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研究成果の概要（和文）：　発展途上国では、ワクチンを普及するうえで、経済的な問題や輸送方法、接種時の
医療廃棄物等多くの問題を抱えている。そこで、本研究ではこれらの問題を解決する目的で、アデノ随伴ウイル
スベクター(AAV)を利用した新規ワクチンプラットフォームの開発を試みた。本研究によって、AAVに狂犬病ウイ
ルスの主要な免疫抗原であるGタンパク質とウイルス様粒子の産生に必要なMタンパク質を共発現するAAVを作製
することに成功した。作製したAAVワクチンをマウスに経鼻接種したところ、顕著な副反応は示さなかったが、
共発現による効果を確認するまでには至らなかった。

研究成果の概要（英文）： In developing countries, there are many problems for spreading vaccines 
such as economic problem, infrastructures and medical wastes. To solve these problems, I tried to 
development of a novel vaccine platform based on Adeno associated virus vector (AAV). In this study,
 I produced the AAV vaccine which expressed the Rabies virus glycoprotein, which is major antigen 
for immunization, and matrix protein, which is key protein for viral like particle. The AAV based 
rabies vaccine did not induce the adverse effect to mouse however the effect of co-expression could 
not be confirmed.

研究分野：ウイルス

キーワード： AAV　ワクチン
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１．研究開始当初の背景 
	 先進国ではワクチン接種による予防医学
の浸透によって、死亡原因における感染症の
割合は減少してきた。しかし、発展途上国で
は今も感染症の流行は後を絶たず、近年のエ
ボラ出血熱や中東呼吸器症候群の世界的流
行は、感染症の制御が発展途上国のみの問題
ではなく人類共通の課題であることを強く
物語っている。 
近年、遺伝子組換え技術の発展によって、
多くの研究機関で遺伝子組換えワクチンの
研究開発が行われている。近年のエボラ出血
熱の流行に対しては、水痘性口内炎ウイルス
を用いた組換えワクチンが開発され、すでに
臨床試験も行われている（文献 1）。 
アデノ随伴ウイルスベクター（AAV）は安
全性の高いウイルスベクターとして幅広く
利用されており、臨床応用も進められている。
AAV を用いたワクチンは多くの病原体に対
して作製が試みられてきたが、生産コストと
免疫原性の低さから未だ実用化には至って
いない。AAVは室温でも半年以上安定である
という報告や、注射器を使用せずに経鼻接種
が可能というメリットがあり、これらのメリ
ットは発展途上国などのインフラが未整備
の地域では非常有用であり、総合的なコスト
を下げることが期待される。 
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c l u s t e r - r a n d o m i s e d  t r i a l .  
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２．研究の目的 
	 そこで、本研究では、AAVの免疫原性を向
上させることを目的に、AAVに複数のウイル
ス遺伝子を挿入し、AAV導入細胞にウイルス
様粒子を産生させる戦略を試みた。今回は発
展途上国で問題となっている狂犬病ウイル
スを用いて G タンパク質と M タンパク質を
共発現する AAV を作製し、ワクチンとして
の有用性について検討した。 
 
３．研究の方法 
(1）AAV 産生ベクターに２通りの方法で狂犬
病ウイルスの Mタンパク質とGタンパク質を
挿入し、AAVベクターの産生を試みた（図1）。	

一つ目の方法は、プロモーター下流に二つの
遺伝子を IRES（Internal	ribosome	entry	
site）で繋ぐ方法。もう一方は、二つのプロ
モーターを用いて二つの遺伝子を別々に産
生する方法を用いた。作製したプラスミドを
293AA 細胞に遺伝子導入し、AAV ベクターの
産生を行った。	
	
(2)産生したAAVベクターをマウスに接種し、
ワクチンとしての有効性を評価した。	
	
４．研究成果	
(1)AAV ベクターの産生効率	
	 作製したAAVプラスミドをヘルパープラス
ミドと血清型 2 のカプシド遺伝子と共に
293AA 細胞に遺伝子導入し、各 AAV ワクチン
の作製を試みた。回収、精製した AAV のウイ

ルス力価を qPCR 法にて定量した結果、コン
トロールの GFP 発現 AAV(GFP	control)に対し
て、やや産生効率は低いものの、G 遺伝子単
独発現 AAV(G)および、M、G 遺伝子共発現
AAV(M-G)の産生が確認された。また、Dual	
promoterタイプのAAVは他の3種のAAVに比
べかなり高い産生効率を有することが確認
された(図 2)。	
	
(2)AAV ベクターの遺伝子発現	
	 作製したAAVベクターを導入した細胞で実
際に導入した遺伝子が発現しているかを、
Western	Blotting 法にて確認した。	
	 AAV を導入した細胞において、M 遺伝子単
独発現 AAV（レーン 2）およびM、G遺伝子共
発現 AAV（レーン 4）では M タンパク質の発
現が確認された。また、G遺伝子単独発現 AAV
（レーン 3）および M、G遺伝子共発現 AAV（レ
ーン 4）では G タンパク質の発現が確認され
た。一方、Dual	promoter タイプの AAV（レ
ーン 5）では M タンパク質、G タンパク質ど
ちらタンパク質の発現も確認されなかった
（図 3）。Dual	promoter タイプの AAV は AAV
産生自体に問題はなく、産生効率はむしろ高
かったが、何らかの理由により導入した遺伝
子の発現が進まない問題が認められた。挿入
した遺伝子の塩基配列やその前後のプロモ
ーター領域の塩基配列も確認したが、問題は
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確認できなかった。このため、次のマウスに
接種してワクチンの効果を検証する実験は G
遺伝子単独発現 AAV と M、G遺伝子共発現 AAV
を用いて行うこととした。	
	

	
(3)マウスにおける免疫応答	
①作製した AAV ワクチンの免疫原性を調べ
る目的で、マウスに経鼻接種し、産生される
抗体価を測定した。	
	 用いたマウスは 6 週齢の BALB/c マウスで
経鼻からそれぞれ、陰性対照群の PBS、
AAV-GFP、G 遺伝子単独発現 AAV、M-G 遺伝子
共発現AAVを 1X106	copy接種し、経過観察後、
血清サンプルを回収した。	
	 各 AAVワクチン接種後１０日間の体重変動
について、各グループ間で違いは認められな
かった。また、その間に健康面での顕著な変
化も観察されなかった。4 ヶ月間飼育したマ
ウスにおいても、全てのグループで健康面で
の問題は観察されなかった。この事から、作
製したAAVワクチンに顕著な副反応は認めら
れなかったと考えられる。	
	 ②AAVワクチン接種後2週および16週間後
の血清サンプルを回収し、血中の中和抗体価
を測定した。	
	 BHK-21 細胞を用いてウイルス力価を測定
した狂犬病ウイルスRC-HL株に対する中和抗
体価を測定したところ、2週後、16週後どち
らの血清サンプルも中和活性を示さなかっ
た。	
	 この結果から今回作製したAAVワクチンは
現時点では中和抗体をマウスに誘導するま
での力価には至らなかったと考えられる。	
	
(4)考察とまとめ	
	 本研究によって M-G 遺伝子共発現 AAV が M
タンパク質、G タンパク質両方のタンパク質
を問題なく発現することが確認された。一方

で Dual	promoter タイプの AAV はどちらの遺
伝子も発現することができなかった。また、
マウスへの経鼻接種による免疫誘導は残念
ながら確認されなかった。今後の改善点とし
ては下記の 2点が挙げられる。	
①AAV ウイルス力価の向上	
②使用する血清型の変更	
①については、本研究期間中も取り組んだが、
上手くいかなかった。今回は主に市販の抽出、
精製試薬によってAAVワクチンの産生を行な
ったが、今後は超遠心などの方法による精製
を取り入れることで、力価の向上が期待され
る。また、②の使用する血清型は現在血清型
AAV2 を使用していたが、より経鼻接種に適し
た血清型に変更することも免疫誘導に効果
があると予想される。	
	 	
５．主な発表論文等	
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線）	
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