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(57)【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 以 下 の （ 1） ～ （ 2） か ら 選 択 さ れ る い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 組 成 物 ：

（ 1） 配 列 番 号 21で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；

（ 2） 配 列 番 号 21で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 90％ 以 上 の 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含

み 、 且 つ 配 列 番 号 21で 表 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 有 す る 、 以 下 の (i)～ (i i i )の 活 性 の 少 な く

と も 1つ を 有 す る 、 ポ リ ペ プ チ ド ：

(i)レ オ ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 に お け る 「 O uter f iber prote in」 の 機 能 を 発 揮 す る 活 性 、

(ii )EIB Sウ イ ル ス に 感 染 し た 魚 の 抗 体 に 対 す る 抗 原 活 性 、

(i i i ) 赤 血 球 封 入 体 症 候 群 に 対 す る ワ ク チ ン 活 性 、

こ こ で 、 前 記 組 成 物 が 、 以 下 の 用 途 ( ア ) ～ ( オ ) か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 用 途 に 用 い る た

め の も の で あ る 、 組 成 物 ：

( ア ) Ｅ Ｉ Ｂ Ｓ ウ イ ル ス 抗 体 の 検 出 、

( イ ) Ｅ Ｉ Ｂ Ｓ ウ イ ル ス 感 染 歴 の 判 定 、

( ウ ) Ｅ Ｉ Ｂ Ｓ ウ イ ル ス に 対 す る ワ ク チ ン 、

( エ ) 赤 血 球 封 入 体 症 候 群 の 予 防 の た め の 魚 類 へ の 投 与 、 お よ び

( オ ) 養 殖 時 の 魚 類 へ の 投 与 。

【 請 求 項 ２ 】

　 以 下 の （ 1 ） ～ （ 2 ） か ら 選 択 さ れ る い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー

ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー の 有 効 量 を 魚 類 へ 投 与 す る こ と を 含 む 、 当 該
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魚 類 に お け る 赤 血 球 封 入 体 症 候 群 の 予 防 方 法 ：

（ 1） 配 列 番 号 2 1で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；

（ 2） 配 列 番 号 2 1で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 9 0％ 以 上 の 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含

み 、 且 つ 配 列 番 号 2 1で 表 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 有 す る 、 以 下 の ( i )～ ( i i i )の 活 性 の 少 な く

と も 1つ を 有 す る 、 ポ リ ペ プ チ ド ：

( i )レ オ ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 に お け る 「 O u t e r  f i b e r  p r o t e i n」 の 機 能 を 発 揮 す る 活 性 、

( i i ) E I B Sウ イ ル ス に 感 染 し た 魚 の 抗 体 に 対 す る 抗 原 活 性 、

( i i i )赤 血 球 封 入 体 症 候 群 に 対 す る ワ ク チ ン 活 性 。

【 請 求 項 ３ 】

　 以 下 の （ 1） ～ （ 2） か ら 選 択 さ れ る い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー

ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー の 有 効 量 を 魚 類 へ 投 与 す る こ と 、 お よ び 当 該

魚 類 を 飼 育 す る こ と を 含 む 、 魚 類 の 養 殖 方 法 ：

（ 1） 配 列 番 号 2 1で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；

（ 2） 配 列 番 号 2 1で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 9 0％ 以 上 の 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含

み 、 且 つ 配 列 番 号 2 1で 表 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 有 す る 、 以 下 の ( i )～ ( i i i )の 活 性 の 少 な く

と も 1つ を 有 す る 、 ポ リ ペ プ チ ド ：

( i )レ オ ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 に お け る 「 O u t e r  f i b e r  p r o t e i n」 の 機 能 を 発 揮 す る 活 性 、

( i i ) E I B Sウ イ ル ス に 感 染 し た 魚 の 抗 体 に 対 す る 抗 原 活 性 、

( i i i )赤 血 球 封 入 体 症 候 群 に 対 す る ワ ク チ ン 活 性 。

【 請 求 項 ４ 】

　 単 離 、 精 製 、 又 は 修 飾 さ れ た 以 下 の （ 1） ～ （ 2） か ら 選 択 さ れ る い ず れ か の ポ リ ペ プ チ

ド を 含 む 、 赤 血 球 封 入 体 症 候 群 罹 病 歴 を 診 断 す る た め の 試 薬 ：

（ 1） 配 列 番 号 2 1で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；

（ 2） 配 列 番 号 2 1で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 9 0％ 以 上 の 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含

み 、 且 つ 配 列 番 号 2 1で 表 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 有 す る 、 以 下 の ( i )～ ( i i i )の 活 性 の 少 な く

と も 1つ を 有 す る 、 ポ リ ペ プ チ ド ：

( i )レ オ ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 に お け る 「 O u t e r  f i b e r  p r o t e i n」 の 機 能 を 発 揮 す る 活 性 、

( i i ) E I B Sウ イ ル ス に 感 染 し た 魚 の 抗 体 に 対 す る 抗 原 活 性 、

( i i i )赤 血 球 封 入 体 症 候 群 に 対 す る ワ ク チ ン 活 性 。

【 請 求 項 ５ 】

　 魚 類 か ら 採 取 し た 生 体 試 料 に お け る 、 以 下 の （ 1） ～ （ 2） か ら 選 択 さ れ る い ず れ か の ポ

リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 価 を 測 定 す る こ と を 含 む 、 当 該 魚 類 の 赤 血 球 封 入 体 症 候 群 罹 病 歴

を 診 断 す る 方 法 ：

（ 1） 配 列 番 号 2 1で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；

（ 2） 配 列 番 号 2 1で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 9 0％ 以 上 の 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含

み 、 且 つ 配 列 番 号 2 1で 表 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 有 す る 、 以 下 の ( i )～ ( i i i )の 活 性 の 少 な く

と も 1つ を 有 す る 、 ポ リ ペ プ チ ド ：

( i )レ オ ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 に お け る 「 O u t e r  f i b e r  p r o t e i n」 の 機 能 を 発 揮 す る 活 性 、

( i i ) E I B Sウ イ ル ス に 感 染 し た 魚 の 抗 体 に 対 す る 抗 原 活 性 、

( i i i )赤 血 球 封 入 体 症 候 群 に 対 す る ワ ク チ ン 活 性 。

【 請 求 項 ６ 】

　 魚 類 か ら 採 取 し た 生 体 試 料 に お け る 、 以 下 の （ 1） ～ （ 2） か ら 選 択 さ れ る い ず れ か の ポ

リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 価 を 測 定 す る こ と 、 当 該 抗 体 価 を 赤 血 球 封 入 体 症 候 群 罹 病 歴 の 無

い 対 照 魚 類 と 比 較 す る こ と 、 及 び 対 照 魚 類 を 上 回 る 抗 体 価 を 有 す る 魚 類 を 選 択 す る こ と を

含 む 、 赤 血 球 封 入 体 症 候 群 罹 病 歴 を 有 す る 魚 類 の 選 択 方 法 ：

（ 1） 配 列 番 号 2 1で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；

（ 2） 配 列 番 号 2 1で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 9 0％ 以 上 の 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含

み 、 且 つ 配 列 番 号 2 1で 表 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 有 す る 、 以 下 の ( i )～ ( i i i )の 活 性 の 少 な く

と も 1つ を 有 す る 、 ポ リ ペ プ チ ド ：

( i )レ オ ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 に お け る 「 O u t e r  f i b e r  p r o t e i n」 の 機 能 を 発 揮 す る 活 性 、

10

20

30

40

50



(3) JP  6704567  B2  2020.6.3

( i i ) E I B Sウ イ ル ス に 感 染 し た 魚 の 抗 体 に 対 す る 抗 原 活 性 、

( i i i )赤 血 球 封 入 体 症 候 群 に 対 す る ワ ク チ ン 活 性 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 赤 血 球 封 入 体 症 候 群 （ EIBS） ウ イ ル ス の ゲ ノ ム 上 に コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ

ド 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 発 現 ベ ク

タ ー 、 該 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 形 質 転 換 体 等 に 関 す る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド

又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い た 、 抗 EIBSウ イ ル ス ワ ク チ ン 、 EIBS罹 患 歴 の 判 定 方 法 、 EIBS

ウ イ ル ス の 検 出 方 法 等 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 魚 類 の 赤 血 球 封 入 体 症 候 群 （ Erythrocytic inclusion body syndrome: EIBS） は 、 未 同

定 の ウ イ ル ス に よ る 感 染 症 で あ り 、 1982年 に ア メ リ カ の 養 殖 マ ス ノ ス ケ で 初 め て 確 認 さ れ

た （ 非 特 許 文 献 1） 。 日 本 で は 、 1986年 頃 か ら 養 殖 ギ ン ザ ケ で そ の 発 生 が 報 告 さ れ て お り

（ 非 特 許 文 献 2） 、 三 陸 沿 岸 の 養 殖 ギ ン ザ ケ で は 、 本 症 に よ る 大 量 死 の た め に 甚 大 な 経 済

的 被 害 を 受 け て い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 EIBS罹 病 魚 で は 、 感 染 初 期 に 赤 血 球 内 に ウ イ ル ス の 封 入 体 が 観 察 さ れ 、 そ の 後 貧 血 が 進

行 し 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト 値 は 10％ 以 下 と な り 死 亡 に 至 る 場 合 も あ る 。 EIBSウ イ ル ス は 、 培 養

す る こ と が で き な い た め 、 赤 血 球 封 入 体 症 候 群 の 診 断 法 や 防 除 法 は 開 発 さ れ て い な い 。 こ

の た め ギ ン ザ ケ 養 殖 業 等 で は 、 赤 血 球 封 入 体 症 候 群 に よ る 被 害 が 続 い て お り 、 安 定 的 な 生

産 に 支 障 を 及 ぼ す と い う 問 題 が 生 じ て い る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 こ の 問 題 に 対 す る 解 決 策 と し て 、 診 断 技 術 や 感 染 防 御 に 有 用 な タ ン パ ク 質 を 遺 伝 子 組 換

え 技 術 に よ り 大 腸 菌 等 で 量 産 し 、 こ れ を 利 用 し て 診 断 法 や ワ ク チ ン を 構 築 す る こ と が 考 え

ら れ る 。 し か し な が ら 、 イ ン ビ ト ロ で 培 養 細 胞 を 用 い て EIBSウ イ ル ス を 生 成 す る 技 術 が 確

立 さ れ て い な い こ と か ら 、 EIBSウ イ ル ス の ゲ ノ ム 構 造 や そ れ に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 は

明 ら か に さ れ て い な い 。 こ の た め 、 EIBSウ イ ル ス 粒 子 や そ の 構 成 タ ン パ ク 質 を 抗 原 と し て

用 い る 抗 体 検 査 法 や ワ ク チ ン は 開 発 さ れ て い な い 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 Leek SL (1987) Viral erythrocytic inclusion body syndrome (EIBS)

 occurring in juvenile spring chinook salmon (Oncorhynchus tshawytscha) reared i

n freshwater. Can J Fish Aquat Sci 44:685-688

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Takahashi K, Okamoto N, Kumagai A, Maita M, Ikeda Y, Rohovec JS

(1992) Epizootics of erythrocytic inclusion body syndrome in coho salmon culture

d in seawater in Japan. J Aquat Anim Health 4:174-181

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 本 発 明 は 、 EIBSウ イ ル ス の ゲ ノ ム 構 造 及 び そ れ に コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 し 、

得 ら れ た EIBSウ イ ル ス ゲ ノ ム 情 報 に 基 づ き 、 EIBSウ イ ル ス に 対 す る ワ ク チ ン 、 EIBS罹 患 歴

の 判 定 方 法 、 EIBSウ イ ル ス の 検 出 方 法 等 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 EIBS罹 病 魚 か ら 超 遠 心 分 離 法 に よ り EIBSウ イ ル ス を 単 離 し 、 FLAC法 に よ

り ゲ ノ ム RN Aか ら cD N Aを 合 成 し 、 配 列 解 析 を 行 う こ と に よ り 、 EIBSウ イ ル ス の ゲ ノ ム RN Aの

全 構 造 の 解 明 に 成 功 し た 。 EIBSウ イ ル ス ゲ ノ ム は 、 10本 の ゲ ノ ム 分 節 か ら な っ て お り 、 そ
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れ ぞ れ の ゲ ノ ム 分 節 に つ い て 全 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定 し た 。 各 配 列 に つ い て 、 オ ー プ ン

リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 解 析 及 び ホ モ ロ ジ ー 解 析 を 行 う こ と に よ り 、 原 因 ウ イ ル ス の 診 断 や

感 染 防 御 に 有 用 な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 特 定 に 至 っ た 。 系 統 解 析 の 結 果 、 EI

BSウ イ ル ス は 新 種 の レ オ ウ イ ル ス で あ る こ と が 判 明 し た 。 同 定 さ れ た ゲ ノ ム ヌ ク レ オ チ ド

を 増 幅 す る こ と が で き る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い た PCRに よ り 、 EIBSウ イ ル ス に 感 染 し た

ギ ン ザ ケ の 血 液 中 の EIBSウ イ ル ス を 検 出 及 び 定 量 す る こ と が で き た 。 ゲ ノ ム 上 の 各 遺 伝 子

の 翻 訳 産 物 の 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 が 、 EIBS感 染 耐 過 魚 の 血 清 中 に 検 出 さ れ

た こ と か ら 、 当 該 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て EIBS罹 病 歴 の 有 無 を 判 定 で き る こ と が 示 さ

れ た 。 ま た 、 当 該 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 投 与 に よ り 、 EIBSウ イ ル ス 攻 撃 に 対 す る 耐 性 が 獲

得 さ れ た 。 以 上 の 知 見 に 基 づ き 、 更 に 検 討 を 重 ね 、 本 発 明 を 完 成 し た 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 即 ち 、 本 発 明 は 以 下 に 関 す る 。

［ 1］ 以 下 の （ 1） ～ （ 4） か ら 選 択 さ れ る い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 10ア ミ ノ 酸 以 上

の 長 さ を 有 す る そ の 部 分 ポ リ ペ プ チ ド ：

（ 1） 配 列 番 号 21、 19、 16、 20、 11、 17、 13、 15、 12、 18又 は 14で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列

か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；

（ 2） 配 列 番 号 21、 19、 16、 20、 11、 17、 13、 15、 12、 18又 は 14で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列

を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ；

（ 3） 配 列 番 号 21、 19、 16、 20、 11、 17、 13、 15、 12、 18又 は 14で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列

と 70％ 以 上 の 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 且 つ 対 応 す る （ 1） の ポ リ ペ プ チ ド と

実 質 的 に 同 質 の 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ； 及 び

（ 4） 配 列 番 号 21、 19、 16、 20、 11、 17、 13、 15、 12、 18又 は 14で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列

に お い て 1若 し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 、 挿 入 又 は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含

み 、 且 つ 対 応 す る （ 1） の ポ リ ペ プ チ ド と 実 質 的 に 同 質 の 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 。

［ 2］ ［ 1］ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。

［ 3］ ［ 1］ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 配 列 番 号 10、 9、 6、 1

、 7、 3、 5、 2、 8又 は 4で 表 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 或 い は そ の コ ー ド 領 域 か ら な る ヌ ク

レ オ チ ド 配 列 で あ る 、 ［ 2］ 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。

［ 4］ ［ 2］ 又 は ［ 3］ 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 。

［ 5］ ［ 4］ 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 形 質 転 換 体 。

［ 6］ ［ 1］ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 。

［ 7］ ［ 2］ 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 特 異 的 に 検 出 す る 核 酸 プ ラ イ マ ー 又 は 核 酸 プ ロ ー ブ

。

［ 8］ ［ 1］ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 組 成 物 。

［ 9］ ［ 1］ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は ［ 4］ 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 、 赤 血 球 封 入 体 症 候

群 に 対 す る ワ ク チ ン 。

［ 10］ ［ 1］ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は ［ 4］ 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー の 有 効 量 を 魚 類 へ 投 与 す る

こ と を 含 む 、 当 該 魚 類 に お け る 赤 血 球 封 入 体 症 候 群 の 予 防 方 法 。

［ 11］ ［ 1］ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は ［ 4］ 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー の 有 効 量 を 魚 類 へ 投 与 す る

こ と 、 お よ び 当 該 魚 類 を 飼 育 す る こ と を 含 む 、 魚 類 の 養 殖 方 法 。

［ 12］ ［ 1］ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 赤 血 球 封 入 体 症 候 群 罹 病 歴 を 診 断 す る た め の 試

薬 。

［ 13］ 魚 類 か ら 採 取 し た 生 体 試 料 に お け る 、 ［ 1］ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 価 を

測 定 す る こ と を 含 む 、 当 該 魚 類 の 赤 血 球 封 入 体 症 候 群 罹 病 歴 を 診 断 す る 方 法 。

［ 14］ 魚 類 か ら 採 取 し た 生 体 試 料 に お け る 、 ［ 1］ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 価 を

測 定 す る こ と 、 当 該 抗 体 価 を 赤 血 球 封 入 体 症 候 群 罹 病 歴 の 無 い 対 照 魚 類 と 比 較 す る こ と 、

及 び 対 照 魚 類 を 上 回 る 抗 体 価 を 有 す る 魚 類 を 選 択 す る こ と を 含 む 、 赤 血 球 封 入 体 症 候 群 罹

病 歴 を 有 す る 魚 類 の 選 択 方 法 。

［ 15］ ［ 6］ 記 載 の 抗 体 、 又 は ［ 7］ 記 載 の 核 酸 プ ラ イ マ ー 又 は 核 酸 プ ロ ー ブ を 含 む 、 赤 血

球 封 入 体 症 候 群 ウ イ ル ス の 検 出 用 試 薬 。
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［ 16］ 試 料 に お け る 、 ［ 1］ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は ［ 2］ 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 測

定 す る こ と を 含 む 、 赤 血 球 封 入 体 症 候 群 ウ イ ル ス の 検 出 方 法 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 本 発 明 に よ り 、 EIBSウ イ ル ス の 全 ゲ ノ ム 配 列 が 提 供 さ れ る 。

　 こ れ ま で 、 EIBSウ イ ル ス を イ ン ビ ト ロ で 培 養 す る 技 術 が 確 立 さ れ て い な か っ た た め 、 EI

BSウ イ ル ス に 対 す る ワ ク チ ン の 開 発 が 進 ま な か っ た が 、 本 発 明 に よ り 、 EIBSウ イ ル ス に 対

す る サ ブ ユ ニ ッ ト ワ ク チ ン の 開 発 が 可 能 と な る 。

　 ま た 、 本 発 明 に よ り 、 EIBS罹 病 歴 を 有 す る 魚 類 を 容 易 に 選 択 す る こ と が で き る の で 、 EI

BS感 染 耐 過 魚 （ EIBSウ イ ル ス に 対 す る 免 疫 が 成 立 し た 個 体 ） の み を 選 択 し 、 こ れ を 養 殖 す

る こ と に よ り 、 EIBSウ イ ル ス 感 染 に よ る 漁 業 的 被 害 を 回 避 す る こ と が で き る 。

　 更 に 、 本 発 明 に よ り EIBSウ イ ル ス を 容 易 に 検 出 す る こ と が で き る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ ０ 】

【 図 １ 】 EIBSウ イ ル ス の ゲ ノ ム RN A及 び 予 測 さ れ る ウ イ ル ス 粒 子 の 構 造 を 示 す 。

【 図 ２ 】 配 列 番 号 2で 表 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に コ ー ド さ れ た lambda3遺 伝 子 の ア ミ ノ 酸

配 列 に 基 づ く 系 統 樹 を 示 す 。

【 図 ３ 】 定 量 RT-PCR法 に よ る EIBSウ イ ル ス ゲ ノ ム の プ ラ ス ミ ド ス タ ン ダ ー ド の 定 量 結 果 を

示 す 。

【 図 ４ 】 定 量 RT-PCR法 に よ り 、 養 殖 場 で EIBSの 感 染 を 受 け た ギ ン ザ ケ の 血 液 か ら EIBSウ イ

ル ス を 検 出 し た 結 果 を 示 す 。

【 図 ５ 】 9種 類 の 組 換 え EIBSウ イ ル ス 構 成 タ ン パ ク 質 に 対 す る 、 EIBS感 染 耐 過 魚 の 抗 血 清

の 反 応 性 を 試 験 し た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 を 示 す 。 レ ー ン 番 号 ； M 分 子 量 サ イ ズ マ ー カ

ー ； 1-10 組 換 え タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 番 号 （ 配 列 番 号 1-10に 対 応 ） 。

【 図 ６ 】 9種 類 の 組 換 え EIBSウ イ ル ス 構 成 タ ン パ ク 質 に つ い て 、 EIBS感 染 耐 過 魚 の 抗 血 清

の 反 応 性 を 比 較 し た 結 果 を 示 す 。 相 対 値 ； （ EIBS感 染 耐 過 魚 血 清 に 対 す る 発 色 値 － 健 常 魚

血 清 に 対 す る 発 色 値 ） /供 試 タ ン パ ク 質 量 。

【 図 ７ 】 EIBSが 発 生 し た 養 殖 場 の ギ ン ザ ケ の 血 漿 中 の σ 1組 換 え 融 合 タ ン パ ク 質 に 対 す る

抗 体 価 を ELISAに よ り 測 定 し た 結 果 を 示 す 。 縦 軸 ； 発 色 反 応 の 外 部 標 準 と し て 固 相 化 抗 原

に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 。

【 図 ８ 】 組 換 え σ 3又 は σ 1タ ン パ ク 質 を 免 疫 し た ギ ン ザ ケ に お け る EIBS攻 撃 後 28日 目 の 血

液 中 の ウ イ ル ス ゲ ノ ム 量 を 示 す 。 黒 丸 ； 定 量 RT-PCR法 で 測 定 し た 個 体 ご と の EIBSウ イ ル ス

ゲ ノ ム 量 の 相 対 値 。 － ； 中 央 値 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ １ 】

1． ポ リ ペ プ チ ド

　 本 発 明 は 、 以 下 の （ 1） ～ （ 4） か ら 選 択 さ れ る い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド （ 以 下 、 本 発 明

の ポ リ ペ プ チ ド と 称 す る 場 合 が あ る 。 ） 、 又 は 10ア ミ ノ 酸 以 上 の 長 さ を 有 す る そ の 部 分 ポ

リ ペ プ チ ド （ 以 下 、 本 発 明 の 部 分 ポ リ ペ プ チ ド と 称 す る 場 合 が あ る 。 ） を 提 供 す る も の で

あ る ：

（ 1） 配 列 番 号 11、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20又 は 21で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列

か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；

（ 2） 配 列 番 号 11、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20又 は 21で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列

を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ；

（ 3） 配 列 番 号 11、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20又 は 21で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列

と 70％ 以 上 の 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 且 つ 対 応 す る （ 1） の ポ リ ペ プ チ ド と

実 質 的 に 同 質 の 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ； 及 び

（ 4） 配 列 番 号 11、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20又 は 21で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列

に お い て 1若 し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 、 挿 入 又 は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含

み 、 且 つ 対 応 す る （ 1） の ポ リ ペ プ チ ド と 実 質 的 に 同 質 の 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 。

10

20

30

40

50



(6) JP  6704567  B2  2020.6.3

【 ０ ０ １ ２ 】

　 上 記 （ 3） の ポ リ ペ プ チ ド に 含 ま れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 11、 12、 13、 14、 15、 1

6、 17、 18、 19、 20又 は 21で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 70％ 以 上 、 好 ま し く は 80％ 以 上 、 よ

り 好 ま し く は 90％ 以 上 、 更 に 好 ま し く は 95％ 以 上 、 よ り 更 に 好 ま し く は 98％ 以 上 （ 例 え ば

、 99％ 以 上 ） の 同 一 性 を 有 す る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 明 細 書 に お い て ア ミ ノ 酸 配 列 の 「 同 一 性 」 と は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 数 学 的

ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 2つ の ア ミ ノ 酸 配 列 を ア ラ イ ン さ せ た 場 合 の 、 最 適 な ア ラ イ ン メ ン

ト （ 好 ま し く は 、 該 ア ル ゴ リ ズ ム は 最 適 な ア ラ イ ン メ ン ト の た め に 配 列 の 一 方 も し く は 両

方 へ の ギ ャ ッ プ の 導 入 を 考 慮 し 得 る も の で あ る ） に お け る 、 オ ー バ ー ラ ッ プ す る 全 ア ミ ノ

酸 残 基 に 対 す る 、 同 一 ア ミ ノ 酸 残 基 の 割 合 （ ％ ） を 意 味 す る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 明 細 書 に お け る ア ミ ノ 酸 配 列 の 同 一 性 は 、 NCBIの イ ン タ ー ネ ッ ト ホ ー ム ペ ー ジ 上 に 公

開 さ れ て い る 相 同 性 計 算 ア ル ゴ リ ズ ム NCBI blastp/Blast 2 sequences（ National Center

 for Biotechnology Information Basic Local Alignment Search Tool） を 用 い 、 以 下 の

条 件 （ Short queries=off／ Expect threshold=10／ Matrix=BLOSU M62／ Gap Costs=Existen

ce:11　 Extension:1／ Compositional adjustments=Conditional compositional score ma

trix adjustment／ filter=off／ Mask=off） に て 計 算 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 上 記 （ 4） の ポ リ ペ プ チ ド に 含 ま れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 11、 12、 13、 14、 15、 1

6、 17、 18、 19、 20又 は 21で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 1若 し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 欠

失 、 置 換 、 挿 入 又 は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 、 例 え ば 、 (1)配 列 番 号 配 列 番 号 11、 12、 13

、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20又 は 21で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 1又 は 複 数 （ 好 ま し く

は 1～ 100個 、 よ り 好 ま し く は 1～ 30個 、 更 に 好 ま し く は 1～ 10個 、 最 も 好 ま し く は 1、 2、 3

、 4又 は 5個 ） の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、 (2) 配 列 番 号 配 列 番 号 11、 12、 13、 14

、 15、 16、 17、 18、 19、 20又 は 21で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 1又 は 複 数 （ 好 ま し く は 1～ 10

0個 、 よ り 好 ま し く は 1～ 30個 、 更 に 好 ま し く は 1～ 10個 、 最 も 好 ま し く は 1、 2、 3、 4又 は 5

個 ） の ア ミ ノ 酸 が 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 、 (3) 配 列 番 号 配 列 番 号 11、 12、 13、 14、 15、

16、 17、 18、 19、 20又 は 21で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 1又 は 複 数 （ 好 ま し く は 1～ 100個 、

よ り 好 ま し く は 1～ 30個 、 更 に 好 ま し く は 1～ 10個 、 最 も 好 ま し く は 1、 2、 3、 4又 は 5個 ）

の ア ミ ノ 酸 が 挿 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 、 (4) 配 列 番 号 配 列 番 号 11、 12、 13、 14、 15、 16、

17、 18、 19、 20又 は 21で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 1又 は 複 数 （ 好 ま し く は 1～ 100個 、 よ

り 好 ま し く は 1～ 30個 、 更 に 好 ま し く は 1～ 10個 、 最 も 好 ま し く は 1、 2、 3、 4又 は 5個 ） の

ア ミ ノ 酸 が 他 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は (5)上 記 (1)～ (4)の 変 異 が 組

み 合 わ さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （ 欠 失 、 置 換 、 挿 入 又 は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 の 総 数 が 、 好 ま し

く は 1～ 100個 、 よ り 好 ま し く は 1～ 30個 、 更 に 好 ま し く は 1～ 10個 、 最 も 好 ま し く は 1、 2、

3、 4又 は 5個 ） で あ る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 上 記 （ 2） 、 （ 3） 及 び （ 4） の ポ リ ペ プ チ ド は 、 対 応 す る （ 1） の ポ リ ペ プ チ ド と 実 質 的

に 同 質 の 活 性 を 有 す る 。 「 対 応 す る （ 1） の ポ リ ペ プ チ ド 」 と は 、 同 一 配 列 番 号 に よ り 特

定 さ れ る （ 1） の ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 即 ち 、 「 配 列 番 号 Xで 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と

70％ 以 上 の 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 」 及 び 「 配 列 番 号 Xで 表 さ れ

る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 1若 し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 、 挿 入 又 は 付 加 さ れ た ア

ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 」 に 対 応 す る （ 1） の ポ リ ペ プ チ ド は 、 「 配 列 番 号 Xで 表 さ

れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 」 で あ る 。 「 （ 1） の ポ リ ペ プ チ ド と 実 質 的 に 同

質 の 活 性 」 と し て は 、 EIBSウ イ ル ス 粒 子 中 に お い て 、 レ オ ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 と し て 、 下

記 の 機 能 を 発 揮 す る 活 性 を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ７ 】
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【 表 １ 】

【 ０ ０ １ ８ 】

　 ま た 、 「 （ 1） の ポ リ ペ プ チ ド と 実 質 的 に 同 質 の 活 性 」 と し て 、 赤 血 球 封 入 体 症 候 群 に

対 す る ワ ク チ ン 活 性 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ワ ク チ ン 活 性 の 有 無 は 、 例 え ば 以 下 の 方 法 で

評 価 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 評 価 対 象 の ポ リ ペ プ チ ド を 、 ギ ン ザ ケ に 腹 腔 内 投 与 す る 。 抗 原 投 与 か ら 4週 間 後 に 、 EIB

Sウ イ ル ス で ギ ン ザ ケ を 攻 撃 す る 。 攻 撃 か ら 28日 後 に 、 血 液 中 の ウ イ ル ス 量 を 測 定 し 、 対

照 区 （ 未 接 種 区 ） と 比 較 し て 、 ポ リ ペ プ チ ド 投 与 区 の ウ イ ル ス 量 が 低 い 場 合 に 、 当 該 評 価

対 象 の ポ リ ペ プ チ ド は 赤 血 球 封 入 体 症 候 群 に 対 す る ワ ク チ ン 活 性 を 有 す る と 評 価 す る 。 ギ

ン ザ ケ の 飼 育 水 温 は 8～ 15℃ と す る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 実 質 的 に 同 質 と は 、 そ れ ら の 活 性 が 性 質 的 に （ 例 、 生 理 学 的 に 、 ま た は 薬 理 学 的 に ） 同

質 で あ る こ と を 表 す 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 活 性 が 同 等 （ 例 、 約 0． 01～ 100倍 、 好 ま し く

は 約 0． 1～ 10倍 、 よ り 好 ま し く は 0． 5～ 2倍 ） で あ る こ と が 好 ま し い が 、 こ れ ら の 活 性 の

高 さ は 異 な っ て い て も よ い 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 1つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 上 記 （ 3） の ポ リ ペ プ チ ド に 含 ま れ る 「 配 列 番 号 11、 12、

13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20又 は 21で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 70％ 以 上 の 同 一 性 を 有

す る ア ミ ノ 酸 配 列 」 及 び （ 4） の ポ リ ペ プ チ ド に 含 ま れ る 「 配 列 番 号 11、 12、 13、 14、 15

、 16、 17、 18、 19、 20又 は 21で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 1若 し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸

が 欠 失 、 置 換 、 挿 入 又 は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 」 は 、 天 然 の 配 列 で あ る 。 「 天 然 の 」 と

は 、 当 該 ア ミ ノ 酸 配 列 が 赤 血 球 封 入 体 症 候 群 の 天 然 の 病 原 体 ウ イ ル ス の ゲ ノ ム 中 に コ ー ド

さ れ て い る こ と を い う 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 ウ イ ル ス 遺 伝 子 に は 通 常 多 型 （ 系 統 差 ） が 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 上 記 （ 3） 及

び （ 4） の ポ リ ペ プ チ ド に 含 ま れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に は 、 多 型 に よ り 生 じ た 上 記 （ 1） ポ リ ペ

プ チ ド に 含 ま れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と は 異 な る ア ミ ノ 酸 配 列 が 包 含 さ れ 得 る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 上 記 （ 2） ～ （ 4） の ポ リ ペ プ チ ド は 、 対 応 す る （ 1） の ポ リ ペ プ チ ド と 実 質 的 に 同 質 の

活 性 を 有 す る 限 り 、 そ の 長 さ は 限 定 さ れ ず 、 使 用 目 的 に 応 じ て 所 望 の 長 さ の ポ リ ペ プ チ ド

を 選 択 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と し て 、 長 さ が 3000ア ミ ノ 酸 以

下 の も の 、 2500ア ミ ノ 酸 以 下 の も の 、 2000ア ミ ノ 酸 以 下 の も の 、 1500ア ミ ノ 酸 以 下 の も の
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、 1000ア ミ ノ 酸 以 下 の も の 、 500ア ミ ノ 酸 以 下 の も の 、 400ア ミ ノ 酸 以 下 の も の 、 300ア ミ

ノ 酸 以 下 の も の 等 を 適 宜 選 択 す る こ と が 出 来 る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 上 記 （ 2） ～ （ 4） の ポ リ ペ プ チ ド に お け る 、

（ 2＇ ） 配 列 番 号 11、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20又 は 21で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配

列 ；

（ 3＇ ） 配 列 番 号 11、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20又 は 21で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配

列 と 70％ 以 上 の 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 ； 又 は

（ 4＇ ） 配 列 番 号 11、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20又 は 21で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配

列 に お い て 1若 し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 、 挿 入 又 は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列

以 外 の 部 分 （ 付 加 部 分 ） の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 対 応 す る （ 1） の ポ リ ペ プ チ ド と 実 質 的 に 同

質 の 活 性 を 有 す る 限 り 、 特 に 限 定 さ れ な い 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の N末 端 及 び ／ 又 は C末 端 に は 、 少 な く と も 1つ の タ グ ポ リ ペ プ チ

ド 又 は シ グ ナ ル 配 列 が 含 ま れ て い て も よ い 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 タ グ ポ リ ペ プ チ ド と は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 や 精 製 等 を 容 易 に な ら し め る た め に 付 加 さ

れ る ポ リ ペ プ チ ド を い う 。 タ グ ポ リ ペ プ チ ド と し て は 、 エ ピ ト ー プ タ グ 、 蛍 光 ポ リ ペ プ チ

ド 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン Fc領 域 等 を 挙 げ る こ と が 出 来 る が こ れ に 限 定 さ れ な い 。 エ ピ ト ー プ

タ グ と は 、 抗 体 ま た は 他 の 結 合 パ ー ト ナ ー に よ っ て 特 異 的 に 認 識 さ れ る ペ プ チ ド を い い 、

具 体 的 に は 、 Flagタ グ 、 ポ リ ヒ ス チ ジ ン タ グ 、 c-Mycタ グ 、 H Aタ グ 、 A U1タ グ 、 GSTタ グ 、 M

BPタ グ 等 を 挙 げ る こ と が 出 来 る 。 蛍 光 ポ リ ペ プ チ ド と し て は 、 GFP、 YFP、 RFP、 CFP、 BFP

、 EGFP等 を 挙 げ る こ と が 出 来 る 。 こ の よ う な タ グ ポ リ ペ プ チ ド は 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 当

該 タ グ ポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 認 識 す る 多 様 な 抗 体 が 市 販 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 シ グ ナ ル 配 列 と は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 翻 訳 と 同 時 に ま た は 翻 訳 後 に 、 合 成 部 位 か ら 細 胞 内

部 の 特 定 部 位 、 又 は 細 胞 外 部 へ の ポ リ ペ プ チ ド の 運 搬 や 局 在 を 指 示 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列

を い う 。 シ グ ナ ル 配 列 に は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 分 泌 を 誘 導 す る リ ー ダ ー 配 列 、 核 移 行 シ グ ナ

ル 配 列 （ 例 え ば 、 SV40 T抗 原 の 核 移 行 シ グ ナ ル 配 列 ） 、 核 外 移 行 シ グ ナ ル 配 列 、 核 小 体 局

在 シ グ ナ ル 等 を 挙 げ る こ と が 出 来 る が こ れ に 限 定 さ れ な い 。 こ の よ う な シ グ ナ ル 配 列 は 当

業 者 に 周 知 で あ り 、 目 的 に 応 じ て 適 宜 選 択 す る こ と が 出 来 る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 付 加 部 分 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 合 計 は 、 上 記 （ 2） ～ （ 4） の ポ リ ペ プ チ ド が 、 対 応 す る （ 1

） の ポ リ ペ プ チ ド と 実 質 的 に 同 質 の 活 性 を 有 す る 限 り 、 そ の 長 さ は 限 定 さ れ ず 、 使 用 目 的

に 応 じ て 所 望 の 長 さ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 付 加 部 分 を 採 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、

付 加 部 分 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 合 計 が 、 1500ア ミ ノ 酸 以 下 の も の 、 1000ア ミ ノ 酸 以 下 の も の 、

500ア ミ ノ 酸 以 下 の も の 、 300ア ミ ノ 酸 以 下 の も の 、 100ア ミ ノ 酸 以 下 の も の 、 90ア ミ ノ 酸

以 下 の も の 、 80ア ミ ノ 酸 以 下 の も の 、 70ア ミ ノ 酸 以 下 の も の 、 60ア ミ ノ 酸 以 下 の も の 、 50

ア ミ ノ 酸 以 下 の も の 、 40ア ミ ノ 酸 以 下 の も の 、 30ア ミ ノ 酸 以 下 の も の 、 20ア ミ ノ 酸 以 下 の

も の 、 10ア ミ ノ 酸 以 下 の も の （ 例 、 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9又 は 10ア ミ ノ 酸 ） 等 を 適

宜 選 択 す る こ と が 出 来 る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 上 記 （ 2＇ ） ～ （ 4＇ ） か ら 選 択 さ れ

る い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 本 発 明 の 部 分 ポ リ ペ プ チ ド は 、 上 記 （ 2＇ ） ～ （ 4＇ ） か ら 選 択 さ れ る い ず れ か の ア ミ ノ

酸 配 列 の 部 分 配 列 で あ っ て 、 通 常 10ア ミ ノ 酸 以 上 、 好 ま し く は 15ア ミ ノ 酸 以 上 、 よ り 好 ま

し く は 20ア ミ ノ 酸 以 上 、 更 に 好 ま し く は 50ア ミ ノ 酸 以 上 、 よ り 更 に 好 ま し く は 100ア ミ ノ

酸 以 上 の 長 さ を 有 す る 部 分 配 列 を 含 む 。

【 ０ ０ ３ １ 】
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　 本 発 明 の 部 分 ポ リ ペ プ チ ド は 、 上 記 （ 2＇ ） ～ （ 4＇ ） か ら 選 択 さ れ る い ず れ か の ア ミ ノ

酸 配 列 の 部 分 配 列 に 加 え て 、 そ の N末 端 及 び ／ 又 は C末 端 に 付 加 配 列 を 有 し て い て も よ い 。

例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の N末 端 及 び ／ 又 は C末 端 に は 、 少 な く と も 1つ の タ グ ポ リ

ペ プ チ ド 又 は シ グ ナ ル 配 列 が 含 ま れ て い て も よ い 。 付 加 配 列 の 長 さ は 、 特 に 限 定 さ れ な い

が 、 例 え ば 、 100ア ミ ノ 酸 以 下 、 好 ま し く は 、 50ア ミ ノ 酸 以 下 、 よ り 好 ま し く は 20ア ミ ノ

酸 以 下 、 更 に 好 ま し く は 10ア ミ ノ 酸 以 下 、 よ り 更 に 好 ま し く は 5ア ミ ノ 酸 以 下 （ 例 、 5、 4

、 3、 2又 は 1ア ミ ノ 酸 ） で あ る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 本 発 明 の 部 分 ポ リ ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 、 上 記 （ 2＇ ） ～ （ 4＇ ） か ら 選 択 さ れ る い ず

れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 の 部 分 配 列 か ら な る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 部 分 ポ リ ペ プ チ ド は 、 赤 血 球 封 入 体 症 候 群 に 対 す る ワ ク チ ン

活 性 を 有 す る 。 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 部 分 ポ リ ペ プ チ ド は 、 マ ウ ス 等 哺 乳 動 物 に 投

与 し た 際 に 抗 原 活 性 を 有 す る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド は 修 飾 さ れ て い て も よ い 。 該 修 飾 と し て は

、 脂 質 鎖 の 付 加 （ 脂 肪 族 ア シ ル 化 （ パ ル ミ ト イ ル 化 、 ミ リ ス ト イ ル 化 等 ） 、 プ レ ニ ル 化 （

フ ァ ル ネ シ ル 化 、 ゲ ラ ニ ル ゲ ラ ニ ル 化 等 ） 等 ） 、 リ ン 酸 化 （ セ リ ン 残 基 、 ス レ オ ニ ン 残 基

、 チ ロ シ ン 残 基 等 に お け る リ ン 酸 化 ） 、 ア セ チ ル 化 、 糖 鎖 の 付 加 （ Nグ リ コ シ ル 化 、 Oグ リ

コ シ ル 化 ） 等 を 挙 げ る こ と が 出 来 る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド は 、 適 当 な 標 識 剤 、 例 え ば 、 放 射 性 同 位 元

素 （ 例 ：
1 2 5

I、
1 3 1

I、
3
H、

1 4
C等 ） 、 酵 素 （ 例 ： β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 β － グ ル コ シ ダ

ー ゼ 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 、 リ ン ゴ 酸 脱 水 素 酵 素 等 ） 、 蛍 光 物

質 （ 例 ： フ ル オ レ ス カ ミ ン 、 フ ル オ レ ッ セ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 等 ） 、 発 光 物 質 （ 例 ： ル

ミ ノ ー ル 、 ル ミ ノ ー ル 誘 導 体 、 ル シ フ ェ リ ン 、 ル シ ゲ ニ ン 等 ） 、 ア フ ィ ニ テ ィ タ グ （ 例 ：

ビ オ チ ン 等 ） な ど で 標 識 さ れ て い て も よ い 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 本 明 細 書 に お い て 用 語 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 そ の 塩 を も 含 む 意 味 と し て 用 い ら れ る 。 ポ

リ ペ プ チ ド の 塩 と し て は 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 酸 （ 例 ： 無 機 酸 、 有 機 酸 ） や 塩 基 （ 例 ： ア

ル カ リ 金 属 塩 ） な ど と の 塩 が 用 い ら れ 、 と り わ け 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 酸 付 加 塩 が 好 ま し

い 。 こ の 様 な 塩 と し て は 、 例 え ば 、 無 機 酸 （ 例 え ば 、 塩 酸 、 リ ン 酸 、 臭 化 水 素 酸 、 硫 酸 ）

と の 塩 、 あ る い は 有 機 酸 （ 例 え ば 、 酢 酸 、 ギ 酸 、 プ ロ ピ オ ン 酸 、 フ マ ル 酸 、 マ レ イ ン 酸 、

コ ハ ク 酸 、 酒 石 酸 、 ク エ ン 酸 、 リ ン ゴ 酸 、 蓚 酸 、 安 息 香 酸 、 メ タ ン ス ル ホ ン 酸 、 ベ ン ゼ ン

ス ル ホ ン 酸 ） と の 塩 な ど が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド は 単 離 又 は 精 製 さ れ て い る こ と が 好 ま し い

。 「 単 離 又 は 精 製 」 と は 、 目 的 と す る 成 分 以 外 の 因 子 を 除 去 す る 操 作 が な さ れ 、 天 然 に 存

在 す る 状 態 を 脱 し て い る こ と を 意 味 す る 。 単 離 又 は 精 製 さ れ た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 純

度 （ 全 ポ リ ペ プ チ ド 重 量 に 対 す る 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 重 量 の 割 合 ） は 、 通 常 50％ 以

上 、 好 ま し く は 70％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は 90％ 以 上 、 最 も 好 ま し く は 95％ 以 上 （ 例 え ば 10

0％ ） で あ る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 に つ い て は 特 に 制 限 は な く 、 公

知 の ペ プ チ ド 合 成 法 に 従 っ て 製 造 し て も よ く 、 ま た 公 知 の 遺 伝 子 組 み 換 え 技 術 を 用 い て 製

造 し て も よ い 。 ペ プ チ ド 合 成 法 は 、 例 え ば 、 固 相 合 成 法 、 液 相 合 成 法 の い ず れ で あ っ て も

よ い 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 構 成 し 得 る 部 分 ペ プ チ ド も し く は ア ミ ノ 酸 と 残 余 部 分 と を

縮 合 し 、 生 成 物 が 保 護 基 を 有 す る 場 合 は 保 護 基 を 脱 離 す る こ と に よ り 目 的 と す る ポ リ ペ プ

チ ド を 製 造 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】
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　 遺 伝 子 組 み 換 え 技 術 を 用 い て 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る 場

合 に は 、 先 ず 後 述 す る よ う な 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ

リ ヌ ク レ オ チ ド を 取 得 し 、 該 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し 得 る 発 現 ベ ク タ

ー で 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 し 、 得 ら れ る 形 質 転 換 体 を 培 養 す る こ と に よ っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ

ド を 製 造 す る こ と が で き る 。 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 遺 伝 子 組 み 換 え 技 術 を 用 い た 本 発 明 の

ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 に つ い て は 後 述 す る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド は 、 赤 血 球 封 入 体 症 候 群 に 対 す る ワ ク チ ン

の 有 効 成 分 、 赤 血 球 封 入 体 症 候 群 罹 病 歴 を 診 断 す る た め の 試 薬 の 有 効 成 分 、 本 発 明 の ポ リ

ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 を 作 製 す る 際 の 抗 原 等 と し て 有 用

で あ る 。

【 ０ ０ ４ １ 】

2． ポ リ ヌ ク レ オ チ ド

　 本 発 明 は 上 記 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配

列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る も の で あ る 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 D N Aで あ っ て も RN Aで あ っ て も よ く 、 あ る い は D N A／ RN Aキ

メ ラ で あ っ て も よ い 。 ま た 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 二 本 鎖 で あ っ て も 、 一 本 鎖 で あ っ て も

よ い 。 二 本 鎖 の 場 合 は 、 二 本 鎖 D N A、 二 本 鎖 RN Aま た は D N A： RN Aの ハ イ ブ リ ッ ド で も よ い 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と し て は 、 配 列 番 号 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9又 は 10で 表

さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 例 示 す る こ と が 出 来 る が 、 こ れ ら に 限

定 さ れ な い 。 配 列 番 号 1で 表 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 配 列 番 号 11で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配

列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を 、 配 列 番 号 2で 表 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 配 列 番 号 12で 表 さ

れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を 、 配 列 番 号 3で 表 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 配

列 番 号 13で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を 、 配 列 番 号 4で 表 さ れ る ヌ ク レ

オ チ ド 配 列 は 配 列 番 号 14で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を 、 配 列 番 号 5で

表 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 配 列 番 号 15で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を

、 配 列 番 号 6で 表 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 配 列 番 号 16で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る

ポ リ ペ プ チ ド を 、 配 列 番 号 7で 表 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 配 列 番 号 17で 表 さ れ る ア ミ ノ

酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を 、 配 列 番 号 8で 表 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 配 列 番 号 18で

表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を 、 配 列 番 号 9で 表 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列

は 、 配 列 番 号 19又 は 20で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を 、 配 列 番 号 10で 表

さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 配 列 番 号 21で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を

、 そ れ ぞ れ コ ー ド す る 。 コ ー ド 領 域 （ ORF） は 、 以 下 の 通 り で あ る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】
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【 表 ２ 】

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 各 コ ー ド 領 域 か ら な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク

レ オ チ ド の 好 適 な 態 様 の 1つ で あ る 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 明 細 書 の 配 列 表 に 記 載 さ れ た 配 列 情 報 に 基 づ き 、 公 知

の 遺 伝 子 組 換 え 技 術 を 利 用 す る こ と に よ り 容 易 に 製 造 す る こ と が 出 来 る 。 例 え ば 、 配 列 情

報 に 基 づ き 適 当 な プ ラ イ マ ー を 設 計 し 、 EIBSウ イ ル ス か ら 単 離 し た ゲ ノ ム RN Aか ら 調 製 し

た cD N Aを 鋳 型 と す る RT－ PCRに よ り 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 製 造 す る こ と が 出 来 る

。 或 い は 、 本 明 細 書 の 配 列 表 に 記 載 さ れ た 配 列 情 報 に 基 づ い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 装

置 に よ り 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し て も よ い 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 取 得 さ れ た 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 目 的 に よ り そ の ま ま 、 ま た は 所 望 に よ り 制 限

酵 素 で 消 化 す る か 、 リ ン カ ー を 付 加 し た 後 に 、 使 用 す る こ と が で き る 。 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ

ド は そ の 5＇ 末 端 側 に 翻 訳 開 始 コ ド ン と し て の ATGを 有 し 、 ま た 3＇ 末 端 側 に は 翻 訳 終 止 コ

ド ン と し て の TA A、 TG Aま た は TA Gを 有 し て い て も よ い 。 こ れ ら の 翻 訳 開 始 コ ド ン や 翻 訳 終

止 コ ド ン は 、 適 当 な 合 成 D N Aア ダ プ タ ー を 用 い て 付 加 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 単 離 又 は 精 製 さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。 「 単 離 又 は 精 製

さ れ た 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 純 度 （ 全 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 重 量 に 対 す る 、 本 発 明 の ポ

リ ヌ ク レ オ チ ド の 重 量 の 割 合 ） は 、 通 常 50％ 以 上 、 好 ま し く は 70％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は

90％ 以 上 、 最 も 好 ま し く は 95％ 以 上 （ 例 え ば 100％ ） で あ る 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 な お 、 本 明 細 書 に お い て ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 特 に こ と わ り の な い 限 り D N Aの 配 列 と し

て 記 載 す る が 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が RN Aで あ る 場 合 は 、 チ ミ ン （ T） を ウ ラ シ ル （ U） に 適

宜 読 み 替 え る も の と す る 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 に 有 用 で あ る 。

【 ０ ０ ５ １ 】

3． 発 現 ベ ク タ ー 及 び 形 質 転 換 体

　 本 発 明 は 、 上 記 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 及 び 該 発 現 ベ ク タ ー を 含

む 形 質 転 換 体 を 提 供 す る も の で あ る 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 該 発 現 ベ ク タ ー は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー 中 の プ ロ モ ー タ ー
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に 機 能 可 能 に 連 結 す る こ と に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。 ベ ク タ ー の 種 類 と し て は 、 プ ラ

ス ミ ド ベ ク タ ー 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 等 を 挙 げ る こ と が で き 、 用 い る 宿 主 細 胞 に 応 じ て 適 宜

選 択 す る こ と が 出 来 る 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 宿 主 細 胞 に は 、 原 核 生 物 細 胞 及 び 真 核 生 物 細 胞 が 含 ま れ る 。 原 核 生 物 細 胞 と し て は 、 エ

シ ェ リ ヒ ア 属 菌 （ エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ （ Escherichia coli） 等 ） 、 バ チ ル ス 属 菌 （ バ チ ル

ス ・ サ ブ チ ル ス （ Bacillus subtil is） 等 ） 等 が 用 い ら れ る 。 真 核 生 物 細 胞 と し て は 、 酵

母 （ サ ッ カ ロ マ イ セ ス 　 セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） 等 ） 、 昆 虫 細 胞 （ 夜 盗

蛾 の 幼 虫 由 来 株 化 細 胞 （ Spodoptera frugiperda cell； Sf細 胞 ） 等 ） 、 魚 類 細 胞 （ マ ス ノ

ス ケ 細 胞 （ CHSE-214等 ） 、 ニ ジ マ ス 細 胞 （ RTG-2等 ） 、 コ イ 細 胞 （ EPC等 ） 等 ） 、 哺 乳 動 物

細 胞 （ ヒ ト 細 胞 （ 293等 ） 、 サ ル 細 胞 （ COS-7等 ） 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 細 胞 （ CH O細

胞 等 ） 等 ） な ど が 用 い ら れ る 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 哺 乳 動 物 と し て は 、 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 モ ル モ ッ ト 等 の げ っ 歯 類 や

ウ サ ギ 等 の 実 験 動 物 ； ブ タ 、 ウ シ 、 ヤ ギ 、 ウ マ 、 ヒ ツ ジ 、 ミ ン ク 等 の 家 畜 ； イ ヌ 、 ネ コ 等

の ペ ッ ト ； ヒ ト 、 サ ル 、 カ ニ ク イ ザ ル 、 ア カ ゲ ザ ル 、 マ ー モ セ ッ ト 、 オ ラ ン ウ ー タ ン 、 チ

ン パ ン ジ ー な ど の 霊 長 類 等 を 挙 げ る こ と が 出 来 る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 魚 類 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 、 食 用 と し て は 、 サ ケ 科 に 属 す る 魚 （ 例 え

ば 、 ギ ン ザ ケ 、 マ ス ノ ス ケ 、 タ イ セ イ ヨ ウ サ ケ 、 ニ ジ マ ス ） 、 タ イ 科 の 魚 （ マ ダ イ 、 チ ダ

イ 等 ） 、 カ レ イ 目 に 属 す る 魚 種 （ 例 え ば 、 ヒ ラ メ 科 の 魚 （ ヒ ラ メ 等 ） 、 マ コ ガ レ イ 、 ホ シ

ガ レ イ 、 タ ー ボ ッ ト 等 ） 、 ブ リ 、 ボ ラ 、 ア イ ナ メ 、 マ グ ロ 、 テ ィ ラ ピ ア サ ケ 、 コ イ 、 ヤ マ

メ 、 ア マ ゴ 、 ウ ナ ギ 等 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 鑑 賞 用 途 と し て は 、 コ イ 、 フ ナ 、 メ ダ カ 、 キ

ン ギ ョ 等 が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 、 研 究 又 は 実 験 用 途 と し て 、 ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ 、 メ ダ カ 、

キ ン ギ ョ 、 ド ジ ョ ウ 等 が 挙 げ ら れ る 。 魚 類 は 好 ま し く は サ ケ 科 に 属 す る 魚 で あ り 、 よ り 好

ま し く は ギ ン ザ ケ で あ る 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー と し て は 、 大 腸 菌 内 で 増 幅 可 能 な プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー （ 例 、 pBR322

， pBR325， pUC12， pUC13） 、 枯 草 菌 内 で 増 幅 可 能 な プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー （ 例 、 pUB110， pT

P5， pC194） 、 酵 母 内 で 増 幅 可 能 な プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー （ 例 、 pSH19， pSH15） 等 を 挙 げ る

こ と が で き 、 用 い る 宿 主 の 種 類 や 使 用 目 的 に 応 じ て 適 宜 選 択 す る こ と が 出 来 る 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 種 類 は 、 用 い る 宿 主 細 胞 の 種 類 や 使 用 目 的 に 応 じ て 適 宜 選 択 す る こ

と が 出 来 る 。 例 え ば 、 宿 主 と し て 昆 虫 細 胞 を 用 い る 場 合 に は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー

等 を 用 い る こ と が 出 来 る 。 ま た 、 宿 主 と し て 哺 乳 動 物 細 胞 を 用 い る 場 合 に は 、 モ ロ ニ ー マ

ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 シ ン ド ビ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー 等

の レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ

ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 パ ル ボ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 セ ン

ダ イ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 等 を 用 い る こ と が 出 来 る 。 宿 主 と し て 魚 類 細 胞 を 用 い る 場 合 に は 、

ウ イ ル ス 性 出 血 性 敗 血 症 ウ イ ル ス （ V HSV） ベ ク タ ー 等 を 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 ま た 、 プ ロ モ ー タ ー は 、 用 い る 宿 主 細 胞 の 種 類 に 対 応 し て 、 該 宿 主 細 胞 内 で 転 写 を 開 始

可 能 な も の を 選 択 す る こ と が 出 来 る 。 例 え ば 、 宿 主 が エ シ ェ リ ヒ ア 属 菌 で あ る 場 合 、 trp

プ ロ モ ー タ ー 、 lacプ ロ モ ー タ ー 、 T7プ ロ モ ー タ ー な ど が 好 ま し い 。 宿 主 が バ チ ル ス 属 菌

で あ る 場 合 、 SPO1プ ロ モ ー タ ー 、 SPO2プ ロ モ ー タ ー 、 penPプ ロ モ ー タ ー な ど が 好 ま し い 。

宿 主 が 酵 母 で あ る 場 合 、 PH O5プ ロ モ ー タ ー 、 PG Kプ ロ モ ー タ ー な ど が 好 ま し い 。 宿 主 が 昆

虫 細 胞 で あ る 場 合 、 ポ リ ヘ ド リ ン プ ロ モ ー タ ー 、 P10プ ロ モ ー タ ー な ど が 好 ま し い 。 宿 主

が 哺 乳 動 物 細 胞 で あ る 場 合 、 サ ブ ゲ ノ ミ ッ ク （ 26S） プ ロ モ ー タ ー 、 C M Vプ ロ モ ー タ ー 、 SR

α プ ロ モ ー タ ー 、 哺 乳 類 お よ び 鳥 類 由 来 の β -ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー な ど が 好 ま し い 。 宿

主 が 魚 類 細 胞 で あ る 場 合 、 哺 乳 動 物 細 胞 で 利 用 さ れ る プ ロ モ ー タ ー に 加 え て 、 魚 類 由 来 の
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β -ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー や 魚 類 レ ト ロ ウ イ ル ス の long terminal repeatな ど が 好 ま し い

。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 所 望 に よ り エ ン ハ ン サ ー 、 ス プ ラ イ シ ン グ シ グ ナ ル 、 ポ リ A

付 加 シ グ ナ ル 、 選 択 マ ー カ ー 、 SV40複 製 オ リ ジ ン （ 以 下 、 SV40oriと 略 称 す る 場 合 が あ る

） な ど を 、 そ れ ぞ れ 機 能 可 能 な 態 様 で 含 有 し て い て も よ い 。 選 択 マ ー カ ー と し て は 、 例 え

ば 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 （ 以 下 、 dhfrと 略 称 す る 場 合 が あ る ） 遺 伝 子 〔 メ ソ ト レ キ セ ー

ト （ M TX） 耐 性 〕 、 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 （ A mp
r
と 略 称 す る 場 合 が あ る ） 、 ネ オ マ イ シ

ン 耐 性 遺 伝 子 （ Neo
r
と 略 称 す る 場 合 が あ る 、 G418耐 性 ） 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 好 ま し く は 単 離 又 は 精 製 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 適 切 な 宿 主 細 胞 内 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分

ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し 得 る の で 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 に 有

用 で あ る 。 ま た 、 EIBSウ イ ル ス が 感 染 し 得 る 魚 類 （ 例 、 ギ ン ザ ケ 等 の サ ケ 科 に 属 す る 魚 ）

の 細 胞 内 に お い て 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し 得 る 本 発 明 の ベ ク

タ ー は 、 赤 血 球 封 入 体 症 候 群 に 対 す る ワ ク チ ン （ 下 記 に 詳 述 ） の 有 効 成 分 と し て 有 用 で あ

る 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 上 記 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー を 、 自 体 公 知 の 遺 伝 子 導 入 法 （ 例 え ば 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法

、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 、 プ ロ ト プ ラ ス ト 融 合 法 、 エ レ ク ト

ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 、 DEAEデ キ ス ト ラ ン 法 、 Gene Gunに よ る 遺 伝 子 導 入 法 等 ） に 従 っ て 上 記

宿 主 細 胞 へ 導 入 す る こ と に よ り 、 該 発 現 ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た 形 質 転 換 体 （ 本 発 明 の 形 質

転 換 体 ） を 製 造 す る こ と が で き る 。 該 形 質 転 換 体 は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ

プ チ ド を 発 現 し 得 る 。 本 発 明 の 形 質 転 換 体 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ

ド の 製 造 等 に 有 用 で あ る 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 本 発 明 の 形 質 転 換 体 を 、 宿 主 の 種 類 に 応 じ て 、 自 体 公 知 の 方 法 で 培 養 し 、 培 養 物 か ら 本

発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド

又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る こ と が 出 来 る 。 宿 主 が エ シ ェ リ ヒ ア 属 菌 で あ る 形 質 転 換

体 の 培 養 は 、 LB培 地 や M9培 地 等 の 適 切 な 培 地 中 、 通 常 約 15～ 43℃ で 、 約 3～ 24時 間 行 な わ

れ る 。 宿 主 が バ チ ル ス 属 菌 で あ る 形 質 転 換 体 の 培 養 は 、 適 切 な 培 地 中 、 通 常 約 30～ 40℃ で

、 約 6～ 24時 間 行 な わ れ る 。 宿 主 が 酵 母 で あ る 形 質 転 換 体 の 培 養 は 、 バ ー ク ホ ー ル ダ ー 培

地 等 の 適 切 な 培 地 中 、 通 常 約 20℃ ～ 35℃ で 、 約 24～ 72時 間 行 な わ れ る 。 宿 主 が 昆 虫 細 胞 ま

た は 昆 虫 で あ る 形 質 転 換 体 の 培 養 は 、 約 10％ の ウ シ 血 清 が 添 加 さ れ た Grace＇ s Insect me

dium等 の 適 切 な 培 地 中 、 通 常 約 27℃ で 、 約 3～ 5日 間 行 な わ れ る 。 宿 主 が 動 物 細 胞 で あ る 形

質 転 換 体 の 培 養 は 、 約 10％ の ウ シ 血 清 が 添 加 さ れ た M E M培 地 等 の 適 切 な 培 地 中 、 通 常 約 30

℃ ～ 40℃ で 、 約 15～ 60時 間 行 な わ れ る 。 い ず れ の 培 養 に お い て も 、 必 要 に 応 じ て 通 気 や 撹

拌 を 行 っ て も よ い 。 培 養 物 か ら の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド の 単 離 又 は

精 製 は 、 例 え ば 、 菌 体 溶 解 液 や 培 養 上 清 を 、 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ

ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 複 数 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 供 す

る こ と に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

4． 抗 体

　 本 発 明 は 、 上 記 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 （

以 下 、 本 発 明 の 抗 体 と 称 す る こ と が あ る ） を 提 供 す る 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 抗 体 に よ る 抗 原 Xの 「 特 異 的 認 識 」 と は 、 抗 原 抗 体 反 応 に お け る 、 抗 体 の 抗 原 Xに 対 す る

結 合 親 和 性 に つ い て の K D 値 が 1× 10
－ 7

M以 下 （ 好 ま し く は 、 1× 10
－ 8

M以 下 、 よ り 好 ま し く

は 1× 10
－ 9

M以 下 ） で あ る こ と を 意 味 す る 。
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【 ０ ０ ６ ６ 】

　 本 発 明 の 抗 体 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て 用 い 、 既

存 の 一 般 的 な 製 造 方 法 に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に お い て 、 抗 体 に は 、 ポ

リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ m Ab） 等 の 天 然 型 抗 体 、 遺 伝 子 組 換 技 術 を 用 い

て 製 造 さ れ 得 る キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 や 一 本 鎖 抗 体 、 ヒ ト 抗 体 、 お よ び こ れ ら の 結 合 性

断 片 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 好 ま し く は 、 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ

ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は こ れ ら の 結 合 性 断 片 で あ る 。 結 合 性 断 片 と は 、 特 異 的 結 合 活 性 を 有

す る 前 述 の 抗 体 の 一 部 分 の 領 域 を 意 味 し 、 具 体 的 に は 例 え ば F(ab') 2 、 Fab'、 Fab、 Fv、 sF

v、 dsFv、 sdAb等 が 挙 げ ら れ る （ Exp. Opin. Ther. Patents， Vol.6, No.5, p.441-456,

1996） 。 抗 体 の ク ラ ス は 、 特 に 限 定 さ れ ず 、 IgG、 IgM、 IgA、 IgDあ る い は IgE等 の い ず れ

の ア イ ソ タ イ プ を 有 す る 抗 体 を も 包 含 す る 。 好 ま し く は 、 IgG又 は IgMで あ り 、 精 製 の 容 易

性 等 を 考 慮 す る と よ り 好 ま し く は IgGで あ る 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 本 発 明 の 抗 体 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド や EIBSウ イ ル ス 検 出 の た め の 試 薬 と し て 有 用 で

あ る 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

5． 核 酸 プ ラ イ マ ー 又 は 核 酸 プ ロ ー ブ

　 本 発 明 は 、 上 記 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 特 異 的 に 検 出 す る 核 酸 プ ラ イ マ ー 又 は 核 酸

プ ロ ー ブ を も 提 供 す る 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 特 異 的 に 検 出 し 得 る 核 酸 プ ロ ー ブ と し て は 、 上 記 本 発 明 の

ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 例 え ば 、 配 列 番 号 1

、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9又 は 10で 表 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 或 い は そ の コ ー ド 領 域 か

ら な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ） に 含 ま れ る 、 約 15塩 基 以 上 、 好 ま し く は 約 18～ 約 500塩 基 、 よ

り 好 ま し く は 約 18～ 約 200塩 基 、 い っ そ う 好 ま し く は 約 18～ 約 50塩 基 の 連 続 し た ヌ ク レ オ

チ ド 配 列 又 は そ の 相 補 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 挙 げ る こ と が 出 来 る 。

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 特 異 的 に 検 出 し 得 る 核 酸 プ ラ イ マ ー は 、 上 記 本 発 明 の ポ リ

ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 例 え ば 、 配 列 番 号 1、 2、

3、 4、 5、 6、 7、 8、 9又 は 10で 表 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 或 い は そ の コ ー ド 領 域 か ら な

る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ） か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 一 部 又 は 全 部 の 領 域 を 特 異 的 に 増 幅 し

得 る よ う に 設 計 さ れ た も の で あ れ ば い か な る も の で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 上 記 本 発 明 の

ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 例 え ば 、 配 列 番 号 1

、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9又 は 10で 表 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 或 い は そ の コ ー ド 領 域 か

ら な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ） の 相 補 配 列 の 一 部 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 約 15～ 約 50塩 基 、 好

ま し く は 約 18～ 約 30塩 基 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 、 こ の ハ イ ブ リ ダ

イ ゼ ー シ ョ ン 部 位 よ り 3＇ 側 の 上 記 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 部 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 約 15

～ 約 50塩 基 、 好 ま し く は 約 18～ 約 30塩 基 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と の

組 み 合 わ せ で あ り 、 そ れ ら に よ っ て 増 幅 さ れ る 核 酸 の 断 片 長 が 約 50～ 約 1,000塩 基 、 好 ま

し く は 約 50～ 約 500塩 基 、 よ り 好 ま し く は 約 50～ 約 200塩 基 で あ る 、 一 対 の ポ リ ヌ ク レ オ チ

ド が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 核 酸 プ ロ ー ブ 及 び 核 酸 プ ラ イ マ ー は 、 特 異 的 検 出 に 支 障 を 生 じ な い 範 囲 で 付 加 的 配 列 （

検 出 対 象 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 相 補 的 で な い ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ） を 含 ん で い て も よ い 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

　 ま た 、 核 酸 プ ロ ー ブ 及 び 核 酸 プ ラ イ マ ー は 、 適 当 な 標 識 剤 、 例 え ば 、 放 射 性 同 位 元 素 （

例 ：
1 2 5

I、
1 3 1

I、
3
H、

1 4
C、

3 2
P、

3 3
P、

3 5
S等 ） 、 酵 素 （ 例 ： β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 β －

グ ル コ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 、 リ ン ゴ 酸 脱 水 素 酵 素 等

） 、 蛍 光 物 質 （ 例 ： フ ル オ レ ス カ ミ ン 、 フ ル オ レ ッ セ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 等 ） 、 発 光 物

質 （ 例 ： ル ミ ノ ー ル 、 ル ミ ノ ー ル 誘 導 体 、 ル シ フ ェ リ ン 、 ル シ ゲ ニ ン 等 ） 、 ビ オ チ ン な ど
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で 標 識 さ れ て い て も よ い 。 あ る い は 、 蛍 光 物 質 （ 例 ： FA M、 VIC等 ） の 近 傍 に 該 蛍 光 物 質 の

発 す る 蛍 光 エ ネ ル ギ ー を 吸 収 す る ク エ ン チ ャ ー （ 消 光 物 質 ） が さ ら に 結 合 さ れ て い て も よ

い 。 か か る 実 施 態 様 に お い て は 、 検 出 反 応 の 際 に 蛍 光 物 質 と ク エ ン チ ャ ー と が 分 離 し て 蛍

光 が 検 出 さ れ る 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

　 核 酸 プ ロ ー ブ 及 び 核 酸 プ ラ イ マ ー は 、 D N Aで あ っ て も RN Aで あ っ て も よ く 、 ま た 、 一 本 鎖

で あ っ て も 二 本 鎖 で あ っ て も よ い 。 二 本 鎖 の 場 合 は 二 本 鎖 D N A、 二 本 鎖 RN A、 D N A／ RN Aハ イ

ブ リ ッ ド の い ず れ で あ っ て も よ い 。 従 っ て 、 本 明 細 書 に お い て あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有

す る 核 酸 に つ い て 記 載 す る 場 合 、 特 に 断 ら な い 限 り 、 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 一 本 鎖

ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な 配 列 を 有 す る 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド

、 そ れ ら の ハ イ ブ リ ッ ド で あ る 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を す べ て 包 含 す る 意 味 で 用 い ら れ

て い る と 理 解 さ れ る べ き で あ る 。

【 ０ ０ ７ ４ 】

　 上 記 核 酸 プ ロ ー ブ 及 び 核 酸 プ ラ イ マ ー は 、 例 え ば 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド

配 列 の 情 報 に 基 づ い て 、 D N A/RN A自 動 合 成 機 を 用 い て 常 法 に 従 っ て 合 成 す る こ と が で き る

。

【 ０ ０ ７ ５ 】

6． 赤 血 球 封 入 体 症 候 群 に 対 す る ワ ク チ ン

　 魚 類 を 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド に よ り 免 疫 す る と 、 本 発 明 の ポ リ ペ

プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 免 疫 反 応 が 惹 起 さ れ 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ

の 抗 原 エ ピ ト ー プ を 含 む EIBSウ イ ル ス も こ の 獲 得 さ れ た 免 疫 反 応 に よ り 排 除 さ れ る 。 従 っ

て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド に よ り 免 疫 さ れ た 魚 類 は 、 EIBSウ イ ル ス

感 染 に 対 す る 耐 性 を 獲 得 す る 。 よ っ て 、 本 発 明 は 、 上 記 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ

リ ペ プ チ ド 、 或 い は 上 記 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 、 ブ リ 属 魚 類 の 赤 血 球 封 入 体 症 候 群

に 対 す る ワ ク チ ン （ 以 下 、 本 発 明 の ワ ク チ ン と 称 す る こ と が あ る 。 ） を 提 供 す る 。 本 発 明

の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド 、 或 い は 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー の 有 効 量 を 魚 類 へ 投

与 す る こ と に よ り 、 当 該 魚 類 に お け る 赤 血 球 封 入 体 症 候 群 を 予 防 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

　 本 発 明 の ワ ク チ ン の 投 与 対 象 魚 類 は 、 EIBSウ イ ル ス が 感 染 し 得 る 魚 類 で あ れ ば 、 特 に 限

定 さ れ な い 。 そ の 様 な 魚 類 と し て は 、 サ ケ 科 魚 類 の ギ ン ザ ケ 、 マ ス ノ ス ケ 、 タ イ セ イ ヨ ウ

サ ケ 、 ニ ジ マ ス 等 が 挙 げ ら れ 、 好 ま し く は ギ ン ザ ケ で あ る 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

　 本 発 明 の ワ ク チ ン に 含 ま れ る 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド は 、 好 適 に

は 、 以 下 の （ 1＇ ＇ ） ～ （ 4＇ ＇ ） か ら 選 択 さ れ る い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 10ア ミ ノ

酸 以 上 の 長 さ を 有 す る そ の 部 分 ポ リ ペ プ チ ド で あ る ：

（ 1＇ ＇ ） 配 列 番 号 19又 は 21で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；

（ 2＇ ＇ ） 配 列 番 号 19又 は 21で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ；

（ 3＇ ＇ ） 配 列 番 号 19又 は 21で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 70％ 以 上 の 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ

酸 配 列 を 含 み 、 且 つ 対 応 す る （ 1＇ ＇ ） の ポ リ ペ プ チ ド と 実 質 的 に 同 質 の 活 性 を 有 す る ポ

リ ペ プ チ ド ； 及 び

（ 4＇ ＇ ） 配 列 番 号 19又 は 21で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 1若 し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が

欠 失 、 置 換 、 挿 入 又 は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 且 つ 対 応 す る （ 1＇ ＇ ） の ポ リ ペ

プ チ ド と 実 質 的 に 同 質 の 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 。

【 ０ ０ ７ ８ 】

　 本 発 明 の ワ ク チ ン に 含 ま れ る 、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 好 適 に は 、 上 記 （ 1＇ ＇ ） ～

（ 4＇ ＇ ） か ら 選 択 さ れ る い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 10ア ミ ノ 酸 以 上 の 長 さ を 有 す る

そ の 部 分 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る ベ ク タ ー で あ る 。

【 ０ ０ ７ ９ 】

　 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 上 記 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド 、 或 い は 本 発 明

の 発 現 ベ ク タ ー の み を 含 有 す る も の に 限 定 さ れ ず 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 液 状 又 は 固 体 状 の
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担 体 を さ ら に 含 有 し て も よ い 。 本 発 明 は 、 こ の よ う な 組 成 物 （ 水 産 用 医 薬 組 成 物 ） を も 提

供 す る 。 液 状 の 担 体 と し て は 水 、 リ ン 酸 緩 衝 液 （ PBS） 、 生 理 食 塩 水 等 が 挙 げ ら れ る 。 固

体 状 の 担 体 と し て は 、 タ ル ク 、 シ ュ ー ク ロ ー ス な ど の 賦 形 剤 が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の ワ ク

チ ン の 形 態 は 特 に 制 限 さ れ ず 、 注 射 剤 、 経 口 剤 、 浸 漬 剤 の い ず れ で あ っ て も よ い が 、 少 量

の 投 与 で 長 期 間 に わ た っ て 効 果 の 持 続 性 が あ る 注 射 剤 の 形 態 を 採 用 す る こ と が 好 ま し い 。

ま た 、 経 口 剤 の 形 態 で あ る 場 合 に は 、 通 常 の 魚 類 の 飼 料 に 上 記 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は

部 分 ポ リ ペ プ チ ド 、 或 い は 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー を 混 合 し て も よ い 。

【 ０ ０ ８ ０ 】

　 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 水 産 用 ワ ク チ ン に お い て 通 常 用 い ら れ る 手 法 、 例 え ば 、 注 射 法 、

浸 漬 法 、 経 口 法 等 に よ り 、 投 与 対 象 に 対 し て 投 与 さ れ る 。 注 射 法 に お い て は 、 注 射 可 能 な

大 き さ の 魚 に 、 本 発 明 の ワ ク チ ン を 、 腹 腔 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 、 皮 内 、 静 脈 内 等 （ 好 ま し く

は 腹 腔 内 ） へ 接 種 す る 。 浸 漬 法 に お い て は 、 本 発 明 の ワ ク チ ン の 構 成 成 分 を 含 む 液 中 に 、

魚 を 0． 05～ 24時 間 程 度 浸 漬 す る 。 浸 漬 法 は 、 注 射 法 と 比 較 し て ワ ク チ ン 効 果 が 低 下 す る

可 能 性 が あ る た め 、 必 要 に 応 じ て 追 加 免 疫 を 行 っ て も よ い 。 経 口 法 で は 、 本 発 明 の ワ ク チ

ン の 構 成 成 分 を 含 有 す る 飼 料 を 自 由 摂 餌 さ せ る 。 経 口 法 を 採 用 す る 場 合 に は 、 5～ 14日 間

の 連 続 投 与 が 望 ま し い 。

【 ０ ０ ８ １ 】

　 注 射 用 ワ ク チ ン は 、 上 記 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド 、 或 い は 本 発 明 の

発 現 ベ ク タ ー を 滅 菌 し た 魚 類 用 生 理 食 塩 水 等 に 懸 濁 し て 調 製 す る こ と が で き る 。 な お 、 当

該 注 射 用 ワ ク チ ン に は 、 上 記 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド 、 或 い は 本 発 明

の 発 現 ベ ク タ ー 、 及 び 生 理 食 塩 水 の 他 、 当 該 注 射 剤 に 通 常 用 い ら れ る 懸 濁 化 剤 、 安 定 化 剤

、 乳 化 剤 、 緩 衝 剤 、 保 存 剤 、 溶 解 補 助 剤 ま た は そ の 他 の 適 当 な 添 加 剤 を 配 合 す る こ と も で

き る 。

【 ０ ０ ８ ２ 】

　 従 来 か ら ワ ク チ ン 効 果 等 を 向 上 さ せ る た め に 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト が 用 い ら れ て い る 。 一

態 様 に お い て 、 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 ア ジ ュ バ ン ト を 使 用 す る ま で も な く 、 十 分 な ワ ク チ

ン 効 果 を 奏 す る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 本 発 明 は ア ジ ュ バ ン ト の 使 用 を 何 ら 制 限 す

る も の で は な く 、 所 望 に 応 じ て 、 上 記 成 分 に 加 え て ア ジ ュ バ ン ト を 配 合 す る こ と も で き る

。

【 ０ ０ ８ ３ 】

　 ア ジ ュ バ ン ト の 例 と し て は 以 下 の も の が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い ： 油 性 ア

ジ ュ バ ン ト （ 鉱 物 、 植 物 及 び 動 物 性 油 脂 、 ビ タ ミ ン Eな ど の 油 溶 性 ビ タ ミ ン 等 ） 、 こ れ ら

を 添 加 す る た め の 界 面 活 性 剤 、 ミ ョ ウ バ ン 、 ア ル ミ ニ ウ ム 化 合 物 、 ベ ン ト ナ イ ト 、 ム ラ ミ

ル ジ ペ プ チ ド 誘 導 体 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 内 毒 素 。

【 ０ ０ ８ ４ 】

　 本 発 明 の ワ ク チ ン に 含 ま れ る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド 、 或 い は 本 発 明

の 発 現 ベ ク タ ー の 量 は 、 本 発 明 の ワ ク チ ン と し て 用 い ら れ た 際 に 、 EIBSウ イ ル ス 感 染 の 予

防 を 達 成 し 得 る 範 囲 で 特 に 限 定 さ れ ず 、 抗 原 の 態 様 、 投 与 ル ー ト 、 投 与 対 象 等 に よ り 適 宜

選 択 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ８ ５ 】

　 本 発 明 の ワ ク チ ン の 投 与 量 は 、 魚 類 に お け る EIBSウ イ ル ス 感 染 の 予 防 を 達 成 し 得 る 範 囲

で 特 に 限 定 さ れ ず 、 抗 原 の 態 様 、 投 与 ル ー ト 、 投 与 対 象 等 に よ り 適 宜 選 択 す る こ と が で き

る 。 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド を 注 射 に よ り 投 与 す る 場 合 、 投

与 量 を 、 単 離 さ れ た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド と し て 、 通 常 1尾 あ た り 1

0μ g～ 1mgと す る 。 ま た 、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー を 注 射 に よ り 投 与 す る 場 合 、 投 与 量 を 、

単 離 さ れ た 本 発 明 の ベ ク タ ー と し て 、 通 常 1尾 あ た り 100ng～ 10μ gと す る 。

【 ０ ０ ８ ６ 】

　 な お 、 魚 に 投 与 す る ワ ク チ ン の 体 積 を 増 減 す る こ と に よ っ て 、 有 効 量 を 適 宜 調 節 す る こ

と が で き る の で 、 本 発 明 の ワ ク チ ン 中 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド 、 或

い は 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー の 含 有 量 は 、 上 記 の も の に 限 定 さ れ る こ と は な い 。
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【 ０ ０ ８ ７ 】

　 本 発 明 の ワ ク チ ン を 魚 に 腹 腔 内 注 射 す る 場 合 の 望 ま し い 投 与 量 は 、 投 与 す る ワ ク チ ン 中

に 含 有 さ れ る 有 効 成 分 の 量 、 魚 の 種 類 、 年 齢 及 び 体 重 な ど の 種 々 の 要 因 に よ っ て 異 な り 、

一 概 に 規 定 す る こ と は で き な い 。 し か し 、 投 与 量 が 多 す ぎ る と 、 投 与 作 業 が 煩 雑 に な り 、

ま た 、 投 与 量 が 少 な く 過 ぎ る と 、 投 与 毎 の 投 与 量 の 誤 差 が 増 大 す る 懸 念 が あ る の で 、 体 重

5～ 100gの 魚 に 対 し て 通 常 0． 025～ 0． 5mL程 度 を 体 重 に 応 じ て 腹 腔 内 注 射 す る こ と が 好 ま

し い 。

【 ０ ０ ８ ８ 】

　 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 魚 の 体 重 や 年 齢 等 に 特 に 制 限 は さ れ る こ と な く 投 与 す る こ と が で

き る 。 ワ ク チ ン を よ り 有 効 に 利 用 す る た め に は 、 EIBSウ イ ル ス に 感 染 す る 前 、 例 え ば 稚 魚

の 段 階 で 投 与 す る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ８ ９ 】

　 本 発 明 の ワ ク チ ン の 投 与 回 数 は 、 そ の ワ ク チ ン 効 果 （ EIBSウ イ ル ス 感 染 予 防 効 果 ） が 持

続 す る 限 り 1回 で よ い が 、 複 数 回 投 与 し て も よ い 。 複 数 回 投 与 に よ り 、 ワ ク チ ン 効 果 の 増

強 が 期 待 で き る 。 複 数 回 投 与 の 場 合 の 投 与 間 隔 は 、 通 常 1～ 30日 で あ る 。 ま た 投 与 回 数 は

、 通 常 2～ 5回 で あ る 。 本 発 明 の ワ ク チ ン の 投 与 回 数 は 好 ま し く は 1～ 3回 、 最 も 好 ま し く は

1回 で あ る 。

【 ０ ０ ９ ０ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 上 記 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド 、 或 い は 本 発 明 の 発

現 ベ ク タ ー の ワ ク チ ン 有 効 量 を 魚 類 に 投 与 す る こ と 、 お よ び 当 該 魚 類 を 飼 育 す る こ と を 含

む 、 魚 類 の 養 殖 方 法 を 提 供 す る 。

【 ０ ０ ９ １ 】

　 魚 類 の 飼 育 方 法 は 、 公 知 で あ り 、 適 切 な 人 為 的 な 条 件 下 で 給 餌 し な が ら 、 市 場 へ の 出 荷

に 十 分 な 大 き さ に な る ま で 飼 育 す る 。

【 ０ ０ ９ ２ 】

7． 赤 血 球 封 入 体 症 候 群 罹 病 歴 の 診 断 方 法

　 本 発 明 は 、 魚 類 か ら 採 取 し た 生 体 試 料 に お け る 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ

プ チ ド に 対 す る 抗 体 価 を 測 定 す る こ と を 含 む 、 当 該 魚 類 の 赤 血 球 封 入 体 症 候 群 罹 病 歴 を 診

断 す る 方 法 （ 以 下 、 本 発 明 の 診 断 方 法 と 称 す る こ と が あ る 。 ） を 提 供 す る 。 例 え ば 、 魚 類

か ら 採 取 し た 生 体 試 料 に お け る 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗

体 価 を 測 定 し 、 当 該 抗 体 価 を 赤 血 球 封 入 体 症 候 群 罹 病 歴 の 無 い 対 照 魚 類 と 比 較 す る 。

【 ０ ０ ９ ３ 】

　 本 発 明 の 診 断 方 法 に お い て は 、 好 適 に は 、 以 下 の （ 1＇ ＇ ＇ ） ～ （ 4＇ ＇ ＇ ） か ら 選 択 さ

れ る い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 10ア ミ ノ 酸 以 上 の 長 さ を 有 す る そ の 部 分 ポ リ ペ プ チ ド

に 対 す る 抗 体 価 を 測 定 す る ：

（ 1＇ ＇ ＇ ） 配 列 番 号 21で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；

（ 2＇ ＇ ＇ ） 配 列 番 号 21で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ；

（ 3＇ ＇ ＇ ） 配 列 番 号 21で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 70％ 以 上 の 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配

列 を 含 み 、 且 つ 対 応 す る （ 1＇ ＇ ＇ ） の ポ リ ペ プ チ ド と 実 質 的 に 同 質 の 活 性 を 有 す る ポ リ

ペ プ チ ド ； 及 び

（ 4＇ ＇ ＇ ） 配 列 番 号 21で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 1若 し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失

、 置 換 、 挿 入 又 は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 且 つ 対 応 す る （ 1＇ ＇ ＇ ） の ポ リ ペ プ

チ ド と 実 質 的 に 同 質 の 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 。

　 他 の ポ リ ペ プ チ ド と 比 較 し て 、 EIBS感 染 耐 過 魚 中 に 高 い 抗 体 価 が 認 め ら れ る か ら で あ る

。

【 ０ ０ ９ ４ 】

　 対 象 魚 類 は 、 EIBSウ イ ル ス が 感 染 し 得 る 魚 類 で あ れ ば 、 特 に 限 定 さ れ な い 。 そ の 様 な 魚

類 と し て は 、 サ ケ 科 魚 類 の ギ ン ザ ケ 、 マ ス ノ ス ケ 、 タ イ セ イ ヨ ウ サ ケ 、 ニ ジ マ ス 等 が 挙 げ

ら れ 、 好 ま し く は ギ ン ザ ケ で あ る 。

【 ０ ０ ９ ５ 】
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　 生 体 試 料 と し て は 、 血 液 （ 血 清 、 血 漿 等 の 血 液 の 処 理 物 を 包 含 す る ） 、 腹 水 等 を 挙 げ る

こ と が で き る が 、 好 適 に は 血 液 が 用 い ら れ る 。

【 ０ ０ ９ ６ 】

　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 価 の 測 定 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ

プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 、 免 疫 学 的 手 法 に よ り 実 施 す る こ と が で き る 。 本 発

明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド を 生 体 試 料 と 接 触 さ せ 、 生 体 試 料 中 に 含 ま れ る 本

発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 と 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部

分 ポ リ ペ プ チ ド か ら 構 成 さ れ る 免 疫 複 合 体 を 形 成 さ せ て 、 こ れ を 検 出 す る 。 免 疫 学 的 手 法

と し て は 、 ELISA法 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 放 射 性 同 位 元 素 免 疫 測 定 法 （ RIA法 ） 等

を 挙 げ る こ と が で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。

【 ０ ０ ９ ７ 】

　 そ し て 、 対 照 魚 類 を 上 回 る 抗 体 価 を 有 す る 場 合 に は 、 赤 血 球 封 入 体 症 候 群 罹 病 歴 を 有 す

る と 判 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ９ ８ 】

　 本 発 明 の 診 断 方 法 に よ り 、 対 照 魚 類 を 上 回 る 抗 体 価 を 有 す る 魚 類 を 選 択 す る こ と に よ り

、 赤 血 球 封 入 体 症 候 群 罹 病 歴 を 有 す る 個 体 を 選 択 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 個 体 は 、

EIBSウ イ ル ス に 対 す る 抵 抗 性 （ EIBSウ イ ル ス に 対 す る 免 疫 ） を 獲 得 し て い る の で 、 こ れ を

養 殖 す る こ と に よ り 、 EIBSウ イ ル ス 感 染 に よ る 漁 業 的 被 害 を 回 避 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ９ ９ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 赤 血 球 封 入 体 症

候 群 罹 病 歴 を 診 断 す る た め の 試 薬 （ 以 下 、 本 発 明 の 診 断 試 薬 と 称 す る こ と が あ る 。 ） を も

提 供 す る 。 本 発 明 の 診 断 試 薬 を 用 い る こ と に よ り 、 本 発 明 の 診 断 方 法 を 容 易 に 実 施 す る こ

と が 出 来 る 。 本 発 明 の 診 断 試 薬 に 含 ま れ る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド は

、 好 適 に は 、 上 述 の （ 1＇ ＇ ＇ ） ～ （ 4＇ ＇ ＇ ） か ら 選 択 さ れ る い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド 、

又 は 10ア ミ ノ 酸 以 上 の 長 さ を 有 す る そ の 部 分 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。

【 ０ １ ０ ０ 】

　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド は 、 水 も し く は 適 当 な 緩 衝 液 （ 例 ： TEバ ッ

フ ァ ー 、 PBSな ど ） 中 に 適 当 な 濃 度 と な る よ う に 溶 解 さ れ る か 、 あ る い は 凍 結 乾 燥 さ れ た

状 態 で 提 供 さ れ る 。

【 ０ １ ０ １ 】

　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド を 適 切 な 支 持 体 の 上 に 結 合 し て 、 提 供 し て

も よ い 。 支 持 体 と し て は 、 当 該 分 野 で 通 常 用 い ら れ て い る 支 持 体 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ ず

、 例 え ば 、 メ ン ブ レ ン （ 例 え ば 、 ナ イ ロ ン 膜 ） 、 ガ ラ ス 、 プ ラ ス チ ッ ク 、 金 属 な ど が 挙 げ

ら れ る 。

【 ０ １ ０ ２ 】

　 本 発 明 の 診 断 試 薬 は 、 抗 体 価 の 測 定 方 法 に 応 じ て 、 必 要 な 他 の 成 分 を 構 成 と し て さ ら に

含 む キ ッ ト と し て 提 供 さ れ て も よ い 。 例 え ば 、 当 該 キ ッ ト に は 、 （ 標 識 ） 二 次 抗 体 、 発 色

基 質 、 ブ ロ ッ キ ン グ 液 、 洗 浄 緩 衝 液 、 ELISAプ レ ー ト 、 ブ ロ ッ テ ィ ン グ 膜 等 を さ ら に 含 む

こ と が で き る 。

【 ０ １ ０ ３ 】

8． E I B Sウ イ ル ス の 検 出 方 法

　 本 発 明 は 、 試 料 に お け る 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド 、 或 い は 本 発 明

の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 測 定 す る こ と を 含 む 、 EIBSウ イ ル ス の 検 出 方 法 を 提 供 す る 。

【 ０ １ ０ ４ 】

　 試 料 と し て は 、 EIBSウ イ ル ス の 存 在 が 疑 わ れ る も の で あ れ ば 、 特 に 限 定 さ れ な い 。 例 え

ば 、 EIBSウ イ ル ス へ の 感 染 の 疑 い の あ る 魚 由 来 の 生 体 試 料 や 、 EIBSウ イ ル ス の 存 在 が 疑 わ

れ る 海 水 、 漁 具 等 を 挙 げ る こ と が 出 来 る 。

【 ０ １ ０ ５ 】

　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ チ ド の 測 定 は 、 上 述 の 本 発 明 の 抗 体 を 用 い て 免

疫 学 的 手 法 に よ り 行 う こ と が 出 来 る 。 免 疫 学 的 手 法 と し て は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析
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、 放 射 性 同 位 元 素 免 疫 測 定 法 （ RIA法 ） 、 ELISA法 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 免 疫 組 織

染 色 等 を 挙 げ る こ と が で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。

【 ０ １ ０ ６ 】

　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 測 定 は 、 上 述 の 本 発 明 の 核 酸 プ ラ イ マ ー 又 は 核 酸 プ ロ ー ブ

を 用 い て 、 自 体 公 知 の 方 法 に よ り 測 定 す る こ と が 出 来 る 。 該 測 定 方 法 と し て は 、 例 え ば 、

cD N A（ 又 は cRN A） ア レ イ 、 RT－ PCR、 ノ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 in situ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー

シ ョ ン 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ １ ０ ７ 】

　 そ し て 、 試 料 中 に 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 上 回 る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 部 分 ポ リ ペ プ

チ ド 、 或 い は 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 検 出 さ れ た 場 合 に は 、 当 該 試 料 中 に EIBSウ イ ル

ス が 存 在 す る 可 能 性 が あ る と 判 断 す る こ と が で き る 。

【 ０ １ ０ ８ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 上 述 の 本 発 明 の 抗 体 、 或 い は 上 述 の 本 発 明 の 核 酸 プ ラ イ マ ー 又 は 核 酸

プ ロ ー ブ を 含 む 、 EIBSウ イ ル ス の 検 出 用 試 薬 （ 本 発 明 の 検 出 用 試 薬 ） を 提 供 す る 。 本 発 明

の 検 出 用 試 薬 を 用 い る こ と に よ り 、 容 易 に 、 上 述 の 本 発 明 の 検 出 方 法 に よ り EIBSウ イ ル ス

を 検 出 す る こ と が で き る 。

【 ０ １ ０ ９ 】

　 本 発 明 の 抗 体 、 或 い は 本 発 明 の 核 酸 プ ラ イ マ ー 又 は 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 通 常 、 水 も し く は

適 当 な 緩 衝 液 （ 例 ： TEバ ッ フ ァ ー 、 PBSな ど ） 中 に 適 当 な 濃 度 と な る よ う に 溶 解 さ れ る か

、 あ る い は 凍 結 乾 燥 さ れ た 状 態 で 提 供 さ れ る 。

【 ０ １ １ ０ 】

　 本 発 明 の 抗 体 、 上 述 の 本 発 明 の 核 酸 プ ラ イ マ ー 又 は 核 酸 プ ロ ー ブ を 、 適 切 な 支 持 体 の 上

に 結 合 し て 、 提 供 し て も よ い 。 支 持 体 と し て は 、 当 該 分 野 で 通 常 用 い ら れ て い る 支 持 体 で

あ れ ば 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 、 メ ン ブ レ ン （ 例 え ば 、 ナ イ ロ ン 膜 ） 、 ガ ラ ス 、 プ ラ ス チ

ッ ク 、 金 属 な ど が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ １ １ １ 】

　 本 発 明 の 試 薬 は 、 測 定 方 法 に 応 じ て 、 必 要 な 他 の 成 分 を 構 成 と し て さ ら に 含 む キ ッ ト と

し て 提 供 さ れ て も よ い 。

　 例 え ば 、 本 発 明 の 試 薬 が 、 本 発 明 の 抗 体 を 含 む も の で あ れ ば 、 免 疫 学 的 手 法 の 実 施 に 使

用 す る 、 標 識 二 次 抗 体 、 発 色 基 質 、 ブ ロ ッ キ ン グ 液 、 洗 浄 緩 衝 液 、 ELISAプ レ ー ト 、 ブ ロ

ッ テ ィ ン グ 膜 等 を さ ら に 含 む こ と が で き る 。

【 ０ １ １ ２ 】

　 本 発 明 の 試 薬 が 、 上 述 の 本 発 明 の 核 酸 プ ラ イ マ ー 又 は 核 酸 プ ロ ー ブ を 含 む も の で あ れ ば

、 RT-PCR、 ノ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 in situ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 cD N Aア レ イ 等 の 実

施 に 使 用 す る 各 種 試 薬 を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 RT-PCRを 測 定 に 用 い る 場 合 に は 、 本

発 明 の 試 薬 は 、 10× PCR反 応 緩 衝 液 、 10× MgCl 2 水 溶 液 、 10× dNTPs水 溶 液 、 Taq D N Aポ リ メ

ラ ー ゼ （ 5U/μ L） 、 逆 転 写 酵 素 等 を さ ら に 含 む こ と が で き る 。 ノ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ や cD

N Aア レ イ を 測 定 に 用 い る 場 合 に は 、 本 発 明 の 試 薬 は 、 ブ ロ ッ テ ィ ン グ 緩 衝 液 、 標 識 化 試 薬

、 ブ ロ ッ テ ィ ン グ 膜 等 を さ ら に 含 む こ と が で き る 。 in situ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 測

定 に 用 い る 場 合 に は 、 本 発 明 の 試 薬 は 、 標 識 化 試 薬 、 発 色 基 質 等 を さ ら に 含 む こ と が で き

る 。

【 ０ １ １ ３ 】

　 刊 行 物 、 特 許 文 献 等 を 含 む 、 本 明 細 書 に 引 用 さ れ た す べ て の 参 考 文 献 は 、 引 用 に よ り 、

そ れ ら が 個 々 に 具 体 的 に 参 考 と し て 援 用 さ れ か つ そ の 内 容 全 体 が 具 体 的 に 記 載 さ れ て い る

の と 同 程 度 ま で 、 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。

【 ０ １ １ ４ 】

　 以 下 、 実 施 例 を 示 し て 本 発 明 を よ り 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は 以 下 に 示 す 実 施 例 に

よ っ て 何 ら 限 定 さ れ る も の で は な い 。

【 実 施 例 】

【 ０ １ １ ５ 】
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［ 実 施 例 1： EIBSウ イ ル ス の ゲ ノ ム 構 造 の 解 析 ］

EIBSウ イ ル ス の 単 離

　 赤 血 球 封 入 体 症 候 群 に 罹 病 し た 養 殖 ギ ン ザ ケ か ら 赤 血 球 を 採 取 し 、 そ の 超 音 波 破 砕 液 を

密 度 勾 配 超 遠 心 分 離 法 に 供 し 、 EIBSウ イ ル ス 粒 子 を 分 離 し た 。

【 ０ １ １ ６ 】

ゲ ノ ム RN Aの 塩 基 配 列 の 決 定

　 EIBSウ イ ル ス 粒 子 の ゲ ノ ム RN Aを TRIzol試 薬 （ ラ イ フ テ ク ノ ロ ジ ー ズ ） を 用 い て 抽 出 し

、 cD N Aの 合 成 を Full length amplification of cD N As（ FLAC） 法 に よ り 行 っ た 。 こ の cD N A

を 鋳 型 と し て PCRを 行 い 、 TOPO TAク ロ ー ニ ン グ キ ッ ト （ ラ イ フ テ ク ノ ロ ジ ー ズ ） を 用 い て

PCR産 物 の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 成 し た 。 ラ イ ブ ラ リ ー か ら ア ト ラ ン ダ ム に 選 択 し た 300ク ロ ー

ン の プ ラ ス ミ ド を 抽 出 し 、 組 み 込 ん だ PCR産 物 の 塩 基 配 列 を 解 析 し た 。 塩 基 配 列 の 解 析 は

、 BigDye Terminator（ ラ イ フ テ ク ノ ロ ジ ー ズ ） を 用 い た サ ン ガ ー 法 で 行 い 、 そ の 反 応 産

物 を 自 動 蛍 光 シ ー ケ ン サ ー 3130xl（ ラ イ フ テ ク ノ ロ ジ ー ズ ） で 分 析 し た 。 得 ら れ た 各 塩 基

配 列 の 重 複 関 係 を 遺 伝 子 解 析 ソ フ ト GENETY X-Mac（ ゼ ネ テ ィ ッ ク ス ） で 明 ら か に し 、 EIBS

ウ イ ル ス の 10本 の ゲ ノ ム 分 節 の 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。

【 ０ １ １ ７ 】

ポ リ ペ プ チ ド へ の 翻 訳 領 域

　 10本 の ゲ ノ ム 分 節 の 塩 基 配 列 に つ い て オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム (ORF)解 析 を 行 っ

た （ 表 3） 。 各 ORFに コ ー ド さ れ て い た タ ン パ ク 質 は 、 ウ イ ル ス 粒 子 の 形 成 に 関 わ る タ ン パ

ク 質 で あ っ た （ 図 1） 。

【 ０ １ １ ８ 】
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【 表 ３ 】

【 ０ １ １ ９ 】

　 配 列 番 号 9で 表 さ れ る RN A文 節 に は 、 2つ の ORF（ 配 列 番 号 19及 び 配 列 番 号 20） が 見 出 さ れ

た こ と か ら 、 こ の RN A文 節 に つ い て は 2通 り の パ タ ー ン で 翻 訳 が 生 じ る 可 能 性 が 示 さ れ た 。

【 ０ １ ２ ０ 】

EIBSウ イ ル ス の 分 類 学 的 位 置

　 lambda 3遺 伝 子 （ 配 列 番 号 2） に コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 12） に 基 づ く 、 E

IBSウ イ ル ス と 近 縁 ウ イ ル ス の 遺 伝 的 系 統 解 析 の 結 果 、 EIBSウ イ ル ス が PRVと 異 な る 系 統 で

あ り 、 新 し い 種 で あ る こ と が 示 さ れ た （ 図 2） 。

【 ０ １ ２ １ 】

［ 実 施 例 2： 定 量 RT-PCR法 に よ る ウ イ ル ス 検 出 へ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 利 用 ］

　 配 列 番 号 1で 表 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 基 に 定 量 RT-PCR法 の プ ラ イ マ ー を 設 計 し た （

表 4） 。 EIBSウ イ ル ス の RN Aに 対 す る 逆 転 写 反 応 （ RT） に は 、 ReverTra Ace qPCR RT Kit（

TO Y OBO） を 用 い 、 リ ア ル タ イ ム PCRに は 、 GeneAce SYBR qPCR Mixα Low RO X（ ニ ッ ポ ン ジ

ー ン ） を 使 用 し た 。 反 応 条 件 は 、 1サ イ ク ル 目 （ 95℃ 、 10分 ） 、 40サ イ ク ル （ 95℃ 、 30秒

→ 60℃ 、 1分 ） に 設 定 し た 。 な お 、 測 定 時 に は 外 部 標 準 （ λ RN A、 タ カ ラ バ イ オ ） の 測 定 も

行 い 、 サ ン プ ル 間 の ば ら つ き を 標 準 化 し た 上 で EIBSウ イ ル ス の ゲ ノ ム コ ピ ー 数 を 算 出 し た
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。

【 ０ １ ２ ２ 】

【 表 ４ 】

【 ０ １ ２ ３ 】

　 設 計 し た リ ア ル タ イ ム RT-PCRは 、 3.25E+7～ 3.25E+0 コ ピ ー の プ ラ ス ミ ド ス タ ン ダ ー ド

に 対 し て 3.25E+1コ ピ ー ま で 十 分 に 定 量 的 な 検 出 が 可 能 で あ っ た （ 図 3） 。

【 ０ １ ２ ４ 】

　 EIBSが 発 生 し た 養 殖 場 か ら ギ ン ザ ケ 血 液 を サ ン プ リ ン グ し 、 抽 出 し た RN Aを 定 量 RT-PCR

法 に 供 し た と こ ろ 、 個 体 ご と に 定 量 的 な ウ イ ル ス 検 出 が 可 能 で あ っ た （ 図 4） 。

【 ０ １ ２ ５ 】

［ 実 施 例 3： ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ る 抗 体 検 査 へ の 組 換 え タ ン パ ク 質 の 利 用 ］

　 EIBSウ イ ル ス の ゲ ノ ム 上 に コ ー ド さ れ た 各 遺 伝 子 産 物 の 組 換 え タ ン パ ク 質 が 、 抗 体 検 査

に お け る 抗 原 と し て 利 用 で き る か 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り 検 討 し た 。

　 配 列 番 号 1～ 4及 び 6～ 10の 翻 訳 領 域 を RT-PCRに よ り 増 幅 し 、 各 RT-PCR産 物 を 発 現 プ ラ ス

ミ ド ベ ク タ ー pET30に そ れ ぞ れ 組 換 え 、 大 腸 菌 を 用 い て His-tag融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ

た 。 発 現 さ れ た 各 タ ン パ ク 質 を 、 Ni ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 用 い て 回 収 し 、 SDS-PA GEに

供 し た 。 SDS-PA GE後 、 各 発 現 タ ン パ ク 質 を PV DF膜 に 転 写 し 、 EIBS感 染 耐 過 魚 及 び 未 感 染 魚

の 各 血 清 に 対 す る 反 応 を 観 察 し た 。 各 発 現 タ ン パ ク 質 に 反 応 す る ギ ン ザ ケ 抗 体 の 検 出 に は

、 ギ ン ザ ケ 抗 体 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と HRP発 色 キ ッ ト （ Bio-Rad） を 用 い た 。

【 ０ １ ２ ６ 】

　 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 の 結 果 、 各 組 換 え タ ン パ ク 質 に 対 す る EIBS感 染 耐 過 魚 の 抗 体 の 反

応 は 、 未 感 染 魚 よ り 顕 著 に 強 か っ た （ 図 5） 。 こ の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 は 、 発 色 の 程 度

か ら 容 易 に 結 果 の 判 定 が で き た こ と か ら 、 抗 体 検 査 に 利 用 で き る と 考 え ら れ た 。

【 ０ １ ２ ７ 】

　 各 組 換 え タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 の 結 果 を 基 に 画 像 解 析 に よ り 検 討

し た 。 解 析 で は 、 画 像 解 析 ソ フ ト CS Analyzer 3.0（ ATTO） を 用 い 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト

法 に お け る 発 色 反 応 を 数 値 化 し て 、 各 組 換 え タ ン パ ク 質 ご と の 反 応 を 比 較 し た 。 そ の 結 果

、 配 列 番 号 10の ゲ ノ ム 文 節 中 に コ ー ド さ れ た σ 1の 組 換 え タ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 21） に 対

す る 反 応 が 特 に 強 く 、 EIBSウ イ ル ス 感 染 歴 の 診 断 用 の 抗 原 と し て 優 れ て い る こ と が 示 さ れ

た （ 図 6） 。

【 ０ １ ２ ８ 】

［ 実 施 例 4： ELISA法 に よ る 抗 体 検 査 へ の 組 換 え タ ン パ ク 質 の 利 用 ］

　 血 液 中 の EIBSウ イ ル ス に 対 す る 抗 体 を 測 定 す る こ と で 、 EIBSの 感 染 歴 を 把 握 す る こ と が

で き る 。 定 量 的 な 測 定 方 法 と し て マ イ ク ロ ウ ェ ル プ レ ー ト 内 で 抗 原 抗 体 反 応 を 行 う ELISA

法 が あ る 。 配 列 番 号 10に コ ー ド さ れ て い る σ 1の 組 換 え 融 合 タ ン パ ク 質 を 抗 原 と し て 用 い

、 こ れ に 反 応 す る ギ ン ザ ケ 抗 体 を ELISA法 に よ り 定 量 し た 。

【 ０ １ ２ ９ 】

　 ト リ ス 緩 衝 生 理 食 塩 水 等 で 10倍 に 希 釈 し た ギ ン ザ ケ 血 漿 或 い は 血 清 （ 50μ L） を ELISAの

供 試 料 と し て 用 い た 。 EIBSが 発 生 し た 養 殖 場 の ギ ン ザ ケ の 血 漿 に 対 す る ELISAの 結 果 を 図 7
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に 示 し た 。 発 生 か ら 28日 後 に は 、 EIBSに 対 す る 抗 体 の 保 有 魚 が 確 認 さ れ 、 40日 後 に は 殆 ど

の 個 体 で 抗 体 の 保 有 が 検 出 さ れ た 。 こ の 結 果 か ら 、 EIBSウ イ ル ス の ゲ ノ ム 上 に コ ー ド さ れ

た 各 遺 伝 子 産 物 の 組 換 え タ ン パ ク 質 を 用 い て 、 免 疫 学 的 手 法 に よ り EIBSの 感 染 歴 を 確 認 で

き る こ と が 示 さ れ た 。

【 ０ １ ３ ０ 】

［ 実 施 例 5： ワ ク チ ン へ の 組 換 え タ ン パ ク 質 の 利 用 ］

　 配 列 番 号 10中 の 翻 訳 領 域 に コ ー ド さ れ た 遺 伝 子 産 物 σ 1に 対 す る 組 換 え タ ン パ ク 質 を 発

現 ベ ク タ ー pColdTF D N Aで 作 成 し た 。 こ の 組 換 え タ ン パ ク 質 を ギ ン ザ ケ に 免 疫 し 、 4週 間 後

に EIBSウ イ ル ス に よ る 攻 撃 試 験 を 行 っ た 。 攻 撃 か ら 28日 後 に 、 血 液 中 の ウ イ ル ス 量 を 定 量

RT-PCR法 で 測 定 し た 。 そ の 結 果 を 図 8に 示 し た 。 未 接 種 区 よ り ウ イ ル ス 量 が 低 く な っ て い

る 個 体 が σ 1接 種 区 で 多 く 見 ら れ た 。 こ の 組 換 え タ ン パ ク 質 を ワ ク チ ン と し て 用 い る こ と

で 防 御 効 果 を 示 す 可 能 性 が 考 え ら れ た 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ １ ３ １ 】

　 本 発 明 に よ り 、 EIBSウ イ ル ス の 全 ゲ ノ ム 配 列 が 提 供 さ れ る 。

　 こ れ ま で 、 EIBSウ イ ル ス を イ ン ビ ト ロ で 培 養 す る 技 術 が 確 立 さ れ て い な か っ た た め 、 EI

BSウ イ ル ス に 対 す る ワ ク チ ン の 開 発 が 進 ま な か っ た が 、 本 発 明 に よ り 、 EIBSウ イ ル ス に 対

す る サ ブ ユ ニ ッ ト ワ ク チ ン の 開 発 が 可 能 と な る 。

　 ま た 、 本 発 明 に よ り 、 EIBS罹 病 歴 を 有 す る 魚 類 を 容 易 に 選 択 す る こ と が で き る の で 、 EI

BS感 染 耐 過 魚 （ EIBSウ イ ル ス に 対 す る 免 疫 が 成 立 し た 個 体 ） の み を 選 択 し 、 こ れ を 養 殖 す

る こ と に よ り 、 EIBSウ イ ル ス 感 染 に よ る 漁 業 的 被 害 を 回 避 す る こ と が で き る 。

　 更 に 、 本 発 明 に よ り EIBSウ イ ル ス を 容 易 に 検 出 す る こ と が で き る 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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