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研究成果の概要： 

マウスマラリア P. yoelii 強毒株 (XL) のスポロゾイト感染系における UB-CSP と UB-MSP1

によるキメラ DNA ワクチンによって、マラリア虫血症および生存率の顕著な延長効果が認めら

れ、P. yoelii XLに対する感染防御能の賦与が明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 

近年、田中らによりペプチド抗原をユビキ

チン化することによりその抗原がプロテア

ソームでプロセッシングを受け、必然的に

MHC クラス I 分子に提示されることにより抗

原特異的CD8＋T細胞が誘導されることが証明

された(Immunol. Rev. 163:161-76, 1998)。

- - -この経路はユビキチンプロテアソーム

システムと呼称されている。 

申請者等はトキソプラズマやクルーズト

リパノソーマのような細胞内寄生原虫の感

染系で「宿主寄生体相互関係」の解析および

それらの病原体に対する遺伝子ワクチンの

解析に携わってきた。その結果それらの病原

体に対する防御免疫にはCD8+ T細胞を中心と

した細胞性免疫が必須の関わりを持つこと、

その免疫誘導には原虫抗原遺伝子とユビキ
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チン遺伝子の融合遺伝子を用いたユビキチ

ンプロテアソーム系の応用による DNAワクチ

ンが最も効果的であることを報告してきた。

更に我々は赤血球内寄生原虫であるマラリ

ア原虫感染においても上記の細胞内寄生原

虫と類似した「宿主寄生体相互関係」が存在

し、それに対する宿主防御免疫に CD8+ T細胞

を中心とした細胞性免疫が必須であること

を解明してきた。 

 
２．研究の目的 

本申請研究はユビキチンプロテアソーム

系の応用によりCD8+ T細胞を中心とした細胞

性免疫応答の誘導を目指す。マラリア原虫の

肝臓内型のスポロゾイトと赤血球内型のメ

ロゾイトの両者を二段階標的とする全く新

規の発想からなるマラリアに対するDNAワク

チンの開発研究であり、マラリアワクチン開

発の分野に大きなインパクトを与えると確

信する。 

 
３．研究の方法 

１）ベクターの構築 

 ネズミマラリア原虫、Plasmodium yoelii

よりスポロゾイト抗原（CSP）およびメロ

ゾイト抗原（MSP1）をコードする遺伝子を

クローニングし、ユビキチン遺伝子とフュ

ージョンして、ワクチンベクターを構築す

る（それぞれ UB-CSP,UB-MSP1）。またマウ

スより各種サイトカイン遺伝子をクロー

ニングしサイトカイン発現ベクターを構

築する。 

 ２）ネズミマラリア強毒株 (P. yoelii 

XL)感染に対するワクチン効果の判定 

 ネズミマラリア P. yoelii 強毒株 (XL) 

のスポロゾイト感染において UB-CSP と

UB-MSP1 のキメラ DNA ワクチンによる P. 

yoelii XL に対する感染防御能をマラリア

虫血症および生存率の延長効果で判定す

る。 

 ３）ワクチンベクターのユビキチンプロ

テアソーム経路への関与の検討 

 作製したワクチンベクターを様々な細

胞株に遺伝子導入し、その発現を確認し、

抗原蛋白のプロセッシング及び抗原提示

機構を解析する。さらに作製したワクチン

ベクターを用いて細胞株に遺伝子を導入

し、プロテアソーム阻害剤である MG-132、

エポキソマイシン等を用い、抗原蛋白質の

プロセッシングとプロテアソーム阻害剤

の影響についてウエスタンブロッティン

グ法により解析を行う。 

４）マウスモデルにおけるワクチンベクタ

ー導入による免疫応答の検討 

 マウスに対して、「フュージョンベクター」

および「キメラベクター」によるＤＮＡワク

チンを行う。ワクチンには生体への遺伝子導

入効率に優れた遺伝子銃を用いる。ワクチン

後、CSP およびMSP1 蛋白に対する特異抗体

価、リンパ球の抗原特異的増殖反応・サイト

カイン産生及び細胞傷害活性について解析

し「フュージョンベクターによるＤＮＡワク

チン」の免疫誘導能並びにその特徴を明らか

にする（遺伝子銃：現有設備） 

 ５）センダイウイルスベクターでは組み込

み遺伝子に対応する抗原蛋白質が大量に発

現され、かつCD8+T細胞の活性化が非常に効果

的であることが知られている。本研究では 

priming には naked DNA によるDNA ワクチ

ンを、booster にはそれぞれの遺伝子をセン

ダ イ ウイ ル ス ベ ク タ ー に 発 現さ せ た

prime-boost の系を用いる。 

６）マウスモデルにおけるワクチンベクター

のユビキチンプロテアソーム経路への関与

の検討 

 マウスに対して、遺伝子銃を用いて「フュ

ージョンベクター」ＤＮＡワクチンを行う。



抗原提示細胞としてマクロファージ細胞等

へワクチンベクターの遺伝子導入を行い、ワ

クチン後マウス脾細胞と共培養し、サイトカ

イン産生及び細胞傷害活性について解析を

行う。その際、プロテアソーム阻害剤である

MG-132、エポキソマイシン等を用いることで、

抗原提示におけるユビキチン−プロテアソー

ム経路の重要性について詳細に検討する。 

 
４．研究成果 

マラリア原虫、Plasmodium yoelii よりスポ

ロゾイト抗原（CSP）およびメロゾイト抗原

（MSP1）をコードする遺伝子をクローニング

し、ユビキチン遺伝子とフュージョンして

（それぞれ UB-CSP,UB-MSP1）、ワクチンベク

ターを構築し、またマウスより各種サイトカ

イン遺伝子をクローニングしサイトカイン

発現ベクターを構築した。 

 作製したワクチンベクターを用いて様々

な細胞株に遺伝子導入を行い発現の確認を

行い、抗原蛋白のプロセッシング及び抗原提

示機構を解析した。次いで作製したワクチン

ベクターを細胞株に遺伝子導入を行い、プロ

テアソーム阻害剤である MG-132,エポキソマ

イシン等を用い、抗原蛋白質のプロセッシン

グとプロテアソーム阻害剤の影響について

ウエスタンブロッティング法により解析を

行った。 

 生体への遺伝子導入効率に優れた遺伝子

銃を用い、マウスに対して「フュージョンベ

クター」および「キメラベクター」による DNA

ワクチンを行い、CSPおよび MSP1蛋白に対す

る特異抗体価、リンパ球の抗原特異的増殖反

応・サイトカイン産生及び細胞傷害活性につ

いて解析を行い、「フュージョンベクターに

よる DNAワクチン」の免疫誘導能並びにその

特徴を明らかにした。 

さらにそれぞれの遺伝子をセンダイウイ

ルスベクターに発現させて booster DNAとし

て用い、nakedDNA を priming DNA として、

prime-boost DNAワクチンの実験をおこない、

その有効性を確認した。 

マウスマラリア P. yoelii 強毒株 (XL) の

スポロゾイト感染系における UB-CSP と

UB-MSP1によるキメラDNAワクチンによって、

マラリア虫血症および生存率の顕著な延長

効果が認められ、P. yoelii XLに対する感染

防御能の賦与が明らかとなった。 
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