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Ａ．研究目的 

従来の国産人用狂犬病ワクチンは鶏初代培

養細胞で増殖された HEP-Flury株である．以

前の研究にて，Vero細胞で HEP-Flury 株を

10，30 継代した結果，10継代株では 3ヶ所

のアミノ酸変異が認められ，30継代株ではさ

らに 4 ヶ所のアミノ酸変異が加わった．各ウ

イルスは Vero細胞での増殖性が向上してい

たが，病原性や抗原性は親株とほぼ同等であ

った．本研究は，リバースジェネティクス法

にて作製した組換え HEP-Flury株を用いて

Vero 細胞への馴化に伴うアミノ酸変異の効果

を解析した． 

 

Ｂ．研究方法 

HEP-Flury株全長ゲノムを pcDNA3.1Zeo(+)

に挿入した plasmid及び，N，P，G，L遺伝子

をそれぞれ pcDNA3.1Zeo(+)に挿入した

helper plasmidを作製した．BHK細胞にトラ

ンスフェクションし，5日間培養，組換えウ

イルスを回収した．変異株として，Vero細胞

で 10代継代後に認められた変異，P遺伝子 1

ヶ所，G遺伝子 1 ヶ所，L遺伝子 1ヶ所そし

て 30継代株でさらに加わった G遺伝子 3ヶ

所，L遺伝子 1ヶ所の変異を単独及び組合せ

た組換えウイルスを作製した．それらの株を

用いて、増殖性やマウスでの病原性、抗原性

等を評価した． 

 

（倫理面への配慮） 

特になし 

 

Ｃ．研究結果 

10継代株で認められた変異の内，P・G変

異が増殖性の向上に関与しており，30継代で

認められた変異の内 3つの G変異が関与して

研究要旨： 

Vero細胞継代により作製した Vero細胞馴化 HEP株を基にリバースジェネティクス法にて組

換えウイルスを作製し、性状解析を行った。Vero 細胞の 10 継代過程で認められた P、G、L

遺伝子の変異を挿入した組換えウイルスではオリジナル株と比較して、G変異株で軽度 Vero

細胞における増殖性が上昇し、P 変異株では更に上昇した。また、P 及び G 変異を組合せる

ことで更なる上昇が認められた、そして、30継代株では 10継代株に更に G遺伝子に 3 ヶ所

の変異を挿入した株で増殖性の向上が認められた。水疱性口内炎ウイルスを用いた非増殖型

シュードタイプウイルスに 10継代株及び 30継代株の G蛋白を外套させ、 

Vero 細胞における侵入性を比較した結果、30 継代株の G 蛋白外套ウイルスは有意に侵入効

率が上昇した。 HEP-Flury株の Vero 細胞馴化には P遺伝子と G遺伝子の変異が関与してい

ることが明らかとなった。また、30 継代で認められた G遺伝子の変異が Vero細胞への侵入

に関与していた。以上のことより、Vero細胞への馴化には P遺伝子 1ヶ所、G遺伝子 4ヶ所

のアミノ酸が関与していることが明らかとなった。Vero 細胞馴化にかかわる 5 ヶ所の変異

を有する HEP-Flury株の作製により安定したワクチン親株の製造が可能になった。 
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いた．病原性及び抗体誘導性をマウスにて確

認した結果，Vero細胞の馴化に関与している

変異を挿入した株 rHEP-PG4株では病原性は

親株と同等であり，抗体誘導性も親株と従来

のワクチンである Rabipurと同等の誘導性が

認められた． 

 

Ｄ．考察 

HEP-Flury株の Vero細胞馴化には P遺伝子

と G 遺伝子の変異が関与していることが明ら

かとなった．また，30継代で認められた G遺

伝子の変異が Vero細胞への侵入に関与して

いた．以上のことより，Vero細胞への馴化に

は P 遺伝子 1ヶ所，G遺伝子 4ヶ所のアミノ

酸が関与していることが明らかとなった．

Vero 細胞馴化にかかわる 5ヶ所の変異を有す

る rHEP-PG4株は十分な抗体価の誘導性が認

められたことより，新たなワクチン株として

十分期待される． 

 

Ｅ．結論 

Vero 細胞への馴化には P遺伝子 1 ヶ所，G

遺伝子 4ヶ所のアミノ酸が関与していること

が明らかとなった．Vero細胞馴化にかかわる

5ヶ所の変異を有する HEP-Flury株の作製に

より安定したワクチン親株の製造が可能にな

った． 
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