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研究成果の概要（和文）：ウエストナイルウイルス(WNV)は、時に致死性の脳炎・髄膜炎を発症させるヒト感染性ウイ
ルスであるが、未だヒト用の実用ワクチンや治療薬は存在しない。本研究においては、防御免疫を誘導するエンベロー
プ(Ｅ)蛋白に着目し、組換えWNV E蛋白とCTL誘導性新奇アジュバントであるγポリグルタミン酸(γ-PGA)ナノ粒子とを
組み合わせたモデルワクチンでマウスを免疫することにより、抗体のみならずCTLが誘導されることを確認した。さら
に、組換えWNV E蛋白をスクリーニングプローブとするISAAC法により、日本脳炎(JEV)ワクチン被接種者末梢単核球か
ら、WNV中和活性のあるヒトモノクローナル抗体を樹立した。

研究成果の概要（英文）：West Nile virus (WNV) is the human-infectious virus, which sometimes causes 
lethal encephalitis / meningitis, and vaccine and therapeutics for human use have not been developed yet. 
In this study, we focued on the envelope (E)protein, which can induce protective immunity. By immunizing 
mice with recombinant WNV E protein combined with γ - polyglutamic acid (γ-PGA) nano particles that is 
cytotoxic T lymphocyte (CTL) - inducible novel adjuvant, we confirmed that CTL as well as antibody 
specific for the epitopes on WNV E protein are efficiently induced. These results indicate that 
recombinant WNV E protein combined with γ-PGA nano particles have the potential for candidate of novel 
WNV vaccine. Furthermore, we have establihed human monoclonal antibodies, which possess neutralizing and 
protective activities agains WNV, from Japanese encephalitis virus (JEV) vaccine - immunized volunteers, 
using WNV E protein and ISAAC technology. They may be applicable for antibody-based therapeutics.

研究分野：感染免疫学

キーワード： ウエストナイルウイルス　Ｅ蛋白質　組換え蛋白質　成分ワクチン　cross-presentation　CTL　中和抗
体　感染防御
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）ウエストナイルウイルス(WNV)は、フ
ラビウイルス属に属する日本脳炎ウイルス
(JEV)に近縁の蚊媒介性ヒト感染性ウイルス
であり、その感染により高齢者層を中心に死
亡率が４から１４％におよぶ重篤な脳炎・髄
膜炎を時に発症させる。自然界においては鳥
と蚊によって感染環が成立し維持されてい
るが、このウイルスは広い宿主域を持ち、本
来このウイルスが存在しないとされていた
北米において、ニューヨーク市での最初の患
者の報告から僅か５年余りにて北米大陸全
域で発症例が報告されるようになったこと
からも、一旦ウイルスの侵入を許せば、我国
においてもその根絶はほぼ不可能と思われ、
また現在の国際間の交通事情や来るべき高
齢化社会を考えれば、その対策は急務である。
WNV 感染に対して抗ウイルス薬は未だ無く、
従ってワクチン接種による感染予防が最も
効果的と考えられており、現在種々のワクチ
ンの開発が試みられているが、未だヒト用の
実用ワクチンは存在していない。近縁の JEV
に対する現行ワクチン（不活化全粒子ワクチ
ン）に関する研究で得られた知見よれば、フ
ラビウイルス属のウイルスに対する感染防
御免疫を誘導する主体となるウイルス構造
蛋白はエンベロープ(Ｅ)蛋白質であり、この
部分に中和抗体エピトープが存在すること
が知られている。 
（２）ウイルス感染に対する防御免疫として
は、中和抗体による宿主細胞への感染阻止と、
細胞傷害性Ｔ細胞（ＣＴＬ）によるウイルス
感染細胞の破壊が主要なものと考えられて
いる。後者のＣＴＬについては、それが自己
ＭＨＣクラスＩ分子と主に細胞質内で合成
された蛋白質に由来するペプチドとの複合
体を認識することから、ウイルスが細胞に感
染することにより、そのウイルス蛋白質が細
胞質内で合成される生ワクチンやＤＮＡワ
クチン接種時においては効率的に誘導され
るものの、ウイルス蛋白質が細胞質内で合成
され得ない不活化ワクチンや成分ワクチン
接種時においては、中和抗体の誘導のみに止
まると考えられてきた。しかしながら近年、
ある条件下では、本来はＣＴＬを誘導し得な
いと考えられて来た不活化ワクチン等の外
来性の蛋白質抗原であっても、ＭＨＣクラス
Ⅰ分子と外来性の蛋白質抗原に由来するペ
プチドの複合体が形成され、ＣＴＬが誘導さ
れる cross-presentation とよばれる現象が
注目されるようになってきた。 
（３）以上の知見を基に、防御免疫を誘導す
る WNV のＥ蛋白質と cross-presentation を
誘導するアジュバントを組み合わせること
により、成分ワクチンながら、中和抗体のみ
ならずＣＴＬをも誘導する、効率的かつ安全
な WNV ワクチンの開発研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
（１）以上の背景を基として本研究では、昆

虫細胞発現系により大量発現させた組み換
え WNV Ｅ蛋白を、大阪大学の明石 満らによ
り開発された cross-presentation を誘導す
る比較的安全なアジュバントであるγ
-polygluthamic acid (γ-PGA)ナノ粒子で内
包したものをワクチン候補としてC57/BL6マ
ウス(H-2b)に免疫することにより、生ワクチ
ン同様に中和抗体のみならずＣＴＬも誘導
するのか、等について中心に検討を行い、安
全かつ効果的なWNV組み換え成分ワクチンの
開発に向けた研究を行う。以上の研究により、
組み換え WNV Ｅ蛋白の免疫により有意な中
和抗体の誘導と感染防御能が誘導され、とり
わけ cross-presentation 誘導免疫において
ＣＴＬの誘導と感染防御能の増強が確認さ
れるならば、強毒性に変異する危険が常在す
る生ワクチンや宿主ゲノムに random 
integration の恐れがある DNA ワクチンに比
べてより安全で、さらに現行の組織培養由来
JEV 不活化全粒子ワクチンの改良と実用 WNV
ワクチンの開発につながる有意義な知見と
なることが期待される。 
（２）一方、WNV Ｅ蛋白には中和抗体エピト
ープが存在することから、組み換え WNV Ｅ蛋
白には、WNV に対する中和抗体産生細胞のス
クリーニングプローブとしての応用も期待
出来る。大阪府立公衆衛生研究所の青山幾子
らは、WNV に近縁の JEV ワクチン被接種者一
部の血清中に、JEV のみならず WNV に対する
中和活性も存在していることを見出した。我
国において、WNV 感染者の末梢血単核球の入
手は困難であること、また、国産のヒト WNV
中和抗体が無いこと等に鑑み、組み換え WNV 
Ｅ蛋白とJEVワクチン被接種者の末梢血単核
球を材料に、富山大学の小澤龍彦らにより開
発された抗体産生細胞のhigh-throughputな
スクリーニング法である ISAAC(Immunospot 
array assay on a chip)法を用いて、完全ヒ
ト型のWNV中和モノクローナル抗体の樹立を
計画した。樹立された完全ヒト型 WNV 中和モ
ノクローナル抗体は、WNV 感染症の予防や治
療を目的とした抗体医薬としての応用展開
が期待される。 
 
３．研究の方法 
（１）組換え WNVＥ蛋白の作成の最適化の検
討 
①Drosophila発現系による組換えWNVＥ蛋白
の作成 
先行研究で作成したWNVのＥ蛋白質Ｎ末端
側８０％（Ｅ蛋白質アミノ酸１－４０６番
目）を含む融合蛋白質（WNVE(N80%)-V5 エピ
トープ-His タグ）を培地に硫酸銅を添加する
ことにより発現誘導・分泌する stable 
transfectant S2.WN を、無血清培地(Express 
Five)にて拡大培養し、硫酸銅添加・発現誘
導後およそ 1 週間培養を続けることにより、
培地中に組換え WNVＥ蛋白（WNVE(N80%)-V5
エピトープ-His タグ）の発現・分泌を行なっ
た。遠心分離により培養上清を回収し、その



培養上清を、ＧＥヘルスケア社により新たに
開発・発売された HisTrap excel カラムを用
いて Ni キレートクロマトグラフィー、続い
てゲル濾過法により脱塩後、HiTrap Q HP カ
ラムによりイオン交換クロマトグラフィー、
最終ステップとして、HiLoad 16/60 Superdex 
200 カラムでゲル濾過を行ない組換え WNVＥ
蛋白（WNVE(N80%)-V5 エピトープ-His タグ）
を精製した。 
②バキュロウイルス発現系による組換え WNV
Ｅ蛋白の作成 
Drosophila 発現系により作成した組換え
WNVＥ蛋白には、GlaxoSmithKline 社のライセ
ンスが掛かっているため、その後の研究にお
ける汎用性を考慮して、High Five 細胞もし
くは Sf9 細胞に感染することにより、WNV の
PrM 蛋白質の最終 15 アミノ酸残基（内部シグ
ナル配列）からＥ蛋白質アミノ酸１－４３０
番目(Ｅ蛋白質Ｎ末端側８０％相当部)にか
け て を 含 む 融 合 蛋 白 質 (prM(last 
15AA)-WNVE(N80%)-His タグ)を発現・分泌す
る組換えバキュロウイルス(Bac.WN)を、先行
研究にて作成した。Bac.WN を感染させて発現
さ せ た 組 換 え WNV Ｅ 蛋 白 (prM(last 
15AA)-WNVE(N80%)-His タグ)を含む培養上清
もしくは細胞 lysate 中には、拡散防止措置
が求められる Bac.WN が存在しているため、
本法により作成した組換え WNVＥ蛋白の精製
には、Bac.WN の除去もしくは不活化が不可欠
である。BEI(Binary ethylenimine)処理は、
蛋白質には影響せずにウイルスの感染性を
消失させる手法である。よって、BEI の濃度・
処理時間を振り、プラークアッセイ法を用い
て Bac.WN が不活化できる条件を検討した。
また、融合蛋白質は培養上清に分泌されるよ
うに設計したが、Drosophila 発現系によるも
のより発現量が低かったため、培養上清・細
胞 lysate それぞれについて、Western blot
により発現量を比較した。 
（２）組換え WNVＥ蛋白とγ-PGA ナノ粒子を
用いたＣＴＬおよび抗体誘導の最適化の検
討 
①組換えWNVＥ蛋白内包γ-PGAナノ粒子の免
疫によるＣＴＬおよび抗体の誘導 
 組換え WNVＥ蛋白を内包したγ-PGAナノ粒
子を C57BL/6 マウスに、蛋白量として 1回当
たり 100μg を１週ごとに 3 回皮下免疫を行
なった。非免疫マウスを対称とした。最終免
疫より1週後に、血清および脾臓を採取した。
脾臓については、速やかに単一浮遊脾細胞と
し、溶血処理を行なった。血清については、
GFP-V5 エピトープ-His タグ蛋白質で吸収処
理後、組換え WNVＥ蛋白を固相化したプレー
トとアルカリホスファターゼ標識抗マウス
IgG 抗体とを用いた ELISA 法により、抗 WNV
Ｅ抗体の誘導を検討した。脾細胞については、
既知のＣＴＬエピトープﾍﾟﾌﾟﾁﾄ （゙CD8 陽性Ｃ
ＴＬ５種類、CD4 陽性ＣＴＬ１種類）それぞ
れについて、特異的なインターフェロンγ
(IFN-γ)産生を ELISPOT 法により測定した。 

②投与プロトコール最適化の予備的検討 
 中川らは、蛋白内包γ-PGA ナノ粒子の免疫
により、抗腫瘍活性を示すＣＴＬが効率良く
誘導されることを報告している。一方、森ら
は、γ-PGA ナノ粒子を抗原と混合したものの
免疫により、効率良く中和抗体の誘導と感染
防御能が誘導されることを報告している。よ
って、本研究においては、ＣＴＬ、中和抗体
の両者が効率良く誘導される条件を検討す
るために、モデル蛋白抗原として ovalbumin 
(OVA)を用い、γ-PGA ナノ粒子に内包もしく
は混合したものの免疫により、ＣＴＬと抗体
の誘導効率の違いについて検討を行なった。
OVA を内包、もしくは混合したγ-PGA ナノ粒
子を C57BL/6 マウスに、蛋白量として 1回当
たり 100μg を１週ごとに 3 回皮下免疫を行
ない、最終免疫より 1週後に、血清および脾
臓・リンパ節細胞を採取した。血清について
は２倍の系列希釈を行い、OVA を固相化した
プレートとペルオキダーゼ標識抗マウス IgG
抗体とを用いたELISA法により、吸光度が0.1
を超える最大希釈倍率を抗体価とした。ＣＴ
Ｌの誘導については、脾細胞を PE 標識 OVA
ペプチド／H-2Kbテトラマーと FITC 標識抗マ
ウス CD8 抗体で２重染色を行い、両者共に染
色される細胞をＣＴＬとした。さらに、皮下、
皮内、筋肉内の投与経路の違いについて、OVA
を内包したγ-PGA ナノ粒子の免疫を、1回当
たり 100μg を１週ごとに 3 回行い、最終免
疫より1週後に所属リンパ節細胞を採取して
PE 標識 OVA ペプチド／H-2Kb テトラマーと
FITC標識抗マウスCD8抗体で２重染色を行う
ことにより、ＣＴＬの誘導効率を検討した。 
（３）ISAAC 法による JEV ワクチン被接種者
末梢単核球からのヒト型WNV中和モノクロー
ナル抗体の樹立 
①ヒト型WNV中和モノクローナル抗体の樹立 
 不活化 JEV ワクチン（ジェービックＶ®）接
種後１ヶ月の血清でWNV中和活性(FRNT50にて
１０倍以上)が認められたボランティアより
末梢単核球を採取し、組換え WNVＥ蛋白をコ
ーティングしたマイクロチップを用いて細
胞アレイを行い、WNVＥ蛋白に結合する抗体
を分泌している細胞を同定した。それらの細
胞を回収し、5’-RACE 法により抗体のＨ鎖お
よびＬ鎖の可変部遺伝子を増幅、それらをヒ
ト定常部（γ鎖およびＬ鎖）遺伝子を含むカ
セットベクターに挿入し、Expi293F 細胞に導
入することにより、IgG クラスの WNVＥ蛋白
特異的ヒト組換えモノクローナル抗体３種
(WN_11、WN_39、WN_83)を樹立した。抗体遺
伝子導入 Expi293F 細胞の培養上清より、プ
ロテインＧカラムを用いて、これらの組換え
抗体を精製した。 
②ヒト型抗 WNVＥモノクローナル抗体の WNV
中和活性および WNV 感染防御能の検討 
 ２倍の系列希釈を行なった、これら３種類
の抗体それぞれを WNV NY99-6922 株と混合し
てインキュベーションした後、単層培養 Vero
細胞に接種し、メチルセルロース含有培地を



重層して培養した。抗体処理していない WNV
接種のプラーク数より７０％以上のプラー
ク数の減少（PRNT70）をきたす最大希釈によ
り中和抗体価とした。さらに、LD50５倍量の
WNV を C57BL/6 マウスに腹腔内接種し、同日
および２４時間後にそれぞれの抗体 0.35mg
を皮下投与、その後の生存状態をモニターす
ることにより、それぞれの抗体の WNV 感染防
御能を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）組換え WNVＥ蛋白の作成の最適化の検
討 
①Drosophila発現系による組換えWNVＥ蛋白
の作成 
 従来用いていた Ni キレートクロマトグラ
フィー用カラムの HisTrap HP は、培養上清
を直接カラムに掛けることが出来ず、サンプ
ルのバッファー交換を要したため、リットル
オーダーに及ぶ大量のサンプルを処理する
ことは困難であった。新たに発売された
HisTrap excel は、培養上清を直接カラムに
掛けることが出来るため、これを HisTrap HP
に換えて用いることにより、組換え WNVＥ蛋
白精製の大幅な効率化がもたらされた。
HisTrap excel カラムによる Niキレートクロ
マトグラフィー→HiTrap Q HP カラムにより
イオン交換クロマトグラフィー→HiLoad 
16/60 Superdex 200 カラムでゲル濾過の３ス
テップにより、約１Ｌの培養上清から１０ｍ
ｇ前後の組換え WNVＥ蛋白（WNVE(N80%)-V5
エピトープ-His タグ）が安定して迅速に精製
できるようになった。図１にクロマトグラム
を示す。（赤紫の枠で囲った部分を回収して
次のステップに掛け、ゲル濾過に付いては、
それを最終精製品とした。） 

図１ 組換え WNVＥ蛋白精製のクロマトグラ
ム 
 
②バキュロウイルス発現系による組換え WNV
Ｅ蛋白の作成 
 先に述べたように、バキュロウイルス発現
系より作成した組換え WNVＥ蛋白の大量精製
には、組換えバキュロウイルス Bac.WN の除
去もしくは不活化が不可欠である。よって、
蛋白質には影響せずにウイルスの感染性を
消失させるBEI(Binary ethylenimine)の濃度
および処理時間を振って、Bac.WN の不活化に
ついて調べたところ、図２に示すように、１
ＭのBEIの存在下に２８℃で４８時間処理す
ることにより、完全に不活化出来ることが確
認された。（図２ BEI 処理有り（＋）、無し

（－）、およびネガティブコントロール
（Grace 培地のみで、Bac.WN を全く加えてい
ないもの。）をプラークアッセイに掛け、
neutral redで染色した。BEI（－）では、Bac.WN
の感染により Sf-9 細胞が変性・脱落して透
明に見えるが、BEI（＋）およびネガティブ
コントロールでは、細胞が密に増殖している
ために濁って見える。） 

図２ ＢＥＩ処理による組換えバキュロウ
イルスの不活化 
 
さらに、バキュロウイルス発現系による組換
え WNVＥ蛋白の発現量は、予測していたもの
よりも低かったため、培養上清・細胞 lysate
それぞれについて、Western blot により発現
量を比較し、発現最適化の予備検討をおこな
った（図３ １次抗体に抗フラビウイルスＥ
蛋白マウスモノクローナル抗体（IgG）、２次
抗体にアルカリホスファターゼ標識抗マウ
ス IgG 抗体を用いた Western blot）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３  Western blot による組換え WNVＥ蛋
白発現量の比較 
 
バキュロウイルス発現系では、Bac.WN 感染後
３日目・４日目の細胞 lysate 中に最も発現
量が高いが、それより長期間の培養では、恐
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らく内在性プロテアーゼ等により、組換え
WNVＥ蛋白が分解される傾向が観られた（レ
ーン６・７参照）。しかしながら、Drosophila
発現系に比べれば発現量は低く、同一容積の
原末から精製を開始しても、精製蛋白の収量
は、Drosophila 発現系のそれの約１００分の
１程度であった。よって、収率の改善には、
plaque purification 法等による Bac.WN の
high producerの選択の必要性が示唆された。 
（２）組換え WNVＥ蛋白とγ-PGA ナノ粒子を
用いたＣＴＬおよび抗体誘導の最適化の検
討 
①組換えWNVＥ蛋白内包γ-PGAナノ粒子の免
疫によるＣＴＬおよび抗体の誘導 
 Drosophila発現系で作成した組換えWNVＥ
蛋白を内包したγ-PGAナノ粒子をC57BL/6マ
ウスに、蛋白量として 1 回当たり 100μg を
１週ごとに 3回皮下免疫を行ない、最終免疫
より 1 週後の脾細胞を採取して、WNV 感染に
よりC57BL/6マウスに誘導されるＥ蛋白上に
存在する既知のＣＴＬエピトープペプチド
（CD8 陽性ＣＴＬについて５種類、CD4 陽性
ＣＴＬについて１種類）それぞれについて、
それらに反応して特異的に IFN-γを産生す
る細胞群が誘導されるかについてELISPOT法
により検討した。（図４、表１・２）（図４の
１～３列は非免疫マウスの脾細胞のスポッ
ト、４～６列は WNVＥ蛋白内包γ-PGA ナノ粒
子免疫マウスの脾細胞のスポット。スポット
１つ１つは、IFN-γ産生細胞を示す。） 

 

 
 

 

 
図４、表１・２に示すように、組換え WNVＥ
蛋白内包γ-PGA ナノ粒子免疫により、非免疫
マウスと比べて有意に、種々のＣＴＬエピト
ープペプチドに対して反応して IFN-γを産
生する細胞群が誘導されることから、WNVＥ
蛋白内包γ-PGA ナノ粒子免疫によるＣＴＬ
の誘導が示された。さらに、最終免疫より 1 
週後の血清採取し、WNVＥ蛋白に結合する抗

体を ELISA 法で調べたところ、図５に示すよ
うに、WNVＥ蛋白内包γ-PGA ナノ粒子免疫マ
ウスには、WNVＥ蛋白特異的抗体の誘導が確
認された。 

 
 
図５ WNVＥ蛋白内包γ-PGA ナノ粒子免疫に
よる抗 WNVＥ蛋白抗体の誘導 
（横軸の WNVE/γ-PGA は、WNVＥ蛋白内包γ
-PGA ナノ粒子免疫マウス血清を、(-)は非免
疫マススの血清を示す。） 
 
以上より、組換え WNVＥ蛋白内包γ-PGA ナノ
粒子免疫により、WNVＥ蛋白に対するＣＴＬ
と抗体の両者が誘導されることが示された。 
②投与プロトコール最適化の予備的検討 
 γ-PGA ナノ粒子に内包もしくは混合した
ものの免疫により、ＣＴＬと抗体の誘導効率
の違いが報告されているため、モデル蛋白抗
原として OVA を用い、ＣＴＬと抗体の誘導効
率の違いについて検討を行なった。OVA(100
μg)をγ-PGA ナノ粒子に内包もしくは混合
して１週ごと３回皮下免疫し、最終免疫より
１週後の特異的ＣＴＬの誘導と抗体価を、そ
れぞれテトラマーアッセイとELISAで測定し
た。図６に示すように、ＣＴＬの誘導につい
ては内包の方が優位であるが、抗体について
は混合の方が優位であった（図７）。（/γ-PGA
はγ-PGA ナノ粒子に内包を、γ-PGA +は混合
を表す。） 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図６ ＯＶＡ特異的ＣＴＬの誘導 
 



図７ ＯＶＡ特異的ＩｇＧ抗体価 
 
さらに、γ-PGAナノ粒子に内包OVAについて、
皮下、皮内、筋肉内投与のそれぞれについて
ＣＴＬの誘導効率をテトラマーアッセイで
検討したところ、皮内投与が最も優位であっ
た（図８）。 

 
図８ 免疫ルートによるＣＴＬ誘導効率 
 
以上の結果に基づき、今後は WNVＥ蛋白内包
γ-PGAナノ粒子とWNVＥ蛋白を混合したもの
をモデルワクチンとし、皮内投与を中心とし
て、WNV 感染に対する防御効果の検討を進め
る。 
（３）ISAAC 法による JEV ワクチン被接種者
末梢単核球からのヒト型WNV中和モノクロー
ナル抗体の樹立 
①ヒト型WNV中和モノクローナル抗体の樹立 
 不活化 JEVワクチン被接種者の末梢単核球
から、組換え WNVＥ蛋白をプローブとして
ISAAC 法により、３種類の IgG クラスの WNV
Ｅ蛋白特異的ヒト組換えモノクローナル抗
体(WN_11、WN_39、WN_83)を樹立した。これ
らは、それぞれ独立した抗体可変部遺伝子を
用いており、競合阻害 ELISA によりエピトー
プの共有を観たところ、互いに独立したエピ
トープを認識していた。 
②ヒト型抗 WNVＥモノクローナル抗体の WNV
中和活性および WNV 感染防御能の検討 
 プラーク減少法により、これらの抗体の
WNV に対する中和活性を検討したところ、全
ての抗体が中和活性を有しており、WN_83 が
最も強い中和活性を有していた（図９）。 

図９ 抗体の WNV に対する中和活性 
 
さらに、WNV を接種した C57/BL6 マウスに各

抗体を投与して防御効果を検討したところ、
いずれの抗体も生存期間の延長効果を認め
たが、WN_83 が最も効果的であった（図１０）。 

図１０ 抗体のWNVに対する感染防御効果 
 
今後は、これら完全ヒト型抗体の抗体医薬と
しての可能性の検討を進める。 
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