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研究成果の概要（和文）：従来、日本国民の風疹ウイルスに対する免疫状態はHI抗体価で評価されてきた。しか
し、感染防御免疫の最も直接的な指標は中和抗体価である。そこで本研究では、国民の免疫状態を市中流行株 
(Genotype 1E, 2B) に対する中和抗体価に基づき評価した (n=101)。ワクチン株に対する幾何平均中和抗体価 
(GMT) は、25.0倍であった。一方で、Genotype 1E及び2Bに対するGMTは、それぞれ12.9倍、6.3倍とワクチン株
に対するGMTと比較し有意に低かった。本解析結果から、国民の持つ中和抗体は、市中流行株に対して完全な交
差反応性を示さないことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The latest rubella outbreak peaked in 2013 and was notable in that 14,344 
rubella and 45 congenital rubella syndrome (CRS) cases were reported although the populational 
immunity represented by hemmaglutination inhibition (HI) titer was above the protective threshold. 
The genotype 2B rubella virus (RV) strains were responsible for the outbreak. We established a high 
throughput assay to measure the neutralization antibody(NA) titer and assessed the NA prevalence 
rate (n=101) against clinical isolates using human sera. Individuals with protective IgG titer 
represented 88.1% of the population. Consistently, 85.2% of the population had protective NA titers 
against the vaccine strain. In contrast, 50.5% of the population had protective NA titers against 
genotype 2B strains. The humoral immunity does not exhibit full cross reactivity to circulating 
strains. Our data suggest the humoral populational immunity has been over-estimated by not measuring
 antibody titers toward circulating strains. 

研究分野： ウイルス学　免疫学　分子生物学　公衆衛生学
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１．研究開始当初の背景 
風疹（Rubella）は、トガウイルス科ルビ

ウイルス属に属する風疹ウイルス（Rubella 
virus: RV）によって引き起こされる疾患であ
り、発熱・発疹・リンパ節腫脹を主症状とす
る。妊娠初期の女性が RV に感染した場合、
出生児が心奇形、難聴、白内障を 3 大主徴と
する先天性風疹症候群（Congenital Rubella 
Syndrome: CRS）を発症することがある。 
日本国内では、1982 年から 1992 年にかけ

て約 5 年間隔で風疹流行が発生してきた。近
年では、2012 年から 2013 年に日本国内で大
きな風疹流行が認められ、約 17,000 例の患
者が報告された。そして、2012 年から 2014
年までの間に 45例のCRS患者が報告された。 

RV は、E1 領域の 739 塩基の遺伝子配列に
基づき、2 つの Clade に大別され、さらに 13
の遺伝子型（clade 1: 1a, 1B, 1C, 1D, 1E, 1F, 
1G, 1H, 1I, 1J; clade 2: 2A, 2B, 2C）に分類
される。RV 株間で 0.8%から 2.1%のアミノ
酸変異が確認されているが、血清型は一つで
あり、免疫不全者を除き自然感染又はワクチ
ン接種により再感染を防ぐことが出来ると
されている。世界的に遺伝子型 1a に分類さ
れる RA27/3 がワクチン株として使用されて
いる。一方で、中国では遺伝子型 2B の BRDII、
日本では遺伝子型 1a の松浦株、高橋株、
TO-336 がワクチン株として使用されている。 
近年、世界的には遺伝子型 1E, 1G, 1J, 2B

の RV が検出されている。遺伝子型 1E は、
1995 年にフランスで初めて検出されて以降、
1997 年に北アメリカ、2001 年に中国におい
て検出された。遺伝子型 2B は、1968 年にイ
スラエルで初めて分離されているが、2000
年代後半には世界的に主要な流行株となっ
た。従来、日本では遺伝子型 1a, 1C, 1D, 1E, 
1J の RV が検出されてきた。2010 年以降は
遺伝子型 1E、2011 年以降は遺伝子型 2B が
主に検出されるようになり、2013 年の風疹
流行では、遺伝子型 2B が主に検出された。
このように、RV 流行株の遺伝子型は変遷し
ているが、そのメカニズムは明らかでない。 
集団免疫は、風疹流行抑止に重要な役割を

果たす。風疹は、集団の 80~85%が十分な免
疫を有していれば流行を防ぐことが出来る
とされている。一般的に RV に対する免疫状
態はワクチン株を抗原とした IgG 抗体価（≥ 
10 IU/ml）や HI 抗体価（≥ 1:8）で評価され
る。IgG 抗体価や HI 抗体価と中和抗体価が
良く相関することは報告されているが、中和
抗体が最も直接的な感染防御免疫の指標で
ある。しかし、RV は培養細胞に感染しても
殆ど細胞変性効果を示さない。その為、中和
抗体価測定にはエコーウイルスによる干渉
法、プラーク法、間接蛍光抗体法などが用い
られてきた。これらは、煩雑で多検体処理能
力は低く、新規試験法の開発が望まれてきた。 
２．研究の目的 

2012 年から 2013 年にかけて、日本では風
疹患者の報告数が著しく増加し、CRS 患者が

報告されるなど大きな社会問題となった。今
般の風疹流行の背景には、30 歳代から 40 歳
代男性を中心とした、ワクチン未接種集団の
存在が指摘されてきた。しかし、日本国民の
集団免疫レベルを HI 抗体価（≥ 1:8）で評価
すると、HI 抗体保有率は全体で 90.2%（男
性 85.6%、女性 93.7%）と流行抑止レベルを
超えている。さらに、CRS 患者の 20%はワ
クチン接種歴を有する母親から出生してい
る点、ワクチン接種集団におけるアウトブレ
イクが発生した点から健常人が持つ抗体の
質が流行形成に影響した可能性も示唆され
た。そこで本研究は、中和抗体に着目し、市
中流行株に対する集団免疫並びに健常人の
持つ中和抗体のワクチン株並びに市中流行
株に対する交差反応性を評価することを通
して風疹流行の要因を解明し、風疹流行阻止
に貢献できる知見を得ることを目的とする。 
３．研究の方法 
被験検体：2012 年度感染症流行予測調査事
業（厚生労働省）に基づき収集した健常人血
清（n=101）、麻疹風疹混合生ワクチンを接種
後 1 か月後に採取した血清（n=3）を被験検
体とした。この研究は、大阪府立公衆衛生研
究所倫理審査委員会において承認されてい
る（No. 1302-06, 1602-09）。 
細胞：RK13（Rabbit Kidney 13）細胞に
ISRE-Luciferase reporter units（Qiagen, 
Tokyo, Japan ）と puromycin resistance 
gene pPUR を含むプラスミド（Clonetech, 
Palo Alto, CA）をトランスフェクションし、
puromycin 耐性を示すクローンを単離した。 
ウイルス：遺伝子型 1a の松浦株は、乾燥弱
毒生風しんワクチン「ビケン」（Osaka, 
Japan）から分離した。市中流行株は 2012
年から 2013 年に当所に搬入された風疹患者
の咽頭拭い液から VeroE6 細胞にて分離した。 
４．研究成果 
○high throughput 中和抗体価測定系の樹立 
RVが宿主細胞に感染した際にIFNを誘導す

る能力を有している点、RK13 細胞が IFN 応答
性を有している点を利用し、high throughput
中和抗体測定系の樹立を試みた。恒常的に
IFN-stimulated response element-driven 
firefly luciferase を発現する RK13 細胞
(RK13ISRE-Luc) を作製した。 
感染後2日目以降に感染力価依存的にシグ

ナルが誘導された。シグナルがピークに達し
た後に、そのシグナル強度は維持された。シ
グナルノイズ比は最大 30 倍に達した。
RK13ISRE-Luc で評価した TCID50 (7.9x10

4/mL) 
と RT-PCR 法で評価した TCID50 (4.6 x 10

4/ml) 
の相関性が確認された。RK13ISRE-Luc で評価し
た 1a、1E、2B 株に対する TCID50は、それぞ
れ 2.7, 0.6, 1.4 x 105/ml であり、間接蛍光
抗体法で評価した TCID50は、それぞれ 3.1、
1.4、6.2 x 105/ml であった。 
50 TCID50の 1a 株が誘導するシグナル強度

の平均と標準偏差は、6,286 ± 496 relative 
light units (RLU)であり、1E 株と 2B株が誘



導するシグナル強度 (7,684 ± 1,474、8,179 
± 772) と同等であった (n=8)。1:4 に希釈
した健常人血清を添加した際のシグナル/ノ
イズ比の平均と標準偏差は、1.07 ± 0.42 (n 
= 100)であり、被験検体添加による非特異的
なシグナルの誘導は確認されなかった。中和
抗体価は、100 TCID50の RV を感染させた際に
誘導されるシグナルを 50%以上減少させる被
験血清の最高希釈濃度とした。RK13ISRE-Luc で
導出された中和抗体価は、間接蛍光抗体法で
導出された抗体価より約 2.5 倍高かった。同
一検体を独立して10回測定した際の1a、1E、
2B 株に対する幾何平均中和抗体価 (GMT) と
95% 信頼区間は、 10.6 [7.6-13.5] 、 9.8 
[6.5-13.2]、13.0 [10.2-15.8]であった。以
上の結果から、RK13ISRE-Luc で安定的に中和抗
体価を導出出来ることが明らかになった。 
○1a 株を抗原とした IgG 抗体価・HI 抗体価・
中和抗体価の相関性の検討 
RK13ISRE-Luc を用いて健常人血清 101 検体の

1a 株に対する中和抗体価を測定した。
RK13ISRE-Luc によって導出された中和抗体価と
IgG 抗体価 (P < 0.01 by Student’s t-test, 
two-sided) 並びに HI 抗体価 (P < 0.01 by 
Student’s t-test, two-sided) の有意な相
関が確認された。101 検体の IgG 抗体価と中
和 抗 体 価 に Receiver Operating 
Characteristic (ROC) 曲線解析を適応し解
析した結果、IgG 抗体価 10IU/mL は、中和抗
体価 1:8 に相当した。よって本解析では、感
染防御レベルを規定する中和抗体のカット
オフ値を 1：8とした。IgG 抗体価を 10IU/mL
以上有する者の割合は、88.1% (89/101) で
あった。それらの中で、100% (89/89) は 1:8
以上の HI 抗体価を、91.0%  (81/89) は、1:8
以上の中和抗体価を有していた。 
○中和抗体の RV 市中流行株に対する交差反
応性の検討 
1E、2B 株に対する中和抗体価を測定し、1a

株を抗原として測定した IgG 抗体価、HI 抗体
価、中和抗体価と比較した。1E、2B 株に対す
る中和抗体価は、1a 株に対する中和抗体価と
正の相関が確認された。しかし、10IU/mL 以
上の IgG 抗体価を有する被験検体の 19.1% 
(17/89)と 42.7% (38/89) が、1E と 2B 株に
対する中和抗体（≥ 1:8）を有していなかっ
た。2B 株に対する GMT と標準偏差は 6.3 ± 
18.3と、1a株に対するGMT(26.0 ± 155.0) の
約１/4、1E 株に対する GMT (12.9 ± 40.3) の
約 1/2 と有意に低かった(P < 0.001 by 
Student’s t-test, two-sided)。1a、1E、
2B 株に対する中和抗体保有率（≥ 1:8）は、
それぞれ 85.2% (87/101)、73.3% (74/101)、
50.5% (51/101) であり、2B 株に対する抗体
保有率は、1a や 1E 株に対する抗体保有率と
比 較 し 顕 著 に 低 か っ た  (P < 0.002, 
Fisher’s exact analysis)。また、デンマ
ークで収集された 300 IU/mL の IgG 抗体価を
示す WHO 標準血清と用いて、1a、1E、2B 株に
対する中和抗体価を測定したところ、1:1024、

1:16、1:16 であり、日本国内で収集した血清
で導出された結果と同様であった。 
○まとめ 
本研究を通して、迅速かつ簡便な抗 RV 中

和抗体価測定系 (RK13ISRE-Luc) の確立に成功
した。本手法は、従来法と比較して迅速に結
果が導出出来る。また、IFN シグナルを活性
化する他のウイルスにも適応可能で応用性
が高い。また、RV の場合プラーク形成能は株
間で異なる為、プラーク法では厳密に株間の
中和抗体価を比較出来ない可能性があった。 
従来、集団免疫の評価には、1a 株を抗原と

した HI 抗体価や IgG 抗体価が用いられてき
たが、中和抗体価で集団免疫を評価した報告
は殆ど無かった。本研究を通して、ワクチン
接種又は自然感染によって誘導された中和
抗体は、2B 株に対して完全な交差反応性を示
さないことを明らかにした。また、1a 株を抗
原とした IgG 抗体価や HI 抗体価に基づき評
価された集団免疫は、必ずしも市中流行株に
対する集団免疫を正確に示していない可能
性も示唆された。上記の結果から、日本にお
ける 2013 年の風疹流行や流行株の遺伝子型
変遷にも 2B 株に対する交差反応性の低さが
ある程度影響している可能性も考えられた。 
中和に関するエピトープは、エンベロープ

の糖タンパク質 E1 領域と E2 領域に、主要
なエピトープは E1 領域に位置している。本
研究に使用した市中流行株の E1 タンパク質
のアミノ酸配列を決定し松浦株と比較した
ところ、 6～8 箇所のアミノ酸変異が確認さ
れた。松浦株と 2B 株の間では、8箇所のアミ
ノ酸変異が確認されたが、4 箇所のアミノ酸
は B cell epitope を含む領域に位置してい
た。RA27/3 と 2B 株の間では、 6 箇所のアミ
ノ酸変異が確認され 3 箇所のアミノ酸は B 
cell epitope を含む領域に位置していた。こ
れらの変異が健常人の持つ中和抗体と 2B 株
との反応性に影響を与えている可能性も考
えられる。しかし、E1 領域以外の遺伝子配列
は解析していない為、他の領域がどの程度変
異しているのかは明らかでない。よって、E1
領域の変異に伴う抗原性変化のみならず病
原性や複製速度の変化が、導出される中和抗
体価、中和抗体の交差反応性、遺伝子型の変
遷に影響している可能性は否定できない。 
また、細胞性免疫も宿主からの RV 排除に

重要な役割を担うと報告されている。今回発
見した中和抗体の反応性の乖離は、生体にお
いて細胞性免疫によって補完されているの
かもしれない。より詳細に生体における RV
と宿主免疫の攻防について理解する為には、
液性免疫に加え細胞性免疫も含めて、その役
割や寄与度を総合的に評価する必要がある。
これらは今後の研究で解明する予定である。 
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