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研究成果の概要（和文）：顧みられない熱帯病（NTD）に対するワクチン開発を行った。まず、ワクチンに適し
たベクターの構築を試みた。その結果、pDNA、dendrigraft poly-L-lysine (DGL)とγ-polyglutamic acid (γ
-PGA) の混合比と調製手順を最適化することで脾臓標的型遺伝子ベクターを開発することに成功した。このベク
ターをマラリアDNAワクチンに応用した結果、高い免疫誘導効果を示し、感染マウスの生存期間を延長させた。
さらに、住血吸虫症のDNAワクチンに応用した結果、Th1の免疫反応が優位になり、肝臓のegg burdenを著しく減
少させた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed the novel DNA vaccines against the neglected 
tropical diseases (NTD). At first, we tried to construct the DNA vector suitable for DNA vaccine. We
 successfully prepared the spleen-targeted gene vector by optimization of the mix ratio of pDNA, 
dendrigraft poly-L-lysine (DGL), and γ-polyglutamic acid (γ-PGA) and the preparation process. We 
applied the vector to malaria DNA vaccines. Malaria DNA nano-vaccine showed high immune induction 
and prolonged survival rate of malaria-infected mice. Furthermore, we applied the vector to 
schistosomiasis DNA vaccine. As results, schistosomiasis DNA nano-vaccine induced dominant Th1 
cellular immune response and markedly reduced the egg burden in the liver.

研究分野： 医療薬剤学、製剤学
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１．研究開始当初の背景 
 世界保健機関 WHO によると世界で 27 億人
の貧困層のうち 10 億人超の人々が顧みられ
ない熱帯病（NTD）による健康被害を被って
いる。NTD は地球規模の保健医療問題であり、
有効で使用可能な予防ワクチンや治療薬の
開発が待ち望まれており、世界的な取り組み、
とりわけ先進国による医薬品の研究開発が
喫緊の課題である。 
長崎大学は熱帯医学研究所を中心に、NTD

の基礎および臨床疫学研究を長年にわたり
行い、国内の寄生虫疾患の撲滅やフィリピン
やベトナムなど東南アジア地域の寄生虫対
策に資する研究業績を多数あげてきている。
しかし世界的にみれば、NTD に対する予防治
療法の研究開発は未だ不十分であり、新たな
イノベーションを導入したより高い付加価
値を持つ医薬品ワクチンの開発と実用化を
今後さらに加速させる必要がある。申請者は
これまでに、様々な電荷を持った高分子を疎
水的または静電的に自己組織化させること
で、安全性が高く、脾臓、肝臓、肺への指向
性を有する画期的なナノデバイスの構築に
成 功 し た （ 特 願 2012-501869 、
PCT/JP2011/054195）。マウスでのマラリア
Plasmodium yoelii を用いた感染実験におい
ては、脾臓指向性ナノデバイスを用いて調製
した MSP-1DNA ナノワクチンでは、ナノデバ
イスなしのDNAワクチンに比してマウスの防
御免疫活性が著しく増強され、生存率の増強
やサイトカイン産生能の上昇が認められた。 
NTD はその病原寄生虫の特徴的な挙動や形

態のために異なる病態を呈する。一方、医薬
品はその動態を精密に制御することで効果
を著しく増強でき、副作用を軽減し臨床的ア
ウトカムを飛躍的に改善することができる。
したがって、NTD の予防や治療には、一律な
治療法の研究だけでは不十分であり、寄生体
の生活史や挙動を考慮に入れた、適正な医薬
品やワクチンを標的化させる技術との融合
が必要である。 
 
２．研究の目的 
 各 NTD の専門家を研究分担者とし、日本
独自の革新的技術としてのナノデバイスを
用いた新規ワクチン、予防法、治療法の開発
を前臨床段階まで進めることを目的とした。
本研究は臨床開発へつなげることを念頭に
置いており、革新的な治療予防法の作出によ
りNTDの世界的な制御対策におけるブレイク
スルーを目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) pDNA として firefly luciferase をコー
ドしたpCMV-Lucを用いた。pDNA、dendrigraft 
poly-L-lysine (DGL)、γ-polyglutamic acid
（γ-PGA）を様々な電荷比で混合し、
pDNA-DGL-γ-PGA 複合体（γ-PGA 複合体）を
調製した。調製した複合体の粒子径や表面電
荷などの物理化学的性質を測定し、また、安

定性を電気泳動などで調べた。マウスメラノ
ーマ細胞株 B16-F10 細胞を用いて、γ-PGA 複
合体の遺伝子導入効率および細胞毒性を調
べた。また、複合体の分解性についても評価
した。さらに、in vivo での遺伝子発現を評
価するために、γ-PGA 複合体をマウスへ静脈
内投与した。投与後6時間に各臓器を摘出し、
組織中のルシフェラーゼ活性を測定した。 
 
(2) マウスマラリア原虫 P yoelii GPI8p 
transamidase-related proteinをコードした
pVR1020-TAM (pyTAM)を用いて、マラリア DNA
ナノワクチン（pyTAM-DGL-γ-PGA 複合体）を
調製した。マウスにマラリア DNA ナノワクチ
ンを 3週間隔で 3回投与した。最終投与から
2 週間後に血液中の免疫グロブリンおよび脾
細胞からのサイトカイン分泌について測定
した。また、最終投与から 2週間後にマラリ
ア原虫を投与し、生存率と寄生虫血症を評価
した。 
 
(3) 住血吸虫症の DNA ワクチンとして Sj 
Glutathione S-Transferase (SjGST)をコー
ド し た pVR1020-SjGST を 用 い た 。
pVR1020-SjGST 、polyethyleneimine (PEI)、
γ-PGAを組み合わせて住血吸虫症DNAナノワ
クチン（pVR1020-SjGST -PEI-γ-PGA 複合体）
を調製した。マウスに住血吸虫症 DNA ナノワ
クチンを 2週間おきに 3回投与した。最終免
疫から2週間後に血液中の免疫グロブリンお
よび脾細胞からのサイトカイン分泌につい
て測定した。また、細胞性あるいは液性免疫
について解析した。さらに、最終投与から 2
週間後に日本住血吸虫の感染型セルカリア
を皮感染させ、6 週間後に門脈還流を行い、
回収される虫体数から防御能を評価した。 
 
(4) シャーガス病に対するDNAワクチン候補
のスクリーニングを行った。まず、シャーガ
ス病ワクチンの系統的レビューにより抗原
の候補となるペプチドを精査し、候補を絞り
込んだ。これらの情報をもとに、さらに寄生
生物の各成長ステージで発現する遺伝子に
ついてデータベーススクリーニングを行っ
た。 
 
４．研究成果 
 pDNA、DGL、γ-PGA の電荷比と調製プロセ
スを最適化することで 100 nm 以下の安定な
アニオン性複合体（γ-PGA 複合体）を構築で
きた。基礎的な遺伝子導入効率および細胞毒
性を評価した。その結果、γ-PGA 複合体は細
胞毒性を示すことなく、高い遺伝子発現を示
した。また、蛍光色素を内包したγ-PGA 複合
体を用いて細胞内分解性を評価したところ、
複合体は細胞内で分解していることが観察
された。γ-PGA 複合体をマウスに静脈内投与
した結果、脾臓において高い遺伝子発現が見
られた（図 1）。したがって、脾臓指向性を有
するγ-PGA 複合体はワクチンへ応用できる



可能性が示された。 

 
そこで、γ-PGA 複合体をマラリア DNA ワク

チンへ応用することを試みた。pyTAM を用い
て、マラリア DNA ナノワクチンを調製した結
果、マラリア DNA ナノワクチンは 100 nm 以
下の安定なアニオン性微粒子を形成した。
DNA ワクチンのみをマウスへ投与しても、抗
体価の誘導はほとんど認められなかった。一
方、マラリア DNA ナノワクチンを投与した結
果、非常に高い抗体価の誘導が認められた。
また、免疫誘導したマウスへマラリア原虫を
感染した結果、未処理のマウスおよび効果の
ないブランクDNAナノワクチンを投与したマ
ウスは全て死亡したのに対し、マラリア DNA
ナノワクチンを投与したマウスの生存率は
高く、強い感染制御効果が認められた（図 2）。 

 
次にγ-PGA複合体を住血吸虫症DNAワクチ

ンへ応用することを試みた。S. japonicum 
glutathione S-transferase (SjGST) をコー
ドした住血吸虫症 DNA ワクチンを用いて、住
血 吸 虫 症 DNA ナ ノ ワ ク チ ン
（pVR1020-SjGST-polyethyleneimine (PEI)- 
γ-PGA 複合体）を構築した。住血吸虫症 DNA
ナノワクチンは、住血吸虫症に特異的な免疫
誘導を惹起した。住血吸虫症 DNA ナノワクチ
ンはブランク DNA ナノワクチンと比較して、
IFN-γ産生 CD4陽性 T細胞の割合を増加させ、
IL-4産生CD4陽性T細胞の割合を減少させた
（図 3）。したがって、住血吸虫症 DNA ナノワ
クチンにより Th2 の反応が減少し、Th1 の免
疫反応が優位になることが示唆された。また、
住血吸虫症 DNA ナノワクチンは肝臓の egg 

burden を著しく減少させた。 

 
シャーガス病に対するDNAワクチン候補の

スクリーニングを行った。その結果、ASP2、
TCG1、TC52、Transialidase、TCG2、Cruzipain、
TCG4、および TC24 の 8 つの遺伝子を同定し
た。そこで、これらの遺伝子を VR1020 に組
み込み、DNA ワクチンを必要量調製した。TCG1、
TCG4、および TC24 の 3 つの遺伝子をそれぞ
れ組み込んだ DNA ワクチン（pVR1020-TCG1、
pVR1020-TCG4、pVR1020-TC24）が既に調製済
みであり、その他の遺伝子についても現在調
製中である。さらに、調製済みの 3 種の DNA
ワクチンと DGL、およびγ-PGA を様々な混合
比で静電的に組合せ、最適な条件を見出した。
自己組織化された安定なナノワクチンを、
C57BL/6 系マウスに 2 週間おきに腹腔内投与
し、現在、免疫誘導を行っている。 
 以上のように、我々は本研究によって、生
体適合性脾臓標的型遺伝子ベクターをマラ
リアDNAワクチンおよび住血吸虫症DNAワ
クチンへ応用することで、高い免疫誘導効果
を示す画期的なマラリア DNA ナノワクチン
および住血吸虫症 DNA ナノワクチンを開発
することに成功した。これらの結果は、NTD
に対するワクチン開発において有益な基礎
的情報であると考えられる。今後は、シャー
ガス病に対するDNAナノワクチンも開発し、
有効性を評価して行く予定である。 
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