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研究成果の概要（和文）：狂犬病ウイルス（Rabies virus: RABV）に感染すると、ウイルスは血流を介さず、末
梢神経細胞を経由して中枢神経へと伝達され、狂犬病を発症する。発症後の致死率は100%であり、有効な治療法
はない。本研究では、狂犬病発症後の治療法の開発を目的として、RABV感染細胞内でウイルス蛋白質に結合でき
る人工小型抗体を複数作出し、一部についてはウイルスの増殖阻害効果を有することを確認した。また人工小型
抗体の遺伝子をナノ粒子に封入し、神経細胞へのin vitroデリバリー系の構築を行った。

研究成果の概要（英文）：Rabies virus (RABV) travels via retrograde fast axonal transport within 
axons in peripheral nerves to central nervous system. After clinical symptoms appear, the mortality 
rate is almost 100% and no reliable treatment is available. In this study, aiming to develop the 
treatment of rabies after the onset, several single chain variable fragments (scFvs) against RABV 
were produced, and some of which were confirmed to bind to RABV protein inside the cells and inhibit
 viral propagation. Also, nanoparticle-based in vitro delivery system was constructed to deliver 
scFv-expressing plasmid DNAs to neural cells.

研究分野： ウイルス学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
狂犬病は、狂犬病ウイルス（Rabies virus: 

RABV）を原因とする人獣共通感染症である。
痙攣・麻痺など神経症状を主徴とし、世界で
毎年 55,000 人以上の死者を出しているほか、
動物衛生上も甚大な被害をもたらしている。
日本では、ヒトの国内感染症例は 1956 年以
来、動物の症例は 1957 年以来発生していな
い。しかし、人や動物の国際的な移動が増大
するなか、海外から狂犬病が侵入する可能性
は十分にある。2006 年 11 月に、京都、横浜
において発生したヒト狂犬病の輸入症例で、
2 名の方が亡くなったことは記憶に新しい。
狂犬病は、感染後であっても、速やかに予防
的なワクチン接種を行えば発症を阻止できる
が、ひとたび発症すると致死率はほぼ 100%
であり、確実な治療法はない。2004 年、米国
において、発症後のヒトに人為的に昏睡状態
を誘導し、複数の抗ウイルス薬を投与するこ
とで回復した症例が初めて報告された。その
後複数の医療機関が同様の方法を試みたが、
成功例はきわめて限られており、狂犬病の治
療につながる基礎知見の蓄積が強く求められ
てきた。 
 
２．研究の目的 

RABV は、血流を介さず、神経細胞から神
経細胞へと伝達されることから、細胞内に導
入した人工小型抗体による治療法に着目した。
本研究は、RABV に対する人工小型抗体を
RABV 感染神経細胞に導入して、細胞内で標
的となるウイルス蛋白質に結合し、その機能
を直接阻害することで、RABV の増殖を阻害
することにより、狂犬病の治療法の開発を目
指す。本研究では、作用機序が異なる複数種
の人工小型抗体を作出するとともに、中枢神
経へのデリバリー系の構築を行い、ウイルス
増殖阻害効果について検討する。 
 
３．研究の方法 
１）RABV 蛋白質に対する複数種の小型抗体
の作出 
固相化した RABV-P, -N 蛋白質に対して、

人 工 小 型 抗 体 （ single chain variable 
fragment; scFv）発現ファージディスプレイ
ライブラリーTomlinson I+Jをパンニングし、
同蛋白質に対する scFv の遺伝子を複数選択
した。また東京大学大学院 工学系研究科の
河原正浩博士の研究協力を得て、同博士が開
発した Signalobody 法を上記ライブラリーに
応用し、RABV-P, -N 蛋白質に対する複数の
scFv 遺伝子を選択した。 
 
２）抗 RABV 小型抗体の細胞内反応性の解析 

上記 scFv 遺伝子を細胞内で intrabody と
して発現させた際の i) 細胞内での標的蛋白
質との結合性、ii) RABV の増殖阻害能を解析
するために、まず細胞内への scFv 発現プラス
ミドの高効率導入系を検討した。マウス神経
芽腫由来 MNA 細胞およびヒト胎児腎臓由来

HEK293T 細胞に対して、1 種類のエレクト
ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 （ Lonza 社 Amaxa 
nucleofector）および 2 種類のリポフェクショ
ン用試薬（Lipofectamine LTX および Fugene 
HD）を検討した。続いて、scFv 発現細胞に
RABV を接種し、RABV 蛋白質との結合性を
蛍光抗体法および免疫沈降法により確認した。 
 
３）抗 RABV-P scFv が認識する抗原決定基の
解析 

RABV-P の全アミノ酸配列（297 残基）に
ついて、3 残基ずつシフトさせた 13mer のペ
プチドセット（全 96 種類）をガラススライド
上 に 固 着 さ せ た （ JPT 社  Peptide 
Technologies “PepStar”）。このガラススライ
ド上で、精製した scFv を反応させ、マイクロ
アレイで検出することにより、RABV-P 上で
scFv が結合する領域（抗原決定基）を明らか
にすることを目指した。直鎖状の抗原決定基
を認識することが確認されている抗 RABV-P 
scFv 4 クローンについて、解析を進めた。 
 マイクロアレイの結果から推測された抗原
決定基の候補領域を確認するため、RABV-P
の翻訳開始コドンの異なる5種の isoform（P1, 
P2 [NΔ19], P3 [NΔ52], P4 [NΔ68], P5 [NΔ82]）
と、C 末端を段階的に欠失した P1 を pCAG
プラスミドにより HEK293T 細胞で一時的に 
に発現させた。これらを抗原とした間接蛍光
抗体法により抗 RABV-P scFv の認識する領
域を解析した。 
 
４）血液脳関門（BBB）透過性ペプチドを用
いた in vitro デリバリー系の構築 

RABV-G 蛋白質由来のペプチド 29 残基
（RVG29）を血中に投与すると、BBB を越え
て広範囲の脳実質へ移行することが報告され
ており、脳への薬剤デリバリーの研究に応用
されている。BBB 透過性ペプチドと scFv 発
現プラスミドの混合物だけで効率的なデリバ
リーが達成できれば、ナノ粒子を用いるより
もはるかに簡便かつ安価に投与が可能になる
ことから、抗 RABV scFv にも応用が可能か
を検証することを目指した。RVG29 を RABV
感染者に投与した場合、発症後に上昇が見込
まれる抗 RABV-G 抗体が RVG29 に結合し、
デリバリーを阻害する可能性が懸念されるこ
とから、まず同ペプチドの抗 RABV-G 血清に
対する反応性を ELISA で検証した。続いて、
同ペプチドと scFv 発現プラスミドとの適切
な混合比を決定するために DNA shift assay
を行い、その結果を踏まえて、MNA 細胞への
導入試験を実施した。 
 
５）ナノ粒子を用いた in vitro デリバリー系
の構築 
研究開始当初の目的では、RABV-G 蛋白質

由来のペプチド 29 残基（RVG29）等の BBB
透過性ペプチドを表面に外套したナノ粒子を
作製したうえで、これに scFv 発現プラスミド
を封入し、血中投与による神経細胞特異的な



デリバリー系の構築を目指していた。しかし、
近年のドラッグデリバリーシステム（DDS）
研究の進展により、ナノ粒子を経鼻接種する
ことで脳神経組織へのデリバリーが可能なこ
とが報告され、血中投与よりも効率的かつ侵
襲性が少ない DDS として注目されるように
なった。そこで、将来性を考えて当初の計画
を変更し、静岡県立大学薬学部の浅井知浩博
士の研究協力を得て、経鼻接種を想定した
scFv-P19 発現プラスミド（pCAGbsr）封入ナ
ノ粒子の作製を行った。得られたナノ粒子を
MNA 細胞、HEK293T 細胞へ 1 回または複
数回接種し、発現効率および細胞毒性の検証
を行った。 
 
４．研究成果 
１）RABV 蛋白質に対する複数種の小型抗体
の作出 
一般的なパンニング法に加え、近年開発さ

れた Signalobody 法を併用することにより、
RABV-P, -N 蛋白質に対する複数の scFv 遺伝
子をクローニングに成功し、これらの遺伝子
を細胞内発現抗体（intrabody）として発現さ
せるため、哺乳細胞用発現ベクターpCAGbsr
にクローニングした。 
 
２）抗 RABV 小型抗体の細胞内反応性の解析 

エレクトロポレーション法（Lonza 社
Amaxa nucleofector を使用）では、クローン
によっては同法により激しい細胞障害性を示
したことから、リポフェクション法を採用す
ることにした。導入効率／発現効率／細胞傷
害性を総合的に比較した結果、Fugene HD を
用いて HEK293T 細胞に導入すると、もっと
も高効率に scFv を導入／発現でき、細胞傷害
性も低いうえ、scFv の発現は少なくとも導入
後 4 日間は継続して観察できた。この手法に
より抗 RABV-P scFv の 1 クローン（P19）を
導入したHEK293T細胞にRABV（CVS11株）
を感染させ、同クローンが感染細胞内におい
て RABV-P 蛋白質との結合していることを蛍
光抗体法および免疫沈降法により確認した。
さらに、scFv-P19 発現細胞／非発現細胞に
RABV（CVS11 株）を感染させて、ウイルス
増殖を比較したところ、同クローンが RABV
の増殖阻害能力を有することを確認した。ま
た他の複数のクローンについても、細胞内で
標的蛋白質と結合していることが示された。 
 
３）抗 RABV-PscFv が認識する抗原決定基の
解析 

RABV-P の全アミノ酸配列に基づくペプチ
ドセットを固着させたガラススライド上で、
4 種の精製 scFv クローン（P19, P38, P80, 
P115）を反応させ、マイクロアレイ解析を行
ったところ、RABV-P の C 末端側 1/3 の領域
を中心に複数の陽性スポットが確認された。
一方、非特異反応と思われるスポットも複数
出現したことから（図 1）、ブロッキングや二
次抗体等の条件を検討したが、特異的／非特

異的に反応するスポットを峻別することは本
法ではできなかった。 
そこで、まず細胞内で発現させると RABV

の増殖阻害効果のある scFv-P19 を、5 種の
isoform （ P1, P2 [NΔ19], P3 [NΔ52], P4 
[NΔ68], P5 [NΔ82]）と、C 末端を段階的に欠
失した P1（図 2）を transient に発現した
HEK293T 細胞に対して間接蛍光抗体法を実
施したところ、P3 [NΔ52], P4 [NΔ68], P5 
[NΔ82]を除くすべての isoform および C 末端
欠失 P1 に反応したことから（図 3）、認識す
るエピトープは RABV-P の N 末端から 19～
52 残基の間に存在すると考えられた。この領
域は、RABV-N 蛋白質との結合部位、L 蛋白
質との結合の安定に寄与する部位、核外搬出

RABV-P由来ペプチドを固相化した
マイクロアレイスライドの反応結果
（scFv-P115の結果の一部）。
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シグナルなど、複数の機能ドメインを含むと
されている。現在、さらに抗原決定基の範囲
を絞るとともに、他の抗 RABV-P scFv クロー
ンについても同様の解析を進めている。 

 
４）血液脳関門（BBB）透過性ペプチドを用
いた in vitro デリバリー系の構築 

RVG29 のほかに、同様に BBB 透過性が報
告されているヘビ毒由来ペプチド KC2S およ
び陰性対照ペプチドを作製した。各ペプチド
の C 末端には、静電的な作用でプラスミド
DNA と結合できるよう、9 個のアルギニン残
基（-9rR）を付加した。これらのペプチドを
イムノプレートに固相化し、抗 RABV-G 血清
を用いて ELISA を行ったところ、いずれのペ

プチドに対しても反応性が認められなかった
ことから、これらのペプチドが狂犬病患者体
内の血中で阻害される可能性は低いと考えら
れた。続いて scFv 発現プラスミドとペプチド
の混合比を段階的に変えて、DNA shift assay
を行い、各ペプチドについて適切な混合比を
決定した（図 4）。 
この結果をふまえて、scFv 発現プラスミド

と各ペプチドの複合体を作製し、マウス神経
芽腫細胞に対する導入試験を行った。導入 2
日後に細胞を固定し、scFv の発現状況を間接
蛍光抗体法で確認したところ、導入効率は
数%にとどまっていた。導入効率の上昇を図
るため、緑色蛍光蛋白質発現プラスミドを用
いて諸条件の再検討を行ったが、発現効率の
向上は認められなかった。このため、現時点
においては BBB 透過性ペプチド単独でのデ
リバリー系の構築は困難と判断した。 
 
５）ナノ粒子を用いた in vitro デリバリー系
の構築 
経鼻接種を想定したナノ粒子（ペプチド非

外套）は、静岡県立大学薬学部の浅井知浩博
士により作製された。まず Dicetylphosphate-
diethylenetriamine（DCP-DETA）を含んだ
ポリカチオンリポソーム（PCL）を調製し
（DCP-DETA-PCL)、これに scFv-P19 発現
プラスミド（pCAGbsr）を添加し、ボルテッ
クス後 20 分間静置することで複合体
（Lipoplex）を形成させた。DCP-DETA-PCL
および Lipoplex については、それぞれ作製後

にゼータサイザーを用いて粒子径とゼータ電
位を測定し、ナノ粒子が形成されていること
を確認した。 
得られた scFv-P19 発現プラスミド封入ナ

ノ粒子を用いて、MNA 細胞、HEK293T 細胞
への導入試験を実施した。まず予備試験とし
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図4
階段希釈したペプチド液（RVG29-9rR）10ulを
scFv-P19/pCAGプラスミド（1mg/ml）10ulと混合し、
電気泳動を行った。

1回（Day 1） 2回（Day 1+2） 3回（Day 1+2+3）

ナノ粒子による抗RABV-P scFv (P19)の発現図5

接種回数

DNA: 125ng/100μl/well

DNA: 62.5μg/100μl/well

上記の量のプラスミドDNAを封入したナノ粒子を、1-3回
MNA細胞に接種し、最終接種から2日後に細胞をアセトン
固定し、IFAによりscFvの発現を確認した。



て、ナノ粒子液を階段希釈し、両細胞に 1 回
接種し、2 日後に細胞毒性の有無を検証する
とともに、間接蛍光抗体法により scFv の発現
状況を確認した。これらの結果から、ナノ粒
子液の適切な使用希釈の範囲を決定した。続
いて、細胞毒性が見られない濃度範囲でナノ
粒子液を階段希釈し、MNA 細胞に接種したと
ころ、用量依存的な発現効率の推移が確認で
きた。また 1, 2, 3 日間の単独／連続投与を比
較したところ、連続投与により scFv 発現細胞
数が増加した（図 5）。一方、市販の DNA 導
入試薬による遺伝子導入と比較すると、導入
／発現効率は低いことから、in vivo 接種によ
りRABVの増殖阻害効果を検証するためには、
まず in vitro 段階でさらに遺伝子導入／発現
効率をさらに高める必要があると判断した。 
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