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(57)【要約】
　本発明は、２Ｂ型豚サーコウイルスの２つの新たな株
の単離および同定に関する。豚サーコウイルスのこれら
の２つの新たな株は、離乳後多臓器消耗症候群（ＰＭＷ
Ｓ）に対してブタを免疫化するためのワクチンまたは免
疫原性組成物の調製に用いることができる。したがって
、本発明は、免疫原性上有効な量の、配列番号１もしく
は２に示される核酸配列を有する豚サーコウイルスの少
なくとも１つを含む２Ｂ型豚サーコウイルスワクチンも
しくは免疫原性組成物、または本明細書において記載さ
れる豚サーコウイルスの２つの新たな２Ｂ型株の少なく
とも１つ由来の少なくとも１つのタンパク質をブタに投
与することにより、病原性豚サーコウイルスに対する防
御免疫応答を引き起こすための方法を提供する。本発明
はさらに、ＰＭＷＳに関連する症状または続発症のいず
れか１つまたは複数からのブタの防御に関する。
【図１】
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ゲノムが配列番号１もしくは２のどちらかの核酸分子を含むか、またはゲノムが配列番
号１もしくは２のどちらかに対して少なくとも９５％の配列相同性を有する核酸分子を含
む、単離された豚サーコウイルス。
【請求項２】
　ゲノムが配列番号１または２のどちらかの核酸分子を含む、請求項１に記載の単離され
た豚サーコウイルス。
【請求項３】
　２Ｂ型豚サーコウイルスである、請求項１または２に記載の単離された豚サーコウイル
ス。
【請求項４】
　配列番号３または４のどちらかに対して少なくとも９２％の配列同一性を有するＯＲＦ
２タンパク質を有する、請求項３に記載の単離された豚サーコウイルス。
【請求項５】
　ＯＲＦ２タンパク質をコードする核酸が、配列番号５または６の１０３３～１７３４番
残基を含む、請求項２に記載の単離された豚サーコウイルス。
【請求項６】
　病原性２Ｂ型豚サーコウイルスをコードするか、または前記サーコウイルス由来の少な
くとも１つのタンパク質をコードする、単離された核酸分子であって、配列番号１、２、
５、もしくは６のいずれかのヌクレオチド配列を含むか、または配列番号１、２、５、も
しくは６のいずれかに対して少なくとも９５％の配列相同性を有するヌクレオチド配列を
含む核酸分子。
【請求項７】
　配列番号１、２、５、または６のいずれかのヌクレオチド配列を含む、請求項６に記載
の単離された核酸分子。
【請求項８】
　ＯＲＦ２タンパク質をコードする核酸が、配列番号５またはの１０３３～１７３４番残
基で見られる、請求項６または７に記載の単離された核酸分子。
【請求項９】
　配列番号３または４に示されるアミノ酸配列を有するＯＲＦ２タンパク質をコードする
、請求項８に記載の単離された核酸分子。
【請求項１０】
　請求項１～５のいずれかに記載の単離された豚サーコウイルスおよび薬学的に許容でき
るアジュバントを含む免疫原性組成物。
【請求項１１】
　単離された豚サーコウイルスが弱毒化または不活化されている、請求項１０に記載の免
疫原性組成物。
【請求項１２】
　少なくとも１つの他の微生物、またはそれに対する免疫応答が望まれる前記微生物から
得られる抗原をさらに含む、請求項１１に記載の免疫原性組成物。
【請求項１３】
　他の微生物が、豚繁殖呼吸障害症候群ウイルス（ＰＲＲＳ）、豚パルボウイルス（ＰＰ
Ｖ）、マイコプラズマ・ハイオニューモニエ（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｈｙｏｐｎｅｕｍ
ｏｎｉａｅ）、ヘモフィルス・パラスイス（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｐａｒａｓｕｉｓ
）、パスツレラ・マルトシダ（Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ　ｍｕｌｔｏｃｉｄａ）、ブタ連
鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｍ　ｓｕｉｓ）、アクチノバチルス・プルロニューモ
ニエ（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、気管支敗
血症菌（Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ　ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ）、ブタコレラ菌（Ｓａ
ｌｍｏｎｅｌｌａ　ｃｈｏｌｅｒａｅｓｕｉｓ）、ブタ丹毒菌（Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｈ
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ｒｉｘ　ｒｈｕｓｉｏｐａｔｈｉａｅ）、レプトスピラ細菌、ブタインフルエンザウイル
ス、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）抗原、豚呼吸器コロナウイルス、ロタ
ウイルス、オーエスキー病の原因である病原体、ブタ伝染性胃腸炎の原因である病原体、
および豚サーコウイルスの第２の異なる株からなる群から選択される、請求項１２に記載
の免疫原性組成物。
【請求項１４】
　豚サーコウイルスの第２の異なる株が２Ａ型または２Ｂ型サーコウイルスである、請求
項１３に記載の免疫原性組成物。
【請求項１５】
　請求項６～９のいずれかに記載の少なくとも１つの単離された核酸分子および薬学的に
許容できるアジュバントを含む免疫原性組成物。
【請求項１６】
　それに対する免疫応答が望まれる少なくとも１つの他の微生物由来の少なくとも１つの
抗原をコードする核酸分子をさらに含む、請求項１５に記載の免疫原性組成物。
【請求項１７】
　他の微生物が、豚繁殖呼吸障害症候群ウイルス（ＰＲＲＳ）、豚パルボウイルス（ＰＰ
Ｖ）、マイコプラズマ・ハイオニューモニエ（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｈｙｏｐｎｅｕｍ
ｏｎｉａｅ）、ヘモフィルス・パラスイス（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｐａｒａｓｕｉｓ
）、パスツレラ・マルトシダ（Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ　ｍｕｌｔｏｃｉｄａ）、ブタ連
鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｍ　ｓｕｉｓ）、アクチノバチルス・プルロニューモ
ニエ（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、気管支敗
血症菌（Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ　ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ）、ブタコレラ菌（Ｓａ
ｌｍｏｎｅｌｌａ　ｃｈｏｌｅｒａｅｓｕｉｓ）、ブタ丹毒菌（Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｈ
ｒｉｘ　ｒｈｕｓｉｏｐａｔｈｉａｅ）、レプトスピラ細菌、ブタインフルエンザウイル
ス、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）抗原、豚呼吸器コロナウイルス、ロタ
ウイルス、オーエスキー病の原因である病原体、ブタ伝染性胃腸炎の原因である病原体、
および豚サーコウイルスの第２の異なる株からなる群から選択される、請求項１６に記載
の免疫原性組成物。
【請求項１８】
　豚サーコウイルスの第２の異なる株が２Ａ型または２Ｂ型サーコウイルスである、請求
項１７に記載の免疫原性組成物。
【請求項１９】
　皮下、筋肉内、鼻腔内、経皮、肝内に、またはリンパ内経路を介して、一回用量または
複数用量で投与される、請求項１０または１５に記載の組成物。
【請求項２０】
　ウイルス感染もしくは離乳後多臓器消耗症候群（ＰＭＷＳ）に対してブタを免疫化する
、またはＰＣＶ２の株により生じるブタの離乳後多臓器消耗症候群（ＰＭＷＳ）を予防す
るための方法であって、
ａ）免疫原性上有効な量の、請求項１～５のいずれかに記載の２型豚サーコウイルス、
ｂ）ａ）の２型豚サーコウイルスをコードする核酸分子、
ｃ）免疫原性上有効な量の、請求項１～５のいずれかに記載の２型豚サーコウイルスから
単離される少なくとも１つのタンパク質、または
ｄ）ｃ）の少なくとも１つのタンパク質をコードする核酸分子
のいずれか１つまたは複数を含む免疫原性上有効な量の組成物をブタに投与するステップ
を含む方法。
【請求項２１】
　２型豚サーコウイルスの免疫原性組成物を投与する前に、その投与と共に、またはその
投与の後に、免疫原性上有効な量の第２の異なる免疫原性組成物を投与するステップをさ
らに含む、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
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　第２の異なる免疫原性組成物が、免疫原性上有効な量の、ブタに対して病原性である少
なくとも１つの他の微生物、または前記微生物から得られる少なくとも１つの抗原、また
は前記抗原をコードする核酸分子を含み、前記微生物が、豚繁殖呼吸障害症候群ウイルス
（ＰＲＲＳ）、豚パルボウイルス（ＰＰＶ）、マイコプラズマ・ハイオニューモニエ（Ｍ
ｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、ヘモフィルス・パラスイス（Ｈａ
ｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｐａｒａｓｕｉｓ）、パスツレラ・マルトシダ（Ｐａｓｔｅｕｒｅ
ｌｌａ　ｍｕｌｔｏｃｉｄａ）、ブタ連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｍ　ｓｕｉｓ
）、アクチノバチルス・プルロニューモニエ（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌｅｕ
ｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、気管支敗血症菌（Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ　ｂｒｏｎｃｈｉ
ｓｅｐｔｉｃａ）、ブタコレラ菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｃｈｏｌｅｒａｅｓｕｉｓ）
、ブタ丹毒菌（Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｈｒｉｘ　ｒｈｕｓｉｏｐａｔｈｉａｅ）、レプト
スピラ細菌、ブタインフルエンザウイルス、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ
）抗原、豚呼吸器コロナウイルス、ロタウイルス、オーエスキー病の原因である病原体、
ブタ伝染性胃腸炎の原因である病原体、および豚サーコウイルスの第２の異なる株からな
る群から選択される、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　豚サーコウイルスの第２の異なる株が２Ａ型または２Ｂ型サーコウイルスである、請求
項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　２Ａ型または２Ｂ型豚サーコウイルスタンパク質をコードする少なくとも１つの外因性
核酸分子を含むベクターであって、豚サーコウイルスタンパク質がＯＲＦ２タンパク質で
あり、前記タンパク質をコードする外因性核酸分子が配列番号５または６の１０３３～１
７３４番残基に示されるベクター。
【請求項２５】
　アライグマポックスウイルスベクターである、請求項２４に記載のベクター。
【請求項２６】
　ブタに対して病原性である微生物由来の抗原をコードする１つまたは複数の外因性核酸
分子をさらに含み、前記微生物が、豚繁殖呼吸障害症候群ウイルス（ＰＲＲＳ）、豚パル
ボウイルス（ＰＰＶ）、マイコプラズマ・ハイオニューモニエ（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　
ｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、ヘモフィルス・パラスイス（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　
ｐａｒａｓｕｉｓ）、パスツレラ・マルトシダ（Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ　ｍｕｌｔｏｃ
ｉｄａ）、ブタ連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｍ　ｓｕｉｓ）、アクチノバチルス
・プルロニューモニエ（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉ
ａｅ）、気管支敗血症菌（Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ　ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ）、ブ
タコレラ菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｃｈｏｌｅｒａｅｓｕｉｓ）、ブタ丹毒菌（Ｅｒｙ
ｓｉｐｅｌｏｔｈｒｉｘ　ｒｈｕｓｉｏｐａｔｈｉａｅ）、レプトスピラ細菌、ブタイン
フルエンザウイルス、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）抗原、豚呼吸器コロ
ナウイルス、ロタウイルス、オーエスキー病の原因である病原体、ブタ伝染性胃腸炎の原
因である病原体、および豚サーコウイルスの第２の異なる株からなる群から選択される、
請求項２４または２５に記載のベクター。
【請求項２７】
　豚哺乳動物が離乳後多臓器消耗症候群（ＰＭＷＳ）に罹患しているかまたはそれを発症
するリスクがあるかを決定する方法であって、
（Ｉ）哺乳動物に由来する組織試料におけるＰＣＶ２核酸または前記核酸によりコードさ
れるタンパク質の量を測定するステップであって、前記ＰＣＶ２核酸またはタンパク質が
、
ａ）配列番号１、２、５、もしくは６のいずれかに対応する核酸またはそれらに由来する
核酸、
ｂ）配列番号３または４のどちらかを含むタンパク質、
ｃ）配列番号１、２、５、もしくは６のいずれかにハイブリダイズ可能な配列を含む核酸
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、または高いストリンジェンシー条件下でのそれらの相補体、または前記ハイブリダイズ
可能な配列によりコードされる配列を含むタンパク質、
ｄ）配列番号１、２、５、もしくは６のいずれかに対して少なくとも９５％相同な核酸、
またはＮＢＬＡＳＴアルゴリズムを用いて決定されるそれらの相補体、またはそれにより
コードされるタンパク質
であるステップと、
（ＩＩ）ＰＭＷＳに罹患しているまたはそれを発症するリスクにあることが疑われる哺乳
動物由来の組織試料における前記核酸またはタンパク質の量を、正常な哺乳動物由来の組
織試料内に存在する核酸もしくはタンパク質の量、または正常な組織試料についてあらか
じめ決定された標準と比較するステップであって、ＰＭＷＳに罹患しているまたは罹患の
疑いがある豚哺乳動物由来の組織試料における前記核酸またはタンパク質の量が、正常な
組織試料における量または正常な組織試料についてあらかじめ決定された標準と比較して
上昇すると、その哺乳動物がＰＭＷＳに罹患しているかまたはそれを発症するリスクにあ
ることが示されるステップと
を含む方法。
【請求項２８】
　組織試料が、浅鼠径リンパ節、気管気管支リンパ節、顎下腺リンパ節、肺、扁桃腺、脾
臓、肝臓、腎臓、全血、および血液細胞からなる群から選択される、請求項２７に記載の
方法。
【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し、豚サーコウイルスの病原性２Ｂ型株に対してブタ
を防御するための方法および組成物を提供する。さらに詳細には、本発明は、新たに同定
された病原性２Ｂ型豚サーコウイルス株、これらの２Ｂ型株をコードする核酸配列、およ
びこれらの核酸によってコードされるタンパク質に関する。本発明はまた、免疫原性上有
効な量のこれらの２Ｂ型豚サーコウイルスの少なくとも１つ、またはこれらの２型豚サー
コウイルスの少なくとも１つをコードする核酸、またはこれらの核酸によりコードされる
タンパク質の少なくとも１つを含む組成物を投与することにより病原性豚サーコウイルス
に対する免疫応答を引き起こすための方法および組成物にも関する。
【背景技術】
【０００２】
　豚サーコウイルス（ＰＣＶ）は、約１．７６ｋｂの一本鎖環状ＤＮＡゲノムを含有する
、小さな２０面体の、エンベロープを有さないウイルスである。それは初め、豚の腎臓細
胞系ＰＫ－１５の細胞培養汚染物質として単離された（Ｉ．Ｔｉｓｃｈｅｒら、Ｎａｔｕ
ｒｅ、２９５：６４～６６（１９８２）；Ｉ．Ｔｉｓｃｈｅｒら、Ｚｅｎｔｒａｌｂｌ．
Ｂａｋｔｅｒｉｏｌ．Ｈｙｇ．Ｏｔｇ．Ａ．２２６（２）：１５３～１６７（１９７４）
）。ＰＣＶは、３つの他の動物サーコウイルス（ニワトリ貧血ウイルス（ＣＡＶ）、オウ
ム嘴羽病ウイルス（ＰＢＦＤＶ）、および最近鳩から発見されたハトサーコウイルス（Ｃ
ｏＣＶ））、ならびに３つの植物サーコウイルス（バナナ萎縮病ウイルス、ココナッツ葉
腐食ウイルス、および地中クローバー発育阻害ウイルス）からなる、サーコウイルス科に
分類される（Ｍ．Ｒ．Ｂａｓｓａｍｉら、Ｖｉｒｏｌｏｇｙ、２４９：４５３～４５９（
１９９８）；Ｊ．Ｍａｎｋｅｒｔｚら、Ｖｉｒｕｓ　Ｇｅｎｅｓ　１６：２６７～２７６
（１９９８）；Ａ．Ｍａｎｋｅｒｔｚら、Ａｒｃｈ．Ｖｉｒｏｌ．１４５：２４６９～２
４７９（２０００）；Ｂ．Ｍ．Ｍｅｅｈａｎら、Ｊ．Ｇｅｎ．Ｖｉｒｏｌ．７８：２２１
～２２７（１９９７）；Ｂ．Ｍ．Ｍｅｅｈａｎら、Ｊ．Ｇｅｎ．Ｖｉｒｏｌ．７９：２１
７１～２１７９（１９９８）；Ｄ．Ｔｏｄｄら、Ａｒｃｈ．Ｖｉｒｏｌ．１１７：１２９
～１３５（１９９１））。３つのこれまでに認められている動物サーコウイルス（ＰＣＶ
、ＣＡＶ、およびＰＢＦＤＶ）のメンバーは、ヌクレオチド配列の相同性または抗原決定
基を互いに共有していない（上記のＭ．Ｒ．Ｂａｓｓａｍｉら、１９９８；上記のＤ．Ｔ
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ｏｄｄら、１９９１）。ＰＫ－１５細胞由来のＰＣＶでブタを実験的に感染させると、臨
床的疾患は生じず、したがって、このウイルスはブタに対して病原性であるとは見なされ
ない（Ｇ．Ｍ．Ａｌｌａｎら、Ｖｅｔ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．４４：４９～６４（１９９
５）；Ｉ．Ｔｉｓｃｈｅｒら、Ａｒｃｈ．Ｖｉｒｏｌ．９１：２７１～２７６（１９８６
））。汚染したＰＫ－１５細胞系に由来するこの非病原性ＰＣＶは、豚サーコウイルス１
型すなわちＰＣＶ１と称された。
【０００３】
　１９９１年（Ｊ．Ｃ．ＨａｒｄｉｎｇおよびＥ．Ｇ．Ｃｌａｒｋ、Ｓｗｉｎｅ　Ｈｅａ
ｌｔｈ　ａｎｄ　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　５：２０１～２０３（１９９７））に最初に記
載された離乳後多臓器消耗症候群（ＰＭＷＳ）は、次第に蔓延してきている、離乳中の子
豚の複合疾患である。ＰＭＷＳは主に、５～１８週齢のブタに発症する。臨床的なＰＭＷ
Ｓの徴候には、進行性の体重減少、呼吸困難、多呼吸、貧血、下痢、および黄疸が含まれ
る。死亡率は１％から２％であり、イギリスにおけるいくつかの合併症のケースでは最大
４０％である（Ｍ．Ｍｕｉｒｈｅａｄ、Ｖｅｔ．Ｒｅｃ．１５０：４５６（２００２））
。ＰＭＷＳの顕微鏡的病変の特徴には、肉芽腫性間質性肺炎、リンパ節症、肝炎、および
腎炎が含まれる（Ｇ．Ｍ．ＡｌｌａｎおよびＪ．Ａ．Ｅｌｌｉｓ、Ｊ．Ｖｅｔ．Ｄｉａｇ
ｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．１２：３～１４（２０００）；Ｊ．Ｃ．ＨａｒｄｉｎｇおよびＥ．Ｇ
．Ｃｌａｒｋ、Ｓｗｉｎｅ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　５：２０１
～２０３（１９９７））。
【０００４】
　ＰＣＶ１はブタにおいて偏在しているが、ブタに対して病原性ではない。ＰＭＷＳの主
な原因作用物質は、通常、豚サーコウイルス２型またはＰＣＶ２と称されるＰＣＶの病原
性株である（Ｇ．Ｍ．Ａｌｌａｎら、Ｖｅｔ．Ｒｅｃ．１４２：４６７～４６８（１９９
８）；Ｇ．Ｍ．Ａｌｌａｎら、Ｊ．Ｖｅｔ．Ｄｉａｇｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．１０：３～１０
（１９９８）；Ｇ．Ｍ．Ａｌｌａｎら、Ｖｅｔ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．６６：１１５～２
３（１９９９）；Ｇ．Ｍ．ＡｌｌａｎおよびＪ．Ａ．Ｅｌｌｉｓ、Ｊ．Ｖｅｔ．Ｄｉａｇ
ｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．１２：３～１４（２０００）；Ｊ．Ｅｌｌｉｓら、Ｃａｎ．Ｖｅｔ．
Ｊ．３９：４４～５１（１９９８）；Ａ．Ｌ．Ｈａｍｅｌら、Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．７２：５
２６２～５２６７（１９９８）；上記のＢ．Ｍ．Ｍｅｅｈａｎら、１９９８；Ｉ．Ｍｏｒ
ｏｚｏｖら、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．３６：２５３５～２５４１（１９９８
））。ＰＭＷＳに関連するＰＣＶ２の完全なゲノム配列は決定されている（Ｍ．Ｆｅｎａ
ｕｘら、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．３８：２４９４～５０３（２０００）；上
記のＡ．Ｌ．Ｈａｍｅｌら、１９９８；上記のＪ．Ｍａｎｋｅｒｔｚら、１９９８；上記
のＢ．Ｍ．Ｍｅｅｈａｎら、１９９７；上記のＢ．Ｍ．Ｍｅｅｈａｎら、１９９８；上記
のＩ．Ｍｏｒｏｚｏｖら、１９９８）。
【０００５】
　配列分析により、ＰＭＷＳに関連するＰＣＶ２が、非病原性ＰＣＶ１と約７５％のヌク
レオチド配列同一性しか有さないことが明らかとなっている。非病原性ＰＣＶ１および病
原性ＰＣＶ２の両方のＯＲＦ２遺伝子は、主要な免疫原性ウイルスカプシドタンパク質を
コードする（Ｐ．Ｎａｗａｇｉｔｇｕｌら、Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｃｌｉｎ．Ｄｉａｇｎ．Ｌ
ａｂ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．１：３３～４０（２００２）；Ｐ．Ｎａｗａｇｉｔｇｕｌら、Ｊ
．Ｇｅｎ．Ｖｉｒｏｌ．８１：２２８１～２２８７（２０００））。
【０００６】
　ＰＣＶ２に対するワクチンの開発は、ブタ産業に対する潜在的な影響を有するため、最
も重要なものとなっている。例えば、米国特許第６，２８７，８５６号（Ｐｏｅｔら）お
よびＷＯ９９／４５９５６は、鳥種に感染するサーコウイルスであるオウム嘴羽病ウイル
ス（ＢＦＤＶ）および豚サーコウイルス（ＰＣＶ）由来の核酸を記載している。この特許
は、裸のＤＮＡまたはｍＲＮＡを含むワクチン組成物を提案し、シス作用性の転写調節配
列または翻訳調節配列を含む、真核細胞におけるＰＣＶの一過性発現のための核酸ベクタ
ーを開示しており、前記配列は、その配列の核酸に機能的に結合しているヒトサイトメガ
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ロウイルスの迅速なまたは早期の遺伝子エンハンサーまたはプロモーターに由来する。
【０００７】
　米国特許第６，２１７，８８３号（Ａｌｌａｎら）および仏国特許第２，７８１，１５
９Ｂ号は、カナダ、カリフォルニア、およびフランス（ブルターニュ）におけるＰＭＷＳ
に感染したブタから採取した肺または神経節の試料からの５つのＰＣＶ株の単離、ならび
にワクチン／免疫原性組成物における少なくとも１つの豚パルボウイルス抗原と組み合わ
せたその使用を記載している。ＯＲＦ１からＯＲＦ１３からなるＰＣＶ２のオープンリー
ディングフレーム（ＯＲＦ）によりコードされるタンパク質はこの特許において広く記載
されているが、免疫原特性を示す特異的なタンパク質については全く例示されていない。
この特許はさらに、ＰＣＶ抗原をコードする核酸分子を含有しそれをインビボで発現する
、ＤＮＡプラスミド、線状ＤＮＡ分子、および組換えウイルスからなるベクターを記載し
ている。
【０００８】
　いくつかの他の参考文献、例えば米国特許第６，３９１，３１４Ｂ１号、米国特許第６
，３６８，６０１Ｂ１号、仏国特許第２，７６９，３２１号、仏国特許第２，７６９，３
２２号、ＷＯ０１／９６３７７Ａ２、ＷＯ００／０１４０９、ＷＯ９９／１８２１４、Ｗ
Ｏ００／７７２１６Ａ２、ＷＯ０１／１６３３０Ａ２、ＷＯ９９／２９８７１などは、Ｐ
ＣＶ１もしくはＰＣＶ２ポリペプチドまたは様々な株のポリペプチドをコードする核酸を
ワクチン組成物として投与することを記載している。
【０００９】
　本明細書におけるあらゆる参考文献の引用は、このような参考文献が本発明に対する先
行技術として利用可能であるということを承認するものとして判断されるべきではない。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　本発明は、その最も広い態様において、２型豚サーコウイルス（ＰＣＶ２）の２つの新
たな株の単離および同定を提供し、これらの株はそれぞれ、単独で、または組み合わせて
、病原性ＰＣＶ２の感染に対するブタの防御において用いるため、または離乳後多臓器消
耗症候群（ＰＭＷＳ）に関連する少なくとも１つの症状を改善するためのワクチンまたは
免疫原性組成物の調製に用いることができる。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　したがって、本発明の第１の態様は、ゲノムが配列番号１（ＦＤ０７と称される）もし
くは２（ＦＤＪＥと称される）のどちらかの核酸分子を含むか、またはゲノムが配列番号
１もしくは２のどちらかに対して少なくとも９５％の配列相同性を有する核酸分子を含む
、単離された豚２型サーコウイルスを提供する。
【００１２】
　一実施形態において、２つの新たに同定および単離された豚サーコウイルスは、２Ｂ型
豚サーコウイルス（ＰＣＶ２Ｂ）である。
【００１３】
　一実施形態において、単離された豚サーコウイルスは、配列番号３（ＦＤ０７由来）ま
たは４（ＦＤＪＥ由来）のどちらかに対して少なくとも９２％の配列同一性を有するＯＲ
Ｆ２タンパク質を有する。
【００１４】
　一実施形態において、単離された豚サーコウイルスは、配列番号３または４のどちらか
のアミノ酸配列を含むＯＲＦ２タンパク質を有する。
【００１５】
　本発明の第２の態様は、病原性２Ｂ型豚サーコウイルスをコードするか、または前記サ
ーコウイルス由来の少なくとも１つのタンパク質をコードする、単離された核酸分子を提
供し、この核酸分子は、配列番号１または２のどちらかに対して少なくとも９５％の配列
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相同性を有するヌクレオチド配列を含む。
【００１６】
　一実施形態において、単離された核酸分子は、配列番号１または２のどちらかのヌクレ
オチド配列を含む。
【００１７】
　一実施形態において、ＦＤ０７のＯＲＦ１レプリカーゼタンパク質をコードする単離さ
れた核酸分子は、配列番号５の５１～９９５番残基を含み、ＦＤ０７のＯＲＦ２カプシド
タンパク質をコードする単離された核酸分子は、配列番号５の１０３３～１７３４番残基
を含む。
【００１８】
　一実施形態において、ＦＤＪＥのＯＲＦ１レプリカーゼタンパク質をコードする単離さ
れた核酸分子は、配列番号６の５１～９９５番残基を含み、ＦＤＪＥのＯＲＦ２カプシド
タンパク質をコードする単離された核酸分子は、配列番号６の１０３３～１７３４番残基
を含む。
【００１９】
　一実施形態において、単離された核酸分子は、配列番号３または４に示されるアミノ酸
配列を有するＯＲＦ２タンパク質をコードする。
【００２０】
　本発明の第３の態様は、本明細書において記載される単離された２Ｂ型豚サーコウイル
スの少なくとも１つもしくはその組み合わせ、本明細書において記載される２Ｂ型豚サー
コウイルスの少なくとも１つをコードする少なくとも１つの核酸分子、本明細書において
記載される２Ｂ型豚サーコウイルスの少なくとも１つ由来の少なくとも１つのタンパク質
をコードする少なくとも１つの核酸分子、または本明細書において記載される２Ｂ型豚サ
ーコウイルスの少なくとも１つから得られる少なくとも１つのタンパク質のうち少なくと
も１つと、薬学的に許容できるアジュバントとを含む、免疫原性組成物またはワクチン組
成物を提供する。
【００２１】
　一実施形態において、ワクチンまたは免疫原性組成物は、
ａ）ゲノムが配列番号１もしくは２のどちらかの核酸分子を含む、生／弱毒化、もしくは
修飾された生ＰＣＶ２Ｂ、
ｂ）ゲノムが配列番号１もしくは２のどちらかの核酸分子を含む、死滅／不活化ＰＣＶ２
Ｂ、
ｃ）ＰＣＶ２Ｂ　ＤＮＡワクチン（例えば、ゲノムが配列番号１もしくは２のどちらかの
核酸分子を含むＰＣＶ２ＢのＯＲＦ２を発現するプラスミドベクター）、または
ｄ）ゲノムが配列番号１もしくは２のどちらかの核酸分子を含むＰＣＶ２ＢのＯＲＦ２を
発現する、不活化ウイルスベクター（例えば、バキュロウイルス、アデノウイルス、もし
くはアライグマポックスウイルスなどのポックスウイルス、または大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ
）などの細菌）
の１つまたは複数を含み得る。
【００２２】
　一実施形態において、ＯＲＦ２遺伝子が配列番号１または２の２Ｂ型豚サーコウイルス
から得られるワクチンまたは免疫原性組成物は、豚の２Ａ型、２Ｃ型、もしくは２Ｄ型の
株または任意の他の変異体での感染に対して交差防御し得る。このようなワクチンまたは
免疫原性組成物を投与すると、低毒性／低死亡率の２Ａ型株に対してブタが防御され、ま
た、病原性豚サーコウイルスの高毒性／高死亡率の２Ｂ型株に対しても交差防御される。
使用されるワクチンまたは免疫原性組成物は、単一用量または複数用量として投与するこ
とができる。投与すると、離乳後多臓器消耗症候群（ＰＭＷＳ）に関連する症状または続
発症のいずれか１つまたは複数からブタが防御される。さらに、上記の実施形態のいずれ
かを含むワクチンまたは免疫原性組成物を投与すると、また、豚サーコウイルスの高毒性
／高死亡率の２Ｂ型株に関連する平均死亡率よりも大きく低減する。
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【００２３】
　一実施形態において、上記の免疫原性組成物またはワクチン組成物は、豚サーコウイル
スに対する免疫応答を引き起こすため、または病原性ＰＣＶ２の感染に対してブタを防御
するため、またはその疾患に関連する少なくとも１つの症状を改善するために用いること
ができる。
【００２４】
　一実施形態において、上記の免疫原性組成物またはワクチン組成物はさらに、少なくと
も１つの他の微生物、またはそれに対する免疫応答が望まれる前記微生物から得られる抗
原を含む。一実施形態において、上記の免疫原性組成物またはワクチン組成物はさらに、
それに対する免疫応答が望まれる少なくとも１つの他の微生物由来の少なくとも１つの抗
原をコードする少なくとも１つの他の核酸分子を含む。他の微生物は、豚繁殖呼吸障害症
候群ウイルス（ＰＲＲＳ）、豚パルボウイルス（ＰＰＶ）、マイコプラズマ・ハイオニュ
ーモニエ（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、ヘモフィルス・パラ
スイス（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｐａｒａｓｕｉｓ）、パスツレラ・マルトシダ（Ｐａ
ｓｔｅｕｒｅｌｌａ　ｍｕｌｔｏｃｉｄａ）、ブタ連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕ
ｍ　ｓｕｉｓ）、アクチノバチルス・プルロニューモニエ（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕ
ｓ　ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、気管支敗血症菌（Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ　ｂ
ｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ）、ブタコレラ菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｃｈｏｌｅｒａ
ｅｓｕｉｓ）、ブタ丹毒菌（Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｈｒｉｘ　ｒｈｕｓｉｏｐａｔｈｉａ
ｅ）、レプトスピラ細菌、ブタインフルエンザウイルス、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉ
ａ　ｃｏｌｉ）抗原、豚呼吸器コロナウイルス、ロタウイルス、オーエスキー病の原因で
ある病原体、ブタ伝染性胃腸炎の原因である病原体、および豚サーコウイルスの第２の異
なる株からなる群から選択され得る。豚サーコウイルスの第２の異なる株は、２Ａ型また
は２Ｂ型サーコウイルスであり得る。
【００２５】
　一実施形態において、免疫原性組成物またはワクチン組成物は、アジュバントを伴って
または伴わずに投与される。
【００２６】
　一実施形態において、免疫原性組成物またはワクチン組成物は、皮下、筋肉内、鼻腔内
、経皮、肝内に、またはリンパ内経路を介して、一回用量または複数用量で投与される。
【００２７】
　本発明の第４の態様は、ウイルス感染もしくは離乳後多臓器消耗症候群（ＰＭＷＳ）に
対してブタを免疫化する、またはＰＣＶ２の株により生じるブタのＰＭＷＳを予防するた
め、またはＰＭＷＳに関連する少なくとも１つの症状を改善するための方法であって、
ａ）免疫原性上有効な量の、本明細書において記載される、配列番号１もしくは２のどち
らかの核酸分子によりコードされる２型豚サーコウイルスの少なくとも１つ、
ｂ）ａ）の２型豚サーコウイルスの少なくとも１つをコードする核酸分子、
ｃ）免疫原性上有効な量の、ａ）の２型豚サーコウイルスの少なくとも１つから単離され
る少なくとも１つのタンパク質、または
ｄ）免疫原性上有効な量の、ｃ）の少なくとも１つのタンパク質をコードする少なくとも
１つの核酸分子
のいずれか１つまたは複数を含む免疫原性上有効な量の組成物をブタに投与するステップ
を含む方法を提供する。
【００２８】
　一実施形態において、本発明は、非毒性の生理学的に許容できる担体と、ゲノムが配列
番号１または２のどちらかの核酸分子を含む、本明細書において記載される免疫原性上有
効な量の死滅／不活化２型豚サーコウイルスまたは生の弱毒化２型豚サーコウイルスとを
含む、ワクチンまたは免疫原性組成物を投与することにより、豚サーコウイルスの少なく
とも１つの病原性株に対してブタを免疫化または防御するための方法を提供する。一実施
形態において、本発明の方法は、アジュバントをさらに含む上記のワクチンまたは免疫原
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性組成物を投与することにより、豚サーコウイルス感染に対してブタを免疫化または防御
することを提供する。
【００２９】
　一実施形態において、本発明は、配列番号１または２において示される２型豚サーコウ
イルスをコードする感染性核酸を含むワクチンまたは免疫原性組成物を投与することによ
り豚サーコウイルスの病原性２Ｂ株に対してブタを免疫化または防御するための方法であ
って、この投与によって豚サーコウイルス感染の１つまたは複数の症状が改善する方法を
提供する。
【００３０】
　一実施形態において、本発明は、免疫原性上有効な量のワクチンまたは免疫原性組成物
を投与することにより２Ｂ型豚サーコウイルスの病原性株に対してブタを免疫化または防
御するための方法であり、前記組成物が、本発明において記載される２型豚サーコウイル
ス由来の少なくとも１つのタンパク質、または本発明の２型豚サーコウイルス由来のタン
パク質をコードする核酸を含む方法を提供する。一実施形態において、本発明の２Ｂ型豚
サーコウイルス由来のタンパク質は、ＯＲＦ２タンパク質である。一実施形態において、
ＦＤ０７およびＦＤＪＥと称される、本発明の２Ｂ型豚サーコウイルス由来のＯＲＦ２タ
ンパク質をコードするＯＲＦ－２遺伝子は、それぞれ、配列番号５および６に示されるヌ
クレオチド配列の１０３３～１０７４番残基を含み、ＦＤ０７およびＦＤＪＥのＯＲＦ－
２遺伝子によりコードされるタンパク質は、それぞれ、配列番号３または４に示されるア
ミノ酸配列を含む。
【００３１】
　一実施形態において、本発明は、豚サーコウイルスの病原性２Ｂ型株に対してブタを免
疫化または防御するための方法であって、２型豚サーコウイルスを含むワクチンもしくは
免疫原性組成物、または２型豚サーコウイルスをコードする核酸を投与するステップを含
み、豚サーコウイルスが、配列番号１もしくは２に示されるヌクレオチド配列、それらの
相補鎖、または配列番号１もしくは配列番号２のヌクレオチド配列に対して少なくとも９
５％の相同性を有する核酸配列によってコードされる方法を提供する。
【００３２】
　一実施形態において、本発明は、２つの新たな２Ｂ型豚サーコウイルスの少なくとも１
つ、または本発明の新たな２Ｂ型豚サーコウイルスの少なくとも１つをコードする核酸、
または本発明の２つの２Ｂ型豚株の少なくとも１つ由来の少なくとも１つのタンパク質、
またはこれらの２つのタンパク質の少なくとも１つをコードする核酸を含む、ワクチンま
たは免疫原性組成物を投与することにより、豚サーコウイルスの病原性２Ｂ型株に対して
ブタを免疫化または防御するための方法であり、豚サーコウイルスの病原性２Ｂ型株が、
本発明において記載される２Ｂ型豚サーコウイルスの２つの株の少なくとも１つのＯＲＦ
２遺伝子によりコードされるカプシドタンパク質と少なくとも９２％の配列同一性を示す
ＯＲＦ２遺伝子によりコードされるカプシドタンパク質を含有する豚サーコウイルスの株
である方法を提供する。本発明の豚サーコウイルスの２Ｂ型株のカプシドタンパク質のア
ミノ酸配列は、配列番号３および４において示される。
【００３３】
　一実施形態において、本発明の方法は、２Ｂ型豚サーコウイルス、または２Ｂ型豚サー
コウイルスをコードするかもしくは本発明の前記豚サーコウイルス由来の少なくとも１つ
のタンパク質をコードする核酸を含む、ワクチンまたは免疫原性組成物をブタに投与する
ことを含む、２Ｂ型豚サーコウイルスの病原性株での感染からブタを免疫化または防御す
ることであって、前記投与により、
　　２Ｂ型豚サーコウイルスの毒性形態に曝露されたブタの１つまたは複数のリンパ組織
または非リンパ組織における顕微鏡的病変の低減、
　　豚サーコウイルスの感染に関連するウイルス血症の低減、
　　１つまたは複数の組織における２Ａ型または２Ｂ型核酸のレベルの低減
という臨床症状の１つまたは複数が改善することを提供する。
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【００３４】
　一実施形態において、この方法はさらに、本明細書において記載される２型豚サーコウ
イルスの免疫原性組成物を投与する前に、その投与と共に、またはその投与の後に、免疫
原性上有効な量の第２の異なる免疫原性組成物を投与するステップを含む。
【００３５】
　一実施形態において、第２の異なる免疫原性組成物は、免疫原性上有効な量の、ブタに
対して病原性である少なくとも１つの他の微生物、または前記微生物から得られる少なく
とも１つの抗原、または前記抗原をコードする核酸分子を含み、前記微生物は、豚繁殖呼
吸障害症候群ウイルス（ＰＲＲＳ）、豚パルボウイルス（ＰＰＶ）、マイコプラズマ・ハ
イオニューモニエ（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、ヘモフィル
ス・パラスイス（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｐａｒａｓｕｉｓ）、パスツレラ・マルトシ
ダ（Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ　ｍｕｌｔｏｃｉｄａ）、ブタ連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃ
ｏｃｃｕｍ　ｓｕｉｓ）、アクチノバチルス・プルロニューモニエ（Ａｃｔｉｎｏｂａｃ
ｉｌｌｕｓ　ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、気管支敗血症菌（Ｂｏｒｄｅｔｅｌ
ｌａ　ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ）、ブタコレラ菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｃｈｏ
ｌｅｒａｅｓｕｉｓ）、ブタ丹毒菌（Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｈｒｉｘ　ｒｈｕｓｉｏｐａ
ｔｈｉａｅ）、レプトスピラ細菌、ブタインフルエンザウイルス、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒ
ｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）抗原、豚呼吸器コロナウイルス、ロタウイルス、オーエスキー病
の原因である病原体、ブタ伝染性胃腸炎の原因である病原体、および豚サーコウイルスの
第２の異なる株からなる群から選択される。豚サーコウイルスの第２の異なる株は、２Ａ
型または２Ｂ型サーコウイルスであり得る。
【００３６】
　本発明の第５の態様は、２Ａ型または２Ｂ型豚サーコウイルスタンパク質をコードする
少なくとも１つの外因性核酸分子を含むベクターであって、豚サーコウイルスタンパク質
がＯＲＦ２タンパク質であり、前記タンパク質をコードする外因性核酸分子が配列番号５
または６の１０３３～１７３４番残基に示されるベクターを提供する。
【００３７】
　一実施形態において、ベクターは、本明細書において記載されるＰＣＶ２ＡもしくはＰ
ＣＶ２Ｂ豚サーコウイルスまたはその両方由来の少なくとも１つのタンパク質をコードす
る核酸分子を含有するアライグマポックスウイルスベクターである。
【００３８】
　一実施形態において、ベクターはさらに、ブタに対して病原性である微生物由来の抗原
をコードする１つまたは複数の外因性核酸分子を含み、微生物は、豚繁殖呼吸障害症候群
ウイルス（ＰＲＲＳ）、豚パルボウイルス（ＰＰＶ）、マイコプラズマ・ハイオニューモ
ニエ（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、ヘモフィルス・パラスイ
ス（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｐａｒａｓｕｉｓ）、パスツレラ・マルトシダ（Ｐａｓｔ
ｅｕｒｅｌｌａ　ｍｕｌｔｏｃｉｄａ）、ブタ連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｍ　
ｓｕｉｓ）、アクチノバチルス・プルロニューモニエ（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ　
ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、気管支敗血症菌（Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ　ｂｒｏ
ｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ）、ブタコレラ菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｃｈｏｌｅｒａｅｓ
ｕｉｓ）、ブタ丹毒菌（Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｈｒｉｘ　ｒｈｕｓｉｏｐａｔｈｉａｅ）
、レプトスピラ細菌、ブタインフルエンザウイルス、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　
ｃｏｌｉ）抗原、豚呼吸器コロナウイルス、ロタウイルス、オーエスキー病の原因である
病原体、ブタ伝染性胃腸炎の原因である病原体、および豚サーコウイルスの第２の異なる
株からなる群から選択される。
【００３９】
　本発明の第６の態様は、豚哺乳動物が離乳後多臓器消耗症候群（ＰＭＷＳ）に罹患して
いるかまたはそれを発症するリスクがあるかを決定する方法であって、
（Ｉ）哺乳動物に由来する組織試料におけるＰＣＶ２核酸または前記核酸によりコードさ
れるタンパク質の量を測定するステップであって、前記ＰＣＶ２核酸またはタンパク質が
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、
ａ）配列番号１、２、５、もしくは６のいずれかを含む核酸またはそれらに由来する核酸
、
ｂ）配列番号３または４のどちらかを含むタンパク質、
ｃ）配列番号１、２、５、もしくは６のいずれかにハイブリダイズ可能な配列を含む核酸
、または高いストリンジェンシー条件下でのそれらの相補体、または前記ハイブリダイズ
可能な配列によりコードされる配列を含むタンパク質、
ｄ）配列番号１、２、５、もしくは６のいずれかに対して少なくとも９５％相同な核酸、
またはＮＢＬＡＳＴアルゴリズムを用いて決定されるそれらの相補体、またはそれにより
コードされるタンパク質
であるステップ、
（ＩＩ）ＰＭＷＳに罹患しているまたはそれを発症するリスクにあることが疑われる哺乳
動物由来の組織試料における前記核酸またはタンパク質の量を、正常な哺乳動物由来の組
織試料内に存在する核酸もしくはタンパク質の量、または正常な組織試料についてあらか
じめ決定された標準と比較するステップであって、ＰＭＷＳに罹患しているまたは罹患の
疑いがある豚哺乳動物由来の組織試料における前記核酸またはタンパク質の量が、正常な
組織試料における量または正常な組織試料についてあらかじめ決定された標準と比較して
上昇すると、その哺乳動物がＰＭＷＳに罹患しているかまたはそれを発症するリスクにあ
ることが示されるステップと
を含む方法を提供する。
【００４０】
　一実施形態において、豚哺乳動物がＰＭＷＳに罹患しているかまたはそれを発症するリ
スクがあるかを決定するための方法は、浅鼠径リンパ節、気管気管支リンパ節、顎下腺リ
ンパ節、肺、扁桃腺、脾臓、肝臓、腎臓、全血、および血液細胞からなる群から選択され
る組織試料における本発明のＰＣＶ２Ｂ核酸またはタンパク質の量を測定することを提供
する。
【図面の簡単な説明】
【００４１】
【図１】ＦＤ０７と称される２Ｂ型豚サーコウイルスの完全なゲノム配列（配列番号１）
を示す図である。
【図２】ＦＤＪＥと称される２Ｂ型豚サーコウイルスの完全なゲノム配列（配列番号２）
を示す図である。
【図３】ＦＤ０７と称されるＰＣＶ２ＢのＯＲＦ２カプシドタンパク質のアミノ酸配列（
配列番号３）を示す図である。
【図４】ＦＤＪＥと称されるＰＣＶ２ＢのＯＲＦ２カプシドタンパク質のアミノ酸配列（
配列番号４）を示す図である。
【図５】ＦＤ０７と称されるＯＲＦ１およびＯＲＦ２タンパク質をコードする核酸配列（
配列番号５）を示す図である。
【図６】ＦＤＪＥと称されるＯＲＦ１およびＯＲＦ２タンパク質をコードする核酸配列（
配列番号６）を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００４２】
　本方法および処置の方法論を説明する前に、この発明が特定の方法および記載される実
験条件に限定されず、したがって方法および条件が様々となり得ることを理解されたい。
また、本明細書において用いられる用語は、特定の実施形態を説明するためのものに過ぎ
ず、限定するものではないことも理解されたい。
【００４３】
　この明細書および添付の特許請求の範囲において用いられる場合、「１つの（ａ）」、
「１つの（ａｎ）」、および「その（ｔｈｅ）」という単数形は、内容からそうでないこ
とが明らかに示されない限り、複数の言及を含む。したがって、例えば、「その方法」と



(13) JP 2011-507522 A 2011.3.10

10

20

30

40

50

いう言及には、１つもしくは複数の方法、ならびに／または本明細書において記載され、
かつ／もしくはこの開示などを読むことで当業者に明らかとなるタイプのステップが含ま
れる。
【００４４】
　したがって、本願において、従来の分子生物学、微生物学、および当技術分野の技術内
にある組換えＤＮＡ技術を採用し得る。このような技術は、文献において完全に説明され
ている。例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ、ＦｒｉｔｓｃｈおよびＭａｎｉａｔｉｓ、Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、Ｓｅｃｏｎｄ
　Ｅｄｉｔｉｏｎ（１９８９）Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈｏａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（本
明細書において「Ｓａｍｂｒｏｏｋら、１９８９」）；ＤＮＡ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｐ
ｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ、Ｖｏｌｕｍｅｓ　ＩおよびＩＩ（Ｄ．Ｎ．Ｇｌｏ
ｖｅｒ編、１９８５）；Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
（Ｍ．Ｊ．Ｇａｉｔ編、１９８４）；Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔ
ｉｏｎ（Ｂ．Ｄ．ＨａｍｅｓおよびＳ．Ｊ．Ｈｉｇｇｉｎｓ編、（１９８５））；Ｔｒａ
ｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　Ａｎｄ　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ（Ｂ．Ｄ．ＨａｍｅｓおよびＳ
．Ｊ．Ｈｉｇｇｉｎｓ編、（１９８４））；Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ（
Ｒ．Ｉ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙ編、（１９８６））；Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　Ｃｅｌｌｓ　
Ａｎｄ　Ｅｎｚｙｍｅｓ（ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ、（１９８６））；Ｂ．Ｐｅｒｂａｌ、Ａ
　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ｇｕｉｄｅ　Ｔｏ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ（１９
８４）；Ｆ．Ｍ．Ａｕｓｕｂｅｌら（編）、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ
　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ
．（１９９４）を参照されたい。
【００４５】
　本明細書において記載されるものと類似のまたは等しい任意の方法および材料を本発明
の実施または試験において用いることができるが、好ましい方法および材料をこれから記
載する。本明細書において述べる全ての刊行物は、参照によりその全体が組み込まれる。
【００４６】
　定義
　本明細書において用いられる用語は、当業者に認識され知られている意味を有するが、
利便性および完全性のため、特定の用語およびそれらの意味を以下に説明する。
【００４７】
　「アジュバント」という用語は、抗原に対する免疫応答を増強する化合物または混合物
を言う。アジュバントは、抗原を緩やかに放出する組織デポーとして、また、免疫応答を
非特異的に増強するリンパ系活性化因子として役立ち得る（Ｈｏｏｄら、Ｉｍｍｕｎｏｌ
ｏｇｙ、Ｓｅｃｏｎｄ　Ｅｄ．、１９８４、Ｂｅｎｊａｍｉｎ／Ｃｕｍｍｉｎｇｓ：Ｍｅ
ｎｌｏ　Ｐａｒｋ、Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ、ｐ．３８４）。状況に応じて、アジュバント
の不存在下で抗原のみを用いて一次チャレンジを行うと、液性または細胞性免疫応答を引
き起こし損なう可能性がある。アジュバントには、限定はしないが、完全フロイントアジ
ュバント、不完全フロイントアジュバント、サポニン、水酸化アルミニウムなどの無機ゲ
ル、リゾレシチンなどの表面活性基質、プルロニックポリオール、ポリアニオン、ペプチ
ド、油または炭化水素エマルジョン、キーホールリンペットヘモシアニン、ジニトロフェ
ノール、ならびにＢＣＧ（カルメット・ゲラン桿菌（ｂａｃｉｌｌｅ　Ｃａｌｍｅｔｔｅ
－Ｇｕｅｒｉｎ））およびコリネバクテリウム・パルバム（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉ
ｕｍ　ｐａｒｖｕｍ）などの潜在的に使用可能なヒトアジュバントが含まれる。好ましく
は、アジュバントは薬学的に許容できるものである。
【００４８】
　「抗原」は、抗原が本発明に従って提示される場合に、宿主の免疫系を刺激して細胞抗
原特異的な免疫応答または液性抗体応答を生じさせ得る、１つまたは複数のエピトープを
含有する分子を意味する。普通、エピトープは、約３～１５個、通常は約５～１５個のア
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ミノ酸を含む。所与のタンパク質のエピトープは、当技術分野において周知のあらゆる数
のエピトープマッピング技術を用いて同定することができる。例えば、Ｅｐｉｔｏｐｅ　
Ｍａｐｐｉｎｇ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｖｏｌ．６６（Ｇｌｅｎｎ　Ｅ．Ｍｏｒｒｉｓ編、１９９６）Ｈｕ
ｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ、Ｔｏｔｏｗａ、Ｎ．Ｊ．を参照されたい。例えば、線状エピトー
プは、例えばタンパク質分子の部分に対応する多数のペプチドを固体担体上に同時に合成
し、ペプチドを抗体と反応させる一方で、ペプチドを依然として担体上に付着したままと
することにより決定され得る。このような技術は当技術分野において知られており、例え
ば、全て、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる、米国特許第４，７０８，８７
１号；Ｇｅｙｓｅｎら（１９８４）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８
１：３９９８～４００２；Ｇｅｙｓｅｎら（１９８６）Ｍｏｌｅｃ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２
３：７０９～７１５において記載されている。同様に、立体構造エピトープは、例えばｘ
線結晶学および２次元核磁気共鳴などによりアミノ酸の空間立体構造を決定することによ
り簡単に同定される。例えば、上記のエピトープマッピングのプロトコルを参照されたい
。さらに、本発明の目的では、「抗原」は、そのタンパク質が免疫学的応答を引き起こす
能力を維持している限り、天然の配列に対する欠失、付加、および置換などの修飾（通常
、本来は保存性であるが、非保存性でもあり得る）を含むタンパク質を言う。これらの修
飾は、部位特異的突然変異生成を介した、もしくは特定の合成手順を介した、もしくは遺
伝子操作アプローチを介した、意図的なものであり得るか、または、抗原を産生する宿主
の突然変異などを介した、偶発的なものであり得る。
【００４９】
　例えば「弱毒化ウイルス」などを説明するために本明細書において用いられる「弱毒化
」という用語は、微生物、例えばインビトロまたはインビボで成長または複製する能力が
限られているウイルスを言う。
【００５０】
　本明細書において用いられる「サーコウイルス」という用語は、別段の指示がない限り
、サーコウイルス科に属するサーコウイルスの任意の株を言う。例えば、本発明において
、サーコウイルスは病原性豚サーコウイルスである。特定の実施形態において、病原性豚
サーコウイルスは、豚サーコウイルスの低毒性／低死亡率の２Ａ型株または豚サーコウイ
ルスの高毒性／高死亡率の２Ｂ型株である。
【００５１】
　「相補的」は、この定義の目的のために、Ａ→Ｔ、Ｕ、およびＣ→Ｇ（ならびに逆もま
た同様である）というルールに従って別の配列におけるヌクレオチドにハイブリダイズ（
アニーリング）して、そのパートナーに「適合」する、１つの配列におけるヌクレオチド
を同定するという、その認識されている意味で理解される。酵素転写は、測定可能で周知
のエラー率を有し（用いられる特異的な酵素に応じる）、したがって、本明細書において
記載される様式を用いた転写精度の限度内において、当業者には、酵素的な相補鎖合成の
忠実性が完全ではないことおよび単位複製配列が全てのヌクレオチドにおいて標的ＲＮＡ
または鋳型ＲＮＡに完全に適合する必要はないことが理解されよう。高いストリンジェン
シーの条件を用いた手順は以下の通りである。ＤＮＡを含有するフィルターのプレハイブ
リダイゼーションを、６５℃で８時間から一晩、６×ＳＳＣ、５０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣ
ｌ（ｐＨ７．５）、１ｍＭのＥＤＴＡ、０．０２％のＰＶＰ、０．０２％のＦｉｃｏｌｌ
、０．０２％のＢＳＡ、および５００μｇ／ｍｌの変性サケ精子ＤＮＡから構成される緩
衝液において実施する。フィルターを６５℃で４８時間、１００μｇ／ｍｌの変性サケ精
子ＤＮＡおよび５～２０×１０６ｃｐｍの３２Ｐ標識プローブを含有するプレハイブリダ
イゼーション混合物においてハイブリダイズする。フィルターの洗浄を、３７℃で１時間
、２×ＳＳＣ、０．０１％のＰＶＰ、０．０１％のＦｉｃｏｌｌ、および０．０１％のＢ
ＳＡを含有する溶液において実施する。この後、０．１×ＳＳＣにおいて５０℃で４５分
間洗浄し、その後、オートラジオグラフィーを行う。用い得る高いストリンジェンシーの
他の条件は、当技術分野において周知である（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、１９８９、
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Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ、Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、２ｄ
　Ｅｄ．、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ
、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋを参照されたい、また、Ａ
ｕｓｕｂｅｌら編、ｉｎ　ｔｈｅ　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ｓｅｒｉｅｓ　ｏｆ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｔｅｃｈ
ｎｉｑｕｅ　ｍａｎｕａｌｓ、１９８７～１９９７　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌ
ｓ、（ｃ）１９９４～１９９７、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．を
参照されたい）。
【００５２】
　この開示において、「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ）」、「含まれる（ｃｏｍｐｒｉｓｅ
ｄ）」、「含んでいる（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」、「含有する（ｃｏｎｔａｉｎｓ）」
、「含有している（ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ）」などの用語は、米国特許法においてそれら
が有する意味を有し得ること、例えば、それらが「含む（ｉｎｃｌｕｄｅｓ）」、「含ま
れる（ｉｎｃｌｕｄｅｄ）」、「含んでいる（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」などを意味し得る
ことに注意されたい。「基本的に～からなっている（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｅｓｓｅｎ
ｔｉａｌｌｙ　ｏｆ）」および「基本的に～からなる（ｃｏｎｓｉｓｔｓ　ｅｓｓｅｎｔ
ｉａｌｌｙ　ｏｆ）」などの用語は、米国特許法においてそれらが有する意味を有し、例
えば、それらは、本発明の新規なまたは基本的な特徴を損なわないさらなる構成要素また
はステップの包含を可能にし、すなわち、それらは、本発明の新規なまたは基本的な特徴
を損なうさらなる列挙されていない構成要素またはステップを排除し、本明細書において
引用されるかまたは参照により本明細書に組み込まれる当技術分野における文献などの先
行技術の構成要素またはステップを排除し、とりわけそれは、この本明細書の目的が、特
許可能な、例えば、本明細書において引用されるかまたは参照により本明細書に組み込ま
れる文献などの先行技術に対して新規な、非自明な、進歩性のある実施形態を規定するこ
とであるためである。さらに、「～からなる（ｃｏｎｓｉｓｔ　ｏｆ）」および「～から
なっている（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｏｆ）」という用語は、米国特許法においてそれら
が有する意味を有し、すなわち、これらの用語はクローズドエンドのものである。
【００５３】
　「～によりコードされる」または「コードする」は、ポリペプチド配列をコードする核
酸配列を言い、ここで、ポリペプチド配列は、少なくとも３から５個のアミノ酸、より好
ましくは少なくとも８から１０個のアミノ酸、さらにより好ましくは少なくとも１５から
２０個のアミノ酸からなるアミノ酸配列、この核酸配列によりコードされるポリペプチド
を含有する。また、この配列によりコードされるポリペプチドで免疫学的に同定可能なポ
リペプチド配列も包含される。したがって、抗原の「ポリペプチド」、「タンパク質」、
または「アミノ酸」の配列は、抗原のポリペプチドまたはアミノ酸配列に対して、少なく
とも７０％の類似性、好ましくは少なくとも８０％の類似性、さらに好ましくは約９０～
９５％の類似性、最も好ましくは約９９％の類似性を有し得る。
【００５４】
　本発明の内容において用いられる「遺伝子」は、遺伝的機能が関連する、核酸分子（染
色体、プラスミドなど）におけるヌクレオチドの配列である。遺伝子は遺伝性の単位であ
り、例えば、生物のゲノム内の特異的な物理的位置（「遺伝子座」または「遺伝子座位」
）を占めるポリヌクレオチド配列（例えば、哺乳動物ではＤＮＡ配列）を含む、生物の遺
伝性の単位である。遺伝子は、ポリペプチドまたはポリヌクレオチド（例えばｔＲＮＡ）
などの発現産物をコードし得る。あるいは、遺伝子は、タンパク質および／または核酸の
結合（例えばファージ付着部位）などの特定の事象／機能についてゲノム位置を規定し得
、ここで、遺伝子は発現産物をコードしない。典型的には、遺伝子は、ポリペプチドをコ
ードする配列などのコード配列、およびプロモーター配列、ポリアデニル化配列、転写調
節配列（例えば、エンハンサー配列）などの非コード配列を含む。真核生物の多くの遺伝
子は、「イントロン」（非コード配列）に中断されている「エキソン」（コード配列）を
有する。特定のケースにおいて、遺伝子は、１つまたは複数の別の遺伝子（例えば、オー
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バーラップする遺伝子）と配列を共有し得る。
【００５５】
　したがって、「相同性」または「同一性」または「類似性」は、２つのペプチドまたは
２つの核酸分子の間の配列類似性を言う。相同性は、比較の目的のためにアラインされ得
るそれぞれの配列における位置を比較することにより決定することができる。比較された
配列における位置が同一の塩基またはアミノ酸で占められている場合、その分子はその位
置で同一である。核酸配列間の相同性または類似性または同一性の程度は、核酸配列が共
有している位置での同一のまたは適合しているヌクレオチドの数に応じる。アミノ酸配列
の同一性の程度は、アミノ酸配列が共有している位置での同一のアミノ酸の数に応じる。
アミノ酸配列の相同性または類似性の程度は、アミノ酸配列が共有している位置でのアミ
ノ酸の数、すなわち、構造的に関連しているアミノ酸の数に応じる。「関連していない」
または「非相同性」の配列は、本発明の配列の１つと４０％未満の同一性を有するが、好
ましくは２５％未満の同一性を有する。したがって、豚サーコウイルスまたはその断片の
「相同体」は、豚サーコウイルスまたはその断片と少なくとも約７５％の相同性（好まし
くは約８０％の相同性、より好ましくは約９０～９５％の相同性、および最も好ましくは
約９９％の相同性）を有する。
【００５６】
　ワクチンまたは免疫原性組成物に対する「免疫応答」は、対象における、目的の抗原ま
たはワクチン組成物において存在する分子に対する液性および／または細胞介在性免疫応
答の発生である。本発明の目的では、「液性免疫応答」は、抗体介在性の免疫応答であり
、抗原／本発明のワクチンに対する親和性を有する抗体の生成を伴うが、「細胞介在性免
疫応答」は、Ｔリンパ球および／または他の白血球細胞が介在するものである。「細胞介
在性免疫応答」は、主要組織適合性複合体（ＭＨＣ）のクラスＩまたはクラスＩＩ分子に
関連する抗原性エピトープの提示により引き起こされる。これは、抗原特異的なＣＤ４＋
Ｔヘルパー細胞またはＣＤ８＋細胞傷害性Ｔリンパ球（「ＣＴＬ」）を活性化させる。Ｃ
ＴＬは、主要組織適合性複合体（ＭＨＣ）によりコードされるタンパク質に関連して提示
され細胞の表面上に発現するペプチド抗原に対して特異性を有する。ＣＴＬは、細胞内微
生物の細胞内破壊の誘発および促進、またはこのような微生物に感染した細胞の溶解に役
立つ。細胞性免疫の別の態様は、ヘルパーＴ細胞による抗原特異的な応答を伴う。ヘルパ
ーＴ細胞は、機能の刺激に役立つように作用し、ＭＨＣ分子に関連してペプチド抗原をそ
の表面上に提示する細胞に対して、非特異的なエフェクター細胞の活性を焦点化する。「
細胞介在性免疫応答」はまた、サイトカインと、ケモカインと、活性化Ｔ細胞ならびに／
またはＣＤ４＋およびＣＤ８＋Ｔ細胞などに由来するものを含む他の白血球細胞によって
産生される他のこのような分子との産生を言う。特定の抗原または組成物が細胞介在性の
免疫学的応答を刺激する能力は、感作された対象における抗原に特異的なＴリンパ球につ
いてアッセイすることにより、または抗原での再刺激に応答したＴ細胞によるサイトカイ
ン産生の測定により、リンパ増殖（リンパ球の活性化）アッセイ、ＣＴＬ細胞傷害性細胞
アッセイなどの、多くのアッセイによって決定することができる。このようなアッセイは
当技術分野において周知である。例えば、Ｅｒｉｃｋｓｏｎら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．（
１９９３）１５１：４１８９～４１９９；Ｄｏｅら、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．（１
９９４）２４：２３６９～２３７６を参照されたい。
【００５７】
　「免疫原性」という用語は、抗原またはワクチンが、液性もしくは細胞介在性の一方、
またはその両方の免疫応答を引き起こす能力を言う。本明細書において用いられる「免疫
原性上有効な量」は、当業者に知られている標準的なアッセイによって測定される、細胞
性（Ｔ細胞）もしくは液性（Ｂ細胞もしくは抗体）応答の一方、またはその両方の免疫応
答を引き起こすために十分な抗原またはワクチンの量を言う。免疫原としての抗原の有効
性は、増殖アッセイ、Ｔ細胞がその特異的標的細胞を溶解する能力を測定するためのクロ
ム放出アッセイなどの細胞溶解アッセイ、または血清における抗原に特異的な循環抗体の
レベルを測定することによるＢ細胞活性のレベルの測定のいずれかによって測定すること
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ができる。さらに、免疫応答の防御のレベルは、免疫化された宿主を、注射されている抗
原でチャレンジすることにより測定することができる。例えば、それに対する免疫応答が
望まれる抗原がウイルスまたは腫瘍細胞である場合、「免疫原性上有効な量」の抗原によ
り誘発される防御のレベルは、動物をウイルスまたは腫瘍細胞でチャレンジした後の生存
率または死亡率を検出することにより測定される。一実施形態において、「免疫原性上有
効な量」のワクチンまたは免疫原性組成物は、ＦＡＩＤ５０法（Ｋｉｎｇら、Ｊｏｕｒｎ
ａｌ　ｏｆ　Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　ａｎｄ　Ｖｅｔ．Ｓｃｉｅｎ
ｃｅ、２９：８５～８９（１９６５））によって測定され、かつ米国特許第４，８２４，
７８５号における、約１から７Ｌｏｇ１０ウイルス粒子／ｍｌにわたるウイルス粒子の力
価を言う。一実施形態において、「免疫原性上有効な量」のワクチンまたは免疫原性組成
物は、ＦＡＩＤ５０法（Ｋｉｎｇら、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ　
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　ａｎｄ　Ｖｅｔ．Ｓｃｉｅｎｃｅ、２９：８５～８９（１９６５））
によって測定され、かつ米国特許第４，８２４，７８５号における、約２から５Ｌｏｇ１

０ウイルス粒子／ｍｌにわたるウイルス粒子の力価を言う。一実施形態において、「免疫
原性上有効な量」の感染性ＤＮＡワクチンまたは免疫原性組成物は、約５０から５０００
μｇにわたり得る。一実施形態において、「免疫原性上有効な量」の感染性ＤＮＡワクチ
ンまたは免疫原性組成物は、約５０から１０００μｇにわたり得る。特定の実施形態にお
いて、「約」という用語は、２０％以内、好ましくは１０％以内、さらに好ましくは５％
以内を意味する。
【００５８】
　「免疫原性組成物」という用語は、抗原、例えば微生物を含有する任意の医薬組成物に
関し、この組成物は、哺乳動物における免疫応答を引き起こすために用いることができる
。免疫応答は、Ｔ細胞応答、Ｂ細胞応答、またはＴ細胞応答およびＢ細胞応答の両方を含
み得る。組成物は、細胞表面でＭＨＣ分子に関連して抗原を提示することにより哺乳動物
を感作するために役立ち得る。さらに、抗原特異的Ｔリンパ球または抗体を生じさせて、
免疫化された宿主をさらに防御することを可能にすることができる。「免疫原性組成物」
は、細胞介在性（Ｔ細胞）免疫応答もしくは抗体介在性（Ｂ細胞）免疫応答の一方または
その両方を誘発する微生物全体またはこれに由来する免疫原性部分を含む、生の、弱毒化
、または死滅／不活化ワクチンを含有し得、かつ、微生物による感染に関連する１つまた
は複数の症状から動物を防御し得るか、または微生物での感染による死亡から動物を防御
し得る。
【００５９】
　「免疫原性ＯＲＦ」または「免疫原性ＯＲＦ」は、免疫応答を引き起こすオープンリー
ディングフレームを言い、例えば、ＯＲＦ２は免疫原性カプシドタンパク質をコードする
。
【００６０】
　本発明のワクチンおよび免疫原性組成物はさらに、免疫系を混乱させるかまたは改変し
て液性および／または細胞介在性免疫の上方調節または下方調節のどちらかが観察される
ようにする作用物質である、１つまたは複数のさらなる「免疫調節物質」を含み得る。特
定の一実施形態において、免疫系の液性および／または細胞介在性の反応の上方調節が好
ましい。特定の免疫調節物質の例には、例えば、とりわけ「薬学的に許容できるアジュバ
ント」またはサイトカインが含まれる。本発明のワクチンにおいて用いることができる「
薬学的に許容できるアジュバント」の非限定的な例には、ＲＩＢＩアジュバント系（Ｒｉ
ｂｉ　Ｉｎｃ．、Ｈａｍｉｌｔｏｎ、Ｍｏｎｔ．）、ミョウバン、水酸化アルミニウムゲ
ルなどの無機ゲル、水中油型エマルジョン、油中水型エマルジョン、例えばフロイント完
全アジュバントおよび不完全アジュバント、Ｂｌｏｃｋコポリマー（ＣｙｔＲｘ、Ａｔｌ
ａｎｔａ　Ｇａ．）、ＱＳ－２１（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　Ｉｎｃ．、Ｃ
ａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｍａｓｓ．）、ＳＡＦ－Ｍ（Ｃｈｉｒｏｎ、Ｅｍｅｒｙｖｉｌｌｅ　
Ｃａｌｉｆ．）、ＡＭＰＨＩＧＥＮ（登録商標）アジュバント、サポニン、Ｑｕｉｌ　Ａ
、または他のサポニン画分、モノホスホリル脂質Ａ、およびＡｖｒｉｄｉｎｅ脂質－アミ
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ンアジュバントなどが含まれる。本発明のワクチンにおいて有用な水中油型エマルジョン
の非限定的な例には、修飾ＳＥＡＭ６２およびＳＥＡＭ１／２製剤が含まれる。修飾ＳＥ
ＡＭ６２は、５％（ｖ／ｖ）スクアレン（Ｓｉｇｍａ）、１％（ｖ／ｖ）のＳＰＡＮ（登
録商標）８５洗浄剤（ＩＣＩ　Ｓｕｒｆａｃｔａｎｔｓ）、０．７％（ｖ／ｖ）のＴＷＥ
ＥＮ（登録商標）８０洗浄剤（ＩＣＩ　Ｓｕｒｆａｃｔａｎｔｓ）、２．５％（ｖ／ｖ）
のエタノール、２００μｇ／ｍｌのＱｕｉｌ　Ａ、１００μｇ／ｍｌのコレステロール、
および０．５％（ｖ／ｖ）のレシチンを含有する水中油型エマルジョンである。修飾ＳＥ
ＡＭ１／２は、５％（ｖ／ｖ）スクアレン、１％（ｖ／ｖ）のＳＰＡＮ（登録商標）８５
洗浄剤、０．７％（ｖ／ｖ）のＴｗｅｅｎ８０洗浄剤、２．５％（ｖ／ｖ）のエタノール
、１００μｇ／ｍｌのＱｕｉｌ　Ａ、および５０μｇ／ｍｌのコレステロールを含む水中
油型エマルジョンである。ワクチンに含まれ得る他の「免疫調節物質」には、例えば、１
つまたは複数のインターロイキン、インターフェロン、または他の既知のサイトカインが
含まれる。一実施形態において、アジュバントは、それぞれ米国特許第６，１６５，９９
５号および米国特許第６，６１０，３１０号において記載されているものなどの、シクロ
デキストリン誘導体またはポリアニオン系ポリマーであり得る。
【００６１】
　「感染性」という用語は、そのウイルスが何らかの疾患の原因であるか否かに関わらず
、ウイルスがブタにおいて複製するかまたは複製可能であることを意味する。本発明にお
いて、「感染性」ＤＮＡの例は、配列番号１または２のＰＣＶ２のＤＮＡとして示される
。
【００６２】
　「単離された」または「精製された」という用語は、材料がその元の環境（例えば、そ
れが自然に生じる場合には、天然の環境）から除去されることを意味する。例えば、「単
離された」または「精製された」ペプチドまたはタンパク質は、タンパク質が由来する元
である細胞もしくは組織供給源からの細胞材料もしくは他の汚染タンパク質を実質的に有
さないか、または化学的に合成されている場合には化学的前駆体もしくは他の化学物質を
実質的に有さない。「細胞材料を実質的に有さない」という表現は、ポリペプチド／タン
パク質が、それが単離されるかまたは組換えにより産生される元である細胞の細胞成分か
ら分離されている、ポリペプチド／タンパク質の調製物を含む。したがって、細胞材料を
実質的に有さないポリペプチド／タンパク質は、約３０％、２０％、１０％、５％、２．
５％、または１％（乾燥重量で）未満の汚染タンパク質を有するポリペプチド／タンパク
質の調製物を含む。ポリペプチド／タンパク質が組換えにより生産される場合、それはま
た好ましくは培地を実質的に有さず、すなわち培地がタンパク質調製物の容量の約２０％
、１０％、または５％未満に相当する。ポリペプチド／タンパク質が化学合成により生産
される場合、それは好ましくは化学的前駆体または他の化学物質を実質的に有さず、すな
わち、タンパク質の合成に関与する化学的前駆体または他の化学物質から分離される。し
たがって、ポリペプチド／タンパク質のこのような調製物は、約３０％、２０％、１０％
、５％（乾燥重量で）未満の、目的のポリペプチド／タンパク質断片以外の化学的前駆体
または化合物を有する。「単離された」または「精製された」核酸分子は、その核酸分子
の天然供給源において存在する他の核酸分子から分離されたものである。さらに、ｃＤＮ
Ａ分子またはＲＮＡ分子などの「単離された」核酸分子は、組換え技術によって生産され
る場合には他の細胞物質もしくは培地を実質的に有さないか、または化学的に合成される
場合には化学的前駆体もしくは他の化学物質を実質的に有さない可能性がある。
【００６３】
　「死滅」または「不活化」という用語は、本明細書においてほぼ同じ意味で用いられ、
ワクチン組成物の調製に用いられる１つまたは複数のウイルスの感染性を著しくまたは完
全に低減させることを言う。ウイルスの死滅または不活化は、当業者に知られている任意
の手順に従って、例えば分子生物学法（ＰＣＲ）、ウイルス力価の滴定方法、蛍光、免疫
学的方法（ＥＬＩＳＡ、ＲＩＡなど）、１つまたは複数のウイルスポリペプチドの検出を
可能にする免疫酵素法（ウェスタンなど）によって評価することができる。ホルマリン、
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アジド、凍結融解、超音波処理、熱処理、急激な圧力低下、洗浄剤（とりわけ、非イオン
性洗浄剤）、リゾチーム、フェノール、タンパク質溶解酵素、およびベータプロピオラク
トンを含む多くの異なる不活化作用物質および手段が採用されている。
【００６４】
　「リンパ組織」という用語は、リンパ球ならびにマクロファージおよび細網細胞などの
アクセサリー細胞に富み、結合組織の網によって支持されている任意の組織を言う。リン
パ組織には、骨髄、胸腺、リンパ節、脾臓、扁桃腺、アデノイド、パイアー斑、および粘
膜表面上へのリンパ球の凝集体が含まれる。「非リンパ」組織は、本明細書において定義
されるリンパ球およびアクセサリー細胞に富んでいない任意の他の組織を言う。
【００６５】
　本明細書において用いる場合、「核酸」または「核酸分子」という語句は、ＤＮＡ、Ｒ
ＮＡ、ならびにＤＮＡおよびＲＮＡまたはそれらから形成されるキメラの任意の既知の塩
基類似体を言う。したがって、「核酸」または「核酸分子」は、一本鎖形態または二本鎖
ヘリックスのいずれかの、リボヌクレオシド（アデノシン、グアノシン、ウリジン、もし
くはシチジン、「ＲＮＡ分子」）、またはデオキシリボヌクレオシド（デオキシアデノシ
ン、デオキシグアノシン、デオキシチミジン、もしくはデオキシシチジン、「ＤＮＡ分子
」）のリン酸エステルポリマー形態を言う。二本鎖ＤＮＡ－ＤＮＡ、ＤＮＡ－ＲＮＡ、お
よびＲＮＡ－ＲＮＡヘリックスが可能である。核酸分子という用語、およびとりわけＤＮ
ＡまたはＲＮＡ分子は、分子の一次構造および二次構造のみを言い、任意の特定の三次形
態には限定されない。したがって、この用語は、とりわけ線状または環状ＤＮＡ分子（例
えば、制限断片）で存在する二本鎖ＤＮＡ、プラスミド、および染色体を含む。特定の二
本鎖ＤＮＡ分子の構造を議論するに当たり、配列は、ＤＮＡの転写されていない鎖（すな
わち、ｍＲＮＡに相同な配列を有する鎖）に従って５Ｎから３Ｎの方向の配列のみをもた
らす通常の慣例に従って、本明細書において記載され得る。「組換えＤＮＡ分子」は、分
子生物学的な操作を受けているＤＮＡ分子である。
【００６６】
　「ヌクレオチド」は、含窒素塩基（アデニン、グアニン、シトシン、およびチミン）、
リン酸塩分子、ならびに糖分子（ＤＮＡにおけるデオキシリボース、ＲＮＡにおけるリボ
ース）からなる、ＤＮＡまたはＲＮＡのサブユニットを言う。
【００６７】
　本明細書において用いる「オープンリーディングフレーム」または「ＯＲＦ」または「
ＯＲＦ」という用語は、停止コドンの介在を伴わない、特定のサーコウイルスタンパク質
または抗原をコードするために必要な最小のヌクレオチド配列を言う。
【００６８】
　「非経口」という用語は、身体内に摂取されるか、または消化管を介する以外の様式で
、例えば静脈内もしくは筋肉内注射により投与される物質を言う。
【００６９】
　「病原性」という用語は、細菌またはウイルスなどの任意の感染作用物質が疾患を生じ
させる能力を言う。本発明において、「病原性」という用語は、豚サーコウイルス、とり
わけ２型豚サーコウイルスが、「離乳後多臓器消耗症候群」または「ＰＭＷＳ」と呼ばれ
るブタにおける疾患を生じさせる能力を言う。この疾患は、離乳した豚における消耗性の
または弱い動作、および、リンパの枯渇およびリンパ組織における濾胞の組織球性の置換
を伴う中程度から重度のリンパの病変によって特徴付けされることが多い。ＰＭＷＳに罹
患しているブタはまた、呼吸器疾患、例えば間質性肺炎、リンパ組織球性の肝炎、および
リンパ組織球性の間質性腎炎を有することが知られている。「病原性」２型豚サーコウイ
ルスに関連する他の状態には、散発性の生殖障害、腸炎、および豚皮膚炎腎症症候群（Ｐ
ＤＮＳ）が含まれる。「非病原性」微生物とは、豚サーコウイルスの「病原性」株につい
て上記で述べた特徴を有さない微生物を言う。「非病原性」豚サーコウイルスは通常、１
型豚サーコウイルスと呼ばれる。豚サーコウイルスの「病原性」株は通常、２型豚サーコ
ウイルスと呼ばれる。「非病原性」豚サーコウイルスは通常、１型豚サーコウイルスと呼
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ばれる。
【００７０】
　したがって、「同一性パーセント」または「配列同一性パーセント」という用語は、２
つのアミノ酸配列間または２つのヌクレオチド間の配列同一性を言う。ＦＡＳＴＡ、ＢＬ
ＡＳＴ、またはＥＮＴＲＥＺを含む様々なアラインメントアルゴリズムおよび／またはプ
ログラムを用いることができる。ＦＡＳＴＡおよびＢＬＡＳＴは、ＧＣＧ配列分析パッケ
ージ（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ、Ｍａｄｉｓｏｎ、Ｗｉｓ．）
の一部として利用可能であり、例えばデフォルトの設定と共に用いることができる。ＥＮ
ＴＲＥＺは、メリーランド州のベセスダの国立衛生研究所の国立医学図書館の国立生物工
学情報センターを介して入手可能である。一実施形態において、２つの配列の同一性パー
セントは、ギャップウェイトが１の、例えば、それぞれのアミノ酸のギャップが、それが
２つの配列間での単一のアミノ酸またはヌクレオチドのミスマッチであるかのように加重
される、ＧＣＧプログラムによって決定することができる。
【００７１】
　「薬学的に許容できる担体」という用語は、連邦政府の管理機関、州政府、もしくは他
の管理機関により認可されている担体、または、ヒトおよびヒトではない哺乳動物を含む
動物における使用について米国薬局方もしくは他の一般的に認められている薬局方におい
て列挙されている担体を意味する。「担体」という用語は、医薬組成物が共に投与される
希釈剤、アジュバント、添加剤、または賦形剤を言う。このような医薬担体は、石油、動
物、植物、または合成由来のものを含む水および油などの無菌液体、例えばピーナッツ油
、大豆油、鉱油、ゴマ油などであり得る。水は、医薬組成物が静脈内投与される場合に好
ましい担体である。生理食塩水および水性デキストロースおよびグリセロール溶液もまた
、液体担体として、とりわけ注射可能な溶液に採用することができる。適切な医薬添加剤
には、デンプン、グルコース、ラクトース、スクロース、ゼラチン、麦芽、米、小麦、チ
ョーク、シリカゲル、ステアリン酸ナトリウム、モノステアリン酸グリセロール、タルク
、塩化ナトリウム、乾燥脱脂粉乳、グリセロール、プロピレン、グリコール、水、エタノ
ールなどが含まれる。組成物は、必要に応じて、少量の湿潤剤もしくは乳化剤、またはｐ
Ｈ緩衝剤も含み得る。これらの組成物は、溶液、懸濁液、エマルジョン、錠剤、ピル、カ
プセル、粉末、持続放出製剤などの形態を取り得る。組成物は、従来の結合剤およびトリ
グリセリドなどの担体と共に座剤として製剤することができる。経口製剤は、医薬グレー
ドのマンニトール、ラクトース、デンプン、ステアリン酸マグネシウム、サッカリンナト
リウム、セルロース、炭酸マグネシウムなどの標準的な担体を含み得る。適切な医薬担体
の例は、Ｅ．Ｗ．Ｍａｒｔｉｎによる「Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔ
ｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ」において記載されている。製剤は、投与様式に適合してい
なくてはならない。
【００７２】
　「ポリヌクレオチド」は、生物学的に活性な（例えば免疫原性の）タンパク質またはポ
リペプチドを典型的にコードする核酸ポリマーである。ポリヌクレオチドによってコード
されるポリペプチドの性質に応じて、例えばポリヌクレオチドが抗原をコードする場合、
ポリヌクレオチドはわずか１０個のヌクレオチドを含み得る。さらに、「ポリヌクレオチ
ド」は、二本鎖および一本鎖の配列の両方を含み得、限定はしないが、ウイルス、原核生
物、または真核生物のｍＲＮＡ由来のｃＤＮＡ、ウイルス（例えば、ＲＮＡおよびＤＮＡ
ウイルスならびにレトロウイルス）または原核生物のＤＮＡ由来のゲノムＲＮＡおよびＤ
ＮＡ配列、またさらに合成ＤＮＡ配列を言う。この用語はまた、ＤＮＡおよびＲＮＡの任
意の既知の塩基類似体を含む配列も意味する。この用語はさらに、好ましくは核酸分子が
例えば抗原タンパク質をコードするようにする、天然の配列に対する欠失、付加、および
置換などの修飾（例えば、メチル化およびキャッピング）を含む。これらの修飾は、部位
特異的な突然変異生成を介した、もしくは特定の合成手順を介した、もしくは遺伝子操作
アプローチを介した、意図的なものであり得るか、または、抗原を産生する宿主の突然変
異などを介した、偶発的なものであり得る。「オリゴヌクレオチド」または「オリゴ」と
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いう用語は、本明細書においてほぼ同じ意味で用いられる。
【００７３】
　「豚の（ｐｏｒｃｉｎｅ）」および「ブタの（ｓｗｉｎｅ）」という用語は、ほぼ同じ
意味で用いられ、例えばブタなどの、イノシシ科のメンバーである任意の動物を言う。
【００７４】
　「防御する」という用語は、特定の病原体、例えばサーコウイルスに対する免疫応答を
誘発することにより、感染または疾患から、例えば哺乳動物、とりわけブタを保護するこ
とを言う。このような防御は通常、本明細書において記載されるワクチン組成物を用いて
哺乳動物を処置することで達成される。
【００７５】
　「タンパク質」、「ポリペプチド」、および「ペプチド」という用語は、アミノ酸残基
のポリマーを言い、最短の産物に限定されるものではない。したがって、ペプチド、オリ
ゴペプチド、二量体、多量体などは、この定義に含まれる。全長タンパク質およびその断
片の両方が、この定義に包含される。この用語はまた、好ましくはタンパク質が、そのタ
ンパク質が投与される動物内での免疫学的応答を引き起こす能力を維持するようになる、
天然の配列に対する欠失、付加、および置換などの修飾（通常、本来は保存性であるが、
非保存性でもあり得る）も含む。また、発現後修飾、例えばグリコシル化、アセチル化、
リン酸化なども含まれる。
【００７６】
　本明細書において用いる場合、「配列相同性」という用語は、その全ての文法形式にお
いて、異なる種由来の相同なタンパク質を含む、共通の進化上の起源を有するタンパク質
間の関係を言う（Ｒｅｅｃｋら、１９８７、Ｃｅｌｌ　５０：６６７）。
【００７７】
　２つのＤＮＡ配列は、少なくとも約７５％（好ましくは少なくとも約８０％、さらに好
ましくは少なくとも約９０または９５％、最も好ましくは約９９％）のヌクレオチドが、
規定された長さのＤＮＡ配列にわたり適合する場合、「実質的に相同」であるかまたは「
実質的に類似」している。実質的に相同な配列は、配列データバンクにおいて入手可能な
標準的なソフトウェアを用いて配列を比較することにより、または例えばその特定の系に
ついて規定されているストリンジェントな条件下でのサザンハイブリダイゼーション実験
において、同定することができる。適切なハイブリダイゼーション条件の規定は、当技術
分野の技術範囲内である。例えば、上記のＭａｎｉａｔｉｓら；上記のＤＮＡ　Ｃｌｏｎ
ｉｎｇ、Ｖｏｌｓ．Ｉ　＆　ＩＩ；上記のＮｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚ
ａｔｉｏｎを参照されたい。
【００７８】
　同様に、２つのアミノ酸配列は、７０％を超えるアミノ酸が同一であるかまたは機能的
に同一である場合、「実質的に相同」であるかまたは「実質的に類似」している。好まし
くは、類似または相同な配列は、例えばＧＣＧ（Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　
Ｇｒｏｕｐ、Ｐｒｏｇｒａｍ　Ｍａｎｕａｌ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ＧＣＧ　Ｐａｃｋａｇｅ
、Ｖｅｒｓｉｏｎ　７、Ｍａｄｉｓｏｎ、Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ）パイルアッププログラム
を使用したアラインメントによって同定される。
【００７９】
　本明細書において用いる場合、「処置」（その変形、例えば「処置する」または「処置
される」を含む）は、（ｉ）従来のワクチンにおけるような、感染または再感染の予防、
（ｉｉ）症状の重症度の低減または症状の除去、および（ｉｉｉ）問題になっている病原
体または病気の実質的なまたは完全な除去の１つまたは複数のいずれかを言う。したがっ
て、処置は、予防的に（感染の前に）または治療的に（感染の後に）行われる。本発明に
おいて、予防的な処置が好ましい様式である。本発明の特定の実施形態に従うと、予防的
および／または治療的に免疫付与することを含む、ウイルス感染に対して宿主動物を処置
する組成物および方法が提供される。本発明の方法は、哺乳動物、好ましくはブタに予防
的および／または治療的免疫を付与するために有用である。本発明の方法はまた、生物医
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学的研究の適用のために哺乳動物に対して実施することができる。
【００８０】
　ほぼ同じ意味で用いられる「ワクチン」または「ワクチン組成物」という用語は、動物
において免疫応答を誘発する少なくとも１つの免疫原性組成物を含む医薬組成物を言う。
ワクチンまたはワクチン組成物は、感染による疾患または考えられる死亡から動物を防御
し得、活性成分の免疫学的活性を増強する１つまたは複数のさらなる成分を含み得るか、
または含まない可能性がある。ワクチンまたはワクチン組成物はさらに、医薬組成物に典
型的なさらなる成分を含み得る。ワクチンまたはワクチン組成物はさらに、例えばアジュ
バントまたは免疫調節物質を含む、ワクチンまたはワクチン組成物に典型的なさらなる成
分を含み得る。ワクチンの免疫原性上活性な成分は、完全な生きた生物をその元の形態で
含み得るか、修飾された生ワクチンにおいては弱毒化生物として、または死滅もしくは不
活化ワクチンにおいては適切な方法によって不活化された生物として、またはウイルスの
１つもしくは複数の免疫原性成分を含むサブユニットワクチンとして、または当業者に知
られている方法によって調製された、遺伝子操作された、突然変異した、もしくはクロー
ニングされたワクチンとして含み得る。ワクチンは、上記の要素の１つを、または２つ以
上を同時に含み得る。本発明において、ワクチン組成物は、限定はしないが、キメラサー
コウイルス全体の生、弱毒化、もしくは死滅／不活化形態、キメラ豚サーコウイルスをコ
ードする感染性核酸、またはプラスミド、ベクター、もしくは豚内にＤＮＡを直接注入す
るための他の担体を含む他の感染性ＤＮＡワクチンを含む。
【００８１】
　概要
　ブタ産業に対する潜在的な影響のため、豚サーコウイルス２型（ＰＣＶ２）の病原性形
態に対するワクチンの開発は、最も重要なものである。非病原性ＰＣＶ１は、ＰＣＶ２の
感染に対して使用が制限されると考えられている。
【００８２】
　さらに、平均死亡率よりも高いことに一部には特徴を有する、ＰＣＶ２の新たな毒性株
が生じている。これらの高毒性／高死亡率のＰＣＶ２の病原性株はＰＣＶ２Ｂと称され、
一方で、低毒性、低死亡率の病原性株はＰＣＶ２Ａと称される。これらの２つの株につい
て最近提案された別の用語は、ＰＣＶ２Ａ株を「遺伝子型ＩＩ」または「ＲＦＬＰ４２２
」と言い、一方でＰＣＶ２Ｂ株を「遺伝子型Ｉ」または「ＲＦＬＰ３２１」と言う。これ
までに記載されているワクチン組成物のいくつかは、ＰＣＶ２Ａの低死亡率、低毒性の病
原性株に対して有効であることが証明され得るが、これらのいずれも、平均死亡率よりも
高いことに一部には特徴を有する、高毒性の病原性ＰＣＶ２Ｂ株に対して有効であること
は示されていない。
【００８３】
　豚サーコウイルスのこれらの高毒性の病原性ＰＣＶ２Ｂ株に関連する、感染の重症度、
および平均死亡率よりも高いことを考慮すると、これらの株の１つまたは複数を、離乳後
多臓器消耗症候群（ＰＭＷＳ）に対してブタを免疫化および防御するための免疫原性組成
物またはワクチン組成物を調製するために同定すること、単離すること、および用いるこ
とが有利である。
【００８４】
　ＰＣＶ２Ｂのこのような株の同定および単離は、本発明の目的である。
【００８５】
　一実施形態において、新たに同定および単離された豚サーコウイルスは、配列番号１ま
たは２のどちらかに示される核酸配列を有する２Ｂ型株である。一実施形態において、単
離された豚サーコウイルスは、配列番号１または２の配列に対して少なくとも約９５％の
配列相同性を有する核酸配列を有する２Ｂ型株である。一実施形態において、新たに同定
および単離された２Ｂ型豚サーコウイルスのＯＲＦ２タンパク質は、配列番号３または４
のどちらかに対して少なくとも９２％の配列同一性を有する。
【００８６】



(23) JP 2011-507522 A 2011.3.10

10

20

30

40

50

　本発明の一実施形態において、本方法は、本発明の核酸によってコードされる豚サーコ
ウイルスを含む免疫原性上有効な量の免疫原性組成物を投与することを含む、２Ａまたは
２Ｂ型病原性豚サーコウイルス（ＰＣＶ２）に対してブタを免疫化することを提供する。
【００８７】
　とりわけ、本発明の方法は、
ａ）弱毒化形態もしくは不活化／死滅形態のいずれかの、免疫原性上有効な量の、本明細
書において記載される２型豚サーコウイルスの少なくとも１つ、
ｂ）ａ）の２型豚サーコウイルスの少なくとも１つをコードする核酸分子、
ｃ）免疫原性上有効な量の、ａ）の２型豚サーコウイルスの少なくとも１つから単離され
る少なくとも１つのタンパク質、または
ｄ）免疫原性上有効な量の、ｃ）の少なくとも１つのタンパク質をコードする少なくとも
１つの核酸分子
の１つまたは複数を含む、ワクチンまたは免疫原性組成物の使用を提供する。
【００８８】
　一実施形態において、ワクチンまたは免疫原性組成物は、ＰＣＶ２Ｂ　ＤＮＡワクチン
（例えば、ＰＣＶ２のＯＲＦ２を発現するプラスミドベクターを含み得る。一実施形態に
おいて、ワクチンまたは免疫原性組成物は、ＰＣＶ２ＢのＯＲＦ２を発現する不活化ウイ
ルスベクター（例えば、バキュロウイルス、アデノウイルス、もしくはアライグマポック
スウイルスなどのポックスウイルス、または大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）などの細菌）を含み
得る。
【００８９】
　本明細書において記載されるワクチンまたは免疫原性組成物は、離乳後多臓器消耗症候
群（ＰＭＷＳ）に関連する症状の１つまたは複数を予防するために有効であることも意図
されている。これらの症状には、例えば、呼吸器疾患、１つもしくは複数の組織もしくは
器官における顕微鏡的病変、組織球性の炎症、またはリンパの枯渇の、１つまたは複数が
含まれ得る。
【００９０】
　さらに、本明細書において記載されるワクチンまたは免疫原性組成物は、豚繁殖呼吸障
害症候群ウイルス（ＰＲＲＳ）、豚パルボウイルス（ＰＰＶ）、マイコプラズマ・ハイオ
ニューモニエ（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、マイコプラズマ
・ハイオニューモニエ（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、ヘモフ
ィルス・パラスイス（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｐａｒａｓｕｉｓ）、パスツレラ・マル
トシダ（Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ　ｍｕｌｔｏｃｉｄａ）、ブタ連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔ
ｏｃｏｃｃｕｍ　ｓｕｉｓ）、アクチノバチルス・プルロニューモニエ（Ａｃｔｉｎｏｂ
ａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、気管支敗血症菌（Ｂｏｒｄｅｔ
ｅｌｌａ　ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ）、ブタコレラ菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｃ
ｈｏｌｅｒａｅｓｕｉｓ）、ブタ丹毒菌（Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｈｒｉｘ　ｒｈｕｓｉｏ
ｐａｔｈｉａｅ）、レプトスピラ細菌、ブタインフルエンザウイルス、大腸菌（Ｅｓｃｈ
ｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）抗原、豚呼吸器コロナウイルス、ロタウイルス、オーエスキ
ー病の原因である病原体、およびブタ伝染性胃腸炎の原因である病原体を含む、１つまた
は複数の病原性豚ウイルスまたは細菌に対してブタを防御する、第２または第３のワクチ
ンまたは免疫原性組成物とともに用いることができる。例えば、一実施形態において、Ｐ
ＣＶワクチンまたは免疫原性組成物は、豚繁殖呼吸障害症候群ウイルス（ＰＲＲＳ）ワク
チンまたは免疫原性組成物と組み合わせることができる。一実施形態において、ＰＣＶワ
クチンまたは免疫原性組成物は、マイコプラズマ・ハイオニューモニエ（Ｍｙｃｏｐｌａ
ｓｍａ　ｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）ワクチンまたは免疫原性組成物と組み合わせるこ
とができる。一実施形態において、ＰＣＶワクチンまたは免疫原性組成物は、マイコプラ
ズマ・ハイオニューモニエ（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）ワク
チンまたは免疫原性組成物および豚繁殖呼吸障害症候群ウイルス（ＰＲＲＳ）ワクチンま
たは免疫原性組成物と組み合わせることができる。
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【００９１】
　ＰＣＶ１－２ワクチンおよび免疫原性組成物の使用
　本発明は、２つの新たな病原性ＰＣＶ２Ｂ豚サーコウイルスの同定および単離を提供す
る。豚サーコウイルスの病原性株により生じるＰＭＷＳを予防するため、またはブタにお
けるこの疾患に関連する少なくとも１つの症状を改善するために、ワクチンまたは免疫原
性組成物をブタに投与する必要性があることを考慮すると、これらの２つの新たな株の少
なくとも１つ、またはこれらの２つの新たな株をコードする核酸の少なくとも１つ、また
はこれらの株の少なくとも１つから得られるタンパク質の少なくとも１つを、この疾患に
対してブタを免疫化するためにブタに送達するための、ワクチンまたは免疫原性組成物に
製剤し、それによりウイルス感染および離乳後多臓器消耗症候群（ＰＭＷＳ）に対するブ
タの防御を提供することが想定される。
【００９２】
　本研究において免疫原性組成物またはワクチン組成物として使用するために提案された
、新たに同定および単離されたＰＣＶ２Ｂ豚サーコウイルスの少なくとも１つを含むワク
チンまたは免疫原性組成物は、本明細書において記載される方法を用いて調製される。
【００９３】
　本発明の核酸
　本明細書において記載される、全長の２Ｂ型病原性豚サーコウイルスをコードする精製
および単離された核酸分子は、配列番号１および２に示される。当技術分野において周知
の従来の方法を用いて、例えば、当技術分野において認められている標準的なまたは高い
ストリンジェンシーのハイブリダイゼーション技術によって、相補鎖または高い相同性を
有するヌクレオチド配列を作製することができる。ＰＣＶ２のＤＮＡの免疫原性カプシド
遺伝子のＤＮＡ配列を含む、精製および単離された核酸分子は、配列番号５および６の１
０３３～１７３４番残基に示される。
【００９４】
　したがって、本明細書において記載されるＰＣＶ２Ｂ核酸分子を含有する任意の適切な
動物細胞は、生の感染性豚サーコウイルスを産生することができる。生の感染性ウイルス
は、インビトロまたはインビボを介して例えばＰＫ－１５細胞をトランスフェクトするこ
とにより、ＤＮＡクローンに由来する。上記のように、ＰＣＶ２のＤＮＡの１つの例は、
配列番号１および２に示されるヌクレオチド配列である。本発明はさらに、ウイルスが相
補鎖、または、ヌクレオチド配列に対して高い相同性、少なくとも８０％、より好ましく
は９５～９９％の相同性を有するヌクレオチド配列に由来し得ることを想定したものであ
る。
【００９５】
　本明細書において記載される核酸分子を含有する、生物学的に機能的なプラスミド、ウ
イルスベクターなど、ＤＮＡクローンを含むベクターによりトランスフェクトされる適切
な宿主細胞、および免疫原性ポリペプチド発現産物もまた、本発明の範囲内に含まれる。
一実施形態において、免疫原性タンパク質は、本明細書において記載される豚サーコウイ
ルスの病原性２Ｂ型株由来のＯＲＦ２によりコードされるカプシドタンパク質である。豚
サーコウイルスにおけるこのカプシドタンパク質のアミノ酸配列は、配列番号３および４
に示される。その生物学的に活性な変異体もさらに、本発明に包含される。当業者は、い
かにして１つまたは複数のアミノ酸をポリペプチド配列から修飾、置換、欠失などするか
、および、不必要な試みを行うことなく、親配列と同一のまたは実質的に同一の活性を保
持する生物学的に活性な変異体を産生するかを知っているであろう。
【００９６】
　この発明の免疫原性ポリペプチド産物を産生するために、プロセスは、適切な栄養条件
下で、ポリペプチド産物の発現を可能にする様式で、本明細書において記載される核酸分
子でトランスフェクトされた原核または真核宿主細胞を成長させるステップ、および当技
術分野において知られている標準的な方法によって所望のポリペプチド産物を単離するス
テップを含み得る。免疫原性タンパク質を、例えば生化学的合成などの他の技術によって
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調製し得ることが意図されている。
【００９７】
　ワクチンおよび免疫原性組成物
　本明細書において記載される病原性ＰＣＶ２Ｂウイルスを含むワクチンまたは免疫原性
組成物の調製、ならびに豚サーコウイルスの病原性株およびＰＭＷＳでの感染に対してブ
タを防御するためにそれらを用いる方法もまた、本発明の範囲内に含まれる。ＰＣＶ２Ｂ
の新たな単離体を、死滅／不活化調製物として用い得ること、またはウイルス感染および
ＰＭＷＳに対するブタの免疫化に用いるために弱毒化もしくは遺伝的に修飾し得ることが
想定される。したがって、本発明は、本明細書において記載される２つの新たな病原性豚
サーコウイルスの少なくとも１つ、またはこれらの２つのサーコウイルスの少なくとも１
つをコードする少なくとも１つの核酸分子、またはこれらの２つのサーコウイルスの少な
くとも１つから得られる少なくとも１つのタンパク質を含む、免疫原性上有効な量のワク
チンまたは免疫原性組成物を用いて、病原性サーコウイルスでの感染またはＰＭＷＳに対
してブタを免疫化する方法を提案する。本方法は、免疫原性上有効な量の本発明に従った
ワクチン、例えば免疫原性量のＰＣＶ２Ｂ　ＤＮＡ、クローニングされたウイルス、ＰＣ
Ｖ２ＢのＤＮＡを含有するプラスミドまたはウイルスベクター、ポリペプチド発現産物な
どを含むワクチンなどをブタに投与することにより、ウイルス感染またはＰＭＷＳに対す
る防御が必要なブタを防御することができる。本明細書において記載されるワクチンは、
例えばＰＲＲＳＶ、ＰＰＶ、ならびに、マイコプラズマ・ハイオニューモニエ（Ｍｙｃｏ
ｐｌａｓｍａ　ｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、ヘモフィルス・パラスイス（Ｈａｅｍｏ
ｐｈｉｌｕｓ　ｐａｒａｓｕｉｓ）、パスツレラ・マルトシダ（Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ
　ｍｕｌｔｏｃｉｄａ）、ブタ連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｍ　ｓｕｉｓ）、ア
クチノバチルス・プルロニューモニエ（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌｅｕｒｏｐ
ｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、気管支敗血症菌（Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ　ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐ
ｔｉｃａ）、ブタコレラ菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｃｈｏｌｅｒａｅｓｕｉｓ）、ブタ
丹毒菌（Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｈｒｉｘ　ｒｈｕｓｉｏｐａｔｈｉａｅ）、レプトスピラ
細菌、ブタインフルエンザウイルス、豚パルボウイルス、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉ
ａ　ｃｏｌｉ）、豚呼吸器コロナウイルス、ロタウイルス、オーエスキー病の原因である
病原体、およびブタ伝染性胃腸炎抗原の原因である病原体から選択される他の感染性ブタ
作用物質を含む、他の豚病原菌に対する、第２または第３のワクチンまたは免疫原性組成
物とともに投与することができる。特定の組み合わせには、ＰＲＲＳＶワクチンもしくは
免疫原性組成物と組み合わせたＰＣＶワクチンもしくは免疫原性組成物、マイコプラズマ
・ハイオニューモニエ（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）ワクチン
もしくは免疫原性組成物と組み合わせたＰＣＶワクチンもしくは免疫原性組成物、または
前述のワクチンもしくは免疫原性組成物の両方と組み合わせたＰＳＶワクチンもしくは免
疫原性組成物が含まれ得る。免疫刺激物質は、他のウイルスまたは細菌の感染に対する広
範な防御範囲をもたらすために、同時にブタに与えることができる。
【００９８】
　本発明の方法において用いられるワクチンまたは免疫原性組成物は、調製の任意の特定
のタイプまたは方法に制限されるものではない。ワクチンまたは免疫原性組成物には、例
えば、豚サーコウイルスタンパク質の１つまたは複数をコードする核酸、感染性ＤＮＡワ
クチン（すなわち、プラスミド、ベクター、もしくはブタ内にＤＮＡを直接注入するため
の他の従来の担体の使用）、生ワクチン、修飾生ワクチン、不活化ワクチン、サブユニッ
トワクチン、弱毒化ワクチン、遺伝子操作したワクチンなどが含まれ得る。特定の実施形
態において、ワクチンは、例えばｐＳＫベクター、非毒性の生ウイルス、不活化ウイルス
などの適切なプラスミドもしくはベクター内でクローニングされたＰＣＶのＤＮＡゲノム
である、感染性ＰＣＶ２ＢのＤＮＡを含み得るか、限定はしないが、バキュロウイルスベ
クター、アデノウイルスベクター、もしくはアライグマポックスウイルスなどのポックス
ウイルスベクターなどのウイルスベクター、または大腸菌などの細菌ベクターを用いるこ
とができる。上記のいずれも、非毒性の生理学的に許容可能な担体と組み合わせて用いる
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ことができ、また、１つまたは複数のアジュバントと組み合わせて用いてもよい。
【００９９】
　不活化ウイルスワクチンまたは免疫原性組成物は、クローニングされたＰＣＶのＤＮＡ
に由来するウイルスを、ホルマリンまたは疎水性溶媒、酸などの不活化作用物質で処理す
ること、紫外線光またはＸ線の照射、加熱などにより、調製することができる。不活化は
、当技術分野において理解されている様式で実施される。例えば、化学的不活化において
、ウイルスを含有する適切なウイルスサンプルまたは血清サンプルを、ウイルスを不活化
するために十分に高い（または、不活化作用物質に応じて低い）温度またはｐＨで、十分
な量または濃度の不活化作用物質を用いて、十分な長さの時間にわたり処理する。加熱に
よる不活化は、ウイルスを不活化させるための温度で、およびウイルスを不活化させるた
めに十分な長さの時間にわたり実施される。照射による不活化は、光または他のエネルギ
ー供給源の波長を用いて、ウイルスを不活化するために十分な長さの時間にわたり実施さ
れる。ウイルスは、感染しやすい細胞にウイルスが感染することが不可能である場合、不
活化されていると見なされる。
【０１００】
　サブユニットワクチンの調製は、典型的には、修飾生ワクチンまたは不活化ワクチンの
調製と異なる。サブユニットワクチンの調製の前には、ワクチンの防御成分または抗原成
分が同定されていなくてはならない。このような防御成分または抗原成分には、ブタにお
いて特に強力な防御的または免疫学的応答を生じさせるウイルスカプシドタンパク質の特
定のアミノ酸セグメントまたは断片；単一または複数のウイルスカプシドタンパク質自体
、そのオリゴマー、およびウイルスの部分構造またはこのような部分構造の同定可能な部
分もしくは単位を形成するウイルスカプシドタンパク質の高次の会合；ウイルスの表面上
もしくはその近くに存在するかまたはウイルスに関連するリポタンパク質もしくは脂質群
などのウイルスの部分構造内に存在する、オリゴグリコシド、糖脂質、または糖タンパク
質などが含まれる。好ましくは、ＯＲＦ２遺伝子によりコードされるタンパク質などのカ
プシドタンパク質が、サブユニットワクチンの抗原成分として採用される。感染性ＤＮＡ
クローンによりコードされる他のタンパク質もまた用いることができる。これらの免疫原
性成分は、当技術分野において知られている方法によって簡単に同定される。同定される
と、ウイルスの防御部分または抗原部分（すなわち「サブユニット」）はその後、当技術
分野において知られている手順によって精製および／またはクローニングされる。サブユ
ニットワクチンは、生ウイルスに基づいた他のワクチンを超える利点をもたらすが、それ
は、ワクチンの、高度に精製されたサブユニットなどのサブユニットが、ウイルス全体よ
りも毒性が低いためである。
【０１０１】
　サブユニットワクチンが組換え遺伝的技術を介して生産される場合、ＯＲＦ２（カプシ
ド）遺伝子などのクローニングされたサブユニットの発現は、例えば、当業者に知られて
いる方法によって最適化することができる（例えば、Ｍａｎｉａｔｉｓら、「Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ」、Ｃｏｌｄ　Ｓ
ｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂ
ｏｒ、　Ｍａｓｓ．、１９８９を参照されたい）。採用されるサブユニットが、カプシド
タンパク質全体などの、ウイルスのインタクトな構造的特性を示す場合、ウイルスからそ
れを単離するための手順は最適化されなくてはならない。いずれのケースにおいても、不
活化手順の最適化の後、製造の前に、サブユニット精製手順を最適化することができる。
【０１０２】
　病原性クローンから弱毒化ワクチンを調製するために、組織培養に適合化された、生の
病原性ＰＣＶ２はまず、典型的には細胞培養を介した連続的な連続継代により行われる、
当技術分野において知られている方法によって、弱毒化される（非病原性または無害にさ
れる）。病原性クローンの弱毒化はまた、遺伝子の欠失またはウイルス産生遺伝子突然変
異によっても行うことができる。そして、弱毒化ＰＣＶ２ウイルスは、ＰＣＶ１の非病原
性の表現型を保持するが組換え技術を介してＰＣＶ２ゲノムから選択される免疫原性形質



(27) JP 2011-507522 A 2011.3.10

10

20

30

40

50

の強度において変化し得る、さらなるＰＣＶ２ウイルスを構築するために用いることがで
きる。
【０１０３】
　本発明において所望の、さらなる遺伝的に操作されたワクチンは、当技術分野において
知られている技術によって生産される。このような技術は、限定はしないが、組換えＤＮ
Ａのさらなる操作、組換えタンパク質のアミノ酸配列の修飾または当該アミノ酸配列への
置換などを伴う。
【０１０４】
　組換えＤＮＡ技術に基づいた、遺伝的に操作されたワクチンは、例えば、ブタにおける
さらに強力な免疫応答または防御応答を誘発する原因であるタンパク質をコードするウイ
ルス遺伝子の別の部分（例えば、ＯＲＦ３、ＯＲＦ４などに由来するタンパク質）を同定
することにより作製される。このような同定された遺伝子または免疫優勢断片は、バキュ
ロウイルスベクターなどの標準的なタンパク質発現ベクター内にクローニングすることが
でき、適切な宿主細胞を感染させるために用いることができる（例えば、Ｏ’Ｒｅｉｌｌ
ｙら、「Ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｖｅｃｔｏｒｓ：Ａ　Ｌａｂ
　Ｍａｎｕａｌ」Ｆｒｅｅｍａｎ　＆　Ｃｏ．、１９９２を参照されたい）。宿主細胞は
培養され、それにより所望のワクチンタンパク質を発現し、このタンパク質は所望の程度
に精製され得、適切なワクチン製品に製剤され得る。
【０１０５】
　クローンが、疾患を生じさせる何らかの所望の天然の能力を保持する場合、毒性の原因
であるウイルスゲノムにおけるヌクレオチド配列を突き止めること、および例えば部位特
異的突然変異生成を介したウイルスの毒性を遺伝的に操作することも可能である。部位特
異的突然変異生成は、１つまたは複数のヌクレオチドを付加、欠失、または変更すること
が可能である（例えば、Ｚｏｌｌｅｒら、ＤＮＡ　３：４７９～４８８、１９８４を参照
されたい）。オリゴヌクレオチドは、所望の突然変異を含有して合成され、一本鎖ウイル
スＤＮＡの一部にアニーリングされる。その手順の結果生じるハイブリッド分子は、細菌
を形質転換するために採用される。そして、適切な突然変異を含有して単離された二本鎖
ＤＮＡは、適切な細胞培養物内にその後トランスフェクトされる後者の制限断片にライゲ
ーションすることにより全長ＤＮＡを産生するために用いられる。移入のための適切なベ
クター内へのゲノムのライゲーションは、当業者に知られている任意の標準的な技術を介
して達成することができる。ウイルスの後代を産生するための宿主細胞内へのベクターの
トランスフェクションは、カルシウムリン酸またはＤＥＡＥ－デキストラン介在性のトラ
ンスフェクション、エレクトロポレーション、プロトプラスト融合、および他の周知の技
術などの従来の任意の方法を用いて行うことができる（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、「
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ」Ｃｏ
ｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、１９８９）。
クローニングされたウイルスはその後、所望の突然変異を示す。あるいは、適切な突然変
異を含有する２つのオリゴヌクレオチドを合成することができる。これらはアニーリング
して二本鎖ＤＮＡを形成することができ、このＤＮＡは、全長ＤＮＡを産生するためにウ
イルスＤＮＡ内に挿入することができる。
【０１０６】
　ワクチンにおいて有用な、遺伝的に操作されたタンパク質は、例えば、昆虫細胞、酵母
細胞、または哺乳動物細胞において発現し得る。従来の方法によって精製または単離され
得る、遺伝的に操作されたタンパク質は、ブタ内に直接的に接種して、ウイルス感染また
はＰＣＶ２により生じる離乳後多臓器消耗症候群（ＰＭＷＳ）に対する防御を付与するこ
とができる。
【０１０７】
　昆虫細胞系（ＨＩ－ＦＩＶＥなど）は、ウイルスから得られるかまたはウイルスの免疫
優勢タンパク質の１つまたは複数をコードするウイルスゲノムからコピーされる核酸分子
を含有する移入ベクターで形質転換することができる。移入ベクターは、例えば、線形バ
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キュロウイルスＤＮＡ、および所望のポリヌクレオチドを含有するプラスミドを含む。宿
主細胞系は、組換えバキュロウイルスを作製するために、線形バキュロウイルスＤＮＡお
よびプラスミドでコトランスフェクトすることができる。
【０１０８】
　あるいは、１つまたは複数のカプシドタンパク質をコードする、ＰＭＷＳに罹患してい
るブタ由来のＤＮＡ、感染性ＰＣＶ２分子ＤＮＡクローン、またはクローニングされたＰ
ＣＶのＤＮＡゲノムを、ポックスウイルスまたはアデノウイルスなどの生ベクター内に挿
入することができ、ワクチンとして用いることができる。
【０１０９】
　免疫原性上有効な量の本発明の組成物は、ウイルス感染またはＰＭＷＳに対する防御が
必要なブタに投与される。ブタを接種する、免疫原性上有効な量または免疫原性量は、通
常の試験によって容易に決定することができるかまたは簡単に滴定することができる。有
効な量は、ＰＭＷＳを生じさせるウイルスに曝されたブタを防御するためにワクチンに対
する十分な免疫学的応答が得られる量である。好ましくは、ブタは、ウイルス性疾患の不
都合な生理学的症状または効果の１つから全てが顕著に低減するか、改善されるか、また
は完全に予防される程度に防御される。
【０１１０】
　ワクチンまたは免疫原性組成物は、単一用量または反復用量で投与することができる。
投与量は、例えば、感染性ＤＮＡゲノムを含む５０から５０００マイクログラムのプラス
ミドＤＮＡ（ワクチンの免疫活性成分の濃度に応じて）で変化し得るが、ウイルス感染の
不都合な反応または生理学的症状をもたらすのに十分な量のウイルスベースの抗原は含有
するべきではない。ブタの体重、抗原の濃度、および他の典型的な要素に基づいて活性抗
原性作用物質の適切な投与量を決定または滴定するための方法は、当技術分野において知
られている。好ましくは、感染性ウイルスＤＮＡクローンがワクチンとして用いられるか
、または生の感染性ウイルスがインビトロで生成され得、その後、生ウイルスは弱毒化さ
れ得、その後ワクチンとして用いられる。このケースにおいて、１００から２００マイク
ログラムのクローニングされたＰＣＶのＤＮＡ、または約１００００の５０％組織培養感
染量（ＴＣＩＤ５０）の生弱毒化ウイルスをブタに与えることができる。
【０１１１】
　望ましくは、ワクチンまたは免疫原性組成物は、ＰＣＶウイルスにまだ曝されていない
ブタに投与される。ＰＣＶ２感染性ＤＮＡクローンまたは他のその抗原性形態を含有する
ワクチンは、経鼻、経皮（すなわち、全身的な吸収のために皮膚表面上または皮膚表面で
塗布する）、非経口などで、都合良く投与することができる。投与の非経口経路には、限
定はしないが、筋肉内、静脈内、腹腔内、皮内（すなわち、注射されるか、そうでなけれ
ば皮膚の下に置かれる）経路などが含まれる。接種の筋肉内および経皮経路は、ウイルス
の感染性ＤＮＡクローンを用いた他の研究において成功しており（Ｅ．Ｅ．Ｓｐａｒｇｅ
ｒら、「Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃａｔｓ　ｂｙ　ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　
ＤＮＡ　ｏｆ　ｆｅｌｉｎｅ　ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ　ｖｉｒｕｓ　ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ　ｃｌｏｎｅ」、Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　２３８：１５７～１６０（１９９７）
；Ｌ．Ｗｉｌｌｅｍｓら、「Ｉｎ　ｖｉｖｏ　ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｂｏｖ
ｉｎｅ　ｌｅｕｋｅｍｉａ　ｐｒｏｖｉｒｕｓ　ｉｎｔｏ　ｓｈｅｅｐ」、Ｖｉｒｏｌｏ
ｇｙ　１８９：７７５～７７７（１９９２））、これらの経路は、実用的な鼻腔内経路の
投与に加え、最も好ましい。それほど都合良くはないが、ワクチンがリンパ内経路の接種
を介してブタに与えられることも意図されている。固有の、非常に好ましい投与方法は、
ＰＣＶ２または（弱毒化もしくは不活化）ＰＣＶ２ウイルスを含有するプラスミドＤＮＡ
を、筋肉内、皮内、リンパ内などでブタに直接的に注射することを伴う。
【０１１２】
　液体として投与する場合、本ワクチンは、水性溶液、シロップ、エリキシル、チンキな
どの形態で調製することができる。このような製剤は当技術分野において知られており、
典型的には、適切な担体または溶媒系内に抗原および他の典型的な添加物を溶解すること
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により調製される。適切な「生理学的に許容される」担体または溶媒には、限定はしない
が、水、生理食塩水、エタノール、エチレングリコール、グリセロールなどが含まれる。
典型的な添加物は、例えば、認定されている染料、香料、甘味料、およびチメロサール（
エチル水銀チオサリチル酸ナトリウム）などの抗微生物保存料である。このような溶液は
、例えば、部分的に加水分解されたゼラチン、ソルビトール、または細胞培養培地を添加
することにより安定化することができ、リン酸水素ナトリウム、リン酸二水素ナトリウム
、リン酸水素カリウム、リン酸二水素カリウム、その混合物などの、当技術分野において
知られている試薬を用いた従来の方法によって緩衝することができる。
【０１１３】
　液体製剤はまた、他の標準的な共製剤と組み合わせた懸濁剤または乳化剤を含む、懸濁
液およびエマルジョンも含み得る。これらのタイプの液体製剤は、従来の方法によって調
製することができる。懸濁液は例えば、コロイドミルを用いて調製することができる。エ
マルジョンは例えば、ホモジナイザーを用いて調製することができる。
【０１１４】
　体液系内に注射するために設計されている非経口製剤には、適した等張性、および豚の
体液の対応するレベルに緩衝するｐＨが必要である。等張性は、塩化ナトリウムおよび必
要に応じて他の塩を用いて適切に調節することができる。エタノールまたはプロピレング
リコールなどの適切な溶媒は、製剤内の構成要素の溶解度および液体調製物の安定性を増
大させるために用いることができる。本ワクチンにおいて採用し得るさらなる添加物には
、限定はしないが、デキストロース、従来の抗酸化剤、およびエチレンジアミン四酢酸（
ＥＤＴＡ）などの従来のキレート剤が含まれる。非経口の投与形態はまた、使用する前に
滅菌されなくてはならない。
【０１１５】
　一実施形態において、本明細書において記載される２Ｂ型サーコウイルスの少なくとも
１つに由来する免疫原性ＯＲＦ２カプシド遺伝子を、ワクチンまたは免疫原性組成物にお
いて用いることができる。
【０１１６】
　アジュバント
　本発明は、配列番号１および２の核酸配列によってコードされる２つの新たな２Ｂ型豚
サーコウイルス（ＰＣＶ２Ｂ）の単離および同定を提供する。これらのＰＣＶ２Ｂの新た
な株は、環境的に曝露されそれ自体ワクチンおよび免疫原性組成物の調製において用いる
ための理想的な候補であり得るブタから単離された。ワクチンまたは免疫原性組成物を調
製するために、これらの株を死滅／不活化形態で用いること、またはこれらの２つの株の
弱毒化形態を調製することは、本発明の目的である。これらを、アジュバントを伴ってま
たは伴わずにブタの集団に送達して、ＰＭＷＳを予防するかまたはこの疾患に関連する少
なくとも１つの症状を改善することもまた、本発明の目的である。
【０１１７】
　したがって、本明細書において記載される、生の弱毒化２Ｂ型豚サーコウイルスもしく
は死滅／不活化豚サーコウイルス、またはこれらの豚サーコウイルスをコードする核酸、
またはこれらのサーコウイルスから得られる少なくとも１つのタンパク質は、アジュバン
トを伴ってまたは伴わずに送達され得る。一実施形態において、ワクチンは、アジュバン
トと共に投与される死滅／不活化ＰＣＶ２Ｂサーコウイルスである。アジュバントは、ワ
クチンに対するブタの免疫学的応答を増大させる物質である。アジュバントは、ワクチン
と同時に、かつワクチンと同一の部位で投与することができるか、または、異なる時点で
、例えば追加投与として投与することができる。アジュバントはまた、有利には、ワクチ
ンを投与する様式または部位とは異なる様式または部位でブタに投与することができる。
適切なアジュバントには、限定はしないが、水酸化アルミニウム（ミョウバン）、免疫刺
激複合体（ＩＳＣＯＭＳ）、非イオン性ブロックポリマーまたはコポリマー、サイトカイ
ン（ＩＬ－１、ＩＬ－２、ＩＬ－７、ＩＦＮ－α、ＩＦＮ－β、ＩＦＮ－γなど）、サポ
ニン、モノホスホリル脂質Ａ（ＭＬＡ）、ムラミルジペプチド（ＭＤＰ）などが含まれる
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。他の適切なアジュバントには、例えば、硫酸アルミニウムカリウム、大腸菌から単離さ
れる、熱に不安定な、または熱安定性のエンテロトキシン、コレラ毒素またはそのＢサブ
ユニット、ジフテリア毒素、破傷風毒素、百日咳毒素、フロイント不完全または完全アジ
ュバントなどが含まれる。ジフテリア毒素、破傷風毒素、および百日咳毒素などの毒素ベ
ースのアジュバントは、例えばホルムアルデヒドで処理することにより、使用する前に不
活化することができる。
【０１１８】
　免疫応答を測定するためのアッセイ
　豚サーコウイルスに対してブタをワクチン接種することの機能的な結果は、細胞性もし
くは液性免疫の誘発またはＴ細胞活性をモニタリングする適切なアッセイによって評価す
ることができる。これらのアッセイは当業者に知られているが、例えばクロム放出アッセ
イを用いる細胞溶解性Ｔ細胞の活性の測定を含み得る。あるいは、Ｔ細胞増殖アッセイは
、免疫反応性またはその喪失の指標として用いることができる。さらに、インビボの研究
を行って、本発明の方法を用いて病原体に対してワクチン接種された哺乳動物における防
御のレベルを評価することができる。典型的なインビボでのアッセイは、本明細書におい
て記載されるキメラ豚サーコウイルスなどの抗原で動物をワクチン接種することを伴い得
る。通常は注射の約１週間から２週間である、抗体またはＴ細胞の応答の発生を誘発する
ために十分な時間にわたり待機した後、動物をいずれかのウイルスなどの抗原でチャレン
ジし、ウイルス感染に関連する１つもしくは複数の症状の改善または動物の生存をモニタ
リングする。豚サーコウイルスに対する成功裏のワクチン接種レジメンにより、またはワ
クチン接種されていない対照と比較して、ウイルス感染に関連する１つもしくは複数の症
状の顕著な低減、またはウイルス血症の低減、またはウイルス感染に関連する病変の重症
度の数の低減、または生存がもたらされる。血清もまた、当業者に知られている方法によ
り測定される、ワクチン注射に応答して生じた抗体のレベルをモニタリングするために回
収することができる。
【０１１９】
　豚サーコウイルス２Ａ型および２Ｂ型の単離体を比較するための方法
　新たに同定された２Ｂ型豚サーコウイルスが、ブタにおいて両方とも病原性である２Ａ
型または２Ｂ型サーコウイルスのいずれかでの感染に対して防御するためのワクチンまた
は免疫原性組成物として有効であり得る可能性があり得る。２Ａ型および２Ｂ型株は、制
限断片長多型（ＲＦＬＰ）分析の使用を介して区別することができる。ＲＦＬＰは、ゲル
上で視覚化される特異的な切断パターンをもたらす、ウイルス核酸（部分的または全体）
の酵素消化を用いる。酵素切断の部位でウイルス間に差異がある場合、異なるパターンが
観察され得る。このフィンガープリンティング技術は、ＤＮＡウイルスに一般に用いられ
ている。Ｍｅｎｇら（米国特許公開第２００５／０１４７９６６号）は、非病原性の１型
豚サーコウイルスと病原性の２型豚サーコウイルスとの間を区別するための、ＮｃｏＩ制
限酵素を用いたＰＣＲ－ＲＦＬＰアッセイの使用を記載している。ＨｉｎｆＩ、ＨｉｎＰ
１Ｉ、ＫｐｎＩ、ＭｓｅＩ、およびＲｓａＩ酵素を用いる、２０００年に記載されたＯＲ
Ｆ２ベースのＰＣＲ－ＲＦＬＰアッセイは、ＰＣＶ２単離体（ＰＣＶ２Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、
およびＥ）間を区別することができる（Ｈａｍｅｌ　ＡＬ、Ｌｉｎ　ＬＬ、Ｓａｃｈｖｉ
ｅ　Ｃ、Ｇｒｕｄｅｓｋｉ　Ｅ、Ｎａｙａｒ　ＧＰ：ＰＣＲ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ａｎ
ｄ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｙｐｅ－２　ｐｏｒｃｉｎｅ　ｃｉｒ
ｃｏｖｉｒｕｓ．Ｃａｎ　Ｊ　Ｖｅｔ　Ｒｅｓ．６４：４４～５２、２０００）。
【０１２０】
　Ｓａｕ３ＡＩ、ＢａｎＩＩ、ＮｓｐＩ、ＸｂａＩ、およびＣｆｒＩ酵素を用いる、ＯＲ
Ｆ２ベースのＰＣＲ－ＲＦＬＰアッセイが最近記載されており、９個の異なるＰＣＶ２遺
伝子型を区別することができる（Ｗｅｎ　Ｌ、Ｇｕｏ　Ｘ、Ｙａｎｇ　Ｈ：Ｇｅｎｏｔｙ
ｐｉｎｇ　ｏｆ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ　ｔｙｐｅ　２　ｆｒｏｍ　ａ
　ｖａｒｉｅｔｙ　ｏｆ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ｉｎ　Ｃｈｉｎａ
．Ｖｅｔ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．１１０：１４１～１４６、２００５）。ＰＣＶ２のＲＦ
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ＬＰ分析は、カナダのオンタリオ州において２００５年に、ＲＦＬＰの４２２型から３２
１型で顕著な変化があることを示した（Ｄｅｌａｙ　Ｊ、ＭｃＥｗｅｎ　Ｂ、Ｃａｒｍａ
ｎ　Ｓ、ｖａｎ　Ｄｒｅｕｅｌ　Ｔ、Ｆａｉｒｌｅｓ　Ｊ：Ｐｏｒｃｉｎｅ　ｃｉｒｃｏ
ｖｉｒｕｓ　ｔｙｐｅ　２－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｄｉｓｅａｓｅ　ｉｓ　ｉｎｃｒｅ
ａｓｉｎｇ．ＡＨＬ　Ｎｅｗｓｌｅｔｔｅｒ．９：２２、２００５）。
【０１２１】
　２Ａ型と２Ｂ型豚サーコウイルス間を区別するためにＲＦＬＰ分析を用いることに加え
、これらの２つの株は配列分析に基づいて区別され得ると考えられている。
【０１２２】
　例えば、配列分析を用いて、遺伝子情報を特徴付けることおよび単離体を互いに比較す
ることが可能である（Ｃｈｏｉ　Ｊ、Ｓｔｅｖｅｎｓｏｎ　ＧＷ、Ｋｉｕｐｅｌ　Ｍ、Ｈ
ａｒｒａｃｈ　Ｂ、Ａｎｏｔｈａｙａｎｏｎｔｈａ　Ｌ、Ｋａｎｉｔｚ　ＣＬ、Ｍｉｔｔ
ａｌ　ＳＫ：Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｏｌｄ　ａｎｄ　ｎｅｗ　ｓ
ｔｒａｉｎｓ　ｏｆ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ　ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　
ｗｉｔｈ　ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ　ｔｒｅｍｏｒｓ　ｉｎ　ｐｉｇｓ　ａｎｄ　ｔｈｅｉ
ｒ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｗｉｔｈ　ｓｔｒａｉｎｓ　ｉｎｖｏｌｖｅｄ　ｗｉｔｈ　
ｐｏｓｔｗｅａｎｉｎｇ　ｍｕｌｔｉｓｙｓｔｅｍｉｃ　ｗａｓｔｉｎｇ　ｓｙｎｄｒｏ
ｍｅ．Ｃａｎ　Ｊ　Ｖｅｔ　Ｒｅｓ．６６：２１７～２２４、２００２；Ｄｅ　Ｂｏｉｓ
ｓｅｓｏｎ　Ｃ、Ｂｅｖｅｎ　Ｖ、Ｂｉｇａｒｒｅ　Ｌ、Ｔｈｉｅｒｙ　Ｒ、Ｒｏｓｅ　
Ｎ、Ｅｖｅｎｏ　Ｅ、Ｍａｄｅｃ　Ｆ、Ｊｅｓｔｉｎ　Ａ：Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｃｈａ
ｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ　ｔｙｐｅ
　２　ｉｓｏｌａｔｅｓ　ｆｒｏｍ　ｐｏｓｔ－ｗｅａｎｉｎｇ　ｍｕｌｔｉｓｙｓｔｅ
ｍｉｃ　ｗａｓｔｉｎｇ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ－ａｆｆｅｃｔｅｄ　ａｎｄ　ｎｏｎ－ａｆ
ｆｅｃｔｅｄ　ｐｉｇｓ．Ｊ　Ｇｅｎ　Ｖｉｒｏｌ．８５：２９３～３０４、２００４；
Ｆｅｎａｕｘ　Ｍ、Ｈａｌｂｕｒ　ＰＧ、Ｇｉｌｌ　Ｍ、Ｔｏｔｈ　ＴＥ、Ｍｅｎｇ　Ｘ
Ｊ：Ｇｅｎｅｔｉｃ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｙｐｅ　２　ｐｏｒ
ｃｉｎｅ　ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ（ＰＣＶ－２）ｆｒｏｍ　ｐｉｇｓ　ｗｉｔｈ　ｐｏｓ
ｔｗｅａｎｉｎｇ　ｍｕｌｔｉｓｙｓｔｅｍｉｃ　ｗａｓｔｉｎｇ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ　
ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃ　ｒｅｇｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｎｏｒｔｈ
　Ａｍｅｒｉｃａ　ａｎｄ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｏｆ　ａ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉ
ａｌ　ＰＣＲ－ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ　ｆｒａｇｍｅｎｔ　ｌｅｎｇｔｈ　ｐｏｌｙｍ
ｏｒｐｈｉｓｍ　ａｓｓａｙ　ｔｏ　ｄｅｔｅｃｔ　ａｎｄ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔ
ｅ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ　ｗｉｔｈ　ＰＣＶ－１　ａｎｄ　ＰＣＶ－
２．Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．３８：２４９４～２５０３、２０００；Ｇｒｉ
ｅｒｓｏｎ　ＳＳ、Ｋｉｎｇ　ＤＰ、Ｓａｎｄｖｉｋ　Ｔ、Ｈｉｃｋｓ　Ｄ、Ｓｐｅｎｃ
ｅｒ　Ｙ、Ｄｒｅｗ　ＴＷ、Ｂａｎｋｓ　Ｍ：Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｇｅｎｅｔ
ｉｃ　ｔｙｐｉｎｇ　ｏｆ　ｔｙｐｅ　２　ｐｏｒｃｉｎｅ　ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ　ｉ
ｎ　ａｒｃｈｉｖｅｄ　ｐｉｇ　ｔｉｓｓｕｅｓ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ＵＫ．Ａｒｃｈ　
Ｖｉｒｏｌ．１４９：１１７１～１１８３、２００４；Ｋｉｍ　ＪＨ、Ｌｙｏｏ　ＹＳ：
Ｇｅｎｅｔｉｃ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ｃｉｒｃ
ｏｖｉｒｕｓ－２　ｆｉｅｌｄ　ｉｓｏｌａｔｅｓ　ｆｒｏｍ　ＰＭＷＳ　ｐｉｇｓ．Ｊ
　Ｖｅｔ　Ｓｃｉ．３：３１～３９、２００２；Ｍａｎｋｅｒｔｚ　Ａ、Ｄｏｍｉｎｇｏ
　Ｍ、Ｆｏｌｃｈ　ＪＭ、ＬｅＣａｎｎ　Ｐ、Ｊｅｓｔｉｎ　Ａ、Ｓｅｇａｌｅｓ　Ｊ、
Ｃｈｍｉｅｌｅｗｉｃｚ　Ｂ、Ｐｌａｎａ－Ｄｕｒａｎ　Ｊ、Ｓｏｉｋｅ　Ｄ：Ｃｈａｒ
ａｃｔｅｒｉｓａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＰＣＶ－２　ｉｓｏｌａｔｅｓ　ｆｒｏｍ　Ｓｐａｉ
ｎ、Ｇｅｒｍａｎｙ　ａｎｄ　Ｆｒａｎｃｅ．Ｖｉｒｕｓ　Ｒｅｓ．６６：６５～７７、
２０００）。ＰＣＶ２単離体の間で可能な差異をさらに調査するために、全ＰＣＶ２ゲノ
ムを配列決定することまたはＯＲＦ２のみを配列決定することが可能である。
【０１２３】
　２つの株はまた、疾患自体に関連する病原性、臨床症状、および死亡率に関して異なり
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、２Ａ型は、２Ｂ型株に関連するさらに重度の病変および高い死亡率と比較して、身体の
組織におけるあまり重度ではない病変および低い死亡率を示す。これらの臨床パラメータ
ーは、当技術分野において知られている標準的な手順を用いて、本発明において実証され
ているように測定することができる。
【実施例】
【０１２４】
　以下の実施例は、本発明の特定の態様を実証するものである。しかし、これらの実施例
は例示のためだけのものであり、この発明の条件および範囲として完全に決定的であるこ
とを意図したものではないことが理解される。当然のことながら、典型的な反応条件（例
えば、温度、反応時間など）が与えられている場合、上記および以下の両方の条件、特定
の範囲も用いることができるが、通常はあまり都合の良いものではない。本明細書におい
て言及する全ての部分およびパーセントは、体重に基づいたものであり、全ての温度は、
別段の特定がない限り摂氏で表される。
【０１２５】
（実施例１）
　豚サーコウイルスの２つの新たな２Ｂ型株の単離および同定
　ブタにおいて新たなワクチン製剤を試験して豚サーコウイルスおよびマイコプラズマ・
ハイオニューモニエ（Ｍ．ｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）に対するその有効性を評価する
ために、試験を計画した。試験の過程において、対照群およびワクチン接種群におけるブ
タの何頭かがＰＭＷＳの症状を示すことが観察された。そして、これらのブタがチャレン
ジの前に環境的ＰＣＶ２に曝されたことが確認された。これらのブタ由来の血液および組
織試料についての分子分析により、これらのブタが、チャレンジに用いた株とは異なる２
Ｂ型株を有することが明らかにされた。さらに、配列分析により、ＦＤ０７と称されるＰ
ＣＶ２Ｂ株および農場のブタから単離された別の新たなＰＣＶ２Ｂ株（ＦＤＪＥと称され
る）が、他の分野の研究において同定された他の２Ｂ型株および他者によってこれまでに
同定されているもの由来の２Ｂ型株と異なることが立証された。ＰＣＶ２Ｂのこれらの２
つの新たな株の単離および特徴付けのための材料および方法を以下に記載する。
【０１２６】
　材料および方法
試験動物
　雑種の雄および雌の従来のブタをこの試験に用いた。２４頭のワクチン接種個体および
２４頭の対照個体を準備した。ブタはワクチン接種の時点で３週齢であった。
【０１２７】
　試験に用いるブタは営利農場から購入し、耳のタグを用いて同定した。ブタは単一供給
源の群れから得た。最初のワクチン接種の時点で、ブタは、ＥＬＩＳＡにより決定したと
ころ、ＰＣＶ２に対して血清反応陰性であった（Ｓ／Ｐ比率≦０．５）。試験の標的集団
は、健康な肥育ブタであった。ブタの免疫機能に関して、この試験に選抜された動物は、
アメリカ合衆国における肥育ブタの代表として判断された。
【０１２８】
　ブタは、アイオワ州、フォートドッジのＦＤＡＨでの隔離施設に収容した。ワクチン接
種個体および対照個体は、試験全体を通して同様の環境で混ぜた。子豚はひと腹ごとに部
屋を分けた。収容空間は、動物福祉の適用法令を順守したものであった。ブタには標準的
な市販の飼料と自由摂取の水および餌とを給餌した。
【０１２９】
　治療が必要なブタを、試験責任者と相談した後に、施設獣医師による、必要であるとの
判断に従って処置した。
【０１３０】
　血清試料のＰＣＶ２－ＰＣＲ試験の結果は、実験的チャレンジの前の、部屋の１つにお
ける、子豚への偶発的／環境的なＰＣＶ２への曝露を示した。ＰＣＶ２はまず、ワクチン
接種の２８日後に１頭の対照子豚の血清において検出され、ＤＮＡ配列決定によって豚サ
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ーコウイルス２Ｂ型株（ＰＣＶ２Ｂ）として同定された。このＰＣＶ２Ｂはさらなる６頭
の子豚に感染した。ワクチン接種していない対照ブタの２頭がＰＣＶ２に関連する臨床徴
候を発症し、健康状態が悪いために、チャレンジの１８日後に安楽死させた。この臨床徴
候には、限定はしないが、食欲不振、不活発、鬱、くしゃみ、咳、鼻水、眼漏、および呼
吸困難が含まれる。安楽死させる前に、サーコウイルスの分析および配列決定のために組
織および血液試料を回収した。
【０１３１】
　試料の回収および試験
試料の回収
鼻のスワブ
　鼻のスワブを、ＰＣＶ２の単離のために、ワクチン接種後日数（ＤＰＶ）０に回収し、
ワクチン接種の前に試験動物においてＰＣＶ２感染がないことを確認した。鼻のスワブの
試料を、ラクトアルブミン加水分解物（ＬＡＨ）およびゲンタマイシン（６０μｇ／ｍｌ
）、ペニシリン（１００Ｕ／ｍＬ）およびストレプトマイシン（１００μｇ／ｍｌ）を有
する３ｍＬのＭＥＭを含有する個別の無菌試験管内に置き、試験するまで－５０℃以下で
保管した。
【０１３２】
　血清試料
　ブタは、ＥＬＩＳＡ試験のためにＤＰＶ０、１３、２８、およびＤＰＣ－１、７、１４
、２０に、ならびにＰＣＲ試験のためにＤＰＶ０、１３、２８、ＤＰＣ－１、３、７、１
０、１４、１７、２０に、血清試料のために採血した（１０ｍＬのみ）。
【０１３３】
　組織試料
　全ての動物を、ＤＰＣ２０／２１に剖検した。３つのリンパ節（気管気管支、腸骨、お
よび鼠径）、扁桃腺、ならびに脾臓から切片を回収し、組織病理学検査およびＰＣＶ２免
疫組織化学（ＩＨＣ）試験のためにホルマリンで固定した。
【０１３４】
　試料の試験
酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）
　間接的なＥＬＩＳＡを用いて、捕捉抗原として組換えＰＣＶ２カプシドタンパク質（バ
キュロウイルスにおいて発現する）を用いて血清試料における抗ＰＣＶ２抗体を検出した
。簡潔に述べると、９６ウェルポリスチレンプレートを、陽性捕捉抗原（ＰＣＶ２カプシ
ドタンパク質を発現する組換えバキュロウイルスで感染させたＳｆ９細胞）で被覆した。
対照として、それぞれのプレート上の６個のウェルを、陰性捕捉抗原（ＳＦ９昆虫細胞）
で被覆した。ブロッキング試薬でプレートを処理した後、プレートを試験血清試料および
対照血清試料と共にインキュベートした。試験血清のそれぞれの試料を、陽性捕捉抗原で
被覆した免疫プレートのウェル内に加えた（それぞれの試験試料当たり３個のウェル）。
陽性の対照血清試料を、陽性捕捉抗原で被覆した免疫プレートの６個のウェル（陽性対照
）および陰性捕捉抗原で被覆した免疫プレートの６個のウェル（陰性対照）に加えた。Ｈ
ＲＰ結合ヤギ抗ブタ二次抗体をプレートに加えた。最後に、ＴＭＢ（ペルオキシダーゼ基
質）を加え、適切で一貫性のある時間にわたりインキュベートした。発色をＥＬＩＳＡプ
レートリーダーで定量化した。ＥＬＩＳＡプレートにおけるそれぞれの試薬を、明確に定
義された様式でインキュベートし、それぞれの連続的なステップの前に、過剰な試薬を除
去するために洗浄した。試験試料および陽性対照のＯＤを、試験試料および陽性対照の平
均ＯＤから陰性対照の平均ＯＤを差し引くことにより計算した。血清の力価はＳ／Ｐ（試
料／陽性対照）の比率として、すなわち、陽性対照試料のＯＤで割った試験試料のＯＤと
して表した。
【０１３５】
　ＰＣＲ試験
　ＰＣＶ２特異的なＰＣＲ試験を用いて、血清試料におけるＰＣＶ２ウイルスのゲノムＤ
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ＮＡの存在を検出した。ウイルスゲノムＤＮＡは、ＱＩＡＧＥＮ　ＭａｔＡｔｔｒａｃｔ
ウイルスミニキットおよびＱＩＡＧＥＮ　ＢｉｏＲｏｂｏｔ　Ｍ４８ワークステーション
を用いて血清から精製した。ＰＣＶ２特異的配列を検出するために、５９２ｂｐの断片を
、ＡＢＩ　ＡｍｐｌｉＴａｑ　Ｇｏｌｄ　ＤＮＡポリメラーゼ、ならびに遺伝子特異的プ
ライマーであるＦ１ＰＣＶ２、すなわち５’－ＡＴＧＣＣＣＡＧＣＡＡＧＡＡ　ＧＡＡＴ
ＧＧ－３’（配列番号７）、およびＲＰＣＶ２、すなわち５’－ＴＧＧＴＴＴＣＣＡＧＴ
ＡＴＧＴ　ＧＧＴＴＴＣＣ－３’（配列番号８）を用いることによって増幅した。精製し
たウイルスＤＮＡを鋳型として使用し、９５℃で１０分間変性した。ＰＣＲの反応プログ
ラムは、３５サイクルの、９４℃で３０秒間の変性、５９℃で１分間のアニーリング、お
よび７２℃で１分間の伸長からなるものであった。ＰＣＲ産物１０μＬを用いて、アガロ
ースゲル電気泳動により５９２ｂｐのＰＣＶ２のＤＮＡ断片を検出した。
【０１３６】
　組織病理学
　脾臓、扁桃腺、ならびに３つ（気管気管支、腸骨、および鼠径）リンパ節の組織試料を
、剖検の間にそれぞれの動物から回収し、１０％中性緩衝ホルマリンにおいて２から４日
間固定し、パラフィン内に包埋した。４マイクロメートルの切片をヘマトキシリンおよび
エオシンで染色し、組織病理学的評価のために光学顕微鏡下で検査した。
【０１３７】
　試料を、リンパ球の枯渇／組織球性の置換の程度について評価した。簡潔に述べると、
全ての組織を盲検の様式ならびにリンパ球の枯渇および組織球性の置換のレベルについて
の所与の主観的スコアで検査した。０から３の、リンパの枯渇のランク付けされたスコア
は、０は標準、１は全体的な細胞充実度の喪失を伴う軽度のリンパの枯渇、２は中程度の
リンパの枯渇、３はリンパ濾胞構造の枯渇の喪失を伴う重度のリンパの枯渇として割り当
てた。０から３の、組織球性の置換のランク付けされたスコアは、同様に、０は標準、１
は軽度の細胞球性から肉芽腫性の炎症、２は中程度の細胞球性から肉芽腫性の炎症、３は
濾胞の置換を伴う重度の細胞球性から肉芽腫性の炎症として割り当てた。
【０１３８】
　組織病理学的評価は、アイオワ州立大学の獣医学部の家畜診断研究所（アイオワ州、エ
イムズ）での資格を有する病理学者によって実施された。
【０１３９】
　免疫組織化学（ＩＨＣ）試験
　リンパ節、扁桃腺、および脾臓の組織におけるＰＣＶ２特異的な抗原を、免疫組織化学
試験によって検出した。簡潔に述べると、組織の４マイクロメートルの切片をスライドガ
ラス上に置き、キシレンで処理してパラフィンを除去した。脱パラフィンした切片は、Ｐ
ＢＳにおいて２０分間、３％のＨ２Ｏ２を用いて内因性ペルオキシダーゼについて消光し
た。蒸留水ですすいだ後、切片を室温で一晩、ＰＢＳにおいて１：１０００に希釈したウ
サギ抗ＰＣＶ２ポリクローナル血清と共にインキュベートした。ＰＢＳですすいだ後、切
片を、室温で３０分間、ビオチニル化したヤギ抗ウサギＩｇＧと共にインキュベートした
。その後、切片を、ストレプトアビジンペルオキシダーゼコンジュゲートと共にインキュ
ベートし、ジアミノベンジジンテトラヒドロクロリド基質で「視覚化」した。ＰＣＶ２抗
原の量は、盲検の様式で、ＰＣＶ２抗原染色のレベルに基づいて評価した。ランク付けさ
れたスコアは、０は染色なし、１は低い染色レベル、２は中程度の染色レベル、３は高い
染色レベルとして割り当てた。組織に対するＩＨＣは、アイオワ州立大学獣医学部におけ
る家畜診断研究所（アイオワ州、エイムズ）で実施した。
【０１４０】
　結果
ウイルスの単離
　鼻のスワブを、ＰＣＶ２の単離のために、ワクチン接種後日数（ＤＰＶ）０に回収し、
ワクチン接種の前に試験動物においてＰＣＶ２感染がないことを確認した。それぞれの試
験動物の鼻のスワブからウイルスは単離されず、このことは、ワクチン接種の時点でこれ
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らのブタが環境的ＰＣＶ２感染に曝露していないことを示している。
【０１４１】
　ＰＣＶ２チャレンジ材料の滴定
　毒性ＰＣＶ２チャレンジ材料（株４０８９５）の滴定結果を表１に示す。３回の滴定か
ら得られるチャレンジウイルスの平均力価は４．６Ｌｏｇ１０ＦＡＩＤ５０／ｍＬであっ
た。
【０１４２】
　血清学
　ＰＣＶ２特異的抗体のＥＬＩＳＡの結果を表２に示す。
【０１４３】
　ＤＰＶ１　０に、対照個体（Ｃ群）におけるＥＬＩＳＡのＳ／Ｐ比率は、－０．００９
から０．３６６で変化し、平均Ｓ／Ｐ比率は０．１３５であった。ワクチン接種の後、対
照におけるＥＬＩＳＡ抗体力価は、ＤＰＶ１３までにバックグラウンドレベルまで低下し
、全ての子豚はチャレンジの日まで血清反応陰性のままであった。平均Ｓ／Ｐ比率はそれ
ぞれ、ＤＰＶ１３では０．０４９、ＤＰＶ２８では０．０２３、およびＤＰＶ３５（ＤＰ
Ｃ－１）では０．００４であった。ＰＣＶ２チャレンジの後、平均Ｓ／Ｐ比率は、ＤＰＣ
７の０．１２５、ＤＰＣ１４の０．６１２から、ＤＰＣ２０の０．９２２まで顕著に増大
した。
【０１４４】
　ＤＰＶ１　０日に、ワクチン接種個体（Ｖ群）におけるＥＬＩＳＡのＳ／Ｐ比率は、－
０．０２８から０．３６４まで変化し、平均Ｓ／Ｐ比率は０．１２６であった。ワクチン
接種の後、平均Ｓ／Ｐ比率は、ＤＰＶ１３では０．０４１、ＤＰＶ２８では０．０９７、
およびＤＰＶ３５（ＤＰＣ－１）では０．１６７であった。ＰＣＶ２チャレンジの後、こ
の群の子豚におけるＥＬＩＳＡ力価における顕著な増加がＤＰＣ７にすぐ見られ、平均Ｓ
／Ｐ比率は、ＤＰＣ７では１．０６９、ＤＰＣ１４では１．３７３、およびＤＰＣ２０で
は１．３５６であった。
【０１４５】
　ＰＣＶ２ウイルス血症
　ワクチン接種個体および対照個体の血清におけるＰＣＶ２特異的ＰＣＲによるＰＣＶ２
ウイルス血症の検出を、表３Ａに要約する。このＰＣＶ２特異的ＰＣＲは、従来の細胞培
養方法よりも少なくとも１０００倍感度が高い。
【０１４６】
　チャレンジ後日数（ＤＰＣ）－１に、予想外に、２４頭のワクチン接種個体のうち３頭
（ブタ＃Ｐ１０２、Ｐ１０３、およびＰ１０４）、ならびに２４頭の対照個体のうち６頭
（ブタ＃Ｇ１９７、Ｇ２０５、Ｏ１６２、Ｐ１０７、Ｐ１０８、およびＰ１１０）が、血
清試料においてＰＣＶ２のＤＮＡについて陽性であることが検出されたが、一方でその他
全てが陰性のままであることが判明した。全ての９頭のＰＣＶ２陽性ブタを同一の部屋（
＃１２）に収容した。残念ながら、６頭のＰＣＶ２感染ブタ（ブタ＃Ｐ１０２、Ｐ１０３
、Ｐ１０４、Ｐ１０７、Ｐ１０８、およびＰ１１０）ならびに２頭の非感染ブタを部屋＃
１３内に移し、空間上の必要性のため、ＤＰＣ－１に、部屋＃１１からの８頭の非感染ブ
タと混合した。したがって、部屋＃１２および１３における全ての動物は、環境的ＰＣＶ
２に潜在的に曝露された。
【０１４７】
　ＰＣＶ２への環境的曝露の源を調査するために、ＤＰＶ０、１３、および２８に回収し
た血清試料を、ＰＣＶ２特異的ＰＣＲによって試験した。全てのブタは、ＤＰＶ１３に非
常に強い陽性ＰＣＲバンドを有するブタ＃Ｐ１０８（対照個体、部屋＃１２）を除いて、
ＰＣＶ２陰性であった。この結果は、偶発的な環境的ＰＣＶ２曝露がブタ＃Ｐ１０８に由
来すること、そして部屋＃１２および＃１３における他のブタに広がったことを示唆する
ものであった。このＰＣＶ２の正確な起源は分からないが、おそらく、試験に入る前にブ
タ＃Ｐ１０８が検出不可能なレベルで感染した環境または農場によるものである。
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【０１４８】
　環境的曝露からのＰＣＶ２の遺伝子型を決定するために、ブタ＃Ｐ１０８由来のＰＣＲ
産物を、配列決定のためにクローニングした。ＤＮＡ配列の分析により、ブタ＃Ｐ１０８
由来のＰＣＶ２は、株＃４０８９５（２Ａ）と異なる２Ｂ型株であることが示された。こ
れらの２つのＰＣＶ２株のゲノムは、９５．９８％のＤＮＡ配列同一性を有していた。実
験的ＰＣＶ２（株＃４０８９５）チャレンジを環境的接触チャレンジ（ブタ＃Ｐ１０８由
来の２Ｂ）からさらに区別するために、全てのＰＣＶ２ウイルス血症のブタ由来のＰＣＲ
産物を、ＤＮＡ配列決定のためにクローニングした。遺伝子型決定の結果を「ＰＣＶ２チ
ャレンジ」の欄において示し、「Ａ」は、ＰＣＶ２Ｂが血清試料において検出されず、チ
ャレンジが実験的ＰＣＶ２＃４０８９５株によってのみ生じたことを表し、「Ａ＋Ｂ」は
、実験的チャレンジに加え、ＰＣＶ２Ｂもまた検出され、全てのＰＣＶ２Ｂが同一の配列
のためにブタ＃Ｐ１０８から得られたことを表し、「Ａ＋（Ｂ）」は、実験的チャレンジ
に加え、ブタが部屋＃１２／１３においてブタ＃Ｐ１０８と混合されたために、これらの
ブタが潜在的にＰＣＶ２Ｂに感染していたことを表す。しかし、これらのブタの全てがＰ
ＣＶ２チャレンジから防御された。
【０１４９】
　実験的および環境的接触チャレンジの影響を評価するために、ＰＣＶ２ウイルス血症に
ついてのＰＣＲ結果を、全体的な比較（表３Ａ）、実験的チャレンジ（表３Ｂ）、ならび
に実験的および環境的接触チャレンジ（表３Ｃ）という３つのカテゴリーにおいて議論す
る。
【０１５０】
　群間の全体的な比較は、１０／２４（４１．７％）のワクチン接種個体が、少なくとも
シングルポジティブで不確定な発生では、血清中のＰＣＶ２のＤＮＡの存在について陽性
であることを示した。単一の不確定な発生が説明不可能である場合、５／２４（２０．８
％）のワクチン接種個体がＰＣＶ２のＤＮＡについて陽性であった。逆に、２４／２４（
１００％）の対照個体が、複数の発生について、血清中のＰＣＶ２のＤＮＡの存在につい
て陽性であった。対照個体におけるＰＣＶ２陽性バンドの頻度および密度は、ワクチン接
種個体におけるよりも顕著に高く強いものであった（表３Ａを参照されたい）。
【０１５１】
　ＰＣＶ２の実験的チャレンジに曝露された群間での比較（表３Ｂ）は、１／９（１１．
１％）のワクチン接種個体が、シングルポジティブな発生のみについて、ＰＣＶ２のＤＮ
Ａについて陽性であることを示した。逆に、１４／１４（１００％）の対照個体が、複数
の発生について、ＰＣＶ２のＤＮＡの存在について陽性であった。
【０１５２】
　ＰＣＶ２の実験的および環境的接触チャレンジに曝露された群間の比較（表３Ｃ）は、
４／１５（２６．７％）のワクチン接種個体が、少なくともシングルポジティブな発生に
ついて、ＰＣＶ２のＤＮＡについて陽性であることを示した。逆に、１０／１０（１００
％）の対照個体が、複数の発生について、血清中のＰＣＶ２のＤＮＡの存在について陽性
であった。
【０１５３】
　顕微鏡的病変－リンパの枯渇
　リンパ節、脾臓、および扁桃腺の組織を、リンパの枯渇について顕微鏡で検査した。顕
微鏡的病変－リンパの枯渇の全結果を表４Ａに要約する（スコア０～３を有する動物の数
）。
【０１５４】
　群間の全体的な比較は、少なくとも１つの組織における異常なリンパ枯渇のスコアが、
対照ブタの２３／２４（９５．８％）と比較して、ワクチン接種したブタの１５／２４（
６２．５％）において観察されたことを示した。中程度から重度のリンパ枯渇病変は、１
４／２４（５８．３％）の対照個体と比較して、４／２４（１６．７％）のワクチン接種
個体において観察された。
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【０１５５】
　ＰＣＶ２の実験的チャレンジに曝露された群間の比較（表４Ｂ）は、少なくとも１つの
組織における異常なリンパ枯渇のスコアが、対照ブタの１３／１４（９２．９％）と比較
して、ワクチン接種したブタの６／９（６６．７％）において観察されたことを示した。
【０１５６】
　ＰＣＶ２の実験的および環境的接触チャレンジに曝露された群間の比較（表４Ｃ）は、
少なくとも１つの組織における異常なリンパ枯渇のスコアが、対照ブタの１０／１０（１
００％）と比較して、ワクチン接種したブタの９／１５（６０％）において観察されたこ
とを示した。
【０１５７】
　顕微鏡的病変－組織球性の置換
　リンパ節、脾臓、および扁桃腺の組織を、濾胞の置換を伴う組織球性から肉芽腫性の炎
症について顕微鏡で検査した。顕微鏡的病変－組織球性の置換の全結果を表５に要約する
。
【０１５８】
　全体的な比較は、対照個体の２２／２４（９１．７％）と比較して、１５／２４（６２
．５％）のワクチン接種個体が少なくとも１つのリンパ組織において異常な組織球性の置
換のスコアを有することが観察されたことを示した。
【０１５９】
　免疫組織化学
　リンパ節、脾臓、および扁桃腺におけるＩＨＣ染色によるＰＣＶ２抗原の量の検出の結
果を、表６に要約する（スコア０～３を有する動物の数）。
【０１６０】
　全体的な比較は、対照個体の２３／２４（９５．８％）と比較して、７／２４（２９．
２％）のワクチン接種個体が少なくとも１つのリンパ組織においてＰＣＶ２特異的なＩＨ
Ｃ染色であったことを示した。
【０１６１】
　チャレンジ後の臨床観察
　個別のブタにおけるチャレンジ後の臨床徴候について毎日観察した結果を表７に示す。
２頭の対照ブタ（＃Ｐ１０８およびＯ１６２）を除くいずれのブタにおいても、臨床徴候
は観察されなかった。
【０１６２】
　ブタ＃Ｐ１０８はＤＰＣ１に咳をし、ＤＰＣ１０に下痢をし、ＤＰＣ１７に痩せ、下痢
をし、かつ不活動であることが観察された。このブタは、消耗性の明らかな臨床徴候を発
症した。状態が悪いため、この子豚はＤＰＣ１８に安楽死させた。剖検により、非常にわ
ずかな皮下脂肪、肺における中程度の頭腹側の硬化、空の胃および腸が明らかになった。
ブタはＰＣＶ関連疾患を発症し、これは、ＰＣＶ２ウイルス血症（極めて強いＰＣＶ陽性
）、重度のリンパの枯渇、およびリンパ組織におけるＰＣＶ２抗原の高い負荷（ＩＨＣ染
色による）の所見により裏付けられた。
【０１６３】
　子豚＃Ｏ１６２は、ＤＰＣ１４に、痩せて、左後肢が不自由であることが観察された。
ＤＰＣ１７に、このブタはまた、痩せて、行動が不可能であり、後肢において足根関節が
腫れていることが観察された。状態が悪いため、この子豚はＤＰＣ１８に安楽死させた。
剖検により、線維素の接着を伴う中程度から重度の肺の硬化が明らかになった。肺組織の
顕微鏡評価は、重度の急性気管支肺炎および慢性限局性間質性線維症を示した。このブタ
はＰＣＶ関連疾患を発症し、これは、ＰＣＶ２ウイルス血症（極めて強力なＰＣＲ陽性）
、重度のリンパの枯渇、およびリンパ組織におけるＰＣＶ２抗原の高い負荷（ＩＨＣ染色
による）の所見により裏付けられた。
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