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車苦 言

オーエスキー病はへルベスウイルス科アルフアへルベスウイルス亜科のパリセ

ロウイルス!演に属するブタヘルベスウイルス 1 (pseudorab i es v lrus， PrV ) 

( 9 1 )の感 染によっておこるプタの急性伝染病である。 PrVはほ乳煩や鳥類などの

多くの動物極に感染し広い宿主域を保有する。 しかし、ブタ以外の動物獲におけ

るPrVの感染はほとんどが致死的で、ウイルスの排t世も見られないことから、こ

れらの動物種は終末宿主であると考えられている。これに対して、プタは PrVの

感染によりウイルスを排池し個体問の伝播が成立することから、 PrVの自然宿主

であると考えられている。

PrV IまDN Aと蛋白からなるコアを中心に正 20面体のカプシッドと、さらにそ

れをとりまくエンベロープから構成されている。ウイルス粒チは少なくとも 20t重

以上の蛋白を持っているが(97)、ウイルス構成糖蛋白はすべてウイルスエンベロ

ープに存在する (29)。現在まで、ウイルス構成総蛋自のうち、 g Ilと g111の 2つ

の主要踏蛋白(22)とg1 (22)、gp50(114) およびgp63(83)の 3つの少量の糖蛋白

が同定されている。また、ウイルス粒子は構成しないが感染細胞友商に発現し、

蛋自分解醇素により解裂を受けてJ苦養液中に出現する糖蛋白 gXも同定されてい

る(88)0 g 1とgp63は彼合体を形成しており(1 21 )、 g11は 3つの結蛋白が s-s
結合によって結合した 領 合体である (22)0 PrV遺伝子は約 150Kbの線状 2本鎖

DNAで、 shortunique(US)領域と longunique (UL)領域に分けられ、 US領域を

はさんで一対の倒置反復配列が存在する。結蛋白はすべてウイルス i遺伝子にコー

ドされ、 その遺伝子地図も明らかにされている。 織蛋白 gIl (90)とg111 (115) は

UL領域に、 g 1 (55，82)、gp63(83)、gp50(114)および gX (88)はUS領主主にコード

されている。弱毒継代ワクチン株では US領域の遺伝子欠失があること(40， 42) 

あるいは糖蛋白をコードする遺伝子を欠失させて gl、 g 111、gp63および gXの

発現を失わせてもウイルスは増殖できることから、これらの悩蛋白はウイルス増

泊には必須ではなく(54)、gIl とgp50のみがウイルス増勉に必須の憎蛋白と考え

られている (87)。ウイルス糠蛋白は PrVの病原性にも関与し、非必須糊蛋白であ

るgl、 gl日およびgp63を lつあるいは複数で除去することにより病原性が低下

する (56，59，60，82)。 しかし、もう lつの非必須機蛋白である gXは病原性には



関与していない (101)。 糖蛋白の病原性への関与は g111がウイルスの細胞への吸

白(61 ，94 )や増殖(116 )に関係することや、 glとg111が感染制胞からのウ イルス

政出に関係する (58，94)ことによると考えられている。 t出蛋白以外にも、チミジ

ンキナーゼ (TK )をコードする遺伝子(37， 4 1 ， 101 )やBamHI 断片 4(43)も病原性に

関与している。このようにPrV遺伝子の構造や遺伝子産物である縦蛋白の機能に

ついての 検討が行われているが、現在もなお未解明の部分が多〈残されており、

PrVのプタに おける複線な感染形態を解明するには至って いない。

オーエスキー病によるプタの症状はその日齢によって大きく異なっている。新

宝豚!立高率に発病し、神経症状を呈して死亡するが、ブタの日齢がすすむに従っ

て死亡率は低下する。肥育~や成豚は軽度の発熱や食欲減退に伴う体重減少ある

いは呼吸器症状を示すもの の、ほとんどは回復する。妊娠 jほが感染した場合は症

状l立総微であるが、高率に死流産が発生する。このようにブタにおける PrV感染

泣急性の経過をとり若齢豚では死亡する症例もあるが、感染から耐過したブタで

は潜伏感染となり、通常はウイルスは!提出されなくなる。潜伏感染を起こしたプ

タは抗体を保有しているにもかかわらず、極々のストレスによって体内のウイル

スが再活性化さ れ感染性 ウイルスを排池する (8，93)ことから、ウイルスの存続と

伝婚に大きな役割をはたしている。しかし、 PrVによる潜伏感染とウイルスの再

活性化の機憶は今だ解明されておらず、潜伏感染豚でのウイルスの再排t世を抑え

ることは困 難である。 一方、 PrV感染では液性免疫や細胞性免疫といった特異的

生体防御機構が誘導されるが、そ の免疫機構は複雑であり現在のところ感染防御

!こ関守する 免疫儀檎は明らかにされていない。

オーエスキー病の清浄化には潜伏感染豚の摘発と淘汰が最も有効であるが、本

病が~延し汚染が拡大した地主主ではすべての潜伏感染豚の摘発は困難であること

から、多くの国 でワクチンを使用した消浄化計画が検討ある いは実施されている

(100，109，118)。 本病に対するワクチンの使用はウイルス の感染やプタの発病 を

予防すると同時に、感染豚からのウイルスの再排池を抑えることによって汚染の

J広大を防ぐことを目的としている。同時に、本病のワクチンにはウイルスに感染

して潜伏感染を起 こしたプタ の移動によるウイルスの蔓延を防ぐため、感染豚と

ワクチン緩慢豚を血清学的検査によって議別できることも要求される。現在、多

くの国で用い られているワクチンは病原性関連遺伝子が欠録 した弱毒ウ イルスか
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らさらに非必須絡蛋白 gl(62，108)、 g III (38)あるいは gX (6，50，57)をコード

する遺伝子を欠 損させた生ウイルスワクチンである。こうしたワクチンを 接種さ

れたブタでは、感染が成 立するのに多量のウイルスを必要とする、感染があって

も症状が 軽減される、飼料効率や体重の低下が抑えられる、あるいは感 染後のウ

イルス排池量が 減少するなどの効果が認められて いる。さらに、特定の糖蛋白を

欠損させた生ウ イルスワクチンを後極されたブタは、 その他!R自に対する抗体を

産宝しないことか ら、その抗体の有無によって野外株に感染 したプタとワクチン

を媛極されたブ タの識別が可能であるとされる (36，111 )。しかし、現在の生ウイ

ルスワクチンに は感染防御効果はみられな いことから、 ワクチン段階豚が野外株

に肉感染した 場合、遺伝子欠損ワクチン株と野外除が遺 伝子組換えをおこし、ウ

イルスの病原性の回復や ワクチンウイルスとしてのマーカーが消失した新しいウ

イルスの出現の可 能性が危慎 されている (23，24，30，31)。

こうした生ウイルスワクチンの問題を解決し、より安全で有効な予防法を確立

するため、サブユニットワクチンやイデイ万タイプワクチンなどの新しいワクチ

ンの検討が必要である。そのためには、まず宿主!こ感染防御免疫を誘導させるウ

イルス蛋自の同定 とその宿主に対する免疫学的機能を明らかにすることが重要で

あると考えら れる。近年の研究によって、 PrVに感染したブタの免疫応答がウイ

ルス隙蛋白に対して起こること (84， 102)やPrVに対する中初モノクローナル抗体

れI¥b) が g1I、 g IIIおよびgp50に反応すること (4，16，22，71，113)、あるいは g1、

g 1I、 g IIIおよびgp50に対する flAbの移人がマウスやブヲで感染防御を起こすこ

とが明らかに されている (16 ， 48， 113)。 また、 gI、 g III、 gp63及び gXを欠績

させたウイルス を用いた細胞障害性試験から、 g IIIが細胞防苫性 Tリンパ球の主

主H'ーゲツトであ ることも明らかにされている (122 )。 こうした報告は 筒蛋白が

オーエスキー病のサプユニットワケチンの有力な候補であることを示唆するもの

であるが、 ワクチンとして有効な糖蛋白はいまだ特定されていない。さらに、結

蛋白はこれを単敵することが困難でその免疫原性も低いため、司q虫でのワクチン

としての使用に は問題が残されて いる。最近、 ウイルス蛋白とグリコシドとの相

互作用によっ て形成される免疫刺激複合体 (Immunostimulaいngcomplex，ISCOfl) 

が高い免疫原性を持つことが fl0 r e i nら(67)によって報告され、これがサブユニッ

トワクチンの開発に有効な手段を与えると期待されて いる。 しかし、 ISCOflのオ
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ーエスキー病ワクチンへの応用の官例は少はく、特定の階蛍山のみを構築した

S"O'-I 'ノケチンの 作出に成功した報符は現在までみられて いタいっまた近年、従

来のワケチンと異なり生体のイディオタイプネットワーケを flj則したイデイオタ

イフワクチンが新しい概念に基づ〈予防法として花 Hされている。イディオタイ

フリクチンはいくつ かの感染症に対してはその可能性が検討されて いるが、その

J悩fまいまだ定着していない。

そこで答書は オーエスキー病の F防法の篠 立を目的として、 と，1Cの諸問 題を解

決するため PrV糖蛋白の免疫学的機能に関する研究を企画した。まず、動物(こ対

して感 染防御に有効な免疫応答を惹起するウイルス惚蛋自の特定と感染防御に関

与するエピトープの解析を行った。ついで、橋蛋白の守主総と免疫原性を高める方

法について検討し動物における感染防御効果を調べた。さらに、オーエスキー病

(こ対するイディ オタイプワクチンの可能性についても険 l吋 した。

ぷ u自文(正次の 4章から構成される。耳目 11立はサブユニットワクチンとして有効

必階蛍 Ijを特定する目的でPrV糖蜜自に対するモノクローナル抗体を作出して中

fu抗体I室生に重要な摘蛋白とその中初エヒトープの同定を irった域紛を記，依した 0

5fj 2 kL(ま g Ilの免疫原性を調べる目的で g11を情築した ISCOト!のマウスやブタに

対する感染防御効果を記載した。第 3立はgp50の免疫原性をぷlベる目的でgp50を

1 S CO:I !こ 構築する方法とそのマウスに対する感染防御効采を Jei践した。第 4章!ま

イデ fオタイプワクチンの司能性を調べる目的で憾蛋仁lに対する抗イディオタイ

プ抗 体を作製し、そのマウスにおける中相抗体と感染防御免疫の誘導について記

，1正した。



第 i迂: モノクローナル抗体によるオーエスキー病ウイルス随蛋白の

中和エピトープの解析

1. 'J.l'旨

P r ¥のわが国の分続株である山形 S-81除に対するモノクローナル抗体 (1.1Ab ) 

を作出し、中和活性を有する MAbの認識するウイルス階蛋白を同定するとともに、

中和エピトープの性状を明らかにすることを試み、以 下の結果を得た。

5平面活性斉Ijを用いて可溶化したウイルスをマウスに免疫し、中和Htlb を作出し

た。得られた flAbは、中和活性の発現に補体の存在を必要とするもの(補体要求

性川b) と、必要としないもの(術体非要求性flAb) に分けられた。これらの11A b 

の多くはウイ ルス糖蛋白を認識していたが、 g 11あるいは g111を認識する flAbの

中和活性は低い かまたは補体要求性であった。これに対して、補体非要求性で強

い中間活性を持つ 2つの flAbはいずれも gp50を認識しており、 gp50が強い中和抗

体E室生能を待つことが日月らかとなった。

gp50を認識する MAbは非イオン性の界面活性高11である NonidetP-40で可浴化し

たウイルス抗原とは反応したが、蛋白変性効果の強いドデシル統政ナトリウムで

司溶化したウ イルス抗原とは反応しなかったことから、 fl..lbの認識する gp50分子

仁の中和エピ トープが立体椛造に依存していることが 示唆された。

~らに、この MAbのエピトープへの結合は競合結合試験において互いに競合的

に抑制されなか ったことから、 gp50分子上に 2つの独 立した何Ii体非要求性の中和

エヒトープが存在することが明らかとなった。

Fa 



~. f7文

P r ¥エンベ ロープや PrV感染細胞表面に存在するウイルス階蛍白は感染した動

物の免疫応答の主要標的抗原であることが知られている(84 ， 102)。こうした踏蛋

臼はウイルス 粒子あるいは感染細胞を界面活性剤で処理することにより、可溶性

抗原として得ることが出来る(22)。可溶性抗原や可溶性抗原中のレクチン結合分

画を緩慢されたブタやマウスはウイルスの感染に低抗性を示すことから、これを

ワクチンとして 用いる試みが行われている (47，85，106)。 しかし、サブユニット

ワクチンの 開発には糖蜜自のサプユニット化をさらにすすめ、感染防御に有効な

陥蛋白のみをワクチンとして用いるために、免疫原として忌も有効なウイルス蛋

白の同定 とそれらのエピトープの構造を明らかにすることが不可欠である。本章

では、以上の目的でわが国の PrV分隊隊である山形 S-81除に対するモノクローナ

ル抗体 01Ab )を作出し、中和活性を持った ~L\bの認識する筒蛋白を特定するとと

もに、その中和エピトープの性状を明らかにすることを試みた。

3. f;j料と方法

ウイルスと細胞 : ウイルスは、わが国巌初のオーエスキー病発生時に豚から

分継された山形 S-81(YS-81) 株を用いた(18， 76)。 マウス免疫用の抗原の作製に

(まハムスター腎継代 (BHK21C13)細胞を、中和抗体価の測定と分析用抗原の作製に

は目草野継代 (PKイ 5)細胞を使用してウイルスを増殖させた。細胞増殖用培養液に

は 10%乍血 清、 10%トリプトース ホスフェート ーブロス r夜、 0.03%L -グルタ

ミン、。 J5%炭厳水素ナトリウムおよび 100μg/mlの硫酸カナマイシンを含むイ

ーグル'vlE ¥;! (日水製薬)を用いた。また、細胞維持用J宮廷液(維持培養液)に

法細胞I曽泊用J吉養液の牛血清を 2%に減じたものを使用した。

ウイルスの精製とウイルス抗原の調製 : ウイルス抗原は陥製ウイルス粒子を

界記活性高IJで可溶化して得た。即ち、 ウイルス J苦養ヒ消を排除限界分子量 100 キ

ロダルトン (K0)のホローファイパー(Amicon OC-2，アミコン社、米国)を用いて

-6 -



限外 i慮過し、 20倍に濃縮した。この濃縮液を 20/50%の際機密度勾配上に重層し、

Beckman SH28ローターで 25，000 rpmで l時間違心した。絞悩密度勾配の 20と50%

の中間胞を探集し、 O.15 HのNaClを含む 20mH のトリス一期殴緩衝液(p H 7 . 4 )で

透析して精製ウイルス液を得た。この精製ウイルス液にhl終濃度が 1%になるよ

うに ~onidet P-40 (NP-40)あるいはドデシル硫自主ナトリウム(S D S )を加え 40"Cで

20分間処理し て可溶化した後、 Beckman SH60ローターで 32，000 rpmで 1時間遠心

し、その上清 をウイルス抗原とした。

モノクローナル抗体の作製: モノクローナル抗体 (1I¥b) の作製には、 NP-40 で

可溶化したウイルス抗原を免疫原として用いた。 B.lLB/cマウスに等 fEのフロイン

トの完全アジュパント(F C A) と混合したウイルス抗原を皮下段階により免疫し、

さらにウイルス抗原のみを版股内肢障により 2週間間隔で 3回追加免疫した。最

終免疫 3日後にマウスの牌細胞を採取し、これを 50%のポリエチレングリコール

を用いてマウスのミエローマ細胞 (P3-X63-Ag8-Ul)と融合させ、 HH培地(シグ

マ社、米国) でハイプリドーマを選択した。中和試験と間後醇ぷ免疫プラック 染

色法(1 1 P S) (92)を用いて抗体産生ハイプリドーマを選択 し、限界希釈 j去によりク

ローニングした。 さらに、このハイブリドーマをプ リスタン(シグマ社、 米国)

で前処置したマウスの腹腔内に移植して腹水を得た。 'IH のアイソタイプは市販

のタイピングキット (fCN fmmunmobiological，英国)を用いた こ元 免疫鉱散法に

より決定した。

また、ハイブリドーマを無血消培地(コージン社)でJ音義し、そのI音義土清を排

除限界分子量 20KD の限外1慮過により濃縮した後、 イオン交煉クロマトグラフィ

ー (~ono Q HR 5/5 column， FPLC system，フアルマシア社、 スウェーデン)を行

って崎 製 ~.I Abを得た。

中削試喰 : 中和試験はプラック減少{去を用いて、補体の存在あるいは不在下で

以下の通り実施した。即ち、維持I吉美液で 2倍階段希釈したマウス l血清または腹

ノkの各希釈 l容量を半容量のウイルス液 (3，000pfu/ml)と混合し、さらに半 容量

の 5倍に希釈した新鮮モルモツト血清または維持培養液を加えて 37"cで 2時間反

応させた。この混合液 50μl をあらかじめ 24ウエルプレートに培養した PK-15 細
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胞に媛慢し 37"Cで 1時間吸着させた後、 1.5%のメチルセルロースを含む維持培

l$.液を加えて 37"Cで 2日間府議 した。培養終了 後に 0.05%のメチレンブルーを含

む 10%のホル マリン液で固定 ・染色し、出現 プラック数が対照ウェルの 50%以 F

を示した最高希釈倍数の逆数を中和抗体価と した。 また、 MIi体の存在下で 50% 

CPE抑制法に よる中和試験をハイプリドーマ の選択に用いた。 1mち、 96ウエルプ

レートの各ウ ェルに 50μ1のハイブリドーマ培養上清、 25μlのウイルス 液

~OO TCIOち)および25μlの 5倍希釈新鮮モルモット血清をそれぞれ加 えて 37"C

で l時間反応 させた。この混合液 に1O.j r国のPK -15細胞， 100μIを加えて 37"Cで

2日間J吉美した。 培養終了後に 0.05%のメチレンブルーを含む 10%のホルマリン

械で固定 ・染色し、 CPEの面 般がウ イルス対照ウエルの CPE面的の50%以下 を示

したハイブリ ドーマを選択した。

ドットプロット法 精製ウイル スと界面活性斉1)でロlJi容化したウイルス抗原を用

いてドットプロッ トを 行った。精製ウイルス液及び可溶化ウイルス抗原を 2倍 階

段希釈し、 転写膜 (Polyvinylidenedifluoride HOFJ浜、 lmmobilo日一P、ミリ

ポア社、米国)上 にi慮過法によ り回中目化した。この朕を 2%の馬血消と O.15 flの

~aCl を含む 20 ml.1 のトリス一泡酸緩衝液 (pH 7 .4)に浸した後、 tlAb あるいは感染

耐過豚血清 で室潟で 1時間反応させた。さらに、上記トリス一塩酸緩衝液で充分

洗浄した 後、ベルオキシダーゼ (HR PO )僚識抗血清で 同 僚に反応させ、四 寝自主3，3' 

ジアミノベン ジジンで発色させた。また、回沼 化後 の膜をク ーマシーブリリ アン

トブルー R-250で染色し、邸中目化ウイルス抗原監を測定 した。

免疫沈降反応 : 免疫沈降反応は基本的に liathenらの方法(113) に準じて行った。

5メチオニン で標識した PrV感染 PK -1 5細胞を o5 %の NP -.10、O.1 ~I の NaCl お

よび 1m~1 の ふ つ化フ エニルメ チルスルホニル(P '1 S F)を加えた O.1 :.1のトリス一塩 酪

緩衝液(p H 8.0)で可溶化 した 後、 BeckmanS¥J60ローターで 32、000 rpmで l時間遠

心して上清 を得た。この上消に 11A bを加えて 40Cで 1I晩反応させた後、 Protein九-

Sepharose 4Bを加えて沈澱させた。沈澱物を充分洗浄した後、 10%ゲルを用いた

SOS ポリアクリ ルアミドゲル電気泳動 (SOS-PAGE)を行い、ゲルを乾燥した後 X線

フィルム(X-OflAT、 コダック社、米 国)で オー トラジオグラフィーを行った。
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競合結合試験 NP-40で可溶化したウイルス抗原を O.05 ト|の炭酸緩衝液 (pH 9.6) 

で笠通波度 lこ希釈し、ポリスチレン製のウエル (Immulon 2 RemovaweI 1，ダイナテ

ツク社、米国)に加えて 4"Cで 1~免静置して固 f目化した 。 濃度 100μ g/ml の精製

~.I .¥ bを2%の馬血清を含む燐酸緩衝液(p H 7. 1)で 3倍階段希釈して、その各希釈

~5 μl を抗原を固棺化したウエルに加えて室温で 1 時間反応させた。また対照と

して 'IAbを含 まない液を同様に反応させた。この!L¥bを除去した後、 ヨードゲン

r去を用いて』ち Iで標識した}fAb (50.000 cpm，25μ1)を加えて室温で i時間反応

させた。忌後に 0.05%の Tween 20を含む燐駿緩衝食I包isi(pH 7 4)で各ウエルを充

分に洗浄した 後、ガンマカウンター (Clinigamma、LK8 、スウェーデン)でウイ

ルス抗原に結合した lιらI標識 1.fAbの髭 (cp m )を測定し、ウイルス抗原を固栢化

していないウエルの cpmを減 じて正味の cpmを求めた。各希釈について対照の cpm

(こ対する非標識}fAbを加えたとき の cpm の減少率を結合抑制l本とした。

L 実験結果

モノクローナル抗体の性状

間I童醇点免疫プラック法で陽性を示したハイブリドーマのうち、補体を添加し

た中和試験で陽性の ハイブリドー マ8株を選び、 マウスの ijlllJ空に惨値して腹水を

得た。 桜木化したトIAb の中和活性とアイソタイプを友 1- L (こ示した。これらの

'L¥b はPrV YS-81 株に対して慰々の程度に中和活性を示したが、その中和活性は

補体の í;f~響を受けるものと受けないものが認められた。円 Ab のうち 186 ， 4G6およ

び6G 11は補体を添加した中和試験でそれぞれ 2，560 倍、 10，240倍および 5，120 倍

の高い中和抗 体価を示した。 NAb 186 と1G6 の中和抗体悩!ま補体を添加しない場

合でもほとんど 低下は認められ必かったが、月九b 6 G 1 1の中 F日抗体価は補体を添加

しはい場合に は著しく低下した。その他のI-IAb の中和抗体備は低〈、i-IAb 1408と

8CI は補体添加の有無にかかわらず、それぞれ 320倍および 10倍の中相抗体価を

示したが、 l.fAb9A3、 19811および 2C4は補体添加時のみ80ff1の中平日抗体怖を示し

た。
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抗原可 i容化条件による flAb の反応性の変化

~L\b 186 と4G6 は禄i体非要求性で高い中平日活性を持っていたことからこれらの

'1¥ bの認識するウイルス蛋白を同定を試みた。まず、精製ウイルス粒子を用いて

ウエスタンブロットを行ったところ、これちのトL¥bの反応はウエスタンプロット

ではよ告められなかった(結果は示さない)。そこで、精製ウイルス粒子を SOS と

H-IO で01溶化し、 ドットプロット法により PVH限 t!こ問中目化した 後、 これらの

‘1.¥ bとの反応性 を調べた。その結果、ウイルスを可溶化することによりウイルス

抗原の膜への闘相化効率は低下し、その程度は NP -10をロiJi容化剤に用いた場合に

答しかった(図 1-1 A)。 しかし、 I.IAbとの反応は NP-10 で，;T溶化したウイル

ス抗原では国相化した畳と間程度に認められたが、 S0 Sで可溶化したウイルス抗

原ではその反応は認められなかった(図 1- 1 B、 C)。次いで、 NP-40 で可溶

化した標識ウイルス抗原を用いた免疫沈降を行ったところ、 :Ub IB6 と4G 6はい

ずれも分子量50キロダルトン(K 0)を示す蛋白を沈降した(図 1-2 )。 また、

'IH 6GII、 19811および2C4は分子短 97KOの蛋白を、月Ab 1408 は分子~約 120 ， 70 

および55KOの複数の蛋白をそれぞれ沈降した(結果は示さない) 0 flAb 8C4と9A3

では蛋白は検出されなかった。

中和エピトープの同定

前墳の成績で補体非要求性で高い中和活性を持つ:lAb186 と IG6はいずれも周

じウイルス蛋白を認識することが判明した。そこで両 fl，¥ b を用いて交差競合結合

ぷ吸を行ったところ、 1 ~ち 1 f票識l-lAb1B6 と IG 6のウイルス抗原への結合は同ー

の非標識 flA bの前処置によって仰市iJされたが、 十目互に異なる非標識 fl.，bの前処置

で(ままったく抑制されなかった(図 1- 3 )。この結果から、 ''[¥b 1 B6 と4G6 が

tiPi.ーに翼なるエピトープが明らかとなった。

5 考察

Pr¥の病原性 (52)や制限醇紫によるウイルス oN ，¥の切断型はウイルスの分離株

(こよって 異なることが報告されているけん しかし、わが図で分放されたウイル

ス泣いずれの方法でも YS-81 倣と J基本的に岡ーとされている(7 I )。そ こで本宣で

立、わが国の代表除である YS-81f主のウイルス糖蛋白の抗原性を解析することを
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ぷみた ウイルスエンベロープに含まれる糖蛋白法、 ウイルス続チを界面活性剤

でnJ浴化することによりウイルス粒子から分離される(22)ことから、本実験では

oT iB化ウイルス 抗原をマウスに免疫して、 flA bの作裂を行った。 PrVに対する抗

体は 11 P Sと中和試験により選択したが、免疫マウスの血dirp f日抗体価は低〈、 ま

た中相 ~IA bの数は 11P S反応陽性のHAbの数に比べて少なかった(結果は示さない) 0 

~dJ 隊の結果は Turner ら( 106) の報告でも指摘されており、可浴化ウイルス抗原で

免疫したマウスの血清中和抗体価は一般に低い傾向を示している。しかしながら、

ここで得られた中 和HAbの中には中和活性の非常に高いものがあることから、マ

ウスの血清中和抗体価が低いことや 中和 HAbの作出率が低いことは、可溶化ウイ

ルス抗原中の中 和を誘導する抗原益が全抗原に 比べて相対的に少ないことによる

ものと与えら れる。

hli 体の不在下でも高い中和活性を示す l-lAb186 と.1G 6は、ウイルスの感染に 最

も長支な役割 をもっウイルス蛋自分子上の中和エピトープを I認識していると 推察

された。 しかし、 これら のHAbのエピトープに対する反応はウイルス抗原を陰イ

オン界面活性剤 である SOSで可浴化することによって消失した。 S0 Sは蛋白に対

する変性作用が強いとされており、可溶化によって反応が消失したことから、中

旬エヒトープの構造がウイル ス抗原のポリペプチド鎖の立体構造に依存している

ことがj(t察される。このことはこれらのHAbがドットプロットにおいて精製ウイ

ルス位 f!こ対し て強く反応したこと、および 11P Sにおいて細胞変性効果を示した

細胞と反応したことからも支持される。

免疫沈降によっ て検出された MAbの認識するウイルス抗原はSOS-P¥GEにおいて

帽の広い特徴的 な泳動形態を 示したことからいずれも悩蛋白であり、その分子量

から補体非要求性中 和flAb 186 と4G6がgp50を、補体婆求性中和 fL¥b6Gll、 19B 11 

および ~C4 が g III を、そして 1-1.\b 1408がgll を認識すると考えられた。 震近、

E 10 i t ら(16)は生ウイルスを免疫したマウスから中何fL¥bを作製し、これがgp50

と g111を認識する こと、および ウイルス粒子仁でgp50;が中和 fj，¥bの主要標的抗原

であることを 報告している。本実験の結果!ま温和な可溶化を行ったウイルス抗原

においても gp50が依然高い中平日抗体産 生能を 偽造的 に保侍していることを示すも

のである。一方、中和HAbの中には grrあるいは g111を認識するものも認めら れ

たが、 g 111を認識する flAbの中和活性は補体要求↑生であったこと、あるいは gII 
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を必識する!lAbの中和活性が低 かったことから、中和抗体を誘導する抗原として

のこれらの抗原の重要性は低 いと思われる。これらの結果は、 gp50が中和抗体の

;A導を目的とし たサブユニ、ソト ワクチンの有力な候補であり、ウイルス粒子ある

いはウイルス感 染細胞を温和な条件で 司溶化することにより、 gp50の抗原 憎造を

保持したまま単離できることを 示唆するものである。

続合結合試験において、 MAblB6 と4G6が互いに異なる独立したエピトープを

認識することから、 YS-81 株のgp50分子上に 2つの中 F日エヒトープが存在するこ

とが明らかとなっ た。 Hathenら(113)や Coe ら(，1)は PrV lndiana-Fu日khauser株に

おいても gp50分子 に後数の中和エ ピトープが存在することを報告しており、 ここ

で明らかにさ れたように gp50分子上に慢 数の中和エピトープが存在することは

P r ¥除問に共通の事象であると考え られる。 PrVのgP 501ま単純へルベスウイルス

I H S ¥ ) 1 の 悩蛋白 gD とア ミノ~i1自C 91)において間同性がみられることは1)や gD 

が中和抗 体産生を誘導する (5 ， 14 .80 )ことから両者はその機能も矧似していると

考えられてい る。 さらに、 g Dに対する中和トIAbはウイルスの細胞への侵入と 融

合を阻止するこ とが明らかにされ (19 .26 )、 その中和エヒトープの同定が進めら

れている。 それによると、 gDの中和エピトープは'1-'bの反応性によって 7つの

グループに分け られ、そ のうち 3つは変性した gDでも反応性をもっ連続エピト

ープであるが、残り 4つは gDを変性させることによって反応性を失う不連続エ

ピトープであ ること(13)、さらに、不連続エピトー プのうち si t e 1は立 体構造依

作性の最も強い 補体非要求性の中和エピトープであり (68)、ウイルスの 侵入に必

須の部位であ ることなどが示されて いる(69 ) 0 !1 A b 1 B 6と4G6の認識す るgp50の

中相エピトープはHSVの gDの不連続エ ピ卜ープと同様に立体構造依存性であっ

たことから、こ れらのエ ピトープが HS Vの gD分子上の中旬エピトープと同様に

ウイルスの感 染過程に重要な役割を演 じていると推察される。母近、 E1 0 i t ら

( 15) (ま Prl'のgp50にウイルスの侵入に関 与する抗原部位が存在すること示 唆して

いる。 今後、 PrV感染における gp50の 機能を明 らかにする上で、 !.IAb 1 B6あるい

は 1G 6の中和 機構の解析が必要であろ う。

η
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第 2市:機蛋白 gIIの単離とその免疫原性

1 . 安旨

nJ i容化 Pr ¥'粒子からウイルス槍蛋白固有の疎;)<:性結合能を利用してグリコシド

と結合させた免疫刺激複合体 (lmmunostimulatingcomple¥号 15COト1)を作製し、ウ

ィルス悩蛋白の単離を試みた。さらに、作製した抗原提示階造である 15 CO flのマ

ウスとブタにおける 免疫原性を調べ、サ ブユニットワケチンとしての可能性を検

討し、以下の結 果を得た。

rriton ，-100を用いて可溶化 した PrV粒子を Qui 1 ¥を合む牒総密度勾配上に毛
10した後、 これを遠心することにより直径約 10 n mの的!l1V~ h~ ;主を持つ 15COトlを作

製 しと。 5DS-ポリアクリルアミドゲル活気泳動とウエスタンプロットの結果、

15 C 0 '1はPrVのウイルス 情成蛋 自のうち楢蛋白である g11のみを含んでいること

が明らかになり、 本 1S CO fl をgII/ISCOト!と称することとした。

このgll/ISCOflの感染防御効果を マウスを用いて調べたところ‘ g11 /1 S COI.I を

免疫したマウスは中和抗体を産生するとともに、主主死霊のウイルス感染に対しで

も両j~ . '1.存す る個体が認められた ことから、 g11/1 SC011がマウスにおいて感 染

防御効果を持つ ことが判明した。

次いで、 PrV の自然宿主であるブタを用いた感染紡御試験を企画した。まず、

4 N~ の l カ月 齢のプタに i 頭あた り 170μg の gll/ISCO トl を 2 週間間隔で 2 回免

疫した。最終免疫 後 10日目に 1o. p fuのウイルスで箆腕内に噴滋媛開を行って

攻唱し、その後のブタ の臨床症状の観察を行うとともに、民t汁からの緋t世ウイル

ス祉を il判定した。その結果、無処置対照群のブタは発然、 E回目上および神経症状な

どの典型的な症 状を示して 8日目までにすべて死亡したが、 ISCOH 免疫群のブタ

!ま幌 rtの症状 を示したのみで全頭が耐過 生存した。また、ウイルス攻 撃後 の

耳11/1 SC 01.1 免疫群のウイルス排f世世は対照群に比較 して 1/100以下であり、有 患

JEが ri2められた。

411/15COI.1免疫後とウイルス攻務後にそれぞれ採取 した血泌を免疫沈降によっ

て比較したとこ ろ、 gII/ISCOH免疫後の血清は g11を含む 2砲類の蛋白と反応し
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たが、ウイルス 攻撃後の血清はほと んどすべてのウイルス蛋白と反応し、両血清

lまHfJif，iに区別さ れた。
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2.序文

P r ¥粒 Fのエンベロープや感染細胞表面に発現されるウイルス悩蛋白は、宿主

(こ If主性免疫や細胞性免疫を惹起させることから、これまで これらの 梢僅白を界面

活性剤で可溶化したもの (47，84，106) や、アフイニティークロマトグラフィーに

よって!陪製したもの (27，85)を、サブユニットワクチンとして用いる試みが行わ

れている。また、遺伝子組換えによって発現させた憎震白をサブユニ、ソ卜ワクチ

ンとして用い る試みも行われている (49)。しかし、このよう必サブユニットワク

チンはぷl製産物の中に多経類のウイルス成分や細胞成分が含まれているため、 ワ

クチンを接慢されたブタはこうした含有物質によって特定の地蛋白以外のウイル

ス抗原に対する抗 体 を産生し、抗体検査によるワクチン償問豚と感染豚の識別を

困難にしている。また、単脱された抗原単独での免疫原性!ま低〈、高い免疫応答

をi早るためにはアジユパントの併用が不可欠である。近年、オーエスキー病に対

するサブユニットワクチンの開発が各国でおこなわれているが、高い免疫原性を

作ち、 しかもワ クチン後纏豚と感染豚を血清学的検査によって明確に区別し得る

!i 'ij) なワクチンは未だ開発されていない。

1984年、 flor e i nら(67)は、ウイルス蛋白とグリコシドとの惚合体を形成するこ

とによって免疫効果を高めることができると偲告し、 この抗原拠示構造体を免疫

刺激懐合体 (lmmunostimulaいngcomplex，ISじOfl)と祢したの IS C 0 '1はj直性免疫(12、

17、66，98)のみならず細胞性免疫 (12，99，112，107)も別強させる効采があることが

示されてい る。さらに、関税煤性を持つ憎蛋白はそれ自身の toJifl:によって飽合体

!こ組み込 まれる (63)ことから、同時にウイルス抗原のサブユニット化も図れるこ

とが期待できる。そこで、本語では PrVの槍蛋白を構築した ISCOfl を作製し、そ

のサブユニットワクチンとしての可能性を 検討 した。

3. H r!lと方法

ウイルスと細胞・ ウイルスは第 1!主と同憾に Pr¥'YS-削 除を用いた。 ISCOfl作

製用ウイルスの増殖には BHK、1C 1 細胞を、 またウイルスむの測定、中平日試験およ
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ぴ分析用のウ イルス抗原の作製には PK -1 5細胞を用いた。必お、 ウイルスの1吉義、

筒製およびウイルス抗原の作製は第 1e，fに記載した方法で行った。

1 S C 0 ~.I の作 製 ISCOM は精製ウイルスを用いて !.! 0 r e i nらの万法(67)に准じて、

必心法により作製した。精製ウイルスを 1%のTr i l 0 nト 100を含む20mトlトリス

一極己主緩衝液 (pH7.4) を用いて室視で20分間可溶化した後、 Beckma日 SI-I60ロータ

ーで32，000rpmで 1時間遠心し上清を得た。この上消 1mgを 10-30%の分画に

o 2~ の Quil A (Superfos，デンマーク )を含む、 10%刻みで仁記緩衝液を用いて

作製した 10-60%濃度の不連続J!:苦悩密度勾配 上!こ重層し、 Be c k m a n S ¥16 0ローター

を用いて 50，000 rpm で 20 0C で 4 時間述心した。遠心終 f 後、成 tl~ ~'度勾配各分闘

を，1);f-顕微鏡により観察し、 ! S CO flの形成を確認した。

1 S CO Hの性状分析 ISCOM に含まれる蛋白を同定するため、 SDS-P..GEとウエス

タンプロット を行った。 SDS-PAGEには8-16%の濃度勾配ゲル (SDS-PAGEmini，テ

フコ社、日本)を用い、泳動終了後、 市販の試薬 (Silver-slain ki t，バイオラッ

ド社、米国) を用いて銀染色を行って蛋 白の同定を試みた。また、ウエスタンプ

ロットでは 10% ゲルを用いた SDS-P ..\GE を行い、泳動終了後、転写 n~ (Poly 

vlnylidene difluoride PVDFR臣、 [mmobilon-P， ミリポア社、米国)上に電気

的!こ転写した。 この膜を 2%の馬血清と O.15 fIの Na C 1を合む印刷のトリス 一塩

鈴緩衝液(p H 7. 4) に浸した後、感染耐過豚血清と室温で i時間反応させた。さら

に、このPV0 F践を上記トリスーI包酸緩衝液で充分洗浄した後、 HR PO傑識抗ブタ

[gG と室温で 1 時間反応させ、結合した 1票識抗体を 四 JIH~3 ， 3'ジアミノベンジジ

ンで発色させた。

感染防衛]試験 マウスにおける感染防御試験には各群 5匹の 4迎齢B.HB/cマウ

スを用いた。 1匹あたりそれぞれ !、 O.2およびo. 0.1μRの 1S C 0 fl を筋肉内援慢

で免疫し、 さらに 2週後に同抵の 1S C 0 flを腹腔内援陣により追加免疫した。愚終

免疫後10日目に 100LD50のYS-81株を皮Ft豊崎で攻撃し、その後 2週間マウスの

主存を 観察した。また、最終免疫後 7 日目に ~N 窓的脈滋より 1* 血を行い、各群ご

とに血消をプールして抗体価を測定した。
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ブタにおけ る感染防御試験には 1カ月齢の中ヨーケシャ -11事8~買 を用い、 これ

を白'1~買づっ 2 鮮に分けて l 群を免疫群、残りを対照併とした 。 免疫鮮の豚に 1 ~lí 

あたり 170μgの 1S C 0 flを 2週間間隔で 2阿筋肉内後聞により免疫した。 忌終免

疫後 10U固に、両群の豚に 10'.. 'p f uのYS-81 株をネブライザーを開いたぬ腔内 H貴

;事後 f'~ により攻 撃した。ウイルス攻準後 2 週間ブタの臨床症状の観察を行うとと

もに、ぬ汁からの 排池ウイルス最を測定した。 また、 免疫前、ウイルス rj常時お

よびウイルス攻磐後 2週目に血清を採取し抗体!目lの市1)定を irった。

排j世ウイルス量の 担1)定: ウイルス攻撃後の豚からの排池ウイルス盟は鼻腔ぬぐ

い液を用い て、ブラック法により測定した。豚の鼻汁を探取した綿俸は、

10μ g/mlの硫酸ゲン タマイシ ンと 2.5μ g/mlのファンギゾンを加えた維持活養液

:2 m Iを分正した 試験管に入れ、 80'Cでウイルス rllの制定時まで保存した。探取

材同を解凍したあと 綿俸を除 き、維持活養液で 10(音階段希釈した。各希釈 50μi

をあらかじめ 24ウエルプレートに培養した PK -I 5細胞にf皇陛し、 37'Cで l時間吸

音させた。細胞を 維持培養液で 2回洗浄した後、 1.5 %のメチルセルロースを含

と維持活長液を重 層し 37'(で 2日間培養した。培養終了後にo05%のメチレンブ

ルーを含む 10%の ホルマリン液で固定 染色し、 ブラック 数を計数してウイルス

i止を求めた。

抗体の測定 : 中和抗体価は補体の存在あるいは不在 Fで、 96ウエルプレートを

用いた 50% CPE抑制法 (4 9)により測定した。マウス血清またはブタ血清を維持培

長械で 2供階段希 釈した。 1ウエルあたり 50μlの各血消希釈に 25μlのウイル

ス波(:，00TC1Dちο)と25μ lの 5{;音希釈新鮮モルモツ卜血治または維持培養液をそ

れぞれ加えて 37'Cで 1時間反応させた。この混合液に 10司(闘の PK-15細胞， 100μl 

を加えて 37"Cで 2日間培 養 した。 培養終了後にo05 %のメチレンブルーを含む

! 0%のホルマリ ン液で固定 ・染色し、 CPEの1I1ih'jがウイルス対照ウェルの CP E IIII 

債の 50%以 Fを示した最高希釈倍数の逆数を 中和抗体価とした。

ロJi容化ウイルス抗原に対する抗体価は酵素免疫測定法 (ELI SA) により測定した。

Joウエルポリスチ レンプレート (1 m m u n 1口口 2、ダイナテック社、米国)に lウエ

lしあたり 2μgのNP-40 で可浴化したウイルス抗原を O.0 5 ~.I の炭自主緩衝液
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¥ P H g. o )で希釈し て加え、 4"Cで i晩静誼してウイルス抗原を園伺化した。次い

て、 ョ%の馬血清を含む燐阪緩衝液 (p H 7. 1)を加えて抗原未結合節分をブロック

した後、1).05%のTl-ieen20を含む燐酸緩衝食堀液(P H ，.. I )を洗浄 液として抗原園

出化フ ν ートを洗浄した。マウス血消は 2%の馬血 á~l 会加えた洗 ffti夜で 2f音階段

吊択し、 lウエルあたり 50μlの各希釈を重複して抗原宙開化プレートに加えて

主温で i時間反応 させた。ブタ血消は 100倍に希釈し、その 50μiを抗原画 十目化

レート.こ加 えて室温で 1時間反応させた。プレートを洗浄液で 3回洗浄した 後、

γウス抗体のiRIJ定には HRPO標識抗マウスガンマグロ プリンを、ブタ抗体の測定に

広HR PO標識抗プ タ IgG または HR PO標識抗プタ l酬をそれぞれ笠通i良度に希釈して

加えて室温で 1時間反応させた。厳後に、このプレートを洗浄液で 5回洗浄し、

O. I mg の 0- フエニレンジアミンニ J~ 酸砲を加えて発色させ、 6 Nの硫E去を加えて

反応を停止した。 492 nmの波長で U}k光度を測定し、ブタ I創消ではその吸光度を、

マウス血消で(まO.2以上の吸光度を示した血清の伝大希釈{古放の逆数を抗体価と

】 Tこ

免役沈降反応は第 l~ の記載と同様の方法で行った。ただし、 SDS-PAGE には材

料を 2ーメルカプトエタノールを加えない非還元状態で用いた。

IJ. た検結果

，SCOトlの性状

陥製ウイルスをTriton X-100で可溶化し、グリコシド Qu i I ¥を含む歳精密度勾

配述心を lJって 1S CO Hの作裂を試みた。 速心終了後の triT-~Ji微鏡観察の結果、民主

i浩調 I.ll:50 %の分 画位置に ISCOHが形成されていることが線認された。形成さ れた

ιsco'， !立図 2- 1に示すように l直径 35 - IOnmの特徴的な的 ~jX 構造を持って いた。

附:mウイルス勉子と ISCOトlに合まれるf!i口を SDS-I'¥Gfによって調べたところ、ウ

イルス陸子では非還元、還元にかかわらず多数の蛋白が険出されたが、 ISCOト1で

!ま滋)1;状 態で 3本、非j);!元状態で 2本の蛋白が倹出されたのみであった(図 2一

三八)。次い で、 ISCOト!に含まれる蛋白がウイルスに白米するものか舌かを調べ

るため、 ウエスタンプロットを行い感染耐過ブタ血清を用いた鮮索免疫染色を行
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った (凶 2-2 B)。その結果、ウイルス粒子では非還冗、還元にかかわらず

SDS-P ¥GEで観察されたとほぼ同数のウイルス蛋白が染色された。一方、 1S C 0 il で

:まJドj些iG状態で分子量 150 KD以上の lつのウイルス蛍白のみが染色されたが、そ

の分子 fJ:;ま正確には決定できなか った。 しかし、 この 1S C 0 ~I に合まれるウイルス

蛋白は 2ーメルカプトエタノールを加えて還元したとき、分子 !J1約 115、68およ

び55，Dの 3本のバンドに分隊されたことから、 これがウイルス槌蛋白 g 11である
ことが判明し、以 後こ の 1SCOfl をgll/!SCON と称することとした。

，; IIパSCO 1.1免疫によるマウスの感染防御

μ1 i 1 S CO Hのマウスにおける免疫原性と感染防御効果の鼠少有効髭を調べる目

的でマウスを用いた免疫試験を実施した。マウスをそれぞれに 0.2および

U . 0 1μgのgII!ISCOトlで免疫 し、段終免疫 10日後に主主死虫の PrV で攻撃した。そ

の結果、長 2- 1に示したようにそれぞれ 5匹のgII/!SCOH を免疫したマウスの

うち iμg免疫群で 3匹、 O.2μg免疫群で l匹が生践し、ウイルスの感染を防

御した。しかし、 0.04μ g免疫鮮のマウスは無処置対照鮮のマウスと同僚にウイ

ルス攻撃後 10日目までにすべてが死亡した。ウイルス攻恰時のウイルス抗原に対

する EL 1 S.¥抗体価は、 l、0.2 およびO.04μg免疫昨でそれぞれ 160， 40および

i 0倍であり 、 gII/ISCOH の免疫訟に依存した抗体価を Jドした。また中 平日抗体は補

体を添加した中 和試験でのみ険出され、そ の抗体悩は Iμg免疫併で 64倍、 0.2

およびo.04μg免疫群で 161告であった。

gll/ISCO!-I 免疫によるブタの発病防止

μ1 i 1 S C 0 1.1 のブタにおける免疫原性と感染防御効果あるいは発病防止効果 を調

べるため、 iカ月齢のブタを用いて感染防御試験を実施した。 1SCO!-I 緩慢とウイ

ルス攻撃後のプタの体重の変化を友 2ー 2に示した。 1SCO:.I免疫前(0日)とウ

fルス攻窄 l時(24日)のプタの苧均体重は免疫併と対照併の聞には有意の差はみ

られ必かったが、 ウイルス攻掌後両群の問には答日月な差が認められた。ウイルス

攻32(こよって対照群のプタはすべて攻楼後 8日目までに発然、 くしゃみ、日直日土お

よび神経症状などの典lJ:!的なオーエスキー病症状を示して死亡し、死亡時体重は

ウイルス攻撃時の それに比較し て著しく減少した。これに対して、免疫群のブタ
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ぷ軽度の発熱を示したのみですべて生残し、ウイルス攻壊後 lJll，j固までに一過性

の治体登の 停滞がみられたが l迎以後は回復した。

ウイルス 攻掌後の両群のプタからのウイルス排 j世主iを.&2-3!こ不した。 両群

のブタとも ウイルス攻撃後 2、 3日から鼻汁へのウイルスの排池が:認められ、対

照併では死亡するまで、免疫鮮では 7日目まで続いた。その手均ウイルス量は両

鮮とも 5日自に最高値を示し、対照群で 10' "pfu/50μl 、免疫鮮で 10- コpfu/

50μl とな った。対照群のウイルス畳は免疫鮮のそれより多く、ウイルス攻撃後

3日から 5日までの聞の両群のウイルス豆には 5%の危険率で有怠の差がみられ

。
九
九

対照鮮のブタの gII!ISCOflt主催後の抗体価の推移を表 2-4に示した。 gII / 

1 S CO :，1の追加免疫後に術体要求性中平u抗体価は手均値で 15fgを示したが補体非要

求性中和抗体は検出されなかった。しかし、ウイルス攻磐後は両抗体価は大きく

土昇し、 攻撃後 2週目に補体妥求性中和抗体(ま平均値で 1722倍、 flli体非要求性中

相抗体(ま同様に 181倍となった。一方、 ウイルス抗原に対する IgG抗体はg11 / 

白SCU '1免疫で0，18上昇したのみであったが、 ウイルス攻 雪量 後!立0，85と著しく上昇

したψ はお、 Igfl抗体には大きな変化は認められなかった。

μ1 ， 1 Sじo~1 免疫豚と感染豚の抗体識別

μ1 / 1 S CO '1免疫豚と感染豚の血消学的検査による識別の可能性を調べる目的で、

免疫鮮のブタの免疫前、 1S C 0 fl 免疫後、 PrV攻撃後および自然感染豚の血清を用

いて 免疫沈降反応を行った。各国l消と反応して沈降したウイルス蛋白の非還元状

態でのSDS-P_，GE像を図 2-3に示した。 ISCON免疫後のブタ血消は分子量約 200
と130KDの 2つの 蛋白のみを沈降したが、 PrV攻繁耐過後の[血清は自然感染豚の

血清と同様に分子 量約 200、 140， 130， 100， 8~ 、 55 および 31 K 0の蛋白を沈降し、

桶血清!ま明瞭に区別 された。

5， 考察

1 S CO:I (;t動物に おいて高い液性免疫応答や細胞性免疫応答を惹起することから、
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1&近に必って多くの ウイルス (44，67，77，78，86，103，105)やl以虫感染症(79， 95) (こ

対する有望なサ ブユニットワクチン の候 補と して注目されている。特にへルベス

ウイルス(まその エンベロープに感染防御あるいは発病防御に関与する重要 な抗原

を待つことから、これを 15C 0 fl に情築することによってサブユニットワクチンを

作裂する試みが行 われている (7，53，65，66，103， 10~)o Trudelら(103 )はウシへル

ベスウイルス iウイルスで作製 した I5 COトlが 子牛で感染防御を起こすことを、ま

と ~10 r e i nら(65)はPrVの 15C 0 fl がヒツジで感染防御を起こすことを報告している。

ν かし、彼らの 作製した 15C 0 flは ウイルスの蛍臼とともに多くの細胞由来の蛋白

を含んでいるた め (7，53，65，103)、 血t古学的検査によるワクチン抗体と感染抗体

J)ぷ百IJが困 難である。このように、 ISCOHはすでにへルベスウイルス感 染症をは

じめ多極煩の感染症に対するサブユニットワクチンとしてその開発が検討されて

いるが、オーエ スキー病への応用 の事例は少必く、 しかも免佼学的にill'Jl!な 槍蛋

臼のみを 構築したオーエスキー病 の IS CO '1サブ ユニソトワクチンの作出に成功し

た級告な現在 まで見られていな い。

本廷で作製した ISCOfl はSDS-PAGEと銀染色で明らかになったように、情製ウイ

ルス佐子に比較してもわずか の蛋白のみを含んでいたことから、 15COfl を作製す

る過程で細胞成分 やウイルス成 分が除去されたものと考えられる。また、ウエス

ヲンプロットで検出されたウイルス蛋 白は、非還元状態では iつであったが、こ

れを還 7Cすることにより分子量 115、68および 55KDの 3つの蜜白に解裂した。こ

の結:i¥法 、 これらのウイルス蛋白が相互にS-S結合(こよって結合していることを

示すものである。 PrVの機蛋白のうち gIIはgIIa(125 KD)、gIIb(7HD)および

;1IC¥58KD)の 3つの繍蛋白が S-5結合によって結合した校合体であることが明ら

かにされている (22)。この g JIの性状と分子量:正今回作製された 15C Ofl に情築さ

れた蛍白のそれ と一致してお り、作製された IS CO~1 (まウイルス糖蛋白 gJIのみを

含んでいたと車吉論される。

10 re i nら(65)は、 PrVを界面活性剤のトlega-!OでロI溶化して 1SCO 1-1を作製した

場合、作製された 1S C 0 fl には gp50や g111をはじめ多種鎖のウイルス蛋白が含まれ

ることを綴告し ている。櫛蛋白はそれ 自身の i保水性!こよ って 15COトlに情築される

か(35，63)、 可溶化に用いた界面活性剤によっても 1S C01.1へ 憎築される効率がE2

1::を受ける (11)。イ ヌジステン パーウイルスを用いた 15COト!の作製実 喰では、ウ
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イJ，スの F蛋白はTriton X-IOOを用いて述心法を使った場合には H蛋白に比較し

てより効率的に 1S CO Hに構築されることが報告されている (11)。ノドなの実験で

g 11のみが 1S C 0 flに構築されたことは、用いた界 d日活 fj剤 lこよって gIIの疎水性

~Ií !3J:のグリコシドとの結合性が高められたことにより、(也の悩t告白に比較してよ

り効率よく 1SCOflに構 築されたものと考えられる。このように 1S C 0 1.1 に構築する

過程でウイルスの構成蛋白の一部のみが精製されることは、 ISCOトl作製技術が他

のウイルスや細菌 な どの感染症に対するサブユニットワクチンの開発に応用でき

ることを示唆するものである。

P r ¥ !自 t長白 gII、 gIIIおよびgp50;が中和 ~L，bの標的抗原であることはすでに報

告されている(4 ， 16， 71)。 また、これらの中和:nbの受身免疫がマウスで感染防

御を起こすことも 報告さ れている(16 ，48， 1 13)。 しかし、これまでに g 11そのも

のを用いてその 免疫学的 機能を明らかにした報告はな (¥0 本立では、まずg1I / 

1 S CO '1 をマウスに 免疫し、その抗体産生能と感染防御能を調べた。 gII/ISCOII を

免疫したマウスは 補体要求性の中和抗体を産生し、その抗体産生は 0.0-1μgとい

う倣ほ投守によっても起こることから 1S CO:.I が充分な免疫原性を持つことが日月ら

かにされた。 glI/ISCOflの免疫によって産生された中旬抗体は補体要求性であり、

補体を加えないときは その活性は倹出されなかった。 このことは g11が補体要求

性中阿 '.1Abの標的抗原であるという報告 (71)と;f盾しと主 (¥0 g II !I SCO~I を免疫し

たマウスのうち lおよび O.2μg免疫鮮ではウイルス攻墜に対して生残した。マ

ウス(ま p[' ¥感染 が成立す ればすべて死亡するため、マウスがPrVの感染から耐過

したことば gIl!ISCOHがマウスにおいて感染防御効果を持つことを示している。

1>: 1;l'で(まさらに、 PrVの自然宿主であるブタを用いて感染防御試験を行い、

g Il 1 S C 0 '.1の感染防御効果とウイルスの再排池抑制効果について倹討した。 g11/ 

! S C 0 ~ I を免疫したブタはマウスと同僚に補体要求性中和抗体を産生し、獄死性の

:さ染力、ら 免れる ことが明らかとなった。さ らにウイルス攻哲後のg11/1 SCO:.I免疫

昨のブタからのウイルスの排 1世話は対照鮮のブヲに比 I駁して 1001白低く、 gII I 

1 SCO:Iの免疫がウイルスの再排池を抑制する効果があることが明らかとなった。

これらの結果は、 g IIがオーエスキー病ワクチンの有力な候補であることを示唆

するものである。

しかし必が ら、 ウイルス攻きさ後に glI/ISCO'1を免疫 したブヲが 1限度の発熱と食

一つつー



i't'Xィ、娠を示した こと、鼻汁からのウイルス排t世が認められたこと、および抗体価

の仁"が認めら れたことから、こ のg11/1 SCO!.Iのウイルスに対する感染阻止効果

ょィ、充分であ ると思われる。現在までに開発されたオ ーエスキー病に対するワク

チン(こ法、発症 防止効果は認められるものの感染防御効果!まおめられていない。

二のためにワク チンを援陸されたブタが流行株に再感染 し潜伏感染を引き起こす

ことが野外の症 例でしばしば観察されて いる。こうした潜伏感染豚は、やがて体

内で省伏状 態のウイルスが再活性化され感染性ウイルスを排池するようになり、

祈た/;J.ウイルスの 感染源となる。そこで、オーエスキー病ワクチンに感染防御効

呆が矧待できない現状から、 ワクチン f主催豚と潜伏感染j琢を血清学的 険貸によっ

て識目1)し、 潜伏感染豚を効果的に摘発 淘i人することがオーエスキー病の清浄化

対;告を進める上で最も重要とされ、オーエスキー病のワクチンにはワクチン怪種

豚と感染豚との抗体識別が可能であることが愛求されている。ここで作製された

1 S C 0:1 (正 g IIのみを含むため、その免疫血清のウイルス抗原 (こ対する反応は感 染

源のそれと異必っていることが F怨された。そこで、 gII tI SCO~I 免疫後のブタ血

dとウイルス感染後のプタ血清を用いて免疫沈降反応を行った。ウイルス攻撃後

J)血itj:ま自然感染豚の血清と同夜、ウイルス悩蛋 白をはじめとするほとんとの ウ

イルス蛍白と反 応したが、 gII/lSCOトl免疫豚血清は 2つのウイルス蛋白とのみ反

，[..した gll/ISCOfl免疫豚血清が反応するウイルス蛋 白のうら、 200KDの蛋白は

その7;f泣から gIIであると忠われる。またもうひとつの 130KDの蛋白は gIIの

前秘体蛋白(11 7 ， 119) であると思われるが、他にも PrVに少温存在Eするウイル ス

蛍白である可能性も考えられる。いずれにしても、免疫沈降において gII/ISCOfl

免疫豚血清と感染豚血清の反応性が明瞭に区別されたことは、 gll/ISCOH をワク

チンとして使用し た場合、血治学的検査によ ってワクチンによる抗体とウイルス

感染:こよる抗体とを明確に区別できることを示すものである。本むの成総(立、

~ ，1 ，S co・lがオ ーエスキー病 の発病阻止と疾病 長延 防止に宵効であるばかりでな
1符伏感染豚の摘発に必1J':な抗体識別世霊能を合わせ持 つ効 栄作]なオーエスキ ー

病サフユニットワ クチンとして使 用可能なことを示すものである。

n
d
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圃圃直

第 3~ : 檎蛋白 g p 5 0の単灘とその免疫原性

1. ~旨

Pr¥ 陪蛋白のうちウイルスの増殖に必須の糖蛋白である gp50を精製し、これを

免疫刺激綾合体 (1SCOfl) に情築してマウスにおける抗体産生と感染防御効果を調

べた。さらに、種々のウイルス糖蛋白を構築した 1S CO flを用いて、 PrV憶蛋白の

免疫機能の比較 を行って、以 下の結果を得た。

PrV感染細胞か らgp50に対する flA bを用いたアフィニティークロマトグラフイ

ーによって gp50を精製した。この精製gp50をコレステロールとフォスフアチジル

コリンとともに 1S C Ofl に構築することを試みたところ、 gp50を Klebsiella

pneumonlaeのリポ多糖(L P S )と結合させた場合に gp50が1S CO 1.1 に憾築され

(gp50!I SCOH)、 両続媒性を持つ LPSを利用することで疎水性の弱い抗原を 1S COトl

に情築できることが明らかになった。

作製したgp50ハSCOflは マウスに補体非要求性中和抗体の産生と感染防御を誘導
した。さらにその免疫効果はフロイントの完全アジュパントを用いた場合のそれ

と同等かそれ以上であり、 1S C 0 flに情築されたgp50が高い免疫原性を示すことが

明らかにされた。

マウスにおけ るgp50!ISCOfl免疫による中和抗体の産生を、 glIおよびすべての

ウイルス憎蛋白 を含む ISCOHの免疫による中和抗体産生と比較したところ、

gp50!ISCOHを免疫したマウスでは i回の免疫で補体要求性および非要求性の中和

抗体が産生されるのに対し、 g 1Iおよびすべてのウイルス悩蛋白を含む ISCOfl を

免疫したマウスでは追加免疫後にはじめて補体要求性中和抗体が産生されたのみ

で、 gp5Uの中和抗体産生能がきわめて高いことが明らかとなった。
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2 序文

繁伯母豚に対するオーエスキー病ワクチンの使用法、流産を防止するとともに

初乳中の修行抗体によって新生豚の感染を防ぐことを 目的としている。液性抗 体

のPrV感染に対する防御効果には限界があると の指摘もある(5 J )が、すでに中 和

~J A bの受身 免疫によってブタの症状が軽減されることが縫認されている (48)。 ま

た、高いレベルの移行抗体を持ったプタでは生ワクチン ウイルスを筋肉内に援慢

した 場合のみならず、経鼻投与した場合にもワクチンウイルスの増殖が仰えられ

ること(J 0， J J 0)から、高い移行抗体がウイルスの感染を防ぐ、あるいは感染に必

要なウイルス量をあげる効果があるものと考えられる。この ことから、母豚に高

い中和抗体 を産生させ初乳中の移行抗体によって子豚の被害を防ぐことを目的と

するワケチンの開発も、オーエスキー病による子豚の直後的な被害を軽減し、本

病の清浄化を推進するために極めて重要と考えられる。

第2阜で作製した gIl/ISCOflはウイルス感染による子lほの死亡や症状の重篤化

を抑えるとともに、 ウイルス排1世f立の低減化には予防効果がみられたが、 g IIが

hIi体要求性中和flAbを産生する抗原であるため (7J )中和抗体の誘導能は比較的低

かった。第 l章 で得られた成績でgp50が補体非要求性中初抗体を強力に誘導した

ことから、 gp50は高力価の中平日抗体の誘導に有効な抗原であると考えられる。そ

こで第 2章と同様に水溶性で高いアジユバント活性を持つ ISCOトlにgp50を構築す

ることによって、 gp50を用い たサブユニットワクチンを開発すれば、オーエスキ

ー病ワクチンの有効性と安全性をさらに高め、 しかも移行抗体を利用した子豚の

免疫も期待できる。本章では単脱した gp50を 1S C 0 I.J に構築する方法を検討すると

ともに、その免疫原性をマウスを用いて調べた。

3 材料と j守法

ウイルスと細胞: ウイルスは第 l主主と同隊に PrVYS-8J t*を用いた。 ISCOM作
製用ウイルスの増殖には BHK21C13細胞を、中平日試験には PK -J 5細胞を用いた。ウ

イルスのJ音養と 精製は第 l主主に記載した方法で行った。
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圃圃.

g p 5 0 の 筒製 gp50 は PrV 感染細胞より第 i 章で作出した ~nb IBBを用いて

アフイニティークロマトグラフィーにより精製した。即ち、 BHK"CI3細胞に l細

胞あたり O.I pfu (multiplicity of infection m.o. i= 0.1)のウイルスをf童践

し、広範な細胞変性効果が認められたときに細胞を回収した。感 染細胞を 0.5%

のTritonX-IOO. 5 mMのヨードアセタミド、 10μg/mlのアプロチニンおよびImM 

のP~I S Fを含む20mM トリス一塩酸緩衝液 (pH8.0)を用いて 4"Cで 3時間可溶化し

た。次いで、この可溶化上消をMAbIBBをカップリングさせたSepharose4B (フ

アルマシア社、 スウェーデン)を充模したカラムに通した。カラムを0.1%の

Triton ¥-100、O.5 MのNaClを含む印刷の燐酪緩衝液 (pH 6. 3) で充分洗浄した後、

o . 1%のTritonX-IOOとO.15 flのNaClを含む印刷!のグリシン (pH 2. 5 )で浴出した。

溶出液に直ちに 1/5量 のIMのトリス一塩酸緩衝液(p H 9 0) を加えて中和し、 20mM 

のトリス一塩酸緩 衝液 (pH 8. 0 )で透析を行った後、凍結乾燥し保存した。

リポ多 備と gp 5 0の結合 Klebsiella pneumoniaeから筒製されたリポ多槍

( L P S )は岐阜免疫研究所 児玉義勝博士より分与されたものを使用した。 LPSと

gp50の結合に は中根らの方法 (72)を用いた。 4mgの LPSをIm 1の蒸留水に溶解し、

これにO.2 m 1のO.1M過沃素酸ナトリウム液を加えて室温で20分間混和した後、

1 m:1の酢酸ナトリウム緩衝液(p H 4 . 4 )で l夜透析した。この活性化した LPS溶液

に20μl のO.21.1炭酸 ナトリウム液を加えて pHを9.0に調饗した後、直ちに、あら

かじめ 1m 1の炭 酸緩衝 液 (pH 9. 5) に溶解させた Imgのgp50を加えて室温で 2時間

i覚作した。この混合液に 0.1mlの水素化ホウ素ナトリウム(I mg / m 1)を加えて、

4 'Cで 2時開放置した。さらに燐酸緩衝食塩液で l晩透析し、 gp50-LPS結合物を

i号た。

I SCO:Iの作製 gp50!I SCOMの作製はdeVriesらの方法(12)に従った。 2容量の

フオスフアチジルコリンと l容:clのコレステロールをクロロホルムに溶解し、室

奈ガスを当てて 溶媒を 蒸発させたのち、 1%のオクチルグリコシドと O.15flのNaCl

を含む20冊目トリス一 塩 酸緩衝液 (pH 8. 0) に忌終脂質濃度が Img/ml になるように

溶解させて脂質溶液を得た。 1容量の Img/mlのgp50-LPS結合物または精製gp50を

1 . 5容量の結質溶液と混合し、さらにこれに 2容量の 10%QuilAを加えて室潟で
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圃..  

i時間1覚持した。次いで、この混合液を O.15 ~I の NaCl を含む 20ml.1 トリス一塩酸緩

衝液 (pH 8.0 )で 40Cで 3日間透析した。最後に、 20-60%の際機密度勾配上に重

層し、 BeckmanSI-/60ローターを用いて 50，000 rpmで200Cで 4時間 遠心した。

gll/ISCOトlは第 2章に記載した 方法で作製した。

Pr'i/ISCOHはHoreinらの方法 (65)で作製した。すな わち gp50/1SCOHの作 製に用

いたと同 様の脂質溶液にトlega-l0で可溶化した情製ウイルスと Qu i 1 Aを加えて

O. j 5 :1 の~a C 1を含む 20mfl卜リスー庖 自主緩衝液 (pH 8. 0) で 40Cで 3日間透析した。

これを 20-60 %の 蕉精密度勾配 上に重層し、 Beckman SH60ローターを用いて 50，0

00 rpmで200Cで 4時間遠心し 1S CO fl を精製した。

[ S CO ~I の性 状分析: 遠心終了後の 20-60%の歳精密度勾配を分画し、第 1章に

記載した方法でドットプロットとト1;¥b 1 B 6を用いた酵素免疫染色を行った。 1S C 0 1.1 

の形成は電子顕微鏡観察により確認し、さらに gp50の ISCOff 上での局在を調べる

ために:L¥b lB6 と金コロイド標識抗マウス [gG を用いた免疫電子顕微鏡法を行っ

た。[S C 0 11 作製各段階の材料を用いて第 2主主に記載 した方法によりウ エスタンプ

ロットと感染耐過 豚血清を用 いた酵素免疫染色を行った。 ISCOトlに含まれる LPS

1立市販のエンド トキシン測定用試薬(トキシカラーシステム、生化学工業)を用

いて街示苫の 方法で測定した。

マウスでの免疫試験: 各群 5匹の 4週齢 B.HB/cマウスに i匹あたり それぞれ 5、

i および O.2μgのgp50/ISCOflを筋肉 内妓極で免疫し、 さらに 2週後に同量の

gp50/ISCOHを腹腔内援種により追加免疫した。また、同じく各群 5匹の 4週齢

BHB/ cマウ スに l匹あたりそれぞれ 5および 1μgの惰製 gp50を等量のフロイン

トの完全アジュパント(F CA) と混合して上記と同様に免疫した。免疫前、免疫後

7日目、免疫後 14巴目およびウイルス攻撃時に眼禽静脈議より採血を行い、各群

ごとに血清をプ ールして中和抗体価を測 定した。最終免疫後 10日目に 100LD5oの

Y S -81 株 を皮下様穆で攻撃し、その後 2週間マウスの生存を観察した。

gp S 0、 g[]および PrVのすべての糖蛋白を組み込んだ 3態類の ISCOff の中和抗

体誘導能もマウス を用いて調べた。各群 5匹の 4週齢 BHB/cマウスに 1匹あたり

それぞれ lμgの各 1S C 0 1.1を筋肉 内接箆で免疫し、さらに 2過後に同室の [SCOff
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圃圃.

を腹腔内f華慢により追加免疫した。免疫後 7日間隔で自民 宿静脈滋より採血を行い、

各群ごとに血清をプールして中和抗体価を測定した。

中初日正月貴 :中和抗体価は第2mに記載した方法により補体の存在あるいは不在下
で、 96ウエルプレートを用いた 50% C P E抑制法により測定した。

1.実験結果

gp50/ISCOflの作製とその性状

崎製gp50とgp50-LPS結合物を用いて ISCOfIの作製を試みた。透析により界面活

性高1)を除いた後、遊離の Qui 1 Aを除くため 20-60%の産者協密度勾配速心を行い、

各分凶についてドットプロットと gp50に対する fl.，bで免疫染色を行って、 1S C 0 fl 

の沈降位 置を調べた。図 3-1に示すように、 LPSと結合したgp50は民主 悩濃度約

30%以上の分 画まで沈降し HAb と反応したが、 gp50単独では際機勾配のいずれの

分画でも ~.IA b との反応はみられず複合体を形成していないことがうかがわれた。

各分画の電子顕微鏡観察でも gp50-LPS結合物を用いた場合には民主憾濃度 40-60% 

の位置に 蜂巣状の構造が観察され、 1SCOfl が構築されていることが確認された。

これに対して gp50を単独で用いた場合は厳格勾配中にはどのような構造物も観察

されなかった。

1 S CO 1Iの作製過程における gp50の存在はウエスタンプロットと感染耐過豚血清

による免疫染色により調べた。図 3-2に示すように LPSと結合させて作製した

ISCOトlにはアフ イニティークロマトグラフイーによって筒製したときと同様に

gp50が含 まれていることが明らかとなった。 また ISCOトlにgp50(こ対する MAb と金

コロイド標識抗マウス IgG を反応させた免疫電子顕微鏡法でも金粒子は 1S COfl に

吸着していた(図 3- 3)。さらに、 ISCOM 中に含まれる LPSの量をエンドトキ

シン測定法に よって調べた結果、 5Iμgのgp50に対し LPSの畳は 62μgであり、

gp50と LPSが同じ重量比で結合していることが明らかとなった。

gp50/ISCOトlのマウスにおける免疫原性と感染防御効果

7ウスにおける gp50!ISCOflの免疫原性と感染防御効果を精製gp50を FCAととも
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こ免 1止しと場合のそれと比較した。1<3ー lに不したように gp50/[SCO)[i"それぞ

れ司、 ;および 0 .2μ g づっ 2 凶免縦した併の γ ウス:よ ~I" (.本政ボ性およびJド要求

i1の'11何抗 体を産生し、その抗体価は免疫 11に!衣 μして いと。 fuJ慌に制製 gp50を

Fしl とともに免疫した鮮でも補体安求性および非要求性の中f[[抗体が産生された。

それぞれの鮮の抗体価を比較すると 、 gp50/[SCOflを免反した鮮の抗体価は同量の

jp5 りを FC.¥とともに免疫した鮮に比較して同等かそれ以上に出iかった。また 補体

:!l':j<:性中伺抗体価はすべての鮮において補体非要求性中 F日抗体価に比べて高かっ

と 段終免疫 10日後に致死畳の Pr ¥で攻撃した結果、 マウスの生作宅(ま抗体価に

比例しており gp50!ISCOf[を0.2μg免疫した鮮でも l匹が生残し、ウイルスの感

染を防御したことを示していた。 gp 50/ [ S C 0 I[を免疫した昨の生存率は同量のgp50

を FC ¥とともに免疫した鮮に比べ(ま[ま同等であった。

，p5U I [SCO~.[ による中和抗体の誘導
，"'~~防御 試験における gp50 /ISCO トl を免疫した後の中相抗体の産生を調べ、その

結果を図 3-4に示した。 5μgのgp50/1 SCO~[ を免疫した鮮の中和抗体価の権移

を5μg0) gp50を FCAとともに免疫した鮮のそれと比較したところ、いずれの群

ても初回免疫後 l週目から補体要求性および非要求性の中旬抗体の産主がみられ、

その抗体価(ま追加免疫により大きく上昇した。補体Jドf.!，1<性中 F日抗体制』のf庄移は

判{洋で同じであったが、補体要求性中和抗体価(まgp50/1 SCO!.I免疫群において 2-

I ({1尚かった。次いで、このgp50/1SCOflによる中間抗体の誘導IiEを他のウイルス

悩蛋白を組み込んだ ISCOト!と比較 した。¥[0 r e i日等の方法で作製した 1S C 0 1，[は PrV

J)ょとんどすべ ての糖蛋白を含んでいたことから、これを Pr ¥ハ SCOト!として使用

したd また、 第 2章で作製したものを g II !I S C Ol[として使用した ω その結 果、図

:1 -:;に示す ようにgp50/1 SCO!.[、 gII /ISCO/.Iおよび PrlハSCO'，1をそれぞれ lμg
づっ免疫したマ ウスのうち、 gp50/ISCOI-Iを 免役ーしたマウスでは l凶の免疫で中初

抗体が産生されるのに対し、 gII/ISCOト|と Prl'/ISCOel を免疫したマウスでは追加

免竣で補体安求性中和抗体が産生されたのみであった。
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5 号察

ムSC 0 '1 はその構造の中にアジユパン卜活性を持ち (bulll-ln-adjuvant)、それ

自体力;;]<溶性で あることや組み込まれた抗原に対する強い免疫応答を誘導できる

こと必どから、 精製した抗原や小さなペ プチドの免疫原性を高めるための有望な

同体と考えら れている (45，63，64，66，67)0 コレスプロールと Qui 1 .¥のみでも

i SCO'1 0)特有の 憐造をとることが示されているが、抗原の 1S C 0 /1への構築には抗

原のもつ i係水性領域が必要であるとされている (35， .j 6 )。 第 2意で示したように

!日o~.I :t成 機密度勾配遠心を行った場合、歳悩密度 50%付近にまで沈降する。本

~の夫教では、精製 gp50 を単独で用いた場合には図 3 - 1で示したように gp50を

含台分画法庶檎密度勾配中には検出されなかった。これは gp50が単独では ISCOfl

!こ防楽されないこ とを示しており、おそらく gp50分子のJfiJi水性領域が少ない、あ

るいぷその領域の疎水性が弱いことに起因するものと思われる。このことは第 2

阜の結果でも PrVの絡蛋自のうち ISCOトlに構築されたのは g 11のみであり、そ れ

以外の糖蛋白を ISCOトlに組み込むことは出来なかったことからも支持される。

本丘で(ま、 gp50を効果的に 1S CO /.1 に構築するため、雨続媒性を持つ LPSとgp50

の結合物を作製した。 LPSの多糖部分を介して過沃素直Eによって gp50と結合させ

た結来、図 3- 1にみられるように gp50は複合体を作って段、悩勾配中に沈降する

ことが舷認された。このことは gp50が LPSの脂溶性部分を介して 1S C 0 fl に構築さ

れたものと考えられる。こうした抗原の修飾は gp50の抗原性を変化させる可能性

もあるが、作製された 1S C 0 /，1には免疫電子顕微鏡法により gp50に対して高い中和

活性を持つ >.1A bが反応したことから、 gp50の中和エピトープ!ま 1S CO ~I 上で保持さ

れていることがうかがわれる。

マウスの中相抗体産生能を指標に gp50の免疫増強効果を ISCOトlとFCA とで比 較

したところ、 1S C 0 fl により免疫した場合法、 gp50のいずれの投与量でも FCAをア

ジコパントとし て用いた場合より高い中和抗体価を示 し、 1 S CO Hが FC ¥と同等以

上の免疫増強作用があることが判明した。また銭死霊のウイルス感 染に対する感

染防御矧J果でも、 ISCOfl は FCAを併用した場合と同浮かそれ以上の効果を持つこ

とが tJ月らかとなった。 Klebsiellapneumoniae の LPSはマウスで免疫I官強作用を

待つことがすでに 明らかにされている (73)が、 マウスでのその作用発現には
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~ùOμg が必 要である。ここで用いた 1 S CO ~\中の LPSíil~ま gp50の況とほぼ同じで

ある二とから、 gp50/!SCOf¥ による免疫地強効果は LP Sによるものというよりは、

l::しろ抗原提示構造体である¥S CO H 自体に作{tするものと与えられる。

ザウ λJ)感染防御を誘導する gp50/1 SCO)¥の減少泣法第 2江で.iiliべた g11 /lSCOト!

の訟と:ま(ま同じ であったが、 gp50/1 SCOト!と g11 1 5CO'.¥ ~こよって誘導された中和

抗体価とその性状は大きく異なっていた。すなわち、 g 11/ 1 SCO~.\ の免疫によって

定主されるのは補体要求性中相抗体であるのに対し、 gp50/1 SCO~.\ の免疫では補体

非製水性中和抗体も産生され、その抗体価も遁しく両か った。さらに、 gp50/

dじり‘|を免疫し たマウスは i週目から補体安求性と非裳ボ性の中和抗体を産生し

と。そこで、 gp50の中和抗体産生能を PrVの他の糖蛋白のそれと比較するため

耳 11あるいほ PrV のほぼすべての悩蛋白を含む 1S C 0 ~\をそれぞれ作製し、マウス

、こおける抗体応答を調べた。それぞれの ISCOI-Iをマウス!こ iμg免疫したところ、

;p50. 1 SCO:¥ を免疫した群では i回の免疫で補体要求性およびJド2LK性の中相抗体

の彪九がみられ た。これに対して、 gll/ISCO~\ および PrIISCO:.\ で!ま補体要求性

J)巾陥抗体が 2回目の 免疫では じめて産主されたにとどまった。このことはgp50

の中削抗体~~能が他の PrV 悩笛白に比較して高 いことを，示している。第 1 1'-[の

結采においても、 gp50は補体非斐求性中平日抗体の主要標的抗原であることを明ら

かにしているが、本章の結果!正能到j免疫によっても gp50の rrfn抗体産乍能が高い

ことを日月らかにするものである。

1&近、遺伝子組換え技術 によって兵隊細胞で発現させた(.¥ 9)、あるいは感染細

胞から附裂した gp50をサブユニットワクチンとして用いる u式み(27， 70) が行 われ

てしるが、その効果を高めるためにはアジュパン卜の併用を必要とする。しかし、

現住用いられているアジユパントには局所における副反応がみられるという欠点

があるため、実用 化には至っていな い。本実 験でgp50がl.PSと結合させることに

ぷり効来的に 1S CO Hに構築され、 さらに免疫増強効果が認められたことは、精製

~三 t!t n~( をサブユ ニットワクチンと して用いるのに釘効な F 段を与えると思 われ

る。また‘中平日抗体産生能に優れ たgp50/1 SCO~\ は、母豚の血泊中何抗体価を高め

初.，'Lrtの移行抗 体によって新 生豚の感染を防止することを目的としたサブユニッ

トワケチンの有力な候補であると与えられる。
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;百 1i江 崎蛍白に対する抗イディオタイプ抗体の作裂と免投l良性

"" ヒユム瓦 U

P r ¥ ~曲蛍白に 対する 抗イディオタイプ抗体(抗ー 1 d ¥ b)を作製し、この抗ー1d .¥ b 

のマウスにおける抗体 産生能と感染防御効果をロ悶ベ、 以 Fの結果を得た。

J f'li頬の中和 モ ノクローナル抗体 UL¥b) をウサギに免疫して得た抗血清から、

アフィニティークロマトグラフィーによって抗一1d .¥ bを作製した。得られた抗-

d .¥ 0 !正対応す る1.1"b とのみ反応し、抗ー1d .¥ bがそれぞれ'1，¥bのイディオタイプ

を必ぷすることが 明 らかとなった。さらに、抗日Id .i b と ~I， bとの結合はウイルス
悩蛍白を含むウ イルス抗原によって競合的に仰市1)され、 Iti-Id Abが)1，¥bの抗原結

合ds{立であるパラ卜ープに対する抗体を含むことが不唆された。

リf1i頴の坑 jd Abをそ れぞれマウスに免疫して中相抗体の産主を，i!iJべたところ、

JP50(こ対する i憧類の抗 ーIdAbを免疫したマウスは中 F日抗体を産生し、 この抗ー

1 d ¥ 0 がPrVの中 和 エピトーブの内部イメージを持つことが日月らかとなった。さ

らに、この抗ーJdAbを免疫したマウスは欽死阜のウイルス感染を防御したことか

ら、抗-，d ，bがウイルス抗原を免疫した場合と同様(こ Pr ¥に対する特異的免疫応
答を担こすことが明らかとなった。

η
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~.序文

皆Jf:立第 2!主および第 3 掌で PrV 悩~白 g 11あるいはgp50を情築した 1S C 0 11 を

咋裂 し、 ブタとマウスでその免疫効采を実証した。 しかし、このようなサブユニ

Y トワクチンによっても野外株の感染を阻止することぽできず、潜伏感染が成立

する口I能性が残された。潜伏感染の成立とその後のウイルスの再活性化を阻止す

るためには、より強固で持続性の宿圭の免疫応答を念、起することが必要である。

抗イディオタイプ抗体(抗日1d ¥ b) を免疫原として用いるイデイオタイプワクチ

ン法、宿主のイデイオタイプネットワークを利用する新しい概念、(こ基づく免疫手

法 (9， 25)であり、 Jerneの理論 (28)から持続的な免疫を誘導することができるも

のとして、隆ヤの感染症の予防法として倹討が加えられている (1，2，34，89)。 さ

らに、イディオタイプワクチンの利点は、免疫原としても、その製造過慢におい

てもウイルスを用いないことから安全性に優れていることである。このことから、

本なで法第 l章で作出した Pr Vに対する :nb を用いて抗ー [d ¥ bを作製しその免疫

原性を調べることによって、 イディオタイプワケチンがオーエスキー病の予防に

白 ~VJ であるかどうかを検討した。

3 トイ料と方法

ウイルスと細胞 ウイルスは第 i章と同様には-81f*を用いた。中和試験およ
びTt祈用ウイルス抗原の作製には PK -15 細胞を用いた。 ウイルスのJ古美、精製(ま

第 Li~ ;こ記載した方法で行った。また、 ウイルス抗原(ま情製ウイルスを第 i章に

dd載した万『去に従って NP-40で可溶化して調笠した。

モノクローナル抗体()[A b ) 本実喰に使用した :nbの性状は表 4- 1に示し

た。 if， 1章で作出した 1.IAbのうち、 ウイルス中相活性の高い)!A b 1 B 6、 lG6および

5G しを抗 1d .¥ bの作製に使用した。また、抗ー[d.¥ bの作製に使用した)!A b と同ー

のアイソタイプで、 ウイルス中和活性のない '!Ab6H6 と3H8を抗ilAbウサギ血清

pの恒常領域に対する抗体の吸収に使用した。 :IAbの精製は第 1章;こ記載した方

法で行った。

0 0 
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Jえイディオタイプ抗体(抗ー1d A b )の作製 抗ー1d ¥ bはそれぞれの)1.1b (こ対す

るフサギ抗血清からアフイニティークロマトクラフ fーを用いて情裂した。日本

:J色 慢のウサギにフロイントの完全アジユパント (F C.l )と混合した 300 μgの情

裂'1.¥b を皮下緩慢によって免疫し、 さらに 3週後(こ同 ¥t1の)1.¥bをフロイン卜の不

完全アジユパント(F 1 C 1)と混合して筋肉内後陣により追加免疫した。 fl.lbに対す

る抗体の産生を確認した上で、最終免疫後 10日目!こ全保胞を行い血清を分離した 0

56 Cで30分間非働化したウサギ血清を等霊の燐自主緩衝食品目減(P B S) で希釈し、 免

疫(こ用いた HAbと同ーのアイソタイプをもっ'1.1b (:1.¥ b 6 H 6または 3.1B 8 )を結合

させた Sepharose4Bカラムを通した。ついで、カラムに吸着されなかった分匝jを、

免疫に用いた fl.lbを結合させた Sepharose IBカラムに通し、 P B Sで十分洗浄した

後、 O.e '1 のグリシン (pH 2. 5 )で溶出した。治出した液に直ちにトリスヒドロキ

シアミノメタン粉末を加えて pH 7.4に点l笠し、 PBSで透析した後一80ocで使用時
まで凍結保存した。

抗!d .¥ bの特異性の測定. 精製した抗ー1d .1bの純度と .'.1.1bに対する特異性は

1.¥ bを困問 ftした 96ウエルポリスチレンプレートを用いて EL 1 S" (こよって調べた o

o L 1 S ¥は第 2車に記載した方法と同様に行った。即ち、階段希釈したアフイニテ

fークロマトグラフィーの各分画または精製した抗ー1d .1 bを、あらかじめトI¥b を

剥同化したウエルに加え反応させた。:1.¥b と結合した抗体(ま HRPO標識抗ウサギ

'SU と、 次いで基質として OPD を加えて発色させ 192 日mの波長でその吸光度を測

定した。抗体価は O.2以上の吸光度を示した血清の最大希釈倍数の逆数で示した。

ウイルス抗原のトIAb と抗ー1d .1bの反応に対する競合抑制はラジオイムノアツセ

イによる競合結合試験で調べた。競合結合試験(こ!ま第 l章の記載と同じ緩衝液を

用いた。まず、 定量のい 1標識 H.1b (10，000 cpm/25μ1)を 2f;自階段希釈した

ウイルス抗原と室温で i時間反応させた。また、対照には標識H.lbをウイルス抗

原を合まない希釈液と混合して同隊の反応を行った。次いでこの液刊μl を抗

1 d ¥ bを盟問化したウエルに加えさらに室温で 1時間反応させた。各ウエルを充

71 (こ洗浄した後、ガンマカウンターでウイルス抗原に結合した標識トIAbの結合量

cpmJ を測定し、抗四Id.¥bを固伺化していないウ ιルの cp川を減じて正味の cpm

をボめた J 各希釈についてウイルス抗原を含まない吻合の cpm に対するウイルス

-3.1 -
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tlLf，¥を合んだ場合のcpmを!日11定し、次式により結合抑制ギを呼出した。

結合抑制j率(%) = (1ー ウイルス抗原を含んだ場合の cp m ¥ 
1 x 1 0 0 

ウイルス抗原を含まない場合のcpmノ

;ぇ-1 d .¥ bによ るマウスの免疫: 抗ー 1d 山の中和抗体誘導能を調べるため、情製

》と抗-.d .¥bをマウスに免疫した。各詳 5匹の BHB/cマウス:こそれぞれ50μgの

rfi -1 d I bをFCλ と混合して筋肉内抜慢により免疫し、 さらに防;JiJlの抗ー1d Abを

i'1じiとf民合して 3週間隔で 3回、筋肉内妓慢により追加免役した。対照としてウ

サギ .gGを用いて同様に免疫した。それぞれの免疫の 1[J IIIiおよび鼠終免疫後 3

j週日!こ ~N 禽的脈議より採血を行い、 各自平ごとに血清をフールして中平日抗体価を i則

定した。

fA -. d ¥ bによる感染防御効果はマウスを用いて欽死iAのウイルスで攻当善後慢す

ることにより調べた。各群 5匹のBHB/cマウスに坑ー1d I bをFCA と混合して筋肉

人J後間!こより免疫し、さらに 14日目と 21日目!こ同室の抗ーldAbをFICIと混合し筋

肉内 Hl慢により追加免疫した。対照としてウサギ IgG を用いて同僚に免疫した。

段終免疫後 10日目に 100LD5のPrV¥"S-81 t生を皮下!こ攻唱し、その後 10日間マウ

スの'主死を観察した。また、 ウイルス攻撃時に HRm静脈波より採血を行い、各詳

ごとよ出li占をプールして中和抗体価を測定した。

T1'Uぷ喰 中平日抗体価(ま第 11;lに記載した方法(こ従って、 hli体の存在および不

在ドて jJ %ブラ ック減少法により測定した。

i 点検結果

IAイデ fオタイプ抗体の性状

f凡ー:(1 I b の作製には第 Lm で作出した 3 閉鎖の ~I I b I B 6、IG6および6G "を用い

た。 }H- 1 (こ示したように flAb 1 B6とIG6はいずれも IgGlのアイソタイプと補体

Jド要求性の中和活性をもち、第 l単で述べたようにそれぞれgp50上の異なったエ

声
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己トーブを認識していた。また、日Ab 6 G 1 1 :ま I;:G2b のアイソタイプと補体安求性

のctf日活性をもち、 g 111を認識していた。 アフィニティーケロマトグラフィーに

よる恒常領域に 対する抗体の吸収に用いた !.J.H 6116 と31 B 8!立、 それぞれ 1g G 1と

i5G~b のア イソタイプでいずれも中和活性がなく g 1Iを認識していた。

それぞれのHAb に対するウサギ抗日Ab 血清を附じアイソタイプをもち特真性の

~なる'L\ 0 を結合 させた Sephrose-1Bカラムに通して、抗体分子の恒常領域に対

する抗体の吸収 を行った後、免疫に用いた :.IH を結合させたアフィニティーカラ

ムにより坑ーId Abを精製した。この探作による抗ー1d .¥ bの精製度 を縫認するため

にアフイニティー クロマトグラフィー各分画の ~IA b に対する反応を EL1 S1 により

，mべた。図 4- 1にflA b 1 B 6 に対するウガギ抗血清の各分闘の :1A b 1 B 6 と6H6 こ

対す る反応性を示した。~1..\b 1 B 6 に対するウサギ出1i肯と :l-¥b 6H6 を結合させた

Scphurose Hカラムに吸着した分函は、いずれも~1.-\b 1 B 6 と¥IAb 6H6 に同程度に

反応し、これらが HAb lB6 と6H6 の共通抗原決定基に対する抗体を含むことを示

していた。 一方、 H入b6H6 カラムに吸着しなかった分画から、さらに !IA b 1 B 6 を

吸芯したカラムを用いて精製した分画は、 'IAb 6H6 とほ反応せず!.f.¥b 1 B 6 とのみ

反応した。

次に、抗ー1d .-¥ bの作製に用いた:L¥bの問(こ共通のイディオタイプが存在するか

どうかを位認す るため、それぞれの抗ー1d .1 bの巽慢の山bに対する反応性を EL 1 S.-¥ 

二よって u周べた。表 4-2に示すように、 これら 3f!!l頬の抗ーId Abはそれぞ れ対

応ずる同憶のト1Ab とは強く反応したが、異慢の'1.¥b との反応は 低く、 またそれぞ

れの 1ゅの問に は抗原の交差はみられなかった。

さら'こ、 1ft-1 d A bとflAbの反応がウイルス悩蛋白によって競合的に抑制される

かとうか を調べるため、 ウイルス抗原を用いた競合結合試験を行った。 図 4-2

:こ 'f、した ように gp50およびg111 を含むウイルス抗原の添加によって、抗ー1d .¥ bと

1ゅの結合(正最大で21 -35%の範囲で抑制され、その抑制j率は ¥1A b -1 G 6 を除いて

ウイルス抗 原の希釈率の上昇にともなって減少 した。 tfi:-1 d I G 6 とトIAb 1G6 の結

合 こ対する抑制l率は低希釈のウイルス抗原を加えた場合に逆に減少したが、 ウイ

ルス抗原 希釈が 4倍の時 25%の抑制1)'撃を示し、 ウイルス抗原の希釈率が上昇する

Jこしi':.がっ て減少した。
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抗イデ fオタイプ抗体による中和抗体の誘導

tfi -1 d ¥bの中 和抗体産生能をみるため、予備試験により卜分(こ抗体産生を起こ

すことを位認した免疫量 50μgを 3週間間隔で 4回マウスに免疫し、中平日抗体の

ぎ宝を調べた。抗ー1d Abの免疫後のマウスの中旬抗体価を 50%フラック減少法に

よって調べたところ、表 4-3に示したように、坑ー1d 1 B6を免疫したマウスに

のみ中和抗体の 産生が認められ、抗ー1d I G 6、6G 1 Iおよびウサギ IgG を免疫した

マウス:こは、いずれも中和抗体の産生は認められなかった 抗ー 1d I B6を免疫し

たマウスでは、 2回の免疫で補体要求性の中和抗体価が 16fdとなり、最終免疫後

の抗体価は 128倍に上昇した。しかし、補体要求性中和抗体はこれに遅れて出現

し、 しかもその抗体価は最終免疫後でも 4fgを示すにとどまった。

抗 fデ fオタイプ抗体によるマウスの感染防御

1ft -1 d ¥ bによるマウスの感染防御試験では、 ワクチンとしての応用を考慮して

抗ー1dゅの 免疫を抗体産生を起こす最少回数である 3回実施した。また、中 和抗

体の I室主がみられた抗イd 1 B6はその忌少有効塁を調べるため、抗ー1d Abを階段

吊択して免疫した。感染防御試験におけるウイルス攻曾時の中初抗体価とマウス

の主存率を表 4- 4に示した。ウイルス攻繋時の中 F口抗体価は抗ー1d 1 B 6を50お

よジ川μZ 免疫したマウスではそれぞれ 8f自であったが、他の抗ー1d A bを免疫し

とマウスでは中 和抗体は検出 されはかった。長女死霊のウイルス攻磐に対して抗ー

1 d : B 6を50および 10μg免疫 した併ではそれぞれ 5匹中 3匹および 5匹中 l匹が

宝(fし感染防御が認められたが、他の抗ー1 d .1 bを免疫された鮮のマウスはすべて

死亡した。

5 考?長

抗-1d ¥ bはその反応性によって、抗体のイデイオタイプの抗原結合部位(パラ

トーブ)を認識する抗ー1d A bと、 枠組み領戚を認識する抗ー1 d 1bに大別される。

碍命的!こ法、 これらの 2種類の抗ー 1d .¥ bはいずれもイデ fオタイプネットワーク

によって、元になった抗体と同隊の反応性を持った抗体の産生を誘導する。 しか

し、 ベラトープ を認識する抗ー1d Abは抗原と煩似の情造(内部イメージ)をもっ

"'' 
内
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ことから、抗原エピトープがその立体構造に依存しているような抗原の代管抗原

¥ 89)と νて、あ るいはエピトープの機能を調べるため のフロープとして(3 2.75) 

b別いられている。このため、パラトーブを認識する抗ー Id _¥ bをワクチンとして

使用した場合には、より l直後的に抗原に対する免疫応答を説導すると与えられる。

5再l宿に記載したように、抗ーId _¥ bの作製!こ用いた 3f重煩の!-L¥b !まいずれも高

J ウイルス中 和活性を待つため、 ウイルスの感染に重裂なエビトープをお識して

ると考えられた。 したがって、 これらの:nb !こ対する抗四1d A bが:-I-¥bのパラト

ーフを認渇していれば、抗ー1d Ab はより直後的(こ中和抗体のI室生や感染防御免疫

を必得する可能性が推察される。

本法では、まず :.IAb に対するウサギ血清から抗ー Id Abを筒 製し、 !.IAb を用いた

E L I S .¥と競合結合試験により抗 -[dAbの性状を 81:1べた。抗ーIdHの精製過慢にお

ける色分画の反応性 を調べた結果、特異性の異なる同じアイソタイプの flAbを用

いて γフ fニティクロマトグラフィーを行うことにより抗血消中の恒常領域に対

する抗体を効果的に吸収できることが縫認された。さらに、筒製した抗ー1d Abは

それぞれ対応する MAb とのみ反応し、 3 f重ffiの‘IAb と異憾の抗ーId Abの問には交

毛反応:まみられなかった。これは 3f'U頬の、IAb がそれぞれ明縫に裂なるエピトー

プを ti2~註しているため、パラトープ以外のイディオタイプも間互に異なっている

ことに忍因すると考 えられ る。この結果(立、抗 ーId ¥ bがそれぞれの >1Ab分子のイ

ディオタイプ を認識していることを示すものであるが、抗ー1d A bが月¥b分チのパ

ラトーブを認識しているか否かは明らかでなかった。競合結合試験の結果、 gp50

や g![[を含む ウイルス抗原によって 3つの抗ーId .¥ bとそれぞれが対応する )IAbの

反応は仰市IJされ、 その最大抑 制率は 21 -35%であった。抗ーId Abのうち).1.¥bのパ

ラトーフを認殺する抗体は抗原と頬似の憐造をもっと考えられ、抗ーIdAbと!L¥b

の結合(まウイルス抗原によって競合的に抑制されると推察される。競合結合試験

の結来から、すべ ての抗ーId ¥ b!こ'L¥bのパラトープに対する抗体力f含まれている

ことがうかがわれた。 しかし、 このウイルス抗原による抗ー1d Abと !.IAbの結合の

投合開高IJ!;t、抗ーIdAbとウイルス抗原の間同性(まかりでなく、日.¥bに対するウイ

ルス抗原の 結合による flAbのパラトープの立体陶芸もその要因と考えられる (89.

Hl。

1え-.d ，bをマウ スに免疫しその中和抗体産毛能を調べた結果、抗ーId J B 6を免
38 



tlν たマウスのみが中和抗体を I室生した。もし抗-.d ¥bがウイルス抗原の中下日エ

ビ Pーフをその内部イメージとして保釘するならば、 もとの ~I ¥ b と何lじ中 F日活性

をもっと抗体の産生を起こすと権察される。マウスにおいて抗ー 1d 1 B 6が中相抗

体産'主を誘導したことは、抗ー1d 1 B 6がPrV の中陶工ピトープの内部イメージを

汚つことを示すものである。抗ー1d 1 B 6 :こよって産笠されたマウスの中相抗体価

ι補体を添加した 場合に補体 の不在下でのそれより高く、もとの‘IAb 1 B6 が持つ

併l体Jド依作性の中和活性とは異なっていた。」若者(ま第 3なにおいて補体Jド要求性

ドF口抗体産生能 をもっ gp50をマウスに免疫したが、産主された補体安求性中和抗

体価!ま何1体非要求性中和抗体価より高かった。また、他のへルベスウイルス感染

においても l室生さ れる中和抗体 の中和活性が補体の添加により地強されることが

知ら札ている(120 )。したがって、本実吸で抗ー1rI 1 B 6 :こより訴導された抗体の中

化活性が補体の 添加によって J(')強されたことは、 ¥I¥b 186 とマウスの中和抗体力t

必識するエピトープが異なっているためではなく、マウスの抗体がポリクローナ

ルであるためと考 えられる。

Pr，なマウスに 致死性の感染を足こす ため、マウスを用いた感染防御試験は、

オーエスキー病に対するワクチンの効巣判定のモデルとして一般的に使用されて

いる(e 7 . 19)。 マウスにおける感染防御は必ずしも中和抗体に依停しないが、前

なの夫殺で若者 は、 g I1やgp50を免疫したマウスが感染防御能を示すと同時に中

何抗体も I室生す ることを明らかにした。このことから、抗ー1d 186 を免疫したマ

ウスがPr ¥'に 対する中和抗体を産生したこと虫、抗ー1d ¥ bの免疫によってもマウ

ス二感染防御 免疫を誘導できると期待される。マウスを用いた感染防御試験の結

米、 tA-Id 186 を免疫した マウス J立中如抗体を I芝生し、致死五iの Pr ¥感染を防御

Jること、さらに その感染防御効果は免疫 した抗司 1d 1 B 6の祉に依得することが

~rl !IIIした。現在ま で、他 の感染症でも抗ーIdAbの免疫が病原体に対する感染防御

免疫や抗体産生 を誘導したと いう報告があるが、これらは十分な免疫応答 を誘導

するのに多量の 免疫原や頻回 の免疫を必要とする (1，2，20，31，96)ため、ワクチン

としての実用性に は問題が残されて いる。本l!1の:信号貴では抗ー1d ¥ bが実際的なワ

ヴチンとして 使用できるかどうかをみる ため、抗体Iftiモを起こす減少図 数である

3也の免疫 を行い、さらに抗ー 1d 1 B 6でほその免疫量を変えて感染防御効果を調

べた。結果に示し たように、抗ー[d 1 B 6 (ま微祉の免疫 52で中平日抗 体の産生と感染

39 



防御免疫を誘導し、抗ー1d Abがワクチンとして):;用可能公免疫沿と免疫回数で街

イデ「オタイプワク効芯免疫応答を 惹起できることが明 らかとなったことから、

Fン場.1feの基 礎的知見を得たも のと々える。

185 の 免疫による中和抗体 のl'1i'tと感染防御l免役の口元主手法、 抗ーId I B 5 t/L -， cl 

がウイルス抗原と同様にマウスにお いて PrV に対する特異的必免疫応答を;窓起で

きることを不すと同 時に、抗ー1d I s 6が内部イメージとして持つ中陶工ピトープ

この点に関して、カf 感染 ~tj 1.却を起 こすエピトー プであることを示している。

これをPrVの gIIIを認識する中和‘1..¥bから抗ー1d ¥ bを作製し、Gu~ ， sh ら、 2 1 ) (立、

しかし、免没することによっ てマウスで感染 防御免疫を:誘導したと報告している。

の免疫原を必~としていた。本実験で用いたその!浅染防御効果は低くまた多

lA -: J I B 6がマ ウスに中和抗体の産生させるとともに感染防御免疫を誘導 したこ

もとのtnb1 B6が中和抗体誘導能が gIIIより高 いとされている gp50を認 識と(ま

gp 5 Uに対する抗四 1d 1 G 6を免疫しト刀してい I~ ことに 起因すると考えられ る。

中相抗体の産生も!惑モγ ウスと宮川に対する坑ー1d 6 G I Iを免疫したマウスでは‘

‘1.¥ b 1 G 6 立。1.¥b 1 B 6 と同慢に

;e50をdZ回註して おり、エ ピ卜ープは民必るものの高い中旬活性を示していた。 し

かし、 '1¥ b 1 G 6で作製した抗ーId..¥bに中初抗体産宣能がみられなかったことは、

打L四Id 1 G 6 に含まれるパラトー プに対する抗 体の電力f免疫 応答を起こすのに不充

m 1 なにおして、公的 l到免疫も 誘導されなか った。

あるいは抗体誘導とは逆にサプレッサー T細胞を刺激したこと(39) 7tでよるるか、

こ起:刈すると思 われる。

隆々のへルベスウイ ルス感染症に対してイディオタイプワクチンのよ見 uまで、

抗ーldAbの免疫は感染防御免疫(2 1 )や中和抗体の産生険，tがiTわれているが、

e 0 • J 5)をd先導す る一方で病原性を地強させたと いう報告(33) もありワクチンと

.nf号!ま抗 1d 1 B 6の符つ内部イメーノドロで、LてJ)，;f fi而は未だ定 着 していない。

シ!こよってウイルスに対する抗体産笠や感染防御免疫はどの特異的な免疫応答を

IfL -. d ¥ bをワクチンとして用いる

口I能刊を示 唆するものである。今後、 Pr ¥'の感 染に関与 するエピトープの解析や、

イデ fオヲイプ ワクチンの評価を進めるためには、モ ノクローすル抗四IdAbを作

このこと法、E_;'l!!できること を自月らかに した。

裂しその免疫効果を調べることが必箆となろう。
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オーエスキー病に対 するワク チン開発の基礎知見を得ることを目的として、

P 1'¥ 隙鑑自の免疫学的 機能に ついて検討し、以 Fの成績を得た。

Pr¥ 階蛋白に対する中平日モノクローナル抗体 UI¥bl を作出し、 その認識する糖

tli (1の河定を行 った結果、械i体非要求性で強い中F日活性を持つト1.¥b (まgp50を認識

》て"たが、 g Ilあるいは g111を認渇する 'nb の中伺r[i性は低いかまたは補体要

求吋であり、 gp50が強い中F日抗体l室生能を持つことを明らかにした。

gp50をr認識する HAbのgp50への結合は競合結合試験において互いに競合的な仰

百IJをmさ必かったことから、 gp50分子上に複数の独立した中間エピトープが存在

することをfJJjらかにした。さらに、 )1A bのこのエピトープへの結合はウイルスを

ドデシル硫酸ナトリウムで可溶化した場合に消失したことから、このエピトープ

がJ体構造に 依存していることを示唆した。

ロJi容化した PrVのエンベロープを用いてグリコシド Qui 1 ¥を含む民主筋密度勾配

述心を iiうことにより、ウイルス憾蛋白 gJJ のみを直径約 10nmの蜂巣状構造を

もっ jS C 0:1 に防築した。このgll/JSCO:.I はマウスに 補体依存性中初抗体を産生さ

せるとともに、感染防御を誘導した。

'r. の自然 宿主であるブタを用いた感染防御試験を行い、 gll/ISCOH の 免疫は

ウイルスの 感染を阻止しないが感染後の発病と死亡を防ぐとともに、ウイルス!惑

決後のウイルス 排f世を減少させる先bl裂があることを明らかにした。さらに、 gJJ / 

1 S CO '1免疫豚と自 然感染豚 の瓜1f~i を免疫沈降によって比較し、何血消が日月僚に識

~;リできること を日月らかにし、 gJI /JSCO~1 がオーエスキー l丙に対するサプユニット

ヲクチンとし て有望であることを示した。

情裂した gp50をKlebsielJapneumoniaeのリポ多憾と結合させgp50に脂浴性部

分を導入する ことによって、 gp50を水浴性でアジユパント活性をもっ 1SCO :.1 に構

楽てきることを明らかにした。この gp50/ISCOトlのマウスにおける中和抗体産生能

:まフロイントの完全アジユパントより尚く、強いアジユパント活性を示した。さ

らに、主p50/1 S C 0 11の中和抗体産生能を、 PrV の他の憎蛋白を怖さ高した 1S COト!と比

較し、 ;p50/1SCOHの中和抗体の誘導が極めて強いことを明らかにした。この結果

から、 gp50/ISCOトlが母豚 の曲ldi中和抗体価を高め初乳中の移行抗体によって新生

一 11-



琢J):部公を防止することを目的としたサブユニットワクチンの候補となることを

ぷ峻した。

Pr。悩蛋白 gp50に対する fl，¥ bをウサギに免疫 して得た r(n(~i からアフィニティー

ケロマトグラ フィーにより抗イディオタイ プ抗体(抗ー1 d ¥ b )を 附製 した。この

tli -1 d .¥ bと'IH との結合はgp50を含むウイ ルス抗原によって競合的に抑制jされた

ことから、この 抗ーIdAbがトUb の抗原結合部位である パラ卜ーフに対する抗体を

合企ことが 確認され、 PrV悩蛋白 の中 和エヒ トープの内部イメージを持つことが

'f、唆された。 この抗ーId ，¥bを免疫したマウスは中相抗体を産生するとともに致死

ひのウイルス感 染を防御 した。以上の結果から、オーエスキー病に対するイデイ

万タイプワクチ ンの可能性について考察 した。
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表1-1 PrVに対するモノクローナル抗体の性状

MAb アイソタイプ
中相抗体価

+補体 -I!U体

IB 6 IgGI 2，560 1，280 
4G 6 IgGI 10，240 10，240 
140 8 IgGI 320 320 
8C 4 JgI.1 10 10 
9A 3 IgG2b 80 く 10
6G 11 JgG2b 5， 120 80 
19B1l IgGl 80 < 10 
2C 4 IgG1 80 < 10 

表2-1 gJI/JSCOM免疫によるマウスの抗体産生と感染防御

特許
抗体価1> 感染防御引

ELJSA 中和(+補体) 中和(ー補体) (生存数/試験数)

1.0 160 64 く2 3/5 
0.2 40 16 く2 1 / 5 
0.04 10 16 

< " 
。/5 

< 10 < 2 く2 。/5 

1) ウイルス攻哲時
2) ウイルス攻撃2週後

n刈リ
W
F
3
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表2ー2 g Il /I SCOトl免疫後のブタの体重の増加と発病防止

{洋
g 11 /1 SCOII免疫後日数

24 31 38 
宝山~i1員数/試験E員数

免疫詳 5.83:!:0.68" 13.5:!:1.3 13.5 :!:2.8 18.65:!: 3.1 1/.1 

対日現詳 4.6 :!:0.57 11.7:!:1.3 8.68:!:1.22) 」jf
 

A
H
V
 

1) 平均体重:!:S. 0 (kg) 

2) 死亡時体重

表2-3 .;::._汁からのウイルス排I世量

E平
ウイルス攻撃後日数

9 

免疫鮮
_ 1) 0.352) 1. 71 2.31 2.35 1.51 O. 17 

:!: 0.92 :!: 0.76 :!: O. 71 :!: 0.84 :!: 0.90 :!: 0 44 。/4))0/4 4/4 4/4 1/4 1/1 1/1 1/1 。/4 0/1 
対照群 1.82 3.41 3.84 3.93 3.25 

:!: 1. 63 :!: 0.75 :!: 1.35 :!: 0.47 。/4 。/4 4/4 4/4 4/4 3/3 1/1 

1) 険出せず

2) 苧均ウイルス量(Iog10 pfu :!:S.D /50μ1) 
3) 陽性頭数/試験頭数
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表2-4 g 1I /1 SCOfl免疫後の抗体の推移

g II /1 SCOfl免極後日数

1-1 2-1 38 

中和抗体υ+補体 < 2 45 1722 
一補体 < 2 < 2 < 2 181 

ELISA2) IgG o _ O~ 0_05 0_22 o 89 
Igfl 0_24 0_36 0_36 0_11 

1) 幾何平均
、'fJ主j吸光度

表3-1 gp50/ISCOトl免疫によるマウスの抗体産生と感染防御

免疫原
免疫量 中和抗体価1) 感染防御

(μg) +補体 ー補体 (生古田/以眼目 )

gp50!ISCOfl 1，024 256 5/5 
gp50/ 1 SCOfl 256 64 1 / 5 
gp50!I SCOfl 0_2 64 16 1 / 5 
gp50-FCA 256 256 1 / 5 
gp50-FCA 128 32 3/5 

( 2 ( 2 。/5 

1) ウイルス攻挙時

61 
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表4-l 抗ーIdAb作製に用いたトIAbの性状

'Llb アイソタイプ
認滋 中和抗体価

タンパク質 +補体 -FHJ体

1 B 6 Ig01 gp50 2，560 1，"80 
10 6 IgOl gp50 10 ， 2~0 10，240 
6011 Ig02b g 111 5，120 80 
6H 6 IgOl g II ( 10 ( 10 

3-IB 8 Ig02b g II く 10 ( 10 

表4ー2 抗ーIdAbのHAbに対するELISA抗体価

抗ー1d lB6 抗ーId406 抗-1d 6011 

HAb 1B6 

flAb 406 

HAb 6011 

36，450 

150 

450 

50 

12，150 

150 

150 

450 

109，350 

つM6
 



友4-3 抗ーldAbの免疫によるマウスの中和抗体1室笠

免疫原 補体添加
免疫後週数

o 3 6 9 12 

J:1Hd IB6 1> 16 32 128 

抗ーId4G6 

J:1Hd 6GII 

1) : ( 2 

友4-4 抗寸dAbの免疫によるマウスの感染防御

免疫原 免疫琵 中和抗体価¥) 感染防御
(μg) (生存数/試験数)

抗イdIB6 50 3 / 5 
/ノ 10 1/5 
ノノ ( 2 。/5 
抗ーld4GB 50 。/5 
抗ーld6GII 50 ( 2 o / 5 
ウサギIgG 50 。/5 

1) 補体要求性中和抗体価

q
u
 

n
h
u
 



図 1-1 可1容化ウイ ルス抗原に対するflAbの反応

• 
A 

2 

B 

2 3 

C 

2 3 

• 

A : ~-?シ回染色 B : HAb 186 C : flAb 4G6 
1 :精製ウイルスの2倍階段希釈

2 : NP-40可溶化ウイルス抗原の 2ff'i階段希釈
3 : SDS可法化ウイルス抗原の2f音階段希釈
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図1-2 トIAbI B6とMAb4G6によるウイルス抗版の免疫沈降

V 1 2 

94ー

67ー ー

43 -

30 -

V:ウイルス抗原 1 : MAb IB6 2・MAb4G6 
数字は分子鼠(KD)を表す。
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~ 1-3 HAb lB6とHAb4G6のウイルス抗原に対する競合結合

%抑制

100 

BO 

60 

40 

20 

。
100 11.1 1.2 0.13 0.02 0.002 

flAb illlJl (μg/ol) 

- 標識トIJ¥b1B6とHAb1 s6 
0:傑識flAb186とHJ¥b4G6 
...:際識ト.IAb4G6とトIAb4G6 
ム :傑識HAb4G6とMAbJs6 
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図2-1 gll/I印刷の電 子顕微鏡像
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スケールは100nmを示す

図2ー2 g 11 /1 SCOMの性状

Prl 1 SCOfI PrV IS(日H

I{;'; H ¥J 
河 R R ¥J 

.同.

A B 

A : 8-16%SDS-PAGEの銀染色

-94 

-67 

-43 

-30 

-20 

B : lO%SDS-PAGE と'J I J，~';7'ロヴ卜後の感染耐過ブタ IIIl消による免疫染色
試料は還元 (R)あるいは:;JI'還元(N)処理した。
数字は分子量(KD)を表す。
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図2-3 免疫沈降によるgll/ISCOM免疫豚と感染jほのl血清の比較

234  

看4300 

94- 同 国...100 ... 84 
67-

r ，~ ‘55 
43-

... 31 
30-

1.自然感染豚血清 2.免疫前血清
3. ISCOM免疫豚血清 4.感染耐過後1(1[{青
左端はウイルス抗原を泳自Ylした。
数字は分子量(KD)を表す。
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図3-1 iW，精密度勾配rtJのgp50/lSCOHの分布
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図3ー2 IJI 7，~'j r 町トによる gp50/[印刷作製過程でのgp500)確認

IO 5 0 g p 5 0 
P r V g P 5 0 l P S I S C OM 
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幽3-3 金コロイド際識抗体を別いたgp50/1SCOトlの免疫'，mm像

スケールは100nmを示す。

幽3-4 gp50/! SCOflとgp50-FCA免疫によるマウスの中和抗体価の推移

中和抗体価

，
 
，
 

F
 

--

au

向

。

内

，‘

勺

&

，

，

1
 

<2 。 14 24日

• : gp50/ISCOfl免疫、+何Ii体・:gp50-FC1¥免疫、 +何i体
↓は免疫時期を示す。

0・gp50/1 SCOfI免疫、-1iIi体
口 :gp50イじA免疫、 -filii本
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1:i!13-5 マウスにおけるgp50.g 11およびPrV各1SCOHの免疫による巾利抗体の産生

中和抗体価 中租抗体価

128 
+補体

128 
一補体

16 16 

<2 
3遇
<2 

3 週

.:gp50/1SCOH u:gll/1SCOfl 口:PrV/1SCOfl 
4は免疫時期を示す。
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77イニティ知7トゲ 77←による抗HAblB6ウサギlUl消各分画のHAblB6とflAb6116に対する反応
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図4-1
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0 抗MAbls6ウサギ血清・:NI¥b IB6-Sepharose 4B吸着分画ム ・免疫前ウサギ血rrl・:HAb 61l6-Sepharose 48吸着分画
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図4-2 ウイルス抗原による抗ーId.-¥bとMAbの結合の競合抑制

%抑制

40 

30j ¥ 

く20 

。
4 16 64 256 

ウイルス抗原希釈

' ... 
1024 

. :抗ーIdlB6とMAblB6 0 :抗白Id 4G6とMAb4G6 血:抗ーId 6G 11とトIAb6G II 
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