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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
感受性雄動物における精巣ＢＶＤＶ（ウシ・ウィルス性下痢ウィルス）感染のリスクを低
下または除去する方法であって、以下のステップ：　修飾生１型ＢＶＤＶ及び修飾生２型
ＢＶＤＶの両者を含むワクチンの有効量を当該動物に投与する、　ここで、各ＢＶＤＶは
１ｘ１０２と１ｘ１０１０の間のウィルスのプラーク形成量またはＴＣＩＤ５０単位で存
在し、　　当該動物は、当該ワクチンを1回または2回投与され、　　そして、当該ワクチ
ンの量は１ｍｌ～７ｍｌであるを含む前記方法。
【請求項２】
前記動物が、雄牛、雄羊、及び雄豚から成る群から選ばれる、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
前記動物が雄牛である、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
前記修飾生ＢＶＤウィルスの内の少なくとも１つが、細胞病原性ウィルスに由来する、請
求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
前記修飾生ＢＶＤウィルスの内の少なくとも１つが、非－細胞病原性のウィルスに由来す
る、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
前記修飾生ＢＶＤウィルスの両者が、細胞病原性ウィルスに由来する、請求項１～３のい
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ずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
前記ワクチンが、ウシ・ヘルペス・ウィルス（ＢＨＶ－１）；パラインフルエンザ３型ウ
ィルス（ＰＩＶ３）；ウシＲＳウィルス（ＢＲＳＶ）；レプトスピラ・キャニコーラ（Ｌ
ｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｃａｎｉｃｏｌａ）、レプトスピラ・グリポチフォサ（Ｌｅｐｔｏ
ｓｐｉｒａ　ｇｒｉｐｐｏｔｙｐｈｏｓａ）、レプトスピラ・ボルグペテルセニ・ハルジ
ョ－プラジトノ（Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｂｏｒｇｐｅｔｅｒｓｅｎｉｉ　ｈａｒｄｊｏ
－ｐｒａｊｉｔｎｏ）、レプトスピラ・イクテロヘモラジア（Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｉ
ｃｔｅｒｏｈａｅｍｍｏｒｒｈａｇｉａ）、レプトスピラ・インテロガンス・ポモナ（Ｌ
ｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｉｎｔｅｒｒｏｇａｎｓ　ｐｏｍｏｎａ）、レプトスピラ・ボルブ
ペテルセニ・ハルジョ－ボビス（Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｂｏｒｇｐｅｔｅｒｓｅｎｉｉ
　ｈａｒｄｊｏ－ｂｏｖｉｓ）、レプトスピラ・ブラチスラバ（Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　
Ｂｒａｔｉｓｌａｖａ）、キャンピロバクター・フェタス（Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ
　ｆｅｔｕｓ）、マンヘイミア（パスツレラ）ヘモリティカ（Ｍａｎｎｈｅｉｍｉａ（Ｐ
ａｓｔｅｕｒｅｌｌａ）ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃａ）、パスツレラ・ムルトシダ（Ｐａｓｔ
ｅｕｒｅｌｌａ　ｍｕｌｔｏｃｉｄａ）、マイコバクテリウム・ボビス（Ｍｙｃｏｂａｃ
ｔｅｒｉｕｍ　ｂｏｖｉｓ）、及びマイコバクテリウム・ジスパール（Ｍｙｃｏｂａｃｔ
ｅｒｉｕｍ　ｄｉｓｐａｒ）から成る群から選ばれる１以上の追加抗原を含む、請求項１
～６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
前記追加抗原が、ウシ・ヘルペス・ウィルス（ＢＨＶ－１）、パラインフルエンザ３型ウ
ィルス（ＰＩＶ３）、及びウシＲＳウィルス（ＢＲＳＶ）を含む、請求項７に記載の方法
。
【請求項９】
ＢＶＤＶ感受性雄動物における精巣ＢＶＤＶ感染のリスクを低下または除去するための医
薬の製造のための、修飾生１型ＢＶＤＶ及び修飾生２型ＢＶＤＶの両者を含む、ここで、
各ＢＶＤＶは１ｘ１０２と１ｘ１０１０の間のウィルスのプラーク形成量またはＴＣＩＤ

５０単位で存在する、抗原の有効量の使用。
【請求項１０】
前記動物が、雄牛、雄羊、及び雄豚から成る群から選ばれる、請求項９に記載の使用。
【請求項１１】
前記動物が雄牛である、請求項１０に記載の使用。
【請求項１２】
前記修飾生ＢＶＤウィルスの内の少なくとも１つが、細胞病原性ウィルスに由来する、請
求項９～１１のいずれか１項に記載の使用。
【請求項１３】
前記修飾生ＢＶＤウィルスの内の少なくとも１つが、非－細胞病原性のウィルスに由来す
る、請求項９～１１のいずれか１項に記載の使用。
【請求項１４】
前記修飾生ＢＶＤウィルスの両者が、細胞病原性ウィルスに由来する、請求項９～１１の
いずれか１項に記載の使用。
【請求項１５】
前記医薬が、ウシ・ヘルペス・ウィルス（ＢＨＶ－１）；パラインフルエンザ３型ウィル
ス（ＰＩＶ３）；ウシＲＳウィルス（ＢＲＳＶ）；レプトスピラ・キャニコーラ（Ｌｅｐ
ｔｏｓｐｉｒａ　ｃａｎｉｃｏｌａ）、レプトスピラ・グリポチフォサ（Ｌｅｐｔｏｓｐ
ｉｒａ　ｇｒｉｐｐｏｔｙｐｈｏｓａ）、レプトスピラ・ボルグペテルセニ・ハルジョ－
プラジトノ（Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｂｏｒｇｐｅｔｅｒｓｅｎｉｉ　ｈａｒｄｊｏ－ｐ
ｒａｊｉｔｎｏ）、レプトスピラ・イクテロヘモラジア（Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｉｃｔ
ｅｒｏｈａｅｍｍｏｒｒｈａｇｉａ）、レプトスピラ・インテロガンス・ポモナ（Ｌｅｐ
ｔｏｓｐｉｒａ　ｉｎｔｅｒｒｏｇａｎｓ　ｐｏｍｏｎａ）、レプトスピラ・ボルブペテ
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ルセニ・ハルジョ－ボビス（Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｂｏｒｇｐｅｔｅｒｓｅｎｉｉ　ｈ
ａｒｄｊｏ－ｂｏｖｉｓ）、レプトスピラ・ブラチスラバ（Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　Ｂｒ
ａｔｉｓｌａｖａ）、キャンピロバクター・フェタス（Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ　ｆ
ｅｔｕｓ）、マンヘイミア（パスツレラ）ヘモリティカ（Ｍａｎｎｈｅｉｍｉａ（Ｐａｓ
ｔｅｕｒｅｌｌａ）ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃａ）、パスツレラ・ムルトシダ（Ｐａｓｔｅｕ
ｒｅｌｌａ　ｍｕｌｔｏｃｉｄａ）、マイコバクテリウム・ボビス（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅ
ｒｉｕｍ　ｂｏｖｉｓ）、及びマイコバクテリウム・ジスパール（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒ
ｉｕｍ　ｄｉｓｐａｒ）から成る群から選ばれる１以上の追加抗原を含む、請求項９～１
４のいずれか１項に記載の使用。
【請求項１６】
前記追加抗原が、ウシ・ヘルペス・ウィルス（ＢＨＶ－１）、パラインフルエンザ３型ウ
ィルス（ＰＩＶ３）、及びウシＲＳウィルスを含む、請求項１５に記載の使用。
【請求項１７】
前記動物が精巣ＢＶＤＶ感染の高まったリスクにある、請求項１に記載の方法。
【請求項１８】
前記動物が精巣ＢＶＤＶ感染の高まったリスクにある、請求項９に記載の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
本発明の分野
　本発明に係る本発明は、感染に対して感受性雄動物を免疫化することによりウシ・ウィ
ルス性下痢による精巣感染を予防する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
本発明の背景
　ウシ・ウィルス性下痢ウィルス（Ｂｏｖｉｎｅ　ｖｉｒａｌ　ｄｉａｒｒｈｅａ　ｖｉ
ｒｕｓ（ＢＶＤＶ））は、持続的に及び急性に感染した雄牛その他の感受性雄動物の精液
中に播かれうる蓄牛その他の感受性動物の経済学的に重要な病原体である。この病原体は
、感受性動物において、胃腸、呼吸器、及び生殖器疾患を引き起こす。
【０００３】
　ＢＶＤＶの高く病原性の株に因る胃腸及び呼吸器疾患はより臨床的に劇的であるけれど
も、ＢＶＤＶに因る生殖損失は、より高く経済学的に重要でありうる。ＢＶＤＶの伝染に
ついての文献は、雄牛の精液中のウィルスが感受性の、精液を注入された雌牛を感染させ
て、妊娠率の低下、早期の胎児の死、流産、及びＢＶＤＶに永続的に感染した子ウシの出
生を引き起こすことを証明している1-3。
【０００４】
　永続的に感染した雄牛は、感受性の、精液を注入された雌牛を最も一貫して感染させる
。なぜなら、それらの精液は、高濃度のウィルス（１０7.6細胞培養感染性投与量（５０
％）／mL）（ＣＣＩＤ50／mL）を含有するからである3。これに対して、急性感染の免疫
適格性雄牛の感染精巣は、精液中により低濃度のウィルス（５～７５ＣＣＩＤ50／mL）を
播くが、それらは、ＢＶＤＶを伝染しうるものである4。１つの研究は、精液中２５～５
０ＣＣＩＤ50／mLのウィルスが、精液を注入された雌牛の５％を感染させ、そして当該感
染した雌牛から妊娠集団へのＢＶＤＶのその後の水平伝染が、それらの胎児の永続感染を
もたらしたことを報告した5。
【０００５】
　２つの研究チームは、青春期後の雄牛の急性感染が精巣中に局在化する永続性ＢＶＤＶ
感染を引き起こしうることも報告した6,7。１つのユニークなケースが、ニュージーラン
ドの人工受精所において維持された血清反応陽性の、非ウィルス血症の雄牛において生じ
た。この雄牛は、血液からのＢＶＤＶの単離の試みが陰性であった後に、当該人工受精所
に認められていた。ＢＶＤＶに対する中和抗体の存在にも拘らず、当該雄牛は、当該動物
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が屠殺されたとき、１１ヶ月間にわたり低レベル（２×１０3ＣＣＩＤ50／mL）で精液中
に連続してウィルスを播いていた。死後検査において、当該雄牛の精巣のみからウィルス
が単離された6。当該雄牛の精液中のウィルスは、３頭の血清反応陰性の雌牛の内の１頭
の感染及びその後の血清変換をもたらした8。２次的な人工的に誘導された感染において
、ＢＶＤＶは、７ヶ月までの間にわたり３頭の非ウィルス血症の青春期後の雄牛の内の２
頭の精液中で、逆転写－ネステド・ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ｎＰＣＲ）により検出
されたが、当該ウィルスは、標準的な組織培養法によっては単離されることができなかっ
た。曝露開始から５ヶ月後に採取した精子は、静脈内投与後１頭の血清反応陰性の子ウシ
においてＢＶＤＶ感染を引き起こした。曝露の日及び曝露から７ヶ月後に採取された精子
は、２頭の追加の血清反応陰性の子ウシにおいて感染を引き起こさなかった7。
【０００６】
　２つの研究は、急性感染した雄牛は、許容しうる精子濃度、運動性、及び形態をもつ精
子中にＢＶＤＶを播くことができると述べた4,5。他の研究は、急性感染雄牛において、
運動性の低下、ｄｉａｄｅｍ欠陥の増加、小さな精子頭、及び近位滴を発見した9。
【０００７】
　自然育種による伝染性、及び雄牛の生殖能力に関する詳細についての不確かさにも拘ら
ず、ＢＶＤＶによる感受性雄動物の精巣感染は、雌牛へのＢＶＤＶ伝染に因る生殖損失に
よる有意義な経済的インパクトを有していることは明らかである。
【０００８】
　精巣ウィルス感染は、免疫化を介した治療又は予防のための重要な挑戦を課している。
なぜなら、当該精巣は免疫学的に隔離されるべきことが知られているからである。驚ろく
べきことに、我々は、免疫化が、感受性動物間での、ＢＶＤＶ精巣感染をコントロールす
る有効な手段であることを示した。
【０００９】
参考文献
【化１】
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【化２】

【発明の開示】
【００１０】
本発明の要約
　本発明は、感受性雄動物において精巣ＢＶＤＶ感染を予防又は治療するための方法であ
って、当該動物に、失活１型ＢＶＤＶワクチン、失活２型ＢＶＤＶワクチン、修飾生１型
ＢＶＤＶワクチン、及び修飾生２型ＢＶＤＶワクチンから成る群から選ばれるワクチンの
有効量を投与することを含む前記方法に関する。
【００１１】
　本発明は、感受性雄動物において精巣ＢＶＤＶ感染を予防するための医薬として使用す
るための、失活１型ＢＶＤＶワクチン、失活２型ＢＶＤＶワクチン、修飾生１型ＢＶＤＶ
ワクチン、及び修飾生２型ＢＶＤＶワクチンから成る群から選ばれるワクチンにも関する
。
【００１２】
　本発明は、さらに、感受性雄動物における精巣ＢＶＤＶ感染を予防するための医薬の製
造のための、失活１型ＢＶＤＶワクチン、失活２型ＢＶＤＶワクチン、修飾生１型ＢＶＤ
Ｖワクチン、及び修飾生２型ＢＶＤＶワクチンから成る群から選ばれるワクチンの使用に
関する。
【００１３】
　本発明は、さらに、感受性雄動物における精巣ＢＶＤＶ感染を予防するための方法であ
って、ＢＶＤＶ精巣感染の高まったリスクをもつ上記動物を同定し；そして当該動物に、
失活１型ＢＶＤＶワクチン、失活２型ＢＶＤＶワクチン、修飾生１型ＢＶＤＶワクチン、
及び修飾生２型ＢＶＤＶワクチンから成る群から選ばれるワクチンの有効量を投与するこ
とを含む前記方法に関する。
【００１４】
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　本発明は、ＢＶＤＶ精巣感染の高まったリスクをもつ感受性雄動物における精巣ＢＶＤ
Ｖ感染を予防するための医薬として使用される、失活１型ＢＶＤＶワクチン、失活２型Ｂ
ＶＤＶワクチン、修飾生１型ＢＶＤＶワクチン、及び修飾生２型ＢＶＤＶワクチンから成
る群から選ばれるワクチンにも関する。
【００１５】
　本発明は、さらに、ＢＶＤＶ精巣感染の高まったリスクをもつ感受性雄動物における精
巣ＢＶＤＶ感染を予防するための医薬の製造のための、失活１型ＢＶＤＶワクチン、失活
２型ＢＶＤＶワクチン、修飾生１型ＢＶＤＶワクチン、及び修飾生２型ＢＶＤＶワクチン
から成る群から選ばれるワクチンの使用に関する。
【００１６】
　本発明は、失活１型ＢＶＤＶワクチン、失活２型ＢＶＤＶワクチン、修飾生１型ＢＶＤ
Ｖワクチン、及び修飾生２型ＢＶＤＶワクチンから成る群から選ばれるＢＶＤＶワクチン
を含む容器（単数又は複数）；及び感受性雄動物における精巣ＢＶＤＶ感染の予防のため
のＢＶＤＶワクチンの使用のための指示書を含む製造物品にも関する。
【００１７】
　上記感受性雄動物は、雄牛、雄羊、及び雄豚を含むことができる。好ましい態様におい
ては、上記動物は雄牛である。
【００１８】
　上記ワクチン及び製造物品は、修飾生１型ＢＶＤＶワクチンと修飾生２型ＢＶＤＶワク
チンの両者を含みうる。
　上記ワクチンは、細胞病原性又は非－細胞病原性ウィルスに由来したものであることが
できる。
【００１９】
　場合により、本発明に係るワクチン及び製造物品は、ウシ・ヘルペス・ウィルス（ＢＨ
Ｖ－１）；パラインフルエンザ３型ウィルス（ＰＩＶ３）；ウシＲＳウィルス（ＢＲＳＶ
）；レプトスピラ・キャニコーラ（Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｃａｎｉｃｏｌａ）、レプト
スピラ・グリポチフォサ（Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｇｒｉｐｐｏｔｙｐｈｏｓａ）、レプ
トスピラ・ボルグペテルセニ・ハルジオプラジトノ（Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｂｏｒｇｐ
ｅｔｅｒｓｅｎｉｉ　ｈａｒｄｉｏｐｒａｊｉｔｎｏ）、レプトスピラ・イクテロヘモラ
ジア（Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｉｃｔｅｒｏｈａｅｍｍｏｒｒｈａｇｉａ）、レプトスピ
ラ・インテロガンス・ポモナ（Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｉｎｔｅｒｒｏｇａｎｓ　ｐｏｍ
ｏｎａ）、レプトスピラ・ボルブペテルセニ・ハルジョ－ボビス（Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ
　ｂｏｒｇｐｅｔｅｒｓｅｎｉｉ　ｈａｒｄｊｏ－ｂｏｖｉｓ）、レプトスピラ・ブラチ
スラバ（Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　Ｂｒａｔｉｓｌａｖａ）、キャンピロバクター・フェタ
ス（Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ　ｆｅｔｕｓ）、マンヘイミア（パスツレラ）ヘモリテ
ィカ（Ｍａｎｎｈｅｉｍｉａ（Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ）ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃａ）、パ
スツレラ・ムルトシダ（Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ　ｍｕｌｔｏｃｉｄａ）、マイコバクテ
リウム・ボビス（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｂｏｖｉｓ）、及びマイコバクテリウム
・ジスパール（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｄｉｓｐａｒ）から成る群から選ばれる少
なくとも１の追加抗原を含みうる。
【００２０】
　好ましい態様においては、本発明に係るワクチン及び製造物品は、ウシ・ヘルペス・ウ
ィルス（ＢＨＶ－１）、パラインフルエンザ・ウィルス３型（ＰＩＶ３）、及びウシＲＳ
ウィルス（ＢＲＳＶ）から成る群から選ばれる少なくとも１の追加の抗原を含みうる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２１】
本発明の詳細な説明
　本発明は、感受性雄動物におけるＢＶＤＶウィルスによる、精巣感染、及び生じる精液
中の播種の治療又は予防方法を提供する。本発明に係る方法は、１型ＢＶＤＶ及び２型Ｂ
ＶＤＶによる生じる感染により引き起こされる精巣感染の予防又は低減に有効である。
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【００２２】
定義及び略号
　「ウシ・ウィルス性下痢ウィルス（Ｂｏｖｉｎｅ　ｖｉｒａｌ　ｄｉａｒｒｈｅａ　ｖ
ｉｒｕｓ（“ＢＶＤＶ”））」とは、フラビビリデ（Ｆｌａｖｉｖｉｒｉｄａｅ）科及び
ペスティウィルス（Ｐｅｓｔｉｖｉｒｕｓ）属における小さな、（＋）鎖、一本鎖、ＲＮ
Ａウィルスである。ＢＶＤＶの２つのバイオタイプ、細胞病理型（ＣＰ）と非－細胞病理
型（ＮＣ）は、感受性細胞の単層が感染されたときのインビトロにおける可視性の病理学
的効果の存在又は不在に基づいて記載されてきた。非－細胞病理バイオタイプは、ほとん
どの場合に、フィールド大発生（ｆｉｅｌｄ　ｏｕｔｂｅａｋｓ）から単離される。ウシ
・ウィルス性下痢ウィルス株も、当該ウィルスＲＮＡ内の実質的な差異に基づき、２つの
別個の種（すなわち、遺伝子型）、１型と２型に分類されうる。
【００２３】
　用語「感受性動物」とは、ＢＶＤＶ感染にかかり易い動物、例えば、ウシ、ヒツジ、及
びブタを意味する。
【００２４】
　用語「感受性雄動物」とは、ＢＶＤＶ精巣感染にかかり易い雄動物、例えば、ウシ、ヒ
ツジ、及びブタを意味する。去勢されていない雄ウシを、「雄牛（ｂｕｌｌｓ）」という
。去勢されていない雄ヒツジを、「雄羊（ｒａｍｓ）」という。去勢されていない雄ブタ
を、「雄豚（ｂｏａｒｓ）」という。
【００２５】
　精巣感染に関して用語「予防（ｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇ）」又は「コントロール（ｃｏｎ
ｔｒｏｌｌｉｎｇ）」とは、感受性雄動物の精巣の毒性１型ＢＶＤＶ及び２型ＢＶＤＶに
よる感染のリスクを低下又は除去すること；感染の兆候を改善し又は緩和すること；又は
感染からの回復を加速させることを意味する。ワクチン接種は、精巣生検又は精液中のウ
ィルスの存在による評価されるとき、ウィルス又は細菌負荷の低下が存在する場合に治療
的であると考えられる。
【００２６】
　用語「感染」は、ＢＶＤＶによる急性又は持続的（永続的）感染を意味することができ
る。
　ＢＶＤＶによる「急性（ａｃｕｔｅ）」又は「一過性（ｔｒａｎｓｉｅｎｔ）」感染は
、免疫適格な感受性動物がＢＶＤＶの細胞病理性又は非－細胞病理性株に曝露されるとき
に生じる。亜臨床的な感染は最も一般的であるけれども、うつ、食欲欠乏、口腔腐食（び
らん）及び潰瘍、下痢、及び死が観察されるかもしれない。急性感染免疫適格動物は、当
該ウィルスを感受性動物に伝染させるが、持続性感染動物よりもその効率はかなり低い。
【００２７】
　急性精巣感染は、一過性全身性感染の結果としての、感受性雄動物の精巣の急性又は一
過性感染をいう。いくつかの報告は、急性感染雄牛は、精子の許容しうる濃度、運動性、
及び形態をもつ精液中にウィルスを播くことができることを示している。しかしながら、
他の報告において、著者らは、急性感染に符合する、精子の運動性及びｄｉａｄｅｍ（頭
環）欠陥の減少、小さな精子頭部、及び近位滴を観察した。
【００２８】
　ＢＶＤＶによる持続性感染は、感受性動物が、妊娠期間の約１２５日目における免疫適
格の発達前に、ＢＶＤＶの非－細胞病理性株により感染したときに、生じる。持続性感染
した動物は、それにより感染された株に対する免疫寛容に発達し、病原体のリザーバーと
して働き、そして一般に、全生涯にわたって、尿、糞、精液、唾液、涙、及び鼻粘膜中に
多量のウィルスを播く。
【００２９】
　持続性精巣感染は、急性又は持続性全身感染の結果としての、感受性雄動物の精巣の持
続性感染をいう。
【００３０】
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本発明において使用されるワクチン
　本発明において使用されるワクチンは、１型ＢＶＤＶ及び／又は２型ＢＶＤＶ並びに獣
医学的に許容される担体を含む。
　伝統的には、ウィルス・ワクチンは以下の２つのクラスに分類される：それらをより低
く病原性によるように処置又は培養されている生－ウィルスを含む生ワクチン（弱毒化）
、及び死んだ（失活した）ウィルス粒子を含むワクチン。ＢＶＤＶの意味においては、当
該ウィルス自体は、細胞病理性又は非－細胞病理性でありうる。ウシ・ウィルス性下痢ウ
ィルス株も、そのウィルスＲＮＡ内の実質的な差異に基づいて、２つの別個の種（すなわ
ち、遺伝子型）、１型と２型に分類されうる。したがって、主として、８つの主クラスの
ＢＶＤＶワクチンが存在しうる。但し、商業的ワクチンのほとんどは、細胞病理性ウィル
スに基づくものである。
【００３１】
　現在商業的に入手しうるＢＶＤＶワクチンの中には、ウィルスが化学的に失活されてい
るものが在る（ＭｃＣｌｕｒｋｉｎ，ｅｔ　ａｌ．，Ａｒｃｈ．Ｖｉｒｏｌ．５８：１１
９（１９７８）；Ｆｅｒｎｅｌｉｕｓ，ｅｔ　ａｌ．，Ａｍ．Ｊ．Ｖｅｔ．Ｒｅｓ．３３
：１４２１－１４３１（１９７２）；及びＫｏｌａｒ，ｅｔ　ａｌ．，Ａｍ．Ｊ．Ｖｅｔ
．Ｒｅｓ．３３：１４１５－１４２０（１９７２））。これらのワクチンは、典型的には
、１次免疫化を達成するために多数回投与を要求し、短い継続時間の免疫を提供し、そし
て胎児伝染に対して保護を提供しない（Ｂｏｌｉｎ，Ｖｅｔ．Ｃｌｉｎ．Ｎｏｒｈ　Ａｍ
．Ｆｏｏｄ　Ａｎｉｍ．Ｐｒａｃｔ．１１：６１５－６２５（１９９５））。ヒツジにお
いては、精製されたＥ２タンパク質に基づくサブユニット・ワクチンが報告されている（
Ｂｒｕｓｃｈｋｅ，ｅｔ　ａｌ．，Ｖａｃｃｉｎｅ　１５：１９４０－１９４５（１９９
７））。不幸なことに、たった１つの上記ワクチンが、感染から胎児を保護するようであ
り、そしてこの保護は、同種ウィルスの１つの株に制限される。
【００３２】
　さらに、修飾生ウィルス（ＭＬＶ）ワクチンは、ウシ又はブタ細胞における繰り返しの
継代により（Ｃｏｇｇｉｎｓ，ｅｔ　ａｌ．，Ｃｏｒｎｅｌｌ　Ｖｅｔ．５１：５３９（
１９６１）；及びＰｈｉｌｌｉｐｓ，ｅｔ　ａｌ．，Ａｍ．Ｊ．Ｖｅｔ．Ｒｅｓ．３６：
１３５（１９７５））又はそのウィルスに温度感受性表現型を付与する化学的に誘導され
た突然変異により（Ｌｏｂｍａｎｎ，ｅｔ　ａｌ．，Ａｍ．Ｊ．Ｖｅｔ／Ｒｅｓ．４５：
２４９８（１９８４）；及びＬｏｂｍａｎ，ｅｔ　ａｌ．，Ａｍ．Ｊ．Ｖｅｔ．Ｒｅｓ．
４７：５５７－５６１（１９８６））、減弱されてきたＢＶＤウィルスを用いて製造され
てきた。ＭＬＶワクチンの１回投与は、免疫化のために十分であることが証明されており
、そして免疫の継続時間は、ワクチン接種されたウシにおいて数年間にわたることができ
る（Ｃｏｒｎｉａ，ｅｔ　ａｌ．，Ｃａｎ．Ｊ．Ｃｏｎ．Ｍｅｄ．４２：２３９（１９７
８））。さらに、ＭＬＶ－型ワクチンによりワクチン接種された子ウシから、交差保護が
報告されている（Ｍａｒｔｉｎ，ｅｔ　ａｌ．，Ｉｎ　Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇ　ｏｆ　ｔ
ｈｅ　Ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ　Ｒｅｓ．Ｗｏｒｋｅｒ’ｓ　Ａｎｉｍ．Ｄｉｓ．，７５：
１８３（１９９４））。しかしながら、安全性に関する考慮、例えば、ウィルスの可能性
のある胎児伝染は、上記ワクチンの使用に関して大きな関心事であった（Ｂｏｌｉｎ，Ｖ
ｅｔ．Ｃｌｉｎ．Ｎｏｒｔｈ　Ａｍ．Ｆｏｏｄ　Ａｎｉｍ．Ｐｒａｃｔ．１１：６１５－
６２５（１９９５））。
【００３３】
　好ましい態様においては、１型ＢＶＤＶ成分は、修飾生細胞病理性である（ｃｐＢＶＤ
－１株、ＮＡＤＬ－Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ａｎｉｍａｌ　Ｄｉｓｅａｓｅ　Ｃｅｎｔｅｒ，
Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ，Ｄｅｐ．ｏｆ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ，Ａｍｅｓ，Ｉｏ
ｗａ，ＡＴＣＣ　ＶＲ－５３４）。他の好ましい態様においては、２型ＢＶＤＶ成分は、
修飾生細胞病理性である（ｃｐＢＶＤ－２株５３６３７，ＡＴＣＣ　Ｎｏ．ＰＴＡ－４８
５９）。２００３年７月２９日に出願された同時係属中の米国特許出願第６０／４９０，
８３４号中に記載されるように、両単離物は、ＮＳ２－３領域内に挿入物を含む。減弱ｃ
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ｐＢＶＤＶ－１は、アミノ酸１５３６位のグリシン残基をコードするコドンの第３ヌクレ
オチドである、ヌクレオチド位置番号＃４９９３（ＮＡＤＬ配列ナンバリング）における
チミジンの３′に、Ｂｏｓ　ｔａｕｒｕｓ　ＤｎａＪ１コーディング配列の挿入物を含む
。減弱ｃｐＢＶＤＶ－２は、同一ゲノム部位にＢｏｓ　ｔａｕｒｕｓ　ＤｎａＪ１コーデ
ィング配列の挿入物を含む。他の好ましい態様においては、修飾生抗原は、乾燥され、凍
結乾燥され又はガラス化される。
【００３４】
　１の態様においては、本発明に係るワクチン製剤は、上記ＢＶＤウィルス、好ましくは
、ｃｐＢＶＤ－１株ＮＡＤＬ（ｃｐＢＶＤ－１株ＮＡＤＬ－Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ａｎｉｍ
ａｌ　Ｄｉｓｅａｓｅ　Ｃｅｎｔｅｒ，Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　Ｄｅｐａｒｔｍｅ
ｎｔ　ｏｆ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ，Ａｍｅｓ，Ｉｏｗａ，ＡＴＣＣ　ＶＲ－５３４）
；ｃｐＢＶＤ－２株５３６３７（ＡＴＣＣ　Ｎｏ．ＰＴＡ－４８５９）、ＩＢＲＶ株Ｃ－
１３（Ｃｕｔｔｅｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）；ＰＩＶ３株Ｒｅｉｓｉｎｇｅｒ（Ｕ
ｎｉｖ．Ｎｅｂｒａｓｋａ）；ＢＲＳＶ株３７５（Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ　Ｍｅｄｉｃａ
ｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ，Ａｍｅｓ，Ｉｏｗａ）の内の１以上の有
効量を含む。精製ＢＶＤウィルスは、ワクチン製剤中で直接使用されることができ、又は
好ましくは、ＢＶＤウィルスは、インビトロにおける一連の継代によりさらに修飾される
ことができる。典型的には、ワクチンは、０．１～５mlの間の、そして好ましくは約２ml
の容量で、獣医学的に許容される担体及び場合によりアジュバントとともに、約１×１０
2と約１×１０10の間のウィルスのプラーク形成又はＴＣＩＤ50単位を含む。保護的効果
を提供するために有効なワクチン製剤中のウィルスの正確な量は、熟練した獣医により決
定されうる。ワクチン製剤中で使用されるのに好適な獣医学的に許容される担体は、以下
本明細書中に記載するもののいずれかであることができる。
【００３５】
　典型的には、ワクチンは、０．１～５mlの間の、そして好ましくは約２mlの容量で、獣
医学的に許容される担体及びアジュバントとともに、約１×１０2～約１×１０10の間の
ウィルスのプラーク又はコロニー形成単位を含む。
　保護的効果を提供するために有効なワクチン製剤中のウィルスの正確な量は、熟練した
獣医により決定されうる。ワクチン製剤中での使用に好適な獣医学的に許容される担体は
、以下本明細書中に記載するものの内のいずれでもあってもよい。典型的な投与経路は、
ワクチン約０．１～約５mlの間の筋肉中又は皮下注射であろう。本発明に係るワクチン製
剤は、追加の活性成分、例えば、ＢＶＤＶに対する他のワクチン製剤、例えば、ＷＯ９５
／１２６８２、ＷＯ９９／５５３６６、米国特許第６，０６０，４５７号、同第６，０１
５，７９５号、同第６，００１，６１３号、及び同第５，５９３，８７３号中に記載され
たものをも含む。
【００３６】
　ワクチン接種は、１回接種により又は多数回接種を通じて達成されうる。所望により、
血清が、接種された動物から採取され、そしてＢＶＤウィルスに対する抗体の存在につい
て試験されうる。本発明の他の態様においては、ワクチン製剤は、ＢＶＤＶ精巣感染の治
療に使用される。したがって、本発明は、本発明に係るＢＶＤＶウィルスの有効投与量を
動物に投与することにより、１型又は２型ＢＶＤウィルス、又は１型と２型の組み合せに
より引き起こされる動物患者における感染をコントロール（防除）又は予防する方法を提
供する。他の態様においては、本発明に係るワクチン製剤は、獣群の繁殖力の改善のため
に、そして感受性雄動物の間の精巣感染のリスクの低下のために有効である。
【００３７】
　本法の実施に際し、本発明に係るワクチン製剤は、好ましくは、筋肉中又は皮下経路を
介してウシに投与される。但し、他の投与経路、例えば、経口、経鼻（例えば、エアロゾ
ル又は他の針なし投与）、リンパ節内、皮膚内、腹腔内、直腸又は膣内投与により、又は
経路の組合せによるものも、使用されうる。動物の首領域内の筋肉中投与は好ましい。ブ
ースト療法が要求されてもよく、そして投与療法は、最適な免疫化を提供するために調整
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されうる。
【００３８】
　「免疫原性」とは、１型又は２型ＢＶＤウィルスに対して、又は１型と２型ＢＶＤウィ
ルスの両者に対して、動物において免疫応答を生じさせるＢＶＤウィルスの能力を意味す
る。免疫応答は、主に細胞毒性Ｔ－細胞に仲介される細胞性免疫応答、又は主にヘルパー
Ｔ細胞であってその後抗体産生を導くＢ細胞を活性化するものにより仲介される体液性免
疫応答でありうる。
【００３９】
　本発明に従えば、ウィルスは、好ましくは、免疫原性組成物中での使用に先立って、細
胞培養における逐次的継代により減弱される。修飾方法は、当業者に周知である。
【００４０】
　本発明に係る方法において使用されるワクチン製剤は、追加の活性成分、例えば、ＢＶ
ＤＶに対する他の免疫原性組成物、例えば、同時係属中の米国特許出願第０８／１０７，
９０８号、ＷＯ９５／１２６８２、ＷＯ９９／５５３６６、米国特許第６，０６０，４５
７号、同第６，０１５，７９５号、同第６，００１，６１３号、及び同第５，５９３，８
７３号中に記載されているものをも含みうる。
【００４１】
　さらに、本発明の目的は、ＢＶＤＶ１型及び／又は２型（混合ワクチン）以外の抗原で
あって、非制限的に、ＢＲＳＶ，ＢＨＶ－１，ＰＩＶ３，Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｃａｎ
ｉｃｏｌａ，Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｇｒｉｐｐｏｔｙｐｈｏｓａ，Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒ
ａ　ｂｏｒｇｐｅｔｅｒｓｅｎｉｉ　ｈａｒｄｉｏ－ｐｒａｊｉｔｎｏ，Ｌｅｐｔｏｓｐ
ｉｒａ　ｉｃｔｅｒｏｈａｅｍｍｏｒｒｈａｇｉａ，Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｉｎｔｅｒ
ｒｏｇａｎｓ　ｐｏｍｏｎａ，Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｂｏｒｇｐｅｔｅｒｓｅｎｉｉ　
ｈａｒｄｊｏ－ｂｏｖｉｓ，Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｂｒａｔｉｓｌａｖａ，Ｃａｍｐｙ
ｌｏｂａｃｔｅｒ　ｆｅｔｕｓ　Ｍａｎｎｈｅｉｍｉａ（Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ）ｈａ
ｅｍｏｌｙｔｉｃａ，Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ　ｍｕｌｔｏｃｉｄａ，Ｍｙｃｏｂａｃｔ
ｅｒｉｕｍ　ｂｏｖｉｓ、及びＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｄｉｓｐａｒを含む抗原を
投与することによっても達成されうる。好ましい、いくつかの態様においては、混合ワク
チンの源は、Ｂｏｖｉ－Ｓｈｉｅｌｄ（登録商標）ＧＯＬＤTM　ＩＢＲ－ＢＶＤ，Ｂｏｖ
ｉ－Ｓｈｉｅｌｄ（登録商標）ＧＯＬＤTM　３，Ｂｏｖｉ－Ｓｈｉｅｌｄ（登録商標）Ｇ
ＯＬＤTM　５，Ｂｏｖｉ－Ｓｈｉｅｌｄ（登録商標）ＧＯＬＤTM　ＩＢＲ－ＢＶＤ－ＢＲ
ＳＶ－ＬＰ，Ｂｏｖｉ－Ｓｈｉｅｌｄ（登録商標）ＧＯＬＤTM　ＦＰ　５　Ｌ５，Ｂｏｖ
ｉ－Ｓｈｉｅｌｄ（登録商標）ＧＯＬＤTM　ＦＰ　５　ＶＬ５又はＰｒｅｇｕａｒｄ（登
録商標）ＧＯＬＤ　ＦＰ　１０（Ｐｆｉｚｅｒ，Ｉｎｃ．）である。
【００４２】
　さらに、本発明に係る方法に使用される免疫原及びワクチン製剤は、１以上の獣医学的
に許容される担体を含みうる。本明細書中に使用するとき、「獣医学的に許容される担体
」とは、いずれかの又はすべての溶媒、分散媒体、コーティング、アジュバント、安定化
剤、希釈剤、保存料、抗バクテリア及び抗真菌剤、等張剤、吸収遅延化剤、その他を含む
。希釈剤は、水、生理食塩水、デキストロース、エタノール、グリセロール、その他を含
みうる。等張剤は、とりわけ、塩化ナトリウム、デキストロース、マンニトール、ソルビ
トール、及びラクトースを含みうる。安定化剤は、とりわけ、アルブミンを含む。アジュ
バントは、多数のものの内で、非制限的に、ＲＩＢＩアジュバント系（Ｒｉｂｉ　Ｉｎｃ
．）、アルム（ａｌｕｍ）、水酸化アルミニウム・ゲル、コレステロール、油／水エマル
ジョン、水／油エマルジョン、例えば、Ｆｒｅｕｎｄ’ｓ完全及び不完全アジュバント、
Ｂｌｏｃｋコポリマー（ＣｙｔＲｘ，Ａｔｌａｎｔａ　ＧＡ）、ＳＡＦ－Ｍ（Ｃｈｉｒｏ
ｎ，Ｅｍｅｒｙｖｉｌｌｅ　ＣＡ）、ＡＭＰＨＩＧＥＮ（登録商標）アジュバント、サポ
ニン、ＱｕｉｌＡ、ＱＳ－２１（Ｃａｍｂｒｉｄｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　Ｉｎｃ．，Ｃａｍ
ｂｒｉｄｇｅ　ＭＡ）、ＧＰＩ－０１００（Ｇａｌｅｎｉｃａ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉ
ｃａｌｓ，Ｉｎｃ．，Ｂｉｒｍｉｎｇｈａｍ，ＡＬ）、又は他のサポニン画分、モノホス
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ホリル・リピドＡ、Ａｖｒｉｄｉｎｅリピド－アミン・アジュバント、Ｅ．ｃｏｌｉから
の熱不安定性エンテロトキシン（組換えその他）、コレラ毒、又はムラミル・ジペプチド
を含む。ワクチン製剤は、１以上の他の免疫調節剤、例えば、インターロイキン、インタ
ーフェロン、又は他のサイトカインをさらに含んでもよい。本発明に係る方法に使用され
るワクチン製剤は、ゲンタマイシン（Ｇｅｎｔａｍｉｃｉｎ）、及びメルチオレート（Ｍ
ｅｒｔｈｉｏｌａｔｅ）をも含みうる。本発明において有用なアジュバント及び添加物の
量及び濃度は、当業者により直ちに決定されうるけれども、本発明は、約５０μｇから約
２０００μｇまでの、そして好ましくは約５００μｇのアジュバント／２ml投与量ワクチ
ン製剤を含む組成物を企図する。他の好ましい態様においては、本発明は、約１μｇ／ml
から約６０μｇ／mlの抗生物質、そしてより好ましくは約３０μｇ／ml未満の抗生物質を
含むワクチン製剤を企図する。
【００４３】
　本発明に係る方法に使用されるワクチン製剤は、その投与経路に依存してさまざまな形
態に作られうる。例えば、ワクチン製剤は、注射用に好適な滅菌水溶液又は分散液の形態
で、又は凍結乾燥技術を使用した凍結乾燥形態で作られることができる。凍結乾燥された
ワクチン製剤は、典型的には約４℃で維持され、そして安定化溶液、例えば、生理食塩水
又はＨＥＰＥＳ中で、アジュバントを伴って又は伴わずに、再構成されうる。
【００４４】
　本発明に係るワクチン製剤は、１型又は２型ＢＶＤウィルスに対して、又は１型と２型
の両者のＢＶＤウィルスに対して免疫応答を誘導するために動物患者に投与されうる。従
って、本発明の他の態様は、上記の本発明に係る免疫原性組成物の有効量を動物患者に投
与することにより、１型又は２型ＢＶＤウィルスに対して、又は１型ＢＶＤと２型ＢＶＤ
の混合物に対して、免疫応答を刺激する方法を提供する。「動物患者（ａｎｉｍａｌ　ｓ
ｕｂｊｅｃｔ）」とは、ＢＶＤＶ感染を受け易い動物、例えば、ウシ、ヒツジ、及びブタ
を含むことを意味する。
【００４５】
　本発明に係る方法に従えば、動物患者への投与のための好ましい免疫原性組成物は、Ｂ
ＶＤＶ　ｃｐＮＡＤＬウィルス、及び／又はＢＶＤＶ　ｃｐ５３６３７ウィルスを含む。
ＢＶＤＶウィルス、好ましくは培養中逐次的継代により修飾された生を含む免疫原性組成
物は、好ましくは、筋肉中又は皮下経路を介してウシに投与される。但し、他の投与経路
、例えば、経口、鼻内、リンパ節内、皮膚内、腹腔内、直腸又は膣内による、又は経路の
組合せによるものも、使用されうる。
【００４６】
　免疫化プロトコールは、本分野において周知の手順を用いて最適化されうる。１回投与
が動物に投与されうるが、あるいは２回以上の接種も、２～１０週間の間隔をあけて生じ
うる。動物の齢に依存して、免疫原性又はワクチン製剤は再投与されうる。例えば、本発
明は、６月齢前の健康なウシのワクチン接種、及び６月齢における再ワクチン接種を企図
する。他の例においては、本発明は、ＢＶＤＶ１型及び２型により引き起こされる感染に
対して胎児を保護するために、繁殖約５週前（ｐｒｅｂｒｅｅｄｉｎｇ）（又は獣群に加
えられる前）、そして場合により、繁殖約２週間前又は妊娠の間における飼育前ウシのワ
クチン接種を企図する。本発明に係る組成物の１回投与は、最初の投与から約３～４週間
後に投与されることもできる。混合ワクチンの１回投与による半年ごとの再ワクチン接種
も、ＢＶＤＶ胎児感染を防止するために企図される。
【００４７】
　ウシにおいて誘導される免疫応答の程度及び性質は、さまざまな技術を用いて評価され
うる。例えば、血清が、接種された動物から採取され、そして例えば、慣用のウィルス中
和アッセイにおいてＢＶＤＶウィルスに特異的な抗体の存在について試験される。
【００４８】
　用語「有効量」とは、混合ワクチンが投与された動物において免疫応答を顕出するため
に十分な量の当該混合ワクチンの量をいう。免疫応答は、非制限的に、細胞性及び／又は
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体液性免疫の誘導を含みうる。治療的に有効なワクチンの量は、使用される特別なワクチ
ン、ウシの状態、及び／又は感染の程度に依存して変動しうるが、獣医により決定されう
る。
【００４９】
失活（部分又は全細胞）及び修飾生ワクチン
　本発明に係る方法に使用される失活又は修飾生ワクチンは、本分野に知られたさまざま
な方法を用いて調製されうる。
　例えば、ＢＶＤＶ単離物は、知られた技術を用いて感染したウシの子宮から直接得られ
うる。
　ＢＶＤＶ単離物は、例えば、逐次継代を含む、さまざまな知られた方法を用いて減弱化
されうる。修飾生ウィルス単離物に加えて、本発明に係る方法に使用されるワクチン製品
は、１以上の通常使用されるアジュバントの適当量を含んでもよい。好適なアジュバント
は、非制限的に、鉱物ゲル、例えば、水酸化アルミニウム；表面活性物質、例えば、リゾ
レシチン；グリコシド、例えば、サポニン誘導体、例えば、ＱｕｉｌＡ又はＧＰＩ－０１
００；プルロニック・ポリオール；ポリアニオン；非イオン性ブロック・ポリマー、例え
ば、Ｐｌｕｒｏｎｉｃ　Ｆ－１２７（Ｂ．Ａ．Ｓ．Ｆ．，ＵＳＡ）；ペプチド；鉱油、例
えば、Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ　ＩＳＡ－５０（Ｓｅｐｐｉｃ，Ｐａｒｉｓ，Ｆｒａｎｃｅ）
、カルボポール、アンフィゲン（Ａｍｐｈｉｇｅｎ）、Ａｍｐｈｉｇｅｎ　ＭａｒｋII（
Ｈｙｄｒｏｎｉｃｓ，ＵＳＡ）、Ａｌｈｙｄｒｏｇｅｌ、油エマルジョン、例えば、鉱油
、例えば、Ｂａｙｏｌ　Ｆ／ＡｒｌａｃｅｌＡと水のエマルジョン、又は植物油と水と乳
化剤、例えばレシチンとのエマルジョン；アルム（ａｌｕｍ）；ウシ・サイトカイン；コ
レステロール；及びアジュバントの組合せを含みうる。好ましい態様においては、サポニ
ン含有油／水エマルジョンが慣用によりマイクロ流動化される。
【００５０】
　本発明に係る方法において使用される特に好ましいＢＶＤＶ１型及び２型の源は、ＢＶ
ＤＶ株ＮＡＤＬ（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ａｎｉｍａｌ　Ｄｉｓｅａｓｅ　Ｃｅｎｔｅｒ（Ｎ
ＡＤＣ），ＵＳＤＡ，Ａｍｅｓ，ＩＡから入手されたもの）、及びＢＶＤＶ２型株ｃｐＢ
ＶＤＶ株５３６３７（Ｕｎｉｖ．Ｇｕｅｌｐｈ，Ｇｕｅｌｐｈ，Ｏｎｔ．）（ＡＴＣＣ　
Ｎｏ．ＰＴＡ－４８５９）を含む、ワクチン製品のＢｏｖｉ－Ｓｈｉｅｌｄ（登録商標）
ＧＯＬＤTMライン（ＰＦＩＺＥＲ　ＩＮＣ．）である。
【００５１】
　好ましくは、上記株ＮＡＤＬと５３６３７は、修飾された生株である。本発明に従えば
、本発明の株は、商業的に入手可能なアジュバント、好ましくは、ＱｕｉｌＡ－Ｃｈｏｌ
ｅｓｔｅｒｏｌ－Ａｍｐｈｉｇｅｎ（Ｈｙｄｒｏｎｉｃｓ，ＵＳＡ）アジュバント化され
うる。本発明の免疫原性及びワクチン製剤の好ましい投与量は、約２．０mlである。本発
明に係る方法に使用される組成物中に保存料が含まれうる。本発明により企図される保存
料は、ゲンタマイシンとメルチオレートを含む。担体、好ましくは、ＰＢＳも添加されう
る。例えば、培養における継代による有害ウィルスの減弱化による、修飾生ワクチンの調
製は、本分野において知られている。
【００５２】
　修飾生ＢＶＤＶ単離物は、非制限的に、ウシ・ヘルペス・ウィルス（ＢＨＶ－１）；パ
ラインフルエンザ３型ウィルス（ＰＩＶ３）；ウシＲＳウィルス（ＢＲＳＶ）；レプトス
ピラ・キャニコーラ（Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｃａｎｉｃｏｌａ）、レプトスピラ・グリ
ポチフォサ（Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｇｒｉｐｐｏｔｙｐｈｏｓａ）、レプトスピラ・ボ
ルグペテルセニ・ハルジオプラジトノ（Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｂｏｒｇｐｅｔｅｒｓｅ
ｎｉｉ　ｈａｒｄｉｏｐｒａｊｉｔｎｏ）、レプトスピラ・イクテロヘモラジア（Ｌｅｐ
ｔｏｓｐｉｒａ　ｉｃｔｅｒｏｈａｅｍｍｏｒｒｈａｇｉａ）、レプトスピラ・インテロ
ガンス・ポモナ（Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｉｎｔｅｒｒｏｇａｎｓ　ｐｏｍｏｎａ）、レ
プトスピラ・ボルブペテルセニ・ハルジョ－ボビス（Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｂｏｒｇｐ
ｅｔｅｒｓｅｎｉｉ　ｈａｒｄｊｏ－ｂｏｖｉｓ）、レプトスピラ・ブラチスラバ（Ｌｅ
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ｐｔｏｓｐｉｒａ　Ｂｒａｔｉｓｌａｖａ）、キャンピロバクター・フェタス（Ｃａｍｐ
ｙｌｏｂａｃｔｅｒ　ｆｅｔｕｓ）、マンヘイミア（パスツレラ）ヘモリティカ（Ｍａｎ
ｎｈｅｉｍｉａ（Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ）ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃａ）、パスツレラ・ム
ルトシダ（Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ　ｍｕｌｔｏｃｉｄａ）、マイコバクテリウム・ボビ
ス（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｂｏｖｉｓ）、及びマイコバクテリウム・ジスパール
（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｄｉｓｐａｒ）を含むバクテリア及びウィルスと混合さ
れることもできる。
【００５３】
投与量及び投与方法
　本発明に従えば、感受性雄動物に投与されるＢＶＤＶ又は混合ワクチンの有効量は、１
型及び２型ＢＶＤＶに関連する精巣感染に対して有効な免疫を提供する。１の態様におい
ては、ワクチンは、約３～４週間の間隔で、２回投与においてウシに投与される。例えば
、１回目の投与は、動物が約１～約３月齢のときに行われる。２回目の投与は、上記混合
ワクチンの上記１回目の投与から約１～約４週間後に行われる。
【００５４】
　他の好ましい態様においては、投与は、動物繁殖の又は人工受精施設へ入れられる、約
４～５週間前に行われる。その後のワクチン投与量の投与は、好ましくは、１年毎に行わ
れる。他の好ましい態様においては、約６月齢前にワクチン接種された動物は、６月齢後
に再ワクチン接種された動物は、６月齢後に再ワクチン接種されるべきである。その後の
ワクチン投与量の投与は、好ましくは１年毎に行われる。但し、２年毎、及び半年毎のそ
の後のワクチン投与も、本発明により企図される。
【００５５】
　有効であるワクチンの量は、当該ワクチンの成分、及び投与スケジュールに依存する。
典型的には、修飾生ＢＶＤＶ調製物がワクチン中に使用されるとき、ＢＶＤＶ投与量当り
約１０2～約１０10ＴＣＩＤ50単位、そして好ましくは、１型及び２型ＢＶＤＶ投与量当
り約１０4～約１０7ＴＣＩＤ50単位を含むワクチン量が、感受性雄動物に１回投与される
とき、有効である。好ましくは、有効免疫を提供するワクチンは、感受性動物に１回投与
されるとき、約１０4～１０7ＴＣＩＤ50単位／１型及び２型ＢＶＤＶ投与量、そしてより
好ましくは、約１０5ＴＣＩＤ50単位／投与量を含む。その後のワクチン投与量の投与は
、好ましくは、１年毎に行われる。約６月齢前にワクチン接種された動物は、６月齢後に
再ワクチン接種されるべきである。その後のワクチン投与量の投与は、好ましくは、１年
毎に行われる。
【００５６】
　本発明に従えば、好ましい製品、Ｂｏｖｉ－Ｓｈｉｅｌｄ（登録商標）ＧＯＬＤTM　５
（Ｐｆｉｚｅｒ，Ｉｎｃ．）が投与されるとき、当該製品は、好ましくは１回、約０．１
ml～約５．０ml、好ましくは、約１．５ml～約２．５ml、そしてより好ましくは、約２ml
の量で投与される。その後のワクチン投与量の投与は、好ましくは、１年毎に行われる。
約６月齢前にワクチン接種された動物は、６月齢後に再ワクチン接種されるべきである。
その後のワクチン投与量の投与に、好ましくは、１年毎に行われる。
【００５７】
　本発明に従えば、投与は、経口、鼻内、表在局所、経皮、及び非経口（例えば、静脈内
、腹腔内、皮膚内、皮下又は筋肉中）を含む知られた経路により達成されうる。好ましい
投与経路は、筋肉中又は皮下投与である。
【００５８】
　本発明は、感染に対する免疫を作り出し、そして／又は維持するための１年毎の再ワク
チン化に先立つ追加投与量の投与の必要性を取り除く、１回の次投与、その後の再ワクチ
ン接種をも企図する。
【００５９】
　本発明に従って投与されるワクチンは、追加の成分、例えば、アジュバント（例えば、
鉱物ゲル、例えば、水酸化アルミニウム、表面活性物質、例えば、コレステロール、リゾ
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レシチン；グリコシド、例えば、サポニン誘導体、例えば、ＱｕｉｌＡ、ＱＳ－２１又は
ＧＰＩ－０１００；プルロニック・ポリオール；ポリアニオン；非イオン性ブロック・ポ
リマー、例えば、Ｐｌｕｒｏｎｉｃ　Ｆ－１２７；ペプチド；鉱油、例えば、Ｍｏｎｔａ
ｎｉｄｅ　ＩＳＡ－５０、カルボポール、Ａｍｐｈｉｇｅｎ（登録商標）、Ａｌｈｙｄｒ
ｏｇｅｌ、油エマルジョン、例えば、鉱油、例えば、ＢａｙｏｌＦ／ＡｒｌａｃｅｌＡと
水のエマルジョン、又は植物油、水、及び乳化剤、例えば、レシチンのエマルジョン；ウ
シ・サイトカイン；及びアジュバントの混合物）を含む。
【００６０】
　本発明に従えば、約３月齢の感受性雄動物に投与されるワクチンの有効投与量の投与は
、精巣感染に対する有効な免疫を提供する。
【００６１】
　好ましい態様においては、ワクチンは筋肉中に投与される。他の好ましい態様において
は、ワクチンは、皮下に投与される。そのうえ、当該ワクチンは、約１ml～約７ml、そし
て好ましくは約２mlを含み各１mlは、約１０2～約１０10ＴＣＩＤ50単位／ウィルス投与
量を含む。混合ワクチンは、望ましくは、上記動物に２回投与される；１回は、約１～約
３月齢、そして１回はそれから約３～５週間後。本発明は、１回投与による１年毎の再ワ
クチン接種をも企図する。
【００６２】
ＢＶＤＶ感染の高まったリスクをもつ動物の同定
　本発明は、さらに、ＢＶＤＶ感染を受け易い雄動物における精巣ＢＶＤＶ感染の予防方
法であって、以下のステップ：
　ａ）ＢＶＤＶ精巣感染の高まったリスクをもつ動物を同定し；そして
　ｂ）当該動物に、死滅１型ＢＶＤＶワクチン、死滅２型ＢＶＤＶワクチン、修飾生１型
ＢＶＤＶワクチン、及び修飾生２型ＢＶＤＶワクチンから成る群から選ばれるワクチンの
有効量を投与する、
を含む前記方法に関する。
【００６３】
　ＢＶＤＶ感染の高まったリスクを患う動物を同定するために、当業者は、ＢＶＤＶ感染
が先に感染していない獣群に導入されたとき又は感受性動物がＢＶＤＶ感染を患う他の感
受性動物と接触している場合に、動物が高まった感染リスクを被ると認識する。ＢＶＤＶ
は、糞から口へと動物から動物へと広がる。徴候的感染を引き起こすために必要なウィル
スの負荷は、ＢＶＤウィルスの型及び株と相関し、そしてこれは、当該獣群の全体に広が
る速さと相関する。感染した動物は、徴候学により同定されうる。ＢＶＤＶ感染の一般的
な形質発現は、流産激発、不妊症、不規則熱サイクル、早期胎児死、胎児ミイラ化、免疫
抑制、下痢（ｄｙｓｅｎｔｅｒｙ）、血小板減少症、及び大脳形成不全を含みうる。疾患
の徴（兆）候は、通常、白血球減少症に先行され、そして今日までの試験的努力は、この
効果を同定することに集中してきた。
【００６４】
　血清学的試験は、持続性感染（ＰＩ）であると考えられるものを含む、ＢＶＤＶに感染
したウシの高いパーセンテージが臨床的に徴候的なままであることを示した。それゆえ、
感染した動物を同定する好ましい方法は、徴候学に頼るよりもむしろウィルス自体の存在
を検出することである。いくつかの異なる試験方法が、ＢＶＤＶの検出、及び／又はＢＶ
ＤＶ感染動物の検出のために開発されてきた。これらの試験方法は、逆転写ポリメラーゼ
連鎖反応、酵素結合イムノアッセイ（ＥＬＩＳＡ）、標準的ウィルス単離技術、及び免疫
組織化学を含む（Ｈａｉｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏ
ｄｙ－Ｂａｓｅｄ　Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏ
ｆ　Ｂｏｒｉｎｅ　Ｖｉｒａｌ　Ｄｉａｒｒｈｅａ　Ｖｉｒｕｓ　ｉｎ　Ｆｏｒｍａｌｉ
ｎ－Ｆｉｘｅｄ，Ｐａｒａｆｆｉｎ－Ｅｍｂｅｄｄｅｄ　Ｔｉｓｓｕｅｓ，”Ｖｅｔ．Ｐ
ａｔｈｏｌ．，２９：２７－３２（１９９２））。
【００６５】
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　ＰＣＲとウィルス単離技術は、それらの固有の感度に依り、それぞれ、ひじょうに低い
レベルのＢＶＤＶを検出することができる。組織サンプル、例えば、耳切れ込み（ｅａｒ
　ｎｏｔｃｈ）生検サンプルについての免疫組織化学も、ＰＩ動物を検出するために有効
な技術である。いくぶん感度はより低いけれども、ＥＬＩＳＡ技術は、動物におけるＢＶ
ＤＶ感染を検出するための広い基盤をもつ診断ツールとして十分に適したものである。な
ぜなら、それは安価であり、短い時間期間で結果を与え、そして高く訓練された技術者及
び高度な実験施設を必要としないからである。
【００６６】
　ＢＶＤＶ感染の検出のためのＥＬＩＳＡ法は、文献に記載されており（Ｈｕｃｈｚｅｒ
ｍｅｉｅｒらに対する米国特許第６，１７４，６６７号、及びＷＯ９９／１５９００、及
び米国特許出願公開第２００３／４３５７３号参照）、そして他の方法に比較されている
（“Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ａｎ　Ａｎｔｉｇｅｎ　Ｃａｐｔｕｒｅ　Ｅｎｚｙｍ
ｅ－Ｌｉｎｋｅｄ　Ａｓｓａｙ　ｗｉｔｈ　Ｒｅｖｅｒｓｅ　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏ
ｎ－Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　Ｃｈａｉｎ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌ
ｔｕｒｅ　Ｉｍｍｕｎｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ　Ｔｅｓｔｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｄｉａｇ
ｎｏｓｉｓ　ｏｆ　Ｒｕｍｉｎａｎｔ　Ｐｅｓｔｉｖｉｒｕｓ　Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ，
”Ｖｅｔ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．，４３：７５－８４（１９９５）参照）。
【実施例】
【００６７】
　本発明を、以下の実施例により、非制限的に、さらに説明する。
【００６８】
実施例１
精巣保護：試験概要
　１型ＢＶＤＶと２型ＢＶＤＶの両者と配合されたＢｏｖｉ－Ｓｈｉｅｌｄ（登録商標）
ＧＯＬＤTM　５ワクチン・ラインを、そのワクチン接種が２型ＢＶＤＶに対して提供する
胎児の保護レベルを最適化するために、２００３年１１月にウシ産業に導入された。本明
細書中で報告することは、プラシーボ（Ｂｏｖｉ－Ｓｈｉｅｌｄ（登録商標）ＩＢＲ－Ｐ
Ｉ３－ＢＲＳＵ）比較してＢｏｖｉ－Ｓｈｉｅｌｄ（登録商標）ＧＯＬＤTM　５による春
機発動期前（ｐｒｅ　ｐｕｂｅｒａｌ）のワクチン接種が、重度の２型ＢＶＤＶ感染に対
する精巣感染の防止に有効であったかどうかを評価する事前許可前の効果試験の結果であ
る10。
【００６９】
　より広範囲な２型ＢＶＤＶ感染試験に編入された全雄牛子ウシ（ｎ＝１７）をＢｏｖｉ
－Ｓｈｉｅｌｄ（登録商標）ＧＯＬＤTM　５によるワクチン接種がＢＶＤＶによる精巣感
染を有効に防止するかどうかを決定するためにさらに評価した。この初期試験における雄
牛子ウシの全ては、３～４月齢の初乳剥奪肉牛子ウシ（雄及び雌）であった。１型ＢＶＤ
Ｖと２型ＢＶＤＶの両者の最小免疫化投与量を含む配合品によるワクチン接種から２８日
後に（最小免疫化投与量レベルは、ワクチンの事前許可前に確立され、そして最終製品中
に存在するよりもより低容量の抗原性ウィルスを反映する。最小免疫化投与量の決定は、
製品が流通レベルにおいて使用されるとき、それが疾患に対して適当な保護を一貫して刺
激するであろうことを保証する助けとなる。）、全てのワクチン接種動物とプラシーボ対
照子ウシを、非－細胞病理性２型ＢＶＤＶ株２４５１５で鼻内感染させた。株２４５１５
は、罹患獣群内のウシの４０％超を殺した重大なＢＶＤ発生からカナダにおいて単離され
た。感染（ｃｈａｌｌｅｎｇｅ）後、１０頭の対照ウシの全てが、長期のウィルス血症（
９～１４日間）、４～９日間にわたる１０５．６°Ｆ～１０７．２°Ｆの範囲の熱、白血
球減少症（１～９日間）、血小板減少症（μＬ当り＜１００，０００）、罹患率（４～９
日間にわたる）及び高い死亡率（１０対照の内の７頭が死亡した（７０％））を特徴とす
る重度の疾患に発達した。これに対して、たった１頭のワクチン接種動物がウィルス血症
になり、６頭は１又は２日間、熱性であり、１頭は１日間、白血球減少症であり、血小板
減少症は０頭であり、そして死んだ動物も０であった。２０頭のワクチン接種動物の内の
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１８頭が試験の全体を通して健康であり、２頭の子ウシだけが１日目にうつ状態を示した
。これら２つの観察は、先の又は同時発生のウィルス血症、熱、白血球減少症、又は血小
板減少症とは関係がなかった11。
【００７０】
　ＢＶＤＶ精巣感染についての評価を、感染（ｃｈａｌｌｅｎｇｅ）から約２週間後に開
始した。以下の表１に示すように、精巣サンプルを、試験４１日目に２頭のプラシーボ対
照からの死体解剖において採取し、そして生検サンプルを、残りの５頭の対照及び１０頭
のＢｏｖｉ－Ｓｈｉｅｌｄ（登録商標）ＧＯＬＤTM　５ワクチン接種動物の各々から４２
日目に採取した。第２のサンプルを、５６日目に未だ入手可能であった１０頭のＢｏｖｉ
－Ｓｈｉｅｌｄ（登録商標）ＧＯＬＤTM　５ワクチン接種動物の内の７頭からも得た。全
てのサンプルを、組織培養単離、核酸増幅（ＲＴ－ｎＰＣＲ）、及び免疫組織化学試験法
を用いてＢＶＤＶについて試験した。上記精巣サンプルを採取し、そして試験する者は、
処置群の指定についての知識を有していなかった。
【００７１】

【表１】

【００７２】
　ウィルス単離とＰＣＲアッセイを、Ａｕｂｕｒｎ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｖｅｔｅｒ
ｉｎａｒｙ　Ｐａｔｈｏｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙにおいて実施し、そして免疫組織化学的分析を、Ｕｎｉｖｅｒｓ
ｉｔｙ　ｏｆ　Ｎａｂｒａｓｋａ－Ｌｉｎｃｏｌｎ　Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ　Ｄｉａｇｎ
ｏｓｔｉｃ　Ｃｅｎｔｅｒで実施した。データは、カテゴリカル手順（ＳＡＳ／ＳＴＡＴ
　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｃｈａｎｇｅｓ　ａｎｄ　Ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔｓ　ｔｈｒｏｕ
ｇｈ　Ｒｅｌｅａｓｅ　６．１２，ＳＡＳ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，Ｃａｒｙ，ＮＣ、又は
ＳＡＳ／ＳＴＡＴ　Ｕｓｅｒ’ｓ　Ｇｕｉｄｅ　Ｖｅｒｓｉｏｎ　８、及びＳＡＳ　Ｐｒ
ｏｃｅｄｕｒｅｓ　Ｇｕｉｄｅ　Ｖｅｒｓｉｏｎ　８）を用いて、Ｐｆｉｚｅｒ　Ａｎｉ
ｍａｌ　Ｈｅａｌｔｈ，Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　ａｎｄ　Ｒｅｓｅａ
ｒｃｈ，Ｂｉｏｍｅｔｒｉｃｓ，Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｑｕａｌｉｔｙの代表
者により分析された。Ｆｉｓｈｅｒ’ｓ　Ｅｘａｃｔ　Ｔｅｓｔを、各処置群内の動物の
割合を少なくとも１のＢＶＤＶ陽性試験結果と比較するために使用した。記述的統計学を
適宜計算した。
【００７３】
結果
　表２と図１は、精巣生検試料中のＢＶＤＶ検出についての処置群パーセンテージを要約
する。ＢＶＤＶ核酸又は抗原が、プラシーボ・ワクチン接種され、そして感染された雄牛
から採取された７頭の精巣試料の内の６頭において検出された（８５．７％）。これに対
し、Ｂｏｖｉ－Ｓｈｉｅｌｄ（登録商標）ＧＯＬＤTMでワクチン接種された感染された（
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ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ）雄牛子ウシから採取された精巣試料の内のいずれの中にもＢＶＤ
Ｖ核酸又は抗原は検出されなかった。有意差（Ｐ≦０．０５）。
【００７４】
【表２】

【００７５】
結論及び討議
　試験結果は、Ｂｏｖｉ－Ｓｈｉｅｌｄ（登録商標）ＧＯＬＤTM　５による雄牛のワクチ
ン接種の安全性と効果の両者を証明した。１型及び２型ＢＶＤＶの最小免疫化投与量レベ
ルで配合されたワクチンは、精巣感染を引き起こさなかったばかりでなく、２型ＢＶＤＶ
による重度の感染後の精巣感染に対して春機発動期前の雄牛子ウシを有効に保護した。
【００７６】
　春機発動期前雄牛におけるＢｏｖｉ－Ｓｈｉｅｌｄ（登録商標）ＧＯＬＤTM　５の使用
は、雌牛子ウシ及び乳製品オペレーションにおけるＢＶＤ管理プログラムの重要な要素で
あることができる。適時ワクチン接種は、一過性及び永続性精巣感染、及びその後の感受
性雌牛への精液中のＢＶＤＶの伝染に関連してきた急性感染に対して雄牛子ウシを保護す
ることを助けうる。さらに、急性春機発動期後ＢＶＤＶ感染を防止するための春機発動期
前雄牛のワクチン接種は、精液の品質の維持を助けることができ、これは、急性ＢＶＤＶ
感染後最初の６０日間にわたり影響を受けることが示されてきた（低下した運動性、及び
形態学的異常）9。
【００７７】
　上記試験結果は、２型ＢＶＤＶによる感染（ｃｈａｌｌｅｎｇｅ）後首尾よい保護を示
すけれども、１型ＢＶＤＶによる感染後にも同様の結果が観察されることが予想された。
【００７８】
実施例２
１型ＢＶＤＶ感染に対する精巣保護－試験概要
　１型ＢＶＤＶ感染に対する精巣感染の保護におけるＢｏｖｉ－Ｓｈｉｅｌｄ（登録商標
）ＧＯＬＤTM　５の効果を評価するための試験を企てた。本試験のデザインは、一方向処
理構造による一般化無作為ブロック・デザインであった。試験実験室要員の全てを、処置
情報からマスクした。
【００７９】
　４５頭の春機発動期周辺の無傷の肉用牛雄牛子ウシを本試験に割り当てた。子ウシは、
９～１５月齢であった。全動物は、１型及び２型ＢＶＤウィルスに対して血清反応陰性で
あり、血清中のＢＶＤウィルス単離に関して陰性であり、そして血清からの逆転写酵素－
ネステッド・ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ｎＰＣＲ）により陰性であった。４２日目に
、プラシーボ群（ｎ＝２３）、及び試験群（ｎ＝２２）における子ウシについての体重の
最小二乗平均は、それぞれ、６２５．７±３０．５４lbs、及び６１３．５±３５．９６l
bsであった。動物を、プラシーボ（Ｂｏｖｉ－Ｓｈｉｅｌｄ（登録商標）ＩＢＲ－ＰＩ３
－ＢＲＳＶ）又はＢｏｖｉ－Ｓｈｉｅｌｄ（登録商標）ＧＯＬＤTM　５（ＩＢＲ－ＢＶＤ
Ｖ１－ＢＶＤＶ２－ＰＩ３－ＢＲＳＶ）のいずれかでワクチン接種した。
【００８０】
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　最小免疫化投与量を含む配合品によるワクチン接種から２８日後に、ワクチン接種され
た子ウシとプラシーボ対照子ウシの全てを、Ａｕｂａｕｎ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙにおい
て単離された非－細胞病理性１ａ型ＢＶＤＶウィルス株ＳＤ－１で鼻内感染させた。鼻内
感染（ｃｈａｌｌｅｎｇｅ）は、鼻孔上にプラスチック袋を設置することにより３０秒間
、当該雄牛を吸収亢進させ、そしてその後、１０％（vol／vol）ウマ血清、重炭酸ナトリ
ウム（０．７５mg／mL）、Ｌ－グルタミン（０．２９mg／mL）、及び抗生物質（１００単
位のペニシリンＧ、１００μｇのストレプトマイシン、及び０．２５μｇのアンフォテリ
シンＢ／mL）を補ったＥａｒｌｅ’ｓ塩含有ＭＥＭ中で培養したウィルス５mLを滴下する
ことにより、実施した。ウマ血清は、ウィルス単離及びＲＴ－ｎＰＣＲにより決定される
とき、ＢＶＤウィルスを含んでいなかった。
【００８１】
　ＢＶＤＶ精巣感染についての評価を、４２日目と９３日目に実施した。
　基本的な試験デザインを以下の表３に示す。
【００８２】

【表３】

【００８３】
　感染後、両群内の動物血清を、ウィルスの存在について試験した。血清ウィルス単離に
より試験されたとき、プラシーボ群内の１８頭の子ウシが３４日目にウィルス血症であり
、これら１８頭の内の９頭も３５日目においてウィルス血症であった。Ｂｏｖｉ－Ｓｈｉ
ｅｌｄ（登録商標）ＧＯＬＤTM　５群の内の５頭の子ウシは、３４日目にのみウィルス血
症であった。いずれの試験日におけるいずれの処置群からの子ウシについて、他のウィル
ス単離試験は、陽性でなかった。
【００８４】
　ＲＴ－ｎＰＣＲ試験も、子ウシがウィルス血症であるかどうかを決定するために使用し
た。プラシーボ群については、３４，３５，３６、及び３７日目に、それぞれ、陽性結果
をもつ３頭、９頭、１２頭、及び６頭の子ウシが存在した。Ｂｏｖｉ－Ｓｈｉｅｌｄ（登
録商標）ＧＯＬＤTM　５群については、３４，３５，３６、及び３７日目に、それぞれ、
陽性結果をもつ１頭、１頭、２頭、及び１頭の子ウシが存在した。いずれの試験日におけ
るいずれの処置群からの子ウシについて他の血清ＲＴ－ｎＰＣＲ試験は、陽性でなかった
。
【００８５】
　最小二乗平均直腸温度を両群について計測した。３６日目においてのみ、平均に有意差
（Ｐ≦０．０５）があった（プラシーボについて１０４．０°Ｆ、そしてＢｏｖｉ－Ｓｈ
ｉｅｌｄ　ＧＯＬＤ　５群について１０２．９°Ｆ）。
【００８６】
精巣保護結果
　９３日目における精巣生検サンプルについて実施した試験の結果を表４に示す。プラシ
ーボ群内の２３頭の子ウシの内の６頭からのサンプル（２６．１％）がＲＴ－ｎＰＣＲ試
験において陽性であり、一方、Ｂｏｖｉ－Ｓｈｉｅｌｄ（登録商標）ＧＯＬＤTM　５群内
の２２頭の子ウシからのサンプルの全てが陰性であった。プラシーボ群とＢｏｖｉ－Ｓｈ
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ｉｅｌｄ（登録商標）ＧＯＬＤTM　５群の両者からの生検サンプルの全てが、ウィルス単
離について陰性であった。プラシーボ群内の２３頭の子ウシの内の５頭からの生検サンプ
ル、そしてＢｏｖｉ－Ｓｈｉｅｌｄ（登録商標）ＧＯＬＤTM　５群内の２２頭の子ウシの
内の０頭が、ＩＨＣ試験において陽性であった。
【００８７】
　両処置群内の子ウシ精液サンプルの全てが、４２日目におけるＢＶＤウィルスについて
のＲＴ－ｎＰＣＲ試験に関して陰性であった（表４）。９３日目に、プラシーボ群内の２
３頭の子ウシの内の１０頭（４３．５％）がＲＴ－ｎＰＣＲ試験について陽性であったが
、Ｂｏｖｉ－Ｓｈｉｅｌｄ（登録商標）ＧＯＬＤTM　５群内の２２頭の子ウシの全てが陰
性であった。４２日目又は９３日目におけるいずれの処置群からのいずれの精液サンプル
からもウィルスは単離されなかった（表４）。
【００８８】
　プラシーボ群においては、少なくとも１つの試験に関して、２３頭の子ウシの内１０頭
が陽性であった。これら１０頭の子ウシの内の４頭は、たった１つの試験に関して陽性で
あった（９３日目における精液ＲＴ－ＰＣＲ）。２つの試験に関して１頭の子ウシが陽性
であった（９３日目における精巣生検ＲＴ－ｎＰＣＲと精液ＲＴ－ｎＰＣＲ）。３つの試
験に関して、５頭の子ウシが陽性であった（９３日目における精巣生検ＲＴ－ｎＰＣＲ、
精液ＲＴ－ｎＰＣＲ、及び生検ＩＨＣ）。
【００８９】
【表４】

【００９０】
　各動物について、いずれかの時点におけるいずれの精液又は精巣生検におけるＢＶＤウ
ィルスの存在／不在を決定し、処置群によりまとめ、そして実施例１に記載したようにＦ
ｉｓｈｅｒ’ｓ　Ｅｘａｃｔ　Ｔｅｓｔを用いて分析した。
【００９１】
結論
　本試験において、Ｂｏｖｉ－Ｓｈｉｅｌｄ（登録商標）ＧＯＬＤTM　５による雄牛子ウ
シのワクチン接種は、１型ＢＶＤウィルスによる永続性精巣感染、及びその後の精液中の
ウィルスの播きを防止した。２－テイルド、Ｆｉｓｈｅｒ’ｓ　Ｅｘａｃｔ　Ｔｅｓｔに
よる少なくとも１の陽性試験に関するプラシーボとワクチン接種された動物の間の対比は
、有意であった（Ｐ＝０．０００２）。
【００９２】
　先に引用した特許、特許出願、及び刊行物の全てを、本明細書中に提供した開示に矛盾
しない程度に、全体として本明細書中に援用する。
　本発明は、本発明の個々の局面の１の例示として意図される、本明細書に記載される特
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定の態様により、範囲は制限されない。機能的に均等な組成物及び方法は本発明の範囲内
にある。実際、本明細書中に示し、かつ、説明したものに加えて、本発明のさまざまな変
更は、上記説明から当業者に明らかとなるであろう。このような変更も添付の請求の範囲
内にあることが意図される。
【図面の簡単な説明】
【００９３】
【図１】図１は、２型ＢＶＤＶ感染後のＢＶＤＶについて陽性な精巣生検試料のパーセン
トを表す。凡例：ＶＩ＝ウィルス単離、ＰＣＲ＝ポリメラーゼ連鎖反応、ＩＨＣ＝免疫組
織化学、異なる上つき小文字をもつａ，ｂパーセントは有意に（Ｐ≦０．０５）異なる。

【図１】
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