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II. 成果の概要（総括研究報告） 
和文 
ノロウイルスワクチンの開発に向けて、ヒトに感染しうるノロウイルスの遺伝子型を網羅した種々 

の VLPをベースとした第一世代のノロウイルスワクチンシーズの開発に成功し、企業へのライセンスを

進めた。引き続き、第二世代ノロウイルスワクチンの開発に必要なヒトノロウイルス、マウスノロウイ

ルス(MNV)のリバースジェネティックスシステムを構築した。ノロウイルスは培養できず、感染様式や

防御因子が不明のため、生体内での感染免疫の解明が有効なワクチンの開発に必要である。そこで、動

物モデルとして、培養可能な MNVに着目し、MNVレセプターCD300lf, CD300ldを発見し、MNVレセプタ

ー導入ヒト培養細胞の作出に成功して特許を申請した。さらに、MNV レセプター結合部位を見いだし、

レセプター結合を抑制する中和モノクローナル抗体を作出し、これらのツールを用いて、ヒトノロウイ

ルスと類似な MNVに関する防御機構を解明し、次世代ノロウイルスワクチンの開発につなげる。 

新規インフルエンザワクチンの開発について、防御抗原に対する液性免疫応答のモニタリング系を開

発し、インフルエンザワクチンに対するヒト免疫応答を再構築したヒト化マウスモデルと組み合わせる

ことで、臨床試験を行うことなしにワクチンに対するヒト免疫原性の評価系を構築した。この評価系を

用い、免疫原性を改善した変異型 H7 インフルエンザワクチンを開発し、論文発表と知財化を行うこと

に成功した。山本：季節性万能インフルエンザワクチンの開発のため、インフルエンザウイルス抗原の

保存性の高い領域を組み込んだワクチン抗原および VLP の試作に成功した。動物を用いた検討から、

保存性の高い領域を抗原として用いると、高交差反応性抗体の応答を誘導できることが示唆された。ま

た、実用化に向けて様々なプラットフォームによるワクチン抗原作製について検討した。また、新規ワ
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クチン剤型開発の試みとして、合成インフルエンザウイルス HA タンパク質を金ナノ粒子に結合させる

ことによりナノ粒子インフルエンザワクチンを作製し、その免疫原性を確認した。さらに、合成二本鎖

RNA を金ナノ粒子に被覆したナノ粒子化アジュバントを作製し、粘膜アジュバント活性を確認した。 

 デングウイルスの VLP ワクチン開発として、哺乳類培養細胞 Expi293F 細胞を用いてデングウイル

ス 1、２，３，４型の VLP を作製した。マウスを用いた免疫原性試験により、VLP ワクチン接種によ

りデングウイルス中和抗体が誘導されることを確認した。さらに妊娠マウスに VLP ワクチン接種する

ことにより新生児マウス体内に抗デングウイルス抗体が誘導されることを確認した。ワクチン開発のウ

ラットフォームとして哺乳類培養細胞 CHO 細胞によるデングウイルス VLP 安定発現系を作製し、大

量発現系を構築した。 
 不活化 RSV ワクチン接種後に RSV に感染すると、気道アレルギー応答が起こり、ワクチン開発の妨

げとなっている。この問題の克服のため、不活化 RSV ワクチン接種後 RSV 感染による、RSV アレル

ギー反応モデルマウスを確立した。その結果、RSVのGタンパクがTh2応答を強力に誘導するGas6/Axl
シグナルを増強させ、ワクチン接種に伴うアレルギー反応を誘導することが判明した。G タンパクを除

いたワクチン剤型にすることで、安全性を高める分子的基盤を解明することに成功した。 
ワクチン株を効果的に増加させる細胞を確立するため、Cas9 蛋白質とガイド RNA の複合体をエレ

クトロポレーションによりヒト iPS 細胞に導入しゲノム編集を行う系を確立した。変異導入効率は高く

選択マーカーを使わずに、自然免疫シグナル伝達に関与する MAVS、TMEM173(STING)、TBK1 をノ

ックアウトしたヒト iPS 細胞クローンを得た。また予想されるオフターゲット変異は検出されなかっ

た。これらのクローンを分化させた細胞を用いて、ワクチン開発に有用な新たなウイルス増殖系が開発

できると考えられる。 
 
 
 
英文 
Toward development of norovirus (NoV) vaccine, we developed vaccine seeds of the first generation 

NoV vaccine, VLP NoV vaccines which cover all human-transmittable NoV genotypes. These VLP 
vaccines are being handled by a patent license contract. Subsequently, we undertake the second 
generation NoV vaccines, accompanied with establishment of recombinant human NoV and mouse 
NoV(MNV) by reverse genetic technique. Because human NoV could not be propagated in vitro and 
therefore their machineries to invade host cells is unclear, the mechanisms of establishing protective 
immunity against NoV is essential to develop an effective NoV vaccine. Hence, we focus on a mouse 
model with culturable MNV, and identified NMV receptors CD300lf, CD300ld and established MNV 
receptor-gene transfectants. Furthermore, we identify MHV receptor –binding site of MHV, and  
create neutralizing monoclonal antibodies, blocking virus binding to MHV receptors. Using these 
tools, we are to uncover protective immune mechanisms against MHV. 
Toward development of novel influenza vaccines, we have established a monitoring system of 

protective humoral immunity. A humanized mouse model reconstituted with human immune cells 
enables us to evaluate human secondary humoral immunity against vaccine candidates without 
performing clinical trials. Using this system, we developed an immunogenicity-improved H7 vaccine 
and apply for a patent. In order to develop an universal seasonal influenza vaccine, we successfully 
established VLP vaccines and vaccines including a conserved virus antigen structure. An animal 
model shows that the conserved antigen could induce cross-protective antibodies. Furthermore, we 
test various vaccine platforms for their practical use. As for developing a novel vaccine formulation, 
we develop a novel form of influenza vaccine, which consists of a recombinant influenza 
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hemagglutinin is combined with gold nano-particles. Furthermore, we created a nano-particle 
adjuvant of gold particle adjusted with synthesized double strand RNA. Both nanoparticle vaccine 
and adjuvant enhance immune response in a mouse model. 
Toward development of Dengue virus vaccine, we prepared all genotypes of VLP using Expi293 cells. 

These VLP vaccines could induce neutralizing anitibodies against Dengue virus using a mouse model. 
Furthermore, immunization of these VLP vaccines to pregnant mice results in induction of anti-
Dengue virus antibodies in newborn mice. We further established a system for massively producing 
Dengue VLP using CHO cells. 
RSV infection after receiving Inactivated RSV vaccination could induce severe respiratory allergy, 

and this phenomenon impede development of RSV vaccines. To overcome this problem, we 
established a mouse model of allergic response for re-infection of RSV after RSV vaccination. We 
found that G protein of RSV induce Gas6/Axl signaling which strongly enhance Th2 immune 
responses, resulting in allergic respiratory response to RSV. We provide an evidence of molecular 
level showing that removing G protein from RSV vaccine could improve safety of RSV vaccine. 
In order to establish cell lines which enable to proliferate live attenuated virus, we establish a 

genome editing system of iPS cells by introducing a complex of Cas9 and guide RNA. This system 
bears high efficacy to introduce mutation and we do not need to any selection marker to obtain iPS 
cells deleting MAVS, TMEM173(STING), and TBK1 genes, which related to natural immunity 
signaling. Off-target mutation is not recognized. These iPS cells could differentiate into virus target 
cells and is possible to develop seed cells for propagating live attenuated vaccines.  
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