゲット農場動物は、乳牛、雄の子ウシ
、ブタ、ヤギ等である。本発明のアジュバントは、本明細書のキメラソマトスタチンタン
パク質と組み合わせて記載されるが、本明細書の本発明のアジュバントを、他のワクチン
とともに、そして多様なターゲット動物、例えばヒト、ブタ、イヌ、ネコ等において用い
てもよいことが想定される。
【００２６】
　[0036]他の側面において、この新規ワクチンのわずかに単一の用量を用いて、ターゲッ
ト農場動物にワクチン接種して、生産性増進、そして特に乳牛および他の類似の農場動物
におけるミルク産生増進を得る方法を提供する。これらの改善された用量法（キメラソマ
トスタチンのより少ないワクチン接種回数およびより低い濃度）は、時間有効性およびよ
り低いコストを提供し、これは、乳業に拡張された場合、農場動物生産性における有意な
前進に相当する。また、本明細書の方法は、ターゲット農場動物、最終使用者、および組
換え成長ホルモンの排出が地下水供給内に放出される環境の両方に対して、医療業界内で
懸念が持たれている、組換え成長ホルモン療法の使用を回避する。
【００２７】
　[0037]定義
　[0038]本明細書で頻繁に用いられる特定の用語の理解を容易にするため、以下の定義を
提供し、そしてこうした定義は本開示の範囲を限定することを意味しない。
【００２８】
　[0039]用語「アミノ酸」は、２０の天然存在アミノ酸のいずれかならびに修飾アミノ酸
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配列いずれかを指す。修飾には、翻訳後プロセシングなどの天然プロセスが含まれてもよ
いし、または当該技術分野に知られる化学的修飾が含まれてもよい。修飾には、限定され
るわけではないが：リン酸化、ユビキチン化、アセチル化、アミド化、グリコシル化、フ
ラビンの共有結合、ＡＤＰ－リボシル化、架橋、ヨード化、メチル化等が含まれる。
【００２９】
　[0040]用語「キメラポリペプチド」または融合タンパク質は、第一および第二のポリペ
プチドがインフレームで発現されるように、第二の異種ポリペプチドに付着した第一のポ
リペプチドを指す。しばしば、２つのポリペプチドは、本発明のキメラポリペプチド（単
数または複数）の発現および機能を最適にするために、リンカーまたはスペーサー部分を
通じて付着されてもよい。
【００３０】
　[0041]用語「内毒素」は、グラム陰性細菌の細胞壁中で会合する毒素を指す。いくつか
の場合、毒素はグラム陰性細菌細胞壁の外膜の細菌膜構成要素のリポ多糖構成要素である
。
【００３１】
　[0042]用語「（単数または複数の）宿主細胞」は、ｅｘ　ｖｉｖｏ培養中で確立された
細胞を指す。本発明のキメラタンパク質を発現可能であることが、本明細書に論じる宿主
細胞の特徴である。本発明の側面に有用な適切な宿主細胞の例には、限定されるわけでは
ないが、細菌、酵母、昆虫および哺乳動物細胞が含まれる。こうした細胞の特定の例には
、ＳＦ９昆虫細胞（ＳｕｍｍｅｒｓおよびＳｍｉｔｈ，　１９８７，　Ｔｅｘａｓ　Ａｇ
ｒｉｃｕｌｔｕｒｅ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ　Ｓｔａｔｉｏｎ　Ｂｕｌｌｅｔｉｎ，　ｐ
１５５５）、大腸菌（Ｅ．Ｃｏｌｉ）細胞（ＢＬ２１（ＤＥ３）、Ｎｏｖａｇｅｎ）、酵
母（ピキア・パストリス（Ｐｉｃｈｉａ　Ｐａｓｔｏｒｉｓ）、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）
およびヒト肝臓細胞（Ｈｅｐ　Ｇ２（ＡＴＣＣ　ＨＢ８０６５））が含まれる。
【００３２】
　[0043]用語「核酸配列」は、デオキシリボ核酸鎖に沿ったデオキシリボヌクレオチド配
列の順序を指す。これらのデオキシリボヌクレオチドの順序は、ポリペプチド鎖に沿った
アミノ酸の順序を決定する。デオキシリボヌクレオチド配列は、アミノ酸配列をコードす
る。
【００３３】
　[0044]用語「タンパク質」、「ペプチド」、および「ポリペプチド」は、交換可能に用
いられて、アミノ酸ポリマーあるいは２以上の相互作用するかまたは結合したアミノ酸ポ
リマーのセットを意味する。
【００３４】
　[0045]用語「実質的に」は、「大きな度合い」を指し、例えば、実質的に除去された、
は、少なくとも７５％、より典型的には少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％、そ
して最も典型的には９６％、９７％、９８％、９９％のターゲット物質が除去されたこと
を意味し；実質的に不活性な、は、少なくとも７５％、より典型的には少なくとも８０％
、８５％、９０％、９５％、そして最も典型的には９６％、９７％、９８％、９９％の酵
素が不活性化されたことを意味する。こうしたものとして、実質的に不活性なＣＡＴ酵素
は、その活性の７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９
９％または１００％が除去されたものである。（既知の機能アッセイ、例えば放射標識ク
ロラムフェニコールにｎ－ブチリル補酵素Ａを結合させてそして続いて液体シンチレーシ
ョン計測（ＬＣＳ）によって測定するアッセイ；薄層クロマトグラフィーによる［１４Ｃ
］アセチルＣｏＡからクロラムフェニコールに移動した放射能標識量の決定によるアッセ
イ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍｏｄｅｌ，
　第３版，　Ｊ　ＳａｍｂｒｏｏｋおよびＤＷ　Ｒｕｓｓｅｌｌ，　２００１．　Ｃｏｌ
ｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ）または他の既知のまたは類似のアッセイ
等を用いて、ＣＡＴ活性を決定してもよい）。
【００３５】
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　[0046]用語「ベクター」は、１つの細胞から別の細胞にＤＮＡセグメント（単数または
複数）を移動させる核酸分子を指すよう用いられる。用語「ビヒクル」は、ときに、ベク
ターと交換可能に用いられる。２つの一般的なタイプのベクターは、プラスミドおよびウ
イルスベクターである。
【００３６】
　[0047]ソマトスタチン
　[0048]いくつかの研究によって、ソマトスタチンで免疫された動物は、１０～２０％の
平均一日増体重、９％の食欲減少、および食物利用効率の１１％の増加を有することが示
された。ソマトスタチンで免疫された動物、およびまたその子孫は、正しい比率（ｐｒｏ
ｐｏｒｔｉｏｎｓ）を有し、そして筋肉、骨および脂肪の間の動物の重量分布は、対照動
物におけるのと同じである（Ｒｅｉｃｈｌｉｎ、１９８７を参照されたい）。したがって
、ソマトスタチン免疫は、ターゲット動物の生産性を増進する有用でそして安全な方法を
提供する。これは、その使用に関して、治療された動物由来のミルクまたは肉におけるホ
ルモンに関する懸念、あるいは動物自身の安全性または生態系、特に地下水供給における
ホルモンの蓄積に関する懸念が生じている、組換え成長ホルモンの使用と比較した際、特
に当てはまる。
【００３７】
　[0049]ソマトスタチン－１４は、視床下部および胃腸管で産生される、生物学的に活性
であるテトラデカペプチドである。該テトラデカペプチドのアミノ酸配列は、ＡＧＣＫＮ
ＦＦＷＫＴＦＴＳＣ（配列番号１）である。ソマトスタチン－１４の配列は、哺乳動物間
で非常に保存されている（Ｌｉｎ　ＸＷら　Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｎｅｕｒｏｅｎ
ｄｏｃｒｉｎｅ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ｓｙｓｔｅｍｓ：　ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ－ｒｅ
ｌｅａｓｉｎｇ　ｈｏｒｍｏｎｅ　ａｎｄ　ｓｏｍａｔｏｓｔａｔｉｎ．　Ｃｏｍｐ　Ｂ
ｉｏｃｈｅｍ　Ｐｈｙｓｉｏｌ　Ｃ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ　Ｔｏｘｉｃｏｌ　Ｅｎｄｏｃ
ｒｉｎｏｌ．　１９９８　１１９（３）：３７５－８８．）。該テトラデカペプチドは、
核酸配列ＧＣＴＧＧＣＴＧＣＡＡＧＡＡＴＴＴＣＴＴＣＴＧＧＡＡＧＡＣＴＴＴＣＡＣＡ
ＴＣＣＴＧＴ（配列番号１５）にコードされる（配列番号１をコードする他の核酸配列を
用いてもよいが、配列番号１５が例示目的のために提供されていることに留意されたい）
。
【００３８】
　[0050]ソマトスタチン－１４は、動物において、成長および食物利用に関与する多数の
ホルモンに対して、強い阻害効果を有することが知られる。米国特許第６，３１６，００
４号（すべての使用のため、本明細書に援用される）に先に記載されるように、毎日の体
重増加および適切な場合はミルク産生の増加のために、ソマトスタチン－１４およびソマ
トスタチンのキメラ型を動物の免疫に用いてもよい。これらの免疫法は、慣用的なアジュ
バントを用いて行われ、そしてソマトスタチンに基づく本発明の材料を利用しなかった。
抗ソマトスタチン抗体でのターゲット動物の治療は、過剰に費用が掛かり、そして機能的
に劇的でなく、それによって直接抗体治療は非現実的であるとして排除されると立証され
てきたことに留意されたい。Ｍｕｒｏｍｔｓｅｖ　Ｇ．Ｓ．ら，　１９９０，　Ｂａｓｉ
ｃｓ　ｏｆ　ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ　ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，　Ａｇｒｏｐｒ
ｏｍｉｚｄａｔ，　モスクワ，　ｐｐ　１０２－１０６。本発明の１つの側面は、本明細
書に記載する組成物および方法によって形成される抗ソマトスタチン抗体が、ターゲット
動物において、ソマトスタチンの大部分の阻害作用を減弱するが、完全には排除しないと
いう概念に基づく。このプロセスは、免疫ターゲット動物における成長および生産性の自
然でそして比例的な増加を生じる。
【００３９】
　[0051]こうしたものとして、本発明の側面は、ターゲット動物を免疫する際に使用する
ための、非常に免疫原性の物質を提供することによって、ソマトスタチンに基づく免疫を
促進する。これらのソマトスタチンに基づく免疫化合物は、発現および抗原性に関して最
適化されてきている。いくつかの態様において、ソマトスタチン－１４は、コドンが最適
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化されたＣＡＴ不完全ソマトスタチンキメラポリペプチドとして発現される。これらの物
質は、他の免疫に基づくワクチンに勝る、予想外の改善を提供する。
【００４０】
　[0052]コドンが最適化されたＣＡＴ不完全ソマトスタチン新規構築物
　[0053]本発明の１つの側面は、最適化されたソマトスタチン免疫原性活性を有するキメ
ラタンパク質をコードする、単離核酸分子を提供する。特に、本発明の態様には、ソマト
スタチンに関する免疫原性活性を有するＣＡＴ融合タンパク質をコードする新規核酸構築
物が含まれる。これらのポリペプチドは、免疫法において、最適な機能的活性があると同
定されてきている。
【００４１】
　[0054]１つの態様において、本発明のキメラポリペプチドをコードする、図１に示すよ
うな概略図を有する構築物を提供する。本発明の核酸構築物は、一般的に、１０のＣ末端
アミノ酸を含まず、そして１つまたは２つのヒスチジン置換アミノ酸を含む、不活性ＣＡ
Ｔ酵素をコードする。ＣＡＴの実質的な不活性化は、注射されたターゲット動物において
、ＣＡＴに対する不都合な反応を回避する（そしてそれによってＣＡＴ耐性を回避する）
。クロラムフェニコールは、畜産業において一般的に用いられる抗生物質であり、そして
畜牛におけるクロラムフェニコールに対する耐性は、本発明の材料を用いてワクチン接種
された動物の安全性に対して不都合であろうことに留意されたい。こうしたものとして、
不活性化されたＣＡＴを有する構築物は、ワクチン接種された動物において、耐性の不都
合な副作用（動物に対する、問題がある安全性の関心事）を伴わずに、ＣＡＴの免疫原性
を有する。
【００４２】
　[0055]ＣＡＴ酵素は、Ｈｉｓ１９３（規範的なＣＡＴＩＩＩ変異体においてはＨｉｓ１
９５、以下のＬｅｗｅｎｄｏｎらを参照されたい）のイミダゾール基を除去することによ
って不活性化される。別の態様において、ＣＡＴ酵素は、Ｈｉｓ１９３および近くのＨｉ
ｓ１９２の両方（ＣＡＴＩＩＩに関しては、それぞれ、Ｈｉｓ１９５およびＨｉｓ１９４
）のイミダゾール基を除去することによって不活性化される。ＣＡＴの活性部位から必須
のＨｉｓ１９３（ＣＡＴＩＩＩにおいてはＨｉｓ１９５）イミダゾール基を除去して、そ
してアラニン、グリシンまたは他の類似のアミノ酸で置換すると、ＣＡＴ酵素の実質的な
不活性化が生じる（Ｌｅｗｅｎｄｏｎ　Ａら（１９９４）．　Ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ　
ｏｆ　ｃａｔａｌｙｔｉｃ　ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ－１９５　ｏｆ　ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅ
ｎｉｃｏｌ　ａｃｅｔｙｌ　ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ：　ｅｖｉｄｅｎｃｅ　ｆｏｒ　ａ
　ｇｅｎｅｒａｌ　ｂａｓｅ　ｒｏｌｅ　ｆｏｒ　ｇｌｕｔａｍａｔｅ．　Ｂｉｏｃｈｅ
ｍｉｓｔｒｙ．　３３（７）：　１９４４－５０．）。最後に、本明細書の態様にはまた
、Ｈｉｓ１９２（ＣＡＴＩＩＩに関してはＨｉｓ１９４）のみのイミダゾール基を除去す
ることによるＣＡＴ酵素不活性化も含まれてもよい。Ｈｉｓ１９３に関しては、置換は、
アラニン、グリシン、または他の類似のアミノ酸を用いてもよい。
【００４３】
　[0056]いくつかの側面において、１以上の置換ヒスチジンアミノ酸は、配列番号２の５
７４～５７６位および５７７～５７９位に位置する核酸によってコードされる（配列番号
３のアミノ酸１９２および１９３に対応する）。いくつかの態様において、本発明の核酸
配列には、配列番号４、配列番号５および配列番号６が含まれる。本明細書のヒスチジン
置換構築物を含む本発明のキメラタンパク質は、ほとんどまたはまったくＣＡＴ活性がな
い、非常に免疫原性のタンパク質を提供し、これは現存する技術に勝る有意な改善である
。実質的に不活性化されたＣＡＴ酵素態様を、本発明のソマトスタチンポリペプチドに付
着させる。この付着は、直接であってもまたはリンカーを用いて行われてもよい（以下に
より詳細に記載される）。
【００４４】
　[0057]部位特異的突然変異誘発および合成遺伝子組み立てを含む、当業者に知られる多
数の方法のいずれによって、ターゲット部位（Ｈｉｓ１９２および／またはＨｉｓ１９３
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）の不活性化を達成してもよい。１つの態様において、アラニン、グリシンまたは他の類
似のアミノ酸をコードするように、ヒスチジン１９３をコードする核酸配列を修飾する。
別の態様において、アラニン、グリシンまたは他の類似のアミノ酸をコードするように、
ヒスチジン１９２をコードする核酸配列を修飾する。１９２および１９３キメラポリペプ
チドに関する典型的な組み合わせ置換には：アラニン、アラニン；アラニン、グリシン；
グリシン、アラニン；およびグリシン、グリシンが含まれる。
【００４５】
　[0058]本発明の態様にはまた、本発明のＣＡＴ不完全ポリペプチドに関するアミノ酸配
列も含まれ、配列番号７、８および３を有するアミノ酸配列が含まれる（１９３でのｈｉ
ｓ→ｇｌｙ、１９３でのｈｉｓ→ａｌａ、１９２および１９３の両方でのｈｉｓ→ｇｌｙ
に対応する）。
【００４６】
　[0059]図１に示すように、実質的に活性でないＣＡＴ酵素を、多様な長さのスペーサー
を介して、ソマトスタチン－１４に連結してもよい。スペーサーは、球状の表面上に、コ
ードされるソマトスタチンが提示されるのを確実にするために必要である。本明細書のス
ペーサー態様は、最適なプロテアーゼ耐性および最適なエピトープ曝露を提供し、そして
本発明のキメラポリペプチド中に包含すると、本発明のリンカー配列（単数または複数）
を持たない構築物に勝る、予想外の改善を示した。
【００４７】
　[0060]したがって、スペーサー態様は、多様な微生物において、そして特に大腸菌にお
いて、ＣＡＴ不完全ソマトスタチン発現を確実にするように、長さおよび組成が最適化さ
れてきた。米国特許第６，３１６，００４号に記載されるような元来の構築物には、稀な
大腸菌コドンを有するスペーサーが含まれ、そして該構築物は、第二のまたはヘルパープ
ラスミドからの稀なｔＲＮＡの同時発現を必要とした。本明細書のスペーサー態様は、こ
れらの稀な大腸菌コドンを除去して、そしてそれによって、第二のヘルパープラスミドに
関する必要性を取り除いて、先行技術に勝る改善を提供する。
【００４８】
　[0061]典型的な態様において、スペーサーは、ｔｇｇｇａａｃｔｇｃａｃｃｇｔｔｃｔ
ｇｇｔｃｃａｃｇｃｃｃｇｃｇｃｃｃｔｃｇｃｃｃａｃｇｔｃｃｇｇａａｔｔｃａｔｇ（
配列番号９）の核酸配列を有する。本発明のスペーサーの１つの例は、ｗｅｌｈｒｓｇｐ
ｒｐｒｐｒｐｒｐｅｆｍ（配列番号１０）のアミノ酸配列を有する。本発明のスペーサー
の典型的なアミノ酸配列は、ｗｅｌｈｒｓｇｐ（ｒｐ）ｎｅｆｍ、式中、ｎ＞ｌ（配列番
号１１）である。上述のように、これらの新規スペーサー配列は、プロテアーゼ耐性の増
進（それによって米国特許第６，３１６，００４号に開示される構築物に比較した際、増
加した産生を可能にする）および最適なソマトスタチン－１４曝露を提供する。最適に構
成されたリンカーによって、実質的に不活性化されたＣＡＴ酵素（ヒスチジン置換構築物
）に付着したソマトスタチン－１４の組み合わせは、生産性増進のためにターゲット動物
を免疫するのに用いた際、他の慣用的な材料に勝る、予想外でそして驚くべき改善を示し
た。
【００４９】
　[0062]機能では最適ではないが、多様な長さの他のリンカー配列を用いて、実質的に不
活性であるＣＡＴ酵素に、ソマトスタチン－１４を付着させてもよい。さらに、実質的に
不活性であるＣＡＴ酵素へのソマトスタチン－１４の直接融合もまた、本明細書で使用可
能であることが想定され、そして本発明の範囲内であると見なされる。
【００５０】
　[0063]ベクターおよび宿主細胞
　[0064]本発明はまた、本発明のポリヌクレオチド分子を含むベクター、ならびにこうし
たベクターで形質転換された宿主細胞にも関する。一般的に、関心対象の増殖宿主のため
の選択可能マーカーおよび複製起点を含むベクターに、本発明のポリヌクレオチド分子の
いずれを連結してもよい。宿主細胞がこれらのベクターを含み、そしてそれによって本発
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明のポリペプチドを発現するように、宿主細胞を遺伝的に操作する。一般的に、本明細書
のベクターには、微生物またはウイルス宿主細胞のためのものなどの、適切な転写または
翻訳制御配列に機能可能であるように連結された、本発明のポリヌクレオチド分子が含ま
れる。制御配列の例には、転写プロモーター、オペレーター、またはエンハンサー、ｍＲ
ＮＡリボソーム結合部位、ならびに転写および翻訳を制御する適切な配列が含まれる。ヌ
クレオチド配列は、本明細書の制御配列が、本発明のポリヌクレオチドをコードするキメ
ラポリペプチドに機能的に関連している場合、機能可能であるように連結されている。
【００５１】
　[0065]典型的なビヒクルには、プラスミド、酵母シャトルベクター、バキュロウイルス
、不活性化アデノウイルス等が含まれる。１つの態様において、ビヒクルは修飾ｐＥＴ３
０ｂ　ＣａｔＳｏｍプラスミドである（図１を参照されたい）。本明細書で使用するため
のターゲット宿主細胞には、細菌宿主、例えば大腸菌、酵母、ＳＦ－９昆虫細胞、哺乳動
物細胞、植物細胞等が含まれる。
【００５２】
　[0066]１つの態様において、制御配列には、大腸菌または他の類似の微生物における本
発明のキメラポリペプチドの発現のためのＴ７ｌａｃ、ＣＡＴ、Ｔｒｐ、またはＴ５プロ
モーターが含まれる。これらの制御配列は当該技術分野に知られ、そして適切でそして既
知の条件下で用いられる。
【００５３】
　[0067]発現のために、遺伝的に修飾された緑色植物細胞を利用する場合、Ｐｌａｎｅｔ
　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙなどによって開発されたような系を利用してもよい。
　[0068]ターゲット制御配列の利用を通じて、本発明のキメラポリペプチドを発現させる
ための、本発明の多様なプラスミドが構築されてきている。例示的なプラスミドには、Ｔ
７ｌａｃプロモーターが含まれてもよい（図１を参照されたい）。
【００５４】
　[0069]ターゲットキメラポリペプチドの発現のための宿主細胞には、原核生物、酵母お
よびより高次の真核細胞が含まれる。例示的な原核宿主には、エシェリキア属（Ｅｓｃｈ
ｅｒｉｃｈｉａ）、バチルス属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、およびサルモネラ属（Ｓａｌｍｏ
ｎｅｌｌａ）、ならびにシュードモナス属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、およびストレプ
トミセス属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）の細菌が含まれる。典型的な態様において、宿
主細胞はエシェリキア属のものであり、そして大腸菌であってもよい。
【００５５】
　[0070]以下の実施例に示すように、本発明の構築物は、多様な条件下で、最適なＣＡＴ
不完全ソマトスタチン発現を提供する。これらの構築物は、原核宿主において、そして特
に、エシェリキア属の細菌において発現させるのに特に効率的である。本発明の背景にお
いて、典型的にはアグロバクテリウム・ツメファシエンス（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
　ｔｒａｍｅｆｉｃｉｅｓ）を用いた、多様な植物発現系もまた使用可能であることにも
また留意されたい。
【００５６】
　[0071]内毒素不含融合タンパク質精製
　[0072]本発明の側面には、動物ワクチン接種において使用するための、そして特に、い
くつかの場合、米国で育った乳牛である、農場動物のワクチン接種のための、内毒素不含
でコドンが最適化されたＣＡＴ不完全ソマトスタチンの使用が含まれる。内毒素不含材料
は、米国で育ちそして飼育された畜牛に関して特に重要である（例えば、Ｄｒａｃｋｌｅ
ｙ，　ＪＫ　２００４．　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ａｄａｐｔａｔｉｏｎｓ　ｉｎ
　ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ　ｄａｉｒｙ　ｃｏｗｓ．　ｐｐ　７４－８７，　Ｐｒｏｃ．　
Ｍｉｎｎｅｓｏｔａ　Ｄａｉｒｙ　Ｈｅｒｄ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｃｏｎｆ．中，　ミネソタ
州セントポール，　ミネソタ大学，　セントポール）。
【００５７】
　[0073]１つの態様において、適切なソマトスタチン含有ビヒクルでターゲット細胞を形
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質転換することによって、本発明のキメラ免疫原性ソマトスタチン含有タンパク質を調製
する。上述のように、本明細書で使用するためのビヒクルには、選択したターゲット細胞
において発現するのに適した既知のプラスミドおよびベクター系が含まれる。
【００５８】
　[0074]本発明の１つの側面において、キメラ免疫原性ソマトスタチン含有タンパク質は
、ターゲット宿主細胞において発現される。キメラタンパク質発現は、ターゲット制御配
列を用いて行われる。いくつかの側面において、キメラポリペプチドは、大腸菌での発現
のために最適化されてきている（特に、本明細書に開示するスペーサー配列に関して）。
【００５９】
　[0075]次いで、例えば、リゾチーム溶解、封入体の分画遠心分離、篩クロマトグラフィ
ー等を含む、既知のタンパク質精製技術にしたがって、キメラタンパク質を精製してもよ
い。アルカリｐＨの塩化グアニジンおよび尿素中での再フォールディング法を行い、その
後、透析および凍結乾燥してもよい。
【００６０】
　[0076]１つの態様において、コドンが最適化されたＣＡＴ不完全ソマトスタチン含有プ
ラスミド－ｐＥＴ３０ｂ　ＣａｔＳｏｍを用いて、大腸菌細胞を形質転換する；　ｐＥＴ
３０ｂ　ＣａｔＳｏｍは、発現に適した大腸菌塩基制御配列を有する。いくつかの場合、
これらの細胞をおよそ１０リットル発酵させると、少なくとも５００グラム、そしていく
つかの場合、６００グラムの総バイオマスが提供され、約４～６グラムの総タンパク質を
生じる。銀およびクーマシーブルー染色から、タンパク質の最大で半量がキメラタンパク
質でありうると概算される（実施例２および図２を参照されたい）。
【００６１】
　[0077]本明細書のいくつかの態様において、本発明のキメラタンパク質を、実質的に内
毒素不含状態で、形質転換宿主細胞から精製する。内毒素、そして特に内毒素への多数回
の曝露が、ある動物において、そして特に乳牛において、実質的に易感染性の動物（米国
で育ちそして飼育された乳牛における乳腺炎および内毒素ショック）を生じるという認識
は、本発明者らが得た、予想外でそして驚くべき結果であった。この認識の結果、乳牛ワ
クチン接種において、内毒素用量または曝露回数を排除するかまたは低下させるよう試み
た。内毒素に基づくこの影響は、乳牛が異なる系統の乳牛の子孫であるため、ロシアおよ
び他の国で育ちそして飼育された乳牛においてははるかにより認められないことに留意さ
れたい。Ｈｏｌｓｔｅｉｎ　Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ，　１　Ｈｏｌｓｔｅｉｎ　Ｐｌａ
ｃｅ，　Ｂｒａｔｔｌｅｂｏｒｏ，　Ｖｅｒｍｏｎｔ　０５３０２－０８０８。米国乳牛
におけるこの発見は、一般的に、いくつかの他の欧州市場におけるソマトスタチンでワク
チン接種した際の乳牛の場合のように、動物の免疫応答の最大化を補助するために、ワク
チンが何らかの少量の内毒素を含むべきであるという予想とは反対である（米国特許第６
，３１６，００４号を参照されたい）。
【００６２】
　[00078]こうしたものとして、本明細書のいくつかの態様は、ワクチンにおいて使用す
るための、そして特に家畜産業で用いる、そして米国内の家畜産業で用いるワクチンにお
いて使用するための、実質的に内毒素不含のキメラタンパク質の産生に関する。特定の態
様において、内毒素レベルは、１ＥＵ／ｍｌ以下であり、そして他の態様において、内毒
素レベルは、実質的に除去され、すなわち、本発明のキメラポリペプチドは実質的に内毒
素不含である。
【００６３】
　[0079]１つの態様において、内毒素を欠く洗浄溶液、すなわち内毒素不含水または溶液
を用いて、溶解した宿主細胞から回収したＩＢを数回洗浄する。内毒素レベルがおよそ１
ＥＵ／ｍｌ未満になるまで、回収したＩＰペレットを、場合によって洗浄してもよい（Ｍ
Ｐ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ、Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ等から商業的に入手可能な
試験キットを含む、１以上の既知のアッセイを用いて、内毒素試験を行ってもよい）。い
くつかの態様において、洗浄溶液は内毒素不含であり、そしてこれには、１以上のタンパ
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ク質分解性タンパク質阻害剤（単数または複数）、例えばフェニルメタンスルホニルフル
オリド（ＰＭＳＦ）、４－（２－アミノエチル）－ベンゼンスルホニルフルオリド（ＡＥ
ＢＳＦ）等が含まれる。いくつかの態様において、洗浄溶液は、ＰＭＳＦ、ＡＥＢＳＦま
たはＰＭＳＦおよびＡＥＢＳＦ両方の組み合わせの阻害有効量を有する、リン酸緩衝生理
食塩水（ＰＢＳ）である。
【００６４】
　[0080]いくつかの側面において、尿素を含有するｐＨ１２．５のタンパク質アンフォー
ルディング溶液で、実質的に内毒素不含のペレットを処理して、そしてアルギニン、グリ
セロールおよび／またはスクロースとともに、減少したモル濃度の尿素を含有するタンパ
ク質再フォールディング溶液中で再フォールディングさせてもよい。精製キメラタンパク
質濃度を、１～３ｍｇ／ｍｌ、そして典型的には約１．４～１．８ｍｇ／ｍｌの間になる
ように修正する。いくつかの場合、実質的に内毒素不含のキメラタンパク質を約１．５～
５ｍｇ／２ｍｌ用量、そしてより典型的には、２．０～３．５ｍｇ／２ｍｌ用量で、ワク
チン配合物に提供する。
【００６５】
　[0081]他の内毒素除去法が本発明の範囲内であると想定され、そしてこれには例えば、
商業的に入手可能なイオン交換内毒素除去カラム、疎水性カラム等が含まれてもよい（例
えば、Ｍｕｓｔａｎｇ　ＥまたはＧカラム（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）を参照されたい）。
【００６６】
　[0082]免疫応答が増進されたアジュバント
　[0083]本発明の態様は、体液性免疫の誘導増進のための新規アジュバントを提供する。
これらのアジュバントは、体液性応答の誘導のための慣用的な材料に勝る有意な改善を提
供する。本明細書のアジュバントは、多くのワクチンとともに使用可能であるが、実施例
には、乳牛、ブタまたは雄の子ウシにおけるワクチン接種のための本発明のポリペプチド
を伴う使用を示す。
【００６７】
　[0084]重要なことに、本明細書のアジュバントのすべての構成要素は、非動物起源であ
り、それによって、ワクチン接種された動物が、潜在的に汚染されているアジュバント構
成要素によって交差汚染される可能性を排除する。例えば、本明細書の態様は、動物起源
不含Ｔｗｅｅｎ８０（登録商標）を利用してもよい。これは、ターゲット動物が乳牛であ
る場合には特に重要であり、これは、ウシ海綿状脳症（ＢＳＥ）またはウシの他の類似の
病気に関する懸念があるためである。これらの懸念は、非動物起源のアジュバントが有意
な安全性の利点を提供する、ヒト治療にも同等に適切であることに留意されたい。さらに
、本明細書のアジュバント態様は、ベンゼンおよび他の類似の発癌性化合物を含まない。
これらの態様は、大部分の慣用的なアジュバント化合物において利用可能でない、安全性
の利点を提供する。例えば、本明細書の態様は、Ｃａｒｂｏｐｏｌ（登録商標）９７４Ｐ
またはベンゼン不含多塩基酸を利用してもよい。
【００６８】
　[0085]１つの態様において、免疫学的アジュバントは、エマルジョンプレミックス内で
混合された、選択された抗原と組み合わされた水中油エマルジョンを含む。
　[0086]本明細書で使用するための例示的な水中油エマルジョンには、ミネラルオイル、
Ｔｗｅｅｎ８０（登録商標）、Ｓｐａｎ８５（商標）およびターゲットポリマー（ベンゼ
ン不含ポリアクリル酸）の組み合わせが含まれる。いくつかの場合、ターゲットポリマー
は、ＣａｒｂｏｍｅｒホモポリマーＢ型からなる群より選択される。典型的な油－水エマ
ルジョンは、約８～１０％ミネラルオイル（ｖ／ｖ）、０．００３～０．００４％　Ｔｗ
ｅｅｎ８０（登録商標）（ｖ／ｖ）、０．００７～０．００８　Ｓｐａｎ８５（商標）（
ｖ／ｖ）および０．０４～０．０６％ポリマー（ｗ／ｖ）を含む。
【００６９】
　[0087]本発明の例示的なエマルジョンプレミックスは、高分子量ポリマー、表面活性剤
、およびおよそ５０％の油－水性基剤中の乳化剤で構成される。本明細書で使用するため



(16) JP 5506792 B2 2014.5.28

10

20

30

40

50

の高分子量ポリマーには、ペンタエリスリトールのアリルエーテルと架橋したアクリル酸
が含まれる。いくつかの場合、高分子量ポリマーは、約２９，０００～４０，０００の間
のＢｒｏｏｋｆｉｅｌｄ　ＲＶＴ粘性を有し、例えばＣａｒｂｏｐｏｌ（登録商標）９７
４Ｐ（Ｎｏｖｅｏｎ，　Ｉｎｃ．）である。
【００７０】
　[0088]乳牛または他のターゲット農場動物において、最適化された免疫応答を得るため
の方法
　[0089]本発明の組成物および方法にしたがって、本明細書記載の免疫原性組成物（内毒
素不含でコドンが最適化されたＣＡＴ不完全ソマトスタチン構築物）を、上述のような新
規アジュバントと組み合わせて、本発明のワクチンを提供する。１つの態様において、２
．９８ｍｇ／２ｍｌ（このうち５～２５％がアジュバント（ｖ／ｖ）であり、より典型的
には１０％～２０％がアジュバントであり、そして最も典型的には約２０％がアジュバン
トである）の総用量で、内毒素不含でコドンが最適化されたＣＡＴ不完全ソマトスタチン
構築物を投与する。他の慣用的なアジュバントが本発明の範囲内であると想定され、そし
てこれを、本発明のコドンが最適化されたＣＡＴ不完全ソマトスタチン構築物とともに用
いてもよいが、本明細書の新規アジュバントをこの能力で用いると、最適な結果になるこ
とが示されてきていることに留意されたい。
【００７１】
　[0090]新規ソマトスタチン構築物およびアジュバントの目的は、ターゲット動物、典型
的には農場動物、そしてより典型的には、乳牛、雄の子ウシ、ヒツジ、ブタ、またはヤギ
の生産性を増加させることである。
【００７２】
　[0091]調製物を、好ましくは１２回未満、より好ましくは６回未満、そしていくつかの
場合、わずか１回のみ、筋内または皮下注射する。ターゲット動物に１回より多く注射す
る必要がある場合、次の注射の前に、１４～２８日の間隔を空けるのが標準的である。上
述のように、本明細書の態様は、ターゲット動物に対する組換えホルモン治療の使用を回
避し、これは畜産分野における大きな利点である（組換え成長ホルモンは、少女における
思春期の早期開始、ならびに治療された畜牛由来の肥料が、表面および地下水環境の両方
に、不都合に影響を及ぼしうるという、多様な環境的な懸念と関連づけられてきている）
。
【００７３】
　[0092]皮下または筋内経路によって、本発明の無菌組成物を投与してもよい。典型的な
場合、投与部位は、ターゲット動物の首または尾であるが、他の部位を利用してもよい。
不都合な反応によって、動物が動き、食べ、飲む能力などが妨げられないような部位を用
いなければならないことに留意されたい。
【００７４】
　[0093]上述のように、本明細書のワクチンは、典型的には内毒素不含状態であり、本明
細書記載の新規アジュバントを用いて、乳牛、畜牛、ブタ等の肉およびミルク産生の有意
な改善を提供する。しかし、これらの治療には、食物消費の増加は付随しない。
【実施例】
【００７５】
　[0094]以下の実施例は、例示目的のためのみに提供され、そして本発明の範囲を限定す
ることを意図されない。
　実施例１：　ＣＡＴ不完全ソマトスタチン融合タンパク質の構築
　[0095]本実施例は、本発明の態様にしたがった、ＣＡＴ不完全ソマトスタチン融合タン
パク質の産生を例示する。プラスミドｐＥＴ３０ｂ－Ｃａｔ－Ｓｏｍに対して部位特異的
突然変異誘発を行って、Ｈｉｓ１９２およびＨｉｓ１９３をグリシン残基で置換した（修
飾後：　Ｇｌｙ１９２およびＧｌｙ１９３）。Ｈｉｓ１９３（およびＨｉｓ１９２）残基
を不活性化すると、ＣＡＴ酵素が陽子を受容する能力が排除され、それによってＣＡＴの
完全な不活性化が提供される。



(17) JP 5506792 B2 2014.5.28

10

20

30

40

50

【００７６】
　[0096]同じｐＥＴ３０ｂ－Ｃａｔ－Ｓｏｍ（Ｈｉｓ置換（単数または複数）を有する）
中のスペーサーは、同時発現されるｔＲＮＡ分子の非存在下で、大腸菌による発現のため
、コドンが最適化された。
【００７７】
　[0097]修飾ＣＡＴ不完全ソマトスタチン核酸構築物を配列番号１２に示す。非修飾ＣＡ
Ｔ－ソマトスタチン融合タンパク質（配列番号１４）と比較して、ＣＡＴ不完全ソマトス
タチン融合タンパク質配列を配列番号１３として開示する。
【００７８】
　実施例２：　ＣＡＴ不完全ソマトスタチン融合タンパク質は高レベルで発現させうる
　[0098]実施例１に記載するような、コドンが最適化されたＣＡＴ不完全ソマトスタチン
構築物を用いて、ＢＬ２１（ＤＥ３）細胞において融合タンパク質を発現させた。形質転
換細胞をＬＢ中で増殖させて、そして０．４ｍＭ　ＩＰＴＧでおよそ３時間誘導した。Ｏ
Ｄ０．７の密度の培養から１ミリリットルの細胞をペレットにし、そして１００μｌ　Ｓ
ＤＳ試料緩衝液中で、７０℃で１０分間加熱した。ＳＤＳ　ＰＡＧＥのため、レーンあた
り４０μｌの細胞抽出物試料を装填した。
【００７９】
　[0099]図２に示すように、コドンが最適化されたＣＡＴ不完全ソマトスタチン融合タン
パク質の予測されるサイズに対応する２８ＫＤのバンドは、ＩＰＴＧでの誘導後、レーン
１（ＬＢ＋ＩＰＴＧ、還元）およびレーン３（ＬＢ＋ＩＰＴＧ）で可視であった。対照レ
ーン２（ＬＢ、還元）およびレーン４（ＬＢ）では発現はまったく見られない。予期され
るように、標準的または還元条件下で泳動した際、融合タンパク質サイズには相違はなか
った。
【００８０】
　実施例３：内毒素不含でコドンが最適化されたＣＡＴ不完全ソマトスタチン含有ワクチ
ン
　[00100]本発明にしたがった例示的なワクチン：
【００８１】

【表１】

【００８２】
　[00101]実施例４：内毒素不含キメラペプチド／アジュバントは、ミルク産生増加を提
供する
　[00102]乳牛のランダムなプール（ホルスタイン交雑種－米国で育ちそして飼育された
もの）を同定し、各々は分娩３１～６５日後であった（３～５回目の授乳）。獣医によっ
て、各乳牛を検査し、そして最適な健康状態であると決定した。
【００８３】
　[00103]本研究における平均乳牛体重は、約１，０００～２，０００ポンドであった。
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６頭の授乳中の乳牛を、ＪＨ１４中、１．９６ｍｇ／キメラタンパク質／２ｍｌ用量で治
療した。あるいは、９頭の授乳中の乳牛に、慣用的なｒＢＳＴ治療を提供した。治療およ
びミルク産生研究は、大規模集中的ミルク産生乳製品製造所で行った。
【００８４】
　[00104]ワクチン接種を第０日に行った。抗ＳＳＴ血清抗体およびＩＧＦ－１血清レベ
ルを４週間後に試験した。ミルク産生および動物の全身健康状態の同定を定期的なスケジ
ュールで行った。
【００８５】
　[00105]本明細書記載の本発明の組成物を用いてワクチン接種した６頭の乳牛は正常の
外見を有し、内毒素反応または食物離脱（ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ）はなかった。６頭の乳
牛はすべて、ＳＳＴに対して陽性の血清学的応答を有し、平均力価は１：１４であった。
１回のワクチン接種のみで６頭の乳牛のミルク産生を得て（図３Ａを参照されたい）、２
３．７％の平均収量増加が示された。
【００８６】
　[00106]第０日および第１４日に、慣用的なｒＢＳＴ注射を用いて、９頭の乳牛を治療
し、ミルク産生性の全体の平均増加は２％であった（図３Ｂを参照されたい）。
　[00107]本実施例中のデータによって、乳牛において、本発明のアジュバントと組み合
わせて内毒素不含構築物を用いると、有効性の大幅な改善が示される。これらの結果は、
ｒＢＳＴを２回注射された（ｒｅｊｅｃｔｅｄ）乳牛に比較すると、動物の健康および生
産性に向けて劇的に改善される。
【００８７】
　[00108]実施例５：内毒素不含キメラペプチド／アジュバントは、治療した雌ブタの子
ブタにおいて、肉産生増加を提供する
　[00109]雌ブタのランダムなプールを同定し、各々は、分娩の少なくとも３５～３６日
前である。獣医によって、各雌ブタを検査し、そして最適な健康状態であると決定する。
妊娠した雌ブタを、本発明のワクチンを用いて２回免疫し（実施例３を参照されたい）、
１回は、分娩３５～３６日前であり、そしてもう１回は分娩８日前である。妊娠した雌ブ
タの対照群を比較目的のため維持する（ワクチン接種なしまたは無菌生理食塩水でのワク
チン接種）。
【００８８】
　[00110]ワクチン接種群から分娩された子ブタは、より高い生存可能性を有し、そして
より大きい平均サイズのものであろう。より大きい子ブタは、雌ブタの乳首から押しやら
れる可能性がより低いため、生存可能性パーセントを増進させるのは、子ブタサイズの増
加である。治療および対照子ブタの重量を、第２１日、第３０日および第７５日に測定す
る。本発明のワクチン接種は、７５日間の期間に渡って、平均３５％、子ブタの１日重量
を増加させる。
【００８９】
　[00111]重要なことに、子ブタ生存可能性および重量は、組換え増殖ホルモンの非存在
下で、本発明のワクチンの使用を通じて増加する。これは、組換えホルモン療法に勝る有
意な改善である。
【００９０】
　[00112]実施例６：内毒素不含キメラペプチド／アジュバントは、治療した雄の子ウシ
において、肉産生増加を提供する
　[00113]１～３ヶ月齢の雄の子ウシのランダムなプールを同定し、そして本発明の組成
物を注射する。およそ１０ヶ月の期間に渡る体重増加を監視し、そして本発明のワクチン
注射以外は、すべての意味で注射群と同じに処置した対照群と比較する。治療経過中、獣
医によって、雄の子ウシ各々を検査し、そして最適な健康状態であると決定する。
【００９１】
　[00114]ワクチン接種群のため、本明細書の注射を第０週、第４週および第８週で行う
（３回の総ワクチン接種）。ワクチン接種は、１８～２１ゲージｃｃ針を用いて、首に皮
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下的または筋内的に提供する。ブースター注射もまた提供する（４ブースト、３ブースト
またはブーストなし）。ワクチン接種注射には２ｍｇ／２ｍｌのキメラポリペプチドが含
まれた。配列番号３に記載するような、本発明の、ＣＡＴ中の両方のヒスチジン残基がグ
リシンアミノ酸で置換され、そして最適化されたリンカーを有するキメラポリペプチドを
調製した。
【００９２】
　[00115]ワクチン接種した雄の子ウシおよび対照子ウシを各々重量測定して、最初の重
量を得る。本明細書のワクチン接種した動物は、対照動物よりも１５～４０％の重量増加
を示すと予期される。治療した雄の子ウシの平均重量のこの増加は、治療しないものに勝
る有意な改善を示す。
【００９３】
　[00116]重要なことに、治療した雄の子ウシから採取した肉は、組換え成長ホルモンを
含有しない。
　[00117]本発明は、いくつかの態様に言及して特に示され、そして記載されてきている
が、当業者は、本発明の精神および範囲から逸脱することなく、本明細書に開示する多様
な態様に対して、形式および詳細の変化を行ってもよく、そして本明細書に開示する多様
な態様は、請求項の範囲に対する限定として作用するとは意図されないことを理解するで
あろう。

【図１】 【図２】
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