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研究成果の概要（和文）：　本研究の最終目標である野生化アライグマとマングースに対する経口避妊ワクチン
の実用化は、本申請研究期間で完了できるものではないが、今回得られた知見の概要は以下の通りである。アラ
イグマでは、卵透明帯蛋白の塩基配列と立体構造を参考に合成した3種類のペプチドに対する抗ウサギ血清にお
いて、抗体産生誘導および誘導抗体の種特異性が確認され、これらがワクチンの抗原候補として有力であること
が示された。マングースでも同様に、卵透明帯蛋白の塩基配列をもとに合成した2種類のペプチドに対する抗マ
ングース血清において、抗体の持続期間や誘導抗体の生体抗原認識能が確認され、両ペプチドのワクチン抗原と
しての有用性が示された。

研究成果の概要（英文）：1) Raccoon; Five synthetic peptides were produced with reference to raccoon 
ZP3. Immune-histochemistry was used to assess antibody binding of sera from rabbits immunized 
against each of the five peptides to ovaries of raccoon and the other 9 species. Rabbit sera against
 three out of the five peptides showed a raccoon-specific reaction. These three peptides would be 
potential antigens for immunocontraceptive vaccines.
2) Mongoose; Two synthetic peptides (A and B) with reference to mongoose ZPC were injected into 
female mongooses, and blood samples were collected to verify immunogenicity. Mongooses injected with
 peptide A showed a marked increase in antibody titer, which lasted for 8 months; in contrast, 
peptide B caused relatively mild increase in antibody titer, lasting for 5 months. 
Immune-histochemical analysis showed that the antibodies against each peptide could recognize 
ovary-derived proteins. Peptide A and B would be potential antigens for immunocontraceptive 
vaccines.

研究分野：獣医学（野生動物医学）
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１．研究開始当初の背景	
(1)	 個体数が過剰に増えて農林業や生態系
に被害をおよぼす野生動物では、一般に個体
数管理のための駆除が行われるが、駆除だけ
で個体数を大幅に減らすことは困難である。
国外では、駆除の代替法として免疫学的に繁
殖を抑制する避妊ワクチンの研究が行われて
きたが、研究対象は少数種の動物園動物など
に限定され、野外に生息している野生動物へ
の適応はほとんどなされていない。	
	
(2)	 わが国の生物多様性国家戦略（環境省）
では、外来種への対応は重要課題の 1 つで、
特に生態系への悪影響が大きいアライグマや
マングースなどの特定外来生物の排除の緊急
性は高い。しかし、アライグマは罠捕獲だけ
では個体数増加や分布拡大を制御できず被害
が拡大し続けており、マングースは罠捕獲に
より低密度化は実現したが根絶には至らずに
捕獲の効率性低下や財政不足などの課題が顕
在化している。個体数増加を制御するには、
雌の繁殖そのものを抑制（避妊化）すること
が有効であると考えられる。	
	
(3)	 上記を踏まえ、申請者らは 2011 年より、
動物福祉にも配慮した駆除に代わる外来種の
画期的な個体数制御のモデル研究として、経
口避妊ワクチンに関する研究に初めて着手し
た。避妊ワクチン抗原の中から、受精の際に
重要な役割を果たす卵透明帯抗原に着目し、
避妊効果のあるワクチン抗原候補の選定・評
価などの基礎的成果を得てきた。これらを本
研究でさらに発展させ、アライグマおよびマ
ングースの経口避妊ワクチン開発を進める。	
	
２．研究の目的	
(1)	 アライグマについては、これまでの研究
で 2 種類のワクチン抗原候補の評価を行った
が、種特異性が低いことが示され、新たな抗
原の開発が必要となっていた。そこで、本研
究では、種特異性の高い新たなワクチン抗原
（合成ペプチド）の開発を行うことを目的と
した。	
	
(2)	 マングースについては、これまでに、実
験動物のウサギを用いた研究で種特異性の高
い 2 種類の抗原候補が選定されていた。そこ
で、本研究では、これら 2 種類のワクチン抗
原（合成ペプチド Aおよび B）を飼育下のマン
グースに投与して、ワクチン抗原としての有
効性の評価を行うことを目的とした。さらに、
避妊ワクチンで免疫されたマングースの避妊
効果の検証に必要となる、体外での卵-精子の
受精阻害試験法の確立を試みた。	
	
３．研究の方法	
(1)	 アライグマについては、卵透明帯（ZP3）
の遺伝子配列（立体構造）を他種のそれと比
較し、種特異性の高い部位を選定し、新たな
ワクチン抗原候補（合成ペプチド）を作製し

た。それらの合成ペプチドを各 1 羽のウサギ
に免疫（4回皮下投与）して抗血清を作出した。
得られた抗血清を一次抗体とし、アライグマ
および国内に生息する 9 種（チョウセンイタ
チ、テン、アナグマ、タヌキ、イヌ、ネコ、ツ
キノワグマ、ハクビシン、フイリマングース）
のネコ目動物の卵巣を用いた免疫組織化学に
より、血清中抗体の抗原（卵透明帯）認識能お
よび種特異性を評価した。	
	
(2)	 マングースについては、次の 2つの実験
を行った。	
①	 2 種類のワクチン抗原（合成ペプチド Aと
B）を雌マングース（各ペプチド 3頭ずつ）に
免疫（4回皮下投与）した。その後、経時的に
採血して抗体価を測定（ELISA 法）し、両ペプ
チドの免疫原性、抗体価の持続期間、免疫記
憶を評価した。また、得られた抗血清を一次
抗体とし、マングースの卵巣を用いた免疫組
織化学により、血清中抗体の抗原（卵透明帯）
認識能を評価した。	
②	 馬絨毛性性腺刺激ホルモン（eCG）を 10 ま
たは 20IU ずつ各 6 頭の雌のマングースに投
与し、卵胞の過発育誘起を行った。さらに、
eCG 投与 48 時間後にヒト絨毛性ゴナドトロピ
ン（hCG）を 100 単位投与して排卵誘起させた
後、各個体を安楽殺して卵子の回収を試みた。	
	
４．研究成果	
(1)	 アライグマの卵透明帯の立体構造をも
とにして 5 つの抗原部位を選定した。その塩
基配列をもとにして、5 種類の合成ペプチド
（ペプチド①〜⑤、10〜13AA）をウサギに免
疫して得た抗血清では、投与前と比較して抗
体価が有意に上昇していた（ELISA 法）（図 1）。	

	
	 また、免疫組織化学では、合成ペプチド①
および②投与ウサギ抗血清はアライグマを含
む全ての動物種の卵透明帯との反応が見られ
なかったのに対し、合成ペプチド③、④およ
び⑤投与ウサギ血清はアライグマ卵透明帯と
の特異的な反応が見られ、かつその他の動物
種の卵透明帯との反応は見られなかった（図
2）。アライグマ以外の動物 9 種は国内に生息
する陸生ネコ目 6 科を網羅しており、合成ペ
プチド③、④および⑤の誘導抗体が、今回供
試した動物種以外の国内に生息する野生動物
の卵透明帯に結合する可能性は低いと考えら
れる。以上のことから、合成ペプチド③、④お



よび⑤はアライグマ経口避妊ワクチンの抗原
候補として有力であることが示された。今後
は、合成ペプチド③、④および⑤をウサギで
はなく飼育下のアライグマに投与して、ワク
チン抗原としての有効性を評価する必要があ
る。	
	

	
(2)	 マングースに関する研究成果	
①	 合成ペプチド A または B を、それぞれの
ペプチドにつき 3 頭（それぞれ A 群、B 群と
する）の雌マングースに投与したところ、B群
の 1 個体を除く全ての免疫個体で、ペプチド
投与回数が増加するごとに対照群と比較して
抗体価の有意な上昇が認められ、特に A 群で
は比較的高度な抗体価の上昇が確認された。
両合成ペプチドとも抗原性を有しており、マ
ングースの避妊ワクチン抗原候補として有用
であることが示唆された。（図 3）	
	

	 	
	 そこで、A 群と B 群のうち各 1 頭（A-1 個体
および B-2 個体）の飼育を継続して抗体価の
推移や免疫記憶の評価を行った。その結果、	
A-1 個体においては 8ヶ月、B-2 個体において
は約 5 ヶ月に満たない抗体価の持続性を示し
た。また、初回投与（図 4、Pre①）からおよ
そ 19 ヶ月後に実施した追加免疫（図 4、Pre
②）による抗体価の上昇は、初回の一連 4 回
の注射免疫による抗体価の上昇と比較し、A-1
および B-2 個体のいずれにおいても高度な免
疫記憶は認められなかった。その後、A-1 個体
では追加免疫から 3 ヶ月後には抗体価が低下
していた。以上の結果を総合して評価すると、

合成ペプチド A は B より免疫効率が高く、ワ
クチンの抗原としての有用性は高いものと推
察された。しかし、抗体価（抗原性）は避妊効
果そのものを表現するものではないことから、
授精阻害試験などの避妊効果の検証を行う必
要がある。また、両合成ペプチドとも、避妊ワ
クチンの有効性を担保するための高い抗原性
と免疫記憶を持たせる改良が必要だと考えら
れた。	
	

	 	
	 合成ペプチド A または B により免疫された
雌マングースの血清中抗体の抗原認識能を評
価するため、マングース卵巣と合成ペプチド
A投与個体（A-2 個体）血清または B投与個体
（B-1 個体）血清を一次抗体として用いた免
疫組織化学を行った結果、合成ペプチド A お
よび B 投与個体血清のいずれも、マングース
卵透明帯と産生抗体との特異的な反応が認め
られ、血清中抗体が生体抗原を認識すること
が示された（図 5）。このことは、合成ペプチ
ド A および B のワクチン抗原としての有効性
を指示する結果の 1つである。	
	

	
②	 マングースの避妊効果の検証に必要とな
る、体外での卵-精子の受精阻害試験法の確立
のため、卵胞の過発育誘起（10 または 20IU の



eCG 投与）および排卵誘起（100 単位の hCG 投
与）を行った。その結果、20IU の eCG 投与に
より顕著な卵胞の発育が誘起されたが(表１)、
100 単位の hCG	投与でも、いずれの個体でも
排卵には至らず卵子は回収できなかった。今
後は成熟卵子回収のプロトコールの確立が必
要である。	
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