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研究成果の概要（和文）： 
 抗 HIV ワクチンを開発するためには CTL と抗体の両方を誘導することが必要である。本研
究課題において、Env を発現するワクシニア LC16m8∆株ベクターでプライムし、センダイウ
イルスベクターでブーストすることにより、従来の常識を覆して、CTL と抗 HIV-1 抗体の両
方を誘導できることを示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 To develop HIV-1 vaccine, it is required to elicit both anti HIV-1 CTL and antibodies. In 
this study we unexpectedly found that vaccination regimen including priming with 
vaccinia LC16m8∆ expressing the env gene followed by boosting with sendai vector 
expressing the env gene elicited both anti HIV-1 CTL and antibodies. 
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１．研究開始当初の背景 
 2006年のMerck社の失敗にも見られるよ
うに，HIV-1 ワクチンの開発は困難を極めて
いる。そこで，HIV-1 ワクチンの不可能性を
論じる研究者もいる。しかし、レトロウイル
スの感染防御の良い先例である，フレンドウ
イルス(FV) (Nature Med. 2001)を元に、
HIV-1 のワクチン開発の現状を分析すると、
未だ不十分な検討しかされていない事が分
かる。マウス-FV の系では、弱毒 FV による
免疫によって病原性FVの感染を防げる。（こ
の点 SIV-猿の系と同様である。）免疫したマ

ウスから B,CD4+T, CD8+T 細胞を単離して，
naive マウスに移植する事によって、感染防
御を担う免疫細胞を同定したところ、
B,CD4+ T, CD8+ T 細胞の全てが必要である
事が分かった。この事から，レトロウイルス
の感染防御には細胞性と体液性免疫の両方
が必要であり、HIV の場合には，さらに，
抗原多様性への対応能が必要と考えられる。 
 つまり，CTL 誘導ワクチンと抗体誘導ワ
クチンを組み合わせて初めて有効であるは
ずである。しかし、現在主に検討されている
ワクチンは細胞性免疫(CTL)誘導ワクチン
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である。CTL 誘導ワクチンが主流になった
理由は，伝播を担う HIV が抗体で中和され
にくく、また、多様な抗原性を有しているた
めに、感染防御に有効な中和抗体の誘導が難
しい事が挙げられる。 
 しかし，抗体誘導ワクチンの可能性とその
方法を示唆する種々の事象がある。まず、非
常に力価の高い中和抗体を有している長期
未発症者が存在し，その抗体は自身のウイル
スを含む広範囲な HIV-1株を中和する。又，
広範囲な HIV-1 株を中和できる単クローン
抗体が分離されている。興味深い事に、これ
らの単クローン抗体は CD4 存在下でより効
率よく働く。このことは， CD4 と反応して
Env がコンフォメーションを変えた時に標
的エピトープ構造が作成されるか、又は，露
出する事を示唆している。また、この構造は
HIV-1 株間で高度に保存されている事を示
している。これらの事は、HIV が細胞へ侵
入する際に取る、Env と受容体である
CD4/CCR5 との反応中間体をうまく提示し
てやれば，目的とする中和抗体を誘導できる
事を示唆している。 
 Env 反応中間体を調製する方法として，
Env と CD4 をクロスリンクしたものや，
Env 発現細胞と CD4/CXCR4 発現細胞を混
合後，固定して抗原とする方法が発表されて
いる。しかし，再現性のある十分な成果を出
していない。最も効率よく Env 反応中間体
を提示する方法は、受容体を発現する個体内
で Env を発現させる事である。今迄抗体誘
導のために使われてきた動物（マウス、ウサ
ギ）はヒト受容体を発現しておらず、Env
反応中間体が生じるはずが無かった。しかし、
我々は，既に、ヒト CD4/CCR5/CXCR4 を
発現するトランスジェニック(Tg)ラットを
作製しており，免疫動物として本研究に使用
可能である。 
 
２．研究の目的 
 本申請者チームは２種類の強力なウイル
ス発現ベクターの開発者より構成されてい
る。井上・塩田らが開発したセンダイベクタ
ー(SeV)は効率よく HIV/SIV 蛋白質をマウス
や猿で発現させ、強い CTL を誘導させる事
に成功している。又、志田の開発したワクシ
ニア m8∆株は、ヒトに対して安全であり，か
つ、国際的に頻用されている MVA 株よりも
30-1000 倍強い免疫を誘起した。これらのこ
とから、広範囲な臨床 HIV-1 株に対する中和
抗体を誘導するために、Env 発現センダイベ
クターと他の Env を発現する発現 m8∆ベク
ターを組み合わせてヒト CD4/CCR5/CXCR4
発現 Tg ラット（また、マウス）を免疫し、
抗 HIV-1 の CTL と中和抗体を共に効率よく
誘導することを目的とする。 
 我々は，既に，ラットで HIV-1 の増殖を促

す因子として Tat のコファクターのヒト
CyclinT1 と、Rev のコファクターCRM1 を
発現する Tg ラットを作成し，primary マク
ロファージとT細胞においてヒト細胞に近い
量のウイルスが産生される事を示した。さら
に，ラット細胞で生産される HIV は感染性
を有していること、細胞からの放出効率も低
くない事を示した。VSV G 蛋白質でコートし
た HIV の侵入効率はラットとヒトマクロフ
ァージで差はなかった。そこで、本申請の第
２の目的はヒト CyclinT1/CRM1 発現 Tg ラ
ットと受容体発現ラットを交配する事によ
っ て ， ヒ ト CD4/CCR5/ 
CXCR4/CyclinT1/CRM1 発現 Tg ラットを作
成し,HIV-1 感染モデルになるか検定する事
である。 
 
３．研究の方法 
1.Env を発現するセンダイウイルスベクター
の作成：まず、Env 遺伝子に SeV の転写複
製に必須の EIS 配列を付加し、SeV ベクタ
ーの cDNA に挿入することで、Env 発現 SeV 
ベクター cDNA を構築する。ベクターの再構
成は T7 RNA ポリメラーゼでドライブして調
製し、増殖および生産には F 蛋白質を持続発
現するパッケージング細胞株を利用する。 
2.Env を発現する m8∆ワクシニアウイルスの
作成：ワクシニアウイルス m8∆vnc110 株から
抽出したゲノムDNAとPCRで増幅したenv DNA
を ligation させて，カナリーポックスウイ
ルス感染 BHK 細胞にトランスフェクションす
る。トランスフェクション１〜２日後にウイ
ルスを回収し，RK13 細胞上でプラークを作ら
せる。抗 HIV-1 抗体でプラークを染色する事
によって Env 発現組換えワクシニアを選択す
る。 
3.免疫：ヒト CD4/CCR5/CXCR4 発現ラット（又
は、マウス）に， Env 発現センダイベクター
とワクシニアベクターを順次免疫する。最終
免疫２〜４週後に採血して，gp160 結合抗体、
中和抗体を ELISA と TZM-bl 細胞を用いて測
定する。膣洗浄液、糞を採取し，粘膜に分泌
される IgA と IgG を調べる。また、CTL の誘
導を測定するために、 Intracellular cytokine 
assay (ICS)を行う。最終免疫２週後に，免疫
マウスの脾臓細胞を HIV gp160 の  15mer 
overlapping peptide library とともに培養し、抗
CD4/CD8/IFN- 抗 体 で 標 識 後
FACScalibur を用いて分析する。 
4. ヒト CD4/CCR5/CXCR4/CyclinT1/CRM1 発現
Tg ラット Ex vivo での HIV-1 感染：CD4+T 細
胞とマクロファージを Tg ラットから調製し
て，HIV-1 を感染させて，感染サイクルの各
段階の効率を調べる。p24 ELISA,Western 
blotting, FACS によって、HIV-1 の生産量を
ヒト細胞と比較する。又，ラット細胞から生
産されたウイルスの感染価を TZM-bl を用い



て測定する。 
5.ラット個体への感染：HIV-1をTgラットに、
静脈ルートで接種する。また、ex vivo で感
染させたラット細胞を接種する事によって
も感染を試みる。感染後，１〜４週おきに採
血して血中のウイルス量を定量 PCRで測定す
る。 
 
４．研究成果 
1. DNA prime/m8∆ boost スケジュールにおけ
る免疫誘導： DNA ワクチン prime/ウイルス
ベクターboost による免疫法は最も詳しく調
べられている。そこで、SeV と m8∆との組み
合わせ免疫と比較するために、マウスを
pCAGGSenv で prime し、m8∆env で boost し
て IFN- 産生 CD8+ T 細胞と抗 Env 抗体の誘
導を調べた。CD8+ T 細胞中３.３%が Env 特
異的に IFN- を生産していた。他方、抗 Env
抗体はいずれの方法で測定しても、全く検出
されなかった。また、免疫活性化因子
hCD40Lm の効果を調べた。hCD40Lm 発現
m8∆と m8∆env を混合して免疫すると、約２
倍の IFN- 産生 CD8+ T 細胞が誘導された。し
かし、抗体は誘導されなかった。 
2. M8∆ prime/SeV boost スケジュールにおけ
る免疫誘導：HIV-1 に対する細胞性免疫と抗
体の両方を誘導できる免疫法を開発する為
に 、 m8∆ と SeV ベ ク タ ー を マ ウ ス に
prime/boost して検討した。M8∆は乱刹法、SeV
は経鼻接種した。M8∆で primeし、SeVで boost
する方が、逆の免疫法よりも効率よく免疫を
誘導することをまず見いだした。 M8∆ 
prime/SeV boost によって、6.5%の Env 特異的 
IFN- 産生 CD8+ T 細胞を誘導した。この値は
DNA prime/m8∆ boost を上回る。また、ELISA
で測定したところ、高力価の抗 Env 抗体を誘
導していた。さらに、SF162 シュードウイル
スに対する中和抗体をも誘導していた。膣洗
浄液中に抗 Env IgG が検出された。IgA は検
出できなかった。ついで、hCD40Lm の効果
を調べる為に m8∆-p7.5-hCD40Lm と m8∆env
を混合して prime し、SeV で boost した。そ
の結果、IFN- 産生 CD8+ T 細胞の誘導を約２
倍亢進させた。env と hCD40Lm を共発現す
る m8∆env/hCD40Lmで primeした場合は細胞
性免疫を亢進させなかったが、高い affinity
の抗Env抗体と中和抗体を１０倍効率よく誘
導した。CD4/CCR5/CXCR4 発現 Tg ラットに
免疫した場合も SF162シュードウイルスに対
する中和抗体を効率よく誘導した。 
 これらのことから、m8∆env prime/SeVenv 
boost 法は Env 特異的 IFN- 産生 CD8+ T 細胞
と抗Env抗体を効率よく誘導することが分っ
た。さらに、CD40Lm を priming 時に発現さ
せることによってさらに効率よく免疫を誘
導できることが分った。しかし、抗体抵抗性
(Tier2)HIV-1 に対する中和抗体誘導は十分で

は無く、今後の課題である。 
3. ヒト CD4/CCR5/CXCR4/CycT1/CRM1 Tg ラッ
トへの HIV-1 感染：CD4/CCR5/CXCR4 Tg ラッ
トと CycT1/CRM1 Tg ラットを掛け合わせるこ
とによって CD4/CCR5/CXCR4/CycT1/CRM1 Tg
ラットが作製でき，安定した匹数を確保でき
ることが明らかとなった。HIV-1 のマクロフ
ァージへの感染は比較的効率よく起るが、
CD4+ T 細胞へは非効率であった。同 Tg ラッ
ト個体への静脈内接種によって HIV-1 を感
染させたが、血中ウイルス量は急速に消失し、
体内でのウイルス増殖の証拠は得られなか
った。CD4+T 細胞への効率的な感染方法の開
発が今後の課題である。 
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