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抗狂犬病ウイルス核タンパク質 IgY の調製 
～アジュバント前投与 DNA 免疫法と 

タンパク質免疫法との比較～

久保　七彩  1，上羽　智恵美  2，門間　敬子  1，井上　智  3，野口　章  3，八田　一  1＊
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― Comparative study of adjuvant pre-injected DNA immunization  

and protein immunization methods ―
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Summary 

Rabies is one of the zoonoses which is prevalent mainly in developing countries. Specific antibodies against 

the rabies virus are needed for rabies research, diagnosis, and treatments in those areas; however, these tended to 

be in short supply. This study compared protein immunization and DNA immunization effects for the more 

straightforward preparation of the anti-rabies virus Nucleoprotein IgY from chicken eggs. As the result of ELISA 

with diluted egg yolks, most of the protein-immunized hens and some DNA-immunized hens induced high 

ELISA values. Then, adjuvant injection before DNA immunization (Pre-immune stimulation) was more effective 

in obtaining higher ELISA values of IgY than without Pre-immune stimulation. Commonly, it takes a long time 

and tedious work to prepare purified protein for use as antigens. Therefore, this DNA immunization method with 

Pre-immune stimulation would efficiently supply specific IgY antibodies to endemic countries.
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Ⅰ．緒言

狂犬病は現在でもアジア・アフリカにおける発展
途上国で流行している人獣共通感染症である。WHO

は感染の疑いがある動物（主にイヌ）の体液に暴露
され，ウイルス感染の危険性がある場合には，直ち
に狂犬病ウイルスワクチンに加え，咬傷部位に精製
されたヒトまたはウマ由来の抗狂犬病免疫グロブリ

ンを注射することを推奨している  1）。しかし，この
狂犬病ウイルスに特異性を持つ IgG 抗体は供給が不
足している  2）のが現状である。一方，近年，免疫組
織化学の手法を利用した狂犬病ウイルス抗原の検
査  3）が可能となっているが，この際に用いられる抗
体についても供給が不安定であることが問題とされ
ており  4），これらの特異的抗体に代替しうるものと
してニワトリ IgY 抗体が注目されている  5, 6）。

IgY 抗体は哺乳動物における IgG 抗体に相当する
ものであり，産卵鶏に対して抗原となる細菌やウイ
ルス，および精製タンパク質などを免疫注射するこ
とでそれらの抗原に特異性を持つ IgY 抗体を鶏卵卵
黄から得ることができる。また，卵黄 100 g 中には
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約 1 g の IgY 抗体が含まれており，リポタンパク質
凝集沈殿剤として食品用増粘多糖類のカラギーナン
を用いる方法（λ-カラギーナン法） 7）で容易に高純度
の IgY を精製することが可能であるため，各種感染
症の病原体抗原に対する検査用抗体や中和抗体とし
ての利用が期待されている。

狂犬病ウイルスは核タンパク質（RV-N），糖タン
パク質（RV-G），リン酸化タンパク質（RV-P）など
から構成されており  8）（図 1），我々はまず，狂犬病
の検査試薬となり得る RV-N 特異的 IgY 抗体調製法
の確立を目標としている。

現在までに，従来法である遺伝子組換えタンパク
質を抗原として注射する手法（タンパク質免疫法） 6），
および遺伝子組換えプラスミド DNA を注射し RV-N

をニワトリ筋肉中で発現させる手法（DNA 免疫法） 9）

で RV-N に特異性を有する IgY 抗体の調製に成功し
報告している。本研究では，DNA 免疫法において既
に使用実績のあるアジュバント（λ-カラギーナン・
FCA）を事前に免疫賦活剤として注射することによ
りその注射局所に各種免疫担当細胞を集め（免疫前
刺激），プラスミド DNA から発現したタンパク質抗
原に対してより強い免疫応答を誘導することが可能
かを検討した。また，同じロットで日齢が同じ産卵
鶏を用い DNA 免疫法とタンパク質免疫法による免
疫実験を行い，それぞれの卵黄中に誘導される特異
的 IgY 抗体を精製し，RV-N 抗原に対する特異的抗
体価を比較した。

Ⅱ．材料および方法

1．試料および試薬
食品添加物グレードの λ-カラギーナンは，太陽化

学（株）より入手した。フロイントの完全アジュバ

ント（FCA: Freundʼs complete adjuvant）および不完全
アジュバント（FIA: Freundʼs incomplete adjuvant）は，
Becton, Dickinson and Company から入手した。DNA 

purification NucleoBond Xtra Midi は Macherey-nagel

社から入手した。狂犬病ウイルス組織培養不活化ワ
クチン（シード）は，KM バイオロジクス社から入
手した。他の試薬については，特級試薬を使用した。

2. 組換えプラスミドの調製
狂犬病ウイルスの challenge-virus-standard（CVS）

株 由 来 の RV-N 遺 伝 子（ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号：
AB069973）を pcDNA 3.1（Thermo Fisher science 社）
にライゲートした（図 2）。組換えプラスミド DNA

（pcDNA-N）を大腸菌 DH5α コンピテントセル（タ
カラバイオ株式会社）で増幅し，プラスミド DNA 精
製キット NucleoBond Xtra Midi のプロトコールに
従って精製した。この組換えプラスミド DNA を PBS

溶液（pH 7.4）で 1 μg/μl に調整し，30 °C で保存し
た。なお，本研究における遺伝子組換え実験に関し
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図 1　狂犬病ウイルスの構造
出典：日本臨床　63 巻　増刊号 5　臨床免疫学（下）―基礎研究の進歩と最新の臨床― 臨床編 IX．ワク

チンによる免疫療法　狂犬病ワクチン　森本金次郎　伊藤（高山）睦代　日本臨床社　2005 年
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図 2　組換えプラスミド DNA(pcDNA-N) の構造
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ては，京都女子大学の組換え DNA 実験安全委員会
により承認を得た（承認番号：20-2-03）。

3．遺伝子組換え RV-N の精製
CVS 株由来の RV-N の全遺伝子を，In-Fusion HD 

Cloning（タカラバイオ㈱）を用いて pET-42a プラス
ミドベクター（Merck 社）に挿入した。組換えベク
ターを Rosetta-gami B（DE3）pLysS Competent Cells

（Merck 社）に形質転換し，産生させた組換え RV-N

（rRV-N）を His-trap FF crud（Cytiva 社）を用いて 8M

尿素による変性条件下で精製した。さらに透析によ
り尿素を除去したが，尿素濃度が低下すると組換え
タンパク質が不溶化した。そこで，完全に脱尿素し

不溶化凝集した状態（rRV-N in 0M Urea）と 4 M 尿
素中で可溶化した状態（rRV-N in 4M Urea）の 2 種類
を調製した。

4．産卵鶏への免疫注射と炎症の目視検査
免疫注射のスケジュールや各群に対する処置につ

いて表 1・図 3 に示した。計 24 羽の産卵鶏（ボリス
ブラウン：356 日齢）を 3 羽ずつ 8 群に分けた。1～
5 群に対しては pcDNA-N を針なし圧力注射器 Twin-

Jector®Ez（JCR ファーマシューティカルズ社）を用
いて翼下筋に注射した（400 μg/ 羽）。このうち，1～
4 群については注射箇所の周囲にアジュバントとし
てそれぞれ FCA もしくは 2 % λ-カラギーナン 1 ml を

表 1　各群の免疫条件

n
プラスミド DNA

または

組換えタンパク質
アジュバント

アジュバントによる　　
免疫前刺激

1 群：pcDNA-N with λ-Carra 3 pcDNA-N 2%λ-カラギーナン -
2 群：pcDNA-N with λ-Carra（+ 免疫前刺激） 3 pcDNA-N 2%λ-カラギーナン 有り
3 群：pcDNA-N with FCA 3 pcDNA-N FCA -
4 群：pcDNA-N with FCA（+ 免疫前刺激） 3 pcDNA-N FCA 有り
5 群：pcDNA-N 3 pcDNA-N - -
6 群：Control 3 - - -

7 群：rRV-N in 0M Urea 3 rRV-N
(in 0M Urea) FCA/FIA -

8 群：rRV-N in 4M Urea 3 rRV-N
(in 4M Urea) FCA/FIA -

（pcDNA‐N 
+各アジュバント）

初回免疫
追加免疫
1回目

追加免疫
2回目

追加免疫
3回目

0W 2W 4W 6W 8W 10W 12W

0W 2W 4W 6W 8W 10W 12W
直前1週間

採卵
終了

採卵
終了

1・3群

2・4群

DNA免免疫疫法法

アジュバント注射
（免疫前刺激）

（各rRV‐N +FCA）
（各rRV‐N +FIA）

初回免疫
追加免疫
1回目

追加免疫
2回目

追加免疫
3回目

0W 2W 4W 6W 8W 10W 12W

採卵
終了

7・8群

タタンンパパクク質質免免疫疫法法

5・6群 5群はpcDNA-Nを単独（アジュバントなし）で免疫、6群は免疫注射なし（Control)

図 3　免疫スケジュール
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注射した。なお，2・4 群については初回の pcDNA-N

注射の直前 1 週間に，各アジュバント 1 ml の注射を
3 回行った（免疫前刺激）（図 3）。5 群は pcDNA-N

単独の注射を行った。初回免疫後，2 週毎に同じ内
容で追加免疫を 3 回実施した。6 群は免疫注射なし
のコントロール群とした。7・8 群については，各
1 ml の rRV-N in 0M Urea と rRV-N in 4M Urea

（0.5 mg/ml）をそれぞれ等量の FCA で乳化し，免疫
注射を実施した。追加免疫は各抗原液 0.5 ml を等量
の FIA と乳化し，2 週毎に 3 回実施した。

4・6 週目の免疫注射の直前には注射箇所の炎症の
程度を目視で確認し，数値化した。この際「炎症な
し」を 0 点，「わずかに変異あり」を 1 点，「炎症あ
り」を 2 点，「強い炎症あり」を 3 点として評価を
行った。この評価は 2 名により行われ，代表的な個
体については炎症部分の撮影を行った。

採卵は毎日行い，割卵まで 4 °C で保存した。初回
免疫（DNA 免疫・タンパク質免疫）を行った日を 0
週目の初日とし，各個体ごとに 2 週間毎の卵 1 個か
ら分離した卵黄を 0.1 % アジ化ナトリウム液で 2 倍
希釈し，4 °C で保存した。これを 2 倍希釈卵黄保存
液とする。それ以外の卵黄は 2 週間毎に割卵・卵白
分離・均質化し，30 °C で凍結保存して IgY の精製
に使用した。

本研究は，京都女子大学の動物委員会の承認を得
た（認証番号 2020-12）。また，動物とその飼育に関
わるすべての手順は，「動物実験の適切な実施に向け
たガイドライン」（日本学術会議，2006 年）に準拠
し行った。

5．希釈卵黄を用いた ELISA
ELISA は，Kubo ら  9）が報告した手順に従って実施

した。すなわち，狂犬病ウイルスワクチンを ELISA

コーティングバッファー（pH 9.6）で 10 倍希釈し，
96 ウェル ELISA プレート（住友ベークライト社）に
固 相 化 し た。2 倍 希 釈 卵 黄 保 存 液 は Tween20 を
0.05 % 添加したトリス緩衝液（pH 7.4，TBS-T）で
さらに 2,000 倍希釈し，一次抗体として各ウェルに
添加した（50 μl/well）。次いで，TBS-T で 3 回洗浄
後，ALP 標識抗 IgY（H+L）抗体（Abnova 社）を二
次抗体として使用し（100 μl/well），TBS-T で 3 回洗
浄後，基質（1 mg/ml p- ニトロフェニルリン酸 2Na

水溶液［pH 9.5］）で発色させ，波長 405 nm の吸光
度を測定した。なお酵素反応は，37 °C で，DNA 免
疫を実施した 1～5 群および 6 群（コントロール）で
は 20 分，タンパク質免疫を実施した 7・8 群では 15

分とした。

6．IgY の精製
卵黄からの IgY 精製は，先行研究  9, 10）と同じく λ-

カラギーナン改良法で実施した。2・4・7・8 群で高
い抗体価を示した各 1 羽と 6 群（コントロール群）
の 1 羽の卵黄（図 5 の点線囲み）をそれぞれまとめ，
30 °C で 2 週間以上保存したものを IgY 精製に用い
た。精製した IgY の濃度は，1 % IgY 溶液の波長
280 nm における吸光度が 15.8 である  11）ことを用い
て計算した。各 IgY の純度は，SDS-PAGE に供した
後，ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を LuminoGraph Ⅱ

（ATTO 社）で撮影し CsAnalyser4（ATTO 社）で解析
することで，各レーン中の全てのタンパク質分画に
おける H 鎖・L 鎖が占める比率として推定した。精
製 IgY は凍結乾燥により粉末化し，30 °C で保存し
た。

7．精製 IgY を用いた ELISA
狂犬病ウイルスワクチンに対する各精製 IgY の抗

体価を比較する目的で，ELISA を実施した。各 IgY

は TBS-T で 100 µg/ml に希釈し一次抗体として用い
た。ELISA の手順は上記に記した方法と同様に行っ
た。統計処理は，Excel 統計（社会情報サービス（株））
を用いて行い，データは平均値±標準偏差で示した。
また，対応の無い 5 群間の比較には一元配置分散分
析を行い有意差が認められた場合 Tukey 検定を行っ
た。危険率 5 % で有意差ありとした。

Ⅲ．結果

1．産卵率および炎症
コントロール群（6 群）の産卵率を 100 % とした

各群の産卵率は，3・4 群でのみ低下がみられた。こ
れらの群では 2～3 週目で産卵率が最も低く，50 %

前後まで低下したが，その後徐々に回復した（デー
タ未掲載）。

4・6 週目の時点における炎症の程度の評価結果を
表 2 に示し，0 点から 3 点までの代表的な個体の注
射箇所の写真を図 4A-D に示す。1～4 群においては，
pcDNA-N のみを注射した 5 群よりもより強い炎症反
応がみられた。1・2 群（λ-カラギーナン併用）より
も 3・4 群（FCA 併用）で炎症が強くなる傾向がみ
られ，同じアジュバントを使用した場合では特に免
疫前刺激を行った 2 群・4 群で炎症が強くなる傾向
がみられた。7・8 群間では 7 群で炎症がやや強い傾
向があった。
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2．卵黄中の IgY 抗体価の推移
卵黄中の IgY 抗体価の推移を図 5 に示す。pcD-

NA-N の単独注射を実施した 5 群および初回免疫と
同時にアジュバント注射を始めた 1・3 群では，
ELISA 値（抗体価）の最大値は 0.5～0.8 であった（図
5-Ⅰ・Ⅲ・Ⅴ）。一方，アジュバントによる免疫前刺
激を実施した 2・4 群においては，各群 1 羽ではある
が高い ELISA 値を有する個体がみられた（図 5-Ⅱ・
Ⅳ）。組換えタンパク質を免疫注射した 7・8 群にお
いてはすべての個体で ELISA 値が上昇した（図 5-

Ⅶ・Ⅷ）。
DNA 免疫法とタンパク質免疫法の 2 つの手法によ

る卵黄中の ELISA 値の推移に着目すると，それぞれ
最高値となる時期に違いがみられた。タンパク質免
疫では ELISA 値は 6～8 週目に最高値となった後，
速やかに低下し，12 週目時点では最高値の約 2/3 と
なった（図 5-Ⅶ・Ⅷ）。一方，DNA 免疫を行った 2・
4 群中の高い ELISA 値を示した個体においては，最
高値に到達したのはおおよそ 8～10 週目であり，少
なくとも 12 週目までは ELISA 値の大きな低下は見

られなかった（図 5-Ⅱ・Ⅳ）。

3．IgY の精製
2・4・6・7・8 群（図 5）の各 1 個体のプール卵黄

より精製した IgY 抗体の名称は，それぞれ pcDNA-N 

with λ-Carra IgY，pcDNA-N with FCA IgY，Cont IgY，
rRV-N in 0M Urea IgY，rRV-N in 4M Urea IgY とし，各
IgY 抗 体 の 収 量 は プ ー ル 卵 黄 100 g あ た り
0.338 ～ 0.682 g であった。また，各精製抗体の推定
純度は 86.7 % ～ 90.1 % であった（データ未掲載）。

4．精製 IgY による ELISA
精製した各種 IgY の狂犬病ウイルスワクチンに対

する抗体価を ELISA で比較した結果を図 6 に示す。
Cont IgY と比較して，DNA 免疫法で調製した pcD-

NA-N with λ-Carra IgY と pcDNA-N with FCA IgY，お
よびタンパク質免疫法で調製した rRV-N in 0M Urea 

IgY と rRV-N in 4M Urea IgY はそれぞれ十分な抗体
価を示し，統計学的に有意であった（P < 0.01）。ま
た，pcDNA-N with λ-Carra IgY と rRV-N in 0M Urea 

表 2　各個体における炎症の程度＊

1 群 2 群 3 群 4 群 5 群 6 群 7 群 8 群

個体識別番号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

4 week 0 0 0 1 1 2 1 3 3 2 3 3+ 1 1 0 0 0 0 2 3 2 1 2 2

6 week 0+ 1 1 0+ 1 2 2 3 3 2 3+ 3+ 0 0 0 0 0 0 1 2 3 1 2 2+

＊ 「炎症なし」は 0 点，「わずかに変異あり」 は 1 点，「炎症あり」は 2 点，「強い炎症あり」は 3 点として評価を行った。 

各評価点の中間点とする場合は「+」を付加して区別した。評価は注射直前に，2 名で実施した。

D. 3点/強い炎症ありC. 2点/炎症ありA. 0点/炎症なし B. 1点/わずかに変異あり

図 4　炎症度の評価における代表的な個体
4・6 週目の免疫注射直前に各個体の炎症の程度を観察した。代表的な個体の写真を示す。炎症の程度は，発赤・発熱・怒張・皮膚の

荒れ具合の程度や，水泡の有無により総合的に判断を行った。
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図 5　卵黄中の IgY 抗体価の推移
初回注射の週を 0 週目とし，1～8 群における各個体別の IgY 抗体価の変化をⅠ–Ⅷに示す。なお，酵素反応時間はⅠ–Ⅵでは 20 分，

Ⅶ–Ⅷでは 15 分とした。  は各アジュバントによる免疫前刺激を示し，  は pcDNA-N もしくは rRV-N の注射を示している。  で囲

んだ期間の凍結卵黄を用いて IgY 精製を実施した。
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図 6　精製 IgY の抗体価（ELISA 値）の比較
狂犬病ウイルスワクチンを固相化抗原とした場合の各精製 IgY の抗体価を示す。各精製 IgY（一次抗体）は，図 5 の各群産卵鶏の卵

黄 ELISA 値で最も高値を示した 1 羽の  で囲んだ期間の凍結卵黄から精製した IgY であり，濃度は 100 µg/ml として用いた。なお，

図中の異なる文字は統計学的に有意な差（P < 0.01）であることを示す（n = 3）。
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IgY 間には有意な差（p < 0.01）が認められたが，そ
の他の群間には差はみられなかった。

Ⅳ．考察

1． DNA 免疫におけるアジュバントを用いた免疫前
刺激の有用性

アジュバントとは，抗原となる物質と共に注射す
ることでその抗原性を補助する役割を持つものであ
る。種々のアジュバントが現在開発されているが，
本研究で用いた FCA は結核菌の死菌を含み強い免
疫賦活作用を有する  12）。また，λ-カラギーナンは高
濃度で炎症作用を有し動物実験における浮腫誘発剤
としても用いられている（カラギーナン浮腫） 13）。
我々は産卵鶏に DNA 免疫を 8 回繰り返し，これら
のアジュバント効果を既に報告している  9）。本研究
においてはアジュバントを用いた免疫前刺激を行い，
かつ pcDNA-N を 4 回注射することで，抗原特異的
IgY 抗体の調製に成功した。すなわち免疫前刺激と
して，初回の DNA 注射の前週に λ-カラギーナンま
たは FCA 単独注射を 3 回実施すると，目視で観察さ
れる炎症が強く起こり（表 2），それらの個体の内 1
羽ずつではあるが，卵黄中に含まれる IgY 抗体価が
高くなった（図 5）。DNA 免疫法でより高い免疫応
答を誘導するためには，各細胞内で発現した抗原タ
ンパク質が動物体内の抗原提示細胞に効率的に認識
される必要がある  14）。本研究で免疫前刺激と DNA

免疫で抗体価が上昇した個体については，アジュバ
ントを事前に注射することで炎症を起こし，これに
より各種免疫担当細胞を局所に遊走させた後，さら
にその炎症箇所に DNA 免疫注射を行った。これに
より，プラスミド DNA にライゲートした遺伝子か
ら発現した抗原タンパク質に対する免疫応答が効率
よく起きたと考えられる。

2．タンパク質免疫法における尿素濃度の影響
通常，尿素を完全に除いたものを抗原とする手法

が一般的であるが，本研究において 4M 尿素を含ん
だ可溶化精製タンパク質と完全に脱尿素（0M）を行
い不溶化凝集した精製タンパク質を抗原として免疫
実験を行った結果，いずれの抗原でも抗原特異性を
有する抗体が誘導された（図 5-Ⅷ・Ⅶ）。脱尿素条
件下では不溶化凝集したタンパク質がウイルス粒子
本来の構造とは著しく異なる変性状態であると考え
られる。一方，4 M 尿素変性条件下ではタンパク質
は可溶化状態で，尿素によりタンパク質分子内水素
結合や疎水結合が抑制された立体構造になっている

と考えられる。これらの抗原タンパク質の立体構造
の差が，産生される IgY の抗原特異性に影響する可
能性があり，今後，それぞれの IgY 抗体の変性 RV-N

との反応性を調べる必要がある。なお，本研究では
4 M 尿素変性条件でタンパク質免疫注射を実施した
8 群では，脱尿素（0 M）状態で免疫注射を実施した
7 群と比べると卵黄中の抗体価は低くなった（図 5-

Ⅶ・Ⅷ）。これは抗原タンパク質の立体構造の差異に
起因するだけではなく，抗原液に含まれる高濃度の
尿素が免疫応答に影響し，抗体産生を妨げた可能性
も考えられる。

3．DNA 免疫法とタンパク質免疫法の比較
従来法のタンパク質免疫法として，0M（脱尿素）

または 4M 尿素存在下の rRV-N を免疫源とした 7・8
群では，一部の個体で強い炎症が起こったものの，
FCA で免疫前刺激を行った 3・4 群のような産卵率
の低下はなかった。これは，従来法であるタンパク
質免疫では，追加免疫において結核菌の死菌を含ま
ない FIA をアジュバントとして用いているためであ
ると考えられる。過剰な免疫反応により起きる産卵
率の低下は，IgY 抗体を卵黄から得る本手法におい
ては大きな問題となる。産卵率の低下が起きず，か
つ高い抗体価の IgY を安定的に誘導できる点はタン
パク質免疫法の利点であると言える。

なお，抗体価が最高値となる時期とその持続期間
が DNA 免疫法とタンパク質免疫法により異なる傾
向がみられたが，これは抗原を直接接種する従来法
と，一度体内で抗原となるタンパク質を発現させる
DNA 免疫法の作用機序の違いによるものであると思
われる。筋肉内に注射したプラスミド DNA からの
タンパク質発現は一年半に亘って維持されることが
マウスで確認されており  15），近年開発が進められて
いる DNA ワクチンでは，非ヒト霊長類の血中特異
的抗体価を 1 年間維持したという報告もある  16）。本
研究においても，DNA 免疫法で最も抗体価が上昇し
た個体（図 5-Ⅳ）については，タンパク質免疫法と
比較すると免疫持続効果が比較的長く維持されるこ
とが示唆され，これは DNA 免疫法の利点の一つで
あると考えられる。一方，本研究においては DNA 免
疫法で最も抗体価が上昇した 2・4 群（図 5-Ⅱ・Ⅳ）
であっても，高い抗体価が誘導されたのは各 1 羽ず
つであり，個体ごとの差が大きかった。従って，確
実な抗体産生を行うには複数の個体に対する免疫注
射が必要である。この点は飼育コストの面において
DNA 免疫法の不利な点であり，今後の改良が望まれ
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る。
タンパク質免疫法・DNA 免疫法で調製した各精製

IgY 抗体は 100 µg/ml の濃度で，コントロール IgY よ
り，それぞれ有意に高い ELISA 値（特異的抗体価）
を有することが示された（図 6）。特に，プラスミド
DNA の単独免疫注射に加え FCA を活用（免疫前刺
激および DNA との同時注射）することにより，従
来の一般的なタンパク質免疫と有意差なく同程度の
抗体価を示す特異的 IgY が調製可能で，今後，狂犬
病ウイルスの検出に用いられることが期待される。

結語

本研究において，産卵鶏に DNA 免疫法を実施す
る際にアジュバントで免疫前刺激を行うことでより
高い抗体価を有する IgY 抗体を得られることが明ら
かとなった。また，特異的抗体が誘導される個体の
割合は従来法であるタンパク質免疫法に劣るものの，
高純度に精製した IgY 抗体では ELISA を用いた評価
で，DNA 免疫法でもタンパク質免疫法と同様に十分
な抗体価を示した（図 6）。今後，抗体の特異性や結
合力に関する比較は必要であるが，組換えタンパク
質は調製が困難であることを加味すると，比較的調
製が容易で保存もしやすいプラスミド DNA を用い
るという点は DNA 免疫法の大きな利点である。ま
た，免疫動物として産卵鶏を用いる点は動物福祉の
観点からも好ましく，筋肉も大きいため免疫注射が
実施しやすいというメリットも挙げられる。

なお，本手法ではプラスミド DNA に挿入する遺
伝子を変更することで，多様な抗原タンパク質に対
する IgY 抗体を調製することが可能である。例えば，
現在世界的に不足している狂犬病ウイルス中和抗体

（抗 RV-G IgG 抗体）の代替として，DNA 免疫法で抗
RV-G IgY 抗体を大量に得ることも可能であると考え
る。狂犬病は主に発展途上国で流行しており，それ
らの地域では利用可能な研究資源が限られている。
このような状況において，本研究で実施したアジュ
バントによる免疫前刺激の後に DNA 免疫を行う IgY

抗体調製法は，不足する検査試薬やウイルス中和抗

体の生産に利用できる可能性があると思われる。
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