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研究成果の概要（和文）：　本研究では、カイコを用いてワクチンの素材として期待されるウイルス様粒子
（VLP）の発現及びVLPの表面に２種類の抗原を提示した高免疫応答型多価VLPの作製に成功した。難治性原虫感
染症の１種であるネオスポラ症を対象に作製した多価VLPをワクチンとして動物試験を行った結果、有意な高い
生存率を示し、肺組織の損傷も少なかった。また、VLP上の抗原提示量の不均一さを改善するために、
SpyTag-SpyCatcher化学結合法をカイコ発現系に適用し、新規VLPの作製に成功した。これによって複数の抗原を
均一にVLP上に提示できるようになり、カイコで多価VLPを作製する基板を世界に先駆けて確立した。

研究成果の概要（英文）：　In this study, we succeeded in the expression of virus-like particles 
(VLPs), which are expected to be used as vaccine materials, and production of highly 
immune-responsive multivalent VLPs that display two kinds of antigens on the surface of VLPs using 
silkworm expression system. As a result of an animal test using a divalent VLP prepared for 
Neosporosis, which is one of the intractable protozoal infections, as a vaccine, a significant 
survival rate was shown, and lung tissue damage was also small compared to those of a control group.
 We also applied the SpyTag-SpyCatcher chemical binding method to the silkworm expression system to 
improve the heterogeneity of antigen-displaying on VLPs and succeeded in producing a non-envelope 
VLP. This has made it possible to uniformly displaying multiple antigens on VLPs and established a 
multivalent VLPs expression in silkworms ahead of all other researches in the world.

研究分野：生物工学

キーワード： ウイルス様粒子　バイオテクノロジー　カイコ　ワクチン　原虫

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　古くから家畜化された昆虫で、非常に安全なタンパク質発現系として認められているカイコを用いたワクチン
開発であり、特に、VLPの表面に複数の抗原を提示して、より免疫高化を高めたものである。この手法はネオス
ポラ感染症に限定することなく、世界3大感染症の1つであるマラリア原虫に対しても適応できる極めて挑戦的な
ものである。また、ウイルス由来のVLPを用いることでアジュバントを必要としないVLPワクチンの開発は、副作
用軽減の面で医療産業へのインパクトは大きい。毎年のように発生する新興ウイルスによる感染症との戦いは続
いており、本研究成果は、安心・安全な社会作りに大いに貢献できるものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

原虫は真核単細胞で構成され、動物体内で無限に増殖する病原体である。マラリア原虫は、世

界で年間 3〜5 億人に感染し、200 万人以上の命を奪っている。トキソプラズマ原虫は、妊婦に

感染すると、流産や新生児のトキソプラズマ症を引き起こす。ネオスポラ原虫は、多くの哺乳動

物に感染し、流産、死産、ミイラ胎仔娩出を引き起こす。このような難治性原虫感染症は、人畜

問わず莫大な損害を与えているが、未だ有効な予防法が確立されていない。原虫は、一般に感染

後宿主体内でステージを変換し、表面抗原の変異が起こる。さらに、複数の宿主細胞表面接着因

子を持ち、そのうちの 1 個だけが選択的に発現され、時間が経つと別の因子が排他的に発現する

発現転換を繰り返し、宿主の獲得免疫を回避する。以上のことから、原虫に対するワクチンの開

発は極めて困難とされている。本研究では、ネオスポラ原虫（Neospora caninum）のステージ変

換がトキソプラズマ原虫と極めて類似しているため、ネオスポラ症を難治性原虫感染症のモデ

ルとして取り上げ、N. caninum に対するワクチンを作製し、得られた成果を基にマラリア原虫

に対するワクチン開発に挑戦する。 

 

２．研究の目的 

原虫のステージ変換や表面抗原の変異に対応できる多抗原提示型 VLP の開発が求められてい

るが、複雑な操作を要するため成功例は極めて少ない。さらに、免疫細胞活性化を示す VLP や

DNAワクチンを兼ねた VLP の作製は報告例がない。研究代表者は、カイコを用い、ウイルスと同

じ構造を持つ様々な VLP の作製実績を基に、新規抗原ワクチン候補の同定及び多抗原提示型 VLP

（多価 VLP）の作製を遂行し、難治性原虫感染症に対応する VLP ワクチン作製基盤を世界に先駆

けて創製する。 

 

３．研究の方法 
（１）多価 VLP の作製 

Rous sarcomaウイルスの Matrix, P10, Capsid, Nucleocapsidから成る 61 kDa のタンパク質

を、抗原提示用エンベロープ RS-VLP（図 1）として用いた。この VLP は直径 60〜80 nm でエンベ

ロープを持っているため抗原を提示しやすい。抗原を VLP 上に提示するためのアンカーは、既に

研究実績を有するバキュロウイルスの表面に多数存在している糖タンパク質 gp64や GPIアンカ

ーを用い、gp64や GPIに抗原タ

ンパク質を融合させた２種類以

上のバクミドを作製した。更に

カイコ体液への分泌効率を向上

するために bombyxin シグナル

配列を、発現量の向上のために

バキュロウイルスのポリへドリ

ンプロモーターを用いた。作製

済みのバクミドをカイコに注射

して多価 VLP を発現する。カイ

コ体液を回収し、密度勾配遠心

分離によって精製を行い、ウエ

スタンブロッティングや ELISA、免疫電顕法により抗原提示確認を行った。 

 

図 1 RS-VLP形成過程。RSV-Gag タンパク質（MA,P10,CA 及

び NC）は細胞内で自己集合し、エンベロープ VLP として出

芽する。この際、細胞表面に局在させたネオスポラ抗原タ

ンパク質を提示する。 

MA
P10

CA NC

ラウス肉腫ウイルス構造
タンパク質：RSV-Gag

N. caninum
抗原タンパク質

膜貫通タンパク質
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（２）単一バクミドによる抗原提示 VLP の作製 

複数の抗原を提示するために、複数のバクミドを共発現する方法では、抗原毎の発現量の差が

生じる。さらに発現する抗原の種類が増えれば増えるほど発現量が低下する。この問題を解決す

るためには、複数のタンパク質を同時に発現させることが可能な単一バクミドによる発現系を

構築した。 

 

（３）高免疫応答型多価 VLP/DNAの作製 

密度顆粒タンパク質の Dense granule protein 7（GRA7）、ミクロネームタンパク質の Microneme 

protein 8（MIC8）及びロプトリータンパク質の Rhoptry protein 40(ROP40)を封入対象の抗原

遺伝子とし、哺乳類発現ベクターpcDNA3.1(+)をクローニングベクターとした。各遺伝子をクロ

ーニングベクターに挿入後、エレクトロポレーション法とバイオビーズ SM-2 を用いてプラスミ

ド DNA を VLP に封入した。それぞれの DNA を封入した VLP を HEK293T 細胞株に導入し、導入か

ら 2日後、遺伝子導入を観察した。pcGFP 5 をポジティブコントロールとし、GFP の蛍光を観察

することで遺伝子導入効率を評価した。 

 

（４）マウスで感染阻害試験における多価 VLP ワクチンとしての評価 

動物実験は、対照群（PBSと提示無しの VLP）とワクチン接種群（単価及び多価）を分けて、

７週齢の BALB/c マウスで行う。筋肉にワクチン 10〜20 µgを接種し、２週目、４週目の計３回

接種した。５週目に原虫による攻撃実験を行い、10週目に採血（特異抗体の生産）、脳及び脾臓

の摘出（病理検査、Real-time PCR法より原虫感染確認及びサイトカインの誘導確認）、並びに

臨床観察（体重や生存率）を行い、ワクチンとしての効果をそれぞれ検証して、原虫の侵入防御

を定量化した。 

 

（５）高免疫応答型 VLP の作製 

 VLP 表面に提示した抗原タンパク質の提示量が不均一であったため、免疫原性が不安定であっ

た。また、カイコから発現した VLP はカイコ由来の夾雜タンパク質を多く含んでいるため、精製

度の高い VLP を得るのは極めて困難である。そこで、エンベロープ型 VLPへの抗原提示からノン

エンベロープ型 VLPへの抗原提示に検討を試みた。分子接着剤と呼ばれる SpyCatcher/SpyTag 化

学修飾法を利用し、カイコ発現系に導入した。さらに、多数の精製方法をチャレンジし、より精

製度の高いタンパク質を精製した。 

 

４．研究成果 
 

（１） 多価エンベロープ RS-VLP の作製 

 ネオスポラ症に対するワクチン候補として、N. caninum の抗原タンパク質である Surface 

antigen 1 (NcSAG1)及び SAG1-related sequence 2 (NcSRS2)をラウス肉腫ウイルス(RSV)様粒子

(RS-VLP)に提示させた抗原提示 RS-VLP を作製した。カイコ培養細胞やカイコ幼虫で発現させた

抗原提示 RS-VLP を密度勾配遠心分離によって精製した（図 2A）。ウエスタンブロッティング（図

2B〜D）や ELISA、免疫電顕法により抗原提示確認を行った。SAG1 と SRS2 の分子量は、それぞれ

43 kDa と 52 kDa であり、NcSRS2 に比べ NcSAG1 が多く RS-VLPへの提示が確認された。 
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（２）単一バクミドによる抗原

提示 VLP の作製 

ネオスポラの抗原NcSAG1と

NcSRS2、およびRSV由来の構造タ

ンパク質であるGroup antigen 

protein（Gag）をコードした遺伝

子発現カセットを、ギブソンア

ッセンブリ法により単一の

BmNPVバクミドに挿入し、カイコ

幼虫で発現させた。カイコ体液

中のRSV-LPを精製し、2種類の抗

原タンパク質と共にGagタンパ

ク質（VLPの骨格）の発現を確認

した（図3A）。透過型電子顕微鏡

により、粒子径が60～80 nmの円

形VLPであり、VLP表面には２種

類の抗原の提示が確認出来た

（図3B）。これらの結果は、単一の

rBmNPVによる複数の抗原提示VLPの

作製が成功したことを示す。 

 

（３）高免疫応答型多価VLP/DNAの

作製 

抗 原 遺 伝 子 Dense granule 

protein 7 （ GRA7 ）、 Microneme 

protein 8（ MIC8）及びRhoptry 

protein 40(ROP40)を導入した哺乳

類発現ベクターpcDNA3.1(+)を構築

した。pcDNA3.1(+)をエレクトロポレーション法とバイオビーズSM-2を用いてプラスミドDNAを

VLPに封入した。それぞれのDNAを封入したVLPをHEK293T細胞株に導入し、2日後、遺伝子導入を

観察したところ、遺伝子の発現は確認できなかった。これは、VLPの表面糖タンパク質がカイコ

由来のBmGP64であるため哺乳類細胞に侵入効率が低いことが理由の一つであると考えられる。 

 

（４）マウスで感染阻害試験における多価 VLP ワクチンとしての評価 

N. caninum に対し感受性の高い動物モデルのスナネズミ(Meriones unguiculatus）で感染阻

害試験を行った（図 4A）。2 回の免疫で、ネズミの生体特徴の変化はなかったため、カイコ体液

から精製されたタンパク質は毒性が認めないと思われる（図 4B）。高免疫応答型多価 VLP を免疫

化後、スナネズミに N. caninum 原虫を攻撃したところ、平均体重が 61.0 gから 64.2 gに増加

し原虫からの防御効果が賦与された。さらに、脳組織からゲノム DNAを抽出し原虫の定量 PCRを

行った結果、抗原提示された VLP は効果的に原虫増殖を抑制した（図 4C）。免疫されたネズミの

血液から、抗原特異的な抗体産生も確認できた（図 4D,E）。スナネズミは N. caninum に高い感

3.4. Antigen-displayed RSV-LPs induced promising anti-Neospora
effects

Our previous study confirmed that specific antigenicity could be
induced in a BALB/c mouse model immunized by silkworm-
produced RSV-LPs with effective displays of native NcSRS2 [25].
Here, we chose the Neospora-sensitive Mongolian gerbil (M.
unguiculatus) model (acute infection [26]) for immunization and
asked whether the RSV-LPs codisplaying NcSAG1 and NcSRS2
could enhance the antigenicity and show improved efficacy against
N. canine infection. After three rounds of immunization (Fig. 4A,
four different groups: PBS, VLP only, VLP-NcSRS2, and VLP-
NcSAG1/NcSRS2, with 100 mg of total proteins for each gerbil/

immunization), there were no significant changes among all the
test groups in terms of body weights during vaccinations, while a
dramatic decrease was observed in either the PBS or VLP groups
after challenging them with 1 ! 105 Neospora tachyzoites
(Fig. 4B). Consistently, the two gerbil groups immunized with
antigen-displaying RSV-LPs had relatively lower loads of N. can-
inum in brain tissues then the control groups post-infection, indi-
cating that the immunized antigen-displayed RSV-LPs are
effective to prevent cerebral infections (Fig. 4C). To confirm the
production of antibodies against NcSAG1/NcSRS2, the blood sam-
ples collected before the challenge were used for the antibody
titration, during ELISA, of NcSAG1 and NcSRS2 against silkworm-
expressed FLAG-NcSAG1 or FLAG-NcSRA2, respectively. In this
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Fig. 2. Verification and purification of RSV-LP displaying NcSAG1/NcSRS2 by the sucrose gradient centrifugation. (A) The experimental flow of the purification process of this
study. Briefly, the collected silkworm hemolymph was concentrated in the 20% sucrose solution and then separated in 20–60% sucrose gradients by ultracentrifuge.
Subsequently, aliquots of each 500 ml were subjected to western blot to verify the fractions with expressions of both NcSAG1/NcSRS2 (B–D, upper panels, anti-DDDDK) and
RSV-gag (B–D, lower panel, anti-RSV-gag). Blue, red, and black arrows indicate the positive expression of NcSAG1, NcSRS2, and RSV-gag, respectively. The asterisks (*) indicate
the fractions with the colocalizations of RSV-LP and antigens. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this
article.)

6430 J. Xu et al. / Vaccine 37 (2019) 6426–6434

図 2. 抗原提示 RS-VLP のカイコ体液からの調

図 3. NcSAG1および NcSRS2 を提示した RSV-LP の透

過型電子顕微鏡（A）と免疫電子顕微鏡画像（B）。B

のドットは抗原提示場所を示す。 

50 nm 100 nm

A B



 4 

受性を持ち、感染実験の後

２週間で死亡した。生存率

は、ワクチン接種群のスナ

ネズミがより長く生存し、

対照群と比べ、有意な高い

生存率が確認できた（図

4F）。臨床評価ではワクチン

を投与しなかった肺組織の

損傷が大きかった（図 4G）。

これらの結果より、カイコ

生産系におけるネオスポラ

抗原提示 VLP ワクチンの作

製プラットフォームを構築

できたと言える。さらに多

価 VLP ワクチンの開発にチ

ャレンジできる。 

 

（５）高免疫応答型 VLP の

作製 

複数の抗原の不均一の問

題を解決するためには、複

数のタンパク質を同時に発

現させる単一バクミドによ

る発現や精製しやすいノン

エンベロープ VLP が有利で

ある。ノンエンベロープ VLP

として SpyTag-SpyCatcher

シス テムを利用し た 。

SpyTag（ST）と SpyCatcher

（SC）は化膿レンサ球菌の

フィブロネクチン結合タン

パク質 FbaB に含まれるドメインである CnaB2 を 13 残基(ST)と 138 残基(SC)の 2 つの部分に分

割することで、別々に発現させ混合すると互いに共有結合を形成し 1分子にすることができる。

この ST と SC による抗原の提示を行うために、カイコ発現系で初の SpyTag-SpyCatcher 系を構

築した。カイコから精製したそれぞれの SC および ST タンパク（SC-EGFP と ST-mCherry）同士で

もカイコ生体内でも高効率でライゲーションすることができた。今後、N. caninum の抗原とし

て Profilin（NcPROF）および Toxofilin（NcToxo）をカイコ発現系で発現させて、その抗原性お

よびワクチンとしての評価をマウスで行う予定であり、高免疫応答型多価 VLP 構築の社会実装

を目指す。 

図 4. 抗原提示 RS-VLP の動物実験での評価。VLP-SRS2 及び

VLP-SAG1/SRS2 はそれぞれ抗原として SRS2 及び SAG1/SRS2 を

提示した VLP を示す。PBS は、ネガティブコントロール、VLP

は対象群を示す。 
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