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研究成果の概要（和文）：哺乳類レオウイルス（MRV）を用いて、世界経済に多大な影響を与えている新型コロ
ナウイルス（SARS-CoV-2）および急性胃腸炎を引き起こすノロウイルス（NV）に対する粘膜ワクチンの開発を目
的としている。MRV S1遺伝子内に2A配列を付加したSARS-CoV-2 Sタンパク質のレセプター結合領域を挿入するこ
とで、組換えMRVを作製した。NVタンパク質を発現する組換えMRVについては、MRV S遺伝子内にNV VP1遺伝子を
挿入した組換えMRVを作製した。作製した組換えMRVについてはin vitroおよびin vivoでの解析を行い、MRVベク
ターの開発を進める上で有用な知見を得た。

研究成果の概要（英文）：The aim of this project is to develop mucosal vaccines against the novel 
coronavirus (SARS-CoV-2), which has had a significant impact on the global economy, and norovirus 
(NV), which causes acute gastroenteritis, using mammalian reoviruses (MRVs). We generated 
recombinant MRV by inserting the receptor-binding domain of the SARS-CoV-2 spike protein, fused with
 a 2A sequence, into the MRV S1 gene segment. For the generation of recombinant MRV expressing the 
NV protein, we inserted the NV VP1 gene within the MRV S gene segment. The recombinant viruses were 
analyzed in vitro and in vivo, providing valuable insights for the further development of MRV 
vectors.

研究分野：ウイルス学

キーワード： レオウイルス　ワクチン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
哺乳類レオウイルス（MRV）は病原性が極めて低く、経鼻、経口投与により粘膜免疫を誘導できることから優れ
た粘膜ワクチンベクター候補と考えられる。本研究ではヒトノロウイルスおよび新型コロナウイルスのワクチン
開発を目的として、各種ウイルス抗原を発現する組換えMRVの作製を行った。in vivoにおける解析結果から、克
服すべき課題も見つかり、引き続き、開発研究を進める必要はあるものの、これらの成果は様々な呼吸器・消化
器感染症に対するワクチン開発にも応用可能と考えられ、社会的意義も高い。

※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 
ノロウイルス（NV）は、冬季の感染性胃腸炎の主な原因ウイルスである。国内における NV

感染者数は、年間約 100 万人に上り、全世界では年間約 7億人に達すると推定されている。NV

では、感染モデル動物が確立されていないこと、効率の良い培養細胞を用いたウイルス増殖系

が開発されていないことから、ワクチンは実用化されていない。また、世界経済に多大な影響

を与えている新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）は、重篤な呼吸器疾患を引き起こすウイルス

であり、現在も収束の目処は立っておらず、感染制御法の開発は喫緊の課題である。NVや SARS-

CoV-2 の感染防御においては呼吸器や腸管粘膜免疫が重要な役割を担っていることから、粘膜

ワクチンの開発はこれらの感染症に対する予防に効果的と考えられる。 

哺乳類レオウイルス（MRV）は、ヒトに対して安全性が極めて高いこと、高力価のウイルス

調整が容易であること、粘膜免疫誘導能を有すること等、ワクチンベクターとして優れた特性

を備えている。NV および SARS-CoV-2 に対する防御免疫の主体は呼吸器や腸管局所で誘導され

る粘膜免疫であることを考慮すると、MRV を経鼻・経口ウイルスベクターとして応用する試み

は、呼吸器や腸管 M 細胞を標的としたワクチン抗原デリバリーに極めて有用な戦略と考えら

れる。しかし、MRV においては、ウイルス遺伝子改変技術は確立されているものの、これまで

MRV を用いたワクチンベクターの開発研究は進んでいない。 

 
２．研究の目的 
MRV が含まれるレオウイルス科においては、安定的にサイズの大きな外来遺伝子を発現でき

る組換えウイルスの作製は困難であったことから、ワクチンベクター開発を進める上で、大き

な障壁となっていた。本研究では、MRV 遺伝子改変技術を駆使することで、安定的に外来遺伝

子を発現できる組換えウイルスを作出できる技術の開発・改良を行うと同時に、NVおよび SARS-

CoV-2 を対象とした消化器および呼吸器感染症に対する粘膜ワクチンの開発基盤の確立を目的

とする。 

 
３．研究の方法 

１）NV カプシドタンパク質 VP1 を発現する MRV の開発 

外来遺伝子を安定的に発現できる MRV の改良研究を行った。MRV ゲノムと同様のコドン使用頻

度を持つように変異を導入したレポーター遺伝子 ZsGreen を発現する MRV を作製し、ゲノムに

挿入されたレポーター遺伝子の安定性について検討した。方法として、MRV S1 遺伝子内の sigma1 

ORF下流に2A配列を付加したZsGreen遺伝子を挿入したポリシストロニック発現が可能なS1遺

伝子発現プラスミドを作製し、このコンストラクトを用いて組換えMRVの作製を行った(図1A)。

NV 抗原発現 MRV の作製については、外来遺伝子を安定的に発現できる人工合成系を用いて、MRV

ゲノムと同様のコドン使用頻度になるように NV VP1 遺伝子をデザインし、MRV 分節遺伝子内に

に VP1 遺伝子を挿入した組換えウイルスの作出を試みた。S1 遺伝子内に 2A 配列を付加した S2 

ORF 領域を挿入することで両方のウイルスタンパク質（sigma1 および sigma2）を発現する組換

え S1 遺伝子および S2 遺伝子両末端の間に NV VP1 遺伝子を挿入した遺伝子を有する組換えウイ

ルス（MRV-VP1-S2）の作出を試みた。さらに、S1遺伝子にコードされている sigma1 と直接融合

させた NV VP1 P ドメインを発現する組換えウイルス（MRV-VP1 P-S1）を作製し、解析を進めた。 

 

２）SARS-CoV-2 スパイク（S）タンパク質を発現する組換え MRV の開発 

SARS-CoV-2 の S 遺伝子を MRV S1 遺伝子に挿入することで、Sタンパク質を発現する組換え

MRV の作製を試みた。方法として、MRV S1 遺伝子内の sigma1 ORF 下流に 2A 配列を付加した S

遺伝子全長あるいはレセプター結合領域を挿入したポリシストロニック発現が可能な S1遺伝

子発現プラスミドを作製し、このコンストラクトを用いて目的とする組換え MRV の作出を試

みた。SARS-CoV-2 S 遺伝子は MRV ゲノムと同様のコドン使用頻度になるように変異を導入し

た。作製した組換えウイルスについては培養細胞および動物モデルを用いて解析を行った。 

 



４．研究成果 

１）NV カプシドタンパク質 VP1 を発現する MRV の開発 

 MRV ゲノムと同様のコドン使用頻

度である ZsGreen 遺伝子を発現する

組換えウイルス（MRV-MrvZsG-S1）に

おけるレポーター遺伝子安定性を評

価するため、培養細胞において 4回

感染継代後のレポーター遺伝子発現

能を検討した。その結果、標準型の

ZsGreen 遺伝子を発現する組換えウ

イルスでは継代 1回目からレポータ

ー遺伝子を挿入した S1 遺伝子に欠

損が認められ、ZsGreen の発現も顕

著に低下していた。一方、MRV-

MrvZsG-S1 については、4回継代後も

レポーター遺伝子を挿入した S1 遺

伝子内に欠損は認められなかった

（図 1B）。また、4 回継代後も MRV-

MrvZsG-S1 の ZsGreen の発現は安定

していた（図 1C）。以上の結果より、

外来遺伝子のコドン使用頻度を MRV ゲノムと同程度まで変異させる方法は MRV ベクターの開発

を進めるうえで有用な方法と考えられる。 

 MRV ゲノムと同様のコドン使用頻度に

なるようにデザインした NV VP1 遺伝子

全長を S2 遺伝子の末端領域の間に挿入

したゲノムを有する MRV-VP1-S2 の作出

を試みた。その結果、組換えウイルスの

レスキューに成功した。しかし、培養細

胞での増殖性が極めて低いことが判明

した。高増殖性を維持するため、ウイル

スゲノム内に挿入可能な外来遺伝子の

サイズは制限されることが予想された

ため、VP1 遺伝子の Pドメインのみを発

現する MRV の作出を行った。sigma1 と直

接融合させたVP1 Pドメインを発現する

MRV-VP1 P-S1 の作製を試みた結果、作出

に成功した。作製した組換えウイルスの

ゲノムパターンを解析するとVP1 Pドメ

インを挿入した S1 遺伝子を確認するこ

とができた（図 2）。今後、動物モデルを

用いて免疫学的解析を進めることでワクチンベクターとしての有用性を評価する。 

 

２）SARS-CoV-2 S タンパク質を発現する組換え MRV の開発 

SARS-CoV-2 の S タンパク質を発現する組換え MRV の作製を試みた。S 遺伝子全長を発現す

る MRV の作出には成功しなかったが、S タンパク質のレセプター結合領域（RBD）を発現する

MRV の作製に成功した（図 3A）。S1遺伝子内の RBD の挿入はウイルスゲノムのゲル電気泳動に

より確認することができた（図 3B）。また、組換えウイルス感染細胞において RBD の発現を確

認することができた（図 3C）。RBD 発現組換え MRV をハムスターに経鼻接種し、その後、SARS-

CoV-2 を攻撃接種し、ワクチンベクターとしての有用性を評価した。その結果、コントロール



群と比較して、有意な防御効果を認

めることができず、接種方法や MRV

ベクターの改良が必要と考えられ

た。現在、SARS-CoV-2 S タンパク質

の MRV ゲノム内への挿入部位や挿入

方法に工夫を加えた MRV ベクターの

開発を行っている。 
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