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研究成果の概要（和文）：本課題は、現行の多剤併用療法と併用可能な新規免疫療法を確立するために、STING
リガンドを抗原特異的免疫反応誘導のためのワクチンアジュバントとし、潜伏感染細胞排除に繋がるアジュバン
ト最適型新規免疫療法を見出すことを目的としている。3つの柱として1)アジュバント活性評価、2)ワクチンモ
ダリティ評価、3)広範囲中和抗体評価のそれぞれの要素について最適化・準備を進め、1)STINGリガンドの選定
と投与ルート・投与量の最適化、2)モデルワクチンでの免疫原性の確認、3) in vivo投与用カニクイザル型広範
囲中和抗体候補の選定を完了した。

研究成果の概要（英文）：In this project, in order to establish a novel immunotherapy that can be 
used with combination AntiRetroviral Therapy (cART), we use STING ligand as a vaccine adjuvant for 
inducing antigen-specific immune responses, and to find an adjuvant-optimized novel immunotherapy 
that leads to elimination of latent infected cells.
We have performed 1) adjuvant activity evaluation, 2) vaccine modality evaluation, and 3) broad 
neutralizing antibody evaluation. As the results, we archived 1) STING ligand selection and 
optimization of administration route and dosage, 2) confirmation of immunogenicity with model 
vaccine, 3) selection of a cynomolgus type broad neutralizing antibody candidate for in vivo 
administration.
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果と申請者が過去に樹立したカニクイザルcART治療モデルとにより、現実のcART治療下の患者に似た動
態を示すカニクイザルモデルにてアジュバント最適型新規免疫療法を実際に検証できる準備が整った点は、HIV
根治の可能性を見出す上で大きな一歩であると考えている。また、感染症のみならずがん免疫療法の分野でも注
目されているSTINGリガンドのin vivoの安全性・有効性についての詳細な免疫学的プロファイルは、世界的に見
ても稀有であり、特に投与前パラメーターから効果の一部が予測できる可能性が示唆された点は、創薬における
非臨床のみならず臨床試験にも応用できる可能性があり、学術的意義も大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
HIV-1感染者に対する治療として多剤併用療法(combination antiretroviral therapy (cART))を行っ
た場合、多くの感染者において血中ウイルス量を検出限界以下にコントロールすることが可能
である。しかしながら現在でも、cARTのみで体内からウイルス潜伏感染細胞を完全に排除する
ことは出来ない。つまり一度 cARTを開始すると一生涯薬を飲み続けなければならず、根本的な
治療には未だ至っていないのが現状である。エイズ根治へ向けた現在の課題はこの潜伏感染細
胞の完全排除、いわゆる機能的治癒の実現である。近年、広範な HIV 臨床株を中和することの
できる広範囲中和抗体が世界中で数多く単離されており、cART 治療下にて、これら抗体を単独
で投与することにより機能的治癒を目指すという試みに大きな期待が寄せられていた。しかし
ながら最新の臨床試験の報告でも十分な治療効果は認められてはおらず (Bar KJ. et al., NEJM. 
2016)、「機能的治癒実現に向けた新しい概念に基づく新規治療法を研究開発することができるか」
が、エイズ治療の大きな課題となっている。 
過去の報告を総括すると、機能的治癒を達成するためには、1) 潜伏感染細胞を再活性化させ、
細胞変性効果(CPE)による感染細胞死を誘導すること、2)抗 HIV-1 免疫反応の強力な活性化を誘
導すること、の両者の重要性が示唆されている(Deng K et.al., Nature. 2015)。機能的治癒を目指し
た研究に関して、先に述べた抗 HIV 抗体単独投与による治療の試みの他には、ヒストン脱アセ
チル化酵素(HDAC)阻害薬を用いた治療が挙げられる。ただ、この HDAC阻害剤を用いた場合、
潜伏感染細胞の再活性化は認められるものの、CD8T細胞機能を著しく低下させてしまうことが
報告されており(Jones RB et.al., Plos Pathogens. 2014)、未だ十分な効果が得られていない。つまり
現行の方法では、上記 1)、2)の両者を同時に実現することは難しい。 
そのような背景の中、申請者はこれまで、ワクチンアジュバントとして開発が進められてき
た STINGリガンドを単剤で免疫賦活化剤として応用することで、本来の目的である免疫反応の
活性化のみならず、感染個体由来末梢血単核球(PBMC)中の潜伏感染細胞の再活性化を誘導でき
ることを in vitro実験により見出している(Yamamoto T et.al., Sci Rep. 2019 Apr 11;9(1):5917.)。つま
り STINGリガンドは HIV-1感染症に対する機能的治癒に向けた新規免疫療法において有望な候
補薬剤であると考えられる。 
本研究では、この STINGリガンドを軸となる免疫賦活化剤(アジュバント)として用い、その
上で、潜伏感染細胞排除に向けたより強力な抗 HIV-1免疫反応の誘導を目指し、様々な免疫療法
との併用の可能性を検証する。 

 
２．研究の目的 
機能的治癒の達成には、cART下において潜伏感染細胞を再活性化し細胞死を誘導するととも
に、強力な抗 HIV 免疫応答による潜伏感染細胞を排除することが必要である。我々は自然免疫
賦活化剤である STINGリガンドに着目し、STINGリガンドをアジュバントとして、ワクチンと
併用することにより効率的に潜伏感染 細胞を排除できる新規免疫療法の確立を目指している。
計画開始時において、STINGリガンドの in vitroにおける免疫賦活化能については我々の先行研
究により知見を得ていたが、vivo における免疫賦活化効果、及び HIV 感染症に対する治療効果
は不明であった。 
本課題では、現行の cARTと併用可能で、かつ「潜伏感染細胞を再活性化させ、細胞変性効果
による感染細胞死を誘導すること」と「強力な抗 HIV-1 免疫反応誘導による潜伏感染細胞の排
除」を併せて誘導する新規免疫療法を確立するために、STING リガンドを抗原特異的免疫反応
誘導のためのワクチンアジュバントとし、潜伏感染細胞排除に繋がるアジュバント最適型新規
免疫療法を見出すことを主題としている。 
上記を達成するために必要な 3要素、即ち、1)アジュバント活性評価、2)ワクチンモダリティ
評価、3)広範囲中和抗体評価のそれぞれの要素について最適化・準備を進めた。 
特に、ワクチンモダリティーについては、計画当初は想定されていなかったコロナ禍におい
て急速に進んだワクチン開発の状況を踏まえ、ペプチドプールを抗原とするのではなく、核酸ワ
クチンを用いる方が実用化に直結すると判断し、核酸ワクチンの可能性を追求することとした。 
 
３．研究の方法 
本研究ではまず、先行研究で見いだした複数の STINGリガンドのうちより免疫賦活可能の高
いリガンドの選定、in vivoにおける投与ルートの検証を行うとともに、安全性及び免疫賦活化能
について、通常の血算や血漿サイトカインの評価に加え、マルチカラーフローサイトメトリーを
用いた細胞サブセット毎の活性化等の評価による検証を行った。 
並行して、選考して樹立したカニクイザルにおける SIV慢性持続感染 ARTカニクイザルモデ



ルにおける、広範囲中和抗体の効果を見るために、広範囲中和抗体クローンのカニクイザル型抗
体への改変を行い、in vivo投与に必要な IgGの精製をおこなった。 
さらに、新規ワクチンモダリティの評価を行うため、HIV Gag及び Polエピトープを含む複数の
エピトープをタンデムに繋いだ DNAワクチンの原型を作成し、ヒト HLA-Tgマウスを用いてそ
の免疫原性を評価した。 

 
４．研究成果 

1. STINGリガンドの in vivo投与実験 
初年度：初年度には、STINGリガンドの in vivo投与につい
て、少数の個体において、容量と投与ルートの検証を行った。
結果として、静注、筋注いずれにおいても 0.5mg/kgまでの投与
においての安全性に大きな問題は見られず、血漿中の機能的 サ
イトカインの誘導については、筋注のほうが顕著に強い誘導が
起きることが明らかとなった（図 1）。 

2年度目：STINGリガンドの投与ルート及び投与量について
は検討の余地が残っていたことから、2年度目も引き続き
STINGリガンドの投与量・投与ルートの検証と、安全性・有効
性に関する試験を進めた。また、c-di-AMPだけではな
く、活性化能の高い類似体である 3’-3’-c-GAMPに
ついても安全性・有効性評価を進めた。具体的には非
感染カニクイザルに、0.1 mg/kg-1.0 mg/kgまでの c-di-
AMP及び 3’-3’-c-GAMPを筋注にて投与し、その後
2週間にわたり、採血と投与部位の観察、炎症スコア
リングを行った。その結果、安全性に関しては投与箇
所に一過性の炎症は見られたものの、重症なものはな
く 14日後にはおさまった。また、血液中の炎症性サイ
トカイン、血算による血液サブセットの推移、
intermediate monocyteに代表される PBMC中の炎症性
サブセットに関しても一過的な誘導と活性化が見られ
たが、7-14日後には定常状態へと戻った（図 2）。この
ことから、STINGリガンドの安全性には問題はないこ
とが示唆された。有効性に関しても 0.5 mg/kg以上の投
与において、血漿中で Type I IFNや IFN-gammaが観察された。さ
らに、マルチカラーフローサイトメーターによる解析から PBMC
中の DC, NK, T細胞の各サブセットにおいて 活性化マーカーの上
昇が見られ、STINGが免疫賦活化作用を示すことが示唆された。
これらの結果を総合評価し、0.5 mg/kgの c-di-AMPを筋注にて投
与する方法が ワクチン効果を最大化することが示唆された。 
最終年度：最終年度には、血算やサイトカイン、マルチカラーフ
ローサイトメトリーによる各免疫細胞サブセットの活性化プロフ
ァイル等を組み合わせた経時的かつ多層的
データセットを用い、機械学習などのバイ
オインフォマティクスを用いて多層的デー
タセットを解析することにより、安全性指
標と有効性指標に基づく個体ごとの分類に
より、免疫賦活化剤投与後の安全性と有効
性を同時に評価できる系を樹立した。（図
3）。更に、受容体である STINGの発現を各
細胞サブセット毎に収集し拡張した投与前
データセットから、投与後の有効性を予測
するモデルを樹立した（図 4）(Takahama et al. Molecular Therapy Methods and Clinical Development., 
2023)。 
 
2. ワクチンモダリティー評価 



初年度：計画当初はペプチドブールをワクチン抗原として用いる計画であった。そのため、
SIV Gagに対するオーバーラッピングペプチドについて、in vivo投与に必要な量を確保するた
めの準備を進めていた。一方、コロナ禍において急速
に進んだワクチン開発の状況を踏まえ、ペプチドプー
ルを抗原とするのではなく、核酸を用いる方が実用化
に直結すると考えられたため、核酸ワクチンの効果検
証を行うこととして準備を進めた。 

2年度目：核酸ベースの様々なワクチンモダリティ
評価のために必要な、ヒト HLA発現遺伝子改変マウ
スを輸入し、所属研究所での飼育を開始し、解析基盤
を整備した。 
最終年度：HLA-A*02:01に対するエピトープをモ
デルエピトープとし、複数の抗原に対する有効なエピ
トープをタンデムに搭載した DNAワクチンシーズを
作製し、HLA-Tgマウスを用いた免疫原性の評価を行
った（図 5）。具体的には、HLA-A02−Tgマウスに
DNAワクチンを投与し、3回のブースト後に解剖
し、脾臓細胞を精製後、HIV Gagエピトープ
（SLYNTVATL）及び Polエピトープ(ILKEPVHGV)
各々のペプチドで刺激し、ELISPOTによる IFN-
gammaの測定を行った。 
その結果、HIV Gagエピトープ（SLYNTVATL）及び

Polエピトープ(ILKEPVHGV)ともに、IFN-gamma応答が確認された（図 6）。今後 DNAワクチン
のみではなく、mRNAワクチンとしての可能性も追求していく予定である。 
 
 
3. カニクイザル型 SIV Env特異的広範囲中和抗体の準備 
初年度：カニクイザル型 SIV Env特異的広範囲中和抗体は、共同研究者より分与された認識
エピトープの異なる 7種類の SIV Env特異的 bNabアカゲザル型コンストラクトを用い、ま
ず、各コンストラクトから、アカゲザル型各 IgGを調整し、実
際に SIVmac251感染細胞の細胞表面 Envを認識できるのかを
in vitro実験により検討した。 
その結果、MPER 抗体以外の 7 種類中 6 種類の抗体が実際に

SIV感染細胞表面の Envを認識することが明らかとなった。特に
SIV Env2/3/5/6が強く細胞表面 Envを認識した（図 7）。 

2年度目：選択したモノクローナル抗体のカニクイザル型へ
の変換のために、カニクイザル型の各 IgGアイソタイプの配列
選定を行った。また、抗 PD-1ヒト抗体をモデル抗体として実際
に、機能的カニクイザル型 IgGを Expi293T細胞で作製・定量す
る系を確立した。 
最終年度：In vitroでの検証により選択した SIV Env特
異的広範囲中モノクローナル抗体について、カニクイザ
ル型への変換を行った。アカゲザル IgG1の Fc領域をカ
ニクイザル型の各 IgGアイソタイプへ改変し、Exp293T
細胞による抗体産生・精製を行い、in vivo投与実験に必
要な量の IgGを確保した（図 8）。今後実際の in vivoにお
ける効果を検証していく予定である。 
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