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研究成果の概要（和文）：本研究で開発した改良型LC16m8d2ならびにAAVを基盤としたマラリアワクチンは、感
染防御効果を有するPfCSP抗原ならびに伝搬阻止効果を有するPfs25抗原を同時にワクチンとして発現させること
に成功し、マウスに接種した場合に長期間の免疫応答（特に液性免疫応答）を高レベルで誘導することができ
た。また、本ワクチンの接種により、90%~100%のスポロゾイトに対する感染防御効果、ならびに、99.9%の伝搬
阻止効果を発揮した。本ワクチンは既存の認可済みワクチンをウイルスベクターとして用いているため、以上の
研究成果と合わせると、実用化に向けての可能性が強調された。

研究成果の概要（英文）：Our improved LC16m8d2- and AAV-based malaria vaccine developed in this study
 successfully expresses PfCSP and Pfs25 antigens simultaneously and induced a high level of 
long-term immune response (especially humoral immune response) in mice. In addition, immunization 
with this vaccine in mice provided 90%~100% protection against sporozoite infection and 99.9% 
transmission blocking efficacy. Since this vaccine uses an existing licensed viral vaccines as the 
viral vector, together with the above research results, the potential for practical application of 
this vaccine was emphasized.

研究分野：感染免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、過去に日本人に接種されたワクチンや、現在国内で遺伝子治療用に使用されているウイルスをもと
に、遺伝子組換えによって新たにマラリアワクチンを開発した。動物実験の結果、ワクチンを接種したマウスは
約100%の確率でマラリアの感染を免れ、さらに、マラリア感染していた場合でもマラリア原虫を蚊に伝染させる
ことはなかった。ワクチンによる予防が難しいマラリアに有効であったことから、標的を国内外で流行している
感染症に変更することで有効なワクチン開発が可能であると想定され、国産ワクチン開発の可能性が示された。

※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 
 マラリアはハマダラカ媒介性の寄生虫疾患であり、世界中で年間 2 億人以上の感染者と約 62
万人（2022 年報告書）の死者を出す重大な感染症である。気候変動による感染流行地域の移動、
殺虫剤抵抗性を獲得した蚊の増加、マラリア原虫の薬剤耐性などの事例はこの感染症の制圧を
さらに困難にしている。その抜本的な対策は効果の高いワクチンの開発であるが、長年の研究に
もかかわらずマラリアワクチンの開発は遅れており、新規のワクチンプラットフォーム（ワクチ
ンの接種様式の技術基盤）の開発が求められている。 
 マラリアワクチンの候補抗原であるスポロゾイト期抗原 PfCSP は肝臓への侵入に重要な役割
を果たしており、長年有望な感染予防用抗原として研究されてきた。一方、オオキネート期抗原
Pfs25 等に対して抗体を誘導し、吸血時に中腸に取り込ませて受精やその後の移動を制限するこ
とが伝搬阻止ワクチンの考え方である。伝搬阻止ワクチンは感染蚊の数を減少させるため、集団
をマラリアの脅威から守ることができる。 
 このように、マラリア撲滅に向け戦略性に富んだ様々なワクチン開発が提案されている。 
 
２．研究の目的 
 独自に開発した改良型 LC16m8∆2 ならびに AAV を基盤としたマラリアワクチンの感染防御効
果と伝搬阻止効果をマウスモデルで検証することにより、既存の認可済みワクチンをマラリア
ワクチンに応用することを目的とする。具体的には、Pfs25-PfCSP 発現型ワクチンを作製し、マ
ウスに免疫した後、ヒト用ワクチンの効果を検証可能な遺伝子組換えマラリア原虫を用いて感
染防御効果と伝搬阻止効果を評価し、液性免疫や細胞性免疫応答との相関を見出すことである。 
 
３．研究の方法 
A. ウイルスベクターワクチンの構築  
(1) 組換えマラリアワクチンの作製：PfCSP及び Pfs25 の各遺伝子を融合発現させる遺伝子発現
カセットを作製する。LC16m8∆2 においては、ワクシニアウイルス用の３種のプロモーター配列
をそれぞれ組み込んだワクチンを作製する。AAV1、AAV5 ならびに AAV8 ワクチンは CMV プ
ロモーターによる発現カセットを用いて作製する。 
(2) ワクチン抗原遺伝子の発現解析：①作製したワクチンが適切に抗原遺伝子を発現しうるか、
哺乳細胞株で遺伝子発現させモノクローナル抗体で発現状態を確認する。②同様の遺伝子発現
細胞を用い、マラリア感染流行地域住人の血清中の抗体と反応しうるか検証する。 
 
B. ヘテロローガス・プライムブースト免疫法 
 上記で作製した各ワクチンを組合せた免疫法でマウスに接種する。LC16m8∆は通法に従った
二股針による痘瘡接種法、及び、AAV は筋肉内注射法を基本とする。マウスの表現型、至適接
種量、免疫応答ピーク時（免疫１ヶ月後）と長期間経過後（半年及び１年後）の有効性比較、な
らびに、経時的な抗体価減衰の有無を検討する。 
 
C. ワクチンの有効性の検証 
(1) 組換えマラリア原虫チャレンジ感染試験：熱帯熱マラリア抗原 PfCSP を発現する組換えマラ
リア原虫スポロゾイトを感染蚊による吸血でマウスにチャレンジ感染させ、赤血球期への移行
の有無をもって感染防御効果を評価し、最適なワクチンの組合せを同定する。 
(2) 伝搬阻止試験：免疫したマウス血清を採取後、研究協力者のもとに送付し、Pfs25 発現型組
換え原虫や熱帯熱マラリア原虫の感染血と共に蚊に人工的に吸血させることで蚊への伝搬阻止
効果を評価する。申請者所属研究室においては、免疫したマウスに赤血球期原虫を感染させ、蚊
への感染伝搬が抑制されるか評価する直接吸血法の確立を目指す。 
 
D. ワクチンが誘導する免疫応答解析 
(1) 液性免疫応答の解析：大腸菌および無細胞発現系を用いた組換えタンパク質精製方法を確立
済みである。高純度組換え PfCSP および Pfs25 を用いて免疫マウス血清の ELISA を行う。 
(2) 肝臓における Resident Memory T（TRM）細胞の解析：免疫したマウスの肝臓および脾臓から
白血球を分離し、PfCSP CTLエピトープ-MHC複合体テトラマーに結合しうる CD8+ T細胞と肝
臓の TRM細胞数をフローサイトメトリーで定量する。 
 
４．研究成果 
A. ウイルスベクターワクチンの構築  
・PfCSP と Pfs25 を融合発現できる遺伝子発現カセットを作製し、LC16m8∆2 と AAV の各種ウ
イルスベクターに遺伝子組換えを行った。 
・LC16m8∆2 においては、３種のプロモーターのそれぞれを発現する組換えウイルスベクターワ
クチンを作製することができたが、発現量と安定性の観点でその当時最適と考えられた P7.5 型
プロモーターを採用した。 
・AAV においては、AAV1、AAV5、AAV8 をもとにしたワクチンを作製することができた。HEK293



細胞や Hepa1-6 細胞などの哺乳細胞における遺伝子発現解析では、いずれも AAV1 ベクターに
よる遺伝子発現量が最も高かった。In vivo imaging system による遺伝子発現解析では、筋肉内接
種の場合、接種部位に発現し、200日間以上発現が維持された。In vivo においてはベクター間の
発現量の差は少なく、いずれも高レベルで発現した。 
 
B&C. ヘテロローガス・プライムブースト免疫法及びワクチンの有効性の検証 
・LC16m8∆2/AAV1免疫法においては、予定通りの方法（痘瘡接種法及び筋肉内注射法）でマ
ウスに接種することができ、免疫後短期間（免疫 28日後）及び長期間（免疫 102日後）経過後
に組換えマラリア原虫スポロゾイトによるチャレンジ感染試験を行った。感染防御効果は短期
間で 100%、長期間で 90%であり従来型に比べて有意に高い感染防御効果が観察された。伝搬
阻止ワクチンとしての効果については、免疫後短期間（免疫 37日後）及び長期間（免疫 236日
後）経過後のマウスに赤血球期の原虫を感染させ、蚊への伝搬率に基づき阻止効果を判定し
た。対照群に比較したオオシスト形成抑制率は短期間で 99.99%、長期間で 97.16%であり、伝
搬阻止率（全く伝搬が起こらない割合）は短期間で 97.94%、長期間で 60.08%であった。 
・LC16m8∆2/AAV5免疫法においては、感染防御効果は短期間（免疫 40日後）で 100%、長期
間（免疫 100日後）で 55.6%であった。対照群に比較したオオシスト形成抑制率は 99.94%、伝
搬阻止率は 95.27%であった。 
・AAV8 を用いた免疫実験においては、LC16m8∆2 との組合せは試行していないが、アデノウ
イルスベクターとの組合せにおいて、組換えマラリア原虫スポロゾイトに対して 60%の感染防
御効果があったことを以前に報告している。 
 
D. ワクチンが誘導する免疫応答解析 
・LC16m8∆2/AAV1免疫法の液性免疫応答においては、免疫後のピーク時で抗 PfCSP 抗体価およ
び抗 Pfs25 抗体価ともに 50 万倍以上であった。抗 PfCSP 抗体価は PfCSP 発現型スポロゾイトの
暴露を受けると上昇し、免疫 100日後で 100 万倍近くに上昇し、175日後まで維持された。一方、
抗 Pfs25 抗体価は、免疫後から緩やかに減少し 272日後には 7 万倍弱まで下がったが、上述の通
り、高い伝搬阻止効果が維持された。細胞性免疫応答においては、PfCSP単独型やアデノウイル
スワクチンの免疫時に脾臓及び肝臓で抗原特異的 CD8+ T 細胞が確認されたが、上記の２価型
LC16m8∆2/AAV1 では誘導能に乏しかった。一方、本ワクチンにおいては肝臓の TRM細胞数が他
と比べて有意に増加していたため、ベクターあるいは未知のエピトープに特異的な T 細胞集団
が誘導された可能性がある。 
・LC16m8∆2/AAV5免疫法の液性免疫応答においては、免疫後のピーク時で抗 PfCSP 抗体価が
270 万倍以上、抗 Pfs25 抗体価が 70 万倍以上であった。 
 
 本研究で開発した改良型 LC16m8∆2 ならびに AAV を基盤としたマラリアワクチンは、感染防
御効果を有する PfCSP 抗原ならびに伝搬阻止効果を有する Pfs25 抗原を同時にワクチンとして
発現させることに成功し、マウスに接種した場合に長期間の免疫応答（特に液性免疫応答）を高
レベルで誘導することができた。また、本ワクチンの接種により、90%~100%のスポロゾイトに
対する感染防御効果、ならびに、99.9%の伝搬阻止効果を発揮した。本ワクチンは既存の認可済
みワクチンをウイルスベクターとして用いているため、以上の研究成果と合わせると、実用化に
向けての可能性が強調された。 
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