
金沢大学・薬学系・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３３０１

基盤研究(C)（一般）

2020～2018

ヘテロローガス・プライムブースト免疫法を用いた新規ワクチンプラットフォームの開発

The development of a novel vaccine vector by the heterologous prime-boost 
immunization regimen

２０６０８３５１研究者番号：

伊従　光洋（IYORI, MITSUHIRO）

研究期間：

１８Ｋ０６６５５

年 月 日現在  ３   ６   ９

円     3,500,000

研究成果の概要（和文）：マラリアは年間２億人の患者と40万人以上の死者を出す世界的な感染症である。効果
的なマラリアワクチンの開発が求められる一方、現在までにその実用化には至っていない。本研究では、組換え
ウイルスを利用したマラリアワクチンの開発を行なった。独自に作製したワクチンを用いて動物実験を行なった
ところ、２回の接種のみで80％以上のマウスでマラリア感染防御効果（＝全く感染しない）を得ることに成功し
た。これらのワクチン接種されたマウスでマラリア原虫に対する免疫応答の誘導を確認するとともに、ワクチン
の実用化に向け最適な精製方法や保管方法の検討も行われた。

研究成果の概要（英文）：Malaria is a global infectious disease that causes 200 million patients and 
more than 400,000 deaths annually. While the development of an effective malaria vaccine is 
required, a completely effective vaccine is not yet available. In this study, we developed a malaria
 vaccine based on recombinant viruses. When animal experiments were conducted using the vaccine that
 was originally prepared, we obtained sterile protection effect, which means no infection at all, 
for 80% of mice or more with only two-dose administration. Induction of an immune response against 
Plasmodium parasites was confirmed in vaccinated animals, and the optimum purification method and 
storage method for practical use of the vaccine were also examined.

研究分野：微生物学・免疫学

キーワード： ウイルスベクター　マラリア　ワクチン　ハマダラカ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
（１）2021年においても有効なマラリアワクチンは世界的に実用化されていない。この状況において、有効なワ
クチン候補を継続して開発していくことは世界の公衆衛生・保健衛生に大きく貢献すると考えられる。（２）日
本の感染症用ワクチンの開発研究は世界に比べ遅れをとっている。本分野で世界をリードするべく我が国で有効
なワクチンの開発研究を進める意義は大きい。（３）本研究で利用したウイルスは、遺伝子組換えにより他の新
興・再興感染症用のワクチンにも迅速に応用可能である。開発が困難とされるマラリアワクチンにおいて非常に
強力な感染防御効果を発揮したことから、様々な感染症に対するワクチン開発への期待が持てる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 マラリアは、結核や AIDS とならぶ世界三大感染症の一つであり、年間２億人の患者と 43万人
の死者を出す原虫感染症である。マラリアに対する効果的なワクチンの開発が希求されており、
グラクソ・スミスクライン社をはじめ製薬メーカーが研究開発を行っているが、研究開始当初か
ら現在までにマラリアワクチンの実用化には至っていない。 
 申請者は バキュロウイルスを基盤とした非感染性ウイルスナノ粒子ワクチン(BDES-NVP)を開
発した。BDES-NVP はコンポーネントワクチンと DNA ワクチンの両機能を併せ持ち、液性免疫・
細胞性免疫の両応答 を誘導する新しいコンセプトのハイブリッド型ワクチンプラットフォーム
である。本ワクチンの有効性をさらに改良するため、BDES-NVP を主軸に異種のウイルスベクタ
ーによるヘテロローガス・プライムブースト免疫法を開発する研究に進展した。 
 
２．研究の目的 
 独自に開発した BDES-NVP ならびに組換えアデノウイルスベクター(AdHu5)を基盤としたマラ
リアワクチンの感染防御効果をマウスモデルで検証することにより、新規のヘテロローガス・プ
ライムブースト免疫法を確立することを研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) マウスモデルによるワクチン効果の評価  
•ワクチンの作製と精製：マラリア原虫遺伝子を導入した BDES-NVP、AdHu5、ならびに組換えタ
ンパク質（対照群；Alum アジュバント使用）を高純度に精製した。 

•マラリアチャレンジ感染実験：上記３種のワクチンを組合せた免疫法で感染防御効果を評価
した。交互に２回筋肉内接種し、ワクチン抗原を発現する遺伝子組換え原虫が感染したハマ
ダラカで吸血チャレンジした。感染の有無、肝臓における感染動態、原虫増殖率を観察・測
定し、感染防御効果を評価した。 
 
(2) ワクチンが誘導する免疫応答解析 
•免疫応答の解析：液性免疫応答の解析においては、各回の免疫前後に部分採血して、ELISA に
より抗体価の変動を測定し、追加免疫効果を調べた。 
細胞免疫応答の解析においては、免疫マウスより脾臓を摘出し、CTL-エピトープと反応して
IFN-を産生する T細胞数を ELISPOT assay 及び細胞内染色法により測定した。 

•自然免疫応答とアジュバント効果解析：自然免疫応答の解析においては、免疫マウスの肝臓
を採取し、DNA マイクロアレイで網羅的に遺伝子発現解析を行った。また、免疫応答の機序を
解明するため、自然免疫関連遺伝子（TLR9, IFN-R, IFN-R）のノックアウトマウスを用い、
免疫応答解析を行った。 

•感染防御と免疫応答の相関：各回の免疫-感染防御実験で得られる血清及び細胞を用いて抗体
価ならびに細胞性免疫応答を調べ、ワクチン効果との相関を解析を行った。 
 
(3) 製造プロセスの検討と品質管理 
•製造プロセスの検討：製造プロセスの標準化、コスト低減、閉鎖系での製造のためにイオン交
換クロマトグラフィーによる精製法を検討した。BIA セパレーションズ社が開発した次世代
型「CIMmultusTM」モノリスカラムを用いてワクチン製造プロセスの検討を行った。 

•品質管理： ウイルスベクターの熱安定性を保持する安定化剤の検討および長期保存に対する
品質管理を行うため、電子顕微鏡法を用いて形状の定性化やマラリア抗原の発現量の定量化
（免疫電顕）を実施した。長期保存サンプルを用いた動物実験でその安定性を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) マウスモデルによるワクチン効果の評価 
•プライムブーストの最適組合せの同定：BDES-NVP と AdHu5 を交互に免疫したマウスに対して、
熱帯熱抗原発現型の組換えネズミマラリア原虫のスポロゾイトを用いてチャレンジ感染試験
を行った。同一ウイルスベクターを２回接種する方法（BDES-NVP２回もしくは AdHu5 ２回）
及び BDES-NVP 初回免疫／AdHu5 追加免疫の順で接種する方法では、感染防御効果は 20%以下
（免疫群マウスの 80%以上が感染）であった。一方、AdHu5 初回免疫／BDES-NVP 追加免疫の
順で接種する方法では、免疫群マウスの約 80%が感染防御しマラリアを全く発症しなかった。 

•組換えタンパク質免疫による感染防御メカニズムの解析：ワクチンの標的としている熱帯熱
マラリア抗原のどの部分に対する免疫応答が最も感染防御に有効なのか明らかにするため、
同タンパク質を３分割して精製を試みた結果、いずれも高純度に精製することに成功した。
これらの抗原タンパク質をマウスに３回免疫しチャレンジ感染したところ、タンパク質全長
を免疫した時のみ完全に感染が防御された。一方、AdHu5 と各タンパク質の組み合わせ免疫
法を行なった場合、同抗原の中央部分の免疫時に最も感染防御効果が高く、迅速な液性免疫



応答の誘導とそれに付随する原虫の中和活性には中央部分が不可欠であることが考えられた。 
 
(2) ワクチンが誘導する免疫応答解析 
•液性免疫応答解析の結果、AdHu5 を２回接種する方法が熱帯熱マラリア抗原に対する抗体価
が最も高く、次いでAdHu5初回免疫／BDES-NVP追加免疫、その他の順に抗体価が確認された。 

•細胞性免疫応答解析の結果、AdHu5 を２回接種する方法がマラリア特異的 CD8 陽性 T 細胞を
最も強力に誘導し、次いで BDES-NVP 初回免疫／AdHu5 追加免疫、AdHu5 初回免疫／BDES-NVP
追加免疫、BDES-NVP２回接種の順に同 T細胞が誘導された。 

•BDES-NVP 接種後の肝臓における遺伝子発現解析を網羅的に行なった結果、BDES-NVP に対する
パターン認識受容体として考えられていた TLR9 シグナルの有無に関わらず I 型 IFN シグナ
ル伝達経路が活性化していることが明らかとなった。本経路の活性化により肝臓期原虫を殺
傷し得ることが見出されたが、その効果は IFN-R KO マウスで半減、IFN-R KO マウスで完
全に消失した。 

•感染防御と免疫応答の相関を調べた結果、相関のある免疫学的指標は見出されなかった。唯
一、オプソニン化を誘導しやすい cytophilic antibody の IgG2a のみが感染防御マウスで有
意に高い値を示した。どの免疫応答をどの程度誘導すればマラリア感染防御に有効か、免疫
学的指標を明らかにすることが今後の課題である。 
 
(3) 製造プロセスの検討と品質管理 
•アフィニティーカラムによる精製法を各種条件下で検討した。①BDES-NVP 培養液を前処理す
る段階において、遊離した DNA を分解させるために Benzonase 処理を試みたが、処理前と比
べてウイルス力価が半減してしまったため、使用は不適当と考えられた。②イオン交換クロ
マトグラフィーを行う段階において、カラムに結合させたウイルスを NaCl の濃度を変えて段
階的に溶出を試みたところ、1M NaCl で最も良く溶出されたが、収量は投入前に比べ 1/6 に
大幅に減少してしまった。③得られた溶出液を電子顕微鏡で観察したところ、高調液のサン
プルほどエンベロープの欠損が著しく、浸透圧の上昇がウイルスの破壊につながったものと
考えられた。これらの結果をふまえて、ウイルス溶液の pH、カラムへのインジェクション量、
カラムのポアサイズ、ならびに溶出条件などを比較検討し、最適条件を明らかとした。 

•ワクチンの品質管理においては、保存条件を検討した。PBS バッファー内で４℃保存を続けた
場合、およそ半年後にウイルス力価は 1/5 まで減少することがわかった。一方、5%スクロー
ス含有 PBS 中に-80℃で保存した場合、９ヶ月間ウイルス力価は減少しなかった。近年、ウイ
ルス保存用の溶液として利用されている 15%トレハロース含有 PBS 溶液の効果も検証したと
ころ、-80℃で保存した場合、調査した半年間で大幅な力価減少は認められなかった。 
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