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研究成果の概要（和文）：SV40から作製したウイルス様粒子 (VLP)に抗原エピトープを導入してマウスに免疫す
ると、人工的アジュバントを加えなくても効率よくエピトープ特異的細胞傷害性T細胞 (CTL)を誘導することが
できる。従って、VLP自体に自然免疫を活性化するセルフ・アジュバント活性が存在すると考えられる。本研究
では、さまざまなアプローチを使って、このセルフ・アジュバント機能を解明することを試みた。そして、VLP
の刺激で発現量に変化がみられる分子を明らかにした。また、VLPは粘膜免疫にも有効であった。さらに、さま
ざまなCTLエピトープでも、効率よくCTLが誘導できることを示した。

研究成果の概要（英文）：When mice were immunized with antigenic epitope-inserted virus like 
particles (VLP) prepared from SV40, epitope-specific cytotoxic T cells (CTL) can be induced 
efficiently without adding an artificial adjuvant. Therefore, the self-adjuvant activity that 
activates innate immunity is considered to exist in VLP itself. In this study, I attempted to 
elucidate the mechanism of this self-adjuvant function using various approaches. Then, we identified
 molecules that showed a change in expression level by stimulation of VLP. VLP was also effective 
for mucosal immunity. Furthermore, it was shown that CTL can be efficiently induced by various CTL 
epitopes. These data indicate that the chimeric SV40-VLPs harboring an epitope may be a promising 
CTL-based vaccine platform with self-adjuvant properties.

研究分野：免疫学
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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
染防御に重要である。一般に、CTL など獲
得免疫を誘導するには、最初に自然免疫を
活性化しなければならない。そのため、多
くの場合、ワクチンに免疫アジュバントを
加えるが、アジュバントには副作用があり、
ワクチンを開発する際に大きな障壁となっ
ている。 
 
（２）我々は以前に、SV40 メジャーカプシ
ド VP1 の集合体であるウイルス様粒子
(VLP)をワクチンプラットフォームに利用
することを試みた。具体的には、インフル
エンザウイルス由来で、HLA-A2 拘束性 CTL
エピトープ (FMP 58-66)を、VP1 に組み込
み、VLP を作製した。これを HLA-A2 トラン
スジェニックマウスに免疫すると、FMP 特
異的 CTL を効率よく誘導できることを報告
した。特筆すべきは、その際にアジュバン
トを加える必要がなかったことである。即
ち、SV40-VLP 自体に、自然免疫系を活性化
するセルフ・アジュバント機能が存在する
と考えられた。 
 
２．研究の目的 
（１）本研究の目的は、申請者が開発した、
SV40-VLP からなる CTL誘導型ワクチンプラ
ットフォームについて、未だ解明されてい
ない基礎的な問題を解決してより進化させ、
臨床応用へ発展させるための研究基盤を確
立する事である。 
 
（２）具体的な研究項目は、1) SV40-VLP
自体が持つ、セルフ・アジュバント機構の
解析、2) HLA 型に制約されないプラットフ
ォームの構築、3) 粘膜ワクチンへの展開、
4) 様々なウイルスワクチンへの応用、の 4
点であった。 
 
３．研究の方法 
（１）マウス 
 仏パスツール研・Lemmonier 博士より供
与された HLA-A2 および HLA-A24 トランス
ジェニックマウスを使用した。 
 
（２）SV40-VLP の作製 
 ウイルス由来のHLA-A2拘束性CTLエピト
ープとして、インフルエンザウイルス、HCV, 
HIV, HPV由来のCTLエピトープを使用した。
また、がん抗原として WT1, TRP2 由来の CTL
エピトープも使用した。まず、SV40 VP1 遺
伝子の HI ループまたは DE ループ部位に、
これらの CTL エピトープをコードする遺伝
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。精製した SV40-VLP の球状粒

子構造は、電子顕微鏡で確認した。また、
同様にして、インフルエンザウイルスのマ
トリックス蛋白または核蛋白をコードする
遺伝子を組み込んだ VLP も作製した。 
 
（３）免疫法 
 マウスに、皮下、または鼻腔内に、50 g 
の SV40-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 を投与した。免疫の際に、アジュ
バントは加えなかった。 
 
（４）CTL 活性の測定 
 さまざまなリンパ球系細胞を VLP と混合
し一定時間培養した後に、細胞表面の C86
の発現をフローサイトメトリーで調べた。
また、CTL killing 活性は、CD8+ T 細胞の
CD107aの発現をフローサイトメトリーで測
定した。 
 
（５）細胞内シグナル伝達経路の測定 
 SV40-VLP で刺激した B細胞株において、
cell lysate を作り、それぞれのシグナル
経路に関わる抗リン酸化抗体とトータル抗
体をペアで用いてウエスタンブロットを行
った。 
 
（６）VLP で誘導される分子の網羅的解析 
 SV40-VLPで刺激した細胞と刺激していな
い細胞で、mRNA を抽出して次世代シーケン
サーを使って RNA シーケンスを行い、発現
量に変化が有る遺伝子を探索した。 
 
（７）CRISPR/Cas9 によるゲノム編集 
 Single guide RNA (sgRNA)のデザインに
は、CRISPRdirectソフトウェアを使用した。
sgRNA を組み込んだゲノム編集用ベクター
としては、Cas9 ヌクレアーゼと sgRNA を同
時に発現するベクターを使用した。B細胞
株への DNA トランスフェクションは、
electroporation を使用した。遺伝子導入
した二日後、FACSAria で GFP 陽性細胞をソ
ーティングし、limiting dilution でクロ
ーニングした。増殖したクローンからゲノ
ム DNA を抽出し、T7 Endonuclease I assay
を行い、標的のゲノム遺伝子が切断されて
いるかどうか検討した。そして、Western 
blot にて、標的タンパク質が発現していな
いことを確認した。 
 
４．研究成果 
（１）SV40-VLP 自体が持つ、セルフ・アジ
ュバント機構の解析 
① VLP 刺激に反応する細胞について 
 セルフ・アジュバント機能をもつ VLP を
添加することによって、各種の免疫担当細
胞が活性化されているかどうか、自然免疫
活性化の指標となる CD86 などの細胞表面
分子の発現増強をフローサイトメトリーで
調べることにより解析した。B細胞、T細胞、



マクロファージ、樹状細胞を使って検討し
たが、特に B細胞において顕著であること
がわかった。 
 
② シグナル伝達経路の解析 
 SV40-VLP を作用させた細胞において、３
つのシグナル伝達経路、i) MAP キナーゼシ
グナル伝達経路、ii) NF-κB シグナル伝達
経路、iii) PI3 キナーゼシグナル伝達経路
の解析を行った。SV40-VLP 刺激細胞から
cell lysate を作り、それぞれのシグナル
経路に関わる様々な抗リン酸化抗体とトー
タル抗体をペアで用いてウエスタンブロッ
トを行い、それぞれのシグナル伝達経路が
関わっていることを示した。 
 
③ VLP 刺激で誘導される分子の網羅的解
析    
 SV40-VLP からのアジュバント・シグナル
によって、細胞に発現誘導される自然免疫
関連タンパク質分子の全体像を明らかにす
るため、次世代シーケンサーを使って、網
羅的なトランスクリプトーム解析を行った。
SV40-VLPで刺激した細胞と刺激していない
細胞で、mRNA を抽出して RNA シーケンスを
行い、発現量に変化が有る遺伝子を探索し
たところ、いくつかの細胞表面分子やサイ
トカイン、抗原提示関連分子において発現
量に変化がみられることが明らかになった。
また、有意差がみられたいくつかの分子、
液性因子が、VLP 刺激によって細胞に発現
誘導されていることを、Flow cytometry や
ELISA などを用いて確認した。 
 当初予期していなかったことは、MHC ク
ラス Iの抗原提示関連分子が検出されたこ
とであった。これらの分子は、抗原特異的
CTL の誘導に極めて重要であり、VLP のセル
フ・アジュバント機構に密接に関連してい
る可能性が高いと考えられた。これらの分
子をさらに解析するため、CRISPR/Cas9 
system を利用した。CRISPR/Cas9 は、ゲノ
ム遺伝子を特異的に切断してノックアウト
できる遺伝子改変技術である。さまざまな
試行錯誤を繰り返し、この技術と FACS によ
る sorting 技術を使って、特定のゲノム遺
伝子をノックアウトした細胞クローン株を
作製する方法を確立した。 
 このゲノム編集実験系を使って、発現量
に変化がみられた分子のゲノム遺伝子をノ
ックアウトした細胞株の作製を試みた。す
べての細胞株を作るにはまだ時間が必要で
あるが、いくつか細胞株が完成したので、
その細胞に VLP を作用させ、細胞が活性化
するかどうか活性化表面分子マーカーで調
べた。今のところ、ポジティブな結果はで
ていない。今後、さらにノックアウト細胞
株を作製し、VLP のセルフ・アジュバント
に関わっている分子を同定する予定である。 

 

（２）HLA 型に制約されないプラットフォ
ームの構築 
 インフルエンザウイルスのマトリックス
蛋白または核蛋白をコードする遺伝子を組
み込んだ VLP を作製した。それを、HLA-A2
または HLA-A24 トランスジェニックマウス
に免疫し、インフルエンザ特異的 CTL を誘
導させた。このように、HLA 型に制約され
ないプラットフォームに発展する可能性を
示すことができた。 

 

（３）粘膜ワクチンへの展開 
 インフルエンザウイルス由来のエピトー
プまたは抗原タンパク質を組み込んだ
SV40-VLP を、マウスに経鼻摂取し、呼吸器
粘膜にインフルエンザウイルス特異的 CTL
が誘導できることを明らかにした。 
 
（４）様々な抗原に対するワクチンへの応
用     
 インフルエンザだけでなく、他のウイル
ス感染症にも応用できるように、HCV HIV 
HPV 等のウイルス由来の CTL エピトープを
組み込んだ VLP を作製し、それぞれの抗原
に特異的な CTLが誘導できることを HLA-A2
トランスジェニックマウスを使って明らか
にした。また、WT1 や TRP2 のがん抗原由来
CTL エピトープを使っても、マウスに効率
よくエピトープ特異的 CTL が誘導できるこ
とを示した。 
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