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緒　言

　毎年ワクチン研究の論文が数多く発表されるが，
そこから臨床試験まで進むケースはごく一握りにすぎ
ない．マウス実験で効力が認められても，ヒトに応用
するためには有効性，安全性，経済性全てを兼ね備え，
かつ国と製薬メーカーの興味をひきつける必要が
ある．研究分担者・内田と我々の教室との連携で開発
を進めてきた抗原表面結合型リポソームワクチンは，
細胞傷害性 T 細胞（CTL）の誘導効率が極めて高く，
他のワクチンと比べてウイルス感染防御効果，がん治
療効果など様々な利点があることが明らかとなり 1, 2)，
次世代ワクチンとして注目されるようになった．臨床
応用を目指して開発が先行しているインフルエンザワ
クチンは，4 年前「万能インフルエンザワクチン」とし
てマスコミが大きく取り上げ，ロイター通信が海外に
も発信した．そして現在臨床試験に向け，国内外のワ
クチンメーカーと契約交渉を行う段階となっている．
同時に並行して開発を進めたC型肝炎ウイルス（HCV）
ワクチンも，感染予防効果のみならず，慢性感染者の
治療ワクチンとしての効果がモデルマウスを用いた実
験で確認され，患者の治療に向けた研究に進める段階
を迎えた．
　本研究では慢性 C 型肝炎治療ワクチンの完成に
向け，3つの課題を検討した．すなわち，1）非細胞
障害メカニズムによる抗ウイルス作用機序の解明，
2）抗原をペプチドからタンパクに替え，ユニバーサル
に使用可能なものにする，3）治療効果発現のために
遮断する免疫抑制経路として，PD-1/PD-L1 経路に
加え，Galectin -9/Tim-3経路を検討する，である．

材料と方法

HLA-A 2 トランスジェニックマウス
　マウスMHCクラスIとβ2-microglobulin（β2 -m）を
ノックアウトしたマウス（C57BL/6 background）に，
ヒトMHCクラスIの一つであるHLA - A*0201（HLA - A2）
とヒトβ2 -m 遺伝子を導入したトランスジェニックマウ
ス（HHDマウス）3)を使用した．HHDマウスはフランス・
パスツール研究所・Lemonnier博士より供与された．
免疫方法
　3つの免疫方法で実験した．①抗原ペプチド50 μgを
ヘルパー T 細胞エピトープペプチドHBVcore128 -140

（NH2-TPPAYRPPNAPIL -COOH）4) 100 μg と共にフ
ロイント不完全アジュバントと混合し，その懸濁液
を皮下に注射した．②ペプチドを表面結合したリポ
ソーム50 μl（ペプチドを＜ 35 μg 含む）をCpG 5 μgと
共に footpadに注射した．③ HCV 構造タンパクCore， 
E1，E2を発現する増殖欠損型組換えアデノウイルス

（Adex1SR3ST）による免疫と，免疫マウスのCTL 活性
およびIFN-γ産生反応の測定（Intracellular cytokine 
staining）については既に報告した5)．
組換えワクシニアウイルスによるチャレンジ実験
　HCV Cor e，Cor e -E1，E2，NS3，NS4を発現
する組換えワクシニアウイルスの作成は既に報告
した 5, 6)．免疫マウス♀にウイルスを2 × 106PFU i.p.で
チャレンジし，5 日後に卵巣を採取，そのホモジネー
トのウイルス量をBS-C -1 細胞を用いたプラーク形成
法により定量した．
IFN- γ ELISPOT assay
　抗原ペプチドに特異的に反応してIFN-γを産生する
細胞の定量は，IFN-γ ELISPOT set（BD Pharmingen, 
San Diego, CA）を用いて行った．
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結　果

非細胞障害メカニズムによる抗ウイルス作用機序の解明
　抗原表面結合型リポソームワクチンの抗ウイルス
効 果 を，lymphocytic choriomeningitis virus（LCMV）
エピトープペプチドを用いて検討した際，リポソーム
表面結合により抗原ペプチドが従来の報告とは異なる
免疫原性を示すことが観察された 2)．そこでHCVワク
チンの開発研究にあたり，14 種類の既知のHCV CTL 
epitope（A2-1 〜 14，表 1）について，①フロイント不完
全アジュバントを用いた免疫，②リポソームワクチン，
③組換えアデノウイルス感染による免疫，の3つ免疫
法におけるA）CTL 活性誘導，とB）IFN-γ産生誘導，
の2つの免疫誘導効果を比較した．結果を図 1に示すが，
①と②の結果はそれぞれグレーと黒の棒グラフで，A：
51Cr-release assay，B：ELISPOT（IFN-γ）について示
してある．③は既に報告済 5)の結果で，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A），B）の反応を，
その強さの組み合わせによりI 〜 Vの5 種類（表 1の注
に説明）に分けて表示している．

　それらをまとめて見てみると，同じエピトープで
も①，②，③の免疫法で反応が大きく異なることが分
かる．例えばA2 -5は①と③の免疫法ではA，B 共に反
応が見られるのに対し，②（リポソーム免疫）ではAの
みが強く見られる．A2 -7も①と③の免疫法でA，B 共
に反応が見られるが，こちらは②（リポソーム免疫）
ではA，Bのいずれにおいても殆ど反応が認められな
かった．A2 -8は②と③が共通でA，B 共に反応が見ら
れるのに対し，①ではAのみが強く認められた．一方
A2 -11とA2 -12は③の免疫法でA，B 共に反応が見ら
れるが，①ではAのみが，そして②ではBのみが強く
認められている．
　以上の結果を図 1Cの結果と比べると興味深い．
図 1CではA2 - 1 〜 14の全てのペプチドについて②
の方法，すなわちリポソーム免疫を行ったマウス
に対し，それぞれのエピトープを発現する組換えワ
クシニアウイルスでチャレンジ実験を行った．図で
はそのうち，A2 - 5 〜 A2 - 7，A2 - 8，A2 - 11，A2 - 12
の5つの結果のみ示してある（他の9つのリポソーム
ワクチンは，いずれも有意な防御効果が認められな
かった）．リポソーム結合したA2 - 8，A2 - 11，A2 - 12

表 1.	
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の3 種できれいな完全防御が認められたが，いずれ
も共通して強い IFN-γ産生誘導が認められており，
CTL 活性誘導が非常に低いA2 - 11，A2 - 12でも防御し
ていることから，これらのリポソームワクチンの感
染防御効果は細胞傷害活性誘導ではなく，IFN-γ産
生誘導などのNon - cytolytic mechanismによるもので
はないかと推測された．
　この推測を確認するため，L -A2 -12 免疫マウス脾
細胞を in vitroでA2 -12ペプチドによる刺激を5 回繰
り返しcell lineを樹立した．この細胞株はペプチド

パルス標的細胞に対し，E/T ratio ＝ 30：1で10.1％の
傷害活性を有していたが，フローサイトメトリーで
CD8 陽性細胞が99.4％を占め，その91.5％が抗原ペプ
チドに反応してIFN-γを産生していた．そしてこの
細胞株をTranswell plateに入れ，フィルターで隔てら
れた標的細胞に抗原ペプチド部分を発現する組換え
ワクシニアウイルスを感染させると，ウイルス増殖を
2 log 以上低下させることが認められた．すなわち直接
の細胞障害作用なしに，標的細胞におけるウイルス増
殖を押さえることが証明された（図2）．

図 1.	 14種のHCV CTL epitope ペプチドのそれぞれについて，2種類の免疫法（①ペプチドをフロイント不完全アジュバント
と混合して皮下注：灰色のバー；②ペプチドをリポソーム表面結合し，CpGと共に皮下注：黒色のバー）でHHDマウ
スを免疫し，反応を比較した．（A）51Cr-release assay. E/T ratio＝ 50, （B）ELISPOT （IFN-γ） assay. 3 番目の免疫法（③
HCVタンパク発現組換えアデノウイルス感染）におけるCTL 誘導とIFN-γ誘導の結果の組み合わせはI 〜 Vの5 種類
に分類して（A）と（B）の間に示してある（表 1 参照）．（C） ②のリポソーム免疫を行ったHHDマウスに，免疫したエピ
トープを含むHCVタンパクを発現する組換えワクシニアウイルスでチャレンジし，感染 5 日後の卵巣中のウイルス量
を測定した．A2 -5, 7, 8, 11, 12の5種類についてのみ示してある．点線は検出限界（200 PFU/ovary）を示している．
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HCV NS 3タンパクの発現・精製
　ワクチン成分としてエピトープペプチドを用いる
ことは，その効力と特性を確実に発揮させるために
は大きな利点となるが，ヒトへの応用を考えると，特
定のHLAクラスIタイプにしか適用できず，他種類
のペプチドを選定してワクチンを作製し，それを混
合しなければ，ユニバーサルなものとはならない．
それに対し抗原としてタンパク分子全体あるいは
その一部を用いれば，そこに有効なエピトープが含
まれていれば，それらが抗原提示経路でプロセスさ
れてHLAクラスI 分子に提示される可能性がある．
実際抗原表面結合型リポソームワクチンは，Cross-
presentationというメカニズムにより，通常はクラス
II 抗原提示経路に向かうタンパク分子を，クラスI 経
路へ送ってCD8+T 細胞を誘導することが証明され
ている1, 7)．そこでHCVの非構造タンパクであるNS3

（aa. 1027 -1658）のうちのhelicase domain（aa 1193 -1658）
からaa. 1243 -1458の部分を完全長 HCV cDNAを鋳型と
してPCRで増幅し，発現プラスミドpBEn-SBP-SET1a
のクローニング部位に組み込んだ．大腸菌 BL21を形
質転換し，IPTGを加え発現誘導を行うと，誘導後
1 時間から抗体と反応する〜 30 Kバンドの出現が認
められた（図 3A, B）．この発現タンパクはStreptavidin 
binding peptideが 融 合 し て い る の で，Streptavidin-
beadsと結合させて精製することができる．予備試験
の結果，NS3タンパクは超音波処理により大腸菌から
可溶性タンパクとして抽出可能で，Streptavidin-beads
と結合後，biotinを含む低塩濃度のバッファーで溶
出されることが確認できた（図 3C）．現在これを大量

図 2.	 リポソーム結合 A2-12免疫マウス脾細胞由来A2-12特異
的 T 細胞株によるVV-NS4 増殖抑制効果．トランスウェ
ルプレートの各ウェルでHHD由来線維芽細胞株1×105

個にVV-NS4を200 PFU 感染させ，フィルターの上には
抗原ペプチドで刺激したT 細胞株 1 × 105 個を加え2 日
間培養し，線維芽細胞株のホモジネートのウイルス量
をBS-C-1細胞を用いたプラーク形成法で測定した．

図 3.	 HCV NAS3 aa.1243 -1458を組み込んだプラスミドで形
質転換した大腸菌抽出液のSDS-PSGE （A）とWestern 
blotting（B）．上の数字はIPTG 添加後の時間数．検出
抗体は抗 HCV NS3モノクローナル抗体，MAB8691を
使用した．（C）形質転換した大腸菌の遠心後の沈渣

（ppt）， 上 清（suo），Streptavidin beadsへ 結 合 後 低
塩濃度ビオチンバッファーで処理した溶出液（LS），
次に高塩濃度バッファーで処理した溶出液（HS）の
Western blotting．
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調整し，リポソームに結合してそのワクチン効果の判
定を行う準備を進めている．
Tim- 3 -hIgの発現・精製
　モデルマウスでの治療効果を示したC 型慢性肝炎
治療ワクチンは，リポソーム表面に抗原ペプチド
と共に，免疫抑制経路の1つであるPD-1とPD-L1の
相互作用をブロックする抗 PD-L1 抗体を結合する
ことで効果をあげることができた．C 型慢性肝炎
を始めとする慢性ウイルス感染症ではこの経路の
他にGalectin-9/ Tim-3 経路も関与していることが知
られている 8, 9)．この経路を遮断するための因子と
して，Tim-3をヒト IgGタンパクのFc 領域部分と融
合した形でリンパ球細胞株に発現させ，Protein-Gで
精製し，それをリポソームに結合させることにした．
マウスTim-3 cDNAをPCRで増幅し，発現プラスミ
ドpFUSE-hIgG1e3 -Fc1のクローニング部位に組み込
んだ．現在複数の組換えプラスミドをB 細胞株 NS -1
にトランスフェクションしてTim-3 -hIgの発現を試み
ている．

考　察

　CTL 誘導型ワクチンは，ウイルスによってコード
されるタンパク質であれば，ウイルス粒子の表面抗
原のみならず，内部タンパクでも非構造タンパクで
も抗原として認識してそこに免疫効果を及ぼし，感
染防御あるいは感染細胞の排除を行うことが可能で
ある．しかもその認識部位（エピトープ）は8 - 10 個の
アミノ酸から成るペプチドであることももうひとつ
の要因として，これが抗原変異の激しいインフルエン
ザウイルス，HIV，HCV，HBVなどにも有効に作用
することができる．しかしその作用機序の1つが感
染細胞を認識し攻撃するという細胞傷害活性である
ことから，ワクチンにより組織・臓器障害という副
作用が生じるのではないかという懸念がつきまとっ
ている．感染防御効果のもう1つの作用機序として抗
原特異的 T 細胞から産生される IFN-γやTNF-αなど
のサイトカインによるウイルス増殖抑制（非細胞障害
メカニズム：Non - cytolytic mechanism）も存在する
ことが，LCMV，HBV，HCVなどの感染についてデー
タが示されている 10, 11)．しかしそのような非細胞障害
メカニズムを主として誘導し，ウイルス感染を防御
するようなワクチンはこれまでに報告がない．本研
究では同じ抗原ペプチドでも，リポソーム表面結合
により，他の免疫法とは異なるユニークな免疫原性
が発揮されることを示したが，その1つとして，抗原
ペプチドによっては非細胞障害メカニズムを主とし
て誘導して抗ウイルス効果を発揮するものがあるこ
とが示唆された．現在この可能性を確認するため，抗
IFN-γ抗体を用いてワクチン効果をブロックする試
験を，in vitro，in vivoの両面から行なっている．この

方法が確立されれば，特に慢性感染症の治療に応用
する場合に大きな利点となることは間違いないと思
われる．
　本ワクチンを臨床応用に近づけるもう1つのステッ
プとして取り組んだHCVタンパクの発現・精製は，
リポソーム表面に結合させるという最終段階のステッ
プで，界面活性剤の存在が阻害要因となるので，目的
タンパクを界面活性剤の非存在下で抽出するか，精製
後に除去しかつ可溶性を確保する必要がある．抗原成
分として選んだHCV NS3タンパクは可溶性タンパク
として発現・精製することが非常に難しい．そこで本
研究では，これまでにも可溶性タンパクとして発現・
精製の報告がある部分（aa.1243 -1458）を選び，発現ベ
クターとしても可溶性発現に工夫が加えられている
pBEn-SBP-SET1aを選んだ．その結果，発現大腸菌を
超音波処理するのみで可溶性画分に目的タンパクが回
収されることが確認できた（図 3C）．今後精製を進め
タンパク結合リポソームワクチンの効果判定を行う
と共に，他のHCVタンパクの発現・精製を進めて行
きたい．
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