
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３７０１

基盤研究(B)

2013～2011

増殖欠損ウイルスを応用した次世代・狂犬病ワクチンの開発

Development of the novel rabies vaccine by using gene-deficient virus

８０１９６７７４研究者番号：

杉山　誠（Sugiyama, Makoto）

岐阜大学・応用生物科学部・教授

研究期間：

２３３８０１７９

平成 年 月 日現在２６   ６ １１

円    10,700,000 、（間接経費） 円     3,210,000

研究成果の概要（和文）：狂犬病を制圧・撲滅するために、狂犬病ウイルスの遺伝子操作により、増殖欠損型（M遺伝
子欠損）ウイルスを作出し、狂犬病ワクチンとしての有用性を検証した。M遺伝子欠損ウイルスの増殖性が不十分であ
ることを示す結果が得られたため、PおよびM遺伝子欠損ウイルスの混合ウイルスを作出し、ワクチンとしての有用性を
確認した。この混合ウイルスは、2種類の遺伝子欠損ウイルスが同一の細胞に感染した場合のみ、互いの遺伝子欠損を
補完し、子孫ウイルスが産生される。実際、本混合ウイルスは、高い安全性と免疫原性を有することが確認された。以
上、遺伝子欠損・混合ウイルスは、次世代の狂犬病ワクチンとして有望であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to generate a replication-defective (M gene-deficient) r
abies virus strain by gene manipulation and to examine the potency of the strain as a rabies vaccine. Our 
preliminary data strongly suggested that the M gene-deficient virus could not sufficiently propagate in Ve
ro cells stably expressing M protein. We generated a mixture of P- and M-gene deficient viruses by gene ma
nipulation and examined the potency as a rabies vaccine. Theoretically, P- and M-gene deficient viruses wi
ll not produce progeny viruses unless the two different viruses infect an identical cell and complement th
e gene defect of each other. In fact, we found that the mixture of the P- and M-gene deficient viruses has
 high levels of safety and immunogenicity, indicating that the mixture is a promising candidate as the nex
t-generation rabies vaccine.
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様 式 Ｃ‐１９、Ｆ‐１９、Ｚ‐１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

現在、安全性の観点から日本をはじめ世界
的に不活化狂犬病ワクチンが普及している。
しかし、不活化ワクチンには大量のウイルス
精製抗原が必要なため高価となり、狂犬病の
流行が深刻な開発途上国での利用・普及を困
難にしている。一方、比較的安価に製造が可
能な生ワクチンは、細胞性免疫を刺激し、経
口投与により動物を免疫することができる
が、病原性復帰により動物が狂犬病を発症す
る可能性を否定できない。したがって、次世
代のワクチンの具備する要件として、安全か
つ安価で経口投与が可能であり、さらに免疫
原性が高いことが求められる。 
 
２．研究の目的 

遺伝子操作により、増殖欠損（M 遺伝子
欠損）狂犬病ウイルスを作出する。その上で、
増殖欠損ウイルスを応用した次世代ワクチ
ンの開発に関する基盤的研究を行う。具体的
には、動物に対する安全性および免疫原性に
ついて検討する。 
 
３．研究の方法 

(1) 複数の変異により弱毒化されたワク
チン候補株の作出 
M 遺伝子欠損ウイルスを作出する際、そ

の元株となる安全性の高いワクチン候補株
を作出する目的で、複数の変異により弱毒
化されたウイルス株の作出を行った。具体
的には、N、P および M 遺伝子上の変異によ
って弱毒化されている Ni-CE 株の遺伝子操
作系（Shimizu et al., Virus Res., 2007）
を用いて、その G 蛋白質 333 位（G333）に
既知の弱毒化変異（Glu）を保有する変異株
Ni-CE(G333Glu)株を作出した（Nakagawa et 
al., Vaccine, 2012）。また、生ワクチンと
して使用された実績のある ERA 株の遺伝子
操作系（Nakagawa et al.投稿中）により、
G333 に Glu、N 蛋白質 273 および 394 位に
Ni-CE 株由来弱毒化変異（各々Leu および
His）を保有する ERA-N273/394-G333 株を樹
立した。 
 
(2）培養細胞におけるワクチン候補株の増
殖性の検討 
ハムスター腎由来BHK細胞あるいはアフ

リカミドリザル腎由来Vero細胞における各
ワクチン候補株の増殖性を検討した。すな
わち、各ウイルスを感染多重度 0.01 で細胞
に接種した後、経日的に培養上清を回収し
た。その上清中のウイルス力価をマウス神
経芽細胞腫由来のNA細胞を用いたフォーカ
ス・アッセイにより測定した。 
 
(3）ワクチン候補株の残存病原性の検討 
各ワクチン候補株を 6 週齢マウス（ddY

系統・雌）に脳内接種することで、残存病

原性の程度を評価した。観察期間である 2
週間の間、毎日、接種マウスの生存率、症
状および体重について観察・記録した。 

 
(4）ワクチン候補株の免疫原性の検討 
各ワクチン候補株を 6 週齢マウスに筋

肉内接種し、6週後、その血清を回収した。
その後、血清中の中和抗体価を常法に従い
測定した。また、免疫 6週後のマウスに対
して、50%致死量の 25 倍の用量で標準攻撃
株（CVS 株）を脳内接種し、各ワクチン株
の感染防御能を評価した。 
 
(5）M 遺伝子恒常発現 Vero 細胞の確立 
ERA 株 M 遺伝子 cDNA を市販の哺乳類細

胞発現プラスミド（pcDNA3.1）にクローニ
ングした。本プラスミドを用いて、M 蛋白
質を恒常的に発現する Vero 細胞を樹立し
た。 

 
(6）M 遺伝子欠損ウイルスの作出 
ERA株の遺伝子操作系とM蛋白質発現プ

ラスミドを用いて、M 遺伝子のアミノ酸コ
ード領域を完全に欠損したウイルス株を
作出した。 
 
(7）P および M 遺伝子欠損・混合ウイルス
の作出 
ERA-N273/394-G333 株の遺伝子操作に

より、P および M 遺伝子欠損ウイルスを同
時に回収することで、これら 2種類の遺伝
子欠損ウイルスの混合液を得た。 

 
４．研究成果 

(1) 複数の変異により弱毒化された
Ni-CE(G333Glu)株と ERA-N273/394-G333 株
の作出 
非常に可能性は低いと考えられるもの

の、モノネガウイルス目ウイルスでも相同
組換えが確認されている（Spann et al., J. 
Virol., 2003）。このことは、自然界におい
て、M遺伝子欠損ウイルスが相同組換えによ
って病原性を獲得する危険性を示している。
そこで、仮に M 遺伝子を獲得した場合でも
弱毒性状を保つようなウイルス株を選定し、
M 遺伝子欠損ウイルスの作製に使用するこ
とが望ましいと考えた。本研究では、その
ようなウイルス株として、Ni-CE(G333Glu)
株、ならびに ERA-N273/394-G333 株を遺伝
子操作により作出した。 

 
(2) 培養細胞における Ni-CE(G333Glu)株
と ERA-N273/394-G333 株の増殖性 
Ni-CE(G333Glu)株と ERA-N273/394-G333

株の培養細胞における増殖性を検討した
（図 1）。BHK 細胞において、Ni-CE(G333Glu)
株は Ni-CE 株よりも若干遅い増殖性を示し
たものの、接種後 5日目における培養上清
中の力価は 1.0x107 FFU/ml と Ni-CE 株と同



等であった。 
 

Vero 細胞における ERA-N273/394-G333
株の増殖性を検討した結果、ERA 株よりも
若干低い増殖性を示したものの、その接種
後 9 日目の培養上清中のウイルス力価は、
3.8x108 FFU/ml に達した。 
以 上 よ り 、 Ni-CE(G333Glu) 株 と

ERA-N273/394-G333 株のいずれも組織培養
でよく増殖することが明らかとなった。特
に、ERA-N273/394-G333 株の増殖性が顕著
に高いことが判明した。 
 
(3）Ni-CE(G333Glu)株 ERA-N273/394-G333
株の残存病原性の検討 
105 FFU の Ni-CE 株を 6 週齢マウスに脳

内接種した場合、マウスは一過性の体重減
少を示した（図 2）。一方、Ni-CE(G333Glu)
株を接種したマウスは、明瞭な体重減少を
示さなかった。 

 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

同様に、105 FFU の ERA-N273/394-G333
株を 6週齢マウスに脳内接種した場合でも、
その致死性は確認されなかった。また、同
株を接種したマウスは、体重減少を含む、
いかなる症状も示さなかった（データ未掲
載）。 

以上の成績より、Ni-CE(G333Glu)株も
ERA-N273/394-G333 株も、6 週齢マウスに
おいて、ほとんど残存病原性を示さないこ
とが確認された。 

 
(4）Ni-CE(G333Glu)株 ERA-N273/394-G333
株の免疫原性 
一般的に、ワクチン接種後、血清中に 0.5 

IU/ml 以上の中和抗体が誘導されれば、狂犬
病ウイルスに対する十分な感染防御免疫が
付与されたと見なされる。106 FFU の
Ni-CE(G333Glu)株を筋肉内に単回接種した
マウスでは、免疫 6週間後に 1.29 IU/ml の
血清中和抗体が確認された。同条件で Ni-CE
株によって免疫されたマウスでは、血清中
和抗体が 1.78 IU/ml に達した。これらの免
疫マウスに対して、CVS 株の脳内接種による
攻撃を行った結果、Ni-CE (G333Glu)株と
Ni-CE 株の 50%有効用量（ED50）は、それぞ
れ 1.5x105および 6.8x104 FFU/ml と算定さ
れた（図 3）。 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
105 FFU の ERA-N273/394-G333 株を筋肉

内に単回接種されたマウスにおいて、免疫 6
週間後に 1.23 IU/ml の血清中和抗体が確認
された。上記と同様に、攻撃試験を実施し
た結果、ERA-N273/394-G333 株の ED50 は、
4.8 x103 FFU と算定された（データ未掲載）。 
以上、培養細胞における増殖性、残存病

原性、ならびに免疫原性の成績の総合的な
検討により、 Ni-CE(G333Glu) 株よりも
ERA-N273/394-G333 株のほうが M 遺伝子欠
損ウイルス作製用の元株として相応しいと
判断した。 

 
(5）M 遺伝子欠損ウイルスの作出と増殖性 
ERA-N273/394-G333株を用いてM遺伝子

欠損ウイルスを作出する前に、予備試験と
して ERA 株を用いて同欠損ウイルスを作出
することとした。実際、ERA 株の M 遺伝子
欠損ウイルスの作出に成功したものの、M
蛋白質発現 Vero 細胞における同欠損ウイ
ルスの増殖が極めて悪いことが判明した。
その培養上清中のウイルス力価は、最大で
も 2.1 x102 FFU/ml であった。 
Vero 細胞における ERA 株の増殖性が

ERA-N273/394-G333 株よりも若干高いとい

図 1．BHK 細胞における Ni-CE(G333G)株の増殖性 

図 2．Ni-CE(G333G)株感染マウスの体重曲線 

*：Ni-CE 株感染マウスの体重との間で有意差あり

（P<0.05）。接種日の体重を 1.0 とした場合の相対値で

表示した。 

 

図 3．攻撃試験における Ni-CE(G333G)株免疫マウス 

の生存率 



う事実を考慮すると、この M遺伝子欠損ウ
イルスの Nおよび G遺伝子上に弱毒化変異
を導入した場合、さらに増殖性が低下する
ことが推測された。 

 
(6）P および M 遺伝子欠損・混合ウイルス
の作出 
M 遺伝子欠損ウイルスの増殖性が極端

に低かったことより、研究のアプローチを
修正する必要が生じた。そこで、P および
M 遺伝子欠損ウイルスの混合液を安全性の
高いワクチンとして応用できるかどうか
検討することにした。理論的に、この遺伝
子欠損・混合ウイルスは、2 種類の遺伝子
欠損ウイルスが同一の細胞に感染した場
合のみ、互いの遺伝子欠損を補完し、子孫
ウイルス（遺伝子欠損型）が産生される。
この方法を用いれば、本研究で確立した M
蛋白質恒常発現 Vero 細胞のような特殊な
細胞を用いることなく、遺伝子欠損ウイル
スを増殖できると考えた。 
実際に、ERA-N273/394-G333 株の遺伝子

操作により、P および M 遺伝子欠損・混合
ウイルスの作出に成功した。リアルタイム
RT-PCR 法を用いた解析により、この Pおよ
び M 遺伝子欠損・混合ウイルスは、2 種類
の遺伝子欠損ウイルスをそれぞれ 1.0:0.8
とほぼ同等の割合で含むことが判明した。 

 
(7）Vero 細胞における P および M 遺伝子欠
損・混合ウイルスの増殖性 
この遺伝子欠損・混合ウイルスを感染多

重度 0.1 で Vero 細胞に接種した場合、接
種 7 日目の培養上清において、3.2 x107 
FFU/ml という高い力価のウイルスが産生
されることが明らかとなった。 

 
(8）P および M 遺伝子欠損・混合ウイルス
の残存病原性 
105 FFU の遺伝子欠損・混合ウイルスを

6 週齢マウスに脳内接種した結果、死亡す
るマウスは確認されなかった。また、明瞭
な症状を示す個体についても観察されな
かった（データ未掲載）。 

 
(9）P および M 遺伝子欠損・混合ウイルス
の免疫原性 
106 FFU の遺伝子欠損・混合ウイルスを

筋肉内接種したマウスでは、免疫 6週間後
に 1.48 IU/ml の血清中和抗体が確認され
た。また、CVS 株の脳内接種による攻撃試
験により、その ED50 は 4.0x104 FFU/ml と
算出された。 

 
以上の成績より、ERA-N273/394-G333 株

をベースとした遺伝子欠損・混合ウイルス
は、高い安全性と免疫効果を有するワクチ
ンとして有望であることが明らかとなっ
た。 
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