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研究成果の概要（和文）：H5N1亜型など鳥インフルエンザウイルスによるパンデミックの発生が危惧される。薬剤耐性
ウイルスの出現からより効果的で安全なワクチンが求められている。本研究では、新しい非増殖型半生ワクチンを構築
した。このワクチンは細胞に感染し防御免疫抗原を発現するがウイルス粒子は産生されず、高い安全性と防御効果が期
待できる。非増殖型ウイルスとしてM2、NS2、NA、あるいはHA欠損ウイルスを構築した。それぞれの構築法やマウスで
の免疫原性からHA膜融合能を欠損させた非増殖型ウイルスが半生ワクチンとして最も有望であった。この知見はワクチ
ン戦略のブレイクスルーになると期待される。

研究成果の概要（英文）：Avian influenza viruses such as H5N1 virus possess a pandemic potential. Possible 
emergence of drug-resistant viruses emphasizes the importance of influenza vaccines. However, low efficacy
 of the current inactivated vaccines and limited safety of the live attenuated vaccines provide a need for
 novel vaccine strategy against influenza. Here I generated replication-incompetent viruses, which infect 
cells once followed by expression of viral preventive antigens in animals, leading to a new vaccine with h
igher efficacy and safety. To this end, I produced replication-incompetent viruses such as M2-, NS2-, NA-,
 or HA-deletion construct by reverse genetics. These can replicate in each protein-expressed cell cultures
, followed by intranasal inoculation into mice to evaluate their safety and vaccine efficacy. Conclusively
 replication-incompetent virus with defective HA fusion is promising as an alternative influenza vaccine. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 今日、人類は新型H5N1インフルエンザ
によるパンデミック発生の脅威に晒されて
いる。すでに実用化されている抗ウイルス
薬は、それに対処しうる大きな武器である
が、昨年度来見られるヨーロッパにおける
薬剤耐性H1N1ウイルスの侵淫率の予期せぬ
上昇は、H5N1その他の耐性ウイルスの出現
を予感させる。また、タミフルに起因する
異常行動等の副作用の問題も論議の対象と
なっている。 
 
(2) 一方、WHOを中心として人体用H5N1不活
化プレパンデミックワクチンが開発され、
先進国を中心に備蓄中であるが、免疫原性
の低さを補うため添加されるアジュバント
による副作用や、抗原変異による有効性の
不確実さが懸念される。また、ワクチン会
社における生産容量が限られており、日本
を含め全人口に対応することは到底不可能
である。 
 
(3) 低温馴化株をベースとしたH5N1生ワク
チが試作され米国で臨床試験中であるが、
病原性復帰の可能性からポストパンデミッ
クワクチンとしての使用しか見込まれない。 
また、わが国における生ワクチンの使用は、
その安全性に対する承認過程の難しさから、
実用化される見込みは極めて低い。 
 
(4) 当研究室には、世界に先駆けて確立し
たリバースジェネティクス技術のノウハウ
がり、インフルエンザウイルスを改変する
技術を保有している。また、当研究室で解
析しているゲノムパッケージング機構に関
する知見の蓄積は、ウイルス改変技術をサ
ポートする。 
 
(5) 鳥インフルエンザ制御のブレイクスル
ーになりうる新規のワクチン戦略が人類共
通の願いであり、早急に着手すべき課題で
ある。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究では、これまでに蓄積されてき
たインフルエンザウイルスワクチン作製に
関する実績、知識と技術を基盤にして、新
しい鳥インフルエンザワクチンとして非増
殖型半生ワクチンの構築を目標にする。 
 
(2) このワクチンウイルスは細胞に感染し、
防御免疫抗原を感染細胞上に発現するが、感
染性ウイルス粒子は産生されない。したがっ
て、安全性は極めて高く、一方では、タンパ
ク質性アジュバント分子を同時に搭載・発現
させることも可能であり、不活化ワクチンや
生ワクチンを凌ぐ防御効果が期待できる。 
 
３．研究の方法 

(1) リバースジェネティクスにより非増殖
型インフルエンザウイルスを構築し、ワクチ
ン効果を動物モデルで評価する。評価のため、
ワクチン接種経路の検討を含め不活化ワク
チンや生ワクチンとの比較実験を実施する。 
 
(2) ワクチン効果が認められたワクチンウ
イルスに関して、遺伝子の安定性や培養条件
などを検討し、それらの効率の良い作製方法
を最適化する。 
 
(3) これまでに報告のないウイルスの弱毒
化の方法を検討する。そのワクチン効果を
動物実験で検証する。 
 
４．研究成果 
(1) 初年度は、非増殖性半生ワクチンウイル
スの効率のよい作製方法を検討した。非増殖
型ワクチンウイルスとしては、増殖に必須な
遺伝子を欠損させる必要があるが、そのウイ
ルス力価を動物に接種可能レベルまで上昇
させる必要がある。そのためには正常なタン
パク質を発現する培養細胞の樹立が必要で
ある。まず、すでに樹立してある M2 恒常発
現 MDCK 細胞を用いて M2欠損ウイルスについ
て検討したところ、その増殖性はかなり減少
するため、半生ウイルスとしての応用は困難
である可能性が示された。そこで、次に、別
の増殖必須遺伝子であるNS2欠損ウイルスに
ついて検討を行った。そのため、変異ウイル
スを増幅するのに必要なNS2恒常発現細胞の
作製を試みたものの、NS2 タンパク質自体が
もつ細胞毒性が強いため、通常のプラスミド
法では樹立は困難であると判断した。そこで、
発現性の弱いレトロウイルスベクターを用
いて NS2 発現細胞の作製を検討し、細胞の樹
立に成功した。 
 
(2) 次年度は、このNS2発現細胞を用いてNS2
欠損非増殖型ウイルスの構築を試みた。しか
しやはり、満足のいくウイルス力価の獲得は
困難であると判断された。 
そこで次に、HAタンパク質を標的とした非
増殖性半生ワクチンウイルスとしてHA開裂欠
損変異体の作製を試みた。HAの開裂はウイル
スの感染性に必須であるため、開裂欠損によ
りウイルスの非増殖性が保証される。その方
法としてHA開裂部位に存在するアルギニン残
基を欠損させた変異遺伝子を構築した。効率
のよい作製方法を検討し、HA開裂欠損変異体
をレスキュー、増殖させるため野生型のHAを
恒常的に発現するMDCK細胞を確立し、HA開裂
欠損変異体を増幅することが可能になった。
上清に得られたウイルスを正常細胞に感染さ
せたところ、HAの発現が認められるとともに、
もはや感染性のウイルスは産生されないこと
が確認できた。次に、このHA開裂欠損変異ウ
イルスをマウスに経鼻接種したところ、血中
抗体の産生が認められた。マウスからは感染



 

 

性ウイルスは回収されなかった。これらの成
績は、このHA開裂欠損変異ウイルスが半生ワ
クチンとして応用できる可能性を示すもので
ある。 
 
(3) 前年度、その有用性が示唆された HA 開
裂欠損変異体のワクチン能についての詳細
な免疫学的性状解析を実施した。この HA 開
裂欠損変異ウイルスをマウスに経鼻接種し
たところ、IgA を含む局所抗体および血中抗
体の産生のみならず細胞性免疫も誘導する
ことが明らかとなり、野生株による攻撃実験
において、対照の不活化ワクチンより高いワ
クチン効果が認められた。しかし、十分なワ
クチン能を付与するには高いウイルス量を
必要とすること、複数回接種が必要であるこ
となどの問題点が示唆された。 
そこでさらに、別の非増殖性半生ワクチン
ウイルスとして NA 欠損ウイルスの構築を検
討し、その作成に必要となるNA恒常発現MDCK
細胞の樹立を考えた。従来の報告では NA タ
ンパク質はアポトーシス誘導性を持つため
その恒常発現細胞の樹立は達成されていな
い。しかし、本研究では、その発現量を抑え
た形での NA 恒常発現細胞の樹立に初めて成
功した。 
 
(4) 本年度は、NA 恒常発現細胞を用いて半生
ウイルスが作製できるかを検討した。その結
果、NA 遺伝子を欠損するウイルスは、弱いな
がらも細胞での自立増殖が見られ増殖型で
あることが判明した。したがって、目的とす
る非増殖型半生ワクチンの構築には合致し
ないと判断した。しかし一方、この実験を進
める中で、NA恒常発現細胞において野生型ウ
イルスとは異なるプラック表現型を有する
変異株の選択に成功した。このウイルスを解
析したところ、HA タンパク質のレセプター結
合部位に含まれる190番目のアミノ酸がグル
タミン酸からリジンに変異していることを
発見した。この変異は自然分離株には見られ
ない変異である。解析の結果、変異株のレセ
プター特異性は野生型と変わらないものの、
そのレセプター結合力は強くなっていた。そ
こでこの変異株が新しい生ワクチンウイル
スとして応用可能であるかを検証するため、
そのワクチン能をマウスモデルにて評価し
た。この NA 変異株はマウスの肺での増殖能
が低く、その結果、弱毒化していた。変異株
を経鼻接種したマウスは、野生株の攻撃を完
全に防御したことより、これまでにない弱毒
生ワクチンとしての応用性が考えられた。 
 
(5) 最終年度は、これまでの本研究で半生ワ
クチンとして最も有望な結果が得られたHA開
裂欠損変異体について更なる検討を行った。
HAの膜融合能を欠損させる方法として、HAタ
ンパク質の開裂性をなくす方法ではなく、HA
タンパク質上の膜融合ペプチドを欠損させた
欠損変異体を構築し、それを用いて非増殖ウ

イルスを構築した。HA恒常発現MDCK細胞にて
変異体を増幅し、マウスモデルでそのワクチ
ン能を検証した。その結果、複数回の経鼻接
種により、強毒株の攻撃を完全にブロックし
た。したがって、HA膜融合能欠損ウイルスの
構築には複数の方法が応用できることが示さ
れ、この戦略が今後のワクチン開発に貢献す
る知見として応用可能であることが示された。
さらに、欠損部位にGFP遺伝子を挿入した非増
殖型ウイルスの構築にも成功し、培養細胞上
でGFPの発現も認められた。この結果は、今後
のマーカーワクチン構築の可能性を示唆する
ものである。 
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