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研究成果の概要（和文）：　ウイルス性胃腸炎で重要なロタウイルスとノロウイルスの混合ワクチンをめざして、基礎
実験を行った。ロタウイルスはワクチン株（Rotarix）と人工的に作製したウイルス蛋白（VP6）を用いた。ノロウイル
スはウイルス様粒子を用いた。マウスへの経口接種で相乗効果はなく、それぞれのウイルスとして抗体の上昇を認めた
。子マウスにロタウイルスの感染実験(下痢)はできたが、ノロウイルスでは下痢が生じなかったので、ワクチンの予防
効果の実験はできなかった。
　ヒトでのロタウイルスワクチンの使用例と繰り返すノロウイルス胃腸炎の例を参考にし、混合ワクチンの開発を進め
ることが期待された。

研究成果の概要（英文）：　Basic experiments was done for combination oral vaccines of rotavirus and 
norovirus. Rotavirus vaccine strain (Rotarix) and artificially produced rotavirus protein (VP6) were used 
for rotavirus vaccines. Virus like particles were used for norovirus vaccine. Elevation of viral 
antibodies was the same as the individual vaccine and a synergistic effect of combination vaccines were 
not recognized. Rotavirus gastroenteritis (diarrhea) was induced into newborn mice by oral vaccination. 
However norovirus gastroenteritis was not induced in newborn mice.
　Combination vaccines are expected to develop in reference to the cases of rotavirus vaccination and the 
cases of recurrent norovirus infection.

研究分野： ワクチン学
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１．研究開始当初の背景 
ロタウイルスおよびノロウイルス感染症

は小児の感染症として重要な位置をしめる。
開発途上国を含め世界では、それぞれ６０万
人、２０万人の年間死亡が推定されている。
我々はこれまでウイルス性下痢症の分子疫
学を中心に 30 年研究を行ってきた。一方、
ロタウイルスワクチンは外国で作られ、わが
国でもその使用は始まった。もともとヒトロ
タウイルスの細胞培養は我々の関係者が世
界に先駆けて成功し、申請者もワクチン開発
に関与している。現在我々も、そのワクチン
の小児における臨床的効果の評価をしてい
る。 
一方ヒトノロウイルスの細胞培養は未だ

誰も成功していない(2015 年可能になったと
の情報があるが論文は見当たらない)。遺伝子
工学的にウイルス様中空粒子（VLP）が作ら
れており、我々は VLP のモノクローナル抗
体を用いて世界に先駆けてイムノクロマト
試薬を開発した。 
ノロウイルス VLP を用いたワクチン開発

は、一部は論文があるものの市販されていな
い。また米国でボランティアへ VLP を経鼻
接種した研究では、糞便由来ウイルスのチャ
レンジに対し、ワクチンが有効であったと報
告された。我々は多数の遺伝子型のノロウイ
ルス VLP を有しており、マウスでの実験で
VLP は細胞性免疫および液性免疫を高める
こと、経口接種は局所 IgA 産生、皮下接種は
IgG 産生の増強が見られた。重症のウイルス
性下痢症を減らすためにはロタウイルスと
ノロウイルスの両ワクチンが必要であり、小
児の負担を考えると混合ワクチンの開発が
急務である。過去のロタウイルスワクチン作
製時でのわが国の微力さを再度経験しては
ならない。 

 
２．研究の目的 
 ロタウイルスとノロウイルスの混合ワク
チン開発のための基礎研究を行う。具体的に
は既に進行中の VLP（ウイルス様中空粒子）
を用いたノロウイルスワクチンの基礎研究
の成果を踏まえて、これに市販ワクチンまた
は細胞培養した生ロタウイルスを混合し、マ
ウスに経口投与し、免疫系の活性化を調べる。
平行してロタウイルス蛋白（VP6）を人工的
に作製する。また混合ワクチンをマウスに接
種後、培養ロタウイルスを経口的に投与し、
ロタウイルス下痢症が軽減するか調べる。ノ
ロウイルスに関しては無菌ミニ仔ブタある
いはマウスなどの小動物の利用の実験系を
確立し、ノロウイルス感染症が軽減するか調
べる。世界に先駆け、不活化ウイルス（ノロ
ウイルス VLP）－生ウイルス(ロタウイルス)
の混合ワクチン、あるいはノロウイルス VLP
とロタウイルス VP6 の混合不活化ワクチン
を開発する。 
 さらに現行のロタウイルスワクチンの臨
床における評価を行うことによって今後、ロ

タウイルスとノロウイルスワクチンの臨床
試験での問題点を探る。さらにノロウイルス
の再感染例から感染実験や臨床試験のモデ
ルとする。 
 
３．研究の方法 
ロタウイルスとノロウイルスの混合ワク

チンの接種のため、株または人工抗原の選択
を行う。動物は比較的実験がしやすいマウス
(成熟もしくは新生マウス)や子ブタを用い
る。感染実験では糞便中のリアルタイム PCR
によるウイルスゲノム量、酵素抗体法（EIA）
によるウイルス抗原量を調べる。ワクチン接
種による特異抗体の測定には EIA、即ち抗原
（VLP）をマイクロプレートの底に添加し、
測定する抗体を入れ、さらに標識抗マウス抗
体を用いた。ワクチン経口接種するノロウイ
ルス VLP は 100ug を用いた。また Rotarix は
100μl を用いた。子マウスの感染実験では
10%乳剤 100μl 量のノロウイルスおよび 100
μl量の Rotarix または SA11 を用いた。繰り
返しノロウイルスに罹患する2例の継続的抗
体の測定はマウスの抗体測定に類似し、2 次
抗体に標識抗ヒト抗体を用いた。ロタウイル
ス患者の検体は、わが国のウイルス性下痢症
の分子疫学の目的・ワクチンの目的のための
検体を用いた。動物実験は民間会社(イムノ
プローブ社)で、ヒトの抗体、抗原、遺伝子
診断などは日本大学や東京大学で行った。 
 

４．研究成果 
（１）ワクチン株（あるいは抗原）の選択と
病原体の感染実験 
ロタウイルス：候補株として、市販されて

いる Rotarix（GIP[8]）ワクチン株、我々が
有するTMC1株（G1P[8]）、オデリア株（G4P[8]）、
サルの SA11 株を用いた。オデリア株および
SA11 株は細胞培養でウイルスが良く増殖す
るが Rotarix ワクチン株は増殖が悪かった。
TMC1 は細胞増殖を起こすことができなかっ
た。この中で、SA11 株は子マウスに軽度の下
痢を生じた。親マウスでは全ての株で下痢を
生じることはなかった。生ワクチン以外に不
活化ワクチンも視野に入れてオデリア株の
VP6 をバキュロウイルス系で発現させた。こ
のVP6をワクチンとして用いてもロタウイル
ス抗体の上昇を認めた。 
ノロウイルス：ノロウイルスは細胞培養で

増やすことが出来ないため、ワクチンの候補
として VLP が用いられる。既に有する NoV 
GII.4 流行株 2006b の VLP を用いた。生のノ
ロウイルスがマウスに感染を来すかを知る
ため、マウスに糞便材料の経口投与を行なっ
たが成熟マウス、子マウス共に下痢を来すこ
とはなかった。また免疫不全マウス（TLR3 欠
損マウス）でも下痢を来すことはなかった。 
（２）ワクチン候補株を用いたマウスでの実
験 
既にロタウイルス（生ウイルス）およびノ

ロウイルス（VLP）各々のマウス皮下接種で



は特異的血清 IgG の上昇、経口接種では特異
的血清 IgG および IgA および便中の特異的
IgA の上昇を認めている。Rotarix および NoV 
GII.4 を同時に混合接種し抗体の上昇を調べ
た。混合接種は単独接種の場合と抗体の上昇
までの日数に差が見られたが、上昇の抗体量
の OD 値は差がなかった。さらにインフルエ
ンザと同様に経鼻ワクチンも考えられるた
め、マウスの鼻への Rotarix 株および GII.4
の VLP を投与した(現在、経日的な抗体の上
昇を調べている)。 
（３）ヒトでのワクチンのモデル 
①ノロウイルス感染例：ヒトでのノロウイ

ルスワクチンの投与実験はわが国では難し
いため、たまたまノロウイルスに繰り返し下
痢を示す成人 2例を経験し、その血中および
便中のウイルス量の変化や抗体の変化を調
べた。過去にノロウイルスに感染し、免疫が
あるためか排泄されるウイルスは急激に減
少した。この事はイムノクロマトの抗原検出
キットでもリアルタイムPCRでも確認された。
一方、抗体の上昇が見られるが血清と便の
IgA 抗体は数か月で減少を示した。IgG は年
を超えて減少した。感染を受けた型の VLP 以
外に対しても抗体の上昇をみた（抗体におい
ては同じ遺伝子群内では交差免疫が存在し
た）。 
②ロタウイルスワクチンと感染：ロタウイ

ルスワクチンの臨床使用経験から、ロタウイ
ルスの外来での患者数は概ね減少傾向にあ
る。さらに重症のロタウイルス患者は少なく
なった。2014 年時点で 50-60％の乳児が有料
のロタウイルスワクチンを使用していた。一
方、小中学生のロタウイルス感染の割合が乳
幼児と比較すると多くなった。一方、ワクチ
ンの経験者でもロタウイルスに罹患するこ
とがあった。ワクチンによるのかわからない
が、ネコ、イヌ、ウシなどの動物のロタウイ
ルスのVP7遺伝子を有するリアソータントウ
イルスがヒトの糞便から認められるように
なった。 
③今後の課題：ノロウイルスの細胞培養が

可能となったという情報があり、追試する必
要がある。このことにより中和抗体の存在が
調べられるようになる。ワクチンの開発が加
速されると思われる。ロタウイルスのマウス
実験は可能であるがノロウイルスではまだ
ない。今後、子ブタの利用も本格的に始める
予定である。特に経鼻ワクチンに対して深め
て行きたい。さらにサイトカインの動きに対
しても注目する。ロタウイルスのワクチンの
効果や問題点についても今後検討する。 
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