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研究成果の概要（和文）：本研究は、(1) 1回感染型非増殖性ウイルスのインフルエンザワクチンへの応用、(2)
 犬の腫瘍を対象とした制限増殖型腫瘍溶解性アデノウイルスについて検討した。(1)では、複数のHA亜型に対応
する混合ワクチンの作製に必要なH1～H15を恒常発現するMDCK細胞を樹立し、一部の1回感染型非増殖性ウイルス
をリバースジェネティクス法により作出した。(2)では、コウモリアデノウイルスが犬の腫瘍溶解性ウイルスの
ベースとして応用できることを明らかにし、細胞人工染色体を用いたリバースジェネティクス法を確立し、初期
遺伝子E1A/Bを欠損する制限増殖性ウイルスを作出し、その強い犬腫瘍細胞障害性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This study includes (1) “Generation of replication-incompetent virus 
vaccines against influenza”, and (2) “Anti-tumor therapy using oncolytic adenoviruses in dogs. 
First, we successfully established MDCK cells stably expressing each HA (H1-H15), which were 
required to generate replication-incompetent recombinant viruses with each HA. Actually, we 
generated a couple of such viruses and found their immunogenicity. Second, we established adenovirus
 reverse genetics system based on bacterial artificial chromosome and successfully generated a bat 
adenovirus-recombinant virus with E1A/B deletion to assess its anti-tumor effect as an oncolytic 
adenovirus, which targeted dog tumors. 

研究分野：獣医ウイルス学

キーワード： ウイルス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
鳥インフルエンザを防御するための1回感染型非増殖性ウイルスの構築、さらにp10分子等を同時に発現するワク
チン候補ウイルスの構築は、本研究グループ以外では例がない。複数のHA亜型に対応できる多価ワクチンの構築
は、新興性インフルエンザに対応できる独創的な戦略であり、本研究は今後の展開に貢献する。一方、腫瘍細胞
特異的に増殖する非病原性アデノウイルスを構築し、犬の抗ガン療法としての実用化を目指すのは国内では初め
ての戦略である。。今回明らかになったコウモリアデノウイルスをベースとする腫瘍溶解性ウイルスの応用性は
今後の研究に貢献する。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

(1)  様々な感染症の脅威は人にとどまらず、特に産業動物の生産性に影響し、多大な経済的損

失を与える。越境性人獣共通感染性インフルエンザの制御は困難である。出現から20年、高病

原性H5N1鳥インフルエンザは未だ制御できない。抗インフルエンザ薬は耐性ウイルスが出現す

ると無策である。人類の脅威となる新型インフルエンザは全て動物を起源とする。つまり、動

物ウイルスの制御がインフルエンザ制御には最も重要である。しかし、感染摘発を困難にする

不活化ワクチンの存在意義は低い。このままでは鳥インフルエンザの制御は永遠に不可能であ

り、何らかの打開策が必要である。 

(2) 腫瘍は人の死因第一位を占めており、食生活や生活環境が人に依存する家庭動物でも同様

である。例えば、10歳の犬では6頭に1頭が腫瘍疾患を発症している。動物における腫瘍の治療

法は、手術的切除、薬剤・放射線治療である。人体用の抗ガン剤が動物にも適応されるが動物

に効果的であるかは不明であり、副作用も懸念される。家庭動物への適用に特化した新しい抗

ガン療法が期待されている。 

 

２．研究の目的 

本研究は、「制限増殖性ウイルスを基盤とする動物難治性疾患の統括的制御」という題目で二

つの柱で構成される。 

(1) 新興性インフルエンザに対する新しい制御策として、1回感染型非増殖性ウイルスのインフ

ルエンザワクチンへの応用を検討する。 

(2) 家庭動物に見られる腫瘍性疾患に対する革新的な治療法として、犬アデノ改変ウイルスを基

盤とする制限増殖型腫瘍溶解性ウイルスによる抗ガン治療への応用を検討する。 

 

３．研究の方法 

(1) 新規の動物インフルエンザワクチン候補として、コンストラクトの異なる複数の 1回感染

型非増殖性ウイルスをリバースジェネティクス法により創出する。ワクチン汎用性の賦与を念

頭に、抗原増強因子や複数の HA亜型の搭載を試行する。複数の HA 亜型を混合したワクチンの

効率のよい作製方法を最適化（培養条件の検討など）する。 

(2) 次世代の革新的抗ガン治療法を目指し、腫瘍細胞のみで特異的に増殖し、それを排除す

る制限増殖型腫瘍溶解性アデノウイルスを構築する。構築法として、腫瘍抑制遺伝子が欠損す

る腫瘍細胞のみで増殖するE1A/E1B領域等の欠損変異ウイルスについて検討する。各種培養ガ

ン細胞での溶解性と犬腫瘍移植マウスモデルでの腫瘍縮小効果を検証する。 

 

４．研究成果 

(1) ワクチンのベースとなるPR8株(H1N1)を用いて、NS1欠損NS分節とNS2欠損NS分節を構築し、

リバースジェネティクスによりNS部分欠損非増殖性ウイルスをレスキューした。これにワクチン

対象となる各亜型のHAを搭載する計画であったが、このウイルスは培養細胞での増殖性が予想よ

り極めて低いことが判明し、そのインフルエンザワクチンとしての応用は困難であると判断した。 

(2) 非開裂性HAをベースとする一回感染性非増殖性ウイルスの構築に計画をシフトした。まず、

このウイルスをワクチンとして使用する力価レベルまで増幅するために必要なHA恒常発現細胞

を作製した。H1～H15ウイルスの各HA遺伝子をクローニングし、全亜型のHA恒常発現MDCK細胞の

樹立に成功した。これを利用することで複数のHA亜型に対応できるワクチン候補株の作製が可能

になった。 



(3) 理論上、一回感染性非増殖性ウイルスの誘導する防御抗原量は生ワクチンウイルスより低

い。そこで感染単位当たりのウイルス抗原量を増やすという方法として、レオウイルス（Nelson 

Bay virus）膜融合タンパク質p10の利用を考え、p10を発現する組換えウイルスを作製した。こ

のウイルスを細胞に感染させると感染細胞当たりのM1タンパク質量の有意な増加が認められた。

この結果は、p10搭載ウイルスの新規のインフルエンザワクチンへの応用性を示すものである。 

(4) レスキューに成功したレオウイルスp10タンパク質を発現する組換えウイルスのワクチン

としての可能性を検証するために、マウスに接種し抗体応答が増強するかを評価した。対照とし

て野生型ウイルスの抗体応答と比較したものの、有意な差はみられなかった。したがって、p10

発現組み換えウイルスをベースとし1回感染型非増殖性ウイルスの構築は行わなかった。 

(5) 腫瘍溶解性ウイルスのベースとなる犬アデノウイルス国内分離研究室株CAV-1（D43株）お

よびCAV-2（A2株）のウイルスゲノムを抽出し、全長ゲノムの細菌人工染色体（BAC）へのクロー

ニングに成功した。これをベースにGFP発現ウイルス（E1A/B欠損ウイルス）のレスキューに成功

した。しかし、このウイルスは犬の正常細胞でも増殖することが判明し、腫瘍溶解性ウイルスと

しては改善の余地が残された。 

(6) 腫瘍溶解性アデノウイルスの犬体内での増殖が抑制される要因は、家庭犬が接種している

犬アデノウイルスワクチンに起因する特異抗体の存在である。最近、当研究室でわが国の野生コ

ウモリから分離したコウモリアデノウイルスの遺伝子配列が犬アデノウイルスと最も相同性が

高いことに注目し、その腫瘍溶解性ウイルスへの応用を考えた。まず、犬アデノウイルスに対す

る抗血清を用いて、コウモリアデノウイルスが中和されるかを調べたところ中和されなかった。 

(7) 次に、コウモリアデノウイルスの各種犬腫瘍由来の培養細胞での増殖性を調べた結果、犬

アデノウイルスに匹敵する細胞障害性を示した。そこで、ヌードマウスを用いた犬乳腺腫瘍細胞

を接種する腫瘍移植モデルにより、その抗腫瘍効果を調べたところ、犬アデノウイルス同様に、

コウモリアデノウイルスは有意に腫瘍の増生を抑制できることがわかった。その効果は犬アデノ

ウイルスを用いた場合に匹敵した。 

(8) コウモリアデノウイルスを用いた制限増殖型腫瘍溶解性ウイルスの構築に応用できる可能

性が示されたので、組換えウイルス作製のため、コウモリアデノウイルスのゲノム全長を組込ん

だ細菌人工染色体BACベクターを用いたリバースジェネティクス系を確立した。このシステムで

レスキューした組換えウイルスは、それぞれ野生型ウイルスと同様な細胞増殖性を示した。今後、

このシステムを腫瘍溶解性の制限増殖型アデノウイルスの構築に応用する予定である。 
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