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研究の背景および 目的

重症急性呼吸器症候群 ( S e v e r e A c u t e R e s pi r a t o r y S y n d r o m e; S A R S) は 2 1

世紀最初 に出現 した新興感染症で あ る｡ そ の 被害は 2 0 0 2 年中国広東省広州で最

初の感染者が報告された後､ 世界 2 9 カ 国 - と広が り ､ 感染者 80 9 8 名 ､ 死者7 7 4

名 にも及んだ ｡ 日本では 5 2 件の S A R S 疑い 例と 1 6 件の S A R S 可能性例が報告

されたも の の ､ 最終的には感染者 は認 められず ､ S A R S の 大流行か ら逃れ る こ

とができ た｡ しか し､ 2 0 0 3 年 7 月 5 日 に世界保健機構より S A R S の 終息が宣言

された後も､ 中国 で数件 の S A R S の発 症例が報告されて おり ､ 依然と して S A R S

の 再流行が懸念されて い る｡

S A R S の 原因ウイ ル ス は既知の コ ロ ナウイ ル ス と は異な る新型 の コ ロ ナウイ

ル ス で ある こ とが報告され ､ S A R S コ ロ ナウイ ル ス (S A R S
- C o V ) と命名され

た o S A R S
･ C o V は他 の

_
コ ロ ナウイ ル ス 科 の ウイ ル ス と同様 に約3 0 0 0 0 塩基の

一

本鎖 (+) R N A をゲノ ム と し ､ S pi k e ､ n u d e o c a p si d , e n v el o p e , m e m b r an e の 4

種類の 構造タ ン パ ク質により構成される｡

現在まで に S A R S ワ クチ ン の候補と して は不活化 ワ ク チ ン ､ S A R S ･ C o V の構



造タ ン パ ク 質を発現す る D N A ワ ク チ ン や非増殖性 の組換えウイ ル ス に よる
ワ

ク チ ン が報告され て い る ｡ しか し ､ これ ら の ワ ク チ ン の 多く は複数回接種を前

提と した ワクチ ン で あり ､ p a n d e 血 c が起きた際に ､ 短期間に ワ クチ ン効果を誘

導す る に は十分とは言えな い ｡

本研究は人 で の増殖性を示す弱毒性 ワク シ ニ ア ウイ ル ス L C 1 6 m 8 を用 い た組

換え ワ ク シ ニ ア ウイ ル ス に よ る S A R S ワ ク チ ン の 開発 を 目的と して行 っ た ｡

L C 1 6 m 8 株は橋爪 らに よ っ て Li st e r 株 より弱毒化された株 で あり ､ 皮膚増殖性 ､

中枢神経毒性が極め て低く ､
こ れまで に 1 0 万人 以上 の 小児に接種され ､ 重篤な

副作用 を示さなか っ た こ と ､ 免疫原性が ワクチ ン株で ある Li st e r 株と同等で あ

っ た こ とか ら 1 9 7 5 年に 厚生省により天然痘 ワ ク チ ン と して の 認可 を受けて い

る｡ 私 は L C 1 6 m 8 株 を組換えウイ ル ス の母体と し､ 志田 らによ っ て開発 された

強力 な プ ロ モ
ー

タ
ー

で あ る A TI/ p 7 . 5 ハ イ プ リ ッ ト プ ロ モ
ー

タ
ー に よ り

s A R S
I

C o V sp ik e タ ン パ ク質を発現す る組換え ワ ク シ ニ ア ウイ ル ス R V V
･ S を作

製 し､ S A R S ワク チ ン と して の 効果を検討 した｡

方法と結果

1 ) B A R S
-

C o V s pi k e タ ン パ ク 質を発現する組換え ワ ク シ ニ ア ウイ ル ス R V V
- S

の 作製

s A R S - C o V ( V i et n a m / N B
-

0 4/2 0 0 3 株) を V E R O E 6 細胞 中で 2 回継代 した

ウイ ル ス より R N A を抽出単離 し ､ 逆転写反応 に より c D N A 合成 した ｡ 合成 し

た c D N A か ら全長 の sp ik e タ ン パ ク 質遺伝子を翻訳開始点 の 1 0 塩基 上流か らク

ロ
ー ニ ン グ し ､ ワ ク シ ニ ア ウイ ル ス の 相 同組換 え用 プ ラ ス ミ ドベ ク タ

ー

p s F J l
･

1 0 に挿入 したo 得 られた ク ロ
ー

ン の 中で u Li La D L
'

株と最も配列 が近 い ク

ロ
ー ン を基 に 4 ケ 所に変異を導入 し､ ZL L:b a n )

'

株 の s p ik e タ ン パ ク質とア ミノ酸

配列 が同
一 で あり ､ ワ ク シ ニ ア ウイ ル ス 前期プ ロ モ

ー

タ
ー

の 転 写終結配列

( T r T T r N T ) を 含 ま な い sp ik e タ ン パ ク 質遺伝 子 を 持 つ プ ラ ス ミ ド

p s F J l
-

1 0
-

S A R S
I

S を作製 したo L C 1 6 m 8 を感染さ せたウサギ初代腎臓細胞 に

p s F J l
･

1 0 1 S A R S I S を導入す る こ と により ､ ワク シ ニ ア ウイ ル ス の - マ グル チ ニ

ン (H A ) 遺伝子領域で相同組換えを引き起こ さ せ ､ 組換 え ワク シ ニ ア ウイ ル ス

R V V
･

S を作製 した｡ R V V ･ S は H A の発現が欠損するため､ R V V
-

S が形成する

プラ
ー ク は赤血球凝集反応を示さない o よ っ て ､ 赤血 球凝集反応陰性 の プラ

ー

ク をス ク リ ー ニ ン グ し､ P C R 法およびプラ ー ク ハ イ プリダイゼ -

シ ョ ン法に よ



り s p ik e タ ン パ ク 質遺伝子 の挿入を確認 した｡ R V V
･

S 感染に よ る s p 辻e タ ン パ

ク 質の発 現 は ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法 に より解析 した｡ 結果､ R V V
･ S 感染細胞 に

お い て の み ､ 作製 した 2 種類 の抗 spi k e ポリク ロ
ー

ナ ル 抗体により s pi k e タ ン

パ ク 質の 分子 量と 一 致す る約 1 80 k D a の 位置に バ ン ドが検出された . また ､

R V V - S 感染に よ る sp ik e タ ン パク 質発現は蛍光免疫染色法によ っ て も藷 め られ

たo こ れ らの 結果より ､ R W
-

S 感染によ る sp ik e タ ン パ ク質 の発現が示されたo

2) R V V - S 接種による S A R S ･ C o V に対する中和抗体 の誘導

1 0 8 P F U の R V V ･ S また は L C 1 6 m 8 をウサ ギ ( N e w Z e al an d Wh it e 種) の 皮

内より 0 遇お よび 6 週に 接種 し ､ 経時的に採血を行 っ て ､ 抗血清 の sp ik e タ ン

パ ク質に対 す る結合能を解析 した. 全長の H i s 標識 sp ik e タ ン パ ク質を抗原と

して E LI S A を行 っ た結果 ､ R V V
- S を接種 した ウサ ギ血清 は接種 2 週間後 より

sp ik e タ ン パ ク に対す る抗原抗体反応が認 め られ ､ 追加接種によ りほ ぼ 1 0 倍 の

抗体価 の 上昇が苛められた ｡ また ､ S A R S 患者血清が反応す る こ とが報告され

て い る 3 種類 の spi k e タ ン パ ク質由来 の p ep ti d e を抗原と して E LI S A を行 っ た

結果 ､ R V V
･

S 接種群で は 3 種類す べ て の 抗原に 対 して抗原抗体反応が認 め られ

た.
一 方 ､ L C 1 6 m 8 を接種 した群にお い て はほ と ん ど反応が認 め られ なか っ た｡

以 上 の 結果 より ､ R V V ･ S は複数の エ ピ ト ー プを認識す る sp ik e タ ン パ ク質に対

す る結合抗体を誘導する こ とが明 らか とな っ た｡

次に抗血清 の S A R S - C o V に対する中和能をi z H q
'

tz 10 S A R S
-

C o V 中和 試験に よ

り解析 したo R V V ･ S 接種群は接種 1 週 間後 か らS A R S I C o V に対す る中和反応を

示 し､ 中和抗体価は接種 3 週 間後に は 1 : 10 0 以 上 まで 上昇 した ｡ また ､ 追加接

種2 週間後に は中和抗体価はさらに約 1 0 借 上昇 した ｡ 一 方 ､ L C 1 6 m 8 接種群は

S A R S ･ C o V に 対 す る中和反応 を示 さな か っ た ｡ ま た ､ R V V
･ S 接種 に よ る

S A R S
I

C o V に対する中和抗体 の誘導は 1 0 6 ､ 1 0 7 P F U 接種群にお い て も認 め ら

れ ､ 1 0 7 P F U 接種群 の中和抗体価は 1 0 8 P F U 接種群とほ ぼ同等で ある こ とが示

され た.
一

方 ､ 1 0 6 P F U 接種群 の中和抗体価は 1 0 8 P F U 接種群より低 か っ たも

の の ､ 同用 量 の 追加接種により中和抗体価は約 1 :3 0 0 まで 上昇が認められた ｡

以 上の 結果 よ り , 1 0 6 P F U 以 上 の R V V ･ S の接種 により S A R S I C o V に対す る中

和抗体が誘導され る こ とが示 された ｡



3 ) ワ ク シ ニ ア ウイ ル ス に 対す る免疫を持 つ 個体に 対す る R V V
- S 接種 に よ る

S A R S
-

C o V に対す る中和抗体の誘導

1 0 8 P F U の L C 1 6 m 8 を 0 遇 および 6 週 に接種 したウサギに対 し､ 1 0
8 P F U の

R V V ･ S を追加免疫 (1 2 遇 および 1 8 週 に接種) する こ とに より ､ S A R S
･ C o V に

対す る中和抗体を誘導する こ とが可能で ある か検討 した｡ L C 1 6 m 8 を接種 した

1 2 週 間後には ワ ク シ ニ ア ウイ ル ス に対する中和抗体価は 1 :4 0 9 6 と い う非常に

高い値を示 した . こ れ らの ウサギ に 1 0 8 P F U の R V V
･ S を追加接種 した結果 ､

接種 した 3 匹す べ て にお い て接種2 週間後か ら S A R S
･ C o V に対する中和抗体が

誘導された o また R V V
･ S の 2 回目 の接種に よるブ

ー ス ト効果も認められ ､ 中和

抗体価は L C 1 6 m 8 を事前接種 しなか っ た群と同等で あ っ た｡ 以上 の 結果より ､

1 0 8 P F U の R V V
･ S の 接種は ワ ク シ ニ ア ウイ ル ス に対する中和抗体の影響を受け

ずに ､ S A R S - C o V に対する中和抗体を誘導でき る こ とが示 された｡

考察

本研究に お い て ､ R V V
･

S は単回接種に より接種 1 週 間後とい う非常に早期か

ら S A R S
-

C o V に 対す る中和抗体を強力 に誘導する こ と ､ ワ ク シ ニ ア ウイ ル ス に

対 して免疫を持 つ 個体に対 して も S A R S
･

C o V に対す る中和抗体を誘導でき る こ

とを明 らか に した｡ S A R S にお い て致死率の高い高齢者 の 大部分は天然痘 ワ ク

チ ン と して ワ ク シ ニ ア ウイ ル ス を接種 して おり ､ ワ ク シ ニ ア ウイ ル ス に対す る

免疫を保持 して い る と考えられるが ､ こ れ らの 人 々 に 対 して も R V V
･

S はワ クチ

ン と して の効果が期待で き る ｡ また ､ L C 1 6 m 8 を使用 した組換えワ ク シ ニ ア ウ

イ ル ス は L C 1 6 m 8 の 弱毒化 した性質を保持す る こ とが報告され て い る こ とか ら､

R W - S も高い 安全性を持 つ と予測され る o よ っ て ､ R V V
･

S は高 い安全性と効果

を持 つ S A R S ワ ク チ ン と して ､ 今後の 臨床応用が期待され る ｡ また ､ L C 1 6 m 8

と A T I/p 7 . 5 ハ イ プリ ッ トプ ロ モ
ー

タ
ー

を組み合わせ た組換え ワ ク シ ニ ア ワク チ

ン は S A R S の みならず､ イ ン フ ル エ ン ザな ど種々 の感染症に対 して も有力な ワ

ク チ ン となる こ とが期待される｡




