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研究要旨：昨年、これまでにない規模のエボラ出血熱の流行が西アフリカで発生し、平成２７年２月時

点でも未だ終息していない。アフリカでのエボラ出血熱患者の確定診断には  RT-PCR による遺伝子診

断が行われている。これらは、欧米等の支援によって設置されたラボでのみ実施可能である。エボラ出

血熱のように急性期の血中ウイルス量の高い感染症では、ウイルス抗原検出をイムノクロマトで行うこ

とでより簡便に患者の確定診断が可能になる。また、ウイルス中和抗体を効率よく誘導できれば治療用

抗体としての利用も可能となる。本研究では、このような観点から、ザイールエボラウイルスの膜糖タ

ンパク質 (GP)の組換えバキュロウイルスを２種類作製した。一つは his タグ付 GP を昆虫細胞に発現

する組換えバキュロウイルスで、もう一つは CAG プロモーターにより哺乳類細胞で GP を発現する

組換えバキュロウイルスである。それぞれを昆虫細胞 Tn5 と哺乳類細胞 Vero に感染させて GP の発

現を比較した結果、前者では Tn5 細胞でのみ GP が発現し、後者では Vero 細胞で GP が発現した。

後者の Vero 細胞では preGP と GP1 思われるサイズの蛋白質が確認された。昆虫細胞では High 
mannose 型糖鎖までで複合型糖鎖修飾されないため、昆虫細胞と哺乳類細胞で発現された GP は分子

量が異なった。これらを用いてマウス等の動物で GP 特異抗体の作製が可能となり、抗原検出用抗体と

しての応用が期待される。 

 
A 研究目的 

 昨年、西アフリカにおけるエボラ出血熱の大流

行が問題となったが、平成２７年２月時点で未だ

終息していない。これまで、 BSL病原体が取り

扱えない日本では、 RT-PCRによる遺伝子検出、

ウイルス核蛋白質(NP)単クローン抗体を用いた

抗原検出法、IgM, IgG抗体検出法、シュードタイ

プ VSVによる中和抗体検査法などが開発されて

いる。 これらの検査法は、アフリカからの帰国

者の疑い症例の実験室検査等に実際に用いられ

ている。 

 一方、アフリカでのエボラ出血熱患者の確定診

断にはリアルタイムRT-PCRによる遺伝子診断が

行われている。これらは、欧米等の支援によって

設置されたラボでのみ実施可能であり、疑い患者

検体を検査ラボまで輸送して対応している。エボ

ラ出血熱のように急性期の血中ウイルス量が非

常に高い感染症では、ウイルス抗原検出をイムノ

クロマトで行うことでより簡便に患者の確定診

断が可能になる。また、ウイルス中和抗体を効率

よく誘導できれば治療用抗体としての利用も可

能となる。本研究では、このような観点から、ザ

イールエボラウイルスの膜糖タンパク質 (GP)を

効率よく発現する組換えバキュロウイルスを２

種類作製する。用いるプロモーターによりエボラ

ウイルスGPを昆虫細胞で発現する組換えバキュ

ロウイルスとCAG プロモーターにより哺乳類細

胞で GPを発現する組換えバキュロウイルスを

作製した。これらを用いて、エボラウイルスGP

特異的抗体を簡便に作製し、検査法、中和抗体作

製を行うことを目的とする。 
 



B 研究方法 
1) 組換えバキュロウイルス： 
 ポリへドリンプロモーターによりエボラウイ

ルス GP 遺伝子を発現する組換えバキュロウイル

ス(Ac-his-EBOZ-GP)と CAG プロモーターによ

りエボラウイルス GP 遺伝子を発現する組換えバ

キュロウイルス(AcCAG-EBOZ-GP)を作製した

（図 1）。それぞれの組換えウイルスは、Tn5 細

胞で培養しストックウイルス(力価 2 x 107 /mL)
を作製した。 
 
2)昆虫細胞と哺乳類細胞でのエボラウイルス GP
の発現： 
 抗エボラウイルス GP 抗体は、Prof. C. J. 
Peters（UTMB, Texas, USA）から分与されたウ

サギ高度免疫エボラウイルス GP 血清を用いた。

組換えバキュロウイルスを昆虫細胞 Tn5 とほ乳

類細胞 Vero および Vero E6 に moi=10 で感染さ

せた。感染後 48 時間後に細胞を回収し、

SDS-PAGE / Western blottingによりエボラウイ

ルス GP の発現、分子量等を確認した。 
 
C 結果 
1) 組換えバキュロウイルス： 
 2 種類の組換えバキュロウイルスを作製した

（図１）。AcCAG-EBO-GP は GP を発現するプ

ロモーターが哺乳類細胞でのみ機能するため、昆

虫細胞ではウイルスは増殖するが GP 遺伝子の発

現はない。一方、バキュロウイルスは哺乳類細胞

に流産感染するため、ウイルスは増殖しないが

CAG プロモーターで制御される遺伝子の発現が

期待できる。Ac-his-EBO-GP は、ポリへドリン

プロモーターで GP 遺伝子を制御するため昆虫細

胞で遺伝子が発現する。 
 
２）昆虫細胞と哺乳類細胞でのエボラウイルス

GP の発現： 
 2 種類の組換えバキュロウイルスを昆虫細胞と

哺乳類細胞に感染後 48 時間で細胞を回収し、エ

ボラウイルス GP の発現を調べた（図２）。その

結果、予想通りAcCAG-EBO-GP感染Vero細胞、

Vero E6 細胞では EBO-GP の発現が確認された。

分子量 160kDa, 130kDa の蛋白質が検出できた

が、これは preGP, GP1 に相当すると考えられた。

Tn5 細胞（昆虫細胞）では EBO-GP の発現は認

められなかった。一方、Ac-his-EBO-GP 感染 Vero
細胞、Vero E6 細胞では EBO-GP の発現は認め

られなかったが、Tn5 細胞では分子量 130kDa, 

60kDa の蛋白質が検出された。130kDa の蛋白質

は preGP なのか GP1 なのかは不明である。昆虫

細胞では high mannose 型糖鎖修飾はされるが

complex 型糖鎖修飾はされないため、両者で分子

量が異なると思われた。 
 
D 考察 
 本研究で作製された組換えバキュロウイルス

AcCAG-EBO-GP をマウス等に経鼻接種すること

により、エボラウイルス GP 特異的抗体が誘導可

能か検討したい。また、Ac-his-EBO-GP 感染 Tn5
細胞から EBO- GP を精製して、マウス等を免

疫してエボラウイルス GP 特異的抗体が誘導可能

か確認する予定である。両者による免疫で誘導さ

れる抗体の中和力価等を比較し、抗原検出に有用

な抗体を提供したい。 

 

E 結論 

 ２種類の組換えバキュロウイルスにより、種々

の細胞でエボラウイルス GP を効率よく発現する

系ができた。抗体作製にこれらを有効に利用する

ことが可能である。 
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G 知的財産権の出願･登録状況 

 現在出願予定はない。 

 

 

  



 

図 1. エボラウイルス GP 発現組換えバキュロウイルスの模式図 

 

 

 

図２. 組換えバキュロウイルス感染細胞でのエボラウイルス GP の発現 
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