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研究成果の概要： 開発途上国を含めた世界中の国に普及が可能な経済的で効果的な新しい肝炎
ウイルスワクチンの開発を目的として、針を使わない経皮免疫法の開発を検討した。細胞性免

疫応答の主体である細胞傷害性 T 細胞(CTL)の誘導を目的としたワクチンを開発するために
TLR7リガンドであるイミキモド(Imiquimod)をアジュバントとして用い CTLエピトープペプ
チドを経皮的に投与して免疫応答を誘導した。ヘルパーエピトープを加えてさらにワクチンの

効果を増強することに成功した。 
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１．研究開始当初の背景 
現在我が国には数百万人の肝炎ウイルスキ

ャリアの存在が推定され、その結果、肝硬変

や肝細胞癌による年間死亡者数は約３万人と

算定される。Ｂ型肝炎ウイルス(HBV)やＣ型肝

炎ウイルス(HCV)の持続感染による慢性肝炎

の増加は、戦後の社会的あるいは医療事情に

起因していることを考えると、社会全体がこ

の肝癌に対して特別な関心と撲滅のための努

力をしなければならない。肝癌のリスクを軽

減するためには、ウイルス性肝炎に対する治

療が重要であり、従来の抗ウイルス療法に加
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えてより一層効果的で信頼性の高い新しい治

療法の開発が必要である。 

HCVに対しては、インターフェロン＋リバビ

リン治療によってウイルスを排除することが

可能になったが、HBVに対して、抗ウイルス薬

によるウイルス複製の抑制や、HBIG(抗HBs人

免疫グロブリン)の投与による肝炎発症の予

防が実践されてはいるが、ウイルスを完全に

排除することは不可能である。また、抗ウイ

ルス薬を長期間投与した場合、変異株の出現

し、肝炎が再燃するリスクが高まる。そこで

抗ウイルス剤によってウイルスの複製が抑制

され、ウイルス量がコントロールされている

時期に、免疫応答を誘導することにより、ウ

イルスを排除または制御する治療法の開発が

望まれている。 

免疫応答の成立には自然免疫系から獲得免

疫系への連携が重要であることが明らかにな

ってきた。TLRを介した免疫応答は、直接的な

抗ウイルス作用を発揮することに加えて、抗

原提示細胞である樹状細胞の機能や分化に大

きな影響を与えて、細胞性免疫応答を制御し

ていることが明らかになってきた。皮膚には

ランゲルハンス細胞と呼ばれる樹状細胞の一

種や、皮膚樹状細胞、プラズマ細胞様樹状細

胞などが存在する。皮膚に存在する樹状細胞

は、抗原刺激に対して速やかに抗原を獲得し、

リンパ組織へと移動して、免疫応答を開始す

ることが知られている。TLR7リガンドである

イミキモドを皮膚に塗布すると,TLR7を発現

しているプラズマ細胞様樹状細胞が活性化さ

れ、血中から皮膚に浸潤し、皮内の他の樹状

細胞を活性化する。このとき、HBs抗原やCTL

エピトープペプチドを皮膚に塗布しておくと、

これらの抗原がランゲルハンス細胞などの樹

状細胞に取り込まれ、リンパ組織へと移走し

た樹状細胞により、抗原特異的な免疫応答が

誘発される本研究では、最先端の免疫応答の

制御に関わる知見を加えて、新しい肝炎ウイ

ルスに対するワクチン開発を試みた。 

 
２．研究の目的 
我が国だけでなく、開発途上国を含めた世

界中の国に普及が可能な経済的で効果的な新

しい肝炎ウイルスワクチンの開発を目的とし

て本研究を提案したい。肝炎ウイルス特異的

な免疫応答を誘導するために、非常に安定な

ペプチドを抗原に用いて、針を使わない経皮

免疫法を試みる。抗体だけでなく細胞性免疫

応答の主体である細胞傷害性T細胞(CTL)の誘

導を目的としたワクチンを開発する。TLR7リ

ガンドであるイミキモド(Aldara; 3M Pharma

ceuticals)をアジュバントとして用いて、HB

s抗原またはエピトープペプチドを経皮的に

投与して免疫応答を誘導し、予防ワクチンと

してだけでなく、肝炎ウイルスの排除につな

がる治療ワクチンを開発したい。 

 
３．研究の方法 
(1)CTL TCR トランスジェニックマウスを用い

た経皮免疫法の確立 経皮免疫法の評価には、

個体レベルの実験が不可欠であるため、免疫

応答が詳細に解析されているマウスメラノー

マ細胞に対する CTL の誘導をワクチンモデル

に用いる。gp100 抗原を特異的に認識する CTL

由来の T 細胞受容体（TCR）を持った TCR 

transgenic mice（Pmel-1 マウス）のリンパ

球（5ｘ106個）を C57BL/6 マウスの尾静脈か

ら投与して responder を作成し、hgp100 ペプ

チドワクチンの条件検討を行う。経皮免疫法

には、アジュバントに TLR7 リガンドであるイ

ミキモドを用いる。イミキモド 50mg と 50 g

の hgp100 ペプチド(hgp10025‒33, 

KVPRNQDWL)を混和した後、マウスの背部の皮

膚に塗布して免疫する。さらに免疫応答を増

強するために、ヘルパーエピトープペプチ

peptide-25(Ag85B240‒254, 



 

 

FQDAYNAAGGHNAVF)を加える。

 

 

 (2)HBVに対するCTLワクチンの開発 HBVに

対する免疫応答では、コアタンパクに対する

強い CTL が誘導できることが知られている。

そこでマウスモデルを用いて、コアタンパク

に対する CTL の誘導を検討した。Kb 拘束性

HBcCTL ペプチド(MGLKFRQL)と I-Ab 拘束性

HBcThペプチド(VSFGVWIRTPPAYRPPNAPIL)を各

50mgのイミキモドと混和して経皮ワクチンを

作成し C57BL/6 マウスを免疫した。 

 

(3)CTL誘導の検出 マウスの脾細胞を単離
し、1ｘ105/wellの細胞を抗原ペプチド存在下
に 26時間培養した後、抗原特異的な IFN-
産生を ELISPOT法で検出した。 
 

４．研究成果 

(1)TLR7 リガンドを用いた経皮免疫法の確立 

経皮免疫法は、皮膚にワクチンを塗布するだ

けの非常に簡便で負担の少ない免疫法であ

るが、図に示す通り、効率よく CTL を誘導す

ることができた。脾細胞 1ｘ106個当たり 400

以上のスポットを検出した。イミキモド単独、

ペプチド単独では IFN-  産生スポットは認め

られないが、イミキモドとペプチドを混和し

たワクチン投与を受けたマウスでは強い CTL

の誘導が認められた。経皮免疫の効率は樹状

細胞ワクチンに匹敵するものであった。 

 

(2)ヘルパーエピトープによる CTL ワクチン

の増強効果 

 

予防ワクチンに比較して、慢性感染状態にお

ける治療ワクチンの開発は非常に困難であ

る。そこでさらに経皮ワクチンの効率を高め

るために、結核菌 antigen 85B 由来の非常に

強いヘルパーエピトープである Peptide-25

を加えてマウスを免疫した。脾細胞 1ｘ105

個当たり 12+/-11 のスポットを検出した。ヘ

ル パ ー エ ピ ト ー プ ペ プ チ ド で あ る

peptide-25の添加によって84+/-44スポット

に増加した。CTL ペプチド単独に加えて、

peptide-25を加えることでその効果は7倍に

増強した。 

 

(3)HBV に対する経皮ワクチンの開発 

HBV コアタンパクに対する CTL の誘導が、感

染防御に重要であることから、HBc CTL エピ

トープペプチドを用いた経皮免疫を検討し

た。 



 

 

 

CTL 反応を増強するために用いるヘルパーエ

ピトープには同じ HBc 抗原に対する Th ペプ

チドと peptide-25 を用いた。腫瘍抗原に対

する経皮免疫応答によって確立したプロト

コールを用いた。イミキモド 50mg に HBcCTL

ペプチドを 50 g とさらにヘルパーペプチド

を（HBcTh または peptide-25）50 g 混和して

マウスの皮膚に塗布して免疫した。図に示す

ように経皮免疫法によって HBc 特異的な CTL

の誘導に成功した。HBcTh または peptide-25

の添加によりその効果はさらに増強させる

ことができた。 

 

ＢＣＧ接種を受けている日本人は結核菌に

対する細胞性免疫応答が強く、Ag85B に対す

るヘルパーT細胞が存在する。肝炎患者では、

肝炎ウイルス抗原に対する免疫応答は抑制

されているが、結核・ＢＣＧに対する免疫応

答の抑制は認められないことから、HBc より

もむしろ結核菌に対する Th エピトープであ

る peptide-25 を利用することは、CTL の誘導

に有利に働くことが期待できる。 

抗ウイルス薬の開発と抗HBs人免疫グロブリ

ン(HBIG)の利用によって、Ｂ型肝炎ウイルス

感染症に対する治療が劇的に変化した。これ

らの方法では、ウイルスの増殖を抑制するこ

とはできるが、生体からのウイルスの完全排

除には至っていない。本研究の成果によって、

能動的に肝炎ウイルスに対する細胞性免疫応

答を誘導できれば、肝臓からウイルスを排除

することが可能になると期待される。現在の

治療だけでは完全に患者を治すことができな

い医療の現場に、新たに治療ワクチンなどの

免疫治療を提供することが可能になる。抗ウ

イルス薬との併用により肝炎ウイルスの持続

感染状態を断ち切り、将来の肝がん発症への

進展を予防する方策を開発しうる点で期待さ

れる。 

本研究で用いる経皮免疫法は、針を使わず

皮膚に抗原を塗布するだけで免疫応答を誘導

することが可能である。使用する薬剤イミキ

モド（Imiquimod）は非常に安定で特別な保存

法を必要としない。開発途上国での使用や新

生児や幼児への使用が必要な肝炎ウイルス感

染対策において、針を用いない免疫法の普及

は、社会医学や公衆衛生学的にも大きな利点

が考えられる。 
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