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A. 研究目的 

国際情勢の不安定化が進んでいる。現在ロシアが

ウクライナに軍事的侵攻が国際社会の安全性を不

安定化させ、生物・化学兵器の使用についても危惧

されている。日本では2021年に東京オリンピされて

いる。今後のバイオテロ対策に資する活動基盤を整

備する 

 

B. 研究方法 

1) 高度弱毒化痘瘡ワクチン（LC16m8）研究 

【LC16m8の品質評価法開発のための研究】 

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

塩基欠損があり、正常な B5 蛋白質が作られない

ために初代ウサギ腎細胞や RK13 細胞における

プラークサイズが小さく、Vero E6 細胞ではプラー

クを形成しないことが判明している。LC16m8 株を

培養細胞で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。MSP をウイルスレベルでより

簡便、迅速、かつ特異的に検出できる検査法の開

発のために、LC16m8及びMSPの共通抗体及び

MSP 特異抗体を作製し、その品質評価における

有用性を評価した。 

 

【LC16m8 を土台とした高病原性ウイルス感染症

に対するワクチン開発】 

① 狂犬病ワクチン開発 

研究要旨：バイオテロ対策に貢献するための調査・研究、ワクチン開発等の研究活動が実施された。その内容は、バ

イオテロ対策のために日本国内で備蓄されているLC16m8の品質評価法の改良に関する研究、LC16m8を土台とし

た高病原性病原体へのワクチン開発基盤を整備する研究、この開発された基盤を用いた新型コロナウイルス感染症

（COVID-19）に対するワクチン開発、感染性ウイルスを用いて 1 類感染症（エボラ出血熱等）の検査法の開発・改良、

運用中のバイオテロ対応ホームページの維持と新規項目の追加、バイオテロ対策のための国際連携（世界保健機関

（WHO）が主催する痘瘡ウイルス研究専門家アドバイザリーコミティー（ACVVR）や WHO による Scientific Advisory 

Group for the Origins of Novel Pathogens（SAGO）の委員として、SARS-CoV-2の起源やそれを調べるための調査

研究のあり方に関する会議への出席などの活動が実施された。本研究班の活動を通じて国内での感染症疫学調査、

検査法の整備と検査の適切な受入、国立感染症研究所と関係機関との情報共有、本研究斑で開設されているホーム

ページの充実（OVID-19 に関する簡単な項目の追加と、メリオイドーシス(鼻疽菌・類鼻疽菌)のアロマスプレーを介し

た米国の事例などによる注意喚起）などの活動を通して、2021年に東京等で開催された東京オリンピックに開催の安

全に貢献した。 

オリンピック・パラリンピック東京大会期間中に、疑似症サーベイランスが強化された。米国疾病予防管理センターが

提唱するサーベイランス評価の手法を参考に、定量的な手法と定性的な手法をあわせた方法で大会の前後と大会中

の期間を対象に疑似症サーベイランスシステムの効果を評価した。感染性のあるクリミア・コンゴ出血熱ウイルスを用

いた中和抗体測定法を開発した。米国で発生した類鼻疽の流行事例を調査研究した。LC16m8 を土台とした SARS-

CoV-2ワクチン（COVID-19ワクチン）開発に関する研究を継続した。その有効性が確認された。また、LC16m8 を土

台とした狂犬病ワクチン開発研究も継続された。さらに LC16m8 の品質保証管理目的の新規検査法の開発研究も継

続された。 
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昨年度までに街上毒である狂犬病ウイルス

(Toyohashi 株)の G 蛋白質遺伝子を組み替えた狂

犬病ウイルス G 蛋白質組換えワクシニアウイルス

の中間体まで作製できた。その中間体は狂犬病ウ

イルスの G 蛋白質のみではなく、レポートとして

mCherry を保有しているため、レポート遺伝子を除

去する作業を実施した。その後、プラーク純化法に

より精製し、P1 の狂犬病ウイルス G 蛋白質組換え

ワクシニアウイルスを作製した。 

② COVID-19ワクチン開発 

昨年度までに作製した SARS-CoV-2 WK-521株の

S、S1、S2遺伝子をコードする組換えm8（m8-S_full、

m8-S1、m8-S2）の in vitroに於ける感染細胞での遺

伝子発現をウェスタンブロッティングにより確認した。

これらの組換え m8 と、対照として野生型の m8 1ｘ

106 PFU/100ulをシリアンハムスターに 2週間間隔

で 2 回皮内接種した。最終免疫より 2 週間後に

SARS-CoV-2 WK-521株 1ｘ103 TCID50/80ulを経

鼻接種によりチャレンジした。その4日後にハムスタ

ーを安楽死処置し、肺、血清を採取した。肺乳剤中

に含まれる SARS-CoV-2の量を TCID50法にて求

めると共に、血清中の SARS-CoV-2 WK-521 株に

対する 100%中和抗体価についてもバイオアッセイ

により決定した。 

ワクチン開発のために作出された SARS-CoV-2

と LC16m8 の組換えウイルスを皮下免疫後、

SARS-CoV-2を経鼻接種されたシリアンハムスター

の肺組織について病理組織学的に検索を行った。 

2) 高病原性病原体検査法開発・改良、維持  

ウイルス・・クリミア・コンゴ出血熱ウイルスの

Bagdad株（アジア 1型）、Kosova Hoti株（ヨーロッ

パ 1型）、IbAr10200株（アフリカ 3型）、UK株（アジ

ア1型）をVeroE6細胞で増殖させ、ウイルス力価は

ウサギ抗NP抗体を用いFFU/mLで算出した。 

3) 国際連携強化 

バイオテロ対策関連国際会議への出席：2021 年 11

月3-4日に開催された世界保健機関（WHO）が主催

する痘瘡ウイルス研究専門家アドバイザリーコミティ

ー（ACVVR）に参加した。また、WHO が、今後バイ

オセキュリティ上重要な病原体となる SARS-CoV-2

を含む新興ウイルス感染症の病原体の起源に関す

る調査研究のあり方を議論する委員会（Scientific 

Advisory Group for the Origins of Novel Pathogens

（SAGO））の委員会委員の公募に、研究代表者であ

る西條が応募し、選考された。 

さらに、東京オリパラ開催時において、東京都の

依頼により対策本部感染症対策アドバイザー（東

京 2020大会開催に伴う都市オペレーションセンタ

ー医療統括責任者へのアドバーザー）を担当した。 

4) 感染症情報、疫学の調査手法の改良と開発 

米国疾病予防管理センターが提唱するサーベイラ

ンス評価の手法を参考に、定量的な手法と定性的

な手法をあわせた方法で疑似症サーベイランスシ

ステムを、疑似症サーベイランスデータ、疑似症

サーベイランスに関連する資料、症例（事例）を報

告した自治体、病院関係者からの聞き取った情報

を基づいて評価した。 

5) バイオテロ対策の強化に関する研究 

米国CDC及び厚労省の HPを中心に関係文書、

関連記事、文献等を渉猟し、米国類鼻疽事案につ

いて基本情報を収集し、それらを基にして日本に

おける類鼻疽のリスクを検討し、類鼻疽の原因菌

B. pseudomalleiを利用したバイオテロについても

考察した。 

6) 情報提供（ホームページ）関連活動 

バイオテロホームページの作成と最新の情報へ

の更新を行う。 

 

【倫理面への配慮】 

動物実験は、国立感染症研究所の動物実験委員

会からの許可のもとに実施された。 

 

C. 研究結果 

1) 高度弱毒化痘瘡ワクチン（LC16m8）研究 

【LC16m8の品質評価法開発のための研究】 

昨年度まで作製できた LC16m8、LC16mO 及び

MSP の B5R 共通抗原(Ag1、Ag2-1、Ag2-2)及び

LC16mO及びMSPの B5R特異的抗原（Ag3）を

用いて、本年度はそれぞれの抗原に対するウサ

ギ由来抗血清が作製できた。Ag1、Ag2-1 に対す

るウサギ抗血清は LC16m8, LC16mO及びMSP

の B5R を特異的に認識でき、それぞれのウイル

ス感染細胞においても特異的に検出できた。また、

Ag3 に対するウサギ抗血清は LC16mO 及び

MSP の B5R 及びそれらのウイルスの感染細胞

のみを特異的に認識できた。そのため、これらの

抗体を用いて、flow cytometry や蛍光抗体法によ

り、ウイルスレベルでの MSP を検出できることが

示唆された。 

 

【LC16m8 を土台とした高病原性ウイルス感染症

に対するワクチン開発】 

① LC16m8を土台とした狂犬病ウイルスワクチン

開発 

昨年度までプラーク純化した中間体組換えワクシ

ニアウイルスが作製できた。本年度は、その中間体
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組換えウイルスから mCherry 遺伝子を除去する段

階に入り、中間体組換えワクシニアウイルスを

RK13 細胞に感染させ、選択薬剤を抜いたアガロー

スゲルで培養した。その後、mCherryの発光が認め

られないプラークを 10 個回収し、蛍光抗体法により

狂犬病ウイルスの G 蛋白が発現している組換えワ

クシニアウイルスを選別した。このようなプラーク純

化を 3回繰り返し、最終的な狂犬病ウイルスG蛋白

発現組換え LC16m8を作製した。こちらの組換えウ

イルスを RK13 細胞を撒いた 96 well のマイクロプ

レートに感染させ、蛍光抗体法により確認した結果、

CPE が確認される細胞はすべて狂犬病ウイルス G

蛋白質に対する抗体に陽性を示し、mCherry は陰

性を示した。このウイルスを P1 としてシードウイル

スとした。 

② LC16m8 を土台とした COVID-19 ワクチン開

発 

予め m8-S_full、m8-S1、m8-S2、そして対照とし

てm8を免疫したハムスターにSARS-CoV-2をチャ

レンジした後 4日間の体重推移と、4 日目の肺中の

ウイルス量、及び血中の中和抗体価を調べた。対照

群であるm8 と比較してm8-S_full、m8-S1、m8-S2

は体重の減少が緩やかであった。感染 4 日後の肺

中のウイルス量は m8 を免疫しておいた群と比較し

て m8-S_full、m8-S1、m8-S2 を免疫した群は有意

にウイルス量が減少した。特に m8-S_full 免疫群は

5匹中 2匹でウイルス量が検出限界以下となってお

り、そのワクチン効果は m8-S1、m8-S2 を大きく上

回った。血中の中和抗体価は肺中のウイルス量が

最も少なかったm8-S_fullが最も高かった。 

非免疫群において接種 4 日目の肺に SARS-

CoV-2 の増殖を伴う種々の段階の急性肺炎所見が

認められた。病変は細気管支〜肺胞野を中心に形

成され、炎症反応が比較的弱い部分においてウイ

ルス抗原陽性細胞が多数認められた。また、炎症が

比較的強い部分ではリンパ球、マクロファージ、好

中球を混じ、出血を伴った。S1 および S2 免疫群で

は、非免疫群よりやや激しい炎症反応を伴う急性肺

炎所見が認められた。好中球、リンパ球、マクロファ

ージを混じ、出血を伴う炎症巣においてウイルス抗

原陽性細胞が観察された。スパイク全長免疫群では、

リンパ球の浸潤を伴った細気管支腔内の脱落上皮

にウイルス抗原を認めるのみで、肺胞野において急

性肺炎を示唆する所見はなかった。 

 

2) 高病原性病原体検査法開発・改良、維持 

クリミア・コンゴ出血熱ウイルス 4 株に対して作製

したマウス抗血清（1 株あたり 3 匹分）それぞれに

ついて、ウイルス 4 株に対する中和抗体価を算出

した。抗血清作製時に用いたウイルス株で測定し

た中和抗体価が必ずしも最も中和抗体価が高い

わけではなく、どの抗血清も UK 株での中和抗体

価が最も高かった。 

3) 国際連携強化 

バイオテロ対策関連国際会議への出席：2021 年

11月3-4日に開催された世界保健機関（WHO）が

主催する痘瘡ウイルス研究専門家アドバイザリー

コミティー（ACVVR）に出席し、痘瘡ワクチン備蓄

や痘瘡ウイルスが用いられるバイオテロ対策のた

めの研究のあり方に関する情報を収集した。また、

SAGO の会議に出席し、SARS-CoV-2 を含む新

興ウイルス感染症の病原体の起源に関する調査

研究のあり方を議論に参画した。 

4) 感染症情報、疫学の調査手法の改良と開発 

東京オリンピック・パラリンピックが開催された

2021年 7月 1日から同年 9月 19日対象期間中

に 1 件の事例が報告された。尚、同期間に 3310

件のゼロ報告がなされた。 

5) バイオテロ対策の強化に関する研究 

今般発生した米国の２事案に関しては、どちらも輸

入製品あるいは輸入観賞魚からの感染であり、幸

い症例数も感染拡大も限定的であり、短期間で終

息した。 

6) 情報提供（ホームページ）関連活動 

COVID-19に関する簡単な項目の追加と、メリオイ

ドーシス(鼻疽菌・類鼻疽菌)のアロマスプレーを介

した米国の事例などによる注意喚起を追加した。 

 

D. 考察 

LC16m8は世界で二つしかない第3世代の痘瘡ワ

クチンのうちの一つであり、本研究斑で行われてい

る LC16m8の安全性と有効性に関する研究は、痘

瘡や類似するウイルス感染症対策に強く貢献する

ものである。痘瘡ワクチン接種が行われなくなって

から既に半世紀程度が経過した。痘瘡ワクチンに

より誘導されるオルソポックスに対する免疫を持た

ない人口は増加の一途を辿っている。それに伴い、

人獣共通感染症に含まれるサル痘ウイルスや牛痘

ウイルスによるヒトの感染事例が報告されている。

バイオテロによる痘瘡患者の発生やその流行に備

えることのできる国はそれほど多くはなく、痘瘡ウ

イルスによるバイオテロに備える上では LC16m8

を生産・備蓄している日本はとても重要は役割を果

たしている。 

COVID-19 の大規模流行が発生した。本研究斑

および先行研究班で、LC16m8 を土台とした高病
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原性病原体に対する組換えLC16m8ワクチン作出

法が開発されている。この手法を用いて COVID-

19 ワクチンが開発された。動物モデルでそのワク

チン候補品の有効性が示唆された。 

2021 年度には東京等で東京オリンピック・パラリ

ンピックが開催された。本研究班としてもバイオテ

ロに備えて疫学調査、検査への支援体制の整備、

東京都の依頼により対策本部感染症対策アドバイ

ザー（東京 2020 大会開催に伴う都市オペレーショ

ンセンター医療統括責任者へのアドバーザー）を担

当するなどして、東京オリンピック・パラリンピックの

安全対策に貢献した。これらの経験や基盤は、今

後日本で開催されるであろう大規模マスギャザリン

グの安全にも貢献できる基盤となるものと考えられ

る。 

バイオテロ対策の強化にはワクチンや治療薬開

発、疫学情報の正確で迅速な収集、検査体制の整

備と受付、社会への正確で適切な情報の提供、国

際連携の強化が必要である。その意味では、本研

究ではこれらの多岐にわたる課題に関する研究が

進められていると言える。 

 

E. 結論 

バイオテロ対策強化に貢献するための、多岐に

わたる研究が実施された。それぞれの研究課題は、

まだ開発途上のものもある。国内のバイオテロ対策

強化に貢献するとともに、国際連携を通じた国際的

にも貢献することが求められる。痘瘡ワクチンＬＣ

16m8を用いた高病原性病原体に対する新規ワクチ

ン候補品（COVID-19 ワクチン、狂犬病ワクチン）が

作製された。今後も LC16m8に関連する研究、品質

管理法の改良、バイオテロ早期探知のための疫学

調査のあり方の検討、国際連携、社会に対する情報

提供のあり方を検討する必要がある。 

 

F. 健康危険情報 

特記事項なし 

 

G. 研究発表 

1. 論文発表 

1) Sano S, Fukushi S, Yamada S, Harada S, 

Kinoshita H, Sugimoto S, Yoshikawa T, Kurosu 

T, Takamatsu Y, Shimojima M, Toda S, Hamada 
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