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研究成果の概要（和文）：近年アルツハイマー病や脂質異常症のような自己抗原を標的としたワ
クチン開発も進められている。本研究では高血圧症に対するワクチン治療法を開発するため、
アンジオテンシンIIを標的としたペプチドおよびDNAワクチンの作製とモデル動物における治
療効果の検討およびその作用機序の解明を行った。 

アンジオテンシン IIと KLH の conjugate ワクチンを投与することにより、抗体価は抗原量依
存的に優位に上昇した。ワクチンで抗体価上昇を確認した後にアンジオテンシン IIを持続投与
したところ、血圧は有意に低下し、その低下度は抗体価を逆相関の関係にあった。一方、高血
圧自然発症ラットにアンジオテンシンIIを標的とした DNA ワクチンを投与したところ、抗体価
の有意な上昇とそれに伴う血圧の低下を認め、この効果は投与後 6か月間以上持続していた。 
 
研究成果の概要（英文）：Vaccines have been recently developed to treat various diseases 
such as cancer, rheumatoid arthritis and Alzheimer’s disease. However, before use in 
the clinical setting, vaccines targeting self-antigens must be demonstrated to be 
effective and safe, evoking an adequate humoral immune response from B cells. In this 
study, we evaluated the efficiency and safety of an Ang II vaccine in mice and rats. 
Immunization with Ang II conjugated to KLH successfully induced the production of anti-Ang 
II antibody. In an Ang II-infused model, the non-immunized mice showed high blood pressure 
(BP), whereas the immunized mice (Ang II-KLH) showed a significant decrease in systolic 
BP. In terms of DNA vaccine, plasmid vector encoding hepatitis B core (HBc)- Ang II fusion 
protein was injected into spontaneously hypertensive rats (SHR). Anti-Ang II antibody 
was successfully produced in HBc-Ang II group, and antibody titers were sustained for 
at least 6 months. Systolic BP was consistently lower in HBc-Ang II group after 
immunization.  
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１．研究開始当初の背景 

高血圧症の治療にはカルシウム拮抗薬や
レニン・アンジオテンシン系阻害剤などの降

圧薬が広く用いられている。これらの薬剤は
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いずれも優れた降圧効果を持ち、経年の使用

により様々な有効性および副作用に関する

エビデンスも蓄積されつつある。しかしなが

ら数種類の降圧薬を併用しても降圧が不十

分な症例も多く、そういった例では更に追加

できる降圧手段の開発や、アドヒランスの向

上も大きな課題である。また我が国は他に例

の無い急激な速度で高齢化が進んでおり、今

後高血圧症患者数がますます増加すること

は必至であり、それに伴う医療費の増大にど

う対応するかも社会的な課題である。 

もし、年に１～２回程度ワクチンを投与す

ることによって、必要な降圧薬を減量あるい

は中止することができたら、アドヒランス向

上による治療効果の改善や、医療費の削減効

果など、非常に有益な効果がもたらされると

考えられる。これまでに高血圧症に対するワ

クチン治療としては、レニン、アンジオテン

シン Iおよび II、１型アンジオテンシン受容

体などを標的分子とした研究が報告されて

いる。レニンでは副作用が認められ（Michel 

JB, Proc Natl Acad Sci USA, 1987）、アン

ジオテンシンIでは有効性が得られなかった

（Reade R, Arch Mal Coeur Vaiss, 1989）

が、アンジオテンシン II および１型アンジ

オテンシン受容体（Zhu F, Cell Mol Immunol, 
2006）では有効性が認められ、アンジオテン

シン II では臨床試験も進められつつある

（Ambuhl PM, J Hypertens, 2007）。 

  
２．研究の目的 

DNA ワクチンは、感染症や腫瘍などを標的と
した開発が盛んであるが、最近アルツハイマ
ー病（amiloid beta）や脂質異常症（CETP）
のような自己抗原を標的とした研究も進め
られており、CETP に対するワクチンでは脂質
異常症の改善効果が報告されている（Mao D, 
Vaccine, 2006）。そこで本研究では高血圧症
に対するDNAワクチンによる治療法を開発す
るため、アンジオテンシン II を標的とした
ペプチドおよびDNAワクチンの作製とモデル
動物における治療効果の検討およびその作
用機序の解明を目的とした。 
 

３．研究の方法 

１）ペプチドワクチン 
アンジオテンシンIIに対する抗体上昇と薬

効評価を行うために、まずはアンジオテンシ
ン II と KLH との conjugate ワクチンを用い
たマウスでの検討を行った。 
2週間毎に3回ワクチン接種を行い抗体価の

上昇を確認した後に、アンジオテンシン II
持続投与による血圧上昇あるいは心筋肥
大・線維化の程度に対する評価を行った。 
 

２）DNA ワクチン 
アンジオテンシン IIを標的とした DNA ワク

チン用ベクターの作成抗原提示能を高める
ために、自己集合して球状になる性質を有す
る Hepatitis B core (HBc) をを用いてアン
ジオテンシン II を HBｃの A80-S81 の間に挿
入したかたちで発現させるベクターを作製
する。さらに免疫原性を高めるため、アジュ
バント活性を持つことが報告されている CpG
配 列 を 含 ん だ Immunostimulatory 
Sequence(ISS)をプラスミドの非発現領域に
挿入する。作製したベクターが HBc とアンジ
オテンシンIIの融合蛋白(HBc-AngII)を正し
く発現することを確認するため、ベクターを
HEK293 細胞にトランスフェクションし、この
細胞抽出液に対し抗 HBｃ抗体および抗アン
ジオテンシン II 抗体でウエスタンブロット
を行う。 

 

３）薬効評価 

我々はこれまでに、シマジェットを用いて
ベクターを皮内に投与することで、筋肉内投
与よりも少量で高効率に遺伝子導入できる
ことを明らかにし、各種遺伝子治療研究に用
いている（Kunugiza Y, Gene Therapy, 2006）。
そこでこのシマジェットを用いて HBc-AngII
ベクターを高血圧ラット(SHR)の背部に複数
回投与し、血圧降下の程度およびアンジオテ
ンシン II に対する抗体価の上昇の程度を確
認する。血圧はテイルカフ法で計測し、抗体
価は ELISA で測定する。投与間隔はまず２週
間で行うが、適切な間隔についても検討する。 

血圧および抗体価の測定終了後、脾臓を摘
出し、ELISPOT assay により細胞性免疫の程
度を確認する。また、抗原抗体複合体が腎臓
に沈着して腎障害を引き起こす可能性につ
いて検討するため、腎臓の組織切片を作製し、
病理組織学的に解析する。同様に、アンジオ
テンシン II を発現する細胞に対する傷害性
の有無についても病理組織学的に解析する。 

 
４．研究成果 
１）ペプチドワクチン 
 アンジオテンシン II と KLH の conjugate



 

 

ワクチンと CFA(Complete Freund Adjuvant)
を同時に投与することにより、抗体価は抗原
量依存的に優位に上昇した。抗体はアンジオ
テンシン II に比較的に特異的であり、アン
ジオテンシン Iは弱く認識し、アンジオテン
シノーゲンは認識しなかった。この野生型マ
ウスではワクチン後も血圧の低下は認めら
れなかった。すなわち、アンジオテンシンII
の作用をブロックしても血圧は代償的に維
持されていることは推察される。 
 ワクチンで抗体価上昇を確認した後にア
ンジオテンシン II を持続投与したところ、
血圧は有意に低下し、その低下度は抗体価を
逆相関の関係にあった。また、アンジオテン
シン II 持続投与によって誘導された心肥大
及び線維化はワクチン投与で減弱していた
（下図）。また、抗原であるアンジオテンシ
ン II を持続投与しても抗体価は全く上昇せ
ず、ブースター効果はなかった。すなわち、
内因性のアンジオテンシン II に対する障害
性、いわゆる自己免疫疾患は回避できたと考
察された。 

 
２）DNA ワクチン 

高血圧自然発症ラットにアンジオテンシ
ン II を標的とした DNA ワクチンを 2 週間毎
に 3回投与したところ、アンジオテンシンII
に対する抗体価の有意な上昇とそれに伴う
血圧の低下を認め、この効果は投与後 6か月
間以上持続していた。すなわち、プラスミド
DNAによって発現したアンジオテンシンIIが
抗原となってB細胞を活性化して抗体産生を
促し、さらに B型肝炎コア蛋白の助けを借り

てヘルパーT 細胞が活性化することで抗体産
生を助長したと考えられる。抗体の特異性に
関して調べた結果、アンジオテンシン II の
みならずアンジオテンシンIに対しても抗体
価の上昇が認められたが、アンジオテンシー
ゲンおよびアンジオテンシン(1-7)に対する
抗体価は上昇していなかった。すなわち、今
回のアンジオテンシン II を標的とした DNA
ワクチンは結果としてアンジオテンシンIと
IIの両方を認識するため、ARB とは若干薬効
が異なる可能性もあると考察される。 

 
３) 安全性の評価として T 細胞の活性化
（ELISPOT アッセイ）の評価を行った。 
アンジオテンシン II 単独での HBc および
HBc-AngII で免疫したラットの脾臓由来培養
細胞に、アンジオテンシン II あるいは HBc
を添加して、インターフェロンγおよびイン
ターロイキン２、4、１０を定量化した。結
果は、HBc あるいは HBc-AngII で免疫したマ
ウスではHBc刺激によってインターフェロン
γおよびインターロイキン２の発現が増加
したが、アンジオテンシン II に対しては反
応しなかった。どちらの刺激に対してもイン
ターロイキン４および１０の発現変化はな
かった。すなわち、ヘルパーT 細胞の活性化
作用は主として HBc の T cell epitope によ
って生じ、Th1 優位の活性化であることが示
唆された。 
今回用いた抗原は 8 アミノ酸しかないため、
MHC クラス IIへの抗原提示はなく、MHC クラ
スIに対しても可能性はかなり低いと考えら



 

 

れる。このような免疫原性の低い抗原はハプ
テンと言われるが、その場合には免疫原性の
高い物質、例えば KLH などと融合させること
で抗体産生を促す。この DNA ワクチンシステ
ムではこの働きを HBc が担っており、T 細胞
の活性化自体は HBc の配列中に含まれる T 
cell epitopeによって活性化されると考えら
れる（下図）。 
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