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緒　言

　Hepatitis C virus（HCV）は フ ラ ビ ウ イ ル ス 科 に
属するRNAウイルスであり，世界中に約 1.5 億人，
日本では約 200 万人の感染者が存在するといわれる．
感染するとその大半が慢性感染を起こし，経過ととも
に肝硬変，肝癌へと移行し死に至る 1)．主な治療薬と
してリバビリンとインターフェロン療法や，近年では
3 剤療法であるDAAs（Direct Acting Antivirals）が使用
されているが，リバビリン・インターフェロン療法に
おいて治癒率は50％程度で高価で副作用もあること
から，HCVワクチン開発が急がれている．
　脂質組成を不飽和脂肪酸にしたリポソーム表面に
結合させた抗原は，抗原提示細胞によりCTL にcross 
presentation されることが報告されている 2)．また申請
者はフロイントアジュバントを用いた免疫において
免疫原性が低いエピトープペプチドでも，リポソーム
表面に結合すると強力なCTLを誘導できることを見出
した 3)．更にリンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス（LCMV）
由来のドミナントエピトープをリポソーム表面に結合
し，マウスに免疫を行ったところ，非常に効果的な抗
ウイルス反応を示すことを報告した 4)．抗原を表面に
結合したリポソームワクチンは様々な利点を有する
が，特記すべきこととして，

1) わずか280 ngの抗原量とCpG 5 μgの1 回免疫で
ウイルス感染を完全に防御できること，

2) ワクチンによる感染予防が難しいLCMVの持続
感染変異株cl.13も完璧に防御できること，

3) CD4ノックアウトマウスへの免疫により，CD4
陽性 T 細胞によるヘルプの非存在下でも長期の
メモリーを誘導できることが証明されたこと，

などが挙げられる4)．
　これらのことから，本研究ではHCVに由来する
HLA-A2 拘束性のエピトープペプチド14 種類を用い，
表面結合型リポソームワクチン開発を試みた．

方法と材料

1 . HLA-A 2 トランスジェニックマウス
　H-2Db-/- β 2m-/- double knockout mice に human 
β 2m-HLA-A2.1( α 1 α 2) -mouse H-2Db ( α 3 
transmembrane cytoplasmic) monochain 遺伝子を導入
したHHDマウスを使用した．HHDマウスは仏・パス
ツール研究所・Lemonnier博士より供与された．
2 . 免疫方法
　リポソーム免疫ではリポソーム50 μlにCpG 5 μgを
マウスにfoot padにて免疫し1週間後ブーストした．ペ
プチド免疫では抗原ペプチド50 μgとヘルパー T 細胞
エピトープペプチドHBVcore128 -140 100 μgをイン
コンプリートフロイントアジュバンドと混ぜ皮下注
射にて免疫を行った．組み換えウイルス免疫では，
HCV-core, E1, E2またはNS3 -5Aを発現する組み換え
アデノウイルス（Ad-ST, Ad-NS）を5 x 107 PFUを腹腔
注射により免疫を行った．いずれも2 週後にブースト
し，その1週後に実験を行った．
3 . IFN- γ ELISPOT assay
　Mouse  IFN- γ  enzyme- l inked  immunospot 
(ELISPOT) set (BD Pharmingen, San Diego, CA)を
用い，ナイーブマウスの脾細胞に対応したペプチドを
パルスし40 GyのX 線を照射したものを，免疫マウス
の脾細胞と混ぜ2日間培養し測定した．
4 . 5 1 Cr Release assay
　ナイーブマウスの脾細胞に対応したペプチドをパ
ルスし40 GyのX 線を照射したものを，免疫マウス
の脾細胞と混ぜ7 日間培養した．標的細胞（RMA 細
胞にHHD 遺伝子を導入したRMA-HHD）に対応した
ペプチドをパルスし 51Crを取り込ませ，96well plateに
エフェクター細胞とE : T/100 : 1の割合で入れ4 時間
培養し，その上清をγカウンターにて測定した．
5 . Vaccinia virus 感染実験
　免疫マウスに2 x 106 PFUの組み換えVaccinia virus
を腹腔注射し5 日後に卵巣を摘出し，凍結融解と超音
波処理し段階希釈したウイルス液をBSC-1 細胞に感染
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させた．その2 日後にクリスタルバイオレットにて細
胞を染色しウイルス価を算出した．
6 . Intracellular Cytokine Staining
　免疫したマウスの脾細胞と対応するペプチド溶液，
brefeldin A(Golgi plug)を混ぜ37℃，5 時間インキュ
ベーションし標識抗体にてCD8 陽性 T 細胞とIFN- γ
を染色しFACS解析を行った．
7 . Adoptive Transfer
　マ ウ ス の 尾 静 脈 か ら1 x 107 PFUの 組 み 換 え
ワクシニアウイルスを感染させた翌日に，試験管内で
1 回刺激を行ったeffector T 細胞を5 x 106 cells 移入し，
4日後に血清ALTと肝臓中のウイルス量を測定した．
8 .Transwell culture
　HHDマウス腎由来初代培養細胞を標的細胞とし，
24 -well plateに1 x 105ずつ入れて培養し，組み換えワ
クシニアウイルス（VV-NS4）をm.o.i ＝ 0.1で感染さ
せた．ペプチドA2 -12で5 回，刺激を繰り返したCTL
を，A2-12でパルスし放射線照（40 Gy）した正常脾細胞

（1 x 105）と共に，E : T比 3 : 1 （3 x 105）と0 : 1の割合で
入れ共培養した．Direct cultureでは標的細胞とCTLを
直接共培養し，transwell culture ではpore size 0.4 μm 
membrane 上にCTLと脾細胞をのせ標的細胞と触れ
ないように培養した．上清に抗 IFN-γ抗体（1 μg/ml），
抗 TNF- α抗体（1 μg/ml）を入れブロッキング試験を
行った．2 日後に標的細胞をホモジナイズし，BSC-1
細胞を用いてウイルス価を算定した．

結　果

1 .リポソームワクチンと他の 2 種類の免疫方法との
比較検討
　14 種類のHCV HLA-A2 epitope peptide（Table 1） に
ついて，①表面結合型リポソームワクチンによる免
疫，②ペプチドをヘルパー T 細胞エピトープペプチド
と共にアジュバントに懸濁して免疫する方法，③組み
換えアデノウイルス感染，の3つの免疫方法における
免疫原性を比較した．免疫原性として，細胞傷害性の
誘導とIFN- γ産生 T 細胞誘導能を測定し，比較した．
すると個々のエピトープについて，3 種の免疫方法
で全く異なる免疫原性が発揮されることがわかった

（Fig. 1A, B）．
　①のリポソームワクチンはウイルス感染防御に
おいて②のペプチドワクチンよりも優れていること
は既に報告したが 3)，この14 種のリポソームワクチン
で免疫したマウスに，それぞれのエピトープを発現
する組み換えワクシニアウイルスでチャレンジして
みたところ，3つのワクチン（L-A2-8, L-A2-11, L-A2-12）
が完全なウイルス感染防御効果を示すことが確認さ
れた（Fig. 1C）．この3つに共通して強いIFN- γ反応
誘導活性がみられ，特にL-A2-11とL-A2-12はCTL 活性
は殆ど誘導しないがウイルス感染を完全にブロック
した．一方，L-A2-5はIFN- γよりもCTL 活性を誘導
するが，有意なウイルス感染防御は認められなかった

Table 1.合成したHLA-A2拘束性HCV由来ペプチド

既知の14 種類のHCV-CTL エピトープについて，①リポソーム免疫，②ペプチドをヘルパー T 細胞エピトープペプチドと共
にアジュバントに懸濁して免疫，③組み換えアデノウイルス免疫，の免疫方法の比較検討．各エピトープ部分を含むHCV
タンパクを発現する組換えアデノウイルスを感染させたマウスにおける，51Cr-release assayとIFN-γ ELIPOT assayの結果を，
その強さの組み合わせによりI-Vの5 種類（Fig.1参照）に分けて表示している
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（Fig. 1C）．以上から3 種のリポソームワクチンにより
誘導されるウイルス感染防御能は，細胞傷害活性より
もIFN- γなどの抗ウイルス活性を持つサイトカイン
誘導によるものであると推測されたので，以下の実験
を行った．
2 . Adoptive Transfer 実験
　L-A2-12で免疫したマウスのT 細胞を，Fig. 1A, Bと
同様に試験管内でペプチド刺激を1 回行い，adoptive 
transferに用いた．マウスに組換えワクシニアウイル
スを静注で感染させ，翌日 T 細胞を transferし，その
4 日後に血清と肝臓を採取してウイルス量とALT 値の
測定を行った．肝臓中のウイルス量は，細胞移入によ
りウイルス増殖が有意に抑制されることが確認された

（Fig. 2A）．血清のALT 値は，細胞を移入してもALT 値
の増加はほとんど認められなかった（Fig. 2B）．このこ
とは，L-A2-12 免疫で誘導されるT 細胞が，細胞傷害を
引き起こさずにウイルス増殖を抑制する可能性を支持
していた．
3 .Transwell 実験
　T 細胞の残りはペプチド刺激を4 回以上繰り返して
line 化し，in vitro 実験に用いた．この刺激過程で最初
は非常に低かったCTL 活性も増加し，実験直前には
51Cr-release assayで74％（E/T ratio: 30 : 1）のkillingを
示し，一方 IFN- γ産生はT 細胞の92％で認められた．
この細胞をtranswell plateに入れ，ワクシニアウイルス
を感染させた標的細胞と直接接することなく，その

Fig. 1. Comparison of Liposome, IFA-peptide, and adenovirus immunizations. Each HLA-A2 Tg mouse received  50 μl of 
liposome-peptide and 5 μg of CpG (f.p.), 50 μg of peptide and 100 μg of HBV128-140 peptide emulsified in incomplete 
Freund’s adjuvant (s.c.), or 5 x 107 PFU of recombinant adenovirus expressing HCV structural or nonstructural proteins 
(Ad-ST or Ad-NS) (i.p). The mouse was boosted after two weeks, and spleen cells were prepared seven days later for 
51Cr release assays (A) and IFN-g ELISPOT assay (B): The immunized and naïve mice were challenged at one week 
after the last immunization with 2 x 106 PFU of VV-E2, VV-NS3 or VV-NS4 (i.p.) and the virus titers in the ovaries were 
quantitated by plaque assays on BS-C-1 cells at day 5 postchallenge (C).
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増殖に及ぼす効果を2 日後に判定した．培養液には抗
IFN- γあるいは抗 TNF- α抗体を入れてブロッキング
試験を行った（Fig. 3）．Fig. 3Bは標的細胞と一緒に
plateに入れて培養したもので，effectorを加えない
wellでのウイルス量と比較してeffectorの存在により
その増殖が有意に抑制されている．2 種の抗体での
ブロッキングを行うと，effectorによるウイルス増殖
抑制効果に対する影響は非常に低いことが分かった．
Fig. 3Aの transwell plate 実験で，effectorを標的細胞
と接触させることなく培養しても，やはりeffector
の存在によりウイルス増殖が有意に抑制されること
が認められた．そしてそこに2 種の抗体を加えると，

effectorによる抑制作用の大半がブロックされた．ブ
ロッキングは特に抗 IFN- γ抗体による効果が大きい
ことが分かった．

考　察

　HLA-A2 拘束性 HCV CTLエピトープについて検討
した結果，リポソーム免疫，ペプチド免疫，ウイルス
免疫でそれぞれ異なる免疫反応が誘導された．反応の
違いを生じる原因は不明であるが，それぞれの抗原
提示メカニズムの違いがその可能性の1つとして挙げ
られる．
　今回リポソームワクチンが示した非細胞障害性

Fig. 2. Adoptive transfer experiments. Mice were infected with 5 x 106 PFU of recombinant vaccinia virus expressing HCV NS4 
(VV-NS4) (i.v.) and the next day, received 1 x 107 of T cells (i.v.). Four days later, Serum and liver were taken from each 
mouse, and ALT concentration in serum and virus titer in liver were determined.

Fig. 3. T cells from mice immunized with L-A2-12 were cocultured with target cells (HHD-kideny cells) either in direct 
culture (B) or in the transwell system (A) at E/T ratio of 3:1 in the presence or absence of anti-IFN- γ or anti-TNF- α . 
Inhibition of recombinant vaccinia virus (VV-NS4) was determined by the plaque assays on BS-C-1 cells at day 2.
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メ カ ニ ズ ム に よ る ウ イ ル ス 増 殖 抑 制 メ カ ニ ズ ム
は，LCMV，HCV，HBVなどで報告されており，そ
のメカニズムの主体はIFN- γなどのサイトカイン
であるといわれている 5)．このような非細胞傷害性
メカニズムは，慢性感染症の防御において，細胞傷害
による副作用を伴うこと無くウイルスを排除できる．
Lip.A2-12のようにこのメカニズムのみを選択的に誘導
し抗ウイルス効果を発揮するワクチンは，慢性肝炎患
者の肝障害を増強することなく治療効果を発揮する安
全なワクチン開発につながるものとして期待できる．
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