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研究成果の概要（和文）：アンジオテンシンII DNAワクチンをSHRに投与し、無投与群と共に長期観察を行っ
た。また一部の個体は投与半年後に解剖し、心臓、腎臓等の組織解析を行った。その結果、ワクチン群で血中ア
ンジオテンシンII濃度の低下などが認められた。またワクチン群のHE染色で肝臓や腎臓に病理学的所見を認めな
かった。これらの結果からアンジオテンシンII DNAワクチンの投与は長期的な影響として、免疫反応による有害
な作用が認められないこと、降圧に伴う臓器保護効果が認められることなどが明らかとなった。これらの結果を
まとめ、Hypertension誌に論文発表を行った。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to design DNA vaccines for high blood pressure and
 eventually develop human vaccine therapy to treat hypertension. Plasmid vector encoding hepatitis B
 core-angiotensin II (Ang II) fusion protein was injected into spontaneously hypertensive rats using
 needleless injection system. Anti-Ang II antibody was successfully produced in hepatitis B core-Ang
 II group. Systolic blood pressure was consistently lower in hepatitis B core-Ang II group after 
immunization, whereas blood pressure reduction was continued for at least 6 months. Survival rate 
was significantly improved in hepatitis B core-Ang II group. This study demonstrated that Ang II DNA
 vaccine to spontaneously hypertensive rats significantly lowered high blood pressure for at least 6
 months. In addition, Ang II DNA vaccines induced an adequate humoral immune response while avoiding
 the activation of self-reactive T cells, assessed by ELISPOT assay.

研究分野： 老年・総合内科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 高血圧症の治療にはカルシウム拮抗薬

やレニン・アンジオテンシン系阻害剤など

の降圧薬が広く用いられている。これらの

薬剤はいずれも優れた降圧効果を持ち、経

年の使用により様々な有効性および副作用

に関するエビデンスも蓄積されつつある。

しかしながら数種類の降圧薬を併用しても

降圧が不十分な症例も多く、そういった例

では更に追加できる降圧手段の開発や、ア

ドヒランスの向上も大きな課題である。ま

た我が国は他に例の無い急激な速度で高齢

化が進んでおり、今後高血圧症患者数がま

すます増加することは必至であり、それに

伴う医療費の増大にどう対応するかも社会

的な課題である。 
もし、年に１～２回程度ワクチンを投与

することによって、必要な降圧薬を減量あ

るいは中止することができたら、アドヒラ

ンス向上による治療効果の改善や、医療費

の削減効果など、非常に有益な効果がもた

らされると考えられる。これまでに高血圧

症に対するワクチン治療としては、レニン、

アンジオテンシン I および II、１型アンジ

オテンシン受容体などを標的分子とした研

究が報告されている。レニンでは副作用が

認められ（Ref.1）、アンジオテンシン I で

は有効性が得られなかった（Ref.2）が、ア

ンジオテンシン II および１型アンジオテ

ンシン受容体（Ref.3）では有効性が認めら

れ、アンジオテンシン II では臨床試験も進

められつつある（Ref.4）。 
 DNA ワクチンは、感染症や腫瘍などを

標的とした開発が盛んであるが、最近アル

ツハイマー病（A）や脂質異常症（CETP）
のような自己抗原を標的とした研究も進め

られており、CETP に対するワクチンでは

脂質異常症の改善効果が報告されている

（Ref.5）。 
我々はこれまでに高血圧症に対するワク

チン研究を進め、アンジオテンシン II のペ

プチドワクチンが高血圧モデル動物の収縮

期血圧を低下させ、高血圧症の新規治療法

となり得ることを示した(Ref.6)。更にアン

ジオテンシン II DNA ワクチンの作製と高

血圧ラットモデルにおける治療効果の検討

を行った。その結果、DNA ワクチンはペ

プチドワクチンよりも効果の持続期間が長

く、抗アンジオテンシン II 抗体の抗体価の

上昇と、それに伴う収縮期血圧の有意な低

下が少なくとも半年以上に渡り持続するこ

とが明らかとなった。有効性および安全性

が確認できたものの、より降圧効果の強い

ワクチンの開発、長期間持続するワクチン

の開発、またこれらのワクチンの詳細な作

用機序の解明などがこれからの課題である。 
そこで本研究は、ワクチンの長期的な臓

器保護効果の検討や、心筋梗塞モデルでの

検討、よりヒトに近い大型動物での検討、

ワクチン効果が持続する機序の解明などを

通じ、実用化を目指した高血圧 DNA ワク

チンの製剤開発を行うことを目的とする。 
 
２．研究の目的 
 １）アンジオテンシン II DNA ワクチン

の投与は、長期的な影響として、免疫反応

による有害な作用が認められないこと、降

圧に伴う臓器保護効果が認められることを、

詳細な検討により明らかにする。そのため

に、ワクチン投与ラットを対照群と共に長

期間観察し、寿命延長効果の有無や臓器障

害の抑制効果等を評価する。この実験は既

に開始してから１年近くが経過しており、

研究期間内に解析を終えることが充分可能

である。 
２）臨床応用に適したワクチンとしては、

単に降圧効果があるのみではなく、その結

果として心不全の増悪を抑制するなど、生

命予後を改善する効果を持つことが望まれ

る。また、げっ歯類だけでの検討では種差

による効果の違いが評価できないため、よ

りヒトに近い大型動物での確認も必要であ

る。そこで冠動脈結紮による心筋梗塞ラッ

トモデルおよび僧房弁閉鎖不全症の作製に

よる犬心不全モデルにワクチンを投与し、

臨床応用に向けて、心不全に対する治療効

果および種差の影響の有無について確認す

る。 
３）我々の検討の結果、アンジオテンシ

ン II の DNA ワクチンはペプチドワクチン

よりも抗体価の持続期間が有意に長かった

が、その詳細な理由は明らかでない。DNA
ワクチンは、アジュバント効果を持つとさ

れる CpG オリゴヌクレオチド配列を自身

のプラスミド配列内に多数含んでいるため、

このアジュバント活性が抗体価の維持に重



要な役割を担っている可能性が考えられる。

CpG 配列のアジュバント活性の作用機序

としては、CpG を含む配列が、抗原提示細

胞表面の Toll-Like Receptor 9 (TLR9)に結

合することで情報伝達が起き、自然免疫系

の活性化が生じることが重要であると考え

られている。そこで、TLR9 ノックアウト

マウスに対する投与実験等を行い、本DNA
ワクチンによる免疫が長期間維持される機

序について詳細に検討する。 
 
３．研究の方法 
１）アンジオテンシン II DNA ワクチンの

長期的な安全性・有効性の評価 
Hepatitis B core (HBc) protein は下図に
示すように、自己集合して球状になる性質
を持ち、A80-S81 の間に任意のペプチドを
挿入することで球の表面に提示させること
ができる。提示されたペプチドは免疫系に
認識され易く、高力価の抗体が誘導される
ことから、ワクチンの作製に利用されてい
る。そこで我々はこのシステムを利用し、
AngII を HBｃの A80-S81 の間に挿入した
かたちで発現させるベクターを作製した。
我々はこれまでに、シマジェットを用いて

ベクターを皮内に投与することで、筋肉内
投与よりも少量で高効率に遺伝子導入でき
ることを明らかにし、各種遺伝子治療研究
に用いている。そこでこのシマジェットを
用いて HBc-AngII ベクターを SHR の背部
に複数回投与し、血圧降下の程度およびア
ンジオテンシン II に対する抗体価の上昇
の程度を確認する。血圧はテイルカフ法で
計測し、抗体価は ELISA で測定する。具
体的にはアンジオテンシン II DNA ワクチ
ンを SHR(n=10)および食塩感受性ダール
ラット(n=6)に 2 週間隔で 3 回投与(200g/
回)し、無投与群(n=10)と共に２年間の観察
を行う。1 か月ごとに抗体価と収縮期血圧
の測定を続け、ワクチンによる免疫効果の
持続期間を確認する。また無投与群との生
存率を比較し、寿命延長効果を確認する。
投与後１年の時点で一部の個体は解剖し、
高血圧に伴う心臓、腎臓の臓器障害のワク

チンによる抑制効果の有無、程度を評価す
る。 
 
２）ラット心筋梗塞モデルでの検討：8 週

齢 SD ラット(n=6)にアンジオテンシン II 
DNAワクチン(200g/回)を 2週間隔で 3回

投与し、初回投与の 6 週後に抗体価の上昇

を確認する。抗体価が上昇した SD ラット

の冠状動脈を結紮することで心筋梗塞を作

成する。心筋梗塞作成前および 3 日後、1、

２、４週間後に経時的に心エコーにて心機

能を評価し、採血にて ANP、レニン、アン

ジオテンシン濃度等を測定することで、慢

性心不全に対する治療効果を確認する。経

時観察後に心臓を摘出し、ワクチン非投与

群(n=6)と比較して、心重量、心筋梗塞巣の

縮小効果の有無や心筋梗塞後リモデリング

の状態等を評価する。大型動物での有効性

の確認：ビーグル犬はげっ歯類よりも体重

が多いが、DNA ワクチンの至適容量が種

間を超えて体重に比例するか否かは明らか

でない。そこでまず適切な投与量・投与方

法について検討する。具体的には、少用量・

皮内投与 (400g、シマジェット投与 )群

(n=2)、高用量・皮内投与(1200g、シマジ

ェット投与)群(n=2)、高用量・筋肉内投与

(2000g、筋肉注射)群(n=2)を作成(それぞ

れ 2 週間隔で 3 回投与)し、初回投与の 6

週後に各群の抗体価を比較する。最も高い

抗体価の上昇が認められた投与量、投与経

路にて、僧房弁の腱索断裂手術による慢性

心不全モデルのビーグル犬(成犬を 4 週間

高頻度ペーシング、n=4)にワクチンを 2 週

間隔で 3 回投与する。腱索断裂手術前およ

び初回投与から、0、2、4、6 週間後、以後

1 か月ごとに心エコーによる心機能評価お

よび採血にて ANP、レニン、アンジオテン

シン濃度等の評価を行う。初回投与から 3
か月後に解剖し心臓の組織学的検討を行う。

以上の検討により各モデルにおけるワクチ

ンの有効性を評価する。 
 

３）モデルマウスを用いた DNA ワクチン

の免疫樹立機序の解析 
抗体価をより強く上昇させ、長く維持で

きる DNA ワクチンを開発するためには、



DNA ワクチンの免疫付けに関与する因子

の理解が重要である。 
ワクチンでは免疫原性を高めるために、

古くからアジュバントが抗原とともに投与

さ れ る 。 ア ジ ュ バ ン ト と し て は

CFA(Complete Freund Adjuvant)などが

よく知られ、ヒトワクチンでは水酸化アル

ミニウム（アラム）がよく用いられている。

こ の ア ジ ュ バ ン ト の １ つ に

Immunostimulatory Sequence (ISS)と呼

ばれる細菌ゲノムから発見された CpG 配

列を含むオリゴヌクレオチドがある。この

ISS はヒトでの臨床試験が既に行われてお

り、抗体価の低下を遅らせる作用があるこ

とが報告されている（Ref.2）。ISS として

報告される配列には多様性があり、DNA
ワクチンはそのベクターの骨格に CpG 配

列を多数含むため、これらがアジュバント

としての作用を担っている可能性が考えら

れる。 
 ISS の基本的な作用機序としては、CpG
を含む配列が、抗原提示細胞表面の Toll 
Like Receptor 9 (TLR9)に結合することで

情報伝達が起き、自然免疫系の活性化が生

じることが知られている。この自然免疫系

の活性化が、獲得免疫系の誘導すなわちワ

クチン効果の発現に重要であると考えられ

ているが、詳細については不明な点が多い。

また近年、アジュバントの効果発現には、

TLR9 非依存性の自然免疫活性化経路も重

要な役割を担っている可能性を示唆する知

見が報告されているが、その情報伝達経路

を活性化する受容体はいまだ同定されてい

ない。そこでまず、TLR9 ノックアウトマ

ウスと正常マウスに HBc-AngII ワクチン

を投与し、ISS による増強効果が TLR9 ノ

ックアウトマウスで消失するか否かを検討

することで、この効果が TLR9 経路を経て

いるか否かを確認する。 
TLR9 経路を経ていない場合には、TLR9

非依存性の自然免疫活性化経路の下流の因

子と考えられているTBK1のノックアウト

マウスと正常マウスでの HBc-AngII ワク

チンの有効性を比較することで、TBK1 経

路を経ているか否かを確認する。 
 また上記のことから臨床応用するにあた

り、DNA ワクチンに CpG オリゴヌクレオ

チドを追加することで、アジュバント作用

を補強することができると考えられる。そ

こで、実験が予定通りに行かず、抗体価が

充分上昇しない場合等のバックアップとし

て ISS の追加投与を考えている。 
 
４．研究成果 

１）アンジオテンシン II DNA ワクチンの

長期的な安全性・有効性の評価 
アンジオテンシン II DNA ワクチンを

SHR に投与し、無投与群と共に長期観察を

行った。一部の個体は投与半年後に解剖し、

心臓、腎臓等の組織解析を行った。その結

果、ワクチン群で血中アンジオテンシン II
濃度の低下などが認められた。またワクチ

ン群の HE 染色で肝臓や腎臓に病理学的所

見を認めなかった。これらの結果からアン

ジオテンシン II DNA ワクチンの投与は長



期的な影響として、免疫反応による有害な

作用が認められないこと、降圧に伴う臓器

保護効果が認められることが明らかとなっ

た。これらの結果をまとめ、Hypertension
誌に論文発表を行った。 
以上の結果から、アンジオテンシン II を

標的とした自己抗原ワクチンは、強い抗原

性を持つ HBc タンパクと融合させること

で、降圧作用をもたらす量の抗アンジオテ

ンシン II 抗体を産生することが確認でき

た。また、今回ワクチンに用いたアンジオ

テンシン II は８アミノ酸と短いため、

MHC 分子と結合せず、前駆体であるアン

ジオテンシノゲン発現細胞が細胞障害性 T
細胞からの攻撃を受けることは論理的に無

いと考えられる。実際に各臓器の組織の詳

細な観察で病理学的な変化が観察されなか

ったことや、生存期間延長の観察結果など

からも、このワクチンの安全性は高いと考

えられる。 
 
２）その他の病態モデル、種差の検討 
アンジオテンシン II ワクチンをビーグ

ル犬に投与することで、ラットと同様に抗

アンジオテンシン II 抗体が産生されるこ

とを確認した。またマウスにおいても同様

に抗体価の上昇を確認した。これらの結果

から、調べた限り種差によって産生される

抗アンジオテンシン II 抗体価は大きく変

わらないことが明らかとなった。 
ラットモデルでの検討において、アンジ

オテンシン II の DNA ワクチンにより降圧

効果だけで無く、生存期間延長の効果も認

められたため、病態改善効果はある程度証

明できたと考え、さらに効果が強く、長く

持続するワクチンを開発することに主眼を

移した。 
 
３）抗体価上昇のメカニズムの検討と、

モデルマウスを用いた DNA ワクチンの免

疫樹立機序の解析 
DNA ワクチンはペプチドワクチンより

も効果の持続期間が長い傾向がある。この

違いを詳細に検討する過程で、DNA ワク

チンにペプチドワクチンを併用すると、著

明な抗体価の上昇が得られることを見出し

た。さらに DNA、ペプチド併用ワクチン

は、単回投与でも強い抗体価の上昇が得ら

れることが明らかとなり、用量依存性など

最適な製剤条件を検討した。 
このとき産生される抗体の IgGサブクラ

スを測定したところ、マウス、ラット共に

IgG1 が多く、すなわち Th2 有意な免疫応

答が起きていることが確認された。また、

TLR9 ノックアウトマウスと野生側マウス

で、ワクチンにより産生される抗 AngII 抗
体価を比較したところ、TLR9 ノックアウ

トマウスの方が抗体価が低かった。このこ

とから併用ワクチンの抗体価の増強には、

DNA ワクチンに含まれる CpG 配列のアジ

ュバント効果がその一部を担っていると考

えられた。本項目の結果については、現在

論文投稿準備中である。 
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