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研究成果の概要（和文）：　リポソームを用いた細胞傷害性T細胞誘導型ワクチンの開発を行った。成果として
ワクチンの候補を1つ、またワクチンの評価方法として新しい細胞傷害性T細胞の測定法を確立した。
　ワクチン候補としてC型肝炎ウイルス由来ペプチドをリポソーム表面に結合しマウスに免役すると、非常に高
い細胞傷害性T細胞活性を誘導し、そのマーカーであるCD107aやIFN-gammaの産生が顕著に見られ、チャレンジ実
験ではウイルスを完全に排除することができた。新しい測定法は従来の放射性同位元素を用いない方法で、非常
に感度が高く、被曝の恐れがなく、マルチパラメータを測定できる方法であり、臨床応用に期待できることが示
唆された。

研究成果の概要（英文）：  We developed a cytotoxic T cell induced vaccine using liposomes. As a 
result, we have established one vaccine candidate and a new cytotoxic T cell assay method as a 
vaccine evaluation method.
  Immunization of mice with a peptide derived from hepatitis C virus as a candidate for vaccine 
bound to the surface of liposome induces extremely high cytotoxic T cell activity, marked production
 of CD 107a and IFN-gamma, which are the markers, In the challenge experiment we were able to 
completely eliminate the virus. A new measurement method is a method that does not use conventional 
radioactive isotope, it is a very sensitive method, there is no fear of exposure, it is a method 
that can measure multiparameter and it can be expected for clinical application.
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１．研究開始当初の背景 
CTL は中和抗体と異なり、一度ウイルス感
染が成立しても、感染細胞を破壊するか、あ
るいは細胞内でのウイルス複製を抑制して
ウイルスを排除することができる。またそれ
が認識する抗原は、ウイルスの非構造領域タ
ンパクのように、ウイルス増殖に必須な役割
を果たし、そのため変異株間でもよく保存さ
れていることが多い。従ってウイルス特異的
CTL を誘導するワクチンは、エイズウイルス
(HIV)や C 型肝炎ウイルス(HCV)の場合のよ
うに、抗原変異を起こしながら慢性的に持続
感染する感染症の治療に使えると期待され
る。 
 
２．研究の目的 
(1) 応募者はこれまで細胞傷害性 T 細胞

(CTL)誘導型 C 型肝炎ウイルス(HCV) ワク
チン開発に取り組んできたが、その過程で
非細胞傷害性を伴わずにウイルス増殖抑制
効果を発揮するユニークなワクチンを見出
した。おそらく世界初のものであり、特に治
療ワクチンとして非常に有用であると期待
できる。本研究の目的は C 型肝炎治療ワクチ
ンを完成型に近づけ、さらに多くの慢性感染
症  治療ワクチン開発につながる道を切り開
くことである。  
 
(2) これまで、細胞傷害性 T 細胞 (CTL)の活
性を測定するには、放射性同位元素である 
51Cr を  用いた方法が広く行われてきた。
しかし安全性の観点から、近年それに代わ
る方法が登場した。これらをさらに発展させ、
感度が高く、放射性同位元素を用いない安全
性の高い測定系を確立することを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス 
 仏パスツール研・Lemmonier 博士により供
与された HLA-A2 および HLA-A24 トランスジ
ェニックマウスを用いた。 
 
(2) HCV ワクチンの改良 
これまでの NS3 領域に限られた抗原ペプ
チド、HLA-A2.1(世界人口の約 3 割を占め
る)に限られた適用範囲から抗原領域と適用 
HLA 型を拡大するため、以下の 2 つを行う。 
 
①: HCV 全領域での抗原エピトープの同定

HCV Core, E1, E2, NS4, NS5 領域のアミノ
酸配列から HLA-A2.1 結合モチーフをもつ
エピトープ 候補をコンピュータ解析で選
び、合成ペプチド(Operon O-PLUS で 94 
種を同時合成 )を  5-7 個ずつのプールに分
け、それぞれリポソーム結合を行う。各プ
ールリポソームで免疫したマウスのリンパ
球を各ペプチドで刺 激 し 、 51Cr-release 
assay と  ELISPOT(IFN-)を行い、非細胞
傷害性抗ウイルス活性をもつワクチン候補

を選ぶ。選択されたペプチドを単独合成、
リポソーム結合し、モデルマウスで治 療 効
果、肝障害の有無を判定する。  
 
②: HLA-A24について抗原エピトープの同定
HLA-A24 は日本人の約半数が保有する。従
って HLA-A2 に加えて HLA-A24 拘束性
抗原ペプチドが選択できると、日本人の患
者の 8 割近くに有効なワクチンとなる。
HLA-A24 Tg mice は HLA-A2.1 Tg mice 
と同様、パスツール研・Dr.Lemmonier か
ら入手・繁殖しインフルエンザワクチン研
究に使用しているので、HCV core Tg mice
との F1 マウスを作製し、①の手法を当て
はめる。  
 
③: HCV タンパク結合ワクチンの開発 
HCV-NS3 遺伝子(5 種類)を発現ベクター
に組み込み、大腸菌に形質転換させ IPTC
で誘導を行う。その大腸菌をガラスビーズ
で破砕後、超音波処理を行う。タンパクを
含む上清を、抗 NS3 モノクロなーる抗体結
合ビーズを用い、NS3 タンパクを結合させ
る。溶出液を分取用電気泳動にかけタンパ
クを精製する。1 mg のタンパクをリポソー
ムに結合しワクチンとした。アジュバント
を加えたワクチンと、加えないワクチンを
マウスに免疫し①と同様の実験を行った。 

 
(3) 新しい細胞傷害性 T細胞試験の確立 
 ①: 抗原と免疫方法 
  インフルエンザウイルスの M1 タンパク

を発現する、組み替えアデノウイルスを、
HLA-A2 トランスジェニックマウスに腹腔
投与した。 

 ②: CTL 活性の測定 
  免疫後 1 週間のマウスの脾リンパ球を

CTL として扱い、標的細胞には GFP を発現
する C1R-A2 細胞を用いた。標的細胞は M1
タンパク由来ペプチドでパルスし、CTL と
Propidium iodide(PI) を混ぜ、4 時間後
にPIに染まる死細胞をフローサイトメー
ターで測定した。用いた CTL は試験管内
で抗原刺激を行ったものと、プライマリ
ー細胞を用いた。またフローサイトメー
ターを使用するので、従来の方法とは異
なりマルチパラメータでの測定が可能と
なるため、同時に CD107a, IFN-gamma、免
疫チェックポイント分子の測定を行う。 

 
４．研究成果 
 (1) HCV タンパク結合ワクチンの効果 
  ワクチン(Lip-NS3-2)免疫マウスにおい
て、コントロールと比較して有意に細胞傷
害活性や IFN-gamma、CD107a の産生が増加
することが確認された。また NS3 タンパク
を発現する組み替えウイルスのチャレン
ジ実験においても、ウイルスを完全に排除
することが確認された。続いてワクチン
(Lip-NS3-5)免疫マウスにおいて同様の実



験を行ったところ、同様の結果が得られた
が、細胞傷害活性がの測定ができなかった。
さらにアジュバントを加えず免疫したマ
ウスにおいても、優位に免疫誘導能が示さ
れた。 

  これらの結果からタンパク結合ワクチ
ン(Lip-NS3-2, -5)は、アジュバントを加
えなくても有意に免疫を誘導し、より安全
性の高いワクチン開発につながることが
示唆された。 

 
(2) 新しい細胞傷害性 T細胞試験の確立 
  確立した試験では、従来の細胞傷害性試
験と相関し、非常に感度が高く、放射性同
位元素を用いらないため、安全な試験であ
ることが示された。同時に他の分子マーカ
ーの測定ができることが確認された。また
プライマリー細胞でも活性が確認できる
ことが確認された。 

このように非常に感度良く、マルチパラ
メータで結果が出るので、テーラーメイド
のがん免疫治療に即時に情報を提供でき
る新しいCTL測定法に発展が考えられる。 
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