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(54)【発明の名称】 エーリキア・キャニス（Ｅｈｒｌｉｃｈｉａｃａｎｉｓ）の遺伝子及びワクチン

(57)【要約】
この発明は、E.canisゲノム由来の5,300ヌ
クレオチドの配列を提供する。ProA、ProB、O
RFおよびシトクロムオキシダーゼ同族体の4つのタン
パク質と、同じくカルボキシ末端での部分的なリポタン
パク質シグナルペプチダーゼ同族体が、このクローンを
作られた断片の中でコード化された。これらのタンパク
質の抗原性は、ワクチンを作成するためにそれらが使用
されることを可能にする。この発明の実施例は、DNA
ワクチン、組換えワクチンおよびT細胞エピトープワク
チンの作成を含む。
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【特許請求の範囲】

【請求項１】  以下の群から選択されたDNAを含む組換えDNA。

ａ）配列番号３で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化す

る組換えDNA

ｂ）配列番号５で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化す

る組換えDNA

ｃ）配列番号７で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化す

る組換えDNA

ｄ）配列番号９で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化す

る組換えDNA

ｅ）配列番号１１で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化

する組換えDNA、および

ｆ）E.canisに対する免疫反応を誘発するタンパク質をコード化する、上述のDNA

の任意の部分

【請求項２】  前記DNAが少なくとも1つの免疫原性エピトープをコード化するこ

とを特徴とする請求項1に記載の組換えDNA。

【請求項３】  以下の群から選択されたタンパク質を含む組換えタンパク質。

ａ）配列番号３で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

ｂ）配列番号５で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

ｃ）配列番号７で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

ｄ）配列番号９で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

ｅ）配列番号１１で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質、及び

ｆ）E.canisに対する免疫反応を誘発する上述のタンパク質の任意の部分

【請求項４】  前記タンパク質が少なくとも1つの免疫原性エピトープを含んで

いることを特徴とする請求項３に記載の組換えタンパク質。

【請求項５】  E.canisの感染症からイヌを保護するワクチン。

【請求項６】  以下の構成を含む請求項５に記載のワクチン。

ａ）ベクターが適切なホスト内に提供されたとき、組換えタンパク質が発現され

るようなベクターに挿入された組換えDNAを発現することができるベクター、及
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び

ｂ）前記DNAが以下の群から選択されることを特徴とする前記ベクターが挿入さ

れた組換えDNA

i．配列番号３で示されるアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化する組換

えDNA

ii．配列番号５で示されるアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化する組換

えDNA

iii．配列番号７で示されるアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化する組

換えDNA

iv．配列番号９で示されるアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化する組換

えDNA

v．配列番号１１で示されるアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化する組

換えDNA、および

vi．E.canisに対する免疫反応を誘発するタンパク質をコード化する前記DNAの任

意の部分

【請求項７】  前記DNAがさらにCpGモチーフをコード化するDNAを含むことを特

徴とする請求項６に記載のワクチン。

【請求項８】  前記DNAがさらに以下の群から選択されたプロモーターを含むこ

とを特徴とする請求項６に記載のワクチン。

ａ）サイトメガロウイルス(CMV)最初期プロモーター

ｂ）ヒト組織プラスミノーゲン活性化因子(t－PA)、及び

ｃ）ヒト伸長因子α(EF－1α)のプロモーター／エンハンサー領域

【請求項９】  前記ベクターが以下の群から選択されることを特徴とする請求項

６に記載のワクチン。

ａ）pcDNA3

ｂ）pC1

ｃ）VR1012、及び

ｄ）VR1020

【請求項１０】  前記ワクチンが以下の群から選択された方法によって前記ホス
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トに投与されることを特徴とする請求項６に記載のワクチン。

ａ）筋肉注射

ｂ）静脈注射、及び

ｃ）遺伝子銃による注射

【請求項１１】  前記ホストがイヌであることを特徴とする、請求項１０に記載

のワクチン。

【請求項１２】  以下の構成を含む、請求項５に記載のワクチン。

ａ）以下の群から選択される組換えタンパク質

i．配列番号３で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

ii．配列番号５で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

iii．配列番号７で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

iv．配列番号９で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

ｖ．配列番号１１で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質、および

vi．E.canisに対する免疫反応を誘発する、上記のタンパク質のうちの任意の部

分

【請求項１３】  前記ワクチンがさらに以下の群から選択されたアジュバンドを

含むことを特徴とする請求項１２に記載のワクチン。

ａ）水酸化アルミニウム

ｂ）QuilA、および

ｃ）Montamide

【請求項１４】  前記組換えタンパク質に効果的に関連したサイトカインをさら

に含むことを特徴とする請求項１２に記載のワクチン。

【請求項１５】  前記サイトカインが以下の群から選択されることを特徴とする

請求項１４に記載のワクチン。

ａ）インターロイキン－1β(IL－1β)

ｂ）顆粒球・マクロファージ・コロニー刺激因子(GM－CSF)

ｃ）γ－インターフェロン(γ－IFN)

ｄ）IL－1βタンパク質由来のアミノ酸であるVQGEESNDK、および

ｅ）E.canisに対する改善された免疫原性反応を誘発する、上述のサイトカイン
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のうちの任意の部分

【請求項１６】  前記ワクチンが以下の群から選択された方法によってホストに

投与されることを特徴とする請求項１２に記載のワクチン。

ａ）筋肉注射、および

ｂ）静脈注射

【請求項１７】  前記ホストがイヌであることを特徴とする請求項１６に記載の

ワクチン。

【請求項１８】  T細胞エピトープが以下の群から選択されるタンパク質のアミ

ノ酸ペプチド断片を含むことを特徴とする、T細胞エピトープを含有する組換え

タンパク質を含む請求項５に記載のワクチン。

ａ）配列番号３で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

ｂ）配列番号５で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

ｃ）配列番号７で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

ｄ）配列番号９で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

ｅ）配列番号１１で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

ｆ）E.canisに対する免疫反応を誘発する、上記のタンパク質の任意の部分。

【請求項１９】  前記アミノ酸ペプチド断片が9～20のアミノ酸を含むことを特

徴とする請求項１８に記載のワクチン。

【請求項２０】  免疫系の細胞を含む真核細胞へ内部移行することができるタン

パク質をコード化する組換えDNAをさらに含む、請求項１８に記載のワクチン。

【請求項２１】  前記タンパク質が、以下の群から選択されるトキシンを含む真

核細胞へ内部移行することができることを特徴とする請求項２０に記載のワクチ

ン。

ａ）気管支敗血症菌（Bordetella bronchiseptica）のアデニル酸シクラーゼの

組換え体、及び

ｂ）緑膿菌（Pseudomonas aeruginosa）のエキソトキシンA(PE)組換え体

【請求項２２】  前記ワクチンが、以下の群から選択された方法によってホスト

に投与されることを特徴とする請求項１８に記載のワクチン。

ａ）筋肉注射、および
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ｂ）皮下注射

【請求項２３】  前記ホストがイヌであることを特徴とする請求項２２に記載の

ワクチン。

【請求項２４】  以下の構成からなるE.canisに対するＴ細胞エピトープを同定

する方法。

ａ）タンパク質が以下の群から選択されることを特徴とする、タンパク質の全長

に渡る重複タンパク質断片の合成

i．配列番号３で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

ii．配列番号５で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

iii．配列番号７で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

iv．配列番号９で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

v．配列番号１１で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

vi．E.canisに対する免疫反応を誘発する上述のタンパク質の任意の部分

ｂ）前記ペプチド断片がホスト動物内において免疫反応を誘発するかどうかを決

定するためのペプチド断片の測定、及び

ｃ）前記断片が免疫反応を誘発するかどうかをE.canisの前記T細胞エピトープと

しての前記ペプチド断片の同定

【請求項２５】  前記ペプチド断片が９～２０のアミノ酸を含むことを特徴とす

る請求項２４に記載の方法。

【請求項２６】  以下の構成からなるE.canisに対するワクチンを生成する方法

。

ａ）ベクター内に挿入された組換えDNAを発現することができるベクターの選択

ｂ）前記DNAが以下の群から選択されることを特徴とする、前記ベクターが適切

なホスト内に供給された場合に、組換えタンパク質として発現する前記ベクター

への組換えDNAの挿入

i．配列番号３で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化す

る組換えDNA

ii．配列番号５で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化す

る組換えDNA
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iii．配列番号７で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化

する組換えDNA

iv．配列番号９で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化す

る組換えDNA

ｖ．配列番号１１で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化

する組換えDNA

vi．E.canisに対する免疫反応を誘発するタンパク質をコード化する上述のDNAの

任意の部分

【請求項２７】  前記DNAがさらにCpGモチーフをコード化するＤＮＡを含むこと

を特徴とする請求項２６に記載の方法。

【請求項２８】  前記DNAがさらに以下の群から選択されたプロモーターを含む

ことを特徴とする請求項２６に記載の方法。

ａ）サイトメガロウイルス(CMV)最初期プロモーター

ｂ）ヒト組織プラスミノーゲン活性化因子(t－PA）、及び

ｃ）ヒト伸長因子α(EF－1α)のプロモーター／エンハンサー領域

【請求項２９】  前記ベクターが以下の群から選択されることを特徴とする、請

求項２６に記載の方法。

ａ）pcDNA3

ｂ）pC1

ｃ）VR1012、及び

ｄ）VR1020

【請求項３０】  前記ウイルスが前記ホストに以下の群から選択される方法で挿

入されることを特徴とする請求項２６に記載の方法

ａ）筋肉注射

ｂ）静脈注射、及び

ｃ）遺伝子銃による注射

【請求項３１】  前記ホストがイヌであることを特徴とする請求項３０に記載の

方法。

【請求項３２】  以下の構成からなる、E.canisに対するワクチンの生成方法。



(8) 特表２００３－５０５０８７

ａ）ベクター内に挿入された組換えタンパク質を発現することができるベクター

の選択

ｂ）DNAが以下の群から選択されることを特徴とする、前記ベクターが細菌株内

で形質転換する場合に、組換えタンパク質が発現するような組換えDNAの前記ベ

クター内への挿入

i．配列番号３で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化す

る組換えDNA

ii．配列番号５で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化す

る組換えDNA

iii．配列番号７で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化

する組換えDNA

iv．配列番号９で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化す

る組換えDNA

ｖ．配列番号１１で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化

する組換えDNA

vi．E.canisに対する免疫反応を誘発するタンパク質をコード化する上記DNAの任

意の部分

ｃ）前記細菌株からの組換えタンパク質の回収

【請求項３３】  前記ワクチンが以下の群から選択されるアジュバンドをさらに

含むことを特徴とする請求項３２に記載の方法。

ａ）水酸化アルミニウム

ｂ）QuilA、および

ｃ）Montamide

【請求項３４】  前記ワクチンが以下の群から選択されたプロモーターをさらに

含むことを特徴とする請求項３２に記載の方法。

ａ）tac

ｂ）T5、および

ｃ）T7

【請求項３５】  前記細菌株が、大腸菌（E.coli.）であることを特徴とする請
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求項３２に記載の方法。

【請求項３６】  前記ベクターが以下の群から選択されることを特徴とする請求

項３２に記載の方法。

ａ）pREST

ｂ）pET

ｃ）pKK233－3

【請求項３７】  前記ワクチンが前記ワクチンに関連した操作性のサイトカイン

をさらに含むことを特徴とする請求項３２に記載の方法。

【請求項３８】  前記サイトカインが以下の群から選択されることを特徴とする

請求項３７に記載の方法。

ａ）インターロイキン－1β(IL－1β)

ｂ）顆粒球・マクロファージ・コロニー刺激因子(GM－CSF)

ｃ）γ－インターフェロン(γ－IFN)

ｄ）IL－1βタンパク質由来のアミノ酸であるVQGEESNDK、および

ｅ）E.canisに対する改善された免疫原性反応を誘発する、上述のサイトカイン

のうちの任意の部分

【請求項３９】  前記ワクチンが以下の群から選択される方法で前記ホストに注

入されることを特徴とする請求項３２に記載の方法。

ａ）筋肉注射

ｂ）静脈注射

【請求項４０】  前記ホストがイヌであることを特徴とする請求項３９に記載の

方法。

【請求項４１】  以下の構成を含む、T細胞エピトープワクチンの生成方法。

ａ）T細胞エピトープが以下の群から選択されたタンパク質のペプチド断片を含

むことを特徴とする、T細胞エピトープを含む組換えタンパク質の選択

i．配列番号３で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

ii．配列番号５で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

iii．配列番号７で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

iv．配列番号９で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質
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v．配列番号１１で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

vi．E.canisに対する免疫反応を誘発する上述のタンパク質の任意の部分

ｂ）前記タンパク質からの前記T細胞エピトープの同定

ｃ）前記エピトープをタンパク質として発現することができる構築物内への前記

T細胞エピトープの取り込み

ｄ）前記タンパク質の回収

【請求項４２】  前記アミノ酸ペプチド断片が９～２０のアミノ酸を含むことを

特徴とする請求項４１に記載の方法

【請求項４３】  前記エピトープを発現することができる前記構築物が、免疫系

の細胞を含む真核生物の細胞内に内部移行することができるタンパク質をコード

化する組換えDNAを含むことを特徴とする請求項４１に記載の方法。

【請求項４４】  真核生物の細胞内に内部移行することができる前記タンパク質

が以下の群から選択されるトキシンを含むことを特徴とする請求項４３に記載の

方法。

ａ）気管支敗血症菌（Bordetella bronchiseptica）のアデニル酸シクラーゼの

組換え、および

ｂ）緑膿菌（Pseudomonas aeruginosa）のエキソトキシンA(PE)組換え体

【請求項４５】  前記ワクチンが前記ホストに以下の群から選択される方法で注

入されることを特徴とする請求項４１に記載の方法。

ａ）筋肉注射、および

ｂ）静脈注射

【請求項４６】  前記ホストがイヌであることを特徴とする請求項４５に記載の

方法。
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【発明の詳細な説明】

    【０００１】

（発明の技術分野）

  この発明は獣医病原体の分野に関する。特に、この発明は、イヌ（犬）の病原

体エーリキア・キャニス（Ehrlichia canis）の特定の遺伝子の配列、およびワ

クチンの開発へのこの技術の適用に関する。

    【０００２】

（発明の背景）

  この発明は、E.canisバクテリアからの遺伝子の配列、およびこの有機体に対

するワクチンの開発に関する。

  エーリキア・キャニス（Ehrlichia canis）（以下、E.canisと称する）は小さ

なグラム陰性で、絶対的な細胞内のバクテリアである。このバクテリアは、イヌ

の単球のエーリキオシス（ehrlichiosis）(CME)(主にイヌに影響するダニ媒介の

疾病)を引き起こす媒介生物である。E.canisの最多のコモン・キャリアは褐色の

イヌダニであるクリイロコイタマダニ（Rhipicephalus sanguineus）である。そ

の疾病は、1935年にアルジェリアで最初に記述された。それは、1962年にアメリ

カで続いて認識されたが、今では世界の多くの至る所で知られている。160匹の

軍事用のイヌがE.canis伝染で死んだ時、イヌの単球のehrlichiosisはベトナム

戦争中に多くの関心を呼んだ。E.canisに対して現在適用可能な予防接種はない

。引き続き獣医およびペット所有者の両方にとって重要な健康懸念であるのは生

命を脅かす疾病である。イヌの単球のehrlichiosisは伝染性の血液疾病である。

    【０００３】

  細胞の血液要素の縮小は疾病の主要な特性である。E.canisは生きており、白

血球細胞(白血球)の中で再生する。それは結局全リンパ系に影響し、多数の器官

を荒らす。白血球をターゲットにすることで、これらの細胞は急速に次々に死ん

でいく。これらの死んだ血球は第1に脾臓へ移動し、その結果、それは拡大する

。骨髄は、新しく健康な細胞を形成するために白血球および形成物の損失を認識

する。それは細胞を時期尚早に生成し、これらの未熟な細胞は適切に機能しない

。しばしば、これらの未熟な細胞は、白血病の患者のそれに似ている。したがっ
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て、この疾病は白血病として誤診される。イヌの単球のehrlichiosisはイヌを様

々な癌にかかりやすくするかもしれない。

    【０００４】

  イヌの単球のehrlichiosisには3つの段階がある。第１の急性期は穏やかなウ

ィルス感染に似ている。急性期中は、全てではないにしてもほとんどの損害は取

り返しがつき、動物は回復するであろう。これは処置が最も有効となる段階であ

り、初期の検知の必要性を強調している。しかしながら、処理なしでは、動物が

無症状の第２段階へ、および／または慢性の最終段階に進むであろう。動物が慢

性の段階に達した場合、バクテリアの有機体は骨髄内に定着している。この段階

の多くのイヌは重い内出血に苦しむか、あるいは突然の発作、心臓発作、腎不全

、脾臓の破裂あるいは肝臓不全のような致死の合併症になる。

E.canisは、哺乳類から誘導された細胞ライン(DH82)で生体外で培養することが

できる。主要な単球(骨髄で見つかった白血球)で2週間ごとに細胞培養を補わな

ければならないので、これらの細胞の継続的な維持は困難である。培養は非常に

遅い成長であり、培養媒体は高価である。

    【０００５】

  E.canisゲノム中の遺伝子に関するデータは第1に16SリボソームRNA遺伝子に集

中していた。以前の研究は、世界的な大多数の有機体と同様に、ehrlichiaファ

ミリーのメンバーの遍在構成要素であるこの遺伝子の配列を決定した。生体界の

至る所でこの遺伝子間の高い配列ホモロジーは、それをワクチン開発のための不

十分な候補にする。この致命的な疾病に対するワクチンへの望みをいつか実現す

ることができるならば、このゲノム内において他の遺伝子を見つけることが必要

である。

    【０００６】

  16SリボソームRNA遺伝子の配列を決定することは、ヒトehrlichiosisの新しい

病因の媒介生物エーリキア・チャフェンシス（E.chaffeensis）とE.canisに密接

な関係がある(98.2%の相同)ことを示す。3つの種の密接な抗原関係を示す、E.ca

nis、E.chaffeensisおよびE.ewingi（ヒトehrlichiosisの別の原因）に対する抗

血清でプローブされる時、E.canisのウエスタン・ブロットは類似している（Che
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n et al.,1994）。

    【０００７】

  間接の蛍光性の抗体テスト(IFA)はイヌの単球のehrlichiosisの検知のために

開発されている。IFAは、イヌの血液に侵入する有機体に対する抗体の存在を発

見する。不運にも、このテストは必ずしも正確だとは限らない。免疫系が抗体を

形成するのが遅れるために、急性期において時々、イヌはテストで陰性反応を示

すであろう。慢性の段階に低いタイターがある場合、別の誤りの陰性反応が生じ

るかもしれない。このテストの更なる欠点は交差反応性である。抗エーリキア・

キャニス・ポリクローナル（anti E.canis polyclonal）抗体は、テストの特異

性を崩して、E.chaffeensisで確かに陽性反応を示す。代替テスト、ジエスマ・

スメア（Giesma smear)はイヌの血液中の実際の有機体の所在を突き止めるため

に使用された。不運にも、適切な染色技術および徹底的なフィルム検査にもかか

わらず、有機体をしばしば捜し出すことができない。これらのテストの誤りやす

さは、この疾病用のよりよい診断ツールの提供を不可欠にする。

    【０００８】

  ダニが刺したことの検知、伝染の初期の分析、ホスト防御物の抑制、および疾

病の執拗な伝染の性質のために、E.canisに対する有効なワクチンは、至急イヌ

のために必要である。

    【０００９】

（発明の概要）

  この発明は、E.canis遺伝子用の斬新な配列データを示す。特に、クローンが

同定され配列が決定された。ProA、ProB、ORF(未知の機能を備えたオープン・リ

ーディング・フレーム)およびシトクロムオキシダーゼホモローグと称される4つ

のタンパク質が、このクローン内で確認された。さらに、リポタンパク質シグナ

ルペプチダーゼホモローグをコード化する部分的な遺伝子が発見された。

    【００１０】

  この発明の実施例は、この配列およびタンパク質情報を備えたワクチンの生成

を含んでいる。この発明で示されたタンパク質は非常に抗原性である。したがっ

て、それらは、ワクチンとして非常に有用な可能性を持っている。この斬新な技
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術によって利用可能になったワクチンのタイプはDNAワクチン、組換えのワクチ

ンおよびT細胞エピトープ・ワクチンを含んでいる。

    【００１１】

（最良の実施形態の開示）

  E.canisは壊滅的なイヌの疾病を引き起こす。現在のところ、この疫病を予防

することができるワクチンは存在していない。この発明はこのようなワクチンを

開発するために必要とされるツールを提供することにある。より明確には、ProA

、ProB、ORFおよびシトクロムオキシダーゼホモローグと命名された、E.canisの

ゲノム断片から同定された4つの遺伝子に関する。さらに、リポタンパク質シグ

ナルペプチダーゼホモローグをコードする遺伝子断片が発見された。これらタン

パク質のうちのいずれかは、ワクチンを開発するためにこの発明の実施例の中で

利用することができる。

    【００１２】

E.canisライブラリーのスクリーニング

  E.canisゲノム中の遺伝子を同定するために、ゲノムのDNA発現ライブラリーが

構築された。イヌehrlichiosisから分離されたE．canis菌株は、従来の技術によ

り、DH82系統のイヌ細胞において成長させ、そして、これは参考文献(Dawson et

 al.,1991;Rikihisa,1992)に記載されている。細胞は回収されて、従来の技術(C

hang et al.,1987;Chang et al.,1989a;Chang et al.,1989b;Chang et al.,1993

a;Chang et al.,1993b)に記載されている方法によって、染色体DNAが抽出された

。ライブラリーを構築するために、200μgのDNAは、Sau3Aで部分的に消化された

。3～8kbのDNA断片が分離されて、プラスミドであるpHG165(Stewart et al.,198

6)に連結させた。このプラスミドは大腸菌（E.coli） TB1(Chang et al.,1987)

に形質転換された。

    【００１３】

  ライブラリーはE.canisに対するポリクローナル抗体でスクリーニングされた

。ポリクローナル抗体は、E.canisが宿ったマダニに噛まれたイヌから生成され

た。ポリクローナル抗体は、E.coli宿主菌株の溶解産物に前吸収された。ライブ

ラリーは、ユニットを形成する1,000コロニーの濃度でペトリプレート上で培養
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された。コロニーはニトロセルロースに転写され、各フィルタは1mlの前吸収さ

れたポリクローナル抗体でプローブされた。陽性のコロニーは、アルカリフォス

ファターゼ結合ヤギ抗ウサギ免疫グロブリンG(Kirkegaard and Perry Laborator

ies、Gaithersburg、MD)を含む第二抗体で同定され、次いでニトロブルーテトラ

ゾリウム(NBT)および5－臭素－4－クロロ－3－インドリルリン酸塩(BCIP)を含有

する基質溶液により発色された。陽性のクローンは、三回再スクリーニングされ

た。

    【００１４】

  3つのクローンがこのスクリーニング方法で分離された(図1)。最長のゲノム断

片(pCH4)は4つの完全な遺伝子および1つの部分的な遺伝子をコード化している。

それは、リポタンパク質シグナルペプチダーゼホモローグの部分的な配列を含ん

でいることと同様に、タンパク質ProA、ProB、ORFおよびシトクロムオキシダー

ゼホモローグを完全にコード化している。ProAとProBは単一のオペロンに位置し

ている。制限エンドヌクレアーゼ消化法によるマッピングおよびDNA塩基配列決

定法は、従来技術に従って行い、そして、これは、参考文献(Chang et. al.,198

7;Chang et. al.,1989a;Chang et. al.,1989b;Chang et. al.,1993a;Chang et. 

al.,1993b)によって記載されている。簡潔に、DNA配列は、ABI PRISMモデル377 

DNAシステムによるDNA自動塩基配列決定法により決定された。完全なヌクレオチ

ド配列はプライマーウォーキングによって両鎖の上で決定された。シーケンシン

グ反応の反応熱のサイクルはTaq DyeDeoxyTMターミネーター・サイクル・シーケ

ンシング・キットを利用した。米国バイオテクノロジー情報センター(NCBI)(Alt

hchul et al.,1990;Gish et al.,1993)のBLASTネットワーク・サービスの使用を

通じて、ホモローグタンパク質のためにデータベースは検索された。

    【００１５】

配列情報

  E.canisの遺伝子が配列決定された。クローン化された断片は5,300のヌクレオ

チドを含んでおり、4つのタンパク質をコード化する。カルボキシ末端には1つの

部分的な遺伝子がさらに存在する。配列番号1は全ヌクレオチド配列である。配

列番号2と3は配列番号1の12～533のヌクレオチドの翻訳であり、シトクロムオキ
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シダーゼホモローグをコードしている。シトクロムオキシダーゼは毒性面におい

て重要であり、したがってワクチンで使用するための最も有力な候補である。配

列番号4及び5は配列番号１の939～2252のヌクレオチドの翻訳であり、ProAをコ

ードする。配列番号6及び7は配列番号１の2,258～3,664のヌクレオチドの翻訳で

あり、ProBをコードする。予備的な証拠は、ProAとProBがプロテアーゼであるこ

とを示している。配列番号8及び9は配列番号１の4,121～4,795のヌクレオチドの

翻訳であり、ORF(未知の機能を備えたタンパク質)をコードする。配列番号10及

び11は配列番号１の4,884～5,300のヌクレオチドの相補的な配列の翻訳であり、

リポタンパク質シグナルペプチダーゼホモローグの部分的な配列をコードする。

リポタンパク質シグナルペプチダーゼは膜タンパク質であり、ワクチンの開発に

とって生来それほど有望ではないかもしれない。しかしながら、このタンパク質

は、まだワクチンの創作で追求する価値を有する。

    【００１６】

ProA、ProB、ORF、シトクロムオキシダーゼ及びリポタンパク質シグナルペプチ

ターゼホモローグの過剰発現

  E.canis抗原はT7プロモータープラスミド内で過剰発現される。T7プロモータ

ーに対する強い親和性を有しているT7RNAポリメラーゼの存在する状態で、pRSET

ベクターは大腸菌（E.coli）中で高いレベルの発現を許す。pRSETベクターへの

抗原遺伝子のサブクローニングの後に、サブクローンはF’大腸菌（E.coli） JM

109系統に形質転換される。最大限のタンパク質発現のために、形質転換株はO.D

.600=0.3まで培養され、1時間IPTG(1mM)に露出された後に、細胞当り5～10のプ

ラーク形成単位(pfu)の感染多重度(MOI)でM13／T7バクテリオファージにより形

質移入された。タイムコースの研究は、最大の誘導は、誘導から2時間後に到達

することを示している。

    【００１７】

  ペレットは遠心分離によって回収され、細胞は6Mグアニジニウム(pH7.8)の中

で再懸濁される。細胞はフレンチプレスによって破裂されて、全溶解産物は、従

来の技術によって細胞砕片を分離するために6000rpmで回転され、そして、これ

は参考文献(Chang et al.,1993c)によって記載されている。固定化金属イオンア
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フィニティークロマトグラフィー(IMIAC)は、メーカー(Invitrogen,San Diego,C

A)によって述べられている変性する条件の下で、タンパク質の各々を精製するた

めに使用される。タンパク質サンプルはSDS－ポリアクリルアミドゲル電気泳動(

SDS－PAGE)によって分離され、クーマシーブルーで染色した後に視覚化された。

    【００１８】

ワクチンの開発

  この発明に先立って、E.canisに対するワクチンは開発されていない。E.canis

は、世界中の多くの地域において、イヌ及びイヌの近縁種に固有である。北アメ

リカのイヌはますます危険な状態である。そして、この発明の適用により、潜在

的に毎年何千ものイヌの命を救うことができる。イヌのダニ媒介の疾病に対する

細胞性免疫を誘発することができるE.canisワクチンは、極めて必要とされてい

る。

    【００１９】

DNAワクチン

  DNAワクチンは、真核生物のプラスミドベクターに関係する遺伝子のサブクロ

ーニングにより構築される。候補ベクターは、pcDNA3、pCI、VR1012およびVR102

0を含むが、しかしこれらに制限はされない。この構成がワクチンとして使用さ

れる。

    【００２０】

  新しく同定された遺伝子であるProA、ProB、ORF、シトクロムオキシダーゼホ

モローグの各々、あるいは部分的なリポタンパク質シグナルペプチダーゼホモロ

ーグが、DNAワクチン(reviewed in Robinson,1997)を作成するために使用される

ことができる。さらに、これらのタンパク質の免疫学的に活性なあらゆる部位も

ワクチンに対する潜在的な候補である。発現ベクターで、これらの遺伝子のうち

の1つを含んでいるプラスミドが構築される。遺伝子が真核生物のプロモーター

によるコントロールの下で表現されるために、遺伝子は正確な配向で挿入されな

ければならない。可能なプロモーターは、サイトメガロウイルス(CMV)最初期プ

ロモーター、ヒト組織プラスミノーゲン活性化(t－PA)遺伝子(characterized in

 Degen et al.,1986)およびヒト伸長因子α(EF－1α)(characterized in Uetsuk
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i et al.,1989)のプロモーター／エンハンサー領域を含むが、しかし制限されな

い。配向は制限エンドヌクレアーゼによる消化およびDNA配列によって識別され

る。

    【００２１】

  これらの遺伝子産物の発現は、一時的に形質移入したCOS細胞の間接的な免疫

蛍光染色法により確認される。これらの遺伝子を有していない同じプラスミドは

コントロールとして使用される。プラスミドDNAは大腸菌（Escherichia coli） 

DH5αに形質転換される。DNAはセシウム塩化物濃度勾配によって精製される。そ

の濃度は、従来の技術として知られている標準的な方法によって決定され、そし

て、これは参考文献(Nyika et al.,1998)に記載されている。

    【００２２】

  一旦ベクターが精製されれば、DNAを含んでいるベクターはリン酸塩バッファ

ー溶液で懸濁されることができ、直接イヌに注入される。接種は、針を使用して

筋肉を通じてあるいは静脈を通じて行うことができる。二者択一的に、遺伝子銃

は、従来技術によって細胞に金ビード被覆DNAを輸送するために使用することが

でき、そして、ここに、参考文献(Fynan et al.,1993)に記載されている。この

種のワクチンの理論的根拠は、接種を受けたホストがその細胞でプラスミドDNA

を発現するということで、免疫反応を向上させるタンパク質を生産することであ

る。新しく同定された遺伝子の各々は、この技術によってワクチンを作成するた

めに使用することができる。

    【００２３】

  CpG分子はワクチンにおいてアジュバンドとして使用することができる。この

技術は、従来の技術として知られてり、ここに参考文献(Klinman et al.,1997)

に記載されている。アジュバンドは抗原を助けるか、抗原に対する免疫反応を増

加させる物質である。モチーフは、二つの5’プリンと二つの3’ピリミジンによ

って隣接したメチル化されていないCpGジヌクレオチドから構成される。CpGモチ

ーフを含んでいるオリゴヌクレオチドは免疫系を活性化すると示されており、そ

のために、抗原に特異的な免疫反応を追加免疫する。この結果は、DNAワクチン

とCpGオリゴヌクレオチドを混合することによって、あるいはCpGモチーフをプラ
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スミドDNAに物理的に連結することによって、この発明で利用することができる

。

    【００２４】

組換えワクチン

  組換えワクチンを開発するために、遺伝子の各々を個々に過剰発現ベクターへ

サブクローニングした後に、ワクチン開発のために精製した。ProA、ProB、ORF

、シトクロムオキシダーゼホモローグあるいは部分的なリポタンパク質シグナル

ペプチダーゼホモローグは、tac、T5あるいはT7プロモーターのような強力なプ

ロモーターとともにプラスミドの中で発現される。二者択一的に、これらのタン

パク質の免疫学的に活性な断片はワクチン開発で使用される。これらの遺伝子の

各々は、プラスミドへサブクローニングされて、上述のような大腸菌（E.coli）

系統に形質転換される。

    【００２５】

  組換えタンパク質は強力なプロモーターを備えるベクターを使用して過剰発現

される。この技術で使用されるベクターは、pREST(Invitrogen Inc.,CA)、pKK23

3－3(Pharmacia,CA)およびpETシステム(Promega,WI)を含んでいるが、他の強力

なプロモーターを備えているあらゆるベクターを使用することができる。過剰発

現の後に、タンパク質は精製されて、アジュバンドと混合される。潜在的なアジ

ュバンドは、水酸化アルミニウム、QuilAあるいはMontamideを含んでいるが、し

かし制限されない。精製されたタンパク質は、従来の技術によって、イヌに予防

注射をするための免疫原として使用され、そして、参考文献(Chang et al.,1993

c;Chang et al.,1995)に記載されている。簡潔に、個々のタンパク質は発現し、

E.coli.から精製される。その後、イヌは、精製された組換えワクチンおよびア

ジュバンドを筋肉内にあるいは皮下に注射される。この注射は免疫反応を誘発す

る。

    【００２６】

Ｔ細胞エピトープワクチン

  ＣＤ８＋Ｔリンパ球(ＣＴＬ)によってもたらされる直接細胞傷害性は、細胞内

病原体に対する防御の主なメカニズムである。これらのエフェクターリンパ球は



(20) 特表２００３－５０５０８７

、細胞表面上のＭＨＣクラスＩの分子と結合した短いペプチドの認識により感染

細胞を除去する。外因性抗原はエンドソーム経路に入り、内因性の合成抗原がＭ

ＨＣクラスＩの分子に関連したＣＤ８＋Ｔ細胞に提供されるのに対して、クラス

ＩＩの分子に関連したＣＤ４＋Ｔ細胞に提供される。E.canisは単球とマクロフ

ァージに存在する細胞内病原体である。本発明は、感染動物の単球やマクロファ

ージから有機体を除去するE.canisに特有のＣＴＬ反応を生成する新しい方法を

開発する。

    【００２７】

  タンパク質ワクチンの保護反応を増加させるための戦略は、タンパク質の選択

的なエピトープに免疫性を与えることである。この論理的根拠は、エピトープワ

クチンが無関係の部分を除く最も適切な免疫原性ペプチド成分を含むということ

である。したがって、捜索は新しく同定されたタンパク質の最も高等な抗原性の

部分のために実行される。

    【００２８】

  新しく発見されたタンパク質からのＴ細胞エピトープを同定するために、Ｔ細

胞エピトープを知るためのホモローグの配列の最初の電子捜索が行われる。さら

に、広範囲のＴ細胞エピトープマッピングが実行される。タンパク質、つまりPr

oA、ProB、ORF、シトクロムオキシダーゼホモローグおよび部分的なリポタンパ

ク質シグナルペプチダーゼホモローグの各々は、免疫原性ペプチド断片をテスト

される。従来技術として知られている技術によるＴ細胞エピトープのマッピング

は、文献（Launois et al.,1994 ; Lee and Horwitz, 1999）に記載されている

。要するに、短い、重なり合っているペプチド配列（9-20のアミノ酸）は、当該

タンパク質の全長以上に合成される。これらの短いペプチド断片は注目タンパク

質で免疫抗原性を与えられている健康なイヌを使用してテストされる。イヌから

の末梢血液単核細胞はＴ細胞刺激特性およびIFN-γ誘導特性をテストされる。最

も強い反応を誘発するこれらの断片はＴ細胞エピトープワクチンとして最良の候

補である。

    【００２９】

  一度最良のエピトープを作る断片が同定されると、気管支敗血症菌（Bordetel
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la bronchiseptica）の組換えアデニレートシクラーゼが、E.canis ＣＤ８＋Ｔ

細胞エピトープを運んで構築される。気管支敗血症菌のアデニレートシクラーゼ

トキシン（CyaA）は、イヌの疾病の原因となり、免疫反応を誘発する。さらに、

CyaAは、細胞質内を目標とすることに十分に適している。1,706-残基の長いタン

パク質のN-末端400のアミノ酸残基に対応するその触媒領域（ＡＣ）は、免疫シ

ステムの細胞を含む多くの真核細胞に与えられることができる。また、トキシン

内部移行は受容体伝達エンドサイトーシスに依存せず、触媒領域が細胞質膜を通

ってターゲット細胞の細胞質ゾルに直接与えられることを示唆している。緑膿菌

（Peucedomonas aeruginosa）エキソトキシンＡ（ＰＥ）は、従来技術として知

られており、文献（Donnelly et al., 1993）に記載されている技術によって、

細胞へペプチドやタンパク質を与えるためにこの過程で使用することができる別

のトキシンである。

    【００３０】

  異質のペプチド（１６塩基）はその安定性又は触媒作用やカルモジュリン結合

特性を変更せずに、CyaAのＡＣ領域の様々なサイトに挿入されている。したがっ

て、タンパク質工学は、特にＣＴＬを刺激する抗原の設計および付与を許可する

。特定のＣＤ８＋Ｔ細胞の誘導は、単球中のE.canisの細胞内持続性によりイヌe

hrlichiosisコントロールに重要な役割を果たすことができる。

    【００３１】

  気管支敗血症菌のアデニレートシクラーゼ（ＡＣ）トキシン（cya）遺伝子は

クローンとして生成される。一方のProA、ProB、ORF、シトクロムオキシダーゼ

ホモローグ又は部分的リポタンパク質シグナルペプチダーゼホモローグのどれか

の９から２０のアミノ酸クラスＩのＴ細胞エピトープをコード化している合成二

重らせん構造のオリゴヌクレオチドは、気管支敗血症菌コドン使用法によって設

計されている。補足的なオリゴヌクレオチドは、cyaのクローンとして生成され

たＡＣをコード化する配列の過度に変動する領域に挿入される。この技術は他の

システムでの従来技術で知られており、文献（Sebo et al., 1995 ; Guermonpre

z et al., 1999）に記載されている。

    【００３２】
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  キメラcya遺伝子を運ぶ組換えプラスミドは挿入されたエピトープのコピー数

および定位を限定するために配列を決定される。正確な定位中にあるＴ細胞エピ

トープ（ＣＤ８＋）を指定する挿入の完全なコピーを備えたプラスミドは、配列

が決定したプラスミドから選択される。真核細胞に入る新しいキメラタンパク質

の能力はエピトープの細胞内にターゲティングを確実にするために必要である（

Fayolle et al., 1996）。

    【００３３】

  ワクチンは２つの方法のうちの１つで作ることができる。組換えキメラタンパ

ク質は精製され、イヌに予防接種するために使用することができる。あるいはま

た、アデニレートシクラーゼへのインフレーム挿入によってＴ細胞エピトープや

E.canis遺伝子を運ぶ弱まった気管支敗血症菌株は対立交換によってつくられる

。対立交換は従来技術で知られている技術であり、文献（Cotter and Miller, 1

994）に記載されている。

    【００３４】

  最後に、アデニレートシクラーゼ-ProA、ProB、ORF、シトクロムオキシダーゼ

ホモローグ又はリポタンパク質シグナルペプチダーゼホモローグキメラタンパク

質の予防接種をしたイヌのE.canis感染に対する保護が限定される。野生タイプ

と組換えＡＣおよびＣｙＡはＰＢＳの実用的な濃度に希釈され、キメラタンパク

質はイヌの筋肉内か皮下に注入される。あるいはまた、Ｔ細胞エピトープはフレ

ーム中の、弱まった気管支敗血症菌株のアデニレートシクラーゼ遺伝子に挿入さ

れ、イヌは生きたバクテリアを与えられる。

    【００３５】

  組換え抗原は様々な病原体に対する人間や動物の予防接種のための有望な候補

である。しかしながら、重大な欠点は在来の抗原と比較して組換え抗原の不充分

な免疫抗原性である。それ故に新しい組換えワクチン開発の主な試みは、抗原の

免疫抗原性を増加する新しいアジュバントのシステムを持つことである。サイト

カインは強力な免疫調整分子である。本発明でアジュバントとして使用されるサ

イトカインはIL-12（インターロイキン-12）、GM-CSF（顆粒球・マクロファージ

・コロニー刺激因子）、IL-1β（インターロイキン-1β）及びγ-IFN（ガンマイ
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ンターフェロン）を含むが制限はされない。

    【００３６】

  これらのサイトカインは、予防接種を受けたホストの中で発熱性及び／又は扇

動的徴候を含む反副作用を持つことができる。したがって、全サイトカインタン

パク質の副作用を避けるために、交互のアプローチは強く望まれた免疫調整特性

を備えた合成ペプチド断片を使用することである。IL-1βのノナペプチド配列VQ

GEESNDKは強力な免疫増加特性を授けられ、免疫抗原性の増加のためのサイトカ

インの使用を例証するためにここで論じられる。

    【００３７】

  このノナペプチドは、ProA、ProB、ORF、シトクロムオキシダーゼホモローグ

、又は部分的なリポタンパク質シグナルペプチダーゼホモローグタンパク質に挿

入され、そしてその免疫抗原性は在来のタンパク質のそれと比較される。伝えら

れるところによると、不充分な免疫原性組換え抗原の中へのこの配列の挿入は、

予防接種の後に強い保護免疫反応の機会を増加させる。このペプチドは、T-依存

抗原とT-非依存抗原の両方に対する生体内の免疫反応を高めることができた。イ

ヌのIL-1β配列は、見たところでは、その不適当な扇動的支持特性の多くを欠い

ている間、IL-1βの全体分子の多くの免疫調整活動を模倣するかもしれない。こ

の戦略はProA、ProB、ORF、シトクロムオキシダーゼ、部分的なリポタンパク質

シグナルペプチダーゼホモローグおよび他のE.canis抗原の免疫抗原性を増加さ

せるために使用される。

    【００３８】

  プラスミドpYFC199は、E.canisからのProA、ProB、ORF、シトクロムオキシダ

ーゼホモローグ、又は部分的なリポタンパク質シグナルペプチダーゼタンパク質

を含んでいる断片の挿入に基づいてpBR322プラスミドに由来する。このプラスミ

ドは、外因的配列をコード化するインフレーム挿入が挿入されることができる独

特のHindIIIサイトを含んでいる。イヌのIL-1β 163-171ペプチドをコード化す

る補足的な２つのオリゴヌクレオチド

AGGCTTGTTCAGGGTGAAGAAGAATCCAACGACAAAAGCTT

およびAAGCTTTTGTCGTTGGATTCTTCACCCTGAACTTGCCAはアニールされ、HindIIIで切
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断され、pYFC199 HindIIIサイトに挿入される。キメラIL-1βを運ぶ組換えプラ

スミドは挿入されたエピトープの定位を決定するために配列が決定される。

    【００３９】

  ワクチンとしての組換えタンパク質の有効性はイヌでテストされる。精製タン

パク質は、イヌの腹腔内に注入される。特定病原体除去（ＳＰＦ）イヌは５つの

グループに分類される。：１つのグループは、ProA、ProB、ORF、シトクロムオ

キシダーゼホモローグ、又は部分的なリポタンパク質シグナルペプチダーゼホモ

ローグに由来するE.canis ＣＤ８＋Ｔ細胞エピトープを運ぶ気管支敗血症菌の組

換えアデニレートシクラーゼを与えられる。１つのグループは、コントロールと

して気管支敗血症菌の組換えアデニレートシクラーゼを与えられる。１つのグル

ープはProA、ProB、ORF、シトクロムオキシダーゼホモローグ、又は部分的なリ

ポタンパク質シグナルペプチダーゼホモローグタンパク質に加えてイヌのIL-1β

 163-171挿入を与えられる。１つのグループは、ProA、ProB、ORF、シトクロム

オキシダーゼホモローグ、又は部分的なリポタンパク質シグナルペプチダーゼホ

モローグ単独に由来するＴ細胞エピトープを与えられる。最後のグループはネガ

ティブコントロールとしてＰＢＳを与えられる。

    【００４０】

  全ての動物は、４回予防接種を受ける（各々30-40μgずつ）。イヌは、１０７

E.canisの最後の予防接種の１０日後に試される。５回のポストチャレンジで各

イヌからのおよそ１mlの血液がＥＤＴＡチューブに集められる。予防接種を受け

たグループがコントロールのグループと比較して有機体を除去するかどうかは、

培養とＰＣＲによってテストされる。クローンを作られた遺伝子に由来する２つ

のプライマーはこれらのイヌからの組織または血液サンプルからの遺伝生成物を

増幅するために使用することができる。内部プライマーもＰＣＲ遺伝生成物を交

配させるためにオリゴヌクレオチドプローブとして使用のために設計することが

できる。

    【００４１】

  本発明は、E.canisバクテリアに対してとても必要とされるワクチンを提供す

る。そのワクチンはイヌの単球のエーリキオシスから世界中のイヌを保護するた
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めに使用することができる。

    【００４２】

  従って、ここに記述された発明の実施例が、単に発明の法則の適用の例証であ

ることが理解されるであろう。実施例を詳しく述べるための本文中の文献は、請

求項の範囲を限定するものではなく、それ自身本発明にとって不可欠なものとみ

なされるその特徴を説明する。

    【配列表】
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【図面の簡単な説明】

    【図１】

  ライブラリー・スクリーンの中で識別された3つのクローンを示す。
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【図１】
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【手続補正書】

【提出日】平成１４年２月１２日（２００２．２．１２）

【手続補正１】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】特許請求の範囲

【補正方法】変更

【補正の内容】

【特許請求の範囲】

【請求項１】  以下の群から選択されたDNAを含む組換えDNA。

ａ）配列番号３で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化す

る組換えDNA

ｂ）配列番号５で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化す

る組換えDNA

ｃ）配列番号７の１～４４９で特定されるアミノ酸で示されるようなアミノ酸配

列を有するタンパク質をコード化する組換えDNA

ｄ）配列番号９で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化す

る組換えDNA

ｅ）配列番号１１の１～３１で特定されるアミノ酸で示されるようなアミノ酸配

列を有するタンパク質をコード化する組換えDNA、および

ｆ）配列番号１１の３３～１３９で特定されるアミノ酸で示されるようなアミノ

酸配列を有するタンパク質をコード化する組換えDNA

【請求項２】  前記DNAが少なくとも１つの免疫原性エピトープをコード化する

ことを特徴とする請求項１に記載の組換えDNA。

【請求項３】  以下の群から選択されたタンパク質を含む組換えタンパク質。

ａ）配列番号３で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

ｂ）配列番号５で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

ｃ）配列番号７の１～４４９で特定されるアミノ酸で示されるようなアミノ酸配

列を有するタンパク質

ｄ）配列番号９で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質
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ｅ）配列番号１１の１～３１で特定されるアミノ酸で示されるようなアミノ酸配

列を有するタンパク質、および

ｆ）配列番号１１の３３～１３９で特定されるアミノ酸で示されるようなアミノ

酸配列を有するタンパク質をコード化する組換えDNA

【請求項４】  前記タンパク質が少なくとも１つの免疫原性エピトープを含んで

いることを特徴とする請求項３に記載の組換えタンパク質。

【請求項５】  E.canisの感染症からイヌを保護するワクチン。

【請求項６】  以下の構成を含む請求項５に記載のワクチン。

ａ）ベクターが適切なホスト内に提供されたとき、組換えタンパク質が発現され

るようなベクターに挿入された組換えDNAを発現することができるベクター、お

よび

ｂ）前記DNAが以下の群から選択されることを特徴とする前記ベクターが挿入さ

れた組換えDNA

i．配列番号３で示されるアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化する組換

えDNA

ii．配列番号５で示されるアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化する組換

えDNA

iii．配列番号７の１～４４９で特定されるアミノ酸で示されるアミノ酸配列を

有するタンパク質をコード化する組換えDNA

iv．配列番号９で示されるアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化する組換

えDNA

v．配列番号１１の１～３１で特定されるアミノ酸で示されるアミノ酸配列を有

するタンパク質をコード化する組換えDNA、および

vi．配列番号１１の３３～１３９で特定されるアミノ酸で示されるようなアミノ

酸配列を有するタンパク質をコード化する組換えDNA

vii．ポリペプチドが免疫反応を刺激するのに十分であることを特徴とする、上

述のアミノ酸配列から少なくとも１２アミノ酸数のポリペプチドをコード化する

前記組換えDNAの任意の部分

【請求項７】  前記DNAがさらにCpGモチーフをコード化するDNAを含むことを特
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徴とする請求項６に記載のワクチン。

【請求項８】  前記DNAがさらに以下の群から選択されたプロモーターを含むこ

とを特徴とする請求項６に記載のワクチン。

ａ）サイトメガロウイルス(CMV)最初期プロモーター

ｂ）ヒト組織プラスミノーゲン活性化因子(t－PA)、および

ｃ）ヒト伸長因子α(EF－1α)のプロモーター／エンハンサー領域

【請求項９】  前記ベクターが以下の群から選択されることを特徴とする請求項

６に記載のワクチン。

ａ）pcDNA3

ｂ）pC1

ｃ）VR1012、および

ｄ）VR1020

【請求項１０】  前記ワクチンが以下の群から選択された方法によって前記ホス

トに投与されることを特徴とする請求項６に記載のワクチン。

ａ）筋肉注射

ｂ）静脈注射、および

ｃ）遺伝子銃による注射

【請求項１１】  前記ホストがイヌであることを特徴とする、請求項１０に記載

のワクチン。

【請求項１２】  以下の構成を含む、請求項５に記載のワクチン。

ａ）以下の群から選択される組換えタンパク質

i．配列番号３で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

ii．配列番号５で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

iii．配列番号７の１～４４９で特定されるアミノ酸で示されるようなアミノ酸

配列を有するタンパク質

iv．配列番号９で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

v．配列番号１１の１～３１で特定されるアミノ酸で示されるようなアミノ酸配

列を有するタンパク質、および

vi．配列番号１１の３３～１３９で特定されるアミノ酸で示されるようなアミノ
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酸配列を有するタンパク質、および

vii．ポリペプチドが免疫反応を刺激するのに十分であることを特徴とする、上

述のアミノ酸配列から少なくとも１２アミノ酸数のポリペプチドをコード化する

前記組換えDNAの任意の部分

【請求項１３】  前記ワクチンがさらに以下の群から選択されたアジュバンドを

含むことを特徴とする請求項１２に記載のワクチン。

ａ）水酸化アルミニウム

ｂ）QuilA、および

ｃ）Montamide

【請求項１４】  前記組換えタンパク質に効果的に関連したサイトカインをさら

に含むことを特徴とする請求項１２に記載のワクチン。

【請求項１５】  前記サイトカインが以下の群から選択されることを特徴とする

請求項１４に記載のワクチン。

ａ）インターロイキン－1β(IL－1β)

ｂ）顆粒球・マクロファージ・コロニー刺激因子(GM－CSF)

ｃ）γ－インターフェロン(γ－IFN)

ｄ）IL－1βタンパク質由来のアミノ酸であるVQGEESNDK、および

ｅ）E.canisに対する改善された免疫原性反応を誘発する、上述のサイトカイン

のうちの任意の部分

【請求項１６】  前記ワクチンが以下の群から選択された方法によってホストに

投与されることを特徴とする請求項１２に記載のワクチン。

ａ）筋肉注射、および

ｂ）静脈注射

【請求項１７】  前記ホストがイヌであることを特徴とする請求項１６に記載の

ワクチン。

【請求項１８】  T細胞エピトープが以下の群から選択されるタンパク質のアミ

ノ酸ペプチド断片を含むことを特徴とする、T細胞エピトープを含有する組換え

タンパク質を含む請求項５に記載のワクチン。

ａ）配列番号３で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質



(49) 特表２００３－５０５０８７

ｂ）配列番号５で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

ｃ）配列番号７の１～４４９で特定されるアミノ酸で示されるようなアミノ酸配

列を有するタンパク質

ｄ）配列番号９で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

ｅ）配列番号１１の１～３１のアミノ酸で示されるようなアミノ酸配列を有する

タンパク質

ｆ）配列番号１１の３３～１３９のアミノ酸で示されるようなアミノ酸配列を有

するタンパク質、および

ｇ）ポリペプチドが免疫反応を刺激するのに十分であることを特徴とする、上述

のアミノ酸配列から少なくとも１２アミノ酸数のポリペプチドをコード化する前

記組換えDNAの任意の部分

【請求項１９】  前記アミノ酸ペプチド断片が９～２０のアミノ酸を含むことを

特徴とする請求項１８に記載のワクチン。

【請求項２０】  免疫系の細胞を含む真核細胞へ内部移行することができるタン

パク質をコード化する組換えDNAをさらに含む、請求項１８に記載のワクチン。

【請求項２１】  前記タンパク質が、以下の群から選択されるトキシンを含む真

核細胞へ内部移行することができることを特徴とする請求項２０に記載のワクチ

ン。

ａ）気管支敗血症菌（Bordetella bronchiseptica）のアデニル酸シクラーゼの

組換え体、および

ｂ）緑膿菌（Pseudomonas aeruginosa）のエキソトキシンA(PE)組換え体

【請求項２２】  前記ワクチンが、以下の群から選択された方法によってホスト

に投与されることを特徴とする請求項１８に記載のワクチン。

ａ）筋肉注射、および

ｂ）皮下注射

【請求項２３】  前記ホストがイヌであることを特徴とする請求項２２に記載の

ワクチン。

【請求項２４】  以下の構成からなるE.canisに対するT細胞エピトープを同定す

る方法。
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ａ）タンパク質が以下の群から選択されることを特徴とする、タンパク質の全長

に渡る重複タンパク質断片の合成

i．配列番号３で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

ii．配列番号５で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

iii．配列番号７の１～４４９で特定されるアミノ酸で示されるようなアミノ酸

配列を有するタンパク質

iv．配列番号９で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

v．配列番号１１の１～３１で特定されるアミノ酸で示されるようなアミノ酸配

列を有するタンパク質

vi．配列番号１１の３３～１３９で特定されるアミノ酸で示されるようなアミノ

酸配列を有するタンパク質、および

vii．ポリペプチドが免疫反応を刺激するのに十分であることを特徴とする、上

述のアミノ酸配列から少なくとも１２アミノ酸数のポリペプチドをコード化する

前記組換えDNAの任意の部分

ｂ）前記ペプチド断片がホスト動物内において免疫反応を誘発するかどうかを決

定するためのペプチド断片の測定、および

ｃ）前記断片が免疫反応を誘発するかどうかをE.canisの前記T細胞エピトープと

しての前記ペプチド断片の同定

【請求項２５】  前記ペプチド断片が９～２０のアミノ酸を含むことを特徴とす

る請求項２４に記載の方法。

【請求項２６】  以下の構成からなるE.canisに対するワクチンを生成する方法

。

ａ）ベクター内に挿入された組換えDNAを発現することができるベクターの選択

ｂ）前記DNAが以下の群から選択されることを特徴とする、前記ベクターが適切

なホスト内に供給された場合に、組換えタンパク質として発現する前記ベクター

への組換えDNAの挿入

i．配列番号３で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化す

る組換えDNA

ii．配列番号５で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化す
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る組換えDNA

iii．配列番号７の１～４４９で特定されるアミノ酸で示されるようなアミノ酸

配列を有するタンパク質をコード化する組換えDNA

iv．配列番号９で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化す

る組換えDNA

v．配列番号１１の１～３１で特定されるアミノ酸で示されるようなアミノ酸配

列を有するタンパク質をコード化する組換えDNA

vi．配列番号１１の３３～１３９で特定されるアミノ酸で示されるようなアミノ

酸配列を有するタンパク質をコード化する組換えDNA、および

vii．ポリペプチドが免疫反応を刺激するのに十分であることを特徴とする、上

述のアミノ酸配列から少なくとも１２アミノ酸数のポリペプチドをコード化する

前記組換えDNAの任意の部分

【請求項２７】  前記DNAがさらにCpGモチーフをコード化するDNAを含むことを

特徴とする請求項２６に記載の方法。

【請求項２８】  前記DNAがさらに以下の群から選択されたプロモーターを含む

ことを特徴とする請求項２６に記載の方法。

ａ）サイトメガロウイルス(CMV)最初期プロモーター

ｂ）ヒト組織プラスミノーゲン活性化因子(t－PA）、および

ｃ）ヒト伸長因子α(EF－1α)のプロモーター／エンハンサー領域

【請求項２９】  前記ベクターが以下の群から選択されることを特徴とする、請

求項２６に記載の方法。

ａ）pcDNA3

ｂ）pC1

ｃ）VR1012、および

ｄ）VR1020

【請求項３０】  前記ウイルスが前記ホストに以下の群から選択される方法で挿

入されることを特徴とする請求項２６に記載の方法。

ａ）筋肉注射

ｂ）静脈注射、および
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ｃ）遺伝子銃による注射

【請求項３１】  前記ホストがイヌであることを特徴とする請求項３０に記載の

方法。

【請求項３２】  以下の構成からなる、E.canisに対するワクチンの生成方法。

ａ）ベクター内に挿入された組換えタンパク質を発現することができるベクター

の選択

ｂ）DNAが以下の群から選択されることを特徴とする、前記ベクターが細菌株内

で形質転換する場合に、組換えタンパク質が発現するような組換えDNAの前記ベ

クター内への挿入

i．配列番号３で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化す

る組換えDNA

ii．配列番号５で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化す

る組換えDNA

iii．配列番号７の１～４４９で特定されるアミノ酸で示されるようなアミノ酸

配列を有するタンパク質をコード化する組換えDNA

iv．配列番号９で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質をコード化す

る組換えDNA

v．配列番号１１の１～３１で特定されるアミノ酸で示されるようなアミノ酸配

列を有するタンパク質をコード化する組換えDNA

vi．配列番号１１の３３～１３９で特定されるアミノ酸で示されるようなアミノ

酸配列を有するタンパク質をコード化する組換えDNA、および

vii．ポリペプチドが免疫反応を刺激するのに十分であることを特徴とする、上

述のアミノ酸配列から少なくとも１２アミノ酸数のポリペプチドをコード化する

前記組換えDNAの任意の部分、および

ｃ）前記細菌株からの組換えタンパク質の回収

【請求項３３】  前記ワクチンが以下の群から選択されるアジュバンドをさらに

含むことを特徴とする請求項３２に記載の方法。

ａ）水酸化アルミニウム

ｂ）QuilA、および
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ｃ）Montamide

【請求項３４】  前記ワクチンが以下の群から選択されたプロモーターをさらに

含むことを特徴とする請求項３２に記載の方法。

ａ）tac

ｂ）T5、および

ｃ）T7

【請求項３５】  前記細菌株が、大腸菌（E.coli.）であることを特徴とする請

求項３２に記載の方法。

【請求項３６】  前記ベクターが以下の群から選択されることを特徴とする請求

項３２に記載の方法。

ａ）pREST

ｂ）pET

ｃ）pKK233－3

【請求項３７】  前記ワクチンが前記ワクチンに関連した操作性のサイトカイン

をさらに含むことを特徴とする請求項３２に記載の方法。

【請求項３８】  前記サイトカインが以下の群から選択されることを特徴とする

請求項３７に記載の方法。

ａ）インターロイキン－1β(IL－1β)

ｂ）顆粒球・マクロファージ・コロニー刺激因子(GM－CSF)

ｃ）γ－インターフェロン(γ－IFN)

ｄ）IL－1βタンパク質由来のアミノ酸であるVQGEESNDK、および

ｅ）E.canisに対する改善された免疫原性反応を誘発する、上述のサイトカイン

のうちの任意の部分

【請求項３９】  前記ワクチンが以下の群から選択される方法で前記ホストに注

入されることを特徴とする請求項３２に記載の方法。

ａ）筋肉注射

ｂ）静脈注射

【請求項４０】  前記ホストがイヌであることを特徴とする請求項３９に記載の

方法。
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【請求項４１】  以下の構成を含む、T細胞エピトープワクチンの生成方法。

ａ）T細胞エピトープが以下の群から選択されたタンパク質のペプチド断片を含

むことを特徴とする、T細胞エピトープを含む組換えタンパク質の選択

i．配列番号３で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

ii．配列番号５で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

iii．配列番号７の１～４４９で特定されるアミノ酸で示されるようなアミノ酸

配列を有するタンパク質

iv．配列番号９で示されるようなアミノ酸配列を有するタンパク質

v．配列番号１１の１～３１で特定されるアミノ酸で示されるようなアミノ酸配

列を有するタンパク質

vi．配列番号１１の３３～１３９で特定されるアミノ酸で示されるようなアミノ

酸配列を有するタンパク質、および

vii．ポリペプチドが免疫反応を刺激するのに十分であることを特徴とする、上

述のアミノ酸配列から少なくとも１２アミノ酸数のポリペプチドをコード化する

前記組換えDNAの任意の部分

ｂ）前記タンパク質からの前記T細胞エピトープの同定

ｃ）前記エピトープをタンパク質として発現することができる構築物内への前記

T細胞エピトープの取り込み

ｄ）前記タンパク質の回収

【請求項４２】  前記アミノ酸ペプチド断片が９～２０のアミノ酸を含むことを

特徴とする請求項４１に記載の方法。

【請求項４３】  前記エピトープを発現することができる前記構築物が、免疫系

の細胞を含む真核生物の細胞内に内部移行することができるタンパク質をコード

化する組換えDNAを含むことを特徴とする請求項４１に記載の方法。

【請求項４４】  真核生物の細胞内に内部移行することができる前記タンパク質

が以下の群から選択されるトキシンを含むことを特徴とする請求項４３に記載の

方法。

ａ）気管支敗血症菌（Bordetella bronchiseptica）のアデニル酸シクラーゼの

組換え体、および
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ｂ）緑膿菌（Pseudomonas aeruginosa）のエキソトキシンA(PE)組換え体

【請求項４５】  前記ワクチンが前記ホストに以下の群から選択される方法で注

入されることを特徴とする請求項４１に記載の方法。

ａ）筋肉注射、および

ｂ）静脈注射

【請求項４６】  前記ホストがイヌであることを特徴とする請求項４５に記載の

方法。
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【国際調査報告】
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