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研究成果の概要（和文）：　ノロウイルスのワクチン開発に有用な情報を得るために、いくつかの遺伝子型に属
する株に由来するウイルス様中空粒子（VLP）を調製し、ラットを免疫した。得られた血清は免疫に用いたVLPに
対して反応したが、それ以外のVLPにはほとんど反応しなかった。多様な遺伝子型が存在するノロウイルスを効
率よくワクチンで制御することが今後の課題である。また、ノロウイルスVLPを異種抗原キャリアとして利用で
きるか、単鎖ペプチドの挿入を試みたが、組換えVLPの発現がほとんど見られず、目的を遂げることができなか
った。タンパク質内の相互作用がVLP形成に重要と考えられた。

研究成果の概要（英文）：   To get useful information for development of norovirus vaccine, 
virus-like particles (VLPs) derived from several strains of norovirus were prepared and used to 
immunize rats. Rats sera reacted with VLPs used as antigens, but did not reacted with VLPs from 
other strains. It will be important to develop effective vaccines which can control wide variety of 
norovirus strains.
   I tested whether norovirus VLPs could be used as exogenous antigen carriers. Although recombinant
 baculoviruses including the gene encoding a VP1 protein with a short peptide antigen inserted, no 
or extremely low expression of recombinant VLPs were found. It is suggested that the interaction 
between domains in the VP1 protein is important for the formation of a VLP.

研究分野：ウイルス生化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 ノロウイルスによる急性胃腸炎（嘔吐下痢
症）は毎冬大流行を見せ、世界的な問題とな
っているが、治療薬、予防薬（ワクチン）は
ない。厚生労働省厚生科学審議会平成 25 年
度予防接種・ワクチン分科会研究開発及び生
産流通部会において、開発優先度の高いワク
チンのひとつされた。当時、武田薬品工業や
UMN ファーマが開発していたノロウイルス様
中空粒子（VLP）を抗原とするワクチンは、
数多いノロウイルス遺伝子型の極一部（遺伝
子群 Genogroup I の 9つの遺伝子型 Genotype
のうち 1 つと、Genogroup II の 22 の遺伝子
型のうち１つ）を抗原としているに過ぎず、
多種の遺伝子型（これがそのまま血清型に対
応するといわれている）によるノロウイルス
胃腸炎の大流行に対応できるか疑問であっ
た。そこで、限られた遺伝子型の VLP を接種
して得られた血清中に含まれる抗ノロウイ
ルス抗体がどのような性質（特異性、交叉反
応性）を持つかを明らかにし、また、どの遺
伝子型のVLPをワクチンに含めればより広範
囲の遺伝子型のノロウイルス感染を予防で
きるかを明らかにしようと考えた。 
 
 
２．研究の目的 
 ノロウイルスワクチンは開発優先度の高
いワクチンのひとつとして認識されており、
現にいくつかのワクチンメーカーによりノ
ロウイルス様中空粒子（VLP）を抗原とする
ワクチンの開発が進められている。本研究で
は、種々の遺伝子型のノロウイルス VLP を作
成して小動物を免疫し、得られた抗体の性質
（特に、抗原の遺伝子型とは異なる遺伝子型
のVLPを認識するかといった交叉反応性の問
題）を明らかにする。これによりワクチンに
どの遺伝子型のVLPを混合すればより効率的
にノロウイルスによる急性胃腸炎（嘔吐下痢
症）を予防できるか、基礎的な情報を提供で
きると考えている。また、ノロウイルス VLP
の抗原性保持領域を全く異種の抗原に置き
換え、あるいは、それら異種抗原を挿入して、
ノロウイルスVLPが抗原キャリアとして機能
しうるか、その可能性を示したい。 
 
 
３．研究の方法 
(1)VLP の調製：ノロウイルス粒子を構成する
VP1タンパク質をコードするORF2遺伝子をバ
キュロウイルストランスファーベクター
（pORB）にサブクローニングし、バキュロウ
イルス DNA（flashBAC DNA）と共に Sf9 昆虫
細胞に導入し、ノロウイルス ORF2 遺伝子を
含む組換えバキュロウイルスを調製する。次
いで、組換えバキュロウイルスを T. ni 昆虫
細胞に感染させ、1〜2 週間後培地中に放出さ
れる VLP を超遠心で沈殿させ、適当な緩衝液
あるいは蒸留水で懸濁後、塩化セシウム密度
勾配遠心、ショ糖密度勾配遠心等を行い、精

製する。得られた VLP は、電子顕微鏡で観察
し、VLP の形態に異常がないこと、夾雑物が
ないことを確認する。また、SDS-ポリアクリ
ルアミド電気泳動により、タンパク質のバン
ドを確認する。 
 
(2)小動物の免疫：得られた精製 VLP でラッ
ト（Slc:Wistar、8 週齢、メス）を免疫した。
免疫は 1 回とし、VLP 試料（0.2 mg）を後肢
筋肉内に接種した。3 週間後に麻酔下心臓よ
り採血し、血清を調製した。 
 
(3)ELISA：抗原として用いた VLP（ 250 
ng/well）を 96 ウェルマイクロプレートに固
定し、ラット血清を様々な濃度で作用させた。
次いで、HRP 標識抗体（抗ラット IgG ヤギ抗
体）を作用させ、ABTS で発色させ、吸光度（測
定波長 405nm、参照波長 630nm）を測定した。
得られた抗体の反応性を確認すると共に、抗
体の力価を測定した。 
 
(4)単鎖ペプチド挿入VLP遺伝子の調製：HAタ
グ、c-Myc タグ、Strep タグ、B型肝炎ウイル
ス S 抗原ペプチドに対応する合成遺伝子を
Vancouver株VP1タンパク質のP2ドメインに
相当する領域に挿入した。方法(1)に示され
る方法と同様に、組換えバキュロウイルスを
作成し、VLP 発現を試みた。 
 
(5)キメラ VLP 遺伝子の調製：VP1 タンパク質
は S（shell）ドメインと P（protuding）ド
メインに分けることができる。P ドメインは
更に P1ドメインと P2ドメインに分けられる。
P2 ドメインはアミノ酸配列の変化が最も大
きい領域で、抗原性に影響していると考えら
れている。GI.4（ GI.4 は Genogroup I, 
Genotype 4 を意味する。他も同様)Chiba 株
のPドメイン領域をGI.9の Vancouver株のS
ドメインに融合させた遺伝子、また、GI.4 
Chiba 株の P2 ドメイン領域を GI.9 の
Vancouver 株と入れ替えた遺伝子を作成した。
更に、GII に属する GII.1 の Hawaii 株、GII.4
の Narita 株の P ドメイン、あるいは、P2 ド
メインを GI.4 Chiba 株の対応する領域と入
れ替えた遺伝子も作成した。方法(1)に示さ
れる方法と同様に、組換えバキュロウイルス
を作成し、VLP 発現を試みた。 
 
 
４．研究成果 
(1)VLP の生産：ノロウイルス遺伝子群
（Genogroup）I に属する 9 つの遺伝子型
（Genotype）について、VP1 タンパク質（キャ
プシドタンパク質）をコードする ORF2 遺伝
子を研究室のストックから、あるいは、人工
合成遺伝子から調製し、バキュロウイルスト
ランスファーベクターにクローニングした。
用いたノロウイルス株を以下に示す。 
 
 



GI.1 Seto 株 
GI.2 Funabashi 株 
GI.3 Kashiwa 株 
GI.4 Chiba 株 
GI.5 SzUG1 株 
GI.6 WUG1 株 
GI.7 Winchester 株 
GI.8 KY531 株 
GI.9 Vancouver 株 
 
 次いで、Sf9 昆虫細胞を用いて、それぞれ
の遺伝子型のVP1タンパク質を発現する組換
えバキュロウイルスを作成した。作成した組
換えバキュロウイルスをSf9昆虫細胞で増幅
した後、T. ni 昆虫細胞に感染させ、1 週間
後回収した培地からVLPを塩化セシウム等密
度勾配遠心で分離、精製した。上記９つの遺
伝子型のうち、GI.2 のフナバシ株、GI.3 の
カシワ株、GI.4 のチバ株、GI.6 の WUG1 株、
GI.8 の KY531 株、GI.9 の Vancouver 株で VLP
を得ることができた。GI.1 のセト株、GI.5
の SzUG1 株、GI.7 の Winchester 株は良質な
VLP を得ることができなかった。VLP が得ら
れた株のなかで、GI.3 のカシワ株と GI.6 の
WUG1 株、GI.8 の KY531 株の VLP は生産量が
少なく、また、安定して得ることができなか
ったので、以後は主に、GI.4 のチバ株と GI.9
の Vancouver 株の VLP を用いることにした。 
 
(2)ラットの免疫と抗血清の性質：GI.4 のチ
バ株、GI.6 の WUG1 株、GI.9 の Vancouver 株
それぞれの VLP でラットを免疫した。得られ
た抗血清は抗原として用いたVLPに反応性を
示し、他の遺伝子型の VLP には反応しなかっ
た。GI.4 のチバ株と GI.9 の Vancouver 株の
VLP を混合してラットを免疫したところ、得
られた抗血清は抗原の2株に対しては反応性
を示すものの、単一抗原での免疫の場合と同
様、他の遺伝子型のVLPには反応しなかった。
この作業を実施している間に、ワクチンメー
カーが関与する論文(a)により単独の遺伝子
型のVLPをヒトに接種することで他の遺伝子
型に対する抗体がある程度産生されること
が明らかになった。このような交叉反応性
を実験動物を用いて検証することを本研究
の課題のひとつとして掲げていたが、ヒト
に関して交叉反応性の可能性が示されたの
で、本研究課題でこの実験を継続することを
断念した。 
 
(3) ノロウイルスVLPの異種抗原キャリアと
しての応用：VLP 発現が良好な GI.9 の
Vancouver 株の VP1 タンパク質に、HA タグ、
c-Myc タグ、Strep タグ、B型肝炎ウイルス S
抗原ペプチドを挿入することを試みること
にした。VP1 タンパク質の立体構造モデルを
作成し、挿入部位を決定した。上記のいずれ
かの挿入配列を有する組換えVP1タンパク質
を発現するバキュロウイルスを作成し、定法
通り、T. ni 昆虫細胞に感染させて異種抗原

挿入型 VLP 発現を試みた。しかしながら、目
的とする VLP を得ることはできなかった。 
 
(4) キメラ VLP の生産： GI.4 チバ株の抗原
性領域（P ドメイン）、あるいは、P2 ドメイ
ンを GI.9 Vancouver 株の対応する領域と入
れ替えたキメラ VLP の作成を試みたところ、
2 種のキメラ VLP の発現は認められるもの
の、著しく産生量が減少した。さらに、異な
る遺伝子群（Genogroup II）に属する GII.1
のHawaii株、GII.4のNarita株の抗原性領域
で GI.4 チバ株の VP1 タンパク質を置換した
場合には、VLP 生産がほとんど認められなか
った。一方で、GI.9 Vancouver 株の Sドメイ
ン（殻ドメイン）のみで粒子を形成すること
が認められた。本実験により、VLP 形成には
S ドメイン同士の相互作用が重要であること、
また、それぞれの遺伝子型に特有の Sドメイ
ンとPドメインの相互作用が粒子形成に影響
している可能性が示唆された。 
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