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研究成果の概要（和文）：本研究では野外で適応可能な野生化アライグマに対する経口の避妊ワクチン開発にむけた基
礎研究を行った。特に，ワクチン抗原として卵透明帯蛋白質（ZP3）に着目し，まずアライグマZP3の全遺伝子配列を解
明した。次に，解読した塩基配列を元にしてZP3中の精子-卵結合部位の塩基配列を含む合成蛋白2種を作成し，それぞ
れ2羽のウサギに免疫した。合成蛋白を免疫して得られた1羽のウサギ抗体が，アライグマの卵透明帯に結合することが
組織学的に確認された。しかし，同抗体はアライグマ以外の食肉目動物の卵透明帯蛋白にも結合し，種特異的な抗原候
補としての課題が残り，さらなる研究が必要と考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we conducted the fundamental research about immunological fertility
-control for introduced raccoons (Procyon lotor), particularly the zona pellucida 3 protein (ZP3) based or
al vaccines. The full ZP3 gene including sperm combining site was sequenced. The synthetic peptides were d
esigned on the basis of the amino acid sequence of PZ3 sperm combining site. The synthetic peptide vaccine
 was injected into four rabbits and the serum was obtained that contained the antibody to raccoon ZP3 sper
m combining site. To verify the binding of the antibody to ZP, immune-histochemistry was performed using o
varian of raccoon, dog, cat, raccoon dog, Japanese badger, Japanese black bear and small Indian mongoose. 
The antibody obtained from one rabbit was able to bind raccoon ZP. However, the antibody-ZP binding was co
nfirmed also in some other animals. The synthetic peptide vaccine used in this study had some issue as spe
cies-specificity, so further research should be needed.
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１．研究開始当初の背景 
個体数が増加しすぎて農林業や生態系に問
題を生じている野生動物では，被害防除対策
とともに個体数管理が必要となる。一般に，
増加した種の個体数管理は捕獲（駆除）によ
って行われる。駆除に代わる 1 手法として，
国外では免疫学的に繁殖を抑制する避妊ワ
クチンの研究が，限られた少数の動物園動物
などで試みられている。しかし，それらは基
礎研究もしくは臨床試験の段階に留まって
いる。一方，日本各地の固有生態系への悪影
響が顕著になっている外来種では避妊ワク
チンに関する研究報告が国内外を通じて見
あたらない。本研究にて避妊ワクチンが開発
されれば，動物福祉にも配慮した駆除に代わ
る外来種の画期的な個体数制御のモデル研
究として学術的な意義は極めて大きい。 
 
２．研究の目的 
外来種対策は，生物多様性保全のためのわ
が国の国家的戦略において緊急課題の 1つと
なっている。現行の外来種対策では，駆除に
よる完全排除が達成されておらず，新技術の
開発が必要となっている。本研究の最終目的
は，外来種の個体数を制御する新手法として
の避妊ワクチンの開発である。本研究は避妊
ワクチン実用化のための基礎研究と位置づ
け，とくに深刻な影響を与えている特定外来
生物のアライグマに着目し，避妊効果のある
抗原の選定とその避妊効果の評価を行う。 

 
３．研究の方法 
（1）避妊効果のある抗原の選定 
①アライグマの卵巣から RNA を抽出し，PCR
により卵透明帯蛋白（ZP3）の遺伝子配列を
解読し，既報の他種との相同性を比較した。
また，精子卵結合部位の遺伝子配列から，ワ
クチンの抗原候補となる配列部位を決定し
た。 
②抗原候補となる合成蛋白を作出し，ウサギ
に免疫して抗血清を作成した。 
③抗体を含んだウサギ抗血清を用い，アライ
グマの標的組織（卵透明帯）への結合（認識）
を免疫組織科学的解析により評価し，抗原候
補を選定した。 
（2）種特異性に関する検証 
①上記で得られた抗原候補の種特異性を他
の動物種（イヌ，ネコ，タヌキ，アナグマ，
ツキノワグマ，フイリマングース）について
も評価した。方法は，標的組織（卵透明帯）
への結合（認識）免疫組織科学的解析により
行った。 
 
４．研究成果 
（1）避妊効果のある抗原の選定 
①アライグマ ZP3 塩基配列，アミノ酸配列お
よび他種との相同性の比較 
アライグマ ZP3 塩基配列(1,270bp)を解読
した。また，他種との塩基配列の相同性を比
較した結果，アライグマ ZP3 塩基配列はネコ

と 82.9%，オコジョと 92.2%，イヌと 86.4%，
ヒトと 78.5%，マウスと 72.2%，マングース
と 85.4%一致していた。さらに，予測したア
ミノ酸配列(426AA)と他種とのアミノ酸配列
の相同性を比較し，精子卵結合部位における
他種とのアミノ酸配列の相同性を比較した。
その結果，アライグマのアミノ酸配列は，ネ
コと78.2%，オコジョと89.7%，イヌと80.3%，
ヒトと 65.0%，マウスと 63.6%，マングース
と 82.7%一致していた。また，精子卵結合部
位におけるアミノ酸配列は，ネコと 47.8%，
オコジョと91.3%，イヌと82.6%，ヒトと34.8%，
マウスと 17.4%，マングースと 73.9%一致し
ていた。 
他種との相同性について，アライグマとネ
コ，ヒト，マウス，マングース間の比較では
精子卵結合部位におけるアミノ酸配列の種
特異性は完全長アミノ酸配列の種特異性よ
りも高く，精子卵結合部位のアミノ酸配列は
比較的種特異性が高いという過去の報告と
矛盾しなかった。しかし，アライグマとオコ
ジョ，イヌ間の比較では精子卵結合部位にお
けるアミノ酸配列の種特異性は完全長アミ
ノ酸配列の種特異性よりも低かった。さらに，
オコジョ，イヌ，マングースではエピトープ
として機能すると予想される部位において
アライグマと同一のアミノ酸配列(GLPG)を
有していた。これらの種はいずれも食肉目で
あることから，精子卵結合部位のアミノ酸配
列を元にした避妊ワクチンの開発にあたっ
ては，対象種と同所性に生息する他の食肉目
の種に対して，避妊ワクチン抗原の候補とな
る蛋白を用いた免疫組織化学的解析による
交差反応試験を行い，種特異性を評価するこ
とが必須であると考えられた。 
②上記の結果を参考にして，抗原性などの予
測データを基に，アライグマの精子卵結合部
位を含む 2 種類の合成蛋白(α：11AA，β：
18AA)を作成した（SIGMA Aldrich）。ウサギ
への免疫には，合成蛋白にキャリアーとして
Keyhole limpet hemocyanin(KLH)を結合させ
たものを用いた。2 種類の合成蛋白をそれぞ
れ 2羽のウサギ（α-1，2とβ-1，2）に 2週
間間隔で 4回，その後 1週間後に 1回投与し
た。また，各投与前と最終投与 3日後に採血
を行って抗血清を得た。抗体価の上昇は
ELISA を用いて評価した。合成蛋白を投与し
た 4羽のウサギいずれの 100倍血清において
も，投与後 4 週目，6 週目，7 週目での抗体
価の上昇が認められた。 
③合成蛋白を投与したウサギ 4 羽（α-1，2
β-1，2）の 7 週目の血清を用いて免疫組織
化学的解析を行った結果，合成蛋白βを投与
したウサギ 1羽（β-2）の血清を用いた解析
で 5個体のうち 4個体のアライグマの卵巣に
おいて透明帯への特異的な抗体の結合が認
められた。その他のウサギ血清においてはア
ライグマ透明帯への特異的な抗体の結合は
認められなかった(図 1)。この結果，少なく
ても合成蛋白βはワクチン抗原候補として



有用である可能性が示された。 

 

 
図 1. アライグマの卵巣における免疫組
織化学的解析（一次抗体：α-1(ア)，α-2(イ)，
β-1(ウ)，β-2(エ)血清。アライグマ 5個体
のうち4個体の卵巣でβ-2血清を一次抗体と

した場合に抗体の透明帯への特異的な結合
が認められた(エ，矢印)。一方，α-1，α-2，
β-1 血清を一次抗体とした場合には抗体の
透明帯への結合は認められなかった。） 
 
（2）種特異性に関する検証 
合成蛋白を投与したウサギ 4羽の 7週目の
ウサギ血清を用い，イヌ（n=2），ネコ（n=1），
タヌキ（n=3），アナグマ（n=2），ツキノワグ
マ（n=2），フイリマングース（n=2）の合計 7
種の動物の卵巣において免疫組織化学的解
析を行った。その結果，合成蛋白αで免疫し
たウサギ 2羽の血清で 7種全ての卵巣におい
て透明帯への特異的な抗体の結合は認めら
れなかった。しかし，合成蛋白βで免疫した
1 羽（β-1）のウサギ血清ではツキノワグマ
2 個体のうち 1 個体，同様にβで免疫した別
のウサギ血清（β-2）ではタヌキ3個体全て，
マングース 2個体全て，ツキノワグマ 1個体，
イヌ2個体全ての卵巣において透明帯への特
異的な抗体の結合が認められた。 
 
（3）抗原候補に関する考察 
β-2 では合成蛋白βに対する抗体産生が
誘導されており，産生された抗体はアライグ
マの透明帯に特異的に結合したこと，α-1，
α-2 では合成蛋白α，β-1 では合成蛋白β
に対する抗体産生が誘導されたにもかかわ
らず，産生された抗体はアライグマの透明帯
に特異的に結合しなかったことが示唆され
た。α-1，α-2 で産生された抗体が結合しな
かったことについて考えられる原因の一つ
として，合成蛋白では実際のタンパク質とそ
の立体構造が異なる場合があり，ELISA にお
いて抗体は合成蛋白αには結合したが免疫
組織化学的解析においてアライグマの透明
帯には結合しなかった可能性がある。また，
β-1 では抗体は産生されたが，免疫組織化学
的解析では検出されないほど少量であった
可能性がある。しかし，β-1 血清はツキノワ
グマの透明帯のみに特異的な反応が認めら
れた。この理由として，卵巣の保存状態(冷
凍)や免疫組織化学解析における抗原賦活化
などの影響によってツキノワグマの抗原性
が他種よりも高かった可能性が考えられる。 
本研究においてELISAで抗体の上昇が確認
されていたが，必ずしも目的とする合成蛋白
に対する抗体の産生は十分に誘導されてい
るとは限らないと考えられた。そのため，実
際に抗体が透明帯に特異的に結合している
ことを確認できる免疫組織化学的解析の結
果を優先するべきである。よってβ-1のみな
らずα-1，α-2 についても免疫接種による抗
体の産生が十分に誘導できなかった可能性
があり，再度合成蛋白αを用いて免疫接種を
行い，その有効性を検討するべきであると考
えられた。その際，先行研究などでウサギに
おける抗体価の上昇が確認されている抗原
を投与する陽性コントロールウサギをおく
ことにより，蛋白とアジュバンドの混合など
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の手技における問題の有無を確認すること
で実験の精度を上げることができるだろう。 
β-2 血清による免疫組織化学的解析の結
果，アライグマ 5個体のうち 4個体の卵巣で
は抗体の透明帯への特異的な結合が認めら
れたのに対し，1 個体の卵巣では抗体の結合
は認められなかった。これら 5個体の卵巣は
安楽殺処置の直後に採材し，10%リン酸緩衝
ホルマリンにて固定を行っていた。また，全
ての卵巣において様々な発育段階の卵胞お
よび卵が認められ，個体間での繁殖ステージ
の差異は認められなかった。明確な組織学差
異がなく，同様の固定法によるサンプルを用
いたにもかかわらず，免疫組織化学的解析の
結果が異なった原因の１つとして，ホルマリ
ン固定の影響に対する個体差が考えられる。
ホルマリンは形態の保持には優れているが，
抗原性の保持という点からは理想的な固定
液とは言えない。ホルマリン固定組織では染
色が不可能あるいは困難な抗原があるため，
偽陰性という可能性が残る[57]。今後，免疫
組織化学的解析を行う際には卵巣の凍結切
片を用い，固定液の影響をなくした上での評
価が必要であろう。 
本研究の結果から，合成蛋白βはアライグ
マに対する経口避妊ワクチン抗原として有
用であると推察される。しかし，β-2 血清を
用いて他種の卵巣を用いた免疫組織化学的
解析を行った結果，タヌキ，マングース，ツ
キノワグマおよびイヌの卵巣においても透
明帯への特異的な抗体の結合が認められた。
合成蛋白βに含まれるアミノ酸配列 GLPG は
イヌおよびマングースの精子卵結合部位に
おけるアミノ酸配列にも共通しており，同部
位がエピトープとして機能したことで，これ
らの動物の透明帯にも特異的な結合が認め
られたと考えられる。タヌキおよびツキノワ
グマの精子卵結合部位におけるアミノ酸配
列は解読されていないが，これらの種の透明
帯にも特異的な結合が認められたことから
共通したアミノ酸配列 GLPG を有している可
能性がある。したがって，合成蛋白βを用い
た経口避妊ワクチンを野外に散布すること
によって，外来種であるアライグマ以外のタ
ヌキ，ツキノワグマ，イヌにも作用する可能
性が高い。今後 ZP3 を用いてアライグマのみ
に作用する経口避妊ワクチンを開発するた
めには，合成蛋白βを用いた上でアライグマ
のみが摂食するよう工夫をしたワクチンを
作成するか，アライグマ ZP3 アミノ酸配列に
おける他の箇所を参照した種特異的な合成
蛋白を設計するなど，さらなる研究が必要と
考えられた。 
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