
(57)【要約】

イヌ伝染性呼吸器疾患に罹患したイヌの気道に存在する

イヌ呼吸器コロナウイルス（ＣＲＣＶ）であって、イヌ

腸性コロナウイルスとは低い程度の相同性であるが、ウ

シコロナウイルスのすべての系統（例えばQuebec及びLY

138）及びヒトコロナウイルスOC43系統と高い相同性を

持つもの。ＣＲＣＶのスパイク、ポリメラーゼ及び血球

凝集素／エステラーゼのｃＤＮＡ及びタンパクの部分配

列は図１から４、１３及び１４に示される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 コ ロ ナ ウ イ ル ス の ス パ イ ク （ Ｓ ） タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 で あ っ て 、 図 ４ に 示 さ れ る ア
ミ ノ 酸 配 列 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク と 少 な く と も ７ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 を 有 し 、 表
１ に 示 す イ ヌ 呼 吸 器 コ ロ ナ ウ イ ル ス （ Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ） 特 異 的 な ア ミ ノ 酸 の 少 な く と も １ を 有 す
る 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス の ス パ イ ク （ Ｓ ） タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 。
【 請 求 項 ２ 】
　 図 ４ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る コ ロ ナ ウ イ ル ス の Ｓ タ ン パ ク 、 ま た は そ の 変 体 で あ っ
て 図 ４ に 示 す 配 列 と 少 な く と も ９ ７ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 持 つ 変 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 コ ロ ナ ウ イ ル ス の ポ リ メ ラ ー ゼ （ ｐ ｏ ｌ ） タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 で あ っ て 、 Ｂ Ｃ Ｖ の
ｐ ｏ ｌ タ ン パ ク と 少 な く と も ９ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 を 有 し 、 Ｂ Ｃ Ｖ ゲ ノ ム （ ア ク セ
ス 番 号 Ｓ Ｗ Ａ Ｌ Ｌ ： Ｑ ９ １ Ａ ２ ９ ） の ４ ９ ７ ５ 番 に 相 当 す る 位 置 に ア ミ ノ 酸 Ｅ を 有 す る 、
コ ロ ナ ウ イ ル ス の ポ リ メ ラ ー ゼ （ ｐ ｏ ｌ ） タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 。
【 請 求 項 ４ 】
　 図 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス の ｐ ｏ ｌ タ ン パ ク 。
【 請 求 項 ５ 】
　 コ ロ ナ ウ イ ル ス の 血 球 凝 集 素 ／ エ ス テ ラ ー ゼ （ Ｈ Ｅ ） タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 で あ っ て
、 Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク と 少 な く と も ９ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 持 ち 、 Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン
パ ク （ GenBankア ク セ ス 番 号 Ａ Ｆ ０ ５ ８ ９ ４ ２ ） の ２ ３ ５ 番 の Ｆ 、 ２ ４ ２ 番 の Ｎ 、 ２ ５ ３
番 の Ｌ の う ち の １ 以 上 を 有 す る 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス の 血 球 凝 集 素 ／ エ ス テ ラ ー ゼ （ Ｈ Ｅ ） タ
ン パ ク ま た は そ の 断 片 。
【 請 求 項 ６ 】
　 図 １ ４ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る コ ロ ナ ウ イ ル ス の Ｈ Ｅ タ ン パ ク 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 １ か ら ６ の い ず れ か に 記 載 の タ ン パ ク を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ
の 相 補 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 図 ３ に 示 す 核 酸 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
　 図 １ に 示 す 核 酸 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 図 １ ３ に 示 す 核 酸 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 ７ か ら １ ０ の 何 れ か に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 １ １ に 記 載 の ベ ク タ ー を 有 す る 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 １ １ に 記 載 の ベ ク タ ー に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク を 得 る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項
１ ２ に 記 載 の 宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ と と 、 前 記 宿 主 細 胞 で 前 記 タ ン パ ク を 発 現 さ せ る こ と
と 、 前 記 タ ン パ ク を 精 製 す る こ と 、 を 有 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 得 る こ と の で き る タ ン パ ク 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 ベ ク タ ー は 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 作 用 す る よ う に 結 合 さ れ た 真 核 生 物 の プ ロ モ ー
タ ー を 有 す る 発 現 ベ ク タ ー で あ り 、 前 記 宿 主 細 胞 は 真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １
２ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 ７ ま た は ８ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ る グ リ コ シ ル 化 Ｓ タ ン パ
ク を 得 る 方 法 で あ っ て 、 前 記 方 法 は 請 求 項 １ ５ の 宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ と 、 前 記 宿 主 細 胞

10

20

30

40

50

(2) JP 2005-533513 A 2005.11.10



に お い て 前 記 タ ン パ ク を 発 現 さ せ る こ と と 、 前 記 タ ン パ ク を 精 製 す る こ と 、 を 有 す る 方 法
。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 得 る こ と の で き る グ リ コ シ ル 化 Ｓ タ ン パ ク 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 抗 体 を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、 （ ｉ ） 動 物 に お い て 請 求 項 １ 、 ２ 、 １ ４ 及 び
１ ７ の い ず れ か に 記 載 の Ｓ タ ン パ ク に 対 す る 免 疫 応 答 を 起 こ さ せ て 、 前 記 動 物 ま た は 前 記
動 物 由 来 の 不 死 細 胞 か ら 抗 体 を 調 製 す る こ と 、 ま た は （ ｉ ｉ ） 請 求 項 １ 、 ２ 、 １ ４ 及 び １
７ の い ず れ か に 記 載 の Ｓ タ ン パ ク を 用 い て 抗 体 デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ か ら 抗 体 を 選 択 す
る こ と 、 を 有 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 抗 体 の ア フ ィ ニ テ ィ ー が Ｂ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク よ り も Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク に 対 し て
強 い か ど う か を 判 別 す る こ と を さ ら に 有 す る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー が Ｂ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク に 対 す る ア フ ィ ニ
テ ィ ー よ り も 強 い 、 請 求 項 １ ８ ま た は １ ９ 記 載 の 方 法 に よ り 得 る こ と の で き る 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ
抗 体 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 抗 体 を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、 （ ｉ ） 動 物 に お い て 請 求 項 ５ ま た は ６ に 記 載
の Ｈ Ｅ タ ン パ ク に 対 す る 免 疫 応 答 を 起 こ さ せ て 、 前 記 動 物 ま た は 前 記 動 物 由 来 の 不 死 細 胞
か ら 抗 体 を 調 製 す る こ と 、 ま た は （ ｉ ｉ ） 請 求 項 ５ ま た は ６ に 記 載 の Ｈ Ｅ タ ン パ ク を 用 い
て 抗 体 デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ か ら 抗 体 を 選 択 す る こ と 、 を 有 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 抗 体 の ア フ ィ ニ テ ィ ー が Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク よ り も Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク に 対
し て 強 い か ど う か を 判 別 す る こ と を さ ら に 有 す る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー が Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク に 対 す る ア フ
ィ ニ テ ィ ー よ り も 強 い 、 請 求 項 ２ １ ま た は ２ ２ 記 載 の 方 法 に よ り 得 る こ と の で き る 抗 Ｃ Ｒ
Ｃ Ｖ 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 イ ヌ が Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 曝 さ れ た か ど う か を 判 別 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 前 記 イ ヌ か ら 好 適 な 試 料 を 得 る こ と と 、
　 （ ｂ ） 前 記 試 料 中 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 抗 体 を 特 定 す る こ と 、
を 有 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 抗 体 は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 、 Ｂ Ｃ Ｖ 、 ヒ ト コ ロ ナ ウ イ ル ス （ Ｈ Ｃ Ｖ ） ま た は 赤 血 球
凝 集 性 脳 脊 髄 炎 ウ イ ル ス の 抗 原 を 用 い て 検 出 さ れ る 、 請 求 項 ２ ４ ま た は ２ ５ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 好 適 な 試 料 は 血 清 、 唾 液 、 気 管 洗 液 及 び 細 気 管 支 洗 液 な ど の 抗 体 を 含 有 す る 試 料 で
あ り 、 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 抗 体 の 特 定 す る こ と は Ｂ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク (AF058942)、 Ｈ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン
パ ク (L14643)、 ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク （ 図 ４ ） と 少 な く と も ７ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同
性 を 持 つ Ｓ タ ン パ ク も し く は そ の 断 片 を 持 つ コ ロ ナ ウ イ ル ス に 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 を 特
定 す る こ と を 有 す る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 抗 体 を 特 定 す る こ と は Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク (AF058942)、 Ｈ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン
パ ク (M76373)、 ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク （ 図 １ ４ ） と 少 な く と も ９ ０ ％ の ア ミ ノ 酸
相 同 性 を 持 つ Ｈ Ｅ タ ン パ ク も し く は そ の 断 片 を 持 つ コ ロ ナ ウ イ ル ス に 選 択 的 に 結 合 す る 抗
体 を 特 定 す る こ と を 有 す る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
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　 前 記 好 適 な 試 料 は 抗 体 を 含 有 す る 試 料 で あ り 、 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 抗 体 を 特 定 す る こ と は 請 求 項
１ 、 ２ 、 １ １ 及 び １ ４ の い ず れ か に 記 載 の Ｓ タ ン パ ク ま た は 請 求 項 ５ も し く は ６ に 記 載 の
Ｈ Ｅ タ ン パ ク に 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 を 特 定 す る こ と を 有 す る 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 好 適 な 試 料 は 、 肺 洗 液 、 気 管 洗 液 、 扁 桃 腺 の 綿 棒 採 取 標 本 ま た は イ ヌ の 気 道 か ら 得
た 生 検 も し く は 死 後 の 試 料 で あ る 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ を 特 定 す る こ と は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の 核 酸 構 成 物 を 特 定 す る こ と を 有 す る 、 請 求 項 ２ ９
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の 核 酸 構 成 物 を 特 定 す る こ と は 前 記 Ｂ Ｃ Ｖ ゲ ノ ム (AF058942)と 非 常 に ス ト リ ン
ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 特 定 す る こ と を 有 す る 、 請 求 項
３ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ を 特 定 す る こ と は 請 求 項 ７ か ら １ ０ の い ず れ か に 規 定 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 特 定 す る こ と を 有 す る 、 請 求 項 ３ ０ ま た は ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ を 特 定 す る こ と は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の タ ン パ ク 構 成 物 を 特 定 す る こ と を 有 す る 、 請 求 項
２ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の タ ン パ ク 構 成 物 を 特 定 す る こ と は 請 求 項 １ 、 ２ 、 ５ 、 ６ 、 １ １ 及 び １ ４ の い
ず れ か に 記 載 の タ ン パ ク を 特 定 す る こ と を 有 す る 、 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の タ ン パ ク 構 成 物 を 特 定 す る こ と は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ と 反 応 す る 抗 体 を 用 い る こ と を 有
す る 、 請 求 項 ３ ３ ま た は ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 反 応 す る 抗 体 は 抗 Ｂ Ｃ Ｖ 抗 体 、 抗 Ｈ Ｃ Ｖ 抗 体 、 ま た は 請 求 項 ２ ０ ま た は
２ ３ に 記 載 の 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ 抗 体 を 検 出 す る た め の 免 疫 吸 着 検 定 法 で あ っ て 、
　 請 求 項 １ 、 ２ 、 １ ４ 及 び １ ７ の い ず れ か に 記 載 さ れ る Ｓ タ ン パ ク ま た は 抗 原 性 の あ る そ
の 断 片 で コ ー ト さ れ た 固 相 で あ っ て 、 前 記 固 相 に 曝 さ れ た 試 料 中 の 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ 抗 体 は
前 記 タ ン パ ク に 結 合 す る 固 相 と 、
　 前 記 固 相 に 結 合 し た 前 記 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 抗 体 と 結 合 す る 検 出 可 能 な 標 識 複 合 体 、
を 有 す る 検 定 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ 抗 体 を 検 出 す る た め の 免 疫 吸 着 法 で あ っ て 、
　 請 求 項 ５ ま た は ６ に 記 載 さ れ る Ｈ Ｅ タ ン パ ク ま た は 抗 原 性 の あ る そ の 断 片 で コ ー ト さ れ
た 固 相 で あ っ て 、 前 記 固 相 に 曝 さ れ た 試 料 中 の 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ 抗 体 は 前 記 タ ン パ ク に 結
合 す る 固 相 と 、
　 前 記 固 相 に 結 合 し た 前 記 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 抗 体 と 結 合 す る 検 出 可 能 な 標 識 複 合 体
を 有 す る 検 定 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 固 相 は マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル で あ る 、 請 求 項 ３ ７ ま た は ３ ８ に 記 載 の 免 疫 吸 着 検
定 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 複 合 体 は 抗 イ ヌ 抗 体 を 有 す る 、 請 求 項 ３ ７ ま た は ３ ８ に 記 載 の 免 疫 吸 着 検 定 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 前 記 複 合 体 は 酵 素 を 有 す る 、 請 求 項 ３ ７ か ら ４ ０ の い ず れ か に 記 載 の 免 疫 吸 着 検 定 法 。
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【 請 求 項 ４ ２ 】
　 前 記 酵 素 は ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で あ る 、 請 求 項 ４ １ に 記 載 の 免 疫 吸 着
検 定 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 酵 素 の 基 質 を さ ら に 有 す る 、 請 求 項 ４ １ ま た は ４ ２ に 記 載 の 免 疫 吸 着 検 定 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 請 求 項 １ 、 ２ 、 １ ４ 及 び １ ７ の い ず れ か に 記 載 の Ｓ タ ン パ ク ま た は 抗 原 性 の あ る そ の 断
片 を 付 着 さ せ た 、 液 体 試 料 か ら 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ 抗 体 を 捉 え る た め の 固 体 基 質 で あ っ て 、 前
記 固 体 基 質 に 曝 さ れ た 試 料 中 の 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ 抗 体 は 前 記 Ｓ タ ン パ ク に 結 合 す る 、 固 体 基
質 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 請 求 項 ５ ま た は ６ に 記 載 の Ｈ Ｅ タ ン パ ク ま た は 抗 原 性 の あ る そ の 断 片 を 付 着 さ せ た 、 液
体 試 料 か ら 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ 抗 体 を 捉 え る た め の 固 体 基 質 で あ っ て 、 前 記 固 体 基 質 に 曝 さ
れ た 試 料 中 の 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ 抗 体 は 前 記 Ｈ Ｅ タ ン パ ク に 結 合 す る 、 固 体 基 質 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 前 記 固 体 基 質 は マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル で あ る 、 請 求 項 ４ ４ ま た は ４ ５ に 記 載 の 固 体 基
質 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 イ ヌ に 免 疫 す る た め の ワ ク チ ン 構 成 物 で あ っ て 、 Ｂ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク と 少 な く と も ７ ５
％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 有 す る Ｓ タ ン パ ク を 持 つ コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 ま た は Ｂ Ｃ Ｖ タ ン パ ク と
少 な く と も ７ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 持 つ コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク も し く は 免 疫 原 性 の あ
る そ の 断 片 、 ま た は 前 記 コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク を コ ー ド す る 核 酸 も し く は 免 疫 原 性 の あ
る そ の 断 片 を 有 す る 、 ワ ク チ ン 構 成 物 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 前 記 コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク は Ｂ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｅ Ｖ も し く は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ タ ン パ ク 、 ま
た は そ の 改 変 物 で あ る 、 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の ワ ク チ ン 構 成 物 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 前 記 コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク は Ｓ タ ン パ ク で あ る 、 請 求 項 ４ ７ ま た は ４ ８ に 記 載 の ワ ク
チ ン 構 成 物 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の ワ ク チ ン 構 成 物 で あ っ て 、 請 求 項 １ 、 ２ 、 １ ４ ま た は １ ７ の い ず れ
か に 記 載 の Ｓ タ ン パ ク 、 ま た は Ｂ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク 、 ま た は Ｈ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク 、 ま た は
Ｈ Ｅ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク 、 ま た は 免 疫 原 性 の あ る そ の 断 片 を 有 す る 、 ワ ク チ ン 構 成 物 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 前 記 コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク は 血 球 凝 集 素 － エ ス テ ラ ー ゼ タ ン パ ク （ Ｈ Ｅ ） ま た は 膜 内
在 タ ン パ ク （ Ｍ ） で あ る 、 請 求 項 ４ ７ ま た は ４ ８ に 記 載 の ワ ク チ ン 構 成 物 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 請 求 項 ５ １ に 記 載 の ワ ク チ ン 構 成 物 で あ っ て 、 前 記 Ｈ Ｅ タ ン パ ク は 請 求 項 ５ ま た は ６ に
規 定 さ れ る Ｈ Ｅ タ ン パ ク 、 Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク 、 Ｈ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク 、 ま た は 免 疫 原
性 の あ る そ れ ら の 断 片 で あ る 、 ワ ク チ ン 構 成 物 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 前 記 ウ イ ル ス は Ｂ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｅ Ｖ 及 び Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 、 ま た は そ れ ら の 改 変 物 か ら 選 択
さ れ る 、 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の ワ ク チ ン 構 成 物 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 医 薬 と し て 使 用 可 能 な ア ジ ュ バ ン ト を さ ら に 有 す る 、 請 求 項 ４ ７ か ら ５ ３ の い ず れ か に
記 載 の ワ ク チ ン 構 成 物 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 請 求 項 ４ ７ か ら ５ ５ の い ず れ か に 記 載 の ワ ク チ ン 構 成 物 で あ っ て 、
　 （ ａ ） イ ヌ に お い て イ ヌ パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス （ Ｃ Ｐ Ｉ Ｖ ） に 対 す る 免 疫 応 答 を
起 こ す こ と の で き る 試 薬 、
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　 （ ｂ ） イ ヌ に お い て イ ヌ ア デ ノ ウ イ ル ス ２ 型 （ Ｃ Ａ Ｖ － ２ ） に 対 す る 免 疫 応 答 を 起 こ す
こ と の で き る 試 薬 、
　 （ ｃ ） イ ヌ に お い て イ ヌ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス （ Ｃ Ｈ Ｖ ） に 対 す る 免 疫 応 答 を 起 こ す こ と の
で き る 試 薬 、
　 （ ｄ ） イ ヌ に お い て Bordetella bronchiseptica (B. bronchiseptica)に 対 す る 免 疫 応
答 を 起 こ す こ と の で き る 試 薬 、
の い ず れ か １ 以 上 を さ ら に 有 す る ワ ク チ ン 構 成 物 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 イ ヌ に お け る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 対 す 免 疫 応 答 を 刺 激 す る た め の 薬 剤 の 調 製 に お け る 使 用 で あ っ
て 、 （ ｉ ） Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク と 少 な く と も ７ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 有 す る Ｓ タ ン パ
ク を 持 つ コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 ま た は （ ｉ ｉ ） Ｂ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク と 少 な く と も ７ ５ ％ の ア ミ
ノ 酸 相 同 性 を 有 す る Ｓ タ ン パ ク を 持 つ コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 ま た は （ ｉ ｉ ｉ ） Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ
タ ン パ ク と 少 な く と も ９ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 有 す る Ｈ Ｅ タ ン パ ク を 持 つ コ ロ ナ ウ イ ル
ス 、 ま た は （ ｉ ｖ ） Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク と 少 な く と も ９ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 有 す る
Ｈ Ｅ タ ン パ ク を 持 つ コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 ま た は （ ｖ ） Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ タ ン パ ク と 少 な く と も ７ ５ ％
の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 持 つ コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク も し く は 免 疫 原 性 の あ る そ の 断 片 、 ま た
は （ ｖ ｉ ） Ｂ Ｃ Ｖ タ ン パ ク と 少 な く と も ７ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 持 つ コ ロ ナ ウ イ ル ス タ
ン パ ク も し く は 免 疫 原 性 の あ る そ の 断 片 、 ま た は （ ｖ ｉ ｉ ） 前 記 コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク
を コ ー ド す る 核 酸 も し く は 免 疫 原 性 の あ る そ の 断 片 、 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 イ ヌ に お け る 呼 吸 器 疾 患 の 予 防 の た め の 薬 剤 の 調 製 に お け る 使 用 で あ っ て 、 （ ｉ ） Ｃ Ｒ
Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク と 少 な く と も ７ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 有 す る Ｓ タ ン パ ク を 持 つ コ ロ ナ
ウ イ ル ス 、 ま た は （ ｉ ｉ ） Ｂ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク と 少 な く と も ７ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 有
す る Ｓ タ ン パ ク を 持 つ コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 ま た は （ ｉ ｉ ｉ ） Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク と 少 な
く と も ９ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 有 す る Ｈ Ｅ タ ン パ ク を 持 つ コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 ま た は （ ｉ
ｖ ） Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク と 少 な く と も ９ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 有 す る Ｈ Ｅ タ ン パ ク を
持 つ コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 ま た は （ ｖ ） Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ タ ン パ ク と 少 な く と も ７ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同
性 を 持 つ コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク も し く は 免 疫 原 性 の あ る そ の 断 片 、 ま た は （ ｖ ｉ ） Ｂ Ｃ
Ｖ タ ン パ ク と 少 な く と も ７ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 持 つ コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク も し く は
免 疫 原 性 の あ る そ の 断 片 、 ま た は （ ｖ ｉ ｉ ） 前 記 コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク を コ ー ド す る 核
酸 も し く は 免 疫 原 性 の あ る そ の 断 片 、 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 前 記 コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク は Ｂ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｅ Ｖ も し く は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ タ ン パ ク 、 ま
た は そ れ ら の 改 変 物 で あ る 、 請 求 項 ５ ６ ま た は ５ ７ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 前 記 コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク は Ｓ タ ン パ ク で あ る 、 請 求 項 ５ ６ か ら ５ ８ の い ず れ か に 記
載 の 使 用 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 前 記 Ｓ タ ン パ ク は 請 求 項 １ 、 ２ 、 １ ４ 及 び １ ７ の い ず れ か に 記 載 の Ｓ タ ン パ ク 、 Ｂ Ｃ Ｖ
の Ｓ タ ン パ ク 、 Ｈ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク 、 ま た は 免 疫 原 性 の あ る そ れ ら の 断 片 で あ る 、 請 求 項
５ ９ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 前 記 コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク は Ｈ Ｅ ま た は Ｍ で あ る 、 請 求 項 ５ ６ か ら ５ ８ の い ず れ か に
記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 前 記 Ｈ Ｅ タ ン パ ク は 請 求 項 ５ ま た は ６ に 記 載 の Ｈ Ｅ タ ン パ ク 、 Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク 、
Ｈ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク 、 ま た は 免 疫 原 性 の あ る そ れ ら の 断 片 で あ る 、 請 求 項 ６ １ に 記 載 の
使 用 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 前 記 ウ イ ル ス は Ｂ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｅ Ｖ 及 び Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は そ れ ら の 改 変 物 か ら 選 択 さ
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れ る 、 請 求 項 ５ ６ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 医 薬 と し て の 使 用 の た め の 、 請 求 項 １ 、 ２ 、 １ ４ 及 び １ ７ の い ず れ か に 記 載 の Ｓ タ ン パ
ク 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 医 薬 と し て の 使 用 の た め の 、 請 求 項 ５ ま た は ６ に 記 載 の Ｈ Ｅ タ ン パ ク 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 対 し て イ ヌ を 免 疫 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 イ ヌ に 請 求 項 ４ ７ か ら ５ ４ に 記 載
の い ず れ か に 記 載 の ワ ク チ ン 構 成 物 を 投 与 す る こ と を 有 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 イ ヌ の 間 で の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の 蔓 延 と 戦 う 方 法 で あ っ て 、 イ ヌ が Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 感 染 し て い る か ど
う か を 請 求 項 ２ ４ か ら ３ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 に よ っ て 判 別 す る こ と と 、 前 記 イ ヌ が
Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 感 染 し て い る の で あ れ ば 前 記 イ ヌ を 隔 離 す る こ と を 有 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 イ ヌ の 間 で の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の 蔓 延 と 戦 う 方 法 で あ っ て 、 イ ヌ が Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 感 染 し て い る か ど
う か を 請 求 項 ２ ４ か ら ３ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 に よ っ て 判 別 す る こ と と 、 前 記 イ ヌ が
Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 感 染 し て い る の で あ れ ば 前 記 イ ヌ と 接 し て い た 、 接 し て い る 、 ま た は 接 し て い
る か も し れ な い 他 の イ ヌ に 予 防 接 種 す る こ と 、 を 有 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 イ ヌ に お い て イ ヌ 伝 染 性 呼 吸 器 疾 患 （ Ｃ Ｉ Ｒ Ｄ ） を 予 防 す る こ と が で き る 試 験 ワ ク チ ン
を 特 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 請 求 項 ２ ４ か ら ３ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 に よ っ て イ ヌ が Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 曝 さ れ た
か ど う か 判 別 す る こ と と 、
　 （ ｂ ） 前 記 イ ヌ が Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 曝 さ れ て い な か っ た の で あ れ ば 前 記 イ ヌ に 前 記 テ ス ト ワ ク
チ ン を 投 与 す る こ と と 、
　 （ ｃ ） 前 記 イ ヌ に Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ を 接 種 す る こ と と 、
　 （ ｄ ） 前 記 イ ヌ が Ｃ Ｉ Ｒ Ｄ を 発 症 す る か ど う か を 判 別 す る こ と 、
を 有 し 、 前 記 工 程 （ ｄ ） に お い て Ｃ Ｉ Ｒ Ｄ が 確 認 さ れ な い こ と に よ っ て 前 記 テ ス ト ワ ク チ
ン が Ｃ Ｉ Ｒ Ｄ を 予 防 す る こ と が で き る こ と を 示 唆 さ れ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 請 求 項 ６ ９ に 記 載 の 方 法 に よ り 特 定 さ れ る ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 挿 入 部 分 が Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 分 を 含 む プ ラ ス ミ ド を 含 有 す る Spike D-1 CR
CV系 統 の 大 腸 菌 で あ っ て 、 ２ ０ ０ ２ 年 ７ 月 ２ ５ 日 に ザ ロ イ ヤ ル ヴ ェ テ リ ネ リ カ レ ッ ジ に よ
り Ｎ Ｃ Ｉ Ｍ Ｂ に 寄 託 さ れ た ア ク セ ス 番 号 Ｎ Ｃ Ｉ Ｍ Ｂ ４ １ １ ４ ６ の 大 腸 菌 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 ２ ０ ０ ２ 年 ７ 月 ２ ５ 日 に ザ ロ イ ヤ ル ヴ ェ テ リ ネ リ カ レ ッ ジ に よ り Ｎ Ｃ Ｉ Ｍ Ｂ に 寄 託 さ れ
た ア ク セ ス 番 号 Ｎ Ｃ Ｉ Ｍ Ｂ ４ １ １ ４ ６ で あ る Spike D-1 CRCV系 統 の 大 腸 菌 に 含 ま れ る プ ラ
ス ミ ド 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 請 求 項 ３ ７ か ら ４ ３ の い ず れ か に 記 載 の 免 疫 吸 着 検 定 法 の た め の キ ッ ト で あ っ て 、 固 相
と 、 固 相 を コ ー テ ィ ン グ す る た め の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 の Ｓ タ ン パ ク 及 び ／ ま た は Ｃ Ｒ
Ｃ Ｖ 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 の Ｈ Ｅ タ ン パ ク と 、 検 出 可 能 な 標 識 複 合 体 と を 有 す る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 前 記 固 相 は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 有 す る 、 請 求 項 ７ ３ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 前 記 検 出 可 能 な 標 識 複 合 体 は 抗 イ ヌ 抗 体 を 有 す る 、 請 求 項 ７ ３ ま た は ７ ４ に 記 載 の キ ッ
ト 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 前 記 検 出 可 能 な 標 識 複 合 体 は 酵 素 を 有 す る 、 請 求 項 ７ ３ ま た は ７ ４ に 記 載 の キ ッ ト 。
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【 請 求 項 ７ ７ 】
　 前 記 酵 素 に 対 す る 基 質 を さ ら に 有 す る 請 求 項 ７ ６ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク 抗 体 及 び ／ ま た は 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク 抗 体 を 含 有 す る ポ
ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル 試 料 を さ ら に 有 す る 、 請 求 項 ７ ３ か ら ７ ７ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ
ト 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 イ ヌ を Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 対 し て 受 動 的 に 免 疫 す る 方 法 で あ っ て 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ と 反 応 す る 抗 体 を 前
記 イ ヌ に 投 与 す る こ と を 有 す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 前 記 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ と 反 応 す る 抗 体 は 抗 Ｂ Ｃ Ｖ 抗 体 、 抗 Ｈ Ｃ Ｖ 抗 体 、 ま た は 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 抗 体 を
有 す る 、 請 求 項 ７ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 前 記 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ と 反 応 す る 抗 体 は 抗 Ｓ タ ン パ ク 抗 体 ま た は 抗 Ｈ Ｅ タ ン パ ク 抗 体 を 有 す る 、
請 求 項 ７ ９ ま た は ８ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 前 記 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ と 反 応 す る 抗 体 は 請 求 項 ２ ０ か ら ２ ３ の 何 れ か に 記 載 の 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 抗 体 を
有 す る 、 請 求 項 ７ ９ か ら ８ １ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 イ ヌ を Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 対 し て 受 動 的 に 免 疫 す る 薬 剤 の 調 製 に お け る 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ と 反 応 す る 抗
体 の 使 用 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 前 記 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ と 反 応 す る 抗 体 は 抗 Ｂ Ｃ Ｖ 抗 体 、 抗 Ｈ Ｃ Ｖ 抗 体 、 ま た は 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 抗 体 で
あ る 、 請 求 項 ８ ３ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 前 記 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ と 反 応 す る 抗 体 は 抗 Ｓ タ ン パ ク 抗 体 ま た は 抗 Ｈ Ｅ タ ン パ ク 抗 体 で あ る 、 請
求 項 ８ ３ ま た は ８ ４ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 前 記 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ と 反 応 す る 抗 体 は 請 求 項 ２ ０ か ら ２ ３ の い ず れ か に 記 載 の 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 抗 体
を 有 す る 、 請 求 項 ８ ３ か ら ８ ５ の い ず れ か に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 Ｃ Ｉ Ｒ Ｄ の 診 断 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 ２ ４ か ら ３ ６ の い ず れ か に 規 定 さ れ る 方 法 に よ っ
て イ ヌ が Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 曝 さ れ た か ど う か を 判 別 す る こ と を 有 す る 、 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 生 物 材 料 に 関 し 、 特 に イ ヌ 感 染 性 呼 吸 器 疾 患 の イ ヌ が 持 つ イ ヌ 呼 吸 器 コ ロ ナ ウ
イ ル ス に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 イ ヌ 感 染 性 呼 吸 器 疾 患 （ Ｃ Ｉ Ｒ Ｄ ） は 、 救 助 施 設 （ re-homing center） や 宿 泊 所 ま た は
訓 練 施 設 な ど の 過 密 な 状 況 で 飼 育 さ れ る イ ヌ に よ く 見 ら れ る 高 い 伝 染 性 を 有 す る 病 気 で あ
る 。 多 く の イ ヌ は 弱 い 咳 の み を 呈 し 短 期 間 で 回 復 す る が 、 中 に は 重 い 気 管 支 炎 に 発 展 す る
場 合 も あ る （ Appel and Binn, 1987） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 Ｃ Ｉ Ｒ Ｄ の 病 因 は 多 岐 に わ た る と 考 え ら れ て お り 、 数 種 の ウ イ ル ス や バ ク テ リ ア が 含 ま
れ る 。 感 染 性 の あ る 、 Ｃ Ｉ Ｒ Ｄ の 原 因 と な る 主 な 病 原 体 と し て は 、 イ ヌ パ ラ イ ン フ ル エ ン
ザ ウ イ ル ス （ Ｃ Ｐ Ｉ Ｖ ） （ Binn et al., 1967） 、 イ ヌ ア デ ノ ウ イ ル ス ２ 型 （ Ｃ Ａ Ｖ － ２
） （ Ditchfield et al., 1962） 、 及 び バ ク テ リ ア の Bordetella bronchiseptica（ Bemis 
et al., 1977, Keil et al., 1998） が 考 え ら れ て い る 。 ま た 、 イ ヌ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、
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ヒ ト レ オ ウ イ ル ス 及 び マ イ コ プ ラ ズ マ 類 が Ｃ Ｉ Ｒ Ｄ の 症 状 を 示 す イ ヌ か ら 単 離 さ れ て い る
（ Karpas et al., 1968, Lou and Wenner 1963, Randolph et al., 1993） 。 ス ト レ ス 等
の そ の 他 の 要 素 も ま た 重 要 と な る か も し れ な い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Ｃ Ｉ Ｒ Ｄ が 致 命 的 と な る こ と は 希 で あ る が 、 Ｃ Ｉ Ｒ Ｄ に よ り 相 当 な 治 療 費 用 が か か る だ
け で な く 、 イ ヌ が 救 助 施 設 か ら 家 に 戻 る の が 遅 く な っ た り 、 訓 練 施 設 で の ス ケ ジ ュ ー ル が
乱 れ た り す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 こ の 病 気 に 関 す る 病 原 体 の い く つ か 、 す な わ ち Ｃ Ｐ Ｉ Ｖ 及 び Ｃ Ａ Ｖ － ２ 並 び に Bordetel
la bronchisepticaに つ い て は 、 ワ ク チ ン が 利 用 可 能 で あ る 。 し か し な が ら 、 こ う し た ワ
ク チ ン の 利 用 に も か か わ ら ず 、 Ｃ Ｉ Ｒ Ｄ は 依 然 と し て 世 界 規 模 で 飼 育 施 設 に お い て 流 行 し
て い る 。 こ れ は 、 お そ ら く ワ ク チ ン が Ｃ Ｉ Ｒ Ｄ に 含 ま れ る す べ て の 病 原 体 に 対 す る 予 防 作
用 を も た ら す も の で は な い た め と 考 え ら れ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 我 々 は 、 特 有 な 呼 吸 器 疾 患 の 経 歴 が あ る 大 規 模 な イ ヌ 飼 育 施 設 に お い て 新 規 な コ ロ ナ ウ
イ ル ス を 発 見 し 、 イ ヌ 呼 吸 器 コ ロ ナ ウ イ ル ス （ Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ） と 命 名 し た 。 そ し て 、 こ の ウ イ
ル ス が Ｃ Ｉ Ｒ Ｄ に 関 連 す る こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 コ ロ ナ ウ イ ル ス 科 の フ ァ ミ リ ー の い く つ か は 、 ヒ ト 、 ウ シ 、 ブ タ 及 び 家 禽 の 呼 吸 器 疾 患
の 原 因 と な る こ と が 知 ら れ て い る （ Makela et al., 1998, Pensaert et al., 1986, Ignj
atovic and Sapats 2000） 。 例 え ば 、 ウ シ 呼 吸 器 コ ロ ナ ウ イ ル ス は 多 因 性 の 呼 吸 器 疾 患 で
あ る ウ シ の 輸 送 熱 に 関 連 し て い る （ Storz et al., 2000） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 し か し な が ら 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス は Ｃ Ｉ Ｒ Ｄ の 病 因 の 一 因 と し て 疑 わ れ て い な か っ た 。 実
際 、 た っ た ひ と つ の 例 外 を 除 い て 、 イ ヌ コ ロ ナ ウ イ ル ス は 腸 性 ウ イ ル ス で あ り 、 主 に 若 い
イ ヌ に お け る 急 性 の 下 痢 の 原 因 で あ る と 報 告 さ れ て い る （ 例 え ば Tennant et al., 1993）
。 大 規 模 な イ ヌ 呼 吸 器 疾 患 に 関 連 す る ウ イ ル ス の 研 究 に お い て 、 Binnら (1979)は 一 匹 の イ
ヌ の 肺 か ら イ ヌ コ ロ ナ ウ イ ル ス を し た が 、 そ の イ ヌ は Ｓ Ｖ ５ 及 び イ ヌ ア デ ノ ウ イ ル ス ２ 型
に も 感 染 し て お り 、 イ ヌ コ ロ ナ ウ イ ル ス の 他 に ２ 種 の ウ イ ル ス を 伴 っ て い た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 イ ギ リ ス で は 、 神 経 、 腸 性 、 肝 臓 及 び 呼 吸 器 等 の 疾 患 の 原 因 と な る 種 々 の 病 原 体 に 対 す
る ３ ０ ～ ４ ０ の イ ヌ ワ ク チ ン が 市 販 さ れ て い る 。 こ れ ら の ワ ク チ ン の ほ と ん ど は 、 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 、 イ ヌ パ ラ イ ン フ ル エ ン
ザ ウ イ ル ス 、 並 び に Leptospira canicola及 び L. icterohaemorrhagiaeな ど の 微 生 物 試 薬
を 含 有 し て い る 。 こ れ ら の ワ ク チ ン の い ず れ も イ ヌ コ ロ ナ ウ イ ル ス を 含 有 し て い な い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 イ ヌ 呼 吸 器 疾 患 に 用 い ら れ る イ ヌ ワ ク チ ン は 、 “ ケ ン ネ ル コ フ ” 用 の ワ ク チ ン と し て 市
販 さ れ て い る （ 下 記 参 照 ） 。 そ う し た ワ ク チ ン は す べ て “ ケ ン ネ ル コ フ ” に 関 連 す る バ ク
テ リ ア で あ る Bordetella bronchisepticumを 含 有 し て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 Coyne M.J. 及 び  May S.W., (1995)は 、 著 書 "Considerations in using a canine coro
navirus vaccine" (published as a Pfizer Technical Bulletin on the Internet at ht
tp://www.pfizer.com/ah/vet/tref/trbull/ ccv.html)の 中 で 、 イ ヌ コ ロ ナ ウ イ ル ス 単 体
あ る い は イ ヌ コ ロ ナ ウ イ ル ス と そ の 他 に 対 す る ワ ク チ ン と し て 市 販 さ れ る ２ ０ 種 以 上 の ワ
ク チ ン を 列 挙 し て い る 。 こ れ ら の ワ ク チ ン は そ れ ぞ れ イ ヌ 腸 性 疾 患 に 対 す る も の で あ り 、
イ ヌ コ ロ ナ ウ イ ル ス が 呼 吸 器 疾 患 に 関 連 す る 可 能 性 を 示 唆 す る も の は 無 い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
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　 Millerら に よ る フ ァ イ ザ ー 社 の US Patents Nos. 6,057,436 and 6,372,224に は 、 腸 性
コ ロ ナ ウ イ ル ス の ス パ イ ク 遺 伝 子 と 、 胃 腸 性 炎 の ワ ク チ ン と し て の 使 用 な ど の そ の 使 用 に
つ い て 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら ２ つ の 特 許 の い ず れ も イ ヌ コ ロ ナ ウ イ ル ス が Ｃ Ｉ Ｒ Ｄ に 関
連 す る 可 能 性 を 示 唆 し て い な い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 コ ロ ナ ウ イ ル ス 科 の フ ァ ミ リ ー は 直 径 ８ ０ ～ １ ６ ０ ｎ ｍ の 被 膜 ウ イ ル ス で 、 直 鎖 状 プ ラ
ス 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ゲ ノ ム を 含 む 。 コ ロ ナ ウ イ ル ス の 構 造 タ ン パ ク は 、 ス パ イ ク 糖 タ ン パ ク （ Ｓ ）
、 膜 糖 タ ン パ ク （ Ｍ ） 、 及 び ヌ ク レ オ カ プ シ ド タ ン パ ク （ Ｎ ） で あ る 。 血 球 凝 集 素 ／ エ ス
テ ラ ー ゼ 糖 タ ン パ ク （ Ｈ Ｅ ） は ２ 属 の コ ロ ナ ウ イ ル ス の 表 面 で の み 発 見 さ れ て い る （ 例 え
ば ウ シ コ ロ ナ ウ イ ル ス 及 び ネ ズ ミ 肝 炎 ウ イ ル ス ） （ Spaan et al, 1988） 。 コ ロ ナ ウ イ ル
ス 類 の 詳 細 な 構 造 に つ い て は 、 the chapter by Cavanagh et al entitled "Coronviridae
" p407-411, in "Virus Taxonomy, 6th Report of the International Committee on Tax
onomy of Viruses", pub. Springer-Verlag Wein, New York, Eds. Murphy et alに 記 載
さ れ て お り 、 こ れ は 参 照 に よ り 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の イ ヌ 呼 吸 器 コ ロ ナ ウ イ ル ス （ Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ） は 、 伝 染 性 の 呼 吸 器 疾 患 を も つ イ ヌ の
呼 吸 器 系 に 存 在 す る コ ロ ナ ウ イ ル ス と し て 特 徴 と し て も よ い 。 さ ら に Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の 特 徴 と し
て 、 我 々 は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ポ リ メ ラ ー ゼ （ ｐ ｏ ｌ ） ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ２ ５ ０ 残 基 の 塩 基 配 列 を 決 定 し た
（ 図 １ 及 び Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． １ ） 。 こ れ は ｐ ｏ ｌ タ ン パ ク に お け る ８ ３ の 部 分 ア ミ ノ
酸 配 列 に 相 当 す る （ 図 ２ 及 び Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ２ ） 。 ま た 、 我 々 は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ス パ イ ク
（ Ｓ ） ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ４ ０ ９ ２ 残 基 の 塩 基 配 列 を ク ロ ー ニ ン グ 及 び 決 定 し た （ 図 ３ 及 び Ｓ Ｅ Ｑ
　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ３ ） 。 こ れ は １ ３ ６ ３ の ア ミ ノ 酸 に 相 当 す る （ 図 ４ 及 び Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ
ｏ ． ４ ） 。 ま た 、 我 々 は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 血 球 凝 集 素 ／ エ ス テ ラ ー ゼ （ Ｈ Ｅ ） 遺 伝 子 の ４ ９ ７ 残 基
の 塩 基 配 列 を 決 定 し た （ 図 １ ３ 及 び Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ２ １ ） 。 こ れ は １ ６ ５ の ア ミ ノ
酸 に 相 当 す る （ 図 １ ４ 及 び Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ２ ２ ） 。 我 々 は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ が 腸 性 性 の イ ヌ
コ ロ ナ ウ イ ル ス （ Ｃ Ｃ Ｖ ） と 驚 く べ き 低 い 相 同 性 を 持 ち 、 一 方 で ウ シ コ ロ ナ ウ イ ル ス （ LY
138ま た は Quebec系 統 ） 及 び ヒ ト コ ロ ナ ウ イ ル ス （ OC43系 統 ） と 予 期 せ ぬ 高 い 相 同 性 を 持
つ こ と を 突 き 止 め た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ス パ イ ク ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 を 挿 入 し た ｐ Ｔ ７ Ｂ ｌ ｕ ｅ ２ プ ラ ス ミ ド （ Ｎ ｏ ｖ ａ ｇ
ｅ ｎ ） を 含 む Ｘ Ｌ １ － Ｂ ｌ ｕ ｅ 大 腸 性 菌 （ ス ト ラ タ ジ ー ン ） で あ る “ Ｓ ｐ ｉ ｋ ｅ Ｄ － １ Ｃ
Ｒ Ｃ Ｖ ” の 培 養 菌 は 、 寄 託 番 号 Ｎ Ｃ Ｉ Ｍ Ｂ ４ １ １ ４ ６ と し て ブ ダ ペ ス ト 条 約 に 基 づ き ２ ０
０ ２ 年 ７ 月 ２ ５ 日 に Ｎ Ｃ Ｉ Ｍ Ｂ 社 に 寄 託 さ れ て い る 。 Ｎ Ｃ Ｉ Ｍ Ｂ ４ １ １ ４ ６ の 寄 託 者 は ザ
ロ イ ヤ ル ヴ ェ テ リ ネ リ カ レ ッ ジ （ Royal College Street, London NW1 OTU, UK） で あ る 。
Ｎ Ｃ Ｉ Ｍ Ｂ 社 の 住 所 は 23 St. Machar Drive, Aberdeen, Scotland, AB24 3RY, UK.で あ る
。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ｐ ｏ ｌ 遺 伝 子 と 他 の ウ イ ル ス の 対 応 す る 部 分 と の 比 較 に 基 づ い て 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ と
１ １ の 公 知 の コ ロ ナ ウ イ ル ス と の 系 統 発 生 上 の 関 係 を 決 定 し た （ 図 ５ ） 。 ウ シ コ ロ ナ ウ イ
ル ス （ Ｂ Ｃ Ｖ ） 、 ヒ ト コ ロ ナ ウ イ ル ス （ Ｈ Ｃ Ｖ ） OC43系 統 及 び 血 球 凝 集 を 起 こ さ せ る 脳 脊
髄 炎 ウ イ ル ス （ Ｈ Ｅ Ｖ ） が 最 も Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ と 相 関 し て い た が 、 一 方 で 腸 性 Ｃ Ｃ Ｖ は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ
と 遠 く 関 係 し て い る に す ぎ な い こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 図 ６ 及 び ７ に 示 す よ う に 、 配 列 が 決 定 さ れ た ｐ ｏ ｌ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ２ ５ ０ 残 基 及 び 対 応 す る
８ ３ の ア ミ ノ 酸 に つ い て 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ は 腸 性 Ｃ Ｃ Ｖ （ １ － ７ １ 系 統 ） ｐ ｏ ｌ 遺 伝 子 （ Genban
kア ク セ ス 番 号 Ａ Ｆ １ ２ ４ ９ ８ ６ ） の 同 一 の 領 域 に 対 し て ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 レ ベ
ル で そ れ ぞ れ ６ ８ 、 ５ ％ 及 び ７ ５ ． ９ ％ の 相 同 性 し か も た な い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 配 列 が 決 定 さ れ た Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ 遺 伝 子 の ４ ０ ９ ２ ヌ ク レ オ チ ド 残 基 及 び 対 応 す る １ ３ ６
３ の ア ミ ノ 酸 に つ い て 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ は 腸 性 Ｃ Ｃ Ｖ （ １ － ７ １ 系 統 ） Ｓ 遺 伝 子 の 同 一 の 領 域 に
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対 し て ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で そ れ ぞ れ ４ ５ ％ 及 び ２ １ ． ２ ％ の 相 同 性 し か も
た な い （ 図 ８ ） 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 腸 性 Ｃ Ｃ Ｖ は Ｉ Ｉ 属 の コ ロ ナ ウ イ ル ス で は な い た め 、 Ｈ Ｅ 遺 伝 子 を 持 た な い 。 従 っ て Ｃ
Ｒ Ｃ Ｖ の こ の 遺 伝 子 の 腸 性 Ｃ Ｃ Ｖ に 対 す る 配 列 相 同 性 を 決 定 す る こ と は 不 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 以 下 の 場 合 を 除 き 、 ２ の ヌ ク レ オ チ ド ま た は ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 間 の 相 同 性 ％ は Ｆ Ａ Ｓ Ｔ
Ａ 　 ｖ ｅ ｒ ｓ ｉ ｏ ｎ ３ ４ （ Pearson WR. (1990) "Rapid and sensitive sequence compari
son with FASTP and FASTA". Methods Enzymol.;183:63-98） を 用 い て 決 定 し た 。 Ｆ Ａ Ｓ
Ｔ Ａ の 設 定 は Gap open penaltyを -16及 び Gap extension penaltyを -4と し た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ と 腸 性 Ｃ Ｃ Ｖ の ス パ イ ク 配 列 の 相 同 性 ％ は Ｇ Ｃ Ｇ ｖ ｅ ｒ ｓ ｉ ｏ ｎ １ ０ （ Geneti
cs Computer Group, (1991), Program Manual for the GCG Package, Version 7, April 
1991, 575 Science Drive, Madison, Wisconsin, USA 53711） を 用 い て 決 定 し た 。 使 用 し
た Ｇ Ｃ Ｇ の パ ラ メ ー タ は 以 下 の 通 り で あ る 。 Ｄ Ｎ Ａ に つ い て Gap creation penalty 50、
及 び gap extension penalty 3、 並 び に タ ン パ ク 質 に つ い て Gap creation penalty 8、 及
び Gap extension penalty 2。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 配 列 解 析 は Ｃ ｌ ｕ ｓ ｔ ａ ｌ 　 Ｘ に よ り 行 っ た （ Thompson et al., 1997） 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 対 照 的 に 、 ｐ ｏ ｌ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ２ ５ ０ 残 基 の 配 列 に つ い て 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ は Ｂ Ｃ Ｖ の Quebec系
統 の ｐ ｏ ｌ 遺 伝 子 （ Genbankア ク セ ス 番 号 Ａ Ｆ ２ ２ ０ ２ ９ ５ ） と ９ ８ ． ８ ％ の 配 列 相 同 性
、 Ｂ Ｃ Ｖ の LY138系 統 の ｐ ｏ ｌ 遺 伝 子 （ Genbankア ク セ ス 番 号 Ａ Ｆ １ ２ ４ ９ ８ ５ ） と ９ ８ ．
４ ％ の 相 同 性 、 及 び Ｈ Ｃ Ｖ  OC43の ｐ ｏ ｌ 遺 伝 子 （ Genbankア ク セ ス 番 号 Ａ Ｆ １ ２ ４ ９ ８ ９
） と ９ ８ ． ４ ％ の 配 列 相 同 性 を 持 っ て い た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ｐ ｏ ｌ タ ン パ ク の ８ ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 と Ｂ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｃ Ｖ 及 び Ｈ Ｅ Ｖ ｐ ｏ ｌ タ ン
パ ク と の 間 に は 、 １ の ア ミ ノ 酸 の 違 い し か 無 く 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に お い て 、 Ｂ Ｃ Ｖ ゲ ノ ム （ ア ク
セ ス 番 号 Ｓ Ｗ Ａ Ｌ Ｌ ： Ｑ ９ １ Ａ ２ ９ ） に お け る ４ ９ ７ ５ 番 に 対 応 す る 部 位 が Ｄ （ Ａ ｓ ｐ ）
で は な く Ｅ （ Ｇ ｌ ｕ ） で あ っ た 。 従 っ て 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ｐ ｏ ｌ タ ン パ ク は 、 こ の 領 域 に お い て
Ｂ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｃ Ｖ 及 び Ｈ Ｅ Ｖ ｐ ｏ ｌ タ ン パ ク と ９ ９ ％ 相 同 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 こ こ で は Ｉ Ｕ Ｐ Ａ Ｃ － Ｉ Ｕ Ｂ 生 化 学 命 名 委 員 会 の １ 字 及 び ３ 字 の ア ミ ノ 酸 コ ー ド を 用 い
る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 Ｈ Ｅ 遺 伝 子 の 決 定 さ れ た ４ ９ ７ ヌ ク レ オ チ ド 残 基 及 び 対 応 す る １ ６ ５ の ア ミ ノ 酸 に お い
て 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ は Ｂ Ｃ Ｖ の LY138系 統 （ Genbankア ク セ ス 番 号 Ａ Ｆ ０ ５ ８ ９ ４ ２ ） の 同 一 の 領
域 に 対 し て ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で そ れ ぞ れ ９ ８ ． ９ ９ ４ ％ 及 び ９ ８ ． ２ ％ の
配 列 相 同 性 を 持 っ て い た 。 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ は 、 ヒ ト 腸 性 コ ロ ナ ウ イ ル ス （ Ｈ Ｅ Ｃ Ｖ ） の Ｈ Ｅ 遺 伝
子 （ Genbankア ク セ ス 番 号 Ｌ ０ ７ ７ ４ ７ ） と ９ ８ ． １ ８ ９ ％ （ ヌ ク レ オ チ ド ） 及 び ９ ８ ．
２ ％ （ ア ミ ノ 酸 ） ； Ｈ Ｃ Ｖ 　 OC43の Ｈ Ｅ 遺 伝 子 （ Genbankア ク セ ス 番 号 Ｍ ７ ６ ３ ７ ３ ） と
９ ７ ． ４ ％ （ ヌ ク レ オ チ ド ） 及 び ９ ５ ． ２ ％ （ ア ミ ノ 酸 ） ； 及 び Ｈ Ｅ Ｖ （ Genbank ア ク セ
ス 番 号 Ａ Ｆ ４ ８ １ ８ ６ ３ ） と ９ ２ ． ０ ％ （ ヌ ク レ オ チ ド ） 及 び ９ ３ ． ９ ％ （ ア ミ ノ 酸 ） の
配 列 相 同 性 を そ れ ぞ れ 持 っ て い た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 図 １ ６ 及 び 表 ３ に 示 す よ う に 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク の １ ６ ５ の ア ミ ノ 酸 に お い て 、
Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク と Ｂ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｅ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｃ Ｖ 及 び Ｈ Ｅ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク と の 間 の ３
の ア ミ ノ 酸 配 列 の 違 い は 、 Ｂ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｅ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｃ Ｖ 　 OC43及 び Ｈ Ｅ Ｖ 　 Ｈ Ｅ 遺 伝 子 の ２
３ ５ 、 ２ ４ ２ 及 び ２ ５ ３ 番 に 対 応 す る 部 位 に お い て 、 そ れ ぞ れ に Ｌ （ Ｌ ｅ ｕ ） 対 し Ｆ （ Ｐ
ｈ ｅ ） 、 Ｔ （ Ｔ ｈ ｒ ） に 対 し Ｎ （ Ａ ｓ ｎ ） 、 及 び Ｖ （ Ｖ ａ ｌ ） に 対 し Ｌ （ Ｌ ｅ ｕ ） で あ っ
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た 。 従 っ て ２ ３ ５ 番 の Ｆ 、 ２ ４ ２ 番 の Ｎ 及 び ２ ５ ３ 番 の Ｌ が Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク 特 異
的 な ア ミ ノ 酸 と 言 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ 遺 伝 子 の 決 定 さ れ た ４ ０ ９ ２ ヌ ク レ オ チ ド 残 基 及 び 対 応 す る １ ３ ６ ３ の ア
ミ ノ 酸 に お い て 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ は Ｂ Ｃ Ｖ の LY138系 統 （ Genbankア ク セ ス 番 号 Ａ Ｆ ０ ５ ８ ９ ４ ２
） の 同 一 の 領 域 に 対 し て ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で そ れ ぞ れ ９ ７ ． ３ ％ 及 び ９ ６
％ の 配 列 相 同 性 を 持 っ て い た 。 図 ９ 及 び １ ０ に 示 す よ う に 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ は OC43系 統 の Ｈ Ｃ Ｖ
 (Genbankア ク セ ス 番 号  Ｚ ３ ２ ７ ６ ８ )と ９ ６ ． ９ ％ （ ヌ ク レ オ チ ド ） 及 び ９ ５ ． ２ ％ （
ア ミ ノ 酸 ） 、 及 び Ｈ Ｅ Ｖ （ Genbankア ク セ ス 番 号 Ａ Ｆ ４ ８ １ ８ ６ ３ （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） 及 び Ａ Ａ
Ｍ ７ ７ ０ ０ ０ （ タ ン パ ク ） )と ８ ３ ． ８ ％ （ ヌ ク レ オ チ ド ） 及 び ８ ０ ． ４ ％ （ ア ミ ノ 酸 ）
の 配 列 相 同 性 を そ れ ぞ れ 持 っ て い た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク に お け る １ ３ ６ ３ の ア ミ ノ 酸 に つ い て 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク と
Ｂ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｃ Ｖ 、 及 び Ｈ Ｅ Ｖ 　 Ｓ タ ン パ ク の そ れ ぞ れ と の 間 で 異 な る ア ミ ノ 酸 を 以 下 の 表
１ に 列 挙 す る 。 従 っ て 、 表 １ に 列 挙 さ れ る ア ミ ノ 酸 が Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク 特 異 的 な ア ミ
ノ 酸 で あ る と 言 う こ と が で き る 。 ア ミ ノ 酸 は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ タ ン パ ク の 最 初 の Ｍ 残 基 を 始 点 と し
て 、 図 ４ に 示 さ れ る よ う な 番 号 が 付 さ れ て い る 。
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 第 １ の 側 面 は 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス の Ｓ タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 で あ っ て 、 表 ４ に
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示 す ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク と 少 な く と も ７ ５ ％ の 配 列 相 同 性 を 有 し 、 少 な
く と も １ ０ ３ 番 の Ｖ 、 １ １ ８ 番 の Ｖ 、 １ ６ ６ 番 の Ｄ 、 １ ７ １ 番 の Ｍ 、 １ ７ ９ 番 の Ｋ 、 １ ９
２ 番 の Ｐ 、 ２ １ ０ 番 の Ｓ 、 ２ ３ ５ 番 の Ｈ 、 ２ ６ ７ 番 の Ｆ 、 ３ ８ ８ 番 の Ｆ 、 ４ ０ ７ 番 の Ｍ 、
４ ３ ６ 番 の Ｓ 、 ４ ４ ０ 番 の Ｉ 、 ４ ４ ７ 番 の Ｉ 、 ５ ０ １ 番 の Ｆ 、 ５ ２ ５ 番 の Ｙ 、 ５ ２ ８ 番 の
Ｎ 、 ５ ４ ０ 番 の Ｌ 、 ５ ８ ２ 番 の Ｋ 、 ６ ０ ８ 番 の Ｇ 、 ６ ９ ２ 番 の Ｇ 、 ６ ９ ５ 番 の Ｓ 、 ７ ５ ７
番 の Ｗ 、 ７ ５ ８ 番 の Ｇ 、 ７ ６ ３ 番 の Ｑ 、 ７ ６ ９ 番 の Ｔ 、 ７ ８ ６ 番 の Ｐ 、 ７ ９ ２ 番 の Ｈ 、 ８
１ ８ 番 の Ｒ 、 ８ ２ ７ 番 の Ｐ 、 ８ ２ ８ 番 の Ｖ 、 ８ ８ ７ 番 の Ｆ 、 ９ ３ ３ 番 の Ｄ 、 ９ ７ ７ 番 の Ｆ
、 １ ０ １ １ 番 の Ｔ 、 １ ０ １ ８ 番 の Ｓ 、 １ ０ ６ ３ 番 の Ｋ 、 １ ２ ５ ６ 番 の Ｌ 、 及 び １ ２ ５ ７ 番
の Ｍ の う ち 少 な く と も １ を 有 す る も の で あ る 。 ア ミ ノ 酸 は 、 表 ４ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ．
４ ） に 示 さ れ る よ う に Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク の 最 初 の Ｍ を 始 点 と し て 番 号 が 付 さ れ て い る
。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 当 然 な が ら 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク の 部 分 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 Ｄ － １ Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 系 統 の
大 腸 性 菌 に 含 ま れ る プ ラ ス ミ ド の 挿 入 配 列 を シ ー ク エ ン ス す る こ と に よ り 、 当 業 者 で あ れ
ば 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。 こ の 大 腸 性 菌 は 、 寄 託 番 号 Ｎ Ｃ Ｉ Ｍ Ｂ ４ １ １ ４ ６ と し て
ブ ダ ペ ス ト 条 約 に 基 づ き ２ ０ ０ ２ 年 ７ 月 ２ ５ 日 に Ｎ Ｃ Ｉ Ｍ Ｂ 社 に 寄 託 さ れ て い る 。 さ ら に
こ の Ｄ Ｎ Ａ は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ ま た は プ ロ ー ブ 設 計 の 基 礎 と し て 、 イ ヌ
に お け る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 核 酸 の 単 離 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 念 の た め で は る が 、 本 発 明 は 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス の Ｓ タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 で あ っ て 、
表 ４ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ４ ） と 少 な く と
も ７ ５ ％ の 配 列 相 同 性 を 有 し 、 少 な く と も 表 １ に 列 挙 す る 位 置 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク に
特 異 的 な ア ミ ノ 酸 の う ち 少 な く と も １ を 有 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 “ タ ン パ ク ” に は 糖 タ ン パ ク の 意 味 も 含 ま れ る 。 糖 タ ン パ ク の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 糖 タ ン
パ ク の ポ リ ペ プ チ ド 主 鎖 の 配 列 で あ り 、 そ こ に 付 属 す る 糖 の 型 、 数 、 配 列 及 び 位 置 と は 無
関 係 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 典 型 的 に は 、 本 発 明 は 単 離 さ れ た タ ン パ ク ま た は 組 み 換 え タ ン パ ク を 含 み 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 構
成 部 分 と し て 存 在 す る 改 変 さ れ て い な い Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ タ ン パ ク を 含 ま な い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 は コ ロ ナ ウ イ ル ス の Ｓ タ ン パ ク 及 び そ の 断 片 で あ っ て 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク （
Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ４ ） と 少 な く と も ７ ６ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 を 有 し 、 ま た は Ｃ Ｒ
Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク と 少 な く と も ７ ７ ％ 、 少 な く と も ７ ８ ％ 、 少 な く と も ７ ９ ％ 、 少 な く と
も ８ ０ ％ 、 少 な く と も ８ １ ％ 、 少 な く と も ８ ２ ％ 、 少 な く と も ８ ３ ％ 、 少 な く と も ８ ４ ％
、 少 な く と も ８ ５ ％ 、 少 な く と も ８ ６ ％ 、 少 な く と も ８ ７ ％ 、 少 な く と も ８ ８ ％ 、 少 な く
と も ８ ９ ％ 、 少 な く と も ９ ０ ％ 、 少 な く と も ９ １ ％ 、 少 な く と も ９ ２ ％ 、 少 な く と も ９ ３
％ 、 少 な く と も ９ ４ ％ 、 少 な く と も ９ ５ ％ 、 少 な く と も ９ ６ ％ 、 少 な く と も ９ ７ ％ 、 少 な
く と も ９ ８ ％ 、 ま た は 少 な く と も ９ ９ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 を 有 し 、 表 １ に 列 挙 す る 位
置 に お い て 少 な く と も １ の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク に 特 異 的 な ア ミ ノ 酸 を 有 す る も の を 包 含
す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス の Ｓ タ ン パ ク 及 び そ の 断 片 で あ っ て 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ
ン パ ク （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ４ ） と 少 な く と ７ ５ ％ 、 少 な く と ８ ０ ％ 、 少 な く と ８ ５ ％
、 少 な く と ９ ０ ％ 、 ま た は 少 な く と ９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 を 有 し 、 表 １ に 列 挙 す る
位 置 に 置 い て 少 な く と も ２ 、 少 な く と も ３ 、 少 な く と も ４ 、 少 な く と も ５ 、 少 な く と も ６
、 少 な く と も ７ 、 少 な く と も ８ 、 少 な く と も ９ 、 少 な く と も １ ０ 、 少 な く と も １ １ 、 少 な
く と も １ ２ 、 少 な く と も １ ３ 、 少 な く と も １ ４ 、 少 な く と も １ ５ 、 少 な く と も １ ６ 、 少 な
く と も １ ７ 、 少 な く と も １ ８ 、 少 な く と も １ ９ 、 少 な く と も ２ ０ 、 少 な く と も ２ １ 、 少 な
く と も ２ ２ 、 少 な く と も ２ ３ 、 少 な く と も ２ ４ 、 少 な く と も ２ ５ 、 少 な く と も ２ ６ 、 少 な
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く と も ２ ７ 、 少 な く と も ２ ８ 、 少 な く と も ２ ９ 、 少 な く と も ３ ０ 、 少 な く と も ３ １ 、 少 な
く と も ３ ２ 、 少 な く と も ３ ３ 、 少 な く と も ３ ４ 、 少 な く と も ３ ５ 、 少 な く と も ３ ６ 、 少 な
く と も ３ ７ 、 ま た は 少 な く と も ３ ８ の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク に 特 異 的 な ア ミ ノ 酸 を 有 す る
も の を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 好 ま し く は 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス Ｓ タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 は 、 表 １ に 列 挙 す る 位 置 に お い
て Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク に 特 異 的 な ３ ９ の ア ミ ノ 酸 残 基 の す べ て を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は Ｂ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｃ Ｖ も し く は Ｈ Ｅ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 で あ っ て
、 表 １ に 列 挙 す る 位 置 の 内 す く な く と も １ の 位 置 に お い て Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク に 近 づ く
よ う 改 変 さ れ て い る も の を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の コ ロ ナ ウ イ ル ス Ｓ タ ン パ ク は 図 ４ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ４ ） に
示 す 配 列 ま た は 前 記 配 列 と 少 な く と も ９ ７ ％ の 相 同 性 を 持 つ そ の 変 体 を 有 す る ま た は の み
か ら な る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク で あ る 。 好 ま し く は 、 前 記 変 体 は 図 ４ に 示 す 配 列 と 少 な く
と も ９ ８ ％ ま た は 少 な く と も ９ ９ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 を 有 す る 。 よ り 好 ま し く は 、 前
記 変 体 は 図 ４ に 示 す 配 列 と 少 な く と も ９ ９ ． １ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ． ２ ％ 、 少 な く と も ９
９ ． ３ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ． ４ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ． ５ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ． ６ ％ 、 少 な
く と も ９ ９ ． ７ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ． ８ ％ 、 ま た は 少 な く と も ９ ９ ． ９ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列
相 同 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の コ ロ ナ ウ イ ル ス Ｓ タ ン パ ク の 変 体 は 図 ４ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ４ ）
に 示 す 配 列 を 有 す る ま た は の み か ら な る が 、 図 ４ に 示 す 配 列 と １ か ら ４ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 の
違 い が あ る 。 好 ま し く は 、 前 記 変 体 は 図 ４ に 示 す 配 列 と ４ ０ 未 満 の ア ミ ノ 酸 の 違 い を 有 す
る 。 よ り 好 ま し く は 、 前 記 変 体 は 図 ４ に 示 す 配 列 と 少 な く と も ３ ５ 、 少 な く と も ３ ０ 、 少
な く と も ２ ５ 、 少 な く と も ２ ０ 、 少 な く と も １ ５ 、 ま た は 少 な く と も １ ０ 、 ９ 、 ８ 、 ７ 、
６ 、 ５ 、 ４ 、 ３ 、 も し く は ２ の ア ミ ノ 酸 の 違 い を 有 し 、 ま た は １ の ア ミ ノ 酸 の 違 い を 有 す
る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 図 ４ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ４ ） に 示 す 配 列 の 断 片 で あ り 、 表 １ に 示 す
位 置 に お い て 少 な く と も １ の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク に 特 異 的 な ア ミ ノ 酸 を 有 す る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ
の Ｓ タ ン パ ク の 断 片 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 は 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス の Ｓ タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 で あ っ て 、 LY138系 統 の Ｂ Ｃ Ｖ
の Ｓ タ ン パ ク （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． １ ４ 、 Genbankア ク セ ス 番 号 Ａ Ｆ ０ ５ ８ ９ ４ ２ ） と
少 な く と も ７ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 を 有 し 、 少 な く と も １ ０ ３ 番 の Ｖ 、 １ １ ８ 番 の Ｖ
、 １ ６ ６ 番 の Ｄ 、 １ ７ １ 番 の Ｍ 、 １ ７ ９ 番 の Ｋ 、 １ ９ ２ 番 の Ｐ 、 ２ １ ０ 番 の Ｓ 、 ２ ３ ５ 番
の Ｈ 、 ２ ６ ７ 番 の Ｆ 、 ３ ８ ８ 番 の Ｆ 、 ４ ０ ７ 番 の Ｍ 、 ４ ３ ６ 番 の Ｓ 、 ４ ４ ０ 番 の Ｉ 、 ４ ４
７ 番 の Ｉ 、 ５ ０ １ 番 の Ｆ 、 ５ ２ ５ 番 の Ｙ 、 ５ ２ ８ 番 の Ｎ 、 ５ ４ ０ 番 の Ｌ 、 ５ ８ ２ 番 の Ｋ 、
６ ０ ８ 番 の Ｇ 、 ６ ９ ２ 番 の Ｇ 、 ６ ９ ５ 番 の Ｓ 、 ７ ５ ７ 番 の Ｗ 、 ７ ５ ８ 番 の Ｇ 、 ７ ６ ３ 番 の
Ｑ 、 ７ ６ ９ 番 の Ｔ 、 ７ ８ ６ 番 の Ｐ 、 ７ ９ ２ 番 の Ｈ 、 ８ １ ８ 番 の Ｒ 、 ８ ２ ７ 番 の Ｐ 、 ８ ２ ８
番 の Ｖ 、 ８ ８ ７ 番 の Ｆ 、 ９ ３ ３ 番 の Ｄ 、 ９ ７ ７ 番 の Ｆ 、 １ ０ １ １ 番 の Ｔ 、 １ ０ １ ８ 番 の Ｓ
、 １ ０ ６ ３ 番 の Ｋ 、 １ ２ ５ ６ 番 の Ｌ 、 及 び １ ２ ５ ７ 番 の Ｍ の う ち 少 な く と も １ を 有 す る も
の を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 念 の た め で は あ る が 、 本 発 明 は LY138系 統 の Ｂ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ
． １ ４ ） と 少 な く と も ７ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 を 有 し 、 表 １ に 示 す 位 置 に お い て 少 な
く と も １ の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク に 特 異 的 な ア ミ ノ 酸 を 有 す る コ ロ ナ ウ イ ル ス の Ｓ タ ン パ
ク ま た は そ の 断 片 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
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　 本 発 明 は 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス の Ｓ タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 で あ っ て 、 LY138系 統 の Ｂ Ｃ Ｖ
の Ｓ タ ン パ ク と 少 な く と も ７ ６ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 、 ま た は 少 な く と も ７ ７ ％ 、 少 な
く と も ７ ８ ％ 、 少 な く と も ７ ９ ％ 、 少 な く と も ８ ０ ％ 、 少 な く と も ８ １ ％ 、 少 な く と も ８
２ ％ 、 少 な く と も ８ ３ ％ 、 少 な く と も ８ ４ ％ 、 少 な く と も ８ ５ ％ 、 少 な く と も ８ ６ ％ 、 少
な く と も ８ ７ ％ 、 少 な く と も ８ ８ ％ 、 少 な く と も ８ ９ ％ 、 少 な く と も ９ ０ ％ 、 少 な く と も
９ １ ％ 、 少 な く と も ９ ２ ％ 、 少 な く と も ９ ３ ％ 、 少 な く と も ９ ４ ％ 、 少 な く と も ９ ５ ％ 、
少 な く と も ９ ６ ％ 、 少 な く と も ９ ７ ％ 、 少 な く と も ９ ８ ％ 、 ま た は 少 な く と も ９ ９ ％ の ア
ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 を 有 し 、 表 １ に 示 す 位 置 に お い て 少 な く と も １ の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク
に 特 異 的 な ア ミ ノ 酸 を 有 す る も の を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 は 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス の Ｓ タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 で あ っ て 、 LY138系 統 の Ｂ Ｃ Ｖ
の Ｓ タ ン パ ク （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． １ ４ ） と 少 な く と ７ ５ ％ 、 少 な く と ８ ０ ％ 、 少 な く
と ８ ５ ％ 、 少 な く と ９ ０ ％ 、 ま た は 少 な く と ９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 を 有 し 、 表 １ に
示 す 位 置 に お い て 少 な く と も ２ 、 少 な く と も ３ 、 少 な く と も ４ 、 少 な く と も ５ 、 少 な く と
も ６ 、 少 な く と も ７ 、 少 な く と も ８ 、 少 な く と も ９ 、 少 な く と も １ ０ 、 少 な く と も １ １ 、
少 な く と も １ ２ 、 少 な く と も １ ３ 、 少 な く と も １ ４ 、 少 な く と も １ ５ 、 少 な く と も １ ６ 、
少 な く と も １ ７ 、 少 な く と も １ ８ 、 少 な く と も １ ９ 、 少 な く と も ２ ０ 、 少 な く と も ２ １ 、
少 な く と も ２ ２ 、 少 な く と も ２ ３ 、 少 な く と も ２ ４ 、 少 な く と も ２ ５ 、 少 な く と も ２ ６ 、
少 な く と も ２ ７ 、 少 な く と も ２ ８ 、 少 な く と も ２ ９ 、 少 な く と も ３ ０ 、 少 な く と も ３ １ 、
少 な く と も ３ ２ 、 少 な く と も ３ ３ 、 少 な く と も ３ ４ 、 少 な く と も ３ ５ 、 少 な く と も ３ ６ 、
少 な く と も ３ ７ 、 ま た は 少 な く と も ３ ８ の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク に 特 異 的 な ア ミ ノ 酸 を 有
す る も の を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 好 ま し く は 、 前 記 コ ロ ナ ウ イ ル ス の Ｓ タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 は 表 １ に 示 す 位 置 に お け
る ３ ９ の す べ て の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク に 特 異 的 な ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 第 ２ の 側 面 は 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス の ｐ ｏ ｌ タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 で あ っ て 、 Ｂ
Ｃ Ｖ の ｐ ｏ ｌ タ ン パ ク （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ５ ） と 少 な く と も ９ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 相
同 性 を 有 し 、 Ｂ Ｃ Ｖ ゲ ノ ム （ ア ク セ ス 番 号 Ｓ Ｗ Ａ Ｌ Ｌ ： Ｑ ９ １ Ａ ２ ９ ） の ４ ９ ７ ５ 番 に 相
当 す る 位 置 に ア ミ ノ 酸 Ｅ を 有 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 は 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス ｐ ｏ ｌ タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 で あ っ て 、 LY138系 統 の Ｂ Ｃ
Ｖ の ｐ ｏ ｌ タ ン パ ク と 少 な く と も ９ １ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 、 ま た は LY138系 統 の Ｂ Ｃ
Ｖ の ｐ ｏ ｌ タ ン パ ク と 少 な く と も ９ ２ ％ 、 少 な く と も ９ ３ ％ 、 少 な く と も ９ ４ ％ 、 少 な く
と も ９ ５ ％ 、 少 な く と も ９ ６ ％ 、 少 な く と も ９ ７ ％ 、 少 な く と も ９ ８ ％ 、 ま た は 少 な く と
も ９ ９ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 を 有 し 、 Ｂ Ｃ Ｖ ゲ ノ ム （ ア ク セ ス 番 号 Ｓ Ｗ Ａ Ｌ Ｌ ： Ｑ ９ １
Ａ ２ ９ ） の ４ ９ ７ ５ 番 に 相 当 す る 位 置 に ア ミ ノ 酸 Ｅ を 有 す る も の を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 好 ま し く は 、 前 記 コ ロ ナ ウ イ ル ス の ｐ ｏ ｌ タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 は 、 図 ２ に 示 す ア ミ
ノ 酸 配 列 を 有 す る ま た は の み か ら な る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ｐ ｏ ｌ タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は Ｂ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｃ Ｖ ま た は Ｈ Ｅ Ｖ の ｐ ｏ ｌ タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 で あ っ
て 、 Ｂ Ｃ Ｖ ゲ ノ ム の ９ ４ ７ ５ 番 に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 が Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の ｐ ｏ ｌ タ ン パ ク に 近 づ く
よ う 改 変 さ れ て い る も の を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 図 ２ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ２ ） に 示 す 配 列 の 断 片 を 有 す る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の
ｐ ｏ ｌ タ ン パ ク の 断 片 で あ り 、 Ｂ Ｃ Ｖ ゲ ノ ム の ４ ９ ７ ５ 番 に 相 当 す る 位 置 に ア ミ ノ 酸 Ｅ を
有 す る も の を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の 第 ３ の 側 面 は 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス の Ｈ Ｅ タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 で あ っ て 、 LY13
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8系 統 の Ｂ Ｃ Ｖ の ｐ ｏ ｌ タ ン パ ク （ Genbankア ク セ ス 番 号 Ａ Ｆ ０ ５ ８ ９ ４ ２ ） と 少 な く と も
９ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 を 有 し 、 ２ ３ ５ 番 の Ｆ 、 ２ ４ ２ 番 の Ｎ 、 及 び ２ ５ ３ 番 の Ｌ の
少 な く と も １ を 有 す る も の で あ る 。 ア ミ ノ 酸 は Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク の 最 初 の Ｍ （ １ 番 と
な る ） を 始 点 と し て 番 号 が 付 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 は 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス の Ｈ Ｅ タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 で あ っ て 、 LY138系 統 の Ｂ Ｃ
Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク と 少 な く と も ９ １ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 、 ま た は LY138系 統 の Ｂ Ｃ Ｖ
の Ｈ Ｅ タ ン パ ク と 少 な く と も ９ ２ ％ 、 少 な く と も ９ ３ ％ 、 少 な く と も ９ ４ ％ 、 少 な く と も
９ ５ ％ 、 少 な く と も ９ ６ ％ 、 少 な く と も ９ ７ ％ 、 少 な く と も ９ ８ ％ 、 ま た は 少 な く と も ９
９ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 を 有 し 、 ２ ３ ５ 番 の Ｆ 、 ２ ４ ２ 番 の Ｎ 、 及 び ２ ５ ３ 番 の Ｌ の 少
な く と も １ を 有 す る 。 ア ミ ノ 酸 は Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク の 最 初 の Ｍ （ １ 番 と な る ） を 始 点
と し て 番 号 が 付 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 は 、 LY138系 統 の Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク と 少 な く と も ９ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同
性 、 ま た は LY138系 統 の Ｂ Ｃ Ｖ の ｐ ｏ ｌ タ ン パ ク と 少 な く と も ９ １ ％ 、 少 な く と も ９ ２ ％
、 少 な く と も ９ ３ ％ 、 少 な く と も ９ ４ ％ 、 少 な く と も ９ ５ ％ 、 少 な く と も ９ ６ ％ 、 少 な く
と も ９ ７ ％ 、 少 な く と も ９ ８ ％ 、 ま た は 少 な く と も ９ ９ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 を 有 し 、
２ ３ ５ 番 の Ｆ 、 ２ ４ ２ 番 の Ｎ 、 及 び ２ ５ ３ 番 の Ｌ の う ち の ２ を 有 す る 。 ア ミ ノ 酸 は Ｂ Ｃ Ｖ
の Ｈ Ｅ タ ン パ ク の 最 初 の Ｍ （ １ 番 と な る ） を 始 点 と し て 番 号 が 付 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 は 、 LY138系 統 の Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク と 少 な く と も ９ １ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同
性 、 ま た は LY138系 統 の Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク と 少 な く と も ９ ２ ％ 、 少 な く と も ９ ３ ％ 、
少 な く と も ９ ４ ％ 、 少 な く と も ９ ５ ％ 、 少 な く と も ９ ６ ％ 、 少 な く と も ９ ７ ％ 、 少 な く と
も ９ ８ ％ 、 ま た は 少 な く と も ９ ９ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 を 有 し 、 ２ ３ ５ 番 の Ｆ 、 ２ ４ ２
番 の Ｎ 、 及 び ２ ５ ３ 番 の Ｌ の う ち の ３ 個 す べ て を 有 す る 。 ア ミ ノ 酸 は Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ
ク の 最 初 の Ｍ （ １ 番 と な る ） を 始 点 と し て 番 号 が 付 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 好 ま し く は 、 前 記 コ ロ ナ ウ イ ル ス の Ｈ Ｅ タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 は 、 図 １ ４ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　
Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ２ ２ ） に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ま た は の み か ら な る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン
パ ク ま た は そ の 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は Ｂ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｃ Ｖ も し く は Ｈ Ｅ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 で あ り
、 ２ ３ ５ 番 、 ２ ４ ２ 番 ま た は ２ ５ ３ 番 に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 の １ 以 上 が Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン
パ ク に 近 づ く よ う 改 変 さ れ て い る も の を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 図 １ ４ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ２ ２ ） に 示 す 配 列 の 断 片 を 有 す る Ｃ Ｒ Ｃ
Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク の 断 片 で あ り 、 ２ ３ ５ 番 の Ｌ 、 ２ ４ ２ 番 の Ｎ ま た は ２ ５ ３ 番 の Ｌ の １ 以
上 を 有 す る 。 こ れ ら の ア ミ ノ 酸 の 番 号 は 、 LY138系 統 の Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク （ Genbankア
ク セ ス 番 号 Ａ Ｆ ０ ５ ８ ９ ４ ２ ） と 対 応 し 、 残 基 の 番 号 １ は LY138系 統 の Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン
パ ク の 最 初 の Ｍ を 始 点 と す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 こ こ で は 、 上 記 本 発 明 の 第 １ 、 第 ２ 及 び 第 ３ の 側 面 の コ ロ ナ ウ イ ル ス の Ｓ 、 ｐ ｏ ｌ 及 び
Ｈ Ｅ タ ン パ ク を “ Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ” ま た は “ Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 ” タ ン パ ク と す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 “ Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク ” と は 、 図 ４ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ４ ） に 示 す 天 然 の Ｃ Ｒ Ｃ
Ｖ の Ｓ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 表 １ に 示 す 位 置 に お い て 少 な く と も １ の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン
パ ク に 特 異 的 な ア ミ ノ 酸 を 有 す る そ の 断 片 の 配 列 を 有 す る 、 Ｓ タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 で
あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 “ Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の ｐ ｏ ｌ タ ン パ ク ” と は 、 図 ２ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ２ ） に 示 す 天 然 の Ｃ
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Ｒ Ｃ Ｖ の ｐ ｏ ｌ の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は Ｂ Ｃ Ｖ ゲ ノ ム の ４ ９ ７ ５ 番 に 相 当 す る 位 置 に ア ミ ノ
酸 Ｅ を 有 す る そ の 断 片 の 配 列 を 有 す る 、 ｐ ｏ ｌ タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 “ Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク ” と は 、 図 １ ４ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ２ ２ ） に 示 す 天 然 の
Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は ２ ３ ５ 番 の Ｆ 、 ２ ４ ２ 番 の Ｎ 及 び ２ ５ ３ 番
の Ｌ の 少 な く と も １ を 有 す る そ の 断 片 の 配 列 を 有 す る 、 Ｈ Ｅ タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 で あ
る 。 こ れ ら の ア ミ ノ 酸 番 号 は LY138系 統 の Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク （ Genbankア ク セ ス 番 号 Ａ
Ｆ ０ ５ ８ ９ ４ ２ ） と 対 応 し て お り 、 LY138系 統 の Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク の 最 初 の Ｍ を １ 番
の 残 基 と し て い る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 “ Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 Ｓ タ ン パ ク ” と は 、 天 然 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ ア ミ ノ 酸 配 列 （ 図 ４ 及 び Ｓ Ｅ Ｑ 　
Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ４ ） と 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 で は な い が 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は LY138系 統 の Ｂ Ｃ Ｖ
の Ｓ タ ン パ ク に 対 応 す る 領 域 と 少 な く と も ７ ５ ％ の 配 列 相 同 性 を 持 ち 、 表 １ に 示 す 位 置 に
お い て 少 な く と も も １ の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク に 特 異 的 な ア ミ ノ 酸 を 有 す る Ｓ タ ン パ ク ま
た は そ の 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ま た 、 “ Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 Ｓ タ ン パ ク ” に は 、 天 然 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ ア ミ ノ 酸 配 列 （ 図 ４ 及 び Ｓ
Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ４ ） と 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 で は な い が 、 表 ４ に 示 す 配 列 と 少 な く と も
９ ７ ％ の 相 同 性 を 有 す る 表 ４ に 示 す 配 列 の 変 体 を 有 す る あ る い は の み か ら な る Ｓ タ ン パ ク
も 含 ま れ る 。 好 ま し く は 、 前 記 変 体 は 図 ４ に 示 す 配 列 と 少 な く と も ９ ８ ％ ま た は 少 な く と
も ９ ９ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 を 有 す る 。 よ り 好 ま し く は 、 前 記 変 体 は 図 ４ に 示 す 配 列 と
少 な く と も ９ ９ ． １ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ． ２ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ． ３ ％ 、 少 な く と も ９ ９
． ４ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ． ５ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ． ６ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ． ７ ％ 、 少 な く
と も ９ ９ ． ８ ％ 、 ま た は 少 な く と も ９ ９ ． ９ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 “ Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 ｐ ｏ ｌ タ ン パ ク ” と は 、 天 然 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の ｐ ｏ ｌ ア ミ ノ 酸 配 列 と 同 一 の ア
ミ ノ 酸 配 列 で は な い が 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は LY138系 統 の Ｂ Ｃ Ｖ の ｐ ｏ ｌ タ ン パ ク の 対 応 す る
領 域 と 少 な く と も ９ ０ ％ の 配 列 相 同 性 を 持 ち 、 Ｂ Ｃ Ｖ ゲ ノ ム の ４ ９ ７ ５ 番 に 対 応 す る 位 置
に Ｅ を 有 す る ｐ ｏ ｌ タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 “ Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 Ｈ Ｅ タ ン パ ク ” と は 、 天 然 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ ア ミ ノ 酸 配 列 と 同 一 の ア ミ ノ
酸 配 列 で は な い が 、 LY138系 統 の Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク の 対 応 す る 領 域 と 少 な く と も ９ ０
％ の 配 列 相 同 性 を 持 ち 、 ２ ３ ５ 番 の Ｆ 、 ２ ４ ２ 番 の Ｎ 及 び ２ ５ ３ 番 の Ｌ の う ち の １ 以 上 を
有 す る Ｈ Ｅ タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 で あ る 。 こ れ ら の ３ の ア ミ ノ 酸 の 番 号 は LY138系 統 の
Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク （ Genbankア ク セ ス 番 号 Ａ Ｆ ０ ５ ８ ９ ４ ２ ） に お い て 、 LY138系 統 の
Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク の 最 初 の Ｍ を １ 番 の 残 基 と す る ア ミ ノ 酸 番 号 に 対 応 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 好 ま し く は 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ も し く は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 タ ン パ ク 、 ま た は そ の 断 片 は 、 少 な く と も ア
ミ ノ 酸 １ ０ 個 の 長 さ で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ も し く は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 タ ン パ ク 、 ま
た は そ の 断 片 は 、 少 な く と も ２ ０ 、 少 な く と も ３ ０ 、 少 な く と も ４ ０ 、 少 な く と も ５ ０ 、
少 な く と も １ ０ ０ 、 少 な く と も ２ ０ ０ 、 少 な く と も ３ ０ ０ 、 少 な く と も ４ ０ ０ 、 少 な く と
も ５ ０ ０ 、 少 な く と も ６ ０ ０ 、 少 な く と も ７ ０ ０ 、 少 な く と も ８ ０ ０ 、 少 な く と も ９ ０ ０
、 少 な く と も １ ０ ０ ０ 、 少 な く と も １ １ ０ ０ 、 ま た は 少 な く と も １ ２ ０ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 の
長 さ で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 好 ま し く は 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ も し く は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 タ ン パ ク 、 ま た は そ の 断 片 は 、 ア ミ ノ 酸 １ ３
０ ０ 個 未 満 の 長 さ で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ も し く は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 タ ン パ ク 、 ま た
は そ の 断 片 は 、 約 １ ２ ０ ０ 未 満 、 約 １ １ ０ ０ 未 満 、 約 １ ０ ０ ０ 未 満 、 約 ９ ０ ０ 未 満 、 約 ８
０ ０ 未 満 、 約 ７ ０ ０ 未 満 、 約 ６ ０ ０ 未 満 、 約 ５ ０ ０ 未 満 、 約 ４ ０ ０ 未 満 、 約 ３ ０ ０ 未 満 、
約 ２ ０ ０ 未 満 、 約 １ ０ ０ 未 満 ま た は 約 ５ ０ 未 満 の ア ミ ノ 酸 の 長 さ で あ る 。
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【 ０ ０ ６ ９ 】
　 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ タ ン パ ク は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ か ら 単 離 さ れ て も よ く 、 ま た は 例 え ば 単 離 し た タ ン パ ク の
部 分 分 解 な ど の タ ン パ ク 化 学 的 な 方 法 を 用 い て 作 製 さ れ て も よ く （ 末 端 分 解 で も 内 分 解 で
も 良 い ） 、 ま た は 新 た に 合 成 さ れ る も の で も よ い 。 あ る い は 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 タ ン パ ク だ け で
な く Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ タ ン パ ク は 、 組 み 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ り 作 製 さ れ て も よ い 。 核 酸 の ク ロ ー ニ
ン グ 、 取 り 扱 い 、 修 飾 及 び 発 現 、 並 び に 発 現 し た タ ン パ ク の 精 製 に 好 適 は 公 知 で あ り 、 例
え ば 参 照 に よ り 組 み 込 ま れ る Sambrook et al (2001) "Molecular Cloning, a Laboratory
 Manual", 3 r d  edition, Sambrook et al (eds), Cold Spring Harbor Laboratory Press
, Cold Spring Harbor, NY, USAに 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 タ ン パ ク の よ り 短 い 断 片 、 即 ち ペ プ チ ド は 、 一 般 的 な 方 法 に
よ っ て 合 成 し て 良 い 。 ペ プ チ ド は Lu et al (1981) J. Org. Chem. 46, 3433及 び そ こ で の
参 照 に お い て 記 載 さ れ る 固 相 ペ プ チ ド 合 成 の Ｆ ｍ ｏ ｃ ポ リ ア ミ ド 法 に よ り 合 成 し て 良 い 。
Ｎ － ア ミ ノ 類 は 、 ９ － フ ル オ ロ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル （ Ｆ ｍ ｏ ｃ ） 類 に よ り 一 時
的 に 保 護 さ れ る 。 こ の 塩 不 安 定 な 保 護 基 は ２ ０ ％ ピ ペ リ ジ ン の Ｎ 、 Ｎ － ジ メ チ ル ホ ル ム ア
ミ ド 溶 液 の 作 用 に よ り 反 復 的 に 開 裂 す る 。 側 鎖 の 官 能 性 は 、 そ の ブ チ ル エ ー テ ル （ セ リ ン
、 ト レ オ ニ ン 及 び チ ロ シ ン の 場 合 ） 、 ブ チ ル エ ス テ ル （ グ ル タ ミ ン 酸 及 び ア ス パ ラ ギ ン 酸
の 場 合 ） 、 ブ チ ロ キ シ カ ル ボ ニ ル 誘 導 体 （ リ シ ン 及 び ヒ ス チ ジ ン の 場 合 ） 、 ト リ チ ル 誘 導
体 （ シ ス テ イ ン の 場 合 ） 、 及 び ４ － メ ト キ シ － ２ ， ３ ， ６ － ト リ メ チ ル ベ ン ゼ ン ス ル フ ォ
ニ ル 誘 導 体 （ ア ル ギ ニ ン の 場 合 ） と し て 保 護 し て も よ い 。 こ こ で 、 グ ル タ ミ ン ま た は ア ス
パ ラ ギ ン が Ｃ 末 端 基 で あ る 場 合 、 ４ ， ４ ’ － ジ メ ト キ シ ベ ン ズ ヒ ド リ ル 基 が 側 鎖 ア ミ ノ 官
能 性 を 保 護 す る の に 用 い ら れ る 。 固 相 支 持 体 は 、 ジ メ チ ル ア ク リ ル ア ミ ド （ 主 鎖 モ ノ マ ー
） 、 ビ ス ア ク ロ イ ル エ チ レ ン ジ ア ミ ン （ 架 橋 剤 ） 及 び ア ク リ ロ イ ル サ ル コ ジ ン メ チ ル エ ス
テ ル （ 機 能 化 剤 ） の ３ 種 の モ ノ マ ー か ら 構 成 さ れ る ポ リ ジ メ チ ル － ア ク リ ル ア ミ ド ポ リ マ
ー を 素 材 と す る 。 ペ プ チ ド － 樹 脂 間 の 開 裂 可 能 な 結 合 剤 と し て は 、 酸 に 不 安 定 な ４ － ヒ ド
ロ キ シ メ チ ル － フ ェ ノ キ シ 酢 酸 誘 導 体 が 用 い ら れ る 。 す べ て の ア ミ ノ 酸 誘 導 体 は 、 あ ら か
じ め 作 ら れ た 対 称 形 の 無 水 物 誘 導 体 と し て 添 加 さ れ る 。 但 し 、 ア ス パ ラ ギ ン 及 び グ ル タ ミ
ン は 逆 Ｎ ， Ｎ － ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル － カ ル ボ ジ イ ミ ド ／ １ － ヒ ド ロ キ シ ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル
を 介 し た カ ッ プ リ ン グ 法 を 用 い て 添 加 さ れ る 。 す べ て の カ ッ プ リ ン グ 及 び 保 護 解 除 反 応 は
ニ ン ヒ ド リ ン 、 ト リ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 も し く は ｉ ｓ ｏ ｔ ｉ ｎ テ ス ト 法 に よ り 測 定
さ れ る 。 合 成 が 完 了 す る と 、 ５ ０ ％ ス カ ベ ン ジ ャ ー 混 合 物 を 含 む ９ ５ ％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸
で 処 理 し て ペ プ チ ド を 樹 脂 支 持 体 よ り 開 裂 さ せ 、 同 時 に 側 鎖 保 護 基 を 取 り 除 く 。 ス カ ベ ン
ジ ャ ー は 一 般 に は エ タ ン ジ オ ー ル 、 フ ェ ノ ー ル 、 ア ニ ソ ー ル 及 び 水 が 使 わ れ る が 、 合 成 さ
れ た ペ プ チ ド を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 に 従 っ て 正 確 に 選 択 さ れ る 。 減 圧 蒸 発 に よ り ト リ フ ル オ
ロ 酢 酸 を 除 去 し た の ち 、 ジ エ チ ル エ ー テ ル と 共 に 粉 砕 し て 粗 ペ プ チ ド を 得 る 。 使 用 し た あ
ら ゆ る ス カ ベ ン ジ ャ ー は 水 相 の 凍 結 乾 燥 に よ る 簡 便 な 抽 出 処 理 に よ り 取 り 除 か れ 、 粗 ペ プ
チ ド は ス カ ベ ン ジ ャ ー フ リ ー と な る 。 ペ プ チ ド 合 成 の た め の 試 薬 は 、 カ ル ビ オ ケ ム － ノ バ
ビ オ ケ ム 社 （ イ ギ リ ス ） 、 ノ ッ テ ィ ン ガ ム 　 Ｎ Ｇ ７ 　 ２ Ｑ Ｊ 、 イ ギ リ ス に よ り 市 販 さ れ て
い る 。 精 製 は 限 外 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 及 び （ 主 に ） 逆 相
高 性 能 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 単 独 使 用 も し く は 組 み 合 わ せ に よ り 行 わ れ る 。 ペ プ
チ ド の 分 析 は 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 逆 相 高 性 能 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 酸 加 水 分 解
に よ る ア ミ ノ 酸 分 析 、 及 び 高 速 原 子 衝 突 （ Ｆ Ａ Ｂ ） 質 量 分 析 法 に よ り 行 っ て よ い 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 の 第 ４ の 側 面 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 本 発 明 の 第 １ 、 第 ２ 及 び 第 ３ の 側 面
に よ る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 の Ｓ 、 ｐ ｏ ｌ ま た は Ｈ Ｅ タ ン パ ク を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド ま た は そ の 相 補 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 好 ま し く は 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 本 発 明 の 第 １ の 側 面 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク を コ
ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 相 補 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
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　 よ り 好 ま し く は 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク を コ ー ド す る 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 図 ３ （ Ｓ
Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ３ ） に 記 載 の 配 列 を 有 す る あ る い は の み か ら な る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 当 然 な が ら 、 図 ３ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ３ ） に 示 す 配 列 は ３ ５ ３ １ 番 に Ｙ を 含 み 、 こ
れ は Ｃ も し く は Ｔ を 表 す 。 ど ち ら の 場 合 も 、 対 応 す る ア ミ ノ 酸 は Ｉ ｌ ｅ で あ る 。 従 っ て 、
本 発 明 は 図 ３ に 示 す 配 列 を 有 す る あ る い は の み か ら な る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク を コ ー ド す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 ３ ５ ３ １ 番 に Ｃ を 有 す る も の を 包 含 す る 。 ま た 、 本 発 明 は 図
３ に 示 す 配 列 を 有 す る あ る い は の み か ら な る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド で あ り 、 ３ ５ ３ １ 番 に Ｔ を 有 す る も の も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 図 ３ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ３ ） に 示 す 配 列 の 断 片 を 有 し 、 表 １ に 示 す
位 置 に お い て 少 な く と も １ の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク に 特 異 的 な ア ミ ノ 酸 を 有 す る タ ン パ ク
を コ ー ド す る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 好 ま し く は 、 ｐ ｏ ｌ タ ン パ ク を コ ー ド す る 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 図 １ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ
　 Ｎ ｏ ． １ ） に 示 す 配 列 ま た は そ の 相 補 的 配 列 を 有 す る も し く は の み か ら な る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 は Ｂ Ｃ Ｖ ゲ ノ ム の ４ ９ ７ ５ 番 に 相 当 す る 位 置 に Ｅ を 有 す る タ ン パ ク を コ ー
ド す る 図 １ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． １ ） に 示 す 配 列 の 断 片 を 有 す る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド ま た は そ の 相 補 ヌ ク レ オ チ ド を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 好 ま し く は 、 Ｈ Ｅ タ ン パ ク を コ ー ド す る 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 図 １ ３ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ
　 Ｎ ｏ ． ２ １ ） に 示 す 配 列 ま た は そ の 相 補 配 列 を 有 す る ま た は の み か ら な る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 は ２ ３ ５ 番 の Ｆ 、 ２ ４ ２ 番 の Ｎ ま た は ２ ５ ３ 番 の Ｌ の １ 以 上 を 有 す る タ ン
パ ク を コ ー ド す る 図 １ ３ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ２ １ ） に 示 す 配 列 の 断 片 を 有 す る Ｃ Ｒ Ｃ
Ｖ の Ｈ Ｅ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 包 含 す る 。 こ れ ら の ３ の ア ミ ノ 酸 の 番 号 は LY138系 統 の Ｂ
Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク （ Genbankア ク セ ス 番 号 Ａ Ｆ ０ ５ ８ ９ ４ ２ ） に お い て 、 LY138系 統 の Ｂ
Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク の 最 初 の Ｍ を １ 番 の 残 基 と す る ア ミ ノ 酸 番 号 に 対 応 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 上 記 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を こ こ で は 本 発 明 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド と す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 “ Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ” と は 、 図 １ 、 ３ 及 び １ ３ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． １ 、
３ 及 び ２ １ ） に 列 挙 す る よ う な 天 然 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の す べ て ま た は そ の 断 片 を 有
さ な い が 、 上 記 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ も し く は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 の Ｓ ｐ ｏ ｌ ま た は Ｈ Ｅ タ ン パ ク を コ ー ド す
る ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ の 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ は プ ラ ス 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス で あ る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は Ｄ Ｎ Ａ ま た は
Ｒ Ｎ Ａ で あ っ て よ い 。 Ｒ Ｎ Ａ は プ ラ ス 鎖 ま た は マ イ ナ ス 鎖 Ｒ Ｎ Ａ で あ っ て よ い 。 Ｄ Ｎ Ａ は
一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ な ど の プ ラ ス 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス か ら ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ク ロ ー ニ ン グ し 配 列 を 決 定 す る
た め の 好 適 な 方 法 は 公 知 で あ り 、 例 え ば 本 願 に 参 照 に よ り 取 り 込 ま れ る Sambrook et al 2
001に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ど の よ う な 大 き さ で あ っ て も よ
い 。 し か し な が ら 、 プ ロ ー ブ 用 ま た は 増 幅 用 な ど 特 定 の 目 的 に 対 し て は 、 核 酸 は ３ ０ ０ ０
塩 基 対 （ 核 酸 が ２ 本 鎖 の 場 合 ） ま た は 塩 基 （ 核 酸 が 一 本 鎖 の 場 合 ） よ り 少 な い こ と が 好 ま
し く 、 よ り 好 ま し く は １ ０ ０ ０ よ り 少 な い 、 さ ら に は １ ０ か ら １ ０ ０ 、 さ ら に 好 ま し く は
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１ ５ か ら ３ ０ で あ る 。 以 下 に よ り 詳 細 に 記 載 す る が 、 １ 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は
、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て の 使 用 ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に お け る プ
ラ イ マ ー と し て の 使 用 に 好 適 で あ り 、 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と し て は 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ 、 ｐ ｏ ｌ ま た は Ｈ Ｅ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 特
異 的 に 増 幅 ま た は こ れ ら と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 、 Ｂ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｃ Ｖ ま た は 腸 性 Ｃ
Ｃ Ｖ の Ｓ 、 ｐ ｏ ｌ ま た は Ｈ Ｅ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と は 作 用 し な い も の が 特 に 好 ま し い 。 当 業
者 で あ れ ば 、 図 ６ 、 ８ 、 ９ 、 及 び １ ５ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 比 較 を 参 照 す る こ と で 好 適 な
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 当 然 な が ら 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 た と え 非 常 に ス ト リ ン
ジ ェ ン ト な 状 況 下 で あ っ て も 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 加 え て Ｈ Ｃ Ｖ 、 Ｂ Ｃ Ｖ 及 び Ｈ Ｅ Ｖ 由 来 の Ｒ Ｎ Ａ
ま た は Ｄ Ｎ Ａ の い ず れ の 核 酸 と も ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て も よ い 。 し か し な が ら 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま
た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 由 来 の 核 酸 と で あ れ ば 、 Ｈ Ｃ Ｖ 、 Ｂ Ｃ Ｖ ま
た は Ｈ Ｅ Ｖ 由 来 の 核 酸 よ り も よ り ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 状 況 下 で も ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と
が 好 ま し い 。 こ れ は 実 験 的 に 、 あ る い は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｃ Ｖ 、 Ｂ
Ｃ Ｖ ま た は Ｈ Ｅ Ｖ 配 列 の そ れ ぞ れ と の 比 較 に よ り 決 定 す る こ と が で き る が 、 こ れ ら は 当 業
者 に よ り よ く 知 ら れ て い る （ Sambrook et al 2001） 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ま た 、 当 然 な が ら Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 加 え て 腸
性 Ｃ Ｃ Ｖ 由 来 の Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ の い ず れ の 核 酸 と も ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て も よ い 。 し か
し な が ら 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 由 来 の 核 酸 と で あ れ
ば 、 Ｃ Ｃ Ｖ 由 来 の 核 酸 よ り も よ り ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 状 況 下 で も ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と
が 好 ま し い 。 こ れ は 実 験 的 に 、 あ る い は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 と そ れ ぞ れ の 配 列 と の
比 較 に よ り 決 定 す る こ と が で き る が 、 こ れ ら は 当 業 者 に よ り よ く 知 ら れ て い る （ Sambrook
 et al 2001） 。 好 ま し く は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ど の よ う な ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 状 況
下 で も 腸 性 Ｃ Ｃ Ｖ 由 来 の 核 酸 と は ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い こ と が 好 ま し い （ 下 記 参 照 ） 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 簡 便 の た め と し て 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド は さ ら に 検 出 可 能 な 標 識 を 有 す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 “ 検 出 可 能 な 標 識 ” に は 、 公 知 の 方 法 に よ り 核 酸 分 子 に 容 易 に 取 り 込 ま せ る こ と が で き
る ３ ２ Ｐ 、 ３ ３ Ｐ ま た は ３ ５ Ｓ な ど の あ ら ゆ る 簡 便 な 放 射 性 標 識 が 含 ま れ る 。 ま た 、 核 酸
分 子 に 容 易 に 取 り 込 ま せ る こ と が で き る あ ら ゆ る 簡 便 な 蛍 光 ま た は 化 学 ル ミ ネ ッ セ ン ス 標
識 も 含 ま れ る 。 さ ら に 、 “ 検 出 可 能 な 標 識 ” に は 、 他 の 部 分 の 結 合 す る こ と で 検 出 で き る
一 部 分 （ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と 結 合 す る こ と で 検 出 で き る ビ オ チ ン な ど ） や 、 酵 素 な ど の
一 部 分 で 無 色 の 化 合 物 を 色 の 付 い た 化 合 物 に 転 化 す る 能 力 、 ま た は そ の 逆 の 能 力 を 持 つ こ
と か ら 検 出 で き る も の （ 例 え ば ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ は 、 無 色 の ｏ － リ ン 酸 ニ ト ロ フ ェ
ニ ル を 色 の 付 い た ｏ － ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル に 転 化 す る こ と が で き る ） も 含 ま れ る 。 簡 便 の た
め と し て 、 核 酸 プ ロ ー ブ は 固 定 さ れ た ア レ イ の 特 定 の 位 置 を 占 め る も の で あ っ て よ く 、 核
酸 が プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た か ど う か を ア レ イ に お け る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の
位 置 を 参 照 す る こ と に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ［ ３ ２ Ｐ ］ dCTPに よ る 標 識 は 、 ア マ シ ャ ム の Rediprime random primer labelling kit
を 用 い て 行 っ て よ い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ； Saiki et al (1988) Science 239, 487-491） に 好 適
に 用 い ら れ る プ ラ イ マ ー が 好 ま し い 。 好 適 な Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー と し て は 以 下 の 特 性 を 持 つ
も の で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
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　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ 末 端 の 配 列 が 増 幅 さ れ る 標 的 の 配 列 と 適 合 す る 必 要 が 無 い こ
と は よ く 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 通 常 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー は 特 に ３ ’ 末 端 に お い て 互 い に ２ 塩 基 以 上 の 相 互 に 相 補 的 な 構 造
を 持 た な い 。 そ う し た 場 合 、 “ プ ラ イ マ ー ダ イ マ ー ” と 呼 ば れ る 副 産 物 の 形 成 が 促 進 さ れ
る た め で あ る 。 ２ の プ ラ イ マ ー の ３ ’ 末 端 が ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 場 合 、 そ れ ら は “ primed
 template” 複 合 体 を 形 成 し 、 プ ラ イ マ ー の 伸 長 に よ り “ プ ラ イ マ ー ダ イ マ ー ” と 呼 ば れ
る 短 い 複 製 産 物 と な る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 プ ラ イ マ ー に お い て は 分 子 内 二 次 構 造 を 避 け る べ き で あ る 。 対 称 Ｐ Ｃ Ｒ と し て は 、 ４ ０
－ ６ ０ ％ の Ｇ ＋ Ｃ 含 量 で 、 １ 種 の 塩 基 が 長 く 連 続 し て い な い も の が 双 方 の プ ラ イ マ ー に 推
奨 さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 研 究 と 古 典 的 な 解 離 温 度 の 算 出 を 組
み 合 わ せ る と 、 所 定 の プ ラ イ マ ー は 特 定 の 温 度 で ア ニ ー ル す べ き で あ り ７ ２ ℃ の 伸 長 温 度
で は プ ラ イ マ ー ／ テ ン プ レ ー ト ハ イ ブ リ ッ ド が 解 離 し て し ま う 、 と い っ た こ と が し ば し ば
予 想 さ れ る 。 実 際 、 ハ イ ブ リ ッ ド は Ｐ Ｃ Ｒ に お い て 単 純 な Ｔ ｍ 計 算 に よ り 一 般 的 に 予 想 さ
れ る も の よ り も 有 効 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 最 適 な ア ニ ー ル 温 度 は 経 験 的 に 決 定 し て よ く 、 予 想 よ り も 高 く て も 良 い 。 Ｔ ａ ｑ Ｄ Ｎ Ａ
ポ リ メ ラ ー ゼ は ３ ７ ～ ５ ５ ℃ の 領 域 で は 活 性 を 持 っ て い る の で 、 プ ラ イ マ ー の 伸 長 は ア ニ
ー ル ス テ ッ プ の 間 に 起 こ り 、 ハ イ ブ リ ッ ド は 安 定 化 さ れ る 。 プ ラ イ マ ー の 濃 度 は 従 来 の （
対 称 ） Ｐ Ｃ Ｒ と 同 じ で あ り 、 典 型 的 に は ０ ． １ ～ １ μ Ｍ の 範 囲 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 偏 在 的 に 発 現 し て い る 遺 伝 子 に 相 補 的 な プ ラ イ マ ー な ど 用 い て コ ン ト ロ ー ル の 増 幅 反 応
を 行 え ば よ り 好 ま し い 。 コ ン ト ロ ー ル の 産 物 と Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 産 物 が 異 な る サ
イ ズ と な り 、 例 え ば こ れ ら ２ の 産 物 は 例 え ば ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で の 移 動 度 な ど 、 検
出 手 段 に よ り 区 別 す る こ と が で き る な ど の 有 益 性 が あ る 。 し か し な が ら 、 ２ の 産 物 は 例 え
ば 共 に １ ０ ０ か ら １ ０ ０ ０ 塩 基 長 ま た は １ ０ ０ か ら ６ ０ ０ 塩 基 長 な ど 、 同 様 な サ イ ズ で あ
る こ と が 望 ま し い か も し れ な い 。 こ れ に よ り 例 え ば ゲ ル 電 気 泳 動 に よ る 産 物 の 同 時 分 析 に
役 立 つ か も し れ な い 。 ま た 、 例 え ば 反 応 中 の 異 な る 段 階 に お け る 産 物 の 相 対 的 な 生 成 速 度
と い っ た 点 か ら 見 て 、 コ ン ト ロ ー ル と Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 の 増 幅 反 応 が 同 様 な 性 能
特 性 を 持 つ こ と を 意 味 す る か も し れ な い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 、 Ｑ Ｂ レ プ リ カ ー ゼ 及 び リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 を 含 む 本 発 明 の 方 法 で
は 、 あ ら ゆ る 核 酸 増 幅 プ ロ ト コ ル を 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、 ３ Ｓ Ｒ と も 呼 ば れ る Ｎ Ａ
Ｓ Ｂ Ａ （ nucleic acid sequence based amplification:核 酸 配 列 を 基 礎 と す る 増 幅 法 ） は
Compton (1991) Nature 350, 91-92 及 び  AIDS (1993), Vol 7 (Suppl 2)に 記 載 さ れ る よ
う に し て 、 Ｓ １ ０ ８ ま た は Ｓ Ｄ Ａ （ strand displacement amplification） は Walker et a
l (1992) Nucl. Acids Res. 20, 1691-1696に 記 載 さ れ る よ う に し て 用 い る こ と が で き る
。 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 は 、 そ の 平 易 さ か ら 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 発 明 の 好 適 な 核 酸 の 組 が Ｐ Ｃ Ｒ に 用 い ら れ る 場 合 、 そ の 産 物 は ゲ ル 電 気 泳 動 及 び 臭 化
エ チ ジ ウ ム 染 色 に よ っ て 検 出 す る の が 簡 便 で あ る 。 そ の 他 、 プ ロ ー ブ と し て 増 幅 し た Ｄ Ｎ
Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る こ と も 便 利 で あ る 。 Ｐ Ｃ
Ｒ に よ り 増 幅 を 行 っ た 場 合 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は ２ の プ ラ イ マ ー に よ り 定 ま る
イ ン タ ー プ ラ イ マ ー 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 好 ま し
く は １ ０ か ら ５ ０ 塩 基 長 で あ り 、 よ り 好 ま し く は １ ５ か ら ３ ０ 塩 基 長 で あ る 。 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 増 幅 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ よ り 長 く て も よ く 、 １ の ま た は 両 方 の プ ラ イ マ ー を
含 ん で い て も よ い 。 し か し こ の 場 合 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ の 条 件 と し て 、 プ ロ ー ブ は プ ラ イ マ
ー 単 体 と は ハ イ ブ リ ダ イ ズ せ ず 、 プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る イ ン タ ー プ ラ イ マ ー 配
列 を 含 む 増 幅 産 物 の み と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る べ き で あ る 。
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【 ０ ０ ９ ９ 】
　 プ ロ ー ブ は 例 え ば ３ ２ Ｐ 、 ３ ３ Ｐ 及 び ３ ５ Ｓ な ど の 放 射 活 性 ヌ ク レ オ チ ド に よ り 標 識 し
て も よ く 、 ま た は 蛍 光 色 素 に よ り 標 識 し て も 良 い 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 蛍 光 で
標 識 し た 場 合 、 増 幅 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 産 物 は 溶 液 中 で 検 出 さ れ る （ 例 え ば Balaguer et al (19
91) "Quantification of DNA sequences obtained by ｐ ｏ ｌ ymerase chain reaction us
ing a bioluminescence adsorbent" Anal. Biochem. 195, 105-110及 び Dilesare et al (
1993) "A high-sensitivity electrochemiluminescence-based detection system for au
tomated PCR product quantitation" BioTechniques 15, 152-157参 照 ） 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 ま た 、 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は 、 蛍 光 体 － 消 光 剤 の 組 み 合 わ せ を 有 す る プ ロ ー ブ を 用 い る 、 プ ロ ー
ブ を 固 体 の 支 持 体 に 固 着 さ せ る 、 ビ オ チ ン タ グ を 有 す る プ ロ ー ブ を 用 い る 、 ま た は 捕 獲 プ
ロ ー ブ 及 び 検 出 プ ロ ー ブ の 組 み 合 わ せ を 用 い て 検 出 す る こ と に よ っ て も 検 出 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 蛍 光 体 － 消 光 剤 の 組 み 合 わ せ は Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の 量 的 な 測 定 （ 例 え ば Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ ） に 特 に
好 適 で あ る 。 好 適 な プ ロ ー ブ を 用 い た 蛍 光 偏 光 も ま た 、 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 検 出 に 用 い て も 良 い
。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 第 ４ の 側 面 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る ベ
ク タ ー を 包 含 す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 原 核 生 物 ベ ク タ ー の プ ラ ス ミ ド と し て は 、 Biorad研 究 所 （ リ ッ チ モ ン ド 、 Ｃ Ａ 、 ア メ リ
カ ） よ り 市 販 さ れ る pUC18、  pUC19、 pBR322及 び pBR329； フ ァ ル マ シ ア （ ピ ス カ タ ウ ェ イ
、 Ｎ Ｊ 、 ア メ リ カ ） よ り 市 販 さ れ る pTrc99A、 pKK223-3、 pKK233-3、 pDR540及 び pRIT5； ス
ト ラ タ ジ ー ン ク ロ ー ニ ン グ シ ス テ ム （ ラ ホ ー ラ 、 Ｃ Ａ ９ ２ ３ ０ ７ 、 ア メ リ カ ） よ り 市 販 さ
れ る pBSベ ク タ ー 、 Phagescriptベ ク タ ー 、 Bluescriptベ ク タ ー 、  pNH8A、 pNH16A、 pNH18A
及 び pNH46Aが 典 型 的 で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 哺 乳 類 細 胞 ベ ク タ ー の プ ラ ス ミ ド と し て は 、 フ ァ ル マ シ ア （ ピ ス カ タ ウ ェ イ 、 Ｎ Ｊ 、 ア
メ リ カ ） よ り 市 販 さ れ る ｐ Ｓ Ｖ Ｌ が 典 型 的 で あ る 。 こ の ベ ク タ ー は ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 遺
伝 子 の 発 現 に Ｓ Ｖ ４ ０ 後 期 プ ロ モ ー タ ー を 用 い 、 Ｃ Ｏ Ｓ － １ 細 胞 の よ う な Ｔ 抗 原 産 生 細 胞
に お い て 最 も 強 い 発 現 が 見 ら れ る 。 誘 導 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー の 例 と し て は 、 同 様 に フ ァ ル
マ シ ア （ ピ ス カ タ ウ ェ イ 、 Ｎ Ｊ 、 ア メ リ カ ） よ り 市 販 さ れ る ｐ Ｍ Ｓ Ｇ が あ る 。 こ の ベ ク タ
ー は 、 マ ウ ス 乳 が ん ウ イ ル ス の 長 い 末 端 反 復 の 糖 質 コ ル チ コ イ ド 誘 導 性 の プ ロ モ ー タ ー を
ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 遺 伝 子 の 発 現 に 用 い る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 酵 母 プ ラ ス ミ ド の ベ ク タ ー と し て は 、 一 般 に ス ト ラ タ ジ ー ン ク ロ ー ニ ン グ シ ス テ ム （ ラ
ホ ー ラ 、 Ｃ Ａ ９ ２ ３ ０ ７ 、 ア メ リ カ ） よ り 市 販 さ れ る pRS403-406及 び pRS413-416が 有 用 で
あ る 。 pRS403、 pRS404、 pRS405及 び pRS406プ ラ ス ミ ド は 酵 母 Integratingプ ラ ス ミ ド （ Ｙ
Ｉ ｐ ｓ ） で あ り 、 酵 母 に 選 択 可 能 な マ ー カ ー で あ る HIS3、 TRP1、 LEU2及 び URA3を 取 り 込 ま
せ る 。 pRS413-416プ ラ ス ミ ド は 酵 母 動 原 体 プ ラ ス ミ ド （ Ｙ Ｃ ｐ ｓ ） で あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 一 般 的 に 、 本 発 明 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 及 び Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 プ ラ ス ミ ド な ど の 発
現 ベ ク タ ー に 適 当 な 向 き と 正 し い 読 み 枠 で 挿 入 さ れ る 。 所 望 の ホ ス ト に 認 識 さ れ る 適 切 な
転 写 及 び 翻 訳 調 節 を 行 う 制 御 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を ベ ク タ ー へ の 挿 入 に 先 立 っ て 結 合 さ せ て
も 良 い 。 た だ し 、 こ の よ う な 制 御 は 一 般 的 に は 発 現 ベ ク タ ー に お い て 行 う こ と が で き る 。
従 っ て 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 挿 入 は 、 適 切 な プ ロ モ ー タ ー に 効 果 的 に 結 合 す る も の
で あ っ て 良 い 。 真 核 生 物 の プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 Ｃ Ｍ Ｖ immediate earlyプ ロ モ ー タ ー
、 Ｈ Ｃ Ｖ チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 、 初 期 及 び 後 期 Ｓ Ｖ ４ ０ プ ロ モ ー タ ー 及 び レ ト ロ
ウ イ ル ス の Ｌ Ｔ Ｒ ｓ の プ ロ モ ー タ ー が 挙 げ ら れ る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 他 の 好 適 な プ ロ モ ー
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タ ー も 知 り う る で あ ろ う 。 発 現 の 構 築 と し て は 、 望 ま し く は 転 写 初 期 化 及 び 終 止 の た め の
サ イ ト も 含 み 、 転 写 さ れ る 領 域 に は 、 翻 訳 の た め の リ ボ ゾ ー ム 結 合 サ イ ト を 含 む （ Hastin
gs et al, International Patent No. WO 98/16643） 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 コ ー ド 配 列 、 及 び 例 え ば 適 切 な 転 写 及 び 翻 訳 制 御 部 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー の 構 築 に は 当 業
者 に 公 知 の 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 方 法 の ひ と つ が 、 ホ モ ポ リ マ ー 末 端 を
介 し た 連 結 で あ る 。 ポ リ ｄ Ａ （ ま た は ポ リ ｄ Ｃ ） ホ モ ポ リ マ ー 末 端 は Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 露 出 し
た ３ ’ － Ｏ Ｈ 基 に 付 加 さ れ 、 末 端 デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ジ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ に よ り ク ロ
ー ニ ン グ さ れ る 。 次 に そ の 断 片 は 、 線 状 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー の 末 端 に 結 合 さ れ た ポ リ ｄ Ｔ
（ ま た は ポ リ ｄ Ｇ ） 末 端 と ア ニ ー ル す る こ と が で き る 。 ア ニ ー ル で 残 さ れ た 隙 間 は Ｄ Ｎ Ａ
ポ リ メ ラ ー ゼ 及 び Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ に よ り 結 合 さ れ る 自 由 末 端 に よ り 埋 め る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 他 の 方 法 と し て は 、 付 着 端 を 介 し た 結 合 が 挙 げ ら れ る 。 適 合 す る 付 着 端 は 、 好 適 な 制 限
酵 素 の 作 用 に よ り Ｄ Ｎ Ａ 断 片 及 び ベ ク タ ー 上 で 作 製 す る こ と が で き る 。 こ う し た 末 端 は 相
補 的 な 塩 基 の 対 合 に お い て 即 座 に ア ニ ー ル し 、 残 っ た ニ ッ ク は Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ の 作 用 に よ
り 閉 じ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 そ の 他 の 方 法 で は 、 リ ン カ ー ま た は ア ダ プ タ ー と 呼 ば れ る 合 成 分 子 を 用 い る 。 平 滑 末 端
を 持 つ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 は 、 ３ ’ 突 出 末 端 を 除 去 し 、 陥 凹 末 端 ３ ’ 末 端 を 挿 入 す る バ ク テ リ オ フ
ァ ー ジ Ｔ ４ Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ ま た は 大 腸 性 菌 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ に よ り 作 製 す る こ と
が で き る 。 認 識 配 列 を 含 む 平 滑 末 端 の ２ 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ の 断 片 で あ る 合 成 リ ン カ ー は Ｔ ４ Ｄ Ｎ
Ａ リ ガ ー ゼ に よ り 平 滑 末 端 の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 と 結 合 す る こ と が で き る 。 続 い て そ れ ら は 適 切 な
制 限 酵 素 に よ り 切 断 さ れ て 付 着 端 を 形 成 し 、 適 切 な 末 端 の 発 現 ベ ク タ ー と 結 合 す る 。 ア ダ
プ タ ー も ま た 結 合 に 用 い る １ の 平 滑 末 端 を 含 む 化 学 的 に 合 成 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ で あ る が 、 あ ら
か じ め 形 成 さ れ た 付 着 端 も 持 つ 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 各 種 の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ サ イ ト を 含 む 合 成 リ ン カ ー が 、 International Biotechn
ologies社 、 New Haven、 CN、 USAな ど 様 々 な 企 業 等 か ら 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 修 飾 す る の に 望 ま し い 方 法 の ひ と つ が 、 Saiki et al (198
8) Science 239, 487-491に 開 示 さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 を 用 い る 方 法 で あ る 。 こ の
方 法 で は 、 酵 素 反 応 で 増 幅 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ は 、 ２ の 特 定 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー と
隣 接 し 、 こ の プ ラ イ マ ー 自 身 は 増 幅 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ に 取 り 込 ま れ る 。 こ の 特 定 の プ ラ イ マ ー
は 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 サ イ ト を 含 ん で い て も 良 く 、 公 知 の 方 法 で 発 現 ベ ク タ ー
に ク ロ ー ニ ン グ す る の に 用 い ら れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る ベ ク タ ー に よ り 形
質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 を 包 含 す る 。 宿 主 細 胞 は 真 核 生 物 と 原 核 生 物 の い ず れ で あ っ て も よ
い 。 ベ ク タ ー 中 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 糖 タ ン パ ク と し て 発 現 す
る 場 合 、 前 記 宿 主 細 胞 は 真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 で あ り 、 好 ま し く は 哺 乳 類 の 宿 主 細 胞 で あ る
。
【 ０ １ １ ３ 】
　 原 核 生 物 の 宿 主 細 胞 と し て は 微 生 物 細 胞 が 好 ま し く 、 典 型 的 に は 大 腸 性 菌 の 系 統 で あ る
。 例 と し て は 、 Bethesda Research Laboratories社 、 Bethesda、 MD、 USAよ り 市 販 さ れ る
Ｄ Ｈ ５ 系 統 、 American Type Culture Collection (ATCC) of Rockville、 MD、 USA(No ATC
C 31343)よ り 市 販 さ れ る Ｒ Ｒ １ な ど で あ る 。 好 ま し い 真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 と し て は 、 酵 母
及 び 哺 乳 類 の 細 胞 が 挙 げ ら れ 、 好 ま し く は マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 サ ル ま た は ヒ ト 線 維 芽 細 胞 系
な ど の 脊 椎 動 物 の 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。 酵 母 の 宿 主 細 胞 と し て は 、 ス ト ラ タ ジ ー ン ク ロ ー ニ
ン グ シ ス テ ム （ ラ ホ ー ラ 、 Ｃ Ａ ９ ２ ３ ０ ７ 、 ア メ リ カ ） よ り 市 販 さ れ る YPH499、 YPH500及
び YPH501 が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し い 哺 乳 類 の 宿 主 細 胞 と し て は 、 ATCCよ り CCL61と し て 市 販
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さ れ る チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 （ Ｃ Ｈ Ｏ ） 細 胞 、 ATCCよ り CRL 1658と し て 市 販 さ れ る
Ｎ Ｉ Ｈ ス イ ス マ ウ ス 胚 細 胞 の NIH/3T3、 及 び ATCCよ り CRL1650と し て 市 販 さ れ る サ ル 腎 臓 由
来 Ｃ Ｏ Ｓ － １ 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し い 昆 虫 細 胞 と し て は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク
タ ー に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と が で き る Ｓ ｆ ９ 細 胞 で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 ベ ク タ ー に よ る 適 切 な 宿 主 細 胞 の 形 質 転 換 は 、 公 知 の 方 法 に よ り 行 う こ と が で き る が 、
典 型 的 に は 用 い る ベ ク タ ー の 種 類 に 依 存 す る 。 原 核 生 物 の 宿 主 細 胞 の 形 質 転 換 に 関 し て は
、 例 え ば Cohen et al (1972) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69, 2110 and Sambrook et a
l (2001) Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 3r d  Ed. Cold Spring Harbor Labo
ratory, Cold Spring Harbor, NYを 参 照 さ れ た い 。 酵 母 細 胞 の 形 質 転 換 に つ い て は 、 Sher
man et al (1986) Methods In Yeast Genetics, A Laboratory Manual, Cold Spring Har
bor, NYに 記 載 さ れ て い る 。 Beggs (1978) Nature 275, 104-109の 方 法 も ま た 、 有 用 で あ
る 。 脊 椎 動 物 の 細 胞 に つ い て は 、 そ の 導 入 に 有 用 な 試 薬 、 例 え ば リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 及 び Ｄ
Ｅ Ａ Ｅ デ キ ス ト ラ ン ま た は リ ポ ソ ー ム 製 剤 な ど が 、 ス ト ラ タ ジ ー ン ク ロ ー ニ ン グ シ ス テ ム
ま た は Life Technologies社 （ Gaithersburg, MD 20877, USA） よ り 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン も ま た 細 胞 の 形 質 転 換 に 有 用 で あ り 、 酵 母 細 胞 、 微 生 物 細 胞 及
び 脊 椎 動 物 細 胞 の 形 質 転 換 に お い て 公 知 で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 例 え ば 、 参 照 に よ り 組 み 込 ま れ る Luchansky et al (1988) Mol. Microbiol. 2, 637-64
6に 記 載 さ れ る 方 法 に よ り 種 々 の 微 生 物 を 形 質 転 換 し て も よ い 。 ２ ． ５ × Ｐ Ｅ Ｂ 溶 液 に 懸
濁 さ せ た Ｄ Ｎ Ａ － 細 胞 混 合 物 に ２ ５ μ Ｆ Ｄ で ６ ２ ５ ０ Ｖ ／ ｃ ｍ の エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン
を 行 う と 、 最 大 数 の 形 質 転 換 体 が 常 に 回 収 さ れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ る 酵 母 の 形 質 転 換 の 方 法 は Becker & Guarente (1990) Met
hods Enzymol. 194, 182に 記 載 さ れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ を 動 物 ま た は 植 物 の 細 胞 に 導 入 す る に は 物 理 的 な 方 法 を 用 い て も よ い 。 Ｄ Ｎ Ａ で
コ ー テ ィ ン グ し た 金 ま た は タ ン グ ス テ ン の 粒 子 を 細 胞 に 打 ち 込 む 方 法 が あ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 首 尾 良 く 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 、 即 ち Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 を 含 ん だ 細
胞 、 は 公 知 の 方 法 に よ り 識 別 さ れ る 。 例 え ば 、 選 別 方 法 の ひ と つ と し て は 、 発 現 ベ ク タ ー
に 形 質 転 換 細 胞 に お い て 選 別 可 能 な 特 徴 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ マ ー カ ー ） を 組 み 込 む
方 法 が あ る 。
　 こ れ ら の マ ー カ ー は と し て は 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 の Ｇ ４ １ ８ 、 ま た は 真 核 生 物 の 細
胞 培 養 に お い て は ネ オ マ イ シ ン 耐 性 、 大 腸 性 菌 及 び そ の 他 の 微 生 物 の 培 養 に お い て は テ ト
ラ サ イ ク リ ン 、 カ ネ マ イ シ ン 及 び ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 が 挙 げ ら れ る 。 そ の 他 に も 、 選
別 可 能 な 特 徴 を 与 え る 遺 伝 子 を 他 の ベ ク タ ー に 入 れ て 、 目 的 と す る 宿 主 細 胞 を 協 同 的 に 形
質 転 換 す る の に 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 マ ー カ ー 遺 伝 子 は 形 質 転 換 体 を 特 定 す る の に 用 い ら れ る が 、 ど の 細 胞 が 組 み 換 え Ｄ Ｎ Ａ
分 子 を 含 み 、 自 己 結 合 ベ ク タ ー 分 子 を 含 む の か を 決 定 で き る も の が 望 ま し い 。 こ れ は 、 Ｄ
Ｎ Ａ 断 片 の 挿 入 に よ り 分 子 上 に 存 在 す る 遺 伝 子 の ひ と つ が 完 全 性 を 失 う よ う な ク ロ ー ニ ン
グ ベ ク タ ー を 用 い る こ と に よ っ て 得 ら れ る 。 従 っ て 、 形 質 転 換 体 は そ う し た 遺 伝 子 の 機 能
の 欠 損 に 基 づ い て 特 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 他 に も 、 首 尾 良 く 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 特 定 す る 方 法 と し て 、 本 発 明 の 発 現 構 築 物 を 導
入 し た 結 果 と し て Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 の Ｓ 、 ｐ ｏ ｌ ま た は Ｈ Ｅ タ ン パ ク を 産 生 し て
い る 細 胞 を 培 養 す る 方 法 が あ る 。 細 胞 を 回 収 し て 溶 解 し 、 Ｄ Ｎ Ａ 成 分 を 分 析 し て 目 的 の Ｄ
Ｎ Ａ の 存 在 を Southern (1975) J. Mol. Biol. 98, 503 or Berent et al (1985) Biotech
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. 3, 208な ど に 記 載 さ れ る 方 法 で 確 認 す る こ と が で き る 。 他 に も 、 後 述 す る よ う な 抗 体 を
用 い て 上 清 に お け る 目 的 の タ ン パ ク の 存 在 を 検 出 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 組 み 換 え Ｄ Ｎ Ａ の 存 在 を 直 接 的 に ア ッ セ イ す る 方 法 に 加 え て 、 組 み 換 え Ｄ Ｎ Ａ が 直 接 タ
ン パ ク を 発 現 す る の で あ れ ば 、 形 質 転 換 が 成 功 し た か ど う か は 公 知 の 免 疫 的 な 方 法 に よ っ
て 確 認 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 発 現 ベ ク タ ー に よ る 形 質 転 換 が 成 功 し た 細 胞 は 適 当 な
抗 原 性 を 示 す タ ン パ ク を 産 生 す る 。 形 質 転 換 が 疑 わ れ る 細 胞 の 試 料 を 回 収 し て 、 適 切 な 抗
体 を 用 い て タ ン パ ク を ア ッ セ イ を 行 う 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 従 っ て 、 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 自 体 に 加 え て 、 本 発 明 に は そ れ ら の 細 胞 の 培 養 物 も 意
図 さ れ て い る 。 好 ま し く は 、 栄 養 培 地 中 の モ ノ ク ロ ー ナ ル な （ 系 統 的 に 単 一 の ） 培 養 物 ま
た は モ ノ ク ロ ー ナ ル な 培 養 物 か ら 派 生 す る 培 養 物 で あ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 典 型 的 に は 上 記 の ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ た 組 み 換 え Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド に よ り 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 は 、 続 い て こ こ に 開 示 さ れ る 技 術 を 参 考 に 公 知 の 技
術 に よ り 適 当 な 条 件 で 十 分 な 時 間 培 養 さ れ 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
に よ り コ ー ド さ れ る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 タ ン パ ク が 発 現 さ せ て 回 収 す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 タ ン パ ク は 組 み 換 え 細 胞 培 養 物 よ り 公 知 の 方 法 に よ り 回 収 及
び 生 成 さ れ る 。 公 知 の 方 法 と し て は 、 硫 安 ま た は エ タ ノ ー ル 沈 殿 、 酸 抽 出 、 陰 イ オ ン ま た
は 陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 リ ン 酸 セ ル ロ ー ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 性 相 互
作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 水 酸 ア パ タ イ ト ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 、 及 び レ ク チ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー が 挙 げ ら れ る 。 最 も 好 ま し い の は 、 高 性 能
液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー “ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ” を 用 い た 精 製 で あ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 例 え ば 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 系 の 発 現 に お い て 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ス パ イ ク 遺 伝 子 を コ ー ド す る 組
み 換 え Ｄ Ｎ Ａ は pMelBac (Invitrogen)な ど の 好 適 な 移 転 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し て も 良
い 。 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ （ 例 え ば Bac-N-Blue/Invitrogen） と 共 に 導 入 す る こ と で 、
ス パ イ ク タ ン パ ク を コ ー ド す る 組 み 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス と な る 。 好 適 な 昆 虫 細 胞 系 （ 例
え ば Sf9、 Sf21、 High Five/Invitrogen） に 適 切 な 感 染 効 率 で 感 染 さ せ る と 、 組 み 換 え ス
パ イ ク タ ン パ ク が 発 現 す る 。 タ ン パ ク の 発 現 は 、 適 当 な 試 薬 （ 例 え ば 回 復 期 の イ ヌ 血 清 ま
た は そ の 他 の ウ イ ル ス 特 異 的 な 抗 体 ） を 用 い て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ ま た は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ
Ａ に よ り 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 従 っ て 本 発 明 は 、 本 発 明 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ
れ る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 タ ン パ ク を 得 る 方 法 を 包 含 す る 。 前 記 方 法 は 、 典 型 的 に は
ベ ク タ ー で あ る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 宿 主 細 胞 の 培 養 す る
こ と と 、 タ ン パ ク 質 を 前 記 宿 主 細 胞 内 で 発 現 さ せ る こ と と 、 前 記 タ ン パ ク 質 を 精 製 す る こ
と を 有 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 こ の 方 法 に よ り 得 ら れ る タ ン パ ク 質 を 包 含 す る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 従 っ て 本 発 明 は 、 典 型 的 に は Ｓ タ ン パ ク で あ り 、 本 発 明 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ る グ リ コ シ ル 化 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 タ ン パ ク も 包
含 す る 。 前 記 方 法 は 、 典 型 的 に は ベ ク タ ー で あ る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 用 の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 有 す る 真 核 生 物 、 よ り 好 ま し く は 哺 乳 類 の 宿 主 細 胞 の 培 養 と 、 宿 主 細 胞 中 の タ ン
パ ク の 発 現 と 、 前 記 グ リ コ シ ル 化 タ ン パ ク の 精 製 を 有 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 こ の 方 法 に
よ っ て 得 ら れ る グ リ コ シ ル 化 タ ン パ ク を 包 含 す る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 第 ５ の 側 面 と し て の 本 発 明 は 、 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 抗 体 の 作 製 方 法 で あ り 、 前 記 方 法 は 動 物 に お
い て 上 記 本 発 明 の 第 １ の 側 面 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 Ｓ タ ン パ ク に 対 す る 免 疫 反 応 を
起 こ さ せ る こ と と 、 前 記 動 物 ま た は 前 記 動 物 由 来 の 不 死 細 胞 か ら 抗 体 を 調 製 す る こ と を 含
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む 。 前 記 方 法 は 、 そ の 他 に 本 発 明 の 第 １ の 側 面 に 記 載 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 Ｓ タ ン
パ ク を 用 い て 抗 体 発 現 ラ イ ブ ラ リ か ら 抗 体 を 選 択 す る こ と を 有 し て い て も 良 い 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る 方 法 及 び 技 術 は 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 例 え ば 参 照 と し て
組 み 込 ま れ る Monoclonal Antibodies: A manual of techniques", H Zola (CRC Press, 1
988) and in "Monoclonal Hybridoma Antibodies: Techniques and Applications", J G 
R Hurrell (CRC Press, 1982)に 開 示 さ れ る 方 法 が あ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 さ ら に 任 意 で こ の よ う に し て 得 ら れ た 抗 体 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク に 対
す る ア フ ィ ニ テ ィ ー が Ｂ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー よ り も 高 い か ど う か を
決 定 す る こ と 、 及 び 好 ま し く は 前 記 抗 体 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー
が Ｈ Ｃ Ｖ 及 び Ｈ Ｅ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー よ り も 高 い か ど う か を 決 定 す る
こ と 、 を 有 す る 。 抗 体 の 抗 原 に 対 す る 相 対 的 な ア フ ィ ニ テ ィ ー を 決 定 す る 方 法 は 公 知 で あ
る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 本 発 明 の 第 ５ の 側 面 の 方 法 に よ り 得 ら れ る 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク に 対
す る ア フ ィ ニ テ ィ ー が Ｂ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー よ り も 高 い 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ
抗 体 を 包 含 す る 。 好 ま し く は 、 前 記 抗 体 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー
は 、 さ ら に Ｈ Ｃ Ｖ 及 び Ｈ Ｅ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー よ り も 高 い 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 ま た 本 発 明 は 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 抗 体 の 作 製 方 法 を 包 含 し 、 前 記 方 法 は 動 物 に お い て 上 記 本 発 明
の 第 ３ の 側 面 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 の Ｈ Ｅ タ ン パ ク に 対 す る 免 疫 応 答 反 応 を 起 こ さ
せ る こ と と 、 前 記 動 物 ま た は 前 記 動 物 由 来 の 不 死 細 胞 か ら 抗 体 を 調 製 す る こ と を 含 む 。 前
記 方 法 は 、 そ の 他 に 本 発 明 の 第 ３ の 側 面 に 記 載 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 Ｈ Ｅ タ ン パ ク
を 用 い て 抗 体 発 現 ラ イ ブ ラ リ か ら 抗 体 を 選 択 す る こ と を 有 し て い て も 良 い 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 さ ら に 任 意 で こ の よ う に し て 得 ら れ た 抗 体 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク に
対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー が Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー よ り も 高 い か ど う
か を 決 定 す る こ と 、 及 び 好 ま し く は 前 記 抗 体 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク に 対 す る ア フ ィ ニ
テ ィ ー が Ｈ Ｃ Ｖ 及 び Ｈ Ｅ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー よ り も 高 い か ど う か を
決 定 す る こ と 、 を 有 す る 。 抗 体 の 抗 原 に 対 す る 相 対 的 な ア フ ィ ニ テ ィ ー を 決 定 す る 方 法 は
公 知 で あ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 本 発 明 の 第 ５ の 側 面 の 方 法 に よ り 得 ら れ る 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク に
対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー が Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー よ り も 高 い 抗 Ｃ Ｒ
Ｃ Ｖ 抗 体 を 包 含 す る 。 好 ま し く は 、 前 記 抗 体 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク に 対 す る ア フ ィ ニ
テ ィ ー は 、 さ ら に Ｈ Ｃ Ｖ 及 び Ｈ Ｅ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー よ り も 高 い 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 好 ま し く は 前 記 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 し か し な が ら 、 本 発 明 は 単 一 特 異 的
な 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 抗 体 を 包 含 す る 。 前 記 抗 体 は 、 後 述 す る 抗 体 断 片 で あ っ て 良 い 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は 単 一 特 異 性 の 抗 体 は 、 Neuberger et al (1988, 8th Interna
tional Biotechnology Symposium Part 2, 792-799)に お い て 論 じ ら れ る よ う な キ メ ラ 抗
体 で あ っ て よ い 。 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 単 一 特 異 的 な 抗 体 は “ イ ヌ 化 さ れ た ” 抗
体 で あ っ て よ く 、 例 え ば マ ウ ス 抗 体 の Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 を イ ヌ 抗 体 の 骨 格 に 挿 入 し て 作 ら れ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 抗 体 の 断 片 を 包 含 す る 。 抗 体 の 可 変 Ｈ （ Ｖ Ｈ ） 及 び 可 変 Ｌ （
Ｖ Ｌ ） ド メ イ ン は 、 抗 原 認 識 に 関 係 し て お り 、 こ の 事 実 は プ ロ テ ア ー ゼ に よ る 消 化 実 験 に
よ り 最 初 に 認 め ら れ た 。 こ れ は さ ら に げ っ 歯 目 の 抗 体 の “ ヒ ト 化 ” に よ り 確 認 さ れ た 。 げ
っ 歯 目 由 来 の 可 変 領 域 を ヒ ト 由 来 の 不 変 領 域 と 融 合 さ せ て 作 ら れ た 抗 体 は 、 母 体 と な っ た
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げ っ 歯 目 抗 体 の 抗 原 特 異 性 を 保 持 し て い る （ Morrisonら (1984)Proc.Acac.Sci.USA 81,685
1-6855） 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 こ の 抗 原 特 異 性 は 可 変 領 域 に よ り 付 与 さ れ る も の で あ り 、 不 変 領 域 か ら は 独 立 し て い る
こ と が 、 １ 以 上 の 可 変 領 域 の す べ て を 含 む 抗 体 断 片 を バ ク テ リ ア で 発 現 さ せ た 実 験 に よ っ
て 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 こ れ ら の 分 子 に は Ｆ ａ ｂ 様 の 分 子 (Better et al(1988)Science240、 1041)、 Ｆ ｖ 分 子  (
Skerraet al (１ ９ ８ ８ ) Science 240, )、 Ｖ Ｈ と Ｖ Ｌ の 組 と な る ド メ イ ン が 柔 軟 な オ リ
ゴ ペ プ チ ド を 介 し て 結 合 し て い る 一 本 鎖 Ｆ ｖ （ Ｓ ｃ Ｆ ｖ ） 分 子  (Bird et al (１ ９ ８ ８ ) 
Science 242, 423及 び  Huston et al (１ ９ ８ ８ ) Proc. Natl. Acad. Sci.USA 85,５ ８ ７
９  )及 び 孤 立 し た Ｖ ド メ イ ン を 含 む 単 一 ド メ イ ン 抗 体 （ ｄ Ａ ｂ ｓ ） (Ward et al (１ ９ ８
９ ) Nature 341, 544)を 含 ま れ る 。 抗 体 断 片 の 合 成 に 関 す る 技 術 の 一 般 的 概 要 に つ い て は
、 Winter & Milstein (1991)Nature 349 293-299に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 “ Ｓ ｃ Ｆ Ｖ 分 子 ” と は 、 Ｖ Ｈ と Ｖ Ｌ の 組 と な る ド メ イ ン が 柔 軟 な オ リ ゴ ペ プ チ ド を 介 し
て 結 合 し た 分 子 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 完 全 体 の 抗 体 に 対 し て 抗 体 断 片 の 優 位 性 は 数 倍 に も な る 。 よ り 小 さ な サ イ ズ の 断 片 は 例
え ば 固 体 組 織 へ の 浸 透 性 な ど の 薬 理 学 的 な 特 性 を 改 善 す る か も し れ な い 。 ま た 、 補 体 結 合
な ど の 抗 体 全 体 の 効 果 ま た は 影 響 は 取 り 除 か れ る 。 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ｖ 、 Ｓ ｃ Ｆ ｖ お よ び ｄ Ａ ｂ
抗 体 断 片 は す べ て 大 腸 性 菌 に よ り 発 現 及 び 分 泌 さ せ る こ と が で き る の で 、 容 易 に 大 量 生 産
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 完 全 体 の 抗 体 、 及 び Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 断 片 は “ ２ 価 ” で あ る 。 “ ２ 価 ” と は 、 抗 体 及 び Ｆ
（ ａ ｂ ’ ） ２ 断 片 が ２ の 抗 原 結 合 部 位 を 持 つ こ と を 意 味 す る 。 対 照 的 に 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ｖ 、
Ｓ ｃ Ｆ ｖ 及 び ｄ Ａ ｂ 断 片 は １ 価 で あ り 、 １ の 抗 原 結 合 部 位 を 持 つ 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 第 ６ の 側 面 と し て の 本 発 明 は 、 イ ヌ が Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 曝 さ れ た か ど う か を 決 定 す る 方 法 で あ
る 。 前 記 方 法 は 、 イ ヌ か ら 好 適 な 試 料 を 得 る こ と と 、 前 記 試 料 中 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は 抗 Ｃ Ｒ
Ｃ Ｖ 抗 体 を 特 定 す る こ と 、 を 有 す る 。 前 記 方 法 は イ ヌ が Ｃ Ｉ Ｒ Ｄ に 感 染 し て い る か ど う か
を 診 断 す る 補 助 と し て も 良 い 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 本 発 明 は 、 イ ヌ か ら 得 た 試 料 に お い て 、 そ の イ ヌ が 過 去 に Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 曝 さ れ た 経 歴 を 検
出 す る 方 法 を 包 含 し 、 前 記 方 法 は イ ヌ か ら 好 適 な 試 料 を 得 る こ と と 、 前 記 試 料 中 に 抗 Ｃ Ｒ
Ｃ Ｖ 抗 体 を 特 定 す る こ と を 、 有 す る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 好 ま し い 実 施 例 の ひ と つ と し て 、 前 記 好 適 な 試 料 は 血 清 、 唾 液 、 気 管 洗 液 ま た は 細 気 管
支 洗 液 な ど の あ ら ゆ る 抗 体 含 有 試 料 で あ っ て 良 い 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 好 ま し く は 、 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 抗 体 は Ｂ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｅ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 抗 原 を 用 い て 検
出 さ れ 、 よ り 好 ま し く は Ｂ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 抗 原 を 用 い て 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 試 料 に お け る 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 抗 体 の 特 定 は 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク の ア ミ
ノ 酸 配 列 （ 図 ４ 及 び Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ４ ） と 少 な く と も ７ ５ ％ の 相 同 性 を も つ ア ミ ノ
酸 配 列 の Ｓ タ ン パ ク 、 Ｂ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク （ Genbankア ク セ ス 番 号 Ａ Ｆ ０ ５ ８ ９ ４ ２ ） の
ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ７ ５ ％ の 相 同 性 を も つ ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｓ タ ン パ ク 、 Ｈ Ｃ Ｖ の Ｓ
タ ン パ ク （ Genbankア ク セ ス 番 号 Ｌ １ ４ ６ ４ ３ ） 、 Ｂ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク （ Genbankア ク セ ス
番 号 Ａ Ｆ ０ ５ ８ ９ ４ ２ ） と 少 な く と も ７ ５ ％ の 相 同 性 を も つ Ｓ タ ン パ ク を 有 す る コ ロ ナ ウ
イ ル ス ま ま た は そ の 断 片 、 ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク と 少 な く と も ７ ５ ％ の 相 同 性 を 持
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つ Ｓ タ ン パ ク を 含 む コ ロ ナ ウ イ ル ス も し く は そ の 断 片 と 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 を 特 定 す る
こ と を 有 す る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 Ｂ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク の ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ７ ５ ％ の 相 同 性 を も
つ ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｓ タ ン パ ク と 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 を 特 定 す る 、 と は 、 Ｂ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン
パ ク （ Genbankア ク セ ス 番 号 Ａ Ｆ ０ ５ ８ ９ ４ ２ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ８ ０ ％ 、 少
な く と も ８ ５ ％ 、 少 な く と も ９ ０ ％ ま た は 少 な く と も ９ ５ ％ の 相 同 性 を も つ ア ミ ノ 酸 配 列
の Ｓ タ ン パ ク 、 ま た は そ の 断 片 と 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 を 特 定 す る こ と 、 を 有 す る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 試 料 に お け る 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 抗 体 を 特 定 す る こ と 、 と は 、 Ｂ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン
パ ク （ Genbankア ク セ ス 番 号 Ａ Ｆ ０ ５ ８ ９ ４ ２ ） と 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 を 特 定 す る こ と
を 有 す る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク の ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ７ ５ ％ の 相 同 性 を
も つ ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｓ タ ン パ ク と 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 を 特 定 す る 、 と は 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ
タ ン パ ク の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 図 ４ 及 び Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ４ ） と 少 な く と も ８ ０ ％ 、 少 な
く と も ８ ５ ％ 、 少 な く と も ９ ０ ％ ま た は 少 な く と も ９ ５ ％ の 相 同 性 を も つ ア ミ ノ 酸 配 列 の
Ｓ タ ン パ ク 、 ま た は そ の 断 片 と 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 を 特 定 す る こ と 、 を 有 す る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 試 料 に お け る 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 抗 体 を 特 定 す る こ と 、 と は 、 本 発 明 の 第 １ の
側 面 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 の Ｓ タ ン パ ク と 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 を 特 定 す る こ と を
有 す る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 最 も 好 ま し く は 、 試 料 に お け る 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 抗 体 を 特 定 す る こ と 、 と は 、 図 ４ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　
Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ４ ） に 示 す Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 と 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 を
特 定 す る こ と を 有 す る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 同 様 に 、 試 料 に お け る 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 抗 体 を 特 定 す る 、 と は 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク の 部
分 ア ミ ノ 酸 配 列 （ 図 １ ４ 及 び Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ２ ２ ） と 少 な く と も ９ ０ ％ の 相 同 性 を
持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｈ Ｅ タ ン パ ク と 、 Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク （ Genbankア ク セ ス 番 号 Ａ Ｆ
０ ５ ８ ９ ４ ２ ） の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は Ｈ Ｅ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク （ Genbankア ク セ ス 番
号 Ｌ ０ ７ ７ ４ ７ ） と 少 な く と も ９ ０ ％ の 相 同 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｈ Ｅ タ ン パ ク と 、 Ｂ
Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク （ Genbankア ク セ ス 番 号 Ａ Ｆ ０ ５ ８ ９ ４ ２ ） と 少 な く と も ９ ０ ％ の 相
同 性 を 持 つ Ｓ タ ン パ ク を 含 む コ ロ ナ ウ イ ル ス と 、 も し く は そ の 断 片 と 、 ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の
Ｈ Ｅ タ ン パ ク と 少 な く と も ９ ０ ％ の 相 同 性 を 持 つ Ｈ Ｅ タ ン パ ク を 含 む コ ロ ナ ウ イ ル ス ま た
は そ の 断 片 と 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 を 特 定 す る こ と 、 を 有 し て い て も 良 い 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク の ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ９ ０ ％ の 相 同 性 を
持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｈ Ｅ タ ン パ ク と 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 を 特 定 す る 、 と は 、 Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ
Ｅ タ ン パ ク （ Genbankア ク セ ス 番 号 Ａ Ｆ ０ ５ ８ ９ ４ ２ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ９ １
％ 、 少 な く と も ９ ２ ％ 、 少 な く と も ９ ３ ％ 、 少 な く と も ９ ４ ％ 、 少 な く と も ９ ５ ％ 、 少 な
く と も ９ ６ ％ 、 少 な く と も ９ ７ ％ 、 少 な く と も ９ ８ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ％ の 相 同 性 を 持 つ
ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｈ Ｅ タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 と 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 を 特 定 す る こ と 、 を
有 す る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 試 料 に お け る 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 抗 体 の 特 定 と は 、 Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク （ Ge
nbankア ク セ ス 番 号 Ａ Ｆ ０ ５ ８ ９ ４ ２ ） と 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 を 特 定 す る こ と 、 を 有 す
る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 さ ら に よ り 好 ま し く は 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク の ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ９ ０ ％ の
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相 同 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｈ Ｅ タ ン パ ク と 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 を 特 定 す る 、 と は 、 Ｃ
Ｒ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク （ 図 １ ３ ） の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ９ １ ％ 、 少 な く と も ９
２ ％ 、 少 な く と も ９ ３ ％ 、 少 な く と も ９ ４ ％ 、 少 な く と も ９ ５ ％ 、 少 な く と も ９ ６ ％ 、 少
な く と も ９ ７ ％ 、 少 な く と も ９ ８ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ％ の 相 同 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｈ
Ｅ タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 と 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 を 特 定 す る こ と 、 を 有 す る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 さ ら に よ り 好 ま し く は 、 試 料 に お け る 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 抗 体 を 特 定 す る こ と が 、 本 発 明 の 第 ３
の 側 面 に 規 定 さ れ る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 の Ｈ Ｅ タ ン パ ク に 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 を
特 定 す る こ と を 有 す る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 最 も 好 ま し く は 、 試 料 に お け る 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 抗 体 を 特 定 す る こ と が 、 図 １ ４ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ
Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ２ ２ ） に 示 す 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 と 選
択 的 に 結 合 す る 抗 体 を 特 定 す る こ と を 有 す る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 本 発 明 は 、 イ ヌ か ら 得 た 試 料 に お い て Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ を 検 出 す る 方 法 を 包 含 し 、 前 記 方 法 は イ
ヌ か ら 好 適 な 試 料 を 得 る こ と と 、 前 記 試 料 中 に Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ を 特 定 す る こ と を 、 有 す る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 当 然 な が ら 、 異 な る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の 単 離 物 の 間 に は あ る 程 度 の 自 然 発 生 し た 配 列 の 変 化 が あ
っ て よ い 。 従 っ て 本 発 明 は 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 単 離 物 で あ り 、 そ の Ｓ 、 ｐ ｏ ｌ 、 及 び Ｈ Ｅ の 遺 伝 子
及 び タ ン パ ク の 配 列 が 図 １ か ら ４ 、 １ ３ 及 び １ ４ に 示 す 配 列 か ら あ る 程 度 変 化 し た Ｃ Ｒ Ｃ
Ｖ 単 離 物 を 特 定 す る こ と を 包 含 す る 。 し か し な が ら 、 当 然 そ う し た Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の 変 体 単 離 物
の 検 出 に は 、 図 １ か ら ４ 、 １ ３ 及 び １ ４ に 示 す 配 列 を 特 徴 と す る 単 離 物 の 検 出 と 同 じ 方 法
が 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 好 ま し い 実 施 例 で は 、 肺 洗 液 、 気 管 洗 液 、 扁 桃 腺 の 綿 棒 採 取 標 本 ま た は イ ヌ の 気 管 か ら
得 た 生 検 も し く は 死 後 の 試 料 が 好 適 な 試 料 で あ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 本 実 施 例 に お い て 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の 特 定 は 、 好 ま し く は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の 核 酸 構 成 物 を 特 定 す る こ
と を 有 す る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 こ れ は 、 典 型 的 に は 、 例 え ば 実 施 例 １ に 記 載 さ れ る よ う に Ｒ Ｎ Ａ を 試 料 か ら 抽 出 し て ｃ
Ｄ Ｎ Ａ を 得 る こ と に よ り 行 わ れ る 。 次 い で 、 例 え ば 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 、 特 異 的 な 増 幅 、 及 び 核 酸 の シ ー ク エ ン ス を 使 っ た 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ る
方 法 （ Sambrook et al (2001) supra） を 用 い て Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の 核 酸 構 成 物 を ｃ Ｄ Ｎ Ａ に お い
て 特 定 す る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 好 ま し く は 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ を 特 定 す る こ と が 、 LY138系 統 の ゲ ノ ム （ Genbankア ク セ ス 番 号 Ａ
Ｆ ０ ５ ８ ９ ４ ２ ） や そ の 一 部 分 な ど の Ｂ Ｃ Ｖ ゲ ノ ム と 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で で
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 特 定 す る こ と を 有 す る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 ま た 好 ま し く は 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の 特 定 は 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ 、 ｐ ｏ ｌ ま た は Ｈ Ｅ ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド （ 図 １ 、 ３ 及 び １ ３ ） や そ の 一 部 分 と 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 特 定 す る こ と を 有 す る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 “ 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ” と は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 核 酸 が 、 非 常 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で も ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る
の に 十 分 な 塩 基 配 列 の 類 似 性 を 持 っ て い る こ と を 意 味 す る 。 本 技 術 分 野 で 周 知 で あ る よ う
に 、 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ズ の 厳 密 性 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 の 長 さ 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る 配 列 の 相 同 性 な ど や 、 温 度 、 イ オ ン 強 度 、 配 列 の Ｃ Ｇ ま た は Ａ Ｔ 含 有 量 な ど の 要 素 に
よ っ て 決 ま る 。
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【 ０ １ ６ ８ 】
　 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 と 高 い 厳 密 性 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 と し て は 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の
ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 少 な く と も 一 部 分 に お い て ＞ ９ ０ ％ の 配 列 相 同 性 、 こ の ま し く は ＞ ９ ５ ％ 、 ＞
９ ６ ％ 、 ＞ ９ ７ ％ 、 ＞ ９ ８ ％ 、 よ り 好 ま し く は ＞ ９ ９ ％ の 配 列 相 同 性 を 持 つ 核 酸 が 挙 げ ら
れ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 選 択 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と な る 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ズ の 条
件 は 、 典 型 例 が 公 知 で あ り 、 例 え ば 参 照 と し て 組 み 込 ま れ る Sambrook et al 2001 (supra
)に 記 載 の 条 件 が あ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 以 下 は 、 核 酸 が ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン 上 に 固 定 さ れ 、 プ ロ ー ブ 核 酸 が ５ ０ ０ 塩 基 以 上 の 場
合 の 典 型 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ズ 溶 液 の 例 で あ る 。
　 ６ × Ｓ Ｓ Ｃ （ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 食 塩 水 ）
　 ０ ． ５ ％ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ Ｓ Ｄ Ｓ ）
　 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 変 性 、 断 片 化 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ
【 ０ １ ７ １ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は ６ ８ ℃ で 行 う 。 核 酸 が 固 定 さ れ て い る ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン は
６ ８ ℃ の ０ ． １ × Ｓ Ｓ Ｃ で 一 度 洗 浄 し て も 良 い 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 ２ ０ × Ｓ Ｓ Ｃ は 、 以 下 の よ う に 調 製 し て も 良 い 。 ８ ０ ０ ｍ ｌ の Ｈ ２ Ｏ に １ ７ ５ ． ３ ｇ の
Ｎ ａ Ｃ ｌ と ８ ８ ． ２ ｇ の ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 溶 解 す る 。 １ ０ Ｎ の 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム の 液
滴 で ｐ Ｈ を ７ ． ０ に 調 整 す る 。 Ｈ ２ Ｏ で 体 積 を １ リ ッ ト ル に 調 整 す る 。 一 定 分 量 に 分 注 す
る 。 オ ー ト ク レ ー ブ に よ り 滅 菌 す る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 以 下 は 、 核 酸 が ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン 上 に 固 定 さ れ 、 プ ロ ー ブ 核 酸 が １ ５ か ら ５ ０ 塩 基 の
場 合 の 典 型 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ズ 溶 液 の 例 で あ る 。
　 ３ ． ０ Ｍ 塩 化 ト リ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム （ Ｔ Ｍ Ａ Ｃ ｌ ）
　 ０ ． ０ １ Ｍ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ ｐ Ｈ ６ ． ８ ）
　 １ ｍ ｍ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ （ ｐ Ｈ ７ ． ６ ）
　 ０ ． ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ
　 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 変 性 、 断 片 化 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ
　 ０ ． １ ％ 脱 脂 粉 乳
【 ０ １ ７ ４ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ズ に 最 適 な 温 度 と し て は 、 所 定 の 鎖 長 に 対 す る Ｔ ｉ よ り ５ ℃ 低 い 温 度 が 通
常 選 択 さ れ る 。 Ｔ ｉ と は 、 プ ロ ー ブ と そ の 標 的 と な る 配 列 と の 間 に 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ
ド の 不 可 逆 な 解 離 温 度 で あ る 。 Jacobs et al (1988) Nucl. Acids Res. 16, 4637で は 、
Ｔ ｉ の 算 定 に つ い て 議 論 さ れ て い る 。 ３ Ｍ の Ｔ Ｍ Ａ Ｃ ｌ に お け る １ ７ 量 体 の ハ イ ブ リ ダ イ
ズ 温 度 と し て は 、 ４ ８ － ５ ０ ℃ が 推 奨 さ れ る 。 １ ９ 量 体 で は ５ ５ － ５ ７ ℃ 、 ２ ０ 量 体 で は
５ ８ － ６ ６ ℃ で あ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 好 ま し く は 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ を 特 定 す る こ と が 、 Ｂ Ｃ Ｖ ゲ ノ ム （ Genbankア ク セ ス 番 号 Ａ Ｆ ０
５ ８ ９ ４ ２ ） の 一 部 分 と 少 な く と も ８ ０ ％ 、 少 な く と も ８ ５ ％ 、 少 な く と も ９ ０ ％ 、 ま た
は 少 な く と も ９ ５ ％ の 同 一 性 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る こ と を 有 す る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ を 特 定 す る こ と が 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 図 ３ ）
の 一 部 分 と 少 な く と も ８ ０ ％ 、 少 な く と も ８ ５ ％ 、 少 な く と も ９ ０ ％ 、 も し く は 少 な く と
も ９ ５ ％ の 同 一 性 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の ｐ ｏ ｌ ヌ ク レ オ チ ド （ 図 １
） の 一 部 分 と 少 な く と も ９ ０ ％ 、 も し く は 少 な く と も ９ ５ ％ の 同 一 性 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 、 ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 図 １ ３ ） と 少 な く と も ９ ０ ％ 、 ま た は 少
な く と も ９ ５ ％ の 同 一 性 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る こ と を 有 す る 。
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【 ０ １ ７ ７ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ を 特 定 す る こ と は 、 上 記 の 本 発 明 の 第 ４ の 側 面 で 規 定 さ れ る
Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 特 定 す る こ と を 有 す る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 最 も 好 ま し く は 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ を 特 定 す る こ と が 、 図 １ 、 図 ３ も し く は 図 １ ３ に 示 さ れ る 配
列 、 ま た は そ れ ら の 断 片 を 有 す る 、 ま た は の み か ら な る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 特 定
す る こ と を 有 す る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 他 の 好 ま し い 実 施 例 と し て は 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ を 特 定 す る こ と が 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の タ ン パ ク 構 成 物
を 特 定 す る こ と を 有 す る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 好 ま し く は 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の タ ン パ ク 構 成 物 を 特 定 す る こ と が 、 上 記 本 発 明 の 第 １ 、 第 ２ ま
た は 第 ３ の 側 面 に 規 定 さ れ る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ タ ン パ ク を 特 定 す る こ と を 有 す る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 最 も 好 ま し く は 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の タ ン パ ク 構 成 物 を 特 定 す る こ と が 、 図 ２ 、 図 ４ も し く は 図
１ ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は そ れ ら の 断 片 を 有 す る 、 ま た は の み か ら な る Ｃ Ｒ Ｃ
Ｖ タ ン パ ク を 特 定 す る こ と 有 す る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 生 物 試 料 に お け る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の タ ン パ ク 構 成 物 の ア ッ セ イ は あ ら ゆ る 公 知 の 方 法 に よ り 行
う こ と が で き る 。 生 物 試 料 に お け る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ タ ン パ ク レ ベ ル で の ア ッ セ イ に は 、 抗 体 を 用
い る 技 術 が 好 適 で あ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 好 ま し く は 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の タ ン パ ク 構 成 物 を 特 定 す る こ と は 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 反 応 す る 抗 体 を
用 い る こ と を 有 す る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 反 応 す る 抗 体 と は 、 本 発 明 の 第 ５ の 側 面 の 方 法 に よ り 得 ら
れ た 、 ま た は 得 る こ と の で き る 抗 Ｂ Ｃ Ｖ 抗 体 、 抗 Ｈ Ｃ Ｖ 抗 体 、 抗 Ｈ Ｅ Ｖ 抗 体 、 ま た は 抗 Ｃ
Ｒ Ｃ Ｖ 抗 体 で あ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 例 え ば 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の タ ン パ ク 発 現 は 、 古 典 的 な 免 疫 組 織 学 的 な 方 法 に よ り 研 究 す る こ と
が で き る 。 こ の 方 法 に お い て 、 一 次 抗 体 （ ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル ） に よ り
特 異 的 な 認 識 が 行 わ れ る が 、 二 次 の 検 出 系 に は 蛍 光 、 抗 体 、 ま た は そ の 他 の 複 合 二 次 抗 体
を 利 用 す る こ と が で き る 。 結 果 と し て 、 病 理 学 的 な 検 査 を 目 的 と し た 組 織 切 片 の 免 疫 組 織
学 的 な 染 色 が 得 ら れ る 。 ま た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト ま た は ド ッ ト ／ ス ロ ッ ト ア ッ セ イ の た め
に 、 組 織 を 例 え ば 尿 素 ま た は 中 性 界 面 活 性 な ど で 抽 出 し 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ タ ン パ ク を 遊 離 さ せ る
こ と が 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)） 。 こ の 方 法 は 陽 イ オ ン 性 の 固 相 を 用
い る も の で あ る が 、 単 離 し た Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ タ ン パ ク を 基 準 と し て 用 い る こ と で Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ タ ン パ
ク を 定 量 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 は 体 液 試 料 に も 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 そ の 他 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ タ ン パ ク の 発 現 を 検 出 す る の に 有 用 な 抗 体 を 用 い た 方 法 と し て は 、 酵
素 結 合 抗 体 吸 着 検 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） 及 び 放 射 免 疫 検 定 法 （ Ｒ Ｉ Ａ ） な ど の 免 疫 学 的 検 定
法 が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 免 疫 吸 着 剤 、 及 び
Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ タ ン パ ク を 検 出 、 定 量 す る 酵 素 標 識 プ ロ ー ブ の ど ち ら と し て も 用 い る こ と が で き
る 。 試 料 中 に 存 在 す る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ タ ン パ ク の 量 は 、 標 準 試 料 に 存 在 す る 量 を 参 照 す れ ば コ ン
ピ ュ ー タ ー ア ル ゴ リ ズ ム に よ る 直 線 回 帰 を 用 い て 計 算 す る こ と が で き る 。 腫 瘍 の 抗 原 を 検
出 す る た め な ど の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ が 、 Iacobelli et al, Breast Cancer Research and Treatm
ent 11: 19-30 (1988)に 記 載 さ れ て い る 。 そ の 他 の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 と し て は 、 ２ の 異 な る 特
異 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 体 液 中 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ タ ン パ ク を 検 出 す る の に 用 い る こ と が で き る 。
こ の 方 法 で は 、 抗 体 の ひ と つ は 免 疫 吸 着 剤 と し て 用 い ら れ 、 他 の 抗 体 は 酵 素 標 識 し た プ ロ
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ー ブ と し て 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 上 記 の 方 法 は “ １ 段 階 ” ま た は “ ２ 段 階 ” の 方 法 と し て 行 っ て 良 い 。 “ １ 段 階 ” の 方 法
に は 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ タ ン パ ク を 固 定 し た 抗 体 に 接 触 さ せ る こ と と 、 洗 浄 せ ず に そ の ま ま 標 識 し
た 抗 体 に 混 合 物 に 接 触 さ せ る こ と が 含 ま れ る 。 “ ２ 段 階 ” の 方 法 に は 、 標 識 し た 抗 体 に 混
合 物 を 接 触 さ せ る 前 の 洗 浄 す る こ と が 含 ま れ る 。 そ の 他 の 従 来 の 方 法 も 適 宜 採 用 し て 良 い
。 一 般 的 に は 、 ア ッ セ イ 系 の 一 構 成 要 素 を 支 持 体 上 に 固 定 し て 、 そ う し て 系 の 他 の 構 成 要
素 を そ の 構 成 要 素 と 接 触 さ せ 、 試 料 か ら 除 去 で き る よ う に す る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 好 適 な 酵 素 標 識 と し て は 、 例 え ば 基 質 と 反 応 し て 水 素 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 産 出 を 触 媒 す
る オ キ シ ダ ー ゼ 類 が 挙 げ ら れ る 。 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ は 、 そ の 安 定 性 と 基 質 （ グ ル コ
ー ス ） が 容 易 に 入 手 で き る こ と か ら 特 に 好 ま し い 。 オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 の 活 性 は 、 酵 素 標 識
さ れ た 抗 体 と 基 質 の 反 応 に よ り 形 成 さ れ た 水 素 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 濃 度 を 測 定 す る こ と に
よ り ア ッ セ イ し て も 良 い 。 酵 素 の 他 に も 、 他 の 好 適 な 標 識 と し て は 、 ヨ ウ 素 （ １ ２ ５ Ｉ 、
１ ２ １ Ｉ ） 、 炭 素 （ １ ４ Ｃ ） 、 硫 黄 （ ３ ５ Ｓ ） 、 ト リ チ ウ ム （ ３ Ｈ ） 、 イ ン ジ ウ ム （ １ １

２ Ｉ ｎ ） 及 び テ ク ネ チ ウ ム （ ９ ９ ｍ Ｔ ｃ ） な ど の 放 射 性 同 位 体 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 ロ ー ダ
ミ ン な ど の 蛍 光 標 識 、 及 び ビ オ チ ン な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 第 ７ の 側 面 と し て の 本 発 明 は 、 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ ま た は Ｈ Ｅ 抗 体 を 検 出 す る た め の 抗 体 吸
着 法 で あ る 。 こ の 方 法 は 、 本 発 明 の 第 １ も し く は 第 ３ の 側 面 に 規 定 さ れ る か 第 ４ の 側 面 方
法 に 用 い て 得 ら れ る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ も し く は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 の Ｓ も し く は Ｈ Ｅ タ ン パ ク 、 ま た は Ｃ Ｒ
Ｃ Ｖ も し く は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 の Ｓ 及 び Ｈ Ｅ タ ン パ ク の 両 方 、 あ る い は 抗 原 性 の あ る そ れ ら の 断
片 で コ ー テ ィ ン グ さ れ た 固 相 を 有 し 、 当 該 固 相 に 曝 さ れ た 試 料 中 の 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ ま た は
Ｈ Ｅ 抗 体 は タ ン パ ク に 結 合 し 、 検 出 可 能 な 標 識 複 合 体 は 固 相 に 結 合 し た 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 抗 体 に
結 合 す る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 固 相 を コ ー テ ィ ン グ す る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 の Ｓ タ ン パ ク の 抗 原 性 の 断 片 が 、 抗
Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ 抗 体 と 結 合 す る の に 十 分 な 大 き さ で 、 少 な く と も １ の 表 １ に 示 す Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の
Ｓ タ ン パ ク に 特 異 的 な ア ミ ノ 酸 を 有 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 ま た 、 固 相 を コ ー テ ィ ン グ す る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 の Ｈ Ｅ タ ン パ ク の 抗 原 性 の 断
片 が 、 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ 抗 体 と 結 合 す る の に 十 分 な 大 き さ で 、 上 記 で 規 定 さ れ る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ
の Ｈ Ｅ タ ン パ ク に 特 異 的 な ３ の ア ミ ノ 酸 の 少 な く と も １ を 有 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 好 ま し く は 、 固 相 を コ ー テ ィ ン グ す る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 の Ｓ も し く は Ｈ Ｅ タ ン パ ク
、 ま た は 抗 原 性 の あ る そ れ ら の 断 片 は 、 少 な く と も １ ０ の ア ミ ノ 酸 長 で あ る 。 よ り 好 ま し
く は 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 の Ｓ タ ン パ ク 、 ま た は 抗 原 性 の あ る そ れ ら の 断 片 は 、 少 な く
と も ２ ０ 、 少 な く と も ３ ０ 、 少 な く と も ４ ０ 、 少 な く と も ５ ０ 、 少 な く と も １ ０ ０ 、 少 な
く と も ２ ０ ０ 、 少 な く と も ３ ０ ０ 、 ま た は 少 な く と も ４ ０ ０ の ア ミ ノ 酸 長 で あ る 。 Ｃ Ｒ Ｃ
Ｖ 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 用 の Ｓ タ ン パ ク は 少 な く と も ５ ０ ０ 、 少 な く と も ６ ０ ０ 、 少 な く と も ７ ０ ０
、 少 な く と も ８ ０ ０ 、 少 な く と も ９ ０ ０ 、 ま た は 少 な く と も １ ０ ０ ０ の ア ミ ノ 酸 長 で あ る
。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 好 ま し く は 、 固 相 を コ ー テ ィ ン グ す る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 の Ｓ タ ン パ ク 、 ま た は 抗 原
性 の あ る そ れ ら の 断 片 は １ ２ ０ ０ 未 満 の ア ミ ノ 酸 長 で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 、
Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 の Ｓ タ ン パ ク 、 ま た は 抗 原 性 の あ る そ れ ら の 断 片 は 、 １ １ ０ ０ 未 満 、 １ ０ ０ ０
未 満 、 ９ ０ ０ 未 満 、 ８ ０ ０ 未 満 、 ７ ０ ０ 未 満 、 ６ ０ ０ 未 満 、 ま た は ５ ０ ０ 未 満 の ア ミ ノ 酸
長 で あ る 。 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 の Ｓ も し く は Ｈ Ｅ タ ン パ ク 、 ま た は 抗 原 性 の あ る そ れ ら
の 断 片 は 、 ４ ０ ０ 未 満 、 ３ ０ ０ 未 満 、 ２ ０ ０ 未 満 、 １ ０ ０ 未 満 、 ま た は ５ ０ 未 満 の ア ミ ノ
酸 長 で あ っ て よ い 。
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【 ０ １ ９ ４ 】
　 好 ま し く は 、 固 相 は マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル で あ る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 ま た 、 好 ま し く は 複 合 体 は 抗 イ ヌ 抗 体 を 有 す る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 好 ま し く は 複 合 体 は 例 え ば セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で あ る 酵 素 を 有 す る 。 ま た
、 好 ま し く は 免 疫 吸 着 法 は 酵 素 の 基 質 も 有 す る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 好 適 な 免 疫 吸 着 法 及 び Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 の 詳 細 は 上 述 の と お り で あ る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 本 発 明 に は 免 疫 吸 着 法 の 構 成 物 を 含 む よ う な キ ッ ト も 含 ま れ る 。 キ ッ ト に は 、 マ イ ク ロ
タ イ タ ー プ レ ー ト な ど の 固 相 、 固 相 を コ ー テ ィ ン グ す る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 の Ｓ も し く
は Ｈ Ｅ タ ン パ ク ま た は そ の 両 方 、 及 び 固 相 に 結 合 し た 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 抗 体 に 結 合 す る 検 出 可 能
な 抗 イ ヌ 抗 体 な ど の 標 識 複 合 物 が 含 ま れ て い て も 良 い 。 検 出 可 能 な 標 識 複 合 物 が 酵 素 の 場
合 、 キ ッ ト に は 当 該 酵 素 の 基 質 も 含 ま れ る 。 ま た キ ッ ト に は 、 本 発 明 の 第 ５ の 側 面 に お い
て 記 載 さ れ る よ う な 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ ま た は Ｈ Ｅ タ ン パ ク 抗 体 を 含 有 す る ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト
ロ ー ル 試 料 、 及 び ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル 試 料 が 含 ま れ て い て も 良 い 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 従 っ て 本 発 明 に は 、 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ ま た は Ｈ Ｅ 抗 体 ま た は そ の 両 方 を 補 足 す る た め で あ
っ て 、 本 発 明 の 第 １ も し く は 第 ３ の 側 面 に 規 定 さ れ る か 第 ４ の 側 面 の 方 法 を 用 い て 得 ら れ
る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 の Ｓ も し く は Ｈ Ｅ タ ン パ ク 、 ま た は 抗 原 性 の あ る そ れ ら の 断 片 が
固 着 さ れ た 固 体 基 質 が 含 ま れ 、 当 該 固 相 に 曝 さ れ た 試 料 中 の 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ ま た は Ｈ Ｅ 抗
体 は Ｓ ま た は Ｈ Ｅ タ ン パ ク に 結 合 す る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 典 型 的 に は 、 タ ン パ ク は 抗 原 の 安 定 性 に よ り ４ ℃ か ら ３ ７ ℃ で 一 晩 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ
レ ー ト 上 に コ ー テ ィ ン グ さ れ る 。 結 合 し な か っ た タ ン パ ク を リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 や ト リ
ス 緩 衝 生 理 食 塩 水 な ど の 緩 衝 液 で 洗 浄 す る 。 血 清 ま た は そ の 他 の 試 料 を 、 典 型 的 に は ３ ７
℃ で １ ～ 数 時 間 プ レ ー ト 上 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 結 合 し な か っ た 材 料 を 洗 浄 し 、 プ レ ー
ト を 酵 素 標 識 し た （ 例 え ば セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ） 抗 体 （ 例 え ば 血 清 試 料 に 対
し て は 抗 イ ヌ Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ｍ ま た は 肺 洗 液 に 対 し て は 抗 イ ヌ Ｉ ｇ Ａ ） で ３ ７ ℃ で １ ～ 数 時
間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 結 合 し な か っ た 抗 体 を 洗 浄 し 、 プ レ ー ト を Ｏ Ｐ Ｄ な ど の 基 質 で 訳
１ ０ 分 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 光 学 的 な 濃 度 を 光 度 計 で 測 定 す る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 好 ま し く は 、 固 体 基 質 は マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル で あ る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 本 発 明 と し て の 第 ８ の 側 面 は 、 イ ヌ の 予 防 接 種 用 の ワ ク チ ン 構 成 物 で あ っ て 、 （ ｉ ） Ｃ
Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク と 少 な く と も ７ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 持 つ Ｓ タ ン パ ク を 持 つ コ ロ ナ
ウ イ ル ス 、 ま た は （ ｉ ｉ ） Ｂ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク と 少 な く と も ７ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 持
つ Ｓ タ ン パ ク を 持 つ コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 ま た は （ ｉ ｉ ｉ ） Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク と 少 な く
と も ９ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 持 つ Ｈ Ｅ タ ン パ ク を 持 つ コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 ま た は （ ｉ ｖ ）
Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク と 少 な く と も ９ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 持 つ Ｈ Ｅ タ ン パ ク を 持 つ コ
ロ ナ ウ イ ル ス 、 ま た は （ ｖ ） Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ タ ン パ ク と 少 な く と も ７ ５ ％ の 相 同 性 を 持 つ コ ロ ナ
ウ イ ル ス タ ン パ ク も し く は 免 疫 原 性 の あ る そ の 断 片 、 ま た は （ ｖ ｉ ） Ｂ Ｃ Ｖ タ ン パ ク と 少
な く と も ７ ５ ％ の 相 同 性 を 持 つ コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク も し く は 免 疫 原 性 の あ る そ の 断 片
、 ま た は （ ｖ ｉ ｉ ） 前 記 コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク ま た は 免 疫 原 性 の あ る そ の 断 片 を コ ー ド
す る 核 酸 、 を 有 す る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 好 ま し く は 、 ワ ク チ ン は イ ヌ 用 と し て 作 ら れ 、 供 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 ワ ク チ ン が コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク ま た は 免 疫 原 性 の あ る そ の 断 片 を 有 す る 場 合 、 前 記
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タ ン パ ク は Ｂ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ タ ン パ ク の 対 応 す る 部 分 と 少 な く と も ８ ０ ％ 、 少 な く と
も ８ ５ ％ 、 少 な く と も ９ ０ ％ 、 ま た は 少 な く と も ９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 持 つ 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 好 ま し く は 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク は Ｂ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｅ Ｃ も し く は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ タ ン
パ ク 、 ま た は そ れ ら の 改 変 物 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 改 変 物 と し て は 、 典 型 的 に は ワ ク チ ン の 抗 原 性 を 改 善 す る よ う な ア ミ ノ 酸 置 換 が 挙 げ ら
れ る 。 Ｂ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｃ Ｖ 及 び Ｈ Ｅ Ｖ タ ン パ ク は 、 よ り Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 近 く な る よ う 改 変 し て も 良
い 。 例 え ば 、 Ｂ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｃ Ｖ ま た は Ｈ Ｅ Ｖ の ス パ イ ク タ ン パ ク は 図 １ ０ に お い て 比 較 さ れ
る ま た は 表 １ に 示 さ れ る 相 違 部 分 が Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の ア ミ ノ 酸 と な る よ う に 改 変 さ れ て い て も 良
い 。 さ ら に 、 ま た は 代 わ り と し て 、 Ｂ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｃ Ｖ ま た は Ｈ Ｅ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク は 上 記 の
３ の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 特 異 的 な 残 基 が Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の ア ミ ノ 酸 と な る よ う に 改 変 さ れ て い て も 良 い 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 化 学 的 に 修 飾 さ れ た タ ン パ ク は 、 そ の タ ン パ ク の 機 能 、 す な わ
ち 生 体 内 に お い て 特 異 抗 体 を 産 生 さ せ る こ と 、 が 実 施 的 に 変 化 せ ず に 保 持 さ れ て い る の で
あ れ ば 、 用 い て も 良 い 。 合 成 タ ン パ ク は 、 合 成 前 ま た は 合 成 後 に 適 宜 修 飾 さ れ て い る こ と
が 好 ま し い 。 そ の よ う な 修 飾 と し て は 、 酸 ま た は 塩 基 （ 特 に 生 理 学 的 に 許 容 で き る 有 機 ま
た は 無 機 の 酸 ま た は 塩 基 ） と の 塩 の 形 成 、 末 端 カ ル ボ キ シ 基 の エ ス テ ル ま た は ア ミ ド の 形
成 、 及 び Ｎ － ｔ － ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル な ど の ア ミ ノ 酸 保 護 基 の 付 加 な ど が 挙 げ ら れ る 。 そ
の よ う な 修 飾 は 、 生 体 内 で の 代 謝 か ら ポ リ ペ プ チ ド を 保 護 す る も の で あ っ て 良 い 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 前 記 タ ン パ ク は 単 一 コ ピ ー ま た は タ ン デ ム 反 復 な ど の 複 数 体 と し て 存 在 し て よ い 。 タ ン
デ ム や 複 数 の 反 復 は 、 そ れ 自 体 が 十 分 に 抗 原 性 で あ り 、 キ ャ リ ア 使 用 し な く て も 良 い か も
し れ な い 。 タ ン パ ク は 、 Ｎ 末 端 と Ｃ 末 端 が 互 い に 結 合 し て 環 状 と な っ て い た り 、 抗 原 性 が
増 し た り ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 形 成 で き る よ う に 末 端 に １ 以 上 の Ｃ ｙ ｓ 残 基 が 付 加 さ れ て い
れ ば 有 利 で あ る 。 タ ン パ ク が キ ャ リ ア と 共 有 結 合 （ 好 ま し く は ポ リ ペ プ チ ド ） し て い れ ば
、 本 発 明 の タ ン パ ク が 環 状 に 形 成 さ れ る よ う な 配 列 が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 現 在 の 免 疫 学 的 理 論 に よ れ ば 、 あ ら ゆ る 免 疫 原 形 成 に お い て 、 キ ャ リ ア に は 免 疫 系 を 刺
激 し た り 刺 激 を 増 幅 し た り す る キ ャ リ ア の 機 能 が 存 在 す る は ず で あ る 。 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ
が 組 み 込 ま れ た （ ま た は 抗 原 と 共 に Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ を つ く る ） キ ャ リ ア が 最 も 良 い と 考
え ら れ て い る 。 ペ プ チ ド は 、 例 え ば 架 橋 に よ り 、 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ミ オ グ ロ ビ ン 、 微 生 物
変 性 毒 素 及 び キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン と い っ た キ ャ リ ア と 結 合 し て い る 。 免 疫
応 答 に お け る Ｔ 細 胞 ヘ ル プ を 含 む 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 抗 原 と も 呼 ば れ る ） 、 Thr-Ala-Ser-Gly-Val-Ala-Glu-Thr-Thr- Asn-Cys (SE
Q ID NO. 52)な ど の Ｔ 細 胞 推 定 エ ピ ト ー プ 、 ベ ー タ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 及 び イ ン タ ー ロ イ
キ ン － １ の ペ プ チ ド １ ６ ３ － １ ７ １ が 含 ま れ る 。 後 者 の 物 質 は 、 キ ャ リ ア も し く は ア ジ ュ
バ ン ト 、 ま た は そ の 両 方 と し て 様 々 に 解 釈 さ れ て 良 い 。 も し く は 、 同 一 の ま た は 異 な る 種
類 の 本 発 明 の タ ン パ ク を 数 コ ピ ー 分 互 い に 架 橋 し た も の で あ っ て 良 い 。 こ の 場 合 、 独 立 し
た キ ャ リ ア は 存 在 し な い が 、 架 橋 に よ っ て キ ャ リ ア の 機 能 を 果 た さ れ る 。 好 適 な 架 橋 剤 と
し て は 、 シ グ マ や ピ ア ス の カ タ ロ グ に 記 載 さ れ る よ う な も の が 挙 げ ら れ 、 例 え ば グ ル タ ル
ア ル デ ヒ ド 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド 、 コ ハ ク 酸 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 ン 酸 塩 で あ り 、 後 者 の 試 薬 は Ｃ 末 端 の シ ス テ イ ン 残 基 （ あ れ ば ） の
－ Ｓ Ｈ 基 を 利 用 す る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 タ ン パ ク が 好 適 な 塩 基 配 列 を 好 適 な 宿 主 に お い て 発 現 さ せ る こ と に よ り 調 製 す る 場 合 、
キ ャ リ ア と し て 作 用 す る ペ プ チ ド 配 列 と の 融 合 体 と し て 発 現 さ せ る の が 有 利 で あ る 。 Kabi
genの “ Ecosec” シ ス テ ム が そ の よ う な 取 り 合 わ せ の 例 で あ る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 ワ ク チ ン の コ ロ ナ ウ イ ル ス の 構 成 物 が 他 の 抗 原 と 結 合 し て 二 重 の 効 果 を 奏 す る も の で あ
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っ て も 良 い 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 好 ま し く は 、 ワ ク チ ン 構 成 物 に お け る コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク は Ｓ タ ン パ ク で あ る 。 よ
り 好 ま し く は 前 記 Ｓ タ ン パ ク は 、 上 記 本 発 明 の 第 １ の 側 面 に 規 定 さ れ る か 第 ４ の 側 面 の 方
法 を 用 い て 得 ら れ る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 の Ｓ タ ン パ ク 、 Ｂ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク 、 Ｈ Ｃ Ｖ の
Ｓ タ ン パ ク 、 Ｈ Ｅ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク 、 ま た は 免 疫 原 性 の あ る そ れ ら の 断 片 で あ る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 最 も 好 ま し く は 、 ワ ク チ ン 構 成 物 は 図 ４ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ま た は の み か ら な る
Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク 、 ま た は 図 ４ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ９ ７ ％ の 同 一 性 を 持
ち 、 免 疫 原 性 の あ る そ の 断 片 を 含 む 。 好 ま し く は 、 前 記 変 体 は 図 ４ に 記 載 の 配 列 と 少 な く
と も ９ ８ ％ 、 ま た は 少 な く と も ９ ９ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 持 つ 。 よ り 好 ま し く は 、 前 記 変
体 は 図 ４ に 記 載 の 配 列 と 少 な く と も ９ ９ ． １ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ． ２ ％ 、 少 な く と も ９ ９
． ３ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ． ４ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ． ５ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ． ６ ％ 、 少 な く
と も ９ ９ ． ７ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ． ８ ％ 、 ま た は 少 な く と も ９ ９ ． ９ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性
を 持 つ 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 さ ら に 、 ま た は も し く は 、 前 記 ワ ク チ ン 構 成 物 は 、 血 球 凝 集 素 － エ ス テ ラ ー ゼ タ ン パ ク
（ Ｈ Ｅ ） 、 膜 内 在 タ ン パ ク （ Ｍ ） 、 ま た は 小 膜 タ ン パ ク （ Ｅ ） （ Lai MMC & Cavanagh D, 
(1997) "The molecular biology of coronaviruses" Adv.Vir.Res, 48: 1-100） を 有 し て
い て も 良 い 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 実 施 例 の ひ と つ と し て 、 Ｈ Ｅ 、 Ｅ ま た は Ｍ タ ン パ ク は Ｂ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｃ Ｖ ま た は Ｈ Ｅ Ｖ タ ン
パ ク で あ る 。 他 の 実 施 例 と し て 、 Ｈ Ｅ 、 Ｅ ま た は Ｍ タ ン パ ク は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ タ ン パ ク で あ る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 好 ま し く は 、 前 記 Ｈ Ｅ タ ン パ ク は 上 記 本 発 明 の 第 ３ の 実 施 例 で 定 義 さ れ る か 、 第 ４ の 側
面 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 の Ｈ Ｅ タ ン パ ク 、 ま た は 免 疫 原 性 の あ る
そ れ ら の 断 片 で あ る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 前 記 ワ ク チ ン 構 成 物 は 図 １ ４ に 示 す 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 も し
く は の み か ら な る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク 、 ま た は 免 疫 原 性 の あ る そ の 断 片 で 図 １ ４ に 示
す 配 列 と 少 な く と ９ ７ ％ の 相 同 性 を 持 つ も の を 含 む 。 好 ま し く は 、 前 記 変 体 は 図 １ ４ に 示
す 配 列 と 少 な く と ９ ８ ％ 、 ま た は 少 な く と も ９ ９ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 持 つ 。 よ り 好 ま し
く は 、 前 記 変 体 は 図 １ ４ に 示 す 配 列 と 少 な く と も ９ ９ ． １ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ． ２ ％ 、 少
な く と も ９ ９ ． ３ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ． ４ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ． ５ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ．
６ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ． ７ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ． ８ ％ 、 ま た は 少 な く と も ９ ９ ． ９ ％ の ア
ミ ノ 酸 相 同 性 を 持 つ 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 ワ ク チ ン が コ ロ ナ ウ イ ル ス を 有 す る 場 合 、 好 ま し く は コ ロ ナ ウ イ ル ス は Ｂ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン
パ ク と 少 な く と も ８ ０ ％ 、 少 な く と も ８ ５ ％ 、 少 な く と も ９ ０ ％ 、 ま た は 少 な く と も ９ ５
％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 持 つ Ｓ タ ン パ ク を 有 す る 。 よ り 好 ま し く は 、 前 記 コ ロ ナ ウ イ ル ス は
、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク と 少 な く と も ８ ０ ％ 、 少 な く と も ８ ５ ％ 、 少 な く と も ９ ０ ％ 、 ま
た は 少 な く と も ９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 持 つ Ｓ タ ン パ ク を 有 す る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 さ ら に 、 ま た は も し く は 、 ワ ク チ ン が コ ロ ナ ウ イ ル ス を 含 む 場 合 、 好 ま し く は コ ロ ナ ウ
イ ル ス は Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク と 、 少 な く と も ９ ０ ％ 、 ま た は 少 な く と も ９ ５ ％ の ア ミ ノ
酸 相 同 性 を 持 つ 。 よ り 好 ま し く は 、 前 記 コ ロ ナ ウ イ ル ス は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク と 少 な
く と も ９ ６ ％ 、 少 な く と も ９ ７ ％ 、 少 な く と も ９ ８ ％ 、 ま た は 少 な く と も ９ ９ ％ の ア ミ ノ
酸 相 同 性 を 持 つ Ｈ Ｅ タ ン パ ク を 有 す る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 そ の 他 の 好 ま し い 実 施 例 で は 、 ワ ク チ ン 構 成 物 は Ｂ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｅ Ｖ 及 び Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ
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、 ま た は そ の 改 変 物 を 有 す る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 イ ヌ ウ イ ル ス に 対 し て 効 果 の あ る イ ヌ ワ ク チ ン は 非 イ ヌ ウ イ ル ス 由 来 で あ る こ と が 好 ま
し い 。 例 え ば 、 US Patent No. 5,750,112（ Gillが 発 明 し Solvay Animal Health社 に 譲 渡
、 ） は 、 不 活 化 し た ネ コ 科 腸 性 コ ロ ナ ウ イ ル ス を 含 む イ ヌ 腸 性 コ ロ ナ ウ イ ル ス に 対 す る ワ
ク チ ン を 開 示 し て い る 。 US 5,750,112の 開 示 内 容 は 本 願 に 参 照 に よ り 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 好 ま し い 実 施 例 の ひ と つ と し て 、 前 記 ウ イ ル ス は 不 活 化 し た ウ イ ル ス で あ る 。 ワ ク チ ン
と し て の 使 用 す る た め の ウ イ ル ス の 不 活 化 の 方 法 は 周 知 で あ る 。 好 適 な 方 法 と し て は 、 例
え ば ベ ー タ プ ロ ピ オ ラ ク ト ン （ Ｂ Ｐ Ｌ ） な ど を 使 用 す る 化 学 的 な 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 好 適
な 不 活 化 し た ウ シ コ ロ ナ ウ イ ル ス の ワ ク チ ン は 、 不 活 化 し た Ｂ Ｃ Ｖ を 含 ん で も よ く 、 例 え
ば "Rotovec Corona"  (シ ェ ー リ ン グ プ ラ ウ 、  http://www.ukvet.co.uk/rotovec/scour.h
tm)、  "Lactovac" （ Hoechst Roussel Vet社 , (Veterinary Formulary 5th Edition of t
he Veterinary Data Sheet Compendium)、 "First Defense" （ Immuncell社 、 ア メ リ カ ） ;
 "Scour Bos 4"（ Grand Laboraotries） 及 び "Scour Guard 3K"（ フ ァ イ ザ ー ） が 挙 げ ら れ
る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 そ の 他 の 実 施 例 と し て 、 前 記 ウ イ ル ス は 弱 毒 化 し た ウ イ ル ス で あ る 。 ワ ク チ ン と し て の
使 用 す る た め の ウ イ ル ス の 弱 毒 化 の 方 法 は 周 知 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 好 ま し く は 、 ワ ク チ ン 構 成 物 は 医 薬 と し て 可 能 な ア ジ ュ バ ン ト も 有 す る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 好 ま し く は 、 ワ ク チ ン が 核 酸 を 含 む 場 合 、 ワ ク チ ン と し て 用 い ら れ る コ ロ ナ ウ イ ル ス タ
ン パ ク や 免 疫 原 性 の あ る そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 の Ｓ ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 、 ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 の Ｈ Ｅ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 、 Ｃ
Ｒ Ｃ Ｖ 様 の Ｓ 及 び Ｈ Ｅ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 両 方 で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 前 記 核 酸 は 図 ３
も し く は 図 １ ３ に 記 載 の 塩 基 配 列 、 ま た は そ の 断 片 を 有 す る 、 ま た は の み か ら な る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 ワ ク チ ン と し て の 使 用 の た め 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 の Ｓ ま た は Ｈ Ｅ 核 酸 は 、 様 々
な 複 製 （ 例 え ば 組 み 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス ワ ク チ ン ） ま た は 非 複 製 （ Ｄ Ｎ Ａ ワ ク チ ン ） ベ ク
タ ー に よ り 運 ば れ る も の で あ っ て よ い 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 好 ま し い 実 施 例 と し て は 、 ワ ク チ ン は Ｈ Ｅ タ ン パ ク な ど の 他 の 免 疫 原 性 の コ ロ ナ ウ イ ル
ス の 他 に も 組 み 換 え Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 の Ｓ タ ン パ ク を 含 ん で い て 良 い 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 上 述 し た よ う に 、 数 種 の ウ イ ル ス 及 び 細 菌 が イ ヌ の 呼 吸 器 疾 患 に 関 わ っ て い る こ と が 知
ら れ て お り 、 イ ヌ パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス （ Ｃ Ｐ Ｉ Ｖ ） 、 イ ヌ ア デ ノ ウ イ ル ス ２ 型 （
Ｃ Ａ Ｖ － ２ ） 、 イ ヌ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス （ Ｃ Ｈ Ｖ ） 及 び Bordetella bronchiseptica(B. bro
nchiseptica)が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 そ の 他 の 好 ま し い 実 施 例 と し て 、 ワ ク チ ン に は イ ヌ パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 、 イ ヌ
ア デ ノ ウ イ ル ス ２ 型 、 Bordetella bronchiseptica(B. bronchiseptica)、 イ ヌ ヘ ル ペ ス ウ
イ ル ス 、 ヒ ト レ オ ウ イ ル ス 及 び マ イ コ プ ラ ズ マ 類 、 ま た は 免 疫 原 性 の あ る こ れ ら 由 来 の タ
ン パ ク の 他 に も 、 組 み 換 え Ｃ Ｒ Ｖ 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 の Ｓ ま た は Ｈ Ｅ タ ン パ ク を 含 ん で い て も 良
い 。 従 っ て 、 ワ ク チ ン は 免 疫 応 答 、 例 え ば Ｃ Ｐ Ｉ Ｖ 、 Ｃ Ａ Ｖ － ２ 、 B.bronchiseptica及 び
Ｃ Ｈ Ｖ な ど の 呼 吸 器 疾 患 に 関 係 す る 病 原 体 と 同 様 に Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 対 す る 抗 体 の 産 生 を 起 こ さ
せ る こ と の で き る 試 薬 を 含 む も の で あ っ て 良 い 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 実 施 例 と し て 、 ワ ク チ ン 構 成 物 は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 の Ｓ ま た は Ｈ Ｅ タ ン パ ク な ど の
Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 対 す る 抗 体 の 産 生 を 刺 激 す る こ と の で き る 試 薬 を 含 む こ と に 加 え て 、 以 下 の い

10

20

30

40

50

(37) JP 2005-533513 A 2005.11.10



ず れ か １ 以 上 を さ ら に 有 す る も の で あ っ て 良 い 。
　 （ ａ ） イ ヌ に お い て Ｃ Ｐ Ｉ Ｖ に 対 す る 免 疫 応 答 を 起 こ す こ と の で き る 試 薬 。
　 （ ｂ ） イ ヌ に お い て Ｃ Ａ Ｖ － ２ に 対 す る 免 疫 応 答 を 起 こ す こ と の で き る 試 薬 。
　 （ ｃ ） イ ヌ に お い て Ｃ Ｈ Ｖ に 対 す る 免 疫 応 答 を 起 こ す こ と の で き る 試 薬 。
　 （ ｄ ） イ ヌ に お い て B. bronchisepticaに 対 す る 免 疫 応 答 を 起 こ す こ と の で き る 試 薬 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 従 っ て 、 ワ ク チ ン 構 成 物 は こ れ ら の 追 加 試 薬 （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 及 び （ ｄ ） の い ず
れ か ２ 、 ３ ま た は ４ 種 す べ て を 適 宜 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 典 型 的 に は 、 イ ヌ に お い て Ｃ Ｐ Ｉ Ｖ に 対 す る 免 疫 応 答 を 起 こ す こ と の で き る 試 薬 は 、 不
活 化 、 弱 毒 化 し た Ｃ Ｐ Ｉ Ｖ 、 免 疫 原 性 の あ る そ の 断 片 、 ま た は 前 記 免 疫 原 性 の あ る 部 分 を
コ ー ド す る 核 酸 を 有 す る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 典 型 的 に は 、 イ ヌ に お い て Ｃ Ａ Ｖ － ２ に 対 す る 免 疫 応 答 を 起 こ す こ と の で き る 試 薬 は 、
不 活 化 、 弱 毒 化 し た Ｃ Ａ Ｖ － ２ 、 免 疫 原 性 の あ る そ の 断 片 、 ま た は 前 記 免 疫 原 性 の あ る 部
分 を コ ー ド す る 核 酸 を 有 す る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 イ ヌ ア デ ノ ウ イ ル ス １ 型 は 感 染 性 肝 炎 を 引 き 起 こ し 、 イ ヌ ア デ ノ ウ イ ル ス ２ 型 は 呼 吸 器
疾 患 を 引 き 起 こ す 。 Ｃ Ａ Ｖ － １ は Ｃ Ａ Ｖ － ２ に 対 し て 相 互 に 交 差 防 御 さ れ る こ と が 示 さ れ
て い る 。 従 っ て 、 イ ヌ に お い て Ｃ Ａ Ｖ － ２ に 対 し て 免 疫 応 答 を 起 こ す 試 薬 は 、 Ｃ Ａ Ｖ － １
ま た は Ｃ Ａ Ｖ － ２ の ど ち ら か 、 ま た は 免 疫 原 性 の あ る そ の 断 片 を 含 ん で も 良 い 。 以 下 に 示
す ワ ク チ ン は EURICAN DHPPiを 除 い て Ｃ Ａ Ｖ － ２ を 含 ん で お り 、 使 用 さ れ る ウ イ ル ス 型 を
特 定 し な い 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 イ ヌ に お い て Ｃ Ｐ Ｉ Ｖ 及 び Ｃ Ａ Ｖ － ２ に 対 し て 免 疫 応 答 を 起 こ す の に 好 適 な 試 薬 は 、 当
業 者 に 公 知 で あ る 。 例 え ば 、 以 下 の イ ヌ ワ ク チ ン が イ ギ リ ス に お い て 認 可 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 Fort Dodge Animal Healthの KAVAK DA 2 PiP69は 、 組 織 培 養 よ り 得 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 系 統 を 含 む 、 生 凍 結 乾 燥 ワ ク チ ン で あ る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 Fort Dodge Animal Healthの KAVAKパ ラ イ ン フ ル エ ン ザ は 、 同 一 の 樹 立 細 胞 株 を 培 養 し
て 得 た イ ヌ パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ２ 型 の 弱 毒 系 統 由 来 の 生 凍 結 乾 燥 ワ ク チ ン で あ る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 Intervet UK社 の NOBIVAK DHPPiは 、 組 織 培 養 下 細 胞 株 よ り 得 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 む 、 弱 毒 化 生 凍 結 乾 燥 ワ ク チ ン で あ る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 Intervet UK社 の NOBIVAC KCは 、 Bordetella bronchiseptica系 統 B-C2及 び イ ヌ パ ラ イ ン
フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 系 統 Cornellを 含 む 改 変 さ れ た 生 ワ ク チ ン で あ る （ こ れ は 鼻 腔 内 ワ ク
チ ン で あ る ） 。 管 理 許 可 番 号 Vm06376/4026。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 Merial Animal Health社 の EURICAN DHPPiは 、 イ ヌ ジ ス テ ン パ ー 、 イ ヌ 感 染 性 肺 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 す る 複 合 生 凍 結 乾 燥 ワ ク
チ ン で あ る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 フ ァ イ ザ ー 社 の VANGUARD7は 、 樹 立 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 （ SnyderHill系 統 ） 、 ア デ ノ ウ イ ル ス （ CAV-2 Manhatta系 統 ） 、 パ ラ イ ン フ ル
エ ン ザ ウ イ ル ス （ NL-CPI-5系 統 ） 、 イ ヌ パ ラ ボ ウ イ ル ス （ NL-35-D） 、 並 び に Leptospira 
canicola及 び Leptospira icterohaemorrhagiaeの 不 活 化 培 養 物 を 含 む 。
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【 ０ ２ ４ ２ 】
　 シ ェ ー リ ン グ プ ラ ウ Animal Healthの QUANTUM DOG7は 、 イ ヌ ジ ス テ ン パ ー 、 ア デ ノ ウ イ
ル ス ２ 型 、 パ ラ 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 icterohaemorrhagiaeの ワ ク チ ン を 含 む 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 Virbac社 の CANIGEN DHPPiは 、 組 織 培 養 し た 細 胞 株 よ り 得 た イ ヌ ジ ス テ ン パ ー ウ イ ル ス
、 イ ヌ ア デ ノ ウ イ ル ス （ Ｃ Ａ Ｖ ２ ） 、 イ ヌ パ ラ ボ ウ イ ル ス 及 び イ ヌ パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ
イ ル ス を 含 む 弱 毒 化 生 凍 結 乾 燥 ワ ク チ ン で あ る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 Virbac社 の CANIGEN Ppiは 、 細 胞 株 を 組 織 培 養 し て 得 ら れ 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 む 弱 毒 化 生 凍 結 乾 燥 ワ ク チ ン で あ る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 典 型 的 に は 、 イ ヌ に お い て Ｃ Ｈ Ｖ に 対 す る 免 疫 応 答 を 起 こ さ せ る こ と の で き る 試 薬 は 、
不 活 化 、 弱 毒 化 し た Ｃ Ｈ Ｖ 、 ま た は 免 疫 原 性 の あ る そ の 断 片 、 ま た は 前 記 免 疫 原 性 の あ る
部 分 を コ ー ド す る 核 酸 を 有 す る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 イ ヌ に お い て Ｃ Ｈ Ｖ に 対 す る 免 疫 応 答 を 起 こ さ せ る こ と の で き る 試 薬 は 当 業 者 に 公 知 で
あ る 。 例 え ば 、 Merialの EURICAN Herpes205は 、 イ ヌ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス に 対 す る 精 製 サ ブ
ユ ニ ッ ト ワ ク チ ン で あ り 、 妊 娠 し た メ ス の 能 動 免 疫 に 用 い ら れ て 、 子 犬 が 生 後 １ 日 目 か ら
イ ヌ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス に 感 染 す る こ と で 死 ん だ り 、 臨 床 的 な 症 状 や 傷 害 を 示 し た り す る の
を 防 ぐ も の で あ る 。 し か し 、 成 犬 の 呼 吸 器 疾 患 に 対 し て の 免 疫 に は 許 可 さ れ て い な い 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 典 型 的 に は 、 イ ヌ に お け る B. bronchisepticaに 対 す る 免 疫 応 答 を 起 こ さ せ る こ と で き
る 試 薬 は 、 不 活 化 、 弱 毒 化 し た B. bronchiseptica、 ま た は 免 疫 原 性 の あ る そ の 断 片 、 ま
た は 前 記 免 疫 原 性 の あ る 部 分 を コ ー ド す る 核 酸 を 有 す る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 イ ヌ に お い て B. bronchisepticaに 対 す る 免 疫 応 答 を 起 こ さ せ る こ と の で き る 試 薬 は 当
業 者 に 公 知 で あ る 。 例 え ば 、 以 下 の イ ヌ ワ ク チ ン が 使 用 許 可 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 フ ァ イ ザ ー Animal Healthの COUGHGUARD-B（ 登 録 商 標 ） (U.S.Vet.Lic.No.:189)は 、 B. b
ronchisepticaの 不 活 化 し た 培 養 物 を 含 む 。 こ れ は 、 B. bronchisepticaに よ り 引 き 起 こ さ
れ る 病 気 、 特 に ケ ン ネ ル コ フ の 予 防 と し て 健 康 な イ ヌ の 免 疫 に 用 い ら れ る 。 COUGHGUARD-B
（ 登 録 商 標 ） は 、 B. bronchisepticaの 不 活 化 さ れ た 抗 原 性 の 高 い 系 統 か ら 調 製 さ れ 、 イ
ヌ に 投 薬 す る 際 に 無 毒 化 さ れ る 。 B. bronchisepticaの 免 疫 原 特 性 を 完 全 な ま ま 残 す 製 造
方 法 が 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 フ ァ イ ザ ー Animal Healthの VANGUARD（ 登 録 商 標 ）  5/B (U.S.Vet.Lic.No.:189)は 、 イ
ヌ の 樹 立 細 胞 株 で 増 殖 さ せ た イ ヌ ジ ス テ ン パ ー ウ イ ル ス （ Ｃ Ｄ Ｖ ） 、 Ｃ Ａ Ｖ － ２ 、 Ｃ Ｐ Ｉ
Ｖ 及 び イ ヌ パ ラ ボ ウ イ ル ス （ Ｃ Ｐ Ｖ ） の 弱 毒 系 統 を 含 む 。 Ｃ Ｐ Ｖ 抗 原 は イ ヌ 細 胞 株 の 低 い
継 代 (low passage)に よ っ て 弱 毒 化 さ れ る が 、 移 行 抗 体 に 勝 る こ と の で き る 免 疫 原 特 性 を
持 つ 継 代 レ ベ ル と す る 。 ワ ク チ ン は 凍 結 乾 燥 さ れ 不 活 性 ガ ス で 充 填 さ れ た 状 態 で 包 装 さ れ
る 。 不 活 化 し た B. bronchisepticaの 全 培 養 物 を 含 む 細 菌 ワ ク チ ン の 構 成 物 で あ り 、 希 釈
液 と し て 供 さ れ る 。 VANGUARD（ 登 録 商 標 ）  5/Bの B. bronchiseptica成 分 は 、 不 活 化 さ れ
た 免 疫 原 性 の 高 い 系 統 を イ ヌ に 投 薬 す る 際 に 無 毒 化 し て 調 製 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 フ ァ イ ザ ー Animal Healthの NASAGUARD-B（ 商 標 ） (U.S. Vet. Lic. No.: 112)は 、 B. br
onchisepticaの 無 毒 性 の 生 培 養 物 か ら な る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 Intervetの PROGARD（ 登 録 商 標 ） -KCは 、 弱 毒 イ ヌ パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 及 び B. b
ronchisepticaの 無 毒 性 の 生 培 養 物 を 含 む 鼻 腔 投 与 型 の 改 変 生 ワ ク チ ン で あ る 。 PROGARD（
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登 録 商 標 ） -KCは 、 最 溶 解 用 の 滅 菌 希 釈 液 と 共 に 乾 燥 粉 末 の 状 態 で 供 さ れ る 。 PROGARD（ 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 （ “ ケ ン ネ ル コ フ ” ） の 予 防 と し て 、 健 康 な 感 染 し や す い 子 イ ヌ お よ び
イ ヌ の 免 疫 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 Intervetの PROGARD（ 登 録 商 標 ） -KC PLUSは 、 B. bronchisepticaの 無 毒 系 統 、 弱 毒 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 み 、 鼻 腔 投 与 用 で あ る 。 PROGAR
D（ 登 録 商 標 ） -KC Plusを 投 与 す る と 、 気 管 に お い て 即 応 性 の 局 所 的 な 免 疫 が 活 性 化 し 、
臨 床 的 症 状 を 予 防 す る だ け で な く 、 初 期 の 感 染 が 抑 制 さ れ る 。 局 所 的 な 免 疫 に 加 え て 、 鼻
腔 投 与 か ら ３ 週 間 以 内 に 全 身 の 免 疫 も 活 性 化 す る 。 PROGARD（ 登 録 商 標 ） -KC Plusの 少 量
（ ０ ． ４ ｍ ｌ ） で １ 回 の 鼻 孔 投 与 で あ る た め 、 特 に 少 な い 血 統 や 若 い 子 犬 に 対 し て 、 容 易
に 予 防 接 種 す る こ と が で き る 。 PROGARD（ 登 録 商 標 ） -KC Plusは 、 最 溶 解 用 の 滅 菌 希 釈 液
と 共 に 乾 燥 粉 末 の 状 態 で 供 さ れ る 。 PROGARD（ 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 感 染 性 気 管 気 管
支 炎 （ “ ケ ン ネ ル コ フ ” ） の 予 防 と し て 、 健 康 な イ ヌ 及 び ３ 週 齡 以 上 子 犬 の 免 疫 に 用 い ら
れ る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 Intervetの Intracは 、 B. bronchisepticaの Ｓ ５ ５ 系 統 を 含 む 凍 結 乾 燥 し た 改 変 生 ワ ク
チ ン で あ り 、 鼻 孔 投 与 用 で あ る 。 製 品 許 可 番 号 は Ｐ Ｌ ０ ２ ０ １ ／ ４ ０ １ １ で あ る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 上 記 の NovivacKCも ま た 、 B. bronchisepticaを 含 ん で い る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 予 防 接 種 は 特 に 犬 舎 に 入 れ る 前 の イ ヌ 、 ま た は 繁 殖 施 設 の イ ヌ の 予 防 接 種 と し て 特 に 有
用 で あ る が 、 そ れ だ け に 限 ら れ る も の で は な い 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 組 み 換 え タ ン パ ク か ら な る ワ ク チ ン の 典 型 的 な 投 与 量 は ５ ～ １ ０ μ ｇ で あ る 。 不 活 化 ウ
イ ル ス か ら な る ワ ク チ ン の 典 型 的 な 投 与 用 は １ ～ １ ０ ｍ ｇ で あ る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 第 ９ の 側 面 と し て の 本 発 明 は 、 イ ヌ の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 対 す る 免 疫 応 答 を 刺 激 す る た め の 薬 剤
の 調 製 に お け る 、 （ ｉ ） Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク と 少 な く と も ７ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 持
つ Ｓ タ ン パ ク を 持 つ コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 ま た は （ ｉ ｉ ） Ｂ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク と 少 な く と も ７
５ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 持 つ Ｓ タ ン パ ク を 持 つ コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 ま た は （ ｉ ｉ ｉ ） Ｃ Ｒ Ｃ
Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク と 少 な く と も ９ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 持 つ Ｈ Ｅ タ ン パ ク を 持 つ コ ロ ナ
ウ イ ル ス 、 ま た は （ ｉ ｖ ） Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク と 少 な く と も ９ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を
持 つ Ｈ Ｅ タ ン パ ク を 持 つ コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 ま た は （ ｖ ） Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ タ ン パ ク と 少 な く と も ７
５ ％ の 相 同 性 を 持 つ コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク も し く は 免 疫 原 性 の あ る そ の 断 片 、 ま た は （
ｖ ｉ ） Ｂ Ｃ Ｖ タ ン パ ク と 少 な く と も ７ ５ ％ の 相 同 性 を 持 つ コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク も し く
は 免 疫 原 性 の あ る そ の 断 片 、 ま た は （ ｖ ｉ ｉ ） 前 記 コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク ま た は 免 疫 原
性 の あ る そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 、 の 使 用 で あ る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 本 発 明 は 、 イ ヌ に お け る 呼 吸 器 疾 患 、 典 型 的 に は Ｃ Ｉ Ｒ Ｄ の 予 防 の た め の 薬 剤 の 調 製 に
お け る 、 （ ｉ ） Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク と 少 な く と も ７ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 持 つ Ｓ タ ン
パ ク を 持 つ コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 ま た は （ ｉ ｉ ） Ｂ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク と 少 な く と も ７ ５ ％ の ア
ミ ノ 酸 相 同 性 を 持 つ Ｓ タ ン パ ク を 持 つ コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 ま た は （ ｉ ｉ ｉ ） Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ
タ ン パ ク と 少 な く と も ９ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 持 つ Ｈ Ｅ タ ン パ ク を 持 つ コ ロ ナ ウ イ ル ス
、 ま た は （ ｉ ｖ ） Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク と 少 な く と も ９ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 持 つ Ｈ Ｅ
タ ン パ ク を 持 つ コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 ま た は （ ｖ ） Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ タ ン パ ク と 少 な く と も ７ ５ ％ の 相
同 性 を 持 つ コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク も し く は 免 疫 原 性 の あ る そ の 断 片 、 ま た は （ ｖ ｉ ） Ｂ
Ｃ Ｖ タ ン パ ク と 少 な く と も ７ ５ ％ の 相 同 性 を 持 つ コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク も し く は 免 疫 原
性 の あ る そ の 断 片 、 ま た は （ ｖ ｉ ｉ ） 前 記 コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク ま た は 免 疫 原 性 の あ る
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そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 、 の 使 用 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク ま た は 免 疫 原 性 の あ る そ の 断 片 が 薬 剤 の 調 製 に 用 い ら れ る 場 合
、 前 記 タ ン パ ク は Ｂ Ｃ Ｖ タ ン パ ク の 対 応 す る 部 分 と 少 な く と も ８ ０ ％ 、 少 な く と も ８ ５ ％
、 少 な く と も ９ ０ ％ 、 ま た は 少 な く と も ９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 持 つ 。 好 ま し く は 、 前
記 タ ン パ ク は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ タ ン パ ク の 対 応 す る 部 分 と 少 な く と も ８ ０ ％ 、 少 な く と も ８ ５ ％ 、
少 な く と も ９ ０ ％ 、 ま た は 少 な く と も ９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 持 つ 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 好 ま し く は 、 薬 剤 の 調 製 に 使 用 さ れ る コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク は 上 述 の 第 ８ の 側 面 に お
け る Ｂ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｅ Ｖ も し く は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ タ ン パ ク 、 ま た は そ の 改 変 物 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 薬 剤 の 調 製 に 用 い ら れ る コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク は Ｓ タ ン パ ク で あ る
。 ま た 好 ま し く は 、 前 記 Ｓ タ ン パ ク は 、 上 記 本 発 明 の 第 １ の 側 面 に 規 定 さ れ る か 第 ４ の 側
面 の 方 法 を 用 い て 得 ら れ る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 の Ｓ タ ン パ ク 、 Ｂ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク 、 Ｈ
Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク 、 ま た は 免 疫 原 性 の あ る そ れ ら の 断 片 を 有 す る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 最 も 好 ま し く は 、 薬 剤 の 調 製 に 用 い ら れ る コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク は 、 図 ４ に 示 す ア ミ
ノ 酸 配 列 、 ま た は 図 ４ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ９ ７ ％ の 同 一 性 を 持 ち 、 免 疫 原 性
の あ る そ の 断 片 を 有 す る ま た は の み か ら な る 。 好 ま し く は 、 前 記 変 体 は 図 ４ に 示 す 配 列 と
少 な く と も ９ ８ ％ ま た は 少 な く と も ９ ９ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 を 有 す る 。 よ り 好 ま し く
は 、 前 記 変 体 は 図 ４ に 示 す 配 列 と 少 な く と も ９ ９ ． １ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ． ２ ％ 、 少 な く
と も ９ ９ ． ３ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ． ４ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ． ５ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ． ６ ％
、 少 な く と も ９ ９ ． ７ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ． ８ ％ 、 ま た は 少 な く と も ９ ９ ． ９ ％ の ア ミ ノ
酸 配 列 相 同 性 を 有 す る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 さ ら に 、 ま た は も し く は 、 薬 剤 の 調 製 に 使 用 さ れ る 前 記 コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク は Ｈ Ｅ
、 Ｅ 、 Ｍ ま た は Ｎ コ ロ ナ ウ イ ル ス タ ン パ ク を 有 し て い て も 良 い 。 実 施 例 の ひ と つ と し て 、
Ｈ Ｅ 、 Ｍ 、 ま た は Ｎ タ ン パ ク は Ｂ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｃ Ｖ ま た は Ｈ Ｅ Ｖ タ ン パ ク で あ る 。 他 の 実 施 例
と し て 、 Ｈ Ｅ 、 Ｅ 、 Ｍ 、 ま た は Ｎ タ ン パ ク は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ タ ン パ ク で あ る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 典 型 的 に は 、 前 記 Ｈ Ｅ タ ン パ ク は 上 記 本 発 明 の 第 ３ の 実 施 例 で 定 義 さ れ る か 、 第 ４ の 側
面 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 の Ｈ Ｅ タ ン パ ク 、 Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク
、 Ｈ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク 、 ま た は 免 疫 原 性 の あ る そ れ ら の 断 片 を 有 す る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 好 ま し く は 、 薬 剤 の 調 製 に 用 い ら れ る Ｈ Ｅ タ ン パ ク は 、 図 １ ４ に 示 す 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列
、 ま た は 免 疫 原 性 の あ る そ の 断 片 で 図 １ ４ に 示 す 配 列 と 少 な く と ９ ８ ％ の 相 同 性 を 持 つ も
の を 有 す る 、 ま た は の み か ら な る 。 好 ま し く は 、 前 記 変 体 は 図 １ ４ に 示 す 配 列 と 少 な く と
も ９ ８ ％ ま た は 少 な く と も ９ ９ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 を 有 す る 。 よ り 好 ま し く は 、 前 記
変 体 は 図 １ ４ に 示 す 配 列 と 少 な く と も ９ ９ ． １ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ． ２ ％ 、 少 な く と も ９
９ ． ３ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ． ４ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ． ５ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ． ６ ％ 、 少 な
く と も ９ ９ ． ７ ％ 、 少 な く と も ９ ９ ． ８ ％ 、 ま た は 少 な く と も ９ ９ ． ９ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同
性 を 持 つ 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 コ ロ ナ ウ イ ル ス を 薬 剤 の 調 製 に 用 い る 場 合 、 好 ま し く は コ ロ ナ ウ イ ル ス は Ｂ Ｃ Ｖ の Ｓ タ
ン パ ク と 少 な く と も ８ ０ ％ 、 少 な く と も ８ ５ ％ 、 少 な く と も ９ ０ ％ 、 ま た は 少 な く と も ９
５ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 持 つ 。 よ り 好 ま し く は 、 前 記 コ ロ ナ ウ イ ル ス は 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ
ン パ ク と 少 な く と も ８ ０ ％ 、 少 な く と も ８ ５ ％ 、 少 な く と も ９ ０ ％ 、 ま た は 少 な く と も ９
５ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 持 つ Ｓ タ ン パ ク を 有 し て い て も よ い 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 さ ら に 、 ま た は も し く は 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス は Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク と 少 な く と も ９ ０ ％
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、 ま た は 少 な く と も ９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 持 つ Ｈ Ｅ タ ン パ ク を 有 し て い て も 良 い 。 よ
り 好 ま し く は 、 前 記 コ ロ ナ ウ イ ル ス は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク と 少 な く と も ９ ６ ％ 、 少 な
く と も ９ ７ ％ 、 少 な く と も ９ ８ ％ 、 ま た は 少 な く と も ９ ９ ％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 持 つ Ｈ Ｅ
タ ン パ ク を 有 す る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 第 １ ０ の 側 面 と し て の 本 発 明 は 、 本 発 明 の 第 １ の 側 面 に 規 定 さ れ る か 、 第 ４ の 側 面 の 方
法 に よ り 得 ら れ る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ま た は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 の Ｓ タ ン パ ク で 、 薬 と し て 使 用 さ れ る も の で
あ る 。 典 型 的 に は 、 前 記 Ｓ タ ン パ ク は 家 畜 用 医 薬 と し て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 本 発 明 は 、 薬 と し て 使 用 さ れ る 、 上 記 本 発 明 の 第 ３ の 実 施 例 で 定 義 さ れ る か 、 第 ４ の 側
面 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 様 の Ｈ Ｅ タ ン パ ク を 包 含 す る 。 典 型 的 に は
、 前 記 Ｈ Ｅ タ ン パ ク は 家 畜 用 医 薬 と し て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 第 １ １ の 側 面 と し て の 本 発 明 は 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の 予 防 と し て イ ヌ に 免 疫 す る 方 法 で あ っ て 、
本 発 明 の 第 ９ の 側 面 の ワ ク チ ン 構 成 物 を イ ヌ に 投 与 す る こ と を 有 す る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 典 型 的 に は 、 前 記 ワ ク チ ン は 、 筋 肉 、 皮 下 ま た は 鼻 腔 道 に 投 与 さ れ る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 そ の 他 の 実 施 例 と し て 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ と 反 応 す る 抗 体 を 投 与 す る こ と で 、 イ ヌ に Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に
対 す る 免 疫 性 を 受 動 的 に 持 た せ る こ と も で き る 。 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ と 反 応 す る 抗 体 は 抗 Ｂ Ｃ Ｖ 抗 体
、 抗 Ｈ Ｃ Ｖ 抗 体 で あ っ て 良 い が 、 好 ま し く は 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 抗 体 で あ る 。 好 ま し く は 、 Ｃ Ｒ Ｃ
Ｖ と 反 応 す る 抗 体 は 抗 Ｓ タ ン パ ク 抗 体 、 抗 Ｈ Ｅ タ ン パ ク 抗 体 で あ る 。 最 も 好 ま し く は 、 Ｃ
Ｒ Ｃ Ｖ と 反 応 す る 抗 体 は 、 本 発 明 の 第 ５ の 側 面 に 記 載 さ れ る 抗 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ ま た は Ｈ Ｅ タ
ン パ ク 抗 体 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 第 １ ２ の 側 面 と し て の 本 発 明 は 、 イ ヌ の 間 に お け る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の 蔓 延 と 戦 う 方 法 で あ り 、
上 記 本 発 明 の 第 ６ の 側 面 に 記 載 さ れ る 方 法 、 ま た は 上 記 本 発 明 の 第 ７ の 側 面 に 記 載 さ れ る
免 疫 吸 着 法 ま た は 固 体 基 質 を 用 い る こ と に よ っ て イ ヌ が Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 感 染 し て い る か ど う か
を 判 断 す る こ と 、 及 び イ ヌ が Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 感 染 し て い る の で あ れ ば そ の イ ヌ を 隔 離 す る こ と
、 を 有 す る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 イ ヌ を “ 隔 離 す る ” と は 、 そ の イ ヌ を 他 の す べ て の イ ヌ か ら 引 き 離 し た 状 態 に す る こ と
を 意 味 を 含 む 。 ま た 、 そ の イ ヌ を Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 対 す る 予 防 接 種 を し て い な い 他 の す べ て の イ
ヌ か ら 引 き 離 し た 状 態 に す る と い う 意 味 も 含 ん で お り 、 こ れ は 上 述 す る よ う に 実 施 す る こ
と が で き る 。 そ の イ ヌ を Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 感 染 し て い な い 他 の す べ て の イ ヌ か ら 引 き 離 し た 状 態
に す る と い う 意 味 も 含 ん で お り 、 感 染 に つ い て は 上 記 の よ う に 判 断 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 第 １ ３ の 側 面 と し て の 本 発 明 は 、 イ ヌ の 間 に お け る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の 蔓 延 と 戦 う 方 法 で あ り 、
上 記 本 発 明 の 第 ６ の 側 面 に 記 載 さ れ る 方 法 、 ま た は 上 記 本 発 明 の 第 ７ の 側 面 に 記 載 さ れ る
免 疫 吸 着 法 ま た は 固 体 基 質 を 用 い る こ と に よ っ て イ ヌ が Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 感 染 し て い る か ど う か
を 判 断 す る こ と 、 及 び イ ヌ が Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 感 染 し て い る の で あ れ ば 、 そ の イ ヌ と 接 し て い た
、 接 し て い る 、 ま た は 接 し て い る か も し れ な い 他 の イ ヌ に 予 防 接 種 す る こ と 、 を 有 す る 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 第 １ ４ の 側 面 と し て の 本 発 明 は 、 イ ヌ に お け る イ ヌ 感 染 性 呼 吸 器 疾 患 （ Ｃ Ｉ Ｒ Ｄ ） の 発
生 を 予 防 し た り 減 少 さ せ た り す る こ と の で き る テ ス ト ワ ク チ ン を 検 定 す る 方 法 で あ る 。 前
記 方 法 は 、 （ ａ ） 典 型 的 に は 上 記 本 発 明 の 第 ６ の 側 面 の 方 法 、 ま た は 上 記 本 発 明 の 第 ７ の
側 面 の 免 疫 吸 着 法 か 固 体 基 質 を 用 い る こ と に よ っ て 、 イ ヌ が Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 曝 さ れ て い た か ど
う か を 決 定 す る こ と と 、 （ ｂ ） イ ヌ が Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 曝 さ れ て い な か っ た の で あ れ ば 、 テ ス ト
ワ ク チ ン を イ ヌ に 投 与 す る こ と と 、 （ ｃ ） イ ヌ に Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ を 接 種 す る こ と と 、 （ ｄ ） イ ヌ
が Ｃ Ｉ Ｒ Ｄ を 発 症 し た か ど う か を 判 断 す る こ と 、 を 有 す る 。 （ ｄ ） 段 階 に お い て Ｃ Ｉ Ｒ Ｄ
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が 確 認 さ れ な け れ ば 、 テ ス ト ワ ク チ ン が Ｃ Ｉ Ｒ Ｄ を 予 防 す る こ と が で き る こ と が 示 さ れ る
。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 典 型 的 に は 、 こ の 方 法 は 一 揃 い の イ ヌ に 対 し て 実 施 さ れ る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 好 ま し く は 、 前 記 方 法 は 、 （ ｂ ） 段 階 に お い て テ ス ト ワ ク チ ン を 投 与 さ れ な い コ ン ト ロ
ー ル の イ ヌ を 一 揃 い 使 用 す る こ と を 含 む 。 テ ス ト ワ ク チ ン を 投 与 し た イ ヌ の 組 に お け る Ｃ
Ｉ Ｒ Ｄ の 発 症 が 、 コ ン ト ロ ー ル の 組 よ り も 有 意 に 低 け れ ば 、 テ ス ト ワ ク チ ン が Ｃ Ｉ Ｒ Ｄ の
発 症 を 予 防 ま た は 減 少 さ せ る こ と が で き る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 本 発 明 は 、 こ の 方 法 に よ り 検 定 さ れ る ワ ク チ ン を 含 む 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 本 願 で 引 用 さ れ る 文 献 は 、 す べ て こ こ に 参 照 に よ り 完 全 に 取 り 込 ま れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 以 下 の 図 及 び 実 施 例 を 参 照 し な が ら 詳 細 に 説 明 す る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 イ ヌ 伝 染 性 呼 吸 器 疾 患 に 関 わ る 新 規 な コ ロ ナ ウ イ ル ス の 検 出
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 概 要
　 イ ヌ 伝 染 性 呼 吸 器 疾 患 （ Ｃ Ｉ Ｒ Ｄ ） の 原 因 に つ い て の 調 査 を 大 規 模 な イ ヌ の 救 助 施 設 （
re-homing kennel)に て 行 っ た 。 罹 患 し た イ ヌ の 気 管 か ら 採 取 し た 組 織 試 料 に つ い て 、 ポ
リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 保 存 プ ラ イ マ ー （ conserved primer） に よ る Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 用 い て
試 験 し た 。 ４ つ の 陽 性 試 料 に つ い て 配 列 解 析 し た と こ ろ 新 規 な コ ロ ナ ウ イ ル ス の 存 在 が 示
さ れ 、 そ れ ら は ウ シ 及 び ヒ ト コ ロ ナ ウ イ ル ス （ OC43系 統 ） の 両 方 に つ い て 、 そ の ポ リ メ ラ
ー ゼ と ス パ イ ク タ ン パ ク が 高 い 類 似 性 を 示 し た が 、 一 方 で イ ヌ 腸 性 コ ロ ナ ウ イ ル ス の 対 応
す る 遺 伝 子 と は 低 い 類 似 性 し か 持 た な か っ た 。 こ の イ ヌ 呼 吸 器 コ ロ ナ ウ イ ル ス （ Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ
） は 、 ３ ２ ／ １ １ ９ の 気 管 試 料 及 び ２ ０ ／ １ １ ９ の 肺 試 料 よ り Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 検 出 さ
れ た が 、 軽 い 臨 床 的 症 状 を 示 す イ ヌ が 最 も 高 い 罹 患 率 で 検 出 さ れ た 。 犬 舎 に 入 っ た 日 に Ｃ
Ｒ Ｃ Ｖ に 対 す る 抗 体 が 存 在 し て い た 場 合 、 呼 吸 器 疾 患 を 発 症 す る 危 険 が 減 少 す る こ と が 血
清 学 的 な 分 析 に よ り 示 さ れ た 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 試 料 と 方 法
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 研 究 個 体 群
　 本 研 究 で は 、 地 域 的 な 呼 吸 器 疾 患 が 発 生 し た 経 歴 の あ る 、 大 手 の イ ヌ 救 助 施 設 (re-homi
ng kennel)を 調 査 し た 。 す べ て の イ ヌ に つ い て 、 犬 舎 に 入 る 際 に KAVAK DA 2 PiP69(Fort Do
dge)（ 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 ウ イ ル
ス 及 び イ ヌ パ ラ ボ ウ イ ル ス に 対 す る 弱 毒 生 ワ ク チ ン ） を 予 防 接 種 し た 。 ま た 、 レ プ ト ス ピ
ラ 症 死 菌 ワ ク チ ン も 用 い た (Fort Dodge)。 各 イ ヌ の 健 康 状 態 に つ い て 、 獣 医 学 臨 床 医 に よ
り １ 日 に ２ 度 評 価 し て 呼 吸 器 の 症 状 を 以 下 の よ う に 評 定 し た 。 １ ： 呼 吸 器 の 症 状 無 し 、 ２
： 弱 い 咳 、 ３ ： 咳 と 鼻 水 、 ４ ： 咳 と 鼻 水 と 食 欲 不 振 、 ５ ： 気 管 支 肺 炎 。 イ ヌ の 全 身 的 な 健
康 状 態 、 は 以 下 の よ う に 評 定 し た 。 １ ： 健 康 、 ２ ： 健 康 で な い 、 ３ ： 非 常 に 健 康 で な い 。
イ ヌ の 年 齢 、 血 統 及 び 性 別 を 記 録 し た 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 １ １ ９ 匹 の イ ヌ に 対 し て 、 全 身 の 死 体 解 剖 を 行 っ た 。 組 織 試 料 は 、 使 用 に 供 す る ま で －
７ ０ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 １ １ １ 匹 の イ ヌ に つ い て 、 イ ヌ 救 助 施 設 に 入 っ た 日 に 血 清 試 料 を 採 取 し た 。 ８ １ 匹 の イ
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ヌ に つ い て は 入 舎 後 ７ 日 、 及 び １ １ １ 匹 の イ ヌ に つ い て は 入 舎 後 ２ １ 日 の 追 跡 試 料 の 血 清
を 入 手 す る こ と が で き た 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 最 初 の 血 清 採 取 か ら 最 後 の 採 取 ま で の ２ １ 日 間 に お い て 、 １ １ １ 匹 の イ ヌ の う ち ３ ０ 匹
が 健 康 で あ っ た が 、 ８ １ 匹 の イ ヌ が 呼 吸 器 疾 患 を 発 症 し た 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 他 の 場 所 で 飼 育 さ れ て い た ３ ５ 匹 の イ ヌ の 血 清 を 、 Royal Veterinary Collegeの 診 療 施
設 か ら 得 た 。 こ れ ら の 血 清 は 、 種 々 の 理 由 か ら 生 化 学 的 な 調 査 に 供 さ れ た も の で あ る 。 こ
れ ら の 血 清 の う ち の ５ つ は 、 呼 吸 器 疾 患 の 経 歴 の な い １ ８ 月 齢 の ビ ー グ ル 犬 よ り 得 た も の
で あ る 。 血 清 は 常 法 に 基 づ き － ２ ０ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ の 抽 出 と Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ
　 Ｒ Ｎ Ａ は TriReagent（ シ グ マ ） を 用 い て １ １ ９ 匹 の イ ヌ の 気 管 及 び 肺 組 織 か ら 抽 出 し た
。 約 ２ ５ － ５ ０ ｍ ｇ の ホ モ ジ ナ イ ズ し た 試 料 を 用 い 、 取 扱 説 明 書 の 推 奨 に な ら っ て Ｒ Ｎ Ａ
を 抽 出 し た 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 合 成 は 、 Random Hexamers（ ロ シ ュ ） 及 び ImpromII逆 転 写 酵 素 (Promega)を 用
い て 行 っ た 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
　 コ ロ ナ ウ イ ル ス の ポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 は 高 度 に 保 存 さ れ て い る こ と が 知 ら れ て お り 、 こ
の ウ イ ル ス フ ァ ミ リ ー の 系 統 解 析 に 用 い ら れ て い る （ Stephensen et al., 1999） 。 コ ロ
ナ ウ イ ル ス の 検 出 の た め 、 Stephensen et al. (1999)に 記 載 さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 に
対 す る ２ Ｂ ｐ 及 び ４ Ｂ ｍ プ ラ イ マ ー の 改 変 物 を 用 い た （ Conscoro5: 5' -ACT-CAR-ATG-AAT
-TTG-AAA-TAT-GC (SEQ ID NO. 31)、 及 び Conscoro6: 5' -TCA-CAC-TTA-GGA-TAR-TCC-CA (
SEQ ID NO. 32)） 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ は 、 終 濃 度 が ２ ． ５ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ と ０ ． ５ μ Ｍ の プ ラ イ マ ー を 含 む 所 定 の 反
応 バ ッ フ ァ ー 中 で Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ (Promega)を 用 い て 行 っ た 。 Conscoro5及 び Conscoro
6プ ラ イ マ ー を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ で は 、 以 下 の 温 度 制 御 と し た 。 ９ ５ ℃ ５ 分 の 変 性 後 、 ９ ５ ℃
１ 分 、 ３ ７ ℃ １ 分 で ア ニ ー ル 、 及 び ７ ２ ℃ １ 分 で 伸 長 の サ イ ク ル を １ ０ 回 行 っ た 。 続 い て
、 ア ニ ー ル 温 度 ４ ５ ℃ で １ ０ サ イ ク ル 、 ア ニ ー ル 温 度 ５ ０ ℃ で １ ０ サ イ ク ル 、 及 び ア ニ ー
ル 温 度 ５ ３ ℃ で １ ０ サ イ ク ル 行 い 、 最 後 の 伸 長 を ７ ２ ℃ で １ ０ 分 行 っ た 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 産 品 の ２ ０ μ ｌ 画 分 を １ ． ５ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 分 析 し 、 電 気 泳 動 の 後 ナ イ ロ ン
メ ン ブ レ ン （ ロ シ ュ ） 上 に ブ ロ ッ ト し た 。 ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン は Ｐ Ｃ Ｒ 産 品 に 特 異 的 な オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と ３ ７ ℃ で 一 晩 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た (Probe Conscoro: AAG-T
TT-TAT-GGY-GGY-TGG-GA (SEQ ID NO. 33))。 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン － ｄ Ｕ Ｔ Ｐ を 伴 う ３ ’ Ａ － 末
端 の プ ロ ー ブ を 用 い 、 抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 複 合 体 及 び Ｃ Ｓ Ｐ Ｄ 化 学 蛍 光 基 質 （ ロ シ ュ ） を 用
い て 検 出 し た 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 ス パ イ ク 遺 伝 子 に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー 配 列 は 、 ウ シ コ ロ ナ ウ イ ル ス Ｌ Ｙ － １ ３ ８ 系 統 (A
F058942)及 び ヒ ト コ ロ ナ ウ イ ル ス OC43系 統 の ス パ イ ク 領 域 の 配 列 (L14643)由 来 の も の で あ
る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ は Spike1及 び Spike2プ ラ イ マ ー を 用 い て 行 い 、 続 い て Spike3及 び Spike4プ ラ イ マ
ー 並 び に ２ μ ｌ の 最 初 の 増 幅 産 物 を 用 い て ネ ス テ ッ ド Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
　 括 弧 書 き の 数 字 は 、 ウ シ コ ロ ナ ウ イ ル ス ゲ ノ ム に お け る ヌ ク レ オ チ ド の 位 置 を 示 す 。
　 Spike1: 5'-CTT-ATA-AGT-GCC-CCC-AAA-CTA-AAT (25291-25314)
　 Spike2: 5'-CCT-ACT-GTG-AGA-TCA-CAT-GTT-TG (25912-25890)
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　 Spike3: 5'-GTT-GGC-ATA-GGT-GAG-CAC-CTG (25320-25339)
　 Spike4: 5'-GCA-ATG-CTG-GTT-CGG-AAG-AG (25762-25742)
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の Spike1は Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ３ ４ 、 Spike2は Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ
ｏ ． ３ ５ 、 Spike3は Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ３ ６ 、 Spike4は Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ３ ７ で あ
る 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 温 度 制 御 は 、 ９ ５ ℃ ５ 分 の 変 性 後 、 ９ ５ ℃ １ 分 、 ５ ５ ℃ １ 分 で ア ニ ー ル 、 及 び ７ ２ ℃ ４
０ 秒 で 伸 長 の サ イ ク ル を ３ ５ 回 行 っ た 。 ７ ２ ℃ １ ０ 分 で 最 後 の 伸 長 を 行 っ た 。 ネ ス テ ッ ド
Ｐ Ｃ Ｒ に よ り ４ ４ ２ ｂ ｐ の 断 片 を 産 し た 。
【 ０ ３ ０ １ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は pGEM-T-easyベ ク タ ー (Promega)に ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 Ｃ ｙ ５ 標 識 プ ラ イ マ
ー を 用 い た Thermo sequenase 蛍 光 標 識 プ ラ イ マ ー サ イ ク ル シ ー ク エ ン ス キ ッ ト 及 び 7-dea
za-dGTP（ ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア ） を 用 い て シ ー ク エ ン ス し た 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 系 統 解 析
　 ポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 由 来 の ２ ５ ０ ｂ ｐ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と 、 １ １ の コ ロ ナ ウ イ ル ス の 対 応
す る 配 列 と の 配 列 解 析 は 、 Ｃ ｌ ｕ ｓ ｔ ａ ｌ 　 Ｘ を 用 い て 行 っ た （ Thompson et al., 1997
） 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 公 知 の コ ロ ナ ウ イ ル ス と の 系 統 学 的 な 関 係 は 、 Phylip 3.6 package(Felsenstein, 1989
)を 用 い て 解 析 し た （ Felsenstein, 1989） 。 配 列 は Seqbootプ ロ グ ラ ム を 用 い て ブ ー ト ス
ト ラ ッ プ 解 析 を 行 っ た 。 得 ら れ た デ ー タ は DNAparsプ ロ グ ラ ム を 用 い た 最 節 約 法 に 供 し 、
ま た コ ン セ ン サ ス ツ リ ー は Consenseを 用 い て 算 出 し た 。 こ う し て 得 ら れ た 系 統 図 を Treevi
ewプ ロ グ ラ ム を 用 い て 描 画 し た （ Page, 1996)。
【 ０ ３ ０ ４ 】
　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
　 ウ シ コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 イ ヌ 腸 性 コ ロ ナ ウ イ ル ス （ Ｃ Ｅ Ｃ Ｖ ） の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 抗 原 （ ウ イ ル
ス に 感 染 し た 細 胞 培 養 物 か ら 調 製 し た も の 。  Churchill Applied Biosciences, Huntingd
on, UKよ り 購 入 ） を 推 奨 さ れ る 濃 度 に て Ｐ Ｂ Ｓ に 再 懸 濁 さ せ 、 ９ ６ 穴 プ レ ー ト （ フ ァ ル コ
ン ） で ３ ７ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
　 プ レ ー ト を Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 ５ ％ ス キ ム ミ ル ク を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ で ３ ０ 分 ブ ロ ッ キ ン グ し た
。 血 清 は ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー で １ ： １ ０ ０ に 希 釈 し 、 プ レ ー ト で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 Ｐ Ｂ Ｓ ／ ０ ． ０ ５ ％ Tween20（ シ グ マ ） で 洗 浄 後 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 ウ サ ギ
抗 イ ヌ Ｉ ｇ Ｇ コ ン ジ ュ ゲ ー ト (Sigma)（ Ｐ Ｂ Ｓ ／ ０ ． ０ ５ ％ Tween20で １ ： ５ ０ ０ ０ 希 釈 ）
を 加 え て １ 時 間 し た 。 プ レ ー ト 発 色 基 質 （ Ｏ Ｐ Ｄ 、 シ グ マ ） で １ ０ 分 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、
２ Ｍ の Ｈ ２ Ｓ Ｏ ４ を 加 え て 反 応 を 停 止 さ せ た 。 ４ ９ ２ ｎ ｍ に お け る 吸 収 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 分 光
計 で 決 定 し た 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
　 ウ イ ル ス 培 養
　 イ ヌ 成 犬 の 肺 線 維 芽 細 胞 （ 継 代 ３ か ら ７ ） 、 Ｍ Ｄ Ｃ Ｋ 及 び Ａ ７ ２ 細 胞 に お い て ウ イ ル ス
の 単 離 を 行 っ た （ ウ イ ル ス の 単 離 は 初 代 細 胞 、 ま た は Ｍ Ｄ Ｃ Ｋ な ど の 細 胞 株 、 ま た は Ａ ７
２ （ イ ヌ ） 、 Ｍ Ｄ Ｂ Ｋ （ ウ シ ） 、 Ｈ Ｒ Ｔ － １ ８ （ ヒ ト 直 腸 性 腫 瘍 細 胞 株 ） 及 び Ｖ ｅ ｒ ｏ （
ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル ） を 用 い て 行 わ れ る の が 好 ま し い ） 。 肺 線 維 芽 細 胞 は ２ ０ ％ ウ シ 胎 児
血 清 （ Ｆ Ｃ Ｓ ） を 含 む Ｍ Ｅ Ｍ で 培 養 し 、 Ｍ Ｄ Ｃ Ｋ 及 び Ａ ７ ２ 細 胞 は ５ ％ Ｆ Ｃ Ｓ を 含 む Ｍ Ｅ
Ｍ で 培 養 す る 。 気 管 組 織 試 料 （ お お よ そ ２ ５ ｍ ｇ ） は メ ス で ホ モ ジ ナ イ ズ し 、 ペ ニ シ リ ン
（ １ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ ） 、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ ０ ． １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ） 、 ア ン フ ォ テ リ シ ン Ｂ （
２ ． ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 及 び ト リ プ シ ン （ １ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 含 む １ ｍ ｌ の Ｍ Ｅ Ｍ 中 で 強 く 撹 拌
す る 。 試 料 を １ ３ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で １ ０ 分 間 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 細 胞 培 養 物 の 接 種 に 用 い た
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。 ３ ７ ℃ ３ ０ 分 経 過 後 、 上 清 を 除 去 し 、 維 持 培 地 を 培 養 物 に 加 え る 。 培 養 物 を 細 胞 変 性 の
効 果 が な い 状 態 で ３ 代 継 代 す る 。 次 い で 、 Ｒ Ｎ Ａ を 細 胞 か ら 抽 出 し 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の 存 在 を 検
出 す る た め の Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 う 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
　 統 計 分 析
　 デ ー タ は カ イ 二 乗 検 定 ま た は フ ィ ッ シ ャ ー の 直 接 確 率 検 定 に よ り 分 析 し 、 ｐ 値 が ０ ． ０
５ 未 満 で あ れ ば 統 計 的 に 有 意 と し た 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
　 結 果
【 ０ ３ ０ ９ 】
　 コ ロ ナ ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 に 対 す る コ ン セ ン サ ス プ ラ イ マ ー を 用 い た Ｐ
Ｃ Ｒ
　 Conscoro5及 び Conscoro6プ ラ イ マ ー を 用 い 、 ４ ０ の 気 管 試 料 か ら 得 た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を Ｒ Ｔ －
Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 分 析 し た 。
【 ０ ３ １ ０ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 及 び そ れ に 続 く ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 、 こ れ ら の う ち ７ の 試 料 が 陽 性 で
あ る こ と が 判 明 し た （ １ ７ ． ５ ％ ） 。
【 ０ ３ １ １ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を ク ロ ー ニ ン グ 及 び 配 列 決 定 し （ 図 １ 及 び 図 ２ ） 、 配 列 デ ー タ を Ｆ Ａ Ｓ Ｔ Ａ
検 索 プ ロ グ ラ ム を 用 い て 利 用 可 能 な ウ イ ル ス の 配 列 と 比 較 し た (Pearson, 1990)。
【 ０ ３ １ ２ 】
　 ４ の イ ヌ 気 管 試 料 か ら 得 た コ ロ ナ ウ イ ル ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 配 列 を 他 の コ ロ ナ ウ イ
ル ス 配 列 と 比 較 し た 結 果 、 そ れ ら は Quebec及 び LY138系 統 の Ｂ Ｃ Ｖ の 配 列 （ GenBankア ク セ
ス 番 号 は そ れ ぞ れ Ａ Ｆ ２ ２ ０ ２ ９ ５ 及 び Ａ Ｆ ０ ５ ８ ９ ４ ２ ） 及 び ヒ ト コ ロ ナ ウ イ ル ス OC43
系 統 (GenBankア ク セ ス 番 号 Ａ Ｆ １ ２ ４ ９ ８ ９ ） の 配 列 と 最 も 似 て い る こ と が 明 ら か と な っ
た 。 解 析 し た ２ ５ ０ ｂ ｐ の 配 列 の 相 同 性 は 、 Ｂ Ｃ Ｖ  Quebecと は ９ ８ ． ８ ％ 、 Ｂ Ｃ Ｖ  LY13
8及 び Ｈ Ｃ Ｖ  ｐ ｏ ｌ 遺 伝 子 と は ９ ８ ． ４ ％ で あ っ た が 、 一 方 で Ｃ Ｃ Ｖ  1-71系 統 の ｐ ｏ ｌ
遺 伝 子 と は ６ ８ ． ５ ３ ％ に す ぎ な か っ た （ 図 ６ 及 び 図 ７ ） 。
【 ０ ３ １ ３ 】
　 こ の 新 規 な 配 列 と １ １ の コ ロ ナ ウ イ ル ス の 対 応 す る 配 列 と の 配 列 比 較 、 及 び 最 節 約 法 を
用 い た 解 析 に よ り 得 ら れ た コ ン セ ン サ ス ツ リ ー を 図 ５ に 示 す 。 気 管 試 料 （ Ｔ １ ０ １ ） よ り
得 ら れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 ウ シ コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 ヒ ト コ ロ ナ ウ イ ル ス -OC43、 及 び 赤 血 球
凝 集 性 脳 脊 髄 炎 ウ イ ル ス と 共 通 す る 分 岐 に 位 置 す る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ３ １ ４ 】
　 こ の ウ イ ル ス を イ ヌ 呼 吸 器 コ ロ ナ ウ イ ル ス （ Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ） と 呼 ぶ 。
【 ０ ３ １ ５ 】
　 ス パ イ ク 遺 伝 子 に 対 す る プ ラ イ マ ー を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ
　 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 更 に 解 析 す る た め に 、 ウ シ コ ロ ナ ウ イ ル ス LY138系 統 （ AF05894
2） 及 び ヒ ト コ ロ ナ ウ イ ル ス OC43系 統 （ L14643） と の Ｒ Ｎ Ａ の 配 列 比 較 を Clustal Xを 用 い
て 行 っ た （ Thompson et al., 1997） 。 コ ン セ ン サ ス 領 域 に 基 づ い て ネ ス テ ッ ド プ ラ イ マ
ー の セ ッ ト Spike 1-2及 び Spike3-4の 選 択 し た （ 図 １ １ ） 。 １ １ ９ の 気 管 及 び 肺 試 料 か ら
ネ ス テ ッ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て 得 ら れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 対 し て Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 を 行 っ た 。
【 ０ ３ １ ６ 】
　 ネ ス テ ッ ド Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 、 総 計 で ３ ２ の 気 管 試 料 （ ２ ６ ． ９ ％ ） 及 び ２ ０ の 肺 試 料 （ １
６ ． ８ ％ ） が 陽 性 で あ る こ と が わ か っ た 。 ８ 匹 の イ ヌ に つ い て は 、 気 管 及 び 肺 の 両 方 に お
い て Ｐ Ｃ Ｒ 結 果 が 陽 性 で あ っ た 。
【 ０ ３ １ ７ 】
　 ６ 匹 の 異 な る イ ヌ の 組 織 か ら 得 た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 配 列 分 析 に よ り 、 こ れ ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら
こ れ ら が 同 一 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 で あ る こ と が 示 さ れ た （ 図 ３ 及 び ４ ） 。 Ｆ Ａ Ｓ Ｔ Ａ プ ロ グ ラ ム
を 用 い て 公 知 の コ ロ ナ ウ イ ル ス の ス パ イ ク 配 列 と 比 較 し た と こ ろ 、 ウ シ コ ロ ナ ウ イ ル ス と
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は ９ ８ ． １ ％ の 相 同 性 、 ヒ ト コ ロ ナ ウ イ ル ス OC43系 統 と は ９ ７ ． ８ ％ の 相 同 性 が あ る こ と
が 明 ら か と な っ た （ 図 ９ 及 び 図 １ ０ ） 。
【 ０ ３ １ ８ 】
　 Ｈ Ｅ 遺 伝 子 に 対 す る プ ラ イ マ ー を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ
　 ウ シ コ ロ ナ ウ イ ル ス 及 び 他 の グ ル ー プ Ｉ Ｉ の コ ロ ナ ウ イ ル ス は 、 さ ら に 構 造 タ ン パ ク で
あ る 血 球 凝 集 素 ／ エ ス テ ラ ー ゼ （ Ｈ Ｅ ） を 含 有 し て い る 。 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ が Ｂ Ｃ Ｖ と 高 い 相 同 性
を 示 し た こ と か ら 、 我 々 は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に お け る Ｈ Ｅ 遺 伝 子 の 存 在 に つ い て 分 析 し た 。
【 ０ ３ １ ９ 】
　 Ｂ Ｃ Ｖ 及 び OC43系 統 Ｈ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ 遺 伝 子 配 列 の 配 列 比 較 を HE1及 び HE2プ ラ イ マ ー の 設 計
に 用 い た （ 表 ２ ） 。 Ｓ 遺 伝 子 に 対 す る プ ラ イ マ ー を 用 い た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 陽 性 と 確 認
さ れ た ４ の 気 管 試 料 を Ｈ Ｅ 遺 伝 子 に 対 す る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り
試 験 し た 。 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 の 結 果 、 ４ の 試 料 の す べ て が 予 想 さ れ た サ イ ズ の Ｐ Ｃ
Ｒ バ ン ド を 示 し た （ 図 １ ７ ） 。
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ２ ０ 】
　 Ｈ Ｅ １ プ ラ イ マ ー は Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ３ ８ で あ り 、 Ｈ Ｅ ２ プ ラ イ マ ー は Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ
Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ３ ９ で あ る 。 Ｈ Ｅ １ 及 び Ｈ Ｅ ２ プ ラ イ マ ー を 用 い た Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 配
列 を 図 １ ３ に （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ２ １ ） 、 そ の 予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 図 １ ４ （ Ｓ
Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ２ ２ ） に 示 す 。 こ れ ら の ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 他 の コ ロ
ナ ウ イ ル ス の 対 応 す る 断 片 と の 比 較 を 図 １ ５ 及 び 図 １ ６ に 示 す 。 表 ３ に 示 す よ う に ３ の ア
ミ ノ 酸 配 列 が Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 特 有 で あ っ た 。
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ２ １ 】
　 Ｂ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｅ Ｃ Ｖ 、 Ｈ Ｃ Ｖ 、 及 び Ｈ Ｅ Ｖ に お け る ア ミ ノ 酸 の 位 置 に つ い て は 、 Ｂ Ｃ Ｖ 及
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び OC43系 統 の Ｈ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク （ そ れ ぞ れ GenBankア ク セ ス 番 号 Ｍ ８ ４ ４ ８ ６ 及 び Ｍ
７ ６ ３ ７ ３ ） の 最 初 の Ｍ （ こ れ を １ 番 と す る ） か ら 番 号 を 付 し た 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 陽 性 の 試 料 と 呼 吸 器 症 状 の 関 連
　 ス パ イ ク 遺 伝 子 に 対 す る プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 １ １ ９ 匹 の イ ヌ か ら 得 た 気 管 及 び 肺 試 料
を Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 対 す る Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 分 析 し た 。 こ の う ち 、 ４ ２ 匹 の イ ヌ は 呼 吸 器 症 状
が 無 く （ １ 度 ） 、 １ ８ 匹 の イ ヌ は 軽 症 の 呼 吸 器 症 状 を 示 し （ ２ 度 ） 、 ４ ６ 匹 は 中 程 度 の （
３ 度 ） そ し て １ ３ 匹 は 重 症 の 呼 吸 器 症 状 （ ４ 度 及 び ５ 度 ） を 示 し た 。 ４ 度 と ５ 度 に つ い て
は 、 本 グ ル ー プ で は 症 例 が 少 な い た め 併 合 し た 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
　 表 ４ は 異 な る 程 度 の 呼 吸 器 疾 患 を 持 つ イ ヌ に お け る コ ロ ナ ウ イ ル ス に 対 す る Ｐ Ｃ Ｒ の 結
果 を 示 し た も の で あ る 。 特 に 、 表 ４ は コ ロ ナ ウ イ ル ス の Ｓ タ ン パ ク に 対 す る ネ ス テ ッ ド Ｐ
Ｃ Ｒ を 用 い た 、 異 な る 呼 吸 器 症 状 （ 無 し か ら ひ ど い も の ま で ） を 持 つ １ １ ９ 匹 の イ ヌ の 気
管 及 び 肺 試 料 か ら 得 ら れ た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ の 結 果 を 試 料 総 数 に 対 す る 陽 性 試 料 の 数 と そ の 割
合 （ か っ こ 内 ） と 共 に 示 し た も の で あ る 。
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ２ ４ 】
　 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の 血 清 に よ る ア ッ セ イ 法 の 確 立
　 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の ス パ イ ク ｃ Ｄ Ｎ Ａ と ウ シ コ ロ ナ ウ イ ル ス の ス パ イ ク 領 域 と の 相 同 性 か ら 、 Ｂ
Ｃ Ｖ に 対 す る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 抗 原 を Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の 血 清 に よ る 分 析 に 用 い た 。
【 ０ ３ ２ ５ 】
　 調 査 し た 犬 舎 に て 飼 育 さ れ た こ と が 無 く 、 伝 染 性 の 呼 吸 器 疾 患 に 罹 患 し た 経 歴 の な い ５
匹 の イ ヌ の 血 清 を 試 験 し た 。 Ｏ Ｄ 値 は － ０ ． ０ １ ３ か ら ０ ． ３ ９ で あ り 、 平 均 値 は ０ ． １
５ ４ で あ っ た 。 ま た 、 様 々 な 理 由 か ら 動 物 病 院 に 来 た ３ ０ 匹 の イ ヌ の 血 清 に つ い て 、 コ ロ
ナ ウ イ ル ス の 抗 体 に 対 す る 試 験 を 行 っ た 。 そ の う ち 、 ２ ０ の 試 料 は ＜ ０ ． ４ （ － ０ ． ４ ６
か ら ０ ． ３ ９ ６ ） の Ｏ Ｄ 値 を 示 し 、 １ ０ の 試 料 は ＞ １ ． ０ の Ｏ Ｄ 値 （ １ ． ０ １ ２ か ら １ ．
９ ４ ９ ） を 示 し た 。 Ｏ Ｄ 値 が ０ ． ６ 以 上 の 試 料 は 、 実 質 上 陽 性 と 考 え ら れ る 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
　 呼 吸 器 疾 患 を 持 つ 及 び 持 た な い イ ヌ の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 対 す る 免 疫 応 答 の 比 較
　 調 査 し た 犬 舎 の １ １ １ 匹 の イ ヌ の 血 清 の 組 に つ い て 、 Ｂ Ｃ Ｖ 抗 原 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 行 っ た 。
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こ の う ち 、 ８ １ 匹 の イ ヌ は ２ １ 日 間 期 間 中 に 呼 吸 器 疾 患 の 症 状 を 示 し て お り 、 ３ ０ 匹 は 健
康 で あ っ た 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
　 呼 吸 器 疾 患 の イ ヌ の グ ル ー プ に つ い て 、 犬 舎 に 来 た 日 に お い て １ ７ 匹 は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 対 す
る 抗 体 が 陽 性 で あ り 、 ６ ４ 匹 は 陰 性 で あ っ た 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
　 １ 日 目 に Ｂ Ｃ Ｖ に 対 す る 抗 体 が 検 出 さ れ な か っ た ６ ４ 匹 の イ ヌ に つ い て 、 ２ １ 日 目 に は
６ ３ 匹 が 陽 性 で あ っ た 。 ６ ３ 匹 中 ７ 日 目 の 試 料 が 利 用 可 能 な ４ ６ 匹 の す べ て に お い て 、 ７
日 目 の 結 果 は 陰 性 で あ っ た 。 従 っ て 、 ６ ３ 匹 の イ ヌ が 試 験 期 間 中 に 血 清 変 換 を 起 こ し 、 陰
性 の ま ま だ っ た の は た っ た １ 匹 だ っ た 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
　 健 康 な ま ま だ っ た ３ １ 匹 の イ ヌ の 内 、 １ ７ 匹 の イ ヌ は 犬 舎 に 来 た 日 に お い て Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に
対 す る 抗 体 を 持 っ て い た 。 １ 日 目 に 陰 性 だ っ た １ ３ 匹 の イ ヌ は 、 ７ 日 目 に お い て も す べ て
陰 性 で あ っ た が 、 ２ １ 日 目 ま で に 血 清 変 換 を 起 こ し た 。
【 ０ ３ ３ ０ 】
　 従 っ て 、 犬 舎 に 到 着 し た 日 に Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 対 す る 抗 体 が 陽 性 だ っ た ３ ４ の イ ヌ の う ち 、 １
７ 匹 が 呼 吸 器 疾 患 に 罹 患 し た が （ ５ ０ ％ ） 、 一 方 で 到 着 時 に 陰 性 だ っ た ７ ７ の イ ヌ は 試 験
期 間 中 に ６ ４ 匹 （ ８ ３ ． １ ％ ） が 呼 吸 器 疾 患 の 症 状 を 示 し た （ 図 １ ２ ） 。
【 ０ ３ ３ １ 】
　 従 っ て 、 犬 舎 に 来 た 日 に Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 対 す る 抗 体 を 持 た な い イ ヌ は 呼 吸 器 疾 患 に 罹 患 す る
可 能 性 が 高 か っ た （ ｐ ＜ ０ ． ０ ０ １ ） 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
　 犬 舎 に 来 た 日 に 陰 性 だ っ た ７ ７ 匹 の イ ヌ の う ち た っ た １ 匹 が ２ １ 日 の 試 験 期 間 に お い て
陰 性 の ま ま で あ り 、 ７ ６ 匹 は 血 清 転 換 を 起 こ し た 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
　 イ ヌ 腸 性 コ ロ ナ ウ イ ル ス （ Ｃ Ｅ Ｃ Ｖ ） 抗 原 を 用 い た 血 清 学
　 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ が イ ヌ 腸 性 コ ロ ナ ウ イ ル ス と 血 清 学 的 な 交 差 反 応 を 起 こ す か ど う か を 調 べ る た
め に 、 イ ヌ コ ロ ナ ウ イ ル ス 抗 原 を 用 い た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ を 行 っ た 。 Ｂ Ｃ Ｖ 抗 原 を 用 い
て Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 対 す る 抗 体 の 試 験 を 行 っ た ２ ７ 匹 の イ ヌ の 血 清 を 選 出 し た 。
【 ０ ３ ３ ４ 】
　 そ し て 、 ８ 匹 の イ ヌ が 犬 舎 に 来 た 日 に Ｃ Ｅ Ｃ Ｖ に 対 す る 抗 体 を 持 っ て お り 、 そ の う ち の
４ 匹 は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 対 す る 抗 体 も 持 っ て い た 。 １ ９ 匹 の イ ヌ は １ 日 目 に は Ｃ Ｅ Ｃ Ｖ に 対 し て
陰 性 で り 、 そ の う ち １ ７ 匹 は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 対 し て も 陰 性 で あ っ た 。 こ の １ ９ 匹 の イ ヌ の う ち
、 ５ 匹 は ２ １ 日 の 試 験 期 間 中 に Ｃ Ｅ Ｃ Ｖ に 対 す る 血 清 変 換 を 起 こ し 、 １ ７ 匹 は Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に
対 す る 血 清 変 換 を 起 こ し た 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
　 こ の グ ル ー プ に お け る 呼 吸 器 疾 患 の 罹 患 率 を 分 析 し た 結 果 、 １ 日 目 に Ｃ Ｅ Ｃ Ｖ に 対 す る
抗 体 が 陽 性 で あ っ た ８ 匹 の う ち ６ 匹 （ ７ ５ ％ ） が 呼 吸 器 疾 患 に 罹 患 し た 。 １ 日 目 に Ｃ Ｅ Ｃ
Ｖ に 対 す る 抗 体 が 検 出 さ れ な か っ た １ ９ 匹 の イ ヌ の グ ル ー プ に つ い て は 、 １ ５ 匹 が 呼 吸 器
疾 患 の 症 状 を 示 し た （ ７ ８ ． ９ ％ ） （ ｐ ＝ ０ ． ５ ９ ４ ） 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
　 ウ イ ル ス の 単 離
　 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｒ Ｎ Ａ が 陽 性 と 確 認 さ れ た イ ヌ の 気 管 組 織 試 料 を 、 イ ヌ
成 熟 線 維 芽 細 胞 及 び Ｍ Ｄ Ｃ Ｋ 細 胞 の 培 養 細 胞 に 植 え 付 け る 。 い く つ か の 試 料 に つ い て は 、
Ａ ７ ２ 細 胞 に お い て ウ イ ル ス の 単 離 も 行 う 。 培 養 物 は ３ 世 代 の 継 代 に お い て 細 胞 病 理 学 的
な 徴 候 を 示 さ な い 。 数 回 の 継 代 後 、 培 養 組 織 か ら Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 Ｐ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り Ｃ
Ｒ Ｃ Ｖ の Ｒ Ｎ Ａ の 有 無 を 試 験 し た 。
【 ０ ３ ３ ７ 】
　 考 察
【 ０ ３ ３ ８ 】
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　 本 研 究 は 、 犬 舎 に 飼 育 さ れ る 呼 吸 器 疾 患 を 持 つ イ ヌ に お け る 新 規 な コ ロ ナ ウ イ ル ス で あ
る Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に つ い て 報 告 す る も の で あ る 。
【 ０ ３ ３ ９ 】
　 コ ロ ナ ウ イ ル ス は ヒ ト 、 ネ コ 、 ブ タ 、 家 禽 類 の 呼 吸 器 疾 患 を 引 き 起 こ す こ と が 報 告 さ れ
て い る が 、 イ ヌ の 気 管 に お け る 存 在 及 び イ ヌ の 伝 染 性 呼 吸 器 疾 患 （ Ｃ Ｉ Ｒ Ｄ ） と の 関 係 は
確 認 さ れ て い な か っ た 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
　 Ｃ Ｉ Ｒ Ｄ が 流 行 し て お り 、 Ｃ Ｉ Ｒ Ｄ に 対 し て 推 奨 さ れ る ワ ク チ ン の 使 用 に よ っ て も 流 行
を 抑 制 す る こ と が で き な か っ た 犬 舎 の イ ヌ に つ い て 調 査 し た 。 こ れ ら の イ ヌ の 気 管 か ら 採
取 し た 試 料 を 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス の 保 存 ポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 に 対 す る Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ
ー を 用 い て 試 験 し た (Stephensen et al., 1999)。
【 ０ ３ ４ １ 】
　 ま ず 、 ７ の 気 管 試 料 が 陽 性 で あ る こ と が わ か っ た 。 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 配 列 を 決 定 し 、
す べ て の 利 用 可 能 な コ ロ ナ ウ イ ル ス ポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 配 列 と 比 較 し た 。 こ の 解 析 に よ
り 、 イ ヌ 試 料 か ら 得 た ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 、 ウ シ コ ロ ナ ウ イ ル ス の ポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 （ ９ ８
． ８ ％ ） 及 び ヒ ト コ ロ ナ ウ イ ル ス の OC43系 統 （ ９ ８ ． ４ ％ ） と 最 も 高 い 相 同 性 を 持 つ が 、
腸 性 イ ヌ コ ロ ナ ウ イ ル ス の ポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 と は 低 い 相 同 性 し か 持 た な い （ 1-71系 統 、
６ ８ ． ５ ３ ％ ） こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
　 １ １ の コ ロ ナ ウ イ ル ス の ポ リ メ ラ ー ゼ 配 列 を 用 い て 、 系 統 学 的 な 解 析 を 行 っ た 。 イ ヌ の
気 管 か ら 検 出 し た コ ロ ナ ウ イ ル ス （ Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ） は 、 第 ２ グ ル ー プ に 属 す る ３ の ウ イ ル ス （
Ｂ Ｃ Ｖ 、 OC43系 統 の Ｈ Ｃ Ｖ 、 及 び Ｈ Ｅ Ｖ ） と 同 じ 分 岐 に 位 置 し て い た 。 し か し な が ら 、 グ
ル ー プ １ の コ ロ ナ ウ イ ル ス で あ る 、 イ ヌ 腸 性 コ ロ ナ ウ イ ル ス は 、 遠 く 関 係 し て い る に す ぎ
な か っ た 。
【 ０ ３ ４ ３ 】
　 従 っ て 、 イ ヌ 呼 吸 器 コ ロ ナ ウ イ ル ス は 新 規 な イ ヌ の ウ イ ル ス で あ り 、 共 に 呼 吸 器 疾 患 の
原 因 と な る こ と で 知 ら れ る Ｂ Ｃ Ｖ 及 び Ｈ Ｃ Ｖ － OC43と 密 接 に 関 係 す る ウ イ ル ス で あ る 。
【 ０ ３ ４ ４ 】
　 よ り 多 く の 配 列 情 報 を 得 る た め 、 ま た よ り 変 化 し や す い 遺 伝 子 を 用 い て 他 の コ ロ ナ ウ イ
ル ス と の 関 係 を 決 定 す る た め に 、 ス パ イ ク 遺 伝 子 の 一 部 を 解 析 し た 。 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ は Ｂ Ｃ Ｖ 及
び Ｈ Ｃ Ｖ － OC43と 最 も 類 似 し て い る こ と が 示 さ れ た こ と か ら 、 こ れ ら の ス パ イ ク 遺 伝 子 の
配 列 を ネ ス テ ッ ド プ ラ イ マ ー の セ ッ ト を 設 計 す る の に 用 い た 。 よ り 感 度 の 良 い ア ッ セ イ が
達 成 さ れ る よ う に 、 ネ ス テ ッ ド プ ラ イ マ ー が 選 択 さ れ た 。
【 ０ ３ ４ ５ 】
　 こ の Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ の 産 物 の シ ー ク エ ン ス に よ り 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ が Ｂ Ｃ Ｖ 及 び Ｈ Ｃ Ｖ － OC43と
高 い 相 同 性 を 持 つ こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ３ ４ ６ 】
　 Ｂ Ｃ Ｖ と Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の ス パ イ ク ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 高 い 相 同 性 を 持 つ こ と か ら 、 Ｂ Ｃ Ｖ 抗 原 に 基 づ
く Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 用 い て Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 対 す る 抗 体 の 有 無 を 分 析 し た 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 結 果 に よ り
、 調 査 個 体 群 に お け る Ｂ Ｃ Ｖ に 類 似 す る ウ イ ル ス の 存 在 が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
　 犬 舎 に 来 た 時 は ３ ０ ％ だ っ た 抗 体 の 保 有 率 は 、 ２ １ 日 後 に は ９ ９ ％ と な っ た 。
【 ０ ３ ４ ８ 】
　 興 味 深 い こ と に 、 ま た 予 期 し な か っ た こ と に 、 血 清 の 分 析 か ら 犬 舎 に 来 た 日 に Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ
に 対 す る 抗 体 を 持 っ て い た イ ヌ は 抗 体 を 持 た な か っ た イ ヌ に 比 べ て 呼 吸 器 疾 患 に 罹 患 す る
確 率 が 低 か っ た （ ｐ ＜ ０ ． ０ ０ １ ） 。 従 っ て 、 今 回 の 個 体 群 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 対 す る 抗 体 の 存 在
に よ っ て 、 に お い て 呼 吸 器 疾 患 に 対 す る 防 護 的 な 効 果 が あ っ た 。
【 ０ ３ ４ ９ 】
　 犬 舎 に 来 た 日 に 陰 性 だ っ た イ ヌ の ほ と ん ど が ３ 週 間 の 間 に Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 対 す る 血 清 変 換 を
起 こ し た こ と か ら 、 こ の ウ イ ル ス が 非 常 に 伝 染 性 で あ る こ と が 示 唆 さ れ る 。 イ ヌ 腸 性 コ ロ
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ナ ウ イ ル ス （ Ｃ Ｅ Ｃ Ｖ ） に 対 す る 抗 原 の 血 清 と し て の 使 用 に よ り 、 ２ １ 日 目 に お け る Ｃ Ｅ
Ｃ Ｖ に 対 す る 抗 体 の 保 有 率 は が ず っ と 低 い こ と が 示 さ れ た 。 従 っ て 、 Ｂ Ｃ Ｖ － Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
の 結 果 は イ ヌ 腸 性 コ ロ ナ ウ イ ル ス へ の 感 染 を 反 映 し て お ら ず 、 こ れ ら ２ 種 の 抗 原 間 で の 交
差 反 応 は 低 い こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ３ ５ ０ 】
　 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 対 す る 血 清 抗 体 は 、 飼 い 犬 や 救 助 施 設 に 来 た イ ヌ な ど を 含 む 様 々 な イ ヌ の う
ち の ３ ０ ％ に 見 ら れ た 。 従 っ て 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の 存 在 は 調 査 し た 犬 舎 に 限 っ た も の で は な く 、
ウ イ ル ス は イ ヌ 全 体 に 定 着 し て い る よ う で あ る 。
【 ０ ３ ５ １ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 、 気 管 組 織 及 び 肺 組 織 に 検 出 さ れ た こ と か ら 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ は 上 気 道 及 び 下
気 道 に 感 染 し て い る よ う で あ っ た 。 犬 舎 の 個 体 群 に お い て 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ － Ｒ Ｎ Ａ は あ ら ゆ る
程 度 の 呼 吸 器 疾 患 を 持 つ イ ヌ の ２ ７ ． ３ ％ で 検 出 さ れ 、 安 楽 死 の 時 点 で は 一 見 す る と 健 康
で あ る イ ヌ の ２ ６ ． ２ ％ で 検 出 さ れ た 。
【 ０ ３ ５ ２ 】
　 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ － Ｒ Ｎ Ａ は 軽 症 の 咳 を す る イ ヌ の 気 管 か ら 最 も 高 い 割 合 で 発 見 さ れ た （ ５ ５ ％
） 。 229-E系 統 の ヒ ト コ ロ ナ ウ イ ル ス を 用 い た 研 究 に よ り 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス は 気 管 上 皮 の
破 壊 及 び 繊 毛 の 運 動 異 常 を 引 き 起 こ す こ と が 知 ら れ て い る （ Chilvers et al.,2001） 。 理
論 に 束 縛 さ れ な い の で あ れ ば 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の 感 染 は 同 様 な 効 果 を 持 ち 、 ウ イ ル ス は Ｃ Ｉ Ｒ Ｄ
の 病 因 の う ち の 初 期 段 階 に お い て 重 要 な 役 割 を 持 つ こ と を 我 々 は 確 信 し て い る 。 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ
が 気 管 上 皮 を 傷 つ け 、 繊 毛 の 運 動 を 妨 げ る こ と で 、 他 の ウ イ ル ス や 病 原 菌 の 侵 入 が 容 易 に
な る 。 し た が っ て 、 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の 感 染 自 体 は 軽 症 の 呼 吸 器 症 状 し か 引 き 起 こ さ な い が 、 他 の
病 原 体 と 共 同 し て 重 症 な 呼 吸 器 疾 患 を 引 き 起 こ す の で あ ろ う 。
【 ０ ３ ５ ３ 】
　 Bordetella bronchiseptica、 イ ヌ ア デ ノ ウ イ ル ス ２ 型 及 び イ ヌ パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ が
Ｃ Ｉ Ｒ Ｄ の 主 要 な 原 因 で あ る と 決 定 さ れ た た め 、 １ ９ ７ ０ 年 代 以 降 Ｃ Ｉ Ｒ Ｄ の 病 因 に つ い
て は 詳 細 に 調 査 さ れ て い な か っ た 。 し か し な が ら 、 す べ て の イ ヌ に Ｃ Ｐ Ｉ Ｖ 、 Ｃ Ａ Ｖ － ２
及 び ジ ス テ ン パ ー ウ イ ル ス に 対 す る 予 防 接 種 を 行 い 、 大 多 数 の イ ヌ が ２ １ 日 以 内 に ワ ク チ
ン に 応 答 し た こ と が 示 さ れ た に も か か わ ら ず 、 こ の 予 防 接 種 は 今 回 の 犬 舎 に お け る 病 気 の
抑 制 を 手 助 け す る も の と は な ら な か っ た （ デ ー タ 示 さ ず ） 。
【 ０ ３ ５ ４ 】
　 こ の 研 究 よ り 、 Ｃ Ｉ Ｒ Ｄ に は 新 規 な イ ヌ 呼 吸 器 コ ロ ナ ウ イ ル ス が 関 係 し て い る こ と が 示
さ れ た 。 従 っ て 、 Ｃ Ｉ Ｒ Ｄ の 病 因 を 再 評 価 し 、 新 規 な 微 生 物 や 以 前 は こ の 病 気 に 関 係 し な
い と さ れ た 微 生 物 の 役 割 を 立 証 し な け れ ば な ら な い で あ ろ う 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
　 参 照 文 献
【 ０ ３ ５ ６ 】
　 Appel, M., and Binn L.N. (1987) Canine infectious tracheobronchitis, Short rev
iew: kennel cough. In "Virus infections of carnivores" (M. Appel Ed.), 1st Editi
on, pp201-211 Elsevier Science Publishers, Amsterdam).  
　 Bemis, D.A., Carmichael, L.E., and Appel, M.J. (1977). Naturally occurring res
piratory disease in a kennel caused by Bordetella bronchiseptica. Cornell Vet. 6
7, 282-93.
　 Binn, L.N., Alford, J. P., Marchwicki, R. H., Keefe, T.J., Beattie, R. J., and
 Wall, H.G. (1979). Studies of respiratory disease in random-source laboratory d
ogs: viral infections in unconditioned dogs. Lab Anim Sci. 29, 48-52
　 Binn, L. N., Eddy, G. A., Lazar, E. C., Helms, J., and Murnane, T. (1967). Vir
uses recovered from laboratory dogs with respiratory disease. Proc Soc Exp Biol 
Med 126, 140-5 
　 Chilvers, M. A., McKean, M., Rutman, A., Myint, B. S., Silverman, M., and O'Ca
llaghan, C. (2001). The effects of coronavirus on human nasal ciliated respirato

10

20

30

40

50

(51) JP 2005-533513 A 2005.11.10



ry epithelium. Eur Respir J. 18, 965-70.
【 ０ ３ ５ ７ 】
　 Ditchfield, J., Macpherson, L. W., and Zbitnew, A. (1962). Association of a ca
nine adenovirus (Toronto A 26/61) with an outbreak of laryngotracheitis ("kennel
 cough"). Can. Vet. Jour. 3, 238-247
　 Felsenstein, J. (1989). PHYLIP-Phylogeny Inference Package (Version 3.2c). Cla
distics 5, 164-166
　 Ignjatovic, J., and Sapats, S. (2000). Avian infectious bronchitis virus. Rev 
Sci Tech. 19, 493-508. 
　 Karpas, A., King, N.W., Garcia, F.G., Calvo, F., and Cross, R.E. (1968). Canin
e tracheobronchitis: Isolation and characterization of the agent with experiment
al reproduction of the disease. Proc Soc Exp Biol Med. 127, 45-52.
　 Keil, D.J., and Fenwick, B. (1998). Role of Bordetella bronchiseptica in infec
tious tracheobronchitis in dogs. J Am Vet Med Assoc. 15, 200-7.
　 Lou, T.Y., and Wenner, H.A. (1963). Natural and experimental infection of dogs
 with reovirus, type1: pathogenicity of the strain for other animals. Am.J.Hyg. 
77, 293-304.
　 Makela, M.J., Puhakka ,T., Ruuskanen, O., Leinonen, M., Saikku, P., Kimpimaki,
 M., Blomqvist, S., Hyypia, T., Arstila, P. (1998). Viruses and bacteria in the 
etiology of the common cold. J Clin Microbiol. 36, 539-42.
　 Page, R.D.M. Treeview: An application to display phylogenetic trees on persona
l computers. Computer Applications in the Biosciences 1996 12: 357-358
　 Pearson WR. Rapid and sensitive sequence comparison with FASTP and FASTA. Meth
ods Enzymol. 1990;183:63-98.
　 Pensaert M, Callebaut P, Vergote J.  Isolation of a porcine respiratory, non-e
nteric coronavirus related to transmissible gastroenteritis. Vet Q. 1986 Jul;8(3
):257-61.
　 Randolph JF, Moise NS, Scarlett JM, Shin SJ, Blue JT, Bookbinder PR.  Prevalen
ce of mycoplasmal and ureaplasmal recovery from tracheobronchial lavages and pre
valence of mycoplasmal recovery from pharyngeal swab specimens in dogs with or w
ithout pulmonary disease. Am J Vet Res. 1993 Mar;54(3):387-91.
　 Spaan W, Cavanagh D, Horzinek MC.  Coronaviruses: structure and genome express
ion. J Gen Virol. 1988 Dec;69 ( Pt 12):2939-52.
　 Stephensen CB, Casebolt DB, Gangopadhyay NN. Phylogenetic analysis of a highly
 conserved region of the ｐ ｏ ｌ ymerase gene from 11 coronaviruses and developmen
t of a consensus ｐ ｏ ｌ ymerase chain reaction assay.Virus Res. 1999 Apr;60(2):18
1-9.
　 Storz J, Purdy CW, Lin X, Burrell M, Truax RE, Briggs RE, Frank GH, Loan RW Is
olation of respiratory bovine coronavirus, other cytocidal viruses, and Pasteure
lla spp from cattle involved in two natural outbreaks of shipping fever. J Am Ve
t Med Assoc. 2000 May 15;216(10):1599-604.
　 Tennant BJ, Gaskell RM, Jones RC, Gaskell CJ.  Studies on the epizootiology of
 canine coronavirus. Vet Rec. 1993 Jan 2;132(1):7-11.
　 Thompson JD, Gibson TJ, Plewniak F, Jeanmougin F, Higgins DG The ClustalX wind
ows interface: flexible strategies for multiple sequence alignment aided by qual
ity analysis tools. Nucleic Acids Res. 1997 Dec 15;25(24):4876-82.
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ３ ５ ８ 】
　 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ス パ イ ク の ク ロ ー ニ ン グ 及 び 発 現
　 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の ス パ イ ク 遺 伝 子 は 表 ５ に 示 す プ ラ イ マ ー 及 び 以 下 の ク ロ ー ニ ン グ 法 を 用 い て
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ク ロ ー ニ ン グ し た 。 こ れ ら は 図 １ ８ に 図 示 さ れ る 。
【 ０ ３ ５ ９ 】
　 １ ． ス パ イ ク 遺 伝 子 を ４ の 重 複 断 片 で 増 幅 し た 。
　 ２ ． Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 で あ る Sp5-Sp2(B)は 重 複 部 分 に お け る PvuIIサ イ ト を 用 い て Sp1-Sp8(C)
に 結 合 さ せ た 。
　 ３ ． こ の 断 片 を 制 限 サ イ ト NcoI及 び BstXIを 用 い て pT7blue2ベ ク タ ー （ Novagen） に ク ロ
ー ニ ン グ し た 。
　 ４ ． Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 SpFXho-Sp6(A)を 、 重 複 部 分 の BstXI及 び SpF-Xhoプ ラ イ マ ー に 取 り 込 ま
せ た XhoIサ イ ト を 用 い て BCに 結 合 さ せ た 。
　 ５ ． 断 片 ABCを 制 限 サ イ ト XhoI及 び NcoIを 用 い て バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 輸 送 ベ ク タ ー pMelBac
B (Invirogen)に 移 送 し た 。
　 ６ ． Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 Sp7-SpR-HisTag-Eco(D)を 、 重 複 部 分 の NcoI及 び プ ラ イ マ ー SpR-Eco-His
Tagに 取 り 込 ま れ た EcoRIの 制 限 サ イ ト を 用 い て ABCに 結 合 さ せ 、 pMelBacB中 の 完 全 な ス パ
イ ク 遺 伝 子 (Spike MelBac)を 得 た 。 こ れ に は 、 発 現 タ ン パ ク の Ｃ 末 端 に HisTag (6xHis)が
含 ま れ る 。
　 ７ ． 哺 乳 類 に お け る 発 現 の た め 、 完 全 遺 伝 子 を pMelBacBの BamHIサ イ ト 及 び ABCDの 末 端
の EcoRIサ イ ト を 用 い て pSecTagA (Invitrogen)に 移 送 し て プ ラ ス ミ ド SpikeSecTagと し た
。
【 ０ ３ ６ ０ 】
　 組 み 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の 構 築
　 Bac-N-Blueバ キ ュ ロ ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ (Invitrogen)及 び Spike MelBacを 用 い て Sf9細 胞 に
同 時 導 入 を 行 っ た 。 得 ら れ た バ キ ュ ロ ウ イ ル ス （ AcSpCRCV 1-11） に は 、 組 み 換 え 部 位 の
上 流 及 び 下 流 に 位 置 す る プ ラ イ マ ー （ Invitrogen） を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 、 全 長 が 挿 入 さ
れ て い る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ３ ６ １ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る 発 現
　 Spike SecTagプ ラ ス ミ ド は 、 リ ポ フ ェ ク タ ミ ン （ Invitrogen） を 用 い て BHK-21細 胞 に 導
入 し た 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ （ Churchillよ り 得 た Ｂ Ｃ Ｖ 抗 原 ） に よ っ て Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ に 対 す る 抗 体 が
陽 性 で あ る こ と が 示 さ れ た イ ヌ の 血 清 試 料 及 び Churchillよ り 得 た Ｂ Ｃ Ｖ に 対 す る ポ ジ テ
ィ ブ コ ン ト ロ ー ル 血 清 （ ト リ 抗 Ｂ Ｃ Ｖ ） を 用 い て 、 ス パ イ ク タ ン パ ク の 発 現 を 分 析 し た 。
導 入 が 行 わ れ た 細 胞 は イ ヌ ま た は ト リ 血 清 及 び Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 標 識 複 合 体 （ Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 抗 イ ヌ Ｉ ｇ
Ｇ ま た は Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 抗 ト リ Ｉ ｇ Ｇ ） を 用 い た 免 疫 蛍 光 ア ッ セ イ に お い て ポ ジ テ ィ ブ な 標 識 を
示 す 。
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
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【 ０ ３ ６ ２ 】
【 図 １ 】 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ポ リ メ ラ ー ゼ （ ｐ ｏ ｌ ） ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 部 分 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ ２ ５ ０ 残 基
） （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． １ ） 。
【 図 ２ 】 図 １ の 塩 基 配 列 由 来 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の ｐ ｏ ｌ タ ン パ ク の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 （ ８ ３ 残 基
） （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ２ ） 。
【 図 ３ 】 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の ス パ イ ク （ Ｓ ） ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 （ ４ ０ ９ ２ 残 基 ） （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ
　 Ｎ ｏ ． ３ ） 　 ３ ５ ３ １ 番 目 の Ｙ は Ｃ も し く は Ｔ の 何 れ か で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ３ の 塩 基 配 列 由 来 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｓ タ ン パ ク の ア ミ ノ 酸 配 列 （ １ ３ ６ ３ 残 基 ） （
Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ４ ） 。
【 図 ５ 】 １ ２ 種 の コ ロ ナ ウ イ ル ス に お け る ポ リ メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の ２ ５ ０ 塩 基 領 域 に つ い て
の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の コ ン セ ン サ ス ツ リ ー 。 イ ヌ 呼 吸 器 コ ロ ナ ウ イ ル ス か ら 得 ら れ た 配 列 を Ｔ
１ ０ １ で 示 す 。 数 字 は １ ０ ０ 種 の デ ー タ セ ッ ト を 解 析 し て 得 ら れ た ブ ー ト ス ト ラ ッ プ 値 を
示 す 。 Ｂ Ｃ Ｖ ： ウ シ コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 Ｃ Ｃ Ｖ ： イ ヌ コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 Ｆ Ｉ Ｐ Ｖ ： ネ コ 伝 染
性 腹 膜 炎 ウ イ ル ス 、 Ｈ Ｅ Ｖ ： ブ タ 赤 血 球 凝 集 性 脳 脊 髄 炎 ウ イ ル ス 、 Ｉ Ｂ Ｖ ： 伝 染 性 気 管 支
炎 ウ イ ル ス 、 Ｍ Ｈ Ｖ ： マ ウ ス 肝 炎 ウ イ ル ス 、 OC43： ヒ ト コ ロ ナ ウ イ ル ス OC43系 統 、 Ｓ Ｄ Ａ
Ｖ ： シ ア ロ 涙 腺 炎 ウ イ ル ス 、 Ｔ Ｃ Ｖ ： 七 面 鳥 コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 Ｔ Ｇ Ｅ Ｖ ： 伝 染 性 胃 腸 性 炎
ウ イ ル ス 、 ２ ２ ９ Ｅ ： ヒ ト コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 ２ ２ ９ Ｅ 系 統 、 Ｔ １ ０ １ ： イ ヌ 呼 吸 器 コ ロ ナ
ウ イ ル ス （ 気 管 試 料 Ｔ １ ０ １ の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 ） 。
【 図 ６ 】 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ （ サ ン プ ル Ｔ １ ０ １ 　 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． １ ） 、 Ｂ Ｃ Ｖ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ
Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ５ ） 、 Ｈ Ｃ Ｖ の OC43系 統 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ６ ） 、 Ｈ Ｅ Ｖ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ
　 Ｎ ｏ ． ７ ） お よ び Ｃ Ｃ Ｖ （ 腸 性 Ｃ Ｃ Ｖ 　 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ８ ） の ｐ ｏ ｌ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ
の ２ ５ ０ 塩 基 部 分 配 列 に お け る Ｃ Ｌ Ｕ Ｓ Ｔ Ａ Ｌ 　 Ｘ （ １ ． ８ ） 多 重 配 列 解 析 。
【 図 ７ 】 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ （ ｐ ｒ ｏ ｔ Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ｐ ｏ ｌ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ２ ） の ｐ ｏ ｌ タ ン パ
ク と 、 Ｈ Ｃ Ｖ （ ｐ ｒ ｏ ｔ Ｈ Ｃ Ｖ ｐ ｏ ｌ ｙ 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ９ ） 、 Ｈ Ｅ Ｖ （ ｐ ｒ ｏ ｔ
Ｈ Ｅ Ｖ ｐ ｏ ｌ ｙ に Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． １ ０ ） 、 Ｂ Ｃ Ｖ （ ｐ ｒ ｏ ｔ Ｂ Ｃ Ｖ ｐ ｏ ｌ ｙ に Ｓ Ｅ
Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． １ １ ） お よ び Ｃ Ｅ Ｃ Ｖ （ 腸 性 Ｃ Ｃ Ｖ 、 ｐ ｒ ｏ ｔ Ｃ Ｅ Ｃ Ｖ ｐ ｏ ｌ 、 Ｓ Ｅ Ｑ
　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． １ ２ ） の ｐ ｏ ｌ タ ン パ ク と に お け る ８ ３ 塩 基 部 分 配 列 の Ｃ Ｌ Ｕ Ｓ Ｔ Ａ Ｌ 　
Ｘ （ １ ． ８ ） 多 重 配 列 解 析 。
【 図 ８ 】 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ス パ イ ク ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ｓ ｐ ｉ ｋ ｅ 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ３ ） と
腸 性 Ｃ Ｃ Ｖ ス パ イ ク ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ Ｃ Ｅ Ｃ Ｖ ｓ ｐ ｉ ｋ ｅ 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． １ ３ ） の 塩 基
配 列 に お け る Ｃ Ｌ Ｕ Ｓ Ｔ Ａ Ｌ 　 Ｘ （ １ ． ８ ） 多 重 配 列 解 析 。
【 図 ９ 】 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の ス パ イ ク ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ｓ ｐ ｉ ｋ ｅ 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ３ ）
配 列 と 、 Ｂ Ｃ Ｖ （ Ｂ Ｃ Ｖ ｓ ｐ ｉ ｋ ｅ 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． １ ４ ） 、 Ｈ Ｃ Ｖ （ Ｈ Ｃ Ｖ ｓ ｐ
ｉ ｋ ｅ 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． １ ５ ） 及 び Ｈ Ｅ Ｖ （ Ｈ Ｅ Ｖ ｓ ｐ ｉ ｋ ｅ 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ
ｏ ． １ ６ ） ス パ イ ク ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と に お け る ４ ０ ９ ２ 塩 基 の Ｃ Ｌ Ｕ Ｓ Ｔ Ａ Ｌ 　 Ｘ （ １ ． ８
） 多 重 配 列 解 析 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の ３ ５ ３ １ 番 目 の Ｙ は 、 Ｃ ま た は Ｔ の い ず れ か で あ る 。
【 図 １ ０ 】 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の ス パ イ ク タ ン パ ク （ Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ｓ ｐ ｉ ｋ ｅ ｐ ｒ 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ
． ４ ） と Ｂ Ｃ Ｖ (Ｂ Ｃ Ｖ ｓ ｐ ｉ ｋ ｅ ｐ ｒ ｏ 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． １ ７ 、 Ｈ Ｃ Ｖ （ Ｈ Ｃ Ｖ
ｓ ｐ ｉ ｋ ｅ ｐ ｒ ｏ 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． １ ８ ） 、 Ｈ Ｅ Ｖ （ Ｈ Ｅ Ｖ ｓ ｐ ｉ ｋ ｅ ｐ ｒ ｏ 、 Ｓ
Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． １ ９ ） 及 び 腸 性 Ｃ Ｃ Ｖ （ Ｃ Ｅ Ｃ Ｖ ｓ ｐ ｉ ｋ ｅ ｐ ｒ 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ
ｏ ． ２ ０ ） の ス パ イ ク タ ン パ ク と に お け る １ ３ ６ ３ ア ミ ノ 酸 の Ｃ Ｌ Ｕ Ｓ Ｔ Ａ Ｌ 　 Ｘ （ １ ．
８ ） 多 重 配 列 解 析 。
【 図 １ １ 】 入 れ 子 状 態 の 組 と な っ た プ ラ イ マ ー （ Ｓ ｐ ｉ ｋ ｅ １ 及 び ２ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ
ｏ ｓ ． ３ ４ 及 び ３ ５ ） と そ れ に 続 く Ｓ ｐ ｉ ｋ ｅ ３ 及 び ４ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ｓ ． ３ ６ 及
び ３ ７ ） ） を 使 っ た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 。 Ｂ Ｃ Ｖ ： ウ シ コ ロ ナ ウ イ ル ス の ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー
ル 試 料 、 Ａ ７ ２ ： コ ロ ナ ウ イ ル ス に 感 染 し て い な い Ａ ７ ２ 細 胞 ； Ｈ ２ Ｏ ： Ｄ Ｎ Ａ を 含 ま な
い Ｐ Ｃ Ｒ 混 合 物 ； Ｔ ５ － Ｔ ２ １ ： 研 究 対 称 の 犬 の 気 管 試 料 。 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ
り 、 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル 並 び に 試 料 Ｔ １ ２ 及 び Ｔ ２ １ の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 推 定 サ イ ズ は ４
４ ２ ｂ ｐ で あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 図 １ ２ 】 ２ の イ ヌ の グ ル ー プ に お け る 呼 吸 器 疾 患 の 罹 患 率 の 比 較 。 グ ル ー プ １ の イ ヌ は
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犬 舎 に 入 る 日 に お い て 呼 吸 器 コ ロ ナ ウ イ ル ス に 対 し て 血 清 抗 体 が 陽 性 で あ り 、 グ ル ー プ ２
は 陰 性 で あ っ た 。 グ ラ フ は グ ル ー プ ２ と 比 較 し た グ ル ー プ １ に お い て イ ヌ が 呼 吸 器 疾 患 を
発 症 し た 割 合 を 示 す も の で あ る 。 ｎ は 、 各 グ ル ー プ の イ ヌ の 総 数 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 血 球 凝 集 素 ／ エ ス テ ラ ー ゼ （ Ｈ Ｅ ） 遺 伝 子 の 部 分 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （
４ ９ ７ 残 基 ） （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ２ １ ） 。 配 列 は Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ 遺 伝 子 （ GenbankＭ ８
４ ４ ８ ６ ） と Ｈ Ｃ Ｖ 　 OC43（ Genbankア ク セ ス 番 号 Ｍ ７ ６ ３ ７ ３ ） の ヌ ク レ オ チ ド ４ １ ８
か ら ９ １ ４ に 対 応 す る 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 由 来 の Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ タ ン パ ク （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ
ｏ ． ２ ２ ） の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 （ １ ６ ５ 残 基 ） 。 配 列 は は Ｂ Ｃ Ｖ の Ｈ Ｅ 遺 伝 子 （ Genbank
Ｍ ８ ４ ４ ８ ６ ） と Ｈ Ｃ Ｖ OC43（ Genbankア ク セ ス 番 号 Ｍ ７ ６ ３ ７ ３ ） の ヌ ク レ オ チ ド １ ４
０ か ら ３ ０ ４ に 対 応 す る 。
【 図 １ ５ 】 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ （ イ ヌ 呼 吸 器 コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ２ １ ） の 血 球 凝
集 素 ／ エ ス テ ラ ー ゼ （ Ｈ Ｅ ） 遺 伝 子 と 、 Ｂ Ｃ Ｖ （ ウ シ コ ロ ナ ウ イ ル ス LY138系 統 、 （ Ｓ Ｅ
Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ２ ３ 、 Genbankア ク セ ス 番 号 Ａ Ｆ ０ ５ ８ ９ ４ ２ よ り 取 得 ） 、 OC43（ ヒ ト
コ ロ ナ ウ イ ル ス OC43系 統 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ２ ４ 、 Genbankア ク セ ス 番 号 Ｍ ７ ６ ３ ７
３ よ り 取 得 ） 、 Ｈ Ｅ Ｃ Ｖ （ ヒ ト 腸 性 コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ２ ５ 、 Genban
kア ク セ ス 番 号 L07747よ り 取 得 ） 、 及 び Ｈ Ｅ Ｖ （ 赤 血 球 凝 集 性 脳 脊 髄 炎 ウ イ ル ス 、 Ｓ Ｅ Ｑ
　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ２ ６ 、 Genbankア ク セ ス 番 号 Ａ Ｆ ４ ８ １ ８ ６ ３ よ り 取 得 ） の 血 球 凝 集 素 ／
エ ス テ ラ ー ゼ （ Ｈ Ｅ ） 遺 伝 子 と の ４ ９ ７ ヌ ク レ オ チ ド 部 分 配 列 の Ｃ Ｌ Ｕ Ｓ Ｔ Ａ Ｌ 　 Ｘ （ １
． ８ ） 多 重 配 列 解 析
【 図 １ ６ 】 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ （ イ ヌ 呼 吸 器 コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ２ ２ ） の Ｈ Ｅ タ
ン パ ク と 、 Ｂ Ｃ Ｖ （ ウ シ コ ロ ナ ウ イ ル ス LY138系 統 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ２ ７ 、 Genbank
ア ク セ ス 番 号 Ａ Ｆ ０ ５ ８ ９ ４ ２ よ り 取 得 ） 、 OC43（ ヒ ト コ ロ ナ ウ イ ル ス OC43系 統 、 Ｓ Ｅ Ｑ
　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ２ ８ 、 Genbankア ク セ ス 番 号 Ｍ ７ ６ ３ ７ ３ よ り 取 得 ） 、 Ｈ Ｅ Ｃ Ｖ （ ヒ ト 腸
性 コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ２ ９ 、 Genbankア ク セ ス 番 号 Ｌ ０ ７ ７ ４ ７ よ り
取 得 ） 、 及 び Ｈ Ｅ Ｖ （ 赤 血 球 凝 集 性 脳 脊 髄 炎 ウ イ ル ス 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ３ ０ 、 Genb
ankア ク セ ス 番 号 Ａ Ｆ ４ ８ １ ８ ６ ３ よ り 取 得 ） の Ｈ Ｅ タ ン パ ク と の １ ６ ５ ア ミ ノ 酸 部 分 配
列 の Ｃ Ｌ Ｕ Ｓ Ｔ Ａ Ｌ 　 Ｘ （ １ ． ８ ） 多 重 配 列 解 析 　 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ 特 異 的 な ３ の ア ミ ノ 酸 で あ る
Ｆ 、 Ｎ 、 及 び Ｌ を 太 字 及 び 下 線 で 示 す 。
【 図 １ ７ 】 Ｂ Ｃ Ｖ 及 び Ｈ Ｃ Ｖ （ OC43系 統 ） の Ｈ Ｅ 遺 伝 子 を 対 称 と す る コ ン セ ン サ ス プ ラ イ
マ ー Ｈ Ｅ １ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ３ ８ ） 及 び Ｈ Ｅ ２ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ ｏ ． ３ ９ ） を 用
い た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 推 測 さ れ る Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の サ イ ズ は Ｂ Ｃ Ｖ
ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル 及 び 研 究 対 象 の イ ヌ の う ち の ４ つ の 気 管 試 料 （ Ｔ ９ ０ 、 Ｔ ９ １ 、
Ｔ １ ０ １ 及 び Ｔ １ ０ ５ ） に つ い て は ４ ９ ７ ｂ ｐ 示 し た が 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス 陰 性 の Ａ ７ ２ 細
胞 ま た は Ｄ Ｎ Ａ を 含 ま な い Ｐ Ｃ Ｒ 混 合 物 （ Ｈ ２ Ｏ ） は 示 さ な か っ た 。 １ ｋ ｂ と は 分 子 サ イ
ズ 標 準 を 示 す （ プ ロ メ ガ ） 。
【 図 １ ８ 】 Ｃ Ｒ Ｃ Ｖ ス パ イ ク タ ン パ ク の ク ロ ー ニ ン グ の 方 策 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ８ 】 【 図 ８ 】

【 図 ８ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ８ 】 【 図 ８ 】

【 図 ８ 】 【 図 ９ 】
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【 図 ９ 】 【 図 ９ 】

【 図 ９ 】 【 図 ９ 】
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【 図 ９ 】 【 図 ９ 】

【 図 ９ 】 【 図 ９ 】
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【 図 ９ 】 【 図 ９ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ ０ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ ０ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】
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【 図 １ ７ 】 【 図 １ ８ 】

【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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摘要(译)

一种犬呼吸道冠状病毒（CRCV）存在于犬传染性呼吸道疾病呼吸道的呼吸道中，与犬肠道冠状病毒的同源性较低，但不是所有的
牛冠状病毒株（例如魁北克和LY 138）和与人类冠状病毒OC43菌株高度同源的那些。 CRCV峰值，聚合酶和血凝素/酯酶cDNA和
蛋白质的部分序列示于图1至4,13和14中。
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