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鳥居株に起因する髄膜炎由来株に特徴的な変異

Torii/ori    1 CAAGTAGTGTCG ATGATCTCATTAGGTACTAATCCTAACATTGTGATTCATCCTGCATTGAGAAAAGATTTAGAAAAAAACTAAATTAAGAATGAATCCCCTAGGGTCGTAACGTCTCGTGACCCTGCCGTTGCACTATG CCGGCGATCC 15 0
Ksh_BM       1 ............ A............................................................................................................................... .......... 15 0
Kyt12(AM)    1 ............ C............................................................................................................................... .......... 15 0
Snd16(AM)    1 ............ C............................................................................................................................... .......... 15 0
Ibr14(AM)    1 ............ C............................................................................................................................... .......... 15 0
Snd13(AM)    1 ............ C............................................................................................................................... .......... 15 0
Snd673(AM)   1 ............ C............................................................................................................................... .......... 150
Kmm87(AM)    1 ............ C............................................................................................................................... .......... 15 0
               ************.*************************************************************************************************** ************************************* *

Torii/ori  151 AACCTCCCTTATACCCAACATTTCTATTGCTAATTCTTCTCTCTCTGATCATAACTTTGTATGTCTGGATTATATCAACCATCACTTACAAGACTGCGGTGCGACATGCATCACTGTACCA GAGATCCTTCTCTCGCTGGAGTTTCGATC 30 0
Ksh_BM     151 ...................................................................................................................... ................................ 30 0
Kyt12(AM)  151 ......................................................................................................................... ............................. 30 0
Snd16(AM)  151 ......................................................................................................................... ............................. 30 0
Ibr14(AM)  151 ......................................................................................................................... ............................. 30 0
Snd13(AM)  151 ......................................................................................................................... ............................. 30 0
Snd673(AM) 151 .......................................................................................................................... ............................ 30 0
Kmm87(AM)  151 ......................................................................................................................... ............................. 30 0
               **************************************************************************************************************** ************************************* *

Torii/ori  301 ACTCACTCTAGAAAGATCTCCAGTTGGGACAAGTCCCAATCCATCATGCGAGAACAAGCTGCATTTAAATGATGCCGTTCAATCATGAGACATAAAGAAAAAATCAGGCCAGAACAAGCTT AGGATCACAATACAACACATAACCCCAGC 45 0
Ksh_BM     301 ...................................................................................................................... ................................ 45 0
Kyt12(AM)  301 ......................................................................................................................... ............................. 45 0
Snd16(AM)  301 ......................................................................................................................... ............................. 45 0
Ibr14(AM)  301 ......................................................................................................................... ............................. 45 0
Snd13(AM)  301 ......................................................................................................................... ............................. 45 0
Snd673(AM) 301 .......................................................................................................................... ............................ 45 0
Kmm87(AM)  301 ......................................................................................................................... ............................. 45 0
               **************************************************************************************************************** ************************************* *

Torii/ori  451 TGCTATCACAACTGTTCTCTGGCCGCTCGAAAGATGGAGCCCTCAAAACTCTTCACAATGTCAGACAATGCCACCTTTGCACCTGGG CCTGTTGTCAATG                                                   55 0
Ksh_BM     451 ....................................................................................... C............                                                   55 0
Kyt12(AM)  451 ....................................................................................... A............                                                   55 0
Snd16(AM)  451 ....................................................................................... A............                                                   55 0
Ibr14(AM)  451 ...................................................................................... .A............                                                   55 0
Snd13(AM)  451 ....................................................................................... A............                                                   55 0
Snd673(AM) 451 ....................................................................................... A............                                                   55 0
Kmm87(AM)  451 ....................................................................................... A............                                                   55 0
               ***************************************************************************************.*********** *
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NGSによる髄膜炎由来株と元のワクチンのヴァリアント解析

ワクチンに含まれる特定の変異体(AMV)が髄膜炎の原因？



鳥居株に含まれる髄膜炎由来株(AMV)と同じ変異
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髄膜炎由来株

鳥居株ワクチン液 (Tori)

ワクチンからAMVを単離して解析 3
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ワクチン内にも同じ変異を持つAMVが含まれる

15384

15384ウイルスゲノム上の位置

ウイルスゲノム上の位置



限界希釈法(Limiting Dilution)によるAMVの単離

ワクチン SPFニワトリ細胞

限界希釈法

NGSによるゲノム解析

新生ラットで病原性を評価

CPE陽性wellから

ウイルスを回収

一定期間培養
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12wellプレート

１穴に1個のウイルスが入る
か入らないかの限界の希釈
倍率でワクチン液を接種

LDC#1 LDC#2

LDC#3 LDC#4

LDC#5 LDC#6 LDC#7



NGSによるヴァリアント解析
鳥居株コンセンサス配列との比較
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AMVの中枢神経病原性評価(ラット)

LDC#3ToriLDC#1
(AMV)

AMVの除去による安全性向上の可能性

AMV含量のモニタリングによるワクチンの品質管理

脳室の拡張
新生ラット
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改良型ワクチン(シード)の調製フロー
鳥居株

(市販品G513) SPF ニワトリ細胞

限界希釈

霊長類モデル系による

安全性・有効性の評価

AMV

AMV以外の増殖性に優れた

クローンを選択

一定期間培養

Tmj
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Tmj株の中枢神経病原性(ラット)

新生ラット
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• 接種MuV: Tmj, 鳥居株(Tori), AMV

• 接種経路：脳内 (10μL ）

• 接種用量：102 PFU/ 匹

• 接種個体： 1群 9頭

• 観察期間：接種3日後に脳内ウイルス量を測定

脳内ウイルス量の結果

AMV > Tori > Tmj



マーモセットモデルによる安全性評価
(中枢神経病原性)

• 接種株: JL株, 鳥居株(Tori), AMV, Tmj
• 接種経路：脊髄内 (100μL ）
• 接種用量：102 PFU/匹
• 接種個体： 1群 3〜４頭 ( )
• 観察期間：接種後２週

脊髄内接種
SmpSmpSmp

D0 1wD3 D10

Smp

2w
解剖

中枢神経系

リンパ系組織
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組織内ウイルス量

JL  <  Tmj <  Tori <  AMV

JL  <  Tmj <  Tori << AMV



カニクイザルによる評価
感染防御による有効性評価

• 接種株：鳥居元株(Tori), Tmj株

• 接種用量：105 PFU/匹、皮下接種 (0.5mL、右大腿部）

• 接種個体： 1群 5頭 ( )

• 観察期間：接種後15w

• 攻撃接種：免疫後10w by 大館3株 (106 PFU/ head)経鼻接種

攻撃接種(経鼻)

Smp

免疫接種(皮下)

0w 1w 10w

Smp

15w

Smp SmpSmpSmpSmpSmp Smp Smp Smp Smp Smp

5w

Smp
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Tori

免疫後 攻撃後

ワクチン接種後及び攻撃後の血中アミラーゼ値の変動

Tmj
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カニクイザルにおける腺組織侵襲性のバイオマーカー

鳥居接種群では免疫接種直後だけでなく
攻撃接種後にもアミラーゼ値が上昇

ワクチンの安全性指標 ワクチンの有効性指標
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Vac 攻撃



Tmjの免疫原性
カニクイザル

（有意差無し）
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Tmj  ≤ Tori

攻撃時の中和抗体価

攻撃後のウイルス陽性
末梢リンパ球数

Tmj ＝ Tori

Tori接種群中1頭でブレイクスルー感染

（有意差無し）
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AMVに特異的な定量法の確立
サイクリングプローブ法による検出・定量

ﾌﾟﾛｰﾌﾞ: Famv

Tori ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ,
Tmj

AMVプラスミド

Tmj中のAMV含有量 → 検出限界以下

RNase H

RNase H

ミスマッチ無し

ミスマッチ有り

RNA

鳥居株ワクチン液101102103

蛍
光

強
度

蛍光有り

蛍光無し
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改良型ワクチンTmjの特徴･優位性
1. ラット、マーモセットおよびカニクイザルモデルにおいて鳥居株より高

い安全性

2. カニクイザルにおける感染防御試験で鳥居株より高い有効性

3. 製造用細胞CEFにおける高い増殖性（107PFU/mL以上）

4. ワクチン株の安全性を担保するための精度の高いアッセイ法が確立され

ている

5. 現在の流行株に対するより高い交差免疫原性を期待できる

6. 開発希望企業には分与可能

7. 詳細なデータの開示については木所（kidokoro@niid.go.jp）までお問い

合わせください


