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研究成果の概要（和文）：本研究では、カイコでノロウイルス様粒子、イヌパルボウイルス様粒子及びデングカ
プシド様粒子を作製し、VLPの表面にマラリアの2種類抗原、デングの4血清型の抗原を化学結合法でVLPの表面に
提示した多価VLPの作製に成功した。これらの多価VLPは動物実験で高い抗体産生が認められた。特にデング4価
VLPは4つの血清型に対して充分な中和活性を示した。この結果により、カイコで作製した多価VLPはワクチンと
しての効果が立証され、カイコによる多価VLPワクチン作製基盤を世界に先駆けて確立した。

研究成果の概要（英文）：In this study, norovirus-like, canine parvovirus-like, and dengue 
capsid-like particles, potential vaccine candidates, were expressed in silkworm larvae. Multivalent 
VLPs were successfully prepared by displaying two antigens of malaria, or four dengue virus 
serotypes antigens on the surface of the VLPs using a chemical binding method. These multivalent 
VLPs were found to have high antibody generation in animal experiments. Significantly, the dengue 
tetravalent VLPs showed sufficient neutralizing activity against the four dengue serotypes. These 
results demonstrated the efficacy of the multivalent VLPs prepared by silkworms as a vaccine 
candidate and initiatively established the basis for a silkworm-based multivalent VLP vaccine. 

研究分野：生物工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、最近ワクチン候補として注目されているウイルス様粒子（VLP）をカイコで発現・精製した。さら
にこれらのVLPの表面に複数の抗原を化学結合した複数の抗原提示に成功した。作製した多価VLPは動物実験で、
高い抗体産生が認められ、またデングウイルスの中和活性も立証された。
本研究成果は、古くから家畜化され、非常に安全なタンパク質発現系として認められているカイコがシルク以外
にバイオ産業への貢献が期待できるものである。また、1つのVLPで複数のウイルスによる感染症を防御すること
ができるため、将来安心・安全な社会つくりに大いに貢献できるものである。

※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 

 ナノ粒子のワクチン化に関する研究が急増している。その素材として無機材料、リポソームな

どが用いられるが、中でもウイルス様粒子（VLP）が有望とされている。VLP は、ウイルスの構造

タンパク質が自己組織化して形成され、遺伝物質を含まないため感染性がなく、かつ免疫誘導能

を持つ優れた特性を有している。したがって、アジュバントがなくても強力に免疫を誘導するた

め、すでに酵母や昆虫細胞で発現したヒトパピローマウイルスや E 型肝炎ウイルス由来の VLP

は、ワクチンとして実用化されている。しかし、酵母では、糖鎖を VLP に付加できないため、糖

タンパク質を含む VLP の作製は困難である。また、昆虫細胞を用いる場合、高密度細胞培養が困

難であるため VLP の生産性が低いのが現状である。申請者は、カイコを用いた VLP の効率的発現

法を世界に先駆けて開発し、抗体や抗原を VLP の表面提示に成功した。しかし、カイコから発現

した VLP はカイコ由来の夾雜タンパク質を多く含んでいるため従来法での精製は極めて困難で

あり、また VLP 表面への抗原タンパク質の提示は不均一であった。そこで、本研究では、カイコ

で発現した VLP を高純度で精製し、VLP 表面上の抗原提示を均一に制御する方法を開発し、これ

らの成果を蚊媒介感染症の原因であるマラリアやデング熱に有効な VLP ワクチン開発に挑戦す

る。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、分子接着剤と呼ばれる SpyCatcher/SpyTag（以下、SpC/SpT）化学修飾法を VLP 表

面修飾に導入する。SpC/SpTは、SpC のリジンと SpTのアスパラギン酸の側鎖間イソペプチド結

合を形成する。SpT 側に VLP骨格タンパク質を融合させ VLP Carrierとし、この対峙した SpC側

に複数の抗原を融合させ、SpC/SpTの化学的修飾により VLP Carrierの表面に複数の抗原を提示

した多価 VLP を作製する。多価 VLP の作製に必要なバクミドを作製し、カイコに導入・発現を行

い、カイコから回収した多価 VLP を、磁気ナノ粒子（MNP）により簡便に精製する。一方、デン

グウイルス（DENV）の 4 種の血清型（DENV1〜DENV4）やマラリアに対する優れた防御能を示す抗

原を作製済みの多価 VLP に導入し、動物実験でそれぞれのワクチン効果を検証する。 

 

３．研究の方法 

(1）ニッケルを修飾した磁気ナノ粒子の作製 

カイコ発現系とナノテクノロジーを融合し、多価 VLP を特異的吸着と濃縮効果を可能とする

磁気ナノ粒子（MNP）を作製した。40 mlの超純水中の 5 mmolの FeCl2と 10 mmolの FeCl3に、5 

mlの水酸化アンモニウムを加え、超常磁性酸化鉄ナノ粒子（MNP）を合成した。この粒子に 150 

μlの Tetraethyl orthosilicateを加え、Siをコーティングした MNP@SiO2を得た。MNP@SiO2を

100 ml の無水トルエンに溶解し、3-Aminopropyltrimethoxysilane 存在下でアミノ基を付与し

た MNP@SiO2@NH2を得た。ここに 2-Aminobenzamide を固定化した MNP@SiO2@NH2@2-AB を分離した

後、2 mmol の Ni(OAc)2-4H2O と混合した均一溶液を作製し、12 時間還流した。こうして、

MNP@Si@NH2@thin Ni（MNP1）、MNP@Si@NH2@thick Ni（MNP2）及び MNP@Si@NH2@Ni capsule（MNP3）

を合成し、透過型電子顕微鏡（TEM）とエネルギー分散型 X 線分光分析（EDS）を用いて、ニッケ

ルと鉄の元素マッピングを行った。 

 

(2）抗原修飾基盤としての各種 VLP の作製 

 研究に必要な VLP として、ノロウイルス様粒子（NoV-LP）、イヌパルボウイルス様粒子（CPV-

LP）及びデングウイルスカプシドタンパク質 C2からなるカプシド様粒子（CLP）を作製した。 

① NoV-LP の作製：ノロウイルス GII.4 東京株（GenBankアクセッション番号：BAV93798.1）か

ら完全長 VP1遺伝子を、pFastBac-1（Thermo Fisher Scientific, Tokyo, Japan）にクローニン

グした。このプラスミドを大腸菌 BmDH10bac（CP-Chi-）に形質転換し、50μg/mlカナマイシン、

7 µg/ml ゲンタマイシン、10μg/ml テトラサイクリン、0.5 mM 5-ブロモ-4-クロロ-3-インドリ

ル - β -d- ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド （ X-Gal ） 及 び 0.25 mM の Isopropyl-β-D(-)-

thiogalactopyranoside を添加し、青/白コロニーを選択した。白色コロニーから調製した組換

えバクミドを BmNPV CP-Chi-/VP1 bacmid と命名した。カイコに発現するために BmNPV CP-Chi-

/VP1 bacmidを Bombyx mori細胞株にトランスフェクトした培養液に含まれている組換えウイル

スストック（BmNPV CP-Chi-/VP1ウイルス）を使用した。回収した組換えバキュロウイルスをカ

イコ 5 齢幼虫に感染させ、26℃、相対湿度 70％〜85％下で、人工飼料（Silkmate S2，日本農産）

で飼育した。感染後 5日の幼虫から脂肪体を回収し、0.1% Triton X-100を含む Tris 緩衝生理

食塩水（TBS、pH7.6）に懸濁し、超音波処理した後、遠心分離（10,000×g、15 分、4℃）し、

0.45 µm ニトロセルロースフィルター（メルク、東京）でろ過した上澄みを精製に供した。サン
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プルは、使用するまで-80℃で保存した。 

② CPV-LP の作製：イヌパルボウイルス(NC_001539.1)の VP2 の合成遺伝子を、PCR により増幅

し、pFastBac-1にクローニングした。以後 NoV−LP の作製と同様な方法で、CPV-LP を作製した。 

③ CLP の作製：デングウイルス（DENV）血清型 2のカプシド遺伝子（M29095.1）をコードする人

工合成遺伝子を PCR増幅し、pFastBac-1にクローニングした。以後 NoV−LP の作製と同様な方法

で、DENV血清型 2のカプシドからなるデングカプシド様粒子（CLP）を作製した。 

 

(3）ナノ粒子表面へのタンパク質の提示 

 VLP と提示予定のタンパク質をそれぞれ SpTと SpC に融合した後、両方をカイコで発現・精製

し、化学修飾を行った。NoV-LP の場合、 

① NoV-LPへのSpTの融合：ノロウイルスのVP1遺伝子のC末端をSpTペプチド(VPTIVMVDAYKRYK)

と遺伝子融合させ、PCR で増幅した融合遺伝子を pFastBac-1 にクローニングした後、大腸菌

BmDH10bac（CP-Chi-）に形質転換して BmNPV バクミドを作製した。青/白コロニー選択により白色

コロニーを形質転換体として単離した。 

② 提示予定のタンパク質へのSpCの融合：人工合成したSpCをコードする DNA断片をpFastBac-

1にサブクローニングして目的タンパク質と SpC の融合タンパク質を発現した。SpC は、N末端

の VTTLSGLSGEQGPSGDMTTEE と C 末端の EATKGDAHT を欠失した SpCΔNΔC も同時に設計した。緑

色蛍光タンパク質（EGFP）と mCherry を提示モデルとした。 

①と②の組換えタンパク質の発現は、3-(2）にしたがって行った。その他、CPV-LP や CLP へ

のタンパク質の提示についても、上記の方法にしたがって作製した。 

 

(4）複数の抗原を提示した多価 VLP の作製と動物実験での評価 

① マラリアの 2抗原を提示した 2 価 VLP の作製：熱帯熱マラリア原虫(P. falciparum)、三日熱

マラリア原虫(P. vivax)、四日熱マラリア原虫(P. malariae)、卵形マラリア原虫(P. ovale)の
4 種類が知られているが、動物実験系として整備されている P. yoelliを対象にした。人の肝細

胞内の「赤外期」の PyCSP、赤血球の中の「赤内期」の PyMSP119及びハマダラカの中の「蚊体内

期」の PyS25 と PyS28 タンパク質を抗原として選定した。それぞれの遺伝子を SpC に融合して

カイコで発現・精製を行った後、(3)-①で作製済みの NoV-LP(SpT)とイソペプチド結合反応で、

NoV-LP の表面に提示した。提示率を向上するために VLP:抗原の比を 1：0.5〜1：4に変化させて

最適化を行った。提示率の高い 2つの抗原（PyCSP、PyMSP119）を同時に NoV-LP 表面に提示した

2 価 NoV-LP を作製し、VLP 形状の解析を行った。ワクチンとしての評価は、50 µg/1 回免疫/マ

ウス×3回免疫（筋肉注射で 3週間間隔、アジュバント ImjectAlumを使用）を行った後、P. vivax
による攻撃実験から生存率を調べた。 

② DENV の 4 血清型抗原を提示した４価 VLP の作製：DENV の抗原エピトープはウイルス表面の

エンベロープ III 領域(EDIII)に局在しているため、血清型 1〜4 の EDIII、1EDIII〜4EDIII を

提示用抗原とした。それぞれの血清型の EDIII領域を上記(3)-②に従い、1EDIII-SpC〜4EDIII-

SpC を作製し、NoV-LP の表面に提示し、4つの血清型抗原を提示した 4 価 NoV-LP を作製した。

作製した抗原類は、25〜50 µg/1 回免疫/マウス×3回免疫（2週間間隔、アジュバント TiterMax 

Goldを使用）を Balb/cマウス（9週齢のメス、n=5）に腹腔接種した。6週目に実験殺を行い、

全採血を実施した。デングウイルスへの中和活性は単発感染粒子（SRIP）法で求め、中和力価は、

75％阻害を生じる血清希釈度（IC75）として表し、PBS、血清無添加やジカウイルスを陰性コン

トロールとした。NoV-LP以外、CPV-LP や CLP の 4 価 VLP 作製も(4)-①〜②にしたがって行った。 

 

４．研究成果 

(1）ニッケルを修飾した MNP によるカイコで発現した VLP の精製 

 ３種類の MNP（MNP1、MNP2 及び MNP3）を作製し、ニッケルと Hisとの相互作用による VLP の

精製を行った。タンパク質回収率が高い直径 100〜200 nmの MNP3（図 1A）を実験に用いた。大

腸菌で発現した m-Cherry をバッチ方式で精製したところ、溶出 1と 2に精製度の高い目的タン

パク質を回収することができた（図 1B）。カイコ脂肪体で発現した NoV-LP を精製したところ、

同様に溶出 1 と 2 から回収することができた（図 1C,D）。この精製で 77.7％のタンパク質を除

去し、回収率 50.8%であったが、カイコ脂肪体からの精製度が低く、2次精製が必要であった。 

 

(2）抗原修飾基盤としての各種 VLP の作製 

 作製した VLP をカイコで発現し精製を行い、透過型電子顕微鏡（TEM）で形状を確認した。NoV-

LP は 35 nm、CPV-LP は 27 nm、CLP は 30 nmの粒子であった（図 2A–C）。これらの VLP を抗原提

示用プラットフォームとした。 
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図 1．ナノ粒子を用いたカイコの脂肪体からのタン

パク質の精製。(A）合成した MNP の種類。MNP3を用

いた大腸菌ラーセートからの精製 mCherry タンパク

質（B）とカイコの脂肪体からの精製 NoV-LP（C,D）の

ウェスタンブロット（WB）と CBB染色膜。いずれも、

洗浄バッファーには 20 mmol/l のイミダゾールを含

み、1 mlの脂肪体と 7.5 mgの MNP を用いた。FB:脂

肪体、FT：フロースルー、W1:第 1洗浄画分、W2:第 2

洗浄画分、E1:第 1 溶出画分、E2:第 2 溶出画分、M:分

子量マーカー、黒矢印は標的タンパク質を示す。 

 

 

(3）ナノ粒子表面へのタンパク質の提示 

 VLP にタンパク質を提示するために SpT を

融合するが、提示効率を向上する目的で VLP

の表面改良を行った。NoV-LP を形成する VP1

タンパク質と SpT の間にペプチドリンカー

（EA3K）を 2個、或いは 3個挿入し、カイコで

発現・精製を行った。また、提示用モデルタン

パク質、mCherry や EGFP は SpC や SpCΔNΔC

（SpC の N 末端や C 末端を削った変異体）に

融合し、カイコで発現・精製を行った。イソペ

プチド結合（図 3A）による VP1-SpT（図 3B）

と EGFP-SpC（図 3C）の結合による EGFP を提

示した結果、リンカーを 3個挿入した VP1-SpT

と SpCΔNΔC との提示率が、60%以上で、コン

トロールより約三倍高い提示率であった（図

3D）。EGFP修飾を行った後、TEMで形状を解析

したところ、リンカー3個の挿入により、直径

5 nm、SpC/SpTの表面修飾により直経が 6 nm、

計 11 nm 大きい 43 nmの NoV-LP（図 3E）を形

成した。さらに、EGFP と m-Cherry を同時に修

飾したところ、同率の提示効率を得たため、2 価或いは４価 VLP 作製に用いた。 

 

(4）マラリア２抗原を提示した 2 価 NoV-LP の作製と動物実験での評価 

予備実験で４つの抗原提示実験を行ったところ、赤外期の PyCSP と赤内期の PyMSP119が高い

提示率を示したため、2 価 VLP 作製に用いた。NoV-LP の VP1-SpTと PyCSP-SpC や PyMSP119-SpC と

の反応比 1：2にした場合、それぞれ提示率 80％と 50％を示した。抗原修飾の結果、TEM観察に

よる VLP 形状の変化はなく、構造的安定であった。動物実験結果、NoV-LP による抗原産生能が

なかったが、PyCSP と PyMSP119は、それぞれは 4.5〜5.5レベル(Endpoint titerの log10値)で

あったが、PyCSP と PyMSP119両方を提示した 2 価 NoV-LP の場合、4〜5 であった（図 4a-1,4b-

1）。P. yoeliiによる攻撃実験での生存率は、コントロールと同程度で、6〜7 日後死滅した（図

4a-2,4b-2）。これは、PyCSP と PyMSP119は、抗体産生はできるが、P. yoeliiに対する防御能が

ないことを示し、選んだ抗原が P. yoelii実験系には感受性が弱いのではと考えられる。 

 

(5)DENV の 4つの血清型抗原を提示した 4 価 VLP の作製と動物実験での評価 

① NoV-LP を基盤とした DENV4 価 VLP の評価：DENV の４血清型 EDIII領域（1EDIII〜4EDIII）を
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図 2．カイコの脂肪体で発現した各種 VLP の TEM

画像。A: NoV-LP、B: CPV-LP、C: CLP。 
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図 3．NoV-LP 表面への EGFP の提示。A:イソ

ペプチド反応の模式図、B〜C:VP1-SpT、EGFP-

SpC の CBB 染色 SDS-PAGE、D:タンパク質提示

率、E:VLP の TEM画像及び粒子径分布。 
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VLP 表面に提示した。1EDIII-SpC、2EDIII-SpC、

3EDIII-SpC 及び 4EDIII-SpC を NoV-LP の VP1-

SpTの表面に修飾し、DENV4 価 NoV-LP を作製し

た。動物実験の結果、DENV4 価 VLP の抗体産生

は、それぞれの血清型抗原の抗体産生量と同程

度であり（図 5-I）、中和活性も全ての血清型抗

原より高いか、同程度であった（図 5-II）。特に

血清型 2に対して高い中和活性を示した。した

がって、本 DENV4 価 NoV-LP は 1つの粒子で 4つ

の血清型抗原に対する中和活性を持つことを明

らかにした。 

 

② CPV-LP や CLP を基盤とした DENV4 価 VLP の

評価： デング 4血清型抗原を提示した 4価 CPV-

LP と 4 価 CLP を作製した。血清型 2の抗体産生

と中和活性が他の血清型の結果より顕著であっ

た（図 6）。抗体産生は、ほぼ同程度で高い抗原

原性を示した（図 6-I）。デングウイルスの対す

る中和活性の場合、IC75（log10）の平均値で 2.5

〜3であった（図 6-II）。何れの VLP のみでは、

PBS 同様中和活性は認められなかった。成分ワ

クチンとして 1EDIIIと 2EDIIIの IC75（log10）

の平均値は 1〜2であったが、3EDIIIと 4EDIII

は 1.0 以下で殆ど中和活性が無かった。したが

って、本 4 価 DENV-VLP は、全ての血清型に対す

る抗原原性と中和活性を示したが、血清型ごと

の親和性や感受性の差が生じることが示され

た。 

③ 血清中のサイトカイン産生：CLPに 2EDIIIを

提示した CLP/2EDIIIをマウスに免疫後、血清中

のサイトカイン産生を評価した。CLP/2EDIII接

種群は、IL-2：74.4 pg/ml、IL-6：99.5 pg/ml、

IL-10：7.2 ng/ml、TNF-α：976.9 pg/ml、IFN-

γ： 188.6 pg/mlで Th1 サイトカイン、炎症性

IL-6や抗炎症性 IL-10サイトカインを誘導した

が、2EDIII接種群ではいずれのサイトカインも

検出できなかった。これらの結果は、抗原提示

VLP は体液性免疫と細胞媒介免疫を誘導するこ

とを示唆している。 

図 4．マラリアの２つの抗原を提示した 2 価

NoV-LP の評価。a：PyMSP119、b:PyCSP、1：抗

原産生、2：生存率。A:NoV-LP、B: PyMSP119、

C:PyCSP、H:マラリア 2 価 NoV-LP。 

a-1                                 a-2

b-1                                b-2

図 5．DENV の 4 価 NoV-LP の抗体産生（I）

と中和活性（II）。a〜dは、血清型 1〜4を

示す。Iの A〜C は NoV-LP、1〜4 血清型、4

価 NoV-LP を示す。IIの A〜Fは、NoV-LP、

1EDIII、2EDIII、3EDIII、4EDIII、4 価 NoV-

LP を示す。 

I 抗体産⽣ II 中和活性
a

b

c

d

図 6．DENV の 4 価 CPV-LP（a）と 4 価 CLP

（b）の血清型 2 に対する抗体産生（I）

と中和活性（II）。A:PBS、a-Bと b-Bはそ

れぞれ CPV-LP と CLP、a-C と b-C はそれ

ぞれ 4 価 CPV-LP と 4 価 CLP を示す。 
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