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研究成果の概要（和文）：次世代インフルエンザユニバーサルワクチンの新規ナノキャリアを開発するために、すべて
の亜型インフルエンザウイルスに共通するCTLエピトープを導入した組換えSV40ウイルス様粒子(SV40-VLP)を作製した
。これは、アジュバントを加えなくても、マウスに効率よくインフルエンザウイルス特異的CTLを誘導した。また、そ
れで免疫後、亜型の異なる２種類のインフルエンザウイルスを感染させても、ウイルスの増殖を有意に抑制することが
明らかになった。これらの結果は、SV40-VLPが、副作用を伴うアジュバントを加えなくても有効であることを示したも
のであり、たいへん意義があると考えられる。

研究成果の概要（英文）：  Virus-like particles (VLPs) are a promising vaccine platform due to the safety a
nd efficiency. However, it is still unclear whether polyomavirus-based VLPs are useful for this purpose. H
ere, we attempted to evaluate the potential of polyomavirus VLPs for the antiviral vaccine using simian vi
rus 40 (SV40). We constructed chimeric SV40-VLPs carrying an HLA-A*02:01-restricted, cytotoxic T lymphocyt
e (CTL) epitope derived from influenza A virus. HLA-A*02:01-transgenic mice were then immunized with the c
himeric SV40-VLPs. The chimeric SV40-VLPs effectively induced influenza-specific CTLs and heterosubtypic p
rotection against influenza A viruses without the need of adjuvants. In addition, immunization with the ch
imeric SV40-VLPs generated long-lasting memory CTLs. We here propose that the chimeric SV40-VLPs harboring
 an epitope may be a promising CTL-based vaccine platform with self-adjuvant properties.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 細胞性免疫の主役である細胞傷害性 T
細胞(CTL)は、中和抗体と共にウイルス感染
防御に重要な役割を果たしている。しかし、
安全で効率よくCTLを誘導することは難しく、
CTL 誘導型ワクチンは未だ開発されていない。 
 
(2) インフルエンザの中和抗体は、インフ
ルエンザウイルス粒子表面のヘマグルチニ
ン(HA)やノイラミニダーゼ(NA)を認識する
ため、抗原性が異なるインフルエンザウイル
スには効果はない。一方、CTL は、HAや NA
の他に、多くのインフルエンザウイルスで保
存されたウイルス内部タンパク質を抗原と
して認識するので、理論的には新型ウイルス
など多くのインフルエンザウイルスにユニ
バーサルな防御効果が期待できる。 
 
(3) Simian Virus 40 (SV40) の外殻は、360
個の VP1 タンパク質で構成される。我々は、
組換えバキュロウイルス発現系により高度
に精製した VP1 が自己集合して、ウイルス様
粒子(SV40-VLP)を形成することを明らかに
した。SV40-VLP は、多くの細胞に高い親和性
を持ち、病原性・細胞毒性がないので、ワク
チンのキャリアとして有望である。我々は、
粒子の形状を破壊することなく外来アミノ
酸配列を挿入できる部位 (HI ループ、DE
ループ)を決定した。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究の目的は、次世代インフルエン
ザユニバーサルワクチンの新規ナノキャリ
アとしてSV40-VLPを世界に先駆けて検討し、
臨床応用へと展開するための研究基盤を確
立する事である。具体的には、A型インフル
エンザウイルスの亜型間で共通のエピトー
プを HI ループ、DE ループに導入して
SV40-VLP を作製し、マウスに免疫してインフ
ルエンザ特異的CTLを誘導する。そして、種々
の亜型ウイルスを感染させてユニバーサル
な防御効果を解析する 
 
３．研究の方法 
(1) SV40-VLP の作製 
 CTL エピトープとして、インフルエンザウ
イルス内部抗原 M1 タンパク質に由来する
HLA-A2 拘束性 CTL エピトープ、FMP58-66 
(GILGFVFTL) を使用した。このエピトープは、
多くのインフルエンザウイルスの亜型、株に
共通であり、CTL 誘導能が高い。また、HLA-A2
は、世界で最も頻度が高い HLA 分子であり、
有用性が高い。まず、SV40 VP1 遺伝子の HI
ル ー プ (FMP-HI-VLP) ま た は DE ル ー プ 
(FMP-DE-VLP) 部位に、FMP58-66 をコードす
る遺伝子を挿入した。そのキメラ VP1 遺伝子
を組換えバキュロウイルスに組み込み、昆虫
細胞に感染させて細胞内でタンパク質を発
現させた。細胞内では、VP1 が自己集合し VLP
が形成される（図 1）。精製した SV40-VLP の

球状粒子構造は、電子顕微鏡で確認した。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ SV40-VLP の構造 

 
(2) 免疫法 
 HLA-A2トランスジェニック HHDマウスに、
腹腔、皮下、筋肉内、鼻腔内に、50 g の
SV40-VLP(FMP-HI-VLP, FMP-DE-VLP)を投与し
て免疫した。コントロールとして、何も挿入
していない野生型 SV40-VLP (WT-VLP)を投与
した。免疫の際に、アジュバントは加えなか
った。 
 
(3) IFN-陽性 CD8 陽性 T細胞の検出 
 マウスを免疫して１週間後、脾細胞を調整
し、FMP58-66 ペプチドで１週間抗原刺激を行
った。その後、抗 IFN-抗体、抗 CD8 抗体で
染色し、抗原刺激で誘導された細胞内 IFN-
陽性 CD8陽性 T細胞をフローサイトメトリー
で検出した。 
 
(4) in vivo CTL アッセイ 
 免疫していないマウスの脾細胞を調整し
て２つにわけ、片方を FMP58-66 ペプチドで
パルスして 2.5M CFSE でラベルし、もう片
方をペプチドを加えずに0.25M CFSEでラベ
ルした。そして、それらを同数まぜ、免疫し
たマウスに静脈内へ細胞移入した。翌日、マ
ウスから脾細胞を調整し、フローサイトメト
リーで killing 活性を測定した。 
 
(5) 51Cr 遊離アッセイ 
 マウスを免疫して 2週間後、脾細胞を調整
し、FMP58-66 ペプチドで１週間抗原刺激を行
った。その細胞を回収し、51Cr でラベルしペ
プチドでパルスした標的細胞で 51Cr の遊離
試験を行い、CTL killing 活性を測定した。 
 
(6) ウイルスチャレンジ 
 免疫したマウスに、H1N1 (A/PR/8/34) ま
たは H3N2(A/Aichi/2/68) ウイルスを鼻か
ら感染させて 4 日後に、マウス肺のウイル
ス量を測定した。また、マウス免疫後、H1N1 
(A/PR/8/34)を鼻から感染させて、体重変化、
および生存率を測定した。 
 
(7) メモリーCTL 細胞の検出 
 マウスを免疫して、30 日後、脾細胞を
FMP58-66 ペプチドで１週間抗原刺激して、
51Cr 遊離アッセイを行い、メモリーCTL 細胞
の存在を証明した。 
 
４．研究成果 



(1) SV40-VLP を免疫したマウスにおける、
インフルエンザ特異的 IFN-陽性 CD8 陽性 T
細胞の誘導 
 SV40-VLP で様々なルートで免疫した後、
FMP特異的IFN-陽性CD8陽性T細胞が誘導さ
れるかどうかを検討した。その結果、腹腔内、
皮下、筋肉内、鼻腔内投与すべてにおいて、
IFN-陽性 CD8 陽性 T細胞が誘導された。特筆
すべきは、人工的アジュバントを加えなくて
も誘導できたことである。また、鼻腔投与で
も誘導できたことから、SV40-VLP は、注射を
使わなくても粘膜免疫で有意にCTLを誘導で
きることが明らかになった。 
 
(2) SV40-VLP を免疫したマウスにおける、
killing 活性の検出 
 SV40-VLP で免疫したマウスから脾細胞を
調整し、CTL killing 活性を測定した。その
結果、in vitro の 51Cr 遊離アッセイ（図２）
においても、in vivo CTL アッセイにおいて
も、高い killing 活性が検出された。 

図２ CTL killing 活性の検出：マウスは、
アジュバントを加えずに WT-VLP (四角)、
FMP-DE-VLP（丸） FMP-HI-VLP（三角）で免
疫し、51Cr 遊離アッセイを行った。FMP58-66
でパルスした標的細胞（black symbol）、パ
ルスしていない標的細胞(white symbol)を使
用した。 
 
(3) インフルエンザウイルスからの防御 
 SV40-VLP で免疫したマウスに、1 × 102 
TCID50のHiN1インフルエンザウイルスを感染
させ、体重変化を観察した。その結果、WT-VLP
を投与したマウスでは、ウイルスチャレンジ
９日後に 75％まで体重が減少した。一方、
FMP-DE-VLP または FMP-HI-VLP で免疫したマ
ウスでは、体重の減少はほとんどみられなか
った（図３）。従って、SV40-VLP の免疫によ
って、効果的なウイルス防御免疫を誘導する
ことが明らかにされた。さらに、HiN1 インフ
ルエンザウイルスに加えて、亜型の異なる
H3N2 ウイルスを感染実験に使用した。そして、
感染４日後に、マウス肺をとりだし、存在す
るウイルス量を測定した。その結果、
FMP-DE-VLP または FMP-HI-VLP で免疫したマ
ウスで、WT-VLP を投与したマウスと比較して、
有意にウイルス量が低下していることが証

明された（図４）。以上から、FMP58-66 を挿
入した SV40-VLP による免疫は、インフルエ
ン ザ ウ イ ル ス に 対 し て 、 マ ウ ス に
subheterotypic な防御免疫を誘導すること
が明らかになった。 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 

図３ ウイルスチャレンジ後の体重変化 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

図４ ウイルス感染後の肺ウイルス量 
 
(4) DNase 処理の影響 
 以上のように、SV40-VLP は、人工的なアジ
ュバントを加えなくても、インフルエンザ特
異的な CTL を誘導でき、インフルエンザウイ
ルスに対する防御免疫効果を誘導できるこ
とが明らかになった。これらの結果から、
SV40-VLP 自身にセルフ・アジュバント効果が
あることが示唆された。しかしながら、
SV40-VLP をバキュロウイルス発現系から精
製する際にコンタミするバキュロウイルス
のDNAがアジュバント作用を示している可能
性が存在した。そこで、SV40-VLP 精製物を、
DNaseI で処理して、マウスに免疫し、FMP 特
異的 CTL を測定したところ、DNaseI で処理し
ない場合と同じくらいの CTL 活性を示した
（図５）。以上から、やはり SV40-VLP 自身に
はセルフ・アジュバント効果があり、そんた
め、人工的アジュバントを加えなくても、CTL
が誘導できることが証明できた。人工アジュ
バントを加えれば副作用があり、これを加え
なくても SV40-VLP がワクチンとして使える
事は、極めて意義のある結果である。 



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
図５ DNase I 処理後でも、CTL 活性は不変 
 
(5) メモリーCTL の誘導 
 最後に、SV40-VLP の免疫によって、体内に
メモリーCTL が誘導されるかどうかを検討し
た。FMP-DE-VLP または FMP-HI-VLP でマウス
を免疫して、30 日後にマウスの脾細胞を調整
し、51Cr 遊離アッセイを行った。その結果、
図６にみられるように、強い FMP 特異的 CTL
が検出できた。従って、SV40-VLP は、
long-term のメモリーCTL を誘導できること
が明らかになった。 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
図６ メモリーFMP 特異的 CTL の検出 
 
(6) 結語 
 以上の結果から、SV40-VLP が、さまざまな
亜型インフルエンザ Aウイルスに対して、ユ
ニバーサルに効くワクチンの新規キャリア
になる可能性があることが示唆された。特筆
すべきは、副作用を伴うアジュバントを加え
なくても有効だったことである。今後、他の
感染症やがんのワクチンキャリアにも使え
る証拠を示していきたい。 
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