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外被膜糖タンパク(E)の発現
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Abstract: In order to prevent and control Japanese encephalitis (JE) in presently

epidemic areas, development of the second generation JE vaccine using recombinant

DNA technology has been postulated by the World Health Organization (WHO). Toward
this objective, the author tried to express JE virus envelope glycoprotein (E) using Bom-

bix mori nuclear polyhedrosis virus as a baculovirus expression vector. The cDNA seg-

ment approximately corresponding to the entire E protein gene was prepared from E. coli

plasmid pUC13 inserted with cDNA fragment S22, which covers entire E protein gene

with its flanking sequences on both ends. The E protein gene cDNA was then modified
and inserted to the transfer vector plasmid pBF 48 which carries baculovirus polyhedrin

gene promotor and terminal regions with their flanking sequences. In the resulting

recombinant vector plasmid, the E protein gene should be linked to the polyhedrin gene
promotor and the terminator in correct orientation. The DNAs from the recombinant vec-
tor plasmid and wild type baculovirus were co-transfected to BmN cells and recombinant

virus was obtained by homologous recombination. In the BmN cells infected with one of

the several recombinant viruses, expression of a protein was detected by the SDS-PAGE
and Western blotting using an anti-E protein monoclonal as well as anti-JE virus

polyclonal antibodies. The molecular weight of the expressed protein was estimated as 53
K daltons, similar to the value of JE virus E protein. Five out of the 9 mice immunized

with the recombinant viurs-infected BmN cell homogenate showed weak neutralization ac-

tivity to JE virus in their sera. In contrast, none of the sera from mice immunized with
uninfected cell homogenate showed positive neutralization. The result seems to be the

promising first step toward the second generation JE vaccine in the future.

Key words: Japanese encephalitis virus, Envelope glycoprotein, Gene expression, Recombi-

nant DNA, Nuclear polyhedrosis virus, Second generation vaccine

Receiced for Publication, October 12, 1987.

長崎大学熱帯医学研究所業績第1990号



196

緒　　　言.

日本脳炎(JE;は日本においては現在でほ年間

数十名の患者を見るにすぎないが,中国等の東アジ

アから,ヴェトナム,タイ等の東南アジア,更には

インド,ネパ｢ル,スリランカに至る南アジアにお

いては現在もしばしば大流行によって多くの死者と

重篤な後遺症患者が発生しており,社会的にも大き

な問題となっている(Umenai ef αJ., 1985).日本

では中山株感染マウス脳由来の不括化精製ワクチン

が開発され,小学校児童を中心として大規模に接種

された結果,日本脳炎に対して優れた予防効果が示

されており,副作用もほとんど認められなかった

(Hammon efαJリ1971).韓国も日本と同様の日本

脳炎ワクチンを生産し,大規模投与を行なった結果,

著明な効果があったと報告している(Paik, 1983).

中国は独自の不括化日本脳炎ワクチンを北京株感染

-ムスタ｢腎細胞培養を用いて生産し,有効である

と報告している(Li, 1983).しかしながら現行の

中山ワクチン及び北京ワクチンとも,現在日本脳炎

が流行している開発途上国において日本脳炎防除を

目的として大規模投与を行うにはワクチン価格及び

供給量の点に問題がある.この問題を解決するため

に遺伝子組換え法を用いた廉価な第二世代ワクチン

を開発する必要が世界保健機構(WHO)によって

指摘されている.

日本脳炎ウイルスはフラビウイルス科に属し

(Westaway et al､, 1985),この科には黄熱ウイル

ス,デンダウイルス,ダニ脳炎ウイルス等,人また

ほ動物に脳炎や出血熱など重篤な疾病を引き起こす

ウイルスが含まれている(Shope, 1980; Monath,

1986).日本脳炎ウイルスは血清学的にほマレー渓

谷脳炎ウイルス,西ナイルウイルス,セントルイス

脳炎ウイルスに近縁であり,フラビウイルスの中で

のsubgroupを形成している(Porter field, 1980,

1986).フラビウイルスほ直径約　40-50　nm　の外

被膜を有する球状の粒子で,分子量約400万の(十)

鎖1本鎖　RNA　を遺伝子とする.ウイルス粒子の

構造蛋白質としてほ,膜蛋白質(VlまたほM),

カブシド蛋白質(V2　または　C),外被膜糖蛋白質

(V3　またほ　E)が存在する(Westaway, 1980).

日本脳炎ウイルスの構造蛋白質についてほM蛋白

質の分子量ほ約8K, C蛋白質の分子量ほ約14K,

E蛋白質の分子量ほ約53Kであることがすでに報

告されている(Shapiro et al., 1971; Kitano et al.,

1974; Takegami et al, 1982).更に,いくつかの

フラビウイルスについてほその道伝子　RNA　の塩

基配列が解析され,構造蛋白質(C, M, E)及び,

非構造蛋白質であるNSl, ns2a, ns2b, NS3, ns4a,

ns4b, NS5　を決定する領域の一部ないしは全部が

解明されている(Rice et all, 1985; Castle et al,

1985, 1986; Wengler et al., 1985; Dalgarno et

al, 1986; Zhao et al, 1986; Trent et al, 1987;

Mackow et al., 1987; McAda et al, 1987).我々

ほ日本脳炎ウイルス野生株の一つであるJaOArS982

株についてその全塩基配列を解明した結果,遺伝子

RNAほ10,976塩基より成り, 5'末端の95塩基ほ

noncondmg regionで,それにひき続き,構造蛋白

質であるC, PreM(M前駆体), E,を決定する領

域及び非構造蛋白質であるNSl, ns2a, ns2b, NS3,

ns4a, ns4b, NS5を決定する領域が10,296塩基よ

り成る一続きの　open reading frame　として存在

し,それに引き続き　585塩基の3'側noncoding

領域が存在する事が判明した(Sumiyoshi ef　αJ.,

1986, 1987).一方,宿主によって認識される日本

脳炎ウイルスの主な抗原部位はE蛋白質にあり,

中和抗体も　E　蛋白質を認識する事が知られている

(Kimura-Kuroda and Yasui, 1983, 1986).藤田ら

と我々ほ先に　E蛋白質領域の　cDNA　を含むプラ

スミド　pS22　を構築して酵母での発現実験を行っ

たが,この方法で産生された蛋白質をマウスに免疫

した結果では現行ワクチンに比べてウイルスを充分

中和するような抗体ほ得られなかった(Fujita ef

αJ･, 1987).

今回著者は,発現ベクターとしてバキュロウイル

ス科(Baculoviridae)に属する蚕核多角体ウイルス

(Bombix mori nuclear polyhedrosis virus)を用い

てE蛋白質の発現実験を行った. E蛋白質の遺伝

子領域を含むプラスミドpS22のDNAを改築し,

蚕核多角体ウイルス組換え休作製用プラスミド

pBF48　に組み込み増殖させた後,その　DNAを蚕

核多角体ウイルス標準株　T3　の　DNA　と共に
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BmN　細胞にリン酸カルシウム共沈法で　co-

transfect　し,プラーク法でリコソビナントウイル

スを得た･得られたリコソビナントイウルスを

BmN　細胞に感染させ　SDS-PAGE　と　Western

blotting　法で　E　蛋白質の発現を解析した.

Western blottir唱　法で陽性を示したリコソビナン

トウイルスを　BmN　細胞に感染させ,その感染細

胞乳剤をマウスに免疫して　E　蛋白質に対する抗体

産生の有無とその性質を調べた.本論文ほこれらの

実験結果について記述するものである･

実験材料と方法

細胞及びウイルス

蚕核多角体ウイルス及びそのリコンビナントウイ

ルスの増殖と感染価測定,並びにリコンビナントウ

イルスの作製には　BmN　細胞を用い, 10%胎児牛

血清(PCS)を含むTCIO培養液を用いて28℃で培

養した(前田, 1987).

蚕核多角体ウイルスは標準株　T3　を用いた､感

染価はウイルスを階段希釈した後,直径60mm　の

ベトリ皿に培養した　BmN　細胞に接種し,吸着1

時間後, 0.75%アガロ-スと1､25%　PCS　を含む

TCIO培地で覆い,28℃で4-5日培養した後,ニュ

トラルレッドを含む　second overlay　を施し,プ

ラーク法により測定した(前田, 1987).

日本脳炎ウイルスは野生株の一つであるJaOArS

982　株を用い,感染価は橋本等の方法(橋本ら,

1971)を改変して　BHK21細胞を用いたプラーク

法により37℃で測定した. BHK21細胞は9%　PCS

を含む　Eagle　の培養液(Eagle, 1959)を用いて37℃

で培養した.

DNAの構築及びリコンビナントウイルスの作製

DNA　の取扱いは　Maniatis et al. (1982)に準

じた.

プラスミド　pS22　は,日本脳炎ウイルス

JaOArS982　株の遺伝子　RNA　塩基配列の284番か

ら2672番目の塩基に相当する　cDNA　断片, S22,

を大腸菌プラスミドpUC!3のSmal siteに組み

込んだものであり,そのうち日本脳炎ウイルスの

E　蛋白質を決定する部分は978番から2476番目の塩

基配列である(Sumiyoshi et al, 1986)､ pS22　を

含む大腸菌を大量に培養し,塩化セシウム密度勾配

遠心法(CsCl法)でプラスミドDNAを精製分離

した､

プラスミドpS22のpolylinker siteにある制限

酵素　EcoRI site　を後の操作に使用するまで保護

するためにEcoRlで消化し, Klenow large frag-

mentでblunt end　とした後Xhollinkerを付加

しself-1igation　した後,大腸菌をtransform　した.

得られたtransformantの中から目的とする長さの

DNA　を含むものを選んで増殖させた後,プラスミ

ドDNAをCsCl法で精製した.次にE蛋白質遺

伝子の　5'末端側のflanking DNA　を削除するた

めに,プラスミドDNAをE蛋白質遺伝子の開始

コドンより49塩基上流に存在する制限酵素　Mlul

site　で切断し, BalSlで消化した.さらに　Xhol

で消化した後, self-1igation　させ,大腸菌を

transform　した､得られたコロニーを個別に培養し,

alkali-SDS　法でプラスミド　DNA　を精製し,

Dideoxi chain termination　法(Sanger et al,

1977)によってその　5'末端部分の塩基配列を解析

した(図1)･

これらのプラスミド　DNA　のうち　5'末端が　E

蛋白質の開始コドンに近いクローン　59　を選び, E

蛋白質遺伝子の　3'側の　flanking DNA　を削除す

るために, E蛋白質の終止コドンの　6塩基上流に

ある制限酵素Sphl siteで消化し, Klenow large

fragment　で　E　蛋白質遺伝子の　3'末端を　blunt

end　とした.更に　EcoRl消化により　5'末端を

EcoRIのcohesive end　としてE蛋白質遺伝子

を殆ど完全な形として切り出し,遺伝子導入用ベク

ターpBF48プラスミドに挿入し,組換え休作製用

ベクターpF59を構築した.この際, pUCプラス

ミド　DNA　を　Pvul消化することにより　pUC

DNAがpBF48に挿入されることを避け, E蛋白

質遺伝子の挿入効率を高めるようにした(図2).

プラスミドpBF48ほ他の遺伝子導入用ベクタープ

ラスミド(Maeda et al, 1985)と同様,多角体遺

伝子のpromotor使域及びterminal領域をそれぞ

れの　flanking領域と共に含み, promoter　と　ter-
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Fig. 1. Construction of the clone 59 inserted with the CDNA of Japanese encephalitis (JE)
virus E protein gene with its flanking sequences. The CDNA of the E protein
gene with its flanking sequences was first cloned at the SmaI site of the
plasmid PUC 13. Details of the procedure were described in the text.

Construction of Transfection Vector (2)

Clone

EcoRI Sphl

59

Sphl digestion

EcoRI digestion
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EcoRI <^rr^ Blunt end

Pvul

Transfer vector plasmid PBF 48
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EcoRI Stul site

Promoter -^.\j^^- Terminator
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flanking region

Pvul

Recombination

I

Promotor

Homologous flanking region ^

/ E

Homologous
flanking region

Stul digestion

CORI digestion

Terminator

B

Homologous flanking region

Transfection vector pF59

Insertion of the CDNA of JE virus E protein gene to PBF plasmid vector. The
PBF vector is the transfer vector to produce homologous recombination with Bom-
bix morià"nuclear polyhedrosis virus in the infected BmN cells. Details were ex-
plained in the text.
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minal領域の間にはpolylinker siteを含む様に作

製されている.発現を目的とする外来遺伝子ほその

5'末端をpromoter直後にあるpolylinker siteに

適当な制限酵素で挿入し,その3'末端はterminal

領域の直後にあるStul siteにblunt endで挿入

する･得られたリコンビナントベクタ　　DNA　を

蚕核多角体野生株T3　の　DNA　と共に宿主細胞に

co-transfectするとhomologous recombinationの

原理でリコンビナントウイルスが形成される.この

リコンビナントウイルスに感染した細胞では目的と

する遺伝子産物が融合蛋白質として発現される様に

考案されている(前田,私信).

プラスミド　pF59　の　DNA　を大腸菌に

transform　した後CsCl法で精製した､プラスミド

pF59のDNA 20!!1(1 mg/ml)と蚕核多角体ウイル

ス標準株　T3　の　DNA IOol(2-3^g)を　carrier

DNA IO/dUOO^g)と共にQQftlの2 M CaCl,及び

420〃1の蒸留水と混合した.この液を　500〃1の

2×HⅠ∋S buffer(50 mM HEPES, 280 mM NaCl, 1.5

mM Na2HPO4, pH 7.12)に加え,約30分室温に

放置した.この液200!!1を直径35mmのベトリ皿

に単層培養した　BmM　細胞の培養液　2ml中に加

えた.約12時間28℃で培養した後に新しい培養液

(10% PCSを含むTCIO)と交換し, 28℃で7日

培養後, homologous recombinationによって形成

されたリコソビナントウイルスを含む感染培養液を

採取した･試料を階段希釈の後　BmN　細胞を

semi-confluentに増殖させた直径60mm　のベトリ

皿当り100!!1接種し,吸着1時間後, 0.75%アガ

ロ-スと1.25% PCSを含むTCIO培地を重層し,

^l^''^*^MV-it*4 lllf w^lffepi

^« :t«fe^ ,fm>|: f:«? ^l?l|.!|ft)f^
Plaque by wild type virus Plaque by recombinant virus

Fig. 3. Plaques on BmN cells formed by the wild type baculovirus and its recombinant
virus with CDNA insert of JE virus E-protein gene downstream to the polyhedrin
gene promotor. Many dark spots due to the formation of intranuclear polyhedrin
was observed in the plaques of the wild type virus by low-power magnification
(Picture A), while such spots were not observed in the plaques of the recombi-
nant virus (Picture B).
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4-5　日後,リコンビナントウイルスによると思わ

れるプラークを選択した(河合, 1986).低倍率の

光学顕微鏡によって､野生株ウイルスのプラークに

は多角体による黒色の斑点が認められるが,リコソ

ビナントウイルスのプラークにはそのような斑点が

認められないので両者は容易に識別される(図3).

リコンビナントウイルスを3回プラーク純化を行っ

た後　BmN　細胞に数回継代して感染価を上昇させ

たものを種ウイルスとした.種ウイルスは分注後

-70℃に保存し,実験に用いた時の感染力価ほ1.

65×108 PFU/mlであった.

日本脳炎ウイルス　E蛋白質の発現

リコンビナント種ウイルスを直径　60mm　ベトリ

皿に培養した約　7×105　個の　BmN　細胞に多重度

約20で接種し,吸着1時間の後, 1.25% PCSを

含む　TCIO　培溶液を加えて28℃で培養した.感染

後2日目の細胞及び培養上清を0､125 M Tris-HCl,

pH　6.4, 1%　SDS, 1%　2メルカプトエタノール

(2MB)で溶解し,100℃, 2分加熱後SDS加10%ポリ

アクリルアミドゲル電気泳動法(SDS-PAGE)によ

りポリペプチドを分離した(Laemmli, 1970).陰

性対照として,蚕核多角体ウイルス標準株　T3　を

感染させた　BmN　細胞及びウイルス非感染の

BmN細胞を用い,陽性対照としては精製日本脳炎

ウイルスを用いて,上記同様に処理して使用した.

分離されたポリペプチドの性質及び目的とする　E

蛋白質の発現の有無を調べるためにWestern blot-

ting　法(Burnette, 1981; Naser and Milten-

burger, 1983)を使用した.この反応には日本脳炎

ウイルスに対するポリクローン抗体及びE　蛋白質

のIinear epitope　と反応すると思われるモノク

ロ-ン抗体(Kobayashi et al､, 1984; Snvastava et

al, 1987)を用いてE蛋白質発現の有無を検討し

た.リコンビナントウイルス感染細胞内に発現され

た　E　蛋白質の局在を調べるために上記のポリク

ローン及びモノクロ｢ソ抗体と, Cappel社製

FITC標識抗マウスIgG　ウサギIgGを用いた間

接蛍光抗体法を使用した､

動物への免疫

約105個の　BmN細胞にリコンビナントウイル

スを多重度約20で感染させ,培養後2日目に細胞

をFreund　のincomplete adjuvant　と混合したも

のをマウス1匹当り1回の免疫量とした.免疫は

Balb/c　マウスの生後4週目から始めて約1週間隔

で7回腹腔内に接種した.陰性対照として非感染

BmN細胞を同様の方法でマウスに接種した.陽性

対照としては市販の日本脳炎ワクチン(阪大微生物

病研究会製) 0.1 mlを同様の方法で接種した､

Western blotting法による染色度から推定すると,

1回の免疫に用いたリコンビナントウイルス感染

BmN細胞中に含まれる日本脳炎ウイルス　E　蛋白

質の量は約0.02 mlの市販ワクチンに含まれる　E

蛋白質の量に相当する.最終の免疫後1週間目にマ

ウスを個体別に採血し,血清を分離して日本脳炎ウ

イルスに対する抗体価を測定した.~

日本脳炎ウイルスに対する抗体価の測定

免疫マウス血清の日本脳炎ウイルスJaOArS982

株に対する抗体価は中和法と　ELISA　により測定

した.中和抗体価ほ,橋本等の方法(橋本ら, 1971)

を改変して　BHK21細胞を用いたプラ｢ク減少中

和法によって測定し,ウイルスと希釈液のみを混合

した対照のプラーク数に比べて50%以上のプラーク

減少が観察された場合を陽性と判定した. ELISA

抗体価は精製ウイルスを抗原とした微量間】妾法

(Voller ef αJ･, 1976)で測定し,二次血清にはCap-

pel社製ペルオキシダ｢ゼ標識抗マウスIgG　ヤギ

IgG　を使用し,希釈液のみによる吸光度の2倍以

上を示したものを陽性と判定した.

結　　　果

日本脳炎ウイルス　E蛋白質の発現

合計14のプラーク純化したリコンビナントウイ

ルスについて感染　BmN　細胞及びその培養液中に

日本脳炎ウイルス　E　蛋白質が発現しているか否か

を検索した.その結果,一つのリコンビナントウイ

ルス(No. 4)からプラーク純化によって得られた

4つの独立した　subclone　ウイルスすべてについ

て,ウイルス感染BmN細胞中にSDS-PAGE　と

Western blotting　法で日本脳炎ウイルスに対する
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モノクロ-ン抗体と反応する蛋白質が認められ,そ

の分子量は　53K　ダルトンと推定された(図4).

この蛋白質のバンドは感染後2-3　日目の細胞中に

最も強く認められたが,感染細胞培養液中には検出

されず,陰性対照の細胞中にも検出されなかった.

リコンビナントウイルス感染　BmN　細胞内に発

現された　E　蛋白質の局在は間接蛍光抗体法によっ

ては明らかにすることはできなかった.

リコンビナントウイルス感染　BmN　細胞で免疫さ

れたマウス血清の日本脳炎ウイルスに対する抗体価

免疫マウスよ　り得られた血清の中和試験と

ELISA　の結果は表1に示したとうりである･血清

希釈1:10　において,リコンビナントウイルス

(No､ 4)を感染させたBmN細胞で免疫された実

験群マウス9匹中5匹(No. 16, 17, 18, 19, 21)

に日本脳炎ウイルスに対する中和活性が認められ,

その中の一匹(No. 18)は確実に中和陽性であっ

た､それに対して,陰性対照群マウス10匹の血清

(No. 1-10)には日本脳炎ウイルスに対する中和

Western Blotting Pattern of Bombyx mori Cells
Infected with Several Clones of Recombinant Viruses

Lane No. 1 2 3 4 5 6 7

54K
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4. The Western blotting pattern of the BmN cells infected with the wild type
baculovirus or the recombinant virus with CDNA insert of JE virus E protein
gene. The nitrocellulose membrane was stained with anti-JE monoclonal antibody
after polypeptides were separated by the SDS-PAGE and electrophoretically
transferred to the membrane.
lane 1, BmN cells infected with the wild type baculovirus
lane 2, no sample
lane 3-6, BmNcells infected with recombinant virus (4-2, 4-3, 4-4, and 4-6
were obtained from independent plaques formed by the recombinant virus No.4)
lane 7, uninfected BmN cells
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抗体が認められなかった.しかしながら,血清希釈

1:100及び1:1000においては実験群,及び陰性

対照群共に日本脳炎ウイルスに対する中和活性が認

められなかった､一方,陽性対照ワクチン接種群マ

ウス5匹の血清(No. ll-15)では, 1:100　の希

釈でもすべての血清に中和活性が認められ, 1:1000

の血清希釈でも1匹のマウス血清(No. 13)は中

和抗体が陽性であった.

Table 1. Result of the neutralization and ELISA tests on serum from each

mouse in three groups

Group

(Immunizing antigen)

Mouse

number

Result of
neutralization test

at serum dilution of

1 :10　　1 :100　　　:1000

Result of

ELISA test

(OD490)

Group 1

Negative control

(Uninfected BmN cells)

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

o.o(-) 6.5(-)　6.1 (-)

1.5 (-)　4.9 (-

o.o(-)　5､2(-)　0､0(-)

ll.0 (-)　7.7(-)　､5 (-)

o.o (-)　o.o (-)　2､4 (-)

9.1 (-) 1.5 (-)　0.7(-)

14.1 (-) 1.5 (-)　7.8(-)

o.o(-) 7､7(-)　9.3 (-)

o.o(-) 1.5(-)　3.9(-)

37.6(-) 0.0(-) 15.3 (-)

0.188 (-)

0.219 (-)

0.152 (-)

0.165 (-)

0.157 (-)

0.233 (+)

0､171 (-)

0､203 (-)

0.179 (-)

0.187 (-)

Group　2

Positive control

(Commercial JE vaccine)

ll

12

13

14

15

J.3(+) 74.8(+) 13.6(-)

99､4(+) 65､0(+) 3.2(-)

94.2　　100.0 (十) 98､3 (+)

96.4 (十)　87.2 (+) 42.4 (-)

87.2(+) 70.7(+) 28.0(-)

0､321 (+)

0.339 (+)

0.333 (+)

0､334　十)

0.333 (+)

Group　3

Test group

(BmN cells infected

with recombmant

b aculovirus)

16　　51.0 (+) 26.9(-)　7.8 (-)

17　　64.3(+) 14､6(-)　0.0(-)

18　　81､7(+) 20.8(-)　0.0 (-)

19　　　58.5 (+)　0.0 (-)　9.3

20　　28.4 (-)　2.4 (-) 16.4 (-)

21　　51､4(+) 28､0(-) 18.2(-)

22　　46.9(-)　4.9(-)　3.9(-)

23　　37.9(-)　2.4(-)  ､6(-;

24　　36､1 (-)　8.5(-)　9.4(-)

0.139 (-)

0.132 (-)

0､230 (+)

0.223 (+)

0.113 (-)

0.264 (+)

0､241 (+)

0.238 (+)

0､201 (-)

Group 1, negative control immunized with uninfected BmN cells, group 2, positive con-

trol immunized with commercial Japanese encephalitis (JE) vaccine (Biken), and

test group immunized with BmN cells infected with recombinant baculovirus

with JE virus envelope glycoprotem gene､

Figures in the neutralization test is the percent plaque reduction compared

number of plaques in the control with virus diluent. More than 50% plaque

was considered as positive, and less than 50% as negative neutralization.

The result of the ELISA test was considered as positive when the observed

above 0.220 (twice the OD of diluent only), and negative when the observed

below 0.220.

group 3,

inserted

with the

reduction

OD was

OD was
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ELISA　では希釈液のみの対照が示した吸光度の

2倍(0.220)以上を示した血清が実験群では5匹

(No. 18, 19, 21, 22, 23)であったのに対して,

陰性対照群でほ1匹(No. 6)に過ぎず,陽性対照

のマウス血清(No. ll-15)ほすべて　0･320　以上

の高い吸光度を示した.従って,中和及び　ELISA

共に陽性を示したマウスほ実験群9匹中3匹(No･

18, 19, 21)存在したが,陰性対照群でほ全く見ら

れず,陽性対照群では全てのマウスが中和及び

ELISA共に陽性であった.

考　　　察

この研究は安価な日本脳炎ワクチンを作るための

予備実験としての性格を有している｡現実にワクチ

ンとして使うためには,遺伝子操作によって発現さ

れる蛋白質を抗原として投与した時に,目的とする

抗体すなわちウイルスに対する中和抗体を生体が作

る必要がある｡日本脳炎ウイルスの　E　蛋白質は分

子量53K　ダルトンの糖蛋白質であり(Shapiro et

at., 1971; Kitano et al, 1974; Takegami et

1982; Sumiyoshi et al, 1986, 1987),その遺伝子

の塩基配列から推測されるアミノ酸配列を基にした

hydrophilicity curveをSumiyoshi et al. (1986)

の結果から改編すると囲5に示すようになる. E

蛋白質は全体として阻水性が強く,その両末端は疎

水性であり,殊に　C末端がきわめて阻水性が強く

なっている.通常阻水性の蛋白質は糖鎖,或ほ燐酸

基などの側鎖が付くことによってある程度親水性の

割合を増し,それにより立体構造を保持するともい

われている｡また糖鎖ほ時においてほ抗原性に関与

しているとも言われているので,遺伝子組換えによ

る発現系も側鎖を付加するような系が望ましい℃　今

回真核細胞の発現系の中から,遺伝子が発現した時

に大量の蛋白質を産生すると言われている

baculovirus　の系を使用したが,この系は糖鎖及び

燐酸基も付加すると思われる(前田, 1987)､

Baculovirus　の発現系としてほ, Autographa

californica nuclear polyhedrosis virus　の系

(Smith et al, 1983)と　Bombix mori nuclear

polyhedrosis virus(蚕核多角体ウイルス)の系

(Maeda ef　α才一1985)が報告されており,通常

Autographa califormca　の系が広く用いられてい

る.しかしながら　Autographa californica　の系ほ

培養細胞レベルでの実験しかできないのに対して

Bombix mori nuclear polyhedrosis virusの系でほ

in vivo　の感染系として蚕があり蚕生体より大量の

蛋白質を得ることができる利点がある(Maeda ef

αJ., 1985)､安価なワクチンを作るという目的を考

慮して,著者ほ高価なFCSなどを使わずに大量の

蛋白質の産生が期待できるという点で蚕核多角体ウ

イルスの系を選んだ.

_o

a
o

à"a
>

I

o

15
o
a
o
à"a
>.

1

0 .5

0 .5

1 I J

N terminal protejn E C terminal

Fig. 5. Hydrophilicity curve of the E protein of JE virus (modified from Sumiyoshi
et at., 1986).
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DNA組換え体としてのbaculovirusの安全性は

かなり高いと言われている(前田, 1987).自然界

においても宿主昆虫の種類が違うだけで　baculo-

virus　ほ感染しないし,培養細胞のレベルにおいて

も　baculovirus　の宿主領域ほ狭く,ウイルスと宿

主細胞の組合せが異なると感染が成立しなくなるこ

とが知られている　Baculovirus　の　DNA　を

transfection法により細胞に取り込ませると感染が

成立して次代のウイルスを得ることができる.しか

しながら元来　baculovirus　が増殖できない細胞に

transfection　法でウイルス　DNA　を取り込ませて

も転写の段階で選択が働きウイルスほ産生されな

い.日本脳炎ウイルス　E蛋白質遺伝子を組み込ん

だ蚕核多角体ウイルスの場合にも,このリコンビナ

ントウイルスを日本脳炎ウイルスが増殖できる蚊由

来のC6/36細胞(Igarashi, 1978)に接種しても,

戎ほ,リコンビナントウイルスの　DNA　を取り込

ませてもウイルスは増殖できなかった.従って,

baculovirus　の自然界における宿主である昆虫から

遠くかけはなれた脊椎動物にリコソビナント蚕核多

角体ウイルスを含んだままの細胞を免疫しても組換

えDNA実験としての安全性は高いと思われる.

今回,リコンビナント蚕核多角体ウイルスを感染

させた　BmN　細胞をマウスに免疫してマウス血清

で日本脳炎ウイルスに対する中和活性を調べた結

莱, 1 :10の血清希釈において陰性対照として用い

た非感染　BmN　細胞で免疫した群と比較して差が

あるかもしれないと思われるものが9匹中5匹存在

し,その中の3匹ほ　ELISA　も陽性であり,更に

その中の1匹(No､ 18)は明らかに中和陽性であ

った､しかしながらこれらの血清を1:100　又は

1 : 1000に希釈すると殆んど中和活性は認められな

かったのに対して,陽性対照として用いたワクチン

接種群では1 : 100の血清希釈では5匹全部に,1 :

1000　の血清希釈でも5匹中1匹の血清に中和活性

が認められ,両群の間に明白な差が存在した､

western blotting　法での染色度から,陽性対照の

ワクチン接種群はリコソビナントウイルス感染細胞

接種群に比べて約5倍量のE蛋白質で免疫された

と推測されるが,この免疫原の量的差に比べて中和

抗体価の差の方が遥かに大きな結果が得られた･こ

の原因として,発現された日本脳炎ウイルスの　E

蛋白質は細胞内にとどまり坑原として充分に暴露さ

れなかった可能性や, E　蛋白質が日本脳炎ウイル

ス粒子内で本来取るべき3次元的立体構造を取れな

かった結果,日本脳炎ウイルスの中和に関係する

epitope　が宿主であるマウスによって充分認識され

なかった可能性も考えられる. Kimura-Kuroda

and Yasui(1983, 1986)によると, E　蛋白質上に

は少なくとも9個の異なる　epitope　が存在し,そ

れらに対するモノクロ｢ン抗体には中和活性はない

が高い　ELISA　抗体価を持つものや,高い中和活

性があるが　ELISA　抗体価は中等度のものが存在

する.表1のリコンビナントウイルス感染細胞で免

疫されたマウスの血清で,中和抗体と　ELISA　抗

体の結果が一致しないものが存在するのは,個々の

マウスによって認識された　E　蛋白質上の　epitope

が異なる場合がある事を示唆するとも考えられる.

ウイルス非感染細胞で免疫されたマウスの1匹が

ELISA　陽性を示した原因ほ不明であるが,この研

究で使用したELISA抗原は蚊由来のC6/36細胞

で増殖したウイルス粒子を精製したものであり,ウ

イルス粒子の外被膜に存在するかもしれない宿主細

胞由来の抗原が,同じ昆虫由来の　BmN　細胞と共

通の抗原性を有する可能性とも考えられる.

今回の研究の使用したリコンビナント蚕核多角体

ウイルスの系で発現された日本脳炎ウイルス　E蛋

白質がリコンビナントウイルスを感染させた　BmN

細胞の中にとどまった結果,その細胞で免疫された

マウスが充分な中和抗体を産生できなかったとすれ

ば,今後この系をそのまま用いてワクチンを開発す

ることにほ問題がある.即ち,発現される　E蛋白

質の量を増加する事により目的とする中和抗体を産

生させる事ができたとしても,ワクチンとして使用

するためには発現されたE蛋白質を高度に精製し

なければならない.更に,日本脳炎ウイルスの中和

に関与する　epitope　がIinear　でなく　conforma-

tionalであるとすると,リコンビナントウイルス感

染細胞で発現されたE蛋白質に,日本脳炎ウイル

ス粒子内で本来それが取るべき立体構造と同じ或は

それに近い構造を取らせ,それを保持させながら精

製する過程にはかなりの困難が予想される､従って
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今後,発現されたE蛋白質がリコンビナントウイ

ルス感染細胞の培養液上清中にでるように工夫する

事がこの問題を解決するために必要であると思われ

る･藤田らが酵母で発現させた　E　蛋白質(Fujita

ef　αJ., 1987)も細胞内に存在していたということ

である(藤田,私信).また蚕核多角体ウイルスで

の発現系においては親水性の蛋白質の遺伝子を組み

込んだリコンビナントウイルスでは目的とする蛋白

質が感染細胞の培養液上清中にでてくるが,疎水性

蛋白質の遺伝子を組み込んだリコンビナントウイル

スでほ目的とする蛋白質が感染細胞中にとどまる事

が多いようである(前田,私信).従って,遺伝子

組換え法によってE蛋白質を感染細胞培養液上清

中に産生させるにほ, E　蛋白質のなかでも特に疎

水性の強いと思われる　N末端側と　C末端側をそ

れぞれ決定するE蛋白質遺伝子の5'末端側と　3'

末端側の部分を削除したリコンビナントウイルスを

作製するか,或ほ, E蛋白質のN末端に作用して

細胞膜を透過させるのに必要であろうと思われるシ

グナルペプチドを決定する塩基配列を見つけ出して,

E蛋白質のC末端のアンカー領域を決定する領域

を削除したE蛋白質遺伝子と同時に組み込んだリ

コンビナントウイルスを構築するのが良いと思われ

る.しかしながら,発現実験を行なうにあたってほ

発現された蛋白質の検出系が問題となる.小量の蛋

白質に対して有効な検出系としては抗体或は酵素活

性などがあり,今回の研究では抗体を用いる方法で

E蛋白質を検出した.日本脳炎ウイルスのE蛋白

質に対する抗体の抗原認識部位に関してほ保井等が

モノクロ-ン抗体を用いて研究しているが

(Kimura-Kuroda and Yasui, 1983, 1986),未だ

E蛋白質上のどこに中和に関する　epitopeが存在

しているか判明していない.従って,インフルエン

ザウイルス(Wiley et al･, 1981)やポ1)オウイル

ス(Minor et al･, 1983)に関する研究に比べて,

今後更に詳しく解析すべき分野が残されていると思

われる･我々の研究結果では,日本脳炎ウイルス

E　蛋白質に対するモノクロ-ン抗体のほとんどが

ウイルスを　SDS処理及び2ME処理する事によ

って　Western blotting　法における反応性を消失

し,日本脳炎ウイルスに近縁なマレー渓谷脳炎ウイ

ルスと交差反応を示すモノクロ-ン抗体の一つのみ

がその反応性を保持していた(Srivastava ef　αJ.,

1987)､おそらくこのモノクローン抗体は,その認

識部位がE蛋白質上のIinear epitope　であり,

SDS　と　2ME処理によって　E蛋白質の立体構造

が変化してもWestern blotting法での反応性があ

まり影響されなかったと思われる･今回の研究にお

いて発現された蛋白質が確かに日本脳炎ウイルスの

E蛋白質であると言うためにはWestern blotting

法において反応するモノクロ-ン抗体を使わぎる得

なかったが,このモノクロ-ン抗体の認識部位ほ

E　蛋白質上のどこか未だ決定されていない.従っ

て,今後の発現実験において日本脳炎ウイルス　E

､蛋白質の遺伝子領域を一部分でも欠損させると　E

蛋白質の検出結果が陰性となった場合,遺伝子の発

現自体が陰性なのか,或ほ検出系に問題があるのか

を考えねばならない℃　よって,今回の研究でほ　E

蛋白質遺伝子の　5'末端及び3'末端の疎水性領域

を削除した発現実験は行なわなかった･しかしなが

ら,今回の実験でリコンビナント蚕核多角体ウイル

スの系を用いれば確かにE蛋白質の発現が今後期

待されることが確認された･また今回作製したリコ

ンビナント蚕核多角体ウイルスに感染した　BmN

細胞における　E蛋白質の産生及び感染性ウイルス

の増殖曲線を調べた結果,それらは前田らが他の蛋

白質の発現実験で報告している結果と一致していた

(前田, 1987,私信)･しかしながら　SDS-PAGE

における染色度によると, E　蛋白質の産生量は,

同じ発現系を用いて成功している他の蛋白質(河合,

1986;多田ら, 1986;帯刀, 1987)の産生量に比べ

て少なかった.疎水性蛋白質遺伝子を組み込んだ発

現実験では蛋白質の産生量が少ない事が多いようで

ある(前田,私信).

現在進行中の研究として, (1)今回作製したリ

コンビナントウイルスを感染させた蚕生体より得ら

れた検体を実験動物へ免疫すること, (2)日本脳

炎ウイルス　E蛋白質遺伝子の様々な領域に相当す

るcDNAを組み込んだDNA組換え体を用いた発

現実験を行なって日本脳炎ウイルスに対する抗体の

E　蛋白質上での抗原認識部位を推測すること,及び

(3) E　蛋白質を感染細胞培養液中に発現できる
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ようなリコンビナントウイルスの作製を行ってい

る.

最近日本脳炎ウイルス遺伝子の塩基配列について

ほ我々のJaOArS982株を用いた報告(Sumiyoshi

etal, 1986, 1987)の他に, McAdaらによって中

山株の塩基配列の一部が報告されたが(McAda ef

al., 1987),この二つの株のE蛋白質遺伝子領域の

塩基配列から推測されるアミノ酸配列の違いほ僅か

であった.木村と保井(1986)は日本脳炎ウイルス

に対して強い中和活性を示すモノクローン抗体の反

応性は日本脳炎ウイルス株間でほとんど差が認めら

れないと報告している･日本脳炎ウイルスは　RNA

ウイルスであり　DNA　ウイルスに比べてはるかに

その遺伝子が変異しやすいと考えられるにもかかわ

らず, 1935年に分離された中山株と1982年に分離さ

れたJaOArS982　株の問に中和抗体と反応する　E

蛋白質のアミノ配列に僅かの差しか存在しないこ

と,及び中山株が分離後40年以上たった今日でもワ

クチンとして使えることから,今後将来も日本脳炎

のE蛋白質上の中和に関与するepitopeはそれほ

ど変化するとは思えない.従ってJaOArS982株を

使ったこの実験結果ほ今後そのまま実際に応用でき

ると思われる､

結　　　論

現在日本脳炎が流行している地域において日本脳

炎の防除を行うには,組換え　DNA　技術を用いた

第二世代日本脳炎ワクチンを開発する必要性が世界

保健機構(WHO)によって指摘されている.著者

はこの目的のために,バキュロウイルスに属する蚕

核多角体ウイルスの発現系を用いて日本脳炎ウイル

スの外被膜糖蛋白質　E　の産生を試みた.まず　E

蛋白質遺伝子とその前後の塩基配列に相当する

cDNA　を大腸菌プラスミド　pUCIS　に組み込んだ

pS22　プラスミドから,殆ど完全な　E蛋白質遺伝

子に相当する　cDNA断片を調製した.この　DNA

を多角体遺伝子のpromoter領域とterminal領域

をそれぞれの　flanking sequence　と共に有する遺

伝子導入用ベクタ｢ pBF48プラスミドに組み込み,

E　蛋白質遺伝子を多角体遺伝子　promoter　及び

termimator　と結合させた組換え体を構築した.そ

の　DNA　を蚕核多角体ウイルス　DNA　と共に

BmN　細胞に　co-transfect　して　homologous

recombination　の原理でリコンビナントウイルスを

作製した､このようにして得られたリコソビナント

ウイルスの一つに感染した　BmN　細胞中に発現さ

れた蛋白質を　SDS-PAGE　及び　Western blot-

tmg法により検出した.その結果,分子量がE蛋

白質と殆ど同じ約53Kダルトンで, E蛋白質に対

するモノクロ-ン抗体及び日本脳炎ウイルスに対す

るポリクローン抗体と反応する蛋白質が発現してい

る事が確認された.このリコンビナントウイルスに

感染した　BmN　細胞乳剤で免疫したマウス9匹中

5匹に日本脳炎ウイルスに対する若干の中和抗体産

生が認められたのに対して,ウイルス非感染の

BmN細胞で免疫されたマウスはすべて日本脳炎ウ

イルスに対する中和抗体が陰性であった.この結果

は今後第二世代の日本脳炎ワクチンを開発するため

の有益な第一歩と思われる.
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