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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　イヌにおいてマイコプラズマサイノス（Mycoplasma cynos，M.cynos）に対する免疫応
答を刺激してイヌ感染性呼吸器疾患（CIRD）に対してワクチン接種するためのワクチン組
成物であって、不活化した又は弱毒化したＭ．サイノス（M.cynos）を含む、ワクチン組
成物。
【請求項２】
　不活化した又は弱毒化したストレプトコックス亜種ゾーエピデミクス（Streptcoccus e
qui sub zooepidemicus，S.zooepidemicus）をさらに含む、請求項１に記載のワクチン組
成物。
【請求項３】
　不活化した又は弱毒化したクラミドフィラアボルタス(Chlamydophila abortus，C.abor
tus)、又はクラミドフィラフェリス(Chlamydophila felis，C.felis)、又は、配列番号１
～８のいずれかを含む２３ＳｒＲＮＡを有する不活化した又は弱毒化したクラミドフィラ
(Chlamydophila)をさらに含む、請求項１または２に記載のワクチン組成物。
【請求項４】
　薬学上許容可能なキャリア、希釈剤又はアジュバントをさらに含む、請求項１～３の何
れか１項に記載のワクチン組成物。
【請求項５】
　請求項１～４の何れか１項に記載のワクチン組成物であって、
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　不活化した又は弱毒化したイヌ呼吸器コロナウイルス（ＣＲＣＶ）、又はＣＲＣＶの免
疫原性の断片；
　不活化した又は弱毒化したイヌパラインフルエンザウイルス（ＣＰＩＶ）、又はＣＰＩ
Ｖの免疫原性の断片；
　不活化した又は弱毒化したイヌアデノウイルス２型（ＣＡＶ－２）、又はＣＡＶ－２の
免疫原性の断片；
　不活化した又は弱毒化したイヌヘルペスウイルス（ＣＨＶ）、又はＣＨＶの免疫原性の
断片；及び
　不活化した又は弱毒化したボルデテルラブロンチセプティカ（Bordetella bronchisept
ica，B.bronchiseptica）、又はボルデテルラブロンチセプティカ（B.bronchiseptica）
の免疫原性の断片のいずれか１以上をさらに含む、ワクチン組成物。
【請求項６】
　イヌ感染性呼吸器疾患（CIRD）に対してイヌに予防接種するためのワクチン組成物であ
って、不活化した又は弱毒化したＭ．サイノス（M.cynos）、Ｍ．サイノス（M.cynos）の
免疫原性の断片を含み、
　不活化した又は弱毒化したクラミドフィラアボルタス（C.abortus）、又はクラミドフ
ィラフェリス（C.felis）、又は、配列番号１～８のいずれかを含む２３ＳｒＲＮＡを有
する不活化した又は弱毒化したクラミドフィラ（Chlamydophila）、又は、クラミドフィ
ラアボルタス（C.abortus）、若しくはクラミドフィラフェリス（C.felis）の免疫原性の
断片；
　不活化した又は弱毒化したイヌ呼吸器コロナウイルス（ＣＲＣＶ）、又はＣＲＣＶの免
疫原性の断片；
　不活化した又は弱毒化したイヌパラインフルエンザウイルス（ＣＰＩＶ）、又はＣＰＩ
Ｖの免疫原性の断片；
　不活化した又は弱毒化したイヌアデノウイルス２型（ＣＡＶ－２）、又はＣＡＶ－２の
免疫原性の断片；
　不活化した又は弱毒化したイヌヘルペスウイルス（ＣＨＶ）、又はＣＨＶの免疫原性の
断片；及び
　不活化した又は弱毒化したボルデテルラブロンチセプティカ（B.bronchiseptica）、又
はボルデテルラブロンチセプティカ（B.bronchiseptica）の免疫原性の断片；
のいずれか１以上をさらに含む、ワクチン組成物。
【請求項７】
　ＣＲＣＶの前記免疫原性の断片がスパイクタンパク質又は血液凝集素－エステラーゼ（
ＨＥ）タンパク質、又は前記スパイクタンパク質若しくは前記ＨＥタンパク質の免疫原性
の部分を含む、請求項５または６に記載のワクチン組成物。
【請求項８】
　請求項１～７の何れか１項に記載のワクチン組成物をイヌに投与することを含む、Ｍ．
サイノス（M.cynos）の感染により生じる疾患に対してイヌに予防接種する方法。
【請求項９】
　請求項１～７の何れか１項に記載のワクチン組成物をイヌに投与することを含む、Ｍ．
サイノス（M.cynos）の感染により生じる疾患を治療する方法。
【請求項１０】
　イヌにおいてＭ．サイノス（M.cynos）に対する免疫応答を刺激してイヌ感染性呼吸器
疾患（CIRD）に対してワクチン接種する方法であって、不活化した又は弱毒化したＭ．サ
イノス（M.cynos）をイヌに投与することを含む、前記方法。
【請求項１１】
　請求項２～７の何れか１項に記載のワクチン組成物をイヌに投与することを含む、Ｍ．
サイノス（M.cynos）、並びに、Ｓ．ゾーエピデミクス（S.zooepidemicus）及びクラミド
フィラ（Chlamydophila）のいずれか１つ若しくは２つの感染により生じる疾患に対して
イヌに予防接種する方法。
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【請求項１２】
　請求項２～７の何れか１項に記載のワクチン組成物をイヌに投与することを含む、Ｍ．
サイノス（M.cynos）、並びに、Ｓ．ゾーエピデミクス（S.zooepidemicus）及びクラミド
フィラ（Chlamydophila）のいずれか１つ若しくは２つの感染により生じる疾患を治療す
る方法。
【請求項１３】
　イヌ感染性呼吸器疾患（CIRD）に対してワクチン接種するための、イヌにおけるＭ．サ
イノス（M.cynos）並びにＳ．ゾーエピデミクス（S.zooepidemicus）、及びクラミドフィ
ラ（Chlamydophila）のいずれか１つ若しくは２つに対する免疫応答の刺激方法であって
、
　不活化した又は弱毒化したＭ．サイノス（M.cynos）、又はＭ．サイノス（M.cynos）の
免疫原性の断片と、
　不活化した又は弱毒化したＳ．ゾーエピデミクス（S.zooepidemicus）；及び
　不活化した又は弱毒化したクラミドフィラアボルタス（C.abortus）、クラミドフィラ
フェリス（C.felis）、若しくは、配列番号１～８のいずれかを含む２３ＳｒＲＮＡを有
する不活化した又は弱毒化したクラミドフィラ（Chlamydophila）、又は、クラミドフィ
ラアボルタス（C.abortus）、若しくはクラミドフィラフェリス（C.felis）の免疫原性の
断片；
のいずれか１又は２と、
をイヌに投与することを含む、免疫応答の刺激方法。
【請求項１４】
　不活化した又は弱毒化したＭ．サイノス（M.cynos）、又はＭ．サイノス（M.cynos）の
免疫原性の断片と、
　不活化した又は弱毒化したＳ．ゾーエピデミクス（S.zooepidemicus）；及び
　不活化した又は弱毒化したクラミドフィラアボルタス（C.abortus）、クラミドフィラ
フェリス（C.felis）、若しくは、配列番号１～８のいずれかを含む２３ＳｒＲＮＡを有
する不活化した又は弱毒化したクラミドフィラ（Chlamydophila）、又は、クラミドフィ
ラアボルタス（C.abortus）、若しくはクラミドフィラフェリス（C.felis）の免疫原性の
断片；
のいずれか１又は２と、を含み、
　イヌにおけるＭ．サイノス（M.cynos）並びに、Ｓ．ゾーエピデミクス（S.zooepidemic
us）及びクラミドフィラ（Chlamydophila）の前記それぞれ１または２に対する免疫応答
の刺激に使用してイヌ感染性呼吸器疾患（CIRD）に対してワクチン接種するための組成物
。
【請求項１５】
　不活化した又は弱毒化したＭ．サイノス（M.cynos）、又はＭ．サイノス（M.cynos）の
免疫原性の断片と、
　不活化した又は弱毒化したＳ．ゾーエピデミクス（S.zooepidemicus）；及び
　不活化した又は弱毒化したクラミドフィラアボルタス（C.abortus）、クラミドフィラ
フェリス（C.felis）、若しくは、配列番号１～８のいずれかを含む２３ＳｒＲＮＡを有
する不活化した又は弱毒化したクラミドフィラ（Chlamydophila）、又は、クラミドフィ
ラアボルタス（C.abortus）、若しくはクラミドフィラフェリス（C.felis）の免疫原性の
断片；
のいずれか１又は２と、を含み、
　Ｍ．サイノス（M.cynos）並びに、Ｓ．ゾーエピデミクス（S.zooepidemicus）及びクラ
ミドフィラ（Chlamydophila）の前記それぞれ１または２の感染により生じるイヌ感染性
呼吸器疾患（CIRD）のための医薬品に使用される組成物。
【請求項１６】
　獣医用医薬品での使用のための、請求項１５に記載の組成物。
【請求項１７】
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　イヌの獣医用医薬品での使用のための、請求項１６に記載の組成物。
【請求項１８】
　請求項１４～１７の何れか１項に記載の組成物であって、さらに
　不活化した又は弱毒化したイヌ呼吸器コロナウイルス（ＣＲＣＶ）、又はＣＲＣＶの免
疫原性の断片；
　不活化した又は弱毒化したイヌパラインフルエンザウイルス（ＣＰＩＶ）、又はＣＰＩ
Ｖの免疫原性の断片；
　不活化した又は弱毒化したイヌアデノウイルス２型（ＣＡＶ－２）、又はＣＡＶ－２の
免疫原性の断片；
　不活化した又は弱毒化したイヌヘルペスウイルス（ＣＨＶ）、又はＣＨＶの免疫原性の
断片；及び
　不活化した又は弱毒化したボルデテルラブロンチセプティカ（B.bronchiseptica）、又
はボルデテルラブロンチセプティカ（B.bronchiseptica）の免疫原性の断片；
のいずれか１以上を含む組成物。
【請求項１９】
　Ｍ．サイノス（M.cynos）並びに、Ｓ．ゾーエピデミクス（S.zooepidemicus）及びクラ
ミドフィラ（Chlamydophila）のいずれか１または２の感染により生じるイヌ感染性呼吸
器疾患（CIRD）に対するワクチン組成物のキットであって、
　不活化した又は弱毒化したＭ．サイノス（M.cynos）、又はＭ．サイノス（M.cynos）の
免疫原性の断片と、
　不活化した又は弱毒化したＳ．ゾーエピデミクス（S.zooepidemicus）；及び
　不活化した又は弱毒化したクラミドフィラアボルタス（C.abortus）、クラミドフィラ
フェリス（C.felis）、若しくは、配列番号１～８のいずれかを含む２３ＳｒＲＮＡを有
する不活化した又は弱毒化したクラミドフィラ（Chlamydophila）、又は、クラミドフィ
ラアボルタス（C.abortus）、若しくはクラミドフィラフェリス（C.felis）の免疫原性の
断片；
のいずれか１又は２と、
薬学上許容可能なキャリア、希釈剤又はアジュバントを含む、キット。
【請求項２０】
　請求項１９に記載のキットであって、さらに
　不活化した又は弱毒化したイヌ呼吸器コロナウイルス（ＣＲＣＶ）、又はＣＲＣＶの免
疫原性の断片；
　不活化した又は弱毒化したイヌパラインフルエンザウイルス（ＣＰＩＶ）、又はＣＰＩ
Ｖの免疫原性の断片；
　不活化した又は弱毒化したイヌアデノウイルス２型（ＣＡＶ－２）、又はＣＡＶ－２の
免疫原性の断片；
　不活化した又は弱毒化したイヌヘルペスウイルス（ＣＨＶ）、又はＣＨＶの免疫原性の
断片；及び
　不活化した又は弱毒化したボルデテルラブロンチセプティカ（B.bronchiseptica）、又
はボルデテルラブロンチセプティカ（B.bronchiseptica）の免疫原性の断片；
のいずれか１以上を含むキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明はワクチン組成物に関するものであり、特に、イヌ感染性呼吸器疾患に対して使
用するためにワクチン組成物に関する。
【背景技術】
【０００２】
　イヌ感染性呼吸器疾患（ＣＩＲＤ）は、リホーミング施設及び搭乗用犬舎又は訓練用犬
舎のような混み合った条件で飼われているイヌに共通する伝染性の高い疾患である。多数
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のイヌは軽い咳のみを病み、短期間で回復するが、重篤な気管支肺炎を発生しうる場合も
ある（Appel & Binn, 1987）。ＣＩＲＤは稀にしか死に至ることはないが、救護施設のイ
ヌのリホーミングを遅らせ、訓練用犬舎のスケジュールを中断させると共に、相当な治療
コストを生じる。
【０００３】
　ＣＩＲＤの病態発生は、幾つかのウイルス及び細菌が関与する多因子性であるとみなさ
れている。原因となる主な病原体であるとみなされている作用物質は、イヌパラインフル
エンザウイルス（ＣＰＩＶ）（Binn et al., 1967）、イヌアデノウイルス２型（ＣＡＶ
－２）（Ditchifield et al., 1962）、及びイヌヘルペスウイルス（ＣＨＶ）（Karpas e
t al., 1968a & 1986b）、イヌ呼吸器コロナウイルス（ＣＲＣＶ）（WO 2004/011651 (Th
e Royal Veterinary College); Erles et al., 2003）、及び細菌、Bordetella bronchis
eptica（B.bronchiseptica（Bemis et al., 1977a; Keil et al., 1998）である。
【０００４】
　これらのウイルス及び細菌は発生している間に単離されるとこが多く、実験的感染にお
いて呼吸器症状又は肺病変を生じることが示されている（Appel & Percy, 1970; Swango 
et al., 1970; Karpas et al., 1986b）。
【０００５】
　また、ＣＩＲＤの症状を持つイヌからヒトのレオウイルス及びマイコプラズマの種が単
離されている（Lou & Wenner 1963; Randolph et al., 1993）。ストレスのような追加的
因子も重要であってもよい。
【０００６】
　B.bronchisepticaは、呼吸器疾患「犬舎咳」における主な病因菌であるとして報告され
た（Bemis et al., 1977b; Thompson et al., 1976）。それによって、イヌはそのほかの
呼吸器病因の影響を受けやすくなり、それはそれらと同時に存在することが多い。伝染力
の強いB.bronchisepticaで感作することにより犬舎咳を再生することができる。さらに、
寒い、隙間風及び高い湿度のような環境因子は、犬舎での典型的な条件であることが多い
が、疾患への感受性を高める（Ellis et al., 2001）。抗体は、一次疾患を治療するため
の弱い作用物質として一般に認識される（Ellis et al., 2001）。それに対して、B.bron
chisepticaに対する免疫予防法は、疾患の制御に役立つ相対的に有効な手段を提供する。
【０００７】
　B.bronchiseptica感染の際立った徴候は、活動又は興奮によって悪化する荒い、乾いた
咳である。激しい咳の発作が生じ、咽喉からの少量の粘液を除こうとする吐き気又は嘔吐
がそれに続く。二次的な細菌の侵襲が起きるにつれて体温が上昇してもよい。犬舎咳は伝
染性が高いので、疾患は、感受性のイヌに容易に伝染することができ、重度の咳を生じる
ことができる。最も重度の徴候は、感染後２～５日目に見られ始めるが、延長した期間継
続しうる。ストレス、特に有害な環境条件は、疾患の後期段階の間に再発を引き起こす可
能性がある。
【０００８】
　犬舎咳は通常、上部気道の症状であり、鼻汁及び咳き込みを特徴とする。犬舎咳は主と
して上部気道の変化が関与するが、ＣＩＲＤの病理学は、それが肺の損傷、場合によって
は気管支肺炎に関与することを示している。犬舎咳は、ＣＩＲＤより軽い症候群であり、
ＣＩＲＤで見られる幅広い範囲の病態を有さない。重症度及び死亡率の上昇によってもＣ
ＩＲＤは識別される。
【０００９】
　ＣＩＲＤは、軽い疾患から致死的な疾患までの範囲で呼吸器の徴候を示すイヌにおける
症候群である。それは、炎症性から滲出性、浮腫性、時に、肺組織内で広く広がりうる出
血性の病態の進行を伴った上部及び下部の気道の感染の関与を特徴とする。ＣＩＲＤはま
た、B.bronchisepticaの非存在下でも生じることができ、実際、検出可能なB.bronchisep
ticaを有さないのにＣＩＲＤに罹るイヌがあり、それは、犬舎咳とＣＩＲＤが識別可能な
感染であることを示している。
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【００１０】
　我々はまた、呼吸器疾患にはそのほかの作用物質が関与すると結論付ける一方で、B.br
onchisepticaと呼吸器疾患の関係も確認している（Chalker et al., 2006）。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　我々は今やまた、Streptococcus equi亜種zooepidermicus（実施例１を参照のこと）、
Mycoplasma cynos（実施例２を参照のこと）、及びChlamydophila（実施例３を参照のこ
と）がＣＩＲＤに関係することを示している。我々の試験集団のイヌはすべて、ＣＰＩＶ
及びＣＡＶ－２に対するワクチン接種をしたので、我々は、これらのウイルスのＣＩＲＤ
への関与を支持する新しいデータを有していない。しかしながら、我々はまた、さらに重
度の呼吸器症状を伴ったイヌにおけるイヌヘルペスウイルスの罹患率の上昇も見い出した
（実施例４を参照のこと）。
【００１２】
　Streptococcus equi亜種zooepidermicus（S.zooepidemicus）は、ウマからのみではな
く、種々の動物宿主から頻繁に単離される日和見病原体である。それは哺乳類の上部気道
粘膜の共生生物として見い出されることが多く（Timoney et al., 1988; Quinn et al., 
1999）、下部気道疾患、ウマにおける巣状肺炎及び子宮頸管炎（Chanter et al., 1997; 
Biberstein & Hirshm 1999）、ラマにおける肺炎（Biberstein & Hirshm 1999）、ブタに
おける敗血症及び関節炎（Timoney, 1987）、ウシ及びヤギにおける乳腺炎（Timoney et 
al., 1988）、ニワトリにおける敗血症、ラマにおける心膜炎及び肺炎（Timoney, 1987）
、モルモットにおけるリンパ節炎（Quinn et al., 1999）、ヒトにおける糸球体腎炎（Bl
alter et al., 2000）及びヒトにおける髄膜炎（Ural et al., 2003）を含む幾つかの疾
患症候群に関係している。イヌでは、S.zooepidemicusは、創傷感染及び敗血症（Quinn e
t al., 1999）及び急性壊死性出血性肺炎（Gamett et al., 1982）に関係している。
【００１３】
　出血性連鎖球菌肺炎（ＨＳＰ）の後期におけるイヌは、ＣＩＲＤのイヌと組織学的特徴
の幾つかを共有しているが、早期ではこのようなことはなく（Chalker et al., 2003を参
照のこと）、ＨＳＰでは敗血性の血栓が存在する（Gamett et al., 1982）。ＨＳＰは、
ほとんどの場合、臨床的徴候なしで致死的な急激な発症を有するが、ＣＩＲＤでは、我々
は、鼻汁、咳き込み、くしゃみ、吐き気、食欲不振、肺炎及び気管支肺炎のような幅広い
範囲の臨床的な徴候と共に緩慢な発症を見ている。
【００１４】
　Mycoplasma cynos（M.cynos）は、イヌの尿路感染症に関係している（Jang et al., 19
84）。それはまた、ジステンパーのイヌの肺でも同定されており（Rosendal, 1978）、M.
cynosの気管支内接種はイヌで肺炎を誘発することが判っている（Rosendal & Vinther, 1
977）。
【００１５】
　Rosendal(1978)によって記載されたイヌジステンパーは、ジステンパーウイルス、種々
のマイコプラズマ及び細菌Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓによる感染に続く複合疾患である。こ
れは微生物による感作の強力な組み合わせであり、当然、結果として肺炎を生じる。Myco
plasma sppによる病態の比率ははっきりしなかった。M.cynosによるそれに続く感作は、
接種した５匹のうち４匹で小さな局所の炎症病変が見られたが、病気の徴候がないことを
特徴とした。この症候群におけるM.cynosの意味は、Rosendalが述べたように「評価する
のが難しい」だった。
【００１６】
　ＣＩＲＤに関係するChlamydophila種は、２３ＳｒＲＮＡ遺伝子における２１８のヌク
レオチド配列の比較によってChlamydophila aborus（C.aborus）に極めて密接に関係して
いる。このChlamydophila種におけるこの領域のヌクレオチド配列（配列番号１）は、C.a
borusと９９％以上同一であり、Chlamydophila psiticasiと９８．６％同一であり、Chla
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mydophila felisと９６．３％同一である。
【００１７】
　Chlamydophila種は、ＣＩＲＤのイヌの気管及び肺で同定された。それに対して、C.abo
rusによる感染は通常、繁殖性障害に関係しており、特にヒツジでは望まない流産を招く
ことが多い。C.aborusは、イヌでは呼吸器感染に役割を有するとしては以前記載されてい
ない。
【００１８】
　イヌに感染するChlamydiae種に関する出版物はほとんどないので、イヌのChlamydiae種
の生物多様性はほとんど知られていない。最近、Chlamydiae pneumoniae（C.pneumoniae
）がイヌのアテローム性硬化症に関係していた（Sako et al., 2002）。同定されていな
かったChlamydiae sppも敗血性多発性関節炎のイヌで同定された（Lambrechts et al., 1
999）。
【００１９】
　C.psiticasiは、以前、飼いイヌの糞便、脳、肝臓、脾臓、腎臓及び肺の組織から単離
された（Arizmendi et al., 1992; Fraser et al., 1985; Gresham et al., 1996）。研
究によれば、ドイツのペット犬集団の２０％及び日本では１０％がChlamydiaeａｅに暴露
され、それに対する抗体を生じている（Werth et al., 1987; Fukushi et al., 1985）。
英国におけるC.psiticasiの血清陽性のイヌの罹患率は知られていない（Gresham et al.,
 1996）。C.psiticasiに感染したイヌは、やや臨床的な、慢性の感染、アテローム性硬化
症、関節炎、結膜炎又は呼吸器疾患さえも発生する可能性がある（Gresham et al., 1996
; Storz, 1988）。Gresham et al., (1996)は、症状はＣＩＲＤほど重度ではなかったが
、呼吸器疾患の症状を持つイヌからC.psiticasiを単離した。イヌは潜在的な保菌者であ
ってもよく、従ってヒトのChlamydiae感染の疫学において重要であることが示唆されてい
る（Gresham et al., 1996; Werth, 1989）。自然感染したイヌからのC.psiticasiの細胞
培養における単離を記録したたった一例（Arizmendi et al., 1992）及び実験的に感染さ
せたイヌからの単離の一例がある（Young et al., 1972）。
【００２０】
　ＣＰＩＶ及びＣＡＶ－２と同様に、ＣＩＲＤに関係する感染性作用物質の一部、すなわ
ち、B.bronchisepticaに対してワクチンが利用可能である。しかしながら、これらのワク
チンの使用にもかかわらず、ＣＩＲＤは世界中の犬舎で依然として流行しており、それは
、おそらく、ＣＩＲＤに関与するすべての感染性作用物質に対して防御を提供しないワク
チンのせいである。
【課題を解決するための手段】
【００２１】
　従って、本発明の第１の側面は、以下の１以上を含むイヌにワクチン接種するためのワ
クチン組成物を提供する。
（ａ）イヌにおいてS.zooepidemicusに対する免疫応答を生じることが可能である作用物
質；
（ｂ）イヌにおいてM.cynosに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；及び
（ｃ）イヌにおいてChlamydophilaに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質
；
【００２２】
　該組成物は、これら作用物質の任意の２つ、たとえば、（ａ）と（ｂ）、（ａ）と(ｃ)
又は（ｂ）と（ｃ）を含有してもよいことが十分理解される。組成物は、これら作用物質
３つすべて（ａ）、（ｂ）及び（ｃ）を含有してもよい。
【００２３】
　イヌにおいて特定の生物に対して免疫応答を生じることが可能である作用物質によって
、我々は、免疫不全でない又は免疫抑制されていないイヌに投与した場合、作用物質がイ
ヌの免疫系を誘導して該生物に特異的に結合する抗体を生じるという意味を包含する。従
って、作用物質は、特定の生物に対して防御的免疫応答を誘導することが可能である。
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【００２４】
　好ましくは、従って、産生される抗体は、個体におけるいかなるほかの分子よりも大き
な親和性で特定の生物を特異的に結合する。好ましくは、抗体は、個体におけるいかなる
ほかの分子よりも少なくとも２倍、又は少なくとも５倍、又は少なくとも１０倍又は少な
くとも５０倍大きな親和性で特定の生物を結合する。さらに好ましくは、抗体は、個体に
おけるいかなるほかの分子よりも、少なくとも１００倍、又は少なくとも１，０００倍又
は少なくとも１０，０００倍大きな親和性で特定の生物を結合する。
【００２５】
　イヌにおいて特定の生物に対して免疫応答を生じることが可能である作用物質によって
、我々は、免疫不全でない又は免疫抑制されていないイヌに投与した場合、作用物質がイ
ヌの免疫系を誘導して、該生物から分泌されるタンパク質のような高分子に特異的に結合
する抗体を産生するという意味も包含する。抗体は、毒素又は溶血素のような分泌された
高分子を特異的に結合し、それを不活化するので、宿主における病態変化及び疾患の重症
度を軽減し、従って宿主が感染を克服することができる。従って、イヌにおいて特定の生
物に対して免疫応答を生じることが可能である作用物質によって、我々は、分泌された高
分子のような該生物の一部に対して免疫応答を生じることが可能である作用物質を包含す
る。
【００２６】
　通常、イヌにおいてS.zooepidemicusに対する免疫応答を生じることが可能である作用
物質は、不活化した又は弱毒化したS.zooepidemicus、又はS.zooepidemicusの免疫原性の
断片、若しくはその派生物、又は前記断片若しくは前記派生物をコードする核酸（その場
合、前記断片又は前記派生物はポリペプチドを含む）を含む。
【００２７】
　Streptococcus equi亜種zooepidermicusは、ＮＣＴＣ（寄託番号４６４６．Ｓ３４）、
ＡＴＣＣ（寄託番号４３０７９）及びナショナル・コレクション・オブ・デイリー・オー
ガニズムズ（ＮＣＤＯ）（寄託番号１３５８）に寄託されており、Farrow et al. (1984)
によって記載されている。
【００２８】
　ワクチンの「不活化された」成分によって、我々は、細菌、マイコプラズマ又はウイル
スのような特定のワクチン成分が、疾患を誘発する能力を取り除くが、依然として防御的
免疫を呼び起こす能力を保持するような方法で処理されているという意味を包含する。「
不活化された」ワクチン成分によって、我々は殺した生物を包含する。
【００２９】
　ワクチンに使用するために細菌、マイコプラズマ又はウイルスのような生物を不活化し
、殺す方法は当該技術で周知であり、以下に記載されるように、たとえば、イヌのワクチ
ン用の成分の一部の調製に使用されている。
【００３０】
　ワクチンを調製するために微生物を不活化する方法は幾つかある。最も簡単な方法は、
熱で殺すこと（たとえば、ウイルスを５８℃で３０分間加熱すること；細菌を５分間煮沸
すること又は６５℃で１時間加熱すること）又はホルマリンと混合して殺すことである。
様々な化学薬品によって、又はＵＶ光による処理によっても微生物を殺すことができる。
【００３１】
　ワクチンの弱毒化した成分によって、我々は、細菌、マイコプラズマ又はウイルスのよ
うな特定のワクチン成分が、疾患を誘発する能力を大きく減じているが、依然として防御
的免疫を呼び起こす能力を保持するような方法で選択される、さもなければ処理されると
いう意味を包含する。
【００３２】
　ワクチンに使用するために細菌、マイコプラズマ又はウイルスのような生物を弱毒化す
る方法は当該技術で周知であり、以下に記載されるように、たとえば、イヌのワクチン用
の成分の一部の調製に使用されている。
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【００３３】
　異なった設定での、すなわち、ウイルス又はChlamydophilaについては細胞培養、及び
細菌については固体培地上又は異なった宿主で、病原性の低下が見られるまでの引き延ば
した継代によって微生物を弱毒化することができる。或いは、細菌の病原性に関与する特
定の遺伝子に点突然変異を起こす、又はそれを欠失させ、従って生物の病原能力を限定さ
せることができ、又は生物が、動物宿主には存在しない化学物質について特異的な要求を
有し、従って、宿主中では複製できず、仮にも生き残れないように生物に変異を起こさせ
ることができる。化学物質処理及びＵＶ光処理によってゲノムに点突然変異を生じること
によっても細菌において弱毒化を行うことができる。
【００３４】
　S.zooepidemicusの免疫原性の断片は、イヌにおいて防御的免疫応答を生じることが可
能である、S.zooepidemicusのいかなる断片でもあってもよい。従って、S.zooepidemicus
の免疫原性の断片を、免疫不全ではない又は免疫抑制されていないイヌに投与した場合、
それは、イヌの免疫系を誘導してS.zooepidemicusに特異的に結合する抗体を産生する。
【００３５】
　通常、特定の生物の免疫原性の断片は、その生物のタンパク質成分である。生物の「タ
ンパク質成分」によって、我々は、タンパク質全体又はタンパク質の一部の意味を包含す
る。タンパク質断片がグリコシル化されていてもよく、又はされていなくてもよいことが
十分理解される。従って、「タンパク質」によって、我々は糖タンパク質も包含する。糖
タンパク質のアミノ酸配列は、それに結合する糖の種類、数、配列及び位置にかかわりな
く、ポリペプチド主鎖のアミノ酸配列を言う。
【００３６】
　S.zooepidemicusのタンパク質には、細胞表面タンパク質前駆体（ジェンバンク、受入
番号ＡＡＡ８６８３２及びＢＡＤ００７１１）、Ｃｐｎ６０（ジェンバンク、受入番号Ａ
ＡＭ８８４７２）、Ｍ様タンパク質（ジェンバンク、受入番号ＡＡＰ３３０８２、ＡＡＰ
３３０８１、ＡＡＰ３３０８０、ＡＡＰ３３０７９、ＡＡＰ２２２８５、ＡＡＢ９２６３
５、ＡＡＢ９２６３４、ＡＡＢ９２６３３、ＡＡＢ９２６３１、ＡＡＢ９２６３０、ＡＡ
Ｂ９２６２９、ＡＡＢ９２６２８、ＡＡＢ９２６２７、ＡＡＢ９２６２６、ＡＡＢ９２６
２５、ＡＡＢ９２６２４、ＡＡＢ９２６２３、ＡＡＢ９２６２２、２１１１３１０Ａ及び
ＢＡＤ００７１２）、Ｍ様タンパク質前駆体（ジェンバンク、受入番号ＡＡＤ３７４３２
）、Ｍ様タンパク質Ｓｚｐ２前駆体（ジェンバンク、受入番号ＡＡＦ７５６７４）、Ｍ様
タンパク質Ｓｚｐ３前駆体（ジェンバンク、受入番号ＡＡＦ７５６７５）、Ｍ様タンパク
質Ｓｚｐ４前駆体（ジェンバンク、受入番号ＡＡＦ７５６７６）、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃ
ｃｕｓ pneumoniaeＯＲＦ５に類似のタンパク質（ジェンバンク、受入番号ＢＡＢ１６０
４１）、推定上の金属結合／付着因子タンパク質（ジェンバンク、受入番号ＣＡＢ５６７
１０）、ゾシンＡ免疫因子（ジェンバンク、受入番号ＡＡＣ４６０７３）及びWalker et 
al., (1998, 2003；ジェンバンク、受入番号ＡＡＱ０８４８８－ＡＡＱ０８５１０を含む
）により記載されたＳｚｐタンパク質が挙げられる。
【００３７】
　好ましくは、S.zooepidemicusの免疫原性断片は、S.zooepidemicusの構造タンパク質又
はその免疫原性の部分である。さらに好ましくは、S.zooepidemicusの免疫原性の断片は
、分泌された毒素、又は溶血素、又は付着因子／表面タンパク質、又はこれらの免疫原性
部分である。
【００３８】
　当業者に既知の常法によって、たとえば、S.zooepidemicusのような細菌から追加の表
面タンパク質を単離することができる。参照によって本明細書に組み入れられるSambrook
 et al., (2001)「分子クローニング、実験室マニュアル、第３版（米国、ニューヨーク
州、コールドスプリングハーバー、コールドスプリングハーバーラボラトリープレス、サ
ムブルックら編）は、この目的に使用される一般的な細菌のクローニング技術を記載して
いる。
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【００３９】
　イヌにおいて免疫応答を生じることが可能である作用物質がタンパク質のような生物の
成分であれば、該生物の培養からそれを単離してもよい。さらに好ましくは、組換えＤＮ
Ａ技術を用いて、タンパク質をコードする好適なＤＮＡ構築物の発現によってタンパク質
を作製する。核酸のクローニング、操作、修飾及び発現並びにタンパク質の精製のための
好適な技法は、当該技術で周知であり、たとえば、参照によって本明細書に組み入れられ
るSambrook et al., (2001)に記載されている。
【００４０】
　或いは、タンパク質化学技法を用いて、たとえば、単離したタンパク質の部分的なタン
パク質分解（外分解的に又は内分解的にのいずれかで）、又はｄｅ　ｎｏｖｏ合成によっ
てタンパク質を作製してもよい。Lu et al., (1981) J. Org. Chem., 46:3433に記載され
、その中で参照されているような固相ペプチド合成のＦｍｏｃ－ポリアミド方式でペプチ
ドを合成してもよい。
【００４１】
　生物の免疫原性断片の「派生物」によって、我々は、その生物に天然で存在する形態か
ら改変されているが、イヌにおいて免疫応答を生じる能力、たとえば、その生物に特異的
に結合する抗体の産生を誘導する能力を保持するタンパク質又はタンパク質の一部の意味
を包含する。
【００４２】
　たとえば、派生物には、その生物に特異的に結合する抗体の産生を誘導するのに使用す
ることができるタンパク質又はその一部の配列変異体が挙げられてもよい。通常、アミノ
酸置換を行ってワクチンの抗原性を改善する。好ましくは、配列変異体は、少なくとも９
０％、又は少なくとも９１％、又は少なくとも９２％、又は少なくとも９３％、又は少な
くとも９４％、又は少なくとも９５％、そのタンパク質又はその一部の天然の配列に一致
する。さらに好ましくは、配列変異体は、少なくとも９６％、又は少なくとも９７％、又
は少なくとも９８％、又は少なくとも９９％、又は少なくとも９９．５％、そのタンパク
質又はその一部の天然の配列に一致する。
【００４３】
　２つのポリペプチド間の配列同一性パーセントは、好適なコンピュータプログラム、た
とえば、ウィスコンシン大学、遺伝計算グループのＧＡＰプログラムを用いて決定しても
よい。２つのヌクレオチド配列又は２つのアミノ酸配列の間の同一性の比率は、ＧＣＧバ
ージョン１０（遺伝計算グループ（１９９１年）、ＧＣＧパッケージのためのプログラム
マニュアル、バージョン７、１９９１年４月；米国５３７１１、ウィスコンシン州、マジ
ソン、サイエンス通り５７５番地）を用いて決定することができる。使用するＧＣＧパラ
メータは：ＤＮＡ用にはギャップ創造ペナルティ５０、ギャップ拡張ペナルティ３及びタ
ンパク質用には、ギャップ創造ペナルティ８、ギャップ拡張ペナルティ２であることがで
きる。ＦＡＳＴＡバージョン３４（Pearson WR, (1990)「ＦＡＳＴＰ及びＦＡＳＴＡによ
る迅速で感度の高い比較」、Methods Enzymol., 183:63-98）を用いて、２つのヌクレオ
チド配列又は２つのアミノ酸配列の間の同一性の比率を決定することもできる。ＦＡＳＴ
Ａの設定は、ギャップ開放ペナルティ－１６及びギャップ拡張ペナルティ－４であっても
よい・
【００４４】
　同一性パーセントは、その配列が最適に揃えられているポリペプチドに関して計算され
ることが十分理解されるであろう。
【００４５】
　整列は或いは、ＣｌｕｓｔａｌＷプログラム（Thompson et al., (1994), Nucleic Aci
ds Res., 22:4673-80）を用いて行ってもよい。使用されるパラメータは以下のとおりで
あってもよい。
【００４６】
　迅速な２つ１組の整列パラメータ：Ｋ－タプル（ワード）サイズ；１、ウインドウサイ
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ズ；５、ギャップペナルティ；３、上の対角線の数；５、スコアリング法；ｘパーセント
。
【００４７】
　多数の整列パラメータ：ギャップ開放ペナルティ；１０、ギャップ拡張ペナルティ；０
．０５、スコアリングマトリクス；ＢＬＯＳＵＭ。
【００４８】
　通常、配列変異体は、１００未満の、又は５０未満の、又は４０未満の、又は３０未満
の、又は２０未満の、そのタンパク質又はその一部の天然の配列と異なるアミノ酸残基を
有する。さらに好ましくは、配列変異体は、１５又は１４又は１３又は１２又は１１又は
１０又は９又は８又は７又は６又は５又は４又は３又は２又はたった１個の、そのタンパ
ク質又はその一部の天然の配列と異なるアミノ酸残基を有する。
【００４９】
　派生物の配列が改変されて作用物質の免疫原性を高めてもよいし、配列が免疫原性に影
響を有さなくてもよい。たとえば、派生物は、免疫原性に必要としない１以上の除かれた
アミノ酸配列を有してもよい。
【００５０】
　「派生物」によって、我々はまた、ペプチドの機能、すなわち、生体内での特異的な抗
体の産生が実質的に不変のままであるという条件で、ペプチドが合成される前又は後で、
１以上のアミノ酸残基が化学的に修飾されているペプチドも包含する。そのような修飾に
は、酸又は塩基、特に生理学的に許容可能な有機又は無機の酸又は塩基との塩の形成、末
端カルボキシル基のエステル又はアミドの形成、及びたとえば、Ｎ－ｔ－ブトキシカルボ
ニルのようなアミノ酸保護基の結合が挙げられる。そのような修飾が、生体内での代謝か
らペプチドを保護してもよい。ペプチドは、単一コピーとして、又は複数コピー、たとえ
ば直列反復として存在してもよい。そのような直列又は複数の反復はそれ自体十分に抗原
性であり、キャリアの使用をあらかじめ回避してもよい。Ｎ末端とＣ末端を一緒に結合し
てループを形成すること、又は１以上のＣｙｓ残基を末端に付加して抗原性を高めること
、及び／又はジスルフィド結合を形成させることがペプチドにとって有利であってもよい
。ペプチドがキャリア、好ましくは、ポリペプチドに共有結合しているのならば、そのと
きは、配置は好ましくは本発明のペプチドがループを形成するようにする。
【００５１】
　現在の免疫学理論によれば、免疫系を刺激するために、又は免疫系への刺激を高めるた
めに、免疫原性の処方にはキャリア機能が存在すべきである。最良のキャリアは、Ｔ細胞
エピトープを具体化する（又は抗原と一緒にＴ細胞エピトープを創造する）と考えられる
。たとえば、架橋によって、別のキャリア、たとえば、血清アルブミン、ミオグロビン、
細菌毒素及びスカシ貝ヘモシアニンにペプチドを会合させてもよい。免疫応答においてＴ
細胞のヘルプを誘導するさらに最近開発されたキャリアには、Ｂ型肝炎コア抗原（ヌクレ
オカプシドタンパク質とも呼ばれる）、推定Ｔ細胞エピトープ、β－ガラクトシダーゼ及
びインターロイキン－１の１６３～１７１ペプチドが挙げられる。後者の化合物は、キャ
リア又はアジュバント又はその両方として様々にみなされてもよい。或いは、本発明の数
コピーの同一又は異なったペプチドを互いに架橋し、この状況で、それ自体別のキャリア
はないが、そのような架橋によってキャリア機能が提供されてもよい。好適な架橋剤には
、シグマ及びピアースのカタログにそのまま列記されるものが挙げられ、たとえば、グル
タールアルデヒド、カルボジイミド及びスクシンイミジル４－（Ｎ－マレイミドメチル）
シクロヘキサン－１－カルボキシレートが挙げられ、後者の作用物質は、Ｃ末端のシステ
イン残基（存在すれば）上のＳＨ基を利用する。
【００５２】
　好適な宿主内での好適なヌクレオチド配列の発現によって、ペプチドが調製されるので
あれば、そのときは、キャリアとして作用するペプチド配列との融合生成物としてペプチ
ドを発現させることが有利であってもよい。カビゲンの「エコセック」システムは、その
ような処理の一例である。



(12) JP 5698890 B2 2015.4.8

10

20

30

40

50

【００５３】
　通常、S.zooepidemicusの免疫原性画分をコードするポリヌクレオチドは、構造タンパ
ク質をコードし、さらに好ましくは、S.zooepidemicusの表面タンパク質、又はその免疫
原性部分、又はその派生物をコードする。上記のジェンバンク受入番号を参照することに
よって、種々のS.zooepidemicusのタンパク質をコードするポリヌクレオチドの配列を容
易に確認することができる。しかしながら、標準の分子生物学的技法によって、任意の免
疫原性のS.zooepidemicusタンパク質をコードするポリヌクレオチドの配列を容易に決定
することができる。
【００５４】
　通常、イヌにおいてM.cynosに対して免疫応答を生じることが可能である作用物質は、
不活化した又は弱毒化したM.cynos、又はM.cynosの免疫原性の断片、若しくはその派生物
、又は前記画分若しくは前記派生物をコードする核酸を含む。
【００５５】
　M.cynosは、ＮＣＴＣ（寄託番号１０１４２Ｈ８３１）及びＡＴＣＣ（寄託番号２７５
４４）に寄託されており、Rosendal(1972)によって記載されている。
【００５６】
　好ましくは、M.cynosの免疫原性の断片は、M.cynosの構造タンパク質又はその免疫原性
部分であり、さらに好ましくは、M.cynosの表面タンパク質又はその免疫原性部分、又は
その派生物である。当業者に既知の常法によってM.cynosのようなマイコプラズマから表
面タンパク質を単離することができる。
【００５７】
　マイコプラズマタンパク質を同定し、単離する方法は、遺伝子の一部が、マイコプラズ
マの独特のコドンの利用を認識する特定のベクターを必要としてもよいことを除いて、一
般に細菌の方法と同じである（Micoplasmology Vol. 1 Ed. S. Razin & J. Tully, Acade
mic Press Inc, 1995における分子的及び診断的な手段の中のゲノムの性状分析及び遺伝
学のＢ項のすべての章を参照のこと）。
【００５８】
　最も有効なマイコプラズマワクチンは、熱又はホルマリンで不活化した細胞全体或いは
弱毒化した生ワクチンを含有する傾向があるので、そのタンパク質すべて又は少なくとも
大半を含有する。ワクチンとして使用するために可能性があるマイコプラズマ成分には、
約４５ｋＤＡであると考えられている一次付着構造膜タンパク質（Ｍ．ｐｎｅｕｍｏｎｉ
ａｅ由来のＰ１シタドヘシン、及び３つの遺伝子オペロンのすべての部分であるＭ．ｇｅ
ｎｉｔａｌｉｕｍ由来のＭｇＰａのような相同体と同等）、表面に暴露されたタンパク質
及びそのほかの付着タンパク質、膜糖脂質、膜多糖類画分、リポグリカン及び動物のマイ
コプラズマワクチンの概説（Barile, 1985; Barile et al., 1985）で言及されているす
べてのものが挙げられる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００５９】
　実施態様では、Chlamydophilaに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質は
、不活性化した又は弱毒化したC.abortus又はC.abortusの免疫原性の断片若しくはその派
生物、又は前記画分若しくは前記派生物をコードする核酸を含む。
【００６０】
　Chlamydophila abortus（ＡＴＣＣ寄託番号ＶＲ－６５６）は、ヒツジのクラミジア流
産のＢ－５７７株としてEvertt et al.によって寄託された。
【００６１】
　別の実施態様では、Chlamydophilaに対する免疫応答を生じることが可能である作用物
質は、不活性化した又は弱毒化したC.psittaci、又はC.psittaciの免疫原性の断片若しく
はその派生物、又は前記画分若しくは前記派生物をコードする核酸を含む。
【００６２】
　Clamydia psittaciとしても知られるChlamydophila psittaciは、ＡＴＣＣ寄託番号Ｖ



(13) JP 5698890 B2 2015.4.8

10

20

30

40

50

Ｒ－１２５を有する（Lillie (1930) page 1968, Int. Syst. Bacteriol., 30:274 (AL)
）。
【００６３】
　さらなる実施態様では、Chlamydophilaに対する免疫応答を生じることが可能である作
用物質は、不活性化した又は弱毒化したC.felis又はC.felisのの免疫原性の断片若しくは
その派生物、又は前記画分若しくは前記派生物をコードする核酸を含む。
【００６４】
　Chlamydophila felis（ＡＴＣＣ寄託番号ＶＲ－１２０）は、ネコ肺炎のＮｏ．１株と
してEvertt et al.によって寄託された。
【００６５】
　別の実施態様では、Chlamydophilaに対する免疫応答を生じることが可能である作用物
質は、不活性化した又は弱毒化したChlamydia muridarum（ＡＴＣＣ、ＶＲ１２３、Ｍｏ
Ｐｎ；Everett at al., Int. J. Syst. Bacteriol., 49:431, 1991）；Clamydia pecorum
（ＡＴＣＣ、ＶＲ６２８、Ｂｏ／Ｅ５８；Fukushi & Hirai, Int. J. Syst. Bacteriol.,
 42:307)；Chlamydia pneumoniae（株型：ＴＷ－１８３；Grayston et al., Int. J. Sys
t. Bacteriol., 39:88, 1989)；Chlamydia suis（ＡＴＣＣ、ＶＲ１４７４、Ｓ４５；Eve
rett at al., Int. J. Syst. Bacteriol., 49:431, 1999)；Chlamydia trachomatis（種
型）（ＡＴＣＣ、ＶＲ５７１；Busacca, 1935; Rake, 1957; Everett at al., Int. J. S
yst. Bacteriol., 30:274, 1999 (AL))；又はそれらの免疫原性の断片、若しくはそれら
の派生物、又は前記画分若しくは前記派生物をコードする核酸を含む。
【００６６】
　C.abotus、C.psittaci、又はC.felis、又はC.muridarum、C.pecorum、C.pneumoniae、C
.suis又はC.trachomatisの免疫原性の断片は、イヌにおいて免疫応答を生じることが可能
であるそのいかなる断片であることもできる。通常、免疫原性の断片は、タンパク質又は
その一部である。好ましくは、免疫原性の断片は、構造タンパク質又はその免疫原性の一
部である。さらに好ましくは、免疫原性の断片は、表面タンパク質又はその免疫原性の一
部若しくはその派生物である。上述のように、当業者に既知の常法によってChlamydophil
aのような細菌から表面タンパク質を単離することができる。
【００６７】
　C.abotusのタンパク質には、６０ｋＤＡの熱ショックタンパク質ＧｒｏＥＬ（ジェンバ
ンク受入番号ＡＡＤ２６１４４）、６０ｋＤａのシステイン－リッチの膜複合体タンパク
質（ジェンバンク受入番号ＡＡＧ６０５５０）、９０ｋＤａのタンパク質（ジェンバンク
受入番号ＡＡＣ４４４００、ＡＡＣ４４４０１）、システイン－リッチの外膜タンパク質
Ｏｍｐ－２（ジェンバンク受入番号ＡＡＤ０９５９７）、Ｄｎａｋ（ジェンバンク受入番
号ＡＡＮ７７２５９）、伸長因子Ｐ（ジェンバンク受入番号ＡＡＫ７２３８９）、Ｇｒｐ
Ｅ（ジェンバンク受入番号ＡＡＮ７７２５８）、ＨｒｃＡ（ジェンバンク受入番号ＡＡＮ
７７２５７）、主要外膜タンパク質（ジェンバンク受入番号ＡＡＫ００２３７、ＣＡＡ３
６１５２、ＣＡＤ２９３２７）、主要外部タンパク質前駆体（ジェンバンク受入番号ＡＡ
Ｄ２９１０３、ＡＡＤ２９１０２、ＡＡＧ５３８８１、Ｐ１６５６７）、ＭｕｔＳ（ジェ
ンバンク受入番号ＡＡＤ２５８６４）、Ｏｍｐ１（ジェンバンク受入番号ＣＡＡ０６１８
２、ＣＡＡ０６６２０、ＣＡＡ０６６２１、ＣＡＡ０６６２２、ＣＡＡ０６６２４、ＣＡ
Ａ０６６２５、ＣＡＡ０６１８３、ＣＡＡ０６１８４）、外膜タンパク質（ジェンバンク
受入番号ＡＡＢ０２８５０）、外膜タンパク質２（ジェンバンク受入番号ＡＡＤ２０３３
６）、ＰＯＭＰ９０Ａ前駆体（ジェンバンク受入番号ＡＡＣ１５９２２）、ＰＯＭＰ９０
Ｂ前駆体（ジェンバンク受入番号ＡＡＣ１５９２４）、ＰＯＭＰ９１Ａ（ジェンバンク受
入番号ＡＡＣ１５９２１）、ＰＯＭＰ９１Ｂ前駆体（ジェンバンク受入番号ＡＡＣ１５９
２３）、推定上の９８ｋＤａの外膜タンパク質（ジェンバンク受入番号ＡＡＢ１８１８８
）、推定上の外膜タンパク質（ジェンバンク受入番号ＡＡＢ１８１８７）、小型のシステ
イン－リッチの外膜リポタンパク質（ジェンバンク受入番号ＡＡＧ６０５４９）、イオウ
－リッチのタンパク質（ジェンバンク受入番号ＡＡＧ６０５５１）及びＯｍｐＡ（ジェン
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バンク受入番号ＡＡＴ３６３５５及びＡＡＴ３６３５６）が挙げられる。
【００６８】
　C.psittaciのタンパク質には、６０Ｋのシステイン－リッチの外膜タンパク質前駆体（
ジェンバンク受入番号Ｐ２３７０１、Ｂ３９４３９、ＪＣ５２０４及びＰ２７６０６）、
６０Ｋのシステイン－リッチのタンパク質（ジェンバンク受入番号ＣＡＡ３７５９２及び
ＣＡＡ３７５９１）、シャペロニン同族体（ジェンバンク受入番号ＡＡＢ２２５６０）、
早期上流オープンリーディングフレーム（ＥＵＯ）（ジェンバンク受入番号ＡＡＡ２３１
２４、Ｑ０６５６６及びＣ３６９０９）、ＥＵＯタンパク質同族体（ジェンバンク受入番
号ＪＣ５２０７）、ヒツジ流産タンパク質（ジェンバンク受入番号１６０１３４７Ａ）、
属特異的タンパク質（ジェンバンク受入番号ＡＡＢ２２５５９）、高分子量のシステイン
－リッチのエンベロープタンパク質（ジェンバンク受入番号ＡＡＢ６１６１９）、ヒスト
ンＨ１様タンパク質（ＡＡＡ２３１３２、ＪＨ０６５８、Ｑ４６２０４）、ｈｙｐＡタン
パク質（ジェンバンク受入番号ＪＬ０１１６）、ｈｙｐＢタンパク質（ジェンバンク受入
番号ＪＬ０１１７）、仮説のタンパク質（ジェンバンク受入番号ＪＣ５２０６、ＮＰ＿０
５２３２９、ＮＰ＿０５２３３２、ＮＰ＿０５２３３１、ＮＰ＿０５２３３０、ＮＰ＿０
５２３２８、ＮＰ＿０５２３２７、ＮＰ＿０５２３２６、ＮＰ＿０５２３２５、ＮＰ＿０
５２３２３、ＣＡＡ４４３４０、ＣＡＡ４４３３９、ＣＡＡ４４３４１、ＣＡＡ４４３３
８、ＣＡＡ４４３３７、ＣＡＡ４４３３６、ＣＡＡ４４３３５、ＣＡＡ４４３３２、Ａ３
９９９９、ＮＰ＿０５２３２４、ＣＡＡ４４３３３、Ｓ６１４９２、Ｓ１８１４３、Ｃ３
９９９９、Ｄ３９９９９、Ｅ３９９９９、Ｆ３９９９９、Ｓ１８１４８、Ｇ３９９９９、
Ｈ３９９９９及びＩ３９９９９）、封入膜タンパク質（ジェンバンク受入番号２１０８３
７１Ａ、Ｓ６１４９１）、低分子量システイン－リッチのエンベロープタンパク質（ジェ
ンバンク受入番号ＡＡＢ６１６１８）、リジン－リッチの仮説タンパク質ＬＲＯ（ジェン
バンク受入番号Ｂ３６９０９）、主要外膜タンパク質及び前駆体（ジェンバンク受入番号
ＣＡＡ３１１７７、２００６２７６Ａ、１６１６２２９Ａ、ＡＡＡ２３１４８、ＡＡＡ２
３１４７、ＡＡＡ１７３９６、Ｉ４０８６４、Ｉ４０７４０、ＡＡＡ２３１４６、ＣＡＡ
４０３００、ＡＡＫ００２６２、ＡＡＫ００２５０、ＡＡＫ００２４９、ＡＡＫ００２４
８、ＡＡＫ００２４７、ＡＡＫ００２４６、ＡＡＫ００２４５、ＡＡＫ００２４４、ＡＡ
Ｋ００２４３、ＡＡＫ００２４２、ＡＡＫ００２４１、ＡＡＫ００２４０、ＣＡＣ８４０
８１、Ａ６０３４１、Ａ４０３７１、Ｂ６０１０９、Ａ６０１０９、ＭＭＣＷＰＭ、ＭＭ
ＣＷＰ３、Ｑ０００８７、Ｐ１０３３２及びＡＡＱ９１２０９）、主要シグマ因子（ジェ
ンバンク受入番号ＡＡＡ５０７４７）、ＭｕｔＳ（ジェンバンク受入番号ＡＡＤ２５８６
６及びＡＡＤ２５８６３）、未知の機能のタンパク質のＮ末端部分（ジェンバンク受入番
号ＣＡＡ９０６２４）、ＯＲＦ２（ジェンバンク受入番号２１０８３７１Ｂ）、外膜タン
パク質１（ジェンバンク受入番号ＣＡＡ７６２８６及びＣＡＢ９６８５９）、外膜タンパ
ク質３前駆体（ジェンバンク受入番号ＪＣ５２０３）、未知の機能のタンパク質（ジェン
バンク受入番号ＣＡＡ９０６２３）、推定上の多型膜タンパク質（ジェンバンク受入番号
ＡＡＬ３６９６３、ＡＡＬ３６９６２、ＡＡＬ３６９６１、ＡＡＬ３６９６０、ＡＡＬ３
６９５９、ＡＡＬ３６９５８、ＡＡＬ３６９５７、ＡＡＬ３６９５６及びＡＡＬ３６９５
５）、小型システイン－リッチのエンベロープタンパク質ｅｎｖＡ前駆体（ジェンバンク
受入番号Ａ３９４３９）、イオウ－リッチのタンパク質（ジェンバンク受入番号Ｐ２８１
６４、ＡＡＢ６１６２０及びＪＣ５２０５）、未知のタンパク質（ジェンバンク受入番号
ＡＡＢ２２５６１及びＡＡＢ２２５５８）、病原性プラスミドｐａｒＡファミリータンパ
ク質ｐＧＰ５－Ｄ（ジェンバンク受入番号Ｑ４６２６３）、病原性プラスミドタンパク質
ｐＧＰ２－Ｄ（ジェンバンク受入番号Ｑ４６２６０）、病原性プラスミドタンパク質ｐＧ
Ｐ３－Ｄ（ジェンバンク受入番号Ｑ４６２６１）、病原性プラスミドタンパク質ｐＧＰ４
－Ｄ（ジェンバンク受入番号Ｑ４６２６２）、病原性プラスミドタンパク質ｐＧＰ６－Ｄ
（ジェンバンク受入番号Ｑ４６２６４）、ＯｍｐＡ（ジェンバンク受入番号ＡＡＴ３６３
５１及びＡＡＴ３６３５４）、及び６０ｋＤａのシャペロニンタンパク質（ジェンバンク
受入番号ＡＡＴ３８２０８）が挙げられる。
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【００６９】
　C.felisのタンパク質には、熱ショックタンパク質ＧｒｏＥＬ（ジェンバンク受入番号
ＡＡＬ３８９５４及びＡＡＯ２４１０６）、主要外膜タンパク質（ジェンバンク受入番号
ＡＡＫ００２３８、ＡＡＫ００２３９、ＡＡＯ２４１０８及びＣＡＡ４３４０９）、Ｍｕ
ｔＳ（ジェンバンク受入番号ＡＡＤ２５８６５）、及び外膜タンパク質２（ジェンバンク
受入番号ＡＡＫ３８１１３、ＡＡＫ３８１１４、ＡＡＫ３８１１５、ＡＡＬ８９７２２、
ＡＡＯ２４１０７、ＡＡＱ１９７７９）が挙げられる。
【００７０】
　好ましい実施態様では、使用されるChlamydophilaタンパク質は、主要外膜タンパク質
（ＭＯＭＰ）のような外膜タンパク質である。そのほかの好適なChlamydophilaタンパク
質には、ＬＰＳ又はＯｍｃＢタンパク質が挙げられる。
【００７１】
　通常、C.abortus、C.psittaci又はC.felisの免疫原性の画分をコードするポリヌクレオ
チドは、構造タンパク質をコードし、さらに好ましくは、表面タンパク質、又はその免疫
原性の部分、若しくはその派生物をコードする。種々のタンパク質をコードする核酸配列
は、上記のジェンバンク受入番号を参照することによって容易に確認することができ、標
準的な分子生物学の技法によって容易に決定することができる。
【００７２】
　実施態様では、Chlamydophilaに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質は
、配列番号１の配列を有する２３ＳｒＲＮＡ遺伝子の２１８のヌクレオチドの部分配列を
有する、不活化された又は弱毒化されたChlamydophila、又はその断片若しくはその派生
物、又は前記画分若しくは派生物をコードする核酸を含む。ＣＩＲＤに罹ったイヌ、特に
リホーミング施設及び搭乗用犬舎又は訓練用犬舎のＣＩＲＤに罹ったイヌの気管及び肺で
、配列番号１の配列を有する２３ＳｒＲＮＡ遺伝子の２１８のヌクレオチドの部分配列を
有するChlamydophilaが見つかってもよいし、それらから単離されてもよい。
【００７３】
　シクロヘキシミドの存在下又は非存在下にて組織抽出物をマッコイ細胞株に接種し、５
％ＣＯ２と共に３７℃にて１０日間まで細胞を培養し、次いで細胞を凍結融解することに
よりChlamydophilaを抽出することによってChlamydophilaをイヌから単離することができ
る。トリ、ネコ、ヒト及びそのほかの宿主からChlamydophilaを単離するのに、この方法
を日常的に使用することができる。実施例３に記載されるＰＣＲ条件を用いて２３ＳｒＲ
ＮＡ遺伝子の断片をChlamydophilaから増幅することができ、図５又は図８における配列
と比較することによって、得られた配列を検証することができる。
【００７４】
　ワクチン用途については、種々の複製ベクター（たとえば、組換えアデノウイルスワク
チン）又は非複製ベクター（ＤＮＡワクチン）にてポリヌクレオチド剤を送達することが
できる。
【００７５】
　組換えタンパク質から構成されるワクチンの典型的な用量は、約５～１０μｇである。
細菌ワクチンの典型的な用量は、ｍＬ当たり１０８コロニー形成単位である。
【００７６】
　通常、ワクチン組成物は、薬学上許容可能なキャリア、希釈剤又はアジュバントをさら
に含む。
【００７７】
　特定のキャリア及びアジュバントは上で記載されている。そのほかの好適なアジュバン
トには、フロインド完全又は不完全アジュバント、ムラミールジペプチド、ＥＰ１０９９
４２、ＥＰ１８０５６４及びＥＰ２３１０３９の「イスコム」、水酸化アルミニウム、サ
ポニン、ＤＥＡＥ－デキストラン、中性油（たとえば、ミグリオール）、植物油（たとえ
ば、ラッカセイ油）、リポソーム、プルロニック（登録商標）ポリオール、又はリビアジ
ュバント系（たとえば、ＧＢ－Ａ－２１８９１４１を参照のこと）が挙げられる。
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【００７８】
　キャリアは、本発明の作用物質と相溶性であるという意味で「許容可能」でなければな
らず、その受入者に有害であってはならない。通常、キャリアは無菌であり、発熱物質を
含まない水又は生理食塩水である。
【００７９】
　通常、ワクチンは、経口、筋肉内、皮下、静脈内、腹腔内又は鼻内の経路を介して投与
される。
【００８０】
　ワクチン組成物は、非経口投与のために製剤化されてもよく、抗酸化剤、緩衝液、静菌
剤、製剤を意図する受入者の血液と等張にする溶質を含有してもよい水性又は非水性の無
菌の注射液、及び／又は懸濁剤及び濃厚剤を含んでもよい水性又は非水性の無菌の懸濁液
を包含してもよい。
【００８１】
　ワクチン組成物は、単位用量又は複数用量の容器、たとえば、密封したアンプル及びバ
イアルで提示されてもよく、使用直前に液体キャリア、たとえば、注射用の水の添加のみ
を必要とする凍結乾燥（凍結乾燥）の状態で保存されてもよい。無菌の粉末、顆粒、及び
錠剤から即席の注射液及び懸濁液を調製してもよい。
【００８２】
　ワクチン組成物は、鼻内投与用に製剤化されてもよく、好適な高圧ガス、たとえば、ジ
クロロジフルオロメタン、トリクロロフルオロメタン、ジクロロテトラフルオロエタン、
たとえば、１，１，２，２－テトラフルオロエタン（ＨＦＡ１３４Ａ（商標））又は１，
１，１，２，３，３，３－ヘプタフルオロプロパン（ＨＦＡ２２７ＥＡ（商標））のよう
なハイドロフルオロアルカン、二酸化炭素又はそのほかの好適な気体の使用により、加圧
した容器、ポンプ、スプレー又はネブライザーから、エアゾール噴霧提示の形態で都合よ
く送達されてもよい。加圧エアゾールの場合、弁を提供して測定された量を送達すること
によって投与量単位を決定してもよい。加圧した容器、ポンプ、スプレー又はネブライザ
ーは、たとえば、エタノール及び高圧ガスを溶媒として用いて、作用物質の溶液又は懸濁
液を含有してもよく、さらに、たとえば、トリオレイン酸ソルビタンのような潤滑剤を含
有してもよい。
【００８３】
　家畜病治療での使用については、通常の獣医学診療に従って許容可能な製剤としてワク
チンを調製し、獣医師が、特定の動物にとって最も適当である投薬計画及び投与経路を決
定する。
【００８４】
　イヌへの投与に好適なワクチンの処方は周知であり、以下に記載するようなイヌワクチ
ンで使用される処方が挙げられる。
【００８５】
　上で議論したように、イヌ呼吸器コロナウイルス（ＣＲＣＶ）、イヌパラインフルエン
ザウイルス（ＣＰＩＶ）、イヌアデノウイルス２型（ＣＡＶ－２）、イヌヘルペスウイル
ス（ＣＨＶ）及びBordetella bronchiseptica（B.bronchiseptica）を含む幾つかのウイ
ルス剤及び細菌剤は、イヌにおける呼吸器疾患に関係することが知られている。
【００８６】
　従って、実施態様では、ワクチン組成物はさらに以下のいずれか１以上を含む：
（ｄ）イヌにおいてＣＲＣＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｅ）イヌにおいてＣＰＩＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｆ）イヌにおいてＣＡＶ－２に対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｇ）イヌにおいてＣＨＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；及び
（ｈ）イヌにおいてB.bronchisepticaに対する免疫応答を生じることが可能である作用物
質；
【００８７】
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　従って、ワクチン組成物は、適宜、これら追加の作用物質の任意の２つ、任意の３つ、
任意の４つ、又は５つすべても含むこともできる。
【００８８】
　通常、イヌにおいてＣＲＣＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質は、
不活化された又は弱毒化されたＣＲＣＶ、又はＣＲＣＶの免疫原性の断片、又は前記免疫
原性の画分をコードする核酸を含む。
【００８９】
　ＣＲＣＶの好適な免疫原性の断片は、ＷＯ２００４／０１１６５１（王立獣医学大学）
及びErles et al., 2003に記載されている。ＣＲＣＶの好適な免疫原性の断片には、スパ
イク（Ｓ）、血液凝集素－エステラーゼ（ＨＥ）表面タンパク質、膜糖タンパク質（Ｍ）
、及びヌクレオカプシドタンパク質（Ｎ）、又はそれらの免疫原性の部分が挙げられる。
ＷＯ２００４／１１６５１に記載されているＣＲＣＶ様のスパイク及びＨＥのタンパク質
は、ＣＲＣＶに対して免疫応答を生じる作用物質としても好適であってもよい。ウシコロ
ナウイルス及びヒトコロナウイルスのような密接に関係するコロナウイルス及びそれらの
免疫原性の断片もＣＲＣＶに対して免疫応答を生じる作用物質としても好適であってもよ
い。ＣＲＣＶに対するワクチン成分として使用することができる作用物質に関係するＷＯ
２００４／０１１６５１の開示全体が、参照によって本明細書に組み入れられる。
【００９０】
　通常、イヌにおいてＣＲＩＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質は、
不活化された又は弱毒化されたＣＰＩＶ、又はＣＰＩＶの免疫原性の断片、又は前記免疫
原性の画分をコードする核酸を含む。
【００９１】
　通常、イヌにおいてＣＡＶ－２に対する免疫応答を生じることが可能である作用物質は
、不活化された又は弱毒化されたＣＡＶ－２、又はその免疫原性の断片、又は前記免疫原
性の画分をコードする核酸を含む。
【００９２】
　イヌアデノウイルス１型は、感染性肝炎の原因となり、イヌアデノウイルス２型は呼吸
器疾患の原因となる。ＣＡＶ－１は、ＣＡＶ－２に対して交差防御を提供し、逆もまた同
様であることが示されている。従って、イヌにおいてＣＡＶ－２に対して免疫応答を生じ
る作用物質は、ＣＡＶ－１又はＣＡＶ－２のいずれか、又はその免疫原性の断片を含有し
てもよい。下に列記するワクチンは、使用されたウイルス型が特定されていないＥＵＲＩ
ＣＡＮ（登録商標）ＤＨＰＰｉを除いて、ＣＡＶ－２を含有する。
【００９３】
　イヌにおいてＣＰＩＶ及びＣＡＶ－２に対する免疫応答を生じる好適な作用物質は当業
者に既知である。たとえば、英国では、以下のイヌワクチンが認可されている。
【００９４】
　フォート・ドッジ・アニマル・ヘルスによるＫＡＶＡＫ（登録商標）ＤＡ２ＰｉＰ６９
は、組織培養で増殖させた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
ラインフルエンザ２型及びイヌパルボウイルスの弱毒化した株を含有する凍結乾燥の生ワ
クチンである。
【００９５】
　フォート・ドッジ・アニマル・ヘルスによるＫＡＶＡＫ（登録商標）パラインフルエン
ザは、確立した相同の細胞株で培養したイヌパラインフルエンザウイルス２型の弱毒化し
た株に由来する凍結乾燥の生ワクチンを含有する。
【００９６】
　インターベットＵＫ社によるＮＯＢＩＶＡＣ（登録商標）ＤＨＰＰｉは、細胞株の組織
培養で増殖させた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
ルス及びイヌパラインフルエンザウイルスを含有する凍結乾燥の生ウイルスワクチンであ
る。
【００９７】
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　インターベットＵＫ社によるＮＯＢＩＶＡＣ（登録商標）ＫＣは、Bordetella bronchi
septicaのＢ－Ｃ２株及びイヌパラインフルエンザウイルスＣｏｒｎｅｌｌ株を含有する
改変した凍結乾燥の生ワクチンである（これは鼻内ワクチンである）。管理許可番号：Ｖ
ｍ０６３７６／４０２６。
【００９８】
　メリアル・アニマル・ヘルス社によるＥＵＲＩＣＡＮ（登録商標）ＤＨＰＰｉは、イヌ
ジステンパー、イヌ感染性肝炎、イヌパルボウイルス及びイヌパラインフルエンザウイル
ス２型に対して併用する凍結乾燥の生ワクチンである。
【００９９】
　ファイザー社によるＶＡＮＧＵＡＲＤ（登録商標）７は、確立された細胞株で増殖させ
た、弱毒化した生のイヌジステンパーウイルス（Ｓｎｙｄｅｒ　Ｈｉｌｌ株）、アデノウ
イルス（ＣＡＶ－２、マンハッタン株）、パラインフルエンザウイルス（ＮＬ－ＣＰＩ株
）、イヌパルボウイルス（ＮＬ－３５－Ｄ）、並びにLeptospira canicola及びLeptospir
a icterohaemorrihagiaeの不活化培養物を含有する。
【０１００】
　シェーリングプラウ・アニマル・ヘルスによるＱＵＡＮＴＵＭ（登録商標）ＤＯＧ７は
、イヌジステンパー、アデノウイルス２型、パルボウイルス、パラインフルエンザウイル
ス２型のワクチン（生）、及び不活化したLeptospira canicola及びLeptospira icteroha
emorrihagiaeのワクチンを含有する。
【０１０１】
　ビルバック社によるＣＡＮＩＧＥＮ　ＤＨＰＰｉは、細胞株組織培養で増殖させたイヌ
ジステンパーウイルス、イヌアデノウイルス（ＣＡＶ－２）、イヌパルボウイルス及びイ
ヌパラインフルエンザウイルスを含有する弱毒化した凍結乾燥の生ウイルスワクチンであ
る。
【０１０２】
　ビルバック社によるＣＡＮＩＧＥＮ　Ｐｐｉは、細胞株組織培養で増殖させたイヌパル
ボウイルス及びイヌパラインフルエンザウイルスを含有する弱毒化させた凍結乾燥の生ウ
イルスワクチンである。
【０１０３】
　通常、イヌにおいてＣＨＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質は、不
活化された又は弱毒化されたＣＨＶ、又はＣＨＶの免疫原性の断片、又は前記免疫原性の
画分をコードする核酸を含む。
【０１０４】
　イヌにおいてＣＨＶに対する免疫応答を生じる好適な作用物質は当業者に既知である。
たとえば、メリアルによるＥＵＲＩＣＡＮ　Ｈｅｒｐｅｓ２０５は、ＣＨＶに対する精製
されたサブユニットワクチンであり、妊娠した雌イヌの能動免疫に適応され、出生日に獲
得するＣＨＶ感染の結果生じる子犬の死亡、臨床徴候及び病変を防ぐ。それは、呼吸器疾
患を防ぐための成犬のワクチン接種には認可されていない。
【０１０５】
　通常、イヌにおいてB.bronchisepticaに対する免疫応答を生じることが可能である作用
物質は、不活化された又は弱毒化されたB.bronchiseptica、又はその免疫原性の断片、又
は前記免疫原性の画分をコードする核酸を含む。
【０１０６】
　イヌにおいてB.bronchisepticaに対する免疫応答を生じる好適な作用物質は当業者に既
知である。たとえば、以下のイヌワクチンが使用するために認可されている。
【０１０７】
　ファイザー・アニマル・ヘルス（U.S. Vet. Lic. No. 189）によるＣＯＵＧＨＧＵＡＲ
Ｄ－Ｂ（登録商標）は、B.bronchisepticaの不活化した培養物を含有する。それは、B.br
onchisepticaが原因の疾患、特に犬舎咳に対して健康なイヌを免疫するためのものである
。ＣＯＵＧＨＧＵＡＲＤ－Ｂ（登録商標）は、不活化され、イヌに投与した際、非毒性で
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あるように加工されたB.bronchisepticaの抗原性の高い株から調製される。製造方法は、
B.bronchisepticaの免疫特性をそのまま残すように報告されている。
【０１０８】
　ファイザー・アニマル・ヘルス（U.S. Vet. Lic. No. 189）によるＶＡＮＧＵＡＲＤ（
登録商標）５／Ｂは、確立されたイヌ細胞株で増殖させたイヌジステンパーウイルス（Ｃ
ＤＶ）、ＣＡＶ－２、ＣＰＩＶ及びイヌパルボウイルス（ＣＰＶ）の弱毒化した株を含有
する。ＣＰＶ抗原は、イヌ細胞株における短い継代で弱毒化され、そのレベルの継代で、
母性抗体を無効にすることが可能である免疫原性特性を有する。ワクチンは、真空に代え
た不活性気体と共に凍結乾燥された形態で包装される。希釈剤として供給される、B.bron
chisepticaの不活性化された全培養物を含有する細菌ワクチン成分。ＶＡＮＧＵＡＲＤ（
登録商標）５／ＢにおけるB.bronchisepticaは、不活化され、イヌに投与した際、非毒性
であるように加工された抗原性の高い株から調製される。
【０１０９】
　ファイザー・アニマル・ヘルス（U.S. Vet. Lic. No. 112）によるＮＡＳＡＧＵＡＲＤ
－Ｂ（商標）は、B.bronchiseptica細菌の無毒の生の培養物から構成される。
【０１１０】
　インターベットによるＰＲＯＧＵＡＲＤ（登録商標）－ＫＣは、弱毒化したイヌパライ
ンフルエンザウイルス及びBordetella bronchisepticaの無毒の生の培養物を含有する改
変された鼻内用生ワクチンである。ＰＲＯＧＵＡＲＤ（登録商標）－ＫＣは、粉末の形態
で再構築のために提供される無菌の希釈剤と共に提示される。ＰＲＯＧＵＡＲＤ（登録商
標）－ＫＣは、イヌパラインフルエンザウイルス及びB.bronchisepticaによるイヌの感染
性気管気管支炎（「犬舎咳」）を防ぐために健康で、感受性の高い子犬及びイヌにワクチ
ン接種するためのものである。
【０１１１】
　インターベットによるＰＲＯＧＵＡＲＤ（登録商標）－ＫＣ　ＰＬＵＳは、鼻内投与の
ための、B.bronchisepticaの無毒株の生の培養物、弱毒化したイヌアデノウイルス２型及
びパラインフルエンザウイルスを含有する。ＰＲＯＧＵＡＲＤ（登録商標）－ＫＣ　ＰＬ
ＵＳによるワクチン接種は、気道における迅速な局所免疫を刺激し、それによって臨床徴
候を防ぐと同様に入り口での感染を抑制する。局所免疫に加えて、それは、鼻内投与の３
週間以内の全身性免疫も刺激する。少量（０．４ｍＬ）のＰＲＯＧＵＡＲＤ（登録商標）
－ＫＣ　ＰＬＵＳの一方の鼻孔への適用は、特に小型犬種及び年少の子犬におけるワクチ
ン接種に容易さを提供する。ＰＲＯＧＵＡＲＤ（登録商標）－ＫＣ　ＰＬＵＳは、粉末の
形態で再構築のために提供される無菌の希釈剤と共に提示される。ＰＲＯＧＵＡＲＤ（登
録商標）－ＫＣ　ＰＬＵＳは、イヌアデノウイルス２型、パラインフルエンザウイルス及
びB.bronchisepticaによるイヌの感染性気管気管支炎（「犬舎咳」）を防ぐために、健康
なイヌ及び３週令以上の子犬にワクチン接種するためのものである。
【０１１２】
　インターベットによるインタックは、鼻内投与用の、B.bronchisepticaのＳ５５株を含
有する改変された凍結乾燥の生ワクチンである。製品の認可番号：ＰＬ０２０１／４０１
１。
【０１１３】
　上で記載されたノビバック（登録商標）－ＫＣもB.bronchisepticaを含有する。
【０１１４】
　実施態様では、ワクチン組成物は以下を含む：
（ａ）イヌにおいてS.zooepidemicusに対する免疫応答を生じることが可能である作用物
質；及び／又は
（ｂ）イヌにおいてM.cynosに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；及び
適宜、以下のいずれか１以上
（ｃ）イヌにおいてChlamydophilaに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質
；
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（ｄ）イヌにおいてＣＲＣＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｅ）イヌにおいてＣＰＩＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｆ）イヌにおいてＣＡＶ－２に対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｇ）イヌにおいてＣＨＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；及び
（ｈ）イヌにおいてB.bronchisepticaに対する免疫応答を生じることが可能である作用物
質。
【０１１５】
　好ましい実施態様では、ワクチン組成物は以下を含む：
（ｂ）イヌにおいてM.cynosに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；及び
（ｄ）イヌにおいてＣＲＣＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質。
【０１１６】
　別の好ましい実施態様では、ワクチン組成物は以下を含む：
（ｂ）イヌにおいてM.cynosに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；及び
（ｄ）イヌにおいてＣＲＣＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
及び以下のいずれか１以上：
（ｃ）イヌにおいてChlamydophilaに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質
；
（ｅ）イヌにおいてＣＰＩＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｆ）イヌにおいてＣＡＶ－２に対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｇ）イヌにおいてＣＨＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；及び
（ｈ）イヌにおいてB.bronchisepticaに対する免疫応答を生じることが可能である作用物
質。
【０１１７】
　従って、作用物質（ｂ）及び（ｄ）と同様に、組成物は、作用物質（ｃ）、（ｅ）、（
ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）のいずれか２つ、又は全部で５つの作用物質（ｃ）、（ｅ）、（
ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）のいずれか３つ又はいずれか４つを含有してもよいことが十分理
解される。
【０１１８】
　別の好ましい実施態様では、ワクチン組成物は以下を含む：
（ａ）イヌにおいてS.zooepidemicusに対する免疫応答を生じることが可能である作用物
質；及び
（ｂ）イヌにおいてM.cynosに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；及び
（ｄ）イヌにおいてＣＲＣＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
及び以下のいずれか１以上：
（ｃ）イヌにおいてChlamydophilaに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質
；
（ｅ）イヌにおいてＣＰＩＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｆ）イヌにおいてＣＡＶ－２に対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｇ）イヌにおいてＣＨＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；及び
（ｈ）イヌにおいてB.bronchisepticaに対する免疫応答を生じることが可能である作用物
質。
【０１１９】
　従って、作用物質（ａ）、（ｂ）及び（ｄ）と同様に、組成物は、作用物質（ｃ）、（
ｅ）、（ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）のいずれか２つ、又は全部で５つの作用物質（ｃ）、（
ｅ）、（ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）のいずれか３つ又はいずれか４つを含有してもよいこと
が十分理解される。
【０１２０】
　本発明の第２の側面は、本発明の第１の側面に従ってワクチン組成物をイヌに投与する
ことを含む、ＣＩＲＤに対してイヌにワクチン接種する方法を提供する。
【０１２１】
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　本発明の第３の側面は、本発明の第１の側面に従ってワクチン組成物をイヌに投与する
ことを含む、イヌにおけるＣＩＲＤを治療する方法を提供する。
【０１２２】
　従って、本発明の第１の側面のワクチン組成物は、予防的に又は治療上のいずれかで、
ＣＩＲＤと戦うのに使用されてもよいことを理解することができる。
【０１２３】
　本発明の第４の側面は、イヌにおけるＣＩＲＤの予防又は治療のための薬物の調製にお
いて以下のいずれか１以上の使用を提供する：
（ａ）イヌにおいてS.zooepidemicusに対する免疫応答を生じることが可能である作用物
質；
（ｂ）イヌにおいてM.cynosに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；及び
（ｃ）イヌにおいてChlamydophilaに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質
。
【０１２４】
　実施態様では、薬物はさらに、以下のいずれか１以上を含む：
（ｄ）イヌにおいてＣＲＣＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｅ）イヌにおいてＣＰＩＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｆ）イヌにおいてＣＡＶ－２に対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｇ）イヌにおいてＣＨＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；及び
（ｈ）イヌにおいてB.bronchisepticaに対する免疫応答を生じることが可能である作用物
質。
【０１２５】
　本発明のこの側面及び次のすべての側面において、（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）、
（ｅ）、（ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）に対する優先性は、本発明の第１の側面に関して記載
されたとおりである。
【０１２６】
　本発明の第５の側面は、イヌにおいてS.zooepidemicus、M.cynos及びChlamydophilaの
いずれか１以上に対する免疫応答を刺激する方法を提供し、該方法は、イヌに以下のいず
れか１以上をそれぞれ投与することを含む：
（ａ）イヌにおいてS.zooepidemicusに対する免疫応答を生じることが可能である作用物
質；
（ｂ）イヌにおいてM.cynosに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；及び
（ｃ）イヌにおいてChlamydophilaに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質
。
【０１２７】
　実施態様では、該方法は、以下のいずれか１以上を投与することをさらに含む：
（ｄ）イヌにおいてＣＲＣＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｅ）イヌにおいてＣＰＩＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｆ）イヌにおいてＣＡＶ－２に対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｇ）イヌにおいてＣＨＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；及び
（ｈ）イヌにおいてB.bronchisepticaに対する免疫応答を生じることが可能である作用物
質。
【０１２８】
　本発明の第６の側面は、イヌにてS.zooepidemicus、M.cynos及びChlamydophilaの前記
いずれか１以上それぞれに対する免疫応答を刺激するするための薬物の調製において以下
のいずれか１以上の使用を提供する：
（ａ）イヌにおいてS.zooepidemicusに対する免疫応答を生じることが可能である作用物
質；
（ｂ）イヌにおいてM.cynosに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；及び
（ｃ）イヌにおいてChlamydophilaに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質



(22) JP 5698890 B2 2015.4.8

10

20

30

40

50

。
【０１２９】
　実施態様において、薬物はさらに、以下のいずれか１以上を含む：
（ｄ）イヌにおいてＣＲＣＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｅ）イヌにおいてＣＰＩＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｆ）イヌにおいてＣＡＶ－２に対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｇ）イヌにおいてＣＨＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；及び
（ｈ）イヌにおいてB.bronchisepticaに対する免疫応答を生じることが可能である作用物
質。
【０１３０】
　本発明の第７の側面は、医学での使用のために、以下のいずれか１以上を含む組成物を
提供する：
（ａ）イヌにおいてS.zooepidemicusに対する免疫応答を生じることが可能である作用物
質；
（ｂ）イヌにおいてM.cynosに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；及び
（ｃ）イヌにおいてChlamydophilaに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質
。
このようにして、該組成物が包装され、医学における使用のために提示される。
【０１３１】
　該組成物は、これら作用物質のいずれか２つ、たとえば、（ａ）と（ｂ）、（ａ）と（
ｃ）又は（ｂ）と（ｃ）を含有してもよい。該組成物は、これら作用物質（ａ）、（ｂ）
及び（ｃ）の３つすべてを含有してもよい。
【０１３２】
　実施態様では、組成物は家畜病医学における使用のためのものである。こうして該組成
物が包装され、家畜病医学における使用のために提示される。
【０１３３】
　通常、組成物は、イヌの家畜病の医学における使用のためのものである。こうして該組
成物が包装され、イヌの家畜病の医学における使用のために提示され、すなわち、イヌに
おける使用のために包装され、提示される。
【０１３４】
　実施態様では、組成物はさらに以下のいずれか１以上を含む：
（ｄ）イヌにおいてＣＲＣＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｅ）イヌにおいてＣＰＩＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｆ）イヌにおいてＣＡＶ－２に対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｇ）イヌにおいてＣＨＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；及び
（ｈ）イヌにおいてB.bronchisepticaに対する免疫応答を生じることが可能である作用物
質。
【０１３５】
　本側面の実施態様では、組成物は以下を含む：
（ａ）イヌにおいてS.zooepidemicusに対する免疫応答を生じることが可能である作用物
質；及び／又は
（ｂ）イヌにおいてM.cynosに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
及び適宜、以下のいずれか１以上
（ｃ）イヌにおいてChlamydophilaに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質
；
（ｄ）イヌにおいてＣＲＣＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｅ）イヌにおいてＣＰＩＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｆ）イヌにおいてＣＡＶ－２に対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｇ）イヌにおいてＣＨＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；及び
（ｈ）イヌにおいてB.bronchisepticaに対する免疫応答を生じることが可能である作用物
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質。
【０１３６】
　本側面の好ましい実施態様では、組成物は、
（ｂ）イヌにおいてM.cynosに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；及び
（ｄ）イヌにおいてＣＲＣＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質を含む
。
【０１３７】
　本側面の別の好ましい実施態様では、組成物は、
（ｂ）イヌにおいてM.cynosに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；及び
（ｄ）イヌにおいてＣＲＣＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
及び以下のいずれか１以上を含む：
（ｃ）イヌにおいてChlamydophilaに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質
；
（ｅ）イヌにおいてＣＰＩＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｆ）イヌにおいてＣＡＶ－２に対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｇ）イヌにおいてＣＨＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；及び
（ｈ）イヌにおいてB.bronchisepticaに対する免疫応答を生じることが可能である作用物
質。
【０１３８】
　従って、作用物質（ｂ）及び（ｄ）と同様に、組成物は、作用物質（ｃ）、（ｅ）、（
ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）のいずれか２つ、又は全部で５つの作用物質（ｃ）、（ｅ）、（
ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）のいずれか３つ又はいずれか４つを含有してもよいことが十分理
解される。
【０１３９】
　本側面の別の好ましい実施態様では、組成物は、
（ａ）イヌにおいてS.zooepidemicusに対する免疫応答を生じることが可能である作用物
質；及び
（ｂ）イヌにおいてM.cynosに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；及び
（ｄ）イヌにおいてＣＲＣＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
及び以下のいずれか１以上を含む：
（ｃ）イヌにおいてChlamydophilaに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質
；
（ｅ）イヌにおいてＣＰＩＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｆ）イヌにおいてＣＡＶ－２に対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｇ）イヌにおいてＣＨＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；及び
（ｈ）イヌにおいてB.bronchisepticaに対する免疫応答を生じることが可能である作用物
質。
【０１４０】
　従って、作用物質（ａ）、（ｂ）及び（ｄ）と同様に、組成物は、作用物質（ｃ）、（
ｅ）、（ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）のいずれか２つ、又は全部で５つの作用物質（ｃ）、（
ｅ）、（ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）のいずれか３つ又はいずれか４つを含有してもよいこと
が十分理解される。
【０１４１】
　本発明の第８の側面は、本発明の第１の側面のワクチン組成物のための部品のキットを
提供し、それは、以下のいずれか１以上：
（ａ）イヌにおいてS.zooepidemicusに対する免疫応答を生じることが可能である作用物
質；
（ｂ）イヌにおいてM.cynosに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；及び
（ｃ）イヌにおいてChlamydophilaに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質
；
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並びに適宜、薬学上許容可能なキャリア、希釈剤又はアジュバントを含む。
【０１４２】
　部品のキットは、これら作用物質の任意の２つ、たとえば、（ａ）と（ｂ）、（ａ）と
(ｃ)又は（ｂ）と（ｃ）を含有してもよいことが十分理解される。キットは、これら作用
物質３つすべて（ａ）、（ｂ）及び（ｃ）を含有してもよい。
【０１４３】
　実施態様では、キットはさらに、以下のいずれか１以上を含む：
（ｄ）イヌにおいてＣＲＣＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｅ）イヌにおいてＣＰＩＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｆ）イヌにおいてＣＡＶ－２に対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｇ）イヌにおいてＣＨＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；及び
（ｈ）イヌにおいてB.bronchisepticaに対する免疫応答を生じることが可能である作用物
質。
【０１４４】
　本側面の実施態様では、キットは以下を含む：
（ａ）イヌにおいてS.zooepidemicusに対する免疫応答を生じることが可能である作用物
質；及び／又は
（ｂ）イヌにおいてM.cynosに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
及び適宜、以下のいずれか１以上
（ｃ）イヌにおいてChlamydophilaに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質
；
（ｄ）イヌにおいてＣＲＣＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｅ）イヌにおいてＣＰＩＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｆ）イヌにおいてＣＡＶ－２に対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｇ）イヌにおいてＣＨＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；及び
（ｈ）イヌにおいてB.bronchisepticaに対する免疫応答を生じることが可能である作用物
質。
【０１４５】
　本側面の好ましい実施態様では、キットは、
（ｂ）イヌにおいてM.cynosに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；及び
（ｄ）イヌにおいてＣＲＣＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質を含む
。
【０１４６】
　本側面の別の好ましい実施態様では、キットは以下を含む：
（ｂ）イヌにおいてM.cynosに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；及び
（ｄ）イヌにおいてＣＲＣＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
及び以下のいずれか１以上を含む：
（ｃ）イヌにおいてChlamydophilaに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質
；
（ｅ）イヌにおいてＣＰＩＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｆ）イヌにおいてＣＡＶ－２に対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｇ）イヌにおいてＣＨＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；及び
（ｈ）イヌにおいてB.bronchisepticaに対する免疫応答を生じることが可能である作用物
質。
【０１４７】
　従って、作用物質（ｂ）及び（ｄ）と同様に、組成物は、作用物質（ｃ）、（ｅ）、（
ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）のいずれか２つ、又は全部で５つの作用物質（ｃ）、（ｅ）、（
ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）のいずれか３つ又はいずれか４つを含有してもよいことが十分理
解される。
【０１４８】
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　本側面の別の好ましい実施態様では、キットは以下を含む：
（ａ）イヌにおいてS.zooepidemicusに対する免疫応答を生じることが可能である作用物
質；及び
（ｂ）イヌにおいてM.cynosに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；及び
（ｄ）イヌにおいてＣＲＣＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
及び以下のいずれか１以上を含む：
（ｃ）イヌにおいてChlamydophilaに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質
；
（ｅ）イヌにおいてＣＰＩＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｆ）イヌにおいてＣＡＶ－２に対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；
（ｇ）イヌにおいてＣＨＶに対する免疫応答を生じることが可能である作用物質；及び
（ｈ）イヌにおいてB.bronchisepticaに対する免疫応答を生じることが可能である作用物
質。
【０１４９】
　従って、作用物質（ａ）、（ｂ）及び（ｄ）と同様に、組成物は、作用物質（ｃ）、（
ｅ）、（ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）のいずれか２つ、又は全部で５つの作用物質（ｃ）、（
ｅ）、（ｆ）、（ｇ）及び（ｈ）のいずれか３つ又はいずれか４つを含有してもよいこと
が十分理解される。
【０１５０】
　第９の側面では、本発明は、S.zooepidemicus、M.cynos又はChlamydophilaのいずれか
１以上に対する抗体を作製する方法を提供し、それは、動物においてS.zooepidemicus、M
.cynos又はChlamydophilaの前記いずれか１以上又はその免疫原性の断片に対する免疫応
答を生じること、及び該動物又はそれに由来する不死の細胞から抗体を調製することを含
む。
【０１５１】
　モノクローナル抗体を作製するための方法及び技法は、当業者に周知であり、たとえば
、参照により本明細書に組み入れられる、「モノクローナル抗体：技法のマニュアル」（
H. Zola, CRC Press, 1988）及び「モノクローナルハイブリドーマ抗体：技法及び応用」
（J. G. R. Hurrell, CRC Press, 1982）に開示されている。
【０１５２】
　本発明の第１０の側面は、S.zooepidemicus、M.cynos又はChlamydophilaのいずれか１
以上に対する抗体を入手する方法を提供し、それは、S.zooepidemicus、M.cynos又はChla
mydophilaの前記いずれか１以上又はその免疫原性の断片を用いて抗体表示ライブラリか
ら抗体を選択することを含む。
【０１５３】
　第９及び第１０の側面の実施態様では、Chlamydophilaは、C.abortus、C.psittaci又は
C.felisである。別の実施態様では、Chlamydophilaは、C.muridarum、C.pecorum、C.pneu
moniae、C.suis又はC.trachomatisである。
【０１５４】
　本発明の第１１の側面は、S.zooepidemicus、M.cynos又はChlamydophilaに特異的に結
合する抗体を提供する。本発明の第９及び第１０の側面の方法によってこれを行うことが
できる。
【０１５５】
　実施態様では、Chlamydophilaに特異的に結合する抗体はC.abortus、C.psittaci又はC.
felisに結合する。別の実施態様では、Chlamydophilaに特異的に結合する抗体はC.murida
rum、C.pecorum、C.pneumoniae、C.suis又はC.trachomatisに結合する。
【０１５６】
　本発明のこの背景及びあとに続く側面において、「抗体」によって、我々は、免疫グロ
ブリン分子全体だけでなく、たとえば、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２のような断片及び抗原結
合部位を保持するそのほかのその断片も包含する。同様に、これらの背景において、用語
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「抗体」は、単鎖Ｆｖ分子（ｓｃＦｖ）及びドメイン抗体（ｄＡｂｓ）のような抗体の遺
伝子操作された派生物を包含する。用語はまた、ファージディスプレイ法又はそのほかの
無作為選抜法を用いて、特定の生物又は特定の生物の領域に結合する分子について作製さ
れてもよい抗体様分子も包含する。従って、これらの背景で、用語、抗体は、自然抗体の
認識部位（すなわち、エピトープ又は抗原と結合する又は組み合う抗体の部分）の一部で
ある構造、好ましくはペプチド構造を含有する分子すべてを包含する。
【０１５７】
　抗体の可変部重鎖（ＶＨ）及び可変部軽鎖（ＶＬ）のドメインは、抗原認識に関与する
が、初期のプロテアーゼ消化実験で初めて認識された事実である。さらにげっ歯類の抗体
を「ヒト化」することによって確認された。得られる抗体がげっ歯類親型抗体の抗原特異
性を保持するように、げっ歯類起源の可変部ドメインをヒト起源の定常部ドメインと融合
してもよい（Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855, 1984）。
【０１５８】
　抗原特異性が可変部ドメインにより付与され、定常部ドメインに依存しないということ
は、すべて１以上の可変部ドメインを含有する抗体断片の細菌での発現を含む実験から知
られている。これらの分子には、Ｆａｂ様分子（Better et al., Science, 240:1041, 19
88）、Ｆｖ分子（Skerra et al., Science, 240, 1038, 1988）、柔軟なオリゴペプチド
を介してＶＨとＶＬの対ドメインが連結する単鎖Ｆｖ（ＳｃＦｖ）分子（Bird et al., S
cience, 242:423, 1988; Huston et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85:5879, 1988
）及び単離されたＶドメインを含む単一ドメイン抗体（ｄＡｂｓ）（Ward et al., Natur
e, 341:544, 1989）が挙げられる。特異的な結合部位を保持する抗体断片の合成に関与す
る技法の一般的な概説は、Winter & Milstein, Nature, 349:293-299, 1991に見い出され
るべきである。
【０１５９】
　「ＳｃＦｖ分子」によって、我々は、柔軟なオリゴペプチドを介してＶＨとＶＬの対ド
メインが連結する分子を意味する。ＳｃＦｖ抗体のような操作された抗体は、参照によっ
て本明細書に組み入れられる、J. Huston et al., 「抗体結合部位のタンパク質工学：大
腸菌で産生された抗ジゴキシン単鎖Ｆｖ類縁体における特異的活性の回復」Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 85:5879-5883, 1988及びA. Pluckthun, 「抗体工学：大腸菌発現系の使
用からの進歩」Bio/technology vol. 9, 1991 (June)に記載された技法及びアプローチを
用いて作製することができる。
【０１６０】
　抗体全体ではなく抗体断片を使用することの利点は、数倍である。断片のサイズが小さ
いほど、たとえば、標的部位へのより良好な浸透のような薬理学的特性の改善を招いても
よい。たとえば、補体結合のような抗体全体のエフェクター機能が除かれる。Ｆａｂ、Ｆ
ｖ、ＳｃＦｖ及びｄＡｂの抗体断片はすべて大腸菌で発現され、分泌されることができる
ので、断片を大量に容易に製造することができる。
【０１６１】
　抗体全体及びＦ（ａｂ’）２断片は「二価」である。「二価」によって、我々は、抗体
及びＦ（ａｂ’）２断片が２つの抗原結合部位を有することを意味する。それに対して、
Ｆａｂ、Ｆｖ、ＳｃＦｖ及びｄＡｂの断片は一価であり、たった１つの抗原結合部位を有
する。
【０１６２】
　抗体はポリクローナル抗体であってもよいが、モノクローナル抗体であることが好まし
い。状況によっては、特に、イヌに繰り返し抗体を投与するつもりならば、モノクローナ
ル抗体がイヌのモノクローナル抗体又はイヌ化抗体であれば好ましい。
【０１６３】
　多重特異性又は単一特異性である、ポリクローナル抗体を製造してもよい。それらは単
一特異性であることが好ましい。Neuberger et al によってキメラ抗体が議論されている
（１９９８年、第８回国際バイオテクノロジーシンポジウム、第２部、７９２～７９９）
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。
【０１６４】
　抗体が「イヌ化」された抗体であれば好ましい。既知の方法によって、たとえば、マウ
ス抗体のＣＤＲ領域をイヌ抗体のフレームワークに挿入することによって、好適に調製さ
れた非イヌ抗体を「イヌ化」することができる。参照により本明細書に組み入れられる、
M. Verhoeyen, C. Milstein and G. Winter, 「ヒト抗体の作り直し：抗リゾチーム活性
の移植」Science, 239:1534-1536, 1988及びC. Kettleborough et al., 「ＣＤＲ移植に
よるマウスモノクローナル抗体のヒト化：ループ構造におけるフレームワーク残基の重要
性」Protein Engineering, 14(7):773-783, 1991において抗体のヒト化について記載され
るものに相当する技法及びアプローチを用いて、イヌ化抗体を作製することができる。
【０１６５】
　疾患に関与する作用物質と反応する抗体を投与されることによってイヌはＣＩＲＤに対
する免疫を受動的に獲得することが十分理解される。
【０１６６】
　従って、本発明の第１２の側面は、S.zooepidemicus、M.cynos又はChlamydophilaのい
ずれか１以上のそれぞれに特異的に結合する１以上の抗体をイヌに投与することを含む、
ＣＩＲＤに対してイヌを受動的に免疫する方法を提供する。
【０１６７】
　上述のような標準的な技法を用いてS.zooepidemicus、M.cynos又はChlamydophilaに特
異的に結合する抗体を作製してもよく、又は入手してもよい。
【０１６８】
　疾患に関与する作用物質と反応する抗体を投与することによってイヌにおけるＣＩＲＤ
を治療してもよいことが十分理解される。
【０１６９】
　第１３の側面では、本発明は、S.zooepidemicus、M.cynos又はChlamydophilaのいずれ
か１以上のそれぞれに特異的に結合する１以上の抗体をイヌに投与することを含む、イヌ
におけるＣＩＲＤを治療する方法を提供する。
【０１７０】
　第１２又は第１３の側面の実施態様では、Chlamydophilaに特異的に結合する抗体はC.a
bortus、C.psittaci又はC.felisに結合する。別の実施態様では、Chlamydophilaに特異的
に結合する抗体はC.muridarum、C.pecorum、C.pneumoniae、C.suis又はC.trachomatisに
結合する。
【０１７１】
　第１２又は第１３の側面の実施態様では、方法はさらに、ＣＲＣＶ、ＣＰＩＶ、ＣＡＶ
－２、ＣＨＶ及びB.bronchisepticaのいずれか１以上に特異的に結合する抗体を投与する
ことを含む。
【０１７２】
　上述のような標準的な技法を用いて、ＣＲＣＶ、ＣＰＩＶ、ＣＡＶ－２、ＣＨＶ及びB.
bronchisepticaに特異的に結合する抗体を作製することができる。
【０１７３】
　本発明の第１４の側面は、ＣＩＲＤに対してイヌを受動的に免疫するための薬物の調製
におけるS.zooepidemicus、M.cynos又はChlamydophilaのいずれか１以上のそれぞれに特
異的に結合する１以上の抗体の使用を提供する。
【０１７４】
　本発明の第１５の側面は、イヌでＣＲＩＤを治療するための薬物の調製における、S.zo
oepidemicus、M.cynos又はChlamydophilaのいずれか１以上のそれぞれに特異的に結合す
る１以上の抗体の使用を提供する。
【０１７５】
　第１４又は第１５の側面の実施態様では、Chlamydophilaに特異的に結合する抗体はC.a
bortus、C.psittaci又はC.felisに結合する。別の実施態様では、Chlamydophilaに特異的
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に結合する抗体はC.muridarum、C.pecorum、C.pneumoniae、C.suis又はC.trachomatisに
結合する。
【０１７６】
　第１４又は第１５の側面の実施態様では、薬物はさらに、ＣＲＣＶ、ＣＰＩＶ、ＣＡＶ
－２、ＣＨＶ及びB.bronchisepticaのいずれか１以上に特異的に結合する抗体を含む。
【０１７７】
　本発明の第１６の側面は、S.zooepidemicusに特異的に結合する抗体、M.cynosに特異的
に結合する抗体、及びChlamydophilaに特異的に結合する抗体のいずれか２以上を含む組
成物を提供する。
【０１７８】
　実施態様では、Chlamydophilaに特異的に結合する抗体はC.abortus、C.psittaci又はC.
felisに結合する。別の実施態様では、Chlamydophilaに特異的に結合する抗体はC.murida
rum、C.pecorum、C.pneumoniae、C.suis又はC.trachomatisに結合する。
【０１７９】
　実施態様では、組成物はさらに、ＣＲＣＶ、ＣＰＩＶ、ＣＡＶ－２、ＣＨＶ及びB.bron
chisepticaのいずれか１以上に特異的に結合する抗体を含む。
【０１８０】
　本発明は診断法及びアッセイを含むことが十分理解されるであろう。従って、本発明は
、ＣＲＩＤに関係するChlamydophila種にイヌが暴露されたことがあるかどうかを決定す
る方法を提供するが、該方法は、
（ａ）イヌから好適な試料を得ること；及び
（ｂ）試料中でＣＲＩＤに関係するChlamydophila種又はそれに対する抗体を同定するこ
とを含む。
【０１８１】
　通常、Chlamydophila種は、配列番号１～８（２３Ｓ　ＲＮＡの部分配列を示す図５及
び８、並びに実施例３を参照のこと）のいずれかの配列（ＲＮＡとして示される場合）を
含む２３Ｓ　ＲＮＡを有するものである。
【０１８２】
　本発明は、イヌがＣＩＲＤを有するか、又はＣＩＲＤに感受性であるかどうかを決定す
る方法も提供するが、該方法は、
（ａ）イヌから好適な試料を得ること；及び
（ｂ）試料中で、S.zooepidemicus、M.cynos又はChlamydophilaのいずれか１以上又はこ
れらのいずれかに対する抗体を同定することを含む。
【０１８３】
　実施態様の１つでは、方法は、たとえば、試料中で生物自体又はその成分（たとえば、
タンパク質又は核酸）を検出することによって生物への現在の暴露を検出できることが十
分に理解されるであろう。方法はまた、生物又はその成分に向けられた抗体を検出するこ
とによって生物への過去の暴露を検出することもできる。
【０１８４】
　通常、試料は、血清、唾液、気管洗浄液及び気管支洗浄液のような抗体含有試料を含む
任意の好適な試料である。
【０１８５】
　従って、生物又はその成分の存在について試料を分析することによって試料が由来する
イヌにおける生物の存在を決定してもよい。たとえば、２３Ｓ　ＲＮＡを含む核酸成分に
ついては、核酸を抽出し、必要に応じてＤＮＡにコピーしてもよく、たとえば、厳密性の
高いハイブリッド形成、特異的増幅、ヌクレオチド配列決定及び当業者に周知のそのほか
の方法（Sambrook et al., 2001, 上記）を含む技法を用いて検出してもよい。「高い厳
密性でのハイブリッド形成」によって、それがハイブリッド形成するポリヌクレオチド及
び核酸が、厳密性の高い条件下でハイブリッド形成することができる十分なヌクレオチド
配列の類似性を有することを意味する。当該技術で周知のように、核酸のハイブリッド形
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成の厳密性は、ハイブリッド形成が生じる核酸の長さ、ハイブリッド形成する配列の同一
性の程度、並びにたとえば、温度、イオン強度及び配列のＣＧ又はＡＴの含量のような因
子に依存する。
【０１８６】
　高い厳密性で生物の核酸分子とハイブリッド形成することができる核酸は、生物の核酸
の少なくとも一部で、＞９０％の配列同一性を有する核酸を含み、好ましくは、＞９５％
、又は＞９６％又は＞９７％又は９８％、さらに好ましくは＞９９％の配列同一性を持つ
ものを含む。
【０１８７】
　選択的ハイブリッド形成をもたらす典型的な高い厳密性のハイブリッド形成条件は、当
該技術で既知であり、たとえば、参照によって本明細書に組み入れられるSambrook et al
., 2001（上記）に記載されたものである。
【０１８８】
　核酸がナイロン膜に固相化され、プローブの核酸が５００塩基以上である場合の典型的
なハイブリッド形成用溶液の例は、
６ｘＳＳＣ（生理食塩水クエン酸ナトリウム）
０．５％ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）
１００μｇ／ｍＬの変性させ、断片化させたサケの精子ＤＮＡ
である。
【０１８９】
　ハイブリッド形成は６８℃で行う。核酸を固相化したナイロン膜は０．１ｘＳＳＣ中で
６８℃にて洗浄してもよい。
【０１９０】
　２０ｘＳＳＣは以下の方法で調製してもよい。８００ｍＬのＨ２Ｏに１７５．３ｇのＮ
ａＣｌ及び８８．２ｇのクエン酸ナトリウムを溶解する。ＮａＯＨの１０Ｎ溶液の２、３
滴にてｐＨを７．０に調整する。Ｈ２Ｏで体積を１リットルに調整する。等量に分配する
。オートクレーブで滅菌する。
【０１９１】
　核酸がナイロン膜に固相化され、プローブが１５～５０塩基のオリゴヌクレオチドであ
る場合の典型的なハイブリッド形成用溶液の例は、
３．０Ｍの塩化トリメチルアンモニウム（ＴＭＡＣｌ）
０．０１Ｍのリン酸ナトリウム（ｐＨ６．８）
１ｍｍのＥＤＴＡ（ｐＨ７．６）
０．５％ＳＤＳ
１００μｇ／ｍＬの変性させ、断片化させたサケの精子ＤＮＡ
０．１％脱脂粉乳
である。
【０１９２】
　ハイブリッド形成の最適な温度は普通、所定の鎖長のＴｉより５℃低く選択される。Ｔ
ｉは、プローブとその標的配列との間に形成されるハイブリッドの不可逆的融解温度であ
る。Jacob et al., Nucl. Acids Res., 16:4637, 1988は、Ｔｉの決定を議論している。
３ＭのＴＭＡＣｌ中の１７量体についての推奨されるハイブリッド形成温度は、４８～５
０℃であり、１９量体では５５～５７℃であり、２０量体では５８～６６℃である。
【０１９３】
　当該技術で既知の任意の方法を用いて、イヌの試料における生物のタンパク質成分を分
析することができる。通常、そのような方法は、抗体結合であり、抗体が生物又はその成
分に結合する。
【０１９４】
　たとえば、古典的な免疫組織学的方法によって生物のタンパク質の発現を検討すること
ができる。これらでは、一次抗体（ポリクローナル又はモノクローナル）によって特異的
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な認識が提供されるが、二次検出系は、蛍光、酵素又はそのほかを結合した二次抗体を利
用することができる。その結果、病理検査のための組織切片の免疫組織学的染色が得られ
る。たとえば、ウエスタンブロット又はドット／スロットアッセイのためにタンパク質を
遊離するため、尿素や中性の界面活性剤によって組織を抽出することもできる（Jalkanen
, M. et al., J. Cell Biol., 101:976-985, 1985; Jalkanen M. et al., J. Cell Biol.
, 105:3087-3096, 1987）。陽イオン固相の使用に基づいたこの技法では、単離したタン
パク質を標準として用いてタンパク質の定量を達成することができる。
【０１９５】
　タンパク質の発現を検出するために有用なそのほかの抗体に基づく方法には、酵素結合
免疫吸収測定法（ＥＬＩＳＡ）及び放射性免疫測定法（ＲＩＡ）のような免疫測定法が挙
げられる。たとえば、反応性のモノクローナル抗体を免疫吸収剤及び酵素標識プローブの
両方として用いてタンパク質を検出し、定量することができる。直線回帰コンピュータア
ルゴリズムを用いて標準調製物に存在する量を参照して試料中に存在するタンパク質の量
を計算することができる。腫瘍抗原を検出するためのそのようなＥＬＩＳＡは、lacobell
i et al., 「乳癌の研究及び治療」１１：１９～３０（１９８８年）に記載されている。
別のＥＬＩＳＡでは、２つの異なった特異的モノクローナル抗体を使用して、体液中のタ
ンパク質を検出することができる。この測定法では、抗体の一方を免疫吸収剤として使用
し、他方を酵素標識プローブとして使用する。
【０１９６】
　上記の技法は本質的に「一工程」測定法又は「二工程」測定法として実施してもよい。
「一工程」測定法には、固相化した抗体とタンパク質を接触させ、洗浄せずに、標識抗体
と混合物を接触させることが含まれる。「二工程」測定法には、標識抗体と混合物を接触
させる前に洗浄することが含まれる。そのほかの従来の方法を好適に採用してもよい。測
定系の一方の成分を支持体に固相化し、それによって系のほかの成分がその成分と接触で
き、試料から容易に離されることが普通望ましい。
【０１９７】
　好適な酵素標識には、たとえば、基質と反応することによって過酸化水素の生成を触媒
するオキシダーゼ群からのものが挙げられる。グルコースオキシダーゼは、良好な安定性
を有し、その基質（グルコース）が容易に入手できるので、特に好ましい。酵素を標識し
た抗体／基質の反応によって形成される過酸化水素の濃度を測定することによってオキシ
ダーゼ標識の活性を測定してもよい。酵素のほかに、そのほかの好適な標識には、たとえ
ば、ヨウ素（１２５Ｉ、１２１Ｉ）、炭素（１４Ｃ）、イオウ（３５Ｓ）、トリチウム（
３Ｈ）、インジウム（１１２Ｉｎ）及びテクネチウム（９９ｍＴｃ）のような放射性同位
元素、フルオレセイン及びローダミンのような蛍光標識、並びにビオチンが挙げられる。
【０１９８】
　たとえば、酵素結合免疫吸収測定法（ＥＬＩＳＡ）のような免疫吸収測定法の周知の技
法を用いて、生物又はその成分に対する抗体を検出してもよい。
【０１９９】
　従って、本発明のさらなる側面は、ＣＩＲＤに関係する抗体を検出するための免疫吸収
測定法を提供し、該測定法は、（ａ）イヌにおいてS.zooepidemicusに対して免疫応答を
生じることが可能である作用物質、（ｂ）イヌにおいてM.cynosに対して免疫応答を生じ
ることが可能である作用物質、及び（ｃ）イヌにおいてChlamydophilaに対して免疫応答
を生じることが可能である作用物質のいずれか１以上で被覆された固相、並びに固相に結
合した抗体に結合する検出可能な標識抱合体を含む。
【０２００】
　好ましくは、固相はマイクロタイターウエルである。さらに好ましくは、抱合体は、抗
イヌ抗体の抗体を含む。好ましくは、抱合体は、酵素、たとえば、西洋ワサビのペルオキ
シダーゼを含む。さらに好ましくは、免疫吸収測定法は、酵素のための基質も含む。本発
明は、免疫吸収測定法の成分を含む部品のキットを包含する。従って、部品のキットは、
マイクロタイタープレートのような固相、固相を被覆するための生物由来のタンパク質又
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は生物、固相に結合する抗生物（又はその成分）抗体に結合する抗イヌ抗体のような検出
可能な標識抱合体を包含する。検出可能な標識抱合体が酵素であれば、部品のキットは、
酵素のための基質も包含してもよい。キットはまた、固体基材上の抗原と反応することが
知られている抗体を含有する陽性対照試料及び陰性対照試料も包含してもよい。
【０２０１】
　本発明はまた、上記及び本発明の第１の側面で定義した（ａ）、（ｂ）及び（ｃ）のい
ずれか１つ又は２つ又は３つすべてによって被覆される固相基材を包含する。通常、免疫
応答を生じることが可能である作用物質は、抗体も結合するものである。通常、作用物質
は、抗原性タンパク質である。通常、タンパク質は、抗原の安定性に依存して、４℃～３
７℃にて一晩、マイクロタイタープレートに被覆される。たとえば、リン酸緩衝生理食塩
水又はトリス緩衝生理食塩水のような洗浄用緩衝液によって、結合しなかったタンパク質
を洗い流す。血清又はそのほかの試料をプレート上で、通常、３７℃にて１～数時間の間
インキュベートする。結合しなかった物質を洗い流し、酵素標識した（たとえば、西洋ワ
サビのペルオキシダーゼ）抗体、たとえば、血清試料のためには抗イヌＩｇＧ若しくはＩ
ｇＭ、又は肺洗浄液のためには抗イヌＩｇＡと共に３７℃にて１～数時間、プレートをイ
ンキュベートする。結合しなかった抗体を洗い流し、ＯＰＤのような基質と共にプレート
を約１０分間インキュベートし、光度計にて光学密度を測定する。
【０２０２】
　好ましくは、固体基材は、マイクロタイターウエルである。
【０２０３】
　本明細書で参照された文書はすべてその全体が参照によって本明細書に組み入れられる
。本明細書における以前公開された文書の列記又は議論は、必ずしも、文書が最先端技術
の一部である又は共通の一般的知識であるという認知として受け取られるべきではない。
【０２０４】
　以下の図面及び実施例の助けによって、本発明を今やさらに詳細に説明する。
【実施例１】
【０２０５】
Streptococcus equi亜種zooepidermicusのイヌ感染性呼吸器疾患との関係
〈要約〉
　イヌの感染性呼吸器疾患（ＣＩＲＤ）は、ワクチン接種の幅広い利用にもかかわらず、
多数の犬舎に飼われたイヌを冒す多因子性の感染症である。現在のワクチンは、ウイルス
作用物質及び単一の細菌作用物質、Bordetella bronchisepticaに対して防御することを
目的としている。我々は、ＣＩＲＤにおける連鎖球菌種の役割を調べた。臨床的に健康な
イヌ及びＣＩＲＤのイヌの下部気道において連鎖球菌を単離、同定して特定の連鎖球菌種
の存在と呼吸器疾患を相関付けた。我々は、Ｓ．ｅｑｕｉ亜種zooepidermicus（Ｓ．zooe
pidermicus）の存在が、流行性ＣＩＲＤに罹った犬舎のイヌ集団における疾患の重症度の
上昇に関係することを示す。
【０２０６】
〈序論〉
　ＣＩＲＤは、あらゆる年齢のイヌを冒す感染症であり、多数のイヌを隙間なく一緒に閉
じ込めて飼う場合、共通して生じる。該疾患は、早期の咽頭炎に特徴的な乾いた空咳、鼻
汁及び／又は眼漏、及び様々な食欲不振及び意気消沈を伴った高い罹患率を有し、気管気
管支炎肺炎及びさらに重度の症例では死亡にさえ進行しうる。該疾患は歴史的に、ウイル
ス（ＣＰＩＶ及びＣＡＶ－２）及び細菌の作用物質による組み合わせ感作又は連続した感
作が、臨床スコアの相乗的上昇を生じる複合的感染症とみなされてきた（Appel and Binn
, 1987）。該疾患の間、最も共通して検出される細菌作用物質は、B.bronchiseptica（Mc
Candlish et al., 1978）であるが、Pasteurella sp、Mycoplasma sp及びβ－出血性連鎖
球菌（βｈＳ）のようなそのほかの細菌種も該疾患に関わってきた（McCandlish et al.,
 1978; Rosendal, 1978; Thrusfield et al., 1991）。
【０２０７】
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　疾患に罹ったイヌ及び健康なイヌ双方の上部気道（口腔及び鼻腔）及び下部気道（気管
及び肺）から単離された細菌に関与する多数の研究が、βｈＳの存在に言及している（Sm
ith, 1967; McCandlish et al., 1978; McKieman et al., 1982; Azetaka & Konishi, 19
88）。しかしながら、イヌの上部気道で見い出されるβｈＳの種々の種にもかかわらず、
たった２、３の研究しか下部気道疾患に関与するβｈＳの種に着目していなかった（Garn
ett et al., 1982; Angus et al., 1997）。イヌの気道におけるβｈＳの種は、Biberste
in et al. (1980)によって注目されたが、この研究は、上部気道と下部気道における運搬
を区別するのを怠った。さらに、単離は、獣医病院の患者から行われたとしても、照会理
由及び従って特定の臨床症状へのいかなる連鎖も省略された。イヌにおける最も一般的な
βｈＳである、S.canis、ランスフィールド群G Streptococcusは、皮膚と同様に生殖器及
び呼吸器の粘膜の正常な共生生物である（Timoney, 1987; Quinn et al., 1999）。Strep
tococcus canis (S.canis)は、健康なイヌの６０～７３％の扁桃腺から以前、単離されて
いる（Smith, 1967; Sadatsune & Moreno, 1975; Biberstein & Hirsh, 1999）。S.canis
は、イヌにおいて、肺炎、敗血症、膿瘍、耳炎、乳腺炎、子宮膿腫、直腸炎、毒性ショッ
ク症候群及び壊疽性筋膜炎を含む多様な散発的な及び日和見性の感染症の原因となる（Bi
berstein & Hirsh, 1999; Quinn et al., 1999）。
【０２０８】
　S.canisに加えて、たとえば、Ａ、Ｃ及びＥのようなほかのランスフィールド群のβｈ
Ｓもイヌから単離されている（Biberstein et al., 1980）。Ｓ．zooepidermicus、ラン
スフィールド群Ｃは、哺乳類の上部気道粘膜の共生生物として見い出されている（Timone
y et al., 1988; Quinn et al., 1999）。それは、ウマにおける下部気道疾患、巣状肺炎
及び子宮頸管炎（Chanter et al., 1997; Biberstein & Hirsh, 1999）、ラマにおける肺
炎（Biberstein & Hirsh, 1999）、ブタにおける敗血症及び関節炎（Timoney, 1987）、
ウシ及びヤギにおける乳腺炎（Timoney et al., 1988）、ニワトリにおける敗血症、ラマ
における心膜炎及び肺炎（Timoney, 1987）、モルモットにおけるリンパ節炎（Quinn et 
al., 1999）、及びヒトにおける糸球体腎炎（Balter et al., 2000）を含む幾つかの疾患
症候群に関係している。イヌでは、S.zooepidemicusは、創傷感染及び敗血症（Quinn et 
al., 1999）及び急性壊死性出血性肺炎（Gamett et al., 1982）に関係している。本研究
で我々は、健康なイヌ及びＣＩＲＤに罹ったイヌの双方の気道にβｈＳのどの種が存在す
るのかを確立しようとした。
【０２０９】
〈材料及び方法〉
〈試験集団及び試料採取〉
　主な試験集団（ｎ＝２０９、気管支肺胞洗浄、ＢＡＬ）は、風土性のＣＩＲＤの履歴を
持つ定評のあるリホーミング犬舎（～６００匹のイヌ）からの動物を含んだ。犬舎に入れ
る際、すべてのイヌに、ジステンパーウイルス、ＣＡＶ－２、ＣＰＩＶ及びイヌパルボウ
イルスのための弱毒化生ワクチン並びにレプトスピラ症に対するＫＡＶＡＫ　Ｌである、
ＫＡＶＡＫ　ＤＡ２ＰｉＰ６９（フォートドッジ）によるワクチン接種を行った。イヌコ
ロナウイルス（ＣＲＣＶ）及びB.bronchiseptica双方の存在は、この施設におけるＣＩＲ
Ｄに罹ったイヌで実証されている（Chalker et al., 2003; Erles et al., 2003）。各週
、この犬舎は福祉の理由で若干のイヌを犠牲にしなければならず、これらのイヌから、試
料採取のために２、３匹を任意に選択した。１９９９年～２００１年の間、２年間にわた
って合計２０９匹のイヌから以下の方法によってＢＡＬ試料を採取した。安楽死の２時間
以内に、気管を分岐の真上でクランプで止めて、試料採取中、肺への気管の混入を防いだ
。滅菌したカテーテルチュービングを用いて、次いで５０ｍＬのハンクス平衡塩溶液を左
先端の肺葉に入れた。次いで、この肺葉を３０秒間マッサージし、ＢＡＬを回収した。安
楽死の際に、臨床的な呼吸のスコアの重症度について以下のカテゴリ：（１）呼吸器徴候
なし、ｎ＝７１、（２）軽い咳、ｎ＝３７、（３）咳及び鼻汁、ｎ＝７６、（４）意気消
沈及び／又は食欲不振を伴った咳及び鼻汁、ｎ＝９、（５）化膿性気管支肺炎、ｎ＝１６
に、イヌを等級分けした。



(33) JP 5698890 B2 2015.4.8

10

20

30

40

50

【０２１０】
　ＢＡＬ試料採取の後、組織学的分析のために、右遠位肺葉からの肺組織の切片を必要と
した。ホルマリン固定（１０％ホルマリン生理食塩水）した組織の塊をパラフィンに包埋
し、標準のヘマトキシリン及びエオシン染色した切片を光学顕微鏡（ｘ４０、ｘ１００、
ｘ４００）のもとで観察した。肺胞内好中球の存在又は非存在を書き留めた。
【０２１１】
　各イヌが犬舎で過ごした合計日数を記録し、次いで、犬舎での時間を週で算出した。犬
舎に入れる際の各イヌの年齢及び臨床症状を書きとめ、栄養状態、被毛、振る舞い、食欲
、及び一般の臨床検査（体温、脈拍、呼吸数）に基づいた臨床症状複合スコアを以下の（
１）良好、（２）不良、（３）極めて不良のように等級分けした。
【０２１２】
　追加のイヌ集団が、２年間にわたる（１９９８～２０００年）（ｎ＝７１、ＢＡＬ）、
ＲＶＣでの診断的細菌学を参照した臨床的呼吸器症状を持つ家庭で飼われたペット犬から
構成される対照群として含められた。対照群からの試料は、Cocoran (1998)によって記載
された内視鏡で誘導する技法を用いて採取した。研究における試料はすべて、細菌学試験
まで４℃で保持し、凍結ＢＡＬで行うｍＬ当たりのＣＦＵの計算を除いて、試験は試料採
取の２４時間以内に行った。
【０２１３】
〈細菌の単離及び同定〉
　ＢＡＬの５０μＬ容量を５％無菌のヒツジの血液と共にコロンビア血液寒天（英国、ハ
ンプシャー、オキソイド社）プレートに２つ１組で入れ、好気的又は嫌気的の双方で、３
７℃にて２４時間インキュベートした。β－溶血性コロニーを同定し、次いで単一コロニ
ーに精製した。コロニー及び細胞の形態によって、グラム陽性、カタラーゼ陰性の細菌を
連鎖球菌と同定し、ラテックスビーズのスライド凝集（英国、ハンプシャー、オキソイド
社）によってランスフィールド群に血清学的に分けた。次いで、ＡＰＬ２０ＳＴＲＥＰ手
動同定キット（英国、ベージングストーク、バイオメリエクス英国社）を用いて、生化学
を利用し、酵素の作用によって単離物を種のレベルに同定した。
【０２１４】
　混合感染を検出するために、研究における最初の１２匹のイヌからの３つのコロニーを
ラテックスビーズスライド凝集とＡＰＩ２０ＳＴＲＥＰの両方によって調べた。リン酸緩
衝生理食塩水（英国、ドーセット、シグマ－アルドリッチ社）によるＢＡＬの連続希釈を
３連１組でプレートに播き、上述のようにインキュベートし、ＢＡＬのｍＬ当たりのＣＦ
Ｕを算出した、次いで、βｈＳの増殖を以下：なし（０）、＜１００ＣＦＵ／ｍＬ（１）
、１００～１０００ＣＦＵ／ｍＬ（２）及び＞１０００ＣＦＵ／ｍＬのように等級化した
。
【０２１５】
〈統計学的解析〉
　解析についてはすべて、０．０５の１型誤差（α）の有意レベル又は確率を前提とした
。プリズム（米国、サンディエゴ、グラフパッドソフトウエア社、バージョン３．０）統
計学解析ソフトウエアＸ２検定を用いて、年齢、犬舎に入れる際の臨床症状、犬舎での週
数、肺胞内好中球の存在及び臨床的呼吸スコアとS.zooepidemicusの存在を解析した。各
呼吸スコアに関するS.zooepidemicusの増殖についての合わせた平均スコアの使用によっ
て細菌の増殖と呼吸スコアの相関を決定し、プリズム１方向ＡＮＯＶＡ（非パラメータ）
検定によって解析した。週の時間経過による犬舎で飼われたイヌの試料中のS.canis、S.z
ooepidemicus及び呼吸器疾患の存在も計算した。
【０２１６】
〈結果〉
　β－溶血性連鎖球菌は、両方の試験集団から単離されたが、家庭で飼われたペット犬の
ＢＡＬからの単離は、犬舎で飼われたイヌからの単離と大きく異なった（家庭犬１．４％
、犬舎２３．９％、Ｘ２検定＊＊＊ｐ＝０．０００）。ｈＳの単離物はすべてS.canis又
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はS.zooepidemicusであった。異なったランスフィールド群又は種のよる混合感染は見い
出されず、さらに個々のプレートはすべて均一な形態のコロニーを生じた。犬舎のイヌか
らはS.canis及びS.zooepidemicusの双方が単離されたが、家庭のペット犬からはS.zooepi
demicusのみが単離され、S.canisは単離されなかった。犬舎のイヌでは、S.zooepidemicu
sが優勢なｈＳ種であった（９２．０％）。臨床的呼吸スコアの各等級の範囲内で犬舎の
イヌにおけるS.canis及びS.zooepidemicusの双方の保菌犬を調べた（図１）。S.canisは
、臨床スコアの有無にかかわらずイヌに存在し、単離は、疾患の重症度に伴って上昇しな
かった。それに対して、健康なイヌは、疾患に罹った動物よりも下部気道にS.zooepidemi
cusを有する可能性は低く（Ｘ２検定＊＊ｐ＝０．００４）、S.zooepidemicusの単離は、
臨床的呼吸スコアの上昇と共に、無症状のイヌでの９．７％から化膿性気管支肺炎のイヌ
での８７．５％へと劇的に増えた（Ｘ２検定＊＊＊ｐ＝０．０００）。呼吸スコアの高い
イヌほど、臨床的に健康なイヌよりもさらに高い平均のS.zooepidemicusの細菌増殖スコ
アを有する可能性がさらに高かった（１方向ＡＮＯＶＡ解析＊＊＊ｐ＝０．０００、Ｒ自
乗＝０．１９４、Ｆ＝２２．２６５）。動物の年齢及び犬舎に入れた際の臨床症状は、S.
zooepidemicusの単離に影響を与えなかった（Ｘ２解析、年齢ｐ＝０．３４１、犬舎に入
れた際の臨床症状ｐ＝０．２９５）。
【０２１７】
　犬舎においてＣＩＲＤに罹ったイヌの比率は、１週目の２１．１％から２週目の７０．
１％へと劇的に上昇したが、４週目の終わりまで集団においてＤＩＲＤは増えなかった（
図２）。有意差は検出されなかったが、肺にS.zooepidemicusを持つイヌの数は、犬舎で
経時的に１週目の１６．７％から３週目の３４．４％へと２０．６％増えたが（図２）、
S.canisではそのような傾向は見られなかった。
【０２１８】
　組織学的解析は、S.zooepidemicusを持つイヌは、S.zooepidemicusのないイヌよりも肺
胞内好中球を有する可能性が高いことを示した（Ｘ２解析、＊＊ｐ＝０．００６）。高い
細菌スコアを持つイヌでは、S.zooepidemicusが誘発した出血性連鎖球菌肺炎（ＨＳＰ）
のイヌでのGarnett et al. (1982)の知見に類似する、中程度から顕著なマクロファージ
の凝集を伴う急性の化膿性又は壊死性の肺炎が見られることが多かった。ＨＥ染色の切片
では、細菌細胞は見られなかった。
【０２１９】
〈考察〉
　本研究では、我々は、疾患の有無にかかわらず、家庭で飼われたイヌ及び犬舎で飼われ
たイヌの下部気道に存在するβｈＳの種に着目した。S.canisがイヌの気道では優勢なβ
ｈＳであり（Biberstein et al., 1980）、本研究における犬舎のイヌの一部の下部気道
から単離されたが、それは、犬舎で飼われたイヌのＣＩＲＤとは関係しなかった。それに
対して、S.zooepidemicusの単離の増加は、ＣＩＲＤの重症度の上昇と関係していた。何
らかの呼吸器症状を持つイヌは犬舎における健康なイヌよりも下部気道にS.zooepidemicu
sを有する可能性が高く、S.zooepidemicusは、犬舎で飼われたイヌよりも家庭のペットで
はさらに低い比率で見い出された。
【０２２０】
　Streptococcus equi亜種zooepidermicusはこれまでは、イヌにおけるＨＳＰに関係する
とされていた（Garnett et al., 1982）。ＨＳＰ症候群は、ビーグルの閉鎖コロニーにお
ける重度の感染であり、事前の臨床スコアなしで突然死を生じた。剖検所見は、気管及び
気管支内における多量の出血性滲出物が含まれ、広汎性の暗赤色の肺を伴っていた。さら
に、他の組織の範囲で斑状性出血があった。その疾患は、１匹のイヌにおけるS.zooepide
micusの気管内接種により再現された。本研究において興味深いことに、S.zooepidemicus
の高い増殖スコアを持つイヌほど肺胞内好中球を有する可能性が高く、低い増殖スコアを
持つイヌよりもＨＳＰにおいてGarnett et al., (1982）により記載された肺の組織学的
特徴を共有している。
【０２２１】
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　ＣＩＲＤは歴史的に、細菌性及びウイルス性の作用物質が関与する複雑な疾患であると
みなされている。実際、この犬舎で飼育された集団では、ＣＲＣＶ（Erles et al., 2003
）及びB.bronchiseptica（Chalker et al., 2003）を含むそのほかの幾つかの作用物質が
記載されている。ＣＲＣＶの病原性の潜在能力は未だ明らかにされていないが、Erles et
 al., (2003）によるデータは、ＣＲＣＶが軽い呼吸器疾患（スコア２）のイヌで優勢で
あることを示し、同様に、Chalker et al., (2003）はB.bronchisepticaを持つイヌは、
中程度の疾患（スコア３）のイヌで優勢であることを見い出した。
【０２２２】
　我々が、Streptococcus zooepidemicusはＣＩＲＤのさらに重度の症例（スコア４～５
）にのみさらに共通して関係していることを見い出したということは、それが二次的なイ
ンベーダとして作用している可能性があることを示している。実際、βｈＳの種はこれま
でＣＩＲＤの「複合体」における二次的インベーダであるとされている（McCandlish et 
al., 1978）。しかしながら、S.zooepidemicusは、これらの動物における呼吸器疾患で主
要な役割を担うのか、又はほかの病原体による損傷に続いて単に気道に侵入するだけなの
かどうかは未だにわからない。疫学的な証拠は、ウマのS.zooepidemicusは呼吸器疾患の
主要な病原体であってもよいが（Wood et al., 1993; Chanter et al., 1997）、それは
一般に日和見的な病原体であるとみなされる（Walker & Timoney, 1998; Anzai et al., 
2000）ことを示唆している。S.zooepidemicusがこれらのイヌにおけるＣＩＲＤの主要な
原因でないとしても、化膿性気管支肺炎のイヌからの高率の単離（８７．５％）は、S.zo
oepidemicusが犬舎で見られるさらに重度の臨床徴候に関与するという仮説を支持する。
呼吸器疾患に罹った家庭でのペットからの低い単離（１．４％）は、この作用物質が共通
の呼吸器感染でなくてもよく、この犬舎に特有の問題であればよいことを示している。以
前の犬舎飼育を考慮に入れなかったが、本研究における家庭で飼われているペット犬の一
部がかつて犬舎で飼育されたことがあるということはありそうなことである。犬舎で飼育
されたイヌにおけるＣＩＲＤのほかの症例でのS.zooepidemicusのが担う役割は確認され
ていない。
【０２２３】
　これらのイヌからのS.zooepidemicusの単離が犬舎において経時的に増加するというこ
とは、これらイヌの肺がこの細菌で感染されるようになることを示している。そのような
感染は上部気道の無症状性の感染又は単一の病原性株から生じればよい。可変性Ｍ－様Ｓ
ｚＰタンパク質の遺伝子に関するＰＣＲのタイピングシステムによって、S.zooepidemicu
sの１５の既知の血清型を５つの識別可能な群、ＨＶ１～５に分離することができる（Wal
ker & Timoney, 1998）。Anzai et al. (2000)によるこのタイピングシステムの解析によ
って、S.zooepidemicusの単一クローンの変異体が肺炎のウマの肺で見い出されたが、幾
つかの型が健康なウマの扁桃腺で見い出された。ＣＩＲＤのこの発生に関与するS.zooepi
demicusの単離物の亜型をタイプ分けし、疾患に罹った集団に単一クローンの変異体が存
在するかどうかを決定し、また、あるとすれば、イヌのS.zooepidemicus単離物が有する
ウマ及びそのほかの動物における呼吸器疾患を起こすものとの関係を調べることは興味深
い。S.zooepidemicusが関係する肺炎はあらゆる年齢のウマで発生し、輸送によるストレ
スを与えられた老齢のウマでは急性の出血性肺炎を生じる（Anzai et al., 2000）。ＣＩ
ＲＤのこの発生では、若齢のイヌ及び犬舎に入れる際、哀れな臨床症状のイヌは、年取っ
たイヌ及び入れる際、健康なイヌと同様に、S.zooepidemicusによる感染に感受性が高か
った。
【０２２４】
　この犬舎では、感染の範囲について抗生物質療法を与え、重度の気管支肺炎の症例を除
いてＣＩＲＤに罹ったイヌへの日常的な治療は行わない。治療が本研究で注目した細菌の
スペクトルに影響を与ええた可能性がある。しかしながら、呼吸器疾患の自然発生の調査
は、他の手段では得ることができない貴重な情報を提供することができる。
【０２２５】
　ＣＩＲＤは、ＣＡＶ－２、ＣＰＩＶ、B.bronchiseptica、及びMycoplasma sppを含む幾
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つかの作用物質が関与する多因子疾患であることが知られている。種々の場所から多数の
イヌが集められ、飼育されているこの犬舎では、幾つかの病原体が存在し、疾患の重症度
はこれを反映している可能性がある。
【実施例２】
【０２２６】
〈Mycoplasma cynosのイヌ感染性呼吸器疾患との関係〉
　生物の培養及びＰＣＲ解析による同定によってM.cynosの存在を調べた。犬舎で飼育さ
れた１８４匹のイヌの調査で、我々は、気管又は肺にM.cynosを持つイヌの比率が呼吸器
疾患の徴候と共に、健康なイヌの１０％から疾患に罹ったイヌの３１％へと増加すること
を見い出した（図３）。
【０２２７】
　我々はまた、呼吸器疾患は犬舎で経時的に増加し、第１週目は犬舎のイヌは気管に検出
可能なM.cynosを有さなかったのに対して第２週目までに１８４匹のイヌのうち２４％が
気管におけるM.cynos陽性であることに気づき、これは、集団の２４％がこの細菌に感染
していることを示している。さらに小さな、しかし類似の増加も肺のコロニー形成で見ら
れた（１５％から２３％へ）（図４を参照のこと）。
【実施例３】
【０２２８】
〈Chlamydophilaのイヌ感染性呼吸器疾患との関係〉
　Chlamydophilaの存在について我々は、ＰＣＲ解析によって２１０匹のイヌを調査した
。以下のＰＣＲによってChlamydophilaから２３ＳｒＲＮＡ遺伝子の２１８ｂｐの断片を
増幅した。反応条件：９５℃にて５分間（ｘ１サイクル）、９５℃にて３０秒間、５０℃
にて３０秒間、７２℃にて１分間（ｘ４０サイクル）及び７２℃にて５分間。合計５０μ
ＬのＰＣＲ反応混合物には、５．０μＬの１０ｘのマグネシウムを含まない緩衝液（プロ
メガ）、１．５ｍＭのＭａＣｌ２（プロメガ）、０．５μＬ（０．５単位）のＴａｑＤＮ
Ａポリメラーゼ（プロメガ）、０．２ｍＭのＰＣＲヌクレオチド混合物（プロメガ）、０
．０２５μｇの正方向プライマーＣ１（５’－ＧＡＴＧＣＣＴＴＧＧＣＡＴＴＧＡＴＡＧ
ＧＣＧＡＴＧＡＡＧＧＡ－３’配列番号９）及び逆方向プライマーＣ２（５’－ＴＧＧＣ
ＴＣＡＴＣＡＴＧＣＡＡＡＡＧＧＣＡ－３’配列番号１０）、４０μＬの水及び２μＬの
試料組織のＤＮＡが含まれた。
【０２２９】
　配列の解析及びＦａｓｔａ解析によるジェンバンクで利用可能な配列とのＰＣＲ産物の
比較によって８匹のイヌから得られたＰＣＲ産物をChlamydophilaとして確認した。その
ような配列（ＤＨＢＣ１０）の１つの２３ＳｒＲＮＡ遺伝子の部分配列を図５に示す（配
列番号１）。この２１８ｂｐの配列は、Chlamydophila abortusの同一領域と９９．０８
％同一であり、Chlamydophila psittaciと９８．６％同一であり、Chlamydophila felis
と９６．３％同一であるが、予備的な系統発生解析（Ｍｅｇａｌｉｇｎによるクラスター
法）では、ほとんどの配列は、別個のクレードでクラスターを作る（図７）。７つのその
ほかのChlamydophila単離物の２３ＳｒＲＮＡの部分配列を図８に示す（配列番号２～８
）。
【０２３０】
　この調査では、我々は、Chlamydophilaの検出は、気管及び肺の双方における呼吸器疾
患の重症度の上昇と共に増加することを見い出した。１０％の検出の軽い増加は、気管試
料（２５％から３４％へ）で見い出された。さらに劇的な差異は、肺におけるChlamydoph
ilaの検出で、健康なイヌの０％からＣＩＲＤのイヌでの３７．５％への増加によって見
い出された（図６）。さらに、ChlamydophilaのＰＣＲにより陽性とされたイヌの総数は
、健康なイヌの２５％から重度疾患のイヌでの５０％への増加が見られた（図６）。
【実施例４】
【０２３１】
〈イヌヘルペスウイルスのイヌ感染性呼吸器疾患との関係〉
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　我々は、さらに重度の呼吸器症候群に罹ったイヌにおけるイヌヘルペスウイルスの罹患
率の上昇を見い出した（図９）。１年にわたってＣＨＶに対する抗体反応をモニターした
場合、呼吸器疾患を頻繁に発生する犬舎のイヌは、発生のない匹敵する犬舎のイヌ（８．
３％）よりも頻繁に（５８．３％）ＣＨＶに対する血清変換を示した。
【０２３２】
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【図面の簡単な説明】
【０２３３】
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【図１】臨床的呼吸器スコア（ｎ＝各群におけるイヌの総数）を持つ２０９匹の犬舎で飼
育されたイヌからのS.canis及びS.zooepidemicusの単離。エラーバーは、信頼区間（９５
％）を表す。
【図２】犬舎のＣＩＲＤのイヌにおける経時的なS.canis及びS.zooepidemicusの比率（ｎ
＝合計２０９匹のイヌの各群におけるイヌの総数）。エラーバーは、信頼区間（９５％）
を表す。
【図３】ＣＩＲＤの重症度レベルが高まる場合の気管及び肺にM.cynosの感染を持つイヌ
の比率。
【図４】犬舎での時間の長さが増した後の気管及び肺にM.cynosの感染を持つイヌの比率
。
【図５】ＣＩＲＤに罹ったイヌ（ＣＨＢ１０）から単離したChlamydophilaの２３ＳｒＲ
ＮＡ遺伝子の２１８の部分ヌクレオチド配列（配列番号１）。
【図６】ＣＩＲＤの重症度レベルが高まる場合の気管及び肺にChlamydophilaの感染を持
つイヌの比率。
【図７】Chlamydia及びChlamydophilaの既知の種すべての２３ＳｒＲＮＡによって直列さ
せたイヌ２３ＳｒＲＮＡの部分配列（ＤＨＢ）(Cabor-C.abortus、Cpsit-C.psttaci、Cfe
l-C.felis、Ccavi-C.caviae、Cpne-C.pneumoniae、Cpec-C.pecorum、Csuis-C.suis、Ctra
c-C.trachomatis、Wad-Waddlia、Sim-Simkania)。
【図８】ＣＩＲＤに罹ったイヌ（ＣＨＢ２、４、５、６、７、８及び９）から単離したCh
lamydophila種の２３ＳｒＲＮＡ遺伝子の２１８の部分ヌクレオチド配列（配列番号２～
８）。
【図９】ＣＩＲＤの重症度レベルが高まる場合の気管及び肺にイヌヘルペスウイルスの感
染を持つイヌの比率。
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摘要(译)

一种适用于接种狗的疫苗组合物，其包含能够在狗中产生针对支原体短
尾猴（M.cynos）的免疫应答的试剂，其中所述试剂包含灭活的或减毒的
食蟹猴。使用能够在狗中产生针对鼠尾草的免疫应答的试剂，其中所述
试剂包括灭活的或减毒的食蟹猴，或食蟹猴的免疫原性片段，或编码所
述片段的核酸，用于预防或治疗犬传染性呼吸道疾病（CIRD）的药物。
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