
(57)【要約】
不活性化された病原性遺伝子を含む弱毒化変異株サルモネラ菌が、ワクチン中の使用のた
めに提供される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 免 疫 学 的 保 護 量 の 第 一 の 弱 毒 化 さ れ た 、 不 活 性 化 waaK遺 伝 子 を 含 む 非 復 帰 性 変 異 株 サ ル
モ ネ ラ 菌 を 含 む ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 該 waaK遺 伝 子 が そ の 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 の 一 部 分 の 欠 失 に よ り 不 活 性 化 さ れ た 請 求 項 １
記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 該 waaK遺 伝 子 が 挿 入 性 突 然 変 異 に よ り 不 活 性 化 さ れ た 請 求 項 １ 記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 不 活 性 化 遺 伝 子 が 、
　 （ ａ ） 配 列 番 号 ： １ に 記 載 の waaK遺 伝 子 ；
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ： １ の 非 コ ー ド 相 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 全 長 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 お
よ び
　 （ ｃ ） 配 列 番 号 １ に 対 し て ９ ５ ％ 配 列 同 一 性 を 有 す る 全 長 サ ル モ ネ ラ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 １ 記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 １ 以 上 の 病 原 性 遺 伝 子 が 不 活 性 化 さ れ た 第 二 の 弱 毒 化 変 異 株 サ ル モ ネ ラ 菌 を さ ら に 含 む
請 求 項 ４ 記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 第 一 お よ び 第 二 の 該 変 異 株 サ ル モ ネ ラ 菌 が 異 な る 血 清 型 か ら の も の で あ る 請 求 項 ５ 記 載
の ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
該 サ ル モ ネ ラ 菌 が サ ル モ ネ ラ で あ る 請 求 項 ５ 記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 該 サ ル モ ネ ラ 菌 が 血 清 型 Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ １ 、 Ｃ ２ 、 Ｄ １ ま た は Ｅ １ の い ず れ か か ら の も の で
あ る 請 求 項 ５ 記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 該 第 一 の 弱 毒 化 変 異 株 サ ル モ ネ ラ 菌 が 、 非 サ ル モ ネ ラ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ペ
プ チ ド を さ ら に 含 む 請 求 項 １ 記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 哺 乳 動 物 に 感 染 防 御 免 疫 を 与 え る 方 法 で あ っ て 、 不 活 性 化 waaK遺 伝 子 を 含 む 免 疫 学 的 保
護 量 の 弱 毒 化 さ れ た 非 復 帰 性 変 異 株 サ ル モ ネ ラ 菌 を 含 む ワ ク チ ン 組 成 物 を 該 動 物 に 投 与 す
る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 該 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 該 免 疫 学 的 保 護 量 の 該 弱 毒 化 細 菌 が 、 死 亡 率 、 症 候 性 下 痢 、 身 体 状 態 ま た は ミ ル ク 生 産
に お け る 改 善 を 供 す る 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 該 遺 伝 子 が 、 waaK遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 の 一 部 分 の 欠 失 に よ り 不 活 性 化 さ れ た 請 求 項 １ ０
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 該 哺 乳 動 物 が 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ウ マ 、 ブ タ 、 家 禽 お よ び 他 の ト リ 、 ネ コ 、 イ ヌ お
よ び ヒ ト よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 該 動 物 が ブ タ で あ る 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 該 動 物 が ウ シ で あ る 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 抗 原 を 動 物 に 送 達 す る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 ４ 記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物 を 該
動 物 に 投 与 す る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 該 方 法 。
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【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　
本 発 明 は 、 一 般 的 に 、 生 ワ ク チ ン と し て 有 用 で あ る 遺 伝 子 操 作 し た サ ル モ ネ ラ に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　
　 サ ル モ ネ ラ 菌 に よ り 惹 起 さ れ る 疾 患 は 、 ヒ ト お よ び 動 物 に お け る 緩 和 で 、 自 己 限 定 的 な
下 痢 な い し 重 篤 な 胃 腸 お よ び 敗 血 性 の 疾 患 の 範 囲 に あ る 。 サ ル モ ネ ラ は 、 非 胞 子 形 成 性 で
あ る グ ラ ム 陰 性 の 、 ロ ッ ド （ rod） 型 の 運 動 性 細 菌 （ 非 運 動 性 の 例 外 に は 、 S.gallinarum
お よ び S. pullorumが 含 ま れ る ） で あ る 。 そ の 微 生 物 の 環 境 源 （ environmental source）
に は 、 水 、 土 壌 、 昆 虫 、 工 場 表 面 （ factory surface） 、 台 所 表 面 、 動 物 の 糞 便 、 生 肉 、
生 鶏 肉 お よ び 生 魚 介 類 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 サ ル モ ネ ラ 感 染 は 、 動 物 、 特 に 、 家 禽 お よ び ブ タ に お い て 広 範 囲 に 発 生 し 、 食 品 製 造 用
の 動 物 に 影 響 す る 腸 お よ び 敗 血 性 の 疾 患 の 最 も 経 済 的 に 有 害 な も の の 一 つ で あ る 。 多 数 の
血 清 型 の サ ル モ ネ ラ が 動 物 か ら 単 離 さ れ て い る が 、 S. choleraesuisお よ び S. typhimuriu
mが ブ タ に お け る 臨 床 的 な サ ル モ ネ ラ 症 と 関 連 し た ２ つ の 最 も 頻 繁 に 単 離 さ れ る 血 清 型 で
あ る 。 ブ タ に お い て 、 S. typhimuriumは 、 典 型 的 に は 、 腸 疾 患 を 惹 起 す る が 、 （ ブ タ に 宿
主 適 合 し た ） S. choleraesuisは 、 し ば し ば 、 消 化 管 の 関 与 が ほ と ん ど な い 致 死 的 な 敗 血
性 疾 患 の 病 原 学 的 な 病 因 で あ る 。 S. dublinお よ び S. typhimuriumは 、 ウ シ に お い て 共 通
し た 感 染 原 因 で あ り ； そ れ ら の う ち の S. dublinは 、 ウ シ に 対 し て 宿 主 適 合 性 で あ っ て 、
し ば し ば 致 死 的 な 敗 血 性 疾 患 の 病 原 学 的 病 原 体 と な る 。 S. gallinarumお よ び S. pullorum
の ご と き 他 の 血 清 型 は 、 鳥 類 お よ び 他 の 種 に お い て サ ル モ ネ ラ 症 の 重 要 な 病 原 学 的 な 病 原
体 で あ る 。 こ れ ら の 血 清 型 は 動 物 に 主 に 感 染 す る が 、 S. dublinお よ び S. choleraesuisは
し ば し ば ヒ ト 疾 患 も 惹 起 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 種 々 の サ ル モ ネ ラ 種 は 、 卵 黄 の 内 側 に 一 様 に 存 在 し 得 る S. enteritidisを 含 め て 卵 殻 の
外 側 か ら 単 離 さ れ て い る 。 そ れ は 、 そ の 卵 黄 中 の 微 生 物 （ organism） の 存 在 が 、 殻 沈 積 に
先 立 つ 雌 鳥 の 感 染 層 か ら の 感 染 の た め で あ る こ と を 示 唆 す る 。 ま た 、 卵 以 外 の 食 物 は 、 ヒ
ト に お い て S. enteritidis疾 患 の 発 生 を 引 き 起 こ し た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 S. typhiお よ び S. paratyphi Ａ 、 Ｂ お よ び Ｃ は 、 ヒ ト に お け る 腸 チ フ ス お よ び 腸 チ フ
ス 様 発 熱 を 引 き 起 こ す 。 サ ル モ ネ ラ で の 初 期 感 染 は 、 典 型 的 に は 、 胃 腸 管 を 通 し て 惹 起 さ
れ る が 、 腸 チ フ ス は そ の 宿 主 を 通 し て 広 が る 全 身 性 疾 患 で あ り 、 多 臓 器 部 位 に 感 染 で き る
。 腸 チ フ ス の 致 死 率 は 、 （ 大 部 分 の 形 態 の サ ル モ ネ ラ 症 で の １ ％ 未 満 に 比 較 し て ） １ ０ ％
の 高 さ で あ り 得 る 。 S. dublinは 、 高 齢 者 に お い て そ の 微 生 物 が 敗 血 症 を 引 き 起 こ す 場 合
に は １ ５ ％ の 死 亡 率 を 有 し 、 S. enteritidisは 、 病 院 ／ ナ ー シ ン グ ホ ー ム 発 生 で 約 ３ .６
％ の 死 亡 率 を 有 し 、 高 齢 者 が 特 に 発 症 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 多 数 の 試 み が 、 様 々 な ワ ク チ ン を 用 い た 免 疫 に よ り ヒ ト お よ び 動 物 を 保 護 す る た め に な
さ れ て き た 。 多 数 の ワ ク チ ン は 、 保 護 を 緩 和 す る の に 貧 弱 さ を 供 し 、 完 全 に 効 果 的 で あ る
高 用 量 を 必 要 と し て い る 。 従 前 に 用 い ら れ た サ ル モ ネ ラ お よ び 他 の 感 染 性 病 原 体 に 対 す る
ワ ク チ ン は 、 ４ つ の カ テ ゴ リ ー ： （ ｉ ） 細 胞 画 分 ま た は 細 胞 可 溶 化 物 ， 無 傷 の 抗 原 、 そ の
断 片 、 あ る い は 天 然 に 発 生 す る 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ の 合 成 ア ナ ロ グ を 含 め た 病 原 学 的 な
病 原 体 か ら の 特 異 的 成 分 （ し ば し ば 、 サ ブ ユ ニ ッ ト ワ ク チ ン と い わ れ る ） ； （ ｉ ｉ ） 抗 イ
デ ィ オ タ イ プ 抗 体 ； （ ｉ ｉ ｉ ） 全 死 滅 病 原 学 的 病 原 体 （ し ば し ば 、 死 菌 ワ ク チ ン と い わ れ
る ） ； ま た は （ ｉ ｖ ） 生 ワ ク チ ン と し て 用 い る 病 原 学 的 病 原 体 の 非 病 原 性 （ 弱 毒 化 ） 誘 導
体 に 一 般 的 に 分 類 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
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発 明 の 分 野

発 明 の 背 景



　 文 献 に お け る 報 告 で は 、 弱 毒 化 生 ワ ク チ ン が 、 感 染 防 御 免 疫 （ protective immunity）
を 誘 導 す る た め に 死 菌 ワ ク チ ン ま た は サ ブ ユ ニ ッ ト ワ ク チ ン よ り 有 効 で あ る こ と が 示 さ れ
て い る 。 こ れ に も 拘 わ ら ず 、 高 用 量 の 生 ワ ク チ ン が 、 し ば し ば 、 有 効 性 の た め に 必 要 と さ
れ 、 生 － 弱 毒 化 サ ル モ ネ ラ ワ ク チ ン は ほ と ん ど 商 業 的 に 利 用 さ れ て い な い 。 理 想 的 に は 、
有 効 な 弱 毒 化 生 ワ ク チ ン は 、 重 篤 な 疾 患 を 惹 起 せ ず そ の 宿 主 に 感 染 す る 能 力 を 保 持 し 、 か
つ 病 原 性 細 菌 に よ っ て い ず れ か の さ ら な る 感 染 に 対 し て 抵 抗 性 を 提 供 す る の に 十 分 な 体 液
性 （ 抗 体 ベ ー ス の ） 免 疫 お よ び 細 胞 性 免 疫 も 刺 激 で き る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 い く つ か の 弱 毒 化 戦 略 は 、 サ ル モ ネ ラ を 非 病 原 性 と さ せ る た め に 用 い ら れ て き た [Carde
nasら , Clin Microbial Rev. 5:328-342 (1992); Chatfieldら , Vaccine 7:495-498 (198
9) ; Curtiss, in Woodrowら ,eds., New Generation Vaccines, Marcel Dekker,Inc., Ne
w York, p. 161 (1990); Curtissら , in Kohlerら  , eds., Vaccines:new concepts and 
developments. Proceedings of the 10th Int'l Convocation of Immunology, Longman S
cientific and Technical, Harlow, Essex, UK, pp. 261-271 (1987); Curtissら , in Bl
ankenshipら ,eds., Colonization control of human bacterial enteropathogens in pou
ltry, Academic Press, New York, pp. 169-198 (1991) ]。 こ れ ら の 戦 略 に は 、 温 度 感 受
性 変 異 株 ［ 例 え ば 、  Germanierら , Infect Immun. 4:663-673 (1971) ]、 芳 香 族 性 で か つ
栄 養 要 求 性 の 変 異 株 （ 例 え ば 、 -aroA, -asd, -cys, or -thy [Galanら , Gene 94:29-35 (
1990); Hoisethら , Nature 291:238-239(1981) ; Robertssonら , Infect Immun. 41:742-
750 (1983); Smithら , Am J Vet Res. 45:59-66(1984) ; Smithら , Am J Vet Res. 45:22
31- 2235 (1984) ]） 、 プ リ ン ま た は ジ ア ミ ノ ピ メ リ ン 酸 生 合 成 に お い て 欠 損 す る 変 異 株 (
例 え ば 、 Δ purお よ び Δ dap [Clarkeら , Can J Vet Res. 51:32-38 (1987); McFarlandら ,
 Microb Pathog. 3:129-141 (1987); O'Callaghanら , Infect Immun. 56:419-423(1988)]
)、 炭 水 化 物 の 利 用 ま た は 合 成 に お い て 変 更 さ れ た 株 (例 え ば 、 Δ galE[Germanierら , Infe
ct Immun. 4:663-673 (1971); Honeら , J Infect Dis. 156:167- 174 (1987) ])、 リ ポ 多
糖 を 合 成 す る 能 力 に お い て 変 更 さ れ た 株 (例 え ば 、 galE, pmi, rfa)ま た は １ 以 上 の 病 原 性
遺 伝 子 中 に 突 然 変 異 を 持 つ 株 （ 例 え ば 、 invA） な ら び に 包 括 的 な 遺 伝 子 発 現 に お い て 変 更
さ れ た 変 異 株 （ 例 え ば 、 -cya、 -crp、 ompRま た は -phoP [Curtiss (1990), 前 記 ; Curtiss
ら (1987), 前 記 ; Curtissら (1991) ], 前 記 )の 使 用 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 加 え て 、 ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発 手 法 を 用 い て 、 動 物 モ デ ル に お い て 感 染 中 に 発 現 し た 病
原 性 遺 伝 子 が 同 定 さ れ て き て い る 。 例 え ば 、 Signature-Tagged Mutagenesis (STM)の ご と
き 、 様 々 な ア プ ロ ー チ を 用 い て 、 ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発 が 細 菌 に 対 し て 実 施 さ れ 、 動 物 モ
デ ル ま た は 組 織 培 養 系 に お け る そ の 変 異 株 を 評 価 す る [米 国 特 許 第 5,876,931号 参 照 ]。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 し か し な が ら 、 発 表 さ れ た 報 告 書 で は 、 こ れ ら お よ び 他 の 方 法 に よ り サ ル モ ネ ラ を 弱 毒
化 す る た め の 試 み が 、 成 功 割 合 の 変 動 に 導 く こ と が 示 さ れ 、 病 原 性 お よ び 免 疫 原 性 の 双 方
に お い て 差 を 示 す [Chatfieldら , Vaccine 7:495-498 (1989);Clarkeら , Can J Vet Res. 
51:32-38 (1987); Curtiss (1990), 前 記 ; Curtissら (1987), 前 記 ; Curtissら (1991), 
前 記 ]。 安 全 で か つ 効 果 的 な 生 ワ ク チ ン を 提 供 す る た め の 弱 毒 化 方 法 を 用 い る 従 前 の 試 み
は 、 多 数 の 問 題 に 遭 遇 し て き た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 最 初 に 、 病 原 性 に お け る 部 分 的 ま た は 完 全 な 低 下 を 呈 す る サ ル モ ネ ラ の 弱 毒 化 株 は 、 ワ
ク チ ン と し て 与 え ら れ る 場 合 に 感 染 防 御 応 答 を 誘 導 す る 能 力 を 保 持 で き な い 。 例 え ば 、 UD
P-ガ ラ ク ト ー ス エ ピ メ ラ ー ゼ 活 性 を 欠 く S. typhimuriumの Δ aroA変 異 株 お よ び galE変 異 株
が マ ウ ス に お い て 免 疫 原 性 で あ る こ と が 判 明 し [Germanierら , Infect Immun. 4:663-673 
(1971), Hohmannら , Infect Immun. 25:27-33 (1979); Hoisethら , Nature, 291:238-239
 (1981); Honeら , J. Infect Dis. 156:167-174 (1987)]、 一 方 、 S. typhimuriumの Δ asd
, Δ thyお よ び Δ pur変 異 株 で は 判 明 し て い な い [Curtissら  (1987), 前 記 , Nnalueた , Inf
ect Immun. 55: 955-962 (1987)]。 そ れ に も 拘 わ ら ず 、 こ れ ら の 全 て の 株 は 、 野 生 型 の 親
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株 で マ ウ ス を 殺 す の に 十 分 な 用 量 に て 経 口 ま た は 非 経 口 的 に 与 え る 場 合 に マ ウ ス に つ き 弱
毒 化 さ れ た 。 同 様 に 、 S. choleraesuisの Δ aroA、 Δ asd、 Δ thyお よ び Δ pur変 異 株 は 、 マ
ウ ス に お い て 非 病 原 性 で あ り 、 Δ aroA変 異 株 だ け が 十 分 に 非 病 原 性 で あ っ た が 、 生 ワ ク チ
ン と し て 有 効 な も の は な か っ た [Nnalueら , Infect Immun. 54:635-640 (1986); Nnalueら
, Infect Immun. 55:955-962 (1987)]。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 第 ２ に 、 phoP、 phoP crp、 [crp-cdt] cya、 crp cyaに お い て 突 然 変 異 を 運 ぶ S. dublin
の 弱 毒 化 株 は 、 ウ シ で は な く 、 マ ウ ス に お い て 免 疫 原 性 で あ る こ と が 判 明 し た [Kennedyら
, Abstracts of the 97th General Meeting of the American Society for Microbiology
. B-287:78 (1997) ]。 同 様 に 、 遺 伝 子 aroAに 影 響 す る 欠 失 を 持 つ S. dublinの も う 一 つ の
株 の SL5631は 、 マ ウ ス に お け る 異 種 チ ャ レ ン ジ 株 へ の 致 死 的 チ ャ レ ン ジ に 対 し て 高 度 に 保
護 的 で あ っ た が [Lindbergら , Infect Immun. 61:1211-1221 (1993) ]、 ウ シ で は 高 度 に 保
護 的 で は な か っ た [Smithら , Am J Vet Res. 54:1249-1255 (1993)]。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 第 ３ に は 、 単 一 遺 伝 の み に 突 然 変 異 を 含 む 遺 伝 子 改 変 さ れ た サ ル モ ネ ラ 株 は 、 自 然 発 生
的 に 変 異 で き 、 そ の 病 原 性 状 態 に 「 反 転 す る 」 こ と が で き る 。 ２ 以 上 の 遺 伝 子 中 の 突 然 変
異 の 導 入 は 、 組 換 え に よ る 病 原 性 の 回 復 に 対 し て 高 度 な レ ベ ル の 安 全 性 を 提 供 す る 傾 向 に
あ る [Tacketら , Infect Immun. 60:536-541 (1992) ]。 し か し な が ら 、 二 重 ま た は 複 数 の
遺 伝 子 破 壊 の 使 用 は 、 病 原 性 お よ び 免 疫 原 性 に 対 す る そ の 効 果 を 予 測 不 可 能 と し ； 複 数 の
突 然 変 異 の 導 入 は 特 定 の 宿 主 に つ い て 細 菌 を 過 剰 に 弱 毒 化 し 得 る [Lindeら , Vaccine 8:27
8-282 (1990); Zhangら , Microb. Pathog., 26 (3):121-130 (1999)]。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は 、 そ の 病 原 性 を 全 て ま た は 一 部 分 の waaK (以 前 は 、 rfaK)遺 伝 子 の 破 壊 ま た は
欠 失 に よ り 弱 毒 化 さ れ る サ ル モ ネ ラ 細 胞 に 関 す る 。 サ ル モ ネ ラ waaK遺 伝 子 に 対 す る ホ モ ロ
グ は 、 Neisseria meningitidis rfaK遺 伝 子 を 含 め た い く つ か の グ ラ ム 陰 性 菌 に お い て 発
見 さ れ (Rahmanら , Glycoprotein 11 :703-709.2001)、 N. meningitidisリ ポ 多 糖 （ LOS）
蛋 白 質 の 適 切 な 組 み 立 て に 関 与 す る N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 転 移 酵 素 に つ き 暗 号 化 す る こ
と が 示 さ れ た 。 N. meningitidisの そ の rfaK遺 伝 子 と 同 様 に 、 サ ル モ ネ ラ waaK遺 伝 子 は 、 L
OS蛋 白 質 よ り 構 造 的 に 異 な る グ ラ ム 陰 性 菌 リ ポ 多 糖 （ LPS)の 適 切 な 組 み 立 て に お い て 役 割
を 演 じ る よ う で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 現 在 ま で 、 大 部 分 の サ ル モ ネ ラ ワ ク チ ン は 、 典 型 的 に は 血 清 型 に 特 異 的 な 強 力 な 保 護 を
与 え る が 、 サ ル モ ネ ラ の 異 な る 血 清 型 に 対 し て 限 定 さ れ た 保 護 を 提 供 す る か 、 あ る い は 交
差 保 護 を 提 供 し な い 。 サ ル モ ネ ラ の 多 数 の 血 清 型 に 共 通 し 、 か つ 細 菌 の 病 原 性 に 必 要 な 遺
伝 子 に お い て 破 壊 を 示 す 本 発 明 は 、 サ ル モ ネ ラ 血 清 型 お よ び 可 能 な 他 の グ ラ ム 陰 性 の 腸 内
細 菌 病 原 体 に わ た る 広 範 囲 の 交 差 保 護 ワ ク チ ン を 提 供 で き る 。 本 特 許 出 願 に 概 説 さ れ た 細
菌 よ り な る ワ ク チ ン は 抗 原 ま た は Ｄ Ｎ Ａ の 送 達 用 の ベ ク タ ー と し て サ ル モ ネ ラ の ご と き 他
の 用 途 を 与 え 得 る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 理 想 的 に は 非 常 に 高 用 量 に て 投 与 さ れ る 必 要 が な い よ り 安 全 で か つ 有 効 な 弱 毒 化 生 ワ ク
チ ン に つ い て 存 在 す る 要 求 が 継 続 し て い る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 腸 内 細 菌 科 、 特 に 、 サ ル モ
ネ ラ 属 に 属 す る 様 々 な グ ラ ム 陰 性 病 原 体 に 対 す る 家 禽 お よ び 哺 乳 動 物 の ワ ク チ ン 接 種 用 の
か か る 弱 毒 化 菌 ワ ク チ ン を 含 む ワ ク チ ン を 要 旨 と す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　
　 本 発 明 は 、 弱 毒 化 変 異 株 グ ラ ム 陰 性 菌 の １ 以 上 の 株 を 使 用 す る 安 全 で か つ 有 効 な ワ ク チ
に 関 し 、 こ こ に 、 サ ル モ ネ ラ waaK (以 前 は 、 rfaK） の 遺 伝 子 に 相 同 性 の １ 以 上 の 遺 伝 子 は
、 好 ま し く は 、 そ の 遺 伝 子 の 約 ５ ％ な い し 約 １ ０ ０ ％ の 欠 失 に よ り 、 最 も 好 ま し く は 、 そ
の 遺 伝 子 の 約 ５ ０ ％ 以 上 の 欠 失 に よ り 不 活 性 化 さ れ た 。 特 に 検 討 さ れ る の は 、 弱 毒 化 変 異
株 サ ル モ ネ ラ 菌 の １ 以 上 の 種 を 含 む ワ ク チ ン で あ り 、 こ こ に 、 waaKに 相 同 性 の １ 以 上 の 遺
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伝 子 、 好 ま し く は 、 ２ 以 上 の 遺 伝 子 が 不 活 性 化 さ れ た 。 ま た 、 本 発 明 に よ り 検 討 さ れ る の
は 、 病 原 性 遺 伝 子 へ の 挿 入 に よ り 生 成 さ れ た 突 然 変 異 で あ る 。 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、
特 に 、 waaK遺 伝 子 は 、 そ の 変 異 株 細 菌 中 で 不 活 性 化 さ れ た 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の ワ ク チ
ン 組 成 物 は 、 不 活 性 化 遺 伝 子 が 以 下 ：
　 ａ ） 配 列 番 号 ： １ ：
【 ０ ０ １ ８ 】
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ ０ １ ９ 】
に 記 載 の waaK遺 伝 子
　 ｂ ） 配 列 番 号 ： １ の 非 コ ー ド 相 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 全 長 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び
；
　 ｃ ） 配 列 番 号 ： １ に 対 し て ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 全 長 サ ル モ ネ ラ ヌ ク レ オ チ ド 配
列
よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る ワ ク チ ン を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は 、 ウ シ お よ び ブ タ を 含 め た 齧 歯 類 以 外 の 動 物 種 に お け る １ を 超 え る 血 清 型 の サ
ル モ ネ ラ を 含 有 す る ワ ク チ ン を 含 め た こ れ ら の ワ ク チ ン の 広 範 囲 な 安 全 性 お よ び 効 力 の 結
果 に 基 づ い て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 態 様 に よ り 、 ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 免 疫 学 的 保 護 量 の 第 一 の 弱 毒 化 さ れ た
変 異 株 サ ル モ ネ ラ 菌 を 含 む ワ ク チ ン 組 成 物 が 提 供 さ れ 、 こ こ に 、 １ 以 上 の waaK遺 伝 子 は 不
活 性 化 さ れ る 。 一 つ の 具 体 例 に お い て 、 そ の 遺 伝 子 は 、 waaKよ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
適 当 な 量 は 変 化 し 、 約 １ ０ ９ 個 以 下 の 細 菌 を 含 み 得 る 。 こ れ ら の 突 然 変 異 株 細 菌 に お い て
、 （ 複 数 の ） 不 活 性 化 さ れ た 遺 伝 子 は 、 好 ま し く は 、 そ の 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 の 一 部 分 の
欠 失 に よ り 不 活 性 化 さ れ る 。 別 法 と し て 、 不 活 性 化 は 、 挿 入 性 の 突 然 変 異 に よ り 影 響 さ れ
る 。 い ず れ か の 種 の サ ル モ ネ ラ 菌 、 特 に 、 S. enterica亜 種 お よ び サ ブ タ イ プ は 、 血 清 型
Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ １ 、 Ｃ ２ 、 Ｄ １ お よ び Ｅ １ か ら の サ ル モ ネ ラ を 含 め て 、 本 発 明 に よ り 突 然 変 異
で き る 。 全 て の そ の サ ル モ ネ ラ 血 液 型 亜 型 は 、 ２ つ の 種 ： S. bongoriお よ び S. enterica
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に 属 す る 。 S. entericaの ６ つ の 亜 種 は ： S. enterica亜 種 enterica (Ｉ も し く は １ )、 S. 
enterica亜 種 salamae(Ｉ Ｉ も し く は ２ )、 S. enterica亜 種 arizona(Ｉ Ｉ Ｉ ａ も し く は ３ ａ
)、 S. enterica亜 種 diarizonae(Ｉ Ｉ Ｉ ｂ も し く は ３ ｂ )、 S. enterica亜 種 houtenae (Ｉ
Ｖ も し く は ４ )、 S. enterica亜 種 indica (Ｖ Ｉ も し く は ６ )で あ る 。 例 示 的 な 亜 種 に は ： S
. Choleraesuis、 S. Typhimurium、 S. Typhi、 S. Paratyphi、 S. Dublin、 S. Enteritidi
s、 S. Gallinarum、 S. Pullorum、 Salmonella Anatum、 Salmonella Hadar、 Salmonella H
amburg、 Salmonella Kentucky、 Salmonella Miami、 Salmonella Montevideo、 Salmonella
 Ohio、 Salmonella Sendai、 Salmonella Typhisuisが 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ２ 以 上 の 病 原 性 遺 伝 子 は 、 変 異 株 サ ル モ ネ ラ 菌 に お い て 不 活 性 化 で き 、 そ の う ち 少 な く
と も １ つ の 遺 伝 子 は waaK遺 伝 子 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 好 ま し く は 、 第 一 お よ び 第 二 の 変 異 株 サ ル モ ネ ラ 菌 は 、 異 な る 血 清 型 の も の で あ る 。 ウ
シ で は 、 S. dublinお よ び S. typhimuriumの 双 方 を 含 む ワ ク チ ン が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ワ ク チ ン 組 成 物 を 投 与 す る こ と に よ り 動 物 を 免 疫 す る 、 す な
わ ち 、 動 物 に 感 染 防 御 免 疫 を 与 え る 方 法 を 提 供 し 、 こ こ に 、 そ の 免 疫 学 的 保 護 量 の 弱 毒 化
細 菌 は 死 亡 率 、 症 候 性 下 痢 （ symptomatic diarrhea） 、 身 体 状 態 ま た は ミ ル ク 生 産 に お い
て 改 善 を 供 す る 。 本 発 明 は 、 さ ら に 、 感 染 中 に 排 出 す る 細 菌 の 量 ま た は 期 間 を 低 下 さ せ る
の に 十 分 な 量 に て 本 発 明 の ワ ク チ ン を 投 与 す る こ と に よ り 感 染 の 伝 染 を 低 下 す る 方 法 を 提
供 す る 。 か か る ワ ク チ ン の 適 当 な 受 容 者 で あ る 動 物 に は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ウ
シ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ マ 、 ブ タ 、 家 禽 お よ び 他 の ト リ 、 ネ コ 、 イ ヌ お よ び ヒ ト が 含 ま れ る 。 本 発
明 の 方 法 は 、 本 発 明 の い ず れ か の ワ ク チ ン 組 成 物 に 利 用 し 、 好 ま し く は 、 ワ ク チ ン は 、 そ
の 遺 伝 子 の 一 部 分 を 欠 失 す る こ と に よ る か 、 あ る い は 別 法 と し て 挿 入 性 突 然 変 異 に よ る か
の い ず れ か に よ り １ 以 上 の waaK遺 伝 子 を 不 活 性 化 し た 、 有 効 量 の 弱 毒 化 し た 非 復 帰 性 （ no
n-reverting） 変 異 株 サ ル モ ネ ラ 菌 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 に よ り 、 弱 毒 化 変 異 株 サ ル モ ネ ラ 菌 は 、 さ ら に 、 非 サ ル モ ネ ラ
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 得 る 。 か く し て 、 突 然 変 異 細 菌 ま た は
そ の 突 然 変 異 細 菌 を 含 む ワ ク チ ン 組 成 物 の 投 与 は 、 免 疫 原 性 ポ リ ペ プ チ ド 抗 原 を 動 物 に 送
達 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 多 数 の さ ら な る 態 様 お よ び 有 利 さ は 、 現 在 そ の 好 ま し い 具 体 例 を 記 載 す る 以 下
の 発 明 の 詳 細 な 記 載 の 考 慮 に 際 し て 当 業 者 に 明 ら か と な る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　
　 本 発 明 は 、 １ 以 上 の 病 原 性 遺 伝 子 、 特 に そ の waaK遺 伝 子 が 欠 失 さ れ た １ 以 上 の 種 の 弱 毒
化 変 異 株 サ ル モ ネ ラ 菌 を 含 む ワ ク チ ン ま た は 免 疫 原 性 組 成 物 を 提 供 す る 。 本 発 明 の ワ ク チ
ン の 有 利 さ は 、 そ の 生 の 弱 毒 化 変 異 株 細 菌 が 適 当 な 量 の ワ ク チ ン と し て 、 様 々 な 異 な る 経
路 を 介 し て 投 与 で き 、 ワ ク チ ン 接 種 さ れ た 動 物 に お い て 、 依 然 と し て 感 染 防 御 免 疫 を 誘 導
す る こ と に あ る 。 も う 一 つ の 有 利 さ は 、 ２ つ の 異 な る 遺 伝 子 中 に 不 活 性 化 を 含 む 変 異 株 細
菌 が 非 復 帰 性 で あ る か 、 あ る い は 少 な く と も 病 原 性 状 態 へ 反 転 し そ う に な い こ と に あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 反 転 の リ ス ク は 、 細 菌 を 複 数 回 （ 例 え ば 、 ５ 継 代 ） 継 代 し 、 次 い で 、 得 ら れ た 細 菌 を 動
物 に 投 与 す る こ と に よ り 評 価 で き る 。 非 復 帰 性 変 異 株 は 、 弱 毒 化 で あ り 続 け る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 明 細 書 中 の 例 は 、 そ の waaK遺 伝 子 の 不 活 性 化 ま た は 欠 失 の 結 果 、 野 生 型 細 菌 に よ る 感
染 に 関 連 付 け ら れ る 有 害 な 兆 候 お よ び 症 状 に お け る 観 察 可 能 な 低 下 に よ り 示 さ れ る 安 全 で
有 効 な ワ ク チ ン を 生 じ る こ と を 示 す 。 本 発 明 の 例 示 的 な ワ ク チ ン は 、 生 の 弱 毒 化 細 菌 、 例
え ば 、 SalmoShieldＲ TD (Grand Laboratories, Inc.)お よ び Δ cyaAΔ crp 突 然 変 異 (χ 378
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発 明 の 詳 細 な 記 載



1)を 含 め た 変 異 株 サ ル モ ネ ラ 菌 を 含 む 他 の ワ ク チ ン に 比 較 し て 優 れ た 感 染 防 御 免 疫 を 与 え
る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 S. typhimuriumか ら の waaKの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 配 列 番 号 ： １ に 記 載 さ れ る 。 本 明 細
書 に 用 い た 「 waaK」 に は 、 配 列 番 号 ： １ お よ び そ れ と 等 価 な 他 の サ ル モ ネ ラ 種 、 例 え ば 、
ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 の 配 列 番 号 ： １ の 非 コ ー ド 相 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 全 長 サ
ル モ ネ ラ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 例 え ば 、 Sheaら , Proc.Nat'1. Acad. Sci. USA, 93:2593-25
97 (1996)の 図 ４ 中 に 記 載 さ れ 、 こ こ に 出 典 明 示 し て 本 明 細 書 の 一 部 と み な す ） 、 な ら び
に 配 列 番 号 ： １ ま た は ２ に ９ ０ ％ 配 列 同 一 性 を 有 す る 全 長 サ ル モ ネ ラ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が
含 ま れ る 。 サ ル モ ネ ラ 種 等 価 体 は 、 当 業 者 に よ り 容 易 に 識 別 で き 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ： １
に ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ８ ％ お よ び ９ ９ ％ の 同 一 性 を 持 つ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 も 含 む 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 他 の グ ラ ム 陰 性 菌 中 の 等 価 な 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 ８ ０ ％ を 超 え る 相 同 性
） が 有 効 な ワ ク チ ン を 提 供 す る た め に 単 に 不 活 性 化 で き る こ と を 考 え る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 明 細 書 に 用 い た 「 不 活 性 化 」 遺 伝 子 は 、 そ の 突 然 変 異 が コ ー ド さ れ た 遺 伝 子 産 物 の 発
現 お よ び ／ ま た は 生 物 学 的 な 活 性 を 阻 害 ま た は 消 滅 さ せ る よ う に 、 そ の 遺 伝 子 が 、 ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 の 挿 入 、 欠 失 ま た は 置 換 に よ り 突 然 変 異 し た こ と を 意 味 す る 。 そ の 突 然 変 異 は
そ の 遺 伝 子 ま た は そ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 ま た は 翻 訳 に 影 響 す る こ と を 通 し て 作 用 で き る か 、
あ る い は 、 そ の 突 然 変 異 は そ れ を 不 活 性 と さ せ る よ う に 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド 遺 伝 子 産 物 自
体 に 影 響 で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 不 活 性 化 は 、 欠 失 突 然 変 異 が 、 そ の 変 異 株 が 病 原 性 状 態 に 復
帰 す る で あ ろ う リ ス ク を 低 下 さ せ る た め に 、 そ の 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 の 一 部 分 の 欠 失 に よ
り 運 ば れ る 。 例 え ば 、 い く ら か の 、 大 部 分 （ 例 え ば 、 半 分 以 上 ） ま た は 事 実 上 全 て の そ の
コ ー ド 領 域 を 欠 失 で き る （ 例 え ば 、 約 ５ ％ な い し 約 １ ０ ０ ％ の そ の 遺 伝 子 、 好 ま し く は 約
２ ０ ％ 以 上 の そ の 遺 伝 子 、 最 も 好 ま し く は 、 約 ５ ０ ％ 以 上 の 遺 伝 子 を 欠 失 し 得 る ） 。 別 法
と し て 、 そ の 突 然 変 異 は 、 オ ー プ ン ・ リ ー デ ィ ン グ ・ フ レ ー ム 中 の フ レ ー ム シ フ ト を 引 き
起 こ し 、 今 度 は 、 コ ー ド 化 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 中 途 の 終 止 ま た は 完 全 に 不 活 性 な ポ リ ペ
プ チ ド の 発 現 を 引 き 起 こ す 単 一 の ヌ ク レ オ チ ド で さ え 挿 入 ま た は 欠 失 で き る 。 ま た 、 突 然
変 異 は 、 外 来 遺 伝 子 配 列 の 挿 入 、 例 え ば 、 抗 生 物 質 耐 性 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 挿 入 を 通 し
て 生 成 で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 欠 失 変 異 株 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て よ く 知 ら れ 、 ル ー チ ン 的 に 実 施 さ れ る い ず れ か の
多 数 の 手 法 を 用 い て 構 築 で き る 。 一 例 に お い て 、 多 数 の 細 菌 中 の 遺 伝 子 を 欠 失 さ せ る の に
一 般 的 に 利 用 さ れ る カ ウ ン タ ー 選 択 可 能 （ counterselectable） な マ ー カ ー を 用 い る 戦 略
が 使 用 で き る 。 総 説 に つ い て は 、 例 え ば 、 Reyratら , Infection and Immunity 66 :4011-
4017 (1998)（ こ こ に 出 典 明 示 し て 本 明 細 書 の 一 部 と み な す ） を 参 照 さ れ た し 。 こ の 手 法
に お い て 、 選 択 可 能 お よ び カ ウ ン タ ー 選 択 可 能 な マ ー カ ー の 双 方 を コ ー ド し 、 所 望 の 欠 失
の 両 側 か ら 由 来 す る フ ラ ン キ ン グ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 持 つ プ ラ ス ミ ド が 構 築 さ れ る 二 重 選 択 戦 略
が し ば し ば 使 用 さ れ る 。 そ の 選 択 可 能 な マ ー カ ー を 用 い て 、 そ の プ ラ ス ミ ド が 適 当 な 位 置
お よ び 方 法 で ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ た 細 菌 に つ き 選 択 す る 。 そ の カ ウ ン タ ー 選 択 可 能 な マ ー
カ ー を 用 い て 、 組 み 込 ま れ た プ ラ ス ミ ド を 自 然 に 消 失 さ せ た 非 常 に 小 さ な パ ー セ ン ト の 細
菌 に つ い て 選 択 す る 。 次 い で 、 こ れ ら の 細 菌 の 画 分 は 、 他 の 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ が 存 在 し な い そ
の 所 望 の 欠 失 の み を 含 む で あ ろ う 。 こ の 手 法 の 使 用 に 対 す る 鍵 は 、 適 当 な カ ウ ン タ ー 選 択
可 能 な マ ー カ ー の 入 手 可 能 性 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 も う 一 つ の 手 法 に お い て 、 そ の cre-lox系 を Ｄ Ｎ Ａ の 部 位 特 異 的 な 組 換 え に 用 い る 。 そ
の 系 は 、 細 菌 creリ コ ン ビ ナ ー ゼ 遺 伝 子 に よ り 認 識 さ れ る ３ ４ 塩 基 対 の lox配 列 よ り な る 。
そ の lox部 位 が そ の Ｄ Ｎ Ａ 中 で 適 当 な 配 向 に て 存 在 す る な ら ば 、 そ の lox部 位 に よ り 隣 接 し
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て 挟 ま れ た Ｄ Ｎ Ａ は 、 そ の creリ コ ン ビ ナ ー ゼ に よ り 切 り 取 ら れ る 結 果 、 そ の lox配 列 の 一
つ の 残 存 す る コ ピ ー を 除 い て 全 配 列 を 欠 失 す る で あ ろ う 。 標 準 的 な 組 換 え 技 術 を 用 い て 、
サ ル モ ネ ラ ゲ ノ ム 中 の 注 目 す る 標 的 遺 伝 子 を 欠 失 さ せ 、 次 い で 、 そ れ を 、 lox部 位 に よ り
隣 接 し て 挟 ま れ る 選 択 的 な マ ー カ ー （ 例 え ば 、 カ ナ マ イ シ ン 耐 性 を コ ー ド す る 遺 伝 子 ） で
置 換 す る こ と が で き る 。 そ の creリ コ ン ビ ナ ー ゼ の サ ル モ ネ ラ 中 で 機 能 す る プ ロ モ ー タ ー
の 制 御 下 の そ の cre遺 伝 子 を 含 む 自 殺 プ ラ ス ミ ド （ suicide plasmid） の エ レ ク ト ロ ポ レ ー
シ ョ ン に よ る 一 過 性 発 現 の 結 果 、 そ の loxで 隣 接 し て 挟 ま れ た マ ー カ ー が 有 効 に 消 失 す る
で あ ろ う 。 こ の プ ロ セ ス は 、 所 望 の 欠 失 突 然 変 異 お よ び １ コ ピ ー の lox配 列 を 含 む 変 異 株
を 生 じ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 も う 一 つ の ア プ ロ ー チ に お い て 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 (GFP)、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ま
た は ル シ フ ェ ラ ー ゼ の ご と き マ ー カ ー 遺 伝 子 を 持 つ サ ル モ ネ ラ ゲ ノ ム 中 の 所 望 の 欠 失 さ れ
た 配 列 を 直 接 的 に 置 換 で き る 。 こ の 手 法 に お い て 、 所 望 の 欠 失 を 隣 接 す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 は Ｐ
Ｃ Ｒ に よ り 調 製 さ れ 、 サ ル モ ネ ラ に つ い て の 自 殺 （ 非 置 換 の ） ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ さ
れ る 。 サ ル モ ネ ラ 中 で 活 性 な プ ロ モ ー タ ー お よ び 適 当 な マ ー カ ー 遺 伝 子 を 含 む 発 現 カ セ ッ
ト を 、 そ の フ ラ ン キ ン グ 配 列 間 で ク ロ ー ニ ン グ す る 。 そ の プ ラ ス ミ ド を 野 生 型 サ ル モ ネ ラ
に 導 入 す る 。 そ の マ ー カ ー 遺 伝 子 を （ お そ ら く 、 非 常 に 低 頻 度 に て ） 組 み 込 み 次 い で 発 現
す る 細 菌 を 単 離 し 、 適 当 な 組 換 え 事 象 （ す な わ ち 、 そ の マ ー カ ー 遺 伝 子 で の 野 生 型 遺 伝 子
の 置 換 ） に つ い て 評 価 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 修 飾 さ れ た 株 を ワ ク チ ン 処 方 に お い て 有 効 と す る た め に 、 そ の 弱 毒 化 は 、 そ の 病 原 体 が
重 篤 な 臨 床 症 状 を 起 こ す の を 防 止 す る の に か な り 十 分 で な け れ ば な ら な い が 、 ま た 、 そ の
受 容 者 に お い て そ の 細 菌 の 限 定 さ れ た 複 製 お よ び 増 殖 を 可 能 と す る の に 不 十 分 で な け れ ば
な ら な い 。 そ の 受 容 者 は 、 サ ル モ ネ ラ ま た は 他 の 病 原 性 微 生 物 の 病 原 性 形 態 に よ り 惹 起 さ
れ た 疾 患 か ら の 保 護 を 必 要 と し て い る 対 象 で あ る 。 免 疫 さ れ る べ き 対 象 は 、 ヒ ト ま た は 他
の 哺 乳 動 物 も し く は 動 物 、 例 え ば 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ウ マ 、 ヤ ギ お よ び 家 禽 （ 例 え ば
、 ニ ワ ト リ 、 七 面 鳥 、 カ モ お よ び ガ チ ョ ウ ） を 含 め た 家 畜 な ら び に イ ヌ お よ び ネ コ の ご と
き 伴 侶 動 物 ； 外 来 お よ び ／ ま た は 動 物 園 の 動 物 で あ り 得 る 。 齧 歯 類 お よ び 非 齧 歯 類 の 動 物
の 双 方 の 免 疫 が 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 弱 毒 化 変 異 株 細 菌 の 「 免 疫 学 的 保 護 量 」 は 、 野 生 型 サ ル モ ネ ラ 菌 で の 感 染 に よ り 惹 起 さ
れ た 有 害 な 健 康 へ の 影 響 ま た は そ の 合 併 症 を 含 め た 疾 患 の 兆 候 ま た は 症 状 を 防 止 ま た は 緩
和 す る の に 適 当 で あ る 受 容 者 に お い て 免 疫 学 的 応 答 を 誘 導 す る の に 有 効 な 量 で あ る 。 液 性
免 疫 も し く は 細 胞 性 免 疫 ま た は 双 方 の い ず れ か を 誘 導 で き る 。 ワ ク チ ン 組 成 物 に 対 す る 動
物 の 免 疫 応 答 は 、 例 え ば 、 野 生 型 株 で の チ ャ レ ン ジ 後 の 抗 体 力 価 の 測 定 、 リ ン パ 球 増 殖 ア
ッ セ イ を 通 し て 間 接 的 に 、 あ る い は 兆 候 お よ び 症 状 を モ ニ タ ー す る こ と を 通 し て 直 接 的 に
評 価 で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ワ ク チ ン に よ り 与 え ら れ た 感 染 防 御 免 疫 は 、 例 え ば 、 死 亡 率 、 罹 患 率 、 体 温 数 、 お よ び
対 象 の 下 痢 日 数 の ％ 、 ミ ル ク 生 産 お よ び 収 量 、 平 均 毎 日 体 重 増 加 ［ Ａ Ｄ Ｇ ＝ （ 接 種 体 重 －
ワ ク チ ン 接 種 体 重 ） ／ （ 接 種 日 － ワ ク チ ン 日 ） ］ 、 身 体 状 態 お よ び 全 般 的 健 康 お よ び 行 動
の ご と き 臨 床 的 兆 候 に お け る 低 下 を 測 定 す る こ と に よ り 評 価 で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ２ 以 上 の 異 な る 血 清 型 の 細 菌 の 組 合 せ を 投 与 す る 場 合 、 宿 主 が 、 投 与 さ れ た ２ 以 上 の 血
清 型 の う ち の 一 つ に 対 す る 感 染 防 御 免 疫 応 答 を 発 生 す る の を 防 止 し な い よ う に 、 そ の 血 清
型 間 に ほ と ん ど ま た は 全 く 干 渉 が な い こ と が 高 度 に 望 ま し い 。 干 渉 は 、 例 え ば 、 一 つ の 株
が 宿 主 に お い て 優 位 を 占 め る な ら ば 、 他 の 株 に 対 す る 保 護 的 免 疫 応 答 の 発 生 か ら 宿 主 を 防
止 ま た は 限 定 す る 点 ま で 上 昇 で き る 。 あ る い は 、 一 つ の 株 は 、 そ の 他 の 株 を 直 接 的 に 阻 害
で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
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　 ま た 、 そ の 受 容 者 を 免 疫 す る こ と に 加 え て 、 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 そ の 受 容 者 の 成 長 を
促 し 、 お よ び ／ ま た は 受 容 者 の 免 疫 を ブ ー ス ト し 、 お よ び ／ ま た は 受 容 者 の 全 般 的 な 健 康
状 態 を 改 善 で き る 。 本 発 明 の ワ ク チ ン ま た は 細 菌 産 物 の 成 分 は 、 免 疫 系 の 態 様 を 阻 害 ま た
は 増 強 で き る 免 疫 調 節 物 質 と し て 作 用 で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 そ の 宿 主 に
全 般 的 な 正 の 利 益 を 有 す る サ イ ト カ イ ン を 補 充 す る 経 路 を 伝 達 で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 感 染 し た 動 物 に よ る 病 原 性 細 菌 の 排 出 を 低 下 さ せ る こ と に
よ り 獣 医 学 的 お よ び ヒ ト の 地 域 医 療 （ community health） 利 益 を 提 供 す る 。 排 出 さ れ る べ
き 細 菌 負 荷 （ 細 菌 の 量 、 例 え ば 、 Ｃ Ｆ Ｕ ／ ｍ ｌ 糞 便 ） ま た は 排 出 期 間 （ 例 え ば 、 排 出 日 数
の ％ 数 ） の い ず れ か 、 ま た は 双 方 を 低 下 で き る 。 好 ま し く は 、 排 出 負 荷 は 、 ワ ク チ ン 接 種
し て い な い 動 物 に 比 較 し て 約 １ ０ ％ 以 上 、 好 ま し く は ２ ０ ％ 以 上 低 下 さ せ 、 お よ び ／ ま た
は 排 出 期 間 を 少 な く と も １ 日 、 ま た は よ り 好 ま し く は 、 ２ ま た は ３ 日 ま で １ ０ ％ 以 上 ま た
は ２ ０ ％ 以 上 低 下 さ せ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 弱 毒 化 細 菌 を 単 独 に て 投 与 で き る が 、 １ 以 上 の か か る 変 異 株 細 菌 は 、 好 ま し く
は 、 適 当 な 医 薬 上 許 容 さ れ る （ 複 数 の ） 賦 形 剤 、 （ 複 数 の ） 希 釈 剤 、 （ 複 数 の ） ア ジ ュ バ
ン ト ま た は （ 複 数 の ） 担 体 と 組 み 合 わ せ て 投 与 さ れ る 。 そ の （ 複 数 の ） 担 体 は 、 本 発 明 の
弱 毒 化 変 異 株 細 菌 と 適 合 性 が あ る 意 味 で 「 許 容 で き 」 、 免 疫 さ れ る べ き 対 象 に 有 害 で あ っ
て は な ら な い 。 典 型 的 に は 、 そ の 担 体 は 、 無 菌 お よ び パ イ ロ ジ ェ ン フ リ ー で あ ろ う 水 お よ
び セ ー ラ イ ン で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト お よ び フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 ミ コ ー ル 酸 塩 ベ ー
ス の ア ジ ュ バ ン ト （ 例 え ば 、 ト レ ハ ロ ー ス ジ ミ コ レ ー ト ） 、 細 菌 リ ポ 多 糖 （ LPS） 、 ペ プ
チ ド グ リ カ ン （ す な わ ち 、 ム レ イ ン 、 ム コ ペ プ チ ド 、 ま た は N-Opaca、 ム ラ ミ ル ジ ペ プ チ
ド [MDP]も し く は MDPア ナ ロ グ の ご と き 糖 タ ン パ ク 質 ） 、 プ ロ テ オ グ リ カ ン （ 例 え ば 、 Kleb
siella pneumoniaeか ら 抽 出 ） 、 連 鎖 球 菌 の 調 製 物  (例 え ば 、 OK432)、 Biostim T M  (例 え ば
、 01K2)、 EP 109 942、 EP 180 564お よ び EP231 039の 「 Iscoms」 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、
サ ポ ニ ン 、 DEAE-デ キ ス ト ラ ン 、 中 性 油 （ 例 え ば 、 ミ グ リ オ ー ル （ miglyol)、 植 物 油 （ 例
え ば 、 ラ ッ カ セ イ 油 ） 、 リ ポ ソ ー ム 、 PluronicＲ  ポ リ オ ー ル 、 そ の Ribiア ジ ュ バ ン ト 系 (
例 え ば 、 GB-A-2 189 141参 照 )、 ま た は イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 特 に 、 細 胞 性 免 疫 を 刺 激 す る
も の を 含 め た 当 該 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る い ず れ の ア ジ ュ バ ン ト も ワ ク チ ン 組 成 物
中 で 用 い る こ と が で き る 。 そ の 放 線 菌 目 に お け る 細 菌 属 の Amycolataの 抽 出 物 よ り な る 別
法 の ア ジ ュ バ ン ト は 、 米 国 特 許 第 4,877,612号 に 記 載 さ れ て い る 。 加 え て 、 専 売 の ア ジ ュ
バ ン ト 混 合 物 が 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る 。 用 い た ア ジ ュ バ ン ト は 、 部 分 的 に そ の 受 容 生 物
に 依 存 す る で あ ろ う 。 投 与 さ れ る ア ジ ュ バ ン ト の 量 は 、 動 物 の タ イ プ お よ び サ イ ズ に 依 存
す る で あ ろ う 。 最 適 な 用 量 は ル ー チ ン 的 な 方 法 に よ り 容 易 に 決 定 で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 そ の ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 医 薬 の ビ ヒ ク ル 、 賦 形 剤 ま た は 媒 体 と し て 機 能 す る ワ ク チ ン 適
合 性 の 医 薬 上 許 容 さ れ る （ す な わ ち 、 無 菌 で か つ 非 毒 性 の ） 液 体 、 半 固 体 ま た は 固 体 の 希
釈 剤 が 含 ま れ 得 る 。 当 該 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ た い ず れ の 希 釈 剤 も 用 い る こ と が で き る
。 例 示 的 な 希 釈 剤 に は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ポ リ オ キ シ エ チ ル ソ ル ビ タ ン モ ノ ラ
ウ レ ー ト 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 メ チ ル お よ び ヒ ド ロ キ シ 安 息
香 酸 プ ロ ピ ル 、 タ ル ク 、 ア ル ギ ン 酸 塩 、 デ ン プ ン 、 ラ ク ト ー ス 、 ス ク ロ ー ス 、 デ キ ス ト ロ
ー ス 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ア ラ ビ ア ガ ム 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 、 鉱 油 、 カ カ オ 脂
お よ び シ オ ブ ロ ー マ の 油 が 含 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 送 達 に 都 合 の よ い 形 態 に て 包 装 で き る 。 そ の 組 成 物 は 、 カ プ セ ル 、
カ プ レ ッ ト 、 サ テ ェ （ sachet） 、 カ シ ェ 、 ゼ ラ チ ン 、 紙 お よ び 他 の 容 器 内 に 入 れ ら れ る 。
受 容 生 物 へ の 免 疫 原 性 組 成 物 の 移 行 と 適 合 す る 場 合 、 特 に 、 免 疫 原 性 組 成 物 が 単 一 用 量 形
態 に て 送 達 さ れ る 場 合 に こ れ ら の 送 達 形 態 は 好 ま し い 。 そ の 用 量 単 位 は 、 例 え ば 、 錠 剤 、
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カ プ セ ル 剤 、 坐 剤 ま た は カ チ ェ 剤 に 詰 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 例 え ば 、 静 脈 内 、 皮 内 、 筋 肉 内 、 乳 房 内 、 腹 腔 内 ま た は 皮 下 注 射 ；
経 口 、 経 皮 、 鼻 腔 内 、 肛 門 、 経 膣 送 達 に よ る こ と を 含 め て 、 い ず れ か の 通 常 の 方 法 に よ り
免 疫 に 付 す べ き 対 象 に 導 入 で き る 。 処 置 は 、 単 一 ま た は 経 時 的 な 複 数 用 量 よ り な る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 投 与 経 路 に 依 存 し て 、 適 当 量 の 投 与 さ れ る べ き 変 異 株 細 菌 に は 、 約 １ ０ ９ 個 以 下 の 細 菌
が 含 ま れ 、 但 し 、 適 切 な 免 疫 原 性 応 答 は ワ ク チ ン に よ り 誘 導 さ れ る 。 約 １ ０ １ ０ 個 以 下 ま
た は 約 １ ０ １ １ 個 以 下 の 用 量 は 、 所 望 の 応 答 を 達 成 す る た め に 必 要 で あ り 得 る 。 約 １ ０ １

１ 個 よ り か な り 高 い 用 量 は 、 商 業 上 望 ま し く な い か も し れ な い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 は 、 異 種 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
さ ら に 含 む 弱 毒 化 変 異 株 細 菌 の 構 築 を 含 む 。 例 え ば 、 サ ル モ ネ ラ で は 、 「 異 種 」 ポ リ ペ プ
チ ド は 、 サ ル モ ネ ラ 菌 に よ り 通 常 は 発 現 し な い 非 サ ル モ ネ ラ ポ リ ペ プ チ ド で あ り 得 る 。 か
か る 弱 毒 化 変 異 株 細 菌 は 、 異 種 ポ リ ペ プ チ ド ま た は Ｄ Ｎ Ａ を 送 達 す る 方 法 に お い て 用 い る
こ と が で き る 。 例 え ば 、 サ ル モ ネ ラ は 、 か な り の ダ メ ー ジ を 生 じ る こ と な く 真 核 宿 主 細 胞
の 細 胞 質 に 入 る の に 際 し て 溶 解 し 、 そ れ に よ っ て 、 細 胞 へ プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ の 導 入 用 の ベ
ク タ ー と な る よ う に 設 計 で き る 。 適 当 な 異 種 ポ リ ペ プ チ ド に は 、 受 容 者 に お け る 感 染 防 御
免 疫 応 答 を 導 入 し 、 そ の ワ ク チ ン 中 の 変 異 株 細 菌 に よ る ポ リ ペ プ チ ド 抗 原 の 発 現 が そ の 受
容 者 が そ の 抗 原 に 対 す る 免 疫 さ れ る の を 可 能 と す る （ グ ラ ム 陰 性 菌 、 グ ラ ム 陽 性 菌 お よ び
ウ イ ル ス を 含 め た ） 他 の 感 染 性 病 原 体 か ら の 免 疫 原 性 抗 原 が 含 ま れ る 。 変 異 株 サ ル モ ネ ラ
を 用 い て 導 入 で き る 他 の 異 種 ポ リ ペ プ チ ド に は 、 免 疫 調 節 性 分 子 、 例 え ば 、 サ イ ト カ イ ン
、 ま た は 成 長 ホ ル モ ン 、 Ｇ Ｒ Ｈ お よ び Ｇ Ｄ Ｆ － ８ の ご と き 「 パ ー フ ォ マ ン ス （ performanc
e） 」 蛋 白 質 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　
　
　
　 各 S. typhimurium waaK遺 伝 子 で は 、 プ ラ ス ミ ド pCVD442に 基 づ く 陽 性 選 択 自 殺 ベ ク タ ー
[Donnenbergお よ び Kaper, Infect Immun 59:4310-17 (1991) ]が 構 築 さ れ 、 そ れ は 、 各 遺
伝 子 に 隣 接 し て 挟 む 5'お よ び 3'の 染 色 体 領 域 の 一 部 分 を 含 む が 、 遺 伝 子 自 体 の 中 に 実 質 的
な 内 部 欠 失 （ 典 型 的 に は 、 ＞ ９ ５ ％ ） を 持 つ 。 オ ー バ ー ラ ッ プ 伸 長 に よ る 遺 伝 子 ス プ ラ イ
シ ン グ （ 「 遺 伝 子 SOEイ ン グ 」 ） [Hortonら , Biotechniques 8 :528-535 (1990) ])を 用 い
て 、 欠 失 す べ き 遺 伝 子 に 相 補 的 で あ る が 、 大 部 分 の 内 部 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 欠 如 す る Ｄ Ｎ
Ａ 断 片 を 生 成 し た 。 こ れ ら の 内 部 欠 失 遺 伝 子 を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド は 、 各 々 、 pCVD442::
Δ ssaJ, お よ び pCVD442::Δ rfaKと 命 名 さ れ た 。 次 い で 、 こ れ ら の ベ ク タ ー を 用 い て 、 対
立 遺 伝 子 交 換 に よ り S. typhimuriumお よ び S. dublin 欠 失 変 異 株 を 生 成 し た 。 ま た 、 こ れ
ら の プ ラ ス ミ ド は 、 Ｗ Ｏ 01／ 70247A2（ こ こ に 出 典 明 示 し て 本 明 細 書 の 一 部 と み な す ） に
記 載 さ れ て い る 。 S. dublinを 欠 失 し た 遺 伝 子 を 含 む プ ラ ス ミ ド を 用 い て 、 S dublin中 の
欠 失 を 生 成 し 、 S. typhimurium配 列 を 含 む プ ラ ス ミ ド を 用 い て 、 S. typhimurium中 の 欠 失
を 生 成 し た （ 実 施 例 １ Ｂ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 要 約 す る と 、 ２ セ ッ ト の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 所 望 の 遺 伝 子 の 5'お よ び 3'側 に 隣 接 す る Ｄ
Ｎ Ａ に 相 補 的 で あ る 約 ６ ０ ０ ｂ ｐ の 断 片 を 合 成 す る よ う に 設 計 し た 。 プ ラ イ マ ー Ａ お よ び
Ｄ （ 表 １ ） は 、 所 望 の 遺 伝 子 の 各 々 、 上 流 お よ び 下 流 の 染 色 体 配 列 を 含 有 し 、 各 々 は 所 望
の 制 限 酵 素 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位 に つ い て の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 も 含 む 。 プ ラ イ マ ー Ｂ は
、 そ の 遺 伝 子 の 5'側 に 直 ぐ 隣 接 す る 配 列 と 、 そ の 遺 伝 子 自 体 と の 間 の 上 流 連 結 部 に わ た り
、 そ の 遺 伝 子 の 5'端 の い く ら か の 部 分 （ い く ら か の 場 合 に 、 停 止 コ ド ン の み ） を 含 む 。 同
様 に 、 プ ラ イ マ ー Ｃ は 、 そ の 遺 伝 子 の 3'側 に 直 ぐ 隣 接 す る 配 列 と 、 そ の 遺 伝 子 自 体 と の 間
の 下 流 連 結 部 に わ た り 、 そ の 遺 伝 子 の 3'端 の 一 部 分 （ い く ら か の 場 合 に 、 開 始 コ ド ン の み
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実 施 例 １
waaKの 欠 失 を 含 む サ ル モ ネ ラ 変 異 株 の 構 築
Ａ ． pCVD442::Δ 遺 伝 子 プ ラ ス ミ ド の 構 築



） を 含 む 。 S. typhimuriumま た は S. dublinの ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ と プ ラ イ マ ー Ａ お よ び Ｂ ま た
は プ ラ イ マ ー Ｃ お よ び Ｄ の い ず れ か と の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 行 い 、 各 々 、 所 望 の 遺 伝 子 の 上 流 ま
た は 下 流 の 隣 接 し て 挟 ま れ る 領 域 に 対 応 す る 配 列 を 持 つ 約 ６ ０ ０ ｂ ｐ の （ 各 々 、 断 片 Ａ Ｂ
お よ び Ｃ Ｄ と い う ） Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 得 た 。 ま た 、 各 Ａ Ｂ ま た は Ｃ Ｄ 断 片 は 、 所 望 の 制 限 酵 素
部 位 (rfaKに つ き SalI)を 含 ん だ 。 ま た 、 断 片 Ａ Ｂ お よ び Ｃ Ｄ を 用 い る プ ラ イ マ ー Ａ お よ び
Ｄ と の 第 二 の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 行 い 、 断 片 Ａ Ｄ と 指 定 さ れ る Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 得 た 。 断 片 Ａ Ｄ は 、
標 的 遺 伝 子 の 周 囲 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補 的 で あ る が 、 waaKに つ き 標 的 配 列 の 本 質 的 に
完 全 な 欠 失 （ ＞ ９ ５ ％ 欠 失 ） 、 お よ び ssaJに つ き 、 Ｃ 末 端 の 半 分 の 欠 失 （ 約 ５ ０ ％ 欠 失 ）
を 含 む 。 次 い で 、 S. dublinま た は S. typhimurium waaK遺 伝 子 の 各 々 に つ き 得 ら れ た Ｐ Ｃ
Ｒ 産 物 を 種 々 の ベ ク タ ー お よ び 宿 主 株 を 通 し て ク ロ ー ニ ン グ し 、 最 終 的 に 、 宿 主 株 SM10λ
pir中 の ベ ク タ ー pCVD442の 複 数 の ク ロ ー ニ ン グ 部 位 に 挿 入 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
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【 表 １ 】
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　 S.dublinお よ び S. typhimurium遺 伝 子 は 、 同 一 プ ラ イ マ ー が 両 血 清 型 に 用 い る こ と が で
き る の に 十 分 に 類 似 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　
　 前 記 の 実 施 例 １ A中 で 構 築 さ れ た そ の pCVD442::Δ 遺 伝 子 プ ラ ス ミ ド を 用 い て 、 適 当 な サ
ル モ ネ ラ 株 を 持 つ 同 種 の 組 換 え に よ る 欠 失 変 異 株 を 生 成 し 、 す な わ ち 、 S. dublin欠 失 遺
伝 子 を 含 む プ ラ ス ミ ド を 用 い て 、 S. dublin中 に 欠 失 を 生 成 し 、 S. typhimirium配 列 を 含
む プ ラ ス ミ ド を 用 い て 、 S. typhimurium中 に 欠 失 を 生 成 し た 。 そ の プ ラ ス ミ ド pCVD442は
、 陽 性 選 択 自 殺 ベ ク タ ー で あ る 。 そ れ は 、 R6Kプ ラ ス ミ ド 用 の 複 製 起 源 （ ori） 、 RP4プ ラ
ス ミ ド 用 の 流 動 （ mobilization） 遺 伝 子 、 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 用 の 遺 伝 子 (bla)、 レ バ ン ス
ク ラ ー ゼ お よ び 複 数 の ク ロ ー ニ ン グ 部 位 用 の 遺 伝 子 を コ ー ド す る B. subtilisか ら の sacB
遺 伝 子 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 プ ラ ス ミ ド pCVD442は 、 細 菌 株 中 だ け に 染 色 体 外 で 維 持 で き 、 次 い で 、 π 蛋 白 質 、 そ の p
ir遺 伝 子 産 物 （ 例 え ば 、 E. coliSM10λ pirま た は DH5α λ pir） を 生 成 で き る 。 Ap (ア ン ピ
シ リ ン )お よ び Nal (ナ リ ジ ク ス 酸 )に 対 す る 抱 合 お よ び 選 択 に よ る 非 許 容 の 宿 主 株 (S. typ
himuriumま た は S. dublin)へ の pCVD442ベ ー ス の ベ ク タ ー の 導 入 は 、 ApＲ 部 分 二 倍 体 の 単
離 を 可 能 と し 、 こ こ に 、 そ の プ ラ ス ミ ド は 、 そ の 野 生 型 遺 伝 子 と 同 種 の 組 換 え に よ り 標 的
株 の ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 要 約 す る と 、 S. typhimuriumま た は S. dublin Δ ssaT、 Δ ssaJ、 Δ ssaC、 Δ rfaKま た は
Δ glnA遺 伝 子 （ SM10Apir／ pCVD442 ::Δ 遺 伝 子 と 指 定 さ れ る ） を 持 つ pCVD442を 運 ぶ E. co
li株 SM10λ pir（ thi thr leu tonA lacY supE recA ::RP4-2-Tc::Mu km) [ (Donnenberg
お よ び Kaper, Infect Immun 59 :4310-17(1991)]を NalＲ  S. typhimurium MK315Nま た は S
. dublin B94-058Nと 対 合 さ せ 、 組 換 え 体 を Apお よ び Nalで 選 択 し た 。 MK315Nお よ び B94-05
8Nの 双 方 は 、 （ 各 々 、 ウ シ お よ び ヒ ト 対 象 か ら 臨 床 的 に 単 離 さ れ た ） ５ ０ μ g／ ｍ ｌ Na1を
含 む LB寒 天 上 で 各 々 の 親 株 を プ レ ー テ ィ ン グ す る こ と に よ り 調 製 さ れ た 自 然 NalＲ 株 で あ
る 。 回 収 さ れ た そ の ApＲ  NalＲ 組 換 え 体 は 、 そ の プ ラ ス ミ ド が 染 色 体 外 に 維 持 で き な い た
め に 、 そ の 染 色 体 に 組 み 込 ま れ た プ ラ ス ミ ド を 有 し な け れ ば な ら な い 。 こ の 結 果 、 そ の 染
色 体 上 の そ の 遺 伝 子 座 に 組 み 込 ま れ た pCVD442::Δ 遺 伝 子 プ ラ ス ミ ド を 含 む 部 分 二 倍 体 株
を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 次 い で 、 ApＲ  NalＲ  S. typhimurium MK315N::pCVD442::Δ 遺 伝 子 お よ び S. dublin B94
-058N::pCVD442::Δ 遺 伝 子 組 換 え 体 を 、 非 選 択 的 な 条 件 に 続 い て 、 LA (－ ス ク ロ ー ス )お
よ び TYES (＋ ス ク ロ ー ス )寒 天 上 で 成 長 さ せ た 。 選 択 的 な 圧 力 が 不 存 在 の 場 合 に は 、 自 然
組 み 換 え 事 象 が 生 じ 、 こ こ に 、 そ の pCVD442プ ラ ス ミ ド お よ び 野 生 型 ま た は そ の 欠 失 遺 伝
子 の い ず れ か は 、 染 色 体 か ら 切 り 取 ら れ る 。 pCVD442プ ラ ス ミ ド を 保 持 す る 細 胞 は 、 sacB
遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ た レ バ ン ス ク ラ ー ゼ に よ る ス ク ロ ー ス の 分 解 か ら 生 成 さ れ た 毒 性
産 物 に よ る TYES寒 天 上 の カ ウ ン タ ー 選 択 さ れ た 。 結 果 的 に 、 TYES寒 天 上 の コ ロ ニ ー 数 は 、
Ｌ Ａ 上 の 数 に 対 し て か な り 低 下 す る 。 TYES寒 天 上 で 単 離 さ れ た コ ロ ニ ー の そ の Ａ ｐ Ｓ 表 現
型 を 確 認 後 、 そ の 組 換 え 体 を Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 分 析 し て 、 そ の 野 生 型 遺 伝 子 ま た は 欠 失 遺 伝 子
が 保 持 さ れ た か を 決 定 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 最 初 の 実 験 に お い て 、 そ の 供 与 体 お よ び 受 容 体 は 、 Ｌ Ｂ 寒 天 上 で ５ 時 間 対 合 （ mate） さ
せ 、 次 い で 、 Nal (２ ０ ま た は １ ０ ０ μ ｌ ／ ｍ ｌ )お よ び Ap (２ ０ ま た は １ ０ ０ μ ｌ ／ ｍ ｌ
)を 含 有 す る LB寒 天 上 で 選 択 し た 。 初 期 の 選 択 プ レ ー ト 上 に 高 成 長 が 出 現 し た が 、 も し あ
れ ば そ の 単 離 コ ロ ニ ー は 、 ApＲ  NalＲ と し て 確 認 で き た 。 組 み 換 え 成 長 を 単 離 す る た め の
無 力 さ は 、 供 与 体 細 胞 か ら の β － ラ ク タ マ ー ゼ の 遊 離 に よ る ア ン ピ シ リ ン の 分 解 の 結 果 と
し て の 受 容 体 の 成 長 の た め の よ う で あ っ た 。 こ の 問 題 を 克 服 す る た め に 、 組 換 え 体 を 支 持
し 、 供 与 体 お よ び 受 容 体 株 に 対 し て 選 択 し た 対 合 お よ び 選 択 条 件 を 設 計 し た 。 特 に 、 受 容
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体 お よ び 供 与 体 株 を 一 晩 、 Ｌ Ｂ 寒 天 ま た は 修 飾 Ｍ ９ 寒 天 (Difco Laboratory, Detriot, MI
)上 で 対 合 さ せ 、 選 択 的 (Nalお よ び Ap(７ ５ μ ｌ ／ ｍ ｌ ） )Ｌ Ｂ ブ ロ ス (Difco Laboratory, 
Detriot, MI)中 で 成 長 に よ り 組 換 え 体 を 富 化 し 、 選 択 的 (Nalお よ び Ap(７ ５ μ ｌ ／ ｍ ｌ ） )
寒 天 培 地 上 で 選 択 し た 。 修 飾 Ｍ ９ 寒 天 上 の 対 合 は 、 包 合 が 生 じ る の を 可 能 と し 、 複 製 に 限
定 さ れ る も の で は な い が 、 選 択 ブ ロ ス に 導 入 さ れ た 供 与 体 お よ び 受 容 体 細 胞 の 数 を 低 下 さ
せ た 。 選 択 ブ ロ ス 中 の 初 期 の 対 数 相 ま で の 増 殖 は 、 組 み 換 え 体 の 複 製 を 支 持 し た が 、 供 与
体 お よ び 受 容 体 株 は そ う で は な か っ た 。 さ ら に 、 Ｌ Ｂ 寒 天 Nal Ap（ 各 ７ ５ μ g／ ｍ ｌ ） 上
の 引 き 続 い て の 選 択 は 、 供 与 体 お よ び 受 容 体 に わ た る 組 み 換 え 体 を 支 持 し 、 ほ と ん ど 全 て
の 単 離 コ ロ ニ ー が ApＲ  NaIＲ で あ る 場 合 に そ れ が 確 認 さ れ た 。 適 当 な プ ラ ス ミ ド pCVD442:
:Δ 遺 伝 子 を 運 ぶ 部 分 二 倍 体 S. typhimuriumま た は S. dublin組 み 換 え 体 を そ の ゲ ノ ム に 挿
入 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 次 い で 、 部 分 二 倍 体 単 離 体 を 非 選 択 条 件 下 増 殖 さ せ て 、 対 数 相 を 遅 延 さ せ 、 LB寒 天 お よ
び TYES寒 天 に 接 種 し た 。 非 選 択 的 増 殖 中 に 、 自 然 組 み 換 え 事 象 は 、 部 分 二 倍 体 状 態 に お い
て 二 重 配 列 間 に 生 じ る こ と が で き 、 そ の 染 色 体 中 の 野 生 型 ま た は 欠 失 遺 伝 子 の い ず れ か の
コ ピ ー を 残 し た 。 pCVD442プ ラ ス ミ ド 上 の sacB遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ た レ バ ン ス ク ラ ー
ゼ の 産 物 が グ ラ ム 陰 性 細 胞 に 毒 性 で あ る た め に ス ク ロ ー ス に 対 す る 増 殖 は 、 第 二 の 組 み 換
え 事 象 を 受 け な い そ れ ら の 細 胞 に 対 し て 選 択 す る 。 結 果 的 に 、 TYES寒 天 上 の コ ロ ニ ー 数 は
、 Ｌ Ａ 上 よ り 非 常 に 低 い 。 我 々 の 手 に お い て 、 選 択 を 成 功 さ せ る た め の 温 度 に て TYESプ レ
ー ト を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と は 非 常 に 重 要 で あ る 。 高 温 （ ３ ０ ま た は ３ ７ ℃ ） の イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン は 、 Ｌ Ａ に 対 し TYES上 の コ ロ ニ ー 数 を 低 下 せ ず 、 こ れ は pCVD442陰 性 細 胞 に
対 す る 選 択 が 生 じ な い こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 TYESで 成 長 し た コ ロ ニ ー を 単 一 コ ロ ニ ー に つ き 線 状 と し 、 そ の NalＲ  Apｓ 表 現 型 を 確 認
し た 。 次 い で 、 各 遺 伝 子 に つ き 前 記 の 適 当 な プ ラ イ マ ー Ａ お よ び Ｄ を 用 い た そ の コ ロ ニ ー
の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 を 行 い 、 欠 失 ま た は 野 生 型 遺 伝 子 が そ の 染 色 体 に 保 持 さ れ た
か を 決 定 し た 。 waaKで は 、 （ 野 生 型 遺 伝 子 に つ き ２ ４ ０ ０ ｂ ｐ に 対 し て ） １ ３ ０ ０ ｂ ｐ の
Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は 、 そ の 遺 伝 子 が 欠 失 し た こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　
　 S. choleraesuis変 異 株 を 、 米 国 特 許 第 5,876,931号 （ こ こ に 出 典 明 示 し て 本 明 細 書 の 一
部 と み な す ） に 一 般 的 に 記 載 さ れ た STMプ ロ セ ス を 用 い て 構 築 し た 。 要 約 す る と 、 生 成 さ
れ た 各 挿 入 性 突 然 変 異 は 、 異 な る Ｄ Ｎ Ａ シ グ ナ チ ャ ー ・ タ グ （ signature tag） を 運 び 、
そ れ は 変 異 株 が 相 互 に 区 別 さ れ る の を 可 能 と す る 。 そ の タ グ は 、 そ の 中 央 部 分 が Ｐ Ｃ Ｒ に
よ り 共 － 増 幅 さ れ う の を 可 能 と す る ２ ０ ｂ ｐ の 不 変 「 ア ー ム 」 に よ り 隣 接 し て 挟 ま れ た ４
０ ｂ ｐ の 可 変 中 央 領 域 を 含 む 。 タ グ 付 け さ れ た 変 異 株 を マ イ ク ロ タ イ タ ー 皿 中 で 組 み 立 て
、 次 い で 、 合 わ せ て 、 感 染 試 験 用 の 「 接 種 プ ー ル 」 を 形 成 す る 。 接 種 後 の 適 当 な 時 間 に 、
細 菌 を 動 物 か ら 単 離 し 、 プ ー ル し て 、 「 回 収 プ ー ル 」 を 形 成 さ せ る 。 回 収 プ ー ル 中 の タ グ
お よ び 接 種 プ ー ル 中 の タ グ を 別 々 に 増 幅 し 、 標 識 し 、 次 い で そ れ ら を 用 い て 、 そ の 接 種 物
中 に 変 異 株 を 示 す 異 な る タ グ で 整 列 し た フ ィ ル タ ー を 探 査 す る 。 弱 毒 化 病 原 性 を 持 つ 変 異
株 は 、 回 収 プ ー ル か ら タ グ で 探 査 さ れ た 場 合 で は な く 、 接 種 プ ー ル か ら タ グ で 探 査 さ れ た
場 合 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ シ グ ナ ル を 与 え る タ グ を 持 つ も の で あ る 。 STMは 、 多
数 の 挿 入 性 変 異 株 が 病 原 性 の 喪 失 に つ き 単 一 動 物 に お い て 同 時 に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る の
を 可 能 と す る 。 こ の 方 法 を 用 い て 、 特 定 の 遺 伝 子 を 妨 害 す る ミ ニ － tn5ト ラ ン ス ポ ゾ ン を
含 む S. choleraesuisの 挿 入 性 変 異 株 を 作 成 し た 。 各 ト ラ ン ス ポ ゾ ン の 周 囲 の そ の 遺 伝 子
の 一 部 分 を 配 列 決 定 し て 、 公 知 の S. typhimurium遺 伝 子 の 対 応 す る 配 列 を 持 つ 配 列 の 整 列
に よ り 挿 入 部 位 を 同 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
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実 施 例 ２
マ ウ ス に お け る 変 異 株 弱 毒 化 の S. Clioleraesuisお よ び Ｌ Ｄ ５ ０ の 決 定



　 弱 毒 化 の 度 合 を 決 定 す る た め に 、 ６ 匹 の マ ウ ス (BALB／ c)の 群 を 個 々 の 変 異 株 で 、 経 口
投 与 で は ８ × １ ０ 2 な い し ８ × １ ０ 6 個 の 用 量 範 囲 で 、 腹 腔 内 （ Ｉ Ｐ ） 投 与 で は １ ０ 倍 少 な
い 範 囲 で 感 染 さ せ た 。 弱 毒 化 変 異 株 は 、 野 生 型 株 に 比 較 す る 場 合 、 Ｌ Ｄ ５ ０ 値 に 基 づ き 異
な る 弱 毒 化 の 度 合 を 与 え る 。 Tn5ト ラ ン ス ポ ゾ ン 挿 入 を 含 む 変 異 株 Ｄ １ お よ び Ｈ ５ は 、 野
性 株 よ り ３ な い し ４ の オ ー ダ ー の 度 合 小 さ い 弱 毒 化 を 示 す 。 変 異 株 Ｄ １ は 、 経 口 の １ .１
× １ ０ ３ お よ び Ｉ Ｐ で 与 え た 場 合 の ２ .６ × １ ０ 2 の 野 生 型 Ｌ Ｄ ５ ０ 値 に 比 較 し て 、 経 口 で
与 え た 場 合 の ５ .２ × １ ０ ７ お よ び Ｉ Ｐ 投 与 し た 場 合 の ３ .９ × １ ０ 3 の Ｌ Ｄ ５ ０ を 有 す る
。 そ の Ｈ ５ 変 異 株 は 、 経 口 で ７ .９ × １ ０ 4 お よ び Ｉ Ｐ ワ ク チ ン と し て ３ .０ × １ ０ ４ を 与
え る 。 BALB／ cマ ウ ス か ら の こ れ ら の 結 果 は 、 そ の Ｄ １ お よ び Ｄ ５ の waaK変 異 株 が 、 か な
り 低 下 し た Ｌ Ｄ ５ ０ と 、 野 生 型 S. choleraesuisに 比 較 し た 細 菌 の ５ ０ 倍 を 超 え る 測 定 さ
れ た 弱 毒 化 を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　
　
　 (試 験 番 号 　 704
-7923-I-MJK-96-012)
　 ワ ク チ ン と し て の 弱 毒 化 し た 生 S. choleraesuis waaK変 異 株 の 安 全 性 お よ び 効 力 を ブ タ
（ １ 群 当 た り ８ 匹 の ブ タ 、 ワ ク チ ン 接 種 に て １ ８ ～ ２ ４ 日 齢 ） に お い て 決 定 し た 。 基 礎 体
温 を １ ～ ４ 日 記 録 し た 。 各 動 物 に つ い て の 体 温 、 糞 便 軟 度 （ fecal consistency） お よ び
身 体 状 態 に つ い て の ベ ー ス ラ イ ン 値 を ワ ク チ ン 接 種 の 直 前 の ４ 日 間 集 め 、 ワ ク チ ン 接 種 後
の 値 と 比 較 し て 、 各 ワ ク チ ン の 安 全 性 を 評 価 し た 。 そ の ブ タ を 体 温 、 体 重 、 糞 便 軟 度 ス コ
ア 、 身 体 状 態 、 平 均 毎 日 体 重 増 加 お よ び 死 亡 率 に つ き 毎 日 モ ニ タ ー し た 。 ま た 、 動 物 を ワ
ク チ ン の 排 出 （ shedding） お よ び チ ャ レ ン ジ 微 生 物 に つ き モ ニ タ ー し た 。 全 動 物 を 試 験 の
終 了 時 に 屠 殺 し 、 組 織 を チ ャ レ ン ジ 微 生 物 に つ き 培 養 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 そ の ブ タ を 飲 料 水 を 介 し て 経 口 的 に ワ ク チ ン 接 種 し た 。 細 菌 培 養 は 、 最 終 濃 度 の 1× １
０ 9 Ｃ Ｆ Ｕ ／ ｍ ｌ ま で 無 菌 蒸 留 水 で 希 釈 し た 。 動 物 は 、 １ 時 間 水 を 介 し て １ ０ ０ ｍ ｌ の ワ
ク チ ン 製 剤 を 与 え 、 こ の 期 間 中 に 消 費 し た 水 の 量 を 測 定 し 、 そ の 正 確 な 用 量 レ ベ ル を 決 定
し た 。 そ の ブ タ を 臨 床 症 状 （ ％ 死 亡 率 、 ％ 罹 患 率 、 ％ 下 痢 日 数 、 ％ 排 出 日 数 お よ び 平 均 １
日 増 体 量 ） に つ き 毎 日 モ ニ タ ー し た 。 ワ ク チ ン に 対 す る ブ タ の 応 答 を 表 ３ に ま と め た 。 有
害 反 応 ま た は 疾 患 の 臨 床 兆 候 は 、 所 与 の ワ ク チ ン に 拘 わ ら ず こ れ ら の 動 物 に お い て 観 察 さ
れ な か っ た 。 動 物 は そ の ワ ク チ ン を 寛 容 し 、 良 好 に 食 餌 し 続 け 、 体 重 を 増 加 し た 。 ワ ク チ
ン 接 種 し 観 察 さ れ た 観 察 可 能 な 臨 床 兆 候 は 、 χ ３ ７ ８ １ を ワ ク チ ン 接 種 し た 動 物 に つ い て
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（ ワ ク チ ン 接 種 後 ２ ４ な い し ７ ２ 時 間 に て ） 直 腸 温 度 に お け る 短 時 間 の 上 昇 、 Ｈ ５ で ワ ク
チ ン 接 種 し た 動 物 に つ い て の 一 過 性 の 軟 便 （ １ ～ ２ 日 ） だ け で あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ワ ク チ ン 接 種 後 に 採 取 さ れ た サ ル モ ネ ラ の 死 前 単 離 体 を 同 定 の た め に タ イ プ 決 定 し 、 血
清 型 Ｃ １ で あ る こ と を 確 認 し た 。 表 ５ に 記 載 の ご と く 、 ワ ク チ ン 血 清 型 の 回 収 は 投 与 し た
ワ ク チ ン と 関 連 し た 。 チ ャ レ ン ジ 後 の 期 間 中 に 未 処 置 動 物 ま た は χ ３ ７ ８ １ で ワ ク チ ン 接
種 し た も の か ら サ ル モ ネ ラ は 回 収 さ れ な か っ た 。 ８ 匹 の 動 物 の う ち １ 匹 (１ ２ .５ ％ )だ け
が 、 こ の 期 間 中 に 株 Ｄ １ を 排 出 し 、 こ れ は 単 一 の 日 （ ワ ク チ ン 接 種 後 ６ 日 目 ） で あ っ た 。
株 Ｈ ５ を ワ ク チ ン 接 種 し た 大 部 分 (７ ５ .０ ％ )の 動 物 は 、 ワ ク チ ン 接 種 後 に 一 過 性 の 排 出
を 示 し た 。 こ れ ら の 動 物 に お い て 、 排 出 は 、 ワ ク チ ン 接 種 後 ２ 日 か ら 始 ま り 、 １ ６ の 試 料
日 数 の う ち １ （ ４ 匹 の 動 物 ） 、 ２ （ １ 匹 の 動 物 ） ま た は １ ３ （ １ 匹 の 動 物 ） に つ き 生 じ た
。 こ れ ら の 動 物 １ ４ .８ ％ で 排 出 日 数 の 全 期 間 、 そ の 大 部 分 は 、 そ の 動 物 の う ち １ 匹 だ け
に よ り 説 明 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 次 い で 、 ブ タ は 、 サ ル モ ネ ラ 症 の ケ ー ス か ら 得 ら れ た フ ィ ー ル ド 単 離 体 で あ る 高 度 に 病
原 性 の 野 生 型 S. choleraesuis (P93-558)で チ ャ レ ン ジ し た 。 ワ ク チ ン 接 種 後 ２ ８ 日 の ２
４ 時 間 絶 食 後 、 動 物 の 経 口 チ ャ レ ン ジ － 曝 露 は 、 １ ０ ｍ ｌ の 細 菌 培 養 物 を ８ × １ ０ ９ 病 原
性 S. Choleraesuisの 最 終 チ ャ レ ン ジ 濃 度 に つ き 約 ５ ０ ％ の 食 餌 お よ び ５ ０ ％ の 非 塩 素 処
理 水 よ り な る ２ ０ ０ グ ラ ム の 粥 混 合 物 へ 混 合 し た 食 餌 を 介 し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 か か る チ ャ レ ン ジ 曝 露 に 対 す る 動 物 の 応 答 を 表 ３ に ま と め る 。 プ ラ セ ボ を 与 え た 全 動 物
は 、 重 篤 な 水 様 便 を 伴 う 発 熱 を 示 し た 。 そ れ ら は 、 拒 食 症 、 無 関 心 お よ び 脱 水 と な り 、 チ
ャ レ ン ジ の ３ な い し ８ 日 以 内 に ５ ０ ％ が 死 亡 し た 。 こ れ ら の 動 物 は 、 大 部 分 の チ ャ レ ン ジ
後 の 期 間 チ ャ レ ン ジ 株 を 排 出 し た （ 80.4％ の 排 出 日 数 ） 。 対 照 的 に 、 ワ ク チ ン 接 種 し た も
の は 、 未 処 理 動 物 よ り 感 染 に よ り 抵 抗 性 で あ っ た （ 表 ３ ） 。 所 与 の ワ ク チ ン に 依 存 し て 、
重 篤 度 、 お よ び 罹 患 率 、 死 亡 率 、 不 活 発 、 下 痢 お よ び チ ャ レ ン ジ し た 微 生 物 の 排 出 の 日 の
双 方 に お い て か な り の 低 下 が 存 在 し た 。 全 体 的 に は 、 waa変 異 株  (株 Ｄ １ お よ び Ｈ ５ )で ワ
ク チ ン 接 種 し た 動 物 は 、 チ ャ レ ン ジ 曝 露 に 対 し て 最 も 難 治 性 で あ り 、 最 も 体 重 増 加 、 お よ
び 最 も 少 な い 数 の 排 出 日 数 を 有 し た （ 表 ５ ） 。 チ ャ レ ン ジ 曝 露 後 の 排 出 日 数 お よ び 臨 床 ス
コ ア の 数 の 双 方 に お け る 低 下 が 注 目 さ れ 、 株 χ ３ ７ ８ １ で 観 察 さ れ た 。 し か し な が ら 、 こ
れ ら の 動 物 に つ い て の 臨 床 ス コ ア お よ び 体 重 増 加 は 、 未 処 理 の チ ャ レ ン ジ さ れ た 動 物 の も
の と 、 waa変 異 株 で ワ ク チ ン 接 種 さ れ た も の と の 間 に あ っ た （ 表 ４ ） 。 こ の ワ ク チ ン は 、
体 温 ス パ イ ク を 低 下 さ せ ず （ 表 ４ ） 、 よ り 全 体 的 な 排 出 （ ５ ０ ％ 排 出 日 数 ） が 、 χ ３ ７ ８
１ で ワ ク チ ン 接 種 し た 動 物 に お い て チ ャ レ ン ジ に 対 す る 応 答 （ 表 ５ ） に お い て 観 察 さ れ た
。
【 ０ ０ ６ ９ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ０ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ １ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ２ 】
　
　 剖 検 で の 腸 の 組 織 お よ び 内 容 物 、 腸 間 膜 リ ン パ 節 な ら び に 内 部 器 官 か ら チ ャ レ ン ジ 微 生
物 を 回 収 す る 頻 度 を 表 ６ に 示 す 。 未 処 理 動 物 か ら の チ ャ レ ン ジ 微 生 物 は 、 試 験 し た ８ 匹 の
動 物 の う ち ７ 匹 (８ ７ .５ ％ )か ら 回 収 し た 。 加 え て 、 剖 検 で 培 養 陽 性 で あ っ た 器 官 数 の 分
析 は 全 体 で ４ .５ で あ っ た 。 対 照 的 に 、 全 て の ワ ク チ ン 接 種 が チ ャ レ ン ジ 微 生 物 で コ ロ ニ
ー 化 さ れ た ほ ぼ 同 数 の 動 物 を 有 し た が （ 各 々 、 株 Ｄ １ 、 Ｈ ５ ま た は χ ３ ７ ８ １ で ワ ク チ ン
接 種 し た 動 物 の ７ ５ 、 ６ ２ .５ お よ び ７ ５ ％ ） 、 そ の 全 体 の 組 織 負 担 （ tissue burden） は
未 処 理 動 物 よ り ２ .８ な い し ３ .６ 倍 低 か っ た （ 表 ６ ） 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 (2051-7923-I-MJ
K-98-006)
　 ワ ク チ ン と し て の 生 － 弱 毒 化 し た S. Typhimurium waaK変 異 株 の 安 全 性 お よ び 効 力 を ウ
シ （ １ 群 当 た り ６ 匹 の ウ シ 、 ワ ク チ ン 接 種 に て １ ０ ～ １ ４ 日 齢 ） に お い て 決 定 し た 。 ３ ７
℃ に て １ ８ ～ ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 高 成 長 領 域 か ら の コ ロ ニ ー を 滅 菌 ル ー プ で
塗 布 し 、 Ｌ Ｂ ブ ロ ス に 接 種 し た 。 ３ ７ ℃ に て １ ４ 時 間 の 静 置 培 養 後 、 １ .０ ｍ ｌ の こ の 培
養 物 を 用 い て 、 ２ ５ ０ ｍ ｌ 無 菌 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 製 エ ル レ ン マ イ ヤ ー フ ラ ス コ 中 で ２ ２ .
５ ｍ ｌ の 新 鮮 な Ｌ Ｂ ブ ロ ス を 接 種 し た 。 ３ ７ ℃ に て ６ 時 間 の 静 置 培 養 後 、 ２ .５ ｍ ｌ の 得
ら れ た 非 希 釈 の ブ ロ ス 培 養 物 を 各 ウ シ へ の 投 与 の た め に ３ .０ リ ッ ト ル の ミ ル ク ・ リ プ レ
ー サ ー （ replacer） に 添 加 し た 。 血 液 寒 天 上 の 希 釈 お よ び 生 存 プ レ ー ト カ ウ ン ト は 、 調 製
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時 点 に て 各 株 に つ い て 「 生 存 細 菌 数 」 を 決 定 し た 。 各 ワ ク チ ン は 室 温 に て 維 持 し 、 調 製 後
で き る 限 り 速 や か に （ 約 ３ ０ 分 以 内 に ） 動 物 に 送 達 さ せ た 。 基 礎 体 温 お よ び 臨 床 ス コ ア （
死 亡 率 、 身 体 状 態 、 不 活 発 、 下 痢 （ 糞 便 ス コ ア ） 、 お よ び 細 菌 の 排 出 ） を 第 １ ～ ４ 日 に 記
録 し た 。 そ の ウ シ を 、 野 生 型 ま た は 変 異 株 細 菌 の い ず れ か を 用 い て 、 約 １ × １ ０ ９ Ｃ Ｆ Ｕ
／ ウ シ の 用 量 に て 、 第 ４ 日 に ミ ル ク ・ リ プ レ ー サ ー を 介 し て 経 口 的 に ワ ク チ ン 接 種 し た 。
経 口 ワ ク チ ン 接 種 で は 、 １ ｍ ｌ の 実 験 室 成 長 ワ ク チ ン 培 養 物 を ウ シ の ミ ル ク ・ リ プ レ ー サ
ー 中 で 接 種 し た 。 ｍ ｌ 当 た り の Ｃ Ｆ Ｕ 数 は 、 最 終 処 方 の 連 続 的 な １ ０ 倍 希 釈 を 行 い 、 寒 天
上 に プ レ ー テ ィ ン グ す る こ と に よ り 決 定 し た 。 次 い で 、 動 物 当 た り の 用 量 は 、 最 終 ワ ク チ
ン 用 量 の 約 １ × １ ０ ９ Ｃ Ｆ Ｕ ／ ウ シ を 与 え る 動 物 に よ り 消 費 さ れ た ｍ ｌ 数 に よ り Ｃ Ｆ Ｕ ／
ｍ ｌ の 数 を 掛 け る こ と に よ り 決 定 し た 。 各 ウ シ が ワ ク チ ン 接 種 の 日 に そ の 全 量 の ミ ル ク ・
リ プ レ サ ー を 消 費 し た た め に 、 動 物 当 た り の Ｃ Ｆ Ｕ 数 は 培 養 の Ｃ Ｆ Ｕ ／ ｍ ｌ の 数 と 同 一 で
あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 ワ ク チ ン 接 種 後 ２ ８ 日 間 （ 第 ５ ～ ３ ２ 日 ） の 臨 床 症 状 （ ％ 死 亡 率 、 身 体 状 態 、 ％ 不 活 発
日 数 、 糞 便 ス コ ア お よ び ５ 排 出 日 数 ） に つ き ウ シ を 毎 日 モ ニ タ ー し 、 そ の う ち 第 ２ ９ ～ ３
２ 日 は 、 野 生 型 細 菌 で の チ ャ レ ン ジ 前 の ベ ー ス ラ イ ン と 考 え ら れ た 。 ウ シ が 注 目 す る 期 間
中 に 死 亡 し た な ら ば 、 死 亡 率 変 数 に つ き 「 １ 」 の ス コ ア を 指 定 し 、 そ う で な け れ ば 、 そ の
死 亡 率 変 数 は 「 ０ 」 と 指 定 し た 。 そ の 身 体 状 態 は 、 １ な い し ５ の ス ケ ー ル で ス コ ア 付 け さ
れ 、 「 １ 」 は 、 正 常 な 被 毛 状 態 を 持 つ 健 康 な 活 発 な 動 物 で あ り ； 「 ２ 」 は 、 活 動 に お い て
中 間 で あ る 軽 度 に 元 気 が な い 動 物 で あ り ； 「 ３ 」 は 、 不 活 発 ／ 無 気 力 な お よ び ／ ま た は 被
毛 状 態 に 関 係 な く や せ た 中 程 度 な い し 重 度 の 元 気 が な い 動 物 で あ り ； 「 ４ 」 は 瀕 死 の 動 物
で あ っ て ； 「 ５ 」 は 死 亡 し た 動 物 で あ っ た 。 ウ シ が 死 亡 し た な ら ば 、 そ の 身 体 状 態 は 死 亡
日 に （ ま た は 死 亡 日 に よ り 次 の 日 に ） 「 ５ 」 を 指 定 し 、 そ れ 以 後 の 値 は 抜 か し た 。 平 均 身
体 状 態 は 、 各 ウ シ の 注 目 す る 期 間 内 の 毎 日 の ス コ ア の 平 均 と し て 利 用 し た 。 次 い で 、 そ の
平 均 身 体 ス コ ア を 用 い て 、 以 下 の 方 法 ： リ ス ケ イ リ ン グ ・ ス コ ア ＝ １ ０ ０ × （ 平 均 身 体 状
態 ス コ ア － １ ） ／ ４ で 設 計 し 直 し た ス コ ア を 計 算 し た 。 こ れ は 、 そ の １ ～ ５ の ス ケ ー ル を
０ ～ １ ０ ０ ス ケ ー ル に 変 換 し た 。 そ の ％ 不 活 発 日 数 ス コ ア を 、 ウ シ が 身 体 状 態 ス コ ア に お
い て ２ を 超 え る ス コ ア を 有 す る 注 目 す る 期 間 の 日 数 の パ ー セ ン ト を 計 算 す る こ と に よ り 決
定 し た 。 そ の 糞 便 ス コ ア は 、 １ ～ ４ の ス ケ ー ル で ス コ ア 付 け し 「 １ 」 は 正 常 に 固 体 形 成 さ
れ る か 、 形 態 を 持 ち 柔 ら か く ； 「 ２ 」 は 柔 ら か く 非 形 成 で あ り ； 「 ３ 」 は 固 体 物 質 を 含 む
水 様 性 で あ っ て ； 「 ４ 」 は ほ と ん ど ま た は 全 く 固 体 物 質 を 含 ま な い 水 様 性 ／ 噴 出 性 （ proj
ectile） で あ る 。 そ の ％ 排 出 日 数 は 、 ウ シ が サ ル モ ネ ラ に 陽 性 な 直 腸 塗 布 を 有 す る 注 目 す
る 期 間 中 の 日 数 の パ ー セ ン ト と し て 計 算 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 次 い で 、 そ の ウ シ は 、 ワ ク チ ン 接 種 後 ２ ８ 日 （ 第 ３ ２ 日 ） に て 高 度 に 病 原 性 の 異 種 野 生
型 S. typhimurium (B94-019)で チ ャ レ ン ジ さ れ た 。 そ の ウ シ は 、 ワ ク チ ン 接 種 後 さ ら に １
４ 日 間 （ 第 ３ ３ ～ ４ ６ 日 ） に 臨 床 症 状 に つ き モ ニ タ ー し 続 け た 。 ワ ク チ ン 接 種 後 （ お よ び
チ ャ レ ン ジ 前 ） の 結 果 を 後 記 の 表 ７ に 示 す 。 チ ャ レ ン ジ 後 の 結 果 を 後 記 の 表 ８ に 示 す 。 剖
検 を 第 ４ ６ 日 ま た は 死 亡 時 に て 行 い 、 組 織 お よ び 糞 便 試 料 を そ の チ ャ レ ン ジ 微 生 物 の 培 養
の た め に 得 た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 waaK変 異 株 で ワ ク チ ン 接 種 し た 動 物 は 、 不 活 発 と な り 、 体 重 減 少 、 発 熱 発 生 し 、 感 染 後
２ な い し ７ 日 以 内 に 大 量 の 下 痢 を 有 し た 。 こ の 群 か ら の ２ 匹 の 動 物 は 、 こ の 期 間 中 に 死 亡
し た 。 低 用 量 の 野 生 型 親 株 を 与 え た ウ シ は 下 痢 を 発 生 し 、 わ ず か に 元 気 が な い が 、 他 の 臨
床 兆 候 を 示 さ な か っ た 。 直 腸 温 度 に お け る 平 均 最 大 増 加 は 、 waaK変 異 株 お よ び 野 性 型 株 を
与 え た 動 物 に つ い て 、 各 々 、 １ .７ ４ お よ び １ .５ ９ で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
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【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ９ 】
　
　 (2051-7923-I-MJK-98-006)
　 S. thyphimurium waaK変 異 株 で の ワ ク チ ン 接 種 後 ２ ８ 日 に 、 ウ シ を 高 用 量 （ １ .３ × １
０ 9 ） の 病 原 性 株 の S. thyphimuriumで チ ャ レ ン ジ し た 。 こ の 極 度 の チ ャ レ ン ジ 曝 露 に 対 す
る ウ シ の 応 答 を 表 ８ に 示 す 。 全 て の 未 処 理 動 物 は 、 重 篤 な 水 様 性 下 痢 、 無 関 心 さ 、 食 欲 不
振 お よ び 脱 水 症 を 伴 う 発 熱 を 示 し た 。 全 て の 非 ワ ク チ ン 接 種 動 物 は 、 チ ャ レ ン ジ 後 そ れ ら
の 生 存 日 の １ ０ ０ ％ に つ き チ ャ レ ン ジ 微 生 物 を 排 泄 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 対 照 的 に 、 waaK変 異 株 で ワ ク チ ン 接 種 し た 動 物 は 、 よ り 少 な い 日 数 の 不 活 発 、 下 痢 の 期
間 、 低 い 体 温 応 答 を 有 し 、 チ ャ レ ン ジ 微 生 物 の 排 出 に お け る 低 下 を 示 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
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【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 組 織 （ ＞ ２ ｇ ） ま た は 糞 便 （ ＞ ２ ｇ ） 試 料 の 培 養 か ら の デ ー タ は 、 未 処 理 対 照 に 比 較 し
て 、 waaK変 異 株 で ワ ク チ ン 接 種 し た 動 物 か ら の 組 織 中 の チ ャ レ ン ジ 株 の 低 下 が 存 在 し （ 表
９ ） 、 ワ ク チ ン と し て こ れ ら の ３ 種 の 各 変 異 株 の 経 口 投 与 が 、 実 験 的 に 誘 導 さ れ た サ ル モ
ネ ラ 症 に 対 し て 安 全 で か つ 有 効 で あ る こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 当 業 者 に は 、 前 記 の 発 明 の 多 数 の 修 飾 お よ び 変 形 が 生 じ る こ と が 予 期 さ れ る 。 従 っ て 、
添 付 さ れ た 特 許 請 求 の 範 囲 に 出 現 す る か か る 限 定 だ け を 本 明 細 書 に 記 載 す る で あ ろ う 。

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 7月 8日 (2004.7.8)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 配 列 表
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
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【 提 出 日 】 平 成 16年 7月 15日 (2004.7.15)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 免 疫 学 的 保 護 量 の 第 一 の 弱 毒 化 さ れ た 、 不 活 性 化 waaK遺 伝 子 を 含 む 変 異 株 サ ル モ ネ ラ
菌 を 含 む ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 に よ り 不 活 性 化 さ れ た 請 求 項 １ 記 載 の ワ ク チ
ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　

記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　
記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　

記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 記 載
の ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　

。
【 請 求 項 １ １ 】
　

。
【 請 求 項 １ ２ 】
　

。
【 請 求 項 １ ３ 】
　

。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 記 載 の 方 法 。
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該 waaK遺 伝 子 が そ の 遺 伝 子 の 一 部 分 の 破 壊

該 破 壊 が 、 挿 入 性 突 然 変 異 に よ り 生 じ た 請 求 項 ２

該 破 壊 が 、 欠 失 突 然 変 異 に よ り 生 じ た 請 求 項 ２

該 破 壊 が 、 置 換 突 然 変 異 に よ り 生 じ た 請 求 項 ２

不 活 性 化 遺 伝 子 が 、
　 （ ａ ） 配 列 番 号 ： １ に 記 載 の waaK遺 伝 子 ；
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ： １ の 非 コ ー ド 相 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 全 長 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 お
よ び
　 （ ｃ ） 配 列 番 号 １ に 対 し て ８ ０ ％ 配 列 同 一 性 を 有 す る 全 長 サ ル モ ネ ラ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 １

該 菌 が 、 不 活 性 化 waaK遺 伝 子 お よ び 第 二 の 不 活 性 化 さ れ た 病 原 性 遺 伝 子 を 含 む 請 求 項 １

１ 以 上 の 病 原 性 遺 伝 子 が 不 活 性 化 さ れ た 第 二 の 弱 毒 化 変 異 株 サ ル モ ネ ラ 菌 を さ ら に 含 む
請 求 項 ６

第 一 お よ び 第 二 の 該 変 異 株 サ ル モ ネ ラ 菌 が 異 な る 血 清 型 か ら の も の で あ る 請 求 項 ８

該 サ ル モ ネ ラ 菌 が 、 血 清 型 Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ 、 Ｄ ま た は Ｅ の い ず れ か か ら の も の で あ る 請 求 項
８ 記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物

該 血 清 型 が 、 血 清 型 Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ １ 、 Ｃ ２ 、 Ｄ １ ま た は Ｅ １ の い ず れ か か ら 選 択 さ れ た 請
求 項 １ ０ 記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物

該 弱 毒 化 さ れ た 変 異 株 サ ル モ ネ ラ 菌 が 、 非 サ ル モ ネ ラ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を さ ら に 含 む 請 求 項 １ 記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物

動 物 に 感 染 防 御 免 疫 を 与 え る 方 法 で あ っ て 、 不 活 性 化 waaK遺 伝 子 を 含 む 免 疫 学 的 保 護 量
の 弱 毒 化 さ れ た 変 異 株 サ ル モ ネ ラ 菌 を 含 む ワ ク チ ン 組 成 物 を 該 動 物 に 投 与 す る 工 程 を 含 む
こ と を 特 徴 と す る 該 方 法

該 弱 毒 化 さ れ た 変 異 株 サ ル モ ネ ラ 菌 が 、 非 復 帰 性 で あ る 請 求 項 １ ３



【 請 求 項 １ ５ 】
　

記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 方 法
。
【 請 求 項 １ ７ 】
　
【 請 求 項 １ ８ 】
　
【 請 求 項 １ ９ 】
　
【 請 求 項 ２ ０ 】
　

【 請 求 項 ２ １ 】
　
【 請 求 項 ２ ２ 】
　
【 請 求 項 ２ ３ 】
　
【 請 求 項 ２ ４ 】
　
【 請 求 項 ２ ５ 】
　
【 請 求 項 ２ ６ 】
　

【 請 求 項 ２ ７ 】
　
【 請 求 項 ２ ８ 】
　
【 請 求 項 ２ ９ 】
　
【 請 求 項 ３ ０ 】
　

【 請 求 項 ３ １ 】
　

(24) JP 2005-519872 A 2005.7.7

該 免 疫 学 的 保 護 量 の 該 弱 毒 化 細 菌 が 、 死 亡 率 、 症 候 性 下 痢 、 身 体 状 態 ま た は ミ ル ク 生 産
に お け る 改 善 を 供 す る 請 求 項 １ ３

該 ｗ aaＫ 遺 伝 子 が 、 遺 伝 子 の 一 部 分 の 破 壊 に よ り 不 活 性 化 さ れ た 請 求 項 １ ３ 記 載 の

該 破 壊 が 、 挿 入 性 突 然 変 異 に よ り 生 じ た 請 求 項 １ ３ 記 載 の 方 法 。

該 破 壊 が 、 欠 失 突 然 変 異 に よ り 生 じ た 請 求 項 １ ３ 記 載 の 方 法 。

該 破 壊 が 、 置 換 突 然 変 異 に よ り 生 じ た 請 求 項 １ ３ 記 載 の 方 法 。

該 動 物 が 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ウ マ 、 ブ タ 、 家 禽 お よ び 他 の ト リ 、 ネ コ 、 イ ヌ お よ び
ヒ ト よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 １ ３ 記 載 の 方 法 。

該 動 物 が 、 哺 乳 動 物 で あ る 請 求 項 １ ３ 記 載 の 方 法 。

該 動 物 が ブ タ で あ る 請 求 項 １ ３ 記 載 の 方 法 。

該 動 物 が ウ シ で あ る 請 求 項 １ ３ 記 載 の 方 法 。

該 動 物 が ト リ で あ る 請 求 項 １ ３ 記 載 の 方 法 。

該 動 物 が ウ マ で あ る 請 求 項 １ ３ 記 載 の 方 法 。

ポ リ ペ プ チ ド 抗 原 を 動 物 に 送 達 す る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 ６ 記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物 を 該
動 物 に 投 与 す る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 該 方 法 。

該 サ ル モ ネ ラ 菌 が 、 Salmonella typhimuriumで あ る 請 求 項 ６ 記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物 。

該 サ ル モ ネ ラ 菌 が 、 Salmonella choleraesuisで あ る 請 求 項 ６ 記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物 。

該 サ ル モ ネ ラ 菌 が 、 Salmonella dublinで あ る 請 求 項 ６ 記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物 。

該 弱 毒 化 さ れ た 変 異 株 サ ル モ ネ ラ 菌 が 、 非 復 帰 性 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物
。

該 哺 乳 動 物 が 、 ヒ ト で あ る 請 求 項 ２ １ 記 載 の 方 法 。
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