
(57)【要約】
【課題】多種サブタイプ FIVワクチンを用いて、広範囲の FIV株による感染からネコを守る
ための新規の方法および組成物に関する。
【解決手段】無細胞ウイルス全体またはウイルス感染細胞株のいずれかを含む多種サブタ
イプ FIVワクチンについて記述する。本ワクチン組成物によるネコのワクチン接種法につ
いても記述する。本発明の方法および組成物に従ってワクチン接種したネコは、同種また
は異種 FIV株でチャレンジした場合、 FIVに対して防御的液性および細胞性免疫反応を示す
。本発明はまた、 FIV易感染性である新規のネコ科細胞株およびその利用法にも関する。
【選択図】  なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
FIV感 受 性 動 物 に お い て 複 数 の FIVサ ブ タ イ プ に 対 し て 免 疫 反 応 を 誘 発 す る こ と が 可 能 な FI
V免 疫 源 を 含 む ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
組 換 え ウ イ ル ス ベ ク タ ー FIV構 築 物 、 多 種 FIVサ ブ タ イ プ に 由 来 す る FIVポ リ ペ プ チ ド 、 多
種 の 無 細 胞 FIVウ イ ル ス 全 体 、 お よ び そ れ ぞ れ が 異 な る FIVサ ブ タ イ プ 由 来 の FIV株 に 感 染
し て い る 多 種 の 細 胞 株 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
ワ ク チ ン を 宿 主 動 物 に 投 与 す る 前 に 、 FIVウ イ ル ス ま た は FIV感 染 細 胞 株 を 、 該 ウ イ ル ス ま
た は 該 細 胞 株 が 不 活 化 さ れ る よ う 処 置 す る 、 請 求 項 ２ 記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
ワ ク チ ン を 宿 主 動 物 に 投 与 す る 前 に 、 FIVウ イ ル ス ま た は FIV感 染 細 胞 株 を 、 該 ウ イ ル ス ま
た は 該 細 胞 株 が 弱 毒 化 さ れ る よ う 処 置 す る 、 請 求 項 ２ 記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
複 数 の FIVサ ブ タ イ プ に 対 し て 免 疫 反 応 を 誘 発 す る こ と が 可 能 な ワ ク チ ン 組 成 物 の 有 効 量
を 宿 主 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 感 受 性 宿 主 動 物 に お い て FIV感 染 に 対 す る 防 御 的 免 疫 反 応
を 誘 導 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
ワ ク チ ン 組 成 物 が 、 組 換 え ウ イ ル ス ベ ク タ ー FIV構 築 物 、 多 種 FIVサ ブ タ イ プ に 由 来 す る FI
Vポ リ ペ プ チ ド 、 多 種 の 無 細 胞 FIVウ イ ル ス 全 体 、 お よ び そ れ ぞ れ が 異 な る FIVサ ブ タ イ プ
の FIV株 に 感 染 し て い る 多 種 の 細 胞 株 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
FIVウ イ ル ス ま た は FIV感 染 細 胞 株 が 、 ワ ク チ ン を 宿 主 動 物 へ 投 与 す る 前 に 、 不 活 化 さ れ る
よ う 処 置 さ れ る 、 請 求 項 ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
FIVウ イ ル ス ま た は FIV感 染 細 胞 株 が 、 ワ ク チ ン を 宿 主 動 物 へ 投 与 す る 前 に 、 弱 毒 化 さ れ る
よ う 処 置 さ れ る 、 請 求 項 ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
FIVサ ブ タ イ プ が 、 サ ブ タ イ プ A、 B、 Cお よ び Dか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ５ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
少 な く と も 一 次 免 疫 が 組 換 え ウ イ ル ス ベ ク タ ー FIV構 築 物 を 投 与 す る こ と を 含 み 、 そ の 後
、 組 換 え ウ イ ル ス ベ ク タ ー FIV構 築 物 、 FIVポ リ ペ プ チ ド 、 無 細 胞 FIVウ イ ル ス 全 体 、 お よ
び FIV感 染 細 胞 株 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ワ ク チ ン 組 成 物 で 追 加 免 疫 が 行 わ れ る 、 請 求
項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
細 胞 株 が 、 少 な く と も １ つ の FIVサ ブ タ イ プ に よ る 注 射 に 感 受 性 で あ り 、 該 FIVサ ブ タ イ プ
が 、 サ ブ タ イ プ A、 B、 Cお よ び Dか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 ネ コ 科 由 来 T細 胞 株 。
【 請 求 項 １ ２ 】
FeT-1Cと 称 さ れ る 、 請 求 項 11記 載 の 細 胞 株 。
【 請 求 項 １ ３ 】
細 胞 株 が 、 FIVＤ ｉ ｘ 、 FIVＵ Ｋ ８ 、 FIVＢ ａ ｎ ｇ 、 FIVＡ ｏ ｍ １ 、 FIVＡ ｏ ｍ ２ 、 FIVＰ ｅ ｔ

、 お よ び FIVＳ ｈ ｉ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る FIVウ イ ル ス 株 の 少 な く と も １ つ に 感 染 す る
、 請 求 項 11記 載 の 細 胞 株 。
【 請 求 項 １ ４ 】
IL-2非 依 存 的 で あ る 、 請 求 項 11記 載 の 細 胞 株 。
【 請 求 項 １ ５ 】
FIVＤ ｉ ｘ 、 FIVＵ Ｋ ８ 、 FIVＢ ａ ｎ ｇ 、 FIVＡ ｏ ｍ １ 、 FIVＡ ｏ ｍ ２ 、 FIVＰ ｅ ｔ 、 お よ び FI
VＳ ｈ ｉ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る FIVウ イ ル ス 株 の 少 な く と も １ つ に 感 染 す る 、 請 求 項 14
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記 載 の 細 胞 株 。
【 請 求 項 １ ６ 】
FeT-Jと 称 さ れ る 、 請 求 項 14記 載 の 細 胞 株 。
【 請 求 項 １ ７ 】
試 料 を FIVに 接 触 さ せ 、 次 に 請 求 項 10記 載 の 細 胞 株 を 該 試 料 中 で 有 効 な 時 間 培 養 し 、 該 細
胞 を 新 鮮 な 培 養 培 地 で 培 養 し 、 次 に 該 培 養 培 地 中 の 逆 転 写 酵 素 活 性 量 を 定 量 す る こ と を 含
む 、 試 料 中 の FIVウ イ ル ス 中 和 抗 体 の 検 出 ま た は 定 量 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
細 胞 株 が 、 FeT-1Cお よ び FeT-Jと 称 さ れ る 細 胞 株 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 17記
載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 米 国 国 立 衛 生 研 究 所 助 成 金 番 号 NIH AI30904に よ る 助 成 を 受 け た 研 究 プ ロ ジ ェ
ク ト の 下 で 政 府 の 支 援 を 受 け て 行 わ れ た 。 米 国 政 府 は 本 発 明 に 一 定 の 権 利 を 保 有 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 飼 い ネ コ は 、 ネ コ 白 血 病 ウ イ ル ス （ FeLV） 、 ネ コ 肉 腫 ウ イ ル ス （ FeSV） 、 内 因 型 C型 オ
ン コ ロ ナ ウ イ ル ス （ RD-114） 、 お よ び ネ コ 合 胞 体 形 成 ウ イ ル ス （ FeSFV） を 含 む い く つ か
の レ ト ロ ウ イ ル ス に よ る 感 染 症 に か か り や す い 。 こ れ ら の 中 で 、 FeLVは 最 も 重 要 な 病 原 体
で 、 リ ン パ 網 内 系 お よ び 骨 髄 新 生 物 、 貧 血 、 免 疫 媒 介 疾 患 、 な ら び に ヒ ト 後 天 性 免 疫 不 全
症 候 群 （ AIDS） と 同 様 の 免 疫 不 全 症 候 群 を 含 む 多 様 な 症 状 を 引 き 起 こ す 。 最 近 で は 、 FeLV
-AIDSと 呼 ば れ る 特 定 の 複 製 欠 損 FeLV変 異 株 が 免 疫 抑 制 特 性 に よ り 一 層 関 連 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ネ コ Tリ ン パ 球 親 和 性 レ ン チ ウ イ ル ス （ 現 在 で は 、 ネ コ 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 、 FIVと 呼 ば れ
て い る ） の 発 見 は 、 ペ ダ ー セ ン ら （ 非 特 許 文 献 １ ） に よ っ て 最 初 に 報 告 さ れ た 。 FIVの 特
徴 は 、 ヤ マ モ ト ら （ 非 特 許 文 献 ２ ） ； ヤ マ モ ト ら （ 非 特 許 文 献 ３ ） ； お よ び ア ッ ク リ ー ら
（ 非 特 許 文 献 ４ ） に お い て 報 告 さ れ て い る 。 血 清 疫 学 的 デ ー タ に よ り 、 FIV感 染 が 世 界 中
の 飼 い ネ コ お よ び 野 生 の ネ コ に 固 有 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 流 産 、 脱 毛 、 貧 血 、 結 膜 炎 、
慢 性 鼻 炎 、 腸 炎 、 歯 肉 炎 、 血 便 排 泄 、 神 経 異 常 、 歯 周 炎 、 お よ び 脂 漏 性 皮 膚 炎 を 含 む 広 く
多 様 な 症 状 は 、 FIVに よ る 感 染 症 に 関 連 す る 。 FIVに 感 染 し た 飼 い ネ コ の 顕 著 な 免 疫 学 的 特
徴 は 、 ネ コ の CD4＋ 末 梢 血 リ ン パ 球 の 慢 性 的 お よ び 進 行 性 枯 渇 、 CD4： CD8細 胞 比 の 低 下 、
お よ び い く つ か の 症 例 で は CD8保 有 リ ン パ 球 の 増 加 で あ る 。 分 子 、 生 化 学 、 お よ び 免 疫 病
理 学 的 特 徴 に 基 づ き 、 ネ コ の FIV感 染 症 は 今 や 、 FeLV-FAIDSよ り 良 い ネ コ の AIDSモ デ ル で
あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 FIVの ク ロ ー ニ ン グ お よ び 配 列 分 析 は 、 オ ル ム ス テ ッ ド ら （ 非 特 許 文 献 ５ ） ； オ ル ム ス
テ ッ ド ら （ 非 特 許 文 献 ６ ） ； お よ び タ ル ボ ッ ト ら （ 非 特 許 文 献 ７ ） に お い て 報 告 さ れ て い
る 。 ホ ー ジ ー ＆ ジ ャ レ ッ ト （ 非 特 許 文 献 ８ ） は 、 FIVに 感 染 し た ネ コ の 血 清 学 的 反 応 に つ
い て 記 述 し て い る 。 FIVウ イ ル ス サ ブ タ イ プ は 、 そ れ ぞ れ の 株 に よ っ て 誘 発 さ れ た 交 叉 中
和 抗 体 の 濃 度 に 基 づ く 免 疫 型 に 従 っ て 分 類 す る こ と が で き る （ マ ー フ ィ ー ＆ キ ン グ ス バ リ
ー （ 非 特 許 文 献 ９ ） ） 。 近 年 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 相 同 性 に 基 づ く 遺 伝 子 型 に 従 っ て 、 ウ
イ ル ス が サ ブ タ イ プ に 分 類 さ れ た 。 HIVお よ び FIVサ ブ タ イ プ 分 類 は 遺 伝 子 型 に 基 づ く が （
ソ ド ラ ら （ 非 特 許 文 献 １ ０ ） ； リ グ ビ ー ら （ 非 特 許 文 献 １ １ )； お よ び ル ワ ジ ー ら （ 非 特
許 文 献 １ ２ ） ） 、 サ ブ タ イ プ の 遺 伝 子 型 と 免 疫 型 の 間 の 相 関 に 関 し て は ほ と ん ど わ か っ て
い な い 。 FIVウ イ ル ス 単 離 体 は 現 在 、 ４ つ の FIVサ ブ タ イ プ に 分 類 さ れ て い る ： A、 B、 Cお
よ び D（ カ キ ヌ マ ら （ 非 特 許 文 献 １ ３ ） ） 。 感 染 性 単 離 体 お よ び 感 染 性 分 子 ク ロ ー ン は 、
サ ブ タ イ プ Cを 除 く 全 て の FIVサ ブ タ イ プ に つ い て 記 述 さ れ て い る （ ソ ド ラ ら （ 非 特 許 文 献
１ ０ ） ） 。 サ ブ タ イ プ Cの FIVは 、 カ ナ ダ の ネ コ の 細 胞 DNAか ら 唯 一 同 定 さ れ て い る （ ソ ド
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ラ ら （ 非 特 許 文 献 １ ０ ） ； リ グ ビ ー ら （ 非 特 許 文 献 １ １ ） ； カ キ ヌ マ ら （ 非 特 許 文 献 １ ３
） ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 FIVワ ク チ ン を 開 発 す る 上 で 主 に 難 し い 点 は 、 異 な る サ ブ タ イ プ ま た は ク レ ー ド か ら の
フ ィ ー ル ド 単 離 体 を 含 む 広 範 囲 の FIV株 に 対 し て 有 効 な ワ ク チ ン ア プ ロ ー チ を 特 定 す る こ
と で あ っ た 。 FIVに 対 す る ワ ク チ ン 予 防 は 、 単 一 株 の ワ ク チ ン を 用 い た 場 合 、 同 種 お よ び
わ ず か に 異 種 の 株 に 対 し て は 予 防 で き た が 、 中 程 度 か ら 大 き く 異 な る 種 の 株 に よ る チ ャ レ
ン ジ で は 予 防 で き な い （ ジ ョ ン ソ ン ら （ 非 特 許 文 献 １ ４ ） ； ヤ マ モ ト ら （ 非 特 許 文 献 １ ５
） ） 。 し た が っ て 、 依 然 と し て 多 数 の FIVサ ブ タ イ プ か ら 防 御 す る こ と の で き る ワ ク チ ン
が 必 要 と さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Pedersen, N.C., E.W. Ho, M.L. Brown, J.K. Yamaoto (1987) “ Isola
tion of a T-lymphotropic virus from domestic cats with an immunodeficiency-like 
syndrome,”  Science 235:790-793
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Yamamoto, J.K., N.C. Pedersen, E.W. Ho, T. Okuda, G.H. Theilen (
1988a) “ Feline immunodeficiency syndrome - a comparison between feline T- lymph
otropic lentivirus and feline leukemia virus,”  Leukemia, December Supplement 2:
204S-215S.
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Yamamoto, J.K., E. Sparger, E.W. Ho, P.H. Andersen, T.P. O'Conno
r, C.P. Mandell, L. Lowenstine, N.C. Pedersen (1988) “ Pathogenesis of experimen
tally induced feline immunodeficiency virus infection in cats,”  Am. J. Vet. Res
. 49:1246-1258.
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Ackley, C.D., J.K. Yamamoto, N.B. Levy, N.C. Pedersen, M.D. Coop
er (1990) “ Immunologic abnormalities in pathogen-free cats experimentally infec
ted with feline immunodeficiency virus,”  J. Virol. 64:5652-5655.
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Olmsted, R.A., A.K. Barnes, J.K. Yamamoto, V.M. Hirsch, R.H. Pur
cell, P.R. Johnson (1989) “ Molecular cloning of feline immunodeficiency virus,
”  Proc. Nat. Acad. Sci. 86:2448-2452
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Olmsted, R.A., V.M. Hirsch, R.H. Purcell, P.R. Johnson (1989) “
Nucleotide sequence analysis of feline immunodeficiency virus: Genome organizati
on and relationship to other lentivirus,”  Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:8088-80
92.
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Talbott, R.L., E.E. Sparger, K.M. Lovelace, W.M. Fitch, N.C. Ped
ersen, P.A. Luciw, J.H. Elder (1989) “ Nucleotide sequence and genomic organizat
ion of feline immunodeficiency virus,”  Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:5743-5747.
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Hosie, M.J., O. Jarrett (1990) “ Serological responses of cats t
o feline immunodeficiency virus,”  AIDS 4:215-220.
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Murphy, F., D.W. Kingsbury (1990) “ Virus Taxonomy,”  In Fields 
Virology, 2nd Ed., B.N. Fields, D.M. Knipe et al., eds, Raven Press, New York, C
hapter 2, pp. 9-36.
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Sodora, D.L., E.G. Shpaer, B.E. Kitchell, S.W. Dow, E.A. Hoove
r, J.I. Mullins (1994) “ Identification of three feline immunodeficiency virus (
FIV) env gene subtype and comparison of the FIV and human immunodeficiency virus
 type 1 evolutionary patterns,”  J Virol. 68:2230-2238.
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 Rigby, M.A, E.C. Holmes, M. Pistello, A. Mackay, A.J. Leigh-Br
own, J.C. Neil (1993) “ Evolution of structural proteins of feline immunodeficie
ncy virus: molecular epidemiology and evidence of selection for change,”  J. Gen
. Virol. 74:425-436.
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 Louwagie, J., F.E. McCutchan, M. Peeters, T.P. Brennan, E. San
ders-Buell, G.A. Eddy, G. van den Grosen, K. Fransen, G.M. Gershy-Damet, R. Dele
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ys, D.S. Burke (1993) “ Phylogenetic analysis of gag genes from 70 international
 HIV-1 isolates provides evidence for multiple genotypes,”  AIDS 7:769-780.
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 Kakinuma, S., K. Motokawa, T. Hohdatsu, J.K. Yamamoto, H. Koya
ma, H. Hashimoto (1995) “ Nucleotide Sequence of Feline Immunodeficiency Virus: 
Classification of Japanese Isolates into Two Subtypes Which Are Distinct from No
n-Japanese Subtypes,”  Journal of Virology 69(6):3639-3646.
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 Johnson, C.M., B.A. Torres, H. Koyama, J.K. Yamamoto (1994) “
FIV as a model for AIDS vaccination,”  AIDS Res. Hum. Retroviruses 10:225-228.
【 非 特 許 文 献 １ ５ 】 Yamamoto, J.K., T. Hohdatsu, R.A. Olmsted, R. Pu, H. Louie, H.
 Zochlinski, V. Acevedo, H.M. Johnson, G.A. Soulds, M.B. Gardner (1993) “ Experi
mental vaccine protection against homologous and heterologous strains of feline 
immunodeficiency virus,”  J. Virol. 67:601-605.
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】

　 本 発 明 は 、 宿 主 動 物 に お け る FIV感 染 症 に 対 し て 広 範 囲 の 防 御 的 免 疫 を 誘 発 す る ワ ク チ
ン に 関 す る 。 特 に 、 本 発 明 は 異 な る FIVサ ブ タ イ プ か ら 単 離 さ れ た 無 細 胞 ウ イ ル ス 単 離 株
、 ま た は そ れ ぞ れ が 異 な る サ ブ タ イ プ の 異 な る プ ロ ト タ イ プ FIVウ イ ル ス に 感 染 し た 細 胞
株 の 組 み 合 わ せ 、 を 用 い て 調 製 さ れ る 多 種 サ ブ タ イ プ FIVワ ク チ ン に 関 す る 。 本 発 明 の FIV
ワ ク チ ン を 接 種 し た ネ コ は 、 同 種 お よ び 異 種 FIV株 に 対 し て 液 性 お よ び 細 胞 性 の 免 疫 反 応
を 引 き 起 こ す 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 多 種 の FIVサ ブ タ イ プ に 易 感 染 性 で あ る 新 規 の ネ コ 科 細 胞 株 に も 関 す る
。 本 発 明 の 細 胞 株 は 、 本 発 明 の 方 法 に よ る FIVワ ク チ ン に お け る 使 用 と 共 に 、 多 種 の FIVサ
ブ タ イ プ の 増 殖 お よ び 産 生 に 有 用 で あ る 。 さ ら に 、 本 細 胞 株 は ま た 、 ネ コ 抗 血 清 の FIVウ
イ ル ス 中 和 ア ッ セ イ に お い て ネ コ 末 梢 血 単 核 球 （ PBMC） の 代 わ り に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】

　 配 列 番 号 ： １ は 、 SV-V3-2と 呼 ば れ る FIV表 面 エ ン ベ ロ ー プ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ
る 。
　 配 列 番 号 ： ２ は 、 TM-C1と 呼 ば れ る FIV膜 通 過 ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ： ３ は 、 FIV PCRプ ラ イ マ ー の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
  配 列 番 号 ： ４ は 、 FIV PCRプ ラ イ マ ー の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
  配 列 番 号 ： ５ は 、 FIV PCRプ ラ イ マ ー の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
  配 列 番 号 ： ６ は 、 FIV PCRプ ラ イ マ ー の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
  配 列 番 号 ： ７ は 、 FIV PCRプ ラ イ マ ー の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
  配 列 番 号 ： ８ は 、 FIV PCRプ ラ イ マ ー の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
  配 列 番 号 ： ９ は 、 FIV PCRプ ラ イ マ ー の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
  配 列 番 号 ： 10は 、 FIV PCRプ ラ イ マ ー の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
  配 列 番 号 ： 11は 、 FIV PCRプ ラ イ マ ー の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
  配 列 番 号 ： 12は 、 FIV PCRプ ラ イ マ ー の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
  配 列 番 号 ： 13は 、 FIV PCRプ ラ イ マ ー の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
  配 列 番 号 ： 14は 、 FIV PCRプ ラ イ マ ー の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
  配 列 番 号 ： 15は 、 FIV PCRプ ラ イ マ ー の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
  配 列 番 号 ： 16は 、 FIV PCRプ ラ イ マ ー の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 発 明 は 、 感 受 性 宿 主 動 物 に お け る FIV感 染 症 に 対 す る 防 御 的 免 疫 の 誘 導 に 有 用 な 新 規
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の 方 法 お よ び ワ ク チ ン 組 成 物 に 関 す る 。 本 明 細 書 に 記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 宿 主 動 物 に
投 与 す る と 、 FIVの 同 種 お よ び 異 種 株 に よ る 感 染 症 に 対 し て 防 御 的 液 性 お よ び 細 胞 性 免 疫
反 応 を 誘 導 す る 。 ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 無 細 胞 FIVウ イ ル ス 単 離 株 を 含 ん で い て も FIV-感 染
細 胞 株 を 含 ん で い て も よ い 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 異 な る
２ つ の FIVサ ブ タ イ プ か ら の FIV株 を 含 む 。 好 ま し く は 、 ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 各 株 が 異 な る
FIVサ ブ タ イ プ で あ る ３ つ の FIV株 を 含 む 。 よ り 好 ま し く は 、 FIVサ ブ タ イ プ A、 サ ブ タ イ プ
Bお よ び サ ブ タ イ プ Dの そ れ ぞ れ か ら 少 な く と も １ つ の FIV株 が ワ ク チ ン 組 成 物 に 含 ま れ る
。
【 ０ ０ １ １ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 ワ ク チ ン 組 成 物 は FIVＰ ｅ ｔ -お よ び FIVＳ ｈ ｉ -感 染 細 胞 株 を 含 む
。 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 ワ ク チ ン 組 成 物 は FIVＰ ｅ ｔ -、 FIVＢ ａ ｎ ｇ -、 お よ び FIVＳ
ｈ ｉ -感 染 細 胞 株 を 含 む 。 FIVサ ブ タ イ プ の 全 て ま た は 一 部 を 表 す そ の 他 の FIV株 の 使 用 は
、 本 発 明 に お い て 特 に 企 図 さ れ る と こ ろ で あ る 。 例 え ば 、 FIVサ ブ タ イ プ Aプ ロ ト タ イ プ ウ
イ ル ス を 提 供 す る 目 的 で 、 FIVＤ ｉ ｘ ま た は FIVＵ Ｋ ８ を FIVＰ ｅ ｔ に 加 え て 、 ま た は FIVＰ
ｅ ｔ の 代 わ り に 、 ワ ク チ ン 組 成 物 に 含 め る こ と が で き る 。 FIVサ ブ タ イ プ Bお よ び Dプ ロ ト
タ イ プ ウ イ ル ス に 関 し て も 、 そ の 他 の FIV株 に よ る 同 様 の 追 加 ま た は 置 換 を 行 う こ と が で
き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の よ う に 、 本 明 細 書 の ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 FIV感 染 細 胞 株 、 ま た は 無 細
胞 ウ イ ル ス お よ び 感 染 細 胞 株 の 組 み 合 わ せ と 共 に 、 無 細 胞 ウ イ ル ス 全 体 、 ま た は ウ イ ル ス
、 FIV蛋 白 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 を 含 ん で い て も よ い 。 FIV感 染 細 胞 株 か ら な る ワ ク
チ ン 組 成 物 は 、 そ れ ぞ れ が 異 な る FIVサ ブ タ イ プ に 感 染 し た 多 数 の 細 胞 株 を 含 ん で い て も
よ い 。 本 発 明 の ワ ク チ ン 組 成 物 は ま た 、 例 え ば FIV env、 gag／ pro、 ま た は env-gag／ pro
を 含 む 組 換 え ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 基 づ く FIV構 築 物 を 含 む 。 組 換 え 型 ベ ク タ ー ／ FIV構 築 物
を 調 製 す る た め に 用 い る こ と が で き る い か な る 適 当 な ウ イ ル ス ベ ク タ ー も 、 本 発 明 で の 使
用 が 企 図 さ れ る 。 例 え ば 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 鳥 類 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 ネ コ ヘ ル ペ ス ウ イ ル
ス 、 ワ ク シ ニ ア 、 カ ナ リ ア ポ ッ ク ス 、 昆 虫 ポ ッ ク ス 、 ブ タ ポ ッ ク ス 、 お よ び 当 技 術 分 野 で
既 知 の そ の 他 の ウ イ ル ス に 由 来 す る ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 、 本 発 明 の 組 成 物 お よ び 方 法 と 共
に 用 い る こ と が で き る 。 FIV成 分 を コ ー ド し 発 現 す る 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ベ ク タ ー は
、 当 技 術 分 野 で 既 知 の 標 準 的 な 遺 伝 子 操 作 技 術 を 用 い て 構 築 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、
本 明 細 書 に 記 載 の 様 々 な ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 個 別 に 用 い る こ と も 、 互 い に 組 み 合 わ せ て 用
い る こ と も で き る 。 例 え ば 、 動 物 の 一 次 免 疫 に は 、 単 一 ま た は 複 数 の サ ブ タ イ プ 成 分 を 有
す る 、 組 換 え ベ ク タ ー に 基 づ く FIV構 築 物 を 用 い 、 二 次 免 疫 に は 不 活 性 化 FIV-感 染 細 胞 株
か ら な る ワ ク チ ン 組 成 物 を 用 い て も よ い 。 本 発 明 の ワ ク チ ン 組 成 物 に よ る そ の 他 の 免 疫 プ
ロ ト コ ル は 、 当 業 者 に は 明 ら か で 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る と 企 図 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 明 細 書 に 特 に 記 載 さ れ た 多 種 サ ブ タ イ プ FIVワ ク チ ン の ネ コ に お け る 免 疫 原 性 お よ び
有 効 性 を 調 べ た 。 本 ワ ク チ ン 組 成 物 で ワ ク チ ン 接 種 し た 特 定 病 原 体 非 保 有 （ SPF） ネ コ の
、 同 種 お よ び 異 種 FIV株 に よ る チ ャ レ ン ジ 前 後 の 液 性 お よ び 細 胞 性 免 疫 を モ ニ タ ー し た 。
液 性 免 疫 は 、 ウ イ ル ス 中 和 （ VN） 抗 体 活 性 の 測 定 に よ っ て モ ニ タ ー し 、 細 胞 性 免 疫 は 細 胞
障 害 性 Tリ ン パ 球 （ CTL） 活 性 の 測 定 に よ っ て モ ニ タ ー し た 。 ワ ク チ ン 接 種 ネ コ の 血 清 お よ
び 免 疫 細 胞 の 同 種 お よ び 異 種 FIV株 に 対 す る VNお よ び CTL活 性 を そ れ ぞ れ イ ン ビ ト ロ で 試 験
し 、 本 ワ ク チ ン が FIV感 染 に 対 す る 広 範 囲 の 防 御 を 誘 発 で き る こ と を 証 明 し た 。 本 発 明 の
指 示 に 従 い 、 異 な る FIVサ ブ タ イ プ か ら の プ ロ ト タ イ プ ウ イ ル ス 単 離 株 を 組 み 合 わ せ る こ
と に よ っ て 、 ま た は 異 な る サ ブ タ イ プ の プ ロ ト タ イ プ ウ イ ル ス に 感 染 さ せ た 個 々 の 細 胞 を
組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 、 有 効 な 多 種 サ ブ タ イ プ FIVワ ク チ ン を 産 生 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 明 細 書 に 特 に 例 示 し た 株 に 加 え て 全 て の FIV株 は 、 本 発 明 で の 使 用 が 企 図 さ れ る 。 多
く の FIV単 離 株 が 文 献 に 記 述 さ れ て お り 、 当 業 者 に 既 知 で あ る 。 FIVＰ ｅ ｔ は 米 国 特 許 第 5,
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037,753号 に 記 述 さ れ て い る 。 記 述 さ れ て い る そ の 他 の FIV単 離 体 は 、 当 業 者 に よ っ て 定 法
を 用 い て 感 染 し た ネ コ か ら 容 易 に 単 離 す る こ と が で き る 。 FIVの 単 離 お よ び 培 養 法 は 、 参
照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 米 国 特 許 第 5,037,753号 お よ び 第 5,118,602号 に 記 述 さ
れ て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 明 細 書 に 例 示 さ れ て い る 新 規 の 細 胞 株 は 、 本 発 明 の ワ ク チ ン 接 種 法 お よ び 組 成 物 に お
い て 用 い る こ と が で き る 。 末 梢 血 単 核 細 胞 を 含 む FIV株 易 感 染 性 の そ の 他 の 細 胞 ま た は 細
胞 株 も ま た 、 本 発 明 で の 使 用 が 企 図 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 FIVウ イ ル ス 蛋 白 質 の 天 然 ポ リ ペ プ チ ド 、 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド ま た は 合 成 ポ リ ペ プ チ ド
、 お よ び そ の ペ プ チ ド 断 片 も ま た 、 本 方 法 に よ る ワ ク チ ン 組 成 物 と し て 用 い る こ と が で き
る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 多 種 の FIVサ ブ タ イ プ に 由 来 す る FIVポ リ ペ プ チ ド を ワ ク チ ン
組 成 物 に 結 合 さ せ 、 こ れ を 用 い て 宿 主 動 物 に ワ ク チ ン 接 種 す る 。 例 え ば 、 異 な る サ ブ タ イ
プ か ら の 少 な く と も ２ つ の プ ロ ト タ イ プ FIV株 か ら の FIVエ ン ベ ロ ー プ 糖 蛋 白 質 に 基 づ く ポ
リ ペ プ チ ド を ワ ク チ ン に 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 一 つ の 株 に 対 し て 同
種 で あ っ て も よ く 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 が 少 な く と も ２ つ の 明 確 な FIVサ ブ タ イ プ か ら の 接
合 ま た は 結 合 ポ リ ペ プ チ ド に 由 来 す る 「 ハ イ ブ リ ッ ド 」 ま た は 「 キ メ ラ 」 ポ リ ペ プ チ ド を
含 む も の で あ っ て も よ い 。 FIVポ リ ペ プ チ ド の 調 製 手 順 は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 F
IVポ リ ペ プ チ ド は 固 相 合 成 法 を 用 い て 合 成 す る こ と が で き る （ メ リ フ ィ ー ル ド （ Merrifie
ld） 、 1963） 。 FIVポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 FIV蛋 白 質 ま た は ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ペ プ
チ ド 分 子 が 、 細 菌 、 酵 母 、 ま た は 哺 乳 類 細 胞 株 な ど の 宿 主 細 胞 で 発 現 さ れ る よ う 、 DNA組
換 え 技 術 を 用 い て 産 生 す る こ と が で き 、 当 技 術 分 野 の 標 準 的 な 技 術 を 用 い て 発 現 し た 蛋 白
質 を 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 FIVに 対 し て 易 感 染 性 で あ る 新 規 の ネ コ 科 T細 胞 株 に も 関 す る 。 イ ン タ ー
ロ イ キ ン -2（ IL-2） 依 存 的 細 胞 お よ び 非 依 存 的 細 胞 の 両 者 を 特 に 例 示 す る 。 FeT-1Cお よ び
FeT-Jと 呼 ば れ る 細 胞 株 を 本 明 細 書 に 記 述 す る 。 FeT-1C細 胞 株 は IL-2依 存 的 で あ り 、 FeT-J
細 胞 株 は IL-2非 依 存 的 で あ る 。 本 発 明 の 細 胞 株 は 、 イ ン ビ ト ロ で の FIVウ イ ル ス 株 の 増 殖
お よ び 産 生 と 共 に 、 ネ コ の FIV免 疫 の 媒 体 を 提 供 す る の に 有 用 で あ る 。 IL-2依 存 的 FeT-1C
お よ び IL-2非 依 存 的 FeT-J非 感 染 細 胞 株 を い ず れ も 培 養 液 中 の 逆 転 写 酵 素 （ RT） 活 性 に つ
い て お よ び PCRに よ る FIVプ ロ ウ イ ル ス 配 列 に つ い て 20回 以 上 試 験 し 、 FIV陰 性 で あ る こ と
を 確 認 し た 。 FeT-J細 胞 株 は 、 FIVＳ ｈ ｉ 、 FIVＤ ｉ ｘ 、 FIVＵ Ｋ ８ 、 FIVＰ ｅ ｔ お よ び FIVＢ
ａ ｎ ｇ を 含 む 調 べ た 全 て の FIV株 に 高 度 に 感 染 可 能 で あ っ た が 、 FIVＳ ｈ ｉ に 直 接 感 染 さ せ
る こ と は よ 比 較 的 困 難 で あ っ た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の 細 胞 株 に よ っ て 産 生 さ れ た 細 胞 性 産 物 に も 関 す る 。 細 胞 性 産
物 は 当 業 者 に 既 知 の 方 法 を 用 い て 単 離 お よ び 検 出 す る こ と が で き る 。 細 胞 株 に 対 す る 抗 体
は 、 既 知 の 方 法 を 用 い て 産 生 さ せ る こ と が で き 、 本 発 明 に 企 図 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 FeT-1C（ ATCC寄 託 番 号 CRL 11968） 、 お よ び FeT-J（ ATCC寄 託 番 号 CTL 11967） と 呼 ば れ
る FIV非 感 染 細 胞 株 は い ず れ も 、 1995年 ８ 月 24日 に 、 米 国 メ リ ー ラ ン ド 州 ロ ッ ク ビ ル の ア
メ リ カ ン タ イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン （ ATCC） に 寄 託 さ れ た 。 FIVＢ ａ ｎ ｇ -（ ATCC寄 託
番 号 11975） お よ び FIVＳ ｈ ｉ -（ ATCC寄 託 番 号 11976） 感 染 細 胞 株 は 、 1995年 ８ 月 25日 に ア
メ リ カ ン タ イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン に 寄 託 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 培 養 物 は 、 本 特 許 出 願 の 係 属 中 、 特 許 庁 長 官 に よ り 37 CFR 1.14お よ び 35 U.S.C.122
の 下 で 資 格 を 与 え ら れ る と 決 定 さ れ た 者 は 、 寄 託 物 を 利 用 す る こ と が で き る よ う 保 証 さ れ
る 条 件 下 で 寄 託 さ れ て い る 。 寄 託 物 は 、 本 出 願 の 写 し ま た は そ の 所 産 が 提 出 さ れ て い る 国
の 外 国 特 許 法 の 要 請 に 応 じ て 利 用 す る こ と が で き る だ ろ う 。 し か し 、 寄 託 物 の 利 用 は 、 政
府 の 決 定 に よ っ て 付 与 さ れ た 特 許 権 の 適 用 の 制 限 に お い て 本 発 明 を 実 施 す る 認 可 と は な ら
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な い こ と を 理 解 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 さ ら に 、 本 培 養 寄 託 物 は 、 微 生 物 の 寄 託 に 関 す る ブ ダ ペ ス ト 条 約 （ Budapest Treaty fo
r the Deposit of Microorgamisms） の 要 件 に 従 っ て 保 存 さ れ 、 公 的 に 利 用 可 能 と な る 、
す な わ ち 、 寄 託 物 は 、 寄 託 試 料 の 最 も 最 近 の 分 譲 請 求 か ら 少 な く と も ５ 年 間 、 そ し て い ず
れ に し て も 、 寄 託 日 か ら 少 な く と も 30年 間 、 ま た は 培 養 物 の 開 示 が 発 行 さ れ る あ ら ゆ る 特
許 の 有 効 期 間 に わ た っ て 、 細 心 の 注 意 を 払 っ て 保 存 さ れ 、 汚 染 を 免 れ る 。 寄 託 者 は 、 寄 託
物 の 状 態 の た め に 、 寄 託 所 が 請 求 時 に 試 料 を 分 譲 で き な い 場 合 に は 、 寄 託 物 を 交 換 す る 義
務 を 理 解 し て い る 。 本 培 養 寄 託 物 の 公 衆 へ の 利 用 可 能 性 を 制 限 す る も の は 全 て 、 こ れ を 開
示 す る 特 許 が 付 与 さ れ た 際 に 、 変 更 不 可 能 に 取 り 除 か れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ れ ば 、 本 明 細 書 に 記 載 の FIVワ ク チ ン 組 成 物 は 、 易 感 染 性 宿 主 、 典 型
的 に は 飼 い ネ コ に 有 効 な 量 お よ び 方 法 で 投 与 さ れ 、 そ の 後 の チ ャ レ ン ジ ま た は FIVに よ る
宿 主 の 感 染 に 対 す る 防 御 的 免 疫 を 誘 導 す る 。 ワ ク チ ン は 、 例 え ば 皮 下 、 腹 腔 内 、 ま た は 筋
肉 内 注 射 に よ っ て 非 経 口 的 に 投 与 さ れ る の が 一 般 的 で あ る 。 そ の 他 の 適 当 な 投 与 法 は 経 口
ま た は 鼻 腔 内 投 与 で あ る 。 通 常 、 ワ ク チ ン は 宿 主 に 少 な く と も ２ 回 、 各 投 与 間 に １ 週 間 以
上 の 間 隔 を あ け て 投 与 す る 。 し か し 、 ワ ク チ ン の 初 回 お よ び 追 加 投 与 に 関 す る そ の 他 の レ
ジ メ は 企 図 さ れ て お り 、 実 施 者 の 判 断 お よ び 処 置 す る 特 定 の 宿 主 動 物 に 依 る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 例 え
ば 、 ワ ク チ ン は 注 射 可 能 の 形 態 、 例 え ば 溶 液 ま た は 懸 濁 液 と し て 調 製 す る こ と が 一 般 的 で
あ る 。 ワ ク チ ン は 投 与 剤 形 と 融 和 す る よ う に 、 受 容 者 に 治 療 的 有 効 量 か つ 免 疫 誘 発 量 で 投
与 す る 。 特 定 の ワ ク チ ン 製 剤 の 至 適 投 与 量 お よ び 投 与 パ タ ー ン は 、 当 業 者 に よ っ て 容 易 に
決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ワ ク チ ン 製 剤 に お け る ウ イ ル ス お よ び 細 胞 は 、 当 技 術 分 野 で 既 知 の 方 法 を 用 い て 不 活 化
ま た は 弱 毒 化 し て も よ い 。 例 え ば 、 ウ イ ル ス 全 体 お よ び 感 染 細 胞 を パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド
、 ホ ル マ リ ン 、 フ ェ ノ ー ル 、 UV光 線 、 温 度 上 昇 等 に 暴 露 す る こ と に よ っ て 不 活 化 ま た は 弱
毒 化 す る こ と が で き る 。 ワ ク チ ン 用 量 に お け る 無 細 胞 FIV全 体 の 量 は 通 常 、 約 0.1 mg～ 約
５  mgの 範 囲 内 で 、 よ り 通 常 は 約 0.2 mg～ 約 ２  mgの 範 囲 内 で あ る 。 FIV感 染 細 胞 株 か ら な
る ワ ク チ ン 製 剤 の 投 与 量 は 通 常 、 約 10６ ～ 約 10８ 細 胞 ／ 用 量 で あ り 、 よ り 一 般 的 に は ５ ×
10６ ～ 約 7.5× 10７ 細 胞 ／ 用 量 で あ る 。 ウ イ ル ス ま た は 細 胞 は 、 投 与 直 前 に ア ジ ュ バ ン ト
と 混 合 す る の が 一 般 的 で あ る 。 ワ ク チ ン 製 剤 に お い て 用 い ら れ る ア ジ ュ バ ン ト は 、 ト レ オ
ニ ル ム ラ ミ ル ジ ペ プ チ ド （ MDP） （ バ イ ア ー ズ ら （ Byars） 、 1987） ま た は フ ロ イ ト の 完 全
お よ び 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト の 混 合 液 の い ず れ か で あ る こ と が 一 般 的 で あ る 。 ミ ョ ウ バ ン な
ど の 、 本 発 明 の 方 法 お よ び ワ ク チ ン で の 使 用 に 適 当 な そ の 他 の 多 様 な ア ジ ュ バ ン ト は 、 当
技 術 分 野 で 周 知 で あ り 、 本 発 明 で の 使 用 が 企 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の 非 感 染 細 胞 株 を 用 い て 、 試 料 中 の ウ イ ル ス 中 和 （ VN） 抗 体 を
解 析 す る 新 規 の 方 法 に も 関 す る 。 一 定 数 の 継 代 後 に 使 用 で き な く な り 、 FeT-1Cま た は FeT-
J細 胞 ほ ど 容 易 に 増 殖 し な い PBMCと は 異 な り 、 FeT-1Cお よ び FeT-J細 胞 は 、 確 立 さ れ た 細 胞
株 で 、 今 後 の 使 用 の た め に 容 易 に 凍 結 保 存 す る こ と が で き る 。 異 な る SPFネ コ か ら 得 ら れ
た PBMCは 細 胞 増 殖 速 度 お よ び FIV易 感 染 性 が 個 々 に 異 な る た め 、 FeT-1C細 胞 を 用 い た VNア
ッ セ イ か ら 得 ら れ た 結 果 は 、 PBMCを 用 い た VNア ッ セ イ よ り 再 現 性 が 高 い 。 さ ら に 、 VNア ッ
セ イ 用 の PBMCは 、 PBMCを 用 い た イ ン ビ ト ロ VNア ッ セ イ に 影 響 を 及 ぼ す 可 能 性 が あ る 、 起 こ
り う る イ ン ビ ボ 感 染 を 排 除 す る た め に 、 無 菌 室 収 容 お よ び 維 持 を 必 要 と す る SPFネ コ か ら
得 な け れ ば な ら な い 。 こ の よ う に 、 異 な る サ ブ タ イ プ の FIVに 容 易 に 感 染 さ せ る こ と が 可
能 な FeT-1Cの よ う な ネ コ 科 細 胞 株 は 、 VNア ッ セ イ に お い て PBMCの 都 合 の 良 い 代 用 と す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
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　 本 明 細 書 で は 、 FIV株 に つ い て 以 下 の 略 語 を 用 い る ：
                       
　 　 　 　 　 Petaluma（ A） 　 　 　 　 　 　 　    FIVＰ ｅ ｔ

　 　 　 　 　 Dixon（ A）                     FIVＤ ｉ ｘ

　 　 　 　 　 UK8（ A）                       FIVＵ Ｋ ８

　 　 　 　 　 Bangston（ B）                  FIVＢ ａ ｎ ｇ

　 　 　 　 　 Aomori-1（ B）                  FIVＡ ｏ ｍ １

　 　 　 　 　 Aomori-2（ B）                  FIVＡ ｏ ｍ ２

　 　 　 　 　 Shizuoka（ D）                  FIVＳ ｈ ｉ

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 。 全 て の 懸 濁 細 胞 株 は 10％ 熱 不 活 化 仔 ウ シ 胎 児 血 清 （ FCS） を 含 む PRMI 1640培
地 で 培 養 し た 。 10 mM HEPES（ N-2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル ピ ペ ラ ジ ン -n'-2-エ タ ン ス ル ホ ン 酸
） 、 ２  mM L-グ ル タ ミ ン 、 50 μ g／ mlゲ ン タ マ イ シ ン お よ び ５ × 10－ ５  M 2-メ ル カ プ ト
エ タ ノ ー ル 。 IL-2依 存 的 細 胞 に は ヒ ト 組 換 え IL-2（ Cetus Corporation、 エ メ リ ー ビ ル 、
カ リ フ ォ ル ニ ア ） 100 U／ mlを 補 足 し た 。 懸 濁 細 胞 は 、 0.5～ ４ × 10６ 細 胞 ／ mlの 細 胞 濃 度
で 継 代 し 、 週 ２ 回 新 鮮 な 培 地 で 再 度 培 養 し た 。 単 層 細 胞 は 全 て 、 細 胞 初 濃 度 ２ × 10６ 細 胞
／ mlで 週 ２ 回 継 代 し た 。 FIV感 染 細 胞 か ら の 組 織 培 養 液 （ TCF） を 週 ２ 回 回 収 し 、 3000 rpm
で １ 時 間 遠 心 し て 、 残 留 細 胞 を 除 去 し 、 試 験 時 に 直 ち に 使 用 す る 予 定 の TCFに 関 し て は 、 -
20℃ ま た は -70℃ で 保 存 し た 。 FIV-易 感 染 性 細 胞 （ １ × 10６ 細 胞 ／ ml） は 約 30,000 cpm／ m
lの 逆 転 写 酵 素 （ RT） 活 性 を 有 す る FIVに 感 染 さ せ た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 。 FIV感 染 細 胞 株 の 組 織 培 養 液 は 、 個 々 に 2000～ 3000 rpmで １ 時 間 遠 心 し て 細
胞 を 除 去 し た 。 TCF中 の ウ イ ル ス は 16,000 rpmで ２ 時 間 超 遠 心 し て ペ レ ッ ト に し 、 ま ず 10
／ 50％ （ w／ v） 不 連 続 蔗 糖 勾 配 で 、 次 に 10／ 50％ 連 続 蔗 糖 勾 配 で 超 遠 心 し て 精 製 し た （ ペ
ダ ー セ ン ら （ Pedersen） 、 1987； ヤ マ モ ト ら （ Yamamoto） 、 1988） 。 ウ イ ル ス 単 離 株 の そ
れ ぞ れ を 18時 間 1.25％ 滅 菌 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド （ 0.22 μ m濾 過 滅 菌 ） で 不 活 化 し 、 そ の
後 滅 菌 PBSで 十 分 に 透 析 し た 。 不 活 化 ウ イ ル ス は 、 滅 菌 PBSで 500 μ g／ mlの 濃 度 に 希 釈 し
、 各 株 の 250 μ g／ 0.5 mlを 滅 菌 マ イ ク ロ フ ュ ー ジ チ ュ ー ブ に 移 し て -70℃ で 保 存 し た 。 不
活 化 FIV株 は 室 温 で 解 凍 し 、 不 活 化 ウ イ ル ス 250 μ gの 0.5 ml滅 菌 PBS溶 液 を 免 疫 直 前 に ア
ジ ュ バ ン ト 0.5 mlと 混 合 し た 。 FIV-感 染 細 胞 株 は 、 個 別 に 18時 間 1.25％ 滅 菌 パ ラ ホ ル ム ア
ル デ ヒ ド で 不 活 化 し 、 滅 菌 PBSで ３ 回 洗 浄 し 、 滅 菌 チ ュ ー ブ 中 で 約 5.0× 10７ 細 胞 ／ mlの 濃
度 に 再 懸 濁 し て ４ ℃ で 保 存 し た 。 典 型 的 に は 、 不 活 化 感 染 細 胞 約 2.5× 10７ 細 胞 ／ mlの 0.5
 ml PBS溶 液 を 免 疫 直 前 に ア ジ ュ バ ン ト 0.5 mlと 混 合 し た 。 ト レ オ ニ ル ム ラ ミ ル ジ ペ プ チ
ド （ MDP MF75.2ア ジ ュ バ ン ト ； Chiron Corporation、 エ メ リ ー ビ ル 、 CA） 250 μ g／ 0.5 m
lを ア ジ ュ バ ン ト と し て 用 い た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 。 末 梢 血 単 核 細 胞 （ PBMC） を 、 10日 間 の FIV感 染 前 に コ ン カ ナ バ リ ン A（ Con
 A） で ３ 日 間 刺 激 し た （ ソ ン グ ら （ Song, 1992） ） 。 こ れ ら の 細 胞 を CTLア ッ セ イ の 標 的
細 胞 と し て 用 い た 。 CTL活 性 は 、 Con A刺 激 PBMCを UV-お よ び 放 射 線 不 活 化 FIV-感 染 自 家 PBM
Cと 共 に ５ 日 間 培 養 す る こ と に よ っ て 生 じ た 。 こ れ ら の 細 胞 を 刺 激 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 と し
て 用 い た 。 解 析 当 日 に 標 的 細 胞 を Na５ １ CrO４  50 μ Ciで １ ～ ３ 時 間 標 識 し て 、 ３ 回 洗 浄
し 、 次 に 固 定 数 の 標 識 標 的 細 胞 （ ５ × 10４ 細 胞 ／ ウ ェ ル ） を マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に
加 え た 。 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 様 々 な エ フ ェ ク タ ー ／ 標 的 細 胞 比 （ 例 え ば 、 100： 1、 50： 1
、 お よ び 10： 1） で ３ 連 ず つ 加 え た 。 プ レ ー ト を 400 rpmで １ 分 遠 心 し 、 37℃ で ４ 時 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 対 照 ５ １ Cr-標 識 標 的 細 胞 を 洗 浄 剤 で 溶 解 し 、 最 大 放 出 値 を 得 た 。 被 験
試 料 ウ ェ ル か ら 上 清 を 収 集 し 、 ガ ン マ カ ウ ン タ ー を 用 い て 放 射 能 を 定 量 し た 。 エ フ ェ ク タ
ー 細 胞 の 非 存 在 下 で ５ １ Cr-標 識 標 的 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 、 自 然 発 生
放 出 を 定 量 し た 。 特 異 的 細 胞 障 害 百 分 率 は 以 下 の よ う に 計 算 し た ：
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【 数 １ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ０ 】
　   ヤ マ モ ト ら （ Yam
amoto, 1993） の 記 述 の よ う に 、 蔗 糖 勾 配 精 製 ウ イ ル ス を イ ム ノ ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ の 基 質
と し て 用 い た 。 感 染 細 胞 の 組 織 培 養 液 か ら の FIVＰ ｅ ｔ は 低 速 遠 心 （ 2000 rpmで 45分 ） で
不 純 物 を 除 去 し 、 超 遠 心 （ 16,000 rpmで ２ 時 間 ） に よ っ て 濃 縮 し 、 10／ 50％ （ w／ v） 連 続
蔗 糖 勾 配 上 で の 超 遠 心 に よ っ て 精 製 し た 。 こ の 技 法 で 精 製 し た ウ イ ル ス を イ ム ノ ブ ロ ッ ト
ア ッ セ イ の 基 質 と し て 用 い た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 こ れ ま で に 記 述 さ れ た イ ム ノ ブ ロ ッ ト 技 法 （ ヤ マ モ ト ら （ Yamamoto） 、 1991a） の 改 変
を 用 い た 。 ウ イ ル ス ブ ロ ッ ト 片 は 、 ウ イ ル ス を 0.1％ SDSで 可 溶 化 し 、 そ の 後 10％ SDSポ リ
ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 上 に 電 気 泳 動 的 に 移 動 さ せ る こ
と に よ っ て 調 製 し た 。 ワ ク チ ン 接 種 ネ コ か ら の 血 清 試 料 を 緩 衝 液 ３ （ 0.15 M塩 化 ナ ト リ ウ
ム 、 0.001 Mエ ジ チ 酸 、 0.05 Mト リ ス 塩 基 、 0.05％ ツ イ ー ン 20、 お よ び 0.1％ ウ シ 血 清 ア ル
ブ ミ ン ） で １ ： 50に 希 釈 し 、 イ ム ノ ブ ロ ッ ト プ レ ー ト の 個 々 の ウ ェ ル 中 で ウ イ ル ス ブ ロ ッ
ト 片 と 共 に 37℃ で 18時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ブ ロ ッ ト 片 は 洗 浄 液 （ 0.15 M NaClお よ び 0
.05％ ツ イ ー ン 20脱 イ オ ン 水 溶 液 ） で 個 々 に 洗 浄 し 、 ビ オ チ ン 化 抗 ネ コ IgG（ Vector Labor
atories、 バ ー リ ン ゲ イ ム 、 CA） と 共 に 37℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 洗 浄 液 で ３ 回 洗
浄 し た 。 次 に ブ ロ ッ ト 片 を 個 々 に 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 ス ト レ プ ト
ア ビ ジ ン （ ベ ク タ ー ・ ラ ボ ラ ト リ ー ズ ） と 共 に 30分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 十 分 な 洗 浄 後 、
各 片 を 新 鮮 な 基 質 溶 液 （ 0.05％ ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン 、 400 μ g／ ml NiCl２ 、 お よ び 0.01％
H２ O２ の 0.1 Mト リ ス 緩 衝 溶 液 、 pH 7.4） と 共 に 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 目 に 見 え る
バ ン ド が 確 立 し た 後 、 過 剰 量 の 蒸 留 水 を 加 え て 反 応 を 停 止 さ せ 、 ブ ロ ッ ト 片 を 乾 燥 さ せ た
。 次 に 、 イ ム ノ ブ ロ ッ ト 上 の バ ン ド の 分 子 量 は 、 先 に ア ミ ド ブ ラ ッ ク で 染 色 し た 片 上 の 分
子 量 標 準 物 質 の 移 動 距 離 と そ れ ら の 移 動 距 離 を 比 較 し て 決 定 し た 。 各 イ ム ノ ブ ロ ッ ト 分 析
に は 診 断 的 評 価 の 内 部 対 照 と し て 陽 性 お よ び 陰 性 対 照 血 清 を 含 め た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ウ イ ル ス 抗 原 特 異 的 ELISAは 既 に 記 述 さ れ て い る （ ヤ マ モ ト ら （ Yamamoto） 、 1991a； ヤ
マ モ ト ら （ Yamamoto） 、 1993） 。 蔗 糖 勾 配 精 製 FIVＰ ｅ ｔ お よ び 表 面 エ ン ベ ロ ー プ （ SU）
な ら び に FIVＰ ｅ ｔ の 保 存 （ C） お よ び 可 変 （ V） 領 域 双 方 の 膜 通 過 （ TM） ペ プ チ ド は 、 96
ウ ェ ル イ ム ノ ロ ン プ レ ー ト （ Dynatic Laboratories, Inc.、 シ ャ ン テ ィ リ ー 、 VA） 上 に 重
炭 酸 緩 衝 液 （ pH 9.6） と 共 に 250 ng／ ウ ェ ル で 12～ 18時 間 、 37℃ で コ ー テ ィ ン グ し 、 ELIS
Aの 基 質 と し て 用 い た 。 SU-V3-2ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 は ： Gly Ser Trp Phe Arg Ala Il
e Ser Ser Trp Lys Gln Arg Asn Arg Trp Glu Trp Arg Pro Asp Phe（ 配 列 番 号 ： １ ） ；
お よ び TM-C1ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 は ： Gln Glu Leu Gly Cys Asn Gln Asn Gln Phe Phe
 Cys Lys Ile（ 配 列 番 号 ： ２ ） で あ る 。 合 成 ペ プ チ ド は 、 FMOCペ プ チ ド 合 成 化 学 （ マ ガ ジ
ン ら （ Magazine） 、 1988） を 用 い て 、 バ イ オ サ ー チ 9500ペ プ チ ド シ ン セ サ イ ザ ー （ Biosea
rch、 サ ン ラ フ ァ エ ル 、 CA） で 合 成 し た 。 合 成 ペ プ チ ド の 純 度 は 、 逆 相 高 速 液 体 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 上 で の 単 一 の ピ ー ク の 存 在 に よ っ て 決 定 し 、 ピ ー ク 試 料 に つ い て 実 施 し た ア ミ
ノ 酸 配 列 分 析 に よ っ て 確 認 し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ペ プ チ ド コ ー テ ィ ン グ プ レ ー ト は 、 使 用 直 前 に 緩 衝 液 ３ で １ 回 洗 浄 し た 。 血 清 試 料 を 緩
衝 液 ３ で １ ： 200に 希 釈 し 、 FIV抗 原 コ ー テ ィ ン グ ウ ェ ル 中 で 37℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し 、 ６ 回 洗 浄 し た 。 ウ ェ ル を 洗 浄 液 で 洗 浄 し 、 ビ オ チ ン 化 抗 ネ コ IgG（ Vector Laboratori
es、 バ ー リ ン ゲ イ ム 、 CA） と 共 に 37℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ６ 回 洗 浄 し 、 ホ ー ス ラ
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デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ ベ ク タ ー ・ ラ ボ ラ ト リ ー ズ ） と 共
に 37℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に ウ ェ ル を 洗 浄 液 で ６ 回 洗 浄 し て 、 ELISA基 質 溶
液 （ 0.005％ テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン お よ び 0.015％ H２ O２ の 0.96％ ク エ ン 酸 溶 液 ） と 共 に
室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 既 知 の FIV陽 性 ネ コ 血 清 か ら な る 連 続 希 釈 標 準 物 質 に 可 視 反
応 色 が 確 立 す れ ば 、 0.1 Mフ ッ 化 水 素 酸 で 反 応 を 停 止 さ せ た 。 バ イ オ ラ ッ ド ELISAリ ー ダ ー
（ バ イ オ ラ ッ ド ・ ラ ボ ラ ト リ ー ズ 、 ハ ー キ ュ ル ズ 、 CA） で 光 学 濃 度 414 nmで の 吸 光 度 を 測
定 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 。 感 染 細 胞 の プ ロ ウ イ ル ス DNA濃 度 は 、 同 じ ま た は 異 な る
サ ブ タ イ プ か ら の 多 種 FIV株 を 識 別 す る た め に 最 近 開 発 さ れ た 分 別 PCRに よ っ て モ ニ タ ー し
た （ オ カ ダ ら （ Okada） 、 1994） 。 PCRの 感 度 を 増 加 さ せ る 手 段 と し て 、 表 １ に 示 す ネ ス テ
ッ ド PCRプ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い た 。 PCRは ２ 段 階 反 応 で 行 い 、 最 初 は オ カ ダ ら （ Okada, 1
994） が 記 述 し た 条 件 下 で １ 対 の 外 側 の プ ラ イ マ ー （ 全 て の FIV株 に 共 通 ） で 行 っ た 。 PCR
の 第 二 段 階 で は 、 内 側 の プ ラ イ マ ー （ 各 FIV株 に 特 異 的 ） を 用 い て 第 一 段 階 産 物 の 1／ 25を
増 幅 し た 。 ネ ス テ ッ ド PCRを 用 い て 、 FIVＰ ｅ ｔ 、 FIVＵ Ｋ ８ 、 FIVＢ ａ ｎ ｇ 、 FIVＡ ｏ ｍ １

、 FIVＡ ｏ ｍ ２ 、 お よ び FIVＳ ｈ ｉ に 感 染 し た 細 胞 を 互 い に 区 別 す る こ と が で き る 。
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 プ ロ ウ イ ル ス DNAの 細 胞 当 た り の お お よ そ の 量 は 、 既 知 の 細 胞 数 か ら 抽 出 し た DNAの 希 釈
を 変 化 さ せ て 半 定 量 的 PCRに よ っ て 定 量 し た 。 例 え ば 、 10５ 個 の 細 胞 を DNA抽 出 に 用 い た 場
合 、 DNA調 製 物 を 10－ ５ 希 釈 す れ ば 、 細 胞 １ 個 当 た り に 存 在 す る DNAに ほ ぼ 相 当 す る こ と に
な る 。 こ れ ら の 変 化 さ せ た DNA希 釈 液 に つ い て PCRを 実 施 し 、 陽 性 PCR結 果 を 示 す 最 終 希 釈
を エ ン ド ポ イ ン ト 希 釈 と 見 な す 。 エ ン ド ポ イ ン ト 希 釈 に 相 当 す る 細 胞 数 を 用 い て 、 以 下 の
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式 に 従 っ て 所 定 の 細 胞 調 製 物 中 の ウ イ ル ス 感 染 細 胞 の 百 分 率 を 決 定 し た ：
【 数 ２ 】
　
　
　
　
　 式 中 、 Ｚ は エ ン ド ポ イ ン ト 希 釈 に 相 当 す る 細 胞 数 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 。 RNA-依 存 的 DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ RT） の 有 無 は 、 本 質 的 に レ
イ ら （ Rey） の 記 載 に 従 い 細 胞 培 養 上 清 に お い て 解 析 し た 。 FIVを 検 出 す る RTア ッ セ イ は 、
外 因 性 鋳 型 プ ラ イ マ ー と し て ポ リ （ rA） -オ リ ゴ （ dT１ ２ － １ ８ ） 、 異 な る ４ つ の デ オ キ
シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ３ リ ン 酸 、 ２ 価 陽 イ オ ン と し て Mg＋ ＋ と 共 に 20 mM KCl、 お よ び １ 試
料 当 た り ５ μ Ci[３ H]-標 識 チ ミ ジ ン ３ リ ン 酸 を 用 い た 。 ５ μ Ci[３ H]TTPは 、 ベ ッ ク マ ン LS
250シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー （ Beckman Instruments, Inc.、 パ ロ ア ル ト 、 CA） で シ ン
チ レ ー シ ョ ン 液 混 合 物 （ キ シ レ ン １ 対 研 究 産 物 国 際 生 物 分 解 計 数 シ ン チ ラ ン ト ９ の 割 合 ）
を 用 い て 、 平 均 総 カ ウ ン ト 1,200,000 cpmを 生 じ た 。 そ の 結 果 、 調 べ る 試 料 の RT値 は 1,200
,000 cpm／ ml未 満 と な る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 。 株 お よ び サ ブ タ イ プ 特 異 的 VNア ッ セ イ を 開 発 す る 計 略 は 記 述 さ
れ て い る （ オ カ ダ ら （ Okada） 、 1994） 。 ネ コ 末 梢 血 単 核 細 胞 （ PBMC） （ ４ × 10５ 細 胞 ／ m
l） ま た は FIV易 感 染 性 FeT-1C細 胞 （ ２ × 10５ 細 胞 ／ ml） を 加 え る 前 に 、 熱 不 活 化 血 清 の 連
続 希 釈 物 を 24ウ ェ ル プ レ ー ト 中 で 37℃ で 45分 、 各 FIV株 の 100 TCID５ ０ と 共 に イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 培 養 ３ 日 後 に 、 細 胞 を Hank's緩 衝 塩 溶 液 で １ 回 洗 浄 し 、 培 養 か ら 残 留 ウ イ ル ス
を 除 去 し 、 次 に 細 胞 を 新 鮮 な 培 養 培 地 （ 10％ 熱 不 活 化 仔 ウ シ 胎 児 血 清 、 10 mM HEPES緩 衝
液 、 50μ g／ mlゲ ン タ マ イ シ ン 、 ５ × 10－ ５  M 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 お よ び 100 単 位
／ mlヒ ト 組 換 え IL-2を 含 む RPMI-1640） に 再 懸 濁 し た 。 細 胞 の ウ イ ル ス 感 染 は 、 培 養 ９ 、 1
2、 15、 お よ び 18日 目 に 回 収 し た 培 養 液 の Mg＋ ＋ 依 存 的 RTア ッ セ イ に よ っ て モ ニ タ ー し た
。 RT活 性 が 、 SPF血 清 か ら な る 感 染 対 照 培 養 の 25％ 以 下 で あ る 場 合 、 血 清 は VN抗 体 陽 性 と
見 な し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 以 下 は 、 本 発 明 の 実 施 に 関 す る 最 良 の 形 態 を 含 む 手 順 を 図 示 す る 実 施 例 で あ る 。 こ れ ら
の 実 施 例 は 、 制 限 的 な も の と 解 釈 し て は な ら な い 。 百 分 率 は 全 て 重 量 で 表 し 、 溶 媒 混 合 比
は 、 他 に 明 記 し て い な け れ ば 全 て 容 積 で あ る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ３ ９ 】

　 IL-2依 存 的 FeT-1Mク ロ ー ン の 母 株 で あ る FeT-1Cと 呼 ば れ る 新 規 イ ン タ ー ロ イ キ ン -2（ IL
-2） 依 存 的 ネ コ 科 T細 胞 株 を 用 い て 、 FIVＰ ｅ ｔ 、 FIVＤ ｉ ｘ 、 FIVＵ Ｋ ８ 、 FIVＢ ａ ｎ ｇ 、 F
IVＡ ｏ ｍ ２ 、 ま た は FIVＳ ｈ ｉ の い ず れ か に 慢 性 的 に 感 染 さ せ た 個 々 の 細 胞 株 を 確 立 し た
。 FeT-1Mク ロ ー ン （ FIV-Fet1Mと も 呼 ば れ る ） は 、 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 み 入 れ ら れ る
米 国 特 許 第 5,275,813号 に 記 述 さ れ て お り 、 こ れ を 用 い て 、 FIVＰ ｅ ｔ を 慢 性 的 に 産 生 す る
IL-2非 依 存 的 細 胞 株 FL-4（ こ れ も 米 国 特 許 第 5,275,813号 に 記 述 さ れ て い る ） を 産 生 し た
。 FeT-1C細 胞 株 は 、 FIVサ ブ タ イ プ A、 B、 お よ び Dの 異 な る 単 離 体 に 高 度 に 感 染 可 能 で あ る
。 FeT-1C細 胞 株 を 長 期 間 継 代 す る と 、 そ の 感 染 性 、 特 に FIVサ ブ タ イ プ Dに 対 す る 感 染 性 は
低 下 す る ； し た が っ て 、 至 適 FIV感 染 率 を 得 る た め 、 ま た は VNア ッ セ イ で 使 用 す る た め に
は 、 継 代 回 数 は 約 35回 未 満 と す る こ と 。 半 定 量 的 PCRお よ び ウ イ ル ス コ ア 抗 原 分 析 に よ り
、 FIVに 暴 露 さ れ た 細 胞 株 は 全 て 、 個 々 の FIV株 に 有 意 に 感 染 す る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 FIV易 感 染 性 の IL-2非 依 存 的 ネ コ 科 細 胞 株 も 同 様 に 、 FeT-1C細 胞 か ら 作 製 し た 。 FeT-Jと
呼 ば れ る こ の 細 胞 株 は 、 FIV感 染 培 地 ま た は 細 胞 を 用 い て 共 培 養 に よ っ て FIVに 感 染 さ せ る
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逆 転 写 酵 素 （ RT） ア ッ セ イ

ウ イ ル ス 中 和 ア ッ セ イ

実 施 例 １ － FIV感 染 細 胞 株 。



こ と が で き る 。 例 え ば 、 FIVＢ ａ ｎ ｇ 感 染 FeT-1C細 胞 株 を 、 IL-2の 非 存 在 下 で 非 感 染 FeT-J
細 胞 と 共 培 養 し て 、 IL-2非 依 存 的 FIVＢ ａ ｎ ｇ 感 染 FeT-J細 胞 株 （ Bang／ FeT-Jと 呼 ぶ ） を
確 立 し た 。 共 培 養 に よ る 感 染 法 で は 、 Bang／ FeT-1C細 胞 を 非 感 染 FeT-J細 胞 と 約 ２ ： １ ～
約 10： １ （ 感 染 ： 非 感 染 ） の 比 で 混 合 し た 。 細 胞 混 合 物 は IL-2の 非 存 在 下 で 培 地 中 で 数 日
間 培 養 し 、 FeT-1C細 胞 を 死 亡 さ せ た 。 残 っ た 細 胞 は 、 FIVＢ ａ ｎ ｇ 感 染 FeT-J細 胞 か ら 成 っ
た 。 こ の よ う に 、 FIV感 染 FeT-1C細 胞 を 用 い て FeT-J細 胞 を 感 染 さ せ 、 異 な る FIVサ ブ タ イ
プ に 感 染 し た IL-2非 依 存 的 FeT-J細 胞 株 を 確 立 す る こ と が で き る 。 FIV感 染 FeT-1C細 胞 と の
共 培 養 法 の 結 果 、 異 な る FIVサ ブ タ イ プ を 中 等 度 か ら 高 レ ベ ル 産 生 す る IL-2非 依 存 的 FeT-J
細 胞 株 が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 FeT-1C細 胞 株 を ま た FIVＳ ｈ ｉ に 感 染 さ せ 、 十 分 に 継 代 す る と 、 Shi／ FeT-1Cと 呼 ば れ る
IL-2依 存 的 細 胞 株 が 得 ら れ た 。 Shi／ FeT-1C細 胞 株 を 後 に 、 IL-2の 非 存 在 下 で FeT-Jと 共 培
養 し 、 得 ら れ た IL-2非 依 存 的 FIVＳ ｈ ｉ -感 染 細 胞 株 を Shi／ FeT-Jと 呼 ん だ 。 IL-2非 依 存 的
Shi／ FeT-J細 胞 株 は 、 IL-2依 存 的 Shi／ FeT-1C細 胞 株 よ り 高 レ ベ ル の FIVＳ ｈ ｉ を 産 生 す る
（ 図 １ ） 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 FIVＢ ａ ｎ ｇ に 感 染 さ せ た FeT-J細 胞 株 の 作 製 は ま た 、 FeT-1C細 胞 株 を 用 い ず に 実 施 し た
。 FeT-J細 胞 株 を 無 細 胞 FIVＢ ａ ｎ ｇ 接 種 体 に 直 接 感 染 さ せ 、 IL-2を 用 い ず に 十 分 に 継 代 し
た 。 得 ら れ た IL-2非 依 存 的 FIVＢ ａ ｎ ｇ 産 生 細 胞 株 を Bang／ FeT-Jと 命 名 し た 。 Bang／ FeT-
J細 胞 株 は 、 FeT-1C細 胞 株 を FIVＢ ａ ｎ ｇ に 感 染 さ せ て 作 製 し た IL-2依 存 的 Bang／ FeT-1C細
胞 株 よ り 高 レ ベ ル の FIVＢ ａ ｎ ｇ を 産 生 し た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ４ ３ 】

　 FIV感 染 細 胞 は 遠 心 に よ っ て 上 清 か ら 除 去 し 、 不 活 化 し 、 そ し て ワ ク チ ン と し て 用 い た
。 同 様 に 、 FIVウ イ ル ス 全 体 は 、 超 遠 心 に よ っ て 感 染 し た 無 細 胞 上 清 か ら 沈 殿 さ せ 、 不 活
化 し た 。 感 染 細 胞 お よ び ウ イ ル ス は い ず れ も 、 ５ ℃ で 1.25％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 24時
間 処 置 し て 不 活 化 し 、 そ の 後 そ れ ぞ れ 、 十 分 に 洗 浄 、 ま た は PBSで 透 析 し た 。 こ の 方 法 は
、 免 疫 原 性 を 失 う こ と な く FIVを 効 率 よ く 不 活 化 す る 。 本 方 法 に よ っ て 産 生 さ れ た FIV免 疫
原 は 、 防 御 免 疫 の 誘 導 に 非 常 に 有 効 で あ る （ ヤ マ モ ト ら （ Yamamoto） 、 1993； ヤ マ モ ト ら
（ Yamamoto） 、 1991a； ヤ マ モ ト ら （ Yamamoto） 、 1991b） 。 弱 毒 化 し た ウ イ ル ス 単 離 体 も
ま た 、 本 発 明 の ワ ク チ ン 組 成 物 に 用 い る こ と が で き る と 企 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 FIVＳ ｈ ｉ 感 染 FeT-1C細 胞 株 を FIVＰ ｅ ｔ 株 に 重 複 感 染 さ せ る と 、 多 種 サ ブ タ イ プ FIV（
す な わ ち 多 種 サ ブ タ イ プ A／ D FeT-1C細 胞 株 ） に 感 染 し た 単 一 の 細 胞 株 が 得 ら れ る が 、 共
感 染 の ２ ヶ 月 以 内 に 、 FIVＳ ｈ ｉ プ ロ ウ イ ル ス 濃 度 は 50％ か ら ５ ％ 未 満 に 減 少 し 、 一 方 FIV

Ｐ ｅ ｔ プ ロ ウ イ ル ス 濃 度 は 同 時 に 約 50％ に 増 加 し た 。 こ の よ う に 、 FIVワ ク チ ン と し て 用
い る た め の 、 多 種 サ ブ タ イ プ FIVに 感 染 さ せ た 単 一 細 胞 株 の 維 持 は 、 本 発 明 の 好 ま し い 態
様 で は な い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 そ の 結 果 と し て 、 本 発 明 の 一 つ の 態 様 に お い て 、 ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 各 株 が 異 な る FIV
サ ブ タ イ プ に 感 染 し た ２ つ の 個 々 の 細 胞 株 か ら 作 製 し た 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 ２ 種 サ ブ
タ イ プ の FIVワ ク チ ン 組 成 物 は 、 FIVサ ブ タ イ プ A感 染 細 胞 株 （ Pet／ FL-4） と FIVサ ブ タ イ
プ D感 染 細 胞 株 （ Shi／ FeT-1C） と の 組 み 合 わ せ か ら 成 っ た 。 Aサ ブ タ イ プ お よ び Dサ ブ タ イ
プ 感 染 細 胞 株 は 記 述 の よ う に 不 活 化 し 、 等 し い 細 胞 数 （ MDP 250 μ g中 に 各 2.5× 10７ 細 胞
） を 混 合 し 、 こ れ を 用 い て ネ コ を 免 疫 し た 。 SPFネ コ ３ 匹 を 不 活 化 Pet／ FL-4細 胞 で ワ ク チ
ン 接 種 し 、 別 の ネ コ ４ 匹 を 不 活 化 Shi／ FeT-1C細 胞 で ワ ク チ ン 接 種 し た （ 2.5× 10７ 細 胞 ／
接 種 量 ） 。 一 連 の ４ 回 の ワ ク チ ン 接 種 後 、 ２ 種 サ ブ タ イ プ （ Pet／ FL-4お よ び Shi／ FeT-1C
） ワ ク チ ン は 、 調 べ た 両 FIV株 に 対 し て 有 意 な VN抗 体 価 を 含 む 抗 FIV抗 体 を 誘 導 し た （ 図 ２
お よ び 表 ２ 、 試 験 I） 。 ２ 種 サ ブ タ イ プ （ Pet／ FL-4お よ び Shi／ FeT-1C） ワ ク チ ン 接 種 ネ
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実 施 例 ２ － 多 種 サ ブ タ イ プ FIVワ ク チ ン 。



コ ４ 匹 に 、 FIVＢ ａ ｎ ｇ （ 50 CID５ ０ ） を チ ャ レ ン ジ し た 。 Pet／ FL-4ワ ク チ ン 接 種 ネ コ ３
匹 全 て と Shi／ FeT-1Cワ ク チ ン 接 種 ネ コ ２ 匹 に FIVＢ ａ ｎ ｇ の 50 CID５ ０ 量 を チ ャ レ ン ジ し
た 。 残 る ２ 匹 の Shi／ FeT-1Cワ ク チ ン 接 種 ネ コ に は 、 FIVＳ ｈ ｉ の 50 CID５ ０ 量 を チ ャ レ ン
ジ し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ２ 種 サ ブ タ イ プ ワ ク チ ン 接 種 ネ コ は 全 て 、 感 染 後 （ pi） ６ 週 目 で の ウ イ ル ス 単 離 お よ び
PBMCの PCRに よ り 、 FIVＢ ａ ｎ ｇ 陰 性 で あ っ た が 、 偽 免 疫 ネ コ は 全 て 、 感 染 後 ６ 週 目 で の ウ
イ ル ス 単 離 お よ び PCRに よ り 、 FIVＢ ａ ｎ ｇ ま た は FIVＳ ｈ ｉ の い ず れ か に 対 し て 陽 性 で あ
っ た （ 表 ２ 、 試 験 I） 。 対 照 的 に 、 Pet／ FL-4ワ ク チ ン 接 種 お よ び Shi／ FeT-1Cワ ク チ ン 接
種 群 の ネ コ そ れ ぞ れ １ 匹 ず つ に FIVＢ ａ ｎ ｇ を チ ャ レ ン ジ す る と 、 FIVＢ ａ ｎ ｇ 陽 性 で あ っ
た 。 予 想 さ れ た よ う に 、 FIVＳ ｈ ｉ ワ ク チ ン を 接 種 し 、 そ の 後 FIVＳ ｈ ｉ を チ ャ レ ン ジ し た
ネ コ は 全 て 、 感 染 後 ６ 週 目 で FIVＳ ｈ ｉ に 対 し て 陰 性 で あ っ た 。 こ の よ う に 、 特 に 例 示 し
た ２ 種 サ ブ タ イ プ ワ ク チ ン は 、 異 種 FIVＢ ａ ｎ ｇ チ ャ レ ン ジ に 対 し て と 同 様 、 同 種 FIVＳ ｈ

ｉ に 対 す る 感 染 も 防 御 ま た は 遅 ら せ た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ２ 種 サ ブ タ イ プ ワ ク チ ン を 接 種 し た ネ コ （ Pet／ FL-4細 胞 お よ び Shi／ FeT-1C細 胞 ） は 、
２ 回 目 の 免 疫 後 、 ウ イ ル ス コ ア 蛋 白 質 p25（ FIV p28と も 呼 ば れ る ） に 対 し て 特 異 的 な FIV
抗 体 を 産 生 し た （ 図 ２ ） 。 他 の ウ イ ル ス 抗 原 に 対 す る よ り 高 い 抗 体 価 は 、 ３ ～ ４ 回 の 免 疫
後 に 示 さ れ た 。 FIVＰ ｅ ｔ に 対 す る VN抗 体 は 、 ２ 回 の 免 疫 後 に 産 生 さ れ た が 、 FIVＳ ｈ ｉ に
対 す る VN抗 体 は ４ 回 の 免 疫 後 に 産 生 さ れ た （ 表 ４ ） 。 FIVＰ ｅ ｔ お よ び FIVＳ ｈ ｉ に 対 す る
CTL反 応 は 、 調 べ た 全 て の ネ コ に お い て ３ 回 の 免 疫 で 検 出 さ れ （ 表 ３ ） 、 両 株 に 対 す る よ
り 強 い CTL反 応 は ４ 回 の 免 疫 後 に 得 ら れ た 。 さ ら に 、 調 べ た ネ コ ３ 匹 の う ち ２ 匹 が 、 ４ 回
の 免 疫 後 FIVＢ ａ ｎ ｇ に 対 す る CTL反 応 を 示 し た 。 結 果 は 、 ４ 回 の ワ ク チ ン 接 種 後 、 ２ 種 サ
ブ タ イ プ ワ ク チ ン は 、 FIVＰ ｅ ｔ お よ び FIVＳ ｈ ｉ に 対 し て 強 い CTL反 応 を 誘 導 し （ 表 ３ ）
、 両 FIV株 に 対 し て VN抗 体 価 を 含 む 高 い FIV抗 体 を 誘 導 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 不 活 化 Shi／ FeT-1C細 胞 で 免 疫 し た ネ コ は 、 ２ 回 の 免 疫 後 ウ イ ル ス コ ア 蛋 白 質 p25に 対 し
て 特 異 的 な FIV抗 体 を 産 生 し 、 ３ 回 の 免 疫 後 そ の 他 の ウ イ ル ス 抗 原 に 対 す る 抗 体 を 産 生 し
た （ 図 ２ ） 。 こ れ ら の ネ コ で は 、 FIVＳ ｈ ｉ に 対 す る VN抗 体 は ４ 回 の 免 疫 後 に 産 生 さ れ た
が 、 FIVＰ ｅ ｔ に 対 す る VN抗 体 は 免 疫 の 過 程 に お い て 検 出 さ れ な か っ た 。 Shi／ FeT-1Cワ ク
チ ン 接 種 ネ コ は い ず れ も 、 ４ 回 の 免 疫 後 に 限 っ て FIVＳ ｈ ｉ に 対 す る CTL反 応 を 起 こ し た が
、 FIVＰ ｅ ｔ に 対 す る CTL反 応 は ４ 回 の 免 疫 後 で も 起 こ さ な か っ た （ 表 ３ ） 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 不 活 化 Pet／ FL-4細 胞 で 免 疫 し た ネ コ は 、 ２ 回 の 免 疫 後 に p25に 対 す る 抗 体 を 産 生 し （ 図
２ ） 、 ２ ～ ３ 回 の 免 疫 後 FIVＰ ｅ ｔ に 対 す る VN抗 体 を 含 む 他 の ウ イ ル ス 抗 原 に 対 す る 抗 体
を 産 生 し た （ 表 ４ ） 。 Pet／ FL-4細 胞 で 免 疫 し た ネ コ に 検 出 さ れ る 唯 一 の CTL反 応 は 、 FIV

Ｐ ｅ ｔ に 対 す る も の で あ っ た 。 全 体 的 に 、 ２ 種 サ ブ タ イ プ ワ ク チ ン は 、 １ 種 サ ブ タ イ プ ワ
ク チ ン よ り 、 速 や か に か つ 高 い VN抗 体 価 、 お よ び 両 FIV株 に 対 す る CTL反 応 を 誘 導 し た 。 偽
免 疫 SPFネ コ は 、 ウ イ ル ス 抗 体 、 VN抗 体 、 ま た は 抗 FIV CTL反 応 を 示 さ な か っ た 。
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【 表 ２ 】
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【 表 ３ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 各 細 胞 株 が 異 な る FIVサ ブ タ イ プ
（ Aま た は Bも し く は D） か ら の ウ イ ル ス 株 に 感 染 し て い る ３ つ の 細 胞 株 か ら 調 製 さ れ た ３
種 サ ブ タ イ プ FIVワ ク チ ン か ら な る 。 特 定 病 原 体 不 在 ネ コ ３ 匹 を ３ 種 サ ブ タ イ プ （ FIVＰ ｅ

ｔ ＋ FIVＢ ａ ｎ ｇ ＋ FIVＳ ｈ ｉ ） ワ ク チ ン で 免 疫 し た 。 そ の 他 の ネ コ は １ 種 サ ブ タ イ プ FIV

Ｂ ａ ｎ ｇ ワ ク チ ン で 免 疫 し て 、 ワ ク チ ン 成 分 と し て マ ク ロ フ ァ ー ジ 親 和 性 FIVＢ ａ ｎ ｇ の
免 疫 原 性 を 評 価 し た 。 VN抗 体 価 の 結 果 は 、 ３ 種 サ ブ タ イ プ （ FIVＰ ｅ ｔ ＋ FIVＢ ａ ｎ ｇ ＋ FI
VＳ ｈ ｉ ） と １ 種 類 サ ブ タ イ プ FIVＢ ａ ｎ ｇ ワ ク チ ン は い ず れ も 、 ２ 回 の 免 疫 後 に お い て も
高 い 抗 ウ イ ル ス 抗 体 価 を 誘 発 し た （ 表 ２ 、 試 験 IIお よ び 表 ５ ） 。 こ の よ う に 、 リ ン パ 球 親
和 性 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ 親 和 性 FIVは 、 本 発 明 の ワ ク チ ン 組 成 物 の 成 分 と し て 用 い る こ
と が で き る 。
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【 ０ ０ ５ １ 】
　 不 活 化 Pet／ FL-4、 不 活 化 Bang／ FeT-J、 お よ び 不 活 化 Shi／ FeT-1C細 胞 の 組 み 合 わ せ （
全 体 で MDP 250 μ g中 に 各 2.5× 10７ 細 胞 ） で 免 疫 し た SPFネ コ ３ 匹 は 、 ウ イ ル ス コ ア 蛋 白
質 p25お よ び FIV SUお よ び TMエ ン ベ ロ ー プ 蛋 白 質 を 含 む そ の 他 の ウ イ ル ス 抗 原 に 特 異 的 な F
IV抗 体 を ２ 回 の 免 疫 後 に 産 生 し た （ 図 ３ 、 ４ 、 ５ ） 。 FIVＰ ｅ ｔ 、 FIVＢ ａ ｎ ｇ 、 お よ び FI
VＳ ｈ ｉ に 対 す る VN抗 体 は 、 ２ 回 の 免 疫 後 ま も な く 大 多 数 の ネ コ に 産 生 さ れ 、 ３ 回 目 の 免
疫 に よ り 全 て の ネ コ に 産 生 さ れ た （ 表 ５ ） 。 さ ら に 、 ネ コ １ 匹 が ３ 回 の 免 疫 後 に FIVＵ Ｋ

８ に 交 叉 反 応 す る VN抗 体 を 産 生 し た 。 不 活 化 Bang／ FeT-J細 胞 の み で 免 疫 し た SPFネ コ ４ 匹
は 、 ウ イ ル ス コ ア 蛋 白 質 p25お よ び そ の 他 の ウ イ ル ス 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 を 産 生 し た （ 図
３ ） 。 こ れ ら の ネ コ で は FIVＢ ａ ｎ ｇ に 対 す る VN抗 体 は ２ 回 の 免 疫 後 に 産 生 さ れ た （ 表 ５
） が 、 FIVＰ ｅ ｔ お よ び FIVＵ Ｋ ８ に 対 す る VN抗 体 は 免 疫 過 程 に お い て 検 出 さ れ な か っ た 。
３ 種 サ ブ タ イ プ FIVワ ク チ ン （ Pet／ FL-4、 Bang／ FeT-Jお よ び Shi／ FeT-1C細 胞 ） で ３ 回 免
疫 し た ネ コ の FIV A、 B、 お よ び Dサ ブ タ イ プ 標 的 細 胞 に 対 す る CTL反 応 を 表 ６ に 示 す 。 調 べ
た こ れ ら ３ つ の FIVサ ブ タ イ プ 全 て に 対 し て CTL反 応 が 検 出 さ れ た 。 こ の よ う に 、 ３ 種 サ ブ
タ イ プ ワ ク チ ン は 、 １ 種 サ ブ タ イ プ ワ ク チ ン よ り 幅 広 い CTL反 応 な ら び に 、 よ り 速 や か か
つ よ り 高 い VN抗 体 価 お よ び SU-エ ン ベ ロ ー プ 抗 体 価 を 誘 導 し た 。 非 感 染 FeT-Jま た は 偽 免 疫
SPFネ コ も 、 ウ イ ル ス 抗 体 ま た は VN抗 体 を 産 生 し な か っ た 。
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ５ ２ 】

　 FIVに 対 す る VN抗 体 の ア ッ セ イ は ま た 、 本 発 明 の FeT-1C細 胞 を 用 い て 開 発 さ れ た 。 FIVＰ
ｅ ｔ 感 染 ネ コ お よ び 不 活 化 Pet／ FL-4細 胞 ま た は 不 活 化 FIVＰ ｅ ｔ ウ イ ル ス で ワ ク チ ン 接 種
し た SPFネ コ の 血 清 を 、 本 明 細 書 に 記 述 の VNア ッ セ イ 法 に 従 っ て 、 FeT-1C細 胞 ま た は PBMC
の い ず れ か を 用 い て VN抗 体 価 を 調 べ た 。 ワ ク チ ン を 接 種 せ ず 、 FIVに 感 染 し て い な い SPFネ
コ ２ 匹 の 血 清 を 対 照 血 清 と し て 用 い た 。 ワ ク チ ン 接 種 お よ び FIV感 染 ネ コ の 血 清 は 1000以
上 の 高 い VN抗 体 価 を 示 し た が 、 非 ワ ク チ ン 接 種 SPFネ コ の 血 清 は 検 出 可 能 な VN抗 体 価 を 示
さ な か っ た 。 FeT-1Cに 基 づ く VNア ッ セ イ は 、 ネ コ の 初 代 培 養 PBMCを 用 い て 得 ら れ た 結 果 と
同 等 の VN抗 体 価 結 果 を 示 す （ 表 ６ ） 。 こ の 知 見 は 、 FeT-1C細 胞 を 用 い た VNア ッ セ イ で の VN
抗 体 価 が 、 PBMCを 用 い た VNア ッ セ イ に 関 し て 得 ら れ た 結 果 と 相 関 す る こ と を 証 明 し て い る
。 し た が っ て 、 FeT-1C細 胞 は 、 全 て の FIVサ ブ タ イ プ に 感 染 さ せ る こ と が 可 能 で 、 組 織 培
養 に お い て 容 易 に 増 殖 さ せ る こ と が 可 能 な た め 、 FIVに 関 す る 標 準 的 な VNア ッ セ イ に お い
て PBMCの 代 わ り に 都 合 良 く 用 い る こ と が で き る 。
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【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ５ ３ 】

　 FIVサ ブ タ イ プ が FIV免 疫 型 を 反 映 す る か 否 か を 評 価 す る た め に 、 FeT-1C細 胞 を 用 い て イ
ン ビ ト ロ 試 験 を 実 施 し た 。 免 疫 タ イ ピ ン グ は ワ ク チ ン 防 御 に お け る VN抗 体 の 役 割 を 理 解 す
る 上 で 重 要 で あ る 。 FIVサ ブ タ イ プ A株 （ FIVＰ ｅ ｔ 、 FIVＤ ｉ ｘ 、 FIVＵ Ｋ ８ ） 、 サ ブ タ イ
プ B（ FIVＢ ａ ｎ ｇ 、 FIVＡ ｏ ｍ １ ） 、 お よ び サ ブ タ イ プ D（ FIVＳ ｈ ｉ ） に 感 染 さ せ た ネ コ
の 抗 血 清 を 、 VNア ッ セ イ に お い て FeT-1C細 胞 を 用 い て イ ン ビ ト ロ で こ れ ら の 株 を 中 和 す る
能 力 に 関 し て 調 べ た （ 図 ６ ） 。 試 験 抗 血 清 は 全 て 、 対 応 す る 同 種 FIV株 に 対 す る 中 和 活 性
を 示 し た 。 サ ブ タ イ プ A株 で あ る FIVＰ ｅ ｔ は 、 FIVＤ ｉ ｘ に 感 染 さ せ た ネ コ の 抗 血 清 に よ
っ て 有 意 に 交 叉 中 和 さ れ た 。 FIVＰ ｅ ｔ は 、 表 面 エ ン ベ ロ ー プ 糖 蛋 白 質 （ Env） 領 域 が FIV

Ｄ ｉ ｘ と 約 ９ ％ 異 な る 。 FIVサ ブ タ イ プ Aに 感 染 さ せ た ネ コ の 抗 血 清 は サ ブ タ イ プ Bの FIVＢ
ａ ｎ ｇ と 交 叉 中 和 し た が 、 サ ブ タ イ プ D FIVＳ ｈ ｉ を 中 和 し な か っ た 。 サ ブ タ イ プ Bお よ び
D株 に 感 染 さ せ た ネ コ の 抗 血 清 の み が 、 同 種 サ ブ タ イ プ 内 の 他 の FIV株 を 交 叉 中 和 し た 。 さ
ら に 、 FIVＵ Ｋ ８ に 感 染 さ せ た ネ コ の 抗 血 清 は FIVＢ ａ ｎ ｇ を 中 和 し た が 、 サ ブ タ イ プ A内
の FIV株 を 中 和 し な か っ た 。 FIVＵ Ｋ ８ は サ ブ タ イ プ Aに 分 類 さ れ て い る が （ ソ ド ラ ら （ Sod
ora） 、 1994； リ グ ビ ー ら （ Rigby） 、 1993； カ キ ヌ マ ら （ Kakinuma） 、 1995） が 、 こ れ ら
の 結 果 は 、 FIVＵ Ｋ ８ に 対 す る 抗 血 清 が サ ブ タ イ プ B株 を 認 識 す る が サ ブ タ イ プ A株 を 認 識
し な い こ と を 示 唆 し て お り 、 不 活 化 FIVＰ ｅ ｔ ワ ク チ ン が FIVＵ Ｋ ８ お よ び FIVＳ ｈ ｉ に 対
し て 無 効 で あ る 理 由 を 説 明 す る 可 能 性 が あ る （ ジ ョ ン ソ ン ら （ Johnson） 、 1994） 。 こ の
よ う に 、 遺 伝 子 型 と 免 疫 型 と の 間 に は 緩 や か な 相 関 が 存 在 す る 。 遺 伝 子 型 分 析 に よ り FIV
株 分 類 が 可 能 と な っ た が 、 交 叉 中 和 抗 体 試 験 は FIV株 の 免 疫 原 性 を 反 映 し 、 こ れ は 、 ワ ク
チ ン に よ っ て 誘 発 さ れ る 広 範 囲 の 液 性 防 御 に お け る 重 要 な パ ラ メ ー タ ー で あ る 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ５ ４ 】

　 感 染 FeT-1Cお よ び 感 染 FeT-J細 胞 株 か ら 得 た FIV株 の 細 胞 指 向 性 を 、 初 代 培 養 PBMCか ら 得
た FIV株 の 細 胞 指 向 性 と 比 較 し た （ 表 ８ ） 。 FIV単 離 体 ２ 個 、 FIVＵ Ｋ ８ お よ び FIVＢ ａ ｎ ｇ
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は い ず れ も 等 し く リ ン パ 球 親 和 性 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ 親 和 性 で あ る が 、 FIVＳ ｈ ｉ は 非
常 に リ ン パ 球 親 和 性 で あ る 。 FIVＰ ｅ ｔ は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 親 和 性 よ り リ ン パ 球 親 和 性 で
、 そ の 細 胞 親 和 性 は そ の 細 胞 源 に よ っ て 有 意 に 影 響 を 受 け な か っ た 。 FIVＢ ａ ｎ ｇ の マ ク
ロ フ ァ ー ジ 親 和 性 は 、 ウ イ ル ス の 細 胞 源 に よ っ て 影 響 を 受 け な か っ た 。 感 染 FeT-1C細 胞 株
か ら の FIV株 の 細 胞 親 和 性 は 、 初 代 培 養 PBMCか ら 得 ら れ た 細 胞 親 和 性 と 同 等 で あ る た め 、 F
eT-1C細 胞 内 で 増 殖 す る ウ イ ル ス は 、 VNア ッ セ イ の 接 種 体 と し て 用 い る こ と が で き 、 治 療
お よ び 予 防 的 ア プ ロ ー チ を 評 価 す る た め の 試 験 で は 、 イ ン ビ ボ 接 種 体 と し て 用 い る こ と も
で き る 。
【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 実 施 例 お よ び 態 様 は 例 示 目 的 の た め の み で あ り 、 そ の 様 々 な 改 変 ま た
は 変 更 は 当 業 者 に 示 唆 さ れ 、 本 出 願 お よ び 付 属 の 請 求 の 範 囲 の 範 囲 内 に 含 ま れ る も の と 理
解 す べ き で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ ６ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 こ れ ら の FIV株 で FeT-1Cお よ び FeT-J細 胞 株 を 感 染 さ せ た 後 に 産 生 さ れ た
FIVＢ ａ ｎ ｇ お よ び FIVＳ ｈ ｉ の 逆 転 写 酵 素 （ RT） 濃 度 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 イ ム ノ ブ ロ ッ ト に よ っ て 検 出 さ れ た 、 ２ 種 サ ブ タ イ プ ワ ク チ ン 接 種 ネ コ
の 抗 FIV抗 体 と FIV蛋 白 質 と の 免 疫 反 応 を 示 す 。 各 ブ ロ ッ ト 上 の 数 値 は 、 血 清 を 検 査 し た 時
点 で の 動 物 に 行 っ た ワ ク チ ン 接 種 回 数 を 表 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 イ ム ノ ブ ロ ッ ト に よ っ て 検 出 さ れ た 、 ３ 種 サ ブ タ イ プ ワ ク チ ン 接 種 ネ コ
の 抗 FIV抗 体 と FIV蛋 白 質 と の 免 疫 反 応 を 示 す 。 各 ブ ロ ッ ト 上 の 数 値 は 、 血 清 を 検 査 し た 時
点 で の 動 物 に 行 っ た ワ ク チ ン 接 種 回 数 を 表 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 ELISAに よ っ て 検 出 し た 、 ３ 種 サ ブ タ イ プ ワ ク チ ン 接 種 ネ コ か ら 得 た 抗 F
IV抗 体 と FIV SU-V3-2ペ プ チ ド と の 免 疫 反 応 性 を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 ELISAに よ っ て 検 出 し た 、 ３ 種 サ ブ タ イ プ ワ ク チ ン 接 種 ネ コ か ら 得 た 抗 F
IV抗 体 と FIV TM-C1ペ プ チ ド と の 免 疫 反 応 性 を 示 す 。
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【 図 ６ 】 図 ６ は 、 FIVＰ ｅ ｔ （ AＰ ） 、 FIVＤ ｉ ｘ （ AＤ ） 、 FIVＵ Ｋ ８ (AＵ ） 、 FIVＢ ａ ｎ ｇ

（ BＢ ） 、 FIVＡ ｏ ｍ １ （ BＡ ） 、 お よ び FIVＳ ｈ ｉ （ DＳ ） の い ず れ か に 感 染 し た ネ コ か ら
得 た 血 清 の 交 叉 中 和 抗 体 価 を 示 す 。 感 染 前 （ カ ラ ム １ ） 、 感 染 後 ６ ヶ 月 （ カ ラ ム ２ ） 、 お
よ び 感 染 後 12ヶ 月 （ カ ラ ム ３ ） で の 血 清 を 、 FeT-1C-細 胞 株 に お い て サ ブ タ イ プ A FIVＰ ｅ

ｔ 、 サ ブ タ イ プ B FIVＢ ａ ｎ ｇ 、 お よ び サ ブ タ イ プ D FIVＳ ｈ ｉ に 関 し て 試 験 し た 。 １ 株 当
た り 少 な く と も ３ 匹 の ネ コ を 試 験 し 、 結 果 は 各 株 の 代 表 的 な ネ コ か ら 得 た VN力 価 を 示 す 。
VNア ッ セ イ に 関 し て は 、 初 代 培 養 PBMCを 用 い て も 同 様 の 結 果 が 得 ら れ た 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　

　

【 請 求 項 ２ 】
　

【 請 求 項 ３ 】
　 FIVウ イ ル ス ま た は FIV感 染 細 胞 株 が 、 ワ ク チ ン を 動 物 へ 投 与 す る 前 に 、 不 活
化 さ れ る よ う 処 置 さ れ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　

【 請 求 項 ５ 】
　 FIVウ イ ル ス ま た は FIV感 染 細 胞 株 が 、 ワ ク チ ン を 動 物 へ 投 与 す る 前 に 、 弱 毒
化 さ れ る よ う 処 置 さ れ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　

【 請 求 項 ７ 】
　 FIVサ ブ タ イ プ が 、 サ ブ タ イ プ A、 B、 Cお よ び Dか ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　

【 請 求 項 ９ 】
　

【 請 求 項 １ ０ 】
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2007284442000001.app

FIV免 疫 原 を 含 む 有 効 量 の ワ ク チ ン 組 成 物 を FIV感 染 に 感 受 性 で あ る 非 ヒ ト 動 物 に 投 与 す
る 工 程 を 含 む 、 FIV感 染 に 感 受 性 で あ る 非 ヒ ト 動 物 に お い て FIV感 染 に 対 す る 防 御 免 疫 反 応
を 誘 導 す る 方 法 で あ っ て 、

該 FIV免 疫 原 が 、 異 な る FIVサ ブ タ イ プ の う ち 少 な く と も 2つ の 異 な る FIV株 に 由 来 す る か
又 は こ の よ う な 株 を 含 む 1つ 又 は 複 数 の 免 疫 原 を 含 み 、 該 ワ ク チ ン 組 成 物 が 、 該 動 物 に 3つ
又 は そ れ 以 上 の FIVサ ブ タ イ プ に 対 し て 免 疫 反 応 を 誘 発 す る こ と が 可 能 で あ り 、 該 3つ 又 は
そ れ 以 上 の サ ブ タ イ プ の う ち 1つ が 、 FIV免 疫 原 の FIVサ ブ タ イ プ と 異 種 で あ り 、 お よ び 該
ワ ク チ ン 組 成 物 が 、 該 動 物 に FIV免 疫 原 の FIV株 と 同 種 及 び 異 種 の FIV株 に 対 し て 免 疫 反 応
を 誘 発 す る こ と が 可 能 で あ る 方 法 。

前 記 免 疫 原 が 、 FIVペ プ チ ド 、 天 然 も し く は 組 換 え FIV蛋 白 質 又 は 該 FIV蛋 白 質 の 免 疫 原
性 断 片 、 組 換 え ウ イ ル ス ベ ク タ ー FIV構 築 物 、 無 細 胞 FIVウ イ ル ス の 全 体 ま た は 部 分 、 な ら
び に FIVウ イ ル ス を 感 染 さ せ た 細 胞 か ら な る 群 よ り 独 立 に 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方
法 。

前 記 非 ヒ ト
２

前 記 FIVウ イ ル ス が 、 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 ホ ル マ リ ン 、 フ ェ ノ ー ル 、 UV光 線 、 又 は
温 度 上 昇 に 暴 露 す る こ と に よ っ て 不 活 化 さ れ る 、 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。

前 記 非 ヒ ト
２

前 記 FIVウ イ ル ス が 、 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 ホ ル マ リ ン 、 フ ェ ノ ー ル 、 UV光 線 、 又 は
温 度 上 昇 に 暴 露 す る こ と に よ っ て 弱 毒 化 さ れ る 、 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。

前 記 少 な く と も 2つ の 異 な る
１

前 記 少 な く と も 2つ の 異 な る FIVサ ブ タ イ プ が 、 サ ブ タ イ プ Aお よ び Dで あ る 、 請 求 項 ７ 記
載 の 方 法 。

前 記 少 な く と も 2つ の 異 な る FIVサ ブ タ イ プ が 、 サ ブ タ イ プ A、 B及 び Dで あ る 、 請 求 項 ７
記 載 の 方 法 。

非 感 染 細 胞 株 が ネ コ 科 由 来 T細 胞 株 で あ っ て 、 ATCC寄 託 番 号 11968で あ り FeT-1Cと 命 名 さ
れ た 細 胞 株 、 お よ び ATCC寄 託 番 号 11967で あ り FeT-Jと 命 名 さ れ た 細 胞 株 か ら 選 択 さ れ る 、
FIV感 染 細 胞 株 を 含 む 、 請 求 項 ２ ～ ９ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。



【 請 求 項 １ １ 】
　

【 請 求 項 １ ２ 】
　

【 請 求 項 １ ３ 】
　

【 請 求 項 １ ４ 】
　

【 請 求 項 １ ５ 】
　

【 請 求 項 １ ６ 】
　

【 請 求 項 １ ７ 】
　

【 請 求 項 １ ８ 】
　

【 請 求 項 １ ９ 】
　

【 請 求 項 ２ ０ 】
　
【 請 求 項 ２ １ 】
　

【 請 求 項 ２ ２ 】
　

【 請 求 項 ２ ３ 】
　

【 請 求 項 ２ ４ 】
　
【 請 求 項 ２ ５ 】
　
【 請 求 項 ２ ６ 】
　

【 請 求 項 ２ ７ 】
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FIVに 感 染 し た ネ コ 科 由 来 T細 胞 で あ っ て 、 ATCC寄 託 番 号 11976で あ り Shi/FeT-1Cと 命 名
さ れ た 細 胞 株 、 お よ び ATCC寄 託 番 号 11975で あ り Bang/FeT-Jと 命 名 さ れ た 細 胞 株 か ら 選 択
さ れ る 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 ２ ～ ９ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。

前 記 1つ ま た は 複 数 の FIV免 疫 原 が 、 FIV D i x 、 FIV U K 8 、 FIV B a n g 、 FIV A o m 1 、 FIV A o m 2 、 FIV

P e t 、 お よ び FIV S h i か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る FIVウ イ ル ス 株 に 由 来 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の
方 法 。

前 記 細 胞 が 、 ATCC寄 託 番 号 CRL 11968で あ り FeT-1Cと 命 名 さ れ た 細 胞 株 に 由 来 し 、 且 つ F
IVに 感 染 さ れ て い る 、 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。

前 記 細 胞 が 、 ATCC寄 託 番 号 CRL 11967で あ り FeT-Jと 命 名 さ れ た 細 胞 株 に 由 来 し 、 且 つ FI
Vに 感 染 さ れ て い る 、 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。

前 記 細 胞 が 、 ATCC寄 託 番 号 CRL 10772で あ り FL-4と 命 名 さ れ た 細 胞 株 に 由 来 し 、 且 つ FIV
に 感 染 さ れ て い る 、 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。

前 記 細 胞 が 、 ATCC寄 託 番 号 CRL 10775で あ り FeT-1Mと 命 名 さ れ た 細 胞 株 に 由 来 し 、 且 つ F
IVに 感 染 さ れ て い る 、 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。

前 記 細 胞 が FIV S h i に 感 染 さ れ て お り 、 且 つ 前 記 細 胞 が 、 ATCC寄 託 番 号 CRL 11976で あ り S
hi/FeT-1Cと 命 名 さ れ た 細 胞 株 に 由 来 す る 、 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。

前 記 細 胞 が FIV B a n g に 感 染 さ れ て お り 、 且 つ 前 記 細 胞 が 、 ATCC寄 託 番 号 CRL 11975で あ り
Bang/FeT-Jと 命 名 さ れ た 細 胞 株 に 由 来 す る 、 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。

前 記 ウ イ ル ス ベ ク タ ー FIV構 築 物 が 、 FIV e n v 、 FIV g a g / p r o 、 ま た は FIV e n v - g a g / p r o を 含
む 、 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。

前 記 非 ヒ ト 動 物 が ネ コ で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。

前 記 FIV蛋 白 質 が 、 FIVエ ン ベ ロ ー プ 糖 蛋 白 質 ま た は そ れ ら の 免 疫 原 性 断 片 を 含 む 、 請 求
項 ２ 記 載 の 方 法 。

前 記 FIVエ ン ベ ロ ー プ 糖 蛋 白 質 が 、 配 列 番 号 ： 1に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ２
１ 記 載 の 方 法 。

前 記 FIV蛋 白 質 が 、 少 な く と も 2つ の 異 な る FIVサ ブ タ イ プ 由 来 の 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列
を 含 む キ メ ラ 蛋 白 質 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。

前 記 キ メ ラ 蛋 白 質 が 、 FIVエ ン ベ ロ ー ブ 糖 蛋 白 質 を 含 む 、 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 方 法 。

前 記 ワ ク チ ン 組 成 物 が ア ジ ュ バ ン ト を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。

前 記 ア ジ ュ バ ン ト が 、 ト レ オ ニ ル ム ラ ミ ル ジ ペ プ チ ド 、 ミ ョ ウ バ ン 、 フ ロ イ ト の 完 全 ア
ジ ュ バ ン ト 、 お よ び フ ロ イ ト の 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２
５ 記 載 の 方 法 。

前 記 ワ ク チ ン 組 成 物 が 、 非 経 口 、 経 口 ま た は 鼻 腔 内 に 投 与 さ れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法



【 請 求 項 ２ ８ 】
　
【 請 求 項 ２ ９ 】
　

【 請 求 項 ３ ０ 】
　

【 請 求 項 ３ １ 】
　

【 請 求 項 ３ ２ 】
　

【 請 求 項 ３ ３ 】
　

【 請 求 項 ３ ４ 】
　

【 請 求 項 ３ ５ 】
　 少 な く と も 一 次 免 疫 が 、 FIV構 築 物 を
投 与 す る 工 程 を 含 み 、 そ の 後 、 組 換 え ウ イ ル ス FIV構 築 物 、
FIVポ リ ペ プ チ ド 、 無 細 胞 FIVウ イ ル ス 全 体 、 お よ び FIV感 染 細 胞 株 か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る ワ ク チ ン 組 成 物 で 追 加 免 疫 が 行 わ れ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　

【 請 求 項 ３ ７ 】
　

【 請 求 項 ３ ８ 】
　

【 請 求 項 ３ ９ 】
　

【 請 求 項 ４ ０ 】
　

【 請 求 項 ４ １ 】
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。

前 記 非 経 口 投 与 が 、 皮 下 、 腹 腔 内 、 ま た は 筋 肉 内 注 射 に よ る 、 請 求 項 ２ ７ 記 載 の 方 法 。

前 記 FIV感 染 細 胞 が 、 約 10６ 細 胞 ～ 約 10８ 細 胞 の 用 量 で 投 与 さ れ る 、 請 求 項 ２ 記 載 の 方
法 。

前 記 FIV感 染 細 胞 が 、 約 5× 10６ 細 胞 ～ 約 7.5× 10 7 細 胞 の 用 量 で 投 与 さ れ る 、 請 求 項 ２ 記
載 の 方 法 。

無 細 胞 FIVウ イ ル ス の 全 体 ま た は 部 分 が 、 約 0.1 mg～ 約 5 mgの 用 量 で 存 在 す る 、 請 求 項
２ 記 載 の 方 法 。

無 細 胞 FIVウ イ ル ス の 全 体 ま た は 部 分 が 、 約 0.2 mg～ 約 2 mgの 用 量 で 存 在 す る 、 請 求 項
２ 記 載 の 方 法 。

前 記 ワ ク チ ン 組 成 物 が 、 前 記 動 物 に 、 各 投 与 に つ い て 少 な く と も 1週 間 の 間 隔 を あ け て
少 な く と も 2回 投 与 さ れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。

前 記 FIV免 疫 原 が 、 (a) 第 1の サ ブ タ イ プ の FIVで 感 染 さ れ た 細 胞 、 お よ び (b) 第 2の サ ブ
タ イ プ の 無 細 胞 FIVの 全 体 ま た は 部 分 を 含 み 、 該 FIVの 第 1お よ び 第 2の サ ブ タ イ プ が 、 A、 B
、 C、 お よ び Dか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 且 つ 該 FIVの 第 1お よ び 第 2の サ ブ タ イ プ が 同 一 で
は な い 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。

組 換 え ウ イ ル ス ま た は 組 換 え ウ イ ル ス FIVベ ク タ ー
組 換 え ウ イ ル ス FIVベ ク タ ー 、

１

FIV免 疫 原 を 含 む ワ ク チ ン 組 成 物 で あ っ て 、 該 FIV免 疫 原 が 、 異 な る FIVサ ブ タ イ プ の う
ち 少 な く と も 2つ の 異 な る FIV株 に 由 来 す る か 又 は こ の よ う な 株 を 含 む 1つ 又 は 複 数 の 免 疫
原 を 含 み 、 該 ワ ク チ ン 組 成 物 が 、 動 物 に 3つ 又 は そ れ 以 上 の FIVサ ブ タ イ プ に 対 し て 免 疫 反
応 を 誘 発 す る こ と が 可 能 で あ り 、 該 3つ 又 は そ れ 以 上 の サ ブ タ イ プ の う ち 1つ が 、 FIV免 疫
原 の FIVサ ブ タ イ プ と 異 種 で あ り 、 お よ び 該 ワ ク チ ン 組 成 物 が 、 該 動 物 に FIV免 疫 原 の FIV
株 と 同 種 お よ び 異 種 で あ る FIV株 に 対 し て 免 疫 反 応 を 誘 発 す る こ と が 可 能 で あ る 組 成 物 。

前 記 免 疫 原 が 、 FIVペ プ チ ド 、 天 然 も し く は 組 換 え FIV蛋 白 質 又 は 該 FIV蛋 白 質 の 免 疫 原
性 断 片 、 組 換 え ウ イ ル ス ベ ク タ ー FIV構 築 物 、 無 細 胞 FIVウ イ ル ス の 全 体 ま た は 部 分 、 な ら
び に FIVウ イ ル ス を 感 染 さ せ た 細 胞 か ら な る 群 よ り 独 立 に 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ６ 記 載 の
組 成 物 。

前 記 FIVウ イ ル ス ま た は FIV感 染 細 胞 株 が 、 ワ ク チ ン を 非 ヒ ト 動 物 へ 投 与 す る 前 に 、 不 活
化 さ れ る よ う 処 置 さ れ る 、 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 組 成 物 。

前 記 FIVウ イ ル ス が 、 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 ホ ル マ リ ン 、 フ ェ ノ ー ル 、 UV光 線 、 又 は
温 度 上 昇 に 暴 露 す る こ と に よ っ て 不 活 化 さ れ る 、 請 求 項 ３ ８ 記 載 の 組 成 物 。

前 記 FIVウ イ ル ス ま た は FIV感 染 細 胞 株 が 、 ワ ク チ ン を 非 ヒ ト 動 物 へ 投 与 す る 前 に 、 弱 毒
化 さ れ る よ う 処 置 さ れ る 、 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 組 成 物 。



　

【 請 求 項 ４ ２ 】
　

【 請 求 項 ４ ３ 】
　

【 請 求 項 ４ ４ 】
　

【 請 求 項 ４ ５ 】
　

【 請 求 項 ４ ６ 】
　

【 請 求 項 ４ ７ 】
　

【 請 求 項 ４ ８ 】
　

【 請 求 項 ４ ９ 】
　

【 請 求 項 ５ ０ 】
　

【 請 求 項 ５ １ 】
　

【 請 求 項 ５ ２ 】
　

【 請 求 項 ５ ３ 】
　

【 請 求 項 ５ ４ 】
　

【 請 求 項 ５ ５ 】
　
【 請 求 項 ５ ６ 】
　

【 請 求 項 ５ ７ 】
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前 記 FIVウ イ ル ス が 、 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 ホ ル マ リ ン 、 フ ェ ノ ー ル 、 UV光 線 、 又 は
温 度 上 昇 に 暴 露 す る こ と に よ っ て 弱 毒 化 さ れ る 、 請 求 項 ４ ０ 記 載 の 組 成 物 。

前 記 少 な く と も 2つ の 異 な る FIVサ ブ タ イ プ が 、 サ ブ タ イ プ A、 B、 Cお よ び Dか ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ６ 記 載 の 組 成 物 。

前 記 少 な く と も 2つ の 異 な る FIVサ ブ タ イ プ が 、 サ ブ タ イ プ Aお よ び Dで あ る 、 請 求 項 ４ ２
記 載 の 組 成 物 。

前 記 少 な く と も 2つ の 異 な る FIVサ ブ タ イ プ が 、 サ ブ タ イ プ A、 B及 び Dで あ る 、 請 求 項 ４
２ 記 載 の 組 成 物 。

非 感 染 細 胞 株 が ネ コ 科 由 来 T細 胞 株 で あ っ て 、 ATCC寄 託 番 号 11968で あ り FeT-1Cと 命 名 さ
れ た 細 胞 株 、 お よ び ATCC寄 託 番 号 11967で あ り FeT-Jと 命 名 さ れ た 細 胞 株 か ら 選 択 さ れ る 、
FIV感 染 細 胞 株 を 含 む 、 請 求 項 ３ ６ ～ ４ ４ の い ず れ か 一 項 記 載 の 組 成 物 。

FIVに 感 染 し た ネ コ 科 由 来 T細 胞 で あ っ て 、 ATCC寄 託 番 号 11976で あ り Shi/FeT-1Cと 命 名
さ れ た 細 胞 株 、 お よ び ATCC寄 託 番 号 11975で あ り Bang/FeT-Jと 命 名 さ れ た 細 胞 株 か ら 選 択
さ れ る 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 ３ ６ ～ ４ ４ の い ず れ か 一 項 記 載 の 組 成 物 。

前 記 1つ ま た は 複 数 の FIV免 疫 原 が 、 FIV D i x 、 FIV U K 8 、 FIV B a n g 、 FIV A o m 1 、 FIV A o m 2 、 FIV

P e t 、 お よ び FIV S h i か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る FIVウ イ ル ス 株 に 由 来 す る 、 請 求 項 ３ ６ 記 載
の 組 成 物 。

前 記 細 胞 が 、 ATCC寄 託 番 号 CRL 11968で あ り FeT-1Cと 命 名 さ れ た 細 胞 株 に 由 来 し 、 且 つ F
IVに 感 染 さ れ て い る 、 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 組 成 物 。

前 記 細 胞 が 、 ATCC寄 託 番 号 CRL 11967で あ り FeT-Jと 命 名 さ れ た 細 胞 株 に 由 来 し 、 且 つ FI
Vに 感 染 さ れ て い る 、 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 組 成 物 。

前 記 細 胞 が 、 ATCC寄 託 番 号 CRL 10772で あ り FL-4と 命 名 さ れ た 細 胞 株 に 由 来 し 、 且 つ FIV
に 感 染 さ れ て い る 、 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 組 成 物 。

前 記 細 胞 が 、 ATCC寄 託 番 号 CRL 10775で あ り FeT-1Mと 命 名 さ れ た 細 胞 株 に 由 来 し 、 且 つ F
IVに 感 染 さ れ て い る 、 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 組 成 物 。

前 記 細 胞 が FIV S h i に 感 染 さ れ て お り 、 且 つ 前 記 細 胞 が 、 ATCC寄 託 番 号 CRL 11976で あ り S
hi/FeT-1Cと 命 名 さ れ た 細 胞 株 に 由 来 す る 、 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 組 成 物 。

前 記 細 胞 が FIV B a n g に 感 染 さ れ て お り 、 且 つ 前 記 細 胞 が 、 ATCC寄 託 番 号 CRL 11975で あ り
Bang/FeT-Jと 命 名 さ れ た 細 胞 株 に 由 来 す る 、 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 組 成 物 。

前 記 ウ イ ル ス ベ ク タ ー FIV構 築 物 が 、 FIV e n v 、 FIV g a g / p r o 、 ま た は FIV e n v - g a g / p r o を 含
む 、 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 組 成 物 。

前 記 非 ヒ ト 動 物 が ネ コ で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 記 載 の 組 成 物 。

前 記 FIV蛋 白 質 が 、 FIVエ ン ベ ロ ー プ 糖 蛋 白 質 ま た は そ れ ら の 免 疫 原 性 断 片 を 含 む 、 請 求
項 ３ ７ 記 載 の 組 成 物 。



　

【 請 求 項 ５ ８ 】
　

【 請 求 項 ５ ９ 】
　
【 請 求 項 ６ ０ 】
　
【 請 求 項 ６ １ 】
　

【 請 求 項 ６ ２ 】
　

【 請 求 項 ６ ３ 】
　

【 請 求 項 ６ ４ 】
　

【 請 求 項 ６ ５ 】
　

【 請 求 項 ６ ６ 】
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前 記 FIVエ ン ベ ロ ー プ 糖 蛋 白 質 が 、 配 列 番 号 ： 1に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ５
６ 記 載 の 組 成 物 。

前 記 FIV蛋 白 質 が 、 少 な く と も 2つ の 異 な る FIVサ ブ タ イ プ 由 来 の 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列
を 含 む キ メ ラ 蛋 白 質 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 記 載 の 組 成 物 。

前 記 キ メ ラ 蛋 白 質 が 、 FIVエ ン ベ ロ ー ブ 糖 蛋 白 質 を 含 む 、 請 求 項 ５ ８ 記 載 の 組 成 物 。

前 記 ワ ク チ ン 組 成 物 が ア ジ ュ バ ン ト を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ３ ６ 記 載 の 組 成 物 。

前 記 ア ジ ュ バ ン ト が 、 ト レ オ ニ ル ム ラ ミ ル ジ ペ プ チ ド 、 ミ ョ ウ バ ン 、 フ ロ イ ト の 完 全 ア
ジ ュ バ ン ト 、 お よ び フ ロ イ ト の 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６
０ 記 載 の 組 成 物 。

前 記 ワ ク チ ン 組 成 物 が 、 非 経 口 、 経 口 ま た は 鼻 腔 内 に 投 与 さ れ る 、 請 求 項 ３ ６ 記 載 の 組
成 物 。

前 記 非 経 口 投 与 が 、 皮 下 、 腹 腔 内 、 ま た は 筋 肉 内 注 射 に よ る 、 請 求 項 ６ ２ 記 載 の 組 成 物
。

前 記 FIV感 染 細 胞 が 、 約 10６ 細 胞 ～ 約 10８ 細 胞 の 用 量 で 投 与 さ れ る 、 請 求 項 ３ ７ 記 載 の
組 成 物 。

前 記 FIV感 染 細 胞 が 、 約 5× 10６ 細 胞 ～ 約 7.5× 10 7 細 胞 の 用 量 で 投 与 さ れ る 、 請 求 項 ３ ７
記 載 の 組 成 物 。

無 細 胞 FIVウ イ ル ス の 全 体 ま た は 部 分 が 、 約 0.2 mg～ 約 2 mgの 用 量 で 存 在 す る 、 請 求 項
３ ７ 記 載 の 組 成 物 。
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