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研究要旨：細胞培養痘そうワクチンの製造承認株であるLC16m8株は、Lister株から低温馴化によりLC16
株、LC16mO株を経由して樹立された安全性の高いワクチン株である。しかし、LC16m8株を継代する
とプラークサイズのやや大きい LC16mO型（medium size plaque; MSP）のウイルスが出現する。これま
での解析から、MSP は B5R の一塩基欠失を相補する変異ウイルスであり、その変異のパターンが複数
あることが分かっている。これまでにバイオアッセイで得られる MSP 情報と同等の成績が次世代シー
クエンス（NGS）解析により得られることを示した。 NGS 解析は取得データの処理に比較的時間を要
することから、これまでのMSPの変異パターン解析で得られた主要な MSPを定量的に検出可能な PCR 
法を開発することを試みた。その結果、MSP変異配列を識別するMGB-probeを用いるリアルタイム PCR
では LC16m8株と特定の MSPを鑑別できるが、LC16m8株遺伝子が大量に存在すると、MSP変異配列
特異的MGB-probeの結合に阻害的効果が生じ、少量の MSPを検出できなくなった。一方、MSPの遺伝
子変異特異的配列を 3’末端とする primerを用いた PCR でも LC16m8株と特定の MSPを識別できた。
この方法を SybrGによるリアルタイム PCR へ発展させることにより、主要な MSP 含有率を定量でき
る可能性が示唆された。 
 
 
A.研究目的 
 
 細胞培養痘そうワクチンの製造承認株である
LC16m8株は、Lister株から低温馴化によりLC16株、
LC16mO 株を経由して樹立された株である。 サルを
用いて行われた神経病原性試験により非常に神経毒
性が低いことがわかっている。また、１９７０年代には１
０万人の子供に接種され、その際に重篤な副反応は
確認されなかったことより安全性の非常に高いワクチ
ン株といえる。さらに、自衛隊での成人への種痘にも
用いられ安全性がさらに確認されている。Lister 株は
41℃以上でも初代ウサギ腎細胞でのプラック形成能
があるのに対し、LC16mO株と LC16m8株は 41℃で
はプラークを形成しない（増殖温度感受性）。LC16m8
株は、B5R 遺伝子に 1 塩基欠損があるため、正常な 
B5R が作られないために初代ウサギ腎細胞における
プラークサイズが小さい。LC16m8株を継代するとプ
ラークサイズのやや大きい LC16mO型のウイルス
(medium size plaque; MSP)が出現する。これまでの
解析から、これらは LC16mO型への復帰株ではな
く、B5R の一塩基欠失を相補する変異ウイルスで
あり、その変異のパターンは複数あることが分か

っている。これまでに、次世代シークエンス（NGS）
解析によりバイオアッセイで得られたMSPの情報
と同等の成績が得られることを明らかにした。
NGS 解析は取得データの処理に比較的時間を要
することから、これまでのMSPの変異パターン解
析で得られた主要な MSPを、定量的に検出可能な 
PCR 法を開発し、品質管理に資する情報を提供す
ることを目的とした。 

 
B.研究方法 
 
１） MSPの性状を保つクローンの配列と出現頻度： 
 シードウイルスから３代継代して作製したもの（K1）と
乾燥細胞培養痘とうそうワクチンVO7, VO9を用いた。
K1からVero E6細胞でMSPを選択して遺伝子配列を
決定した。また、K1 を Vero E6 細胞で継代することに
より得られたMSP も同様に解析した。 
 
２）MSPの種類と出現頻度： 
 これまでの研究から、MSPには LC16m8株で認めら
れる B5R遺伝子の２７４位の G欠損が LC16mO株型
の B5R遺伝子に復帰したものはなかった。これまでに



 

得られた MSP の遺伝子変異は、１塩基の duplication
による１塩基挿入か、４塩基配列の duplication による
ものがある（表１、図 1）。これらの出現頻度は、得られ
たMSPのクローンの遺伝子配列から算定されたものと、
illumina を用いた NGS 解析により得られたものが
ほぼ一致することから、MSPには L1から L7の 7
タイプが大部分を占める考えられる。 
 
３） MSPを検出する PCR法の検討： 
 LC16m8株のウイルスストック中に含まれるMSPの含
有率を測定するには、主要なタイプの MSP の含有率
を測定すれば良いと考えられる。そこで、以下の PCR
法を検討した。 
１）Allele-specific primer PCRによるMSPの検出法： 
この方法は、SNIP 検出用に開発された PCR で、プラ
イマーの 3’ 末端から二番目には変異特異塩基、三
番目には不一致塩基を設定した（図２）。 
２）Mutation specific primer PCR による MSP の検出
法：この PCRでは片側のプライマーに MSPの型特異
的プライマーを設定した（図３）。 
３）MSP 変異部位を含む共通プライマーによる SybrG
リアルタイム PCR：これは共通プライマーで増幅した
PCR産物を SybrG遊離の denature曲線の違いから検
出する方法である（図４）。 
４）MGB probe によるリアルタイム PCR: これは、プロ
ーブのハイブリに要する部分を 17ｍer と短く出来るプ
ローブによるリアルタイムPCRで、共通プライマーで増
幅し、共通プローブと各 MSP 特異的プローブの 2 つ
のプローブにより MSP 比率を求める方法である（図
５）。 
 
 
【倫理面への配慮】 
ヒト検体、動物は使用していないため該当しない。 
 

C.研究結果、及び D.考察 
1）MSPの性状を保つクローンの配列と出現頻度： 
 K1 には、RK13 細胞を用いたプラークサイズの測定
法により MSP が 2.5％程度含まれていることが分かっ
ている。K1からMSPをプラーククローニングして、これ
らの B5R の遺伝子配列と出現頻度を算出することに
より、MSP の遺伝型と出現頻度が分かっている。MSP
には主に７遺伝子型があり、それぞれの出現頻度は
2.4%から 36.6％と異なった。NGSによる解析では、K1
に含まれる MSP の遺伝子型と出現頻度は 3.8％から
38.9％で、それぞれの遺伝子型と出現頻度はよく一致
した（表１）。このことから MSP には主要な７タイプがあ
り、その出現頻度は MSP のタイプにより異なることが
わかった。 
２）MSP頻度の定量的 PCRによる解析 

 １）から、幾つかの主要な MSP タイプの含有率を定
量的に検出できる PCR を開発すれば、ワクチンの品
質管理に応用可能と考えられる。そこで、幾つかの
PCR法を比較検討した。 
１）Allele-specific primer PCRによるMSPの検出法で
は、L3, L4は検出できず L2は検出できるが PCRサイ
クルを 20 回以上行うと非特異反応による産物が増幅
された。このため、本研究の目的には適さなかった。 
２）Mutation specific primer PCRによるMSPの検出法
では、まず L2特異的プライマーを作成して検討した。
用いるプライマーの長さを 17ｍerから 22merまで検討
した結果、プライマー長 18ｍer のプライマーを用いる
と最も特異度が高かった。そこで、18mer プライマーを
用いて LC16m8 株遺伝子に L2 遺伝子を混合した場
合、0.01%のL2型遺伝子が特異的に検出できた。K1, 
V7, V9 は、NGS 解析では L2 型 MSP が、それぞれ
0.12％, 0.008%, 0.0003%含まれることが分かっている。
これらを対象に L2特異的 PCRを行うと、K1では検出
できたが V7, V9では検出できなかった（図３B）。 
３）MSP 変異部位を含む共通プライマーによる SybrG
リアルタイム PCRは、LC16m8株と L1, L2, L3などが
鑑別できるが、LC16m8 型 B5R が大部分を占める検
体では、MSP遺伝子型を検出する感度が充分ではな
かった（図 4B）。 
４）MGB probe によるリアルタイム PCR は、それぞれ
LC16m8型、L1, L2, L3, L4を効率よく特異的に検出
できた。しかし、K1等大部分がLC16m8型である検体
中からの検出効率は、Mutation specific primer PCR
によるMSPの検出法と比較すると劣っていた。 
 これらの結果から、現時点では Mutation specific 
primer PCによる SybrG を用いるリアルタイム PCRが
最も有望であると考えられる。しかし、MGB probeによ
るリアルタイム PCR も改良の余地があるため、この両
者で、MSP の定量化を可能とするため、条件等の検
討を行う予定である。 
 
E.結論 
 乾燥細胞培養痘そうワクチンは、quasispeciesか
らなる Lister株による第１世代の Calf lymphワク
チンのワクチニアウイルスから、低温培養により
温度感受性株で小ポックサイズを形成する株とし
て選択された LC16m8 株をウサギ初代腎細胞で増
殖して製造される。少ポックサイズは B5R遺伝子
の274位のGの欠損によることが分かっているが、
この欠損を相補する変異が導入されたものがMSP
と呼ばれる。MSPの含有率を定量することはワク
チンの品質管理のうえでも有用であると考えられ
る。このためにはリアルタイム PCRによる定量法
の確立が重要である。 
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図 1．K1 から得られた MSPの遺伝子型とその出現頻度 

 

注：262A, 262T, 264A は Vero E6 細胞で継代後に得られた MSP 
 
 
 
 

表 1．K1 に含まれる MSP のプラーク法と 
次世代シークエンサーによる検出頻度の比較 

 

 



 

図２. Allele-specific primer PCRによる MSP の検出 

 

図３.  Mutation specific primer PCR による MSP の検出 

 

 
 
 



 

 
図３B.  Mutation specific primer PCR による L2 型 MSP の検出 
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図４. MSP 変異部位を含む共通プライマーによる SybrG リアルタイム PCR 

 



 

図４B. L2, L3 型 MSPの共通プライマーによる SybrG リアルタイム PCR での検出 

 

図５.MGB-probeによるリアルタイム PCR による MSPの検出 

 


