
〔原著〕

リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス否定試験に用いる抗体検出用スライド及び

参照陽性抗血清の作製

相原尚之、堀内雅之、落合絢子、森川茂 1、中村成幸、大石弘司

（平成 25 年 5 月 30 日受付、平成 26 年 9 月 24 日受理）

[Original]

Production of antibody detection slides and a reference positive serum as a standard

for testing the absence of lymphocytic choriomeningitis virus

Naoyuki AIHARA, Noriyuki HORIUCHI, Mariko OCHIAI, Shigeru MORIKAWA1,

Shigeyuki NAKAMURA, Koji OISHI

National Veterinary Assay Laboratory, Ministry of Agriculture, Forestry and Fisheries,

1-15-1, Tokura, Kokubunji-shi, Tokyo 185-8511, Japan

(Recieved : May 30, 2013 ; Accepted : September 24, 2014)

1 National Institute of Infectious Diseases, 1-23-1 Toyama, Shinjuku-ku, Tokyo 162-8640, Japan

要旨

リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス (Lymphocytic Choriomeningitis Virus; LCMV)は、アレナウイル

ス科に分類され、エンベロープを有する一本鎖 RNA ウイルスである。 LCMV はげっ歯類を

主な宿主とし、ヒトにも感染する。平成20年に規定された動物用生物学的製剤のシードロ

ットシステムにおいては、外来性ウイルス否定試験の内で、 LCMV は混入していないこと

を確認すべき外来性因子として定められている。今般動物医薬品検査所では、確立した

LCMV 否定試験手順とその実施に必要な試験用資材を動物用医薬品メーカーに提供するこ

とを目的に、 LCMV 抗体検出用スライド及び参照用抗血清の作製を行った。また、作製し

た試験用資材でマウス抗体産生試験法（ MAP 法）を実施し、 LCMV を検出できることを確

認したことを報告する。これら試験用資材は、 MAP 法による LCMV 否定試験に用いる標準

品とするため、当所において配布することとしている。 LCMV 検出に関する標準品の配布

は、行政機関としては初めてである。
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Abstract

Lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV) is a single-stranded RNA virus that belongs to the family

Arenaviridae. Rodents are the primary hosts for LCMV whereas humans are one of several secondary hosts. The

presence of LCMV is not permissible in the materials used for seed lot system production with minimum

requirements during veterinary biological product manufacture in Japan. In the present study, we prepared

LCMV-positive slides for the detection of anti-LCMV antibodies and polyclonal rabbit anti-LCMV serum. We

ascertained their reliability for use by the veterinary products industry in Japan to detect LCMV in specific

materials. We also conducted a mouse antibody production test to detect LCMV in cell cultures using the serum and

the slides to evaluate their practicability. Both materials for LCMV detection were successfully produced in the

mouse antibody production test. These two materials will be distributed through the National Veterinary Assay

Laboratory as the first government standard products to be made available for LCMV detection.

緒言

リ ン パ 球 性 脈 絡 髄 膜 炎 ウ イ ル ス

(Lymphocytic Choriomeningitis Virus; LCMV)は 、

エ ン ベ ロ ー プ を 有 す る 一 本 鎖 RNA ウ イ ル

ス で 、 ア レ ナ ウ イ ル ス 科 に 分 類 さ れ る 。

LCMV は げ っ歯類を主な宿主とするが、ヒ

トにも感染する人獣共通感染症を引き起こ

すウイルスのひとつである。 LCMV は げっ

歯類に感染しても発症することは稀で、多

くは無症状で持続感染状態となる。持続感

染になると終生ウイルス血症を呈し、唾液

や 尿 中 に ウ イ ル ス を 排 出 し 続 け る 。 LCMV

がヒトに感染した場合は、無症状の場合も

あるが、インフルエンザ様症状から無菌性

髄膜炎、脳炎などの臨床症状を呈する事も

ある。

LCMV は、生体に感染するだけではなく、

主にげっ歯類由来の培養細胞にも感染する

ことが知られている。実際に培養細胞株へ

の LCMV の 混入や培養細胞への混入に起因

したヒトに対する実験室感染が報告されて

いる（ Hotchin 1971; Chastel 1975; Bhatt ら

1986）。 LCMV は 培 養 細 胞 に 感 染 し て も 、

通常の培養条件下では特徴的な形態的変化

を起こさないため、 LCMV の 細胞への迷入

の検出は容易ではない（ Oldstone & Dixon

1968）。

医薬品、特に生物学的製剤の製造には、

げっ歯類由来の細胞等、 LCMV に 感 受性が

あ る 培 養 細 胞 が 用 い ら れ る こ と が あ る た

め、製品に LCMV が 混入することがないよ

うに製造用材料は厳格に管理されなければ

ならない。個々の生物学的製剤の製造方法

に よ り 異 な る が 、 平成20年 に 規 定 さ れ た 動

物用生物学的製剤のシードロットシステム

における外来性ウイルス否定試験の中で、

LCMV は 混 入していないことを確認すべき

外来性因子として定められている（農林水

産省動物医薬品検査所企画連絡室長事務連

絡「シードロット製剤におけるマスターシ

ードウイルス及びマスターセルシードの外

来性ウイルス否定試験法の取り扱いについ

て」（ http://www.maff.go.jp/nval/syonin_

sinsa/seed-lot/pdf/100303toriatsukai.pdf）。

人体用医薬品においても LCMV は 混入し

ていないことを確認すべき因子として定め

ら れ て お り 、 International Conference on

Harmonisation of Technical Requirements for
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Registration of Pharmaceuticals for Human Use（ 日

米 EU 医 薬 品規 制調和国際会議）の「 Viral

Safety Evaluation of Biotechnology Products Derived

from Cell Lines of Human or Animal Origin（ ヒト

又は動物細胞株を用いて製造されるバイオ

テクノロジー応用医薬品のウイルス安全性

評 価 ）」 に 関 す る ガ イ ド ラ イ ン

（ http://www.pmda.go.jp/ich/q/q5ar1_00_2_22e.pdf） に お

いて、マウス、ハムスターを使用した抗体

産生試験法 (Antibody Production Test、 以下、

マ ウ ス 抗 体 産 生 試 験 法 Mouse Antibody

Production Test; MAP 法 ) による、 LCMV 検 出

法による確認が推奨試験法とされている。

MAP 法 は 、 マ ウ ス に 感 染 性 を 示 す ウ イ ル

スに適応される試験であり、被検試料をウ

イルスフリーの動物に接種し、一定期間後、

被検動物血清中の抗体レベルを測定するこ

とにより、被検試料中のウイルス感染の有

無を検出する方法である。しかし、ガイド

ライン中には、詳細な試験手順は記載され

て お ら ず 、 ま た 、 MAP 法 の 抗 体 検 出 過 程

に用いる試験資材ついて、行政機関からの

標準品配布も行われていない。動物用医薬

品メーカーが新たに試験法を導入するのに

際し、試験法の確立及び試験試薬の確保に

は困難が多いことが予想される。

そ こ で 、 我 々 は 平成23年度 か ら ス タ ー ト

した業務プロジェクト「生物学的製剤用標

準品の確保（フェーズ２）」の一環として、

確立した LCMV 否 定試験手順とその実施に

必要な試験用資材を動物用医薬品メーカー

に 提 供 す る こ と を 目 的 に 、 参 照 陽 性 抗

LCMV 血 清及び LCMV 抗 体検出用スライド

の作製を行うこととした。作製した試験用

資材で MAP 法を実施し、 LCMV を 検出でき

ることを確認したので、ここに報告する。

材料及び方法

本研究における動物実験は、農林水産省

動物医薬品検査所の動物実験ガイドライン

に従い、同所の動物実験倫理委員会の承認

を得たうえで実施した。

1.試験用資材の作成

1.1 抗 LCMV ウ サギ免疫血清

1.1.1 組換え LCMV 核 たん白抗原の作製

過去の報告（ Matsuura ら 1986; Matsuura ら

1987; Takimoto ら 2008）を参考に、免疫

源には約 62kd の分子量を持つ、 LCMV 核 た

ん白抗原を用いた。定法に従い LCMV の S-

遺伝子をバキュロウイルスのトランスファ

ーベクターに組み込み、それをバキュロウ

イ ル ス DNA と と もに 昆虫 細胞 Tn5 に ト ラ

ンスフェクションし、組換え LCMV 核 たん

白を発現する組換えバキュロウイルスを作

製 し た 。 こ の 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を

Tn5 細 胞 に 感 染 さ せ て 発 現 さ せ た 組 換 え

LCMV 核 た ん 白 を 粗 精 製 し 、 8M ウ レ ア 加

PBS で 0.7mg/ml に なるように溶解させたも

のを抗原液原液とした。

1.1.2.抗原精製度の確認

抗 原 液 原 液 の 精 製 度 を 確 認 す る た め 、

SDS-PAGE 解 析 を 行 っ た 。 抗 原 液 原 液 に 等

量の sample buffer を 加え、 100 ℃で 20 分処

理 し た も の を 、 10 ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド

ゲルで電気泳動した。ゲルを Coomassie blue

溶液により染色した。その結果、分子量と

して約 62kDa の 部位に組換え LCMV 核 たん

白の濃いバンドを確認し、 LCMV 抗 核抗原

が作成され、粗精製されていることを確認

した。

1.1.3. 動 物及び免疫プロトコール

日本エスエルシー株式会社より購入した
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体 重約３kg、 雌 のニュー ジーランドホワイ

トウサギ４羽を用いた。投与材料は、抗原

液 と ア ル ミ ニ ウ ム ア ジ ュ バ ン ト （ Imject

alum, (PIERCE Biotechnology,USA )） を等量に混

合して作成した。抗原液は、初回免疫では

１羽あたり 500 μ g、追加免疫では１羽あ

たり 100 μ g の抗原量となるように、抗原

液原液を PBS で調整して用いた。動物は１

週間の馴化期間を置いたのち、投与材料１

ml を 皮 下 接 種 し 初 回 免 疫 を 行 っ た 。 初 回

免疫から３週間後に１回目の追加免疫を行

い、その後２週間間隔で２回の追加免疫を

行った。最後の免疫から１週間後、麻酔下

で全採血を行った。採取した血液から血清

を分取し、56 ℃ 30 分間の非動化処理の後、

0.2ml ず つ ガ ラ ス バ イ ア ル に 分 注 し 、 凍 結

乾燥して保管した（ Fig. 1A）。

1.1.4. 免 疫血清の LCMV 核 たん白抗原及び

LCMV と の反応性の確認

動物から 採取した血清と、組換え LCMV

核たん白抗原及び LCMV と の反応性を確認

す る た め 、 抗 原 液 原 液 並 び に LCMV 感 染

VeroE6 細 胞の培養上清及び細胞融解液を試

料 と し て 、 SDS-PAGE 及 び ウ エ ス タ ン ブ ロ

ッティング解析を行った。また、 LCMV 非

感 染 VeroE6 細 胞 の 培 養 上 清 及 び 細 胞 融 解

液を陰性対照試料として用いた。

それぞれの試料と等量の sample buffer を 加

え、 100 ℃で 20 分処理し、 10 ％ポリアクリ

ルアミドゲルで電気泳動した。ウエスタン

ブ ロ ッ テ ィ ン グ 解 析 用 ゲ ル は 、 PDVF

membrane に 転 写 を し た 。 メ ン ブ レ ン は 0.1

％ Tween20 ５ %Skim milk 加 PBS で 30 分浸漬

後、一次抗体として、作製した抗 LCMV ウ

サ ギ 免 疫 血 清 を 使 用 し ４ ℃ で 一 晩 静 置 し

た。抗体は 0.1 ％ Tween20 ５ % Skim milk 加

PBS で 1:10000 に 希釈した。その後、二次抗

体に 0.1 ％ Tween20 ５ % Skim milk 加 PBS で

1:2000 に 希 釈 し た HRP 標 識 ウ サ ギ 抗 ヤ ギ

IgG 抗 体 （ Dako, Denmark） を 使 用 し 、 室 温

で１時間静置した。バンドは LuminateTMForte

(Millipore Corporation, MA, USA)で 可視化し、

Image QuantTM LAS4000 mini（ GE Healthcare, Japan）

で検出した。

1.2. LCMV 抗 体検出用スライドグラス

1.2.1 LCMV 抗 体検出用スライドグラスの作

製

LCMV 検 出 用 ス ラ イ ド グ ラ ス の 作 製 に

は 、 14 ウ ェ ル HT コ ー テ ィ ン グ ス ラ イ ド

（ AR BROWN CO.,LTD, Japan)を 用いた。Hotchin

らの報告（ Hotchin & Sikora 1975）を参考に、

LCMV を 感染させた Vero E6 細 胞と LCMV 非

感染 Vero E6 細 胞をおよそ３：７になるよ

うに混合した細胞懸濁液を、スライドグラ

ス上に固定した。紫外線照射により LCMV

を不活化後、アセトンにより固定し、－ 80

℃で保管した（ Fig. 1B）。

1.2.2. 蛍 光抗体法による抗 LCMV ウ サギ免

疫血清との反応性の確認

作製した LCMV 検 出用スライドグラスに

対し、抗 LCMV ウ サギ免疫血清を用いて蛍

光抗体法による免疫染色を行う事で、その

反 応 性 を 確 認 し た 。 一 次 抗 体 と し て 抗

LCMV ウ サ ギ 免 疫 血 清 （ 希 釈 倍 率 1:1000）

を LCMV 検 出用スライドグラス１スポット

あたり 20 μ l 滴下し、 37 ℃ で１時間反応

させた。 PBS 洗浄後、二次抗体として Alexa

Fluor488 donkey anti-rabbit IgG (Invitrogen,USA)を

用いて、蛍光顕微鏡で観察した。

加えて、凍結乾燥前の免疫血清及び凍結

乾燥後の免疫血清を PBS で再融解した試料

に つ い て 、 51200 倍 ま で 階 段 希 釈 し た 後 、
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上記蛍光抗体法を行った。陽性細胞：陰性

細胞の比率を適切に検出しうるかを鑑別基

準として観察し、蛍光抗体法による LCMV

検出に免疫血清を用いる際の至適希釈倍率

を求めた。

2. MAP 法

2.1.動物

日本エスエルシー株式会社から購入した

３ 週 齢 、 雌 の BALB/c マ ウ ス を １ 週 間 の 検

疫期間をおき、使用した。

2.2.プロトコール

de Souza ら の試験法を参考に行った（ de

Souza & Smith 1989）。感染群として、４週齢

の マ ウ ス ５ 匹 に １ 匹 当 た り LCMV 感 染

VeroE6 細 胞約４ ×106 個の細胞溶解液（ウイ

ルス量として１ ×106 focus forming units） 0.5 ml

を試料として腹腔内に接種した。感染群は

BSL ３ レベルの高度封じ込め施設内にある

アイソレーター内で飼育した。陰性対照群

５匹には、 PBS を 腹腔内に接種し、感染群

とは隔離されたコンベンショナルな環境下

で飼育した。両群は４週間の経過観察後、

麻酔下で全採血を行った。血清を分離した

後、 56 ℃ で 30 分 間加温し、紫外線照射を

行うことで、ウイルスを不活化し、抗体価

測定のための血清とした。

試 料 の 投 与 に よ り 、 LCMV 抗 体 が 産 生 さ

れているかを確認するため、感染群及び陰

性対照群の血清を用いて、 LCMV 抗 体検出

用 ス ラ イ ド グ ラ ス を 1.2.2.と 同 様 の 行 程 に

より免疫染色を行い観察した。ただし、血

清は 1:10 または 1:40 で PBS に より希釈して

用いた。また、２次抗体には Alexa Fluor488

goat anti-mouse IgG (Invitrogen,USA) を 用いた。

結果

1. 試験用資材

1.1．抗 LCMV ウ サギ免疫血清

組換え LCMV 核 たん白抗原を作成し、作

成したたん白の分子量が約 62kDa で あるこ

とを確認した（ Fig. 2A）。この組換え抗原

を用いて作成したウサギ免疫血清は、ウエ

スタンブロッティング解析において、組換

え LCMV 核 たん白のバンドと特異的に反応

した（ Fig. 2B）。

また、本血清は LCMV 感 染 Vero E6 細 胞

の 培養上清及び細胞融解液試料の約 62kDa

のバンドと特異的に反応した（ Fig. 3）。陰

性対照試料として設定した、 LCMV 非 感染

VeroE6 細 胞 の 培 養 上 清 及 び 細 胞 融 解 液 と

は、反応しなかった。 LCMV 粒 子を含んで

いる培養細胞及び培養上清に本血清を反応

させた際にも、試料中に存在する LCMV 核

たん白に特異的に反応したことから、作成

した抗 LCMV ウ サギ免疫血清は LCMV を 特

異的に検出することを示している。

1.2． LCMV 抗 体検出用スライドグラス

作成した LCMV 抗 体検出用スライドグラ

スを用いて、抗 LCMV ウ サギ免疫血清で蛍

光 抗 体 法 に よ る 免 疫 染 色 を 行 っ た 。 抗

LCMV ウ サ ギ免疫血清は、固定した細胞の

うちの LCMV 感 染細胞のみと特異的に反応

し、非感染細胞とは反応しなかった。本ス

ライドグラスは LCMV 感 染細胞と非感染細

胞は３：７の割合で混合して作成したが、

免疫染色の結果は細胞の混合割合に一致し

て、全細胞の約３割の細胞が陽性を示した

（ Fig. 4A）。 PBS 接 種 マ ウ ス 血 清 を 使 用 し

た場合、すべての細胞が陰性であった（ Fig.

4B）。凍結乾燥前の免疫血清は 1:25600 希 釈

まで、凍結乾燥後の免疫血清（ Lot.1） は、

1:12800 希 釈 ま で 陽 性 と 判 断 で き た 。 凍 結
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乾燥後の免疫血清を用いた場合、陽性、陰

性 の 鑑 別 が 最 も 容 易 で あ っ た の は 、 1:1000

～ 1:2000 の 希釈倍率であった。

2.MAP 法

LCMV 感 染 細胞の細胞融解液接種マウス

の血清における LCMV 抗 体の有無を蛍光抗

体法により検出した。細胞融解液接種群の

血 清 を １ ： 10 で 希 釈 し た 場 合 、 固 定 し た

細胞すべてで蛍光が観察され、全細胞中の

陽性細胞数という鑑別基準での陽性陰性の

判定ができなかった（ Fig. 5A）。血清を１

： 40 に 希 釈 す る こ と で 、 全 体 的 な 蛍 光 反

応は低減し、固定した細胞中の陽性細胞と

陰性細胞が容易に鑑別でき、感染マウス血

清中の LCMV 抗 体を検出できることが分か

った（ Fig. 5B）。陰性対照群である PBS 接

種マウス血清における試験は、すべて陰性

と 判定され た（ Fig. 4B）。これらの結果に

より作製した LCMV 抗 体検出用スライドグ

ラスはマウス血清を用いた場合でも良好な

反 応 性 を 示 し 、 MAP 法 に よ る マ ウ ス 血 清

中の抗 LCMV 抗 体を検出できることが確認

された。

考察

業務プロジェクト「生物学的製剤用標準

品 の 確 保 （ フ ェ ー ズ ２ ）」 と し て 、 LCMV

抗体検出用スライド及び抗 LCMV ウ サギ免

疫血清を作製し、これらスライド及び血清

を 使用して行った MAP 法 に より LCMV を

検出できることを確認した。すなわち、検

査を行おうとするワクチンシード等につい

て LCMV 否 定試験を行う場合、試験対象試

料を BALB/C マ ウ ス腹腔内接種し、４週後

の血清を用いて LCMV に 対する抗体上昇の

有無を、今回作成した抗体検出用スライド

を用いた間接蛍光抗体法で検査することが

できる。この際、抗 LCMV ウ サギ免疫血清

を参照陽性血清とする間接蛍光抗体法を同

時に実施することより、検査の妥当性を確

認することができる。これらの試験用資材

については、 LCMV 否 定試験に用いる標準

品とするために、動物医薬品検査所におい

て配布することとし、その作業を進めてい

る。 LCMV 検 出 に関する標準品の配布は、

行政機関としては初めてである。

スライドは、 LCMV 感 染細胞と非感染細

胞を一定の割合で混合した細胞懸濁液をス

ポットしているため、陽性、陰性の判定が

容易である（ Hotchin & Sikora 1975）。蛍光

抗体法の問題点として、陽性反応と非特異

的な蛍光反応の鑑別が難しいことにある。

その点、陽性細胞の割合を陽性参照血清の

染まりと比較することで鑑別できる本スラ

イドは、鑑別に習熟を必要としない点で優

れている。

医薬品製造用材料における LCMV の 検出

は、多量に存在する製造用材料のなかにわ

ずかに存在する LCMV ウ イルスを検出する

ことが求められる。このような被検試料に

つ い て MAP 法 を 行 っ た 場 合 、 多 量 に 存 在

する製造用材料に対する抗体が大部分をし

め、産生された抗体総量中の LCMV に 対す

る抗体はわずかであることが想定される。

事実、 LCMV 感 染細胞融解液を試料に MAP

法を行った場合、低希釈倍率（ 10 倍希釈）

の血清で蛍光抗体法を行った場合では非特

異的な蛍光反応が高く判定が困難である。

血清を適正倍率（ 40倍）に希釈して蛍光染

色を行うことで、適正な評価が可能になる。

作製した抗 LCMV ウ サギ免疫血清は、高

力価であり、凍結乾燥後も力価は低下して
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いなかった。試験に用いる際には、1000~2000

倍希釈して使用することで十分な感度が得

られる。

医薬品製造用材料中からの LCMV 検 出に

お い て 最 も 信 頼 性 の 高 い 検 査 法 は MAP 法

である（ de Souza & Smith 1989）。本報告で作

製 し た 試 験 資 材 と 試 験 法 に よ り 、 MAP 法

に よ る LCMV 否 定 試 験 を 行 う こ と が で き

る。 MAP 法が LCMV 検 出法として優れた方

法である一方で、 LCMV へ の 暴露の危険性

があり、また、生体を用いた試験であるた

め、昨今の実験動物削減の流れに反してい

る側面も有している。現在、 LCMV 高 感受

性細胞株を用いた細胞培養ウイルス増殖系

と蛍光抗体法を組み合わせ、医薬品製造用

材料中の LCMV を 高感度に検出する試験系

を検討している。この方法は、今回作製し

た標準品を使って行えるため、感度、特異

性が確認されれば、スムーズに動物を使わ

ない試験法へ移行できると期待される。
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Figure 1. Standard products for testing the absence of LCMV. A: Rabbit anti-LCMV serum was dispensed into 0.2

ml vials and freeze-dried. B: An LCMV-positive slide used for the detection of anti-LCMV antibodies.

Figure 2. SDS-PAGE and western blot analysis of purified recombinant proteins. A: In the marker lane, the

molecular weights of the marker proteins are indicated beside each marker; 7 μ g of purified LCMV-NP antigen

was applied to the LCMV-NP lane. A protein band of the LCMV-NP antigen, which weighed approximately 62

kDa, was detected by SDS-PAGE (A) and western blot (B) analysis.
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Figure 3. SDS-PAGE (A) and western blot (B) analysis using rabbit anti-LCMV serum. The serum detected an

approximately 62 kDa band in LCMV-positive samples, i.e., the LCMV-NP antigen (B).
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Figure 4. Immunofluorescent staining analysis using LCMV-positive slides. A shows the results of the test using

rabbit anti-LCMV serum. B shows the results of the test using negative serum. Approximately 30% of cells were

stained positively on the LCMV-positive slide if the test serum contained anti-LCMV antibodies (A).

Figure 5. Immunofluorescent staining analysis of serum from the mouse antibody production test. A: The

fluorescence in the background was too high to distinguish positive or negative results when the serum was diluted

1:10. B, The background fluorescence was reduced and positive results were easy to discern when the serum was

diluted 1:40.
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