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II. 成果の概要（総括研究報告） 
（和文） 

細胞培養ワクチン製造用種株開発のため、ワクチン製造用に品質管理された細胞（NIID-MDCK 細胞）

で高増殖を示す高増殖母体ウイルス（hg-PR8 株, ウイルス力価＝108.6 PFU/mL.）の開発とその有用

性の検討を行った。開発した hg-PR8 株の母体ウイルスとしての有用性を検討するため、H7N9 亜型

の 6:2 リアソータントウイルス(NIIDRG-10.1C、NIIDRG-10C) (HA, NA A/Anhui/1/2013 由来、それ

以外の遺伝子 hg-PR8 由来)をリバースジェネティクス法(RG 法)により作製した。両ウイルスとも

NIID-MDCK 細胞で良好な増殖性及び抗原的安定性を示した。両ウイルスと HA,NA が同じ配列を持

つ鶏卵用のワクチン株候補（NIIDRG-10.1 および NIIDRG-10）と、NIID-MDCK 細胞でのウイルス
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蛋白収量を比較した結果、NIIDRG-10.1C、NIIDRG-10C は鶏卵用のワクチン株候補より 1.5~2 倍高

いウイルス蛋白収量を示した。以上の結果から、hg-PR8 は細胞培養用ワクチン株母体ウイルスとし

て有用であることが示唆された。(鈴木康司) 
 
H5N1 鶏卵ワクチン株候補 21 株の HA タンパク収量を測定した結果、株により収量に違いがあった。

HA 収量の違いが生じる原因を明らかにするため、まずクレード 2.2 に属する高収量株、低収量株を用

いて母体ウイルスを統一させたリアソータントを作製した。作製したリアソータントの HA 収量を測

定した結果、低収量株の収量が改善された。この結果は、母体ウイルスの違いが HA 収量に影響を及

ぼすことを示唆している。一方、HA, NA 分節両末端の非翻訳領域の違いが HA 収量に及ぼす影響を

調べるため、クレード 1 に属する高 HA 収量株および低収量株で、非翻訳領域(NCR)を入れ替えたウイル

スを作製した。その結果、低収量株の HA 収量は改善され、高収量株の HA 収量は低下した。この結果は、ウ

イルスの HA3’NCR も HA 収量に影響を及ぼすことを示唆している。（有田知子） 
 
高タンパク(HA)収量種株の効率的回収系の開発のため A/H1N1pdm09 ウイルスを対象に分節間適合

性を検討した。その結果、A/California7/2009（CA）株 NA 分節を持ち他７分節はワクチン親株（PR8）
である組換えウイルスは容易に回収できたが、CA 株 HA 分節を持つウイルスの回収にはヒトα2,6 シ

アル酸転移酵素の強発現細胞が必要であった。これらを同時交換したウイルスは回収できなかったが、

分節末端領域の一部を PR8 株配列に置換すると可能になった。CA 株 HA および NA の膜貫通〜細胞

質尾部領域を PR8 株由来にキメラ化すると発現量が増加した。これらを共発現させると CA 株 HA の

膜輸送と膜集積効率が向上した。共沈降試験では CA 株 HA または NA 分節と PR8 株他分節の親和性

測定が困難であったため、感染細胞内で HA/NA 分節と近接する特定分節の検出を試みている。(百瀬

文隆) 
 
抗原変異株に有効な免疫応答では、複数のインフルエンザ HA に交差結合する B 細胞と抗体が重要な

役割を果たす。この交差防御性に優れた抗体誘導能をもつワクチンと免疫法を確立するため、交差結

合性 B 細胞を高感度•特異性で同定する技術を開発した。この技術を駆使したマウスモデルの解析か

ら、交差防御性に優れたインフルエンザワクチン開発に必要なワクチン抗原剤型、免疫増強剤、投与

法を絞り込むことに成功した。(高橋宜聖) 
 
（英文） 
 High-growth master virus (hg-PR8) adapted to qualified NIID-MDCK cells, which shows an 
infectivity titer of 108.6 PFU/mL, was developed and assessed the suitability as a master virus for 
generating vaccine viruses. To assess the suitability of hg-PR8 as a master virus, we generated 
two 6:2 reassortant viruses, NIIDRG-10C and -10.1C, possessing the HA and NA from 
A/Anhui/1/2013 (H7N9) and the remaining segments from hg-PR8. Both viruses showed a good 
growth capacity and antigenic stability in NIID-MDCK cell. Virus protein yields of NIIDRG-10C 
and -10.1C were 1.5- to 2-fold higher than those of NIIDRG-10 and -10.1, whose HA and NA are 
identical with those of NIIDRG-10C and -10.1C, respectively, and the remaining genes from egg 
adapted PR8 virus. These result suggested that the hg-PR8 is suitable as a master virus for 
generating cell based vaccine viruses. (鈴木康司) 
 

We have compared HA protein yields of twenty one egg-grown-H5N1 candidate vaccine viruses 
and found that there were differences in their yields. To find out the reason for the differences in the 
HA yields, we have developed two reassortants whose HA and NA were derived from high yield 
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and low yield strains of clade 2.2. by using a common backbone virus. As a result, the HA yield of 
low yield strain was improved, suggesting the influence of backbone virus on the HA yield. On the 
other hand, to examine the effect of non-coding regions of HA and NA segments on the HA yields, 
we have exchanged the non coding regions (NCR) of HA and NA segments of high yield and low 
yield strains of clade 1 viruses. As a result, the HA yield of low yield strain was improved and that 
of high yield strain was decreased, suggesting the NCR is related to the HA yield of the vaccine 
viruses. （有田知子） 
 
To develop the strategy for the isolation of high HA yield viruses, we have examined the inter- 
segment affinity of A/H1N1pdm09 viruses. The recombinant virus with A/California/7/09 (CA) NA 
and remaining segments from the parent vaccine strain (PR8) was easily recovered but the virus 
with the CA-HA required to be propagate in cells strongly expressing human 

-2,6-sialyltransferase (SIAT1). The virus having both CA-HA and -NA segments was not 
recovered unless the terminal regions of these CA segments were replaced with PR8 strain 
sequences. When the transmembrane (TM) to cytoplasmic tail (CT) region in CA-HA and NA was 
replaced with that of PR8, the expression levels of CA-PR8 chimeric HA and NA increased. 
Co-expression of PR8-CA chimeric NA facilitated membrane trafficking and accumulation of 
CA-HA. Since it was difficult to measure the affinity of the CA-HA or -NA segment for the other 
PR8 strain segment using a coprecipitation assay, we are attempting to detect specific segments 
neighboring to the HA/NA segment in infected cells.(百瀬文隆) 
 
Broadly reactive B cells and antibodies against hemagglutinin of influenza viruses play important 
roles during the protective immunity to variant viruses. To construct the vaccine platforms for 
providing broad protection, we have developed a novel detection technology for broadly reactive B 
cells with high specificity and sensitivity. In this study, we have successfully identified vaccine 
formulations that potentiate the ability of influenza vaccines to provide broad protection.  
(高橋宜聖) 
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