
(57)【要約】
　本発明は、ローソニア・イントラセルラリスワクチン並びに L. イントラセルラリス感
染に対する予防及び診断方法に関する。本発明の製品及び方法は、部分的に、 L. イント
ラセルラリスの大規模供給品の改良された培養方法の結果として達成でき、欧州起源の L.
 イントラセルラリスの新規アイソレートと、ワクチン製品として弱毒化欧州アイソレー
トを含有する凍結乾燥品の製造方法とを含む。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 毒 性 ア イ ソ レ ー ト で あ っ て 、 前 記 毒 性 ア イ ソ レ ー ト
が 、 ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 寄 託 ア イ ソ レ ー ト ATCC番 号 PTA-4927で あ る か 又 は 寄
託 ア イ ソ レ ー ト ATCC番 号 PTA-4927の す べ て の 同 定 特 徴 を 有 す る ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル
ラ リ ス で あ る 、 毒 性 ア イ ソ レ ー ト 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 無 毒 性 ア イ ソ レ ー ト で あ っ て 、 前 記 無 毒 性 ア イ ソ レ
ー ト が 、 ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 寄 託 ア イ ソ レ ー ト ATCC番 号 PTA-4926で あ る か 又
は 寄 託 ア イ ソ レ ー ト ATCC番 号 PTA-4926の す べ て の 同 定 特 徴 を 有 す る ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ
セ ル ラ リ ス で あ る 、 無 毒 性 ア イ ソ レ ー ト 。
【 請 求 項 ３ 】
　 医 薬 的 に 有 効 な 量 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 不 活 化 毒 性 ア イ ソ レ ー ト と 、 医
薬 的 に 許 容 し う る 担 体 と を 含 ん で な る 動 物 の 免 疫 化 用 ワ ク チ ン で あ っ て 、 前 記 毒 性 ア イ ソ
レ ー ト が 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の 毒 性 ア イ ソ レ ー ト で あ る 、 前 記 ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 無 毒 性 ア イ ソ レ ー ト の 医 薬 的 に 有 効 な 量 が 、 約
10 3 TCID 5 0 ～ 約 10 6 TCID 5 0 /用 量 で あ る 、 請 求 項 ３ 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 ２ 記 載 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 無 毒 性 ア イ ソ レ ー ト と 、 以 下 の 病 原
： サ ル モ ネ ラ spp.、 エ リ シ ペ ロ ト リ ッ ク ス spp.、 ヘ モ フ ィ ル ス spp.、 マ イ コ プ ラ ズ マ spp.
、 レ プ ト ス ピ ラ spp.、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム spp.、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス spp.、 ブ ラ キ ス ピ ラ sp
p.、 サ ー コ ウ イ ル ス 、 ブ タ 生 殖 器 及 び 呼 吸 器 症 候 群 （ PRRS） ウ イ ル ス 、 ブ タ イ ン フ ル エ ン
ザ ウ イ ル ス （ SIV） 、 伝 播 性 胃 腸 炎 （ TGE） ウ イ ル ス 、 パ ル ボ ウ イ ル ス 、 及 び 大 腸 菌 ； の 少
な く と も １ 種 由 来 の 抗 原 物 質 と 、 医 薬 的 に 許 容 し う る 担 体 と を 含 ん で な る 動 物 の 免 疫 化 用
ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 ２ 記 載 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 無 毒 性 ア イ ソ レ ー ト と 、 ブ タ コ レ ラ
菌 、 エ リ シ ペ ロ ト リ ッ ク ス spp.、 伝 播 性 胃 腸 炎 （ TGE） ウ イ ル ス 、 大 腸 菌 、 ク ロ ス ト リ ジ
ウ ム spp.、 及 び ブ ラ キ ス ピ ラ spp.由 来 の 抗 原 物 質 と 、 医 薬 的 に 許 容 し う る 担 体 と を 含 ん で
な る 動 物 の 免 疫 化 用 ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 ２ 記 載 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 無 毒 性 ア イ ソ レ ー ト と 、 ブ タ コ レ ラ
菌 及 び エ リ シ ペ ロ ト リ ッ ク ス spp.由 来 の 抗 原 物 質 と 、 医 薬 的 に 許 容 し う る 担 体 と を 含 ん で
な る 動 物 の 免 疫 化 用 ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 ２ 記 載 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 無 毒 性 ア イ ソ レ ー ト と 、 以 下 の 病 原
： ク ロ ス ト リ ジ ウ ム spp.、 ウ マ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス （ EIV） 、 ウ マ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス
（ EHV） 、 ア ル フ ァ ウ イ ル ス 、 及 び 西 ナ イ ル ウ イ ル ス ； の 少 な く と も １ 種 由 来 の 抗 原 物 質
と 、 医 薬 的 に 許 容 し う る 担 体 と を 含 ん で な る 動 物 の 免 疫 化 用 ワ ク チ ン ： 。
【 請 求 項 ９ 】
　 病 原 性 ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 免 疫 原 性 抗 原 に 反 応 す る よ う に 動 物 の 免 疫 系
を 刺 激 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 動 物 に 、 請 求 項 ２ 記 載 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス
の 無 毒 性 ア イ ソ レ ー ト を 含 有 す る 免 疫 原 性 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ブ タ 増 殖 性 腸 疾 患 に 対 し て 動 物 を 免 疫 化 す る 方 法 で あ っ て 、 医 薬 的 に 有 効 な 量 の 請 求 項
２ 記 載 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 無 毒 性 ア イ ソ レ ー ト を 投 与 す る こ と を 含 み 、
前 記 ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 無 毒 性 ア イ ソ レ ー ト の 医 薬 的 に 有 効 な 量 が 、 約 10
3 TCID 5 0 ～ 約 10 6 TCID 5 0 /用 量 で あ る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
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　 動 物 内 で ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 細 菌 に 対 す る 免 疫 反 応 を 誘 発 す る た め の ワ ク
チ ン の 製 造 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ： （ ａ ） 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト
ラ セ ル ラ リ ス ア イ ソ レ ー ト を 、 約 10％ 未 満 の 酸 素 濃 度 で 懸 濁 状 態 で あ る 培 養 細 胞 中 で イ ン
キ ュ ベ ー ト し て 前 記 細 胞 を 培 養 す る 工 程 ； 及 び （ ｂ ） 前 記 培 養 細 菌 を 医 薬 的 に 許 容 し う る
担 体 と 混 合 す る 工 程 ；
を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 培 養 細 菌 を 殺 し て 、 不 活 化 ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス を 含 有 す る ワ ク チ ン を
調 製 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 細 菌 を 弱 毒 化 ア イ ソ レ ー ト を 生 成 す る た め に 十 分 な 時 間 培 養 す る 工 程 を さ ら に 含 む
、 請 求 項 １ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 培 養 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
　 （ ａ ） 請 求 項 １ 記 載 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 毒 性 ア イ ソ レ ー ト を 含 む 接 種
材 料 で 培 養 細 胞 を 感 染 さ せ る 工 程 ；
　 （ ｂ ） 前 記 感 染 細 胞 を 、 約 10％ 未 満 の 酸 素 濃 度 で 、 前 記 ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ リ
ス の 生 成 を 増 や す た め に 十 分 な 時 間 、 前 記 細 胞 の 撹 拌 に よ っ て 前 記 感 染 細 胞 を 懸 濁 状 態 に
維 持 し な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 ； 及 び
　 （ ｃ ） 前 記 ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 少 な く と も 一 部 を 収 集 す る 工 程 ；
を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 酸 素 濃 度 が 、 約 ０ ％ ～ 約 ８ ％ の 範 囲 で あ る 、 請 求 項 １ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 酸 素 濃 度 が 、 約 ０ ％ ～ 約 ３ ％ の 範 囲 で あ る 、 請 求 項 １ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 約 ６ ％ ～ 約 10％ の 範 囲 の 二 酸 化 炭 素 下 で 行 う 、 請 求 項 １ ４ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 培 養 細 胞 が 、 HEp-2、 McCoy、 及 び IEC-18細 胞 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １
４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 IEC-18細 胞 を マ イ ク ロ キ ャ リ ヤ ー 上 で 培 養 す る 、 請 求 項 １ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 感 染 細 胞 を 工 程 （ ｃ ） に 従 っ て 約 ２ ～ 約 １ ０ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 、 請 求 項 １ ４
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 細 菌 を 弱 毒 化 ア イ ソ レ ー ト を 生 成 す る た め に 十 分 な 時 間 培 養 す る 工 程 （ ｄ ） を さ ら
に 含 む 、 請 求 項 １ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 細 菌 を 工 程 （ ｄ ） に 従 っ て 約 150日 ～ 約 250日 間 培 養 す る 、 請 求 項 ２ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 弱 毒 化 ア イ ソ レ ー ト を 凍 結 乾 燥 す る 工 程 （ ｅ ） を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 凍 結 乾 燥 工 程 が 、 第 １ 乾 燥 工 程 と 第 ２ 乾 燥 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 方 法 で 製 造 さ れ る 凍 結 乾 燥 弱 毒 化 ア イ ソ レ ー ト 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 非 ヒ ト 動 物 対 象 内 で ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス に 対 す る 抗 体 を 検 出 す る た め の ア
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ッ セ イ を 行 う こ と を 含 む ブ タ 増 殖 性 腸 疾 患 の 診 断 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
　 （ ａ ） 前 記 対 象 由 来 の 試 料 を 、 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス
ア イ ソ レ ー ト と 接 触 さ せ て 抗 原 -抗 体 複 合 体 を 形 成 す る 工 程 ； 及 び
　 （ ｂ ） 前 記 複 合 体 の 形 成 を 検 出 す る 工 程 ；
を 含 み 、 こ の と き 、 前 記 複 合 体 の 存 在 は ブ タ 増 殖 性 腸 疾 患 の 診 断 と ポ ジ テ ィ ブ に 関 係 し て
い る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 ア ッ セ イ が 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 エ ン ザ イ ム -リ ン ク ド イ ム ノ ソ ル ベ ン ト ア ッ
セ イ 、 蛍 光 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 及 び 免 疫 電 気 泳 動 ア ッ セ イ か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求
項 ２ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 非 ヒ ト 動 物 内 で ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス に 対 す る 抗 体 を 生 じ さ せ る 方 法 で あ っ
て 、 以 下 の 工 程 ：
　 （ ａ ） 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス ア イ ソ レ ー ト を 、 免 疫 反
応 を 誘 発 す る た め に 有 効 な 量 で 非 ヒ ト 動 物 に 投 与 す る 工 程 ； 及 び
　 （ ｂ ） 前 記 ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス に 対 す る 抗 体 を 含 有 す る 抗 血 清 又 は 血 漿 を
収 集 す る 工 程 ；
を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 〔 関 連 出 願 〕
　 こ の 出 願 は 、 2003年 1月 25日 提 出 の 米 国 仮 出 願 第 60/490,001号 の 利 益 を 主 張 し 、 該 出 願
の 開 示 は 、 参 照 に よ っ て そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 取 り 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 〔 背 景 〕
　 本 発 明 は 、 ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス (Lawsonia intracellularis)ワ ク チ ン 及 び
L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 感 染 に 対 す る 予 防 方 法 及 び L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 感 染 の 診 断 方 法
に 関 す る 。 本 発 明 の 製 品 及 び 方 法 は 、 部 分 的 に 、 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 大 規 模 供 給 品
の 改 良 さ れ た 培 養 方 法 の 結 果 と し て 達 成 で き 、 欧 州 起 源 の L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 新 規
ア イ ソ レ ー ト と 、 ワ ク チ ン 製 品 と し て 弱 毒 化 欧 州 ア イ ソ レ ー ト を 含 有 す る 凍 結 乾 燥 品 の 製
造 方 法 と を 含 む 。
　 ブ タ の 増 殖 性 腸 疾 患 （ “ PPE” ） の 原 因 物 質 で あ る L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス は 、 事 実 上 、
ウ サ ギ 、 フ ェ レ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 キ ツ ネ 、 ウ マ 、 及 び ダ チ ョ ウ や エ ミ ュ ー の よ う な 多 様
の 他 の 動 物 を 含 む す べ て の 動 物 に 作 用 す る 。 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス は 、 欧 州 の み な ら ず
米 国 の ブ タ 群 の 損 失 の 特 に 大 き な 原 因 で あ る 。
　 PPEの 一 貫 し た 特 徴 は 、 腸 患 部 の 腸 細 胞 内 に 細 胞 質 内 の 非 -膜 結 合 型 湾 曲 桿 菌 が 出 現 す る
こ と で あ る 。 PPEに 関 連 す る 細 菌 は “ カ ン ピ ロ バ ク タ ー 様 生 物 ” と 呼 ば れ て い る 。 S. McOr
istら , Vet. Pathol., Vol. 26, 260-264 (1989)。 そ の 後 、 こ の 原 因 細 菌 は 新 規 な 分 類 学
上 の 属 と 種 と し て 同 定 さ れ 、 通 俗 的 に 回 腸 共 生 生 物 (Ileal symbiont)（ IS）  イ ン ト ラ セ
ル ラ リ ス と 呼 ば れ て い る 。 C. Gebhartら , Int'l. J. of Systemic Bacteriology, Vol. 4
3, No. 3, 533-538 (1993)。 さ ら に 最 近 、 こ れ ら 新 規 細 菌 に 分 類 学 名 ロ ー ソ ニ ア (Lawsoni
a)（ L.） イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス が 与 え ら れ た 。 S. McOristら , Int'l. J. of Systemic Bact
eriology, Vol. 45, No. 4, 820-825 (1995)。 本 明 細 書 で さ ら に 同 定 か つ 記 述 す る 場 合 、
こ れ ら ３ つ の 名 称 を 相 互 交 換 可 能 に 用 い て 同 生 物 を 表 す 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス は 、 通 常 の 無 細 胞 培 地 で 普 通 の 細 菌 学 的 方 法 に よ っ て は 培 養 で
き ず 、 成 長 に は 付 着 性 上 皮 細 胞 が 必 要 で あ る と 考 え ら れ て い る 真 正 細 胞 内 細 菌 で あ る 。 S.
 McOristら , Infection and Immunity, Vol. 61, No. 19, 4286-4292 (1993)及 び G. Laws
onら , J. of Clinical Microbiology, Vol. 31, No. 5, 1136-1142 (1993)は 、 通 常 の 組

10

20

30

40

50

(4) JP 2006-528882 A 2006.12.28



織 培 養 フ ラ ス コ 内 で の IEC-18ラ ッ ト の 腸 上 皮 細 胞 単 層 を 用 い た L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の
培 養 に つ い て 論 じ て い る 。 さ ら に 、 H. Stills, Infection and Immunity, Vol. 59, No. 
9, 3227-3236 (1991)は 、 通 常 の 組 織 培 養 フ ラ ス コ 内 で 、 腸 407ヒ ト 胚 腸 細 胞 単 層 と GPC-16
モ ル モ ッ ト 結 腸 腺 癌 細 胞 単 層 を 用 い る こ と に つ い て 論 じ て い る 。
　 最 近 、 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス ワ ク チ ン が 米 国 で 使 う た め に 承 認 さ れ 、 こ の ワ ク チ ン は
米 国 特 許 第 5,714,375号 及 び 第 5,885,823号 （ 両 特 許 は 参 照 に よ っ て そ の 全 体 が 本 明 細 書 に
取 り 込 ま れ る ） で 記 載 か つ 請 求 さ れ て い る L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス ア イ ソ レ ー ト に 基 づ い
て い る 。 上 記 ワ ク チ ン は 、 Boehringer Ingelheim Vetmedaca, Inc., 2621 North Belt Hi
ghway, St. Joseph, Missouri, 64506-2002に よ っ て 商 標 名 ENTERISOL(登 録 商 標 )Ileitis
で 販 売 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 〔 発 明 の 概 要 〕
　 本 発 明 の １ つ の 目 的 は 、 欧 州 起 源 の ア イ ソ レ ー ト を 用 い た 改 良 さ れ た L. イ ン ト ラ セ ル
ラ リ ス ワ ク チ ン を 提 供 す る こ と で あ る 。
　 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 大 規 模 か つ 改 良 さ れ た 生 産 技 術 に 基 づ
い た L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 改 良 さ れ た 培 養 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
　 こ れ ら の 目 的 及 び 他 の 目 的 を 達 成 す る た め 、 か つ 本 明 細 書 で 具 体 化 か つ 広 範 に 述 べ る よ
う な 本 発 明 の 目 的 に 従 い 、 本 発 明 は 、 欧 州 由 来 の 新 規 に 単 離 さ れ た L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ
ス 、 該 ア イ ソ レ ー ト を 弱 毒 化 す る 方 法 、 及 び そ の 弱 毒 化 し た ア イ ソ レ ー ト を 提 供 す る 。 本
発 明 は 、 弱 毒 化 ア イ ソ レ ー ト を 含 ん で な る ワ ク チ ン を も 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 投 与 時 に 再
構 成 す る た め 凍 結 乾 燥 形 態 で 弱 毒 化 ア イ ソ レ ー ト を 含 む ワ ク チ ン の 製 造 方 法 及 び そ の 凍 結
乾 燥 品 を も 提 供 す る 。
　 一 態 様 で は 、 欧 州 由 来 の 新 規 に 単 離 さ れ た L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 、 す な わ ち ア イ ソ レ
ー ト DK 15540が 、 寄 託 ア イ ソ レ ー ト ATCCア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 PTA-4927で あ る 。 別 の 態 様 で
は 、 ア イ ソ レ ー ト DK 15540か ら 誘 導 さ れ た 弱 毒 化 ア イ ソ レ ー ト が ア イ ソ レ ー ト B3903と 命
さ れ て い る （ ATCCア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 PTA-4926） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 〔 詳 細 な 説 明 〕
　 本 明 細 書 で は 、 用 語 “ L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス ” は 、 C. Gebhartら , Int'l. J. of Syst
emic Bacteriology, Vol. 43, No. 3, 533-538 (1993)及 び S. McOristら , Int'l. J. of 
Systemic Bacteriology, Vol. 45, No. 4, 820-825 (1995)（ そ れ ぞ れ 参 照 に よ っ て そ の
全 体 が 本 明 細 書 に 取 り 込 ま れ る ） で 詳 述 さ れ て い る 細 胞 内 の 湾 曲 グ ラ ム 陰 性 菌 を 意 味 し 、
限 定 す る も の で は な い が 、 ブ ダ ペ ス ト 条 約 下 、 2003年 1月 9日 、 米 国 菌 培 養 収 集 所 (America
n Type Culture Collection)、 10801 University Boulevard, Manassas、 Virginia 20110
-2209に よ っ て 寄 託 さ れ 、 か つ ATCCア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 PTA-4927が 割 り 当 て ら れ た 名 称 DK 
15540ア イ ソ レ ー ト ； 本 技 術 で 知 識 が 与 え ら れ 、 か つ 本 明 細 書 で 教 示 が 与 え ら れ て い る 世
界 中 の PPE感 染 し た ブ タ 又 は 他 の 動 物 か ら 得 ら れ る 原 因 細 菌 ； 及 び 上 記 細 菌 の い ず れ か の
変 種 又 は 変 異 体 （ 自 然 又 は 人 工 的 に 得 ら れ る ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 明 細 書 で は 、 用 語 “ 弱 毒 化 ア イ ソ レ ー ト ” は 、 宿 主 動 物 に 投 与 す る と き 免 疫 原 性 を 維
持 し な が ら 無 毒 性 を 達 成 す る た め に 本 明 細 書 で 教 示 す る 培 養 及 び 継 代 技 術 に 従 っ て 調 製 さ
れ る い ず れ の L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス ア イ ソ レ ー ト を も 意 味 し 、 限 定 す る も の で は な い が
、 ブ ダ ペ ス ト 条 約 下 、 2003年 1月 9日 、 米 国 菌 培 養 収 集 所 、 10801 University Boulevard, 
Manassas、 Virginia 20110-2209に よ っ て 寄 託 さ れ 、 か つ ATCCア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 PTA-492
6が 割 り 当 て ら れ た 名 称 B-3903の 弱 毒 化 ア イ ソ レ ー ト が 挙 げ ら れ る 。
　 本 発 明 の 弱 毒 化 ア イ ソ レ ー ト は 、 鳥 、 魚 、 並 び に ヤ ギ 、 ブ タ 、 ウ マ 、 及 び 霊 長 類 の よ う
な 哺 乳 類 を 含 む 動 物 用 の 抗 菌 ワ ク チ ン で 免 疫 原 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 か か る ワ ク
チ ン は 、 当 業 者 に 既 知 の 技 術 に よ っ て 、 か つ 本 明 細 書 に 包 含 さ れ る 教 示 を 考 慮 し て 調 製 す
る こ と が で き る 。 該 ワ ク チ ン は 、 医 薬 的 に 許 容 し う る 担 体 中 に 免 疫 学 的 に 有 効 な 量 の 弱 毒
化 ア イ ソ レ ー ト を 含 む 。 本 ワ ク チ ン は 、 １ 又 は そ れ 以 上 の 用 量 で 投 与 す る こ と が で き る 。
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免 疫 学 的 に 有 効 な 量 は 、 過 度 の 実 験 を 行 う こ と な く 、 本 明 細 書 に 包 含 さ れ る 教 示 を 考 慮 し
て 技 術 的 に 既 知 の 手 段 で 決 定 さ れ る 。 無 毒 性 細 菌 の 量 は 、 無 毒 性 で あ り な が ら 病 気 の 疑 い
の あ る 動 物 内 で 免 疫 反 応 を 刺 激 す る た め に 十 分 で な け れ ば な ら な い 。 こ れ は 、 関 与 す る 特
定 の 動 物 、 細 菌 、 及 び 病 気 に よ っ て 決 ま る 。 疑 い の あ る 動 物 に 投 与 す べ く 推 奨 さ れ る 用 量
は 、 好 ま し く は 約 3.0TCID 5 0 (組 織 培 養 感 染 量 50％ 終 点 )/用 量 ～ 約 6.0TCID 5 0 /用 量 、 さ ら に
好 ま し く は 約 4.0TCID 5 0 /用 量 ～ 約 5.0TCID 5 0 /用 量 で あ る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 ワ ク チ ン の
タ イ タ ー は 、 組 織 培 養 感 染 量 50％ 終 点 希 釈 ア ッ セ イ (TCID 5 0 )で 決 定 す る 場 合 約 4.9TCID 5 0 /
用 量 で あ る 。 担 体 は 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 安 定 剤 及 び 希 釈 剤 が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な
ワ ク チ ン は 、 適 切 な ア ジ ュ バ ン ト を も 含 み う る 。 本 発 明 の ワ ク チ ン を 例 え ば 別 の ワ ク チ ン
の 希 釈 剤 と し て 他 の ワ ク チ ン と 併 用 し う る 。 ワ ク チ ン 製 剤 は 、 例 え ば 、 貯 蔵 目 的 の た め 又
は 引 き 続 き 液 体 ワ ク チ ン に 製 剤 化 す る た め 凍 結 乾 燥 す る こ と に よ っ て 乾 燥 さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 動 物 宿 主 内 に お け る 毒 性 の 野 生 型 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 細 菌 に 対
す る 免 疫 反 応 を 該 細 菌 か ら 宿 主 を 保 護 す る 目 的 の た め に 誘 発 す る 方 法 を も 含 む 。 本 方 法 は
、 疫 学 的 に 有 効 な 量 の 本 発 明 の 弱 毒 化 細 菌 又 は 死 細 菌 を 宿 主 に 投 与 す る こ と 、 好 ま し く は
、 本 発 明 の ワ ク チ ン を 宿 主 に 投 与 す る こ と を 含 む 。
　 本 明 細 書 で は 、 用 語 “ 大 規 模 培 養 ” は 、 約 2.0～ 3.0リ ッ ト ル よ り 大 き い レ ベ ル の L. イ
ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 培 養 を 意 味 し 、 100リ ッ ト ル 以 上 の 規 模 の 生 産 が 挙 げ ら れ る 。 本 明 細
書 で は 、 “ 培 養 ” は 、 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 成 長 、 再 生 及 び ／ 又 は 増 殖 を 促 進 す る プ
ロ セ ス を 意 味 す る 。
　 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス は 、 技 術 的 に 公 知 の 方 法 で 、 好 ま し く は 米 国 特 許 第 5,714,375号
及 び 第 5,885,823号 に 従 っ て 培 養 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ま ず L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス
細 菌 を 含 む 接 種 材 料 を 培 養 細 胞 に 接 種 し て 培 養 細 胞 を L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 細 菌 で 感 染
さ せ う る 。 本 発 明 の 実 施 で は 、 多 数 の 細 胞 系 を 使 用 で き 、 限 定 す る も の で は な い が 、 IEC-
18(ATCC 1589)－ ラ ッ ト 腸 上 皮 細 胞 、 HEp-2(ATCC 23)－ ヒ ト 類 表 皮 癌 細 胞 、 McCoys(ATCC 1
696)－ マ ウ ス (非 特 異 的 )細 胞 、 BGMK(Biowhittaker #71-176)－ バ ッ フ ァ ロ ー ミ ド リ ザ ル 腎
臓 細 胞 及 び ブ タ 腸 上 皮 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し い 培 養 細 胞 は HEp-2、 McCoys又 は IEC-18
細 胞 で あ る 。
　 培 養 細 胞 を 使 用 す る 場 合 、 接 種 前 、 細 胞 は 単 層 の 形 態 で よ い 。 単 層 を 形 成 す る た め 、 細
胞 を 通 常 の フ ラ ス コ に 接 種 し て よ い 。 各 フ ラ ス コ に は 、 通 常 、 増 殖 培 地 と 混 合 し て 25、 75
、 150、 850cm 2 の フ ラ ス コ 又 は ロ ー ラ ー ボ ト ル 当 た り 約 １ × 10 5 細 胞 ～ 約 10× 10 5 細 胞 を 接
種 す る 。 増 殖 培 地 は 、 窒 素 源 、 選 択 し た 培 養 細 胞 に 必 要 な 成 長 因 子 、 及 び グ ル コ ー ス 又 は
ラ ク ト ー ス の よ う な 炭 素 源 を 含 む 、 細 胞 培 養 用 の い ず れ の 培 地 で も よ い 。 好 ま し い 培 地 は
、 １ ～ ５ ％ の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 有 す る Ham's F12で 強 化 し た DMEMで あ る が 、 他 の 市 販
さ れ て い る 培 地 を 用 い て 良 い 結 果 を 得 る こ と が で き る 。
　 培 養 細 胞 を 一 定 の 増 殖 状 態 に 維 持 す る こ と に よ っ て 、 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 培 養 は
成 功 す る 。 従 っ て 、 培 養 細 胞 単 層 は 、 接 種 時 点 で 少 な く と も 約 20％ ～ 約 50％ の コ ン フ ル エ
ン シ ー で な け れ ば な ら な い 。 好 ま し く は 、 細 胞 は 接 種 時 点 で 約 30％ ～ 約 40％ の コ ン フ ル エ
ン シ ー 、 最 も 好 ま し く は 約 30％ の コ ン フ ル エ ン シ ー で あ る べ き で あ る 。
　 或 い は 、 後 述 す る よ う に 、 接 種 す る 前 に 懸 濁 液 内 で 細 胞 を 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。 好
ま し く は 、 ま ず 付 着 タ イ プ シ ス テ ム 、 例 え ば ロ ー ラ ー ボ ト ル シ ス テ ム で 単 層 形 態 で 100％
の コ ン フ ル エ ン シ ー に 増 殖 さ せ て か ら ３ ～ 3000リ ッ ト ル に 移 し て 懸 濁 液 内 で 増 殖 さ せ る 。
或 い は 、 ３ ～ 3000リ ッ ト ル 容 器 （ バ イ オ リ ア ク タ ー 、 発 酵 槽 、 ス ピ ナ ー フ ラ ス コ 等 ） 内 で
こ の シ ス テ ム で 接 種 前 に 増 殖 さ せ る た め に 適 し た パ ラ メ ー タ ー を 用 い て 細 胞 を 懸 濁 液 内 で
所 望 の 細 胞 密 度 、 例 え ば ２ × 10 5 細 胞 /mlに 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 接 種 材 料 は 、 感 染 ブ タ 又 は 他 の 動 物 か ら 得 た L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 純 粋 培 養 菌 で よ
い 。 接 種 材 料 は ATCCア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 PTA-4927か ら 得 た L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 純 粋
培 養 菌 が 好 ま し い 。
　 接 種 材 料 は 、 PPEで 感 染 さ せ た ブ タ 又 は 他 の 動 物 の 回 腸 の 粘 膜 を 小 片 に す る こ と で 調 製
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し た 腸 ホ モ ジ ネ ー ト で よ い 。 腸 ホ モ ジ ネ ー ト を 調 製 す る と き 、 培 養 用 に 選 択 さ れ る 回 腸 部
分 は 、 腸 の 肉 眼 で 見 え る ほ ど の 肥 厚 の あ る 重 度 の 傷 害 を 示 す べ き で あ る 。 細 菌 の 脆 い 性 質
の た め 、 試 料 は 、 好 ま し く は 壊 死 後 で き る 限 り 早 く -70℃ で 貯 蔵 す べ き で あ る 。 好 ま し く
は 、 バ ン コ マ イ シ ン 、 ア ン ホ テ リ シ ン B又 は ご く 少 数 の 名 を 挙 げ る と ゲ ン タ マ イ シ ン 及 び
ネ オ マ イ シ ン と い っ た ア ミ ノ グ ル コ シ ド 群 の 抗 生 物 質 の メ ン バ ー の よ う な L. イ ン ト ラ セ
ル ラ リ ス が 耐 性 で あ る 抗 生 物 質 を 接 種 材 料 に 加 え て L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス を 増 殖 さ せ な
が ら 細 菌 が 汚 染 す る の を 抑 制 す る 。 接 種 材 料 が 純 粋 培 養 菌 又 は 腸 ホ モ ジ ネ ー ト の い ず れ で
あ れ 、 本 明 細 書 の 教 示 を 考 慮 し て 技 術 的 に 既 知 の 種 々 の 方 法 で 培 養 細 胞 の 接 種 を 達 成 す る
こ と が で き る 。
　 次 に 、 低 い 溶 解 Ｏ 2 濃 度 下 で 、 細 菌 及 び ／ 又 は 接 種 培 養 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 10
％ よ り 高 い 溶 解 酸 素 濃 度 で は 、 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 増 殖 は 最 適 よ り 少 な く 、 こ の 範
囲 外 で 最 終 的 に 増 殖 が 停 止 す る 。 好 ま し く は 、 約 ０ ％ ～ 約 10％ の 範 囲 の 溶 解 酸 素 濃 度 で 細
菌 及 び ／ 又 は 接 種 培 養 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 約 ０ ％ ～ 約 ８ ％ の
範 囲 の 酸 素 濃 度 、 最 も 好 ま し く は 約 ０ ％ ～ 約 3.0％ の 酸 素 濃 度 で 細 菌 及 び ／ 又 は 細 胞 を イ
ン キ ュ ベ ー ト す る 。
　 二 酸 化 炭 素 の 適 切 な 濃 度 も L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 適 切 な 増 殖 に 重 要 で あ る 。 ０ ％ よ
り 高 く ４ ％ 未 満 の 二 酸 化 炭 素 濃 度 で は 、 最 適 で な い 増 殖 が 起 こ り 、 こ の 範 囲 外 の 二 酸 化 炭
素 濃 度 で 最 終 的 に 増 殖 が 停 止 す る 。 好 ま し く は 、 二 酸 化 炭 素 濃 度 は 約 ６ ％ ～ 約 10％ の 範 囲
で あ り 、 約 8.8％ の 二 酸 化 炭 素 濃 度 が 最 も 好 ま し い 。
　 ま た 、 好 ま し く は 約 ４ ％ ～ 約 10％ の 範 囲 の 水 素 濃 度 で 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 最 も
好 ま し く は 、 約 ０ ～ 約 8.0％ の Ｏ 2 、 約 8.8％ の Ｃ Ｏ 2 、 及 び 約 ４ ％ の Ｈ 2 で 細 胞 を イ ン キ ュ
ベ ー ト す る 。 窒 素 は 、 こ の 生 物 の 増 殖 の た め の 窒 素 (96％ )と 水 素 (４ ％ )又 は 窒 素 (80％ )、
二 酸 化 炭 素 (10％ )及 び 水 素 (10％ )を 含 む 混 合 気 体 の “ バ ラ ン ス ” と し て 使 用 す る 。 好 ま し
く は 、 約 80％ ～ 96％ の 範 囲 の 窒 素 濃 度 で 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 従 っ て 、 最 も 好 ま し
く は 、 約 ０ ～ 8.0％ の Ｏ 2 、 約 8.8％ の Ｃ Ｏ 2 、 約 ４ ％ の Ｈ 2 及 び 約 96％ の Ｎ 2 で 細 胞 を イ ン キ
ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 適 切 な 水 素 濃 度 、 酸 素 濃 度 及 び 二 酸 化 炭 素 濃 度 を 含 み 、 か つ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 間 細
胞 を 懸 濁 さ せ る こ と が で き る デ ュ ア ル ガ ス イ ン キ ュ ベ ー タ ー 又 は 他 の ガ ス チ ャ ン バ ー 内 で
接 種 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と が で き る 。 チ ャ ン バ ー は 接 種 細 胞 を 懸 濁 状 態 で 維 持 す
る 手 段 と 、 適 切 な 気 体 濃 度 を 供 給 か つ 維 持 す る た め の ガ ス モ ニ タ ー 及 び 供 給 源 と を 含 む べ
き で あ る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 温 度 は 30℃ ～ 約 45℃ の 範 囲 で な け れ ば な ら ず 、 さ ら に 好 ま
し く は 約 36℃ ～ 約 38℃ の 範 囲 で あ る 。 最 も 好 ま し く は 、 温 度 は 約 37℃ で あ る 。 培 養 及 び 弱
毒 化 に 必 要 な 設 備 は 、 本 明 細 書 の 教 示 を 考 慮 し て 当 業 者 が 容 易 に 入 手 す る こ と が で き る 。
本 発 明 を 実 施 す る た め に 好 適 な 設 備 の 一 例 は 、 懸 濁 状 態 で 細 胞 を 維 持 す る た め の ス ピ ナ ー
フ ラ ス コ を 併 用 す る デ ュ ア ル ガ ス イ ン キ ュ ベ ー タ ー 、 例 え ば 、 モ デ ル 480(Lab-Line, Melr
ose Park, IL)で あ る 。 現 在 好 ま し い 設 備 は 、 少 な く と も 約 ２ リ ッ ト ル の 培 地 を 含 有 し 、
か つ 適 切 な 濃 度 の ガ ス を 吹 き 込 ん で 、 又 は 機 械 的 撹 拌 の 他 の 手 段 に よ っ て 培 養 細 胞 を 懸 濁
状 態 で 維 持 し 、 継 続 的 に 培 地 中 の 溶 解 Ｏ 2 レ ベ ル を モ ニ タ ー で き る 発 酵 槽 、 バ イ オ リ ア ク
タ ー 、 撹 拌 プ レ ー ト 又 は 回 転 式 シ ェ ー カ ー で あ る 。 New Brunswick, Braun及 び 他 の 会 社 は
、 こ の 目 的 に 好 適 な 発 酵 槽 及 び バ イ オ リ ア ク タ ー を 製 造 し て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 間 、 接 種 細 胞 を 懸 濁 状 態 で 維 持 す る こ と に よ っ て 、 そ れ ぞ れ 個 々
の 細 胞 の 増 殖 培 地 と 水 素 、 酸 素 及 び 二 酸 化 炭 素 の 適 切 な 混 合 物 へ の 露 出 を 高 め る こ と で 、
細 胞 、 ひ い て は L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 最 大 増 殖 が 達 成 さ れ る 。 種 々 の 技 術 的 に 公 知 の
方 法 で 培 養 細 胞 を 撹 拌 し て 懸 濁 状 態 を 維 持 す る こ と が で き 、 そ の 方 法 と し て 、 例 え ば 、 培
養 フ ラ ス コ 、 ロ ー ラ ー ボ ト ル 、 メ ン ブ ラ ン 培 養 、 バ イ オ バ ッ グ 、 WAVE T M バ イ オ リ ア ク タ ー
シ ス テ ム 、 発 酵 槽 及 び ス ピ ナ ー フ ラ ス コ が 挙 げ ら れ る 。 デ ュ ア ル ガ ス イ ン キ ュ ベ ー タ ー 又
は 同 様 の 装 置 内 、 ス ピ ナ ー フ ラ ス コ 中 で 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 、 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン の 間 細 胞 を 懸 濁 状 態 に 保 つ こ と が で き る 。 本 明 細 書 で は 、 用 語 “ ス ピ ナ ー フ
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ラ ス コ ” は 、 培 養 物 を 撹 拌 し て 培 養 物 に 含 ま れ る 細 胞 を 懸 濁 状 態 に 保 つ た め の パ ド ル 、 プ
ロ ペ ラ 又 は 他 の 手 段 を 利 用 す る フ ラ ス コ 又 は 他 の 容 器 を 意 味 す る 。
　 好 ま し い 態 様 で は 、 接 種 細 胞 が コ ン フ ル エ ン シ ー に 達 す る ま で 接 種 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー
ト し て か ら 、 増 殖 培 地 を 含 有 す る ス ピ ナ ー フ ラ ス コ に 該 細 胞 を 入 れ 、 フ ラ ス コ を 回 転 さ せ
な が ら デ ュ ア ル ガ ス イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 好 ま し く は 、 接 種
細 胞 を 小 片 に し 、 又 は ト リ プ シ ン 処 理 し て ス ピ ナ ー フ ラ ス コ 中 に 通 す 。 こ れ は 、 細 胞 ス ク
レ ー パ ー を 用 い て 細 胞 を 引 き 離 す よ う な 技 術 的 に 公 知 の 種 々 の 方 法 で 達 成 す る こ と が で き
る 。 細 胞 を ス ピ ナ ー フ ラ ス コ 中 に 導 入 し た ら 、 典 型 的 に 、 マ グ ネ チ ッ ク ス タ ー ラ ー プ レ ー
ト 上 で ス ピ ナ ー フ ラ ス コ の パ ド ル を 約 ５ ～ 約 500rpmの 範 囲 で 回 転 さ せ て 感 染 細 胞 を 懸 濁 状
態 に 維 持 す る 。
　 次 に 、 培 養 し た L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 一 部 を 新 鮮 な 培 養 に 継 代 し て L. イ ン ト ラ セ ル
ラ リ ス 細 菌 の 生 成 を 増 や す 。 こ こ で 、 用 語 “ 継 代 ” 又 は そ の 変 形 は 、 培 養 し た L. イ ン ト
ラ セ ル ラ リ ス の 一 部 を 新 鮮 な 培 養 細 胞 に 移 し て こ の 新 鮮 な 細 胞 を 該 細 菌 で 感 染 さ せ る プ ロ
セ ス を 意 味 す る 。 本 明 細 書 で は 、 用 語 “ 新 鮮 ” は 、 ま だ L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス で 感 染 さ
れ て い な い 細 胞 を 意 味 す る 。 好 ま し く は 、 該 細 胞 は 、 平 均 し て 約 １ 日 齢 を 超 え な い 。
　 懸 濁 培 養 中 の L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 継 代 は 、 元 の 培 養 物 の 一 部 を 除 去 し 、 こ れ を 新
鮮 な 培 養 細 胞 を 含 有 す る 新 し い フ ラ ス コ に 加 え る こ と で 達 成 す る こ と が で き る 。 元 の 培 養
物 が 多 数 の 細 菌 /ml、 例 え ば 、 約 10 4 細 菌 /mlを 有 す る 場 合 、 感 染 フ ラ ス コ か ら 新 鮮 細 胞 を
含 有 す る 新 し い フ ラ ス コ に 約 １ ～ 10％ （ 体 積 -対 -体 積 ） の 培 養 物 を 加 え る こ と が 好 ま し い
。 50～ 100％ の 細 胞 が 感 染 さ れ て い る 場 合 に こ れ を 行 う こ と が 好 ま し い 。 50％ 未 満 の 細 胞
し か 感 染 さ れ て い な い 場 合 、 培 養 物 を １ ： ２ に 分 け て 新 し い フ ラ ス コ に 入 れ 、 新 鮮 な 組 織
培 養 細 胞 と 培 地 を 添 加 し て 体 積 を ス ケ ー ル ア ッ プ す る こ と で 継 代 を 行 う こ と が 好 ま し い 。
ど ち ら の 場 合 も 、 先 行 技 術 に お け る よ う な 単 層 培 養 物 の 継 代 と は 対 照 的 に 、 細 胞 溶 解 及 び
他 の 工 程 が 必 要 な い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 間 接 的 蛍 光 抗 体 （ IFA） 染 色 、 TCID 5 0 又 は 別 の 同 様 の 方 法 で 決 定 さ れ る よ う に 、 培 養 細
胞 の 十 分 な 増 殖 と そ の 後 の L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス に よ る 感 染 後 、 培 養 し た L. イ ン ト ラ セ
ル ラ リ ス 細 菌 の 少 な く と も 一 部 を 収 集 す る 。 典 型 的 に 、 約 60％ 以 上 の 細 胞 感 染 力 の と き に
収 集 を 行 う が 、 当 業 者 は 、 60％ 未 満 の 細 胞 感 染 力 で 収 集 を 行 え る こ と を 知 っ て い る 。 収 集
工 程 は 、 本 明 細 書 の 教 示 を 考 慮 し て 、 当 業 者 に 周 知 の 種 々 の 技 術 で 懸 濁 液 か ら 細 菌 を 分 離
す る こ と に よ っ て 達 成 し う る 。 好 ま し く は 、 す べ て 又 は 一 部 の 懸 濁 液 の 内 容 物 を 遠 心 分 離
し て 、 培 養 細 胞 を ペ レ ッ ト に し 、 結 果 の 細 胞 ペ レ ッ ト を 再 懸 濁 さ せ 、 か つ 感 染 細 胞 を 溶 解
さ せ る こ と に よ っ て L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 細 菌 を 収 集 す る 。 典 型 的 に 、 内 容 物 の 少 な く
と も 一 部 を 約 3000xgで 約 20分 間 遠 心 分 離 し て 細 胞 及 び 細 菌 を ペ レ ッ ト に す る 。 次 に 、 ペ レ
ッ ト を 例 え ば ス ク ロ ー ス -ホ ス フ ェ ー ト -グ ル タ メ ー ト (SPG)溶 液 に 再 懸 濁 さ せ 、 25ゲ ー ジ
針 を 約 20回 通 過 さ せ て 細 胞 を 溶 解 さ せ る 。 さ ら な る 精 製 が 望 ま し い 場 合 、 試 料 を 約 145xg
で 約 ５ 分 間 遠 心 分 離 し て 細 胞 核 と 細 胞 デ ブ リ を 除 去 す る こ と が で き る 。 次 い で 上 清 を 約 30
00xgで 約 20分 間 遠 心 分 離 し て 生 じ た ペ レ ッ ト を 適 切 な 希 釈 剤 、 例 え ば ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン
を 有 す る SPG（ 凍 結 乾 燥 、 凍 結 、 又 は 接 種 剤 と し て 使 用 す る の に 好 適 な 収 集 細 菌 を 調 製 す
る た め ） 又 は 増 殖 培 地 （ 新 鮮 な 細 胞 に 継 代 す る た め に さ ら に 好 適 な 収 集 細 菌 を 調 製 す る た
め ） に 再 懸 濁 さ せ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 既 に 述 べ た よ う に 、 組 織 細 胞 を 活 発 に 成 長 し 続 け さ せ る こ と で 大 規 模 生 産 に 有 効 な L. 
イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 増 殖 が 高 ま る 。 培 養 物 が コ ン フ ル エ ン ト に な る と 、 単 層 で は 、 細 胞
分 割 の 速 度 が 実 質 的 に 低 減 す る 。 単 層 組 織 培 養 で L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス を 育 て る た め の
試 み は 成 功 に 限 界 が あ り 、 ス ケ ー ル ア ッ プ は 不 可 能 だ っ た 。 し か し 、 懸 濁 培 養 を 用 い る と
、 細 胞 を 活 発 に 増 殖 さ せ 続 け る こ と を 大 い に 促 進 し 、 連 続 的 な 培 養 拡 大 と ス ケ ー ル ア ッ プ
を 可 能 に す る 。 発 酵 槽 と 上 述 し た よ う に 約 ０ ～ ３ ％ の 溶 解 Ｏ 2 を 用 い る と 、 10 8 細 菌 /mlま
で ま た そ れ よ り 多 く の 増 殖 が 可 能 で あ る 。
　 IEC-18細 胞 を 用 い る 場 合 、 ゼ ラ チ ン 、 ア ガ ロ ー ス 、 コ ラ ー ゲ ン 、 ア ク リ ル ア ミ ド 又 は シ
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リ カ ビ ー ド 、 例 え ば Cultisphere-G多 孔 性 マ イ ク ロ キ ャ リ ヤ ー (HyClone Laboratories, Lo
gan Utah)を 増 殖 培 地 と 共 に 添 加 す る こ と が 好 ま し い 。 し か し 、 本 明 細 書 で 使 用 す る 方 法
に よ れ ば HEp-2細 胞 及 び 他 の 細 胞 は マ イ ク ロ キ ャ リ ヤ ー を 要 し な い 。
　 培 養 維 持 目 的 の た め 、 HEp-2培 養 で は 、 毎 週 、 好 ま し く は 培 養 物 の 25％ ～ 50％ を 除 去 し
て 新 鮮 な 培 地 と 交 換 す る 。 マ イ ク ロ キ ャ リ ヤ ー 又 は ビ ー ド を 有 す る 細 胞 培 養 で は 、 毎 週 １
～ ２ 回 、 好 ま し く は 培 養 物 の 25％ ～ 50％ を 除 去 し て 新 鮮 な 培 地 と 交 換 す る 。 ス ケ ー ル ア ッ
プ 目 的 で は 、 さ ら に 25％ ～ 50％ の 培 地 、 又 は マ イ ク ロ キ ャ リ ヤ ー を 有 す る 培 地 を 培 養 物 に
加 え る こ と が で き る 。
　 培 養 細 胞 が 感 染 さ れ る 速 度 に よ っ て 、 新 鮮 な 細 胞 の 継 代 は 通 常 約 ２ ～ 約 ７ 日 毎 に 行 う 。
２ ～ ７ 日 以 内 で 培 養 細 胞 が 少 な く と も 70％ 感 染 さ れ る と 仮 定 す る と 、 好 ま し く は 約 ５ ～ ７
日 毎 に 継 代 を 行 う 。
　 本 発 明 は 、 欧 州 起 源 の L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 新 規 ア イ ソ レ ー ト に 対 す る ワ ク チ ン 及
び ワ ク チ ン の 製 造 方 法 を も 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 長 期 間 （ 例 え ば 、 ６ ～ ８ カ 月 ） 感 染 細
胞 を 懸 濁 状 態 で 維 持 し た 後 、 培 養 し た L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 少 な く と も 一 部 を 収 集 し
、 弱 毒 化 の 可 能 性 を モ ニ タ ー す る 。 こ の よ う な モ ニ タ リ ン グ は 、 好 ま し く は 弱 毒 化 ア イ ソ
レ ー ト を 選 択 す る た め の 宿 主 動 物 又 は 動 物 モ デ ル 誘 発 (challenge)に よ っ て 行 う 。 本 明 細
書 で 教 示 す る 方 法 の ワ ク チ ン で 該 弱 毒 化 ア イ ソ レ ー ト を 使 用 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 迅 速 な 培 養 拡 張 、 100～ 1000倍 の 収 率 の 増 加 、 及 び 欧 州 起 源 の L. イ ン ト ラ セ
ル ラ リ ス 生 成 の コ ス ト 低 減 を 可 能 に す る 。 結 果 と し て 、 生 成 さ れ た L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ
ス 細 菌 の 豊 富 な 供 給 量 が ワ ク チ ン 製 造 目 的 の た め に た や す く 弱 毒 化 さ れ る 。 懸 濁 液 状 態 で
L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス を 増 殖 さ せ る 方 法 は 、 こ の 目 的 で 利 用 で き る 細 菌 の 入 手 し 易 さ 、
速 さ 、 及 び 数 を 大 い に 高 め る 。 細 胞 及 び 起 こ る 細 胞 分 割 が 多 い ほ ど 、 ワ ク チ ン 開 発 に 有 利
な 突 然 変 異 が 起 こ る レ ベ ル が 高 い 。 従 っ て 、 懸 濁 状 態 の 増 殖 は 、 環 境 的 に 調 節 さ れ て い る
遺 伝 子 と そ の 発 現 産 物 に よ っ て 制 御 さ れ る 重 要 な 免 疫 原 の 発 現 を 増 や す 。
　 そ の 結 果 の 弱 毒 化 ア イ ソ レ ー ト は 、 組 織 培 養 単 層 中 で 培 養 で き る が 、 好 ま し く は 懸 濁 培
養 で 培 養 す る 。 弱 毒 化 の 他 の 手 段 と し て 、 例 え ば 、 N-メ チ ル ニ ト ロ ソ グ ア ニ ジ ン 及 び 技 術
的 に 公 知 の 他 の も の を 用 い る 化 学 的 弱 毒 化 が 挙 げ ら れ る 。 複 数 継 代 に よ っ て 或 い は 化 学 的
手 段 に よ っ て も 弱 毒 化 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス が 生 成 し 、 ワ ク チ ン 調 製 用 に 選 択 す る 。 好
ま し い 態 様 で は 、 結 果 の 弱 毒 化 ア イ ソ レ ー ト は ATCCア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 PTA-4926で あ る 。
　 上 述 し た よ う に 遠 心 分 離 又 は マ イ ク ロ ろ 過 で ワ ク チ ン 抗 原 を 収 集 す る こ と が で き る 。 次
に 、 宿 主 動 物 種 に お け る 用 量 滴 定 で 決 定 さ れ る 、 最 適 な 宿 主 動 物 の 免 疫 反 応 に 基 づ い て 定
義 さ れ る レ ベ ル で 抗 原 を 標 準 化 す る 。 技 術 的 に 公 知 の 方 法 、 例 え ば 、 0.3％ ホ ル マ リ ン 又
は 他 の 不 活 性 化 剤 を 用 い て 細 菌 を 不 活 性 化 し て 死 菌 ワ ク チ ン を 調 製 す る こ と が で き る 。 次
に 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 又 は 鉱 油 の よ う な 適 切 な ア ジ ュ バ ン ト に 該 抗 原 を 組 み 込 ん で 免 疫
反 応 を 高 め る 。 次 に 、 こ の 抗 原 を 用 い て 筋 肉 内 又 は 皮 下 注 射 で ワ ク チ ン 接 種 し 、 約 ３ ～ ４
週 齢 の ブ タ の 場 合 、 必 要 に 応 じ て 追 加 誘 発 量 を ワ ク チ ン 接 種 す る 。
　 好 ま し く は 、 細 菌 を 連 続 的 に 継 代 し て 誘 発 し て 、 弱 毒 化 し た 無 毒 性 の 生 培 養 菌 を 選 択 す
る 。 宿 主 動 物 内 で 弱 毒 化 の 徴 候 に つ い て 培 養 菌 を 試 験 す る 。 前 述 し た よ う に 培 養 菌 を 収 集
か つ 凍 結 乾 燥 す る 。 例 え ば 、 ブ タ は 経 口 で １ × 10 4 ～ １ × 10 6 細 菌 で ワ ク チ ン 接 種 す る 。 ワ
ク チ ン 接 種 後 約 28日 に 、 低 継 代 （ 腸 ホ モ ジ ネ ー ト か ら の 最 初 の 単 離 を 越 え て 30未 満 の イ ン
ビ ト ロ 継 代 ） の L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 毒 性 培 養 菌 か ら 得 た 約 １ × 10 7 生 物 で ブ タ を 経 口
接 種 す る 。 感 染 動 物 は 誘 発 21日 後 に 壊 死 し 、 肉 眼 で 見 え る 傷 害 の み な ら ず 顕 微 鏡 で 見 え る
ほ ど の 傷 害 に つ い て 小 腸 を 観 察 す る 。 PCR、 間 接 蛍 光 抗 体 (IFA)又 は 免 疫 組 織 化 学 (IHC)も
行 う べ き で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 約 ８ ％ の 対 照 動 物 が 肉 眼 で 見 え る 傷 害 と 顕 微 鏡 で 見 え る ほ ど の 傷 害 を 示 し 、 PCR、 IFA又
は IHC試 験 法 を 用 い て 腸 の 粘 膜 細 胞 内 の L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 存 在 に つ い て ポ ジ テ ィ ブ
試 験 を 行 う 。 組 織 学 的 観 察 で 決 定 し た 場 合 、 ワ ク チ ン 接 種 し た 動 物 は 正 常 な 粘 膜 表 面 を 有
し 、 ワ ク チ ン 接 種 ３ ～ ４ 週 間 後 の PCR試 験 で は ネ ガ テ ィ ブ で あ る 。
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　 一 般 に 、 弱 毒 化 免 疫 原 性 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス ア イ ソ レ ー ト は 約 150日 ～ 約 250日 の 連
続 培 養 後 に 生 成 さ れ 、 こ の 間 に 培 養 を 約 50～ 100回 継 代 す る 。 し か し 、 当 業 者 は 、 こ れ ら
の 数 字 を 変 え て 他 の 弱 毒 化 培 養 物 を 生 産 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の ワ ク チ ン 製 品 は 凍 結 乾 燥 さ せ る こ と が で き る 。 収 集 後 、 技 術 的 に 公 知 の 種 々 の
方 法 で ア イ ソ レ ー ト を 濃 縮 し 、 安 定 剤 、 例 え ば ス ク ロ ー ス ゼ ラ チ ン 安 定 剤 と 混 合 す る こ と
が で き る 。 次 い で 、 ワ ク チ ン 製 品 を 凍 結 か つ 乾 燥 （ 凍 結 乾 燥 ） に 供 す る こ と が で き る 。 一
般 に 、 凍 結 工 程 は 、 約 -45℃ ± ３ ℃ に 傾 斜 す る 工 程 と 約 150分 ～ 約 480分 間 保 持 す る 工 程 を
含 む 。 乾 燥 工 程 は 、 第 １ 及 び 第 ２ 乾 燥 工 程 を 含 み う る 。 例 え ば 、 第 １ 乾 燥 工 程 は 以 下 の 工
程 を 含 み う る ： （ ａ ） 約 -30℃ ～ 約 -５ ℃ へ の 傾 斜 工 程 と 約 120分 ～ 約 1000分 の 保 持 工 程 、
及 び 任 意 に （ ｂ ） 約 -５ ℃ ～ 約 ５ ℃ へ の 傾 斜 工 程 と 約 150分 ～ 約 2000分 の 保 持 工 程 。 第 ２ 工
程 は 、 一 般 的 に 約 27℃ ± ５ ℃ へ の 傾 斜 工 程 と 約 330分 ～ 約 1120分 の 保 持 工 程 を 含 む 。 当 業
者 は 、 条 件 、 例 え ば 開 始 体 積 に よ っ て こ れ ら 範 囲 を 調 整 す る こ と が で き る 。
　 次 に 、 免 疫 学 的 に 有 効 な 量 の 弱 毒 化 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス を 医 薬 的 に 許 容 し う る 担 体
中 に 含 む ワ ク チ ン を 調 製 す る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 ワ ク チ ン は 、 医 薬 的 に 許 容 し う る 担 体
中 に ATCCア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 PTA-4926を 含 む 。 こ の 混 ぜ 合 わ せ た 免 疫 原 と 担 体 は 水 溶 液 、
エ マ ル ジ ョ ン 又 は 懸 濁 液 で よ い 。 免 疫 学 的 に 有 効 な 量 は 、 本 明 細 書 の 教 示 を 考 慮 す れ ば 、
過 度 の 実 験 を 行 う こ と な く 技 術 的 に 公 知 の 手 段 で 決 定 さ れ る 。 一 般 に 、 免 疫 原 の 量 は 、 精
製 細 菌 を 用 い る 場 合 、 ５ ～ 5000mg、 か つ 10 2 . 0 ～ 10 9 . 0 TCID 5 0 、 好 ま し く は 10 3 . 0 ～ 10 6 . 0 TC
ID 5 0 、 さ ら に 好 ま し く は 10 4 . 0 ～ 10 5 . 0 TCID 5 0 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は 、 ATCCア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 PTA-4926と 命 名 さ れ た 弱 毒 化 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ
ス ア イ ソ レ ー ト と 、 少 な く と も １ 種 の 他 の 病 原 由 来 の 抗 原 物 質 と 、 医 薬 的 に 許 容 し う る 担
体 と を 含 む 組 合 せ ワ ク チ ン を も 包 含 す る 。 前 記 病 原 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、
サ ル モ ネ ラ (Salmonella)spp.（ 例 え ば 、 ブ タ コ レ ラ 菌 (Salmonella choleraesuis)、 ネ ズ
ミ チ フ ス 菌 (Salmonella typhimurium)） 、 エ リ シ ペ ロ ト リ ッ ク ス (Erysipelothrix)spp.（
例 え ば 、 ブ タ 丹 毒 菌 (Erysipelothrix rhusiopathiae)） 、 ヘ モ フ ィ ル ス (Haemophilus)spp
.（ 例 え ば 、 ブ タ パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ 菌 (Haemophilus parasuis)） 、 マ イ コ プ ラ ズ マ spp.
（ 例 え ば 、 Mycoplasma hyopneumoniae） 、 レ プ ト ス ピ ラ (Leptospira)spp.、 ク ロ ス ト リ ジ
ウ ム (Clostridium)spp.（ 例 え ば 、 ウ ェ ル シ ュ 菌 (Clostridium perfringens)、 ク ロ ス ト リ
ジ ウ ム デ ィ フ ィ シ レ (Clostridium difficile)） 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス spp.（ 例 え ば 、 ブ
タ 連 鎖 球 菌 (Streptococcus suis)） 、 ブ ラ キ ス ピ ラ (Brachyspira)spp.（ 例 え ば 、 ブ ラ キ
ス ピ ラ ・ ヒ オ デ ィ セ ン テ リ エ (Brachyspira hyodysenteriae)） 、 ボ ル デ テ ラ (Bordetella)
（ 例 え ば 、 気 管 支 敗 血 症 菌 (Bordetella bronchiseptica)） 、 パ ス ツ レ ラ (Pasteurella)sp
p.（ 例 え ば 、 パ ス ツ レ ラ ・ ム ル ト シ ダ (Pasteurella multocida)） 、 サ ー コ ウ イ ル ス (circ
ovirus)（ 例 え ば 、 ブ タ サ ー コ ウ イ ル ス ２ 型 ） 、 ブ タ 生 殖 器 及 び 呼 吸 器 症 候 群 (porine rep
roductive and respiratory syndrome)(PRRS)ウ イ ル ス 、 ブ タ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス (SI
V)、 大 腸 ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 伝 播 性 胃 腸 炎 (TGE)ウ イ ル ス 、 ブ タ 呼 吸 器 コ ロ ナ ウ イ ル ス ）
、 パ ル ボ ウ イ ル ス 、 又 は 大 腸 菌 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 一 態 様 で は 、 組 合 せ ワ ク チ ン は 、 ATCCア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 PTA-4926と 命 名 さ れ た 弱 毒 化
L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス ア イ ソ レ ー ト と 、 ブ タ コ レ ラ 菌 、 エ リ シ ペ ロ ト リ ッ ク ス spp.、 ク
ロ ス ト リ ジ ウ ム spp.、 ブ ラ キ ス ピ ラ spp.、 伝 播 性 胃 腸 炎 (TGE)ウ イ ル ス 、 及 び 大 腸 菌 由 来
の 抗 原 物 質 と 、 医 薬 的 に 許 容 し う る 担 体 と を 含 む 。 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム spp.由 来 の 抗 原 物 質
と し て 、 限 定 す る も の で は な い が 、 ウ ェ ル シ ュ 菌 及 び ク ロ ス ト リ ジ ウ ム デ ィ フ ィ シ レ が 挙
げ ら れ る 。 エ リ シ ペ ロ ト リ ッ ク ス spp.由 来 の 抗 原 物 質 と し て 、 限 定 す る も の で は な い が 、
ブ タ 丹 毒 菌 が 挙 げ ら れ る 。
　 別 の 態 様 で は 、 組 合 せ ワ ク チ ン は 、 ATCCア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 PTA-4926と 命 名 さ れ た 弱 毒
化 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス ア イ ソ レ ー ト と 、 ブ タ コ レ ラ 菌 及 び エ リ シ ペ ロ ト リ ッ ク ス spp.
由 来 の 抗 原 物 質 と 、 医 薬 的 に 許 容 し う る 担 体 と を 含 む 。 別 の 態 様 で は 、 組 合 せ ワ ク チ ン は
、 ATCCア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 PTA-4926と 命 名 さ れ た 弱 毒 化 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス ア イ ソ レ
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ー ト と 、 ブ タ コ レ ラ 菌 及 び ブ タ 丹 毒 菌 由 来 の 抗 原 物 質 と 、 医 薬 的 に 許 容 し う る 担 体 と を 含
む 。
　 別 の 態 様 で は 、 組 合 せ ワ ク チ ン は 、 ATCCア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 PTA-4926と 命 名 さ れ た 弱 毒
化 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス ア イ ソ レ ー ト と 、 少 な く と も １ 種 の 他 の 病 原 （ 限 定 す る も の で
は な い が 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム spp.（ 例 え ば 、 破 傷 風 菌 ） 、 ウ マ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス (E
IV)(例 え ば 、 EIV-1、 EIV-2)、 ウ マ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス (EHV)(例 え ば 、 EHV-1、 EHV-2、 EHV-3
、 EHV-4、 EHV-5、 EHV-6、 EHV-7)、 ア ル フ ァ ウ イ ル ス (例 え ば 、 東 部 脳 炎 ウ イ ル ス 、 西 部 脳
炎 ウ イ ル ス 、 ベ ネ ズ エ ラ 脳 脊 髄 炎 ウ イ ル ス )、 又 は 西 ナ イ ル ウ イ ル ス が 挙 げ ら れ る ） と 、
医 薬 的 に 許 容 し う る 担 体 と を 含 む 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 一 般 的 に 、 疑 い の あ る 動 物 、 好 ま し く は ブ タ に １ 又 は 複 数 用 量 で
投 与 さ れ る 。 生 ワ ク チ ン 又 は 死 菌 ワ ク チ ン を １ 回 又 は ２ 週 間 間 隔 で ２ 回 投 与 す る こ と が で
き る 。 弱 毒 化 し た 生 ワ ク チ ン で は 、 １ 回 投 与 が 好 ま し い 。 弱 毒 化 生 ア イ ソ レ ー ト の 好 ま し
い 投 与 経 路 は 筋 肉 内 、 経 口 又 は 鼻 腔 内 で あ る が 、 死 菌 ワ ク チ ン で は 筋 肉 内 及 び 皮 下 注 射 経
路 が 最 も 好 ま し い 。
　 原 因 と な る 細 菌 を 培 養 す る た め に 必 要 な 時 間 に よ っ て PPEの 効 果 的 な 診 断 も 邪 魔 さ れ て
い る 。 本 発 明 の 結 果 と し て 、 今 や 、 PPEの 疑 い の あ る ブ タ 及 び 他 の 動 物 か ら 採 取 し た 生 体
試 料 中 の L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 存 在 の 迅 速 か つ 正 確 な ア ッ セ イ を 促 進 す る 診 断 ツ ー ル
の 開 発 が 可 能 で あ る 。
　 ELISA又 は 免 疫 蛍 光 抗 体 試 験 （ “ IFA” ） の よ う な 他 の イ ム ノ ア ッ セ イ で 欧 州 起 源 の L. 
イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 細 菌 、 又 は 該 細 菌 由 来 の 成 分 を 抗 原 と し て 用 い て 該 細 菌 に 感 染 し て い
る 疑 い の あ る 動 物 の 血 清 及 び 他 の 体 液 中 の L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス に 対 す る 抗 体 を 検 出 す
る こ と が で き る 。 現 在 好 ま し い イ ム ノ ア ッ セ イ は 下 記 実 施 例 で 述 べ る よ う な IFAで あ る 。
或 い は 、 本 発 明 の 細 菌 を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ で 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い ELISA手 順 は 以 下 の と お り で あ る 。
１ ． コ ー テ ィ ン グ 緩 衝 液 に 希 釈 し た 0.1ml/ウ ェ ル の 抗 原 を 添 加 す る 。 ４ ℃ で 18時 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト す る 。
２ ． PBSで ３ 回 洗 浄 す る 。
３ ． プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 0.25mlの ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 を 添 加 す る 。 37℃ で １ ～ ２ 時 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト す る 。
４ ． 洗 浄 緩 衝 液 で ３ 回 洗 浄 す る 。
５ ． ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 に 血 清 を 希 釈 し 、 プ レ ー ト の 第 １ ウ ェ ル に 0.1ml添 加 す る 。 プ レ
ー ト を ま た が る 連 続 的 な １ ： ２ 希 釈 物 を 作 る 。 37℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
６ ． 洗 浄 緩 衝 液 で ３ ～ ５ 回 洗 浄 す る 。
７ ． ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 に 抱 合 体 を 希 釈 し 、 プ レ ー ト の ウ ェ ル に 0.1ml添 加 し 、 37℃ で １
時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
８ ． 洗 浄 緩 衝 液 で ３ ～ ５ 回 洗 浄 す る 。
９ ． 基 質 を 添 加 す る 。
10． 分 光 光 度 計 で 光 の 吸 収 を 測 定 す る 。
11． 抗 原 を 添 加 し な い ウ ェ ル を ブ ラ ン ク と し て 使 用 す る 。
12． 各 試 験 で 正 及 び 負 の 対 照 ブ タ 血 清 も 使 用 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 好 ま し い ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 手 順 は 以 下 の と お り で あ る 。
１ ． 抗 原 を 12％ SDS-PAGE上 に 流 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 移 す 。
２ ． 膜 を ２ 時 間 ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 に 入 れ る 。
３ ． ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 を 除 去 し 、 PBSで １ 分 間 洗 い 流 す 。
４ ． ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 に 血 清 を 希 釈 し 、 膜 に 添 加 す る 。 室 温 で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す
る 。
５ ． 洗 浄 緩 衝 液 で ３ 回 洗 浄 す る （ 各 洗 浄 ５ 分 間 ） 。
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６ ． 抱 合 体 を ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 に 希 釈 し 、 膜 に 添 加 す る 。 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
す る 。
７ ． 洗 浄 緩 衝 液 で ３ 回 洗 浄 す る 。
８ ． 10分 間 又 は 強 い バ ン ド が 現 れ る ま で 基 質 を 添 加 す る 。
９ ． PBSで 洗 い 流 す 。
10． 空 気 乾 燥 さ せ 、 暗 所 で 貯 蔵 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 欧 州 起 源 の L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 細 菌 、 又 は 該 細 菌 由 来 の 成 分 を 用 い て 診 断
、 予 防 、 又 は 治 療 用 途 の 抗 血 清 又 は 抗 体 を 調 製 す る こ と も で き る 。 技 術 的 に 公 知 の 方 法 及
び 本 明 細 書 で 述 べ る 方 法 に よ り 、 本 発 明 の 欧 州 起 源 の L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 細 菌 、 又 は
該 細 菌 由 来 の 成 分 を 非 ヒ ト 動 物 に 免 疫 反 応 を 誘 発 す る の に 有 効 な 量 で 投 与 し て 、 L. イ ン
ト ラ セ ル ラ リ ス 細 菌 、 又 は 該 細 菌 由 来 の 成 分 に 対 す る 抗 体 を 含 有 す る 抗 血 清 若 し く は 血 漿
を 収 集 す る こ と が で き る 。
　 以 下 の 実 施 例 で 本 発 明 を さ ら に 説 明 す る が 、 こ の 実 施 例 は 説 明 目 的 だ け の た め に 提 供 し
た も の で あ り 、 限 定 と 解 釈 す べ き で な い 。 実 際 、 当 業 者 に は 、 本 発 明 の 他 の 変 形 が 容 易 に
分 か る だ ろ う 。
　 本 明 細 書 の す べ て の 刊 行 物 及 び 特 許 文 献 は 、 参 照 に よ っ て そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 取 り 込
ま れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 〔 実 施 例 １ 〕
　 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス ワ ク チ ン の 製 造
　 〔 ブ タ 増 殖 性 腸 疾 患 (PPE)の 欧 州 ブ タ の 腸 由 来 の L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 単 離 及 び 弱 毒
化 〕
　 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 毒 性 ア イ ソ レ ー ト DK 15540(本 明 細 書 で は DK 15540、 DK-15540及
び 15540を 相 互 交 換 可 能 に 使 用 す る )は 、 急 性 ブ タ 出 血 性 腸 疾 患 に 感 染 し て い る デ ン マ ー ク
ブ タ の 回 腸 ホ モ ジ ネ ー ト か ら ミ ネ ソ タ 大 学 で 単 離 さ れ た 。 こ の ア イ ソ レ ー ト は 、 ブ ダ ペ ス
ト 条 約 下 、 米 国 菌 培 養 収 集 所 (ATCC), 10801 University Boulevard, Manassas, Virginia
 20110-2209に よ っ て 2003年 1月 9日 に 寄 託 さ れ 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 PTA-4927が 割 り 当 て
ら れ て い る 。 単 離 プ ロ セ ス は 、 回 腸 由 来 の 粘 膜 を 小 片 に し 、 ホ モ ジ ネ ー ト し 、 30分 間 ト リ
プ シ ン 処 理 し 、 か つ 組 織 グ ラ イ ン ダ ー を 通 す 工 程 を 含 む 。 次 に 、 回 腸 ホ モ ジ ネ ー ト を 5.0
、 1.0、 及 び 0.65μ mか ら 成 る 一 連 の フ ィ ル タ ー を 通 し た 。 ホ モ ジ ネ ー ト を 、 10％ ウ シ 胎 児
血 清 (FBS)を 有 す る ス ク ロ ー ス ホ ス フ ェ ー ト グ ル タ メ ー ト 緩 衝 液 に 希 釈 し た 。 一 定 分 量 (６
× 1ml)の ホ モ ジ ネ ー ト を 調 製 し 、 -70℃ 未 満 で 貯 蔵 し た 。 ホ モ ジ ネ ー ト を 接 種 材 料 と し て
用 い て T-75cm 2 フ ラ ス コ の McCoy細 胞 を 感 染 さ せ た 。 McCoy細 胞 感 染 に つ い て McCoy細 胞 単 層
を 小 片 に し 、 塩 化 カ リ ウ ム 処 理 で 細 胞 を 溶 か し 、 か つ そ の 濃 縮 細 胞 ペ レ ッ ト を 、 L. イ ン
ト ラ セ ル ラ リ ス に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 用 い て IFAで 染 色 し た 顕 微 鏡 ス ラ イ ド ガ
ラ ス 上 に 置 く こ と に よ っ て 培 養 物 を 毎 日 モ ニ タ ー し た 。 固 着 剤 依 存 性 細 胞 培 養 で 11回 継 代
後 、 継 代 11か ら 得 た 接 種 材 料 を 、 McCoy細 胞 を 含 有 す る 250mlの ス ピ ナ ー フ ラ ス コ に 移 し 、
収 穫 ま で 懸 濁 状 態 で 育 て た 。 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の デ ン マ ー ク ア イ ソ レ ー ト （ ATCCア
ク セ ッ シ ョ ン 番 号 PTA-4927） を 80週 間 McCoy細 胞 中 で 連 続 的 な イ ン ビ ト ロ 継 代 で 弱 毒 化 し
、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 で ア イ デ ン テ ィ テ ィ ー に つ い て 試 験 し た 。 こ の 弱 毒 化 ア イ ソ レ ー ト
を B3903（ B3903、 B 3903及 び B-3903は 本 明 細 書 で は 相 互 交 換 可 能 に 使 用 さ れ る ） と 命 名 し
た 。 ア イ ソ レ ー ト B3903は ブ ダ ペ ス ト 条 約 下 、 米 国 菌 培 養 収 集 所 , 10801 University Boul
evard, Manassas, Virginia 20110-2209に よ っ て 2003年 1月 9日 に 寄 託 さ れ 、 ア ク セ ッ シ ョ
ン 番 号 PTA-4926が 割 り 当 て ら れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 〔 培 養 〕
　 〔 同 定 〕
　 特 徴 的 な 成 長 要 求 、 PCR反 応 、 及 び モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 反 応 を 用 い て L. イ ン ト ラ セ ル ラ
リ ス マ ス タ ー 種 及 び ワ ー キ ン グ 種 物 質 を 同 定 し た 。
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　 〔 純 度 〕
　 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の マ ス タ ー 種 及 び ワ ー キ ン グ 種 の 純 度 は 、 培 養 物 を モ ノ ク ロ ナ
ー ル 抗 体 染 色 、 細 菌 や ウ イ ル ス の 通 常 の 外 来 性 因 子 試 験 及 び 無 菌 性 マ イ コ プ ラ ズ マ 試 験 に
よ っ て 決 定 し た 。
　 〔 毒 性 〕
　 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の マ ス タ ー 種 は 、 下 記 実 施 例 ２ で さ ら に 説 明 す る よ う に 、 毒 性 L
. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 暴 露 後 の 疑 い の あ る ブ タ で 観 察 さ れ る 臨 床 徴 候 及 び 肉 眼 で 見 え る
傷 害 を 生 じ さ せ る よ う な マ ス タ ー 種 及 び 逆 継 代 接 種 材 料 の 能 力 の 欠 如 に よ っ て 示 さ れ る よ
う に 毒 性 で な か っ た 。
　 〔 継 代 培 養 の 範 囲 〕
　 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 生 成 か ら 最 後 に 収 集 さ れ る 物 質 は マ ス タ ー 種 か ら 11継 代 を 超
え な か っ た 。
　 〔 培 地 組 成 〕
　 EU McCoyマ ス タ ー 細 胞 ス ト ッ ク (MCS)は 、 ハ ム の 強 化 F12(Ham's Fortified F12)を 有 す
る ダ ル ベ ッ コ の 変 性 イ ー グ ル 培 地 (DMEM/F12)及 び １ ～ 10％ (v/v)の 新 生 ウ シ 血 清 (NBS)又 は
胎 児 ウ シ 血 清 (FBS)(細 胞 増 殖 及 び 維 持 培 地 )で 増 殖 か つ 維 持 し た 。
　 マ ス タ ー 種 及 び ワ ー キ ン グ 種 は 、 １ ～ 10％ (v/v)の NBS又 は FBS及 び ５ ～ 15％ (v/v)グ リ セ
ロ ー ル を 有 す る DMEM/F12(マ ス タ ー 種 及 び ワ ー キ ン グ 種 貯 蔵 培 地 )中 で 貯 蔵 し た 。
　 最 終 収 集 産 物 は ス ク ロ ー ス ゼ ラ チ ン 安 定 剤 (SGS)(最 終 産 物 貯 蔵 培 地 )内 で 貯 蔵 し た 。
　 〔 繁 殖 〕
　 上 述 し た 細 胞 増 殖 及 び 維 持 培 地 を 用 い て EU McCoy MCS内 で L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の マ
ス タ ー 種 及 び ワ ー キ ン グ 種 を 繁 殖 さ せ 、 約 -35℃ 以 下 で 貯 蔵 し た 。
　 〔 組 織 源 〕
　 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 種 及 び 生 成 生 物 を McCoyマ ス タ ー 細 胞 ス ト ッ ク 内 で 増 殖 さ せ た (A
TCCア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 CRL 1696、 バ ッ チ 番 号 F-10422)。 マ ス タ ー 細 胞 ス ト ッ ク を 継 代 Ｘ
で 3894MMCSSと 同 定 し た 。 マ ス タ ー 細 胞 ス ト ッ ク を さ ら に ６ 回 継 代 し 、 EU McCoy MCS X+0
と 同 定 し た 。 EU McCoy MCS継 代 X+0を -70℃ ± ５ ℃ 以 下 で 貯 蔵 し た 。 EU McCoy MCS細 胞 株 継
代 培 養 内 で 40 t h 継 代 を 経 て 生 産 ワ ク チ ン を 製 造 し た 。
　 〔 培 養 容 器 〕
　 25～ 150cm 2 の 表 面 積 を 有 す る 組 織 培 養 フ ラ ス コ 内 、 Costar細 胞 キ ュ ー ブ 内 、 850cm 2 ～ 2,
2250cm 2 の ロ ー ラ ー ボ ト ル 内 、 40Ｌ 容 量 ま で の ス ピ ナ ー フ ラ ス コ 内 、 及 び ３ Ｌ ～ 500Ｌ の 容
量 を 有 す る バ イ オ リ ア ク タ ー 内 で EU McCoy MCSを 繁 殖 さ せ た 。
　 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 種 培 養 は 250～ 40,000mlの ス ピ ナ ー フ ラ ス コ 内 、 850cm 2 ～ 2,25
0cm 2 ロ ー ラ ー ボ ト ル 内 、 25～ 150cm 2 の 表 面 積 を 有 す る 組 織 培 養 フ ラ ス コ 内 、 又 は ３ Ｌ ～ 50
0Ｌ の 容 量 を 有 す る バ イ オ リ ア ク タ ー 内 で 増 殖 さ せ た 。
　 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 生 産 培 養 は ６ Ｌ ～ 40Ｌ の ス ピ ナ ー フ ラ ス コ 内 又 は ３ Ｌ ～ 500Ｌ
の 容 量 を 有 す る バ イ オ リ ア ク タ ー 内 で 増 殖 さ せ た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 〔 播 種 又 は 接 種 用 懸 濁 液 の 調 製 方 法 〕
　 〔 播 種 培 養 〕
　 凍 結 し た 又 は 新 鮮 な L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス マ ス タ ー 種 又 は 拡 張 ワ ー キ ン グ 種 を 室 温 (25
℃ ± ３ ℃ )又 は 37℃ ± ２ ℃ で 解 凍 し た 。 予 め McCoy細 胞 を 50,000～ 500,000細 胞 /mlの 細 胞 密
度 で 播 い た バ イ オ リ ア ク タ ー 、 ス ピ ナ ー フ ラ ス コ 又 は ボ ト ル を １ ～ 10％ (v/v)の 濃 度 又 は 0
.08～ 1.0の MOIに L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス で 感 染 さ せ た 。 86％ Ｎ 2 、 ４ ％ Ｈ 2 及 び 10％ Ｃ Ｏ 2

の 気 体 混 合 物 で 覆 う こ と に よ っ て 酸 素 濃 度 を 低 減 下 で 感 染 培 養 を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 37
℃ ± ２ ℃ 、 pH6.7～ 7.3で 培 養 物 を 連 続 的 に 撹 拌 し な が ら (10～ 100rpm)３ ～ 10日 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し て 、 細 胞 が 懸 濁 状 態 の ま ま で 十 分 な 混 合 を 維 持 し た 。
　 〔 生 産 培 養 〕
　 凍 結 し た 又 は 新 鮮 な L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス マ ス タ ー 種 又 は 拡 張 ワ ー キ ン グ 種 を 室 温 (25
℃ ± ３ ℃ )又 は 37℃ ± ２ ℃ で 解 凍 し た 。 予 め McCoy細 胞 を 50,000～ 500,000細 胞 /mlの 細 胞 密
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度 で 播 い た バ イ オ リ ア ク タ ー 又 は ス ピ ナ ー フ ラ ス コ (容 量 ３ Ｌ ～ 500Ｌ )を １ ～ 10％ (v/v)の
濃 度 又 は 0.08～ 1.0の MOIに L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス で 感 染 さ せ た 。 96％ Ｎ 2 、 ４ ％ Ｈ 2 の 気
体 混 合 物 で 覆 い 或 い は 該 気 体 混 合 物 を 吹 き 込 む こ と に よ っ て 酸 素 濃 度 低 減 下 で 感 染 培 養 を
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 37℃ ± ２ ℃ 、 pH6.7～ 7.3で 培 養 を 連 続 的 に 撹 拌 し な が ら (10～ 100rp
m)３ ～ ８ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 細 胞 が 懸 濁 状 態 の ま ま で 十 分 な 混 合 を 維 持 し た 。
　 〔 種 培 養 と 生 産 培 養 の 接 種 法 〕
　 〔 種 培 養 〕
　 10％ (v/v)ま で の マ ス タ ー 種 を 、 増 殖 培 地 中 で ０ ～ ７ 日 の McCoy細 胞 を 播 い た バ イ オ リ ア
ク タ ー 、 ス ピ ナ ー フ ラ ス コ 又 は ボ ト ル に 接 種 し た （ MOI＝ 0.08～ 1.0） 。
　 〔 生 産 培 養 〕
　 10％ (v/v)ま で の 生 産 種 を 、 ３ Ｌ ～ 500Ｌ 容 量 の 容 器 中 、 適 切 な McCoy細 胞 密 度 で ０ ～ ７
日 の McCoy細 胞 を 播 い た 適 切 な 体 積 の 増 殖 培 地 に 接 種 し た （ MOI＝ 0.08～ 1.0） 。
　 〔 微 生 物 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 〕
　 低 酸 素 雰 囲 気 下 で ３ ～ 10日 間 37℃ ± ２ ℃ で 培 養 物 を 撹 拌 し な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト し て 懸
濁 液 を 維 持 し た 。 さ ら な る 培 地 及 び ／ 又 は McCoy細 胞 を 添 加 し て 増 殖 プ ロ セ ス を 継 続 す る
こ と が で き る 。
　 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 間 、 多 量 の 増 殖 の 証 拠 又 は コ ン タ ミ ネ ー シ ョ ン の 徴 候 に つ い て 肉
眼 で 培 養 物 を 観 察 し た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 収 集 ：
　 〔 培 養 物 の 取 扱 い 及 び 調 製 〕
　 間 接 蛍 光 抗 体 (IFA)染 色 に よ っ て 細 菌 の 十 分 な 増 殖 の 徴 候 を 調 べ た 。 培 養 物 は 、 典 型 的
に 60～ 100％ の 細 胞 感 染 力 を 示 す 用 意 が で き て い た 。 感 染 率 は 、 少 な く と も ３ つ の 領 域 （
各 領 域 は 表 面 積 の 少 な く と も 80％ を 満 た す の に 十 分 な McCoy細 胞 を 含 有 す る ） の 観 察 に よ
っ て 決 定 し た 。 約 50％ の 細 胞 が 細 菌 で 満 た さ れ て い る 場 合 に 感 染 し た と み な す 。
　 収 集 培 養 の 力 価 は 、 特 異 的 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 (抗 -L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス モ ノ ク ロ ナ
ー ル 抗 体 VPM 53 Lot 31599又 は 均 等 物 ； 抗 -マ ウ ス IgG-フ ル オ レ ッ セ イ ン 抱 合 体 (FITC)(IC
N番 号 55499))を 用 い て 37℃ ± ２ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 ６ 日 に 固 定 か つ 染 色 し た McCoy
細 胞 上 の 試 料 の 滴 定 に よ っ て 調 べ た 。
　 コ ン タ ミ ネ ー シ ョ ン の い ず れ の 明 白 な 徴 候 に つ い て も 培 養 物 を 目 視 検 査 し た 。 接 種 後 ３
～ 10日 に 収 集 を 行 っ た 。
　 〔 収 集 法 及 び 特 定 化 〕
　 生 産 培 養 バ イ オ リ ア ク タ ー 、 ス ピ ナ ー フ ラ ス コ 及 び ボ ト ル 中 の 細 胞 と 液 状 物 の 一 部 又 は
す べ て を 無 菌 の 受 容 器 に 収 集 し た 。 各 生 産 培 養 バ イ オ リ ア ク タ ー 、 ス ピ ナ ー フ ラ ス コ 及 び
ボ ト ル か ら 別 個 に 収 集 し 、 或 い は い く つ か の 容 器 の 中 身 を SGSを 添 加 し て プ ー ル し 、 １ ℃
～ ７ ℃ 以 下 で 貯 蔵 し た 。 収 集 し た 生 産 培 養 物 は 、 TCID 5 0 に よ る 力 価 と IFA染 色 に よ る 同 定
用 に サ ン プ リ ン グ し た 。 生 産 培 養 物 は IFA染 色 で 少 な く と も 4.9TCID 5 0 /mlを 示 し 、 顕 微 鏡
観 察 で い ず れ の コ ン タ ミ ネ ー シ ョ ン の 痕 跡 も 無 か っ た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ワ ク チ ン 製 品 の 調 製 ：
　 〔 濃 縮 法 〕
　 種 々 の 方 法 、 例 え ば 、 デ カ ン テ ー シ ョ ン 後 の 上 清 で 培 養 物 を 安 定 さ せ る こ と に よ っ て 、
メ ン ブ ラ ン ろ 過 （ 0.22μ m以 下 ） 、 潅 流 、 又 は 遠 心 分 離 に よ っ て ワ ク チ ン 製 品 を 濃 縮 す る
こ と が で き る 。
　 〔 ス ク ロ ー ス ゼ ラ チ ン 安 定 剤 (SGS)〕
　 SGSバ ッ チ サ イ ズ の 約 25％ の 最 終 総 体 積 で ゼ ラ チ ン を 脱 イ オ ン 水 又 は 注 射 用 水 と 混 合 し
て 121℃ で 120分 間 オ ー ト ク レ ー ブ 内 で 加 水 分 解 す る こ と に よ っ て 加 水 分 解 ゼ ラ チ ン 溶 液 を
調 製 す る 。
　 次 に 、 こ の 加 水 分 解 ゼ ラ チ ン 溶 液 (40.0g/L)を SGSバ ッ チ サ イ ズ の 約 75％ の 最 終 総 体 積 で
脱 イ オ ン 水 又 は 注 射 用 水 と 混 合 し た 。 水 酸 化 カ リ ウ ム (AR)(0.548g/L)、 L-グ ル タ ミ ン 酸 (1
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.440g/L)、 リ ン 酸 二 カ リ ウ ム (AR)(2.508g/L)、 リ ン 酸 二 水 素 カ リ ウ ム (AR)(1.030g/L)、 及
び ス ク ロ ー ス (AR)(150.00g/L)を 加 え 、 溶 液 を 完 全 に 混 合 し た 。 安 定 剤 の pHを 塩 酸 又 は 水
酸 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 で 6.8～ 7.0に 調 整 し た 。 脱 イ オ ン 水 又 は 注 射 用 水 を 加 え て 所 望 最 終 体
積 の SGSに し た 。 こ の 完 成 安 定 剤 を 完 全 に 混 合 し 、 全 溶 液 を 0.1ミ ク ロ ン フ ィ ル タ ー に 通 す
ろ 過 で 滅 菌 し た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 シ リ ア ル を 作 る た め の ユ ニ ッ ト の 構 築 例 を 表 １ に 示 す 。

表 １
　
　
　
　
　
　
　 平 均 シ リ ア ル の 体 積 は 50Ｌ ～ 500Ｌ だ っ た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 〔 凍 結 乾 燥 〕
　 10用 量 サ イ ク ル (6.0ml充 填 )で は 表 ２ 、 50/100用 量 サ イ ク ル (10.0ml充 填 )で は 表 ３ に 概
要 を 示 す 手 順 に 従 っ て ワ ク チ ン 製 品 を 凍 結 乾 燥 し た 。

表 ２
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 　 総 時 間 ： 1352分 (22.5時 間 )
　 　 * 凍 結 乾 燥 器 の 装 填 の 間 ５ ℃ ± ２ ℃ に 棚 を 予 備 冷 却 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】

表 ３
　
　
　
　
　
　
　
　
　 　 総 時 間 ： 2370分 (39.5時 間 )
　 　 * 凍 結 乾 燥 器 の 装 填 の 間 ５ ℃ ± ２ ℃ に 棚 を 予 備 冷 却 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 〔 実 施 例 ２ 〕
　 〔 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス ワ ク チ ン の 安 全 性 〕
　 目 的 ：
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　 こ の 研 究 の 目 的 は ２ つ あ っ た 。 こ の 研 究 の 第 １ の 目 的 は 、 ６ と 1/2週 齢 の ブ タ で L. イ ン
ト ラ セ ル ラ リ ス の ３ つ の 異 な る 低 継 代 ア イ ソ レ ー ト （ ２ つ は 米 国 起 源 で １ つ は 欧 州 起 源 ）
に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 の 発 生 率 を 観 察 し て 比 較 す る こ と だ っ た 。 第 ２ の 目 的 は 、 ６
と 1/2週 齢 の ブ タ に お け る L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の ２ つ の 高 継 代 ア イ ソ レ ー ト （ 両 方 と も
欧 州 起 源 ） の 安 全 性 を 観 察 す る こ と だ っ た 。
　 〔 材 料 と 方 法 〕
　 〔 試 験 物 質 〕
　 １ ． L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 低 継 代 米 国 ア イ ソ レ ー ト N343
　 ２ ． L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 低 継 代 米 国 ア イ ソ レ ー ト N101494
　 ３ ． L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 低 継 代 欧 州 ア イ ソ レ ー ト DK 15540 p20
　 ４ ． L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 高 継 代 欧 州 ア イ ソ レ ー ト DK 15540 p60
　 ５ ． L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 高 継 代 欧 州 ア イ ソ レ ー ト DK 15540 p80（ マ ス タ ー 種 名 B3903
） 。
　 〔 試 験 物 質 の 調 製 〕
　 低 継 代 ア イ ソ レ ー ト は 、 McCoy細 胞 懸 濁 液 で 単 離 後 10～ 20週 間 継 続 し て 増 殖 さ せ た 。 高
継 代 ア イ ソ レ ー ト は 、 McCoy細 胞 懸 濁 液 で 単 離 後 60～ 80週 間 継 続 し て 増 殖 さ せ た 。 す べ て
の 培 養 物 を 10,000RPMで 15分 間 遠 心 分 離 に よ っ て 収 集 し た 。 ロ ー ソ ニ ア を 含 有 す る McCoy細
胞 培 養 ペ レ ッ ト を 、 10％ FBSを 有 す る ス ク ロ ー ス -ホ ス フ ェ ー ト -グ ル タ メ ー ト (SPG)溶 液 に
再 懸 濁 さ せ た 。
　 〔 試 験 物 質 の 貯 蔵 〕
　 収 集 し た 培 養 物 は 誘 発 (challenge)の 日 ま で -70℃ で 貯 蔵 し た 。 同 一 の ア イ ソ レ ー ト で あ
る が 種 々 の 収 集 日 付 の 誘 発 用 培 養 物 を 解 凍 し 、 プ ラ ス チ ッ ク の ワ ク チ ン ボ ト ル に 一 緒 に 入
れ 、 標 識 し 、 か つ 誘 発 の 時 ま で ４ ℃ 又 は 氷 上 で 貯 蔵 し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 〔 試 験 物 質 の ア ッ セ イ 〕
　 プ ー ル し た す べ て の 誘 発 用 ア イ ソ レ ー ト に つ い て 誘 発 の 時 （ 日 ０ ） に TCID 5 0 を 行 っ た 。
平 均 タ イ タ ー (ｎ ＝ ３ )(TCID 5 0 /ml)は 下 表 ４ の と お り だ っ た 。

表 ４
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ １ 】
　 〔 研 究 設 計 〕
　 こ の 研 究 は ５ つ の 実 験 群 と １ つ の 対 照 群 か ら 成 る 。 研 究 の 日 ０ に 、 １ 群 （ 10匹 の ブ タ 、
６ と 1/2週 齢 ） は 、 １ 回 の 10ml又 は 等 価 な 胃 内 (IG)用 量 の L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 低 継 代 米
国 ア イ ソ レ ー ト N343を 受 け た 。 ２ 群 （ 10匹 の ブ タ 、 ６ と 1/2週 齢 ） は 、 １ 回 の 10ml又 は 等
価 な IG用 量 の L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 低 継 代 米 国 ア イ ソ レ ー ト N101494を 受 け た 。 ３ 群 （ 10
匹 の ブ タ 、 ６ と 1/2週 齢 ） は 、 １ 回 の 10ml又 は 等 価 な IG用 量 の L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 低 継
代 欧 州 ア イ ソ レ ー ト DK15540 p20を 受 け た 。 ４ 群 （ 10匹 の ブ タ 、 ６ と 1/2週 齢 ） は 、 １ 回 の
10ml又 は 等 価 な IG用 量 の L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 低 継 代 欧 州 ア イ ソ レ ー ト DK15540 60週 を
受 け た 。 ５ 群 （ 20匹 の ブ タ 、 ６ と 1/2週 齢 ） は 、 １ 回 の 10ml又 は 等 価 な IG用 量 の L. イ ン ト
ラ セ ル ラ リ ス 低 継 代 欧 州 ア イ ソ レ ー ト DK15540 p80を 受 け た 。 “ 真 正 対 照 ” と 命 名 し た ６
群 （ 10匹 の ブ タ 、 ６ と 1/2週 齢 ） は 処 理 を 受 け な か っ た 。
　 適 切 な 試 験 動 物 の 研 究 の 開 始 か ら 誘 発 の 日 ま で 毎 日 健 康 観 察 を 行 っ た 。 １ ～ ４ の 尺 度 で
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誘 発 の 日 (日 ０ )か ら 研 究 の 終 了 (日 21)ま で 毎 日 臨 床 的 な 健 康 (挙 動 、 食 欲 、 身 体 状 態 、 被
毛 状 態 、 及 び 糞 便 の 堅 さ )を 決 め た 。 誘 発 の 日 (日 ０ )か ら 研 究 終 了 日 (日 21)ま で 毎 日 の 平
均 増 量 (ADWG)を 計 算 し た 。 糞 便 に よ る L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 排 出 を 日 ０ 、 ７ 、 14、 及
び 21に 評 価 し た 。 研 究 中 に 死 亡 し た １ 匹 （ １ 群 ） の 動 物 を 肉 眼 で 見 え る 傷 害 と 顕 微 鏡 で 見
え る ほ ど の 傷 害 に つ い て 調 べ た 。 組 織 学 及 び PCR解 析 で 確 認 し て PPEに 附 随 す る 傷 害 に よ る
も の と 決 定 し ； こ の 動 物 は 置 き 換 え な か っ た 。 糞 便 中 の ロ ー ソ ニ ア 含 量 の 定 量 分 析 は 、 回
腸 と 結 腸 に 関 す る L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス に つ い て の 組 織 学 的 評 価 と 共 に PCRに よ っ て 評 価
し た 。 研 究 の 日 ０ 、 ７ 、 14、 及 び 21に 血 清 を 収 集 し た 。

【 ０ ０ ３ ２ 】
　 結 果 ：
　 〔 研 究 結 果 の 要 約 〕

表 ５
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 〔 一 般 的 観 察 〕
　 誘 発 ま で 毎 日 健 康 を 観 察 し た 。 研 究 持 続 期 間 の 誘 発 後 毎 日 動 物 の 臨 床 状 態 を 評 価 し た 。
以 下 の こ と を 観 察 し た ： 挙 動 、 食 欲 、 身 体 状 態 、 被 毛 状 態 及 び 糞 便 の 堅 さ 。 こ れ ら 動 物 の
臨 床 状 態 は 、 病 気 の 重 症 度 を 反 映 す る 数 値 ポ イ ン ト シ ス テ ム に 基 づ い て 評 価 し た 。 各 パ ラ
メ ー タ ー に つ い て ス コ ア は １ ～ ４ の 範 囲 で あ る 。 正 常 な 健 康 状 況 の 動 物 に ス コ ア １ を 与 え
、 重 度 の 臨 床 徴 候 を 示 す 動 物 に ス コ ア ３ を 与 え 、 死 亡 し た 動 物 に ス コ ア ４ を 与 え た 。 真 正
対 照 、 DK15540p60、 及 び DK15540p80の 毎 日 の 平 均 ス コ ア は 5.0だ っ た 。 低 継 代 物 質 に つ い
て の 毎 日 の 平 均 ス コ ア は 、 N343(5.23)、 N101494(5.15)、 及 び DK15540p20(5.01)だ っ た 。
こ れ ら 結 果 に つ い て の 統 計 解 析 は 、 Kruskal-Wallis Rank Sum Testを 用 い て 処 理 群 と 対 照
群 と の 間 に 差 異 を 示 さ な か っ た 。
　 〔 毎 日 の 平 均 増 量 (ADWG)〕
　 誘 発 の 時 (日 ０ )か ら 研 究 の 終 了 (日 21)ま で 毎 日 の 平 均 増 量 を 計 算 し た 。 真 正 対 照 群 の １
日 当 た り の 平 均 増 量 は 408ｇ (0.9ポ ン ド )だ っ た 。 低 継 代 処 理 群 の 平 均 増 量 は 、 272ｇ (0.6
ポ ン ド )(N343)、 363ｇ (0.8ポ ン ド )(N101494)、 及 び 390ｇ (0.86ポ ン ド )(DK15540 p20)/日
だ け だ っ た 。 高 継 代 処 理 群 は 、 誘 発 を 受 け な か っ た 真 正 対 照 群 と 比 べ て １ 日 当 た り の 平 均
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増 量 は 同 じ か そ れ 以 上 で あ り 、 そ れ ぞ れ 408ｇ (0.9ポ ン ド )/日 (DK15540p60)及 び 476ｇ (1.0
5ポ ン ド )/日 (DK15540p80)だ っ た 。 毎 日 の 平 均 増 量 の 平 均 的 な 相 異 は 、 本 研 究 の 日 21に お
け る 高 継 代 処 理 群 (DK15540p60及 び p80)と 真 正 対 照 群 に 比 し 、 N343処 理 群 で は 有 意 に 低 か
っ た 。 （ ピ ア ソ ン χ -二 乗 ｐ ＜ 0.05） 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 〔 抗 体 陽 転 〕
　 IFATア ッ セ イ で 抗 -ロ ー ソ ニ ア 抗 体 の 存 在 に つ い て 試 験 す る こ と に よ っ て ブ タ に お け る
ロ ー ソ ニ ア 暴 露 に 対 す る 抗 体 陽 転 を 測 定 し た 。 日 ０ に は 、 N343処 理 群 だ け が 2/10匹 の ブ タ
で 検 出 で き る 抗 体 陽 転 が 認 め ら れ た 。 日 ７ で は 、 2/9匹 の ブ タ (N343)及 び 1/10匹 の ブ タ (DK
15540p20)が ロ ー ソ ニ ア 抗 体 に つ い て IFAポ ジ テ ィ ブ が 観 察 さ れ た 。 日 14で は 、 N343処 理 群
で 2/9匹 の ブ タ が IFAポ ジ テ ィ ブ で あ り 、 DK15540p20及 び DK15540p60で そ れ ぞ れ 1/10匹 の ブ
タ が IFAポ ジ テ ィ ブ だ っ た 。 日 21で は 、 1/10匹 の ブ タ (N343)、 4/10匹 の ブ タ (N101494)及 び
6/10匹 の ブ タ (DK15540p20)が IFAポ ジ テ ィ ブ で あ る が 、 高 継 代 処 理 群 (DK15540p60及 び DK15
540p80)は 検 出 で き る 抗 体 陽 転 を 示 さ な い 。 ロ ー ソ ニ ア 暴 露 に 対 す る 抗 体 陽 転 は 、 本 研 究
の 日 21で 米 国 と 欧 州 の 両 ア イ ソ レ ー ト の 低 継 代 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス を 受 け る 処 理 群 で
増 え た 。
　 〔 糞 便 排 出 〕
　 糞 便 の PCR試 験 に よ り 、 日 14に L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 排 出 が 始 ま る こ と が 分 か り 、 こ
の 日 に 、 試 験 し た 低 継 代 動 物 N343で 4/9匹 、 N101494で 4/10匹 、 及 び DK15540p20で 5/10匹 が
ポ ジ テ ィ ブ だ っ た 。 両 高 継 代 処 理 群 と 真 正 対 照 群 は 日 14で は PCRネ ガ テ ィ ブ だ っ た 。 日 21
に 、 DK15540p20処 理 群 は １ 匹 の 動 物 が PCRポ ジ テ ィ ブ で あ る が 、 他 の す べ て の 群 及 び 対 照
群 は PCRネ ガ テ ィ ブ だ っ た 。 研 究 全 体 で PCRに よ り 高 継 代 ア イ ソ レ ー ト 群 (DK15540p60及 び D
K15540p80)で は 排 出 の 証 拠 が 観 察 さ れ な か っ た 。 糞 便 中 に ロ ー ソ ニ ア の 活 発 な 排 出 を 示 す
PCRポ ジ テ ィ ブ 動 物 は 、 日 14で 高 継 代 ア イ ソ レ ー ト 群 と 真 正 対 照 群 よ り 低 継 代 ア イ ソ レ ー
ト 群 (N343、 N101494、 及 び DK15540p20)で 有 意 に 多 か っ た （ ピ ア ソ ン χ -二 乗 ｐ ＜ 0.05） 。
　 〔 日 21に お け る PCR： 回 腸 及 び 結 腸 〕
　 検 死 後 (日 21)に 回 腸 及 び 結 腸 の 粘 膜 小 片 の PCR試 験 を 行 っ た 。 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス コ
ロ ニ ー 形 成 に つ い て PCRポ ジ テ ィ ブ で あ る 試 料 は N101494中 に (2/10結 腸 )及 び DK15540p20低
継 代 ア イ ソ レ ー ト 群 中 に (2/10回 腸 、 及 び 4/10結 腸 )あ っ た 。 す べ て の 他 の 処 理 群 と 対 照 群
は 本 研 究 の 日 21の 組 織 中 で PCRネ ガ テ ィ ブ だ っ た 。 結 果 は 、 DK15540p20の ブ タ の 回 腸 及 び
結 腸 が 、 他 の 処 理 群 及 び 対 照 群 に 比 べ て 有 意 に 多 く L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス と コ ロ ニ ー 形
成 し た こ と を 示 し た 。
　 〔 組 織 学 〕
　 検 死 の と き (日 21)に 末 端 の 回 腸 及 び 結 腸 の 部 分 を 収 集 し 、 組 織 学 解 析 用 の 緩 衝 ホ ル マ リ
ン に 入 れ た 。 4/9匹 の ブ タ (N343)、 3/10匹 の ブ タ (N101494)、 2/10匹 の ブ タ (DK15540p60)及
び 1/20匹 の ブ タ (DK15540p80)の 、 ヘ マ ト キ シ リ ン と エ オ シ ン (H&E)及 び ウ ォ ー シ ン -ス タ ー
リ ー 銀 試 薬 で 染 色 し た 組 織 で 細 胞 内 細 菌 及 び 陰 窩 肥 厚 化 の 存 在 を 観 察 し た 。 傷 害 発 生 は 、
1/9匹 の ブ タ (N343)、 3/10匹 の ブ タ (N101494)、 及 び 1/10匹 の ブ タ (DK15540p60)で 、 ロ ー ソ
ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス に 対 す る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 用 い る 蛍 光 抗 体 染 色 に よ っ て 確
認 し た 。 FAは 、 す べ て の 処 理 群 と 対 照 群 の 結 腸 で ロ ー ソ ニ ア に よ っ て 生 じ る 傷 害 を 検 出 し
な か た 。 FA結 果 は 、 N101494処 理 群 の ブ タ の 回 腸 で 、 全 処 理 群 と 対 照 群 に 比 べ て 有 意 な 傷
害 発 生 を 示 し た 。 H&E/銀 染 色 は 、 N343処 理 群 で 全 処 理 群 及 び 対 照 群 に 比 べ て PPEに 附 随 す
る 有 意 な 傷 害 発 生 を 示 し た 。 （ ピ ア ソ ン χ -二 乗 ｐ ＜ 0.05） 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 〔 肉 眼 ス コ ア 〕
　 検 死 の 時 (日 21)に PPEに 附 随 す る 傷 害 に つ い て 回 腸 と 結 腸 の ス コ ア を つ け た 。 正 常 な 状
況 （ 傷 害 の 発 生 な し ） の 組 織 に ス コ ア １ を 与 え 、 軽 い 肥 厚 化 を 示 す 傷 害 に ス コ ア ２ を 与 え
、 中 程 度 の 肥 厚 化 に ス コ ア ３ 、 重 度 の 肥 厚 化 に ス コ ア ４ を 与 え た 。 真 正 対 照 は 、 1.05の 平
均 臨 床 ス コ ア を 有 し 、 N343(1.0)、 N101494(1.2)、 DK15540p20(1.2)、 DK15540p60及 び p80(
1.0)だ っ た 。 平 均 肉 眼 傷 害 ス コ ア は 、 複 数 比 較 用 ANOVA試 験 を 用 い て 対 照 と 処 理 群 の 間 に
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統 計 的 な 差 異 が 無 い こ と を 示 し た 。
　 結 論 ：
　 集 め た デ ー タ に 基 づ き 、 こ の 研 究 は 、 TCID 5 0 が １ × 10 7 細 菌 /用 量 よ り 高 い 低 継 代 用 量 の
N343、 N101494、 及 び DK15540を 投 与 し た ブ タ は 、 こ れ ら 動 物 内 で PPEの 発 症 率 を 高 め る こ
と を 示 し た 。 同 齢 の ブ タ に １ × 10 7 よ り 高 い TCID 5 0 で 高 継 代 ア イ ソ レ ー ト (DK15540p60及 び
DK15540p80)を 与 え た 場 合 、 安 全 で あ る こ と が 判 り 、 PPEに 附 随 す る コ ロ ニ ー 形 成 及 び 傷 害
発 生 の 減 少 を 示 す 。 こ の 結 論 は 、 回 腸 粘 膜 に つ い て の PCR、 組 織 病 理 学 、 及 び 組 織 部 の FA
染 色 に 基 づ く 。
　 PCRで 決 定 さ れ る 糞 便 中 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 排 出 の 減 少 は 、 低 継 代 ア イ ソ レ ー ト に
比 べ て 高 継 代 ア イ ソ レ ー ト で 明 白 だ っ た 。 全 処 理 群 と 対 照 群 に つ い て 計 算 し た 毎 日 の 平 均
増 量 は 、 低 継 代 ア イ ソ レ ー ト を 与 え た 特 に N343処 理 群 の 動 物 に 比 し 、 高 継 代 ア イ ソ レ ー ト
及 び 真 正 対 照 を 与 え た 群 で は っ き り と 均 一 な 毎 日 の 増 量 を 実 証 す る こ と に よ っ て こ の 結 論
を 支 持 す る 。 こ の 考 察 は 、 低 継 代 物 質 を 与 え た 動 物 の 増 量 の 減 少 を 示 し 、 高 継 代 物 質 を 与
え た 動 物 の 、 誘 発 を 受 け な い 動 物 と 適 合 し 、 か つ 同 様 の 増 殖 性 能 を 支 持 す る 。 真 正 対 照 に
比 し 、 高 継 代 ア イ ソ レ ー ト は 、 増 量 に 対 し 、 ま た 臨 床 ス コ ア に 基 づ く 全 体 的 な 健 康 に 対 し
て 負 の 影 響 を 示 さ な か っ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 〔 実 施 例 ３ 〕
　 〔 効 力 及 び 最 小 保 護 タ イ タ ー 〕
　 目 的 ：
　 こ の 研 究 の 目 的 は 、 経 口 水 薬 で ３ 週 齢 の ブ タ に 投 与 す る ア イ ソ レ ー ト B3903(凍 結 乾 燥 )(
DK15540、 継 代 80)(“ B3903(凍 結 乾 燥 )ワ ク チ ン ” 及 び “ B3903ワ ク チ ン ” は 本 明 細 書 で は
相 互 交 換 可 能 に 使 用 さ れ る )を 含 む ワ ク チ ン の 最 小 保 護 タ イ タ ー を 決 定 す る こ と と 、 ブ タ
に お け る ブ タ 増 殖 性 腸 疾 患 の 原 因 物 質 で あ る L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 低 継 代 L. イ ン ト ラ
セ ル ラ リ ス に よ る 毒 性 の 異 種 純 粋 培 養 誘 発 に 対 す る 効 力 を 実 証 す る こ と だ っ た 。
　 〔 材 料 と 方 法 〕
　 試 験 物 質 ： L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 弱 毒 化 生 培 養 物 、 ア イ ソ レ ー ト B3903
　 〔 B3903(凍 結 乾 燥 )ワ ク チ ン の 調 製 〕
　 McCoy細 胞 懸 濁 液 に 単 離 後 80週 間 継 続 し て DK15540ア イ ソ レ ー ト を 増 殖 さ せ た 。 15分 間 10
,000RPMで 遠 心 分 離 し て 全 培 養 物 を 収 集 し た 。 ロ ー ソ ニ ア を 含 有 す る McCoy細 胞 培 養 ペ レ ッ
ト を 10％ FBSを 有 す る ス ク ロ ー ス -ホ ス フ ェ ー ト -グ ル タ メ ー ト (SPG)溶 液 に 再 懸 濁 さ せ た 。
上 記 実 施 例 １ で 述 べ た よ う に 乾 燥 を 行 っ た 。 凍 結 乾 燥 製 品 は 、 適 量 の 水 を 加 え て 2.0mlに
し て 注 射 用 に 再 構 成 さ れ る 。
　 〔 B3903(凍 結 乾 燥 )ワ ク チ ン の 貯 蔵 〕
　 ワ ク チ ン は 、 使 用 の 直 前 ま で ２ ℃ ～ ８ ℃ で 貯 蔵 し た 。 再 構 成 後 、 ワ ク チ ン は 投 与 ま で 氷
上 で 貯 蔵 し た 。
　 〔 B3903(凍 結 乾 燥 )ワ ク チ ン の 用 量 〕
　 １ ． 高 用 量 (処 理 群 １ )： １ × ２ mL(6.0logs/用 量 )、 本 研 究 の 日 ０ に 直 接 経 口 水 薬 で
　 ２ ． 中 用 量 (処 理 群 ２ )： １ × ２ mL(4.9logs/用 量 )、 本 研 究 の 日 ０ に 直 接 経 口 水 薬 で
　 ３ ． 低 用 量 (処 理 群 ３ )： １ × ２ mL(3.8logs/用 量 )、 本 研 究 の 日 ０ に 直 接 経 口 水 薬 で
　 試 験 物 質 ： プ ラ シ ー ボ
　 ５ ％ NBSで 強 化 し た DMEM/F12増 殖 培 地 に 懸 濁 し た 非 感 染 McCoy組 織 培 養 細 胞 か ら 成 る プ ラ
シ ー ボ を 、 本 研 究 の 日 ０ に 処 理 群 ４ (誘 発 対 照 )と 処 理 群 ５ (負 対 照 )に 与 え た 。 こ の 物 質 は
、 処 理 群 ４ で は 直 接 経 口 水 薬 で 子 ブ タ に 投 与 し 、 試 験 動 物 １ 匹 当 た り １ × ２ mLの プ ラ シ ー
ボ を 与 え た 。
　 〔 試 験 物 質 ： L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス N101494毒 性 誘 発 物 質 〕
　 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス N101494は 、 イ ン デ ィ ア ナ 州 の 農 場 の 12週 齢 ブ タ の 腸 か ら 得 た (
米 国 特 許 第 5,714,375号 )。
　 〔 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス N101494毒 性 誘 発 物 質 の 処 方 〕
　 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 誘 発 物 質 は 、 感 染 し た 腸 組 織 か ら 最 初 に 単 離 し た 後 、 30回 以 下
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の 継 代 を McCoy細 胞 懸 濁 液 で 継 続 し て 増 殖 さ せ た 。 (1L)SF 1421に 加 え 、 SF 1422及 び SF 14
23と 同 定 さ れ た 活 性 培 養 物 (2× 3L)を McCoy細 胞 懸 濁 液 内 で ７ 日 間 増 殖 さ せ て 15～ 30％ の Mc
Coy細 胞 感 染 に し た 。 誘 発 の 日 (日 21)に 、 15分 間 10,000PRMで 遠 心 分 離 し て 活 性 培 養 物 を 収
集 し 、 細 胞 ペ レ ッ ト を SPG安 定 剤 と 共 に 総 体 積 350mlに 再 懸 濁 さ せ た 。 収 集 し た 活 性 培 養 物
は 、 種 々 の 継 代 (単 離 後 24～ 27継 代 )の 低 継 代 N101494の 300mLの 凍 結 し た 10倍 ～ 20倍 濃 縮 し
た 誘 発 ス ト ッ ク と 共 に プ ー ル し た 。
　 〔 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス N101494毒 性 誘 発 物 質 の 貯 蔵 〕
　 誘 発 の 準 備 の 整 っ た 最 終 製 剤 は 、 接 種 ま で ２ ℃ ～ ８ ℃ 又 は 氷 上 で 貯 蔵 し た 。
　 〔 ワ ク チ ン 接 種 前 ／ 後 及 び 誘 発 物 質 タ イ タ ー 〕
　 TCID 5 0 ア ッ セ イ の 結 果 は 、 ワ ク チ ン 接 種 及 び 誘 発 の 間 、 １ 用 量 当 た り 各 試 験 動 物 に 投 与
し た 生 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 量 を 確 証 し た 。 B3903ワ ク チ ン に つ い て 滴 定 前 と 滴 定 後 の
平 均 タ イ タ ー (ｎ ＝ ５ )及 び 誘 発 物 質 (L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス N101494)は 、 下 表 ６ の と お り
だ っ た 。

【 ０ ０ ３ ７ 】
表 ６
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 〔 研 究 設 計 〕
　 65匹 の 健 康 な L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス ネ ガ テ ィ ブ な ３ 週 齢 の 離 乳 し た 子 ブ タ を ラ ン ダ ム
に ５ つ の 処 理 群 に 分 け 、 研 究 の 間 中 別 個 に 収 容 し た 。 日 ０ に 、 処 理 群 １ (15匹 の ブ タ )は ２
mL用 量 (6.0logs/用 量 )の B3903ワ ク チ ン を 直 接 経 口 水 薬 で 受 け た 。 処 理 群 ２ (15匹 の ブ タ )
は 、 4.9logs/用 量 で 滴 定 し た １ × ２ mL用 量 の B3903ワ ク チ ン を 直 接 経 口 水 薬 で 受 け た 。 処
理 群 ３ (15匹 の ブ タ )は 、 3.8logs/用 量 で 滴 定 し た １ × ２ mL用 量 の B3903ワ ク チ ン を 直 接 経
口 水 薬 で 受 け た 。
　 処 理 群 ４ と 処 理 群 ５ (10匹 の ブ タ /群 )は 、 １ × ２ mL用 量 の プ ラ シ ー ボ を 直 接 経 口 水 薬 で
受 け た 。
　 本 研 究 の 日 21(ワ ク チ ン 接 種 後 ３ 週 間 )に 、 処 理 群 １ ～ ４ の 試 験 ブ タ は 、 １ × 10mL用 量 の
毒 性 低 継 代 純 粋 培 養 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 異 種 ア イ ソ レ ー ト N101494を 胃 管 栄 養 に よ っ て
受 け た 。
　 本 研 究 の 日 42(誘 発 後 ３ 週 間 )に 、 全 処 理 群 (１ ～ ５ )を 安 楽 死 さ せ 、 PPEの 肉 眼 で 見 え る
傷 害 分 析 と 顕 微 鏡 で 見 え る 傷 害 分 析 に つ い て 検 死 し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 各 試 験 動 物 の 研 究 の 開 始 か ら 誘 発 の 日 ま で 毎 日 健 康 観 察 を 行 っ た 。 誘 発 の 日 (日 21)か ら
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研 究 の 終 了 (日 42)ま で 毎 日 臨 床 的 な 健 康 (下 痢 、 挙 動 、 及 び 身 体 状 態 )の ス コ ア を つ け た 。
ワ ク チ ン 接 種 の 日 (日 ０ )、 誘 発 の 日 (日 21)及 び 研 究 終 了 の 日 (日 42)に 秤 量 し 、 各 処 理 群 の
毎 日 の 平 均 増 量 を 計 算 し た 。 本 研 究 の 日 ０ 、 ７ 、 14、 21、 28、 35、 及 び 42に 、 ポ リ メ ラ ー
ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)に よ っ て 糞 便 ス ワ ブ (f-PCR)を 試 験 す る こ と で L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の
糞 便 に よ る 排 出 を 評 価 し た 。 研 究 の 最 後 (日 42)に 安 楽 死 さ せ た 全 動 物 を 肉 眼 で 見 え る 傷 害
と 顕 微 鏡 で 見 え る 傷 害 に つ い て 調 べ た 。 本 研 究 の 日 42に お け る 回 腸 、 結 腸 、 扁 桃 腺 、 及 び
腸 間 膜 リ ン パ 節 内 の L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 組 織 病 理 学 評 価 と 共 に PCR(t-PCR)に よ っ て
組 織 内 の 細 菌 含 量 の 定 量 分 析 値 を 求 め た 。 本 研 究 の 日 ０ 、 ７ 、 14、 21、 28、 35、 及 び 42に
血 清 を 収 集 し た 。 間 接 蛍 光 抗 体 試 験 (IFAT)を 用 い て 血 清 を 検 査 し て 試 験 動 物 内 の 抗 -ロ ー
ソ ニ ア 抗 体 を 検 出 し た 。 ワ ク チ ン 接 種 後 と 誘 発 後 の 毎 日 の 平 均 増 量 、 臨 床 ス コ ア 、 抗 体 陽
転 率 (IFAT)、 コ ロ ニ ー 形 成 (t-PCR)、 糞 便 排 出 (f-PCR)、 肉 眼 で 見 え る 傷 害 、 及 び 免 疫 組 織
化 学 (IHC)に よ る 顕 微 鏡 で 見 え る 傷 害 発 生 の デ ー タ 分 析 に よ っ て 処 理 群 の 比 較 を 行 っ た 。

【 ０ ０ ４ ０ 】
　 結 果 ：
　 〔 研 究 結 果 の 要 約 〕

表 ７
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
* 同 様 の 文 字 は 有 意 な 差 異 が な い こ と を 示 す （ ｐ ＜ 0.05）
【 ０ ０ ４ １ 】
　 各 処 理 群 の 最 終 試 験 結 果 は 、 群 １ 、 ２ 及 び ３ の ワ ク チ ン 接 種 し た ブ タ に 比 し 、 用 量 と は
無 関 係 に （ 高 、 中 、 及 び 低 ） 、 非 ワ ク チ ン 接 種 ブ タ 、 誘 発 対 照 ブ タ (群 ４ )に お い て 回 腸 と
結 腸 の 有 意 な 肉 眼 で 見 え る 傷 害 発 生 と 顕 微 鏡 で 見 え る 傷 害 発 生 を 明 か に し た (ｐ ＜ 0.05)。
ワ ク チ ン -低 用 量 結 腸 の 平 均 肉 眼 傷 害 ス コ ア は 誘 発 対 照 と 有 意 な 差 異 が な か っ た 。 ワ ク チ
ン -低 用 量 群 (群 ３ )は 、 ワ ク チ ン を 受 け 、 か つ 研 究 の 間 中 ワ ク チ ン 接 種 、 プ ラ シ ー ボ 、 又
は 誘 発 を 受 け な か っ た 真 正 対 照 群 に 比 べ て 有 意 な 傷 害 の 発 生 (肉 眼 及 び 顕 微 鏡 )を 有 す る 唯
一 の 処 理 群 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 〔 臨 床 ス コ ア 〕
　 誘 発 の 日 (日 21)か ら 検 死 の 日 (日 42)ま で 毎 日 各 動 物 に つ い て 臨 床 ス コ ア を 記 録 し た 。 臨
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床 ス コ ア を 計 算 し て 、 処 理 群 間 の L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 毒 性 誘 発 を 受 け る こ と に よ る
病 気 の 重 症 度 と 持 続 期 間 を 反 映 す る 毎 日 の 平 均 臨 床 ス コ ア を 得 た 。 各 処 理 群 の 平 均 臨 床 ス
コ ア を 下 表 ８ に ま と め た 。

表 ８
　
　
　
　
　
　
　
　
　
* 同 様 の 文 字 は 、 誘 発 の 日 か ら 検 死 の 日 の 平 均 臨 床 ス コ ア に 有 意 な 差 異 が な い こ と を 示 す
（ ｐ ＜ 0.05） 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 1-ウ ェ イ ANOVAを 用 い て 、 平 均 臨 床 ス コ ア を 受 け る 処 理 群 に 関 し て デ ー タ を 精 査 す る こ
と に よ っ て 臨 床 ス コ ア の 統 計 解 析 を 行 っ た 。 非 -ワ ク チ ン 接 種 、 誘 発 対 照 及 び 真 正 対 照 の
間 に は 高 用 量 、 中 用 量 、 又 は 低 用 量 ワ ク チ ン 群 に 比 べ て 有 意 な 差 異 の 証 拠 は な か っ た 。
　 〔 毎 日 の 平 均 増 量 〕
　 ワ ク チ ン 投 与 の 時 (日 ０ )か ら 誘 発 物 質 投 与 の 日 (日 21)ま で 、 研 究 の 終 了 の 日 (日 21)ま で
毎 日 の 平 均 増 量 を 計 算 し た 。 ワ ク チ ン -高 用 量 ～ 非 -ワ ク チ ン 、 誘 発 対 照 処 理 群 の 増 量 差 (l
bs＝ ポ ン ド )の 統 計 解 析 は 、 誘 発 物 質 投 与 の 時 か ら 検 死 の 時 ま で の 有 意 な 差 異 の 証 拠 を 明
ら か に し た (ｐ ＜ 0.05)。 重 量 デ ー タ を 下 表 ９ に ま と め た 。

表 ９
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
* 同 様 の 文 字 は 、 ワ ク チ ン 接 種 の 日 か ら 誘 発 の 日 の ADWG及 び 誘 発 の 日 か ら 検 死 の 日 の ADWG
に 処 理 群 間 で 有 意 な 差 異 が な い こ と を 示 す （ ｐ ＜ 0.05） 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 〔 抗 体 陽 転 (IFAT)〕
　 各 処 理 群 の す べ て の 試 験 動 物 か ら 毎 週 血 清 試 料 を 収 集 し 、 本 研 究 の 日 ０ 、 ７ 、 14、 21、
28、 35、 及 び 42に お け る 抗 -ロ ー ソ ニ ア IgG抗 体 の 存 在 に つ い て 調 べ た 。 こ の 研 究 で は 、 す
べ て の ア ッ セ イ で 正 と 負 の IFAT対 照 試 料 は 100％ 正 確 だ っ た 。 日 ０ ～ 21(ワ ク チ ン 接 種 後 ３
週 間 )で は 、 各 処 理 群 の す べ て の 試 験 動 物 が IFAネ ガ テ ィ ブ だ っ た 。 本 研 究 の 日 28(誘 発 後
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１ 週 間 )に は 、 ワ ク チ ン -高 用 量 処 理 群 の 1/15(6.7％ )の 試 験 動 物 が IFAポ ジ テ ィ ブ で あ り 、
試 験 し た 他 の 全 動 物 は IFAネ ガ テ ィ ブ だ っ た 。 本 研 究 の 日 35(誘 発 後 ２ 週 間 )に は 、 ワ ク チ
ン -高 用 量 処 理 群 と 中 用 量 処 理 群 の 4/15(26.7％ )の ブ タ 及 び 非 -ワ ク チ ン 、 誘 発 対 照 処 理 群
の 1/10(10％ )の ブ タ が ロ ー ソ ニ ア 抗 体 に つ い て IFAポ ジ テ ィ ブ だ っ た 。 本 研 究 の 日 42(誘 発
後 ３ 週 間 )に は 、 誘 発 対 照 処 理 群 の 8/10(80％ )の ブ タ 、 ワ ク チ ン -中 用 量 処 理 群 の 6/15(40
％ )の ブ タ 、 ワ ク チ ン -低 用 量 処 理 群 の 5/15(33.3％ )の ブ タ 、 及 び 高 用 量 処 理 群 の 3/15(20
％ )の ブ タ が IFAポ ジ テ ィ ブ だ っ た 。 真 正 対 照 群 は 研 究 終 了 時 (日 42)に IFAネ ガ テ ィ ブ だ っ
た 。
　 抗 体 陽 転 デ ー タ を χ -二 乗 統 計 を 用 い て 解 析 し た 。 真 正 対 照 処 理 群 で 得 ら れ た 結 果 に つ
い て は 、 研 究 全 体 を 通 じ て 各 試 験 動 物 で 100％ ネ ガ テ ィ ブ 反 応 が 見 ら れ た の で 計 算 し な か
っ た 。 ワ ク チ ン 又 は プ ラ シ ー ボ を 受 け る 処 理 群 で は 、 正 確 な p-値 の 推 定 と 共 に χ -二 乗 統
計 を 用 い て IFAT結 果 を 比 較 し た (モ ン テ -カ ル ロ )。 毒 性 純 粋 培 養 誘 発 を 受 け る 誘 発 群 か ら
得 た ポ ジ テ ィ ブ IFAT結 果 は 、 本 研 究 の 日 42(誘 発 後 ３ 週 間 )で ワ ク チ ン -高 用 量 及 び ワ ク チ
ン -低 用 量 を 受 け る 結 果 よ り 有 意 に 高 か っ た （ ｐ ＜ 0.05） 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 〔 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 糞 便 排 出 (PCR)〕
　 各 処 理 群 の す べ て の 試 験 動 物 か ら 毎 週 糞 便 ス ワ ブ を 収 集 し 、 本 研 究 の 日 ０ 、 ７ 、 14、 21
、 28、 35、 及 び 42に PCRで L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 存 在 に つ い て 調 べ た 。 こ の 研 究 で 行 っ
た 各 ア ッ セ イ で は 、 ポ ジ テ ィ ブ 及 び ネ ガ テ ィ ブ DNA抽 出 及 び PCR反 応 対 照 は 100％ 正 確 だ っ
た 。 日 ０ (ワ ク チ ン 接 種 )か ら 日 21(誘 発 )で は 、 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス に つ い て 各 処 理 群
の す べ て の 試 験 動 物 が 糞 便 PCRネ ガ テ ィ ブ だ っ た 。 真 正 対 照 群 の ブ タ は 、 本 研 究 の 間 中 そ
の 糞 便 中 の L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス に つ い て 糞 便 PCRネ ガ テ ィ ブ の ま ま だ っ た 。 誘 発 接 種 後
、 各 週 で 種 々 の 処 理 群 で L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 糞 便 排 出 (糞 便 PCRポ ジ テ ィ ブ )が 明 か だ
っ た 。 こ れ ら 結 果 を 下 表 10に ま と め た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】

表 10
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
* 同 様 の 文 字 は 、 誘 発 を 受 け る 処 理 群 間 で 有 意 な 差 異 が な い こ と を 示 す （ ｐ ＜ 0.05） 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 正 確 な p-値 の 推 定 と 共 に χ -二 乗 統 計 を 用 い る 統 計 解 析 (モ ン テ -カ ル ロ )は 、 各 ワ ク チ ン
処 理 群 の ポ ジ テ ィ ブ 反 応 を 非 -ワ ク チ ン 、 誘 発 対 照 群 だ け と 比 較 し た 。 真 正 対 照 群 の 結 果
は 、 本 研 究 の 間 中 各 ブ タ は L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス に 対 し て 100％ 糞 便 PCRネ ガ テ ィ ブ だ っ
た の で 、 群 比 較 か ら 取 り 除 い た 。 日 28(誘 発 後 １ 週 間 )に は 、 高 用 量 の ワ ク チ ン を 受 け た ブ
タ は 、 非 -ワ ク チ ン 接 種 、 誘 発 ブ タ よ り L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 排 出 が 有 意 に 少 な か っ た
(ｐ ＝ 0.017)。 日 35(誘 発 後 ２ 週 間 )に は 、 高 用 量 の ワ ク チ ン を 受 け た ブ タ (ｐ ＝ 0.0024)と
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中 用 量 の ワ ク チ ン を 受 け た ブ タ (ｐ ＝ 0.041)は 、 非 -ワ ク チ ン 接 種 、 誘 発 ブ タ よ り そ の 糞 便
中 の L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 排 出 が 有 意 に 少 な か っ た 。 日 42(研 究 終 了 )で は 、 こ の 場 合
も や は り 、 高 用 量 と 中 用 量 の ワ ク チ ン を 受 け た ブ タ は 、 非 -ワ ク チ ン 接 種 、 誘 発 ブ タ よ り
そ の 糞 便 中 の L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 排 出 が 有 意 に 少 な か っ た (ｐ ＝ 0.017)。 低 用 量 群 の
ブ タ は 、 誘 発 後 の ど の 日 で も 誘 発 対 照 よ り PCRポ ジ テ ィ ブ が 有 意 に は 低 く な か っ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 〔 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 組 織 コ ロ ニ ー 形 成 (PCR)〕
　 末 端 回 腸 、 結 腸 、 扁 桃 腺 、 及 び 腸 間 膜 リ ン パ 節 の 組 織 部 分 の ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 試 験
を 検 死 後 行 っ た (本 研 究 の 日 42)。 ワ ク チ ン -高 用 量 群 で は 、 1/15(6.7%)の ブ タ が 扁 桃 腺 内
で L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス コ ロ ニ ー 形 成 に つ い て PCRポ ジ テ ィ ブ で あ り 、 す べ て の 他 の 処 理
群 は PCRネ ガ テ ィ ブ だ っ た 。 回 腸 炎 PCR試 験 は 非 -ワ ク チ ン 接 種 、 誘 発 対 照 の 3/10(30%)の ブ
タ が 腸 間 膜 リ ン パ 組 織 の L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス コ ロ ニ ー 形 成 に 対 し て ポ ジ テ ィ ブ で あ る
こ と を 明 ら か に し た が 、 他 の す べ て の 処 理 群 は PCRネ ガ テ ィ ブ だ っ た 。 末 端 回 腸 の 粘 膜 小
片 の 回 腸 炎 PCR試 験 は 、 誘 発 対 照 の 4/10(40%)の ブ タ 、 ワ ク チ ン -低 用 量 群 の 4/15(26.7％ )
の ブ タ 、 ワ ク チ ン -中 用 量 群 の 2/15(13.3％ )の ブ タ 、 及 び ワ ク チ ン -高 用 量 群 の 1/15(6.7%)
の ブ タ が L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス コ ロ ニ ー 形 成 に 対 し て PCRポ ジ テ ィ ブ で あ る こ と を 明 か に
し た 。 結 腸 の 回 腸 炎 PCR試 験 は 、 誘 発 対 照 の 3/10(30%)の ブ タ 、 ワ ク チ ン -低 用 量 群 の 5/15(
33.3％ )、 ワ ク チ ン -中 用 量 群 の 1/15(6.7％ )の ブ タ 、 及 び ワ ク チ ン -低 用 量 群 の 2/15(13.3%
)の ブ タ が L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス コ ロ ニ ー 形 成 に 対 し て PCRポ ジ テ ィ ブ で あ る こ と を 明 か
に し た 。 真 正 対 照 群 の 組 織 で は L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス コ ロ ニ ー 形 成 の 証 拠 は 見 ら れ な か
っ た 。
　 回 腸 炎 PCRポ ジ テ ィ ブ の 結 果 の 統 計 解 析 を 、 そ の 正 確 な ｐ -値 の モ ン テ -カ ル ロ 近 似 と 共
に χ -二 乗 統 計 を 用 い て 処 理 群 間 で 比 較 し た 。 腸 間 膜 リ ン パ 節 PCR結 果 は 、 非 ワ ク チ ン 接 種
対 照 、 誘 発 対 照 及 び ワ ク チ ン 処 理 を 受 け る す べ て の 処 理 群 間 で 有 意 な 差 異 の 証 拠 を 示 し た
(ｐ ＝ 0.054)。 本 研 究 の 日 42に お け る 回 腸 、 結 腸 、 又 は 扁 桃 腺 内 で の L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ
ス コ ロ ニ ー 形 成 の 処 理 群 間 に は 統 計 的 意 義 が な い こ と が 明 か だ っ た 。
　 〔 組 織 学 (IHC/H&E)〕
　 検 死 の と き (日 21)に 扁 桃 腺 、 腸 間 膜 リ ン パ 節 、 末 端 回 腸 、 及 び 結 腸 の 長 さ ２ ～ ４ cmの 部
分 を 収 集 し 、 組 織 学 解 析 用 の 10％ 緩 衝 ホ ル マ リ ン に 入 れ た 。 検 死 時 の す べ て の 処 理 群 の 扁
桃 腺 部 分 の IHC染 色 で は ロ ー ソ ニ ア ・ イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス は 検 出 さ れ な か っ た 。 検 死 で 採
取 し た す べ て の 組 織 試 料 で の IHCで は 真 正 対 照 群 は L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス に 対 し て ネ ガ テ
ィ ブ だ っ た 。 PPEに 附 随 す る L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 存 在 及 び 顕 微 鏡 で 見 え る ほ ど の 傷 害
は 、 そ れ ぞ れ 非 -ワ ク チ ン 接 種 、 誘 発 対 照 の 9/10(90%)の ブ タ 、 ワ ク チ ン -低 用 量 群 の 6/15(
40%)の ブ タ 、 ワ ク チ ン -中 用 量 群 の 3/15(20%)の ブ タ 、 及 び ワ ク チ ン -高 用 量 群 の 1/15(6.7%
)の ブ タ の 回 腸 内 で 見 ら れ た 。 顕 微 鏡 で 見 え る ほ ど の 傷 害 は 、 誘 発 対 照 群 の 8/10(80%)の ブ
タ 、 ワ ク チ ン -低 用 量 群 の 3/15(20%)の ブ タ 、 及 び ワ ク チ ン -高 用 量 群 の 1/15(6.7%)の ブ タ
の 結 腸 内 で 明 白 だ っ た 。 中 用 量 を 受 け る ワ ク チ ン 群 は 、 結 腸 内 で L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス
に 対 し て IHCネ ガ テ ィ ブ だ っ た 。 腸 間 膜 リ ン パ 節 の 染 色 部 分 は 、 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス を
有 す る 誘 発 対 照 内 で 1/10(10%)の ブ タ だ け を 生 成 し た 。 処 理 群 間 の 回 腸 と 結 腸 の 部 分 で の
ポ ジ テ ィ ブ IHC結 果 は 、 H&E方 法 論 で 示 さ れ る 顕 著 な 陰 窩 肥 厚 化 の 存 在 に よ く 相 関 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 1-ウ ェ イ ANOVA及 び Kruskal-Wallis Rank Sum試 験 後 、 誘 発 群 と 真 正 対 照 群 と の 間 の ｐ -
値 の 各 ワ ク チ ン 投 与 群 に 対 す る 特 有 の 対 比 を 用 い て 、 定 量 的 IHCデ ー タ の 統 計 解 析 を 行 っ
た 。 本 研 究 の 日 42に お け る 投 与 と は 無 関 係 に ワ ク チ ン 接 種 し た ブ タ に 比 べ て 誘 発 対 照 群 の
回 腸 と 結 腸 内 の L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス に よ る 有 意 な 傷 害 発 生 の 証 拠 を 明 ら か に す る （ ｐ
＜ 0.001） 。 真 正 対 照 群 に 比 べ て 高 用 量 又 は 中 用 量 の ワ ク チ ン を 受 け る ワ ク チ ン 接 種 動 物
の 回 腸 と 結 腸 の 平 均 的 な IHC傷 害 ス コ ア で 統 計 的 有 意 さ は 明 白 で な か っ た （ ｐ ＞ 0.05） 。
低 用 量 の ワ ク チ ン を 受 け る ブ タ は 、 真 正 対 照 群 に 比 較 し て 回 腸 内 の L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ
ス に よ る 有 意 に 高 い 平 均 顕 微 鏡 傷 害 ス コ ア を 有 し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
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　 〔 肉 眼 ス コ ア 〕
　 検 死 の 時 (日 21)に PPEに 附 随 す る 傷 害 に つ い て 各 動 物 の 回 腸 と 結 腸 の ス コ ア を つ け た 。
真 正 対 照 の 試 験 ブ タ 由 来 の 組 織 は 正 常 で あ り 、 傷 害 を 含 ま ず 、 か つ 平 均 傷 害 ス コ ア 1.1(回
腸 )及 び 1.0(結 腸 )を 受 け た 。 非 -ワ ク チ ン 接 種 、 誘 発 対 照 群 の 試 験 動 物 の 組 織 は 、 処 理 群
間 で 回 腸 (3.6)と 結 腸 (2.0)に つ い て 最 高 の 平 均 肉 眼 傷 害 ス コ ア を 受 け た 。 ワ ク チ ン -低 用
量 群 の 試 験 ブ タ は 、 2.5(回 腸 )及 び 1.5(結 腸 )と い う 平 均 肉 眼 傷 害 ス コ ア を 受 け た 。 ワ ク チ
ン -中 用 量 試 験 ブ タ は 、 1.5(回 腸 )及 び 1.0(結 腸 )と い う 平 均 肉 眼 傷 害 ス コ ア を 受 け た 。
　 1-ウ ェ イ ANOVAを 用 い て 処 理 群 間 の 平 均 肉 眼 傷 害 ス コ ア の 統 計 解 析 を 行 っ た 。 平 均 肉 眼
傷 害 ス コ ア は 、 そ れ ぞ れ 非 -ワ ク チ ン 接 種 、 誘 発 対 照 群 と 、 ワ ク チ ン -中 用 量 群 及 び 高 用 量
群 の 回 腸 間 の 有 意 な 差 異 の 証 拠 を 示 し た （ ｐ ＜ 0.001） 。 有 意 な 差 異 の 証 拠 は 、 ワ ク チ ン -
低 用 量 群 に 比 べ て 誘 発 対 照 の 平 均 肉 眼 回 腸 ス コ ア 間 で 観 察 さ れ た （ ｐ ＜ 0.01） 。 結 腸 の 平
均 肉 眼 傷 害 ス コ ア は 、 そ れ ぞ れ ワ ク チ ン -中 用 量 及 び 高 用 量 群 に 比 べ て 誘 発 対 照 群 で 有 意
に 高 か っ た （ ｐ ＜ 0.05） 。 さ ら に 、 ワ ク チ ン -低 用 量 群 の 回 腸 内 で 真 正 対 照 群 に 比 べ て 有
意 な 肉 眼 傷 害 発 生 が 観 察 さ れ た （ ｐ ＜ 0.001） 。 真 正 対 照 処 理 群 に 比 べ て ワ ク チ ン -中 用 量
群 及 び 高 用 量 群 で 平 均 肉 眼 傷 害 ス コ ア (回 腸 及 び 結 腸 )の 統 計 的 有 意 の 証 拠 が な い こ と が 明
白 だ っ た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 〔 結 論 〕
　 こ の 研 究 は 、 １ 用 量 当 た り 最 小 4.9logsの 生 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス を 含 有 す る B3903(凍
結 乾 燥 )ワ ク チ ン の 経 口 ２ mL用 量 を 与 え る と 、 PPEに 対 す る ３ 週 齢 ブ タ の 保 護 が 達 成 さ れ る
こ と を 実 証 し た 。 同 様 で は な い に し て も 、 誘 発 ３ 週 間 前 に 6.0logs/用 量 を 受 け る ワ ク チ ン
-高 用 量 処 理 群 で は わ ず か に 良 い 保 護 が 明 か だ っ た 。 低 用 量 ワ ク チ ン 群 (3.8logs/用 量 )は
、 高 用 量 又 は 中 用 量 の 実 験 ワ ク チ ン を 受 け る 試 験 動 物 に 比 し 、 毒 性 純 粋 培 養 異 種 誘 発 に 対
し て 十 分 な 保 護 を 示 さ な か っ た 。 ワ ク チ ン -低 用 量 群 と 非 ワ ク チ ン 接 種 、 誘 発 対 照 の 間 で
に は 、 回 腸 及 び 結 腸 内 の 顕 微 鏡 的 傷 害 の 重 症 度 （ ｐ ＜ 0.001） と 回 腸 の 肉 眼 で 見 え る 傷 害
の 平 均 ス コ ア （ ｐ ＜ 0.01） に 関 し て 統 計 的 差 異 が 明 白 だ っ た 。 し か し 、 ワ ク チ ン 又 は 誘 発
を 受 け な い 真 正 対 照 群 に 比 し 、 こ の 群 の 回 腸 （ 顕 微 鏡 的 傷 害 ） 及 び 結 腸 （ 肉 眼 で 見 え る 傷
害 ） で 有 意 な PPE傷 害 が 観 察 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 要 す る に 、 こ の 研 究 か ら 得 ら れ た デ ー タ は 以 下 の こ と を 実 証 し た ： （ １ ） ３ 週 齢 ブ タ に
対 す る B3903(凍 結 乾 燥 )ワ ク チ ン の 単 回 経 口 投 与 の 最 小 保 護 タ イ タ ー は 4.9logs/用 量 で あ
る ； （ ２ ） B3903(凍 結 乾 燥 )ワ ク チ ン は 、 毒 性 の 低 継 代 純 粋 培 養 L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス 異
種 ア イ ソ レ ー ト N101494に 対 し て 有 効 で あ る ； 及 び （ ３ ） B3903(凍 結 乾 燥 )ワ ク チ ン は 、 非
-ワ ク チ ン 接 種 ブ タ に 比 べ て ワ ク チ ン 接 種 ブ タ に お い て 肉 眼 で 見 え る 傷 害 と 顕 微 鏡 で 見 え
る ほ ど の 傷 害 の 低 減 、 組 織 コ ロ ニ ー 形 成 の 低 減 、 及 び L. イ ン ト ラ セ ル ラ リ ス の 糞 便 排 出
の 低 減 を 助 け る 。
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【 国 際 調 査 報 告 】
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