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研究要旨  安全性の高い結核ワクチンとして、２種の結核抗原遺伝子を搭載した遺伝子欠損型ヒトパラ

インフルエンザ２型ウイルス(hPIV2)を作製し、さらにその増殖能等について検討した。 
 
 
A． 研究目的  

パラミクソウイルスでは、RNAポリメラー
ゼ(pol)遺伝子の特異的領域で、転写の時に
ゲノムにないグアニン(G)塩基が挿入される
RNA-editingが起こる。hPIV2 RNA-editing
において、Gが2個挿入されたmRNAはpol蛋白
をコードし、一方、ゲノムから正確に読ま
れたmRNAは免疫抑制(IS)蛋白をコードして
いる。結果、RNA-editing siteまでは共通
のN末端を所有し、特異的なC末端を持つ２
つの蛋白が翻訳される。我々は、これまで
にhPIV2が産生するIS蛋白には、STAT蛋白を
減少させインターフェロンの産生を阻害す
る機能があり、それ故hPIV2はインターフェ
ロン抵抗性を持ち、さらに、このIS蛋白の
特異的領域が、ウイルスの粒子形成にも関
与していることを確認した。そこで本年度
は、抗原性が高いと考えられる半増殖(self
-inactive)型の結核ワクチンベクターを完
成させるために、IS蛋白特異的領域をコー
ドする領域内において、ポリメラーゼ蛋白
のアミノ酸に変異を起こさないようなスト
ップコドン挿入可能部位全てにストップコ
ドンを挿入し、IS蛋白のC末端領域を短くす
ることにより、どの位置においてインター
フェロン活性阻害が起こらなくなるか、つ
まりhPIV2がインターフェロン感受性になる
かを調べた。また、IS蛋白のC末端の長さの
違うそれぞれのウイルスの増殖曲線を作製
し、ウイルス増殖に関するこの蛋白のC末端
領域の機能とこのIS蛋白発現細胞における
ウイルス増殖への影響を検討した。 

一方、hPIV2のエンベロープ(env)蛋白
は、hPIV2の細胞への吸着およびウイルス粒
子の放出に関与しており、この遺伝子を取
り除くことによって非感染性で安全性の高
い完全なる非増殖型結核ワクチンベクター
が創生できる。そこで本年度は、昨年度ま 

 でに作製できなかった２種の結核抗原を搭
載したhPIV2-env欠損型ベクターの作製およ
びそのenv蛋白発現細胞を用いたウイルス増
殖について検討した。 
 
B．研究方法 
（組換えウイルス産生用コンストラクトの
作製） 

2 step-PCR法を用いてIS特異的領域にス
トップコドンを挿入し、4種のhPIV2ΔIS系
コンストラクトを作製した。同様の手法を
用いてenv遺伝子を完全に欠損させたhPIV2
Δenvコンストラクトを作製し、それぞれの
ベクターのNotⅠサイトに２種の結核抗原遺
伝子ならびにEGFP遺伝子を挿入し、結核ワ
クチンベクターコンストラクトを完成させ
た。 
 
（組換えウイルスの作製） 

hPIV2ゲノムを含む4種のプラスミドDNA
（phPIV2,10.25㎍； NP, 1.25㎍； P, 0.25
㎍； L, 1.25µg）をDNA: ViaFect (1:5)
で、 BSRT7/5細胞(6well)にトランスフェク
トし、Vero細胞との共培養により組換えウ
イルスならびにRNAレプリコン細胞を作製し
た。さらに、hPIV2Δenv系ウイルスについ
ては、RNAレプリコン細胞とenv発現Vero細
胞（日本ビーシージーより供与）の共培養
により作製した。 

 
（倫理面への配慮） 

本分担研究は、ベクター産生のための基
礎研究の段階であり、臨床検体も扱わない
が、ヒトへの投与などを計画する場合は、
事前に三重大学の研究倫理審査委員会から
の承認を得る予定である。また、関連共同 
実験である臨床検体を用いた疫学的解析実
験に関しては、すでに三重大学の研究倫理 



審査委員会の承認を得ている（乳幼児の上
気道炎・下気道炎におけるパラインフルエ
ンザ2型ウイルス感染の探索、承認No 2325
； 成人健常者におけるパラインフルエンザ
2型ウイルス抗体の探索、承認No 2319）。
組換えDNA実験委員会の機関内承認（医-
623(変1)、 医-626(変2)）および大臣確認
(26受文科振第346号、26受文科振第2002号)
も得られている。動物実験に際しては三重
大学動物実験規約を遵守し、事前に詳細な
実験計画を申請する。 
 
C．研究結果 

当初計画していたpol遺伝子セパレート型
のウイルス回収はできなかった。そこで、
研究目的にも示したようにIS蛋白特異的領
域において、pol蛋白のアミノ酸に変異を起
こさないようなストップコドン挿入可能部
位にストップコドンを挿入し、IS蛋白のC末
端翻訳領域を欠損させることにより、異な
る特異的C末端をもつ４種のhPIV2ΔIS-stop
系ベクターコンストラクトおよび２種の結
核抗原を搭載した結核ワクチンを創生した
（図1-3）。 
また、昨年度、回収できなかった結核抗原
を搭載したhPIV2Δenv系ワクチンについて
も、日本ビーシージーより供与されたenv発
現細胞を用い、長期間培養を行うことでウ
イルス産生が確認できた（図4、5）。 
 
D. 考察 
以上の結果は、本分担研究が概ね順調に進
んでいることを示す。目的としていた結核
抗原搭載のself-inactive型ワクチンベクタ
ー４種の中で、低収量が予想された最もC末
端の短い結核ワクチンベクターにおいて
も、ウイルス増殖に無血清培地で培養した
欠失タンパク(IS)発現Vero細胞（日本ビー
シージーより供与）を用いることで、1x106～

7(TCID50/ml)程度のウイルス回収ができたこ
とで今後の展望が開けた。また、env欠損型
結核ワクチンの中でTh1誘導遺伝子を搭載し
たワクチンについては、濃縮後に
107(TCID50/ml)以上のウイルスタイターを
Real time-PCRを用いて確認しており、問題
はないと考えるが、４種の結核抗原を連結し
た遺伝子搭載のワクチンについては、ウイル
ス産生のみの確認であり、ウイルスの収量
アップが今後の課題である。 

 

  

 

 
E．結論 
 本年度の目標であった免疫抑制蛋白の一
部ならびにエンベロープ蛋白発現を欠失さ
せたhPIV2ベクターを作製し、２種の結核抗
原を発現するそれぞれの結核ワクチンを創
生した。 
 
F. 健康危険情報 
該当せず。 
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