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研究要旨： 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LC16m8株は、継代培養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 遺伝子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 の出現頻度やパターンの解析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 real-time PCR 法を開発した結果，MSP の遺伝子変異特異的
配列を 3’末端とする primer を用いた real-time PCR で，LC16m8 株と特定の MSP を識別できた．本方
法で，主要な MSP と LC16m8 株を混合したスパイク試験を実施した結果，MSP 含有率 0.01-1%まで検出で
きた．ワクチン中の MSP のうち L1, L4, L5 の 3 種の頻度の高い MSP を検出した結果，本 PCR はバイオ
アッセイよりも遥かに簡便に含有率を算出できた． 
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A. 研究目的 

 細胞培養痘そうワクチンの製造株であるワク
シニアウイルス 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 B5 蛋白質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 を検出する real-time PCR 法の検討 
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 LC16m8 株のウイルス標本中に含まれる 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（図
1，表１）．昨年度は，mutation specific primer 
PCR 法，RNase H2-dependent PCR 法を検討し，
定性的に検出できた．そこで，それらのprimer
を用いて，real-time PCR 法を検討し，定量
的検出を試みた． 

2. Mutation specific primer を 用 い た
real-time PCR による MSP の検出法 
 昨 年 度 に L1(267A) specific primer 
(18mer), L4(272T) specific primer (18mer)
お よ び  L5(274ATAC) specific primer 
(19mer)を用いた PCR により MSP 含率 1~0.01%
まで検出できた．それらの primer を用いて，
real-time PCR を行い，定量化が可能である
かを検討した．各 MSP を特異的に検出できる
条件検討(real-time PCR enzyme，Tm，cycles
等)をし，指摘条件を求めた．MSP と LC16m8
株の b5r 遺伝子領域を含む plasmid を段階混
合してスパイク試験を行った．さらに，細胞
培養痘そうワクチン Lot を用いて，MSP 含率
を測定し，有効性を検討した． 

3. RNase H2-dependent PCR による MSP の検出法 
 この方法は，各 MSP 特異的 DNA/RNA hybrid 
primers (rhPCR 用 primers)，RNase H2 およ
び専用のbufferをPCR enzymeに添加してPCR
を行う．昨年度にMSPそれぞれのrhPCR primer
を用いた rhPCR により，40 cycles でも非特
異的増殖が認められず，特異性が非常に高い
ことが確認された．そこで，それらの rhPCR 
primer を用いて real-time PCR を行い，定性
的検出を試みた．1)と同様，MSP と LC16m8 株
の B5R 遺伝子領域を含む plasmid を段階混合
してスパイク試験を行った．さらに，細胞培
養痘そうワクチン Lot を用いて，MSP 含率を
測定し，有効性を検討した． 

4. ワクチンの各ロット中の MSP 検出 
 これまでに製造された乾燥細胞培養痘そう
ワクチンの VO1〜V14 までの１４ロットに関
して，上記 NAT により MSP を検出し，実用的
に用いられるかを検討した．ワクチンの各ロ
ット３本を溶解液で溶解して希釈後，半量を
用いた．6,000rpm, 3min 遠心上清を 16,000rpm, 
2hrs 遠心したウイルス分画（沈渣）SepaGene
（エーディア株式会社）を用いてウイルス DNA
を抽出した．この DNA を用いて NAT による MSP
検出を行った． 
 

【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．備蓄ワクチンの使用は，厚労省の許可
を得て各ロット 3本を使用した． 
 

C. 研究結果及び D. 考察 
1. Mutation specific primer real-time PCR に

よる MSP の検出法 
 昨年度までの結果から，強い 3’→5’ 
exonuclease 活性を有する DNA polymerase を
用いると，非特異反応により野生型配列の遺
伝子も増幅されることがわかった．一方，
3’→5’ exonuclease 活性の弱い酵素は，野
生型配列の非特異的増幅がおきにくかった．
そこで，3’→5’ exonuclease 活性の弱い Taq 
DNA polymerase 由来酵素による SYBR Green 
Realtime PCR Master mix (TOYOBO)を用いて，
real-time PCR を検討した結果，L1(267A)は
18 mer primer で 51℃-annealing, L4 (272T)
は 18 mer primer で 54℃-annealing, L5 
(274ATAC) は 19 mer  primer で  54 ℃
-annealing の条件が，効率よく特異的にそれ
ぞれの MSP を検出できた． 
 L1 特異的 MSP 検出 real-time PCR では，L1 
(267A)と LC16 m8 株の b5r 遺伝子を有する
plasmid を混合してスパイク試験を行った結
果，267A 含有率 0.1%まで検出できた．40 
cycles まで非特異的増幅は見られなかった．
L4 (272T)も同様，スパイク試験では，272T
含有率 0.01%まで検出でき，40 cycles でも非
特異反応は認められなかった．L5 (274ATAC)
は 45 cycles まで行った結果，含有率 0.01%
まで検出でき，非特異的増幅も見られなかっ
た．この結果を踏まえて，乾燥細胞培養痘そ
うワクチン株の各ロット中の MSP 含有率を測
定した．まず，LC16 m8 株および MSP 株共通
に検出する real-time PCR により，検体中の
ウイルスの DNA copies を測定した(表 2)．ま
た，それぞれ L1, L4, L5 特異的 real-time 
PCR から各 MSP の検体中の MSP copies 数を算
出し，MSP の含有率（MSP copies 数 / ウイル
スの DNA copies）を算出した(表 2)． 
 その結果，ワクチンのロット 1〜5 は MSP 含
有率がロット 6 以降よりも高かった(表 2)．
ロット 6~14 は 0.2%以下あるいは検出限界以
下であった．この結果は，特にロット 6 以降
では MSP 含有率が極めて低く保たれているこ
とを証明するものである．Mutation specific 
primer による real-time PCR はワクチンの
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MSP 含有量の測定に有用であると考えられた．
なお，L1特異的 MSP 検出用 real-time PCR で
は算出された含有率が，これまでバイオアッ
セイと次世代シークエンサー解析から含有率
が既知のロット 3で 1/10 程となり，他のロッ
トでも比率が低く算出された．L4 と L5 特異
的 MSP 検出 real-time PCR では同程度の含有
率となった．この理由として考えられるのは，
mutation specific primer による real-time 
PCR では，L1特異的 MSP 検出用 real-time PCR
による L1-MSP の増幅効率が若干他の
real-time PCR よりも低いことためであると
考えられる．そこで，補正するために L1 含有
率の算出値を 10 倍にすると，ロット 3では 3
種の MSP 比率が過去にバイオアッセイ，次世
代シークエンサーで算出した値に近似するこ
とがわかった（表 3）．これにロット 1〜7 ま
での 3 種の MSP 含有率を推定するとロット１
から５がMSP含有率0.8から2.4%，ロット6，
7 が 0.2%となった．なお，ロット 8 以降は検
出限界に近いかそれ以下なので補正等による
算出を行わなかった． 
 補正の不要なL4特異的MSP検出用real-time 
PCR を行えば，L4含有率が全 MSP の 30％程度
（ロット 1〜5 の L4 含有率の平均値）である
ことから，MS 含有率の閾値を定めることによ
り，定性，定量のいずれの試験としても，バ
イオアッセイから置き換えることが可能と判
断された． 

2. RNase H2-dependent PCR (rhPCR)による MSP
の検出法 
 昨年度までに，特異的 primer を用いた rhPCR

による MSP 検出は，上記 PCR より精度，感度が

高いことがわかった．そこで，rh real-time PCR

による MSP 含有率算出を試みた．Rh real-time 

PCR でも SYBR Green Realtime PCR Master mix 
(TOYOBO)が適することを確認した．L1 (267A)
および L4 (271T)特異的 rh real-time PCR で

は，64℃-annealing, L5 (274ATAC)では 62℃
-annealing で特異的に MSP を検出できた．そ
れぞれ MSP と LC16 m8 の b5r 遺伝子を有する
plasmid の混合によるスパイク試験では，L1 
(267A)は 0.1〜1%，L4 (271T)は 1%まで検出で
きた．しかし，L5 (274ATAC)は増幅効率が悪
かった．Standard においても 106 copies / µl
以下は検出できなかった．また，細胞培養痘
そうワクチンの lot を用いて，MSP を測定し
た結果，いずれも検出不可で改善する必要が
あることがわかった． 

 
D. 考察 

これまでの研究により，MSP は LC16m8 株のｂ5
ｒ遺伝子の1塩基欠失を相補するような１ない
し4塩基挿入によることが分かっている．また，
主要な MSP は 4ないし 5種類であり，これらが
MSP の 85%程度をしめる（図 1，表 1）．このた
め，幾つかの主要な MSP タイプの含有率を定量
的に検出できれば，ワクチンの品質管理に応用
可能であると考えられる．昨年度までに，種々
の PCR 法を検討した結果，mutation specific 
primer PCR法が各MSPを最も効率よく検出でき
た．そこで，それぞれのプライマーを用いた
real-time PCR により，主要な MSP を構成する
L1（267 位に A挿入），L4(272 位に T挿入)及び
L5(274 に ATAC の重複で 4塩基挿入)（図 1，表
1）の定量的検出法を確立し，ワクチン中の MSP
を検出し得るか検討した． 
 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 ワクチンの製造用ワクチニア
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 framshift変異によること
が分かっているが，この欠損を相補するような
変異挿入変異が導入されたものは，RK13 細胞等
で若干サイズの大きい LC16mO 株様のプラーク
形成能を持ち 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上有用で
あると考えられる．MSP の含有率および MSP の
遺伝子型は，バイオアッセイと次世代シークエ
ンサーによる解析でよく一致することがこれ
までの研究で明らかになっている．そこで主要
な MSP遺伝子型を検出する PCRによる MSPの定
量法により，より簡便，迅速に MSP 含有率が求
められ品質管理条有用であると思われる．今年
度の研究では，主要な MSP の変異配列相補配列
を 3’末端に持つ primer を用いる mutation 
specific primer による real-time PCR が rh 

real-time PCR よりも優れていた．mutation 
specific primer による real-time PCR では，
L1 特異的 MSP 検出用 real-time PCR による
L1-MSP増幅率が若干他のreal-time PCRよりも
低いことから，算出された MSP 含有率は，実際
の含有率よりも 1/10 程度になった．そこで，
補正するために L1含有率の算出値を 10倍にす
ると，各 MSP 比率，3 種の MSP 比率がこれまで
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にバイオアッセイ，次世代シークエンサーで算
出した値に近似することがわかった．これに基
づき各ロットの 3種の MSP含有率を推定すると
ロット 1から 5が MSP 含有率 0.8 から 2.4%，ロ
ット 6，7 が 0.2%，ロット 8 以降はそれ以下あ
るいは検出限界以下となった．補正の不要な L4
特異的 MSP 検出用 real-time PCR を行えば，L4
含有率が全 MSP の 30％程度（ロット 1〜5 の L4
含有率の平均値）であることから，MSP 含有率
の閾値を定めることにより，定性，定量のいず
れの試験としても，バイオアッセイから置き換
えることが可能と判断された．今後，MSP 含有
率が数％程度になるようなウイルス培養条件
により，MSP の遺伝子型の含有率のばらつきが
どの程度かを検証して本試験法の意義をより
明らかにしたい．また，各ロットの次世代シー
クエンスによる MSP含有率の定量および MSP遺
伝子型の含有率を測定する予定である． 

E. 結論 
 MSP を迅速に，かつ，定量的に検出するため
の NGS を用いた解析法を開発した． 
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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
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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 
 

 

 
 
表２. 各ロット中の B5R コピー数，MSL(L1, L4, L5)のコピー数，推定 MSP 率 

 

 
表３．L1 の感度補正(x 10)した場合の MSP 含有率等 

 

 
 

 


