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研究成果の概要（和文）：ロタウイルスリバースジェネティクスシステムによりHSV-2 gD組み込みSA11
(rSA11-gD2)を作製した。感染細胞の培養上清を用いて、western blottingにてHSV-2 gD蛋白の発現を確認し
た。 次に、In vivoでの免疫原性を確認するため、マウスに計2回rSA11-gD2を経口接種した。2回目接種後4週間
の血清を採取し中和抗体法を行ったが、中和抗体は陰性だった。その後、8週令マウスに同様の接種実験を行っ
た結果、ELISA法でRV IgG、IgA抗体の上昇と、HSV-2gD IgG抗体価の有意上昇を確認した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we sought to develop simian RV (SA11), in which HSV-2 
glycoprotein D (gD2) gene was inserted by reverse genetics system, as a herpes vaccine, and 
evaluated its immunogenicity in mice.
Artificially synthesized gD2 DNA fragment was inserted into T7 expression NSP1 plasmids 
(pT7/NSP1-gD2). Using the plasmid, recombinant SA11-gD2 virus (rSA11-gD2) was generated. Insertion 
of the gD2 gene and synthesis of gD2 protein were demonstrated by sequence analysis and Wester 
blotting analysis, respectively. Diarrhea occurred after the first inoculation of rSA11-gD2 in 
suckling mice. Although IgG and IgA antibodies against RV were induced, no gD2 antibody was detected
 in convalescent sera in the suckling mice. Meanwhile, in the eight-week-old mice inoculated with 
three times of rSA11-gD2, significant increases in not only IgG and IgA against RV but also IgG 
against gD2 were demonstrated. 

研究分野： 小児感染症学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
既に安全性の確立され、定期接種ワクチンとして使用されている弱毒生ロタウイルスワクチンを基盤として、グ
ローバルな観点から公衆衛生学的に重要課題として認識されている性器ヘルペスを予防するためのワクチン開発
につながる基盤技術を確立した。新規ワクチンプラットフォームの中でも、性器ヘルペス予防に重要な粘膜免疫
を安全かつ効果的に誘導できるものは限られており、本研究成果の意義は極めて高いと考えられる。今後、粘膜
免疫が感染防御に重要と考えられる感染症の予防法開発という意味でも、その意義は高い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ロタウイルス胃腸炎は、かつては発展途上国を中心に約 45 万人の小児死亡への関与が推定さ

れていたが、弱毒生ワクチンの普及により世界規模での disease burden が著しく減少したこと
が明らかになっている。このように、現在使用されている弱毒生ロタウイルスワクチンの有効性
と安全性は高く、WHO から全ての小児に対しての接種が推奨されている。 
一方、ウイルスゲノムを in-vitro で人工的に自由に改変する技術はリバースジェネティクス

系と呼ばれ、基礎ウイルス学だけでなくワクチン開発等の translational research の観点からも
極めて重要な技術である。これまで多くのウイルスについてその技術開発がなされてきたが、11
分節の二本鎖 RNA をゲノムとして持つロタウイルスについては極めて困難だった。しかしなが
ら、共同研究者である谷口、河本らのグループは、2017 年に世界で初めてサルロタウイルス
（SA11 株）のリバースジェネティクス系の開発に成功し（Kanai Y, Komoto S, et al. Proc Natl 
Acad Sci USA. 2017）世界中から脚光を浴びている。 
我々はこれまで両博士と共同で、小腸での局所感染と考えられていたロタウイルス胃腸炎の

概念を覆すロタウイルス抗原血症の動態を世界で初めて報告し（Sugata K, et al. Pediatrics, 
2008）、さらにはロタウイルス脳炎の病態解明や（Kawamura Y, et al. J Med Virol. 2012, 
Kawamura Y, et al. Brain Develop. 2013）、次世代シーケンサーを用いたウイルスゲノム解析
による新規ロタウイルスの発見等（Komoto S, et al. J Gen Virol. 2017, Tacharoenmuang R, et 
al. PLoS One. 2016）、ロタウイルス感染症の臨床ウイルス分野において多大な貢献をしてきた。 
サル由来ロタウイルスである SA11 株を用いたロタウイルスリバースジェネティックス系の

開発を契機に、この画期的な方法の臨床応用を考案する過程で、以前から公衆衛生上極めて大き
な問題とされながら未だ有効なワクチンが開発されていない性器ヘルペス予防のための HSV
ワクチン開発への応用を着想した。HSV
は経粘膜感染するため粘膜免疫が感染防
御に重要な役割を果たしており、これま
で弱毒生ワクチンや DNA ワクチンなど
数多くの HSV ワクチンが開発され、一
部は臨床試験にまで至っているが未だ実
用化されたものはない。そこで、本研究
では安全性と有効性の証明されている弱
毒生ロタウイルスワクチンをバックボー
ンとして、リバースジェネティックス系
を用いてHSVの感染防御に重要なHSV-
2 糖タンパクの遺伝子を組み込んだリコ
ンビナント性器ヘルペスワクチンの開発
を進めることとした。 
 
２．研究の目的 
性器ヘルペスはグローバルな観点から公衆衛生上極めて重要な問題であるが、未だ有効な予

防ワクチンが実用化されていない。そこで、既に有効性と安全性が確立し臨床現場で広く使用さ
れている弱毒生ロタウイルスワクチン（RV1）を基盤として、新規に開発されたロタウイルスの
リバースジェネティクス技術を用い、これまで成功していない性器ヘルペス感染症予防を目的
としたリコンビナント性器ヘルペスワクチンを開発する。 
 
３．研究の方法 
現行の SA11 株を用いたリバースジェネティックス技術を用いて、HSV-2 感染防御抗原とされ

ている gC、gD、gE、gI 遺伝子を組み込んだリコンビナントウイルスを作成する。その後、安全
性、免疫原性を確認したうえでチャレンジテストを行い、感染防御効果を解析する。 
 

(1) HSV-2 の gC、gD 、gE、gI 遺伝子クローニング：各抗原をコードする遺伝子に、ロタウイル
スリバースジェネティクスシステム導入に使用される制限酵素認識部位(NotI 及び XhoI)を
付加した遺伝子フラグメントを合成。これらのフラグメントをベクタープラスミド(pcDNA 
3.1(-)；Invitrogen、Carlsbad、CA、米国)に挿入し、大腸菌にてクローニング。 

(2) リバースジェネティクスによる標的遺伝子の挿入：SA11 株の各遺伝子分節を T7 RNA プロ
モーター下流に配置したプラスミド 11 本を、T7 RNA ポリメラーゼを恒常的に発現する
BHK/T7-9 細胞に導入することで、11 種のロタウイルス mRNA が細胞質内に発現する。そ
の後 CV-1 細胞と共培養することで、全 11 本のゲノム分節が cDNA 由来の組換えロタウイ
ルスが作成できる（Kanai Y, Komoto S, et al. Proc Natl Acad Sci USA. 2017; Komoto S, et al. J 
Virol. 2017）。（1）でクローニングした HSV-2 の各候補遺伝子を挿入した NSP1 遺伝子の T7
プラスミドを構築し、上記リバースジェネティクス系により、HSV-2 遺伝子をコードする組



換えロタウイルスを作成する。 
(3) 安全性・免疫原性評価：雌乳のみ BALB/c マウスに作成した HSV-2 発現組換えロタウイル

スを経口接種。経時的（前、1 か月、3 か月、6 か月）に血清中ロタウイルス IgG、HSV IgG
を測定する。 

(4) 感染防御効果の判定：実験（3）で HSV の免疫誘導を確認後、ワクチン接種 1 か月の雌 BALB/c
マウスに、マウス性器ヘルペスモデルとして確立されている HSV（186ΔKpn 株:米国 FDA、
Phillip Krause 博士から分与）を経腟感染。経時的に膣粘膜病変をスコアリングするととも
に、膣拭い液中ウイルス DNA 量を real-time PCR 法で測定する。 

 
４．研究成果 
(1) HSV-2 gD 遺伝子サブクローニ

ング： 
過去の HSV-2 ワクチンで候補
遺伝子として使用されている
gD2 を最初に選択した。約
900bp の gD 塩基配列をベクタ
ーへ組み込むために、制限酵素
サイトで挟んだ gD2 発現用塩
基配列を人工合成し SA11 の
NSP-1 プラスミドにサブクロ
ーニングした(図 1)。 
 

(2) gD2 組み込みロタウイルス作成： 
 gD2 組み込み NSP-1 プラスミドを含んだ全 11 種類の SA11 遺伝子分節を組み込んだプラ
スミドを用いロタウイルスリバースジェネティクスシステムにより HSV-2 gD 組み込み
SA11(rSA11-gD2)を作製し(図 2)、rSA11-gD2 の HSV-2 gD 蛋白発現を in vitro で確認するた
め、CV1 細胞に rSA11-gD2 を感染させ感染細胞の培養上清を用いて Western blotting にて
HSV-2 gD 蛋白の発現を確認した(図 3)。 

 
 
 
 
 
 
 

(3) In vivo での免疫原性評価： 
a)乳のみマウス 
 次に、In vivo での免疫原性を確認
するため、雌 BALB/c マウスに 5 日
齢、19 日齢の計 2 回 rSA11-gD2 を
経口接種した。1 回目接種後の下痢
スコアは野生株 SA11 感染マウスと
同一だった(図 4)。しかしながら、2
回目接種後 4 週間の 47 日齢に血清
を採取し中和抗体法を行ったが、4
倍希釈血清中の中和抗体は陰性だ
った。 



 乳飲みマウスより成獣マウスでの方がロタウイルス感
染に対する抗体産生が高い報告を確認し(Ward RL, et al. J 
Virol 1990)、成獣マウス(8 週齢)に 4 週間隔で 3 回 rSA11-
gD2 を経口接種し、その 4 週後に血清を採取したが、中和
抗体は 2 倍希釈血清でも陰性だった。 
ｂ）成獣マウス 
 続けて、ELISA 法によって乳飲みマウスおよび成獣マ
ウスでの rSA11-gD2 接種後の血清を用いて抗 gD2 IgG お
よび IgA を測定した。IgA は有意な抗体産生が認められな
かったが、IgG は成獣マウスにおいて有意な抗体産生が確
認された。乳のみマウスでは、臨床症状としての下痢は惹
起するものの、免疫応答が不十分で HSV-2 gD に対する抗
体誘導は確認できなかった。今後は、この系を用いて膣粘
液中の IgG、IgA 抗体価を測定し、十分な粘膜免疫応答が
確認できたらチャレンジ試験へ向かう予定である。 
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