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研究成果の概要（和文）：我々は任意の時期にＣ型肝炎ウイルス（HCV）の遺伝子をスイッチン

グ発現するトランスジェニックマウス（Tg マウス）を樹立し、その病態解析を行った。また、

HCV 遺伝子組換えワクチニアウイルス（HCV-RVV）を作製し、慢性肝炎状態の Tg マウスに単回

皮内接種したところ、慢性肝炎症状の改善および HCV蛋白の減尐が認められた。このことから、

HCVの排除及び肝炎抑制を目指した治療ワクチンの開発が期待される。 
 
研究成果の概要（英文）：We generated immunocompetent HCV persistent infection model mice. 
Using the new model mice, we examined whether HCV recombinant vaccinia viruses (HCV-RVV) 
could be used as therapeutic vaccines. HCV-RVV cured the pathological changes in mice 
liver. These results suggest that HCV-RVV could be used as therapeutic vaccine. 
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１．研究開始当初の背景 

HCV 感染症における大きな特徴は感染者
のほとんどが持続感染化することと、それ
に伴って起こる肝発癌である (Kiyosawa 
et.al. Hepatology. 1990)。これまで HCV
感染ヒト肝臓組織では HCV が持続的に複製
し、特異的細胞障害性Ｔ細胞（CTL）が誘導
されているにも関わらず、ウイルス感染細
胞が完全には排除されないことが知られて

いる（Chisari FV J Clin Invest. 1997）。
このことから持続感染が成立する理由の一
つとして HCV に対して宿主側が免疫寛容状
態になっていることが推測され、持続感染
機序の解明には C 型肝炎発症動物モデルを
用いて解析を行う必要性が示された。 

 
２．研究の目的 
我々は免疫寛容を破綻させる目的でスイッ
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チング発現後に獲得した免疫寛容状態にあ
る Cre/loxP/HCV-MxCre Tgマウスに、正常マ
ウス由来の脾細胞を移入したところ、HCV 蛋
白量が減尐することを見出した。このことは
移入したナイーブな免疫担当細胞によって
免疫寛容が破綻したことを示唆する興味深
い結果である。そこで本研究では以下の解析
により HCVがいかにして免疫監視機構を回避
し、持続感染化を成立させているかを明らか
にすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 免疫寛容状態の Cre/loxP/HCV-MxCre Tg

マウスに、様々な細胞集団に分画した正
常マウス由来のナイーブ脾細胞を移入
することで、どの免疫担当細胞が HCV排
除に必須かを同定する。 
 

(2)  (1)の結果により同定された正常マウ
ス由来の細胞（応答細胞）と、免疫寛容
状態の Cre/loxP/HCV-MxCre Tgマウスの
脾細胞を共培養し、応答細胞の増殖能や
炎症性サイトカイン産生能を経時的に
解析することで免疫担当細胞間のクロ
ストークによる免疫応答反応を明らか
にする。 

 
(3) (2)と同様に共培養した応答細胞を、免

疫寛容状態の Cre/loxP/HCV-MxCre Tgマ
ウスに移入し、個体レベルで免疫寛容化
への影響を明らかにする。 

 
(4) (3)HCV 蛋白質組み換えワクチニアウイ

ルス（HCV-RVV）で免疫した正常マウス
脾 細 胞 を 免 疫 寛 容 状 態 の
Cre/loxP/HCV-MxCre Tgマウスに移入し、
HCV-RVVによる細胞性免疫誘導効果を明
らかにする。 

 
(5) 近年、免疫寛容が成立する原因の一つに、

活性化Ｔ細胞の免疫抑制分子である
PD-1が注目されている。PD-1は抑制性
のＢ７レセプターで、Ｔ細胞に表出され
る。最近、ウイルスの持続感染で抗原刺
激が持続すると、CD8陽性Ｔ細胞は PD-1
分子を表出するようになり、免疫不応答
に陥ることが報告されている（Barber 
et.al. Nature. 2006)。そこで、
Cre/loxP/HCV-MxCre Tgマウスにおける
CD8陽性Ｔ細胞の PD-1の発現量の解析
や PD-1阻害実験による免疫寛容の破綻
を試みることで、PD-1の免疫寛容化へ
の関与を明らかにする。 

 
４．研究成果 
(1) 我々は Cre/loxP システムで HCV 遺伝子

を 導 入 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク

（Cre/loxP/HCV-Tg）マウスと、IFN誘導
性の Creを発現するトランスジェニック
（Mx-Cre－Tg）マウスを交配させること
により、任意の時期に HCV遺伝子をスイ
ッチング発現するトランスジェニック
（Cre/loxP/HCV-MxCreTg）マウスを作製
した。Poly（I：C）投与により発現させ
た肝臓内の HCV蛋白は、完全に排除され
ることなく、600 日以上の持続的な発現
が確認された（図 1）。 
 

形態学的にはスイッチ後 6～7 日で壊死
を伴う比較的高度の炎症細胞浸潤が認
められ、その後、門脈域を中心とした弱
い炎症反応が持続的にみられた。他の病
態としては肝細胞の膨化、脂肪変性、グ
リコーゲン変性、肝細胞索の乱れ、線維
化、肝細胞癌（HCC）および B 細胞性リ
ンパ腫（B cell lymphoma）などがみら
れた。脂肪変性に関してはスイッチ後 21
日から認められた。以上より、スイッチ
ング発現システムを樹立したことによ
り、発生段階での HCV遺伝子の発現はな
くなり、胎仔に影響を与えることなく
HCV 感染に似た免疫反応状態をつくるこ
とができた（図 2）。 

(2) Cre/loxP/HCV-MxCreTg マウスが完全に
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HCV 蛋白を排除できない理由として、宿
主の免疫系が機能不全にあることが考
えられる。そこで我々は持続発現してい
る肝臓内の HCV 蛋白を排除する目的で、
Wild-type マウスから調整したナイーブ
脾 細 胞 を 慢 性 肝 炎 状 態 の
Cre/loxP/HCV-MxCreTg マウスに移入し
た。その結果、移入後 2日目で肝臓内の
HCV蛋白が一過性に減尐した。FACS解析
の結果、 2 日目ではレシピエント
（Cre/loxP/HCV-MxCreTg）側の IFNｇ産
生 NK 細胞が増加していることがわかっ
た。そこでレシピエント側の NK 細胞を
枯渇させる目的で、TM-ｂ１抗体を予め
処理した Cre/loxP/HCV-MxCreTg マウス
にナイーブの脾細胞を移入した。その結
果、2 日目の HCV 蛋白の減尐がみられな
かったことから、HCV 蛋白の制御にはレ
シピエント側の NK 細胞が重要であるこ
とがわかった。また、移入後 6日ではド
ナーおよびレシピエント側の NK 細胞、
NKT細胞、CD8＋T細胞の増加が認められ
た。組織学的には 6日目の肝臓でアポト
ーシス細胞が散見された。さらに、6 日
目では ALTの上昇もみられた。しかしな
がら、HCV 蛋白の発現量に変化はみられ
なかった。このことから、移入後 6日目
では免疫応答を惹起できるが、HCV 蛋白
に対する免疫応答が不十分なため、HCV
蛋白の排除には至らなかったことが考
えられた。以上より、持続発現状態にお
ける Cre/loxP/HCV-MxCreTg マウスの免
疫系は HCV蛋白に対し、可逆的な機能不
全であることが示唆された(図 3)。 

 
(3) Ｃ型肝炎は日本で 200万人に及ぶ患者が

おり、唯一の有効な抗 HCV薬とされてい
るインターフェロンは、30-40％程度の
患者にしか治療効果が認められず、病態
の進行した患者や高齢者には適用でき
ないことから、より安全で効果的な治療
法の開発が急務となっている。我々はⅡ．
の結果から、より効果的に宿主の免疫応
答を惹起する目的で、哺乳動物細胞にお
いて複製可能な弱毒ワクチニアウイル
ス「LC16ｍ８株」を母体としたＨＣＶ遺
伝子組換えワクチニアウイルス（HCV-ｒ
VV）株を作製した（図 4）。HCV-ｒVV は
ＨＣＶの構造蛋白質を主に発現するｒ
VV-ＣＮ２、非構造蛋白質を発現するｒ
VV-Ｎ２５、全蛋白質を発現するｒVV-Ｃ
Ｎ５を用いた。これら HCV-ｒVV の治療
効果を評価するために、ＨＣＶ蛋白を持
続 的 に 発 現 し た 慢 性 肝 炎 状 態 の
Cre/loxP/HCV-MxCre Tg マウスに単回皮
内接種し、接種後１週および４週のマウ
ス肝臓におけるＨＣＶ蛋白の発現量と
形態学的、生化学的および免疫学的検索
を行った。接種後１週目では HCV蛋白発
現量に変化はみられなかったものの、ｒ
VV-N25 群の肝臓において壊死性細胞浸
潤、肝細胞索の乱れ、肝細胞の膨化、グ
リコーゲン変性および脂肪変性といっ
た慢性肝炎の病態の正常化が認められ
た。血清中の炎症性サイトカインの変化
を経時的にみると、接種後 6～7 日目で
上昇していた炎症性サイトカインレベ
ルがｒVV-N25 群では正常マウスレベル
にまで戻っていたことがわかった。さら
に、抗炎症性サイトカインである PDGF
や TGF-ｂなどはコントロール群（LC16
ｍ８）に比べ上昇していることがわかっ
た。さらに、4週目のｒVV-N25接種群で
は形態異常の正常化に加え、肝臓内の
HCV蛋白の減尐がみられた。FACS解析に
より、4週目のｒVV-N25接種群では肝臓
内の CD8＋T 細胞が増加していることが
わかった。そこで抗 CD8 抗体および抗
CD4 抗体を予め投与した状態のマウスに
ｒVV-N25 を接種すると、どちらも HCV
蛋白の減尐はみられなかった。このこと
から、ｒVV-N25 の HCV 蛋白の制御には
CD４および CD8＋T 細胞が重要であるこ
とが示唆された。しかし、肝臓の形態異
常は抗 CD8抗体および抗 CD4抗体を投与
したにも関わらず正常化していたこと
から、病態形成と HCV蛋白排除は別のメ
カニズムであることが考えられた。また
肝臓内 HCV 蛋白の制御に関して、CTL な
どによる HCV発現細胞の排除を検討する
ために、肝臓の HCV遺伝子のスイッチン
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グ効率および HCV のｍRNA 量を TaqMan
法により検索した。その結果、DNA レベ
ルおよび RNAレベルともにコントロール
と差がなかった。このことから、ｒ
VV-N25 接種による HCV 蛋白の制御には
細胞死を伴わない何らかの蛋白排除機
構が働いていることが示唆された。以上
のことから HCV-ｒVV はＨＣＶの排除及
び肝炎抑制を目指した治療ワクチンと
して期待される。 
 

 
(4) 本研究では、新規 HCV持続感染モデルで

ある Cre/loxP/HCV-MxCre Tgマウスを用
いて、これまで困難とされていた HCVの
持続感染化と宿主の免疫応答の関係を
解析した点に特色を持つ。さらに、既存
の治療薬とは全く作用点を異にする治
療法として、免疫賦活化により持続感染
している HCVの排除を目指すものであり、
この点にも特色がある。 

(5) HCV 感染症においては感染者の肝炎から
肝硬変、肝癌への進行をくい止めること
が我が国では最も重要である。現在、唯
一の有効な抗 HCV薬とされているインタ
ーフェロンは、50％程度の患者にしか治
療効果が認められず、副作用も重篤であ
り、病態の進行した患者や高齢者には適
用できないことから、より安全で効果的
な治療法の開発が急務となっている。特
異的免疫反応は一度誘導されれば長期
にわたり効果が持続することから、現状
の抗ウイルス薬とは異なり、尐ない投与
で効果の持続が期待できる。本研究の成
果は、学術的貢献のみならず肝炎の新た
な治療法開発に貢献できるものと考え
られる。 
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