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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
年代には約 10 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．この安全性と種痘における強く長
期に亘る免疫誘導から，組換えワクシニアウイル
スとして他の感染症ワクチンとしての応用も期待
されている．既に我々は相同組換えを利用した組
換えワクシニアウイルス（recVac）作製システム
を構築している（図 1）．当システムは，簡便かつ
高効率に recVac を作製可能であり，且つ最終的に
完成したウイルスのゲノム内からはその後の研究
に不必要な recVac 選択カセット（薬剤耐性遺伝子
と蛍光タンパク質 mCherry 遺伝子を含む遺伝子カ
セット）を取り除くことが可能である．しかし現
時点までの方法では，この recVac 選択カセットは

それを保持するウイルスを選択薬剤存在下で選択
する際の，いわゆる正の選択にのみ使用している．
一方で，このカセットを取り除く際には選択薬剤
非存在下で相同組換えによって偶然recVac選択カ
セットが脱落するのを期待するしか無かった．カ
セットが脱落する確立はあまり高いものではなく，
これがスクリーニングの手間を増やすため，
recVac 作製の律速となってしまっていた．そこで
本研究では，薬剤を用いて選択圧をかけることで，
recVac 選択カセットが脱落することを人為的に促
進する負の選択システムを組み込んだ改良版
recVac 作製システムの開発を行った． 

 
B.研究方法 
recVac 選択カセット内の薬剤選択遺伝子には，

これまで同様キサンチン-グアニンホスホリボシ
ルトランスフェラーゼ（gpt，または XGPRT とも省
略される）を用いている．本薬剤選択用遺伝子は，
ミコフェノール酸（MPA）を用いた recVac の正の
選択時に用いている．MPA 存在下で阻害される細胞
のプリン合成系（図 2）を中間型 recVac 感染細胞
内で発現した XGPRT と，同時に添加するキサンチ
ンによりレスキューする方法である． 

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非常に高いワクチン株である．近年ではこの長所を生かし
て，他の感染症へのワクチンとしての応用もされはじめている．既に我々は相同組換えを利用する，LC16
系統のワクシニアウイルスを土台とした組換えワクシニアウイルス作製システムを構築している．当システムは，簡
便かつ高効率に recVac を作製可能であり，且つ最終的に完成したウイルスゲノム内からはその後の研究に不必
要な recVac 選択カセット（薬剤耐性遺伝子と蛍光タンパク質を含む遺伝子カセット）を取り除くことが可能である．
一方で，現時点までの方法ではこの recVac 選択カセットはこれを保持するウイルスを選択薬剤存在下で選択す
る際の，正の選択のみに使用している．このカセットをウイルスゲノムから取り除く際には選択薬剤非存在下で，
相同組換えにより偶然脱落するのを期待するしか無く，そこが律速にもなり得た．そこで本研究は選択薬剤として
2-チオキサンチンを用いて，recVac選択カセットが脱落することを人為的に促進する「負の選択システム」を組み
込んだ改良版recVac作製システムを確立した． 
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今回は，キサンチンのアナログである 2-チオキ
サンチン（2-TX）を用いた負の選択法の適応を検
討した．2-TX は XGPRT によってプリン合成系に取
り込まれると，生体にとって機能的なプリンにな
りえないため毒性を発揮する．従って，XGPRT を持
つ recVac の増殖が抑制され，更なる相同組換えに
よって生じたrecVac選択カセット部分が除かれた
完成型のrecVacが増殖する負の選択が可能になる
と考えたためである．そこで，2-TX の至適濃度な
どを検討し，負の選択法の実用性を検討した． 
【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．遺伝子組換えに当っては，文部科学省の承認
を得た上で行った． 
 

C.研究結果，及び D.考察 
まず 2-TX の至適濃度を検討した．8mg/ml から 2

倍の段階希釈系列を作製し，そこで本組換え法で
EGFP を導入した recVac（recVac-EGFP）を感染さ
せた．recVac-EGFP は以前に作製した薬剤選択カセ
ットが除去された完成型と，カセットを含む中間
型を用いた．結果より，4mg/ml の 2-TX を培地中に
添加することで，中間型ウイルスの増殖は阻害す
るが，完成型ウイルスの増殖は阻害しないことが
明らかとなった（図 3）．この時，4mg/ml の 2-TX
を培地中に添加したウェル内に出現したプラーク
を詳細に観察すると，中間型ウイルス感染細胞が
発現する mCherry 遺伝子の赤色の蛍光を示すプラ
ークの端から，完成型ウイルスが完成した細胞で
あることを示す赤色蛍光の発現していないEGFPの
発現のみが確認されるプラークが出現していた
（図 4）．これは，2-TX の選択圧によって，完成型
ウイルスが選択されてきていることを示唆してい
ると考えた． 
そこで，薬剤選択カセットを含む中間型ウイル

スを 2-TX 存在下で細胞に感染させた時に，完成型
ウイルスが選択されてくるかを実際に検討した．
前の検討実験より得られた結果をもとに，4mg/ml
の 2-TX を培地中に添加し，そこに中間型ウイルス
を感染させて 5日間培養を行った．対照として MPA
を添加したウェル，または薬剤を添加していない
ウェルも用意した（図 5）．感染細胞で発現してい
る蛍光遺伝子を LED トランスイルミネーター上で
確認すると，MPA 添加，または薬剤未添加のウェル
では，中間型ウイルスが発現している mCherry の
赤色蛍光とEGFPの緑色蛍光が混ざったオレンジ色
のプラークが多数を占めていたのに対して，2-TX
を添加したウェルではEGFPの蛍光が多数を占めて
いた（図 5A）．より定量的に観察するために，ウェ
ルに含まれる，それぞれのウイルス量をプラーク

アッセイにより測定し，その割合を確認した．す
ると，やはり 2-TX 添加ウェル内では EGFP のみを
発現している完成型ウイルスの割合が約 80%を占
めていた（図 5B）．以上により，これまでに確立し
た，recVac 作製システムに負の選択システムを導
入した改良型のシステムの確立が出来た．recVac
作製時間の律速の1つであったrecVac選択カセッ
トが脱落を，2-TX によって人為的に促進すること
が可能となった．これにより recVac 作製のスピー
ドアップにつながると考えている． 
 

E.結論 
 本研究により，薬剤を用いて選択圧をかけるこ
とで，recVac 選択カセットが脱落することを人為
的に促進する「負の選択システム」を組み込んだ
改良版 recVac 作製システムを確立した． 
本法を用いて実際に組換えウイルスを作製して

いる．現時点で，タンパク質発現の確認できた組
換えウイルスワクチニアウイルスはB5R（B5R 領
域完全欠損ウイルス），EGFP そしてワクチン開発の
ために行っている，LCMV（リンパ球性脈絡髄膜炎
ウイルス）の NP，Z，GPC，更に SFTSV（重症熱性
血小板減少症候群）の NP，GPC 発現ウイルスであ
る．引き続き組換えワクチニアウイルスの作製を
行い，研究を進展させたい． 
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図 1．組換えワクチニアウイルス作製の概略組換えワクチニアウイルス作製の概略組換えワクチニアウイルス作製の概略組換えワクチニアウイルス作製の概略組換えワクチニアウイルス作製の概略． 
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図 2．ミコフェノール酸（
及び 2-チオキサンチンの生体内プリン合成系への関与
 

図 3．2-チオキサンチンの至適濃度の検討
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グアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ（XGPRT）
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図 4．完成型ウイルスが
の出現． 
 

図 5．薬剤選択カセットを含む中間型ウイルスを
時の，完成型ウイルスが選択されてくるか

完成型ウイルスが
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