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II. 成果の概要（総括研究報告） 
平成 28 年度の本研究班においては、以下の 7 つのテーマについて研究を行った。 
(1) マーモセットモデルによるムンプスワクチンの安全性・有効性の解析 
(2) ムンプスワクチン効果に関する臨床的疫学的研究 
(3) 新規ムンプスウイルスワクチンの開発研究 
(4) ムンプスウイルスの病原性に関する病理学的解析 
(5) 霊長類を用いたムンプスウイルスの病原性及び免疫原性解析 
(6) 立体構造情報を利用したムンプスウイルスに対する細胞侵入阻害薬の開発 
(7) 小児ウイルス感染症に対するムンプスウイルスをベースとした新規多価ワクチンの開発 
 
(1) マーモセットにおける攻撃接種条件の最適化のため、ムンプスウイルス(MuV)大館株と Y#01 株を

用い、低用量（100PFU/頭）で経鼻接種を行った。その結果、いずれの群においても感染は成立

せず、より高い用量が必要であることが判明した。また、次世代ムンプスワクチンのベースとな

る MuV 選別のため、4 つの遺伝子型の野外株（02-49, MNG#24, Y#01, C#02）の中枢神経病原性

をラットで評価したところ、C#02 株が最も病原性が低く、候補株に適していることが示唆された。 
(2) 小児と看護学生におけるムンプス血清疫学調査では、ワクチン接種歴 1 回の抗体陽性率は 40%、

51％と低く、2 回接種の必要性が示唆された。低抗体価看護学生でのワクチン免疫原性の評価で

は、初回接種で抗体陽転率 77％、2 回目接種で 94%であり、追加接種の有効性が示された。ワク

チン接種後の耳下腺腫脹発症率調査では、1 歳児の腫脹率が 0.12%であるのに対し、10～19 歳群

の腫脹率が 0.68%（相対危険度：5.86）であったことから低年齢での接種の必要性が示唆された。 
(3) AIK-C 株をベクターウイルスとして AIK-C 株の F, H 蛋白質の細胞外ドメインを MuV 星野株の

細胞外ドメインに置換したキメラウイルスを作成した。キメラウイルスは MuV のＨＮ蛋白質を発

現しており、モルモット血球を凝集し、MuV の細胞親和性を示した。同時に AIK-C の温度感受

性を保持していることを確認した。現在、キメラウイルスの免疫原性を検討中である。 
(4) MuV野外株を経鼻接種後 14日目の マーモセットを用いて、パラフィン包埋組織切片を作製した。

この脳組織を用いて RNA in situ hybridization 法（RNA Scope）を行ったところ、免疫組織化学

法によるウイルス抗原検出部位と一致して MuV ゲノムが検出された。 
(5) マーセット（６頭）に大館株 10６PFU を経鼻接種すると、末梢血リンパ球数には感染 10 日後ま

でに一過性の減少が認められ、半数で感染 14 日にリンパ球数の一過性の増加を認めた。同用量の

組換え大館株(rOdate)を、接種した場合にも、同様の変化が観察され、また、rOdate を静脈内接

種した場合にも、リンパ球数の減増は経鼻接種に比べて 3 日〜４日早まるものの、同じ変化をも

たらす。MuV 感染時のリンパ球数の変動は、マーモセットにおける 1 つの臨床病理学的特徴と考

えられる。 
(6) MuV の受容体結合蛋白質である HN 蛋白質（MuV-HN）単独の構造と、その受容体分子α2,3-

結合型シアル酸を含む 3 糖構造[シアル酸-ガラクトース-グルコース（N-アセチルグルコサミン）] 
と MuV-HN の複合体構造の X 線結晶構造解析に成功した。それによって、細胞侵入阻害剤の標

的部位を正確に決定し、in silico スクリーニングによって候補化合物を約 500 種類に絞り込んだ。 
(7) 組織特異的 microRNA 制御の組換えムンプスウイルス (rOdate/miR)の神経病原性をマーモセッ

トの脊髄内接種によって評価した。rOdate/miR 接種群のウイルス血症および発熱は、親株接種群

に比べて遅れる傾向にあったが、感染 2 週間後には両群のすべての個体の中枢神経系からウイル

ス RNA が検出された。中和抗体価については両群に有意な差は認めらなかった。 
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In FY 2016, we conducted following seven studies. 
 
1. For optimizing the challenge condition of mumps virus (MuV) in marmoset, we conducted the 

intranasal infection at a lower dose (100 PFU/head) of 2 mumps isolates, Odate-3 and Y#01. 
Animals were sampled sequentially until 2 weeks, and were sacrificed. However, no animals caused 
MuV infection. In addition, to evaluate the neurovirulence of 4 mumps isolates with different 
genotypes, 02-49, MNG#24, Y#01, C#02, we conducted a neurovirulence test in newborn rats. 
Subsequently, C#02 showed the most attenuated phenotype. 

2. Serological study on mumps antibody levels among children and nursing school students revealed 
that mumps IgG seropositive rates were 40% and 51% after single-dose vaccination, respectively. 
Mumps vaccine against nursing school students with low antibody titer showed acceptable 
immunogenicity. These data suggest the booster dose of mumps vaccine should be recommended 
throughout childhood and adolescence. Vaccine safety study showed incidence rate of parotid gland 
swelling was 0.12% at one year of age, increasing with age to be 0.68% (relative risk:5.86) at 10 to 
19 years of age. The result suggested that vaccination at younger age should be recommended to 
avoid adverse reactions. 

3. By using the AIK-C strain as a vector, we constructed the chimeric viruses whose ectodomains of 
the F and H proteins were replaced by that of F and HN proteins of the mumps Hoshino strain. The 
chimeric virus exhibited hemagglutination of guinea pig RBCs, suggesting the expression of active 
mumps HN protein, while retaining the ts phenotype of parental AIK-C vaccine strain.  

4. Paraffin-embedding tissues were prepared from marmosets on days 14 after intranasal inoculation 
with a wild strain MuV. The viral RNA was detected on the brain tissues by RNA in situ 
hybridization (RNA Scope, Advanced Cell Diagnostics, Inc). The MuV RNA positive signals were 
observed coincidentally in the viral antigen-positive sites.  

5. Six marmosets were infected intra-nasally with 106PFU of Odate-3 strain. All monkeys showed 
transient lymphocyte depletion in peripheral blood until 10 days post inoculation (p.i.), and a 
half of the monkeys showed lymphocytosis at 14 days p.i. A similar change of lymphocyte 
number was observed in the marmosets inoculated with the same dose of recombinant Odate 
(r-Odate) strain. In addition, since the same phenomenon was observed in intravenous 
infection of r-Odate to marmosets, this characteristic change of lymphocyte numbers was one 
of the important clinical features of MuV infection in a marmoset. 

6. We determined the crystal structure of the MuV attachment protein hemagglutinin-neuraminidase 
(MuV-HN) alone and in complex with the receptor, a trisaccharide containing α2,3-linked sialic acid 
in unbranched sugar chains. Structure-based in silico screening was performed against the site, 
and then picked up about 500 compounds. 

7. We evaluated the neurovirulence of a novel mumps vaccine candidate, rOdate/miR, using an 
intraspinal inoculation into marmosets. Although the phases of viremia and fever of rOdate/miR- 
inoculated group were delayed comparing with that of the parental strain rOdate group, there 
were no significant differences between two groups in the magnitudes of viral loads in CNS and the 
neutralization antibody titers at 2 weeks post infection.    
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