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は じ め に

水痘帯状宿疹 ウ イ ル ス 感染 は ， 初感染でフk痘 を 発

症 し 宿 主 は 回復す る が， ウ イ ル ス は神経節 に 潜伏 し ，

加齢 ・ 免疫 の低下 に 伴 い 帯状宿疹 を 引 き 起 こ す 。 水

痘 ウ イ ルス の潜伏期 は ほ ぼ14 日 で， 感染 し た 場合 そ

の95% が発症す る と さ れ て い る 。 水痘感染 は ， 免疫

不全状態 に お い て は， 致命的 と な る こ と が知 ら れ て

お り ， 特に 小 児 白 血病 では ， 7 -28% の 死亡率が報

告 さ れて い る 。 ま た健康小 児 ・ 成 人 に お い て も 肺 炎

・ 脳 炎 な ど の 重 篤 な 合併症 を 起 こ す 。 小 児科領域で

は ， そ の 感染伝播力 の 強 さ の た め病棟 内 で患者がで

た 場合， 病棟閉鎖 を す る こ と に な り ， 2 次 ・ 3 次感

染者がでれは、 そ の期 間 は ， 相 当 長期 に わ た る こ と に

な る 。 ま た ， 帯状宿疹 は そ れ 自 身痔痛 を 伴 う が， 擢

患患者の約10%は 帯状宿疹 後神経痛 を 経験 す る 。

水痘生 ワ ク チ ン は ， 水痘帯状癌疹 ウ イ ル ス 感染が

重症 と な る 免疫不全状 態 に あ る 白 血病 児に 対 し て も ，

副 反 応 な く 安全に 使 用 で き る よ う な 高度弱毒生 ワ ク

チ ン と し て 開 発 さ れ た 。 そ し て ワ ク チ ン 接種 に よ る

水痘感染 の 予 防効 果 お よ び免疫の持続 に 関 し て も ，

従来の他 の 生 ワ ク チ ン と 同 様 に 生涯継続す る も の と

思 わ れ る 。 ま た 、 白 血病 児での接種成績では 帯状宿

疹 の 発生頻度 も 低 〈 ， 水痘 及 び、帯状宿疹予 防 の た め

の理想的 な ワ ク チ ン と 考 え ら れ る 。 し た が っ て 、 こ

の水痘生 ワ ク チ ン は ， 現在 日 本 を は じ め 欧 米 で も 広

〈 使用 さ れ て い る 。

B 型 肝 炎 ウ イ ルス は ， 急性 肝 炎 ・ 慢 性 肝 炎 ・ 肝硬

変 ・ 肝癌 を お こ し ， 日 本 人 の 2 - 3 % が ウ イ ル ス の

保 因 者 であ る 。 現在そ の感染予防の た めノ ＼ イ リ ス ク

グルー プに 対 し て B 型 肝 炎表面 （ HBs ） 抗原サ ブユ

ニ ッ ト ワ ク チ ン の 3 回接種が行 わ れ て い る 。

そ こ で， 安全 ・ 有効 に 使用 さ れ て い る 水痘 生 ワ ク
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チ ン ウ イ ル ス 遺伝子 に HBs 抗原遺伝子 を 組み 込 ん

で， 1 回 の接種 に て 水痘 と B 型 肝 炎 を 同 時 に 予 防 で

き る ワ ク チ ン の候補株 を 開 発 し た の でそ の こ と に つ

い て 報告 し た い 1 ） 。 こ こ で述べ る リ コ ン ビ ナ ン ト 水

痘生 ワ ク チ ン の 研究は， ほ ほ こ の 1 年 間 に 行 わ れ た

も の であ る 。

1 . リ コ ン ビナ ン ト 水痘 ウ イ ル ス の作製

水痘 ウ イ ル ス の チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼの研究 及 び そ の

変 異株の解析 を 通 し て ， 水痘 ウ イ ル ス に と っ て チ ミ

ジ ン キ ナ ー ゼ は 必 須 では な い こ と ム 3 ） ， ま た ， チ ミ

ジ ン キ ナーゼ遺伝子の塩基配列 を 明 ら か に し た 4 ） 。

し た が っ て ， H Bs 遺 伝 子 を 水痘 ウ イ ル ス の チ ミ ジ

ン キ ナ ー ゼに 組み 込 ん で も 水痘 ウ イ ル ス は ， 増殖で

き る こ と が予 想 さ れ た 。 チ ミ ジ ン キ ナ ーセ、、 と HBs

抗原遺伝子の塩基配列か ら チ ミ ジ ン キ ナ ーぞ遺伝子
の 翻 訳 部 分 （ open reading frame ） の initiation

codon (ATG ） に 続 く 2 番 目 の codon か ら H Bs 遺

伝子の翻訳が始 ま る よ う に ， チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ遺伝

子 に HBs 遺伝子 を 組み 込 む こ と に し た 。 こ の よ う

に し た 場 合 H Bs 抗 原 は チ ミ ジ ン キ ナ ーゼ遺伝子独

自 の enhancer あ る い は promotor を 利 用 し て H Bs

抗原 を 発現で き ， ま た ， そ の 発現は 水痘帯状宿疹 ウ

イ ル ス の 本 来 の 調節遺伝子 に よ っ て 制御 さ れ る こ と

に な る 。

B 型 肝 炎 ウ イ ル ス の H Bs 抗 原 の Pres 遺伝子 に

は ， 肝細胞への レ セ プ タ ー領域が存在 し て い る 。 こ

の リ コ ン ビ ナ ン ト ウ イ ル ス が発 現 さ れ た レ セ プ タ ー

を 介 し て 肝細 胞 を 特 異 的 に 攻撃す る こ と を 避 け る た

め ， こ の レ セ プ タ 一領域 を 除 い た B 型肝 炎 の PreS
抗 原 の 一 部 と S 抗原 を ふ く む H Bs 抗原遺伝子 を ，

ク ロ ー ニ ン グ し た 水痘 ウ イ ルス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ遺

伝子 に 組み 込 ん で キ メ ラ プ ラ ス ミ ド を 作製 し た 。 水
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痘 生 ワ ク チ ン ウ イ ル ス DNA と キ メ ラ プ ラ ス ミ ド

DNA を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て ， 水痘 ウ イ ル ス
特有の細 胞変性 を 指標 と し て ウ イ ル ス を ク ロ ー ニ ン
グ し て HBs 抗 原 に 対す る 蛍光抗体法 に よ り リ コ ン

ビ ナ ン ト 水痘生 ワ ク チ ン ウ イ ル ス を 選択 し た 。

ウ イ ル ス 感染細 胞 を 3ss メ チ オ ニ ン で標 識 し て ，

ウ イ ル ス に よ っ て 産生 き れ た H Bs 抗 原 を 免疫 沈 降

法に よ り 確認 し た と こ ろ ， 感染細 胞 内 に 26K と 30K

の 蛋 白 と 細 胞 外 に 30K と 35K の 蛋 白 が検 出 さ れ た 。

感染細胞内 と 培養上清中 の HBs 抗原量 を RHPA 法

に よ り 測定す る と 感染細 胞 106 あ た り lOµg 程度合

成 き れて お り 培養上清 中 に は ， 23ng/ml の 濃 度 で分

泌 さ れ て い た 。 培養上清中 に 分 泌 さ れ た HBs 抗原

を ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル に よ り 沈澱後， 密度勾配

超遠心法 を 組み合わせて 精製後， 電子顕微鏡 に よ り

観 察 し た 。 H Bs 抗 原 は ， 大 き さ 20-25nm の 粒 子

と し て 浮遊密度 （CsCl ) L20g/ cc の分画 に 精 製 さ れ

た 。 こ の こ と か ら H Bs 抗 原 は ， 細 胞 内 で合成 き れ

細 胞 外へ H Bs 粒 子 と し て 分泌 さ れ て い る こ と が明

ら か と な っ た 。 ま た ， こ の粒子 は 感染細胞 の電子顕

微鏡観察 で確 認 さ れ た 粒子構造 と 一致 し て い た 。 以

上 の様 に ， H Bs 抗 原 を 発 現す る リ コ ン ビ ナ ン ト 水

痘生 ワ ク チ ン 株 を 樹立 し た 。

2 . リ コ ン ビ ナ ン ト 水痘 ウ イ ル ス の免疫原性

H Bs 抗 原 を 発 現す る リ コ ン ビ ナ ン ト 水痘 ウ イ ル

ス が， B 型 肝 炎 の ワ ク チ ン と し て 使 用 さ れ る た め に

は 少 な く と も ， こ の 株 を 接種す る こ と に よ り H Bs

抗 原 に 対 し て 免疫 応 答 を 惹 起す る 必要があ る 。 そ こ

で， 水痘帯状宿疹 ウ イ ルス の感染実験 モ デル と し て ，

こ れ ま で使 用 さ れ て き た モ ル モ ッ ト を 用 い て リ コ ン
ビ ナ ン ト 水痘 ウ イ ル ス の HBs ワ ク チ ン と し て の 免

疫 原性の検討 を お こ な っ た 。

モ ル モ ッ ト に リ コ ン ビ ナ ン ト 水痘生 ワ ク チ ン と 現

行の H Bs サ ブユ ニ ッ ト ワ ク チ ン を 接 種 し て ， H Bs

抗 原 及 び水痘 ウ イ ル ス に 対す る 免疫応答 を 検討 し た 。

リ コ ン ビ ナ ン ト 水痘生 ワ ク チ ン は ， 水痘 ウ イ ル ス

に 対 し て だ け で な く ， H Bs 抗 原 に 対 し て も ， 免疫

応 答 を 誘導 し た 。 リ コ ン ビ ナ ン ト 水痘生 ワ ク チ ン の
接種 モ ルモ ッ ト では ， 水痘 に 対 し て ， 原株であ る 水

痘生 ワ ク チ ン と 同 等 に ， ま た ， H Bs 抗 原 に 対 し て は ，

H Bs サ ブユ ニ ッ ト ワ ク チ ン と 同等の抗体価が検出
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き れ， リ コ ン ビ ナ ン ト 水痘生 ワ ク チ ン が， 水痘 ワ ク

チ ン 及 び HBs ワ ク チ ン と し て の 免 疫 原性 を 有 し て

い る こ と が確 認 さ れ た 。

リ コ ン ビ ナ ン ト 水痘生 ワ ク チ ン は ， そ れ を 接種 し

た モ ルモ ッ ト の観察 よ り 原株水痘生 ワ ク チ ン に 比べ
て 特 に 病 原性 を 獲得 し た と は 思 わ れ な い こ と か ら も

ワ ク チ ン と し て の使 用 の可能性 を 示 し た 。

こ の よ う に し て ， 現在， 安全 ・ 有効 に 使用 さ れ て
い る 水痘生 ワ ク チ ン を 基礎 と し て， 水痘 · B 型 肝 炎

予 防 の た め の ワ ク チ ン 候補株 を 樹立 し た 。 そ し て ，

こ の ワ ク チ ン は ， 原株水痘生 ワ ク チ ン と 同様に安全
． 有効に し か も 水痘 ・ B 型 肝 炎 に 対 し て l 回 の 接種

に よ り 生涯持続 す る 免疫 が得 ら れ る も の と 思 わ れ る 。

3 . リ コ ン ビ ナ ン ト 水痘生 ワ ク チ ン に よ っ て 発 現 さ

れ た HBs 抗原の解析

リ コ ン ビ ナ ン ト 水痘生 ワ ク チ ン に よ っ て 発現 き れ

た HBs 抗 原 は ， 細 胞 内 で 26K と 30K の 蛋 白 と し

て合成 き れ， 30K と 35K の 蛋 白 と な り H Bs 粒子 と

し て 細 胞 外へ分泌 さ れ て い る こ と を 述べ た 。 こ の 分

子 量 の 変化， 即 ち ， H Bs 蛋 白 の プ ロ セ ッ シ ン グ （ 修

飾 ） の過程 を glycosylation （ 糖付加 ） を 中 心 に 検討

し た 。 glycosylation に は ， 蛋 白 上 の ア ス パ ラ ギ ン

の ア ミ ド 基 と N－ ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン と の N グ
リ コ シ ド 結合 と ， セ リ ン や ス レ オ ニ ン の 水酸基 と 糖

と の 0－ グ リ コ シ ド 結合 の 二種類が知 ら れ て い る 。

現在 ま での H Bs 抗 原 の研究に よ り ， HBs 抗 原 に は

N… グ リ コ シ ド結合のみ の 存 在が知 ら れ て お り そ の 結

合部位 も 明 ら か に さ れ て い る 。

ウ イ ル ス 感 染細 胞 内 での H Bs 抗 原 の合成 ・ 細 胞

外へ の分泌過程 を 検討す る ため， 感染細 胞 を 3s5＿ メ

チ オ ニ ン で10分 間 標 識 し ， ア イ ソ ト ー プ を 洗 い 去 り

過剰の非放射性の メ チ オ ニ ン を 入 れ た 培地 で培養 し

経 時 的 に メ チ オ ニ ン で標 識 さ れ た H Bs 抗 原 の 分子

量 の 変化 と 細 胞 外へ の分泌過程 を 免疫沈降後 SDS

PAGE に よ っ て解析 し た （pulse-chase 実験 ）。 こ の結

果， H Bs 抗 原 は ， 26K と 30K の 蛋 白 と し て 合成 さ

れ， 1 時 間 後培養上清 に 30K と 35K の 蛋 白 と し て

分泌 さ れ て い た 。 し か し ， 細 胞分画 に ， 30K と 35K
蛋 白 は 検 出 き れ な か っ た 。 ま た ， 4 時間 後 ま で細 胞

外 に 分泌 さ れ な い で 26K と 30K の 蛋 白 と し て 細 胞

内 に と ど ま る HBs 抗原が存在 し て い た 。
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次 に ， 糖鎖 に よ る 修飾 を 検討す る た め N－ グ リ コ

シ ド 結 合 の 阻 害 剤 で あ る tunicamycin と 0－ グ リ

コ シ ド 結合 を 含め て コザル ジ 装 置 での修飾 を 阻害す る

monensin の そ れ ぞれの薬剤 の 存在 下 で感染細 胞 を

標識 し 免疫沈降後 SDS-PAGE に よ り H Bs 抗 原 の

processing を 検討 し た 。 tunicamycin の 存 在 下 で

H Bs 抗原は細胞 内 に 26K と 細 胞 外 に 30K の 蛋 白 と

し て 検 出 さ れ， 細 胞 内 の 30K と 細 胞 外 の 35K は検

出 き れ な か っ た 。 ま た ， monensin 処理の場合 に は ，

細 胞 内 と 細 胞 外 の 両者に 26K と 30K の抗原が検 出

さ れ細 胞 外への分泌の際に 分子量の変化は ， 認め ら

れ な か っ た 。 還 元 ・ 非還元 の状態 での SDS-PAGE

上 の H Bs 抗 原 の 分 子量の変化か ら ， こ れ ら の過程

で HBs 抗原 は ， dimer ( 2 量体 ） と し て ， 存 在 し て

い る こ と が明 ら か と な っ た 。 26K の 蛋 白 以 外 は ， グ

ル コ サ ミ ン で標 識 さ れ る の で糖蛋 白 であ る こ と も 判

明 し た 。 こ れ ら の こ と よ り H Bs 抗 原 は ， 細 胞 内 で

26K の 蛋 白 と し て 合成 さ れ 2 量体 と な り 一方 の 蛋 白

に N 型 の 糖鎖 が付加 さ れ 30K の糖蛋 白 と な る ， こ

れに 続いて 26K 30K の 2 量体 と な っ た 両 者 の 蛋 白

に ゴ ル ジ 装 置 を 通過 し て Oー グ リ コ シ ド 結合 に よ る

修飾 を う け， そ れ ぞれ 30K 35K 蛋 白 と な り 細 胞 外

へ分 泌 さ れ る 。 こ の過程は ， 速 い も の では 1 時 間 以

内 に 終 了 す る こ と が推 測 さ れ た 。

リ コ ン ビ ナ ン ト 水痘生ワ ク チ ン ウ イ ル ス に よ っ て

発現さ れた H Bs 抗原 を 解析す る こ と に よ っ て， HBs

抗 原 の 成 熟修飾過程が明 ら か に さ れ た 。 興味深 い こ
と は ， こ の ウ イ ルス に よ っ て 発現 さ れ た H Bs 抗原

が， 従 来 の HBs 抗 原 の よ う に 2 量体 と し て 存在 し

て N－ グ リ コ シ ド 結合 を 有す る こ と に 加 え て ， 0－ グ

リ コ シ ド 結合 も 保 有 し て い る こ と が考 え ら れ る こ と

であ る 。 今後， さ ら に N-, 0－ グ リ コ シ ド 結合の存

在 を Nー グ リ カ ナー ゼ， 0－ グ リ カ ナ ー ゼ処理に よ り

確 認 し ， こ の過程が細 胞 由 来 の 酵素 に よ る も の か水

痘 ウ イ ル ス 由 来 の 酵素 に よ る も の か， ま た ， そ れ ら

の 生物学的 ・ 免疫学的意義 を 明 ら か に し た い 。

お わ り に

将来の水痘 と B 型 肝 炎 の 予 防 の た め の 有望 な ワ ク

チ ン の候補 と な る リ コ ン ビ ナ ン ト 水痘生 ワ ク チ ン に
つ い て 述べ て き た 。 水痘帯状宿疹 ウ イ ル ス は ， 体液
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性 免疫 だ け で な く 強力 な 細 胞性免疫 を 誘導す る 。 、

の 細 胞性免疫， 特 に 遅延 型 反 応 を 利用 し て 水痘 ウ イ

ル ス 皮 内抗原 5 ' 6 ） を 開 発 し て き た が， 今春診断薬 と

し て 臨床応用 さ れ る こ と と な っ た 。 こ こ で報告 し た

方 法 を 用 い て エ イ ズの 原 因 ウ イ ル ス であ る HIV の

表面抗原遺伝子 を 組み 込 ん で， 皮 肉抗原 に み ら れ る

よ う な 水痘 ウ イ ル ス の 強 い 細 胞性免疫 と 体液性免疫

の誘導能 を 利用 し た エ イ ズ ・ 水痘の子 防 ワ ク チ ン な

ど を 考 え て い き た い 。 今後， H Bs 抗 原 を 発現す る リ

コ ン ビ ナ ン ト 水痘生 ワ ク チ ン の実用化に 向 け て さ ら

に 検討 し て い き た い 。

本講演の機会 を 与 え て い た だ い た 富 山 医科薬科大

学 医学会会長 片 山 喬教授， 司 会 を し て 下 さ っ た

渡 辺 明 治教授， お世話 し て い た だ い た 岡 田 敏夫教授

に 感謝 い た し ま す 。
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