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研究成果の概要： 

「RNA ワクチン」とは、ウイルス感染防御抗原遺伝子を mRNA としてウイルス粒子にパッキング

後供給し、免疫を誘導するものである。本研究では、魚類のレトロウイルスである SnRV を用い、

魚類病原ウイルスである伝染性造血器壊死症ウイルスおよび神経壊死症ウイルスに対する RNA

ワクチンの開発を試み、in vitro での RNA ワクチン粒子の構築および発現に成功した。また、

「ｍRNA 型」ワクチンの発展型である「ds-RNA 型」ワクチンを考案し、その感染防御効果を in 
vivo で確認した。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 近年、魚介類の増養殖事業において新興性
あるいは再興性のウイルス病の発症件数が
著しく増加し、これらウイルス病対策の確立
が緊急かつ重要な課題である。ウイルス病の
多くは、薬剤による治療が困難なことから、
飼育環境からの原因ウイルスの排除を中心
とした防除対策が確立されてきたが、一方で
積極的な予防法であるワクチンの開発が切
望されている。現在までに、マダイイリドウ
イルスの不活化ワクチンが市販され、またサ
ケ科魚類の IHN ウイルスや VHS ウイルスでは
DNA ワクチンの開発が進められ、各々感染防

御効果が確認されている。しかしながら、不
活化ワクチンは抗原となるウイルスを培養
するために生産コストが高く、またウイルス
に対する感染防御で重要と考えられている
細胞性免疫の誘導には不向きである。一方、
遺伝子組換え体である DNA ワクチンは、細胞
性免疫の誘導に有効であるが、消費者の遺伝
子組替え体に対する不安等の面で実用化に
は多くのハードルが残されている。さらに、
両ワクチンともに筋肉内接種する必要があ
り、大規模な養殖場では注射に多大な労力を
必要とする点も大きな課題である。本研究で
は、これらの問題点を解決するために、全く
新たなコンセプトのワクチン、すなわち RNA



ワクチンの開発を試みるものである。 
 
 
２．研究の目的 
 
 RNA ワクチンとは、発現させたい感染防御
抗原遺伝子を mRNA としてウイルス粒子にパ
ッキングし供給しようとするものである。感
染防御抗原遺伝子はウイルス粒子により標
的細胞に運ばれ、そこで通常のウイルスと同
様に脱殻し、目的の抗原が発現され、DNA ワ
クチンと同様に細胞性免疫を誘導すること
ができる。本ワクチンの特徴は、（1）RNA を
用いることにより DNAワクチンで認められた
生体内での残存性の問題が解決されること、
（2）目的遺伝子をウイルス粒子にパッキン
グし供給することで筋肉内注射の必要性を
排除可能とした点にある。また、（3）既存の
魚類 RNAウイルス粒子を応用することで高力
価のワクチン作出が可能となり、生産コスト
も抑えることができ、（4）遺伝子操作により
RNA ワクチンに用いるウイルス粒子の増殖性
を欠如させることで安全性も高められる。こ
れらの工夫により、先に紹介した既存ワクチ
ンの問題点をすべて解決し、利便性の高い有
効なワクチンが確立できると考えられる。 
 
 
３．研究の方法 
 
（1）魚類病原 RNA ウイルス：RNA ワクチン
開発対象ウイルスとして、IHNV（伝染性
造血器壊死症ウイルス）、VHSV（ウイルス
性出血性敗血症ウイルス）および魚類ノ
ダウイルス（SJNNV）を用いた。IHNV およ
び VHSV はノビラブドウイルス属に属し、
感染防御抗原は Gタンパク質（G prot.）
遺伝子にコードされており、また魚類ノ
ダウイルスの感染防御抗原は外被タンパ
ク質（VP）遺伝子にコードされている。
本研究では、これらの感染防御抗原遺伝
子を RNA ワクチン用の遺伝源として用い
た。 

（2）レトロウイルスベクター：魚類レトロ
ウイルスとして snakehead retrovirus 
(SnRV)を用いた。SnRV は非病原性である
が、既知の C 型レトロウイルスと同様の
ゲノム構造を有する。すなわち、宿主ゲ
ノムに組込むために重要な LTR 配列をウ
イルスゲノム両端に有し、ウイルスゲノ
ムパッケージングシグナル（ψ 配列），
gag-pol-env（ウイルス構成タンパク質遺
伝子）を有する。 

（3）魚類由来株化細胞：BF-2 細胞および
Sn-BF 細胞を用いた。BF-2 細胞は SnRV を
効率よく増殖させる細胞である。一方、
SnRV-BF 細胞は、申請者がこれまでの研究

過程で樹立した SnRV 持続感染 BF-2 細胞
で、細胞変性することなしに SnRV を持続
的に産生する細胞である。 

（4）ウイルス感染防御抗原遺伝子発現プラ
スミドの構築：各種 RNA ウイルスの感染
防御遺伝子をmRNA型で発現できる様に構
築し、SnRV のψ 配列（レトロウイルス粒
子パッキング関連遺伝子配列）と連結さ
せ、真核細胞発現用ベクターにクローニ
ングした。この時、形質転換細胞内にお
ける標的感染病魚抗原の発現量の定量的
観察を可能にす目的で、蛍光タンパク質
（GFP）遺伝子を組込んだベクターも同時
に準備した。 

（5）RNA ワクチン粒子の構築：ψ 配列+感
染防御抗原発現プラスミドを用いて
Sn-BF 細胞を形質転換した。SnRV 持続感
染細胞である Sn-BF 細胞は、常に SnRV を
産生しており、同細胞中でψ 配列を有す
る mRNA 型の感染防御抗原遺伝子が、強力
なプロモーター支配下で大量に発現され
た場合、Sn-BF 細胞で産生された SnRV 粒
子にmRNA型感染防御遺伝子が高率にパッ
キングされ、Reassortant Virus（rV）粒
子として培養液中に放出される。 

（6）RNA ワクチンウイルスの感染性の確認：
RNA ワクチンウイルス（rV粒子）を BF-2 細
胞に感染させ、GPF 蛍光発現強度ならびに
抗ウイルス血清を用いた蛍光抗体法により、
各ウイルス感染防御抗原の発現量を測定し
た。また同 RNA ワクチンウイルスを様々な
魚類由来細胞などに接種し、その感染性お
よび感染防御抗原の発現性について検討し
た。 

（7）In vivo での発現およびワクチン効果の
確認：RNA ワクチンウイルスをニジマスお
よびマハタに筋肉内接種し、感染防御抗原
が発現されることを血清中の特異抗体の検
出により確認した。 

 
 
４．研究成果 
 
（1）各ウイルス遺伝子のクローニング：レ
トロウイルスである SnRV の LTR、LTR+ψ配
列および GagPol 遺伝子を、また IHNV，VHSV
および魚類ノダウイルスの感染防御遺伝子
を各々クローニングした。さらに、パッキ
ン グ 粒 子 産 生 用 遺 伝 子 と し て
LTR-GagPol-LTR 等を，またパッキング用遺
伝子としてψ配列を有する各ウイルス感染
防御遺伝子を、各々pCR-GFP プラスミドに
組込み、真核細胞における発現系を構築し
た。 

（2）標的遺伝子をパッキングしたリアソー
タント粒子の形成： Lipofectamin および
UV-不活化 SnRV を用ることで、魚類由来細



胞である BF-2 細胞に標的遺伝子を効率よ
くインテグレーションさせる系を確立した。
さらに、形質転換細胞を Geneticin（250 
µg/mL）含有培地で 7〜10 日間培養するこ
とにより標的細胞のクローニングが可能で
あることを確認した。 

（3）In vitro におけるリアソータント粒子
の感染性：リアソータント粒子を BF-2 細胞
に接種することで、パッキングされた標的
遺伝子が発現することを確認したが、その
発現量は微量であった。但し、CMV プロモ
ーターを用いることで、発現量の改善が認
められた。 

（4）In vivo での確認：残念ながら、SnRV
のニジマスおよびマハタに対する感染性が
極めて低かったことから、in vivo での確
認は出来なかった。これに対し、マハタお
よびニジマスに感染するレトロウイルスの
存在を新たに確認した。現在、そのウイル
スの分離培養を試みている。 

（5）予想外の成果：レトロウイルスを応用
した RNA ワクチンは、感染防御遺伝子を用
いた「mRNA 型」のワクチンである。但し、
「mRNA 型」ワクチンの発現効率が予想以上
に低かったこと、また SnRV の感染宿主域が
予想以上に狭まったこと等、予想外の課題
が新たに生じた。本研究ではこれらの課題
を克服するために、「mRNA 型」の発想を進
め、新たに「ds-RNA 型」RNA ワクチンを考
案した。「ds-RNA 型」ワクチンとは、本研
究で開発してきた「mRNA 型」ワクチンの発
想を発展させたものである。インターフェ
ロン（IFN）誘導物質である ds-RNA を投与
することで魚を抗ウイルス状態とし、この
間に養殖環境に存在する病原ウイルスに暴
露することで、ウイルスによる魚の死亡を
制御しながらウイルス感染を成立させ、
終的には病原ウイルスに対する免疫を成立
させようとするものである。本法は「ｍRNA
型」ワクチンと比べ以下の点で優れている。
①遺伝子組み換え技術を必要としないこと、
②ウイルスの培養ならびに不活化を必要と
しないこと、③接種後速やかに消失すると
いう RNA ワクチン 大の利点を継承してい
ること、④多様な魚種とウイルスに応用可
能であることから、養殖現場での実用化が
十分可能な「RNA ワクチン」である。 

（6）「ds-RNA 型」ワクチンの効果：「ds-RNA
型」ワクチンの感染防御効果が予想以上に
高いことを実験的に確認した。「ds-RNA 型」
ワクチンは、「mRNA 型」に比べ開発が容易
であること、また様々なウイルス病への応
用も可能であることから、現場での実用性
の点で極めて有望な RNA ワクチンであると
考えられた。今後は、「ds-RNA 型」ワクチ
ンの実用化を視野に入れた研究を推進する
予定である。 
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